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【摘要】  目的　探讨瘦素受体完全缺陷的Leprdb /db小鼠肾损伤机制。方法　选取28周龄瘦素受体杂合缺陷的

Leprdb/+（作为对照）与Leprdb/db雄性小鼠各10只，禁食8 h后，分别测量两组小鼠体质量、空腹血糖（FBG）和糖化血红蛋白

（HbA1c）水平。小鼠经股动脉采血后处死。采用试剂盒检测血清中肌酐（CRE）、尿素氮（BUN）、超氧化物歧化酶

（SOD）、还原型谷胱甘肽（GSH） 、丙二醛（MDA）的水平。酶联免疫吸附法（ELISA）检测血清中炎性细胞因子白细胞介

素-1β（IL-1β）、单核细胞趋化因子-1（MCP-1)、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）的表达水平。取肾进行病理观察。Western blot检

测肾组织中核因子E2相关因子2（Nrf2）及核因子-κB（NF-κB）蛋白表达。提取肾组织细胞线粒体，Western blot检测线粒体

中硫辛酸合成酶(lipoic acid synthase, LIAS)蛋白的表达水平。结果　与Leprdb/+小鼠相比，Leprdb/db小鼠体质量、FPG、

HbA1c、CRE、BUN水平均升高，差异有统计学意义（P<0.05）。病理观察发现，Leprdb/+小鼠肾细胞结构完整，而Leprdb/db小

鼠肾小球体积增大，基底膜及毛细血管壁增厚，系膜细胞和系膜基质增多。与Leprdb/+小鼠相比，Leprdb/db小鼠血清中GSH水

平降低，MDA和炎性因子MCP-1、IL-1β、TNF-α水平均升高，差异均有统计学意义（P<0.05）；Leprdb/db组小鼠肾脏线粒体内

LIAS和肾组织中Nrf2蛋白表达量均降低，而NF-κB蛋白水平升高，差异均有统计学意义（P<0.05）。结论　28周龄

Leprdb/db小鼠存在氧化应激和炎症反应，肾损伤机制可能与LIAS调控Nrf2和NF-κB有关。
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【Abstract】   Objective　To  study  the mechanism  of  renal  injury  in Leprdb/db mice  with  the  leptin  receptor
homozygous deficiency. Methods　Ten male  of  28-week-old Leprdb/+ mice with leptin receptor heterozygous deficiency
were selected as control group and ten male Leprdb/db mice with leptin receptor homozygous deficiency were used in this
study. After fasting for 8 hours,  the body mass,  fasting blood glucose (FBG) and glycosylated hemoglobulin (HbA1c) of
the mice were measured. Blood of the mice was obtained from femoral artery before euthanasia. Serum creatinine (CRE),
blood urea nitrogen (BUN), superoxide dismutase (SOD), glutathione (GSH) and malonaldehyde (MDA) were detected
by corresponding kits,  and serum interleukin-1β (IL-1β), monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) and tumor necrosis
factor-α (TNF-α) were measured using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method. The kidney was taken for
pathological  observation.  The  expression  levels  of  nuclear  factor  E2-related  factor  2  (Nrf2)  and  nuclear  factor  kappa  B
(NF-κB)  in  renal  were  analyzed  by  Western  blotting.  The  mitochondria  of  renal  was  isolated  by  the  corresponding  kit.
Meanwhile, the expression level of lipoic acid synthase (LIAS) in renal mitochondria was measured by Western blotting.
Results　The  body  mass,  FPG,  HbA1c,  CRE  and  BUN  levels  of  the Leprdb/db mice  were  significantly  increased  in
comparison  with  the Leprdb/+ mice  (P<0.05).  Compared  with  the Leprdb/+ mice,  the Leprdb/db mice  renal  exhibited
glomerular  hypertrophy,  thickened  basement  membrane  and  capillary  wall,  the  mesangial  matrix  expansion  and
mesangial cell hyperplasia. Compared with the Leprdb/+ mice, the serum level of GSH in the Leprdb/db mice was decreased
significantly (P<0.05). The levels of MDA and concentrations of MCP-1, IL-1β and TNF-α in serum of the Leprdb/db mice
were higher than those of the Leprdb/+ mice (P<0.05). Compared with the Leprdb/+ mice, the expression of LIAS and Nrf2
protein in the Leprdb/db mice renal were decreased (P<0.05), while the expression of NF-κB protein was increased (P<0.05).
Conclusion　LIAS, Nrf2 and NF-κB might play significant roles through regulation of oxidative stress and inflammation
in the renal injury of Leprdb/db mice.
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随着人们生活方式的转变及老龄化进程加快，我

国肥胖和糖尿病的发病率逐年增高[1]。肥胖和糖尿病

发生密切相关，调查显示，18岁及以上成人糖尿病患者
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中肥胖者所占比例为24.3%[2]。糖尿病肾病是糖尿病

常见的严重并发症之一，约30%~40%的糖尿病患者会

出现肾脏损害，是糖尿病致残和致死的主要原因。研

究表明，糖尿病肾病患者肾组织中炎症相关因子如细

胞黏附因子，趋化因子和促炎因子表达增高[3]。越来

越多的证据显示，氧化应激及炎症参与了糖尿病肾病

的发生及发展 [4]；流行病学调查也显示抗炎及抗氧化

疗法是行之有效的策略[5]。

硫辛酸是由线粒体中硫辛酸合成酶 (lipoic acid
synthase, LIAS) 作用产生的强抗氧化剂[6]。硫辛酸可

以清除体内多种自由基并还原其他抗氧化剂，在体内

抗氧化系统调控中发挥非常重要的作用[7]。由于其在

线粒体内生成，可通过抗氧化途径而保护线粒体免受损伤。

LIAS对糖尿病及其慢性并发症发挥重要调控作用，硫

辛酸已被临床应用于糖尿病神经系统并发症的治疗[8]。

瘦素受体完全缺陷的Leprdb/db小鼠由于阻断了瘦素

信号通路，表现为饮食量与体质量增加，血糖升高，胰

岛素抵抗等与人类糖尿病相似的糖脂代谢紊乱综合

征，是目前研究肥胖及糖尿病的常用动物模型之一。

本课题组前期研究发现，10周龄Leprdb /db糖尿病小鼠

肝、肾组织线粒体LIAS蛋白表达增高[9]。有研究表明，

Leprdb/db小鼠模型在28周时出现明显的肾脏损害[10]。为

进一步探讨糖尿病肾病肾损伤机制，本研究通过比较

28周龄瘦素受体杂合缺陷Leprdb/+小鼠与Leprdb/db小鼠肾

损伤相关指标及肾线粒体中LIAS蛋白的表达，并检测

两组小鼠肾组织氧化应激关键调控蛋白核因子E2相
关因子2（nuclear factor E2-related factor 2, Nrf2）及炎

症敏感的核转录因子-κB（nuclear factor kappa B, NF-κB）
蛋白表达，分析LIAS在调控肾脏氧化应激及炎症中的

作用，为探索糖尿病肾病的防治新策略提供依据。

1     材料和方法

1.1    材料

1.1.1    实验动物　SPF级Leprdb/+及Leprdb/db小鼠均购自

美国 J a c k s o n实验室。动物饲养于独立通风笼盒

(IVC)动物房，自由摄食（上海斯莱康SPF级小鼠饲料）

和饮水，室温20～25℃，相对湿度60%～70%，昼夜明

暗交替时间均为12 h/12 h。动物实验所有操作均遵守

新乡医学院动物研究条例。

1.1.2    试剂和仪器　超氧化物歧化酶（superoxide
dismutase, SOD）、丙二醛（malonaldehyde, MDA）试剂

盒，肌酐（serum creatinine, CRE）、尿素氮（blood urea
n i t r o g e n ,  B U N）及糖化血红蛋白 ( g l y c o s y l a t e d
hemoglobulin, HbA1c)免疫分析试剂盒（南京 建成）；

还原型谷胱甘肽（glutathione, GSH）测定试剂盒（北京

索来宝）；肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α,
TNF-α）、单核细胞趋化蛋白-1（monocyte chemotactic
protein-1, MCP-1）、白细胞介素-1β（interleukin-1β, IL-
1β）和酶联免疫吸附法（ELISA）检测试剂盒（武汉 博士

德）；线粒体分离试剂盒、BCA蛋白浓度测定试剂盒

（上海  碧云天）；兔单抗甘油醛 - 3 -磷酸脱氢酶 (
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH )、
兔多抗LIAS抗体（美国Proteintech），兔单抗NF-κB抗

体、兔单抗Nrf2抗体、兔单抗细胞色素C氧化酶 (
cytochrome c oxidase，COX) 亚基Ⅳ（ COX Ⅳ）（美国

Cell Signaling）。多功能酶标仪（美国Thermo）。
1.2    实验方法

1.2.1    实验动物及标本获取　选择雄性2 7周龄

Leprdb /+及Leprdb /db小鼠各10只，适应饲养1周。禁食8
h后，对两组小鼠分别称重，经鼠尾采血，用强生稳豪

型血糖仪测定小鼠空腹血糖(fasting blood glucose,
FPG)，用免疫分析试剂盒检测HbA1c。异氟烷麻醉后

经股动脉采血，处死动物。分离血清，右肾剥离被膜后

称重，样品均−80℃保存。取左肾组织于体积分数为

4%多聚甲醛固定，石蜡包埋切片。

1.2.2    小鼠血清生化指标及炎症因子的检测　采用

试剂盒检测两组小鼠血清SOD、MDA、GSH、CRE和
BUN水平。采用ELISA测定血清中IL-1β、MCP-1、
TNF-α质量浓度，具体操作步骤参照试剂盒说明书。

1.2.3    肾组织病理学检查　肾组织固定24 h后，酒精

梯度脱水，常规石蜡包埋切片，HE染色观察肾小球及

系膜基质是否增生，以及碘酸希夫（PAS）染色用于糖

原的鉴定及观察肾小球基底膜，封片后光镜下观察两

组小鼠肾脏病理变化。

1.2.4    线粒体提取及Western blot检测蛋白表达　

取20 mg肾组织，加入含苯甲磺酰氟（PMSF 2 μL）的线

粒体分离试剂200 μL，采用差速离心法提取肾组织线

粒体。加入线粒体裂解液，采用BCA法进行蛋白定量，

用于检测LIAS蛋白表达。另取20 mg肾组织，提取组

织蛋白，BCA法蛋白定量后，用于检测Nrf2、NF-κB蛋

白表达。经电泳、转膜、封闭后，按1∶1000分别加入

LIAS、Nrf2、NF-κB、COXⅣ、GAPDH抗体，4℃ 孵育

过夜。以COXⅣ为LIAS线粒体内参蛋白，GAPDH为

Nrf2、NF-κB内参蛋白。AI600凝胶成像系统显像，用

ImageJ2x软件进行分析，测定目的蛋白与相应内参的

灰度比值，比较相对表达水平。

1.3    统计学方法

x̄ ± s实验数据以 表示，两组间比较方差齐时采用
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t检验，方差不齐时采用t’ 检验，检验水准α=0.05。

2     结果

2.1    Lepr d b  /+和Lepr d b  / d b小鼠一般发育、糖代谢异常及

肾损伤相关指标比较

见表1。与Leprdb/+组小鼠比较，Leprdb/db组小鼠体质

量增加，FPG、HbA1c、CRE和BUN水平均升高，差异

均有统计意义（P<0.05）。
2.2    Lepr d b  /+和Lepr d b  / d b小鼠氧化应激和炎症相关指

标比较

与Leprdb/+小鼠比较，Leprdb/db小鼠血清中MDA浓度，

MCP-1、IL-1β、TNF-α质量浓度均增高，GSH活性降

低，差异均有统计学意义（P<0.05）。见表2。
2.3    Lepr d b  /+和Lepr d b  / d b小鼠肾组织病理学观察

HE染色及PAS染色可见，对照组Leprdb/+小鼠肾组

织结构完整，无明显病理学改变；而Leprdb/db组小鼠出现

肾小球肥大，基底膜及毛细血管壁增厚，系膜细胞和系

膜基质增多等病理学改变。见图1。
2.4    Lepr d b  /+和Lepr d b  / d b小鼠肾线粒体LIAS与肾组织

Nrf2及NF-κB蛋白表达

Western blot检测结果显示：与Leprdb/+组小鼠比较，

Leprdb/db组小鼠肾线粒体中LIAS、肾组织Nrf2蛋白表达

降低，肾组织中NF-κB蛋白表达升高，差异均有统计学

意义（P<0.05）。见图2。

3     讨论

氧化应激在糖尿病肾病的发生发展中发挥重要作

用。研究表明，高糖诱导肾线粒体生成活性氧，而在线

粒体内的LIAS作用下生成的硫辛酸具有极强的清除

活性氧作用[11]。我们前期研究[9]发现，LIAS蛋白在10周
龄Leprdb/db小鼠肾脏线粒体中表达增高。本研究结果发

现，与对照Leprdb/+组小鼠相比，28周龄Leprdb/db组小鼠体

质量、FPG及HbA1c明显升高，符合糖尿病动物模型表

现；Lepr d b / d b组小鼠血清中氧化应激指标GSH降低，

x̄ ± s表 1    Leprdb /+和Leprdb /db小鼠一般发育、糖代谢及肾损伤相关指标比较（ ，n=10）
x̄ ± sTable 1    Comparison of basal metabolic, glucose metabolism and kidney injury related indicators in Leprdb /+ and Leprdb /db mice（ ，n=10）

Group Body mass/g Kidney mass/mg FPG/(mmol/L) HbA1c/(mg/dL) CRE/(μmol/L) BUN/(mmol/L)

Leprdb/+ 31.35±3.31 244.3±25.4 6.64±0.89 3.0±0.3 1.43±0.34 7.55±1.31

Leprdb/db 65.56±6.43** 242.6±24.1 30.04±4.29** 7.4±0.7** 2.42±0.76** 9.90.±2.38*

*P<0.05，**P<0.01，vs. Leprdb/+ group

x̄ ± s表 2    Leprdb /+和Leprdb /db 两组小鼠血清氧化应激指标与炎性因子水平比较（ ，n=10）
x̄ ± sTable 2    Comparison of Serum oxidative stress and inflammatory factor levels in Leprdb /+ and Leprdb /db mice（ ，n=10）

Group MDA/ (nmol/L) GSH/ (μg/L) SOD/ (U/mL) IL-1β/ (ng/L) MCP-1/ (ng/L) TNF-α/ (ng/L)

Leprdb/+ 4.04±1.40 11.73±1.83 69.13± 7.38 108.33± 28.47 272.26±40.50 921.89±207.24

Leprdb/db 7.00±1.76** 4.85±1.44* 64.56±10.98 176.51±56.71** 343.34±84.70* 1653.97±690.26**

*P<0.05，**P<0.01，vs. Leprdb/+ group

 

 
图 1  Lepr d b  /+（A）和Lepr d b  / d b(B)小鼠肾形态病理观察。× 400

Fig 1  Pathological observation of kidney in Lepr d b  /+（A）and Lepr d b  / d b(B) mice. × 400

A1，B1：HE staining；A2，B2：PAS staining
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MDA增加，血清炎症相关指标（MCP-1、IL-1β、TNF-α）
也升高，结果表明28周龄Leprdb/db小鼠出现了糖代谢紊

乱，并发生了脂质过氧化损伤及炎症反应。Leprdb /db

小鼠血清中肾功能损伤指标CRE和BUN升高，肾脏病

理检测结果也显示Leprdb/db组小鼠肾小球肥大，基底膜

及毛细血管壁增厚，系膜细胞和系膜基质增多等病理

学改变，这些结果均表明了28周龄Leprdb/db小鼠出现了

肾损伤，并提示氧化应激与炎症在糖尿病肾病的发生

和发展中可能发挥了重要作用。

本研究中Western blot结果与本课题组前期研究

中检测的10 周龄Leprdb/db小鼠肾脏线粒体中LIAS蛋白

表达不同，与Leprdb/+组小鼠相比，28周龄Leprdb/db组小鼠

肾线粒体中LIAS蛋白表达降低（P＜0.05)。原因可能

是由于10周龄Leprdb/db小鼠处于糖尿病的早期阶段，机

体通过氧化应激导致内源性抗氧化LIAS蛋白代偿性

升高。随着疾病的发展，长期慢性炎症与氧化应激刺

激，导致线粒体氧化损伤和功能障碍，发生糖尿病肾损

伤[12]。在此过程中Leprdb/db小鼠肾脏中具有强抗氧化作

用的L I A S蛋白过度消耗，超出了代偿能力，因此

LIAS蛋白表达降低。

核转录因子Nrf2是氧化应激的关键调控靶点。在

氧化应激等刺激下，Nrf2通过调控抗氧化酶基因表达，

提高细胞抗氧化损伤的能力 [ 1 3 ]。本研究结果显示，

28周龄Leprdb/db小鼠组肾组织Nrf2表达较Leprdb/+组降低

（P＜0.05）。有研究也发现Nrf2在Leprdb/db小鼠肾脏中

mRNA表达量低于Leprdb/+小鼠[14]，与本研究蛋白检测结

果一致。已有研究表明硫辛酸能够激活并调控Nrf2通

路，作用机制为硫辛酸能使磷酸化的蛋白激酶B（protein
kinase B, Akt）增加，诱导Nrf2转位至细胞核，启动下游

的抗氧化基因转录，发挥抗氧化作用 [ 1 5 - 1 6 ]。28周龄

Leprdb/db小鼠肾线粒体中LIAS表达降低，肾组织Nrf2表
达也降低，可能是因为LIAS表达降低导致硫辛酸生成

减少，从而抑制了Nrf2表达。本实验结果还发现，与

Leprdb/+组小鼠相比，Leprdb/db组小鼠血清中GSH降低，

MDA升高，表明Leprdb/db组小鼠抗氧化能力降低、发生

了脂质过氧化。分析其原因可能是Leprdb/db小鼠肾线粒

体中LIAS表达降低，影响了硫辛酸生成，后者通过调

控Nrf2表达，影响机体抗氧化状态。

目前普遍认为长期慢性低炎症反应导致糖尿病肾

病[17-18]，本研究结果发现28周龄Leprdb/db小鼠血清IL-1β、
MCP-1、TNF-α等炎性因子均升高，肾组织中NF-κB蛋
白表达升高。NF-κB属于炎症敏感的核转录因子，在

氧化应激状况下被激活，使促炎因子的合成和分泌增

加[19]。有研究[20]表明，硫辛酸通过调控上游丝裂原活

化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，MAPK）

或再生谷胱甘肽，抑制NF-κB抑制蛋白（inhibitor of
NF-κB，IκB）的降解，从而抑制NF-κB激活。本实验中

28周龄Leprdb/db小鼠肾脏线粒体中LIAS表达降低，硫辛

酸生成减少，减弱了对NF-κB的抑制，导致肾组织内

NF-κB蛋白表达升高。

综上所述，瘦素受体完全缺陷的Leprdb/db小鼠28周
出现明显氧化应激和炎症，并导致肾损伤，抗氧化相关

蛋白LIAS、Nrf2表达降低，炎症相关蛋白NF-κB表达升

高，可能是由于LIAS通过影响硫辛酸的生成，进而调

控Nrf2和NF-κB抗氧化及抗炎机制，具体机制尚需进

一步研究。
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