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Abstract
誗AIM:To investigate the changes of retinal histology and
oxidative stress in diabetic retinopathy and its reversal by
pyruvate in diabetic rats.
誗 METHODS: Eighty Wistar rats were divided into 3
groups: control group (20 rats), model group (30 rats)
and treatment group ( 30 rats ) . After streptozotocin
(STZ) induced diabetes mellitus in the model group and
the treatment group, the treatment group received 2%
pyruvate in diet and drinking. The changes of body
weight and blood glucose were observed and the changes
of glutathione peroxidase (GSH - PX), malonie dialdehyde
(MDA), and Na+ -K+ -ATPase levels of retinal tissue and
retinal ultrastructure were investigated in three groups at
12wk after occurrence of diabetes.
誗 RESULTS: Compared with control group, the body
weight of the model group were significantly decreased,
the activities of GSH-PX and ATP in the retina of diabetic
rats were significantly lower, the MDA was signigicantly
higher and significant changes occurred in retinal
ultrastructure. Compared with model group, the blood

glucose of the treatment group had no significant
changes. However, the activities of GSH and ATP in the
retina of diabetic rats were higher, the MDA was lower
and the retinal ultrastructure was comparatively mild.
誗 CONCLUSION: Pyruvate can alleviate oxidatie stress
reaction, improve the energy metabolism of retina, and
delay the development of retinopathy.
誗 KEYWORDS: diabetes mellitus; diabetic retinopathy;
malonie dialdehyde; glutathione peroxidase; pyruvate
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摘要

目的:研究糖尿病大鼠视网膜病变过程中视网膜组织学和

氧化应激的变化,以及丙酮酸的对抗作用。
方法:将 80 只 Wistar 大鼠分成 3 组:对照组(20 只),模型

组(30 只),治疗组(30 只)。 模型组和治疗组用 STZ 诱导

糖尿病,治疗组在大鼠饲料和饮水中添加 2% 丙酮酸。 观

察大鼠的血糖、体质量变化,并在造模后 12wk 观察 3 组大

鼠视网膜组织中 GSH-Px、MDA 和 Na+-K+-ATP 酶水平及

其超微结构改变。
结果:模型组和对照组相比,体质量显著下降,视网膜中

GSH-Px 和 ATP 酶活性显著下降,MDA 水平显著升高,视
网膜超微结构有显著改变;治疗组和模型组相比,血糖没

有显著改变,视网膜组织中 GSH-Px 和 ATP 水平升高,
MDA 水平下降,视网膜超微结构病变相对较轻。
结论:丙酮酸可以减轻氧化应激反应,改善视网膜的能量

代谢,延缓视网膜病变的发展。
关键词:糖尿病;糖尿病视网膜病变;丙二醛;谷胱甘肽过

氧化物酶;丙酮酸
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0 引言

摇 摇 糖尿病性视网膜病变(diabetic retinopathy, DR)的发

生由多方面、多因素引起,血糖高低、病程长短决定 DR 的

严重程度。 基本病理改变包括:“周细胞的选择性丢失、
基底膜增厚、微血管瘤的形成、内皮细胞增生和新生血管

形成[1]冶。 研究表明视网膜的视锥细胞和视杆细胞的能

量代谢需氧量比较高,容易产生大量的氧自由基,视网膜

血管的病变与自由基产生和清除之间的失衡有关。 丙酮
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图 1摇 各组大鼠视网膜的超微结构改变摇 A:正常组视网膜毛细血管(伊12000);B:正常组视网膜视细胞(伊15000);C:模型组视网膜

毛细血管(伊12000);D:模型组视网膜视细胞(伊15000);E:治疗组视网膜毛细血管(伊12000);F:治疗组视网膜视细胞(伊15000)。

酸是生物体中糖酵解的重要中间产物,分子量很小,可自

由进出细胞。 丙酮酸能在缺氧和高血糖情况下清除氧自

由基,对组织细胞起保护作用,减少视网膜氧化损伤。 同

时,有学者在糖尿病的研究中发现丙酮酸也可以减少高血

糖环境对胰腺 茁 细胞的损害,增加胰岛素的分泌量,从而

减轻糖尿病对视网膜组织损伤[2]。 本文拟通过对链脲佐

菌素诱导的糖尿病大鼠的视网膜氧化损伤及超微结构改

变进行观察,探讨丙酮酸对糖尿病大鼠视网膜氧化损伤及

超微结构的影响。 为进一步研究丙酮酸对临床上 DR 的

防治所起到的作用提供实验依据。
1 材料和方法

1. 1 材料 摇 选取清洁级雄性 Wistar 大鼠 80 只,体质量

180 ~ 220g,购自吉林省长春市亿斯实验动物技术有限责

任公司。 实验动物使用遵循中国国家科学技术委员会颁

布的《实验动物管理条例》。 主要试剂:MDA 测试试剂盒

(上海江莱生物科技有限公司);GSH-Px 测试试剂盒(北
京优剂生物科技有限公司);Na+ -K+ - ATP 酶测试试剂盒

(上海索莱宝生物科技有限公司)。
1. 2 方法

1. 2. 1 动物分组摇 将大鼠随机分成两组,糖尿病组 60 只

和正常组 20 只。
1. 2. 2 制作糖尿病模型摇 适应性喂养 7d ,禁食 12h 后糖

尿病组用链脲佐菌素(STZ)诱发糖尿病,STZ 临用前溶于

0. 1mmol / L 柠檬酸缓冲液(pH = 4. 2)中,配制成 7. 2% 溶

液,经微孔滤过膜灭菌,按 55mg / kg 体质量左下腹腔注射。
正常大鼠腹腔注射等量柠檬酸缓冲液。 72h 后取尾静脉

血测血糖,血糖逸16. 7mmol / L 者于 1wk 以后再次测血糖,
仍逸16. 7mmol / L 者造模成功。 除去死亡的 10 只,50 只随

机分成 2 组,模型组和治疗组各 25 只。 然后治疗组饲料

及饮水中开始添加丙酮酸,每 100g 饲料及饮水中添加 2g
丙酮酸。
1. 2. 3 观察指标和检测方法摇 (1)一般情况:动态检测大

鼠毛色、摄食量、饮水量、尿量、体质量和活动状态的变化。
于实验第 12wk 观察 3 组大鼠的全身情况,记录体质量和

血糖。 (2)大鼠视网膜超微结构:第 12wk 后每组各取 1
只大鼠,对视网膜组织进行透射电镜观察、摄影。 (3)大

鼠视 网 膜 生 化 指 标 测 定: 视 网 膜 中 丙 二 醛 ( malonie
dialdehyde,MDA)的测定(TBA 法)、谷胱甘肽过氧化物酶

(glutathione peroxidase,GSH-Px)测定、Na+ -K+ -ATP 酶的

测定,所有生化指标检测均严格按照试剂盒操作标准及计

算方法进行。
摇 摇 统计学分析:数据统计结果以均数依标准差(軃x依s)表
示,采用 SPSS 11. 0 统计软件进行单因素方差分析检验

(one-way ANOVA),任意两组之间的比较采用 LSD-t 检
验,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果

2. 1 一般情况摇 大鼠糖尿病造模成功后,均出现不同程度

多饮、多尿症状,毛色光泽度降低、体质量增长缓慢情况。
正常对照组的大鼠一般情况正常,毛色光泽,体质量增长

迅速。 3mo 后大鼠的体质量变化,分别为模型组 200. 15依
32. 34g,治疗组 256. 11依37. 98g,对照组 370. 95依18. 75g,
模型组和治疗组与对照组相比体质量明显降低,差异有统

计学意义(P<0. 05)。 造模前各组血糖比较,差异无统计

学意义(P>0. 05);注射 STZ 后对照组和模型组及治疗组

血糖比较,差异有统计学意义(P<0. 05),差别由 STZ 注射

引起;12wk 后治疗组和模型组血糖比较,差异无统计学意

义(P>0. 05),见表 1。
2. 2 大鼠视网膜的超微结构改变摇 造模 12wk 后检测:对
照组视网膜毛细血管内皮细胞和周细胞核异染色质无集

聚靠边,细胞器结构正常(图 1A);视细胞外节结构无异常

(图 1B)。 模型组视网膜毛细血管内皮细胞和周细胞核异

染色质出现集聚靠边明显,周细胞数目减少,细胞中线粒

体肿胀,出现空泡形变,基底膜增厚(图 1C);视细胞外节

内的膜盘间隙明显增宽,膜盘排列紊乱,发生局灶性断裂

溶解,视杆细胞内节线粒体肿胀出现空泡性变(图 1D)。
治疗组视网膜毛细血管内皮细胞和周细胞核膜略凹陷,细
胞内的异染色质出现集聚靠边(图 1E),视细胞外节内的

膜盘间隙略增宽,胞核中染色质略浅(图 1F)。
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表 1摇 对照组和 DM组造模前后血糖监测 (軃x依s,mmol / L)

组别 n 实验前 72h 后 12wk 后

对照组 20 3. 81依1. 25 3. 87依1. 22 3. 95依1. 42
模型组 25 3. 89依1. 02 25. 23依2. 41a 24. 86依4. 30a

治疗组 25 3. 77依1. 13 23. 43依1. 91a 21. 42依2. 69a

aP<0. 05 vs 对照组。

2. 3 造模 12wk 后大鼠视网膜 MDA,GSH-Px 和 Na+ -
K+-ATP酶水平摇 糖尿病组大鼠视网膜中 MDA 含量明显

增加,GSH-Px 和 ATP 活性显著降低(P<0. 05),其结果见

表 2,这些指标的改变体现了 DR 使细胞产生氧化应激反

应,减少了抗氧化剂产生及抗氧化能力,对视网膜神经节

细胞、神经胶质细胞及周细胞等的损害增强,加快 DR 的

发展。 治疗组与模型组大鼠相比,丙酮酸可以降低视网膜

脂质过氧化物丙二醛的含量,增加还原性谷胱甘肽和 ATP
的含量,差异有统计学意义(P<0. 05)。
3 讨论

摇 摇 本实验通过观察 DR 发展过程中视网膜的超微结构

变化以及视网膜氧化应激和能量代谢的变化,并对丙酮酸

抑制 DR 的发展机制进行研究,为丙酮酸能抑制 DR 患者

病情进展提供科学的理论依据。
3. 1 STZ 诱导的糖尿病视网膜病变的氧化损伤和能量变

化摇 由于糖尿病氧化应激中各种氧自由基对视网膜的不

断攻击,发生脂质过氧化反应,形成以 MDA 为代表的一系

列降解产物,可使蛋白质和核酸发生分子交联而失去活

性[3]。 谷胱甘肽(GSH)是减少细胞内氧化应激作用的重

要物质,大量 NADPH 被消耗,还原酶的作用降低,GSH 生

成减少,使细胞内氧化应激反应增加,造成细胞的损伤[4]。
正常情况外源性的氧化物质不能进入线粒体,在缺氧情况

下,自由基产生和消除失去平衡,生成的大量自由基诱发

内膜脂质的过氧化反应,使线粒体合成 ATP 的功能发生

障碍。 当过多的自由基清除不及时,会损害线粒体膜的通

透性,形成恶性循环,最终造成细胞和组织的坏死[5]。 越

来越多的研究显示,丙酮酸盐可通过激活丙酮酸脱氢酶、
增加线粒体回补反应(是葡萄糖在体内充分氧化的重要

的补充通路)、增加底物等过程来影响视网膜组织糖代谢

关键酶及重要因子, 改善高糖组织糖代谢紊乱,增进三羧

酸循环。 在促进胰岛素分泌、改善胰岛细胞功能,研制治

疗 2 型糖尿病药物等有重要的作用[6-10]。
3. 2 丙酮酸对糖尿病视网膜病变的对抗作用 摇 丙酮酸是

人体内天然的强抗氧化剂, 具有抗氧自由基应激和抗亚

硝酸基应激的作用[11]。 新近的研究揭示了在正常氧供条

件下也可以发生缺氧样反应,这与稳定的低氧诱导因子-
1琢(hypoxia-inducible factor -1 alpha,HIF-1琢)有密切关

系,这种情况下应用丙酮酸盐可对光线刺激下视网膜起到

保护作用[12]。 此外,丙酮酸可以促进 ATP 的生成,提高视

网膜组织中 GSH 和 SOD 的水平,降低 MDA 的含量,抑制

IL-6、TNF-a 等炎性因子,保护细胞避免过度凋亡[13];1
型糖尿病患者口服丙酮酸可以降低餐后血糖及减少胰岛

素的用量[14];糖尿病性心血管病变和糖尿病性白内障患

者应用丙酮酸后,症状也有一定缓解[15]。 因此,丙酮酸对

表2摇 造模12wk后各组大鼠视网膜的MDA,GSH-Px,ATP变化

軃x依s

组别
MDA

(nmol / mgprot)
GSH-Px

(U / mgprot)
ATP

(nmol / mg)
对照组 6. 38依0. 55 117. 76依13. 47 24. 81依3. 36
模型组 18. 74依3. 49a 35. 34依4. 41a 8. 53依1. 53a

治疗组 11. 08依2. 01a,c 65. 52依10. 14a,c 15. 47依1. 31a,c

aP<0. 05 vs 对照组;cP<0. 05 vs 模型组。

延缓糖尿病患者病情的进展,对视网膜病变保护均能起到

一定的作用。
3. 3 结果分析

3. 3. 1 一般情况检测摇 丙酮酸可改善糖尿病大鼠的体质

量及血糖,12wk 后模型组体质量为 200. 15依32. 34g、治疗

组体质量为 256. 11依37. 98g,血糖模型组为 24. 86依4. 30g,
治疗组为 21. 42依2. 69g(表 1)。
3. 3. 2 视网膜超微结构改变检测摇 正常大鼠的视网膜毛

细血管由内皮细胞、周细胞和基底膜构成,视细胞只有视

杆细胞[16]。 它的视细胞由核区、内节和外节组成。 观察

大鼠视网膜的超微结构改变可以发现对照组毛细血管及

视细胞组织未见明显异常(图 1A,B);模型组和丙酮酸治

疗组视网膜均出现不同程度的病变,病程越长,病变越严

重。 在 DR 早期模型组视网膜毛细血管组织就出现周细

胞数目的减少,基底膜增厚和无细胞血管形成(图 1C),视细

胞也出现一定程度的损害,早期可发现视细胞外节内的膜

盘排列尚整齐,间隙略有增宽,随着病情进展逐渐加重,视
细胞外节内的膜盘间隙明显增宽,膜盘排列紊乱,发生局

灶性断裂溶解,视杆细胞内节线粒体肿胀出现空泡性变

(图 1D);而治疗组毛细血管内皮细胞和周细胞核膜略凹

陷(图 1E),视细胞外节内的膜盘间隙略增宽(图 1F)。 治

疗组视网膜结构改变明显轻于模型组,可见丙酮酸能减轻

DR 大鼠的视网膜损伤。
3. 3. 3 视网膜的氧化损伤指标检测摇 模型组大鼠视网膜

中 MDA 含量明显增加,GSH-Px 和 ATP 活性显著降低(P
<0. 05),这些指标的改变体现了 DR 使细胞产生氧化应激

反应,同时减少了抗氧化剂的产生和抗氧化剂的防御能

力,视网膜神经节细胞、神经胶质细胞及周细胞等受到的

损害增加。 同时,与模型组大鼠相比,丙酮酸治疗组可以

降低视网膜脂质过氧化物丙二醛的含量,增加还原性谷胱

甘肽和 ATP 的含量,差异显著(P<0. 05)。 可见,丙酮酸

能够抑制 DR 大鼠的视网膜的氧化损伤。
摇 摇 综上所述,本次试验证实应用丙酮酸盐对改善 STZ 诱

发糖尿病的大鼠的体质量、代谢、血糖等均有一定作用,这
一点在相关文献也有体现[17]。 同时,可减轻视网膜的毛

细血管和视细胞超微结构的改变,减轻氧化应激反应,改
善视网膜的能量代谢,延缓视网膜病变的进展。 但临床上

丙酮酸对糖尿病的并发症的预防和治疗作用及药物代谢

动力学尚需进一步实验室研究。
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