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全缘马尾藻褐藻多酚激活 Nrf2-ARE 通路抑制 

NNK 诱导的肺癌生长
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诊断与研究中心，广东 湛江 524001)

[摘　要] 目的：探讨全缘马尾藻褐藻多酚(Sargassum integerr imum  phlorotannins，SIP T)抑制烟草致癌物

4-(甲基亚硝胺基)-1-(3-吡啶基)-1-丁酮[4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone，NNK]诱

导的肺癌生长及作用机制。方法：采用NNK诱导A/J小鼠肺癌模型评价SIPT体内对肺癌生长的影

响；检测小鼠血清中的MDA、SOD和GSH水平，评价SI P T对A/J小鼠氧化应激水平的影响；采

用MTT和平板克隆形成法检测SIPT对NNK促进肺癌细胞A549和NCI-H460增殖的影响；Annex in 

V-FITC法检测SIPT对NNK抑制肺癌细胞凋亡的影响；蛋白质印迹法检测SIPT对细胞中Nrf2-ARE

信号通路相关蛋白质表达的影响。结果：经SI P T灌胃8周，SI P T各组小鼠肺部肿瘤数明显少于

NNK组(P<0.01)；SIPT各组小鼠血清中MDA水平低于NNK组(P<0.01)，SOD和GSH活性均明显高

于NNK组(均P<0.01)。SIPT能抑制NNK促进肺癌细胞增殖的作用(P<0.01)，并能显著诱导细胞凋

亡(P<0.01)。经SIPT处理24 h后，细胞内的Nrf2、NQO1、HO-1和GCLC表达水平相较于NNK组均

显著升高(均P<0.01)。结论：SIPT能有效抑制NNK诱导的肺癌生长，并能诱导肺癌细胞凋亡，其

作用机制与激活Nrf2-ARE信号通路有关。

[关键词] 全缘马尾藻褐藻多酚；Nrf2-ARE通路；NNK；肺癌

Sargassum integerrimum phlorotannins activates Nrf2-ARE 
pathway to inhibit NNK-induced lung cancer growth

WANG Yongcun1, HU Wenhua2, LIN Yanming1, LIN Jiong1, LI Haiwen1, CAI Jingyi1, CAO Jinxin1, LI Shujun1
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Abstract Objective: To investigate the effect and mechanism of Sargassum integerrimum phlorotannins (SIPT) on inhibiting 

the growth of 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK)-induced lung cancer. Methods: NNK-

induced A/J mouse lung cancer model was used to evaluate the effect of SIPT on the growth of lung cancer in 
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肺癌是世界范围内发病率和病死率最高的恶

性肿瘤[1]。虽然近年来分子靶向治疗、免疫治疗及

联合治疗等取得了长足的发展，但其5年生存率仍

低于15%[2]。与发达国家相比，我国肺癌发病率近

年来呈上升趋势[3]，这给社会医疗保障体系和患者

家庭带来巨大的经济负担。除遗传因素外，外界

因素如吸烟、空气污染等都是诱导肺癌发生的重

要致病因素。如何有效预防和治疗由吸烟引起的

肺癌成为该领域的研究热点。

褐藻多酚(phlorotannins，PTs)是主要存在于褐

藻中的酚类化合物，近年来被证实具有抗氧化、

细胞保护、抑制肿瘤细胞增殖、抗凝血及降血脂

等生物学效应[4]。来源于南海的全缘马尾藻褐藻多

酚(Sargassum integerrimum  phlorotannins，SIPT)被

证实具有抗氧化和抗肿瘤细胞增殖的作用 [ 5 ]，并

且能清除体内的亚硝酸盐与阻断亚硝胺合成 [ 6 ]，

而氧化应激的发生可能是导致肺癌发生的原因之

一 [ 7 ]，故猜想SI P T可能也能用于预防和治疗由吸

烟或空气污染引发的肺癌。本文探讨SIP T对香烟

中的致癌物4-(甲基亚硝胺基)-1-(3-吡啶基)-1-丁酮

[4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone，

NNK]所诱导的肺癌生长的抑制作用及作用机制。

1  材料与方法

1.1  SIPT 的提取

参 照 文 献 [ 8 ] 进 行 提 取 。 全 缘 马 尾 藻 采 集 于

湛江硇洲岛海岸，由广东海洋大学谢恩义教授鉴

定。将全缘马尾藻粉碎，用70%乙醇冷浸提取，每

隔4 h搅拌，真空浓缩提取液得全缘马尾藻70%乙

醇粗提物，并测定其多酚含量。

1.2  细胞来源

人肺泡腺癌基底上皮细胞(A549细胞)、人非

小细胞肺癌细胞(NCI-H460细胞)由广东医科大学

刘义研究员提供[9]。

1.3  主要试剂

胎牛血清、高糖培养基DMEM购于美国Gibco
公司；RAPI、BCA试剂盒、MTT、Annexin V-FITC
试剂盒、转模液、电泳液、S D S 聚丙烯酰胺预制

凝胶、增强化学发光液购于上海碧云天生物技术

有限公司；Nrf2抗体(12721S)购于美国CST公司；

NQ O1抗体(sc-32793)、HO -1抗体(sc-136960)、

GCLC抗体(sc-390811)、β-actin抗体(sc-47778)、

mouse anti-rabbit Ig G-HRP(sc-2357)、m-Ig Gκ BP-
HRP(sc-516102)购于美国Santa Cruz公司。

1.4  SIPT 对 NNK 诱导的 A/J 小鼠肺癌生长的影响

50只8~10周龄、20~22 g雌性A/J小鼠，随机

分为对照组、NNK组、SIP T低浓度组(SIP T-L)、

S I P T 中 浓 度 组 ( S I P T - M ) 与 S I P T 高 浓 度 组

(SI P T-H)。除对照组外，其余组小鼠于实验开始

时一次性腹腔注射100 mg/kg NNK；对照组腹腔注

射等体积的生理盐水。第28周，SIP T各组小鼠给

予不同浓度的SIPT(100、300、500 mg/kg)灌胃，

灌胃5 d后停止2 d，对照组和NNK组给予与SI P T
各组等体积的生理盐水。连续灌胃8周后，眼眶取

vivo; the levels of MDA, SOD, and GSH in the serum of mice were detected, and the effect of SIPT on A/J was 

evaluated; MTT and plate colony formation assay were used to detect the effect of SIPT on NNK-promoted 

the proliferation of lung cancer cell A549 and NCI-H460; Annexin V-FITC assay was used to detect SIPT on 

NNK inhibition of lung cancer cell apoptosis; Western blotting method was used to detect the effect of SIPT 

on the expression of Nrf2-ARE signaling pathway-related proteins in cells. Results: After 8 weeks of intragastric 

administration of SIPT, the number of lung tumors of mice in the SIPT groups was significantly less than that 

in the NNK group (P<0.01); the level of MDA in the serum of the mice in the SIPT groups was lower than that 

in the NNK group (P<0.01), the activities of SOD and GSH were significantly higher than those of the NNK 

group (both P<0.01). SIPT inhibited the effect of NNK on the proliferation of lung cancer cells (P<0.01) and 

significantly induced apoptosis (P<0.01). The expression levels of Nrf2, NQO1, HO-1, and GCLC in cells were 

significantly increased compared with those in the NNK group after 24 h of treatment with SIPT (all P<0.01). 

Conclusion: SIPT can effectively inhibit NNK-induced lung cancer growth and induce lung cancer cell apoptosis, 

and its mechanism is related to the activation of Nrf2-ARE signaling pathway.

Keywords Sargassum integerrimum phlorotannins; Nrf2-ARE pathway; NNK; lung cancer
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血，拉颈处死小鼠，取出肺组织样本。观察肺组

织表面，计算肿瘤数量，HE染色观察肺组织形态

学，免疫组织化学检测Ki-67表达。采用ImageJ软

件进行结果分析。所有动物实验均严格按照广东

医科大学动物实验伦理委员会批准的原则和程序

进行(审批号：GDY2102140)。

1.5  SIPT 对 NNK 诱导的 A/J 小鼠氧化应激水平的

影响

上述A/J小鼠眼眶取血后分离血清，按照碧云

天公司生产的试剂盒进行SOD、MDA、GSH含量

检测。采用Graph Pad Prism 6.0软件进行结果分析。

1.6  MTT 法检测 SIPT 对 NNK 促进肺癌细胞生长

的影响

肺癌细胞A549和NCI-H460培养于含有10% FBS
和 1 % 双 抗 的 D M E M 培 养 基 中 。 取 对 数 生 长 期 细

胞，以5 000个/孔接种于96孔板中。培养过夜后，

加入含有NNK(10 μmol/L)和不同浓度的SIPT(1、

2、3、4、5 μg/mL)新培养基。继续培养48 h后，加

入含有5 mg/mL MTT的新培养基。4 h后，吸出培

养基，每孔加入150 μL DMSO溶液，在摇床上震荡

10 min，于570 nm波长处检测各孔的吸光值，以光

密度(optical density，OD)值计算细胞增殖抑制率，

具体公式为：(实验孔OD值−空白孔OD值)/(对照

孔OD值−空白孔OD值)×100%。每组6个复孔，实

验重复3次。采用ImageJ软件进行结果分析。

1.7  平板克隆形成法检测 SIPT 对 NNK 促进肺癌

细胞生长的影响

取对数生长期的 A 5 4 9 和 N C I - H 4 6 0 细胞，以

5 0 0 个 / 孔接种于 6 孔板中。培养过夜后，加入含

有 N N K ( 1 0  μ m o l / L) 和不同浓度的 S I P T ( 2 、 3 、  
4  μg/mL)新培养基，继续培养2周，期间每3天更

换 1 次 上 述 培 养 基 。 待 可 见 单 个 细 胞 长 成 团 状 克

隆后，吸弃培养基，用PBS润洗2次，加500 μL 4%
多聚甲醛溶液固定15 min后。PBS润洗2次，每孔

再加入5 0 0  μ L  0 . 5 %结晶紫溶液染色1 5  m i n。P BS
润 洗 多 次 后 ， 晾 干 拍 照 ， 克 隆 细 胞 团 计 数 ， 计

算克隆形成率。克隆形成率 = ( 克隆数 / 接种细胞

数)×100%。采用ImageJ软件进行结果分析。上述

实验重复3次。

1.8  Annexin V-FITC 法检测 SIPT 对 NNK 抑制肺

癌细胞凋亡的影响

取对数生长期的 A 5 4 9 和 N C I - H 4 6 0 细胞，以

5 0  0 0 0个/孔接种于6孔板中。培养过夜后，加入

含有NNK(10 μmol/L)和不同浓度的SIP T(2、3、 
4  μg/mL)新培养基，继续培养24 h。PBS润洗1次

后，将细胞消化后转移至 1 . 5  m L  E P 管中，离心

弃 上 清 。 P B S 润 洗 细 胞 2 次 。 向 细 胞 沉 淀 中 加 入 
195 μL/管Annexin V-FITC结合液，细胞重悬混匀后

加入5 μL/管Annexin V-FITC，继续轻轻混匀细胞悬

液后加入10 μL/管碘化丙啶(propidium iodide，PI)
染色液。室温下避光孵育20 min后，使用流式细胞

仪检测。采用FLOWJO软件对结果进行分析。上述

实验重复3次。

1.9  蛋白质印迹法检测细胞中 Nrf2-ARE 信号通路

相关蛋白质的表达

取对数生长期的 A 5 4 9 和 N C I - H 4 6 0 细胞，以

5 0  0 0 0个/孔接种于6孔板中。培养过夜后，加入

含有NNK(10 μmol/L)和不同浓度的SIP T(2、3、

4 μg/mL)新培养基，继续培养24 h。PBS润洗1次

后，将细胞刮下。离心后加入 1 0 0  μ L  R A P I ，混

匀后于冰上裂解3 0  m i n。冷冻离心机4  ℃条件下

1 2  0 0 0  r / m i n高速离心1 0  m i n，吸取上清液，采

用B C A法对蛋白质进行定量。根据目的蛋白分子

大小制备不同浓度S D S 聚丙烯酰胺凝胶，将准备

好的样品上样；先80 V电泳30 min，后110 V电泳 
90 min；电泳结束后在4 ℃、250 mA恒流条件下电

转90 min将蛋白转移到PVDF膜上，用含5%脱脂牛

奶的TBST溶液37 ℃封闭PVDF 1 h，加一抗4 ℃振

荡过夜。TBST洗膜3次后，加二抗37 ℃孵育PVDF 
2 h，TBST再次洗膜3次后显影成像，特异性条带

净灰度值由ImageJ软件处理获取。

1.10  统计学处理

采用SPSS 19.0统计学软件进行数据分析。计

量资料以均数±标准差(x±s)表示。两组间比较使用
t检验；多组间比较使用单因素方差分析检验。使

用GraphPad Prism 6.0进行图形绘制。P<0.05为差异

有统计学意义。

2  结果

2.1  SIPT 抑制由 NNK 诱导的 A/J 小鼠肺癌生长

在一次性腹腔注射100 mg/kg NNK 36周后，

模型组小鼠肺癌表面出现大量的肿瘤，而SIP T各

组小鼠肺部肿瘤数明显减少(P<0.01，图1A)，小鼠

肺组织经HE染色后，也得到相似的结果(图1B)，

说明SIPT能抑制由NNK诱导的A/J小鼠肺癌生长。
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免 疫 组 织 化 学 结 果 显 示 ： 相 较 于 对 照 组 ， N N K
组小鼠肺组织中K i - 6 7表达显著增加( P < 0 . 0 1，图

1C、1D)，SIPT各组小鼠肺组织中Ki-67表达降低

(P<0.01，图1C、1D)。

2.2  SIPT 减轻由 NNK 导致的 A/J 小鼠氧化应激

A/J小鼠经NNK造模后，与对照组相比，NNK
组 小 鼠 血 清 中 M D A 水 平 升 高 ( P < 0 . 0 1 ， 图 2 A ) ，

SOD和GSH活性均降低(均P<0.01，图2B、2C)；

相较于NNK组，SIPT各组小鼠血清中MDA水平出

现下降(P<0.01，图2A)，SOD和GSH活性均增强

(均P<0.01，图2B、2C)，且SIPT对抗NNK所导致

的小鼠氧化应激效果与SIPT浓度呈正相关。

2.3  SIPT 抑制 NNK 对肺癌细胞生长的促进作用

MTT实验结果显示：NNK能促进非小细胞肺

癌细胞A549和NCI-H460的增殖(P<0.01)，但同时

在细胞培养液中加入SIPT后，由NNK诱导的A549
和N CI-H 4 6 0细胞增殖均被显著抑制(均P < 0 . 0 1， 
图3A)。SIPT抑制由NNK诱导的非小细胞肺癌增殖

存在剂量依赖性。在克隆形成实验中也得与MTT
实验类似的结果(图3B)。

图1 全缘马尾藻褐藻多酚抑制由NNK诱导的A/J小鼠肺癌生长

Figure 1 SIPT inhibits the growth of lung cancer in A/J mice induced by NNK

(A)全缘马尾藻褐藻多酚对A/J小鼠肺癌形成数量的影响；(B)A/J小鼠肺部HE染色；(C、D)IHC染色检测A/J小鼠肺中Ki-67

的表达。与NNK组相比，**P<0.01；与对照组相比，##P<0.01。

(A) Effects of SIPT on the number of lung cancer in A/J mice; (B) HE staining of lung tissue of A/J mice; (C, D) The expression of Ki-67 in 

the lungs of A/J mice by IHC staining. Compared with the NNK group, **P<0.01; compared with the control group, ##P<0.01.
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图2 全缘马尾藻褐藻多酚减轻由NNK导致的A/J小鼠氧化应激

Figure 2 SIPT alleviates oxidative stress induced by NNK in A/J mice

(A)A/J小鼠血清中MDA含量；(B)A/J小鼠血清中SOD活性；(C)A/J小鼠血清中GSH含量。与NNK组相比，**P<0.01；与对

照组相比，##P<0.01。

(A) The level of MDA in serum of A/J mice; (B) SOD activity in serum of A/J mice; (C) The level of GSH in serum of A/J mice. Compared 

with the NNK group, **P<0.01; compared with the control group, ##P<0.01.

图3 全缘马尾藻褐藻多酚抑制NNK对肺癌细胞生长的促进作用

Figure 3 SIPT inhibits NNK-induced lung cancer cells growth

(A)MTT法检测全缘马尾藻褐藻多酚对NNK促进肺癌细胞(A549和NCI-H460)生长的影响；(B)平板克隆形成法检测全缘马尾

藻褐藻多酚对NNK促进肺癌细胞(A549和NCI-H460)生长的影响(0.5% 结晶紫染色)。与NNK组相比，**P<0.01；与对照组相

比，##P<0.01。

(A) MTT assay to detect the effect of SIPT on NNK-induced growth of lung cancer cells (A549 and NCI-H460); (B) Colony formation 

assay to detect the effect of SIPT on NNK-induced growth of lung cancer cells (A549 and NCI-H460) (0.5% crystal violet staining). 

Compared with the NNK group, **P<0.01; compared with the control group, ##P<0.01.
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2.4  SIPT 逆转 NNK 对肺癌细胞凋亡的抑制作用

本研究结果显示：NNK处理A549和NCI-H460
细 胞 4 8  h 后 ， 细 胞 凋 亡 率 均 低 于 对 照 组 ( 均
P<0.05，图4)。而与NNK组细胞相比，SIP T处理

48 h后，A549和NCI-H460细胞的凋亡率均明显升

高(均P<0.01，图4)，说明SIPT能有效地逆转NNK
对非小细胞肺癌凋亡的保护作用。

2.5  SIPT 通过激活 Nrf2-ARE 抑制 NNK 对肺癌细

胞生长的促进作用

Nrf2作为对抗氧化应激的关键因子，在NNK处

理的A549和NCI-H460中均被显著抑制(均P<0.01)。

而与NNK组相比，经过SIPT处理后，细胞中的Nrf2
表达水平升高(P<0.01)，下游信号通路中的NQO1、

GCLC和HO-1也随之被激活(均P<0.01，图5)。

图4 全缘马尾藻褐藻多酚逆转NNK对肺癌细胞凋亡的抑制作用

Figure 4 SIPT reverses the inhibitory effect of NNK on lung cancer cell apoptosis

与NNK组相比，*P<0.05，**P<0.01；与对照组相比，##P<0.01。

Compared with the NNK group, *P<0.05, **P<0.01; compared with the control group, ##P<0.01.
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图5 全缘马尾藻褐藻多酚通过激活Nrf2-ARE抑制NNK对肺癌细胞生长的促进作用

Figure 5 SIPT inhibits NNK-induced lung cancer cell growth by activating Nrf2-ARE

与NNK组相比，**P<0.01；与对照组相比，##P<0.01。

Compared with the NNK group, **P<0.01; compared with the control group, ##P<0.01.

3  讨论

肺 癌 是 我 国 发 病 率 和 病 死 率 最 高 的 恶 性 肿

瘤 [ 3 ]。近年来，在世界范围内有大量关于肺癌发

生发展、预防、治疗的研究，但肺癌的临床治疗

效果仍不理想，寻找能有效预防和治疗肺癌的新

型天然产物一直是各国研究的热点。有研究 [ 7 ]发

现：与健康人血清中的多种氧化应激指标相比，

肺癌患者血清中的总氧化状态和氧化应激指数均

有显著升高，降低机体氧化应激水平可能是预防

和治疗肺癌的潜在手段。

庞大的吸烟人群是我国肺癌发病率逐年升高

的 主 要 原 因 之 一 。 香 烟 中 不 仅 有 6  0 0 0 多 种 有 害

物，而且吸烟还参与了机体氧化应激状态的全过

程 [ 1 0 ]。 有 研 究 [ 1 1 ]证 实 ： N N K 可 诱 导 多 种 实 验 动

物A/J小鼠、Wistar大鼠发生原发性肺癌，并能在

体外促进肺癌细胞的生长，抑制凋亡 [12]。因此，

NNK被广泛用于肺癌相关的体内外研究。本研究

也得到与以前研究类似的结果，NNK在体内能有

效诱发 A / J 小鼠的原发性肺癌 [ 1 3 ]，肿瘤发生率为

100%，同时增加小鼠的氧化应激水平；在体外经

N N K处理后，肺癌细胞A 5 4 9和N CI-H 4 6 0增殖加

速，凋亡细胞减少。

SI P T被证实具有显著的抗氧化能力 [ 5 ]，并能

通过激活Nrf2启动机体氧化应激抵抗来防治由雌激

素缺失合并高血脂症引起的内丢失[8]，故猜想SIPT
有可能对香烟所致的肺癌有一定的防治作用。在

本研究中，NNK诱导A/J小鼠肿瘤28周后，对小鼠

进行8周不同浓度SIPT灌胃，结果显示SIPT虽然不

能降低小鼠的肺癌发生率，但是却能抑制肿瘤的

大小，其抑制作用与灌胃剂量呈正相关。此外，

SIPT还能降低小鼠血清中的MDA水平，增加SOD
和GSH活性，说明SIP T抑制肺癌生长的作用可能

与减轻小鼠氧化应激有关。在体外检测SIP T是否

能逆转由NNK促进的肺癌细胞增殖和对细胞凋亡

的影响，结果表明：SIPT能有效抑制NNK促进肺

癌细胞增殖的作用，并能增加A549和NCI-H460的

凋亡率，但作用机制还需进一步研究。

Nrf2是属于亮氨酸拉链结构家族的核转录调节

因子，最重要的生物学功能就是启动机体的抗氧

化应激 [14]。在正常生理条件下，Nr f2在细胞质中

以与内源性抑制蛋白Keap1相结合的形式存在，当

细胞受到各种内源性或外源性化合物刺激时，Nrf2
与Keap1解离，并从细胞质转移进入到细胞核并与

ARE相结合，从而启动下游抗氧化酶和抗炎酶基因

的表达[15]。本研究发现当用10 μmol/L的NNK处理

肺癌细胞A549和NCI-H460后，细胞中的Nrf2表达

下降，结果表明NNK不仅能诱导氧化应激，而且

还能减少Nrf2表达，从而抑制抗氧化应激效应。在

NNK处理的细胞中加入不同终浓度的SIPT，我们
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发现细胞中的Nr f 2表达量增加，下游信号通路中

的NQO1、GCLC和HO-1也随之被激活，说明SIPT
能够启动并增加细胞的抗氧化作用，从而抑制由

NNK诱导的细胞增殖。

综 上 所 述 ， S I P T 具 有 显 著 的 抗 氧 化 活 性 ，

在 吸 烟 所 诱 导 的 肺 癌 生 长 过 程 中 能 通 过 激 活 
N r f 2 - A R E 信 号 通 路 ， 启 动 氧 化 应 激 抵 抗 ， 从 而

抑制肿瘤的生长。本研究结果虽可以为后续全缘

马尾藻预防和治疗肺癌的成药性评价提供理论基

础，但未阐明何时使用全缘马尾藻可达到预防肺

癌的效果，未来应对SIPTs进行深入的结构解析。
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