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Keap1/Nrf2信号通路在非小细胞肺癌氧化应激机制中的作用
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【摘要】 目的 检测非小细胞肺癌(NSCLC)组织中Kelch样环氧氯丙烷相关蛋白-1 (Keap1)、核因子E2相关因

子2 (Nrf2)蛋白表达水平，分析其与临床病理参数、氧化应激指标的相关性，为临床治疗提供潜在靶点。方法 选取

2017年4月至2020年4月郑州市第三人民医院收治的100例NSCLC患者为研究对象，免疫组化法检测并比较癌组

织、癌旁组织中Keap1、Nrf2蛋白表达水平；比较不同临床病理参数患者Keap1、Nrf2蛋白表达水平；比较不同Ke-
ap1、Nrf2蛋白表达患者血清超氧化物歧化酶(SOD)、诱导型一氧化氮合酶(iNOS)、丙二醛(MDA)水平，并采用Spear-
man法分析SOD、iNOS、MDA与临床病理参数的相关性，采用Pearson法分析SOD、iNOS、MDA与Keap1、Nrf2蛋白水

平的的相关性；比较不同Keap1、Nrf2蛋白表达患者的生存率。结果 癌组织、癌旁组织Keap1蛋白阳性率分别为

77.00%、53.00%，Nrf2蛋白阳性率分别为74.00%、45.00%，Keap1蛋白OD值分别为0.41±0.07、0.33±0.05，Nrf2蛋白OD
值分别为 0.39±0.06、0.31±0.06，癌组织Keap1、Nrf2蛋白阳性率及OD值明显高于癌旁组织，差异均有统计学意义

(P<0.05)；Keap1蛋白阳性表达与病理分级、T分期呈正相关(r=0.569、0.574，P<0.01)，Nrf2蛋白阳性表达与病理分级、

T分期呈正相关(r=0.527、0.539，P<0.01)；Keap1蛋白阳性者、阴性者的血清 SOD水平分别为(86.78±9.14) U/mL、
(115.07±12.13) U/mL，MDA水平分别为(4.42±0.82) mmol/L、(3.24±0.56) mmol/L，iNOS水平分别为(22.74±4.31) U/mL、
(15.59±3.02) U/mL，Nrf2蛋白阳性者、阴性者血清SOD水平分别为(84.94±9.12) U/mL、(117.06±12.37) U/mL，MDA水平

分别为(4.48±0.85) mmol/L、(3.21±0.52) mmol/L，iNOS水平分别为(23.02±4.28) U/mL、(15.64±3.10) U/mL，Keap1、
Nrf2蛋白阳性者血清SOD水平明显低于阴性者，MDA、iNOS水平明显高于阴性者，差异均有统计学意义(P<0.05)；
Keap1、Nrf2蛋白表达与 SOD呈负相关(r=-0.612、-0.614，P<0.01)，与MDA、iNOS呈正相关(rKeap1=0.609、0.614，P<
0.01；rNrf2=0.610、0.608，P<0.01)；Keap1、Nrf2蛋白阳性表达者 3年生存率为85.71%、83.78%，明显低于阴性表达者的

95.65%、100.00%，差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 NSCLC组织中Keap1、Nrf2蛋白表达水平升高，且与病理

分级、T分期密切相关，该信号通路活化可参与氧化应激反应过程，且对预判患者预后具有一定临床意义。
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【Abstract】 Objective To detect the expression levels of Kelch-like epichlorohydrin-related protein-1 (Keap1)
and nuclear factor E2 related factor-2 (Nrf2) proteins in non-small cell lung cancer (NSCLC) tissues, analyze their corre-
lation with clinical pathological parameters and oxidative stress indicators, and provide potential targets for clinical treat-
ment. Methods A total of 100 NSCLC patients admitted to Zhengzhou Third People's Hospital from April 2017 to
April 2020 were selected as the research subjects, and immunohistochemical method was used to detect and compare the
expression levels of Keap1 and Nrf2 proteins in cancer tissues and adjacent tissues. The expression levels of Keap1 and
Nrf2 proteins in patients with different clinical pathological parameters were compared. The levels of serum superoxide
dismutase (SOD), inducible nitric oxide synthase (iNOS), and malondialdehyde (MDA) in patients with different Keap1
and Nrf2 protein expressions were compared, and the correlation between SOD, iNOS, MDA and clinical pathological
parameters was analyzed using Spearman's method. The correlation between SOD, iNOS, MDA and Keap1 and Nrf2 pro-
tein levels was analyzed using Pearson's method. The survival rate of patients with different Keap1 and Nrf2 protein ex-
pressions was compared. Results The positive rates of Keap1 protein in cancer tissue and adjacent tissue were 77.00%
and 53.00%, respectively, and the positive rates of Nrf2 protein were 74.00% and 45.00%, respectively. The OD values
of Keap1 protein were 0.41±0.07 and 0.33±0.05, respectively, and the OD values of Nrf2 protein were 0.39±0.06 and
0.31±0.06, respectively. The positive rates and OD values of Keap1 and Nrf2 proteins in cancer tissue were significantly
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非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer，NSCLC)
发病率占据肺癌的75%~80%。肿瘤细胞进展快且易扩
散转移，临床常采用手术、放化疗等进行治疗，但5年生
存率低于60% [1-2]。氧化应激是由活性氧(ROS)生成量
增加所致，ROS积累可诱导肺癌细胞凋亡，清除ROS
可阻止癌细胞凋亡，即肺癌细胞存活依赖于癌细胞自
身抗氧化能力 [3]。Kelch样环氧氯丙烷相关蛋白-1
(kelch-like epichlorohydrin-associated protein-1，Keap1)/
核因子 E2相关因子 2 (nuclear factor E2 related factor
2，Nrf2)信号通路在癌症中发挥重要调控作用，氧化应
激可激活Keap1，促使Keap1-Nrf2复合物裂解，Nrf2
转移至细胞核内，可激活下游靶基因表达，参与肺癌
发生发展过程[4]。Nrf2可维持氧化还原稳态，ROS侵
袭细胞时，Nrf2可进入细胞核，结合抗氧化反应元件
(ARE)转录编码各种抗氧化蛋白、代谢酶基因，抑制氧
化应激反应[5-6]。目前氧化应激、Keap1/Nrf2信号通路
在NSCLC发生过程中的机制尚未明确。基于此，本
研究尝试分析Keap1/Nrf2信号通路与临床病理参数、
氧化应激指标的相关性，探讨其在NSCLC氧化应激
机制中的作用，为临床研制新药提供参考依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取 2017年 4月至 2020年 4月
郑州市第三人民医院收治的100例NSCLC患者为研究
对象。纳入标准：符合NSCLC诊断标准[7]；术前未接受
放化疗、免疫治疗者；预计生存期≥6个月；符合手术适
应证、禁忌证；Karnofsky功能状态评分≥70分；签署知
情同意书。排除标准：合并凝血功能障碍、肝肾功能障
碍、其他恶性肿瘤者；伴有急/慢性感染者；伴有精神疾
病者；既往腹部相关外科手术史者。所有患者均行
肺癌根治性切除术，术中收集癌组织、癌旁组织(距
离癌组织5 cm范围内正常组织)，其中男性63例，女性
37例；年龄46~67岁，平均(56.32±3.16)岁；体质量指数
(BMI) 17~30 kg/m2，平均 (23.16±2.03) kg/m2；病理类

型：鳞癌 58例、腺癌 42例；病理分级[8]：Ⅰ~Ⅱ级 51例、
Ⅲ级 49例；T分期[9]：T1~T2 53例、T3~T4 47例；N分期：
N0 55例、N1~N2 45例。本研究经郑州市第三人民医院
医学伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 免疫组化法检测癌组织、癌旁组织中Keap1、
Nrf2蛋白表达 取癌组织、癌旁组织标本放入 10%中
性甲醛溶液内过夜，冲洗后经不同梯度浓度乙醇脱水，
并进行石蜡包埋，连续切片(厚4 μm)，依据免疫组化试
剂盒(北京博奥森生物公司)进行操作：采用二甲苯脱蜡，
放入柠檬酸盐缓冲液(0.01 mol/L)中修复抗原，使用磷酸
盐缓冲液(PBS)冲洗两次，加入 3% H2O2孵育 10 min，
PBS清洗两次后使用羊血清封闭液封闭 30 min，滴加
羊抗人Keap1 (1∶150)、Nrf2抗体(1∶200)，在 4℃条
件下孵育过夜，滴加辣根过氧化物酶(HRP)标记的鼠
抗羊二抗(1∶1 000)，在37℃条件下孵育1 h，使用二氨
基联苯(DAB)显色(北京博奥森生物公司)，苏木素(上
海碧云天公司)复染，依次经过脱水、透明、中性树脂封
片后，使用CX23型光学显微镜(日本Olympus公司)观
察蛋白表达情况。结果判定标准 [10]：200倍光学显微
镜下观察细胞膜、细胞质染色程度，无染色(-)，浅黄色
(+)、棕黄色(++)、黄褐色(+++)，以+、++、+++纳入阳性
表达。采用 Image Pro Plus 6.0处理分析图片，染色阳
性颗粒灰度单位转换为吸光单位，检测其平均光密度
值(OD)，以OD值作为其阳性表达的半定量。

1.2.2 检测血清超氧化物歧化酶(SOD)、诱导型

一氧化氮合酶(iNOS)、丙二醛(MDA)水平 所有患者
于入组时采集外周静脉血 5 mL，常规离心后分离血
清，参照试剂盒(南京建成生物工程研究所)，黄嘌呤氧
化酶法检测超氧化物歧化酶(SOD)、硫代巴比妥酸法
检测丙二醛(MDA)、比色法检测诱导型一氧化氮合酶
(iNOS)水平。

1.2.3 随访 治疗结束后以门诊复查、电话问询

higher than those in adjacent tissues, and the differences were statistically significant (P<0.05). The positive expression
of Keap1 protein was positively correlated with pathological grading and T staging (r=0.569, 0.574, P<0.01), while the
positive expression of Nrf2 protein was positively correlated with pathological grading and T staging (r=0.527, 0.539, P<
0.01). The serum SOD levels of Keap1 protein positive and negative individuals were (86.78±9.14) U/mL, (115.07±
12.13) U/mL, MDA levels were (4.42±0.82) mmol/L, (3.24±0.56) mmol/L, and iNOS levels were (22.74±4.31) U/mL,
(15.59±3.02) U/mL, respectively. The serum SOD levels of Nrf2 protein positive and negative individuals were (84.94±
9.12) U/mL, (117.06±12.37) U/mL, MDA levels were (4.48±0.85) mmol/L, (3.21±0.52) mmol/L, and iNOS levels were
(23.02±4.28) U/mL and (15.64±3.10) U/mL, respectively. The serum SOD levels of Keap1 and Nrf2 protein positive in-
dividuals were significantly lower than those of negative individuals, while MDA and iNOS levels were significantly
higher than those of negative individuals, with statistically significant differences (P<0.05). The expression of Keap1
and Nrf2 proteins was negatively correlated with SOD (r=-0.612, -0.614, P<0.01), and positively correlated with MDA
and iNOS (rKeap1=0.609, 0.614, P<0.01; rNrf2=0.610, 0.608, P<0.01). The 3-year survival rates of patients with positive ex-
pression of Keap1 and Nrf2 proteins were 85.71% and 83.78%, significantly lower than 95.65% and 100.00% of those
with negative expression (P<0.05). Conclusion The expression levels of Keap1 and Nrf2 proteins in NSCLC tissue are
elevated and closely related to pathological grading and T staging. The activation of this signaling pathway can partici-
pate in the oxidative stress response process and has certain clinical significance in predicting patient prognosis.

【Key words】 Non-small cell lung cancer; Oxidative stress; Kelch-like epichlorohydrin-related protein-1; Nuclear
factor E2 related factor 2; Superoxide dismutase; Inducible nitric oxide synthase; Malondialdehyde

··11



海南医学2024年1月第35卷第1期 Hainan Med J, Jan. 2024, Vol. 35, No. 1

等方式随访，随访时间为3年，每隔6个月随访1次，统

计随访期间生存率。

1.3 观察指标 (1)比较不同组织、不同临床病

理参数患者中Keap1、Nrf2蛋白表达水平，分析其与

临床病理参数相关性。(2)比较不同Keap1、Nrf2蛋

白表达患者 SOD、MDA、iNOS 水平，并分析 SOD、

iNOS、MDA与临床病理参数和 Keap1、Nrf2蛋白水

平的相关性。(3)比较不同Keap1、Nrf2蛋白表达患

者的生存率。

1.4 统计学方法 应用统计学软件 SPSS24.0、
GraphPad Prism 5.0进行数据分析。计量资料符合正

态分布，以均数±标准差(x-±s)表示，组间比较采用独立

样本 t检验；计数资料比较采用χ2检验；采用Spearman
法分析Keap1、Nrf2蛋白表达与临床病理参数相关性；

采用 Pearson 法分析 Keap1、Nrf2蛋白表达与 SOD、

MDA、iNOS水平相关性；采用Kaplan-Meier法分析生

存率，组间比较采用Log-rank检验。以P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 癌组织及癌旁组织Keap1/Nrf2信号通路相

关蛋白表达水平比较 NSCLC患者癌组织Keap1蛋
白、Nrf2蛋白阳性率及OD值明显高于癌旁组织，差异

均有统计学意义(P<0.05)，见表1。

2.2 Keap1/Nrf2信号通路相关蛋白表达与临床

病理参数的关系

2.2.1 不同临床病理参数患者Keap1/Nrf2信号

通路相关蛋白表达比较 病理分级Ⅰ~Ⅱ级、T分期

T1~T2患者癌组织Keap1蛋白、Nrf2蛋白阳性率明显低
于病理分级Ⅲ级、T分期T3~T4患者，差异均有统计学
意义(P<0.05)，见表2。

表 1 癌组织及癌旁组织Keap1/Nrf2信号通路相关蛋白表达水平比

较[例(%)，x-±s]
Table 1 Comparison on the expression levels of Keap1/Nrf2 signaling

pathway related proteins in cancer tissue and adjacent tissues
[n (%), x-±s]

组织

癌组织

癌旁组织

t/χ2值
P值

阳性率

77 (77.00)

53 (53.00)
12.659

0.001

OD值

0.41±0.07

0.33±0.05
9.300

0.001

阳性率

74 (74.00)

45 (45.00)
17.450

0.001

OD值

0.39±0.06

0.31±0.06
9.428

0.001

Keap1蛋白 Nrf2蛋白例数

100

100

表2 不同临床病理参数患者Keap1/Nrf2信号通路相关蛋白表达比较(例)
Table 2 Comparison on the expression levels of Keap1/Nrf2 signaling pathway related protein among patients with different clinical pathological

parameters (n)

病理参数

病理类型

鳞癌

腺癌

病理分级

Ⅰ~Ⅱ级

Ⅲ级

T分期

T1~T2

T3~T4

N分期

N0

N1~N2

例数

58

42

51

49

53

47

55

45

-

13

10

16

7

17

6

15

8

+

14

11

14

11

13

12

14

11

++

20

14

16

17

17

16

19

14

+++

11

7

5

14

6

13

7

12

阳性率(%)

77.59

76.19

68.63

85.71

67.92

87.23

72.73

82.22

χ2值

0.027

4.120

5.244

1.260

P值

0.870

0.042

0.022

0.262

-

15

11

18

8

19

7

16

10

+

13

10

14

9

13

10

11

12

++

19

14

14

18

16

16

20

12

+++

11

7

5

14

5

14

8

11

阳性率(%)

74.14

73.81

64.71

83.67

64.15

85.11

70.91

77.78

χ2值

0.001

4.673

5.685

0.607

P值

0.971

0.031

0.017

0.436

Keap1蛋白 Nrf2蛋白

2.2.2 Keap1/Nrf2信号通路相关蛋白表达与临床

病理参数的相关性 经 Spearman相关性分析可知，
NSCLC患者癌组织Keap1蛋白、Nrf2蛋白阳性表达与
病理类型、N分期无关(P>0.05)，与病理分级、T分期呈
正相关(P<0.05)，见表3。

2.3 Keap1/Nrf2信号通路相关蛋白表达与氧化

应激指标的关系

2.3.1 不同Keap1/Nrf2信号通路相关蛋白表达患

者SOD、MDA、iNOS水平比较 NSCLC癌组织Keap1
蛋白、Nrf2蛋白阳性者血清SOD水平明显低于Keap1
蛋白、Nrf2蛋白阴性者，而MDA、iNOS水平明显高于
Keap1蛋白、Nrf2蛋白阴性者，差异均有统计学意义
(P<0.05)，见表4。

2.3.2 Keap1/Nrf2 信号 通路 相关蛋 白表 达与

SOD、MDA、iNOS水平的相关性 经 Pearson相关性
分析可知，NSCLC患者癌组织Keap1蛋白、Nrf2蛋白
表达与SOD呈负相关(P<0.05)，与MDA、iNOS呈正相
关(P<0.05)，见表5。

表3 Keap1/Nrf2信号通路相关蛋白表达与临床病理参数的相关性

Table 3 Correlation between the expression of Keap1/Nrf2 signaling
pathway related proteins and clinical pathological parameters

项目

Keap1蛋白

Nrf2蛋白

分类

r值
P值

r值
P值

病理类型

0.102

0.227

0.114

0.235

病理分级

0.569

0.001

0.527

0.001

T分期

0.574

0.001

0.539

0.001

N分期

0.127

0.314

0.135

0.396
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2.4 不同Keap1、Nrf2蛋白表达患者的生存率比

较 NSCLC癌组织Keap1蛋白、Nrf2蛋白阳性表达患
者 3年生存率分别为 85.71% (66/77)、83.78% (62/74)，
明显低于阴性表达患者的 95.65% (22/23)、100.00%
(26/26)，差异均有统计学意义(P<0.05)，见图1。

3 讨论

NSCLC发病机制可能与癌基因激活、抑癌基因失

活、氧化应激反应等有关，NSCLC发生过程中可产生

大量ROS、超氧阴离子等，影响肿瘤生长微环境，而氧

化-抗氧化系统失衡导致大分子物质代谢紊乱，促进

NSCLC发生发展[11-13]。

氧化应激状态时Keap1蛋白构象变化，Keap1可作

为Cul3-Rbx E3泛素连接酶复合物适配器激活Nrf2，
Nrf2转移至细胞核内，可调控细胞内转录活动，激活抗

氧化基因，共同调节机体氧化应激反应[14-16]。但有研究

发现氧化应激水平较高时，Nrf2持续活化导致其聚集

于细胞核内，Nrf2可与Kruppel样转录因子9启动子结

合，引起肿瘤组织内部缺氧、微环境，促进肿瘤组织快

速生长[17-18]。本研究结果显示，癌组织Keap1蛋白、Nrf2
蛋白阳性率及OD值高于癌旁组织，且与病理分级、T
分期呈正相关，提示NSCLC中可能存在高氧化环境，

可影响癌细胞氧化应激状态，促使Keap1/Nrf2信号通

路活化，以增强癌细胞抗氧化能力，可为癌细胞生长转

移提供有利条件。病理分级、临床分期升高预示病情

严重程度加重，且与预后密切相关[19-20]。结合本研究结

果分析其原因可能为Keap1/Nrf2信号通路激活可改变

细胞氧化还原状态，影响肿瘤细胞内环境，激活下游靶

基因，促使细胞异常增殖，进一步促进NSCLC转移。

氧化应激与肿瘤细胞凋亡密切相关，ROS低水平

时可促进癌细胞增殖、侵袭，而ROS高水平可诱导癌

细胞凋亡，其中SOD属于抗氧化酶，MDA、iNOS属于

氧化酶，其中MDA水平升高反映细胞膜损伤加重；

SOD可清除氧自由基，减轻机体氧化损害；iNOS在肿

瘤中呈高表达，生物体内合成一氧化氮(NO)，NO在多

种肿瘤进展中发挥作用，一氧化氮合酶(NOS)调节NO
合成 iNOS，iNOS在多种肿瘤中高表达，下调其表达可

抑制癌细胞迁移、侵袭[21-22]。癌细胞存活依赖于本身

氧化应激防御能力，正常生理条件下，氧化-抗氧化体

系可防止氧化应激损伤，病理条件下，氧化-抗氧化体

系失衡，促使机体氧化损伤，破坏肿瘤细胞DNA，改变

肿瘤微环境 [23-24]。本研究结果显示 NSCLC癌组织

Keap1、Nrf2蛋白阳性者血清 SOD水平低于阴性者，

MDA、iNOS水平高于阴性者，提示NSCLC患者体内存

在氧化-抗氧化紊乱状态，且与Keap1/Nrf2信号通路异

常表达有关。本研究分析发现NSCLC患者癌组织

Keap1蛋白、Nrf2蛋白表达与SOD呈负相关，与MDA、

iNOS呈正相关。Keap1持续激活Nrf2可促使其丧失

功能，即该通路抗氧化作用减弱，而癌细胞氧化应激

水平升高，促使癌细胞被清除[25-27]。由此推测NSCLC
细胞持续受到氧化因子刺激时，Keap1/Nrf2信号通路

抗氧化与癌细胞氧化应激处于失衡状态，而未被充分

利用的Nrf2发生泛素化，进而加重癌细胞氧化应激反

应程度。同时本研究结果显示，癌组织Keap1蛋白、

Nrf2蛋白阳性表达者3年生存率低于阴性表达者，提示

Keap1/Nrf2信号通路活化与NSCLC患者预后密切相

表 4 不同 Keap1/Nrf2 信号通路相关蛋白表达患者 SOD、MDA、
iNOS水平比较(x-±s)

Table 4 Comparison of SOD, MDA, and iNOS levels among patients
with different Keap1/Nrf2 signaling pathway related protein
expression (x-±s)

项目

Keap1蛋白

阳性

阴性

t值
P值

Nrf2蛋白

阳性

阴性

t值
P值

例数

77

23

74

26

SOD (U/mL)

86.78±9.14

115.07±12.13

12.037

0.001

84.94±9.12

117.06±12.37

14.020
0.001

MDA (mmol/L)

4.42±0.82

3.24±0.56

6.455

0.001

4.48±0.85

3.21±0.52

7.149
0.001

iNOS (U/mL)

22.74±4.31

15.59±3.02

7.418

0.001

23.02±4.28

15.64±3.10

8.068
0.001

图1 生存曲线

Figure 1 Survival curve

表 5 Keap1/Nrf2信号通路相关蛋白表达与 SOD、MDA、iNOS水平

的相关性

Table 5 Correlation between the expression of Keap1/Nrf2 signaling
pathway related proteins and the levels of SOD, MDA, and
iNOS

项目

Keap1蛋白

Nrf2蛋白

分类

r值
P值

r值
P值

SOD (U/mL)

-0.612

0.001

-0.614

0.001

MDA (mmol/L)

0.609

0.001

0.610

0.001

iNOS (U/mL)

0.614

0.001

0.608

0.001
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关，并可能作为判断患者预后的潜在生物学标志物。

综上所述，Keap1/Nrf2信号通路在NSCLC氧化应

激反应中具有调控作用，NSCLC癌组织中Keap1蛋

白、Nrf2蛋白表达水平升高，可共同参与NSCLC发生

发展过程，可以作为新的基因监测方向，同时该通路

对氧化应激影响可能有助于指导临床治疗。
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