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摘要 Kelch 样ECH 关联蛋白1（Kelch-like ECH-associated protein 1，Keap1）是E3泛素连接酶的底物识别亚单位，在蛋白

质的泛素化修饰中起重要作用。蛋白质的泛素化修饰作为一种重要且复杂的蛋白质翻译后修饰，在自噬和蛋白酶体系统中

作为降解信号而被利用。野生型 Keap1 能够识别、结合多种底物蛋白质并通过 Keap1-Cul3-Rbx1 复合物泛素化。此外，

Keap1还作为一种抑癌蛋白而被广泛研究，已发现诸多Keap1的体细胞突变或等位基因的异常缺失诱发人类多种疾病。当前

的研究主要围绕在Keap1-Nrf2系统而很少涉及到其他下游底物。鉴于Keap1在细胞中的重要功能及广大的发展空间，这篇

综述将对Keap1目前的研究现状进行总结。包括：泛素-蛋白酶体系统（ubiquitin-proteasome system，UPS），Keap1的结构、

功能、突变，Keap1的泛素化底物及Keap1的相关疾病，探讨Keap1在疾病中的临床意义及研究中存在的机遇与挑战。

关键词 泛素化，降解，Keap1，Nrf2，突变

中图分类号 Q74，Q55 DOI：10.16476/j.pibb.2021.0017

1 泛素-蛋白酶体系统

蛋白质是人体细胞、组织的重要成分，也是机

体重要的功能分子。正常生理条件下，蛋白质需要

通过及时地表达并被准确地修饰来维持正常功能，

而后在细胞内被降解，以维持机体稳态。蛋白质降

解过程不仅与细胞周期、信号传导、DNA转录和

翻译等生理过程有关，还能下调对机体有危害的调

节因子，降解多余、功能失调和受损的细胞成分，

循环利用资源和能量，具有十分重要的生理意义。

人体细胞中存在多种蛋白质降解途径，研究最多的

是 溶 酶 体 途 径 和 泛 素 - 蛋 白 酶 体 （ubiquitin-

proteasome system，UPS）途径，其中溶酶体途径

主要降解细胞内吞的胞外蛋白质，UPS则主要降解

胞内泛素标记的蛋白质。

UPS 由泛素修饰蛋白质底物的特定酶和水解

标记底物的26S蛋白酶体组成。泛素与底物的结合

是通过由泛素活化酶（ubiquitin-activating enzyme，

E1）、泛素缀合酶 （ubiquitin-conjugating enzyme，

E2） 和 泛 素 - 蛋 白 质 连 接 酶 （ubiquitin-protein

ligase，E3）组成的多步级联反应来实现的。简言

之，E1利用ATP水解产生的能量，在泛素C端和

E1 酶活性催化位点的 Cys 残基之间生成硫酯键，

这种激活的泛素然后被转移到E2，在E2和泛素之

间形成硫酯键，最后，带电荷的E2与数百个E3合

作将激活后的泛素转移到目标底物，最后使目标底

物被泛素化修饰［1］。其中，E3包含两个不同的功

能：催化异肽键的形成和招募底物。两个主要的

E3连接酶家族已被描述：HECT结构域家族（因其

与E6相关蛋白羧基末端的同源性而命名）和RING

家族（其包含了泛素连接酶活性所必需的内在环指
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结构域或相关环指蛋白亚单位）［2］。

而Cullins家族是迄今为止最大的E3连接酶复

合体家族，它是一个进化上保守的蛋白质家族，在

芽殖酵母和分裂酵母中包含 3 个相关基因，在蠕

虫、果蝇和人类中包含6个相关基因。Cullins蛋白

作为分子支架，可通过一个保守的C端结构域与环

指蛋白Rbx1结合，而Rbx1蛋白则可招募一种带泛

素的E2蛋白，即获得了E2的催化功能；而后通过

一个独特的 N 端结构域，单个 Cullins 通过衔接蛋

白与 E3 泛素连接酶结合以招募特定的底物。

Cullin3 （Cul3） 作为 Cullins 家族的成员之一，可

与具有 BTB 结构域 broad complex-tramtrack-bric-a-

brac 的蛋白质直接结合，形成大量的 BTB-Cul3-

Rbx1 泛 素 连 接 酶［3］。 Kelch 样 ECH 关 联 蛋 白

1 （Kelch-like ECH-associated protein 1， Keap1），

作为 Cul3-Rbx1 E3 泛素连接酶复合物的底物衔接

蛋白，目前已有许多研究证明了其突变与癌症发生

之间的关联。本文将从Keap1蛋白的结构与功能、

Keap1基因的突变情况、Keap1导致疾病发生发展

的具体分子机制等方面作一综述。

2 Keap1蛋白的结构与功能

Keap1是一个分子质量为 70 ku的蛋白质，包

括 624个氨基酸，位于 19号染色体 p13.2位，主要

存在于细胞质中，正常情况下锚定于胞浆的肌动蛋

白细胞骨架上。它是一种BTB-Kelch蛋白，是Cul3

依赖的泛素连接酶复合物的底物衔接蛋白。Keap1

主要结构域包括 NTR 结构域 （N-terminal region，

1~60 位氨基酸残基）、与 Cul3 相互作用的 BTB 结

构 域 （61~179 位 氨 基 酸 残 基）、 IVR 结 构 域

（intervening region，180~314 位氨基酸残基）、含

有 6 个 Kelch 重复结构域的 DGR 结构域 （double

glycine repeat， 315~359、 361~410、 412~457、

459~504、506~551、553~598 位氨基酸残基） 和

CTR结构域（C-terminal region，599~624位氨基酸

残基）［4］（图1a）。

BTB 结构域是一段进化上保守的基序，功能

多样，包括介导 Keap1 同源二聚和与 Cul3 连接酶

复合物结合的作用。且BTB结构域中的一个半胱

氨酸残基C151被发现是Keap1在亲电刺激下降低

E3活性所必需的［5］。

IVR结构域富含一些半胱氨酸残基，可用来调

节 Keap1 活性。此结构域上的 C273 和 C288 对于

Keap1维持泛素E3连接酶活性和降解Nrf2是必不

可少的。此外，IVR 结构域将 BTB 结构域与 C 端

Kelch/DGR 结构域连接起来。同时，Keap1 通过

IVR结构域与Cul3的N端区域结合。

Keap1的Kelch/DGR域是一个六叶片 β螺旋桨

结构，其中 I-VI 螺旋桨的每个叶片由 4 个 β -股

（A~D）组成。β螺旋桨的中心核投射出不同长度

的环，组成这些 β股。根据惯例，连接 β股A和B

（A-B）或 β股 C 和 D （C-D）的短环定义了 β螺旋

桨的底部，而连接β股D和A（D-A）或β股B和C

（B-C）的较长环定义了β螺旋桨的顶部［6］，该结构

域具有识别与结合底物蛋白的功能。

3 Keap1的泛素化底物

Keap1通过泛素作用于其下游底物，例如核转

录因子红系2相关因子2（nuclear factor-erythroid 2-

related factor 2，Nrf2）被Keap1泛素化并靶向蛋白

酶体降解；IκB 激酶亚单位 β（inhibitor of nuclear

factor kappa-B kinase subunit beta， IKKβ） 也可以

被Keap1泛素化并由26S蛋白酶体降解。此外，选

择性自噬接头蛋白p62 （sequestosome1，SQSTM1/

p62）、 性 别 决 定 区 域 Y 框 9 （sex determining

region Y-box 9，SOX9）、凋亡调节剂 （apoptosis

regulator） Bcl-2、 丝 氨 酸/苏 氨 酸 蛋 白 磷 酸 酶

（serine/threonine-protein phosphatase） PGAM5、线

粒体 Rho GTPase 2 （mitochondrial Rho GTPase 2，

Miro2）、 STE20 样 丝 氨 酸/苏 氨 酸 蛋 白 激 酶

（STE20-like serine/threonine-protein kinase， SLK）

和 有 丝 分 裂 纺 锤 体 装 配 检 查 点 蛋 白 MAD2A

（mitotic spindle assembly checkpoint protein

MAD2A，MAD2L1），以及可能的非常规肌球蛋白

Ixb （unconventional myosin-IXb，Myo9b） 同样也

被Keap1泛素化修饰并降解。值得注意的是，另外

存在一些能被Keap1泛素化但不被降解的底物，如

DNA 复 制 许 可 因 子 （DNA replication licensing

factor） MCM3、BRCA2 定位协作因子 （partner

and localizer of BRCA2，PALB2）、内质网膜传感

器 NFE2L1 （nuclear factor-erythroid 2-related factor

1，Nrf1）等。总之，Keap1作为E3泛素连接酶的
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接头蛋白，对比 Cul3 家族的另一种 E3 接头蛋白

SPOP而言，其下游泛素化底物仍有很大的研究空

间。截至目前被文献报道的所有Keap1泛素化底物

见表1。
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Fig. 1 Structure，function of Keap1 and Keap1-mediated mechanism pathways
图1 Keap1结构、功能及相关分子机制

（a） E3泛素连接酶的组成和Keap1蛋白的结构；（b） Keap1-Nrf2信号轴分子机制示意图；（c） Keap1-IKKβ信号轴分子机制示意图；

（d）Keap1-p62信号轴分子机制示意图；（e）Keap1-SOX9信号轴分子机制示意图；（f）Keap1的调节网络。
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4 Keap1的降解型底物

Keap1作为Cul3-Rbx1 E3泛素连接酶复合物的

一部分，介导了包括 Nrf2、 Ikkβ、p62、SOX9、

Bcl-2、 PGAM5、 Miro2、 SLK、 MAD2L1 和

Myo9b的降解。Keap1同这些底物一起组成了一个

十分复杂的细胞生物学网络，参与了众多细胞过

程。尤其在癌症中，Keap1既是抑癌蛋白也是促癌

蛋白，因此，了解Keap1和这些底物所参与的信号

级联反应非常重要。下文侧重于通过负调节4种底

物 Nrf2、Ikkβ、p62 和 SOX9 来阐述 Keap1 在癌症

或疾病中的作用，并提及了这4种底物互相之间的

横向联系，提示了Keap1网络的复杂性。

4.1 Keap1与Nrf2
Keap1最初发现的底物就是Nrf2，也是人们研

究最多的底物。Keap1-Nrf2系统是细胞防御和生存

相互影响的重要节点，Keap1充当氧化还原损伤的

富含半胱氨酸硫醇的传感器，而Nrf2是一个转录

因子，作为效应器来协同激活细胞中包括抗氧化

酶、排毒酶、炎症相关蛋白、药物转运蛋白和代谢

酶等保护基因，在氧化应激和代谢过程中发挥重要

作用［23］。相反，Keap1-Nrf2的失调导致Nrf2异常

激活也会引起病理变化，尤其在癌症中［23-26］。

Nrf2由Nfe2l2基因编码，属于碱性亮氨酸拉链

（basic leucine zipper， bZIP） 转录因子和 cap-n-

collar （CNC）家族。Nrf2 的分子质量约为 68 ku，

由人体内的589个氨基酸组成，可以分为7个保守

的功能结构域：Neh1~7。Neh1结构域包含介导与

DNA 结合和形成二聚体的 CNC 和 bZIP 结构域；

Neh2 结构域包含分别与 Keap1 具有高亲和力和低

亲和力的 ETGE 和 DLG 基序，该结构域介导 Nrf2

的降解并抑制Nrf2的转录活性［15］；Neh3结构域位

于 Nrf2 的 C 端，是必不可少的功能区域，可以与

染色质域解旋酶DNA结合蛋白 6 （chromodomain-

helicase-DNA-binding protein 6，CHD6）结合并激

活抗氧化响应元件 （antioxidant response element，

ARE）［27］； Neh4 和 Neh5 结构域可以与激活物

cAMP 反应元件结合蛋白（cAMP response element

binding protein，CREB）结合，以帮助Nrf2转运入

细胞核［28］；具有大量丝氨酸残基的Neh6结构域抑

制Nrf2转录，而与Keap1无关［29］；Neh7结构域识

别类视黄醇 X 受体 α （retinoid X receptor alpha，

RXRα）［30］。另外，Nrf2的第40个氨基酸是磷酸化

位点，该位点的磷酸化导致 Nrf2 从 Keap1 上

解离［31］。

正常生理条件下，Keap1 的 BTB 结构域与

Cul3 E3泛素连接酶复合物结合，两个Keap1分子

通过 BTB 区形成同型二聚体，然后 Keap1 二聚体

可以通过DGR结构域，结合Nrf2的ETGE和DLG

基序，并以 1∶1 的比例直接相互作用。Nrf2 的

Neh6 域中 DSGIS 和 DSAPGS 氨基酸基序与 Keap1

结合，然后将泛素连接酶复合物上的泛素转移到

Nrf2 的 ETGE 和 DLG 基序之间的 7 个赖氨酸残基

（K40、K50、K52、K53、K56、K64 和 K68） 上。

Table 1 Ubiquitylation substrates of Keap1
表 1 Keap1的泛素化底物

底物

Bcl-2

IKKβ

MAD2L1

MCM3

Miro2

Myo9b

Nrf1

Nrf2

p62

PALB2

PGAM5

SLK

SOX9

功能

抗凋亡

NF-κB信号通路的调控

细胞分裂

DNA复制

线粒体运输

肌动蛋白运动分子

细胞氧化还原稳态

细胞氧化还原稳态

自噬作用

DNA修复

坏死

凋亡

细胞增殖

Keap1结合基序

36ETGE39

92ESGE96

387ETGE390

181QDIDLG186

26QDIDLG31 79ETGE82

349STGE352（phosphorylated）
91ETGE94

79ESGE82

59DLK61 250DLK252

参考文献

［7］

［8-9］

［10］

［11-12］

［13］

［14］

［15］

［16］

［17-18］

［19-20］

［21］

［11］

［22］



·332· 2022；49（2）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

Keap1 可 能 与 泛 素 伴 侣 去 泛 素 化 蛋 白

（deubiquitinating protein，VCP） VCPIP 和两个蛋

白酶体泛素受体26S蛋白酶体非ATPase调节亚基2

（26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2，

PSMD2） 和 26S 蛋白酶体非 ATPase 调节亚基 4

（26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 4，

PSMD4）的相互作用以诱导泛素化的Nrf2传递至

蛋白酶体，并被快速降解［32］。在氧化应激条件下，

线粒体会产生大量的高活性分子，例如活性氧。当

活性氧含量超过细胞清除能力时，氧化还原系统发

生失衡，对脂质、蛋白质和 DNA 造成氧化损伤，

并最终导致细胞凋亡，组织或器官损伤。因此，

Nrf2途径被显著激活，其具体机制如下：a. Keap1

的 IVR区中C273和C288巯基被氧化形成二硫键，

导致空间构象变化。然后，具有强结合能力的高亲

和力 ETGE 基序仍然能够紧密结合 Keap1，而弱

的、低亲和力的 DLG 基序则与 Keap1 分离。随着

Nrf2 的空间定位变化，它不能被泛素蛋白酶体降

解［33］。b. Keap1的BTB结构域中的C151被修饰并

产生位阻效应，导致Keap1和Cul3解离［34］。这破

坏了Keap1-Cul3 E3泛素连接酶复合物的活性，并

抑制了泛素介导的 Nrf2 降解。当 Keap1-Keap1-

Nrf2的量达到饱和时，Keap1同型二聚体无法在细

胞中再生，并且新生成的Nrf2由于其自身的保护

而不再与 Keap1 结合。Nrf2 迁移到细胞核并与小

Maf蛋白（small Maf protein，sMaf）结合。然后，

Nrf2-sMaf与ARE结合并增加抗氧化剂蛋白和 II期

解毒酶的转录激活。而细胞核中过多不必要的

Nrf2 则 被 糖 原 合 酶 激 酶 3b （glycogen synthase

kinase 3b，GSK-3β）磷酸化，从而使其能够被包

含β转导素重复序列包含蛋白（β-transducin repeat-

containing protein， β -TrCP） 识 别 ， 被 β -TrCP-

CUL1 E3泛素连接酶复合物泛素化并通过蛋白酶体

降解。但这种基于 β-TrCP的Nrf2降解方式独立于

Keap1，且被认为是次要的［29］。细胞核中的 Nrf2

也能通过 Keap1 的短暂穿梭入核被泛素化而被抑

制［35］。当氧化还原平衡恢复后，Nrf2从细胞核转

移 到 细 胞 质 ， 在 细 胞 质 中 被 泛 素 化 降 解［36］

（图1b）。

Keap1-Nrf2系统吸引了基础和临床癌症研究领

域科学家的广泛兴趣，除了在细胞生理学和应激反

应中起关键作用外，其在癌细胞中也得到广泛利

用，并且在赋予癌细胞生长优势、支持癌症代谢和

促进恶性转化方面起着关键作用。这与已知的

Nrf2 保护作用相反，暗示了 Keap1-Nrf2 系统在癌

症中的双重作用。为了研究Keap1在肿瘤发展中的

直接作用，Wakabayashi等［37］创建了Keap1基因敲

除小鼠。这种遗传结构具有致死性，并且在出生后

3周内无法生存。然而，在死亡之前，这些小鼠表

现出高水平的Nrf2信号传导，并显示肝脏内排毒

酶的上调。有报道说，Keap1可以作为肿瘤转移的

抑制剂，它靶向非小细胞肺癌（non-small cell lung

carcinoma， NSCLC） 细 胞 中 的 Nrf2-S100P 途

径［38］。最近有报道说，Keap1 缺失会过度激活

Nrf2， 并 在 小 鼠 中 促 进 KRAs （kainate-type

glutamate receptors）驱动的肺腺癌并导致对谷氨酰

胺分解的依赖性［39］。Keap1缺失还能协同PI3K途

径共同驱动免疫微环境改变的 NSCLC［40］。此外，

在人类各种癌症中发现了Keap1的体细胞突变。发

现 Keap1 的 N 端和 BTB 结构域上的某些突变可破

坏 Keap1-Cul3-Rbx1 泛素复合物的形成，而 Kelch

结构域上的其他突变则可减少Keap1与Nrf2的相互

作用，从而使其稳定［41-43］。在肝癌和胆囊癌中发

现Keap1的体细胞突变，这些突变使Nrf2的表达不

受限制，从而导致 II期解毒酶和抗氧化剂蛋白的诱

导，从而证明对癌细胞具有化学抗药性［44］。最近

一 项 研 究 将 癌 症 中 40% 的 Keap1 突 变 归 为

ANCHOR 突变体，这些突变体比野生型 Keap1 和

泛素化 Nrf2 结合更多的 Nrf2，但它们不能促进

Nrf2 降解。在活细胞中，Keap1 R320Q 和 R470C

ANCHOR突变体与Nrf2、p62和多聚泛素共定位在

快速融合和溶解的结构化球形液滴中。透射电子显

微镜结合共聚焦荧光成像显示无膜相分离的生物分

子冷凝物。Cloer 等［32］ 提出了一个模型，其中

ANCHOR 突变形成并形成 p62 依赖相分离的球形

簇，其包含被未修饰和磷酸化的p62、多聚泛素和

Nrf2包围的Keap1阳性核心。该模型可能代表某种

受损的蛋白酶体降解和自噬之间的过渡状态。总

之，这些事件表明Keap1发挥抑癌作用，因为它的

缺乏会导致肿瘤发生，Keap1表达或功能的降低则

会促进肿瘤的进展。有趣的是，最近研究表明

Keap1在癌症中发挥双重作用。在肝特异性Keap1

基因敲除小鼠模型中，Keap1缺失引起的Nrf2激活

可防止肝纤维化的癌症的发生。这提示了Keap1在

非酒精性慢性肝癌中的促癌作用［45］。

最近有研究关注于Keap1与Nrf2之间蛋白质-

蛋白质相互作用（protein-protein interaction，PPI）

上，提出 Keap1 不仅能抑制 Nrf2，它也受 Nrf2 抑
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制。过量 Keap1 的存在是对细胞内环境有害的。

Nrf2 缺乏的细胞中，由于 Keap1 靶向 Miro2 的降

解，导致线粒体稳态显著失调［13］。此外，可抑制

Keap1 的 Nrf2 蛋白不足会导致 Rho GTPase 激活蛋

白 1 （Rho GTPase-activating protein 1，RhoGAP1）

过量，从而调节 Cdc42 （cell division cycle 42）活

性。这损害了足小体的组装并破坏了肌动蛋白的重

排，从而阻止了血管生成［46］。但Nrf2能充当蛋白

质束缚Keap1，允许足小体组装核血管生成，而不

受 Nrf2 转录活性的调控［47］。最近人们还似乎将

Keap1-Nrf2 系统与衰老联系起来［48］。已经有研究

表明，Nrf2 会在衰老或者早衰模型中增加［49］。

Keap1在衰老中的作用仍有待发现。

4.2 Keap1和IKKβ
IKKβ由 IKBKB基因编码，是一种丝氨/苏氨酸

激酶，分子质量为 86 ku。IKKβ主要位于细胞质

中，也可以在细胞核中少量存在。IKKβ包含 756

个氨基酸，由 4 个结构域组成：N 端激酶结构域

（kinase domain， KD）、 二 聚 结 构 域 （scaffold/

dimerization domain， SDD）、 泛 素 样 结 构 域

（ubiquitin-like domain，ULD）、C端NEMO结合结

构域（NEMO binding domain，NBD）［50］。

细胞质中的 IKKβ在核因子 κB （nuclear factor-

κB，NF-κB）级联反应中起着关键控制者的作用。

多种促炎刺激可以激活 IKKβ，然后将 IKKβ磷酸

化，从而导致核因子 κB抑制剂（inhibor of nuclear

factor-kappa-B，IκB）泛素化并随后通过 26S 蛋白

酶体途径降解。IκB的去除导致NF-κB的核易位并

诱导与免疫反应、细胞增殖、血管生成、细胞存

活，肿瘤侵袭、转移和上皮间充质转化有关的基因

转录［51］。此外，IKKβ还通过磷酸化介导的抑癌基

因抑制作用显示了其非NF-κB的致瘤性［52］。细胞

核中的 IKKβ则是紫外线诱导的 NF-κB 活化中 IκB

泛素化和降解的衔接蛋白［53］。

有研究发现，Keap1通过充当 IKKβ E3连接酶

来下调 NF-κB 信号通路，进而抑制癌症［9］。生理

情况下，Keap1 DLG 结构域与 IKKβ KD 结构域的

ETGE基序结合，并介导 IKKβ上的第555位赖氨酸

的K48型多聚泛素化及随后的 26S蛋白酶体降解。

IKKβ的酪氨酸尤其是Tyr525主导了Keap1对Nrf2

的特异性识别［54］。Keap1对 IKKβ的失调同样也在

癌症中出现。Keap1是抑癌的，在肝癌中的S404X

和 D479G 突变体以及肺癌和乳腺癌中的 G333C、

G364C、R413L和G430C突变体被证明减弱Keap1

和 IKKβ的结合亲和力及之后的泛素化和降解，导

致NF-κB通路激活而促进肿瘤的发生发展。有趣的

是，C23Y 突变体会干扰 Keap1-Cul3-Rbx1 泛素复

合物的形成，但和野生型Keap1介导的 IKKβ泛素

化之间没有差异。总之，这些事件说明，一些

Keap1突变体也作为肿瘤的启动子。另外，一项对

肺癌突变的全面表征研究表明，Cul3-Keap1-Rbx1

复合物任一成分的遗传改变都足以破坏复合物的完

整性，导致 IKKβ降解的失调及随后NF-κB的异常

激活，进而促进肺癌的发生发展［55］（图1c）。

IKKβ和 Nrf2 是 Keap1 的主要底物。考虑到

Keap1-Nrf2-ARE和 IKKβ-NF-κB通路在炎症和癌症

的病理过程中起相反的作用，因此NF-κB信号传导

和 Nrf2-ARE 通路的干扰对于维持平衡至关重要。

目前已经报道了关于NF-κB信号传导和Nrf2-ARE

途径之间串扰的一些初步发现。NF-κB信号传导可

以通过 p65 （NF-κB的亚单位）和Keap1的相互作

用来抑制 Nrf2-ARE 途径［56］。在另一项研究中，

p65通过从Nrf2剥夺CBP和促进组蛋白脱乙酰基酶

3 （histone deacetylase 3，HDAC3）募集到 ARE 参

与了抗氧化基因表达的下调［57］。最近一项对

Keap1-IKKβ之间PPI的研究表明，Keap1是Keap1-

Nrf2-ARE和 IKKβ-NF-κB之间串扰的新节点，该发

现也为细胞氧化还原稳态的调节机制提供了有价值

的见解［54］。

4.3 Keap1与p62
p62，也称为 SQSTM1，是一种泛素结合自噬

受体，分子质量为62 ku。p62主要位于细胞质中并

且可以在细胞质和细胞核之间穿梭，在自噬体以及

溶酶体中也存在。p62具有多个结构域，包括N端

Phox1和Bem1p结构域（Phox1 and Bem1p，PB1），

其介导 p62 的异二聚或均聚而作为蛋白质结合模

块 ； LC3 相 互 作 用 域 （LC3-interacting region，

LIR），介导与ATG8家族蛋白的相互作用；泛素相

关结构域（ubiquitin-associated，UBA），能与多聚

泛素化底物的K63型多泛素链特异性结合；Keap1

相互作用区 （Keap1-interacting region，KIR），介

导了与 Keap1 的结合；ZZ 型锌指 （ZZ-type zinc

finger，ZZ），介导了与受体相互作用的丝氨酸/苏

氨 酸 蛋 白 激 酶 1 （receptor-interacting serine/

threonine-protein kinase1，RIPK1）的相互作用。此

外，p62还具有肿瘤坏死因子受体相关因子 6结合

基 序 （tumor necrosis receptor-associated factor 6

（TRAF6）-binding，TB）。p62被认为是一个多功能
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信号枢纽，它参与了营养敏感中雷帕霉素复合物1

（rapamycin complex1，mTORC1）机械性靶点的激

活［58］、炎症和凋亡过程中NF-κB的激活［59］，抗氧

化反应中Keap1-Nrf2通路的激活［18］，以及在选择

性自噬中提到的受体作用［60］。最近研究发现，p62

在引起液-液相分离中也有重要作用［61-63］。

有研究发现，Keap1 充当 p62 的 E3 泛素连接

酶，将p62靶向泛素化和自噬降解，而保护疾病中

细胞的死亡［17］。Keap1同源二聚体与p62二聚体上

的两个高亲和力KIR基序结合，导致其UBA结构

域上的K420残基被泛素化修饰，进而 p62所具有

的与泛素化蛋白质聚集体螯合成p62包涵体的能力

得到进一步增强。随后包涵体与自噬体膜上 LC3

（自噬相关蛋白 8的同源蛋白）结合的能力也被加

强，使p62和被泛素化的蛋白质一起通过溶酶体途

径被降解 （图 1d）。在退行性疾病包括骨佩吉特

病、肌萎缩侧索硬化、额颞叶痴呆，以及包涵体肌

病中［64-65］，存在 p62-UBA 结构域内的主要遗传性

错译或者缺失突变，但是p62突变如何参与疾病的

发病机制目前尚不清楚，可能与泛素结合活性降低

有关。而研究发现，这些不同组织的共同致病机理

是 p62 聚集体和泛素化内含物积累导致的。p62

S349 的磷酸化可以被 UBA 结构域中的点突变破

坏，该突变会减弱其泛素结合功能［66］。然后，p62

上的 S349 的磷酸化增加了 p62 对 Keap1 的亲和

力［67］。也可以想象 p62中的UBA结构域相关疾病

突变影响S349磷酸化，从而废除了Keap1-Cul3介

导的 UBA 结构域泛素化。最近研究发现，在

Keap1相互作用区域内也存在着与骨佩吉特病和肌

萎缩侧索硬化相关的p62错义突变［68-69］，这些突变

导致p62与Keap1相互作用的丧失和Nrf2信号的减

弱，这些突变还可能影响 p62 的 UBA 域的泛素化

修饰。

P62与Keap1-Nrf2通路之间存在串扰，p62可

以激活Nrf2，并转运至细胞核并激活抗氧化基因，

来响应氧化应激。P62的调控作用可以通过 3条途

径：a. 磷酸化的p62 KIR域可能识别Keap1的DGR

域，形成p62-Keap1复合物，该复合物可通过UPS

途径清除［70］；b. p62通过组装p62-Keap1复合物和

LC3 形成 LC3-p62-Keap1 复合物来控制 Keap1 转

化，通过选择性自噬消除p62［71］；c. Nrf2启动靶基

因 p62的表达［72］。最近Tan等［62］在二乙基亚硝胺

诱导的肝癌发生模型中，发现凋亡调节因子 1

（modulator of apoptosis 1，MOAP-1） 缺陷小鼠表

现出较高的肿瘤负担且伴随着p62自噬小体和Nrf2

信号传导的水平过高［62］。他们提出MOAP-1介导

p62自噬小体的解离释放Keap1并抑制Nrf2信号转

导。在诱导刺激 p62 自噬小体形成的细胞应激之

后，MOAP-1被募集到p62自噬小体中，并降低了

其水平，而与自噬途径无关。MOAP-1 与 p62 的

PB1-ZZ域相互作用，并干扰其自身低聚和液-液相

分离，从而拆卸了 p62分子。最近也有研究表明，

p62 激活的 Nrf2 途径是神经退行性疾病的重要标

志。p62-Keap1-Nrf2阳性反馈回路和Nrf2通路参与

消除阿尔茨海默病诱导的活性氧（ROS）和蛋白质

聚集［31］。神经退行性疾病中也很容易观察到 p62

自噬小体，神经元中的p62自噬小体如何调控及维

持p62-Keap1-Nrf2正反馈环路的体内平衡可能是治

疗神经退行性疾病的潜在目标。

4.4 Keap1和SOX9
SOX9是结构相关的性别决定区Y盒转录因子

家族的一个成员，在发育过程中对实现不同的功能

至关重要。SOX9由3个结构域组成：DIM结构域、

HMG 结构域、反式结构域。DIM 结构域位与 N

端，介导自身的二聚化；HMG 结构域在 DIM 之

后，由两个核定位信号和夹在中间的一个核出口信

号组成，介导与DNA的结合和核定位；反式结构

域包括保守域 2 （conserved domain-2，K2），脯氨

酸 、 谷 氨 酰 胺 和 富 含 丙 氨 酸 的 域 （proline，

glutamine，and alanine rich domain，PQA）以及一

个反式激活域（transactivation domain，TA）［73］。

最近有研究发现，Keap1 是 SOX9 的 E3 连接

酶，靶向泛素化和蛋白酶体降解，抑制癌症的发

生［22］。正常情况下，Keap1 可以结合分别位于

SOX9 N 端和 K2 结构域上的 DLK 基序，后者是

Keap1的主要结合位点。当K2域上的DLK基序缺

失将阻止Keap1介导的SOX9第 249位赖氨酸上的

多聚泛素化（泛素是K6、K11、K27和K33的混合

连接型） 及进一步的蛋白酶体途径降解。此外，

SOX9的磷酸化促进了其与Keap1的相互作用，例

如 CKI 激动剂或 DNA 损伤药物可通过促进 Keap1

的磷酸化，进而促进其对SOX9降解来抑制SOX9

介 导 的 肿 瘤 发 生 。 然 而 ， 肺 癌 中 的 R204P、

G333S、W497L、G603W 和 E611D Keap1 突变体

被证明减弱Keap1和SOX9的结合亲和力及之后的

泛素化和降解，从而促进肺癌的发生。有趣的是，

Keap1 R470C突变体在免疫共沉淀实验中表现出增

强的SOX9结合，而在促进SOX9多聚泛素化和降
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解方面表现出与Keap1野生型类似的行为。总之，

肺癌中 Keap1 体细胞突变导致 SOX9 蛋白水平升

高，导致了肺癌的预后差以及恶性进展（图1e）。

SOX9是Nrf2的靶基因，SOX9的稳定性也能

受到 Keap1 介导的转录水平的调节。Schmidlin

等［74］研究发现，砷暴露（诱导 p62 将 Keap1 隔离

而激活Nrf2）和Keap1功能缺失突变导致的Nrf2激

活，上调了SOX9，进而增加了非小细胞肺癌的转

移潜力。最近 Nabeshima 等［75］发现 Keap1 缺失促

进了K-ras/p53突变驱动的胆管癌的进展，虽然胆

管癌中SOX9高表达，但其高表达的背后是受到转

录水平还是翻译后修饰调控的仍不为所知。总之，

SOX9与Nrf2之间的串扰，体现了癌症发生过程的

复杂调节。然而 SOX9 不仅是癌基因，在宫颈

癌［76］、黑色素瘤［77］和膀胱癌［78］中是抑癌的，在

此等人类癌症中Keap1介导的SOX9失调可能起相

反作用。Keap1是抑癌还是促癌取似乎决于癌症的

特异性。

5 Keap1与疾病的关系

5.1 通过Keap1-Nrf2通路影响疾病发生

5.1.1 肾脏疾病

由于氧化应激是肾脏疾病的主要致病和加重因

素，Keap1-Nrf2 系统被认为是肾脏保护的治疗靶

点。据报道，在大鼠慢性肾病 （CKD） 模型中，

Keap1 抑 制 剂 CDDO-9, 11-dihydro-trifluoroethyl

amide （CDDO-dhTFEA，也称为dh404）在高剂量

的情况下，即Keap1少量存在时，能通过激活NF-

κB介导的炎症反应，加重肾脏纤维化，印证了上

文 Keap1 对 NF- κB 的抑制作用。而低剂量的

CDDO-dhTFEA，即Keap1大量存在时，Nrf2被异

常激活，但没有 NF-κB 响应，则能改善肾脏纤维

化。因此激活Nrf2对肾病的治疗有重要意义。然

而，必须考虑到Keap1抑制剂可能会影响Nrf2以外

的Keap1靶点活性。最后，来自正在进行的研究项

目数据表明，Keap1 抑制剂可以改善 3 期 CKD 和

T2DM （2型糖尿病）患者的肾小球滤过率，而无

安全隐患。因此，Keap1-Nrf2系统是肾脏疾病最有

希望的治疗靶点之一，虽然Keap1抑制剂在不同肾

病中发挥作用不一，但毋庸置疑它有望是肾脏关键

疗法的一部分，并且在肾病中Keap1存在Nrf2异常

激活的机制还有待进一步研究［79］。

Keap1-Nrf2通路在肾毒病中也发挥重要作用。

已知庆大霉素（GM）可有效治疗严重的甚至危及

生命的感染。然而，注射GM后肾功能会受损，氧

化/抗氧化失衡，所以 GM 的肾毒副作用限制了其

临床应用。通过查阅文献发现，地奥司明 （DS）

是一种具有广泛生物活性的黄酮类化合物，具有十

分重要的生物学意义。GM 显著降低了肾细胞

Nrf2、谷氨酰半胱氨酸合成酶（GCLC）、血红素

氧化酶 1 （HO-1）、超氧化物歧化酶 3 （SOD-3）、

蛋白激酶B（AKT）和磷酸化蛋白激酶B（p-AKT）

的表达，但上调了Keap1的表达。相反，DS给药

可显著减轻 GM 诱导的肾功能障碍，恢复肾脏氧

化/抗氧化状态。此外，DS和GM联合处理显著增

强Nrf2、GCLC、HO-1、SOD3、AKT和 p-AKT的

表达，同时Keap1下调。组织病理学检查也显示，

DS显著减少GM诱导的组织损伤。不言而喻，通

过抑制Keap1，激活Nrf2系统能起到保护肾脏的作

用。综上所知，DS 能通过靶向 Keap1-Nrf2-ARE、

AKT和PPAR信号通路，有望成为GM肾毒性的保

护剂［80］。

5.1.2 肝脏疾病

研究表明，氧化应激在肝脏疾病的病理机制中

起着重要作用，故氧化应激关键转录因子Nrf2的

正常表达与否十分关键。在体外培养的肝细胞中，

HBV病毒一方面能够诱导细胞发生氧化应激反应，

另一方面能够通过激活Nrf2-ARE通路，使Nrf2下

游的抗氧化基因大量表达，从而发挥抗氧化应激的

细胞保护作用。在非酒精性脂肪性肝炎的小鼠动物

模型中，姜黄素治疗能使小鼠肝脏损伤的程度明显

缓解，其机制可能就是姜黄素通过激活Nrf2而使

其下游抗氧化酶表达量升高，继而抑制氧化应激。

同理，在小鼠肝纤维化动物模型中，甘草次酸通过

上调Nrf2的表达，继而使Nrf2下游的抗氧化酶基

因表达增加，发挥保护作用，而在Nrf2缺乏小鼠

中肝脏的纤维化及炎性反应程度却进一步加重，说

明Nrf2在改善肝脏纤维化方面起一定作用。在肝

脏缺血再灌注损伤的实验研究中发现，相比野生型

小鼠，Nrf2缺乏小鼠在 15 d-PGJ2 （15-脱氧-12,14-

前列腺素 J2）治疗后，肝损伤的程度虽不能得到缓

解，但该药物可以通过激活Nrf2-ARE通路而有效

降低肝脏缺血再灌注损伤的程度。以上研究表明，

氧化应激广泛存在于多种肝脏疾病中，且通过Nrf2

再激活抗氧化系统能够对肝细胞起到保护作用［81］。

5.1.3 炎症

炎症可以定义为对有害的内源性和外源性刺激

的保护性免疫反应。然而，长期或自身免疫性炎症



·336· 2022；49（2）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

反应会导致机体各种有害状态。炎症相关分子被鉴

定为Nrf2的内源性诱导因子。例如，15 d-PGJ2是

COX-2 （环氧合酶2）途径的最终产物之一，主要

由巨噬细胞产生，并具有强大的抗炎作用。15d-

PGJ2通过与Keap1相互作用，强烈激活Nrf2并抑

制炎症性转录因子如NF-κB。然后，一方面，Nrf2

通过ROS介导抑制炎症。ROS在炎症性疾病的进

展中起重要作用，但过量的ROS会对脂质、蛋白

质和DNA造成损伤，导致细胞和组织损伤。受损

的细胞释放DAMP （损伤相关分子模式），如热休

克蛋白和高迁移率族蛋白B1，它们激活参与先天

免疫反应的巨噬细胞，活化的巨噬细胞再释放出各

种炎症介质和细胞因子，诱导一系列炎症反应，因

此，Nrf2的抗氧化功能有助于消除过多的ROS和

随后的炎症反应。另一方面，Nrf2 除了通过消除

ROS发挥抗炎作用，还可通过ROS非依赖机制抑

制炎症。Nrf2以ROS介导的方式直接抑制巨噬细

胞中 IL-6、IL-1b 这些促炎细胞因子基因的转录，

Nrf2 结合到这些促炎细胞因子基因的调节域内，

并抑制RNA聚合酶 II向这些位点的募集。且重要

的是，促炎性细胞因子基因的抑制发生在早期阶

段，这表明 Nrf2 能迅速解决炎症。综上表明，

Keap1抑制Nrf2激活能抑制炎症的发生发展。在处

理炎症时，几类化合物可主动破坏 Keap1-Nrf2 相

互作用并激活 Nrf2，如三萜类化合物是齐墩果酸

的衍生物，这些小分子通过与Keap1的C151共价

结合来阻止Nrf2降解，类似于异硫氰酸盐，天然

三萜类化合物由于具有抗炎作用而被用于中医，并

且以多种形式存在，如油酸和熊烷［82］。

5.1.4 少肌症

骨骼肌健康对于预防各种与年龄有关的疾病很

重要。骨骼肌质量的丧失，即肌肉减少症，是老年

人身体残疾、生活质量差和慢性疾病的基础，而

Keap1-Nrf2系统在此疾病中有关键作用。已经有研

究证明，Keap1 抑制在骨骼肌中对耐力的有益作

用，考虑到Keap1和Nrf2之间的关系非常严格，我

们认为Keap1抑制的有益作用主要归因于Nrf2的激

活。为了确定骨骼肌Nrf2对运动能力的贡献，在

骨骼肌中对 Nrf2 的负调节剂 Keap1 进行特异性抑

制，并检查Nrf2途径激活的细胞自主和非细胞自

主效应。

Keap1被破坏引起骨骼肌特异性Nrf2活化，能

增强脂肪酸（FAs）的动员和氧化、增加骨骼肌质

量和运动能力。Keap1抑制能增强FAs的 β氧化作

用，增加线粒体活性而不是数量来发挥细胞自主效

应。为了确定Nrf2的遗传激活是否能重现这种效

果，发现在 Keap1 敲降（Keap1-KD）小鼠骨骼肌

中 Keap1 蛋白和 mRNA 的表达降低。而 Nqo1 是

Nrf2的典型靶基因之一，被确定在Keap1-KD骨骼

肌中被上调，这表明Nrf2途径在Keap1-KD骨骼肌

中被激活；而Nrf2缺乏的小鼠确实表现出运动耐

力受损。综上可知，由于全身性Keap1抑制而引起

的Nrf2途径活化增加了运动能力。

还有，众所周知，运动过程中的肌肉收缩会产

生ROS。尽管尚不清楚控制ROS产生的确切机制，

但线粒体被认为是ROS的主要来源，尤其是通过

电子传递链复合物 I和 III。虽然长时间或高强度运

动会产生过量的 ROS，导致骨骼肌氧化损伤，但

最近的研究表明，运动诱导的ROS在生理上起着

重要作用，并是骨骼肌适应的重要介体。肌肉收缩

和运动增加Nrf2蛋白水平和活性，而Nrf2的激活

能抑制运动诱导的转录反应，因此我们认为 Nrf2

的最佳激活平衡了维持生理信号所需的有益 ROS

水平和限制了有害ROS水平，保护组织免受氧化

损伤。这些结果表明了Nrf2可以进行多峰代谢调

节，从而增加运动耐力。我们建议适当的Nrf2激

活可用于抗衰弱干预。

总之，骨骼肌中的 Nrf2 激活增加了慢速氧化

性肌纤维类型并改善了运动耐力，而负责耐力运动

的慢速氧化肌纤维功能对于预防老年人的肌肉减少

症和体弱尤为关键；并且那些具有Nrf2途径激活

的骨骼肌表现出运动耐力的增强和脂肪酸β氧化过

程的增加。其机制就是骨骼肌中的Nrf2激活通过

体液和/或神经元信号传导促进与脂肪组织的通讯，

并促进脂肪酸作为能源的利用，从而导致线粒体活

性增加和运动过程中有效的能量产生，从而改善运

动耐力。正如有些报道表明，Nrf2 的全身激活可

增强运动能力，并最终有助于预防与年龄相关的肌

肉减少症和虚弱，但骨骼肌Nrf2的激活可减少骨

骼肌质量，表明Nrf2在参与骨骼肌生理学中的复

杂性，即Nrf2在每个组织和器官中对全身运动能

力的贡献不同，这可作为未来解决此类疾病的一个

重要方向［83］。

5.1.5 眼科疾病

正如上述所说，研究已证实 Nrf2对肝脏、肾

脏和心脏细胞具有保护作用，同时已用于癌症的临

床治疗。而现在越来越多的实验研究发现，抗氧化

应激药物对多种眼球细胞具有良好的保护作用，印
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证了氧化应激与多种眼科疾病的病理过程相关。

Nrf2是细胞抗氧化反应的中枢调节者，在细胞的防

御保护中发挥了重要作用。以下讨论，Keap1-

Nrf2-ARE 系统，公认的抗氧化应激的重要通路，

也是目前眼科研究的热点之一。

年龄相关性黄斑变性 （age-related macular

degeneration，AMD），主要在55岁以上人群发病，

是引起失明的最常见原因，它的发病是由多种因素

长期作用的结果，其中氧化应激对视网膜色素上皮

（retinal pigment epithelial，RPE）细胞的损害作用

是导致AMD发生发展的主要病理机制。RPE细胞

的损伤归因于细胞内抗氧化防御系统的衰弱或

ROS 水平的增加。动物实验表明，Nrf2 基因敲除

小鼠表现出与人类AMD相似的病理改变，如氧化

损伤、过度自噬和炎症反应等，说明Nrf2信号通

路的缺失将增加视网膜年龄相关性疾病的易感性；

而当敲除Nrf2的负性调控因子Keap1时，却能部分

恢复大龄鼠RPE细胞Nrf2信号通路活性，说明细

胞中Keap1抑制导致的转录因子Nrf2及其下游信号

分子的激活可有效提高RPE细胞抗氧化损伤能力。

综上所述，Nrf2介导的信号通路能保护年龄相关性

的视网膜损伤如 AMD，并有可能作为治疗 AMD

的靶点，同时，RPE细胞中Nrf2的表达对AMD进

展有无影响也值得进一步研究。

糖尿病视网膜病变（diabetic retinopathy，DR）

是糖尿病的严重并发证之一，不仅是糖尿病性微血

管病变中最重要的表现，也是一种具有特异性改变

的眼底病变。它是导致发达国家成人致盲的常见原

因，但其导致视力障碍和丧失的机制尚未完全阐

明，因而引起人们越来越多的关注。我们猜测，高

血糖能够诱导细胞内ROS生成增加，而ROS又能

启动血糖异常代谢途径，各种代谢产物又不断将氧

化应激放大，导致更多的自由基生成，激发了更大

的氧化应激，最终引起视网膜毛细血管内皮细胞及

周细胞凋亡，血-视网膜屏障破坏以及视网膜神经

节细胞凋亡。研究发现，在Nrf2缺乏的糖尿病小

鼠中，过氧化物表达、引起 DR 的重要炎症因子

——肿瘤坏死因子-α都明显高于 Nrf2 存在的糖尿

病小鼠；而视网膜中抗氧化蛋白GSH水平却明显

低于野生型糖尿病小鼠。总之证实了Nrf2信号通

路在延缓DR发生发展中起重要作用。

视神经（optic nerve）损伤，又称之为外伤性

视神经炎病变 （traumatic optic neuropathy），是颅

脑损伤中常见和严重的并发症之一，约占颅脑外伤

的2%～5%。众多实验已证明，Nrf2介导的信号通

路能保护氧化应激所致的神经退行性病变。体内及

体外研究均发现，长效栀子素衍生物能通过激活

Nrf2信号通路减少氧化应激损伤所致的视网膜神经

节细胞死亡，抗氧化剂R-α硫辛酸通过激活Nrf2信

号通路上调下游因子HO-1的表达，从而保护氧化

应激导致的视网膜神经节细胞损伤。总之，上调

Nrf2信号通路能减轻视网膜神经节细胞的损伤。

还有葡萄膜炎、早产儿视网膜病变等多种眼科

疾病都表明了 Keap1-Nrf2 系统在其中抗氧化应激

的作用，但其在多种眼科疾病的发生发展机制中究

竟扮演了什么角色，还有待于进一步研究。目前的

动物实验已显示，多种Nrf2激动剂对多种眼细胞

具有保护作用，因此Keap1-Nrf2-ARE通路可作为

治疗眼科疾病的一个新的靶点，预期对临床眼科疾

病的治疗发挥重要作用［84］。

5.1.6 神经退行性疾病

事实表明，Keap1-Nrf2系统在神经退行性疾病

中也发挥重要作用。Keap1抑制、Nrf2激活对氧化

应激所致神经退行性变的保护作用已经得到了很好

的研究：Nrf2转录因子通过诱导多种细胞防御和解

毒酶的表达，在神经退行性疾病中起保护作用。

Nrf2是调控细胞氧化应激反应的重要转录因子，而

中枢神经系统对氧化应激敏感。所以异常的 Nrf2

水平将导致氧化应激的发生，而氧化应激又可导致

异常蛋白质聚集、小胶质细胞活化和线粒体功能障

碍等病理特征，这些病理过程将产生 ROS，进而

脂质、蛋白质和DNA损伤。这些病理生理事件包

括各种各样的神经退行性疾病，包括阿尔茨海默病

（AD）、亨廷顿氏病（HD）、帕金森病（PD）、缺

血和中风。a. 帕金森病（PD）。Keap1-Nrf2系统和

癌基因DJ-1调控PD疾病的发生。DJ-1是一种氧化

应激传感器基因，也是一种转录调节因子。在正常

氧化应激条件下，DJ-1 的表达增加，Nrf2 依赖基

因的表达正常，后通过应激诱导的细胞死亡帮助减

少氧化应激的发生；而在DJ-1基因缺陷的患者中，

Nrf2依赖基因的表达减少，氧化应激增加。当细胞

内氧化还原状态不平衡时，即DJ-1过度的氧化也

会使其功能丧失，从而导致PD的氧化应激。这表

明，功能失调的Nrf2水平与家族性PD的发病机制

有关。DJ-1 阻止 Keap1 与 Nrf2 相互作用，从而防

止Nrf2的泛素化而保护神经元免于氧化应激和细

胞死亡；在没有DJ-1的情况下，Nrf2是不稳定的，

转录反应在基础条件和诱导条件下都会变迟钝从而
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导致PD的发生发展。而多巴胺类似物 6-羟基多巴

胺（6-HAD）具有高度神经毒性，被发现能够激活

Nrf2，进而激活细胞防御机制，以防止氧化应激。

因此，6-HAD可作为Nrf2激活剂以成为PD的治疗

靶点，从而改善PD的病情。b.亨廷顿氏病（HD）。
研究表明，在 HD 的初级阶段，Nrf2 激动剂通过

Keap1-Nrf2-ARE系统过表达重要的细胞保护基因，

激活星形胶质细胞和小胶质细胞，这可能会保护由

ROS引起的脑损伤。星形胶质细胞中Keap1 -Nrf2

通路的激活加速了神经元对非兴奋性毒性谷氨酸的

抵抗。因此，Nrf2的激活和过表达是治疗HD的一

个令人鼓舞的治疗靶点。还有，在氧化应激下，

p62能通过直接竞争使Nrf2与Keap1解离，随后激

活Nrf2并介导Keap1的自噬降解，从而在脑缺血损

伤期间清除 ROS，对预防氧化损伤和减轻内质网

应激起着重要作用，所以抑制 Keap1 表达，促进

Nrf2 激活也是一个重要的防治 HD 的切入点［85］。

c.阿尔茨海默病。同样地，Keap1-Nrf2系统也调控

AD 的发生。在 AD 患者的大脑中 Nrf2 显著减少，

这可能解释了神经元对神经退行性疾病损伤易感性

增加的原因。另一项研究显示，DJ-1 能稳定功能

失调的 Nrf2，它通过阻止 Keap1 与 Nrf2 的联系，

导致Keap1受蛋白酶体降解而Nrf2稳定表达。有研

究利用果蝇模型，确定了Nrf2负性调节因子Keap1

抑制是挽救AD相关Nrf2缺陷和随后预防神经元变

性的有效靶点。此外，有研究还发现了一种新的化

合物——1，4-二苯基-1，2，3-三唑化合物，它直接阻

断了Nrf2和Keap1之间的结合，从而可以减弱AD

在小鼠神经元中的毒性作用。因此，直接的

Keap1-Nrf2干扰因子对神经退行性疾病中观察到的

Nrf2 活性缺陷具有针对性，在此基础上进一步开

发此类化合物可以作为潜在的新药，来预防神经衰

弱和其他神经退行性疾病［86］。还有某些药物或慢

病毒也可导致Nrf2表达增加，使Nrf2增加抗氧化

基因的表达，改善活性氧积累的肽类，即其也可以

作为AD的治疗靶点，从而改善AD的病情。最后，

有研究提供了第一个体内证据，即对Nrf2负性调

节因子 Keap1 的特异性抑制，通过与 Nrf2 激活相

关，可以防止AD引起的神经元毒性。总的来说，

我们特别强调 Keap1 是 AD 中 Nrf2 活化的有效靶

点，并支持进一步研究Keap1直接抑制剂预防体内

神经退行性变［86］。

5.1.7 心血管疾病

Keap1-Nrf2系统在心血管疾病中也起到了非常

重要的作用。在心肌肥大的早期，Keap1释放Nrf2

后易位至细胞核内，启动许多抗氧化基因，例如

SOD、CAT和GPx等的转录，对心脏中的病理性氧

化应激进行广泛的细胞防御：这表明早期 Keap1-

Nrf2 系统发挥积极作用。然而，到晚期阶段，前

期Nrf2的过度激活导致Nrf2表达下调，无法维持

心肌细胞内氧化还原稳态，因此，心脏持续的氧化

应激将诱导心脏重塑，并最终导致心力衰竭，这表

明晚期 Keap1-Nrf2 系统发挥消极作用。还有研究

表明，4-羟基壬烯酸可以通过形成加合物直接诱导

Keap1的构象变化；或通过增加线粒体ROS的产生

间接诱导Keap1的构象变化激活Nrf2，在活化抗氧

化酶的基础上，刺激GSH生物合成，进一步保护

心脏，但 4-羟基壬烯酸诱导Nrf2核聚集的机制仍

有待阐明［87］。

5.1.8 缺血/再灌注损伤

缺血性心脏病（IHD）是全球范围内死亡和残

疾的主要原因，据估计每年全球约有 740 万人死

亡。尽管通常以经皮冠状动脉介入治疗和冠状动脉

搭桥术为代表的心肌再灌注治疗已成为 IHD 治疗

的主流方法，但缺血再灌注（IR）损伤仍然是一个

尚未解决的问题，主要影响再灌注治疗的有效性。

因此，如何有效地预防心肌 IR损伤已引起研究人

员越来越多的兴趣。尽管尚未完全阐明心肌 IR损

伤的机制，但氧化应激和炎症已被证明是造成心肌

IR损伤的原因，所以Nrf2是关键的转录因子。在

生理状态下，Nrf2通过与作为Nrf2生理抑制剂的

Keap1结合而主要存在于细胞质中。然而，在氧化

应激条件下，Nrf2通过与Keap1分离而转移到细胞

核中，随后激活了抗氧化基因如HO-1的转录，可

保护细胞免受氧化应激和炎症诱导的损伤。还有，

经子苷诱导的预处理可通过激活Nrf2/HO-1信号通

路抑制氧化应激来减轻心肌 IR损伤。此外，Nrf2

的激活能抑制NLRP3炎症小体介导的经由ROS在

脑 IR上的损伤。因此，Nrf2被认为是心肌 IR损伤

的治疗靶标。

据报道，Sweroside （一种从拟南芥（Swertia

pseudochinensis Hara）中提取的 secrididoid 葡萄糖

苷）具有抗氧化和抗炎活性从而减轻 IR带来的机

体损伤。它可能与Keap1相互作用来发挥作用。已

确定经 Sweroside 处理后，Keap1 的表达水平显着
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降低了 51%；而 Nrf2 在细胞质中的表达降低了

50%，但在细胞核中的表达水平几乎提高了两倍，

这支持了 Sweroside抑制Keap1表达并促进Nrf2核

易位的假说。越来越多的证据表明，一些小分子可

通过中断Keap1-Nrf2的PPI导致Nrf2活性升高。考

虑到在分子对接模型中预测了 Keap1 和 Sweroside

之间的相互作用，推断Sweroside通过竞争性结合

Keap1，进而促进Nrf2从Keap1-Nrf2复合物中逃逸

而被激活。此外，证实了Sweroside对HO-1和ROS

的作用可以通过抑制Nrf2得以挽救，这进一步证

明了其抗氧化作用是Nrf2依赖性的。综上，可以

此为方向寻找能特异性靶向Keap1抑制而激活Nrf2

的药物来防治 IR［88］。

5.2 Keap1与癌症

文献表明，Keap1是一种肿瘤抑制因子，也是

一种重要肿瘤蛋白。Keap1招募底物并靶向泛素化

和蛋白酶体或自噬降解，从而保持底物的低水平。

而癌症中Keap1介导的泛素化降解功能失调，这往

往是由于癌症中存在的Keap1体细胞突变导致的。

例如在肺癌中Keap1体细胞突变导致Nrf2或 IKKβ

或SOX9蛋白水平升高，并通过不同的级联反应而

导致肺癌的发生和恶性进展。此外，Keap1点突变

在胃癌 （11.1%）、肝癌 （2.8%）、结肠直肠癌

（7.8%）、前列腺癌（1.3%）、胆囊癌（30.7%）、卵

巢癌（37%）、胶质瘤（1.7%）、头颈癌（42%）和

透明肾细胞癌 （4.7%） 等多种人类癌症中被发

现［89］，但大多数这些突变的功能性后果和机制仍

然未知。也有研究确定了Keap1突变的3种不同的

功能类别：a. 最有可能代表乘客事件的沉默突变；

b. 亚型突变；c. 功能性死亡蛋白质［90］。提示了

Keap1突变功能的多样性。为此，我们将癌症中的

Keap1突变进行了归纳（表2），并在下文详细介绍

了Keap1突变导致肺癌发生发展的详细机制。

有研究证实，Keap1能够抑制NSCLC的转移，

其作用机制是通过调节Nrf2/S100P信号通路而发挥

作用。它可以作为NSCLC中预测肿瘤进展和监测

治疗效果的分子标志物。这些研究证明，Keap1是

一种抑癌基因，由于它的缺失导致肿瘤的发生。在

多种癌症中报道了Keap1基因存在突变体。最初是

在人肺腺癌细胞系中鉴定出了 Keap1 基因的突变

体，在Keap1的Kelch/DGR结构域中，甘氨酸被半

胱氨酸所取代。此后，肺癌组织中也发现Keap1基

因的Kelch或 IVR结构域中存在多个突变体。在肝

Table 2 Somatic mutations of Keap1 in various human cancers
表2 各类人类癌症中Keap1的体细胞突变

癌症

肺癌

肝癌

子宫内膜癌

胆囊腺癌

乳腺癌

盲肠腺癌

结直肠腺癌

胃腺癌

肾癌

大肠癌

卵巢癌

食道癌

胰腺癌

前列腺癌

恶行黑色素瘤

泌尿道癌

自主神经节疾病

突变

R71L、E117K、S144F、V155F、V155F、V167F、G186R、R204P、S224Y、L231V、S243C、P318_fs、

P318L、R320Q、G333C、G364C、S404X、L413R、D422N、G423V、G430C、N469fs、N460fs、

R470H、R470S、R470C、D479G、G480W、W497L、W544C、R554Q、R601W、G603W、E611D

N183S、N222K、D236Y、C249Y、H274Y、R336Q、L342M、G464D、W554X、E593*

C13T、T43M、R169C、H274Q、R320Q、Q337X、A356T、G367D、P384L、H424R、R507Q

P181_fs、G332_fs、S338L、G379D

C23Y、D256G、E449*、L452fs*6、V453fs*27、A522V

G558G

R234W、T330I、Q359X、V606M

Q82H、S233N、F280L、L281P、C288Y、G350S

Y54D、M409T、W544R

S45P、I125V、T142M、D165N、A191D、M503I、R536H

S45S、F107L、R116P、A159T、A188V、N189K、P412S、E611K、

E138A、V324M

V428V

M209L、Y255F、T314M、D357N、A407V

V302fs*48、1518delC、1519delG

E218Q、E244K

S35I
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癌和胆囊癌中也检测到Keap1的突变能够导致Nrf2

的过度表达，促进Ⅱ期解毒酶和抗氧化蛋白的激

活。越来越多的研究证明，Keap1在多种癌症中发

生突变，并且Keap1不同的表达状态对肿瘤的作用

也不相同。例如，在乳腺癌基因组研究中Keap1 N

端结构域的突变（C23Y）消除其对Nrf2的抑制作

用，有利于癌细胞存活和治疗耐药。除了这些突变

体之外，Keap1基因突变也已在卵巢癌、子宫内膜

癌和肺乳头状腺癌细胞中被发现［104］。以下详细介

绍一下Keap1与肺癌的关系。

Keap1缺失促进KRAS驱动的肺癌并导致对谷

氨酰胺分解的依赖。大约20%的KRAS突变型肺腺

癌（LUAD）肿瘤携带编码Keap1基因功能缺失突

变。Keap1的高频率突变提示，氧化应激反应在肺

肿瘤发生中起重要作用。实验显示，在KRAS驱动

的 LUAD 小鼠模型中使用 CRISPR-Cas9 基因敲除

Keap1 的方法，发现 Keap1 缺失对肺癌进展的影

响：在小鼠中，Keap1的缺失会使Nrf2过度活跃，

并促进 KRAS 驱动的 LUAD。通过基于 CRISPR-

Cas9的基因筛选和代谢组学分析，发现Keap1缺失

或 Nrf2 突变型癌症依赖于谷氨酰胺分解的增加，

这一特性可通过谷氨酰胺酶的药理抑制进行

治疗［39］。

受体酪氨酸激酶（RTK） ‑丝裂原活化蛋白激

酶（MAPK）通路在肺癌和其他癌症的发展中起着

重要作用，并且该通路的多个节点经常发生突变或

拷贝数改变。靶向RTK-MAPK通路的抑制剂被认

为能导致肺癌和其他癌症的临床反应。靶向RTK-

MAPK途径的抑制剂治疗，可增加Keap1完整细胞

中的 ROS，而 Keap1 的丢失则消除了这种增加效

应。此外，Keap1的缺失还能增加Nrf2的活性，而

后通过增加谷胱甘肽的合成减少ROS的产生，改

变细胞代谢，使细胞在缺乏MAPK 信号的情况下

增殖。总结来说：在多种靶向RTK-MAPK途径的

抑制剂存在下，Keap1-Nrf2通路的改变可能会促进

细胞生存， RTK-MAPK 途径抑制剂通过阻断

MAPK信号并诱导ROS减少，使Nrf2稳定至低水

平，但 Keap1 缺失或 Nrf2 过表达足以在 MAPK 信

号缺失的情况下恢复细胞增殖。然而，此前有研究

表明，Nrf2对ROS的解毒和对氧化还原状态的调

节有助于肿瘤的发生。最近也发现Nrf2是一种致

癌基因，除了它在调节氧化还原状态中的作用外，

Nrf2 还可以调节许多代谢酶的表达，将葡萄糖和

谷氨酰胺重新定向到支持增殖的合成代谢途径中，

以及控制丝氨酸和甘氨酸生物合成以支持谷胱甘肽

和核苷酸的生产。因此在Keap1缺失时，增加Nrf2

的表达可以通过降低ROS和调节代谢途径来增强

对RTK-MAPK途径抑制的抵抗力。Nrf2负性调节

因 子 Keap1 的 缺 失 ， 调 节 肺 癌 BRAF、 NRAS、

KRAS、EGFR 和 ALK 基因突变。在大约 30% 的肺

鳞状细胞癌和大约 20% 的肺腺癌中，Keap1-Nrf2

通路中某些元素发生了基因改变。该途径的改变可

与 RTK-Ras 途径的改变同时发生，尽管在肺癌的

癌基因阴性亚群中， Keap1-Nrf2 的改变更为

丰富［105］。

6 调控和影响Keap1的因素

6.1 甲基化修饰对Keap1转录水平的影响

首先， Keap1 功能在转录水平受到调控。

Keap1受到甲基化的启动子的直接调控。已有实验

证实，在非小细胞肺癌、结肠癌、前列腺癌中，

Keap1基因的启动子区CpG岛高甲基化而低表达，

且Keap1启动子区域内CpG岛高甲基化在乳腺癌、

前列腺癌及结肠癌等肿瘤中直接或间接促进了化疗

耐药，从而证实Keap1-Nrf2-ARE信号通路与多重

耐药机制相关联［9］（图1f）。

6.2 几种微小RNA对Keap1翻译水平的影响

其次，Keap1功能在在翻译水平受到调控。有

研 究 发 现 ， 几 种 微 小 RNA （microRNAs，

miRNAs） 调 节 Keap1 在 人 类 疾 病 中 的 表 达 。

miRNAs 是一种识别特定 mRNAs 3'非翻译区域

（3'untranslated regions，3'UTR）的小非编码分子，

通过翻译阻断或强制降解来负调控mRNA的丰度。

首先，检索TargetScan数据库发现，Keap1 mRNA

的 3'UTR 上有miR-223结合位点。通过实验发现，

miR-223模拟转染HepG2细胞的内源性 miR-223表

达上调，并观察到Keap1蛋白质水平的降低；而在

miR-223 抑制剂转染的 HepG2 细胞中观察到 miR-

223 表达的显著降低和 Keap1 蛋白质水平的增加。

这些结果表明，miR-223的表达负调控HepG2细胞

中 Keap1 的蛋白质水平。总之，Keap1 受 miR-223

靶向调控，而且 Keap1 的负调控因子 miR-223 在

T2DM 肝损伤中是一个有吸引力的治疗靶点［106］。

另一项研究表明，果糖诱导miR-200a低表达而上

调 Keap1，从而阻断 Nrf2 抗氧化途径，增强 ROS

驱动的TXNIP，激活NLRP3内酰胺酶，干扰脂质

代谢相关蛋白，引起细胞氧化应激、损伤和脂质沉

积。而 Polydatin 增强 miR-200a 表达以控制 Keap1-
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Nrf2通路是治疗果糖相关性肝损伤和脂质沉积的一

种治疗策略［107］。此外，在食管鳞状细胞癌

（esophageal squamous cell carcinoma， ESCC） 中

miR-432-3p通过抑制Keap1 mRNA的翻译而正向调

节Nrf2的活性［108］（图1f）。

6.3 Keap1蛋白翻译后水平修饰的调控

最后，Keap1蛋白受翻译后修饰水平的调控。

功能研究表明，在多种癌症细胞模型内，TRIM25

正调控Keap1含量，即其通过直接靶向Keap1进行

泛素化和降解，激活 Nrf2 信号并降低 ROS 水平，

从而促进肿瘤细胞存活［109］（图 1f）。以下还有几

种经典的对Keap1的翻译后修饰。

6.3.1 氧化修饰（oxidation）

活细胞在氧化和还原之间保持平衡，这种氧化

还原平衡的扰动被认为是导致多种疾病的原因。调

节氧化还原状态的最新尝试集中在亲电试剂

（EPs）上，它们可激活有效的细胞防御系统抵抗

氧化应激。这种方法的一个例子是鼠尾草酸（CA）

和鼠尾草酚 （CS），这是在迷迭香 （Rosmarinus

officinalis）中发现的化合物。重要的是，CA和CS

本身不是亲电的，而是响应氧化而变成亲电的，然

后激活 Keap1/Nrf2/ARE 转录途径来合成内源性抗

氧化剂“2期”酶［110］。

正常状态下，细胞质中的Nrf2与Keap1结合并

处于活性相对抑制状态。而在外界氧化应激刺激下

（如 ROS 或 RNS），解偶联后的 Nrf2 进入细胞核，

与ARE相结合，启动下游的抗氧化酶，这些酶包

括超氧化物歧化酶（superoxidedismutase，SOD）、

醌 氧 化 还 原 酶 、 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶

（glutathioneperoxidase， GSH-Px）、 过 氧 化 氢 酶

（catalase，CAT）等。现在，有越来越多的天然抗

氧化剂被发现，其具有抵抗细胞内氧化过度的情

况，如白藜芦醇、姜黄素、原花青素、槲皮素、茶

多酚等［111］。在COPD患者中，长期受到烟草中自

由基和化学物质刺激时，会引起Keap1构象的改变

或者由高度活性的氧化物直接促使Nrf2被磷酸化，

导致 Nrf2 与 Keap1 解离而活化，活化的 Nrf2 进入

细胞核，与ARE结合，启动ARE下游的抗氧化蛋

白或促抗氧化蛋白合成酶等基因转录和表达以抵抗

内外界的有害刺激。

除了通过氧化调节Keap1，在某些化学和氧化

应激条件下，Keap1本身可以通过修饰其中心连接

域而使自身多聚泛素化。此外，在压力应激条件

下，Nrf2 的 DLG 基序可以从 Keap1 上断开，允许

多泛素结合蛋白p62的结合，进入自噬介导的溶酶

体途径降解。

6.3.2 糖基化修饰（glycosylation）

O-连接N-乙酰氨基葡萄糖（O-GlcNAc）是一

种动态翻译后修饰（PTM），能可逆性修饰数千种

核、细胞质和线粒体蛋白的丝氨酸和苏氨酸残基。

在哺乳动物中，O-GlcNAc 由 O-GlcNAc 转移酶

（OGT） 添加，并由 O-GlcNAc 酶 （OGA） 去除。

异常的O-GlcN酰化与各种人类疾病，特别是癌症

有关。例如，许多癌蛋白（如Myc、Akt）和肿瘤

抑制物 （如 p53、AMPK） 被 O-GlcNAc 酰化，从

而影响致癌信号和治疗反应。

OGT 抑制的许多转录效应受氧化还原应激耐

受的主要调节因子Nrf2的激活。此外，我们发现

在多个肿瘤表达数据中，低 OGT 活性的特征与

Nrf2激活密切相关，即OGT抑制激活Nrf2依赖的

转录程序。在这些信息的指导下，我们确定

Keap1、Nrf2 的主要负调节因子，是 OGT 的直接

底物。

为了阐明O-GlcNAc酰化对Keap1的功能效应，

经过对纯化的Keap1进行基于质谱（MS）的蛋白

质组学分析，确定了 11个候选O-GlcN酰化位点：

4个假定的O-GlcNAc位点（S102、S103、S104和

S166）位于BTB结构域的α螺旋内；另外6个潜在

的 O-GlcNAc 位 点 （T388、 S390、 S391、 T400、

S404和S410）位于第二个Kelch基序的β链中，而

最终候选位点（S533）位于第五个 Kelch 基序中。

我们通过Nrf2活性的转录和ROS读数判断，Keap1

在 S104 处的 O-GlcNAc 酰化是其介导 Nrf2 泛素化

和蛋白酶体破坏的能力所必需的，并且不可糖基化

的S104A突变体Keap1赋予Nrf2依赖性抵抗 erastin

诱导的细胞死亡，但 S104 糖基化不是 Keap1 二聚

所必需的。文献表明，OGT 在非应激条件下与

Keap1 相互作用并组成糖基化，后抑制 OGT 降低

Keap1 O-GlcNAc 酰化。在许多人类肿瘤中，Nrf2

通路被不适当地激活，赋予肿瘤生长优势和治疗抗

性。可能通过Keap1糖基化的药理作用抑制Nrf2信

号，从而使癌细胞对化疗或放疗敏感。有趣的是，

O-GlcNAc 水平和 Nrf2 活性随葡萄糖波动而变化，

即葡萄糖饥饿会复制 OGT 抑制，导致 Keap1 去糖

基化，减少 Keap1-Cul3 相互作用，并诱导 Nrf2 通

路，所以通过小分子OGA拮抗剂对Keap1去糖基

化的药理学抑制，可以阻止癌细胞中葡萄糖饥饿诱

导的Nrf2。表明Keap1 O-GlcNAc酰化将营养感应
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与下游胁迫抗性联系起来，因此，通过 Keap1 O-

GlcNAc 酰化控制 Nrf2 信号可能具有病理生理意

义，尤其是在灌注不良、低血糖/缺氧的实体瘤中。

Keap1通过其BTB结构域和部分中间区结构域

与 Cul3 结合，而 Keap1 Kelch 基序与底物相互作

用 。 其 上 S104 的 O-GlcNAc 酰 化 可 通 过 增 强

Keap1-Cul3 结合、优化 Keap1 构象或两者促进与

Cul3 的生产性相互作用及其底物的有效泛素化。

一些研究表明，IKKβ也是一个靶点。因此，在未

来的研究中确定 IKKβ或其他Keap1底物是否也在

对OGT抑制的反应中积累将是有趣的。此外，虽

然 Keap1 Kelch 结构域上的候选 O-GlcNAc 位点对

Nrf2 调节没有显著影响，但它们可能有助于其他

Keap1-Cul3底物的结合，或者可能调节Keap1以响

应其他信号。未来的工作将集中于 S104 之后

Keap1 O-GlcNAc 位点的潜在功能后果和下游

效应［112-113］。

6.3.3 烷基化（alkylation）

在基础条件下，胞质蛋白Keap1与Nrf2导致其

启动子区域包含ARE的细胞保护性基因的表达水

平较低。文献表明人 Keap1 的 27 个半胱氨酸巯基

中的一个或多个烷基化会导致细胞质中Nrf2的泛

素化和蛋白酶体介导的降解降低，Nrf2 核积累，

再通过ARE上调细胞保护性基因的表达从而增强

抗氧化能力而保护细胞，并预防诸如癌症的退化性

疾病。因此，鉴定这些半胱氨酸残基对特定亲电试

剂最具反应性有助于阐明这种癌症预防机制，也称

为化学预防。

酶的诱导，例如醌还原酶、葡糖醛酸转移酶、

谷胱甘肽 S-转移酶和磺基转移酶可以保护细胞免

受致癌物的毒性和肿瘤作用。细胞核中Nrf2浓度

的增加，会上调ARE并诱导这些化学预防酶的表

达。经查阅文献得知，某些亲电子化合物能使

Keap1烷基化，表明这些化合物具有上调ARE并诱

导酶的能力［114］。如碳正离子、醌、醌甲基化物、

醌亚胺、环氧化物和Michael受体之类的亲电子试

剂均能与Keap1反应，并可能是癌症化学预防剂，

但应预期这些化合物中反应性最强的物质会引起毒

性 （尤其是高剂量时）。因此，只有弱亲电试剂

（例如 Michael 受体黄腐酚）能在很宽的剂量范围

内显示出化学预防癌症的活性，而不会显示出毒

性。因此，可以预期在生物系统中不与水或其他弱

亲核试剂反应的情况下就可以使用这种癌症化学预

防剂。所以，可以将Keap1烷基化的天然产物（如

黄腐酚）用于预防癌症，它们可能通过诱导ARE

调节的保护酶而起化学保护剂的作用。而在Keap1

的各种半胱氨酸残基中，C151对亲电试剂的反应

性最强。且具有共轭二乙炔碳的泛醇可以共价修饰

Keap1 中的 C151 残基，从而使 Keap1 失活，导致

Nrf2-ARE途径的激活［115-116］。

内源性代谢物衣康酸（itaconate）最近已成为

巨噬细胞功能的调节因子，但其确切的作用机制仍

不清楚。在小鼠和人巨噬细胞中，脂多糖（LPS）

激活Nrf2所需的就是衣康酸。此外，衣康酸是一

种抗炎代谢产物，可通过半胱氨酸残基的烷基化直

接修饰蛋白质。如其烷基化了Keap1蛋白上的Cys

残基 151、257、288、273 和 297，使 Nrf2 能够增

加具有抗氧化和抗炎能力的下游基因表达，即衣康

酸的抗炎作用需要Nrf2的激活。一种新的细胞可

渗透的衣康酸衍生物，4-辛基衣康酸酯 （4-octyl

itaconate）的使用，可保护体内脂多糖诱导的致死

性并减少细胞因子的产生。

衣康酸是对LPS的反应，部分通过 I型干扰素

（IFN）产生，并通过Nrf2激活和一种关键的促炎

性调节剂琥珀酸脱氢酶（SDH）抑制作用来促进

抗炎程序。通过下调 IFN应答，进一步限制了炎性

基因的表达及其自身的产生。这有助于解释为什么

缺乏Nrf2的小鼠对败血性休克更加敏感，即使在

某些情况下也可以保护这些小鼠免于发炎。我们确

定衣康酸是一种炎症调节剂，可以通过新近鉴定的

翻译后修饰直接修饰蛋白质，从而揭示了使用衣康

酸治疗炎性疾病的治疗机会。此外，最近从衣康酸

与维生素B12形成了一个有趣的联系，这有必要在

炎症和免疫方面进行进一步的研究。进一步了解衣

康酸酯作为 I型 IFN的抗炎代谢产物和调节剂的作

用 可 能 会 为 炎 症 疾 病 的 发 病 机 理 提 供 新 的

见解［117］。

7 展 望

Keap1 作为 E3 泛素连接酶接头蛋白，其介导

的泛素化通常走向蛋白质降解并影响某些信号事

件。我们也对其中4种降解型底物进行了详细的阐

述，然而泛素化是个复杂的翻译后修饰过程，降解

型泛素化修饰并不是其唯一通路。因此为了解

Keap1究竟是通过降解型泛素化修饰还是非降解型

来影响下游底物，其泛素化底物似乎可成为一个切

入点。众所周知，Keap1 通常结合拥有 E （T/S）

GE 基 序 的 底 物 蛋 白 ， 如 Nrf2、 IKKβ、 p62、
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SOX9、PGAM5、PALB2和MCM3等。有趣的是，

在这些底物中，拥有另一个DLG基序的底物蛋白

如Nrf2、IKKβ被Keap1泛素化后被蛋白酶体降解，

然 而 仅 含 有 E （T/S） GE 基 序 的 底 物 蛋 白 如

PGAM5、PALB2 和 MCM3 被 Keap1 泛素化修饰，

但蛋白质稳定性并不受影响。而同样存在具有

ETGE和DLG基序的Nrf1仅被Keap1泛素化而不被

降解。此外SOX9不同于其他，它与Keap1结合是

通过两个DLK基序，这种基序与DLG基序非常相

似。在这里我们提出一种猜想，底物是否标记为泛

素化降解以及其降解动力学如何，可能部分取决于

DLG基序的存在。但这似乎不足以完全解决泛素

化之后通路的问题，因此，今后更多底物的发现可

能有助于解决该问题。

Keap1作为一种抑癌基因，在人类癌症中存在

着各式的Keap1体细胞突变，且这些突变遍布在整

个Keap1蛋白。因此，了解特定的体细胞突变对蛋

白质功能有何影响，能为以后治疗那些存在Keap1

突变的癌症提供一定的见解。例如一项对鳞状细胞

肺癌中体细胞突变的研究表明，Keap1中没有一个

突变发生在与Nrf2直接相互作用的氨基酸中。然

而，其中一些突变能增强Keap1和Nrf2之间的相互

作用，尽管它们不影响泛素化，但它们阻止了Nrf2

的蛋白酶体降解。总之，探究Keap1突变影响其底

物蛋白结合能力或者是泛素化具有重要意义。此外

Keap1癌症基因组的改变与癌基因信号通路的异常

激活存在一定联系，并提示泛素介导的肿瘤蛋白水

解作用有助于肿瘤的发展。因此，进一步研究

Keap1激活机制并开发针对Keap1表达的药物可能

对癌症的治疗或预防具有重要的临床意义。

上文讨论了Keap1在由于氧化应激导致的许多

人类疾病中的负面作用。Keap1抑制剂的出现为对

这些疾病有效的治疗或预防剂。早期的Keap1抑制

剂是作用于 Keap1 半胱氨酸发挥作用的亲电子试

剂，也被称之为Keap1间接抑制剂。如三萜化合物

2- 氰 基 -3，12- 二 氧 ooleana-1，9- 二 烯 -28- 油 酸

（CDDO）的衍生物是极强的亲电反击反应诱导剂。

这些衍生物与C151结合并破坏KEAP1和CUL3之

间的相互作用。具有与 CDDO 类似骨架结构的小

分子 （例如 CDDO-Im） 已被开发为立体选择性

KEAP1-C151结合试剂。但这些抑制剂存在着很大

的缺陷，Keap1的抑制剂可能会产生脱靶反应，引

起潜在的毒性作用。为此，在Keap1-Nrf2 PPI研究

的基础下，人们已经开发了针对于Keap1-Nrf2 PPI

的几种直接抑制剂。这些直接抑制剂通过非共价机

制通过抑制Keap1-Nrf2 PPI起作用，也被认为是一

种用于治疗和预防多种疾病和病症的新颖治疗策

略。最近也开发了Keap1与其他底物之间的直接抑

制剂，有研究发现N-［2-丙酮基-4-（4-乙氧基苯磺酰

基氨基）萘-1-基］-4-乙氧基苯磺酰胺（K67）是磷

酸化p62-Keap1相互作用的抑制剂，可降低肝癌中

Nrf2的水平。K67抑制肝癌细胞的增殖并加速抗癌

药的作用。K67还可能使癌细胞对抗癌药物的抵抗

力降低，尤其是在 HCV 阳性肝癌患者中。因此，

在未来Keap1与底物之间的PPI的研究可以为更多

直接作用与 PPI 的 Keap1 抑制剂提供见解。Keap1

抑制剂在疾病中是把双刃剑，Keap1抑制剂的使用

在肝病模型中已经体现出 Keap1 抑制剂的黑暗一

面。Keap1抑制剂可以激活Nrf2改善3期慢性肾脏

疾病和2型糖尿病患者的肾小球滤过率而发挥积极

作用，但也能激活NF-κB而加重肾纤维化。因此，

在使用Keap1抑制剂时，肾病中NF-κB和Nrf2激活

的对立面似乎更加体现了Keap1抑制剂特异性的重

要性。此外，Keap1的其他功能也是目前研究的热

点，虽然已经有了实质性的进展，但Keap1的功能

仍有待完善。特别是在衰老这一人类不可避免的事

件中，虽然已经提出 Keap1-Nrf2 在衰老中的重要

作用，但仅局限于Nrf2的作用，而Keap1的神秘面

纱却始终没有揭开。因此，在未来，衰老中Keap1

的非规范功能研究是重要的。
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Abstract Kelch-like ECH associated protein 1(Keap1), a typical substrate-recognition subunit of the Cul-RING

E3 ligase, plays a significant role in ubiquitination. Ubiquitination, an important post-translational modification,

enables a degradation signal in both autophagy and ubiquitin-proteasome system. Recently, several substrates can

be recognized and binded by wild-type Keap1, and subsequently degraded by ubiquitin proteasome system (UPS)

via Keap1-Cul3-Rbx1 complex. Additionally, Keap1 has also been widely studied as a tumor suppressor protein,

and mutation or abnormally deletion of Keap1 alleles contributes to different kinds of diseases. The study of

Keap1 has mainly concentrated on the Keap1-Nrf2 axis, but rarely extends to downstream substrates. Given that

the great importance of Keap1 in cells, this review summarizes the current research status of Keap1, including

ubiquitin-proteasome system, Keap1’s structure and function, the mutation of Keap1, the substrates of Keap1,

and Keap1-related diseases. It may provide a new thought for targeted therapy of Keap1-associated diseases

through discussing the challenges of Keap1-related fields in clinic.
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