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Транскрипционный фактор NRF2 участвует в процессах воспаления, поддержании редокс-ба-
ланса, метаболизме ксенобиотиков, а также представляет особый интерес для изучения старения. 
В настоящей работе с помощью технологии геномного редактирования CRISPR/Cas9 были полу-
чены мыши NRF2ΔNeh2, у которых белок NRF2 содержит замену восьми аминокислотных остат-
ков на N-конце, непосредственно перед функциональным доменом Neh2, который обеспечивает 
связывание NRF2 со своим ингибиторным регулятором KEAP1. При скрещиваниях гетерозигот 
NRF2wt/ΔNeh2 частота рождения гомозиготных мутантных мышей была ниже ожидаемой, что сопро-
вождалось их повышенной эмбриональной смертностью и визуальными признаками анемии. 
Мышиные эмбриональные фибробласты (МЭФы) гомозигот NRF2ΔNeh2/ΔNeh2 проявляли меньшую 
устойчивость к окислительному стрессу по сравнению с МЭФами дикого типа. В тканях гомо-
зиготных животных NRF2ΔNeh2/ΔNeh2 наблюдалось уменьшение относительного количества мРНК 
генов-мишеней NRF2: NAD(P)H:хинон оксидоредуктазы-1 (Nqo1); альдегидоксидазы-1 (Aox1); 
глутатион-S-трансферазы A4 (Gsta4); при этом увеличивалась экспрессия генов, кодирующих мо-
ноцитарный хемоаттрактантный белок 1 (Ccl2), молекулы адгезии 1 клеток сосудов (Vcam1) и хе-
мокина Cxcl8. Таким образом, полученная мутация в гене Nfe2l2, кодирующем NRF2, частично 
нарушала функции этого транскрипционного фактора, что расширяет представления о функцио-
нальной роли неструктурированного N-конца NRF2. Полученная линия мышей NRF2ΔNeh2 может 
быть использована как модельный объект для изучения эмбриональной смертности, а также раз-
личных патологий, сопряжённых с окислительным стрессом и повышенным уровнем воспалитель-
ных реакций.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: транскрипционный фактор NRF2, трансгенные животные, воспаление, окисли-
тельный стресс.
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* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

NRF2 (nuclear factor erythroid 2 related fac-
tor 2, ядерный фактор 2, родственный эритро-
идному фактору 2) – фактор транскрипции, 

контролирующий экспрессию множества ге-
нов, продукты которых обладают антиокси-
дантными и противовоспалительными свой-
ствами. В цитоплазме NRF2 связан с белком 
KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1, 
Kelch-подобный ECH-ассоциированный бе-
лок 1), который в обычных условиях способ-
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Принятые сокращения: МЭФы – мышиные эмбриональные фибробласты; AOX1 – альдегидоксидаза-1; CCL2 – 
белок-аттрактант моноцитов; GOx  – глюкозооксидаза; GSTA4  – глутатион-S-трансфераза A4; HMOX1  – гемо-
ксигеназа-1; KEAP1  – Kelch-подобный ECH-ассоциированный белок  1; Neh  – Nrf2-ECH гомологичный; NRF2  – 
ядерный фактор  2, родственный эритроидному фактору  2; NQO1  – NAD(P)H:хинон оксидоредуктаза; VCAM-1  – 
молекула адгезии 1 клеток сосудов.

ствует постоянной протеасомной деградации 
NRF2  [1]. В то же время KEAP1 является ре-
докс-чувствительным регулятором активности 
NRF2: при проникновении в клетку окис-
лителей и электрофилов происходит тиоль-
ная модификация аминокислотных остатков 
цистеина, входящих в состав KEAP1 [2]. Эта 
модификация блокирует KEAP1 в связанном 
с NRF2 состоянии. Из-за отсутствия «вакант-
ных» негативных регуляторов новосинтезиро-
ванный NRF2 накапливается в цитоплазме, 
а затем перемещается в ядро. В ядре NRF2 в 
комплексе со своими коактиваторами, ос-
новными из которых являются малые белки 
семейства Maf, распознаёт ARE-последова-
тельности (ARE – элементы антиоксидантного 
ответа) в промоторах своих генов-мишеней и 
запускает их транскрипцию [3].

В структуре NRF2 присутствует 7  высо-
коконсервативных Neh (NRF2-ECH homolo-
gy, NRF2-ECH гомологичных)-доменов [4, 5]. 
В  N-концевой части белка находится домен 
Neh2 (а.о. 16–86), включающий две амино-
кислотные последовательности, известные как 
DLG- и ETGE-мотивы [6]. С этими последова-
тельностями связывается негативный регуля-
тор NRF2 KEAP1. KEAP1, являясь адаптерным 
белком для E3-убиквитинлигазного комплекса 
Cullin 3 (Cul3), стимулирует убиквитинилиро-
вание семи остатков лизина, располагающихся 
в домене Neh2 NRF2 между DLG- и ETGE-
мотивами, и способствует протеасомной де-
градации последнего [6, 7]. Домены Neh1 (а.о. 
435–562), Neh4 (а.о. 112–134), Neh5 (а.о. 183–
201) и Neh7 (а.о. 209–316) отвечают за взаимо-
действие NRF2 со своими коактиваторами и 
корепрессорами  [3, 8, 9]. В домене Neh6 (а.о. 
338–388) располагаются две последовательно-
сти-дегрона, которые распознаёт E3-убикви-
тинлигаза β-TrCP [10, 11]. В C-концевой части 
белка находится домен Neh3 (а.о. 562–605), 
который отвечает за распознавание ARE-эле-
ментов в промоторах генов-мишеней NRF2 и 
содержит VFLVPK-мотив, помогающий NRF2 
связываться с хеликазой CHD6 [12]. При всей 
сложности организации NRF2 этот белок яв-
ляется частично неупорядоченным, а его до-
мены Neh2, Neh7 и Neh1 могут структуриро-
ваться лишь на некоторое время [13].

NRF2 активирует транскрипцию генов 2-й 
фазы детоксификации ксенобиотиков, в  про-

цессе которой модифицированные соедине-
ния выводятся из клетки. NRF2 также при-
нимает активное участие в защите клетки от 
электрофильного стресса  [14]. Также NRF2 
контролирует экспрессию генов, продукты ко-
торых участвуют в биосинтезе глутатиона, 
а также ферменты, которые прямо или кос-
венно нейтрализуют активные формы кисло-
рода (АФК): NAD(P)H:хинон оксидоредук-
тазу (NQO1), гемоксигеназу-1 (HO1), каталазу 
(CAT). Уменьшение количества АФК, в свою 
очередь, способствует прекращению воспали-
тельных реакций. При снижении экспрессии 
Nfe2l2 происходит повышение уровня воспале-
ния, что может привести к повреждениям орга-
нов и тканей  [15]. При снижении экспрессии 
Nfe2l2 в моноцитах также повышается про-
дукция провоспалительных цитокинов  [16]. 
На  мышиных моделях показано повышение 
уровня АФК, приводящее к продолжитель-
ному окислительному стрессу после черепно-
мозговых травм [17].

Для исследования функции транскрип-
ционных факторов широко используются 
модельные организмы, нокаутные по выбран-
ному гену. Мыши, нокаутные по Nfe2l2, коди-
рующему транскрипционный фактор NRF2, 
были получены более четверти века назад [18], и 
все последующие эксперименты проводились 
исключительно на этой линии. У этих мышей 
в ген Nfe2l2 был вставлен цистрон из лактоз-
ного оперона, что приводило к невозможности 
синтеза функциональных мРНК и белкового 
продукта. Однако использование нокаутных 
животных зачастую приводит к появлению 
вторичных эффектов, которые затрудняют ин-
терпретацию полученных результатов. Вполне 
вероятно, что при полном отсутствии какого-
либо транскрипционного фактора вторичные 
эффекты могут быть обусловлены отсутствием 
действия связанных с ним кофакторов. В связи 
с этим представляется актуальным получение 
новых моделей, в которых не нарушена целост-
ность белковой структуры транскрипционных 
факторов, а вместо этого внесены мутации в их 
домены. Ещё одной проблемой при удалении 
гена может также явиться удаление одной или 
нескольких некодирующих РНК, встречаю-
щихся в интронах и экзонах.

В данной работе была получена новая 
мутантная линия мышей NRF2ΔNeh2, несущая 
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замену 8 аминокислот на N-концевом участке 
NRF2, осуществлена характеристика мыши-
ных эмбриональных фибробластов (МЭФов) 
и определены изменения в уровне мРНК ряда 
генов-мишеней NRF2 в различных тканях 
этих животных. Данная линия мышей может 
быть использована как модельный объект для 
изучения эмбриональной смертности, различ-
ных патологий, сопровождающихся окисли-
тельным стрессом и воспалением, а также для 
изучения процессов старения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Содержание животных. Животные содер-
жались в индивидуально вентилируемых клет-
ках (система IVC, «TECNIPLAST S.p.A.», 
Италия) при свободном доступе к гранули-
рованному комбикорму и воде, очищенной 
обратным осмосом; в среде, свободной от спе-
цифических патогенов, при световом режиме 
12/12 (включение света в 09:00), в помещениях 
с кратностью воздухообмена не менее 15 об./ч, 
с температурой воздуха 20–24 °С, влажностью 
30–70%. В качестве подстила использована де-
ревянная щепа с минимальным образованием 
пыли. В качестве обогащения среды использо-
ваны укрытия и строительные материалы для 
гнёзд из естественных материалов. Все мате-
риалы, поступающие к животным, стерилизо-
ваны путём автоклавирования.

Создание линии трансгенных животных. 
Работа с мышами была поддержана локальной 
комиссией по биоэтике ООО «НИИ Мито-
инженерии МГУ», протокол № 79 от 28 апреля 
2015 г. Изменение в гене Nfe2l2 осуществляли с 
применением технологии CRISPR/Cas9. Гидо-
вая РНК (5′-GACTTGGAGTTGCCACCGCC) 
к первому экзону этого гена была выбрана 
с использованием сервиса Feng Zhang lab’s 
(https://www.zlab.bio/resources). Соответствую-
щая единая гидовая РНК (егРНК) была 
получена путём транскрипции T7 in vitro 
(MEGAscript™ T7 Transcription Kit, «Thermo 
Fisher Scientific) на матрице, полученной пу-
тём ПЦР-амплификации плазмиды pX458  [19] 
с прямым праймером: 5′-TGTAATACGACTCA
CTATAGGGACTTGGAGTTGCCACCGCCGT
TTTAGAGCTAGAAATAGC и обратным прай-
мером: 5′-AGCACCGACTCGGTGCCACT. По-
лученную егРНК смешивали с мРНК Cas9 
(GeneArt™ CRISPR Nuclease, «Thermo Fisher 
Scientific») в TE-буфере (10 мМ Tris-HCl, 
0,1 мМ ЭДТА, pH 8).

Одноклеточные эмбрионы для последую-
щей микроинъекции генетической конструк-

ции были выделены из яйцевода самок мышей 
согласно стандартному протоколу [20]. Самки-
доноры зигот предварительно были гормо-
нально стимулированы по схеме, описанной 
Averina et al. [21], и оплодотворены самцами 
соответствующей линии [21].

Микроинъекцию генетической конструк-
ции в пронуклеус оплодотворённой яйце-
клетки осуществляли в среде для промывки 
ооцитов с феноловым красным, рН  7,4, без 
гепарина («CooperSurgical, Inc.», США), окру-
жённой вазелиновым маслом (АО «Татхим-
фармпрепараты», г.  Казань, Россия), на ин-
вертированном микроскопе (ECLIPSE Ti, 
«Nikon», Япония) с помощью двух микрома-
нипуляторов (TransferMan 4R, «Eppendorf», 
Германия), согласно протоколу [20].

Зиготы после микроинъекции инкубиро-
вали с 5% CO2 при 37 °C в среде Sequential Fert™ 
с феноловым красным («CooperSurgical, Inc.»).

После инкубации выжившие эмбрионы бы-
ли подсажены в воронку яйцевода суррогатным 
самкам, согласно стандартному протоколу [20].

После рождения и завершения периода 
лактации у мышей, развившихся из эмбрио-
нов, которые перенесли микроинъекцию ге-
нетической конструкции, производили отбор 
биологического материала путём отсечения 
кончика хвоста, согласно руководству FELASA 
по генотипированию трансгенных грызу-
нов  [22]. Образцы тканей для идентификации 
генотипа мышей замораживали при −20 °С до 
проведения генотипирования.

Полученных гетерозиготных мышей 
(Nrf2wt/ΔNeh2) во избежание потенциального 
влияния вторичных мутаций перекрещивали 
на инбредную линию C57BL/6J. Гомозигот-
ные особи Nrf2ΔNeh2/ΔNeh2 и мыши дикого типа 
Nrf2wt/wt были получены от скрещивания ге-
терозиготных пар Nrf2wt/ΔNeh2.

Генотипирование мышей. Для выделения 
геномной ДНК из образцов тканей исполь-
зовали метод щелочной экстракции  [23] с 
дополнительной очисткой ДНК методом фе-
нол-хлороформной экстракции. Для гено-
типирования использовали набор Encyclo 
Plus PCR kit («Евроген», Россия) с 50  нг ге-
номной ДНК. На матрице ДНК проводи-
ли ПЦР1 с набором праймеров mNrf-F476 
(5′-GCAGGCTATCTCCTAGTTCT) и mNrf-
R668 (5′-CGGCTTCTTGGCACAG), а также 
ПЦР2 с праймерами mNrf-F476 и mNrf-R1153 
(5′-GACAGGCGTGATCTTACAG). Условия 
ПЦР: 95 °С – 5 мин, затем 35 циклов (95 °С – 
25 с, 60 °С – 25 с, 72 °С – 25 с). Продукты 
ПЦР анализировали электрофоретически в 
1,5%-ном агарозном геле.



ЕГОРОВ и др.2378

БИОХИМИЯ том 88 вып. 12 2023

Получение МЭФов. Получение МЭФов из 
10–14-дневных эмбрионов мышей, получен-
ных при скрещивании гетерозигот Nrf2wt/ΔNeh2, 
проводили согласно методике, описанной в 
статье Qiu et  al.  [24]. Клетки культивирова-
ли на питательной среде Dulbecco’s modified 
Eagles medium (DMEM) («ПанЭко», Россия).

Выделение РНК, обратная транскрип-
ция и ПЦР в реальном времени. Выделение 
общей клеточной РНК производили с помо-
щью набора реактивов «QuickRNA MiniPrep» 
(«ZymoResearch», США) по протоколу про-
изводителя. Концентрацию РНК определя-
ли с помощью спектрофотометра Nanodrop 
ND-1000 («Thermo Fisher Scientific»), каче-
ство РНК подтверждали электрофоретически. 
Обратную транскрипцию проводили с ис-
пользованием набора SuperScript III («Thermo 
Fisher Scientific»), как описано ранее  [25], 
для последующего анализа с помощью ПЦР 
в реальном времени с интеркалирующим 
красителем EvaGreen  I («Синтол», Россия). 
Для ПЦР в реальном времени использова-
ли следующие праймеры: Hmox1 (прямой: 
5′-CACGCATATACCCGCTACC; обратный: 5′-
TCATCTCCAGAGTGTTCATTCG), Nqo1 (пря-
мой: 5′-GTCCTCCATCAAGATTCG; обратный: 
5′-GCTAACTGCTAACTGCTAA), Aox1 (прямой: 
5′-CATAGGTCAGGTTGAAGGT; обратный: 
5′-GGCAGGAATCTTGTATTGG), Gsta4 (пря-
мой: 5′-AGCAACATTCCTACAATTAAGAAGT; 
обратный: 5′-TCCTGACCACCTCAACATAG), 
Vcam1 (прямой: 5′-CCCTCCACAAACCAAGCC; 
обратный: 5′-CCATTCCAGTCACTTCAACG), 
Il-6 (прямой: 5′-ACCGCTATGAAGTTCCTCTC; 
обратный: 5′-CTCTGTGAAGTCTCCTCTCC), 
Cxcl8 (прямой: 5′-ACTTCAAGAACATCCAG
AGC; обратный: 5′-CTTTCCAGGTCAGTTA
GCC). Нуклеотидные последовательности 
праймеров для Ccl2 и референсных генов Rpl32 
и Gapdh приведены в работе Zinovkin et al. [26].

Вестерн-блот. МЭФы лизировали в горя-
чем SDS-буфере (62,5 мM Tris-HCl, pH 6,8; 
2% SDS; 10% глицерина; 50 мM ДТТ, 0,01% 
бромфенолового синего) 5 мин при 94 °C. 
Белки разделяли с помощью электрофореза в 
12%-ном SDS-ПААГ, переносили на PVDF-
мембрану («Bio-Rad», США), последователь-
но инкубировали с антителами к NRF2 
(«Invitrogen», США) и вторичными антитела-
ми против иммуноглобулинов кролика, мечен-
ными пероксидазой хрена («Sigma-Aldrich», 
США). Для пероксидазы использовали суб-
страт West Dura Extended Duration Substrate 
(«Thermo Fisher Scientific»), изображения по-
лучали с помощью системы гель-документи-
рования ChemiDoc («Bio-Rad»).

Цитотоксический тест. Резазуриновый 
тест проводили по стандартному протоколу, 
как описано ранее [25]. Опыты по изучению 
действия окислительного стресса на выжи-
ваемость МЭФов проводили при действии 
на клетки 250  мкМ H2O2 («Экотекс», Россия) 
и 3 ед./мл глюкозооксидазы (GOx) («Sigma-
Aldrich») в течение 3 ч, n = 3.

Секвенирование ДНК. Секвенирование 
ДНК проводили с помощью набора реакти-
вов ABI PRISM® BigDye™ Terminator v. 3.1 с 
последующим анализом продуктов реакции 
на автоматическом секвенаторе Applied Bio-
systems 3730 DNA Analyzer («Thermo Fisher Sci-
entific»).

Статистический анализ. Анализ результатов 
скрещивания мышей проводили с помощью 
критерия χ2. Разницу в уровне экспрессии 
генов между группами, а также в выживаемо-
сти МЭФов определяли с помощью непарного 
t-теста Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Получение мышей с мутацией в гене Nfe2l2. 
С использованием технологии CRISPR/Cas9 и 
гидовой РНК, соответствующей первому экзо-
ну гена Nfe2l2, была получена самка мыши F0, 
в геноме которой имелась делеция 284  нт, за-
трагивающая границу первых экзона и интро-
на гена Nfe2l2 (рис. 1). Для устранения влияния 
возможных вторичных мутаций, вызванных 
неспецифическим действием геномного редак-
тирования, проводили последовательные скре-
щивания гетерозигот с инбредными мышами 
линии C57BL/6J на протяжении десяти поколе-
ний. Затем при скрещивании гетерозигот были 
получены разнополые гомозиготные особи, а 
также особи дикого типа и гетерозиготы.

Наблюдаемая делеция в участке, затраги-
вающим сайт сплайсинга (5′-CAG | GTGCTG
CCC) между первыми экзоном и интроном 
гена Nfe2l2, теоретически могла приводить к 
нарушению сплайсинга пре-мРНК Nfe2l2 и 
последующей деградации этого транскрип-
та. Таким образом, можно было бы ожидать 
получения животного, нокаутного по Nfe2l2. 
Однако секвенирование кДНК гена Nfe2l2 
обнаружило делецию кодонов, кодирующих 
8 аминокислотных остатков 3′-концевого участ-
ка первого экзона (PPGLQSQQ), которые бы-
ли замещены двумя аминокислотами (RW), об-
разовавшимися при трансляции некодирущего 
участка первого интрона (рис. 1, б). При этом 
остальная часть NRF2 осталась неизменной. 
На основании полученных данных был сде-
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Рис. 1. Схема получения мышей NRF2ΔNeh2 с мутацией в гене Nfe2l2. а – Участок последовательности пре-мРНК гена 
Nfe2l2 дикого типа (WT). б – Последовательность пре-мРНК гена Nfe2l2 с делецией, полученной с помощью CRISPR/
Cas9 и гидовой РНК (гРНК). Серым цветом обозначен делетированный участок гена, также на схеме отмечен альтер-
нативный сайт сплайсинга в первом интроне гена. в – Последовательность зрелой сплайсированной мРНК гена Nfe2l2 
с внесённой мутацией (замены аминокислот выделены чёрным цветом). г – Доменная схема белка NRF2 и сравнение 
аминокислотных последовательностей этих белков у мышей NRF2ΔNeh2 и WT. Внесённая мутация находится на N-кон-
це NRF2 и представляет собой делецию 8 а.о. (PPGLQSQQ), которые были замещены двумя аминокислотами (RW), 
образовавшимися при трансляции некодирующего участка первого интрона. Мутация затрагивает позиции 8–15, ко-
торые находятся рядом с доменом Neh2, отвечающим за связывание NRF2 со своим негативным регулятором KEAP1

лан вывод, что в полученной линии мышей 
NRF2ΔNeh2 происходит альтернативный сплай-
синг за счёт активности скрытого донорного 
сплайс-сайта (5′-TGG | GTGGGAGGC) в пер-
вом интроне гена Nfe2l2. Несмотря на то что 
нам не удалось получить мышь, нокаутную по 
гену Nfe2l2, работа на этой уникальной модели 
с мутацией в этом гене была продолжена.

Гомозиготные мыши NRF2ΔNeh2/ΔNeh2 прояв-
ляют повышенную эмбриональную летальность. 
Всего в результате скрещиваний гетерозигот-
ных мышей было получено 22  особи дикого 
типа (37%), 34 гетерозигот (57%) и 3 гомозигот 
(5%). Количество полученных генотипов не 
соответствовало менделевскому типу насле-
дования (P = 0,001 по тесту χ2), что привело к 
предположению о повышенной внутриутроб-
ной летальности гомозигот. Действительно, 

при анализе эмбрионов, полученных на 9, 11 
и 17–21  дни после зачатия, были обнаружены 
признаки анемии и смерть некоторых гомо-
зиготных зародышей (рис. 2). Всего было про-
анализировано 55  эмбрионов, из которых 12 
были генотипированы как особи дикого типа 
(22%), 29 – как гетерозиготы (53%) и 14 – как 
гомозиготы (25%) (P = 0,81 по тесту χ2).

МЭФы гомозиготных NRF2ΔNeh2/ΔNeh2-мышей 
обладают пониженной устойчивостью к окис-
лительному стрессу. Окислительный стресс в 
МЭФах индуцировали добавлением 250 мкМ 
H2O2 или 3 ед./мл GOx на 3 ч. При индукции 
окислительного стресса с помощью H2O2 вы-
живаемость МЭФов, полученных от гомо-
зиготных мутантных мышей, была незначи-
тельно меньше, чем у клеток, полученных 
от  особей дикого типа (рис.  3). При добавле-
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Рис. 2. Репрезентативные фотографии эмбрионов мышей дикого типа (WT) и гомозиготных мышей с мутацией в гене 
Nfe2l2 (NRF2ΔNeh2). При анализе эмбрионов, полученных при скрещивании гетерозигот на 9, 10–12 и 17–21  дни, 
у гомозигот NRF2ΔNeh2 наблюдаются признаки анемии

нии GOx выживаемость МЭФов, полученных 
от особей дикого типа, составила 50%, а кле-
ток, полученных от гомозиготных мутантных 
особей, – 30%. Таким образом, МЭФы живот-
ных с мутацией в гене Nrf2 оказались менее 
устойчивы к окислительному стрессу, инду-
цированному добавлением GOx, чем клетки 
дикого типа.

МЭФы гомозиготных NRF2ΔNeh2/ΔNeh2-мышей 
имеют пониженный уровень экспрессии мРНК 
Nfe2l2 и его генов-мишеней. В МЭФах с мута-
цией в гене Nfe2l2 гомозигот наблюдали тен-
денцию к снижению экспрессии Nfe2l2 и его 
генов-мишеней, а также повышение количе-
ства мРНК маркера воспаления Ccl2 (рис. 4, а). 
Интересно отметить, что при анализе одной и 
той же пробы мРНК и белка NRF2 в МЭФах 
количество мРНК Nfe2l2 у NRF2ΔNeh2-мышей 
было в ~10  раз меньше, чем у мышей дикого 
типа, а количество белка NRF2 практически 
не отличалось (рис. 4, б, в).

В тканях гомозиготных NRF2ΔNeh2/ΔNeh2-мы-
шей снижен уровень мРНК Nfe2l2 и некоторых 
его таргетных генов, а экспрессия маркеров 
воспаления Ccl2, Vcam1 и Cxcl8 повышена.

В печени гомозиготных мутантных особей 
наблюдали двукратное снижение экспрессии 
NRF2 и его мишени Nqo1, небольшое снижение 
экспрессии двух других мишеней NRF2 – Aox1 
и Gsta4 (рис. 5, a). Также в печени мутантных 

животных происходило двукратное увеличение 
количества мРНК гена Ccl2 – одного из марке-
ров воспаления. В мозге гомозиготных мутант-
ных животных наблюдали двукратное сниже-
ние экспрессии NRF2 и его гена-мишени Aox1, 
количество мРНК других генов почти не изме-

Рис. 3. МЭФы гомозиготных мутантных животных 
(NRF2ΔNeh2) обладают большей чувствительностью 
к  окислительному стрессу, индуцированному GOx, чем 
МЭФы животных дикого типа (WT). Гибель клеток была 
индуцирована перекисью водорода (250  мкМ) и  GOx 
(3 ед./мл). Приведены результаты выживаемости фибро-
бластов (резазуриновый тест). Указано среднее значение 
± SEM, n = 3. * p < 0,05 при сравнении с WT по непар-
ному t-тесту Стьюдента
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Рис. 4. Уровень экспрессии Nfe2l2, его генов-мишеней, а также генов-маркеров воспаления в МЭФах гомозигот 
NRF2ΔNeh2/ΔNeh2 (NRF2ΔNeh2) и мышей дикого типа NRF2wt/wt (WT). а  – Данные ПЦР в реальном времени, отражаю-
щие относительный уровень мРНК в МЭФах мышей дикого типа и гомозигот по мутации в Nfe2l2. Соответствую-
щие гены: Hmox1 – гемоксигеназа-1, мишень NRF2; Nqo1 – NAD(P)H:хинон оксидоредуктаза-1, мишень NRF2; 
Aox1 – альдегидоксидаза-1, мишень NRF2; Gsta4 – глутатион-S-трансфераза A4, мишень NRF2; Ccl2 – моноцитар-
ный хемоаттрактантный белок 1; Vcam1 – молекула адгезии 1 клеток сосудов. За 100% принят уровень мРНК для WT. 
Указано среднее значение ±  SEM, n  =  4. б  – Относительное количество мРНК Nfe2l2 в МЭФах особи № 1 (WT) 
и МЭФах гомозиготы № 2 (NRF2ΔNeh2). в – Вестерн-блот с NRF2 в МЭФах особи № 1 (WT) и № 2 (NRF2ΔNeh2)

Рис. 5. Уровень экспрессии NRF2, его генов-мишеней, а также генов-маркеров воспаления в тканях животных 
дикого типа (WT) и гомозигот по мутации в Nfe2l2 (NRF2ΔNeh2). Результаты ПЦР в реальном времени, отражающие 
относительное количество мРНК в печени (а), мозге (б), сердце (в), почке (г) и передней большеберцовой мышце 
(musculus tibialis anterior) (д) NRF2ΔNeh2 и WT. Hmox1 – гемоксигеназа-1, мишень NRF2; Nqo1 – NAD(P)H:хинон ок-
сидоредуктаза-1, мишень NRF2; Aox1 – альдегидоксидаза-1, мишень NRF2; Gsta4 – глутатион-S-трансфераза A4, 
мишень NRF2; Ccl2 – моноцитарный хемоаттрактантный белок 1; Vcam1 – молекула адгезии 1 клеток сосудов; Il-6 – 
интерлейкин  6; Cxcl8 – интерлейкин  8, хемокин. За 100% принят уровень мРНК для WT. Указано среднее значе-
ние ± SEM, n = 3. * p < 0,05 при сравнении с WT по непарному t-тесту Стьюдента

нялось (рис. 5, б). В сердце мышей, гомозигот-
ных по мутации в Nrf2, наблюдали значитель-
ное снижение количества мРНК гена Nfe2l2 и 
его мишени Aox1 и небольшое снижение уров-

ня экспрессии Nqo1 (рис. 5, в). Также в сердце 
NRF2ΔNeh2-животных происходило неболь-
шое увеличение уровня  мРНК Ccl2. В  почках 
NRF2ΔNeh2-мышей происходило значительное 
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снижение уровня экспрессии Nfe2l2, Nqo1 и 
Aox1, а также увеличение количества мРНК 
генов-маркеров воспаления Ccl2, Vcam1 и 
Cxcl8 (рис.  5,  г). В передней большеберцовой 
мышце (tibialis anterior) гомозиготных по мута-
ции Nfe2l2 животных наблюдали уменьшение 
количества мРНК Nfe2l2, Nqo1 и Aox1, неболь-
шое снижение экспрессии Gsta4 и увеличе-
ние количества мРНК маркера воспаления 
Ccl2 (рис. 5, д). Удивительно, но ни в одной из 
исследованных тканей не происходило зна-
чимого изменения уровня экспрессии Hmox1. 
Измерение относительного уровня мРНК хе-
мокина Cxcl8 в большеберцовой мышце, а 
также мРНК цитокинов Tnf и IL-1β во всех 
тканях оказалось невозможным в связи с вы-
сокими значениями пороговых циклов детек-
ции (Ct > 35 циклов).

Таким образом, в тканях гомозиготных 
NRF2ΔNeh2/ΔNeh2-мышей происходит снижение 
уровня экспрессии как самого Nfe2l2, так и 
некоторых его мишеней, и одновременно уве-
личен уровень экспрессии некоторых маркеров 
воспаления.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В ходе данной работы были получены жи-
вотные с мутацией в гене, кодирующем тран-
скрипционный фактор NRF2 (рис. 1). Мута-
ция затрагивает 8  аминокислотных остатков, 
находящихся в первом экзоне N-концевой 
части последовательности NRF2 в позициях 
8–15, и включает в себя делецию аминокис-
лот PPGLQSQQ с замещением их на амино-
кислоты RW. На N-концевой части NRF2 
располагается домен Neh2, отвечающий за 
связывание NRF2 со своим негативным регу-
лятором KEAP1, но аминокислотные остатки, 
находящиеся на позициях 1–15, обычно не 
включают в состав домена Neh2, так как они 
не являются консервативными среди белков, 
гомологичных NRF2  [27, 28]. Тем не менее
в работе McMahon et al.  [11] было показано, 
что делеция аминокислотных остатков 1–16 
приводит к небольшому увеличению времени 
полужизни NRF2, причём этот эффект не свя-
зан с нарушением убиквитинирования белка. 
В данной работе было показано, что несмотря 
на то что введённая мутация затрагивает не-
консервативный участок аминокислотной по-
следовательности NRF2, она тем не менее ока-
зывает влияние на функционирование белка, 
что проявляется в повышенной эмбриональ-
ной смертности мутантных животных, сниже-
нии устойчивости полученных от животных 

МЭФов к окислительному стрессу, понижен-
ном количестве мРНК Nfe2l2 и некоторых его 
мишеней, а также повышенной экспрессии 
маркеров воспаления в МЭФах и некоторых 
органах гомозигот NRF2ΔNeh2/ΔNeh2.

Известно, что понижение уровня NRF2 
приводит к снижению устойчивости клеток и 
тканей к окислительному стрессу. Так, гипер-
оксия вызывала более выраженные поврежде-
ния лёгких у нокаутных по Nfe2l2 мышей по 
сравнению с мышами дикого типа [29]. У этих 
же животных под воздействием сигаретного 
дыма и дизельных выхлопов наблюдалось по-
вышение уровня 8-оксо-7,8-дигидро-2′-дезок-
сигуанозина, что свидетельствует об окисли-
тельном повреждении ДНК  [30, 31]. Помимо 
этого, у нокаутных мышей при воздействии ал-
лергенов, приводящих к воспалению дыхатель-
ных путей, наблюдается усиление окислитель-
ного повреждения [32], аналогичный эффект 
наблюдается и при сепсисе [33]. Ранее было 
показано, что МЭФы нокаутных по Nfe2l2 мы-
шей имеют повышенную чувствительность к 
окислительному стрессу, вызванному дикват 
дибромидом [34], а также органическими и 
неорганическими перекисями  [35]. В соответ-
ствии с вышеперечисленными наблюдениями, 
в нашей работе мы также наблюдали снижение 
выживаемости мутантных по Nfe2l2 МЭФов 
(рис. 3).

Неожиданным результатом нашей работы 
явилось наблюдение, что мутация в N-конце-
вой области NRF2 приводит к повышенной эм-
бриональной летальности (рис. 2). Часть гомо-
зиготных эмбрионов имела признаки анемии, 
что может быть следствием нарушения произ-
водства эритроцитов, эритропоэза. Интересно 
отметить, что изучение транскрипционного 
фактора NRF2 началось благодаря открытию 
его роли в эритропоэзе, что отражено в его 
названии (nuclear factor (erythroid-derived 2)-
like 2): NRF2 был обнаружен как белок, узнаю-
щий промоторную область гена бета-глоби-
на  [36]. Однако у полученных нокаутных по 
NRF2 мышей не наблюдали каких-либо пато-
логий, связанных с эритропоэзом, и также у 
них не наблюдалось анемии, эмбриональной 
летальности или снижения фертильности  [17]. 
Можно предположить, что внесённая в NRF2 
мутация могла повлиять на эритропоэз у гомо-
зиготных мышей другим способом: например, 
нарушить способность NRF2 регулировать 
экспрессию генов, ответственных за биосинтез 
гемов – ключевых компонентов гемоглобина 
(см. обзор Kerins et al. [37]). Тем не менее точ-
ные причины и механизмы смерти эмбрионов 
остаются неизвестными.
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В МЭФах гомозиготных мышей NRF2ΔNeh2 
наблюдали снижение уровня мРНК Nfe2l2, а 
также снижение уровня мРНК большинства 
его мишеней (рис. 4, а). Такое снижение также 
наблюдалось в тканях гомозиготных живот-
ных (рис. 5), что свидетельствует о нарушении 
транскрипционной активности NRF2 у этих 
мышей. Подобные изменения в профиле экс-
прессии генов были ранее описаны в различ-
ных тканях нокаутных по Nfe2l2 мышей [38–41]. 
Интересно отметить, что несмотря на то что 
уровень мРНК Nfe2l2 в МЭФах NRF2ΔNeh2 го-
мозигот был понижен по сравнению с диким 
типом, количество белка на Вестерн-блоте 
практически не отличалось (рис. 4, б, в). Веро-
ятно, это может быть следствием увеличения 
времени жизни белка NRF2ΔNeh2, как было опи-
сано в работе McMahon et  al.  [11], однако это 
предположение требует дальнейшей проверки.

Известно, что под контролем NRF2 нахо-
дятся гены, продукты которых регулируют 
воспалительный ответ  [42, 43]. Как правило, 
активация NRF2 снижает воспалительный от-
вет в различных моделях in vitro и in vivo, в 
том числе путём уменьшения экспрессии ге-
нов хемокина Ccl2 и молекулы межклеточной 
адгезии Vcam1 [44]. В большинстве тканей 
NRF2ΔNeh2-мышей наблюдался повышенный 
уровень экспрессии этих генов (рис. 5), что по-
зволяет предположить, что полученная линия 
мышей может быть использована как модель с 
избыточной воспалительной активацией в раз-
ных тканях, в том числе почечных, поскольку 
именно в почках наблюдали наибольшие изме-
нения в экспрессии этих генов (рис. 5, г). 

Под контролем NRF2 также находятся ге-
ны, регулирующие антиоксидантный ответ 
клетки: диафораза Nqo1, а также гены, коди-
рующие ключевые ферменты биосинтеза глу-
татиона: глутатион-трансферазы и глутамат-
цистеин-лигазы. Снижение уровня мРНК 
Nqo1 и Gsta4 наблюдалось во многих тканях 

NRF2ΔNeh2-мышей (рис. 5), что может свиде-
тельствовать о нарушении редокс-гомеостаза и 
предполагает развитие окислительного стресса 
у данной линии животных, однако этот вопрос 
не исследовали в данной работе.

Таким образом, в нашей работе была полу-
чена новая мутантная линия мышей с заме-
ной 8  аминокислот на N-концевом участке 
NRF2, что привело к частичному нарушению 
функций этого транскрипционного фактора 
и повышенной эмбриональной смертности. 
Полученная линия мышей может быть исполь-
зована как модельный объект для изучения 
различных патологий развития, связанных с 
нарушением функций NRF2.
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A NEW MOUSE STRAIN WITH MUTATION 
IN THE NFE2L2 (NRF2) GENE
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The transcription factor NRF2 is involved in inf lammatory reactions, maintenance of redox balance, me-
tabolism of xenobiotics, and is of particular interest for aging studies. In the present work, CRISPR/Cas9 
genome editing technology was used to generate NRF2ΔNeh2 mice containing a substitution of eight amino 
acid residues at the N-terminus of the NRF2 protein, upstream of the functional Neh2 domain, which en-
sures binding of NRF2 to its inhibitor KEAP1. Heterozygote NRF2wt/ΔNeh2 mice gave birth to homozygous 
mice with lower than expected frequency, accompanied by their increased embryonic lethality and visual 
signs of anemia. Mouse embryonic fibroblasts (MEFs) from NRF2ΔNeh2/ΔNeh2 homozygotes showed impaired 
resistance to oxidative stress compared to wild-type MEFs. The tissues of homozygous NRF2ΔNeh2/ΔNeh2 
animals had a decreased expression of NRF2 target genes: NAD(P)H: Quinone oxidoreductase-1 (Nqo1); 
aldehyde oxidase-1 (Aox1); glutathione-S-transferase A4 (Gsta4); while the relative mRNA level of mono-
cyte chemoattractant protein 1 (Ccl2), vascular cell adhesion molecule 1 (Vcam1) and chemokine Cxcl8 
was increased. Thus, the resulting mutation in the Nfe2l2 gene partially impaired the function of this tran-
scription factor, expanding the insights into the functional role of the unstructured N-terminus of NRF2. 
The obtained NRF2ΔNeh2 mouse line can be used as a model object for studying various pathologies associ-
ated with oxidative stress and inf lammation.

Keywords: transcription factor NRF2, transgenic animals, inflammation, oxidative stress


