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C57BL / 6 小鼠非酒精性脂肪肝模型的建立研究

江摇 云,高月求,朱明清,李摇 曼,张摇 鑫

[摘要]目的:利用 D12492 高脂饲料建立小鼠非酒精性脂肪肝(NAFLD)模型,为 NAFLD 的研究提供参考依据。 方法:选用健

康雄性 C57BL / 6 小鼠 40 只,随机分组,正常组 20 只采用普通饲料喂养,模型组 20 只采用高脂饲料喂养,建立 NAFLD 模型。
分别在第 4 周、第 8 周、第 12 周、第 16 周进行体质量、肝质量、肝组织匀浆检测,观察血清丙氨酸氨基转移酶、总胆固醇、低密

度脂蛋白及肝脏三酰甘油等指标变化,并进行肝脏病理学检查。 结果:模型组小鼠体质量从第 4 周开始高于正常组小鼠(P <
0. 05 ~ P < 0. 01),而肝脏质量从第 8 周开始高于正常组小鼠(P < 0. 05);与正常组小鼠比较,从第 8 周模型组小鼠丙氨酸氨基

转移酶增高(P < 0. 05 ~ P < 0. 01);各时间点模型组血清总胆固醇、低密度脂蛋白均高于正常组(P < 0. 05 ~ P < 0. 01);从第 12
周模型组小鼠肝组织三酰甘油含量升高(P < 0. 05 和 P < 0. 01)。 肝组织 HE 染色示:从第 12 周模型组小鼠肝组织见脂肪变,
并散布全肝,肝细胞肿胀,细胞质易见脂肪空泡,肝细胞有炎性改变;至第 16 周模型组小鼠肝脏脂肪变性较前严重,且出现大

量炎细胞的浸润。 结论:通过高脂饮食诱导的非 NAFLD 小鼠模型是理想的动物模型,方法简单,重复性强,可为 NAFLD 的机

制研究及药物治疗提供稳定的动物模型。
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Establishment of the nonalcoholic fatty liver disease model in C57BL / 6 mice
JIANG Yun,GAO Yue鄄qiu,ZHU Ming鄄qing,LI Man,ZHANG Xin

(Department of Hepatology,Shuguang Hospital Affiliated to Shanghai University of Traditional Chinese Medicine,Shanghai 201203,China)

[Abstract] Objective:To establish the nonalcoholic fatty liver disease(NAFLD) model in C57BL / 6 mice using D12492 high鄄fat feed,
and provide the basis in studying the NAFLD. Methods:Forty healthy male C57BL / 6 mice were randomly divided into the control group
and model group (20 mice each group). The control group and model group were fed with the normal feed and high鄄fat feed,
respectively. After 4,8,12 and 16 weeks of feed,the body weight,liver weight and liver tissue homogenate were observed,the serum
levels of ALT,total cholesterol,low鄄density lipoprotein and liver triglyceride were detected,and the liver pathology examination was
implemented. Results:The body weight after 4 weeks of feed and liver weight after 8 weeks of feed in model group were higher than
those in control group,respectively(P < 0. 05 to P < 0. 01). Compared with the control group,the serum ALT level in model group after
8 weeks of feed increased(P < 0. 05 to P < 0. 01). The levels of serum total cholesterol and low鄄density lipoprotein in model group at
each time鄄point were higher than those in control group(P < 0. 05 to P < 0. 01). Compared with the control group, the content of
triglyceride in model group after 12 weeks of feed increased(P < 0. 05 and P < 0. 01). The liver tissue staining showed that the liver
tissue steatosis,liver cells swelling,fat cavitation in cytoplasm and liver cells inflammatory change were identified in model group

摇 摇 摇 after 12鄄week of feed,and the liver cells inflammatory change
aggravated and a large number of inflammatory cells infiltrated
in model group after 16鄄week of feed. Conclusions: The
NAFLD model induced by high fat鄄diet is an ideal animal
model, which is easy to establish and repeatable, and can
provide stable animal model for the study of mechanism and
clinical treatment of NAFLD.
[Key words] non鄄alcoholic fatty liver disease;C57BL / 6
摇 摇 摇 摇 摇 摇 mouse;high鄄fat diet;animal model

摇 摇 非 酒 精 性 脂 肪 肝 ( nonalcoholic fatty liver
disease,NAFLD)是指除外长期大量饮酒和其他损伤

肝脏因素所引起的以肝脏脂肪沉积为主要表现的临

床综合征[1],病人肝脏脂肪代谢功能出现明显障

碍,导致大量脂肪类物质蓄积于肝细胞,肝细胞发生

脂肪变,从单纯性脂肪变性发展为脂肪性肝炎
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(nonalcoholic steatohepatitis,NASH),最终发展为肝

纤维化、肝硬化和终末期肝病,甚至肝癌[2 - 4]。 虽然

在中国 NAFLD 流行性较低,但是在过去的 20 年

NAFLD 的发病率也增加了一倍[5]。
NAFLD 的发病机制目前并不清楚,由单纯性脂

肪肝发展为 NASH 的过程亦不清晰[6]。 此外,在诊

断和治疗这些疾病上也存在很大的问题[7]。 因此,
通过建立脂肪肝的动物模型研究该病的发病机制来

解决这些问题势在必行。 NAFLD 作为一种代谢性

疾病,与肥胖、2 型糖尿病、高血压和胰岛素抵抗密

切相关[8]。 高脂饮食、不积极的生活方式、肠道微

生物和基因背景都是 NAFLD 发病过程中的危险因

素[9]。 本文主要目的是建立与人类 NAFLD 相匹配

的动物模型,包括代谢、组织学和基因特点等。 采用

Reacher Diets:D12492 饲料分别喂养 C57BL / 6 小鼠

4 周、8 周、12 周、16 周来观察小鼠各个时期的变化,
确立 C57BL / 6 小鼠 NAFLD 造模最合适的时间。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物 摇 选择 40 只健康雄性 C57BL / 6 小

鼠,体质量 19 ~ 23 g,均购于上海必凯实验动物有限

责任公司,实验动物许可证号:合格证号 SCXK(沪)
2008鄄0016,饲养于上海中医药大学实验动物中心,5
只 /盒分配于 SPF 级屏障系统中,温度(22 依 2) 益,
湿度 50% ~60% ,12 h 循环照明,小鼠自由摄取食、
水。 实验动物中心使用许可证号:SYXK(沪)2009鄄
0069。
1. 2摇 仪器与试剂摇 采用贝克曼库尔特商贸(中国)
有限公司生产的全自动生化分析仪检测丙氨酸氨基

转移酶 ( alanine aminotransferase, ALT)、三酰甘油

(triglyceride,TG)、总胆固醇( total cholesterol,TC)、
低密度脂蛋白(LDL)等生化指标。 试剂盒与质控品

均为配套原装试剂,试剂厂家和批号分别为:ALT 试

剂盒 ( 贝 克 曼 库 尔 特 生 化 分 析 系 统, 批 号:
20120423),TG 试剂盒(上海执诚生物科技有限公

司,批号:20130221),TC 试剂盒(日本世诺临床诊断

制品株式会社,批号:20080707),LDL鄄C 试剂盒(和
光纯药工业株式会社, 批号: 20140320 )。 仪器

CQX25鄄12 超声波清洗器 (上海必能超声有限公

司), RM2035 轮转 切 片 机 ( 德 国 Leica 公 司 ),
HI1220 烤片机(德国 Leica 公司),HI1210 恒温水浴

(德国 Leica 公司),隔水式电热恒温培养箱(上海市

跃进农场医疗器械厂),LG100B 理化干燥箱(上海

实验仪器总厂), ASP300 自动脱水机 ( LEICA),
EG1160 石蜡包埋机(LEICA)。

1. 3摇 方法摇
1. 3. 1摇 动物模型制备摇 采用高脂饮食诱导 NAFLD
模型,造模用饲料货号为 D12492(60kcal% Fat),购
自 Research Diets 有限公司,批号:17010802,分别造

模 4 周、8 周、12 周、16 周。
1. 3. 2摇 动物分组摇 C57BL / 6 小鼠 40 只,适应性喂

养 1 周后,按随机数字表法随机分为正常组、模型组,
每组 20 只。 每周称质量,并在 4 周、8 周、12 周、16 周

4 个时间点分别处死正常组及模型组小鼠各 5 只。
1. 3. 3摇 标本采集及处理摇 在各个时间点实验结束

后,称取小鼠体质量,用 1%戊巴比妥钠腹腔注射麻

醉,仰卧位置于动物实验台上,固定四肢,脱毛后暴

漏胸腹部,采用心脏穿刺采血方法。 4 益 静置 2 h
后,3 000 r / m in,离心 15 min,吸取血清,分装在

1. 5 mL离心管内, - 70 益 低温保存。 取出小鼠肝

脏,0. 9% 氯化钠注射液冲洗,滤纸吸干后称质量。
在肝右叶同一位置切取 1 块 0. 5 cm 伊 0. 5 cm 伊
0. 3 cm肝组织,其中一块置入 10% 甲醛缓冲液中固

定,24 h 后逐级乙醇脱水,二甲苯透明,60 益石蜡包

埋,用于 HE 染色。 其余肝组织分装于 1. 5 mL 离心

管中, - 70 益低温保存。
1. 4摇 观察指标 摇 (1)一般状况观察。 造模结束后

处死小鼠,称量各组小鼠体质量和肝质量。 (2)测

定血清 ALT、TC、LDL 水平。 (3)肝组织 TG 含量测

定。 称取一块 100 mg 的肝组织,置于 900 滋L 无水

乙醇中,然后冰浴下制成 10% 的组织匀浆。 匀浆离

心 10 000 r / min,10 秒 /次,3 次,4 益静置过夜。 然

后 4 益离心,3 000 r / min,15 min,取上清液分装于

1. 5 mL 离心管中用于肝组织 TG 含量测定。 (4)肝
脏 HE 染色。 在显微镜下观察肝组织脂肪变性程

度,并进行分级和评分[10](见表 1)。

表 1摇 显微镜下肝组织病理变化分级及评分标准

分级 含脂滴细胞数 / 总细胞数比值 评分

- 0 0

+ < 1 / 3 1

+ + 1 / 3 ~ 2 / 3 2

+ + + 2 / 3 ~ 1 3

+ + + + 抑1 4

1. 5摇 统计学方法摇 采用 t (或 t忆)检验。

2摇 结果

2. 1摇 2 组小鼠一般情况、体质量及肝质量的变化摇
实验过程中各组小鼠均状态良好,食欲旺盛。 正常
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组小鼠性情较为温顺,皮毛光滑,活动正常。 模型组

小鼠体质量增长迅速,且性情较为温顺,不喜动。 至

第 4 周、第 8 周、第 12 周和第 16 周时模型组小鼠的

体质量与正常组比较均升高(P < 0. 05 ~ P < 0. 01);
而肝质量至第 12 周和第 16 周时与正常组比较均升

高(P < 0. 05)(见表 2)。

表 2摇 2 组小鼠体质量及肝质量变化的比较(x 依 s;g)

分组 n 4 周 8 周 12 周 16 周

体质量

摇 正常组 5 24. 70 依 1. 56 29. 40 依 1. 07 32. 00 依 2. 05 31. 40 依 1. 13

摇 模型组 5 27. 50 依 1. 67 43. 40 依 3. 47 45. 60 依 3. 19 44. 30 依 2. 82

摇 摇 t — 2. 74 8. 62* 8. 02 9. 49

摇 摇 P — <0. 05 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 01
肝质量

摇 正常组 5 1. 32 依 0. 33 1. 47 依 0. 09 1. 47 依 0. 14 1. 41 依 0. 10

摇 模型组 5 1. 18 依 0. 08 1. 98 依 0. 47 2. 12 依 0. 45 2. 25 依 0. 61

摇 摇 t忆 — 0. 92 2. 38 3. 08 3. 04

摇 摇 P — >0. 05 > 0. 05 < 0. 05 < 0. 05

摇 摇 *示 t忆值

2. 2摇 2 组小鼠血清 ALT、TC 及 LDL 水平的变化 摇
与正常组比较,第 8 周、第 12 周和第 16 周时模型组

小鼠血清 ALT 均明显升高(P < 0. 05 ~ P < 0. 01);
与正常组比较,第 4 周、第 8 周、第 12 周和第 16 周

时模型组小鼠血清 TC 和 LDL 水平均升高 (P <
0. 05 ~ P < 0. 01)(见表 3)。

表 3摇 2 组小鼠血清 ALT、TC 及 LDL 变化的比较(x 依 s)

分组 n 4 周 8 周 12 周 16 周

ALT / (滋 / L)
摇 正常组 5 42. 40 依 23. 62 34. 20 依 5. 54 35. 60 依 4. 39 39. 70 依 7. 88

摇 模型组 5 44. 80 依 6. 64 72. 20 依 25. 70 67. 40 依 26. 23 87. 50 依 28. 12

摇 摇 t忆 — 0. 22 3. 23 3. 51 3. 66

摇 摇 P — >0. 05 < 0. 05 < 0. 01 0. 05
TC / (mmol / L)
摇 正常组 5 3. 07 依 0. 22 3. 58 依 0. 11 3. 30 依 0. 24 3. 66 依 0. 09

摇 模型组 5 4. 37 依 0. 13 5. 40 依 0. 53 6. 28 依 0. 52 6. 94 依 0. 64

摇 摇 t — 11. 37 7. 52* 11. 64 11. 35*

摇 摇 P — <0. 01 < 0. 01 0. 01 0. 01

LDL / (mmol / L)

摇 正常组 5 0. 20 依 0. 03 0. 22 依 0. 02 0. 17 依 0. 03 0. 13 依 0. 01

摇 模型组 5 0. 29 依 0. 02 0. 46 依 8. 13 0. 61 依 0. 05 0. 36 依 0. 09

摇 摇 t — 5. 58 4. 08* 16. 87 5. 68

摇 摇 P — <0. 01 < 0. 05 < 0. 01 < 0. 01

摇 摇 *示 t忆值

2. 3摇 2 组小鼠肝组织 TG 含量的变化摇 与正常组比

较,第 12 周、第 16 周模型组小鼠肝组织 TG 含量均

升高(P < 0. 05 ~ P < 0. 01)(见表 4)。

表 4摇 2 组小鼠肝组织 TG 变化的比较(x 依 s;mg / gprot)

分组 n 4 周 8 周 12 周 16 周

正常组 5 0. 18 依 0. 03 0. 48 依 0. 14 0. 80 依 0. 18 0. 84 依 0. 18
模型组 5 0. 34 依 0. 11 0. 55 依 0. 03 1. 37 依 0. 81 2. 79 依 0. 48

t忆 — 2. 14 1. 09 3. 54 8. 51
P — >0. 05 > 0. 05 < 0. 05 < 0. 01

2. 4 摇 2 组小鼠肝脏大体观察及肝组织病理观察摇
正常组肝表面颜色普遍黯红,色泽鲜亮,边缘锐利,
无油腻感;模型组肝脏随时间推移,表面颜色发黄,
肝脏体积逐渐增大,包膜紧张,切面有油腻感;至 12
周时肝脏表面颜色较前有很大变化,颜色发黄,体积

增大;至 16 周时,体积增大较前明显(见图 1)。 HE
染色显微镜下可见正常组小鼠肝组织结构完整清

晰、肝小叶结构正常,肝细胞排列成肝索,在中央静

脉周围呈放射状分布,细胞中央有大而圆的核,细胞

质均匀,无脂滴;与正常组相比,第 12 周模型组小鼠

肝脏脂肪变性明显,肝细胞肿大变圆,细胞质疏,内
含大的脂肪滴,部分细胞可见细胞核挤向细胞膜,呈
以大泡性为主的脂肪变性,并可见淋巴细胞浸润,肝
脏轻度脂肪肝占 100% ;至第 16 周模型组小鼠肝脏

脂肪变性较前严重,出现明显大泡状变性且可见明

显炎性细胞浸润,大部分为中重度脂肪肝(见图 2)。

3摇 讨论

摇 摇 目前建立 NAFLD 模型包括转基因动物、化学诱

导、病毒诱导及高脂饮食诱导等方式[11]。 而理想的

动物模型应具备以下条件:与人类疾病特征相似;病
变有一定的发展过程,与人类疾病发病过程相近;形
成率高,病死率低,重复性好;造模方法简便易

行[12]。 因此只有高脂饮食诱导的方式与人类

NAFLD 发病过程相似,成功率高、死亡率低,方法简

单易行,容易重复[13]。 对于不同种属、不同系别的

动物采用不同的组分饲料喂养不同的时间形成脂肪

肝动物模型在国内外已有很多报道,但是很多饲料

都是研究者自己的配方, 配方也是多种多样。
Research Diets 公司的 D12492 饲料有明确的配方,
且在研究脂肪肝、肥胖及炎症小鼠模型中已经得到

了广泛使用。 本文就是为了确定 C57BL / 6 小鼠喂

养 D12492 饲料产生脂肪肝所需时间。 结果表明高

脂饲料喂养至第 12 周时肝组织出现明显的脂肪变

性,血清 ALT、TC 及 LDL 升高,肝组织 TG 水平升

高,成功建立了脂肪肝动物模型,为后期脂肪肝的实
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验研究打下坚实的基础。
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