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【摘要】　化学致癌过程是涉及启动、促进

和进展等多阶段的复杂过程。癌症的化学

预防是应用天然的或合成的化学物质 ,以

阻断、抑制或其癌变过程 , 从而达到预防

肿瘤的目的。化学致癌物的体内生物转化

依靠肝脏的 Ⅰ相和 Ⅱ相代谢相酶来完成。

作为对化学预防剂的应答反应 ,碱性亮氨

酸拉链蛋白家族成员转录因子 Nrf2 首先

从胞质蛋白 Keap1 上解离 ,然后发生核内

转位 ,与 Ⅱ相代谢酶基因上游的抗氧化反

应元件结合诱导 Ⅱ相代谢酶基因的表达 ,

这是化学防癌的重要机制 ; Nrf2/ ARE 对

Ⅱ相代谢酶的调节涉及 PI3 K、MA P K、

P KC 等细胞内重要信号传导途径。这些

发现加深了化学防癌机制的认识并为评估

潜在抗癌物质提供了新的策略。
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[ ABSTRACT] 　Chemical carcinogenesis is involved in complicated

multiple stages of initiation , promotion and progression. Chemopre2
vention comprises multiple intervention methods using either phar2
macological or dietary agent s to impede , arrest , or reverse carcino2
genesis at various stages. Biot ransformation of carcinogens may be

associated with hepatic phase Ⅰ and Ⅱ detoxifying enzymes. It is

p roved that Nrf2 , a member of the basic2leucine zipper family of

t ranscription factors , is dissociated f rom cytoplasmic protein Keap1

firstly in response to activation by chemopreventive agent s , then

t ranslocated into nucleic , and binding with the antioxidant response

element ( ARE) to induce expression of phase Ⅱ enzyme gene ,

which plays a crucial role in protection against carcinogenesis. Regu2
lation of Phase Ⅱenzyme by Nrf2/ ARE is also involved with PI3 K ,

MA P K and P KC signal t ransduction pathways. Recent analyses ar2
gue that these pathways provide a insight into carcinogenesis and

new strategies to evaluate vast potential chemopreventive agent s.
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　　致癌过程是环境和遗传因素相互作用而引起多基

因突变和其他生物大分子改变积累的结果 ,是涉及启

动、促进和进展等多阶段的复杂过程。癌症的化学预

防就是以天然或合成的化学物质预防、抑制或阻止癌

变过程 ,以达到预防恶性肿瘤的发生。化学预防是肿

瘤预防的有效措施之一 ,肿瘤预防药物研究已成为目
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前肿瘤学和药学的研究热点。

1 　化学预防剂的分类及作用机制

根据作用于致癌过程的不同阶段 ,化学预防剂可

分为两大类。1) 阻断剂 ( blocking agent s) :其作用机

制是阻止前驱物形成致癌剂或阻止致癌剂达到其靶

点 ,包括抑制致癌物的产生及活化、增强抗氧化酶和加

强解毒能力等 ; 2) 抑制剂 ( suppressing agent s) :其作

用机制是抑制肿瘤的促进和进展 ,阻止启动细胞获得

恶性表型而变成恶性 ,包括诱导细胞凋亡和促进细胞

分化、抑制鸟氨酸脱羧酶和环氧化酶、抑制新生血管形

成、抗炎活性和加强细胞间和缝隙连接等[1 ] 。
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化学致癌物的体内生物转化依靠肝脏的 Ⅰ相和 Ⅱ

相代谢酶来完成。化学致癌物经 Ⅰ相代谢酶 (如细胞

色素 P450)催化后形成亲电子活性致癌物 ,与 DNA 及

蛋白质结合形成加成物 ,引起癌基因和抑癌基因改变 ;

而经 Ⅱ相代谢酶 ,如谷胱甘肽 S2转移酶 ( glutathione

S2t ransferase , GST) 的生物转化作用 ,使终致癌物亲

水性增强 ,促进其体外排泄。抗氧化剂可以通过抑制

致癌物的活化或诱导 Ⅱ相代谢酶的解毒作用阻断或逆

转癌症发生。与 Ⅰ相代谢酶不同的是 Ⅱ相代谢酶的诱

导不会增加致癌风险 ,因此能诱导 Ⅱ相代谢酶的化学

物质被认为具有癌化学预防能力[ 1 ] 。异硫氛酸盐

( sulforap hane) 是在十字花科植物中发现的一种代表

性的癌化学阻断剂 ,它不直接与自由基或活性氧物质

发生反应 ,而是通过激活 Ⅱ相代谢酶基因上游启动子

区域一些特异共同的抗氧化反应元件 ,诱导 Ⅱ相代谢

酶基因的表达 ,以增强机体抗氧化、抗突变和抗肿瘤的

能力。研究表明 ,异硫氛酸盐可籍抑制 Ⅰ相代谢酶细

胞色素 P450 ,诱导 Ⅱ相代谢酶 GST、NADP ( H) 醌氧

化还原酶 (quinone oxidoreductase 1 ,NQO1) 、UDP2葡
糖醛酞转移酶 ( UDP2glucuronosylt ransferase , U GT)

等的活性阻断化学致癌的启动阶段[2 ] 。

2 　Ⅰ、Ⅱ相代谢酶的交互调控机制

研究表明 ,参与化学致癌物质体内生物转化的 Ⅰ

相和 Ⅱ相代谢酶是由共同的启动子元件来调控[3 ] 。异

源性物质反应元件 ( xenobiotic responsive element ,

XRE) ,由转录因子芳香烃受体 (aryl hydrocarbon re2
ceptor , AhR)激活 ,主要调节 Ⅰ相代谢酶表达 ; AhR

受体通路已在细胞氧应激状态下的细胞色素 P450 还

原酶的诱导机制中得到了证实[3 ] 。近年来 ,在一些 Ⅱ

相代谢酶基因的上游启动子区域发现了一段抗氧化反

应元件 (antioxidant response element , ARE) ,这一序

列只对一些具有抗氧化能力的外来物反应 ,且较具专

一性。目前证实 ,碱性亮氨酸拉链 ( basic leucine zip2
per , bZIP) 蛋白家族的转录因子 Nrf2 ( nuclear factor

E2 p452related factor 2) 被激活后 ,发生核内转位 ,与

Maf 等转录因子形成杂化二聚体结合到 A RE 元件 ,

参与下游 Ⅱ相代谢酶基因的调控[3 ] 。目前 ,已证实多

种化学预防剂通过 Nrf2/ ARE 机制诱导 Ⅱ相代谢酶

表达。

AhR 和 Nrf2 是 2 个重要但又互相区别的代谢酶

调节转录因子。过去一直认为 Ⅰ、Ⅱ相代谢酶之间只

存在序贯和协同代谢的关系。目前越来越多的证据提

示 ,AhR 和 Nrf2 间不仅在代谢方式上互相协同 ,而且

在调节水平上还相互作用。Miao 等[ 4 ] 研究发现 ,Nrf2

基因转录可直接被 AhR 受体激活。对大鼠 Nrf2 基因

序列分析时 ,在其启动子区域发现了 3 个异源性物质

反应 XRE 样元件 ,分别是位于 - 712 的 XREL1 和位

于 + 755 位的 XREL2 以及 + 850 位的 XREL3 ;荧光

素酶报告基因分析发现 ,AhR 诱导剂 2 ,3 ,7 ,82四氯代

二苯并二恶英 ( TCDD) 可同时诱导 XREL1、XREL2、

XREL3 基因 ,其中对 XREL2 基因的诱导能力最强 ,

这些 XRE 样反应元件的功能在随后的基因突变和凝

胶迁移率实验中均得到验证。另外 ,染色质免疫共沉

淀法还进一步证实了 AhR 可直接与 Nrf2 基因的启动

子区 结 合 , 结 果 提 示 Nrf2/ A RE 可 能 是 位 于

AhR/ XRE下游的一个调节靶序列。AhR 对 Nrf2 的

直接作用表明 Ⅰ、Ⅱ相代谢酶在调节水平上成为一个

完整的体系 ,有利于外源性物质和毒性致癌物的解毒。

3 　Nrf2/ ARE与 Ⅱ相代谢酶诱导

A RE 元件存在于大鼠/ 小鼠 GST A2 亚基、大

鼠/ 人NQO1、γ2GCS 等与 Ⅱ相代谢酶基因启动子 5′调

控区。人类 ARE 元件长 24 bp ,包括 1 个 TRE 元件

( TPA response element , TRE ,亦称 A P1/ TPA 反应

元件) 和 1 个类 TRE 元件。两者间隔 3 bp ,反向排

列 ,其后紧随一“GC”盒。A RE 元件具有保守序列

5′2( G/ A) T GA ( G/ C) nnn GC( G/ A)23′,该序列对 Ⅱ相

代谢酶 NQO1 的诱导是必需的 ;但一些含有该保守序

列的 Ⅱ相代谢酶 GSTP1 却对 A RE 元件诱导剂缺乏

相应的敏感性 ,提示在 Ⅱ相代谢酶基因上游可能还存

在其他重要调节序列[5 ] 。

对 Nrf2 与鸡 ECH 蛋白的进行同源性分析发现 ,人

Nrf2 包 括 6 个 高 度 保 守 的 ECH 同 源 结 构 域

(Nrf22ECH homology) : Neh1、Neh2、Neh3、Neh4、Neh5

和 Neh6。其中 Neh1 与 bZIP 家族蛋白结构域同源 ;位

于 N 端的 Neh2 是与 Keap1 高度结合的区域 ,对 Nrf2

功能起负性调控作用。在Ⅱ相代谢酶诱导实验中 ,凝胶

迁移率实验 ( EMSA)证实 Nrf2 对 ARE元件有较强的特

异性结合活性 ,而 bZIP 蛋白家族成员的其他转录因子

J un/ Fos 与 ARE元件缺乏结合力 ;Nrf2 和 ARE 的共转

染实验还表明 Nrf2 对 ARE 元件有正向调节作用。与

其他 bZIP 家族蛋白成员相似 ,Nrf2 必需与 Maf、J unD、

cJ un、ATF4 等形成杂化二聚体才能结合到 ARE 元件 ,

诱导Ⅱ相代谢酶基因的表达[6 ] 。

外源性致癌化合物的暴露在诱发多种恶性肿瘤方

面起重要的作用 ,而参与致癌物解毒的 Ⅱ相代谢酶活

性的下降可能与多种癌症的发生密切相关。Thim2
mulappa 等[7 ] 在给 Nrf22/ 2鼠和野生型鼠喂食异硫氛

酸盐后 ,首次利用基因芯片方法分析了鼠小肠中 Nrf2

下游基因组目标基因 ,结果发现了大量 Nrf2 调节的解

毒酶、抗氧化蛋白和降低毒物毒性的细胞保护蛋白表

达水平升高。Iida 等[8 ] 研究了 Nrf22/ 2小鼠对亚硝胺

致癌物 BBN 引起的膀胱癌的易感性及 Oltip raz 防癌
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效果。结果表明 ,在暴露于 BBN 时 ,Nrf22/ 2小鼠膀胱

癌的发生率显著增加 ;而 Oltip raz 以 Nrf2 依赖性的方

式诱导肝脏和膀胱组织中 Ⅱ相代谢酶的表达。Ⅱ相代

谢酶通过促进 BBN 的葡萄糖醛酸化 ,显著降低尿液中

终致癌物 N2亚硝基胺的浓度 ,从而显著降低 Nrf2 野

生型小鼠膀胱癌的发生 ,而对 Nrf22/ 2小鼠无此保护作

用。这些结果进一步表明 ,Nrf2 是调节 Ⅱ相代谢酶表

达的重要转录因子 ,通过与靶基因的 ARE 元件结合 ,

调节多种解毒酶的表达。机体内 Nrf2 基因的功能下

降或丧失可能在多种癌症的发生过程中起一定的作

用 ,是肿瘤遗传易感性相关的重要候选基因之一。

4 　Nrf22Keap1 解离状态对Ⅱ相代谢酶诱导的影响

研究发现 ,诱导 A RE 元件转录激活的化合物结

构呈多样复杂化的特点[9 ] 。目前已经证实能诱导

ARE 元件转录活性的化合物包括联苯酚、苯醌、过氧

化氢、硫醇、砷剂、异硫氰酸盐等 ,这些化合物诱导

ARE 转录激活的机制还不完全明了[9 ] 。有人认为它

们对 ARE 的转录激活可能是通过中间受体蛋白的介

导来实现的[10 ] 。对 NQO1 和 GST 诱导的研究表明 ,

大多数化学预防剂对巯基有烷化或氧化作用 ,因此推

测含有巯基的中间蛋白有可能作为 A RE 元件激活剂

的感应靶受体[9 ,10 ] 。

通过酵母双杂交筛选分析技术发现在胞质存在一

种锚着于肌动蛋白的细胞质蛋白 Keapl ( Kelch2like

ECH2associated protein 1) ,这种蛋白与果蝇看家结合

蛋白 kelch 属于同系物。Keap1 包含 5 个保守结构域

N TR、B TB/ POZ、IV R、D GR、CTR ,其中 D GR 是肌动

蛋白结合区 ,对锚定 Nrf2 蛋白有重要作用[9 ] 。研究发

现 ,在人和鼠 Keap1 蛋白 的 D GR 域含有高度保守的

25 个半胧氨酸残基。采用与诱导物结合的探针、酶

学、放射标记及 UV 色谱等方法 ,确定了巯基的氧化

或共价修饰是识别Ⅱ相代谢酶诱导物并与之反应的重

要细胞“传感器”[9 ,10 ] 。Keap1 的羧基端第 273 和 288

位巯基对维持 Keap1/ Nrf2 复合物的稳定性有重要意

义。Keap1 巯基的修饰能使 Keapl 构像发生改变 ,引

起 Keapl/ Nrf2 复合物分离 ,释放出的 Nrf2 转运到细

胞核内与其他转录因子 Maf 形成二聚体 ,结合到 Ⅱ相

代谢酶基因 5′上游的 A RE 元件启动子区 ,促使 Ⅱ相

代谢酶基因转录活化[10 ] 。静息状态的细胞 ,胞质蛋白

Nrf2 的半衰期相对较短 ( t1/ 2 为 10 ～ 20 min) , 与

Keap1 结合而处于屏蔽失活状态 ;此时 Nrf2 的生理性

降解主要是通过泛素蛋白酶途径 ,以从头合成 (de no2
vo)的方式更新 ;细胞受到刺激时 ,Nrf2 从 Keap1 中解

离 ,Nrf2 的半衰期明显延长 ,此时核内 Nrf2 转录因子

水平的提高是以亚细胞再分布的形式由胞质向核内转

移 ,以适应诱导剂及时有效地启动 Ⅱ相代谢酶基因的

转录[ 11 ] 。

Keap12Nrf2 调控系统中 , Keap1 对 Nrf2 的抑制作

用对Ⅱ相代谢酶的调节很重要。敲除 Keap1 基因的小

鼠由于食管、前胃的过度角化以及随后出现的饮食困

难 ,大部分死于出生后 3 周左右 ;该鼠肝和胚胎纤维母

细胞的Ⅱ相代谢酶表达水平明显升高 ;若 Nrf2 基因同时

被敲除的情况下 ,可以完全逆转 Keap1 敲除后所观察到

的致死性发育缺陷表型的出现[12 ] 。结果提示转录因子

Nrf2 是受 Keap1 调节的重要靶蛋白之一。

5 　Nrf22Keap1 的信号调控机制

研究表明 ,磷脂酰肌醇激酶 (p hosp hatidylinositol

32kinase , PI3 K) 、蛋白激酶 C ( p rotein kinase C ,

P KC) 、丝裂酶原激活蛋白激酶 ( mitogen2activated

protein kinases ,MA P Ks)等细胞内重要信号传导途径

在 Nrf2 水平的转录后调节机制中起重要作用[1 ] 。

PI3 K是一种胞内磷脂酰肌醇激酶 ,其产物包括

3 ,42二磷酸磷脂酰肌醇 ( PI23 ,42P2) 和 3 ,4 ,52三磷酸

磷脂酰肌醇 ( PI23 ,4 ,52P3)等 ,它们都是位于质膜上的

第二信使。PI3 K既具有丝/ 苏氨酸激酶的活性 ,也具

有磷脂酰肌醇激酶的活性 ,对调节细胞的分裂、分化、

凋亡等有重要作用。体外实验表明 ,抗氧化剂 tB HQ

通过激活 PI3 K激酶 ,使胞质肌动微丝骨架解聚 ,促使

Nrf2 发生核内转移 ; PI3 K 激酶选择性抑制剂

L Y294002 对 ARE 启动子介导的 Ⅱ相代谢酶 NQO1

和 GSTA2 基因转录有抑制作用 ; PI3 K激酶的过表达

可剂量依赖性激活 ARE 启动子的转录活性 ;显性负

突变 Nrf2 基因转染的细胞可完全抑制 PI3 K 激酶过

表达对 A RE 启动子的激活[13 ] 。由于大多 Ⅱ相代谢酶

诱导剂不影响 PI3 K 激酶的下游靶分子蛋白激酶 B

( P KB/ Akt)活性状态 ,因此 PI3 K激酶对 Nrf2 转录活

性修饰机制有待于进一步阐明。

MA P K是蛋白激酶级联反应的中间体 ,是细胞内

重要的激酶系统 ,在细胞生长、分化和肿瘤形成等过程

中起非常关键作用。MA P K 激酶的家族重要成员

ER K、J N K、p38 在化学预防剂诱导的 Ⅱ相代谢酶中起

重要作用[14 ] 。用异硫氛酸盐和 tB HQ 处理 Hep G2 和

Hepa1c1c7 细胞系 ,发现 ER K2 和 J N K1 磷酸化水平

升高 ; MA P K 特异性抑制剂 PD098059 预处理细胞

后 ,ER K2 和 J N K1 磷酸化水平下降 ,A RE 下游靶基

因 NQO1 转录也被抑制 ; 在显性负突变 ER K2 和

J N K1 基因转染的细胞观察到 ARE 报告基因活性被

抑制[ 15 ] 。这些结果提示 , ER K 和 J N K 通路对 ARE

下游 Ⅱ相代谢酶基因的转录呈正向调节作用。用 tB2
HQ 处理 Hep G2 细胞后 p38 磷酸化水平升高 ,p38 特

异性抑制剂 SB203580 预处理细胞后 NQO1 的活性显

著性升高 ;显性负突变 p38 或 M KK(p38 上游激酶)基
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因转染的细胞能显著增强 tB HQ 诱导 ARE 报告基因

活性[ 16 ] 。结果提示 p38 与 ER K、J N K通路对 ARE 转

录激活可能存在不同的作用机制。

P KC 是一类 Ca2 + 、磷脂依赖性的蛋白激酶 ,在跨

膜信号传递过程中起着重要作用。P KC 通过催化多

种蛋白质的丝/ 苏氨酸残基磷酸化 ,调节多种细胞的代

谢、生长、增殖和分化。利用 P KC 激动剂佛波脂

(p horbol212myristate2132acetate ,PMA)处理细胞 , 发

现 Nrf2 首先发生核内移位 ,并诱导 A RE 下游 Ⅱ相代

谢酶基因的表达 ; P KC 抑制剂能阻断 Nrf2 诱导的

ARE 转录激活。Nrf2 结合 Keap1 的结构域 Neh2 第

40 位丝氨酸残基是 P KC 磷酸化的重要位点 ,对 Nrf2

的解离有重要作用 ,但不参与 Nrf2 稳定性维持或核

移位 ,以及 ARE 介导的下游靶基因表达[ 17 ] 。最近还

有研究表明 , P KC 的重要同工酶新家族成员 ,包括由

ξ、λ及τ组成的非典型 P KC(atypical P KC , aP KC) 在

40 位丝氨酸残基磷酸化激活以及 A RE 的下游靶基因

的激活中也起重要作用[18 ] 。

6 　结语

化学预防是癌症研究的重要领域之一。Ⅱ相代谢

酶的诱导可促进致癌物的生物转化、阻断或抑制癌症

发展进程 ,是化学防癌的重要机制之一。Nrf2 作为对

化学预防剂的应答诱导 Ⅱ相代谢酶基因表达的重要转

录因子 ,促进了我们对化学防癌机制的认识 ,同时也为

我们评估潜在抗癌物质提供了一种全新的策略。
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