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抗坏血酸对糖尿病大鼠肾脏缺血-再灌注后肾小球
内皮多糖-蛋白复合物的影响

戴春群 邓美玲 梁应平 胡衍辉 徐国海

  【摘要】 目的 观察抗坏血酸预处理对糖尿病大鼠肾脏缺血-再灌注后肾小球内皮多糖-蛋白复

合物的影响。方法 32只SD健康清洁大鼠随机均分为四组:A组为正常血糖大鼠,B、C、D组首先

建立糖尿病模型,A、B组为假手术组,麻醉后行腹部正中切口,小心分离暴露双侧肾蒂游离肾动脉,

30min后关闭腹腔;C组每天腹腔注射生理盐水0.5ml,15d后建立肾脏缺血-再灌注模型;D组每

天腹腔注射抗坏血酸200mg/kg0.5ml,15d后建立肾脏缺血-再灌注模型。观察大鼠术前30min
(T1)、游离肾动脉后(T2)、术后30min(T3)、术后6h(T4)、术后24h(T5)的血糖(Glu)、尿素氮

(BUN)、肌酐(Cr)、丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)的变化,检测术后24h半胱天冬酶-3
(caspase-3)、细胞色素C(CytC)和多糖-蛋白复合物的表达情况。结果 C、D组大鼠在T3~T5 时

BUN、Cr、MDA水平明显高于A、B组,SOD水平明显低于A、B组(P<0.05)。与C组比较,D组大

鼠T3~T5 时BUN、Cr、MDA水平明显降低,SOD水平明显升高,caspase-3、CytC表达水平明显降

低,肾小球内皮多糖-蛋白复合物的厚度明显增加,肾组织损伤明显改善(P<0.05)。结论 抗坏血

酸预处理可通过减轻糖尿病大鼠肾缺血-再灌注后肾小球内皮多糖-蛋白复合物的损伤从而减轻糖尿

病大鼠肾缺血-再灌注损伤。
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【Abstract】 Objective Toobservetheeffectofascorbicacidpreconditioningontheglomerular

endothelialpolysaccharideproteincomplexindiabeticratsafterrenalischemiaandreperfusion.
Methods Atotalof32healthySDratswererandomlydividedinto4groups,groupAwithnormal
bloodglucose,groupsB,CandDdiabeticrats,GroupsAandBwereshamoperationgroups,after
anesthesia,ratsweremadeabdominalmedianincisionandhadseparationtoexposethebilateralrenal
pedicleandfreerenalarterycarefully,abdominalincisionwereclosed30minuteslater;ratsingroup
Cwereinjectedwithnormalsaline0.5mldailyforfifteendays,whileratsingroupDwereinjected
withascorbicacid200mg/kg(0.5ml)dailyfor15days,bothgroupsCandDthenmaderenalische-
miareperfusionmodel;modelingmethods:afteranesthesia,ratsweremadeabdominalmedianincision
andhadseparationtoexposethebilateralrenalpedicleandfreerenalarterycarefully,clippedrenalar-
terywithvascularclampfor30minutesthenreleasedforcepsandhadreperfusionfor24hours.Toob-
servethechangesofbloodglucose,bloodureanitrogen(BUN),creatinine(Scr),malondialdehyde
(MDA),superoxidedismutaseenzyme(SOD)at30minutesbeforeoperation(T1),afterfreeing
renalartery(T2),30minutesafteroperation(T3),6hoursafteroperation(T4)and24hoursafter
operation(T5),testtheexpressionofcaspase-3,cytochromeC(CytC),polysaccharideproteincom-
plexesafteroperationfor24hours.Results IngroupsCandD,thelevelsofBUN,SCrandMDAat
T3-T5weresignificantlyhigherthanthoseingroupsAandB,SODlevelwassignificantlylowerthan
groupAandB(P<0.05).ThelevelsofBUN,SCr,MDAatT3-T5ingroupDweresignificantlyde-
creased,SODlevelsweresignificantlyincreased,caspase-3andCytCexpressionweresignificantlyre-
ducedandasignificantincreaseinthethicknessoftheglomerularendothelialpolysaccharideprotein
complex,renaltissueinjurysignificantlyimproved (P <0.05)whencompared withgroupC.
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Conclusion Ascorbicacidpreconditioningcanreducetheinjuryofrenalischemiareperfusioninjuryin
diabeticratsbyreducingtheinjuryofglomerularendothelialproteincomplexafterrenalischemia
reperfusionindiabeticrats.

【Keywords】  Ascorbicacid;Diabeticnephropathy;Renal;Ischemia-reperfusioninjury;Pol-
ysaccharide-proteincomplex

  糖尿病是严重危害人类健康的慢性系统性疾

病之一,以微血管、大血管的病变为特征,如视网膜

病变、糖尿病肾病、冠脉病变等,是导致糖尿病患者

发病和死亡的重要原因[1,2]。糖尿病和缺血-再灌注

损伤过程中机体产生大量的自由基,破坏血管内皮

表层的多糖-蛋白复合物,暴露血管内皮引起微血管

通透性增加,产生蛋白尿、组织水肿、血小板聚集及

器官的损伤[3~5]。抗坏血酸是一种强力水溶性的抗

氧化剂,研究显示抗坏血酸可以减缓因缺血-再灌注

所诱发的氧化应力、增加NO的合成而改善内皮细

胞的功能,减少缺血-再灌注过程产生的自由基对机

体造成的伤害[6]。抗坏血酸可减轻缺血-再灌注损

伤,而糖尿病及缺血-再灌注后机体内皮多糖-蛋白

复合物减少,提示抗坏血酸可能与减轻多糖-蛋白复

合物受损有关。本研究观察抗坏血酸预处理对糖

尿病大鼠肾缺血-再灌注后肾小球内皮多糖-蛋白复

合物的影响。

材料与方法

一般资料 健康雄性清洁SD大鼠32只,200
~250g,由南昌大学动物研究中心提供。超氧化物

歧化酶(SOD)检测试剂盒、丙二醛(MDA)检测试剂

盒,均由美国Beckman公司提供。LSM510共聚

焦显微镜(德国ZEISS公司);FTC2000实时荧光定

量基因扩增仪(加拿大枫岭FUNGLYN公司)。
方法 大鼠按照随机数字表法均分为四组:A

组为正常血糖大鼠,B、C、D组采用链脲佐菌素50
mg/kg诱导SD大鼠形成糖尿病模型,A、B组麻醉

后行腹部正中切口,小心分离暴露双侧肾蒂游离肾

动脉,30min后关闭腹腔;C组每天腹腔注射生理

盐水0.5ml,15d后行肾脏缺血-再灌注处理;D组

每天腹腔注射抗坏血酸200mg/kg0.5ml,15d后

行肾脏缺血-再灌注处理。糖尿病大鼠标准为尿糖

阳性且空腹6h血糖(Glu)≥16.7mmol/L。肾缺

血-再灌注损伤模型制作:糖尿病建模成功后,腹腔

注射硫喷妥钠45mg/kg,行腹部正中切口,小心分

离双肾蒂游离肾动脉。用血管钳夹闭肾动脉30
min后松开血管钳,观察肾组织颜色在1分钟内由

黑紫色逐渐变为粉红色,表明肾脏血流再灌注成功。

观察指标 检测术前30min(T1)、游离肾动脉

后(T2)、术后30min(T3)、术后6h(T4)、术后24h
(T5)血清 MDA、SOD、BUN、肌酐(Cr)、Glu含量。

BUN、Cr和Glu使用全自动生化分析仪测定。MDA
采用硫代巴比妥酸化学比色法检测,SOD采用黄嘌

呤氧化酶法检测。操作均按试剂盒说明书进行。

Caspase-3、CytC表达 实验结束取大鼠左肾,

10%中性甲醛固定,脱水、常规石蜡包埋、切片(厚
度4μm)。按照产品说明书采用链霉菌抗生物素蛋

白一过氧化酶连接(S-P)免疫组织化学方法行切片

染色。每张切片随机选取4个组织不重叠的视野,
应用图像分析仪IPP软件对caspase-3、CytC免疫

组化切片进行平均积分光密度检测,计算出单位面

积(0.01mm2)中的阳性细胞个数(个/0.01mm2)
作为分析数据进行比较。

肾脏组织病理学 实验结束取大鼠左肾,10%
中性甲醛固定,脱水、常规石蜡包埋、切片(厚度4

μm),行HE染色。普通光学显微镜在10×40倍

光镜下,随机选取10个不同视野,定量评估肾小

管细胞的坏死程度,以上检查交由病理专业人士完

成,均采用单盲法。评分标准[7]:0分,没有损伤;

1分,单个细胞坏死;2分,肾小管坏死<25%;3
分,肾小管坏死25%~50%;4分,超过50%肾小

管坏死和出现梗死组织。
多糖-蛋白复合物 再灌注24h后,取各组大

鼠肾小球内皮细胞,使用共聚焦显微镜(CLSM)观
察细 胞 膜 表 面 多 糖-蛋 白 复 合 物 的 荧 光 情 况。

CLSM对细胞膜表面多糖-蛋白复合物进行3D重

建。3D重建后,可以显示膜表面 WGA-FITC染色

的多糖-蛋白复合物厚度。
统计分析 采用SPSS17.0统计软件进行处

理,正态分布计量资料以均数±标准差(x±s)表
示,组间比较采用单因素方差分析,组内比较采用

重复测量方差分析。

结  果

T1~T5 时A、B组血Cr、BUN、MDA、SOD均

在正常范围,T3~T5 时C、D组Cr、BUN、MDA水

平明 显 高 于,SOD 水 平 明 显 低 于 A、B 组(P<
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0.05)。T3~T5 时D组Cr、BUN、MDA水平明显

低于,SOD水平明显高于C组(P<0.05)。B、C和

D组Glu浓度明显高于A组,B、C和D组组间组内

Glu差异无统计学意义(表1)。

表1 四组不同时点血清Cr、BUN、MDA、SOD和Glu水平的比较(x±s)

指标 组别 只数 T1 T2 T3 T4 T5

A组 8 45.8±5.3 46.6±5.2 45.3±4.5 46.6±3.4 47.9±5.1

Cr B组 8 46.9±3.2 44.7±4.7 47.2±3.5 45.9±3.3 45.8±4.2

(μmol/L) C组 8 47.8±2.5 48.3±4.2 67.4±3.8ab 134.5±4.7ab 112.3±3.5ab

D组 8 48.7±4.5 48.8±3.1 57.3±3.7abc 100.5±4.3abc 93.7±5.2abc

A组 8 4.7±1.3 4.6±1.2 4.5±1.2 4.6±1.4 4.7±1.1

BUN B组 8 4.5±1.5 4.7±1.2 4.7±1.5 4.7±1.3 4.8±1.2

(mmol/L) C组 8 4.8±1.2 4.8±1.1 26.2±1.5ab 67.2±1.7ab 53.2±1.3ab

D组 8 4.8±1.4 4.8±1.5 21.2±1.3abc 45.2±1.6abc 31.2±1.1abc

A组 8 4.3±0.8 4.4±0.6 4.0±1.3 4.2±0.8 4.1±0.5

MDA B组 8 4.1±0.6 3.9±0.4 4.2±0.2 4.6±0.7 4.5±0.6

(nmol/mg) C组 8 3.8±0.5 4.0±0.8 8.6±1.5ab 14.0±0.7ab 11.0±0.9ab

D组 8 4.3±0.7 4.1±1.1 5.6±0.8abc 9.2±0.9abc 7.8±1.2abc

A组 8 142.1±4.7 147.0±2.3 144.6±3.6 139.3±2.4 140.4±3.8

SOD B组 8 144.5±3.4 142.7±3.6 138.3±4.8 141.6±5.5 138.0±6.7

(u/mg) C组 8 145.6±1.5 146.4±4.1 109.8±2.5ab 85.4±3.7ab 97.7±1.2ab

D组 8 140.0±2.3 143.8±3.5 123.1±3.7abc 110.0±4.3abc 130.4±5.4abc

A组 8 6.3±3.2 6.5±4.2 6.2±3.2 6.7±3.6 6.5±3.3

Glu B组 8 16.6±2.4a 16.8±3.2a 17.3±2.6a 17.2±3.5a 17.7±4.2a

(mmol/L) C组 8 16.4±2.6a 16.8±2.7a 22.4±2.5a 20.8±1.2a 20.5±3.1a

D组 8 17.1±3.5a 17.3±3.2a 17.5±3.2a 18.2±3.2a 17.5±4.3a

  注:与A组比较,aP<0.05;与B组比较,bP<0.05;与C组比较,cP<0.05

C、D组肾小管上皮细胞的caspase-3、CytC呈

强阳性表达;C、D组caspase-3、CytC的表达水平明

显高于A和B组,且D组caspase-3、CytC的表达

水平明显低于C组(P<0.05)(表2)。
A、B组表现为正常的肾组织形态学表现,D组

肾小管管腔中管型和细胞碎片明显减少,肾小管上

皮细胞水肿、变性、坏死程度较C组明显减轻,表明

抗坏血酸预处理可减轻糖尿病大鼠肾脏缺血-再灌

注损伤。

A、B组 WGA-FITC免疫荧光染色最强,C组

染色最弱,D组染色介于两者之间。肾小球内皮细

胞表面 WGA-FITC标记的多糖-蛋白复合物厚度

A、B、C和D组分别为(0.323±0.564)、(0.305±

0.337)、(0.0984±0.216)和(0.221±0.534)μm,
与C组比较,A、B和D组明显厚(P<0.05)。

讨  论

氧化应力在糖尿病并发症发生发展和器官缺

血-再灌注损伤过程中起着关键作用。应用各种酶

性和非酶性抗氧化剂,如SOD、GSH 和齐墩果酸、
维生素类等,可对抗或缓解氧化应力对机体产生伤

害。抗坏血酸作为强力水溶性的抗氧化剂具有保

护组织免受氧化产物的损害和维持一些酶还原状

态,同时也能清除自由基和单体氧。有研究表明抗

坏血酸能清除氧自由基稳定线粒体膜,减少CytC
释放,从而抑制缺血-再灌注损伤所启动的凋亡级

联[8]。在糖尿病治疗方面,梁应平等[9]研究表明糖

尿病大鼠腹腔内注射抗坏血酸200mg/kg能抑制

氧化应力、减少脂质过氧化、刺激抗氧化酶的作用,
对糖尿病大鼠肾脏缺血-再灌注损伤具有保护效应。
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表2 四组caspase-3和CytC的表达比较

(x±s,个/0.01mm2)

组别 只数 caspase-3 CytC

A组 8 0.65±0.32 0.54±0.18

B组 8 0.71±0.54 0.68±0.53

C组 8 5.82±0.39ab 7.52±0.74ab

D组 8 2.76±0.41abc 3.45±0.63abc

  注:与A组比较,aP<0.05;与B组比较,bP<0.05;与

C组比较,cP<0.05

本研究中,D组大鼠较C组BUN、Cr、MDA 的含量

明显降低,SOD活性明显升高,各组糖尿病大鼠血

糖水平无显著差异,表明抗坏血酸预处理可减轻糖

尿病大鼠肾脏缺血-再灌注损伤,且不对血糖产生影

响,这与以往的研究结果一致。抗坏血酸对糖尿病

机体和缺血-再灌注产生大量氧自由基引起脂质过

氧化,诱发线粒体的膜电位丢失导致CytC释放入

胞浆而启动的凋亡级联具有抑制作用[6,10]。本研究

中抗坏血酸预处理的糖尿病大鼠肾缺血-再灌注损

伤肾小管上皮细胞caspase-3和CytC的表达减少,
这与以前的研究结果相似[10]。

正常的血管内皮表面都覆盖着0.2~0.8μm
的多糖-蛋白复合物层[11,12],由各种跨膜蛋白、黏多

糖、蛋白聚糖等组成,维持血管内皮的各种生理功

能,如:维持血管壁的通透性、凝血等[13]。糖尿病机

体和缺血-再灌注损伤过程中产生大量的自由基,破
坏血管内皮表层的多糖-蛋白复合物,暴露血管内皮

引起微血管通透性增加,造成蛋白尿、组织水肿、血
小板聚集及器官的损伤[3~5]。本研究检测各组大鼠

肾小球内皮多糖-蛋白复合物的厚度发现,抗坏血酸

预处理的糖尿病大鼠肾小球内皮多糖-蛋白复合物

的厚度较未处理的糖尿病大鼠明显增厚,肾脏缺血-
再灌注损伤明显减轻,显示抗坏血酸可清除氧自由

基,增强抗氧化应力,保护机体免受氧化产物的损

害,减轻糖尿病机体和缺血-再灌注对肾小球内皮多

糖-蛋白复合物的损伤,从而减轻糖尿病大鼠肾脏的

缺血-再灌注损伤程度。
综上所述,抗坏血酸预处理可通过减轻糖尿

病大鼠肾缺血-再灌注后肾小球内皮多糖-蛋白复

合物的损伤从而减轻糖尿病大鼠肾缺血-再灌注

损伤。
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