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Keap1-Nrf2信号通路参与子宫内膜癌细胞增殖、转移、耐药机制的研究
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摘要目的：研究 Kelch样环氧氯丙烷相关蛋白 1（Keap1）-核转录因子 E2相关因子（Nrf2）信号通路对子宫内膜癌细胞生长、转移

及耐药的影响。方法：选择代表 I型子宫内膜癌细胞的 KLE细胞株和代表 II型子宫内膜癌的 ARK2细胞株，采用 real-time PCR

和Western blot法测定两细胞株 Keap1和 Nrf2基因 mRNA、蛋白表达，MTT法检测两细胞株对顺铂耐药性。对 Keap1表达更低、

耐药性更强的 ARK2细胞株的 Keap1基因过表达。Real-time PCR、Western blot、平板克隆实验、MTT法、Transwell迁徙、侵袭实验

等方法研究 ARK2细胞中 Keap1过表达对 Nrf2及下游靶基因表达、细胞生长、侵袭、耐药的影响。结果：在 ARK2和 KLE细胞中

Nrf2基因 mRNA表达无明显差异，ARK2细胞中 Keap1基因表达无论是 mRNA还是蛋白水平在的表达均要低于 KLE细胞株，

而 Nrf2蛋白水平的表达在 ARK2细胞株中则要明显高于 KLE细胞株。Keap1表达较低的 ARK2细胞较 Keap1高表达的 KLE细

胞耐药性更高。ARK2细胞株中 Keap1过表达能够明显下调 Nrf2蛋白及下游基因 ABCC2、酌-GCS表达；MTT实验和平板克隆实

验表明 Keap1过表达能够降低 ARK2细胞增殖能力；Keap1过表达能够降低 ARK2细胞迁徙和侵袭能力；Keap1过表达能够显

著提高 ARK2细胞对顺铂的敏感性。结论：Keap-Nrf2信号通路在子宫内膜浆液性癌细胞株 ARK2中活化程度显著高于子宫内膜

样癌细胞株 KLE，Keap1对 Nrf2蛋白表达调控是基于转录后的，且低表达的 Keap1及高表达的 Nrf2蛋白和肿瘤细胞的高耐药性

有关。在子宫内膜浆液性癌细胞株 ARK2中上调 Keap1基因表达能够有效的下调 Nrf2蛋白及其下游基因的表达，并降低肿瘤细

胞的生长、迁徙、侵袭能力，且能提高肿瘤细胞对顺铂的敏感性。
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Study of Keap1-Nrf2 Pathway on Endometrial Cancer Cell Proliferation

Metastasis and Drug Resistance

To investigate the effect of Keap1-Nrf2 pathway on the cell proliferation, metastasis, and drug resistance of

endometrial cancer cells. The mRNA and protein levels of Keap1, Nrf2 as well as its downstream genes were assayed in KLE

and ARK2 cell lines (which represent type I and II endometrial cancer), using real-time PCR and Western blot. MTT assay to detect the

sensitivities of these two cell lines to cisplatin with different concentrations. Keap1 was overexpressed in ARK2 cell line with a lower

Keap1 expression and higher drug resistance. Real-time PCR, Western blot, MTT, colony formation assay and transwell assay were

performed to evaluate the effect of overexpression of keap1 on the expression of Nrf2 and its downstream gene, cell proliferation,

invasion, migration and drug resistance of ARK2 cells. There was no significant difference in mRNA expression of Nrf2

between ARK2 and KLE cells, but the expression of Keap1 gene in ARK2 cells was lower than that of KLE cell line both mRNA and

protein expression. The expression of Nrf2 protein in the ARK2 cell line was significantly higher than that in the KLE cell line. Keap1

expression was lower in ARK2 cells than KLE cells; overexpression of Keap1 in ARK2 cell lines could significantly down-regulate

expression of Nrf2 protein and of its downstream genes ABCC2 and 酌-GCS; MTT experiments and colony formation assay showed

overexpression of Keap1 could decrease the cell proliferation, migration and invasion of ARK2 cells, and enhanced its sensitivity to

cisplatin. Activation of Keap-Nrf2 signaling pathway in endometrial serous carcinoma cell ARK2 was considerably higher

than that in endometrioid adenocarcinoma cell KLE. The low expression of Keap1 and high expression of Nrf2 protein was associated

with drug resistance of ARK2 cells. Overexpression of Keap1 gene expression could effectively down-regulate the expression of Nrf2

protein and its downstream genes in ARK2 cells, reduce the growth, migration and invasion of tumor cells, and enhance the sensitivity of

tumor cells to chemotherapeutic drugs.
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前言

子宫内膜癌是起源于子宫内膜腺体的恶性肿瘤，占女性生

殖系统恶性肿瘤的 20%~30%，位列女性恶性肿瘤死亡率第七

位，且发病率近年来呈上升趋势[1]。基于临床和流行病特征，通

常将子宫内膜癌分为Ⅰ型和Ⅱ型[2]，其中Ⅰ型子宫内膜癌占子

宫内膜癌的大多数，其病理类型为子宫内膜样腺癌，预后较好

[3]；而Ⅱ型子宫内膜癌病理形态较少，其病理类型主要为子宫内

膜浆液性癌，预后不良[4]。目前针对子宫内膜癌的治疗形成了以

手术治疗为主，放疗、化疗和内分泌为辅的综合治疗体系，但子

宫内膜癌的预后并没有得到明显改善，尤其是Ⅱ型子宫内膜

癌，其侵袭性强，易出现转移及化疗耐药。

核转录因子 E2相关因子 2（Nuclear factor erythroid2-relat-

ed factor 2, Nrf2）是具有高度保守的碱性亮氨酸拉链结构的转

录因子，广泛分布于人体的各个器官中，是机体内抗氧化反应

的中枢调节因子 [5]。Kelch样环氧氯丙烷相关蛋白 -1（epoxy

chloropropane Kelch sample related protein-1，Keap1）是 kelch家

族的一种多区域阻遏蛋白，是 Nrf2蛋白的关键调节因子，或称

为 "开关分子 " [6]。生理状态下，Keap1将 Nrf2锚定在细胞质

中，使 Nrf2在泛素蛋白酶的作用下迅速被降解[7]；而在氧化应

激状态下，Keap1和氧化应激源发生作用使其与 Nrf2解离，细

胞内 Nrf2蛋白水平升高并转移至核内与下游的靶基因启动子

的抗氧化反应原件结合，激活靶基因表达，调控Ⅱ相代谢酶、药

物转运体等的转录活性，从而发挥抗氧化损伤作用[8]。在肿瘤细

胞中，由于 Keap1的缺失或是突变[9，10]，Nrf2出现异常活化[11]，

从而促进肿瘤发生、发展[12，13]，并且和肿瘤的化疗耐药密切相关

[14，15]。在本研究中，我们通过在体外研究 Keap1基因对子宫内

膜癌细胞生长、迁徙、耐药的影响及其相关机制，希望能够阐明

Keap1-Nrf2信号通路对子宫内膜癌细胞生物功能的影响，从而

进一步为子宫内膜癌的治疗提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 实验材料

KLE细胞株和 ARK2细胞株为本实验室保存，常规方法

冻存。胎牛血清购于美国 Gibco公司。DMEM/F12，RPMI-1640

培养液购于美国 Gibco公司。BCA蛋白检测试剂盒购于上海

碧云天生物技术有限公司。Keap1、Nrf2、ABCC2、酌-GCS、

GAPDH一抗试剂均购于美国 Santa Cruz公司。顺铂购于美国

Sigma公司。Real-time PCR引物序列由上海生物工程有限公司

合成。 RNA提取试剂 Trizol购于美国 Invitrogen公司。cDNA

逆转录试剂盒及 SYBR Green Real-time PCR试剂盒购于大连

宝生物工程有限公司。Opti-MEM培养液购于美国 Gibco公司。

LipofectamineTM 2000 购 于 美 国 Invitrogen 公 司 。 质 粒

pLEX-Keap1-GFP，及慢病毒包装质粒 psPAX2、pMD2.G由上

海华测艾普医学检验所有限公司提供。

1.2 质粒的慢病毒包装

对数生长期的细胞 293T铺到 10 cm培养皿中，在 37℃培

养箱中静置培养 24小时后，加入含 4 滋g pLEX-Keap1-GFP，3

滋g psPAX2 和 1.2 滋g pMD2.G，4ml 无血清无双抗的 Op-

ti-MEM 培养基，40 滋L LipofectamineTM 2000 脂质体混合液，6

小时后更换为新鲜的无双抗的 10%胎牛血清培养基，继续培

养；48小时后，在观察绿色荧光蛋白 GFP的表达情况和细胞

的病变情况，收集包含病毒颗粒的细胞培养基，置于 4℃储存；

并再加入新鲜的 10%胎牛血清培养基（不含双抗），继续培养；

72小时后，收集包含病毒颗粒的细胞培养基，与 48小时收集

的培养基混合，3000 rpm离心 15分钟；将离心后的细胞上清用

40 滋m滤头进行过滤，搜集病毒液留待后续实验使用。

1.3 细胞转染

对数生长期的的 ARK2细胞铺于 6孔板，加入新鲜的无双

抗的 10%胎牛血清培养基，培养 24小时后；将培养液更换为已

制得的病毒液与 10%胎牛血清培养基按 1:1配制的混合液，并

按 1:1000的比例加入溴化己二甲铵，继续培养；24小时后弃去

上清，更换为无双抗的 10%胎牛血清培养基，48小时后在倒置

荧光显微镜下观察 GFP的表达；在培养基中添加 1.5 滋g/mL嘌

呤霉素进行筛选，常规更换培养液，1周天后扩增存活的高表

达 pLEX-Keap1-GFP的 ARK2细胞记作 ARK2-K留待后续实

验使用。

1.4 MTT实验

对数生长期细胞 2000个 /孔加入 96孔板中，并加入 200

滋L培养液常规培养，于设定的培养终点时间加入MTT10 滋L/

孔，孵化 4小时之后洗掉MTT，每孔加入 150 滋L的 DMSO，脱

色 25分钟，之后于 570 nm测定吸光度值。

1.5 Western blot法测定蛋白表达

收集各组细胞，冰浴下加入 RIPI细胞裂解液，BCA法测定

蛋白浓度，定量后蛋白上样，经 SDS-PAGE后分离后转膜至

PVDF膜，洗膜后封闭，加入一抗 4℃孵育过夜，洗去一抗后二

抗室温下杂交 2小时，GENMED发光液铺满 PVDF膜表面，室

温下孵育 10 min，Gene Box成像系统曝光并记录反应条带。

1.6 Real-time PCR检测

收集各组细胞，Trizol法提取细胞总 RNA，并测定样品

OD260/OD280的比值，比值在 1.8-2.0之间则满足实验要求。

用 cDNA逆转录试剂盒将 mRNA逆转录为 cDNA，并进行 Re-

al-time PCR 扩增。Keap1 上游引物 5'- GGAGGCGGAGCCC-

GA-3'，下游引物 5'- GATGCCCTC AATGGACAACCA-3'；Nrf2

上游引物 5'-ACACGGTCCACAGCTCAT C-3'，下游引物

5'-TGTCAATCAAATCCATGTCCTG-3'；ABCC2 上 游 引 物

5'-ACGGACAGCTATCATGGCTTCT-3'，下游引物 5'-TGGT-

CACCATGAGCT TCT -3'；酌-GCS上游引物 5'-AGGAGCGAG-

GACTGGAGCCAT-3'，下游引物 5'-TCCTCTGCAGCGAGCTC-

CGT -3'；GAPDH 上游引物 5'-ATCAAGTGGGGTGATGCTGG

-3'，下游引物 5'-TGAAGTCGCAGGAGACAACC-3'；反应体系

为 20 滋L，包括上下游引物各 0.5 滋L，SYBR Green荧光染料 10
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图 1 KLE和 ARK2细胞 Keap1、Nrf2基因表达以及细胞耐药性的比较

注：（A）KLE和 ARK2细胞 Keap1及 Nrf2蛋白表达结果；（B）KLE和 ARK2细胞 Keap1 mRNA表达结果；（C）KLE和 ARK2细胞 Nrf2 mRNA表

达结果；（D）KLE和 ARK2细胞在不同浓度顺铂作用 48小时后的细胞存活率比较。*表示 P < 0.05。

Fig.1 Comparison of Keap1, Nrf2 gene expression and drug resistance in KLE and ARK2 cells

Note: (A)protein levels of Keap1 and Nrf2 were compared between KLE and ARK2 cells; (B)mRNA level of Keap1 was compared between KLE and

ARK2 cells; (C)mRNA level of Nrf2 was compared between KLE and ARK2 cells; (D)KLE and ARK2 cells were treated with the indicated doses of

cisplatin l for 48 h. Cell viability was determined by MTT assay. * means P < 0.05.

滋L，cDNA5 滋L，DEPC水 4 滋L；95℃预变性 10 min；95℃变性

10 s，58℃ 20 s，72℃ 60 s，共 35循环。

1.7 平板克隆实验

取对数生长期细胞，以 200个细胞 /孔均匀接种于 6孔板

中，常规培养 2周，当培养皿中出现肉眼可见的克隆时，终止培

养。细胞克隆甲醇固定 15分钟后加结晶紫染色液孵育 20分

钟，拍照观察并计数。

1.8 迁徙和侵袭实验

采用 transwell法评估肿瘤细胞的迁徙和侵袭能力。迁徙实

验采用取对数生长期细胞，以 1× 105个细胞接种于含 200 滋L

无血清培养基和 0.1%BSA的 8 滋m孔径 24孔板 Transwell上

室，下室加入 600 滋L含 10%FBS的培养基，24h后用棉签擦去

上室内的细胞，加甲醛固定后用结晶紫染色对小室的底膜染色

并观察。侵袭实验需预先在 transwell上室中预先铺入基质胶，

其余步骤同迁徙实验。

1.9 化疗药物敏感性检测

取对数生长期的细胞，2000个 /孔加入 96孔板中，并加入

200 滋L培养液，24小时细胞贴壁后更换含有不同浓度顺铂的

培养液，孵育 48小时后每孔加入 MTT 10 滋L/孔，孵化 4小时

之后洗掉 MTT，每孔加入 150 滋L的 DMSO，脱色 25 min分

钟，之后于 570 nm测定吸光度值。

1.10 统计学处理

数据均用采用均数± 标准差表示，采用 IBM SPSS 22统计

软件进行统计学分析，计量资料组间比较采用 t检验。P<0.05

被认为存在统计学差异。

2 结果

2.1 子宫内膜癌细胞株中 Keap1、Nrf2表达水平及耐药测定

选择代表 I型子宫内膜癌细胞的 KLE细胞株和代表 II型

子宫内膜癌的 ARK2细胞株，对其 Keap1和 Nrf2基因 mRNA

及蛋白表达进行测定，结果：Keap1基因表达无论是 mRNA还

是蛋白水平在 ARK2 细胞中的表达均要低于 KLE 细胞株；

Nrf2 mRNA表达在 KLE 细胞株和 ARK2 细胞株中表达无明

显差异，而 Nrf2蛋白水平的表达在 ARK2细胞株中则要明显

高于 KLE细胞株（图 1A-C）。说明 Keap1对 Nrf2的调控是基

于转录后的。同时我们对两株细胞对顺铂的耐药性进行了评

估，ARK2细胞株及 KLE细胞株对顺铂作用 48小时的半数抑

制浓度（IC50）分别为 9.67 滋g/mL（8.10-12.07）滋g/mL和 5.34

滋g/mL (4.10-6.42) 滋g/mL，ARK2细胞较 KLE细胞耐药性更高

（图 1D），这和临床中 II型子宫内膜癌细胞对化疗药物耐药性

更高的结论一致。
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图 3 ARK2和 ARK2-K细胞 Keap1、Nrf2及下游基因表达比较

注：（A）ARK2和 ARK2-K细胞中 Keap1、Nrf2、ABCC2和 酌-GCS蛋白表达结果；ARK2和 ARK2-K细胞中 Keap1（B），Nrf2（C）、ABCC2（D）和

酌-GCS（E）mRNA表达结果。*表示 P < 0.05。

Fig.3 Comparison of Keap1, Nrf2 and its downstream genes expression in ARK2 and ARK2 cells

Note: (A) protein levels of Keap1, Nrf2, ABCC2 and 酌-GCS were compared between ARK2 and ARK2-K cells; Keap1 (B), Nrf2 mRNA (C), ABCC2 (D)

and 酌-GCS mRNA expression (E) were compared between ARK2 and ARK2-K cells. * means P < 0.05.

2.2 Keap1过表达的 ARK2细胞株建立

选取 Keap1低表达且耐药性更强的 ARK2细胞株，对其

Keap1基因的表达进行了过表达（记录为 ARK2-K细胞株）：荧

光显微镜下显示 ARK2-K细胞的转染效率大于 80%（图 2），

WB显示 ARK2-K细胞中 Keap1表达明显升高，且 Nrf2蛋白

表达水平明显下降，且 Nrf2下游基因 ABCC2、酌-GCS的蛋白

及 mRNA表达明显降低(图 3)。

图 2 ARK2细胞的转染效率（× 200）

注：（A）明场图；（B）绿色荧光图。

Fig.2 Transfection efficiency of ARK2 cells(× 200)

Note: (A) bright field microscopy; (B) green fluorescence microscopy.
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图 4 ARK2和 ARK2-K细胞增殖能力比较

注：ARK2细胞（A）和 ARK2-K细胞（B）平板克隆实验比较；（C）14天克隆形成率比较；

（D）MTT比较 ARK2和 ARK2-K细胞 72小时内增殖能力。*表示 P < 0.05。

Fig.4 Comparison of proliferation ability of ARK2 and ARK2-K cells

Note: Comparison of colony formation ability between ARK2(A) cells and ARK2-K(B) cells; (C)14-day plating efficiency comparison;

(D) using MTT assay to compare ARK2 and ARK2-K cell proliferation in 72 hours. * means P < 0.05.

2.3 Keap1过表达能够降低 ARK2细胞增殖能力

平板克隆形成实验显示，Keap1过表达后 ARK2细胞的克

隆形成能力明显减低（图 4A-B），ARK2和 ARK2-K细胞的克

隆形成率分别为 66.5 9.01%和 34 4.60%（图 4C）。同时MTT实

验结果显示，48小时之内 ARK2，ARK2-K 细胞的增殖能力无

统计学差异，72小时后 ARK2-K细胞的增殖能力要降低（图

4D）。

2.4 Keap1过表达能够降低 ARK2细胞迁徙和侵袭能力

Transwell迁徙实验结果显示，ARK2-K细胞的迁徙能力要

明显低于 ARK2细胞（数量为 104± 33个 /高倍视野 vs 361±

94个 /高倍视野）（图 5A-B）；ARK2-K细胞的侵袭能力要明显

低于 ARK2细胞（数量为 56± 16个 /高倍视野 vs175± 43个 /

高倍视野）（图 5C-D）。

2.5 Keap1过表达能够提高 ARK2细胞对化疗药物敏感性

对不同浓度顺铂孵育 48 小时后的 ARK2，ARK2-K 细胞

采用MTT法测定存活率，结果显示顺铂作用下两细胞株均出

现不同程度的药物浓度依赖的细胞增殖抑制作用，其中

ARK2-K 和 ARK2 细胞对顺铂的 IC50 分别为 5.251 滋g/mL

（4.657-5.909）滋g/mL和 8.41 滋g/mL（7.116-10.248）滋g/mL，结果

显示 Keap1过表达能够显著提高 ARK2细胞对顺铂敏感性，

见图 6。

3 讨论

Keap1-Nrf2信号通路的是机体最重要的内源性抗氧化信

号通路，生理状态下 Keap1-Nrf2信号通路在抵抗机体细胞的

炎症、凋亡、癌变等方面发挥了重要作用[16,17]。然而近年来在皮

肤癌、喉癌、肺癌、前列腺癌、乳腺癌等多种肿瘤组织中均发现

Keap-Nrf2信号通路的异常活化[18，19]。在肿瘤组织中由于 Keap1

或 Nrf2基因发生突变，使其蛋白结合部位的结构域发生改变，

两者结合力减弱，从而导致 Nrf2蛋白持续处于活化状态，持续

活化的 Nrf2蛋白同样也能够保护肿瘤细胞免于氧化应激的破

坏，并且和肿瘤的发生、增殖、耐药有密切关系[20-22]。因此，在本

研究中我们针对 Keap1-Nrf2 信号通路对子宫内膜癌细胞生

长、迁徙、耐药的影响进行研究。

Chen N等人研究表明，正常子宫内膜及子宫内膜良性疾

病中，Nrf2多数呈阴性表达或弱阳性表达，子宫内膜样癌组织

中仅6%呈强阳性表达，而在子宫内膜浆液性癌中强阳性表达

率则为 68%，说明 Keap1-Nrf2信号通路在某些类型的子宫内

膜癌中异常活化，且 Nrf2表达和预后密切相关[23]。在本研究中

我们同样也发现 Nrf2蛋白表达在子宫内膜浆液性癌来源的细

胞株 ARK2中要显著高于子宫内膜样癌来源的细胞株 KLE，
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图 6 MTT法比较 ARK2和 ARK2-K细胞在不同浓度顺铂作用 48小时

后的细胞存活率比较

Fig.6 ARK2 and ARK2-K cells were treated with the indicated doses of

cisplatin l for 48 h. Cell viability was determined by MTT assay.

注：*表示 P < 0.05.

Note: * means P < 0.05.

图 5 Transwell法比较 ARK2和 ARK2-K细胞迁徙和侵袭能力

注：ARK2细胞（A）和 ARK2-K细胞（B）迁徙能力比较；ARK2细胞（C）和 ARK2-K细胞（D）侵袭能力比较。

Fig. 5 The migration and invasion of ARK2 and ARK2-K cells were compared by Transwell method

Note: The migration ability of ARK2 cells (A) and ARK2-K cells; (B) were compared; and the invasion abilities of ARK2 cells;

(C) and ARK2-K cells; (D) were compared.

但 Nrf2 mRNA 表达在 ARK2 和 KLE 细胞中无明显差别，而

Keap1表达无论是 mRNA还是蛋白表达在 ARK2细胞中的表

达均要低于 KLE细胞株，说明在子宫内膜癌细胞中，Keap1对

Nrf2的调控是基于转录后的。

之前的研究表明 Nrf2和肿瘤的增殖、迁徙、侵袭密切相

关。肿瘤细胞的上皮间质化和增殖及侵袭密切相关，出现上皮

间质化的肿瘤细胞中 N-cadherin的过表达能够增加 Nrf2的活

性[24]。在食管癌细胞中抑制 Nrf2的表达后MMP2等侵袭相关

基因的表达明显降低，并且能够上调 E-cadherin的表达，使得

肿瘤细胞的生长、侵袭能力明显降低[25]。在本研究中我们在在

子宫内膜浆液性癌来源的细胞株 ARK2中上调 Keap1 表达，

能够显著的降低 ARK2细胞中 Nrf2蛋白及其下游耐药相关基

因ABCC2、酌-GCS的表达，细胞功能学实验表明 Keap1过表达

能够降低 ARK2细胞的增殖、迁徙、侵袭能力，并且提高 ARK2

细胞对顺铂的敏感性。

综上所述，Keap-Nrf2信号通路在子宫内膜浆液性癌细胞

ARK2中活化程度显著高于子宫内膜样癌细胞 KLE细胞，低

表达的 Keap1及高表达的 Nrf2蛋白和肿瘤细胞的高耐药性有

关。上调 Keap1基因表达，能够有效降低 ARK2细胞中 Nrf2蛋

白及其下游基因的表达，降低肿瘤细胞的生长、迁徙、侵袭能

力，并提高肿瘤细胞对顺铂的敏感性。因此，Keap1-Nrf2信号通

路有望成为未来子宫内膜浆液性癌治疗的潜在靶标。
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