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Abstract
AIM: To establish a mouse model of non-
alcoholic steatohepatitis (NASH) by feeding a 
methionine-choline-deficient (MCD) diet and to 
dynamically monitor the pathological features 
of hepatic steatosis and inflammation in these 
mice.

METHODS: Forty mice were randomly divided 
into two groups and fed an MCD diet or a me-
thionine-choline-sufficient (MCS) diet. At weeks 
1 to 5, these mice were sacrificed to take serum 
samples for biochemical measurements and liver 
samples for HE staining and oil red O staining 
to grade the degree of fatty change and inflam-
mation.

RESULTS: Steatosis and inflammation could be 
seen in mice fed an MCD diet for 2-3 wk. Serum 
ALT (U/L), AST (U/L) levels increased signifi-
cantly (133.9 ± 6.3 vs 47.3 ± 1.3; 154.3 ± 24.6 vs 
109.2 ± 50.4, both P < 0.05), whereas TG (mmol/L) 
levels decreased (0.97 ± 0.14 vs 1.45 ± 0.32, P < 
0.01) at week 3 in rats fed an MCD diet than in 
those fed an MCS diet. At wk 5, TG (mmol/L) 
levels in the liver increased significantly in rats 
fed an MCD diet than in controls (1.50 ± 0.22 vs 
0.98 ± 0.16, P < 0.01). Fibrosis could be seen at 
week 5 in mice fed an MCD diet.

CONCLUSION: A mouse model of NASH has 
been created successfully by feeding an MCD 
diet.

Key Words: Methionine-choline-deficient diet; Non-
alcoholic steatohepatitis; Dynamic monitoring; Mice
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摘要
目的: 研究蛋氨酸-胆碱缺乏(MCD)饮食诱导
的非酒精性脂肪性肝炎(NASH)小鼠肝脏脂肪
变性及炎症发生、发展的病理特点. 

方法: 将40只C57/BL6小鼠随机分成2组, 分别
喂养MCD饮食(模型组)和对照蛋氨酸-胆碱充
足(MCS)饮食(空白组), 于造模的第1-5周动态
连续取材, 小鼠血清ALT、AST、TG及肝TG
等生化指标通过全自动生化分析仪进行测定, 

®

■背景资料
非酒精性脂肪性
肝炎(NASH)为目
前常见的肝脏疾
病之一, 其预后不
佳, 可转化为肝纤
维化、肝硬化, 而
导致肝衰甚至死
亡. 目前本病的发
病机制尚未明确, 
现代医学尚无特
效药物治疗. 为了
探究本病发病机
制, 以更好地防治
本病, 大量的动物
研究正在开展中. 

■同行评议者
黄 晓 东 ,  主 任 医
师, 武汉市中心医
院消化内科
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肝脏标本通过油红O、HE染色对脂肪变性及
炎症进行评分. 

结果: MCD饮食喂养2-3 wk后, 肝脏病理切
片可见脂肪变及炎症, 小鼠血清ALT(U/L)、
AST(U/L)明显升高, 与空白组相比有统计学
差异(133.9±6.3 vs  47.3±1.3; 154.3±24.6 vs  
109.2±50.4, 均P <0.05). 在第3周时, 模型组血
清TG(mmol/L)含量较空白组明显降低(0.97±
0.14 vs  1.45±0.32, P <0.01), 而在第5周时, 模
型组肝TG(mmol/L)含量较空白组明显升高
(1.50±0.22 vs  0.98±0.16, P <0.01). 肝脏炎症
坏死以腺泡1区为主为重, 5 wk时肝内纤维化
表现开始出现.

结论: MCD饮食诱导的NASH小鼠模型重复
率高, 造模2-3 wk时模型稳定性最好.

关键词: 蛋氨酸胆碱缺乏饮食; 非酒精性脂肪性肝

炎; 动态连续监测; 小鼠
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0  引言

如今, 非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty 
liver disease, NAFLD)已成为临床常见的肝脏疾

病之一, 其中非酒精性脂肪性肝炎(non-alcoholic 
steatohepatitis, NASH)是非酒精性脂肪肝(non-
alcoholic fatty liver, NAFL)向非酒精性脂肪性肝

硬化转化过程中一个非常重要的环节, 是隐源

性肝硬化的重要原因之一[1]. 研究表明, NASH的

预后不佳, 约50%的NASH患者随访6年后可进

展成肝纤维化, 10%-15%在10-20年内可进展成

肝硬化, 而9%-26%在随访的4-10年内可因终末

期肝病死亡[2-7]. 因此, 研究NASH的防治策略是

目前国内外肝病界的热点之一. NASH的发病机

制至今尚不完全清楚, 需要通过大量的动物实

验开展深入的研究. 然而, 目前国内外的NASH
动物模型杂乱不一, 缺少统一的标准, 在一定程

度上限制了NASH病理机制及治疗药物的深入

研究. 
理论上, 理想的动物模型不仅能再现人类

疾病的病理改变, 且能显示疾病的发生和发展

规律. 目前国内外常用的NASH动物模型主要

包括3类[8,9]: (1)基因敲除或基因突变模型; (2)营
养、药物或毒物诱发模型; (3)复合模型(联合应

用基因模型和营养模型). 其中蛋氨酸-胆碱缺乏

(methionine-choline-deficient, MCD)饮食诱发的

NASH模型是国际上被广泛认可的动物模型, 操
作简便, 成模率高, 成为研究NASH发病机制及

防治药物的主要动物模型. 但已有的MCD饮食

诱导NASH动物模型的研究, 缺少对整个造模过

程动物血清学及病理学改变的动态观察数据. 
为此, 本研究通过动态取材, 监测了MCD饮食饲

喂的NASH小鼠血清生化指标及肝组织病理的

变化规律, 对NASH发生、发展的轮廓做了系统

研究.

1  材料和方法

1.1 材料 MCD配方[10](L -氨基酸175.7 g/kg、蔗

糖441.9 g/kg、玉蜀黍淀粉150.0 g/kg、右旋麦

芽糖50.0 g/kg、纤维素30.0 g/kg、玉米油100.0 
g/kg、碳酸氢钠7.4 g/kg、盐混合物35.0 g/kg、
维生素混合物10.0 g/k g)、蛋氨酸-胆碱充足

(methionine-choline-sufficient, MCS)对照饮食

MCS配方是MCD饮食配方, 加上胆碱2 g/kg、蛋

氨酸3 g/kg. MCD及MCS饲料均由江苏南通特洛

菲饲料有限公司加工制作, 为清洁级饲料, 4 ℃
低温保存[11]. 本实验选用8-12周龄C57/BL6♂小

鼠, 体质量20 g±2 g(北京维通利华实验动物技

术有限公司提供). 实验动物常规饲养于北京中

医药大学清洁级动物房, 12 h光照和黑夜循环, 
温度22 ℃±2 ℃, 湿度50%-60%. ALT、AST、
TG检测试剂购于南京建成生物公司; 油红O及

HE染色相关试剂购自美国Sigma公司; 血清及肝

组织匀浆生化指标的测定采用全自动生化分析

仪(北京华英测试公司提供)
1.2 方法 
1.2.1 分组及处置: 40只小鼠予普通饲料适应性

饲喂1 wk后随机分成2组, 其中空白组20只, 饲喂

MCS饮食; 模型组20只, 饲喂MCD饮食, 自由摄

食、饮水. 每周计量动物体质量1次, 每天观察

动物进食、饮水、行为、活动、精神状态、毛

发及二便等情况; 于造模1、2、3、4及5 wk时分

别随机抽取3只动物, 禁食/水12 h后, 称质量、

麻醉、摘眼球取血; 肝脏称质量后部分液氮冻

存, 部分4%多聚甲醛固定. 
1.2.2 血清及肝组织ALT、AST、TG含量测定: 
小鼠血清ALT、AST、TG采用全自动生化分析

仪进行测定; 精确称取肝组织0.5 g, 采用超声匀

浆机制成匀浆(冰水中进行), 取1%肝匀浆, 离心

后取上清测定肝脏TG含量, 试剂盒及仪器均由

■研发前沿
由于 N A S H 发病
机 制 不 清 ,  且 无
特效的防治药物, 
本病已成为目前
肝病界的研究热
点. 其中, 稳定、
成熟、简便的动
物模型研究更是
成为本病研究的
重点. 但目前仍缺
乏与人类 N A S H
发病机制相识度
高、稳定的高效
动物模型.
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北京华英测试中心提供. 
1.2.3 肝组织病理学检测: 小鼠肝组织冰冻切片, 
行常规油红O染色; 肝组织石蜡切片, 行常规HE
染色. 油红O及HE切片光镜下评估肝脏脂肪变

性和炎症活动情况. NASH的病理诊断标准采

用“亚太地区非酒精性脂肪性肝病诊断与治疗

共识”推荐的美国国立卫生研究院NASH临床

研究网络病理委员会2005年所定指南[12], 根据

其制定的NAFLD活动度积分(NAFLD activity 
score, NAS)进行评估. NAS组织学评分系统对

14项病理改变, 3项指标进行了半定量评估计分: 
肝脂肪变(按发生脂肪变性实质细胞/总细胞数, 
<5%、5%-33%、33%-66%、>66%, 分别计0-3
分)、小叶内炎症(按无病灶、<2、2-4、>4, 分
别计0-3分)、肝细胞气球样变(按无、少量气球

样细胞、较多/显著气球样变, 分别计0-2分), 其
中NAS≥5分者可明确NASH的诊断, NAS<3分
则可排除NASH, 两者之间者为NASH可能. 油红

O及HE切片使用Olympus摄像系统进行观察和

摄片.
统计学处理 计数资料用mean±SD表示, 两

组之间采用重复测量方差分析进行统计分析, 
统计学显著性用双侧检验P <0.05, 统计软件采用

SPSS17.0.

2  结果

2.1  一般情况 各组小鼠均无死亡, 与空白组相

比, 模型组的毛发紊乱、无光泽, 体质量明显减

轻, 活动减弱, 精神萎靡. 各检测点模型组小鼠

的体质量均低于空白组(1 wk: P  = 0.058; 2 wk: P  
= 0.025; 3-5 wk: P = 0.0009), 随着造模时间延长, 
小鼠体质量呈下降趋势; 3 wk和5 wk时, 模型组

小鼠肝指数明显高于空白组(表1).
2.2 血清AST、ALT、TG水平 与空白组相比, 模
型组小鼠的血清ALT、AST均升高(表2, 图1). 随

着造模时间的延长, ALT呈先升高后降低趋势, 
在3 wk时达高峰; 而AST则呈先降低后升高趋

势, 在3 wk时达低谷. 血脂方面, 与空白组相比, 
模型组小鼠血清TG含量降低, 而肝TG含量升高, 
其中1 wk和5 wk时两组间差异显著(均P <0.05, 
表3, 图2).
2.3 肝组织病理学 各检测点空白组小鼠肝脏外

观表现无肿胀增大, 呈深红色, 有光泽, 质软, 边
缘锐利, 密度正常(图3A), 而模型组小鼠肝脏则

逐渐肿胀增大, 色泽由土黄色变为暗黄色, 边缘

■相关报道
钱晓武等运用改
良MCD配方饲喂
大鼠NASH模型 , 
但对于该模型造
模过程的动态监
测研究未见报道.

表  1  MCD饮食诱导小鼠模型的体质量和肝指数

     
时间点

                             空白组                               模型组

体质量(g) 肝指数(%) 体质量(g) 肝指数(%)

第1周 20.27±0.80 4.49±0.04 18.93±0.35 4.09±0.23a

第2周 20.87±0.64 4.63±0.19 17.63±1.46a 4.42±0.30

第3周 27.67±0.51 3.41±0.15 18.27±0.59b 4.06±0.31a

第4周 27.43±1.08 3.32±0.03 17.53±0.15b 3.34±0.19

第5周 29.03±1.33 3.25±0.05 17.67±0.19b 4.11±0.05b

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白组.
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图  1  MCD小鼠的血清生化指标. aP<0.05, bP<0.01 vs  空白组.
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图  2  MCD小鼠血清TG及肝TG含量. aP<0.05, bP<0.01 vs  空白组.
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钝, 时可见黄色脂肪斑, 标本漂浮于中性甲醛液

面上(密度降低)(图3B). 
油红O染色结果显示: 各检测点空白组小鼠

肝组织未见红色脂滴; 而模型组小鼠肝组织于

造模1 wk即可见红色脂滴, 表现为脂滴弥漫浸润

入肝细胞中, 肝小叶内含脂滴细胞数/总细胞数

约为25%-35%; 随着造模时间的延长, 肝小叶内

脂滴逐渐融合成片, 且脂滴细胞所占的比例越

来越大, 2-3 wk时脂滴细胞数所占比例最大约为

60-70%; 4-5 wk时脂滴细胞数所占比例有所减低

约为50-60%(图4). 
HE染色结果显示: 各检测点空白组小鼠肝

组织形态结构均正常; 模型组小鼠肝组织于造

模1 wk时即出现脂肪变, 表现为肝细胞肿胀呈圆

形, 体积较正常明显增加, 胞质内可见脂肪空泡, 
其中汇管区和小叶内可见少量炎性细胞浸润, 
并随着造模时间的延长而加重; 2-3 wk时肝细胞

内充满大量脂肪空泡, 肝细胞呈气球样变, 炎性

细胞浸润明显, 呈灶状分布; 4-5 wk时肝小叶内

脂肪空泡、肝细胞气球样变、炎性细胞灶性浸

润并存, 并逐渐出现肝纤维化表现; 其中肝细胞

损害主要集中在腺泡1区, 炎性细胞以淋巴细胞

为主(图5). 
NAS组织学病理评分结果显示: 模型组小

■创新盘点
本研究重点在动
态监测MCD饮食
饲喂 N A S H 动物
模型造模过程中
血清学及病理学
的变化, 以明确该
模型的稳定性及
本病发生、发展
的基本轮廓.

图  3  肝脏外观. A: 空白组; B: 模型组.

A B

表  2  MCD饮食诱导小鼠模型的血清生化指标 (n  = 3, U/L, mean±SD)

     
造模时间

                         空白组                           模型组

       ALT          AST           ALT          AST

第1周 44.7±16.6   77.1±17.8   74.1±6.2a 170.5±62.2b

第2周 34.7±5.7   81.6±25.4   81.5±1.7b 159.0±1.0b

第3周 47.3±1.3 109.2±50.4 133.9±6.3b 154.3±24.6

第4周 65.6±25.7 161.7±31.3   78.5±42.5 162.6±30.7

第5周 78.9±2.9 181.4±37.5   80.4±7.1 197.9±21.7

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白组.

表  3  MCD饮食诱导小鼠模型的血清及肝TG含量 (n  = 3, mmol/L, mean±SD)

     
造模时间

                            空白组                            模型组

   血清TG     肝TG    血清TG       肝TG

第1周 1.33±0.10 1.16±0.03 1.0±0.02b 1.42±0.02a

第2周 1.41±0.62 1.62±0.17 1.04±0.06 1.66±0.07

第3周 1.45±0.32 1.65±0.06 0.97±0.14 1.69±0.02

第4周 1.27±0.10 1.26±0.19 1.01±0.22 1.25±0.42

第5周 1.09±0.09 0.98±0.16 1.49±0.01b 1.50±0.22b

aP<0.05, bP<0.01 vs  空白组.
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鼠于造模2 wk时NAS评分为6.67±0.58, 表明2 
wk时模型成立(表4).

3  讨论

MCD饮食诱导脂肪性肝炎模型最初由Shino-
zuka提出, 该模型脂肪性肝炎发展速度较快, 3 
wk左右可见明显的脂肪性肝炎病变, 8 wk可见

肝纤维化, 其引起的病理病变与人类的NASH类

似[13]. 其发病机制与蛋氨酸、胆碱缺乏导致线粒

体β-氧化功能障碍和极低密度脂蛋白(very low 
density lipoprotein, VLDL)合成障碍有关[8,14], 贯
穿了NASH疾病发病机制的两次打击学说, 成为

国际公认的、经典的NASH饮食诱导动物模型. 
目前, 国际上对本动物模型的研究较多, 国内也

表  4  MCD小鼠模型病理结果评分 (n  = 3, mean±SD)

     
检测点    脂肪变      炎症 气球样变       总分

1 wk 1.00±0.00 1.40±0.55 1.00±0.00 3.40±0.55

2 wk 2.67±0.58 2.00±0.00 2.00±0.00 6.67±0.58

3 wk 3.00±0.00 2.33±0.58 2.00±0.00 7.33±0.58

4 wk 2.00±0.00 2.33±0.58 2.00±0.00 6.33±0.58

5 wk 2.00±0.00 2.67±0.58 2.00±0.00 6.67±0.58

NAS≥5分者可明确NASH的诊断, NAS<3分则可排除NASH, 两者之间者为NASH可能.

图  4  油红O染色检测小鼠肝组织的病理改变(×100). A-E: 空白组; F-J: 模型组. A, F: 1 wk; B, G: 2 wk; C, H: 3 wk; D, I: 4 

wk; E, J: 5 wk.

A B C D

E F G H

I J

■应用要点
本 文 为 今 后
NASH的发病机
制及防治研究提
供理想稳定的动
物模型及最佳干
预时机.
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逐渐开展中, 如钱晓武等[15]运用改良MCD配方

饲喂大鼠NASH模型, 但对于该模型造模过程的

动态监测研究未见报道. 故本研究以动态监测

该动物模型整个造模过程中小鼠血清学及病理

学的变化为目的, 对MCD饮食饲喂小鼠模型的

可重复性及稳定性进行了探讨. 
蛋氨酸和胆碱是肝细胞卵磷脂生物合成的

必需前体物质, 是VLDL合成和分泌的重要基底

物质, 当蛋氨酸胆碱缺乏时, VLDL的合成和分

泌受损[16,17]. 而VLDL是运输内源性TG出肝细胞

的主要形式, 从而使TG在肝细胞内积聚迅速沉

积, 导致肝细胞脂肪变性. 由于肝细胞的脂肪变

性, 线粒体对游离脂肪酸(free fatty acid, FFA)的
摄入减少了, 促使FFA的β-氧化增加, 导致活性

氧自由基的合成和脂质过氧化反应; 另一方面, 
胆碱蛋氨酸的缺乏, 可导致活性甲基减少, 而活

性甲基是谷胱甘肽等肝内抗氧化物合成的前体

物质, 因而MCD饮食使肝内抗氧化物严重缺乏, 
抗氧化防御屏障受损[18-24]. 脂质过氧化反应以及

抗氧化屏障的损伤, 可激活ROS系统和氧化应

激反应, 从而引起肝细胞的炎症反应和凋亡等, 
促进有毒物质的合成并损伤线粒体和肝细胞[25]. 
其中肝内脂肪的堆积构成了“第一次打击”, 使
得肝脏对其他损伤的敏感性增加[26]. 而氧化应激

和脂质过氧化是脂肪肝到脂肪性肝炎中“二次

打击”的重要病理机制[27]. 
本研究结果显示: MCD饮食喂养的小鼠2 

wk时肝细胞内即可见明显的脂肪浸润及炎症

细胞浸润, 肝脏脂肪变性的评分与MCS饮食喂

养小鼠有显著差异, NAS>5分; 同时血清ALT、
AST升高, TG下降, 而肝内TG含量升高; 且随

着造模时间的延长, 模型组小鼠体质量较空白

组明显下降, 符合MCD饮食饲喂动物模型的特

点[13,23,28,29], 表明本研究NASH模型成立. 本研究

图  5  HE染色检测小鼠肝组织病理改变. A-E: 空白组(×100); F-J: 模型组(×400). A, F: 1 wk; B, G: 2 wk; C, H: 3 wk; D, I: 4 

wk; E, J: 5 wk.

A B C D

E F G H

I J

■同行评价
本 文 结 果 明 确 , 
有系统的理论分
析和有价值的科
学 结 论 ,  能 较 好
地反映我国肝病
学基础研究的先
进水平.
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动态连续监测结果显示: (1)在造模2-3 wk时, 模
型组小鼠血清ALT、AST达到高峰, 但随着造

模时间的延长, 以及纤维化的出现, 血清ALT、
AST呈逐渐下降趋势, 但仍比空白组高; 造模第

2-3 wk时, MCD小鼠血清及病理学等各项指标

均相对比较平稳, 处于模型稳定期, 可作为今后

临床或者基础研究的切入点和干预时机点; (2)
与高脂饮食诱导等其他营养诱导动物模型不同, 
本研究MCD小鼠的血清TG含量低, 而肝TG含

量高, 也是符合本动物模型造模特点. 本模型为

MCD饮食模型, 当蛋氨酸、胆碱缺乏时, VLDL
的合成及分泌减少, 肝内TG转运障碍, 从而引起

肝内TG的堆积, 而血清TG含量减少, 因此, MCD
饮食喂养小鼠血清内TG下降, 而肝内TG含量升

高; (3)HE切片显示, 模型组肝内炎症坏死以肝

脏腺泡1区为主为重, 而中央静脉周围腺泡3区
病变相对轻微, 此结果也与高脂饮食诱导等其

他动物模型以腺泡3区炎症坏死为主的表现不

同[30-32]. 肝内腺泡区的血液供应是从腺泡1区到

3区的, 腺泡1区血供最为丰富, 而腺泡3区的血

供差, 一旦肝细胞发生损伤时, 一般以腺泡3区
损伤为重为先; 而MCD饮食模型主要是由于饮

食中缺少人类必需营养成分-蛋氨酸、胆碱, 当
MCD饲料经小鼠肠系膜吸收, 进入肝细胞后, 首
先到达肝腺泡1区, 此时, 由于缺乏蛋氨酸胆碱, 
肝细胞的营养代谢出现障碍, TG等脂质物质在

肝腺泡1区的细胞内堆积, 从而引起脂肪变性、

炎症坏死等损伤, 故MCD饮食模型肝损伤以腺

泡1区为先为重. 
本研究系统动态连续观察了MCD小鼠病理

及血清学的变化, 从而了解了MCD小鼠模型重

复性、稳定性, 以及NASH疾病发展的基本轮廓, 
为今后临床干预提供理想的切入点及时机, 也
为今后NASH病理机制的深入研究及防治提供

理想稳定的动物模型. 
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32 400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5 500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1 980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊

库(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)


