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摘要: 肺动脉高压 (pulmonary hypertension, PH) 是一种以肺血管阻力进行性增加、闭塞性血管重构为特征的疾

病。低氧诱导因子-2α (hypoxia inducible factor-2 alpha, HIF-2α) 是参与肺血管细胞异常增殖和肺血管重构过程的关

键因子之一。本文主要从细胞水平、整体水平综述HIF-2α在PH发生中的作用及其机制, 并对目前以HIF-2α为靶点

治疗肺动脉高压的候选方案进行介绍, 以期为PH发病机制的研究及有效治疗方法的筛选提供参考。
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Abstract: Pulmonary hypertension (PH) is a kind of disease characterized by progressive increase of pulmonary

vascular resistance and occlusive vascular remodeling. Hypoxic inductive factor-2α (HIF-2α) plays an important

role in the abnormal proliferation of pulmonary vascular cells and pulmonary vascular remodeling. This review

focuses on the role of HIF-2α in pulmonary hypertension at the cellular and the global level, and candidates targeting

HIF-2α for the treatment of pulmonary hypertension, in order to better understand the pathogenesis of PH and find

effective treatments.
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肺动脉高压 (pulmonary hypertension, PH) 是一

种威胁生命的疾病, 其特征是进行性肺血管阻力增加

和闭塞性血管重构, 从而导致右心肥大、衰竭和过早

死亡[1]。组织病理学特征包括内膜和中膜增厚、远端

肺动脉肌化、血管闭塞和复杂的丛状病变 [2]。其诊

断标准为: 海平面、静息状态下、经右心导管测定的肺

动脉平均压 (mean pulmonary artery pressure, mPAP) ≥
25 mmHg[3]。根据 WHO 标准 , 肺动脉高压分为 5 类 :

动脉性 PH、左心疾病导致的 PH、肺病和/或低氧导致

的 PH、慢性血栓栓塞性 PH和其他肺动脉阻塞病变所

致的 PH、未明和 (或) 多因素所致的 PH[4]。尽管不同

类PH的病因不同, 但都表现出相似的病理变化。目前

认为, 肺动脉高压发生机制是遗传基因突变 (骨形成

蛋白Ⅱ型受体、活化素受体样激酶 1、内皮糖蛋白、
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SMAD蛋白 9、SMAD蛋白 1、细胞质膜微囊蛋白-1、钾

离子通道 3、T-box gene 4、真核翻译起始因子 2α激酶

3、生长分化因子 2、ATP酶 13A3、水通道蛋白 1、Y染色

体性别决定区相关高迁移率 17 群)、表观遗传因素

(DNA甲基化、组蛋白乙酰化、微小RNA等) 以及环境

因素 (低氧、机械剪切力、炎症、药物或毒物等) 共同作

用的结果[5-8]。此外 , 血管活性分子 (内皮素、一氧化

氮、血管紧张素Ⅱ、前列环素、雌激素等)、钾钙离子通

道、Ras 同源基因/Rho 相关螺旋卷曲蛋白激酶、磷脂

酰肌醇 3激酶/蛋白激酶B、核因子-κB、骨形成蛋白/转

化生长因子-β1、蛋白激酶C/丝裂原活化蛋白激酶、肾

素血管紧张素醛固酮系统、血小板衍生生长因子、过氧

化物酶体增殖物激活受体、Janus激酶/信号转导子和

转录激活子、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白和 Notch等信

号通路以及精氨酸酶 (arginase, Arg)、一氧化氮合酶

(nitric oxide synthase, NOS)、细胞周期蛋白 (cyclin)、周

期蛋白依赖性激酶 (cyclin-dependent kinases, CDK)、

叉头框转录因子 M1 (forkhead box M1, FoxM1)、肿瘤

坏死因子 -α (tumor necrosis factor-α, TNF-α)、白介素

(interleukin, IL)-6、血管内皮生长因子 (vascular endo‐

thelial growth factor, VEGF)、骨形成蛋白 Ⅱ型受体

(bone morphogenetic protein type II receptor, BMPR2)

等靶蛋白在PH形成过程中也发挥着重要作用[9-21]。

目前, 临床上治疗PH的药物主要包括前列环素类

似物和前列环素受体激动剂、内皮素受体拮抗剂、磷酸

二酯酶-5抑制剂和可溶性鸟苷酸环化酶抑制剂, 这些

药物只能够抑制血管收缩或促进血管扩张, 对血管进

行调控, 无法根治PH[22]。虽然干细胞治疗能够修复或

替换受损肺血管结构, 改善心肺功能, 但目前还停留在

动物实验研究阶段, 仍有很多问题需要解决[23]。加之

PH发病机制复杂、病程隐匿等多种原因, 常在就诊时,

患者对药物已不再敏感, 各主要脏器结构也已发生不

可逆的改变, 故PH的死亡率仍居高不下。现有研究表

明, 低氧诱导因子 (hypoxia inducible factor, HIF)-2α在

PH的发生发展中起重要作用, 现做一综述, 以更好了

解PH的发病机制, 寻找有价值的药物靶点和有效治疗

方法。

1 HIF-2α的结构和功能

HIF-2α于 1997 年被发现和克隆[24], 由 α和 β亚基

组成。HIF-1β又称芳香烃受体核转运蛋白 (aryl hydro‐

carbon receptor nuclear translocator, ARNT), 为结构性

表达蛋白, HIF-2α为氧调节性蛋白, 由 870个氨基酸组

成, 分子量为 118 kD, N-端包含螺旋-环-螺旋结构域

(basic-helix-loop-helix domain, bHLH) 和 PAS (Per-

ARNT-Sim) 结构域 , 后者又含有 PAS-A 和 PAS-B 两

个亚结构域 , 这有助于 α和 β异质二聚体的稳定性。

HIF-2α的活性在翻译后受氧、脯氨酸羟化酶 (prolyl

hydroxylase, PHD) 和泛素蛋白酶体的协同调节。常氧

时, HIF-2α的氧依赖性降解结构域 (oxygen-dependent

degradation domain, ODDD) 中的特定位点 Pro405 和

Pro531可与PHD结合而发生羟基化, 羟基化的ODDD

与肿瘤抑制蛋白 (von Hippel-Lindau, pVHL) 亲和力增

加 , 使 HIF-2α泛素化并通过泛素蛋白酶体途径降

解[25,26]。除 PHD外, 天冬酰羟化酶又称为HIF-1α抑制

因子 (factor-inhibiting HIF-1α, FIH-1), 也可调节HIF-2α,

可使 HIF-2α的天冬酰胺残基羟化后被降解[27]。在低

氧条件下, PHD和FIH失去活性, 阻断 pVHL与ODDD

的结合, 从而阻断泛素-蛋白溶解酶体通路, 使HIF-2α

转位至核内, 与 HIF-1β形成异源二聚体, 结合于目的

基因的低氧反应元件 (hypoxic reaction element, HRE)

区域, 促进目的基因转录[28]。此外, 磷酸化、去乙酰化

等修饰也对HIF-2α的转录功能具有调控作用。

相比 HIF-1α几乎在不同动物的所有细胞均有表

达[29], HIF-2α的表达则具有组织特异性 , 为内皮偏向

性[30]。早期研究认为, 其mRNA几乎只在内皮细胞中

表达 , 因此又称为“内皮 PAS 蛋白-1 (endothelial PAS

domain protein-1, EPAS-1)”。但 Wiesener 等[31] 通过

RNA酶保护法在RNA水平和蛋白质水平检测了一系

列细胞类型的表达 , 发现 11 种人体细胞系均能表达

HIF-2α mRNA, 其中 10 种为非内皮细胞。 HIF-2α

mRNA的丰度在不同细胞系之间差异很大, 可相差近

百倍。在常氧和低氧条件 (1% O2, 4 h) 下培养后, 发现

低氧对这些细胞中HIF-2α mRNA水平无明显影响, 但

能显著诱导HIF-2α蛋白的表达, 提示低氧并不影响其

转录过程, 但能影响其翻译过程。此外, HIF-2α还可

影响HIF-1α的表达, 通过在细胞内瞬时转染显性突变

体 , 发现 HIF-2α可阻止慢性低氧下 HIF-1α mRNA 和

蛋白的表达, 提示在慢性低氧时HIF-2α可能参与了抑

制HIF-1α表达的作用[32]。

作为同源异构体的HIF-1α和HIF-2α, 在结构和生

化特性上有许多相似性, 两者的氨基酸有48%的一致性,

均在低氧下稳定 , 并可通过激活 HRE 依赖的基因表

达[33], 但这两个亚单位在N-末端激活结构域 (N-terminal

activation domains, NAD) 上存在差异[34], 这意味着它们

可能有独特的靶基因。低氧条件下, HIF-1α和HIF-2α

可以调节VEGF、内皮素-1 (endothelin-1, ET-1)、促红细

胞生成素、NOS等基因的表达[35]。HIF-2α的 1个等位

基因缺失可导致相关基因显著下调, 包括纤溶酶原激

活物抑制剂1 (plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1)、

ET-1、血小板衍生生长因子 B 链、CXC 趋化因子配体
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12 (C-X-C motif chemokine ligand 12, CXCL12) 和抵

抗素样 α[36], 提示以上基因可能为 HIF-2α的下游靶基

因。此外, HIF-2α的靶基因还涉及炎症、铁代谢、糖代

谢、胎肺成熟、精氨酸酶活性等多方面, 这些均与低氧

性PH、肿瘤、慢性阻塞性肺疾病等有关[37]。

2 HIF-2α对PH细胞水平的影响

PH是一种破坏性疾病, 其特征是由平滑肌细胞过

度增殖、内皮细胞抗凋亡、成纤维细胞增殖迁移、巨噬

细胞聚集、细胞外基质沉积和慢性炎症引起的肺血管

重构[38-40], 故主要介绍HIF-2α对上述细胞的影响。

2.1 HIF-2α对肺动脉平滑肌细胞 (pulmonary arterial

smooth muscle cells, PASMCs) 的影响 目前 , 对于

PH细胞水平的研究大多侧重于PASMCs, 其作为疾病

发病机制中的主要细胞类型, 它的增殖导致肺血管重

构, 进而发生 PH。Ahmad等[41]用腺病毒转染 PASMCs

发现HIF-1α可以促进细胞增殖, 而HIF-2α没有这种作

用。从特发性肺动脉高压 (idiopathic pulmonary hyper‐

tension, IPAH) 患者和正常对照人群肺中分离出的

PASMCs中HIF-2α蛋白表达也没有显著差异[42]。虽然

HIF-2α对 PASMCs没有直接促增殖作用, 但HIF-2α可

以通过影响下游信号分子或内皮细胞旁分泌来影响

PASMCs的增殖。研究发现, HIF-2α在低氧下可通过

诱导下游信号分子 FoxM1 的表达促进人 PASMCs 的

增殖[43], 还可以激活Oct-4基因的转录而导致PASMCs

的过度增殖[44]。此外, 敲除 PHD2基因可导致 HIF-2α

降解减少, HIF-2α的积聚可激活内皮细胞中 CXCL12

引起PASMCs增殖[45]。

2.2 HIF-2α对肺动脉内皮细胞 (pulmonary artery

endothelial cell, PAEC) 的影响 虽然 PASMCs 在 PH

中具有重要地位, 但随着对PH病理机制研究的深入, 越

来越多的实验数据表明, PAEC和PASMCs间的相互作

用更有助于PH的发生发展。与健康供体相比, IPAH患

者肺中HIF-2α mRNA和蛋白的表达显著增加, 免疫荧

光染色提示 HIF-2α主要分布在内皮细胞 (endothelial

cells, ECs) 中[42]。在常氧条件下 , 由腺病毒介导的

HIF-2α过度表达可明显促进人PAEC的增殖[41], 这可能

与HIF-2α通过破坏线粒体和代谢稳态而诱导的内皮细

胞炎症、增殖和抵抗凋亡有关[46]。此外, 血管内皮细胞

中 HIF-2α可通过调节结缔组织生长因子 (connective

tissue growth factor, CTGF) 的表达, 促进内皮细胞黏附

和增殖 , 并促进转化生长因子-β (transforming growth

factor-β, TGF-β) 增加胶原蛋白表达从而加速肺纤维化

相关PH的发展[47,48]。

在体内, ECs会根据局部条件的变化表现出不同

表型。在发生重构的肺血管腔内, 包含有间充质细胞

和平滑肌细胞 (smooth muscle cell, SMC), 而ECs的细

胞标志物并不突出。这种现象称之为内皮向间充质转

变 (endothelial-to-mesenchymal transition, EndMT), 通

过 EndMT使得 ECs获得间充质细胞和平滑肌细胞表

型, 而失去 ECs表型。同时, EndMT 能够增强肺血管

内皮细胞 (lung vascular endothelial cells, LVEC) 的迁

移能力, 并且可将缓慢增殖的LVEC转化为高度增殖的

细胞类型, 从而导致闭塞性内膜病变的形成和发展。上

述过程与 LVEC 中 PHD2 下调导致 HIF-2α激活, 进而

上调 SNAI锌指转录因子家族成员 Snai1/Snai2的表达

有关 (SNAI为EndMT的已知诱导剂)[49]。作为HIF-2α

的重要调节因子, PHD2在LVEC中高表达, 而在全身

血管ECs中低表达, PHD2缺乏可引起严重的PH, 但对

体循环压力没有影响[45]。

外周血来源的过度生长内皮细胞 (blood outgrowth

endothelial cells, BOECs) 富含血管新生和细胞黏附所

需的蛋白, 与内皮干细胞相比, 生物学特性更像内皮细

胞, 同时它克服了成熟人脐血内皮细胞体外培养扩增

量少、表型易改变的缺点, 已被广泛作为血管疾病体外

内皮功能研究的模型[50]。当健康志愿者和 PH患者暴

露于低氧环境下, 均能够促进BOEC中HIF-2α靶基因

(葡萄糖转运蛋白 1、PAI-1、VEGF和精氨酸酶 2) 的表

达, 导致BOEC过度增殖以及分化、侵袭、迁移能力增

强[51]。可见, HIF-2α对ECs的影响不仅体现在细胞表

型上, 对基因水平也具有调节作用。

2.3 HIF-2α对肺动脉成纤维细胞的影响 肺小动脉

外膜成纤维细胞的增殖已被证实为低氧性 PH和肺心

病发展的早期表现。采用RNA干扰技术特异性抑制

HIF-1α和HIF-2α, 发现外膜成纤维细胞的增殖反应仅

依赖于HIF-2α, 而其迁移反应与HIF-1α和HIF-2α均有

关[52]。此外, 肿瘤抑制蛋白 VHL密码子 200 (R200W)

突变可导致HIF-2α的积聚, 后者进一步促进细胞外基

质沉积和肺成纤维细胞或肌成纤维细胞增殖, 最终发

生肺纤维化。这种突变纯合子 VHLR/R模型小鼠与野

生型相比, 7～8月龄肺组织中纤维连接蛋白沉积增强

且分布杂乱, 而野生型小鼠纤维连接蛋白主要局限于

肺血管周围[36]。

2.4 HIF-2α对巨噬细胞的影响 炎症在 PH 的发生

发展中起着关键作用, 大多数免疫细胞, 如T细胞、树

突状细胞、自然杀伤细胞、巨噬细胞、B细胞、肥大细胞

和嗜酸性粒细胞都参与了 PH的进展[53,54]。其中, 单核

细胞和巨噬细胞在血管周围募集是 PH的一个显著特

征, 可加剧炎症并促进与肺动脉平滑肌细胞和肺动脉

内皮细胞的相互作用, 导致肺血管重塑[55,56]。特别是,

CD68+巨噬细胞与 PH 的进展密切相关[56]。HIF-2α的
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激活可导致急性低氧暴露 SD大鼠肺组织中CD68+单

核细胞聚集, 经 HIF-2α抑制剂 PT2567 干预后可抑制

聚集现象, 提示抑制 HIF-2α活性对低氧性 PH极早期

启动具有遏制作用[57]。集落刺激因子-1 (colony stimu‐

lating factor-1, CSF-1) 和 IL-6可以通过激活HIF-2α的

转录, 诱导巨噬细胞选择性激活[58]。此外, 细胞因子如

IL-6、IL-8、IL-10、IL-13、IL-18、IL-1β和 TNF-α也参与

了PH的发生发展, 其血浆的高水平表达提示PH患者预

后不良[59]。在PH动物模型中, 敲除肺内皮细胞HIF-2α

可降低血浆中 IL-6、IL-8、IL-1β、TNF-α、CXCL12的水

平[60]。PT2567干预也可降低血浆TNF-α浓度, 增加抗

炎因子 IL-10的水平[51]。髓系HIF-2α敲除的小鼠可使

血浆 IL-10增加或恢复至正常水平[61]。因巨噬细胞主

要位于血管周围腔隙, 单纯靶向巨噬细胞治疗PH可行

性差[62], 基于细胞因子和趋化因子的疫苗治疗可能是

治疗PH的潜在靶点[53]。

3 HIF-2α对PH整体水平的影响

3.1 HIF-2α激活突变可诱导 PH 研究表明 , HIF-

1α+/−和HIF-2α+/−小鼠对慢性低氧均表现出右心室收缩

压 (right ventricular systolic pressure, RVSP) 和右心室肥

厚的钝性反应, HIF-1α+/−小鼠肺动脉压降低, 而HIF-2α+/−

小鼠由于没有响应慢性低氧而未发展为 PH[63]。小鼠

平滑肌细胞中HIF-1α基因缺失可减轻RVSP和肺动脉

壁厚度, 但对右室重构没有影响[64], 而 HIF-2α选择性

抑制剂 C76 可逆转由 Sugen5416/低氧和/或野百合碱

(monocrotaline, MCT) 诱导的 PH 大鼠病理特征, 能够

抑制血管重塑、心肌纤维化和右心衰竭 (right heart

failure, RHF), 提高PH大鼠的存活率[42]。此外, HIF-2α

获得性功能突变与患者严重 PH 相关, HIF-2α激活突

变 (G536W) 基因敲入小鼠会发生严重的 PH[65]。应用

反义寡核苷酸 (antisense oligonucleotides, ASOs) 敲低

HIF-2α可减轻低氧诱导的小鼠血管肌化作用, 降低肺

动脉压和右心室肥厚。在慢性低氧条件下, 肺内皮细

胞HIF-2α缺失的小鼠中RVSP并不升高, 且与常氧野

生型小鼠无显著差异, 显著低于低氧下野生型和肺内

皮细胞缺失HIF-1α小鼠的RVSP值, 同时, 肺内皮细胞

HIF-2α的缺失可显著抑制低氧所致的小鼠肺血管重

塑[57]。但 Skuli等[66]引入一种内皮细胞HIF-2α缺陷的

小鼠模型, 发现尽管发育正常, 但这些小鼠内皮细胞超

微结构异常, 可诱发 PH, 这可能是因为缺失HIF-2α的

ECs降低了细胞外基质蛋白、纤维连接蛋白、整合素、

内皮素 B 受体 (endothelin B receptor, ET-B) 的表达水

平, 影响了内皮完整性, 导致血管通透性增加, 液体渗

漏, 从而促进水肿、炎症和出血, 进而驱动肺动脉压力

的升高。

HIF-2α还可通过影响下游靶基因导致PH。Cowburn

等[60]发现, 从基因敲除HIF-2α小鼠分离的肺内皮细胞

和整个肺组织中精氨酸酶-1 (arginase-1, Arg-1) 的表达

均下调, 肺血管内皮细胞 Arg-1的缺失同样减轻了许

多与低氧性 PH相关的病理生理症状, 表明 HIF-2α可

通过Arg-1依赖的机制影响肺血管阻力和 PH的发展。

HIF-2α还可上调 SNAI 锌指转录因子家族成员导致

PH。 IPAH 患者和 PH 动物模型均表现出高水平的

EndMT 和 HIF-2α蛋白表达 , HIF-2α通过介导 Snai1/

Snai2上调, 导致肺血管壁增厚和血管闭塞[49]。

离体动物肺灌注/通气实验提示, 将肺血管内皮细

胞中HIF-1α或HIF-2α敲低后对急性低氧诱导的肺血

管收缩没有影响[49]。利用全身体积描记法测定响应低

氧的每分通气量、潮气量、流量和肺活量, 在基因敲除

HIF-1α和HIF-2α以及野生型三组中没有差异[60], 说明

HIF-2α对急性低氧诱导的肺血管收缩无明显贡献。

3.2 HIF-2α对颈动脉体的影响 颈动脉体 (carotid

body, CB) 在调节低氧心肺反应中具有重要作用。研究

表明, HIF-2α对颈动脉体在慢性低氧反应中的发育和

生长至关重要[67]。但通过对颈动脉分叉处细胞酪氨酸

羟化酶 (tyrosine hydroxylase, TH) 免疫染色发现 , 野

生型和基因敲除 HIF-2α的动物中颈动脉体组织学结

构均正常[60], 与常氧对照大鼠相比, Sugen/低氧 3周大

鼠颈动脉分支 CB体积显著增加, 给予 HIF-2α抑制剂

PT2567干预后体积明显减小, 但与溶剂对照组和西地

那非组并无明显差异, 说明HIF-2α对颈动脉体的影响

并不起主要作用[51]。

3.3 继发性 HIF-2α增多导致 PH 作为 HIF-2α的重

要调节因子 PHD 和 pVHL 的异常均可导致 HIF-2α表

达的改变。由于 ECs 和骨髓造血细胞 (hematopoietic

cells, HCs) PHD2基因缺失, 导致 HIF-2α被继发激活,

小鼠出现严重的血管重塑包括血管阻塞和复杂丛状样

病变、严重 PH和RHF, 从而出现死亡, 同临床 PH的病

理学表现相类似。在此过程中, ECs中PHD2的缺失起

着重要作用, 而骨髓造血细胞 PHD2的缺失并不是 PH

发展的必要条件, 但可加剧病理表现和 PH的严重性,

两者具有协同作用。在 IPAH患者闭塞性肺血管内皮

细胞中也证实了PHD2的表达明显减少[45]。VHL功能

获得突变的人和小鼠均发生 PH, R200W VHL突变纯

合子 VHLR/R小鼠的肺出现肺血管重构、出血、水肿和

巨噬细胞浸润现象 , 老龄小鼠的肺表现出纤维化。

HIF-2α活性在VHLR/R小鼠肺中上调, HIF-2α敲低后可

以逆转VHLR/R小鼠的红细胞增多、肺动脉高压和右心

室肥大, 并可以降低 ET-1的表达, 使非肌化血管数量

增加到接近正常野生型水平, 逆转血管的重构, 减缓出
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血和水肿表型[36]。

3.4 HIF-2α对种群水平的影响 在种群水平 , 居住

在海拔 4 700 米的藏族人中 HIF-2α -rs6756667-A 或

rs1868092-A 占 70% 以上 , 且随着海拔增高 , AA 携带

者增多[68]。应用高通量全基因组芯片技术从世居海拔

4 350 米地区藏族人群中筛选出 10 个特有正选基因 ,

进一步对全基因组外显子进行测序发现, HIF-2α基因

在高原低氧环境下进化速率最快, 与世居人群低血红

蛋白相关[69], 并通过下游靶基因调节能量和铁代谢[70], 降

低了慢性高原病的发病可能, 提示该人群对高原低氧

环境的适应与 HIF-2α基因位点选择有关[71]。HIF-2α

基因位点选择不仅与慢性高原病的发生有关, 它和急

性高原病 (acute mountain sickness, AMS) 的发生也有

关。黄岚课题组[72,73]通过对 18～45岁汉族男性由平原

急进高原后 18～24 h 进行单核苷酸多态性检测发现

HIF-2α-rs4953354和 rs6756667与头痛明显相关, HIF-

2α-rs675667位点与AMS发病相关, HIF-2α-rs675667-G

等位基因较 HIF-2α -rs675667-A 等位基因更易发生

AMS, AG+AA 携带者较 GG 携带者 AMS 发病风险明

显减少 45%。临床上, Chuvash真性红细胞增多症 (一

种由VHL基因纯合性点突变引起的常染色体隐性遗传

病) 的患者HIF-2α水平升高, 增加了发生PH的易感性[36]。

总之, 目前研究结果一致显示, 世居藏族人 HIF-2α基

因具有积极的正向选择性, 从而能发生有利突变以增

强机体对高原环境的适应性, 降低PH的发病风险[74]。

4 针对HIF-2α PH的候选治疗方案

目前针对 HIF-2α在肺动脉高压中的主要作用机

制, 涉及下述7个相关治疗方案 (图1)。

4.1 HIF-2α-Arg 轴 Arg 可以与内皮型一氧化氮合

酶 (endothelial nitric oxide synthase, eNOS) 竞争二者

共同底物L-精氨酸, 当Arg过度表达, 打破二者的平衡

状态, 使一氧化氮 (nitric oxide, NO) 合成减少, 从而损

害内皮功能, 造成血管内皮功能紊乱。HIF-2α可以通过

增加 Arg-1的表达减少肺中 NO的合成[60], NO作为血

管活性剂, 其生成减少会促进PH的初期发展和血管重

塑。在临床中也发现PH患者肺内硝酸盐、支气管肺泡

液中NO的生化反应产物以及呼出的NO均减少[75]。从

PH患者分离的肺内皮细胞的Arg-2表达大幅增加 (人

肺动脉内皮细胞不表达 Arg-1)[76], 这会减少可利用的

L-精氨酸并减少NOS衍生NO的形成。PH患者来源的

BOEC中Arg-2酶活性升高, BOECs成管脆弱, 连接短,

回路小 , 抑制 HIF-2α后可恢复至正常水平[51]。因此 ,

可探索通过HIF-2α途径操纵NO稳态控制PH的疗法。

4.2 PHD2/HIF-2α信号 作为HIF-2α的重要调节因

子, PHD2对 PH的形成至关重要。通过条件敲除大鼠

内皮细胞和骨髓造血细胞中 PHD2基因后, 大鼠可表

现出类似临床 IPAH患者的病理表现, 而敲除PHD2的

大鼠未出现 PH 症状 , 其原因可能是 PHD2 缺失导致

HIF-2α降解减少, HIF-2α积聚诱导CXCL12促进SMC

增殖[45]。因此, 靶向PHD2/HIF-2α信号传导失调, 可能

是一种新颖的有效治疗策略。

4.3 抑制EndMT进程 通过EndMT过程, 可以使缓

慢生长的完全分化的LVEC转化为高度增殖的间充质

细胞, 特征是细胞之间失去黏附, 细胞形态转化为纺锤

形 , 表现为 SMC 特异性基因 [转胶蛋白 (transgelin,

Tagln) 和肌动蛋白 α2 (actin alpha 2, Acta2)] 和/或成纤

Figure 1 The main mechanism and related therapeutic targets of HIF-2α in pulmonary hypertension. pVHL: von Hippel-Lindau; HIF-2α:

Hypoxia inducible factor-2 alpha; OH: Hydroxyl; PHD: Prolyl hydroxylase; O2: Oxygen; HIF-1β: Hypoxia inducible factor-1 beta; mPAP:

Mean pulmonary arterial pressure; RVSP: Right ventricular systolic pressure; RHF: Right heart failure; Arg: Arginase; NO: Nitric oxide;

EndMT: Endothelial-to-mesenchymal transition; ECs: Endothelial cells; Pecam 1: Platelet/endothelial cell adhesion molecule 1; Cdh5:

Cadherin 5; Ctnnd1: Catenin delta 1; Tagln: Transgelin; Acta2: Actin alpha 2; Vim: Vimentin; Fn1: Fibronectin 1; Fsp1: Fibroblast specific

protein S100A4
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维细胞特异性基因 [波形蛋白 (vimentin, Vim)、纤维连

接蛋白 1 (fibronectin 1, Fn1) 和成纤维细胞特异蛋白

S100A4 (fibroblast specific protein S100A4, Fsp1)] 的上

调以及 EC 特异性基因 [血小板内皮细胞黏附分子 1

(platelet/endothelial cell adhesion molecule 1, Pecam1)、

钙黏蛋白 5 (cadherin 5, Cdh5) 和连环蛋白 δ1 (catenin

delta 1, Ctnnd1)] 的下调 , 最终导致闭塞性内膜病变。

低氧条件下, HIF-2α可上调 SNAI锌指转录因子家族

成员 Snai1/Snai2的表达, 诱导内皮细胞向间充质细胞

转变, 导致肺血管重构, 发生肺动脉高压[49]。HIF-2α和

EndMT的联合抑制可能会为治疗肺动脉高压提供独

特的治疗方法。

4.4 ASOs ASOs 是人工合成的一类通过碱基互补

原则特异性地与靶DNA或mRNA结合而抑制该基因

表达的核酸片段。利用HIF-2α-ASO敲低HIF-2α基因

的效率为 72%。在低氧条件下, 与对照低氧小鼠相比,

HIF-2α-ASO干预的小鼠RVSP、右心室肥厚指数和右心

室/体重比值均降低, 肺内完全肌化血管明显减少。注

射HIF-2α-ASO后虽然没有出现像整体基因敲除小鼠

在低氧下的致死现象, 但在该模型中, 成年小鼠体重降

低, 循环血液中儿茶酚胺包括肾上腺素和去甲肾上腺素

减少, 心率、心输出量以及左室收缩功能指标 dp/dtmax

均降低。除了观察到的心脏功能变化外, HIF-2α-ASO

干预动物的红细胞比容也降低, 导致氧输送效率下降,

上述变化使得这些小鼠更加脆弱, 从而导致死亡风险

增加[57]。总之 , 如果未来临床应用 HIF-2α-ASO 治疗

PH需谨慎。

4.5 细胞类型特异性敲除 因为整体敲除HIF-2α对

模型动物具有胚胎致死性 , 所以条件敲除特定细胞

HIF-2α成为可选的替代方法。在肺血管细胞中, HIF-2α

在ECs中高表达, 所以一般选择肺血管内皮细胞为基

因敲除的靶细胞。其原理为利用Cre/LoxP或Flipe/Frt

原理, 将待敲除的一段目标DNA序列的两端各敲入一

个 loxP序列, 得到 flox小鼠, 将 flox小鼠与带有细胞特

异性表达 Cre酶的小鼠交配繁殖, 以获得在特定细胞

中敲除目标基因的小鼠。ECs特异性HIF-2α敲除可防

止小鼠在低氧条件下发展为肺动脉高压。有研究提

示, ECs中HIF-2α基因缺失在预防低氧性PH发展方面

似乎比整体HIF-2α敲低更有效[57]。除ECs外, Eul等[52]

利用RNA干扰技术敲低肺内小动脉外膜成纤维细胞中

HIF-2α的表达, 对低氧诱导的肺内小动脉成纤维细增

殖有显著抑制作用, 而HIF-1α-siRNA对其增殖无影响。

HIF-1α-siRNA和 HIF-2α-siRNA联合使用抑制成纤维

细胞增殖的效果并没有超过单独使用 HIF-2α-siRNA

的效果。在研究细胞迁移时 , 发现 HIF-1α-siRNA 和

HIF-2α-siRNA 均有明显抑制作用 , 且两者联用效果

更好。

4.6 化合物 76 (compound 76, C76) Zimmer等[77]通

过在细胞上筛选HIF-2α抑制剂, 发现了C76, 其可以通

过结合铁调节蛋白抑制HIF-2α的翻译。在PHD2基因

敲除小鼠中, 经C76治疗逆转了闭塞性肺血管重构, 包

括新生内膜形成和闭塞性血管病变, 改善了右心室肥

大和心肌纤维化, 减少了RHF的发生, 提高了生存率。

C76没有影响从 IPAH患者中分离出的PASMC的增殖

和凋亡, 但可通过影响ECs旁分泌抑制 PASMC增殖。

在 Sugen5416/低氧大鼠中, C76可逆转肺血管重塑, 抑

制右室肥大和心肌纤维化 , 并保护其心脏功能。在

MCT大鼠中, C76可降低RVSP、改善肺血管重塑和右

心室肥大, 并能够降低死亡率[42]。

4.7 PT2567 PT2567 是 Peloton Therapeutics 公司研

发的一种有效的、选择性的口服 HIF-2α抑制剂, 用于

非肿瘤适应症, 最开始针对 PH, 目前仍在探索其在炎

症性肠病中的开发潜力 , 处于临床前研究阶段。Hu

等[57]利用PT2567抑制HIF-2α, 观察正常成年啮齿动物

暴露于短期 (4 天) 或慢性 (4～5 周) 低氧中的血液动

力学及心肺病理变化, 发现PT2567显著抑制了短期低

氧暴露大鼠肺血管周围单核细胞募集, 以及慢性低氧

暴露大鼠肺血管细胞增殖、血管肌化、细胞黏合素 C

(tenascin C, Tnc) 沉积, 降低了平均肺动脉压。机制可

能为: HIF-2α作为一个转录因子, 其是通过蛋白质与蛋

白质的相互作用而发挥转录功能的, 既往认为HIF-2α

和HIF-1β的结合很难被小分子破坏, 但Scheuermann和

他的同事[78]发现 HIF-2α的 PAS-B 结构域的内核具有

疏水腔, 可以结合小分子, 通过变构破坏同 HIF-1β的

二聚化, 从而阻断转录活性。HIF-2α抑制剂PT2567即

可作为这样的小分子直接与HIF-2α的PAS-B结构域结

合, 并破坏HIF-2α/HIF-1β二聚体的形成, 从而终止其

转录功能, 逆转肺血管重构、减少循环促炎因子和恢

复血浆亚硝酸盐水平, 降低与严重 PH 发展相关的血

流动力学参数。PT2567 不仅减轻了 PH 的病理表现,

还可在分子水平使异常基因表达正常化。经 PT2567

干预后, ECs中异常的经典 HIF下游靶基因葡萄糖转

运蛋白 1、N-myc 下游调节基因 1、VEGF、碳酸酐酶 9

趋于正常 , 与炎症相关基因 CXC 趋化因子受体 4、

CXCL12、基质细胞衍生因子-1、细胞间黏附分子 1、E-

选择素以及与细胞增殖相关因子分化抑制因子 1、分

化抑制因子 3、转化生长因子α基本恢复正常, 与PH相

关的信号靶标 , 包括爱帕琳肽、Arg-2、细胞周期蛋白

D1、PAI-1、ET-1均降低[51,57]。此外, 还可纠正心脏相关

基因的异常表达, 如降低心肌结构靶标 β-肌球蛋白重
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链、骨骼肌肌动蛋白 α1、心脏负荷靶标心房钠尿肽前

体 A、膜联蛋白 A5和心肌纤维化靶标 I型胶原蛋白 α

1、III型胶原蛋白 α1和金属蛋白酶 2的表达。而作为

目前临床治疗PH常用药物西地那非只降低了 III型胶

原蛋白 α1和金属蛋白酶 2的表达。PT2567干预使血

浆心肌应激标志物肌钙蛋白 I和脂肪酸结合蛋白 3、血

浆亚硝酸盐浓度正常化, 降低PH患者和健康志愿者来

源BOEC增殖, 但不影响细胞凋亡[51]。这表明HIF-2α

小分子抑制剂 PT2567 可能成为治疗 PH 的一种潜力

药物。

5 结语与展望

大多数已发表的关于HIF-2α在PH发生中的作用,

采用的模型为胚胎期HIF-2α敲除或激活, 先天存在肺

或血管缺陷的动物, 但现实中观察到PH的人和动物的

肺循环对慢性低氧应激反应是正常的。所以采用上述

动物模型作为研究对象可能导致研究不客观。原因如

下: ① 这些模型在胚胎中存在血管缺陷, 可能在成年后

继续表现出血管缺陷[79]; ② 当基因缺失在胚胎中开始

与在成年小鼠中开始时其表型存在差异。如在成年动

物中抑制单核细胞趋化蛋白 1 (monocyte chemotactic

protein 1, MCP1) 可降低低氧或 MCT 诱导的 PH, 而

MCP1或MCP1受体敲除小鼠 (始于胚胎) 表现出自发

的 PH[80,81]。细胞类型特异性敲除是了解特定细胞类

型中靶基因对疾病贡献的有力方法。然而, 仅从细胞

类型特异性敲除实验中得出的结论在确定疾病中基因

功能方面可能存在缺陷。在疾病发生发展过程中并非

单一细胞发挥作用, 而是存在不同细胞间的相互作用,

并且特定基因在不同疾病相关细胞类型中可能具有不

同或相反的功能。如微囊蛋白在PH患者ECs中降低,

促进PH的发展, 但微囊蛋白在原发性肝癌中过度表达

也促进原发性肝癌的发展[82], 故需要寻求更符合临床

PH的动物模型及研究手段。

目前, 对于PH的研究主要集中在对血管舒缩功能

进行调控, 然而PH导致患者死亡的原因往往是因为脏

器重构导致的右心衰竭, 故研发可以逆转肺血管和右

心重构的药物十分必要。HIF-2α作为 PH的关键调节

因子, 参与了肺血管重构的过程, HIF-2α抑制剂已经

在PH患者肺组织显示出抑制重构的优势, 且在不同动

物模型中不仅具有降低PH的作用, 还具有抑制肺血管

和右心室重构的效果, 尤其在抑制右心重构方面优于

西地那非。HIF-2α抑制剂的研发将对临床 PH死亡率

居高不下的现状带来希望。PT2567目前处于临床前

期研究阶段, 根据临床试验效果, 如患者生活质量、生

存时间、药物不良反应以及耐药性等问题, 未来可以尝

试研发针对 PAS-A 结构域的 HIF-2α的抑制剂以及除

针对 HIF-2α的直接变构调控外其他间接调控的小分

子。此外, 目前研发的双环类HIF-2α抑制剂 PT2399、

PT2385、PT2977已经处于临床 I/II期阶段, 显示出良好

的治疗肾透明细胞癌的效果, 且其作用机制与PT2567

类似, 即诱导HIF-2α-PAS-B结构域结合面上残基位置

发生变化, 削弱两个PAS-B结构域之间的结合能力, 导

致 HIF-2α与 HIF-1β无法形成二聚体[83]。是否可以将

双环类 HIF-2α抑制剂应用于 PH 的治疗还需实验验

证, 以给临床治疗提供更多可能。
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