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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究普罗布考对 2 型糖尿病动脉粥样硬化(As)的保护作用及可能机制。 方法摇 瘦素受体缺陷

(db / db)与低密度脂蛋白受体敲除(LDLR - / - )杂交的 2 型糖尿病 As 易感模型小鼠(db / db鄄LDLR - / - ),自 8 周龄开始

喂饲含有 0. 5%普罗布考的高脂饲料,对照组为同样高脂饮食喂饲的 db / db鄄LDLR - / - 及单纯 LDLR - / - 小鼠。 在实验

2 及 4 个月时分别检测各组小鼠血脂、血糖。 实验 4 个月结束时,检测糖耐量及主动脉粥样硬化损伤情况。 结果摇 普

罗布考能明显降低血浆总胆固醇(TC)、甘油三酯(TG)及血糖水平,显著改善受损的糖耐量,减低主动脉全长 As 斑块

面积,同时血浆高密度脂蛋白胆固醇(HDLC)与 TC 比值(HDLC / TC)不变。 结论摇 普罗布考治疗对 2 型糖尿病 As 有

明显的保护作用,可能成为临床治疗 2 型糖尿病大血管病变的有效药物。
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Protective Effects of Probucol on Type 2 Diabetic Atherosclerosis
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To evaluate the protective effects and possible mechanisms of probucol on atherosclerosis in hy鄄
perlipidemic type 2 diabetic mice. 摇 摇 Methods摇 The hyperlipidemic type 2 diabetic (db / db鄄LDLR - / - ) mice were gen鄄
erated by the cross between leptin receptor deficient (db / db) mice and low density lipoprotein receptor knockout (LD鄄
LR - / - ) mice. 摇 8鄄week鄄old db / db鄄LDLR - / - mice were fed with high fat diet (HFD) mixed with 0郾 5% probucol, diabet鄄
ic (db / db鄄LDLR - / - ) and non鄄diabetic (LDLR - / - ) control mice were fed with the same HFD without probucol addition.
摇 At 2 and 4 months after HFD, plasma lipids and glucose levels were measured. 摇 At 4 months after HFD, glucose toler鄄
ance and “en face冶 total aortic atherosclerotic plaque sizes were measured. 摇 摇 Results摇 Compared with type 2 diabetic
HFD control group, probucol had strong protective effects on reducing plasma total cholesterol (TC), triglyceride (TG),
glucose levels, improving glucose tolerance, and decreasing atherosclerotic lesions. 摇 Meanwhile, high density lipoprotein
cholesterol (HDLC) / TC levels were unchanged. 摇 摇 Conclusions 摇 Probucol had striking antiatherogenic effects under
type 2 diabetic condition with hyperlipidemia. 摇 It might be an effective therapy in type 2 diabetic macrovascular disease.

摇 摇 糖尿病与血管疾病密切相关,80% 以上糖尿病

患者死于血管并发症[1],血脂异常促进了糖尿病动

脉粥样硬化( atherosclerosis,As)的进展[2]。 普罗布

考是一类有效的降胆固醇药物,研究发现普罗布考

同时具有抗氧[3]、抗炎[4] 及保护内皮[5] 的作用,抑
制 As 的发生发展[6鄄9]。 但另有研究报道普罗布考

由于降低血浆高密度脂蛋白胆固醇 ( high density

lipoprotein cholesterol,HDLC)水平,对 As 有促进作

用[10]。 动物实验研究表明普罗布考可提高 2 型糖

尿病大鼠胰岛素敏感性[11鄄12]。 新近临床研究表明,
普罗布考可改善 2 型糖尿病患者血浆 As 标志

物[13]。 因此,我们推测普罗布考对伴有高血脂的糖

尿病引起的 As 具有一定的有保护作用。 本研究利

用 2 型糖尿病 As 模型小鼠以探讨普罗布考是否对
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2 型糖尿病 As 具有保护作用。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 试剂和仪器

摇 摇 总胆固醇( total cholesterol,TC)、甘油三酯( tri鄄
glyceride,TG)、高密度脂蛋白胆固醇( high density
lipoprotein cholesterol, HDLC)和葡萄糖测定试剂盒

(北京中生北控生物科技公司),油红 O(美国 Sigma
公司),冰冻切片机、光学显微镜(德国 Leica 公司)。
1郾 2摇 实验动物

瘦素受体缺陷(db / db)小鼠与低密度脂蛋白受

体敲除 ( low density lipoprotein cholesterol receptor
knockout,LDLR - / - ) 小鼠杂交得到的 db / db鄄LD鄄
LR - / - 雄性小鼠,自 8 周龄开始喂饲含有 0. 5%普罗

布考的高脂饲料(0. 1% 胆固醇 + 15% 猪油),同时

选用未添加普罗布考高脂饲料喂饲的 db / db鄄LD鄄
LR - / - 及单纯 LDLR - / - 小鼠作为对照组( n = 8)。
高脂喂饲 4 个月时取材。 动物在北京大学医学部实

验动物中心繁殖饲养。
1郾 3摇 基因型鉴定

瘦素受体缺陷杂合子(db / m)与 LDLR - / - 小鼠

均来源于北京大学医学部实验动物中心。 它们杂

交的双杂合子(db / m鄄LDLR + / - )后代分别进行双基

因型鉴定,具体方法及 PCR 引物见参考文献[14鄄
15]。 得到的双杂合子小鼠再交配后,经基因型鉴

定得到双基因缺陷( db / db鄄LDLR - / - )小鼠用于本

实验。
1郾 4摇 血浆生物化学指标检测

高脂饮食喂饲 2 及 4 个月时,禁食 4 h 取血,
4000 r / min 离心后取血浆于 - 20益保存。 血浆 TC、
TG、HDLC 及血糖测定方法参考试剂盒说明书。
1郾 5摇 葡萄糖耐量实验

高脂饮食喂饲 4 个月时,实验动物禁食 4 h,腹
腔注射葡萄糖溶液(2 g / kg),分别在注射后 0、15、
30、60、120 min 采血,4000 r / min 离心后取血浆,测
血糖浓度。
1郾 6摇 主动脉粥样硬化斑块面积测定

实验 4 个月结束时,小鼠经戊巴比妥钠 (70
mg / kg腹腔注射)麻醉后,用等渗的磷酸盐缓冲液自

左心室灌流 5 min,将主动脉连同心脏一并剪下,在
4%多聚甲醛中固定。 主动脉全长在体视显微镜下

分离后,纵向剖开血管,油红 O 染色:主动脉用 4%
多聚甲醛固定 10 min,浸入 60%异丙醇 10 min,油

红 O 工作液(蒸馏水与 0. 5% 贮备液按 2颐 3 体积比

稀释,使用前过滤,2 h 内用完)染色 30 min,60%异

丙醇分色 1 ~ 2 min,照相机定焦拍照,用 Image J 软

件测定主动脉全长脂质斑块面积及主动脉全长面

积, As 斑块损伤程度由主动脉全长脂质斑块面积

和主动脉全长面积的比值表示。
1郾 7摇 统计学分析

计量资料以x 依 s 表示,采用双因素方差分析,
组间用 Fisher test 进行比较。 P < 0. 05 为差异有统

计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 普罗布考对血脂的影响

摇 摇 高脂喂饲 2 及 4 个月,与 LDLR - / - 小鼠相比,
db / db鄄LDLR - / - 小鼠血浆 TC 水平显著增加(P <
0郾 001),普罗布考治疗后降至与 LDLR - / - 小鼠相同

水平。 高脂喂饲前,db / db鄄LDLR - / - 小鼠血浆 TG 水

平与 LDLR - / - 小鼠相比增高 2郾 6 倍(P < 0郾 05),高
脂喂饲 2 个月时升高至 3郾 1 倍(P < 0郾 01),但 4 个

月,血浆 TG 水平降到和 LDLR - / - 小鼠相同水平。
普罗布考治疗 2 及 4 个月时血浆 TG 水平均明显降

低(P < 0郾 05 或 P < 0郾 01)。 血浆 HDLC 水平在普罗

布考喂饲 2 及 4 个月时显著下降(P < 0郾 001),可能

与血浆 TC 水平下降相关。 HDLC / TC 比值为相对

高密度脂蛋白(high density lipoprotein,HDL)水平,
能更好评价 HDL 对心血管疾病的保护作用[16]。 和

预期相同,高脂喂饲 4 个月,与 LDLR - / - 小鼠相比,
db / db鄄LDLR - / - 小鼠 HDLC / TC 比值明显降低,但普

罗布考没有进一步降低 HDLC / TC 比值(图 1)。
2郾 2摇 普罗布考对血糖及糖耐量的影响

与 LDLR - / - 小鼠相比,db / db鄄LDLR - / - 小鼠血

糖水平显著增高,糖耐量受损,明确为 2 型糖尿病小

鼠模型。 高脂喂饲 4 个月,普罗布考降低 db / db鄄
LDLR - / - 小鼠血糖水平(P < 0郾 05),改善糖耐量(P
< 0郾 01;图 2)。 普罗布考改善后的血糖及糖耐量水

平与 LDLR - / - 组相同,说明普罗布考可纠正糖尿病

对血糖及糖耐量的改变。
2郾 3摇 普罗布考对 As 斑块形成的改善作用

与 LDLR - / - 小鼠相比,db / db鄄LDLR - / - 小鼠主动

脉全长 As 斑块面积明显增加(P < 0郾 01),以弓部最

为明显。 普罗布考显著减少斑块面积(P < 0郾 01),减
少后的斑块面积与 LDLR - / - 组基本相同,说明普罗

布考可完全抑制糖尿病对 As 的促进作用(图 3)。
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图 1. 高脂喂饲 2 及 4 个月时普罗布考对 db / db鄄LDLR - / - 小鼠血脂的改善作用(n = 8) 摇 摇 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,c 为 P <

0郾 001,与 LDLR - / - 组比较;d 为 P < 0郾 05,e 为 P < 0郾 01,f 为 P < 0郾 001,与 db / db鄄LDLR - / - 组比较。

Figure 1. Effects of probucol treatment on plasma lipids at 2 and 4 months after high fat diet in db / db鄄LDLR - / - mice

图 2. 高脂喂饲 2 及 4 个月时普罗布考对 db / db鄄LDLR - / -

小鼠血糖的影响及糖耐量的改善作用(n = 8)摇 摇 A 为血糖水

平,B 为糖耐量,C 为糖耐量曲线下面积(area under the curve,AUC)。

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,c 为 P < 0郾 001,与 LDLR - / - 组比较;d

为 P < 0郾 05,e 为 P < 0郾 01,与 db / db鄄LDLR - / - 组比较。

Figure 2. Effects of probucol treatment on plasma glucose
at 2 and 4 months and glucose tolerance at 4 months after
high fat diet

图 3. 普罗布考对高脂喂饲 db / db鄄LDLR - / - 小鼠主动脉粥

样硬化斑块的改善作用(n = 8) 摇 摇 a 为 P < 0郾 01,与 LDLR - / -

组比较;b 为 P < 0郾 01,与 db / db鄄LDLR - / - 组比较。

Figure 3. Effects of probucol treatment on total aortic ath鄄
erosclerotic plaques in db / db鄄LDLR - / - mice
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3摇 讨摇 论

糖尿病与血管疾病密切相关,大部分糖尿病患

者死于血管并发症[1],大量研究表明高糖血症、胰
岛素抵抗( insulin resistance,IR)及血脂异常是 2 型

糖尿病 As 发生发展的重要因素[2,17鄄18]。 因此寻找

一类同时降脂、降糖并改善 IR 的药物,对治疗 2 型

糖尿病的血管并发症有重要的临床意义。
先天肥胖的 db / db 小鼠是瘦素受体缺陷的 2 型

糖尿病动物模型[3],而 LDLR - / - 小鼠为高脂饮食诱

导的 As 模型小鼠。 本研究发现两者杂交建立的

db / db鄄LDLR - / - 双基因缺陷小鼠血糖可达 14郾 5
mmol / L,出现明显的糖耐量异常,高脂饮食后出现

比 LDLR - / - 小鼠更加严重的主动脉 As 损伤。 因

此,db / db鄄LDLR - / - 小鼠是较好的研究 2 型糖尿病

As 模型小鼠[19]。
普罗布考能降低低密度脂蛋白的合成,在临床

上曾作为降 TC 的药物。 本研究发现普罗布考能完

全纠正由瘦素受体基因缺陷导致的 2 型糖尿病高

TC 水平,说明普罗布考对糖尿病引起的高 TC 血症

有良好的控制作用。 我们在实验中意外地发现普

罗布考还能降低 TG 水平。 糖尿病时,血浆游离脂

肪酸 ( free fatty acid, FFA) 增高,导致 TG 合成增

高[20]。 本研究发现普罗布考能改善血糖和 IR,而
血糖 和 IR 的 改 善 可 纠 正 由 于 糖 尿 病 增 高 的

FFA[21]。 因此,我们认为普罗布考在糖尿病时降

TG 的作用可能与其能改善胰岛素抵抗,减少 FFA,
导致 TG 合成下降相关。 本研究中双基因敲除糖尿

病小鼠在高脂喂饲 4 个月时血浆 TG 水平较 2 个月

时下降。 有研究发现在高脂诱导糖尿病 C57BL / 6
小鼠时,血浆 TG 水平 4 个月时较 3 个月时下降,与
本研究中 TG 变化一致[22],但机制尚不明确。

普罗布考除了有较强的降 TC 作用外,由于其

酚羟基结构,同时有较强的抗氧化作用。 氧化应激

是 茁 细胞功能受损的重要机制之一,普罗布考降

糖、改善 IR 作用可能与其抗氧化,从而保护 茁 细胞

功能有关[23]。 新近研究发现,普罗布考还能够降低

2 型糖尿病小鼠骨骼肌脂联素的分泌[24],提高 2 型

糖尿病大鼠胰岛素敏感性[11鄄12]。
普罗布考可增加肝细胞对 HDL 的摄取,使血浆

HDLC 水平降低[25],导致其对 As 的治疗效果存在

争议。 本研究发现普罗布考能显著降低 2 型糖尿病

的 As,虽然对血浆 HDLC 水平也有降低作用。 我们

认为,可能由于普罗布考明显降低血浆 TC,从而降

低了 HDLC 水平。 因此,我们选择了能更好评价

HDL 对心血管疾病保护作用的相对 HDL 水平,即
HDLC / TC[16]。 结果显示,高脂喂饲及 2 型糖尿病小

鼠 HDLC / TC 水平均明显降低,但普罗布考治疗没

有进一步降低 HDLC / TC 水平。
综上所述,本研究利用 2 型糖尿病 As 模型小

鼠,首次发现普罗布考在有效降低血浆 TC 及 TG 水

平的同时,改善 2 型糖尿病的高糖及 IR,从而对 2
型糖尿病主动脉 As 具有显著的保护作用,可能成为

临床治疗 2 型糖尿病大血管病变的有效药物。
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