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低氧诱导因子与氧感受器
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[摘要 ]　低氧诱导因子 (H IF)是人们探索低氧调节促红细胞生成素 (EPO )机制的过程中被发现的, H IF 是 EPO 低氧调节的

关键转录因子,也是其他各种低氧诱导基因调节的关键转录因子,它的活性复合体是由 2个亚单位组成的异构体。近年来,通

过对H IF 低氧调节的深入研究,发现了 2种氧依赖酶: 脯氨酸和天冬氨酸羟化酶,这是高等生物中首次被系统研究的氧感受

器。本文分别从H IF 的结构功能、低氧对H IF 调节和氧感受器等方面综述有关研究进展。
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Hypox ia- induc ible factors and oxygen sen sors
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M edicine, Second M ilitary M edical U n iversity, Shanghai 200433, Ch ina)

[ABSTRACT ]　T he eryth ropo iet in (EPO ) system w as used to study the mo lecu lar m echan ism s associated w ith the induction

of hypox ia responsive genes and from these invest igat ions the hypox ia2inducib le facto rs (H IF s) w as iden tified as a key tran2
scrip t ional hypox ic regu lato r of EPO. Subsequen t research has now found that a large num ber of o ther hypox ia2inducib le

genes are also induced by H IF under hypox ic condit ions. T he H IF transcrip t ional comp lex is a heterodim er consist ing of an al2
pha subun it and a beta subun it. R ecen tly, tw o oxygen senso r, oxygen2dependen t p ro lyl and asparaginyl hydroxylat ion w ere

found, and it is the first t im e that the oxygen senso r had been described fo r h igher o rgan ism s. T h is review focused on the

structu re and functions of H IF and the regu lat ion of H IF p ro tein s by hypox ia and oxygen senso rs.
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Ξ
　 氧气是需氧生物不可缺少的物质,在长期进化过程中,

生物体形成了从环境中有效获取氧的能力,这种能力主要是

通过呼吸和循环系统实现的。氧气过量可导致体内自由基产

生增多,对机体造成伤害;氧气不足可引起机体细胞缺氧,也

可危害机体。所以,为了同时避免氧过多或缺乏对机体的危

害,机体要通过多种机制将氧的供应调节到一个恰当的生理

浓度范围[1 ]。

在细胞水平上,低氧使细胞减少氧化磷酸化,使A T P 的

生成主要依赖加快糖酵解速度来实现, 以降低细胞的氧消

耗。为适应长期低氧,细胞会上调与糖酵解有关酶和葡萄糖

转运蛋白的表达; 在组织器官水平上,细胞低氧可提高血管

内皮生长因子 (V EGF)的表达, V EGF 作用于内皮细胞上,

刺激新生血管的形成,提高局部氧的供应;在系统水平上,可

通过激素调节机体氧的运输能力,低氧刺激肾脏分泌促红细

胞生成素 (EPO ) , EPO 可增加红细胞数量,提高血液的运氧

能力[2, 3 ]。在许多疾病状态下,如肿瘤、中风、心肌梗死等,这

些适应性调节发生紊乱,成为病理性因素之一。

多年来, EPO 表达调控一直被用作低氧诱导基因研究

的模型,低氧诱导因子 (H IF )就是作为 EPO 基因表达的转

录因子被首先确定的。进一步研究H IF 发现,大多数低氧诱

导基因的低氧诱导途径是通过H IF 实现的。因此, H IF 常被

称为低氧适应调节的管家转录因子[4 ]。

1　H IF的基本结构与功能

早就有人发现,低氧刺激肾脏分泌 EPO 是登山运动员

红细胞数量增多的原因,全长人 EPO 序列的克隆使人们开

始从基因表达水平上来研究肾脏分泌 EPO 的调控机制。研

究表明, EPO 的 3′端增强子部位存在低氧诱导区,该区可结

合一种蛋白复合物, 命名为H IF21。H IF 属于DNA 结合蛋

白,是由 Α和 Α两个亚单位组成的异源二聚体, Α和 Β亚单位

同属 bHL H öPA S 基因家族, 其中 Α亚单位有 3 种, 分别为

Α1、Α2和 Α3。H IF 的 bHL H 区含有DNA 结合区和HL H 原

发二聚体界面, PA S 区由约 300 个氨基酸残基组成, 含有

PA S2A 和 PA S2B 两个半保守重复区, PA S 区与 HL H 区共

同形成继发二聚体界面 (图 1)。除H IFΑ外, H IFΒ也可与其

他许多 bHL H öPA S 蛋白形成具有转录活性的异源二聚体。

H IFΑ1 和 H IFΑ2 的生物化学性质非常相似, 识别同样的

DNA 结合区,但各自具有独特的生物学效应。如胚胎发育过

程中, H IFΑ1 调节血管生长, H IFΑ2 则调节儿茶酚胺的生

成[5, 6 ]。

作为转录活化因子, H IF 作用于目的基因的增强子序
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列,调控多种基因的低氧诱导表达。这些基因主要包括葡萄 糖代谢、细胞生长、氧运输和传递等[7 ] (表 1)。

图 1　低氧诱导因子的基因结构

F ig 1　Gene structures of H IF

Bo th bHL H and PA S are essen tial fo r dim erization and DNA 2binding. bHL H: Basic helix2loop2helix dom ain;

PA S: Dom ain w ith A and B repeats, am ino2term inal(N ) and carboxyl2term inal(C) nuclear localization signal (NL S) ;

TAD: T ransactivation dom ain; ID: T ranscrip tional inh ib ito ry dom ain

表 1　H IF-1调控的基因

F ig 1　H IF target genes and the ir

roles in oxygen hom eostasis

Catego ries T arget genes

Gluco se m etab lism A ldo lase A , aldo lase C, eno lase 1 (ENO 1) ,

gluco se transpo rter 1, glyceraldehyde

pho sphate dehydrogenase, hexok inase 1 and 2,

lactate dehydrogenase A , pho sphofructok inase L ,

pho sphoglycerate k inase 1, pyruvate k inase M ,

gluco se transpo rts21 and 3

Cell grow th Insu lin2like grow th facto r 2 ( IGF22) , IGF

binding p ro tein 1 and 3, P21, P35srj

O xygen transpo rt L ep tin, transferrin, transferrin recep to r,

　o r delivery eryth ropoeit in (EPO ) , tyro sine hydroxylase,

vascu lar endo thelial grow th facto r (V EGF) ,

V EGF recep to r FL T 21, p lasm inogen activato r

inh ib ito r21, Α1B adrenergic recep to r, n itric

ox ide synthase 2 (NO S2) , hem e oxygenase,

in test inal trefo il facto r, adrenom edulin,

ceru lop lasm in, endo thelin21

O thers Cycto2oxygenase22, co llagen p ro lyl hydroxylase

Α, p resen ilin 1 and 2,VL 30, P53srj, ET S21, D EC1

2　低氧对 H IF的调节

细胞感受氧分压并将该信号传递到H IF 的分子机制,是

研究H IF 面临的最大挑战之一。早期研究认为,氧水平能影

响H IFΑ的稳定性、亚细胞定位、DNA 结合能力和转录活性。

在常氧条件下, H IFΑ非常容易被降解, 其降解途径是泛素2

蛋白水解酶复合体,抑制蛋白水解酶复合体或缺失泛素依赖

酶均能阻断这一过程; 在低氧条件下, H IFΑ降解过程被阻

断,导致H IFΑ堆积。这一研究结果主要得益于对一种遗传疾

病的深入研究,该疾病被称为V on H ippel2L indau (V HL )综

合征, 其主要特点是血管增生, 原因是 V EGF 表达增多。

V HL 是一种抑癌基因,V HL 综合征根本原因是V HL 缺乏。

V EGF 是一种低氧诱导基因,是H IF 的目标基因之一,提示

V HL 综合征可能与H IF 有关。M axw ell等[8 ]研究发现,与正

常细胞不同, V HL 基因缺陷细胞表达H IFΑ增多,常氧不能

抑制这些细胞的H IFΑ表达水平,V HL 基因被重新导入这些

缺陷细胞后,常氧就能抑制这些细胞的H IFΑ表达水平,说明

V HL 基因可能是调控 H IFΑ表达的重要因素。H IFΑ1 和

H IFΑ2的 PA S区C 端 (非 PA S区)附近由 200个氨基酸残基

左右组成的一个氧敏感区,是影响降解的重要结构,该区缺

失后,在常氧条件下H IFΑ1仍不被降解,因此被称为氧依赖

降解区 (ODD )。进一步研究表明,V HL 能与H IFΑ的ODD 区

结合形成复合物,V HL 复合物类似于泛素连接酶的作用,使

H IFΑ与泛素依赖的蛋白水解酶复合体结合并被该酶水解。

低氧、铁离子螯合剂,如去铁敏都可阻断V HL 这一作用[9 ]。

H IFΑ1 基因含 2 个转录活性区, 即N 末端转录活性区

(NAD )和C 末端转录活性区 (CAD )。NAD 与ODD 有一定

的重叠, NAD 活性增强作用是促进 H IF 结构稳定; CAD 活

性增强作用与结构稳定或蛋白含量无关,而与提高了H IFΑ1

和转录共激活蛋白的结合力有关, CAD 转录共激活蛋白包

括CBPöp 300、类固醇激素受体共激活蛋白和转录中间因子

2。H IFΑ2和H IFΑ1的结构和功能类似,但H IFΑ3缺乏CAD。

所以,低氧诱导H IFΑ1和H IFΑ2水平增多除增加蛋白稳定性

外,还促进H IF 的转录活性。CAD 和ODD 的转录活性都具

有铁离子依赖性,并受到低氧正向调节,所以它们都被称为

H IF 的氧感受区[10 ]。

经过对ODD 的V HL 结合区的细致研究,人们逐渐将目

光集中在H IFΑ1和H IFΑ2上ODD 的V HL 结合区内一个小

段区域,该区含 20个氨基酸残基。体外生物合成的该区片段

不能与V HL 结合,加入用常氧处理的细胞提取液处理则可

使他们结合,降低反应系统氧分压能使他们分离。也就是说,

常氧处理的细胞能产生一种活性物质,这种活性物质可引起

这一小区与V HL 结合,而这种结合可被低氧阻断。类似现象

也发生在CAD ,常氧诱导的某种活性物质能抑制CAD 转录

共激活蛋白的表达, 低氧能阻断这一细胞活性物质发挥作
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用。用线虫作进一步研究表明,这 2种生物活性物质分别是

脯氨酸羟化酶 (PHD )和天冬氨酸羟化酶。PHD 的作用是将

ODD 内的脯氨酸残基羟化, 脯氨酸残基羟化促进了 H IFΑ1

与V HL 蛋白的亲和力;天冬氨酸羟化酶的作用是将CAD 内

的天冬氨酸残基羟化,天冬氨酸残基羟化阻断 p 300与CAD

的结合。因此, PHD 和天冬氨酸羟化酶均负向调节H IF 的活

性, PHD 作用提供V HL 的结合位点,促进H IFΑ1水解,而天

冬氨酸羟化酶作用是阻断 H IFΑ1 与 p 300 的结合, 抑制

H IFΑ1 转录活性。低氧和铁离子螯合剂能阻断脯氨酸羟化

酶,限制V HL 与ODD 结合,增加H IF 稳定性,提高H IF 蛋

白浓度。低氧和铁离子螯合剂也可阻断天冬氨酸羟化酶,促

进 p 300与CAD 结合,提高H IF 的转录活性。两种羟化酶分

别从蛋白含量和功能两个方面调节H IF [11 ]。进一步研究表

明, PHD 的催化位点是 H IFΑ1 的第 402 和 564 位脯氨酸残

基;天冬氨酸羟化酶的催化位点是H IFΑ1的第 803位天冬氨

酸残基。

3　氧感受器 (PHD 和天冬氨酸羟化酶)

通过对原核生物和酵母的研究,人们已经确定了许多氧

感受器。关于高等生物的氧感受器,也有许多推测,如血红素

蛋白、NAD PH 氧化还原酶、线粒体电子传递链成分和氧敏

感钾离子通道等,但这些推测均不能解释低氧调节H IF 的分

子机制。近年来,关于低氧调节ODD 和CAD 的生物化学机

制的深入研究,大大促进了人们对高等生物的氧感受器的了

解。H IF 脯氨酸和天冬氨酸羟化酶被发现前,人们曾详细研

究过胶原蛋白脯氨酸羟化酶和表皮细胞生长因子 (EGF)天

冬氨酸羟化酶,这些铁依赖的羟化酶催化区是一种由双链 Α

折叠组成的类似果冻卷样的保守序列,这些酶活性中心亚铁

离子结合位置为 2个组氨酸 1个天冬氨酸结构域。H IF 脯氨

酸和天冬氨酸羟化酶被发现后,利用蛋白数据库结合基因和

生物化学分析,人们相继发现了 3个新的H IF 脯氨酸羟化酶

同工酶, 分别被称为 PHD 1、2 和 3, 并发现了一个新的 H IF

天冬氨酸羟化酶,被称为因子抑制低氧诱导因子21 (F IH 21) ,

F IH 21能羟化H IF 上关键的脯氨酸和天冬氨酸。酶反应分析

发现,这些酶活性的发挥依赖氧分子、Fe2+ 和 Α2酮戊二酸的
存在。在羟化过程中,氧分子提供氧, Α2酮戊二酸脱羧形成琥
珀酸,并消耗氧原子,产生CO 2 (图 2)。因此,通过对依赖氧的

PHD 和 F IH 21羟化活性作用的抑制, 低氧阻断 PHD 2H IFΑ2

V HL 的 H IFΑ降解和 p 300 与 CAD 结合两条通路, 分别使

H IF 蛋白含量和转录活性发生快速反转。在线虫和果蝇研究

系统中,已证实存在 PHD 2H IFΑ2V HL 通路, F IH 21的同源基

因也已被确定,相信其作用方式也将很快明确[12 ]。

　　PHD 活性对梯度性氧分压降低非常敏感, PHD 活性与

H IF 蛋白水平呈负相关。因此,人们认为 PHD 就是一种氧感

受器。尽管尚缺乏直接实验证据,人们推测 F IH 21也是一种

氧感受器。在感受不同氧分压变动时, 2种氧感受器可能有

不同的分工, PHD 感受较剧烈的氧分压变动, F IH 21感受精

细的氧分压变动[12 ]。PHD 倾向于病理性低氧的调节, F IH 21

倾向于生理性低氧,如在某些生长因子作用时。但令人不解

的是, 当 F IH 21 过度表达时, F IH 21 仍能部分抑制低氧时

CAD 活性,而低氧时其羟化作用被阻断,其原因可能是 F IH 2
1能竞争 p 300与CAD 的结合,也可能还存在其他未知共激

活因子[13 ]。

图 2　脯氨酸和天冬氨酸羟化酶催化反应过程

F ig 2　Genera l reaction schem e for oxygen-dependen t

hydroxyla tion by PHD öHPH and F IH-1 hydroxylases

　　已经证实, 3种 PHD 特异性羟化靶点都是ODD 内 2个

非常保守的序列L XXLA P3 (P3 表示 PHD 靶点)。当合成

H IF21Α的V HL 最小结合区片段时,只有关键脯氨酸残基采

用 42羟基脯氨酸,该片段才能直接结合V HL 蛋白,结构分析

发现,该羟化脯氨酸残基的 42羟基可与V HL 的氨基酸残基

形成紧密结合的氢键。说明V HL 蛋白特异性识别 4羟基脯

氨酸。用H eL a细胞作为体外表达工具的研究发现,常氧条

件下 3种 PHD 酶的mRNA 均可表达, PHD 21表达最多,而

低氧只诱导 PHD 22 和 PHD 23。也就是说, 当恢复给氧时,

PHD 活性增强, 促进 H IF21Α降解, 但 PHD 的合成下降, 提

示 PHD 表达水平上存在氧分压的负反馈调节机制[12, 14 ]。体

外分析证明 3种 PHD 有不同酶活性,但仍需要进一步确定

各自在生理条件下的重要性。

对 p 300或CBP 上CH 1区与H IF21Α上 CAD 区结合的

溶液状态分析表明, CH 1区形成球形结构, CAD 区类似手指

或老虎钳样包绕在CH 1球上, CAD 上关键的第 803位天冬

酰胺残基 45%埋在分子界面内, 该天冬酰胺两支链上氢与

CAD 内第 799 位天冬氨酸残基形成两个氢键, 对复合体的

形成非常关键。EGF 天冬氨酸羟化酶催化天冬氨酸和天冬

酰胺羟化一般位于 Α碳,如果 CAD 上的天冬酰胺羟化也位

于 Α碳, 无论是形成赤2还是苏2对碘氧基苯甲醚均不利于
p 300öCBP2H IF 复合物的形成。除 Α碳上羟化, F IH 21还可能

羟化酰胺链上氮形成羟氨酸, 事实上, H IF21 上的第 803 位

天冬酰胺是 Α碳被羟化。如果CAD 区上该天冬酰胺被天冬

氨酸替换, F IH 21羟化酶的活性会下降到原来的 7%。这些结

果表明,与一般赤氨羟化酶或天冬氨酸ö天冬酰胺双羟化酶

不同, F IH 21 只特异性羟化H IF21Α上 CAD 区内天冬酰胺,

而不羟化天冬氨酸。这种特异识别天冬氨酸的特征提示,

F IH 21是属于 Α2酮戊二酸依赖天冬氨酸羟化酶家族的一组
新成员。H IF21Α和H IF22Α的CAD 内 F IH 21结合区包含一

个精氨酸2亮氨酸2亮氨酸结构, 该结构与常氧时 H IF21Α活

性抑制有关。需要明确的是, CAD 上被羟化的天冬酰胺与
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CAD 内 F IH 21相互作用区并不一致, 该天冬酰胺位于结合

区C 端外,相距 20～ 30个氨基酸残基。结合区与反应区的不

一致对解释一些现象提供了依据,如CAD 临近抑制区 786～

826位氨基酸残基存在时,常氧条件下H IF21Α就表现出很强

的CBPöp 300结合活性[15 ]。

除对 CAD 调节外, F IH 21 也可通过 Α区与V HL 区结

合,表面上看, F IH 21似乎通过与V HL 区结合抑制 CAD 的

活性, 实际上, 它可能存在更复杂的功能。而且 F IH 21 和

V HL 都可与组蛋白脱去乙酰酶相互作用, 后者是重要的染

色体修饰酶,说明 F IH 21和V HL 能调节基因的表达。这些发

现提示, F IH 21的生物学作用远不仅是调节CAD。

尽管 PHD 和 F IH 21 途径能非常清楚地解释低氧诱导

H IF 活性增强的机制,但还不能完全解释其他一些诱导因子

对 H IF 活性的调节机制, 如NO、CO、活性氧和磷酸化过程

(p 38、M A PK)。有关这些诱导因子对 PHD 和 F IH 21功能调

节的具体机制,目前仍然了解较少,作为氧分子类似物, NO

通过异青霉素N 合成酶 (属 Α2酮戊二酸氧化酶家族)分解非

血红素亚铁离子, 说明NO 能够与这类酶的铁离子中心结

合,由于NO 只能提供一个氧原子, PHD 和 F IH 21则需要氧

分子,所以NO 的作用可能是阻断这种作用,这种推测符合

NO 诱导H IF 活性的报道[16 ]。有关胶原蛋白 PHD 研究发现,

活性氧也能影响胶原蛋白 PHD 的活性,因此,活性氧也可能

通过影响 PHD 和 (或) F IH 21 的活性调节H IF 的水平和活

性。其他一些因子也有可能通过影响V HL 泛酸或CBPöp 300

复合体形成。

低氧在各种疾病中的效应可分为增殖性 (肿瘤)和损伤

性 (中风等) 2种。H IF 活性增加可促进新血管形成,有利于减

轻中风和心肌梗死损伤; H IF 活性降低,可阻断新血管形成

则可使肿瘤组织饥饿而产生治疗作用。与传统的羟化酶不

同, F IH 21活性中心缺乏精氨酸和赖氨酸, 活性发挥需要 Α2
酮戊二酸,这些特殊性使开发相关特异性药物成为可能。除

H IF 途径以外,受氧分压调节的细胞过程和蛋白还有许多,

如低氧对平滑肌细胞的复制周期延长调节与端粒酶催化元

件磷酸化增强有关,一些蛋白激酶也受低氧调节,如M A PK、

二脂酰甘油激酶等,低氧也可提高V EGF 的mRNA 稳定性。

这些过程是否也有 PHD 和 F IH 21的参与,也值得深入研究。
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