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糖尿病大鼠氧自由基损伤和对超微结构影响 

致勃起功能障碍的研究 

刘德云，苟 欣，蒲晓峰 

(重庆医科大学附属第一医院泌尿外科 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察糖尿病(Diabetes mellitus，DM)勃起功能障碍(Erectile dysfunction，ED)大鼠的阴茎海绵体的氧自由基 

(Oxygen free radical，OFR)，抗氧化水平的变化，并在电镜下观察其形态学变化，进一步探讨糖尿病勃起功能障碍(Diabetes mellitus 

induced erectile dysfunction，DMED)发病机制。方法：通过链脲佐菌素(Streptozotocin，STZ)诱导的DMED大鼠模型，成模后饲养 

12周，将动物麻醉后，取其阴茎海绵体进行氧自由基，抗氧化水平等的相关指标测定，并在电镜下观察其超微结构改变。结果： 

DMED组的氧 自由基明显增多，抗氧化水平显著降低 ，电镜下观察到海绵体平滑肌及血管内皮粗糙、断裂，毛细血管见血栓形 

成 ，线粒体肿胀，扩张，成纤维细胞活化，神经纤维髓鞘变性且与对照组等有明显差异。结论 ：在糖尿病 ED中，因氧自由基损伤， 

抗氧化水平降低，致海绵体组织超微结构改变：平滑肌内皮，血管内皮，神经纤维，线粒体损伤加重并且它们有明显相关性。是 

DMED的发病机制之一，提示使用氧自由基清除剂，可减轻海绵体组织超微结构改变并改善其阴茎的勃起功能，为 DMED的治 

疗提供又一新的途径。 
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Oxygen free radical damage and it’S effect On ultrastructure result in 

erection dysfunction On diabetes mellitus rat 

，U De—yun。et al 

(Department of Urinary Surgery，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Olrjective：To observe the change of the oxygen free radical and antioxygen level that existed in cavemous body of 

penis of diabetus mellitus(DM)rat with erection dysfunction(ED)，and observe the morphology change on the electron 

microscope to probe into the nosogenesis of DMED．Methods：To make the DMED model on rat by streptozotocin，breed for 12 

weeks after it,then to determin the indexes ab out oxygen free radical and antioxygen level and ultrastructure of cavemous 

smooth muscle after anesthetize． Resu／ts：The level of oxygen free radical increased and antioxygen decreased，the blood 

capillary thmmbogenesised，the chondriosome swelled and distend，the desmocyte activated，the nerve fiber medullary sheath 

degenerated，all those were observed in the DMED group，an d had significan t different with control group．Conclusion：The 

chan ge of ultrastructure occurred in DMED rat induced by the oxygen free radical damage and decrease of antioxygen level，it 

has associativity with the aggravation of smooth muscle ended ermis，the blood vessel endothelium，the nerve fiber and the 

chondriosome，it’S ONE OF the nosogenesis of DMED．And it suggested to use oxygen free radical scavenger may be relieve the 

change of uhrastmcture and ED，it may be supply anthoer therapy pathway for DMED． 
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DM是临床常见的内分泌疾病之一，发病率在逐 

年上升，ED是其重要并发症之一。ED是指多种原因 

造成的阴茎海绵体血液充盈不足，致阴茎不能达到 

和维持正常勃起，以完成满意f生交。在糖尿病人群中， 

作者介绍：刘德云(1967一 )，男，硕士， 

研究方向：腔内泌尿外科及男性学。 

各国报道DMED的发病率多为20％～75％，沙特阿拉 

伯则高达86．1ffJ~l。且随着年龄增大，发病率增加，超过 

50％的男性糖尿病患者在诊断糖尿病后 l0年会发 

生ED。部分糖尿病患者首发症状即为ED，引起人们 

越来越多关注。近年来，关于DMED的机制仍不十分 

清楚，目前认为：血管组织改变是糖尿病 ED的病理 
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学基础，神经病变及神经递质的改变是糖尿病 ED发 

病的中心环节，内分泌改变是糖尿病ED的促进因素。 

阴茎主要存在 PDE一5，通过抑制NO—cGMP起作用， 

PDE一5抑制剂西地拉非 Viagra，伐地拉非等成为治疗 

ED的一线药物，但 NO在阴茎海绵体与其它组织其 

数量，作用机理尚不完全清楚，且临床上有相当一部 

分患者使用 PDE一5抑制剂其疗效并不满意。Vickers 

等 较大范围内的调查表明应用西地拉非治疗糖尿 

病性 ED有效率为 56％。国内黄淑妍等 为也仅有 

半数的糖尿病性ED用PDE一5抑制剂有效，说明糖尿 

病损害 L_Arg-NO通路是糖尿病 ED的重要原因。 

但还有其它机制存在。目前国内对DMED阴茎海绵 

体的氧自由基，抗氧化水平，尤其是对其海绵体超 

微结构研究文献罕有报道。 

我们采用 STZ诱导糖尿病大鼠模型，观察DMED 

的阴茎海绵体组织的氧自由基和抗氧化水平。海绵 

体组织超微结构的变化并研究其相关性，进～步探 

讨 DMED的发病机制。 

1 材料与方法 

1．1 动物 ，主要 试剂及仪器 

纯系成年 sD大鼠75只，体重(200±20)g，由重庆医科 

大学动物中心提供，链脲佐菌素(srrz，美国 Sigma公司)。丙 

二醛(Malondialdehyde，MAD)，和超氧化物歧化酶(Superoxide 

dismutase，SOD)，谷胱甘肽(Glutathione，GSH)，谷胱甘肽过氧 

化物酶(Glutathione peroxidase，GSH—px)试剂盒(南京建成生 

物工程研究所)，电镜为美国透射电镜。 

1．2 动物分组，饲养及模型制作 

大鼠随机分组 ，正常对照组 15，造模组 6O只，造模组 6O 

只注射 STZ，其中未发生 DM者为药物对照组 16只，成模且 

存活者为糖尿病组 35只，成模后死亡 9只。制作方法：注射药 

物前禁食 12 h，自由饮水，称体重，测血糖。造模组以50mg／kg 

腹腔注射 STZ(STZ用生理盐水配置，现用现配)；对照组注射 

等量 O．9％生理盐水。注射后 72 h开始检测血糖 ，血糖浓度≥ 

16．67mmol／L、进食量及尿量明显高于 NDM组 、体重逐渐下 

降且持续 3周以上即为造模成功。制模后每隔 1周检测血糖 

并称体重 1次，共饲养 12周。实验期间动物自由饮食，不使 

用胰岛素及其他降糖药物。而后在糖尿病组中使用阿朴吗啡 

(Apomorphine，APO，Sigma公司)选择出ED大鼠 17只。具体 

方法 ：应用 APO试验筛选，称重后将大鼠放在观察箱中，适 

应环境 10min，室内保持安静，灯光调暗，然后在大鼠颈项皮 

下注射 APO 80“~kg，观察 30min，并记录阴茎有无勃起、阴 

茎勃起次数。龟头充血及末端阴茎体出现为 1次阴茎勃起。 

勃起次数大于或等于 1次的，认为是勃起试验阳性；勃起次 

数为 0的，认为是勃起试验阴性 。糖尿病大鼠实验期间表现 

出多饮、多食、尿量明显增加、体重逐渐下降等症状，与对照 

组相 比，动作明显迟缓 ，懒惰，无进攻性 ，易感染 ，归为 DM 

组。16只大鼠注射 STZ后，血糖轻微波动，1周后恢复正常， 

归为STZ组。对照组与 STZ组大鼠体重进行性增加，饮食正 

常。 

1_3 标本采集 

12周腹腔麻醉动物后取阴茎海绵体组织迅速 一80~C保 

存冻存备用。电镜材料取样后立即固定并送检。 

1．4 海绵体组织氧自由基测定 

1．5 海绵体组织抗氧化水平的测定 

1．6 海绵体组织电镜下超微结构的改变 

1．7 统计学处理 

MAD含量，SOD，GSH，GSH—px含量数据结果以均数 ± 

标准差(； s)表示，用 SAS8、1软件处理，经正态性检验和方 

差齐性检验而后分别用 K—w检验和 Wilcomon或 SNK～q分 

析处理作两两比较，P<0．001为差异有显著性意义。 

2 结 果 

在氧化水平上，DMED组与正常对照组、STZ药 

表 1 海绵体组织氧自由基丙二醛(nmol／mg prot)活性的变化 
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图 1 D M E D 组 ， 5 0 0 0 倍

成 纤 维 细 胞 活 化

图 4 D M E D 组 ， 10 0 0 0 倍 。 内皮 细

胞 破 裂 。 线粒体 肿 胀

图 2 D M E D 组 。7 ()(】0 倍

毛 细 血 管血 栓 形 成

图 5 D M E D 组 ， 1 0 【)(】倍 。 平 滑 肌 细

胞 线粒体肿 胀 。 空化

图 7 D M E D 组 。 1 2 0 0 0 倍 ，神经 纤 图 8 D M E D 组 ， 15 0 0 0 倍 ， 血 管 内皮 粗糙

维髓 鞘变性 ( w a l l e r )

图 3 D M E D 组 ， 8 【)(】0 倍 。 成 纤

维 细 胞 滑 面 内质 网 扩 张

图 6 D M E D 组 ， 12 0 0 0 倍 ， 平 滑

肌 细 胞 内皮 断裂

图 9 糖尿 病 组 ， 7 0 0 0 倍 。 阴 茎 平

滑 肌 细 胞 形 态正 常 ， 成 纤维 细 胞 线

粒体肿 胀 体 扩 张
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图 10 糖尿 病 组 。 10 0 0 0 倍 ， 平 滑 细 胞

线粒体 扩 张

图 1 l s T z 对 照 组 ， 10 0 0 0 倍 ， 阴 茎

平 滑 肌 细 胞 正 常

协 胡期 将 耥 墩 M A D 笛 蒴 显老差 承 x 2= 4 7 ．5 1 7 ，

P < 0 ． 0 0 1 ) 。 各 组 M A D 见 表 1 。

E D 海 绵 体组 织 组 抗 氧化 水 平 与 正 常 对 照 组 、

s T Z 药物组 瑚．尿病组 比较有显 著差异 ( G S H ：止 1 5 0 4 2 ，

P < 0 m l ；G S H —

p x ：止 8 2 ． 3 3 ， P < 0 ． 0 0 l ；S O D ：仁 2 3 ． 9 9 ，

P < 0 ． 0 0 1 ) ， 各 组 抗 氧 化 水 平 ( s 0 D ， G S H ， G S T —

p x ) 见

表 2 。

在 超 微 结 构 改 变 上 ， 本 次实 验 电镜 观 察 结 果 显

示 ：D M E D 组 大 鼠海绵体组 织超微结 构改变 ， 海绵体

平 滑 肌 内皮 断 裂 ， 血 管 内皮 粗 糙 ， 毛 细 血 管 内血 栓

形 成 ， 线 粒 体肿 胀 ， 扩 张 ， 成 纤 维 细 胞 活 化 ， 神 经 纤

维髓鞘变性 ， 而 糖尿 病 组 仅仅有部分类 似改 变 ， 正 常

组 和 药物对 照 组 无 明确类 似改 变 ， 存在有 显 著差 异 。

见图 l 。 1 2 。

3 讨 论

s T z 已 经 被 广 泛 用 于 糖尿 病动物模 型 的制备 _5 _
。

A P O 是 一 种 多 巴 胺 能 受体激 动剂 ， 能 刺激 多 巴 胺 受

体 ， 动物 实验证 实低剂 量 A P 0 可 通 过 下 丘 脑 室 旁核

处 的 多 巴 胺 受 体 引起 阴茎 勃 起 、 伸身及 打 呵 欠 综 合

缸E( P e n 订e e r e c t i o n s t r e t c h i n g a n d y a w n i n g s y n d I ．0 m e ，

P F A s Y s ) 。 D a n j o u 等 的实验 发 现 A P 0 能引起 正 常 自

愿 男 子 勃 起 。 H e a t o n 等报道 注射 A P 0 可 引 起 正 常大

鼠 1 0 0 ％ 的 阴茎 勃起 ， 可 作 为评价 阴茎 勃起 功 能 的理

想生 物指标16 J
。

O F R 是 有高度化学 反 应 活 性 的 含氧 基 团 。 自由

基性质不 稳 定 ， 寿命短 ， 浓 度 低 ， 在 生 理 条件 下 ， 生

图 1 2 正 常对 照 组 。 6 0 0 0 倍 ，
‘

肌 细 胞 形 态 正 常

物体 内氧 自由基 不 断产生 ， 也 在 不 断地 被清除 ， 』

平 衡状 态 下 的氧 自由基 的浓 度是 极低 的 。 目前 I

可 能 通 过 以 下 途 径 致病 ：① 组 织 细胞 缺 血 、 缺 鲡

或 0 F R 清除剂活性降低或失活 ， 引起 0 F R 生 成摧

与细胞膜 上 的酶类 、 蛋 白质 、 核 酸等结 合 ， 造 成 l

破 坏 ， 产生 脂 质过 氧化产物 。 ②0 F R 与细 胞 膜上 f

脂 结 合 ， 破 坏 细 胞 膜 的流 动 性 和 通 透 性 ， 破 坏 l

受 体 的 功 能 ， 形 成 新 的离 子 通 道 ， 使 C a 2+大 量 内

造成细胞 内 c a 2+超 载 ， 使线粒体和溶酶体破坏 ， j

细胞 死 亡 。 ③过 氧化脂质 与蛋 白质作用 ， 使胞 质 j

蛋 白发 生 交 连 ， 形 成 二 聚 蛋 白或 多 聚 蛋 白 ， 使 j

构改 变 ， 影 响其 活 性 【7]
。 D M 是 多种 因 素引起 的 ， l

血 糖 为特征 的代谢 陛疾病 ， 表现 为 一 组 综 合征 ， 1

机 体 自由基 含量 及 相 关 酶 活 性 的变化 。

D M 由于 长期 高血 糖 ， 糖基 化反 应 增 强 ， 并 J

元 醇代谢通 路机 能亢进 ， 使机 体 的 自由基 产 生 增

过 多 的 自由 基 攻 击 生 物膜 中 的 多价 不 饱 和 脂 月

引 起 脂 质 过 氧化 而 形 成 脂 质 过 氧化 物 ( L P 0 ) ， ^

分解 为 M D A ， 其含量 可 反 映 机 体 内脂 质 过 氧化 f

度 ， 从 而 间接 反 映机 体细胞 受 氧 自由基 攻 击 的 ，

程 度 。 然 而 ， 机 体 内存在 一 清除 自由基 的防御体

从 而 保 护 细 胞 免受 氧 自由基 的损伤 。 抗 氧化 防{

统 ， 包 括抗 氧化 酶 和 抗 氧化 剂 ：
一 是 酯 类 ， 如 s I

G S H —

p x 。 二 是 抗氧化剂类 ， 如 V E ， 谷 胱甘肽 G S H

质激素等。 s 0 D 是人体最重要 的氧 自由基清除剂 。 !

活 力 的高低 间接反 应 了 机 体清 除氧 自由基 的能

s 0 D 和 G s H —

p x 是 两 种 广 泛 存 在 的抗 氧 化 酶 ，
!

可 催 化超 氧 阴 离子 自由基 ( 0
} )歧 化 为 H ：0 ： 和
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GSH—px有清除有机氢过氧化物的能力，GSH在 

GST及 GSH—px协同作用下能够还原 H O 过氧化 

脂质，二硫化物及某些 自由基是机体内另一套解毒 

系统，相关研究表明，GSH不仅对外源性物质起解毒 

作用，而且能够抵抗氧应激及放射性损伤。Cartledge 

等体外实验证实，SOD和海绵体共孵育后，可减轻糖 

化血红蛋白，对海绵体舒张功能的削弱反应。推测其 

原因可能是SOD清除了更多的氧自由基后，海绵体 

舒张功能得到了改善 ，DM长期高血糖状态下引起 

的蛋白质糖化抑制自由基的清除：高血糖可与 SOD 

活性中心的赖氨酸结合，产生糖化反应，使SOD活 

性下降；高血糖又可使GSH合 斓化，SOD、GSH—Px 

分子发生了非酶性糖基化而致活性降低，对机体自 

由基的清除减少rs]。最近的研究证实高浓度血糖能 

导致内皮细胞内过氧化 、氧 自由基生成增加 ，造成 

膜蛋白及脂质过氧化，氧化的低密度脂蛋白等增加， 

使膜完整性受损而通透性增加，因而内皮细胞的紧 

密连接受损，通透性增加，有利于大分子物质如血 

白蛋、免疫球蛋白，通过内皮到基膜而沉积在基膜。 

另外，因胰岛素缺乏，糖利用减少。ATP生成减少，能 

量供应不足也使Na 、K*--ATP酶活性下降，细胞内 

Na~增加，细胞内渗透压升高，水进人细胞内增加而 

导致细胞肿胀受损。本研究显示氧自由基致阴茎海绵 

体平滑肌内皮及血管内皮细胞线粒体，扩张，水肿 ， 

空化。平滑肌内皮及血管内皮粗糙，断裂。同时，DM 

大鼠血糖持续升高。红细胞膜和血红蛋白被糖化，加 

之血红蛋白内的2、3一二磷酸甘油酸降低、均使其携 

氧、释氧能力减低，由此导致血管内皮细胞缺血、缺 

氧及损伤，并激活凝血系统。该研究显示海绵体组织中 

毛细血管有微血栓形成。微血栓形成进一步致组织缺 

氧，成纤维细胞活化，该组实验即观察到有大量成纤 

维细胞活化，也可能是DMED的原因之一。神经组织 

是体内脂类含量最丰富的组织之一神经组织是体内 

脂类含量最丰富的组织之一。其脂类含量是神经组 

织固体成分的一半以上(54％)，因此极易受氧自由 

基的攻击，影响神经功能。氧自由基引起的脂质过氧 

化使Na+-K+-ATP酶活性降低，使细胞蜘 a+梯度 

减少。而这一梯度的存在对维持神经冲动的诱导十 

分重要。N L ATP酶活性下降还可以损害神经组 

织Na+依赖性氨基酸的转运，可能是糖尿病时神经结 

构与功能障碍的原因之一阴。长期高血糖状态，神经髓 

鞘蛋白和微管蛋白糖化显著增加，糖基化作用产物 

糖胺自身氧化，产生OFR，另外，高血糖使血粘度增 

高，组织缺氧，OFR产生更多，OFR可发生氧化，导致 

血管内皮损伤，减少一氧化氮的血管舒张作用。内皮 

细胞产生许多细胞因子，如转移生长因子 一13、血管 

内皮生长因子、肿瘤坏死因子 一Or．等，使神经滋养 

血管异常，管腔内脂肪和多糖类物质沉积，血小板 

凝块，也促使海绵体神经受损。NeundoHer等利用自 

主神症状的问卷进行调查，结果表明DMED病人，神 

经性ED病人神经病变的差异无统计学意义，说明 

DMED神经病变和神经性 ED病人神经病变相类 

似。该实验观察到DMED大鼠神经纤维髓鞘变性和 

普通变陛无差异。阴茎勃起是在神经支配下的血管充 

盈过程，神经功能障碍必然影响阴茎勃起的启动，本 

研究进一步表明糖尿病海绵体神经病变的原因之 
一

氧自由基损伤与ED密切相关。 

此外，氧自由基和抗氧化水平与 NO也有密切的 

关系，NO是一种具有双重作用的免疫分子，和炎症 

介质，有较强的生物活性，NO对细胞既有保护作用， 

又有杀伤毒性与促进炎症的双重作用，生理浓度时， 

有免疫防御作用 ，过多则抑制线粒体呼吸，产生大 

量自由基，NO通过细胞内铁的释放，阻断线粒体功 

能，阻碍 DNA的合成，抑制蛋白质合成，从而使细胞 

凋亡。有文献报道，由L_精氨酸在NOS的作用下生成 

NO，NOS是组织中合成NO的限速酶，NO下降可能 

与NOS活力下降及氧自由基增多有关。现也有人研 

究认为糖尿病患者体内NO生成增加，是因为血管内 

皮细胞在高糖的作用下 ，氧自由基生成过多，同时 

自由基清除能力减弱，激活巨噬细胞合成 NO增多， 

同时氧自由基生成增多，导致NO失活，机体代偿产 

生更多的NO但其血管内皮功能是减低的。因损伤的 

内皮细胞对NO反应减弱，从而导致血管内皮依赖性 

舒张功能减退【姗。 

综上所述，本次实验说明在勃起功能障碍发生 

中，氧自由基MAD明显增多，损牟lfl冰平SOD，GSH—px， 

活力和GSH下降，脂质过氧化反应明显增强，抗氧 

化能力明显减弱，致阴茎海绵体超微结构改变：海绵 

体平滑肌内皮断裂，血管内皮粗糙 ，毛细血管内血 

栓形成，线粒体肿胀，扩张，成纤维细胞活化，神经 

纤维髓鞘变性，而糖尿病组仅仅有少部分的类似改 

变，正常组和药物对照组无明确类似改变，存在有 

显著差异。说明糖尿病随着病程延长，病情加重，氧自 

由基增多，清除下降，海绵体细胞超微结构改变，是 

影响海绵体平滑肌组织勃起的原因之一，是糖尿病 

(下转第 1083页) 

重庆维普 http://www.cqvip.com



重庆医科大学学报 2008年第33卷第9期 (Journal of Chongqing Medical University 2008．Vo1．33 No．9) 一 1 083一  

的显著优点。而siRNAs的设计是根据 Reynolds的干 

扰 RNA设计原则 1，运用体外转录合成针对 SUF— 

vivin的 siRNA成功地抑制了人肾癌 786一O细胞株 

中的survivin基因的表达。Survivin对细胞凋亡有调 

节作用，本实验 MrITI、结果显示转染特异性 siRNA后， 

s1和s3组的吸光度明显低于其他 3组，提示阻断sur— 

vivin基因表达后抑制了细胞的增殖。运用RT—PCR检 

测转染特异性 S1、S3 siRNA 48h后即m现 survivin 

mRNA的沉默：在转染s2、非特异l生的siRNA及未转染 

的细胞中survivin mRNA仍持续表达：用 restern blot 

同样检测到了转染特异性 S1、S3 siRNA 72h后即 

}}{现Survivin蛋白的下调，与转染后 mRNA的改变 

一 致，在转染 S2、非特异性的siRNA及未转染的细 

胞中Survivin蛋白未见改变。可见，体外转录合成的siR— 

NA能有效干扰目的基因，本实验中survivin2干扰 

效果不明显，可能是由于干扰片段属内含子或编码区 

空间构象被遮盖等问题。 

本研究结果显示，体外转录合成的 siRNA可转 

染肾癌786一O细胞并抑制功能基因的表达。可见，RNAi 

的方法能成功的沉默人肾癌中的 survivin基因，这 

为今后研究 survivin在肾癌中的作用机制及其途径 

提供了良好的基础 
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性 ED发生的一个重要机制。提示：老年性糖尿病ED 

时可使用氧自由基清除剂，减轻海绵体超微结构改 

变以及改善海绵体血管内皮依赖性舒张功能达到 

近期和远期改善海绵体勃起能。 
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