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用于在哺乳动物中预防和/或治疗肝病的用

途的组合物，所述组合物包含活性剂，所述活性

剂包含氨基酸亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、苏氨

酸、赖氨酸和羧酸柠檬酸、琥珀酸、苹果酸。
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1.组合物用于制备在哺乳动物中预防和/或治疗肝病的药物的用途，所述组合物包含

活性剂，所述活性剂包含氨基酸亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、苏氨酸、赖氨酸和羧酸柠檬酸、

琥珀酸、苹果酸，

其中，所述组合物避免氨基酸精氨酸、丝氨酸、脯氨酸、丙氨酸，

其中，柠檬酸、苹果酸、琥珀酸的总量与亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、赖氨酸、苏氨酸的总

量之间的重量比为0.05至0.3，

其中，所述肝病选自酒精性肝病(ALD)和非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)。

2.根据权利要求1所述的组合物的用途，其中柠檬酸、苹果酸、琥珀酸的总量与亮氨酸、

异亮氨酸、缬氨酸、赖氨酸、苏氨酸的总量之间的重量比为0.1至0.25。

3.根据权利要求1或2所述的组合物的用途，其中柠檬酸、苹果酸、琥珀酸的总量与亮氨

酸、异亮氨酸、缬氨酸的总量之间的重量比为0.15至0.35。

4.根据权利要求1或2所述的组合物的用途，其中柠檬酸与苹果酸和琥珀酸的总和之间

的重量比为1.0至4.0。

5.根据权利要求4所述的组合物的用途，其中柠檬酸与苹果酸和琥珀酸二者的总和之

间的重量比为1.5至2.5。

6.根据权利要求1或2所述的组合物的用途，其中柠檬酸：苹果酸：琥珀酸重量比为10:

1:1至2:1.5:1.5。

7.根据权利要求6所述的组合物的用途，其中柠檬酸：苹果酸：琥珀酸重量比为7:1:1至

1.5:1:1。

8.根据权利要求7所述的组合物的用途，其中柠檬酸：苹果酸：琥珀酸重量比为5:1:1至

3:1:1。

9.根据权利要求1或2所述的组合物的用途，其中所述活性剂还包含选自组氨酸、苯丙

氨酸、甲硫氨酸、色氨酸、酪氨酸、半胱氨酸的至少一种氨基酸。

10.根据权利要求9所述的组合物的用途，其中所述活性剂还包含组氨酸、苯丙氨酸、甲

硫氨酸、色氨酸、半胱氨酸和酪氨酸。

11.根据权利要求9所述的组合物的用途，其中柠檬酸、苹果酸、琥珀酸的总摩尔量与甲

硫氨酸、苯丙氨酸、组氨酸和色氨酸的总摩尔量之间的比率高于1.35。

12.根据权利要求1或2所述的组合物的用途，其中三种羧酸柠檬酸、琥珀酸、苹果酸的

总摩尔量与赖氨酸和苏氨酸的总摩尔量之间的比率为0.10至0.70。

13.根据权利要求12所述的组合物的用途，其中三种羧酸柠檬酸、琥珀酸、苹果酸的总

摩尔量与赖氨酸和苏氨酸的总摩尔量之间的比率为0.15至0.55。

14.根据权利要求1或2所述的组合物的用途，其中柠檬酸的摩尔量高于苹果酸和琥珀

酸二者的总摩尔量。

15.根据权利要求1或2所述的组合物的用途，其中亮氨酸与柠檬酸之间的重量比为5至

1。

16.根据权利要求15所述的组合物的用途，其中亮氨酸与柠檬酸之间的重量比为2.50

至3.50。

17.根据权利要求1或2所述的组合物的用途，其中所述组合物还包含一种或更多种维

生素。

权　利　要　求　书 1/2 页

2

CN 112334129 B

2



18.根据权利要求17所述的组合物的用途，其中所述一种或更多种维生素选自维生素

B。

19.根据权利要求18所述的组合物的用途，其中所述一种或更多种维生素为维生素B1

和/或维生素B6。

权　利　要　求　书 2/2 页

3

CN 112334129 B

3



包含氨基酸的组合物用于制备预防和治疗肝病的药物的用途

技术领域

[0001] 本说明书总体上涉及包含氨基酸的组合物。更具体地，本说明书涉及用于预防和/

或治疗肝病的包含氨基酸的组合物。

背景技术

[0002] 肝病属于由多种不利的环境条件例如如寄生虫和病毒、药物、毒性物质、酒精中毒

和抽烟引起的最频繁发生的疾病。其通常是出现恶化临床特征的慢性疾病。慢性肝病的特

征在于：肝实质随时间逐渐破坏，具有炎性响应和脂肪积累，具有纤维化损伤和细胞转化的

活化，导致在许多情况下的癌症发生。因此，肝病可包括脂肪变性、纤维化、肝硬化和肝细胞

癌作为肝的进行性临床紊乱。肝硬化是急性和慢性肝病的结果，并且特征在于：肝组织被纤

维化瘢痕组织和再生性结节替代，导致肝功能的进行性丧失。纤维化和结节性再生导致肝

的正常微观小叶结构丧失。纤维化代表由例如感染、炎症、损伤以及甚至愈合造成的瘢痕组

织生长。随时间推移，纤维化瘢痕组织缓慢替代正常的功能性肝组织，导致流向肝的血液量

降低，使得肝不能充分处理血流中存在的营养物、激素、药物和毒物。肝硬化更常见的原因

包括酒精中毒、丙型肝炎病毒感染、毒素的摄入，并且还存在许多其他可能的原因。如下所

提及的，演变为肝硬化并且可能演变为癌症的流行病学上最相关的障碍是体脂增加和相关

肝脂肪积累。这种脂肪积累可归因于两种主要的临床状况：酒精滥用和肥胖。

[0003] 过量和长期饮酒可导致酒精性肝病(alcoholic  liver  disease，ALD)，这是一个

主要的全球健康问题。ALD的病理特征在长时间内发展，包括肝脂肪变性、脂肪性肝炎、肝硬

化直至癌症。

[0004] 乙醇发病机制是由多种因素导致的。早期事件例如线粒体损伤、活性氧物类

(reactive  oxygen  species，ROS)生成和脂肪积累显示是乙醇代谢的直接结局，并且是ALD

与非酒精性肝病或NAFLD(见下文)之间的共同特征(Mantena  et  al.2008)。

[0005] 尚未充分了解针对酒精有害作用的细胞防御机制。为消化细胞蛋白质和细胞器以

获得能量或消除受损细胞结构的重要降解细胞途径的自噬被认为在ALD中发挥作用，但是

对这些机制的了解仍然是零碎的(Lin  et  al.2015)。自噬显示在肝细胞和非实质细胞(即，

巨噬细胞和肝干细胞)二者中均发挥关键作用，影响胰岛素敏感性、脂质积累、肝细胞损伤

和固有免疫应答。

[0006] 最近对小鼠和细胞模型的研究表明，急性乙醇摄入激活了肝中的自噬(Ding  et 

al.2010；Ni  et  al.2013；Lin  et  al.2013)。

[0007] 相比之下，慢性乙醇中毒显示抑制了肝自噬(Thomes  et  al .2015；Cho  et 

al .2014)。对自噬的抑制已显示加剧了小鼠中乙醇驱动的脂肪变性和肝损伤(Ding  et 

al.2010；Ni  et  al.2013；Lin  et  al.2013)。

[0008] 相反地，自噬的药理学促进显示减轻了乙醇驱动的肝脂肪变性和肝损伤(Lin  et 

al.2013)。作为结果，自噬被视为针对乙醇的细胞毒性作用的保护机制，并且已显现为用于

开发ALD的治疗剂的靶标。
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[0009] 如前所提及的，肝病的第二大主要原因是肥胖，肥胖在发达国家广泛扩散且也在

发展中国家在流行病学上日益增加，并且引起所谓的非酒精性脂肪性肝病或NAFLD。向着脂

肪性肝炎、肝硬化和肝癌的进展在全球范围内日益增加出现。涉及这种病症的生物化学和

分子机制与ALD中通常描述的那些重叠。

[0010] 由于氨基酸代谢改变是与饮酒和肥胖发生二者相关联的肝病的一个标志，其特别

地以循环支链氨基酸(branched‑chain  amino  acid，BCAA)的水平降低为特征(Charlton,

2006)，人们对开发基于氨基酸补充的新治疗方法作为肝病治疗越来越感兴趣。

发明内容

[0011] 本说明书的目的是提供在肝病的预防和治疗中有效的新的基于氨基酸的组合物。

[0012] 根据本说明书，上述目的由于在所附权利要求书中特别提及的主题而实现，所附

权利要求书被理解为构成本公开内容的主要部分。

[0013] 本说明书的一个实施方案提供了用于在哺乳动物中治疗肝病的组合物，该组合物

包含活性剂，所述活性剂包含氨基酸亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、苏氨酸、赖氨酸和羧酸柠檬

酸、琥珀酸、苹果酸。

[0014] 在一个或更多个实施方案中，组合物的活性剂还包含选自组氨酸、苯丙氨酸、甲硫

氨酸、色氨酸、半胱氨酸和酪氨酸的一种或更多种氨基酸。

[0015] 在一个优选实施方案中，肝病可选自酒精性肝病(ADL)、非酒精性肝病(NAFDL)脂

肪营养不良、肝炎、肝硬化、肝细胞癌(hepatocellular  carcinoma，HCC)。

[0016] 本公开内容的另一个实施方案提供了在哺乳动物中治疗肝病的方法，该方法包

括：选择包含活性剂的组合物，所述活性剂包含氨基酸亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、苏氨酸、

赖氨酸和羧酸柠檬酸、琥珀酸和苹果酸；施用组合物以在哺乳动物中治疗肝病。

附图说明

[0017] 现将参照附图仅以实例的方式描述本发明，在附图中：

[0018] ‑图1示出了作为用不同的基于氨基酸的组合物和乙醇(EtOH)处理9天的HepG2细

胞中mRNA水平示出的基因表达(*P值<0.05和**P<0.01，相对于CTRL细胞)。

[0019] ‑图2示出了用不同的基于氨基酸的组合物和EtOH处理9天的HepG2细胞中的p62蛋

白质水平(*P值<0 .05和**P<0 .01，相对于CTRL细胞；#P值<0 .05，相对于经EtOH处理的细

胞)。

具体实施方式

[0020] 在以下描述中，给出了许多具体细节以提供对一些实施方案的透彻理解。这些实

施方案可在没有一个或更多个具体细节的情况下，或者用其他方法、组分、材料等来实施。

在另一些情况下，未详细地示出或描述公知的结构、材料或操作以避免使实施方案的一些

方面混淆。

[0021] 在本说明书通篇提及的“一个实施方案”意指与该实施方案相关描述的特定的特

征、结构或特性包括在至少一个实施方案中。因此，在本说明书通篇多处出现的短语“在一

个实施方案中”不一定全部是指同一个实施方案。此外，在一个或更多个实施方案中，可以
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以任何合适的方式对特定的特征、结构或特性进行组合。本文中提供的标题仅是为了方便，

并不解释实施方案的范围或含义。

[0022] 酒精性肝病(ALD)和非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)是主要的全球健康问题，其特征

在于：在长时间内的病理特征发展，包括肝脂肪变性、脂肪性肝炎、肝硬化，直至癌症。

[0023] 乙醇发病机制中的早期事件例如如线粒体损伤、活性氧物类(ROS)生成和脂肪积

累是ALD与NAFLD之间的共同特征。

[0024] 另外，氨基酸代谢改变已显示是肝病的一个区别性特征，其特征在于低的循环支

链氨基酸(BCAA)水平，并且BCAA补充当被开处方为维持治疗时显示与肝硬化并发症频率降

低相关(Charlton  2006)。

[0025] 本申请的发明人发现，通过向包含亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、苏氨酸和赖氨酸的

组合的组合物添加特定的羧酸，可实现抵抗肝病例如如ALD和NAFLD的高有效性。

[0026] 本文中公开的组合物已显示恢复了由乙醇诱导的改变的氨基酸代谢，并因此防止

自噬，所述组合物包含与三种羧酸组合的氨基酸亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、苏氨酸、赖氨酸

作为活性剂，所述三种羧酸是三羧酸循环的底物，包括特定量的柠檬酸、琥珀酸和苹果酸。

在线粒体基质中进行的三羧酸循环(tricarboxylic  acid  cycle，TCA循环)(也称为克雷布

斯循环(Krebs  cycle)和柠檬酸循环)是细胞呼吸的第二阶段，细胞呼吸是通过其活细胞在

存在氧的情况下分解有机燃料分子以收获其生长和分裂所需的能量的三阶段过程。

[0027] 包含上述活性剂的组合物以及包含含有另一些特定氨基酸(列于下表1中)的上述

活性剂的组合物比不含这样的特定羧酸的类似氨基酸组合物显著更有效。

[0028] 在一个或更多个实施方案中，在本文中公开的组合物中，柠檬酸、琥珀酸和苹果酸

的总量与氨基酸亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、苏氨酸、赖氨酸的总量之间的重量比为0.05至

0.3，优选0.1至0.25。

[0029] 在一个或更多个实施方案中，活性剂还可包含选自组氨酸、苯丙氨酸、甲硫氨酸、

色氨酸、半胱氨酸和酪氨酸的一种或更多种氨基酸。

[0030] 在一个或更多个实施方案中，组合物中包含的羧酸由柠檬酸、琥珀酸和苹果酸组

成。

[0031] 在另一个实施方案中，本文中公开的组合物的活性剂还可包括天冬氨酸和/或鸟

氨酸L‑α酮戊二酸(OKG)。

[0032] 根据一个实施方案，该组合物包含活性剂，该活性剂由以下组成：亮氨酸、异亮氨

酸、缬氨酸、苏氨酸、赖氨酸、组氨酸、苯丙氨酸、甲硫氨酸、色氨酸、半胱氨酸和任选地酪氨

酸，以及柠檬酸、琥珀酸、和苹果酸，所述氨基酸是组合物中包含的仅有氨基酸。柠檬酸、琥

珀酸和苹果酸可以是组合物中包含的仅有羧酸。

[0033] 在另一个实施方案中，该组合物可包含相对于活性剂重量的按重量计35％至

65％，优选按重量计42％至56％的量的氨基酸异亮氨酸、亮氨酸和缬氨酸。

[0034] 在一个或更多个实施方案中，亮氨酸与柠檬酸之间的重量比为5至1，优选2.50至

3.50。

[0035] 在另一个实施方案中，柠檬酸的重量或摩尔量高于苹果酸和琥珀酸各自的重量或

摩尔量。优选地，柠檬酸的重量或摩尔量高于苹果酸加琥珀酸的重量或摩尔总量。在另一个

实施方案中，柠檬酸与苹果酸和琥珀酸的总和之间的重量比为1.0至4.0，优选1.5至2.5。在
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一个优选实施方案中，柠檬酸：苹果酸：琥珀酸重量比为10:1:1至2:1.5:1.5，优选7:1:1至

1.5:1:1，更优选5:1:1至3:1:1。在一个优选实施方案中，柠檬酸：苹果酸：琥珀酸重量比为

4:1:1。

[0036] 根据本公开内容的一些实施方案，优选的异亮氨酸：亮氨酸摩尔比为0.2至0.7，优

选0.30至0.60，和/或优选的缬氨酸：亮氨酸重量比为0.2至0.70，优选0.30至0.65。

[0037] 在另一个实施方案中，苏氨酸：亮氨酸摩尔比为0.10至0.90，优选0.20至0.70，和/

或赖氨酸：亮氨酸重量比为0.20至1.00，优选0.40至0.90。

[0038] 在一个优选实施方案中，柠檬酸、苹果酸、琥珀酸的总摩尔量与甲硫氨酸、苯丙氨

酸、组氨酸和色氨酸的总摩尔量之间的比率高于1.35。

[0039] 在一个或更多个实施方案中，柠檬酸、苹果酸、琥珀酸的总和与支链氨基酸亮氨

酸、异亮氨酸、缬氨酸的总和之间的重量比为0.1至0.4，优选0.15至0.35。

[0040] 在另一个实施方案中，支链氨基酸亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸加苏氨酸和赖氨酸的

总重量量高于三种羧酸例如柠檬酸、苹果酸和琥珀酸的总重量量。优选地，单一羧酸(柠檬

酸、琥珀酸或苹果酸)的重量量小于单一氨基酸亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、苏氨酸和赖氨酸

各自的重量量。

[0041] 在另一个实施方案中，赖氨酸和苏氨酸的总摩尔量高于三种羧酸柠檬酸、琥珀酸、

苹果酸的总摩尔量。优选地，三种羧酸柠檬酸、琥珀酸、苹果酸的总摩尔量与赖氨酸和苏氨

酸的总摩尔量之间的比率为0.1至0.7，优选0.15至0.55。

[0042] 在一个或更多个实施方案中，本文中公开的组合物还包含维生素，其优地选自维

生素B，例如为维生素B1和/或维生素B6。

[0043] 在本公开内容的另一个实施方案中，该组合物可包含碳水化合物、添加剂和/或矫

味物质。

[0044] 在一个优选实施方案中，该组合物专用于预防和/或治疗选自以下的肝病：脂肪性

肝病、脂肪营养不良、肝炎、肝硬化、肝细胞癌(HCC)。

[0045] 在一个或更多个实施方案中，肝病是脂肪性肝病。脂肪性肝病可由饮酒引起(酒精

性脂肪性肝病，ALD)。

[0046] 在一个或更多个实施方案中，脂肪性肝病是非酒精性脂肪性肝病(NFLD)。

[0047] 在一个或更多个实施方案中，脂肪性肝病可由以下引起：药物或毒素，例如如胺碘

酮(amiodarone)、甲氨喋呤(methotrexate)、地尔硫卓(diltiazem)、高效抗逆转录病毒治

疗、糖皮质激素、他莫昔芬(tamoxifen)、蕈中毒(mushroom  poisoning)。

[0048] 此外，特别是在制备根据本公开内容的组合物且特别是活性剂时，优选地避免氨

基酸精氨酸。另外，本文中公开的组合物优选避免的另一些氨基酸可以是丝氨酸、脯氨酸、

丙氨酸。这样的氨基酸在组合物中在一定浓度或化学计量比下可起反作用或甚至有害。

[0049] 本申请中公开的氨基酸可被相应的可药用衍生物(即，盐)替代。

[0050] 如在下文中显而易见的是，根据本公开内容的组合物的施用在预防和/或治疗肝

病方面特别有效。

[0051] 在一个优选实施方案中，所公开的组合物可用于治疗酒精性肝病(ALD)。

[0052] 根据另一个实施方案，氨基酸组合物可包含可药用赋形剂，如例如蛋白质、维生

素、碳水化合物、天然和人工甜味剂和/或矫味物质。在一个优选实施方案中，可药用赋形剂
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可选自乳清蛋白、麦芽糊精、果糖、酪蛋白钙、鱼油、三氯蔗糖、蔗糖酯、维生素D3、B族维生

素。

[0053] 对于经口使用，根据本说明书的组合物可以为片剂、胶囊剂、颗粒剂、凝胶剂、可胶

凝散剂或散剂的形式。

[0054] 关于由组合物提供的多种氨基酸的量及其之间的比例的另外说明包含在所附权

利要求书中，其构成本文中关于本发明提供的技术教导的主要部分。

[0055] 实施例

[0056] 表1示出了在体外对肝细胞(HepG2细胞)和在体内对乙醇消耗大鼠测试的两种不

同的基于氨基酸的组合物，如下所公开的。

[0057] 以下称为“BCAAem”的组合物包含含有氨基酸亮氨酸、赖氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、

苏氨酸、半胱氨酸、组氨酸、苯丙氨酸、甲硫氨酸、酪氨酸、色氨酸的活性剂。

[0058] 称为“阿尔法5m(α5m)”的组合物包含含有相同氨基酸加柠檬酸、琥珀酸和苹果酸

的活性剂。

[0059] 表1

[0060]

[0061] 上表1的组合物可首先通过用0.8筛筛选所有组分来制备。为了获得预混合物，将

每种成分(以按总量的重量计<10％的量)与一部分L‑赖氨酸HCl一起放入聚乙烯袋中，以获

得总组合物的10％重量。然后将袋手动摇动5分钟。然后将预混合物与其余成分一起装载在

混合器(Planetaria)中，并在120rpm下混合15分钟的时间，以获得均匀的最终组合物。
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[0062] 方法

[0063] 动物与处理

[0064] 实验方案是根据1 986年11月24日的欧洲共同体理事会指令 (Euro pea n 

Communities  Council  Directive)(86/609/EEC)和意大利卫生部(Italian  Ministry  of 

Heath)批准和实施的，并且符合国家动物保护指南(The  National  Animal  Protection 

Guidelines)。

[0065] 来自Charles  River(Calco,Como,Italy)的雄性Wistar大鼠(3月龄)用于下文中

公开的实验分析。

[0066] 将动物单独圈养在干净的聚丙烯笼中，并分为六组：

[0067] 1)配对喂养组(配对喂养CTRL，n＝6)用对照流质饮食喂养，其中乙醇(EtOH)被等

热量的麦芽糖葡聚糖替代；

[0068] 2)EtOH组(EtOH，n＝7)用包含EtOH的Lieber‑DeCarli流质饮食随意喂养[逐渐提

高EtOH的量，在1周之后达到36％热量摄入，对应于6.2％(体积/体积)的终浓度]；

[0069] 3)BCAAem组(BCAAem，n＝6)，其用对照流质饮食喂养，其中EtOH被等热量的麦芽糖

葡聚糖替代，并补充有提供1.5g/kg/天BCAAem的支链氨基酸组合物(表1中的“BCAAem”)；

[0070] 4)α5组(α5m，n＝6)，其用对照流质饮食喂养，其中EtOH被等热量的麦芽糖葡聚糖

替代，并补充有提供1.5g/kg/天的氨基酸组合物(表1中的“α5m”)；
[0071] 5)EtOH加BCAAem组(EtOH+BCAAem，n＝7)，其用包含EtOH和BCAAem组合物的

Lieber‑DeCarli流质饮食随意喂养；以及

[0072] 6)EtOH加α5m组(EtOH+α5m，n＝7)，其用包含EtOH和α5m组合物的Lieber‑DeCarli

流质饮食随意喂养。

[0073] 样品制备

[0074] 对肝(n＝4只动物/组)进行称重，在冷甲醇：水(v/v，1:1)中匀化，并根据Want  et 

al.(Want  et  al.2013)提取。将经真空干燥的样品混悬在甲醇：1mM  TDFHA＝1:1的120μl/
50mg组织中，并在4℃下以16,000g离心10分钟。将2μl上清液(surnatant)直接上样到UPLC

质谱仪上，并如下报道进行分析。使用三种不同的方法对每个样品进行四个技术重复。

[0075] 色谱和肝中氨基酸定量

[0076] 标准氨基酸购自Sigma(Milan,Italy)。每种氨基酸储备溶液均在水中以1mg/ml制

备，稀释至终浓度3pmol/μl，并通过注射器以10μl/分钟直接注入TripleTOF  5600+质谱仪

(AB  Sciex ,Milan ,Italy)。因此，针对每种氨基酸优化了去簇电位(declustering 

potential，DP)和碰撞能量(collision  energy，CE)。

[0077] 接下来，基于DP和CE值制备三种氨基酸混合物：MIX  1，包含苏氨酸、天冬酰胺、酪

氨酸和丝氨酸，并用DP：30V，CE：15V进行分析；MIX  2，包含甘氨酸、丙氨酸、亮氨酸、异亮氨

酸、缬氨酸、脯氨酸、组氨酸、甲硫氨酸、天冬氨酸、谷氨酰胺和苯丙氨酸，并用DP：40V，CE：

15V进行分析；以及MIX  3，包含谷氨酸、赖氨酸、精氨酸和色氨酸，并用DP：80V，CE：18V进行

分析。

[0078] 源参数为：气体1：33psi，气体2：58psi，帘气：25psi，温度：500℃，以及ISVF(离子

喷雾电压浮动(IonSpray  Voltage  Floating))：5500V。

[0079] 为了获得校准曲线，将三种混合物的不同量(10、33、50、100、200、400pm  ol)的技
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术一式四份物在使用UPLC  1290(Agilent  Technologies  Italia ,Cernusco  sul 

Naviglio ,Milan ,Italy)进行UPLC分离之后注入质谱仪中。色谱柱来自Waters，Acquity 

HSS  T3  C18  2.1x  100mm，1.7μm，同时流动相为A：水中的1mM  TDFHA(十三氟庚酸)；B：乙腈

中的1mM  TDFHA。B在4分钟中从12.5％到26.5％随后在3.5分钟中从26.5％升至92％的梯度

用于分离所有氨基酸，其中流速为0 .35ml/分钟，并且柱温为65℃，如所述(Le  et  al .,

2014)。

[0080] 自动进样器设置为4℃。使用色谱峰面积和加权回归(除天冬酰胺、酪氨酸、缬氨酸

和谷氨酸拟合至1/x2之外所有化合物为1/x)通过MultiQuant软件2.1版(SCIEX)绘制校准

曲线。通过使色谱峰面积与来源于外部运行的校准标准品的色谱峰面积相关联并针对组织

(mg)进行归一化，获得大鼠肝样品中每种氨基酸的定量值(pmol)。

[0081] 细胞培养与处理

[0082] 人HCC  HepG2细胞购自美国典型培养物保藏中心(American  Type  Culture 

Collection)(HB‑8065；ATCC,Manassas,VA)。在具有5％  CO2的气氛中，在37℃下，在补充有

10％胎牛血清、青霉素(100U/mL)和链霉素(100μg/mL)的RPMI‑1640培养基中常规培养细

胞。每个75cm2烧瓶(Corning  Inc.,Corning,NY)接种200万个HepG2细胞。

[0083] 在接种之后六小时，单独或组合添加75mM(0.34％)EtOH和1％BCAAem或α5m。将未

经处理的细胞平板接种作为对照。每隔24小时，分别用具有或不具有EtOH和BCAAem或α5m的
新鲜培养基替换对照烧瓶和处理烧瓶二者中的培养基。在接种之后四天，将细胞胰蛋白酶

化并以每个烧瓶200万个活细胞接种到新的烧瓶中，并且每天更换培养基，如前所述

(Pochareddy  et  al.2012)。在分开过程之后五天(总共9天，具有或不具有EtOH、BCAAem或α
5m、或EtOH加BCAAem或α5m)，收获细胞如下所报道用于不同的测定。

[0084] 定量RT‑PCR分析

[0085] 如所述(Tedesco  et  al .2008)进行定量RT‑PCR反应，并用iQ  SybrGreenI 

SuperMix(Bio‑Rad；Segrate,Italy)在iCycler  iQ实时PCR检测系统(Bio‑Rad)上运行。

[0086] 简言之，使用 组织微型试剂盒(Qiagen ,Milan ,Italy)从组织中分离

RNA。使用iScriptTM  cDNA合成试剂盒(Bio‑Rad  Laboratories,Segrate,Italy)合成cDNA。

[0087] 使用来自Premier  Biosoft  International的Beacon  Designer  2.6软件设计引

物(序列在下表2中报道)。将可检测到多种转录本时的循环数(阈值循环，CT)与TBP的循环

数进行比较，称为 Δ CT。将基因相对水平表示为2‑(Δ Δ CT)，其中 Δ Δ CT等于经EtOH‑或

BCAAem‑或CAA混合物处理的大鼠(或处理的HepG2细胞)的 Δ CT减去对照大鼠(或未经处理

的HepG2细胞)的Δ CT。

[0088] 表2
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[0089]

[0090] Ta退火温度(℃)；登录号PGC‑1α：NM_013261；登录号Tfam：NM_009360 .4；登录号

NRF1:NM_005011；登录号Cytc：JF919224.1；登录号TBP：NG_051572用于使基因表达归一化。

[0091] Western印迹分析

[0092] 在存在蛋白酶和磷酸酶抑制剂混合物(Sigma  Aldrich,Milan,Italy)的情况下用

T‑PER哺乳动物蛋白质提取试剂(Pierce,ThermoScientific,Rockford,USA)如制造商所述

从肝获得蛋白质提取物。通过二辛可宁酸蛋白质测定(BCA ,Pierce ,Euroclone ,Milan ,

Italy)测量蛋白质含量，并在还原条件下在SDS‑PAGE上运行50μg蛋白质。然后将分离的蛋

白质电泳转移到硝酸纤维素膜(Bio‑Rad  Laboratories,Segrate,Italy)上。目标蛋白质用

特异性抗体：抗p62和抗α‑肌动蛋白(全部均来自Cell  Signaling ,Euroclone ,Milan ,

Italy)显现，每种抗体均以1:1000稀释。使用辣根过氧化物酶缀合的抗兔或抗小鼠免疫球

蛋白在室温下检测免疫染色1小时。使用SuperSignal底物(Pierce ,Euroclone ,Milan ,

Italy)测量蛋白质的量，并用IMAGEJ软件图像分析仪通过密度测量法进行定量。

[0093] 统计学分析

[0094] 对于所有基因表达数据，使用双侧配对样品t检验比较对照细胞与经处理细胞之

间的值。P值<0.05被认为具有统计学显著性。

[0095] 结果

[0096] 组合物α5m比BCAAem组合物更有效地恢复因EtOH消耗而受损的肝线粒体生物发生

和功能

[0097] 评价了BCAAem和α5m组合物改善由于EtOH暴露而受损的线粒体生物发生和功能的

能力。为了研究参与BCAAem和α5m组合物发挥作用的分子机制，使用了肝EtOH毒性的体外模

型。

[0098] 为此，在有或没有BCAAemα5m组合物的情况下将肝HepG2细胞暴露于75mM  EtOH，持

续9天。与未经处理的对照细胞中相比，增殖物激活受体 γ 辅激活子1α(PGC‑1α)、核呼吸因

子‑1(nuclear  respiratory  factor‑1，NRF‑1)、线粒体DNA转录因子A(Tfam)和cyt  c  mRNA

水平在暴露于75mM  EtOH持续9天的HepG2细胞中不变或略微更低(图1)。

[0099] 然而，相对于未经处理细胞和经EtOH处理细胞，施用BCAAem和α5m组合物9天提高
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了PGC‑1α和Tfam  mRNA水平(图1)。

[0100] 值得注意的是，α5m组合物改善肝线粒体生物发生标志物的效力在统计学上高于

BCAAem的效力。

[0101] 自噬分析

[0102] 自噬流可通过将数种标志物进行组合来推断，所述标志物包括p62/SQSTM1蛋白质

水平以及LC3II/LC3I比、Beclin1和Atg7、以及4EBP1磷酸化(Klionsky  et  al.,2016)。p62/

SQSTM1已显示并入自噬体中并在自溶酶体中降解。因此，降低的p62/SQSTM1蛋白质水平指

示自噬提高(Klionsky  et  al.2016)。

[0103] 如本申请的图2中所示，p62蛋白质水平在暴露于75mM  EtOH持续9天的HepG2细胞

中低于未经处理的对照细胞中。

[0104] 然而，在施用BCAAem或α5m组合物9天之后，相对于未经处理细胞和经EtOH处理细

胞的p62水平，p62蛋白质水平更高。

[0105] 同样在这种情况下，α5m组合物的效力在统计学上高于BCAAem组合物的效力。

[0106] 肝氨基酸定量

[0107] 如上所公开的，改变的氨基酸代谢，具体地低循环BCAA水平，已显示是酒精性肝病

的一个区别性特征(Charlton,2006)。

[0108] 以下提供的数据指代BCAAem或α5m组合物对慢性EtOH消耗大鼠的肝中氨基酸代谢

的作用。

[0109] 为此目的，使用色谱分析测量消耗单独或与受试组合物组合的EtOH的大鼠的肝组

织中的游离氨基酸水平。

[0110] 如表3中所报道的，补充BCAAem和α5m组合物对精氨酸、亮氨酸和色氨酸的水平无

效。相比之下，EtOH消耗导致肝中这些氨基酸的水平降低。

[0111] 令人感兴趣的是，在EtOH消耗大鼠中施用BCAAem和α5m组合物防止了精氨酸、亮氨

酸和色氨酸降低。

[0112] 此外，暴露于含EtOH饮食的小鼠的肝中的异亮氨酸、丝氨酸、酪氨酸和缬氨酸浓度

较低。

[0113] 尽管BCAAem补充不能阻止其下降，但α5m补充反而也能有效防止EtOH诱导的异亮

氨酸和缬氨酸降低。

[0114] 其余氨基酸的浓度在各组之间不具有统计学差异。

[0115] 这些结果与α5m组合物与BCAAem组合物相比在使EtOH消耗大鼠的肝样品中BCAA水

平重新正常化方面的特定能力相一致。

[0116] 表3
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[0117]

[0118] 值被报道为平均值±SD(pmol/mg组织)，n＝4只动物/组；*相对于CTRL组，P<0.05；

[0119] #
相对于EtOH组，P值<0.05。
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[0120] 总之，体外和体内结果表明，饮食补充包含活性剂的组合物在预防暴露于EtOH的

肝细胞的线粒体损伤方面是显著有效的，该活性剂包含亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、苏氨酸、

赖氨酸、柠檬酸、琥珀酸和苹果酸的组合。

[0121] 这种作用还伴随着通过EtOH暴露而提高(即，p62蛋白质水平降低)的自噬降低

(即，p62蛋白质水平提高)。

[0122] EtOH本身可增强自噬以补偿EtOH毒性以及特别是线粒体损伤，线粒体损伤在暴露

于酒精的肝细胞中和消耗酒精的动物的肝中明显。

[0123] 事实上，自噬是旨在消除功能异常细胞器(包括线粒体)的细胞机制。当肝细胞暴

露于酒精并且线粒体功能降低时，提高的自噬，如本申请中也公开的，可用于消除功能异常

的线粒体。

[0124] 本文中公开的氨基酸组合物能够防止线粒体损伤，使得细胞不需要自噬来维持其

活力功能，所述组合物包含亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、苏氨酸、赖氨酸与柠檬酸、琥珀酸和

苹果酸的组合。因此，自噬降低(如由本申请中所示的p62蛋白质水平提高所示)。

[0125] 此外，并且最重要的是，已发现所公开的组合物在恢复EtOH消耗大鼠的肝中的游

离BCAA、精氨酸和色氨酸浓度方面非常有效。

[0126] 值得注意的是，初步结果表明，本文中公开的包含亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、苏氨

酸、赖氨酸与柠檬酸、琥珀酸和苹果酸的组合的氨基酸组合物还能够减小暴露于高脂肪饮

食(high‑fat  diet，HFD，60％热量来自脂肪)6个月的小鼠的肝细胞中脂滴的直径，该小鼠

是广泛使用的NAFLD小鼠模型。总而言之，这些结果强烈支持以下观点：本文中公开且在酒

精依赖性肝毒性方面具有活性的氨基酸组合物可在预防NAFLD发生和恶化方面是健康的。

[0127] 由前述内容显而易见的是，根据本公开内容的组合物可用于预防和/或治疗在全

球范围内影响大量成年人群且增加社会成本的肝病。
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[0001]                 序列表

[0002] <110>  Professional  Dietetics

[0003] <120>  用于治疗肝病的组合物

[0004] <130>  BWO21147

[0005] <160>  10

[0006] <170>  BiSSAP  1.3.6

[0007] <210>  1

[0008] <211>  22

[0009] <212>  DNA

[0010] <213>  人工序列

[0011] <220>

[0012] <223>  PGC1α正义5'  ‑  3'

[0013] <400>  1

[0014] gaccccagag  tcaccaaatg  ac                                            22

[0015] <210>  2

[0016] <211>  22

[0017] <212>  DNA

[0018] <213>  人工序列

[0019] <220>

[0020] <223>  PGC1α反义5'  ‑  3'

[0021] <400>  2

[0022] ttggttggct  ttatgaggag  ga                                            22

[0023] <210>  3

[0024] <211>  18

[0025] <212>  DNA

[0026] <213>  人工序列

[0027] <220>

[0028] <223>  Tfam正义5'  ‑  3'

[0029] <400>  3

[0030] agattggggt  cgggtcac                                                 18

[0031] <210>  4

[0032] <211>  21

[0033] <212>  DNA

[0034] <213>  人工序列

[0035] <220>

[0036] <223>  Tfam反义5'  ‑  3'

[0037] <400>  4

[0038] gacaacttgc  caagacagat  g                                             21
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[0039] <210>  5

[0040] <211>  20

[0041] <212>  DNA

[0042] <213>  人工序列

[0043] <220>

[0044] <223>  NRF1正义5'  ‑  3'

[0045] <400>  5

[0046] actcgtgtgg  gacagcaagc                                               20

[0047] <210>  6

[0048] <211>  20

[0049] <212>  DNA

[0050] <213>  人工序列

[0051] <220>

[0052] <223>  NRF1反义5'  ‑  3'

[0053] <400>  6

[0054] atggtgagag  gcggcagttc                                               20

[0055] <210>  7

[0056] <211>  21

[0057] <212>  DNA

[0058] <213>  人工序列

[0059] <220>

[0060] <223>  Cytc正义5'‑3'

[0061] <400>  7

[0062] cgttgtgcca  gcgactaaaa  a                                             21

[0063] <210>  8

[0064] <211>  18

[0065] <212>  DNA

[0066] <213>  人工序列

[0067] <220>

[0068] <223>  Cytc反义3'‑5'

[0069] <400>  8

[0070] ttccgcccaa  agagacca                                                 18

[0071] <210>  9

[0072] <211>  20

[0073] <212>  DNA

[0074] <213>  人工序列

[0075] <220>

[0076] <223>  TBP正义5'‑3'

[0077] <400>  9
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[0078] aggcaccaca  gctcttccac                                               20

[0079] <210>  10

[0080] <211>  20

[0081] <212>  DNA

[0082] <213>  人工序列

[0083] <220>

[0084] <223>  TBP反义5'‑3'

[0085] <400>  10

[0086] cccagaactc  tccgaagctg                                               20
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