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Nrf2-ARE 信号通路与肿瘤发生及耐药性的关系
辛爱唐修文*

(浙江大学医学院生物化学与遗传学系，杭州 310058)

摘要 Nrf2-ARE信号转导通路是当前研究的热点，其核心分子包括核转录因子红细胞系，

2p45 (NF-E2)相关因子 -2 (nuclear factor erythroid-2p45-related factor 2, Nrf2)、抗氧化反应元件

(antioxidant response element, ARE)和 Kelch样环氧氯丙炕相关蛋白 -1 (Kelch-like ECIιassociated 

protein 1, Keap 1 ) 0 N rf2通过与 ARE相王作用，诱导 II 相解毒酶、抗氧化酶及药物流出泵的表达，

在癌症的化学预防中起重要作用。最新研究表明， Keap1 和 Nrf2 的突变与肿瘤发生有关，也会导

致肿瘤细胞对化疗药物产生耐药性。本文综述了有关Nrf2-ARE信号转导通路与肿瘤发生及耐药性

的关系。
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癌变，是一个涉及到分子和细胞改建的多步骤过

程，主要包括三个独立但紧密相关的阶段:肿瘤激发、

启动和发展[口。在肿瘤预防过程中，阻碍、延迟或逆

转导致细胞恶性转化的遗传及外发事件是一项合理

而有效的措施。而在肿瘤治疗中，肿瘤细胞对化疗药

物的耐药性是肿瘤化学治疗的主要障碍。耐药性又

称抗药性，一般是指病原体与药物多次接触后，对药

物的敏感性下降甚至消失，致使药物对该病原体的疗

效降低或无效。肿瘤细胞耐药性按耐药表型(即对一

种或同时对多种结构和作用机制不同的药物发生耐

药)分为原药耐药性(primary drug resistance, PDR)和

多药耐药性(multiple drug resistance, MDR)两大类。

原药耐药性是指癌细胞对一种抗肿瘤药物产生抗药

性后，对非同类型药物仍敏感;多药耐药性是指一些

癌细胞对一种抗肿瘤药物产生耐药性，同时对其他非

同类药物也产生抗药性[2]。多药耐药性可进一步分为

内在性多药耐药(intrinsic MDR，也有译成天然性多

药耐药)和获得性多药耐药(acquired MDR)。内在性

多药耐药是指一开始就对抗肿瘤药物具有耐药性;获

得性多药耐药是指随着化疗次数的增加而逐渐产生

耐药性。逆转肿瘤细胞的耐药性，是提高肿瘤化疗效

果的关键。为此，探索耐药性的产生机制，尤其是多

药耐药性问题己是目前肿瘤研究领域的一大热点。

Nrf2-ARE信号转导通路在癌症的化学预防中起重要

作用，但也与肿瘤发生有关，并且此通路在肿瘤耐药

性方面也已成为一个研究热点。本综述着重介绍

Nrf2-ARE信号转导通路与肿瘤发生及耐药性的关系。

1 Nrf2-ARE信号转导通路的调控机制及功

能

Nrf2-ARE信号转导通路的核心分子包括核转录

因子红细胞系句45(NF-E2)相关因子 -2 (nuc1ear fac­

tor erythroid-2p45-related factor 2, Nrf2)、抗氧化反

应元件(antioxidant response element, ARE)和Kelch样

环氧氯丙炕相关蛋白 -1 (Kelch-like ECH创sociated

protein 1, Keap1)o Nrf2分子量为 66 四a，属于转录

因子 CNC (cap- ‘n' -coll缸)家族成员，含有一高度保守

的碱性亮氨酸拉链(basic region-leucine zipper, bZIP) 

结构，如图 1 [3]所示Nrf2的结构模型。

Keapl 是分子量为 69 kDa 的细胞质蛋白伴侣分

子，位于 19p13.2 位点，有 5 个主要结构域: (1) N 末

端序列(the N-terminal region, NTR)，氨基酸 1-60; (2) 

大复合体形成序列(broad complex，往amtrack， and bric­

a-brac, BTB region)，氨基酸 61-179，是一种进化中保

守的蛋白质与蛋白质相互作用的功能域，存在于肌动

蛋白结合蛋白及辞指转录因子中，经常与其他BTB功

能域形成复合体; (3) 富含半脱氨酸插入端序列

(intervening region, IV酌，氨基酸 180-314; (4) 富含双

甘氨酸端序列(double-glycine-riched region, DG酌，氨

基酸315-359、 361-410 、 412-457 、 459-504、 506-551
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Fig.l Functional domains of Nrf'2 protein showing distribution and types of n币 mut硝ons [3) 
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Fig.2 Schematic of the conserved domain structure of human Keapl protein [5) 

和 553-598，包含 6 个 Kelch 功能域; (5) C 末端序列

(the C-terminal region, CTR)，氨基酸 599-624 [41 0 其

结构如图 2所示[51 0 IVR 和 B四富含半脱氨酸，故很

容易进行氧化还原反应，是调控 Nrf2 所必需的结构

域。 DGR 的 6 个 Kelch 功能域形成。折叠结构，与

Nrf2的 Neh2 端序列结合。

ARE ([5'-(G/A)TGA(G/C)nnnGC(G/A)-3'] , n 代

表任何种类核昔酸)是一个特异的 DNA- 启动子结合

序列，位于谷脱甘肤 S- 转移酶(glutathione S­

transferase, GS1丁、 NAD(p)H:酿氧化还原酶 1 (q山lone

oxidoreductase, NQ01) 、 UDP- 葡萄糖醒酸转移酶

(UDP-glucuronosyl-transferase, UGT)、微粒体环氧

化物水解酶(microsomal epoxide hydrolase, mEH)、谷

氨酷半肮氨酸连接酶(glutamate叮steine ligase, GCL)、

谷脱甘肤合成酶(glutathione synthase, GCS)、过氧化

氢酶(catalase ， CA T)、超氧化物l岐化酶(superoxide

dismutase, SOD)、血红素氧化酶 -1 (heme oxygenase-

1, HO-l)、醒脱氢酶(aldehyde dehydrogenase, ALD町、

醒酣还原酶(aldo-keto reductase, AKR)、醇醒酣还原

酶家族 1 成员 Cl (aldo-keto reductase family 1, mem­

ber Cl , AKRICl)等 E相解毒酶和抗氧化酶基因的 5'

端启动序列[64]，能被多种氧化性和亲电性化合物激

活，从而启动 II 相解毒酶和抗氧化酶基因的表达，预

防细胞发生癌变。

在正常生理状态下，细胞质中的Nrf2与 Keapl 的

DGR结合而处于抑制状态， Keapl还可促进Nrf2被泛

素蛋白酶体降解，因此 Nrf2 的表达量维持在较低水

平。在活'1主氧(reactive oxygen species, ROS)或亲电

性化合物等氧化应激源的作用下， Nrf2与 Keapl 解偶

联，转移入核，通过 bZIP 与小分子肌臆纤维瘤蛋白

(muscle aponeurotic fibrosarcoma protein, Maf)异二

聚体化并与 ARE上 GCTGAGTCA序列结合，从而启

动受 ARE调控的基因的转录，详细过程参见图 3[闷。

Nrf2的转录活性主要受Keapl 的调控。 Nrf2与 Keapl

解偶联是 Nrf2激活的重要环节，主要通过两种途径:

其一是活性氧或亲电性化合物的直接作用;其二是磷

酸化的间接作用。目前认为促分裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinases, MAPKs)、蛋白激

酶 C (protien kinase , PKC)和磷脂酷肌醇 -3- 激酶

(phosphatidyl inositol 3-kinase, PI3町等也参与调控

Nrt2-成E信号转导通路的激活及其相关基因的表达口110

2 Nrf2-ARE信号转导通路与肿瘤发生的关

系

正常状态下，细胞质中的 Nrf2与 Kea'p l 结合并

处于活性相对抑制状态。当用一些致癌物处理细胞

时，引起 Nrf2与 Keapl 解偶联，激活此信号转导通路

并启动靶基因的转录及表达，如NQQl、多种 GST 同

工酶、 HO-l 等，提高了细胞的氧化应激及修复功能，

避免了肿瘤的发生。现己证明， Keap1 的两个半肮氨
酸(C273 和 C288)残基对 Nrf2-Keapl 复合物的稳定

起关键作用[口10 ARE 调控基因的诱导剂能共价修饰
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Oxidative stress 
and electrophiles 

/土\

F-actin 

Fig.3 Mechanism of Nrf2-ARE signa1 pathway [lO] 

或氧化KeaplIVR 中的半肮氨酸硫醇，导致 Keapl 构

象改变，使其不能与 Nrf2 结合，为 Nrf2 转移入核提

供了条件[12]0 Keapl BTB的保守丝氨酸突变为丙氨酸

(SI04A)的点突变显示，此突变导致 Nrf2 不再与

Keapl 结合，并转移到细胞核中[归]0 Singh等[5]研究明

确了 Keapl 的突变定位(图匀，并发现在许多肿瘤和

一些肺癌细胞系中 Nrf2-Keapl 信号转导通路已经被

损坏[5， 14]。也有研究表明，当活性氧增加时， Nrf2-ARE 

信号转导通路可调节许多解毒酶的表达，如果这一保

护机制被破坏，将会增加 DNA 损伤，这可能是前列

腺癌发生的原因之一[闷。由此可见， Keapl 可能是一

个新的抑癌基因，其突变可导致肿瘤发生。

肿瘤发生不仅与 Keapl 突变有关，而且与 Nrf2

突变也有密切关系。 Shibata 等[3]研究发现:在人类癌

细胞中编码 Nrf2 的局部序列发生体细胞突变，尤其

是有吸烟史或患鳞状上皮细胞癌的病人，这些氨基酸

序列的突变导致Nrf2在核内累积并促进了Nrf2-ARE

调控基因的转录。 Nrf2 的突变干扰了正常 Nrf2-

Keapl 的相互作用及由 Keapl 介导的体内 Nrf2的降

解。 Nrf2 的活性己被定位于两个氨基端序列 DLG

~LxxQDxDLG斗和 ETGE (77DxET GE82) [1 6]，这两序列

存在多个突变位点(图 1) [3]。在原发性肿瘤中， 12.2%

的突变为氨基酸错义突变，并由此决定了体细胞的起

源，但并未检测到同义突变，在大约 11% 的肺癌中发

现了 Nrf2的获得性功能突变 Nrf2 的突变也导致了

Keapl-Cu13 日连接酶对Nrf2的识别降低，导致正常

的 Nrf2-ARE信号转导通路受损，促进癌变的发生[3] 。

3 Nrf2-ARE信号转导通路与肿瘤耐药性的

关系

现有研究结果表明， Nrf2-ARE信号转导通路调

控的编码 11 相解毒酶、抗氧化酶及药物流出泵的基

因表达水平与肿瘤耐药性有很大的关系。在人类癌

细胞中 Nrf2表达量显著增加， 9 1.5% 的头部肿瘤及颈

部鳞状上皮细胞癌中 Nrf2 的表达是增加的[17]; 在肺

癌中， 61.8% 的肿瘤样品细胞核内 Nrf2累积[18]。与转

染非相关小干扰RNA (scrambled siRNA)的细胞对照，

转染Nrf2小干扰 RNA 的 SK-OV 细胞对抗肿瘤药物

更有效， Nrf2基因缺失的细胞对抗肿瘤药物的作用也

更敏感[19]。人类慢性粒细胞白血病细胞 KCL22对格

列卫的耐药'性与细胞中谷脱甘肤(glutathione， GSH)含

量的增加及 Nrf2 的激活有关当用维生素 C 处理细

胞后，细胞核内 Nrf2减少，但细胞对格列卫的敏感性

反而增加[20]。这些实验结果表明， Nrf2-ARE 信号转

导通路与肿瘤耐药性密切相关。

癌细胞核内 Nrf2累积是其获得耐药性的重要原

因之一。目前研究己证实，在肺癌、乳腺癌、前列腺

癌、口腔癌及膀脱癌中，杂合子缺失(lossofh晦rozygo且钞，

LOH)定位于 19 号染色体的短臂，即 keapl 所在位点，

19 号染色体是潜在的肿瘤抑制区域，拥有的 LOH超

过 60% [21]。肺癌细胞株 19p13.2 处 LOH 鉴定结果显
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示: 61% 的非小细胞型肺癌(non-small cell lung 

carcinoma, NSCLC)存在等位基因缺失， 50% 的细胞

株具有点突变，这些突变很可能导致Keapl 的抑制作

用丧失，细胞核内 Nrf2 累积，细胞中总 Nrf2 的表达

量增加，并且 Nrf2 调控的 II 相解毒酶基因、抗氧化

酶和药物流出泵基因的表达均增加[5]0 GSH和相关解

毒酶参与抗癌药物及氧化应激副产物的解毒作用，肿

瘤组织中 GSH和相关解毒酶的正调节很可能引起了

癌细胞对细胞毒类药物的解毒作用，致使癌细胞产生

耐药性[22]0 Singh 等[5]研究己证实了 Keapl 在遗传学

上的异常(图匀，在肺癌细胞系中 Kelch 或 KeaplIVR

的多重体细胞突变与 Nrf2的激活及 NQOl 、 GSH等

蛋白质水平增高有关;由 Keapl 调控的Nrf2的不同活

性可能与癌细胞对抗癌药物的不同敏感性有关。

Padmanabhan 等[14]研究己发现，在肺癌细胞中， DGR

发生了由半脱氨酸(CyS)转变为甘氨酸(Gly)的体细胞

突变，这使 Keapl 失去了与 Nrf2的结合力，导致细胞

核内 Nrf2累积。为了进一步阐明 Nrf2在肿瘤耐药性

方面的作用， Singh等[5]将细胞经抗肿瘤药物处理 72h

后，野生型keapl的细胞比肺癌细胞对药物更敏感，这

表明肺癌细胞中 keapl 存在潜在的突变。 Shiba饭等[3]指

出，过氧化物处理Nrf2突变的癌细胞EBC-l 或Keapl

突变的癌细胞 A549 发现，过氧化物对这两种细胞的

毒性都不明显;与对照组细胞比较， JI阪铀对转染了

Nrf2小干扰RNA 的 EBC-l 和 A549 细胞的毒性更大，

作用更明显。

Nrf2-ARE信号转导通路调控的酶与肿瘤耐药性

有关。在各种肿瘤细胞中(包括肾癌、前列腺癌、肝

癌和淋巴肉瘤)HO-l 的表达及其酶活'性均增加;HO-

1 的过度表达可促使肿瘤细胞增殖、抵抗氧化应激、

血管生成及病灶转移: HO-l 特异性抑制剂如辞原卧

琳(ZnPPIX)可导致细胞凋亡增加，起到抗肿瘤作用阳。

(A) Flavonoids 

·综述.

在快速增长的肿瘤细胞中 HO-l 具有抗氧化及抗凋

亡效应[24] ， Fang 等[25]证明:转染 HO-l 小干扰 RNA 可

诱导SW480细胞凋亡。Kim等[26]指出:在肺癌细胞中，

Nrf2-HO-l信号转导通路与癌细胞对顺铀产生耐药性

密切相关，利用HO-l小干扰RNA或ZnPPIX抑制HO-

1 的表达或活性，可增强 A549 细胞对顺铀的敏感性。

Loboda 等[27]对 Nrf2-HO-l 信号转导通路在化学预防

和肿瘤耐药性中的作用进行了详细描述(图的。

NQOl 在癌症的化学预防中起重要作用，然而，

Logsdon 等[28]最近的研究发现， NQOl 在人膜腺癌细

胞中的表达是正常组织的 12 倍。已有研究表明，肝

癌、非小细胞型肺癌、结肠癌及乳房癌等肿瘤细胞中

NQOl 的表达增加， NAD+ 再生和细胞代谢加快[却]。

这些研究表明， NQOl可能是治疗膜腺癌的药物靶点。

NQOl 既属于第 I 相酶，也属于第 II 相酶，癌细胞中

NQOl 显著增加，当平衡失调时，解毒作用将占据优

势，会降低化疗药物的细胞毒性，这是癌细胞获得耐

药性的原因之一。

在某些肿瘤细胞中，药物代谢酶过量表达主要受

Nrf2-A阻信号转导通路的调控。最近对 AKRs 的研

究结果表明， AKRs 在癌症耐药性方面具有一定的功

能[30]。一些抗癌药如多柔比星可被AKRIAl和AKRIC2

有效的降解 [31] 。已具有耐药性的人胃癌细胞中，

AKRIBl和AKRIC2的mRNA水平明显增加[32]。也有

研究显示，人类AKRIC 的不同亚型在非小细胞型肺

癌中过量表达，分析 384 例病人后发现， AKRIC 高度

表达的病人化疗效果反而较差[划。在对依他倔酸耐

药的癌症病人的克隆细胞中发现， AKRICl 可被高度

诱导[叫，这也表明 AKRIC 的过度表达可能导致一些

癌症病人对化疗药物产生耐药性。 Palackal 等[35]通过

比较人肝癌细胞株HepG2，人肺腺癌细胞系A549、转

化肺癌细胞株H441、人肺癌细胞H358发现， A549细

(c) Ch，田nothorapy

创efJ应站时;m mdEE咄51:mw Fhd对$13呻Y

也广一旦〔也;I一(剖
↓ l一τRZfdJT;22四

日0-1 blocking 

• 
Ch田n句>revention-resis始nce of Anti-apopω咀c effect inCJ回sed lncreased ROS f，伺mati佣
nonnal 帽Ilsω臼回回formation 副morgrow伽 r帽istan伺 to Apφtos恒。fωmorcells

aoti-cancer therapy E世l8D阔dsensiti'叽ty to anti-c副晤时therapy

Fig.4 The role of Nrf2 and HO-l in chemoprevention and tumor resistance to therapy [2η 
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辛 爱等: Nrf2-ARE 信号通路与肿瘤发生及耐药性的关系

胞中AKRIC的转录水平最高， HepG2与A549均含过

量表达的AKRIC，这可能是癌症病人化疗效果不良的

标志物。目前AKRIC对化疗药物的解毒作用仍是研

究的一个热点。

4 逆转肿瘤耐药性的策略
克服多药耐药性是肿瘤化疗领域急需解决的难

题，也是提高肿瘤化疗效果的关键。针对 Nrf2-ARE

信号转导通路与耐药产生机制的关系，我们可采取以

下策略:一方面，利用生物技术来逆转耐药，从基因

水平对Nrf2-A阻信号转导通路加以干扰或抑制，可

能增敏癌细胞;另一方面，开发新一代的抗癌药物，或

以Nrf2-ARE信号转导通路的抑制剂作为增敏剂与抗

癌药物联合使用，恢复MDR细胞对抗癌药物的敏感

性。为了发现或合成Nrf2-ARE信号转导通路的抑制

剂，可以通过构建稳定表达 ARE 荧光素酶报告蛋白

(ARE-luciferase reporter)的细胞株来筛选抑制剂;由

于A549细胞中Keapl 的突变使Nrf2在核内大量累积，

利用这一特性我们可通过 A549 细胞系建立 ARE-lu­

ciferase 稳定表达的细胞株，无需经Nrf2-ARE通路的

诱导剂处理即可直接筛选抑制剂。

5 小结

在肿瘤化疗领域中，克服多药耐药性的研究一直

方兴未艾。 Nrf2-ARE信号转导通路现己成为抗癌化

学疗法的新靶点，利用生物技术干扰或对其抑制剂的

研发和使用将有可能改善化疗药物的治疗效果，为癌

症的治疗提供一条新途径。
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The Role of Nrf2-ARE Signal Pathway in Tumorigenesis and 

Drug Resistance 

Ai Xin, Xiu-Wen Tang* 
(Department of Biochemistry and Genetics, College of Medicine, Zhejiang Universiη" Hangzhou 310058, China) 

Abstract τ'he important elements of Nrf2-ARE signal pathway 缸'e nuclear factor erythroid-2p45-related 

factor2 (Nrf匀， antioxidant response element (ARE) and Kelch-like ECH-associated proteinl (Keap l). Nrf2 is a 

redox-sensitive transcription factor that regulates the expression of electrophile and xenobiotic detoxification en­

zymes and efflux pumps, which confer cytoprotection against oxidative stress and apoptosis in normal cells. However, 

treatment of cells with anticancer agent induces expression of Nrf2-regulated genes. Genetic alteration of Keapl and 

Nrf2 associated with tumorigenesis and confer resistance to chemotherapy. The development of the field regarding 

the role of Nrf2-ARE signal pathway in tumorigenesis and drug resistance is discussed. 
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