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高糖高脂饮食对兔肾小管间质纤维化的影响
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摘要: 为研究高糖高脂饮食对新西兰兔 (O ry cto lagus cunicu lus )肾小管间质纤维化的影响, 将 20只雄兔随

机均分 2组, 分别喂正常饲料 (对照组 )和高糖高脂饲料 (模型组 ), 每月测空腹血糖和甘油三酯 ( TG ), 5

个月后取尿液测尿糖、微量白蛋白 ( mA lb)和 N乙酰 氨基葡萄糖苷酶 ( NAG ), H. E、VG染色观察肾髓

质病理改变, 计算肾小管间质纤维化指数 ( T IF I)和胶原纤维面积, 免疫组化测 型胶原、纤维连接蛋白

( FN )和转化生长因子 1( TGF 1)的蛋白表达。结果显示,与对照组相比,模型组血糖、TG、尿糖、mA lb

和 NAG上升 (P < 0 05或 P < 0 01) ;肾小管间质肿胀, 炎症细胞浸润, 胶原纤维面积增加 ( 22 47%  

5 66% vs. 9 43%  3 03% , P < 0 01) , T IF I升高 ( 2 369  0 6734 vs. 0 6810  0 2248, P < 0 01); 型胶

原、FN和 TGF 1的表达显著增加 (P < 0 01)。上述结果说明, 高糖高脂喂养兔 5个月可导致肾小管、

间质的结构和功能发生改变,细胞外基质表达增加, 促进纤维化形成。
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Abstrac t: T o study the effects o f high sucrose and high fat d ie t on tubu lo interstitial fibros is, m ale New Zealand

wh ite rabb its(O ryctolagus cuniculus ) were random ly d iv ided into two g roups: the contro l g roup( n = 10, fed w ith

norm a l chow ) and the experim enta l mode l g roup ( n = 10, fed w ith 37% sugar, 10% lard and 53% norm a l

chow ). The levels o f fasting p lasm a g luco se and tr ig lycer ide w ere tested once a month. U r inary g lucose,

m icroa lbum in, and N acety l g lucosam in idase ( NAG ) w ere m easured at the end o f the 5 th month. The

tubu lo in terstitia l fibrosis index( T IF I) and the area of co llagen fiber w ere ca lculated in the renal m edulla w ith

HE o rVG sta in ing respectively. The prote in expression of type co llagen, fibronectin and transfo rm ing g row th

factor 1( TGF 1) w ere de term ined by imm unoh istochem ica l sta in ing. Feed ing high sucrose and h igh fat d iet

to rabbits m arkedly caused hyperg lycaem ia, hype rtr ig lycer idem ia, a lbum inuria, glucosur ia, and increased ur inary

NAG leve ls(P < 0 05 o rP < 0 01). The edem a, inflamm atory ce ll infiltra tion and pro life ra tion o f co llagen fiber

w ere obse rved in tubu lo in terstitium o f the expe rim ental model g roup. The area o f co llagen fiber 22 47%  

5 66% and the g rade of T IF I 2 369  0 6734 were significantly h ighe r in the experim enta lm ode l g roup than

those in the control g roup ( 9 43%  3 03% and 0 6810  0 2248, P < 0 01, respectively ). The pro te in
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expression of type co llag en, fibronectin and TGF 1 was sign ificantly increased in rena l m edulla of the

experim ental mode l group com pared to that of the con tro l g roup(P < 0 01). Thus, these resu lts suggest that

h igh sucrose and h igh fa t diet can injure the tubu lo inte rstitia l structure and function, increase the expression o f

ex trace llularm atrix and acce lera te the process o f tubulo interstitia l fibrosis in rabbits.

K ey words: N ew Zea land W hite Rabb it ( O ry cto lagus cuniculus ); H igh sucrose and h igh fat diet;

Tubulo interstitia l fibros is

肾 小管间质 纤维 化 ( tubu lo in terstitial

fibrosis, T IF )是各种不同病因的慢性肾病进展

到终末期肾功能衰竭的共同病变过程。对人类

和实验动物模型进行的大量研究证明, T IF在

肾疾病转归中起主导作用, 其病变程度比肾小

球损伤与肾功能减退的关系更为密切
[ 1- 2]
。然

而 TIF病因复杂,临床病程漫长,建立合适的动

物模型非常具有研究价值。目前常见的实验性

TIF动物模型包括单侧输尿管梗阻、单侧肾切

除、药物诱导、免疫介导、放射损伤等方法。研

究证实,异常的饮食结构亦能造成肾病变。高

胆固醇 喂养 单侧 肾切 除的 大鼠 ( R attus

norveg icus)或猪 (Sus scrofa )可致肾小管间质纤

维化
[ 3- 4]

, 高糖高脂高胆固醇饮食可引起新西

兰兔 (Oryctolagus cuniculus)、巴马小型猪 ( S. s.

domestica)肾小球结构损伤, 促进细胞外基质

( ex tracellu larmatrix, ECM )的表达,形成肾小球

硬化
[ 5- 6]
。高糖、高饱和脂肪饮食能否直接导

致肾小管间质纤维化,目前甚少报道。因此,本

研究采用高糖高脂饮食喂养新西兰兔, 观察肾

髓质病理结构和 ECM成分表达的改变,研究该

饮食对肾小管间质纤维化进程的影响。

1 材料与方法

1 1 动物及分组 雄性新西兰兔 20只,体重

( 2 06  0 14) kg, 购自南华大学实验动物学

部,生产许可证 SCXK (湘 ) 2004 0009。单笼饲

养 1周后, 随机分 2组, 10只饲以基础饲料作

为对照组; 10只饲以高糖高脂饲料 ( 37%蔗糖、

10%猪油混合 53%基础饲料 )作为模型组。每

天喂食 100 g饲料,自由饮水。实验期 5个月,

期间观察新西兰兔的食量、体重、行为、状态、毛

发等情况。

1 2 血液生化检测 每月末从禁食过夜的兔

耳缘静脉取血, 肝素抗凝, BECKMAN LX20全

自动生化仪上检测血糖、甘油三酯 ( trig lyceride,

TG)。

1 3 肾功能检测 5个月后,经麻醉从膀胱穿

刺取尿, 免疫透射比浊法测尿微量白蛋白

( m icroa lbum in, mA lb) , 己糖激酶法测尿糖 (上

述试剂盒购自上海名典公司 ) , PNP两点终止

法测 N乙酰 氨基葡萄糖苷酶 ( N acetyl

g lucosam in idase, NAG, 试剂盒购自南京建成公

司 ) , Ja ffe反应速率法测血浆肌酐 ( creatin ine,

Cr,试剂盒购自北京九强公司 )。

1 4 组织病理学检测与分析 取尿后, 颈动脉

放血处死动物, 分离肾髓质, 10% 中性甲醛固

定, 石蜡包埋切片, H. E染色观察组织结构改

变。每张切片随机选取 10个低倍视野 ( ∀

200), 参照 Maric等的半定量积分法
[ 7]
, 根据肾

小管间质病变所占面积分为 0~ 4级, 0表示无

病变; 1表示受损面积为 1% ~ 10% (轻微病

变 ) ; 2为 11% ~ 25% (中度病变 ) ; 3为 26% ~

75% (重度病变 ) ; 4为 76% ~ 100% (严重病

变 ) , 计 算 肾 小 管 间 质 纤 维 化 指 数

( tubu lointerst itia l fibrosis index, TIFI)。肾小管

间质病变是指肾小管空泡样变或萎缩,炎症细

胞浸润, ECM过度蓄积
[ 7]
。

VG( Van G ieson)染色观察纤维化情况, 每

张切片随机选取 10个低倍视野, Po laro id公司

PIPS 2020病理图像系统计算胶原纤维面积

(即红染区域 )百分比。

1 5 免疫组织化学检测与分析 采用福州迈

新公司的 E liV ision二步法非生物素检测体系

进行免疫组织化学染色, 型胶原、纤维连接蛋

白和转化生长因子 1 ( transfo rm ing grow th
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facto r 1, TGF 1)多抗购自武汉博士德公司,

抗体稀释度均为 1#100, 操作步骤按试剂盒说明
书进行。每张切片随机取 5个低倍视野,采用

病理图像系统测定光密度值 ( optical density

value, OD) ,计算相对光密度值 ( relat ive opt ical

density va lue, ROD ), 即 (阳性染色 OD - 背景

OD ) /背景 OD,作为 3种蛋白的相对表达量。

1 6 统计方法 SPSS软件统计分析实验数

据, 以 M ean  SD表示。T IFI的组间比较用

W ilcoxon秩和检验, 其他数据比较用 t检验, P

< 0 05表示差异有显著性。

2 结 果

2 1 一般状况 对照组动物健康状况良好,饮

食正常, 体重随时间增长,无死亡。模型组动物

随饲养时间的延长,精神变差, 活动少, 毛色黯

淡, 体重先增后减, 期间 3只兔死亡。

2 2 空腹血糖和甘油三酯 如图 1所示,与对

照组相比, 模型组空腹血糖水平从第 3个月末

始明显升高, 此后持续上升, 第 5个月末高达

( 11 71  3 42) mmo l/L, 是对照组的 1 88倍

(P < 0 01)。模型组血浆 TG水平于第 1月即

见明显升高,第 5个月末最高达 ( 4 67  1 46)

mmo l/L, 是对照组的 3 41倍 (P < 0 01)。

2 3 肾功能 如表 1所示,喂养高糖高脂饲料

5个月后,新西兰兔尿糖、mA lb和 NAG水平明

显上升, 而血肌酐浓度无升高 (P > 0 05)。

图 1 高糖高脂饮食对新西兰兔空腹血糖、甘油三酯的影响

F ig. 1 E ffec ts of h igh sucrose and h igh fa t d iet on fasting p lasma glucose

and tr ig lyceride in N ew Zea landW hite Rabb its

与对照组相比 M odel group vs. contro l group * P < 0 05, ** P < 0 01。

表 1 高糖高脂饮食对新西兰兔肾功能的影响 (M ean SD )

Tab le 1 E ffects of high sucrose and h igh fat diet on renal function in New ZealandW hite R abbits

分组

G roup

例数

Num ber

尿糖

U rinary glu cose

(mm ol /L)

尿微量白蛋白

Urinary m icroalbum in

( mg /L )

尿 N乙酰

氨基葡萄糖苷酶

U rinary NAG (U /L)

血浆肌酐

Plasm a C r

( m ol/L)

对照组 C ontrol group 10 0 16  0 05 28 27  3 54 1 440 37  237 68 26 67  4 51

模型组 M odel group 7 0 31  0 04* 48 87  5 67* 2 766 05  264 73** 26 51  4 64

与对照组比较 M odel group vs. con trol group * P < 0 05, ** P < 0 01。

2 4 肾髓质病理结构 新西兰兔 H. E染色的

组织切片中,模型组 (图版∃: 1)与对照组 (图版

∃: 2)相比, 肾小管上皮细胞空泡样变性, 管腔

明显扩张,腔内可见蛋白管型; 肾间质水肿,炎

症细胞浸润,纤维状细胞和胶原纤维显著增生。

在 VG染色的切片中胶原纤维呈红色, 模型组

(图版∃: 3)与对照组 (图版 ∃: 4)相比, 胶原纤

维明显增生, 呈灶状分布, 面积为 22 47%  
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5 66%, 与对照组 9 43%  3 03%相比显著增

加 ( P < 0 01 )。模型组 TIFI 为 2 369 0  
0 673 4,比对照组的 0 681 0  0 224 8明显升

高 (P < 0 01)。

模型组 (图版 ∃: 5)与对照组 (图版 ∃: 6)相

比, 型胶原的免疫阳性染色呈棕黄色,在肾小

管基底膜和间质内明显加深,阳性细胞数增多,

ROD升高 (模型组 0 444 9  0 058 8vs. 对照组

0 289 7  0 038 0, P < 0 01 )。模型组纤维连

接蛋白 (图版 ∃: 7)在肾小管上皮细胞内的表达

亦明显增加 ( ROD 0 303 6  0 046 3) ,而对照

组 (图版 ∃: 8)仅有少量表达 ( ROD 0 163 7  
0 034 0, P < 0 01)。模型组 (图版 ∃: 9)肾小管

和间质内的 TGF 1蛋白的表达 (ROD 0 396 9

 0 065 8 )比对照组 (图版 ∃: 10)显著增加

( ROD 0 252 3  0 030 8, P < 0 01)。

3 讨 论

肾小管间质纤维化是各种肾病进展至终末

期肾功能衰竭的共同通路, 本质是 ECM在肾小

管和间质中异常堆积,导致肾组织结构破坏和

有效肾单位丧失。 型胶原是肾小管基底膜的

主要组分,纤维连接蛋白是 ECM中的非胶原糖

蛋白, 与 型胶原结合形成基底膜的骨架
[ 8 ]
。

本研究中, 型胶原和纤维连接蛋白在对照组

肾小管上皮细胞少量表达, 而模型组中不仅肾

小管上皮细胞表达明显增多, 而且间质中亦出

现不同程度的表达。模型组胶原纤维面积为

22 47%  5 66%, TIFI升高达 2 369  0 673 4,呈

中度以上病变。这说明高糖高脂饮食能增强兔

肾小管间质中 ECM的表达和蓄积,促进其纤维

化的形成。

目前公认 TGF 1是最重要的致纤维化细

胞因子, 不仅可直接刺激 型胶原和纤维连接

蛋白等 ECM成分的合成与分泌,促进其与细胞

的粘连和沉积,还可抑制其降解,从而加快纤维

化的发生发展
[ 9- 10]

。本研究发现模型组 TGF

1的表达增加,这表明高糖高脂饮食可通过促

进肾小管间质中 TGF 1的表达而增加 ECM

的积聚。

高糖高脂饮食除了能促进 ECM的蓄积,破

坏肾小管间质的结构外, 还能对其功能造成影

响。本实验中模型组出现尿 mA lb和尿糖明显

升高, 意味着肾小球滤过功能受损和肾小管上

皮细胞重吸收功能障碍。NAG是一种位于溶

酶体内的酸性水解酶,存在于所有组织中,尤以

近曲小管上皮细胞中含量高,可随溶酶体释放

到尿液中,此酶在尿中稳定。因肾小球不能滤

过 NAG,故临床上已将尿 NAG排泄量作为诊

断肾小管损害敏感而可靠的早期指标
[ 11]
。本

实验中模型组新西兰兔尿糖、mA lb和 NAG水

平显著升高,但血肌酐无明显上升,这说明兔肾

小管的功能损伤尚处于早期阶段。

目前认为肾小管间质纤维化涉及细胞、细

胞因子、炎症介质等诸多因素之间相互作用,导

致 ECM代谢失衡, 在肾小管和间质异常积聚所

致。本实验用高糖高脂饮食诱导新西兰兔出现

中度肾小管间质纤维化的机制可能为:由于新

西兰兔对外源性脂肪吸收率高且清除能力低,

进食高饱和脂肪一个月后即出现高甘油三酯血

症; 长期摄入葡萄糖可破坏兔胰岛的结构,造成

胰岛素抵抗, 因此出现空腹血糖升高
[ 5]
。外源

性高糖、高脂血症, 具有肾毒性,损伤肾小管,并

引起炎症细胞浸润
[ 1, 12- 13]

。继之, 多种具有促

纤维化作用的可溶性细胞因子 (如 TGF 1等 )

释放, 间质成纤维细胞激活和肾小管上皮细胞

表型转化,生成肌成纤维细胞,后者合成大量的

ECM成分, 破坏 ECM合成和降解的动态平衡,

导致 ECM成分积聚,促进肾小管间质纤维化的

形成, 而纤维化的程度预示着肾功能受损的严

重性
[ 8- 9]
。

综上所述,长期进食富含糖及饱和脂肪的

高热量饮食会导致外源性血糖、甘油三酯升高,

作用于肾组织细胞,产生糖、脂肾毒性, 其肾小

管间质的病变特点为: 促纤维化因子 TGF 1

的表达明显增加, 细胞外基质蛋白 ( 型胶原

和纤维连接蛋白 )蓄积, 胶原纤维增生,间质炎

症细胞浸润, 并出现早期肾小管功能损害。这

些特征与人类肾小管间质纤维化的病变特点相

似
[ 8]
, 因此本模型能较好地反映糖、脂代谢异
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常与肾小管间质纤维化的关系, 为研究饮食治

疗或降糖、降脂药物延缓肾小管间质纤维化的

进展提供了一个良好的平台。
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图 版 说 明
1 模型组, H. E:肾小管上皮细胞空泡样变性,粗箭头示纤维状细胞和胶原纤维,细箭头示炎症细胞浸润; 2 对照组, H. E:肾小

管、间质形态正常; 3 模型组, VG染色:可见明显红染的胶原纤维,粗箭头示胶原纤维,细箭头示炎症细胞浸润; 4 对照组, VG染

色:可见少量红染的胶原纤维; 5 模型组, 型胶原免疫组化染色:肾小管基底膜和间质内可见强阳性的棕黄色染色; 6 对照组,

型胶原免疫组化染色:肾小管基底膜和间质内仅见弱阳性的浅棕黄色染色; 7 模型组,纤维连接蛋白免疫组化染色: 肾小管上

皮细胞内可见明显的棕黄色阳性染色; 8 对照组,纤维连接蛋白免疫组化染色:肾小管上皮细胞内仅见浅棕黄色阳性染色; 9 模

型组,转化生长因子 1 (TGF 1 )免疫组化染色:肾小管和间质细胞内可见明显的棕黄色阳性染色; 10 对照组, TGF 1免疫组化

染色:肾小管和间质细胞内仅见浅棕黄色阳性染色。 ∀ 200,标尺 = 100 m

Explanation of P late

1 Show ing th e edem a of th e ep ith elial cells of tubu les, proliferation of f iber cell and collagen f iber ( th ick arrow s) asw ell as in flamm atory cell

in filtrat ion( th in arrow s) in the ren alm edu lla of th e m odel group( H. E sta in ing); 2 Norm al h isto logy in the renal m edu lla of th e control

group (H. E stain ing); 3 Show ing prol iferation of collagen fiber( th ick arrow s, red dyeing) and in flamm atory cell inf iltration( th in arrow s) in

the renalm edu lla of the experim entalm odel group (VG stain ing) ; 4 W eak red dyeing of collagen fib er in the renalm edu lla of the control

group (VG sta in ing) ; 5 S trong imm unoreact iv ity of type collagen( b row n stain ing, sam e as below ) in th e tubu lar basem en tm emb rane and

in terstitium of the model group; 6 Poor immunoreact ivity of type collagen in the tubu lar b asem ent m em b rane and interst itium of the

contro lgroup; 7 Obviou s imm unoh istostain ing of f ibronect in in the ep ithelial cells of tubules from them odel group w ith imm unoh istochem ical

s taining; 8 W eak immunoh istostain ing of fib ronect in in the ep ithel ial cel ls of tubu les from the con trol group; 9 Obv ious immunoh istosta in ing

of tran sform ing grow th factor 1 (TGF 1 ) in the tubuloin terstitium of th e experim entalmodel group; 10 W eak imm unoh is tostain ing ofTGF

1 in th e tubu lointerst itium of the control group. ∀ 200, Bar= 100 m.
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