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摘要：为研究高脂高糖高胆固醇（0ABCD）诱导的 ! 型糖尿病小型猪肾脏细胞外基质（1CE）的表达情况，

将 %" 头广西巴马小型猪分别喂正常和 0ABCD 饲料，收集血、尿液，测定其生化指标，进行口服葡萄糖耐

量试验。- 个月后取部分肾组织，行 0F1 和 E4GG)8 染色，免疫组织化学方法检测 1CE 相关蛋白的表达。

结果表明，喂养 0ABCD 后，小型猪血糖、血脂和胰岛素明显升高，出现胰岛素抵抗和$细胞功能紊乱；尿

糖和微量白蛋白升高；肾脏纤维连接蛋白（A(）和 %型胶原的表达明显增加，而&型胶原无表达。这说

明 0ABCD 喂养广西巴马小型猪 - 个月能成功建立早期糖尿病肾病模型，促进 A( 和%型胶原的表达。
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随着人们生活水平的提高和过度进食高脂

高能量饮食，D 型糖尿病的发病率急剧升高［F］。

糖尿病肾病（2()0*,($ .*:=’%:),=>，7G）是糖尿病

主要的慢性并发症之一，亦是终末期肾功能衰

竭最主要的发病原因［F］。然而 7G 的发生、发

展机制仍不清楚，因此建立合适的动物模型是

非常有研究价值的。目前国内外的研究多数是

用化学毒素（如链脲佐菌素）注射建立 F 型糖尿

病小鼠、大鼠模型来研究 7G，这些模型从解剖、

生理和病理生理等方面与人类 D 型糖尿病的发

病特点并不符合［D］。鉴于猪和人在解剖学、生

理学、疾病发生机理等方面极其相似，尤其是肾

脏形态和功能与人类相似［H，I］，因此本研究选用

中国特有的小型猪品种之一———广西巴马小型

猪，采用高脂高糖高胆固醇喂养法，建立 D 型糖

尿病 肾 病 模 型，研 究 细 胞 外 基 质（*+,’)$*""#")’
-),’(+，E6C）在小型猪肾脏中的表达情况，目前

国内外尚未有类似报道。

) 材料与方法

)*) 动物与分组 广西巴马小型猪，FJ 头，雄

性，H 月龄，由第三军医大学实验动物中心提供

（实验动物生产许可证号：56KL（渝）DJJDJJJD）。

按体重随机分为 D 组，B 只M组：正常对照组（67
!’%#:），喂正常猪饲料；高脂高糖高胆固醇组

（34567 !’%#:），喂高脂高糖高胆固醇饲料［B］。

高脂高糖高胆固醇饲料含 FJN 猪油、HON 蔗

糖、DN胆固醇和 BFN正常饲料。正常饲料的

消化能为 FHPFH CQM?!，蛋白含量为 FRPDFN，脂

肪 HPRFN，糖类 RDPFSN；34567 饲料的消化能

为 DFPBB CQM?!，蛋 白 含 量 为 TPFIN，脂 肪

FFPBBN，糖类 ODPBSN。动物分栏喂养，每日投

食 H 次，日粮为体重的 IN，自由饮水。实验期

为 B 个月。

)*+ 血、尿液标本检测 每月末从禁食过夜的

巴马小型猪眶静脉窦抽取血样，葡萄糖氧化酶

法检测空腹血糖（!"#$%&*）；@UV8UWU 酶法测定

血浆甘油三酯（ ,’(!">$*’(2*，<@）；63V78UWU 酶

法测定血浆总胆固醇（,%,)" $=%"*&,*’%"，<6），以上

试剂购自上海荣盛生物试剂公司。放射免疫法

测血浆胰岛素（试剂购自中国原子能研究院）。

第 J、D、I、B 月末取随机晨尿，己糖激酶法

测尿糖，乳胶增强型免疫透射比浊法测尿微量

白蛋白，以上试剂购自上海名典生物工程公司。

Q*99* 反应速率法测血浆和尿液肌酐（试剂购自

南京建成生物试剂公司）。计算尿糖M肌酐比值

和尿微量白蛋白M肌酐比值［R］。

)*, 口服葡萄糖耐量实验（%’)" !"#$%&* ,%"*’).$*
,*&,，V@<<） 为检测巴马小型猪的葡萄糖耐

量，每月末进行 V@<<。经 FT = 禁食后，给予含

DB ! 正 常 猪 饲 料 和 D !M?! 葡 萄 糖 的 混 合 饲

料［B］，于第 J、HJ、RJ、SJ 和 FDJ -(. 从耳缘静脉

取血，测血浆葡萄糖和胰岛素水平。

)*- 肾脏组织学检查 B 个月后，股动脉放血

处死动物，分离左肾，清洗，称重，计算肾脏重量

系数（左肾重量M体重，!M?!）。从左肾下极的相

同部位取部分组织（包括皮质和髓质），FJN中

性甲醛固定 DI =，常规石蜡包埋，制片，3; E 染

色以观察细胞结构，C)&&%. 三色染色以观察胶

原纤维的组织分布。

)*. 肾脏细胞外基质的检测与分析 采用福

州迈新生物技术公司的 E"(X(&(%. 二步法非生物

素检测体系进行免疫组织化学染色，以检测肾

脏细胞外基质相关蛋白的表达。纤维连接蛋

白、!型胶原多抗和"型胶原单抗购自武汉博

士德生物技术公司，抗体稀释度均为 F Y FJJ，染
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色按试剂盒说明书进行，主要步骤如下：热修复

后用 !" #$%$ 孵育 &’ ()*，分别加入一抗 +,
过夜，随后相继加入聚合物增强剂室温孵育 $’
()*，辣根过氧化物酶标记的二抗聚合物室温孵

育 !’ ()*，-./ 显色，苏木素复染。阳性染色呈

棕黄色。用 0/1 代替一抗作为阴性对照。

采用 %23(456 公司显微成像系统和 072897):
公司 0;01<$’$’ 病理图像分析系统分析免疫组

化结果。经标准灰度校正后，每张切片随机取

= 个高倍视野，在相同条件下测定阳性染色的

平均积分光密度值［（平均总积分减去平均背景

积分）>平均背景积分］，作为 ! 种 ?@A 成分的

相对表达量。染色越深，平均积分光密度值越

大，反映蛋白的表达越高。

为了确保病理检查内容可靠，由两位观察

者对每批标本的免疫组化染色进行盲法测定，

取两者的平均值。

!"# 统计方法 用 1011 软件统计分析数据，

实验数据以!! B " 表示。尿糖>肌酐比值和尿

微量白蛋白>肌酐比值经对数转换后呈对称分

布。组间比较用 #<检验，$ C ’D’= 表示差异显

著。

$ 结 果

$"! 空腹血糖、胰岛素、甘油三酯及总胆固醇

水平 如表 & 所示，与 @- 组相比，#E1@- 组血

浆葡萄糖水平随着喂养时间的延长而直线升

高，第 = 个月达到（&’D$F B $D$=）((72>G，是 @-
组的 $D&= 倍。血浆胰岛素浓度自 $ 个月后明

显升高，第 + 个月达到峰值，为（$+D+! B !D==）

H>G，随后呈下降趋势。血浆甘油三酯和总胆固

醇水平从第 & 个月起即持续上升。这说明喂养

高脂高糖高胆固醇饲料能导致巴马小型猪发生

高葡萄糖血症、高胰岛素血症和高脂血症。

表 ! 高脂高糖高胆固醇饲料对广西巴马小型猪糖、脂代谢的影响

%&’() ! *++),-. /+ -0) 01203+&-401203.5,6/.)401203,0/().-)6/( 71)- /8 2(5,/.) &87 (1917
:)-&’/(1.: 9&6&:)-)6. 18 ;5&82<1 =&:& :1813912.

指标

0898(IJI96
’

第 & 个月

& (7*JK

第 $ 个月

$ (7*JK6

第 ! 个月

! (7*JK6

第 + 个月

+ (7*JK6

第 = 个月

= (7*JK6

葡萄糖（((72>G）

L25M76I
@- +DF& B ’D!N +D$+ B ’DN’ +DO! B ’DOF =D$+ B &D’’ +DP= B ’DF& +DFF B ’D=F
#E1@- =D&$ B ’DO+ =DNF B ’DF!" PDOO B ’D=F" ODON B $D’="" ND=+ B $D&$"" &’D$F B $D$=""

胰岛素（H>G）

;*652)*
@- PDNF B ’D!! FD!& B ’DN+ FD=’ B ’DN! ODPO B ’DO$ FD$= B ’DO’ FDP= B &D!!
#E1@- FD+F B &D&P ND&$ B &DP! &=D&$ B !D$$" $&D&P B =D’O" $+D+! B !D=="" &FD+! B !DO’""

甘油三酯（((72>G）

Q9)R23MI9):I6
@- ’D=N B ’D’+ ’D=N B ’D’P ’DP! B ’D&’ ’DPN B ’D&P ’DF& B ’D&= ’DF! B ’D&!
#E1@- ’D=N B ’D’= ’DN+ B ’D’F"" &D=’ B ’D&O"" &DOF B ’D&+"" $D’! B ’D+$"" $D&’ B ’D!$""

总胆固醇（((72>G）

Q7J82 MK72I6JI972
@- $D’P B ’D!+ &DNN B ’D!! $D’& B ’D!= &DPO B ’D$& &DO$ B ’D+N $D’F B ’D+P
#E1@- $D!& B ’D++ PD$+ B &DFF"" ND’P B &D++"" &&D$’ B $D’$"" &=D$! B $D’’"" $’D+= B $DO!""

数据以均值 B 标准差表示；与 @- 组相比，"$ C ’D’=，""$ C ’D’&。

S825I6 89I IT49I66I: 86 (I8*6 B 1-；" $ C ’D’= #E1@- %& U @-，""$ C ’D’& #E1@- %& U @-U

$"$ 葡萄糖耐量和胰岛素分泌 二组动物第

’、&、$ 和 ! 个月的 %LQQ 曲线图无明显差别，第

+、= 个月的曲线图相似，表现为（图 &）：口服葡

萄糖后，@- 组小型猪血糖水平迅速升高，于 !’
()* 达到峰值，其后急剧下降，于 &$’ ()* 接近

基准值。随着血糖的升高，血浆胰岛素也显著
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图 ! 高脂高糖高胆固醇饲料喂养 " 个月对广西

巴马小型猪葡萄糖耐量和胰岛素分泌的影响

#$%& ! ’(()*+, -( ($.)/0-1+2 2$%2/(3+42$%2/,5*6-,)4
2$%2/*2-7),+)6-7 ())8$1% -1 %75*-,) +-7)631*) 318
$1,57$1 ,)*6)+$-1 $1 9531%:$ ;303 0$1$/<$%, 3,

):30$1)8 => +2) -637 %75*-,) +-7)631*) +),+
!"糖负荷后血糖变化曲线；#"糖负荷后血浆

胰岛素变化曲线。

!" $%& ’&(&’) *+ ,’!)-! .’/0*)& 12 3&),*2)& 4* *3!’

.’/0*)& ’*!512.；#" $%& ’&(&’) *+ ,’!)-! 12)/’12 12 3&),*2)&

4* *3!’ .’/0*)& ’*!512."
数据以均值 6 标准差表示；

与 78 组相比!! 9 :;:<，!!! 9 :;:=。

>!’/&) !3& &?,3&))&5 !) -&!2) 6 @8；

! ! 9 :;:< AB@78 "# " 78，!!! 9 :;:= AB@78 "# " 78"

上升，于 C: -12 出现急性分泌峰，这说明糖负

荷后的血糖清除及胰岛素分泌是有效和及时

的。而 AB@78 组小型猪口服葡萄糖后，血糖峰

值明显降低、延迟，而下降峰不明显，=D: -12 血

糖值显著高于 78 组；胰岛素急性分泌相延后

至 E: -12。FG$$ 结果结合空腹血糖、胰岛素显

著升高说明了喂养高脂高糖高胆固醇饲料能造

成小型猪糖耐量异常和胰岛素抵抗，并能导致

胰岛!细胞分泌胰岛素功能下降，不能有效清

除糖负荷后的血浆葡萄糖升高。

?@A 肾功能 如表 D 所示，喂养高脂高糖高胆

固醇饲料 H 个月后，巴马小型猪尿糖和微量白

蛋白明显上升，这反映肾小球滤过功能受损和

肾小管重吸收能力下降。而血、尿肌酐浓度并

无显著性升高，说明小型猪肾脏功能发生早期

损伤，但未进展到氮质血症和肾功能衰竭。

?@B 肾脏显微形态 二组间的左肾重量系数

无显著性差异（78 C;HD 6 :;<= .IJ. "# " AB@78
D;KE 6 :;L= .IJ.，! M :;D<E）。A" N 染色显示

（图版"：=，O H::）：AB@78 组小型猪的部分肾

小球肥大，肾小球内细胞增多，空泡变性；部分

肾小球毛细血管丛萎缩，囊腔闭塞，小球内细胞

减少，核浓染（如黑色箭头所示）。并可见部分

远曲小管和致密斑空泡化，间质中有淋巴细胞

浸润。P!))*2 三色染色（图版"：C，基底膜、肾

小球 系 膜 和 胶 原 纤 维 呈 蓝 色，O H::）显 示：

AB@78 组肾小球系膜区增宽（红色箭头所示），

细胞外基质增多（绿色箭头所示），胶原纤维增

生。而 78 组巴马小型猪肾脏组织学观察并无

明显异常（图版"：D，H）。

#型胶原是基底膜和细胞外基质的主要组

成部分，AB@78 组（图版"：<，O H::）与 78 组

（图版"：Q）相比，#型胶原的免疫阳性染色（呈

棕黄色，下同）在肾小球、肾小管和间质内明显

加深，且阳性反应细胞数增多，说明其蛋白的表

达增 加（平 均 积 分 光 密 度 值 78 :;DKC K 6
:;:HE K "# " AB@78 :;H=E Q 6 :;:<K H，! M
:;::H）。纤维连接蛋白是肾小球系膜的重要组

成部分，在 78 组（图版"：K，O H::）的肾小球系

膜区有少量表达，而在 AB@78 组（图版"：L）系

膜区的表达明显增加，并出现在肾小管的上皮

细胞（平均积分光密度值 78 :;D:Q < 6 :;:DH <
"# " AB@78 :;DE< < 6 :;:<D <，! M :;::E）。二组

动物肾脏无明显的"型胶原表达（图版"：E，

=:，O H::）。这些现象说明饲喂高脂高糖高胆

固醇饲料后，巴马小型猪肾脏的细胞外基质成

分#型胶原和纤维连接蛋白表达明显增加。

A 讨 论

过度进食富含饱和脂肪和胆固醇的西方化
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表 ! 高脂高糖高胆固醇饲料对广西巴马小型猪肾功能的影响

"#$%& ! ’((&)*+ ,( *-& -./-0(#*1-./-0+2)3,+&1-./-0)-,%&+*&3,% 4.&* ,5 3&5#% (25)*.,5 .5 62#5/7. 8#9# 9.5.0:./+

指标

!"#"$%&%#’
(

第 ) 个月

) $*+&,’

第 - 个月

- $*+&,’

第 . 个月

. $*+&,’

尿葡萄糖/肌酐比值（$$*0/$$*0）
1#2+"#3 4056*’%/6#%"&2+2+% #"&2*

78 (9(:; . < (9((. = (9(:> = < (9((> ? (9(-@ @ < (9((. - (9(-( ? < (9((= ?
ABC78 (9(:= ? < (9((; ; (9(-) > < (9((= > (9(;) . < (9((= >! (9(;; ) < (9(@( =!!

尿白蛋白/肌酐比值（$4/4）
1#2+"#3 "0D5$2+/6#%"&2+2+% #"&2*

78 @)9); < )9.- @)9== < :9:: @:9.) < -9;= @)9;( < :9)=
ABC78 @)9=: < :9@- @-9@; < :9.: ).9@: < -9;.! -?9(? < @@9==!!

血浆肌酐（!$*0/E）

!0"’$" 6#%"&2+2+%
78 )?9.; < .9.- )?9>= < =9-- )?9?@ < ;9() )>9;> < :9?@
ABC78 );9;= < ;9.: )=9=@ < ;9:; :(9=; < ?9>@ ::9:? < >9@(

尿肌酐（$$*0/E）

1#2+"#3 6#%"&2+2+%
78 :9== < (9.: -9(? < (9?- -9@: < @9(( -9-: < (9?=
ABC78 -9(. < (9=) -9)( < (9>) -9(? < (9=; -9=@ < (9;>

数据以均值 < 标准差表示；与 78 组相比，! ! F (9(.，!!! F (9(@。

G"05%’ "#% %HI#%’’%J "’ $%"+’ < C8；! ! F (9(. ABC78 "# K 78，!!! F (9(@ ABC78 "# K 78K

饮食是当代社会 ) 型糖尿病发病率急剧升高的

主要原因之一［@］。因此建立合适的动物模型来

研究饮食对 ) 型糖尿病及其肾脏并发症的影响

和发病机制具有重要意义。

广西巴马小型猪是采用基础群内闭锁纯繁

选育及半同胞为主的近交方式进行选育而成的

基因高度纯合的小型猪品系，具有一致的头臀

黑、躯干白的独特的“两头乌”表型［=，?］。而且，

猪与人类在以下方面相似：（@）猪是杂食动物，

能吸收、消化人类食物［>］；（)）食物的代谢，尤其

脂质代谢与人相似［.，>］；（:）最重要的是猪与人

类的肾脏在解剖、生理和病理生理等特点上极

为相似［-，@(］。因此，广西巴马小型猪是非常适

合于研究糖尿病肾病的模型动物。当前的研究

是报道了高脂高糖高胆固醇导致广西巴马小型

猪出现类似人类 ) 型糖尿病的肾脏结构和功能

的改变。

高脂高糖高胆固醇饲料喂养能导致巴马小

型猪发生一系列的糖、脂代谢紊乱：血糖升高、

血浆胰岛素浓度上升，LMNN 证实小型猪葡萄糖

耐量减低，胰岛素敏感性降低，胰岛"细胞分泌

胰岛素功能下降，并出现血浆总胆固醇和甘油

三酯明显升高。这些代谢异常与人类 ) 型糖尿

病特点类似［@@］。

尿白蛋白是判断肾功能的主要指标之一，

也是糖尿病肾病的主要诊断依据，计算单次晨

尿标本中尿白蛋白/肌酐比值（"0D5$2+/6#%"&2+2+%
#"&2*，O7P）是 )- , 尿白蛋白排泄率常用的替代

检测方法［;］，文献报道微量白蛋白尿作为早期

糖尿病肾病的主要指标，其 O7P 数值为 :( Q
:(( $4/4［@)］。而检测血、尿中肌酐水平是判断

肾功能衰竭的重要指标。本实验建立的小型猪

糖尿病模型 O7P 升高，为（-?9(? < @@9==）$4/
4，但血、尿中的肌酐无显著性升高。这说明巴

马小型猪模型肾功能处于早期损伤阶段。

细胞外基质蓄积是糖尿病肾病的主要病理

学特征之一［@:，@-］。本研究中，ABC78 组小型猪

肾脏#型胶原和纤维连接蛋白在肾小球及肾小

管R间质中的表达明显高于 78 组，说明高脂高

糖高胆固醇能促进细胞外基质成分的表达和蓄

积。而二组动物肾脏未发现$型胶原表达，文

献报 道$型 胶 原 仅 在 晚 期 肾 脏 纤 维 化 中 表

·.-·; 期 刘 毅等：高脂高糖高胆固醇饮食对小型猪肾脏细胞外基质表达的影响



达［!"］，这提示本模型肾脏病理改变尚处于早

期。因此，高脂高糖高胆固醇喂养法建立的小

型猪模型肾脏病变的特点为：早期肾功能改变，

肾小球肥大或萎缩，肾小球系膜区增宽，胶原纤

维增生，细胞外基质蛋白（!型胶原和纤维连接

蛋白）在肾小球的系膜区和肾小管#间质过度表

达，这与人类糖尿病肾病的病变特点非常类

似［!$］，说明我们成功建立了一个新的 $ 型糖尿

病合并肾脏病变的动物模型。

高脂高糖高胆固醇所诱导的糖、脂代谢紊

乱与肾脏病变有着极其密切的关系。葡萄糖能

刺激肾小球系膜细胞、近曲小管上皮细胞和肾

皮质成纤维细胞促进细胞外基质成分，如!型

胶原 和 纤 维 连 接 蛋 白 的 基 因 表 达 及 蛋 白 合

成［!%］。胰岛素能促进大鼠系膜细胞合成和分

泌细胞外基质［!&］。脂代谢紊乱是 ’( 一种独立

的损伤因素［!)］，高饱和脂肪饮食诱发的高脂血

症能导致肾小球内!型胶原合成增加［!*］。细

胞外基质增加，肾小球系膜区增宽，胶原纤维增

生可导致肾小球滤过屏障和肾小管功能受损，

尿蛋白排出增多，葡萄糖重吸收减少，并促进肾

小球硬化的形成。

总之，与目前常用的化学毒素，如链脲佐菌

素和四氧嘧啶诱导的糖尿病模型相比，高脂高

糖高胆固醇喂养广西巴马小型猪建立的 $ 型糖

尿病肾病动物模型，其优势在于本模型出现了

高胰岛素血症和胰岛素抵抗，肾脏病变与人类

$ 型糖尿病特点极为类似。因此，本模型是研

究高脂高能量膳食的致病机制和糖尿病肾病发

生、发展过程非常有价值的动物平台。
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图 版 说 明

高脂高糖高胆固醇喂养 ! 个月对广西巴马小型猪肾脏病理形态和细胞外基质表达的影响。

" #与 $% 组（图 &）相比，’()$% 组部分肾小球萎缩，小球内细胞减少，核浓染（’#* 染色，黑色箭头所示）；+#与 $% 组（图 ,）相比，肾

小球系膜区增宽（红色箭头所示），细胞外基质增多（绿色箭头所示），胶原纤维增生（-.//01 三色染色）；! #与 $% 组（图 2）相比，!
型胶原的免疫阳性染色（呈棕黄色，下同）在肾小球、肾小管和间质内明显加深，且阳性反应细胞数增多；3#与 $% 组（图 4）相比，纤

维连接蛋白在肾小球系膜区和肾小管上皮细胞的表达明显增加；5、"6 #二组动物肾脏无明显的"型胶原表达。

7：表示肾小球（放大倍数均为 8 ,66，标尺 9 " 666#:）。
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