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［摘　要］　目的　观察褪黑素对糖尿病大鼠肾脏氧化应激和过氧亚硝基阴离子（ＯＮＯＯ!）特异性标志物硝基酪氨

酸（ＮＴ）表达的影响。方法　实验动物分为糖尿病肾病组（ＤＮ组）、糖尿病褪黑素处理组（ＤＭ组）、正常对照组（ＮＣ
组），８周后比较各组体重、血糖、血胆固醇、三酰甘油及肾脏丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽过氧化物
酶（ＧＳＨＰｘ）含量，免疫组化观察各组大鼠肾组织中ＮＴ的表达。结果　和ＤＮ组比较，ＤＭ组大鼠血胆固醇、三酰甘油及
肾脏ＭＤＡ水平显著降低（Ｐ＜０．０５），抗氧化酶ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性升高（Ｐ＜０．０５），ＮＴ表达明显降低。结论　褪黑素可
显著提高糖尿病大鼠肾脏的抗氧化能力和降低氧化应激，对糖尿病大鼠肾脏具有保护作用。
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　　糖尿病肾病是糖尿病的主要微血管并发症之一，
也是导致终末期肾病的主要原因。线粒体电子传递链

过氧化物产生过量是高血糖诱导血管损伤的共同机

制［１］。过氧化亚硝酸盐是超氧化物和氧化亚氮共同

反应产生的有极高反应性的氧化剂，与糖尿病肾病的

发生密切相关［２］，其特异性的标志物硝基酪氨酸

（ｎｉｔｒｏｔｙｒｏｓｉｎｅ，ＮＴ）为衡量体内氧化应激的重要指标之
一［３］。褪黑素（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ，ＭＬＴ）是由松果体分泌的一
种神经内分泌激素，具有自由基清除作用，它能抑制一

氧化氮合酶（ＮＯＳ）的活性，从而减少一氧化氮自由基
（ＮＯ）的生成，进而减少ＮＯ与超氧阴离子（ＯＯ）作用
产生的过氧亚硝基阴离子（ＯＮＯＯ）［４］。笔者采用褪
黑素处理糖尿病大鼠，拟从氧化应激方面探讨褪黑素

防治糖尿病肾病的机制。
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１　材料与方法　
１．１　材料　链脲佐菌素（ＳＴＺ，Ｓｉｇｍａ公司），褪黑素
（Ｓｉｇｍａ公司，纯度 ＞９８％），抗硝基酪氨酸抗体（美国
Ｃａｙｍａｎ公司），ＳＰ免疫组织化学检测试剂盒（北京中
杉金桥生物技术有限公司），丙二醛（ｍａｌｏｎａｌｄｅｈｙｄｅ，
ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、
谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）
检测试剂盒、蛋白定量试剂盒（南京建成生物研究

所），Ｒｏｃｈ血糖仪及血糖试纸（上海罗氏公司），７２１型
紫外分光光度计（上海分析仪器厂），自动生化分析仪

（美国Ｔｅｃｈｎｉｃｏｎ公司），其余试剂为国产分析纯。
１．２　方法　
１．２．１　糖尿病大鼠模型的制备与分组　雄性 Ｗｉｓｔａｒ
大鼠２１只，由华中科技大学同济医学院实验动物中心
提供，体重１８０～２００ｇ，适应性喂养１周后，随机取１４
只，隔 夜 禁 食 后 经 左 下 腹 腔 单 次 注 射 ＳＴＺ
６０ｍｇ·ｋｇ１，７２ｈ后尾静脉取血测随机血糖，血糖
值≥１６．７ｍｍｏｌ·Ｌ１即为成模。将成模大鼠随机分为
糖尿病肾病组（ＤＮ组，ｎ＝７）和糖尿病褪黑素处理组
（ＤＭ组，ｎ＝７），其余７只大鼠作为正常对照组（ＮＣ
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组，ｎ＝７）。ＤＭ组每日定时以褪黑素５ｍｇ·ｋｇ１·ｄ１

灌胃［５］，其余两组给予等量的２％乙醇溶液灌胃，持续
给药８周后处死。所有大鼠自由饮水，给予正常大鼠
饲料，每周测量体重和血糖。

１．２．２　观察指标　实验第８周，将各组大鼠称重，２％
戊巴比妥钠麻醉后，下腔静脉采血，测定血糖、血胆固

醇、三酰甘油；迅速切取两侧肾脏，左肾分离皮质，保存

于 －７０℃冰箱中，用于测定肾皮质内 ＭＤＡ含量、
ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ等活性；右肾做长轴方向对切，用４％多
聚甲醛固定用于免疫组化检测。

１．２．３　肾皮质内ＭＤＡ含量及ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ等活性的
测定　操作方法严格按说明书进行。肾组织蛋白定量
用考马斯亮蓝法。

１．２．４　肾组织ＮＴ的检测　免疫组织化学染色，各组
肾组织经４％多聚甲醛固定１周后，石蜡包埋连续切
片，厚度４μｍ；使用涂有多聚Ｌ赖氨酸的载玻片捞片，
６０℃烤片２４ｈ，使用３％过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）消除内源性
过氧化物酶，经热抗原修复及正常羊血清封闭后，加入

小鼠抗 ＮＴ单克隆抗体一抗（１２００）４℃过夜；采用
辣根过氧化物酶标记链亲素免疫组织化学染色；以磷

酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗作为阴性对照，ＤＡＢ显色，
系列乙醇脱水，二甲苯透明，树胶封片，于光镜下观察

摄相；以已知乳腺癌标本石蜡切片作为阳性对照［６］。

１．３　统计学方法　应用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行数
据处理分析，组间比较采用 ｔ检验，所有数据均以均
数±标准差（ｘ±ｓ）表示。
２　结果　
２．１　一般情况及血生化的检查　与 ＮＣ组比较，ＤＮ
及ＤＭ组大鼠体质量明显减轻，血糖、血胆固醇及三酰
甘油明显升高（Ｐ＜０．０１）；褪黑素干预对升高的血糖
水平无明显影响，但可显著降低血胆固醇及三酰甘油

水平（表１）。
　　表１　各组大鼠一般情况及血生化指标　

ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｘ±ｓ

组别 大鼠／只 体质量／ｇ 血糖 总胆固醇 三酰甘油

ＤＭ组 ７ ２１１．４３±２６．２５１ ２７．８６±１．７３１１．７２±０．２５２０．５８±０．１６３

ＤＮ组 ７ １９６．７１±２４．７８１ ２９．５０±２．４５１１．９３±０．１６１０．８８±０．１８１

ＮＣ组 ７ ３０６．８６±１２．８０ ６．５３±０．５４ １．４２±０．１８ ０．５５±０．１６

　　与 ＮＣ组比较，１Ｐ＜０．０１；与 ＤＮ组比较，２Ｐ＜０．０５，
３Ｐ＜０．０１

２．２　肾脏抗氧化酶活性和ＭＤＡ含量变化　与ＮＣ组
比较，８周时 ＤＮ组肾脏 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性均下降，
ＭＤＡ含量升高；而ＤＭ组大鼠肾脏 ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性
较ＤＮ组升高，ＭＤＡ含量显著下降（表２）。

　表２　各组大鼠肾脏抗氧化酶活性及ＭＤＡ含量的变化　
ｘ±ｓ

组别
ＳＯＤ活性／

（Ｕ·ｍｇ１）

ＧＳＨＰｘ活性／

（Ｕ·ｍｇ１）

ＭＤＡ含量／

（ｎｍｏｌ·ｍｇ１）
ＤＭ组 １７２．１６±３１．０９１ ５０．３９±１２．３１２ １．３８±０．２６２

ＤＮ组 １４６．３１±１８．７７３ ３９．３９±６．３５４ １．８５±０．１１３

ＮＣ组 ２０４．６３±３６．６２ ７３．１４±１３．２６ ０．９５±０．２８

　　与 ＤＮ组比较，１Ｐ＜０．０５，２Ｐ＜０．０１；与 ＮＣ组比较，
３Ｐ＜０．０１，４Ｐ＜０．０５

２．３　ＮＴ在肾组织中的表达　免疫组织化学染色显示
ＮＴ阳性颗粒主要位于肾小球和肾小管上皮细胞细胞
质内。ＮＣ组未见ＮＴ阳性表达，ＤＮ组ＮＴ表达明显增
强，ＤＭ组较ＤＮ组ＮＴ表达明显减弱。
３　讨论　
３．１　褪黑素对血糖的影响　褪黑素对血糖水平的影
响，各实验室的结果不尽相同。张立斌等［５］的研究结

果发现，ＳＴＺ诱导糖尿病成功后，连续８周每天１６００
给予大鼠 褪黑素灌胃，血糖无明显改善。ＢＡＹＤＡＳ
等［７］也发现褪黑素不能降低糖尿病大鼠高血糖。但

ＡＢＤＥＬＷＡＨＡＢ等［８］以及ＭＯＮＴＩＬＬＡ等［９］发现在ＳＴＺ
诱导糖尿病前即开始给予褪黑素处理直至实验结束，

可使ＳＴＺ诱导的糖尿病鼠血糖水平降低。造成这种
差异性结果的原因可能与各研究者采用动物模型的不

同、研究方法的差异、给药剂量、途径及给药时间不同、

各实验室条件不尽相同等因素有关。本研究结果显

示，褪黑素在糖尿病大鼠诱导成功后给予，未发现有明

显降血糖作用。

３．２　褪黑素对血脂的影响　ＡＢＤＥＬＷＡＨＡＢ等［８］以

及ＭＯＮＴＩＬＬＡ等［９］的研究发现，褪黑素可改善 ＳＴＺ诱
导的糖尿病大鼠模型的脂代谢紊乱，减少血清胆固醇、

三酰甘油水平。本研究结果也显示，褪黑素干预后，显

著降低了糖尿病大鼠血胆固醇及三酰甘油的水平，故分

析褪黑素有可能通过调节脂代谢紊乱而发挥对糖尿病

肾病的保护作用，但其具体降脂机制有待进一步研究。

３．３　褪黑素对氧化应激的影响　本研究显示，与正常
对照组大鼠比较，糖尿病大鼠肾脏 ＧＳＨＰｘ、ＳＯＤ活性
降低，ＭＤＡ含量升高，提示糖尿病大鼠肾脏内在抗氧
化酶功能降低、脂质过氧化物堆积，肾脏氧自由基生成

和清除平衡状态被破坏。而应用褪黑素处理的糖尿病

大鼠肾脏具有显著的抗氧化功能，褪黑素能提高抗氧

化酶的活性，减少脂质过氧化物的形成，提示其在糖尿

病肾病抗氧化应激的防治中可能有一定的作用。

３．４　褪黑素对肾组织 ＮＴ表达的影响　本研究通过
应用免疫组织化学检测ＯＮＯＯ［１０］的特异性标志物 ＮＴ
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在肾脏的表达情况，发现肾脏在长期高血糖条件下，

ＮＴ的阳性表达增强，说明糖尿病过程中肾组织
ＯＮＯＯ的过量生成，构成氧化应激的一条途径，导致肾
脏的损害，同时提示褪黑素通过其清除自由基的功能

以及抑制一氧化氮合酶的间接抗氧化作用［４］延缓糖

尿病肾病的进程。

氧化应激与糖尿病慢性并发症的密切关系已从许

多研究中得到证实，尤其是自由基产生增加与自由基

清除系统功能减弱参与了糖尿病慢性并发症的发生发

展［８，１１］。糖尿病肾病是糖尿病的主要微血管并发症之

一，也是导致终末期肾病的主要原因。正常生理条件

下，氧化应激产生的活性氧簇（ＲＯＳ）能迅速地被机体
内抗氧化系统清除，但高血糖状态及糖尿病肾病时产

生的过量ＲＯＳ则大大超过了机体的清除能力。蓄积
于体内过量的 ＲＯＳ能够激活信号转导级联途径及转
录因子，导致胞内蛋白、膜脂质、核酸的损害，引起细胞

死亡及包括糖尿病肾病在内的组织损伤［３］。近年来

的研究显示，褪黑素有抗氧化作用，能保护细胞核

ＤＮＡ、膜脂质、细胞质蛋白等生物大分子免受氧化损
伤，是目前已知的具有抗氧化作用的自由基清除

剂［４］。其作用机制主要包括两方面：一方面，以电子

供体的形式直接中和羟自由基和过氧化自由基；另一

方面，通过激活 ＧＳＨＰｘ、抑制 ＮＯＳ活性起间接作
用［５］。而褪黑素正是通过抑制ＮＯＳ活性的作用，显著
减少了ＯＮＯＯ－这一强氧化剂的形成，从而有效地避免
了蛋白质巯基、Ｆｅ／Ｓ中心、硝基化蛋白质的酪氨酸残
基被氧化，使许多蛋白质或酶免于失活，维持正常的细

胞代谢，以及呼吸链酶的活性，保护线粒体结构，保持

ＤＮＡ链的完整，阻断脂质过氧化过程，延缓糖尿病各
种慢性并发症的发展。因此，上述的资料和本研究结

果显示，褪黑素作为抗氧化剂，能明显抑制糖尿病大鼠

肾脏的氧化应激反应，从而保护肾脏的功能。
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