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四逆散对蛋氨酸-胆碱缺乏饮食诱导的小鼠非酒精性脂肪肝炎的研究 
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摘  要：目的  研究四逆散对蛋氨酸-胆碱缺乏（methionine-choline-deficient，MCD）饮食诱导的小鼠非酒精性脂肪肝炎的

作用及机制。方法  通过 MCD 饮食诱导小鼠非酒精性脂肪肝炎模型，并同时预防性给药普罗布考及四逆散 4 周，HE 染色

观察各组小鼠肝组织病理改变；检测小鼠血清丙氨酸氨基转移酶（ALT）、门冬氨酸氨基转移酶（AST）、三酰甘油（TG）、

含量以及肝脏组织 TG、丙二醛（MDA）含量和超氧化物歧化酶（SOD）活力。结果  四逆散高剂量组小鼠血清 ALT、AST
均有下降，血清中 TG 含量升高，且肝脏 TG 含量降低；病理观察显示四逆散高剂量组小鼠肝细胞内脂肪空泡减少，炎性细

胞浸润减少；同时肝组织 SOD 活力增加，MDA 含量降低。结论  高剂量四逆散对 MCD 饮食诱导的小鼠非酒精性脂肪肝炎

有预防作用，其主要通过调节血清和肝脏 TG 的分布，增加肝组织抗氧化能力，减少体内过氧化物损害来实现。 
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Effect of Sini Powder on non-alcoholic fatty hepatocirrhosis induced by 
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Abstract: Objective  To study the effect of Sini Powder on non-alcoholic fatty hepatocirrhosis (NASH) induced by methionine- 
choline deficit (MCD) diet. Methods  The model mice of NASH were administered with probucol and Sini Powder for 4 weeks. Then 
the pathological changes of liver were observed by HE staining, the contents of ALT, AST, TG, and MDA and the activity of SOD were 
tested and compared among groups. Results  Compared with the model group, the ALT and AST contents in serum were lower, TG 
content in serum was reduced, and TG content in liver was higher in high-dose Sini Powder group. The pathological observation 
showed that the lipo-vacuoles were reduced in hepatocytes, and the infiltration of inflammatory cell was decreased. The activity of 
SOD was increased while the content of MDA was decreased. Conclusion  High-dose Sini Powder can prevent the course of NASH 
induced by MDC diet by adjusting TG distribution in serum and liver, increasing the anti-oxidative capacity of liver, and reducing the 
peroxide damage. 
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非酒精性脂肪性肝病（non-alcoholic fatty liver 
disease，NAFLD）是一种无过量饮酒史，而以肝实

质细胞脂肪贮积和脂肪变性为特征的临床病理综合

征。根据疾病发展的不同阶段主要分为单纯性脂肪

肝（non-alcoholic fatty liver，NAFL）以及由其演变

的脂肪性肝炎（non-alcoholic steatohepatitis，NASH）

和脂肪性肝硬化（non-alcoholic fatty hepatocirrhosis，
NAFH）。NASH 由于炎症、坏死、纤维化对 NAFLD

病程进程和预后产生重要的影响，因此采取药物治

疗 NASH 是必须且关键的。 
中医药由于其多靶点、多途径、少副作用等特

点，在临床上对肝病的治疗疗效得到肯定。四逆散

首见于张仲景的《伤寒论》。据《伤寒论》少阴病篇

318 条记载：“少阴病，四逆，其人或咳，或悸，或

小便不利，或腹中痛，或泄利下重者，四逆散主之。”

普遍认为，四逆散的应用病机是肝气郁结，阳气内 
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郁，不能透达四肢的热厥证。四逆散对肝脏的保护

作用尤为明显。如对肝纤维化、肝损伤、肝硬化、

酒精性肝病、脂肪肝、肝炎都有临床疗效[1-2]。因此

对四逆散的治疗作用的研究需求更加迫切。 
1  材料与方法 
1.1  动物 

C57BL/6 小鼠，雄性，18～20 g，SPF 级，购

于湖南斯莱克景达实验动物有限公司，生产许可证

号为 SCXK（湘）2011-0003。 
1.2  材料 

蛋氨酸-胆碱缺乏（methionine-choline-deficient，
MCD）饲料 [3]和对照饮食蛋氨酸胆碱正常含量

（MCS）饲料（MCD 饮食配方加上胆碱 2 g/kg、蛋

氨酸 3 g/kg）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。四逆散组

成药物（柴胡、白芍、枳实、甘草）配方颗粒，购

自湖南中医药大学附属第一医院；普罗布考片，批

号 292210-039，承德颈复康药业集团有限公司；丙

氨酸氨基转移酶（ALT）、门冬氨酸氨基转移酶

（AST）、三酰甘油（TG）、超氧化物歧化酶（SOD）、

丙二醛（MDA）检测试剂购于南京建成生物公司。 
1.3  方法 
1.3.1  分组及处置  50 只小鼠予普通饲料适应性

饲喂 1 周后随机分成对照组、模型组、普罗布考组

（700 mg/kg）、四逆散高剂量组（7.28 g/kg）及四逆

散低剂量组（3.64 g/kg），每组小鼠 10 只。其中正

常对照组饲喂 MCS 饮食；其余饲喂 MCD 饮食，自

由摄食、饮水。从喂养 MCD 饮食当日起预防性给药，

正常对照组及模型组 ig 配制药物的溶剂，每日一

次，连续 ig 4 周，每周 6 d。处置小鼠前禁食 12 h，
称体质量，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。 
1.3.2  血清及肝组织 ALT、AST、TG 含量测定  小
鼠血清 ALT、AST、TG 根据试剂盒说明进行测定；

用脂质提取液正庚烷-异丙醇（2∶3.5）取 10%肝匀

浆，离心后取上清测定肝脏 TG 含量。 
1.3.3  肝组织病理学检测  肝组织石蜡切片，行常

规 HE 染色。 
1.3.4  肝组织 SOD、MDA 含量  用 PBS 制备 10%
肝匀浆，根据试剂盒说明测定 SOD、MDA 含量。 
1.3.5  统计学处理  计数资料用 ±x s 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，统计软件采用 SPSS16.0。 

2  结果 
2.1  血清 ALT、AST 酶活力 

与对照组比较，模型组小鼠血清 ALT、AST 含

量显著升高，差异有极显著性（P＜0.01）；与模型

组比较，各用药组 ALT、AST 含量均有下降，其中

四逆散高剂量组差异具有显著性（P＜0.05），其余

各组未见差异，见表 1。 

表 1  各组小鼠 ALT 酶和 AST 酶活力比较 ( ± = 10x s , n ) 
Table 1  Comparison on activities of ALT and AST in mice 

in each group ( ± = 10x s , n ) 
组别 剂量/(g·kg−1) ALT/(U·L−1) AST/(U·L−1) 

对照 — 70.41±  5.40 60.52± 6.60 

模型 — 453.70±133.94** 388.40±69.96**

普罗布考 0.7 315.53±101.13 294.09±67.78 

四逆散 7.28 236.61± 88.78# 200.34±33.44# 

 3.64 378.51±122.17 309.32±79.34 

与对照组比较： **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05 
**P < 0.01 vs normal group; #P < 0.05 vs model group 

2.2  血清 TG 和肝脏 TG 含量 
与对照组比较，模型组小鼠血清 TG 含量降低，

而肝脏 TG 含量升高，差异均有显著性（P＜0.01）。
与模型组比较，四逆散高剂量组能增加血清 TG 中

的含量，并降低肝脏 TG 含量，差异具有显著性   
（P＜0.05）。见图 1～2。 
2.3  肝组织 HE 染色 

对照组小鼠肝组织形态结构正常。模型组肝细

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；普罗布考组肝细胞内同

样充满大量脂肪空泡，炎性细胞浸润较模型组减少；

四逆散高剂量组脂肪空泡显著减少，肝组织结构较

正常，炎性细胞浸润模型减少；四逆散低剂量组脂

肪空泡较多，炎性细胞浸润较明显。见图 3。 

 
与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05，##P＜0.01 
*P < 0.05 vs normal group; ##P < 0.01 vs model group 

图 1  各组小鼠血清 TG 含量比较 
Fig. 1  Comparison on TG content in serum of mice in each 

group 
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与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05 
** P < 0.01 vs normal group; #P < 0.05 vs model group 

图 2  各组小鼠肝脏 TG 含量比较 
Fig. 2  Comparison of TG content in liver of mice in each 

group 

2.4  肝组织 SOD、MDA 含量 
与对照组比较，模型组小鼠肝组织 SOD 含量

下降，而 MDA 含量增加，差异具有显著性（P＜
0.05）；与模型组比较，各用药组均能增加 SOD 含

量，降低 MDA 含量，差异均有显著性（P＜0.05）。
见表 3。 
3  讨论 

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，是研究

NASH 发病机制及防治药物的主要动物模型。蛋氨

酸和胆碱是肝细胞卵磷脂生物合成的必需前体物

质，是极低密度脂蛋白（VLDL）合成和分泌的重 
 

     

对照                     模型                    普罗布考              四逆散 7.28 g·kg−1           四逆散 3.64 g·kg−1 

图 3  各组小鼠肝组织 HE 染色病理变化 
Fig. 3  HE staining of liver tissue of mice in each group 

表 3  各组小鼠肝脏 SOD 活力及 MDA 含量比较  
( ± = 10x s , n ) 

Table 3  Comparison on SOD activity and MDA content  
in liver of mice in each group ( ± = 10x s , n ) 

组别 
剂量

/(g·kg−1) 

SOD/ 

(U·mL−1) 

MDA/ 

(nmol·mL−1) 

对照 — 36.01±6.23 0.34±0.11 

模型 — 22.74±7.71* 1.81±0.47*

普罗布考 0.7 35.04±5.66# 0.72±0.18##

四逆散 7.28 37.44±9.87# 1.00±0.56#

 3.64 37.22±6.87# 1.03±0.48#

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05，##P＜0.01 
*P < 0.05 vs normal group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs model group 

要基底物质，当蛋氨酸胆碱缺乏时，VLDL 的合成

和分泌受损。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[4-5]。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，促进有毒物质合成并损伤线粒

体和肝细胞[6]。因此 MCD 饮食诱导的 NASH 动物

模型尤其适合抗氧化应激药物的研究。 
四逆散由柴胡、白芍、枳实和甘草各等分组成，

选药精炼，配伍严谨，后世医家对其进行化裁，创

造出了诸如逍遥散、柴胡疏肝散等方剂，因而被誉

为“疏肝祖方”。方中柴胡疏肝解郁、调畅气机，为

君药；芍药柔肝、养阴、和血，与柴胡配合，助疏

肝解郁之力，为臣药；枳实泻脾气、调运化，佐柴

胡芍药；甘草调和诸药，缓急止痛，为使药。全方

疏肝理脾、透解郁热、和中缓急、散收结合、升中

有降。通过对非酒精性脂肪肝的中医药治疗文献分

析，发现使用频率较高的药物中，柴胡、枳实、白

芍均位列其中[7]。现代医学研究表明四逆散中各组

成药物的主要成分均有抗氧化、保肝等多种药理活
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性[8-10]。因此四逆散极有可能通过抗氧化途径对非

酒精性脂肪肝炎进行治疗的。 
本实验通过 MCD 饮食诱导小鼠非酒精性脂肪

肝炎模型，发现喂养 MCD 饮食 4 周后，小鼠血清

ALT、AST 值升高，TG 显著下降，而肝脏 TG 急剧

增加；肝脏病理切片结果显示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；肝脏组织中 SOD 含量降低以及 MDA
含量增加，说明符合 MCD 饮食诱导的非酒精性脂

肪肝炎模型特征，证明模型成功，并且小鼠的抗氧

化屏障遭到破坏。预防性给药组中发现，各用药组

均能改善小鼠肝功能异常，并能降低肝脏中 TG 含

量，其中以四逆散高剂量组作用最为突出，并且四

逆散还能升高血清中 TG，推测四逆散能促进肝脏

中 TG 向外输出至血液中，从而降低肝脏 TG 含量，

改善脂肪肝症状；同时各用药组既能增加肝脏 SOD
含量，同时降低 MDA 含量，增强小鼠抗氧化能力，

改善体内过氧化物质的损害。 
综上所述，高剂量的四逆散能调节血清和肝脏

TG 的分布，增加肝组织抗氧化能力，减少体内过

氧化物损害，从而达到预防非酒精性脂肪肝炎的效

果。中医复方多靶点、多途径的作用特点要求更进

一步深入研究其具体的分子机制，而本实验正在继

续研究中。 
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