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摘 要

随着经济和社会的不断发展，肥胖的患病率正在逐年升高。肥胖会增加个体

罹患高血压、糖尿病等疾病的风险，已成为影响全球人民健康的重要公共卫生问

题。生酮饮食（KD）作为一种特殊的饮食模式，能够在短期内降低体重，然而

其具体的分子机制尚未明确。本课题组前期研究发现，KD消耗能够上调小鼠和

人体的循环牛磺脱氧胆酸（TDCA）和牛磺熊去氧胆酸（TUDCA）水平，TDCA

和 TUDCA治疗通过增加小鼠的能量外排水平导致体重减轻。上游机制上，KD

消耗通过抑制编码胆盐水解酶的肠道微生物丰度降低 TDCA和 TUDCA的解偶

联，导致其循环水平上调。然而，TDCA和 TUDCA增加能量外排的具体分子机

制仍然未知。首先，本研究通过荧光探针活体染色实验为 TDCA和 TUDCA抑

制肠道脂质吸收提供了直接证据。其次，通过对胆汁酸治疗小鼠的肠道组织进行

高通量转录组测序分析，发现 TDCA和 TUDCA能够显著下调肠道碳酸酐酶 1

的表达，这可能是其抑制脂质吸收的潜在分子靶点。最后，我们发现 TDCA和

TUDCA能够显著降低肥胖小鼠的体重、空腹血糖水平及肝脏脂质积累水平。综

上所述，本研究进一步阐明了 TDCA和 TUDCA抑制肠道脂质吸收的潜在分子

机制，为肥胖及其并发症的治疗提供了新的候选药物和分子靶点。

关键词： 生酮饮食，牛磺脱氧胆酸，牛磺熊去氧胆酸，脂质吸收，碳酸酐酶 1
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Abstract

The prevalence of obesity is increasing year by year as the economy and society

continue to develop. Obesity increases an individual's risk of developing diseases

such as hypertension and diabetes, and has become an important public health

problem affecting people's health worldwide. Ketogenic diet (KD), as a special

dietary pattern, can reduce body weight in the short term, however, its specific

molecular mechanism has not been clarified. The previous study of our group found

that KD consumption was able to upregulate circulating taurodeoxycholic acid

(TDCA) and tauroursodeoxycholic acid (TUDCA) levels in mice and humans, and

that TDCA and TUDCA treatments led to weight loss by increasing energy efflux

levels in mice. Mechanistically, KD depletion reduced the uncoupling of TDCA and

TUDCA by inhibiting the abundance of gut microbes encoding bile salt hydrolases,

leading to upregulation of their circulating levels. However, the specific molecular

mechanisms by which TDCA and TUDCA increase energy efflux remain unknown.

First, the present study provides direct evidence that TDCA and TUDCA inhibit

intestinal lipid absorption by fluorescent probe in vivo staining experiments. Second,

high-throughput transcriptome sequencing analysis of intestinal tissues from bile

acid-treated mice revealed that TDCA and TUDCA were able to significantly

down-regulate the expression of intestinal carbonic anhydrase 1, which may be a

potential molecular target for their inhibition of lipid absorption. Finally, we found

that TDCA and TUDCA were able to significantly reduce body weight, fasting blood

glucose level and hepatic lipid accumulation level in obese mice. In summary, the

present study further elucidated the potential molecular mechanisms of TDCA and

TUDCA in inhibiting intestinal lipid absorption, which provides new drug candidates

and molecular targets for the treatment of obesity and its complications.

Key words： Ketogenic Diet, Taurodeoxycholic Acid, Taurodeoxycholic Acid, lipid

absorption, Carbonic Anhydrase 1
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一、前 言

1.1 生酮饮食与肥胖

1.1.1 超重与肥胖的流行病学特征

肥胖，被世界卫生组织（WHO）定义为“一种对健康构成风险的异常或过

度脂肪积累”[1]，已成为一个重要的全球公共卫生问题[2]。身体质量指数（BMI）

是衡量肥胖的一大重要标准，根据 BMI的水平，可将人群分为消瘦（BMI＜18.5

kg/m2）、正常（18.5≤BMI＜25）、超重（25≤BMI＜30）以及肥胖（30≤BMI）
[3]。世界肥胖联盟的统计数据显示，2020年，全球范围内超重及肥胖的成人人数

已达 22亿，占比达到了全球成年人总人数的 42 %，而到 2035年，这个人数将

达到 33亿，占比也将增加至 54 %[4]。肥胖与不同的慢性严重疾病的发生发展有

着密切的关联，包括糖尿病、心脏代谢性疾病、高血压、高脂血症和恶性肿瘤[5-6]。

虽然肥胖和超重的发病机制受到遗传和环境因素的共同影响，但人们普遍认为，

体重增加的主要原因是过度能量摄入和能量消耗不足之间的持续不平衡[7-9]。尽

管人们提出了各种减肥策略，但它们的长期效果是有限的。因此，应对不断升级

的超重和肥胖流行趋势，人们迫切需要创新的方法来补充现有的战略。

1.1.2 生酮饮食概述

人们提出了各种不同的饮食方案来减肥，其中，限制碳水化合物的摄入被认

为是减肥的最有效的方法之一[10]。而生酮饮食也被认为比其他多种饮食方案对治

疗肥胖更有效。生酮饮食（KD）是一种含低碳水化合物（5 %-10 %）、高脂肪

（70 - 80 %）、中等蛋白质（15 % - 20 %）的饮食，其通过模仿空腹状态的新陈

代谢以诱导酮体的产生[11]。1921年，Russel Wilder提出产酮饮食可以像禁食一

样达到治疗癫痫的作用，并将这种饮食模式命名为“生酮饮食”[12]。根据疗效，现

已开发出与原始形式相似的变体 KD，主要分为四种类型：经典的长链甘油三酯

生酮饮食（LCTKD）、中链甘油三酯生酮饮食（MCTKD）、阿特金斯饮食法改

良版生酮饮食（MAD）和低血糖指数改良版生酮饮食（图 1）。
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图 1 生酮饮食的营养组成及常见的生酮饮食类型[13]

KD长期以来一直被认为是治疗顽固性癫痫的一种饮食疗法，在过去十年中

迅速引起了越来越多的研究关注，但有新证据表明 KD对癫痫以外的各种疾病,

如超重和肥胖、神经系统疾病、T2DM、癌症、肠道疾病和呼吸系统疾病等具有

较大的治疗潜力[14-15]。在一项包含 20名接受生酮饮食治疗的参与者的对照研究

中，在坚持服用 KD 8周后观察到了包括 BMI、低密度脂蛋白含量（LDL-C）、

血清甘油三酯、胰岛素的显著降低。在一项纳入 20名接受低热量生酮饮食的参

与者的对照研究中，在服用 KD8周后观察到包括 BMI、LDL-C、甘油三酯（TG）、

胰岛素血症和肝谷丙转氨酶、谷草转氨酶等生化参数的显著改善[16]。在啮齿类动

物中的研究表明，在饲喂生酮饮食后啮齿类动物也呈现出体重的明显的减轻[17-18]。

1.2 生酮饮食与糖脂代谢

由于生酮饮食中含有极低比例的碳水化合物[19]，因此在碳水化合物的摄入被

高度限制后，人机体内储存的葡萄糖不足以在三羧酸循环中产生草酰乙酸[20]，从

而将迫使机体进入酮体代谢模式[21]（图 2）。
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图 2 生酮饮食中涉及的代谢途径[22]

机体内的酮体主要产生在肝脏中。在肝脏线粒体中，脂肪酸先通过β -氧化生

成乙酰辅酶 A（Acetyl - CoA），两分子乙酰辅酶 A发生缩合，形成乙酰乙酰辅

酶 A（Aceto - acetyl - CoA）。随后，乙酰乙酰辅酶 A再与第三个乙酰辅酶 A缩

合，形成 HMG-CoA。而后，HMG-CoA裂解酶（HMGCL）将 HMG - CoA裂解，

生成乙酰辅酶 A和乙酰乙酸（Acetoacetate）。肝脏线粒体总共可以产生三种循

环酮体，分别是乙酰乙酸、βOHB和丙酮[23]。而前一步的分解产物乙酰乙酸正式

是另外两个循环酮体丙酮和βOHB的共同前体，其中βOHB是最主要的循环酮体，

乙酰乙酸在β-羟基丁酸脱氢酶的催化下可被转化为βOHB。

酮体在肝脏线粒体产生后，可进入血液循环被运往全身。当酮体被相应组织

吸收后，会在相应酶的作用下转化回乙酰乙酸，随后可被转化为乙酰辅酶 A，并

进入三羧酸循环中氧化和产生 ATP为机体供能[24]。

1.3 生酮饮食与胆汁酸代谢

1.3.1 胆汁酸的生理代谢

胆汁酸（BAs）是两亲性胆固醇代谢物[25]。胆汁酸能够乳化膳食脂质，将它

们从脂肪球转化为微小的液滴，从而便于被胰酶消化以及被肠道吸收[26]。BAs
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还可以通过将脂质并入胶束来助力其吸收（如脂溶性维生素 A、D、E、K等）[27-28]。

此外，BAs是调节胆汁酸生物合成、脂质以及葡萄糖稳态和免疫信号转导过程的

重要激素[29]。肥胖相关的代谢性疾病，包括 2型糖尿病和非酒精性脂肪肝病，也

与胆汁酸稳态失调有关[30]。

机体内的胆汁酸主要由肝细胞合成并储存在胆囊中的初级 BAs和作为细菌

代谢产物的次级 BAs组成[31]。在哺乳动物中，有两种主要的生物合成途径可以

形成初级胆汁酸，即通过胆固醇 7α羟化酶（CYP7A1）催化的经典合成途径或通

过甾醇 27-羟化酶（CYP27A1）催化的酸性合成途径[32]。

图 3 胆汁酸的肠肝循环[33]

如图 3所示是人体内胆汁酸的肠肝循环过程，人体内产生的初级 BAs包括

胆酸（CA）和鹅去氧胆酸（CDCA）[34]。在小鼠体内，除了人体能够产生的 CA
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和 CDCA，还能产生鼠胆酸（MCA）和熊去氧胆酸（UDCA）[35]。初级 BAs在

机体内与甘氨酸（G）或牛磺酸（T）结合（在小鼠体内主要是和牛磺酸结合），

形成储存在胆囊中的胆盐[36]。当有食物摄入时，BAs即可从胆囊被释放到十二指

肠，肠道微生物即沿着胆汁酸的流动路径继续代谢它们[37]。在 BAs到达回肠末

端之前，大约有 95 %的 BAs会通过被动和主动运输被重吸收，回到肝脏[38]。另

外 5 %的 BAs进入结肠，在肠道微生物的作用下通过脱羟基化促进主要次生 BAs

的产生。

1.3.2 生酮饮食调控特异性胆汁酸的代谢

在本课题组的前期研究中，使用生酮饮食（KD）和对照饮食（CD）分别对

C57BL/6J小鼠进行为期 7周的饮食干预，观察到小鼠体重和空腹血糖水平的显

著降低，6种牛磺酸结合型胆汁酸（BAs）在 KD组小鼠血清中显著富集。BAs

谱和代谢表型（体重和空腹血糖水平）相关性分析的结果进一步显示：在 KD中

富集的 6种牛磺酸结合型 BAs与小鼠的体重和空腹血糖水平呈现显著的负相关。

为验证这些牛磺酸结合型胆汁酸水平变化与代谢表型变化间的因果关系，使用市

场上可买到的其中 4种牛磺酸结合型胆汁酸对CD饮食背景下的小鼠进行了回补

实验，所用到的 4种牛磺酸结型胆汁酸包括：牛磺脱氧胆酸（TDCA）、牛磺熊

去氧胆酸（TUDCA）、牛磺胆酸（TCA）和牛磺鹅去氧胆酸（TCDCA）。发现，

与溶剂对照组相比，只有 TDCA和 TUDCA的回补能够引起小鼠体重和空腹血

糖水平的显著降低[39]。

图 4 TDCA及 TUDCA的解偶联

胆汁酸可以促进肠道对脂质、营养物质和维生素的吸收和运输[40]。而胆汁酸

的解偶联反应是由具有胆盐水解酶（BSH）活性的细菌进行的[41]（图 4）。与其
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他微生物的生态系统相比，BSH在肠道微生物群中富集，并与增加对胆汁毒性

的抵抗力有关[42]。而生酮饮食能够有效降低肠道微生物编码 BSH的丰度，从而

导致 TDCA和 TUDCA解偶联的减少。

1.3.3 TDCA和 TUDCA通过抑制能量吸收介导小鼠代谢表型的变化

进一步地，使用 CLAMS代谢监测系统监控 TDCA或 TUDCA治疗期间小

鼠的运动以及摄食摄水情况的结果显示：TDCA或 TUDCA治疗并不会影响小鼠

的能量摄入和消耗水平。而使用氧弹量热仪对小鼠干燥粪便的中热量的测量结果

则表明：TDCA和TUDCA能够显著增加小鼠粪便中的卡路里排泄，这说明TDCA

和 TUDCA是通过抑制能量吸收来造成小鼠体重和空腹血糖水平的降低[43]（总机

制图见图 5）。

图 5 生酮饮食调控小鼠代谢表型及特异性胆汁酸代谢机制总图

1.4 本研究的目的、框架及意义

结合文献调研和课题组前期研究结果，得出结论：生酮饮食能够上调特异性

牛磺酸结合型胆汁酸 TDCA和 TUDCA的水平，从而造成小鼠体重的减轻和空

腹血糖水平的降低，而这种代谢表型的变化是通过抑制能量吸收导致的。因此，

本课题旨在原研究的基础上，进一步探究 TDCA和 TUDCA对脂质吸收水平的
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影响，并挖掘其潜在的作用靶点和信号通路，以明确 KD通过特异性胆汁酸调控

代谢表型的分子机制和应用前景。

本研究将主要聚焦于三个方面（图 6），分别为：① TDCA和 TUDCA对

小鼠脂质吸收水平的影响；② 探索 TDCA和 TUDCA影响吸收的具体作用机

制；③ 在两种常见的肥胖小鼠模型（饮食诱导的肥胖小鼠模型、瘦素基因突变

的 ob/ob肥胖小鼠模型）中进行 TDCA和 TUDCA治疗，在应用层面上探究特

异性胆汁酸降低体重和空腹血糖含量的效果。为探究 TDCA和 TUDCA对小鼠

脂质吸收水平的影响，预期采用荧光脂质吸收试验，通过对灌胃了 BODIPY标

记物小鼠的小肠绒毛进行成像，直观地对比肠道对脂质的吸收情况。在对于

TDCA和 TUDCA影响脂质吸收潜在机制的探索上，计划先进行一个开放性的

RNA-seq实验，利用获得的数据进行分析后再进行基因的筛选和机制的摸索。

最后，应用部分，分别在ob/ob小鼠和DIO小鼠的背景下进行了TDCA和TUDCA

的治疗实验，探究其在体重、空腹血糖水平、肝脏脂质积累和相关生化指标的

变化。

图 6 研究计划

通过本课题的研究，可以更加深刻理解 KD 以及 TDCA 和 TUDCA 两种特

异性胆汁酸介导机体代谢表型发生改变的分子机制，明析两种胆汁酸对脂质吸收

水平的影响。这为 TDCA 和 TUDCA 成为治疗肥胖和相关代谢疾病的新候选药

物提供科学依据和理论基础。
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二、材料与方法

2.1 实验动物

本研究所使用的小鼠均为雄性，共涉及到两种小鼠（均购自江苏集萃药康生

物技术有限公司）：C57BL/6J小鼠以及瘦素基因特异性敲除的 ob/ob小鼠。所

有的小鼠都被饲养在包含稳定 12小时的光/暗周期的清洁（SPF）级环境中。本

研究符合实验动物管理与保护相关规定。

2.2 试剂及仪器

2.2.1 试剂

名称 公司 货号

牛磺脱氧胆酸（TDCA） Psaitong S10082

牛磺熊去氧胆酸（TUDCA） Psaitong A11270

BODIPYTM 500/510 C1, C12 Molecular Probes D3823

标准饲料（CD） Lab Diets 5C08

高脂饮食（High Fat Diet, HFD） SYSE Bio-Tec. Co., Ltd. PD6001

橄榄油 Sangon Biotech A502795

饱和油红 O溶液 Servicebio G1015

Reverse Transcription Kit Thermofisher 4368814

HiScriptIII qRT SuperMix Vazyme R323-01

ChamQ Universal SYBR qPCR

Master Mix

Vazyme Q711-02/03

RNase free water Ambion AM9938

三氯甲烷（氯仿） 常熟市鸿盛精细化工有限公司 615531

甲醇 国药集团化学试剂有限公司 10014118

丁醇 国药集团化学试剂有限公司 10005218

Triton X-100 北京索莱宝科技有限公司 T8200

异丙醇 国药集团化学试剂有限公司 80109218

蔗糖 国药集团化学试剂有限公司 10021418

1×PBS 缓冲液 Servicebio G4202

OCT包埋剂 Servicebio G6059

甘油三酯（TG）测定试剂盒 南京建成生物工程研究所 A110-1-1
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名称 公司 货号

Trizol Thermofisher 15596018

TruePrep DNA Library Prep

Kit V2 for Illumina

Vazyme TD501

2.2.2 仪器

名称 公司 型号

万分之一电子天平 Sartorius QUINTIX224-1CN

台式高速冷冻离心机 Sigma 3K15

血糖仪 Roche Performa

迷你离心机 Eppendorf MiniSpin

多功能酶标仪 Tecan Spark Freedom EVOlyzer

冷冻型高通量组织研磨器 宁波新芝生物科技有限公司 SCIENTZ-48LD

实时荧光定量 PCR系统 Thermo Fisher QuantStudio 7 Flex

包埋机 武汉俊杰电子有限公司 JB-P5

冰冻切片机 Thermo CRYOSTAR NX50

电热恒温培养箱 上海博讯实业有限公司 HPX-9162MBE

2.3 实验方法

2.3.1 动物模型构建

本研究共涉及三种实验动物，分别为饮食诱导的肥胖小鼠模型（DIO）、瘦

素基因突变的肥胖小鼠模型（ob/ob）以及标准饲料（CD）饮食背景下的 C57BL/6J

实验型小鼠。

其中，喂食 C57BL/6J型小鼠以高脂饮食（HFD）饲喂 10周来塑造饮食诱

导的肥胖模型（DIO），而 ob/ob型小鼠是一种 C57BL/6J型小鼠瘦素基因突变

的近交品系，其特点为由于瘦素基因缺乏而导致的食欲过剩以及过量进食，是一

种基因型肥胖模型。
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2.3.2 胆汁酸干预实验

胆汁酸母液的配置：

分别称取 TDCA以及 TUDCA粉末，按 1000 mg：3000 μL的比例配置成 1:3

的胆汁酸母液，待使用时再进行稀释。胆汁酸干预的三个实验中所需的特异性胆

汁酸浓度均为 0.5%，故在实验时，按照每 100 mL溶液中添加 1.5 mL胆汁酸母

液配置成最终动物的实验饮水。

实验方法细节：

① 胆汁酸干预实验一

将喂食标准饲料的小鼠按照体重匹配，分为 3组，每组 6只，分别给予 0.5 %

浓度的 TDCA、TUDCA以及正常饮用水，其中饮用正常饮用水的小鼠为对照组

（CTR）。每隔 2天记录小鼠的食物摄入以及饮水情况，并及时更换新的垫料和

饮水。

② 胆汁酸干预实验二

分别将 DIO型小鼠和 ob/ob型小鼠按照体重和空腹血糖水平匹配，分为 3

组，每组 6只。在两个模型小鼠的三个组中分别给予给予 0.5 %浓度的 TDCA、

TUDCA以及正常饮用水，其中饮用正常饮用水的小鼠为对照组（CTR）。胆汁

酸干预期间，DIO 小鼠维持高脂饮食，而 ob/ob型小鼠保持对照饮食。定时监测

小鼠的食物摄入及饮水情况，并及时更换垫料、食物和饮水。本实验的胆汁酸干

预时长为 3周，在治疗第三周结束时，检测小鼠的体重、空腹血糖水平，并对小

鼠断颈法处死，后提取小鼠的肝脏组织用于脂肪积累以及 TG水平的检测。
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2.3.3 荧光脂质吸收实验

BODIPY灌胃液的配置：

将 BODIPY粉末溶解在橄榄油中，充分震荡混匀后避光保存，配置成 0.15

mg/mL的 BODIPY灌胃液。

实验方法细节：

对于胆汁酸干预实验一的小鼠，于 0.5 %浓度的 TDCA或 TUDCA干预小鼠

3周后，将小鼠过夜禁食 16 h，称量禁食后小鼠的体重，使用上述 BODIPY灌胃

液对每只小鼠进行灌胃（灌胃体积按照 10 μL/g进行计算）。灌胃两小时后，麻

醉小鼠，取出小鼠胃下端 3~3.5 cm段（回肠段）以及胃下端 3.5~4 cm段，分别

进行切片荧光镜检和吸光度检测。其中，3~3.5 cm段在切下后冷冻在 OCT包埋

剂中，后进行切片并在荧光显微镜下对空肠的切片进行成像。荧光强度的检测则

主要使用了 Image J软件，每只小鼠随机挑选了 4张小肠绒毛的荧光图片进行定

量（共 18×4 = 72样），并对组间的定量结果进行了相应的统计学检验。

2.3.4 高通量转录组测序及 RT-qPCR验证

对于胆汁酸干预实验一的小鼠，于 0.5 %浓度的 TDCA或 TUDCA饮水干预

的第三天，将小鼠麻醉处死，取出小鼠胃下端 3~3.5 cm段（回肠段），提取小

鼠回肠样本中的 RNA，进行高通量转录组测序及后续的验证。

2.3.4.1 高通量转录组测序

使用苯酚-氯仿萃取法和 Trizol试剂从小鼠回肠样本中提取总 RNA。而后，

使用 TruePrep DNA Library Prep Kit生成小 RNA测序文库。利用 NovaSeq 6000

测序仪进行测序（Illumina技术），以每个文库 3000-6000万个读数的深度下产

生了 2×150 bp的配对末端读数。使用 Fastp软件筛选，获得高质量的读数。利

用 HISAT2软件以定向模式将高质量读数分别与参考基因组（GRCm39）进行比

对。将比对后的结果输入 String Tie进行转录本的组装和定量。后利用转录组 TPM

法，将每个基因的转录本定量数据转化为 TPM值，从而评估基因的表达水平。
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2.3.4.2 RNA逆转录反应（RT - PCR）

使用 Nanodrop检测 RNA-seq实验中提取样本中的 RNA浓度。计算出 1 ug

RNA所需要的样本液体积，将其加入八联管中，并用 ddH2O（RNase-free）补齐

总体积至 15 uL。接着分别向每个孔中加入 4 uL 5X HiScriptIII qRT SuperMix和 1

uL Enzyme Mix，涡旋振荡使管内液体充分混匀。置于 PCR仪中，按照设置好的

热循环程序，进行逆转录反应。具体 RT - PCR体系如下表所示。

试剂名称 试剂用量

RNA template To 1ug

ddH2O To 15uL

5X HiScriptIII qRT SuperMix 4uL

Enzyme Mix 1uL

反应结束后，向每个孔中加入 80 uL RNase - free 的 ddH2O，将总体积稀释

到 100 uL并震荡混匀，用于后续的 qPCR反应。

2.3.4.3 实时荧光定量 PCR反应（qPCR）

试剂名称 试剂用量

2ⅹMix 5 uL

ddH2O 3.6 uL

Template 1 uL

F 0.2 uL

R 0.2 uL

按照如图所示的体系在 384 孔板进行上样，并按照设置好的反应程序在

qPCR仪上设置热循环程序，对样品进行实时荧光定量 PCR，以 Hprt1作为内参

基因来检测目标 mRNA的表达水平。每个样品均设置两个复孔，通过ΔΔCT值

来表示所探究基因 mRNA的相对表达量。本论文所涉及的相关引物序列见下表。
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目标基因 引物序列

Car1 5’端引物 TATGGAAGCGAAAATGGTC

3’端引物 CCACCTTTCAGAACAGATTG

Hprt1 5’端引物 GTCCCAGCGTCGTGATTAG

3’端引物 AGCCCCCCTTGAGCACAC

2.3.5 检测方法

2.3.5.1 空腹血糖水平检测

小鼠过夜禁食 16 h后，使用 75 %酒精棉球擦拭小鼠尾部，用消毒手术剪刀

剪去 1-2 mm的小鼠尾尖。待小鼠平静后，从其尾根部向尾尖部按摩，将血液从

尾尖挤出，弃去流出的第一滴血液后，用血糖试纸吸取挤出的第二滴血液，插入

血糖仪中进行检测空腹血糖值的读取。采血完成后，用灭菌棉球压迫尾尖止血。

2.3.5.2 肝脏脂质提取和 TG水平检测

于冻台上剪取约黄豆粒大小的小鼠肝脏组织，放入 1.5 mL EP管中并准确称

重，加入 1 mL新鲜配制的预冷匀浆缓冲液（氯仿:甲醇 = 2:1 v/v）和 2颗研磨磁

珠。使用冷冻组织研磨器（35 Hz, 90 s × 2, 4℃）将肝脏组织打碎成匀浆后，重

新加入 2 mL预冷匀浆缓冲液，于摇床上低速摇动过夜。摇动过夜后，加入 600 μL

预冷的生理盐水，涡旋混匀后离心（2000 g, 10 分钟, 4℃）。待其静置分层后，

用注射器小心转移下层溶液，并使用干式氮吹仪吹干溶液。将吹干后得到的肝脏

脂质重悬于新鲜配制的缓冲液（丁醇: TritonX - 100: 甲醇 = 0.6: 0.267: 0.133 v/v）

中。

肝脏中 TG 水平的测定按照 TG 检测试剂盒的说明书进行操作。取 96 孔酶

标板，按照样品的组别和顺序依次在孔底部加入 2.5 uL 样品，随后向一空白孔

及另一空白孔中各加入中加入 2.5 uL ddH2O作为阴性对照和 2.5 uL试剂盒内自

带的标准品作为阳性对照。然后向其中各加入试剂盒中的工作液 250 uL，盖上

盖子后用锡纸包裹，轻轻震荡混匀后，置于 37 ℃培养箱中孵育 10 min，随后使

用酶标仪在 500 nm波长下测定其吸光度值 A。而后通过下方公式计算即可得到

样品中的 TG含量：
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TG 含量（��/�） =
A样品 − A空白

A标样 − A空白

× C标准 ÷
W组织重量（g）

V提取液

× MTG

2.3.5.3 肝脏组织切片的油红 O染色

油红 O工作液的配置：

将油红 O饱和溶液与蒸馏水按 4:1的体积比充分混合均匀，置于 70 ℃水浴

锅中水浴 30分钟，待其自然冷却后，用定性滤纸过滤，即可得到油红 O工作液。

实验方法细节：

将肝脏组织从固定液中取出，置于 15 %的蔗糖溶液内冷藏脱水直至沉底，

再转入 30 %的蔗糖溶液内冷藏脱水沉底；将脱水后的组织取出，用滤纸吸干水

分，使用 OCT包埋剂进行速冻包埋。包埋后，用冷冻切片机对样本进行切片（厚

度约为 8 μm）。使用上述配置的油红 O工作液，将切片浸入油红 O工作液中避

光浸染 10分钟，取出切片。将切片浸入 60%异丙醇中分化 5秒，分化后浸入纯

水中清洗 10秒（浸入-分化过程共进行两次）。最后，将切片浸入苏木素染液对

细胞核进行染色，水洗，返蓝再水洗吗，晾干水分后滴加甘油明胶封片剂封片。

使用显微镜对切片进行检查后，进行数字切片扫描以及图像采集分析。

2.3.6 统计学方法

本研究中涉及的所有统计分析均使用 R (v 0.9.14.115)和 GraphPad Prism (v

9.0)进行。本论文实验使用了该软件进行统计学分析，实验数据显示为 Mean ±

SEM，组间差异统计主要通过 Student氏 t检验进行，展示为平均值 ± 标准误差。
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三、研究结果

3.1 TDCA和 TUDCA抑制小鼠肠道的脂质吸收水平

为进一步明确 TDCA和 TUDCA对小鼠脂质吸收水平的影响，选取 0.5 % 浓

度的 TDCA、TUDCA以及溶剂对 C57BL/6J小鼠进行为期 3周的造模（N = 6），

期间小鼠使用标准饲料（CD）。本实验选用 BODIPY作为脂质的“示踪剂”。

BODIPY是一类有机染料，在电磁光谱的可见光和近红外区域能够表现出很强的

吸收和发射[44]。因其具有极强的荧光性和优异的光稳定性，所以在成像和传感方

面被广泛应用[45]。将小鼠过夜禁食 16 h后，称取灌胃前小鼠的体重，按 10 μL/g

进行灌胃，在灌胃两小时后，处死小鼠，取小鼠胃下端 3~3.5 cm段（回肠段）

进行圆切。将切下的肠段冷冻在 OCT材料中，切片，并在荧光显微镜下进行成

像与检测（图 7a）。可以明显观察到，TDCA以及 TUDCA处理组小鼠小肠绒毛

切片的荧光强度较低。

进一步地，使用 ImageJ软件对图像中的荧光强度进行定量（图 7b），其结

果也表明，TDCA和 TUDCA处理组的小鼠小肠绒毛切片处的 BODIPY浓度显

著低于溶剂对照组。综合图像以及定量信息，可以得出结论：TDCA和 TUDCA

处理能够抑制小鼠对于脂质的吸收。

图 7 TDCA和 TUDCA对脂质吸收的影响

注：图 a为 TDCA、TUDCA或溶剂处理 1周后，灌胃偶联 BODIPY的橄榄油的小鼠肠道切

片图像，第 1排比例尺为 100μm，第 2排比例尺为 20μm；图 b为使用 Image J软件进行荧

光定量的结果，N=24（6×4），显著性差异通过 Student氏 t检验确定，***表示 p < 0.001
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3.2 TDCA和 TUDCA通过下调 Car1 的表达抑制小鼠肠道的脂质吸收

使用 0.5%浓度的 TDCA或 TUDCA对小鼠（N = 6）进行为期 3天的短期造

模，后麻醉处死，取小鼠胃下端 3~3.5 cm段（回肠段），提取 RNA，送往测序

公司进行转录组学分析，观察在机体负反馈调节程度较小的情况下，小鼠回肠基

因的差异表达情况。本次测序共检测 18 个小鼠回肠样本，检测到表达基因共

32018个，表达转录本共 102999个。基于表达量定量结果，使用 DESeq2进行组

间差异基因表达的初步分析，获得两组间发生差异表达的基因，差异分析软件为：

DESeq2，结果显示：相较于对照组，TDCA 处理下调了 184个基因的表达，上

调了 160个基因的表达，其中表达量变化显著的基因为 Car1、Ccl21d、Aqp8、

Gm2436、Gm43546等；TUDCA处理组相较于对照组，有 219 个基因的表达下

调，117个基因显著上调，其中表达量变化较为显著的基因有 Car1、Ccl21d、Aqp8、

Igkv8-18、Gm44503等。为确保结果和方向的明确，我将数据进行了二次的质控，

剔除了检出率小于 50%的基因，并设置了基因表达差异的筛选阈值：|log2（Fold

Change）|≥1以及 P adjust≤0.05，得到了差异基因表达火山图（图 8）。

图 8 TDCA和 TUDCA治疗下基因表达量差异火山图

注：本图为使用 TDCA (a)或 TUDCA (b)处理的小鼠基因表达量差异的火山图，每个点代表

一个基因；阈值为：|log2（Fold Change）|≥1以及 P adjust≤0.05，其中蓝色圆点表示相较

于对照组显著下调的基因，红色圆点表示相较于对照组显著上调的基因；Fold Change 为基

因的差异表达倍数，P adjust通过 Student氏 t检验计算，后通过 FDR进行多重校验
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可以看到，不论是 TDCA处理组还是 TUDCA处理组，相较于溶剂对照组，

Car1基因的表达都下调了 99.99%（表达量低于 CTR组的 2-12）。

Car1基因是碳酸酐酶 1 的编码基因，碳酸酐酶的效果是催化二氧化碳和碳

酸氢盐之间的相互转换，从而产生质子介导 pH的变化[46]。然而，碳酸酐酶不仅

被认为参与了许多细胞和组织中的 pH 调节，还是一种重要的代谢酶[47]。在 90

年代，研究证明，抑制线粒体/胞质中的碳酸酐酶会干扰各种细胞、组织和动物

模型中脂肪酸的生物合成[48]。此外，Car1也是一种重要的与吸收相关的肠上皮

细胞标记物，被认为是治疗肥胖的潜在靶点[49]。

为进一步验证 Car1基因的表达差异，使用 TDCA或 TUDCA造模 3天的小

鼠回肠样品中提取的 RNA进行逆转录反应，得到回肠基因的 cDNA样品。并用

于后续的实时荧光定量 PCR反应。使用 Hprt1作为内参基因，结果如图 9所示，

TDCA和 TUDCA处理显著降低了 Car1基因的 mRNA水平。

图 9 Car1 RT-qPCR验证结果

注：使用 Hprt1作为内参基因来标准化 Car1的表达，显著性差异通过 Student氏 t检验确定，

***表示 p < 0.001

3.3 TDCA和 TUDCA在 DIO和 ob/ob 小鼠肥胖治疗方面的应用

鉴于 TDCA 和 TUDCA 治疗肥胖方面的潜力，我们计划在两种小鼠的肥胖

模型中测试 TDCA 和 TUDCA 在治疗肥胖方面的应用前景，第一种模型是通过

喂养高脂饮食（HFD）来 10 周来模拟的获得性肥胖小鼠模型（DIO）。第二种

模型是瘦素基因纯合突变的 ob/ob小鼠（瘦素基因纯合突变小鼠），用于模拟先

天性肥胖。在两种小鼠模型中，均使用 TDCA、TUDCA或溶剂对小鼠进行时长
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为 3 周的治疗。以观察 TDCA 和 TUDCA 对于肥胖小鼠体重、空腹血糖水平、

肝脏纸质积累以及肝脏甘油三酯水平的影响。

3.3.1 TDCA和 TUDCA显著降低 DIO和 ob/ob 小鼠的体重

按照体重匹配将每种模型小鼠平均分为 3组，每组分别给予 0.5 %浓度的

TDCA、TUDCA或溶剂进行为期 3周的治疗，在治疗结束时，分别称量每只小

鼠的体重，结果显示 TDCA和 TUDCA治疗均能显著降低两种肥胖小鼠的体重。

其中，TDCA治疗导致 DIO 小鼠的体重降低了 19.9 %，ob/ob小鼠体重下降了

9.7 %；而 TUDCA治疗则分别导致 DIO 和 ob/ob组小鼠的体重下降了 16.1 %和

7.4 %（图 10）。

图 10 TDCA和 TUDCA对 DIO 和 ob/ob 小鼠体重的影响

注：TDCA和 TUDCA治疗 3周后 DIO小鼠（a）和 ob/ob 小鼠（b）的体重，N=5，显著性

差异通过 Student氏 t检验确定，*表示 p < 0.05, **表示 p < 0.01, ***表示 p < 0.001

3.3.2 TDCA和 TUDCA显著降低 DIO和 ob/ob 小鼠的空腹血糖水平

将使用 0.5 %浓度的 TDCA、TUDCA以及溶剂治疗 3周的小鼠过夜禁食 16

小时，后使用 75 %酒精棉球擦拭小鼠尾部，用消毒手术剪刀剪去 1-2 mm的小鼠

尾尖。待小鼠平静后，使用血糖试纸和血糖仪检测小鼠的空腹血糖水平。结果显

示：与对照组小鼠相比，TDCA和 TUDCA治疗显著降低了 DIO 和 ob/ob小鼠的

空腹血糖水平，并低于高血糖症的临床判定标准（空腹血糖 ＜ 7.0 mmol/L）。
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图 11 TDCA和 TUDCA治疗对 DIO 和 ob/ob 小鼠空腹血糖水平的影响

注：TDCA和 TUDCA治疗 3周后 DIO小鼠（a）和 ob/ob小鼠（b）的空腹血糖水平。N=5，
显著性差异通过 Student氏 t检验确定，**表示 p < 0.01, ***表示 p < 0.001

3.3.3 TDCA和 TUDCA显著改善 DIO和 ob/ob 小鼠肝脏脂质积累

于 3周 TDCA 和 TUDCA 治疗结束后对小鼠进行取材，保存小鼠的肝脏、

脂肪和血液样品。从固定液中取出小鼠的肝脏样品，脱水后使用 OCT包埋剂对

其进行速冻包埋，制成肝冷冻切片后放入油红 O 染料中，避光染色 15 min，复

染清洗后置于显微镜下观察。由于油红 O能够与脂肪中的中性脂肪和脂蛋白结

合，并在显微镜下形成红色沉淀[50]，能够观察肝脏中脂肪的分布和积累情况，染

色结果表明 TDCA和 TUDCA处理能够显著改善肝脏组织中的脂肪积累情况（图

12）。

图 12 DIO和 ob/ob 小鼠肝脏油红 O染色结果
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3.3.4 TDCA和 TUDCA显著降低 DIO和 ob/ob 小鼠肝脏甘油三酯水平

于冻台上切取约 20mg的肝脏组织，提取肝脂，并使用试剂盒检测 2个模型

小鼠肝脏中的甘油三酯（TG）水平，结果显示 TDCA和 TUDCA处理能够显著

降低肝脏 TG水平（图 13）。

图 13 TDCA和 TUDCA对 DIO 和 ob/ob 小鼠肝脏 TG水平的影响

注：TDCA和 TUDCA治疗 3周后 DIO小鼠（a）和 ob/ob小鼠（b）的肝脏 TG水平。N=5，
显著性差异通过 Student氏 t检验确定，**表示 p < 0.01, ***表示 p < 0.001
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四、讨 论

肥胖是一种复杂的慢性疾病，其发病受多种因素影响，可导致身体结构异常、

生理功能紊乱和代谢障碍，从而对健康和福祉产生负面影响[51]。在过去的研究中

发现，生酮饮食能够造成肥胖人群及实验动物代谢表型上的显著改善；而本课题

组的前期工作显示，生酮饮食能够通过上调牛磺酸结合型胆汁酸 TDCA以及

TUDCA的水平来介导体重和空腹血糖水平的降低。因此本研究旨在进一步探究

TDCA和 TUDCA对脂质吸收水平的影响以及其在治疗肥胖方面的潜在应用。

本研究总共从三个方面探究了生酮饮食介导的特异性胆汁酸 TDCA和

TUDCA影响脂质吸收的机制，首先，通过对灌胃了 BODIPY标记物小鼠的小肠

绒毛进行成像，发现 TDCA和 TUDCA能够抑制小鼠肠道对于脂质的吸收；而

后，从对 RNA-seq数据的分析和后续的 RT-qPCR验证中，明确 TDCA和 TUDCA

作用的机制之一便是显著下调 Car1基因的表达；最后，在治疗应用方面，使用

TDCA和 TUDCA对两种肥胖模型小鼠进行了为期 3周的治疗，结果显示：TDCA

和 TUDCA能够显著降低肥胖小鼠的体重、空腹血糖水平、肝脏甘油三酯水平并

减少了肝脏脂质积累。在临床上，有使用 TUDCA治疗胆结石的先例，结果表明，

TUDCA治疗对患者无明显的副作用[52]。尽管 TDCA尚未被应用于临床实践，但

就本研究的结果而言，TDCA以及 TUDCA治疗对于小鼠并无明显的副作用。不

过，要明确评估 TDCA和 TUDCA的安全性，还需要对它们进行进一步的长期

和全面的研究。

本研究也存在着一些不足，如在 TDCA和 TUDCA抑制脂质吸收的具体机

制上的研究还不够深入，可以针对 RNA-seq结果中筛选出的其他的基因及其潜

在通路进行进一步的探索。此外，在 Car1相关表达的验证方面，只进行了 mRNA

水平的验证，要想更全面地了解 TDCA和 TUDCA是如何调控肠道 Car1的表达，

以及 Car1的下调是否能够减少肠道的脂质吸收，还需要更多的研究。可进一步

设计实验，在蛋白质水平或体外体系中进一步验证 Car1与脂质吸收间的关联，

以增强结果的可靠性。此外，有研究显示显示甘氨熊脱氧胆酸（GUDCA）和

TUDCA同为胆汁酸受体（FXR）的拮抗剂[53]，在实施胆汁酸干预的情况下，FXR
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信号通路的抑制将如何与 CAR1信号协调并在代谢调节中发挥作用，目前的研究

尚未明析。

未来的研究可以进一步探讨 TDCA和 TUDCA对肠道吸收不同类型脂质的

抑制效果，以及在下游机制上的进一步探索，明确 Car1表达量下调与脂质吸收

之间的关联。可进一步使用 Car1的激活剂或抑制剂对小鼠进行治疗，探究抑制

或激活 Car1的表达是否能够影响小鼠肠道的脂质吸收情况。另外，也可以培育

一批 Car1基因敲除小鼠，观察其在代谢表型上的变化。在体外水平上，可以增

加一批肠道特异性细胞系验证实验，对肠道细胞使用 Car1的激活剂及抑制剂处

理，观察细胞内的脂质积累情况。此外，还可以针对 RNA-seq的结果，探索其

他可能受到 TDCA和 TUDCA调控的关键基因，更加全面地理解 TDCA和

TUDCA抑制脂质吸收的机制。考虑到胆汁酸代谢路径和信号通路的复杂性，如

在 FXR信号通路与 CAR1信号之间的互相协调上，亦可设计相关实验进行探究。

最后，应用上，未来可以探究 TDCA和 TUDCA在长期治疗中的稳定性和安全

性，并进一步研究其对肥胖相关疾病如代谢综合征和脂肪肝的影响机制。

综上所述，本研究聚焦于特异性胆汁酸 TDCA和 TUDCA，深入探讨了它们

降低体重和空腹血糖水平的机制。荧光探针活体染色实验为 TDCA和 TUDCA

抑制肠道脂质吸收提供了直接证据。而 TDCA、TUDCA治疗后小鼠肠道组织的

高通量转录组测序结果表明 TDCA和 TUDCA能够显著下调肠道 Car1基因的表

达，为 TDCA、TUDCA抑制脂质吸收提供了潜在的分子靶点。最后，我们发现

TDCA和 TUDCA能够显著降低肥胖小鼠的体重、空腹血糖水平及肝脏脂质积累

水平，为 TDCA和 TUDCA成为治疗肥胖和相关代谢疾病的新候选药物提供了

一定的科学依据和理论基础。
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早已不是普通的同事关系，而成为了彼此重要的好朋友。

在这个大家庭里，我最感谢的人是李潇师兄和戴晨师姐。不论遇到什么科研
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28

潇哥是我的“科研底牌”，是不论什么时候都能让人安心的存在。戴晨师姐，我

们一起通过了无数次 4楼动物房、发育所、细胞房的风淋，度过那些人生中“最
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道路上的陪伴，谢谢你带我进入湿实验的世界。
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幸能够成为你们的朋友，世中逢尔，胜过千万泛泛之交。

感谢永不褪色的山楂麟，虽然莫名其妙就变成了“大机制玩家”，虽然我其

实并不擅长，但真的很喜欢大家因为喜欢一样的东西而聚在一起。开不出大哥闪

身进入废都，绝美吟唱“阿卡贝拉”，“戒了烟我不习惯”，888的鸿姐和海底
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爱那些失败者的永不认命

我爱废墟，爱有漏洞的真理

我甚至爱我们的失之交臂
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因为，它包含着上述的一切

此生的永不再见，不像结局

在茫茫无边的轮回中

更像我们故事的序曲

——李元胜《给》
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