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摘要： 通过比较不同量蛋氨酸对胆碱缺乏高脂纯化饮食诱发的代谢功能障碍相关脂肪性肝炎 （ＭＡＳＨ） 模型的影响， 为 ＭＡＳＨ 治疗药物的临床开

发提供试验依据。 选取 ４８ 只雄性 ＳＰＦ 级健康 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠， 按体重随机分为 ４ 组， 分别饲喂蛋氨酸限制胆碱缺乏高脂饲料 （ＸＴＭＲＣＤ６０）、 蛋

氨酸缺乏胆碱缺乏高脂饲料 （ＸＴＭＣＤ６０）、 蛋氨酸正常胆碱缺乏高脂饲料 （ＸＴＣＤ６０） 和对照饲料 （ＸＴＭＣＳ１０）， 连续干预 ６ 周。 结果： 与 ＸＴ⁃
ＭＣＳ１０ 组相比， ＸＴＭＲＣＤ６０ 组小鼠肝脏指数、 血清丙氨酸氨基转移酶 （ＡＬＴ）、 天门冬氨酸氨基转移酶 （ＡＳＴ）、 甘油三酯 （ＴＧ） 和低密度脂蛋

白 （ＬＤＬ） 水平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 高密度脂蛋白 （ＨＤＬ） 水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肝脏组织中白细胞介素 １β （ ＩＬ－１β）、 白细胞介素 ６
（ＩＬ－６） 和肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦ－α） 含量显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＸＴＣＤ６０ 组小鼠出现明显肥胖， 血清 ＡＬＴ、 ＡＳＴ 和 ＴＧ 水平显著升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ＨＤＬ 水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肝脏炎症因子水平亦显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＸＴＭＣＤ６０ 组小鼠肝指数显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 血清 ＡＬＴ、
ＡＳＴ 和 ＶＤＬ 水平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 炎症因子含量明显增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 病理染色显示， ＸＴＭＲＣＤ６０、 ＸＴＭＣＤ６０ 和 ＸＴＣＤ６０ 组小鼠肝脏均发生

不同程度的脂肪变性和炎症损伤， 成功复制 ＭＡＳＨ 模型。 综上， ３ 种不同量蛋氨酸饲料诱导的 ＭＡＳＨ 模型各具特点， 其中， ＸＴＭＲＣＤ６０ 饲料诱导

的模型在造模效率、 病理特征完整性及动物福利保障方面更具优势。
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　 　 随着人们生活水平的提高， 代谢功能障碍相关脂

肪变性肝病 （ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｔｅａｔｏｔｉｃ
ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ， ＭＡＳＬＤ） 患病率不断上升［１］， 并可能

发展成代谢功能障碍相关脂肪性肝炎 （ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｙｓ⁃
ｆｕｎｃｔｉｏｎ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ， ＭＡＳＨ）， 伴有肝细

胞气球样变性、 肝小叶炎症细胞浸润、 肝细胞坏死等

特征［２］， 最终转变成肝纤维化、 肝硬化、 肝癌和肝

衰竭［３－５］， 严重威胁着人类的健康。
ＭＡＳＨ 的病因复杂， 发病机制尚不清晰。 最初的

解释来源是 Ｄａｙ 等［６］ 在 １９９８ 年提出的 “二次打击”
学说， 主要包括各种致病因素引起肝细胞脂肪代谢异

常， 脂肪在肝脏内不断沉积引起脂肪变性， 后在氧化

应激和脂质过氧化、 细胞因子等作用下逐渐演变成脂

肪性肝炎和肝纤维化。 Ｔｉｌｇ 等［７］ 于 ２０１０ 年优化了

ＭＡＳＨ 的发病机制， 提出了 “多次打击” 理论， 更

加深刻地阐明了 ＭＡＳＨ 病因的复杂性。 复杂的发病

因素是药物还处在研发阶段的重要原因， 此外， 理想

动物模型的缺乏也是药物未能及时应用于市场的一大

因素， 因此建立可重复且贴近人类 ＭＡＳＨ 发病机制

的动物模型至关重要。
目前 ＭＡＳＨ 动物模型造模方法主要包括基因工

程、 饮食诱导和化学诱导等， 其中饮食诱导因其操作

相对简便、 成本较低且能较好地模拟人类 ＭＡＳＨ 的

病理生理过程而被广泛采用［８］。 在饮食诱导中， 胆

碱和蛋氨酸是两种关键的营养物质， 它们在 ＭＡＳＨ
的发生发展中扮演着重要角色。

给予胆碱缺乏饮食是诱导啮齿类动物发生脂肪性

肝炎的经典方法之一， 其核心机制在于， 胆碱是磷脂

酰胆碱 （细胞膜和低密度脂蛋白 （ＬＤＬ） 的重要组

成成分） 合成的必需前体， 而磷脂酰胆碱是肝脏将

甘油三酯组装成 ＬＤＬ 并转运至外周组织的关键物质。
胆碱缺乏时， 磷脂酰胆碱合成不足， 导致 ＬＤＬ 组装

受阻， 肝脏内甘油三酯无法有效排出， 进而引发脂肪

沉积和脂肪变性。 同时， 胆碱参与体内甲基化反应，
对基因表达调控、 脂质代谢相关酶的活性调节具有重

要意义， 胆碱缺乏会破坏肝脏代谢平衡， 加重氧化应

激和炎症反应， 促进 ＭＡＳＨ 的病理进展。
与此同时， 蛋氨酸作为一种必需氨基酸， 其缺乏

会从另一途径加剧肝损伤。 研究发现， 蛋氨酸缺乏会

导致肝脏中 ＬＤＬ 合成不足， 导致肝脏内脂肪无法正

常转运至外周组织， 从而大量堆积在肝脏， 加重脂肪

变性， 促进肝炎向更严重阶段发展。 这一过程导致肝

脏脂肪含量显著增加， 肝组织切片可见明显的脂肪滴

浸润， 进一步引发肝细胞损伤和炎症反应［９］。 此外，
蛋氨酸参与体内重要的抗氧化物质谷胱甘肽 （ＧＳＨ）
的合成。 当蛋氨酸缺乏时， ＧＳＨ 合成受限， 使得肝

脏对抗氧化应激的能力下降， 活性氧 （ＲＯＳ） 大量积

累。 ＲＯＳ 可攻击肝细胞的脂质、 蛋白质和 ＤＮＡ， 造

成细胞膜损伤、 酶活性改变以及基因表达异常， 进而

加剧肝脏炎症和损伤， 表现为血清转氨酶水平升高，
肝组织炎症细胞浸润增多［１０］。 在胆碱缺乏背景下，
蛋氨酸的摄入水平可能通过影响脂蛋白代谢与氧化应

激状态， 进一步调控肝脏脂肪变性程度与炎症损伤水

平。 然而， 蛋氨酸严重缺乏本身会导致动物生长受

阻、 体重下降甚至死亡， 影响模型评价。
本研究在采用胆碱缺乏高脂饲料构建 ＭＡＳＨ 动

物模型的基础上， 通过研究 ３ 种不同水平蛋氨酸的胆

碱缺乏高脂饲料， 观察其对模型小鼠生化指标、 炎症

因子及病理特征的影响， 期望通过这一系列综合评

估， 筛选出一种能够高效、 稳定诱发 ＭＡＳＨ 典型病

理特征的饲料配方， 以期为 ＭＡＳＨ 发病机制探讨和

未来治疗药物的药效学评价提供一个更为可靠和实用

的临床前动物模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验时间和地点

本试验于 ２０２３ 年 ３—６ 月在南京农业大学实验动

物中心完成， 所有操作均符合 《实验动物管理条例》
及动物伦理 ３Ｒ 原则。
１􀆰 ２　 实验动物与分组

选取 ４８ 只 ８ 周龄健康雄性 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小

鼠 （购自江苏集萃药康生物科技股份有限公司）， 适

应性喂养 １ 周后， 按体重随机分笼 （４ 只 ／笼）， 每组

１２ 只， 共 ４ 组， 分别饲喂不同饲料 （表 １）。 试验期

间保持恒定环境条件 （采用 １２ ｈ 光 ／暗循环， 温度

２１～２３ ℃， 湿度 ４０％ ～ ７０％）， 自由摄食、 饮水。 每

周固定时间记录体重、 采食量， 并观察小鼠状态。
１􀆰 ３　 试验饲料

试验饲料由江苏省协同医药生物工程有限责任公
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司定制， ４ 组试验饲料包括： 蛋氨酸限制胆碱缺乏高

脂饲料 （ＸＴＭＲＣＤ６０）、 蛋氨酸缺乏胆碱缺乏高脂饲

料 （ ＸＴＭＣＤ６０）、 蛋氨酸正常胆碱缺乏高脂饲料

（ＸＴＣＤ６０） 和对照饲料 （ＸＴＭＣＳ１０）。 具体饲料配方

见表 １。

表 １　 不同饲料配方和营养成分

项目
饲料种类

ＸＴＭＲＣＤ６０ ＸＴＭＣＤ６０ ＸＴＣＤ６０ ＸＴＭＣＳ１０

原料 ／ ‰ 麦芽糊精 １７２􀆰 ０８ １７２􀆰 ０８ １７２􀆰 ０８ １７２􀆰 ０８

蔗糖 ９６􀆰 ３０ ９６􀆰 ３０ ９６􀆰 ３０ ９６􀆰 ３０

纤维素 ６６􀆰 １４ ６６􀆰 １４ ６６􀆰 １４ ６６􀆰 １４

大豆油 ３３􀆰 ０７ ３３􀆰 ０７ ３３􀆰 ０７ ２０􀆰 ００

猪油 ３２４􀆰 ０７ ３２４􀆰 ０７ ３２４􀆰 ０７ ２５􀆰 ００

Ｌ－胱氨酸 ５􀆰 ５６ ５􀆰 ５６ ５􀆰 ５６ ５􀆰 ５６

Ｌ－异亮氨酸 １０􀆰 ０５ １０􀆰 ０５ １０􀆰 ０５ １０􀆰 ０５

Ｌ－亮氨酸 ２０􀆰 ９０ ２０􀆰 ９０ ２０􀆰 ９０ ２０􀆰 ９０

Ｌ－赖氨酸 １７􀆰 ４６ １７􀆰 ４６ １７􀆰 ４６ １７􀆰 ４６

Ｌ－蛋氨酸 １􀆰 ０６ ０􀆰 ００ ６􀆰 ７０ ６􀆰 ７０

Ｌ－苯丙氨酸 １１􀆰 １１ １１􀆰 １１ １１􀆰 １１ １１􀆰 １１

Ｌ－苏氨酸 ９􀆰 ５２ ９􀆰 ５２ ９􀆰 ５２ ９􀆰 ５２

Ｌ－色氨酸 ２􀆰 ７８ ２􀆰 ７８ ２􀆰 ７８ ２􀆰 ７８

Ｌ－缬氨酸 １２􀆰 ３０ １２􀆰 ３０ １２􀆰 ３０ １２􀆰 ３０

Ｌ－组氨酸 ６􀆰 ０８ ６􀆰 ０８ ６􀆰 ０８ ６􀆰 ０８

Ｌ－丙氨酸 ６􀆰 ７５ ６􀆰 ７５ ６􀆰 ７５ ６􀆰 ７５

Ｌ－精氨酸 ７􀆰 ９４ ７􀆰 ９４ ７􀆰 ９４ ７􀆰 ９４

Ｌ－天冬氨酸 １６􀆰 ０１ １６􀆰 ０１ １６􀆰 ０１ １６􀆰 ０１

Ｌ－谷氨酸 ５０􀆰 ５３ ５１􀆰 ５９ ４４􀆰 ８９ ４４􀆰 ８９

Ｌ－甘氨酸 ３􀆰 ９７ ３􀆰 ９７ ３􀆰 ９７ ３􀆰 ９７

Ｌ－脯氨酸 ２３􀆰 ５４ ２３􀆰 ５４ ２３􀆰 ５４ ２３􀆰 ５４

Ｌ－丝氨酸 １３􀆰 ２３ １３􀆰 ２３ １３􀆰 ２３ １３􀆰 ２３

Ｌ－酪氨酸 １２􀆰 １７ １２􀆰 １７ １２􀆰 １７ １２􀆰 １７

玉米淀粉 ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ３０９􀆰 ６４

混合矿物质 Ｓ１００２６Ｂ ６６􀆰 １４ ６６􀆰 １４ ６６􀆰 １４ ６６􀆰 １４

碳酸氢钠 ９􀆰 ９２ ９􀆰 ９２ ９􀆰 ９２ ９􀆰 ９２

混合维生素 Ｖ１０００１Ｃ １􀆰 ３２ １􀆰 ３２ １􀆰 ３２ １􀆰 ３２

酒石酸氢胆碱 ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ２􀆰 ５０

营养 蛋白质 ２３􀆰 １０ ２３􀆰 １０ ２３􀆰 １０ ２３􀆰 １０

成分 ／ ％ 碳水化合物 ２６􀆰 ９７ ２６􀆰 ９７ ２６􀆰 ９７ ５７􀆰 ９３

脂肪 ３５􀆰 ７１ ３５􀆰 ７１ ３５􀆰 ７１ ４􀆰 ５０

蛋氨酸 ０􀆰 １１ ０􀆰 ００ ０􀆰 ６７ ０􀆰 ６７

胆碱 ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ０􀆰 ００ ０􀆰 １０

１􀆰 ４　 血清生化指标检测

试验第 ６ 周结束时， 每组随机选取 ６ 只小鼠，

禁食禁水 １２ ｈ 后腹腔注射戊巴比妥钠 （５０ ｍｇ ／ ｋｇ）
麻醉， 通过眼眶后静脉丛采血。 血清分离后， 采用全

自动生化分析仪检测丙氨酸氨基转移酶 （ＡＬＴ）、 天

门冬氨酸氨基转移酶 （ＡＳＴ）、 葡萄糖 （ＧＬＵ）、 甘油

三酯 （ＴＧ）、 高密度脂蛋白 （ＨＤＬ） 和低密度脂蛋白

（ＶＤＬ） 水平。
１􀆰 ５　 肝脏组织炎症指标和病理学检测

将小鼠抽取血样后， 处死， 立即摘取肝脏， 称量

肝重并计算肝指数 （肝重 ／体重×１００％）。 同时迅速

剥离肝脏组织并匀浆， 严格按照对应检测试剂盒

（南京建成生物工程研究所有限公司） 的说明书操

作： 采用白细胞介素 ６ （ ＩＬ－６） 酶联免疫吸附测定

（ＥＬＩＳＡ） 试剂盒测定 ＩＬ－６ 含量， 采用白细胞介素

１β （ＩＬ－１β） ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定 ＩＬ－１β 含量， 采用肿

瘤坏死因子 α （ＴＮＦ－α） ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定 ＴＮＦ－α
含量。 另取部分肝组织用 １０％中性甲醛固定， 石蜡

包埋切片后进行 ＨＥ 染色； 另一部分肝组织冰冻切片

后进行油红 Ｏ 染色， 光镜下观察脂肪变性及炎症情

况。 对油红 Ｏ 染色切片采用 ＩｍａｇｅＪ 软件进行半定量

分析， 即手动勾画肝组织感兴趣区 （ＲＯＩ）， 避开组

织褶皱、 破损区域及空白背景； 采用统一阈值识别油

红 Ｏ 阳性脂滴。 脂滴面积百分比 ＝ 脂滴阳性面积 ／
ＲＯＩ 肝组织总面积×１００％。
１􀆰 ６　 数据统计和分析

试验数据采用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行单因素方差分

析 （Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）， 组间比较采用 Ｄｕｎｃａｎ 氏法，
数据以 “平均值±标准差” 表示。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 小鼠体重与肝指数变化

如表 ２ 所示， 试验初始各组小鼠体重无明显差异

（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 试验末时 ＸＴＣＤ６０ 组小鼠体重显著高于

其他各组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； ＸＴＭＣＳ１０ 组体重显著高于

ＸＴＭＲＣＤ６０和 ＸＴＭＣＤ６０ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＸＴＭＣＤ６０ 组

体重显著低于其他各组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 肝指数方面，
ＸＴＭＲＣＤ６０ 组 显 著 高 于 其 他 各 组 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ），
ＸＴＭＣＤ６０组肝指数显著高于 ＸＴＣＤ６０ 和 ＸＴＭＣＳ１０ 组

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ２　 小鼠血清肝酶活性、 血脂及血糖水平

由表 ３ 可知， 血清 ＧＬＵ 水平在 ４ 组之间均无显

著性 差 异 （ Ｐ ＞ ０􀆰 ０５ ）。 肝 损 伤 标 志 物 方 面，
ＸＴＭＣＤ６０、 ＸＴＭＲＣＤ６０ 和 ＸＴＣＤ６０ 组 ＡＳＴ、 ＡＬＴ 活

性均 显 著 高 于 ＸＴＭＣＳ１０ 组 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）， 其 中

ＸＴＭＲＣＤ６０组 ＡＳＴ、 ＡＬＴ 水平在所有组别中最高，
ＸＴＭＣＤ６０ 组次之。 血脂指标中， 与 ＸＴＭＣＳ１０ 相比，
ＸＴＭＲＣＤ６０ 组血清 ＴＧ、 ＬＤＬ 含量显著升高 （ Ｐ ＜
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０􀆰 ０５）， ＸＴＭＣＤ６０ 组无显著差异 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）； ＨＤＬ
呈现相反变化规律， ＸＴＭＣＤ６０ 和 ＸＴＭＲＣＤ６０ 组 ＨＤＬ

水平显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＸＴＣＤ６０ 组 ＨＤＬ 虽略低于

对照组， 但二者无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

表 ２　 不同营养水平蛋氨酸对小鼠体重和肝指数的影响

项目 ＸＴＭＣＤ６０ ＸＴＭＲＣＤ６０ ＸＴＣＤ６０ ＸＴＭＣＳ１０

试验初体重 ／ ｇ ２５􀆰 ４２±０􀆰 ３１ ２５􀆰 ３８±０􀆰 ２９ ２５􀆰 １５±０􀆰 ３５ ２４􀆰 ７７±０􀆰 ２８

试验末体重 ／ ｇ １６􀆰 ５６±０􀆰 ３７ｄ ２７􀆰 １２±０􀆰 ４５ｃ ４０􀆰 ５２±０􀆰 ５６ａ ３３􀆰 ４６±０􀆰 ３９ｂ

肝重 ／ ｇ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０５ｃ ２􀆰 １７±０􀆰 ０６ａ １􀆰 ５６±０􀆰 １２ｂ １􀆰 ３４±０􀆰 ０８ｂ

肝指数 ／ ％ ５􀆰 ３２±０􀆰 ２３ｂ ８􀆰 ０２±０􀆰 ３５ａ ３􀆰 ８６±０􀆰 １９ｃ ４􀆰 ０２±０􀆰 ２１ｃ

　 　 注： 同行数据肩标不同字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 字母相同或未标字母表示差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 下同。

表 ３　 不同营养水平蛋氨酸对小鼠血清指标的影响

指标 ＸＴＭＣＤ６０ ＸＴＭＲＣＤ６０ ＸＴＣＤ６０ ＸＴＭＣＳ１０

ＧＬＵ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ２􀆰 ９６±０􀆰 ２１ ３􀆰 ００±０􀆰 １８ ３􀆰 ２８±０􀆰 ２３ ３􀆰 ９９±０􀆰 ２５

ＡＳＴ ／ （Ｕ·Ｌ－１） ７６􀆰 ７８±５􀆰 ３２ｂ １７０􀆰 ７９±８􀆰 ４５ａ １７􀆰 ７５±３􀆰 １８ｃ ８􀆰 ９８±２􀆰 ４６ｄ

ＡＬＴ ／ （Ｕ·Ｌ－１） ４６􀆰 ２８±４􀆰 １５ｂ ７６􀆰 １４±６􀆰 ２３ａ １６􀆰 ３０±２􀆰 ８７ｃ ５􀆰 １５±２􀆰 ３３ｄ

ＴＧ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ０􀆰 ０８±０􀆰 ０２ｂ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０４ａ ０􀆰 ２８±０􀆰 ０３ａ ０􀆰 １４±０􀆰 ０２ｂ

ＬＤＬ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ０􀆰 ２０±０􀆰 ０３ｂ ０􀆰 ４８±０􀆰 ０５ａ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０３ｂ ０􀆰 １６±０􀆰 ０２ｂ

ＨＤＬ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１） １􀆰 ０１±０􀆰 ０８ｂ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０６ｂ ２􀆰 １０±０􀆰 １２ａ ２􀆰 ９０±０􀆰 １５ａ

２􀆰 ３　 肝脏组织炎症因子水平比较

如表 ４ 所示， 与 ＸＴＭＣＳ１０ 组相比， ＸＴＭＣＤ６０、
ＸＴＭＲＣＤ６０、 ＸＴＣＤ６０ 三组小鼠肝脏组织 ＩＬ－６、 ＩＬ－
１β、 ＴＮＦ － α 含量均显著升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 其中

ＸＴＭＣＤ６０与 ＸＴＭＲＣＤ６０ 组 ＩＬ－６、 ＴＮＦ－α 水平无显著

差异， 但均显著高于 ＸＴＣＤ６０ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 提示不

同蛋氨酸添加方案均会诱导小鼠肝脏炎症水平上升，
且 ＸＴＭＣＤ６０、 ＸＴＭＲＣＤ６０ 对肝脏炎症的刺激作用

更强。

表 ４　 不同营养水平蛋氨酸对小鼠肝脏组织炎症因子含量的影响 ｐｇ ／ ｍｇ

炎症因子 ＸＴＭＣＤ６０ ＸＴＭＲＣＤ６０ ＸＴＣＤ６０ ＸＴＭＣＳ１０

ＩＬ－６ １５６􀆰 ７９±９􀆰 ４５ａ １４８􀆰 ２１±８􀆰 ７６ａ １１７􀆰 １９±７􀆰 ３２ｂ ８９􀆰 ４３±６􀆰 ２８ｃ

ＩＬ－１β ２７􀆰 ３５±３􀆰 １２ｂ ３５􀆰 ２４±４􀆰 ２１ａ １７􀆰 ７５±２􀆰 ８７ｃ １２􀆰 ２５±２􀆰 １５ｄ

ＴＮＦ－α ２３２􀆰 ４３±１２􀆰 ５６ａ ２４５􀆰 ３１±１３􀆰 ４２ａ １５９􀆰 ２６±１０􀆰 ８７ｂ ８５􀆰 １４±８􀆰 ３５ｃ

２􀆰 ４　 肝脏病理学变化

小鼠 肝 脏 组 织 病 理 学 结 果 显 示 （ 图 １ ），
ＸＴＭＣＳ１０ 组小鼠肝脏组织被膜由厚薄均匀的富含弹

性纤维致密结缔组织构成， 肝细胞和肝血窦在中央静

脉周围大致呈放射状排列， 少见肝细胞小灶性坏死

（红色箭头）， 胞核碎裂、 溶解， 结构不清晰， 嗜酸

性增强， 伴有少量的淋巴细胞浸润 （黑色箭头）； 可

见多量静脉淤血 （黄色箭头）。
与 ＸＴＭＣＳ１０ 组比较， ＸＴＭＣＤ６０ 组小鼠肝脏组织

中广泛可见肝细胞脂肪变性 （绿色箭头）， 胞质内可

见大小不一的圆形空泡， 细胞体积大， 部分胞核被挤

向细胞的一侧； 可见少量肝细胞多灶性坏死 （红色

箭头）， 胞核固缩、 碎裂， 结构不清晰， 伴有少量的

淋巴细胞、 粒细胞浸润 （黑色箭头）； 可见多量静脉

淤血 （黄色箭头）。
ＸＴＭＲＣＤ６０ 组小鼠肝脏组织中广泛可见肝细胞

脂肪变性 （绿色箭头）， 胞质内可见大小不一的圆形

空泡， 细胞体积大， 部分胞核被挤向细胞的一侧； 可

见少量肝细胞多灶性坏死 （红色箭头）， 胞核固缩、
碎裂， 结构不清晰， 少量结缔组织轻微增生， 伴有少

量的淋巴细胞、 粒细胞浸润 （黑色箭头）； 可见较多

静脉淤血 （黄色箭头）。
ＸＴＣＤ６０ 组小鼠肝脏组织中广泛可见肝细胞脂肪

变性 （绿色箭头）， 胞质内可见大小不一的圆形空

泡， 胞核被挤向细胞的一侧， 细胞结构不清晰， 排列

不规则； 可见少量肝细胞多灶性坏死 （红色箭头），
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胞核固缩、 碎裂， 结构不清晰， 周围少量结缔组织增

生 （灰色箭头）， 伴有少量的淋巴细胞、 粒细胞浸润

（黑色箭头）； 可见较多色素沉积 （蓝色箭头）， 可见

较多静脉淤血 （黄色箭头）。

Ａ． ＸＴＭＣＤ６０ 组； Ｂ． ＸＴＭＲＣＤ６０ 组； Ｃ． ＸＴＣＤ６０ 组； Ｄ． ＸＴＭＣＳ１０ 组。

图 １　 不同营养水平蛋氨酸对小鼠肝脏组织结构的影响 （ＨＥ 染色， ２００×）

　 　 油红 Ｏ 染色显示 （图 ２）， ＸＴＭＣＳ１０、 ＸＴＭＣＤ６０、
ＸＴＭＲＣＤ６０ 和 ＸＴＣＤ６０ 组的油红 Ｏ 染色脂滴面积百

分比 分 别 为 （ １􀆰 ２５ ± ０􀆰 １８ ）％、 （ ３５􀆰 ６２ ± ３􀆰 ２５ ）％、
（４２􀆰 ８７± ４􀆰 １２）％和 （３８􀆰 ７５ ± ３􀆰 ６８）％。 与 ＸＴＭＣＳ１０

组比较， ＸＴＭＣＤ６０、 ＸＴＭＲＣＤ６０ 和 ＸＴＣＤ６０ 组小鼠

肝组织油红 Ｏ 染色脂滴面积百分比显著增加 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 且 ＸＴＭＲＣＤ６０ 组脂滴沉积面积显著高于 ＸＴ⁃
ＭＣＤ６０ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

Ａ． ＸＴＭＣＤ６０ 组； Ｂ． ＸＴＭＲＣＤ６０ 组； Ｃ． ＸＴＣＤ６０ 组； Ｄ． ＸＴＭＣＳ１０ 组。 与对照组比， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 不同营养水平蛋氨酸对小鼠肝脏脂滴沉积面积的影响 （油红染色， ２００×）
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３　 讨论

近来， ＭＡＳＨ 正在不断危害全人类的健康， 而目

前尚无有效的应对措施。 因此， 为了更好更深入地研

究 ＭＡＳＨ 的发生、 发展过程， 提出有效的预防和治

疗方案、 建立理想的 ＭＡＳＨ 动物模型显得格外重要。
在饮食因素诱导 ＭＡＳＨ 的过程中， 高脂、 高糖、 高

碳水化合物、 高胆固醇以及蛋氨酸和胆碱缺乏等饲料

因素起着至关重要的作用［１１］。 本研究建立了 ３ 种不

同水平蛋氨酸的胆碱缺乏高脂饲料诱导的 ＭＡＳＨ 小

鼠模型， 比较 ＭＡＳＨ 相关指标， 旨在评估 ３ 种饲料

的优缺点， 为新药的研发提供更优的实验动物造模

饲料。
蛋氨酸缺乏和胆碱缺乏饲料常用于在短时间内复

刻 ＭＡＳＨ［１２］。 蛋氨酸缺乏和胆碱缺乏饲料不仅造模

时间短， 而且造模成功率较高， 可以很好地复现人类

ＭＡＳＨ 炎症、 纤维化和肝细胞凋亡等病理表现。 因

此， 蛋氨酸缺乏和胆碱缺乏饲料也常用于 ＭＡＳＨ 的

组织学进展及其炎症和纤维化机制研究［１３］， 但蛋氨

酸缺乏和胆碱缺乏饲料饲喂小鼠容易引起小鼠体重的

下降［１４］， 甚至死亡， 严重违背了动物福利的准则，
同时蛋氨酸和胆碱均缺乏饲料也不符合正常的饲料情

况， 引起小鼠血清 ＴＧ 水平的变化也不完全符合

ＭＡＳＨ 的病变特征［１５］。 Ｉｔａｇａｋｉ 等［１６］ 利用蛋氨酸胆碱

均缺乏饲料饲喂 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠， 结果发现小鼠采食

蛋氨酸胆碱均缺乏饲料 ２ 周后便可出现严重的脂肪性

肝炎， 并伴随着 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 的显著增高， 但小鼠未

出现胰岛素抵抗， 这与本试验的结果相符。 在本试验

中， 小鼠采食 ＸＴＭＣＤ６０ 饲料 ６ 周后体重下降了

３４􀆰 ８５％， 主要是因为 ＸＴＭＣＤ６０ 饲料中蛋氨酸缺乏和

胆碱缺乏， 小鼠摄入的营养不足。 蛋氨酸是合成载脂

蛋白的前体物， 胆碱的缺乏也会导致软磷脂合成不

足， 从而引起极 ＬＤＬ 的合成量下降， 导致 ＴＧ 无法运

送出肝外， ＴＧ 在肝脏内堆积， 引起脂肪变性［１７］。
高脂饲料喂养小鼠是 ＭＡＳＨ 造模常采用的方

法［１８］， 可以有效模拟人类饲料， 但高脂饲料导致小

鼠 ＭＡＳＨ 发生的时间可长达 ３ ～ ５ 个月， 甚至可达 １
年之久［１９］， 无法满足药物的快速筛选的需求。 蛋氨

酸缺乏胆碱缺乏高脂饲料是以蛋氨酸和胆碱均缺乏饲

料为背景的高脂饲料［２０］， 研究表明蛋氨酸缺乏胆碱

缺乏高脂饲料不仅可以在短时间内引起小鼠的肝脏出

现损伤、 脂肪堆积， 而且小鼠的体重不会显著变

化［２１］。 在本试验中， ＸＴＭＲＣＤ６０ 和 ＸＴＣＤ６０ 饲料不

仅在短时间内引起小鼠肝脏脂肪沉积、 肝细胞脂肪病

变以及炎症反应， 而且小鼠的体质量也未下降， 大大

缩减了 ＭＡＳＨ 的成模时间， 提高了成模率和动物福

利。 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 是评价动物体肝脏损伤的常用指

标［２２］。 在 本 试 验 中， ＸＴＭＣＤ６０、 ＸＴＭＲＣＤ６０ 和

ＸＴＣＤ６０ 饲料均引起小鼠血清 ＡＳＴ 和 ＡＬＴ 水平的显

著升高， 表明小鼠采食这些饲料后肝脏出现明显损

伤。 本试验中， ＸＴＭＲＣＤ６０ 饲料诱导的模型更符合

新药快速研发需求， 其核心依据如下： 第一， 造模效

率高， ６ 周即可形成典型的 ＭＡＳＨ 病理特征， 包括显

著的肝脏脂肪变性、 炎症细胞浸润及肝细胞损伤， 而

传统高脂饲料造模需 ３ ～ ５ 个月； 第二， 病理特征全

面， 该模型同时表现出肝脏指数升高、 血清转氨酶

（ＡＬＴ、 ＡＳＴ） 显著升高、 炎症因子 （ ＩＬ－１β、 ＩＬ－６、
ＴＮＦ－α） 大量释放及脂滴沉积明显等多重 ＭＡＳＨ 关

键病理指标异常， 能更全面地模拟临床 ＭＡＳＨ 的病

理生理过程， 便于多维度评价药物疗效； 第三， 动物

福利更优， 与 ＸＴＭＣＤ６０ 组小鼠体重显著下降 （死亡

率风险增加） 相比， ＸＴＭＲＣＤ６０ 组小鼠体重稳定，
无明显死亡风险， 符合动物伦理 ３Ｒ 原则； 第四， 模

型稳定性好， 组内小鼠的生化指标、 病理变化一致性

高， 组间差异显著， 能有效区分药物的干预效果， 提

高试验重复性。
本试验所构建的利用不同量蛋氨酸胆碱缺乏饲料

ＸＴＭＣＤ６０、 ＸＴＭＲＣＤ６０ 和 ＸＴＣＤ６０ 诱导 ＭＡＳＨ 雄性

Ｃ５７ 小鼠模型具有造模时间短、 模型成功率高、 操作

简单便捷等特点， 其中 ＸＴＭＲＣＤ６０ 饲料诱导的肝炎

模型还有小鼠病死率低、 病变有渐进性过程、 便于药

物干扰等特点， 为 ＭＡＳＨ 发病机制和寻求临床治疗

策略的研究提供了强有力的支撑， 是理想的 ＭＡＳＨ
动物模型的造模饲料。
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