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摘要：Nrf2/ARE信号通路是大多数生物体内抗氧化应激反应、抵抗内外界刺激的关键通路，在抗炎症、免疫、抗肿瘤、抗凋亡、神

经保护等方面起着重要的作用。斑马鱼作为一种常见的模式动物，广泛地应用于发育生物学、遗传学和毒理学等研究领域。研究

表明转录因子 NF_E2相关因子 2（NF-E2-related factor 2,Nrf2）不仅在哺乳动物体内存在，也在斑马鱼体内存在并且高度保守，并

在抗氧化应激反应中发挥着重要作用。本文通过对斑马鱼 Nrf2的结构、生物学功能及其信号通路等方面的最新研究进行阐述，以

期为 Nrf2及其信号通路引发的相关疾病的预防和治疗提供新的思路。
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Research Progress of Model Organism Zebrafish Nrf2*

The signal pathway of Nrf2 / ARE is the critical pathway of most organisms in antioxidant stress reaction and

resistance to external stimuli. It plays an important role in anti-inflammatory, immune, anti-tumor, anti-apoptotic, nerve protection and

other areas. As a common mode of animals, zebrafish is widely used in developmental biology, genetics, toxicology and other research

fields. The research shows that the transcription factor NF_E2 related factor 2 not only exists in mammals, but also exists in zebrafish and

it is highly conservative and plays an important role in antioxidant stress reaction. This article aims to describe the latest research progress

on the structure and function and signal pathway of Nrf2, with the purpose of giving insights into the prevention and therapy of disease

caused by Nrf2/ ARE signal pathway.
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前言

氧化应激反应产生的活性氧（reactive oxygen species，

ROS）或亲电子试剂能够直接或间接的影响体内蛋白质、脂质、

核酸等物质的生理功能，从而引发相关疾病。为了应对氧化损

伤产生的不良反应，机体形成了一套复杂的应答系统，当机体

受到氧化损伤时，能诱导相关的抗氧化基因表达一系列保护性

蛋白，以缓解机体所受损害 [1,2]。转录因子 NF_E2相关因子 2

（NF_E2- related factor 2，Nrf2）是机体氧化应激应答系统中的

关键因子，受 Kelch 样环氧氯丙烷相关蛋白 -1 (Kelch-like

ECH- associated protein 1，Keap1)的调控，通过与抗氧化反应元

件 ARE (anti-oxidant response element，ARE)相互作用，来调控

下游相关抗氧化基因的表达[3,4]。Nrf2系统是非常重要的细胞防

御系统之一，由于其广泛的应答特性，近年来已成为生物医学

领域的研究热点。在正常情况下，Nrf2调控系统在抗炎症、免

疫、抗肿瘤、抗凋亡、神经保护等方面发挥着重要的生物学功

能，目前研究表明，在很多疾病发生时，Nrf2及其信号通路系统

会出现紊乱，因此 Nrf2也成为人们备受关注的药物作用靶点[5-7]。

Nrf2系统在脊椎类动物之间高度保守，在模式动物斑

马鱼的细胞防御过程中也发挥着重要的作用，Nrf2基因敲除小
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鼠和斑马鱼在环境应答中出现异常，导致细胞对外来异物、致

癌物质、氧化应激等刺激的敏感度增加，引起肿瘤、神经损伤、

心脑血管损伤、自身免疫异常等。因此，保证 Nrf2系统对环境

应答的正常运行，对生物体维持正常发育及其活动有着重要的

意义。

1 Nrf2和 Keap1的结构基础

最近研究发现，在斑马鱼体内存在着一套双重的 Nrf2和

Keap1基因，通过对两者结构和功能的系统阐述，使对 Nrf2信

号通路有更深入的了解。

1.1 Nrf2的结构和功能

Nrf2是一种含亮氨酸拉链(basic leucine zipper, bZip)结构

的转录因子，属 CNC（Cap-n-collar，CNC）调节蛋白家族。Nrf2

在大部分生物体内普遍存在，属于高度保守的持家基因，Nrf2

含有 6个同源结构域，包括 Neh1-6域[8，9]。

Neh1结构域包含 1个碱性亮氨酸拉链结构，与 sMaf蛋白

(small MAF proteins)发生相互作用[10,11]，促进 DNA与其形成异

二聚体后识别并结合 ARE，启动目标基因的转录，该域还含有

核定位信号(nuclear localization signal，NLS)和核输出信号(nu-

clear export signal，NES)，参与调控 Nrf2的核转位和降解；N末

端的 Neh2域是与 Keap1的 Kelch区相结合的结构域，Neh2域

在调节 Nrf2的活性中扮演着重要作用；C末端的 Neh3域具有

双重角色，不仅有活化转录的作用，也在影响蛋白质的稳定性

方面发挥着作用；Neh4和 Neh5是富含酸性氨基酸残基的两个

转录激活域，都可以和转录共激活因子 CBP (CREB-binding pro-

tein)结合，促进基因的转录；Neh6域是富有大量丝氨酸残基的

结构域，有关报道 Neh6域包含降解决定子，促进自身（即使在

氧化应激的条件下）Nrf2的降解，但目前尚未了解其发生机制。

斑马鱼体内转录因子 NF_E2 相关因子（NF_E2- related

factor，Nrf）家族包括 Nfe2、Nrf1a、Nrf1b、Nrf2a、Nrf2b 和 Nrf3

等 6个基因[12]。其中 Nrf2b是近两年新发现的一个基因，Nrf2a和

Nrf2b属 Nrf2同源基因，分别位于斑马鱼的 9号和 6号染色体
[13]。与 Nrf2a相比，Nrf2b缺少 Neh4激活域，这也可能是造成斑

马鱼成鱼组织中 Nrf2a的转录水平明显高于 Nrf2b的原因[13]。

1.2 Keap1的结构和功能

Keap1是 Nrf2在细胞质中的结合蛋白，与肌动蛋白相结

合并锚定于胞浆中，包括 5个区域，分为 N端结构域(NTR)、干

预区(IVR)、BTB 区、双甘氨酸重复区（DGR）和 C 端结构域

(CTR)[14,15]。IVR区富含半胱氨酸残基，氧化剂、亲电子性物质等

可与 Keap1在 IVR区发生相互作用，同时 IVR区参与泛素化

连接酶的形成,促进 Nrf2的稳定[15]；Keap1二聚体化与 BTB区

有关，该域内某些 Ser位点的突变可影响 Keap1二聚化, 干扰

Keap1与 Nrf2的结合 [16]；DGR区含有 6个双甘氨酸重复序列

是 Keap1与 Nrf2的结合区[17]。

两种 Keap1都可与 Nrf2结合并抑制 Nrf2的活性，然而在

亲电子试剂 DEM等诱导剂处理下，应答能力却有所区别，

Kobayashi M[21]等利用这一特性，将 Nrf2激动剂分成 6类。哺乳

类动物 Keap1在 273、288位点均有重要的功能性半胱氨酸残

基，而斑马鱼 Keap1a和 Keap1b分别在 288、273位点有一个功

能性半胱氨酸残基[14,18,19]。利用斑马鱼两种 Keap1不同位点的半

胱氨酸残基，分别对 273和 288位点进行点变异，点变异后两

个 Keap1都失去对 Nrf2的抑制能力。这一结果证明了 Keap1

的 Cys273和 288位点的重要性，与小鼠的实验结果相吻合，并

通过 MS 解析发现这两个氨基酸是 15d-PGJ2 (15- 脱氧 -

△ 12,14-前列腺素 J2)的结合位点，首次从遗传学的角度证明

不同的 Nrf2激动剂是通过与 Keap1不同位点的半胱氨酸残基

反应，并激活 Nrf2/ARE的信号通路[21]。

2 Nrf2的表达和调控

斑马鱼 Nrf2及其同源基因在不同时期、不同组织的表达

量具有显著差异，阐述 Nrf2a与 Nrf2b的表达量与调控方式的

内在联系。

2.1 Nrf2a和 Nrf2b表达的差异性

斑马鱼胚胎 Nrf2a和 Nrf2b在不同的发育时期表达量有显

著性差异[12,13]。Nrf2a在斑马鱼胚胎发育初期表达量很低，随着

发育时间推迟，表达量逐渐上升；Nrf2b在斑马鱼胚胎发育初期

的表达水平较高，且在鱼卵孵化后的表达量有显著性降低。值

得注意的是，Nrf2b在斑马鱼早期胚胎发育的各个时期都处于

高度表达状态。

然而，在斑马鱼成鱼组织中 Nrf2a 的表达量明显高于

Nrf2b。两者的表达部位也有所差别，Nrf2a表达最高的组织是

鳃，在卵巢中表达最低，而 Nrf2b在卵巢中表达最高，在眼部表

达最低。由此推测，Nrf2a可能在成鱼大多数组织的抗氧化损伤

防护中发挥着重要作用，而 Nrf2b可能在调控斑马鱼早期胚胎

和子代发育、遗传等方面发挥着作用。

2.2 Nrf2a和 Nrf2b的基因调控

Nrf2a与 Nrf2b的表达是否互有影响，Mark E.Hahn等[13]通

过 Nrf2a敲低实验，检测 Nrf2b的表达。研究发现实验组 Nrf2b

表达量下调，通过有机物 tBHQ（Tertiary butylhydroquinone）的

诱导实验组 Nrf2b的表达量又恢复到原有水平。用同样的实验

方法通过 Nrf2b敲低实验，检测 Nrf2a在胚胎不同时期的表达，

结果显示 Nrf2a的表达几乎没有受到影响。上述研究表明在转

录水平至少部分 Nrf2b受 Nrf2a的调控。

Nrf2a和 Nrf2b所调控的下游基因也有所差别。通过显微

注射的方式分别对 Nrf2a和 Nrf2b进行基因敲低[22,23]，通过基因

芯片表达谱的检测[24]，发现只有少部分基因是由两个转录因子

共同调控，说明 Nrf2a与 Nrf2b在斑马鱼胚胎时期调控下游基

因的差异性很大。

有机物质、亲电子物质刺激可诱导 Nrf2a的表达，Nrf2a的

表达又可促进下游编码抗氧化蛋白和 II相解毒酶的表达，以达

到保护机体的作用。Mark E.Hahn等利用斑马鱼胚胎作模型，用

有机物质处理胚胎，诱导 Nrf2a的表达或利用显微注射技术将

Nrf2a的 mRNA注射到斑马鱼胚胎，然后检测相应抗氧化靶基

因如 nqo1、sod、gstp1、hsp70等，基因表达量显著增加[25,26]。表明

Nrf2a是编码抗氧化蛋白和 II相解毒酶的主要调控者。

Nrf2b具有抑制某些基因表达的功能，将 Nrf2b基因敲低

后，检测到 p53、细胞周期蛋白 G1、血红素加氧酶 1的表达量

增加。Mark E.Hahn等通过向斑马鱼胚胎注射 Nrf2b的 mRNA

以及 GFP构建 ARE启动子报告系统的实验表明，对照组有 61

％的相关基因表达，而实验组只有 11 %的相关基因表达。这一
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实验也支持了 Nrf2b是斑马鱼胚胎发育时期的负调控因子。

3 Nrf2参与抗氧化防御系统

3.1 Keap1-Nrf2/ARE信号通路

Keap1-Nrf2/ARE信号通路是机体抗氧化应激和异生物质

损伤最重要的防御机制之一[27]。研究表明，Nrf2的 Neh2结构域

含有 ETGE、DLG两个与胞浆蛋白 Keap1的结合位点[17,28]。一个

Neh2域可以通过 ETGE、DLG两个结合位点分别与 Keap1相

互作用，其中 ETGE比 DLG结合 Keap1的亲和力更强[29,30]。正

常条件下，Nrf2与 Keap1在细胞质中相结合，当受到亲电子物

质或其它氧化物质刺激时，生物体内氧化还原平衡被打破，

Keap1的部分半胱氨酸残基被修饰，E3泛素连接酶构象改变

从而导致 Nrf2的游离，随后进入了细胞核，与 sMaf形成二聚

体后与 ARE结合，启动相关靶基因的表达[10]。当氧化还原恢复

到原来状态，Nrf2与 ARE进行解离，输出到胞质，进行泛素化

后降解，体内的 Nrf2水平恢复到正常水平。在斑马鱼体内，无

论 Keap1还是 Nrf2都具有同源基因，但它们相互作用的精确

机制尚未被研究清楚。

Keap1和 Nrf2的入核机制在学术界也颇有争议。Keap1蛋

白一直被认为是胞浆蛋白，只在细胞质中存在并与 Nrf2相结

合，对 Nrf2进行泛素化使其降解，阻止其进入细胞核。但最近

相关研究表明，Keap1在 LMB (莱普霉素 B,一种核输出信号抑

制剂)的刺激下, Keap1能够在细胞核内聚积[31,32]。目前,人们只

发现 Nrf2具有核定位信号，尚未发现 Keap1存在核定位信号，

因此也有研究者认为 Nrf2在进入细胞核内行使功能的同时将

Keap1带入细胞核。所以 Keap1是否存在入核机制也有待更深

入的研究，为研究Keap1与Nrf2之间相互作用的机制奠定基础。

3.2 Nrf2通路与 AhR通路的交叉

芳香族化合物受体 AhR (Aryl hydrocarbon receptor，AhR)

蛋白 , 属于超家族转录因子。AhR 存在两个亚型 AhR1 和

AhR2，而 AhR2只在鱼类中表达。正常情况下，大部分 AhR存

在于细胞质，但在外界环境因素下如 2,3,7,8-TCDD (2,3,7,8-四

氯 -二苯并 -对 -二恶英) 等物质的刺激下,AhR与配体 TCDD

结合后，可以从细胞质转运至细胞核,并与 AhR的核转运蛋白

（AhR nuclear transportor，ARNT）结合形成异二聚体,激活下游

相应基因表达，引起机体反应[33-35]。Mark E.Hahn等研究发现，斑

马鱼的 Nrf2与 AhR2可形成信号串扰机制 [13]。当胚胎暴露在

AhR的强效激动剂 TCDD时，Nrf2b被诱导表达，直接证明了

在胚胎发育时期 AhR2和 Nrf2b信号通路之间存在串扰机制。

Nrf2a也以不同的方式与 AhR之间存在信号串扰。在 TCDD的

作用下，Nrf2a的表达尽管没有上调，但是在 AhR2的表达被抑

制后，Nrf2a的表达显著降低。由此推测，AhR2在斑马鱼胚胎

发育过程中可能对维持 Nrf2a的基础水平和诱导 Nrf2b的表达

有着直接作用。

4 结语

作为一种模式生物，首先由于具有易饲养,生殖周期短,繁

殖能力强,结构简单，为大规模的筛选实验提供了有利的条件，

另外由于幼鱼期个体透明，与人类基因有着极大的相似性等特

点，广泛地应用于生物学领域。

通过对斑马鱼两种 Nrf2结构和功能的对比和解析，发现

两种 Nrf2 在多方面存在差异，表现在基因的表达调控、

Nrf2/ARE信号通路、与 Ahr信号通路的串扰等方面[36-38]。有趣

的是斑马鱼有两套双重的并且有功能的 Nrf2和 Keap1基因，

通过两者之间结构和功能的比对研究，对研究普遍存在大多数

生物体内的 Nrf2各个结构域重要功能位点提供了新材料、新

思路[39]。使我们从分子角度更好的理解 Nrf2应答系统对细胞压

力的防护作用及对脊椎动物发育的调控方式，对于阐明 Nrf2

信号通路对不同氧化应激反应的确切调控机制、Nrf2/ARE信

号通路与人类不同疾病之间的相关性以及 Nrf2与其它信号通

路的串扰机制，对于我们如何治疗癌症、心血管、免疫类、神经

性疾病及临床靶向药物的研发等有非常重要的意义，使 Nrf2

系统更好的发挥作用，从而达到预防与治疗 Nrf2相关疾病的

目的[40-44]。
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