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·基础研究·
乙酰辅酶 A羧化酶抑制剂联合非诺贝特对小鼠非酒精性

脂肪肝的治疗效果 *
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摘要 目的：探讨乙酰辅酶 A羧化酶抑制剂（MK-4074）联合非诺贝特对小鼠非酒精性脂肪肝（NAFLD）的脂质含量以及肝功能的

改善效果。方法：20只 C57BL/6小鼠给予 60%高脂饲料连续喂养 8周构建 NAFLD小鼠模型后，随机分为安慰剂组、MK-4074组、

非诺贝特组以及 MK-4074联合非诺贝特治疗组，每组各 5只，继续高脂喂养并分别给予安慰剂（Placebo）、MK-4074（10 mg/kg/

天）、非诺贝特（30 mg/kg/天）、以及MK-4074（10 mg/kg/天）+非诺贝特（30 mg/kg/天）治疗持续 8周。治疗结束后对小鼠体重、肝

指数、肝脏脂质含量、肝功能以及肝脏病理和肝脏中性粒细胞和巨噬细胞浸润情况进行分析。结果：与安慰剂组相比，单用

MK-4074治疗可显著降低肝指数、肝脏甘油三酯（TG）、胆固醇（TC）、非酯化脂肪酸（NEFA）的含量以及血清 ALT和 AST水平，

而对小鼠体重和血清 TC没有显著影响；单用非诺贝特可显著降低小鼠体重，肝脏 TG、TC、NEFA以及血清 TG、ALT和 AST水

平，对小鼠的肝指数、血清 TC没有显著影响；而 MK-4074与非诺贝特联合治疗可显著降低小鼠体重、肝脏 TG、TC、NEFA，以及

血清 TG、ALT和 AST水平，降低肝脏脂质积累以及中性粒细胞与巨噬细胞浸润，效果优于 MK-4074或非诺贝特单药治疗。结

论：MK-4074联合非诺贝特可显著减少 NAFLD小鼠肝脏的脂质含量，改善肝功能。
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Therapeutic Effect of Acetyl CoA Carboxylase Inhibitor Combined with
Fenofibrate on Nonalcoholic Fatty Liver Mouse Model*

To explore the effect of acetyl CoA carboxylase inhibitor (MK-4074) combined with fenofibrate on hepatic

lipid content and liver function in NAFLD mouse model. A total of 20 C57BL/6 mice were fed with high-fat diet (HFD) for 8

weeks to construct NAFLD mouse models, and they were randomly divided into four groups (placebo, MK-4074, fenofibrate and

MK-4074 combined with fenofibrate. After 8-week HFD feeding, they were treated respectively with placebo, MK-4074 (10 mg/kg/day),

fenofibrate (30 mg/kg/day) and MK-4074 (10 mg/kg/day) combined with fenofibrate (30 mg/kg/day) for additional 8 weeks on the same

diet. The body weight, liver/body ratio, hepatic lipid content, liver function and hepatic pathology as well as infiltration of neutrophil and

macrophage of mice were analyzed to compare the effect of treatment. Compared with the placebo group, MK-4074 treatment

can significantly reduce liver/body ratio, hepatic triglyceride (TG), cholesterol (TC) and non-esterified fatty acid (NEFA) content as well

as serum ALT and AST levels, but has no significant effect on body weight and serum TC levels. Fenofibrate treatment can significantly

reduce the body weight of mice, hepatic TG, TC, and NEFA as well as the levels of serum TG, ALT and AST, while the liver/body ratio

of mice and serum TC levels were not affected. The combined treatment of MK-4074 and fenofibrate can significantly reduce the body

weight of mice, hepatic TG, TC and NEFA contents as well as serum TG, ALT and AST levels, and pathologically improve hepatic lipid

accumulation and infiltration of neutrophil and macrophage of mice, and the effect of combined therapy is better than monotherapy of
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MK-4074 or fenofibrate. MK-4074 combined with fenofibrate can significantly reduce the lipid content in the liver of

NAFLD mice, and improve liver function.

MK-4074; Nonalcoholic fatty liver; Fenofibrate; Combination therapy

前言

非酒精性脂肪肝病 （Nonalcoholic fatty liver disease，

NAFLD）是以肝脏脂质积累为特征的疾病，随着疾病的进展逐

渐演变为非酒精性脂肪肝肝炎 (nonalcoholic steatohepatitis,

NASH)，肝硬化（cirrhosis），并且提高患 NAFLD相关肝癌的几

率(NAFLD-HCC)[1]。研究表明，随着生活水平的提高，营养过剩

（Overnutrition）和久坐的生活方式（Sedentary lifestyle）使得

NAFLD已经成为发病率仅次于病毒性肝炎的肝脏疾病[2]。目前

NAFLD的治疗主要依赖抗炎保肝药、降糖药、降脂药等，近年

来乙酰辅酶 A羧化酶（ACC）抑制剂逐渐引起广大医者的关

注。MK-4074是一种肝脏特异性 ACC抑制剂，能够阻断肝脏

脂质的从头合成途径（de novo lipogenesis, DNL），改善肝脏的

脂质积累，其不良反应会导致血清甘油三脂的水平增加[3]，而非

诺贝特本身能够降低血脂以及肝脏脂质积累。因此，本文通过

构建 NAFLD小鼠模型，探讨 MK-4074联合非诺贝特对小鼠

脂肪肝的治疗效果。

1 材料与方法

1.1 实验动物

4-6 周龄 SPF 级 C57BL/6 雄性小鼠 20 只，平均体重

（22.21± 1.14 g）。C57BL/6小鼠购自江苏集萃药康生物科技有

限公司，生产许可证号：SCXK(苏)2018-0008。饲养于上海市第

一人民医院实验动物中心，实验单位许可证编号：SYXK（沪）

2019-0028。本研究中实验动物的开展已通过上海市第一人民

医院实验动物中心伦理委员会审核并通过。

1.2 材料

MK-4074（MCE，货号：HY-107709），非诺贝特（Fenofi-

brate，Sigma，货号：F6020），60%高脂（Dyets，货号：HF60），TG

（南京建成，货号：A110-1-1），TC（南京建成，货号：A111-1-1），

NEFA 检测试剂盒(南京建成，货号：A042-2-1)，ALT（南京建

成，货号：C009-2-1），AST 检测试剂盒（南京建成，货号：

C010-2-1）。尼罗红（索莱宝，货号：N8440），DAPI（索莱宝，货

号：C0065），BCA试剂盒（碧云天，货号：P0012S），丙二酰辅酶

A (malonyl CoA) ELISA 检测试剂盒（江莱生物，货号：

JL27837-48T）。

1.3 实验方法

1.3.1 小鼠脂肪肝模型的构建以及治疗过程 将 4-6周龄的

C57BL/6小鼠，体重（22.21± 1.14 g），随机分为安慰剂组（Place-

bo），MK-4074组(MK-4074)，非诺贝特组（Feno）以及 MK-4074

联合非诺贝特组（MK-4074+Feno），每组各 5只。所有小鼠均采

用 SPF级的 60%高脂饲料（HFD）连续喂养 8周以构建 NAFLD

小鼠模型[4]，然后继续高脂喂养并分别给予安慰剂（Placebo），

MK-4074（10 mg/kg/ 天），非诺贝特（30 mg/kg/ 天）, 以及

MK-4074（10 mg/kg/天）+非诺贝特（30 mg/kg/天）治疗持续 8

周。所有小鼠饲养于标准环境中：明暗交替各 12 h，温度（24±

2）℃，湿度 35%-50%，小鼠自由进食以及饮水。

1.3.2 小鼠肝脏以及血清脂质指标的检测 治疗结束后，进行

体重测量。禁食 12 h后行剪尾法收集小鼠 200 滋L静脉血,以

4000 r/min离心 15 min，分离上层血清。用甘油三酯（TG）、总胆

固醇（TC）、非酯化脂肪酸（NEFA）、ALT以及 AST检测试剂盒

测各组血脂含量以及肝功能。处死小鼠并取下完整的肝脏，用

PBS清洗、擦干后称量肝重，并计算肝指数(肝指数 =肝脏质量

/体重)。随后取 100 mg小鼠肝脏加入 500 滋L PBS以及磁珠，
用磁力搅拌器搅拌 5分钟，获得肝脏匀浆。随后按照试剂盒说

明书分别检测小鼠肝脏脂质、肝功能以及丙二酰辅酶 A等指

标，并用 BCA法检测蛋白质浓度。

1.3.3 肝脏病理学检查 HE染色：取固定部位肝（肝左叶），

固定于组织固定液 24 h，按依次按照步骤：石蜡包埋、脱蜡至

水、苏木素染色、伊红染色、脱水封片进行，最后光镜下镜检。尼

罗红染色：肝脏经脂肪固定液固定 24 h以上，行冰冻切片并自

然晾干。滴加尼罗红染色液于组织上，染色 10 min，PBS浸洗

（轻洗几秒）。切片凉干后滴加 DAPI染液进行细胞核染色，染

色 8 min，蒸馏水 3缸浸洗（每次轻洗几秒）。沥干后抗荧光淬灭

剂封片，荧光显微镜镜检（尼罗红染色需全程避光）。

1.3.4 免疫荧光染色 1、石蜡切片脱蜡，进行抗原修复并封

闭。2、加一抗：吸水纸吸弃封闭液，在切片上滴加用 PBS配置

的兔一抗（F4/80 1:200；CD11b 1:200），切片置于湿盒内 4℃孵

育 12 h。3、加二抗（此步骤开始避光）：切片用 PBS洗涤 3次，

每次 5 min。切片沥干后滴加与抗兔荧光二抗（绿），常温孵育

60 min。4、DAPI复染细胞核：PBS洗涤 3次，每次 5 min。切片

沥干后滴加 DAPI染液，孵育 10 min。5、封片：切片用 PBS洗涤

3次，每次 5 min。切片沥干后用封片剂封片、镜检。

1.4 统计学分析

连续型变量用 x± s表示，多组比较采用单因素方差分析，
两两比较采用 LSD法（Least significant difference）。P＜0.05表

示差异统计学意义，且标记为 *P＜0.05，**P＜0.01，***P＜
0.001。所有数据均使用 SPSS 25.0（IBM，美国）软件进行分析。

2 结果

2.1 各组小鼠体重、肝指数、以及肝脏脂质含量的比较

经过 8周的治疗后，单独使用 MK-4074治疗对小鼠的体

重没有影响，而单用非诺贝特（Feno）以及 MK-4074与非诺贝

特联用（MK-4074+Feno）可显著降低小鼠的体重，差异有统计

学意义（P＜0.01，图 1）。MK-4074治疗后可降低小鼠的肝指数，

但非诺贝特组以及联合用药组的肝指数与安慰剂组（Placebo）

相比差异无统计学意义，产生这种现象的原因是由于 MK-4074

的作用仅在于减轻肝脏重量，但对体重的影响较小，而非诺贝
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特单药治疗以及与MK-4074联合治疗不仅仅对肝重有改善作

用，同时也可以降低小鼠的体重。此外，单用MK-4074、非诺贝

特以及双药联用均可降低肝脏 TG，TC，NEFA含量，差异有统

计学意义（P＜0.01，图 1）。与单药治疗相比，联合用药虽然显示

出有进一步降低肝脏脂质含量的趋势，然而差异尚未达到统计

学意义。

图 1 各组小鼠体重、肝指数、肝脏脂质含量的比较

Fig.1 Comparison of body weight, liver/body ratio and hepatic lipid content of mice in each group

2.2 各组小鼠血清 TG和 TC的水平

如图 2所示，单用非诺贝特以及双药联合治疗均可显著降

低血清 TG的水平（P＜0.05），而单独使用 MK-4074则对血清

TG没有影响。此外，三种治疗方法对血清 TC水平未产生明显

影响。

2.3 各组小鼠血清 ALT和 AST的水平

如图 2所示，与安慰剂组相比，使用单独MK-4074、非诺贝

特治疗以及双药联合治疗，均可降低小鼠血清 ALT和 AST水

平，差异有统计学意义（P＜0.05）。

2.4 各组小鼠肝脏丙二酰辅酶 A的水平

经过 8周的治疗，与安慰剂组相比，单独使用 MK-4074以

及与非诺贝特联合使用均可降低小鼠肝脏丙二酰辅酶 A（Mal-

onyl-CoA）的含量，差异有统计学意义（P＜0.01，图 2），而单独

使用非诺贝特则对肝脏丙二酰辅酶 A（Malonyl-CoA）的含量没

有显著影响。

图 2 各组小鼠血脂含量、肝功能以及丙二酰辅酶 A的水平

Fig.2 Serum lipid content, liver enzymes and hepatic malonyl-CoA levels of mice in each group

2.5 肝脏病理结果

光镜下观察，未经治疗（安慰剂组）的小鼠肝脏切片可见肝

小叶出现广泛的气球样变性，尼罗红染色结果显示脂滴大且密

集，分布于核周。经过MK-4074或非诺贝特治疗后，肝细胞核

周的气球样变性明显减轻，脂滴变小、稀疏，并且这种改善现象

在联合用药组更明显（图 3）。由此可见，MK-4074与非诺贝特

联用对脂肪肝改善作用显著。

2.6 中性粒细胞和巨噬细胞浸润情况

免疫荧光结果显示（如图 4），与未经治疗（Placebo）的小鼠

相比，MK-4074 与非诺贝特联用可以显著降低中性粒细胞

（CD11b）和巨噬细胞（F4/80）浸润情况，而单用 MK-4074或非

诺贝特的效果则介于两者之间。

3 讨论

NAFLD涵盖了广泛的肝脏异常状态，从单纯脂肪变性

（Simple steatosis，SS）到非酒精性肝炎（Nonalcoholic steatohep-

atitis, NASH），伴或不伴有肝纤维化（Hepatic fibrosis），并最终

演变成肝硬化（Cirrhosis）以及其相关肝癌（NAFLD-HCC）[5]。

NAFLD患者在未来将占全球人口的 25%，其中 2%的群体会演

变成 NASH[6]。有研究表明，一系列代谢综合征如，肥胖、II型糖

尿病等被认为是 NAFLD的高危因素[7-9]。从发病的原因上看，

目前普遍认为以下几个原因会导致过量的脂质在肝脏堆积：1.

内脏脂肪组织脂解增加[10]，导致血液中游离脂肪酸增多；2.肝脏

脂质从头合成途径的上调；3.饮食中的脂肪含量高以及营养过

剩；4.遗传因素：部分患者携带如 PNPLA3，TM6SF2等基因的

单核苷酸多态性（Single nucleotide polymorphisms, SNPs），也会

导致患 NAFLD的风险增加[11,12]。尽管单纯脂肪变性预后较好，

并且在一定干预条件下可被逆转[13]。但随着疾病的进展，发展

到 NASH以及肝纤维化时，将有极大的风险罹患肝癌[14]，因此

对 NAFLD的早期干预至关重要。为此本研究引用潘磊，等学
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图 3 各组小鼠肝脏病理切片尼罗红染色（上）和 HE染色（下）的结果

Fig.3 Results of Nile Red staining (top) and H&E staining (bottom) of pathological sections of mouse liver in each group

图 4 各组中性粒细胞（CD11b）和巨噬细胞(F4/80)浸润情况

Fig.4 Infiltration of neutrophils (CD11b) and macrophages (F4/80) in each group

者的高脂喂养 C57BL/6小鼠 8周来模拟 NAFLD疾病早期单

纯脂肪变性过程[4]，施以不同的治疗措施，以探讨 ACC抑制剂

和贝特类药物联用对小鼠脂肪肝的影响。

贝特类（Fibrates）药物对于通常用于高脂血症的治疗，而非

诺贝特属于二代贝特酸类药物，可以降低血脂。在作用机理方

面，非诺贝特是过氧化物酶体增殖物活体受体（Peroxisome pro-

liferator-activated receptor 琢, PPAR琢）的激动剂，可以选择性的
激活 PPAR琢 受体，从而激活线粒体脂肪酸的 茁- 氧化（fatty
acid 茁-oxidation），增加肝脏的脂质消耗去路，从而改善 NAFLD
[15]。因此，大量临床前以及临床研究证实了非诺贝特对早期

NAFLD的治疗效果[16,17]。而本研究中，通过 8周的非诺贝特治

疗，证实了其对小鼠肝脏脂质含量如肝脏 TG、TC、NEFA等具

有明显的改善效果。值得注意的是，贝特类药物本身具有肝毒

性，因此对于已有肝功能损害的非酒精性脂肪肝肝炎、肝纤维

化以及肝硬化等阶段并不推荐使用贝特类降脂药来治疗[18,19]。

此外，NAFLD的发生发展还与肝脏脂肪酸从头合成途径

的上调有关，目前已有许多针对该途径的抑制剂用来治疗非酒

精性脂肪肝[20,21]，例如针对 SREBP-1c的抑制剂 Fatostatin，以及

本文所述的 ACC抑制剂，如 MK-4074 以及 PF-05175157 和

GS-0976，后两者均为广谱 ACC抑制剂。乙酰辅酶 A羧化酶

（Acetyl CoA carboxylase，ACC）是从头合成途径的限速酶,其主

要功能是催化乙酰辅酶 A 形成丙二酰辅酶 A（Mal-

onyl-CoA）。 MK-4074 是肝脏特异性 ACC 抑制剂（ACC in-

hibitor），因此可通过抑制该酶的活性从而阻断肝脏脂质从头合

成途径，减少其合成从而改善脂肪肝。在本研究中，通过 8周的

MK-4074治疗，观测到了其降低丙二酰辅酶 A的作用。作为肝

脏脂质从头合成途径的中间代谢产物，丙二酰辅酶 A会别构

抑制（Allosteric inhibition）脂肪酸茁-氧化限速酶肉毒碱脂酰转
移酶Ⅰ（Carnitine palmitoyltransferase 1A, CPT1A）的活性，下调

脂肪酸氧化的过程[22]。因此MK-4074治疗有助于解除丙二酰

辅酶 A对 CPT1A酶的抑制作用，促进细胞内游离脂肪酸氧化

茁-氧化，增加能量消耗从而降低肝脏脂质积累。以往的研究表
明MK-4074可显著降低肝脏的脂肪含量，治疗效果优于吡格

列酮（pioglitazone），但是 MK-4074 的副作用在于会导致受试

者血清甘油三脂的水平增加[23]，然而在本研究中小鼠 NAFLD

模型的血清 TG和 TC并没有表现出明显的升高，但是与非诺

贝特联合治疗却显著降低 TG和 TC的水平，提示MK-4074与

非诺贝特联合用药对肥胖患者的脂肪肝以及血脂的治疗作用。

免疫荧光结果表明，MK-4074与非诺贝特联用可降低中性粒细
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胞和巨噬细胞的浸润，提示对 NAFLD从 SS向 NASH进展有

抑制作用。

综上所述，本研究通过高脂喂养 C57BL/6小鼠，模拟人体

NAFLD发生发展过程，以探讨 MK-4074与非诺贝特联用对

NAFLD小鼠模型的治疗效果。实验结果表明：MK-4074与非

诺贝特联用可显著减轻小鼠体重，减少肝脏脂质含量，降低

ALT和 AST水平，减轻肝损伤；病理上可改善肝脏脂肪变性，

减少中性粒细胞以及巨噬细胞浸润，治疗效果优于单独使用

MK-4074或者非诺贝特治疗，疗效确切。MK-4074与非诺贝特

联用可改善高脂喂养小鼠的肝脏脂质积累，提示MK-4074与

非诺贝特联用对 NAFLD患者的可能治疗作用，但仍需临床试

验以探讨该联合疗法对临床患者 NAFLD的潜在治疗价值。
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