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摘要： 旨在探讨槲皮素 （ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ， ＱＣＴ） 对 ＭＲＣＤ６０ 纯化饲料诱导的小鼠非酒精性脂肪肝病 （ｎｏｎ－ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ， ＮＡＦＬＤ） 的干预效果。
将 ２４ 只 ＳＰＦ 级健康雄性 Ｃ５７ 小鼠随机分为 ４ 组， 每组 ６ 只， 正常饮食小鼠作为空白对照组 （ Ｃｏｎ）， ＭＲＣＤ６０ 纯化饲料喂养作为模型组

（ＭＲＣＤ６０）， ＭＲＣＤ６０ 纯化饲料和 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ ＱＣＴ 喂养作为 ＱＣＴ 低剂量组 （ＱＣＴ１）， ＭＲＣＤ６０ 纯化饲料和 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ ＱＣＴ 喂养作为 ＱＣＴ 高剂量组

（ＱＣＴ２）， ＱＣＴ１ 组和 ＱＣＴ２ 组在 ＭＲＣＤ６０ 喂养 ３ 周后再加入 ＱＣＴ 继续喂养 ３ 周； 饲养 ６ 周后， 检测各组小鼠血清中丙氨酸氨基转氨酶 （ＡＬＴ）、
天门冬氨酸氨基转氨酶 （ＡＳＴ） 以及肝脏组织中总胆固醇 （ＴＣ）、 甘油三酯 （ＴＧ） 的含量； 苏木素－伊红染色和油红 Ｏ 染色观察大鼠肝脏组织的

病理学变化； 实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测各组小鼠肝脏组织炎症相关基因肿瘤坏死因子 （ ＴＮＦ－α）， 白介素 ６ （ ＩＬ－６） 和白介素 １β （ ＩＬ－１β）
ｍＲＮＡ 水平的变化； 免疫荧光检测各组肝脏中 Ｆ４ ／ ８０ 蛋白表达的变化； 免疫组化检测各组小鼠肝脏中 ４－羟基壬烯醛 （４－ＨＮＥ） 含量的变化。 结

果： 与 Ｃｏｎ 组相比， ＭＲＣＤ６０ 组小鼠肝脏体积增大， 颜色由红润变为深棕色， 肝脏重量和肝脏指数增加， ＴＧ 和 ＴＣ 含量增加， ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 活性增

加， 大量脂质堆积， 肝脏 ＴＮＦ－α、 ＩＬ－６ 和 ＩＬ－１β ｍＲＮＡ 水平和 Ｆ４ ／ ８０ 蛋白含量升高， 还原型谷胱甘肽 （ＧＳＨ） 含量下降， 丙二醛 （ＭＤＡ） 和 ４－

ＨＮＥ 含量升高； 与 ＭＲＣＤ６０ 组相比， ＱＣＴ１、 ＱＣＴ２ 组均显著减少肝脏脂质堆积， 抑制肝脏炎症， 降低肝脏氧化应激。 综上， ＱＣＴ 可以改善

ＭＲＣＤ６０ 纯化饲料诱导的 ＮＡＦＬＤ 小鼠肝脏脂质沉积、 病理损伤、 肝脏炎症和氧化应激。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ＮＡＦＬＤ； ＭＲＣＤ６０； ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ

　 　 非酒精性脂肪肝病 （ｎｏｎ－ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓ⁃
ｅａｓｅ， ＮＡＦＬＤ） 是指在没有过量摄入酒精或其他明确

的能导致肝脏脂肪变性的因素作用下， 导致的脂肪在

肝脏堆积， 进而产生以肝细胞弥漫性大泡性脂肪变性

为主要病变的临床病理综合征［１］。 ＮＡＦＬＤ 主要发生

在人、 鸡、 奶牛、 犬、 猫等动物。 ＮＡＦＬＤ 的发生取

决于多种因素的综合作用， 如脂代谢异常、 炎症、 氧

化应激和内质网应激等［２－３］。 目前治疗 ＮＡＦＬＤ 主要

包括改变生活方式、 控制饮食、 抗氧化剂、 降脂减肥

剂， 护肝抗炎药及辨证论治选取的中药汤剂等。
槲皮素 （ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ， ＱＣＴ） 是一种天然的类黄酮

和食品添加剂， 广泛存在于许多水果、 花卉和蔬菜

中［４］。 枇杷、 红枣和荞麦等药材中也存在 ＱＣＴ。 ＱＣＴ
具有 抗 癌、 抗 氧 化、 抗 炎、 抗 病 毒 等 生 物 学 功

能［５－６］。 由于上述药理作用， ＱＣＴ 越来越受到人们的

关注。 Ｃａｏ 等［７］ 研究表明 ＱＣＴ 可通过 ＡＭＰＫ 介导的

线粒体自噬改善高脂饲料诱导的 ＮＡＦＬＤ。 杨佳敏［８］

研究表明灌喂 ＱＣＴ 可减轻高脂饲料 （６０％） 引起的

肝脏脂质沉积和肝脏损伤。 Ｍａｒｃｏｌｉｎ 等［９］ 研究发现

ＱＣＴ 可改善 ＭＣＤ 饲料诱导的脂肪肝炎。 但目前关于

ＱＣＴ 在 ＮＡＦＬＤ 上的研究是集中在由高脂饲料饲喂诱

导 ８ 周、 １２ 周甚至 １６ 周建立［１０］， 抑或由 ＭＣＤ （蛋
氨酸胆碱完全缺乏饲料） 饲喂 ４ 周到 ６ 周建立［１１］，
试验周期较长。

蛋氨酸胆碱限制性缺乏高脂饲料 ＭＲＣＤ６０ 是结

合 ＭＣＤ 和高脂饲料的优点研发的 ＮＡＦＬＤ 模型的纯化

饲料， 前期研究表明 ＸＴＭＲＣＤ６０ 可在第 ３ 周引起脂

肪肝， 第 ６ 周引起脂肪肝炎， 第 ８ 周引起肝脏纤维

化， 可缩短造模和药物防治研究试验时间。 因此， 本

研究将利用 ＸＴＭＲＣＤ６０ 纯化饲料建立小鼠 ＮＡＦＬＤ 模

型， 探究 ＱＣＴ 对 ＮＡＦＬＤ 的改善效果， 为 ＸＴＭＲＣＤ６０
在 ＮＡＦＬＤ 造模中的推广应用及槲皮素防治 ＮＡＦＬＤ 相

关研究提供试验基础和理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 动物及 ＮＡＦＬＤ 模型饲料

ＳＰＦ 级健康雄性 Ｃ５７ 小鼠 ２６ 只 （２００ ～ ２３０ ｇ）
购买于南京卡文斯生物技术有限公司， 经检验合格后

饲养于南京农业大学实验动物中心， 条件为： 室温

２０～ ２５ ℃， 湿度 ７０％， 分笼饲养， 自由饮食饮水，
１２ ｈ 明暗交替。

ＭＲＣＤ６０ 纯化饲料由江苏省协同医药生物工程有

限责任公司提供， 其热量组成： 蛋白质 ２３􀆰 １％， 碳

水化合物 ２７􀆰 ６％， 脂肪 ３５􀆰 ７％， 日粮 ２２􀆰 ２ ｋＪ ／ ｇ。
１􀆰 ２　 动物分组及模型建立

小鼠适应性饲养 １ 周后， 遵循体重随机均分原则

分为以下 ４ 组： 正常对照组 （Ｃｏｎ）， 普通饲料喂养；
模型组 （ＭＲＣＤ６０）， ＭＲＣＤ６０ 饲料喂养； ＱＣＴ 低剂

量组 （ ＱＣＴ１）， ＭＲＣＤ６０ 和 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ ＱＣＴ 饲喂；
ＱＣＴ 高剂量组 （ＱＣＴ２）， ＭＲＣＤ６０ 和 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ ＱＣＴ
饲喂。 ＱＣＴ１ 组和 ＱＣＴ２ 组于 ＭＲＣＤ６０ 饲喂第 ３ 周后

开始灌胃 ＱＣＴ， 每天 １ 次， 共 ３ 周， 并继续饲喂

ＭＲＣＤ６０， 其余组予以蒸馏水灌胃作为对照处理。 本

研究获得南京农业大学实验动物保护伦理委员会的批

准 ［许可证编号： ＳＹＸＫ （苏） ２０２１－００８６） ］。
１􀆰 ３　 样品采集

第 ６ 周饲养结束后， 小鼠眼球采血并迅速将血液

滴入 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中。 采集好的血液标记好后倾斜

放入 ３７ ℃ 恒温箱 １ ｈ， 用 ４ ℃ 冷冻离心机以 ３ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 吸取血清分装在两个离心管中，
做好标记， 保存于－８０ ℃冰箱待测。

采血结束后使用剪刀和镊子小心剥离肝脏周围系

膜， 完整取出肝脏后称量肝脏重量， 随后在生理盐水

中轻轻晃动， 冲洗掉表面血渍， 用滤纸吸干后， 放在

测量板上拍照。 用新手术刀片切取大小约 ０􀆰 ２ ～
０􀆰 ３ ｃｍ２的组织块， 置于 ４％多聚甲醛固定， 其余肝组

织分装成两份， 先置于液氮中速冻， 然后保存于

－８０ ℃冰箱待测。 肝脏指数＝肝脏湿重 （ｇ） ／小鼠终

重 （ｇ） ×１００％。
１􀆰 ４　 肝脏指标测定

血清中天冬氨酸氨基转移酶 （ＡＳＴ） 和丙氨酸氨

基转移酶 （ＡＬＴ） 活性用南京建成试剂盒进行检测。
将采集的肝脏样本从－８０ ℃超低温冰箱中取出， 置于

保温泡沫箱中备用。 组织剪取在冰上进行， 尽量减少

样本融化。 准确称取 １０ ｍｇ 左右肝组织并记录， 按重

量 （ｇ） ∶ 体积 （ｍＬ） ＝ １ ∶ ９ 的比例， 加入 ９ 倍体积

的无水乙醇作为匀浆介质， 置于研磨仪中进行低温匀

浆。 ２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后， 取上清液待测。 按
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照试剂盒说明书操作， 及时测定 ＯＤ 值， 计算出总胆

固醇 （ＴＣ） 和总甘油三酯 （ＴＧ） 含量。 小鼠肝脏中

丙二醛 （ＭＤＡ） 和还原型谷胱甘肽 （ＧＳＨ） 含量的

测定采用商品化的检测试剂盒 （南京建成生物科技

有限公司）。 按照各试剂盒内说明书规定的操作步骤

进行测定。 在说明书规定的波长下检测各样本的 ＯＤ
值， 通过说明书给出的公式计算获得小鼠肝脏中

ＭＤＡ 和 ＧＳＨ 的含量。
１􀆰 ５　 苏木精－伊红 （ＨＥ） 染色

将组织漂浮于固定液中， 固定 ２４ ～ ４８ ｈ， 固定完

成后在不同浓度的酒精内梯度脱水， 再放入甲苯中进

行透明； 在 ６０ ℃的石蜡浸蜡 ２ ～２􀆰 ５ ｈ 和 （５７±１） ℃
石蜡进行包埋， 室温冷却后修块、 切片至 ４ μｍ 厚

度； 包埋完成后用二甲苯Ⅰ、 二甲苯Ⅱ 脱蜡， 再在

１００％、 ９５％、 ８５％、 ７５％酒精梯度复水； 然后苏木精

染色 ５～１０ ｍｉｎ， 水洗 ３ 次； １％盐酸酒精分化 ５ ｓ， 水

洗 ２ 次； 伊红染色 ５ ｍｉｎ， 水洗 ２ 次； 染色完成后，
在 ８５％、 ９５％、 １００％浓度酒精梯度脱水各 １ ｍｉｎ， 二

甲苯透明 １５ ｍｉｎ； 最后中性树脂封片后， 使用显微镜

观察并拍照记录。
１􀆰 ６　 油红 Ｏ 染色

首先按照说明书配制油红 Ｏ 染色液储备液 （４ ℃
避光保存） 和工作液 （现配现用）； 其次制作冷冻切

片， 用多聚甲醛固定、 换不同浓度蔗糖溶液沉底进行

脱水、 切片 （１０ μｍ）； 然后室温回温冻存的切片，
蒸馏水浸洗， ６０％异丙醇浸洗 ２ ｍｉｎ， 油红 Ｏ 工作液

染色 ２～５ ｍｉｎ， ６０％异丙醇调色， 调色结束后， 立即

水洗， 苏木精复染 （１ ｍｉｎ 以内）， 盐酸酒精分化 １ ～
５ ｓ， 最后流水反蓝； 最后甘油明胶封片后， 使用显

微镜观察并拍照记录。
１􀆰 ７　 荧光定量 ＰＣＲ

根据已发表的小鼠肿瘤坏死因子 （ＴＮＦ－α）， 白

介素 ６ （ ＩＬ － ６） 和白介素 １β （ ＩＬ － １β） 基因和

ＧＡＰＤＨ 内参基因序列， 用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ 设计引物，
引物序列见表 １。

肝脏总 ＲＮＡ 提取采用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒 （ＴａＫａＲａ，
Ｃｈｉｎａ） 按照说明书操作进行提取， 然后采用 ＤＮＡ－
ｆｒｅｅ ｋｉｔ 试剂盒 （ＴａＫａＲａ， Ｃｈｉｎａ） 去除潜在的 ＤＮＡ 污

染， 最后通过 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳和蛋白核酸测定

仪检测所提取 ＲＮＡ 的质量和浓度。 相关基因 ｍＲＮＡ
水平采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 染料， 参照文献方法在 ＡＢＩ
Ｐｒｉｓｍ Ｓｔｅｐ Ｏｎｅ Ｐｌｕｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ （Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓ⁃
ｔｅｍｓ， ＵＳＡ） 荧光定量 ＰＣＲ 仪上进行扩增分析。 基因

ｍＲＮＡ 水平均以甘油醛－ ３－碳酸脱氢酶 （ＧＡＰＤＨ）
为内参基因按 ΔΔＣｔ 法进行分析比较， 结果用 ２－ΔΔＣｔ

表示。

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物信息

名称 引物序列 （５′→３′） 产物大小 ／ ｂｐ

ＧＡＰＤＨ
Ｆ： ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴ
Ｒ： ＣＡＡＣＡＡＴＣＴＣＣＡＣＴＴＴＧＣＣＡＣＴ

８１

ＴＮＦ－α
Ｆ： ＡＴＧＴＣＴＣＡＧＣＣＴＣＴＴＣＴＣＡＴＴＣ
Ｒ： ＧＣＴＴＧＴＣＡＣＴＣＧＡＡＴＴＴＴＧＡＧＡ

１７９

ＩＬ－１β
Ｆ： ＴＣＧＣＡＧＣＡＧＣＡＣＡＴＣＡＡＣＡＡＧＡＧ
Ｒ： ＴＧＣＴＣＡＴＧＴＣＣＴＣＡＴＣＣＴＧＧＡＡＧＧ

１１８

ＩＬ－６
Ｆ： ＣＣＡＣＴＴＣＡＣＡＡＧＴＣＧＧＡＧＧＣＴＴＡ
Ｒ： ＴＧＣＡＡＧＴＧＣＡＴＣＡＴＣＧＴＴＧＴＴＣ

１１３

１􀆰 ８　 免疫荧光

石蜡包埋肝脏切片 （４ μｍ） 脱蜡脱水， 柠檬酸

缓冲液处理， 用稀释的山羊血清孵育 ３０ ｍｉｎ； 然后用

Ｆ４ ／ ８０ （１ ∶ ５００， ａｂ３００４２１， Ａｂｃａｍ， Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ， ＭＡ）
抗体在 ４ ℃下孵育过夜； 用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 加入荧

光标记的二抗， ３７ ℃孵育 １ ｈ； 最后将 ＤＡＰＩ 工作液

滴加到组织切片上， 室温孵育 ５ ｍｉｎ， 再用 ＰＢＳ 洗涤

３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ， 最后将做好的荧光标本片立即进

行扫描拍照。
１􀆰 ９　 免疫组化

将 ４ μｍ 的组织切片放入二甲苯中溶解蜡质， 然

后使用浓度梯度乙醇进行去蜡、 脱水； 使用 １×柠檬

酸 （ｐＨ ＝ ６􀆰 ０） 作为修复液， 高温高压进行抗原修

复； 将切片放入 ３％ Ｈ２Ｏ２溶液中， 室温孵育 ２０ ｍｉｎ
进行内源性酶阻断； 使用 １０％山羊血清封闭组织切

片， ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ； 甩去切片上多余的血清， 在

组织上滴加 ４－羟基壬烯醛 （４－ＨＮＥ） 抗体工作液，
４ ℃孵育一抗； 使用 ＨＲＰ 酶标记的二抗， 滴加在组

织上， ３７ ℃孵育 １ ｈ 后用 ＰＢＳＴ 洗片子， 洗涤 ３ 次，
每次 ５ ｍｉｎ； 滴加 ＤＡＢ 显色液至组织切片上， 然后置

于显微镜下观察， 待出现特异性棕色表达后， 洗去

ＤＡＢ 显色液， 将切片浸泡在水中进行显色； 苏木素

复染、 ０􀆰 ５％盐酸乙醇液分化、 浓度梯度乙醇脱水、
二甲苯透明， 中性树脂封片后置于显微镜下观察并拍

照记录。
１􀆰 １０　 数据统计与分析

采用 ＳＰＳＳ 对所有数据进行显著性分析。 结果以

“平均数±标准误” 表示。 两组间采用独立样本 ｔ 检
验比较差异。 在两组以上之间， 采用单因素方差分析

和 Ｄｕｎｃａｎ􀆳ｓ 多极差检验来比较差异， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示

差异显著。

２　 结果

２􀆰 １　 槲皮素对ＭＲＣＤ６０ 饲喂小鼠肝脏形态和功能的

影响

　 　 如图 １ 所示， ＭＲＣＤ６０ 组可见小鼠肝脏体积增

·２５· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 １２



大， 边缘钝圆， 呈深棕色， 肝脏重量增加， 肝脏指数

增加， ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 升高。 与 ＭＲＣＤ６０ 组相比， ＱＣＴ１
组肝脏外观和肝脏指数没有显著变化， 但肝脏重量、
ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 活性显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ＱＣＴ２ 组肝脏

体积变小， 棕色有所减轻， 并显著降低了肝脏重量、

肝脏 指 数、 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 活 性 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）， 表 明

ＭＲＣＤ６０ 饲料造模 ６ 周改变了肝脏形态， 引起了肝功

能损伤， ＱＣＴ 干预后可改善 ＭＲＣＤ６０ 引起的上述变

化， 但未能恢复到正常水平。

Ａ． 肝脏大体解剖， 最小方格面积为 １ ｃｍ２； Ｂ． 肝脏重量； Ｃ． 肝脏指数； Ｄ． 血清 ＡＬＴ 活性； Ｅ． 血清 ＡＳＴ 活性。 柱形图上方不同字母表示差

异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 相同字母表示差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 下同。

图 １　 槲皮素对 ＭＲＣＤ６０ 饲喂小鼠肝脏形态和功能的影响

２􀆰 ２　 槲皮素对 ＭＲＣＤ６０ 饲喂小鼠肝脏脂质沉积的

影响

　 　 如图 ２ 所示， ＨＥ 染色显示 ＭＲＣＤ６０ 组可见大小

不等的圆形脂滴充满整个视野， 同时存在炎性细胞的

浸润； 油红染色结果 ＭＲＣＤ６０ 组可见肝脏存在大量

红染的脂滴； ＭＲＣＤ６０ 组可显著提高肝脏 ＴＧ 和 ＴＣ
的含量 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＱＣＴ１ 和 ＱＣＴ２ 组干预后均可显

著减少肝脏脂滴的堆积， 减少 ＴＧ 和 ＴＣ 的含量， 且

ＱＣＴ２ 组干预效果优于 ＱＣＴ１ 组， 其可将 ＴＧ 和 ＴＣ 降

至正常水平。
２􀆰 ３　 槲皮素对 ＭＲＣＤ６０ 饲喂小鼠肝脏炎症的影响

为了进一步探究槲皮素对 ＭＲＣＤ６０ 饲喂小鼠肝

脏炎症的影响， 检测了肝脏 ＩＬ－６、 ＩＬ－１β 和 ＴＮＦ－α
ｍＲＮＡ 水平和 Ｆ４ ／ ８０ 蛋白水平。 如图 ３ 所示， 与 Ｃｏｎ
组相比， ＭＲＣＤ６０ 组可显著提高 ＩＬ － ６、 ＩＬ － １β 和

ＴＮＦ－α的 ｍＲＮＡ 水平和 Ｆ４ ／ ８０ 蛋白表达； 与 ＭＲＣＤ６０
组相比， ＱＣＴ１ 和 ＱＣＴ２ 组干预均可显著降低上述炎

症因子的表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
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Ａ． ＨＥ 染色； Ｂ． 油红 Ｏ 染色； Ｃ． 肝脏 ＴＧ 含量； Ｄ． 肝脏 ＴＣ 含量。

图 ２　 槲皮素对 ＭＲＣＤ６０ 饲喂小鼠肝脏脂质沉积的影响

Ａ． ＴＮＦ－α ｍＲＮＡ 水平； Ｂ． ＩＬ－６ ｍＲＮＡ 水平； Ｃ． ＩＬ－１β ｍＲＮＡ 水平； Ｄ． Ｆ４ ／ ８０ 蛋白表达。

图 ３　 槲皮素对 ＭＲＣＤ６０ 饲喂小鼠肝脏炎症因子表达的影响

·４５· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 １２



２􀆰 ４　 槲皮素对ＭＲＣＤ６０ 饲喂小鼠肝脏抗氧化能力的

影响

　 　 检测小鼠肝脏 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 和 ４－ＨＮＥ 蛋白的的含

量来评估其抗氧化能力。 结果如图 ４ 所示， 与 Ｃｏｎ 组

相比， ＭＲＣＤ６０ 组 ６ 周可显著提高降低肝脏 ＧＳＨ 含

量， 提高 ＭＤＡ 和 ４－ＨＮＥ 含量； 与 ＭＲＣＤ６０ 组相比，
ＱＣＴ２ 组干预可显著提高 ＧＳＨ 含量， 降低 ＭＤＡ 和 ４－
ＨＮＥ 水 平 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）， 表 明 添 加 ＱＣＴ 可 提 高

ＭＲＣＤ６０ 小鼠肝脏抗氧化能力。

Ａ． ＧＳＨ 含量； Ｂ． ＭＤＡ 含量； Ｃ． ４－ＨＮＥ 表达。

图 ４　 槲皮素对 ＭＲＣＤ６０ 饲喂小鼠肝脏抗氧化能力的影响

３　 讨论

研究 ＮＡＦＬＤ 防治措施的基础是要合理选择能稳

定建立 ＮＡＦＬＤ 的动物模型。 目前， ＮＡＦＬＤ 动物模型

构建方法主要有特殊药物诱导法、 营养失调法 （如
高脂饮食和蛋氨酸胆碱缺乏） 和基因干预法等［１２］。
由于过度摄取高脂肪食物是现代人生活方式的重要特

征， 因此高脂饮食法已成为最常用的诱导 ＮＡＦＬＤ 动

物模型的方法［１３］。 但高脂饮食造模方式可通过调节

脂质的含量控制造模速度， 脂质含量过低会延长造模

时间， 脂质含量过高又会导致适口性不好， 动物容易

出现拒食与腹泻， 最终导致造模不理想。 ＭＲＣＤ６０ 造

模纯化饲料结合了 ＭＣＤ 造模快和高脂饲料脂肪造模

符合人类和动物摄食的特征， 其摄入 ３ ～ ４ 周就可引

起单纯脂肪肝， ６ 周可引起非酒精脂肪肝炎和轻微的

纤维化， ８ 周纤维化程度加重。 因此， 本研究应用

ＭＲＣＤ６０ 诱导小鼠 ＮＡＦＬＤ 研究 ＱＣＴ 对 ＮＡＦＬＤ 的改

善效果。
ＱＣＴ 是众多中草药发挥生物学治疗效应的主要

成分， 如柴胡、 桑叶、 赶黄草和银杏等。 目前， 有研

究利用 ＭＣＤ 饲喂建立 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ＮＡＦＬＤ 模型并

利用低剂量 （２０ ｍｇ ／ ｋｇ）、 高剂量 （ ８０ ｍｇ ／ ｋｇ） 的

ＱＣＴ 灌胃 ４ 周后， 发现 ＱＣＴ 能改善 ＮＡＦＬＤ［７］。 有研

究应用高脂饲料喂养建立 ＳＤ 大鼠 ＮＡＦＬＤ 模型并利

用低剂量 （４０ ｍｇ ／ ｋｇ）、 中剂量 （８０ ｍｇ ／ ｋｇ） 和高剂

量 （１６０ ｍｇ ／ ｋｇ） 的 ＱＣＴ 灌胃 ４ 周后发现 ＱＣＴ 能减

轻肝脏脂肪变性， 降低 ＴＮＦ － α、 ＩＬ － ６ 和 ＩＬ － １β
ｍＲＮＡ 水平［１４］。 另有研究应用高脂饲料饲喂 ８ 周建

立 ＳＤ 大鼠 ＮＡＦＬＤ， 并用低剂量 （２５ ｍｇ ／ ｋｇ） 和高剂

量 （５０ ｍｇ ／ ｋｇ） ＱＣＴ 继续饲喂 ８ 周， 发现 ＱＣＴ 可改

善 ＮＡＦＬＤ 大鼠肝脏脂质沉积及病理损伤、 脂代谢异

常和糖耐量受损［１５］。 但上述研究应用模型均为 ＭＣＤ
和高脂饲料模型， 对于 ＱＣＴ 在 ＭＲＣＤ６０ 诱导的

ＮＡＦＬＤ 中的作用未见研究。
本研究应用了低剂量 （ ２５ ｍｇ ／ ｋｇ） 和高剂量

（５０ ｍｇ ／ ｋｇ） 两种浓度观察 ＱＣＴ 对 ＭＲＣＤ６０ 诱导的

ＮＡＦＬＤ 肝脏外观、 肝脏功能、 病理学变化、 脂质沉

积、 炎症和抗氧化功能的影响。 结果显示 ＭＲＣＤ６０
饲喂 ６ 周可使肝脏体积增大， 颜色由红润变为深棕

色， 肝脏重量和肝脏指数增加， ＴＧ 和 ＴＣ 含量增加，
ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 活性增加， 大量脂质堆积， ＴＮＦ－α、 ＩＬ－
６ 和 ＩＬ－１β ｍＲＮＡ 水平上升， ＧＳＨ 含量下降， ＭＤＡ
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和 ４－ＨＮＥ 含量上升。 这与ＭＣＤ 和高脂饲料诱导的脂

肪肝模型相似［７，１５］， 但造模时间比高脂饲料造模时间

短。 ＭＲＣＤ６０ 饲喂 ３ 周后， 添加 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ５０
ｍｇ ／ ｋｇ的 ＱＣＴ 继续饲喂 ＭＲＣＤ６０ ３ 周后， 两种剂量的

ＱＣＴ 均可显著降低肝脏重量， 降低血清 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ
活性， 降低肝脏脂质沉积、 ＴＧ 和 ＴＣ 含量， 降低

ＴＮＦ－α、 ＩＬ－６ 和 ＩＬ－１β ｍＲＮＡ 水平。 然而， 添加 ２５
ｍｇ ／ ｋｇ ＱＣＴ 没有显著改善肝脏指数、 ＧＳＨ 含量、
ＭＤＡ 含量和 ４－ＨＮＥ 含量的变化， 仅 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ ＱＣＴ
对其有显著改善作用。 结果表明本研究中添加 ５０
ｍｇ ／ ｋｇ ＱＣＴ 可显著改善 ＭＲＣＤ６０ 引起的 ＮＡＦＬＤ， 与

ＱＣＴ 在高脂饲料和 ＭＣＤ 诱导的 ＮＡＦＬＤ 中的效果相

似［９， １６］。 不同的是， 本研究中低剂量 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ ＱＣＴ
对 ＭＲＣＤ６０ 升高的肝脏指数和氧化应激没有显著的

改善作用， 可能与本研究中 ＱＣＴ 不是在建模初期给

予， 而是在建模 ３ 周时给予有关。
综上， 本研究发现添加 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ ＱＣＴ 可显著改

善 ＭＲＣＤ６０ 诱导的小鼠肝脏脂质沉积及病理学改变，
抑制 ＭＲＣＤ６０ 诱导的炎症和氧化应激。 本研究结果

为 ＭＲＣＤ６０ 在 ＮＡＦＬＤ 造模中的推广应用及槲皮素防

治 ＮＡＦＬＤ 相关研究提供试验基础和理论依据。
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