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低浓度乙醇对糖尿病大鼠肺纤维化的影响

宫蓓蕾　 王文连　 刘黎明　 赵成岭　 胡俊锋

【摘要】 　 目的　 探讨低浓度乙醇对糖尿病大鼠肺纤维化的影响ꎮ 方法　 应用 ２４ 只 ＳＤ 大鼠复制Ⅰ
型糖尿病大鼠模型ꎬ平均分为正常对照组(ＣＯＮ 组)、低剂量乙醇组(ＥｔＯＨ 组)、糖尿病组(ＤＭ 组)和糖尿

病＋低剂量乙醇组(ＤＭ＋ＥｔＯＨ 组)四组ꎬ每组 ６ 只ꎮ 分别喂养 ６~１２ 周ꎮ 称取大鼠肺湿重及体重ꎬ计算肺系

数ꎻＨＥ 染色观察肺脏形态变化ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肺脏组织线粒体乙醛脱氢酶 ２(ＡＬＤＨ２)蛋白表达ꎮ 天狼

猩红染色观察肺脏纤维化变化ꎮ ＥＬＩＳＡ 法测定肺脏组织 ＡＧＥ 含量变化ꎮ 结果　 与 ＣＯＮ 组相比ꎬＤＭ 组大

鼠肺系数明显增大ꎬ肺组织结构破坏明显ꎬ肺组织 ＡＬＤＨ２ 蛋白表达降低ꎬ１２ 周组较 ６ 周组损伤加重ꎮ １２
周 ＤＭ 组肺脏 ＡＧＥ 含量和胶原纤维增加ꎮ 与 ＤＭ 组相比ꎬＤＭ＋ＥｔＯＨ 组肺组织病理改变减轻ꎬＡＬＤＨ２ 蛋白

表达升高ꎬ胶原纤维和 ＡＧＥ 含量减少ꎮ 结论　 低浓度乙醇可减轻糖尿病大鼠肺组织形态结构变化ꎬ肺纤

维化程度减轻ꎬ可能与其抑制线粒体 ＡＬＤＨ２ 表达有关ꎮ
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谢紊乱性疾病ꎬ其致死致残率与其并发症密不可分ꎮ
肺损伤是糖尿病严重的并发症之一ꎬ随糖尿病病程

延长ꎬ患者常出现肺部感染、肺纤维化、呼吸功能障

碍等ꎬ严重影响生活质量[１]ꎮ 如何减轻糖尿病肺损

伤近年来引起关注ꎮ 已有报道低浓度乙醇可发挥脏
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器保护作用ꎮ 外源性乙醇干预可减轻肾小管上皮细

胞缺血 /再灌注损伤[２]ꎬ低剂量乙醇干预可减轻糖尿

病大鼠心肌损伤ꎬ其机制可能与激活线粒体乙醛脱

氢酶 ２(ａｌｄｅｈｙｄｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ２ꎬＡＬＤＨ２)、减轻氧化

应激损伤等有关[３]ꎮ 脏器纤维化改变严重影响脏器

正常功能ꎬ是多种慢性疾病的共同病理特征ꎬ肺脏纤

维化表现为肺泡结构紊乱、肺泡实变、纤维增生等ꎬ
严重时导致肺功能衰竭[４]ꎮ 随糖尿病病程延长ꎬ肺
组织是否发生结构改变和纤维化变化? 本研究采用

低浓度乙醇喂养糖尿病大鼠ꎬ观察随病程延长糖尿

病大鼠肺脏结构和肺纤维化的变化ꎬ分析低浓度乙

醇是否可改善糖尿病大鼠肺纤维化的发生ꎮ
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一、材料与方法

１.实验材料:雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠由蚌

埠医学院实验动物中心提供ꎬ体重 １５０ ~ １８０ ｇꎬ自由

饮水、饮食ꎬ环境温度在 ２６ ℃ 左右ꎮ 大鼠普通饲料

适应 性 喂 养 １ 周 后 开 始 实 验ꎻ 链 脲 佐 菌 素

(ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｉｎꎬＳＴＺ)购自美国 ｓｉｇｍａ 公司ꎬ细胞蛋白提

取液、蛋白酶抑制剂(ＰＭＳＦ)、ＢＣＡ 蛋白定量试剂购

自上海碧云天公司ꎬ兔抗大鼠 ＡＬＤＨ２ 购自美国

Ａｂｃａｍ 公司ꎬＨＲＰ 标记的羊抗兔 ＩｇＧ 抗体购自武汉

博士德生物公司ꎮ ＡＧＥｓ 的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自苏州

卡尔文生物科技有限公司ꎻ高速离心机(ＢＥＣＫＭＡＮꎬ
德国)ꎬ酶标仪(ＢＩＯＴＥＫꎬ美国)ꎬＣｈｅｍｉＤｏ－ｃＴＭ Ｔｏｃｈ
Ｉｍａｇｅ Ｓｙｓｔｅ 化学发光仪(ＢＩＯ－ＲＡＤꎬ美国)ꎬ罗氏血糖

仪(ＡＣＣＵ－ＣＨＥＫ 德国)ꎮ
２.实验方法:(１) 糖尿病肺损伤模型建立:大鼠

随机分 ４ 组:正常对照组(ＣＯＮ 组)、低剂量乙醇组

(ＥｔＯＨ 组)、糖尿病组(ＤＭ 组)、糖尿病＋低剂量乙醇

组(ＤＭ＋ＥｔＯＨ 组)ꎮ 糖尿病大鼠过夜禁食 １２ ｈ 后ꎬ
称取 体 重ꎬ 单 次 快 速 腹 腔 注 射 １％ 的 ＳＴＺ
(５５ ｍｇ / ｋｇ)ꎮ ７２ｈ 后尾静脉采血检测大鼠空腹血糖

≥１６.７ ｍｍｏｌ / Ｌ 并持续 １ 周为造模成功ꎮ 造模成功

后 ＥｔＯＨ 组、ＤＭ＋ＥｔＯＨ 组大鼠先以 ２.５％的乙醇适应

性喂养 １ 周ꎬ之后以 ５％的乙醇持续喂养 ６~１２ 周ꎬ其
他组大鼠常规饮水至 ６ 周和 １２ 周ꎮ (２)大鼠肺系数

测定:大鼠禁食 １２ ｈ 后测定体重(ｇ)ꎬ４％水合氯醛腹

腔注射麻醉后取肺ꎬ测定肺湿重(ｍｇ)ꎬ计算每只大鼠

肺系数(ｌｕｎｇ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ)ꎬ肺系数＝肺湿重(ｍｇ) /体重

(ｇ)×１００％ꎮ (３)大鼠肺脏组织 ＨＥ 染色:取 ６~１２ 周

大鼠左下肺组织 ０.１ ｇꎬ于 １０％福尔马林中固定ꎬ石蜡

固定切片ꎬ按照试剂盒说明进行 Ｈａｒｒｉｓ 苏木素－伊红

(ＨＥ) 染色ꎬ树胶封片ꎬ显微镜下观察读片ꎮ ( ４)
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肺脏 ＡＬＤＨ２ 蛋白表达:取 ０.１ ｇ 肺

组织配置裂解液 ( ＲＩＰＡ ∶ ＰＭＳＦ ＝ １００ ∶ １)ꎬ裂解

３０ ｍｉｎ获得组织匀浆ꎬ４ ℃ 离心 ( １２ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ１５
ｍｉｎ)ꎬ取上清ꎬ按 ＢＣＡ 试剂盒说明蛋白定量ꎬＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 凝胶(５％浓缩胶＋１０％分离胶)９０ ~ １１０Ｖ 稳压

电泳ꎬ２００ ｍＡ 稳流转膜至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ５％脱脂奶粉封

闭 ９０ ｍｉｎꎬ加入一抗 ＡＬＤＨ２(１ ∶ ５ ３００)ꎬ４ ℃过夜ꎬ次
日 ＴＢＳＴ 洗涤并加入 ＨＲＰ 标记的二抗(１ ∶ ６０００)孵
育ꎬＥＣＬ 试剂盒曝光成像ꎮ 凝胶成像系统进行条带

的光密度测量ꎬ统计各组蛋白条带的表达水平ꎮ

(５)大鼠肺脏组织天狼猩红染色:取 １２ 周各组大鼠

肺组织石蜡切片ꎬ进行脱蜡复水ꎬ按照试剂盒说明进

行天狼猩红染色ꎬ冲洗ꎬ待晾干后封片ꎬ显微镜下观

察读片ꎮ (６)ＥＬＩＳＡ 测定肺脏组织 ＡＧＥ 含量:取 １２
周各组大鼠右肺下叶ꎬ按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书进

行组织匀浆ꎬ测定 ＡＧＥ 含量ꎮ
３.统计学处理:采用 ＳＰＳＳ １８.０ 统计软件进行数

据分析ꎮ 计量资料均采用均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ
采用单因素方差分析进行统计学分析ꎬ并用 Ｎｅｗｍａｎ
－Ｋｅｕｌｓ 检验进行组间比较ꎮ Ｐ<０.０５ 表示具有统计学

意义ꎮ
二、结果

１.各组大鼠肺系数变化:与对照组相比ꎬ糖尿病

组大鼠 ６ 周、１２ 周肺系数均明显升高(Ｐ<０.０１)ꎬ１２
周时肺系数进一步增大ꎮ 与 ＤＭ 组相比ꎬＤＭ＋ＥｔＯＨ
组肺系数降低ꎮ 见表 １ꎮ

表 １　 各组大鼠肺系数变化(ｘ±ｓꎬｍｇ / ｇ)

组别
肺系数

６ Ｗ １２ Ｗ
ＣＯＮ 组(ｎ＝ ６) ３.７０±０.０５ ３.７３±０.０１
ＥｔＯＨ 组(ｎ＝ ６) ３.８０±０.０２ ３.００±０.０１
ＤＭ 组(ｎ＝ ６) ５.４５±０.０３∗∗ ７.８５±０.０１∗∗

ＤＭ＋ＥｔＯＨ 组(ｎ＝ ６) ４.５０±０.０１∗∗＾＾ ７.０８±０.０２∗∗＾＾

　 　 注:与对照组 ＣＯＮ 组比较ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ꎻ与 ＤＭ 组比较ꎬ＾＾Ｐ<０.０１

　 　 ２ 大鼠肺脏 ＨＥ 染色变化:ＨＥ 染色显示:与 Ｃｏｎ
组相比ꎬＤＭ 组大鼠 ６ 周时肺泡壁增厚ꎬ肺泡结构紊

乱ꎬ部分肺泡腔狭窄、闭塞ꎮ 与 ６ 周相比ꎬ１２ 周大鼠

完整的肺泡腔较少ꎬ肺脏呈现实变ꎮ ＤＭ＋ＥｔＯＨ 组肺

组织病理改变较 ＤＭ 组有所减轻ꎮ 见图 １ꎮ
　 　 ３.大鼠肺脏 ＡＬＤＨ２ 蛋白表达变化:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
结果可见ꎬ与 ＣＯＮ 组相比ꎬＥｔＯＨ 组 ６ Ｗ 和 １２ Ｗ 时

肺组织 ＡＬＤＨ２ 蛋白表达升高 ( Ｐ < ０. ０５)ꎬ ＤＭ 组

ＡＬＤＨ２ 蛋白表达降低ꎻ与 ＤＭ＋ＥｔＯＨ 组相比ꎬＤＭ 组

ＡＬＤＨ２ 蛋白表达降低ꎮ 见图 ２ꎮ
　 　 ４.大鼠肺脏天狼猩红染色变化:天狼猩红染色显示:
胶原纤维呈红色ꎮ １２ 周 ＤＭ 组红色染色明显增多ꎬＤＭ＋
ＥｔＯＨ 组红色染色较 ＤＭ 组有所减轻ꎮ 见图 ３ꎮ
　 　 ５.大鼠肺脏晚期糖基化终末产物 ( ａｄｖａｎｃｅｄ
ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬＡＧＥ)含量变化:ＥＬＩＳＡ 结果可

见ꎬ１２ 周时ꎬ与 ＣＯＮ 组相比ꎬＥｔＯＨ 组无明显差异ꎬ
ＤＭ 组肺组织 ＡＧＥ 水平明显升高ꎻ与 ＤＭ 组相比ꎬ
ＤＭ＋ＥｔＯＨ 组 ＡＧＥ 水平降低ꎮ 见表 ２ꎮ
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图 １　 各组大鼠 ６ Ｗ、１２ Ｗ 肺脏 ＨＥ 染色结果(１００×)

　 　 与对照组 ＣＯＮ 组比较(∗∗Ｐ<０.０１)ꎻ与 ＤＭ＋ＥｔＯＨ 组比较( ＾＾Ｐ<
０.０１)
Ａ:ＡＬＤＨ２ 蛋白表达典型代表图ꎻＢ 和 Ｃ:糖尿病大鼠 ６ Ｗ 和 １２ Ｗ 时

肺脏 ＡＬＤＨ２ 蛋白表达统计结果

图 ２　 糖尿病大鼠 ６Ｗ、１２Ｗ 时肺脏 ＡＬＤＨ２ 蛋白表达变化

图 ３　 糖尿病大鼠 １２ Ｗ 肺脏天狼猩红染色结果(１００×)

表 ２　 １２ Ｗ 糖尿病大鼠肺组织 ＡＧＥ 含量变化(ｘ±ｓꎬｐｇ / ｍｌ)
组别 晚期糖基化终末产物 ＡＧＥ

ＣＯＮ 组 ２６７.０６±２１.７５
ＥｔＯＨ 组 ２６４.５０±２６.４４
ＤＭ 组 ４９３.１６±４１.００∗∗

ＤＭ＋ＥｔＯＨ 组 ２８２.７２±１６.９２∗∗＾＾

　 　 注:与对照组 ＣＯＮ 组比较ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ꎻ与 ＤＭ 组比较ꎬ＾＾Ｐ<０.０１

　 　 讨论　 糖尿病已成为严重危害人类健康的慢性

非传染性疾病之一ꎬ根据国际糖尿病联盟最新报告ꎬ
２０１９ 年全球约 ４.６３ 亿成人患糖尿病ꎬ预计到 ２０３０
年ꎬ糖尿病患者会达到 ５.７８４ 亿ꎻ到 ２０４５ 年ꎬ糖尿病

患者会达到 ７.００２ 亿ꎮ ２０１９ 年ꎬ死于糖尿病或其并

发症的人数达到 ４２０ 万人ꎬ约占全球死亡人数的 １１.
３％[５]ꎮ 如何有效控制糖尿病并发症已成为全球性

的健康问题[６]ꎮ 糖尿病患者肺部感染并发症较常

见ꎬ占糖尿病感染的 ４５％ꎬ患者常出现通气功能障

碍ꎬ呼吸困难等症状ꎬ随糖尿病病程延长ꎬ肺纤维加

剧病程发展[７]ꎮ 预防或减轻慢性糖尿病患者肺纤维

化具有重要的临床应用价值ꎮ
本研究观察到随糖尿病大鼠病程延长ꎬ肺系数

增加ꎬ肺脏 ＡＬＤＨ２ 表达降低ꎬ６ 周时出现肺结构改

变ꎬ１２ 周时肺结构破坏更明显ꎬ基膜增厚ꎬ无完整的

肺泡结构ꎬ天狼猩红染色显示肺脏出现明显的纤维

化改变ꎮ 以上结果提示糖尿病诱导肺损伤的发生ꎻ
随着糖尿病病程的延长ꎬ肺组织损伤加重ꎬ并伴有肺

纤维化的发生ꎮ
糖尿病发生过程中ꎬ肺组织纤维化可能发生的

相关因素ꎮ 本研究通过 ＥＬＩＳＡ 检测观察到ꎬ１２ 周
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时ꎬ肺组织晚期 ＡＧＥ 含量增加ꎮ 晚期 ＡＧＥ 是指蛋白

质、核酸或脂质等大分子物质的氨基在不需酶参与

条件下ꎬ自发与葡萄糖或其它还原糖的醛基或酮基

反应所生成的不可逆聚合物ꎮ ＡＧＥ 与脏器的纤维化

密切相关ꎮ ＡＧＥ 可直接修饰细胞外基质(ＥＣＭ)ꎬ抑
制 ＥＣＭ 降解ꎬ促进成纤维细胞生成等ꎮ 高血糖可使

胶原糖基化增多ꎬ增加的 ＡＧＥ 交联积累ꎬ促进纤维

细胞增生ꎬ导致脏器纤维化的发生[８]ꎻＡＧＥ 还通过与

特异受体 ＲＡＧＥ 结合介导一系列病理反应ꎬ导致内

皮功能失调和血管内皮损伤ꎬ并诱导促纤维化因子、
促炎因子释放等ꎬ加重脏器纤维化的发生[９]ꎮ 本研

究中观察到糖尿病大鼠肺脏形态受损同时ꎬ肺脏组

织胶原增多ꎬＡＧＥ 亦增加ꎬ以上变化提示糖尿病大鼠

肺组织纤维化的发生与 ＡＧＥｓ 生成增加有关ꎮ
ＡＬＤＨ２ 是一种限制酒精代谢的酶ꎬ是催化酒精

代谢中间产物乙醛氧化分解的关键酶ꎬ同时参与了

各种内、外源性脂肪族和芳香族醛类物质代谢或解

毒的过程[１０]ꎮ 亚洲人群 ＡＬＤＨ２ 基因缺失易引起心

脑血管疾病的发生ꎮ 文献报道ꎬＡＬＤＨ２ 缺陷加重乙

醇诱导的小鼠肝脏的炎症反应和纤维化的发生[１１]ꎬ
高糖引起大鼠心肌成纤维细胞 ＡＬＤＨ２ 表达降

低[１２]ꎬ提示 ＡＬＤＨ２ 可改善疾病引起的脏器纤维化

的发生ꎮ 本课题组前期实验观察到ꎬ低浓度乙醇可

以刺激糖尿病 ８ 周大鼠肺脏 ＡＬＤＨ２ 表达增加ꎬ减轻

高糖诱导的大鼠肺脏氧化应激损伤[１３]ꎬ但未监测不

同病程阶段肺脏 ＡＬＤＨ２ 增加时肺脏纤维化的改变ꎮ
本研究结果显示ꎬ低剂量乙醇喂养糖尿病大鼠 ６ 周

和 １２ 周ꎬ与单纯糖尿病组相比ꎬ肺脏组织损伤减轻

的同时ꎬＡＬＤＨ２ 表达持续增高ꎬ提示激动 ＡＬＤＨ２ 在

糖尿病肺脏损伤中持续发挥保护作用ꎮ
临床资料显示ꎬ患者血浆中的 ＡＧＥ 水平与急性

肺损伤的发生发展密切相关ꎬ还可用于预测急性肺

损伤的转归[１４]ꎮ 本研究中天狼猩红染色显示ꎬ通过

低浓度乙醇喂养 １２ 周激动 ＡＬＤＨ２ꎬ肺组织胶原纤维

化程度减轻ꎬ进一步观察到与纤维化发生密切相关

的晚期糖基化终末产物 ＡＧＥ 释放减少ꎬ提示低剂量

乙醇减轻了不同病程阶段高糖对肺脏的损伤作用ꎬ
其机制可能与增加肺脏 ＡＬＤＨ２ 的表达减轻肺纤维

化的发生有关ꎮ
综上所述ꎬ本研究结果表明低浓度乙醇可以刺

激肺脏 ＡＬＤＨ２ 表达ꎬ减轻糖尿病不同病程阶段引起

的肺组织病理损伤ꎬ减少 ＡＧＥｓ 的释放从而减轻肺组

织纤维化ꎬ其具体机制还有待更深入研究ꎮ 本研究

有望为临床选取合适的 ＡＬＤＨ２ 激动剂ꎬ以期达到预

防和治疗糖尿病引起的肺纤维化提供理论基础ꎮ
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