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长期高蛋白饮食对 OVX 小鼠肝脂肪变性和
脂肪堆积的影响

卜浩林1,2,李丽红1,2,李　 欣1,2,郭建红1,2∗

(1.山西医科大学病理生理学教研室,太原　 030001;2.山西医科大学肝病研究所,太原　 030001)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨长期高蛋白饮食对卵巢切除(ovariectomy, OVX)小鼠肝、脂肪组织的影响及胰高血糖素

样肽-1(glucagon-like peptide-1, GLP-1)的作用。 方法　 32 只 8 周龄 C57BL / 6 雌性小鼠随机分为对照(Control)组、
模型(OVX)组、高蛋白(OVX+HP)组、低蛋白(OVX+LP)组,每组 8 只,模型组、高蛋白组、低蛋白组小鼠行卵巢切

除后分别给予标准饮食、高蛋白饮食、低蛋白饮食;对照组进行相同手术保留卵巢,给以标准饮食。 每周称量小鼠

体重,于 24 周末处死后,取肝、结肠、腹膜后脂肪组织,并称重脂肪组织;HE 染色观察肝、腹膜后脂肪的病理改变;
酶联免疫吸附测定(ELISA)法检测血清中 GLP-1 的含量;实时定量 PCR 检测肝固醇调节元件结合蛋白-1c( sterol
regulatory element binding protein-1c, SREBP-1c)以及结肠组织中 GLP-1 mRNA 的表达,免疫组织化学染色法检测肝

SREBP-1c 蛋白的表达。 结果　 24 周末,与对照组相比,模型组体重增加(P<0. 05)、腹膜后脂肪组织增多(P<
0. 05);HE 染色模型组肝细胞内可见大量脂滴、腹膜后脂肪组织细胞体积增大;结肠组织中 GLP-1 mRNA 表达降低

(P<0. 05),血浆中 GLP-1 含量减少(P<0. 05),肝组织中 SREBP-1c 的 mRNA 表达升高(P<0. 05),SREBP-1c 蛋白

表达增多;高蛋白组与模型组相比,体重降低(P<0. 01),腹膜后脂肪显著减少(P<0. 001),病理切片肝细胞内可见

少量脂滴、腹膜后脂肪细胞体积缩小;结肠组织 GLP-1 mRNA 表达升高(P<0. 01),血浆中 GLP-1 含量增多(P<
0. 001),肝 SREBP-1c 的 mRNA 表达降低(P<0. 001),SREBP-1c 蛋白表达减少;低蛋白组与模型组在体重、腹膜后

脂肪以及 GLP-1、SREBP-1c 的 mRNA 表达方面差异无统计学意义。 结论　 长期高蛋白饮食可以改善 OVX 小鼠体

重增加和肝脂肪变性,这可能与高蛋白饮食促进肠道分泌 GLP-1、下调肝 SREBP-1c 的 mRNA 及蛋白表达,发挥类

似雌激素的作用有关。
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Long-term intake of a high protein diet modulates liver steatosis and
fat accumulation in OVX mice
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(1. Department of Pathophysiology, Shanxi Medical University, Taiyuan 030001, China.
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To explore the effect of a long-term high protein diet on liver and adipose tissues of
ovariectomy (OVX) mice and the role of glucagon-like peptide-1 (GLP-1). Methods　 32 8-week-old C57BL / 6 female
mice were randomly divided into control (Control), model (OVX), high protein (OVX+HP) and low protein (OVX+LP)
groups with eight rats in each group. After ovariectomied, OVX, OVX+HP and OVX+LP groups were provided with



standard, high protein and low protein diets, respectively. The control group received the same operation to preserve the
ovaries and were provided with a standard diet. The mice were weighed weekly and sacrificed at the end of 24th week. The
liver, colon and retroperitoneal adipose tissue were collected, and retroperitoneal adipose tissue was weighed. HE staining
was used to observe pathological changes of the liver and retroperitoneal adipose tissue. An enzyme-linked immunosorbent
assay was used to measure serum GLP-1 levels. Real-time quantitative PCR was used to measure the expression of sterol
regulatory element-binding protein-1c (SREBP-1c) in the liver and GLP-1 in colon tissues. Immunohistochemical staining
was used to detect expression of SREBP-1c protein in the liver. Results 　 At the end of 24th week, compared with the
control group, the OVX group gained weight (P<0. 05) and retroperitoneal adipose tissue was increased (P<0. 05). A
large number of lipid droplets in hepatocytes and the retroperitoneal adipocyte volume were increased in the OVX group.
GLP-1 mRNA expression in colon tissues of the OVX group was decreased (P<0. 05), and the serum GLP-1 content in the
OVX group was also decreased (P<0. 05). SREBP-1c mRNA and protein expression in liver tissues was increased in the
OVX group (P<0. 05). Compared with the OVX group, the OVX+HP group showed a decrease in body weight (P<0. 01)
and a significant decrease in retroperitoneal adipose tissue (P<0. 001). A small amount of lipid droplets was observed in
hepatocytes, and retroperitoneal adipose cells had shrunk in pathological sections of the OVX+HP group. GLP-1 mRNA
expression in colon tissues was increased in the OVX+HP group (P < 0. 01). Serum GLP-1 content was significantly
increased in the OVX+HP group (P<0. 001). SREBP-1c mRNA and protein expression in liver was decreased in the OVX
+HP group (P< 0. 001). There was no statistically significant difference in weight, retroperitoneal fat and the mRNA
expression of GLP-1 and SREBP-1c between OVX+LP and OVX groups. Conclusions 　 A long-term high protein diet
improved weight gain and liver steatosis in OVX mice, which may be related to the high protein diet promoting GLP-1
secretion in intestines and downregulating the protein expression of SREBP-1c in the liver, which plays a similar role to
estrogen.

【Keywords】　 ovariectomy; high protein diet; liver steatosis; GLP-1; SREBP-1c; mice

　 　 绝经综合征是指妇女绝经前后出现性激素波

动或减少所致的一系列躯体及精神心理症状[1]。
雌激素可以降低食欲、增加能量消耗,减少体重和

脂肪聚集,因此,雌激素对体重的调节发挥重要作

用[2]。 绝经后妇女由于体内雌激素的减少出现体

重增加、内脏脂肪积累等症状,绝经后肥胖的发生

率为 64. 3%[3-4]。 另外,雌激素与肝雌激素受体结

合上调小二聚体伴侣(SHP)的表达,从而抑制下游

SREBP-1c 的表达,减少肝脂类的合成[5]。 女性绝

经后失去雌激素的保护作用,非酒精性脂肪肝的患

病率明显升高[6]。
目前绝经综合征的治疗包括药物治疗和非药

物治疗,药物治疗主要为激素替代治疗和中药疗法

等,而非药物治疗包括饮食与运动等调节方式[7]。
先前调查表明,激素替代疗法患中风、乳腺癌和静

脉血栓的风险增加[8],因此激素替代治疗以外的研

究也越来越受到重视。 饮食治疗包括低蛋白饮食、
高蛋白饮食、生酮饮食(高脂肪)等。 据报道,低蛋

白饮食可以通过蛋白质限制引起的肝综合应激反

应改善代谢[9],而高蛋白饮食则是通过膳食诱导热

效应,以及蛋白质摄入增多引起的饱腹感从而减少

能量的摄入,达到控制体重的作用[10-11]。 此外,高

蛋白饮食能够改善由高脂饮食引起的脂肪肝[12]。
因此,我们使用 OVX 小鼠模型模拟绝经后状态,同
时给予不同蛋白浓度饮食喂养 24 周,观察其对卵巢

切除小鼠肝和脂肪组织的影响,并研究其中可能涉

及的机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级 8 周龄 C57 / BL6 雌性小鼠 32 只,体重

(20±0. 5) g,购自山西医科大学动物中心 [ SCXK
(晋) 2019-0004], 饲养于本课题组独立动物房

[SYXK(晋)2019-0004],室温(22±1)℃,光暗循环

12 h / 12 h。 所有动物实验及操作遵循山西医科大

学动物管理委员会的规定进行( IACUC-2017016),
动物实验过程中遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 HE 染色液 ( 索来宝生物科技有限公 司,
G1120);小鼠 GLP-1 ELISA 检测试剂盒(江莱生物,
JL11122);M5 Total RNA Extraction Reagent(北京聚

合美生物科技有限公司, MF034-01); M5 Super
qPCR RT kit with gDNA remover(北京聚合美生物科

技有限公司,MF166-1);2×M5 HiPer SYBER Premix
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EsTaq (北京聚合美生物科技有限公司,MF787-1);
SREBP-1c 引物、GLP-1、β-actin(华大基因)、Rabbit
Anti-SREBP-1c antibody(北京博奥森生物技术有限

公 司, bs-1402R ); 包 埋 机 ( Leica 公 司, Leica
EG1150H,德国);组织切片机 ( Leica 公司, Leica
RM2245,德 国 ); 分 光 光 度 计 ( eppendorf 公 司,
BioSpectrometer,德国);实时定量 PCR 仪(上海吉泰

生物科技有限公司, STRATAGENE Mx3005P, 中

国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 高、低蛋白饮食的配制

　 　 参照本课题组制作特殊饲料的方法[13]:100 g
标准饲料蛋白质含量为 18%,由标准饲料粉剂和伊

利高蛋白脱脂奶粉配制蛋白含量 24%的高蛋白饮

食,由标准饲料粉剂和玉米淀粉配制蛋白含量 6%
的低蛋白饮食。 1000 kcal 能量三种饮食的配法;
(1)标准饮食:标准饲料277. 50 g;(2)高蛋白饮食:
标准饲料粉 158. 47 g + 伊利脱脂奶粉 110. 56 g;
(3)低蛋白饮食:标准饲料粉 78. 68 g + 玉米淀粉

207. 15 g。
1. 3. 2　 小鼠分组及处理

　 　 将 32 只 8 周龄雌性 C57BL / 6 小鼠随机分为 4
组:(1)对照组(n = 8):标准饮食;(2)模型组( n =
8):标准饮食;(3)高蛋白组( n = 8):高蛋白饮食;
(4)低蛋白组(n= 8):低蛋白饮食。 所用小鼠用 1%
戊巴比妥钠麻醉后,其中模型组、高蛋白组、低蛋白

组小鼠行卵巢切除术,切开腹部,在左右两侧找到

卵巢并摘除取出,缝合切口;对照组用同样的手法

切开腹部,找到卵巢复位后缝合腹部切口。 手术恢

复 3 d 后,各组按照不同的饮食饲养 24 周,自由进

食进水,每周测量小鼠体重,24 周实验结束经 1%戊

巴比妥钠麻醉后眼眶采血,取肝、结肠组织、腹膜后

脂肪组织,称重脂肪组织。
1. 3. 3　 HE 染色

　 　 取小鼠部分肝组织、部分腹膜后脂肪组织,10%
福尔马林溶液固定 24 h,常规脱水,二甲苯透明,石
蜡包埋,切片(切片厚度为 4 μm),HE 染色。
1. 3. 4　 ELISA
　 　 于 EP 管中收集全血后静置 30 min,离心,取上

层血清,按照 ELISA 试剂盒说明书步骤检测血清中

GLP-1 的含量。
1. 3. 5　 Real-time PCR
　 　 称取适量的肝组织、结肠组织,在无菌无酶条

件下,用 M5 Total RNA Extraction Reagent 试剂盒提

取总的 RNA,然后使用逆转录试剂盒逆转合成

cDNA,最后使用 2×M5 HiPer SYBER Premix EsTaq
对 cDNA 进行扩增,反应条件:95℃ 30 s,1 个循环;
95℃ 5 s,60℃ 20 s,40 个循环。 β-actin 上游引物序

列为 5’-AGCCATGTACGTAGCCATCC-3’,下游引物

为 5’-GCTGTGGTGGTGAAGCTGTa-3’;GLP-1 上游

引物序列为 5’-CATCGTGGCTGGATTGTTTG-3’,下
游引物序列为 5’-GAATGGCGTTTGTCTTCGTTTa-
3’;SREBP-1c 的上游引物序列为 5’-CTGCTTGGC
TCTTCTCTTT-3’,下游引物序列为 5’-CTTGTTTGC
GATGTCTCC-3’。
1. 3. 6　 图像采集

　 　 使用 OLYMPUS 光学显微照相系统采集组织学

图片,使用 Image J 软件对组织学结果进行光密度测

定,GraphPad Prism 5. 0 软件制作统计图。
1. 4　 统计学方法

　 　 使用 SPSS 21. 0 软件统计分析,多组间对比采

用单因素方差分析,实验数据以平均数±标准差(􀭰x±
s)表示,P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 小鼠体重变化及腹膜后脂肪的重量

　 　 与对照组相比,在 8 周之后,模型组小鼠体重呈

增加趋势,12、16、20 和 24 周末体重增加(图 1A,P<
0. 05),高蛋白组与模型组相比,体重显著降低(图
1A,P<0. 01),低蛋白组与模型组差异无统计学意

义;24 周末,与对照组相比,模型组小鼠腹膜后脂肪

重量增加(图 1B,P<0. 05),高蛋白组与模型组相

比,脂肪重量明显降低(图 1B,P<0. 001),低蛋白组

与模型组差异无统计学意义。
2. 2　 小鼠肝、腹膜后脂肪组织 HE 染色

　 　 对照组小鼠肝细胞仅见少量脂滴(图 2A),模
型组小鼠肝细胞排列松散,肝细胞内可见大量脂

滴,出现脂肪变性(图 2B);高蛋白组肝细胞内可见

微量脂滴,脂肪变性明显改善(图 2C);低蛋白组肝

细胞内脂滴增大、胞浆疏松(图 2D);相比于对照

组,模型组腹膜后脂肪细胞体积明显增大(图 2E、
2F),高蛋白组脂肪细胞体积回缩(图 2G),而低蛋

白组变化不明显(图 2H)。
2. 3　 小鼠血清中 GLP-1的含量

　 　 与对照组相比,模型组血清中 GLP-1 含量降低
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注:A:体重;B:腹膜后脂肪重量。 与对照组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,##P<0. 01,###P<0. 001。

图 1　 小鼠体重及腹膜后脂肪的重量

Note. A, Body weight. B, Retroperitoneal fat wight. Compared with the control group,∗P<0. 05. Compared with the OVX group,##P<

0. 01,###P<0. 001.

Figure 1　 Weight of body and retroperitoneal fat

图 2　 小鼠肝和腹膜后脂肪组织 HE 染色

Figure 2　 HE staining of mice liver and retroperitoneal adipose tissue

(图 3,P<0. 05),高蛋白组与模型组相比,血清中

GLP-1 含量显著升高(图 3,P<0. 001),低蛋白与模

型组差异无统计学意义。
2. 4　 小鼠结肠组织 GLP-1 mRNA 以及肝组织中

SREBP-1 cmRNA 的表达

　 　 与对照组相比,模型组结肠组织 GLP-1 mRNA
表达量减少(图 4A,P<0. 05),高蛋白组与模型组相

比 GLP-1 mRNA 表达量增加(图 4B,P<0. 01),低蛋

白组与模型组差异无统计学意义。 在肝中,与对照

组相比,模型组 SREBP-1c mRNA 表达量增加(图
4C, P < 0. 05),高蛋白组相比模型组 SREBP-1c
mRNA 表达量减少(图 4D, P<0. 001)低蛋白组与模

型组差异无统计学意义。

2. 5　 小鼠肝组织中 SREBP-1c 蛋白的表达

　 　 相比于对照组,模型组肝组织中棕黄色颗粒染

色较深(图 5A、5B、5E,P<0. 01,提示 SREBP-1c 蛋

白表达增多);与模型组相比,高蛋白组染色较浅

(图 5B、5C、5E,P<0. 01,SREBP-1c 蛋白表达减少),
低蛋白组(图 5D)改善不明显。

3　 讨论

　 　 雌激素是参与机体物质能量代谢的重要激素,
其作用主要由雌激素受体(ER)介导[14]。 在靶细胞

中,ER 以多蛋白的抑制性复合体形式存在,其与雌

激素结合后,发生同源二聚体化,结合靶基因上的

雌激素反应元件,促进靶基因转录[2]。 在下丘脑

27 中国比较医学杂志 2021 年 11 月第 31 卷第 11 期　 Chin J Comp Med, November 2021,Vol. 31,No. 11



中,雌激素与下丘脑 ERα 受体结合,刺激下丘脑神

经元释放厌食神经肽以及抑制摄食神经肽两种基

因的表达。 卵巢切除后的小鼠由于雌激素下降,引
起食欲增加、基础代谢率降低、能量消耗减少,导致

肥胖[15]。 另外,雌激素可以通过增强过氧化物酶增

殖受体 γ 的表达促进脂肪代谢,下调氧化物酶增殖

受体 γ2 的表达减少脂肪含量改善胰岛素敏感性。
雌激素还可以抑制腹膜脂肪基因的表达,减少腹内

脂肪 细 胞 增 殖 分 化, 从 而 影 响 身 体 脂 肪 的 分

布[16-17]。 卵巢切除的大鼠,内脏白色脂肪含量增

加,容易发生肥胖,腹腔注射雌激素后肥胖和内脏

脂肪得到改善[18]。 这与本课题组在 24 周观察的结

果一致,相比对照组,模型组体重、腹膜后脂肪重量

增加,HE 染色观察到脂肪细胞扩张。

注:与对照组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,##P<0. 01,###P<0. 001。

图 4　 小鼠结肠组织 GLP-1 和肝 SREBP1-c 的 mRNA 的表达

Note. Compared with the control group,∗P<0. 05. Compared with the OVX group,##P<0. 01,###P<0. 001.

Figure 4　 Expression of GLP-1mRNA in colon tissues and SREBP-1c mRNA in liver of mice

注:A:对照组;B:模型组;C:高蛋白组;D:低蛋白组;E:光密度均值。 与对照组相比,∗∗P<0. 01;与模型组相比,##P<0. 01。

图 5　 小鼠肝 SREBP-1c 免疫组织化学染色

Note. A, Control group. B, OVX group. C, OVX+HP group. D, OVX+LP group. E, Mean optical density value. Compared with the control

group,∗∗P<0. 01. Compared with the OVX group,##P<0. 01.

Figure 5　 Immunohistochemical staining of mouse liver tissue SREBP-1c

肝是体内调节脂质代谢的重要器官之一,绝经

后女性由于体内雌激素的减少发生非酒精性脂肪

肝的机率明显升高[6]。 在肝脂质代谢方面,雌激素

发挥着重要调节作用,雌激素与肝 ER 受体结合,上
调 SHP 表达,抑制下游 SREBP-1c 的转录。 另外,雌
激素也可以通过膜受体介导的快速非基因信号

AMPK 通路抑制 SREBP-1a 的核定位,从而减少

SREBP-1c 的转录,减少肝脂质合成[19]。 SREBP-1c
是肝甘油三酯合成的关键基因,在非酒精性脂肪肝

的形成中具有重要作用。 SREBP-1c 的调控主要发

生在转录水平,可以激活下游脂肪酸合成酶、乙酰

辅酶 A 羧化酶、酯酰辅酶 A 去饱和酶等,从而使肝

脂质合成增加导致肝脂肪变性[5]。 本实验结果显

示:切除卵巢后的模型组相比于对照组,肝组织中

　 　 　 　

注:与对照组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,###P<0. 001。

图 3　 小鼠血清中 GLP-1 的含量

Note. Compared with the control group, ∗P<0. 05. Compared with the

OVX group,###P<0. 001.

Figure 3　 GLP-1 content in serum of mice
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SREBP-1c 的 mRNA 表达升高,SREBP-1c 蛋白表达

增多,肝细胞内出现大量脂滴聚集。
GLP-1 是在食物刺激下由肠道 L 细胞分泌的肠

道肽类激素,其生物学功能包括:刺激胰岛素分泌,
保护胰岛 β 细胞;延缓胃排空和肠蠕动;抑制食欲

等。 其受体广泛分布于除胰岛外的组织,包括肾、
心脏、肝以及中枢神经系统等[20]。 因此,越来越多

的学者开始研究其发挥降糖、减轻胰岛素抵抗之外

的作用。 据报道,肠道 L 细胞主要位于空肠和结

肠,并且 L 细胞中存在 GLP-1 和促性腺激素释放激

素共同分泌的现象,但是 GLP-1 与雌激素的关系尚

不明确[21]。 GLP-1 改善肝脂代谢的可能机制:减少

了肝脂质合成相关蛋白的表达,在 Ding 等[22] 的研

究中,GLP-1 受体激动剂可以增强脂肪酸氧化基因

的表达,增加脂肪酸的 β 氧化,同时抑制脂质合成

相关基因 SREBP-1c、硬脂酰辅酶 A 去饱和酶 1 的

转录,明显改善肥胖小鼠的肝脂肪变性;GLP-1 受体

激动剂使非酒精性脂肪肝小鼠 AMPK 磷酸化增加,
抑制 SREBP-1c 的表达[23]。 侯洪涛等[24] 报道,
GLP-1 能够抑制 JAK-STAT 通路中信号因子的表

达,下调高脂饮食诱导的非酒精性脂肪肝大鼠

SREBP-1c 的转录,减轻高脂饮食大鼠肝脂质的聚

集,治疗非酒精性脂肪肝,而非酒精性脂肪肝患者

血浆中 GLP-1 含量减少[25]。 本实验观察到:与对照

组相比,模型组小鼠结肠组织中 GLP-1mRNA 的表

达量下降,血清中 GLP-1 含量减少,肝中 SERBP-1c
的 mRNA 表达上调,提示由于 OVX 小鼠雌激素缺

乏,肠道 L 细胞分泌 GLP-1 减少、肝细胞内大量脂

滴聚集。 前人研究发现高蛋白饮食能够促进肠道

分泌 GLP-1[26],我们在给予 OVX 小鼠高蛋白饮食

饲养后,小鼠结肠组织中 GLP-1mRNA 表达明显升

高,血清中 GLP-1 含量增加,肝中 SERBP-1c 的

mRNA 和蛋白表达减少,肝细胞内脂肪变性明显减

轻。 另有研究表明,GLP-1 亦可以减少高脂饮食喂

养小鼠腹部等部位脂肪的聚集[27],这与本研究结果

一致,长期高蛋白饮食可显著改善卵巢切除后引起

的腹膜后脂肪聚集以及脂肪细胞体积胀大。
综上所述,OVX 小鼠出现体重增加、腹部脂肪

堆积、肝脂质聚集,在长期高蛋白饮食饲养后,以上

症状得到明显改善,而低蛋白饮食效果不明显。 其

相关机制可能与高蛋白饮食促进肠道 L 细胞分泌

GLP-1 增加、下调肝中 SERBP-1c 及蛋白的表达,发
挥类似雌激素的作用有关。
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