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过量运动对健康大鼠肾脏结构与功能的影响

王大宁，何瑞波，高洁，马刚，薄海，秦永生，彭朋

（中国人民武装警察部队后勤学院卫生勤务系，天津 300309）

摘要 目的：观察过量运动对健康大鼠肾脏结构与功能的影响并探讨其可能机制。方法：将 30 只健康 Sprauge-Dawley（SD）大

鼠按照随机数字表随机分为安静对照组和过量运动组，每组 15 只。安静对照组在鼠笼内安静饲养，过量运动组进行 16 周高强

度跑台力竭运动。实验后，测定 24 h 尿蛋白（UP）、血尿素氮（BUN）和血清肌酐（SCr）含量评价肾功能；分别行 HE、Masson 染色

观察肾脏组织病理学改变，同时获取肾小球和肾小管损伤评分以及纤维化指数（FI）；免疫印迹测定转化生长因子-β1（TGF-
β1）、基质金属蛋白酶-9（MMP-9）、α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）和 E-钙黏蛋白（E-CA）蛋白表达量。结果：与安静对照组比较，

过量运动组肾脏结构异常，肾小球损伤评分、肾小管损伤评分、FI、UP、BUN 和 SCr 增加（t 分别为-6.895、-7.365、-9.234、
-4.964、-7.753、-16.444，均 P<0.05），MMP-9 蛋白表达下调（t=5.077，P<0.05），而 TGF-β1、α-SMA 和 E-CA 蛋白表达差异无统

计学意义（t 分别为-1.801、-1.129、1.585，均 P>0.05）。结论：长期过量运动可导致健康大鼠肾脏损伤、纤维化及肾功能下降，其机

制可能与肾脏胶原降解受抑制有关。
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Effects of excessive exercise on structure and function of kidney in healthy rats
WANG Da-ning，HE Rui-bo，GAO Jie，MA Gang，BO Hai，QIN Yong-sheng，PENG Peng
（Department of Health Service，Logistics University of Chinese People′s Armed Police Forces，Tianjin 300309，China）
Abstract Objective：To observe the effect of excessive exercise on the structure and function of kidney in healthy rats and explore the
possible mechanism. Methods：A total of 30 healthy Sprauge-Dawley（SD）rats were randomly divided into rest control group（RC）and
excessive exercise（EE）group according to the random number table，with 15 rats in each group. The rats in RC group were reared
quietly in cages，while those of EE group were given high-intensity treadmill exhaustive exercise for 16 weeks. After the experiment，24
hour urinary protein（UP），blood urea nitrogen（BUN）and serum creatinine（SCr）were measured to evaluate renal function；renal
histopathological changes were observed by HE and Masson staining，glomerular and tubular injury score and fibrosis index（FI）
were obtained;Western blotting method was used to detect the protein expressions of transforming growth factor β1（TGF-β1），matrix
metalloproteinase-9（MMP-9），α-smooth muscle actin（α-SMA）and E-cadherin（E-CA）.Results：Compared with RC group，the renal
structure of EE group was abnormal，glomerular injury score，renal tubular injury score，FI，UP，BUN and SCr were increased （t=-
6.895，-7.365，-9.234，-4.964，-7.753，-16.444，P<0.05），and the expression of MMP-9 protein was downregulated（t =5.077，
P<0.05），however，there was no significant difference in the expression of TGF-β1，α-SMA and E-CA protein（t=-1.801，
-1.129，1.585，P >0.05）. Conclusion：Excessive exercise may induce renal injury，fibrosisand decline of renal function in healthy
rats，which may be related to the inhibiting collagen degradation in the kidney.
Key words excessive exercise；rat；renal injury；fibrosis；renal tubular epithelial-interstitial transformation

规律适量运动对多种慢性非传染性疾病（心血

管疾病、代谢性疾病、肿瘤等）具有预防作用[1-2]，然

而过量运动则损害免疫功能并引发运动伤病[3-6]。中

低强度有氧运动对肾脏的结构与功能具有有益作

用，可改善慢性肾脏疾病（chronic kidney disease，CKD）
患者临床症状和生活质量[7]。研究发现，肾脏纤维化

是 CKD 发生、发展的病理生理学基础[8]，而转化生

长因子 β1 （transforming growth factor β1，TGF-
β1）[9]、基质金属蛋白酶（matrix metallopro teinase，
MMP）[10] 介导的细胞外基质合成与分解稳态失衡

（合成增加、分解减少）以及肾小管上皮－间质转化

（epithelial-mesenchymal transdifferentiation，EMT）[9]

是肾脏纤维化最主要的分子机制。但长期大负荷

训练对肾脏的不良效应鲜有关注，其表现与机制

是否与 CKD 类似尚不得而知。本研究旨在观察长

期过量运动对健康大鼠肾脏结构与功能的影响并

探讨其可能机制。

天津医科大学学报
Journal of Tianjin Medical University

第 29卷 1期
２０23 年 1 月

Ｖｏｌ． 29熏 Ｎｏ． 1
Jan. ２０2346



1 材料与方法

1.1 实验动物 3 月龄雄性 SPF 级 Sprauge-Dawley
（SD）大鼠 30 只，体重（215±13）g，购自北京维通利

华实验动物技术有限公司，许可证号：SCXK（京）

2018-0027。将其随机分为安静对照组（n=15）和过

量运动组（n=15）。大鼠分笼（5 只/笼）饲养，12 h/
12 h 昼夜交替，自由进食水。动物适应环境 1 周后

开始实验，其中安静对照组在鼠笼内安静饲养，过

量运动进行 8 周高强度跑台力竭运动。实验实施

过程中，由于拒跑、意外死亡等原因，安静对照组

剔除 1 只、过量运动组剔除 3 只动物，因此最终纳

入统计的样本量为：安静对照组（n=14）、过量运动

组（n=12）。
1.2 大鼠跑台训练方案 各组大鼠在正式训练前

先进行 1 周跑台适应性训练，方法简述如下：运动

强度为 10～15 m/min（跑速），跑台坡度为 0°，运动时

间为15～30 min/d，运动强度和时间逐渐递增。随

后参照 Benito 等[3]的既往研究并稍加修改制定本研

究过量运动组的训练方案，即大鼠先进行为期 2 周

的渐进跑台训练，速度（强度）从 10 cm/s 逐渐增加

至 60 cm/s，时间从 10 min/次递增至持续 60 min，
5次/周。此后，维持该运动强度、运动时间动和运动

频率，共训练 16 周。

1.3 血液、尿液收集与组织取材 末次训练后 72 h
（避免急性运动的影响），利用代谢笼收集动物 24 h
的尿液。大鼠称重后行腹腔麻醉，心脏取血 3 mL、离
心取血清，随后迅速分离左侧肾脏组织并将其分为

两等份，一部分利用 HE 或 Masson 染色进行组织病

理学观察，另一部分采用免疫印迹检测相关蛋白表

达水平。

1.4 肾脏功能测定 肾脏功能的检测指标包括

24 h 蛋白尿（24-hour urinary protein，UP）、血尿

素氮（blood urea nitrogen，BUN）和血清肌酐（serum
creatinine，SCr）。将尿液离心（0℃、4 000 r/min）30 min
后取上清，全自动生化分析仪（迈瑞 BS-280，美国）

检测肾脏功能各指标含量。

1.5 骨骼肌损伤标志物测定 利用酶联免疫吸附

法（BIO-RAD 680 型酶标仪，美国）测定血清肌酸激

酶（creatine kinase，CK）骨骼肌型（CK-MM）和尿液

中肌红蛋白（myoglobin，Mb）含量。严格按试剂盒说

明书步骤操作。

1.6 肾脏组织病理学观察及肾脏损伤与纤维化检

测 将肾脏组织置于 4%多聚甲醛溶液中固定 12 h，
依次经过脱水、包埋等步骤制作 4 μm 厚度组织切

片。随后脱腊，利用 HE 或 Masson 染色，中性树胶封

片。每张切片选取 10 个视野，采用日本产欧林巴斯

IX71 型倒置相差显微镜进行组织病理学观察。通过

HE 染色观察肾小球和肾小管损伤情况并进行组织

损伤评分 [11-12]，利用 Masson 染色观察胶原沉积情

况，用胶原面积与所测视野面积的比值作为肾脏纤

维化指数（fibrosis index，FI）。利用美国产 Image Pro
Plus 6.0 图像分析软件进行测量。

1.7 免疫印迹检测蛋白水平 取适量肾脏组织进

行匀浆，离心（0℃、13 000 r/min）15 min 后取上清，

采用考马斯亮蓝法测定总蛋白浓度。利用 Western
印迹法（免疫印迹技术）检测肾脏蛋白表达水平，包

括TGF -β1、MMP -9、α -平滑肌肌动蛋白 （α -
smooth muscle actin，α-SMA）和 E-钙黏蛋白（E-
cadherin，E-CA），方法为：取 100 μg 蛋白样品在垂

直电泳仪上经 10% SDS-PAGE 分离蛋白，随后转移

至 PVDF 膜上。兔抗鼠一抗（TGF-β1，1 ∶1 000；
MMP-9，1 ∶2 000；α-SMA：1∶1 000；E-CA，1∶500；
均购自美国 Santa 公司）4℃静置孵育过夜，羊抗兔

二抗（1∶5 000，武汉博士德生物工程有限公司）

37℃孵育 2 h。充分洗涤后，ECL 发光成像，利用美

国产 ChemiDoc XRS 型凝胶成像系统拍摄并扫描

各条带灰度值。以 β-actin（一抗 1 ∶2 000，美国

Santa 公司）作为内参蛋白对各目的蛋白进行标准

化，取各组目的蛋白与安静对照的比值作为相对

表达量。

1.8 统计学处理 所有数据采用 SPSS 20.0 统计软

件进行分析。各组数据经正态性检验，符合正态分

布的计量资料采用 ｘ±ｓ 表示。组间比较采用独立样

本 t 检验。显著性水平定为 α=0.05，P<0.05 为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 两组肾脏功能的比较 肾脏功能检测显示，与

安静对照组比较，过量运动组 UP、BUN 和 SCr 升高

（P<0.05），见表 1。

2.2 两组骨骼肌损伤标志物的比较 骨骼肌损伤

标志物检测显示，与安静对照组比较，过量运动

UP（mg/24 h） BUN（mmol/L） SCr（μmol/L）

91.6±8.7 5.3±1.1 38.1±5.0

163.1±51.5 12.9±3.6 87.6±9.9

-4.964 -7.753 -16.444

<0.001 <0.001 <0.001

分组

RC 组

EE 组

t

P

n

14

12

注：UP：24 h 蛋白尿；BUN：血尿素氮；SCr：血清肌酐；RC：安静

对照组；EE：过量运动组

表 1 肾脏功能的比较（ｘ±ｓ）

Tab 1 Comparison of kidney function（ｘ±ｓ）
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组血清 CK-MM 和尿 Mb 含量的变化无统计学意

义（P<0.05），见表 2。

2.3 两组肾脏病理组织学改变 安静对照组大鼠

肾脏组织 HE 染色（图 1）可见肾小球、肾小管形态

与结构并无异常，Masson 染色（图 2）显示肾间质中

几乎未见胶原沉积；过量运动组动物肾脏组织 HE
染色显示肾小球基底膜明显增厚，肾小球显著扩张，

肾小管上皮细胞出现水肿坏死，管腔增大，Masson
染色显示肾间质中出现大量胶原沉积。与安静对照

组比较，过量运动组肾小球损伤评分、肾小管损伤

评分以及 FI均显著性升高（t=-6.895、-7.365、-9.234、
均 P<0.05），见图 3、4。

2.4 两组蛋白表达水平的比较 与安静对照组比

较，过量运动组 MMP-9 蛋白表达下调（t=5.077，
P<0.05），而 TGF-β1（t=-1.801，P=0.092）、α-SMA
（t=-1.129，P=0.279）和 E-CA 蛋白（t=1.585，P=
0.128）表达差异无统计学意义，见图 5～8。

血清 CK-MM（U/L） 尿 Mb（ng/mL）

550.4±280.1 2.92±2.01

600.7±229.2 3.50±1.49

-0.495 -0.829

0.625 0.415

分组

RC 组

EE 组

t

P

n

14

12

表 2骨骼肌损伤标志物的比较（ｘ±ｓ）

Tab 2 Comparison of markers of skeletal muscle injury（ｘ±ｓ）

注:RC:安静对照组；EE:过量运动组

图 1 肾脏组织 HE染色（400×）

Fig 1 HE staining of kidney tissue（400×）

注:RC:安静对照组；EE:过量运动组

图 2 肾脏组织Masson染色（400×）

Fig 2 Masson staining of kidney tissue（400×）

RC 组

注:RC:安静对照组；EE：过量运动组；与 RC 组比较，*P<0.05
图 3 肾脏组织损伤评分

Fig 3 Injury score of kidney tissue

注:FI:纤维化指数；RC:安静对照组；EE：过量运动组；与 RC 组
比较，*P<0.05
图 4 肾脏 FI的变化
Fig 4 Changes of FI in kidney tissue

注:TGF-β1:转化生长因子-β1；RC:安静对照组；EE:过量运动组
图 5 两组 TGF-β1蛋白表达水平的比较
Fig 5 Comparison of TGF-β1 protein expression levels between

two groups

注：CK-MM：肌酸激酶骨骼肌型；Mb：肌红蛋白；RC：安静对照

组；EE：过量运动组
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注:MMP-9:基质金属蛋白酶-9；RC:安静对照组；EE:过量运动
组；与 RC 组比较，*P<0.05
图 6 两组MMP-9蛋白表达水平的比较
Fig 6 Comparison of MMP-9 protein expression levels between

two groups
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3 讨论

CKD 常伴随肾脏纤维化和肾功能损害[8]，而高

强度剧烈运动或不习惯的离心运动同样可而导致

肾脏损伤[13]。肾脏损伤最主要的表现是纤维化，表现

为间质胶原过度沉积以及肾脏硬度增加[8]。在本研

究中，过量运动组组织病理学观察显示，肾小球和

肾小管发生损伤性变化以及间质纤维化，同时 UP、
BUN 和 SCr 升高，提示过量运动诱导的肾脏结构损

伤与功能损害与 CKD 表型相似。Aparicio 等[14]报道，

健康大鼠在完成为期 12 周（每周 4 次）的高强度力

量训练后肾脏组织形态与结构均发生损伤，胶原纤

维含量明显升高，但肾脏功能却并未出现显著改

变，这可能与肾单位具有巨大的代偿能力以及训练

干预周期较短有关。研究发现，高强度离心运动

（如跑台下坡跑）可诱导肌肉损伤甚至肌细胞崩解，

严重时可发生横纹肌溶解症，肌红蛋白等肌肉蛋白

漏出后损伤肾小管 [ 15]。然而在本研究中，过量运

动组大鼠血清 CK-MM 以及尿 Mb 含量均与安静对

照组无显著性差异，提示本研究采用的大强度向心

运动（跑台上坡跑）并未造成明显的肌肉损伤，因此

过量运动组肾脏损伤并非肌肉损伤造成的。大强

度向心运动诱导的肾脏损伤可能与肾脏缺血—再

灌注有关[13]，能量耗竭、炎症、氧化应激、内质网应激

和细胞自噬等则是介导这一过程的主要病理生理

机制[8，13]。

TGF-β1 是迄今研究最多、最重要的致纤维化

细胞因子（促胶原合成因子）[9]，而 MMP-9 则是介导

胶原降解的关键酶 [10]，两者对于维持胶原代谢（合

成、降解）稳态平衡具有重要作用。CKD 时 MMP-9
表达下调，TGF-β1 上调，故病理性肾脏纤维化是胶

原降解减少和胶原合成增加共同作用的结果[8]。然

而在本研究中，与安静对照组比较，过量运动组

MMP-9 蛋白表达下调，而 TGF-β1 则无显著性变

化，提示过量运动诱导的肾脏纤维化是通过抑制胶

原降解实现的，对胶原合成并无显著影响，这一点

与 CKD 肾脏纤维化不同。运动下调 MMP-9 可能与

组织金属蛋白酶抑制物（tissue inhibitors of metallo－
proteinase，TIMP）表达上调有关，后者具有抑制

MMP-9 表达并以防止 ECM 过度降解的作用[16]。此

外，CKD 时 TGF-β1 尚能够诱发肾小管上皮细胞向

肌成纤维细胞转化，后者则具有强大的细胞外基质

分泌能力，这一现象称为EMT。研究证实，EMT 是

多种病因造成肾脏纤维化发生、发展的重要生物学

机制。在 EMT 进程中，肾小管上皮细胞分泌大量细

胞外基质，同时细胞抗凋亡水平以及迁移能力显著

提高[9]。此外，肾小管上皮细胞表型亦发生明显改

变，即逐渐丧失上皮细胞黏附特性及 E-CA 等表皮

黏附分子表达水平下调，转为重新表达 α-SMA 等

间充质细胞表型。然而本研究却发现，过量运动组

E-CA 和 α-SMA 蛋白表达量与安静对照组均无显

著性差异，说明过量运动并未诱导肾脏发生 EMT，
其机制未明。

关于心肌纤维化的研究较为透彻，其中 Aschar
等[17]发现，长期高强度运动诱导小鼠发生心房纤维

化，但组织中肌成纤维细胞数量并未显著增加。

心肌纤维化表型依据有无细胞坏死及瘢痕形成可

分为 3 种类型：反应型心肌纤维化、浸润型心肌纤

维化以及替代型心肌纤维化[18]。其中反应型心肌纤

维化一般不存在细胞坏死，浸润型和替代型心肌纤

注：E-CA：E-钙黏蛋白；RC:安静对照组；EE:过量运动组

图 8 两组 E-CA蛋白表达水平的比较

Fig 8 Comparison of E-CA protein expression levels between two
groups
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图 7 两组 α-SMA蛋白表达水平的比较

Fig 7 Comparison of α-SMA protein expression levels between two
groups
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维化存在炎性细胞浸润、细胞凋亡坏死甚至瘢痕

组织，同时伴随成纤维细胞向成肌纤维细胞转分

化，后者胶原蛋白合成及分泌能力显著提高，因此

成肌纤维细胞具有较强的促纤维化作用[18]，其特征

性生物标志物 α-SMA 表达水平显著升高。研究标

明，α-SMA 表达量是辨别心肌纤维化类型的主要参

考标准[19]。Benito 等[3]采用与本研究相似的跑台运动

方案，结果发现，16 周持续高强度训练诱发健康大

鼠出现心肌胶原沉积以及心肌纤维化，然而 α-SMA
蛋白表达水平并未出现显著性改变，说明剧烈运动

诱导心肌发生反应性纤维化。该研究还发现，大鼠

经过高强度训练后停训 8 周，心肌纤维化得以完全

逆转。根据 Benito 等[3]的研究数据以及本研究结果，

推测高强度运动诱导的组织纤维化与病理性纤维

化具有本质区别，运动性肾脏纤维化的病理表现、

细胞表型及发生机制可能与反应型心肌纤维化类

似并可能具有可逆性特征，若及时停训或降低运动

强度及运动量则可能减轻肾脏纤维化程度，然而这

一假设尚需要进一步证实。

长期过量运动可导致健康大鼠肾脏损伤、纤维

化及肾功能下降，其机制可能与肾脏胶原降解受到

抑制有关，但由于胶原合成信号通路以及 EMT 未

受影响，因此过量运动诱导的肾脏损伤可能具有可

逆性特征。
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