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Nrf2 基因敲除小鼠的饲养繁殖及基因型鉴定
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摘摇 要:摇 目的摇 繁殖和鉴定 Nrf2 基因敲除小鼠。 摇 方法摇 将引进的杂合子小鼠进行饲养并繁殖,繁殖成功

的子代有 3 种基因型小鼠,即野生型、杂合子以及纯合子小鼠,从繁殖成功的小鼠尾巴中提取基因组 DNA,用 PCR
法鉴定小鼠的基因型。 摇 结果摇 Nrf2 杂合子小鼠的繁殖和饲养均获得成功,亦获得了较多的基因敲除纯合子小

鼠。 摇 结论摇 正确的饲养繁殖以及鉴定方法是从杂合子中获得 Nrf2 基因敲除纯合子小鼠的有效途径。
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Breeding,Reproducing,and Identifying Nrf2 Knockout Mice
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Chinese Medicine,Nanjing,Jiangsu 210028,China)

Abstract:摇 Objective摇 To breed and identify Nrf2 knockout mice. 摇 Methods摇 Nrf2 knockout mice were bred and repro鄄
duced according to Mendel law. Genomic DNA was extracted from the mice tails and subjected to PCR for genotype identification.
Results摇 The experimental model for Nrf2 knockout mice was successfully established and more Nrf2 knockout mice were repro鄄
duced. 摇 Conclusion摇 The polymerase chain reaction experiment can succeed in distinguishing different genetic Nrf2 gene of
phenotype. Furthermore,it can lay out a solid foundation to further study of Nrf2 knockout mice related model.
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摇 摇 Nrf2 可保护肺脏、肝脏、消化道、神经系统和心

血管系统等多种器官或组织,如肺纤维化和急性肺

损伤、肺气肿、哮喘、阿尔茨海默病、帕金森病、脑缺

血、老化和心血管疾病、炎症、狼疮样自身免疫性肾

炎和黄斑变性等[1]。 Nrf2 的这种广谱特性使 Nrf2
对于多器官疾病具有巨大的治疗潜力。 随着 Nrf2
研究的进一步加深,多器官保护剂 Nrf2 的应用模式

也不断进步,从而使器官损伤的预防研究成为热门,
所以该小鼠的应用近年来世界各国呈逐年增加的趋

势,本文对 Nrf2 基因敲除小鼠的饲养、繁殖及鉴定

方法进行了探讨。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物

摇 摇 Nrf2 基因敲除小鼠从 Johns Hopkins University
引进,在江苏省中医药研究院动物中心繁殖扩群。
1. 2摇 小鼠的饲养和繁殖

实验小鼠均饲养在动物中心的屏障环境中,室
内温度为 20 益 ~26 益,相对湿度 50% ~70% ,噪声

小于 60 dB,氨浓度小于 14 mg / L,光照明暗交替

12 h /天。 环境许可证号为 SCXK(苏) 2007鄄0004。
小鼠所食饲料为江苏省协同医药生物工程有限责任

公司所提供 60Co 辐射饲料,营养成份为:粗蛋白

23郾 0% 、粗脂肪 10% 、粗灰份 6郾 1% 、粗纤维 2郾 1% 、
水份 10郾 1% 、钙 1郾 28% 、磷 0郾 91% 、赖氨酸 1郾 42% 、
蛋氨酸 + 胱氨酸 0郾 67% 、精氨酸 1郾 68% 、组氨酸

0郾 73% 、丙氨酸 +络氨酸 1郾 96% 、苏氨酸 0郾 92% 、亮
氨酸 1郾 98% 、异亮氨酸 0郾 88% 、缬氨酸 1郾 18% 。 生
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产许可证号为苏饲审(2008)01008,饮水为消毒酸

化水,使用的垫料、盒子等一切用具均进行131 益、
5 min高压预真空灭菌。 小鼠的性成熟期为 60 天左

右,母鼠妊娠期为 21 天左右,繁殖采用 1 只雄鼠与

2 只雌鼠同居的方式进行。
1. 3摇 小鼠的基因型鉴定

由于所引进小鼠均为杂合子 Nrf2 基因敲除小

鼠,所以采用 1 只雄鼠与 2 只雌鼠同居的方式进行

繁殖,其子代可能出现基因野生型(Nrf2 + / + )、杂合

子(Nrf2 + / - )以及纯合子(Nrf2 - / - )胚胎 3 种表型,
故需对子代进行基因型鉴定。
1. 3. 1摇 小鼠尾部基因组 DNA 的提取摇 剪取小鼠尾

尖 0. 5 ~ 1. 0 cm,放入 2 mL 离心管中,存放于液氮

中。 参照 Axygen Biosciences 公司组织基因组 DNA
提取 试 剂 盒 操 作 说 明 进 行 抽 提 DNA, 双 蒸 水

(ddH2O)溶解。 测 OD 值,4 益保存。
1. 3. 2摇 PCR 反应及琼脂糖凝胶电泳进行基因型鉴

定摇 (1) 引物设计 (参照 Johns Hopkins Universi鄄
ty) [2]:引物 1:5忆鄄TGG ACG GGA CTA TTG AAG GCT
G鄄3忆(sense for both genotypes);引物 2:5忆鄄CGC CTT
TTC AGT AGA TGG AGG鄄3忆 ( antisense for wild
type);引物 3:5忆鄄GCG GAT TGA CCG TAA TGG GAT
AGG鄄3忆(antisense for LacZ),由上海 Invitrogen 公司

合成,3 种引物按 1颐 1颐 1 混合至 10 滋mol / L。 目的基

因片断长度分别为 750 bp 和 400 bp。 (2) PCR 过

程:反应体系 (下列反应物构成 25 滋L 的反应体

系):2 伊 EasyTaq PCR SuperMix 12. 5 滋L,10 滋mol / L
混合引物 2. 5 滋L,模板 DNA 2. 5 滋L,加 ddH2O
7. 5 滋L补足 25 滋L。 采用 PCR 扩增仪进行循环扩

增:预变性,96 益 2 min;变性,94 益 1 min;退火,
58 益 1 min;延伸,72 益 1 min,共 30 个循环,最后

再延伸 15 min。 (3)电泳鉴定:取 PCR 反应终产物

20 滋L 1%琼脂糖凝胶电泳,溴化乙锭(ethidium bro鄄
mide,EB)作为分子量标记物。 小鼠尾部组织琼脂

糖凝胶电泳基因型片断为:野生型 750 bp;纯合子

400 bp;杂合子 750 bp 和 400 bp,按此基因条带可以

鉴别出各个基因型小鼠。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 小鼠的繁殖情况

摇 摇 Nrf2 基因敲除小鼠纯合子(Nrf2 - / - )全雄小鼠

成功繁殖出子代幼鼠(见图 1)。 每只母鼠妊娠期为

19 ~ 21 天,每胎平均约产 10 ~ 17 只幼鼠,成活

率 > 92% 。

图 1摇 Nrf2 基因敲除小鼠的繁殖摇 A:妊娠期母鼠;B:一日龄

小鼠

Fig. 1摇 The reproduction of Nrf2 knockout mice

2. 2摇 小鼠基因型鉴定结果

子一代鉴定部分结果见图 2,其中 1、5、6 号小

鼠出现一条 400 bp 左右条带,为纯合子;2、3、7 号小

鼠出现 750 bp 和 400 bp 条带,为杂合子;4 号小鼠

出现一条 750 bp 左右条带,为野生型。

图 2摇 Nrf2 基因敲除小鼠基因型的鉴定 摇 1、5、6:纯合子;2、
3、7:杂合子;4:野生型

Fig. 2摇 The identification of Nrf2 knockout mice genotype

3摇 讨摇 摇 论

细胞微环境的稳定是保持细胞正常增殖、分化、
代谢和功能活动的重要条件,微环境成分的异常变

化可使细胞发生病变。 与维持细胞微环境酸碱平衡

的酸碱缓冲对相似,细胞内存在一系列氧化还原缓

冲对来维持细胞氧化还原稳态。 对于正常细胞而

言,细胞氧化水平的增高会导致胞内 ROS 水平,从
而对细胞蛋白合成和 DNA 结构造成损伤,进而诱发

细胞凋亡,而对于恶性增殖的肿瘤细胞,同样需要应

对高密度生长带来的氧化压力,近来研究发现,Nrf2
在还原稳态的维持中起关键作用[1]。

活性氧族和亲电子剂等可引起细胞产生急性和

慢性应激损伤,从而引发一系列疾病包括:缺血和再

灌注损伤、急性毒性和癌症、糖尿病、自身免疫性疾

病、神经退行性疾病等。 诱发应激损伤的活性氧族
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和亲电子剂需要机体内抗氧化蛋白和域相解毒酶进

行代谢解毒,转录调节编码域相解毒酶和抗氧化蛋

白基因的顺式作用调节元件抗氧化反应元件( an鄄
tioxidant response element,ARE)则在这一抗氧化和

代谢解读过程中起重大作用。 筛选结合激活 ARE
的转录因子发现,ARE 驱动的域相解毒酶的诱导表

达有一共通的上游分子———Nrf2,进一步针对 Nrf2
基因敲除的小鼠研究证实了 Nrf2 在调节域相解毒

酶和内源性抗氧化剂表达的中枢作用[2]。 在 Nrf2
纯合敲除的小鼠中,正常情况和诱导情况下的域相

代谢酶水平 Nrf2 基因型野生型小鼠相比,谷胱甘肽

S 转移酶(glutathione S鄄tranferase,GST)、还原型辅酶

玉醌类氧化还原酶、酌 谷氨酰半胱氨酸合成酶下降

幅度显著高于野生型[3]。 Nrf2 在 ARE 驱动的抗氧

化基因和域相解毒基因表达机制中的功能及 Nrf2
激活调控 ARE 的分子机制也逐渐被阐释。 HO鄄1 是

受 Nrf2 调控的与氧化应激密切相关的酶,HO鄄1 对

氧化损伤的细胞有保护作用[4],有研究报道显示,
Nrf2 在多种应激环境下(致癌物、亲电子物质、活性

氧族、柴油机废气、炎症、钙紊乱、紫外线和香烟烟

油)的多器官保护(肺脏、肝脏、肾脏、胃、小肠、中枢

神经系统、脾脏细胞、巨噬细胞、红细胞和视网膜上

皮)中起关键作用[5]。
肌动蛋白结合蛋白 Keap1 调控 Nrf2 的胞质内

水平 Keap,其通过分别与肌动蛋白细胞骨架和 Nrf2
相结合从而将 Nrf2 限制于细胞质中,研究证实

Keap1 作为一种 E3 泛素化连接酶,它的作用不仅仅

是将 Nrf2 局限于细胞质中,它在 Nrf2 的靶向泛素化

和蛋白酶降解中也起积极作用[6],体内外研究均对

Nrf2鄄Keap1 的分离模型进行了验证[7]。 当细胞暴露

于氧化应激或者化学预防剂时,Nrf2 从脱离 Keap1
的限制,通过核定位信号转运至细胞核,与小分子肌

腱纤维瘤蛋白 Maf 结合成异二聚体,进一步结合激

活 ARE 介导的下游抗氧化基因和域相解毒基因的

表达[8]。 研究发现 Keap1 介导的泛素化及降解作

为控制 Nrf2 活性的主要途径,但仍存在其他的调控

模式,主要包括 Nrf2 的亚细胞定位调控 Nrf2 的核质

转运,转录后修饰及磷酸化磷脂酰肌醇激酶(phos鄄
phatidylinositol3 kinase,PI3K)、蛋白激酶 C( protein
kinase C,PKC)、丝裂酶原激活蛋白激酶(mitogenac鄄
tivatedproteinkinases,MAPKs)等针对 Nrf2 信号通路

的调控,这些调控机制仍在进一步研究中[9鄄13]。
大量研究证实 Nrf2 能够保护不同类型的器官

和细胞,单个蛋白如何能够保护多器官免受多种毒

性物质的损伤? Nrf2 的细胞防御反应不仅通过调

节经典的 ARE 介导的相关基因表达,而且还与不同

细胞在不同环境下的防御体系中的细胞特异性的靶

基因的表达有关[14],这种设想被组织芯片分析证

实。 Nrf2 的这种广谱特性使 Nrf2 对于多器官疾病

具有巨大的治疗潜力。 相信随着 Nrf2 研究的进一

步加深,多器官保护剂 Nrf2 的应用模式也将不断进

步,从而使器官损伤的预防成为可能。
为了使器官损伤的预防研究需要,本次引进的

Nrf2 小鼠均为杂合子,饲养和繁殖严格按照 SPF 级

要求的动物饲养标准进行,饲养和繁殖参照相关文

献[15]进行。 杂合子交配其子代可能出现 3 种表

型,即基因野生型(Nrf2 + / + )、杂合子(Nrf2 + / - )以及

纯合子(Nrf2 - / - )胚胎 3 种表型,故必须对它们进行

基因型鉴定,通过繁殖,可以得到部分子代纯合子

(见图 2)。 将鉴定出的野生型同野生型,纯合子同

纯合子进行交配,即可得到大量野生型(Nrf2 + / + )和
纯合子(Nrf2 - / - )小鼠,用于实验研究。 通过对 Nrf2
基因敲除小鼠生长繁殖性能的观察结果表明,Nrf2
基因敲除并不影响该小鼠的繁殖能力,其具有野生

型小鼠一样的生命力。 小鼠出生 10 天左右要进行

基因鉴定,本研究采用聚合酶链反应(PCR)进行各

种系鼠的基因型(Genotype)的筛选,聚合酶链反应

可作为基因敲除小鼠不同基因表型鉴定的一种可靠

快速的方法。 不同基因表型 Nrf2 基因敲除鼠的成

功鉴定,为建立基因敲除鼠模型及探讨疾病的发生

机制和基因治疗提供理论依据。
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尽管比色法存在检测结果不能量化,主观因素

对检验结果影响较大等缺点,但其操作简便,无需复

杂的前处理和昂贵的原子吸收光谱仪,且完全可以

将标准铬溶液与显色剂产生的颜色制成色阶卡,将
各试剂制成便于携带的试剂盒,随时随地快速检测

得到结果。 如此简便而快速判定药用胶囊中铬含量

是否超标,无论对于胶囊使用厂家还是老百姓都具

有较大的实用价值。
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