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Nrf2．ARE通路抑制作用研究展望
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【摘要] 转录因子红细胞系-2p45(NF—E2)相关因子-2(nuclear factor erythroid-2一related factor 2，

Nrf2)通过上调解毒酶和抗氧化酶基因的表达，为人体提供防御系统。然而，Nrf2表达过高，不但对

肿瘤形成和生长起促进作用，而且可增强肿瘤细胞的耐药性。
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在人体细胞内，存在着一系列的解毒酶及

抗氧化酶以抵御外来有毒化合物对机体的伤

害，避免病变。这些酶包括谷胱甘肽S·转移酶

(glutathione S．transferase，GST)、NAD(P)H：醌

氧化还原酶1(quinone oxidoreductase，NQ01)、

UDP-葡萄糖醛酸转移酶(UDP—glucuronosyl—

transferase，UGT)、醇醛酮还原酶家族1成员C1

(aldo—keto reductase family 1，member C 1，

AKRl C1)和谷氨酰半胱氨酸连接酶GCL

(GCLC，GCLM)等。它们的表达共同受转录因

子红细胞系-2p45(NF—E2)相关因子-2(nuclear

factor erythroid-2．related factor 2，Nrf2)的调控。

ARE(antioxidative resoponsive element，[5’-(G／

A)TGA(G／C)nnnGC(G／A)-3’]，n代表任何

种类核苷酸)是一个特异的DNA一启动子结合

序列，位于这些基因的5’端启动序列¨剖。

N以与Kelch样环氧氯丙烷相关蛋白一1(Kelch．
1ike ECH—associated proteinl，Keapl)解耦联，通

过bZIP与小分子肌腱纤维瘤蛋白(muscle

aponeurotic fibrosarcoma protein，Maf)形成异二

聚体并与ARE结合，启动基因表达b-10]。

Nrf2是一种属于帽和领CNC(cap．‘n’．

collar，CNC)转录因子家族成员，含有一高度保

守的碱性亮氨酸拉链(basic region—leucine

zipper，bZIP)结构。研究证明Nrf2转录活性主

要受Keapl的调控。在正常生理状态下，Keapl

的双甘氨酸序列(DGR)与Nrt2的Neh2部位相

互作用(图1、2)，促进泛素蛋白酶体(Cul3 E3)

降解Nrl2，从而使Nrf2的表达量维持在一个较

低的水平。在氧化应激状态下，亲电性化合物

和Keapl的半胱氨酸相互作用使其构象发生变

化，与Nrf2解耦联，使泛素蛋白酶体Cul3 E3不

再降解Nrf2，导致Nrf2在细胞核内的表达量

增加。

目前大量的研究结果证明Nrf2对癌变发

生起正反两方面的作用。一方面激活Nrf2可以

预防癌症：Nrf2的激动剂例如酚类化合物抗氧

化剂BHA、1，2一双硫醇一3一硫酮的衍生物奥替普

拉(ohipraz)及硫代异氰化物萝卜硫烷

(suH：oraphane，SUL)都能有效地激活Nrf2，诱导

ARE．调控基因(ARE·genebattery)的表达而起
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Kelch／DGR是与Nrf2的Neh2相互作用的功能域．

图1 Keapl蛋白质的主要功能区分布示意图

Fig．1 Simplified diagram showing Keapl protein domains
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Neh2是与Keapl的Kelch／DGR结合区即Nrl2活性区，包括DLG序列和ETGE序列，它

们是主要的Nrl2突变发生部位．

图2 Nrf2蛋白质的主要功能区分布示意图

Fig．2 Simplified diagram showing Nrf2 protein domains，DLG and ETGE sequences

到化学预防癌变的作用。有研究报道，这些化

合物在Nrf2基冈敲除小鼠中起不到上述作

用¨卜121。另一方面Nrf2长期处于过高表达则

与恶性癌变相关联。singh等¨41研究明确了

Keapl的突变定位，并发现在许多非小细胞肺

癌和一些象H460、A549的肺癌细胞系中，因

Keapl的突变导致Nrf2一Keapl信号转导通路失

控，Nrf2在细胞核中累积¨孓14 J。Shibata等∞o在

癌细胞中发现了Nrf2的DLG序列发生体细胞

突变(图2)，尤其是有吸烟史或患鳞状上皮细

胞癌的患者。这些氨基酸序列的突变导致了

Nrl2在核内累积，并促进r Nrf2-ARE调控基因

的转录和表达。据报道，大约在11％的肺癌患

者中发现了Nrf2的获得性功能突变，Nrf2的突

变导致了对Keapl—Cul3 E3连接酶的识别降

低，细胞中Nrt2的总表达量增加，致使受其调

控的抗氧化酶基因、II相解毒酶和药物流出泵

基因的表达及谷胱甘肽(GSH)水平均增加¨4|。

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，卜述系统的正调节增强r

癌细胞对药物的解毒作用，促进了癌变的发生，

增加r癌细胞的耐药性【5J。因此，在正常细胞

内Nrl2／ARE通路的激活和抑制被严格地调

控；若抑制通路失控，将会引起Nrl2过度激活，

其靶基因过量表达，以促进癌变的发生和癌细

胞的生长，同时增强了癌细胞的防御能力。基

于Nrf2抑制作用的研究，发现其对治疗癌症具

有重大的意义‘151。

1 Nrf2通路的抑制作用研究及其临床意义

自Nrf2被发现以来，在此领域中处于领先

地位的数家(来自日本、美国、英国)实验室集

中对Keapl这条抑制通路进行了研究。最近研

究表明，Nrt2可被多条信号通路所抑制(图3)。

Brown¨刮等报道，激活转录因子3(ATF3)是一

种Nrf2／ARE的阻遏物，ATF3与Nrf2形成异二

聚体，可减弱CBP与ARE及Nrf2的相互作用。

因为CBP是一种CREB一结合蛋白，能与Nrt2的

2个转录激活域相互作用，具有激活Nrl2转录

活性的功能，所以CBP与ARE及Nrf2的相互

作用减弱，将导致Nrf2转录活性的降低。Wang

等【171也报道，视黄酸通过其受体(RARa)抑制

Nrf2的转录活性，RARa与Nrf2相互作用增加

可减少Nrf2与ARE的结合，因此其转录活性

降低。抑癌基因p53也能作为阻遏物与ARE

结合而抑制Nrf2的转录活性¨8I。

另外，还有研究表明一些Nrf2阻遏物有选

择性地调控基因的转录。Bachl是一种以抑制

HO—l转录为主的Nrt2阻遏物，对Nrt2一ARE通

路的其它基因的抑制作用很小，对细胞内的GSH
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图3主要抑制和激活Nrf2一ARE信号通路系统示意图

Fig．3 The major inhibitory and activating Nrf2一ARE signaling pathways

含量的影响也很小¨9|。尽管如此，有关Nrt2

被激活转移到细胞核之后是如何被调控和抑制

的了解依然甚少，亟待深入研究。

Shibata等近期研究结果表明【5]，通过特异

的小干扰RNA降低Nrf2的表达水平町逆转肿

瘤耐药。与转染非相关小干扰RNA(scrambled

siRNA)的细胞对照，抗肿瘤药物顺铂对转染了

Nrf2小干扰RNA的EBC一1和A549细胞的增

殖抑制作用较对照组更显著归J。在肺癌中，

61．8％的肿瘤细胞核内Nrf2累积。与转染非

相关小干扰RNA的细胞对照，抗肿瘤药物对转

染Nrf2小干扰RNA的SK—OV细胞毒性更大，

抗肿瘤药物的作用对Nrf2基因缺失的细胞较

对照组细胞毒性也大很多。这一结果证实降低

Nrf2的表达(转录活性)，可增强癌细胞对药物

的敏感性。利用裸鼠皮下移植瘤进行的实验也

得到了类似的结果。对己经建立的人非小细胞

肺癌A549皮下移植瘤和H460皮下移植瘤进

行抗肿瘤药物处理后发现，经过铂类药物卡铂

(carboplatin)处理后瘤体变小了些，但如果卡

铂和Nrf2小干扰RNA同时处理瘤体则变得更

小；免疫细胞组学结果还表明，细胞增殖的标志

蛋白质Ki67在瘤细胞中表达明显降低¨3|。由

此可见，Nrf2特异的小干扰RNA的研究具有临

床价值；与此同时，这一研究也表明Nrf2通路

抑制剂作为抗肿瘤药物的增敏剂的开发和利用

具有广阔的临床应用前景。

2利用H460-ARE报告基因试验细胞株为模

型发现新的Nrf2通路的抑制剂和阻遏物

利用Nrf2诱导机制，我们设计了专门受

Nrf2调控的ARE并构建r ARE一荧光素酶报告

基冈载体，率先以H460细胞株为模型建立了

H460一ARE报告基凶试验(reporter gene assay)

细胞株(专利申报中)。实验表明，通过特异的

小十扰RNA降低Nrf2的表达水平可降低

H460一ARE报告基因试验细胞株的荧光素酶活

性，而且Nrf2的表达水平与荧光素酶活性呈正

相关；实验还证明，转染非相关小干扰RNA对

荧光素酶活性则无影响。因此，利用此体系能

够检测到Nrl2的抑制作用。再者，Nrf2在

H460细胞中总表达量很高，此体系还有灵敏度

高的特点。早期的一些ARE报告基冈试验细

胞株分别是利用HepG2和MCF7而建立

的m埘]，在常态下这些细胞Nrf2表达很低，因

此这些ARE报告基因试验细胞株对检测激动
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剂非常有用；但在检测抑制作用时需要有激动

剂诱导Nrf2．ARE通路，因此很难判断实验结果

是一种小分子化合物的作用还是2种小分子化

合物发生反应后的结果，这样必然会给实验结

果的解释带来一些困难，有时还会产生一些假

阳性或假阴性的结果。利用H460一ARE报告基

因试验细胞株，我们发现了一些能够降表达

Nrf2的小分子抑制剂，增敏抗肿瘤药物奥沙利

铂、博莱梅素和依托泊苷等，还发现了一些新的

Nrt2通路的阻遏物。

为了进一步验证小分子抑制剂对非小细胞

肺癌的增敏作用足通过抑制Nrf2通路而实现

的，我们分别利用pRS—GFP、pRS—shNrf2质粒转

染H460细胞株，经过长期加筛选剂筛选，挑选

上百个克隆培养并经多次检测最后分别获得了

稳定表达pRS—GFP的对照细胞株和稳定表达

pRS—shNrf2的Nrf2降表达细胞株懈J。如果这

些小分子抑制剂具有对Nrf2介导3E／1,细胞肺

癌增敏的作用，在pRS—GFP的对照细胞株增敏

作用就将比在稳定表达pRS—shNrf2的Nr￡2降

表达细胞株中更为显著。除此之外，我们还将

绿色荧光蛋白GFP基因和带GFP标签的

Keapl野生型基因在H460细胞中表达并建立

丫稳定表达的细胞株心31。如果这些小分子抑

制剂具有对Nrf2介导非小细胞肺癌增敏的作

用，在GFP对照细胞株增敏作用就将比在稳定

表达Keapl—GFP的Nrt2降表达细胞株中更为

显著。这些模型细胞株的建立将促进小分子抑

制剂的开发。

3展望

因为Nrf2对癌变发生起正反两方面的作

用，Nrf2领域也己成为当前癌症研究的热门课

题之一，Nrf2抑制机制研究将会是Nrf2领域的

主要牛长点。Nrf2抑制作用研究将主要集中在

如下几方面：①发现新的抑制Nrl2通路的代谢

途径；②蛋白质修饰包括磷酸化、泛素化及类泛

素化，以及一些主要的信号转导通路，比如

MAPKs、JAK—STAT、Wnt及TGF—B对Nrl2的抑

制作用的研究；③开发一些有临床应用价值的

Nrf2小分子抑制剂，这些小分子抑制剂不仪具

有增敏肿瘤细胞的潜力m蚓，而且还将有利于

揭示Nrf2的抑制作用。

随着学科之间互相渗透和交叉，蛋白质组

学技术和芯片技术的完善，以及象H460一ARE

报告基因试验细胞株模式系统的建立，在不远

的将来Nrf2．ARE抑制作用的研究将会在基础

理论和临床应用上有突破性进展。
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