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摘要：此研究旨在评估云南苦茶提取物 1,3,4,9-四甲基尿酸（1,3,4,9-tetramethyl uric acid, TC）对糖尿病肾病小鼠的氧化应激的调

节潜力。实验采用喂养高脂高糖饲料，腹腔注射氯化镉（CdCl2）12 周建立糖尿病肾病动物模型，灌胃 TC 28 d，评估其血清生化指

标的变化；通过观察肾丙二醛（MDA）、脂质过氧化产物（LOOH）、蛋白羰基化（PCO）含量等氧化及超氧化物歧化酶（SOD）、过

氧化氢酶（CAT）、还原性谷胱甘肽（GSH）等非酶抗氧化剂活性的变化，研究镉对肾脏的氧化损伤程度及四甲基尿酸的作用效果。

实验结果显示，损伤组血清中的 TG、ALT、LDL-C 水平上调明显，分别为空白组的 1.88 倍、2.39 倍、以及 2.86 倍；组织中的氧化

指标 MDA、PCO、NO 显著升高，分别为空白组的 1.51、3.88 以及 2.03 倍；抗氧化指标 CAT、SOD、GSH 在损伤组有明显的下调，

仅为空白组的 68.75%、77.59%、80.95%；给予 TC 保护药后，血清指标水平较损伤组减少，仅为损伤组的 68.09%、49.09%、45.65%；

其氧化指标含量较损伤组减少，仅为损伤组的 82.14%、74.19%、64.94%；抗氧化水平与损伤组相比明显升高，分别为损伤组的 1.41、

1.20 及 1.12 倍。说明镉致糖尿病肾病（Diabetic Nephropathy, DN）小鼠机体内的氧化和抗氧化之间的平衡，进而导致氧化压力的增加；

TC 通过提高抗氧化酶的活性，增强抗氧化系统的抗氧化能力，通过抗氧化应激反应和抗炎作用共同保护肾脏。 
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Abstract: This wok was designed to assess the regulatory potential of Yunnan, a bitter tea extract 1, 3, 4, 9-tetramethyl uric acid (TC) for 

oxidative stress in diabetic nephropathy mice. The mices were feed by high-fat and high-sugar diet, intraperitoneal injection of cadmium 

chloride (CdCl2) for 12 weeks to establish an animal model of diabetic nephropathy, and TC for 28 days, to evaluate the changes of serum 

biochemical indicators. The kidney malondialdehyde (MDA), lipid Oxidation of plasma peroxidation products (LOOH), protein carboxylation 

(PCO), non-enzymatic antioxidant activities such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and reduced glutathione (GSH) were 

analyzed to study the effect of cadmium on the degree of oxidative damage in the kidney and tetraethyl uric acid. The results showed that the 

levels of TG, ALT and LDL-C in the serum of the injury group were significantly up-regulated, 1.88 times, 2.39 times, and 2.86 times, 

respectively, compared with the blank group. The oxidative indexes MDA, PCO and NO in the tissue were significantly increased by 1.51, 3.88 

and 2.03 times, respectively. The antioxidant indexes CAT, SOD and GSH were significantly down-regulated in the injury group, only 68.75%, 

77.59%, and 80.95%, respectively. After given TC protective drug, the serum index level was only 68.09%, 49.09%, and 45.65% of that of the 

injury group; the oxidation index content was decreased to 82.14%, 74.19%, and 64.94% of that of the injury group, which was only; the 

antioxidant level decreased to 1.41, 1.20 and 1.12 times of that of the injury group. The balance between oxidation and anti-oxidation in 
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cadmium-induced diabetic nephropathy (DN) mice, which leads to an increase in oxidative stress; TC enhanced the antioxidant capacity of 

antioxidant systems by increasing the activity of antioxidant enzymes. The kidneys were protected together by anti-oxidative stress and 

anti-inflammatory effects. 

Key words: Yunnan bitter tea; tetraethyl uric acid; diabetic nephropathy; anti-oxidative stress 

 
现代工业化的发展使得镉和其化合物频繁用于

工业生产中，如生产电池、染料、涂料以及塑料制品

等。同时，生理学的研究发现，镉作为有毒的重金属

也是一种人体生长必需的元素，主要是因为其代谢率

低，生物半衰期长等特点。机体吸收后主要积存在肝

脏和肾脏中。因此被美国毒物管理委员会（ATSDR）
列为第 6 位危机人类健康的有毒环境污染物质[1]。 

糖尿病肾病（diabetic nephropathy，DN）的特征

是肾小球硬化，是一种慢性并发症，其发病机制多为

复杂，已有研究证明的发病机制包括糖脂代谢紊乱、

血流动力学异常、炎症介质等的释放、氧化应激、细

胞因子以及细胞凋亡等。氧化应激在糖尿病肾病的发

展中起关键作用。研究表明氧化应激是由于活性氧产

生过多导致的氧化损伤。活性氧（reactive oxygen 
species，ROS）作为体内正常氧化还原反应的产物，

参与调节杀菌、解毒等多种代谢途径的活动反应[2]。

当机体处于正常的生理状态下时，其自身的抗氧化系

统会及时清除 ROS，最终使机体氧化与抗氧化水平保

持水平。然而当机体收到毒物及高糖刺激时，机体内

ROS 过量产生，破坏了氧化还原平衡，导致过量的

ROS 蓄积在组织或细胞内，造成氧化损伤，诱发氧化

应激。此次主要介绍云南苦茶提取物四甲基尿酸对镉

致肾毒性小鼠模型血清生化指标、氧化指标、抗氧化

酶及组织病理学检查的影响。 

 
图1 1,3,7,9-四甲基尿酸化学结构式 

Fig.1 1,3,7,9-tetramethyl uric acid structure 

云南苦茶作为药食两用性双子叶山茶科植物为

人们所熟知，生药学上记载其味苦、微甘，属凉性。

同时古籍《贵州民间方药集》记载云南苦茶可以“清凉

解热、利尿”。因此，自古以来，云南苦茶都是治疗高

血压、利尿的良品。此次研究旨在探讨其提取物 1，3，
4，9-四甲基尿酸（1,3,4,9-Tetramethy Uric Acid，TC）
抗氧化药理活性。TC 是一种嘌呤生物碱，结构式如

图 1 所示。其结构与咖啡因相似但作用却比咖啡因强

许多，1,3,4,9-四甲基尿酸的抗炎和止痛作用已被发

现。而长期口服苦茶碱单体对染镉毒大鼠氧化损伤的

保护作用亦有研究可循[3]。因此本实验通过腹腔注射

氯化镉，喂以高脂高糖饲料建立糖尿病肾病小鼠模型，

评价 TC 对镉致肾脏氧化损伤的保护作用，从而开辟

TC 治疗重金属镉中毒的新途径，为重金属镉解毒药

物的研发提供新思路。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

清洁、健康的昆明小鼠从西安交通大学医学院实

验动物中心购买；氯化镉（CdCl2）购自天津市福晨化

学试剂厂；TC 从云南苦茶中提取：以水为溶剂，液

料比为 1:12，超声提取 20 min 后回流提取 3 次，每次

1.5 h，所得提取液用氯仿萃取后浓缩至干，用 25%乙

醇重结晶纯化得到纯度为 99.00%以上的 TC；0.9%氯

化钠分析纯购自佛山市康菲特医疗用品公司；肝素钠

分析纯购自 Wolsen；一切试剂盒均购买于南京建成生

物研究机构；其他试剂皆为分析纯。 

1.2  分组及建模 

表1 镉致DN小鼠建模方法 

Table 1 Modeling methods for cadmium-induced DN mice 

组别 饲料类型
给药方式 

腹腔注射 灌胃 

正常对照组
(K) 普通饲料

0.9% 
生理盐水 

0.9% 
生理盐水 

损伤组 

(S) 
高脂高糖

2 mL/(kg·d) 

氯化镉 

0.9% 

生理盐水 

保护组 
(TC) 高脂高糖

2 mL/(kg·d) 
氯化镉 

TC 
20 mL/(kg·d)

体重为 20±2 g 的洁净级昆明雄性小鼠 30 只从西

安交通大学医学院处的实验动物中心购买，生产许可

证为：SCXK（陕）2012-003；实验用的高脂高糖饲

料所用的配方为：普通饲料粉末 40%~50%、脂肪（熟

猪油）20%~25%/食用白砂糖 20%、鸡蛋 8%~12%、

食用盐<5%。开始实验前，明暗交替适应性饲养一周

后开始实验。所有小鼠被随机分成 3 组，每组 10 只，

每天同一时间腹腔注射 CdCl2剂量为 2 mL/(kg·d)次，

12 周建模结束后，灌胃 TC 20 mL/(kg·d)，给药持续
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28 d，动物模型构建具体如表 1 所示。 
末次灌胃后禁食 24 h，测定空腹血糖及日常记录

工作，后放入可采集尿液的代谢性鼠笼24 h收集尿液，

收集到尿液之后，离心除杂，用于尿液肌酐和微量白

蛋白的检测。 

1.3  测定指标及方法 

在取血前 0.5 h 腹腔注射 1%的肝素钠溶液，摘取

眼球取血，将收集到的全血低温离心取上清分装，按

照酶学试剂盒的要求，测定血清 TG、ALT、LDL-C
等的含量。解剖取肾脏，观察肾脏的形态变化，随后

称取部分肾脏样品用 pH=7.40 的磷酸缓冲溶液将肾脏

制备成 1%的匀浆，保存在-80 ℃中，用于检测肾脏中

的氧化应激酶。蛋白测定采用考马斯亮蓝法、肾丙二

醛（MDA）含量用硫代巴比妥酸法[4]测定、肾蛋白羰

基化程度（PCO）以 DNPH 法[5]测定；组织中的酶抗

氧化剂活性 SOD 用联苯三酚自氧化法[6]测定、用

Griess 试剂法测定组织中的 NO 含量、以钼酸铵显色

法[7]测定过氧化氢酶（CAT）活性、用 DTNB（5,5’-
二硫代双，2-硝基苯甲酸）法[8]测定还原型谷胱甘肽

（GSH）的生成量和谷胱甘肽还原酶的活性。所有数

据都用同一台仪器-全波成扫描式多功能读数仪。 

1.4  组织病理学检查 

实验结束后，肾脏组织用 10%中性福尔马林固

定，嵌入石蜡。用苏木精和伊红染色制做切片，将正

常小鼠组织固定作为对照组，观察给保护药前后小鼠

肾脏组织形态的变化。 

1.5  统计学方法 

用 mean±SE 表示实验数据。用单项方差分析法

（one way analysis of variance，ANOVA）和相应的

Student’s t-test 进行统计学分析（p<0.05 具有统计学意

义）。 

2  结果与讨论 

2.1  DN 小鼠及 TC 给药保护后血清生化指标

的测定 

甘油三酯（TG）血症升高是糖尿病患者的特点，

与 DN 直接相关[9]。如图 2 所示，DN 组 TG 含量显著

升高（p<0.01），为空白组的 1.88 倍，说明在镉及高

糖饲料的双重作用下，TG 发生紊乱；给予 TC 保护后，

TG 水平明显下降（p<0.01），约为损伤组的 68.09%，

说明 TC 具有恢复糖尿病肾病 TG 紊乱的作用。 

 
图2 不同实验组血清中TG含量 

Fig.2 Serum TG content in different experimental groups 

注：与空白组相比**p<0.01，与 DN 组相比##p<0.01。 

 
图3 不同实验组血清中ALT含量 

Fig.3 ALT levels in serum of different experimental groups 

注：与空白组相比***p<0.001，与 DN 组相比##p<0.01 

 
图 4 不同实验组血清中 LDL-C 含量 

Fig.4 LDL-C content in serum of different experimental groups 

注：与空白组相比*p<0.05，与 DN 组相比#p<0.05。 

丙氨酸转氨酶（ALT）偏高是糖尿病临床很常见

的现象[10]。肾脏作为人体较为重要的解毒器官，该脏

器是不是正常，对人体来说是非常重要的，而 ALT 升

高是检查肾脏功能是否出现问题的一个重要指标。如

图 3 所示，DN 组 ALT 水平明显较高（p<0.001），约

为空白组的 2.39 倍，机体的 ALT 水平发生异常；而

在给药 TC 后，ALT 水平显著下降（p<0.01），仅为损

伤组的 49.09%，表明 TC 能降低 DN 的 ALT 水平，起
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到一定的治疗作用。 
低密度脂蛋白（LDL-C）作为将胆固醇从外周组

织运载进组织细胞中的脂蛋白，很容易在运载过程中

被氧化成低密度脂蛋白（OX-LDL），一旦氧化型

OX-LDL 蓄积到一定量，它所携带的胆固醇就会粘附

在动脉壁上，时间久了自然就会导致动脉壁增厚甚至

硬化，这也是糖尿病肾病的典型特征[11]。如图 4，相

较空白组而言，DN 组 LDL-C 水平明显较高（p< 
0.001），是空白组的 2.86 倍，说明镉和高糖饲料造成

了小鼠 LDL-C 的增多，致使胆固醇无法正常的运载而

蓄积增多，发生动脉病变；灌胃 TC 后，血清 LDL-C
水平恢复正常状态（p<0.01），含量下降，降低到损伤

组的 45.65%，减轻了动脉压力，起到动脉壁保护作用。 

2.2  镉的毒性对氧化指标的影响及四甲基尿

酸的保护作用 

 
图5 DN小鼠肾脏氧化损伤模型中各组别的脂质过氧化程度 

Fig.5 Degree of lipid peroxidation in each group of DN 

mouse kidney 

注：与空白组相比*p<0.05，与 DN 组相比#p<0.05。 

 
图6 DN小鼠肾脏氧化损伤模型中各组别的蛋白羰基化程度 

Fig.6 Degree of protein carboxylation in each group of DN 

mouse kidney 

注：与空白组相比***p<0.001，与 DN 组相比#p<0.05。 

脂质和蛋白质是活性氧的主要攻击目标。镉的毒

性及高糖饲料造成细胞中活性氧增多，大量的活性氧

攻击脂质和蛋白质，使其反应生成 MDA、PCO 等终

极产物，因此体液和组织中的 MDA、PCO 含量可以

直接反映体内脂质及蛋白质氧化损伤的水平[12]。 

 
图7 DN小鼠肾脏氧化损伤模型中各组别的NO含量 

Fig.7 NO content of each group in DN mouse kidney 

注：与空白组相比**p<0.01，与 DN 组相比#p<0.05。 

如图 5 显示，小鼠注射氯化镉 12 周后，DN 组组

织中的丙二醛（MDA）含量明显高于空白组约 1.51
倍（p<0.05）；喂饲 TC 后，能够缓解体内 MDA 含量

的增高(p<0.05），使其降低到损伤组的 82.14%，这表

明了镉的毒性可以诱发肾脏的脂质过氧化反应。 
同样，从图 6 可以看到，镉致 DN 组蛋白羰基化

（PCO）程度明显大于空白组约 3.88 倍（p<0.01），
说明镉对小鼠肾脏有明显的氧化损伤；而当给药 TC
后，能够减轻肾脏中 PCO 的程度（p<0.05），约为损

伤组的 74.19%。 
NO 作为一种活性氧成分，与其他自由基结合形

成毒性更强的自由基复合物，进而攻击肾细胞，造成

更严重的氧化损伤。如图 7 所示，与空白组相比，DN
能够诱发损伤组小鼠肾脏 NO 含量的显著升高，约为

2.03 倍左右（p<0.01）；当给予 TC 后，能够明显减少

肾脏中的 NO 等的含量（p<0.05），使其降低到损伤组

的 64.94%，这说明 NO 对早期糖尿病肾病发生有着重

要的地位，同时也证明 TC 可以降低肾脏 NO 水平，

进而实现对 DN 的治疗作用。 

2.3  镉的毒性对抗氧化酶的影响及四甲基尿

酸的保护作用 

过氧化氢酶（CAT）和超氧化物歧化酶（SOD）

是生物体内必不可少的抗氧化活性受损防御酶，谷胱

甘肽（GSH）是重要的还原酶，这些酶广泛存在于动

物的各个组织中。CAT 是过氧化氢酶体的标志酶，尤

其在肝脏、肾脏中的浓度较高。CAT 可以催化过氧化

氢的分解，使其生成无毒的 H2O 而减轻过氧化氢物对

细胞的氧化损伤。 
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图8 DN小鼠肾脏氧化损伤模型中各组别的过氧化氢酶

（CAT）活性 

Fig.8 Catalase (CAT) activity in each group of DN mouse 

kidney 

注：与空白组相比，**p<0.01；与 DN 组相比#p<0.05。 

 
图9 DN小鼠肾脏氧化损伤模型中各组别的超氧化物歧化酶

（SOD）活性 

Fig.9 Superoxide dismutase (SOD) activity in each group of DN 

mouse kidney 

注：与空白组相比，**p<0.01。 

 
图10 DN小鼠肾脏氧化损伤模型中各组别的谷胱甘肽（GSH）活

性 

Fig.10 Glutathione (GSH) activity in each group of DN mouse 

kidney 

注：与空白组相比，*p<0.05。 

因此，CAT 是机体抗氧化防御体系中尤为重要的

环节[13]。非酶抗氧化剂SOD可以催化O2
-·分解成H2O2

和 O：，SOD 催化超氧阴离子（O2
-·）歧化成过氧化氢

（H2O2），然后通过 CAT 将其降解成 H2O[14]，从而减

轻机体的氧化压力。GSH 是由甘氨酸、半胱氨酸和谷

氨酸组成的一种三肽非蛋白巯基化合物，可以维持机

体的氧化-还原平衡。因此，其含量是衡量细胞氧化-
还原状态的一个重要指标[15]。 

如图 8 所示，镉的毒性可以造成小鼠体内 CAT 含

量的急剧下降（p<0.01），约为空白组的 68.75%；给

予 TC 后，缓解了小鼠体内 CT 含量的减少，含量为

损伤组的 1.41 倍。实验结果显示，染镉组肾脏中 CAT
活性水平明显降低，可能是由于镉与 SOD 分子中的

金属辅基 Zn 发生了竞争性替代作用，消耗并抑制住

了 SOD 的活性，镉毒性作用进而导致肾脏中酶系统

正常生理功能的破坏，CAT 的活性也受到了影响；给

药 TC 后能够有效改变肾脏中 CAT 的活性水平，从而

减少了酶活性的损耗[16]。如图 9 所示，与空白组相比，

DN 组 SOD 活性明显下降(p<0.01)，仅为空白组的

77.59%；而 TC 给药后，小鼠肾脏 SOD 活性减少得到

了抑制，其活性为损伤组的 1.20 倍。研究表明 TC 可

以通过清除活性氧化物质以及抑制黄嘌呤氧化酶的活

性减少 SOD 的消耗，从而起到抗氧化作用。如图 10
所示，同空白组比较，DN 组小鼠体内 GSH 水平较空

白组明显降低（p<0.05），仅为空白组的 80.95%；经

过 TC 给药后，肾脏中 GSH 含量与 DN 组相比，含量

逐渐增加，是损伤组的 1.12 倍，差异无统计学意义。

表明 DN 组肾脏 GSH 含量下降，而 TC 可以通过增加

GSH 含量达到治疗糖尿病肾病的作用。 

2.4  组织病理学检查 

 

  
图11 光镜下小鼠肝的组织切片图（HE×40） 

Fig.11 Tissue section of mouse liver under light microscope 

(HE×40) 

注：a：空白组；b：DN 损伤组；c：TC 给药组。 

如图 11 是镉模型组肾脏 HE 染色后的光镜照片，

空白组肾组织形态结构正常，肾小球未见病理变化。

DN 损伤组肾小球发生明显的病变，出现了炎性细胞



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2019, Vol.35, No.8 

11 

浸润情况；而且多见细胞空泡、组织变性等，且伴有

纤维组织增生。TC 给药组以上所述病变均有所减轻，

肾小球结构同空白组相比，肾小管上皮细胞轻至中度

水肿，肾间质可见炎性细胞浸润及纤维组织增生。 

3  结论 

3.1  流行病学研究表明，高 TG 是临床造成高脂血症

最常见的类型。因此，TG 紊乱是糖尿病的本质特征。

本研究结果进一步表明糖尿病肾病伴随着脂代谢的紊

乱，造成肾脏的严重损伤，即“TG 肾毒性”[17]，使得

高 TG 作为脂代谢紊乱的一种类型在糖尿病肾病发病

机制的研究中越来越受关注。TC 是云南苦茶的活性

成分，作为生物碱类清除 O2、OH 等自由基及过氧自

由基等，达到抗氧化作用。徐军[18]等的研究表明 TC
可以减弱高脂诱发的甘油三酯蓄积，同时也具有促进

脂肪代谢的作用。 
3.2  卢新梅[19]的研究表明，总胆固醇与尿白蛋白排泄

率有关。低密度脂蛋白（LDL）使胆固醇的主要载体，

是胆固醇进入细胞的主要形式，DM 或 DN 是，非酶

化作用和氧化应激作用增加，使 LDL-C 结构发生改

变，从而使 LDL-C 清除障碍，致使血清 HDL 含量升

高，主要由肝和小肠合成。肝合成的新生 HDL 以磷

脂和 ApoA I 为主。在 CAT 作用下，游离胆固醇变成

胆固醇酯，脂蛋白则变成成熟球形 HDL3，再经过 LPL
作用转变成 HDL。由实验结果看出，TC 治疗明显降

低了由于血脂代谢紊乱而造成的 LDL-C 含量的增加。 
3.3  通过测量糖尿病中的脂质过氧化和蛋白质氧化

增加指数，来测定氧化应激增加的生物标志物。自由

基也可能通过血浆和膜中不饱和脂质的自动氧化脂类

而形成。自由基水平升高可能与细胞膜中的多不饱和

脂肪酸反应导致的脂质过氧化有关。蛋白羰基化被认

为是氧化应激的一个重要标志，而 TC 有效降低了蛋

白羰基化产物 PCO 的含量，说明 TC 在一定程度上能

阻碍某些指标的氧化。抗氧化酶子啊调节疾病状态下

的氧化应激中其关键作用。相比之下，在我们的研究

中，可以看到DN 小鼠肾脏中的抗氧化酶 SOD 和CAT
活性的下降与血浆和组织中脂质过氧化的增加相关。

先前研究证实 D 小鼠组织中的抗氧化酶如 SOD 和

CAT 的活性降低，可能是由于活性氧（ROS）的积累

而导致的众多有害作用。而 TC 给药有效上调了抗氧

化酶 CAT、SOD、GSH 的含量，有效清除了酶促产生

的自由基和非酶体系。 
3.4  本研究通过高脂高糖联合镉诱导糖尿病肾病，病

通过 TC 给药后，对其血清生化指标的测定以及肾脏

中氧化及抗氧化指标的测定，说明 TC 具有治疗及改

善糖尿病肾病病理的作用，同时也为云南苦茶及 TC
的开发提供了一定的理论依据。 
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