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00&摘要'0目的0研究过氧化氢处理体外培养小鼠晶状体蛋白渗漏情况%并对其所渗漏的蛋白进行鉴定

和生物信息分析( 0方法0分离 O4 只健康成年雄性 MR7_d@:Y小鼠双眼完整晶状体%任意合并 4C 个晶状体

作为一个样本%共 8 个样本( 体外培养小鼠晶状体%以含 4 ""T%@d过氧化氢培养液进行培养%构建体外白内

障模型( 以空白培养液作为对照组( 收集培养 4O ' 上清液进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分析( 采用液相质谱联

用对上清液蛋白质进行结构鉴定并采用无标记定量质谱法定量分析高丰度蛋白( 采用 2!DBZMB?!数据库

对鉴定的蛋白进行生物信息分析( 采用多重微珠免疫分析系统测定上清液中细胞因子的含量( 0结果0过

氧化氢处理 4O '%所有晶状体均混浊且囊膜完整( 上清液中总蛋白质量浓度为" 8978u59RE#!G@!%( 聚丙烯

酰胺凝胶电泳分析结果显示%蛋白条带主要位于相对分子质量 8R 555 以下( 质谱分析共鉴定出 :7R 种蛋白%

其中包括 6: 种晶状体蛋白%占总蛋白丰度的 " C:96u59C#;*蛋白涉及的生物学过程主要包括细胞[细胞黏

附)细胞转化)氧化还原)抑制细胞凋亡和蛋白质转运*涉及的分子功能主要包括水解酶活性)氧化还原酶活

性)催化活性)翻译起始因子活性和 =D?#I(活性*亚细胞定位主要为细胞质)外泌体)细胞核)质膜和胞外间

隙( 基于抗体的多重微珠免疫分析结果显示%体外培养上清液中可定量检测到 E 种细胞因子%包括在眼内液

高表达的单核细胞趋化蛋白A6 和转化生长因子A$4( 0结论0过氧化氢处理体外培养的晶状体存在蛋白质渗

漏%这些渗漏蛋白可能对眼内其他组织的代谢)功能产生影响(0

&关键词'0白内障* 晶状体* 上清液* 蛋白组学* 细胞因子
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00晶状体是由晶状体囊和晶状体纤维构成的双凸透
镜状透明无血管组织( 晶状体囊为一层透明的薄膜%
其控制着营养物质进入及代谢产物排出( 当晶状体内
的蛋白发生变性和凝聚%晶状体就逐渐变混浊%形成白
内障( 晶状体混浊主要与氧化应激损伤有关( 已有的
研究表明%在白内障形成过程中晶状体内蛋白可能通
过晶状体囊膜渗漏到房水或者玻璃体液中

+ 6, %但是对
这些渗漏蛋白质的具体成分还缺乏全面的了解( 为了
明确白内障晶状体渗漏蛋白质的成分%预测其对眼内
其他组织可能的影响%本研究采用基于无标记液相色
谱[串联质谱的定量蛋白质组学方法和多重微珠免疫
分析系统分析过氧化氢诱导体外培养小鼠晶状体上清

液中的蛋白质组成及其生物信息(

#;材料与方法

#/#0材料
#/#/#0实验动物0健康 Ca65 周龄雄性 MR7_d@:Y小
鼠 O4 只%体质量 6:a48 G%购自重庆医科大学动物实
验中心+动物合格证编号$Zkhf"渝# 456CA5558,( 将
这些小鼠置于"4Ou6#v):5;湿度下%进行 64 '@64 '
的光暗循环( 本实验均遵循 B3<P声明( 本研究方
案经重庆医科大学附属第一医院伦理委员会批准"批
文号$456EA678#(
#/#/!0主要试剂及仪器02A6EE 培养基"美国 =$S&T
公司#*体积分数 8;过氧化氢溶液 "美国 Z$G"#公

司#*_MB蛋白定量试剂盒 "美国 ?$(J&(公司 #*_$TA
?%(+?JT试剂盒" "美国 _$TA3#H 公司#*2$%%$-%(2#-
D=>A$A8 ?%(+试剂盒)m$-K$- M6C 柱"美国 2$%%$-TJ(公
司#*N#)TA3?dM液相色谱仪)^!+#&K$V(?%.I质谱仪)
酶标仪)MP4 培养箱)超净工作台"美国 D'(J"T>$I'(J
公司#(
#/!0方法
#/!/#0晶状体培养及白内障模型建立0取 O4 只小鼠
以颈椎脱臼法处死%立即摘除双眼眼球%无菌条件下洗
净血迹%剔除肌肉筋膜( 浸没在 2A6EE 培养基中%解
剖显微镜下于后极部剪开巩膜%取出晶状体%操作过程
中避免损伤晶状体囊膜( 首先将分离的晶状体放入
2A6EE 培养基中%在体积分数 R; MP4 培养箱中预培

养 C '*借助网格图鉴别后丢弃混浊的晶状体并补充相
应数量晶状体*任意选取 4C 个晶状体合并作为一个样
本%共 8 个样本*将各样本转移到 4O 孔板中%加入含有
4 ""T%@d过氧化氢的 2A6EE 培养基 O55 !%中培养晶
状体 4O '*丢弃培养基%更换为正常 2A6EE 培养基
O55 !%继续培养 4O '*在解剖显微镜下仔细观察每个
晶状体%评估囊膜的完整性*使用网格图再次检查晶状
体透明度( 收集晶状体混浊且囊膜完整无破损的培养
孔上清液%6 555p; 离心 R "$)%收集上清液于[75 v条
件下保存备用( 以正常 2A6EE 培养基作为空白对照
组( 实验步骤重复 8 次(
#/!/!0聚丙烯酰胺凝胶电泳测定样本中蛋白质量分
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布0采用 _MB蛋白定量试剂盒测定培养上清液中蛋
白含量*取含 6R !G蛋白上清液上样进行十二酰基磺
胺酸胺钠[聚丙烯酰胺凝胶 "质量分数 65;凝胶#电
泳( 在 C5 <恒压下电泳 :5 "$)%然后 645 <电泳至结
束( 采用胶体考马斯亮蓝染色试剂盒对凝胶进行染色
并拍照(
#/!/F0无标记定量分析法鉴定蛋白质0取上清液样
品%采用 _MB法测定蛋白质质量浓度( 添加丙酮沉淀
蛋白质%[45 v孵育过夜*O v条件下 64 555p; 离心
65 "$) 后收集沉淀%用预冷混合液" 乙̂醇 ĝ 丙酮 ĝ 乙酸

`
R5 gR5 g596#洗涤沉淀 4 次%在 64 555p;)O v条件下离
心 6R "$)%收集沉淀%用 : "T%@d盐酸胍)855 ""T%@d
四乙基溴化铵溶解沉淀物( 取 655 !G蛋白质沉淀%加
入碳酸氢铵稀释的胰蛋白酶%87 v条件下培养过夜*
收集肽段并离心浓缩干燥*应用 m$-K$- M6C 柱除去肽
段中的盐( 用上样缓冲液" 乙̂腈 ĝ水 ĝ甲酸 4̀ gECg596#
溶解样品并进行液相串联质谱分析( 采用 N#)TA
3?dM!#I*A)dM6555 系统进行液相色谱分析%使用 ^
!+#&K$V(?%.I纳米电喷雾电离质谱仪对肽样品进行质
谱分析( 以数据依赖模式运行质谱仪%一级质谱扫描
范围为 8R5a6 :55 "@W( 在 75 555 的分辨率下检测完
整的肽%然后以 67 R55 的分辨率选择肽进行二级质谱
分析(

使用 2#+̂.#)K计算蛋白质组学平台 6/R/C/8 版
"FFF/"#+i.#)K/TJG#及其内置的 B)HJT"(H#肽和蛋白
质识别搜索引擎进行质谱数据分析%采用无标记定量
"%#S(%AUJ((i.#)K$U$&#K$T)%d>̂ #和基于强度的绝对定量
" $_B̂ # 算 法 进 行 蛋 白 定 量( 在 ZF$II-JTK2.I
".I&.%.I数 据 库 中 使 用 标 准 设 置 " 肽 质 量 公 差
为u45 --"%片段相对分子质量公差为u59R#比对质谱
数据( 肽鉴定错误发现率 "U#%I(H$I&TV(J*J#K(%>13#
设置为 5956%蛋白质鉴定 >13设为 595R%氨基酸残
基"7 个( 定量分析中只包括属于蛋白质的 0 .)$i.(
-%.IJ#WTJ-(-K$H(I1( 使用 2!DBZMB?!数据库对鉴定
的蛋白进行 =P分析" 'KK-$@@"(K#I&#-(/TJG@G-@$)H(+/
'K"%w"#$)@IK(-6#( 对鉴定的高丰度蛋白进行生物信
息检索%根据相关的生物学过程)分子功能和亚细胞定
位对它们进行分类(
#/!/G0多重系统分析白内障晶状体上清培养液中细
胞因子质量浓度0使用 _$T?%(+2#G-$+多重阅读器
分析白内障晶状体上清培养液中细胞因子质量浓

度%利用该系统可同时检测和定量单个 4R aR5 !%样
品中的多种低丰度细胞因子( 使用多重磁珠免疫分
析系统对细胞因子进行量化分析( 检测细胞因子包

括白细胞介素 "$)K(J%(.X$)%Ld#A6%)LdA6$)LdA4)LdA8)
LdAO)LdAR)LdA:)LdAE)LdA65)LdA64" -O5#)LdA64" -75#)
LdA68)LdA67B)嗜酸性粒细胞趋化因子)粒细胞集落刺
激因子 "GJ#).%T&*K(&T%T)*IK$".%#K$)GU#&KTJ%=AMZ>#)
粒细胞巨噬细胞集落刺激因子"GJ#).%T&*K("#&JT-'#G(
&T%T)*IK$".%#K$)GU#&KTJ%=2AMZ>#)干扰素 "$)K(JU(JT)%
L>N#A&)趋化因子配体 6"&'("TX$)(MAhAM"TK$U%$G#)H
6% MhMd6 #) 单 核 细 胞 趋 化 蛋 白A6 " "T)T&*K(
&'("T#KKJ#&K#)K-JTK($)A6%2M?A6#)调节激活正常 D细
胞表达和分泌细胞因子 "J(G.%#K(K'((+-J(II$T) #)H
I(&J(K$T) TU&*KTX$)(I $) #&K$V#K(H )TJ"#%D &(%%I%
3BND!Z#)巨噬细胞炎性蛋白""#&JT-'#G($)U%#""#KTJ*
-JTK($)%2L?#6%)2L?6$)肿瘤坏死因子"K."TJ)(&JTI$I
U#&KTJ%DN>#A%) 转 化 生 长 因 子 " KJ#)IUTJ"$)GGJTFK'
U#&KTJ%D=>#A$6)D=>A$4 和 D=>A$8( 所有分析程序均
按照说明书进行$用荧光标记的磁性微球与特异性捕
获抗体偶联%并与待测样品混合*加入生物素化检测抗
体和链霉亲和素A3A藻红蛋白( 应用 d."$)(+A2#G-$+
系统对混合物进行分析%利用该仪器的 4 种激光分别
识别微球类型和量化结合抗原的数量( 同时在每个测
试板上平行测试标准浓度%生成标准曲线%根据标准曲
线计算样本中各细胞因子浓度(

!;结果

!/#0晶状体白内障模型建立
4 ""T%@d过氧化氢处理后 4O ' 晶状体全部变混

浊%在显微镜下观察可见 8 个样本中晶状体囊膜均完
整"图 6#(

BA

图 #;小鼠晶状体的显微镜下图像"p6R#0B$刚从眼球中取出的晶状体
透明且囊膜无破损0_$过氧化氢处理后的晶状体混浊且囊膜无破损
?&70,(#;B&.,/)./+&.&927()/19/0)(4(')"p6R# 0B$M%(#J#)H
.)H#"#G(H %()IQ.IKJ("TV(H UJT" (*(S#%%0_$D.JS$H #)H .)H#"#G(H
%()I#K4O 'T.JI#UK(J'*HJTG() -(JT+$H(KJ(#K"()K'" &'#$,

!/!0白内障模型培养上清液蛋白图谱分析
8 个 样 本 的 平 均 蛋 白 质 量 浓 度 为 " 8978 u

59RE#!G@!%( 胶体考马斯亮蓝染色显示样本中蛋白
条带主要位于相对分子质量 8R 555 以下"图 4#(
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图 G;体外白内障模型培养上清液中蛋白生物信息学分析0B$蛋白主要参与的生物学过程0_$蛋白主要参与的分子功能0M$蛋白的主要亚细

胞定位

?&70,(G; N&/&'1/,92-&.)2'24=)&)/1+,/-(&'&'.04-0,()0+(,'2-2'-/1(*-,2./,+/,(24.2-2,2.-9/8(40 B$ "#$) S$T%TG$&#%-JT&(II(I-JTK($)I

-#JK$&$-#K(H $)0_$"#$) "T%(&.%#JU.)&K$T)I-JTK($)I$)VT%V(H0M$"#$) I.S&(%%.%#J%T&#%$W#K$T) TU-JTK($)I

!/F0体外白内障模型培养上清液中蛋白鉴定及生物
信息学分析

共发现 8 E5E 个已鉴定的肽与 8 768 个独特的肽
序列相对应%从而鉴定出 :7R 种蛋白( 发现共 R46 种
蛋白同时存在于 8 个样本中%C4 种蛋白同时存在于其
中 4 个样本中%74 种蛋白只存在于其中 6 个样本中
"图 8#( 本研究发现的大多数高丰度蛋白为晶状体蛋
白%占所有蛋白的"C:96u59C#;(
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140000
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75000

60000

45000

35000

25000

15000 2 3

蛋白
标志物

白内障
模型组

空白
对照组

图 !;晶状体培养上清液聚丙烯酰胺凝胶电泳图"考马斯亮蓝染色#0过氧化氢处理 4O '%晶状体培

养上清液中出现大量蛋白%蛋白条带主要位于相对分子质量 8R 555 以下0图 F;F 个样本鉴定蛋白

的异同分析

?&70,(! ; D/4=2.,=429&8(7(4(4(.-,/+%/,(-/7,29 /14('))0+(,'2-2'-.04-0,(9(8&09 " &TT"#II$(

SJ$%%$#)KS%.(IK#$)$)G#0BUK(J4OA'T.J'*HJTG() -(JT+$H(KJ(#K"()K%#%#JG()."S(JTU-JTK($)I#--(#J(H $) K'(

I.-(J)#K#)KTU%()I&.%K.J(%#)H K'(-JTK($) S#)HIF(J("#$)%*S(%TF 8R 5550?&70,(F;组%(E(''8&27,29

)%/>&'7 0'&P0(2'8./99/'+,/-(&')29/'7 -%(-%,(()29+4()
;

基于生物学过程的分类显示%O7 种蛋白参与细
胞[细胞黏附过程%占 :9R8;*OO 种蛋白与细胞转化相
关%占 :966;*O8 种蛋白与氧化还原有关%占 R9E7;*
O5 种蛋白与抑制细胞凋亡有关%占 R9R:;*8: 种蛋白
与蛋白质转运有关%占 R;*88 种蛋白与凋亡过程有
关%占 O9RC;*84 种蛋白与细胞黏附有关%占 O9OO;*
86 种蛋白与代谢过程有关%占 O986;*85 种蛋白与蛋

白质酶解有关%占 O967;*4E 种蛋白与蛋白质折叠有
关%占 O958;"图 OB#*其余蛋白与翻译启动)"3NB的
合成以及核小体的组装等生物过程有关( 基于分子功
能的分类显示%4RC 种蛋白具有蛋白质结合功能%占
8R9C8;*68: 种蛋白具有多聚 3NB结合功能%占
6C9CE;* 64C 种 蛋 白 具 有 核 苷 酸 结 合 功 能% 占
6797C;*7E 种蛋白具有与钙黏蛋白结合参与细胞间
黏附功能%占 659E7;*75 种蛋白具有水解酶活性%占

659R:;*:: 种蛋白具有 3NB
结合功能%占 E967;*O5 种蛋
白具有氧化还原酶活性%占
R9R:;*88 种蛋白具有催化活
性%占 O9RC;*47 种蛋白具有
翻 译 起 始 因 子 活 性% 占
897R;*4: 种蛋白具有 =D?#I(
活性%占 89:6; "图 O_# *其
余蛋白具有肌动蛋白结合)酶
结合以及蛋白激酶结合等分

子功能( 根据亚细胞定位对
蛋白进行分类发现%OE4 种蛋
白 分 布 在 细 胞 质% 占
:C988;*8E6 种蛋白分布在
外泌体%占 RO986;*886 种蛋
白 分 布 在 细 胞 核% 占
OR9E7;*67R 种蛋白分布在
质膜%占 4O986;*E7 种蛋白

分布在胞外间隙%占 689O7;"图 OM# (
!/G0体外白内障模型培养上清液中不同细胞因子质
量浓度

0采用基于抗体的多重微珠免疫分析方法检测低丰度
细胞因子%共检测 4: 种细胞因子%其中 E 种细胞因子
均达检测限"表 6#%67 种细胞因子在 8 个样本中均未
被检测到( 对照组未检测到细胞因子(
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表 #;体外白内障模型培养上清液中各细胞因子质量浓度
组264(#;$=-/K&'(4(3(4)&'.04-0,()0+(,'2-2'-/1

(*-,2./,+/,(24.2-2,2.-9/8(4

细胞

因子

可检测到样本@
全部检测样本" "@"#

细胞因子质量浓度

""(#)uZ1%-G@"%#

2M?A6 8@8 RCR98Cu6E4975

MhMd6 8@8 :7946u0E985

D=>A$4 8@8 RC96:u079CC

=AMZ> 8@8 8498Eu0:9C8

LdA: 8@8 689:Ru0O9::

3BND!Z 8@8 669CRu089C:

=2AMZ> 6@8 O968000

DN>A% 8@8 089:7u0594C

2L?6% 8@8 4984u059CE

0注$2M?$单核细胞趋化蛋白*MhMd$趋化因子配体*D=>$转化生长因
子*=AMZ>$粒细胞集落刺激因子*Ld$白细胞介素*3BND!Z$调节激活正
常 D细胞表达和分泌细胞因子*=2AMZ>$粒细胞巨噬细胞集落刺激因
子*DN>$肿瘤坏死因子*2L?$巨噬细胞炎性蛋白
0NTK($2M?$"T)T&*K(&'("T#KKJ#&K#)K-JTK($)*MhMd$&'("TX$)(MAhAM
"TK$U%$G#)H* D=>$ KJ#)IUTJ"$)GGJTFK' U#&KTJ* =AMZ>$ GJ#).%T&*K(&T%T)*
IK$".%#K$)GU#&KTJ* Ld$ $)K(J%(.X$)* 3BND!Z$ J(G.%#K(K'((+-J(II$T) #)H
I(&J(K$T) TU&*KTX$)(I$) #&K$V#K(H )TJ"#%D &(%%I* =2AMZ>$ GJ#).%T&*K(
"#&JT-'#G(&T%T)*IK$".%#K$)GU#&KTJ* DN>$ K."TJ)(&JTI$IU#&KTJ* 2L?$
"#&JT-'#G($)U%#""#KTJ*-JTK($)

F;讨论

本研究采用晶状体体外培养的方式%以过氧化氢
诱导形成白内障模型( 目前%以过氧化氢诱导体外培
养的晶状体形成白内障的方法已十分成熟

+ 4, ( 不同
的研究采用了不同浓度 " 594)59R)6)4 ""T%@d#的过
氧化氢诱导体外培养的晶状体形成白内障模型( 本实
验研究使用少量 " O55 !%#的培养基培养数量众多的
"4C 个#晶状体%故采用了常用浓度中的高限 4 ""T%@d
过氧化氢培养晶状体(

本研究通过液相质谱联用技术鉴定出完整白内障

晶状体体外过氧化氢处理后培养上清液中 :7R 种蛋
白%其中相对分子质量 8R 555 以下的晶状体蛋白占总
蛋白丰度的 " C:96u59C#;( 晶状体蛋白是晶状体内
的主要成分%包括 %A)$A和 &A晶状体蛋白 8 类%在维持
晶状体纤维细胞的结构)折射率以及光学特性中发挥
重要作用( 已有研究在白内障患者房水中检测到一些
晶状体蛋白%包括 $A晶状体蛋白 Z)$A晶状体蛋白 _4)
&A晶状体蛋白 1等 + 8[O, ( 在白内障患眼的玻璃体液中
也证实存在晶状体蛋白

+ R, ( 本研究证实白内障晶状
体在体外培养的环境中同样渗漏以晶状体蛋白为主的

蛋白质%同时本结果显示有更多种类的晶状体蛋白能
从白内障晶状体中漏出(

目前%大量的研究报道了晶状体蛋白的生物学活

性
+ :[7, ( 有研究显示%大鼠视网膜缺血[再灌注损伤

后%视网膜中 %A)$A和 &A晶状体蛋白转录表达增加 + C, (
在视网膜光损伤)糖尿病视网膜病变和年龄相关性黄
斑变性等视网膜疾病中也发现视网膜中晶状体蛋白质

表达水平升高
+ E[65, ( 在应激条件下%%A晶状体蛋白能

够通过抑制非晶状体组织中的 &#I-#I(I从而抑制细胞
凋亡

+ 66, ( 此外%由%A晶状体蛋白衍生的小分子肽在包
裹具有伴侣功能的活性部位时具有类似抗聚集和抗凋

亡特性
+ 64, ( $A晶状体蛋白 _4 在应激条件下可促进视

网膜色素上皮细胞的增生并提高细胞活力
+ 68, ( 给予

青光眼实验动物模型玻璃体腔内注射 $A晶状体蛋白
_4 可以减少视网膜神经节细胞丢失%缓解视网膜神经
纤维层的减少并保护视神经

+ 6O, ( 此外%$A和 &A晶状体
蛋白能促进视网膜轴突再生

+ 6R[6:, ( 基于以上研究%推
测白内障患者晶状体蛋白会从晶状体渗漏到前房和玻

璃体腔%保护除晶状体以外的眼组织免受应激性损伤%
促进受损神经元的修复(

此外%本研究还检测到其他 :RE 种蛋白质%其中生
物学过程中占比第三的一组蛋白能通过氧化还原酶的

分子功能介导还原反应%从而抑制降低体内氧化应激
程度( 这些结果提示%白内障晶状体可能是眼内具有
抗氧化)细胞保护作用的蛋白质储存库( 在白内障患
者体内%这些蛋白质不断地从晶状体中漏出%其可能对
其他组织有一定的作用%仍需进一步研究(

临床研究显示%白内障手术后糖尿病黄斑水肿
" H$#S(K$&"#&.%#J(H("#% 12!# 和 玻 璃 体 后 脱 离
"-TIK(J$TJV$KJ(T.IH(K#&'"()K%?<1#相关的视网膜脱
离风险增加

+ 67[6C, %但其确切的机制尚不明确( 已有研
究表明%氧化应激是 12!和 ?<1相关视网膜脱离的
重要因素

+ 6E, ( 推测白内障手术后%晶状体不再继续渗
漏抗氧化和保护细胞的蛋白质%导致玻璃体及视网膜
氧化应激加剧%从而增加 12!和视网膜脱离的发生
风险(

但是%当大量晶状体蛋白渗漏到前房和玻璃体腔
时%也可能诱发葡萄膜炎( 例如%过熟期白内障的晶状
体皮质液化后形成的大量晶状体蛋白漏出到晶状体囊

膜外*白内障手术残留的皮质也会诱发单核细胞浸润
并吞噬处理这些蛋白质% 形成晶状体源性葡萄
膜炎

+ 45, (
另外%根据亚细胞定位对蛋白质进行分类%发现高

达 RO986;的蛋白质是通过外泌体分泌的( 外泌体为
脂质双层结构%其结构与脂质体类似%使得蛋白质大分
子更容易透过晶状体囊膜

+ 46[44, (
本研究结果显示%体外白内障模型上清培养液中
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可检测到 2M?A6 和 D=>A$4 等细胞因子( D=>A$4 在

眼内作用明确%其属于 D=>A$超家族的成员%具有调
节细胞生长)分化以及凋亡等功能*同时它作为一种房
水免疫抑制因子%在眼的免疫调控机制中起到非常重
要的作用( 这 4 种细胞因子在白内障患者的房水和玻
璃体液中也处于较高水平

+ 48[4O, %表明白内障晶状体是
眼内液中部分细胞因子的来源之一(

本研究证实体外培养的白内障晶状体能向外渗漏

晶状体蛋白)其他具有抗氧化功能的蛋白质以及一些
活性细胞因子%推测白内障晶状体可能通过向外渗漏
蛋白质%从而影响眼内其他组织的功能( 然而%究竟人
眼内是否能够观察到这种影响%以及这种影响最终表
现为保护或是损伤作用%仍需要进一步研究(
利益冲突0所有作者均声明不存在利益冲突
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