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BaP通过AhR和Nrf2信号通路对HepG2细胞中GSTP1的影响

（1. 内蒙古医科大学 药学院，内蒙古 呼和浩特 010059；

2. 内蒙古自治区新药筛选工程研究中心, 内蒙古 呼和浩特 010100）

【摘 要】目的 探究苯并芘（benzo[a]pyrene，BaP）通过芳香烃受体（aryl hydrocarbon receptor，AhR）和核因子E2相

关因子（subcellular localization of nuclear factor E2-related factor 2，Nrf2）信号通路对HepG2细胞中谷胱甘肽-S-转移酶

P1（glutathione s-transferase P1，GSTP1）的影响。方法 将体外培养HepG2细胞分为Control组、BaP（10 μmol/L）组、BaP

（10 μmol/L）+AhR抑制剂（1 μmol/L）组和BaP（10 μmol/L）+Nrf2抑制剂（1 μmol/L）组。BaP组给予10 μmol/L BaP

培养24 h，抑制剂组给予1 μmol/L抑制剂0.5 h后，加入10 μmol/L BaP培养24 h，采用Western Blot和qPCR实验方法

检测各组AhR、Nrf2、细胞色素P450s（cytochrome P450s，CYPs）、血红素加氧酶-1（heme oxygenase-1，HO-1）及GSTP1

基因和蛋白的表达。结果 与Control组相比，BaP组中AhR、Nrf2、GSTP1、CYP1A1及HO-1的mRNA和蛋白表达均

升高（P <0.05）；与BaP组相比，BaP+AhR抑制剂组中AhR、GSTP1和CYP1A1的mRNA和蛋白表达均降低（P <0.05），

BaP+Nrf2抑制剂组中Nrf2、GSTP1和HO-1的表达均降低（P <0.05）；与BaP+AhR抑制剂组相比，BaP+Nrf2抑制剂组

GSTP1 mRNA 和蛋白的表达降低，差异有统计学意义（P <0.05）。结论 BaP 通过 AhR 和 Nrf2 两条信号通路增加

GSTP1的表达，以Nrf2信号通路为主导影响GSTP1的表达。

【关键词】苯并芘；芳香烃受体；核因子E2相关因子2；谷胱甘肽-S-转移酶P1；药物代谢酶
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【Abstract】Objective To determine the effects of BaP regulates the expression of GSTP1 through AhR and Nrf2 signaling

pathway sin HepG2 cells. Methods HepG2 cells in vitro were divided into control group, BaP(10 μmol/L) group, BaP(10 μmol/

L)+AhR(1 μmol/L) inhibitor group and BaP(10 μmol/L)+Nrf2(1 μmol/L) inhibitor group. The BaP group was given 10μmol/

LBaP for 24 hours. The inhibitor group was given 1μmol/L inhibitor for half an hour and than added 10μmol/L BaP for 24 hours.

The expressions of AhR, Nrf2, CYP1A1, HO-1 and GSTP1 were detected by Western Blot and qPCR. Results Compared with

the control group, the mRNA and protein expressions of AhR, Nrf2, GSTP1, CYP1A1 and HO-1 in HepG2 cells were risen of

BaP group (P < 0.05). Compared with BaP group, the mRNA and protein expressions of AhR, GSTP1 and CYP1A1 in HepG2

cells were reduced of BaP+AhR inhibitor group(P < 0.05). And compared with the the control group, the mRNA and protein ex-

pressions of Nrf2, GSTP1 and HO-1 in HepG2 cells were reduced of BaP+Nrf2 inhibitor group(P < 0.05). Compared with the

group of BaP+AhR, the expression of GSTP1 mRNA and protein in BaP+Nrf2 inhibitor group was lower than BaP+AhR inhibi-
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药物代谢酶分为三相：I相、II相和III相，具有

代谢药物、环境污染物的作用，还可以将部分药物

代谢后再次发挥作用[1]。细胞色素 P450s（cyto-

chrome P450s，CYPs）如 CYP1A1、CYP1B2 是 I 相酶

中的一种单胺酶，在药物代谢中发挥氧化作用；II相

药物代谢酶主要发挥结合作用，如谷胱甘肽-S-转

移酶（glutathione-s-transferases，GSTs）和血红素加

氧酶-1（heme oxygenase-1，HO-1）等；III相酶系统

由各种ATP结合（ATP-binding cassette，ABC）转运

蛋白家族组成，参与排除药物和异生物质及其代谢

物[2~4]。药物代谢酶可受芳香烃受体（aryl hydrocar-

bon receptor，AhR）、核因子E2相关因子（subcellular

localization of nuclear factor E2-related factor 2，Nrf2）

等多种转录因子调节[5~7]。

多环芳烃类化合物（polycyclic aromatic hydro-

carbons，PAHs）是常见的环境污染物。研究认为

PAHs可以诱导CYP1A1的表达，增加机体对PAHs

的代谢 [8，9]，其中苯并芘（benzo[a]pyrene，BaP）是

PAHs中最主要的成分，BaP在体内可通过AhR激活

I相酶和II相酶的转录[5，10]。代谢途中会产生大量活

性代谢产物和活性氧（reactive oxygen species，ROS），

激活Nrf2信号通路，进而引起一系列抗氧化和解毒

相关因子的转录[11，12]。

谷胱甘肽-S-转移酶P1（glutathione s-transfer-

ase P1，GSTP1）是谷胱甘肽硫转移酶（GST）家族中

的pi类，是近期国内外研究最广泛的蛋白，是肿瘤

的抑制基因，具有消除潜在毒性的外源性物质、代

谢多种致癌化合物的作用，保护细胞免受DNA损伤

和癌变[13，14]。研究表明[15]，具有AhR拮抗作用的白

藜芦醇可以抑制PM2.5中的可提取有机物引发的氧

化应激，减弱GSTP1的表达，GSTP1同Nrf2之间存

在功能性相互作用；克百威可以影响对Nrf2的信号

传导，暴露于克百威后，Nrf2 和 GSTP1 的表达下

降[16]。而BaP在HepG2细胞中是否影响GSTP1的表

达，以及是否与影响AhR或Nrf2通路有关的研究鲜

有报道，因此本实验采用Western Blot和qPCR法检

测BaP通过AhR及Nrf2两条信号通路调节HepG2

细胞中GSTP1表达的分子机制，为研究BaP的致癌

机制提供一定的实验参考依据，为以GSTP1为靶点

的抗癌药提供新思路。

1 材料与方法

1.1 细胞株

人肝癌细胞株（HepG2）（北京协和基础医学研

究所）。

1.2 主要试剂与仪器

1.2.1 仪器 垂直电泳仪（型号：HE99X-15-1.5）购

自美国Hoefer公司；红外荧光扫面系统（型号：Od-

yssey CLx）购自美国 LICOR 公司；金属浴（型号：

OSE-DB-01）购自北京天根生化公司；台式高性能

离心机（型号：ST16R）、二氧化碳培养箱（型号：Her-

aeus HERA cell 150i）和荧光实时定量PCR仪（型号：

Thermo-Forma-702）购自美国Thermo Fisher公司。

1.2.2 试剂 DMEM培养基（批号：11965118）和灭

活胎牛血清（批号：10100147）购自美国Gibco公司；

胰蛋白酶（批号：2326508）购自美国 Sigma 公司；

AhR（批号：ab190797、CYP1A1（批号：ab235185）、

Nrf2（批号：ab62352）、HO- 1（批号：ab52947）、

GSTP1（批号：ab138491）、β-actin（批号：ab8226）抗

体购自美国 Abcam 公司；AhR 抑制剂 CH-223191

（批号：301326-22-7）和Nrf2抑制剂ML-385（批号：

846557-7-19）购自上海源叶生物科技有限公司；

RIPA裂解液（批号：P0014B）和蛋白浓度测定试剂

盒（货号：183056）购自碧云天生物技术有限公司；

5×loading buffer（SDS-PAGE）蛋白上样缓冲液（批

号：103023）、甘氨酸（批号：15121223）和Tris（批号：

G1262）购自北京普利莱基因技术有限公司；TEMED

（批号：15021392）购自迈新生物技术开发有限公

司；Rever Tra Ace q PCR RT Kit（批号：K1622）购自

美国Thermoscientific 公司；SYBR Green试剂盒（批

号：QPK-201）购自日本TOYOBO公司；RNA simple

Total RNA Kit（批号：DP419）购自中国天根生化公司。

1.3 细胞培养

将HepG2细胞培养于含10%FBS、100 IU/mL链

霉素和100 IU/mL青霉素的DMEM培养基中，置于

37 ℃、体积分数5%的CO2培养箱中。显微镜下观

察细胞生长状态，当细胞长至铺满培养瓶底80%~

90%时，进行后续实验。

1.4 BaP及抑制剂处理HepG2细胞

取HepG2细胞接种于六孔板，分为Control组、

tor group(P < 0.05). Conclusions BaP can increase the expression of GSTP1 through AhR and Nrf2 signaling pathways, and

Nrf2 signaling pathwaymay dominate the expression of GSTP1.

【Keywords】Benzo[a]pyrene; Aryl hydrocarbon receptor; Subcellular localization of nuclear factor E2-related factor

2; Glutathione-S-transferases P1; Grug metabolizing enzyme
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BaP 组（10 μmol/L）、BaP（10 μmol/L）+AhR 抑制组

（1μmol/L），通过以上分组观察BaP通过AhR对GSTP1

的影响。将细胞分为Control组、BaP组（10 μmol/L）、

BaP（10 μmol/L）+Nrf2抑制组（1 μmol/L）[17]，观察BaP

通过Nrf2对GSTP1的影响。将细胞分为Control组，

BaP 组（10 μmol/L）、BaP（10 μmol/L）+AhR 抑制组

（1 μmol/L）[18]、BaP（10 μmol/L）+Nrf2抑制组（1 μmol/L），

观察BaP影响HepG2细胞中GSTP1表达的较为主要

通路。分别检测AhR、CYP1A1、Nrf2、HO-1和GSTP1

的mRNA和蛋白表达情况，重复实验3次。

1.5 实时荧光定量PCR（qPCR）法检测mRNA表达

收集各组细胞，按照说明书裂解细胞提取总

RNA，检测RNA样品的含量，逆转录为cDNA。将

cDNA和相关试剂混合均匀配成20 μL反应体系，反

应结束后，对所得数据进行比较分析，目标基因的

相对定量用2-ΔΔCT计算。引物序列见表1。

1.6 Western Blot检测蛋白水平

提取全蛋白，用BCA（bicinchonininc acid）法测

定蛋白质浓度。取约20 μg蛋白样品进行SDS-PAGE

电泳120 min分离蛋白后转移到PVDF膜，在封闭液

中于室温封闭1 h，依次加入一抗，4 ℃孵育过夜，次

日取出条带，二抗室温避光孵育1 h，Odyssey红外荧

光扫描系统进行扫膜。结果用Image J软件进行分

析统计，以目标蛋白与内参β-actin条带的灰度比值

作为目标蛋白的相对表达水平。

1.7 统计学方法

采用GraphPad Prism7.0软件分析，符合正态分

布的计量资料数据均以（x±s）表示。检验水准为

α＝0.05，P < 0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 BaP通过AhR信号通路激活GSTP1

BaP通过AhR信号通路影响GSTP1的表达如图

1所示。与Control 组相比，BaP组的AhR、CYP1A1

和GSTP1的mRNA和蛋白的表达均升高，差异具有

统计学意义（P＜0.05）；与BaP组相比，BaP+AhR抑

制剂组的AhR、CYP1A1和GSTP1的mRNA和蛋白的

表达均降低，差异具有统计学意义（P＜0.05）。

基因

GSTP1

AhR

CYP1A1

Nrf2

HO-1

β-actin

Forward
primer
Reverse
primer
Forward
primer
Reverse
primer
Forward
primer
Reverse
primer
Forward
primer
Reverse
primer
Forward
primer
Reverse
primer
Forward
primer
Reverse
primer

引物序列（5’—3’）

5’-CATCTACACCAACTATGAGGCG-3’

5’-AGCAGGGTCTCAAAAGGCTTC-3’

5’-CTTAGGCTCAGCGTCAGTTAC-3’

5’-CGTTTCTTTCAGTAGGGGAGGAT-3’

5’-ACATGCTGACCCTGGGAAAG-3’

5’-GGTGTGGAGCCAATTCGGAT-3’

5'-TCCAGTCAGAAACCAGTGGAT-3'

5'-GAATGTCTGCGCCAAAAGCTG-3'

5'-AAGACTGCGTTCCTGCTCAAC-3'

5'-AAAGCCCTACAGCAACTGTCG-3'

5’-TTAGCACCCCTGGCCAAG-3’

5’-CTTACTCCTTGGAGGCCAT-3’

表1 引物序列
Tab.1 Primer sequence

图1 BaP通过AhR对GSTP1基因和蛋白表达影响
Fig. 1 Effect of BaP on the expression of GSTP1 gene and protein through AhR

（A：蛋白表达情况；B：AhRmRNA表达统计图；C：CYP1A1mRNA表达统计图；D：GSTP1mRNA表达统计图；E：AhR蛋白表达统计
图；F：CYP1A1蛋白表达统计图；G：GSTP1蛋白表达统计图 *P＜0.05，**P＜0.01，***P < 0.001，n = 3）

（A: Protein expression; B: AhR mRNA expression statistics; C: CYP1A1 mRNA expression statistics; D: GSTP1 mRNA expression
statistics; E: AhR protein expression statistics; F: CYP1A1 protein expression statistics; G: GSTP1 protein expression statistics *P＜0.05，
**P＜0.01，***P < 0.001，n= 3）
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2.2 BaP通过Nrf2信号通路激活GSTP1

BaP通过Nrf2信号通路影响GSTP1的表达如图

2所示。与Control 组相比，BaP组的Nrf2、HO-1和

GSTP1的mRNA和蛋白的表达均升高，差异具有统

计学意义（P＜0.05）；与BaP组相比较，BaP+Nrf2抑

制剂组的Nrf2、HO-1和GSTP1的mRNA和蛋白的表

达均降低，差异具有统计学意义（P＜0.05）（见图

2）。

2.3 BaP通过AhR、Nrf2信号通路对GSTP1的影响

BaP通过AhR和Nrf2两条信号通路调控GSTP1

的表达。与Control组相比，BaP组GSTP1的mRNA

和蛋白的表达均升高，差异具有统计学意义（P＜0.05）；

与BaP组相比较，BaP+AhR抑制剂组和BaP+Nrf2抑

制剂组GSTP1的表达均降低，差异具有统计学意义

（P＜0.05），其中与BaP+AhR抑制剂组相比，BaP+

Nrf2抑制剂组GSTP1表达降低，差异具有统计学意

义（P < 0.05）（见图3）。

3 讨论

药物代谢酶广泛存在于自然界，其中I相药物

代谢酶主要发挥氧化作用，II相药物代谢酶主要发

挥结合作用，III相酶系统由各种ABC转运蛋白家族

组成，药物代谢酶均参与药物和异生物质及其代谢

物的代谢作用[2~4]。

BaP是一种化学类环境污染物，常见于大气、烟

草烟雾、汽车尾气和熏烤制食物，长时间接触BaP会

造成癌症、免疫抑制和致畸等各种不良影响[19]。本

实验中BaP可以激活AhR-XRE和Nrf2-ARE通路，增

加AhR、Nrf2、CYP1A1、HO-1和GSTP1的mRNA蛋

白的表达，差异具有统计学意义（P < 0.05）。BaP在

体内的代谢往往是个复杂的过程，BaP可激活AhR

进而激活I相酶和II相酶的转录[5，10]，BaP在体内代

谢的同时可引起氧化应激反应，激活II相代谢酶的

转录[11，12]。

GSTs由一组同工酶组成，药物、食物、环境污染

物等外源性物质影响其在体内的表达[20]。GSTP1是

GSTs中的pi类，GSTP1具有广泛的生理功能，可参

图2 BaP通过Nrf2对GSTP1基因和蛋白表达影响
Fig. 2 Effect of BaP on the expression of GSTP1 gene and protein through Nrf2

（A：蛋白表达情况；B：Nrf2 mRNA表达统计图；C：HO-1mRNA表达统计图；D：GSTP1mRNA表达统计图；E：Nrf2蛋白表达统计图；
F：HO-1蛋白表达统计图；G：GSTP1蛋白表达统计图*P＜0.05，**P＜0.01，***P < 0.001，n =3）

（A: Protein expression; B: Nrf2 mRNA expression statistics; C: HO-1mRNA expression statistics; D: GSTP1 mRNA expression statis-
tics; E: Nrf2 protein expression statistics; F: HO- 1 protein expression statistics; G: GSTP1 protein expression statistics *P＜0.05，
**P＜0.01，***P <0.001，n =3）

图3 BaP通过AhR、Nrf2对GSTP1基因和蛋白表达影响
Fig. 3 Effect of BaP on the expression of GSTP1 gene and protein through AhR and Nrf2

（A：蛋白表达情况；B：GSTP1mRNA表达统计图；C：GSTP1蛋白表达统计图 *P＜0.05，**P＜0.01，***P < 0.001，n=3）
（A: Protein expression; B: GSTP1mRNA expression statistics; C: GSTP1 protein expression statistics *P＜0.05，**P＜0.01，***P <0.001，n=3）
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与代谢、解毒、调节氧化应激、保护细胞免受DNA损

伤和癌变等功能[21，22]。GSTP1可通过促进亲电中心

与亲脂化合物结合，减轻外源性药物和氧化应激产

物对人体的危害，抑制胶质细胞瘤的增殖[23]；GSTP1

可将不稳定的分子转化为稳定分子来减轻氧化应

激对机体的伤害，影响肝细胞癌的增殖和转移[24]；

GSTP1还可以消除烟草中的致癌物，在正常细胞和

癌细胞中均可发挥清除有毒物质的作用[25，26]。GSTP1

作为一种II相药物代谢酶，在机体的代谢、解毒和抗

氧化中起着重要的调节作用，在治疗癌症和维持抗

肿瘤药物的活性同样必不可少，GSTP1是机体维持

健康运转必不可少的关键调节蛋白。

Zhang等[27]认为BaP通过AhR通路增加GSTP1

蛋白的表达，而Nguyen等[28]认为BaP通过Nrf2信号

通路增加GSTP1蛋白的表达，AhR和Nrf2两条信号

通路可能有一定的交互作用，在BaP代谢过程中可

以通过AhR直接激活Nrf2的表达，或通过代谢所产

生ROS激活抗氧化通道，Nrf2也可以通过调节AhR

及下游CYP代谢酶的表达来影响脂肪分化[29]。

本实验探究BaP通过AhR和Nrf2信号通路对

GSTP1药物代谢酶的调节作用，根据实验室前期研

究选择10 μmol/L的BaP作为实验浓度。实验结果

表明 BaP 可通过 AhR 和 Nrf2 两条信号通路调控

HepG2细胞中GSTP1的表达，可能主要以Nrf2信号

通路调控GSTP1的表达。GSTP1在多种癌症类型的

发生和发展及机体氧化应激中起着关键的作用。

本实验可以为研究BaP的致癌机制提供一定理论依

据和实验基础，为针对GSTP1新药的研究和临床治

疗方法的改善提供一定的依据，也为寻找GSTP1防

治肿瘤的研究提供了一定的理论基础，后续将继续

进行GSTP1与肝癌相关的研究，寻找GSTP1影响肝

癌发生发展的相关机制和信号通路。
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发现，两组治疗前后及组间AST、ALT、BUN、Cr比较

差异均无统计学意义，另外，两组患儿虽均出现少

数不良反应，但症状较为轻微，总发生率差异无

统计学意义。这表明五虎汤合葶苈大枣泻肺汤联

合头孢曲松不会对支气管肺炎患儿的肝肾功能产

生较大影响，且不良反应较少，安全可靠。

综上所述，五虎汤合葶苈大枣泻肺汤联合头孢

曲松治疗可有效缓解支气管肺炎患儿的临床症状，

降低CRP等炎症因子水平，对肝肾功能无显著影

响，且不良反应少。
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