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ＦＧＦ２１ 通过 ＦＧＦＲ１ / ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路减轻高糖下视网膜色
素上皮细胞的氧化应激损伤
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引用:田野ꎬ张国恒ꎬ袁天浩ꎬ等. ＦＧＦ２１ 通过 ＦＧＦＲ１ / ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ
通路减轻高糖下视网膜色素上皮细胞的氧化应激损伤. 国际眼
科杂志ꎬ ２０２６ꎬ２６(３):３８３－３９０.

基金项目:国家自然科学基金项目(Ｎｏ.８２３７１０７１ꎬ８２５７１２３８)ꎻ军
队高层次科技创新人才工程自主研究项目(Ｎｏ.２０２３ＲＣＺＺ００９)ꎻ
国防生物科技优秀青年人才基金(Ｎｏ.０２－ＳＷＫＪＹＣＪＪ１２)ꎻ陕西省
创新能力支撑计划 －科技创新团队项目(Ｎｏ. ２０２５ＲＳ－ＣＸＴＤ－
０５０)ꎻ空军军医大学交叉融合专项(Ｎｏ.２０２４ＪＣ０１９)
作者单位:１(７１００３２)中国陕西省西安市ꎬ空军军医大学西京医
院眼科 全军眼科研究所ꎻ２(３５０００１)中国福建省福州市ꎬ武警福
建省总队医院卫勤处
作者简介:田野ꎬ在读硕士研究生ꎬ研究方向:糖尿病视网膜
病变ꎮ
通讯作者:窦国睿ꎬ博士ꎬ教授ꎬ博士研究生导师ꎬ副主任医师ꎬ研
究方向:糖尿病视网膜病变. ｆｉｅｒｙｗａｎｇ＠ １２６.ｃｏｍꎻ陈媛ꎬ硕士ꎬ初
级研究员ꎬ研究方向:糖尿病视网膜病变. ｃｙｕａｎ１１５＠ １６３.ｃｏｍ
收稿日期: ２０２５－１１－１２ 　 　 修回日期: ２０２６－０１－２２

摘要
目的:探究成纤维细胞生长因子 ２１(ＦＧＦ２１)对高糖诱导
的视网膜色素上皮(ＲＰＥ)细胞氧化应激损伤的影响及其
分子机制ꎮ
方法:通过 ＧＥＯ 数据库中的小鼠视网膜组织单细胞测序
数据ꎬ分析 ＦＧＦ２１ 受体 ＦＧＦＲ１ 在 ＲＰＥ 细胞中的表达丰
度ꎬ培养人 ＡＲＰＥ－１９ 细胞系ꎬ随机分为对照组、高糖组
(３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖)、高糖＋ ＦＧＦ２１ 类似物处理组ꎬ并设
置 ｓｉＦＧＦＲ１ 处理组及 ＰＩ３Ｋ 抑制剂处理组ꎬＣＣＫ８ 检测不同
处理组细胞的活力变化ꎬ利用 ＤＣＦＨ－ＤＡ 荧光探针ꎬ结合
免疫荧光染色及流式细胞术检测不同处理组细胞中的
ＲＯＳ 水平ꎬ对高糖组及高糖＋ＦＧＦ２１ 组的细胞进行转录组
测序检测ꎬ分析 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路富集程度ꎬ采用免疫印
迹法检测 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路相关蛋白的磷酸化水平ꎮ
结果:单细胞测序发现糖尿病模型小鼠视网膜中 ＦＧＦ２１
受体 ＦＧＦＲ１ 在 ＲＰＥ 细胞特异性高表达ꎮ 体外实验中ꎬ高
糖(３０ ｍｍｏｌ / Ｌ)处理使 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活力下降 ４９.７％ꎬ并
诱导 活 性 氧 水 平 升 高 约 ２ 倍ꎻ 而 ＦＧＦ２１ 类 似 物
(６０ ｎｇ / ｍＬ)干预可恢复细胞活力ꎬ并降低高糖诱导的
ＲＯＳ 升高ꎮ 机制研究表明ꎬ敲低 ＦＧＦＲ１ 可抑制 ＦＧＦ２１ 的
抗氧化应激作用ꎮ 进一步的分子机制验证显示ꎬ高糖处理
显著抑制了 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路的磷酸化 ( ｐ － Ａｋｔ 与
ｐ－ＰＩ３Ｋ水平分别降低 ３３.９％与 ３６.６％)ꎬ而 ＦＧＦ２１ 有效逆
转了这一抑制效应ꎬ使 ｐ－Ａｋｔ 与 ｐ－ＰＩ３Ｋ 表达均恢复ꎮ 使
用 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 可抑制 ＦＧＦ２１ 的细胞保护作
用ꎬ显著提升 ＲＯＳ 阳性细胞率ꎬ证实 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路是
ＦＧＦ２１ 发挥作用的必要下游机制ꎮ
结论:ＦＧＦ２１ 通过受体 ＦＧＦＲ１ 激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路ꎬ

减轻高糖诱导的 ＲＰＥ 细胞氧化应激水平ꎬ减少细胞损伤ꎮ
关键词:视网膜色素上皮细胞ꎻ高糖ꎻ氧化应激ꎻ单细胞测
序ꎻ成纤维细胞生长因子 ２１(ＦＧＦ２１)ꎻ转录组测序ꎻ信号
通路
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２６.３.０４

Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ２１ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｖｉａ
ＦＧＦＲ１ / ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ

Ｔｉａｎ Ｙｅ１ꎬ２ꎬ Ｚｈａｎｇ Ｇｕｏｈｅｎｇ１ꎬ Ｙｕａｎ Ｔｉａｎｈａｏ１ꎬ Ｗａｎｇ
Ｘｉｎ１ꎬ Ｃｈａｎｇ Ｔｉａｎｆａｎｇ１ꎬ Ｃｈｅｎ Ｙｕａｎ１ꎬ Ｄｏｕ Ｇｕｏｒｕｉ１

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
( Ｎｏ. ８２３７１０７１ꎬ ８２５７１２３８)ꎻ Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔｓ ｆｏｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｔａｌｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｍｉｌｉｔａｒｙ (Ｎｏ.
２０２３ＲＣＺＺ００９ )ꎻ Ｏｕｔｓｔａｎｄｉｎｇ Ｙｏｕｎｇ Ｔａｌｅｎｔ Ｆｕｎｄ ｆｏｒ Ｄｅｆｅｎｓｅ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ (Ｎｏ.０２－ＳＷＫＪＹＣＪＪ１２)ꎻ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ
Ｃａｐａｃｉｔｙ Ｓｕｐｐｏｒｔ Ｐｒｏｇｒａｍ－Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｔｅａｍ
Ｐｒｏｊｅｃｔ (Ｎｏ.２０２５ＲＳ－ＣＸＴＤ－０５０)ꎻ Ｃｒｏｓｓ－ｆｕｓｉｏｎ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ
Ａｉｒ Ｆｏｒｃｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (Ｎｏ.２０２４ＪＣ０１９)
１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｘｉｊｉｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ａｉｒ Ｆｏｒｃｅ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｅｙｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ ＰＬＡꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ ７１００３２ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｅｒｖｉｃｅꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ａｒｍｅｄ
Ｐｏｌｉｃｅ Ｃｏｒｐｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｆｕｚｈｏｕ ３５０００１ꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｄｏｕ Ｇｕｏｒｕｉ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ｘｉｊｉｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ａｉｒ Ｆｏｒｃｅ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｅｙｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ ＰＬＡꎬ
Ｘｉ􀆳ａｎ ７１００３２ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｆｉｅｒｙｗａｎｇ＠ １２６.ｃｏｍꎻ Ｃｈｅｎ
Ｙｕａｎ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｘｉｊｉｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ａｉｒ Ｆｏｒｃｅ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｅｙｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ ＰＬＡꎬ Ｘｉ􀆳ａｎ ７１００３２ꎬ Ｓｈａａｎｘｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｃｙｕａｎ１１５＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２５－１１－１２　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２６－０１－２２

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ:Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
２１ (ＦＧＦ２１) ｏｎ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ－ ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ
ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ (ＲＰＥ) ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｏ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ
ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ:Ｓｉｎｇｌｅ－ ｃｅｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＧＥＯ
ｄａｔａｂａｓｅ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ＦＧＦ２１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＦＧＦＲ１ ｉｎ ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ. Ｈｕｍａｎ
ＡＲＰＥ－ １９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ ｒａｎｄｏｍｌｙ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｔｏ
ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ (３０ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ＋
ＦＧＦ２１ ａｎａｌｏｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｉｔｈ ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ｓｉＦＧＦＲ１
ａｎｄ ＰＩ３Ｋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐｓ. Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｕｓｉｎｇ ＣＣＫ － ８ ａｓｓａｙꎬ

３８３

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２６ꎬ Ｎｏ.３ Ｍａｒ. ２０２６　 　 ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９－８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ｉｊｏ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ) ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ
ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ＤＣＦＨ－ＤＡ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｉｎｇ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ.
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ
ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ＋ＦＧＦ２１ ｇｒｏｕｐ ｔｏ
ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｓｉｎｇｌｅ － ｃｅｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＧＦＲ１ ｉｎ ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ
ｄｉａｂｅｔｉｃ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ. Ｕｎｄｅｒ Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓꎬ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ ( ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ) ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ＡＲＰＥ － １９ ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｂｙ ４９. ７％ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌｓ ｂｙ
ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ ２－ ｆｏｌｄ. Ｗｈｅｒｅａｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＦＧＦ２１
ａｎａｌｏｇ (６０ ｎｇ / ｍＬ) ｒｅｓｔｏｒｅｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ
ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ － ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＯＳ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ. Ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ
ｓｔｕｄｉｅｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ＦＧＦＲ１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ＦＧＦ２１. Ｆｕｒｔｈｅｒ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
(ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ－Ａｋｔ ａｎｄ ｐ－ＰＩ３Ｋ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ３３.９％
ａｎｄ ３６.６％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ)ꎬ ｗｈｉｌｅ ＦＧＦ２１ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ
ｔｈｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ－Ａｋｔ
ａｎｄ ｐ － ＰＩ３Ｋ. Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＬＹ２９４００２
ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＧＦ２１ ａｎｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ＲＯＳ － ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓꎬ ｔｈｅｓｅ
ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈａｔ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｓ ｉｎｄｉｓｐｅｎｓａｂｌｅ
ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｆｏｒ ＦＧＦ２１ ｔｏ ｅｘｅｒｔ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔｓ.
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ＦＧＦ２１ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ － ｉｎｄｕｃｅｄ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｔｓ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＦＧＦＲ１.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅꎻ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｓｉｎｇｌｅ － ｃｅｌｌ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎻ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ２１ ( ＦＧＦ２１ )ꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎻ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｔｉａｎ Ｙꎬ Ｚｈａｎｇ ＧＨꎬ Ｙｕａｎ ＴＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ ２１ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｖｉａ ＦＧＦＲ１ / ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌ
ｐａｔｈｗａｙ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２６ꎬ２６(３):３８３－３９０.

０引言
糖尿病视网膜病变(ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＤＲ)是糖尿

病最常见的神经微血管并发症之一ꎬ已成为全球工作年龄
人群致盲的主要原因[１]ꎮ 随着糖尿病患病率的持续攀升ꎬ
ＤＲ 的防治已成为公共卫生领域面临的重要挑战ꎮ ＤＲ 的
典型病理改变包括视网膜血管通透性增加、血视网膜屏障
破坏、神经变性及晚期新生血管形成ꎬ其发病机制与长期
高血糖引起的氧化应激、炎症反应及细胞凋亡密切相
关[２]ꎮ 视网膜色素上皮( ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬ ＲＰＥ)
细胞作为血视网膜外屏障的核心组分ꎬ在高糖环境下易发
生功能异常ꎬ氧化应激损伤被认为是 ＤＲ 早期病变的关键
驱动因素[３]ꎮ 研究表明ꎬ高糖通过激活 ＮＡＤＰＨ 氧化酶家
族、抑制超氧化物歧化酶等抗氧化酶介导的抗氧化作用ꎬ
诱发活性氧(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)过度积累ꎬ进而
加速视网膜结构和功能的损害[４－６]ꎮ 然而ꎬＤＲ 中 ＲＰＥ 细
胞调控氧化应激反应的具体调控网络及分子机制ꎬ目前仍

存在诸多未明之处ꎬ亟待深入探索ꎮ
成纤维细胞生长因子 ２１( ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ２１ꎬ

ＦＧＦ２１)是 ＦＧＦ 家族的一种代谢调节因子[７]ꎬ对糖尿病微
血管并发症方面的研究显示ꎬＦＧＦ２１ 可缓解糖尿病肾病小
鼠的肾小球氧化应激[８]ꎬ提示其可能对糖尿病引发的组织
损伤具有保护效应ꎮ 临床数据显示 ＤＲ 患者房水、玻璃体
中 ＦＧＦ２１ 水平显著增加[９－１０]ꎬ提示 ＦＧＦ２１ 可能参与 ＤＲ 疾
病进程ꎮ 然而ꎬＦＧＦ２１ 是否直接参与 ＤＲ 中 ＲＰＥ 细胞的氧
化应激调控ꎬ其具体作用机制尚不明确ꎮ 本研究旨在通过
高糖处理 ＲＰＥ 细胞ꎬ并建立 ＦＧＦＲ１ 敲低细胞模型ꎬ探究
ＦＧＦ２１ 在 ＲＰＥ 细胞氧化应激中的保护效应ꎬ并分析其下
游信号通路ꎬ探索 ＦＧＦ２１ 在 ＤＲ 早期病变中的潜在分子机
制ꎬ为 ＤＲ 防治策略提供理论依据ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１细胞　 人视网膜色素上皮细胞系(ＡＲＰＥ－１９)购自
赛柏慷公司ꎮ
１.１.２试剂　 胎牛血清(ＩｎＣｅｌｌＧｅｎｅꎬＩＣ－１９０５)ꎻＤＭＥＭ / Ｆ１２
培养 基 ( 普 诺 赛ꎬ ｐｍ１５０３１０ )ꎻ 胰 蛋 白 酶 ( Ｇｉｂｃｏꎬ
２５２０００７２)、青－链霉素(中乔新舟ꎬＣＳＰ００６)ꎻＣＣＫ８ 试剂盒
(新赛美ꎬｃ６５００)ꎻ活性氧检测试剂盒(碧云天ꎬＳ００３３Ｓ)ꎻ
ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒 (碧云天ꎬＰ００１０)ꎻＦＧＦ２１ 类似物
ＰＦ－０５２３１０２３(ＡｂｍｏｌｅꎬＭ１００４８)ꎻｓｉ－ＦＧＦＲ１(吉玛基因)ꎻ
ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２( ＩｎＣｅｌｌＧｅｎｅꎬ ＩＣ － ０２２７２６８)ꎻＴｒｉｚｏｌ
试剂(Ｔａｋａｒａꎬ９１０９)ꎻ反转录试剂盒(ＴａｋａｒａꎬＲＲ０３６Ａ)ꎻ荧
光定量试剂盒 (笛医ꎬ ＤＹ２０３０３)ꎻ ｐ － ＰＩ３Ｋ 抗体 ( ＣＳＴꎬ
１７３６６ )、 ＰＩ３Ｋ 抗 体 ( Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬ ８２７９６ )ꎻ Ａｋｔ 抗 体
(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬ８０８１６)ꎻｐ－Ａｋｔ 抗体(ＣＳＴꎬ１３００３８)ꎻβ－ａｃｔｉｎ
抗体 ( Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬ ２０５３６ )ꎻ ＨＲＰ 标 记 山 羊 抗 兔 ＩｇＧ
(ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎬＳＡ００００１－２)ꎮ
１.２方法
１.２. １ 视网膜组织单细胞测序数据分析 　 筛选 ＧＥＯ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｇｅｏ / )数据库中 ＤＲ 模型小
鼠的视网膜组织单细胞测序数据集 ＧＳＥ１７８１２１ꎬ以及本课
题组前期已发表的氧诱导视网膜病变( ｏｘｙｇｅｎ － ｉｎｄｕｃｅｄ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＯＩＲ)模型小鼠的视网膜组织单细胞数据[１１]ꎬ
分析不同 ＦＧＦ２１ 受体在病理性视网膜的各细胞亚群中的
表达丰度ꎮ
１.２.２ 细胞培养与分组　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞系置于含 １０％胎
牛血清及 １％ 青 －链霉素的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基中ꎬ于
３７ ℃、含 ５％ ＣＯ２的细胞培养箱中培养ꎮ 将细胞分为正常
对照组、高糖组(２０、３０、４０、５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ－葡萄糖处理)ꎬ确
定高糖损伤细胞模型所需的糖浓度ꎻ在高糖组中以 ５０、
６０、８０、１００ ｎｇ / ｍＬ ＦＧＦ２１ 类似物 ＰＦ－０５２３１０２３ 处理细胞ꎬ
筛选 ＦＧＦ２１ 处理最佳浓度ꎮ 根据高糖及 ＦＧＦ２１ 最佳浓
度ꎬ设置对照组、高糖组、高糖＋ＦＧＦ２１ 组、高糖＋ｓｉＦＧＦＲ１＋
ＦＧＦ２１ 组、高糖＋ＦＧＦ２１ 组＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂组ꎮ 以上处理均
为 ４８ ｈꎮ
１.２.３ ＣＣＫ８ 法检测细胞活性 　 取对数生长期 ＡＲＰＥ－１９
细胞ꎬ以每孔 １×１０３ 个的密度均匀接种于 ９６ 孔板ꎬ置于
３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养ꎮ 待细胞贴壁后ꎬ按以上实
验设计进行分组处理ꎮ 各组细胞继续培养 ４８ ｈ 后ꎬ向每
孔中加入 １０ μＬ ＣＣＫ８ 试剂ꎬ并于培养箱中避光孵育
１.５ ｈꎮ 随后ꎬ使用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长下检测各孔的吸
光度(ＯＤ 值)ꎮ 本实验中ꎬ每组处理均设置 ６ 个复孔ꎬ并

４８３
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设立仅含培养基和 ＣＣＫ－８ 试剂的空白孔以校正背景ꎮ 实
验独立重复 ３ 次ꎮ 细胞活力计算如下:细胞活力(％) ＝
[(实验组 ＯＤ(４５０) －空白孔 ＯＤ(４５０) ) / (对照组 ＯＤ(４５０) －空白
孔 ＯＤ(４５０))]×１００％ꎮ
１.２.４ ＤＣＦＨ－ＤＡ荧光探针法检测 ＲＯＳ 水平　 取对数生
长期 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ以每孔 １×１０４个的密度均匀接种于
２４ 孔板中ꎬ待细胞融合度达 ８０％时ꎬ随机分为对照组ꎬ高
糖处理组、高糖＋ＦＧＦ２１ 处理组、高糖＋ｓｉ－ＦＧＦＲ１＋ＦＧＦ２１ 处
理组、高糖＋ＦＧＦ２１＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂处理组ꎬ并继续培养４８ ｈꎮ
干预结束后ꎬ弃去原培养基ꎬ各组加入用无血清培养基稀释
至 １０ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＤＣＦＨ－ＤＡ 工作液(每孔 ５００ μＬ)ꎬ３７ ℃避
光孵育 ２０ ｍｉｎꎮ 孵育结束后ꎬ用 ＰＢＳ 轻柔洗涤 ３ 次ꎬ去除
未进入细胞的探针ꎮ 随后ꎬ使用荧光显微镜观察并采集图
像ꎬ利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １.５４ｇ 软件定量分析各组的平均荧光强
度ꎮ 或细胞收集后悬浮于稀释好的 ＤＣＦＨ－ＤＡ 中ꎬ细胞浓
度为 １×１０６ 至 ２×１０７ ｃｅｌｌｓ / ｍＬꎬ３７ ℃ 细胞培养箱内孵育
２０ ｍｉｎꎮ 每隔 ３－５ ｍｉｎ 颠倒混匀ꎬ使探针和细胞充分接
触ꎬ洗涤 ３ 次后使用流式细胞仪检测ꎬ使用 ＦｌｏｗＪｏ ｖ１０.８.１
软件分析阳性细胞率ꎮ
１.２.５ ｓｉ－ＦＧＦＲ１ 细胞转染 　 靶向 ＦＧＦＲ１ 的小干扰 ＲＮＡ
(ｓｉＦＧＦＲ１)及阴性对照(ＮＣ)购于吉玛基因( ｓｉＦＧＦＲ１－１:
正义链:５􀆳 － ＧＵＡＧＣＡＡＣＧＵＧＧＡＧＵＵＣＡＵＴＴ － ３􀆳ꎬ反义链:
５􀆳－ＡＵＧＡＡＣＵＣＣＡＣＧＵＵＧＣＵＡＣＴＴ － ３􀆳)ꎮ 取对数生长期
ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ以每孔 １×１０４个的密度均匀接种于 ２４ 孔
板中ꎬ待细胞融合度达 ６０％时ꎬ参照说明书配置并使用
ｓｉＲＮＡ 转染试剂ꎬ分别将 ｓｉＦＧＦＲ１ 及对照 ｓｉＲＮＡ 转染入细
胞ꎮ 转染 ６ ｈ 后更换为完全培养基ꎬ并继续培养 ４８ ｈꎬ随
后通过 ｑＲＴ－ＰＣＲ 验证 ＦＧＦＲ１ 的敲低效率(引物序列:
ＦＧＦＲ１ － Ｈｕｍ － Ｆ: ５􀆳 － ＡＡＡＣＣＡＡＡＣＣＧＴＡＴＧＣＣＣＧＴ － ３􀆳ꎬ
ＦＧＦＲ１－Ｈｕｍ－Ｒ:５􀆳－ＡＡＣＴＣＣＡＣＧＴＴＧＣＴＡＣＣＣＡＧ－３􀆳)ꎮ
１.２.６ ｑＰＣＲ检测 ＦＧＦＲ１ ｍＲＮＡ相对表达量　 ＡＲＰＥ－１９
细胞经 ｓｉＦＧＦＲ１ 及对照 ｓｉＲＮＡ 转染处理后ꎬ使用 Ｔｒｉｚｏｌ 试
剂裂解细胞ꎬ通过氯仿抽提、异丙醇沉淀法纯化 ＲＮＡꎬ并
使用 ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ 水溶解ꎮ 采用微量分光光度计检测 ＲＮＡ
浓度及纯度ꎻ利用反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡꎮ 以 ｃＤＮＡ 为
模板ꎬ使用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 试剂在实时荧光定量 ＰＣＲ
仪上进行扩增ꎮ 以 β－ａｃｔｉｎ 作为内参基因ꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ法计
算 ＦＧＦＲ１ ｍＲＮＡ 的相对表达量ꎮ
１.２.７ ＲＮＡ－ｓｅｑ检测细胞 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路　 取对数生
长期 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ以每孔 ３×１０５个的密度均匀接种于 ６
孔板中ꎬ待细胞融合度达 ８０％时ꎬ随机分为高糖处理组、高
糖＋ＦＧＦ２１ 处理组ꎬ干预 ４８ ｈ 后ꎬ弃去培养基ꎬ使用 Ｔｒｉｚｏｌ
试剂裂解细胞ꎬ样本于－８０ ℃保存备用ꎮ 后续将样本委托
杭州联川生物技术有限公司进行转录组测序ꎮ 对获得的
测序数据进行 ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎬ并采用基因集富集分
析(ＧＳＥＡ)验证 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路的变化ꎮ
１.２.８蛋白质免疫印迹法检测蛋白表达水平　 取对数生长
期 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ以每孔 ５×１０５个的密度均匀接种于 ６
孔板中ꎬ待细胞融合度达 ８０％时ꎬ随机分为对照组ꎬ高糖处
理组及高糖＋ＦＧＦ２１ 处理组ꎮ 干预 ４８ ｈ 后ꎬ弃去培养基ꎬ
使用 ＲＩＰＡ 裂解液在冰上裂解细胞以提取总蛋白ꎮ 采用
ＢＣＡ 法测定蛋白浓度并定量ꎮ 各组进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶
电泳分离ꎬ随后湿转法将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜ꎮ 用 ５％脱
脂牛奶室温封闭 ２ ｈ 后ꎬ将膜与相应一抗(ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ、ｐ－Ａｋｔ 及内参 β－ａｃｔｉｎꎬ１∶ １０００)４ ℃过夜孵育ꎮ 次日

ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ与二抗室温孵育 ２ ｈꎮ 再次充分洗涤后ꎬ
使用 ＥＣＬ 化学发光试剂进行显影ꎮ 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １.５４ｇ 软
件分析目标条带灰度值ꎬ以靶蛋白与 β－ａｃｔｉｎ 的灰度值比
值表示其相对表达水平ꎮ

统计学分析:使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 统计软件进行分

析ꎬ定量数据以平均值±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎮ 三组及以上
的比较采用单因素方差分析 ( ｏｎｅ － ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎮ 当
ＡＮＯＶＡ 显示总体差异具有统计学意义(Ｐ<０.０５)时ꎬ进一
步进行 Ｔｕｋｅｙ 事后多重比较检验(Ｔｕｋｅｙ􀆳ｓ ｐｏｓｔ ｈｏｃ ｔｅｓｔ)以
明确各组之间的两两差异ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学
意义ꎮ
２结果
２.１ ＲＰＥ细胞是 ＤＲ模型视网膜中响应 ＦＧＦ２１ 的主要效
应细胞 　 ＦＧＦ２１ 主要通过其共受体 β－Ｋｌｏｔｈｏ(ＫＬＢ)及
ＦＧＦＲ１ 发挥作用ꎮ 对 ＧＥＯ 数据库中的单细胞测序数据
(ＧＳＥ１７８１２１)的分析结果显示ꎬ在 ＳＴＺ 诱导的糖尿病小鼠
视网膜中ꎬＫＬＢ 呈广泛低表达ꎬ而 ＦＧＦＲ１ 则在 ＲＰＥ 细胞
中特异性高表达ꎬ见图 １Ａꎮ 这一表达模式在 ＯＩＲ 模型中
得到一致性验证ꎬ见图 １Ｂꎮ 证实在糖尿病小鼠模型及氧
诱导视网膜病变模型中ꎬＲＰＥ 细胞是响应 ＦＧＦ２１ 信号的
关键效应细胞ꎮ
２.２ ＦＧＦ２１改善高糖诱导的 ＲＰＥ细胞活力下降　 为建立
高糖损伤细胞 模 型ꎬ我 们 使 用 不 同 浓 度 ( ２０、 ３０、 ４０、
５０ ｍｍｏｌ / Ｌ)的葡萄糖处理 ＡＲＰＥ－１９ 细胞 ４８ ｈꎮ ＣＣＫ８ 检测
结果如图 ２Ａ及表 １ 所示ꎬ与正常对照(ＣＴＬ)组相比ꎬ２０－
５０ ｍｍｏｌ / Ｌ的葡萄糖处理均能显著降低细胞活力(均 Ｐ<
０.０１)ꎬ且呈现剂量依赖性效应ꎮ 其中ꎬ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖
处理使细胞活力下降 ４９.７％(Ｐ<０.０１)ꎬ被选定用于建立
稳定的高糖损伤模型ꎮ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 甘露醇高渗对照组的
细胞活力与正常组无差异ꎬ证明细胞损伤源于高糖本身而
非渗透压变化ꎮ

在损伤模型基础上ꎬ为探究 ＦＧＦ２１ 能否缓解高糖损
伤ꎬ我们在高糖模型基础上加入了不同浓度的 ＦＧＦ２１ 类
似物 ＰＦ０５２３１０２３ꎮ 如图 ２Ｂ 及表 ２ 所示ꎬ加入 ６０、 ８０、
１００ ｎｇ / ｍＬ ＦＧＦ２１ 类似物后ꎬ细胞活力较高糖组得到显著
改善ꎬ差异具有统计学意义(均 Ｐ< ０.０１)ꎮ 与高糖模型
(ＨＧ)组相比ꎬＨＧ＋５０ ｎｇ / ｍＬ ＦＧＦ２１ 类似物的处理组与
ＨＧ 组 差 异 无 统 计 学 意 义 ( Ｐ > ０. ０５ )ꎮ ＨＧ＋６０、 ８０、
１００ ｎｇ / ｍＬ ＦＧＦ２１ 类似物组细胞活力分别恢复 １５. ６％、
１６.３％和 １７.６％ꎬ且此三组间的保护效果无统计学差异
(均 Ｐ>０.０５)ꎮ 以上结果表明ꎬ６０ ｎｇ / ｍＬ 是 ＦＧＦ２１ 类似物
发挥保护作用的最低有效浓度ꎬ因此后续实验选用此浓
度ꎮ 以上结果证明 ＦＧＦ２１ 可有效改善高糖诱导的 ＲＰＥ 细
胞活性损伤ꎮ

表 １　 各组细胞活力结果比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 处理浓度 细胞活力相对值

对照组 ＣＴＬ １.０００±０.０５４
５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 甘露醇 ０.９４８±０.１２３

ＨＧ 组 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ０.６９１±０.０３３
３０ ｍｍｏｌ / Ｌ ０.５０３±０.０３２
４０ ｍｍｏｌ / Ｌ ０.４６１±０.０４５
５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ０.４３６±０.０１４
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图 １　 ＦＧＦ２１ 受体在糖尿病与氧诱导视网膜病模型视网膜中的表达谱　 Ａ:ＳＴＺ 诱导的糖尿病小鼠视网膜细胞单细胞 ｔ－ＳＮＥ 聚类图
(左)及 ＦＧＦ２１ 受体 ＦＧＦＲ１ 与 ＫＬＢ 在视网膜中的表达分布ꎻＢ:ＯＩＲ 模型小鼠视网膜细胞单细胞 ｔ－ＳＮＥ 聚类图(左)及 ＦＧＦ２１ 受
体 ＦＧＦＲ１ 与 ＫＬＢ 在视网膜中的表达分布ꎮ

图 ２　 ＣＣＫ８ 检测高糖及 ＦＧＦ２１ 对 ＲＰＥ细胞活力的影响　 Ａ:不同浓度的葡萄糖干预后细胞活力ꎻＢ:ＦＧＦ２１ 类似物 ＰＦ０５２３１０２３ 干
预高糖作用下细胞活力ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ ＣＴＬ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎮ

表 ２　 各组细胞活力结果比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 ＨＧ 浓度(ｍｍｏｌ / Ｌ) ＦＧＦ２１ 类似物浓度(ｎｇ / ｍＬ) 细胞活力相对值

ＣＴＬ 组 ０ ０ １.０００±０.０１５
ＨＧ 组 ３０ ０ ０.５７８±０.０３８
ＨＧ＋ＦＧＦ２１ 类似物组 ３０ ５０ ０.５５８±０.０１３

３０ ６０ ０.７３４±０.０１８
３０ ８０ ０.７４１±０.０１４
３０ １００ ０.７５４±０.０１８

２.３ ＦＧＦ２１抑制高糖诱导的 ＲＰＥ细胞氧化应激　 为评估
ＦＧＦ２１ 对高糖诱导的氧化应激的影响ꎬ我们检测了细胞内
ＲＯＳ 水平ꎮ ＤＣＦＨ－ＤＡ 探针染色显示ꎬ与正常对照(ＣＴＬ)
组(１. ０００ ± ０. ０４７) 相比ꎬ高糖 ( ＨＧ) 组 ＲＯＳ 荧光强度
(３.３７３±０.０４７)显著增加(Ｐ<０.０１)ꎮ 而在高糖条件下加入
ＦＧＦ２１ 类似物处理后ꎬＲＯＳ 水平显著降低至 １.８８４±０.０４７ꎬ
较高糖(ＨＧ)组降低了 ４４.１％(Ｐ<０.０１)ꎬ但仍高于正常对照
(ＣＴＬ)组(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ３ꎮ 这些结果表明ꎬＦＧＦ２１ 能够显
著缓解但不能完全逆转高糖诱导的 ＲＰＥ 细胞氧化应激ꎮ
２.４敲低 ＦＧＦＲ１可逆转 ＦＧＦ２１ 对 ＲＰＥ 细胞氧化应激的
抑制作用　 采用 ４ 条 ｓｉＦＧＦＲ１ 转染敲低 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中

的 ＦＧＦＲ１ꎬｑＰＣＲ 检测结果显示ꎬ阴性对照(ＮＣ)组(１.０８４±
０.０２４)与正常对照(ＣＴＬ)组(１.０９０±０.０２４)ＦＧＦＲ１ 表达差
异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 与阴性对照组和正常对照组
相比ꎬ四条 ｓｉＲＮＡ 均能极显著地降低 ＦＧＦＲ１ 的 ｍＲＮＡ 表
达水平(均 Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ４ꎮ 其中ꎬｓｉＲＮＡ－１ 的敲低效率
最高ꎬ将 ＦＧＦＲ１ 的表达降至 ０. ０６８ ± ０. ０２４ꎬ敲低效率达
９３.８％ꎬｓｉＲＮＡ－２、ｓｉＲＮＡ－３ 和 ｓｉＲＮＡ－４ 也表现出高效的敲
低效果ꎬ分别将表达量降至 ０.１５３±０.０２４ꎬ０.１７９±０.０２４ 和
０.１４６±０.０２４ꎮ ｓｉＲＮＡ－１ 展现出最高的敲低效率ꎬ故后续
实验选用 ｓｉＲＮＡ－１ 进行 ＦＧＦＲ１ 的功能缺失研究ꎮ
　 　 为验证 ＦＧＦ２１ 是否通过其受体 ＦＧＦＲ１ 发挥抗氧化应
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激作用ꎬ我们在高糖环境下同时使用 ＦＧＦ２１ 类似物和
ｓｉＦＧＦＲ１ 处理 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎮ 如图 ５ 所示ꎬ与先前结果
一致ꎬ高糖处理使 ＲＯＳ 相对荧光强度显著升高至 ３０１.４±
６.５ꎬ与对照(ＣＴＬ)组相比差异具有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ
而 ＦＧＦ２１ 处理显著缓解了此效应ꎬ将 ＲＯＳ 相对荧光强度
降低至 １４９.７±６.５ꎬ与高糖(ＨＧ)组相比差异具有统计学意

义(Ｐ<０.０１)ꎮ 然而ꎬ当同时敲低 ＦＧＦＲ１ 时ꎬＦＧＦ２１ 的保护
作用被逆转ꎬＲＯＳ 相对荧光强度回升至 ３１０.５±６.５ꎬ与高糖
(ＨＧ)组对比差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ且显著高于
ＨＧ＋ＦＧＦ２１ 组(Ｐ<０.０１)ꎮ 这些结果表明ꎬＦＧＦＲ１ 是 ＦＧＦ２１
发挥抗氧化应激保护作用所必需的受体ꎬ敲低 ＦＧＦＲ１ 可逆
转 ＦＧＦ２１ 对高糖诱导的 ＲＯＳ 升高的抑制作用ꎮ

图 ３　 免疫荧光检测 ＦＧＦ２１ 对高糖诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞氧化应激的影响　 Ａ:各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞内 ＲＯＳ 荧光图ꎻＢ:ＲＯＳ 荧光统
计柱状图ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ ＣＴＬ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎮ

图 ４　 ｑＲＴ－ＰＣＲ检测 ＦＧＦＲ１ 的敲低效率　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ ＣＴＬ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＮＣ 组ꎮ

图 ５　 免疫荧光检测敲低 ＦＧＦＲ１ 对 ＦＧＦ２１ 抗氧化应激作用的影响　 Ａ:各组细胞总 ＲＯＳ 荧光显微镜像ꎬ绿色荧光代表总 ＲＯＳꎻ
Ｂ:ＲＯＳ荧光比较柱状图ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ ＣＴＬ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ＋ＦＧＦ２１ 组ꎮ
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２.５ ＦＧＦ２１ 通过激活 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路抑制高糖诱导的

ＲＰＥ　 细胞氧化应激细胞转录组测序数据分析显示ꎬ与高

糖组相比ꎬ高糖＋ＦＧＦ２１ 组细胞的差异表达基因显著富集

于 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路ꎬ见图 ６ꎮ
　 　 为进一步验证 ＦＧＦ２１ 的下游作用机制ꎬ我们通过蛋

白质免疫印迹法检测了 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路关键蛋白的表

达水平ꎬ见图 ７ꎮ 结果显示ꎬ高糖处理显著抑制了 ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ 通路的活化ꎬ具体表现为高糖(ＨＧ)组磷酸化 Ａｋｔ(ｐ－
Ａｋｔ)和磷酸化 ＰＩ３Ｋ ( ｐ － ＰＩ３Ｋ) 蛋白水平相较于对照

(ＣＴＬ)组分别降低了 ３３.９％(Ｐ<０.０１)和 ３６.６％(Ｐ<０.０１)ꎮ
值得注意的是ꎬ高糖环境对总 Ａｋｔ 和总 ＰＩ３Ｋ 蛋白的表达

量均无显著影响(均 Ｐ>０.０５)ꎬ表明高糖特异性地抑制了

该通路的磷酸化活化过程ꎮ 而在高糖条件下加入 ＦＧＦ２１
类似物处理后ꎬ被抑制的 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路得以重新激活ꎮ
与高糖(ＨＧ)组相比ꎬｐ－Ａｋｔ 和 ｐ－ＰＩ３Ｋ 的水平分别显著回

升了 ５６.５％(Ｐ < ０. ０１) 和 ２３. ８％ (Ｐ < ０. ０５)ꎮ 此外ꎬＨＧ＋
ＦＧＦ２１ 组的 ｐ－Ａｋｔ 水平与正常对照(ＣＴＬ)组差异无统计

学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 以上结果证明ꎬＦＧＦ２１ 能够逆转高糖

对 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路活性的抑制ꎬ从而激活该通路磷酸

化ꎬ而不影响通路蛋白的总表达量ꎮ
　 　 为最终证实 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路在 ＦＧＦ２１ 介导的细胞保

护中的必要性ꎬ我们在使用 ＦＧＦ２１ 类似物处理的同时ꎬ加
入了 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ꎮ 流式细胞术检测 ＲＯＳ 阳性

细胞率的结果见图 ８ꎬ高糖处理使 ＨＧ 组 ＲＯＳ 阳性细胞率

上升至 ４２. １３％ ± １. ２３％ꎬ较对照 ( ＣＴＬ) 组 ( １６. ７５％ ±
１.２３％)表达升高ꎬ差异具有统计学意义 ( Ｐ < ０. ０１)ꎮ
ＦＧＦ２１ 处 理 显 著 缓 解 了 高 糖 诱 导 的 氧 化 应 激ꎬ 使

ＨＧ＋ＦＧＦ２１组 ＲＯＳ 阳性细胞率降低至 ２７.７５％±１.２３％ꎬ与
高糖组对比差异具有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 然而ꎬ当使

用 ＰＩ３Ｋ 抑制剂阻断该通路后ꎬＦＧＦ２１ 的保护作用被显著

削弱ꎮ 与 ＨＧ＋ＦＧＦ２１ 组相比ꎬＨＧ＋ＦＧＦ２１＋ＰＩ３Ｋ 抑制剂组

的 ＲＯＳ 阳性细胞率显著回升至 ３７.６３％±１.２３％ꎬ差异具有

统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 尽管 ＰＩ３Ｋ 抑制剂未能完全逆转

ＦＧＦ２１ 的所有效应ꎬ但 ＲＯＳ 水平的显著回升足以证明ꎬ
ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路的激活是 ＦＧＦ２１ 减轻高糖诱导的 ＲＰＥ
细胞氧化应激所必需的关键环节ꎮ

图 ６　 细胞转录组 ＫＥＧＧ 分析ꎮ

图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ检测各组细胞蛋白表达情况　 Ａ:ＷＢ 检测各组间 ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ、Ａｋｔ 蛋白ꎻＢ:各组间蛋白相对表达量比较柱状图ꎻ
ｂＰ<０.０１ ｖｓ ＣＴＬ 组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎮ
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图 ８　 流式细胞术检测各组 ＲＰＥ细胞 ＲＯＳ激活情况　 Ａ:四组细胞总 ＲＯＳ 流式细胞检测ꎬＰ 值部分代表 ＲＯＳ 阳性细胞ꎻＢ:ＲＯＳ 阳性

细胞率比较柱状图ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ ＣＴＬ 组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ＋ＦＧＦ２１ 组ꎮ

３讨论
在 ＤＲ 的进展过程中ꎬ长期高糖环境所诱导的 ＲＰＥ 细

胞氧化应激损伤是连接代谢异常与视网膜结构损伤的核
心病理环节ꎮ 高糖可通过多元醇、己糖胺等多种代谢途径
诱发氧化应激和糖化应激ꎬ叠加眼组织特有的光照暴露与
高代谢负荷ꎬ共同导致 ＲＰＥ 细胞内 ＲＯＳ 生成与清除失
衡[１２－１５]ꎮ 过量的 ＲＯＳ 不仅直接攻击脂质、核酸等生物大
分子ꎬ还可激活线粒体途径与内质网应激途径等信号级联
反应ꎬ最终引发 ＲＰＥ 细胞凋亡[１６－１７]ꎮ ＲＰＥ 细胞的丢失进
一步破坏视网膜外屏障完整性ꎬ诱发新生血管形成与血视
网膜屏障渗漏ꎬ从而加剧 ＤＲ 病情进展[１８]ꎮ 与既往报道一
致ꎬ本研究在体外也观察到高糖会增加 ＲＰＥ 细胞中 ＲＯＳ
含量ꎬ抑制细胞增殖ꎬ且细胞存活率呈糖浓度依赖性下降ꎮ
因此ꎬ靶向调控凋亡及 ＲＯＳ 生成ꎬ减轻氧化损伤ꎬ有望为
ＤＲ 防治提供新的思路ꎮ

ＦＧＦ２１ 是 ＦＧＦ 家族中的代谢调节因子ꎬ主要通过与
其特异性受体复合 ＦＧＦＲ / ＫＬＢ 结合ꎬ是一种具有多组织
保护作用的代谢调节因子[ ７]ꎮ 本研究通过单细胞测序数
据分析ꎬ发现 ＲＰＥ 细胞表达 ＦＧＦ２１ 受体 ＦＧＦＲ１ꎬ提示 ＲＰＥ
细胞是 ＤＲ 中响应 ＦＧＦ２１ 的关键细胞ꎮ ＦＧＦ２１ 在抗氧化
方面的功能呈现一定的组织特异性ꎮ 在非酒精性脂肪肝、
动脉粥样硬化等代谢性疾病中ꎬＦＧＦ２１ 可通过激活 Ｎｒｆ２、
ＡＭＰＫ 信号缓解氧化损伤[１９－２１]ꎮ 在心肌与肾脏组织中ꎬ其
作用涉及 ＵＣＰ３、Ａｋｔ２ 等不同靶点[２２－２４]ꎻ而在肺部和脂肪
组织中ꎬ则主要与 ＡＭＰＫ 通路相关[２５－２６]ꎮ 已有充足证据
证实 ＦＧＦ２１ 对抗高糖诱导的氧化应激的能力与其清除自
由基的能力ꎮ 在高糖损伤内皮细胞模型中ꎬＦＧＦ２１ 可通过
激活 ＩＲＳ１ / Ａｋｔ 通路减轻细胞凋亡和氧化应激ꎬ提高细胞
迁移能力和 Ｎｒｆ２ 水平[２７]ꎮ 本研究通过转录组测序及蛋白
表达验证实验ꎬ表明 ＦＧＦ２１ 主要通过激活 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号
通路改善高糖诱导的 ＲＰＥ 氧化损伤ꎬ而加入 ＰＩ３Ｋ 抑制
剂ꎬ则可逆转 ＦＧＦ２１ 对 ＲＰＥ 细胞的抗氧化保护作用ꎬ证明
ＦＧＦＲ１ / ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路是 ＦＧＦ２１ 发挥抗氧化作用的关键
分子途径ꎮ 值得注意的是ꎬ近期研究报道 ＦＧＦ２１ 可通过
激活光感受器细胞中的 Ａｋｔ－Ｎｒｆ２ 通路减轻氧化应激[２７]ꎬ

与本研究在 ＲＰＥ 中的发现高度一致ꎬ进一步支持 Ａｋｔ 信
号在视网膜抗氧化防御网络中的核心地位ꎬ也提示
ＦＧＦＲ１ / ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 可能是 ＦＧＦ２１ 在视网膜组织中相对保
守的作用机制ꎮ

从临床转化角度看ꎬＦＧＦ２１ 及其类似物在多种视网膜
疾病模型中已显示出潜在的应用价值ꎬ如改善糖尿病小鼠
视网膜功能、减轻氧诱导视网膜病变模型中的新生血管形
成ꎬ以及增强血视网膜屏障完整性ꎮ 研究表明ꎬＦＧＦ２１ 类
似物(如 ＰＦ－０５２３１０２３)可改善糖尿病小鼠视网膜神经元
功能ꎬ抑制 ＩＬ－１β 表达并增强 Ｎｒｆ２ 通路活性ꎬ从而减轻光
感受器细胞损伤[２７]ꎮ 在氧诱导视网膜病变模型中ꎬＦＧＦ２１
可不依赖 ＶＥＧＦ －Ａ 减少视网膜内病理性新生血管形
成[２８]ꎮ 此外ꎬＦＧＦ２１ 还被证明可增强血视网膜屏障中内
皮细胞间的紧密连接蛋白表达ꎬ改善小鼠视网膜渗漏[２９]ꎮ
结合本研究结果ꎬ这些保护效应可能部分通过 ＦＧＦＲ１ /
ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路介导ꎬ该通路也有望成为增强 ＦＧＦ２１ 疗效
的联合靶点ꎮ 值得关注的是ꎬ部分 ＦＧＦ２１ 药物已进入Ⅲ
期临床试验阶段[３０]ꎬ若在后续研究中进一步验证其对
ＲＰＥ 细胞中该通路的激活作用ꎬ将有力推动其临床转化
进程ꎮ

本研究仍存在一定局限:(１)仅基于 ＡＲＰＥ－１９ 细胞
系ꎬ缺乏体内实验验证ꎻ(２)对 Ａｋｔ 下游的具体效应分子及
其功能联系尚未完全解析ꎮ 后续研究将在动物模型中进
一步验证该通路ꎬ并深入探索 ＦＧＦ２１ 调控抗氧化反应的
关键下游靶点ꎬ并在 ＤＲ 动物模型中验证 ＦＧＦ２１ 的疗效ꎮ

综上ꎬ本研究明确 ＦＧＦ２１ 是一种有前景的保护性细
胞因子ꎬ通过 ＦＧＦＲ１ / ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路减轻高糖诱导的 ＲＰＥ
细胞氧化应激ꎬ不仅拓展了 ＦＧＦ２１ 眼内保护机制的认知ꎬ
也为 ＤＲ 的早期干预提供了新的实验依据与潜在靶点ꎮ
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[２２] Ｐｌａｎａｖｉｌａ Ａꎬ Ｒｅｄｏｎｄｏ－Ａｎｇｕｌｏ Ｉꎬ Ｒｉｂａｓ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ ２１ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ｆｒｏｍ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ. Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｒｅｓꎬ ２０１５ꎬ
１０６(１):１９－３１.
[２３] Ｋａｗａｋａｍｉ Ｒꎬ Ｓｕｎａｇａ Ｈꎬ Ｉｓｏ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｋｅｔｏｎｅ ｂｏｄｙ ａｎｄ ＦＧＦ２１
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[２８] Ｆｕ ＺＪꎬ Ｗａｎｇ ＺＸꎬ Ｌｉｕ ＣＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ２１
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ｒｅｔｉｎａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｌｅａｋａｇｅ ｉｎ ｉｎ ｖｉｖｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｏｄｅｌｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ
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