
功能代谢组学揭示黄芪多糖通过2-羟基丁酸改善肥胖小鼠的脂质代谢
李冰冰 a,# ,洪颖 a,# ,顾彧 a ,叶圣洁 a ,胡凯莉 a ,姚建 b ,丁侃 b ,赵爱华 c ,贾伟 c,d ,李后开 a,

*
a Institute of Interdisciplinary Integrative Medicine Research, Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203, China
b Shanghai Institute of Materia Medica, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 201203, China
c Shanghai Key Laboratory of Diabetes Mellitus and Center for Translational Medicine, Shanghai Jiao Tong University Affiliated Sixth People’s Hospital, Shanghai 200233, China
dUniversity of Hawaii Cancer Center, Honolulu, HI 96813, USA

摘要

多糖广泛存在于草本植物中，具有多种活性，特别是具有免疫调节作用和改善代谢紊乱的作用。然而，其
潜在机制还没有被很好地诠释。功能代谢组学越来越多地被用于通过鉴定具有特定功能的代谢产物来研
究多糖对宿主的系统性影响。本研究采用功能代谢组学策略，探讨黄芪多糖（Astragalus polysaccharide,
APS）代谢获益的潜在机制。在为期8周的高脂肪饮食（high-fat diet, HFD）喂养的肥胖小鼠中测定了APS
的作用。然后，进行基于气相色谱-飞行时间质谱（gas chromatography-time-of-flight mass spectrometry,
GC-TOFMS）的非靶向代谢组学分析血清和肝组织 ，并进行基于液相色谱 - 串联质谱（liquid
chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS）的靶向代谢组学分析。使用体外和体内代谢紊乱
模型测试了代谢产物的潜在功能。我们的结果首次证实了APS对肥胖小鼠的代谢益处。然后，代谢组学
分析显示，补充APS可逆转HFD诱导的代谢变化，并确定 2-羟基丁酸（2-hydroxybutyric acid, 2-HB）是
APS活性的潜在功能性代谢产物，该代谢物被HFD显著降低，并被APS逆转。进一步研究表明，2-HB可
抑制油酸（oleic acid, OA）诱导的甘油三酯（triglyceride, TG）累积。还发现其可刺激肝细胞中脂质降解蛋
白的表达和 3T3-L1细胞中的TG脂解。此外，在高脂肪和高蔗糖（high-fat and high-sucrose, HFHS）喂养
的小鼠中发现2-HB可降低血清TG并调节参与脂质降解的蛋白质。总之，我们的研究表明，APS的代谢
益处至少部分归因于2-HB的产生，2-HB在体外和体内均可调节脂质代谢。我们的结果同样证实，功能
代谢组学在研究植物多糖系统益处的潜在机制方面是切实可行的。
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1. 引言

肥胖是大多数以脂质代谢失调、炎症和胰岛素（insu‐

lin, INS）抵抗为特征的代谢性疾病的基础[1‒5]。过多的能

量摄入或脂肪酸从头合成的活化加速了肥胖及肥胖相关代

谢紊乱的发生[6‒7]。世界上超过 19亿的成年人超重[8]。

不幸的是，只有很少的方案能够安全有效地减肥[9]。

中医在中国和亚洲其他国家已经有数千年的历史

[10]。草本多糖是一类具有多种保健和防病功能的活性大

分子[11]。Chang等[12]和Wu等[13]报道，从灵芝和中国

被毛孢中提取的多糖在高脂饮食（HFD）饲养的小鼠中有

明显的抗肥胖作用。黄芪是 Astragalus membranaceus

(Fisch.) Bge. var. mongholicus (Bge.) Hsiao干根的药用部分

[14]。黄芪被中医广泛应用于提高免疫力，以及作为膳食
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补充剂[15]。黄芪多糖（APS）是从黄芪中提取的，对代

谢紊乱的小鼠具有良好的疗效[16‒18]。我们最近的研究

表明，APS在改善HFD喂养小鼠的肥胖和菌群紊乱方面

同样具有很好的效果[19]。然而，APS 的潜在机制尚不

清楚。

代谢组学是通过测量血液、尿液、粪便或组织等生物

样品中代谢产物的相对或绝对水平，监测病理生理条件下

宿主代谢状态的组学方法[20]。越来越多的证据表明，许

多内源性代谢物不仅是宿主或肠道微生物群的产物，而且

是对宿主能量代谢具有强大调节作用的分子，如衣康酸

盐、短链脂肪酸和胆汁酸[21‒23]。因此，基于非靶向或

靶向代谢组学，功能代谢组学正在成为研究已鉴定代谢产

物在疾病形成或治疗中的潜在生物学功能的重要策略。

在本研究中，我们采用了非靶向和靶向代谢组学方法

来研究APS在HFD喂养的肥胖小鼠中的代谢益处的潜在

机制。我们的结果证实，APS可有效减轻体重和肥胖相关

疾病。然后，我们在HFD或补充APS的小鼠的血清和肝

组织中鉴定出发生显著改变的数十种差异代谢产物，并对

其在脂质代谢中的生物学功能进行了进一步检测。我们确

定，补充APS会增加细菌相关代谢产物 2-羟基丁酸（2-

HB）的水平，其体外和体内均可有效改善脂质代谢。

2. 材料和方法

2.1. 细胞培养

本研究使用的细胞均由中国科学院上海生命科学研究

所细胞资源中心提供。将HepG2细胞、RAW264.7细胞和分

化前后的3T3-L1细胞培养在基础培养基中，即含10%胎牛

血清（FBS; Gibco, USA）、青霉素（200单位 ·mL−1）和链

霉素（200 mg·mL−1）的细胞培养基（DMEM; Gibco，美

国）。AML12细胞在细胞培养基/F-12（DMEM/F-12; Invit‐

rogen，美国）中培养，该培养基补充了10%（V/V）热灭活

胎牛血清、1%胰岛素转铁蛋白硒（ITS）液体培养基补充剂

（100× ; Sigma-Aldrich，美国）、地塞米松（40 ng·mL−1；

Sigma-Aldrich公司，美国）、碳酸氢钠（1.2 g·L−1）、青霉

素（200单位 ·mL−1）和链霉素（200 mg·mL−1）。所有细

胞均在保湿细胞培养CO2培养箱（Esco Micro Pte. Ltd.，新

加坡）中培养，培养条件：37 °C、5% CO2。

2.1.1. 胰岛素抗性模型

将HepG2细胞接种到密度约为1.25×105个细胞 · cm−2

的 12孔板培养基中，接种后每 24 h更换一次培养基，持

续 2 d，直至培养物达到约 80%的聚集。对于胰岛素抗性

模型，添加 2.5 mmol·L−1葡萄糖胺（GS；上海碧云天生

物技术有限公司）并去除胎牛血清18 h，然后将培养基更

换为含GS和 2-HB的 10%胎牛血清细胞培养基（Sigma-

Aldrich，美国）。24 h后，用胰岛素（甘舒霖重组人胰岛

素注射液）处理细胞20 min。最后，收集细胞并提取蛋白

用于后续测定。

2.1.2. 脂质聚集模型

将AML12细胞接种到密度约为1.25×105个细胞 · cm−2

的24孔板培养基中。每隔 24 h更换一次培养基，直至培

养物达到约 80%的聚集。用 0.2 mmol·L−1油酸（OA; Sig‐

ma-Aldrich，美国）建立脂质聚集模型，药物处理组添加

不同剂量的2-HB。处理完成后收集细胞用于后续测定。

2.1.3. 炎症模型

将RAW264.7细胞接种到密度为 4.0×105个细胞 · cm−2

的24孔板培养基中，每隔24 h更换培养基。对于炎症模型，

先用不同剂量的2-HB处理细胞0.5 h，然后用100 ng·mL−1

脂多糖（LPS, Sigma-Aldrich，美国）刺激 4 h。最后，收

集细胞并提取mRNA以测定mRNA含量。

2.1.4. 脂肪细胞培养和处理

将 3T3-L1细胞接种到 6孔板培养基中，每隔 24 h更

换培养基，接触抑制48 h后，加入分化液，促进细胞分化

为脂肪细胞。首先，将培养基改为分化培养基A，其中含

有高糖细胞培养基、10%（V/V）热灭活胎牛血清、胰岛

素（10 mg·L−1）、地塞米松（1 μmol·L−1）和异丁基甲基

黄嘌呤（isobutyl methylxanthine, IBMX; 0.5 mmol·L−1）。

48 h后，培养基改为分化培养基B，含高糖细胞培养基、

10%（V/V）热灭活胎牛血清和胰岛素（10 mg·L−1）。48 h

后，培养基改为0%胎牛血清的细胞培养基。细胞在基础

培养基上培养 6~8 d，每 48 h更换一次培养基，显微镜下

观察细胞。如果细胞形态为圆形，且细胞内有黄色脂滴，

则分化成功。用 2-HB处理细胞 24 h，然后收集细胞用于

后续测定。

2.2. 黄芪多糖的提取方法

本研究采用成熟的水提醇沉法从黄芪（上海康桥中药

饮片有限公司）中提取黄芪多糖[24]。简要描述提取过

程，向黄芪中分别加入体积为 10 倍、8 倍、6 倍的蒸馏

水，各煎 1 h。然后将三次过滤的煎液合并，并在低于

60 ℃的温度下浓缩至三分之一体积。然后加入高达 70%

的乙醇并沉淀一夜。接下来，在低于 60 ℃的温度下真空

干燥沉淀物。
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2.3. 黄芪多糖单糖组成的表征

用三氟乙酸（trifluoroacetic acid, TFA）将提取的APS

水解为单糖，然后根据先前报道的方法将APS中水解的

单糖和真实的单糖标准品乙酰化[25]。然后，使用 7890B

型气相色谱仪（Agilent Technologies，美国）分析乙酰化

样本，该色谱仪配有 3% OV-225/AW-DMCS-色调剂W柱

（3 mm×2.5 m; Shimadzu Global Laboratory Consumables

Co., Ltd.，日本）。气相色谱（gas chromatography, GC）分

析的加热程序如下：初始温度为140 °C，然后以2 °C·min−1

的速度升至198 °C，并保持4 min。然后以4 ℃·min−1的温

度梯度升至 214 ℃，以 1 ℃·min−1的速度升至 217 ℃，并

保持 4 min。最后，以 3 °C·min−1的速度升至 250 °C，并

保持恒定5 min。成分测定结果见附录A中的图S1。本研

究中使用的APS由五种单糖组成：鼠李糖（1.6%）、阿拉

伯糖（23.39%）、木糖（0.84%）、葡萄糖（70.55%）和半

乳糖（3.61%）。

2.4. 动物实验

实验所用小鼠均为 4周龄C57BL/6J雄性小鼠，购自

上海实验动物研究中心。它们被安置在温度为23~24 °C、

相对湿度为60%±10%且光照/黑暗周期为12 h的调节屏障

系统设施中。适应1周后，将所有小鼠随机分为不同组进

行实验。所有动物实验均经上海中医药大学动物实验中心

批准，方案经制度伦理委员会批准。

APS给药实验：雄性C57BL/6J小鼠（4周龄）用正常

饮食（Con，对照饲料；江苏省协同医药生物工程有限责

任公司）、含或不含 4% APS 的 HFD（D12492; Research

Diets Inc.，美国）喂养8周（HFD, APS）。

2-HB灌胃给药实验的小鼠分为三组：对照组饲喂正

常饮食；高脂肪和高蔗糖（HFHS）组饲喂HFD并在饮用

水中添加 30%的蔗糖；2-HB组饲喂HFHS饮食，同时每

日灌胃 2-HB（0.01 mL·g−1 体重，剂量为 250 mg·kg−1 体

重），实验持续两周。2-HB注射给药实验中，在 2-HB给

药两周（250 mg·kg−1体重，腹腔注射）前，已向小鼠喂

食了8周的HFHS饮食。使用25 mg·mL−1的磷酸盐缓冲液

（PBS）制备2-HB溶液。在实验终点，腹腔注射10%水合

氯醛麻醉后处死禁食过夜（16 h）的小鼠，采集肝脏和白

色脂肪组织、血液和盲肠内容物。血清样本通过在 4 °C

下以 4000 r·min−1 离心血液获得（5424; REppendorf，德

国）。部分肝脏和白色脂肪组织用10%福尔马林固定；其

他组织在液氮中快速冷冻，然后储存在−80 °C 冰箱中

（New Brunswick Science u 570-86; Eppendorf，德国）。

2.5. 甘油三酯含量测定

为测定细胞内甘油三酯（triglyceride, TG）含量，用

4 ℃预冷的PBS洗两次细胞，加入裂解液（上海碧云天生

物技术有限公司）使蛋白质完全裂解。将刮下的细胞置于

1.5 mL的Eppendorf微量试管（EP）中，并将磁珠加入研

磨机（上海必横生物科技有限公司）中进行研磨。从EP

管中取出 2.5 μL的混合细胞裂解物，并加入到 96孔板培

养基中；向其中加入 200 μL的工作溶液（南京建成生物

工程研究所）。96孔板培养基在烘箱中于37 ℃孵育10 min

（上海福玛实验设备有限公司）。然后使用微孔板读取器

（SPARK 10 m；TECAN公司，瑞士），将剩余的混合细胞

裂解液在 4 ℃下以 13 000 r·min−1离心 10 min。然后取上

清液，用二辛可宁酸（bicinchoninic acid, BCA）法（赛默

飞世尔科技公司）测定蛋白质浓度。使用蛋白质浓度校正

TG含量。

2.6. 蛋白质分析

将速冻组织和处理过的细胞加入到适当的裂解液中，

用磁珠研磨，并在 4 ℃下以 12 000 r·min−1离心 10 min。

然后取上清液，用BCA法测定蛋白质浓度。对于蛋白质

印迹，调整蛋白浓度，加入加载缓冲液（上海碧云天生物

技术有限公司）。然后，将每种混合物在 100 ℃下加热

10 min；之后，让它自然冷却。在 80 V或 120 V电压下，

在浓缩凝胶上分离出等量的蛋白质（Bio-Rad Laborato‐

ries, Inc.，美国）。膜转移时，电流固定在 380 mA，转移

时间根据分子量进行调整。然后，将蛋白质转移到聚偏氟

乙烯（polyvinylidene fluoride, PVDF）膜上。使用 5% 脱

脂乳将PVDF膜密封90 min。然后加入抗体，并将每种混

合物在4 ℃下放置在眼眶摇动器（海门市其林贝尔仪器制

造有限公司）上过夜。然后将印迹与辣根过氧化物酶

（Horseradish peroxidase, HRP）连接的抗兔免疫球蛋白 G

（immunoglobulin G, IgG）或抗小鼠 IgG反应，然后进行增

强化学发光分析（上海碧云天生物技术有限公司）。关于

抗体的信息见附录A中的表S1。

2.7. 油红染色法

用预冷的 PBS洗涤处理过的细胞两次；然后，加入

10%中性福尔马林（国药集团化学试剂有限公司），并将

混合物静置 30 min。然后加入油红（Sigma-Aldrich，美

国），并将混合物静置 15 min。油红中含有 40% 的纯水

（Millipore，美国），使用微孔膜过滤后备用。移除油红

后，加入已过滤的苏木精（Sigma-Aldrich，美国），并将

混合物静置7 min。最后，用PBS洗涤细胞。
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2.8. 实时定量聚合酶链反应分析

使用试剂盒（赛默飞世尔科技公司）从细胞或组织中

提取RNA，并根据试剂盒步骤采用一步法将RNA逆转录

为互补DNA（cDNA）。然后，将靶基因的引物加入 cD‐

NA 样品中。使用 cDNA、聚合酶链反应（polymerase

chain reaction, PCR）主混合物（YEASEN，中国）和水的

混合物进行PCR扩增（Bio-Rad Laboratories, Inc.，美国）。

基因的引物序列见附录A中的表S2。

2.9. 非靶向代谢组学分析

使用非靶向代谢分析平台XploreMETTM [麦特绘谱生

物科技（上海）有限公司]对提取的样本进行分析，以获得

代谢产物谱，该平台由配有GC（Agilent，美国）和一个

机械在线衍生化站的飞行时间质谱仪（TOFMS; Leco，美

国）进行测量。在XploreMET中处理原始数据以确定离子

峰，然后进行降噪基线校正。具有快速扫描速率的最先进

GC-TOFMS技术可通过反卷积算法在一次进样中解析数百

个代谢产物峰。生物样本的典型 GC-TOFMS 色谱产生

600~1000个单独的去卷积信号。然而，含有多个活性基团

（即OH、NH、SH、NH2）的分子可能会形成多个（肟）

四甲基硅烷（tetramethyl silane, TMS）衍生物，并为同一

代谢产物生成多个衍生物。XploreMET利用现有数据库

JiaLibTM 1500+ [麦特绘谱生物科技（上海）有限公司，中

国]鉴定所有TMS衍生物，该数据库是根据纯化学标准建

立的；计算导数的和；并将其报告为同一代谢物的单一注

释代谢物。两种相邻代谢产物的比值是根据已知的代谢关

系网络[京都基因和基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia

of Genes and Genomes, KEGG）]计算得出的。XploreMET

使用一个模型维度（t1、t2等）的分值。从多元模型[在本

例中，在主成分分析（principal component analysis, PCA）

中作为控制图 y变量]中提取，并基于所有 x变量（即代谢

产物信号）的组合生成多元控制图（multivariate control

chart, MCC）。因此，MCC可显示过程中的实时数据，并

可监控一系列实验室程序产生的变化。在测定过程中，所

有实际样本均在控制限值范围内，并在 x轴上下波动，而

质量控制（quality control, QC）样本则与实际样本分离。

更多的细节已经在以前的出版物[26]中描述过。

2.10. 靶向代谢组学分析

血清、肝脏标本用甲醇去除蛋白质，离心后上清液采

用液相色谱-串联质谱法（LC-MS/MS）测定。使用高效

液相色谱（HPLC；岛津全球实验室耗材有限公司）与

AB Sciex 4500（美国应用生物系统公司）联用进行分析。

梯度洗脱，速度为0.3 mL·min−1，以乙腈为有机相，0.1%

甲酸为水相。前0.8 min有机相比例为3%；然后在0.9 min

时增加到 50%，并保持 0.6 min。最后，在 1.6~3.0 min内

将有机相的比例保持在3%。注射体积为1 μL。采用负电

离模式进行电喷雾。离子喷雾电压设置为−4500 V、加热

雾化器温度为 550 °C 以及气帘气体（N2）、雾化气体

（N2）和加热器气体（N2）的压力分别为 275.8 kPa、

379.225 kPa和413.7 kPa，用于在多反应监测（multiple re‐

action monitoring, MRM）模式下定量前驱体至产物离子

的转变。2-HB的Q1质量/Q3质量为103.0/57.1。介质碰撞

激活解离（collision-activated dissociation, CAD）和−16 V

碰撞能量（collision energy, CE）、−8 V 碰撞池出口电势

（cell exit potential, CXP）、−10 V 入口电势（entrance po‐

tential, EP）和−44 V 去聚集电势（declustering potential,

DP）用于分析。线性范围为 15.625~1000.000 ng·mL−1，

停留时间为 650 ms。对于具有确认身份的 2-HB，使用

MultiQuant v.2.1（AB SCIEX, USA）对离子色谱图中的相

应峰进行积分，以测定曲线下面积（area under the curve,

AUC）。为了比较样本之间的代谢产物水平，根据归一化

为相应肝脏重量的AUC值计算数据。附录A中的图S2显

示了[M‒H]离子处 2-HB的提取离子色谱图（extracted ion

chromatograms, XIC）。

2.11. 通路富集分析

首先，我们输入了代谢分析中所有24种差异代谢产物

的名称†。接下来，我们选择Fisher精确检验进行路径富集

分析，选择度外中心性进行路径拓扑分析。p值通过途径

富集分析获得，途径影响值通过途径拓扑分析获得。所有

分析均基于KEGG版本途径库。代谢组学视图根据p值和

途径影响值显示所有匹配的途径（更多信息参见附录A中

的表S3）。然后，我们根据p值和途径影响选择重要途径。

2.12. 统计分析

除非另有说明，数据均以平均值±均数标准误（stan‐

dard error of mean, SEM）表示。采用独立样本 t检验确定

统计显著性。p < 0.05被认为具有统计学意义。

3. 结果

3.1. APS抑制HFD喂养小鼠的体重增加和肝脏脂肪变性

雄性C57BL/6J小鼠喂食正常饮食或HFD（补充或不

† https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/home.xhtml.
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补充APS）8周。首先，我们发现HFD组小鼠的体重显著

高于对照组，并且在实验过程中通过补充APS后体重降

低。此外，补充APS减弱了HFD诱导的代谢表型，包括

肝组织中的 TG 含量、白色脂肪组织（white adipose tis‐

sue, WAT）的重量和指数、肝脂肪变性的程度和脂肪细胞

的体积（图 1）。结果表明，补充APS可减轻HFD喂养的

肥胖小鼠的代谢紊乱。

3.2. 血清和肝组织的非靶向和靶向代谢组学分析

鉴于大多数草药多糖具有非吸收性，我们猜测APS

的代谢益处是否与内源性代谢的改善有关。因此，我们对

小鼠的血清和肝组织进行了基于GC-TOFMS的非靶向代

谢组学研究。总的来说，在血清和肝组织中分别测定了

166种和 112种代谢产物。这些代谢产物在组间的变化通

过热图可视化（附录A中的图S3和图S4）。血清样本中测

定的 166 种代谢产物由 34% 氨基酸、18% 碳水化合物、

14%有机酸、12%脂肪酸、7%核苷酸、5%脂质、3%吲

哚和 7%其他成分组成，而肝组织中的 112种代谢产物包

含26%氨基酸、21%碳水化合物、18%有机酸、14%脂肪

酸、8%核苷酸、4%脂质和9%其他成分。然后根据血清

或肝组织中的代谢产物进行PCA建模。各组之间一致观

察到清晰的分离，分别具有53.1%和41.4%的解释能力[图

2（a）、（b）]。两种PCA模型的累积R2X分别为 0.531和

0.413，Q2模型的累积R2X分别为 0.347和 0.105。这些结

果表明，补充APS显著改变了HFD喂养小鼠的血清和肝

组织的代谢特征。

接下来，在多变量和单变量统计分析中，我们使用投

影的可变重要性（VIP）>1和p < 0.05双重标准同时筛选组

间血清和肝组织中的差异代谢产物。血清或肝组织中分别

鉴定出18种和6种差异代谢产物及代谢产物比值，HFD和

APS的干预对其进行了反向改变[图2（c）、（d）]。血清中

的18种差异代谢产物包括10种氨基酸及氨基酸比值（包括

2-HB、二甲基甘氨酸、β-丙氨酸、瓜氨酸、赖氨酸、β-丙

氨酸/天冬氨酸比值、瓜氨酸/精氨酸比值、尿囊酸、尿素、

1-酪氨酸/苯丙氨酸比值）、4种脂肪酸（包括亚油酸、OA、

肉豆蔻酸、十二烷酸）、4种其他代谢产物[包括3-吲哚丙酸

（3-indolepropionic acid, IPA）、肌糖、肌醇、半乳糖酸]。

肝组织内的6种差异代谢产物为2-HB、α-氨基丁酸、鸟氨

酸、花生四烯酸、花生酸和二十二碳六烯酸。然后对这24

种（血清中18种，肝组织中6种）代谢产物一起进行代谢

途径和功能分析。富集分析得到了4条关键代谢途径：精

氨酸和脯氨酸代谢途径、丙酸酯代谢途径、抗坏血酸和醛

固酮代谢途径、亚油酸代谢途径[图2（e）、（f）]。基于短

链脂肪酸在代谢性疾病中的既定功能[27]，我们重点研究

了丙酸酯代谢途径的改变[28‒49]，其中通过补充 APS，

血清和肝组织中的 2-HB均被一致改变[图 2（g）、附录A

中的表S3和表S4]。然后，使用靶向代谢组学对血清和肝

图1. APS可减轻HFD喂养小鼠的肝脏脂肪变性和WAT脂质累积。雄性

C57BL/6J小鼠（4周龄）接受了为期8周的正常饮食（对照组）或HFD
饮食（补充或不补充4% APS）。（a）实验结束时的体重（每组n = 9、10、
10）；（b）肝脏TG水平（每组n = 8、9和8）；（c）肝脏重量（每组n = 9、
10和10）；（d）肝脏指数（每组n = 9、10和10）；（e）WAT重量（每组

n = 9）；（f）WAT指数（每组 n = 9）；（g）小鼠体，苏木精-伊红（HE）
染色的肝组织代表性显微照片，HE染色的WAT代表性显微照片（每组

n = 3）。显著性采用独立样本 t检验，与对照组比较，## p < 0.05，与HFD
比较，*p < 0.05、**p < 0.01。结果用平均值±SEM表示。
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组织中的2-HB含量进行定量分析。结果显示，HFD组中

2-HB持续减少，通过补充APS逆转[图 2（h）、（i）]。这

些结果表明，在HFD喂养的小鼠中，补充APS可以逆转

血清和肝组织中的代谢改变。

3.3. 2-HB在体外调节脂质代谢、提高胰岛素敏感性和抑制

炎症

为了测试APS的代谢益处是否与小鼠中2-HB生成增

加相关，我们首先探索了 2-HB对肝细胞和脂肪细胞脂质

代谢的影响。在AML12细胞中建立了OA诱导的TG累积

模型，OA干预后出现明显的脂滴，细胞TG水平明显升

高。在 10 mmol·L−1浓度下，2-HB（0.1~10.0 mmol·L−1）

干预显著降低了OA诱导的TG累积并提高了细胞存活率

[图 3（a）~（c）]。此外，我们观察到 2-HB处理刺激了

AML12细胞中脂肪甘油三酯脂肪酶（adipose triglyceride

lipase, ATGL）、激素敏感性脂肪酶（hormone-sensitive li‐

图2. 代谢组学结果显示，在补充APS的小鼠中，代谢特征发生改变，2-HB显著升高。血清和肝样本采用GC-TOFMS法测定；研究样本中的非靶向代

谢产物使用结合在XploreMET系统中的严格匹配算法并用哺乳动物代谢产物数据库 JiaLib进行注释。接下来，使用LC-MS/MS对筛选后获得的关键代

谢产物进行验证。（a）使用三维（3D）-PCA评分图对三组患者的血清代谢概况进行展示（每组n = 8、10和10）。PC：主成分分析。（b）用热图显示

三组血清差异代谢产物之间的表达差异。红色和蓝色条目表示在每个样本中分别表现出较多和较少表达的代谢产物。（c）使用3D-PCA评分图概述三

组的肝代谢概况（每组n = 8、10和10）。（d）用热图显示三组肝脏差异代谢产物之间的表达差异。红色和蓝色条目表示在每个样本中分别表现出较多

和较少表达的代谢产物。（e）途径分析概述；代谢分析用于在KEGG网站上分析补充APS的小鼠的差异代谢产物的代谢途径。（f）四种代谢途径中所

含的差异代谢产物。（g）潜在功能性代谢产物的选择。在鉴定的代谢产物中，选择了组间发生显著改变的代谢产物（VIP > 1和< 0.05）。为了筛选与

APS调节脂质代谢作用相关的差异代谢产物，选择了代谢途径富集和功能分析。通过靶向代谢组学LC-MS/MS测定所选关键代谢产物 2-HB在血清

（h）和肝脏（i）中的表达。通过独立样本 t-检验测定显著性，与对照组相比，##p<0.01，与HFD组相比，*p<0.05。结果用平均值±SEM表示。
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pase, HSL）和羧酸酯酶 1（carboxylesterase 1, CE1）蛋白

的表达[图 3（d）~（h）]，这表明 2-HB刺激了脂肪分解

[50‒52]。此外，2-HB增加了3T3-L1细胞中ATGL蛋白的

表达和甘油的释放[图3（i）~（k）]。

伴随着脂肪酸代谢的紊乱，炎症反应和胰岛素抗性是

代谢性疾病的重要危险因素[53]。为了测试 2-HB是否能

减轻炎症和胰岛素抗性，将巨噬细胞RAW264.7细胞暴露

于经或未经 2-HB 预处理的 LPS（0.01~10.00 mmol∙L−1）

[54]。实时定量 PCR（qRT-PCR）检测肿瘤坏死因子-α
（TNF-α）的表达。本实验结果显示，2-HB预处理显著抑

制LPS诱导的TNF-α mRNA的上调，这表明2-HB具有抗

炎作用[图 4（a）]。此外，在HepG2细胞中评估了 2-HB

对胰岛素敏感性的影响，HepG2细胞先用GS处理，然后

用胰岛素刺激，同时进行或不进行 2-HB预处理[55‒56]。

我们的数据显示，在GS培养的情况下，2-HB预处理增加

了 p-胰岛素受体（p-IR）/IR、p-胰岛素受体底物 1（p-

IRS1）/IRS1和 p-蛋白激酶B（p-AKT）/AKT的比值，表

明胰岛素敏感性提高[图4（b）~（e）]。总之，这些结果

表明，2-HB刺激了肝细胞中的脂解作用，提高了胰岛素

的敏感性，并减轻了巨噬细胞的炎症。

图3. 2-HB在体外调节脂质代谢。设计体外实验的目的在于探讨2-HB干预对脂代谢的影响。（a）油红O染色的AML12细胞代表性显微照片；用2-HB
和OA处理细胞24 h（×400）。（b）与2-HB和OA孵育24 h后AML12细胞的TG水平（每组n = 4）。（c）AML12细胞在与2-HB和OA孵育24 h后的细

胞存活率（每组n = 6）。（d）~（h）2-HB 24 h处理对AML12细胞脂降解蛋白HSL、ATGL和CE1的蛋白表达的影响（每组n = 3~4）。（i）、（j）2-HB
24 h治疗对3T3-L1细胞上ATGL蛋白表达的影响（每组n = 3）。（k）用2-HB处理24 h后分化的3T3-L1细胞上的甘油水平（每组n = 3）。显著性采用样

本独立的 t检验，与对照组比较，#p < 0.05、##p < 0.01，与OA比较，*p < 0.05、**p < 0.01。结果用平均值±SEM表示。
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3.4. 2-HB降低HFHS喂养小鼠的血清TG水平并调节脂质

代谢

鉴于 2-HB调节代谢紊乱的体外证据，我们接下来研

究了口服 2-HB 对短期HFHS 喂养小鼠脂质代谢的影响。

HFHS喂养两周后的体重高于对照组，而在HFHS和2-HB

组之间未观察到差异[图5（a）]。有趣的是，HFHS组中血

清TG水平显著升高，被2-HB干预而降低[图5（b）]。此

外，HFHS组和 2-HB组之间的WAT与肝组织的重量、脏

器指数无显著差异，肝脏TG水平也无显著差异[图5（c）~

（g）]。葡萄糖耐量试验（glucose tolerance test, GTT）结

图4. 2-HB可在体外抑制炎症水平并增强胰岛素敏感性。分别在巨噬细胞RAW264.7和人肝细胞HepG2上建立炎症模型和胰岛素抗性模型。（a）在2-
HB和LPS干预下RAW264.7细胞上促炎性细胞因子TNF-α的mRNA表达水平（每组 n = 4）。（b）检测了在 2-HB、GS和 INS干预下HepG2细胞上

IRS1、IR和AKT的磷酸化和总蛋白表达水平。（c）~（e）HepG2细胞上 IRS1、IR和AKT磷酸化蛋白与总蛋白的比率（每组n = 4）。显著性采用样本

独立的 t检验，与对照组比较，#p < 0.05，与 INS或LPS组比较，*p < 0.05，与GS组比较，&p < 0.05、&&p < 0.01。结果用平均值±SEM表示。

图5. 2-HB调节HFHS喂养小鼠的血脂水平和肝脏损伤。雄性C57BL/6J小鼠（4周龄）接受了为期两周的正常饮食（对照）或HFHS（水中补充30%
蔗糖，g·L−1）干预，同时进行或不进行250 mg·kg−1 2-HB胃灌注干预。（a）实验结束时的体重（每组n = 10、12、10）。（b）能量摄入（每组n = 10、
12、10）。（c）血清TG水平（每组 n = 10、12和 10）。（d）肝脏TG水平（每组 n = 8、10和 10）。（e）、（f）血清ALT和AST水平（每组 n =8、10和
9）。IU：国际单位。（g）小鼠体、肝和WAT。显著性采用样本独立 t检验，结果用平均值±SEM表示。
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果显示，短期干预 2-HB并未显著改善HFHS喂养小鼠的

胰岛素敏感性[图6（a）]。

为了进一步确定 2-HB是否能调节小鼠的脂质代谢，

在WAT和肝组织中研究了参与脂质代谢的基因的mRNA

或蛋白表达，如甾醇调节元件结合蛋白（sterol-regulatory

element-binding protein, SREBP）、脂肪酸合酶（fatty acid

synthase, FAS）、碳水化合物反应元件结合蛋白（carbohy‐

drate response element-binding protein, ChREBP）、乙酰辅

酶 A 羧化酶（carbohydrate response element-binding pro‐

tein, ACC）、ATGL、HSL、CE1 和肉碱棕榈酰转移酶-1

图6. 2-HB调节HFHS喂养小鼠的脂质代谢。雄性C57BL/6J小鼠（四周大）接受了为期两周的饮食治疗（对照组），或HFHS（水中补充30%蔗糖，g·L−1）

饮食治疗，同时通过腹膜内注射给予或不给予 250 mg·kg−1 2-HB干预。（a）GTT曲线（每组 n = 6、10和 9）。（b）WAT中SREBP、FAS、ChREBP、
ACC和CPT-1的mRNA表达水平（每组 n = 10、6和 10）。（c）~（h）WAT中SREBP、FAS、ACC、ATGL、HSL和CPT-1的蛋白表达水平（每组 n =
4~7）。（i）~（k）肝组织中CE1、SREBP和FAS的蛋白表达水平（每组n = 6~9）。显著性采用样本独立 t检验，与对照组比较，#p<0.05，##p<0.01，与

HFHS组比较，*p<0.05，**p<0.01。结果用平均值±SEM表示。
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（carnitine palmitoyltransferase-1, CPT-1）。我们发现， 2-

HB 处理抑制了 HFHS 诱导的 WAT 中的基因或蛋白的表

达，包括FAS和ACC的mRNA，以及SREBP和FAS的蛋

白[图 6（b）~（e）]。相反，2-HB 治疗增加了 WAT 中

ATGL 和 HSL 蛋白的表达 [ 图 6 （f） ~ （h）]。同时，

HFHS喂养导致肝组织中CE1抑制以及SREBP和FAS蛋白

上调，这些都被2-HB处理明显逆转[图6（i）~（k）]。

通过在HFHS喂养的小鼠中进行为期两周的腹膜内注

射，我们进一步检测了 2-HB对脂质代谢的影响。与口服

给药结果一致，数据显示 2-HB注射液降低了血清TG水

平，逆转了肝组织中 SREBP、FAS 和 CE1 蛋白的表达，

但对体重增加无影响（附录A中的图S5）。

总之，这些结果表明，APS治疗产生的代谢产物 2-

HB可有效调节体外和体内脂质代谢和胰岛素敏感性，这

可能有助于APS的代谢益处。

4. 讨论

本研究表明，APS可通过减少体重增加量、减轻肝脏

脂肪变性和减少肥胖来有效改善肥胖小鼠的代谢紊乱。此

外，非靶向和靶向代谢组学显示，补充APS会引起血清

和肝组织中的 2-HB 水平增加。我们进一步证明，在

HepG2或3T3-L1细胞中，2-HB可以调节脂肪酸代谢相关

基因的mRNA或蛋白表达，抑制炎症，提高胰岛素敏感

性。2-HB还能降低HFHS喂养小鼠的血清甘油三酯和改

善脂质代谢。

大多数植物多糖的代谢益处已得到充分证实。多糖的

保护作用机制主要被认为与其对肠道微生物群的调节有关

[57]，因为胃肠道不吸收此类多糖[58]。然而，植物多糖

确切的代谢改善机制尚不十分清楚。我们之前的观察表

明，APS的抗肥胖作用与肠道微生物群的调节有关[19]。

此外，我们发现APS并未抑制OA处理的HepG2细胞中的

TG累积（数据未显示），这排除了APS对脂质代谢产生

直接作用的可能性。

越来越多的证据表明，内源性或微生物群源性代谢产

物通常在维持健康、疾病发生和药物活性方面发挥重要作

用[59‒61]。代谢产物的变化不仅仅是基因或蛋白质水平

发生紊乱的结果；它们还作为信号分子调节病理生理状态

[62]。因此，功能代谢组学对研究已鉴定的差异代谢产物

的潜在功能极具价值[63]。由于包括APS在内的大多数植

物多糖代谢益处的潜在机制尚不清楚，我们采用了非靶向

代谢组学来研究APS的代谢益处是否与内源性代谢的调

节有关。代谢组学结果显示，补充APS明显恢复了HFD

诱导的血清和肝组织的代谢变化，这表明APS的代谢益

处可能与调节宿主代谢有关。进一步分析显示，血清和肝

组织中分别存在18种和6种差异代谢产物，这些代谢产物

通过补充APS而发生逆转。半数以上的差异代谢产物为

氨基酸，氨基酸在宿主体内可能具有调节细胞信号、基因

表达，作为蛋白质合成或磷酸化的构建模块或促成激素合

成等功能[64]。

为了确定可能与APS活性相关的代谢产物，我们使用

24种鉴定的代谢产物（18种来自血清，6种来自肝组织）

和文献研究进行了代谢途径富集。然后，我们获得了因补

充APS而发生显著改变的四种主要代谢途径，包括精氨酸

和脯氨酸代谢、丙酸酯代谢、亚油酸代谢以及抗坏血酸和

醛固酮代谢途径。我们非常关注含有β-丙氨酸和2-HB的

丙酸酯代谢途径，因为除了含有丙酸的短链脂肪酸在代谢

性疾病中的既定作用外，该途径还具有低p值和较高的途

径影响值[65‒66]。选择代谢产物2-HB的原因如下：首先，

2-HB的化学结构类似于β-HB和丁酸，它们在影响代谢性

疾病的发展方面具有重要作用[67‒68]；其次，尽管在糖尿

病、肥胖或代谢综合征患者中观察到 2-HB水平升高，表

明2-HB可能是代谢综合征或糖尿病的生物标志物[69‒70]，

但 2-HB在代谢性疾病中的生物学功能尚不明确；再次，

细菌除了从3-HB、2-氨基丁酸、α-酮丁酸、2-氧代丁酸等

前体以及蛋氨酸、苏氨酸、高丝氨酸等氨基酸中内源性产

生2-HB外[71‒72]，还可通过乳酸脱氢酶（LDH）产生2-

HB [73‒77]。此外，我们之前的研究观察到，万古霉素改

变肠道微生物群会增加2-HB的产生[78]。鉴于补充APS对

肠道微生物群的调节作用[19]，我们认为补充APS的代谢

益处可能与 2-HB的产生有关。尽管在当前研究中无法明

确2-HB的来源，但在补充APS小鼠中2-HB生成量增加可

能源于宿主代谢或APS调节的肠道微生物群。

脂质代谢失调是代谢性疾病发生发展的基础[79]。前

期研究表明2-HB可抑制大鼠大脑皮层脂质合成[80]。AT‐

GL 和 HSL 的蛋白质主要在脂肪细胞以及肝细胞中催化

TG的水解[81]，而CE1在肝细胞中特异性表达以进行TG

水解 [82]。我们的体外实验表明，2-HB 刺激肝细胞中

HSL、ATGL和CE1蛋白的表达以及3T3-L1细胞中甘油的

释放，这表明2-HB促进脂质降解。

胰岛素抗性和炎症是代谢性疾病的重要危险因素[53,

83‒86]。2-HB治疗可抑制巨噬细胞中促炎细胞因子TNF-

α的表达，提高肝细胞对胰岛素的敏感性。体外结果表

明，2-HB可能有利于减轻代谢紊乱。在2-HB和HFHS组

之间，未观察到WAT和肝组织的重量或指数，或肝组织

中的 TG 水平没有观察到显著差异。但结果表明，在

10



HFHS喂养的小鼠中，无论是灌胃还是腹腔内注射 2-HB

两周后，都可降低血清TG水平，抑制FAS和SREBP蛋白

表达，刺激WAT和肝组织中ATGL、HSL和CE1表达。体

外和体内实验结果表明，2-HB可有效调节脂质代谢，尤

其是在mRNA或蛋白水平上调节参与脂肪酸合成或脂解

的关键基因的表达。需要注意的是，在本研究中，2-HB

的生物学功能仅在短期HFHS喂养的小鼠中进行检测，这

些小鼠的变化特征是血清TG而不是肝脏TG水平明显升

高。在为期两周的干预后，发现2-HB降低了HFHS喂养小

鼠的血清中的TG水平，并逆转了WAT或肝组织中与脂质

代谢密切相关的基因和蛋白质的表达。尽管在2-HB治疗两

周后未观察到肝脏TG降低，但对脂肪酸合成和氧化密切

相关的基因和蛋白质表达的显著调节表明，如果进行2-HB

的长期干预，预计 2-HB会对肝脏脂质代谢产生更全面的

影响。

总之，本研究证实了APS在HFD喂养小鼠中的代谢

益处，并确定了一种功能性代谢产物 2-HB，通过补充

APS可使血清和肝组织中的 2-HB含量增加。进一步研究

发现，2-HB在体外和体内均可调节脂质代谢，尤其是通

过抑制或刺激参与从头脂肪酸合成或脂质降解的蛋白的表

达。我们的结果表明，APS在HFD喂养小鼠中的代谢益

处可能至少部分是通过在小鼠中产生 2-HB实现的。有必

要进行进一步研究，以确认2-HB在长期HFD喂养动物中

的功能，并确定2-HB在补充APS的小鼠中的确切来源。
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