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(57)摘要

本发明涉及含有壬二酸作为活性成分的药

物组合物或功能食物，并且更具体地，涉及含有

壬二酸作为活性成分的药物组合物和保健功能

食物，其具有以下作用：通过来激活Olfr544(其

为在脂肪组织的细胞膜中表达的GPCR)，从而通

过与嗅觉受体544(Olfr544)(其为在脂肪组织的

膜中表达的G蛋白偶联受体(GPCR))结合经cAMP-

PKA-HSL信号传导通路促进脂肪组织中甘油三酯

的水解和降低甘油三酯的积累。根据本发明的含

有壬二酸的组合物，在降低脂肪组织中脂质的积

累和改善脂肪组织的脂质代谢方面具有优异的

作用，由此可用作食物原料、药物组合物和保健

功能食物，其用于改善脂肪组织的脂质代谢(减

轻肥胖)诸如体重降低和体脂降低。
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1.一种用于预防或治疗肥胖的药物组合物，其含有壬二酸作为活性成分。

2.权利要求1的药物组合物，其中所述壬二酸促进脂肪组织中的甘油三酯水解。

3.一种用于减轻肥胖的保健功能食物，其含有壬二酸作为活性成分。
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具有脂肪组织甘油三酯降解作用的壬二酸组合物

技术领域

[0001] 本发明涉及含有壬二酸作为活性成分的药物组合物或功能食物，并且更具体地，

涉及药物组合物或保健功能食物，其含有具有以下作用的壬二酸：通过与嗅觉受体544

(Olfr544)(其为在脂肪组织的膜中表达的G蛋白偶联受体(GPCR))结合来激活作为活性成

分的Olfr544而促进脂肪组织中的甘油三酯水解和减少甘油三酯通过cAMP-PKA-HSL信号传

导通路的积累。

背景技术

[0002] 能量在体内的过多积累会引起多种代谢疾病。肥胖，即由破坏人体能量代谢平衡

引起的代表性疾病，导致胰岛素抗性，并导致其他疾病，诸如高血脂、高血压等。已知，为了

适当地保持人体能量代谢，调整生活方式是必要的，并且在通过适当的饮食来增加运动量

和减少食物摄取的情况下，可能在一定程度上治疗肥胖。

[0003] 引起饮食和生活方式的变化(包括运动)是最重要的，但是在大多数慢性疾病患者

中，难以仅通过修改生活方式来治疗肥胖，需要包括使用降脂剂的药物治疗的管理。作为用

于治疗肥胖的研究的结果，已经开发并使用了几种药物，但在通过作用于中枢神经系统而

抑制食欲的物质例如芬氟拉明(fenfluramine)/芬特明(phentermine)或西布曲明

(sibutramine)的情况下，问题在于，由于诸如发展心血管疾病等严重的副作用，商品化药

物从市场退出。此外，在奥利司他(orlistat)相当于口服脂肪酶抑制剂的情况下，奥利司他

对于不吃高脂肪饮食的韩国人等无效。因此，由于现有药物的功效不高，有必要开发一种新

的物质。与此同时，由于有许多人不愿服用药物而且由于服用药物而感到有负担，因此研究

能够通过使用安全食物成分或在体内产生的物质而治疗或预防肥胖或慢性疾病的活性成

分的需求增加。

[0004] 壬二酸的化学名称是对应于具有9个碳原子的二羧酸的壬二酸，并且壬二酸在ω-

氧化过程中形成或在体内作为亚油酸的过氧化物形成。或者，壬二酸也作为天然物质在诸

如小麦、大麦、燕麦片、高粱等多种谷物中形成，由此以食物形式摄入(图1)。根据迄今为止

进行的研究的结果，已知壬二酸对于炎性皮肤病诸如潮红、痤疮等是有效的，并且已经部分

地报道了研究壬二酸对动脉硬化、血糖控制、其抗癌症作用等的作用的内容，但尚未对其详

细的机制进行研究，诸如靶蛋白的鉴定等。尚未报道与减少体脂的作用相关的壬二酸的研

究，并且没有研究相关的作用机制。

[0005] Olfr544是嗅觉受体(以下称为“Olfr544”)，并且一般地，已知嗅觉受体在嗅觉上

皮细胞中表达，用来向大脑传送气味信息。然而，根据最近的报道，已知Olfr544在多种组织

以及嗅觉组织中表达。400或更多个嗅觉受体基因存在于人类中，其相当于人类基因组的1-

2％，并且并不令人惊奇的是，占据大部分基因组的嗅觉受体执行一般组织细胞所需的功能

以及嗅觉信息传输。

[0006] 根据最近的研究的结果，报道了一般组织中嗅觉受体的各种功能。即，报道了研究

具有检测精子中的信息素物质的功能的嗅觉受体，参与皮肤角化细胞中的皮肤再生的
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OR2AT4，以及在肾脏组织中表达以调节肾素激素分泌的Olfr78等。近来，本发明的发明人报

道了在肝脏组织中表达OR1A1以调节肝组织中的甘油三酯代谢(Wu  C  et  a l .,

Int.J.Biochem.Cell  Biol.,64:75-80,2015)，并且许多研究人员已经报道了嗅觉受体的

新功能。

[0007] 基于此技术背景，本发明的发明人尝试通过有效降低脂肪组织中甘油三酯的含量

来开发含有能够改善脂质代谢(减轻肥胖)的壬二酸的植物衍生的物质以降低体脂。结果

是，本发明的发明人发现，壬二酸通过作为Olfr544的配体(即在3T3-L1脂肪细胞中异位表

达的嗅觉受体)起作用以激活cAMP-PKA-HSL信号传导通路来抑制脂肪组织的脂质积累，从

而完成本发明。

发明内容

[0008] 本发明的目的是提供用于改善脂肪组织中的脂质代谢的组合物(用于减轻肥胖的

组合物)，其含有具有以下作用的壬二酸：促进脂肪组织中的甘油三酯水解以有效降低体脂

的积累。

[0009] 根据本发明的一方面，提供了用于预防或治疗肥胖的药物组合物，其含有壬二酸

作为活性成分。

[0010] 根据本发明的另一方面，提供了用于减轻肥胖的保健功能食物，其含有壬二酸作

为活性成分。

[0011] 根据本发明的另一方面，提供了通过施用壬二酸来预防肥胖、治疗肥胖或减轻肥

胖的方法。

[0012] 根据本发明的另一方面，提供了用于壬二酸在制备用于预防肥胖、治疗肥胖或减

轻肥胖的药物中的的用途。

附图说明

[0013] 图1示例说明壬二酸(反式壬二酸)的化学结构、分子式和分子量。

[0014] 图2A至2D示例说明对应于壬二酸的靶分子的Olfr544在3T3-L1脂肪细胞和小鼠脂

肪组织中显著表达，其中图2A示例说明通过逆转录聚合酶链式反应(RT-PCR)实验来确认

Olfr544的表达的结果，图2B示例说明通过定量实时聚合酶链式反应(qPCR)实验来确认

Olfr544的表达的结果，图2C示例说明通过蛋白质印迹(western  blot)实验来确认Olfr544

的表达的结果，和图2D示例说明通过免疫组织化学实验来确认Olfr544的表达的结果。

[0015] 图3示例说明通过MTT测定来测量3T3-L1脂肪细胞中壬二酸的细胞毒性而获得的

结果。

[0016] 图4示例说明在将Olfr544表达载体和CRE-萤光素酶报告基因载体引入到对应于

嗅觉受体的表达效率增加的细胞系的Hana3A培养细胞系之后，通过进行报告基因测定而获

得的结果，以检测壬二酸作为Olfr544配体的作用(活性)。EC50值意指对应于50％最大功效

的激动剂的浓度。

[0017] 图5A至5C示例说明在使用壬二酸(AzA)处理3T3-L1脂肪细胞之后，通过测量cAMP

(图5A)、IP-1(IP3的代谢，图5B)和细胞内钙(图5C)(这些是参与细胞内信号转导的主要第

二信使)的浓度而获得的结果。
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[0018] 图6示例说明在使用壬二酸(AzA)处理3T3-L1脂肪细胞30分钟时，通过测量蛋白激

酶A(PKA)而获得的结果。对照，阴性对照；1μM  FSK(福司柯林(forskolin))、阳性对照；50μM 

AzA(壬二酸)。不同字母通过分析图基检验(Tukey's  test)中的方差(ANOVA)来表明统计上

的显著差异(p<0.05)。

[0019] 图7示例说明在使用壬二酸(AzA)处理3T3-L1脂肪细胞2小时时，确证是否存在对

应于PKA的靶蛋白的cAMP反应元件结合蛋白(CREB)和激素敏感性脂肪酶(HSL)的磷酸化(磷

酸化的程度)的结果。C(对照)，阴性对照；1μMFSK(福司柯林)，阳性对照；50μM  AzA(壬二

酸)。

[0020] 图8A至图8C示例说明在使用壬二酸(AzA)处理3T3-L1脂肪细胞2小时时，通过测量

通过甘油三酯水解释放的细胞内脂质的浓度和甘油的量而获得的结果。图8A示例说明细胞

内甘油三酯的浓度，图8B示例说明细胞内胆固醇的浓度，和图8C示例说明从细胞释放的甘

油的浓度。C(对照)，阴性对照；1μM  FSK(福司柯林)，阳性对照；50μM  AzA(壬二酸)。不同字

母通过图基检验中的方差(ANOVA)来表明统计上的显著差异(p<0.05)。

[0021] 图9A和9B示例说明在通过RT-PCR实验(图9A)和蛋白质印迹实验(图9B)使用

Olf544shRNA转染3T3-L1脂肪细胞时，通过确认Olfr544基因的抑制表达的作用而获得的结

果。

[0022] 图10A至10C示例说明使用壬二酸(AzA)处理敲低Olfr544基因的3T3-L1脂肪细胞2

小时时，通过确认细胞内cAMP的浓度(图10A)，PKA活性(图10B)，和是否存在HSL的磷酸化

(磷酸化的程度)(图10C)而获得的结果。

[0023] 图11示例说明在使用壬二酸处理敲低Olfr544基因的3T3-L1脂肪细胞2小时时，通

过测量由于脂解作用而释放的甘油的量而获得的结果。

[0024] 图12A和12B示例说明在将壬二酸(AzA)以50mg/kg的浓度口服施用给遗传肥胖诱

导的ob/ob小鼠6周后，通过确认体重的改变(图12A)和饲料摄取量(图12B)而获得的结果。

[0025] 图13示例说明在将壬二酸(AzA)以50mg/kg的浓度口服施用给遗传肥胖诱导的ob/

ob小鼠6周后，通过使用微CT方法测量总脂肪(合计(Total))、腹部脂肪(Adb)和皮下脂肪

(SubQ)而获得的结果。

[0026] 图14A至14C示例说明在将壬二酸(AzA)以50mg/kg的浓度口服施用给遗传肥胖诱

导的ob/ob小鼠6周后，通过测量血液中甘油三酯的浓度(图14A)、脂联素的浓度(图14B)和

胆固醇的浓度(图14C)而获得的结果。

[0027] 图15A至15C示例说明在将壬二酸(AzA)以50mg/kg的浓度口服施用给遗传肥胖诱

导的ob/ob小鼠6周后，通过测量肝组织的重量(图15A)和丙氨酸转氨酶(ALT)与天冬氨酸氨

基转移酶(AST)的水平(图15B和15C)而获得的结果。

[0028] 图16示例说明在将壬二酸(AzA)以50mg/kg的浓度口服施用给正常小鼠6周后，使

用间接热量测定通过测量总能量消耗(EE)、呼吸商(RQ)、脂肪酸氧化作用、O2的消耗量和CO2

的产生量而获得的结果。

具体实施方式

[0029] 除非本文另有定义，否则本说明书使用的所有科学和技术术语与本发明所属领域

的技术专家所理解的那些具有相同的含义。一般地，本说明使用的术语是本领域公知和通
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用的。

[0030] 在本发明中，确认了在使用壬二酸处理3T3-L1脂肪细胞时，壬二酸通过激活嗅觉

受体Olfr544而具有甘油三酯水解促进作用和甘油三酯积累减少作用。更具体地，为了评价

壬二酸的脂肪甘油三酯积累抑制作用，分析使用壬二酸处理的3T3-L1脂肪细胞中甘油三酯

的含量和对应于甘油三酯水解的产物的甘油的释放量，由此评价3T3-L1脂肪细胞中的甘油

三酯水解作用。此外，在本发明中，通过确认在表达Olfr544的3T3-L1脂肪细胞和Hana3A细

胞系中壬二酸作为Olfr544激动剂的特征，鉴定了壬二酸在c-AMP-PKA-HSL信号传导通路中

通过Olfr544的甘油三酯水解作用的机制。

[0031] 在本发明中，作为向对应于遗传肥胖诱导的小鼠的ob/ob小鼠口服施用对应于

Olfr544激动剂的壬二酸6周的结果，确认了体脂降低，这是从在生物代谢率实验中脂质氧

化的增加得到的结果。

[0032] 壬二酸是在人体中天然形成的或是存在于谷物诸如人类主要作为食物食用的大

麦、燕麦、黑麦等中的食物成分。根据研究的报道的结果，在人体中壬二酸的浓度是约10至

50μM，并且广泛已知，一般地，壬二酸可安全摄入。此外，在MTT毒性测试中，甚至在以高达

500μM的浓度使用壬二酸处理3T3-L1脂肪细胞的情况下，确认了没有表现出毒性。

[0033] 因此，本发明涉及用于治疗肥胖的药物组合物，其含有壬二酸作为活性成分。

[0034] 在另一方面，本发明涉及通过向受试者施用壬二酸来预防肥胖、治疗肥胖或减轻

肥胖的方法。

[0035] 在另一方面，本发明涉及壬二酸在制备用于预防肥胖、治疗肥胖或减轻肥胖的药

物中的用途。

[0036] 在本发明中，肥胖的治疗可意指在脂肪组织中甘油三酯的降低、在脂肪组织中脂

质积累的抑制、体重的降低或体脂的降低。壬二酸可增加嗅觉受体(OR)的活性，其中嗅觉受

体可以是嗅觉受体544(Olfr544)。此外，壬二酸可促进脂肪组织中的甘油三酯水解。

[0037] 已知在脂肪细胞中脂肪(或脂质)和过多能量的积累可导致肥胖，而且是糖尿病、

高血脂、脂肪肝、动脉硬化、高血压和心血管疾病(它们是多种脂质相关的代谢疾病)或代谢

综合征(其中上述疾病同时且多次发生)等的主要原因。代谢综合征表示其中同时出现危险

因素(诸如高血脂、高血压、葡萄糖代谢障碍和肥胖)的综合征。近来，此综合征通过由世界

卫生组织和国家卫生研究院(NIH)的国家心肺和血液研究所(NHLBI)制定的成人治疗计划

III(ATP  III)正式命名为代谢综合征或胰岛素抗性综合征。

[0038] 本文所使用的术语“脂肪肝”意指脂肪在肝细胞中过度积累的状态，由于肝脏中的

脂肪代谢障碍，这导致多种疾病，诸如心绞痛、心肌梗塞、中风、动脉硬化、脂肪肝、胰腺炎

等。

[0039] 在本发明中，可使用通过液汁提取、热水提取、超声提取、溶剂提取、回流提取而获

得的壬二酸，其中可使用乙醇、甲醇、丙酮、己烷、乙酸乙酯、二氯甲烷、水或它们的混合物进

行溶剂提取，可通过多种通常用来制备天然壬二酸的方法来提取壬二酸。

[0040] 本文所使用的术语“壬二酸(azelaic  acid)”可与对应于同义词的壬二酸

(nonanedioic  acid)互换使用。

[0041] 因为根据本发明的壬二酸是天然物质，壬二酸不具有毒性，从而大量壬二酸可持

续用作药物。
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[0042] 根据本发明的含有壬二酸的组合物可连同药物(诸如抗组胺剂、镇痛剂、抗癌剂、

抗生素等)一起配制或与其组合配制。

[0043] 除非另有说明，否则本文所使用的术语“治疗”意指该术语适用的疾病，逆转或减

轻疾病的一个或多个症状，或抑制或阻止疾病的进展。当如上所述定义术语“治疗”时，本文

所使用的术语“治疗”意指治疗行为。

[0044] 术语“药物组合物”或“医药组合物”意指根据本发明的含有壬二酸的化合物和其

他化学成分诸如稀释剂或载体的混合物。

[0045] 将术语“生理学上可接受的”定义为不损害化合物的生物活性或物理性能的载体

或稀释剂。

[0046] 将术语“载体(carrier)”或“媒介物(vehicle)”定义为允许将目标化合物容易地

引入到细胞或组织中的化合物。例如，二甲亚砜(DMSO)是通常用来允许将多种有机化合物

容易地引入到活的有机体的细胞或组织中的载体。

[0047] 将术语“稀释剂”定义为稳定目标化合物的生物学活性形式并在溶解该化合物的

水中稀释的化合物。将溶解在缓冲溶液中的盐用作本领域中的稀释剂。通常使用的缓冲溶

液是磷酸盐缓冲盐水。原因是磷酸盐缓冲盐水是体液的人造盐形式。因为缓冲溶液可将溶

液的pH控制在低浓度，很少见缓冲稀释剂改变化合物的生物活性。

[0048] 用于本说明书的每个含有壬二酸的化合物可照原样向人类患者施用，或者作为药

物组合物施用，其中化合物如在联合治疗中与其他活性成分或者合适的载体或赋形剂混

合。

[0049] 适合用于本发明的医药组合物或药物组合物包括以足够实现所需目的的量包含

活性成分的组合物。更具体地，治疗有效量意指对延长被治疗对象的存活，预防、减少或减

轻疾病的症状有效的化合物的量。具体地，鉴于本文提供的公开的详细内容，可通过本领域

技术人员确定治疗有效量。

[0050] 根据本发明的含有壬二酸的化合物的治疗有效量最初可从细胞培养分析测量。例

如，可在动物模型中计算剂量以获得循环浓度范围，其包括在细胞培养中确定的半数最大

抑制浓度(IC50)或半数最大有效浓度(EC50)。此信息可用来更精确地确定在人类中使用的

剂量。

[0051] 壬二酸的施用剂量可根据采用的施用制剂和使用的施用途径在上述范围内变化。

考虑到患者的状态，可通过个人医生选择精确计算、施用途径和施用剂量(例如，见Fingl 

et  al.,1975,"The  Pharmacological  Basis  of  Therapeutics",Ch.1,p.1)。

[0052] 根据本发明的壬二酸的优选施用剂量可根据患者的状态和体重、疾病的程度、药

物制剂以及施用途径和施用持续的时间改变，但是由本领域技术人员适当选择。一般地，基

于患者的体重，向患者施用的组合物的剂量范围可为约0.5至1000mg/kg。然而，为了获得更

好的效果，根据本发明的壬二酸可以0.0001至200mg/kg，优选0.001至100mg/kg的日剂量施

用。一剂可以一天施用一次，或分为几剂然后施用。因此，本发明的范围不局限于施用剂量。

[0053] 根据本发明的壬二酸可通过多种途径向哺乳动物诸如大鼠、小鼠、家畜、人等施

用。所有施用方法是可预期的。例如，可口服施用或通过直肠注射、静脉内注射、肌内注射、

皮下注射、子宫内膜注射或脑室内注射施用壬二酸。

[0054] 在根据本发明的组合物作为混合物(其含有除壬二酸之外向其中添加的另外的成
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分)提供的情况下，基于组合物的总重量，组合物可以0.001wt％至99.9wt％，优选0.1wt％

至99wt％，并且更优选1wt％至50wt％的含量含有壬二酸。

[0055] 根据本发明的组合物的药物施用形式可以是其药学上可接受的盐的形式。此外，

可单独使用组合物，或者还可使用化合物与另外的药物活性化合物的合适的集合以及组

合。

[0056] 术语“药学上可接受的盐”意指化合物的形式，所述化合物在施用该化合物的生物

体中不导致严重刺激并且不破坏该化合物的生物学活性和物理性质。术语“水合物”、“溶剂

化物”和“异构体”与上述具有相同的含义。可通过使根据本发明的含有壬二酸的化合物与

无机酸，诸如盐酸、溴酸、硫酸、硝酸、磷酸等；磺酸，诸如甲磺酸、乙磺酸、对甲苯磺酸等；和

有机碳酸，诸如酒石酸、甲酸、柠檬酸、乙酸、三氯乙酸、三氟乙酸、癸酸、异丁酸、丙二酸、琥

珀酸、邻苯二甲酸、葡糖酸、苯甲酸、乳酸、富马酸、马来酸、水杨酸等反应而获得药学上可接

受的盐。此外，可通过使根据本发明的含有壬二酸的化合物与碱反应形成碱金属盐诸如铵

盐、钠盐、钾盐等，碱土金属盐诸如钙盐、镁盐等，有机碱的盐诸如二环己胺、N-甲基-D-葡糖

胺、三(羟甲基)甲胺等，以及氨基酸诸如精氨酸、赖氨酸等的盐而获得药学上可接受的盐。

[0057] 可通过一般方法分别以口服施用的形式诸如粉末、颗粒、片剂、胶囊、悬浮液、乳

剂、糖浆、气雾剂等，外部施用、栓剂和无菌溶液的形式配制根据本发明的含有壬二酸的药

物组合物或医药组合物。能够包含在含有壬二酸的组合物中的载体、赋形剂和稀释剂的实

例可包括乳糖、右旋糖、蔗糖、山梨糖醇、甘露糖醇、木糖醇、赤藓糖醇、麦芽糖醇、淀粉、阿拉

伯胶、藻酸盐、明胶、磷酸钙、硅酸钙、纤维素、甲基纤维素、微晶纤维素、聚乙烯吡咯烷酮、

水、羟基苯甲酸甲酯、羟基苯甲酸丙酯、滑石、硬脂酸镁和矿物油。

[0058] 在配制药物组合物的情况下，可使用通常使用的稀释剂或赋形剂，诸如填充剂、增

量剂、粘合剂、润湿剂、崩解剂、表面活性剂等。用于口服施用的固体制剂包括片剂、丸剂、粉

末、颗粒、胶囊等，且可通过将壬二酸与至少一种赋形剂混合来制备，例如淀粉、碳酸钙、蔗

糖或乳糖、明胶等。此外，除了简单的赋形剂之外，可使用润滑剂诸如硬脂酸镁或滑石。用于

口服施用的液体制剂包括悬浮液、溶液、乳剂、糖浆等，而且这些液体制剂可含有多种赋形

剂，诸如润湿剂、甜味剂、调味剂、防腐剂等，以及水和液体石蜡，即通常使用的简单的稀释

剂。用于肠胃外施用的制剂包括无菌水溶液、非水溶剂、悬浮液、乳剂、冻干制剂和栓剂。在

非水溶剂或悬浮液中，可使用丙二醇、聚乙二醇、植物油诸如橄榄油、可注射的酯诸如油酸

乙酯等。作为栓剂的基质，可使用witepsol、macrogol(聚乙二醇)、吐温60(tween  60)、可可

脂、月桂酸、甘油-明胶等。

[0059] 嗅觉受体是占G蛋白偶联受体(GPCR)蛋白质超家族的最大部分的蛋白质组，而且

一般地，其在膜中的表达量不大。因此，本发明的发明人尝试通过RT-PCR、qPCR、蛋白质印迹

和免疫组织化学实验最终确认在脂肪组织(或3T3-L1脂肪细胞)中在先前的微阵列研究中

是否存在嗅觉受体Olfr544的表达(表达的程度)。

[0060] 在本发明的实施例中，确认了Olfr544基因和蛋白质在小鼠的脂肪组织和3T3-L1

脂肪细胞中的表达。结果是，确认了，在RT-PCR和qPCR实验中，Olfr544基因(在RNA水平)在

脂肪组织和3T3-L1脂肪细胞中显著表达，如图2A和2B所示。具体地，在这两个实验中，观察

到Olfr544的表达水平在脂肪组织中比在3T3-L1脂肪细胞中高。

[0061] 与此同时，如图2C所示，在蛋白质印迹实验中，在3T3-L1脂肪细胞的胞质溶胶中没
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有检测到Olfr544蛋白，但在膜蛋白级分中以高水平表达。此外，如图2D所示，作为进行免疫

组织化学实验的结果，Olfr544蛋白在膜中显著表达，同时与3T3-L1脂肪细胞的膜中的膜标

志物共定位。

[0062] 在本发明的另一个实施例中，进行MTT测定以评价壬二酸的细胞毒性。结果是，据

确认，即使在用高浓度壬二酸(500μM)处理3T3-L1脂肪细胞的情况下，也没有观察到细胞毒

性，如图3所示。

[0063] 在本发明的另一个实施例中，评价壬二酸作为Olfr544配体的作用。因此，观察到，

在使用cAMP反应元件(CRE)-荧光素酶报道基因测定的情况下，壬二酸浓度依赖性地增加了

1至1000μM的浓度范围内的Olfr544活性，如图4所示。此外，EC50值为29.71μM，从而在此浓度

活化约50％的Olfr544。

[0064] 在本发明的另一个实施例中，为了通过激活Olfr544来鉴定壬二酸是否参与信号

转导，确认了使用壬二酸处理的3T3-L1脂肪细胞中第二信使的浓度的变化。结果是，确认

了，在用壬二酸处理的3T3-L1脂肪细胞中，只有cAMP的浓度与壬二酸的浓度成比例地特异

性且依赖性地增加，如图5A至5C所示。

[0065] 在本发明的另一个实施例中，确认了，壬二酸特异性地增加了脂肪组织中的cAMP

的浓度，而且对磷酸肌醇和钙的浓度没有影响。

[0066] 与此同时，已知脂肪细胞中cAMP的增加增加了CREB活性并刺激PKA活性以诱导脂

解。

[0067] 在本发明的另一个实施例中，为了确认蛋白激酶A(PKA)信号传导通路，即对应于

第二信使的cAMP的亚通路，评价壬二酸的PKA活性调节作用。结果是，壬二酸显著增加3T3-

L1脂肪细胞中的PKA活性，如图6所示。确认了，在使用壬二酸(50μM)处理3T3-L1脂肪细胞2

小时时，与对照相比，PKA活性增加了113.8％。因此，由于因壬二酸处理引起的脂肪细胞的

增加，PKA活性增加。

[0068] 在本发明的另一个实施例中，确认了因壬二酸引起的cAMP应答元件结合蛋白

(CREB)和激素敏感性脂肪酶(HSL)蛋白质的磷酸化的变化。结果是，在使用壬二酸(50μM)处

理脂肪细胞2小时的情况下，与对照(C)相比，CREB和HSL的磷酸化迅速增加，如图7所示。

3T3-L1脂肪细胞中cAMP的浓度的增加刺激PKA活性，以增加HSL的磷酸化，并且因HSL的磷酸

化引起的HSL的活化促进储存在脂滴中的甘油三酯的水解。因此，此结果表明壬二酸具有水

解脂肪细胞的甘油三酯的作用。

[0069] 结果是，当对应于嗅觉受体的Olfr544在脂肪组织(或脂肪细胞)中被对应于配体

的壬二酸激活时，PKA蛋白由对应于第二信使的cAMP的浓度的增加激活，并且对应于PKA蛋

白质的主要靶标的CREB和HSL被磷酸化，由此被激活。因此，确认了，因壬二酸处理引起的

Olfr544的活化激活细胞内cAMP-CREB信号传导通路。

[0070] 在本发明的另一个实施例中，为了确认壬二酸具有激活cAMP-PKA-HSL信号传导通

路以促进3T3-L1脂肪细胞中的甘油三酯水解的作用，测量了脂肪细胞中甘油三酯和胆固醇

的浓度，并且测量了对应于甘油三酯水解的产物的甘油的释放量。因此，在用壬二酸(50μM)

处理3T3-L1脂肪细胞2小时时，细胞中的甘油三酯减少了61.5％(P<0.05)，并且对应于甘油

三酯水解的产物的甘油增加了46.7％，如图8A至8C所示。这意味着壬二酸具有促进脂肪组

织中的甘油三酯水解以抑制甘油三酯积累的作用。
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[0071] 在本发明的另一个实施例中，使用Olfr544shRNA再次确认Olfr544在壬二酸的脂

解调节作用中的作用。更具体地，通过将Olfr544shRNA转染到对应于小鼠脂肪细胞的3T3-

L1细胞中来抑制Olfr544基因的表达(图9A至9C)；在使用壬二酸处理其中Olfr544的表达被

抑制的细胞时，cAMP-PKA-HSL信号传导通路失活(图10A至10C)，而且没有观察到由于因壬

二酸处理引起的血液中的甘油三酯水解而造成的甘油的释放浓度的变化(图11)，从而确认

了壬二酸的脂解取决于Olfr544。

[0072] 与此同时，在本发明的另一个实施例中，向肥胖诱导的小鼠动物模型口服施用壬

二酸，并且确认多种肥胖相关的指标。观察到，与对照组相比，在施用了壬二酸的肥胖小鼠

组中，食物摄入量没有变化，但体重的增加显著降低(图12)，而且与对照组相比，总脂肪、皮

下脂肪和腹部脂肪显著降低(图13)。此外，作为分析血液指标的结果，确认了通过施用壬二

酸，显著降低血液胆固醇的浓度(图14)，但在喂食高脂饮食的ob/ob小鼠中，肝脏组织的重

量由于脂肪肝的生成而增加，但通过施用壬二酸，肝脏组织的重量减少，并且没有表现出诸

如肝毒性等的副作用(图15)。

[0073] 最终，作为根据正常小鼠中的壬二酸的施用分析能量代谢的结果，在壬二酸施用

组中，总能量消耗(EE)没有变化，但呼吸商(RQ)降低，并且与对照相比，脂肪酸氧化是增加

的。此外，与对照组相比，O2的消耗量没有很大的差异，但CO2的产生量显著增加(图16)。

[0074] 总之，实施例的结果显示，因壬二酸处理引起的脂肪组织(或脂肪细胞)中的甘油

三酯水解促进作用和脂质积累抑制作用是由起Olfr544配体作用的壬二酸激活细胞内

cAMP-PKA-HSL信号传导通路产生的。即，壬二酸起在脂肪细胞的膜中表达的嗅觉受体

Olfr544的激动剂的作用，以特异性地增加细胞内cAMP的浓度，由此增加PKA活性和CREB和

HSL的磷酸化以促进脂质水解并诱导甘油三酯水解。因此，壬二酸具有降低脂肪组织中甘油

三酯的积累以减轻肥胖和代谢综合征的作用。

[0075] 根据本发明的含有壬二酸的化合物或其药学上可接受的盐，在制备多种功能食物

和保健功能食物时，可用作食物的主要成分或者添加剂或佐剂。

[0076] 因此，本发明涉及用于减轻肥胖的保健功能食物，其含有壬二酸作为活性成分。

[0077] 在本发明中，肥胖减轻的特征可在于脂肪组织中的甘油三酯的减少，脂肪组织中

的脂质积累的抑制，体重的减轻或体脂的减少。

[0078] 在本发明中，术语“功能食物”意指将壬二酸添加到一般食物中以改善一般食物的

功能性而获得的食物。功能性可由物理性质和生理功能性来表示，并且在将根据本发明的

壬二酸添加到一般食物的情况下，可改善一般食物的物理性质和生理功能性。在本发明中，

如上所述具有改善的功能的食物被综合地定义为“功能食物”。

[0079] 根据本发明的功能食物可以多种方式用于药物、食物、饮料等中，以减少体脂的积

累。根据本发明的功能食物的实例可包括食品、糖果、巧克力、饮料、口香糖、茶、维生素复合

物、保健补充食品等，而且功能食物可以粉末、颗粒、片剂、胶囊或饮料的形式使用。

[0080] 可将根据本发明的组合物添加到食物或饮料中以促进脂肪组织中的脂解。在这种

情况下，食物或饮料中的组合物的含量如下。一般地，基于食物的总重量，根据本发明的保

健功能食物组合物的含量可为0.01～50wt％，优选为0.1～20wt％，并且基于100ml的饮料，

根据本发明的保健饮料组合物的含量可为0.02至10g，优选为0.3至1g，但是该含量不限于

此。
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[0081] 对根据本发明的保健饮料组合物的液体成分没有特别的限制，只要该保健饮料组

合物以所述比例含有根据本发明的组合物作为必要成分，而且该保健饮料组合物可进一步

含有多种调味剂，天然碳水化合物等作为附加成分，类似于普通饮料。天然碳水化合物的实

例包括一般的糖，例如，单糖诸如葡萄糖、果糖等，二糖诸如麦芽糖、蔗糖等，和多糖诸如一

般的糖(诸如糊精、环糊精)等，和糖醇诸如木糖醇、山梨糖醇、赤藓糖醇等。除了上述成分之

外，可有利地使用天然调味剂(索马甜、甜叶菊提取物(例如莱鲍迪苷A(rebaudioside  A)、

甘草甜素等)和合成调味剂(糖精、阿斯巴甜等(aspartame)))作为调味剂。基于100ml的组

合物，根据本发明的组合物中天然碳水化合物的比例为约1至20g，并且优选为约5至12g。

[0082] 除了如上所述的附加成分之外，根据本发明的组合物可含有多种营养素、维生素、

矿物质(电解质)、调味剂诸如合成调味剂和天然调味剂、着色剂和改善剂(奶酪、巧克力

等)、果胶酸及其盐、海藻酸及其盐、有机酸、保护性胶体增稠剂、pH调节剂、稳定剂、防腐剂、

甘油、醇、用于碳酸饮料中的碳酸化剂等。此外，根据本发明的组合物可含有用于制备天然

果汁、果汁饮料和蔬菜饮料的果肉。这些成分可独立使用或组合使用。尽管这些添加剂的含

量不特别重要，基于100重量份的根据本发明的组合物，通常在0.01至20重量份的范围选

择。

[0083] 以下，会通过实施例详细描述本发明。然而，这些实施例仅用作说明本发明，并且

本领域的技术人员会理解这些实施例不应被解释为限制本发明的范围。

[0084] 实施例1：分析Olfr544基因和对应于壬二酸的分子靶标的蛋白

[0085] 为了确认对应于脂肪细胞中的壬二酸的分子靶标的嗅觉受体Olfr544(以下称为

Olfr544)蛋白的表达，进行用于测量基因和蛋白质的表达的实验(图2)。使用RT-PCR和定量

实时(qPCR)实验分别确认小鼠的脂肪组织以及分化和培养的3T3-L1脂肪细胞中的Olfr544

基因的表达，并通过蛋白质印迹和免疫组织化学实验确认Olfr544蛋白在细胞中的表达。

[0086] 1-1:细胞培养

[0087] 从韩国细胞系库(Korean  Cell  Line  Bank)获得通过分化3T3-L1前脂肪细胞

(KCLB号10092.1)获得的用于实施例1至7中的脂肪细胞，并且当细胞在37℃在5％CO2条件

下在含有10％胎牛血清(FCS)的达尔伯克改良伊格尔培养基(Dulbecco 's  modified 

Eagle's  medium)(DMEM)中以50％的汇合度(confluency)(增殖的程度)生长时，传代培养

并维持这些细胞(Green  H.,et  al.,Cell,3(2):127-33,1974；Green  H.,et  al.,Cell,5

(1):19-27 ,1975；Atanasov ,A .G .,et  al .,Biochimica  et  Biophysica  Acta(BBA)-

General  Subjects  1830(10):4813-9)。

[0088] 1-2:细胞分化

[0089] 3T3-L1前脂肪细胞的分化过程如下。首先，将1x106个3T3-L1前脂肪细胞接种于6

孔板的各孔中并培养，以具有100％的汇合度。2天后，将培养的3T3-L1前脂肪细胞在含有

10％胎牛血清(FBS)和MDI溶液(0.5mM  IBMX，0.5μM地塞米松和10μg/mL胰岛素)的DMEM培养

基中处理3天。然后，将处理的细胞在含有10％FBS和10μg/mL胰岛素的DMEM中培养，确认细

胞中是否存在脂质小滴(程度)，并且基于确认结果，使脂肪细胞分化(Green  H.,et  al .,

Cell,3(2):127-33,1974；Green  H.,et  al.,Cell,5(1):19-27,1975；Atanasov,A.G.,et 

al.,Biochimica  et  Biophysica  Acta(BBA)-General  Subjects  1830(10):4813-9)。

[0090] 结果是，确认了，约至少80％的3T3-L1前脂肪细胞通过总共12天的分化过程分化
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成脂肪细胞(数据未示出)。

[0091] 1-3:Olfr544基因的表达

[0092] 为了确认Olfr544基因的RNA表达，进行RT-PCR和qRT-PCR。

[0093] (1)cDNA的合成

[0094] 首先，使用本领域技术人员已知的方法通过实施例1-1和1-2中的方法从分化的

3T3-L1脂肪细胞提取RNA，并使用提取的RNA和ReverTra  qPCRRT试剂盒(TOYOBO ,

Osaka,Japan)合成cDNA。更具体地，为了改善RT-PCR反应的效率，将提取的RNA在65℃处理5

分钟，然后直接储存在冰中。此后，使用含gDNA去除剂、0.5μg的RNA和蒸馏水(无核酸酶的

水)的2μl的4x  DNAMaster  Mix制备总共8μl的反应物，并在37℃反应5分钟。然后，将5×RT 

Mastermix添加到反应产物中，而且将反应在37℃进行5分钟，在50℃进行5分钟，和在98℃

进行5分钟，由此合成cDNA。

[0095] (2)PCR

[0096] 使用表1所示的引物通过本领域技术人员已知的方法，对由(1)中的方法合成的

cDNA进行聚合酶链式反应(PCR)。然后，将获得的PCR产物在琼脂糖凝胶上电泳，并通过条带

确认Olfr544基因的RNA是否表达。这里，作为对照，使用3-磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH，本领

域技术人员通常已知的序列)。

[0097] 下表1示出了Olfr544引物序列。

[0098] [表1]

[0099]

名称 类型 序列(5’->3’) Seq.NO

mOlfr544_F 有义 GGG  GAC  ATC  TCG  CTG  AAT  AA 1

mOlfr544_R 反义 ATG  AGG  ACA  TGG  TGG  AGG  AG 2

[0100] (3)qPCR(定量实时PCR)

[0101] 使用(1)中的方法合成的cDNA、表1中所示的引物和Thunderbird  Sybr  qPCR  Mix

(TOYOBO,Osaka,Japan)和iQ5iCycler系统(Bio-Rad ,California,U.S.)，通过本领域技术

人员已知的方法进行qPCR。更具体地，在95℃进行变性过程4分钟30秒，在相同温度进行40

个循环的变性过程10秒，在55℃-60℃进行退火过程30秒，然后，在68℃进行延伸过程20秒。

使用GAPDH的表达将每个基因的表达的程度标准化。使用国家生物技术信息中心(National 

Center  for  Biotechnology  Information)(NCBI)的核苷酸blast软件设计引物，并从

Bionics(Seoul，Korea)购买。

[0102] 结果是，确认了，在RT-PCR和qPCR实验中，Olfr544基因(在RNA水平)在小鼠的脂肪

组织中和3T3-L1脂肪细胞中显著表达，如图2A和2B所示。具体地，在这两个实验中，观察到

Olfr544的表达水平在脂肪组织中比在3T3-L1脂肪细胞中高。

[0103] 1-4:Olfr544蛋白的表达

[0104] 为了确认对应于Olfr544基因的最终产物的蛋白质的表达，进行蛋白质电泳(十二

烷基硫酸钠-丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE))、蛋白质印迹和免疫组织化学实验。

[0105] (1)蛋白提取

[0106] 通过实施例1-1和1-2中的方法从分化的3T3-L1脂肪细胞中提取蛋白质。

[0107] 在获得膜蛋白级分的情况下，使用磷酸盐缓冲盐水(PBS)冲洗3T3-L1脂肪细胞(或
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脂肪组织)以仅收集细胞(或组织)沉淀并使用C溶液(120mM  NaCl,5mM  KCl,1.6mM  MgSO4,

25mM  NaHCO3,7.5mM  D-葡萄糖,pH  7.4)洗涤，然后向其中添加溶液D(溶液C+10mM  CaCl2)并

搅拌20分钟，然后离心。将通过使离心分离后得到的上清液再次进行离心分离而得到的沉

淀溶解于TEM缓冲溶液(10mM  Tris,3mM  MgCl2,2mM  EDTA,pH  8.0)和甘油，由此最终得到膜

蛋白级分。已知如上所述的蛋白提取方法为钙离子休克方法，其中蛋白质产率高于对应于

现有膜分级分离方法的机械搅拌方法。

[0108] 与此同时，在获得胞质溶胶蛋白级分的情况下，使用PBS冲洗3T3-L1脂肪细胞(或

脂肪组织)，以仅收集沉淀，向其中添加含有洋地黄皂苷(digitonin)的缓冲溶液(150mM 

NaCl,50mM  HEPES,25μg/ml洋地黄皂苷,pH  7.4)，并且允许所得物在冰上静置10分钟，然后

离心分离，由此最终得到上清液作为胞质溶胶蛋白级分。

[0109] 与此同时，在得到全蛋白提取物而无需分级分离过程的情况下，向3T3-L1脂肪细

胞添加细胞裂解缓冲溶液(50mM  Tris,1％Triton-X  100,1mM  EDTA,蛋白酶抑制剂(PI))，

进行细胞裂解，然后以13,000rpm和在4℃离心分离20分钟，由此获得上清液。

[0110] (2)蛋白质电泳(SDS-PAGE)和蛋白质印记

[0111] 为了确认Olfr544蛋白质是否表达，用(1)的方法提取的蛋白质级分(膜蛋白质、胞

质溶胶蛋白质和全蛋白质提取物)通过Bradford方法定量。使用变性的蛋白质进行12％

SDS-PAGE，所述变性的蛋白质通过从各测试样品中提取约40μg的蛋白质，并根据提取的蛋

白质的类型(分级分离的蛋白质、全蛋白质或磷酸化的蛋白质等)适当加热和/或溶解提取

的蛋白质而获得。

[0112] 在进行蛋白质印迹实验时，为了防止与含有从SDS-PAGE凝胶印迹的蛋白质的硝化

纤维素(NC)膜的非特异性结合，封闭后，将蛋白质使用被检测蛋白质的第一抗体(抗

Olfr544兔抗体(Abcam,U.K.))、抗-β-肌动蛋白抗体(加样对照)(Santa  Cruz,California,

U.S.)和第二抗体(HRP-缀合的抗兔IgG,Santa  Cruz,California ,U.S.)顺序处理，并在室

温分别处理1小时。然后，为了含量比较，通过软件程序(Gel-Pro  Analyzer  4.0)进行定量

和数字化蛋白质印迹实验中的蛋白质条带的含量。

[0113] (3)免疫组织化学

[0114] 为了通过免疫组织化学确认Olfr544的细胞内表达的程度和表达位置，将培养的

细胞以1x  10 5个细胞/孔的浓度接种在6孔板中并且附着并稳定24小时后，使用

Lipofectamine  2000(Invitrogen,California,U.S.)将lucy-flag-Olfr544表达载体转染

到3T3-L1脂肪细胞中。然后，使用PBS洗涤细胞，并使用4％多聚甲醛处理20分钟，由此固定

转染有lucy-flag-Olfr544表达载体的3T3-L1脂肪细胞，并且Olfr544蛋白质、膜和细胞核

使用各自的染料(i、ii、iii)染色，如下所述。

[0115] i)为了染色Olfr544蛋白，在3T3-L1脂肪细胞与抗-flag第一抗体(Sigma,U.S.)或

抗-Olfr544抗体(Abcam,Cambridge,U.K.)在室温反应1小时并使用PBS洗涤3次，向其中添

加使用绿色荧光标记的抗兔IgG第二抗体，并且使用箔片遮光，然后处理1小时。

[0116] ii)为了染色膜，在37℃使用荧光标记的CellMaskTM橙色质膜染色(Invitrogen ,

California,U.S.)处理膜10分钟，由此使膜染色。

[0117] iii)为了染色细胞核，在使用4',6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI)溶液(Sigma,U.S.)

处理细胞核由此使其染色之后，盖上载玻片以气密地密封染色的核。
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[0118] 使用共焦荧光显微镜(LSM700,Carl  Zeiss)拍摄如上所述的最终染色的3T3-L1脂

肪细胞。

[0119] 结果是，如图2C所示，在蛋白质印迹实验中，在3T3-L1脂肪细胞的胞质溶胶中未检

测到Olfr544蛋白，但在膜蛋白级分中以高水平表达。此外，如图2D所示，作为进行免疫组织

化学实验的结果，Olfr544蛋白在膜中显著表达，同时与3T3-L1脂肪细胞的膜中的膜标志物

共定位。

[0120] 实施例2：评价壬二酸的细胞毒性

[0121] 为了评价壬二酸的细胞毒性，进行MTT测定。

[0122] MTT测定是一种使用线粒体将MTT四唑(一种黄色水溶性底物)还原成蓝紫色水不

溶性MTT甲臜(3-(4,5-二甲基噻唑-2-基)-2,5-二苯基-四唑鎓溴化物)的能力的测试方法。

通过2至5mg/ml的浓度在磷酸盐缓冲盐水(PBS)中稀释C18H16BrN5S(噻唑蓝四唑鎓溴化物)来

制备MTT试剂。

[0123] 首先将3T3-L1脂肪细胞(4×105个/ml)接种于96孔培养板中，并在37℃，在5％CO2

条件下培养24小时后，将培养的3T3-L1脂肪细胞使用浓度范围为0-500μM的壬二酸处理并

培养24小时。在向各测试样品中添加100μL浓度为4mg/mL的MTT试剂，并在37℃在5％CO2条

件下培养4小时后，向其中添加100μL的二甲基亚砜(DMSO)，并在540nm测量吸光度。吸光度

值是使用吸光度与活细胞数成比例的原理来定量由毒性引起的细胞凋亡作用。

[0124] 结果是，确认了，即使在使用高浓度壬二酸(500μM)处理3T3-L1脂肪细胞的情况

下，也没有观察到细胞毒性，如图3所示。因此，可以理解的是，包含在诸如大麦、燕麦等的谷

物中并在人体的代谢过程中形成由此以约10-50μM的浓度范围存在的各种可摄取植物中所

含的壬二酸为可安全摄取的物质。

[0125] 实施例3：评价壬二酸作为Olfr544配体的作用

[0126] 为了评价壬二酸作为Olfr544配体体外测定的活性，进行报告基因测定。一般地，

组织细胞中嗅觉受体(OR)的基因表达的程度低，而且蛋白质表达的程度也低，因此对嗅觉

受体的研究是困难的。为了解决这个问题，Hana3A细胞系由杜克大学Hiroaki  Matsunami教

授领导的团队提供，并用于实验(Zhuang  H.,et  al.,Nat.Protocol,3:1402-1413,2008)。

Hana3A细胞系，是通过转化HEK293T细胞系以共表达在OR蛋白的膜表达中必需的辅因子，即

受体-转运蛋白1S(RTP1S)和RIC8鸟嘌呤核苷酸交换因子B(Ric8b)而获得的稳定细胞系，是

显著改善(优化)OR蛋白的膜表达的细胞系。

[0127] 报告基因测定如下进行。首先，将Olfr544表达载体和cAMP反应元件(CRE)-荧光素

酶报告基因载体转染到Hana3A细胞系后，使用壬二酸处理转染的Hana3A细胞18小时。然后，

使用萤火虫萤光素酶(FL)测定试剂盒测量萤光素酶活性，并且基于测量的萤光素酶活性绘

制剂量响应曲线(DRC)，由此计算对应于确定作为配体的作用的指标的50％有效浓度

(EC50)。

[0128] 结果是，观察到在使用cAMP反应元件(CRE)-荧光素酶报告基因测定的情况下，壬

二酸浓度依赖性地增加了1-1000μM浓度范围内的Olfr544活性，如图4所示。此外，EC50值为

29.71μM，从而在此浓度激活Olfr544的约50％。壬二酸在体内是天然形成的，并且一般地，

已经在几十至几百微摩尔(μM)水平多方面报道了壬二酸的血液浓度，从而测量的EC50值表

明壬二酸可激活体内的Olfr544而无毒性。
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[0129] 因此，基于在图4中确认的壬二酸就对应于壬二酸的靶蛋白的Olfr544而言的EC50

值(29.71μM)，和对应于用于代谢疾病的药物的 (吡格列酮(pioglitazone) ,PPAR-

γ激动剂,EC50＝0.5μM,人类施用剂量:15～30mg/天)和 (奥利司他(orlistat) ,

胰脂肪酶抑制剂,EC50＝0.24μM,人类施用剂量:120mg/天)的EC50值，计算壬二酸的有效施

用剂量，壬二酸的有效施用剂量约为900-1800mg/天。这是能够作为每日摄取量使用的剂

量，而且考虑到在体内形成的壬二酸的量和从一般食物摄取的壬二酸的量，实际上，壬二酸

的有效摄取量可进一步减少。

[0130] 实施例4：分析在使用壬二酸处理的3T3-L1脂肪细胞中第二信使的浓度的变化

[0131] 本发明的发明人尝试确认壬二酸是否激活对应于G蛋白偶联受体(GPCR)的

Olfr544并参与与甘油三酯水解相关的信号转导。

[0132] 已知GPCR通过配体结合激活G蛋白，由此使用第二信使调节细胞内信号转导。根据

G蛋白的种类，使用cAMP、IP3和/或钙作为第二信使。

[0133] 因此，测量了在3T3-L1脂肪细胞中cAMP、IP-1(IP3的代谢物)和钙(它们是对应于

Olfr544配体的壬二酸的第二信使)的浓度的变化。由于IP3具有低稳定性由此容易地分解

成IP-1，所以定量细胞内IP-1(IP3的代谢物)的量而不是IP3。

[0134] cAMP测定使用的原理是使用cAMP标准校准曲线来估计对应于由配体激活的GPCR

受体的第二信使的cAMP的产生量。包括在cAMP测定ELISA试剂盒(Enzo  Life  science,New 

York,U.S.)中的96孔板使用GxR  IgG抗体包被，并且在用于获得标准校准曲线的蓝色溶液

的cAMP与碱性磷酸酶结合之后，蓝色溶液的颜色通过兔抗体变为黄色。当通过向与cAMP结

合的孔中添加pNpp底物来激活碱性磷酸酶时，发生颜色变化，从而可使用比色分析在405nm

的波长处测量cAMP的浓度。在本实验中，将1x104个3T3-L1脂肪细胞接种在96孔板的每个孔

中并分化，然后使用对应于阳性对照的50μM壬二酸和1μM福斯柯林(Foskolin)处理18小时。

然后，通过上述方法测量cAMP的浓度。

[0135] IP-1测定是测量GPCR信号转导过程中对应于由磷脂酶的磷脂酶解形成的第二信

使的IP3浓度以测量调节蛋白激酶C(PKC)信号转导的能力的方法。在本实验中，将1x104个

3T3-L1脂肪细胞接种在96孔板的每个孔中并分化，然后使用50μM壬二酸处理18小时。然后，

为了测量IP3，使用IP-1ELISA测定试剂盒(Cisbio,France)测量误差小的细胞内IP-1(IP3的

代谢物，替代标志物)的浓度。

[0136] 使用含有用于标记钙离子的荧光染料的Fluo-4  Direct T M钙测定试剂盒

(Invitrogen,California,U.S.)测量细胞内钙的浓度。获得培养的3T3-L1脂肪细胞并使其

经过离心，然后仅将沉淀以2.5x106个细胞/mL的浓度在包含在试剂盒中的Fluo-4  DirectTM

钙测定缓冲液中稀释。将所得物接种于96孔板，并且在37℃在5％CO2条件下培养60分钟后，

将50μL的2X  Fluo-4DirectTM钙试剂上样溶液接种于96孔板，并且在37℃在5％CO2条件下培

养30分钟。然后，在494nm和516nm的激发和发射波长处测量荧光。

[0137] 结果是，壬二酸显著增加细胞内cAMP的浓度，但不影响IP3和钙的浓度，如图5A至

5C所示。根据壬二酸的浓度，壬二酸的cAMP浓度的增加趋于增加。因此，可以确认，壬二酸通

过激活3T3-L1脂肪细胞中的Olfr544来特异性地增加细胞内cAMP的浓度。

[0138] 实施例5：评价壬二酸的PKA活性调节作用

[0139] 根据组织细胞中细胞内cAMP浓度的变化调节与信号转导有关的蛋白质活性的代
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表性蛋白质是蛋白激酶A(PKA)。在一般条件下，由于酶活性位点被蛋白质的调节结构域位

点阻断，PKA活性被抑制，但是当cAMP的浓度增加时，cAMP与PKA的调节位点结合以暴露活性

位点，从而增加PKA活性。在本实验中，测量了壬二酸对PKA活性的改变。使用Enzo  PKA激酶

活性试剂盒(Cat.#ADI-EKS-390A,Enzo  Life  Sciences,Korea)测量PKA活性。

[0140] 结果是，壬二酸显著增加了3T3-L1脂肪细胞中的PKA活性，如图6所示。确认了，在

用壬二酸(50μM)处理3T3-L1脂肪细胞2小时时，与对照相比，PKA活性增加了113.8％。因此，

因壬二酸处理引起的脂肪细胞中的cAMP的增加，增加了PKA活性。

[0141] 实施例6：分析通过壬二酸的CREB和HSL蛋白的磷酸化的变化

[0142] 当通过壬二酸增加PKA蛋白活性时，PKA的靶蛋白的磷酸化增加。因此，通过蛋白质

印迹实验确认了称为PKA的靶蛋白的cAMP-反应元件结合蛋白(CREB)和激素-敏感性脂肪酶

(HSL)的磷酸化。在蛋白质印迹实验中，使用实施例1中描述的方法，并且在壬二酸与3T3-L1

脂肪细胞反应2小时后，提取蛋白质，由此进行实验。实验中使用的第一抗体为抗-磷酸-

CREB抗体和抗-磷酸-HSL抗体(Santa  Cruz,California,U.S.)。

[0143] 结果是，在使用壬二酸(50μM)处理脂肪细胞2小时的情况下，与对照(C)相比，CREB

和HSL的磷酸化迅速增加，如图7所示。脂肪细胞中的cAMP浓度的增加刺激PKA活性以增加

HSL的磷酸化，并且因HSL的磷酸化引起的HSL的激活促进储存在脂滴中的甘油三酯的水解。

因此，此结果表明壬二酸具有水解脂肪细胞的甘油三酯的作用。

[0144] 实施例7：分析通过壬二酸的脂肪细胞中甘油三酯和胆固醇的浓度的变化和脂质

水解

[0145] 为了确认壬二酸是否通过激活cAMP-PKA-HSL信号传导通路在脂肪细胞中诱导甘

油三酯水解，将脂肪细胞直接使用壬二酸处理，并测量细胞内脂质的浓度。

[0146] 使用壬二酸(浓度：25或50μM)处理3T3-L1脂肪细胞后，提取细胞内脂质。然后，使

用TG测定试剂盒(BioVision，California，U.S.)测量甘油三酯的浓度，并使用Amplex  Red

胆固醇测定试剂盒(Invitrogen，California，U.S.)测量胆固醇的浓度。

[0147] 结果是，壬二酸显著且浓度依赖性地降低了3T3-L1脂肪细胞中甘油三酯的浓度，

如图8A至8C所示。在使用50μM壬二酸处理3T3-L1脂肪细胞的情况下，细胞内甘油三酯的浓

度与对照相比下降了61.5％。与此同时，细胞内胆固醇浓度没有显著变化，从而可以理解，

壬二酸选择性水解脂肪组织中的甘油三酯。

[0148] 此外，为了确认壬二酸是否具有水解甘油三酯的作用，测量对应于甘油三酯水解

的产物的甘油的释放量。作为使用50μM壬二酸处理3T3-L1脂肪细胞2小时的结果，对应于甘

油三酯水解的产物的甘油与对照相比增加了46.7％，从而甘油的释放量显著增加。

[0149] 总之，确认了根据本发明的壬二酸作为配体结合对应于在脂肪细胞的膜中表达的

GPCR的Olfr544以激活Olfr544并激活cAMP-PKA-HSL信号传导通路，由此水解甘油三酯以降

低脂肪细胞中甘油三酯的浓度。具体地，由于在诸如大麦，黑麦等谷物中含有在体内天然形

成的天然物质壬二酸，因此壬二酸是可摄入成分，而且作用于体内的脂肪细胞以促进甘油

三酯水解，由此可获得体重减轻效果和减轻肥胖效果。

[0150] 实施例8：使用Olfr544shRNA确认对壬二酸的脂解调节作用的Olfr544依赖性

[0151] 8-1：使用Olfr544shRNA敲低脂肪细胞中的Olfr544基因

[0152] 为了确认小鼠脂肪细胞中Olfr544基因的敲低作用，在6孔板中将3T3-L1细胞分化
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成脂肪细胞。在靶向Olfr544或编码非靶向乱序shRNA发夹(顶链：5’-CACCGTAAGGCT-

ATGAAGAGATACCGAAGTATCTCTTCATAGCCTTA-3’)的shRNA碱基序列(顶链：5’-

CACCGCTCACTGTTCGCATCTTCATTCGAAAATGAAGATGCGA-ACAGTGAG-3’)使用Block-iT  U6RNAi进

入载体试剂盒(Invitrogen)插入到pENTR/U6载体中以构建Olfr544shRNA后，2.5μg的

Olfr544shRNA或乱序shRNA使用10μL的Lipofectamin2000(Invitrogen)转染。48小时后，测

量Olfr544的表达。通过实施例1-3和1-4中描述的方法确认了Olfr544RNA和蛋白质的表达

模式。Scr  shRNA用作阴性对照。

[0153] 结果是，可以确认Olfr544RNA和蛋白质的表达分别被Olfr544shRNA降低了80％和

50％，如图9A至9C所示。

[0154] 8-2：敲低Olfr544基因的脂肪细胞中壬二酸的信号转导失活的影响

[0155] 在小鼠脂肪细胞中敲低Olfr544基因后，通过实施例4所述的方法确认了cAMP测

定，通过实施例5所述的方法确认了PKA活性，并通过实施例6所述的方法确认了HSL蛋白质

的磷酸化。

[0156] 结果是，可以确认，在其中转染Olfr544shRNA并且因此Olfr544基因的表达被抑制

的脂肪细胞中，即使用壬二酸处理脂肪细胞，，cAMP-PKA-HSL信号传导通路全部失活，如图

10A至10C所示。

[0157] 8-3：测量敲低Olfr544基因的脂肪细胞中壬二酸的脂解作用

[0158] 在小鼠脂肪细胞中敲低Olfr544基因后，使用壬二酸处理脂肪细胞，并且确认了是

否保持壬二酸的甘油三酯水解作用。

[0159] 结果是，在其中转染Olfr544shRNA并且因此Olfr544基因的表达被抑制的脂肪细

胞中，即使用壬二酸处理脂肪细胞，甘油的浓度没有变化，如图11所示。因此，可以确认，脂

肪细胞中壬二酸的脂解依赖于Olfr544。

[0160] 实施例9：使用肥胖诱导的小鼠动物模型确认壬二酸的抗肥胖作用

[0161] 以50mg/kg的浓度向对应于遗传肥胖诱导的小鼠的ob/ob小鼠(Samtako ,Seoul ,

Korea)口服施用壬二酸后，将其肥胖的程度与没有施用壬二酸的对照组的肥胖的程度比

较。更具体地，分析了体重的增加、采食量、体脂、血液指数、血脂指数、肝组织的重量、对应

于肝毒性指数的ALT和AST以及能量代谢。

[0162] 9-1：根据壬二酸的施用分析体重的增加和采食量

[0163] 每周一次观察壬二酸施用组和对照组的体重的变化，实验期为6周。

[0164] 结果是，可以确认，与对照组相比，壬二酸施用组的体重在实验第一周时和之后显

著降低，如图12A和12B所示。与此同时，作为在实验的最后一周测量采食量的结果，壬二酸

施用组与对照组之间没有显著差异。

[0165] 9-2：根据壬二酸的施用分析体脂

[0166] 通过微CT图像分析测量了口服施用壬二酸6周的壬二酸施用组和对照组的小鼠的

体脂(总脂肪、皮下脂肪和腹部脂肪)。定量小鼠全部部位的皮下脂肪，并且通过定量小鼠第

15至第20腰椎部位的腹部脂肪的量来计算腹部脂肪。

[0167] 结果是，可以确认，与对照组相比，口服施用壬二酸6周的小鼠的总脂肪、皮下脂肪

和腹部脂肪显著减少，如图13所示。

[0168] 9-3：根据壬二酸施用分析血脂指标
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[0169] 为了评价施用壬二酸6周的施用组和对照组对壬二酸的小鼠脂质代谢的效果，测

量血中甘油三酯、脂联素和胆固醇的浓度。

[0170] 结果是，确认了，在壬二酸施用组中，血液甘油三酯和胆固醇的浓度显著降低，如

图14所示。

[0171] 9-4：根据壬二酸的施用分析肝脏组织的重量、ALT和AST

[0172] 测量了口服施用壬二酸6周的壬二酸施用组和对照组的小鼠的肝脏组织的重量、

ALT和AST。

[0173] 结果是，壬二酸施用组的肝脏组织的重量减少，但是，对应于指示壬二酸施用组和

对照组之间肝毒性的指标的ALT和AST没有大的差异，如图15A至15C所示。

[0174] 实施例10：根据正常小鼠中壬二酸的施用分析能量代谢

[0175] 通过使用间接量热法测量壬二酸施用组和对照组的O2的消耗量和CO2的产生量来

确认相对代谢率。

[0176] 结果是，可以确认，在壬二酸施用组中，总能量消耗(EE)没有变化，但呼吸商(RQ)

降低，并且脂肪酸氧化增加，如图16所示。呼吸商的降低意味着脂肪酸被用作主要的能量来

源。因此，从上述结果可以理解，壬二酸引起脂肪组织的脂解以增加作为能量来源消耗的脂

肪的比例，并且因此，储存的脂肪的量减少并且体脂减少。

[0177] 工业实用性

[0178] 根据本发明的含有壬二酸的组合物具有在脂肪组织中降低脂质的积累和在脂肪

组织中改善脂质代谢的优异作用，从而组合物可用作用于改善脂肪组织(减轻肥胖)的脂质

代谢诸如体重减少和体脂减少的食物原料、药物组合物和保健功能食物。

[0179] 文本文件

[0180] 参见所附序列表。
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序列表

<110>  高丽大学校产学协力团(KOREA  UNIVERSITY  RESEARCH  AND  BUSINESS 

FOUNDATION)

<120> 具有脂肪组织甘油三酯水解作用的壬二酸组合物

<130>  PF-B1999

<140>  PCT/KR2016/006859

<141>  2016-06-27

<150>  KR  10-2015-0095529

<151>  2015-07-03

<160>  2

<170>  PatentIn  version  3.5

<210>  1

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  m  olfr544_F

<400>  1

ggggacatct  cgctgaataa  20

<210>  2

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223>  m  olfr544_R

<400>  2

atgaggacat  ggtggaggag  20
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