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核因子 E2 相关因子 2 在 2 型糖尿病膀胱功能障碍小鼠发病中的作用机制

王　磊△，任冠宇△，许　成，张鑫辉，刘智勇*
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［摘要］ 目的 利用野生型（WT）小鼠及核因子 E2 相关因子 2（Nrf2）基因敲除（Nrf2KO）小鼠构建 2 型糖

尿病（T2DM）模型，探究 Nrf2 基因对 T2DM 小鼠膀胱功能障碍的影响和作用机制。方法　利用雄性 Nrf2 基因敲除

小鼠及同龄雄性 WT 小鼠构建 T2DM 小鼠模型，并随机分成 Nrf2 基因敲除小鼠 T2DM 造模组（Nrf2KO＋T2DM 组）、

Nrf2 基因敲除小鼠对照组（Nrf2KO 组）、WT 小鼠T2DM 造模组（T2DM 组）、WT 小鼠对照组（WT 组），每组 10 只。

分析小鼠生理体征及 24 h 饮水与排尿量。提取小鼠膀胱组织样本进行病理学检测，并采用免疫组织化学染色及蛋白

质印迹法分析 Nrf2 信号通路相关蛋白质的表达。结果　T2DM 组小鼠体重、膀胱质量、血糖、糖化血红蛋白、24 h
饮水量及 24 h 排尿量均高于 WT 组（P 均＜0.05），提示 T2DM 小鼠模型建立成功。T2DM 组小鼠膀胱组织中细胞核

Nrf2 和总 Nrf2 蛋白表达水平均低于 WT 组（P 均＜0.05）。Nrf2KO＋T2DM 组膀胱组织凋亡相关分子 caspase 3 及氧

化应激产物晚期糖基化终末产物、丙二醛、活性氧均高于 WT 组、Nrf2KO 组和 T2DM 组（P 均＜0.05），抗氧化应

激分子还原型辅酶 / 醌氧化还原酶 1 和血红素氧合酶 1 表达均低于 WT 组、Nrf2KO 组和 T2DM 组（P 均＜0.05），神

经生长因子表达低于 WT 组、Nrf2KO 组和 T2DM 组（P 均＜0.05），而神经生长因子前体表达高于 WT 组、Nrf2KO
组和 T2DM 组（P 均＜0.05）。结论　Nrf2 通路受到抑制后 T2DM 小鼠可出现氧化应激调节失衡、膀胱相关神经组

织病变和凋亡通路相关蛋白表达上调，可能是 T2DM 小鼠膀胱功能障碍的重要机制。

［关键词］ 2 型糖尿病；糖尿病膀胱功能障碍；氧化性应激；核因子 E2 相关因子 2
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Role of nuclear factor erythroid derived 2-like 2 in pathogenesis of bladder dysfunction in type 2 diabetic mice
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［ Abstract ］ Objective To construct type 2 diabetes mellitus (T2DM) models using wild-type (WT) mice and nuclear 
factor erythroid derived 2-like 2 (Nrf2) knockout (Nrf2KO) mice, and to explore the effect and mechanism of Nrf2 gene on 
bladder dysfunction in T2DM mice. Methods　T2DM mouse model was constructed using male Nrf2KO mice and male WT 
mice in the same age, and the mice were randomly divided into Nrf2KO＋T2DM group, Nrf2KO mouse control group (Nrf2KO 
group), T2DM modeling group (T2DM group), and WT mouse control group (WT group), with 10 mice in each group. The 
physiological signs and 24-h water intake and urine output of mice in each group were analyzed. The bladder tissue samples of 
mice were collected for histopathological analysis, and the expression of Nrf2 signaling pathway related proteins was analyzed 
by immunohistochemical staining and Western blotting. Results　The body weight, bladder mass, blood glucose, glycosylated 
hemoglobin, and 24-h water intake and urine output of mice in the T2DM group were significantly higher than those in the WT 
group (all P＜0.05), indicating that the T2DM mouse model was successfully established. The expression levels of nuclear Nrf2 
and total Nrf2 proteins in the bladder tissues of mice in the T2DM group were significantly lower than those in the WT group 
(all P＜0.05). The expression of apoptosis related molecules caspase 3 and oxidative stress-related products such as advanced 
glycation end products, malondialdehyde, and reactive oxygen species in bladder tissues of the Nrf2KO＋T2DM group was 
significantly higher than that in the WT, Nrf2KO and T2DM groups (all P＜0.05); the expression of antioxidant stress molecules 
reduced coenzyme/quinone oxidoreductase 1 and heme oxygenase 1 was significantly lower than that in the WT, Nrf2KO and 
T2DM groups (all P＜0.05); the expression of nerve growth factor was significantly lower than that in the WT, Nrf2KO and 
T2DM groups (all P＜0.05); however, the expression of the pro-form of nerve growth factor was significantly higher than that in 
the WT, Nrf2KO and T2DM groups (all P＜0.05). Conclusion　The inhibition of Nrf2 pathway leads to imbalance of oxidative 
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糖尿病是一种以高血糖为特征的内分泌疾

病。在糖尿病人群中，2 型糖尿病（type 2 diabetes 
mellitus，T2DM）占比约为 90%。据估计，2019 年 
全世界糖尿病患者有 4.63 亿例，预计到 2030 年可

达 5.78 亿例［1］。糖尿病膀胱功能障碍（diabetic 
bladder dysfunction，DBD）是一种常见的糖尿病并

发症［2］，在糖尿病患者血糖控制欠佳者中有 50%
以上继发 DBD［3］。DBD 涉及多种症状，包括储尿

问题（如膀胱过度活动症和急迫性尿失禁）及排尿

问题（如膀胱排空障碍、尿潴留和尿失禁）［4］。

DBD 的病因和发病机制目前仍未明确，当前

研究认为氧化应激在 DBD 发病中有重要意义。核

因子 E2 相关因子 2（nuclear factor erythroid derived 
2-like 2，Nrf2）是对抗氧化应激的重要调控分子，

其作为转录因子可与抗氧化响应元件（antioxidant 
response element，ARE）结合构成 Nrf2-ARE 信号

通路，从而调控下游抗氧化蛋白分子的表达［5］。目

前 Nrf2 在 DBD 中的具体机制尚不清楚［6］。本研究

探索了 Nrf2 在 DBD 中的作用及机制。

1　材料和方法

1.1　实验材料　Nrf2 抗体（货号 ab137550）与神

经生长因子（nerve growth factor，NGF）抗体（货

号 ab52918）购自英国 Abcam 公司，神经生长因子

前体（pro-form of nerve growth factor，Pro-NGF）抗

体（货号 ALO-ANT-005）购自以色列 Alomone 公

司，β- 肌动蛋白（β-actin）抗体（货号 4970S）、

Bcl-2 抗 体（货 号 3498）、Bcl-2 关 联 蛋 白 X 
（Bcl-2-associated X，Bax） 抗 体（货 号 5023）、

还原型辅酶 / 醌氧化还原酶 1［NAD(P)H:quinone 
oxidoreductase 1，NQO1］抗体（货号 62262S）、

血红素氧合酶 1（heme oxygenase 1，HO-1）抗体

（货号 86806S）、caspase 3 抗体（货号 9662）及

核纤层蛋白 B（lamin B）抗体（货号 13435）、

兔抗鼠二抗（货号 58802）、山羊抗兔二抗（货号

7074）购自美国 CST 公司，内源性过氧化物酶阻

断剂（货号 AR1108）、非特异性染色阻断剂（货

号 AR0009）购自武汉博士德生物工程有限公司，

stress regulation, bladder-related neuropathies and up-regulated expression of apoptosis pathway related proteins, and it may be 
an important mechanism of bladder dysfunction in T2DM mice.

［ Key words ］ type 2 diabetes mellitus; diabetic bladder dysfunction; oxidative stress; nuclear factor erythroid derived 2-like 2
［Acad J Naval Med Univ, 2022, 43(10): 1155-1162］

TBST 溶液（货号 C520009）与 RIPA 裂解液（货

号 C500007）购自生工生物工程（上海）股份有限

公司。BCA 蛋白定量试剂盒（货号 23225）购自

美国 ThermoFisher 公司。Masson 染色试剂盒（货

号 G1006）购自武汉赛维尔生物科技有限公司，

丙二醛 ELISA 检测试剂盒（货号 KTB1050）购自

武汉艾美捷科技有限公司，晚期糖基化终末产物

（advanced glycation end product，AGE）ELISA 检

测试剂盒（货号 CSB-E09414m）购自德国 Cusabio 
Biotech 公司，活性氧 ELISA 检测试剂盒（货号

G-03538X）购自上海雅吉生物科技有限公司，超氧

化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）ELISA
检测试剂盒（货号 S311）购自东仁化学科技（上

海）有限公司，谷胱甘肽 ELISA 检测试剂盒（货号

BC1175）购自北京索莱宝科技有限公司。

1.2　实验动物与造模方法　8 周龄雄性 Nrf2 基因

敲除（Nfe2l2tm1Ywk，Nrf2KO）小鼠及同龄雄性野

生型（wild type，WT）C57BL/6 小鼠均购自江苏

集萃药康生物科技股份有限公司［动物生产许可证

号为SCXK（苏）2018-0008］，饲养于SPF 级环境。

动物实验操作均在海军军医大学（第二军医大学）

第一附属医院［动物使用许可证号为 SYXK（沪）

2020-0033］完成，并通过动物实验伦理委员会审批。

Nrf2KO 与 WT 小鼠各 20 只，随机分成 Nrf2 基因

敲除小鼠 T2DM 造模组（Nrf2KO＋T2DM 组）、

Nrf2 基因敲除小鼠对照组（Nrf2KO 组）、WT 小

鼠 T2DM 造模组（T2DM 组）和 WT 小鼠对照组

（WT 组），每组 10 只。T2DM 造模的 2 组小鼠给

予高脂饲料（60% 脂肪热量）喂养，2 组对照小鼠

给予普通饲料喂养。饲养 12 周后，T2DM 造模的

2 组小鼠禁食 8 h 后给予链脲佐菌素（120 mg/kg） 
一次性腹腔注射，1 周内随机检测 1 次空腹外周血

血糖，血糖＞16.7 mmol/L 即认定 T2DM 小鼠模型

建立成功。T2DM 小鼠造模成功后，继续饲养 8 周

用于实验研究。

1.3　小鼠生理指标检测　（1）基础代谢量测量：

将小鼠放入单独代谢笼中，监测小鼠 24 h 饮食、

饮水情况及一般状态。小鼠在代谢笼中度过适应
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期后，将定量饮用水盛于饮水壶中，24 h 后测量饮

水壶中剩余液体量并计算出小鼠饮水量，同时测量

容器中收集的小鼠排尿量。（2）体重及膀胱质量

测量：将固定容器置于电子天平并调零，取小鼠

或之后分离的膀胱组织放入固定容器中，待天平

稳定后读取测量值。（3）血糖、糖化血红蛋白测

量：用 4% 水合氯醛按 100 μL/10 g 的剂量对小鼠

进行腹腔注射麻醉后，固定小鼠并用碘伏清洁消

毒尾部，采集尾静脉血液。取新鲜血液滴加到血

糖测量仪检测试纸上，利用血糖分析仪（型号 One 
Touch UltraEasy，美国强生公司）测量血糖值。取

新鲜血液，采用糖化血红蛋白测量仪（型号 DCA 
Vantage，德国 Siemens 公司）检测糖化血红蛋白 
含量。

1.4　蛋白质印迹法　处死小鼠并收集小鼠膀胱

组织样本。每组随机选取 5 只小鼠的组织样本，

用 PBS 清洗表面血液，吸干组织上的水分后称取 
10 mg 组织。加入 200 µL 预冷的 RIPA 裂解液，于

冰上进行匀浆，4 ℃条件下 13 000×g 离心 10 min， 
取上清液保存待测。利用 BCA 蛋白试剂盒计算

蛋白质浓度，然后分离细胞核蛋白质，提取得到

的膀胱组织细胞核蛋白质与总蛋白质分别进行

SDS-PAGE、PVDF 膜（货 号 IPVH00010， 美 国

Millipore 公司）转膜、抗体孵育（所有一抗均按

1 ∶ 1 000 稀释于 TBST 溶液，二抗按 1 ∶ 5 000 稀

释于 TBST 溶液），其中细胞核蛋白质检测采用核

纤层蛋白 B 作为内参照，细胞质蛋白质检测采用 
β- 肌动蛋白作为内参照。最后滴加ECL 显影液（货

号 WBKLS0500，美国 Millipore 公司），利用免疫

印迹显影仪（型号 AI600，美国 GE 公司）拍照，

并用 ImageJ 1.53 软件测量条带灰度值。

1.5　Masson 染色　取制备好的膀胱组织石蜡切片

（由武汉赛维尔生物科技有限公司完成）置于烘

片机（型号 HI1220，德国 Leica 公司）75 ℃烘烤

30 min。将石蜡切片放入盛有 PBS 的染色盒中，

按要求设置自动载玻片染色机（型号 Autostainer 
XL，德国 Leica 公司）相关参数后，将染色盒放入

机器中进行脱蜡。对切片依次进行苏木精染液染

色 5 min、PBS 洗涤 6 min、1% 盐酸分化 5 s、清水

冲洗返蓝 5 min、梯度乙醇脱水、中性树胶（货号

10004160，国药集团）封片。通过显微镜观察并采

集图像，利用 ImageJ 1.53 软件测量膀胱壁厚度。

1.6　免疫组织化学染色　将膀胱组织石蜡切片烘

烤、脱蜡、洗涤后，除去膀胱组织切片上的 PBS，
滴加内源性过氧化物酶阻断剂（货号 AR1108，武

汉博士德生物制品有限公司）。在目标区域内滴

加非特异性染色阻断剂（货号 AR0009，武汉博士

德生物制品有限公司）常温孵育 30 min，加 PBS
洗涤 3 次，每次 5 min。滴加一抗（Nrf2 抗体与

caspase 3 抗体分别按 1 ∶ 200 和 1 ∶ 1 000 稀释于

PBS）4 ℃孵育约 12 h。之后加 PBS 洗涤 3 次，每

次 5 min。滴加二抗（按 1 ∶ 200 稀释于 PBS）室

温孵育 1 h。经 PBS 洗涤后进行梯度乙醇脱水，中

性树胶封片。在显微镜下观察 Nrf2 与 caspase 3 的

表达情况并采集图像。

1.7　ELISA 检测　取收集的膀胱组织，采用试剂

盒进行丙二醛、AGE、活性氧、SOD 和谷胱甘肽

检测，检测过程均严格按照相应的 ELISA 检测试剂

盒说明书操作步骤进行。

1.8　统计学处理　应用 GraphPad Prism 8.0.2 软件

进行数据处理及绘图。计量资料以 x±s 表示，组间

比较采用单因素方差分析，两两比较采用最小显著

性差异法。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　T2DM 模型小鼠构建成功　WT 组和 Nrf2KO
组小鼠体重、膀胱质量、血糖、糖化血红蛋白、 
24 h 饮水量及 24 h 排尿量差异均无统计学意义 
（P 均＞0.05）。T2DM 组小鼠体重、膀胱质量、

血糖、糖化血红蛋白、24 h 饮水量及 24 h 排尿量

均高于 WT 组（P 均＜0.05），提示 T2DM 小鼠模

型建立成功。Nrf2KO＋T2DM 组小鼠体重、膀胱

质量、血糖、糖化血红蛋白、24 h 饮水量及 24 h
排尿量均高于 WT 组及 Nrf2KO 组（P 均＜0.05），

且糖化血红蛋白水平高于 T2DM 组（P＜0.05）。

见表 1。
2.2　各组小鼠膀胱组织形态学改变　Masson 染色

结果（图 1）显示，WT 组与 Nrf2KO 组小鼠膀胱

壁厚度［分别为（702.10±129.91）μm、（678.00± 

140.30）μm］差异无统计学意义（P＞0.05），T2DM 
组［（916.00±129.82）μm］及 Nrf2KO＋T2DM 组

［（880.20±111.58）μm］小鼠膀胱壁厚度均大于

WT 组及 Nrf2KO 组（P 均＜0.05）。以上结果说

明 T2DM 小鼠膀胱组织出现了代偿性增生。
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表 1　各组小鼠生理指标测量结果

Tab 1　Measurement results of physiological indicators of mice in each group
n＝10, x±s

Indicator WT Nrf2KO T2DM Nrf2KO＋T2DM
Body weight/g  26.75±4.46  24.45±3.88  38.22±5.85*△  36.29±5.42*△

Bladder weight/mg  32.36±2.91  29.41±4.54  45.11±5.97*△  41.21±4.76*△

Blood glucose/(mmol·L－1)    9.91±0.85  10.51±1.02  23.36±1.63*△  24.32±1.59*△

Glycosylated hemoglobin/%    4.66±0.56    4.95±0.61  10.18±0.72*△    12.12±0.81*△▲

24-h water intake/mL    5.22±0.52    4.88±0.53    6.29±0.43*△    5.99±0.41*△

24-h urine output/mL    2.36±0.24    2.15±0.20    2.73±0.24*△    2.65±0.21*△

WT group: C57BL/6 mice on a normal diet; Nrf2KO group: Nrf2 knockout mice on a normal diet; T2DM group: T2DM model 
of C57BL/6 mice; Nrf2KO＋T2DM group: T2DM model of Nrf2 knockout mice. *P＜0.05 vs WT group; △P＜0.05 vs Nrf2KO 
group; ▲P＜0.05 vs T2DM group. WT: Wild type; Nrf2: Nuclear factor erythroid derived 2-like 2; T2DM: Type 2 diabetes mellitus.

图 1　各组小鼠膀胱组织 Masson 染色

Fig 1　Masson staining of bladder tissues of mice in each group
A: WT group (C57BL/6 mice on a normal diet); B: Nrf2KO group (Nrf2 knockout mice on a normal diet); C: T2DM group (T2DM 

model of C57BL/6 mice); D: Nrf2KO＋T2DM group (T2DM model of Nrf2 knockout mice). WT: Wild type; Nrf2: Nuclear factor 

erythroid derived 2-like 2; T2DM: Type 2 diabetes mellitus.

2.3　各组小鼠膀胱组织中 Nrf2 的表达　免疫组织

化学染色（图 2A）和蛋白质印迹法（图 2B、2C） 

检测结果显示，T2DM 组小鼠膀胱组织中细胞

核 Nrf2 和 总 Nrf2 蛋 白 表 达 水 平 均 低 于 WT 组 

（P 均＜0.05），Nrf2KO 组 及 Nrf2KO＋T2DM 组

小鼠膀胱组织中 Nrf2 均无明显表达。

2.4　各组小鼠膀胱组织中细胞凋亡相关分子的 

表达　免疫组织化学染色（图 3A、3B）显示，

WT 组及 Nrf2KO 组小鼠膀胱组织中细胞凋亡分子

caspase 3 表达无明显差异（P＞0.05），而 T2DM

组、Nrf2KO＋T2DM 组 caspase 3 表 达 高 于 WT 组

及 Nrf2KO 组，且 Nrf2KO＋T2DM 组高于 T2DM 组 

（P均＜0.05）。蛋白质印迹法检测结果（图3C）显示，

WT 组与 Nrf2KO 组小鼠膀胱组织中 Bax/Bcl-2 比值

（分别为 1.00±0.05、1.30±0.09）差异无统计学意

义（P＞0.05），T2DM组（1.92±0.22）、Nrf2KO＋

T2DM 组（2.55±0.35）Bax/Bcl-2 比值均高于 WT 组

及 Nrf2KO 组，且 Nrf2KO＋T2DM 组高于 T2DM 组 

（P 均＜0.05）。

2.5　各组小鼠膀胱组织中氧化应激及抗氧化应激

相关分子的表达　ELISA 检测结果（图 4）显示，

Nrf2KO 组与 WT 组小鼠膀胱组织中氧化应激产物

AGE、丙二醛、活性氧水平差异均无统计学意义

（P 均＞0.05），T2DM 组与 Nrf2KO＋T2DM 组小 

鼠膀胱组织中 AGE、丙二醛、活性氧水平均高于

WT 组 及 Nrf2KO 组，且 Nrf2KO＋T2DM 组 高 于

T2DM 组（P 均＜0.05）；Nrf2KO 组与 WT 组小鼠 

膀胱组织中抗氧化应激分子 SOD、谷胱甘肽水平

差异均无统计学意义（P 均＞0.05），T2DM 组与 

Nrf2KO＋T2DM 组 SOD、谷胱甘肽水平均低于 

WT 组、Nrf2KO 组，且 Nrf2KO＋T2DM 组 低 于

T2DM 组（P 均＜0.05）。

蛋白质印迹法检测结果（图 5）显示，WT

组与 Nrf2KO 组小鼠膀胱组织中抗氧化应激分子

NQO1（1.00±0.04、0.83±0.07）和 HO-1（1.00± 

0.04、0.85±0.05）蛋白质表达差异均无统计学意

义（P 均＞0.05），T2DM 组、Nrf2KO＋T2DM 组

NQO1（0.72±0.04、0.53±0.08）及HO-1（0.76±0.10、

0.56±0.09）蛋白质表达均低于WT组、Nrf2KO组，

且Nrf2KO＋T2DM组低于T2DM组（P均＜0.05）。
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图 3　各组小鼠膀胱组织中 caspase 3 和 Bax/Bcl-2 的表达

Fig 3　Expression of caspase 3 and Bax/Bcl-2 in bladder tissues of mice in each group
A: Immunohistochemical staining of caspase 3 in mouse bladder tissues; B: Relative expression of caspase 3 detected by 

immunohistochemical staining; C: Western blotting of Bax/Bcl-2 expression in bladder tissues. *P＜0.05 vs WT group; △P＜0.05 vs 

Nrf2KO group; ▲P＜0.05 vs T2DM group. n＝5, x±s. WT group: C57BL/6 mice on a normal diet; Nrf2KO group: Nrf2 knockout 

mice on a normal diet; T2DM group: T2DM model of C57BL/6 mice; Nrf2KO＋T2DM group: T2DM model of Nrf2 knockout mice. 

caspase 3: Cysteine aspartic acid specific protease 3; Bax: Bcl-2-associated X; Bcl-2: B-cell lymphoma 2; WT: Wild type; Nrf2: 

Nuclear factor erythroid derived 2-like 2; T2DM: Type 2 diabetes mellitus.

图 2　各组小鼠膀胱组织中 Nrf2 的表达

Fig 2　Expression of Nrf2 in bladder tissues of mice in each group
A: Immunohistochemical staining of Nrf2 in mouse bladder tissues; B: Western blotting detection of nuclear Nrf2 expression in 

bladder tissues; C: Western blotting detection of total Nrf2 expression in bladder tissues. WT group: C57BL/6 mice on a normal diet; 

Nrf2KO group: Nrf2 knockout mice on a normal diet; T2DM group: T2DM model of C57BL/6 mice; Nrf2KO＋T2DM group: T2DM 

model of Nrf2 knockout mice. *P＜0.05 vs WT group; △P＜0.05 vs Nrf2KO group; ▲P＜0.05 vs T2DM group. n＝5, x±s. WT: Wild 

type; Nrf2: Nuclear factor erythroid derived 2-like 2; T2DM: Type 2 diabetes mellitus.
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图 5　蛋白质印迹法检测各组小鼠膀胱组织中抗氧化 

应激分子的表达

Fig 5　Expression of antioxidant stress molecules 

in bladder tissues of mice in each group detected by 

Western blotting

WT group: C57BL/6 mice on a normal diet; Nrf2KO group: Nrf2 

knockout mice on a normal diet; T2DM group: T2DM model of 

C57BL/6 mice; Nrf2KO＋T2DM group: T2DM model of Nrf2 

knockout mice. NQO1: NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1; 

HO-1: Heme oxygenase 1; WT: Wild type; Nrf2: Nuclear factor 

erythroid derived 2-like 2; T2DM: Type 2 diabetes mellitus.

2.6　各组小鼠膀胱组织中神经营养因子 NGF、
Pro-NGF 的表达　蛋白质印迹法检测结果（图 6）

显示，WT 组与 Nrf2KO 组小鼠膀胱组织中 NGF

（1.00±0.04、0.92±0.04）、Pro-NGF（1.00±0.04、

1.17±0.07）蛋白质表达差异均无统计学意义 

（P 均＞0.05）；T2DM 组、Nrf2KO＋T2DM 组

NGF 蛋白质表达（0.72±0.04、0.78±0.05）均低

于 WT 组、Nrf2KO 组，且 Nrf2KO＋T2DM 组低于

T2DM 组（P 均＜0.05）；T2DM 组、Nrf2KO＋ 

T2DM 组 Pro-NGF 蛋白质表达（1.37±0.07、1.56± 

0.15）均高于 WT 组、Nrf2KO 组，且 Nrf2KO＋

T2DM 组高于 T2DM 组（P 均＜0.05）。

图 6　蛋白质印迹法检测各组小鼠膀胱组织中 

神经营养因子的表达

Fig 6　Expression of neurotrophic factors in bladder 

tissues of mice in each group detected by  

Western blotting

WT group: C57BL/6 mice on a normal diet; Nrf2KO group: 

Nrf2 knockout mice on a normal diet; T2DM group: T2DM 

model of C57BL/6 mice; Nrf2KO＋T2DM group: T2DM 

model of Nrf2 knockout mice. NGF: Nerve growth factor; 

Pro-NGF: Pro-form of nerve growth factor; WT: Wild type; 

Nrf2: Nuclear factor erythroid derived 2-like 2; T2DM: Type 2 

diabetes mellitus.

图 4　酶联免疫吸附试验检测各组小鼠膀胱组织中氧化应激及抗氧化应激相关分子的表达

Fig 4　Expression of oxidative stress and anti-oxidative stress-related molecules in bladder tissue of mice in each group 

detected by enzyme-linked immunosorbent assay
WT group: C57BL/6 mice on a normal diet; Nrf2KO group: Nrf2 knockout mice on a normal diet; T2DM group: T2DM model of 

C57BL/6 mice; Nrf2KO＋T2DM group: T2DM model of Nrf2 knockout mice. *P＜0.05 vs WT group; △P＜0.05 vs Nrf2KO group; 
▲P＜0.05 vs T2DM group. n＝5, x±s. AGE: Advanced glycation end product; MDA: Malondialdehyde; ROS: Reactive oxygen 

species; SOD: Superoxide dismutase; GSH: Glutathione; WT: Wild type; Nrf2: Nuclear factor erythroid derived 2-like 2; T2DM: Type 

2 diabetes mellitus.
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3　讨　论

DBD 是最常见的糖尿病并发症，其症状包括

膀胱过度活动症及膀胱排空障碍、尿潴留等，严重

影响患者生活质量［7］。本研究成功构建了 T2DM
小鼠及 Nrf2 基因敲除小鼠糖尿病模型，并进一步

探索 Nrf2 在 DBD 发病中的作用及机制。研究结

果显示，Nrf2KO 组小鼠各项生理指标、膀胱组织

形态学改变与 WT 组相比差异均无统计学意义，

表明单纯敲除 Nrf2 基因不会影响小鼠的体重、血

糖等生理指标及膀胱组织形态学，也不会对小鼠

膀胱细胞造成明显损伤。蛋白质印迹法检测结果

显示 T2DM 组小鼠膀胱组织中总 Nrf2 及核内 Nrf2
蛋白质的表达量与 WT 组相比均降低。此外，细

胞凋亡分子 caspase 3 的免疫组织化学染色结果显

示，Nrf2KO＋T2DM 组小鼠膀胱组织中 caspase 3
的表达与 WT 组、Nrf2KO 组相比均增高，表明在

T2DM 发生过程中伴随着 Nrf2 的缺失，小鼠膀胱

组织细胞的损伤凋亡更加严重。

本研究结果显示，单纯敲除 Nrf2 基因不会影

响小鼠膀胱组织中 AGE、活性氧、丙二醛等氧化

应激产物的水平，而这些氧化应激产物在 T2DM 组

的水平高于 WT 组及 Nrf2KO 组，且在 Nrf2KO＋ 

T2DM 组的水平高于 T2DM 组。这一结果表明

T2DM 小鼠膀胱组织中氧化应激水平升高，而 Nrf2
基因的敲除加重了氧化应激。此外，T2DM 组小

鼠膀胱组织中抗氧化应激分子谷胱甘肽和 SOD 的

表达量较 WT 组及 Nrf2KO 组低，Nrf2KO＋T2DM
组谷胱甘肽和 SOD 的表达量低于其他 3 组，表明

Nrf2 基因敲除后小鼠膀胱组织的抗氧化应激能力 
下降。

本研究还检测了 NQO1 和 HO-1（Nrf2-ARE
分子通路下游重要抗氧化分子［8-9］）的表达情况，

结果显示单纯敲除小鼠 Nrf2 基因并未对小鼠膀胱

内氧化应激调节能力造成影响，而 T2DM 组小鼠

膀胱组织中 NQO1 及 HO-1 的表达量均低于 WT 组

及 Nrf2KO 组，Nrf2KO＋T2DM 组 NQO1 及 HO-1
的表达量进一步降低。以上结果表明 T2DM 小鼠

Nrf2-ARE 分子通路受损，下游抗氧化蛋白表达量

及活性降低，氧化应激调节能力受损，敲除 Nrf2 基

因的 T2DM 小鼠膀胱组织氧化应激代谢调节失衡

更加严重。

高血糖引起的氧化应激是造成膀胱细胞损伤

及凋亡的重要原因［10］。T2DM可导致机体内丙二醛、

AGE等增加及醛糖还原酶活化和多元醇途径激活，

从而使机体内活性氧进一步增加［11］。现有研究表

明，活性氧可以诱导 Bax 进入线粒体并造成细胞色

素 C 释放，激活 caspase 从而介导细胞凋亡［12］；活

性氧通过泛素 -蛋白酶体途径引起 Bcl-2 蛋白降解

和表达下调、Bax 分子表达上调，启动下游细胞凋

亡途径，从而导致平滑肌细胞损伤、凋亡，最终造

成膀胱功能障碍［13-14］。本研究利用蛋白质印迹法

及免疫组织化学染色技术对小鼠膀胱组织中凋亡相

关分子的表达进行检测，结果显示 T2DM 组小鼠膀

胱组织中Bax/Bcl-2 比值增高，caspase 3 表达增加，

且这些改变在 Nrf2KO＋T2DM 组更加显著。这一

结果表明氧化应激可以通过激活细胞凋亡途径诱导

T2DM 小鼠膀胱组织细胞凋亡，而进一步抑制 Nrf2
分子通路会加重 T2DM 小鼠膀胱组织细胞的损伤

及凋亡，促进 DBD 进展。

氧化应激会诱导膀胱平滑肌细胞凋亡，还可以

通过干扰神经营养因子的合成与代谢影响神经元

活性，从而导致参与膀胱功能调控的神经组织发生

病变［15-16］。糖尿病神经组织病变是 DBD 的潜在病

因机制，糖尿病状态下 NGF 等合成及代谢障碍可

能是导致神经组织病变的重要因素。Pro-NGF 具

有与 NGF 不同的生理功能，Pro-NGF 对 p75 神经

营养素受体有较高的亲和力，并可促进细胞凋亡

信号转导；而 NGF 对原肌球蛋白受体激酶 A 神经

营养素受体有较高的亲和力，可以激活神经元中

营养信号通路［17］。Pro-NGF 和 NGF 表达量的相

对稳定对维持神经元的正常生理功能起着重要作

用。膀胱组织中 NGF 表达降低造成神经元凋亡，

可导致膀胱感觉功能降低和膀胱排空能力不全，这

种现象在病程较长的糖尿病患者中较为常见［18］。

此外，有研究表明，Nrf2 通路激活可以上调 NGF
表达，从而促进经高糖处理后神经元的神经突生 
长［19］。星形胶质细胞中的 Nrf2 通过谷氨酸受体和

细胞内的 Ca2＋信号发挥抗氧化作用，对周围神经

元和突触具有神经保护功能［20］。利用花青素诱导

大鼠膀胱中 Nrf2-ARE 通路分子的表达，可提高膀

胱组织中 NGF 的表达量，有利于改善糖尿病大鼠的

膀胱功能障碍［21］。本研究利用蛋白质印迹技术检测 
4 组小鼠膀胱组织中 Pro-NGF 和NGF 的相对表达量，
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结果显示与 WT 组及 Nrf2KO 组相比，T2DM 组和

Nrf2KO＋T2DM 组 Pro-NGF 表 达 增 加、NGF 表 达

下降。此项实验结果表明，T2DM 小鼠膀胱组织中

NGF 的表达降低与 Nrf2 分子受到抑制相关。

综上所述，本研究通过 Nrf2 基因缺失的 T2DM
小鼠模型证实 Nrf2 基因在 DBD 进程中发挥着重要

作用，该基因表达下调可加重 T2DM 小鼠膀胱细

胞的损伤与凋亡，加重氧化应激损伤，还能使细胞

抗氧化应激能力下降。同时 Nrf2 表达下调还导致

NGF、Pro-NGF 等神经营养因子合成障碍与表达减

少，这也是导致膀胱功能障碍的潜在原因。
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