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癌症预防中的 Keap1-Nrf2-ARE通路

刘晓平
皖南医学院药学系,芜湖 241002, 安徽

摘要　癌症的治疗至今仍未取得重大进展,因此

做好癌症的预防工作就尤为关键。目前有很多自

然物质(如从植物中提取的抗氧化剂)或化学合成

物质(如添加在食品中的抗氧化剂)被用来预防癌

症。最近发现, 有些癌症预防物是通过诱导二相

抗氧化酶来清除体内的致癌物质或其它毒物, 而

且这种诱导作用是通过 Keap1-Nrf2-ARE 信号通

路。因此, 对这一通路的了解有利于拓展癌症的

研究及预防。
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致癌物质对机体的损害(主要是针对 DNA的

损害)在癌症发生过程中起了关键作用 。对此,癌

症的预防一般分为两个方面:一是减少致癌物质

的产生, 另外就是加速致癌物质的排除或解毒。

外来物质(致癌物 、药物及环境污染物等)在体内

一般经历两相代谢过程。一相代谢过程( phase 1)

主要是官能团反应, 在 P450 酶系的参与下,机体

对药物分子进行氧化 、还原 、羟化 、水解等, 使大

部分外来物质失活;二相代谢过程( phase 2)主要

是轭合反应,在有关酶的催化下,将内源性极性小

分子物质如葡萄糖醛酸 、谷胱甘肽(GSH)等,经共

价键结合到外来物质或一相代谢活化物的分子

上,使之失活 、解毒
[ 1-2]

。

致癌物质在体内的激活主要发生在一相代谢

阶段, 而二相代谢可以通过结合反应来减少它们

对机体的毒害 。二相代谢过程是在一系列酶的参

与下完成的,它们有过氧化氢酶( CAT) 、谷胱甘肽

-S-转移酶( glutathione S-transferase,GST) 、环氧化物

水解酶( epoxide hydrolase) 、磺基转移酶( sulfotrans-

ferase) 、乙醛基转移酶( scetyltransferase) 、醌氧化还

原酶( quinone oxidoreductase1, NQO1) 、血红素加氧

酶 ( heme oxygenase-1, HO-1 ) 、UDP-glucuronosyl-

transferase ( UGT) 、乙醛脱氢酶( aldehyde dehydroge-

nase) 、谷氨酸半胱氨酸连接酶(γ-glutamate cysteine

ligase, γ-GCL) 、谷胱甘肽合成酶 ( glutathione syn-

thetase) 、γ-glutamyl transpeptidase 等 。它们能清除

体内多种致癌物质及其它毒性或氧化性物质, 从

而消除这些物质对 DNA及生物功能蛋白的破坏,

以维持机体内环境的稳定,起到抗毒 、抗氧化 、抗

癌 、抗衰老的作用
[ 3-4]

。一般把这些酶统称为药

物代谢二相酶(下称二相酶) , 也称之为二相抗毒

酶或二相抗氧化酶。因此,诱导这些酶的表达,是

预防癌症的重要措施。目前研究认为, 二相酶的

表达主要是通过 Keap1-Nrf2-ARE通路,本文对此

通路作简要介绍,以供从事癌症研究 、预防或相关

人员参考 。

1　抗氧化反应元件( ARE)的结构与功能

十多年前, Rushmore 等研究发现, 在大鼠

GSTA2基因的 5' 启动区有一段一致序列,其核心

序列是(A G) TGA( C T) nnnGC( A G) , 其中 n代表

任意核苷,由于 GST 酶系主要是催化 GSH 与毒性

或氧化性物质结合而使它们解毒, 因此他们称这

段序列为ARE
[ 5-6]

。后来又陆续发现多种二相酶

基因的5′启动区含有ARE 。Talalay 等报道诱导物
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可以通过ARE来诱导二相酶基因的转录, 他们将

这些种类 、结构不同的诱导物分为 9大类,分别是

迈克尔反应受体类( Michael reaction acceptors) 、联

苯芬类( diphenols) 、苯醌类( quinones) 、异硫氰酸盐

类( isothiocyanates) 、过氧化物类 ( peroxides) 、硫醇

类( mercaptans) 、三价砷类 ( trivalent arsenicals) 、重

金属类 ( heavy metals) 、dithio lethiones 类
[ 7-8]

。但

后来发现 ARE并不都是有功能的, Zhang 等在培

养的人上皮细胞中发现, 含有 ARE 的 GST-P1基

因对多种典型的 ARE诱导剂没有反应
[ 9]
。但在

笔者的研究中,小鼠的GST-P1及 GCLC基因可明

显被银杏叶提取物( EGb)所诱导
[ 10]
。这种情况的

产生可能与 ARE相邻的序列不同有关, Hayes等

研究小鼠的 NQO1启动子发现, ARE 相邻的侧翼

序列对 ARE 的功能十分关键
[ 11]
。他们还发现

ARE中的部分序列与 12-O-tetradecanoylphorbol-13-

acetate 反应元件很相似( TGAC GTCA) ,如人 NQO1

基因ARE中的 TGACTCAGC 和大鼠 GST-P 基因

ARE中的TGATTCAG, 而此反应元件就是激活蛋

白因子(AP-1)的结合部位,提示AP-1可以与 ARE

结合
[ 12]
。后来发现, 属于AP-1类因子的 c-Fos和

Jun-D就可以结合ARE。但是AP-1类因子与ARE

结合并不能表明就可以激活它, 而且很可能阻止

其它因子与ARE的结合 。研究表明,过度表达的

AP-1类因子 (如 c-Fos和 Fra1)反而抑制了带有

ARE的报告基因在 HepG2 细胞中的表达,而当小

鼠 c-Fos 基因被敲除后, 其体内多种组织中的

NQO1和 GST 活性被明显提高
[ 13-14]

。研究还表

明, ARE元件中的 GC 盒对其功能尤为重要,因为

改变这一部位的结构就可完全取消 ARE对诱导

物的反应
[ 15]
。ARE序列还可能存在某种程度的

退化,一项新研究发现小鼠的 NQO1基因的 ARE

跨24个碱基对(-444到-421) , 它控制着相关基因

持续性和诱导性的表达, 包含序列 5′-GAGTCA-

CAGTGAGTCGGCAAAATT-3′, 其中斜体部分被突

变后,该ARE的功能将全部丧失
[ 11]
。

由于ARE的激活物种类较多,而且结构各不

相同, 因此激活物与 ARE 的结合不可能是受体-

配体的模式。Talalay 等进行的多项研究表明,

ARE的诱导物都有一个共同的特性, 就是它们都

可以与 sulfhydryl groups类发生反应
[ 16]
。因此, 诱

导物激活 ARE 可能是通过与信号蛋白上巯基类

发生相互作用。90年代末, Yamamoto 等在此领域

的研究取得里程碑式的突破, 他们发现在诱导物

信号传递给核内的ARE的过程中, 两种信号蛋白

参与了传递,一种是 Nrf2( nuclear factor erythroid 2-

related factor 2) , 类似于 Drosophila cap `n' collar

的转录因子, 另一种是 Keap1 ( kelch-like ECH-as-

sociated protein 1) , 类似于 Drosophila actin binding

protein Kelch 的胞浆蛋白
[ 17-19]

。

2　Nrf2-Keap1的结构与作用

2.1　Nrf2的作用　Moi等最初发现 Nrf2是一种

66000的蛋白质, 其有一个基本的亮氨酸结构域,

几乎在各种细胞内都可表达, 它可以与 DNA 的

NF-E2区结合
[ 20]
。在造血细胞中, NF-E2 区参与

调节球蛋白基因的表达。Nrf2对于鼠类的生长发

育 、红细胞生存并不发挥重要作用, 因为敲除 Nrf2

基因的小鼠还可正常生长
[ 21]
。可是 Yamamoto 等

发现 NF-E2区包含 ARE 序列 ( GTGACTCAGCA) ,

而且推测Nrf2 可能参与对 ARE的调节 。他们发

现转录因子 Nrf2 首先和肌腱纤维瘤蛋白 Maf

(muscle aponeurotic fibrosarcoma protein)以异二聚体

的形式结合, 然后该异二聚体再与 ARE 结合, 而

且与 ARE的亲合力很高,从而启动二相酶基因的

转录。当小鼠被敲除 Nrf2基因后, 多种基因(如

环氧化物水解酶 、GCL 、GSTs 、HO-1 、醌氧化还原酶

和 UDP-glucuronosyltransferase 1A6) 的基础表达水

平都被降低,而且这些基因对已知的诱导物( olti-

praz或 butylated hydroxyanisole) 也失去反应
[ 17, 22]

。

用不含Nrf2的裸基因小鼠进行研究发现, 致癌物

benzopyrene可使这些鼠的胃前部长出很多肿瘤,

而且用二相酶诱导物 oltipraz 不能预防及阻止这

些肿瘤的发生和发展
[ 23-24]

。同样,不含 Nrf2的裸

基因小鼠也不能抵抗 aflatoxin B1
[ 25]
的致癌作用,

而且它们与正常小鼠相比, 更容易发生 acetamino-

phen
[ 26]
所导致的肝脏毒性, 也更容易发生缺氧引

起的肺部损伤
[ 27]

,而且其纤维原细胞只能表达正

常该类细胞 15%的 GCL mRNA
[ 28]
。更有趣的是,

ARE基因本身也包含有功能性的 ARE, 而且也可

以被 ARE的诱导物所诱导, 这又提示诱导信号可

能通过 Nrf2的自身调节被放大
[ 29]
。McMahon 等

发现一种有效的诱导物 sulforaphane, 在大鼠肝

RL34 细胞内只能稍微增加Nrf2 mRNA 水平,但同
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时可增加二相酶 NQO1的 mRNA水平达 20倍
[ 30]
。

可见上游信号Nrf2的稍微变化,对下游所调节酶

的表达的影响是巨大的。

2.2　Keap1的结构及与 Nrf2的相互作用　同一

研究小组通过双杂交筛选系统对 Nrf2活性做了

进一步研究,最终确定是 Keap1抑制了 Nrf2从胞

浆转移到核内
[ 31]
。他们的研究表明, Keap1是一

种相对分子质量为 69000 的蛋白质, 它在胞浆中

锚定于肌动蛋白 ( anchored to actin)
[ 32]
。小鼠的

Keap1含有 5 个结构域:( 1) N 末端区域( NTR) ;

( 2)宽阔复杂区及 BTB 区( Bric a brac) , 这是肌动

结合蛋白和锌指转录因子中蛋白相互作用区域,

它常与其它 BTB 区形成复合物;( 3) 干预区域

( IVR) ,这一区域富含半胱氨酸;( 4) DGR区,它含

有6个Kelch片段;( 5) C 末端( CTR)
[ 33]
。对Keap1

点突变的研究揭示:正常状况下 Nrf2被 Keap1控

制( sequestered) 在胞浆中, 当受到诱导物的刺激

后, Nrf2从 Keap1上解离下来,进入胞核与Maf蛋

白形成异二聚体 ( heterodimer) , 然后该异二聚体

再与 ARE 结合, 最终导致二相酶基因的转

录
[ 34-35]

。一项新研究发现, 在转基因细胞里看到

Keap1结合在肌动蛋白细丝上, 直接就可以发现

Nrf2的Neh2域与Keap1的 Kelch重复区的相互作

用,就是这种作用使 Keap1 把 Nrf2 控制在胞浆

中
[ 36]
。尽管诱导物促使 Nrf2从 Keap1 分离的确

切机制还不十分清楚, 但 Talalay 等的研究对此提

供了线索 。他们发现 Nrf2和 Keap1 都含有多个

半胱氨酸残基, 例如小鼠的 Keap1和Nrf2 分别含

有25个和 7个该类残基。小鼠 Keap1上所有半

胱氨酸残基都可与ARE诱导物相互作用, 例如地

塞米 松 、 sulforaphane 和 bis ( 2-and 4-hydroxy-

benzylidene) acetones ( Michael reaction acceptor) , 而

且还发现 C257 、C273 、C288和C297是最容易与诱

导物相互作用的残基
[ 32]
。该研究提示诱导物是

先和 Keap1 上的特定的残基发生相互作用, 使

Keap1变构,触发了 Nrf2从 Keap1上解离,然后通

过核孔进入核内,与 ARE结合触发相关酶基因的

转录 。Nrf2-Keap1-ARE 信息系统可用图 1 来表

示。

最近, 一些研究者对 Nrf2 稳定性进行了报

道,在未受诱导的细胞里, 内生的 Nrf2消除是相

当快的,其半衰期介于10 ～ 30 min 之间
[ 37-38]

。象

c-Jun 、p53和 IkBa等转录因子一样,控制在胞浆中

的Nrf2也是通过泛素化的方式降解的
[ 39]

, 一旦受

到诱导物的刺激, Keap1的结构发生改变,控制在

胞浆中的 Nrf2就被释放出来, 而且与泛素脱离,

其稳定性就明显提高了。但并不是说游离的 Nrf2

就不降解,只是其降解的速度明显减慢了
[ 40]
。

图 1　Nrf2-Keap1-ARE 信息系统的示意图

3　小结

Keap1-Nrf2-ARE通路是最近十年抗毒 、抗氧

化研究领域的一大热点, 对这一通路的深入研究,

将解释或部分解释机体对癌症进行自身防御的机

制,通过对该通路的调节,可以起到预防癌症的效

果。目前,在该领域还有以下问题值得深入研究:

(1)诱导物与 Keap1(或 Nrf2)的确切作用方式。

( 2)寻找高效低毒的诱导物 。( 3)体内是否有其它

因素或因子或信息通路对该通路有影响 ? ( 4)

Keap1在诱导前后的稳定性 。
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Keap1-Nrf2-ARE signaling pathway in the chemoprevention of cancer

LIU Xiao-ping

Department of Pharmacy , Wannan Medical College, Wuhu 241001 , Anhui , China

ABSTRACT　Chemoprevention of cancers is still very

important since we have not got effective treatments for

them.Many natural products ( e.g.extracts from pla-

nts) or chemical synthetic substances ( e.g.additives

in foods) were used as chemoprevention regents.Some

of them fight the carcinogens or other toxins through in-

duction of the phase 2 antioxidant enzymes.Recently,

it is wildly believed that the mechanism of this induc-

tion is the activation of Keap1-Nrf2-ARE signaling

pathway.Thus understanding of this signaling pathway

will widen the field of the cancer research and chemo-

prevention.

KEY WORDS 　cancer;chemoprevention;Keap1-
Nrf2-ARE signaling pathway

本文编辑:李 娟

·720·
Chin J Clin Pharmacol Ther 2008 Jun;13( 6)


