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氧气对基因组的结构与化学影响
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摘要: 氧气是生命活动的必要元素, 主要在线粒体参与能量代谢过程。对于包裹在细胞核里的基因组, 氧气可

以通过许多渠道对其结构和化学性质进行调控, 其中活性氧是一类重要的信使分子, 对基因组进行种类繁多的修

饰, 而铁离子提供了多方面的辅助作用。它们的共同作用影响到基因组复制、转录和损伤修复等几乎所有的生化功

能。在此基础上, 环境氧浓度的变化, 特别是多种主要疾病和重要生理过程相关的低氧环境, 可以引起基因组层面

的响应。鉴于引起这一系列基因组上变化的因子有可能成为药物靶标, 值得系统深入地研究。在此, 作者汇总了活

性氧、铁离子和细胞低氧对基因组的影响, 并简单讨论相关的药物分子。
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Oxygen impact on genome structure and chemistry
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Abstract: Oxygen is an essential element for life, which is mostly consumed at mitochondria for energy

metabolism. For the genome inside nucleus, oxygen conducts structural regulations and chemical modifications

through multiple pathways, where reactive oxygen species (ROS) serve as important messenger molecules. The

highly activated ROS have the ability to produce different kinds of DNA lesions, while ferrous ions provide

supports in many forms. Under the combinatorial action of oxygen and iron, almost all the genomic biochemical

processes, such as replication, transcription and DNA damage repair are affected. Moreover, the variation of envi‐

ronmental oxygen concentration, particularly hypoxia that presents in many major diseases and critical physio‐

logical stages, provokes the responds at the genomic level. While the factors that lead to these genomic alterations

are potential drug targets and deserve systematic investigations, herein, we collect the existing knowledge in the

effects of ROS, ferrous ion and cell hypoxia on genome, along with brief discussions of the related drug molecules.
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氧气是众所周知的生命活动必需元素, 在细胞里

主要参与能量代谢过程。氧气通过肺进入人体, 在环

境浓度高的情况下结合血红蛋白, 通过血液循环系统

被携带到各个组织器官; 在环境浓度低的情况下, 氧气

与血红蛋白解离而得到释放。氧气通过渗透作用进入

细胞, 大部分在线粒体得到利用, 参加呼吸链反应, 分

解能量物质产生三磷酸腺苷 (adenosine triphosphate,

ATP), 最终与氢结合生成水。

氧气可以通过酶的作用形成活性氧 (reactive oxygen

species, ROS)。分布在细胞各个区域的多种酶具备该

催化功能, 包括: 线粒体上呼吸链相关酶、胞膜上的烟

酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶 [nicotinamide ade‐

nine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase, NOX]、

过氧化物酶体、内质网上帮助蛋白折叠形成二硫键的
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相关酶及NADPH细胞色素 P450还原酶等[1,2]。其中,

呼吸链是活性氧产生的主要场所, 生成的ROS主要包

括超氧阴离子、过氧化氢 (H2O2) 和羟基自由基等。超

氧阴离子可以在超氧化物歧化酶 (superoxide dis‐

mutase, SOD) 的作用下快速转化为H2O2; 而在二价铁

或一价铜离子的作用下 , H2O2 可通过 Fenton 或者

Haber Weiss反应生成高度活化的羟基自由基。反应

的另一个产物三价铁或二价铜离子又会被超氧阴离子

还原到低价态, 从而得到循环利用。由此可见, 在氧通

过ROS的形式起作用的过程中, 金属离子起到重要作

用, 特别是人体内含量很高的过渡金属铁离子。

在细胞中 , 低浓度 ROS 对细胞功能有调节作用 ,

但高浓度时会产生破坏作用 , 导致细胞死亡。过量

ROS产生可以导致细胞氧化应激, 进而可能引起心血

管疾病、神经退行性疾病和癌症。因此, ROS浓度需

要受到严格控制, 细胞中各种还原酶 (SOD和硫氧还

蛋白还原酶等) 和还原性物质 (谷胱甘肽和维生素 C

等) 将对其进行中和反应[3]。

人体内多数细胞含有 3%～5%氧气, 但是某些组

织可以处于缺氧的环境里 (低于 2%), 如实体肿瘤细

胞、间充质干细胞、胚胎发育特殊阶段及某些疾病状态

下的肺内皮细胞等。细胞可以检测到缺氧环境的出

现, 通过多个信号通路进行相应的调节, 其中当前研究

相对清晰的是缺氧诱导因子 (hypoxia inducible factor,

HIF) 信号通路。在缺氧的环境中, 细胞表现出一些特

殊的氧利用模式, 包括ROS浓度的变化。有研究显示

在缺氧的环境下, ROS在细胞中浓度变化是不均一的,

呈现一定的区域分布特点, 其中细胞质和线粒体膜间

间隙中ROS浓度呈现上升趋势, 而在线粒体基质表现

为降低的现象[4]。

对于氧气这样一个生命活动所必需的基本物质,

细胞进化出了复杂的调控机制, 包括在基因组层面的

调控, 同时氧也通过各种渠道影响基因。在此, 作者讨

论了氧气通过ROS、与ROS高度相关的铁离子及缺氧

相关的信号通路 3个方面对基因组的影响, 着重分析

它们对基因立体结构及化学性质的影响。

1 ROS对基因组结构的影响

1.1 细胞核内ROS 现有研究显示ROS在细胞中可

能存在区域性分布的特征, 其中线粒体和细胞核的氧

化水平相对偏低, 尽管线粒体是利用氧并产生ROS的

主要场所。在线粒体和细胞核里, 谷胱甘肽和硫氧还

蛋白还原酶对维持其环境的还原状态非常重要[5,6]。

细胞核内 ROS 有几种可能的产生方式。首先 ,

ROS可以通过渗透作用或特定的水通道转运, 穿越细

胞的膜结构, 在细胞中移动最终达到细胞核[7]。有研

究显示ROS可以作为线粒体与细胞核之间逆行信号

的一部分, 进入细胞核。当线粒体持续大量产生超氧

阴离子时, 由 SOD转化生成的H2O2被释放, 通过渗透

进入细胞核, 导致其在细胞核里的浓度升高。现有的

观察发现, 这部分自由基主要作用在染色体端粒上, 并

造成DNA骨架双链断裂, 而对染色体其他部分没有损

害[8]。染色体端粒的损伤可以导致其长度的缩短, 这

是细胞老化或癌变的一个特征[9]。其次, ROS可以在

紫外线和自然界背景电离辐射等外界作用下, 分别通

过敏感物质传递能量给氧分子[10]、或直接活化水分子

而产生[2]。另外, 有研究报道在植物的细胞核里, 可能

通过酶催化反应直接产生H2O2, 该反应受钙离子浓度

的影响, 但具体是哪种酶尚不清楚[11]。

1.2 ROS作用于基因组 活性氧可以影响细胞核的

大小与形态 , 部分源于对核膜上核纤层 (lamin) 的破

坏[12,13]。ROS可以对核纤层组成蛋白 lamin A的羧基

端半胱氨酸的巯基基团进行氧化修饰, 形成磺酸基或

者亚硫酸基, 进而破坏由其介导的蛋白分子间相互作

用。常态细胞中有许多异染色质附着在核纤层上, 形

成所谓的核纤层结合域 (lamin associated domain,

LAD), 属于一种基因抑制区域。当核纤层受到破坏,

这些染色质将被释放, 由此引起细胞核中异染色质总

量的减少。

尽管细胞核内环境处于相对还原状态, 过量ROS

可以引起脱氧核糖核酸 (deoxyribonucleic acid, DNA)

碱基损伤和骨架断裂。在各种ROS中, 超氧阴离子在

水环境里对DNA的损伤作用并不强, 而通过Fenton反

应产生的羟基自由基可以对DNA造成很大破坏。基

因紧密缠绕的核小体结构可以帮助DNA避免ROS造

成的损伤[14]。

ROS对DNA的损伤普遍出现在碱基上。一般认

为每个细胞里都有上万个损伤碱基[15], 包括 8-氧-7-氢

鸟嘌呤(8-oxoG) 等近百种形式[16]。8-oxoG 在各种损

伤中最常见 (每个细胞里有几千个)[15], 并且该损伤碱

基能够与腺嘌呤 (A)形成碱基对, 而不是正常的鸟嘌

呤/胞嘧啶 (G/C) 碱基对, 因此可以引发进一步的基因

突变[14]。尽管一般认为损伤的碱基需要修复来维持细

胞的正常功能, 也有观点认为当不能及时修复时, 这些

特殊的损伤碱基有可能作为一种表观遗传标记为基因

调控所用[15]。

对 8-oxoG在细胞核中进行空间定位发现, 其主要

分布在编码基因缺乏的位置, 且在空间上与LAD区域

可较好重叠[17]。考虑到活性被抑制的 LAD处于核膜

附近, 这个结果从某种意义上似乎提示, ROS通过扩

散进入细胞核后, 首先遇到在核膜附近的DNA, 从而
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引起比其他部位更严重的破坏。另有研究发现, 当负

责碱基修复的酶被破坏后, 损伤碱基的分布不再与基

因活性呈相关性。这说明活性编码基因在损伤后更容

易得到修复 , 观测到碱基损伤与其修复效率高度相

关[18]。对损伤碱基的修复一般是通过去碱基修复

(base excision repair, BER) 机制 , 其中去嘌呤去嘧啶

(apurine/apyramidine, AP) 内切酶会引起 DNA 弯曲并

且在磷酸二酯键部位切开核酸骨架, 形成暂时的单链

DNA断裂[19]。

有研究认为由ROS引起的DNA单链断裂在哺乳

动物细胞中频繁发生, 每个细胞每小时会发生约 2 300

次[20]。导致骨架断裂有两种方式: 水解磷酸二酯键和

通过去碱基步骤在核糖上形成断裂[21]。DNA双链断

裂的后果更为严重 , 而 ROS 浓度的提升会引起 DNA

双链断裂的增加。一方面是因为 ROS 直接作用在

DNA骨架上的几率上升; 另一方面是由于碱基损伤的

增加而引起的BER反应增加。当两个BER反应在相

近的位点时, AP内切酶同时切割两条链就会产生双链

断裂。

短期 ROS 升高可以引起组蛋白 H2AX 磷酸化水

平的升高。 139 位丝氨酸 (Ser139)位点磷酸化的

H2AX被称为 γH2AX, 会快速出现在双链DNA断裂位

置, 招募一系列蛋白因子进而启动修复。PI3K家族蛋

白激酶 ATM、ATR、DNA-PK 负责磷酸化 H2AX, 相关

的激酶抑制剂渥曼青霉素 (wortmannin) 可以阻止该磷

酸化[22]。长期高水平ROS存在的情况下, 细胞可以通

过 E3 连接酶 RNF168, 对 H2AX 的 119 位赖氨酸进行

长链泛素化修饰, 引起该蛋白大量降解。其结果导致

DNA 损伤修复遭到破坏 , 引起基因组稳定性的降

低[23]。需要说明的是, 作为双链DNA断裂的响应机制

的一部分, 在H2AX磷酸化后, RNF168会对H2AX的

15位赖氨酸进行单泛素化修饰。这是同源重组修复

或非同源末端连接修复的中间步骤[24]。至于 ROS通

过什么途径影响 RNF168 介导的 H2AX 泛素化程度 ,

尚未见到报道。

激活ROS的产生可能导致细胞死亡, 或有利于清

除肿瘤细胞; 而对其进行中和可能避免炎症的过度产

生或细胞的癌变, 因此两种策略都有临床价值。常见

的一些营养剂具备调节ROS的功能, 如叶酸是合成甲

基转移酶催化反应配体 S-腺苷甲硫氨酸 (S-adenosyl‐

methionine, SAM) 所需的前体化合物, 在协助DNA和

染色质组蛋白甲基化水平提升的同时, 会导致氧化应

激水平的升高; 维生素C和E都可以起到中和ROS的

作用, 而药用植物提取物普天登 (protandim) 被认为可

以提升 SOD 和过氧化氢酶 (catalase) 的表达 , 由此降

低 ROS 浓度[25]。除直接针对 ROS 之外 , 许多靶向

DNA修复相关蛋白的药物已经在治疗癌症的研究中

得到广泛关注 , 如 : 针对去核苷修复的靶向 ERCC1-

XPF蛋白间相互作用界面的儿茶酚类化合物、针对去

碱基修复的AP内切酶抑制剂、针对同源重组的Rad51

抑制剂, 以及前面提到的针对双链断裂的PI3K抑制剂

等。对此Gavande等[26]进行了更详细的介绍。

2 铁对基因组结构的影响

2.1 铁硫簇作用于基因组 氧对基因组的作用大量

依靠铁离子的辅助。铁在细胞中主要以铁硫簇、血红

素及游离铁的形式存在, 其中铁硫簇对氧非常敏感, 可

能直接影响作用在DNA上相关蛋白的活性, 如参与基

因复制的起始酶 (primase) 和来自细菌的转录因子

FNR。起始酶由两个亚基组成 (大亚基和小亚基), 其

大亚基PRIM2的C端有一个结合 4Fe-4S铁硫簇位点。

当细胞中 SOD受损时, PRIM2结合铁硫簇受限, 而没

有铁硫簇的起始酶无法启动合成RNA引物的功能[27]。

FNR同样结合 1个 4Fe-4S铁硫簇, 通过响应氧浓度的

变化来调节细菌在有氧与无氧代谢之间的转换。在大

肠杆菌中, 氧气可以导致 4Fe-4S铁硫簇转化为 2Fe-2S

形式 , 从而引起 FNR 二聚体的解离 , 导致蛋白结合

DNA能力的丧失[28]。有意思的是, 在真核细胞中大量

参与基因复制和修复的酶含有铁硫簇 (表 1), 包括 :

DNA 复制机器 DNA 聚合酶 α (DNA polymerase α,

Polα)、DNA 聚合酶 ε (DNA polymerase ε, Polε)、DNA

聚合酶 δ (DNA polymerase δ, Polδ) 的催化单元POLA、

POLE1 和 POLD1、跨损伤 DNA 合成酶 ζ (DNA poly‐

merase ζ, Polζ) 的催化单元无倒退 3 类似蛋白 (rever‐

sionless 3-like, REV3L)、DNA 起始酶的 PRIM2 亚基、

解旋酶 DNA 复制解旋酶/核酸酶 2 (DNA replication

helicase/nuclease 2, Dna2)、D组着色性干皮病 (xeroder‐

mapigmentosum complementation group D, XPD)、

DEAD/H-box 解 旋 酶 11 (DEAD/H-box helicase 11,

DDX11)、端粒延伸解旋酶 1 调节因子 (Regulator of

telomere elongation helicase 1, RTEL1) 和补体 J 组范

可尼贫血 (fanconi anemia of complementation group J,

FANCJ)、DNA 损伤修复的外切酶 5 (exonuclease 5,

EXO5), 以及去碱基修复的糖苷酶内切酶 III类似蛋白1

(endonuclease III-like protein 1, NTHL1) 和 MutY。由

此不难理解在缺铁情况下, 基因组会变得不稳定[27]。

在负责 DNA 合成的 4 个 B 族 DNA 聚合酶 Polα、

Polε、Polδ和 Polζ催化单元中, 都有 1个序列比较保守

的羧基端 , 含有 2 个金属离子结合域 CysA 和 CysB。

其中, CysA结合锌离子, 而CysB一般认为会结合铁硫

簇。突变失去铁硫簇结合能力的聚合酶尽管还保留一
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定的基础活性, 但其催化能力明显下降[29]。

Dna2是一个多功能蛋白, 含有 1个核酸酶域和 1

个解旋酶域, 在基因复制、端粒维护和同源重组修复等

方面起作用。其核酸酶域含有 1个铁硫簇结合位点。

突变铁硫簇结合氨基酸可以导致其内切酶功能的丧

失, 同时也会破坏其解旋酶的活性。这是因为其两个

功能域存在相互关联[30]。XPD 也是 1 个解旋酶 , 与

DDX11、RTEL1 和 FANCJ 蛋白组成一个解旋酶亚家

族。该家族都含有 2个解旋酶域、1个Arch域和 1个铁

硫簇结合域。作为转录因子 IIH (transcription factor

IIH, TFIIH) 的一个组成部分, XPD参加转录和去核苷

修复。该酶需要结合铁硫簇后才能组装到 TFIIH上。

缺失铁硫簇不会完全影响转录, 但是对去核苷修复影

响非常严重。DDX11解旋酶在序列上与XPD有一定

的相似性。有研究显示DDX11在保持姊妹染色体粘

连、DNA复制叉稳定、异染色质空间组织及DNA修复

方面都有一定的作用[31]。铁硫簇在DDX11中的作用

尚不清楚, 但是因为序列的相似性, 怀疑与在XPD的

模式相近。RTEL1主要在保持端粒长度、阻止同源重

组、辅助DNA双链断裂修复方面起作用。有研究显示

其氮端铁硫簇结合区对ROS敏感[32]。该亚家族的第 4

个蛋白 FANCJ除了 4个类似的结构域外, 在羧基端还

有 1个结合BRAC1的结构域。该蛋白在双链间偶联

修复和双链断裂修复中起作用[33]。

在含铁硫簇的水解酶中, EXO5是一个在DNA修

复中起作用的单链 DNA 双向外切酶。铁硫簇链接

了其两端序列。尽管催化位点由中间序列构成, 失去

铁硫簇将影响其DNA结合能力及活性[34]。NTHL1和

MutY 是去碱基修复 (BER) 中的糖苷水解酶, 负责从

脱氧核糖上水解受损伤或错配的碱基。当前对催化机

制的认识主要是参考它们在细菌中的同源蛋白。铁硫

簇在这些蛋白中同样没有直接参与催化, 而是协助蛋

白对DNA的结合[35-37]。

此外, 伸展子 (elongator) 复合物的组成蛋白ELP3

在氮端也结合铁硫簇。该复合物具备多种生物功能,

包括与RNA聚合酶 PolII结合参与转录。失去铁硫簇

会破坏伸展子的完整性及其与辅因子的结合[38], 但是

对转录活性的影响当前还不清楚。

Table 1 Iron-containing proteins involved in gene operations inside nucleus. REV3L: Reversionless 3-like; Dna2: DNA replication heli‐

case/nuclease 2; XPD: Xeroderma pigmentosum complementation group D; DDX11: DEAD/H-box helicase 11; RTEL1: Regulator of telo‐

mere elongation helicase 1; FANCJ: Fanconi anemia of complementation group J; EXO5: Exonuclease 5; NTHL1: Endonuclease III-like

protein 1; Hap1/2/3/4/5: Heme activator protein 1/2/3/4/5; Bach1: BTB and CNC homology 1; HO-1: Heme oxygenase 1; NPAS2: Neuronal

PAS domain protein 2; NFκB: Nuclear factor κB; p53R2: p53-inducible ribonucleotide reductase small subunit 2-like protein; TETs: Ten-

eleven translocation proteins; KDMs: Lysine demethylases; 4Fe-4S: Iron-sulfur cluster; 2-OG: 2-Oxoglutaric acid

Protein
POLA
POLE1
POLD1
REV3L
Dna2
XPD
DDX11
RTEL1
FANCJ
EXO5
NTHL1
MutY
ELP3
Hap1
Hap2/3/4/5
Bach1
HO-1
Rev-erb-α/β
NPAS2
p53
H-Ferritin
Pirin
p53R2
TETs
KDMs

Iron form
4Fe-4S
4Fe-4S
4Fe-4S
4Fe-4S
4Fe-4S
4Fe-4S
4Fe-4S
4Fe-4S
4Fe-4S
4Fe-4S
4Fe-4S
4Fe-4S
4Fe-4S
Heme
Heme
Heme
Heme
Heme
Heme
Heme
Fe3+

Fe3+/Fe2+

Fe2+

Fe2+/2-OG
Fe2+/2-OG

Function
Catalytic subunit of Polα in DNA synthesis
Catalytic subunit of Polε in DNA synthesis
Catalytic subunit of Polδ in DNA synthesis
Catalytic subunit of Polζ in DNA synthesis
Gene replication and homologous recombination repair
Transcription and nucleotide excision repair
Sister chromosome cohesion and DNA repair
Maintenance of telomere-length
DNA crosslink repair and double-strand break repair
DNA repair
Base excision repair
Base excision repair
PolII transcription
Transcription regulation of genes related to respiratory and oxidative damage
Transcription regulation of respiratory genes
Transcription regulation of hememetabolism
Transcription regulation in response of oxidative stress
Transcription regulation of circadian rhythm
Transcription regulation of circadian rhythm
DNA repair
Storage of ferric ions
Transcription regulation through NFκB binding
Ribonucleotide reductase in responseof DNA damage
DNA dioxygenases
Histone demethylases
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通过以上描述可以看到, 在这些蛋白中铁硫簇更

多的是在扮演对其催化功能进行调节的角色, 而没有

直接参与到催化中心。这个现象可能显示了铁硫簇通

过感受氧的变化对酶活性进行调节的作用。

2.2 血红素作用于基因组 血红素可以与H2O2反应,

在维生素 C等还原因子的辅助下作为清除 ROS的一

部分, 但是在还原因子缺乏的情况下, 该反应可以引起

对含血红素蛋白的破坏[39]。在细胞核中血红素结合蛋

白主要以转录因子的形式存在 [如 BTB和 CNC同源

蛋白 1 (BTB and CNC homolog 1, Bach1)], 调控下游血

红蛋白等呼吸及炎症相关蛋白的表达 (表 1)[40-42]。一

个比较特殊的调控蛋白是血红素氧化酶 1 (heme oxy‐

genase 1, HO-1)。这个蛋白一般在内质网中对血红素

进行氧化分解, 产生一氧化碳。然而有研究发现该蛋白

也出现在细胞核中, 不再行使其催化作用, 而是作为转

录因子调控下游基因表达, 对抗氧化应激[43]。使用氯

化血红素处理细胞, 可以提升细胞核中血红素氧化酶

的水平。另外, 一个有意思的发现是癌症相关的关键

蛋白 p53含有 1个血红素结合位点。结合血红素会使

p53与DNA解离, 蛋白转移出细胞核, 进入细胞质并降

解[44]。由于 p53大量介入各种DNA修复机制中, 失去

p53保护的基因组会出现DNA损伤增多的现象[45,46]。

2.3 铁离子作用于基因组 使用大鼠肝细胞的研究

发现, 可被螯合的铁离子在细胞核中的含量高于细胞

质和线粒体[47]。游离的铁离子可以直接结合DNA上

G (鸟嘌呤) 碱基的 7位氮上, 协助H2O2在一些特定序

列上 (如RTGR, R代表嘌呤) 对临近脱氧核糖的剪切,

导致DNA链断裂[48]。这也可以部分解释前面所提到

的, 由线粒体传递到细胞核的逆行信号中H2O2在染色

体端粒位置进行DNA剪切的现象, 原因之一或许是因

为端粒序列富含鸟嘌呤。

对铁在细胞核中分布的研究发现, 尽管在各个细

胞中铁含量与分布存在很大差异, 在核膜附近经常可

以观测到铁离子浓度相对比较高[49]。这个发现与碱基

损伤出现在靠近核膜的LAD联系在一起, 似乎指向一

个比较有意思的推论, 即: H2O2通过渗透进入细胞核,

被核膜附近的铁离子经过Fenton反应转化为高活性的

羟基自由基, 进而产生对DNA的损伤。如果这个推论

成立, 那么铁离子在细胞核中分布的机制需要得到进

一步的研究。有研究显示铁离子存储蛋白--铁蛋白的

H亚基 (H-ferritin) 能够进入细胞核, 且可以与DNA结

合[50]。与游离铁离子作用相似, 该结合能够引发DNA

链上断裂缺口的产生, 但在动力学上有明显的滞后, 由

此怀疑H亚基进入细胞核是为了延缓游离铁离子对基

因组的破坏。

除铁蛋白之外, 细胞核中不通过铁硫簇或血红素

而直接结合铁离子的蛋白还有 Pirin、p53R2和一大类

含铁氧化酶 (表 1)。Pirin是一个NFκB结合蛋白, 含有

1个铁离子。当三价铁离子被还原到二价时引起构象

变化 , 导致复合物解离 , 由此影响 NFκB 与一些特定

DNA位点的结合[51]。p53R2是一个响应DNA损伤的

核苷还原酶, 为DNA修复提供三磷酸脱氧核糖。该蛋

白活性中心结合两个铁离子, 与氧分子一起参与活化

配体分子[52]。

细胞中有一类含铁氧化酶, 使用氧分子和 α-酮戊

二酸 (2-oxoglutaric acid, 2-OG), 在铁离子的催化下对

底物蛋白或核酸进行修饰。这包括细胞核中负责表观

遗传修饰的十十一转座 (ten-eleven translocation, TET)

蛋白和 Jumonji类赖氨酸去甲基化酶 (lysine demethyl‐

ase, KDM) 等[53]。TET蛋白会对甲基化碱基进一步地

氧化形成羟甲基。这被认为是DNA碱基去甲基化过

程中的一步, 因为该碱基最终可能被DNA损伤修复系

统识别而以一个没有任何修饰的碱基替代。Jumonji

类KDM负责对组蛋白上甲基化修饰的赖氨酸进行去

甲基化反应。这样的修饰可以引起核小体结构状态的

变化, 从而影响缠绕在上面的基因打开或关闭。

此外, 细胞质中的脯氨酸羟化酶 (prolyl hydroxy‐

lase, PHD) 蛋白同样属于该类含铁氧化酶 , 可以对

HIF1α上特定的脯氨酸进行氧化而形成翻译后修饰,

进而通过泛素化进入蛋白酶体降解通道。在氧浓度或

铁离子浓度降低的情况下, PHD作用降低, HIF1α稳定

性提升, 有机会与HIF1β结合, 进入细胞核, 通过转录

调控下游基因表达, 引起缺氧应激反应。另一个可以

对 HIF1α进行 2-OG 依赖性修饰的是 HIF 抑制因子

(factor Inhibiting HIF, FIH)。这个蛋白对 HIF1α 和

HIF2α蛋白C端的一个天冬酰胺进行羟基化修饰, 从

而阻碍它们结合组蛋白乙酰转移酶 p300, 导致许多氧

诱导基因的表达受阻[54]。需要说明的是, PHD和 FIH

虽然主要在细胞质中起作用, 但在细胞核中也有少量

分布, 行使一些其他的功能[55,56]。

有研究显示缺铁在健康的人群中比较普遍, 而且

中长期缺铁与全因素导致的死亡率相关[57]。铁补充剂

是临床针对缺铁性贫血的治疗药物, 常见的有硫酸亚

铁和富马酸亚铁。过量的铁也会引起细胞的损伤, 这

种情况出现在铁过载类疾病中, 如长期输血的患者和

中间型 β地中海贫血患者。相对应的很多铁螯合剂可

以用于治疗该类疾病, 如去铁胺 (deferoxamine, DFO)。

作为研究工具, 使用 DFO可以有效地抑制 Jumonji类

去甲基酶的功能, 另外DFO处理的细胞会表现出细胞

核内DNA单链断裂减少的现象[39]。此外, 靶向铁死亡
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机制的药物研究近些年受到较多关注[58]。由于铁死亡

直接与基因组之间作用的报道当前比较匮乏, 作者不

再讨论相关药物研发的工作。

3 缺氧对基因组结构的影响

氧在各个组织中不是均一分布的。即使在一个组

织中, 在不同的生理状态下氧的浓度还会有所波动。

一个常见的生理状态是缺氧, 如当肺功能受损或生活

在高海拔地区。在缺氧的情况下, 基因组的结构也会

相应地发生变化 (图1)。

缺氧可以使细胞在全基因组水平上产生结构变

化, 如在缺血状态下 (同时缺少氧和养分), 有报道显示

染色体整体结构会产生变化 , 染色质会发生聚集现

象[59]。CTCF (CCCTC binding factor) 和 cohesin是构建

基因组立体结构单元染色质环的两个主要成分, 而有

研究显示在缺氧的情况下, CTCF可以发生去类泛素蛋

白 (small ubiquitin-related modifier, SUMO) 化修饰[60]。

当CTCF失去 SUMO修饰后, 有可能影响其与 cohesin

的组成亚基Rad21相互作用, 由此暗示缺氧可能对染

色质环结构乃至基因组空间结构产生影响。尽管如此,

针对响应缺氧的一类关键转录因子HIF的研究显示,

其DNA上的作用位点处于在正常状态下就已经展开

的染色体区域上[61], 且与其相应的染色质环也是在正

常状态下就已经形成[62], 而不是由于缺氧诱导产生的。

许多关于缺氧的研究围绕着HIF展开, 因为它接

受感应氧水平变化蛋白 PHD和 FIH的修饰, 进而通过

转录 , 调控下游一系列缺氧相关基因的表达。尽管

HIF作用位点不需要基因组改变其染色质环的结构,

已有研究发现HIF与多个染色质重塑复合物成分相互

作用, 提示HIF可能通过改变局部核小体的排布行使

其生物学功能。当前已知的ATP依赖型染色质重塑复

合物有 4 类 : 切换/蔗糖不发酵复合物 (switch/sucrose

non-fermentable complex, SWI/SNF)、色结构域解旋酶

DNA 结合蛋白复合物 (chromodomain helicase DNA

binding protein complex, CHD) [包括核小体重塑及去

乙酰酶复合物 (nucleosome remodeling and deacetylase

complex, NuRD)]、模仿切换复合物 (imitation switch

complex, ISWI) 和肌醇需求蛋白 80 复合物 (inositol-

requiring protein 80 complex, INO80), 而HIF至少与其

中的3个相关。

有研究显示, HIF1α对一些下游基因的作用, 需要

SWI/SNF复合物组成成分Brahma同源蛋白 1/Brahma

同源蛋白 (Brahma homolog 1/Brahma homolog, BRG1/

BRM) 和 BRG1 结合因子 57 (BRG1-associated factor

57, BAF57) 的参与, 甚至HIF1α基因本身的表达也受

BRG1的影响[63-65]。相类似的, NuRD复合物成分瘤转

移相关蛋白 1 (metastasis-associated protein 1, MTA1)

也可以结合 HIF1α。当 MTA1 高表达时 , 可以提升

HIF1α 的调控功能。此外 , MTA1 可以通过提升

HDAC1的表达, 对HIF1α进行去乙酰基化修饰, 从而

提高其稳定性[66]。另有研究显示 , 在缺氧状态下

HIF1α与 NuRD 复合物组分 CHD4 同时出现在 Ripk3

启动子区域, 通过对 Ripk3启动子区域进行去乙酰基

化修饰而抑制受体作用丝/苏氨酸蛋白激酶 3 (recep‐

tor-interacting serine/threonine-protein kinase 3, RIPK3)

的表达, 从而避免上皮细胞程序性坏死, 以及因此在

小鼠胚胎发育中引起的由于血管破裂而导致的死

亡[67]。重塑复合物 INO80的AAA+ATP酶组分Reptin

和Pontin缺氧情况下可以被组蛋白甲基转移酶G9a修

饰, 且甲基化的Reptin可以直接与HIF1α形成相互作

用调控下游基因表达[68,69]。

除重塑复合物以外, HIF与一些表观遗传修饰蛋

白存在相互作用, 包括前面提到的直接利用氧分子进

行催化的 TET 蛋白和 Jumonji 类去甲基化酶。有报

道[70]显示 TET1 可以结合 HIF1α和 HIF2α, 协助这些

HIF蛋白调控下游基因, 诱导上皮间质转化。有意思

的是, 该协同作用不需要TET1的DNA羟甲基化功能。

进一步的研究还明确了TET1用于蛋白间相互作用的氨

基酸区域, 其中包括含CXXC序列的DNA结合域[70]。

Jumonji 类赖氨酸去甲基化酶 KDM4C (亦称为

JMJD2C) 在乳腺癌肿瘤细胞里可以结合HIF1α, 提高

HIF1α结合其靶点 DNA 序列 (称为缺氧调控元件

HRE) 的能力, 进而激活下游基因转录[71]。在缺氧状

态下, KDM3A (亦称为 JMJD1A) 同样可以结合HIF1α,

对处于 HRE位点的 H3K9me2进行修饰, 调控下游糖

酵解相关基因的表达[72], 且该相互作用没有细胞特异

性。进一步的研究结果认为 JMJD1A通过其锌指结构

域与HIF1α结合[73]。作为氧敏感蛋白, 虽然 Jumonji类

酶的活性会因为缺氧而下降, 进而影响与HIF的协同

作用, 但是有研究发现细胞核中各种赖氨酸去甲基化

酶, 在缺氧状态下表现出来的活性损失程度不同。另

外, 一些蛋白 (如 KDM3A) 的表达水平在 HIF的作用

下得到上调, 因此可以对单个蛋白分子催化能力的降

低有一定的补偿作用[74]。

缺氧对DNA的甲基化会产生影响, 然而当前的研

究结果不是非常一致。有研究认为缺氧状态下基因组

总体表现为甲基化水平增高, 而另一些研究显示总体

甲基化水平降低。当前有一种观点认为: 短期缺氧会

导致整体DNA甲基化修饰水平的降低, 而长期缺氧会

导致特定位点的DNA过甲基化修饰。对肝癌细胞的

研究显示, 甲基化DNA所需的酶供体分子 SAM水平
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在缺氧状态下会降低 , 由此认为导致甲基化水平下

降[75]; 同样在肝癌细胞中, TET1和TET3在HIF1α的作

用下提高表达水平, 进而引起胞嘧啶羟甲基化水平升

高[76]; 而在硬皮症成纤维细胞中, TET1的表达可以在

没有HIF1α的影响下升高, 进而引起基因组整体甲基

化水平的下降[77]。相反的, 在一项使用多种肿瘤细胞

的研究中发现, 作为 2-OG依赖型氧化酶, TET因为氧

分子水平的不足发生活性下降, 从而导致细胞整体甲

基化水平增高[78]; 在前列腺表皮细胞中发现DNA甲基

转移酶DNMT3B表达上升[79], 长期缺氧的心脏成纤维

细胞中 DNA 甲基转移酶 1 (DNA methyltransferase 1,

DNMT1) 和DNA甲基转移酶 3B (DNA methyltransfer‐

ase 3B, DNMT3B) 表达也有上升, 由此引起两类细胞

中甲基化水平增高[80]。与肝癌中引起甲基化下降的研究

相似, 在前列腺表皮细胞中也观察到SAM水平的降低,

但作者认为是由于DNMT过量消耗SAM所导致的。

需要说明的是, 虽然HIF调控许多氧代谢相关基

因 , 缺氧状态下尚有许多基因上的变化不一定需要

HIF的作用。HIF需要通过 PHD和 FIH才能间接感受

氧浓度的变化, 也就是说2-OG依赖的氧化酶是缺氧调

控更直接的响应蛋白, 所以上面提到的TET蛋白和 Ju‐

monji类KDM蛋白可以相对独立地起作用; 当然, HIF

在某些情况下也可以影响它们的功能。此外, 有研究

显示 FIH可以修饰组蛋白甲基转移酶 G9a和 GLP, 抑

制它们的催化活性[81], 而这两个蛋白对HIF1α的修饰

可以抑制其转录活性[82]。由此可以看到感受氧浓度变

化的信号应该是受到后续一个相互交叉的调控网络

控制。

作为一类重要的氧感受蛋白, 2-OG依赖型氧化酶

完成催化反应需要 3个主要元素: 氧分子、铁离子和 2-

OG。前文已经提到缺氧和铁离子螯合剂可以抑制它

们的活性。同样, 2-OG类似物对它们也有抑制作用,

如2-OG的反应产物琥珀酸及其相关的延胡索酸, 这些

都是三羧酸循环的中间成分, 从一个侧面显示了氧与

能量代谢的密切联系。此外, 尽管早期认为HIF无法

成为药物靶点, 经过不断的努力, 近些年直接针对HIF

异二聚体界面的抑制剂也已经出现[83]。

4 结语与展望

总体来说 , 氧对基因组的作用大部分源于 ROS,

铁离子在氧对基因的影响上起到至关重要的辅助作

用。氧在细胞内浓度的波动会引起基因组结构的相应

变化, 由此影响大量基因的表达水平, 一方面调整抗氧

化因子的水平来平衡ROS的变化; 另一方面决定其能

量代谢水平以及是否进入某种死亡状态。对基因组结

构的影响包括全局和局部两个方面: 在全局上, 通过影

响核纤层和 CTCF, 改变染色体在细胞核中的位置与

远程相互作用; 在局部上, 通过染色质重塑、核小体结

构的改变及 DNA 甲基化水平的变化 , 影响基因的表

达。通过铁离子的作用, ROS可以影响基因的复制与

修复。由此可以看到, 氧几乎影响了基因组从结构到

功能的所有方面, 需要得到系统完整的研究。

尽管当前已积累了许多氧对基因组影响的研究成

Figure 1 The effects of hypoxia on genome structure. PHD: Prolyl hydroxylase; HIF: Hypoxia inducible factor; FIH: Factor-inhibiting HIF;

CTCF: CCCTC binding factor; SWI/SNF: SWItch/sucrose non-fermentable; BAF57: Brg/Brahma-associated factors 57; BRG1: Brahma-

related gene 1; BRM: Brahma; NuRD: Nucleosome remodeling and deacetylase; MTA1: Metastasis associated 1; CHD4: Chromodomain

helicase DNA binding protein 4; KDM: Lysine demethylase; DNMT: DNA methyl-transferase; SAM: S-Adenosylmethionine; TET: Ten-

eleven translocation
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果, 一些重要的问题依然尚待解决。首先, ROS在细

胞核中是否存在特异性分布？如果存在, 其形成机制

是什么？其次, 鉴于细胞核中可以被螯合铁的含量较

高, 细胞核中是否还有其他含铁蛋白？或者是否还有

其他细胞质中的铁结合蛋白可以进入细胞核？第三,

在HIF信号通路外, 其他感受氧的信号通路在多大程

度上引起基因组变化？这些通路与HIF通路之间是如

何交叉调控的？这些问题的解答将有助于更好地了解

氧气这样一个生命活动的必要成分, 对生命密码物质

基因的作用方式, 并在此基础上探索进行干预调控的

手段。
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