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基于 Nrf2/ROS信号通路探讨岩藻多糖对
食管癌细胞增殖的抑制作用

马永超，程　琦，吴　华，陆　琼，金少举*

（漯河医学高等专科学校，河南漯河 462002）

摘　要：目的：探讨岩藻多糖对食管癌增殖的影响，并分析其机制。方法：MTT法分析细胞增殖抑制率，Hoechst
33258染色和流式细胞术检测细胞凋亡，DCFH-DA探针检测 ROS水平，Western blot法分析 Nrf2、HO-1、NQO-
1、Bcl-2、Bax、caspase-3水平，研究岩藻多糖对细胞增殖以及 Nrf2/ROS信号通路的影响。裸鼠成瘤实验验证岩

藻多糖对瘤体的瘤重、瘤体积及 Nrf2、HO-1、NQO-1水平的影响。结果：1~16 µg/mL岩藻多糖极显著抑制

ECA109细胞增殖，48 h IC50 为 3.26 µg/mL。与对照组（0.1% DMSO）相比，1、2、4 µg/mL岩藻多糖处理后的

ECA109细胞出现核凝聚、染色质不规则收缩、凋亡小体等明显的凋亡特征，（极）显著促进 ECA109细胞凋亡，

极显著下调 Bcl-2表达水平，极显著上调 Bax、Cleaved-caspase-3表达水平，极显著增加 ROS水平，极显著降低

Nrf2、HO-1、NQO-1蛋白水平（P<0.05，P<0.01）；Nrf2过表达能显著下调岩藻多糖抑制 ECA109细胞增殖效

果，显著下调 ROS水平，显著上调 Nrf2、HO-1、NQO-1蛋白水平（P<0.05）。体内实验显示，50、100 mg/kg岩
藻多糖极显著抑制瘤体体积、瘤体质量，下调瘤体 Nrf2、HO-1、NQO-1水平（P<0.05）。结论：岩藻多糖抑制

ECA109细胞增殖，对体内移植瘤抑瘤效果显著，其机制与调控 Nrf2/ROS信号通路有关。
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Inhibition of Proliferation of Esophageal Cancer Cells by Fucoidan
Based on Nrf2/ROS Signaling Pathway

MA Yongchao，CHENG Qi，WU Hua，LU Qiong，JIN Shaoju*

（Luohe Medical College, Luohe 462002, China）

Abstract：Objective:  To explore the effect  of  fucoidan on esophageal  cancer  and analyze its  mechanism. Methods:  MTT
assay was used to analyze the inhibition rate of cell proliferation, Hoechst33258 staining and flow cytometry were used to
detect cell apoptosis, and DCFH-DA probe was used to detect ROS level, and Western blot was used to analyze levels of
Nrf2,  HO-1,  NQO-1,  Bcl-2,  Bax  and  caspase-3,  which  were  used  to  observe  its  effects  on  fucoidan-regulated  cell
proliferation  and  Nrf2/ROS  signaling  pathway.  The  tumor  formation  experiment  in  nude  mice  verified  the  effects  of
fucoidan on tumor weight, tumor volume and levels of Nrf2, HO-1 and NQO-1 in nude mice. Results: The proliferation of
ECA109 cells was significantly inhibited by fucoidan from 1 to 16 µg/mL, and the IC50 was 3.26 µg/mL at 48 h. Compared
with  the  control  group  (0.1%DMSO),  ECA109  cells  treated  with  1,  2,  and  4  µg/mL fucoidan  showed  obvious  apoptotic
characteristics,  such  as  nuclear  condensation,  irregular  chromatin  contraction  and  apoptotic  bodies,  which  (extremely)
significantly promoted the apoptosis  of  ECA109 cells  and significantly down-regulated the expression level  of  Bcl-2.The
expression levels of Bax and Cleaved-caspase-3 were significantly increased, ROS levels were significantly increased, and  
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Nrf2,  HO-1,  and  NQO-1  protein  levels  were  significantly  decreased  (P<0.05,  P<0.01).  Nrf2  overexpression  could
significantly down-regulate the inhibitory effect of fucoidan on ECA109 cell proliferation, significantly down-regulate ROS
levels, and significantly up-regulate Nrf2, HO-1, NQO-1 protein levels (P<0.05). In vivo experiments showed that 50 mg/kg
and 100 mg/kg of fucoidan significantly inhibited tumor volume and mass,  and down-regulated the levels of  Nrf2,  HO-1
and NQO-1 in tumors (P<0.05). Conclusion: Fucoidan inhibits the proliferation of ECA109 cells and has significant anti-
tumor effect on transplanted tumor in vivo, and its mechanism is related to the regulation of Nrf2/ROS signal pathway.

Key words：fucoidan；Nrf2/ROS signal pathway；esophageal cancer；cell proliferation；transplanted tumor

食道癌（Esophageal cancer，EC）是最常见、最致

命的恶性肿瘤之一，虽然治疗技术有所改进，但

EC患者的预后仍然不佳[1]。此外，由于频繁的局部

侵袭和远处转移，食管癌的 5年生存率很低，约为

10%[2]。已有的研究显示，活性氧（ROS）在包括癌症

在内的多种疾病中发挥重要作用[3]，高水平的 ROS
可以增强氧化应激，增加肿瘤组织辐射、化疗敏感

性[4]。而 ROS与转录因子 NF-E2相关因子 2（Nrf2）
之间存在一定的联系，可以通过调控下游血红素加氧

酶-1（HO-1）、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）

和醌氧化还原酶-1（NQO-1）水平控制氧化应激[5−7]。

因此，通过调控 Nrf2/ROS信号通路对癌症的治疗具

有一定的意义。

岩藻多糖是从海带等海洋海藻中提取的岩藻糖

胶提取物，具有多维抗癌活性，并且已被发现对正常

细胞无毒[8]。岩藻多糖主要成分为 α-L-岩藻糖，含量

为 34%~44%，其他单糖组成包括半乳糖、木糖、甘露

糖、糖醛酸等[9]。作为膳食补充剂和传统药物，能与

多种癌症相关的细胞信号通路相互作用，包括 PI3K/
AKT，MAPK和 caspase信号通路，抑制癌细胞增

殖、迁移和侵袭，诱导细胞凋亡[10]。鉴于上述功能，

岩藻多糖可能是对抗食管癌的潜在候选者[11]。尽管

关于岩藻多糖抗癌活性的报道较多，但它们对诱导细

胞凋亡的机制的影响，包括食管癌或任何肿瘤系统中

的 Nrf2/ROS干扰，研究甚少。本研究重点分析岩藻

多糖对食管癌细胞增殖、凋亡的影响，并分析岩藻多

糖和 Nrf2/ROS信号通路在调节食管癌细胞增殖和

凋亡中的作用，为岩藻多糖的开发提供依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

人食管癌 ECA109细胞系　齐氏生物科技有限

公司；BALB/c裸鼠 90只 SPF级 5~6周龄，雄性，体

重（16~20 g）　中国科学院上海动物实验中心，动物

合格证号 SCXK（沪）2017-0005。标准动物房饲养，

温度（22±5） ℃，湿度 57%±8%，光暗交替各 12 h，自
由获得标准的饲料和水。本研究动物实验均经漯河

医学高等专科学校动物实验伦理委员会批准（伦理编

号：20220009）；岩藻多糖（纯度 93%）　南京景竹生

物科技有限公司；兔抗人 Nrf2、HO-1、NQO-1、Bcl-
2、Bax、caspase-3抗体、HRP标记的羊抗兔 IgG二

抗　美国 Sigma公司；pcDNA3.1-Nrf、对照质粒

pcDNA3.1　上海吉玛制药有限公司。

CB-S170 CO2 培养箱　德国 Binder公司；DMIL
LED倒置荧光显微镜　德国徕卡公司；ELx800全自

动酶标仪　美国 BioTek公司；BIO-RAD伯乐电泳

成像系统　美国 BIO-RAD公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   细胞培养　细胞在补充有 10% FBS和 1%青

霉素/链霉素的 DMEM中于 37 ℃ 和 5% CO2 条件

下培养。 

1.2.2   MTT法检测细胞抑制率　将 ECA109细胞

（4×103 个细胞/孔）接种到 96孔板中，贴壁后，37 ℃
下用不同浓度（0、0.5、1、2、4、8、16 µg/mL）的岩藻

多糖处理细胞。另设阳性对照组（2  mg/L，顺铂，

DDP）、对照组（0.1% DMSO）和空白对照组（只加培

养基），均孵育 48  h，加入终浓度为 5  mg/mL的

MTT溶液在 37 ℃ 孵育 4 h，DMSO（150 µL/孔）溶

解甲臜晶体。分光光度计在 490 nm波长处检测吸

光度[12]，采用以下公式计算增殖抑制率。

增殖抑制率(%) =
A岩藻多糖或阳性对照组 −A对照组

A对照组 −A空白对照组

×100
 

1.2.3   细胞分组　将 ECA109细胞（2×105 细胞/孔）

接种在 6孔板中，细胞贴壁后，随机分组：对照组

（0.1%DMSO）、岩藻多糖（0、1、2和 4 µg/mL）组。 

1.2.4   Hoechst  33258染色分析细胞凋亡　参照

“1.2.3”分组，处理 48 h后，PBS洗涤 3次，多聚甲醛

（4%）室温固定 15 min，100 µL 0.5 µg/mL Hoechst
33258溶液染色 15 min。采用荧光显微镜随机选择

的视野中观察染色的细胞。细胞核浓缩和破碎即为

凋亡细胞[13]。 

1.2.5   流式细胞术检测细胞凋亡　参照“1.2.3”分
组，处理 48 h。PBS洗涤 3次，5 μL Annexin V-FITC
和 5 μL PI避光孵育 15 min，使用流式细胞仪检测细

胞凋亡，计算细胞凋亡率。细胞凋亡率（%）=早期凋

亡率（%）+晚期凋亡率（%）[14]。 

1.2.6   Western blot检测Bcl-2、Bax、caspase-3、Nrf2、

HO-1、NQO-1蛋白水平　参照“1.2.3”分组，处理

48 h。采用含有蛋白酶抑制剂的裂解液裂解细胞，并

提取总蛋白，BCA试剂盒定量。在 10%十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，将蛋白质转移到

聚偏二氟乙烯（PVDF）膜上，5% BSA封闭 1 h，加入

Bcl-2（1:2000）、Bax（1:10000）、caspase-3（1:1000）、
Nrf2（1:2000）、HO-1（1:2000）、NQO-1（1:10000）抗
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体，4 ℃ 孵育过夜。TBST洗膜 3次，加入相应的羊

抗兔抗体（1:1000），室温下反应 1 h，TBST冲洗膜

3次。采用 Image J分析软件进行分析，目的蛋白与

GAPDH灰度值的比值表示目的蛋白的相对含量[15]。 

1.2.7   DCFH-DA法检测ROS水平　参照“1.2.3”分组，

处理 48 h。将细胞与含有 10 μmol/L DCFH-DA的

无血清培养基在 37 ℃ 下孵育 20 min，然后用无血清

培养基洗涤两次以去除细胞外 DCFH-DA。倒置荧

光显微镜下拍照分析，荧光酶标仪检测荧光强度[16]。 

1.2.8   细胞转染及分组处理　将 ECA109细胞（2×
105 细胞/孔）接种在 6孔板中，细胞贴壁后，依据实验

需要设置 5组，包括：对照组、pcDNA3.1-Nrf2组、

pcDNA3.1组、岩藻多糖组、岩藻多糖+pcDNA3.1-
Nrf2组 。 依 据 分 组 采 用 Lipofectamine  2000将

pcDNA3.1-Nrf2、pcDNA3.1分别转染至 ECA109细

胞 [17]，转染 6  h后 ，对照组、 pcDNA3.1-Nrf2组、

pcDNA3.1组只加新鲜培养基，而岩藻多糖组、岩藻

多糖+pcDNA3.1-Nrf2组加入终浓度为 4 μg/mL的

岩藻多糖，均继续处理 48 h，Western blot实验检测

Nrf2、HO-1、NQO-1蛋白水平，MTT法分析抑制率，

DCFH-DA荧光探针分析 ROS水平。 

1.2.9   裸鼠急性毒性实验　预实验摸索岩藻多糖最

小剂量（Dm）和最大剂量（Dn），采用等比数列（药物

浓度比值 r=0.70）设置 5组（n=10），腹腔注射，隔日

一次，持续 14 d。SPSS 21.0软件计算 LD50
[18]。 

1.2.10   移植瘤实验　裸鼠随机分为模型组（生理盐

水）、岩藻多糖组（50、100 mg/kg）、顺铂组（20 mg/kg，
预实验获得）。将 0.2 mL含 3×107 个 ECA109细胞

接种到 BALB/c裸鼠的侧腹，每组 6只。肿瘤达到

100~200 mm3 时，认为移植瘤造模成功。参照分组

给药剂量进行腹腔给药（1次/2 d），游标卡尺评估肿

瘤大小。肿瘤体积（mm3）=宽度（mm）2×长度（mm）/
2。第 21 d，裸鼠给予安乐死，并进行解剖、拍照和称

重 [19]。参照“1.2.6”提取总蛋白，并采用 Western
blot分析肿瘤中的 Nrf2、NQO1与 HO-1水平。 

1.3　数据处理

SPSS 21.0软件进行统计学分析，采用单因素方

差分析，组间比较采用 LSD-t法，P<0.05为有统计学

差异。 

2　结果与分析 

2.1　岩藻多糖对 ECA109细胞给药浓度的筛选

为了检测岩藻多糖对细胞增殖的影响，采用

MTT法检测了吸光度，并计算增殖抑制率。结果表

明，0.5、1、2、4、8、16 µg/mL岩藻多糖以剂量依赖

的方式抑制 ECA109细胞系的细胞增殖（图 1）。处

理 48 h后，岩藻多糖对 ECA109细胞系的 IC50 值

为 3.26 µg/mL。因此选择岩藻多糖浓度为 1、2和

4 µg/mL进行后续实验。
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图 1    岩藻多糖对 ECA109细胞增殖抑制效果
Fig.1    Inhibition effect of fucoidan on proliferation

of ECA109 cells
注：与对照组比较，**P<0.01。

  

2.2　岩藻多糖对 ECA109细胞凋亡的影响

本研究中，采用 Hoechst 33258染色法检测岩藻

多糖处理的 ECA109细胞的形态学变化。与对照组

相比，荧光显微镜下观察到岩藻多糖处理后的 ECA-
109细胞出现核凝聚、染色质不规则收缩、凋亡小体

等明显的凋亡特征[20]（图 2A）。流式细胞术分析进一

步显示，岩藻多糖能显著提高细胞凋亡率，且呈剂量

依赖性（图 2B、2C）。在岩藻多糖刺激的 ECA109细

胞中，caspase-3切割（cleaved）活化之后生的成 Clea-
ved-caspase-3显著增加（P<0.01），说明岩藻多糖促进

了 ECA109细胞凋亡，同时，Bcl-2表达水平降低，Bax
表达水平升高，进一步说明岩藻多糖可以通过调节细

胞凋亡相关蛋白水平诱导细胞凋亡（图 2D、2E）。 

2.3　岩藻多糖对 ECA109细胞 ROS水平及 Nrf2/ROS
信号通路的影响

细胞内活性氧正常情况下保持着平衡[21]，而在

受到凋亡刺激下活性氧水平会增高，影响细胞正常活

动而破坏细胞结构 [22]。为观察岩藻多糖对 ECA-
109细胞的氧化应激影响，本研究检测了 ECA109细

胞中 ROS的水平。如图 3A、3B所示，1、2、4 µg/mL
岩藻多糖处理 ECA109细胞 48 h ROS的水平极显

著增加（P<0.01），说明岩藻多糖会以浓度依赖的方式

影响细胞内 ROS的水平。
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图 2    岩藻多糖对 ECA109细胞凋亡的影响

Fig.2    Effect of fucoidan on apoptosis of ECA109 cells
注：A：Hoechst 33258染色检测细胞凋亡；B~C：流式细胞术检测细胞凋亡；D~E：Western blot检测蛋白质表达水平；与对照组比
较，**P<0.01。
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图 3    岩藻多糖对 ECA109细胞 ROS水平及 Nrf2/ROS信号通路的影响

Fig.3    Effects of fucoidan on ROS levels and Nrf2/ROS signaling pathway in ECA109 cells
注：A~B：DCFH-DA探针检测 ROS水平；C~D：Western blot检测蛋白质表达水平；与对照组比较，**P<0.01。
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Nrf2是研究最多的细胞防御氧化应激的信号通

路[23]，当 ROS水平升高时，Nrf2与其抑制剂 Keap1

解离，进入细胞核[24]，通过 HO-1启动下游蛋白的表

达 ，抵抗氧化应激 [25]。Western  blot实验分析 ，

ECA109细胞暴露于不同浓度的岩藻多糖 48 h后，

Nrf2、HO-1、NQO-1蛋白水平显著降低（图 3C、3D），

表明岩藻多糖能通过抑制 ECA109细胞中的 Nrf2/

ROS 信号通路来激活氧化应激，导致细胞损伤，并诱

发 ECA109细胞凋亡。 

2.4　Nrf2过表达对 ECA109细胞增殖的影响

Nrf2是一种细胞保护性转录因子，对细胞或组

织具有一定的保护作用[26]，可以使正常细胞和癌细胞

免受氧化损伤[27]，这意味着它可以抑制恶性转化，同

时也会对治疗产生耐药性[28]。本研究中，与对照组比

较，pcDNAG3.1组 Nrf2表达水平无统计学差异

（P>0.05），pcDNAG3.1-Nrf2组 Nrf2表达水平显著

增加（图 4A、4B，P<0.05），说明 pcDNAG3.1-Nrf2转

染是成功的；与对照组比较，岩藻多糖组（4 μg/mL）和

岩藻多糖（4 μg/mL）+pcDNAG3.1-Nrf2组增殖抑制

率显著增加 （P<0.01） （图 4C） ，与岩藻多糖组

（4 μg/mL）比较，岩藻多糖（4 μg/mL）+pcDNAG3.1-
Nrf2组抑制率显著降低（P<0.05），说明 Nrf2过表达

影响了岩藻多糖对 ECA109细胞抑制效果。而且与

岩藻多糖组（4 μg/mL）比较，Nrf2、NQO1与 HO-1
水平显著上调（P<0.05）（图 4F、4G），ROS水平显著

下调（图 4D、4E），这也说明 Nrf2表达水平参与了岩

藻多糖对 ECA109细胞的调控，并影响 ROS水平。 

2.5　裸鼠急性毒性实验

SPSS21.0软件分析显示，伴随岩藻多糖浓度的

增加，裸鼠死亡率增加（表 1），裸鼠体内实验 LD50

为 973.96 mg/kg，95%可信限为 783.86~1173.00 mg/
 

表 1    急性毒性实验

Table 1    Acute toxicity test

剂量（mg/kg） 死亡数 死亡率（%）

435 0 0
622 2 20
888 5 50
1268 6 60
1812 10 100
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图 4    Nrf2过表达对 ECA109细胞凋亡的影响

Fig.4    Effect of Nrf2 overexpression on apoptosis of ECA109 cells
注：A~B：Nrf2水平比较；C：抑制率比较；D~E：荧光强度比较；F~G：Western blot检测蛋白质表达水平；与对照组比较，**P<0.01；
与岩藻多糖组比较，#P<0.05。
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kg。后续选择 LD50 的 1/20、1/10，即 50、100 mg/kg
进行实验，而且其毒性会变小，能进行正常的实验。 

2.6　岩藻多糖抑制食管癌肿瘤的增长

肿瘤细胞的增殖和过度生长被证明是由于

Nrf2的过度激活而发生的[29]，可以防止癌细胞经历

细胞凋亡和死亡，从而使其对化学疗法或放射疗法产

生拮抗[30]。本研究中，与模型组比较，第 14、21 d，顺

铂组、岩藻多糖组（50、100 mg/kg）肿瘤体积显著下

调（图 5A，P<0.01），肿瘤质量极显著降低（图 5B），

Nrf2、HO-1与 NQO-1水平极显著下调（图 5C、5D，

P<0.01），说明岩藻多糖在体内能增强氧化应激，抑制

肿瘤增殖。 

3　讨论与结论
本研究重点主要分析岩藻多糖对食管癌细胞及

肿瘤组织的影响，并分析其机制。其中，1~16 µg/mL
岩藻多糖能显著抑制 ECA109细胞增殖，显著促进

ECA109细胞凋亡，其原因可能是通过调节凋亡相关

蛋白水平发挥作用，包括 Bcl-2、Bax和 Cleaved-cas-
pase-3。体内实验也显示，50、100 mg/kg岩藻多糖

抑制瘤体体积、瘤体质量，这些都能说明岩藻多糖对

食管癌细胞和肿瘤组织具有较好的抑制作用。

有研究显示，Nrf2通过其靶向基因对转化的恶

性细胞具有促癌作用，通过刺激 SOD1、CAT、HO-1
等基因的表达，参与保护癌细胞免受内在或外在氧化

应激的影响[31]。在癌前病变或癌细胞中，Nrf2引起

代谢改变，例如无氧糖酵解、改变戊糖磷酸途径和脂

肪酸生物合成等，还可以通过增强抗凋亡基因 Bcl-2
以及增殖基因 CDCA4的表达而导致癌细胞的增殖

和细胞凋亡的抑制[32]。已有文献证明了 Nrf2在各

种恶性肿瘤、神经退行性疾病、心血管疾病、衰老、

炎症或光氧化应激中的防御作用[33]。本研究中，1、
2、4 µg/mL岩藻多糖处理后的 ECA109细胞中 ROS
水平显著上调，Nrf2、HO-1、NQO-1蛋白水平显著

降低，说明岩藻多糖可能是通过调控 Nrf2/ROS信号

通路发挥抗癌作用。而且通过 Nrf2过表达实验能进

一步证明上述的观点，其中 Nrf2过表达能下调岩藻

多糖抑制 ECA109细胞增殖效果，下调 ROS水平，

上调 Nrf2、HO-1、NQO-1蛋白水平。同样，体内实

验也显示，岩藻多糖能下调瘤体 Nrf2、HO-1、NQO-
1水平，也说明了岩藻多糖拮抗食管癌的机制。

综上所述，岩藻多糖能通过抑制 Nrf2/ROS信号

通路上调 ROS水平，并对食管癌 ECA109细胞造成

损伤，抑制细胞增殖，诱导细胞凋亡。同样体内实验

中，岩藻多糖能增强氧化应激，抑制肿瘤组织增殖，这

些都为岩藻多糖的开发提供依据，同时也为食管癌疾

病的研究提供参考。
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