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摘  要 

目的：肺纤维化的确切病因尚不清楚，但它是一种慢性进行性疾病，可导致呼吸衰竭和肺组织破坏。高

糖饮食被认为是促进肺纤维化的一个可能的危险因素，但高糖饮食影响肺纤维化的具体机制尚不清楚。

在这项研究中，我们对高糖饮食对肺纤维化影响机制进行进一步探索。方法：C57BL/6小鼠给予博来霉

素(BLM)建立了有效的肺纤维化动物模型。我们给予BLM引起肺纤维化的小鼠给予20%葡萄糖水或常规

饮用水。通过苏木精–伊红染色法(HE)，马松染色(Masson)评估肺纤维化的严重程度。采用16s rRNA检
测小鼠肠道菌群的改变。结果：高糖喂养的小鼠的血糖明显高于正常喂养的小鼠血糖(P < 0.05)。但是高

糖喂养的小鼠的体重只是略微比正常喂养的小鼠体重升高(P > 0.05)。高糖喂养的小鼠的肺指数即肺脏

体重/小鼠体重明显高于正常喂养的小鼠血糖(P < 0.01)。高糖喂养的小鼠的肺脏的肺纤维化评分(Score 
of Aschcroft)明显高于正常喂养的小鼠血糖(P < 0.01)。16s rRNA显示糖喂养的小鼠的α多样性和β多样

性相比于正常喂养的小鼠具有显著差异(P < 0.05)。结论：高糖饮食可能通过重塑肠道菌群从而加重肺组

织纤维化。我们的研究可能为临床肺纤维化的管理和预防提供新的视角和可能的治疗途径。 
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Abstract 
Purpose: The exact etiology of pulmonary fibrosis is unknown, but it is a chronic, progressive illness 
that can cause respiratory failure and the destruction of lung tissues. High-glucose diets are consid-
ered a possible risk factor for promoting pulmonary fibrosis, but the specific mechanisms by which 
high-glucose diets affect pulmonary fibrosis are not clear. In this study, we investigated the mecha-
nisms underlying lung fibrosis and the means by which a high-glucose diet affects them. Methods: 
BLM administration in mice establishes an effective animal model of pulmonary fibrosis. Mice with 
BLM-induced pulmonary fibrosis were given either 20% glucose water or regular drinking water. 
Hematoxylin-eosin staining (HE) and Masson staining were used to evaluate the severity of pulmo-
nary fibrosis. The changes of intestinal flora in mice were detected by 16s rRNA. Results: The blood 
glucose levels in mice subjected to a high-glucose diet were significantly elevated compared to those 
in mice on a standard diet (P < 0.05). Conversely, the body weight of mice on the high-sugar diet was 
only marginally higher than that of the control group (P > 0.05). The lung index, calculated as the 
ratio of lung weight to body weight, was significantly increased in the high-sugar diet group com-
pared to the control group (P < 0.01). Additionally, the pulmonary fibrosis score, as assessed by the 
Ashcroft scale, was significantly higher in the high-glucose fed mice than in the normally fed mice 
(P < 0.01). Analysis of 16S rRNA revealed that both α diversity and β diversity in the gut microbiota 
of sugar-fed mice differed significantly from those in the control group (P < 0.05). Conclusion: High-
glucose diet may aggravate pulmonary fibrosis by remodeling gut microbiota. Our study may pro-
vide new perspectives and possible therapeutic pathways for the management and prevention of 
clinical pulmonary fibrosis. 
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1. 引言 

特发性肺纤维化(IPF)是一种病因不明、预后不良的慢性疾病。虽然 IPF 的发病率持续增加，但其潜

在机制仍不清楚[1]。先前的研究表明，遗传因素、环境影响和衰老共同促进 IPF 的发生和发展[2]。在 IPF
的情况下，干扰素-γ (IFN-γ)信号增加，肺适应性免疫活性增加[3]。除了 T 细胞和浆细胞在 IPF 发病过程

中发挥关键作用外，在 IPF 患者的 BAL 细胞中检测到 TREM2 mRNA 表达升高，其中 TREM2 主要在巨

噬细胞上表达[4]-[6]。TREM2 功能障碍可抑制 STAT6 的激活和纤维化因子的表达，从而抑制 bleomycin 
(BLM)诱导的肺纤维化和 M2 巨噬细胞极化[7]。 

高糖饮食可导致高血压、中风、冠心病和脂质异常，从而增加死亡风险。膳食葡萄糖摄入与内分泌

代谢、心血管、癌症和其他结局(神经、精神、牙齿、肝脏、骨骼和过敏)显著相关[8]。此外，高糖饮食可

以通过免疫反应调节肿瘤微环境中的肺免疫，从而影响肺肿瘤的生长[9]。虽然有证据表明高糖饮食具有

促炎作用，但它是否是呼吸系统疾病发生发展的重要因素，包括其对 IPF 发生和进展的影响，仍未得到

证实。 
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肠道菌群不仅促进营养物质的分解和吸收，而且还提供防御外部致病微生物的入侵。大多数器官的

生理功能可能受到肠道菌群的影响[10] [11]。肠道内的微生物群落没有被宿主生物根除，依赖于肠上皮细

胞的屏障功能，从而导致肠黏膜中的免疫细胞无法识别微生物群落[12]。肠道菌群产生的代谢物，如短链

脂肪酸，除了作为能量来源外，还通过影响 TGF-β信号通路调节肠上皮细胞和免疫细胞的活性。调节 TGF-
β反应可激活 Treg 细胞[13]。因此，我们推测肠道菌群的调节可能会影响 IPF 的发展。在这里，我们发现

高糖饮食会加剧 IPF。此外，高糖饮食可以改变肠道微生物群的丰富度和多样性。因此，这些实验结果可

能为临床 IPF 患者提供新的预防和治疗策略。 

2. 材料与方法 

2.1. 动物 

6 周龄雄性 C57BL/6 小鼠，体重 23 ± 1 g，每组 5 只小鼠。小鼠饲养于安徽医科大学无特异性病原体

(SPF)实验动物中心。所有动物实验均经安徽医科大学动物伦理委员会批准(Quick-PJ2024-05-49)。 

2.2. BLM 小鼠模型 

美国国立卫生研究院(NIH)为这些动物实验建立了动物处理规范和程序。通过气管内给药 5 mg/kg 的

BLM (碧云天生物技术)建立小鼠 IPF 模型[14] [15]。第 28 天对小鼠实施安乐死，取肺组织用于实验。 

2.3. 血糖，体重和肺指数 

高糖组小鼠于造模后 7、14、21、28 天经尾静脉采血测血糖，记录 C57BL/6 小鼠体重。用肺指数反

映小鼠肺组织炎症和纤维化程度。在试验期间测量血糖水平、体重和肺指数(左肺重量(mg)与体重(g)之
比)。 

2.4. 组织病理学染色 

右肺组织石蜡包埋，4%中性福尔马林缓冲保存。按标准程序制备厚度为 4 μm 的石蜡包埋肺组织切

片[16]进行组织病理学处理。石蜡切片采用苏木精–伊红(H&E)染色、马松三色染色、天狼星红染色和免

疫荧光染色。每组由 5 只小鼠的组织组成，由两名对实验组不记名的病理学家使用 Ashcroft 评分系统[17]
进行评分。 

2.5. 羟脯氨酸测定 

肺组织中羟脯氨酸(HYP)的含量反映了胶原沉积和肺损伤的程度。按照制造商的说明，使用羟脯氨酸

比色测定试剂盒(伊莱瑞特生物科技)。 

2.6. 16S rRNA 扩增子测序实验方法 

1) DNA 提取和扩增 
按照制造商提供的指导方针，使用 Magan pure Soil DNA LQ 试剂盒(Magan)从样品中提取基因组

DNA。分别用 NanoDrop 2000 分光光度计(赛默飞)和琼脂糖凝胶电泳检测提取 DNA 的浓度和纯度。提取

的 DNA 保存在−20℃以待使用。采用 Takara Ex Taq 高保真聚合酶和针对 16S rRNA 基因 V3-V4 (或 V4-
V5)可变区的条形码引物对细菌 16S rRNA 基因进行 PCR 扩增。引物为通用引物 343F (5’-tacggraggcagag 
-3’) 和 798R (5’-AGGGTATCTAATCCT-3’) [18] 或 515F (5’-gtgccagcmgccggg-3’) 和 907R (5’-
CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3’) [19]，便于细菌多样性分析。 
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2) 文库建设与排序 
琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 结果。然后使用 AMPure XP 珠进行纯化，为随后的 PCR 扩增创建模板。

测序时，进行浓度调整。测序采用 Illumina NovaSeq 6000 平台，测序结果为 250 bp 对端 reads。测序服务

由上海欧益生物科技有限公司负责。 

2.6. 实时定量聚合酶链反应 

使用 TRIzol 试剂(赛默飞)按照制造商的说明从小鼠肺组织中提取总 RNA。第一链 cDNA 合成使用

PrimeScriptTM RT Reagent Kit with gDNA Eraser (宝日医生物技术)进行。用 TB Green Premix Ex Taq II 试
剂盒(宝日医生物技术)进行反转录。使用 ABI 7500 PCR 系统对每个目标基因进行 qPCR，序列 5’----3’胶
原蛋白Ⅰ正向 CCTCAGGGTATTGCTGGACAAC，反向 CAGAAGGACCTTGTTTGCCAGG；纤连蛋白正

向 CCCTATCTCTGATACCGTTGTCC，反向 TGCCGCAACTACTGTGATTCGG。每个反应组合的终体积

为 20 μL。对每个样本采用 2-ΔΔCt 方法进行数据分析。 

2.7. 统计学处理 

所有结果均以均数 ± sem 表示。采用 SPSS 21 软件进行统计分析，采用 T 检验评价组间差异。P 值

< 0.05 为有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 高糖饮食对 BLM 小鼠血糖，体重的影响 

检测高糖饮食喂养的小鼠从第 0 天至第 21 天的血糖浓度和体重的变化。结果显示，高糖喂养的 BLM
小鼠的血糖浓度比正常饮食的 BLM 小鼠较高(P < 0.05)但是高糖喂养的 BLM 小鼠的体重和正常饮食的

BLM 小鼠无统计学差异(P < 0.05)，见图 1，说明 20%的葡萄糖水只会对 BLM 小鼠血糖升高，对小鼠体

重不产生影响，后续高糖浓度选择 20%的葡萄糖水。 
 

 
Figure 1. Effects of high-glucose diet on blood glucose and body weight in BLM mice 
图 1. 高糖饮食对 BLM 小鼠血糖，体重的影响 

3.2. 高糖饮食喂养的小鼠肺指数发生改变 

喂养 21 天的小鼠后，对小鼠的左肺和体重进行称重，小鼠左肺重量(mg)与体重(g)之比反映小鼠肺组

织炎症和纤维化程度。结果显示，高糖喂养的 BLM 小鼠的肺指数比正常饮食的 BLM 小鼠较高(P < 0.01)，
见图 2，说明高糖饮食的小鼠肺组织的炎症和纤维化程度可能加重。 
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Figure 2. The high-glucose fed mice had changes in lung index 
图 2. 高糖饮食喂养的小鼠肺指数发生改变 

3.3. 高糖饮食对 BLM 小鼠的羟脯氨酸的影响 

使用羟脯氨酸试剂盒检测小鼠肺脏的羟脯氨酸含量进一步判断小鼠的肺纤维化的程度。结果显示高

糖喂养的 BLM 小鼠的羟脯氨酸含量升高(P < 0.01)，见图 3，说明高糖饮食会影响 BLM 小鼠的羟脯氨酸

的代谢，进一步加重小鼠的肺纤维化。 
 

 
Figure 3. Effect of high-glucose diet on hydroxyproline in BLM mice 
图 3. 高糖饮食对 BLM 小鼠的羟脯氨酸的影响 

3.4. 高糖喂养的 BLM 小鼠的 HE，马松染色和天狼猩红显示小鼠肺组织炎症和纤维化加重 

为了进一步判断小鼠肺脏的组织炎症和纤维化的具体情况，我们对高糖喂养的 BLM 小鼠进行了 HE，
马松染色和天狼猩红染色。结果显示高糖喂养的 BLM 小鼠的胶原纤维和肌纤维比例升高(P < 0.01)，见图

4，说明高糖饮食会加重 BLM 小鼠的胶原纤维，肌纤维和胶原纤维网络的形成，进一步加重小鼠的肺纤

维化。 

3.5. 高糖饮食对 BLM 小鼠胶原蛋白Ⅰ和纤连蛋白的影响 

进一步判断高糖饮食是否会引起小鼠肺组织的胶原蛋白Ⅰ和纤连蛋白的变化。我们检测高糖喂养的

BLM 小鼠和正常饮食小鼠的胶原蛋白Ⅰ和纤连蛋白 mRNA 表达。结果显示高糖喂养的 BLM 小鼠的胶原

蛋白Ⅰ和纤连蛋白 mRNA 表达升高(P < 0.01)，见图 5，说明高糖饮食会加重 BLM 小鼠的胶原蛋白Ⅰ和纤连

蛋白的 mRNA 的合成。 
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Figure 4. HE, Masson staining, and Sirius scarlet in high-sugar fed BLM mice showed increased 
inflammation and fibrosis in the lung tissue of the mice 
图 4. 高糖喂养的 BLM 小鼠的 HE，马松染色和天狼猩红显示小鼠肺组织炎症和纤维化加重 

 

 
Figure 5. Effects of high-glucose diet on collagen I and fibronectin in BLM mice 
图 5. 高糖饮食对 BLM 小鼠胶原蛋白 I 和纤连蛋白的影响 
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3.6. 高糖饮食对 BLM 小鼠肠道菌群的影响 

我们收集小鼠的粪便，对菌群的种水平进行检测。结果显示高糖喂养的 BLM 小鼠的肠道菌群和正常

组小鼠具有明显的变化，其中 BLM 组的 Odoribacter，Muribaculum 表达明显升高。见图 6，说明高糖饮

食会重塑肠道菌群加重小鼠的肺组织的纤维化。 
 

 
Figure 6. Effect of high-glucose diet on intestinal flora of BLM mice 
图 6. 高糖饮食对 BLM 小鼠肠道菌群的影响 

4. 讨论 

越来越多的证据表明，高葡萄糖摄入会加剧炎症和纤维化进展[20]-[23]。Ning 等研究表明，高血糖

可引起体外 A549 细胞 ROS 的形成，激活 TGF-β1 信号，促进细胞纤维化[22]。这些发现为高葡萄糖饮食

摄入导致肺纤维化的未知风险和原因提供了初步见解。我们的研究证实，高葡萄糖摄入加剧了博莱霉素

诱导的小鼠肺纤维化。此外，我们的研究揭示了高糖饮食能够重塑小鼠的肠道菌群的构成。既往研究表

明，药物抑制 Th17 细胞可改善小鼠的 PF，抑制 IL-17A 可有效缓解博莱霉素诱导的肺纤维化[16] [24] 
[25]。在空气细颗粒物(PM2.5)诱导的肺纤维化中，肺微生物群的改变和差异表达的 mirna 在 IL-17 信号通

路和 Th17 细胞分化通路中富集[26]。这些实验研究结果表明炎症在肺纤维化发病机制中的重要作用。同

样，我们的实验表明，在喂食高糖饮食的小鼠中，加剧了博莱霉素诱导的肺纤维化。 
肠道微生物群在 IPF 中的可能功能已被广泛研究，并已被证明与炎症密切相关[27] [28]。然而，高糖

饮食引起的肠道微生物群的具体变化仍在研究中。我们观察到，高糖饮食不仅会影响肺功能，还会改变

肠道微生物群的结构。通过 16S rRNA 测序分析，我们确定了高糖摄入对 BLM 小鼠肠道菌群结构和组成

的影响。我们的研究结果显示，喂食高糖饮食的小鼠和喂食正常饮食的小鼠肠道微生物群种水平在显著

差异。先前的研究表明，小鼠肠道菌群的改变可以影响代谢物丰度并引起 Th17 细胞的变化[29] [30]。我
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们推测肠道菌群代谢物丰度可能发生变化，并且影响小鼠的代谢从而影响 BLM 引起的小鼠的肺脏纤维

化。 
总之我们的研究结果表明高糖饮食可能通过重塑肠道菌群从而加重肺组织纤维化。我们的研究可能

为临床肺纤维化的管理和预防提供新的视角和可能的治疗途径。 
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