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实验室，上海 ２０１２０３；３． 上海中医药大学肝肾疾病病证教育部重点实验室，上海 ２０１２０３）

　 　 【摘要】 　 目的　 比较四氯化碳（ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＣＣｌ４）注射复合高脂饲料饮食（ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ，ＨＦＤ）、
蛋氨酸胆碱缺乏饮食（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ａｎｄ ｃｈｏｌｉｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｄｉｅｔ，ＭＣＤ）以及高脂高糖高胆固醇饮食（ ａｙｍｌｉｎ ｌｉｖｅｒ
ＮＡＳＨ，ＡＭＬＮ）诱导的三种非酒精性脂肪性肝炎（ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＮＡＳＨ）模型血清学及病理学特

征。 方法　 分别采用 ＣＣｌ４ 注射复合高脂饲料饮食（ＣＣｌ４ ＋ ＨＦＤ）、ＭＣＤ、ＡＭＬＮ 喂养 １０、８ 和 ６ 周，制备小鼠

ＮＡＳＨ 模型。 比色法检测血清丙氨酸转移酶（ ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、天门冬氨酸转移酶（ ａｓｐａｒｔａｔｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）和血糖（ ｇｌｕｃｏｓｅ，ＧＬＵ）的水平及肝组织甘油三酯 （ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）、总胆固醇（ ｔｏｔａｌ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）和丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）含量及超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性；酶
联免疫吸附法（ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测血清胰岛素（ ｆａｓｔｉｎｇ ｉｎｓｕｌｉｎ，ＦＩＮＳ）含量并计算

胰岛素抵抗指数（ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ，ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）；苏木素⁃伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ，
ＨＥ）染色、天狼猩红染色及油红 Ｏ 染色观察肝组织炎症、脂滴生成及胶原沉积情况，并根据非酒精性脂肪肝病

（ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）活动度评分（ＮＡＦＬＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｃｏｒｅ，ＮＡＳ）对肝组织脂肪性肝炎分级评

分。 结果　 与各正常组小鼠相比，３ 种模型组小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 活性、肝 ＴＧ、ＴＣ、ＭＤＡ 含量及 ＳＯＤ 活性均有

显著上升；其中 ＡＭＬＮ 模型组及 ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组小鼠的血清 ＦＩＮＳ、ＧＬＵ 的含量显著升高，ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 指数显

著升高；ＭＣＤ 模型组小鼠血清 ＦＩＮＳ、ＧＬＵ 的含量及 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 指数显著下降。 ＨＥ 染色、油红 Ｏ 染色及 ＮＡＳ 评

分结果显示，３ 种模型组小鼠的肝组织均已进展到脂肪性肝炎阶段，且 ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组小鼠肝组织胶原沉

积最明显，ＡＭＬＮ 模型组小鼠肝脂滴最丰富。 结论　 上述三种模型均可稳定模拟人类 ＮＡＳＨ 疾病的血清学及

病理学变化，其中 ＡＭＬＮ 模型可模拟人类的发病过程及机制，且胰岛素抵抗、氧化应激等全身代谢紊乱表现，
但耗时较长，纤维化进展较慢。 ＭＣＤ 饮食 ８ 周即可模拟 ＮＡＳＨ 的血清及病理学特征，但无肥胖胰岛素抵抗发

生。 ＣＣｌ４ 复合 ＨＦＤ 模型 １０ 周即可诱导 ＮＡＳＨ 模型，能模拟其血清学及病理学变化，且肝组织纤维沉积与氧

化应激损伤明显。
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ｇｒｏｕｐｓ ｈａｄ ＮＡＳＨ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ． Ｌｉｖｅｒ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｏｂｖｉｏｕｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎ ｔｈｅＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ． Ｌｉｖｅｒ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｗｅｒｅ ｍｏｓｔ ａｂｕｎｄａｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ＡＭＬＮ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａｌｌ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ３ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌｓ ｃａｎ ｓｔａｂｌｙ ｓｉｍｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＮＡＳＨ ｉｎ ｈｕｍａｎ． Ｔｈｅ ＡＭＬＮ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ
ｓｉｍｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｉｔ ｉｓ ｔｉｍｅ⁃ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｓ ｓｌｏｗ． Ｔｈｅ ＭＣＤ ｄｉｅｔ ｃａｎ
ｓｉｍｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ＮＡＳＨ ｉｎ ８ ｗｅｅｋｓ， ｂｕｔ ｎｏ ｏｂｅｓｉｔｙ ｏｒ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｃｃｕｒｒｅｄ．
Ｔｈｅ ＣＣｌ４ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＨＦＤ ｍｏｄｅｌ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ＮＡＳＨ ｍｏｄｅｌ ｉｎ １０ ｗｅｅｋｓ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｓｉｍｕｌａｔｅ ｉｔｓ ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ
ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｈａｓ ｏｂｖｉｏｕｓ ｆｉｂｒｏｕｓ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｄａｍａｇｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ； ＭＣＤ ｍｏｄｅｌ； ａｍｙｌｉｎ ｍｏｄｅｌ； ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 非酒精性脂肪肝病（ ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＡＦＬＤ）发病率逐年升高，其可从单纯脂

肪肝逐渐进展为非酒精性脂肪肝炎（ｎｏｎ⁃ａｌｃｏｈｏｌｉｃ
ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＮＡＳＨ）、肝纤维化，甚至导致肝硬

化、肝癌、肝功能衰竭等终末期肝病，已成为全球

最常见的肝病［１］。 但是目前尚无 ＮＡＳＨ 治疗药

物获批。 ＮＡＳＨ 的新药研发依赖合适的动物模

型，目前常见的 ＮＡＳＨ 动物模型主要分为纯饲料

诱导、饲料复合化学药物诱导以及基因编辑动物

模型三类。 高脂饮食（ｈｉｇｈ ｆａｔ ｄｉｅｔ，ＨＦＤ）模型是

一种常见的扰乱脂质代谢，导致脂肪肝变性，诱

导 ＮＡＳＨ 发生的造模方法。 小鼠对高脂饲料较敏

感，长期喂养后容易出现高脂血症、高胰岛素血

症异常的变化，从而模拟人类 ＮＡＦＬＤ 的组织病

理学和发病机制；四氯化碳（ｃａｒｂｏｎ ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ，
ＣＣｌ４）能诱导肝发生氧化应激反应，导致有毒脂质

和过氧化产物的积累，造成广泛性肝损伤，谷丙

转氨酶（ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＬＴ）、谷草转氨

酶（ ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ） 和甘油三酯

（ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ，ＴＧ）的水平也明显升高［２］。 ＣＣｌ４ 与

ＨＦＤ 相结合制备复合 ＮＡＳＨ 模型，可以促进小鼠

ＮＡＳＨ 和肝纤维化的发展［３］。 蛋氨酸胆碱缺乏饮

５３
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食（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ａｎｄ ｃｈｏｌｉｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｄｉｅｔ，ＭＣＤ）模

型的脂肪性肝炎发展速度快，其病理病变与人类

ＮＡＳＨ 类似，其发病机制是由于蛋氨酸和胆碱的

缺乏，导致低密度脂蛋白胆固醇合成减少，因此

无法将甘油三酯运出肝外而在肝内累积形成脂

肪肝［４－５］。 并且胆碱缺乏也会引起肝线粒体内部

活性氧增加，最终导致肝的氧化应激损伤［６］。 含

高脂高糖高胆固醇（ａｍｙｌｉｎ ｌｉｖｅｒ ＮＡＳＨ，ＡＭＬＮ）饮
食模型由 Ａｍｙｌｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ 公司研发的一种

西方饮食（ｗｅｓｔｅｒｎ ｄｉｅｔ，ＷＤ）模型，能快速稳定增

加小鼠体质量与脂肪，其含有的反式脂肪也能促

进小鼠肝脂肪变性［７－８］。
本研究比较了 ＣＣｌ４ 复合高脂饮食 （ ＣＣｌ４ ＋

ＨＦＤ）、蛋氨酸胆碱缺乏饮食（ＭＣＤ）及高脂高糖

高胆固醇饮食（ＡＭＬＮ）三种常用的小鼠 ＮＡＳＨ 模

型，并初步探讨上述模型的病理特征及发病机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雄性小鼠 ６０ 只，６ 周龄，１８
～ ２０ ｇ，购自上海斯莱克实验动物有限责任公司

【ＳＣＸＫ（沪）２０２２－０００４】，饲养于上海中医药大学

实验动物中心【ＳＹＸＫ（沪） ２０２０－ ０００９】，在恒温

（２２ ～ ２５ ℃），恒湿（相对湿度 ５０％ ～ ６０％），
１２ ｈ 循环照明的 ＳＰＦ 级环境下饲养，自由饮食和

水。 本实验通过上海中医药大学伦理委员会审

批（ＰＺＳＨＵＴＣＭ２１０８１３００９）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

高脂饲料（６０ ｋｃａｌ％脂肪热量高脂鼠粮，货号

ＨＦ６０⁃５ ｋｇ）、蛋氨酸及胆碱缺乏饲料（货号 ＭＣＤ⁃
５ ｋｇ）、蛋氨酸及胆碱充足饲料（ＭＣＤ 对照鼠粮，
货号 ＭＣＳ⁃５ ｋｇ）和高脂高糖高胆固醇饲料（反式

脂肪 （ ４０％） 胆 固 醇 （ ２％） 果 糖 （ ２２％）， 货 号

ＡＭＬＮ⁃１０ｋｇ），以上均购自 ＤＹＥＴＳ 公司；普通饲料

购自普路腾公司；ＡＬＴ 测试盒（Ｃａｔ Ｎｏ． Ｃ００９⁃１）、
ＡＳＴ 测试盒（ Ｃａｔ Ｎｏ． Ｃ０１０⁃１）、超氧化物歧化酶

（ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， ＳＯＤ ） 试 剂 盒 （ Ｃａｔ Ｎｏ．
Ａ００１⁃３⁃２）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、血糖

（ｇｌｕｃｏｓｅ，ＧＬＵ）试剂盒（Ｃａｔ Ｎｏ． Ａ１５４⁃２⁃１）、苏木

素⁃伊红（ＨＥ）染色试剂盒（Ｃａｔ Ｎｏ． １０００４１６０）、油
红 Ｏ 染色试剂盒（Ｃａｔ Ｎｏ． Ｄ０２７⁃１⁃２），均购自南京

建成生物研究所；ＴＧ 试剂盒（Ｃａｔ Ｎｏ． Ａ０⁃１００２７）、
ＴＣ 试剂盒（Ｃａｔ Ｎｏ． Ａ０⁃１００１７），购自浙江东瓯诊

断产品有限公司。
３⁃１８ＫＳ 型高速冷冻离心机 （德国 Ｓｉｇｍａ 公

司）；ＢＳＡ３２０２ＳＣＷ 型电子天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公

司）；数字病理扫描仪 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）；
ＡＳＰ３００ 自 动 脱 水 机、 ＥＧ１１６０ 石 蜡 包 埋 机、
ＲＭ２０３５ 切片机、ＣＭ１８５０ 冰冻切片机、ＨＩ１２２０ 烤

片机（德国 ＬＥＩＣＡ 公司）；全自动样品快速研磨仪

（上海净信实业发展有限公司）；Ｐｏｗｅｒｗａｖｅ ＸＳ 全

波长酶标仪（美国 Ｂｉｏｔｅｋ 公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 造模方法

（１）ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型：雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ２０
只，随机分为 ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 正常组与 ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模

型组，每组 １０ 只。 ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 正常组小鼠给予普

通饲料；ＣＣｌ４ ＋ ＨＦＤ 模型组小鼠给予 ＨＦＤ ４ 周，
于第 ５ 周开始腹腔注射 ２ ｍＬ ／ ｋｇ １５％ ＣＣｌ４，第 ６
周开始腹腔注射 ２ ｍＬ ／ ｋｇ １０％ ＣＣｌ４，每周 ２ 次，
同时高脂饲料喂养 １０ 周。

（２）ＭＣＤ 模型：雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ２０ 只，随
机分为 ＭＣＤ 正常组和 ＭＣＤ 模型组，每组 １０ 只。
ＭＣＤ 正常组小鼠给予蛋氨酸胆碱充足饲料

（ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ⁃ｃｈｏｌｉｎｅ ｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ，ＭＣＳ）；ＭＣＤ 模型组

小鼠 ＭＣＤ 喂养 ８ 周。
（３）ＡＭＬＮ 模型：雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ２０ 只，

随机分为 ＡＭＬＮ 正常组与 ＡＭＬＮ 模型组，每组 １０
只。 ＡＭＬＮ 正常组小鼠给予普通饲料；ＡＭＬＮ 模

型组给予 ＡＭＬＮ 喂养 ２６ 周。
１􀆰 ２􀆰 ２　 动物处理

所有小鼠采用 ３％戊巴比妥钠以 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ 腹

腔注射进行麻醉，打开腹腔，下腔静脉取血，室温

静置 ２ ｈ，以 ４ ℃、３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １５ ｍｉｎ，收集血

清，４ ℃保存。 采血后剪断下腔静脉，摘取小鼠的

肝、脾并称重记录。 留取约 ０􀆰 ５ ｃｍ × ０􀆰 ５ ｃｍ ×
０􀆰 ３ ｃｍ 大小肝组织，１０％甲醛溶液固定，另留取

约 ０􀆰 ５ ｃｍ × ０􀆰 ５ ｃｍ × ０􀆰 ３ ｃｍ 大小肝组织，ＯＣＴ
包埋冷冻，其余肝组织于－８０ ℃保存。
１􀆰 ２􀆰 ３　 观察指标及检测方法

（１） ＨＥ 染色：选取肝最大叶中部同区域

５ ｍｍ 见方组织 １ 块，１０％中性福尔马林固定，自
动脱水机逐级乙醇脱水，二甲苯透明，包埋，切

６３
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片，观察肝组织的病理变化。 采用 ＨＥ 染色观察

肝组织学损伤。 由本研究所两位病理专家盲法

阅片计算 ＮＡＦＬＤ 活动度积分 （ ＮＡＦＬＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｓｃｏｒｅ， ＮＡＳ）评分。

（２）采用美国国立卫生研究院 ＮＡＳＨ 临床研

究网病理工作组指南的 ＮＡＳ 积分 ［９］，见表 １。 纤

维化等级评价采用 ２００５ 年美国国立卫生研究院

ＮＡＳＨ 临床研究网病理工作组优化的 ＮＡＦＬＤ 分

级评分标准［９］，详见表 ２。

表 １　 非酒精性脂肪性肝病 ＮＡＳ 评分表

Ｔａｂｌｅ １　 ＮＡＦＬＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｃｏｒｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ

项目
Ｉｔｅｍ

评分标准
Ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ ｓｃｏｒｉｎｇ

０ 分
０ ｐｉｏｎｔ

１ 分
１ ｐｉｏｎｔ

２ 分
２ ｐｉｏｎｔｓ

３ 分
３ ｐｉｏｎｔｓ

肝细胞脂肪变比例 ／ ％
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ

ｓｔｅｏｔｏｓｉｓ ｇｒａｄｅ ／ ％
＜ ５％ ５％ ～ ３３％ ３４％ ～ ６６％ ＞ ６６％

小叶内炎症坏死灶
数量 ／ 个（ × ２０）
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｏｂｕｌａｒ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ／

ｎｕｍｂｅｒｓ（ × ２０）

０ ＜ ２ ２ ～ ４ ＞ ４

肝细胞气球样变
Ｂａｌｌｏｏｎｉｎｇ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

无
Ｎｏｎｅ

少见
Ｆｅｗ

多见
Ｍａｎｙ －

表 ２　 肝纤维化分级标准

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｇｒａｄｉｎｇ
分级
Ｇｒａｄｅ

纤维化程度
Ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｓｔａｇｅ

Ｆ０ 无 Ｎｏｎｅ

Ｆ１ａ 轻度，３ 区窦周 Ｍｉｌｄ， ｚｏｎｅ ３， ｐｅｒｉｓｉｎｕｓｏｉｄａｌ

Ｆ１ｂ 中度，３ 区窦周 Ｍｏｄｅｒａｔｅ， ｚｏｎｅ ３， ｐｅｒｉｓｉｎｕｓｏｉｄａｌ

Ｆ１ｃ 汇管区 Ｐｏｒｔａｌ ／ ｐｅｒｉｐｏｒｔａｌ

Ｆ２ 汇管区周围窦周 Ｐｏｒｔａｌ ／ ｐｅｒｉｐｏｒｔａｌ ａｎｄ ｐｅｒｉｓｉｎｕｓｏｉｄａｌ

Ｆ３ 桥接 Ｂｒｉｄｇｉｎｇ

Ｆ４ 肝硬化 Ｃｉｒｒｈｏｓｉｓ

　 　 （３）油红 Ｏ 染色：将准备好的 ＯＣＴ 冰冻组织

切片后，室温回温 １０ ｍｉｎ，放入装有试剂 １ 应用液

的染缸中染色 １０ ～ １５ ｍｉｎ，用 ３７ ℃蒸馏水洗 ５ ～
２０ ｓ。 试剂 ２ 复染液染色 ３ ～ ５ ｍｉｎ，水洗 ３０ ～ ６０
ｓ，未待表面水干透，即可滴加已 ６０ ℃预热至液态

的试剂 ３ 水性封固剂于玻片表面，进行封片。
（４）天狼星红染色：肝组织固定，常规脱水包

埋；切片，常规脱蜡至水，天狼星红染色液滴染，
流水冲洗，去除切片表面染液，Ｍａｙｅｒ 苏木素染色

液染细胞核，流水冲洗，常规脱水透明，中性树胶

封固。
（５）血清生化学指标检测：血清 ＡＬＴ 活性通

过试剂盒采用赖氏法检查；血清 ＡＳＴ 活性通过试

剂盒采用比色法检测。
（６）血清 ＧＬＵ、胰岛素、脂联素：ＧＬＵ 含量通

过试剂盒采用葡萄糖氧化酶法检查；血清胰岛素

（ ｆａｓｔｉｎｇ ｉｎｓｕｌｉｎ， ＦＩＮＳ ） 和 脂 联 素 （ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ，
ＡＤＰ）含量通过 ＥＬＩＳＡ 检查。 胰岛素抵抗指数

（ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ，
ＨＯＭＡ⁃ＩＲ）计算公式为：ＨＯＭＡ － ＩＲ ＝ ＧＬＵ ×
ＦＩＮＳ ／ ２２􀆰 ５。

（７）肝脂质含量检测：肝组织 ＴＧ、ＴＣ 含量测

定，取肝组织制备为肝组织匀浆，通过试剂盒进

行检测。
（８）肝脂质过氧化指标检测：取肝组织制备

为肝组织匀浆，通过试剂盒，检测 ＳＯＤ、ＭＤＡ 等

指标。
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件对数据进行统

计分析。 统计描述中的测量数据用平均值 ± 标

准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，并使用计数数据。 当满足方差

的正态性和同质性时，通过两组间 ｔ 检验比较，Ｐ
＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。 等级分组资料的比

较通过 Ｒａｄｉｔ 分析来计算；计量资料多组间比较，
采用单因素方差分析（Ｏｎｅ ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。

２　 结果

２􀆰 １　 三种 ＮＡＳＨ 模型小鼠的一般情况

造模期间，各正常组小鼠状态良好，毛发光

泽，反应敏锐，体质量缓慢增加。 各模型组小鼠

造模后活动量减少，精神状态变差，毛发欠光滑，
反应迟钝。 ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 及 ＡＭＬＮ 模型组小鼠体质

量较其正常组增长快；而ＭＣＤ 模型组小鼠体质量

较正常组减少明显，小鼠均无死亡。 ＡＭＬＮ 模型

组小鼠的肝体比较 ＡＭＬＮ 正常组显著增加，而在

另外两个模型组中，肝体比无显著变化（详见表 ３）。
２􀆰 ２　 三种 ＮＡＳＨ 模型小鼠血清生化及肝脂质含

量的比较

三种 ＮＡＳＨ 模型小鼠的血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 水平

与肝组织 ＴＧ、ＴＣ 含量均显著增加（表 ４）。 其中

在 ＡＭＬＮ 模型组小鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＬＵ 水平、

７３
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　 　 　 　 　 　 表 ３　 各组造模前后体质量及肝体比（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

造模前体质量 ／ ｇ
Ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｂｅｆｏｒｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ／ ｇ

造模后体质量 ／ ｇ
Ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ａｆｔｅｒ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ／ ｇ

肝体比 ／ ％
Ｌｉｖｅｒ ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ ／ ％

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 正常组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ２２􀆰 ０２ ± ０􀆰 ５５ ２８􀆰 ７７ ± １􀆰 ９０ ４􀆰 ６９ ± ０􀆰 １６

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２３􀆰 ３６ ± １􀆰 ２１ ３０􀆰 ２１ ± １􀆰 ６４ ４􀆰 ８６ ± ０􀆰 ６８

ＭＣＤ 正常组
ＭＣＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ２５􀆰 ２８ ± １􀆰 ２９ ２７􀆰 ０６ ± １􀆰 １１ ４􀆰 ３１ ± ０􀆰 ２９

ＭＣＤ 模型组
ＭＣＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２５􀆰 ６９ ± １􀆰 ４７ １４􀆰 ８５ ± ０􀆰 ６７＃＃ ４􀆰 ０６ ± ０􀆰 ４５

ＡＭＬＮ 正常组
ＡＭＬＮ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ２２􀆰 ８０ ± １􀆰 ３０ ３２􀆰 ０５ ± ３􀆰 ３４ ４􀆰 ２４ ± ０􀆰 ２７

ＡＭＬＮ 模型组
ＡＭＬＮ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２２􀆰 ９３ ± １􀆰 ５７ ４１􀆰 ２９ ± ２􀆰 ９２＋ ＋ ８􀆰 ５７ ± １􀆰 ６１＋ ＋

注：与 ＭＣＤ 正常组相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＡＭＬＮ 正常组相比，＋ ＋ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＣＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＭＬＮ ＮＣ ｇｒｏｕｐ，＋ ＋ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

表 ４　 各组血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ 水平及肝组织 ＴＧ、ＴＣ 含量（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｅｒｕｍ ＡＬＴ、ＡＳＴ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ＴＧ、ＴＣ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

谷丙转氨酶 ／ （Ｕ ／ Ｌ）
ＡＬＴ ／ （Ｕ ／ Ｌ）

谷草转氨酶 ／ （Ｕ ／ Ｌ）
ＡＳＴ ／ （Ｕ ／ Ｌ）

总胆固醇 ／ （ｍｇ ／ ｇ）
ＴＣ ／ （ｍｇ ／ ｇ）

甘油三酯 ／ （ｍｇ ／ ｇ）
ＴＧ ／ （ｍｇ ／ ｇ）

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 正常组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ２２􀆰 ６４ ± ９􀆰 ２６ ２４􀆰 ３９ ± ５􀆰 ７０ ２􀆰 ９３ ± １􀆰 ５７ １５􀆰 ０８ ± ２􀆰 ９３

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２４７􀆰 ７４ ± ６１􀆰 ２３∗∗ １１２􀆰 ９２ ± ４３􀆰 ５８∗∗ ５􀆰 １４ ± １􀆰 ６２∗ ２９􀆰 ９１ ± ３􀆰 ２５∗∗

ＭＣＤ 正常组
ＭＣＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ １３􀆰 ８７ ± ８􀆰 １５ ２１􀆰 ６９ ± １１􀆰 ５７ ２􀆰 ３７ ± ０􀆰 ７３ ２１􀆰 ８４ ± ０􀆰 ３３

ＭＣＤ 模型组
ＭＣＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １３７􀆰 ７８ ± ４１􀆰 ７３＃＃ ６５􀆰 ９６ ± ２６􀆰 ５３＃＃ ３􀆰 ３１ ± １􀆰 ２７ ３３􀆰 ０２ ± ３􀆰 ５３＃＃

ＡＭＬＮ 正常组
ＡＭＬＮ ＮＣ ｇｒｏｕｐ １３􀆰 ２１ ± ２􀆰 １１ １７􀆰 ５１ ± ２􀆰 ７０ ２􀆰 ３４ ± ０􀆰 ３１ ３５􀆰 ７３ ± ３􀆰 ９１

ＡＭＬＮ 模型组
ＡＭＬＮ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １７０􀆰 ２０ ± ６６􀆰 ０３＋ ＋ ６８􀆰 ３３ ± ３０􀆰 ４８＋ ＋ ９􀆰 ５５ ± ２􀆰 ０７＋ ＋ ５３􀆰 ６７ ± ４􀆰 ９２

注：与 ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 正常组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 指数和肝 ＴＣ 含量增加最为显著，较正

常组分别升高约 １５、１０、０􀆰 ５、２􀆰 ５ 和 ３􀆰 ０ 倍。 在

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组中，小鼠血清 ＦＩＮＳ 水平和肝

ＴＧ 含量上升最为显著，约为 ＣＣｌ４ ＋ ＨＦＤ 正常组

的 １ 倍，且 ＳＯＤ 与 ＭＤＡ 的变化尤为显著。 而

ＡＭＬＮ 模型小鼠的肝 ＴＣ 含量增加最为明显，约
为 ＡＭＬＮ 正 常 组 的 ３ 倍， 且 其 血 清 ＧＬＵ 及

ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 指数上升最为显著（表 ５）。
２􀆰 ３　 三种 ＮＡＳＨ 模型小鼠血糖代谢的比较

如表 ６ 可见，ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组和 ＡＭＬＮ 模

型组小鼠的血清 ＧＬＵ、 ＦＩＮＳ、 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 等指标

均有显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），且 ＡＭＬＮ 模型组比

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组的上升更为明显（表 ５）。 但在

ＭＣＤ 诱导的 ＮＡＳＨ 模型中，ＧＬＵ、ＦＩＮＳ 含量及

ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 指数显著下降（见表 ６）。 在 ＭＣＤ 模型

组及 ＡＭＬＮ 模型组中，小鼠血清 ＡＤＰ 较其正常组

均有下降，而在 ＣＣｌ４ ＋ ＨＦＤ 模型组中，ＡＤＰ 水平

没有显著差异（见表 ５，７）。
２􀆰 ４　 三种造模方法小鼠肝组织脂滴形成的变

化

采用美国国立卫生研究院 ＮＡＳＨ 临床研究网

病理工作组指南的 ＮＡＳ 积分，对三种造模方法进

行比较 ＮＡＳ 评分 （详见表 ７）。 结果显示三种

ＮＡＳ 模型成功建立，其中 ＭＣＤ 模型组的 ＮＡＳ 评

分最高，ＡＭＬＮ 模型组的 ＮＡＳ 评分比其余两组略

低。 三种模型组的 ＨＥ 染色及油红 Ｏ 染色，均可

见肝细胞有明显脂肪变性，小叶内有大量炎症细

胞浸润、胞内有大小不一的脂滴形成（图 １），其中

８３
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ＡＭＬＮ 模型组形成的脂滴最多最大，ＣＣｌ４ ＋ ＨＦＤ
模型组的炎性浸润和纤维化程度最严重，详见

表 ５。

表 ５　 各模型组与其正常组相比的血清生化

和肝脂质含量的变化率（ｎ ＝ １０， ％）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｌｅｖｅｌ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ

ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｌｉｐｉｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ １０， ％）

指标
Ｉｔｅｍ

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ
模型组

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

ＭＣＤ 模型组
ＭＣＤ ｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ

ＡＭＬＮ
模型组

ＡＭＬＮ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ

谷丙转氨酶变化率
ΔＡＬＴ ↑９９４􀆰 ３０ ↑８９３􀆰 ４０ ↑１５０３􀆰 ００

谷草转氨酶变化率
ΔＡＳＴ ↑３５９􀆰 ２０ ↑２０４􀆰 １０ ↑９７９􀆰 ００

总胆固醇变化率
ΔＴＣ ↑７５􀆰 ４０ ↑３９􀆰 ７０ ↑３０８􀆰 １０

甘油三酯变化率
ΔＴＧ ↑９８􀆰 ３０ ↑５１􀆰 ２０ ↑５０􀆰 ２０

葡萄糖变化率
ΔＧＬＵ ↑１８􀆰 ６０ ↓４９􀆰 ０６ ↑４８􀆰 ４０

胰岛素变化率
ΔＦＩＮＳ ↑１００􀆰 ００ ↓９２􀆰 ０３ ↑１４１􀆰 ５０

胰岛素抵抗指数变化率
ΔＨＯＭＡ⁃ＩＲ ↑９８􀆰 ７０ ↓９５􀆰 ５１ ↑２５７􀆰 １０

超氧化物歧化
酶变化率
ΔＳＯＤ

↓２４􀆰 ８１ ↓１３􀆰 ００ ↓２２􀆰 １６

丙二醛变化率
ΔＭＤＡ ↑１２０􀆰 ６０ ↑４８􀆰 ３０ ↑７６􀆰 ５０

脂联素变化率
ΔＡＤＰ ↓０􀆰 ２１ ↓１４􀆰 ４３ ↓１６􀆰 １４

注：↑：增加；↓：下降。
Ｎｏｔｅ． ↑． Ｕｐ． ↓． Ｄｏｗｎ．

表 ６　 各组 ＧＬＵ、ＦＩＮＳ、ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 和 ＡＤＰ 水平（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ６　 ＧＬＵ，ＦＩＮＳ，ＨＯＭＡ⁃ＩＲ ａｎｄ ＡＤＰ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

葡萄糖 ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
ＧＬＵ ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

胰岛素 ／ （ｎｇ ／ ｍＬ）
ＦＩＮＳ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ）

胰岛素指数
ＨＯＭＡ⁃ＩＲ

脂联素 ／ （ｎｇ ／ ｍＬ）
ＡＤＰ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ）

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 正常组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ９８ ± ０􀆰 ９４ ２􀆰 ３８ ± ０􀆰 ８８ ０􀆰 ７５ ± ０􀆰 １７ １４５􀆰 ２９ ± １７􀆰 ０６

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ２８ ± １􀆰 １０∗∗ ４􀆰 ７６ ± １􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ４９ ± ０􀆰 ３４∗∗ １４４􀆰 ９９ ± １７􀆰 ７０

ＭＣＤ 正常组
ＭＣＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ９９ ± ０􀆰 ９５ ２􀆰 ５１ ± ２􀆰 ６７ ０􀆰 ８９ ± ０􀆰 ２０ １５０􀆰 ０８ ± ２４􀆰 ８５

ＭＣＤ 模型组
ＭＣＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ０７ ± １􀆰 ０３＃＃ ０􀆰 ２０ ± ０􀆰 １５＃＃ ０􀆰 ０４ ± ０􀆰 ０１＃＃ １２８􀆰 ４３ ± １２􀆰 ９３＃

ＡＭＬＮ 正常组
ＡＭＬＮ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ８２ ± １􀆰 ７８ １􀆰 ４２ ± ０􀆰 ７６ ０􀆰 ５６ ± ０􀆰 １３ ２９１􀆰 １０ ± ３９􀆰 ４１

ＡＭＬＮ 模型组
ＡＭＬＮ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １３􀆰 ０９ ± ２􀆰 ７１＋ ＋ ３􀆰 ４３ ± １􀆰 ３５＋ ＋ ２􀆰 ００ ± ０􀆰 ４６＋ ＋ ２４４􀆰 １３ ± ４０􀆰 ３８

注：与 ＭＣＤ 正常组相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下表同）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＭＣＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔａｂｌｅｓ）

２􀆰 ５　 三种 ＮＡＳＨ 模型小鼠肝组织胶原沉积的

比较

肝纤维化等级评价采用 ２００５ 年美国国立卫

生研究院 ＮＡＳＨ 临床研究网病理工作组优化的

ＮＡＦＬＤ 分级评分标准［９］。 三种 ＮＡＳＨ 模型的肝

纤维化分级，其中 ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组的纤维化评

分最高，ＭＣＤ 模型组小鼠肝纤维化评分最低（表
８）。 结合天狼猩红染色可见，ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组

较其余两组胶原纤维沉积更明显（图 ２）。
２􀆰 ６　 三种 ＮＡＳＨ 模型小鼠脂质过氧化的比较

如表 ９ 可见，三种模型组小鼠肝组织 ＳＯＤ 活

性均有所下降，同时 ＭＤＡ 含量均有所增加（Ｐ ＜
　 　 　 　 　 　

表 ７　 三种非酒精性脂肪性肝炎模型的 ＮＡＳ
评分（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

Ｔａｂｌｅ ７　 ＮＡＳ ｓｃｏｒｅ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｏｆ ＮＡＳＨ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌｓ （􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＮＡＳ 评分
ＮＡＳ ｓｃｏｒｅ

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 正常组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 １０ ± １􀆰 ２９∗∗

ＭＣＤ 正常组
ＭＣＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００

ＭＣＤ 模型组
ＭＣＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ６􀆰 ７３ ± ０􀆰 ６５＃＃

ＡＭＬＮ 正常组
ＡＭＬＮ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００

ＡＭＬＮ 模型组
ＡＭＬＮ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ４􀆰 ７８ ± ０􀆰 ７８＋ ＋

９３
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注：Ａ：ＨＥ 染色；Ｂ：油红 Ｏ 染色。

图 １　 三种 ＮＡＳＨ 模型小鼠肝 ＨＥ 及油红 Ｏ 染色

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ． Ｏｉｌ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｉｃｅ ｌｉｖｅｒ ＨＥ ａｎｄ ｏｉｌ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇｉｎ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｏｆ ＮＡＳＨ ｍｏｄｅｌｓ

表 ８　 小鼠肝纤维化程度分期评价（ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ８　 Ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｓｔａｇｉｎｇ ｅｖａｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ（ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

胶原纤维增生程度分级
Ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｓｔａｇｉｎｇ ｅｖａｌｕｔｉｏｎ
Ｆ０ Ｆ１ Ｆ２ Ｆ３ Ｆ４

Ｒ

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 正常组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ １０ ０ ０ ０ ０ －

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０ ０ ０ ８ ２ ０􀆰 ０００∗∗

ＭＣＤ 正常组
ＭＣＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ １０ ０ ０ ０ ０ －

ＭＣＤ 模型组
ＭＣＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２ ６ １ １ ０ ０􀆰 ０００＃＃

ＡＭＬＮ 正常组
ＡＭＬＮ ＮＣ ｇｒｏｕｐ １０ ０ ０ ０ ０ －

ＡＭＬＮ 模型组
ＡＭＬＮ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２ ７ １ ０ ０ ０􀆰 ０００＋ ＋

表 ９　 小鼠肝组织 ＭＤＡ 含量和 ＳＯＤ 活性（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）
Ｔａｂｌｅ ９　 Ｌｉｖｅｒ ＭＤＡ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ

ｍｉｃｅ（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ １０）

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

超氧化物歧化
酶 ／ （Ｕ ／ ｍｇｐｒｏｔ）
ＳＯＤ ／ （Ｕ ／ ｍｇｐｒｏｔ）

丙二醛 ／
（ｎｍｏｌ ／ ｍｇｐｒｏｔ）

ＭＤＡ ／ （ｎｍｏｌ ／ ｍｇｐｒｏｔ）
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 正常组

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ２４５􀆰 ３７ ± １７􀆰 ０６ １􀆰 ９９ ± ０􀆰 ３４

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １８４􀆰 ４９ ± ２１􀆰 ６４＃ ４􀆰 ３９ ± １􀆰 ３８＃

ＭＣＤ 正常组
ＭＣＤ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ２５５􀆰 ５１ ± ５􀆰 ５１ ２􀆰 ４２ ± ０􀆰 １０

ＭＣＤ 模型组
ＭＣＤ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２２２􀆰 ２９ ± １３􀆰 ８８＃＃ ３􀆰 ５９ ± ０􀆰 ４０＃

ＡＭＬＮ 正常组
ＡＭＬＮ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ２０３􀆰 ３２ ± ８􀆰 １４ １􀆰 ６６ ± ０􀆰 ５１

ＡＭＬＮ 模型组
ＡＭＬＮ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １５８􀆰 ２７ ± ２７􀆰 ０６＃＃ ２􀆰 ９３ ± １􀆰 ３１＃

０４
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注：Ａ：天狼星红染色；Ｂ：胶原面积半定量图。

图 ２　 三种非酒精性脂肪性肝炎模型的天狼星红染色及胶原面积半定量

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｂ． Ｃｏｌｌａｇｅｎ ｓｅｍｉ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｒｅａ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｉｃｅ ｌｉｖｅｒ ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｓｅｍｉ⁃ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｒｅａ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｏｆ ＮＡＳＨ ｍｏｄｅｌｓ

表 １０　 三种 ＮＡＳＨ 模型的特征比较

Ｔａｂｌｅ １０　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｏｆ ＮＡＳＨ
ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ

指标
Ｉｔｅｍ

ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组
ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

ＭＣＤ 模型组
ＭＣＤ

ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ

ＡＭＬＮ 模型组
ＡＭＬＮ

ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ
体质量

Ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ＋ － ＋＋

炎症
Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ＋＋ ＋ ＋＋＋

脂肪积聚
Ａｄｉｐｏｓｉｓ ＋＋ ＋ ＋＋

纤维化
Ｆｉｂｒｏｓｉｓ ＋＋ ＋ ＋

过氧化
Ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ ＋＋＋ ＋ ＋＋

胰岛素抵抗
Ｉｎｓｕｌｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ＋ － ＋＋

耗时
Ｔｉｍｅ ｃｏｓｔ ＋ ＋ ＋＋

注：＋＋＋：强阳性；＋＋：中等阳性；＋：弱阳性；－：阴性。
Ｎｏｔｅ． ＋ ＋ ＋． Ｓｔｒｏｎｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ． ＋ ＋． Ｍｏｄｅｒａｔｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ． ＋． Ｗｅａｋ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ． －． Ｎｅｇａｔｉｖｅ．

０􀆰 ０５）；ＣＣｌ４＋ ＨＦＤ 模型组与 ＡＭＬＮ 模型组小鼠

的指标变化更为显著（见表 １０）。

３　 讨论

３􀆰 １　 常用 ＮＡＳＨ 动物模型的现状

目前常见的 ＮＡＳＨ 动物模型主要分为纯饲料

诱导、饲料复合化学药物诱导和基因编辑诱导这

三类。 纯饲料诱导模型中常用的是ＷＤ 模型和营

养缺乏模型。 常见的 ＷＤ 模型又分为 ＨＦＤ 模型、
高 脂 高 胆 固 醇 饮 食 （ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｈｉｇｈ⁃ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ
ＨＦＨＣ ） 模 型、 高 脂 高 糖 饮 食 （ａｍｅｒｉｃａｎ
ｌｉｆｅｓｔｙｌｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｂｅｓｉｔｙｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＡＬＩＯＳ） 模型、
ＡＭＬＮ 模型等。 这些 ＷＤ 饮食诱导模型接近人类

肥胖致病的过程，模拟了疾病代谢特征，但造模

时间普遍较长，需要 ２６ 周以上［１０］。 其中 ＡＭＬＮ
模型综合了 ＨＦＤ 模型、ＡＬＩＯＳ 模型、ＨＦＨＣ 模型

的特点，含有高脂肪（含反式脂肪）高糖高胆固

１４
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醇，是广泛使用的纯饲料诱导模型。 本研究造模

２６ 周，出现了炎症、脂肪变及轻度纤维化等 ＮＡＳＨ
典型特征，但在病理上出现了一定的异质性，与
文献一致［７］，如想要更严重的纤维沉积，可能需

要延长模型到 ３０ 周以上。 由于 ２０１８ 年美国食品

药品管理局（Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）
和欧洲开始禁止使用反式脂肪作为食品添加剂，
ＡＭＬＮ 饲料的改良版 Ｇｕｂｒａ Ａｍｙｌｉｎ ＮＡＳＨ（ＧＡＮ）
饲料应运而生，用棕榈油取代反式脂肪。 ＧＡＮ 模

型的脂肪变性、ＮＡＳ 评分和纤维化程度与 ＡＭＬＮ
模型相似，可完美替代［１１－１２］。 ＭＣＤ 模型是最常

见的营养缺乏饮食诱导 ＮＡＳＨ 模型，可在短期内

（８ 周）发展出与人类 ＮＡＳＨ 类似的病理病变，如
脂肪变性、炎症以及纤维化等。 由于蛋氨酸与胆

碱的缺乏，负责运输 ＴＧ 的低密度脂蛋白胆固醇

合成下降，脂肪在肝内累积并导致活性氧的增加

造成肝损伤［４－６］。 其发病机制却与人类大相径

庭，模型小鼠体质量下降明显，且没有胰岛素抵

抗［４，１３］。 本研究用 ＭＣＤ 诱导造模 ８ 周，病理可见

明显的炎症、脂肪变性与轻度纤维化，但没有胰

岛素抵抗，与文献一致。
目前常用的饲料复合化学药物诱导 ＮＡＳＨ 模

型是链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）诱导模型和

ＣＣｌ４ 诱导模型，两者均须复合高脂饮食饲养。
ＳＴＺ 诱导模型常见于诱导Ⅰ型糖尿病，胰岛 β 细

胞功能被破坏，约 １２ 周内出现脂肪性肝炎与纤维

化，２０ 周时可高发肝癌。 该模型与人类 ＮＡＳＨ 组

织病理学相似，但不会导致胰岛素抵抗［１４］。 ＣＣｌ４
单独诱导模型仅能导致肝纤维化，而不发生肥胖

和胰岛素抵抗等病变，但联合高脂饲料后，ＣＣｌ４
可促进高脂饮食对 ＮＡＳＨ 和肝纤维化的发展［１５］。
但此模型小鼠体质量下降，与人类肥胖导致

ＮＡＳＨ 的成因不同。
ｏｂ ／ ｏｂ 和 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠是最常见的基因编辑诱

导的 ＮＡＳＨ 模型，一般与高脂饲料联用，可用于诱

导Ⅱ型糖尿病。 肥胖基因（ＯＢ 基因）表达瘦素可

调节体质量和脂肪沉积，而糖尿病相关基因（ＤＢ
基因）表达瘦素受体。 因此 ＯＢ 或 ＤＢ 纯合小鼠

由于瘦素缺失极易引起肥胖和胰岛素抵抗，造成

肝脂质蓄积、炎症和纤维化［１６］，然而先天性瘦素

缺乏或瘦素抵抗在人类 ＮＡＳＨ 患者中并不多见。
３􀆰 ２　 三种 ＮＡＳＨ 模型的生化、病理特点及潜在

机制的比较

本研究中 ＡＭＬＮ 模型组小鼠 ＡＬＴ、ＡＳＴ 及 ＴＣ
水平升高最为显著，约为其正常组小鼠的 １５、１０
和 ３ 倍，且从油红 Ｏ 染色来看，其肝内形成的脂

滴液最多。 ＡＭＬＮ 模型组小鼠的血清 ＧＬＵ、ＦＩＮＳ
及 ＨＯＭＡ⁃ＩＲ 指数的上升最为显著。 以上这些表

明模型组小鼠与人类肥胖致病相似，产生了明显

的炎症、脂肪变型与胰岛素抵抗［１６］。 ＨＦＤ 复合

ＣＣｌ４ 模型组小鼠 ＴＧ 升高和肝纤维化最为明显，
且其肝 ＳＯＤ 和 ＭＤＡ 的变化最为显著，提示氧化

应激可能是造成此模型肝损伤的主要机制。 ＣＣｌ４
经 Ｐ４５０ 酶代谢激活，生成自由基及一系列过氧

化产物诱发肝持续产生氧化应激，造成过氧化产

物的积累从而导致肝损伤［１５］。 与另外两种模型

不同，ＭＣＤ 模型组小鼠体质量与血清中的 ＧＬＵ、
ＦＩＮＳ 含量明显减少，没有产生胰岛素抵抗，与之

前报道一致。 其发病机制与人类不同，是由于蛋

氨酸和胆碱的缺乏，影响小鼠体内脂肪和胆固醇

代谢，从而促进脂质在肝内蓄积［１３，４］。
另外三个模型中，ＡＭＬＮ 模型在炎症、脂肪蓄

积和胰岛素抵抗上，最接近人类发病过程，但其

耗时最长，造模 ２６ 周后，肝的胶原沉积比较轻微，
要想看到显著纤维化可能需要造模 ３０ 周以上。
ＭＣＤ 模型与 ＨＦＤ 复合 ＣＣｌ４ 模型耗时较少，但
ＭＣＤ 模型完全没有胰岛素抵抗，而 ＨＦＤ 复合

ＣＣｌ４ 模型在诱发肝纤维化方面的优势比较明显。
综上所述，三种方法均可成功建立 ＮＡＳＨ 模

型，各组在生化指标、肝病理及基本机制上各有

特点。 可根据临床具体研究方向来挑选适合的

一种或多种模型来进行实验。 针对非肥胖型的

脂肪肝研究可选择ＭＣＤ 模型，由于毒物引起的脂

肪肝研究可优先选择 ＨＦＤ 复合 ＣＣｌ４ 模型，而由

高脂饮食引起的传统脂肪肝研究可优先考虑

ＡＭＬＮ 模型，更接近人类肥胖胰岛素抵抗的发病

机制。
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ｍｉｃｅ ｆｅｄ ａ ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｒ ｈｉｇｈ⁃ｃａｌｏｒｉｅ ｄｉｅｔ ［ Ｊ］． Ｉｎｔ Ｊ Ｅｘｐ
Ｐａｔｈｏｌ， ２０１１， ９２（６）： ４１３－４２１．

［收稿日期］ 　 ２０２４－０１－１７

３４


