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中等强度跑台运动干预 2 型糖尿病模型大鼠肝脏 α-SMA 和
Ⅳ型胶原的变化

扈  盛 1，袁海燕 2，胡  萌 1，金山虎 3

文题释义：

链脲佐菌素诱导：是一种氨基葡萄糖-亚硝基脲，能通过葡萄糖转运蛋白独自进入细胞，其对动物胰岛β细胞的毒性作用有着高度选择性，

能够导致动物葡萄糖以及脂肪等代谢发生紊乱，影响葡萄糖激酶的活性，因此可作为糖尿病模型的工具药来诱导糖尿病的发生。

α-平滑肌肌动蛋白：作为细胞骨架蛋白，是肌成纤维细胞活化的典型标志。它通过跨膜复合物与成纤维细胞外纤维粘连蛋白相连，在致

病因子刺激下成纤维细胞被激活，促进肝窦内皮细胞等表达大量肌性骨架蛋白，即α-平滑肌肌动蛋白，在其介导下使肝脏细胞外基质进

一步增加，最终导致肝脏胶原沉积与纤维化。

摘要

背景：糖尿病导致的肝损害在早期阶段容易被忽视，运动疗法能够增加胰岛素的敏感性，是糖尿病防治的重要手段。

目的：探讨中等强度运动干预对糖尿病发生过程中肝损伤的影响。

方法：实验方案经武汉体育学院伦理委员会批准。选择30只SPF级SD大鼠，分为3组：正常对照组、糖尿病对照组、糖尿病运动干预组。

①正常对照组：普通膳食喂养，不运动；②糖尿病对照组：高糖高脂膳食饲养8周后一次性小剂量腹腔注射链脲佐菌素(30 mg/kg)，不运

动；③糖尿病运动干预组：喂养及注射方式同糖尿病对照组，同时进行中等强度跑台训练。链脲佐菌素注射7 d后，苏木精-伊红染色及

Masson染色进行肝细胞形态学观察，免疫组化法观察肝组织内α-SMA的表达，同时ELISA法检测血清Ⅳ型胶原水平。

结果与结论：①与正常对照组比较，苏木精-伊红染色显示糖尿病对照组大鼠肝小叶结构紊乱，可见大量脂肪空泡，汇管区胆小管发生明

显增生；Masson染色显示出现脂肪空泡，肝小叶结构严重破坏，汇管区可见明显蓝染胶原纤维，肝细胞间可见轻度蓝染胶原纤维；上述

病理变化在糖尿病运动干预组明显减轻，有效减少肝脏细胞的脂肪变性；②糖尿病对照组、糖尿病运动干预组α-SMA表达量较正常对照组

明显增多(P < 0.05)，糖尿病运动干预组较糖尿病对照组明显减少(P < 0.05)；③糖尿病运动干预组大鼠Ⅳ型胶原水平明显低于糖尿病对照组

(P < 0.05)，可减缓纤维化的进程；④结果说明，中等强度运动对链脲佐菌素诱导的糖尿病大鼠肝脏纤维化有良好的干预作用。
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研究原著

文章快速阅读：

文章特点—

实验采用链脲佐菌素诱

导2型糖尿病大鼠模型，

通过中等强度运动干预，

探讨糖尿病发生过程中

对肝脏损伤的作用机制；

中等强度运动干预对糖

尿病大鼠造模过程中肝

脏纤维化有良好的干预

作用，为糖尿病提供新

的治疗靶点和理论依据。

SPF 级 SD 大鼠

分组：

(1) 正常对照组：普通膳食喂

养，不运动；

(2) 糖尿病对照组：高糖高脂

膳食饲养 8 周后一次性小

剂量腹腔注射链脲佐菌素

(30 mg/kg)，不运动； 
(3) 糖尿病运动干预组：喂养

及注射方式同糖尿病对照

组，同时进行中等强度跑

台训练。

注射链脲佐菌素第 7
天，检测以下指标：

(1) 大鼠肝组织形态学

结构；

(2) 肝组织 α-SMA 的表

达；

(3)血清Ⅳ型胶原水平。
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0   引言  Introduction
糖尿病是一种以高血糖为特征的代谢性疾病

[1]
。糖尿病

的发病率随着人们生活水平的提高逐年增加，而糖尿病并发

症是导致糖尿病患者死亡的主要原因。肝脏是胰岛素作用的

主要靶器官，也是糖尿病慢性并发症累及的靶器官之一，有

报道称糖尿病可增加患肝损伤、肝硬化、肝癌等肝脏疾病的

风险
[2-4]

，可引起强大的代偿功能和早期的损害表现，糖尿

病引起的肝损害在早期阶段容易被忽视。然而当肝损伤持续

发展到脂肪肝、肝硬化甚至肝癌时，通常病情已不可逆转。

目前糖尿病的治疗方法有多种，其中运动疗法能够增加胰岛

素的敏感性，但训练计划制定不合理如强度过大，可能会产

生相反的效果，引起高血压和心绞痛等并发症。因此，运动

强度的选择尤为重要，强度设置的科学性是运动疗法的关键。

该研究旨在探讨中等强度跑台运动干预对糖尿病发生过程中

肝损伤的改善情况，为进一步研究糖尿病的干预机制提供实

验和理论依据。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计    随机对照动物实验。

1.2   时间及地点  实验于 2017 年 10 月至 2018 年 2 月在武汉

体育学院实验室完成。

1.3   材料  

1.3.1   实验动物   30 只 SPF 级 6 周龄雄性 SD 大鼠购于湖北

省实验动物研究中心，许可证号：SCXK( 鄂 )2015-0018；分

笼饲养，室温，自然光照。

1.3.2   实验试剂及饲料   链脲佐菌素 ( 美国 Sigma 生物技术公

司 )；柠檬酸、柠檬酸钠 ( 上海沪试股份有限公司生产 )；快

速血糖仪及配套试纸 ( 三诺生物传感股份有限公司 )；大鼠

跑台 ( 北京众实迪创科技发展有限公司 )；苏木精 ( 珠海贝索

生物技术有限公司 )；一抗、二抗 ( 美国亚科因生物科技有

限公司 )；Ⅳ型胶原 ELISA 试剂盒 ( 上海希美化学有限公司 )；

酶标仪 ( 深圳雷杜生命科学股份有限公司 )；普通词料和高

糖高脂饲料均由湖北省实验动物中心提供。

1.4   实验方法

1.4.1   动物分组及运动干预   适应性饲养 1 周后，将大鼠随

机分为 3 组，每组 10 只，分别为：①正常对照组，普通膳

食喂养 8 周，不运动；②糖尿病对照组，高糖高脂膳食饲养

8 周，不运动；③糖尿病运动干预组，高糖高脂膳食饲养同

糖尿病对照组，同时施加中等强度运动 ( 参照 BEDFORD 等
[5-6]

方法进行跑台训练：跑台坡度为 5°，速度为 15 m/min，1 h/d，
5 d/ 周，与高糖高脂饲养同时开始、结束 )。
1.4.2   糖尿病大鼠模型建立   ①试剂配制：柠檬酸 2.1 g 加

入 100 mL 双蒸水中配成 A 液，柠檬酸钠 2.94 g 加入 100 mL

双蒸水中配成 B 液。将 A，B 液按 1 ∶ 1.32 比例混合，调节

pH 值为 4.5，即 0.1 mmol/L 柠檬酸缓冲液。将链脲佐菌素溶

解于 0.1 mmol/L 柠檬酸缓冲液中，配制浓度为 2% 的链脲佐

菌素液。链脲佐菌素需 4 ℃低温保存及新鲜配制。②模型建

立：在喂养 8 周 (56 d) 后，3 组大鼠禁食不禁水 12 h，称质量，

正常对照组大鼠按 30 mg/kg 一次性腹腔注射柠檬酸缓冲液，

糖尿病对照组、糖尿病运动干预组大鼠按 30 mg/kg 一次性

腹腔注射 2% 链脲佐菌素柠檬酸缓冲液，之后继续给予高糖

高脂饮食喂养，不运动，制作糖尿病大鼠模型。链脲佐菌素

注射后第 7 天用血糖测试仪检测大鼠尾静脉随机血糖。参照

糖尿病大鼠模型的成功标准：血糖在 16.7 mmol/L 以上视为

造模成功
[7-8]

。

1.4.3   苏木精 -伊红染色   检测随机血糖后，剖腹取出肝脏，

采用体积分数为 10% 中性甲醛溶液固定 10 h，随后进行常规

脱水及石蜡包埋，并切成厚度为 4 μm 的切片，梯度二甲苯

脱蜡、水化、苏木精染色、0.8% 盐酸乙醇分化、PBS 冲洗、

伊红染色、梯度乙醇脱水，二甲苯透明、封固、镜检。

1.4.4   Masson 染色   取大鼠肝组织固定于 Bouin 液，流水冲

洗过夜，常规脱水石蜡包埋、切片脱蜡至水，Weigert 铁苏

Abstract
BACKGROUND: Diabetes-induced liver damage is easy to be ignored in the early stage. Exercise therapy can increase the sensitivity of insulin, which is an 
important means of prevention and treatment of diabetes.
OBJECTIVE: To explore the effect of moderate intensity exercise intervention on liver injury during the occurrence of diabetes mellitus.
METHODS: The experimental protocol was approved by the Laboratory Animal Care Ethics Committee of Wuhan Sports University. Thirty SPF Sprague-Dawley rats 
were divided into three groups: normal control group, diabetic control group and diabetic exercise intervention group. Normal control group was fed with normal 
diet, with no exercise. Diabetes control group was fed with high sugar and high fat diet for 8 weeks, followed by a small dose of streptozotocin (30 mg/kg) injected 
intraperitoneally, with o exercise. Diabetes exercise intervention group was fed and injected in the same way as diabetes control group, and at the same time 
carried out moderate intensity treadmill training. After 7 days of streptozotocin injection, hematoxylin-eosin and Masson staining were used to observe the 
cell morphology, the expression of α-smooth muscle actin was observed by immunohistochemistry, and orbital blood samples were collected to detect the 
concentration of serum type IV collagen using ELISA.
RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the normal control group, hematoxylin-eosin staining showed that the structure of liver lobule in the diabetic 
control group was disordered, a large number of fat vacuoles were seen, and the bile duct in the portal area was obviously proliferated; Masson staining that 
there were showed fat vacuoles, the structure of liver lobule was seriously damaged, and blue stained collagen fibers were seen in the portal area, and light 
blue stained collagen fibers were seen between liver cells. The above pathological changes were alleviated in the diabetic exercise intervention group, and the 
fatty degeneration of liver cells was obviously reduced. The expression of α-smooth muscle actin in the diabetic control group and diabetic exercise intervention 
group was significantly higher than that in the normal control group (P < 0.05), and that in the diabetic exercise intervention group was significantly lower than 
that in the diabetic control group (P < 0.05). The level of type IV collagen in the diabetic exercise intervention group was significantly lower than that in the 
diabetic control group (P < 0.05), to slow down the progress of fibrosis. To conclude, moderate intensity exercise has a good effect on streptozotocin induced 
liver fibrosis in diabetic rats.
Key words: diabetes; exercise; moderate intensity; type IV collagen; α-smooth muscle actin; liver; fibrosis; tissue engineering 
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木精 (Weigert 铁苏木精 A、B 液等比例

混合液 ) 染色、1% 盐酸乙醇分化、丽

春红酸性品红染色、磷钼酸溶液处理、

苯胺蓝染液复染、1% 冰醋酸处理、梯

度乙醇脱水、二甲苯透明、封固、镜检。

1.4.5  免疫组织化学方法检测大鼠肝脏

α-SMA 的表达   ①石蜡切片脱蜡、环

保透明剂处理、梯度乙醇至水、高温

高压修复、冷却至室温、TBS 缓冲液冲

洗、体积分数为 3%H2O2 处理、TBS 冲

洗、一抗、二抗孵育、TBS 冲洗、滴加   

50 μL 新鲜配置的 DAB、苏木精复染、

盐酸乙醇分化、返蓝液返蓝、梯度乙醇

脱水干燥、二甲苯透明、中性树胶封固；

②显微镜下观察α-SMA的表达及分布，

染色结果应用 Image-Pro Plus6.0 软件对

图片进行分析，计算其累计吸光度值。 

1.4.6   ELISA 检测大鼠Ⅳ型胶原水平   摘

大鼠眼球取血，采用 ELISA 试剂盒检测

大鼠Ⅳ型胶原水平，严格按照说明步骤

进行操作。37 ℃平衡 ABC 和 TMB 稀释

显色液，在酶标仪 450 nm 波长处读取

数值，绘制标准曲线，根据标准品的质

量浓度及对应的吸光度值计算出标准曲

线的直线回归方程，再根据样品的吸光

度值在回归方程上计算出对应的样品质

量浓度。

1.5   主要观察指标   注射链脲佐菌素第

7 天，检测以下指标：①尾静脉取血测

量各组大鼠随机血糖；②苏木精 - 伊红

染色及 Masson 染色观察肝细胞形态；

③免疫组化法观察肝组织 α-SMA 的表

达；④摘眼球取血检测Ⅳ型胶原水平。

1.6  统计学分析  使用 SPSS 20.0 统计软

件对分组测量得到的数据进行处理，计

量资料用 x-±s 表示，组间比较采用单因

素方差分析，P < 0.05 为差异有显著性

意义。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   实验所用大鼠

30 只，均未发生感染、脱失，全部进

入结果分析。

2.2   各组随机血糖   注射链脲佐菌素第

7 天，使用三诺血糖仪及配套试纸，尾

静脉取血检测各组大鼠的随机血糖，随

机血糖大于 16.7 mmol/L 认定为成模大

鼠
[7-8]

。与正常对照组和糖尿病运动干

预组相比，糖尿病对照组大鼠出现多饮、

多食、多尿，精神不振、毛色暗淡、生

长迟缓、身体消瘦等糖尿病症状。糖尿

病对照组、糖尿病运动干预组大鼠随机

血糖明显高于正常对照组 (P < 0.05)，糖

尿病运动干预组血糖低于糖尿病对照组

(P < 0.05)，见表 1。

2.3   苏木精 - 伊红染色结果   正常对照

组肝小叶结构清晰，肝板明显，细胞核

呈圆形，大小均匀，核膜完整，核仁清

晰，肝索呈放射状规则排列，无空泡变

性，肝血窦大小正常，汇管区胆小管无

增生情况；糖尿病对照组肝小叶结构紊

乱，边界不清晰，可见脂肪空泡，肝细

胞出现水样变性，细胞出现坏死，细胞

核固缩，肝血窦扩张，汇管区胆小管发

生明显增生，并可见成纤维细胞增生；

糖尿病运动干预组肝小叶结构、肝细胞

索状结构排列尚清晰，可见肝板，无明

显脂肪空泡，肝血窦狭窄，汇管区胆小

管发生轻微增生，见图 1。

2.4   Masson 染色结果   正常对照组肝小

叶结构正常，肝细胞未发生肿胀，未见

明显蓝染纤维；糖尿病对照组肝组织出

现脂肪空泡，肝小叶结构严重破坏，出

现水样变，肝细胞间隙变宽，肝脏淤血，

汇管区可见明显蓝染胶原纤维，肝细胞

间可见轻度蓝染胶原纤维；糖尿病运动

干预组肝小叶结构比较正常，未见明显

脂肪空泡，肝细胞出现水肿增大，肝细

胞间隙未见明显蓝染胶原纤维，见图 2。

2.5  α-SMA 在各组大鼠肝组织中的表达  

正常对照组肝组织 α-SMA 蛋白多表达

于小动脉及小静脉，在胆管表达较少；

糖尿病对照组主要表达于汇管区及纤维

间隔；糖尿病运动干预组在汇管区表达

较少。图像分析软件测得结果显示，

糖尿病对照组、糖尿病运动干预组累

计吸光度值较正常对照组明显增多 (P < 

0.05)，糖尿病运动干预组较糖尿病对照

组明显减少 (P < 0.05)，见图 3，表 2。

图 3 ｜各组大鼠肝组织 α-SMA 表达 ( 免疫组织化学染色，×200)
Figure 3 ｜ Expression of α-smooth muscle actin in rat liver tissues 

(immunohistochemical staining, ×200)

A B C

图注：图中 A，B，C 分别为正常对照组、糖尿病对照组、糖尿病运动干预组。糖尿病对照组肝

组织出现脂肪空泡，肝小叶结构严重破坏，汇管区可见明显蓝染胶原纤维，肝细胞间可见轻度蓝

染胶原纤维；糖尿病运动干预组肝小叶结构比较正常，未见明显脂肪空泡，肝细胞出现水肿增大，

肝细胞间隙未见明显蓝染胶原纤维

图 2 ｜各组大鼠肝组织 Masson 染色 (×200)
Figure 2 ｜ Masson staining of rat liver cells (×200)

A B C

图 1 ｜各组大鼠肝组织苏木精 -伊红染色 (×200)
Figure 1 ｜ Hematoxylin-eosin staining of rat liver cells (×200)

A B

D E

C

F

图 注： 图 中 A，C，E 为

正常对照组、糖尿病对照

组、糖尿病运动干预组肝

细胞结构；B，D，F 为正

常对照组、糖尿病对照

组、糖尿病运动干预组胆

小管结构

图注：图中 A，B，C 分别为

正常对照组、糖尿病对照组、

糖尿病运动干预组。正常对

照组肝组织 α-SMA 蛋白多表

达于小动脉及小静脉，在胆

管表达较少；糖尿病对照组

主要表达于汇管区及纤维间

隔；糖尿病运动干预组在汇

管区表达较少
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2.6   各组大鼠血清Ⅳ型胶原水平   与正常对照组相比，糖尿病

对照组大鼠血清Ⅳ型胶原水平升高 (P < 0.05)；与糖尿病对照组

相比，糖尿病运动干预组大鼠血清Ⅳ型胶原水平降低 (P < 0.05)，

见表 3。

3   讨论  Discussion
实验采用高糖高脂饮食喂养结合小剂量链脲佐菌素注

射，可导致胰腺分泌功能障碍，以致高血糖症的发生
[9-14]

。

该模型大鼠不仅具有多尿、超重、高糖、高血脂的特点，而

且还有高胰岛素血症和胰岛素抵抗的特征，符合人类普通 2

型糖尿病特征。糖尿病对照组大鼠出现多饮、多食、多尿，

精神不振、毛色暗淡、生长迟缓、身体消瘦等糖尿病症状，

大鼠尾静脉血糖在 16.7 mmol/L 以上，糖尿病对照组、糖尿

病运动干预组大鼠随机血糖明显高于正常对照组 (P < 0.05)；

苏木精 - 伊红染色可见糖尿病对照组肝小叶结构紊乱，边界

不清晰，出现脂肪空泡，肝索结构紊乱，说明糖尿病大鼠出

现了明显的肝损伤，提示糖尿病肝损伤模型成功，符合相关

文献报道
[7-8]

。

研究表明，血糖升高会引起糖原在肝脏中堆积且会造

成微血管受损，损害肝功能，同时脂滴在肝细胞中沉积也

可造成肝细胞受损
[15-16]

。该实验苏木精 - 伊红染色显示糖

尿病运动干预组肝脏形态结构病变程度减轻；Masson 染色

也可观察到糖尿病对照组肝组织汇管区出现明显蓝染胶原

纤维，肝细胞间可见轻度蓝染胶原纤维；糖尿病运动干预

组肝细胞间隙未见明显蓝染胶原纤维，推测中等强度有氧

运动会减少炎性因子的释放，降低炎性的浸润，减缓 2 型

糖尿病的发展；一方面能量消耗增加
[17-19]

，葡萄糖的摄取

及利用随之增加，同时运动后肌糖原的合成增强，另一方

面中等强度有氧运动可调节肝细胞胰岛素受体水平，提升

组织胰岛素的敏感性，改善糖代谢紊乱，减轻肝纤维化的

严重程度
[20]

。

国内外学者公认肝纤维化是机体主动修复慢性损伤的反

应，是一种病理概念，肝纤维化时Ⅳ型胶原大量合成
[21]
，在

肝脏纤维化进一步发展时，Ⅳ型胶原蛋白大量沉积于肝窦内

皮从而引起基底膜的增生，因此在肝脏组织及血液中可检测

出Ⅳ型胶原水平有明显升高
[22-23]

。该研究糖尿病运动干预组

血清Ⅳ型胶原表达量较糖尿病对照组明显减少，说明中等强

度运动减少了肝星状细胞的激活，减弱了胶原的表达，从而

减轻了肝脏纤维化。这与冷超等
[24]

研究结论一致，研究者

采用中等强度有氧运动结合药物治疗，与单纯采用药物治疗

相比较，肝脏血清Ⅳ胶原的表达量明显下降，并且肝脏血清

Ⅳ胶原水平与运动强度成正相关，说明中等强度有氧运动可

以有效阻止胶原蛋白继续合成，增强胶原酶活性，促进胶原

纤维的降解，从而阻止肝纤维化进程。 

研究表明，局部细胞外基质是肝纤维化的微环境，而

局部细胞外基质的主要来源细胞则是肝星状细胞
[25]
，肝星状

细胞激活时能转化为肌成纤维细胞同时表达 α-SMA[26-27]
，因

此 α-SMA 可以作为肝星状细胞活化标志物。实验结果表明：

糖尿病大鼠体内的高糖环境激活了肝星状细胞，激活后的肝

星状细胞转变成为肌成纤维细胞，开始表达大量 α-SMA，而

α-SMA 在糖尿病运动干预组的累计吸光度值明显低于糖尿病

对照组，说明中等强度运动提高了机体外周组织对胰岛素的

敏感性，减弱了机体胰岛素抵抗，从而提高机体对糖的利用

率，减少 α-SMA 的表达。

综上所述，中等强度运动干预对糖尿病大鼠造模过程中

肝脏纤维化有良好的干预作用，可以保护高糖高脂膳食联合

注射链脲佐菌素诱导的糖尿病大鼠肝脏组织形态结构，减少

大鼠肝脏组织脂肪空泡的形成，有效改善肝细胞水样变性及

肝血窦扩张，减少汇管区及肝细胞间胶原纤维的增生；改善

肝星状细胞的激活状态，从而降低机体血清Ⅳ型胶原水平，

以减轻局部细胞外基质的堆积，减少肝脏纤维化，为其将来

应用于临床试验研究提供科学理论支撑。
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表 2 ｜各组大鼠肝组织 α-SMA 的表达水平                       (x-±s)
Table 2 ｜ Expression level of α-smooth muscle actin in rat liver tissue

组别 n 累计吸光度值

正常对照组 10 822.54±197.57
糖尿病对照组 10 2 158.28±785.12a

糖尿病运动干预组 10 1 498.14±772.83ab

表注：与正常对照组比较，
aP < 0.05，与糖尿病对照组比较，

bP < 0.05

表1 ｜各组大鼠随机血糖比较                                 (x-±s)
Table 1 ｜ Comparison of random blood glucose level of rats among groups

组别 n 随机血糖 (mmol/L)

正常对照组 10 4.88±0.62
糖尿病对照组 10 22.60±5.48a

糖尿病运动干预组 10 16.26±6.23ab

表注：与正常对照组比较，
aP < 0.05，与糖尿病对照组比较，

bP < 0.05

表3 ｜各组大鼠血清Ⅳ型胶原水平比较                         (x-±s)
Table 3 ｜ Comparison of type IV collagen concentration in rat serum

组别 n Ⅳ型胶原 (μg/L)

正常对照组 10 3.45±2.26
糖尿病对照组 10 7.53±2.02a

糖尿病运动干预组 10 4.27±3.46b

表注：与正常对照组比较，
aP < 0.05，与糖尿病对照组比较，

bP < 0.05
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