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Nrf2: 非酒精性脂肪性肝病的新靶点
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摘要: 肝脏是机体重要器官, 具有代谢、解毒等多种功能。由于生活方式的急剧改变和公共卫生水平的提高, 非

感染性疾病发病率显著上升, 从根本上改变了世界大多数地区的疾病特点。目前, 全球非酒精性脂肪性肝病 (non-

alcoholic fatty liver disease, NAFLD) 的患病率大约为 25%, 约 59.10%的NAFLD患者在 5年内进展为非酒精性脂肪

性肝炎 (non-alcoholic steatohepatitis, NASH), 约 41%的NASH患者进展为纤维化。NAFLD已成为全球最主要的肝

脏疾病之一, 并可能在未来几十年内成为终末期肝病的主要原因。NAFLD和相关肝硬化会给患者、医疗保健系统

和社会带来巨大经济负担。由于目前尚无获得美国食品和药品管理局 (Food and Drug Administration, FDA) 批准治

疗的药物, NAFLD的治疗主要仍依靠运动和饮食等生活方式的改变。氧化应激和炎症是肝脏疾病发生和发展过程

中最重要的病理过程。核因子E2相关因子 2 (nuclear factor erythroid-2-related factor 2, Nrf2) 是机体抗氧化应激系

统的关键调节因子, 具有抗炎、抗氧化等多种功能。多项研究表明Nrf2通路显著影响NAFLD的进展。本综述旨在

总结Kelch样ECH-关联蛋白 1-Nrf2-抗氧化反应元件 (Keap1-Nrf2-ARE) 信号通路在NAFLD发病机制中的调节作

用, 并揭示Nrf2作为NAFLD治疗靶点的潜力。
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Abstract: The liver is an important organ of the body, which has many functions, such as metabolism and

detoxification. Due to the rapid change of lifestyle and the improvement of public health, the incidence rate of

non-communicable diseases has increased significantly, which fundamentally changed the disease characteristics in

most parts of the world. At present, the global prevalence of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is about

25%. Moreover, about 59.10% of NAFLD patients progress to non-alcoholic steatohepatitis (NASH) within 5

years, and about 41% of NASH patients progress to fibrosis. NAFLD has become one of the most important liver

diseases in the world and may become the main cause of end-stage liver disease in the next few decades. In

addition, NAFLD and related cirrhosis will bring huge economic burden to patients, health care system and society.

Since there are currently no medications available that have been approved by Food and Drug Administration

(FDA), NAFLD is still treated mainly through lifestyle changes such as exercise and diet. Oxidative stress and

inflammation are the most important pathological processes in the occurrence and development of liver diseases.

Nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (Nrf2) is a key regulator of the body's antioxidant stress system, with

anti-inflammatory, antioxidant and other functions. Many studies have shown that Nrf2 pathway significantly
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affects the progression of liver diseases. In this review, we aimed to summarize the regulatory role of the

Kelch-like ECH-associating protein 1 (Keap1)-Nrf2-antioxidant response element (ARE) signaling pathway in the

pathogenesis of NAFLD, and to reveal the potential of Nrf2 as a therapeutic target for NAFLD.

Key words: nuclear factor erythroid-2-related factor 2; non-alcoholic fatty liver disease; insulin resistance;

oxidative stress; drug development

1 NAFLD的发病机制

非酒精性脂肪性肝病 (non-alcoholic fatty liver

disease, NAFLD) 是全球范围内最常见的慢性肝病[1],

患病率大约为 25%[2]。其特征为在没有肝病危险因素

(如酗酒、致肝损伤药物和慢性肝病等其他病因) 的情

况下, 超过 5%肝细胞中出现脂质过度积累、炎症和纤

维化[3,4]。NAFLD 的发病机制尚未完全阐明 , 已经为

社会带来巨大经济负担[5]。Day等[6]在 1998年提出的

“二次打击”假说得到了众多科学家的认可 , 是目前

NAFLD的发病机制的经典学说。该假设将胰岛素抵

抗 (insulin resistance, IR) 导致的肝脏新生脂肪合成增

强和分解减少, 从而造成肝组织脂质沉积视为“第一次

打击”的关键因素。脂质沉积使进入肝细胞的游离脂

肪酸增加, 导致包括氧化应激、炎症反应和线粒体功能

障碍等的“第二次打击”, 其中氧化应激起核心作用[7]。

肝细胞中过度产生的活性氧 (reactive oxygen species,

ROS) 和炎症因子进一步激活Kupffer细胞和肝星状细

胞, 导致肝脏炎症和纤维化[8]。因此, 抑制肝脏氧化应激

和ROS过量产生是NAFLD预防和治疗的关键方法[9]。

然而, 进一步研究发现,“二次打击”学说似乎过于

简单, 很难概括人类NAFLD的复杂性。目前, 包括饮

食、基因、表观遗传、糖脂代谢紊乱、炎症反应、肠道菌

群紊乱等在内的“多重打击”学说正逐渐被广泛接受[10]。

该假说认为, 饮食习惯、环境、遗传因素可导致肥胖、IR、

肠道微生物改变[11]。脂质沉积进一步引发氧化应激、

内质网应激、自噬等病理过程。肝脏内氧化应激和肠

道通透性改变会进一步导致炎症和肝纤维化。

2 Keap1-Nrf2-ARE通路与肝细胞防御系统

肝脏具有相对较高的代谢活性, 是负责生物转化

和解毒的主要器官, 这些特性使肝脏暴露于ROS的风

险增加[1]。在肝细胞中, 不饱和游离脂肪酸主要在线

粒体和细胞色素 P450 (cytochrome P450, CYP450) 系

统通过氧化和硝化产生大量 ROS。肝细胞具有多种

防御系统, 可防止内源性和外源性氧化剂和亲电试剂

的毒性作用: ① 通过一相代谢酶如CYP450酶, 增加其

极性和水溶性; ② 通过二相代谢酶如谷胱甘肽 S转移

酶 (glutathione S-transferase, GST) 和尿苷二磷酸-葡萄

糖醛酸转移酶 (UDP-glucuronosyltransferases, UGTs)

将一相代谢酶的产物与亲水基团结合, 以促进其排泄;

③ 通过抗氧化酶如超氧化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化

物酶、过氧化氢酶, 使 ROS 失活; ④ 通过外排转运蛋

白, 与二相代谢酶协同外排有毒代谢物; ⑤ 含有硫醇

结构的还原性物质如谷胱甘肽 (glutathione, GSH) 和

硫氧还蛋白, 其功能是维持细胞内的还原条件并使亲

电化合物失活。重要的是, 这些细胞保护酶的编码基

因多数在其启动子区域中含有抗氧化反应元件 (anti‐

oxidant responsive element, ARE)。ARE是一种顺式增

强子序列, 可介导基因的转录激活, 以响应细胞氧化还

原状态的变化[12]。

核因子 E2 相关因子 2 (nuclear factor erythroid-2-

related factor 2, Nrf2) 是一种碱性的亮氨酸拉链蛋白,

是激活ARE的关键转录因子, 广泛存在于包括肝脏、

肺、肠、肾脏在内的大量组织中[13]。Nrf2的蛋白半衰期

较短, 约为 13～20 min[14]。在生理状态下, 细胞质中的

细胞骨架锚定蛋白 Kelch 样 ECH 相关蛋白 1 (Kelch-

like ECH-associated protein 1, Keap1) 通过双甘氨酸重

复区域 (DGR) 与Nrf2的N端部分的Nrf2-ECH同源 2

(Neh2) 结构域结合, 将其转运到泛素蛋白酶体中以进

行降解从而调节其活性[15]。此外, 当自噬途径受损且

p62过量积累时, Keap1可与p62结合, 不能再结合Nrf2,

导致 Nrf2信号传导增加[16]。当 Keap1-Nrf2-ARE通路

被 ROS 激活后, Keap1 与 Nrf2 解离, 随后 Nrf2 易位到

细胞核与ARE结合并促进许多抗氧化蛋白的转录[17]。

Keap1含有25个半胱氨酸残基 (Cys), 在这些残基中, 包

括Cys273和Cys288在内的4个Cys被鉴定为从Keap1-

Nrf2复合物释放Nrf2的关键位点[18]。同时, Nrf2的磷

酸化是Nrf2与Keap1分离的必要条件, 蛋白激酶C、磷

脂酰肌醇 3-激酶、p38丝裂原活化蛋白激酶、磷酸肌醇

3-激酶 (PI3K)/蛋白激酶 B (AKT) 在内的多种激酶可

磷酸化 Nrf2 并改变其靶基因的转录[19]。Nrf2 调控的

下游蛋白参与多种细胞功能, 包括药物代谢、ROS清

除、还原型 GSH 稳态等[11]。此外, Nrf2还可调节脂质

代谢、炎症、细胞增殖和分化等多种基因表达[20]。

3 Nrf2与NAFLD“第一次打击”

IR 导致的脂质沉积被视为 NAFLD 的“第一次打

击”。肝脏在脂肪酸、胆固醇、磷脂等脂质代谢中起关
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键作用。在生理状态下, 肝细胞将多余的葡萄糖转化

为脂肪酸, 其可进一步转化为甘油三酯储存在脂滴中,

或合成磷脂转运到生物膜中[21]。正常情况下, 甘油三

酯、胆固醇和磷脂一起组装成极低密度脂蛋白

(VLDL) 颗粒, 这些颗粒可分泌到血液中, 随后以脂滴

形式储存在其他组织中, 从而防止甘油三酯在肝细胞

中的过量积累。另一方面, 当葡萄糖摄入量不能满足

机体能量需求时, 肝细胞通过溶酶体降解途径分解储

存在脂滴中的甘油三酯和胆固醇 , 提供游离脂肪酸

(FFA), 以维持线粒体 β-氧化速率和产生三磷酸腺苷

(ATP)。当脂肪酸含量超过细胞的 β-氧化能力时, 将导

致肝细胞中脂肪的过量积累, 造成肝细胞脂肪变性[22]。

肝脏脂肪变性增加了游离脂肪酸的氧化和三羧酸循环

的速率, 导致线粒体呼吸链电子泄漏率增加, 造成更多

的自由基生成, 并增加过氧化物酶体中的过氧化氢产

生。微粒体氧化还通过 CYP2E1 和 CYP4A 促进氧化

应激。游离饱和脂肪酸进入膜磷脂会损伤内质网, 导

致Ca2+释放, 这有可能进一步损伤相邻线粒体并促进

细胞死亡[23]。

Nrf2 参与肝脏脂肪酸的代谢。Yates等[24]的一项

微阵列研究表明, Nrf2的激活抑制了脂肪酸合酶等脂

肪合成的关键酶的表达, 同时降低了肝脂质的水平。

在NAFLD患者和饮食诱导的肥胖小鼠的Nrf2表达水

平上调, 而Nrf2缺乏可通过抑制自噬途径导致肝脂在

体内和体外积累[25]。Li 等[26]也同样发现 Nrf2 敲除

(knockout, KO) 小鼠在高脂饮食 (HFD) 诱导后表现出

更严重的代谢综合征和肝脂肪变性。最近也有研究发

现, 通过自噬和 p62介导的Nrf2激活可改善小鼠肝脏

免受脂毒性[27]。这些研究都是在年轻小鼠 (8～10 周

龄) 上进行的。采用Nrf2缺失 (C57BL/6) 的老年小鼠

(25周龄) 的研究表明, Nrf2对肝脏脂肪酸代谢几乎没

有影响[28], 使用大约 6个月大的小鼠进行HFD诱导也

未能检测到Nrf2对肝脏脂肪酸代谢的影响[29]。

然而, 最近许多研究也表明Nrf2缺失可改善 IR和

脂质积累[30]。Shin等[31]研究发现, 在HFD诱导下, Nrf2

缺失小鼠的体重比野生型小鼠更轻。Pi等[32]表明, 在

HFD诱导下, 靶向敲除Nrf2可减少脂肪组织质量并缓

解 IR。并且, Nrf2敲除的小鼠在喂食高脂肪饮食时表

现出比野生型小鼠更好的胰岛素敏感性[33]。Xu等[34]

发现, 在Keap1敲低小鼠中 (Nrf2活性增强), 会增加高

脂饮食诱导的肥胖和脂质积累。以上使用 Nrf2全身

性敲除而非组织特异性敲除的研究结果表明, Nrf2在

高脂肪饮食喂养下对 IR和脂质积累起重要作用。

研究表明[35], 与对照小鼠相比, 特异性敲除肝细胞

Nrf2的雌性小鼠可改善HFD诱导的 IR、炎症反应和肝

脏脂质沉积。而在特异性敲除脂肪细胞 Nrf2的肥胖

自发突变的纯合子 (ob/ob) 小鼠中, IR、高血糖和高甘

油三酯血症比对照小鼠更严重[36]。在一项研究中[37],

使用靶标特异性敲除 Nrf2小鼠研究了 Nrf2在不同组

织中的特异性作用, 结果表明, 在肝细胞中 Nrf2特异

性缺失的小鼠表现出胰岛素敏感性的改善; 相反, 脂肪

细胞中 Nrf2的特异性缺失会加重高脂肪饮食喂养的

小鼠 IR。因此, Nrf2在 IR中的确切作用机制尚未完全

阐明。Nrf2在不同周龄小鼠及不同组织细胞对脂质沉

积和 IR发挥完全不同甚至相反的作用。此外, 高脂肪

饮食喂养时间长短的差异、小鼠肥胖严重程度和动物

遗传背景都可能对 IR产生影响。目前仍缺乏有力证

据直接证实 Keap1-Nrf2-ARE通路激活或抑制与改善

IR之间的关系, Nrf2对 IR和脂质代谢的作用仍有待进

一步研究 (图1)。

4 Nrf2激活改善NAFLD“第二次打击”

肝脏脂质沉积引发的包括氧化应激、炎症反应、纤

维化等一系列病理过程被称为 NAFLD 的“第二次打

击”, 其中氧化应激发挥重要作用[38]。Keap1-Nrf2-

ARE通路在清除ROS中起关键作用。因此, Nrf2的激

活被认为可改善“第二次打击”来抑制NAFLD的进展

(图 2)。作为抗氧化反应的主要调节因子, Nrf2增强了

许多参与 ROS 清除的基因的表达[11]。与野生型小鼠

相比 , Keap1 敲低小鼠超氧化物歧化酶 (superoxide

dismutase, SOD) 和血红素加氧 1 (heme oxygenation 1,

HO-1) 等消除ROS的酶转录上调[39]。小鼠Nrf2肝脏特

异性过表达可防止长期暴露于蛋氨酸胆碱缺乏饮食

(methionine/choline deficiency diet, MCD) 引起的氧化

应激[40]。此外, 与对照组相比, 使用Nrf2激活剂氰烯酮

处理后, 高脂加高果糖饮食诱导的小鼠谷胱甘肽/谷胱

甘肽二硫化物 (GSH/GSSG) 的比例增加[41]。

Figure 1 Nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (Nrf2) and

the non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) "first hit". The role

of systemic knockout (KO) Nrf2 in insulin resistance is controver‐

sial and needs to be further studies; Nrf2 liver specific KO can

improve insulin resistance; Nrf2 lipid specific KO further aggra‐

vates insulin resistance
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炎症和纤维化是“第二次打击”的关键特征, 可促

进 NAFLD 向非酒精性脂肪性肝炎 (non-alcoholic

steatohepatitis, NASH) 的发展[42], 已发现 Nrf2 激活可

防止 NASH 的发生和进展[43]。据报道, 在 Keap1敲低

的小鼠中Nrf2的激活可抑制脂肪性肝炎。同时, Nrf2

激活发挥了有效的抗炎作用[44]。而 Nrf2 敲除的小鼠

在喂食 MCD 饮食或 HFD 时更易发生 NASH[45]。在

HFD诱导下, Nrf2敲除小鼠的核因子活化B细胞 κ轻

链增强子 (NF-κB)、白介素-6 (interleukin-6, IL-6) 和肿

瘤坏死因子 α (tumor necrosis factor α, TNF-α) 的水平

增加更为显著[46]。同样与野生型小鼠相比, MCD饮食

诱导的 Nrf2 敲除小鼠中 IL-1β、TNF-α、环加氧酶 2

(cyclooxygenase 2, COX2) 的转录水平显著增加[47]。

肝纤维化是慢性肝损伤和炎症所致的肝内结缔组

织异常增生。当病情加重时, 肝纤维化可进展为肝硬

化甚至肝癌[48]。在小鼠终末期肝硬化时, 肝Nrf2显著

下调, 从而促进疾病进展[49]。谷氨酸-半胱氨酸连接酶

催化亚基 (glutamate-cysteine ligase catalytic, GCLC) 和

谷氨酸-半胱氨酸连接酶调节亚基 (glutamate-cysteine

ligase modulator, GCLM) 作为Nrf2调控的下游蛋白可

参与GSH合成, 具有抑制肝纤维化的作用[50]。Nrf2在

Keap1敲除小鼠肝细胞中的过表达可使氧化应激、炎

性细胞和纤维化减少[51]。在 3,5-二乙氧羰基-1,4-二氢

黏连蛋白 (DDC) 诱导的胆道纤维化模型中, Nrf2敲除

会加重肝纤维化的发生, 而在Keap1敲低的小鼠中肝

纤维化被显著抑制[52]。Lyu 等[53]研究报道 , 肝细胞特

异性Nrf2敲除可加剧CCL4诱导的炎症和纤维化。川

芎嗪 (ligustrazine) 是一种具有抗纤维化作用的化合

物, 在 Nrf2敲低小鼠中, 川芎嗪对肝纤维化的治疗作

用降低[54]。使用TBE-31对Nrf2的药理学激活可降低

高脂加高果糖饮食诱导的NASH小鼠肝纤维化[41]。其

他Nrf2激活剂如 oltipraz (OPZ) 和NK-252都显著减弱

了NASH大鼠肝纤维化的进展[55]。在肝脏中, Nrf2通

过促进成纤维细胞分化发挥抗纤维化作用, 且在肝星

状细胞 (hepatic stellate cells, HSC) 中Nrf2激动显示出

对TGF-β1的抑制作用[56]。相反, Nrf2敲低可诱导HSC

活化 , 增加Α-平滑肌肌动蛋白表达 , 并诱导 TGF-β1/

Smad通路活化[57]。总之, 已有证据表明, 激活Keap1-

Nrf2-ARE信号通路可能是预防肝纤维化的有效策略。

此外, 有研究发现内质网应激通过自噬诱导HSC活

化[58], 内质网应激在NAFLD“多重打击”学说中也发挥

重要作用[59]。有研究证明Nrf2的药理学激活可显著改

善高脂肪加果糖饮食诱导的内质网应激[40]。Giudetti

等[60]同样发现, Nrf2激活可改善HFD诱导的大鼠肝脏

内质网应激。Morgan 等[61]报道了 Nrf2 可通过介导

CYP2A5减少肝细胞内等内质网应激。

5 Nrf2: NAFLD的治疗靶点

到目前为止 , 生活方式的改变仍是早期 NAFLD

最有效和最可靠的干预措施, 然而接近半数的患者很

难采纳和实施。尽管NAFLD造成的医疗和社会经济

负担越来越重, 但目前仍缺乏获得FDA批准的药物和

治疗方案。由于发病机制的复杂性, 目前针对NAFLD

的新药研发主要从代谢、炎症、纤维化 3个方面入手。

截至 2021年底已有超过 10种NASH治疗药物进入 III

期临床试验, 其中仅FXR受体激动剂奥贝胆酸 (OCA)

完成 III期临床试验, 考虑到潜在风险, FDA尚未批准

其应用于临床。Keap1-Nrf2-ARE 通路在氧化应激和

炎症中的关键作用使其激动剂有望治疗NAFLD。其中

腺苷酸活化蛋白激酶 (AMPK) 和Nrf2激动剂Oltipraz

已经进入 III期临床阶段。已知的大多数Nrf2激活剂

是 Keap1-Nrf2 蛋白-蛋白相互作用 (PPI) 的间接抑制

剂 , 即通过与 Keap1 Cys 的巯基共价结合 , 进而抑制

Keap1与Nrf2相互作用, 诱导Nrf2解离, 抑制其泛素化

降解促进核转位。大多数Nrf2激活剂具有亲电性[62],

但这些亲电性激活剂可能通过与其他重要细胞蛋白的

Cys反应而引起“脱靶”, 因此直接抑制Keap1-Nrf2 PPI

Figure 2 Nrf2 activation improves NAFLD "second hit". Under

physiological conditions, Keap1 binds to Nrf2 and transports it to

the ubiquitin proteasome for degradation. When the Keap1-Nrf2-

ARE pathway is activated, Nrf2 dissociates from Keap1, and then

translocates to the nucleus to bind to the ARE and promote the

transcription of downstream proteins which can improve inflamma‐

tion, oxidative stress and fibrosis in liver. Keap1: Kelch-like ECH-

associated protein 1; ARE: Antioxidant responsive element; PI3K:

Phosphatidylinositol-3-kinase; AKT: Protein kinase B; HO-1: Heme

oxygenase 1; GCLC: Glutamate-cysteine ligase catalytic; GCLM:

Glutamate-cysteine ligase modulator; ROS: Reactive oxygen species
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成为一种更加可靠的Nrf2激活策略[63]。近些年, 已报

道了几种小分子直接抑制剂通过与Keap1 Kelch结构域

的非共价结合抑制Keap1-Nrf2 PPI[64]。Nrf2的激活已

成为 NAFLD 的新型治疗策略, 更多的 Nrf2激活剂有

待于被发现和开发成有效的治疗或预防药物。目前已

有大量研究发现了一系列对NAFLD/NASH具有改善

作用的Keap1-Nrf2-ARE通路激活剂 (表1[41,54,60,65-76])。

6 总结与展望

NAFLD (包括肝脏脂质代谢紊乱、氧化应激、炎

症、纤维化) 的发病率逐年增加。由于氧化应激和炎

症在 NAFLD 中具有重要作用, Keap1-Nrf2-ARE 通路

被认为是有希望治疗 NAFLD 的药理学治疗新靶点 ,

目前正在全球范围内进行研究。Nrf2 在 NAFLD 的

“第一次打击”中发挥的作用目前仍存在争议, 有待于

进一步探讨。但已有足够证据证明 , Nrf2 的激活在

NAFLD的“第二次打击”中具有明确的积极作用。目

前已发现多种化合物通过激活 Nrf2 通路, 在 NAFLD

中发挥抗氧化和抗炎作用, 但迄今为止尚无相关药物

获得FDA批准上市。相比于亲电性的Keap1-Nrf2 PPI

的间接抑制剂带来的“脱靶”反应, Keap1-Nrf2 PPI的

直接抑制剂似乎更有潜力被开发成有效治疗药物。

Keap1-Nrf2-ARE通路的药理学激活是治疗NAFLD有

前途的新策略。
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