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摘要：为探究绿茶水提物对蛋氨酸和胆碱缺乏(MCD)饮食诱导的非酒精性脂肪肝炎的药效作用及其作用机制，将 40 只 C57BL/6

小鼠随机分为空白组（MCS 组）、MCD 组、绿茶水提物低浓度组（0.15 g/kg）和高浓度组（0.30 g/kg）。小鼠饲喂 MCD 饲料，建立

非酒精性脂肪肝炎模型，造模同时给予绿茶水提物进行干预。8 周后，测定血清的谷丙酸转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）、白介

素 6（IL-6）和肿瘤坏死因子-α（TNF-α）的浓度以及肝组织的甘油三脂（TG）和胆固醇（TC）浓度；油红染色检测肝组织脂肪堆积

情况和 HE 染色对肝组织病理等级评定；Western blot 检测葡萄糖调节蛋白 78（GRP78）和微管相关蛋白轻链 3(LC3)表达水平。结果

发现，与模型组相比，绿茶水提物显著降低小鼠血清 AST、ALT、IL-6 和 TNF-α水平，其最大降幅分别约为 38%、45%、46%、74%，

并且可以降低肝脏 TG、TC 水平以及减少脂肪堆积面积，TG 和 TC 的最大降幅分别约为 44%和 37%，同时改善肝组织的脂肪变性、

炎症反应和细胞气球样变。Western blot 显示，绿茶水提物降低 GRP78 蛋白水平，同时升高 LC3-II 的表达水平。因此，绿茶对 MCD

饮食诱导的非酒精性脂肪肝炎小鼠模型有明显保护作用，其作用机制可能与 GRP78 蛋白和 LC3 蛋白相关。 
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Abstract: To evaluate the effect of green tea extract on the NASH mice -induced by MCD diet and its possible mechanism, forty C57BL/6 

mice were randomly divided into four groups: control group (MCS diet), MCD group (MCD diet), MCD diet supplemented with green tea 

extract (0.15 g/kg/day or 0.30 g/kg/day). After 8-weeks administration, blood and liver were harvested. The levels of serum ALT, AST, IL-6 and 

TNF-α were measured. The levels of hepatic TG and TC were also measured. The oil red stained was used to evaluate the lipid accumulation 

area in liver. Additionally, the liver tissues were stained with hematoxylin-eosin to evaluate the hepatic steatosis, inflammation and the 

ballooning according to the non-alcoholic fatty liver disease activity score. Western blot was used to analyze the protein expression levels of 

GRP78 and LC3. Results showed that, compared to MCD model, administration of green tea extract could significantly decrease the levels of 

serum ALT、AST、IL-6 and TNF-α, with the largest decrease rate of 38%, 45%, 46% and 74%, respectively. In addition, result of oil red O 

staining indicated that the extract also could obviously attenuate the accumulated fat in the liver. The extract could decrease the levels of hepatic 

TG and TC, with the largest decrease rate of 44% and 37%, when compared to MCD group. Result of H&E staining showed that the score of 

steatosis, lobular inflammation, hepatic ballooning was significantly reduced by green tea extract in C57/BL6 mice subjected to MCD diet. The 

expression level of GRP78 was markedly restrained while that of LC3-II was increased by administration of green tea extract. Green tea extract 

has beneficial effects against NASH-induced by MCD diet. The regulations of GRP78 and LC3-II might be involved in the mechanisms of  
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action of green tea extract. 
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非酒精性脂肪肝炎（Non-alcoholic Steatohepatitis，

NASH）被定义为一种无过量饮酒，由长期的激素代

谢紊乱引起的慢性肝损伤，是脂肪性肝病进一步恶化

为肝硬化，甚至肝癌的一个重要阶段。它是一种代谢

型综合征，研究表明，NASH 与 2 型糖尿病、血脂异

常、肥胖及胰岛素抵抗等一系列疾病的发生密切相关
[1~3]。近年来，随着生活水平的不断改善，人们饮食的

高脂化、药物的滥用以及周围环境的恶化等问题造成

它的发病率在不断提高。据统计，非酒精性脂肪性肝

病（Nonalcoholic fatty liver disease，NAFLD）在全世

界范围内的发病率约为 25%，由于肥胖、糖尿病等因

素使得脂肪肝患者发展成为NASH的数量每年都在加

速增长。推测在未来 5 年 NASH 将会成为肝硬化和肝

细胞癌的主要病因，这将严重威胁人类的生命健康[4]。

因此，寻找NASH的有效的疗法已成为目前研究热点。

然而，关于 NASH 的具体发病机理至今尚未明确，但

有研究表明氧化应激是NASH发展过程中的重要因素

之一[5]。目前，临床上使用的主要药物有熊去氧胆酸，

甘草酸制剂等，但这些药物长期使用普遍存在毒副作

用较大，经济负担重等问题，而被证实的有效且无副

作用治疗方法仅有适当的渐进性减肥运动这一项[6]。

因此，研究及开发有效的且能被大众所接受的治疗

NASH 的产品具有现实而重要的意义。 
茶作为一种日常饮品，具有降血脂[7]、抗氧化应

激和抗炎症等多种药理学活性[8]。有研究指出绿茶能

明显抑制 ob/ob 小鼠的脂肪变性[9]。但是关于日常饮

用绿茶是否对 NASH 具有防治作用尚未见文献报道。

因此，实验通过 MCD 饮食诱导建立 NASH 小鼠模型，

给予绿茶水提物（Green tea extract，GTE）干预防治，

探索绿茶对 NASH 的保护作用并且阐明其作用机制，

为开发辅助性治疗 NASH 的功能性食品提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

SPF 级的 C57BL/6 雄性小鼠共 40 只，7~8 周龄，

体重为 22~25 g，购买于广东省医学实验动物中心，

许可证号为[SCXK（粤）2013-0002]。绿茶由贵州省

凤冈县万壶缘锌硒茶业有限公司提供，根据前述的研

究方法提取 GTE[10] 。蛋氨酸 - 胆碱缺乏饲料

（methionine-choline-deficient，MCD）和蛋氨酸-胆碱

充足饲料（methionine-choline-sufficient，MCS）购于

南通特洛菲饲料科技有限公司。AST（产品编号：

C010-2）、ALT（产品编号：C009-2）、TC（产品编号：

A111-1）、TG（产品编号：A110-1）生化试剂盒和 IL-6
酶联免疫试剂盒（产品编号：H007）购买于中国南京

建成生物研究所；TNF-α酶联免疫试剂盒（产品编号：

6165781）购买于美国 BD bioscience 公司；BCA 法蛋

白定量检测试剂盒（产品编号：P0010）和 RIPA 蛋白

裂解液（产品编号：P0013B）购买于中国碧云天生物

科技公司；兔抗鼠 GRP78 单克隆抗体（产品编号：

3177）、兔抗鼠 LC3 单克隆抗体（产品编号：4108）
和的羊抗兔的二抗（产品编号：7074）均购买于美国

CST 公司。 

1.2  仪器与设备 

多功能酶标仪 SpectraMax M5（美国 Molecular 
Devices 公司），TB-718E 型生物组织自动包埋机（中

国泰维科技有限公司）；TK-218 型恒温摊片烤片机（中

国泰维科技有限公司）；RM2255 生物组织自动切片机

（中国上海徐卡显微系统有限公司）；5415R 台式离心

机（德国 Eppendorf 公司）；双色近红外多功能成像仪

Chemstudio（德国 analytikiena 公司）。 

1.3  实验方法 

1.3.1  实验设计 

将 40 只 SPF 级的 C57BL/6 雄性小鼠随机分为

MCS 组，MCD 组，GTE 低浓度组（0.15 g/kg），GTE
高浓度组（0.30 g/kg）。除 MCS 组喂食 MCS 饲料外，

其他实验组均将MCS和MCD饲料按一定比例适应性

喂养一周以后，每天喂食 MCD 饲料建立 NASH 模型。

自造模（完全喂食 MCD 饲料）开始，将绿茶提取物

溶于纯净水后，对 GTE 高、低浓度组每天进行灌胃干

预（0.1 mL/10 g），MCS 组和 MCD 组同步给予纯净

水灌胃。每天测定各组小鼠的摄入量并记录；每周称

量小鼠体重，并且根据各组小鼠体重变化来调整给药

的剂量。 
1.3.2  血清样本的检测 

绿茶干预 8 周后，禁食过夜，麻醉动物后摘除眼

球采血，在 4 ℃预冷的离心机 1000 g 离心 10 min 后，

吸取上清液后测定血清中 ALT 和 AST、IL-6 和 TNF-α
的浓度。 
1.3.3  肝组织的脂肪堆积检测 

取出完整肝脏称重，然后剪取肝脏相同部位大约
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150 mg 放入装有 1.5 mL Buffer 溶液的玻璃匀浆器中，

冰上将肝脏组织充分匀浆，在 4 ℃预冷的离心机 3000 
g 离心 10 min，吸取上清，测定蛋白浓度，使蛋白浓

度均一化后测定肝脏 TG 和 TC 含量。此外，另取一

份相同部位的肝脏，冰冻切片后做油红染色，进一步

确定肝组织的脂肪堆积情况。 
1.3.4  肝组织的脂肪变性，炎症和细胞气球样

变的评价 
将相同部位的肝脏组织置于4%多聚甲醛中固定，

脱水，包埋和切片。HE 染色后根据 NAFLD 活动度积

分指南[11]，在双盲条件下进行病理学评定。 
1.3.5  用 Western blot 方法检测 GRP78 和 LC3
蛋白的表达 

取50 mg肝组织样品用300 μL裂解缓冲液和含有

磷酸酶抑制剂的 3 μL 蛋白酶抑制剂混合匀浆。然后将

匀浆液在 4 ℃以 12000 g 离心 10 min，取上清液，使

蛋白浓度均一化，上清液加入电泳样品缓冲液，在

100 ℃沸水中保持 5 min。然后通过 10% SDS-PAGE
分离含有 50 μg 蛋白质的样品并将蛋白转移至硝酸纤

维素膜。封闭后，分别在兔抗鼠 GRP78 的单克隆抗体

和兔抗鼠的 LC3 单克隆抗体的稀释液（1:1000）4 ℃
孵育过夜。然后，使用羊抗兔的二抗室温孵育 1 h 后，

用新鲜 TBST 缓冲液重复洗膜 3 次，每次 5 min，加

入化学发光试剂后，使用双色近红外多功能成像仪分

析采集图片并用 Image-J 图像分析软件分析条带灰度

值，计算蛋白的相对表达量。 
1.3.6  统计学分析 

应用 GraphPad Prism 5.0 软件进行统计学分析，

作图实验计量数据均以（⎯x±SD）表示，组间的差异

采用单因素方差分析，以 p<0.05 差异有统计学意义。 

2  结果和讨论 

2.1  绿茶提取物对 NASH 小鼠的体重、摄入

量、肝重和肝脏指数的影响 

实验期间，小鼠的体重、摄入量变化如图 1 所示，

实验的 1~8 周，MCS 组的体重由 26.15±0.12 g 升高至

27.04±1.23 g，摄入量保持在 2.74±0.16 g；MCD 组呈

下降趋势，体重和摄入量分别由 26.36±0.61 g 和

2.61±0.23 g 降低至 18.07±0.82 g 和 1.26±0.20 g。GTE
高、低浓度组的体重分别由 26.54±0.54 g 和 26.47±0.41 
g 降低至 16.59±0.58 g 和 16.62±0.23 g，摄入量分别由

2.63±0.21 g 和 2.52±0.21 g 降低至 1.82±0.32 g 和

2.42±0.41 g，从第 3 周开始，GTE 高、低浓度组的每

周平均摄入量均高于 MCD 模型组。 

 

 

 

 
图1 绿茶提取物对NASH小鼠的体重、摄入量、肝湿重和肝脏

指数的影响 

Fig.1 The effects of green tea extract on body weight, food 

intake, liver weight and liver index in NASH mice 

注：a 表示体重；b 表示摄入量；c 表示肝湿重；d 表示肝

脏指数，与 MCS 组比较，#p<0.05；与 MCD 组比较，*p<0.05。 

实验末，小鼠的体重、肝重和肝脏指数见图 1，
MCS 组的体重和肝湿重分别为 27.04±1.23 g 和
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0.98±0.07 g ；MCD 组的各项指标分别降低至

18.07±0.82 g 和 0.55±0.09 g，与 MCS 组相比，MCD
组的体重和肝湿重均显著降低（p<0.05）；以上数据说

明 MCD 饮食诱导的 NASH 小鼠模型会出现体重下

降，食欲不振及肝湿重下降的特征。GTE 高、低浓度

组的体重和肝湿重与 MCD 组相比无显著差异

（p>0.05），说明 GTE 对小鼠不会产生毒性或者其他

不良影响，同时研究发现 GTE 可能具有改善 MCD 饮

食引起的小鼠食欲不振的功能。肝脏指数方面，与

MCS 组相比，MCD 组显著升高（p<0.05）；与 MCD
组相比，GTE 高、低浓度组降低但是结果无显著性差

异（p>0.05），提示 GTE 可能具有使 NASH 小鼠的肝

脏指数恢复正常的作用。 

2.2  绿茶提取物对 NASH 小鼠血清 AST、

ALT、IL-6、TNF-α水平的影响 

 

 

 

 
图2 绿茶提取物对NASH小鼠血清AST、ALT、IL-6、TNF-α水

平的影响 

Fig.2 The effects of green tea extract on levels of serum AST, 

ALT, IL-6 and TNF-α in NASH mice 

注：a 表示 AST；b 表示 ALT；c 表示 IL-6；d 表示 TNF-α，

与 MCS 组比较，#p<0.05；与 MCD 组比较，*p<0.05。 

MCD 饮食由于缺乏蛋氨酸会引起氧化应激而发

生肝损伤[12]。在流行病学的研究中，AST 和 ALT 酶

活力的水平通常作为临床上衡量肝脏功能的重要临床

指标，ALT 的显著升高说明机体出现了严重的肝脏损

伤[13]，AST 则与肝细胞中的线粒体受损相关。氧化应

激的发生会激活炎症反应包括 TNF-α 等炎症因子的

表达[14]。如图 2 显示，MCS 组血清 AST、ALT、IL-6
和TNF-α水平分别为45.01±5.33 U/L、16.23±0.23 U/L、
3.06±1.02 pg/mL 和 31.35±4.23 pg/mL；MCD 组的各项

血清指标分别升高至 178.66±21.32 U/L、126.08±7.86 
U/L、11.90±1.32 pg/mL 和 89.30±18.56 pg/mL，与 MCS
组相比，MCD 组血清 AST、ALT、IL-6 和 TNF-α水
平显著升高（p<0.05），说明 MCD 饮食引起了小鼠严

重的肝损伤和炎症反应，提示 NASH 造模成功。与

MCD 组相比，GTE 高、低浓度处理组，血清 AST、
ALT、IL-6 和 TNF-α水平显著降低（p<0.05），且低浓

度组的各项血清指标分别降低至 110.38±5.32 U/L、
77.75±10.55 U/L、7.41±3.52 pg/mL 和 40.57±4.65 
pg/mL，高浓度组分别降低至 114.61±11.15 U/L、
69.21±6.58 U/L 、 6.41±2.12 pg/mL 和 22.64±2.69 
pg/mL，绿茶水提物使 NASH 小鼠血清 AST、ALT、
IL-6 和 TNF-α水平的最大降幅分别约为 38%、45%、

46%、74%，说明 GTE 具有改善肝损伤和抑制炎症反

应的作用。 

2.3  绿茶提取物对NASH小鼠肝脂质含量的

影响 
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图3 绿茶提取物对NASH小鼠肝脂质含量的影响（400×） 

Fig.3 The effects of green tea extract on the level of liver lipids 

in NASH mice 

注：a~d 表示油红染色；e 表示甘油三脂；f 表示胆固醇，

与 MCS 组比较，#p<0.05；与 MCD 组比较，*p<0.05。 

脂肪堆积和变性是 NASH 模型基本的病理特征。

MCD 饮食由于缺乏蛋氨酸无法合成低密度脂蛋白胆

固醇，三酰甘油转移受阻而导致小鼠脂肪变性。如图

3 显示，MCS 组的肝组织无明显脂滴，TG 和 TC 水

平分别为 0.0042±0.0001 mmol/g 和 0.0059±0.0011 
mmol/g。与 MCS 组相比，MCD 组的肝组织的脂质堆

积的面积显著增多，脂滴明显变大；同时，肝组织 TG
和 TC 水平均显著升高（p<0.05），分别升高至

0.0815±0.0212 mmol/g 和 0.0381±0.0102 mmol/g，提示

MCD 饮食诱导的 NASH 小鼠肝组织出现严重脂肪堆

积和脂肪变性，与临床上 NASH 的病理特性相符。与

MCD 组相比，GTE 高、低浓度组的肝组织的脂质堆

积面积显著减少、脂滴明显变小；肝匀浆的 TG 和 TC
水平都显著降低（p<0.05），GTE 低浓度组的 TG 和

TC 水平分别降低至 0.0463±0.0137 mmol/g 和 0.0271± 
0.0102 mmol/g，GTE 高浓度组分别降低至 0.0441± 
0.0062 mmol/g 和 0.0242±0.0056 mmol/g，绿茶水提物

使 NASH 小鼠肝组织 TG 和 TC 水平的最大降幅分别

约为 44%和 37%，说明 GTE 能显著降低 NASH 小鼠

的肝组织脂肪堆积，改善脂肪变性，并且呈现明显药

效浓度依赖性。 

2.4  绿茶提取物对 NASH 小鼠肝组织的脂肪

变性、炎症反应、细胞气球样变的影响 
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图4 小鼠的肝组织的HE染色以及组织结构和形态学变化等级

评定（400×） 

Fig.4 Histopathological evaluation of liver tissue in NASH mice 

by HE staining method 

注：a~d 表示 HE 染色；e 表示脂肪变性；f 表示炎症程度；

g 表示气球样变程度；h 表示肝组织综合得分，与 MCS 组比较，

#p<0.05；与 MCD 组比较，*p<0.05。 

HE 染色结果显示，MCS 组小鼠的肝细胞结构清

晰、完整并且以中央静脉为中心呈索性排列。MCD
组小鼠肝细胞基本结构被破坏，呈现明显肿胀状态，

出现严重的脂肪变性，胞质挤满空泡，以浸润为主的

坏死性炎症，胞核呈现固缩，深染，聚集的状态，表

明 NASH 小鼠造模成功。与 MCD 组相比，GTE 高、

低浓度组的肝细胞结构和形态都有明显的改善作用，

细胞呈现以中央静脉为中心有序排列状态，脂肪变性

的空泡和坏死性炎症明显减少，并且呈现明显药效浓

度依赖性。同时，针对肝组织的脂肪变性、炎症反应、

细胞气球样变的病理学评定得分和综合得分的结果显

示，MCS 组得分分别是 0.40±0.21、0.00、0.00 和

0.40±0.21；MCD 组得分分别 2.50±0.19、2.75±0.15、
2.75±0.15 和 6.38±0.30，相比 MCS 组，MCD 组的肝

组织的脂肪变性、炎症以及细胞气球样变以及最终的

评定得分都显著升高（p<0.05）。GTE 低浓度组得分

分别为 2.16±0.25、1.33±0.15、1.33±0.15 和 4.83±0.88，
GTE 高浓度组得分分别为 1.17±0.25、1.17±0.17、
1.17±0.15 和 3.17±0.51，相比 MCD 组，GTE 高、低

浓度组的肝组织的脂肪变性、炎症以及细胞气球样变

以及最终的评定得分都显著降低（p<0.05），进一步说

明了绿茶具有显著抑制脂肪变性和炎症反应，改善细

胞气球样变的作用，提示饮用绿茶对 NASH 有明显保

护作用。 

2.5  绿茶水提物对 NASH 小鼠肝脏 GRP78 和

LC3蛋白水平表达的影响 

 

 

 
图5 绿茶水提物对NASH小鼠GRP78和 LC3蛋白表达的影响 

Fig.5 The effects of green tea extract on protein expression 

levels of GRP78 and LC3 in NASH mice 

注：b 表示 LC3；c 表示 GRP78，与 MCS 组比较，#p<0.05；

与 MCD 组比较，*p<0.05。 

肝细胞在损伤的状态下会激活自噬机制来避免细

胞的过度死亡。LC3 是自噬通路中的关键标志物[15]。

在自噬体的形成过程中，LC3-I 在自噬基因的作用下

与磷脂酰乙醇胺偶联，将无活性的 LC3-I 转化为脂质

化活性形式 LC3-II，活化后的 LC3-II 具有促进损伤细
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胞自噬的功能。研究发现绿茶提取物组小鼠肝脏的

LC3-II 与 LC3-I 蛋白含量比例与 MCD 组比较显著升

高（p<0.05），说明绿茶可能通过激活细胞自噬机制来

改善肝损伤及脂肪变性。有研究者提出通过药物激活

自噬通路来减轻脂肪肝损伤和脂肪变性的观点[16]。也

有研究表明在高脂饮食诱导的脂肪肝模型中也证实绿

茶的主要成分EGCG具有刺激自噬通路来改善脂肪变

性的作用[17]。 
越来越多的研究发现内质网应激在NASH的发病

过程中发挥着重要的作用[18,19]。其中，GRP78 是内质

网应激中最重要的靶标蛋白之一，其通过与错误折叠

的蛋白质组合起作用以阻止它们形成聚集体并有助于

适当的重折叠。当内质网处于应激状态时，其膜上的

GRP78 蛋白高度表达，协助细胞恢复稳态，维持机体

的正常运行。研究发现 MCD 组小鼠的 GRP78 水平显

著高于正常组（p<0.05），提示 MCD 饮食会触发内质

网应激，这与学者 Michael W. Greene 等之前的研究结

果一致[20]。更值得关注的是与 MCD 组相比，GTE 处

理组的 GRP78 蛋白表达水平显著降低（p<0.05），提

示绿茶具有改善内质网应激作用。相关研究表明，内

质网应激最终会诱导肝细胞发生脂肪变性[21]。因此，

基于 GRP78 蛋白结果，绿茶减少 NASH 小鼠的脂肪

堆积，抑制脂肪变性和炎症反应的作用机制可能与改

善内质网应激有关。 

3  结论 

研究发现饮用绿茶对 MCD 饮食诱导的 NASH 小

鼠呈现明显保护作用，其作用机制可能与 GRP78 蛋白

和 LC3 蛋白的调控有关，其具体的作用机制还需进一

步研究。本研究将为绿茶作为一种有效低毒可用于

NASH 防治的功能性食品提供有效科学依据。 
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