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·基础研究·
糖尿病大鼠肾脏 4羟基壬烯醛的表达
及普罗布考的干预研究

王雁飞 刘丽秋 刘桂美 黄俊彦 季文萱

【摘要】 目的 观察链脲菌素（STZ）诱导的糖尿病大鼠肾小球中 4羟基壬烯醛（4⁃HNE）
的表达，并探讨普罗布考的肾脏保护作用机制。 方法 60 mg/kg STZ一次性腹腔注射构建糖

尿病大鼠模型，造模成功后按随机数字表法分为糖尿病组（D组，n＝24）和普罗布考干预组（P
组，n＝24），同时选取健康大鼠作为正常对照组（C 组，n＝24）。P 组大鼠给予普罗布考 110
mg·kg-1·d-1灌胃，D组及 C组给予相等体积蒸馏水灌胃。分别于 4周、8周及 12周检测 24 h尿

蛋白量、血清胆固醇、三酰甘油、尿素氮及血肌酐。HE染色及 PAS染色后光镜下观察肾脏病

理变化，免疫组化观察肾组织 4⁃HNE的表达，Western印迹检测 4⁃HNE的表达水平。 结果 D
组 24 h尿蛋白量、三酰甘油、胆固醇、尿素氮及肌酐在 4周、8周及 12周逐渐升高，且均高于同

时间的 C组，差异有统计学意义（均 P＜0.05），P组以上指标均低于同时间的D组，差异有统计

学意义（均 P＜0.05）。P组及 D组 4周、8周及 12周的肾脏病理改变逐渐加重，同时间的 P组

肾脏病理改变较D组轻，但仍重于 C组。D组 4周、8周及 12周肾脏中的 4⁃HNE的表达均显著

高于 C组，免疫组化染色积分差异有统计学意义（P＜0.05），P组 4⁃HNE的表达量低于同时间

的D组，差异亦有统计学意义（P＜0.05）；Western印迹结果与免疫组化结果相符。 结论 STZ
诱导的糖尿病大鼠肾小球中脂质过氧化标志物 4⁃HEN明显升高，而普罗布考可能通过减少 4⁃
HNE的生成减轻脂质过氧化损伤，从而起到肾脏保护作用。

【关键词】 糖尿病肾病； 氧化性应激； 脂质过氧化作用； 普罗布考； 4羟基壬烯

醛

Expression of 4 ⁃ hydroxynonenal in the kidney of diabetic rats and the effect of probucol
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【Abstract】 Objective To investigate the expression of 4 ⁃ hydroxynonenal (4 ⁃ HNE) in the
kidney of diabetic rats and the effect of probucol. Methods The rats were being intraperitoneal
injected with STZ (60 mg/kg) to establish diabetic models. Then diabetic rats were randomly divided
into diabetic group (group D, n＝24), probucol treated group (group P, n＝24). Normal rats were taken
as control group (group C, n＝24). Rats in group P were treated by probucol (110 mg·kg⁃1·d⁃1); rats in
group D and group C were given equal volume water instead. Scr, BUN, triglyceride (TG), total
cholesterol (TC) and 24⁃hour urinary proteinin were measured at the 4th, 8th and 12th week. PAS staining
and HE staining were used to evaluate the pathological changes of the kidney. The
immunohistochemistry and Western blotting were used to detect the expression of 4 ⁃ HNE in renal
tissue. Results Levels of Scr, BUN, TG, TC and 24 ⁃ hour urinary protein in group D were higher
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随着生活水平的提高及饮食结构的改变，糖

尿病已经成为发达国家继心血管病变、肿瘤之后

第三大严重威胁人类健康的非传染性疾病 [1]。全

球糖尿病患者已超过 1.5 亿人，而我国糖尿病发

病率高达 9.7%，患者人群居世界第 2位 [1-2]。近几

年发现氧化应激损伤在糖尿病的发生及发展中

起重要作用 [3]。4 羟基壬烯醛（4⁃HNE）是细胞膜

上的不饱和脂肪酸在活性氧产物的作用下发生

脂质过氧化的产物，在极低浓度时参与细胞的正

常生理活动，当其浓度升高时可导致细胞凋亡，

影响细胞信号转导，并可产生细胞毒性作用，影

响细胞正常的生理活动 [4]。本实验通过观察糖尿

病大鼠肾脏中 4⁃HNE的表达，评价肾脏脂质过氧

化的水平，并通过观察应用普罗布考干预治疗后

4⁃HNE 的表达变化探讨普罗布考对肾脏的保护

机制。

材料与方法

1. 实验动物与主要试剂：6～8周龄清洁级健

康雄性Wistar大鼠 50只，体质量为 200～250 g，购
自山东鲁抗实验动物中心。兔抗大鼠 4⁃HNE 抗

体（美国 Abcam），血糖试纸（美国强生），链脲菌

素（STZ，美国 Sigma），普罗布考（齐鲁制药有限公

司），辣根过氧化物酶标记二抗（美国 Santa Cruz）。

2. 糖尿病大鼠模型的建立与分组：大鼠适应

性喂养 1周，禁食 24 h后一次性腹腔注射 STZ 60
mg/kg 构建糖尿病大鼠模型。STZ 用前溶于 0.1
mmol/L枸橼酸⁃枸橼酸钠缓冲液（pH＝4.5）。腹腔

注射 STZ 72 h 后鼠尾静脉测随机血糖，血糖

＞16.7 mmol/L并能维持 1周者为造模成功，50只

中 48只造模成功。将模成功的糖尿病大鼠按随

机数字表法分为糖尿病组（D组，n＝24）及普罗布

考干预治疗组（P组，n＝24），并设置健康对照组

（C组，n＝24）。

3. 治疗及标本收集方法：用蒸馏水将普罗布

考配成 2.5%混悬液，P 组大鼠给予普罗布考 110
mg·kg-1·d-1灌胃，D组和C组给予等体积的蒸馏水

灌胃，各组分别于 4周、8周、12周处死 8只大鼠，

处死前 1 d大鼠放入代谢笼留取 24 h尿，记录 24 h
尿量后 1500 r/min（离心半径 13.5 cm）离心 10 min，
留取上清，-30℃冰箱冻存；5%水合氯醛 3 ml/kg腹
腔注射麻醉后，内眦静脉取血，3500 r/min（离心半

径 13.5 cm）离心 10 min，留取血清，-80℃冰箱冻

存；鼠尾静脉取血测血糖；并于麻醉后开腹取双

肾，清除肾蒂处的血管及结缔组织，去除肾脏表

面包膜，并将肾脏纵向剖开，取 1/2左侧肾脏固定

于 10%中性甲醛溶液中，其余肾组织放于液氮中

冻存。

4. 血、尿相关指标检测：24 h尿蛋白量、三酰

甘油、胆固醇、尿素氮及肌酐采用美国 Beckcoulter
DXC800全自动生化分析仪进行检测。

5. 肾脏病理：常规肾组织固定、切片（厚度 2
μm），HE染色及 PAS染色，光镜下观察肾脏组织

形态学及结构的变化。

6. 免疫组化测定 4⁃HNE 的表达：二甲苯脱

蜡，梯度乙醇脱水，室温 3%过氧化氢孵育 10 min，
PBS 浸洗 5 min，滴加抗原修复液室温孵育 10
min，PBS清洗 3次，滴加封闭用山羊血清，室温孵

育 10 min，加入兔抗大鼠 4⁃HNE抗体（1∶500），4℃
过夜，复温 10 min，PBS 冲洗 2 min×3 次。滴加抗

兔二抗，37℃孵育 20 min，PBS 漂洗 5 min×3 次。

DAB显色，苏木素复染后封片观察，应用 PBS代替

一抗作阴性对照。光镜下每张切片随机选择 5个

视野，计算阳性细胞百分率（R）评分A（R＜l％为

0 分，1％≤R≤10％为 1 分，10％＜R≤50％为 2

than those in group C at the 4th, 8th and 12th week(all P＜0.05); Levels of Scr, BUN, TG, TC and 24 ⁃
huor urinary protein in group P were lower than those in group D at 4th, 8th and 12th week (all P＜0.05).
The pathological changes of the kidney in group D were more serious than that in group P. The
expression of 4⁃HNE in group D were higher than group C at the 4th, 8th and 12th week (all P＜0.05);
The expression of 4⁃HNE in the kidneys of group P decreased significantly compared to that of group D
at the same time (P＜0.05). Conclusions As an indicator of lipid peroxidation, the expression of 4⁃
HNE significantly increases in the kidney of diabetic rat. Probucol may protect the diabetic kidney
through decreasing the expression of 4⁃HNE and the level of lipid peroxidation.

【Key words】 Diabetic nephropathies; Oxidative stress; Lipid peroxidation; Probucol; 4 ⁃
hydroxynonenal
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分，50％＜R≤80％为 3 分，80％＜R≤100％为 4
分)；染色强度评分 B（无着色为 0 分，淡黄色为 1
分，棕黄色为 2分，棕褐色为 3分）。免疫组化评

分＝A×B，以染色积分反映 4⁃HNE的表达水平 [5]。

7. Western 印迹法测定 4⁃HNE 的表达：取液

氮保存后的肾组织，充分研磨、裂解、离心后，取

上清液测定蛋白浓度，100℃加热 5 min，取 40 μg
上样后电泳，样本用 15％聚丙烯酰胺凝胶电泳分

离蛋白后，电泳转到 PVDF膜上，5％的脱脂牛奶

封闭 2 h，以 l×TBST洗涤后，与兔抗大鼠 4⁃HNE抗

体（1∶500）4℃过夜，然后加入辣根过氧化物酶标

记的二抗（1∶2000）室温孵育 l h，应用 ECL检测样

本的免疫活性，暗室曝光，X线胶片显影，应用美

国 UVP分析仪器扫描胶片，得出灰度值，用同样

方法标记鼠单克隆抗体β⁃actin 作为胞质蛋白内

参对照。

8. 统计学处理：计量资料以 x ± s表示，组间

比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ，两 两 比 较 应 用

Bonferroni 检验。免疫组化染色积分采用非参数

统计方法，P＜0.05视为差异有统计学意义，所有

资料应用 SPSS 17.0统计软件进行数据分析。

结 果

1. 血、尿相关指标：C 组大鼠尿素氮、肌酐、

胆固醇、三酰甘油及 24 h 尿蛋白在 4周、8周及 12
周无明显变化；D组大鼠以上指标于 4周、8周及

12 周逐渐升高，显著高于同时间的 C 组，差异有

统计学意义（均 P＜0.05）；应用普罗布考干预治

疗的 P组大鼠以上指标均低于同时间的 D组，差

异有统计学意义（均P＜0.05）。见表 1。
2. 肾脏病理：HE染色结果发现，4周时 D组

及 P组肾脏病理变化不明显；8周时与 C组比较，

D组肾小球体积增大，系膜区面积增宽，局灶性的

系膜基质增加；12周时D组肾小球系膜区面积明

显增宽，系膜基质明显增加，可见轻微肾小球硬

化；应用普罗布考干预治疗的 P组以上病理改变

明显减轻。PAS染色结果发现，除上述病理改变

外，12周时 D组出现肾小球基底膜增厚，肾小囊

腔明显狭小，P 组大鼠肾组织以上病理改变较 D
组明显减轻，但仍重于C组。见图 1，图 2。

3. 4⁃HNE的表达变化：免疫组化结果发现，C
组 4 周、8 周及 12 周 4⁃HNE 的表达较少，积分较

低；D 组及 P 组 4 周时 4⁃HNE 在肾小球仅有少量

表达，8周及 12周时 D组及 P组的表达量明显升

高，染色积分高于同时间的C组，差异有统计学意

义（P＜0.05）；P组免疫组化积分显著低于同时间

的 D 组，差异有统计学意义（均 P＜0.05）。见图

3。Western印迹结果发现，C组大鼠肾组织 4周、8

项目

Scr(μmol/L)
D组

P组

C组

BUN(mmol/L)
D组

P组

C组

TG(mmol/L)
D组

P组

C组

胆固醇(mmol/L)
D组

P组

C组

24 h 尿蛋白量(mg)
D组

P组

C组

第4周末

67.00±2.41a

62.51±3.11b

51.10±6.16

8.88±0.77a

7.57±0.17b

5.55±0.89

0.64±0.05a

0.41±0.22b

0.38±0.12

1.84±0.13a

1.09±0.30b

1.07±0.93

15.34±1.63a

11.26±2.15b

5.67±0.99

第8周末

79.75±5.56a

72.51±4.43b

48.65±7.55

9.68±0.44a

8.62±0.54b

5.31±0.69

1.26±0.08a

0.91±0.25b

0.46±0.14

1.86±0.16a

1.46±0.18b

1.17±0.11

27.23±4.90a

19.40±1.55b

4.23±1.24

第12周末

88.23±8.45a

82.70±5.65b

48.78±5.15

12.99±2.39a

10.12±2.11b

6.09±1.11

1.39±0.18a

1.10±0.14b

0.55±0.23

1.98±0.29a

1.61±0.13b

1.13±0.13

50.67±10.39a

30.48±5.69b

4.19±1.43
注：与同时间点的 C组比较，

aP＜0.05；与同时间点的 D组比

较，
bP＜0.05

表 1 各组大鼠不同时间生化指标比较（x ± s）

图1 各组大鼠肾组织4周、8周及12周病理改变（HE染色 ×200）

4周 8周 12周

C组
P组

D组
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周及 12周 4⁃HNE的表达量极少，且 4周、8周及 12
周的表达无明显变化；D组肾组织 4周、8周及 12
周 4⁃HNE的表达量逐渐升高，且明显高于同时间

点的 C组，差异有统计学意义（均 P＜0.05）；应用

普罗布考干预治疗的 P组 4周、8周及 12周 4⁃HNE
的表达量均高于C组，但均低于同一时间的D组，

差异有统计学意义（均P＜0.05）。见图 4。

讨 论

在高糖及糖基化终产物等因素的作用下，机

体氧化应激水平升高，导致活性氧产物（ROS）产

生增多，ROS可攻击细胞膜磷脂双分子层的多不

饱和脂肪酸（PUFA），而 PUFA上的氢原子可启动

脂质过氧化反应，产生脂质过氧化产物，其中醛

基产物是脂质过氧化反应的终末产物，包括乙

醛、辛烯酸及 4⁃HNE。4⁃HNE 是ω3 和ω6 不饱和

脂肪酸经过氧化反应产生的多不饱和脂肪醛，是

脂质过氧化产物中最具代表性也是生物活性最

高的产物 [4]，其产生后一部分可保留在细胞膜中，

一部分可向周围扩散，攻击远距离的靶目标，影

响机体的正常生理活动。4⁃HNE 可以与谷胱甘

肽直接结合，或在谷胱甘肽⁃S⁃转移酶的催化下与

其结合，形成无活性的复合物，从而保护组织免

受脂质过氧化的损伤。

目前研究发现大鼠慢性脑缺血所致的白质损

伤时脑白质内的脂质过氧化产物 4⁃HNE 明显升

高 [6]，也有研究发现吸烟可导致肺组织匀浆中及

气道上皮细胞中 4⁃HNE表达增多 [7]。Lee等 [8]发现

在遗传性易卒型大鼠及大脑中动脉闭塞诱发中

风的大鼠血浆中 4⁃HNE的表达明显升高，并且静

脉应用 4⁃HNE可以提高ROS的水平，下调超氧化

14
12
10
8
6
4
2
0 4周 8周 12周

ab
ab

a

a
a

b

D组

P组

C组

4⁃H
NE

免
疫

组
化

积
分

注：与同时间点 C组比较，
aP＜0.05；与同时间点 D组比较，

bP＜0.05
图 3 各组大鼠肾组织 4⁃HNE的表达（免疫组化 ×400）

1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0 4周 8周 12周

ab

a
D组

P组

C组

ab

a

ab
a

4⁃H
NE

相
对

表
达

量

注：与同时间点 C组比较，
aP＜0.05；与同时间点 D组比较，

bP＜0.05
图 4 各组大鼠肾组织 4⁃HNE的表达（Western印迹）

4周 8周 12周

C组
P组

D组

图 2 各组大鼠肾组织病理改变（PAS ×400）

4周 8周 12周

C组
P组

D组
4周 8周 12周

4⁃HNE
β⁃actin
4⁃HNE
β⁃actin
4⁃HNE
β⁃actin

D组

P组

C组
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物歧化酶（MnSOD）水平及谷胱甘肽/氧化型谷胱

甘肽（GSH/GSSG）比值，导致氧化应激损伤。研究

发现糖尿病大鼠氧化应激水平升高时可导致晶

状体中 4⁃HNE的表达升高 [9]；顾萍等 [10]发现糖尿病

小鼠胰腺中氧化应激水平明显升高，同时脂质过

氧化产物 4⁃HNE 的表达也明显升高。机体血糖

升高时肾脏中的氧化应激水平也显著升高，而目

前对于糖尿病肾脏中脂质过氧化水平及 4⁃HNE
的表达的研究较少，本研究观察了糖尿病大鼠 4
周、8 周及 12 周时 4⁃HNE 的表达情况，并观察了

应用抗氧化剂普罗布考后肾组织 4⁃HNE 表达的

变化，结果发现随着糖尿病病程的延长，肾组织

中 4⁃HNE的表达高于同一时间点的健康对照组，

主要表达部位在肾小球，而应用普罗布考干预治

疗后 4⁃HNE的表达低于同一时间的糖尿病组，且

肾脏的病理改变显著改善，24 h 尿蛋白量少于糖

尿病组，说明脂质过氧化参与了糖尿病肾病的发

生及发展，而普罗布考可降低肾脏的脂质过氧化

水平，减少 4⁃HNE的表达，从而起到肾脏保护作

用。

4⁃HNE生成增多的机制如下：首先血糖升高

时在高糖及糖基化产物的作用下使 ROS 的产生

增多，作用于细胞膜脂质双分子层的多不和脂肪

酸，使其发生脂质过氧化导致 4⁃HNE生成增多 [4]；

其次，4⁃HNE可激活转录激活蛋白 AP⁃1，后者可

以与转化生长因子β（TGF⁃β）启动子片段结合诱

导 TGF⁃β的表达，而 TGF⁃β又可增强氧化应激、减

少还原型谷胱甘肽的合成 [11-13]，以上反应一方面

促进 4⁃HNE的合成，另一方面又可导致 4⁃HNE的

代谢减少，最终产生恶性循环，导致组织内

4⁃HNE增多以及机体的氧化应激损伤。

4⁃HNE 可以通过多种途径影响正常生理活

动。首先 4⁃HNE具有亲电子特性，一些含有巯基

的蛋白质如半胱氨酸、赖氨酸及组氨酸具有很强

的亲核性，4⁃HNE可与其发生 1，4加合反应，对相

关位点进行修饰，从而导致蛋白质功能障碍 [14]；其

次，Chaudhary等 [15]研究发现 4⁃HNE可激活凋亡信

号调节激酶（Ask1）、c⁃Jun氨基末端激酶（JNK）及

caspase⁃3，通过 Fas介导的 DISC非依赖的凋亡途

径 导 致 细 胞 凋 亡 ，还 可 激 活 Bax、P21、JNK 及

caspase ⁃ 3，通过 p53 途径介导细胞凋亡；此外，

4⁃HNE还可以对细胞外基质蛋白进行修饰，诱导

巨噬细胞的聚集与活化，刺激巨噬细胞产生 ROS

及单核细胞趋化蛋白（MCP⁃1）等炎性介质，从而

导致组织的炎性反应及破坏，并且研究显示

4⁃HNE 与核酸结合形成的复合物是强有力的诱

变剂，优先诱发 p53 基因的 249 密码子发生基因

突变，这与人类恶性肿瘤的发生密切相关 [16]。

4⁃HNE除了影响正常生理活动外，还可以激活机

体的自我保护机制对抗自身的毒性。4⁃HNE 可

使死亡结构域相关蛋白（Daxx）668及 671位点的

Ser 磷酸化，从而使 Daxx 从细胞核转移至细胞质

中，并与 Fas相结合，抑制细胞凋亡 [15]；此外 4⁃HNE
还可以激活热休克蛋白活化因子 1（HSF1）[15]，后

者可转移至细胞核中与HSP70基因的相关位点结

合，诱导HSP70的表达，HSP70可以清除在氧化应

激作用下错误折叠的蛋白质，并可以通过抑制

NADPH氧化酶减少ROS的产生。

普罗布考是具有两个酚羟基的断链抗氧化

剂，可以作为单电子供体和单线态氧的捕捉剂发

挥抗氧化作用。酚羟基极易被氧化，形成稳定的

酚氧基，消耗了体内的过氧游离基、氧自由基等

活性氧产物 [17]，ROS产生减少后细胞膜上的不饱

和脂肪酸的脂质过氧化产物 4⁃HNE的生成减少，

其次研究表明普罗布考可以抑制 JAK2、信号转导

及转录激活因子（STAT）1及 STAT3的活性，从而

减少高糖诱导的系膜细胞 TGF⁃β的表达 [18]。国内

赵宁等 [19]研究也发现普罗布考可以降低糖尿病大

鼠肾脏中 TGF⁃β、Smad2/Smad4 及 Smad7 的表达，

在抑制肾脏纤维化的同时，减少了 TGF⁃β对谷胱

甘肽合成的影响，增加了 4⁃HNE的代谢，终止了

TGF⁃β⁃4⁃HNE⁃氧化应激损伤的恶性循环，从而减

少了肾脏的脂质过氧化水平，起到肾脏保护作

用。这对进一步了解糖尿病肾病的氧化应激损

伤有重要意义，并可为临床提供新的治疗靶点。

对于脂质过氧化及其产物 4⁃HNE 在糖尿病

肾病的发生及发展中的具体作用机制尚未完全

明了，尚需进一步的研究。
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