
·  374  · 中国中西医结合急救杂志 2013 年 11 月第 20 卷第 6 期  Chin J TCM WM Crit Care，November 2013，Vol.20，No.6

·研究报告·

高脂饲料联合四环素腹腔注射复制

非酒精性脂肪肝大鼠模型的实验研究

聂山文 1，赵文霞 2，石艳芬 2，董靖 2，刘晓彦 2，马素平 2

（1. 河南省中医院，河南  郑州  450002 ；2. 河南中医学院第一附属医院，河南  郑州  450000）

doi：10.3969/j.issn.1008-9691.2013.06.014
基金项目：河南省杰出人才创新基金项目（0421002400）
通信作者：赵文霞，Email：zhao-wenxia@163.com

 非酒精性脂肪肝（NAFLD）是一种无过量饮酒史，以肝

实质细胞脂肪变性和脂肪贮积为病理特征的肝脏疾病［1］。

随着人民生活水平的提高和饮食结构的改变，NAFLD 的发

病率不断上升，甚至出现许多低龄患者［2］，并且在某些地区

已成为仅次于病毒性肝炎的第二大肝病，同时也是健康体检

者转氨酶异常升高的主要原因［3］。由于脂肪肝在世界范围

内发病率急剧上升，且其危害性大、治疗难度高，对本病防治

的研究已成为国内外医学领域的重大课题。本研究通过采

用高脂饲料和四环素腹腔注射联合应用，建立符合人类脂肪

肝发病特点的大鼠 NAFLD 模型，旨在为 NAFLD 实验研究

提供一种优良的脂肪肝模型的建立方法。

1 材料与方法

1.1 实验动物：健康雄性 SD 大鼠 24 只，购于郑州大学医学

院动物实验中心，动物合格证号：SCXK（沪）2003-0003，体
质量（190±10）g。将大鼠饲养于河南中医学院第一附属

医院实验室动物房，分笼喂养，自由进食和饮水，室温 20～ 
25 ℃，室内洁净，通风良好，自然采光。动物饲料有普通饲

料和高脂饲料，均由郑州大学医学院动物实验中心提供。

1.2 实验试剂：分析纯胆固醇为中国医药（集团）上海化学

试剂公司产品，批号：050317 ；天冬氨酸转氨酶（AST）试剂

盒由四川迈克科技有限责任公司提供，批号：050612 ；丙氨

酸转氨酶（ALT）试剂盒由四川迈克科技有限责任公司提

供，批号：050612 ；三酰甘油（TG）试剂盒由浙江东瓯生物工

程有限公司提供，批号：051016 ；总胆固醇（TC）试剂盒由浙

江东瓯生物工程有限公司提供，批号：051016 ；精炼猪油由

双汇集团有限公司提供，批号：050912 ；四环素粉针为江苏

常州动物保健品有限公司产品，批号：031012 ；其他试剂均

为市售分析纯。

1.3 实验仪器：日立 7150 型全自动生化分析仪；PM-10AD
光学显微镜为日本奥林巴斯公司产品；H-750 透射电子显

微镜由河北医科大学电镜实验室提供。

1.4 实验分组与模型制备：将大鼠按随机数字表法分成正

常对照组、模型组两组，每组 12 只。常规饲养 7 d 后，正常

对照组给予普通饲料；模型组给予高脂饲料（84% 基础饲

料 +10% 猪油 +5% 蛋黄粉 +1% 胆固醇），并于制模后腹

腔注射四环素 150 mg/kg，以后每 6 d 腹腔注射 1 次四环素 
100 mg/kg，共计 6 次，并于实验前（0 d）和制模后 6、12、18、
24、30 d 测量体质量，并根据体质量调整给药量。

 本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.5 观察指标及方法

1.5.1 标本的采集：第 6 次腹腔注射四环素后 7 d 后，按照 
3 mL/kg 的剂量腹腔内注射 10% 水合氯醛麻醉大鼠，穿刺

腹主动脉采血 4～7 mL 于干燥洁净试管内，静置所采非抗

凝血 0.5 h 后，离心 10 min，取上清液备用。处死动物摘取

肝脏，观察肝脏标本外观并称肝湿重；于肝左叶取大小约 
0.5 cm×1.0 cm×0.3 cm 的组织 2～3 块，放入 10% 甲醛水溶

液中固定备用。

1.5.2 生化指标的测定：分别采用酶学法、比色法在 7150 型

全自动生化分析仪上测定血清 ALT、AST、TG、TC 水平，操

作按照试剂盒说明书进行，由河南中医学院第一附属医院生

化室协助完成。

1.5.3 肝指数测定：取新鲜肝组织称重，计算肝湿重（g）占

体质量（g）的百分比即为肝指数。

1.5.4 肝脏组织病理学观察：将所取肝组织用石蜡包埋，以

5 μm 厚度连续切片，苏木素 - 伊红（HE）染色，光镜下观察

肝脏组织病理学变化，按照文献［4］的判断标准评估肝脂肪

变性的程度分级（表 1）。

表 1 肝细胞脂肪变性程度分级判断标准

分级 肝细胞脂变程度

无（-） 肝细胞基本无脂变

轻度（+） 30%～50% 的肝细胞发生脂变

中度（++） 51%～75% 的肝细胞发生脂变

重度（+++） 76% 以上的肝细胞发生脂变

1.6 统计方法：计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，各

组间比较采用单因素方差分析，等级资料采用 Ridit 分析，采

用 SPSS 13.0 统计软件分析数据，P＜0.05 为差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 一般情况：实验结束时，因灌胃操作不当正常对照组剩

余大鼠 11 只，大鼠皮毛鲜亮，正常活动，进食量、粪便均正

常；模型组制模初期出现烦躁、易激惹、少活动等表现，1 h 左

右恢复正常，4 周后模型组进食量减少，毛色普遍晦暗，性情

暴躁，捕捉时剧烈挣扎。

2.2 两组大鼠体质量、肝指数比较（表 2）：两组大鼠体质量

比较差异无统计学意义（P＞0.05）；模型组大鼠肝指数显著

高于正常对照组（P＜0.01）。
2.3 肝脏组织大体标本及镜下组织病理学变化观察：正常

对照组大鼠肝脏呈暗红色，包膜光滑，边缘锐利，切面光洁；

镜下肝脏结构清楚，肝细胞未见异常，肝小叶、肝细胞索、汇
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管区均呈放射状

排列，肝组织形

态学基本正常。

模型组大鼠腹腔

内有大量脂肪组

织，肝脏呈灰黄

色，体积明显增大，包膜紧张，边缘圆钝，肝脏切面有油腻感；

镜下肝细胞均发生脂变，以中、重度为主，肝小叶分界不清，

肝细胞索紊乱，可见大小不等的脂滴充满胞质，肝细胞核部

分被挤向一边，肝窦基本消失，汇管区有大量炎性细胞浸润。

2.4 两组大鼠血清 ALT、AST、TG 及 TC 的检测结果比较 
（表 2）：模型组 ALT、AST、TG 及 TC 水平均较正常对照组明

显升高（均 P＜0.01）。
2.5 两组大鼠肝脏脂肪变程度比较（表 3）：模型组脂变率

较正常对照组明显升高（P＜0.01）。

尽量符合人类脂肪肝形成特点。脂质代谢异常被公认为是

脂肪性肝病的一个最基础和关键环节［13］，而血清 ALT、AST 
水平一直被作为反映肝细胞损伤的敏感生化检测指标；临床

上，血脂水平的变化是评价脂肪肝药物疗效的重要标准之 
一［14］。因此，实验结束时，重点观察大鼠肝脏病理组织学和

血清 ALT、AST、TG、TC 水平的变化，结果表明，高脂饲料联

合四环素腹腔注射建立大鼠 NAFLD 模型的方法耗时短，模

型稳定，病理变化典型，动物死亡率低，是一种较为理想的制

模方法。
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表 2 两组大鼠体质量、肝指数及血清 ALT、AST、TG、TC 水平比较（x±s）
组别 动物数 体质量（g） 肝指数（%） ALT（U/L） AST（U/L） TG（mmol/L） TC（mmol/L）

正常对照组 11 398.27±30.01 3.24±0.13 42.45±11.77 86.73±10.32 0.73±0.09 1.52±0.38

模型组 12 406.08±55.74 4.07±0.30 a 128.67±11.96 a 144.92±15.57 a 1.25±0.20 a 2.93±0.69 a

注：与正常对照组比较，aP＜0.01

表 3 两组大鼠肝脏脂肪变程度比较

组别 动物数
肝脏脂变程度分级（例） 脂变率

〔%（例）〕- + ++ +++

正常对照组 11 11 0 0 0 0（  0）

模型组 12   0 0 3 9 100（12） a

注：与正常对照组比较，aP＜0.01

3 讨 论

 NAFLD 是一种由环境、遗传等多因素所致的代谢性疾

病，它的发病机制复杂，目前仍然有很多环节尚不清楚［5］。

肥胖、高脂血症、糖尿病、肝炎和药物损害等在本病的发生发

展中起着重要作用，伴有炎症的脂肪肝均能够演变为肝纤维

化和肝硬化［6］。近年来，脂肪肝的发病率在逐年增高，有关

脂肪肝的病因学、预防和治疗已经成为目前的研究热点。要

深入研究脂肪性肝病的病因病机，必须要有稳定可操作性较

强的动物模型。

 目前 NAFLD 模型国内外已有较多报道，总结国内外关

于 NAFLD 制备方法的实验报道，主要有先天性、转基因和

化学物质诱导 3 种［7-9］，前两种由于来源困难和代价昂贵，而

且与临床上人类脂肪肝的形成特点（饮食环境因素造成）相

距较远，限制了其在实验研究中的应用。化学药物制模具有

耗时短和病变典型的优点，但长时间或大剂量、短时间注射

易引起动物死亡［10］。

 在模型动物的选择方面，选用大鼠则有饲养方便、抵抗

力强和食性与人相似的优点，且形成的病理改变与成人早

期相似［11］。因此，本研究采用大鼠作为实验动物。采用单

纯高脂饮食复制大鼠 NAFLD 模型是目前的经典方法，相

对稳定、操作方便，但耗时较长，实验成本较高，推广并不理

想。四环素类药物可以导致肝细胞的脂肪变性，而且肝毒性

较小，造成肝脏脂肪变性机制明确，主要表现在：①抑制微

粒体三酰甘油转移蛋白（MTP）活性，阻断极低密度脂蛋白

（VLDL）组装，导致脂质不能以脂蛋白的形式运送出肝脏，

引起 TG 分泌减少；②抑制肝线粒体脂肪酸 β-氧化和三羧

酸循环［12］。因此本实验选用四环素腹腔注射联合高脂饲料

复制 NAFLD 模型，并且逐渐减少四环素的用量，使该模型
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