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Keap1．Nrf2／ARE信号通路的抗氧化应激作用及其调控机制 

胡流芳，王 迎，任汝静，霍海如，孙建辉，李洪梅，朱亚英，谭余庆 

[摘要] Kelch样环氧氯丙烷相关蛋白．1(Keap1)．核因子E2相关因子2(Nrf2)／~氧化反应元件(ARE)信号通路是细胞氧 

化应激反应中的关键通路，其调控的下游Ⅱ相代谢酶和抗氧化蛋白／酶在细胞防御保护中发挥重要作用，也是近几年抗氧化研 

究领域的热点。本文从基本结构(包括Nrf2、Keapl及ARE三者的结构)、抗氧化应激作用(包括Keap1-Nrf2／ARE信号通路的基 

本功能及其信号通路调控的下游靶蛋白)、调控机制(包括Nrf2与Keapl的解偶联、Nd2的降解减弱机制、门闩和枢纽学说及其 

他机制)等3方面就Keap1．Nrf2／ARE信号通路的抗氧化应激作用及其调控机制进行综述。 
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Anti·oxidative stress actions and regulation mechanisms of 

Keapl—Nrf2／ARE signal pathway 
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[Abstract] The epoxy chloropropane Kelch sample related protein-1(Keap1)-nuclear factor erythroid·2 related tactor(Nrf2)／ 

antioxidant response element(ARE)signal pathway is of critical importance in cellular antioxidant response．The induction of down— 

stream phase II metabolic enzymes and antioxidant proteiP．／enzyme offers cellular protection under oxidative stress．Research ot Nff2 

protein has gained much attention in recent years．This article reviewes Keap 1一Nrf2／ARE signal pathway in three perspectives：the ba— 

sic structure including the structure of Nrf2，Keap 1 and ARE，their involvement in anti—oxidative actions including the basic function 

of Keapl—Nrf2／ARE signal pathway and the downstream activation of phaseⅡ metabolic enzymes and antioxidant protein／enzyme．as 

well as their regulation mechanisms，such as decoupling，degradation，the latch and the hinge． 

[Key words] epoxy chloropropane Kelch sample related protein一1；nuclear factor erythroid-2 related factor 2；antioxidant 

response element；oxidative stress；regulation mechanism 

氧化应激(oxidative stress)是指机体在遭受各 

种有害刺激时，体内高活性分子如活性氧(reactive 

oxygen species，ROS)和活性氮(reactive nitrogen spe— 

cies，RNS)自由基产生过多，氧化程度超出氧化物 

清除能力，氧化系统和抗氧化系统动态失衡，从而 

导致组织损伤⋯。研究表明，机体内氧化还原水平 

失衡是众多疾病的病理生理基础，近年来新发现的 

机体内源性抗氧化信号通路：Kelch样环氧氯丙烷 

相关蛋白一1(epoxy chloropropane Kelch sample relat— 

ed protein一1，Keap1)一核因子E2相关因子 2(nuclear 

factor erythroid．2 related factor 2，Nrf2)／抗氧化反应 

元件(antioxidant response element，ARE)信号通路， 

由于可抵抗内外界氧化和化学物质等刺激导致的 

氧化应激反应 ，在机体应对各种外来损伤的防御中 

起着非常重要的作用，因此被认为是机体内最重要 

的内源性抗氧化信号通路 ，也是近几年抗氧化研究 

领域的热点 。本文就Ke即1一Nrf2／ARE信号通路的抗 

氧化应激作用及其调控机制进行综述。 

1 Keapl—Nrf2／ARE信号通路的基本结构 

1．1 Nff2的结构 

Nff2蛋白相对分子质量为6．6x10 ，位于2q31位 
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点，属于Cap—n—Collar(CNC)调节蛋白家族，是具有高 

度保守的碱性亮氨酸拉链结构(basic leucine zipper， 

bZip)的转录因子，在未受诱导的正常细胞里，Nrf2 

的代谢是相当快的，半衰期( )只有10～30 min E 。 

除Nrf2外，该家族成员还包括核因子NF．E2(nucle— 

ar factor erythroid一2，NF—E2)、Nrfl、Nrf3、BTB-CNC异 

体同源体 l(BTB and CNC homologyl，Bach1)和 

BTB．CNC异体同源体2(BTB and CNC homology2， 

Bach2)，尽管在DNA结合域和亮氨酸拉链域上有着 

高度同源性，却具有各 自不同的生物学功能。 

不同种属(如人、鼠和鸡等)的Nrf2基因均含有 

6个高度保守的环氧丙氯烷(epichlorohydrin，EHC) 

相关蛋白同源结构域(Nrf2．EHC homology，Neh)，分 

别被命名为Nehl一6 (图1)：①Nehl区含有一个c 

端bZip，bZip通过与细胞核内小 Maf蛋白(small Maf 

proteins，包括MafG、MafK、MafF)形成异二聚体 ，使 

Nrf2能识别ARE并与之结合，从而启动 目标基因转 

录 。②Neh2区是Nrf2与Keapl的结合区，含有 

DLG和ETGE两个结合位点，Neh2区通过蛋白酶介 

导Nrf2降解而对 Nrf2活性进行负性调节，与Nrf2的 

转录活性密切相关 。@Neh3位于Nrf2的c端，与 

细胞转录活性密切相关 。④Neh4和Neh5位于 

Nehl和 Neh2之间，对 Nrf2目标基因的转录活化起 

着重要作用。当Nrf2进入细胞核 ，以Nrf2一Maf的形 

式与ARE结合后并不能立即启动转录，尚需Neh4、 

Neh5与共激活因子 cAMP反应元件结合蛋 白 

(cAMP response element binding protein，CREB)相互 

作用，才能启动转录过程 。@Neh6区域是一段非 

Keap1依赖的富含丝氨酸的Nrf2降解调控区域 ，与 

Nrf2的负性调节有关 。 

1．2 Keapl的结构 

Keapl蛋白相对分子质量为6．9x 104,位于19p13．2 

位点，是Kelch家族的一种多区域阻遏蛋白，主要存 

在于细胞质中，是Nrf2的胞浆抑制蛋白，正常情况下 

锚定于胞浆的肌动蛋白细胞骨架上⋯ 。人类Keapl 

蛋 白一级结构含有 5个结构域(图 1)：①NTR区，N 

端区域。@BTB区，常形成二聚体结构，是Keapl与 

Cul3(Cillion 3)作用的区域，可介导Nrf2的泛素化及 

蛋白降解。当该区域的Cysl51发生突变时，可使 

Keapl与Cul3的作用解离 ，导致 Nrf2不被泛素化。 

~WR区，该区域不仅富含半胱氨酸，而且含有Keap l 

活性最强的半胱氨酸残基，是整个蛋白的功能调节 

区，不但参与亲电试剂及氧化剂的反应，其Cys273 

和Cys288等半胱氨酸位点还与Nrf2的泛素化有关， 

在氧化应激条件下，这些位点被诱导剂所修饰降低 

了Nrf2的泛素化。④DGR区，又称Kelch区，含有6 

个重复的Kelch区域形成经典的B螺旋结构，含有多 

个蛋白质结合位点，既是Keapl与Nrf2的Neh2区的 

结合位点 ，也是 Keapl与胞浆肌动蛋白的结合位 

点。@CTR区，c端区域 ]。 

Nrf2 与Keapl 

军否面点 激活域 DNA鱼金 构域 
—雨i Neh 5 N h6 N hi N h3 

K p1 与cllI三 童 位点 与N f2结合位点 

BTB IVR ——1 一  

图1 Nrf2和Keapl的结构 

1．3 ARE的结构 

ARE是细胞保护蛋白的基因启动子区域的一 

段 5'-TGACnnnGC一3 的核心保护序列，是机体重要 

的抗氧化反应元件，许多 Ⅱ相代谢酶基因的5一启动 

区都含有ARE，这一序列能被多种氧化性和亲电性 

化合物激活。研究证实，Nrf2和Bachl均可与ARE 

结合 ，启动 Ⅱ相代谢酶和抗氧化酶的基因表达，从 

而保护机体组织细胞的正常功能n 。 

2 Keap1．Nrf2／ARE信号通路的抗氧化应激作用 

Nrf2属于CNC调节蛋白家族 ，是具有碱性亮氨 

酸拉链结构的转录因子，广泛存在于机体各个器 

官，是细胞氧化还原反应的主控调节因子 。正常 

生理情况下，Nrf2主要与其抑制剂Keapl结合 ，以其 

非活性状态存在于胞浆中，在泛素蛋白酶体途径作 

用下迅速降解，以保持在生理状态下Nrf2的低转录 

活性 。当细胞受到活性氧(ROS)或其他亲核剂刺 

激后，Nrf2与Keapl解偶联，活化的Nrf2转运进入细 

胞核，与Maf蛋白结合成异质二聚体后与ARE结合， 

激活靶基因表达，调控 Ⅱ相代谢酶、抗氧化酶或药 

物转运体的转录活性，从而发挥抗氧化损伤作用 。 

2．1 Keapl—Nrf2／ARE信号通路的基本功能 

Nrf2主要定位于代谢性解毒器官如肝、肾、肺及 

持续暴露在环境中的组织如皮肤等。目前Nrf2被 

认为是调节细胞对抗异源性物质和氧化损伤的关 

键转录因子，但另一方面，学者们发现Nrf2的激活 

障碍或缺失均可增加细胞对应激原的敏感性 ，因此 

认为Nff2在化学促癌、炎症修复进程延长及细胞凋 

亡等病变过程中同样也发挥了关键作用 。 

Keapl高表达于心和骨骼肌等组织器官中，而 

低表达于脑、肺、肝、小肠、结肠、卵巢、睾丸及胎盘 
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等组织器官中。生理状态下，胞浆内的Keapl起着 

结合器的作用，通过含有E3的Cul3泛素连接酶与 

Nrf2结合在一起，Nrf2作为目标被蛋白体酶降解。 

当氧化应激反应出现，Keapl作为氧化还原反应的 

传感器，它末端敏感的半胱氨酸残基通过氧化还原 

反应产生高效分子(如亲电子试剂)而被修饰 ，导致 

其构象发生变化，从而使Nrf2解离 ，转入细胞核内， 

与Maf蛋白结合成异质二聚体后与ARE结合，激活 

靶基因表达，调控Ⅱ相代谢酶、抗氧化酶或药物转 

运体的转录活性，从而发挥抗氧化损伤的作用 ，恢 

复细胞的内稳态 。 。随后，Keapl进入细胞核内， 

与Nrf2一起出核并使Nrf2在胞浆内持续被蛋白体 

酶降解，Nrf2水平下降，激活终止 。 

2．2 Keap1．Nrf2／ARE信号通路调控的下游靶蛋白 

Keap1．Nff2／ARE信号通路被激活后，可启动下 

游多种靶蛋白的表达。这些靶蛋 白能在被激活后 

调节机体内氧化还原平衡，使机体从氧化应激状态 

恢复到正常的生理状态。Nrf2结构的特异性，导致 

了其激动剂的多样性，同时伴随其下游靶蛋白的多 

样性。Nrt2调控的下游靶蛋白目前已被证实分为Ⅱ 

相代谢酶、抗氧化蛋白／酶、蛋白酶体／分子伴侣、抗 

炎因子以及Ⅲ相代谢酶(即药物转运体)几类。目 

前醌氧化还原酶一1(NADPH：quinone oxidoreductase- 

l，NQO1)、血红素加氧酶-1(heine oxygenase一1，HO- 

1)及 一谷氨酰半胱氨酸合成酶( 一glutamylcysteine 

synthetase， 一GCS)是Nrf2下游众多靶蛋白中最受 

关注，也是研究最多的抗氧化蛋白。 

2．2．1 I1相代谢酶 Ⅱ相代谢酶是细胞在遭遇异 

源性物质、致癌物等氧化应激损伤时或细胞毒性、 

基因突变、致癌性等可能性增加时发挥细胞保护作 

用的蛋白酶，又称 Ⅱ相解毒酶或 Ⅱ相抗氧化酶。进 

人体内的致癌物质、环境污染物等一般在体内要经 

历两相代谢过程。首先在 I相代谢酶(如细胞色素 

P450)的作用下 ，通过官能团反应转化成有活性的 

物质，从而对机体造成一定的损伤及危害。而 Ⅱ相 

代谢酶则可通过增加其亲水性，从而促使它们排出 

体外，避免了对机体的进一步危害 。 

Nrf2信号通路调控的Ⅱ相代谢酶主要包括谷胱 

甘肽-S辛 移酶(glutathione S-transferases，GST)、NQO1、 

葡萄糖醛酸转移酶1A6(UDP．glucuronyl transferase 

1A6，UGT1A6)、黄曲霉素B1醛还原酶和微粒体环 

氧化物水解酶等。 

NQO1是真核生物细胞中普遍存在的一种黄素 

蛋白酶，含有274个氨基酸，具备抗氧化能力，它能 

借助NADH或NADPH作为电子供体，催化醌类及 

其衍生物还原并使其毒性降解，从而阻止它们进一 

步参与氧化还原反应和产生ROS，使细胞在各种代 

谢引起的氧化应激反应中得到保护 。NQO1与其 

他代谢酶一起在体内构成了代谢网以抵抗外来毒性 

物质，它在机体的解毒代谢中起重要作用 。Kaspar 

等 研究显示 ，NQO1为Nrf2的下游产物，Nrf2的激 

活可刺激 NQO!的表达。Liu等 研究结果也显示 

锌对庆大霉素引发的大鼠肝功能损伤时，NQO1表 

达增加，且与Nrf2呈正相关性。Angeloni等 。 发现 

萝 卜硫素可增加乳大鼠心肌细胞的基因转录，蛋白 

表达以及加强包括NQO1在内Ⅱ相酶的活性，这些 

增长是时间．浓度依赖的。他们还发现SFN预处理 

能避免H O：氢诱导乳大鼠心肌细胞死亡，ROS产生 

和DNA片段化。 

2．2．2 抗氧化蛋白／酶 机体存在两类抗氧化系 

统，一类是酶抗氧化系统，包括超氧化物歧化酶(su— 

peroxide dismutase，SOD)、过氧 化氢 酶(catalase， 

CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶(glutathione peroxidase， 

GSH．Px)等；另一类是非酶抗氧化系统 ，包括麦角硫 

因、维生素c、维生素E、谷胱甘肽、褪黑素、Ot一硫辛 

酸、类胡萝 卜素、微量元素铜、锌 、硒等⋯。 

Nrf2信号通路调控的抗氧化蛋白／酶主要包括 

HO一1、过氧化物酶-1、SOD、GSH—Px和 ．GCS等。 

HO．1是血红素降解的限速酶，广泛分布于机体 

组织，主要位于滑面内质网中，可将血红素催化分 

解生成等摩尔数的CO、胆红素和铁。迄今为止己发 

现有3种 HO同工酶 ，分别为 HO—l、HO一2和 HO一3。 

研究报道显示，HO一1属于诱导型，应激、低氧、热休 

克、内毒素、细胞因子、血红素、重金属及氧化剂等多 

种因素均可诱导HO．1的表达和增强其酶的活性 。 

HO一1不仅在机体的生理状态下发挥作用，更主要是 

在机体应激状态或其他非正常状态下发挥重要作 

用。HO一1发挥抗氧化作用主要与两方面有关：一方 

面HO一1阻止游离血红素参与氧化反应，另一方面 

HO—l可与其酶解产物 CO、胆红素一起共同发挥抗 

氧化、抗炎、扩张血管、改善组织微循环和抑制细胞 

调亡等作用 。。如HO一1／CO系统就参与了机体众多 

生理和病理过程的调节，其中包括对炎症 、胰岛素抵 

抗、糖尿病、肥胖以及肿瘤的抑制效应 。对HO．1转 

基因小鼠研究发现，HO．1基因敲除小鼠对氧化剂刺 

激的抵抗力明显较正常小鼠差，小鼠死亡率高 ，然 

而，HO．1过表达的小鼠神经元对谷氨酸具有更高的 

耐受能力 。通过不同途径诱导HO—l的表达或激 

活，可明显抑制氧化应激反应、炎症反应和肿瘤的 

生长。在对Nrf2+和野生型SD大鼠肝缺血再灌注 
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的研究中发现，当肝缺血60 rain后再进行灌注时， 

野生型SD大鼠肝内的枯否氏细胞明显激活，肝、肾 

组织中Nrf2核转位明显增加，Nrf2及HO．1在蛋白和 

mRNA水平明显增高，大鼠血清肌酐清除率明显降 

低；而Nrf2+SD大鼠则未出现上述保护作用b 。在 

大鼠心脏中，结扎左冠状动脉前降支可诱导心肌 

Nrf2水平下降，而缺血预适应可通过促进Nrf2的核 

转运进而增加抗氧化因子HO．1的表达进而减少心 

肌氧化应激水平，保护缺血诱导的心肌损伤b 。 

SOD又称为肝蛋白、奥古蛋白，被认为是生物 

体中最重要的酶之一，是机体内氧自由基的头号杀 

手，被称为是人体内天然的垃圾清道夫。SOD与人 

体生理病理以及各种疾病的发生发展都有着密切 

联系，具有抗炎、抗病毒、抗福射、抗衰老等作用b 。 

有关 SOD的研究一直是热点 ，并逐渐成为许多氧化 

应激引起的疾病的治疗靶点。SOD是由金属辅酶 

与蛋白质构成的一种金属酶。因其金属辅酶的不 

同可分为MnSOD、CuSOD和ZnSOD等不同亚型。 

SOD在体内以3种方式存在：SOD1，胞浆内的cu． 

SOD、ZnSOD；SOD2，线粒体 内的MnSOD；SOD3，细 

胞外的MnSOD。3种酶都可在不同位置通过歧化反 

应将超氧 自由基转变为H：O 和水，之后GSH-Px和 

CAT可再将H：O：转化为水，从而保护细胞免受氧化 

应激损伤。研究证实，白藜芦醇通过激活Nrf2，进而 

促进SOD的表达，从而可降低H O 刺激引起的大鼠 

肝原代细胞的氧化应激损伤口 。另外用Nrf2的特 

异性激活剂莱菔硫烷预处理后 ，可明显改善缺血／再 

灌注损伤大鼠的心脏左室舒张末压(1eft ventricular 

end diastolic pressure，LVEDP)及左室形成压 (1eft 

ventricular developed pressure，LVDP)，而使用特异 

性抑制剂5一HD预处理后则出现了相反的作用口 ， 

这说明莱菔硫烷可能通过激活Nrf2下游的抗氧化 

蛋白的表达，从而对大鼠心脏缺血／再灌注损伤发挥 

着一定的保护作用。在其他的研究中同样发现Nrf2 

的激活可介导SOD蛋白表达，如紫铆黄酮通过激活 

磷脂酰肌醇 3激酶(ph0sphatidylinosit0l 3一kinase， 

PI3K)／蛋白激酶 B(protein kinase B，Akt)／Nrf2信号 

通路，上调SOD蛋白表达抑制线粒体氧化应激反应b 。 

一 GCS是体内还原型GSH合成的一种限速酶 ， 

由具有催化功能的重链亚单位( 一GCSh)和无催化 

活性但对 ŷ—GCSh的活性起调节作用的轻链亚单位 

( ．GCS1)组成的二聚体。增加 ŷ．GCS的含量和活性 

不仅可促进GSH的合成且还可增强组织细胞的抗 

氧化应激能力。研究显示，外源性化学有毒物质和 

氧化应激产物(如ROS)能促进 Nrf2人核激活，从而 

上调 一GCS基因的表达口 。Nrf2 小鼠给予吡唑喂 

养后 ，小鼠肝GST、̂y-GCS和HO．1蛋白表达明显上 

调，并明显减轻小鼠肝的氧化应激反应 ，但Nrf2+小 

鼠肝的氧化应激损伤明显加重，而无上述蛋白表达 

的上调 。由此提示ŷ—GCS是Nrf2调控的下游靶基 

因。 

2．2．3 蛋白酶体／分子伴侣 蛋白酶体是细胞调控 

特定蛋白和除去错误折叠蛋白的主要场所。蛋 白 

酶体的降解途径在许多细胞进程，如基因表达调 

控、细胞周期、氧化应激反应中都起着重要的作 

用。包括热休克蛋白在内的分子伴侣家族主要是 

协助新生肽链折叠组装成有功能的蛋白质。26S蛋 

白酶体主要包括20S核心颗粒，19S调节颗粒和11S 

调节颗粒。Pickering等 副研究发现在小鼠胚胎成纤 

维细胞中，转位入核的Nrf2与蛋 白酶体 B亚基的 

ARE或 亲 电反应 元 件 (electrophile response ele— 

ment，EpRE)区域相结合，以使20S蛋白酶体核心颗 

粒和11S蛋白酶体调节颗粒的表达量大幅度提高， 

从而降解氧化蛋白，应对细胞的氧化应激。Cullinan 

等 证明，在内质网应激条件下 ，未折叠蛋白或错 

误折叠蛋白会导致PERK应激通路的激活，而Nrf2 

作为PERK的底物之一被激活 ，从而上调分子伴侣 

蛋白的表达，促进蛋白的正确折叠 ；同时也解释了 

缺失 Nrf2细胞比野生型细胞在错误蛋白刺激下更 

易死亡的原因。 

2．2．4 抗炎因子 研究表明，Nrf2在角叉菜胶诱导 

的炎症中起作用，它可上调细胞HO一1和抗氧化酶过 

氧化物氧还酶1(peroxiredoxin 1，Prx1)的表达量 。 

HO．1作用于血红素分解的副产物有强有力的抗炎 

作用 ，可 以选择性地抑制脂多糖 (1ipopolysaccha— 

rides，LPS)诱导的促炎因子肿瘤坏死因子一仅(tumor 

necrosis factor— ，TNF- )、白细胞介素 1(interleukin一 

1，IL一1)和巨噬细胞炎症蛋 白一1B(macrophage in． 

flammatory protein．1B，MIP一1B)的增力Ⅱ，同时增力口 

LPS诱导的IL．10的表达。Kim等 ̈指出，Nrf2可通 

过HO．1等负性调控各种细胞因子(TNF．仅、IL一1和 

IL．6)、趋化因子、细胞黏附因子、基质金属蛋白酶、 

环氧化酶一2、诱导型一氧化氮合酶等炎l生介质，从而 

在炎症导致的功能紊乱中发挥保护作用。 

2．2．5 Ⅲ相代谢酶 随着对 Nrf2研究的不断深 

入，发现Nrf2的靶基因还包括了药物转运体这一特 

殊蛋白酶体。药物转运体，又称Ⅲ相代谢酶，是人 

体组织生物膜存在介导药物跨膜转运的特殊转运 

蛋白。研究发现按其转运的不同方向，药物转运体 

大致可分为两类：一类可转运底物进入细胞，增加 
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细胞内底物浓度，为摄取性转运体，如有机阴离子 

多肽转运体(organic anion transporting polypeptide， 

OATP)、有机阳离子转运体(organic cation transport- 

er，OCT)和肽转运体(peptide transporter，PE )等； 

另一类是依赖ATP分解释放的能量，将底物逆向泵 

出细胞 ，降低底物在细胞内的浓度，为外排性转运 

体，如P一糖蛋 白(P-glycoprotein，P—gP)、多药耐药相 

关蛋 白(muhidrug resistance—related protein，MRP)、 

肺耐药蛋白(1ung resistance·related protein，LRP)和 

乳腺癌耐药蛋 白(breast cancer resistance protein， 

BCRP)等。这些转运体广泛存在于大部分器官 ，且 

在药物的吸收、分布及代谢等过程有重要作用 。 

Nrf2激动剂tBHQ不仅可激活Nrf2，诱导其下游Ⅱ相 

酶HO．1等的表达，同时也可抑制Ca 依赖性ATP结 

合盒转运蛋白A1(ATP—binding cassette A1，ABCA1) 

转运体的降解 。Nrf2激动剂BHA和EQ可通过Nrf2 

调控小鼠肝的摄取性转运体MRP、OATP2B1 。当 

ARE启动子中与Nrf2结合域发生突变 ，MRP2的表 

达随之改变，进而抵抗异源性物质对细胞的伤害 。 

3 Keap1．Nrf2／ARE信号通路的调控机制 
一 般情况下 ，核因子对其下游基因的调控作用 

需要与相应的配体作用。Nrf2虽具有 DNA结合结 

构域(DNA—binding domain，DBD)结构，但却没有一 

般核因子所特有的配体结构域(1igand binding do— 

main，LBD)结构 。Nrf2结构的特殊性，导致了其 

功能的多样性，同时也表现在其激活机制的多样 

性。激活Nrf2及其靶基因的表达是一个极其复杂 

的过程，有关其激活机制的研究是其中的重点。 

3．1 Nrf2与Keapl的解偶联 

大部分学者认为，Keapl可对Nrf2的活性进行 

负性调节。生理状态下，细胞内整体环境稳定，大 

部分Nrf2以非活性状态存在于胞浆中，与Keapl通 

过Neh2结构域偶联并与胞浆肌动蛋白结合锚定在 

胞浆；蛋白酶降解系统通过其介导的泛素化水平维 

持Nrf2的基础水平；而另一部分被激活的Nrf2则人 

核介导基因的基本转录 。与其他核因子不同，Nrf2 

通过Neh2区与Keapl结合，当细胞或机体处于氧化 

应激或亲电子物质刺激下，Keapl的结构发生变化 

从而与Nrf2解离。解离后的Nrf2转移进入细胞核与 

相应蛋白结合，并调控下游靶基因的表达。由于 

Keapl蛋白上富含电敏感半胱氨酸结构 ，在氧化应 

激或亲电子物质的刺激下这些半胱氨酸变异，进而 

导致Keapl构象的变化 。目前，已证实多数Nrf2 

激动剂都能直接作用于Keapl的Cys273等半胱氨 

酸上的4个位点 ，进而导致 Nrf2与Keapl解离 。 

此外，有学者发现Nrf2泛素化降解的程度能随着 

Keapl结构的变异而降低，即此时Nrf2蛋白稳定性 

增加 。激活的Nrf2转移进入细胞核后即与核内 

的Maf蛋白结合形成异二聚体，进而与ARE结合并 

调控下游靶基因的转录 。 

3．2 Nrf2的降解减弱机制 

Nrf2的降解减弱受到多方面的调控 ，最主要的 

是Keapl介导的泛素化与蛋白酶作用和Nrf2的磷酸 

化作用机制，其他的还包括亚细胞定位、转录后修 

饰等调控机制，目前尚在继续研究中 。 

3．2．1 Keapl介导的泛素化与蛋白酶对Nrf2的降 

解减弱机制 Kobayashi等 。 的研究表明，Keapl能 

作为泛素化连接酶促进Nrf2泛素化，而蛋白酶又参 

与了Nrf2稳定性和活性调节 。生理状态下 ，由于 

Keapl与Nrf2结合并将其固定于胞浆中而难以发挥 

活性，同时Nrf2在泛素化和蛋白酶共同作用下发生 

降解，使得Nrf2趋于一般水平状态。Zhang等 研 

究发现Keapl上IVR区的Cys273和Cys288两个半 

胱氨酸位点与Keapl对Nrf2泛素化作用有关，关系 

着Keap1．Nrf2复合物的稳定性。现已证明Keapl上 

上述两个半胱氨酸位点中的任何一个突变为丝氨 

酸时，其泛素化作用都会消失。当氧化剂或亲电试 

剂存在时，Cys273、Cys288被修饰，引起Keapl构象 

改变，可能带来Nrf2的解偶联 ，同时也会消除或减 

弱对Nrf2的泛素化作用，于是基于此途径的Keapl 

介导的泛素化及蛋白酶作用下的对Nrf2的降解作 

用消除或减弱。 

3．2．2 Nrf2的磷酸化对Nrf2的降解减弱机制 Nrf2 

的Neh2区上有个degron结构 ，是该区的丝氨酸残 

基。Nrf2可被蛋白激酶C(protein kinase C，PKC)家 

族中的很多成员磷酸化 ，其被PKC磷酸化作用的位 

点在Ser40 。发生氧化应激时，Nrf2的degron区可 

被磷酸化而使构象改变，阻碍了泛素化依赖蛋白酶 

作用的蛋白降解途径中的由E3泛素化连接酶对 

Nrf2上degron结构的识别 ，即减弱了蛋白酶对Nrf2 

的识别与作用过程，从而使Nrf2的稳定性与含量增 

加，同时激活了其固有的转录活性。 

3．3 门闩和枢纽学说 

有部分学者认为Nrf2的激活与调控是基于“门 

闩和枢纽”学说机制 。该学说认为，在细胞质中， 

Keapl二聚体的两个 DGR区分别与Nrf2的DLG和 

ETGE区相结合 ，从而介导Nrf2的泛素化降解。一 

旦遭受到亲电试剂或者氧化剂刺激时，亲和力相对 

较低的DLG区就会从DGR区上解离下来，然而具有 
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高亲和力的ETGE区仍然牢固地结合在DGR上，于 

是Nrf2就不能再被泛素连接酶识别而被泛素化降 

解。同时，整个过程中Keap1的位点仍被Nrf2占据， 

新生成的Nrf2由于Keapl的位点饱和而不能被结 

合，所以就会以游离状态源源不断地进入细胞核与 

Mar蛋白结合成二聚体，识别并与ARE结合，从而发 

挥转录活性，促进ARE介导的下游靶基因的表达。 

3．4 其他机制 

此外，有报道当Nrf2从 Keapl上解离后 ，除了与 

Mar蛋白作用激活Nrf2／ARE信号通路发生效应外， 

也会与Nrf2上两个活性区Neh4、Neh5的共激活因 

子CBP蛋白结合而促使该激活因子也协同参与激 

活Nrf2目标基因的转录活性 。 

4 结语 

综上所述，越来越多的研究成果表明，Nrf2蛋白 

在机体抵抗外来刺激、保护机体功能中发挥着十分 

重要的作用。因此随着研究的不断深入 ，对 Nrf2／ 

ARE信号通路的进一步了解将有助于更加全面理 

解它在机体氧化还原平衡维持与调节中的作用，为 

抗氧化治疗提供新思路，为多种疾病的防治提供重 

要的参考。 
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法能有效地使HIV病毒迅速灭活，保证了检测工作 

者的人身安全，省略了高温灭活的操作n 。 

另外，标准曲线及质量控制的血浆样品，文献 

报道多以空白溶剂(如有机试剂、水)配制工作液再 

加入血浆基质的方法进行配制，该配制方法中的空 

白溶剂比例对临床血浆样品检测是否存在影响一 

直是该领域内的一个讨论热点。本研究直接以空 

白血浆配制标准曲线及质控样品，定量分析临床血 

浆样品的血药浓度，提高了检测结果的可靠性。同 

时，本研究中的稀释效应的考察以及在标准品称量 

中采用双份称量分别用于标准曲线和质控样品的 

配制，也保证了检测结果的准确性与可靠性。 

本研究建立的LC．MS／MS方法同时测定人血浆 

中LPV和RTV的血药浓度，选择性强、重复性好、灵 

敏、准确，且操作简单、快速，适用于两药复方用后 

的临床血药浓度监测。 
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