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摘　要　肝细胞内脂质蓄积是酒精性脂肪肝 (AFLD) 的重要病理学特征，其形成与游离脂肪酸 (FFAs)、三羧酸 (TCA) 循环、

酮体代谢密切相关。为揭示 AFLD 中肝脏脂质蓄积与 FFAs、TCA 循环、酮体代谢的相关性。采用 C57BL/6N 小鼠构建慢性

酒精喂养加急性酒精灌胃（Gao-Binge 模型）来模拟不同阶段的 AFLD，运用液相色谱-质谱联用技术 (LC-MS/MS) 检测小鼠

肝组织和血浆中的 FFAs、TCA 循环中间产物和酮体水平，并进行 Pearson 相关性分析。研究结果显示，长短期 AFLD 小鼠模

型中，血浆和肝脏中的总 FFAs、饱和 FFAs、短链 FFAs 以及酮体 β-羟丁酸 (HDBT) 水平均显著增加，提示 FFAs 代谢谱在

Gao-Binge 模型下出现紊乱。此外，长短期模型中均发现乙酸 (AA)、2-甲基丁酸 (2-meBA)、HDBT 与肝脏损伤指标在血浆和

肝脏样本中呈现出显著正相关性（以短期模型中血浆数据为例，r = 0.834、0.699、0.818, P<0.05），而丙酮酸 (PRA) 表现出显

著负相关性 (r = −0.66, P<0.05)。结果表明，长短期 AFLD 小鼠模型中出现 FFAs、TCA 循环、酮体代谢紊乱，AA、2-meBA、

HDBT、PRA 等代谢物可作为 AFLD 的潜在生物标志物，有助于该疾病的诊断和治疗。
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Plasma and hepatic free fatty acid, tricarboxylic acid cycle, and ketone bodies
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Abstract    To investigate the correlation between hepatic  lipid accumulation and the metabolic profiles  of  free
fatty  acids(FFAs),  tricarboxylic  acid  (TCA)  cycle,  and  ketone  body  in  alcoholic  fatty  liver  disease  (AFLD),  a
chronic plus acute alcohol feeding model (Gao-Binge model) was employed using C57BL/6N mice to simulate
different  stages  of  AFLD.  Liquid  chromatography-tandem  mass  spectrometry  (LC-MS/MS)  was  employed  to
measure  the  levels  of  FFAs,  TCA  cycle  intermediates,  and  ketone  bodies  in  mouse  liver  tissue  and  plasma,
followed  by  Pearson  correlation  analysis.  The  study  revealed  that  both  acute  and  chronic  models  showed
significant  increases  in  total  FFAs,  saturated  FFAs  and  short-chain  FFAs,  as  well  as  β-hydroxybutyric  
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acid(HDBT)  in  plasma  and  liver,  indicating  FFA  metabolic  profile  disturbances  in  the  Gao-Binge  model.
Moreover,  in  both  models,  acetic  acid  (AA),  2-Methylbutyric  acid  (2-meBA),  and  HDBT  displayed  strong
positive  correlations  with  hepatic  injury  markers  in  plasma  and  liver  samples  (for  instance,  in  the  acute  model
plasma data, r =  0.834,  0.699,  0.818, P<0.05),  while  pyruvic  acid  (PRA) showed a  strong  negative  correlation
(r = −0.66, P<0.05). These findings suggest that FFAs, TCA cycle, and ketone body metabolism are disrupted in
the alcoholic liver disease in mice model, and metabolites such as AA, 2-meBA, HDBT and PRA may serve as
potential biomarkers for AFLD, which would be helpful in the diagnosis and treatment of this disease.
Key words    alcoholic  fatty  liver; fatty  acids; tricarboxylic  acid  cycle; animal  models;  Gao-Binge  model;

correlation analysis; correlation analysis; Gao-Binge model
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长期摄入过量乙醇会干扰肝脏的脂质代谢，

致使肝脏发生脂质蓄积 ，形成酒精性脂肪肝

(AFLD)[1−2]。AFLD 主要以肝脏总胆固醇 (TC) 和甘

油三酯 (TG)的水平升高为主要特征[3]。游离脂肪

酸 (FFAs) 不仅是合成 TG 的基础，也是脂质代谢的

重要调节因子[4−5]。FFAs 在肝内经过 β 氧化生成乙

酰辅酶 A，后者既可进入三羧酸 (TCA) 循环释放能

量，也可转化为酮体，供身体其他部位使用，或成为

柠檬酸-丙酮酸循环的一部分，参与新的 FFAs 合
成。酮体在肝线粒体内合成，但肝脏自身无法利用

酮体，需转运到肝外进行供能。研究显示，酮体生

成减少的小鼠在高脂饮食后，出现严重的肝脏损伤

和炎症，表明酮体在调节脂肪肝疾病中扮演着关键

角色[6−7]。TCA 循环是多种营养物质代谢的关键途

径，与细胞呼吸、自由基产生和炎症反应密切相

关。研究发现，在单纯性脂肪变性中，TCA 循环过

程随脂质蓄积速率一起增加，这一现象在小鼠模型

和人类受试者中均有发现[8−9]，且在非酒精性脂肪肝

炎期间也观察到 TCA 循环的诱导[10]。

目前国内外已经成功建立多种动物模型以研

究酒精性肝病 (ALD)，包括啮齿动物、斑马鱼、猪、

恒河猴、豚鼠等[11−12]，而采用啮齿类动物经口腔急

性或慢性酒精处理是广泛采用的方法[13]。尤其是结

合慢性酒精喂养加急性酒精灌胃的小鼠模型，被称

为“Gao-Binge模型” [14]，能更好模拟有多年饮酒史

以及近期酒精过度摄入背景的 AFLD 患者[15−16]。

FFAs 在酒精诱导的肝脏损害中起重要作用，

通过测定血液及肝脏中的 FFAs 含量，可揭示体内

FFAs 的种类和代谢状况变化[17]。肝脏疾病，如慢性

肝炎、肝硬化和脂肪性肝炎患者的 FFAs 谱通常发

生紊乱[18−20]。尽管已有研究关注脂肪肝患者的血清

FFAs 构成情况[21−22]，但不同动物模型在病理特征上

存在显著差异[23−25]，且鲜有研究报道 Gao-Binge 模
型中肝脏和血浆的 FFAs、TCA 循环、酮体共同变

化情况。因此，本研究旨在通过分析 Gao-Binge 模
型中血浆和肝脏中 FFAs、TCA 循环、酮体的变化，

探索其与肝脏脂质蓄积的关系，为理解 AFLD 中
FFAs、TCA 循环、酮体的作用提供理论和实验支

持，并有助于发现 AFLD 诊断和治疗的潜在生物标

志物。 

1    材　料
 

1.1    试　剂

TP 4030C 液体对照饲料、TP 4030D 酒精液体

饲料、麦芽糊精（江苏特洛菲饲料科技有限公司）；

无水乙醇（上海泰坦科技股份有限公司）；丙氨转移

酶 (ALT)、谷草转氨酶 (AST) 测定试剂盒（南京威

特曼生物科技有限公司）；总胆固醇、总甘油三酯测

定试剂盒（南京建成科技有限公司）；苏木素-伊红

（H&E）染色液、油红 O 染色液（武汉塞维尔生物科

技有限公司）。 

1.2    仪　器

LC-30AD 超高效液相色谱仪（日本岛津公司）；

QTrap 5 500 三重四极杆线性离子阱质谱仪（美国爱

博才思公司）；全景组织切片扫描仪  NanoZoomer
S60（日本滨松光子学株式社会）。 

1.3    动　物

SPF 级雄性  C57BL/6N 小鼠，体重 18~22  g，
8周龄，购自浙江维通利华实验动物技术有限公司，

生产许可证号：SCXK（浙）2020-0002。动物实验操

作过程严格遵守中国药科大学动物伦理委员会伦

理管理要求，伦理批号：2022-09-030。 
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2    方　法
 

2.1    动物模型的建立

根据文献的方法建立 Gao-Binge 模型[14]。32只

C57BL/6N 雄性小鼠适应性饲养 1周后，随机分为

短期和长期两组，共 4个亚组：短期高脂液体饲料

对照组（n = 6），短期 5% 酒精高脂液体饲料模型组

（n = 8），长期高脂液体饲料对照组（n = 9），长期 5%
酒精高脂液体饲料模型组（n = 9）。高脂液体饲料

对照组下文简称 Control 组，酒精高脂液体饲料模

型组下文简称 Ethanol 组。为减少因造模时间延长

导致的小鼠死亡风险，长期模型中的小鼠数量有所

增加。造模过程分为 5个阶段：环境适应期 7 d，液
体适应期 5 d，1%~4% 低浓度酒精高脂液体饲料过

渡期 6 d，5% 酒精高脂液体饲料慢性喂养期 10 d
或 30 d，慢性酒精喂养结束后的次日晨间 7:00~
9:00时，进行一次 31.5% 高浓度酒精急性灌胃，待

9 h 后体内酒精浓度达到峰值，随后处死小鼠，收集

其血液及肝组织进行后续测定，全程禁水。 

2.2    动物模型的确认 

2.2.1　动物体重及摄食量　小鼠单笼饲养，每日晚

18:00记录小鼠摄食量。全程 Control组需保持与

Ethanol组相同的饮食量。每间隔 2 d 称量体重 1次。 

2.2.2　血生化指标检测　高浓度酒精急性灌胃后 9
h时，2% 异氟烷麻醉，眼眶后静脉丛采血于 1.5 mL
含肝素钠的离心管中，4 000 r/min 离心 10 min 后取

上清液，按试剂盒测定血浆 ALT、AST、TC、TG。 

2.2.3　肝脏系数测定　颈椎脱臼处死小鼠，解剖游

离肝脏，用生理盐水冲洗去肝脏表面残留血液，滤

纸吸干，称重，计算肝脏系数（肝重/体重）。 

2.2.4　肝脏总胆固醇、总甘油三酯测定　取肝组

织样本约 20 mg 于 1.5 mL 离心管中，加入相应肝

重 9倍体积的无水乙醇约 180 μL，4 ℃ 匀浆，取匀

浆液按照 TC、TG 试剂盒说明进行测定。 

2.2.5　肝组织病理学检测　切取两块肝大叶中部

约 0.5 cm×0.5 cm 的肝组织分别置于 4% 多聚甲醛

和 OCT 包埋剂中，将固定后的肝组织样本送至中

国药科大学病理平台进行 H&E、油红 O 染色，并于

NanoZoomer S60 进行全景明场扫描拍摄。 

2.3    LC-MS/MS 测定 FFAs、TCA 循环中间产物及

酮体水平

本课题组前期已成功建立一种可以同时测定

40种 FFAs、TCA 循环中间产物及酮体的 LC-MS/
MS 方法，并经方法学验证 [26]，采用该方法进行内

源性物质的测定。各脂肪酸标准品按碳链长度进

行分类。分别为碳链小于 6C 的短链脂肪酸，包括

乙酸 (AA)、丙酸 (PPA)、丁酸 (BA)、戊酸 (VA)、己

酸  (HXA)、异丁酸（ iso-BA）、2-甲基丁酸（2-me-
BA）、4-甲基戊酸（4-meVA）、异戊酸（iso-VA）、3-
甲基戊酸（3-mePTA）、2-甲基己酸（2-meHXA）；6-
12C 的中链脂肪酸，包括辛酸 (OTA)、癸酸 (DA)、
十二酸 (DDA)、4-甲基辛酸（4-meOTA）；14~20C 的
长链脂肪酸，包括十四烷酸 (MRA)、棕榈酸 (PA)、
硬脂酸 (SA)、花生酸 (ACA)、棕榈油酸 (PMA)、油

酸 (OA)、亚麻油酸 (LLA)、亚麻酸 (LA)、顺-11-二
十碳烯酸 (ESA)、花生四烯酸 (ARA)、二十碳五烯

酸 (EPA)；以及大于 22C 的极长链脂肪酸，包括二

十二烷酸 (BHA)、二十四烷酸 (LNA)、芥酸 (EA)、
二十二碳六烯酸 (DHA)、神经酸 (NVA)。此外，与

TCA相关的羧酸分别为柠檬酸 (CTA)、L-苹果酸

(MLA)、丙酮酸  (PRA)、甲羟戊酸  (MVA)、乳酸

(LTA)、琥珀酸 (SCA)、延胡索酸 (FMA) 以及酮体

β-羟丁酸 (HDBT)。 

2.4    数据分析

用于代谢组分析的  LC-MS 数据处理采用

Analyst® Software Version 1.6.2 进行处理，获得样品

浓度信息。采用 GraphPad Prism 9 软件进行统计学

分析。正态分布计量资料采用 Student’s t-test 比较

两组间差异，结果以均数±标准误表示。双变量相

关分析采用 Pearson 相关分析，P<0.05 表示差异有

统计学意义。 

3    结　果
 

3.1    Gao-Binge 酒精性肝病小鼠模型的确立 

3.1.1　短期模型　造模结果如图 1所示，Control 组
与 Ethanol 组摄食量变化趋势一致，日均摄食量无

显著差异，符合配对喂养。两组体重均缓慢增长，

体重增长率差异无统计学意义。肝脏损伤指标显

示，相较于 Control 组，Ethanol 组肝脏系数增加、血

浆 ALT、AST 水平明显上升、肝脏 TG 含量显著增

加，提示肝脏损伤发生 (P<0.05)。血浆 TC、TG，肝

脏 TC 在两组间无明显变化。H&E 染色结果显示，

Control 组小鼠肝脏组织结构完整，细胞形态规则，

边界清晰，胞质仅见轻微的微小脂质空泡。Ethanol
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组肝脏组织内可见大量弥漫性的脂质空泡，未观察

到明显的炎性浸润及细胞肿胀现象。油红 O 染色

显示，Ethanol 组肝细胞质及细胞间隙中存在大量红

色脂肪滴聚集，发生严重的脂质蓄积。综合上述指

标结果，表明短期 AFLD 模型建立成功。 

3.1.2　长期模型　Control 组因小鼠斗殴死亡两

只。造模结果如图 2所示，Control 组与 Ethanol 组
摄食量保持相同变化趋势，日均摄食量两组无显著

差异，符合配对喂养。两组体重增长趋势一致，增

长率差异无统计学意义。相较于 Control 组，Ethanol
组肝脏系数显著增加、血浆 ALT、AST 水平明显上

升、肝脏 TG 水平显著升高 (P<0.05)，提示肝损发生。

血浆 TC、TG，肝脏 TC 水平同样无明显变化。长期

模型中，Control 组肝脏组织结构和形态轻微变化，

胞质见少许脂质空泡及轻度炎性浸润现象。而

Ethanol 组出现明显胞质丢失，肝小叶间静脉周围细

胞肿胀，并有大量脂质空洞，气球样变性现象。油

红 O 染色显示，Control 组微小脂滴主要分布于肝

小叶周围，远离肝小叶中央静脉的脂质沉积明显减

少。而 Ethanol 组的肝脏组织全域均存在大量脂

滴，表明发生严重脂质蓄积。综上指标所述，成功

建立长期 AFLD 模型。 

3.2    Gao-Binge 酒精性肝病小鼠模型中血浆及肝脏

中 FAAs、TCA 循环、酮体代谢谱变化 

3.2.1　短期模型　将 FFAs 按碳链长度、饱和度进

行分类计算。与 Control 组相比，Ethanol 组血浆中

总  FFAs、短链、中链、饱和  FFAs 水平显著增加

(P<0.05)（图 3-A）；肝组织中短链、极长链、饱和

FFAs 水平显著上升 (P<0.05)（图 3-D）。进一步观

察个别脂肪酸变化，血浆中  Ethanol 组  AA、PPA、
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iso-BA、2-me-BA、OTA、LA 的含量显著提高，ARA
含量显著减少  (P<0.05)（图 3-C） ，VA、 4-meVA、

iso-VA、 3-mePTA、 2-meHXA、 LNA、 ACA、 4-
meOTA 的含量低于定量下限，不纳入计算；肝脏

中 ， AA、 PPA、 iso-BA、 DA、 DDA、MRA、 EPA、

DHA 的含量显著提高，而 HXA、OTA 的含量显著

减 少  (P<0.05)（ 图 3-F） ， 2-meHXA、 4-meVA、 3-
mePTA的 含 量 低 于 定 量 下 限 ， 不 纳 入 计 算 。

TCA循环相关羧酸含量如图 3-B、3-E，血浆及肝

脏中  HDBT 含量均显著上升  (P<0.05)，尽管  TCA
循环相关羧酸的总含量在血浆中未有明显变化，但

MLA、FMA 的含量显著增加，PRA 含量显著减少，

而肝脏中 TCA 循环相关羧酸含量均下降，CTA含

量低于定量下限，不纳入计算。 

3.2.2　长期模型　Ethanol 组血浆中总  FFAs、短

链、中链、饱和 FFAs 含量均显著增加（图 4-A）；肝

脏中的总 FFAs、中链、长链、饱和、不饱和 FFAs
均显著增加 (P<0.05)（图 4-D）。进一步观察个别脂

肪酸变化，血浆中  Ethanol 组  AA、 iso-BA、2-me-
BA、iso-VA、OTA 含量显著增加，HXA 的含量显

著减少 (P<0.05)（图 4-C），PPA、VA、3-mePTA、4-
meVA 脂肪酸含量低于定量下限，不纳入计算；肝脏

中，DDA、MRA、PA、PMA、LA、EPA 含量显著增

加，VA、BHA、NVA 含量显著降低 (P<0.05)（图 4-
F）， iso-BA、 iso-VA、4-meVA 含量低于定量下限，

不纳入计算。TCA循环相关羧酸含量如图 4-B、4-
E，与短期模型结果一致的是，血浆及肝脏中 HDBT
含量均上升。血浆中 TCA 循环相关的羧酸总量显

著增加 (P<0.05)；与血浆情况相反，肝脏中 TCA 循
环相关的羧酸总量下降，具体表现为 SCA 含量增

多，LTA 含量减少 (P<0.05)。 
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Figure 3    Changes in endogenous substances in short-term models

x̄± s

A:  Levels  of  different  classes  of  fatty  acids  in  plasma;  B:  Levels  of  energy-related  carboxylic  acids  in  plasma;  C:  Specific  levels  of  fatty  acids  in

plasma; D: Levels of different classes of fatty acids in liver; E: Levels of energy-related carboxylic acids in liver; F: Specific levels of fatty acids in

liver ( , control group: n = 6; Ethanol group: n = 8, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs control group)

Total FFAs: Total  free fatty acids;  SCFA:Short-chain fatty acids;  MCFA: Medium-chain fatty acids;  LCFA: Long-chain fatty acids;  VLCFA: Very-

long-chain  fatty  acids;  SFA:  Saturated  fatty  acids;  UFA:  Unsaturated  fatty  acids;  Total  CA:Total  carboxylic  acids  of  energy-related;  HDBT:  β-

Hydroxybutyric acid; CTA: Citric acid; MLA: Malic acid; PRA:Pyruvic acid; MVA: Mevalonic acid; LTA: Lactic acid; SCA: Succinic acid; FMA:

Fumaric acid; AA: Acetic acid; PPA: Propionic acid; BA: Butyric acid; VA: Valeric acid; HXA: Hexanoic acid; iso-BA: Isobutyric acid; 2-meBA: 2-

methylbutyric  acid;  iso-VA:  Isovaleric  acid;  3-mePTA:  3-methylpentanoic  acid;  OTA:  Octanoic  acid;  DA:  Decanoic  acid;  DDA:  Dodecanoic  acid;

MRA:  Myristic  acid;  PA:  Palmitic  acid;  SA:  Stearic  acid;  PMA:  Palmitoleic  acid;  OA:  Oleic  acid;  LA:  Linolenic  acid;  LLA:  Linoleic  acid;  ESA:

Eicosenoic  acid;  ARA:  Arachidonic  acid;  EPA:  Eicosapentaenoic  acid;  LNA:  Lignoceric  acid;  BHA:  Behenic  acid;  EA:  Erucic  acid;  DHA:

Docosahexaenoic acid; NVA: Nervonic acid
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3.3    肝脏损伤指标与 FFAs、TCA 循环、酮体代

谢谱的 Pearson 相关性分析

根据《统计学》第七版 [27]，可将 0.8 ≤ |r|<1视

为高度相关、0.5 ≤  |r|<0.8视为中度相关、0.3≤
|r| <0.5视为低度相关、 |r|<0.3视为不相关。短期

模型中，肝脏损伤指标与脂肪酸等内源性物质的

Pearson 相关分析结果如图 5-A、 5-B所示 ，AA、

iso-BA、2-meBA、HDBT、LA、PPA、DHA 在血浆

和肝脏中均呈中度正相关。而  PRA呈中度负相

关；肝脏中，MLA 、 LTA和 OTA 也表现出中度负

相关 (P<0.05)，相关性系数 r 见图。长期模型相关

性分析结果见图 5-C和图 5-D，肝脏与血浆中的
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Figure 4    Changes in endogenous substances in long-term models

x̄± s

A:  Levels  of  different  classes  of  fatty  acids  in  plasma;  B:  Levels  of  energy-related  carboxylic  acids  in  plasma;  C:  Specific  levels  of  fatty  acids  in

plasma; D: Levels of different classes of fatty acids in liver; E: Levels of energy-related carboxylic acids in liver; F: Specific levels of fatty acids in

liver ( , control group: n = 7; Ethanol group: n = 9, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs control group)
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HDBT 均显示中度正相关。血浆中，短中链脂肪

酸（如 AA、2-meBA、OTA）表现为中度正相关，而

BA、HXA 为高度负相关，PRA 为中度负相关；在

肝脏样本中，长链脂肪酸和  TCA 循环相关羧酸

（如 MRA、PMA、OA、LA、SCA）呈现为中度正相

关，BHA 和 LTA 则表现为中度负相关 (P<0.05)，r
见图。 

4    讨　论

AFLD 是 ALD 发展的早期阶段，超过 90% 的
过度饮酒者会展现脂肪肝特征 [28]。大量研究表

明，乙醇会显著促进肝脏 TG 的生成并诱使脂肪变

性。TG 主要由甘油和脂肪酸组成，正常情况下，

游离脂肪酸库整体水平低且稳定，但乙醇会破坏

脂肪酸库的平衡 [3, 29]。FFAs除根据碳链长度分类

外，还可根据饱和程度分为饱和脂肪酸  (SFA) 和
不饱和脂肪酸 (UFA)[30−31]。部分 FFAs 具有细胞毒

性 [32−33]，如一些 UFA 可通过增强脂质过氧化反应

造成细胞损害[34−35]。

本研究发现，Gao-Binge 模型中血浆及肝脏

FFAs构成发生异常变化，总脂肪酸、SFA、SCFA、

HDBT 含量显著高于 Control组。

SFAs 因缺乏不饱和键，具有较高的稳定性和

抗氧化能力。然而，其过量摄入是导致血液  TC、
TG 和低密度脂蛋白胆固醇 (LDL-C) 升高的主要原

因[36−37]。有研究指出，SFAs 可以通过调控与脂质代

谢相关的转录因子（如 SREBPs、LXR/RXR、HNF4、
NF-κB ）影响血液 TC、TG 和 FFAs 的合成。尤其
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Figure 5    Pearson correlation analysis of liver injury biomarkers with FFAs, TCA cycle, and ketone body metabolic profiles

A: Plasma samples in short-term model; B: Liver samples in short-term model; C: Plasma samples in long-term model; D: Liver samples in long-term model
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
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是 DDA、MRA和 PA 等不饱和脂肪酸可增加血液

TC 和 LDL-C 的浓度，并引起炎症反应和胰岛素抵

抗，进一步增加患 AFLD 的风险[4, 38]，这与本研究结

果相一致。

乙醇代谢产物 AA 的增加导致 SCFA含量上

升。乙醇在肝细胞中经由醇脱氢酶、细胞色素

P450 和过氧化物酶体中的过氧化氢酶代谢为有毒

的乙醛。乙醛与蛋白质和 DNA 结合形成加合物，

引发谷胱甘肽消耗、脂质过氧化和线粒体损伤。乙

醛分解生成的 AA 迅速从肝脏释放到循环中，经过

心脏、骨骼肌和大脑的三羧酸循环代谢为 CO2
[39−40]。

虽然 AA 自身没有直接的肝毒性[41]，但有研究表明

它能通过上调巨噬细胞中的促炎因子来调节酒精

性肝炎患者的炎症反应[42−43]。

酮体是肝脏对 FFAs进行正常分解时产生的一

类特殊中间代谢产物，其主要由乙酰乙酸（约占

30%）、HDBT（约占 70%）以及少量的丙酮构成。正

常情况下，血液酮体浓度维持在较低水平，反映脂

肪酸的正常氧化。然而，在特定生理状态（如长时

间禁食或饥饿）以及病理条件下，由于糖类的供应

或氧化受限，体内脂肪分解加剧，使脂肪酸成为主

要的能量来源。当肝脏内酮体合成速率超过外周

组织的利用速率时，体内代谢平衡被打破，导致血

液酮体水平异常升高[44]，在本研究中，HDBT 含量显

著增加可能提示脂肪氧化过程的异常状态。

在长短期的 Gao-Binge模型中，FFAs的组成

变化存在差异。短期模型中，血浆和肝脏中的

SCFA和 SFA明显升高，血浆 MCFA亦增加。同

时，肝脏中的 VLCFA和 EPA 和 DHA 等常见的 ω-
3 PUFA在肝脏中的含量显著上升。ω-3 PUFA 是
一类富含天然生物活性的脂肪酸，由于其易受氧化

的特性，可能会导致体内脂质过氧化物的积聚。这

些脂质过氧化物无法被机体有效吸收和利用，是引

发血脂异常的主要原因之一[45]。正如本研究所测定

的那样，EPA 和 DHA 含量显著上升，可能促进肝脏

脂质积聚。LCFA在与脂肪蓄积相关疾病中扮演关

键角色[46]。在高糖饮食的环境下，这些脂肪酸对身

体代谢产生显著影响[47]。长期模型中，Ethanol组肝

脏中 LCFA含量显著增加。其中棕榈油酸是一种

常见的 ω-7 型 LCFA，广泛分布于膳食脂肪和油中[38]。

高水平的棕榈油酸与血脂异常、肥胖及心衰风险增

加有关[48]。

线粒体基质是 TCA循环活动的主要场所。

在 Gao-Binge 模型研究中，测得肝脏能量代谢相关

羧酸水平普遍降低，提示三羧酸循环可能受到抑

制。结果显示，短期模型中的 PRA 与 LTA、FMA
含量降低，而长期模型中，除 SCA 含量上升外，其

他相关羧酸含量整体降低。PRA 是糖代谢过程中

的关键物质，参与乙酰辅酶 A 从线粒体转运至细

胞质的丙酮酸-柠檬酸循环途径，其减少提示代谢

途径可能受抑制。LTA 是 TCA 循环的主要能量

来源 [49]，LTA 的代谢和糖酵解过程均需烟酸腺嘌

呤二核苷酸 (NAD) 作为必需的底物。LTA 与 PRA
的比率通常反应细胞内 NADH/NAD 比值，而该比

值是细胞氧化还原状态的指标，影响组织的健康

状态。因此，LTA 与 PRA的减少可能提示肝脏内

氧化还原平衡受到了破坏。

此外，在利用 Pearson 相关性分析进行肝功能

指标与 FFAs、TCA 循环、酮体代谢谱的相关性时，

发现短期和长期 ALFD 研究模型的肝脏与血浆中，

均存在 AA、2-meBA、HDBT 与肝功能指标中度正

相关，PRA 表现出中度负相关，脂肪酸含量发生显

著变化。这一结果提示着这些特定脂肪酸与 AFLD
之间存在关联，有可能作为潜在疾病生物标志物，

辅助 AFLD 的诊断和治疗。而在未来的研究中需

要深入探讨这些脂肪酸与 AFLD 之间的具体关联

机制。

综上所述，本研究发现 Gao-Binge 模型中出现

脂肪酸、三羧酸循环、酮体代谢紊乱，AA、2-meBA、

HDBT、PRA 是 AFLD 潜在疾病生物标志物，有助

于 AFLD 的诊断和治疗。
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