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叔丁基对苯二酚对早期糖尿病小鼠肾脏

氧化应激损伤影响的实验研究

李航 张连珊 刘青娟 曾延萍王慧娟 张金平 陈炜 段惠军

【关键词】糖尿病肾病} 氧化应激；NF—E2相关因子；叔丁基对苯二酚

糖尿病肾病(DN)发病机制复杂，是

多种因素综合作用的结果，氧化应激在

DN发病中起重要作用。研究表明，抗氧

化剂可以延缓DN的发生发展[1。2]。近年

发现，NF—E2相关因子一抗氧化反应元件

(Nrf2-ARE)信号通路相互作用调节编

码抗氧化蛋白，是细胞抗氧化反应的中

枢调节者[3]。而叔丁基对苯二酚(tBHQ)

是Nrf2的激活剂，■谷氨酰半胱氨酸合

成酶(7-GCS)是受Nrf2一ARE信号通路

转录调节的抗氧化蛋白之一。本研究中

应用糖尿病(DM)小鼠模型，观察了

Nrf2、■GCS在DM小鼠肾脏的表达情

况以及tBHQ对此信号通路的影响。

1材料与方法

1．1试剂与药物：链脲佐菌素(STZ，美

国Sigma公司)。兔抗Nrf2多克隆抗体

(多抗，英国Abeam公司)，兔抗7·GCS

多抗(美国Santa Cruz公司)，tBHQ(比

利时Acros公司)，兔抗Histon—H1多抗

(武汉博士德工程有限公司)，核蛋白及

胞质蛋白提取试剂盒(南京凯基生物生

物工程有限公司)，丙二醛(MDA)、总超

氧化物歧化酶(T—SoD)试剂盒(南京建

成生物工程有限公司)，免疫组化试剂盒

(北京中杉金桥生物有限公司分装)。

1．2动物分组及模型制备：雄性C肛1

小鼠60只，体重20～25 g，购自北京维

通利华实验动物技术公司(动物合格证

号：0126327)。按随机数字表法分为对照

组、模型组及tBHQ干预组，每组20只。

腹腔注射STZ 130 mg／kg制备DM模
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衷1各组小鼠血清及肾组织匀浆MDA含量及T—SOD活性比较(；士5)

注：MDA：丙二醛，T—SOD：总超氧化物歧化酶，tBHQ：叔丁基对苯二酚；与对照组比较，

‘P<0．05}与模型组比较，5P<O．05

型，72 h后如果血糖≥16．7 mol／L、尿

糖+++～+抖+为DM模型制备成功，

对照组则给予等量枸橼酸缓冲液。tBHQ

干预组于制模后72 h起在饲料中添加

1％tBHQ。实验期间不使用胰岛素及其

他降糖药物，制模后每周测血糖1次，不

符合标准者剔除。

1．3检测指标及方法：于12周后取小

鼠股动脉血，检测血清MDA及T—SOD，

T—SoD以每毫克血清蛋白中的活性单

位(U／rag)表示。取肾脏皮质，一部分用

多聚甲醛溶液固定，用于免疫组化检测

Nrf2在肾小球的表达；另一部分用蛋白

质免疫印迹法(Western blotting)检测

匀浆中Nrf2总蛋白、核蛋白及7-GCS

蛋白表达；再一部分用于匀浆中MDA

及T—SOD测定。按试剂盒说明书操作。

1．3．1蛋白表达检测：用Lowry法测

定上清液蛋白浓度为总蛋白；提取核蛋

白，以Histon—H1作为核蛋白内参照。经

过十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电

泳后转移至聚偏二氟乙烯(PVDF)膜，

脱脂奶粉封闭，分别加入兔抗Nrf2多抗

和兔抗7-GCS多抗过夜，洗膜后加辣根

过氧化物酶标记的羊抗兔抗体，孵育、洗

膜后加化学免疫发光(ECL)试剂，经压

片、显影、定影等过程，对条带进行半定

量分析。取积分吸光度(A)值，以目的条

带与内参照p肌动蛋白(pactin)条带的

A值比值作为最终结果。

1．3．2免疫组化染色：组织切片，脱蜡

至水，一抗为兔抗Nrf2多抗，二抗为生

物素标记羊抗小鼠IgG，以磷酸盐缓冲

液(PBS)代替一抗作阴性对照，3，3'-二

氨基联苯胺(DAB)显色，光镜下观察

Nrf2阳性表达。

1．4统计学方法：采用SPSS 12．0统计

软件，数据以均数士标准差。士s)表示，

行单因素方差分析，P<0．05为差异有

统计学意义。

2结果

2．1 MDA及T—SOD比较(表1)：模型

组血清及肾组织匀浆MDA浓度明显高

于对照组，tBHQ组MDA浓度明显低于

模型组(均P<0．05)。各组血清及肾组

织匀浆T—SOD活性无差异。

2．2蛋白表达比较(图1；表2)：模型组

Nrf2总蛋白、核蛋白及7-GCS蛋白表达

均明显高于对照组，tBHQ组Nrf2总蛋

白、核蛋白及7一GCS蛋白表达均明显高

于模型组(均P<O．05)。

Nrl2：NF-E2相关因子，7-GCSl7-谷氨酰

半胱氨酸合成酶，tBHQ：叔丁基对苯二酚，

fl-actin：}肌动蛋白

圈1各组小鼠肾组织Nd2总蛋白、

核蛋白及7-GCS蛋白表达
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寰2各组小鼠肾组织Nrf2

和T-GCS蛋白表达比较(；±5)
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注；Nrf2：NF—E2相关因子，7一GCS：7一谷

氨酰半胱氨酸合成酶，tBHQ：叔丁基

对苯二酚，与对照组比较．‘P<0．05，

与模型组比较，6P<0．05

2．3免疫组化结果(彩色插页图2)：对

照组肾小球胞质及胞核内均可见少量

Nrf2表达。与对照组比较，模型组Nrl2

蛋白在肾小球胞质及胞核内的表达均明

显增高。而tBHQ组Nrf2蛋白在肾小球

胞质及细胞核内的表达均较模型组明显

增高。

3讨论

DN的发病机制十分复杂，近年来

研究证明，在诸多发病机制中，氧化应激

是重要的共同机制E4]。氧化应激反应中

产生的活性氧(ROS)在DN的发生发展

中起关键性作用，已成为一个非常活跃

的研究领域。DM时肾脏比较容易受氧

化应激攻击，导致肾组织细胞破损，基质

重构，组织纤维化和信号通路异常，促进

DN的发生发展[5]。机体内过多的ROS

能攻击生物膜中的多不饱和脂肪酸，引

发脂质过氧化，形成脂质过氧化物(如

MDA)，因此MDA含量常常可反映机

体内脂质过氧化程度，间接地反映出细

胞氧化损伤的程度“]。本实验中模型组

血清及肾皮质中MDA含量较对照组显

著升高，提示DM小鼠机体及肾组织内

氧化／抗氧化平衡被打破，肾脏氧化损伤

增强，提示DM病变早期抗氧化治疗的

必要性。

机体的正常生理功能有赖于氧化／

抗氧化系统的相互拮抗平衡，而ROS产

生的增加。各种抗氧化物质包括SoD、

还原型谷胱甘肽(GSH)、过氧化氢酶

(cAT)等含量下降，抗氧化能力降低

时，不能有效清除自由基，氧化应激随之

发生[23。机体应对氧化应激的防御机制

之一是ARE，ARE是许多抗氧化酶／蛋

白基因上游中的顺式作用增强元件，与

Nrf2相互作用调节编码抗氧化蛋白，是

细胞抗氧化反应的中枢调节者‘“。在正

常情况下。Nrf2定位于细胞质中，与肌

动蛋白结合蛋白Keapl相互作用，且被

泛索蛋白酶体途径迅速降解。当受到来

源于ROS或亲核信号攻击后，Nrf2从

Keapl中解离，以稳定状态转位细胞核，

与Maf蛋白结合成异二聚体后，与基因

中的ARE结合激活靶基因的表达，调
节抗氧化酶／蛋白的转录曲]。tBHQ是抗

氧化蛋白的强诱导剂，通过激活Nrf2蛋

白，促迸Nrf2的核转位，增加其与ARE

的结合，激活抗氧化蛋白基因的表达。有

研究报道，用1％tBHQ喂养小鼠4周

后，可减轻缺血／再灌注引起的小鼠大脑

皮质损伤，增强皮质的GSH表达水平，

而此现象在Nrl2√一小鼠中未出现[”]。

本实验中，tBHQ组小鼠血清及肾组织

MDA浓度明显低于模型组，说明tBHQ

可以减轻DM时肾脏的氧化应激损伤，

延缓肾脏病变的进展。

在转录水平受Nrf2-ARE信号通路

调控的抗氧化蛋白有200多种，7．GCS

就是其中之一[1“。弘GCS是体内GSH

合成的限速酶，作为细胞内最丰富的抗

氧化荆，GSH在细胞清除ROS过程中

发挥了关键作用[1“。增加7-GCS的含量

和活性，可以促进GSH的合成，增强组

织细胞的抗氧化能力。在本实验中，模型

组Nrf2总蛋白及核蛋白表达均明显高

于对照组，说明高血糖激活了机体的抗

氧化应激系统以及Nrf2蛋白的表达和

核转位，进而激活了下游抗氧化蛋白

7-GCS表达；tBHQ干预后，由于tBHQ

持续激活了Nrf2蛋白的表达和核转位，

使得7-GCS蛋白的表达持续增强，部分

抵消了DM引起的ROS增加，减轻了氧

化应激引起的肾脏损害。

本研究结果表明，DM小鼠肾脏在

病变早期即存在氧化应激损伤，tBHQ

可减轻ROS引起的肾脏损害，其作用机

制可能是通过激活Nrf2一ARE信号通

路，从而启动抗氧化蛋白的转录和表达。

而tBHQ长期应用能否延缓及减轻DN

发生发展，以及是否有毒副作用。有待进

一步研究。
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感染性休克犬血管内皮细胞生长因子与缺氧程度的相关性研究
(正文见185页)

图1光镜下观察感染性休克犬休克前后回肠组织血管内皮细胞生长因子(VEGF)
的表达休克前(a)正常回肠组织VEGF表达极少-休克后(b)VEGF的表达增
多，在核周胞质及细胞间质有特异性片状或颗粒状棕黄色着色免疫组化x 600

乌司他丁对百草枯中毒大鼠肺纤维化的影响及其机制研究
(正文见187页)

图1光镜下观察各组百革枯中毒大鼠术后28 d肺组织病理改变对照组(a)肺组织形态正常，肺泡隔较薄，由肺泡上皮和
肺泡壁毛细m管构成，未见纤维化；模型组(b)肺组织有炎细胞浸润，肺泡隔增厚相互融合·乌司他丁组(C)肺组织有少量
炎细胞浸润，肺泡形态良好HE×20 图2光镜下观察各组百草枯中毒大鼠术后不同时间点肺组织转化生长因子一Dl
(TGF．D1)的分布及表达TGF．Bl蛋白阳性表达呈棕黄色细颗粒状，或呈棕黄色丝网状·对照组(a)2l d肺组织单核／巨噬

细胞、肺闾质结缔组织、血管内皮及平滑肌细胞可见少许TGF—Dl蛋白阳性表达。肺泡上皮及血管、支气管上皮TGF-DI
蛋白表达均为阴性。模型组7d(b)肺组织水肿，炎症较重，肺泡隔上皮，血管、支气管上皮TGF—D l蛋白表达呈强阳性，
14 d(C)肺组织水肿、炎症仍较重。但较7d时有所减轻，肺泡隔上皮．血管，支气管上皮TGF-§l蛋白表达均为强阳性，
21 d(d)、28d(e)肺组织炎症逐渐减轻。肺泡隔增厚较前恢复，肺泡隔上皮．血管、支气管上皮TGF-D l蛋白表达均为强

阳性I乌司他丁组7 d(f)肺组织水肿、炎症较重，肺泡隔上皮、支气管上皮TGF-B l蛋白表达均为阳性；14 d(g)、2l d

(h)、28 d(i)肺组织水肿、炎症减轻，肺泡隔上皮TGF—Dl蛋白表达为阳性，但弱于模型组免疫组化×10

叔丁基对苯二酚对早期糖尿病小鼠肾脏氧化应激损伤影响的实验研究
(正文见191页)

圈2光镜下观察各组小鼠肾小球NF—E2相关因子(Nrf2)的蛋白表达Nrf2蛋白的阳性表达定位于肾小球固有细胞的胞质
和胞核，呈棕黄色颓粒，对照维(a)肾小球细胞胞质及胞核内可见少量Nrf2基础表达，模型组(b)胞质及胞核内Nrf2蛋
白表达较对照组(a)明显增强。叔丁基对苯二酚(tBHQ)组(c)Nrf2蛋白表达较模型组(b)明显增强免疫组化X400
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