
!实验研究!

基于 )X=2g的不同眼轴长度核性白内障患者
晶状体差异表达蛋白分析

周海燕
$!严宏 "!严唯佳 B!王新川 _

$
陕西省人民医院眼科!西安交通大学医学院第三附属医院眼科 C$##84. "

空军军医大学唐都

医院眼科 C$##B4.B
英国谢菲尔德大学医学院 U$#"X?._

空军军医大学基础医学院&西安 C$##B4
严宏现在西安市第四医院!陕西省眼科医院 C$###_
通信作者%严宏&&'()*%N+,/LQ0K''O.HIO.1/

!!'摘要(!目的!筛选和鉴定与眼轴相关的核性白内障晶状体核的相关差异蛋白质+!方法!收集 "#$8

年 $ 月至 "#$C 年 $" 月西宁以东地区行白内障囊外摘出术的'e)级核性白内障患者 _4 例 _4 眼的晶状体
核&根据年龄和眼轴长度分为长眼轴高龄组$长眼轴低龄组$正常眼轴高龄组$正常眼轴低龄组$短眼轴高龄组
和短眼轴低龄组&每组 4 例&同时取自角膜移植供体的 C 个透明晶状体核作为正常对照组+ 每组提取晶状体
水溶性$水不溶尿素溶性$水不溶尿素不溶性蛋白后合并进行相对和绝对定量同位素标记))X=2g*技术的质
谱检测&并进行差异蛋白质筛选+ 另收集 "# 例拟行白内障囊外摘出术的白内障患者 "# 个晶状体核分为长眼
轴低龄组$正常眼轴低龄组$长眼轴高龄组和正常眼轴高龄组&利用 fHF-HJ/ Q*,-法对质谱检测中有意义的差
异表达蛋白质进行验证+!结果!通过重复 " 次 )X=2g技术共鉴定出 4# 个蛋白&控制年龄因素后&分析得出
8 种蛋白质与轴性近视相关的核性白内障密切相关&其中山梨醇脱氢酶在长眼轴组中上调&$:">晶状体蛋白
长眼轴组中表达下调+ 长眼轴低龄组山梨醇脱氢酶蛋白的相对表达量为 $\"#_q#\$_"&明显高于正常眼轴低
龄组的 #\C$$q#\#C"&长眼轴高龄组山梨醇脱氢酶蛋白的相对表达量为 $\#%"q#\BB_&明显高于正常眼轴高龄
组的 #\8$Cq#\#4%&差异均有统计学意义)均 ;l#\#9*+!结论!山梨醇脱氢酶在长眼轴核性白内障患者晶状
体核中含量高于短眼轴患者&其可能作为眼轴相关性核性白内障潜在的研究靶蛋白+!
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"65(0+-20#7D5E%20#F%7X,)IH/-)KN(/I PHJ)KNI)KKHJH/-)(**NHZMJHFFHI MJ,-H)/F)/ *H/F,K/O1*H(J1(-(J(1-HNHF
S)-+ I)KKHJH/-(Z)(**H/L-+F.!G%04*$(!6,J-N>H)L+-/O1*H(J1(-(J(1-M(-)H/-FS)-+ -+H+(JI/HFFLJ(IH' -,) SHJH
H/J,**HI KJ,'Y(/O(JN"#$8 -,@H1H'QHJ"#$C )/ -+HH(F-(JH(,K̀ )/)/L1)-N.X+H*H/F/O1*HOFS(F,Q-()/HI IOJ)/L
HZ-J(1(MFO*(J1(-(J(1-HZ-J(1-),/ )&77&* FOJLHJN.X+HF('M*HFSHJHI)P)IHI )/-,F)ZLJ,OMF(11,JI)/L-,(LH(/I (Z)(*
*H/L-+&S)-+ 4 F('M*HF)/ H(1+ LJ,OM.UHPH/ /,J'(*-J(/FM(JH/-+O'(/ *H/F/O1*H)SHJH,Q-()/HI KJ,'I,/,JFIOJ)/L
1,J/H(*-J(/FM*(/-(-),/ FOJLHJN(/I FHJPHI (F/,J'(*1,/-J,*.f(-HJ>F,*OQ*H&S(-HJ>)/F,*OQ*H(/I S(-HJ>)/F,*OQ*H>OJH(>
F,*OQ*HMJ,-H)/ KJ(1-),/FSHJHHZ-J(1-HI FHM(J(-H*N(/I 'HJLHI -,(/(*NRHQNOF)/L4>M*HZ)F,Q(J)1-(LFK,JJH*(-)PH(/I
(QF,*O-HTO(/-)-(-),/ ))X=2g* *(QH*)/L1,'Q)/HI S)-+ "@>b7DGUDGU.X+HI(-(SHJHMJ,1HFFHI S)-+ ;J,-H)/;)*,-
F,K-S(JH.XS,-H1+/)1(*JHM*)1(-HF,K)X=2g(/(*NFHFSHJH1(JJ)HI ,O-.aM>JHLO*(-HI (/I I,S/>JHLO*(-HI MJ,-H)/FSHJH
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FH*H1-HI )/ -S,JHM*)1(-HF(F1(/I)I(-HQ),'(JcHJF.XSH/-N*H/F/O1*H)KJ,'"# /O*H(J1(-(J(1-M(-)H/-FSHJHI)P)IHI
)/-,*,/L(Z)FN,O/L(LHLJ,OM&/,J'(*(Z)FN,O/L(LHLJ,OM&*,/L(Z)F,*I (LHLJ,OM (/I /,J'(*(Z)F,*I (LHLJ,OM.
fHF-HJ/ Q*,-S(FOFHI -,1,/K)J' -+H',F-I)KKHJH/-MJ,-H)/F.X+)FF-OINMJ,-,1,*S(F(MMJ,PHI QN-+H&-+)1F
7,'')--HH,KX(/L@O d,FM)-(*,K2)J6,J1HGHI)1(*a/)PHJF)-N)X@bb"#$9#_8*.fJ)--H/ 1,/FH/-S(F,Q-()/HI KJ,'
H(1+ M(J-)1)M(/-.!H%("&0(!&)L+-NMJ,-H)/FSHJH)IH/-)K)HI.U)ZMJ,-H)/FSHJHFH*H1-HI (FI)KKHJH/-)(**N>HZMJHFFHI
MJ,-H)/F.U,JQ)-,*IH+NIJ,LH/(FH)U@d* S(FH*HP(-HI S+HJH(FQH-(>1JNF-(**)/ :" )7=5::"* S(FIH1JH(FHI )/ -+H
*,/L(Z)FLJ,OMF.X+HJH*(-)PHHZMJHFF),/ ,KU@dMJ,-H)/ )/ -+H*,/L(Z)F*,S(LHLJ,OM S(F$\"#_q#\$_"&S+)1+ S(F
F)L/)K)1(/-*N+)L+HJ-+(/ #\C$$q#\#C" )/ -+H/,J'(*(Z)F*,S(LHLJ,OM&-+HJH*(-)PHHZMJHFF),/ *HPH*,KU@d)/ -+H
*,/L(Z)F,*I (LHLJ,OM S(F$\#%"q#\BB_&S+)1+ S(FF)L/)K)1(/-*N+)L+HJ-+(/ #\8$Cq#\#4% )/ -+H/,J'(*(Z)F,*I
(LHLJ,OM&-+HI)KKHJH/1HS(FF-(-)F-)1(**NF)L/)K)1(/-)(**(-;l#\#9*.!I*'2&"(#*'(!X+HHZMJHFF),/ *HPH*F,KU@d
)/ -+H/O1*H(J1(-(J(1-SHJHH*HP(-HI S)-+ *,/L(Z)(**H/L-+.U@d'(NQH)/P,*PHI )/ -+HM(-+,LH/HF)F,K(Z)(*'N,M)(>
(FF,1)(-HI /O1*H(J1(-(J(1-.

"8%1 9*+$(#72Z)(**H/L-+F& HNH. dO'(/ *H/F& 1JNF-(**)/H. ?O1*H(J1(-(J(1-. 3F,-,MH*(QH*)/L. ;J,-H,')1F
:"'$3+*.+-,% ?(-OJ(*U1)H/1H6,O/I(-),/ ,K7+)/() 4$BC#%%C& 4$8##C"# *. U+((/Z)?(-OJHU1)H/1H

6,O/I(-),/ ;J,EH1-)"#$CYg4#$"*
@A3%$#.BC8#D1'(.E.)FF/."#%9>#$8#."#$%.$".##_

!!白内障是全球首位致盲眼病&其中核性白内障的
发病率较高&对视力损害较早且严重+ 随着白内障患
者年轻化&白内障和近视的相关性逐渐引起人们的重
视+ 8# 岁前近视的人较正视和远视的人更易患白内
障&而高度近视患者多较早并发核性白内障 / $0 + 核性
白内障的形成是多因素综合作用的结果+ 晶状体的透
明性主要由其结构蛋白的性质决定&晶状体蛋白质在
白内障发生过程中常进行翻译后修饰&同时伴随酶的
改变+ 蛋白质组学研究有利于更深刻$更全面地认识
白内障发病的关键环节

/ " B̂0 + 相对和绝对定量同位素
标记))F,Q(J)1-(LFK,JJH*(-)PH(/I (QF,*O-HTO(/-)-(-),/&
)X=2g*技术已被广泛应用于差异蛋白质组学的研
究

/ _0 + 本研究中利用 )X=2g技术鉴定不同眼轴人晶
状体差异表达蛋白质&为进一步研究近视相关核性白
内障发生机制提供新证据和思路+

;7材料与方法

;.;!材料
;.;.;!临床标本!选择 "#$8 年 $ 月至 "#$C 年 $" 月
在西宁市以东的平安县$循化县$民和县$乐都县$兰州
市等海拔低于 " ### '地区拟行白内障囊外摘出术的
汉族及回族 bA7U $$ 分级为'e)级的核性白内障患
者作为研究对象+ 另收集 C 个来自角膜移植供体的透
明晶状体核+ 排除标准%眼外伤$青光眼$角膜病$视网
膜脱离及全身有与眼部相关的疾病+ 本研究经空军军
医大学唐都医院医学伦理委员会批准 )批文号%
X@bb"#$9#_8*&所有患者均签署知情同意书+
;.;.<!主要试剂及仪器!磷酸盐缓冲液) M+,FM+(-H
QOKKHJHI F(*)/H&;:U*$2G37A?ab3X=2U&=aBc 除盐柱$

XJ)F>d7*缓冲液 ) Md C.B*$二硫苏糖醇 ) I)-+),-+JH)-,*&
@XX*$ 碘 乙 酰 胺 ) ),I,(1H-(')IH*$ 苯 甲 基 磺 酰 氟
) M+H/N*'H-+(/HFO*K,/N*K*O,J)IH& ;GU6*$ 吲 哚 乙 酸

))/I,*H(1H-)1(1)I&322*$尿素 )美国 2'JHF1,公司*.
I)FF,*O-),/ QOKKHJ液$ )X=2g 试 剂 盒 )美 国 2MM*)HI
:),FNF-H'公司*.:J(IK,JI 蛋白浓度测定试剂盒)美国
:),>=(I 公司*.三氟乙酸)高相液相色谱纯*$乙腈)高
相液相色谱纯* )德国 GHJ1c 公司 *.牛血清白蛋白
)Q,P)/HFHJO' (*QO')/&:U2*$胰蛋白酶 )美国 U)L'(
公司*.7$4 脱盐小柱 ) UHM>;(c [(1& 9# 'L* )美国
f(-HJF公司 *.抗山梨醇脱氢酶试剂盒$二抗 )美国
2Q1(' 公 司 *+ 9_$C= 型 高 速 冷 冻 型 离 心 机$
7,/1H/-J(-,JM*OF真空离心浓缩仪$9_$9@微量高速离
心机)德国 &MMH/I,JK公司*.b7>"#2@高效液相色谱
仪$25$"# 微量电子天平 )日本 U+)'(IRO 公司 *.
g>UX2=̀ b质谱仪 )美国 2MM*)HI :),FNF-H'公司 *.
:̀J)ILH7$4 强阳离子交换色谱柱)美国 f(-HJF公司*.

iA=:2̀ B##U:>7$4 反相色谱柱)美国 G)1J,'公司*+
;.<!方法
;.<.;!实验分组及晶状体核收集!采用 2型超声测
量患者眼轴长度&根据年龄和眼轴长度将 _4 例患者分
为长眼轴高龄组$长眼轴低龄组$正常眼轴高龄组$正
常眼轴低龄组$短眼轴高龄组和短眼轴低龄组&每组 4
例+ 眼轴长度分组%眼轴长度组 "8''为长眼轴组.
"B ''!眼轴长度l"8 ''为正常眼轴组.眼轴长度l
"B ''为短眼轴组.年龄分组%年龄组C9 岁为高龄组.
年龄!8# 岁为低龄组+ 同时将取自角膜移植供体的 C
个透明晶状体核作为正常对照组)表 $*+ 另收集 "#
例拟行白内障囊外摘出术核性白内障患者的 "# 个晶
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状体核进行 SHF-HJ/ Q,*-验证&分为长眼轴低龄组$正
常眼轴低龄组$长眼轴高龄组和正常眼轴高龄组&年龄
分别为 ) 9%\# qB\#*$ ) 99\4 qB\9*$ ) C4\_ q$\% * 和
)C%\BqB\9*岁&眼轴长度分别为)"%\$q$\_*$)"B\$q
#\B*$)"4\4q$\"*和)"B\#q#\8*''+ 白内障囊外摘
出术术中撕囊后行水分离&充分分离皮质与核&观察晶
状体核可以转动后转入前房&将其从角巩膜隧道口娩
出+ 利用直径 B ''的环钻钻取晶状体核中央区&并
快速置入液氮中快速冻结+

表 ;7各组样本年龄和眼轴长度比较),%-'MNO*

组别 样本量 年龄)岁* 眼轴长度)''*

长眼轴高龄组 4 C%\4q$\% "4\Cq$\9

长眼轴低龄组 4 94\#q_\# "4\9q$\_

正常眼轴高龄组 4 4#\Bq_\9 "B\$q#\_

正常眼轴低龄组 4 98\%q_\" "B\#q#\B

短眼轴高龄组 4 C9\$q"\9 $%\%q#\9

短眼轴低龄组 4 9C\8q9\B "#\Cq#\8

正常对照组 C B_\Cq_\" "B\9q#\8

;.<.<!!蛋白质提取及质谱鉴定!晶状体标本经
;:U 冲洗后称质量.按照分组将其研磨成粉末状&放入
&;管中&冰上混旋 _9 ')/.加入 2溶液 ) Md C.B 的
$# '',*DbXJ)F>d7*缓冲液$9 '',*Db@XX$$ '',*Db
;GU6$$ '',*Db322*&样品与提取液体积比为 $ h%+
_ o条件下 $# ###p4 离心 $9 ')/&取上清+ 沉淀用 2溶
液共清洗 _ 次&收集上清&为水溶性蛋白.&;管中的沉
淀加入 :溶液)MdC.B 的 $# '',*DbXJ)F>d7*缓冲液&
C '',*Db尿素$9 '',*Db@XX*&_ o条件下 $# ###p4
离心 $9 ')/+ 沉淀用 :溶液共清洗 _ 次&收集上清&为
水不溶性蛋白.最后的沉淀加入 7溶液 ) Md C.% 的
#\9 '',*DbXJ)F>d7*缓冲液*&_ o条件下 $# ###p4 离
心 $9 ')/+ 沉淀用 7溶液共清洗 _ 次&收集上清&为水
不溶$尿素不溶蛋白.每组将 B 种蛋白质混合&$## 'L
分装&洗去蛋白中的盐分&采用 :J(IK,JI 法进行蛋白质
定量+ 2G37A?ab3X=2U&=aBc 除盐小柱进行蛋白
除盐&用 )X=2g试剂中的 I)FF,*O-),/ QOKKHJU@U>;2<&
电泳检测$62U;酶解和肽段分析+ 各组样品分别取
约 $## !L&按照试剂盒说明书对长眼轴高龄组$长眼轴
低龄组$正常眼轴高龄组$正常眼轴低龄组$短眼轴高
龄组$短眼轴低龄组和正常对照组标本分别标记 $$_$
$$9$$$8$$$C$$$4$$$% 和 $"$ 报告基团&各管标记试
剂中加入 9# !*异丙醇混匀&分别加入各管样品中&室
温反应 $ +&之后各加入 B 倍体积水&使标记试剂分解+
将标记后的肽段分组混合&进行 U7̀ 预分级+ 每份样

品采用高效液相色谱系统进行分离&再用 g>UX2= b̀
GUDGU 系统进行质谱鉴定+
;.<.=!fHF-HJ/ Q*,-验证差异蛋白质表达!将研磨器
放入 4̂# o冰箱中过夜.从液氮中取出晶状体样品&置
于冰上&用 $ 倍 ;:U 冲洗&称质量.按照分组将样品放
入研磨器中研磨成粉末状&并转移至 &;管中&冰上混
旋 _9 ')/.参照 $."." 方法对蛋白质进行提取.按照
:J(IK,JI 法进行蛋白定量+ 配置 #\C9 ''质量分数
$#]分离胶和 #\C9 ''质量分数 9]浓缩胶&各组取蛋
白样品 4# !L&经上样缓冲液处理后&每孔上样 "# !*&
电泳条件&%# [电泳约 "# ')/&分离胶恒压 $"# [电泳
%# ')/.湿法转硝酸纤维素膜.将膜浸没在封闭液/含
质量分数 9]脱脂奶粉 XJ)F盐吐温缓冲液 ) XJ)F
QOKKHJHI F(*)/HXSHH/&X:UX*0 中 BC o轻摇 $ +.用
fHF-HJ/ Q*,-封闭液# )质量分数 _]:U2的 X:UX溶
液*稀释一抗&_ o孵育过夜&X:UX洗膜 B 次&每次
$# ')/.用辣根过氧化酶结合的二抗 ) $ h$ ###* BC o
孵育 " +&再用 X:UX洗膜 _ 次&每次 $9 ')/&于 :),>=(I
发光 成 像 仪 显 色& 凝 胶 成 像 分 析 系 统 显 影+ 以
">-OQO*)/ 为内参&计算目的蛋白相对表达量+
;.<.>!数据分析!所得数据结果进入 ;J,-H)/ ;)*,-
_.9)美国 2:3公司*检索&搜索限定%U(M)H/F%dO'(/.
&/RN'H%-JNMF)/+ 采用 )X=2g标记样品赖氨酸和氨基
端+ 有效蛋白鉴定的条件是 " 条肽段被鉴定&其中至
少 $ 条肽段置信度大于 %9].蛋白定量的有效性为只
有 " 条 %9]置信度且有定量信息的肽段同时被鉴定&
而且这些肽段的定量信息中的 &C)相对标准偏差*l
"+ 组间差异n$\" 或l#\4 即被认为该蛋白质表达存
在差异+ 实验重复 " 次&选择重复出现且表达趋势一
致的蛋白质作为差异蛋白+
;.=!统计学方法

采用 U;UU $B.# 统计学软件)美国 3:G公司*进
行统计分析+ 本研究中定量资料数据经 f检验呈正
态分布&以 'H(/qU@表示+ 各组间均数经 bHPH/H检
验呈方差齐性+ 长眼轴低龄组$正常眼轴低龄组$长眼
轴高龄组和短眼轴高龄组山梨醇脱氢酶蛋白相对表达

量比较采用单因素方差分析&组间多重比较采用
bU@>&检验+ ;l#\#9 为差异有统计学意义+

<7结果

<.;!蛋白质鉴定
通过重复 " 次 )X=2g技术&筛选出符合蛋白质鉴

定条件的蛋白质共 4# 个)表 "*+ 在控制年龄的因素
下&分析与眼轴相关的差异蛋白质+ 经过筛选发现与眼
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轴相关的差异蛋白共 8 种&分别是 %>烯醇酶$丙酮酸激
酶同工酶 G$DG"$山梨醇脱氢酶$缝隙连接蛋白 B$$:">
晶状体蛋白)QH-(>1JNF-(**)/ :"&7=5::"*和 X>复合物多

肽 $&其中山梨醇脱氢酶在同一年龄段长眼轴组中含量
高&短眼轴组中含量低&而 7=5::" 在同一年龄段长眼
轴组中含量低&在短眼轴组中含量高)图 $&表 B*+

表 <7#QH6S技术鉴定的蛋白质

序号 蛋白质名称 序号 蛋白质名称

$ ;J,-H)/ HMF)*,/)蛋白质 &* _$ ;HM-)IN*>MJ,*N*1)F>-J(/F)F,'HJ(FH2)肽酰脯氨酰顺反异构酶 2*

" 21N*(')/,>(1)I>JH*H(F)/LH/RN'H)酰基氨基酸释放酶* _" ;HJ,Z)JHI,Z)/>$)过氧化物还原酶 $*

B 2@;>J)Q,FN*(-),/ K(1-,JB)2@;核糖基化因子 B* _B ;HJ,Z)JHI,Z)/>")过氧化物还原酶 "*

_ 2*M+(>1JNF-(**)/ 21+()/)晶状体蛋白 (链* __ ;+(c)/)/)晶状体蛋白*

9 2*M+(>1JNF-(**)/ :1+()/)晶状体蛋白 Q 链* _9 ;+,FM+,L*N1HJ(-Hc)/(FH$)磷酸甘油酸激酶 $*

8 2/cNJ)/>")锚蛋白>"* _8 ;+,FM+,L*N1HJ(-H'O-(FH$)磷酸甘油酸变位酶 $*

C :H-(>1JNF-(**)/ 2")$>晶状体蛋白 2"* _C ;*H1-)/)网蛋白*

4 :H-(>1JNF-(**)/ 2B)$>晶状体蛋白 2B* _4 ;J,-H)/ @Y>$)蛋白质 @Y>$*

% :H-(>1JNF-(**)/ 2_)$>晶状体蛋白 2_* _% ;-HJ)/>_>(*M+(>1(JQ)/,*(')/HIH+NIJ(-(FH)蝶呤>_>甲氨基乙醇胺脱水酶*

$# :H-(>1JNF-(**)/ :$)$>晶状体蛋白 :$* 9# ;NJOP(-Hc)/(FH)F,RN'HFG$DG")丙酮酸激酶同工酶 G$DG"*

$$ :H-(>1JNF-(**)/ :")$>晶状体蛋白 :"* 9$ gO)/,/H,Z)I,JHIO1-(FH)醌氧化还原酶*

$" :H-(>1JNF-(**)/ :B)$>晶状体蛋白 :B* 9" gO)/,/H,Z)I,JHIO1-(FH;3<B)醌氧化还原酶 ;3<B*

$B :H-(>1JNF-(**)/ U)$>晶状体蛋白 U* 9B =(F>JH*(-HI 7B Q,-O*)/O'-,Z)/ FOQF-J(-HB)J(F相关 7B 肉毒毒素底物 B*

$_
!

:H-()/H1+,',1NF-H)/HU>'H-+N*-J(/FKHJ(FH$)甜菜碱同型半
胱氨酸甲基转移酶 $*

9_
!

[>-NMHMJ,-,/ 2X;(FH1(-(*N-)1FOQO/)-2)[型质子 2X;酶催化亚基 2*
!

$9 :)FM+,FM+,L*N1HJ(-H'O-(FH)二磷酸甘油酸变位酶* 99 =H-)/(*IH+NIJ,LH/(FH$)视网膜脱氢酶 $*

$8 :J()/ (1)I F,*OQ*HMJ,-H)/ $)脑酸溶蛋白 $* 98 UHJM)/ :8)丝氨酸蛋白酶抑制剂 :8*

$C 7(JQ,/N*JHIO1-(FH/?2@;d0 $)羟基还原酶 $* 9C U,JQ)-,*IH+NIJ,LH/(FH)山梨醇脱氢酶*

$4 7,(1-,F)/>*)cHMJ,-H)/)毛装蛋白* 94 UMH1-J)/ (*M+(1+()/&/,/>HJN-+J,1N-)1$)血影蛋白 "链&非红细胞 $*

$% 7N-)I)/HIH(')/(FH)胞苷脱氨酶* 9% UMH1-J)/ QH-(1+()/&/,/>HJN-+J,1N-)1$)血影蛋白 $链&非红细胞 $*

"# 6(--N(1)I>Q)/I)/LMJ,-H)/&HM)IHJ'(*)脂肪酸结合蛋白&表皮* 8# X>1,'M*HZMJ,-H)/ $ FOQO/)-QH-()X>复合体蛋白 $ 亚单位 $*

"$ 6HJJ)-)/ *)L+-1+()/)铁蛋白轻链* 8$ X>1,'M*HZMJ,-H)/ $ FOQO/)-IH*-()X>复合体蛋白 $ 亚单位 (*

"" 6)*(')/>2)细丝蛋白 2* 8" X>1,'M*HZMJ,-H)/ $ FOQO/)-H-()X>复合体蛋白 $ 亚单位 **

"B 6)*H/F)/)晶状体丝蛋白* 8B X)-)/)肌联蛋白*

"_ 6JO1-,FH>Q)FM+,FM+(-H(*I,*(FH2)果糖>二磷酸醛缩酶 2* 8_ XJ(/FcH-,*(FH)转酮醇酶*

"9 <(*H1-)/>$)半乳凝素 $* 89 XOQO*)/>FMH1)K)11+(MHJ,/H2)微管伴侣蛋白 2*

"8 <(''(>1JNF-(**)/ :)%>晶状体蛋白 :* 88 aQ)TO)-)/ 1(JQ,ZN*>-HJ')/(*+NIJ,*(FH)F,RN'Hb$)泛素羧基末端水解酶同工酶 $*

"C <(''(>1JNF-(**)/ 7)%>晶状体蛋白 7* 8C &*,/L(-),/ K(1-,J")肽链延伸因子 "*

"4 <(''(>1JNF-(**)/ @)%>晶状体蛋白 @* 84 GH-+N*'(*,/N*>7,2'O-(FH&')-,1+,/IJ)(*)甲基丙二酰辅酶(突变酶&线粒体*

"% <(''(>H/,*(FH)%>烯醇酶* 8% UN/-(Z)/>8)突触融合蛋白>8*

B# <(M EO/1-),/ (*M+(>B MJ,-H)/)间隙连接蛋白>B* C# dH',L*,Q)/ FOQO/)-QH-()血红蛋白 $亚基*

B$ <(M EO/1-),/ (*M+(>4 MJ,-H)/)间隙连接蛋白>4* C$ [(1O,*(JMJ,-H)/ F,J-)/L>(FF,1)(-HI MJ,-H)/ B9)空泡蛋白 相̂关蛋白 B9*

B" <*O-(-+),/HFN/-+H-(FH)谷胱甘肽合成酶* C" [)'H/-)/)波形蛋白*

BB <*N1HJ(*IH+NIH>B>M+,FM+(-HIH+NIJ,LH/(FH)甘油醛>B>磷酸脱氢酶* CB aQ)TO)-)/>_#U J)Q,F,'(*MJ,-H)/)泛素>_#U 核糖体蛋白*

B_ <*N1,LH/M+,FM+,JN*(FH&QJ()/ K,J')糖原磷酸化酶&脑源* C_ aQ)TO)-)/>8#U J)Q,F,'(*MJ,-H)/)泛素>8#U 核糖体蛋白*

B9 dH(-F+,1c MJ,-H)/ dU;%#>(*M+()热休克蛋白 %#>"* C9 a/1+(J(1-HJ)RHI MJ,-H)/)无特征蛋白质*

B8 VHJ(-)/&-NMH# 1N-,FcH*H-(*$#)角质>#型&细胞骨架蛋白 $#* C8 a/1,/PH/-),/(*'N,F)/>3Q)非常规肌浆球蛋白>$Q*

BC VHJ(-)/&-NMH# 1N-,FcH*H-(*%)角质>#型&细胞骨架蛋白 %* CC a/1,/PH/-),/(*'N,F)/>3+)非常规肌浆球蛋白>$+*

B4 VHJ(-)/&-NMH+ 1N-,FcH*H-(*$)角质>'型&细胞骨架蛋白 $* C4 [,*-(LH>L(-HI M,-(FF)O'1+(//H*FOQO/)-QH-(>")电压门控钾通道 $>"*

B% b>*(1-(-HIH+NIJ,LH/(FH21+()/)b>乳酸脱氢酶 2链* C% i)/1K)/LHJ65[&I,'()/>1,/-()/)/LMJ,-H)/ "8)含锌指状65[&结构域蛋白 "8*

_# ?2@;>IHMH/IH/-'(*)1H/RN'H)?2@;依耐型苹果酸脱氢酶* 4# XOQO*)/ (*M+(>_21+()/)微管蛋白 ">_2链*

!注%重复 " 次 )X=2g技术测量并经 ;J,-H)/ ;)*,-_.9 数据库检索.)X=2g%相对和绝对定量同位素标记

!%9%!中华实验眼科杂志 "#$% 年 $" 月第 BC 卷第 $" 期!7+)/ Y&ZM AM+-+(*',*&@H1H'QHJ"#$%&[,*.BC&?,.$"
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图 ;7#QH6S法鉴定和定量山梨醇脱氢酶!2%标本一级质谱图!山梨醇脱氢酶离子峰质核比为 $C9!:%山梨醇脱氢酶离子峰二级质谱图!
$$_$$$9$$$8$$$C$$$4$$$% 和 $"$ 离子峰分别为长眼轴高龄组$长眼轴低龄组$正常眼轴高龄组$正常眼轴低龄组$短眼轴高龄组$短眼轴低龄组
和正常对照组山梨醇脱氢酶的报告基团

!

表 =7各组较正常眼轴低龄组差异蛋白质倍数

序

号

蛋白质

名称

各组较正常眼轴低龄组变化倍数

$$9 h$$C ;值 $$8 h$$C ;值 $$4 h$$C ;值 $$% h$$C ;值

$ 7=5::" $\B9 l#\##$ $\88 l#\##$ $\C% #\##$ $\B" l#\##$
" 缝隙连接蛋白>B $\B_ l#\##$ $\"% #\##B $\_C #\##" $\"$ #\##"
B X>复合体蛋白 $ 亚单位 $ $\9% #\##B $\"C l#\##$ $\"_ l#\##$ $\_$ #\##_
_ %>烯醇酶 #\C8 #\#$4 #\B9 l#\##$ #\B4 #\##_ #\9% #\##B
9 丙酮酸激酶同工酶 G$DG" #\B_ #\#"$ #\C" #\##B #\8% l#\##$ #\4# #\##B
8 山梨醇脱氢酶 #\C9 #\##" #\_B #\##B #\C% #\##B #\9% #\##9

!注%$$9$$$8$$$C$$$4$$$% 分别为长眼轴低龄组$正常眼轴高龄组$正常眼轴低龄组$短眼

轴高龄组和短眼轴低龄组山梨醇脱氢酶的报告基团!7=5::"%$:">晶状体蛋白

<.<!fHF-HJ/ Q*,-法验证差异蛋白
长眼轴低龄组$长眼轴高龄组$正常眼轴低龄和正

常眼轴高龄组组山梨醇脱氢酶蛋白的相对表达量为

$\"#_q#\$_"$$\#%"q#\BB_$#\C$$q#\#C" 和 #\8$Cq
#\#4%&组间总体比较差异有统计学意义 )Pm$_\%#&
;m#\#$*&其中长眼轴低龄组明显高于正常眼轴低龄
组&长眼轴高龄组山梨醇脱氢酶相对表达量明显高于
正常眼轴高龄组&差异均有统计学意义)均 ;l#\#9*
)图 "*+

A B
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图 <70%(0%+'5&*0法检测各组晶状体核山梨醇脱氢酶蛋白的表达
2%各组山梨醇脱氢酶蛋白表达电泳图!:%各组山梨醇脱氢酶蛋白

相对表达量化比较!Pm$_\%#&;m#\#$.与长眼轴低龄组比较&(;l

#\#9.与正常眼轴低龄组比较&Q;l#\#9.与长眼轴高龄组比较&1;l
#\#9)单因素方差分析&bU@>&检验&"mB*!$%长眼轴低龄组!"%正
常眼轴低龄组!B%长眼轴高龄组!_%正常眼轴高龄组

=7讨论

人晶状体混浊是进行性老化的表现&是晶状体氧
化损伤反应的累积+ 动物模型无法模拟人白内障病理
生理过程&且动物晶状体结构和蛋白组成与人晶状体
差别较大&故本研究中直接以人晶状体为研究对象&通

过复明工程&在 " ### 多例患者中筛选
出 _4 枚晶状体用于研究+ VOQ,等 / 90

研

究发现&有轴性近视的年轻患者较老年
患者更早发展为核性白内障并较早施

行白内障手术&推测眼轴延长和高度近
视是核性白内障发展的重要危险因素&
但其发病机制仍不十分清楚&可能由于
延长的玻璃体腔降低了晶状体背面代

谢物或营养物质的扩散&从而抑制了氧
化防御系统+ 研究认为&高度近视眼玻

璃体脱水液化现象发生较早&范围较广&并随近视屈光
度数增长而加剧&液化的玻璃体将视网膜表面氧运送
到玻璃体腔内&改变了眼内正常氧浓度梯度&使晶状体
暴露在高氧环境下&诱发核性白内障 / 8 Ĉ0 + 因此&近视
和长眼轴可能会加重玻璃体液化和核性白内障的形

成+ 氧化损伤造成晶状体蛋白和脂质的改变&且玻璃
体液化增加了形成核性白内障的风险

/ 40 + 施健等 / %0

利用双向电泳联合质谱分析比较了病理性近视并发白

内障和正常晶状体之间的差异蛋白质组学变化&病理
性近视并发白内障患者晶状体中 "2>$":>晶状体蛋白
含量明显减少&推测病理性近视并发核性白内障的形
成可能主要与晶状体中 ">晶状体蛋白含量降低以及
7=5::" 成分异常增多有关.$>晶状体蛋白还可能发
生多种翻译后修饰改变&导致结构和功能改变&进而引
起核性白内障+

晶状体蛋白质分水溶性和水不溶性蛋白质&后者
又分为水不溶性尿素溶性&水溶性尿素不溶性蛋白+
以往蛋白质研究只对相关蛋白质逐个分析&忽略了蛋
白质之间的相互关系+ 故本研究中提取水溶性$水不
溶尿素溶性$水不溶尿素不溶性蛋白并进行混合研究+
晶状体组织结构非常精细&其形态和蛋白组成随着年
龄的不同而变化+ 为确保纳入研究部分均为晶状体核
部&本研究选用直径 B ''的环钻环取晶状体核+

)X=2g标记法检测敏感$识别率准确$变异小$重
复率高&已广泛应用于差异蛋白质组学的研究 / _&$# $̂$0 +

!#8%! 中华实验眼科杂志 "#$% 年 $" 月第 BC 卷第 $" 期!7+)/ Y&ZM AM+-+(*',*&@H1H'QHJ"#$%&[,*.BC&?,.$"
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本研究中利用 )X=2g标记法对不同眼轴长度白内障
患者晶状体核进行重复 " 次蛋白质定量分析&共筛选
出 8 个差异表达蛋白&其中山梨醇脱氢酶在长眼轴组
中含量较高&在短眼轴组中含量较低+ fHF-HJ/ Q*,-检
测结果也证实&长眼轴低龄组山梨醇脱氢酶蛋白相对
表达量明显高于正常眼轴低龄组&长眼轴高龄组山梨
醇脱氢酶蛋白的相对表达量明显高于短眼轴高龄组+
山梨醇通路又称多元醇通路&是重要的组织细胞糖代
谢通路&由山梨醇脱氢酶及醛糖还原酶构成+ 山梨醇
通路在糖尿病性白内障的发生和发展中起重要作

用
/ $" $̂_0 + 山梨醇脱氢酶在转化多元醇为果糖的过程

需要消耗还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸)JHIO1HI
/)1,-)/(')IH(IH/)/HI)/O1*H,-)IHM+,FM+(-H&?2@;d*&
?2@;d减少可导致体内氧化应激反应的激活&使谷胱
甘肽还原酶$一氧化氮合酶等活性下降& ?(k>Vk>
2X;(FH活性降低&电解质失衡+ 而细胞内山梨醇的堆
积可破坏细胞正常渗透压&放大了氧化应激效应&导致
细胞肿胀$变性$坏死&造成晶状体上皮细胞氧化应激
损伤&进而形成白内障+ 山梨醇通路对糖尿病并发症
的促发作用已被普遍接受+ 近年来&越来越多的研究
表明山梨醇通路可能与许多非糖尿病疾病&如炎症类
疾病

/ $90 $肿瘤 / $8 $̂C0 $动脉粥样硬化 / $40 $经行腹痛 / $%0 $

缺血再灌注损伤类疾病
/ "# "̂$0

等有关+ 在高血糖和低
氧应激的情况下&山梨醇通路对体内氧化还原系统稳
态起着负调控作用+

综上所述&质谱分析数据显示长眼轴白内障患者
山梨醇脱氢酶的含量高于短眼轴白内障患者&且与
fHF-HJ/ Q*,-检测结果相一致+ 山梨醇通路可能是眼
轴相关性核性白内障潜在的研究靶蛋白+
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突
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