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茵陈提取物对肉鸡脂肪肝出血综合征发生率茵陈提取物对肉鸡脂肪肝出血综合征发生率
及及PPAR-PPAR-γγ、、NF-NF-κκBB mRNAmRNA表达的影响表达的影响
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摘 要：目前中草药防控肉鸡脂肪肝出血综合征（FLHS）缺乏确切理论依据，为了深入探

讨茵陈提取物对FLHS的相应作用机制，研究不同剂量茵陈提取物对肉鸡PPARγ、NF-κB表达

和相关血清细胞因子的影响。100只7日龄AA肉雏鸡随机分为5组：对照组、FLHS模型组及

茵陈提取物低、中、高剂量组。采用索氏化学抽提法测定肝脂率、腹脂重/活重和肝脏出血指

数，HE染色法观察肉鸡肝组织细胞，并统计FLHS发病率；ELISA试剂盒测定肉鸡血清TNF-α、

IL-6血清含量，qRT-PCR方法检测肉鸡脂肪PPARγ、肝脏NF-κB mRNA相对表达量。结果显

示：茵陈提取物可使肉鸡肝脂率、腹脂重/活重、肝脏出血指数显著下降（P<0.05或P<0.01），变

性、出血肝细胞区域和数量显著减少，鸡血清TNF-α、IL-6含量以及NF-κB mRNA和PPARγ

mRNA表达水平显著下降（P<0.05或P<0.01）。研究表明，茵陈提取物可能通过抑制NF-κB/
TNF-α反馈通路和PPAR-γ mRNA表达，显著抑制TNF-α、IL-6等细胞因子含量，达到降低肝

细胞脂肪变性，减少腹脂沉积及FLHS发病率的效果。
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Effect of Artemisia capillaris Extract on Fatty Liver Hemorrhagic Syndrome
Incidence and PPARγ, NF-κB mRNA Expression of Broilers

LIU Chunling, WANG Peng, XU Tong, LI Kai*, MA Xuping, MA Liqin
（College of Animal Science and Technology, Hebei North University, Zhangjiakou, Hebei 075000）

Abstract：The prevention and control of fatty liver hemorrhagic syndrome (FLHS) in broilers by Chinese herbal
medicine lacks a definite theoretical basis. In order to further explore the mechanism of Artemisia capillaris extract on
FLHS in broilers, the effect of different doses of Artemisia capillaris extract on the expression of PPARγ, NF-κB

genes and related serum cytokines in broilers were observed. One hundred 7-day-age AA broilers were randomly divided
into control group, FLHS model group, Artemisia capillaris extract low, medium and high dose group. The liver fat rate,
abdominal fat weight to body weight ratio and hepatic hemorrhage index were measured by Soxhlet chemical extraction.
The liver cells of broilers were observed by HE staining. FLHS incidence was calculated, serum TNF-α and IL-6
were detected by ELISA kit, and the relative expression levels of PPARγ in adipose tissue and NF-κB mRNA in broiler
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鸡脂肪酸合成的主要场所是肝脏，肉鸡品种

人工选择导致肉鸡生长过快，极易暴发鸡脂肪肝

出血综合征（Fatty liver hemorrhagic syndrome，
FLHS）［1］。FLHS肉鸡肝脏内游离脂肪酸过多，容

易氧化产生自由基，破坏细胞膜结构，导致肝细胞

氧化造成肝损伤，腹脂沉积，死亡率提高，严重危

害肉鸡养殖业发展［2~5］。肉鸡腹脂部位为过氧化

物酶体增殖物激活受体 γ（Peroxisome prolifera⁃
tors-activated receptors γ，PPARγ）mRNA高表达

的场所，PPARγ是脂肪细胞分化的主要调节物，

可通过调节 NF-κB 通路，诱导血清中 IL-6 和

TNF-α水平，影响炎症过程和脂质运输［6，7］。

茵陈为菊科植物茵陈蒿（Artemisia capillaris）

的干燥地上部分，具有利胆、保肝等作用。研究发

现茵陈提取物中主要活性成分可有效保护肝细胞

膜，维护正常肝细胞，改善肝脏微循环，促进肝细

胞再生，可降低总胆固醇（TC）、高脂血症（TG）、低
密度脂蛋白-胆固醇（LDL-C）、鸡肿瘤坏死因子

（TNF-α）及肝内 TG［8~10］。目前防治肉鸡 FLHS缺

乏确切有效的防治药物，多采用限饲或调整饲料

配方等降低饲料能量的方法来降低发病率，或采

用中草药方剂疏肝利胆降脂抑脂，但关于中草药

方剂治疗缺乏相关理论依据［11，12］。本研究采用高

脂饲料+雌激素注射诱发AA肉鸡FLHS，通过测定

雏鸡脂肪组织PPARγ、肝脏NF-κB mRNA表达量

和血清促炎细胞因子TNF-α、IL-6含量变化来研

究不同剂量茵陈提取物对其影响，以期为兽医临

床肉鸡FLHS的药物治疗提供理论参考。

1 材料与方法
1.1 材料

1.1.1 试验动物

100只 1日龄AA肉雏鸡（雌雄各半），由河北

北方学院实验动物中心提供。

1.1.2 雌激素及主要试剂

兽用苯甲酸雌二醇注射液（兽药字（2016）

163232511，2 mL/支，每毫升内含 4 mg），购自上

海华联制药有限公司；苏木素伊红染色试剂盒购

自上海碧云天生物科技有限公司；动物组织总

RNA提取试剂盒、反转录试剂盒、GoldView核酸

染料Ⅰ，均购自北京庄盟国际生物有限公司；

TNF-α、IL-6 ELISA检测试剂盒，购自北京索莱

宝科技有限公司。

1.1.3 茵陈提取物的制备

根据吴军等［13］方法提取茵陈提取物：新鲜茵

陈2 000 g（购自安国药材市场），去除干叶和杂质，

自来水洗净后风干，粉碎备用，加水 10 L，加热浓

缩浸提，浸提3次，合并滤液，电磁炉浓缩，再置于

真空干燥箱中干燥，得浸膏，按100%浓度称重，计

算提取比例。按照茵陈提取物∶超纯水=1 g∶10 mL
比例溶解，灌封于无菌玻璃瓶中，蒸气灭菌30 min。
1.2 试验动物分组及处理

1日龄AA肉雏鸡采用基础日粮饲喂7 d，7日龄

随机分为5组，每组20只。其中，对照组饲喂基础

日粮；FLHS模型组饲喂肉雏鸡高脂日粮（15%牛

油+85%基础日粮），肌肉注射苯甲酸雌二醇注射

液 1.0 mL/kg（1次/d）［14］；茵陈提取物低、中、高剂

量组，均饲喂肉雏鸡高脂日粮，分别肌内注射苯

甲酸雌二醇注射液 1.0 mL/kg（1次/d）+100 mg/kg
茵陈提取物灌胃（1次/d）、苯甲酸雌二醇注射液

1.0 mL/kg（1 次/d）+200 mg/kg 茵陈提取物灌胃

（1次/d）、苯甲酸雌二醇注射液1.0 mL/kg（1次/d）+
400 mg/kg茵陈提取物灌胃（1次/d）［13，14］。试验鸡

分笼饲养，自由采食和饮水，试验持续28 d。基础

日粮组成及营养水平见表1。
试验第28天，禁食12 h后，每组随机选取5只

肉雏鸡，采用无抗凝剂真空采血管翅静脉采血

3~4 mL，离心分离血清，分装，置于-20 ℃冰箱保

存。剖开腹腔，取肝脏、腹部脂肪同一部位组织，

用于肝脂率、腹脂重/活重和肝脏出血指数测定及常

规肝脏组织病理切片的制作和qRT-PCR检测。

liver were detected by qRT-PCR. The results showed that the liver fat rate, abdominal fat weight to live weight ratio,
hepatic hemorrhage index, the area and number of degeneration, number of hemorrhagic hepatocytes, serum concentrations
of TNF-α and IL-6, relative expression level of NF-κB mRNA and PPARγmRNA of Artemisia capillaris extract groups
were decreased significantly (P<0.05 or P<0.01）. It′ s indicated that Artemisia capillaris extract may inhibit the
NF-κB/TNF-α feedback pathway and PPAR-γ mRNA expression, decrease the serum concentrations of TNF-α and
IL-6, relieve the degeneration of liver cells, reduce abdominal fat deposition and incidence of FLHS.

Key words：Artemisia capillaris extract; FLHS; broiler; NF-κB; PPARγ
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1.3 测定指标

1.3.1 肝脂率、腹脂/活重及肝脏出血指数

采用索氏化学抽提法［16］测定肝脏中脂肪含

量，本试验中肝脂率为肝脏干物质中脂肪含量。

肝脂率（%）=（提取前滤纸包干重-提取后滤

纸包干重）/（提取前滤纸包干重-滤纸干重）×
100%。

腹脂重/活重（%）=（腹部板油重+肌胃周围脂

肪重）/活重×100%。

记录肝脏背面与腹面的出血点，肝脏出血指

数按照Wolford评点法［17］表示（见表2）。

1.3.2 肝脏病理组织切片制作与FLHS发生率判断

按“1.2”取肝脏同位置组织各 0.5 cm3，置于

4%多聚甲醛固定液48 h，常规石蜡包埋、切片、苏

木素-伊红染色，显微镜观察其组织病变程度和

脂肪沉积情况。

显微镜低倍镜下每个视野有3个以上肝细胞

发生脂肪变性、肝脂率超过正常个体 20%及肝脏

出血指数在2~4的个体，即判断肉鸡发生了FLHS。

FLHS发病率（%）=每组发生FLHS个数/每组

屠宰样本个数×100%。

1.4 肉鸡血清TNF-α和 IL-6检测

TNF-α、IL-6含量检测均按照ELISA检测试

剂盒说明书进行。

1.5 PPARγ和NF-κB基因表达的实时定量PCR
检测

应用动物组织总RNA提取试剂盒提取肝脏、

脂肪组织总RNA。按第一链 cDNA反转录试剂盒

操作步骤，以AA肉鸡肝脏、脂肪组织总RNA作为

模板合成cDNA。

以合成的 cDNA为模板，qRT-PCR分别扩增

β-actin、PPARγ和NF-κB基因。根据GenBank中
发表的基因序列，用Primer Premier 6.0软件设计

引物，引物由华大基因合成，序列及片段长度见

表3。PCR反应体系为：2×SYBR qPCR Mix 10 μL，
50 × Dye Rox 0.4 μL，cDNA Template 0.5 μL，
primer F（10 μmol/L）0.4 μL，primer R（10 μmol/L）
0.4 μL，ddH2O补足至 20 μL。PCR反应条件为：

94 ℃ 3 min，94 ℃ 15 s、60 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，循环

45次；延伸72 ℃ 8 min。每个样品设 5个重复，目

的基因和 β-actin的反转录产物PCR扩增体系相

同，反应在实时定量PCR仪（T300型，美国ABI公
司）上进行，PPARγ和NF-κB mRNA的表达以其与

内参β-actin的相对表达量来计算。

1.6 统计与分析

数据均用SPSS 19.0统计分析软件和Excel进
行统计分析，组间比较采用单因素方差分析。所

有qRT-PCR数据应用2-ΔΔCt方法处理，所得结果应

用GraphPad Prism 5软件进行统计学分析和图形

的制作。

2 结果与分析
2.1 茵陈提取物对肉鸡肝脏肝脂率、腹脂重/活
重和肝脏出血指数的影响

茵陈提取物对肉鸡肝脏肝脂率、腹脂重/活重

表1 基础日粮组成与营养水平［15］
日粮组成（%）

玉米

豆粕

棉粕

菜粕

豆油

石粉

磷酸氢钙

食盐

预混料

1~21
日龄

59.63
26.00
5.00
3.00
2.00
1.37
1.70
0.30
1.00

22~28
日龄

61.18
20.00
8.00
4.00
3.00
1.12
1.40
0.30
1.00

营养水平（%）

粗蛋白

钙

总磷

非植酸磷

赖氨酸

蛋氨酸+胱氨酸

苏氨酸

代谢能（MJ/kg）
Cu（mg/kg）
Fe（mg/kg）
Zn（mg/kg）
Mn（mg/kg）

1~21
日龄

20.00
1.00
0.66
0.45
1.25
0.90
0.80

12.38
12.20

185.70
15.80
29.40

22~28
日龄

19.00
0.90
0.63
0.40
1.15
0.80
0.72

12.76
14.30

159.20
28.40
48.50

注：每千克预混料分别提供：I 0.7、0.6 mg；Se 0.3、0.3 mg；VA 8 000、
6 000 IU；VD3 100、500 IU；VE 30、20 IU；VK 0.5、0.5 mg；硫铵素 2.0、2.0 mg；
核黄素 8.0、5.0 mg；烟酸 35、30 mg；VB6 3.5、3.0 mg；VB12 0.01、0.01 mg；泛

酸 10.0、10.0 mg；叶酸 0.05、0.05 mg；生物素 0.18、0.15 mg；氯化胆碱 1.00、
1.00 g；抗生素0.10、0 g；抗氧化剂0.4、0.5 g；Cu、Fe、Zn、Mn为实测值，其余

为计算值。

表2 肝脏出血指数及评定依据
肝脏出血指数

0
1
2
3
4

评定依据

无出血点

1~5个出血点

6~15个出血点

16~25个出血点

>25个出血点

临床兽医临床兽医

表3 目的基因引物序列和预扩增片段长度
基因

PPAR-γ

NF-κB

β-actin

序列号

AF470456

M86930

L09165

引物序列（5′-3′）
F：AGCCTCCTTCTCCTCCCTAT
R：CCCACACACACGACATTCA
F：TCAACGCAGGACCTAAAGACAT
R：GCAGATAGCCAAGTTCAGGATG
F：ACGTCGCACTGGATTTCGAG
R：TGTCAGCAATGCCAGGGTAC

产物长度
（bp）
104

162

282
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和肝脏出血指数的影响见表4。由表4可知，随着

茵陈提取物添加剂量的提高，肝脂率和腹脂重/活
重下降较为显著。FLHS模型组与茵陈提取物组

肝脂率极显著高于对照组（P<0.01），茵陈提取物

中、高剂量组肝脂率极显著低于FLHS模型组和茵

陈提取物低剂量组（P<0.01），茵陈提取物低剂量

组与FLHS模型组间肝脂率差异不显著（P>0.05），
茵陈提取物高剂量组肝脂率极显著高于茵陈提取

物中剂量组（P<0.01）；茵陈提取物低、中剂量组腹

脂重/活重显著高于对照组（P<0.05），而茵陈提取

物高剂量组腹脂重/活重与对照组差异不显著

（P>0.05）；茵陈提取物中、高剂量组腹脂重/活重

显著低于 FLHS模型组与茵陈提取物低剂量组

（P<0.05），茵陈提取物高剂量组腹脂重/活重显著

低于茵陈提取物中剂量组（P<0.05）；肝出血指数

也随茵陈提取物添加剂量的提高有所下降，茵陈

提取物中、高剂量组肝出血指数极显著低于FLHS
模型组与茵陈提取物低剂量组（P<0.01），茵陈提取

物中剂量组与茵陈提取物高剂量组间无显著性差

异（P>0.05），茵陈提取物低剂量组与FLHS模型组

无显著差异（P>0.05）。

2.2 茵陈提取物对肉鸡肝脏组织和FLHS发病率

的影响

肉鸡肝脏病理组织学变化见图1。对照组肉

鸡肝脏肝细胞排列整齐有规律，细胞呈多边形，核

位于细胞中央；FLHS模型组肉鸡肝脏广泛出血，

肝细胞颗粒变性或脂肪变性，变性部位通常为相

连的十几个或几十个肝细胞，变性细胞崩解，边缘

模糊，细胞核模糊或消失，颜色变浅，有些肝脏细

胞质被脂滴所取代，细胞核被压缩在一角，面积变

小，血细胞集聚区域较大；茵陈提取物低剂量组肉

鸡肝脏坏死、崩解和变性肝细胞区域和数量较多，

血细胞集聚区域较广泛；茵陈提取物中剂量组肉

鸡肝脏变性肝细胞区域和数量减少，但肝脏仍然

有充血区域；茵陈提取物高剂量组则坏死、崩解

和变性肝细胞数量更少，血细胞集聚区域明显缩

小。病理组织学显示茵陈提取物可显著减少FLHS
肉鸡变性肝细胞区域面积和数量，减少肝脏出血。

FLHS模型组FLHS发病率为100%，而茵陈提

取物低、中和高剂量组FLHS发病率分别为67%、

46%和20%。其中，茵陈提取物高剂量组FLHS发
病率比 FLHS模型组下降了 80%。结合肝脂率、

腹脂重/活重及肝脏出血指数结果，茵陈提取物可

显著降低肉鸡肝脏和腹部脂肪沉积，减少出血，使

肉鸡FLHS发病率显著下降。

2.3 茵陈提取物对FLHS肉鸡血清TNF-α和 IL-6
含量的影响

茵陈提取物对FLHS肉鸡血清TNF-α和 IL-6
含量的影响见表5。由表5可知，随着茵陈提取物

各组剂量的逐步提高，血清TNF-α和 IL-6含量显

著下降。茵陈提取物低剂量组TNF-α和 IL-6含
量与FLHS模型组差异不显著（P>0.05）；茵陈提取

物中、高剂量组 TNF-α含量极显著高于FLHS模
型组（P<0.01），且茵陈提取物中剂量组TNF-α含

量极显著高于茵陈提取物高剂量组（P<0.01）；茵

陈提取物中、高剂量组 IL-6含量显著低于 FLHS

Ⅲ. 茵陈提取物低剂量组

20 μm

Ⅳ. 茵陈提取物中剂量组

20 μm

Ⅴ. 茵陈提取物高剂量组

20 μm

Ⅰ. 对照组

20 μm 20 μm

Ⅱ. FLHS模型组

图1 肉鸡肝脏病理切片观察

临床兽医临床兽医

表4 茵陈提取物对肉鸡肝脏肝脂率、腹脂重/活重
及肝脏出血指数的影响

组别

对照组

FLHS模型组

茵陈提取物低剂量组

茵陈提取物中剂量组

茵陈提取物高剂量组

肝脂率（%）

14.17±2.27D

42.72±16.35A

35.51±0.74A

25.82±4.64B

19.74±5.39C

腹脂重/活重（%）

1.35±0.31c

2.17±0.35a

1.98±0.36a

1.64±0.31b

1.46±0.29c

肝出血指数

0.53±0.52C

2.47±0.52A

2.13±0.74A

1.40±0.99B

1.33±0.90B

注：同列数据肩标字母相同显示差异不显著（P>0.05），不同小写字母

显示差异显著（P<0.05），不同大写字母表示差异极显著（P<0.01），下同。
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模型组（P<0.05）。

2.4 茵陈提取物对肉鸡肝脏NF-κB mRNA和脂

肪组织中PPARγ表达量的影响

茵陈提取物对肉鸡肝脏NF-κB mRNA和脂

肪组织中PPARγ表达量的影响见图 2、3。由图 2
可知，高脂日粮与雌激素可使肉鸡NF-κBmRNA
表达量提高，而茵陈提取物可降低其表达水平。其

中，FLHS模型组、茵陈提取物低剂量组、茵陈提取

物中剂量组间NF-κB mRNA表达量差异不显著

（P>0.05），茵陈提取物高剂量组NF-κB mRNA表

达量极显著低于FLHS模型组（P<0.01）。

由图 3 可知，茵陈提取物中、高剂量组

PPARγ mRNA表达量极显著低于茵陈提取物低

剂量组与FLHS模型组（P<0.01），但是茵陈提取物

中、高剂量组间PPARγ mRNA表达量差异不显著

（P>0.05）。

3 讨 论
本研究结果表明，高脂饮食和雌激素可诱导

肉鸡产生FLHS。高脂饲料会导致大量脂肪酸被

肠黏膜吸收入血，肝脏摄取或合成过多游离脂肪

酸，导致其在肝细胞内异常沉积［18，19］。茵陈蒿具

有保肝利胆、抗氧化作用。沈飞海等［20］、钟成等［21］

研究发现，茵陈蒿提取物可明显降低大鼠血糖和

血脂水平，升高脂联素和高密度脂蛋白水平，纠正

脂质代谢紊乱减轻肝脏组织脂肪浸润和变性，从

而改善脂肪肝病变。本研究在高脂日粮中添加茵

陈提取物后，肉鸡FLHS相关指数——肝脂率、腹

脂重/活重和肝脏出血指数均显示肉鸡肝脏和腹

部脂肪沉积显著减少，肝脏出血减轻。同时，茵陈

提取物组肉鸡肝细胞变性坏死面积明显减少，其

中高剂量组肝脏脂肪变性和出血较中、低剂量组

更轻微。因此可判断茵陈提取物可抑制肉鸡肝细

胞脂肪变性和减少肝组织出血，降低腹部脂肪积

聚，进而减少肉鸡 FLHS发生率，且 FLHS发生率

随茵陈提取物添加剂量升高而降低，该结果与钟

成等［21］对哺乳动物的研究结果一致。

通过 qRT-PCR分析可以看出，FLHS模型组

肉鸡肝脏组织NF-κB mRNA表达水平极显著提

高。NF-κB可促进肝内单核细胞生成大量炎性

介质如TNF-α和 IL-6［22，23］。TNF-α、IL-6可致肝

实质细胞变性、坏死，炎症细胞浸润［24~26］。陈少东

等［27］研究发现，茵陈醇提取物能通过有效抑制

NF-κB的活化，从而抑制 TNF-α mRNA转录，显

著治疗大鼠脂肪肝。本研究发现，在茵陈提取物

作用下，FLHS肉鸡血清TNF-α和 IL-6水平均有

不同程度下降，且高剂量组下降程度高于中、低剂

量；肝脏组织NF-κB mRNA相对表达量也随茵陈

提取物添加剂量的提高而逐渐减少，可能是茵陈

提取物通过直接抑制肉鸡肝脏中的高脂日粮介导

的NF-κB/TNF-α反馈通路，减少TNF-α、IL-6等
生成，从而改善肝脏脂质代谢紊乱，显著减缓肝脏

脂肪变性程度，减轻炎症和出血程度，促进肝脏功

能恢复，减少腹部脂肪沉积，最终使肉鸡FLHS病
理变化有所缓解。

PPARγ在肥胖鸡脂肪组织和脂肪细胞系中

高表达，参与脂肪细胞分化和糖脂代谢的调

节［28~30］。PPARγ基因有抑制鸡前脂肪细胞增殖、

促进分化的作用，肉鸡腹部脂肪增厚，PPARγ
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图2 茵陈提取物对FLHS肉鸡肝脏NF-κB mRNA
表达的影响
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图3 茵陈提取物对FLHS肉鸡脂肪组织中
PPARγ mRNA表达的影响

对照组 FLHS
模型组

茵陈提取物

低剂量组

茵陈提取物

中剂量组

茵陈提取物

高剂量组

表5 茵陈提取物对肉鸡血清TNF-α和 IL-6的影响
组别

对照组

FLHS模型组

茵陈提取物低剂量组

茵陈提取物中剂量组

茵陈提取物高剂量组

TNF-α（ng/L）
143.4±20.52D

348.1±19.33A

312.5±20.39A

297.4±27.03B

201.4±9.72C

IL-6（ng/L）
54.77±21.37b

135.80±27.99a

126.30±18.73a

80.24±22.52b

66.49±22.91b
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mRNA表达提高［31，32］。而PPARγ可被脂肪酸等配

体激活，通过调控鸡脂肪细胞相关通路以促进脂

肪细胞的分化，减少腹部脂肪［33］。本研究肉鸡

FLHS模型脂肪组织中PPARγ相对表达量较其他

各组显著提高，茵陈提取物中、高剂量组PPARγ

mRNA相对表达量极显著低于FLHS模型组而且

极显著高于对照组，但茵陈提取物中、高剂量组间

无显著性差异。可能是茵陈提取物通过降低脂肪

组织脂肪沉积，从而降低PPARγ mRNA表达，分

化肉鸡脂肪细胞，降低腹脂重/体重，肉鸡腹部脂

肪随之显著减少。但随着添加剂量的提高，茵陈

提取物对PPARγ mRNA抑制能力有限。另外，肉

鸡腹部脂肪显著减少，可能是茵陈提取物能够促

进PPARγ激活，从而发挥调节作用。此作用机制

及相关性还需进一步研究。根据上述结果，本试

验中茵陈提取物最适添加剂量在 200~400 mg/kg
体重之间。

4 结 论
茵陈提取物可能显著降低FLHS肉鸡PPARγ、

NF-κB mRNA的表达，降低血清TNF-α和 IL-6含
量，减少肉鸡脂肪肝变性、出血及腹脂沉积，从而

减少 FLHS发生。本试验条件下，最适添加剂量

为200~400 mg/kg体重。
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