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!!$摘要%!玻璃体是凝胶状)透明且高度水合的基质( 玻璃体中存在着许多影响视网膜生理功能的蛋白

质"玻璃体内蛋白质组成在多种玻璃体视网膜疾病中发生特征性改变( 因此"对玻璃体内蛋白进行蛋白质组

学研究是了解玻璃体视网膜疾病病理生理机制)发现生物标志物和药物靶点的有效途径( 近十年来"多种蛋

白质组学方法逐渐应用于玻璃体的整体性蛋白质组研究"糖尿病视网膜病变)黄斑前膜)孔源性视网膜脱离等

许多玻璃体视网膜疾病的玻璃体蛋白图谱初步建立"并发现了一些潜在的生物靶点( 本文就蛋白质组学方

法)玻璃体蛋白质组学在玻璃体视网膜疾病中的应用进展进行综述(

$关键词%!玻璃体* 蛋白质组学* 糖尿病视网膜病变* 黄斑前膜* 视网膜脱离
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!!玻璃体位于眼球后段晶状体和视网膜之间"占眼球体积的
F$`"呈透明)高度水合的凝胶状态 +%, "其 AF`的成分是水"其

他成分包括胶原蛋白)透明质酸)蛋白聚糖及少量玻璃体细胞

等( 正常玻璃体内蛋白质含量平均为$_# '/I'*+", "包含大量

白蛋白)免疫球蛋白及许多功能尚不完全清楚的低丰度蛋

白
+%, ( 众所周知"玻璃体与许多玻璃体视网膜疾病的发病密切

相关"如玻璃体视网膜牵引是黄斑裂孔)视网膜脱离)增生性玻

璃体视网膜病变& O@0*)Q-@(N)M-M)N@-0@-N).0O(N,T"<b=')增生性糖

尿病视网膜病变 & O@0*)Q-@(N)M-S)(U-N)6@-N).0O(N,T"<:='等病变

的基础( 由于玻璃体与视网膜紧密相邻"且视网膜血管对玻璃

体起到营养作用"因此玻璃体内的蛋白成分会受视网膜生理及

病理状态的影响而发生改变
+4, "对玻璃体内蛋白进行分析是了

解玻璃体视网膜疾病病理生理机制的有效途径( 通过 &e7?;)

g-KN-@. U*0N等方法可以对玻璃体内蛋白成分进行分析"但无法

获得整体性蛋白质表达信息"限制了对病理状态下蛋白功能网

络变化的了解( 蛋白质组学是研究特定状态下细胞)组织或体

液中的蛋白质组成)表达水平和相互作用的学科( 通过对生理

及病理状态下蛋白质进行比较分析"蛋白质组学研究可以提供

细胞生物化学途径中蛋白质表达)疾病的发病机制和药物干预

造成的蛋白质改变等多种信息"因而被广泛应用于多种疾病的

发病机制)早期诊断)药物治疗靶点等方面的研究( 泪液)房

水)晶状体等均可作为蛋白质组学分析的样本"在干眼)青光
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眼)白内障的研究中应用广泛 +D>3, ( 玻璃体中蛋白成分相对简

单"更易发现低丰度蛋白表达的细微变化"是蛋白质组学研究

的理想材料
+G, ( 近年来"以玻璃体为样品的定性和定量蛋白质

组学研究逐渐开展"通过分析玻璃体视网膜疾病中的玻璃体蛋

白质组成"为进一步了解眼底疾病的发病机制)发现潜在的生

物标志物或药物靶点提供实验依据( 本文将对玻璃体蛋白质

组学技术进展及多种玻璃体视网膜疾病的玻璃体蛋白质组学

研究现状进行综述(

?6玻璃体蛋白质组学

?5?6蛋白质组学基本流程

蛋白质组学是一个多步骤且不唯一的过程"通常包括样本

获取)样本制备及蛋白酶解)蛋白质I多肽的分离)质谱鉴定和

数据分析等( 因研究设计)蛋白质组学技术及质谱仪的不同"

蛋白质组学的具体过程也各不相同(

?5?5?6样本获取6正常人眼玻璃体通常只能从尸眼中获取"

但蛋白降解和血>视网膜屏障的破坏会造成玻璃体蛋白质成分

发生改变
+F, ( 玻璃体切割术是获取玻璃体样本常用的方法"同

时也是视网膜脱离)<b=)<:=)黄斑裂孔等玻璃体视网膜疾病

手术治疗的主要手段( 通常认为特发性黄斑裂孔患者的玻璃

体内生物化学指标及蛋白未受明显改变"因而很多研究将其作

为1正常2对照 +A>%%, (

玻璃体切割术中通常可得到 $_# d%_$ '*未稀释玻璃体样

本( 得到的玻璃体样本应立即在液氮中冷冻并置于>F$ m中

保存备用( \(.S(*等+%",
建议在样本中添加蛋白酶抑制剂后储存(

?5?5@6样本制备6为了能更好地检测低丰度蛋白)简化复杂

的蛋白质混合物"对玻璃体样品的处理通常包括蛋白质的浓缩

提纯)变性裂解等( 离心法常用来去除玻璃体样本中的细胞成

分"通常是 D m条件下"%" $$$ d%3 $$$*."离心 # d%$ ').+%4, (

玻璃体样本中含有大量的白蛋白和免疫球蛋白 C"可能影响疾

病相关低丰度蛋白的检测"常用亲和色谱法)免疫亲和分离)丙

酮沉淀等方法去除高丰度蛋白"但同时也会造成部分低丰度蛋

白的丢失
+%$, (

?5?5C6蛋白质I多肽分离!将样本进行分离的方法主要包括基

于电泳技术的蛋白质分离和基于液相色谱&*)XP)S 6,@0'(N0/@(O,T"

e8'技术的多肽分离(

双向聚丙烯酰胺凝胶电泳 &NR0LS)'-.K)0.(*O0*T(6@T*(')S-

/-*-*-6N@0O,0@-K)K"":L<;C&'是传统的蛋白质组学分离技术"基

于等电点和相对分子质量的双向分离"蛋白质得以分离并在染

色后实现可视化和定量化( 通过对吸光度的比较分析可帮助

寻找差异表达的蛋白"蛋白经胰蛋白酶分解为多肽后即可进行

下一步的鉴定( 双向荧 光 差 异 凝 胶 电 泳 & NR0LS)'-.K)0.(*

Q*P0@-K6-.6-S)QQ-@-.6-/-*-*-6N@0O,0@-K)K"":L:7C&'技术中蛋白

质的分离也采用相同的原理"该技术中蛋白质在电泳前先被荧

光染料标记"并引入内标来减少误差"具有比 ":L<;C&更高的

灵敏度和分辨率"能实现更精确的定量分析(

许多定量蛋白质组学技术"如 e(U-*LQ@--)同位素标记相对

和绝对定量&)K0U(@)6N(/KQ0@@-*(N)M-(.S (UK0*PN-XP(.N)Q)6(N)0."

)E=;l'等是直接对多肽进行分离( 在 e8系统中"肽段根据疏

水性进一步分离"来减少一定时间内进入质谱仪的多肽数量"

增加分离的次数可以使得样品的复杂性降低(

?5?576质谱鉴定6质谱技术是蛋白质组学研究中主要的鉴定

方法( 肽段进入质谱仪前需要先进行气相离子化"基质辅助激

光解吸电离 &'(N@)1(KK)KN-S *(K-@S-K0@ON)0. )0.)+(N)0."\;e:7'

和电喷雾电离&-*-6N@0KO@(T)0.)+(N)0."&?7'是 " 种主要的离子化

方法( 虽然质谱仪有多种"但其核心均是测定肽离子的质荷

比"得到质谱图谱( 串联质谱 &N(.S-' '(KKKO-6N@0'-N@T"\?I

\?'能够进一步裂解特定肽获得部分氨基酸序列信息"提高精

确度(

?5?5H6数据分析6在数据库中检索质谱图谱可实现蛋白质鉴

定"经多种定量技术对蛋白质进行定量比较后寻找差异表达的

蛋白质( 通过多种生物信息学分析可以了解蛋白质的功能)定

位)生物化学途径等"寻找其与疾病病理进程之间的联系(

?5@6常用的蛋白质组学技术

?5@5?6双向凝胶电泳6":L<;C&和 ":L:7C&的共同优点是

定量基于蛋白水平( 此外"":凝胶能够显示在多肽水平难以

研究的翻译后修饰蛋白
+%4, ( 同时"它们也存在对低丰度蛋白

的不敏感以及极端相对分子质量蛋白漏检)样品处理复杂)难

以自动化等局限(

?5@5@6e(U-*LQ@--定量蛋白质组学!e(U-*LQ@--定量即非标记

的定量蛋白质组学"无需对样本做特定标记"通过比较样品间

特定肽段的质谱信号强度即可得到样品间蛋白表达量的差异"

操作简单"但准确性较标记定量差( e(U-*LQ@--定量在玻璃体蛋

白质组学中的应用较为广泛"在多种玻璃体视网膜疾病的蛋白

质组学研究中均有报道
+F"%D>%#, (

?5@5C6标记定量蛋白质组学6基于标记的定量蛋白质组学是

利用相对原子质量大的稳定同位素来标记样品中的肽( 标记

肽与仅含有天然同位素的肽段之间可预测的质量差异使得区

分并相对定量 " 种肽成为可能 +%3, ( 目前常用的标记定量蛋白

质组学技术有 )E=;l)细胞培养稳定同位素标记技术 &KN(U*-

)K0N0O-*(U-*)./R)N, (').0(6)SK). 6-**6P*NP@-"?7e;8')同位素

标记亲和标签 &)K0N0O-L60S-S (QQ).)NTN(/K"78;E'等( )E=;l技

术利用多种同位素试剂标记多肽氨基末端或赖氨酸侧链基团"

可同时比较多达 F 种样品之间的蛋白表达量"是近年来定量蛋

白质组学常用的高通量筛选技术
+%G, ( 蛋白质酶解成多肽后用

)E=;l试剂进行标记"随后进行 e8L\?I\? 分析( 在二级质谱

过程中")E=;l试剂裂解成低相对分子质量的报告基团"报告

基团离子强度间的差异代表其所标记多肽的相对丰度
+%F, ( 近

年来")E=;l在玻璃体蛋白质组学研究中应用广泛"实现了诸

多蛋白的定量分析"并鉴定出多种差异蛋白 +%A>"$, ( ?7e;8属于

体内标记技术"可用于视网膜色素上皮细胞或 \x**-@细胞的蛋

白质组学研究
+"%, "但不适用于玻璃体蛋白质组学分析( 基于

78;E的玻璃体蛋白质组学研究目前尚未见报道(

?5@576靶向蛋白质组学6靶向蛋白质组学 &'P*N)O*-@-(6N)0.

'0.)N0@)./"\=\'基于已知或假定信息有针对性地对符合规则

的离子进行信号采集"同时去除大量不符合规则离子信号的干
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扰"属于目标蛋白质组学研究"常用于 )E=;l后续差异蛋白的

验证"具有高灵敏度)高准确度等优势 +"", (

@6玻璃体视网膜疾病中的玻璃体蛋白质组学应用

@5?6糖尿病视网膜病变

糖尿病视网膜病变&S)(U-N)6@-N).0O(N,T":='是长期暴露于

高血糖环境引起的进展性视网膜微血管病变"是欧美国家中年

人致盲的首要原因( 针对来自玻璃体手术的 <:=患者玻璃体

蛋白质组学研究开展较早"一些生物标志物的发现和验证为早

期诊断)适时干预和发现新的治疗靶点提供了可能( [('(.-

等
+"4,
在 "$$4 年应用 ":L<;C&技术比较了 44 例 <:=患者与

"3 例黄斑裂孔患者的玻璃体蛋白组成"提供了最初的 <:=玻

璃体蛋白质组学数据( 随后"Z)'等 +%%,
用相同的方法鉴定出一

些 <:=相关的差异蛋白"如胰岛素样生长因子)色素上皮衍生

因子& O)/'-.N-O)N,-*)P'LS-@)M-S Q(6N0@"<&:]')载脂蛋白)丝氨

酸蛋白酶抑制剂)补体成分以及一些被认为与促进血管生成)

血管通透性相关的蛋白"如碳酸酐酶)骨桥蛋白)血管紧张素原

和丛生蛋白( C(@6)(L=('{@-+等 +"D,
发现 <:=患者中有 F 种蛋

白表达升高"而 <&:])光感受器间视黄醇结合蛋白和人间 $L胰

蛋白酶抑制剂重链 W" 蛋白表达降低"其中光感受器间视黄醇

结合蛋白在 :=早期即出现表达下调"可能与视网膜神经退行

性变相关( 基于 e8技术进行肽的分离能够鉴定出更多的蛋

白( Z)'等 +%$,
应用 .(.0e8L\;e:7L\?I\? 和 .(.0e8L&?7L\?I

\? 鉴定出 #4% 种蛋白"而 ?:?L<;C&联合 .(.0e8L\?I\? 则鉴

定出 "#" 种蛋白 +"#, ( g(./等 +"3,
采用 ":L:7C&在 <:=患者和

正常对照中鉴定出 "A 种差异表达蛋白( 在随后的研究中"该

研究团队应用 e8L&?7L\?I\? 联合 e(U-*LQ@--定量的方法在 F

例 <:=患者与正常人玻璃体内鉴定出 A3 种差异表达的蛋白"

包括载脂蛋白 ;L%)微管蛋白)雌激素受体 $)血管生成素相关

蛋白L3 等"主要涉及糖酵解I糖异生)补体与凝血)缝隙连接和

吞噬等生化途径
+F, (

部分研究聚焦于 <:=治疗前后的玻璃体蛋白差异(

e0PY0M((@(等 +%D,
应用 e(U-*LQ@--定量蛋白质组学 #A 例非 <:=

患者与 GA 例 <:=患者的玻璃体中定量鉴定出 "4$ 种蛋白明显

上调"并筛选出 D 种潜在的 <:=生物标志物*<:=组中接受抗

血管内皮生长因子 &M(K6P*(@-.S0N,-*)(*/@0RN, Q(6N0@"b&C]'治

疗的患者玻璃体内共发现 G" 种蛋白表达较未接受抗 b&C]治

疗患者下调"涉及细胞黏附)载脂蛋白)细胞凋亡)免疫反应等

诸多生物进程"其中 %A 种原本在 <:=组中上调的蛋白在接受

抗 b&C]治疗 <:=患者中表达下调( 类似地"研究报道包括载

脂蛋白 ;" 和铜蓝蛋白在内的 "%F 种蛋白在 <:=抗 b&C]治疗

组中表达明显下降
+"G, (

诸多候选生物标志物的发现为深入了解 :=的病理生理

机制提供了帮助"但这些生物标志物的临床验证始终是一个难

题( 一些蛋白的特异性单克隆抗体难以获取"使得基于 &e7?;

或 g-KN-@. U*0N方法的蛋白验证困难重重( \=\技术为解决

这一问题提供了新的方法( a). 等 +"F,
通过数据挖掘筛选出 A3

种 :=候选生物标志物"并进一步采用 \=\在患者血浆中进

行验证"最终确证了载脂蛋白 D)补体 8G)丛生蛋白)人间 $L胰

蛋白酶抑制剂重链 W" 是早期诊断 :=的有效标志物( 同样

地"经 \=\建立起的诊断非 <:=多重标志物比单一标志物特

异度更高
+"A, (

与 <:=相比"针对糖尿病性黄斑水肿 & S)(U-N)6'(6P*(@

-S-'(":\&'的玻璃体蛋白质组学的研究则较少( 这些研究中

最重要的发现之一是揭示了细胞外碳酸酐酶L7和激肽释放酶

介导的固有免疫在 :\&发病机制中的作用 +4$, ( Z)N(等 +4%,
研

究发现"血浆激肽释放酶原和激肽释放酶在 :\&患者玻璃体

中较对照组分别升高了 " 倍和 %% 倍"证实血浆激肽释放酶>激

肽系统是独立于 b&C]的 :\&介导因素( 此外"W-@.v.S-+

等
+4",
在 :\&患者与非 :\&的 <:=患者及黄斑裂孔对照患者

玻璃体中鉴定出血红素结合蛋白)丛生蛋白)甲状腺素结合蛋

白和 'L晶状体蛋白 ? D 种差异表达的蛋白质"其中"血红素结

合蛋白的显著升高可造成视网膜色素上皮细胞的破坏"血管渗

透性增加"这表明其可能与 :\&的发病有关(

@5@6黄斑前膜

黄斑前膜&-O)@-N).(*'-'U@(.-K"&=\'以视网膜前玻璃体

界面纤维细胞组织的增生为特征"可造成明显的视物变形和视

力下降( &=\被认为与玻璃体后脱离相关"是玻璃体后脱离

诱发的内界膜中断使得其下的神经胶质细胞等迁移并增生的

结果
+"$, ( <0**@-)K+等 +%F,

利用 )E=;l比较了 F 例 &=\患者玻

璃体和房水中的蛋白组成"共鉴定出 4"4 种差异蛋白"多涉及

补体激活)蛋白水解和细胞黏附等生化途径"其中 <:C]L;;在

玻璃体中的含量高于房水( [P 等 +%#,
通过 e(U-*LQ@--定量蛋白

质组学分析了 &=\与尸眼对照的玻璃体蛋白质"共发现 ""3

种差异蛋白"揭示了 &=\发病过程中涉及炎症)免疫反应和细

胞骨架重塑等多种病理过程"并提出 &=\的可能标志物为泛

素结合酶 &"H和补体 8D((

@5C6孔源性视网膜脱离和 <b=

孔源性视网膜脱离 & @,-/'(N0/-.0PK@-N).(*S-N(6,'-.N"

==:'以视网膜裂孔形成后视网膜神经上皮层与色素上皮层之

间视网膜下液积聚为特征"其发病机制复杂"涉及玻璃体视网

膜界面结构和分子改变等"可造成严重的视力损害( \(.S(*

等
+44,
分析了兔 ==:模型的玻璃体蛋白质组成"为了解 ==:形

成后玻璃体内蛋白改变奠定了基础(

<b=是视网膜色素上皮细胞)神经胶质细胞)炎性细胞在

视网膜表面)视网膜下和玻璃体内增生形成的纤维膜"是视网

膜异常的创伤愈合进程( <b=是 ==:术后的重要并发症"是

造成 ==:手术失败的重要原因之一( [P 等 +4D,
通过分析 "D 例

==:伴 <b=患者的玻璃体蛋白发现"O#4 和转录因子 &"]% 可

能是该进程中的新靶点( 定量 ":L<;C&研究观察到 <&:])凝

集素)甲状腺素结合蛋白和组织蛋白酶 :特异性高表达于

==:和 <b=+4#, ( 基于 .(.0e8L\?I\? 的研究分析了中度 <b=

&c级')严重 <b=&8级和 :级'和对照组间的玻璃体蛋白差

异"结果显示 <b=患者玻璃体中补体)丝氨酸蛋白酶抑制剂)

转录和翻译调节相关蛋白表达上调"细胞骨架蛋白和代谢酶表

达显著下调"推测 <b=是与代谢紊乱)免疫反应和细胞骨架重
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塑相关的复杂病理过程"并提出激肽原 % 是 <b=的候选生物标

志物
+43, ( 此外"ZP0等 +4G,

研究发现"锌指蛋白 3G$&+).6Q)./-@

O@0N-). 3G$"h]<3G$'和前列腺素 :" 合成酶 & O@0KN(/*(.S). :"

KT.N,(K-"<C:"?'在 <b=患者玻璃体中表达显著升高(

进一步"gP 等 +%A,
通过 )E=;l定量分析了 ==:伴脉络膜

脱离与 ==:之间的玻璃体蛋白差异"定量鉴定出 %$4 种差异

蛋白"提示补体)炎症和凝血级联反应在 ==:伴脉络膜脱离病

理机制中具有重要作用(

@576湿性年龄相关性黄斑变性

湿性 年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 & R-N(/-L@-*(N-S '(6P*(@

S-/-.-@(N)0."R;\:'以脉络膜新生血管为特征"是 3$ 岁以上老

年人致盲的主要原因( 由于玻璃体切割术并非 R;\:治疗的

主要手段"因而患者玻璃体样本常常难以获得( 此前针对

;\:的蛋白质组学研究常以房水为样本 +"", "但获取患者玻璃

体样本并分析其蛋白质组仍是加深对 R;\:病理生理机制认

识的 有 效 途 径( Z0KK等 +4F,
通 过 毛 细 管 电 泳 & 6(O)**(@T

-*-6N@0O,0@-K)K"8&'L\? 联合 e8L\?I\?"在 G4 例未治疗 R;\:

患者玻璃体中观察到 %A 种非 ;\:特异性蛋白质较正常对照

升高"如 $L%L抗胰蛋白酶)纤维蛋白原 $链和前列腺素 W"L:异

构酶等"提示蛋白酶)免疫反应)补体途径在 R;\:病程中被激

活( 90U*等 +4A,
用同样的方法鉴定并证实了 D 种可能参与

R;\:病理生理改变的蛋白"即丛生蛋白)旋光蛋白)<&:]和

前列腺素 W"L:异构酶(

@5H6视网膜静脉阻塞

视网膜静脉阻塞 &@-N).(*M-). 066*PK)0."=bH'常伴随黄斑

水肿"是常见的造成视力损害的疾病之一"但目前针对 =bH的

蛋白质组学研究仍少见报道( [(0等 +D$,
首次将蛋白质组学应

用于 =bH的研究( =-)6, 等 +D%,
通过 8&L\? 联合 e8L\?I\? 比

较未治疗 =bH患者与黄斑裂孔患者之间的玻璃体蛋白组差

异"发现并验证了 # 种候选标志物蛋白"即丛生蛋白)补体 84)

7/*('US(样多肽 #&7/*('US(L*)Y-O0*TO-ON)S-#"7Ce7#')旋光蛋

白和玻连蛋白( :(6,-M(等 +D",
分析了 %# 例未经治疗的视网膜

分支静脉阻塞&U@(.6, @-N).(*M-). 066*PK)0."c=bH'患者的玻璃

体蛋白组成"发现与黄斑裂孔患者相比"c=bH患者玻璃体中

丛生蛋白)补体 84)前列腺素 W"L:异构酶和玻连蛋白含量明

显升高"视神经纤维素含量则明显降低(

C6问题与展望

玻璃体蛋白质组学是研究玻璃体视网膜疾病的病理生理

机制)治疗靶点和生物标志物的有效方法"但由于玻璃体样本

的获取依赖于有创的方法"因而在一些非首选手术治疗的玻璃

体视网膜疾病的应用方面受到一定限制( 许多玻璃体视网膜

疾病"如病理性近视等仍缺乏相应的玻璃体蛋白质组资料( 因

而对这些疾病的玻璃体蛋白质组学进行研究是未来的方向之一(

此外"目前玻璃体蛋白质组学研究中发现的候选生物标志

物尚依赖于进一步临床研究的证实"多种差异蛋白的作用机制

及其在临床诊断)评估中的应用仍有待深入研究(

定量蛋白质组学技术的发展为研究蛋白组成相对复杂的

样本提供了新的平台( 然而"目前玻璃体蛋白质组学研究的技

术仍有一定的局限性"如 ::;& S(N(S-O-.S-.N(6XP)K)N)0.'数据

采集模式下存在不同批次样本质谱数据可比较性低的问题(

:7;&S(N().S-O-.S-.N(6XP)K)N)0.'数据采集模式的建立)绝对定

量技术等新平台的发展"将为玻璃体蛋白质组学研究结果提供

更可靠的支持(
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