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PHD2基因在鲸类低氧信号通路中的功能

李    颖1, 2    毕健玲1, 2    王    丁1, 3    肖武汉1, 3
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摘要: 为研究鲸类低氧适应的分子机制, 文章克隆了不同低氧耐受能力的3个鲸类物种, 抹香鲸(Physeter
macrocephalus)、白鲸(Delphinapterus leucas)和长江江豚(Neophocaena phocaenoids asiaeorientalis)的脯氨酸

羟化酶2(PHD2)。通过对其序列进行分析, 发现3个物种PHD2的氨基酸序列非常保守。通过对这3个物种的

PHD2的功能进行探究发现: 3个物种的PHD2在常氧情况下均可以降解3个物种的HIF-α(包括HIF-1α和HIF-
2α)蛋白, 而在低氧(O2浓度小于2%)情况下, PHD2则无法明显降解HIF-α蛋白。在常氧下, 鲸类的PHD2降解

HIF-α是依赖于识别鲸类的HIF-1α上LTLLAP和LEMLAP, HIF-2α的LAQLAP和LETLAP氨基酸片段, 推测

PHD2是通过对HIF-α序列中的脯氨酸位点进行羟基化修饰后, 被VHL-E3泛素连接酶复合体所识别, 发生泛素

化降解。而在低氧条件下, PHD2的活性受到抑制HIF-α不能被VHL-E3泛素连接酶复合体识别, 发生降解。研

究对3种不同低氧耐受能力的鲸的PHD2功能进行初步探究, 发现3种鲸的PHD2在降解HIF-α(HIF-1α和HIF-
2α)的功能与已报道人PHD2功能相似。研究结果为更深入研究鲸类的PHD2与HIF的复杂反馈调控提供依据,
为脯氨酸羟化酶家族(PHDs)其他成员与HIF相互作用提供重要的参考资料, 也为深入研究鲸类的低氧耐受提

供基础。
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脯氨酸氢化酶(Prolyl hydroxylase domain en-
zymes, PHDs)是一类依赖O2、Fe2+

和2-酮戊二酸的

双加氧酶
[1]
。它作为细胞的“氧感受器”, 在细胞和

机体低氧感受、适应和耐受中起重要作用
[2], 又被

称为Egl Nine Homolog 1(EGLN1)[3]
。PHD2(脯氨酸

氢化酶2), 是脯氨酸羟化酶家族的核心成员, 它可

催化多种底物的羟基化, 包括 HIF1α-3α(Hypoxia
inducible factor, HIF)[4]

、NF-κB(Nuclear factor kappa
beta) [5]

、激活转录因4 [6]
等, 其中, 最为经典的是催

化HIF的羟基化。HIF是一种受细胞内氧气浓度变

化调节基因表达的转录激活因子, 由氧调节的亚单

位HIF-α和结构亚基HIF-1β组成
[7], 对于机体在低氧

条件下发生的一系列生理学改变起到关键性调控

作用
[8]
。它能够转录激活VEGF、GLUT1和 BNIP3

等基因的表达。在常氧条件下, PHD2具有羟基化

化酶活性, 它可识别HIF-α 降解结构域 (Oxygen de-
pendence degradation domain, ODDD)片段中的氨基

酸组成为脯氨酸位点, 并催化它发生羟基化, 羟基

化后的HIF-α和pVHL蛋白复合体结合, 促进它发生

泛素化降解
[9]
。当 O2浓度低于5%时, PHDs失活,

HIF-1α和HIF-2α不能发生羟基化, 导致其稳定并与

HIF-1β结合形成二聚体, 激活下游基因的转录
[10]

。

研究表明, PHD2基因在多种肿瘤细胞系或肿瘤组

织中表达缺失, 提示其可能具有抑癌作用
[11]

。目前

对于PHD2基因的研究集中在它可作为肿瘤治疗的

新靶点上
[12]
。

对于用肺进行呼吸的鲸类来说, 长时间潜水诱

发的低氧状态是营水生生活的鲸类必须克服的巨

大挑战
[13], 因此, 鲸类在辐射到适应不同深度水域

环境生活时, 进化出了物种间各异的低氧耐受能
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力。20世纪初, 海洋哺乳动物的低氧耐受机制就受

到广泛的关注, 解剖、生理及细胞水平的协调适应

一般认为是其抵抗低氧条件的基础
[14]

。为了适应

潜水导致的低氧环境, 鲸类演化出了独特的呼吸系

统, 例如具有软骨支持的气管、收缩性很强的胸腔

和肺, 以提高肺部氧气的储存
[15]

。研究表明, 鲸类

还具有高水平的血红蛋白浓度和较高的血氧储存

能力, 如宽吻海豚(Tursiops truncates)血氧储存是陆

地牛(Bos taurus)的3倍多
[16]

。迄今, 关于鲸类低氧

适应的研究主要集中在解剖学和生理学等方面, 然
而, 随着分子生物学和基因组学的发展, 从分子或

基因水平揭示鲸类适应性进化的分子机制成为可

能。2015年和2016年毕健玲等
[17, 18]

第一次对鲸类

的HIF和pVHL进行报道。由于鲸类多数生活在海

洋, 且为保护动物, 样品获得难度系数大, 开展相关

研究难度较大, 与陆生动物相比, 有关鲸类低氧耐

受的分子机制方面的研究报道甚少
[19, 20]

。

本研究选取3种潜水能力差异巨大的物种, 长
江江豚(Neophocaena phocaenoids asiaeorientalis)、
白鲸(Delphinapterus leucas)和抹香鲸(Physeter
macrocephalus)。其中抹香鲸潜水深度可至3000 m,
潜水时长可达73min[21]; 白鲸可在水下500 m停留

15min[22], 而长江江豚只能下潜至水下20—50 m处,
停留不超过2min[23]

。我们克隆了3种鲸类的PHD2
基因的序列并进行分析, 对3种鲸类的PHD2在低氧

信号通路中的功能进行初步探究。

 1    材料与方法

 1.1    材料

长江江豚样品来自鄱阳湖救助2d后死亡的新

鲜样品, 抹香鲸样品采集于广东惠州大亚湾搁浅死

亡的抹香鲸, 白鲸样品取自湖北武汉极地海洋世界

白鲸体检所取的血液。

 1.2    方法

RNA提取和cDNA制备　　取冻存于–80℃抹

香鲸和长江江豚组织, 利用TRIzol (Invitrogen, Karl-
sruhe, Germany)进行RNA的提取, 使用QIAamp
RNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)试
剂盒提取白鲸血液RNA, 提取的RNA溶解于RNA-
free的水中, 保存于–80℃。利用Thermo公司的反转

录试剂盒合成抹香鲸, 长江江豚和白鲸的cDNA, 保
存于–80℃备用。

基因克隆　　参照NCBI上的虎鲸(Orcinus
orca)、瓶鼻海豚(Bottlenose ballphins)、白暨豚

(Lipotes vexillifer)及牛的核酸序列保守区, 利用

Primer Premier version 5.00 (Premier Biosoft Interna-

tional, Palo Alto, California)设计引物(虎鲸XM_
004281591; 瓶鼻海豚XM_004310255; 牛NM_0012
06046; 白暨豚XM_007466989.1)。由于PHD2序列

的前端GC含量太高, 难以一次扩增全长序列, 分析

序列后按照表 1的引物分两段扩增长江江豚的PHD2
基因, 利用I-5TM 2×High Fidelity Master Mix高保真

酶(擎科生物)反应体系: 1.0 μL cDNA模板(100 ng/μL)、
1.5 μL上游引物(10 μmol/L)、1.5 μL下游引物(10 μmol/
L)、20 μL PCR MasterMix (含染料)和16 μL ddH2O;
扩增程序设定为: 98℃ 5min预变性; 98℃ 15s, 58℃
30s, 72℃ 25s, 35个循环; 72℃延伸7min。

质粒构建　　将得到的长江江豚的PHD2的全

基因序列, 插入到pCMV-HA中, 构建带有标签的可

表达质粒pCMV-Ha-FP-PHD2。由于抹香鲸和白鲸

样品PHD2序列扩增出部分序列, 根据NCBI上的

PHD2氨基酸序列(抹香鲸XM_007127611.2; 白鲸

XM_022553237.1), 进行合成, 在擎科生物(北京)合
成抹香鲸的PHD2质粒 ,  即pCMV-MYC-SW-
PHD2。在奥科生物(北京)合成白鲸的PHD2质粒,
即pCMV-MYC-BW-PHD2。

将抹香鲸、白鲸和长江江豚的HIF-1α和HIF-
2α的ODDD区的LXXLAP片段中的脯氨酸Pro突变

为丙氨酸Ala[24, 25], 构建相关的突变体质粒。将抹

香鲸、白鲸和长江江豚的PHD2的酶催化区域的组

氨酸His(密码子为)突变为丙氨酸Ala[26, 27], 构建相

关的突变体质粒。

细胞培养　　由于缺少标准化的鲸类细胞系,
故而使用人类肾源上皮细胞(HEK293T)细胞进行

实验。HEK293T细胞使用终浓度为10%的胎牛血

清(Fetal bovine serum, FBS, Hyclone), 高糖DMEM
培养基(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco)
于37℃、5% CO2的培养箱中进行培养。

细胞转染　　接种HEK293T细胞于培养皿中,
参照VigoFect(Vigorous Biotech, Beijing, China)说
明书, 在1.5 mL EP管中使用80 μL DMEM培养基稀

释0.4—1.2 μL VigoFect, 充分混匀, 室温静置5min;

表 1   扩增长江江豚、白鲸和抹香鲸PHD2的引物

Tab. 1   PCR primers used to amplify Yangtze finless porpoise,
beluga whale and sperm whale PHD2

引物
Primer

序列
Sequence (5′—3′)

扩增片段长度
Product (bp)

FP-PHD2-Q-F ATGGACAGCCCGTGCCA
GCC

564

FP-PHD2-Q-R CAGCGGCTTCGTCTGCCC
GTT

FP-PHD2-H-F AACGGGCAGACGAAGCC
GCTG

738

FP-PHD2-H-R CTAGGTGGGCGTAGTCG
GCTGTGA
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在另一个EP管中使用80 μL未加血清DMEM培养基

稀释1—3 μg质粒DNA(质粒﹕VigoFect =1﹕0.4)。室

温静置5min后, 将两种溶液混合均匀, 制备DNA-脂
质体复合物, 室温孵育15min后, 将其均匀滴加至培

养的细胞中。

荧光素酶活性分析　　将HEK293T细胞按照

合适比例分至24孔板中, 待细胞密度长至80%—
90%, 每孔转染100 ng的Promoter-HRE(Hypoxia re-
sponse element)、10 ng的内参pTK-renilla和200 ng
的目的质粒 ,  包括空白对照的空载体、3种鲸的

PHD2质粒、HIF-1α/HIF-2α及PHD2质粒与HIF-
1α/HIF-2α共转染, 每组设置3个重复孔。24h后, 吸
去培养基, 每孔加入1×passive lysis buffer, 放置于

摇床, 裂解30min后, 使用荧光检测仪分别测取加入

荧光底物LARII和Stop(Promega)荧光值, 记录, 分析。

蛋白质免疫印迹实验　　将HEK293T细胞按

照合适比例分至2个相同的6孔板中, 待细胞密度长

至80%—90%, 每孔转染500 ng各个物种PHD2或者

MYC-empty/HA-empty, 2000 ng对应物种的HIF-
1α/HIF-2α, 转染6h后, 将一盘6孔板置于低氧工作

站(37℃ 2%O2), 18h后, 取出细胞培养箱和低氧工

作站的6孔板, 吸除培养基, 加入细胞裂解液, 4℃裂

解30min后, 收细胞, 4℃ 12000×g离心15min后, 吸
取50 μL的蛋白样品, 加入等体积的2×上样缓冲液

(2×loading buffer)和5%体积的β-巯基乙醇(武汉天

源生物), 将样品放入沸水中加热6min得到制备好

的蛋白样品。将蛋白样品和蛋白marker(Thermo),
200 V恒压下进行SDS-PAGE电泳, 待蛋白marker电
泳分出清晰的条带后 ,  150 mA恒流转膜3h,  将
PAGE凝胶上的蛋白转移到PVDF膜上。根据目的

基因所带标签使用对应的抗体孵育, 在孵育结束之

后, 使用荧光成像系统(Fuji Film LAS4000 mini lu-
minescent)进行显色和拍照。

所用抗体: anti-Myc (9E10, 1﹕1000 for IB ana-
lysis, Santa Cruz), anti-HA antibody (1﹕5000 for IB
analysis, Covance), anti-GAPDH antibody (SC-47724,
1﹕1000, Santa Cruz)

数据分析　　对于荧光素酶活性分析, 每组设

计3个重复组, 记录每孔添加LARII和Stop之后的值,
计算二者比值, 利用GraphPad Prism 5(GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA)软件进行数据分析。

 2    结果

 2.1    长江江豚、抹香鲸和白鲸的PHD2序列是十

分保守的

本研究对长江江豚, 白鲸和抹香鲸的PHD2的

编码蛋白区(Coding sequence )进行了扩增、测序

和比对分析, 发现长江江豚的PHD2编码序列全长

为1278个碱基, 编码426个氨基酸; 白鲸的PHD2有
1317个碱基, 编码438个氨基酸; 抹香鲸的PHD2有
1314个碱基, 编码436个氨基酸。参照人的PHD2的
结构域, 对3个物种的PHD2的结构进行了分析: 发
现3个鲸的PHD2和人的PHD2一样, 都具有锌指结

构域(氨基酸21—58)和酶活性功能域(氨基酸205—
391), 并且这两个区域氨基酸序列极其保守。3种
鲸的PHD2和人的PHD2在两个结构域的氨基酸保

守型高达97%, 说明在适应环境的进化过程中 ,
PHD2保留了重要的功能结构域, 这可能与PHD2功
能十分重要有关。

 2.2    长江江豚、抹香鲸和白鲸的PHD2与HIF的相

互作用

在常氧下, PHD2可以抑制HIF-α下游基因的

转录活性　　在常氧下 ,  过表达鲸类的HIF-1α/
HIF-2α, 会增强HIF-1α/HIF-2α下游低氧反应元件

(Hypoxia response element, HRE)的转录活性, 抹香

鲸的HIF-1α较长江江豚和白鲸对下游基因的转录

作用更强, 同时过表达3种鲸类的HIF-1α/HIF-2α和
PHD2, 通过比较发现: 转染PHD2会明显抑制低氧

诱导因子HIF下游基因的转录活动(图 1)。人类

PHD2可以在蛋白水平对其HIF-1α/HIF-2α进行修

饰, 故对3种鲸类的PHD2和其HIF-1α/HIF-2α进行

蛋白水平研究。

鲸类PHD2在常氧下降解HIF-α蛋白　　在常

氧和低氧条件下, 分别检测江豚、白鲸和抹香鲸的

PHD2对江豚、白鲸和抹香鲸HIF-1α/HIF-2α蛋白

水平的影响, 发现在常氧情况下, 3个物种的PHD2
均会降解本物种的HIF-1α/HIF-2α, 这与上述luci-
ferase分析结果一致。而在低氧情况下, 这种降解

则不明显(图 2), 可能是由于PHD2降解了部分的

HIF-1α/HIF-2α蛋白, 导致了HIF-1α/HIF-2α的蛋白

减少, 从而抑制了HIF下游基因的转录活性。

长江江豚、白鲸和抹香鲸的PHD2对HIF-α羟
基化修饰位点　　PHDs进行羟基化修饰作用的序

列片段为LXXLAP(X表示任意氨基酸)。我们分别

将江豚、抹香鲸和白鲸的HIF-1α和HIF2α对应

LXXLAP的脯氨酸(Proline, P)突变为丙氨酸(ala-
nine, A)。在常氧和低氧条件下, 检测FP-PHD2、
BW-PHD2和SW-PHD2对FP/BW/SW的HIF-1α双突

变体和HIF-2α双突变体蛋白水平的影响, 发现3种
鲸类的PHD2无论常氧或者低氧均无法降解HIF-
1α双突变体和HIF-2α双突变体(图 3), 这说明3种鲸

的HIF-1α和HIF-2α上被PHD2羟基化修饰的位点即
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为突变的位点(图 4)。当被HIF-1α和HIF-2α修饰的

位点的脯氨酸被突变成为丙氨酸之后, PHD2未能

对其进行标记修饰, 因此HIF蛋白积累。

 2.3    长江江豚、抹香鲸和白鲸的PHD2酶活性位点

脯氨酸羟化酶2作为氧气敏感的蛋白酶 ,  与
Fe2+

等金属离子结合, 存在关键性的酶活性位点。

根据相关的文献报道, 我们构建了江豚、白鲸和抹

香鲸的PHD2催化区域组氨酸突变丙氨酸的突变

体, FP-PHD2 H313A、FP-PHD2 H374A、BW-PHD2
H326A、BW-PHD2 H386A、SW-PHD2 H324A和

SW-PHD2 H384A, 检测PHD2的野生型以及突变体

对于各自HIF-1α和HIF-2α蛋白水平的降解情况, 发
现: PHD2催化区域的任何一个组氨酸的突变均能

导致PHD2失去明显降解HIF1α和HIF-2α的能力

(图 5)。

 3    讨论

哺乳动物细胞对于缺氧的适应性调节是通过

一系列基因表达改变来实现的, 调控这些基因表达

最重要的转录因子是HIF[28]
。HIF直接或间接调控

的基因有100多种。这些基因参与体内糖的能量代

谢, 红细胞生成, 血管发生, 核苷、氨基酸、pH调节

和铁、铜代谢, 细胞存活及凋亡等多个方面
[29]

。

PHD2作为调控HIF的关键酶, 具有重要的意义。目

前研究表明, PHD2在适应高海拔低氧环境的人群

中存在很强的正向选择性, 它是居住在高海拔环境

人们(包括欧亚人群和安第斯人群)共同存在的与低

氧环境适应性相关的基因之一
 [30, 31]

。有报道发现:
PHD2基因5′UTR区和内含子区13个SNPs位点的纯

合型个体在高原藏族和汉族之间存在显著差异
[32]

。
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图 1    长江江豚、抹香鲸和白鲸的PHD2对HIF-α转录活性的影响

Fig. 1    The effect of PHD2 from FP, BW, and SW PHD2 on HIF-α transcriptional activity under normoxia conditions.-under normoxic
condition
在常氧下, 在HEK293T细胞系中转染江豚(FP)的HIF-1α/HIF-2α和MYC-empty或者FP-PHD2质粒, 分析FP-PHD2对HIF-α下游基因启

动子的影响(A, B); 在常氧下, 在HEK293T细胞系中转染白鲸(BW)的HIF-1α/HIF-2α和MYC-empty或者BW-PHD2, 分析BW-PHD2对
HIF-α下游基因启动子的影响(C, D); 在常氧下, 在HEK293T细胞系中转染抹香鲸(SW)的HIF-1α/HIF-2α和MYC-empty或者SW-PHD2,
分析SW-PHD2对HIF-α下游基因启动子的影响(E, F)
HEK293T cells are transfected with FP PHD2 or MYC-empty together with FP HIF-α under normoxic conditions (A, B); HEK293T cells
are transfected with BW PHD2 or MYC-empty together with BW HIF-α under normoxic conditions (C, D); HEK293T cells are transfected
with SW PHD2 or MYC-empty together with SW HIF-α under normoxic conditions (E, F)
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这些研究结果均表明PHD2在高原动物的低氧耐受

中扮演一定的角色。本研究仅对3种鲸的PHD2蛋
白编码序列进行了分析, 对于PHD2是否在低氧耐

受能力差异巨大的鲸类各物种之间, 存在SNP位点

的差异, 需要后续更多样品的深入分析。

低氧适应是一个极其复杂的过程, 尤其是经过

数万年的进化, 鲸类低氧信号通路调节机制可能会

出现一定的独特性
[33—36]

。由于鲸类研究条件的局

限性, 目前, 对于其生物学功能, 特别是在体生物学

功能的认识还十分有限。随着细胞培养技术、遗

传操作技术和动物模型的应用, 我们对于鲸类低氧

适应和耐受机制的认识将逐步加深
[37, 38]

。
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图 2    江豚、白鲸和抹香鲸的PHD2对本物种的HIF-1α与HIF2α蛋白水平影响

Fig. 2    Effect of PHD2 on cetacean HIF-1α and HIF-2α under normoxic and hypoxic conditions
A. 江豚、白鲸和抹香鲸的PHD2在常氧下降解各自的HIF-1α, 低氧下则未能明显降解; B. 江豚、白鲸和抹香鲸的PHD2在常氧下降解

各自的HIF-2α, 低氧下则未能明显降解

A. FP(a), BW(b) and SW(c) PHD2 can degrade their HIF-1α only under normoxic condition; B. FP(a), BW(b) and SW(c) PHD2 can degrade
their HIF-2α only under normoxic condition
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图 3    在常氧和低氧条件下, 江豚(a)、白鲸(b)和抹香鲸(c)的PHD2对HIF-1α(A) 和HIF-2α(B)突变体蛋白的影响

Fig. 3    The effect of FP(a), BW(b), SW(c)-PHD2 on mutantated cetaceans HIF-1α(A) and HIF-2α(B)
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综上所述, 本研究首次克隆获得了长江江豚、

抹香鲸和白鲸的PHD2基因的CDS全长序列, 本实

验结果为进一步揭示鲸类低氧适应性的分子机制

提供了基础数据。鲸类作为一个独特的低氧适应

和耐受的群体, 准确了解它们低氧适应和耐受的分

子机制, 对于人类低氧适应和低氧环境引起的相关
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图 4    在常氧和低氧条件下, 江豚、白鲸和抹香鲸的PHD2羟基化HIF-1α(A)和HIF-2α(B)位点示意图

Fig. 4    Diagram of site information about hydroxylation of HIF-1α(A) and HIF-2α(B) by FP, BW and SW-PHD2
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图 5    江豚(FP)、白鲸(BW)、抹香鲸(SW)PHD2与突变体对鲸类的HIF1α(A)和HIF2α(B)蛋白的影响

Fig. 5    The effect of FP, BW, SW-PHD2 and PHD2 mutant on cetacean HIF1α(A) and HIF2α(B)
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疾病发生机制的认识将会有重要的参考价值。
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PRIMARY ANALYSIS OF PHD2 FROM THREE DIFFERENT CETACEANS IN
HYPOXIA SIGNAL PATHWAY

LI Ying1, 2, BI Jian-Ling1, 2, WANG Ding1, 3 and XIAO Wu-Han1, 3

(1. Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China; 2. University of Chinese Academy of Sciences,
Beijing 100049, China; 3. The Key Laboratory of Aquatic Biodiversity and Conservation of Chinese Academy of

Sciences, Wuhan 430072, China)

Abstract: Hypoxia was a major challenge faced by cetaceans during the process of prolonged diving in the secondary
aquatic adaption. Although physiological and anatomical traits of hypoxia tolerance of cetaceans have been well charac-
terized, the molecular basic behind their adaption remain unknown. Proline hydroxylase domain enzyme 2 (PHD2), one
of the pivotal regulators of the molecular response in hypoxic stress, can utilize oxygen to hydroxylate and mediate the
stability and transcriptional activity of the alpha submit of HIF. In this study, the PHD2 gene was cloned from three
species with different duration, the sperm whale (Physeter macrocephalus), the beluga whale (Delphinapterus leucas),
and the Yangtze finless porpoise (Neophocaena phocaenoids asiaeorientalis). Sequence analyses revealed that the se-
quences of PHD2 from these three species were highly evolutionarily conserved, with few deletions and substitutions.
In addition, we analyzed PHD2 in these three species in the hypoxia signaling pathway. Under normoxia, PHD2 of
three species can degrade HIF-α (including HIF-1α and HIF-2α) protein of three species. Under hypoxia (O2 concentra-
tion less than 2%), the HIF-α proteins can accumulate. Furthermore, the degradation of HIF-α by PHD2 in cetaceans is
relying on the recognition of the amino acid motif LTLLAP and LEMLAP on HIF-1α, the LAQLAP and LETLAP
amino acid motif of HIF-2α, as well as the proline hydroxylase efficiency of PHD2. It is speculated that PHD2 use oxy-
gen as a substrate to hydroxylate designated proline residues within the conserved motif LXXLAP of HIF-1α and HIF-
2α, allowing von Hippel-Lindau protein (pVHL), the substrate recognition component of an E3 ubiquitin ligase com-
plex, to bind to hydroxylated HIF-1α and HIF-2α and target them for proteasomal degradation. Without the oxygen, the
activity of PHD2 is restrained and the function is not fully utilized. This study is a preliminary exploration on the PHD2
function of three different hypoxia-tolerant whales, aiming to provide a basis for further study of the complex feedback
regulation of PHD2 and HIF. Future investigations on another PHD isoforms over HIF pathways are able to be
achieved. Thus, it also provide the basis for in-depth study on adaptive mechanisms of hypoxic tolerance in cetaceans.

Key words: Sperm whale; Beluga whale; Yangtze finless porpoise; Hypoxia Tolerance; Hypoxia-Inducible Factor;
Prolyl-hydroxylase domain enzyme 2
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