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(57)摘要

提供了治疗受试者的代谢病症的方法。该方

法的方面包括向受试者施用有效量的N‑乳酰‑氨

基酸。还提供了包含有效治疗代谢病症的量的N‑

乳酰‑氨基酸的药物制剂。任何合适的N‑乳酰‑氨

基酸或N‑乳酰‑氨基酸组合均可在主题方法中施

用。
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1.一种治疗受试者的代谢病症的方法，所述方法包括向所述受试者施用有效量的N‑乳

酰‑氨基酸。

2.根据权利要求1所述的方法，其中所述N‑乳酰‑氨基酸为N‑乳酰‑苯丙氨酸。

3.根据权利要求1‑2中的任一项所述的方法，其中所述有效量包括当施用时产生与身

体活动后所观察到的所述N‑乳酰基‑氨基酸的血浆浓度相当的所述N‑乳酰基‑氨基酸的血

浆浓度的所述N‑乳酰基‑氨基酸的量。

4.根据权利要求1‑3中的任一项所述的方法，其中所述代谢病症为肥胖症。

5.根据权利要求1‑4中的任一项所述的方法，其中所述代谢病症为肥胖症相关的代谢

病症。

6.根据权利要求1‑5中的任一项所述的方法，其中所述代谢病症为糖尿病。

7.根据权利要求1‑6中的任一项所述的方法，其中所述方法使所述受试者的食物摄入

与所述受试者在治疗前的食物摄入相比减少。

8.根据权利要求1‑7中的任一项所述的方法，其中所述方法使所述受试者的体重与所

述受试者在治疗前的体重相比减轻。

9.根据权利要求1‑8中的任一项所述的方法，其中所述方法使所述受试者的葡萄糖稳

态与所述受试者在治疗前的葡萄糖稳态和/或葡萄糖清除率相比改善。

10.根据权利要求1‑9中的任一项所述的方法，其中所述方法使脂肪组织质量与所述受

试者在治疗前的脂肪组织质量相比减少。

11.根据权利要求1‑10中的任一项所述的方法，其中所述方法包括将所述N‑乳酰基‑氨

基酸与用于治疗所述代谢病症的一种或更多种疗法组合施用。

12.根据权利要求11所述的方法，其中所述一种或更多种疗法包括用于治疗所述代谢

病症的活性剂。

13.根据权利要求11‑12中的任一项所述的方法，其中所述一种或更多种疗法包括低热

量饮食。

14.根据权利要求11‑13中的任一项所述的方法，其中所述一种或更多种疗法包括手术

干预。

15.一种药物制剂，包含：

有效治疗代谢病症的量的N‑乳酰基‑氨基酸；和

赋形剂。

权　利　要　求　书 1/1 页

2

CN 117769414 A

2



用于治疗代谢疾病的乳酰氨基酸

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 根据35U.S.C.§119(E)，本申请要求2021年5月4日提交的美国临时专利申请序列

号63/183,868的提交日的优先权，该临时申请的公开内容通过引用以其整体并入本文。

背景技术

[0003] 代谢病症通常是指一系列以干扰身体代谢的缺陷为特征的病症，而代谢是身体将

蛋白质、碳水化合物和脂肪转化为能量的化学过程。代谢病症可以包括由葡萄糖代谢改变

引起的病症。代谢病症的实例包括肥胖症、代谢综合征、糖耐量受损和血脂异常。代谢病症

也可由患病或功能失调的器官引起。糖尿病是由患病和/或功能失调的器官(胰腺)引起的

代谢病症的实例。

[0004] 肥胖症一般定义为相对于去脂体重身体脂肪过多，是导致发病率和死亡率增加的

一个重大因素。肥胖症最常见的原因是食物摄入过多加上能量消耗有限和/或缺乏体育运

动，通常伴有各种葡萄糖代谢病症。肥胖症会增加个体患各种疾病的可能性，如糖尿病、高

血压、动脉粥样硬化、冠状动脉疾病、痛风、风湿病和关节炎。肥胖症通常与心理病态和医学

病态有关，医学病态包括关节问题、血管疾病(如冠状动脉疾病)、高血压、中风和周围血管

疾病增加。肥胖症还会导致代谢异常，如胰岛素抵抗和II型糖尿病(非胰岛素依赖型糖尿病

(NIDDM))、高脂血症和内皮功能障碍。

发明内容

[0005] 提供了治疗受试者的代谢病症的方法。该方法的方面包括向受试者施用有效量的

N‑乳酰‑氨基酸。还提供了包含有效治疗代谢病症的量的N‑乳酰‑氨基酸的药物制剂。

附图说明

[0006] 图1A‑D显示小鼠在跑步机跑步一次后，血浆中的Lac‑Phe被强烈诱导。(A)小鼠中

针对跑步机跑步的速度和坡度方案的示意图。(B)在跑步后小鼠与静坐小鼠中通过非靶向

代谢组学检测到的所有血浆峰的T‑stat值。(C)运动后(红色迹线)或静坐(蓝色迹线)血浆

中m/z＝236.0928质量的提取的离子色谱图。(D)真实Lac‑Phe标准品(上)和内源性m/z＝

236.0928质量(下)的串联MS片段(左)和结构归属(右)。对于B和C，N＝5/组。

[0007] 图2A‑I显示Lac‑Phe抑制食物摄入和肥胖症并改善葡萄糖稳态。(A‑B)注射媒介物

(蓝色)或Lac‑Phe(红色，50mg/kg，腹膜内[IP])后的22周龄雄性DIO小鼠的累积食物摄入

(A)和行走活动(B)。(C‑D)每天用媒介物(蓝色)或Lac‑Phe(红色，50mg/kg/天，腹膜内[IP])

处理的22周龄雄性DIO小鼠的累积食物摄入(C)和体重变化(D)。(E)媒介物或Lac‑Phe处理

的小鼠的葡萄糖耐量测试(1g/kg葡萄糖)。GTT在第10天最后一次Lac‑Phe剂量后一天、禁食

6小时后进行。(F‑G)媒介物或Lac‑Phe处理10天后小鼠的组织重量(F)和脂肪组织的代表性

图像(G)。(H)在用媒介物(黑色)或Lac‑Phe(红色，50mg/kg/天，IP)处理5天后的15周龄雄性

DIO小鼠或媒介物处理的配对喂养小鼠(蓝色)的平均每日食物摄入(左)和体重变化(右)。
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(I)13周龄雄性DIO小鼠在用媒介物(黑色)、乳酸(蓝色，50mg/kg/天，IP)、苯丙氨酸(灰色，

50mg/kg/天，IP)或Lac‑Phe(红色，50mg/kg/天，IP)处理7天后的平均每日食物摄入(左)和

体重变化(右)。对于(A‑B)，N＝6/组；对于(C‑H)，N＝8‑10/组；对于(I)，N＝5/组。数据显示

为平均值±SEM；*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001。

[0008] 图3A‑H显示在体外来自巨噬细胞的Lac‑Phe的CNDP2‑和乳酸‑依赖性生物合成和

分泌。(A)RAW264.7细胞的条件培养基和细胞裂解物中的Lac‑Phe水平。(B)WT或CNDP2‑KO 

RAW264 .7细胞的细胞裂解物的抗CNDP2或抗β微管蛋白蛋白质印迹。(C)WT和CNDP2‑KO 

RAW264.7细胞的条件培养基和细胞裂解物中的Lac‑Phe水平。(D)对从WT或CNDP2‑KO小鼠分

离的原代腹膜巨噬细胞的细胞裂解物进行抗CNDP2或抗β微管蛋白蛋白质印迹。(E)WT和

CNDP2  KO原代腹膜巨噬细胞的条件培养基和裂解物中的Lac‑Phe水平。(F,G)用乳酸(25mM)

处理后，WT  RAW264.7(F)和WT腹膜巨噬细胞(G)的条件培养基和裂解物中的Lac‑Phe水平。

(H)Lac‑Phe体外合成示意图。对于(A)、(C)和(E‑G)，n＝3‑5/组。数据显示为平均值±

SEM，**p<0.01。

[0009] 图4A‑F显示Lac‑Phe生物合成的基因缺损导致食物摄入增加和肥胖症。(A)WT小鼠

组织裂解物的抗CNDP2蛋白质印迹。(B)静坐和运动条件下雄性WT(蓝色)和CNDP2KO(红色)

小鼠的血浆中Lac‑Phe的相对丰度。(C‑F)致肥胖症饮食/运动训练方案下WT(蓝色)和

CNDP2‑KO(红色)小鼠的每日累积食物摄入(C)、体重(D)、组织重量(E)和脂肪组织代表性图

像(F)，其中给小鼠喂食高脂肪饮食(60％kcal来自脂肪)并通过跑步机跑步5天/周进行运

动(参见方法)。在第41天拍摄组织重量和图像。对于(B)，N＝6/组。对于(C‑F)，N＝8‑9/组。

数据显示为平均值±SEM，*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001。

[0010] 图5A‑J显示Lac‑Phe直接作用于培养物中的AgRP+和POMC+神经元。(A)用媒介物

(左)或Lac‑Phe(50μM，右)处理后AgRP+神经元的代表性动作电位放电痕迹。(B,C)所示浓度

的Lac‑Phe对AgRP+神经元的动作电位放电频率(B)和超极化(C)的影响。(D)在抑制剂混合

物(河豚毒素：1μM，荷包牡丹碱：50μM、DNQX：20μM和D‑AP5：50μM)存在下用Lac‑Phe(50μM)处
理后AgRP+神经元的代表性电生理学记录。(E)单独或在存在抑制剂混合物的情况下使用不

同浓度的Lac‑Phe处理后AgRP+神经元的响应比。(F)使用媒介物(左)或Lac‑Phe(50μM，右)

处理后POMC+神经元的代表性动作电位放电痕迹。(G,H)所示浓度的Lac‑Phe对POMC+神经元

的动作电位放电频率(G)和超极化(H)的影响。(I)在存在抑制剂混合物的情况下用Lac‑Phe

(50μM)处理后POMC+神经元的代表性电生理学记录。(J)单独或在存在抑制剂混合物的情况

下使用不同浓度的Lac‑Phe处理后POMC+神经元的响应比。对于(A‑J)，N＝8‑15个神经元/

组。数据显示为平均值±SEM，**p<0.01，***p<0.001。

[0011] 图6A‑F显示了人类运动后Lac‑Phe的强劲且持续的升高。(A)人剧烈跑步机运动研

究设计示意图，N＝36。(B)响应于剧烈跑步机跑步，血浆中运动调节的代谢物(深蓝色)、脂

质(灰色)或蛋白质(浅蓝色)的错误发现率。化学式与Lac‑Phe的化学式相匹配的以前未指

定的代谢物以红色显示。(C)运动或静坐后人体血液中Lac‑Phe和乳酸的时间进程。(D)人交

叉剧烈运动研究设计示意图，N＝8。(E)冲刺(红色)、抗阻(蓝色)和耐力(浅蓝色)试验后运

动前后Lac‑Phe水平的时间进程。(F)三种运动方式运动前后血浆Lac‑Phe和乳酸水平的相

关性。数据显示为平均值±SEM，**p<0.01，***p<0.001，****p<0.0001。

[0012] 图7A‑B显示了阳性代谢物对照和m/z＝236峰的识别。(A)运动与静坐条件下所示
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代谢物的倍数变化。N＝5/组，数据显示为平均值±SEM，**p<0.01，***p<0.001。(B)内源性

m/z＝236.0928质量与真实的Lac  Phe标准品的共洗脱。

[0013] 图8A‑C显示了用Lac‑Phe急性处理的肥胖症小鼠的附加代谢参数。(A‑C)22周龄

DIO小鼠在单次注射媒介物或Lac‑Phe(50  mg/kg，IP)后12小时耗氧量VO2(A)、二氧化碳产

量VCO2(B)和呼吸交换比RER(C)。N＝6/组，数据显示为平均值±SEM。

[0014] 图9A‑C显示了体外Lac‑Phe产量的表征。(A)来自过夜孵育后一组细胞系的条件培

养基中的Lac‑Phe水平。(B)过夜孵育后RAW264.7细胞的细胞裂解物或条件培养基中所示代

谢物的丰度百分比。(C)CNDP2催化的Lac‑Phe生物合成反应图。对于(A,B)，数据显示为平均

值±SEM，*p<0.05。

[0015] 图10A‑D显示了Lac‑Phe对脑切片中的血清素和SF1神经元的影响。(A,B)Lac‑Phe

(50μM)处理5‑HT+神经元的代表性动作电位放电痕迹(A)和响应比(B)。(C,D)Lac‑Phe(50μ
M)处理SF1+神经元的代表性动作电位放电痕迹(C)和响应比(D)。对于(C‑D)，N＝14‑15个神

经元/组。

[0016] 图11A‑D显示了人类血浆Lac‑Phe水平的附加特征。(A,B)真实Lac‑Phe标准品(蓝

色)和来自人血浆的m/z＝236.0928质量(红色)的串联MS片段(A)和共洗脱(B)。(C)来自人

类剧烈跑步机运动研究(队列1，N＝36)的单次剧烈跑步机跑步前后的血液中Lac‑Phe(红

色)、乳酸(蓝色)和苯丙氨酸(浅蓝色)水平的时间进程。(D)来自人类交叉剧烈运动研究(队

列2，N＝8)的冲刺(红色)、抗阻(蓝色)和耐力(浅蓝色)运动前后乳酸水平的时间进程。对于

(C‑D)，数据显示为平均值±SEM，**p<0.01，***p<0.001。

[0017] 图12A‑E显示了小鼠运动血浆代谢组的附加特征。(A)在我们的非靶向代谢组学分

析中检测到的代谢物的倍数变化，已知这些代谢物会随着身体活动而增加。基础条件和运

动条件分别以蓝色和红色表示。(B)真实的Lac‑Phe标准品(蓝色)和来自小鼠运动血浆的内

源性m/z＝236.0928质量(红色)的共洗脱。(C)静坐条件(蓝色)和运动条件(红色)下小鼠血

浆中Lac‑Phe的绝对定量。(D)在基础条件(蓝色)和运动条件(红色)下小鼠血浆中20个N‑乳

酰‑氨基酸缀合物的总离子计数。(E)基础条件下、运动后立即、运动后30分钟和120分钟时

小鼠血浆中Lac‑Phe的时间进程。对于(A,C‑E)，以每组N＝3‑5进行研究，数据显示为平均值

±SEM，*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001，****p<0.0001。

[0018] 图13A‑J显示Lac‑Phe直接作用于培养物中的AgRP+和POMC+神经元，并包含与图5

(上文)类似的信息。(A)用媒介物(左)或Lac‑Phe(50μM，中)或在存在抑制剂混合物(河豚毒

素：1μM，荷包牡丹碱：50μM，DNQX：20μM，D‑AP5：50μM，右)情况下的Lac‑Phe(50μM)处理后，

AgRP+神经元的代表性动作电位放电痕迹。(B)单独Lac‑Phe(左，n＝12个神经元)或存在抑

制剂混合物下Lac‑Phe(右，n＝9个神经元)处理后AgRP+神经元的响应比。(C)Lac‑Phe处理

前后AgRP+神经元放电频率的定量。(D‑E)单独Lac‑Phe(D)或存在抑制剂混合物下Lac‑Phe

(E)处理前后AgRP+神经元静息膜电位的定量。(F‑J)Lac‑Phe对POMC+神经元的影响。(F)在

使用媒介物(左)、Lac‑Phe(50μM，中)或存在抑制剂混合物的情况下Lac‑Phe(50μM，右)处理

后，POMC+神经元的代表性动作电位放电痕迹。(G)单独Lac‑Phe(左，n＝16个神经元)或存在

抑制剂混合物下Lac‑Phe(右，n＝15个神经元)处理后POMC+神经元的响应比。(H)Lac‑Phe处

理前后POMC+神经元放电频率的定量。(I‑J)单独Lac‑Phe(I)或存在抑制剂混合物下Lac‑

Phe(J)处理前后POMC+神经元静息膜电位的定量。对于(A‑J)，N＝8‑15个神经元/组。数据显

说　明　书 3/33 页

5

CN 117769414 A

5



示为平均值，**p<0.01，***p<0.001。

[0019] 图14A‑E显示人类运动诱导Lac‑Phe持续升高并且与BMI和脂肪质量呈负相关。(A)

人剧烈跑步机运动研究设计示意图，N＝36。(B)响应于剧烈跑步机跑步，血浆中运动调节的

代谢物(深蓝色)、脂质(灰色)或蛋白质(浅蓝色)的错误发现率。化学式与Lac‑Phe的化学式

相匹配的以前未指定的代谢物以红色显示。(C)受试者运动前后血浆中Lac‑Phe(红色)、乳

酸(蓝色)和苯丙氨酸(浅蓝色)的时间进程。(D)运动后30分钟的循环Lac‑Phe水平与人口统

计和生理标志物的关联。(E)运动后30分钟的循环Lac‑Phe水平与BMI(左)和估计的脂肪质

量(右)的关联。

[0020] 图15显示Lac‑Phe也存在于人类中，并且循环水平随着运动和食物摄入而变化。

(上)研究设计示意图，标明运动和食物消耗发生的时间以及血液采样的时间，N＝36。(下)

受试者运动前后(左)以及整个实验(包括食物摄入后)中Lac‑Phe(红色)、乳酸(蓝色)和苯

丙氨酸(绿色)的时间进程(右)。

[0021] 图16显示运动诱导的Lac‑Phe峰值与体重指数和脂肪质量负相关。运动后30分钟

的循环Lac‑Phe水平与BMI(左)、估计的脂肪质量(中)和脂肪质量百分比(右)的关联。

[0022] 图17显示对饮食诱导的肥胖症小鼠施用Lac‑Phe抑制食欲和体重并改善葡萄糖稳

态。(上)用媒介物(蓝色)或Lac‑Phe(红色，50mg/kg/天，IP)处理9天后的18周龄雄性DIO小

鼠的体重(左)和体重变化(右)。(下)媒介物或Lac‑Phe处理小鼠的葡萄糖耐量测试(1g/kg

葡萄糖，左)。GTT在禁食6小时后进行。注射媒介物(蓝色)或Lac‑Phe(红色，50mg/kg，腹膜

内，IP)后小鼠的累积食物摄入(右)。N＝10/组。数据显示为平均值±SEM；*p<0 .05，**p<

0.01。

[0023] 图18显示了Lac‑Phe的抗肥胖症作用需要完整的酰胺缀合物。13周龄雄性DIO小鼠

用媒介物(黑色)、乳酸(蓝色，50mg/kg/天，IP)、苯丙氨酸(绿色，50mg/kg/天，IP)或Lac‑Phe

(红色，50mg/kg/天，IP)处理7天后的体重变化。N＝5/组。数据显示为平均值±SEM；*p<

0.05。

[0024] 图19A‑C显示Lac‑Phe是巨噬细胞以乳酸和CNDP2依赖性方式分泌的代谢物。(A)来

自过夜孵育后一组细胞系的条件培养基的Lac‑Phe水平。(B)RAW264.7细胞的条件培养基和

细胞裂解物中的Lac‑Phe水平。(C)来自WT或CNDP2‑KO  RAW264 .7细胞的细胞裂解物的抗

CNDP2或抗β微管蛋白蛋白质印迹(左)。WT和CNDP2‑KO  RAW264.7细胞的条件培养基和细胞

裂解物中的Lac‑Phe水平(中)。用乳酸(25mM)处理后，WT  RAW264.7细胞的条件培养基和裂

解物中的Lac‑Phe水平。对于(A‑C)，N＝3‑5/组。数据显示为平均值±SEM，*p<0 .05，**p<

0.01。

[0025] 图20C‑F显示没有Lac‑Phe的小鼠表现出食物摄入增加和肥胖症。WT(蓝色)和

CNDP2‑KO(红色)小鼠在致肥胖症饮食/运动训练方案下的体重(C)、累积食物摄入(D)、图像

(E)和组织重量(F)，其中给小鼠喂食高脂肪饮食(60％kcal来自脂肪)并每周在跑步机上跑

步5天进行运动(参见方法)。对于(C‑F)，N＝8‑9/组。数据显示为平均值±SEM，*p<0.05，**p

<0.01，***p<0.001。

[0026] 图21显示CNDP2‑KO小鼠已消除血液中的Lac‑Phe水平。在静坐和运动条件下，雄性

WT(蓝色)和CNDP2  KO(红色)小鼠血浆中Lac‑Phe的相对丰度。N＝6/组数据显示为平均值±

SEM，*p<0.05，***p<0.001。
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[0027] 图22A‑B  14周DIO小鼠在注射媒介物(紫色)、Lac‑Phe(蓝色)、Lac‑Leu(灰色)、

Lac‑Ile(浅蓝色)、Lac‑Val(绿色)或Lac‑Met(青色)后体重变化(a)和每日食物摄入(b)。处

理为50mg/kg/天，IP，n＝4。

具体实施方式

[0028] 提供了治疗受试者的代谢病症的方法。该方法的方面包括向受试者施用有效量的

N‑乳酰‑氨基酸。还提供了包含有效治疗代谢病症的量的N‑乳酰‑氨基酸的药物制剂。

[0029] 在更详细地描述本发明之前，应当理解，本发明不限于所描述的特定实施方案，因

此当然可以变化。还应当理解，本文所使用的术语仅是为了描述特定实施方案的目的，并且

不旨在进行限制，因为本发明的范围将仅由所附权利要求书限制。

[0030] 在提供数值范围的情况下，应当理解，在该范围的上下限之间的每个中间值(除非

上下文另外明确指出，否则直至下限单位的十分之一)以及所陈述范围中的任何其他陈述

值或中间值都涵盖在本发明内。这些较小范围的上限和下限可以独立地包括在该较小范围

内并且也涵盖在本发明内，但受到所陈述范围中任何具体排除的限制的影响。当所陈述范

围包括一个或两个限值时，排除其中一个或两个所包括的限值的范围也包括在本发明中。

[0031] 本文中给出的某些范围的数值前面带有术语“约”。本文使用术语“约”来为其后的

确切数字以及与该术语后面的数字接近或近似的数字提供字面支持。在确定数字是否接近

或近似具体列举的数字时，接近或近似的未列举的数字可以是这样的数字，其在呈现的上

下文中提供与具体列举的数字的基本等同物。

[0032] 除非另有定义，本文中使用的所有技术和科学术语具有与本发明所属领域的普通

技术人员通常理解的相同含义。现在描述代表性的说明性方法和材料，尽管与本文描述的

那些类似或等同的任何方法和材料也可以用于本发明的实践或测试。

[0033] 本说明书中引用的所有出版物和专利均通过引用并入本文，如同每个单独的出版

物或专利被具体且单独地指示通过引用并入一样，并且通过引用并入本文以公开和描述与

出版物引用相关的方法和/或材料。对任何出版物的引用是针对其在申请日之前的公开内

容，并且不应被解释为承认本发明无权凭借在先发明而早于此类出版物。此外，所提供的发

布日期可能与实际发布日期不同，这可能需要独立确认。

[0034] 应注意的是，如本文和所附权利要求中所使用的，单数形式“一”、“一个”和“该”包

括复数指示物，除非上下文另外明确指出。还应当注意的是，权利要求可以被撰写为排除任

何可选元素。因此，该陈述旨在充当结合权利要求要素的叙述使用诸如“唯一”、“仅”等排他

性术语，或使用“否定”限制的先行基础。

[0035] 如本领域技术人员在阅读本公开后将显而易见的是，本文中描述和示出的各个实

施方案中的每一个都具有分立的组分和特征，这些组分和特征可以容易地与其他若干实施

方案中的任何一个的特征分离或组合而不背离本发明的范围或精神。任何所叙述的方法可

以按照所叙述的事件的顺序或者以逻辑上可能的任何其他顺序来执行。

[0036] 为了语法流畅性和功能性解释已经或将要描述该装置和方法，但是应当明确理

解，除非根据35U.S.C.§112明确表述，否则权利要求书不应被解释为以任何方式必然受到

对“装置”或“步骤”限定的解释的限制，而是应被赋予在等同司法原则下权利要求所提供的

定义的含义和等同项的全部范围，而权利要求根据35U.S.C .§112明确表述的情况应当在
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35U.S.C.§112下被赋予所有的法定等同项。

[0037] 在进一步描述本发明的各个方面时，首先更详细地回顾所述方法，然后回顾可用

于该方法的实施方案的药物制剂。

[0038] 方法

[0039] 如上所述，提供了治疗受试者代谢病症的方法。该方法可以包括向受试者施用有

效量的N‑乳酰‑氨基酸。如本文所用，术语“治疗”或“改善”是指治疗性处理，其中目的是逆

转、减轻、改善、抑制、减缓或停止与疾病或病症相关的病况(例如，肥胖症)的进展或严重程

度。术语“治疗”包括减少或减轻病况、疾病或病症的至少一种副作用或症状。如果一种或更

多种症状或临床标志物减少，则治疗通常是“有效的”。或者，如果疾病的进展减少或停止，

则治疗是“有效的”。也就是说，“治疗”不仅包括症状或标志物的改善，还包括与不治疗的情

况下预期的情况相比，症状的停止或至少减缓症状的进展或恶化。有益的或期望的临床结

果包括但不限于减轻一种或更多种症状、降低疾病程度、稳定(即不恶化)疾病状态、延迟或

减缓疾病进展、改善或缓和疾病状态、缓解(无论是部分缓解还是全部缓解)和/或死亡率降

低，无论是可检测的还是不可检测的。术语疾病的“治疗”还包括疾病的症状或副作用的宽

慰。如果预期代谢病症的至少一种症状得到减轻、终止、减缓或预防，则代谢病症可以是“被

治疗的”。如果代谢病症的复发或进展减少、减慢、延迟或预防，则代谢病症也可以是“被治

疗的”。

[0040] 在主题方法中可以施用任何合适的N‑乳酰‑氨基酸或N‑乳酰‑氨基酸的组合。如本

文所用，以其常规意义，“N‑乳酰‑氨基酸”或“lac‑氨基酸”是指例如通过蛋白酶胞质非特异

性二肽酶2(CNDP2)的作用由乳酸和氨基酸形成的化合物，例如代谢物。N‑乳酰‑氨基酸可以

是一种由身体产生的氨基酸，也可以是一种合成产生的氨基酸。施用的N‑乳酰‑氨基酸中的

氨基酸可以是任何合适的氨基酸，包括例如苯丙氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、甘氨酸、甲硫氨

酸、谷氨酸、色氨酸、丙氨酸、天冬酰胺、谷氨酰胺、组氨酸、丝氨酸、脯氨酸、苏氨酸、半胱氨

酸、赖氨酸、精氨酸、酪氨酸、天冬氨酸、亮氨酸等。在一些情况下，在主题方法中施用的N‑乳

酰‑氨基酸是在身体活动期间或之后在体内存在的(例如，可检测的)那些。在一些情况下，

在主题方法中施用的N‑乳酰‑氨基酸是其中N‑乳酰‑氨基酸在身体活动期间或之后在体内

(例如，血浆)中的水平升高或降低的那些。在一些情况下，主题方法包括施用本文所述的任

何N‑乳酰‑氨基酸的类似物。在一些情况下，N‑乳酰‑氨基酸是N‑乳酰‑苯丙氨酸(例如，Lac‑

Phe)。在一些情况下，N‑乳酰‑氨基酸是N‑乳酰‑亮氨酸(例如，Lac‑Leu)。在一些情况下，N‑

乳酰‑氨基酸是N‑乳酰‑异亮氨酸(例如，Lac‑Ile)。在一些情况下，N‑乳酰‑氨基酸是N‑乳

酰‑缬氨酸(例如，Lac‑Val)。在一些情况下，施用多种N‑乳酰‑氨基酸，包括例如两种或更多

种、三种或更多种、四种或更多种、五种或更多种、六种或更多种、七种或更多种、八种或更

多种、九种或更多种或十个或更多种N‑乳酰‑氨基酸。在一些情况下，N‑乳酰‑氨基酸不是N‑

乳酰‑甲硫氨酸(例如，Lac‑Met)。

[0041] 可以施用任何合适量的N‑乳酰‑氨基酸。在一些情况下，施用有效治疗代谢疾病或

相关病况的量，例如有效量。在一些情况下，施用有效治疗代谢疾病或相关病况的多个N‑乳

酰‑氨基酸中的每种N‑乳酰‑氨基酸的量。例如，当施用多种N‑乳酰‑氨基酸时，可以施用每

种N‑乳酰‑氨基酸的有效量。在一些情况下，有效量包括当施用时产生与在身体活动期间或

之后在受试者中观察到的N‑乳酰‑氨基酸血浆浓度相当(例如，等同)的N‑乳酰‑氨基酸血浆
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浓度相当的N‑乳酰‑氨基酸的量。例如，有效量可以等于身体活动期间或之后受试者体内

(例如血浆)存在的N‑乳酰‑氨基酸的量。在一些情况下，有效量包括当施用时产生与身体活

动后恢复期(例如，身体活动后的一段时间，范围从1分钟到5小时，包括例如从1分钟到4小

时、从1分钟到3小时、从1分钟到2小时、从1分钟到1小时、从1分钟到30分钟或从1分钟到15

分钟)期间或恢复后在受试者中观察到的N‑乳酰‑氨基酸血浆浓度相当(例如，等同)的N‑乳

酰‑氨基酸血浆浓度的N‑乳酰‑氨基酸的量。例如，有效量可以等于身体活动后恢复期期间

或之后体内(例如血浆)存在的量。身体活动可以包括一段时间内任何量的身体活动。在一

些情况下，身体活动包括在1分钟至2小时(包括例如1分钟至1小时或1分钟至30分钟)的一

段时间内进行的身体活动量。身体活动可以包括例如使心率高于静息心率的任何活动、身

体移动、运动、为维持或实现身体健康而进行的任何活动等。在一些情况下，有效量包括单

一单位剂量的N‑乳酰‑氨基酸。在一些情况下，有效量包括一个或更多个单位剂量的N‑乳

酰‑氨基酸，包括例如两个或更多个剂量、三个或更多个剂量、四个或更多个剂量等。在一些

情况下，施用单剂量。在一些情况下，施用多次剂量，例如两次或更多次、三次或更多次等。

有效量可以在1mg/kg至500mg/kg的范围内，包括例如1mg/kg至400mg/kg、1mg/kg至300mg/

kg、1mg/kg至200mg/kg、1mg/kg至100mg/kg。

[0042] 在一些情况下，该方法包括施用有效诱导受试者的身体活动相关结果(例如，有效

导致受试者经历身体活动相关结果)的量的N‑乳酰‑氨基酸。“身体活动相关结果”是指与身

体活动在受试者中诱导的结果等同(例如，幅度和持久性等同)的结果、变化或效果(例如，

生物的、物理的和/或化学的)。感兴趣的身体活动相关结果包括但不限于体重减轻、预防或

治疗代谢病症和相关病况、改善葡萄糖稳态、改善思维或认知、改善情绪、减轻情绪障碍的

严重程度(例如，焦虑和抑郁症)、预防或减缓神经退行性疾病(例如痴呆)的进展、改善睡

眠、降低癌症风险等。例如，该方法可以包括施用有效诱导受试者体重减轻的量的N‑乳酰‑

氨基酸，该减轻等同于通过身体活动诱导的体重减轻。在另一个实例中，该方法可以包括施

用有效诱导受试者体内葡萄糖稳态改善的量的N‑乳酰‑氨基酸，该改善等同于通过身体活

动所诱导的改善。在另一个实例中，该方法可以包括施用有效诱导受试者情绪改善的量的

N‑乳酰‑氨基酸，该改善等同于通过身体活动诱导的改善。在又一个实例中，该方法可以包

括施用有效诱导受试者情绪障碍严重程度降低的量的N‑乳酰‑氨基酸，该降低等同于通过

身体活动所诱导的降低。在又一个实例中，该方法可以包括施用有效诱导神经退行性病症

严重程度降低(例如，预防该病症的发展或减缓该病症的进展)的量的N‑乳酰‑氨基酸，该降

低等同于通过身体活动所诱导的降低。在一些实施方案中，该方法包括施用有效治疗神经

系统病症和/或相关病况的量的N‑乳酰‑氨基酸。所述神经系统病症可以包括例如情绪或精

神病症(例如，焦虑症、抑郁症、双向情感障碍、季节性情感障碍等)或神经退行性疾病(例

如，痴呆、阿尔茨海默病、帕金森病等)。所述有效量可以是本文描述的任何量。

[0043] 在一些情况下，N‑乳酰‑氨基酸可以根据给药方案施用。在一些情况下，向受试者

施用有效量一次。在一些情况下，每天一次向受试者施用有效量。在一些情况下，每天多次

向受试者施用有效量。在一些情况下，有效量在1天至60天，例如1天至10天、1天至7天、1天

至5天或1天至3天的时间段内每天施用一次。在一些情况下，在一段时间内每天施用有效量

1次至5次，包括例如每天1次至3次、每天2次至5次或每天3次至5次，该时间段为1天至14天，

例如1天至10天、1天至7天、1天至5天或1天至3天。
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[0044] 在某些实施方案中，该方法包括施用N‑乳酰‑氨基酸，例如，N‑乳酰‑苯丙氨酸或与

一种或更多种用于治疗代谢病症和/或相关病况(例如，肥胖症)的疗法组合的N‑乳酰‑氨基

酸。在一些情况下，该方法包括将N‑乳酰‑氨基酸与活性剂(或一种或更多种活性剂的组合)

组合施用以治疗代谢病症。在一些情况下，该方法包括将N‑乳酰‑氨基酸与用于治疗肥胖症

的活性剂组合施用。感兴趣的活性剂包括但不限于奥利司他、氯卡色林、芬特明‑托吡酯、纳

曲酮‑安非他酮、利拉鲁肽、芬特明、苯丙胺、二乙苯丙酮、苯甲曲嗪等。在一些情况下，可与

N‑乳酰‑氨基酸组合使用以治疗代谢病症(例如，肥胖症)的疗法包括以下疗法中的任何一

种或任何组合：身体活动、饮食计划(例如，低脂肪饮食、低热量饮食、间歇性禁食等)、使用

减重装置以及手术干预(例如，减肥手术)。减重装置可以包括例如电刺激系统(例如，阻断

胃和脑之间的神经活动的装置)、胃球囊系统(例如，放置在胃中的一个或更多个球囊)和/

或胃排空系统(例如，饭后从胃中排出食物的泵和管)。

[0045] 在一些情况下，一种或更多种疗法包括小分子剂。感兴趣的天然存在的或合成的

小分子化合物包括许多化学类别，如有机分子，例如分子量大于50且小于约2,500道尔顿的

小有机化合物。候选试剂包含用于与蛋白质结构相互作用(特别是氢键)的官能团，并且通

常包含至少一个胺、羰基、羟基或羧基基团，优选至少两个化学官能团。候选试剂可以包括

被一个或更多个上述官能团取代的环状碳或杂环结构和/或芳族或多芳族结构。候选试剂

还见于生物分子中，包括肽、糖、脂肪酸、类固醇、嘌呤、嘧啶、衍生物、结构类似物或其组合。

在其他方式中，可以通过采用筛选方案来鉴定此类分子。

[0046] 在一些情况下，一种或更多种疗法包括蛋白质或其片段或蛋白质复合物。在一些

实施方案中，一种或更多种疗法包括抗体结合剂或其衍生物。如本文所用，术语“抗体结合

剂”包括足以结合感兴趣的分析物的多克隆或单克隆抗体或片段。抗体片段可以是例如单

体Fab片段、单体Fab'片段或二聚体F(aB) '2片段。术语“抗体结合剂”的范围还包括通过抗

体工程产生的分子，如单链抗体分子(scFv)，或通过替换重链和轻链恒定区以产生嵌合抗

体或替换恒定区和可变区的框架部分以产生人源化抗体而从单克隆抗体产生的人源化或

嵌合抗体。在一些情况下，一种或更多种疗法包括酶或酶复合物。在一些情况下，一种或更

多种疗法包括磷酸化酶，例如激酶。在一些情况下，一种或更多种疗法包括复合物，该复合

物包括引导RNA和CRISPR效应蛋白，例如Cas9，用于核酸的靶向切割。

[0047] 在一些实施方案中，一种或更多种疗法包括核酸。核酸可以包括DNA或RNA分子。在

某些实施方案中，核酸例如通过减少或下调基因的表达来调节(例如抑制或降低)基因或蛋

白质的活性。核酸可以是单链或双链，并且可以包括修饰的或未修饰的核苷酸或非核苷酸

或其各种混合物和组合。在一些情况下，一种或更多种疗法包括通过RNA剪接的细胞内基因

沉默分子和提供可用于抑制基因功能的反义寡核苷酸效应或RNA干扰(RNAi)效应的分子。

在一些情况下，基因沉默分子如反义RNA、短临时RNA(stRNA)、双链RNA(dsRNA)、小干扰RNA

(siRNA)、短发夹RNA(shRNA)、微RNA(miRNA)、微小非编码RNA(tncRNA)、snRNA、snoRNA和其

他RNAi类的小RNA构建体可用于靶向蛋白质编码和非蛋白质编码基因。在一些情况下，核酸

包括适体(例如，镜像体)。在一些情况下，核酸包括反义化合物。在一些情况下，核酸包括可

用于RNA干扰(RNAi)的分子，如双链RNA，包括小干扰RNA(siRNA)、锁核酸(LNA)抑制剂、肽核

酸(PNA)抑制剂等。

[0048] N‑乳酰‑氨基酸可以通过任何合适的方式施用。如本文所用，术语“施用”包括体内
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施用以及直接离体施用至组织。一般而言，施用是例如口服、含服、肠胃外(例如，静脉内、动

脉内、皮下)、腹膜内(即，进入体腔内)、局部施用(例如通过吸入或通气(即通过嘴或鼻))或

直肠全身(即，影响整个身体)。组合物可以以含有所需的常规无毒药学上可接受的载体、佐

剂和媒介物的剂量单位制剂的形式施用。术语“局部”可以包括注射、插入、植入、局部应用

或肠胃外应用。

[0049] 在一些实施方案中，N‑乳酰‑氨基酸以药物制剂或作为药学上可接受的组合物施

用，其中一种或更多种N‑乳酰‑氨基酸可以与一种或更多种载体、增稠剂、稀释剂、缓冲剂、

防腐剂、表面活性剂、赋形剂等混合。除了一种或更多种N‑乳酰‑氨基酸之外，药物组合物还

可包含一种或更多种另外的活性成分，如抗微生物剂、抗炎剂、麻醉剂等。在一些情况下，N‑

乳酰‑氨基酸组合物包括例如N‑乳酰‑氨基酸的衍生物或类似物。“衍生物”包括药学上可接

受的盐和化学修饰剂。“类似物”包括结构上与另一者类似但组成略有不同的化合物(如用

不同元素的原子替换一个原子或在存在特定官能团的情况下，或用一个官能团替换另一个

官能团)。因此，类似物可以是在功能和外观上与参考化合物相似或相当，但在结构或来源

上不同的化合物。药物组合物可以通过通常用于施用药物组合物的任何途径来施用。例如，

可以局部(包括经眼、阴道、直肠、鼻内)、口服、通过吸入或肠胃外(例如通过静脉滴注或皮

下、腹膜内或肌内注射)进行施用。包含N‑乳酰‑氨基酸的药物组合物可以在任何合适的温

度下储存。在一些情况下，N‑乳酰‑氨基酸组合物在1℃至30℃、2℃至27℃或5℃至25℃的温

度范围内储存。N‑乳酰‑氨基酸组合物可以储存在任何合适的容器中，如下文详细描述的。

[0050] 通过主题方法治疗的代谢病症可能有所不同。“代谢病症”、“代谢病况”、“代谢疾

病”、“代谢疾病相关病况”或“代谢病症相关病况”是指与代谢异常相关的病症或病况。在一

些情况下，“代谢病症”是指与葡萄糖调节或血糖控制受损或改变相关或由其加剧的任何病

症，例如胰岛素抵抗(insulin  resistance)。此类病症包括但不限于糖尿病、高血糖、肥胖

症等。可以根据本文所述的方法治疗的与代谢病症相关的代谢病症和病况包括但不限于超

重、肥胖症、食欲过盛、糖尿病(包括1型糖尿病和2型糖尿病)、2型糖尿病、糖耐量异常、胰岛

素抵抗、高胰岛素血症、血脂异常、高血压、代谢综合征。通过主题方法治疗的病症还可以是

肥胖症和代谢综合征相关病症，例如但不限于脑膜瘤、腺癌、多发性骨髓瘤、肾癌、子宫内膜

癌、卵巢癌、结肠直肠癌、胰腺癌、胃癌、胆囊癌、肝癌、乳腺癌、甲状腺癌和任何其他与肥胖

症相关的癌症。包括骨关节炎、中风、胆囊疾病、慢性肾脏疾病和冠状动脉疾病。包括临床抑

郁症和焦虑症、双向情感障碍、恐慌症和广场恐惧症等精神障碍。可根据本文描述的方法治

疗的代谢病症可单独或以任何组合包含在实施方案中。

[0051] 在一些情况下，代谢病症或代谢病症相关病况是肥胖症。术语“肥胖症”是指以体

脂过多为特征的病况。肥胖症的操作定义可以基于体重指数(BMI)，其计算为体重比身高的

平方(kg/m2)。肥胖症是指其他方面健康的受试者具有大于或等于30kg/m2的BMI的病况，或

具有至少一种共病的受试者具有大于或等于27kg/m2的BMI的病况。“肥胖症受试者”是BMI

大于或等于30kg/m2的其他方面健康的受试者，或BMI大于或等于27kg/m2的具有至少一种共

病的受试者。“有肥胖症风险的受试者”是BMI为25kg/m2至小于30kg/m2的其他方面健康的受

试者或BMI为25kg/m2至小于27kg/m2的具有至少一种共病的受试者。对于亚洲血统的人来

说，体重指数较低时，与肥胖症相关的风险可能会增加。在包括日本在内的亚洲和亚太国

家，“肥胖症”是指患有至少一种肥胖症引起的或与肥胖症相关的共病的、BMI大于或等于
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25kg/m2的受试者因此需要减轻体重或通过减轻体重来改善的病况。这些国家的“肥胖症受

试者”是指患有至少一种肥胖症引起的或与肥胖症相关的共病的、BMI大于或等于25kg/m2

的需要减轻体重或通过减轻体重来改善的受试者。在这些国家，“有肥胖症风险的受试者”

是指BMI大于23kg/m2至小于25kg/m2的人。

[0052] 在一些情况下，代谢病症是肥胖症相关的代谢病症。术语“肥胖症相关病症”涵盖

与肥胖症相关、由肥胖症引起或由肥胖症引起的病症。肥胖症相关病症的实例包括暴饮暴

食和贪食症、糖尿病、高血压、血浆胰岛素浓度升高和胰岛素抵抗、血脂异常、高脂血症、乳

腺癌、前列腺癌、子宫内膜癌和结肠癌、心脏病、心血管疾症、异常心律和心律失常、心肌梗

塞、充血性心力衰竭、冠心病、心绞痛、脑梗塞、脑血栓及短暂性脑缺血发作。其他实例包括

显示代谢活动减少或静息能量消耗占无脂肪总质量百分比减少的病理状况。肥胖症相关病

症的其他实例包括代谢综合征，也称为综合征X、胰岛素抵抗综合征、II型糖尿病、空腹血糖

受损、糖耐量受损、炎症，如脉管系统的系统性炎症、动脉粥样硬化、高胆固醇血症、高尿酸

血症以及肥胖症的次要结果，如左心室肥厚。肥胖症相关的代谢病症还可以包括例如高血

压、骨关节炎、II型糖尿病、血压升高、中风和心脏病。肥胖症相关疾症还包括与肥胖症相关

的肝脏异常，如脂肪变性或非酒精性脂肪肝病(NAFLD)，这是与肥胖症和代谢综合征相关的

肝硬化的一个上升原因。事实上，NAFLD可以表现为简单的脂肪变性，也可以演变成炎症和

脂肪性肝炎(NASH)，20年后发生肝硬化的风险为20％。“血脂异常”是冠心病(CHD)的主要危

险因素。血浆的高密度脂蛋白(HDL)胆固醇水平低而低密度(LDL)胆固醇水平正常或升高是

人类发生动脉粥样硬化和相关冠状动脉疾病的重大危险因素。血脂异常通常与肥胖症有

关。另外的肥胖症相关病症描述于例如美国专利号8394969中，其公开内容通过引用整体并

入本文。

[0053] 在一些情况下，代谢病症是糖尿病。“糖尿病”是指由于胰岛素分泌或作用缺陷或

两者兼而有之而导致的以高血糖(葡萄糖)水平为特征的一组代谢性疾病。糖尿病根据疾病

类型分为胰岛素依赖型糖尿病(IDDM；I型糖尿病)和非胰岛素依赖型糖尿病(NIDDM；II型糖

尿病)。“2型糖尿病”是指糖尿病的两种主要类型之一，其中胰腺的β细胞能产生胰岛素(至

少在疾病的早期阶段)，但身体无法有效地利用它，因为身体细胞对胰岛素的作用有抵抗

力。在疾病的后期阶段，β细胞可能会停止产生胰岛素。2型糖尿病也称为胰岛素抵抗型糖尿

病、非胰岛素依赖型糖尿病和成人发病型糖尿病。“I型糖尿病”是指因自身免疫介导的胰腺

β细胞破坏导致胰岛素生产丧失而导致高血糖的病症。I型糖尿病患者需要胰岛素替代治疗

以确保生存。术语“糖尿病病症”可以指由糖尿病引起的并发症。例如，视网膜病、肾病和神

经病等并发症以血管病作为糖尿病个体的主要因素而发生。

[0054] 治疗可能会导致不同的结果。在某些实施方案中，肥胖症和肥胖症相关病症的治

疗是指施用本文所述的N‑乳酰‑氨基酸或N‑乳酰‑氨基酸的组合以减少或维持肥胖症受试

者的体重。治疗的一种结果可能是相对于即将施用本文所述的化合物或组合之前的受试者

体重而言，减少肥胖症受试者的体重。治疗的另一个结果可能是防止之前因饮食、运动或药

物治疗而使减轻的体重恢复，并防止因戒烟而增加体重。治疗的另一个结果可能是减少肥

胖症相关疾病的发生和/或严重程度。治疗的另一个结果可能是降低超重或肥胖症受试者

患糖尿病的风险。治疗可能导致受试者食物或卡路里摄入的减少，包括总食物摄入的减少，

或饮食中特定成分(例如碳水化合物或脂肪)的摄入量的减少；和/或营养吸收的抑制；和/
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或抑制代谢率的降低。该治疗可以导致有需要的患者体重减轻。治疗还可以导致代谢率的

改变，如代谢率的增加(而不是抑制代谢率的降低或同时还抑制代谢率的降低)；和/或最大

限度地减少通常由减肥引起的代谢阻力。

[0055] 在一些情况下，该方法预防受试者中肥胖症或肥胖症相关病症的发展。预防肥胖

症和肥胖症相关病症是指施用N‑乳酰‑氨基酸或N‑乳酰‑氨基酸的组合以减少或维持处于

肥胖症风险的受试者的体重。预防的一种结果可能是相对于即将施用本发明的化合物或组

合之前的受试者的体重而言，降低有肥胖症风险的受试者的体重。预防的另一个结果可能

是防止之前因饮食、运动或药物治疗而使减轻的体重恢复。如果在处于肥胖症风险的受试

者中肥胖症发作之前施用治疗，则预防的另一个结果可能是预防肥胖症的发生。如果在具

有肥胖症风险的受试者中肥胖症发作之前施用治疗，则预防的另一个结果可能是减少肥胖

症相关病症的发生和/或严重程度。此外，如果在已有肥胖症的受试者中开始治疗，则这样

的治疗可以预防肥胖症相关病症的发生、进展或严重程度，诸如但不限于动脉硬化、2型糖

尿病、多囊卵巢病、心血管疾病、骨关节炎、皮肤病、高血压、胰岛素抵抗、高胆固醇血症、高

甘油三酯血症和胆石症。

[0056] 在某些实施方案中，该方法减少受试者的食物摄入，例如，在治疗期间和/或之后。

“食物摄入”是指受试者消耗的食物量。在一些情况下，食物摄入以千卡为单位在一段时间

内测量，例如千卡/天。在一些情况下，食物摄入是在1天至14天、例如1天至10天、1天至7天、

1天至5天或1天至3天的时间段内的累积食物摄入。在一些情况下，食物摄入是例如在1天至

14天、例如1天至10天、1天至7天、1天至5天或1天至3天的时间段内的平均每日食物摄入。在

一些情况下，与对照相比(例如，相对于对照)，该方法减少受试者的食物摄入。在一些情况

下，与治疗前受试者的食物摄入相比，该方法减少受试者的食物摄入。在一些情况下，累积

食物摄入减少10％至90％，包括例如10％至80％、10％至70％、10％至60％、10％至50％、

10％至40％、10％至30％或10％至20％。在一些情况下，平均每日食物摄入减少10％至

90％，包括例如10％至80％、10％至70％、10％至60％、10％至50％、10％。％至40％、10％至

30％或10％至20％。

[0057] 在某些实施方案中，该方法例如在治疗期间和/或之后减轻受试者的体重。在一些

情况下，与对照相比(例如，相对于对照)，该方法减少受试者的体重。在一些情况下，与治疗

前受试者的体重相比，该方法减少受试者的体重。在一些情况下，该方法减少在一段时间内

受试者的平均体重，例如1天至14天，例如1天至10天、1天至7天、1天至5天或1天至3天。在一

些情况下，与对照相比，该方法降低了受试者的平均体重。在一些情况下，与治疗前受试者

的平均体重相比，该方法降低了受试者的平均体重。在一些情况下，体重减少1％至50％，包

括例如1％至40％、1％至30％、1％至20％或1％至10％。在一些情况下，平均体重减少1％至

50％，包括例如1％至40％、1％至30％、1％至20％或1％至10％。

[0058] 在某些实施方案中，该方法改善受试者的葡萄糖调节，例如，在治疗期间和/或之

后。例如，这些方法可以提高身体调节葡萄糖的能力。如本文所用，术语“葡萄糖调节”或“葡

萄糖代谢的调节”是指细胞、组织、器官、器官系统或整个生物体通过改变(例如，增加或减

少)葡萄糖代谢的特定过程来维持葡萄糖稳态的过程。葡萄糖代谢或葡萄糖代谢过程涵盖

涉及葡萄糖合成、加工、运输、摄取、利用或储存的过程，并且包括糖异生和糖酵解。葡萄糖

代谢和调节的具体方面包括葡萄糖转运蛋白或酶的表达，其促进葡萄糖穿过细胞膜的移动
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以及细胞对葡萄糖的保留或分泌；参与葡萄糖利用或形成的酶(包括例如糖酵解酶和糖异

生酶)的表达和/或活性的改变；以及身体或培养液内葡萄糖分布的改变，包括例如间质液

(即细胞外液)和细胞内液、血液、尿液等。

[0059] 在一些实施方案中，该方法改善受试者的葡萄糖稳态，例如，在治疗期间和/或之

后。术语“葡萄糖稳态”是指维持生物体中的正常葡萄糖水平，例如正常血糖水平。在一些情

况下，与对照相比(例如，相对于对照)，该方法改善了受试者的葡萄糖稳态。在一些情况下，

与治疗前受试者中的葡萄糖稳态相比，该方法改善了受试者的葡萄糖稳态。在一些情况下，

与对照相比，该方法改善了受试者的葡萄糖清除率，例如从循环中的葡萄糖清除率。在一些

情况下，与治疗前受试者中的葡萄糖清除率相比，该方法改善了受试者中的葡萄糖清除率。

改善的葡萄糖清除率可以包括增加的葡萄糖清除率。葡萄糖清除率增加可能降低血糖水

平。在一些情况下，葡萄糖清除率改善1％至50％，包括例如1％至40％、1％至30％、1％至

20％或1％至10％。

[0060] 在一些实施方案中，该方法减少受试者的脂肪组织质量(例如，脂肪组织或脂肪的

量)。术语“脂肪组织”是指脂肪，包括例如储存脂肪的结缔组织。脂肪组织含有多种再生细

胞类型，包括例如脂肪源性干细胞(ASC)以及内皮祖细胞和前体细胞。感兴趣的脂肪组织的

类型包括但不限于白色脂肪组织和棕色脂肪组织。在一些情况下，该方法使脂肪组织质量

与对照相比减少。在一些情况下，该方法使受试者的脂肪组织质量与该受试者在治疗前的

脂肪组织质量相比减少。在一些情况下，该方法使脂肪组织减少1％至50％，包括例如1％至

40％、1％至30％、1％至20％或1％至10％。在一些情况下，该方法使脂肪组织减少10％至

50％，包括例如10％至40％、10％至30％、10％至20％、20％至50％、30％至50％或40％至

50％。在一些情况下，该方法使白色脂肪的量与对照相比减少。在一些情况下，该方法使受

试者的白色脂肪的量与该受试者在治疗前的白色脂肪的量相比减少。在一些情况下，该方

法使白色脂肪减少1％至50％，包括例如1％至40％、1％至30％、1％至20％或1％至10％。在

一些情况下，该方法使白色脂肪减少10％至50％，包括例如10％至40％、10％至30％、10％

至20％、20％至50％、30％至50％或40％至50％。在一些情况下，该方法使棕色脂肪的量与

对照相比减少。在一些情况下，该方法使受试者的棕色脂肪的量与该受试者在治疗前的棕

色脂肪的量相比减少。在一些情况下，该方法使棕色脂肪减少1％至50％，包括例如1％至

40％、1％至30％、1％至20％或1％至10％。在一些情况下，该方法使棕色脂肪减少10％至

50％，包括例如10％至40％、10％至30％、10％至20％、20％至50％、30％至50％或40％至

50％。在一些情况下，该方法使较小附睾脂肪的量与对照相比减少。在一些情况下，该方法

使受试者的较小附睾脂肪的量与该受试者在治疗前的较小附睾脂肪的量相比减少。在一些

情况下，该方法使较小附睾脂肪减少1％至50％，包括例如1％至40％、1％至30％、1％至

20％或1％至10％。在一些情况下，该方法使较小附睾脂肪减少10％至50％，包括例如10％

至40％、10％至30％或10％至20％。在一些情况下，该方法使腹股沟皮下脂肪的量与对照相

比减少。在一些情况下，该方法使受试者的腹股沟皮下脂肪的量与该受试者在治疗前的腹

股沟皮下脂肪的量相比减少。在一些情况下，该方法使腹股沟皮下脂肪减少1％至50％，包

括例如1％至40％、1％至30％、1％至20％或1％至10％。在一些情况下，该方法使腹股沟皮

下脂肪减少10％至50％，包括例如10％至40％、10％至30％、10％至20％、20％至50％、30％

至50％或40％至50％。
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[0061] 如本文所用，“对照”以其常规意义可以是任何合适的对照。在一些实施方案中，对

照包括尚未施用有效量的N‑乳酰‑氨基酸的受试者，例如患有代谢病症的受试者。对照可以

是具有与治疗的受试者相同的代谢病症和/或相关病况的受试者。在一些实施方案中，对照

包括未施用有效量的N‑乳酰‑氨基酸的受试者，其中该受试者患有与被施用该有效量的受

试者的那些相匹配的代谢病症或代谢病症和/或相关病况的组合。在一些情况下，对照受试

者具有与治疗受试者共有的特征(例如，年龄、性别、身高、体重、种族、饮食等)。在一些情况

下，相对于治疗前的受试者，衡量本文所述的受试者的结果(涉及例如受试者的食物摄入、

受试者的体重、受试者的葡萄糖稳态、受试者的脂肪组织质量等)。

[0062] 该方法的实施方案可以在任何合适的受试者上实践。本发明的受试者可以是“哺

乳动物”或“哺乳动物类”，其中这些术语广泛地用于描述哺乳动物纲内的生物体，包括食肉

动物目(例如，狗和猫)、啮齿动物目(例如，小鼠、豚鼠和大鼠)和灵长类动物(例如，人类、黑

猩猩和猴子)。在一些情况下，受试者是人类。该方法可应用于两种性别和处于任何发育阶

段的人类受试者(即，新生儿、婴儿、少年、青年、成人)，其中在某些实施方案中，人类受试者

是少年、青年或成人。

[0063] 药物制剂

[0064] 如上所述，提供了药物制剂或药物组合物。药物制剂可包含N‑乳酰‑氨基酸(或N‑

乳酰‑氨基酸的组合)或其药学上可接受的盐，以及一种或更多种药学上可接受的载体或赋

形剂。在一些情况下，药物制剂包含有效治疗代谢疾病的量的N‑乳酰‑氨基酸；和赋形剂。N‑

乳酰‑氨基酸可以是任何合适的N‑乳酰‑氨基酸或如本文所述的N‑乳酰‑氨基酸的组合。在

一些情况下，N‑乳酰‑氨基酸是N‑乳酰‑苯丙氨酸。N‑乳酰‑氨基酸的量，例如有效量，可以是

根据本文所述的任何实施方案的任何合适的量。药物制剂可以与本文所述的任何疗法(例

如，用于治疗代谢病症的疗法)组合施用。

[0065] 药物制剂可以配制用于通过任何合适的方式施用。在某些实施方案中，组合物被

配制用于口服、皮内、肌内、肠胃外、静脉内、动脉内、颅内、皮下、眶内、心室内、脊柱内、腹膜

内或鼻内施用。药物制剂或组合物可以配制成各种剂型，包括片剂、粉剂、细颗粒剂、粒剂、

干糖浆、胶囊、液体组合物等。在一些情况下，药物制剂是胶囊或片剂。在一些情况下，药物

制剂是肠胃外制剂。在一些情况下，药物制剂是腹膜内制剂。

[0066] 制药领域通常使用的添加剂和稀释剂可以任选地添加到药物制剂中。这些包括增

稠剂、粒化剂、分散剂、调味剂、甜味剂、着色剂和稳定剂，包括pH稳定剂、其他赋形剂、抗氧

化剂(例如，生育酚、BHA、BHT、TBHQ、生育酚乙酸酯、抗坏血酸棕榈酸酯、抗坏血酸没食子酸

丙酯等)、防腐剂(例如，对羟基苯甲酸酯)等。示例性的防腐剂包括但不限于苯甲醇、乙醇、

苯扎氯铵、苯酚、氯丁醇等。一些有用的抗氧化剂为制剂提供氧或过氧化物抑制剂，并且包

括但不限于丁基化羟基甲苯、丁基羟基苯甲醚、没食子酸丙酯、抗坏血酸棕榈酸酯、α‑生育

酚等。增稠剂，如卵磷脂、羟丙基纤维素、硬脂酸铝等，可以改善制剂的质地。

[0067] 用于容纳N‑乳酰‑氨基酸制剂或N‑乳酰‑氨基酸药物组合物的容器可被配置为容

纳任何合适体积的N‑乳酰‑氨基酸制剂或组合物。在一些情况下，容器的大小可以取决于容

器中容纳的N‑乳酰‑氨基酸组合物的体积。在某些实施方案中，容器可以被配置成容纳

0.1mg至1000mg、如0.1mg至900mg、如0.1mg至800mg、如0.1mg至700mg、如0.1mg至600mg、如

0 .1mg至500mg、如0 .1mg至400mg、或0 .1mg至300mg、或0 .1mg至200mg、或0 .1mg至100mg ,
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0.1mg至90mg、或0.1mg至80mg、或0.1mg至70mg、或0.1mg至60mg、或0.1mg至50mg、或0.1mg至

40mg、或0.1mg至30mg、或0.1mg至25mg、或0.1mg至20mg、或0.1mg至15mg、或0.1mg至10mg、或

0.1mg至5mg、或0.1mg至1mg、或0.1mg至0.5mg的量的N‑乳酰‑氨基酸组合物。在某些实施方

案中，容器被配置为容纳0.1g至10g或0.1g至5g或0.1g至1g或0.1g至0.5g的量的N‑乳酰‑氨

基酸组合物。在某些情况下，容器被配置成容纳0.1ml至200ml的体积(例如，液体N‑乳酰‑氨

基酸组合物的体积)。例如，容器可被配置为容纳0.1ml至1000ml、如0.1ml至900ml、或0.1ml

至800ml、或0.1ml至700ml、或0.1ml至600ml、或0.1ml至500ml、或0.1ml至400ml、或0.1ml至

300ml、或0 .1ml至200ml、或0 .1ml至100ml、或0 .1ml至50ml、或0 .1ml至25ml、或0 .1ml至

10ml、或0.1ml至5ml、或0.1ml至1ml、或0.1ml至0.5ml的体积(例如，液体的体积)。在某些情

况下，容器被配置成容纳0.1ml至200ml的体积(例如，液体N‑乳酰‑氨基酸组合物的体积)。

[0068] 容器的形状也可以变化。在某些情况下，容器可以被配置成与测定和/或用于执行

测定的方法或其他装置兼容的形状。例如，容器可以被配置为用于执行测定的典型实验室

设备的形状或与用于执行测定的其他装置兼容的形状。在一些情况下，容器是液体容器。在

一些实施方案中，液体容器是小瓶或试管。在某些情况下，液体容器是小瓶。在某些情况下，

液体容器是试管。在一些情况下，容器是泡罩包装。

[0069] 如上所述，容器的实施方案可与N‑乳酰‑氨基酸组合物相容。用于容器的合适材料

的实例包括但不限于玻璃和塑料。例如，容器可由玻璃组成，诸如但不限于硅酸盐玻璃、硼

硅酸盐玻璃、硼硅酸钠玻璃(例如，PYREXTM)、熔融石英玻璃、熔融二氧化硅玻璃等。用于容器

的合适材料的其他实例包括塑料，诸如但不限于聚丙烯、聚甲基戊烯、聚四氟乙烯(PTFE)、

全氟醚(PFE)、氟化乙烯丙烯(FEP)、全氟烷氧基烷烃(PFA)、聚对苯二甲酸乙二醇酯(PET)、

聚乙烯(PE)、聚醚醚酮(PEEK)等。

[0070] 在一些实施方案中，容器可以是密封的。即，容器可以包括基本上防止容器的内容

物离开容器的密封件。容器的密封还可以基本上防止其他物质进入容器。例如，密封件可以

是基本上防止液体进入或离开容器的水密密封件，或者可以是基本上防止气体进入或离开

容器的气密密封件。在一些情况下，密封件是可移除的或可破坏的密封件，使得容器的内容

物可以在需要时暴露于周围环境，例如，如果需要移取容器的内容物的一部分。在一些情况

下，密封件由弹性材料制成以提供用于将样品保留在容器中的屏障(例如，水密和/或气密

密封)。密封件的具体类型包括但不限于膜，如聚合物膜、盖等，这取决于容器的类型。用于

密封件的合适材料包括例如橡胶或聚合物密封件，诸如但不限于硅橡胶、天然橡胶、苯乙烯

丁二烯橡胶、乙烯‑丙烯共聚物、聚氯丁二烯、聚丙烯酸酯、聚丁二烯、聚氨酯、苯乙烯丁二烯

等等，及其组合。例如，在某些实施方案中，密封件是可由针、注射器或插管刺穿的隔膜。密

封件还可以提供对容器中的样品的方便访问，以及覆盖容器开口的保护屏障。在一些情况

下，密封件是可移除的密封件，如螺纹盖或卡扣盖或可应用于容器的开口的其他合适的密

封元件。例如，可以在将样品添加到容器之前或之后将螺纹盖拧在开口上。

[0071] 用途

[0072] 主题方法和制剂可用于涉及代谢病症和与代谢病症相关的一种或更多种病况的

应用，例如临床应用。在一些实施方案中，该方法和制剂可用于需要治疗代谢病症和与代谢

病症相关的一种或更多种病况(包括例如肥胖症、肥胖症相关病症、糖尿病等)的应用。在一

些情况下，该方法和制剂可用于需要预防代谢病症以及与代谢病症相关的一种或更多种病
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况的发展或发生的应用。在某些实施方案中，该方法和制剂可用于需要受试者减轻体重的

应用。在某些实施方案中，该方法和制剂可用于需要改善受试者体内葡萄糖稳态的应用。在

某些实施方案中，该方法和制剂可用于需要在受试者中诱导身体活动相关结果的应用。在

某些实施方案中，该方法和制剂可用于需要治疗神经系统病症的应用。该方法和制剂还可

以与针对本文描述的任何病症和相关病况的其他疗法和治疗组合使用。

[0073] 提供以下实施例是为了说明而不是限制。

[0074] 实施例

[0075] 提出以下实施例是为了向本领域普通技术人员提供关于如何制造和使用本发明

的完整公开和描述，并且不旨在限制发明人所认为的其发明的范围，也不旨在表示以下实

验是全部或仅有进行的实验。已努力确保所用数字(例如量、温度等)的准确性，但应考虑一

些实验误差和偏差。除非另有说明，份数是重量份，分子量是重均分子量，温度是摄氏度，而

压力是大气压或接近大气压。

[0076] 分子和细胞生物化学的一般方法可见于这些标准教科书，如Molecular  Cloning:

A  Laboratory  Manual,第三版.(Sambrook等人,HaRBor  Laboratory  Press  2001)；Short 

Protocols  in  Molecular  Biology,第四版.(Ausubel等人eds.,John  Wiley&Sons  1999)；

Protein  Methods(Bollag等人 ,John  Wiley&Sons  1996)；Nonviral  Vectors  for  Gene 

Therapy(Wagner等人eds.,Academic  Press  1999)；Viral  Vectors(Kaplift&Loewy  eds.,

Academic  Press  1995)；Immunology  Methods  Manual(I.Lefkovits  ed.,Academic  Press 

1997)；以及Cell  and  Tissue  Culture:Laboratory  Procedures  in  Biotechnology

(Doyle&Griffiths,John  Wiley&Sons  1998)，它们的公开内容通过引用并入本文。本公开

中提及或与之相关的方法的试剂、克隆载体、细胞和试剂盒可获自商业供应商，如BioRad、

Agilent  Technologies、Thermo  Fisher  Scientific、Sigma‑Aldrich、New  England 

Biolabs(NEB)、Takara  Bio  USA,Inc等以及储存库如Addgene,Inc.、美国典型培养物保藏

中心(ATCC)等。

[0077] 实施例1：抑制食物摄入和肥胖症的乳酸衍生的运动诱导代谢物

[0078] 材料和方法

[0079] 细胞系培养。所有细胞系均获自ATCC，并在37℃、5％  CO2下生长。RAW  264 .7、

HEK293T、HEK293A、C2C12、F442A、3T3‑L1、Caco2和SW48在含有10％胎牛血清(FBS)和青霉

素/链霉素(pen/strep)的Dulbecco改良Eagle培养基(DMEM)中生长。AML‑12细胞在含有

10％  FBS和补充有胰岛素‑转铁蛋白‑硒的pen/strep的DMEM中生长。T84细胞在含有5％ 

FBS和青霉素/链球菌的Dulbecco改良Eagle培养基/营养混合物F‑12(DMEM/F‑12)中生长。

[0080] 一般动物信息。动物实验按照斯坦福大学实验动物护理管理小组(APLAC)批准的

程序进行。将小鼠维持在22℃和约50％相对湿度的12小时光暗循环中，并喂食标准的经辐

照的啮齿动物饲料。在有指示的情况下，使用高脂肪饮食(D12492，研究饮食，60％kcal来自

脂肪)。C57BL/6J(库存号000664)和C57BL/6JDIO小鼠(库存号380050)购自Jackson 

Laboratory。C57BL/6NCrl(库存号027)小鼠购自Charles  River  Laboratory。全身CNDP2敲

除小鼠(目录号，C57BL/6NCrl‑Cndp2em1(IMPC)Mbp/Mmucd，RRID：MMRRC_043492‑UCD)获自

突变小鼠区域资源中心(NCRR‑NIH资助的品系库)。为了向小鼠体内注射包括Lac‑Phe、乳酸

和苯丙氨酸等的化合物，将化合物溶解在18:1:1(体积比)的盐水/Kolliphor  EL(Sigma 

说　明　书 15/33 页

17

CN 117769414 A

17



AldricH)/DMSO中。每天通过腹膜内注射以5μl/g体重的指定剂量向小鼠施用化合物。对于

所有注射实验，小鼠均被模拟注射媒介物3‑5天，直到体重稳定。对于葡萄糖耐量测试，小鼠

禁食6小时，然后以10μl/g体重注射葡萄糖。1g/kg的剂量用于媒介物和Lac‑Phe处理的肥胖

症小鼠的GTT。

[0081] 化学品。L‑苯丙氨酸(AAA‑1323814)购自Fisher  Scientific，L‑乳酸钠(L7022)购

自Sigma。非市售的Lac‑Phe的合成如下所述。

[0082] Lac‑Phe(N‑乳酰苯丙氨酸)的合成。将L‑乳酸钠(1.2当量)溶解在二氯甲烷(0.2M)

中，并在0℃、氩气下用3‑[双(二甲基氨基)甲基鎓基]‑3H‑苯并三唑‑1‑氧化物六氟磷酸盐

(HBTU，1.2当量)处理。15分钟后，将二氯甲烷(0.2M)中的苯丙氨酸甲酯盐酸盐(1.0当量)和

N,N‑二异丙基乙胺(3.0当量)添加至混合物。将反应在氩气下、环境温度下搅拌16小时。除

去三分之一的溶剂并用5％  HCl、5％  NaHCO3和饱和NaCl溶液洗涤二氯甲烷溶液。将有机层

干燥(MgSO4)、过滤并浓缩。将所得粗产物通过柱色谱纯化，用乙酸乙酯/己烷洗脱，得到N‑

苯丙氨酸甲酯。将上述酯(1.0当量)溶解在THF(0.5M)中并用水(0.5M)中的氢氧化锂一水合

物(2.0当量)处理。将溶液在环境温度下搅拌2小时，并除去溶剂。将所得残余物溶解在二氯

甲烷中并通过5％  HCl酸化至pH  3。将所得混合物用乙酸乙酯萃取3次并用饱和NaCl溶液洗

涤经合并的有机层。将有机层干燥(MgSO4)、过滤并浓缩。将得到的粗产物用乙酸乙酯/己烷

重结晶纯化，得到N‑乳酰苯丙氨酸，为白色粉末。1H‑NMR(400MHz,D2O)δ7.3‑7.2(m,5H) ,4.13
[dd ,1H],4.10[q ,1H],3.21[dd ,1H],2.98[dd ,1H],1.10[d ,3H].LC/MS(m/z):236.093[M‑

H]‑

[0083] 小鼠跑步方案。对于小鼠跑步研究，使用了6道Columbus  Instruments动物跑步机

(产品1055‑SRM‑D65)。在跑步机上跑步之前，让小鼠适应跑步机5分钟。对于剧烈、至力竭的

运动研究，跑步机以7 .5m/min的速度和4°的坡度开始。每三分钟，速度和坡度分别增加

2.5m/min和2°。一旦达到40m/min的速度和30°的坡度，这两个参数都保持恒定，直到小鼠达

到力竭。力竭定义为小鼠在跑步机后部的震动器上停留超过5秒。对于WT和CNDP2‑KO小鼠的

长期跑步实验，小鼠每周运动5天，周一至周五，同时接受高脂肪饮食(60％kcal来自脂肪)，

并允许每周剩余2天休息。跑步机以恒定的5°坡度进行，并以6m/min的速度开始。每5分钟速

度增加2m/min，直至最大速度30m/min。如上所述，小鼠在达到力竭时停止运动，并使两组小

鼠的跑步时间标准化。

[0084] 制备用于LC‑MS分析的血浆样品。通过下颌下出血将小鼠的血浆收集到肝素锂管

(BD，365985)中，并立即转移到冰上。将血液在4℃下以5000rpm离心5分钟，将血浆顶层等分

并冷冻在‑80℃。为了从血浆提取极性代谢物进行LC‑MS分析，将150ul乙腈/甲醇2:1混合物

添加到50μl血浆。将混合物在4℃下以15 ,000rpm离心10分钟，并将上清液转移至LC‑MS小

瓶。

[0085] 通过LC‑MS对代谢物的非靶向测量。在Agilent  6520四极杆飞行时间(Q‑TOF)LC/

MS上进行非靶向代谢组学测量。使用电喷雾电离(ESI)在负模式下进行质谱分析。双ESI源

参数设置如下，气体温度设置为250℃，干燥气流为12l/min，而雾化器压力为20psi。毛细管

电压设置为3500V，碎裂电压(fragmentor  voltage)设置为100V。极性代谢物的分离采用正

相色谱法在Luna  5μm  NH2 LC柱(Phenomenex  00B  4378‑E0)上进行。流动相如下：缓冲

液A、95:5水/乙腈，含0.2％氢氧化铵和10mM乙酸铵。缓冲液B，乙腈。LC梯度在0‑2分钟内从
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100％  B开始，流速为0.2ml/min。然后梯度以0.7ml/min的流速在2‑20分钟内线性增加至

50％  A/50％  B。在20‑25分钟内，梯度保持在50％  A/50％  B，流速为0.7ml/min。

[0086] Lac‑AA的靶向测量。在Agilent  6470三重四极杆(QQQ)LC/MS上进行靶向测量。使

用电喷雾电离(ESI)在负模式下进行质谱分析。AJS  ESI源参数设置如下，气体温度设置为

250℃，气流为12L/min，而雾化器压力为25psi。鞘气温度设置为300℃，鞘气流设置为12L/

min。毛细管电压设置为3500V。极性代谢物的分离按照上述非靶向代谢组学部分所述进行。

使用列出的停留时间、碎裂电压、碰撞能量、细胞加速器电压和极性对指定代谢物进行多反

应监测(MRM)。

[0087]

[0088]

[0089] 细胞系的分化。将C2C12细胞铺板于12孔中并生长直至80‑90％汇合度。将细胞在

含有2％马血清和pen/strep的DMEM中孵育。每2天更换一次培养基，持续4‑5天。将F442A细

胞铺板于12孔中并生长直至60‑70％汇合度。通过向完全培养基添加5μg/ml胰岛素和1μM罗
格列酮来使细胞分化。每2天更换一次培养基，持续7‑8天。将3T3‑L1细胞铺板于12孔中并生

长直至80  90％汇合度。通过添加含有5μg/ml胰岛素、5μM地塞米松、250μM异丁基甲基黄嘌

呤和1μM罗格列酮的混合物2天来启动分化。诱导后，在剩余的4‑6天将细胞维持在5μg/ml胰
岛素和1μM罗格列酮中。

[0090] CNDP2‑KO  RAW  264.7细胞的生成。将Zhang实验室开发的plentiCRISPRv2系统用

于生成CNDP2‑KO  RAW  264.7细胞系。使用的sgRNA是5’‑CAGTGAAATGAGATCCGTCA‑3’(SEQ  ID 

NO:01)。按照Zhang实验室的方案，合成了针对sgRNA和反向互补序列的寡核苷酸，并将其克

隆到plentiCRISPRv2载体中(正向寡核苷酸，5’‑CACCGCAGTGAAATGAGATCCGTCA‑3’(SEQ  ID 
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NO:02)；反向寡核苷酸，5’‑AAACTGACGGATCTCATTTCACTG  C‑3’(SEQ  ID  NO：03))。使用

polyfect将克隆的pletiCRISPRv2质粒与病毒包装psPAX2质粒和病毒包膜pMD2.G质粒共转

染，在HEK293T细胞系中生成慢病毒颗粒。使用亲本pletiCRISPRv2质粒作为对照。24小时后

收获慢病毒上清液并通过0.45uM过滤器过滤。然后将上清液以1:1的比例与聚凝胺混合至

最终浓度为8ug/ml聚凝胺。将该混合物添加至在6孔板中的40±50％汇合度的RAW  264.7细

胞中。将转导的细胞转移至10cm板，然后用5ug/ml的嘌呤霉素选择3‑6天。

[0091] 原代腹膜巨噬细胞分离。给小鼠注射2ml  3％  Brewer巯基乙酸盐培养基(Fisher，

B11716)，并允许巨噬细胞诱导持续3天。为了分离巨噬细胞，用二氧化碳将小鼠处死，并将

腹部皮肤剥离以暴露腹膜壁。将10ml冰冷的不含钙和镁的DPBS注入腹腔内，注意不要刺穿

器官。轻轻按摩小鼠并使用同一注射器和针头从腹膜吸出液体。将液体分配到冰上的50ml 

falcon管中。然后将细胞在4℃、400xg下离心10分钟。弃去上清液并将细胞重悬于含有10％ 

FBS和pen/strep的冷DMEM/F‑12中。让细胞在培养箱中粘附至少2小时，然后在温PBS中洗涤

3次以除去未粘附的细胞。将新鲜培养基添加到细胞，并在分离后1‑2天内进行实验。

[0092] 体外Lac‑Phe生产测定。将细胞以70‑80％汇合度铺在12孔板中。第二天，细胞用

PBS洗涤两次并在0.5ml无血清培养基中孵育。过夜孵育后，除去400μl培养基并添加20μl 
1M盐酸以酸化培养基并使Lac‑Phe质子化。将400μl乙酸乙酯添加到每个样品并涡旋30秒以

将Lac‑Phe萃取到有机层中。将顶层的300μl转移至新的Eppendorf管中并在氮气流下干燥。

将残余物重新悬浮于100ul  80:20乙腈/水混合物中。将细胞保存在冰上以收获裂解物。将

150μl  PBS添加到每个孔，并将细胞刮入Eppendorf管中。再次重复该步骤以确保所有细胞

均已收获。然后将细胞在4℃、2,000xg下离心10分钟，并除去上清液以获得细胞沉淀。使用

100μl  2:1:1乙腈/甲醇/水混合物裂解细胞并沉淀大蛋白质。将混合物在4℃、15,000rpm下

离心10分钟，并将上清液转移至LC‑MS小瓶。

[0093] 蛋白质印迹分析。收集细胞并在含有1:100HALT蛋白酶抑制剂的RIPA缓冲液中通

过超声裂解。将细胞裂解物在4℃下以13,000rpm离心10分钟，以去除残留的细胞碎片。使用

Pierce  BCA蛋白质测定试剂盒并结合带有10mM  DTT的4x  NuPAGE  LDS样品缓冲液对上清液

的蛋白质浓度进行标准化。然后将样品在95℃下煮沸10分钟。将制备好的样品在NuPAGE  4 

12％  Bis‑Tris凝胶上运行，然后转移到硝酸纤维素膜。印迹在Odyssey封闭缓冲液中于室

温封闭30分钟。一抗(兔抗CNDP2和兔抗β‑微管蛋白)以1:1000的比例添加到Odyssey封闭缓

冲液。将印迹在指定的一抗中孵育过夜，同时在4℃下摇动。第二天，用PBS‑T洗涤印迹3次，

每次10分钟，然后用二抗在室温下染色1小时。使用的二抗是在封闭缓冲液中稀释至1:10,

000的比例的山羊抗兔抗体。二抗染色后，用PBS‑T洗涤印迹3次，然后用Odyssey  CLx成像系

统成像。

[0094] CNDP2  KO动物的产生。CNDP2  KO和野生型动物是通过杂合育种杂交产生的。基因

分型如下进行：从同窝小鼠中获得尾剪，并在100μl  50mM  NaOH中于95℃煮沸30分钟，以提

取基因组DNA。通过添加21μl  0.5M  Tris(pH  7.2)中和溶液。通过使用针对CNDP2  WT等位基

因的引物 (正向：5’‑CAGATGGCTCGGAGATACCAC‑3’(SEQ  ID  NO:04)，反向：5’‑

TTCCCGCTCCACCAAGGTGAAG‑3’(SEQ  ID  NO:05))或CNDP2KO等位基因的引物(正向：5’‑

G C T C T G T A A G G G A A A G A G A T G A C C C ‑ 3’( S E Q  I D  N O : 0 6 ) ，反 向 ：5’‑

AATAGGACATACCCAGTTCTGTGAGG‑3’(SEQ  ID  NO:07))进行PCR反应。针对PCR反应使用
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Promega  GoTaq主混合物。每个25μl反应液包含12.5μl  promega主混合物(M7122)、2.5μl 
10μM正向和反向引物混合物、2μl基因组DNA和8μl超纯水。BioRad  C1000  Touch热循环仪上

的热循环程序始于95℃下最初30秒，然后98℃下30秒、58℃下30秒和72℃下45秒的循环，然

后是72℃下5分钟，最后保持在4℃。WT引物的PCR反应由30个循环组成，而KO引物的PCR反应

由48个循环组成。样品在含有0.2mg/ml  EtBr的2％琼脂糖凝胶上进行电泳。WT等位基因预

计会产生大小为160个碱基对的PCR产物，而KO等位基因预计会产生大小为440个碱基对的

PCR产物。

[0095] 切片电生理学研究。使用几种遗传小鼠品系对已识别的神经群体进行电生理记

录。其中包括AgRP‑IRES‑Cre/Rosa26‑LSL‑tdTOMATO小鼠，用于记录下丘脑弓状核(ARH)中

的AgRP神经元；POMC‑CreER/Rosa26‑LSL‑tdTOMATO小鼠(8‑12周时用200mg/kg他莫昔芬诱

导)用于记录ARH中的POMC神经元；SF1‑Cre/Rosa26‑LSL‑tdTOMATO小鼠用于记录下丘脑腹

内侧(VMH)的SF1神经元；TPH2‑CreER/Rosa26‑LSL‑tdTOMATO小鼠(8‑12周时用200mg/kg他

莫昔芬诱导)用于记录中缝背核(DRN)中的5‑HT神经元。小鼠(雄性和雌性，8‑16周龄)用异

氟烷麻醉，并用改良的冰冷蔗糖基切割溶液(pH  7.4；含有10mM  NaCl、25mM  NaHCO3、195mM

蔗糖、5mM葡萄糖、2.5mM  KCl、1.25mM  NaH2PO4、2mM丙酮酸钠、0.5mM  CaCl2和7mM  MgCl2，用

95％  O2和5％  CO2连续鼓泡)经心脏灌注。然后将小鼠斩首，取出整个脑部并立即浸入切割

溶液中。使用Microm  HM  650V  vibratome(Thermo  ScientifiC)切割冠状切片(220μm)。为
每只相应的小鼠收集包含所需区域(ARH、VMH或DRN)的脑切片，并在整个脑区域的水平进行

记录。将切片在32℃下恢复约30分钟，然后在记录之前在含氧(95％  O2和5％  CO2)的人工脑

脊液(ACSF，pH  7 .4；含有126mM  NaCl、2.5mM  KCl、2.4mM  CaCl2、1.2mM  NaH2PO4、1.2mM 

MgCl2、11.1mM葡萄糖和21.4mM  NaHCO3)中在室温下再保持1小时。

[0096] 将切片转移至32℃的记录室，并以1.8‑2.0ml/min的流速连续灌注含氧ACSF。记录

前切片至少平衡5分钟。在配备可移动台(MP‑285，Sutter  Instrument)的正置显微镜

(Eclipse  FN‑1，Nikon)上使用落射荧光和红外微分干涉对比(IR‑DIC)成像对ARH、VMH或

DRN中tdTOMATO标记的神经元进行可视化。使电阻为3‑5MΩ ω的贴片移液器中充满细胞内

溶液(pH  7.3)，该溶液中含有128mM葡萄糖酸钾、10mM  KCl、10mM  HEPES、0.1mM  EGTA、2mM 

MgCl2、0.05mM  GTP(钠盐)和0 .05mM  ATP(镁盐)。使用MultiClamp  700B放大器(Axon 

Instruments)进行记录，使用Digidata  1440A采样，并使用pClamp  10 .3软件(Axon 

Instruments)进行离线分析。记录过程中监测串联电阻，该值通常<10MΩ，且未进行补偿。

监测并校正液体接界电势。如果实验期间串联电阻变化超过20％或动作电位没有超调，则

排除数据。对电流进行放大、以1kHz滤波，并以10kHz进行数字化。接上电流钳来测试基线时

和喷洒递送Lac‑Phe后的神经放电频率和静息膜电位(RM)(图中所示的各种浓度下5秒)。为

了确保每个记录的神经元接收到相同量的Lac‑Phe，选择位于切片表面的神经元进行记录，

并且喷洒管始终放置在与记录的神经元距离水平100μm和垂直100μm处。使用可重复的压力

脉冲系统(Picospritzer  III，Parker)将喷洒强度保持在同一水平。在一些实验中，含有1μ
M河豚毒素(TTX，Tocris)、50μM荷包牡丹碱(Tocris)、20μM  DNQX(Tocris)和50μM  D‑AP5

(Tocris)的ACSF溶液用于阻断大部分突触前输入。每个神经元在基线时记录至少1分钟，并

且仅使用基线稳定的神经元来测试Lac‑Phe处理。RM和放电频率的值在基线和1分钟范围内

取平均值，该1分钟范围包含POMC、SF1和5‑HT神经元中Lac‑Phe喷洒后静息膜电位变化最大
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的点。对于AgRP神经元，RM和放电频率的值在图中所示的每个时间点处在40秒内取平均值。

如果膜电位的变化至少为2mV，则神经元被认为是去极化或超极化，而2mV之间的值被定义

为“无响应”。

[0097] 人体运动研究‑单次剧烈跑步机跑步。这项研究是由斯坦福大学斯奈德实验室进

行的，参考文献#中详细描述了实验模型和主题细节。简而言之，36名健康的研究参与者被

招募并同意参加斯坦福大学机构审查委员会(IRB  23602)批准的运动研究。参与者到达测

试机构时已禁食过夜(10‑12小时)，并在斜坡跑步机上接受症状限制心肺运动(CPX)测试。

根据每个参与者的健康水平制定个性化方案，并鼓励参与者运动直至达到最大运动能力，

持续8‑12分钟。在运动前以及运动后2分钟、15分钟、30分钟和1小时从前臂上静脉静脉采集

血液。在非靶向代谢组学平台上分离并分析血浆。

[0098] 人类耐力、冲刺和抗阻训练的研究设计和方法。该研究招募了八名年轻健康男性。

参与者年龄为26.5±3.7岁，体重正常(BMI  23.5±2.1kg/m2)，不吸烟且不参加定期身体活

动(≤1次/周)，健康水平为42.6±4.2ml/min/kg。在参与任何实验实践之前，向受试者提供

有关参与潜在风险的书面和口头信息。根据赫尔辛基II宣言，从所有受试者获取知情内容

书。该研究得到了丹麦地区伦理委员会的批准(期刊编号：H‑18051389)。经过一夜禁食(禁

食10小时)后，受试者于早上(上午08:00)到达测试设施。通过双能X射线吸收测定法(Lunar 

DPX‑IQ  DEXA扫描仪，Lunar  Corporation，WI，USA)测量身体成分。通过在Monark 

Ergomedic  893E自行车(Monark，Sweden)上进行增量斜坡测试来测量最大氧气摄入(VO2峰

值)，以评估训练状态。测试包括100W下5分钟和150W下5分钟，然后每分钟增加25W，直至力

竭。测试期间使用在线气体分析仪(CareFusion，MasterScreen‑CPX，Germany)收集呼出的

空气。在每次试验之前，受试者被要求在至少48小时内避免剧烈身体活动。每次试验前一

天，按重量份给予标准化饮食(60E％碳水化合物、25E％脂肪、15E％蛋白质)。能量需求的计

算基于WHO公式(“Human  Energy  Requirements:Report  of  a  Joint  FAO/WHO/UNU  Expert 

Consultation.,”2005)和每日身体活动水平(PAL)。实验当天早上，受试者于上午08:00乘

坐汽车或公共交通工具以禁食状态到达，以避免多余的身体活动。将venflon导管(BD 

VenflonTM  Pro  Safety，Helsingborg，Sweden)插入肘前静脉，以便在休息时、运动后立即

(0)和运动恢复期间(15、60、120和180分钟)进行血液采样。离心后，将血浆移入等份(200μ
l)中并储存在‑80℃直至进一步分析。所有受试者均接受了三项相同的实验试验，这些试验

仅以所进行的运动方式分开：1)耐力运动试验(END)，2)冲刺运动试验(SPT)和3)抗阻运动

试验(RES)。试验以随机顺序进行，每次试验至少间隔10天。耐力运动试验(END)。END试验由

55％  VO2峰值的90分钟连续循环组成。尽管在试验期间进行了VO2测量并进行了评估，但负

荷是在初步测试期间确定的，以确保估计负荷引起55％  VO2峰值，并考虑运动期间VO2的潜

在漂移。如果出现负荷不足或过多的情况，则进行调整。冲刺运动试验(SPT)。SPT试验由50W

下5分钟热身和随后在测力自行车上进行三轮30秒全力冲刺(温盖特测试)组成。每次温盖

特测试均穿插5W下4分钟的主动恢复。抗阻运动试验(RES)。RES试验基于双侧膝关节伸展运

动。该试验从热身开始，热身由3组各10次负荷相当于10‑RM负荷的50％的重复动作组成。每

组热身在组间穿插2分钟休息。热身后，以相当于10‑RM的负荷进行6组各10次的重复动作，

组间穿插2分钟休息。

[0099] 统计数据。除非另有说明，所有数据均表示为平均值±SEM。学生t检验用于成对比
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较。除非另有说明，统计显著性设定为P<0.05。

[0100] 结果

[0101] 定期身体活动是一种强有力的干预措施，可以减少肥胖症并预防与肥胖症相关的

代谢疾病(1‑4)。相反，缺乏身体活动会增加患肥胖症和2型糖尿病的风险(5，6)。这些心脏

代谢益处的程度与二甲双胍等一线药物疗法相当，在某些情况下甚至更大(7‑9)。运动带来

的心脏代谢益处的机制尚不完全清楚，但很可能不止于与活动相关的能量消耗的单独增

加。

[0102] 身体活动代谢益处背后的一种内分泌机制是运动诱导的循环信号传导分子的产

生。这些分泌因子被认为可以介导组织串扰，并作为身体活动代谢益处的分子传感器发挥

作用(10)。使用候选方法，之前的研究已经确定了几种生物活性循环代谢物，它们在运动训

练后介导脂肪和肌肉组织的有益重塑(11‑14)。然而，系统地识别新代谢物的非靶向策略更

有限。

[0103] 使用血浆的非靶向代谢组学，Lac‑Phe(N‑乳酰苯丙氨酸)，一种以前未知功能的代

谢物，在此被确定为小鼠和人类身体活动后最强烈诱导的循环代谢物之一。Lac‑Phe在

CNDP2+细胞(包括外周巨噬细胞和上皮细胞)中产生。功能获得和丧失的研究表明，Lac‑Phe

通过直接抑制食物摄入来抑制肥胖和肥胖症。最后，人类的冲刺、耐力和抗阻运动都会导致

血浆中Lac‑Phe水平急剧且持续升高。因此得出结论，Lac‑Phe是一种运动诱导的信号代谢

物，可介导身体活动的抗肥胖症作用。

[0104] 剧烈跑步机跑步显著增加小鼠体内的循环Lac‑Phe

[0105] 为了以全面、公正的方式测量运动引起的循环代谢物，通过液相色谱‑质谱法(LC‑

MS)对剧烈跑步机跑步后的小鼠进行乙腈/甲醇提取的血浆的非靶向代谢组分析(图1A)。在

此运动方案中，跑步机的速度和坡度每三分钟增加一次，直到小鼠达到力竭(参见方法)。重

要的是，非靶向代谢组学流程不需要先验了解检测到的峰的化学结构，从而能够对血浆中

运动调节的变化进行更广泛和更公正的采样。正如预期的那样，之前在靶向质谱实验中检

测到的代谢物会因身体活动而强烈增加，包括TCA循环的中间体(例如，琥珀酸、富马酸、苹

果酸)以及核苷酸分解代谢的产物(例如，尿酸)。相对于静坐条件，运动时代谢组学数据集

增加2至4倍(图1B和图7A)。在此代谢组学实验中检测到的7,752个峰中，统计上最显著的变

化是质荷比(m/z)为236.0928且保留时间约为10.5分钟的未知峰(图1C)。相对于对照小鼠，

该代谢物显著升高>5倍(P<0.001)。母体质量236.0928与分子式[C12H14NO4]‑一致，但这样的

分子与现有数据库中任何明显的代谢物不匹配。

[0106] 为了确定这种运动诱发的代谢物的化学特性，进行了串联质谱实验，观察到了m/z

＝88.040的显著子离子。该子峰和质量损失(148.0532)分别与[C3H6NO2]‑和[C9H8O2]的分子

式匹配(图1D)。根据这些片段谱，母体代谢物暂时指定为N‑乳酰‑苯丙氨酸，它是乳酸和苯

丙氨酸的酰胺化缀合物(“Lac‑Phe”，图1D)。通过化学合成生产的真实Lac‑Phe标准品表现

出与内源m/z＝236.0928峰相同的MS/MS谱图(图1D)和保留时间(图7B)，从而确认了结构指

定。Lac‑Phe水平的绝对定量显示的循环基础浓度和运动诱导浓度分别为0.5±0.4μM和2.7

±0.9μM(平均值±SEM)。这些数据表明Lac‑Phe是小鼠剧烈跑步机跑步后最强烈诱导的血

浆代谢物之一。

[0107] Lac‑Phe抑制食物摄入和肥胖症
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[0108] Lac‑Phe是一种研究较少、功能未知的代谢物。为了确定Lac‑Phe是否在代谢稳态

中发挥功能性作用，使用代谢室来确定急性Lac‑Phe施用(50mg/kg，腹膜内[IP])对饮食诱

导的肥胖(DIO)小鼠的影响。重要的是，这些实验是在一定剂量的Lac‑Phe下进行的，因此峰

值血浆浓度与单次运动训练后观察到的浓度相当(注射后30分钟的血浆水平，平均值±

SEM，3.8μM±1.9μM)。如图2A所示，在施用后12小时时间段内，与媒介物处理的小鼠相比，急

性Lac‑Phe施用抑制了52％的食物摄入(平均值±SEM，媒介物6.4±0.6kcal/小鼠；Lac‑Phe 

3.0±1.0kcal/小鼠)。重要的是，各组之间的走动活动没有差异(图2B)，这表明食物摄入的

抑制不仅仅是由于整体运动的减少。急性Lac‑Phe处理不会改变氧气消耗(VO2)、二氧化碳

产量(VCO2)或呼吸交换比(RER，图8A‑C)。这些数据表明，对小鼠进行急性Lac‑Phe施用可以

特异性抑制能量摄入，而不改变能量消耗途径。

[0109] Lac‑Phe长期减少食物摄入的能力有望减轻体重并改善葡萄糖和脂质稳态。为了

直接检验这一假设，将Lac‑Phe长期施用于DIO小鼠(50mg/kg/天，腹膜内[IP]，每天一次，参

见方法)，并在10天时间段内监测食物摄入和体重的变化。正如预期的那样，与对照小鼠相

比，长期接受Lac‑Phe处理的动物表现出累积食物摄入减少(平均值±SEM，Lac‑Phe  2.1±

0.1g/小鼠/天；媒介物2.9±0.1g/小鼠/天，图2C)。Lac‑Phe处理的小鼠食物摄入的减少与

体重的伴随减少有关(平均值±SEM，‑2.8±1.1g，对应于总体重的‑7％变化，图2D)。在第10

天，进行了葡萄糖耐量测试，结果显示，与媒介物相比，用Lac‑Phe处理的DIO小鼠的葡萄糖

清除率有所改善(图2E)。对Lac‑Phe处理小鼠的组织进行解剖发现，与媒介物处理的小鼠相

比，脂肪组织质量显著减少，包括附睾脂肪(eWAT，‑20％)、皮下腹股沟脂肪(iWAT，‑41％)和

棕色脂肪(BAT，‑41％)库较小(图2F，G)。根据收获的其他器官的重量估计的总去脂体重不

受影响(图2F)。

[0110] 接下来，进行了配对喂养实验，其中将食物限制在配对喂养组中，其水平与Lac‑

Phe处理小鼠消耗的水平相同(平均值±SEM，配对喂养1 .8±0 .1g/小鼠/天；对照2 .5±

0.1g/小鼠/天，相当于食物减少28％，图2H)。在这些条件下，对照配对喂养的小鼠表现出与

用Lac‑Phe处理的小鼠相同的体重变化(图2H)，证实Lac‑Phe对肥胖和肥胖症的影响是由于

抑制食物摄入而不是由于活动或代谢率的任何变化。

[0111] 最后，探讨了Lac‑Phe的抑制食欲和抗肥胖症作用所需的结构特征。值得注意的

是，Lac‑Phe由两个“半部分”：乳酸和苯丙氨酸组成。进行与上述相同的实验以直接比较

Lac‑Phe与乳酸和苯丙氨酸(50mg/kg，每天IP)。与对照小鼠相比，Lac‑Phe再次抑制了食物

摄入和体重(图2I)。相比之下，同等剂量的乳酸或苯丙氨酸施用在食物摄入和体重两方面

与媒介物处理的小鼠相同(图2I)。这些数据证实，在模拟单次身体活动的剂量下，饮食诱导

的肥胖小鼠中Lac‑Phe的升高会抑制食物摄入，并以需要完整酰胺化缀合物的方式减少肥

胖症。

[0112] 巨噬细胞的CNDP2和乳酸依赖性Lac‑Phe分泌

[0113] 为了更好地了解Lac‑Phe是如何产生的，首先要鉴定一种在体外表现出强大的

Lac‑Phe生物合成和分泌能力的细胞系。为此，在一组13个细胞系中，通过LC‑MS/MS测量了

条件培养基中分泌的Lac‑Phe的水平。鼠巨噬细胞系RAW264.7被鉴定为将Lac‑Phe强力地分

泌到条件培养基中(图9A)。几乎所有的Lac‑Phe都是由RAW264.7细胞分泌的；细胞内发现<

1％(图3A)。相比之下，其他细胞内脂质(如花生四烯酸和油酸)的水平如预期在细胞裂解物
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中富集(图9B)。检查的其他12个细胞系在条件培养基中表现出广泛的Lac‑Phe水平，比从

RAW264.7细胞观察到的水平低约50‑90％(图9A)。因此，这些数据确定了培养中Lac‑Phe从

细胞的强力分泌，并进一步鉴定RAW264.7巨噬细胞作为研究该过程的模型细胞系。

[0114] 此前，一种名为CNDP2的胞质酶已显示可以在体外催化乳酸和苯丙氨酸缩合以生

成Lac‑Phe(图9C)(15)。然而，这种CNDP2催化反应的生理相关性和方向性此前尚未在更复

杂的细胞和有机体环境中进行过评估。CNDP2‑KO  RAW264.7细胞使用CRISPR/Cas9生成，并

使用抗CNDP2抗体验证CNDP2蛋白的损失(图3B)。如图3C所示，相对于对照细胞，CNDP2‑KO中

细胞外Lac‑Phe水平降低>75％。原代腹膜巨噬细胞也从CNDP2‑KO小鼠和对照WT小鼠获得

(图3D)。与WT对照巨噬细胞相比，原代CNDP2‑KO巨噬细胞的细胞外Lac‑Phe水平再次降低>

85％(图3E)。由于乳酸会通过运动而增加并且可以作为Lac‑Phe的代谢前体，因此测试了细

胞外乳酸是否可以通过质量作用类型的机制刺激Lac‑Phe的产生。在高强度运动期间达到

的浓度(25mM)下向条件培养基添加乳酸，可使RAW264.7细胞中Lac‑Phe的细胞外水平增加+

85％(图3F)，并使原代巨噬细胞中的该水平增加+200％(图3G)。综上所述，这些数据表明

CNDP2是细胞培养物中Lac‑Phe产生的主要生物合成酶。这些数据还确定肌肉来源的乳酸是

一种候选代谢前体，可在剧烈运动期间驱动Lac‑Phe的产生(图3H)。

[0115] Lac‑Phe生物合成的基因消除赋予对运动训练的抗肥胖症作用的抵抗

[0116] 接下来，CNDP2‑KO小鼠被用作Lac‑Phe基因消除的模型。首先，使用抗CNDP2抗体确

定小鼠中CNDP2蛋白的组织表达。正如预期的那样，腹膜巨噬细胞表现出最高的CNDP2表达。

在肾脏和肠中也检测到较低水平的CNDP2蛋白表达(图4A)。这些蛋白质水平数据与公开的

微阵列数据一致，其显示巨噬细胞、肾脏和肠道中Cndp2表达富集(BioGPS)(16)，也与公开

的单细胞数据一致，所述公开的单细胞数据显示单核细胞和巨噬细胞中Cndp2表达富集

(Tabula  Muris)(17)。接下来在基础和跑步机跑步后条件下测量WT和CNDP2‑KO小鼠中Lac‑

Phe的血浆水平。相对于WT对照动物，CNDP2‑KO小鼠的循环Lac‑Phe在基础和运动后条件下

分别大幅减少>85％和>70％(图4B)。这些数据表明CNDP2是体内Lac‑Phe的主要生物合成

酶。伴随运动的Lac‑Phe的残余增加可能反映了Lac‑Phe生物合成的额外的、不依赖于CNDP2

的途径。

[0117] 接下来评估WT和CNDP2‑KO小鼠的食物摄入和肥胖症表型。由于Lac‑Phe是通过运

动训练诱导的，因此WT和CNDP2‑KO小鼠经历结合长期跑步机跑步方案的高脂肪饮食(60％

kcal来自脂肪)(参见方法)。WT小鼠和CNDP2‑KO小鼠之间在本实验开始时的体重没有差异

(平均值±SEM，WT，29.1±0.8g；CNDP2‑KO，28.2±0.7g；P>0.05)。然而，从训练/致肥饮食方

案的第10天开始，CNDP2‑KO小鼠与对照小鼠相比开始表现出食物摄入增加(图4C)。这种增

加的摄食行为一直持续到第40天实验结束。与这种摄食行为一致，与对照小鼠相比，CNDP2‑

KO小鼠也表现出越来越不同的体重，CNDP2‑KO小鼠的最终体重比WT小鼠高出13％(平均值

±SEM，WT，32.3±0.9g；CNDP2‑KO，36.4±0.6g，图4D)。重要的是，该实验中的总跑步时间在

各组之间是等同的(平均值±SEM，WT  41±1.2min/天；KO  41±1.7min/天)。最后，组织解剖

显示，与对照相比，CNDP2‑KO中的脂肪组织质量有所增加，而去脂质量相似(图4E，F)。从这

些数据可以得出结论，消除Lac‑Phe会导致运动训练期间能量摄入增加和体重增加。Lac‑

Phe直接作用于促食欲AgRP神经元和厌食欲POMC神经元

[0118] 大脑在调节食欲和体重方面发挥着重要作用。因此，使用全细胞膜片钳切片电生
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理学来确定Lac‑Phe直接对许多已知调节食物摄入的神经元群的影响。首先关注的是表达

刺豚鼠相关肽(AgRP)和阿片黑皮素原(POMC)的神经元。这两个神经元群位于下丘脑弓状核

(ARH)中，分别作为进食行为的中枢食欲驱动因素和厌食欲驱动因素的确立因素(18‑24)。

AgRP神经元的代表性电生理学记录如图5A所示。与体内食欲抑制作用一致，Lac‑Phe(50μM)
快速抑制促食欲AgRP神经元，放电频率降低和静息膜电位超极化证明了这一点(图5A)。

Lac‑Phe的抑制作用具有剂量响应性，在低至1μM的浓度下具有抑制活性，而1μM与循环中的

生理水平相似(图5B，C)。此外，在存在TTX(钠通道阻滞剂)、DNQX(AMPA谷氨酸能受体拮抗

剂)、D‑AP5(NMDA谷氨酸能受体拮抗剂)和荷包牡丹碱(GABAA受体拮抗剂)的情况下，Lac‑

Phe诱导的超极化持续存在(图5D)。定量显示，响应于在基线或抑制剂处理条件下测试的所

有浓度的Lac‑Phe，>70％的神经元发生超极化(抑制剂处理的效果的P>0.05，图5E)。这些结

果表明Lac‑Phe对AgRP神经元的抑制作用是经由直接作用介导而不是通过电路或突触前机

制。

[0119] 还检查了Lac‑Phe对厌食欲POMC+神经元的影响。Lac‑Phe可以快速激活POMC神经

元，如放电频率增加和去极化所示(图5F)。值得注意的是，Lac‑Phe激活POMC神经元的作用

不如Lac‑Phe对AgRP神经元的抑制作用强，需要至少20μM的浓度(图5G，H)。Lac‑Phe诱导的

去极化在前面提到的抑制剂混合物存在的情况下持续存在，表明Lac‑Phe对POMC神经元的

刺激作用也是通过直接作用介导的(图5I，J)。

[0120] 最后，将这些切片电生理学研究扩展以探索Lac‑Phe对其他两个神经群体的影响，

这两个神经群体与喂养调节具有潜在的相关性(图10A‑D)。没有观察到Lac‑Phe对中缝背核

(DRN)中血清素(5‑HT)阳性神经元的兴奋性和下丘脑腹内侧核(VMH)的血清素生成因子1

(SF1)阳性神经元的兴奋性产生影响，表明Lac‑Phe以细胞类型特异性方式发挥作用。综上

所述，可以得出结论，Lac‑Phe可直接抑制脑切片中促食欲AgRP神经元并刺激促厌食欲POMC

神经元。

[0121] 人运动后循环Lac‑Phe的持续强劲升高

[0122] 为了确定人循环中的Lac‑Phe是否也表现出运动诱导的升高，在两个独立的人运

动队列中测量了Lac‑Phe水平。首先，重新分析了先前发表的深度表型分析的剧烈跑步机跑

步运动队列的非靶向血浆质谱数据(图6A)(25)。让这些人体(N＝36)禁食过夜，然后通过跑

步机跑步进行症状限制的心肺运动测试。该队列中58％为男性，年龄在40‑75岁之间，平均

BMI为28.4±0.9kg/m2(平均值±SEM)。通过改良的胰岛素抑制试验确定的稳态血浆葡萄糖

(SSPG)为153±67mg/dl(平均值±SEM)。大多数参与者(86％)在峰值运动时超过呼吸交换

比(RER)>1.05，而其余个体的心率达到其年龄调整的最大预测心率的>95％。来自该队列的

所有血浆样品在之前都经过了深入的多组学谱分析(蛋白质组学、代谢组学、转录组学)。

[0123] 值得注意的是，在1 ,807种被分类为小分子代谢物、脂质或蛋白质的分析物中，对

应于化学式与Lac‑Phe(C12H14NO4
‑)匹配的代谢物的尚未指定的峰在整个数据集中排名第

三，最显著地由运动诱导(图6B)。串联质谱实验揭示了与真实的Lac‑Phe标准品相比，具有

特征m/z＝88子离子(图11A)和相同保留时间(图11B)的片段谱。因此得出的结论是，这种先

前未指定的、人运动诱发的代谢物是Lac‑Phe。通过有这种结构指定，发现血浆Lac‑Phe水平

表现出强劲且持续的运动引起的升高，在运动后30分钟达到超过基线的4倍峰值，并持续超

过运动后1小时(图6C)。相比之下，乳酸水平在运动停止时达到峰值，并在1小时内迅速恢复
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到基线。在整个运动干预过程中，血浆苯丙氨酸水平基本没有变化(图11C)。在没有进行跑

步机运动的对照个体队列中，Lac‑Phe实际上在同一时间进程中略有下降，从而建立了人体

中Lac‑Phe的运动依赖性积累(图6C)。从这些数据可以得出结论，在跑步机剧烈跑步后，

Lac‑Phe也是人血浆中最强烈增加的代谢物之一。

[0124] 为了确定人运动后Lac‑Phe升高的普遍性，测量了第二个人运动队列中的血浆

Lac‑Phe水平，该队列由在三个不同的运动试验中进行测试的个体组成(耐力、冲刺和抗阻

(resistance)，参见方法，图6D)。本研究招募了8名年龄28.0±1.3岁(平均值±SEM)和平均

BMI  23.5±0.7kg/m2(平均值±SEM)的健康年轻男性。个体在运动试验前禁食，运动试验按

随机顺序进行且间隔至少10天。耐力运动试验由峰值VO2约为60％、90min的连续骑行组成；

冲刺运动试验由在测力自行车上进行三轮30秒的全力冲刺(温盖特测试)组成；而抗阻运动

试验由双侧膝关节伸展组成(6组，每组10次重复动作，负荷相当于10‑RM)。在运动前和运动

后的几个时间点收集血浆，并通过LC‑MS/MS从乙腈/甲醇提取的血浆中测量Lac‑Phe(图

6E)。冲刺运动表现出血浆Lac‑Phe积累最显著(运动后1小时达到8倍升高的峰值)，其次是

抗阻训练，然后是耐力训练。由于各种运动方式中的Lac‑Phe升高幅度与乳酸的升高幅度相

匹配(冲刺>抗阻>耐力，图11D)，因此检查了Lac‑Phe和乳酸水平之间的关系。如图6F所示，

运动前与运动后立即相比，Lac‑Phe和乳酸的倍数变化表现出强烈且接近线性的相关性

(Pearson相关系数r＝0.82，P<0.001)。这些数据表明，不同的身体活动方式会导致人的循

环Lac‑Phe水平强劲且持续升高。

[0125] 讨论

[0126] 这里鉴定出一种由成为Lac‑Phe的循环乳酸衍生代谢物介导的运动诱导抗肥胖症

信号传导分子。小鼠的药理学功能获得和遗传功能丧失实验以及培养细胞研究提供了三方

面证据，证明Lac‑Phe是身体活动的抗肥胖症作用的重要循环分子：(1)Lac‑Phe升高到剧烈

运动期间达到的水平足以减少食物摄入和肥胖症；(2)小鼠体内Lac‑Phe生物合成的基因消

除使得对运动训练的抗肥胖症作用产生抵抗力；和(3)Lac‑Phe直接调节先前建立的用于调

节体外摄食行为的神经元的兴奋性。进一步支持这些发现的是，Lac‑Phe被认为是人类进行

不同身体活动方式后血浆中最强烈诱导的分子变化之一。

[0127] 费力运动已被充分证明可以严重抑制小鼠的食物摄入，这种行为表型分别与AgRP

和POMC神经元的神经元活动的运动后抑制和刺激相关(26‑28)。虽然包括生长素释放肽在

内的特定候选分子被认为有助于这些作用，但其他运动诱导信号传导分子对这些食物摄入

途径的作用仍然知之甚少。数据表明Lac‑Phe是一种运动诱导分子，在调节摄食行为的这些

关键中央途径的上游发挥作用。对于人类来说，运动对食欲和食物摄入的影响更为复杂，取

决于研究队列以及身体活动的类型、持续时间或强度(29‑31)。这些人类数据可以解释为，

除了Lac‑Phe之外，运动还可能诱导产生其他目前未知的食欲调节分子。

[0128] 作为肥胖症和食物摄入的循环调节剂，与其他外周源性食欲调节激素相比，Lac‑

Phe既有相似之处，也有重要差异。Lac‑Phe与许多其他肽激素(包括GLP‑1、GDF15、CCK、PYY

和瘦素)一样抑制进食行为。Lac‑Phe和GDF15二者都是由相似的细胞类型和解剖位置产生

和分泌的，包括巨噬细胞、肠和肾脏(32，33)。然而，也存在重要的差异。例如，运动诱导的

Lac‑Phe显著、强劲和持续的升高似乎是该分子所独有的，这与其他外周衍生的肽激素形成

对比，其他外周衍生的肽激素主要受营养物质调节并且即使因身体活动有变化也只是适度
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变化(34‑36)。此外，Lac‑Phe是一种代谢物(MW约250DA)，而其他食欲激素是更大的多肽(例

如，GLP‑1，MW约3000DA)或蛋白质(例如，GDF15，MW约15kDA)。

[0129] 目前对Lac‑Phe产生和调节的研究也提供了关于身体活动的生理响应背后的细胞

和生化机制的令人惊讶的见解。首先，肌细胞和肌肉组织作为身体活动的循环分子传感器

的来源一直是历史上的焦点(37‑39)。巨噬细胞和其他CNDP2+细胞类型产生并分泌Lac‑

Phe，这表明许多其他细胞类型可以感知身体活动并对其做出响应(13，40)。这些其他运动

响应性细胞类型的潜在共同点可能是它们直接检测或以其他方式导入肌肉来源乳酸的能

力。其次，该乳酸作为Lac‑Phe生物合成的代谢前体，为运动期间Lac‑Phe的强劲升高提供了

回路和生化逻辑：即，该运动诱导收缩肌肉分泌乳酸，并迅速导入CNDP2+细胞类型，然后以

酰胺化Lac‑Phe形式重新输出到循环中。乳酸的替代代谢衍生化原则上也可以构成其他未

被发现的运动诱导信号传导分子。第三，即使在乳酸回到基线水平的时间点，Lac‑Phe也表

现出强劲和持续的升高，这表明乳酸的生化衍生化作为有机体第二信使系统发挥作用，其

中乳酸传感与持久的内分泌信号传导相结合。循环中Lac‑Phe的持续升高可能部分反映了

这样一个事实：与乳酸不同，Lac‑Phe不能直接重新并入初级代谢途径。

[0130] 最后，身体活动的好处不仅仅限于代谢健康。在脑部中，运动能增强情绪，减少焦

虑和抑郁，并预防痴呆和其他神经退行性疾病(41‑43)。通过对神经元表现出直接作用，

Lac‑Phe代表了介导其中一些额外益处的有吸引力的候选因子。因此，Lac‑Phe途径的药理

学靶向可能有助于治疗肥胖症和这些其他神经系统疾病。
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[0176] 1.一种治疗受试者的代谢病症的方法，所述方法包括向所述受试者施用有效量的

N‑乳酰‑氨基酸。

[0177] 2.根据条目1所述的方法，其中所述N‑乳酰‑氨基酸为N‑乳酰‑苯丙氨酸。

[0178] 3.根据条目1‑2中的任一项所述的方法，其中所述有效量包括当施用时产生与身

体活动后所观察到的所述N‑乳酰‑氨基酸的血浆浓度相当的所述N‑乳酰‑氨基酸的血浆浓

度的所述N‑乳酰‑氨基酸的量。

[0179] 4 .根据条目1‑3中的任一项所述的方法，其中所述有效量的范围为从1mg/kg至

500mg/kg。

[0180] 5.根据条目1‑4中的任一项所述的方法，其中所述有效量在1天至60天范围的时间
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段内每天施用一次。

[0181] 6.根据条目1‑5中的任一项所述的方法，其中所述代谢病症为肥胖症。

[0182] 7.根据条目1‑6中的任一项所述的方法，其中所述代谢病症为肥胖症相关的代谢

病症。

[0183] 8.根据条目1‑7中的任一项所述的方法，其中所述代谢病症为糖尿病。

[0184] 9.根据条目1‑8中的任一项所述的方法，其中所述方法使所述受试者的食物摄入

与所述受试者在治疗前的食物摄入相比减少。

[0185] 10.根据条目9所述的方法，其中累积食物摄入减少10％至90％。

[0186] 11 .根据条目9‑10中的任一项所述的方法，其中平均每日食物摄入减少10％至

90％。

[0187] 12.根据条目1‑11中的任一项所述的方法，其中所述方法使所述受试者的体重与

所述受试者在治疗前的体重相比减轻。

[0188] 13.根据条目12所述的方法，其中体重减轻1％至50％。

[0189] 14.根据条目1‑13中的任一项所述的方法，其中所述方法使所述受试者的葡萄糖

稳态与所述受试者在治疗前的葡萄糖稳态相比改善。

[0190] 15.根据条目1‑14中的任一项所述的方法，其中所述方法使所述受试者的葡萄糖

清除率与所述受试者在治疗前的葡萄糖清除率相比改善。

[0191] 16.根据条目15所述的方法，其中葡萄糖清除率改善1％至50％。

[0192] 17.根据条目1‑16中的任一项所述的方法，其中所述方法使脂肪组织质量与所述

受试者在治疗前的脂肪组织质量相比减少。

[0193] 18.根据条目17所述的方法，其中所述方法使棕色脂肪减少30％至50％。

[0194] 19.根据条目1‑18中的任一项所述的方法，其中所述受试者为成年的。

[0195] 20.根据条目1‑19中的任一项所述的方法，其中所述受试者为哺乳动物。

[0196] 21.根据条目1‑20中的任一项所述的方法，其中所述受试者为人。

[0197] 22.根据条目1‑21中的任一项所述的方法，其中所述施用包括口服施用。

[0198] 23.根据条目1‑22中的任一项所述的方法，其中所述施用包括肠胃外施用。

[0199] 24.根据条目1‑23中的任一项所述的方法，其中所述施用包括腹膜内施用。

[0200] 25.根据条目1‑24中的任一项所述的方法，其中所述方法包括将所述N‑乳酰‑氨基

酸与用于治疗所述代谢病症的一种或更多种疗法组合施用。

[0201] 26.根据条目25所述的方法，其中所述一种或更多种疗法包括用于治疗所述代谢

病症的活性剂。

[0202] 27.根据条目25‑26中的任一项所述的方法，其中所述一种或更多种疗法包括身体

活动。

[0203] 28.根据条目25‑27中的任一项所述的方法，其中所述一种或更多种疗法包括低热

量饮食。

[0204] 29.根据条目25‑28中的任一项所述的方法，其中所述一种或更多种疗法包括手术

干预。

[0205] 30.根据条目25‑29中的任一项所述的方法，其中所述一种或更多种疗法包括使用

减重装置。
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[0206] 31.一种药物制剂，包含：

[0207] 有效治疗代谢病症的量的N‑乳酰‑氨基酸；和

[0208] 赋形剂。

[0209] 32.根据条目31所述的药物制剂，其中所述N‑乳酰‑氨基酸为N‑乳酰‑苯丙氨酸。

[0210] 33.根据条目31‑32中的任一项所述的药物制剂，其中所述有效量的范围为从1mg/

kg至500mg/kg。

[0211] 34 .根据条目31‑33中的任一项所述的药物制剂，其中所述药物制剂为胶囊或片

剂。

[0212] 35 .根据条目31‑33中的任一项所述的药物制剂，其中所述药物制剂为肠胃外制

剂。

[0213] 36 .根据条目31‑33中的任一项所述的药物制剂，其中所述药物制剂为腹膜内制

剂。

[0214] 在至少一些先前描述的实施方案中，在一个实施方案中使用的一个或更多个元素

可以可互换地在另一个实施方案中使用，除非这样的替换在技术上不可行。本领域技术人

员应当理解，在不脱离所要求保护的主题的范围的情况下，可以对上述方法和结构进行各

种其他省略、添加和修改。所有这样的修改和改变旨在落入由所附权利要求限定的主题的

范围内。

[0215] 本领域技术人员应当理解，一般来说，本文中使用的术语，尤其是所附权利要求

(例如，所附权利要求的主体)中使用的术语通常旨在作为“开放”术语(例如，术语“包括”应

解释为“包括但不限于”，术语“具有”应解释为“至少具有”，术语“包含”应解释为“包含但不

限于”，等等)。本领域技术人员还应当理解，如果意图是特定数目的引入的权利要求叙述，

那么将在权利要求中明确地叙述这样的意图，并且在没有这样的叙述的情况下，不存在这

样的意图。例如，为了帮助理解，以下所附权利要求可以含有使用介绍性短语“至少一个”和

“一个或更多个”来引入权利要求叙述。然而，此类短语的使用不应被解释为暗示，通过不定

冠词“一”或“一个”引入权利要求叙述将含有此类引入的权利要求叙述的任何特定权利要

求限制为仅包含一个此类叙述的实施方案，即使当同一权利要求包括介绍性短语“一个或

更多个”或“至少一个”以及不定冠词诸如“一”或“一个”(例如，“一”和/或“一个”应解释为

表示“至少一个”或“一个或更多个”)；这同样适用于使用定冠词来引入权利要求叙述的情

况。另外，即使明确记载了所引入的权利要求叙述的具体数目，本领域技术人员将认识到，

这样的叙述应当被解释为至少表示所叙述的数目(例如，不带其他修饰语的单纯叙述“两个

叙述物”是指至少两个叙述物，或者两个或更多个叙述物)。此外，在使用类似于“A、B和C等

中的至少一个”的惯例的那些情况下，一般来说，这样的构造意在为本领域技术人员将理解

该惯例的意涵(例如，“具有A、B和C中的至少一个的系统”将包括但不限于以下系统：单独A、

单独B、单独C、A和B一起、A和C一起、B和C一起、和/或A、B和C一起等)。此外，在那些使用类似

于“A、B或C等中的至少一个”的惯例的情况下，一般来说，这样的构造意在为本领域技术人

员将理解惯例的意涵(例如，“具有A、B或C中的至少一个的系统”将包括但不限于以下系统：

单独A、单独B、单独C、A和B一起、A和C一起、B和C一起、和/或A、B和C一起等)。本领域技术人

员还应理解，实际上任何呈现两个或多个备选术语的转折词和/或短语，无论是在说明书、

权利要求书还是附图中，都应被理解为考虑包括术语之一、任一项术语或两项术语的可能
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性。例如，短语“A或B”将被理解为包括“A”或“B”或“A和B”的可能性。

[0216] 另外，在根据马库什组描述本公开内容的特征或方面的情况下，本领域技术人员

将认识到，本公开内容也因此根据马库什组的任何个体成员或成员子组来描述。

[0217] 如本领域技术人员将理解的，出于任何和所有目的，例如就提供书面描述而言，本

文公开的所有范围还涵盖任何和所有可能的子范围及其子范围的组合。任何列出的范围可

以容易地被认为是充分描述的并且使得相同的范围能够被分解成至少相等的一半、三分之

一、四分之一、五分之一、十分之一等。作为非限制性示例，本文讨论的每个范围可以容易地

分解为下三分之一、中三分之一和上三分之一等。如本领域技术人员还可以理解的，所有诸

如“直到”、“至少”、“大于”、“小于”和类似的语言包括所列举的数字并指随后可被分解为如

上所述的子范围的范围。最后，如本领域技术人员将理解的，范围包括每个单独的成员。因

此，例如，具有1‑3个物品的组是指具有1、2或3个物品的组。类似地，具有1‑5个物品的组是

指具有1、2、3、4或5个物品的组，诸如此类。

[0218] 尽管为了清楚理解的目的，已经通过说明和示例的方式对前述发明进行了一些详

细的描述，但是根据本发明的教导，对于本领域普通技术人员来说显而易见的是，可以进行

某些改变和修改而不脱离所附权利要求的精神或范围。

[0219] 因此，前述内容仅说明本发明的原理。应当理解，本领域技术人员将能够想到各种

布置，尽管本文没有明确描述或示出，但是这些布置体现了本发明的原理并且被包括在其

精神和范围内。此外，本文记载的所有示例和条件语言主要旨在帮助读者理解本发明的原

理以及发明人为促进本领域而贡献的概念，并且应被解释为不限于此类具体记载的实例和

条件。此外，本文中记载本发明的原理、方面和实施方案及其具体示例的所有陈述旨在涵盖

其结构和功能等同物。另外，这样的等同物旨在包括当前已知的等同物和未来开发的等同

物，即，无论结构如何，所开发的执行相同功能的任何元素。此外，本文所公开的任何内容均

不旨在献给公众，无论此类公开内容是否在权利要求中明确记载。

[0220] 因此，本发明的范围并不旨在限于本文所示和描述的实例性实施方案。相反，本发

明的范围和精神由所附权利要求体现。在权利要求中，35U.S.C.§112(F)或35U.S.C.§112

(6)被明确定义为仅当确切的短语“用于……的装置(means  for)”或确切的短语“用于……

的步骤(step  for)”记载于权利要求中的某限定的开头时才被援引用于权利要求中的此类

限定；如果权利要求中的限定中未使用此类确切的短语，则不援引35U .S .C .§112(F)或

35U.S.C.§112(6)。
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