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Abstract
誗AIM: To study the effects of FOXO4 on oxidative stress
and apoptosis of retinal vascular endothelial cells under
high glucose environmental conditions.
誗 METHODS: Human retinal vascular endothelial cells
were cultured with high glucose medium. Real- time PCR
and Western blot were used to detect the expressions of
FOXO4 within cells; meanwhile, both FOXO4 RNAi
lentivirus and control vector lentivirus were infected the
retinal vascular endothelial cells cultured in high sugar
culture medium. Real - time PCR and Western blot
techniques were used to detect the interference efficiency.
After collection of supernatant and cells treated with
various interferences, the SOD activity, MDA content in
the supernatants and ROS level within cells were
detected. Flow cytometry was used to determine the
changes of cell apoptosis. Western blot was used to
detect the expressions of apoptotic protein cleaved
Caspase-3 and cleaved Caspase-9 within cells.
誗RESULTS: The expression of FOXO4 was increased in
retinal vascular endothelial cells after treatment with high
glucose medium. FOXO4 RNAi lentivirus infection
reduced the expression level of FOXO4 in retinal vascular
endothelial cells under high glucose environmental

conditions. By contrast, control vector lentivirus had no
effect on FOXO4 expression in cells. High glucose induced
elevated levels of ROS in retinal vascular endothelial cells,
reduced the activity of SOD in cell culture medium,
increased the content of MDA, elevated the rate of
apoptosis, and promoted the expressions of cleaved
Caspase-3 and cleaved Caspase-9 proteins in cells. After
down-regulation of FOXO4 expression, retinal endothelial
cells were induced by high glucose, the activity of SOD in
the cell culture medium increased, the levels of MDA,
ROS, apoptosis, and the levels of cleaved Caspase-3 and
cleaved Caspase - 9 proteins decreased in cells as
compared with those of retinal vascular endothelial cells.
Moreover, compared with those did not interfere with
FOXO4 expression, there was statistically significant
differences (P<0. 05) .
誗CONCLUSION: High glucose induces the expression of
FOXO4 in retinal vascular endothelial cells. Knocking -
down of FOXO4 expression reduces oxidative stress and
apoptosis induced by high glucose medium.
誗KEYWORDS:retinal vascular endothelial cells; oxidative
stress; apoptosis; FOXO4
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摘要
目的:研究叉头框转录因子 O4(FOXO4)对高糖环境下视
网膜血管内皮细胞氧化应激和凋亡的影响。
方法:以高糖培养人视网膜血管内皮细胞,Real-Time PCR
和 Western blot 检测细胞中 FOXO4 表达变化。 以 FOXO4
RNAi 慢病毒、对照载体慢病毒感染视网膜血管内皮细胞,
以高糖培养液培养,Real-Time PCR 和Western blot 检测干
扰效率。 收集培养液上清和细胞,用试剂盒检测培养液上
清中超氧化物歧化酶( superoxide orgotein dismutase,SOD)
活性、丙二醛(malonaldehyde,MDA)含量和细胞中活性氧
(reactive oxygen species,ROS)水平。 流式细胞术测定细胞
凋亡变化, Western blot 检测细胞中凋亡蛋白 Cleaved
Caspase-3、Cleaved Caspase-9 的表达变化。
结果:高糖处理后的视网膜血管内皮细胞中 FOXO4 表达
上调,FOXO4 RNAi 慢病毒感染下调高糖环境下视网膜血
管内皮细胞中 FOXO4 表达水平,对照载体慢病毒对细胞
中 FOXO4 表达水平没有影响。 高糖诱导视网膜血管内皮
细胞中 ROS 水平升高,降低细胞培养液中 SOD 活性,提高
MDA 含 量, 增 加 细 胞 凋 亡 率, 促 进 细 胞 中 Cleaved
Caspase-3、Cleaved Caspase-9 蛋白表达。 下调 FOXO4 表
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达的视网膜血管内皮细胞经高糖诱导后,细胞培养液中的
SOD 活性升高,MDA 水平降低,细胞中 ROS 水平降低,细
胞凋亡减少,细胞中 Cleaved Caspase-3、Cleaved Caspase-9
蛋白水平降低,与未干扰 FOXO4 表达的视网膜血管内皮
细胞比较,差异有统计学意义(P<0郾 05)。
结论:高糖诱导视网膜血管内皮细胞表达 FOXO4,敲低其
表达降低高糖诱导的细胞氧化应激和凋亡水平。
关键词:视网膜血管内皮细胞;氧化应激;凋亡;叉头框转
录因子 O4
DOI:10. 3980 / j. issn. 1672-5123. 2018. 12. 06
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0 引言
糖尿病视网膜病变是常见的糖尿病并发症之一,具有

特异性的眼底病理变化,其中视网膜血管内皮细胞损伤是
其发生的基础[1-2]。 高血糖诱导视网膜血管内皮细胞氧
化损伤和细胞过度凋亡[3]。 叉头框转录因子 O4( forkhead
box O4,FOXO4)是叉头框蛋白家族的成员之一,其在人类
的多种组织和器官中表达,可以通过影响细胞生物学特性
发挥病理和生理作用[4]。 近年的研究表明,FOXO4 的
DNA 结合区域含有一个 5 个氨基酸构成的片段,受到胰
岛素等的调控,并且其在胰岛素外周靶器官中广泛表达,
与糖尿病并发症的发生有关[5-6]。 目前在糖尿病视网膜
中发现 FOXO4 过度表达,并且在 琢-黑素细胞刺激素抗视
网膜血管内皮细胞氧化应激过程中表达下调,而关于
FOXO4 对糖尿病视网膜病变视网膜血管内皮细胞的影响
尚不明确[7-8]。 本实验以人视网膜血管内皮细胞为探讨
对象,研究 FOXO4 在高糖环境下视网膜血管内皮细胞氧
化应激和凋亡中的作用,为明确糖尿病视网膜病变发生机
制提供参考。
1 材料和方法
1郾 1 材料摇 青霉素、链霉素购自北京索莱宝生物有限公
司;RNA 提取试剂盒购自北京天根生化科技有限公司;蛋
白定 量 试 剂 盒 购 自 美 国 Pierce; 超 氧 化 物 歧 化 酶
(superoxide orgotein dismutase,SOD)活性检测试剂盒、丙
二醛(malonaldehyde,MDA)含量检测试剂盒购自南京建成
生物研究所;Prime Script 域 1st Strand cDNA Synthesis Kit、
SYBR Real - Time PCR kit 购 自 大 连 TaKaRa; 活 化 型
Caspase-3( Cleaved Caspase - 3) 抗体购自美国 GeneTex;
FOXO4 抗 体 购 自 美 国 ABGENT; 活 化 型 Caspase - 9
(Cleaved Caspase-9)购自美国 Cell Signaling Technology;
活性氧(reactive oxygen species,ROS)含量测定试剂盒购自
上海前尘生物科技有限公司;FOXO4 RNAi 慢病毒、对照
载体慢病毒由上海吉玛构建。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 细胞株培养 摇 人视网膜血管内皮细胞购自美国
Sciencell 实验室,细胞在含有体积分数为 100mL / L 胎牛血
清的 L-DMEM 中培养,同时在培养液中添加 100U / mL 青
霉素和 100mg / mL 链霉素。 培养条件为:37益,饱和湿度,
5% CO2培养箱。
1郾 2郾 2 高糖处理后视网膜血管内皮细胞中 FOXO4 表达
检测 摇 人 视 网 膜 血 管 内 皮 细 胞 分 别 以 含 有 5郾 5、

30郾 0mmol / L 葡萄糖的细胞培养液培养,设为对照组和高
糖组,分别培养 24h 以后,进行 Real-Time PCR 和 Western
blot 检测。
1郾 2郾 2郾 1 Real-Time PCR 摇 收集对照组和高糖组细胞,
在细胞中加入 Trizol 裂解液,按照 RNA 提取试剂盒提取视
网膜血管内皮细胞中 RNA,RNA 溶解于 RNase-free water
中,分装,保存于-20益。 依照 Prime Script 域 1st Strand
cDNA Synthesis Kit 逆 转 录 合 成 cDNA, 引 物 序 列 为:
FOXO4: F 5蒺 - CTTTCTGAAGACTGGCAGGAATGTG - 3蒺,
R 5蒺-GATCTAGGTCTATATCGCGGCAG-3蒺。 GAPDH:F 5蒺-
GCACCGTCAAGGCTGAGAAC - 3蒺,R 5蒺 - TGGTGAAGACG
CCAGTGGA-3蒺。 取 cDNA,用 SYBR Real-Time PCR kit 测
定 FOXO4 表达水平,内参为 GAPDH。
1郾 2郾 2郾 2 Western blot摇 收集对照组和高糖组细胞,添加
含有 PMSF 的裂解液各 500滋L,将细胞瓶置于冰上反应
30min,把裂解液收集到离心管中,置于 4益 高速离心
15min。 用移液枪把上清液转移分装以后,常规 BCA 法测
定各样品浓度。 按照每孔上样量为 30滋g 进行 SDS-PAGE
电泳,电压设置为恒压 90V,电泳时间约为 3h。 将凝胶取
出以后,用半干法转膜,转膜条件为 100mA 电流转膜
50min,把电转后的 PVDF 膜置于 5% 牛血清白蛋白中,放
在室温孵育 2h。 再将 PVDF 膜放在 1颐 400 稀释的 FOXO4
抗体反应液中,置于室温孵育 2h,再与二抗 1颐2000 稀释液
反应 2h,用 DAB 显色。 分析条带的灰度值, 内参为
GAPDH,计 算 FOXO4 与 GAPDH 灰 度 值 的 比 值 表 示
FOXO4 蛋白水平。
1郾 2郾 3 慢病毒转染 摇 取人视网膜血管内皮细胞,接种到
24 孔板中,细胞接种数量为每孔 105个。 培养 24h 以后,
在细胞中加入含有 6滋g / mL polybrene 的新鲜培养液,同时
添加病毒液,MOI = 40。 置于 37益孵育培养 12h。 更换新
鲜的培养液,继续培养 3d 以后,荧光显微镜下观察荧光表
达情况,嘌呤霉素筛选抗性细胞。 人视网膜血管内皮细胞
转染对照载体慢病毒后用含有 30郾 0mmol / L 葡萄糖的细
胞培养液,记为阴性组。 人视网膜血管内皮细胞转染
FOXO4 RNAi 慢病毒后用含有 30郾 0mmol / L 葡萄糖的细胞
培养液,记为干扰组。 同时设置对照组和高糖组,处理方
法同 1郾 2郾 2。 以 Real-Time PCR 和 Western blot 检测方法
检测高糖组、阴性组、干扰组细胞培养 24h 后 FOXO4 表达
水平,检测干扰效果,步骤同 1郾 2郾 2。
1郾 2郾 4 细胞培养液中 SOD 活性、MDA 含量和细胞中
ROS水平检测摇 对照组、高糖组、阴性组、干扰组细胞按
照上述方法培养 24h 以后,收集培养液上清和细胞,分别
用试剂盒检测培养上清中 SOD 活性和 MDA 含量,用试剂
盒检测细胞中 ROS 变化水平。
1郾 2郾 5 细胞凋亡检测 摇 对照组、高糖组、阴性组、干扰组
细胞按照上述方法培养 24h 以后,收集各组视网膜血管
内皮细胞,以 PBS 洗涤以后,加入 195滋L 的结合缓冲液
均匀混合,添加 5滋L 的 PI 和 5滋L Annexin V-FITC,在室
温、避光条件中结合 10min,再添加 190滋L 结合缓冲液,
放在室温中结合 10min。 于 60min 内上流式细胞仪测定
凋亡变化。 同时以 Western blot 方法检测细胞中 Cleaved
Caspase-3、Cleaved Caspase - 9 蛋 白 表 达 变 化, 步 骤
同 1郾 2郾 2。
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图 1 摇 Western blot 检测高糖处理后视网膜血管内皮细胞中

FOXO4 蛋白表达水平。

表 1摇 高糖处理后视网膜血管内皮细胞中 FOXO4 表达水平

軃x依s
组别 FOXO4 mRNA FOXO4 蛋白

对照组 1郾 00依0. 00 0郾 24依0郾 02
高糖组 3郾 58依0郾 17 0郾 69依0郾 06

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
t 26郾 286 12郾 324
P <0郾 001 <0郾 001

表 2摇 慢病毒转染经高糖处理后视网膜血管内皮细胞中

FOXO4 表达水平 軃x依s
组别 FOXO4 mRNA FOXO4 蛋白

高糖组 1郾 00依0. 00 0郾 58依0郾 08
阴性组 1郾 01依0郾 08 0郾 60依0郾 09
干扰组 0郾 30依0郾 03 0郾 20依0郾 04

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
F 204郾 288 28郾 398
P <0郾 001 0郾 001

摇 摇 统计学分析:实验数据经 SPSS21郾 0 软件分析后,以
軃x依s表示,两组数据比较采用独立样本 t 检验,多组数据比
较采用方差分析,组间两两比较采用 SNK-q 检验。 以 P<
0郾 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2郾 1 高糖诱导后视网膜血管内皮细胞中 FOXO4 的表达
摇 高糖组视网膜血管内皮细胞中 FOXO4 蛋白和 mRNA 水
平均高于对照组,差异有统计学意义 ( P < 0郾 05,图 1,
表 1)。 高糖诱导视网膜血管内皮细胞中 FOXO4 表达。
2郾 2 FOXO4 RNAi慢病毒转染后高糖环境下视网膜血管
内皮细胞中 FOXO4 的表达 摇 三组视网膜血管内皮细胞
中 FOXO4 蛋白和 mRNA 的水平比较,差异有统计学意义
(P<0郾 05)。 阴性组视网膜血管内皮细胞中 FOXO4 蛋白
和 mRNA 的水平与高糖组比较,差异无统计学意义
( tmRNA = 0郾 248,PmRNA = 0郾 812; t蛋白 = 0郾 334, P蛋白 = 0郾 750)。
干扰组视网膜血管内皮细胞中 FOXO4 蛋白和 mRNA 的水
平低于高糖组,差异有统计学意义( tmRNA = 17郾 380,PmRNA <
0郾 001;t蛋白 =6郾 353,P蛋白 = 0郾 001)。 成功构建了高糖环境中
下调 FOXO4 表达的视网膜血管内皮细胞株(图 2,表 2)。
2郾 3 下调 FOXO4 表达后高糖条件下视网膜血管内皮细
胞培养液中 SOD和 MDA的变化摇 高糖组细胞培养液中
SOD 活性明显降低,MDA 含量明显升高,与对照组比较,
差异有统计学意义 ( tSOD = 5郾 549, PSOD = 0郾 025; tMDA =
7郾 876,PMDA = <0郾 001)。 阴性组细胞培养液中 SOD 活性
和 MDA 含量与高糖组比较,差异无统计学意义( tSOD =

摇 摇

图 2摇 Western blot检测慢病毒转染后细胞干扰效率。

表 3摇 下调 FOXO4 后高糖处理下视网膜血管内皮细胞培养液

中 SOD和 MDA的变化 軃x依s
组别 SOD 活性(U / mg) MDA 含量(nmol / mg)
对照组 128郾 63依9郾 17 4郾 25依0郾 47
高糖组 90郾 25依8郾 45 8郾 36依0郾 72
阴性组 89郾 66依8郾 59 8郾 54依0郾 79
干扰组 109郾 63依7郾 60 6郾 85依0郾 52

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
F 14郾 379 28郾 905
P 0郾 001 <0郾 001

0郾 085,PSOD =0郾 934;tMDA =0郾 345,PMDA =0郾 739)。 干扰组细
胞培养液中 SOD 活性明显升高,MDA 含量明显降低,与高
糖组比较,差异有统计学意义( tSOD = 2郾 802,PSOD = 0郾 023;
tMDA =2郾 894,PMDA =0郾 020)。 下调 FOXO4 降低高糖环境下
视网膜血管内皮细胞中抗氧化酶活性,降低细胞中脂质过
氧化水平(表 3)。
2郾 4 下调 FOXO4 表达后高糖条件下视网膜血管内皮细
胞中 ROS水平的变化摇 对照组、高糖组、阴性组、干扰组
细胞中 ROS 水平依次为:(100. 00 依0. 00)% 、(187郾 45 依
12郾 36)% 、(186郾 59依12郾 78)% 、(145郾 20依10郾 56)% 。 四组
细胞中 ROS 水平比较,差异有统计学意义(F= 48郾 379,P<
0郾 001)。 高糖组细胞中 ROS 水平明显高于对照组,差异
有统计学意义( t=10郾 359,P<0郾 001)。 阴性组细胞中 ROS
水平与高糖组比较,差异无统计学意义 ( t = 0郾 102,P =
0郾 921)。 干扰组细胞中 ROS 水平明显低于高糖组,差异
有统计学意义( t = 5郾 005,P = 0郾 001)。 下调 FOXO4 可降
低高糖环境下视网膜血管内皮细胞中 ROS 水平。
2郾 5下调 FOXO4表达后高糖条件下视网膜血管内皮细胞
凋亡水平的变化摇 四组细胞凋亡率及 Cleaved Caspase-3、
Cleaved Caspase-9 蛋白水平比较,差异有统计学意义(P<
0郾 05)。 高糖组细胞凋亡率及 Cleaved Caspase-3、Cleaved
Caspase-9 蛋白水平明显高于对照组,差异有统计学意义
( t凋亡率 = 13郾 169, P凋亡率 < 0郾 001; tCleaved Caspase-3 = 8郾 104,
PCleaved Caspase-3 < 0郾 001; tCleaved Caspase-9 = 7郾 203, PCleaved Caspase-9 <
0郾 001)。 阴性组细胞凋亡率及 Cleaved Caspase-3、Cleaved
Caspase-9 蛋白水平与高糖组比较,差异无统计学意义
( t凋亡率 = 0郾 223, P凋亡率 = 0郾 829; tCleaved Caspase-3 = 0郾 180,
PCleaved Caspase-3 = 0郾 862; tCleaved Caspase-9 = 0郾 189, PCleaved Caspase-9 =
0郾 854)。 干扰组细胞凋亡率及 Cleaved Caspase-3、Cleaved
Caspase-9 蛋白水平明显低于高糖组,差异有统计学意义
( t凋亡率 = 6郾 638, P凋亡率 < 0郾 001; tCleaved Caspase-3 = 4郾 142,
PCleaved Caspase-3 = 0郾 003; tCleaved Caspase-9 = 2郾 654, PCleaved Caspase-9 =
0郾 029)。 下调 FOXO4 可降低高糖对视网膜血管内皮细胞
凋亡的影响(图 3,表 4)。
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图 3摇 下调 FOXO4 表达后高糖环境下视网膜血管内皮细胞凋亡变化摇 A:流式细胞术测定视网膜血管内皮细胞凋亡水平;B:Western
blot 测定视网膜血管内皮细胞中凋亡蛋白 Cleaved Caspase-3、Cleaved Caspase-9 表达水平。

表 4摇 下调 FOXO4 表达后高糖条件下视网膜血管内皮细胞凋

亡率和 Cleaved Caspase-3、Cleaved Caspase-9 蛋白水平变化

軃x依s
组别 凋亡率(% ) Cleaved Caspase-3 Cleaved Caspase-9
对照组 4郾 15依0郾 32 0郾 23依0郾 02 0郾 40依0郾 05
高糖组 16郾 53依1郾 42 0郾 68依0郾 09 0郾 78依0郾 09
阴性组 16郾 32依1郾 45 0郾 67依0郾 08 0郾 79依0郾 06
干扰组 10郾 29依1郾 04 0郾 45依0郾 06 0郾 64依0郾 05

摇 摇
F 78郾 149 29郾 508 23郾 731
P <0郾 001 <0郾 001 <0郾 001

3 讨论
糖尿病视网膜病变以视网膜血管内皮细胞损伤为早

期标志,血糖增高是糖尿病视网膜病变发生的主要诱因,
糖尿病患者血糖处于高水平状态,而高水平的血糖能够诱
导视网膜血管内皮细胞凋亡[9-10]。 本实验的结果表明,高
糖诱导视网膜血管内皮细胞凋亡水平升高,同时高糖还可
以诱导视网膜血管内皮细胞氧化损伤,说明成功构建了糖
尿病条件下的视网膜血管内皮细胞损伤模型。

叉头框蛋白家族能够调控正常机体的多种生理功能,
如 DNA 损伤、分化、凋亡、氧化应激等,该蛋白家族有 4 个
亚型,其中 FOXO4 在糖尿病条件下表达下调可以发挥保
护内皮细胞的功能,FOXO4 参与内皮组织损伤和功能障
碍[11-13]。 FOXO4 受到营养物质、胰岛素、氧化应激等多种
因素刺激以后,FOXO4 与 DNA 结合能力被改变,导致下
游蛋白的泛素化、乙酰化、磷酸化等异常[14-15]。 FOXO4 参
与葡萄糖代谢和胆固醇合成等过程,FOXO4 转基因小鼠
对葡萄糖清除的速度增加,在高表达瘦素的小鼠中发现
FOXO4 表达上调[12,16-17]。 糖尿病视网膜病变是糖尿病并
发症之一,目前在糖尿病视网膜病变视网膜组织中发现
FOXO4 表达上调,FOXO4 可能参与糖尿病视网膜血管内
皮细胞损伤过程[7,18]。 本研究表明,高糖处理后的视网膜
血管内皮细胞中 FOXO4 表达水平升高,FOXO4 可能参与

糖尿病视网膜病变,这与上述研究报道一致。
糖尿病视网膜病变的发病机制较为复杂,其中视网

膜氧化应激是其发病机制之一,生理条件下的氧自由基
不断合成的同时被氧自由基清除剂不断地降解,而在病
理条件下,自由基的生成和清除平衡被打破,细胞内的
抗氧化酶如 SOD 活性降低,导致细胞内的 ROS 含量升
高,引起细胞内脂质发生过氧化,破坏细胞膜完整结构,
导致细胞膜通透性发生改变,而脂质发生过氧化的同时
会生成大量的 MDA,因此,检测细胞外 SOD 活性和 MDA
含量可以间接反映细胞氧化损伤程度。 众所周知,氧化
应激诱导细胞凋亡发生,其可以通过激活细胞内 Caspase
级联反应诱导细胞凋亡[19-23]。 有研究表明,FOXO4 参与
机体代谢过程与调控细胞氧化损伤有关,在动脉粥样硬
化、胰岛 茁 细胞中等已经证实[24-25]。 本实验的结果表明,
下调 FOXO4 可以逆转高糖对视网膜血管内皮细胞氧化损
伤、细胞凋亡和细胞中 Caspase-3、Caspase-9 的表达影响,
说明 FOXO4 下调可以减轻高糖对视网膜血管内皮细胞
损伤。

总之,FOXO4 参与糖尿病视网膜病变发生过程,下调
其表达可以发挥保护视网膜血管内皮细胞的作用,这对于
以后研究 FOXO4 在糖尿病视网膜血管内皮细胞损伤中的
作用奠定了基础,为明确糖尿病视网膜病变分子发病机制
提供了参考。
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