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!!'摘要(!目的!观察实验性自身免疫性葡萄膜炎)&2a*小鼠视网膜蛋白质表达情况并探讨自身免疫性
葡萄膜炎发生的可能分子机制+!方法!取 $" 只 U;6级雌性 79C:bD8Y小鼠采用随机数字表法随机分为模
型组和正常对照组&每组 8 只+ 模型组小鼠皮下注射人光感受器间维生素 2类结合蛋白)3=:;*89$>8C# 建立
&2a模型&通过直接检眼镜观察眼底&采用 A7X仪和组织病理学染色检测视网膜改变+ 在免疫后第 $4 天收
集 " 个组小鼠视网膜&进行视网膜蛋白提取$蛋白酶切$质谱检测$数据解析和生物信息学分析+!结果!成功
建立 &2a小鼠模型&免疫后第 $# 天模型鼠视网膜出现局灶性损伤&免疫后第 $4 天视网膜炎症反应达峰值&
视网膜出现水肿$脱离&玻璃体液中有大量炎性细胞渗透+ 蛋白质组学结果显示&共鉴定到蛋白质 _ _94 个&
其中差异表达蛋白)变化倍数n$\9&;l#\#9*有 9"" 个+ 在这些差异表达蛋白中&上调的蛋白有 $_C 个&包括
U-(-$$U-(-B 等.下调的蛋白有 BC9 个&包括 <O1N"K$=+,等+ 经基因本体)<A*分析和 =H(1-,'H通路分析&这些
差异蛋白主要与血小板活化$整合素信号$X细胞活化$光传导级联$X,**样受体等密切相关+!结论!&2[与
U-(-$$U-(-B 等蛋白的异常表达&以及血小板活化$整合素信号等信号通路的异常调节相关+!
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!!自身免疫性葡萄膜炎是常见的致盲眼病 / $0 + 目
前其治疗方法主要包括皮质类固醇$免疫抑制剂及新
型生物制剂&但仍有部分患者出现疗效不佳或难以耐
受的不良反应

/ "0 + 基于质谱的蛋白质组学技术具有
高通量$高灵敏度$高准确性的特点&可从蛋白质水平
研究和发现病理现象的本质&揭示基因活动的动态表
达&已广泛用于各种自身免疫性疾病和眼科疾病的病
理机制研究

/ B 8̂0 + 在葡萄膜炎的蛋白质组学研究样本
包括视网膜线粒体

/ C0 &人的房水$血清$玻璃体液$外
周血源性淋巴细胞

/ 4 $̂#0 &马的视网膜色素上皮)JH-)/(*
M)L'H/-HM)-+H*)O'& =;&* 细胞$白细胞分化抗原 _
)*HOc,1N-HI)KKHJH/-)(-),/ (/-)LH/ _& 7@_ * 阳性 X细
胞

/ $$ $̂"0 &大鼠的房水$血浆等 / $B $̂_0 + 在临床多种类型
葡萄膜炎以及哺乳动物的实验性自身免疫性葡萄膜炎

)HZMHJ)'H/-(O-,)''O/HOPH)-)F&&2a*模型中&视网膜
是炎症发生的主要靶组织+ 然而&目前尚未见对葡萄
膜炎的视网膜组织进行蛋白质组学的研究+ 本研究中
通过建立 &2a小鼠模型&应用液相色谱串联二级质谱
)*)TO)I 1+J,'(-,LJ(M+N-(/IH' '(FFFMH1-J,'H-JN&b7>
GUDGU*的数据相关采集 ) I(-(>IHMH/IH/-(1TO)F)-),/&
@@2*模式&检测正常小鼠和 &2a小鼠的视网膜蛋白
质表达情况&对差异表达蛋白进行生物信息学分析&探
讨自身免疫性葡萄膜炎可能的分子机制+

;7材料与方法

;.;!材料
;.;.;!实验动物!选取 8 e4 周龄健康 U;6级雌性
79C:bD8Y小鼠 $" 只)北京维通利华实验动物技术有
限公司&合格证号%$$_##C##B4""8"*+ 实验前排除有
眼部疾患的小鼠+ 给予小鼠充足的饲料和水&提供
$" + 的节律性光照+ 本研究经天津医科大学眼科医院
实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 ) 批 文 号%
XY55"#$4#C#$$B*&实验动物的喂养和使用遵循美国
视觉与眼科学研究协会制定的 2=[A声明+
;.;.<!主要试剂及仪器!光感受器间维生素 2类结
合 蛋 白 ) )/-HJM+,-,JH1HM-,JJH-)/,)I>Q)/I)/L MJ,-H)/&
3=:;*89$>8C#)上海生物工程有限公司*.完全弗氏佐
剂$碳酸氢铵$二硫苏糖醇)I)-+),-+JH)-,*&@XX*$碘乙酰
胺)),I,(1H-(')IH&322* )美国 U)L'(公司*.结核分枝
杆菌)美国 @)K1,公司*.胰蛋白酶 )美国 ;J,'HL(公
司*.甲酸$乙腈)德国 GHJ1c 公司*.:72蛋白浓度测

定试剂盒 )北京索莱宝公司*.复方托吡卡胺滴眼液
)日本参天制药株式会社*+ 相对分子质量 $# ### 超
滤浓缩管 )德国 U(J-,J)OF公司 *.直接检眼镜 )德国
dH)/H公司*.倒置相差显微镜)日本 A*N'MOF公司*.
光相干断层扫描 ),M-)1(*1,+HJH/1H-,',LJ(M+N&A7X*
仪)德国海德堡公司*.3/K)/)-HG"## 型酶标仪 )瑞士
XH1(/ 公司*.超声仪$?(/,@J,M "### 分光光度仪$真
空干燥机)美国 X+HJ',6)F+HJU1)H/-)K)1公司*.XJ)X,K
88## 质谱仪$HcFMHJ-/(/,b7_$9 液相色谱仪 )美国
2:U73&̀ 公司*+
;.<!方法
;.<.;!小鼠 &2a模型建立!将 $" 只小鼠按照随机
数字表法随机分为模型组和正常对照组&每组 8 只+
将 B 'LD'*人 3=:;89$>8C# 和结核菌素质量浓度为
_ 'LD'*的完全弗氏佐剂等比例混匀成乳剂&在模型
组小鼠大腿根部和背部皮下注射至少 _ 个点&每只小
鼠注射 "## !*乳剂&在免疫前和免疫后 "_ + 分别腹腔
内注射 9 !L百日咳毒素+ 正常对照组不做处理+ 通
过直接检眼镜$A7X仪$组织病理学染色评估 &2a严
重程度+
;.<.<!直接检眼镜检查眼底并评分!于免疫后第 $#
天开始每天用直接检眼镜观察小鼠眼底&参照 7(FM)
分级进行评分

/ $90 + 具体如下%眼底无炎症为 # 分.视
网膜周边出现 $e" 处局灶性损伤为 #\9 分.视网膜出
现l9 处局灶性损伤或!$ 处线性损伤为 $ 分.视网膜
出现n9 处局灶性损伤或l9 处线性损伤或严重血管炎
为 " 分.视网膜出现大量线状损伤或大的融合性损伤&
视网膜下新生血管形成&视网膜出血&视盘水肿为 B
分.视网膜出现大范围的脱离萎缩为 _ 分+
;.<.=!A7X仪检测视网膜改变!于免疫后第 $4 天&
用复方托吡卡胺滴眼液给 " 个组小鼠双眼扩瞳&体积
分数 _]水合氯醛腹腔注射麻醉小鼠&双眼点用玻璃
酸钠滴眼液&观察眼配戴硬性角膜接触镜&对侧眼配戴
遮挡小帽+ 使用 A7X仪对小鼠眼底以视盘为中心进
行扫描%以视盘为交叉点&扫描眼底横向和纵向的各层
结构&根据视网膜各层光反射强度&观察是否出现视网
膜水肿$视网膜脱离等情况+
;.<.>!组织病理学观察视网膜组织改变!于免疫后
第 $4 天&腹腔注射过量 _]水合氯醛处死各组小鼠&摘
取小鼠双眼眼球&小鼠眼球经固定$脱水$包埋$切片$
染色等步骤后电子显微镜下观察视网膜形态+
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图 <7各组小鼠双眼 DIQ图像!2%正常对照组!小鼠视网膜结构清晰&各层分界明显&玻璃体腔
无异常反射光带!:%模型组!小鼠视网膜结构紊乱&视网膜增厚&玻璃体腔出现大量点状或片状
反射光带

!

;.<.?!视网膜标本收集及处理!按照 $."._ 部分摘
取各组小鼠眼球&在冰上剥离出小鼠视网膜&立即在液
氮中冷冻&保存在 4̂# o冰箱中+ 用 4 ',*Db尿素裂解
液通过研磨$B9]强度的超声提取视网膜蛋白&用 :72
法测定蛋白质量浓度+
;.<.@!蛋白酶切和质谱检测!取 $## !L视网膜蛋白&
加入 @XX&BC o孵育 $ +&打开蛋白二硫键.加入 322&避
光条件下室温孵育 $ +.平衡相对分子质量 $# ### 超滤
管之后&将样本放入超滤管中离心&用 ?d_d7AB 清洗超

滤管.加入胰蛋白酶&BC o孵育 $"e$8 +.离心超滤管&
向收集管中加体积分数 $]甲酸水溶液中止酶切&8# o
真空蒸干.用体积分数 #\$]甲酸水溶液重悬样品&
?(/,@J,M 分光光度仪测量浓度.取 " !L肽段进行
b7>GUDGU 检测&采用 @@2模式进行检测+
;.<.J!蛋白质谱数据解析!原始数据用 G(ZTO(/-软
件)版本 $.8._.#&德国马克斯!普朗克生物化学研究
所*进行数据库的搜索&参数设置%酶切方式为胰蛋白
酶酶切且最多允许存在 " 个漏切位点&可变修饰为甲
硫氨酸的氧化&蛋白氮端乙酰化&固定修饰为半胱氨酸
氨基甲酰化.前体离子相对质量偏差为 #\$&碎片离子
质量偏差为 9# MM'.数据库为 Uf3UU 小鼠数据库)发
行于 "#$% 年 " 月&含 $C ##% 个已
注释蛋白*&蛋白和谱图假阳性率
)K(*FHI)F1,PHJNJ(-H&6@=*均小于
#\#$+ 采用):2g算法对蛋白进行
定量&且 O/)TOHkJ(R,J肽段不少于
" 个+
;.<.R!差异表达蛋白生物信息学
分析!使用 =软件对定量数据进
行生物信息学分析&先进行样本间
的相关性分析&筛选出差异表达蛋
白&然后对差异表达蛋白进行基因
本体 )<H/HA/-,*,LN&<A*注释分
析和 =H(1-,'H通路分析+
;.=!统计学方法

采用 =软件)版本 B.9.B*进行统计分析+ 各样本
蛋白检测数据经 *,L" 转换后呈正态分布&样本间的相
关性分析使用 ;H(JF,/ 相关性系数&差异蛋白的筛选
使用单因素方差分析+ ;l#\#9 为差异有统计学意义+
数据可视化$基因注释和通路分析使用 =软件的
1*OF-HJ;J,K)*HJ软件包+

<7结果

<.;!各组眼底炎症评分

正常对照组小鼠视盘无充血$水肿&眼底血管分界
清晰$无渗漏&未见炎症反应&评分为 # 分.模型组小鼠
在免疫后第 $$ 天视网膜开始出现局灶性损伤&炎症评
分为)#\"9q#\#%*分&后逐渐加重&在免疫后第 $4 天
视网膜出现大量线状损伤或融合性损伤$视网膜下新
生血管形成$视盘水肿&评分为)"\9#q#\"$*分&随后
炎症逐渐减轻+ 正常对照组和模型组的炎症评分曲线
见图 $+ 本实验成功地建立了 &2a模型+
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图 ;7各组小鼠眼底炎症评分
曲线图) "m4*!正常对照组评
分为 #.模型组小鼠在免疫后第
$$天视网膜炎症评分为)#\"9q
#\#%*分&之后逐渐升高&免疫后
第 $4 天炎症评分为 ) "\9# q
#\"$*分&之后逐渐下降
!

<.<!各组小鼠的 A7X眼底图像
眼底 A7X图像显示&模型组小鼠视网膜各层反射

光不均匀$界限不清晰&视网膜水肿&视网膜层间出现
点状反射光带&在近视网膜侧玻璃体腔出现大量点状
或片状反射光带.正常对照组小鼠视网膜结构清晰&各
层分界明显)图 "*+

<.=!各组小鼠视网膜的组织病理学染色
小鼠视网膜组织病理学染色结果显示&模型组小

鼠出现弥漫性视网膜脱离伴严重渗出&玻璃体液中有
大量炎性细胞渗透.正常对照组小鼠视网膜结构清晰
)图 B*+
<.>!各组小鼠视网膜蛋白质鉴定分析

各样本间蛋白检测数据 ;H(JF,/ 线性相关分析显
示&均 ,组#\4#&其中模型组和正常对照组样本间蛋白
数据,n#\%# 的比例分别为 4#\#]和 CB]&提示各组数
据之间具有很好的相关性)图 _2*+ 共鉴定到蛋白质
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_ _94 个&其中差异表达蛋白 9"" 个 )变化倍数n$\9&
;l#\#9*.与正常对照组相比&表达升高的蛋白质有
$_C 个&表达降低的蛋白质有 BC9 个)图 _:&7*+ 表 $
和表 " 分别列出了模型组和正常对照组小鼠视网膜组
织中上调和下调显著性前十的蛋白质+

A1 A2

B1 B2

400μm

400μm

200μm

200μm

图 =7各组小鼠视网膜组织病理学染色)d&*!2m正常对照组小鼠
视网 膜 结 构 清 晰 ) 2$m p_#&标 尺 m_## !'. 2"m p$##&标 尺 m
"## !'*!:m模型组小鼠出现弥漫性视网膜脱离伴严重渗出&玻
璃体液中有大量炎性细胞渗透):$mp_#&标尺m_## !'.:"mp$##&
标尺m"## !'*
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图 >7各组小鼠视网膜蛋白表达和分析结果!2m各样本间蛋白表达
数据 ;H(JF,/ 线性相关分析!:m差异蛋白的聚类分析!红色为相对
于正常对照组上调&紫色为相对于正常对照组下调&颜色越深变化倍
数越大!7m可定量蛋白表达情况!红点为模型组相对于正常对照
组上调的蛋白&蓝点代表模型组相对于正常对照组下调的蛋白&灰点
代表表达差异无统计学意义的蛋白!7m正常对照组样本.&m模型组
样本.67m变化倍数

表 ;7前十位显著上调的差异表达蛋白列表

蛋白代码 基因名 蛋白名称 中文名称 ;值 变化倍数

;#$4%% M<G6> d>" 1*(FF3+)F-,1,'M(-)Q)*)-N(/-)LH/&@>:(*M+(1+()/ d>"#类组织相容性抗原 @>:"链 l#\##$ 4"\9_

g%i#&8 K9.< <O(/N*(-H>Q)/I)/LMJ,-H)/ " 鸟苷酸结合蛋白 " l#\##$ C4\B$

;#$%#$ M<GC> d>" 1*(FF3+)F-,1,'M(-)Q)*)-N(/-)LH/&V>:(*M+(1+()/ d>"#类组织相容性抗原 V>:"链 l#\##$ 8%\$9

;_"""9 :&'&> U)L/(*-J(/FIO1HJ(/I (1-)P(-,J,K-J(/F1J)M-),/ $ 信号转导和转录激活子 $ l#\##$ B4\#%

;$8$$# I4'%5Z <(*H1-)/>B 半乳糖凝集素>B #\##B $%\#_

g%$ C̀" M.A dH',MHZ)/ 血凝素 #\##" $$\B8

g%f[2_ F'4%"< XJ(/FLH*)/>" 转胶蛋白>" #\##$ $#\%B

g4V#&4 P49 6)QJ)/,LH/ QH-(1+()/ 纤维蛋白原 $链 #\##C %\C"

&%;["_ P4' 6)QJ)/,LH/ (*M+(1+()/ 纤维蛋白原 "链 #\##_ 4\4$

g8#C$# :'0/(> @H,ZN/O1*H,F)IH-J)M+,FM+(-H-J)M+,FM+,+NIJ,*(FH 脱氧核苷三磷酸水解酶 #\##$ C\9#

表 <7前十位显著下调的差异表达蛋白列表

蛋白代码 基因名 蛋白名称 中文名称 ;值 变化倍数

gB[B?C $95> :(JIH->:)HI*FN/IJ,'H$ MJ,-H)/ +,',*,L :(JIH->:)HI*综合征 $ 蛋白同源物 l#\##$ $̂4\_%

g9U@29 KH1D<3 =H-)/(*LO(/N*N*1N1*(FH" 视网膜鸟苷酸环化酶 " l#\##$ %̂\C%

g4YiV% M0415> dNIJ,ZN'H-+N*L*O-(JN*>7,2FN/-+(FH&1N-,M*(F')1 细胞质的羟甲基戊二酰辅酶 2合成酶 l#\##$ 4̂\89

;9"_B# ;*"> UHJO'M(J(,Z,/(FHD(JN*HF-HJ(FH$ 血清对氧磷酶D芳酯酶 $ #\##" Ĉ\9#

g%fa@4 P'-0 6(F(M,M-,-)1)/+)Q)-,JN',*H1O*H$ 6(F凋亡抑制分子 $ #\##B 8̂\BB

g4$$<# $95? ;J,-H)/ ;Xd:$ ;Xd:$ 蛋白 l#\##$ 9̂\44

;"$%98 834#̀ b(1-(I+HJ)/ 乳胶黏附素 #\##" 9̂\"C

g4:X[$ FH51Z XO',JFOMMJHFF,J1(/I)I(-HB 抑癌基因候选基因 B #\##" 9̂\$4

g47$iC $95X :(JIH->:)HI*FN/IJ,'H_ MJ,-H)/ +,',*,L :(JIH->:)HI*综合征 _ 蛋白同源物 l#\##$ 9̂\#9

;$9_%% ;,./< ;HJ)M+HJ)/>" 外周蛋白 " l#\##$ _̂\4"
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<.?!各组小鼠视网膜差异蛋白的 <A功能分析
对视网膜组织差异表达的蛋白质进行进一步的

<A分析&各功能富集结果前十位如图 9 显示&表达上
调的蛋白显著富集的生物过程功能条目主要有细胞形

状的调节$蛋白质的同寡聚化$死亡域受体对外源性凋
亡信号通路的调控.细胞组分类别富集到的功能条目
主要有含胶原细胞外基质$细胞外基质$溶酶体.分子
功能类别富集到的功能条目主要有钙依赖蛋白结合$
细胞黏附分子结合$肌动蛋白丝结合+ 表达下调的蛋
白参与的生物过程显著富集的功能条目包括视觉感

知$光刺激的感觉直觉$前体代谢产物和能量的产生.
细胞组分类别主要富集到线粒体内膜$细胞器内膜$线
粒体膜成分.分子功能类别主要富集到电子转移活性$
辅酶结合$磷酸酯水解酶活性等+

B

A

差异表达蛋白计数
0 5 10 15 20

0 20 40 60

生物过程

细胞成分

分子功能

P.adjust

0.009
0.006
0.003

P.adjust
3?10-4

2?10-4

1?10-4

差异表达蛋白计数

生物过程

细胞成分

分子功能

死亡域受体对外源性凋亡信号通路的负调控作用
死亡域受体对外源性凋亡信号通路的调控

蛋白质的同寡聚化
细胞形状的调节

异型性细胞粘附的正调控
伤口愈合的负调控

蛋白质复合体组装的调节
纤维蛋白溶解作用

血液循环
死亡域受体介导的外源性凋亡信号通路

含胶原细胞外基质
细胞外基质

溶酶体
溶解液泡

肌动蛋白丝束
肌动蛋白细胞骨架

免疫突触
质膜外成分

囊泡膜
初级溶酶体

钙依赖蛋白结合
细胞粘附分子结合

肌动蛋白丝结合
钙依赖性磷脂结合

核苷结合
细胞骨架结构成分

整合素结合
肌动蛋白结合

嘌呤核糖核苷酸结合
嘌呤核苷酸结合

视觉感知
光刺激的感觉知觉

前体代谢产物和能量的产生
嘌呤核苷酸代谢过程

电子传送链
含嘌呤化合物代谢过程

嘌呤核糖核苷酸代谢过程
核糖磷酸代谢过程

光刺激检测
核糖核酸代谢过程

线粒体内膜
细胞器内膜

线粒体膜成分
线粒体膜蛋白复合体

线粒体蛋白复合体

线粒体呼吸链
呼吸链复合体

感光细胞纤毛
呼吸链

“9+0”不动型纤毛

电子转移活性
辅酶结合

磷酸酯水解酶活性
单价无机阳离子转运蛋白活性

阳离子转运ATP酶活性
活性离子转运体活性

ATP酶偶联离子转运体活性

鸟嘌呤核糖核苷酸结合
鸟苷酸结合

NAD结合

图 ?7差异表达蛋白的 !D富集分析!2合模型组表达上调蛋白的
<A分析!:合模型组表达下调蛋白的 <A分析!横坐标代表参与各
功能条目的差异表达蛋白数量&纵坐标代表各通路
!

<.@!视网膜差异表达蛋白的 =H(1-,'H通路分析
将差异表达蛋白进行 =H(1-,'H通路分析&发现模

型组表达上调的蛋白质富集到 $4 条信号通路 )图
82*&主要包括血小板脱颗粒&血小板细胞质 7("k

升高

的反应&血小板活化$信号传导和聚集等&可能与葡萄
膜炎导致的 X细胞活化$血管内皮损伤以及细胞间的

黏附降低相关+ 表达下调的蛋白富集到 "% 条信号通
路)图 8:*&主要包括光传导级联&三羧酸循环与呼吸
电子传递&光传导级联的失活$恢复和调节等&可能与
缺氧损伤$视网膜细胞凋亡增加有关+

B

A

差异表达蛋白计数
0 5 10 15

0 10 20 30

P.adjust
0.009
0.006
0.003

P.adjust

差异表达蛋白计数

3?10-4

2?10-4

1?10-4

呼吸电子传递、化学渗透耦合合成ATP和解偶联蛋白产生热量

光传导级联
三羧酸循环与呼吸电子传递

光传导级联的失活、恢复和调节

呼吸电子传递
视觉光转导

复合体Ⅰ生物发生
支链氨基酸分解代谢

货物运输到睫状膜
BBSome介导的对纤毛的靶向作用

血小板脱颗粒
血小板细胞质Ca2+升高的反应
血小板活化、信号传导和聚集

Grb2：SOS为整合素提供与MAPK信号通路的连接
整合素p130Cas与MAPK信号通路的连接

整合素aIIbβ3信号转导
整合素信号

翻译后蛋白磷酸化
细胞外基质组织

IGFBPs对IGF转运和摄取的调节作用

图 @7差异表达蛋白的 H%-20*,%通路分析!2合模型组表达上调蛋
白主要参与的通路!:合模型组表达下调蛋白主要参与的通路!横坐
标代表参与各功能条目的差异蛋白数量&纵坐标代表各通路
!

=7讨论

由于近年来在蛋白质化学$质谱$生物信息学等方
面的研究进展&蛋白质组学在葡萄膜炎研究领域也受
到越来越多的关注+ &2a早期视网膜线粒体蛋白组
学分析显示&"2晶体蛋白$$:" 晶体蛋白水平升高&
2X;合成酶水平下降&这为早期应激性视网膜损伤提

供了证据
用 C&$80 + V(*)/)/(2NOF,等 用 $#0

通过对青少年特

发性关节炎)EOPH/)*H)I),M(-+)1(J-+J)-)F&Y32*并发葡萄
膜炎患者房水的液相串联质谱检测发现&甲状腺素运
载蛋白)-+NJ,Z)/H-J(/FM,J-HJMJ,-H)/&XX=*是 Y32相关
葡萄膜炎的一种潜在眼内生物标志物+ U>(JJHF-)/ 是
一种视网膜蛋白&是导致自身免疫性视网膜退行性变
的潜在原因+ [H*HR等 用 %0

在 $ 例进行性特发性视力丧
失患者的血清中检测到 U>(JJHF-)/ 抗体&根据蛋白质组
学分析结果进行诊断指导&逆转了视觉丧失&结果表明
利用蛋白质组学工具可以实现个体化治疗+

目前认为 &2a的病理过程是初始 X细胞在体内
被视网膜抗原激活&发生增生和分化&激活的视网膜抗
原特异性 X细胞从引流淋巴结和D或脾脏移行进入眼
内&识别眼内抗原&破坏血1视网膜屏障&通过分泌的
黏附分子和趋化因子等进一步募集 X细胞$单核巨噬
细胞$中性粒细胞等于眼内&放大炎症反应&导致眼内
实质细胞损害

用 $C0 + 自身免疫性葡萄膜炎发病的具体
机制尚不明确&涉及多个蛋白和信号通路&深入学习
&2a的生物信息学信息&可以从中寻找到有价值的蛋
白质进行进一步分析&揭示自身免疫性葡萄膜炎的病
理机制&为其针对性治疗提供理论依据+ &2a小鼠模
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型是目前自身免疫性葡萄膜炎公认且广泛应用的动物

模型&可以模拟疾病状态下机体的变化&利用蛋白质组
学检测视网膜组织中发生变化的蛋白质&再从中选取
变化倍数高且差异有统计学意义的蛋白进行后续实

验&可为机制研究提供下一步的方向和基础+
本研究中共检测到视网膜组织蛋白 _ _94 个&与

2+'(I 等 / 80
研究视网膜蛋白质总数 _ 4B" 个接近+ 本

研究中共筛选出差异表达蛋白 9"" 个&其中上调 $_C
个&下调 BC9 个+ 本实验研究显示&U-(-$ 在 &2a小鼠
视网膜组织中出现了明显上调&约为正常对照组的 B4
倍+ U-(-$ 是信号转换器和转录激活剂家族成员&可诱
导特异性转录因子 X>QH-的表达&促进 %干扰素
))/-HJKHJ,/>%&36?>%*的表达&促进辅助性 X细胞 )X
+H*MHJ&X+*$ 细胞的分化+ U-(-B 出现明显上调&约为
正常对照组的 9 倍+ U-(-B 可以诱导 X+$C 转录因子维
2 酸 相 关 孤 独 受 体 ) JH-)/,)1 (1)I>JH*(-HI ,JM+(/
JH1HM-,J& =A=* %-的 表 达& 促 进 白 细 胞 介 素
))/-HJ*HOc)/&3b*>$C2$3b>$C6和 3b>"" 的表达&促进
X+$C 的分化+ X+$ 细胞和 X+$C 细胞共同参与促进
&2a的发生和发展 / $40 &而在 7@_k X细胞中存在 U-(-B
靶向缺失的小鼠不会发展为 &2a/ $%0 + 在表达上调的
其他蛋白中&大部分参与免疫功能&如 bL(*FB$3JL'$ 和
&J(M$ 等+ bL(*FB 是一种强烈的促炎信号&可诱导 X细
胞活化和凋亡&在肿瘤免疫耐受中起作用 / "#0 + 3JL'在
炎性疾病中具有保护作用&3JL'D3JL'$ 能抑制含 ?b=
家 族 ;NJ)/ 域 蛋 白 ) ?b= K(')*N& MNJ)/ I,'()/
1,/-()/)/L&?b=;*B 炎症小体的活化&进而抑制炎症反
应

/ "$0 + &J(M$ 对主要组织相容性复合体>#结合多肽
的稳定性和免疫学特性有影响&@,'.> 基因的多态性
参与白塞病的遗传易感性

/ "" "̂B0 +
本研究显示&表达下调的蛋白主要集中在视觉感

知和传导功能$光刺激的感觉知觉功能&这与 &2a发
病后视网膜各层组织结构破坏相一致+ <O1N"K可能
在光感受器的视杆细胞和D或视锥细胞中起特殊作用&
<O1N"K敲除斑马鱼的视觉运动反应降低&视锥视杆外
节丢失和缩短&出现视功能障碍和光感受器层营养不
良

/ "_0 + =+,是低强度成像视觉所需的光感受器&另外
=+,D=A7V通路在眼部炎症中起作用&可能通过抑制
核转录因子 ) /O1*H(J-J(/F1J)M-),/ K(1-,J&?6*>&:的核
转位而抑制炎性细胞的浸润

/ "90 +
=H(1-,'H通路分析显示&差异表达蛋白质与 X细

胞激活$血小板活化和凝血级联$整合素信号$光传导
级联$代谢途径$丝裂原活化蛋白激酶$M"$ 活化激酶$
X,**样受体等密切相关+ X细胞活化过程中&会发生

一系列的生物化学反应&如细胞内游离 7("k
浓度升高&

进而活化钙调磷酸酶使 ?6>&:$活化 X细胞核因子等
转录因子入核启动转录过程&蛋白酪氨酸激酶磷酸化
后募集 <JQ" 等结合分子&与信号分子相互作用激活下
游信号分子

/ "8 "̂C0 + 血小板活化可以释放出大量具有
调节细胞功能的因子&如二磷酸腺苷$三磷酸腺苷$钙
离子$肾上腺素等 / "40 .释放出的这些因子会进一步促
进血小板的活化$聚集和分泌作用&导致级联放大作
用.同时招募大量的淋巴细胞$巨噬细胞等炎性细胞&
并且促进其激活和分泌

/ "%0 + X细胞激活后&下游的整
合素信号也会激活

/ "80 &而由整合素介导的血管内皮细
胞与白细胞之间的黏附是炎性细胞浸润的先决条件&
整合素信号上调&这与视网膜组织大量炎性细胞浸润
密切相关+ 显著上调的信号通路还有内源性配体对
Xb=的调节作用&Xb=与自身免疫性葡萄膜炎之间的
关系已有多篇文献报道&Xb=是连接天然免疫和获得
性免疫之间的桥梁+ 内毒素激活 Xb=_ 可诱导小鼠葡
萄膜炎的标准模型

/ B#0 &Xb=C 激动剂可以促进骨髓来
源树突状细胞分泌与 X+$C 细胞极化相关的细胞因子&
并促进特异性 X+$C 细胞的分化 / B$0 &而通过壳聚糖负
载的Xb=B>小干扰=?2转染=;&可有效缓解:$#='
小鼠 &2a/ B"0 +

综上所述&本研究表明 &2a发病后视网膜组织出
现多种蛋白质的差异表达&差异表达的蛋白质主要与
X细胞激活$血小板活化$整合素信号$光传导级联$
X,**样受体等密切相关+ 后续实验可以针对这些蛋白
质和通路探索研究葡萄膜炎的具体机制以及生物标志

物&为葡萄膜炎的靶向治疗提供新方向+
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