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新靶点三磷酸腺苷柠檬酸裂解酶 (ACLY) 抑制剂用于

降血脂的研究进展
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摘要: 心血管疾病是全世界发病和死亡的主要疾病之一。尽管药物治疗在过去几十年中取得了重大进展, 但心

血管疾病的预防与治疗还存在很多不足之处, 其中血脂异常仍然是心血管疾病的一个普遍危险特征, 它还没有得到

足够的认识和控制。越来越多的证据显示, 心血管疾病的发生发展与许多其他独立的危险因素, 如偏高的低密度脂

蛋白水平、偏低的高密度脂蛋白水平以及高甘油三酯水平有关。血脂异常患者的多项临床试验表明, 积极降低低密

度脂蛋白胆固醇 (LDL-C) 可以显著减少心血管疾病事件。三磷酸腺苷柠檬酸裂解酶 (ACLY) 是一种胞质同源四聚

体酶 , 在三磷酸腺苷 (ATP) 的作用下 , ACLY 可以催化柠檬酸和辅酶 A 转化为乙酰辅酶 A 和草酰乙酸酯。由于

ACLY 是产生胞浆乙酰辅酶 A 的主要酶, 而胞浆乙酰辅酶 A 是胆固醇和脂肪酸从头合成所需的前体 , 因此抑制

ACLY有可能达到减少乙酰辅酶A的生成从而降低胆固醇以及甘油三酯水平的目的。目前ACLY 可作为降低血脂

的一个分子靶标, 人们对ACLY抑制剂的研究也越来越多。本文简单介绍了ACLY的结构、作用机制以及与脂质代

谢之间的关系, 并对目前的一些ACLY抑制剂进行了综述。
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Abstract: Cardiovascular disease is a principal cause of morbidity and death in the world. Although drug

therapy has made great progress in the past few decades, there are still many deficiencies in the prevention and

treatment of cardiovascular disease. Dyslipidemia is still a common risk feature and is not sufficiently controlled. A

growing body of evidence suggests that the occurrence and development of cardiovascular disease is associated

with many associated risk factors, such as higher low-density lipoprotein levels, lower high-density lipoprotein

levels and high triglyceride levels. A number of clinical trials in patients with dyslipidemia have shown that actively

decreasing low density lipoprotein cholesterol can significantly decrease cardiovascular events. ATP citrate lyase
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(ACLY) is a cytoplasmic homo-tetrameric enzyme. In the presence of adenosine triphosphate (ATP), ACLY

catalyzes the conversion of citric acid and coenzyme A to acetyl-CoA and oxalyl acetate. ACLY is the main enzyme

for the production of cytoplasmic acetyl-CoA, and cytoplasmic acetyl-CoA is the precursor required for de novo

synthesis of cholesterol and fatty acids. Therefore, it is possible to reduce the production of acetyl-CoA and reduce

the levels of cholesterol and triglycerides by inhibiting ACLY. ACLY can be used as a molecular target for reducing

blood lipids, and there are an increasing number of studies on ACLY inhibitors. In this paper, the structure and

mechanism of ACLY and its relationship with lipid metabolism are briefly introduced, and we review some current

ACLY inhibitors.
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近年来, 由于城市化水平快速提高和经济飞速增

长, 很多人形成了久坐不动的生活方式, 人们的饮食习

惯也随着环境变化而发生改变 , 出现了长期营养过

剩的状态。同时伴随人口老龄化情况的加剧, 我国心

血管疾病 (cardiovascular disease, CVD) 的患病率和

死亡率在逐年上升。预计这种上升趋势在未来 10年

都会一直持续。在死亡率方面, 中国五分之二的死亡

归因于CVD, 高于癌症或其他疾病的死亡率。JAMA

Cardiology 的一篇关于 CVD 的文献报道[1], 在中国 ,

CVD导致的死亡人数从 1990年的 251万增加到 2016

年的 399万, 年龄标准化死亡率从 1990年的 431.6/10

万人降低到 2016年的 307.9/10万人, 下降了 28.7%, 而

1990至 2016年这段时间CVD的年龄标准化患病率总

体上显著提高了 14.7%。来自Circulation的美国心脏

协会的一份 2020最新报告也显示[2], 2017年 , 在全球

由CVD导致的死亡人数约 1 780万人, 与 2007年相比

增加了 21.1%; 而CVD的粗患病率为 4.856亿, 与 2007

年相比增加了28.5%。2017年, 按年龄调整的死亡率为

233.1/10万人, 比 2007年下降 10.3%; 按年龄调整的患

病率为 6 081.6/10万人, 比 2007年上升了 0.2%。CVD

仍然是我国乃至全球导致死亡的最主要原因[3]。

CVD是一种慢性疾病, 涉及人体多个循环系统, 其

中动脉粥样硬化 (atherosclerosis, AS) 是 CVD 的主要

病理基础[4]。AS是指体内的一些如胆固醇等的脂肪

物质在供应心脑的动脉血管壁形成堆积, 时间一长则

造成慢性沉积, 越来越大体积的堆积物容易形成粥样

斑块进而造成局部的损伤。如果未能及时发现处理,

局部损伤会进一步扩大加重, 导致动脉壁的基质增厚、

血管管径变细、血液通过量减少、心肌缺血、血管弹性

降低。CVD引起的多种突发事件主要是由于AS造成

的。当人类自身遗传因素与人常坐少动、营养过剩的

生活状态相结合后, 极易导致人体的胆固醇和甘油三

酯 (TG) 的代谢出现紊乱, 如果不注意调理, 患CVD的

可能性也将大大增加。

如今, 多项临床和流行病学研究将脂蛋白异常与动

脉粥样硬化性心血管疾病 (ASCVD) 联系起来[5]。总胆

固醇 (TC) 和低密度脂蛋白胆固醇 (LDL-C) 水平升高已

被公认为CVD的主要危险因素[6]。有数据显示, LDL-C

降低 1 mmol·L-1 (～40 mg·dL-1) 会导致ASCVD事件减

少 22%[7]。AS 发病机制中的一个关键过程是高胆固

醇巨噬细胞在动脉壁上的积聚。有研究表明高密度脂

蛋白胆固醇 (HDL-C) 水平与心血管疾病风险之间存在

很强的负相关关系, 即HDL-C水平降低会增加CVD风

险[8]。TG是极低密度脂蛋白 (VLDL) 和其他残余脂蛋

白 (如乳糜粒、中密度脂蛋白, 统称为富含 TG的脂蛋

白胆固醇) 的主要成分, 可以导致AS, 高TG水平也会

增加CVD风险[9]。有统计显示, 中国成人血脂异常的

总体患病率高达40.4%, 较10年前呈大幅度上升; 预计

2010～2030年我国的心血管病例将增加约 920万, 这

是由于胆固醇水平升高所导致的[10]。据中国成人血脂

异常 2013～2014年的某项调查[11], 对象为中国的 10多

万名18岁的成年人, 结果显示在全国范围内, TC、HDL-

C、LDL-C 以及 TG 的平均水平分别为 4.70、1.35、2.88

和 1.14 mmol·L-1, TC 的水平比 2002 年监测到的 3.81

mmol·L-1和 2010年监测到的 4.04 mmol·L-1的结果明显

升高。目前中国成年人的血脂水平异常偏高, 在城市成

年人中的肥胖或中枢性肥胖者更为常见。患有ASCVD

或患病风险很高的人中有很大一部分没有达到LDL-C

指标。根据ASCVD风险分层, 有必要改善脂质水平以

降低LDL水平达到更好的治疗。

目前常用于治疗高胆固醇血症的主要药物是他汀

类药物, 这类药物能够对胆固醇生物合成途径中的限

速酶 3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶A (HMG-CoA) 还原酶

有很好的抑制作用[12]。虽然他汀类降脂药物使用十分

普遍, 使心血管事件大幅减少, 总体上安全有效, 但是

依旧存在一些不良反应, 如肌病或肌痛、肝转氨酶无症

状增加和肝毒性等[13]。尽管这些不良反应很少出现严重

情况或危及生命, 但它们确实降低了患者的依从性或

治疗的持续性, 因此损害了预期的治疗效益。所以仅

靠他汀类药物往往不足以将血浆 LDL-C水平降低到
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低于目标值。现常将三磷酸腺苷柠檬酸裂解酶 (ATP

citrate lyase, ACLY, 又称 ACL) 作为降血脂干预的靶

点[7,14-16]。下面将以ACLY为主展开论述, 在简要介绍

了 ACLY 的结构和机制作用后 , 综述了一些可用于

CVD中达到降低血脂的作用的ACLY抑制剂。

1 ACLY

ACLY是许多组织中合成胞内乙酰辅酶A的主要

酶。它是一种胞浆酶, 能够催化依赖ATP和依赖辅酶

A (CoA) 的柠檬酸 (Krebs循环的代谢产物) 转化为草

酰乙酸酯和高能生物合成前体乙酰辅酶A, ATP也在

此过程中水解成 ADP和无机磷酸盐[17]。乙酰辅酶 A

是胆固醇的二碳单位供体, 它可为关键的生化反应提

供燃料, 如合成脂肪酸、胆固醇和乙酰胆碱, 也支持组

蛋白和与代谢相关的酶的乙酰化[7,18]。在自养原核生

物中, ACLY是反向Krebs循环 (也称还原性三羧酸循

环) 的标志性酶, 该循环将两个二氧化碳分子固定在乙

酰辅酶A上[19]。在人类中, ACLY在肝脏和脂肪组织以

及胆碱能神经元中强烈表达[20], 它成为碳水化合物和

脂质代谢联系的桥梁。

1.1 ACLY结构 ACLY属于酰基辅酶A合成酶 (核

苷二磷酸形成) 超家族, ACLY蛋白是由 4个相同亚基

组成的同源四聚体, 可分为 6个结构域, 每个多肽链包

含1 101个氨基酸残基[20]。ACLY结构域示意图见图1。

它的每个亚基是由 N 端的柠檬基-CoA合成酶 (CCS)

模块和C端的柠檬基-CoA裂解酶 (CCL) 结构域组成

的 , 其中 CCS 模块部分又包含 CCSα和 CCSβ两个区

域[21]。靠近N端处为由结构域 3、4、5组成的CCSβ亚

基, 结构域3和4上采用了ATP-grasp折叠的方式, 能够

结合 ATP, 结构域 5 也包含柠檬酸的结合位点 ; 与

CCSβ亚基相连的是CCSα亚基, 它由结构域 1、2组成,

结构域 1上含有CoA结合位点, 结构域 2包含催化机

制所需的磷酸化组氨酸残基 (His760), 可以调节酶的

活性, His760是催化反应的关键位点; 结构域 5与 2之

间可相互作用, 形成N端含有磷酸化组氨酸残基的两

个“幂螺旋”之一; 结构域5和1之间有一段残基可以在

3个丝氨酸或苏氨酸残基上磷酸化; 靠近C端的CCL

模块包含 4 个类似柠檬酸合成酶 (CS) 的 CoA 结合

域[22]。人类ACLY的结构图如图 2[23]所示, 这是它与柠

檬酸结合形成复合物的一个结构。蛋白质显示为带状

图, 其中的柠檬酸则显示为洋红色的棒状模型。绿色

部分为结构域 4, 由残基 2～31和 108～243形成; 结构

域 3包括残基 32～107, 为红色部分; 黄色部分为结构

域 5, 包括残基 244～425; 结构域 1 包括残基 487～

624, 为青色; 结构域 2则是蓝色部分, 包括残基 625～

820。电子密度中看到的末端残基用它们的残基编号

标记 (图 1中也有相应标注以及对应颜色的结构域)。

由结构域 3和 4形成的ATP-grasp折叠在图的底部, 预

计ATP/ADP将绑定到背面。

Sun等[23]在研究人类的ACLY的晶体结构过程中,

成功结晶了酶的一种截断形式, 从这些研究中获得的

X射线晶体学数据揭示了ACLY大约三分之二的结构。

他们确定了被定义为柠檬酸结合位点的一个环, 这个

环由残基 Ser343-Thr348 形成。柠檬酸含有 3 个羧基

和1个羟基, 因它含有1个前手性中心, 可以区分两个末

端羧基, 分别为 pro-R和 pro-S[24]。柠檬酸分子的 pro-R

和 pro-S 羧基在非酶促反应中无法区分 , ACLY 允许

Figure 2 The structure of human ACLY

Figure 1 The structure domain of ATP citrate lyase (ACLY)
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pro-S羧基具有反应性, 但使 pro-R羧基保持不活跃状

态, 这导致反应中间体柠檬基-磷酸和柠檬基-CoA具

有S构型[23]。当柠檬酸与ACLY结合时, Ser343-Thr348

残基通过氢键与柠檬酸前手性中心的羟基和羧基相互

作用, pro-R羧基与Arg379形成强烈的离子相互作用且

两者之间存在盐桥。中心的-COOH基团与Thr348的

侧链以及Asn346和Thr348的主链通过氢键, 而羟基与

Thr348的侧链与Gly309的主链相互作用。蛋白质与

柠檬酸中心羧基和羟基的作用不能互换。这两个取代

基在手性中心的取向迫使 pro-R羧基指向Arg-379, 柠

檬酸的 pro-S羧基暴露并自由地与磷酸组氨酸残基反

应。一旦柠檬酸被磷酸化, CoA的游离硫醇就会与这

个pro-S羧基反应生成柠檬基-CoA。

1.2 ACLY生化反应作用机制 ACLY催化的酶促反

应主要是通过以下 4个步骤[25] (图 3, 未标序号的为总

反应式): ① ACLY在活性位点的组氨酸残基上与ATP

发生磷酸化反应, 形成了ACL-P, Mg-ATP与游离酶进

行结合, 引起Mg-ADP的释放, 这个游离酶可以催化保

守的组氨酸残基的磷酸化 , 初始磷酸化过程发生在

His760 上 , His760 是人类亚型中的磷酸盐受体[17]; ②

磷酸基从His760转移到柠檬酸上, 再由磷酸酶催化柠

檬酸磷酸酯的形成[23]; ③ 在②形成的柠檬酸磷酸酯被

CoA的硫醇基团攻击, CoA在攻击中可在柠檬酸根和

CoA 之间形成柠檬基-CoA 硫酯键 , 并释放无机磷酸

(Pi) [26]; ④ 酶结合的中间体柠檬酰基 -CoA 在逆向

Claisen反应中被裂解, 从酶活性位点释放乙酰辅酶A

和草酰乙酸[22]。图 3以方程的形式展示了 4个步骤过

程, 图4直观显示了ACLY的生化反应机制。

1.3 ACLY与脂质代谢 ACLY在脂质代谢中起着十

分重要的作用。ACLY是一种胞浆酶, 在肝脏和白色

脂肪等组织中表达最高[27]。ACLY是胞浆中乙酰辅酶

A 的主要贡献者。肝脏是脂蛋白合成的重要器官 ,

ACLY作为脂蛋白合成的重要酶, 它可为脂肪酸合成

途径和甲羟戊酸途径提供胞内乙酰辅酶A[28]。脂质的

生物合成始于线粒体, 但乙酰辅酶A无法穿过线粒体

膜, 所以它不能离开线粒体而产生乙酰基, 而乙酰基正

是启动脂质形成过程中所必需的。在柠檬酸合酶的帮

助下, 来自非脂质营养物质代谢的乙酰辅酶A与草酰

乙酸酯 (通过三羧酸循环) 缩合形成柠檬酸, 再由柠檬

酸转运载体输出到细胞质中。随后, 胞浆中的ACLY

将柠檬酸裂解成乙酰辅酶A, 为胆固醇和脂肪酸的合

成提供原料。细胞内乙酰辅酶A在乙酰辅酶A羧化酶

(ACC) 的作用下转化为丙二酰辅酶A后进入脂肪酸合

成途径, 或通过一系列缩合反应进入甲羟戊酸途径, 再

被HMG-CoA还原酶 (HMGR) 还原为甲羟戊酸, 这两

个步骤均为限速步骤[16], 如图 5所示。ACC是从头合

成脂肪酸的限速酶, 它可使乙酰辅酶A发生羧化反应

生成丙二酰辅酶A, 再通过从头合成脂肪酸的 4个反

应周期, 合成棕榈酸, 这种修饰会导致脂肪酸的产生。

在甲羟戊酸途径中, ACLY提供的乙酰辅酶A主要用

于胆固醇合成 : 乙酰辅酶 A 和乙酰乙酰辅酶 A 经

HMG-CoA合成酶催化缩合形成HMG-CoA, 再被 3-羟

基-3-甲基戊二酸-辅酶 A还原酶 (HMG-CoA还原酶)

还原为甲羟戊酸[29]; 甲羟戊酸通过需要ATP的 3个连

续反应转化为 3-异戊烯基焦磷酸酯; 多个延伸步骤包

括重复添加额外的 5-碳模块生成角鲨烯, 角鲨烯环化

形成羊毛甾醇; 羊毛甾醇脱去3个甲基加上1个双键的

还原和另 1个双键的迁移等一系列过程后, 最终生成

胆固醇[14]。甲羟戊酸不仅是胆固醇生物合成途径中

HMG-CoA还原酶的产物, 也是合成几个重要的生物

中间体和产物的基础, 包括异戊二烯类化合物、辅酶

Q10和羟甲基戊二酰辅酶A还原酶[30]。当养分供应超

Figure 4 Biochemical reaction mechanism of ACLY

Figure 3 The enzyme reaction catalyzed by ACLY
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过生物合成和能量需求时, 细胞利用这一途径将脂类

酯转化成胆固醇酯和甘油三酯的形式来储存能量。

1.4 ACLY 与糖代谢 ACLY 不仅与脂代谢紧密相

关, 它还参与了葡萄糖的代谢。众所周知, 肿瘤细胞中

伴随着能量代谢的改变, 代谢失调对肿瘤的发生发展

也有着极大的影响[31]。葡萄糖糖酵解和脂质的从头合

成都是肿瘤细胞重要的特征。ACLY可通过靶向下游

效应器来影响葡萄糖的代谢[24]。葡萄糖的糖酵解过程

可以提供生物所需的能量, 特别是在癌细胞中, 它十分

依赖糖酵解过程来获取能量, 表现为葡萄糖的摄取增

加以及糖酵解活跃, 这称为“Warburg effect”[32]。葡萄

糖的分解代谢升高会导致糖酵解最终产物丙酮酸的过

量产生, 丙酮酸有两个去向: 一是被乳酸脱氢酶转化为

乳酸, 二是进入线粒体后引起线粒体中柠檬酸浓度的

上升, 柠檬酸被载体运输到细胞质中, 被ACLY裂解生

成乙酰辅酶 A。ACLY 是长链脂肪酸合成的上游酶 ,

可为脂肪酸的合成提供所需的乙酰辅酶 A。由此可

见, ACLY将糖酵解的分解代谢途径和脂肪酸的生物

合成两个过程很好地联系起来, 中间产物柠檬酸既是

糖酵解代谢产物的抑制剂, 也是乙酰辅酶A从头合成

脂肪酸的前提。因此, ACLY的活性会影响葡萄糖的

酵解产生ATP和脂质合成两大过程。已有研究证明,

ACLY在永生化细胞和各种肿瘤中的表达相对于正常

细胞普遍上调, 出现异常的高表达, 包括在乳腺、结肠、

肝脏、肺、胃和前列腺肿瘤以及胶质母细胞瘤中 , 且

ACLY 在上述类型的癌症中表现为负面的预后因

子[33-37]。在培养的癌细胞中, ACLY表达增加也会促进

癌细胞的增殖以及延长存活时间[33,38]。所以, ACLY现

也作为癌症治疗的一个有效靶点[24,25,39]。

ACLY 在糖酵解过程中作为级联反应的最终酶 ,

在脂质合成过程中作为起点。ACLY是脂质合成的起

点, 可以通过靶向上游效应器来影响脂质的合成[24]。

考虑到ACLY在脂肪生成中的生理作用以及同时影响

脂质和胆固醇的合成, 该酶一直被认为是治疗高脂血

症和高胆固醇血症的药物靶点。本文进一步总结

ACLY抑制剂在降低血脂方面的作用。目前, ACLY仍

然是这一领域的潜在靶点。下面按照化合物的报道时

间对一些ACLY抑制剂进行介绍。

2 ACLY抑制剂

最早发现的ACLY抑制剂是 (-)-羟基柠檬酸 (图

6, 化合物 1), 是羟基柠檬酸 (HCA) 的其中一种立体异

构体, 它是首次从藤黄果皮中分离出来的[40]。它是一

种很强竞争的ACLY抑制剂, 在 1969年就有文献进行

报道, 可以从 (-)-羟基柠檬酸的研究中得出一些关于抑

制ACLY作用的信息。其生物学特性的表现归因于在

哺乳动物胆固醇生物合成途径中位于HMG-CoA还原

酶上游的ACLY的特异性抑制。许多研究表明该化合物

具有减少脂肪生成和抑制脂肪酸合成的能力, 它在体内

或体外都得到了广泛研究。HCA对大鼠肝脏ACLY的

Ki值为8 μmol·L-1, 但也能抑制其他几个靶点, 如乙酰辅

酶A羧化酶、异柠檬酸脱氢酶、乌头酸酶、柠檬酸合成

酶、丙酮酸脱氢酶和磷酸果糖激酶等[41]。后有研究表明,

(-)-羟基柠檬酸的抑制效率与它的立体结构有关, 羟基

柠檬酸有4种立体异构, 其中只有化合物1 [(2S,3S) 2-羟

基柠檬酸] 对大鼠或人的ACLY有抑制作用[40,42]。化合

物 1比其内酯形式更有活性, 其内酯形式对大鼠肝脏

ACLY的Ki值在50～100 μmol·L-1 [43]。从人肝脏提取的

ACLY异构体上, HCA对柠檬酸 (Ki = 0.3 mmol·L-1) 具

有弱竞争性抑制作用[44]。已经证明, 与其Ki相比, 在相

对较高的浓度 (IC50 = 0.1～0.5 mmol·L-1) 下 , HCA 对

HepG2细胞的胆固醇合成有抑制作用, 从而影响胆固

醇的稳态, 进而增加LDL受体的活性和HMG-CoA还

原酶的水平[45]。HCA的降血脂作用在动物模型中得

到证实, 在这些动物模型中, HCA能够减少脂肪酸和

胆固醇的合成进而降低了TG水平[42-44]。

1987年, 文献[46]报道了一类长链二羧酸及其衍生

物, MEDICA化合物是一类 β,β'-甲基取代的 α,ω-二羧

酸 , 根据碳原子数定义为 MEDICA 6～16。MEDICA

16 (图 6, 化合物 2) 是具有降血脂作用的 β,β'-二甲基

十六烷二酸 , 有报道称它也是一种 ACLY 抑制剂 , 其

Ki 值为 16 μmol·L-1, 有抑制大鼠肝脏脂质合成的能

力, 并伴随着胞浆乙酰辅酶A的减少, 从而显著降低胆

固醇。MEDICA16 还是 CoA 的竞争性抑制剂 (Ki =

3 μmol·L-1)[47]。它是通过对柠檬酸的主要竞争性机制

和对CoA的非竞争性机制来发挥其抑制作用。这种长

链脂肪酸的合成是基于与长链脂肪酸的相似性, 因为

它与正常脂肪酸的行为相似, 只是碳链第 3位的二甲

基取代阻止了 β-氧化, 以作为一种非代谢脂肪酸类似

物[48]。在初步评价后, 发现MEDICA16在体外通过与

Figure 5 The role of ACLY in lipid synthesis and the schematic

diagram of the expected effect of inhibiting ACLY
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柠檬酸竞争性抑制大鼠肝脏ACLY, 减少培养的大鼠肝

细胞脂肪酸和胆固醇的合成, 可分别导致大鼠体内的

胆固醇和HDL降低 60%和 45%[49]。然而, MEDICA16

对ACLY没有选择性, 因为它的二酸形式和CoA-单硫

酯都证明也能抑制肝脏乙酰辅酶A羧化酶, 因此便于

观察到降血脂作用[46,50]。

有研究报道, (3R)-或 (3S)-2,2-二氟柠檬酸对映体

[图 6, 化合物 3 为 (3R)-2,2-二氟柠檬酸 , 化合物 4 为

(3S)-2,2-二氟柠檬酸] 也可作为ACLY抑制剂, 如其名

所知, 在柠檬酸盐结构中插入氟原子可以合成这类化

合物[25]。氟原子可作为氢或羟基的替代, 因为它尺寸

小且相似的碳氢键距离, 而且氟的电子性质使它能够

很好地作为氢键的受体。当氟原子位于潜在的碳负离

子位置附近时, 氟原子在反应中可能被消除, 会在活性

位点内形成烷基化基团 , 它可能攻击活性区域内的

基团, 从而使酶发生不可逆的失活。研究者测定了这

两个化合物对 ACLY的抑制作用 (ATP浓度在 0.05～

3.0 mmol·L-1, 柠檬酸浓度为 1 mmol·L-1, CoA 浓度为

200 μmol·L-1)。结果显示, (+)-2,2-二氟柠檬酸的Ki值为

0.7 μmol·L-1, 而 (-)-2,2-二氟柠檬酸Ki为3.2 μmol·L-1 [51],

说明 (+)-二氟柠檬酸是一种对柠檬酸盐更具竞争性的

抑制剂, 而 (-)-二氟柠檬酸对以柠檬酸为底物的乌头

酸酶的抑制作用更强。它们以 ATP或 CoA为底物的

抑制模式为非竞争性或混合型, 且抑制常数较弱。预

期 (-)-二氟柠檬酸盐将具有细胞毒性, 而 (+)-二氟柠

檬酸盐可能会降低细胞中乙酰辅酶A的水平。

Dolle和McNair等[52]由ACLY催化逆Claisen反应

过程的机制联想到了谷氨酰胺合成酶催化反应, 两个

反应具有某些相似之处, 这两种酶都使用了磷酸-羧酸

酐作为催化过程中羧酸活化的方法。以这种相似行为

作为指导, 他们研究并描述了几个ACLY抑制剂的合

成并对其进行了酶学的评价, 目的是寻找降血脂干预

的靶点。与谷氨酰胺合成酶抑制剂的设计类似[53], 化

合物 5 (图 6) 也被设计为潜在的紧密结合ACLY的抑

制剂, 末端的羧基被亚磺酰亚胺基取代。化合物 5是

一种柠檬酸类似物, 它是一对对映异构体中的一个, 表

现出微弱的抑制作用 (Ki = 250 μmol·L-1)[52]。当其代替

柠檬酸盐作为底物时, 也观察到适度的 ATP酶活性。

另一个对映异构体无抑制酶活性。

在ACLY的活性天然产物的筛选过程中, 从海绵

Iotrochota sp. 的一种提取物中 , 分离得到了一种对

ACLY具有抑制作用的紫色化合物——purpurone (图

6, 化合物 6)。提取物要用甲醇 (含HCl) 进行温和的酸

水解, 才能分离出纯活性成分, 分离出的水乙醇提取物

有较好的ACLY抑制活性。Purpurone抑制ACLY呈剂

量依赖性, IC50为 7 μmol·L-1 [54]。有研究者发现, 测试

细胞毒性时, 在 100 μg·mL-1的情况下此物质对HepG2

细胞没有毒性, 且细胞ATP水平没有降低, 初步数据表

明, 该化合物有降低脂肪酸的作用[54]。近些年, 快速合

成 purpurone的方法也被人提出, 这也便于更好地研究

新的ACLY抑制剂[55]。

二羧酸, 3-噻二羧酸 [1,10双 (羧甲硫基) 癸烷] (图

6, 化合物 7), 是一种新型的二羧酸衍生物, 也可抑制

ACLY和脂肪酸合成酶活性[56]。它是硫取代脂肪酸类

似物, 相较于MEDICA16, 此化合物 β位的双甲基取代

被硫原子取代, 由于其对乙酰胆碱酯酶、脂肪酸合成酶

和HMG-CoA还原酶的抑制活性, 降低了肾病高脂血

症动物模型中的TG和胆固醇的水平[57]。经 3-硫代二

羧酸处理后, 大鼠血浆TG和胆固醇水平均降低, 胆固

醇生物合成限制酶 HMG-CoA 还原酶活性降低 58%,

因此认为 3-硫代二羧酸可通过减少 LDL-C的过量产

生而改善实验性肾病的高脂血症[56]。

从一种土壤真菌代谢物中分离出来的 2-氯-1,3,8-

三羟基-6-甲基蒽-9(10H)-酮 (图 6, 化合物 8) 是一种天

然的化合物, 对于这类化合物的寻找和筛选, 都是基于

它能够降低血清中TG和LDL-C的水平这一目的。蒽

酮 (化合物 8) 是一种有效的大鼠肝脏 ACLY 抑制剂 ,

经苹果酸脱氢酶 (MDH) 偶联酶法计算 , 其 IC50值为

283 nmol·L-1 [58]。酶学特性决定了其相对于底物柠檬

酸的竞争行为和对CoA及ATP的混合非竞争性抑制。

通过共价修饰活性中心试剂, 该研究组还开发了

新一类柠檬酸类似物 [图6, 化合物 9为顺式环氧 (-)-5,

化合物 10为反式环氧 (+)-6] 作为ACLY抑制剂, 是环

氧化物潜在活性位点定向的代表性化合物[59]。化合物

是基于经典的酶促机制来设计的, 其中活性位点亲核

试剂 (硫醇) 被认为与催化反应密切相关。考虑到催

化的机制涉及活性位点亲核硫醇基团的参与, 酸酐被

产生共价结合的柠檬酸酶加合物的活性位点的亲核试

剂攻击, 与无机磷酸 (Pi) 的释放一致。柠檬酸衍生物的

设计目的是共价修饰活性部位, 基于环氧化物衍生物与

底物柠檬酸有着高度相似性, 以及它有着通过打开环氧

化物环来共价修饰活性部位的亲核巯基, 从而使酶不可

逆失活的潜在能力。在进行潜在抑制剂抗大鼠ACLY

的动力学结果评价中, 化合物 9 (Ki = 18 μmol·L-1) 对大

鼠的ACLY有轻度的可逆抑制作用, 比化合物 10 (Ki =

400 μmol·L-1) 的效果增强了22倍[59]。

文献[60]报道 2-羟基 -N-芳基苯磺酰胺类化合物

可作为为ACLY抑制剂。为了找到能在动物模型中评

估抑制ACLY效能的口服活性化合物, 通过不懈努力,

3,5-二氯-N-(3,5-二叔丁基苯基)-2-羟基苯磺酰胺 (图 6,
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化合物 11) 被鉴定为 ACLY 的温和抑制剂 (IC50 =

1.1 μmol·L-1)[61]。随后对基于 2-羟基-N-苯基苯磺酰胺

药效基团的化合物进行了相似性挖掘, 在 10 μmol·L-1

下发现了多个超过 50%抑制作用的化合物。其中化

合物 12 (图 6) 的抑制作用最强 , IC50为 0.13 μmol·L-1,

是一种中等效力的细胞通透性 ACLY抑制剂, 由 3,5-

二氯-2-羟基苯磺酰氯和 4-甲氧基-(1,1'-联苯)-3-胺在

一定条件下反应得到。在HepG2细胞中, 该化合物对

总脂合成有抑制作用, IC50值为 8 μmol·L-1。在进行细

胞毒性实验中, 化合物 12在 50 μmol·L-1以下无细胞毒

性, 这表明了所观察到的脂质合成抑制不是化合物诱

导的细胞毒性所致。还有研究[60]发现, 当以高脂饮食

喂养的小鼠服用化合物 12时, 可观察到小鼠的血浆胆

固醇、TG水平均有所下降。可表明化合物12是2-羟基-

N-芳基苯磺酰胺类化合物中最有效的ACLY抑制剂。

上文提到 MEDICA16, 它对 ACLY抑制活性可能

是因为它能够模拟酶结合的柠檬酰辅酶A加合物。对

于这样的拟态, 一个羧酸基团可以与柠檬酸结合位点

结合, 而脂溶性烷基和其他羧酸基团可以与CoA结构

域相结合。Gribble等[62]认为通过在这些分子中加入

更多的“类柠檬酸”特征, 再加上能更有效地与CoA结

合位点相互作用的修饰, 可以设计出更有效的ACLY

抑制剂。作为识别与 CoA结合位点更有效结合的结

构修饰的一种手段 , 考虑了 ACLY 和 HMG-CoA 还原

酶的CoA位点之间存在结构相似性的可能性。HMG-

CoA还原酶是甲羟戊酸途径中一种依赖于 NADH的

酶 , 也是哺乳动物胆固醇生物合成中的关键调节酶 ,

HMG-CoA还原酶将HMG-CoA转化为甲羟戊酸, 同时

在此过程中释放CoA。随着临床有效抑制剂的发现和

商业化开发, 其抑制剂也在治疗高胆固醇血症中取得

了重大进展。大多数HMG-CoA抑制剂都含有一个疏

水部分, 它将化合物锚定在活性部位, 连接极性的两个

基团, HMG-CoA发生酶促反应后, CoA产物仅结合在

亲水性区域, 与酶的疏水部分的排斥作用促进了产物

的排出[63]。ACLY也出现类似的情况, 反应机制的最

后阶段依赖于酶结合的柠檬酰辅酶A加合物释放类似

的产物乙酰辅酶A。基于将亲脂基团连接到“类柠檬

酸头部”的概念, 他们开发了一系列 2-取代丁二酸作为

ACLY 的抑制剂, 进一步开展了 ACLY 抑制剂作为潜

在降脂剂的研究工作。

化合物 13～16 (图 6) 是 4个效果较好的ACLY抑

制剂,都属于丁二酸衍生物,有实验表明它们对大鼠ACLY

的抑制常数 Ki 分别为 3.3、2.6、2.9 和 1.2 μmol·L-1 [62]。

其中, 化合物 13表现出对柠檬酸呈竞争性抑制机制,

而对CoA呈非竞争性抑制机制。由结构可看出, 这几

个化合物的共同特点为均含有一个 2,4-二氯苯环, 其

中一个氯原子的邻位则连接了含多个原子的间隔基长

链。其中, 化合物 14相比于其他 3个化合物, 无叔羟

基, 但化合物 13、14、15三个化合物的 Ki值相差不大,

说明间隔物的性质与抑制效力和叔羟基团的存在无

关。化合物 16的抑制能力最好, 可被酶催化生成草酰

乙酸酯, 它与化合物 13和15的不同之处在于羰基间隔

物。进一步的研究表明, 这些化合物通过与柠檬酸位

点上的丁二酸部分结合而与ACLY相互作用, 它们的

亲和力受到了亲脂部分与相邻疏水结合区相互作用的

调节。然而丁二酸衍生物不能抑制 HepG2细胞中胆

固醇或脂肪酸的合成, 因为这些极性化学物质受到了

羧基的限制导致细胞渗透性很差。

抗霉素是从链霉菌中分离提取而出的, 其中被分

离出的具有生物活性的结晶被命名为 antimycin A[64]。

Schilling等[65]在1970年发现了已知成分antimycin A1～

A4。Antimycin A7和A8是Barrow等[66]于1997年发现的,

该文也报道了 antimycin A系列化合物对ALCY的抑制

作用。在分离的化合物中, 抗霉菌素A2和A8是两种最

有效的 ACLY抑制剂, A2 (图 6, 化合物 17a和 17b即包

括A2a和A2b) 的Ki值为4.2 μmol·L-1, A8 (图6, 化合物18a

和 18b即包括A8a和A8b) 的Ki值约为 4 μmol·L-1。抗霉

素A的每种化合物都是由两个密切相关的异构体混合

而成, 特征是存在一个羧基苯酚酰胺、一个双内酯九元

环和两个不同长度碳链的烷基侧链。异构体结构上的

不同之处在于双内酯九元环上的酯取代基上的烷基链

部分: 图中的R1在化合物 17中表现为丙基或异丙基,

它在化合物18中表现为异丁基或仲丁基。

丁二酸衍生物缺乏细胞渗透性, 这个问题通过开

发它们的前药得到了很好的解决[61]。Pearce等[67]报道

了 SB-201076 (图 6, 化合物 19) 是 ACLY 有效的抑制

剂 , 而 SB-201076 的细胞穿透剂— γ -内酯前药 , 即

SB-204990 (图 6, 化合物 20) 也有很好的降血脂作用。

SB201076 的结构与化合物 15 很相似 , 只增加了一

个羟基 , 对大鼠 ACLY [Ki = (1 ± 0.05) μmol·L-1] 和重

组人 ACLY [Ki = (1 ± 0.1) μmol·L-1] 抑制作用相同。

SB-201076对ACLY的抑制作用主要是与柠檬酸的竞

争性作用, 但有少量的非竞争性成分。口服SB-201076

可剂量依赖性地使鼠血浆胆固醇降低 46%以及甘油

三酯水平降低 80%, 约一周后出现效果; 在狗身上也

得到类似结果, 但用时更长且效果略差, 约 15天, 狗体

内的胆固醇浓度降低了 23%, TG水平降低了 38%[68]。

由于 SB-201076 是通过内酯水解在细胞内形成的 ,

SB-204990在无细胞环境下对ACLY无活性。然而在

30 μmol·L-1的 SB-204990 作用下 , 对 HepG2 细胞胆固
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醇合成和脂肪酸合成有强烈的抑制作用, 分别降低91%

和82%, 但较高浓度时也对细胞有毒性[67]。SB-204990

并不直接抑制 ACLY, 而是在肝细胞内被吸收并水解

为有效的 ACLY 抑制剂 SB-201076。SB-204990 在降

低 HepG2细胞胆固醇和脂肪酸合成方面也比羟基柠

檬酸高约 30倍, 从而为研究ATP柠檬酸裂解酶抑制剂

的降血脂作用提供了有用的物质。

2001年, 日本的某项专利报道了两种ACLY抑制

剂 (图 6, 化合物 21和 22), 它们是由 Islundicum青霉产

生的治疗高脂血症的次生代谢物ACLY抑制剂。该类

物质能抑制低浓度的脂合酶, 阻碍ACLY, 发挥降低血

清脂质 (TG和胆固醇) 的作用。化合物 21和 22具有

相同的骨架, 环A (红色部分) 的取代基不同。在对大

鼠肝脏酸性磷酸酶的酶学测定中, 化合物 21对ACLY

的抑制浓度为 4.0 μg·mL-1, 化合物 22对ACLY的抑制

浓度为6.4 μg·mL-1, 都具有较好的抑制效果[69]。

ETC-1002 (8-羟基 -2,2,14,14-四甲基十五烷-碘

酸) 是一种能够有效降低LDL-C, 调节ASCVD患者血

脂的 ACLY 抑制剂[70,71], 英文名为 bempedoic acid (图

6, 化合物 23)。该分子于 2004年首次报道, 被命名为

ESP55016[14]。Esperion Therapeutics 公司在 2019 年的

美国心脏学会 (AHA) 年会上用4项Ⅲ期的临床数据分

析结果表明, 对于具有 ASCVD或者患有高胆固醇血

症的患者, 基于使用他汀药物疗法且患者接受最高耐

受的基础上 , bempedoic acid 能够降低 LDL-C 水平约

18%[72]; 而对于一些不耐受他汀药物的患者, bempedoic

acid相对于安慰剂也能够使 LDL-C水平降低 25%[15]。

在编号为 NCT01751984[73]的一项临床试验中 , 在对

他汀类药物不耐受的患者中检测他们服用 ETC-1002

的效果。根据结果分析得出, 相对于安慰剂组, 服用

ETC-1002能显著降低LDL-C、TC、载脂蛋白B以及超

敏C反应蛋白 (hs-CRP) 水平, 但对于HDL-C和TG水

平并无影响。在动物模型中, ETC-1002可以预防血脂

异常和动脉粥样硬化[74,75]。有实验表明 , bempedoic

acid能够抑制大鼠原代肝细胞中脂肪酸和甾醇的合成,

诱导细胞内乙酰辅酶A、HMG-CoA、丙二酰辅酶A减少,

也对降低肥胖和代谢综合征大鼠的血浆非HDL-C、游

离脂肪酸水平有良好的效果[76,77]。2020年2月21日, FDA

批准了 Esperion 公司的降胆固醇新药 NEXLETOL

(bempedoic acid)。

ETC-1002通过直接抑制ACLY进而降低细胞内乙

酰辅酶A的浓度, 随着细胞内乙酰辅酶A水平的下降,

细胞内胆固醇浓度下降, 这种变化已知由甾醇反应元

件结合蛋白 (SREBP)/裂解激活蛋白系统感知[78]。在

细胞核中, SREBP结合了几个目标基因的睾酮反应元

件, 调节包括低密度脂蛋白受体 (LDL-R) 等基因的转

录。细胞内胆固醇水平的降低也刺激 LDL-R膜蛋白

的表达。总之, ETC-1002能上调LDL-R的活性使其表

达增加导致循环中的LDL摄取增加, 因而能够显著降

低血浆LDL-C的生成[79]。使用ETC-1002治疗的优点

在于不会因服用他汀类药物而出现可能的肌痛症状。

肌痛源于肌肉HMG-CoA还原酶的抑制[80]。ETC-1002

需要被ACSVL1激活, 这种激活主要发生在ACSVL1

高表达的肝脏中 , 而 ACSVL1 在骨骼肌中较为缺乏 ,

ETC-1002并不会发生激活, 从而避免了他汀类药物的

肌肉毒性。所以, ETC-1002与他汀类药物区别的一个

重要特征在于它对肝脏的特异性作用。

Kenneth Verstraete团队[22]于 2019年报道了ACLY

全酶四聚体的结构, 让人们对氧化Krebs循环柠檬酸

合成酶的起源有了更深入的了解, 也为研究人类ACLY

活性奠定了很好的分子基础。同年, Tong团队[21]基于

人类ACLY的结构, 通过冷冻电子显微镜观察了一种

抑制剂 NDI-091143 与人的全长 ACLY 同源四聚体结

合后发生相互作用形成的复合物的结构特征及ACLY

所产生的构象变化, 揭示了一种能有效抑制ACLY的

变构机制。Tong团队经筛选后发现了一系列小分子

ACLY抑制剂, 其中NDI-091143 (化合物 24, 图 6) 比 2-

羟基-N-芳基苯磺酰胺类化合物具有更好的抑制效果,

NDI-091143的抑制常数Ki为 7.0 nmol·L-1, 用ADP-Glo

分析法测得的 IC50为 2.1 nmol·L-1。他们根据电子显微

镜观察到的结果分析发现, NDI-091143与ACLY的柠

檬酸结构域 (图1中的结构域5) 结合, 但是结合位点不

同于柠檬酸与ACLY的结合位点, 而是处于柠檬酸结

构域核心的一个疏水空腔中。结合后构象发生了改

变, NDI-091143为了使ACLY中的柠檬酸结构域稳定

不发生过大变化, 间接阻断柠檬酸去结合或识别结构

域上的位点, 这就是他们发现的新的变构机制, 能有效

抑制 ACLY 的催化。上述行为也说明了 NDI-091143

与柠檬酸之间存在竞争性。变构位点及机制的发现也

为开发和研究新的ACLY抑制剂提供了更好的基础。

3 小结

虽然现在常用的降血脂药物的有效性和安全性已

经得到了一定的保证, 但是依旧还有一些患者使用后

达不到预期的 LDL-C 目标值 , 仍有 CVD 风险存在。

目前需要一种降血脂的药物, 针对一些不耐受他汀类

药物或者只耐受低剂量的患者服用, 在LDL-C治疗目

标达不到时补充它们的效果, 达到更加有效且安全的

作用。鉴于ACLY在调节细胞脂质合成的关键底物可

用性方面的核心作用, ACLY是这类药物开发的一个

非常有吸引力的靶点。ACLY处于脂质和胆固醇合成
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的上游位置, 即作用于HMGCR的上游, 是第一个触发

这两个生物合成过程的酶, 体现了ACLY抑制剂在降

脂方面的显著治疗地位。Ference等[81]的孟德尔随机

化研究也表明了ACLY评分与 LDL-C水平密切相关,

LDL-C水平每降低 10 mg·dL-1, ACLY评分与主要心血

管事件风险降低 17.7%。这在遗传学角度为ACLY抑

制剂用于降血脂方面的研究奠定了有力基础。

许多ACLY抑制剂被评估为在阻断或减少脂肪酸

或胆固醇合成的治疗中有很好的潜在作用。已经有多

个动物实验和人类临床试验证明, ACLY抑制剂可以

显著改善血脂紊乱情况, 也在抑制动脉粥样硬化病变

有着良好的效果[7]。这些抑制剂具有与他汀类药物相

当的效果, 并且比其他非他汀类降脂药物 (尤其在降

低LDLC方面) 有一些潜在的优势。已有临床证据显

示[14,15,82], 在服用他汀药物最大的耐受剂量的治疗后仍

达不到 LDL-C 目标时 , bempedoic acid 作为单一疗法

或与 ezetimibe或他汀类药物联用对降低 LDL-C有着

显著的效果, 若对于他汀类药物不耐受或不能使用的

患者单独使用 bempedoic acid或者联合其他降脂药物

如 ezetimib也是有良好作用的。如今, bempedoic acid

已获得美国FDA的批准, 这也是20年来美国首次批准

的新型口服降脂药物, 这说明ACLY抑制剂在降低血

脂方面具有良好的发展前景。

以ACLY作为潜在靶点开发新的抑制剂, 可以从

多方面进行考虑。一方面可以从其结构出发, 与其他

通路上作用于血脂的靶点相结合, 设计双靶标抑制剂

以达到更好的多重抑制效果; 另一方面可以通过分子

对接等手段进行虚拟药物筛选, 并基于已报道的能有

效抑制ACLY的变构机制及位点, 以期找到有效的小

分子能作为ACLY的高亲和力抑制剂; 对于一些已证

明有抑制活性但是因细胞通透性或者细胞毒性的限制

而无法使用的, 可以考虑在结构上进行适当的改造。

当然, 药物的有效性、安全性还是需要临床试验来进一

步证明。ACLY在脂代谢中处于战略性地位, 它很可

能为血脂异常患者降低其血脂提供一个独特有效的治

疗效果。本文从ACLY的结构、生化反应作用机制等

出发, 探讨了ACLY与脂质代谢的关系, 并简述了一些

ACLY抑制剂的来源以及其设计思路。如今已有一些

Figure 6 ACLY inhibitors (compounds 1-24)
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研究调查了ACLY的药理或遗传抑制是否可以在不增

加不良作用的情况下降低血浆 LDL-C的水平。未来

的研究还需根据ACLY的作用机制, 探讨ACLY在代

谢途径调节中的作用及其治疗潜力, 研究设计开发出

更多安全高效的抑制剂从而达到更好的降血脂效果。
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