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摘要    该实验旨在研究经小鼠尾静脉快速注射核因子NF-E2相关因子(nuclear factor eryth-
roid 2-related factor 2, Nrf2)表达质粒对链脲佐菌素(streptozotocin, STZ)诱导的糖尿病小鼠肾小球氧

化应激损伤的保护作用。采用腹腔注射STZ诱发糖尿病小鼠模型, 自成模后第3天开始, 尾静脉快

速注射pcDNA3/mNrf2质粒。 4周后收取标本, 检测动物肾小球丙二醛(malondialdehyde, MDA)含量, 
纤维连接蛋白(fibronectin, FN)以及Nrf2、γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶(γ-glutamylcysteine synthethase, 
γ-GCS)在肾小球的表达。实验结果表明, 尾静脉注射可以将Nrf2表达质粒转染入小鼠肾小球。此

方法可以降低糖尿病小鼠肾小球MDA浓度, 减轻FN在肾小球的表达, 增加Nrf2在肾小球细胞核的

积聚以及γ-GCS的转录和表达。该研究证明, 应用尾静脉注射Nrf2表达质粒的方法可以减轻糖尿病

小鼠肾小球氧化应激损伤, 减少细胞外基质(extracellular matrix, ECM)沉积, 其机制部分是通过激

活Nrf2-ARE信号通路而实现的。
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糖尿病肾病(diabetic nephropathy, DN)是糖尿病

常见的微血管并发症, 也是糖尿病致死、致残的重

要原因。DN早期病理特征是肾小球肥大、基底膜

增厚和系膜扩张, 晚期则表现为肾小球硬化和间质

纤维化。其中, 细胞外基质(ECM)过度积聚是其共

同的病理生理基础。研究表明, 氧化应激(oxidative 
stress)在DN发病中起重要作用, 高糖状态下产生过

多的活性氧(reactive oxygen species, ROS)不但激活

了几乎所有已知的与糖尿病微血管并发症发生发

展有关的信号传导通路, 如PKC通路、多元醇通路、

氨基己糖通路及AGEs形成, 还可激活NF-κB上调黏

附分子及炎性因子的基因转录, 这是糖尿病微血管

并发症发病的共同机制[1] 。以上异常情况的长期存

在使肾小球系膜基质及基底膜合成增加、降解减少, 
导致DN的发生发展[2] 。

机体在应对自由基损害时形成了一套复杂的氧

化应激应答系统, 当暴露于活性氧时, 机体自身能诱

导出一系列保护性蛋白, 以缓解细胞所受的损害[3]。

这一协调反应是由这些保护性基因上游调节区的抗

氧化反应元件(antioxidant responsive element, ARE)
来调控的[4]。近年来的研究发现, Nrf2是ARE的激活

因子, Nrf2-ARE通路是迄今为止发现的最为重要的

内源性抗氧化应激通路[5]。 
静脉快速注射质粒方法是一种体内基因转染

新方法, 该方法是将纯化的质粒溶于较大体积的缓

冲液中, 然后经静脉快速注入体内, 利用液体产生巨

大的压力, 通过静脉反流入肝、肾等组织, 使质粒在

与血流混合被降解之前就导入到组织中, 所以此方

法也叫液压转基因技术。许多学者用该方法在肝脏

成功地实施基因转染[6-8], 但将此方法用于肾脏的基

因转染报道较少。

本研究建立I型糖尿病小鼠模型, 以尾静脉快速

注射方法将Nrf2表达质粒转染入小鼠体内, 在模型

建立4周后收集标本, 以筛网法分离肾小球, 观察此

方法在小鼠肾小球组织的转染效率以及对肾小球氧

化应激损伤的保护作用及机制。

1   材料与方法
1.1  试剂与药物  

链脲佐菌素(streptozotocin, STZ): Sigma公司; 兔
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抗鼠Nrf2多克隆抗体: Abcam公司; 兔抗鼠γ-GCS多
克隆抗体、兔抗鼠FN多克隆抗体、兔抗鼠Histon-
H1多克隆抗体: Santa Cruz公司; 核蛋白及胞浆蛋

白提取试剂盒: 南京凯基生物生物工程有限公司; 
MDA测定试剂盒: 南京建成生物工程有限公司; RT-
PCR试剂盒: Promega公司; 免疫组化试剂盒: 北京中

杉金桥生物有限公司; 无内毒素质粒大提试剂盒: 天
根公司; 质粒注射溶剂: Mirus Bio公司。pcDNA3/
mNrf2(野生型): Dr. Ken Itoh (Hirosaki Univeisity, Ja-
pan)惠赠; pcDNA3: 本室冻存。PCR引物: Promega
公司。

1.2  质粒制备

分别转化pcDNA3空质粒和pcDNA3/mNrf2质
粒, 按照质粒大提试剂盒步骤提取大量质粒, 吸取1 μL
抽提的DNA在Nanodrop1000上测定DNA浓度和纯

度, 以Nuelease free water做空白对照, 若提取质粒

D260/D280在1.80~2.00之间, 视为合格质粒, –20 ºC冰
箱保存备用。 
1.3  动物模型及分组

选取体重为20~25 g的雄性CD-1小鼠(购自北京

维通利华实验动物技术公司, 合格证编号: 0126327)。
将小鼠随机分为四组: 溶剂对照组(C组 ); 糖尿病组

(DM组); 糖尿病+pcDNA3空质粒注射组(DM+V组); 
糖尿病+pcDNA3/mNrf2质粒注射组(DM+N组)。糖

尿病动物模型小鼠按130 mg/kg腹腔注射STZ(溶于

0.1 mol/L枸橼酸缓冲液中, pH4.5), 72 h后尾尖取血

测定血糖, 留尿测尿糖。以血糖≥16.7 mol/L、尿糖

(+++)~(++++)作为DM模型成功的标志。C组注射等

体积枸橼酸缓冲液。DM+V组与DM+N组小鼠从成

模后第3天开始, 分别给予尾静脉快速注射pcDNA3
质粒或pcDNA3/mNrf2质粒(1 mg/kg, 溶于2 mL注射

溶剂中), 此后每周注射2次。实验期间动物自由进

食、饮水, 不使用胰岛素及其他降糖药物。

1.4  标本收集

各组于注射STZ或枸橼酸缓冲液后4周后各取6
只小鼠, 称重后分别用代谢笼收集24 h尿; 切取肾脏, 
置冰台上去掉被膜, 滤纸吸干血迹后称重; 取部分肾

皮质置于4%多聚甲醛(0.01 mol/L PBS配制)用于光

镜观察及免疫组化检测; 其余肾皮质先后通过100、
75、50、36目不锈钢筛网, 收集50目筛网上物质, 
光镜下观察, 96%为肾小球, 证明分离的为肾小球

组织[9]。取部分肾小球组织提取总蛋白及核蛋白, 
用于Western blot检测; 部分肾小球匀浆测定MDA
浓度; 部分肾小球组织提取总RNA, 用于反转录-多
聚酶链反应(reverse transcription polymerse chain 
reaction, RT-PCR)。以上组织标本–80 ºC保存备用。

1.5  尿白蛋白检测

西门子IMMULIPE1000全自动免疫发光分析

仪检测尿白蛋白浓度。

1.6  MDA浓度的检测

10%肾组织匀浆50 μL, 根据试剂盒说明书, 采
用硫代巴比妥酸法测定MDA的含量[10], 考马斯亮

蓝法进行蛋白定量。MDA浓度以nmol/mgprot表示。

1.7  免疫组化染色

切片厚4 μm, 常规脱蜡入水, 方法为SP法。一

抗为兔抗鼠FN多克隆抗体(1:100稀释)、兔抗鼠

Nrf2(1:50稀释)、兔鼠抗γ-GCS(1:50稀释)多克隆抗

体, 二抗为生物素标记山羊抗兔IgG, 以PBS代替一

抗作阴性对照, DAB显色, 光镜观察阳性信号。

肾小球FN免疫组化染色半定量评分: 每组镜

下观察6 例切片, 每张切片观察25个大小相近的肾

小球, 根据下述计分标准[11], 确定每个肾小球免疫

组化阳性积分值, 用中位数代表每张切片的平均积

分值。

0级: 肾小球内无着色, 计分为0; 
1级: 肾小球内呈略淡棕色或散在的点状/丝状

着色, 小于肾小球总面积的25%, 计分为1; 
2级: 肾小球内呈节段性团块状/线状棕色, 小

于肾小球总面积的50%, 计分为2; 
3级: 肾小球内呈广泛深棕色, 小于肾小球总面

积的75% , 计分为3; 
4级: 肾小球呈强而深棕色, 小于肾小球总面积

的75%, 计分为4。
1.8  Western blot分析

分离各组小鼠的肾小球组织, 加入RIPA裂解缓

冲液(SDS, Triton X-100, 5-去氧胆酸钠, 100 mg/L苯
甲基磺酰氟等), 冰浴1 h, 4 ºC、14 000 r/min离心, 取
上清为组织总蛋白; 严格按照凯基生物核蛋白提取

试剂盒说明书提取肾小球核蛋白, 以Histon-H1检
测核蛋白纯度。考马斯亮蓝法进行蛋白定量。总

蛋白上样量为100 μg, 核蛋白上样量为60 μg, 8%
十二烷基硫酸钠——聚丙烯酰胺凝胶电泳后转移

至PVDF膜; 5%脱脂奶粉封闭PVDF膜5 h, 加入用5%
脱脂奶粉稀释的兔抗鼠Nrf2(1:500)、γ-GCS(1:200)
多克隆抗体及标准内参β-actin(1:1 000)、Histon 
H1(1:1 000), 4 ºC过夜。再度洗膜后加辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔抗体(1:5 000稀释), 37 ºC孵育2 h; 洗
膜后加ECL试剂, 然后将PVDF膜放人X光片暗盒, 
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压片, 显影, 定影。用Image J软件对Western条带进

行定量分析, 读取积分光密度值(IOD), 目的蛋白条

带的IOD值除以内参条带的IOD值作为最终结果进

行统计分析。

1.9  RT-PCR检测

Trizol试剂提取小鼠肾小球总RNA。在逆转录

酶(MLV)催化下合成cDNA, 反应条件: 42 ºC, 45 min 
→95 ºC, 5 min→4 ºC 2 h, –20ºC保存。以cDNA为模

板在TaqDNA聚合酶催化下进行PCR扩增 。Nrf2引
物(5’-3’)上游: CAC ATT CCC AAA CAA GAT GC; 
下游: TCT TTT TCC AGC GAG GAG AT, 扩增片段

长度为374 bp; γ-GCS引物(5’-3’)上游: TTA CCG A 
GG CTA CGT GTC AG; 下游: CAA AAA GGG TGA 
GTG GGT CT, 扩增片段长度为296 bp; 18S rRNA引

物(5’-3’)上游: ACA CGG ACA GGA TTG ACA GA; 
下游: GGA CAT CTA AGG GCA TCA CA, 扩增片段

长度为238 bp。
扩增条件为: 预变性, 95 ºC, 5 min; 进入循环, 

94 ºC, 1 min→退火55 ºC, 1 min→72 ºC, 1 min, 32个
循环后, 72 ºC终末延伸8 min。将PCR产物在2%琼

脂糖凝胶中进行电泳, 然后置于凝胶图像分析系统

(UVP公司, 美国)进行吸光度扫描, 以18S rRNA作为

内参照校正, 用目的基因的吸光度与18S rRNA吸光

度的比值代表目的基因的相对表达含量。

1.10  统计学处理

采用SPSS13.0统计软件对数据进行单因素方差

分析, 数据均以均数±标准差(x－ ±s)示, P<0.05有统计

学意义。

2   结果
2.1  小鼠肾小球转染效率的测定

Western blot及RT-PCR对肾小球Nrf2表达的检

测均表明, DM+N组Nrf2在蛋白及mRNA水平均远高

于DM组和DM+V组, 而DM和DM+V组Nrf2表达与

C组无显著性差异。此结果说明应用液压转基因技

术可以经小鼠尾静脉将Nrf2表达质粒转染入肾小球

(图1A、图1B)。
2.2  肾小球匀浆MDA含量测定结果

MDA是细胞内脂质过氧化作用的产物之一, 它
的产生还能加剧膜的损伤。因此, MDA 产生数量

的多少能够代表脂质氧化损伤的程度。实验结果表

明, 与C组相比, DM和DM+V组肾小球匀浆MDA浓

度明显增高, DM+N组MDA浓度明显低于DM组和

DM+V组, 说明应用液压转基因技术经小鼠尾静脉

将Nrf2表达质粒转染入肾小球可以减轻肾小球的脂

各组小鼠肾小球Nrf2表达采用检测Western blot及RT-PCR方法进

行检测, 并进行半定量分析。数据均以均数±标准差(x－ ±s)表示。A: 
Western blot法检测Nrf2 蛋白的表达; B: RT-PCR法检测Nrf2 mRNA
的表达; 与对照组比较, *P<0.05; 与糖尿病组比较, #P<0.05。
The relative levels of Nrf2 proteins to β-actin and mRNA transcripts 
to 18S rRNA in the glomerli of individual mice were characterized by 
Western blot assays and RT-PCR, and quantitatively analyzed by den-
sitometry scanning. Data shown are x－±s of each group (n=6 per group) 
from five independent experiments. A: Western blot analysis of Nrf2 
protein expression at 4 weeks post treatment; B: RT-PCR analysis at 4 
weeks post treatment; *P<0.05 vs C group; #P<0.05 vs DM group.

图1　各组小鼠肾小球Nrf2的表达
Fig.1　Expression of Nrf2 in glomeruli of different groups

硫代巴比妥法检测各组小鼠肾小球MDA含量。与对照组比较, 
*P<0.05; 与糖尿病组比较, #P<0.05。
The concentrations of glomerular MDA in individual mice determined 
by ethiobarbituric acid (TBA) method, *P<0.05 vs C group; #P<0.05 vs 
DM group.

图 2　各组小鼠肾小球MDA含量分析
Fig.2　MDA concentration in glomeruli of different groups

质过氧化损伤, 增强组织的抗氧化损伤能力(图2)。
2.3  24 h尿白蛋白定量检测

与C组相比, DM和DM+V组24 h尿白蛋白总量

明显升高, DM+N组能明显减轻由STZ诱导的尿白蛋
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与对照组比较, *P<0.05; 与糖尿病组比较, #P<0.05。
*P<0.05 vs C group; #P<0.05 vs DM group.

图3　各组小鼠24小时尿白蛋白定量分析
Fig.3　Albumin/24 h of different groups

明显差异(图4)。
2.5  Nrf2蛋白在各组肾小球细胞核的表达

Western blot结果显示, DM组肾小球Nrf2核蛋

白表达明显高于C组; DM+N组肾小球Nrf2核蛋白

表达明显高于DM组; DM组和DM+V组肾小球Nrf2
核蛋白表达无明显差异(图5A); 免疫组化结果支持

Western blot结果, Nrf2蛋白的阳性表达定位于肾小

球固有细胞的胞浆和胞核, 呈棕黄色颗粒。在C组肾

小球细胞胞浆及胞核内可见少量基础表达(图5B-1), 
与C组相比, DM组Nrf2蛋白表达在细胞浆和细胞核

明显增强(图5B-2), 而DM+N组肾小球Nrf2蛋白在细

胞浆和细胞核表达较DM组明显增强(图5B-3)。DM
组和DM+V组肾小球Nrf2蛋白表达在细胞核和细胞

浆均无明显差异(图片未显示)。
2.6  γ-GCS 在各组肾小球的表达

Western blot结果显示, DM组肾小球匀浆γ-GCS

A: 各组小鼠Nrf2蛋白在肾小球细胞核的表达采用检测Western blot
方法进行检测, 并进行半定量分析。数据均以均数±标准差(x－ ±s)表
示。与对照组比较, *P<0.05; 与糖尿病组比较, #P<0.05; B: 免疫组化

检测各组小鼠肾小球Nrf2的表达。B1: 对照组(C组); B2: 糖尿病组

(DM组); B3: 糖尿病+pcDNA3/mNrf2质粒注射组(DM+N组)。
A: the relative levels of Nrf2 proteins to Histon-H1 characterized by 
Western blot assays and semi-quantitatively analyzed by densitometry 
scanning. Data shown are x－±s of each group (n=6 per group) from five 
independent experiments; *P<0.05 vs C group; #P<0.05 vs DM group; 
B: immunohistochemistry assay of Nrf2 expression in the glomeruli of 
different groups. B1: C group; B2: DM group; B3: DM+N group.

图 5　Nrf2蛋白在各组肾小球细胞核的表达
Fig.5　Expression of Nrf2 in glomerular nuclear of different 

groups

各组小鼠肾小球FN的表达采用免疫组化检测并进行半定量分析。A: 
对照组(C组); B: 糖尿病组(DM组); C: 糖尿病+pcDNA3空质粒注射

组(DM+V组); D: 糖尿病+pcDNA3/mNrf2质粒注射组(DM+N组); E: 
肾小球FN免疫组化染色半定量评分。数据均以均数±标准差(x－ ±s)
表示。与对照组比较, *P<0.05; 与糖尿病组比较, #P<0.05; 放大倍数

×400。
The levels of FN expression in the glomeruli of different groups were 
analyzed by immunohistochemistry assay. Data shown are representative 
images of each group (n=6 per group) from three separate experiments 
(magnification ×400). A: C group; B: DM group; C: DM+V group; D: 
DM+N group; E: semi-quantitative analysis of FN expression. Data are 
expressed as x－±s of each group. *P<0.05 vs control mice; #P<0.05 vs 
diabetic mice. 

图 4　免疫组织化学法对FN在各组肾小球的表达检测
Fig.4　Immunohistochemical analysis of the expression of 

FN in the glomeruli

白渗出(图3)。
2.4  FN在肾小球中的表达及定量检测

C组FN于肾小球系膜区、毛细血管基膜、肾小

球囊壁和肾小管基底膜有少量表达; 在DM组, FN在

这些部位的表达明显增加, DM+N组上述明显增加

的表达受到显著抑制。DM组和DM+V组FN表达无
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蛋白表达明显高于C组; DM+N组肾小球γ-GCS蛋白

表达明显高于DM组(图6A); γ-GCS免疫组化结果支

持Western blot结果, γ-GCS蛋白的阳性表达定位于

肾小球固有细胞的胞浆, 呈棕黄色颗粒。在C组肾

小球细胞胞浆内可见少量基础表达(图6B-1), 与C组
相比, DM组γ-GCS蛋白表达明显增强(图6B-2), 而

各组小鼠肾小球γ-GCS表达采用检测Western blot及RT-PCR方法进

行检测, 并进行半定量分析。数据均以均数±标准差(x－ ±s)表示。A: 
Western blot法检测γ-GCS蛋白的表达; B: 免疫组化检测各组小鼠

肾小球γ-GCS的表达。B1: 对照组(C组); B2: 糖尿病组(DM组); B3: 
糖尿病+pcDNA3/mNrf2质粒注射组(DM+N组); C: RT-PCR法检测

γ-GCS mRNA的表达。与对照组比较, *P<0.05; 与糖尿病组比较,  
#P<0.05。
The relative levels of γ-GCS proteins to β-actin (A) and mRNA tran-
scripts to 18S rRNA (C) in the glomerli of individual mice were char-
acterized by Western blot assays and RT-PCR and semi-quantitatively 
analyzed by densitometry scanning. Data shown are x－±s of each group 
(n=6 per group) from five independent experiments. *P<0.05 vs C 
group; #P<0.05 vs DM group; B: immunohistochemistry assay of γ-GCS 
expression in the glomeruli of different groups. B1: C group; B2: DM 
group; B3: DM+N group.

图 6　γ-GCS在各组肾小球的表达

Fig.6　Expression of γ-GCS in glomeruli of different groups

DM+N组肾小球γ-GCS蛋白表达较DM组明显增强

(图6B-3)。DM组和DM+V组肾小球Nrf2蛋白表达无

明显差异(图片未显示)。
γ-GCS mRNA在各组肾小球的表达与其蛋白表

达趋势基本一致(图6C); DM组和DM+V组γ-GCS表
达在蛋白和mRNA水平无明显差异。

3   讨论
液压转基因技术的具体原理还不是很明确,目

前的普遍观点认为, 在短时间内将大体积的液体(体
重的10%) 注射到小鼠体内, 可以引起小鼠血流动力

学改变, 使大量血液自下腔静脉进入靶器官, 增加肝

肾等器官摄取质粒的机会[6]。肝脏是摄取外来基因

最活跃的器官, 我们实验室前期的研究结果表明, 利
用整体转染试剂, 尾静脉注射质粒能够使外源基因

SOCS-1在肾脏较长时间表达[12]。为了增加目的基

因在小鼠肾脏的表达, 我们采取了每周2次, 连续注

射4周的方法。我们的研究结果表明, 此方法可使

Nrf2在肾小球内保持较高水平的表达。

近年来, 越来越多的研究证明, 氧化应激是糖

尿病急慢性并发症的重要发病机制之一[1]。糖尿病

肾脏易受氧化应激攻击, 导致肾组织细胞破损, 基质

重构, 组织纤维化和信号通路的异常, 促进糖尿病肾

病的发生发展。丙二醛(MDA)是评价机体氧化应激

最常用的指标。机体内过多的活性氧能攻击生物膜

中的多不饱和脂肪酸, 引发脂质过氧化作用, 并因此

形成脂质过氧化物如MDA, 因此测试MDA的含量

能够代表脂质氧化损伤的程度, 也可间接反映组织

的抗氧化能力的强弱[13]。本实验DM+N组肾小球组

织匀浆MDA浓度明显低于DM组及DM+V组, 说明

Nrf2质粒转染能够明显减轻糖尿病小鼠肾小球的氧

化应激损伤, 增强机体抗氧化应激能力。 
细胞外基质在肾小球过度沉积是糖尿病肾病的

特征之一, 其沉积数量取决于其合成与降解的平衡。

已证实, ROS可以通过激活血管紧张素II-TGF-β1-
Smad信号途径诱导系膜细胞分泌过量的TGF-β1, 促
进ECM的沉积, 减少ECM降解[14]。作为细胞外基质

的成分之一, 本实验以FN在肾小球的表达水平来衡

量细胞外基质的沉积水平。FN免疫组化半定量结

果和24 h尿白蛋白定量均表明: Nrf2质粒转染可以减

少糖尿病小鼠肾小球ECM的沉积, 减轻尿白蛋白分

泌, 保护肾脏功能。
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为了进一步研究Nrf2质粒转染保护糖尿病小鼠

肾脏免受氧化应激损伤的机制, 我们检测了Nrf2以
及其下游抗氧化蛋白γ-GCS在肾小球的表达。通常

认为, Nrf2-ARE信号通路是这样被激活的: 在正常

情况下, Nrf2定位于细胞质中, 与细胞质中抑制蛋白

Keap1结合且通过泛素蛋白酶体途径迅速降解; 当受

到来源于ROS信号攻击后, Nrf2从Keap1中解离, 然
后转位进入细胞核, 与靶基因中的ARE序列结合, 启
动下游抗氧化蛋白的转录、提高细胞抗氧化应激的

能力[15]。所以说, Nrf2进入细胞核是Nrf2-ARE信号

通路激活并发挥转录活性的关键步骤。Nrf2-ARE
通路之所以重要是因为其激活后能够启动下游多

种保护性基因的表达。到目前为止, 已证实经Nrf2-
ARE信号路径调节的可编码内源性保护基因超过

200个[16-17]。γ-GCS就是受其转录调节的靶基因之一。

γ-GCS是体内还原型谷胱甘肽(GSH)合成的限速酶, 
增加γ-GCS的含量和活性, 可以促进GSH的合成, 增
强组织细胞抗氧化应激的能力。我们的研究结果表

明, 糖尿病状态下可以激活机体内源性抗氧化应激

蛋白Nrf2在肾小球细胞核的表达进而增加其下游抗

氧化基因γ-GCS的表达, 此结果与Jiang等[18]的研究

结果相同。而在Nrf2质粒注射组, 伴随着Nrf2在肾

小球细胞核表达的进一步增加, γ-GCS在mRNA和蛋

白水平的表达也较糖尿病组显著增加, 增强了肾小

球抗氧化应激能力, 减轻了肾小球氧化应激损伤。

我们的研究结果表明, 利用液压转基因技术经

尾静脉注射可以将Nrf2表达质粒转染入小鼠肾小

球。此方法可以减轻糖尿病小鼠肾小球的脂质过氧

化损伤及细胞外基质的沉积, 其机制可能是通过激

活Nrf2-ARE信号通路启动抗氧化蛋白γ-GCS的转录

和表达而实现的。此结果为体内转基因治疗糖尿病

提供了有力的实验依据。但是在实验中我们也观察

到, 在短时间内快速注射达小鼠体重10%的质粒和

注射溶剂, 容易引起小鼠突发心衰而致死亡。如何

更加安全地应用此方法, 在临床上如何将质粒有效

地转染入人体, 将是我们下一步的研究内容。
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Intravenous Injection of Nrf2 Plasmid Attenuates Glomerular ROS Injury 
of Diabetic Mice

Li Hang1,3, Cao Yanping2, Feng Hong4, Ren Yunzhuo3, Liu Qingjuan3, Liu Ronghui5, Zhang Lianshan3* 
(1Department of Histology and Embryology, Hebei Medical University, Shijiazhuang 050017, China; 2Department of Pathology, 

Traditional medicine hospital of Hebei Province, Shijiazhuang 050017, China; 3Department of Pathology, Hebei Medical University, 
Shijiazhuang 050017, China; 4Department of Nephropathy, Shijiazhuang 2nd Hospital, Shijiazhuang 050000, China; 5Department of 

Nephropathy, Shijiazhuang Central Hospital, Shijiazhuang 050011, China)

Abstract        This study aimed at examining the effects of treatment with streptozotocin (STZ)-induced dia-
betic mice by intravenous inchina with Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) plasmid via mouse tail vein 
on diabetic nephropathy (DN) and the potential mechanisms underlying the action of Nrf2. Male CD-1 mice were 
randomly assigned to four groups: control group (group C); diabetes mellitus group (group DM); diabetes+pcDNA3 
plasmid injection group (group DM+V); diabetes+pcDNA3/mNrf2 plasmid injection group (group DM+N).  The 
model of DM was induced by single-dose intraperitoneal injection of streptozocin (STZ). Mice of group DM+V and 
group DM+N were injected with a shot of pcDNA3 plasmid or pcDNA3/mNrf2 plasmid via mouse tail vein three 
days after model establishment, respectively. Four weeks later, malondialdehyde (MDA) contents, the expressions of 
fibronectin (FN), Nrf2, γ-glutamylcysteine synthethase (γ-GCS) in the glomeruli were detected. We found that Nrf2 
could be up-expressed in renal glomeruli by intravenous injection with Nrf2 plasmid; intravenous injection with Nrf2 
plasmid significantly reduced the levels of glomerular MDA concentration; mitigated the expression of FN, enhanced 
Nrf2 nuclear accumulation and target antioxidant gene γ-GCS expression in the glomeruli of diabetic mice. All these 
results indicated that intravenous injection with Nrf2 plasmid could attenuate the hyperglycaemia-induced glomerular 
oxidative stress injury and reduce the extracellular matrix (ECM) deposition in diabetic mice. It could be useful for 
the further gene therapy study of diabetes in vivo.
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