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!!$摘要%!目的!利用转录组测序&6789+-:'和生物信息学技术对低氧与常氧条件下人视网膜色素上皮

细胞系 86;&90< 细胞的差异表达基因&=&>+'及信号通路的变化进行分析"探讨低氧诱导 86;&90< 细胞损伤

的生物学机制(!方法!将 86;&90< 细胞分为低氧处理组和常氧对照组"分别采用体积分数 0?和 10? @1 处

理细胞 A)1")"A)B1 C"采用实时荧光定量 ;D6法检测不同时间点血管内皮生长因子&E&>F'和低氧诱导因子

&GHF90!''678相对表达量( 分别对 1 个组处理后 A C 和 1" C 的 86;&90< 细胞进行 6789+-: 及生物信息学

分析"以I*5J1FDI!0 且 !"$K$# 为条件筛选出 =&>+"并对 =&>+进行聚类热图分析)基因本体论&>@'功能

富集分析)京都基因与基因组百科全书&L&>>'通路富集分析及蛋白M蛋白互作&;;H'网络分析( 采用实时

荧光定量 ;D6法检测低氧处理 86;&90< 细胞 1" C 后 =&>+中可能与低氧有关的基因 '678相对表达量( 采

用细胞活力检测试剂盒验证 1 个组不同时间点低氧对 86;&90< 细胞的损伤作用(!结果!低氧处理组 A)1")

"A)B1 C E&>F和低氧处理组 A)1")"A C GHF90!'678相对表达量均高于常氧对照组"差异均有统计学意义

&均 !N$K$#'"其中低氧处理后 A C 和 1" C 各因子 '678表达差异较大( 低氧诱导 A C"低氧处理组与常氧对

照组间筛选显著 =&>+共 21 个"其中显著上调基因 "# 个"显著下调基因 0B 个*低氧诱导 1" C"1 个组间筛选

显著 =&>+共 1## 个"其中显著上调基因 11A 个"显著下调基因 1B 个( =&>+的 >@功能分析主要富集在蛋白

质降解)核苷酸生物合成及物质转运等进程( L&>>通路分析主要富集在 ;H%L98OP)4>Q;9;L>以及其他与

代谢)细胞周期)细胞生长和细胞凋亡密切相关的信号通路( ;;H网络分析发现核心基因 "!#$)%&' 和 ()*'

等( 实时荧光定量 ;D6检测结果示"低氧处理 86;&90< 细胞 1" C 后"低氧相关基因 +,!!-)(!!.)!+/0-)

"12!+$)&#,$')(+34- 和 3)3#的 '678表达水平升高"&53#)(6)- 的 '678表达水平降低"差异均有统

计学意义&均 !N$K$#'( 低氧诱导 86;&90< 细胞后 A C 和 1" C"细胞形态均正常"生长状态较好"未出现死亡

细胞"低氧诱导 "A C 后 86;&90< 细胞出现死亡"低氧诱导 B1 C 后死亡细胞数量增加(!结论!与代谢相关的

;H%L98OP)4>Q;9;L>信号通路可能参与低氧诱导的 86;&90< 细胞损伤作用""!#$)%&')()*' 核心基因可

作为功能性靶基因"在低氧反应中起到关键作用(!

$关键词%!视网膜色素上皮细胞* 低氧* 差异表达基因* 转录组测序
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"78%)"#&)#9:864&)';49 5̂(Z(*.,-_)̀̀-a-ZP)(**.-[\a-++-_ J-Z-+&=&>+' (Z_ PC-4C(ZJ-+5̀+)JZ(*\(PCb(.+

)Z C]'(Z a-P)Z(*\)J'-ZP-\)PC-*)]' 4-**+&86;&90<' ]Z_-aC.\5[)4(Z_ Z5a'5[)445Z_)P)5Z+(Z_ P5-[\*5a-PC-

c)5*5J)4(*'-4C(Z)+' 5̀ C.\5[)(9)Z_]4-_ 86;&90< 4-**_('(J-d)(Pa(Z+4a)\P5'-+-:]-Z4)ZJ& 6789+-: ' (Z_

c)5)Z 5̀a'(P)4+P-4CZ5*5J.3!<4)/*2%! Ĉ-86;&90< 4-**+b-a-_)d)_-_ )ZP5PC-C.\5[)(Pa-(P'-ZPJa5]\ (Z_ PC-

Z5a'5[)(45ZPa5*Ja5]\ Pa-(P-_ b)PC 0? (Z_ 10? @1 c.d5*]'- 5̀aA"1"""A"B1 C5]a+"a-+\-4P)d-*.3̂ C-a-*(P)d-

-[\a-++)5Z *-d-*+5̀d(+4]*(a-Z_5PC-*)(*Ja5bPC (̀4P5a&E&>F' (Z_ C.\5[)(9)Z_]4)c*- (̀4P5a90!&GHF90!' '678

b-a-_-P-4P-_ b)PC a-(*9P)'-̀*]5a-+4-ZP:](ZP)P(P)d-;D6(P_)̀̀-a-ZPP)'-\5)ZP+36789+-: (Z_ c)5)Z 5̀a'(P)4+(Z(*.+)+

b-a-\-à5a'-_ (PA C5]a+(Z_ 1" C5]a+(̀P-aC.\5[)((Z_ Z5a'5[)(Pa-(P'-ZP3=&>+b-a-+4a--Z-_ 5]P]Z_-aPC-

45Z_)P)5Z+5̀ I*5J1FDI! 0 (Z_ !" $K$#3̂ C-Z PC-4*]+P-aC-(P'(\ (Z(*.+)+">-Z-@ZP5*5J.&>@' ]̀Z4P)5Z(*

-Za)4C'-ZP(Z(*.+)+"L.5P5&Z4.4*5\-_)(5̀>-Z-+(Z_ >-Z5'-+&L&>>' \(PCb(.-Za)4C'-ZP(Z(*.+)+(Z_ \a5P-)Z9

\a5P-)Z )ZP-a(4P)5Z Z-Pb5aO (Z(*.+)+b-a-(*+54(aa)-_ 5]P36-(*9P)'-̀*]5a-+4-ZP:](ZP)P(P)d-;D6b(+-'\*5.-_ (P1"

C5]a+(̀P-aC.\5[)(P5_-P-4PPC-a-*(P)d-'678-[\a-++)5Z 5̀J-Z-+PC(P')JCPc-a-*(P-_ P5C.\5[)()Z =&>+3D-**

d)(c)*)P.O)Pb(+]+-_ P5d-a)̀.(Z_ 45'\(a-PC-_('(J--̀̀-4P5̀ C.\5[)(5Z 86;&90< 4-**+(P_)̀̀-a-ZPP)'-\5)ZP+

c-Pb--Z PC-Pb5Ja5]\+3!=4%3,)%! Ĉ-a-*(P)d-'678-[\a-++)5Z *-d-*+5̀E&>F(PA"1"""A (Z_ B1 C5]a+(̀P-a

C.\5[)(Pa-(P'-ZP(Z_ PC-a-*(P)d-GHF90!'678-[\a-++)5Z *-d-*+(PA"1" (Z_ "A C5]a+(̀P-aC.\5[)(Pa-(P'-ZPb-a-

+)JZ)̀)4(ZP*.C)JC-aPC(Z PC5+-5̀PC-Z5a'5[)(45ZPa5*Ja5]\ &(**(P!N$K$#'3̂ C-a-b-a-*(aJ-_)̀̀-a-Z4-+)Z PC-

'678-[\a-++)5Z *-d-*+(PA9C5]a(Z_ 1"9C5]aPa-(P'-ZPc-Pb--Z PC-Pb5Ja5]\+38P5P(*5̀21 +)JZ)̀)4(ZP=&>+b-a-

+4a--Z-_ c-Pb--Z PC-C.\5[)(Pa-(P'-ZPJa5]\ (Z_ PC-Z5a'5[)(45ZPa5*Ja5]\ (̀P-aA9C5]aC.\5[)(Pa-(P'-ZP"('5ZJ

bC)4C "# J-Z-+b-a-+)JZ)̀)4(ZP*.]\9a-J]*(P-_ (Z_ 0B J-Z-+b-a-+)JZ)̀)4(ZP*._5bZ9a-J]*(P-_38 P5P(*5̀ 1##

+)JZ)̀)4(ZP=&>+b-a-+4a--Z-_ 5]Pc-Pb--Z PC-C.\5[)(Pa-(P'-ZPJa5]\ (Z_ PC-Z5a'5[)(45ZPa5*Ja5]\ (̀P-a1"9C5]a

C.\5[)(Pa-(P'-ZP"('5ZJbC)4C 11A J-Z-+b-a-+)JZ)̀)4(ZP*.]\9a-J]*(P-_ (Z_ 1B J-Z-+b-a-+)JZ)̀)4(ZP*._5bZ9

a-J]*(P-_3̂C->@ ]̀Z4P)5Z(*(Z(*.+)+5̀ =&>+b(+'()Z*.-Za)4C-_ )Z \a54-++-++]4C (+\a5P-)Z _-Ja(_(P)5Z"

Z]4*-5P)_-c)5+.ZPC-+)+"(Z_ '(P-a)(*Pa(Z+\5aP3L&>>\(PCb(.(Z(*.+)+b(+'()Z*.-Za)4C-_ )Z ;H%L98OP"4>Q;9

;L>"(Z_ 5PC-a+)JZ(*)ZJ\(PCb(.+4*5+-*.a-*(P-_ P5'-P(c5*)+'"4-**4.4*-"4-**Ja5bPC"(Z_ (\5\P5+)+3̂C-45a-J-Z-+

"!#$"%&' (Z_ ()*' b-a-5̀]Z_ c.\a5P-)Z9\a5P-)Z )ZP-a(4P)5Z Z-Pb5aO (Z(*.+)+36-(*9P)'-*̀]5a-+4-ZP:](ZP)P(P)d-

;D6P-+Pa-+]*P++C5b-_ PC(P(̀P-a1"9C5]aC.\5[)(Pa-(P'-ZP"PC-'678-[\a-++)5Z *-d-*+5̀ C.\5[)(a-*(P-_ J-Z-+

+,!!-"(!!." !+/0-" "12!+$" &#,$'" (+34- ?9R 3)3#)Z 86;&90< 4-**+b-a-+)JZ)̀)4(ZP*.)Z4a-(+-_ (Z_

PC-'678-[\a-++)5Z *-d-*+5̀&53#(Z_ (6)- b-a-+)JZ)̀)4(ZP*._-4a-(+-_ &(**(P!N$K$#'3̂ C-4-**'5a\C5*5J.

b(+Z5a'(*(Z_ PC-Ja5bPC +P(P-b(+J55_ b)PC5]P_-(_ 4-**+(̀P-aA9C5]a(Z_ 1"9C5]aC.\5[)(Pa-(P'-ZP)Z 86;&90<

4-**+3̂C-a-b-a-_-(_ 4-**+(̀P-a"A9C5]aC.\5[)(Pa-(P'-ZP"(Z_ PC-Z]'c-a5̀_-(_ 4-**+b(+)Z4a-(+-_ (PB1 C5]a+

(̀P-aC.\5[)(Pa-(P'-ZP3!>*$&,3%'*$%! Ĉ-;H%L98OP(Z_ 4>Q;9;L>+)JZ(*)ZJ\(PCb(.+a-*(P-_ P5'-P(c5*)+'

'(.c-)Zd5*d-_ )Z C.\5[)(9)Z_]4-_ )ZY]a.5̀86;&90< 4-**+3D5a-J-Z-+5̀"!#$"%&' (Z_ ()*' 4(Z c-]+-_ (+

]̀Z4P)5Z(*P(aJ-PJ-Z-+(Z_ \*(.O-.a5*-+)Z C.\5[)(a-+\5Z+-5̀4-**+3

"?4- @*"2%#96-P)Z(*\)J'-ZP-\)PC-*)]'4-*** G.\5[)(* =)̀̀-a-ZP)(**.-[\a-++-_ J-Z-+* 678+-:]-Z4)ZJ

A3$2("*5"#+# R4)-Z4-(Z_ -̂4CZ5*5J.6-+-(a4C ;a5Y-4P5̀G-Z(Z ;a5d)Z4-& 0<10$1%0$$B#'* ;a5d)Z4)(*

(Z_ Q)Z)+Pa.D5945Z+Pa]4P)5Z ;a5Y-4P5̀Q-_)4(*R4)-Z4-(Z_ -̂4CZ5*5J.)Z G-Z(Z ;a5d)Z4-&RS>T1$0A$A$'* G-(*PC

R4)-Z4-(Z_ -̂4CZ5*5J. (̂*-ZP+@d-a+-(+̂ a()Z)ZJ;a5Y-4P5̀G-Z(Z ;a5d)Z4-&GUVW1$0<0%0'

=@H#0$3%B2$X4'(3Y34Z00#<A<91$1$001B9$$B<<

!!持续的视网膜缺血)缺氧会造成组织细胞损伤"引
起细胞凋亡或坏死"进而导致糖尿病视网膜病变)视网
膜中央静脉阻塞和早产儿视网膜病变等疾病的发生和

发展"造成严重的视力损害 + 0, ( 研究表明"缺氧能够

引起视网膜色素上皮&a-P)Z(*\)J'-ZP-\)PC-*)]'"6;&'

细胞以及视网膜血管功能的紊乱"在缺氧环境中 6;&

细胞 会 持 续 表 达 血 管 内 皮 生 长 因 子 & d(+4]*(a
-Z_5PC-*)(*Ja5bPC (̀4P5a"E&>F' + 1M", "促使视网膜及脉
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络膜微血管内皮细胞不断分裂增生"形成异常新生血
管"继而引起视力的不可逆损害( 因此"减缓甚至阻止
视网膜缺血缺氧进程变得尤为重要( 低氧诱导因子
&C.\5[)(9)Z_]4)c*- (̀4P5a+90!"GHF90!'是一种重要的
核转录调节因子"在缺氧条件下被激活"并诱导包括
E&>F在内的多种基因产物的表达 + #, ( 6;&细胞位于
神经视网膜外的色素细胞层"与上层视网膜感光细胞
和下层脉络膜紧密相连并滋养视网膜感光细胞"在缺
血或低氧状态下极易受到影响并造成损伤

+ 1"2MB, ( 深
入探讨低氧诱导 6;&细胞损伤的分子机制有助于相
关疾病的早期防治"改善患者预后( 转录组测序技术
又称 678测序&678+-:]-Z4)ZJ"6789+-:'"具有高通
量)全方位)快速获取转录本的特点 + AM<, ( 用于定量基
因在细胞)组织)器官乃至整个机体中的表达异质性"
在破译基因组结构和功能)识别细胞生物系统下的遗
传网络)建立应对疾病)病原体的分子生物标志物等方
面发挥着重要作用

+ 0$M01, ( 生物信息学技术是采用计
算机技术结合信息论方法对蛋白质)核酸信息进行采
集)存储)传递以及分析的科学"通过数据库建设)序列
分析)结构分析与功能预测)大规模功能表达谱分析)
代谢网络建模分析等"整合数据量巨大的核酸)蛋白
质信息"使之成为具有明确生物学意义的生物信
息

+ 0%M0", ( 本实验拟通过 6789+-: 及生物信息学技术
分析低氧与常氧处理下的 86;&90< 细胞基因表达谱
变化"探讨低氧诱导的 6;&细胞损伤发生和发展可
能的分子机制(

B9材料与方法

B3B!材料
B3B3B!细胞来源!86;&90< 细胞购自美国 8̂ DD
公司(
B3B3C!主要试剂及仪器!胎牛血清 & -̀P(*c5d)Z-
+-a]'"FSR'&00$009A200"浙江天杭生物科技股份有限
公司'*=Q&Q9F01 培养基)胰蛋白酶9&=̂ 8溶液 &北
京索莱宝科技有限公司'* â),5*"试剂 &美国 Ĉ-a'5
F)+C-a公司'*逆转录试剂盒 ;a)'-R4a)\PQ̂ 6̂ a-(J-ZP
O)Pb)PC J=78&a(+-a)实时荧光定量 ;D6试剂盒 Ŝ
>a--Z" \a-')[ &[ (̂: Q̂ # 试 剂 & 日 本 (̂O(a(
S)5P-4CZ5*5J.公司'*实时荧光定量 ;D6引物&上海生
工生物工程股份有限公司'*细胞活力 &活死细胞染
色'检测试剂盒&北京百奥莱博科技有限公司'( 细胞
培养箱&美国 Ĉ-a'5F)+C-a公司'*RP-\5Z-;*]+实时
荧光定量 ;D6仪 &美国 8\\*)-_ S)5+.+P-'+公司'*荧
光显微镜&德国 D(a*e-)++公司'(

B3C!方法
B3C3B!细胞培养!将保存于液氮中的 86;&90< 细胞
置于 %B f恒温水浴锅中解冻复苏"待细胞融化后快速
转移至含体积分数 0$? FSR 的 =Q&Q9F01 培养基
0# '*的离心管中混匀"室温下 0#2g: 离心 # ')Z"弃上
清"用 0 '*培养基悬浮细胞沉淀"吹打均匀后将细胞
置于 1# 4'1

细胞培养瓶中"每瓶中加入 % h" '*培养
基进行培养( 待86;&90< 细胞密度达到 A$?h<$?进
行传 代 培 养" 弃 去 培 养 基" 使 用 磷 酸 盐 缓 冲 液
&\C5+\C(P-c]`̀-a+(*)Z-";SR' 清洗 1 次( 每瓶加入
0 '*质量分数 $K1#?的胰蛋白酶9&=̂ 8消化液"放入
细胞培养箱消化 1 ')Z 取出( 每瓶加入 0 '*=Q&Q9
F01 培养基终止胰蛋白酶消化"转移至 0# '*离心管"
0#2g: 离心 # ')Z"弃上清液( 加入 =Q&Q9F01 培养基
吹匀"进行细胞计数"以 1 g0$B X皿细胞的密度将
86;&90< 细胞接种至直径 0$ 4'培养皿中"并置于
%B f)体积分数 #? D@1 培养箱中孵育"待细胞贴壁生
长后将细胞分为常氧对照组和低氧处理组"分别置于
体积分数 10?和 0? @1 的三气培养箱中继续培养 A)
1")"A 和 B1 C"收集细胞"以进行后续实验(
B3C3C!6789+-: 及生物信息学分析!低氧处理组与
常氧对照组各设 2 个细胞生物学重复样本"于处理后
A C 和 1" C 各组各收集 % 个细胞样本"使用 1 '*X皿
â),5*"试剂进行处理"每个样品取 0 '*送至武汉华大
医学检验所提取总 678"通过 Fa(J'-ZP8Z(*.,-a进行
浓度和质量检测"质量合格的 678使用 S>HR&i9#$$
平台进行 6789+-:"测序长度为 R&#$"绝大多数转录
本被完整覆盖"同时 a-(_+均匀分布在转录本的各个
区域( 原始数据 &a(ba-(_+'以 F8R î格式记录"经
â)''5'(P)4软件过滤掉包含接头的 a-(_+&接头污
染')未知碱基 7含量大于 #?的 a-(_+&7表示无法确
定的碱基信息')低质量 a-(_+&质量值 iN0$ 的碱基数
占整个 a-(_+总碱基的比例大于 1$?以上的a-(_+'"得
到高质量 4*-(Z a-(_+"以保证结果的可靠性( 使用
GHR8̂ 将 4*-(Z a-(_+比对到参考基因组序列"使用
S5bP)-1 将 4*-(Z a-(_+比对到参考基因序列"使用标准
化算 法 F;LQ & à(J'-ZP+\-aO)*59c(+- \-a')**)5Z
'(\\-_ à(J'-ZP+'"即每百万个片段中比对上某转录
本每千碱基长度的片段数目作为基因表达水平的衡量

指标( 本研究将I*5J1FDI!0)!"$K$# 的基因作为筛
选差异表达基因& _)̀̀-a-ZP)(**.-[\a-++-_ J-Z-+"=&>+'
的标准"对 =&>+进行生物信息学分析( 用火山图描
绘低氧刺激 86;&90< 细胞 A C 和 1" C 后 =&>+的分布
情 况 (使用6语言中的 \C-(P'(\包对=&>+进行基

!B$#!中华实验眼科杂志 1$10 年 2 月第 %< 卷第 2 期!DC)Z T&[\ @\CPC(*'5*"T]Z-1$10"E5*3%<"7532



表 B9C 个组 DEF%引物序列
!#8,4B9G"'+4"%4H34$&4*.DEF%'$)/4)@* 5"*3(%

基因 7Q3序列号 引物序列&#-M%- ' *5J1FD

+,!!- 7Qj0"#<A$31 正向#>̂ >8>>̂ D̂ 8̂ 8̂ D̂ D>8D̂>>D
反向#8D̂>888D>̂ >D>>̂ >8̂ >̂

0K#B" %"<

(!!. 7Qj$$AB1232 正向# >̂>888D>̂ DD>>>̂ 8̂D8>
反向#D̂ >8̂ DD>>̂ DD8̂ D̂ D̂D̂

0K"0< AB$

!+/0- 7Qj$$120"3" 正向#D8̂ >8̂ DD̂>8DD>̂ D>>888
反向# >̂D̂ D8D̂>>8DD̂>888D̂>

0K"#1 001

"12!+$ 7Qj$$00<%%2#30 正向#88>D8̂ >̂ >̂ >̂88DD̂ D̂8DD
反向# >̂̂ >̂ >̂>D̂8>̂ >̂>D̂ D̂̂

0K%<B <A2

(+34- 7Qj$$00%#1"131 正向#D̂ DD̂>D88>8>̂ ^̂>8̂ >̂ DD
反向# D̂8̂ >DD>8̂ >̂ D8̂ >>̂ 8>>

0K12$ $2$

3)3# 7Qj$$#$2$3" 正向#D̂ >>>D8̂ >̂ DDD>8>8̂ >
反向#>8>>>>̂ D̂ >̂8DD8D̂>>

0KA%2 A"1

&#,$' 7Qj$$%0<23% 正向#DDDD8888D8DD̂8>D8>D
反向#D̂ D̂8̂ >̂ DD>̂ >D̂ D̂ >̂8>

0K1%$ A0#

&53# 7Qj$002%A3" 正向#>>D̂8D̂ >̂>>D̂ 8̂ >̂̂ 888>>
反向#D8>̂ ^̂ D̂ DD>8D88D̂ ^̂ D̂ D̂

M1K0%A 2%"

(6)- 7Qj$$$<$%3% 正向#>88>8>D8D̂>8̂ D>̂ 8D̂>>D
反向#>>8̂ 8D̂>888>̂ D̂>D8>>>

M0K0$0 0<"

!注#=&>+#差异表达基因*FD#倍数变化
!75P-#=&>+#_)̀̀-a-ZP)(**.-[\a-++-_ J-Z-+*FD# 5̀*_ 4C(ZJ-

因间与样本间的聚类热图分析( 每列代表 0 个样品"
每行代表 0 个转录本"颜色越红表达量越高"颜色越绿
表达量越低( 采用 =a3̂@Q系统对 =&>+进行基因本
体论&>-Z-@ZP5*5J.">@'功能注释分析及京都基因与
基因组百科全书 &L.5P5&Z4.4*5\-_)(5̀ >-Z-+(Z_
>-Z5'-+"L&>>'信号通路富集分析"筛选出参与调控
低氧反应的信号通路"采用 RPa)ZJ数据库和 D.P5+4(\-
软件构建 86;&90< 细胞处理 1" C 后 =&>+的蛋白M蛋
白互作&\a5P-)Z9\a5P-)Z )ZP-a(4P)5Z";;H'网络图"寻找参
与低氧反应的功能性靶基因( 连线代表基因间的调控
关系( 颜色越亮)图标越大代表该基因在网络中与其
他基因关系越密切"功能越重要(
B3C3I!实时荧光定量 ;D6法检测与低氧相关基因的
'678表达水平!将 03130 中收集的 86;&90< 细胞
使 用 â),5*法 提 取 细 胞 的 总 678" 经 Ĉ-a'5
R;&D̂6@7HD1$$ 分光光度计检测其浓度和吸光度
&$'值( 采用逆转录试剂盒将 678逆转录成 4=78"
实时荧光定量 ;D6定量 E&>F)GHF90!'678表达
量"预实验以对低氧刺激较为敏感的 E&>F和 GHF90!
在 '678水平上发生的变化为条件筛选合适时间点
进行 6789+-:( 根据预实验中不同时间点 '678表达
量的差异结果并结合相关文献报道

+ ""0#M02, "选择
'678表达差异较大的 A C)1" C 这 1 个时间点"收集
样本后进行 6789+-:( 根据测序
结果和文献报道"筛选 =&>+中
可能与低氧相关的 < 个基因
+,!!-)(!!.)!+/0-)"12!+$)
&#,$') (+34-) 3)3#) &53#和
(6)-"验证高通量测序结果的准
确性( 设计 < 个基因的正向引物
和反向引物 &表 0'"以 !W?MH<9 为
内 参 基 因( 使 用 Ŝ >a--Z"

;a-')[&[ (̂: Q̂#试剂盒进行实
时荧光定量 ;D6反应*用于定量
的反 应 体 系 包 括 Ŝ >a--Z"

;a-')[&[ (̂: # 0$K$ $*"6@W
a-̀-a-Z4-=.-$K" $*"正向引物和
反向引物各 1K$ $*"4=78模板
#K2 $*"共 1$K$ $*( 反应条件#
<# f预变性 %$ +*<# f变性 # +"
2$ f退火"延伸 %$ +""$ 个循环*
同一样品设置 % 个重复孔( 采用
19##D̂

法计算各个基因的 '678
相对表达水平(

B3C3J!细胞活性荧光染色检测低氧环境下细胞生存状
态!取处于对数生长期的86;&90<细胞"接种至 1"孔细
胞培养板中"每孔 1g0$"

个细胞"置于 %B f)#? D@1)0?
@1 培养箱孵育 A)1")"A)B1 C 后"弃去培养基";SR 洗涤 1
次"使用细胞活力检测试剂盒按照说明书向孔内加入检
测试剂进行染色"使用 H'(J-T软件分析及荧光显微镜成
像观察低氧处理后不同时间点细胞的生存状态(
B3I!统计学方法

采用>a(\C;(_ ;a)+'B软件进行统计分析( 本研究
中计量资料数据经 RC(\)a59U)*O 检验证实呈正态分布"以
'-(ZkR=表示( 常氧对照组与低氧处理组不同时间点
E&>F)GHF90!和=&>+'678相对表达量的比较采用独
立样本H检验( !N$K$#为差异有统计学意义(

C9结果

C3B!1 个组不同时间点 86;&90< 细胞中 E&>F)GHF9
0!'678相对表达量比较

低氧处理组 A)1")"A)B1 C E&>F和低氧处理组 A)
1")"A C GHF90!'678相对表达量均高于常氧对照组"
差异均有统计学意义 &均 !N$K$#'*1 个组 E&>F和
GHF90!'678相对表达量在 1" C 时差异最大"其次是
A C&表 1'( 本实验选择 A C)1" C 作为低氧处理时间"处
理后收集样本进行 6789+-:(

!A$#! 中华实验眼科杂志 1$10 年 2 月第 %< 卷第 2 期!DC)Z T&[\ @\CPC(*'5*"T]Z-1$10"E5*3%<"7532



表 C9C 个组 7=GE1BK 细胞处理后不同时间点 LEFA和 MNA1B!+=O7相对表达量的
比较&+4#$PQD'

!#8,4C9>*+(#"'%*$*.)/4"4,#)';4+=O740("4%%'*$,4;4,%*.LEFA#$2MNA1B!'$
7=GE1BK &4,,%#.)4")"4#)+4$)#)2'..4"4$))'+4(*'$)%84)@44$)/4)@* 5"*3(%&+4#$PQD'

组别 样本量
不同时间点 E&>F'678相对表达量

A C 1" C "A C B1 C

常氧对照组 % 0K$$k$K0" 0K$$k$K01 0K$$k$K01 0K$$k$K$A

低氧处理组 % 1K$2k$K$B 1K"<k$K0$ 0K"Bk$K$< 0K1<k$K0$

H值 00KB1 0BK#0 #K2" %KA#

!值 N$K$0 N$K$0 N$K$0 $K$1

组别 样本量
不同时间点 GHF90!'678相对表达量

A C 1" C "A C B1 C
常氧对照组 % 0K$$k$K00 0K$$k$K02 0K$$k$K$2 0K$$k$K$#

低氧处理组 % 0K<2k$K0# 1K$$k$K$B 0K#%k$K0% 0K1$k$K00

H值 AKB" <K<% 2K## 1KB$

!值 N$K$0 N$K$0 N$K$0 l$K$#

!注#&独立样本 H检验'!E&>F#血管内皮生长因子*GHF90!#低氧诱导因子90!
!75P-#&HZ_-\-Z_-ZP9+('\*-+HP-+P'!E&>F#d(+4]*(a-Z_5PC-*)(*Ja5bPC (̀4P5a*GHF90!#C.\5[)(9)Z_]4)c*-̀(4P5a+90!

C3C!1 个组 86;&90< 细胞处理 A C)1" C 后样品测序
数据

常氧)低氧处理 86;&90< 细胞 A C)1" C 后测序共
得到 01 组转录组数据"原始数据过滤掉测序接头序
列)未知碱基序列)低质量序列后得到高质量测序数据
4*-(Z a-(_+&表 %'(

表 I9C 个组 7=GE1BK 细胞处理 R /)CJ /后样品测序数据
过滤后的 "4#2%质量统计

!#8,4I9S3#,')- %)#)'%)'&%*..',)4"42"4#2%."*+)/4%4H34$&'$5
2#)# #.)4"R1/*3"#$2CJ1/*3")"4#)+4$)*.7=GE1BK &4,,%'$

)/4)@* 5"*3(%

样本名称
过滤后 a-(_+

a-(_+数目&Q' i1$&?' i%$&?'

A C 常氧组 0 11KA" <AKBA <#K0A

A C 常氧组 1 11KA" <AKB% <#K$0

A C 常氧组 % 11KA" <AKBA <#K%1

A C 低氧组 0 11KAA <AKA2 <#K"<

A C 低氧组 1 11KA1 <AKB2 <#K0#

A C 低氧组 % 11KAB <AKB# <#K0"

1" C 常氧组 0 1#K01 <AK$$ <%K<#

1" C 常氧组 1 1#K<# <BK2< <%K0B

1" C 常氧组 % 1#K<# <BK<$ <%KB2

1" C 低氧组 0 1#K<# <BKA" <%K20

1" C 低氧组 1 1%K<% <BKA$ <%K##

1" C 低氧组 % 1#K<" <BKB< <%K""

!注#i1$ 为过滤后质量不低于 1$ 的碱基比例"i%$ 为过滤后质量不低
于 %$ 的碱基比例
!75P-#i1$ b(+PC-a(P)55̀ c(+-+b)PC (:](*)P.5̀ Z5*-++PC(Z 1$ (̀P-a
)̀*Pa(P)5Z"(Z_ i%$ b(+PC-a(P)55̀ c(+-+b)PC (:](*)P.5̀ Z5*-++PC(Z %$
(̀P-à)*Pa(P)5Z

C3I!1 个组 86;&90< 细胞
处理 A C)1" C 后 =&>+分析

低氧处理 A C 和 1" C
后显著 =&>+中有 < 个相同
基因 &图 0 '( 低 氧 刺 激
86;&90< 细胞 A C 和 1" C
后 =&>+的分布情况见图
1( 低氧处理 A C"低氧处理
组与常氧对照组间相比共

筛选出 21 个 =&>+"其中显
著上调基因 "# 个"显著下
调基因 0B 个( 低氧处理
1" C"1 个组间共筛选出 1##
个显著 =&>+"其中显著上
调基因 11A 个"显著下调基
因 1B 个(

53

（17.2%）

9

（2.9%）

246

（79.9%）

图 B9C 个组 7=GE1BK 细胞处理 R /)CJ /后 DEF%L4$$图!紫色表
示处理 A C 后显著 =&>+的基因个数*黄色表示处理 1" C 后显著 =&>+
的基因个数*灰色表示处理 A C 和 1" C 显著 =&>+中相同的基因个数
A'53"4B9L4$$2'#5"#+ *.DEF%'$7=GE1BK &4,,%#.)4"R1/*3"
#$2CJ1/*3"/-(*0'# )"4#)+4$)84)@44$)/4)@* 5"*3(%! Ĉ-45*5a
\]a\*-a-\a-+-ZP-_ PC-Z]'c-a5̀ +)JZ)̀)4(ZP*._)̀̀-a-ZP)(**.-[\a-++-_
J-Z-+(̀P-aA9C5]aPa-(P'-ZP*PC-45*5a.-**5ba-\a-+-ZP-_ PC-Z]'c-a5̀
+)JZ)̀)4(ZP*._)̀̀-a-ZP)(**.-[\a-++-_ J-Z-+(̀P-a1"9C5]aPa-(P'-ZP* PC-
45*5aJa(.a-\a-+-ZP-_ PC-Z]'c-a5̀)_-ZP)4(*+)JZ)̀)4(ZP*._)̀̀-a-ZP)(**.
-[\a-++-_ J-Z-+c-Pb--Z A9C5]a(Z_ 1"9C5]aPa-(P'-ZP

C3J!1 个组 86;&90< 细胞处理 A C)1" C 后 =&>+的
聚类热图分析

每组 % 个生物学样本重复性较好"同组样本间具
有较高的相关性"1 个组各时间点在整体基因表达方
面存在明显差异&图 %'(
C3）!1 个组 86;&90< 细胞处理 A C)1" C 后 =&>+的
>@功能注释分析

低氧处理 A C 后 1 个组 =&>+没有显著富集 >@
功能进程"处理 1" C 后 1 个组 =&>+经过 >@功能富
集分析在 1# 个生物学进程条目)0B 个细胞组分条
目)00 个分子功能条目&!"$K$#' ( 对所有 =&>+进
行 >@功能注释"结果显示在生物学过程中前 1$ 个
富集的条目功能主要为蛋白质降解)核苷酸生物合

!<$#!中华实验眼科杂志 1$10 年 2 月第 %< 卷第 2 期!DC)Z T&[\ @\CPC(*'5*"T]Z-1$10"E5*3%<"7532



成)超氧化物自由基清除)肌动蛋白纤维及物质转运
等进程*在分子功能中"整合与催化活性条目富集程
度最高*在细胞组分本体中"细胞条目富集程度最高
&图 "' (
C3U!1 个组 86;&90< 细胞处理 A C)1" C 后 =&>+的
L&>>通路富集分析

L&>>通路富集分析结果显示"低氧处理 A C 后 1
个组间 =&>+没有 L&>>显著富集通路"处理 1" C 后
1 个组间 =&>+筛选出 0B 条 L&>>显著富集通路
&!"$K$#'"主要富集在 ;H%L98OP)4>Q;9;L>信号通
路以及其他与代谢)细胞周期)细胞生长和细胞凋亡)
铁死亡密切相关的信号通路&图 #'(
C3V!1 个组 86;&90< 细胞处理 1" C 后 =&>+的 ;;H

网络分析

低氧处理 86;&90< 细胞 1" C 后筛选到的 =&>+
通过 RPa)ZJ平台得到关键基因 "!#$)%&' 和 ()*'"所
对应 的 靶 蛋 白 海 马 素 钙 结 合 蛋 白 & C)\\54(*4)Z"
G;D8')金属硫蛋白 %&'-P(**5PC)5Z-)Z"Q̂ %')一氧化
氮合酶 %&Z]Pa)45[)_-+.ZPC(+-"7@R%'可能是网络中最
重要的靶点蛋白&图 2'(
C3R!低氧处理 86;&90< 细胞 1" C 后与低氧相关的
=&>+的验证

低氧处理 86;&90< 细胞 1" C 后"+,!!-)(!!.)
!+/0-)"12!+$)&#,$')(+34- 和 3)3#的 '678表
达水平显著上调"&53#)(6)- 的 '678表达水平显
著下调&表 "'"与测序结果变化一致(

非显著DEGs
显著上调基因
显著下调基因

�lo
g 1

0（
P
va
lu
e）

8

6

4

2

0

15

10

5

0

�lo
g 1

0（
P
va
lu
e）

-5 0 5 -5 0 5
log2（FC） log2（FC）A B

非显著DEGs
显著上调基因
显著下调基因

图 C9C 个组7=GE1BK 细胞处理 R /)CJ /后DEF%火山图!8因低氧处理 A C =&>+火山图!S因低氧处理 1" C =&>+火山图!FD因倍数变化*=&>+因
差异表达基因

A'53"4C9L*,&#$* (,*)*.DEF%'$7=GE1BK &4,,%#.)4"R1/*3"#$2CJ1/*3"/-(*0'# )"4#)+4$)84)@44$)/4)@* 5"*3(%!8因E5*4(Z5\*5P5̀=&>+
(̀P-aA9C5]aC.\5[)(Pa-(P'-ZP!S因E5*4(Z5\*5P5̀=&>+(̀P-a1"9C5]aC.\5[)(Pa-(P'-ZP!FD因 5̀*_ 4C(ZJ-*=&>+因_)̀̀-a-ZP)(**.-[\a-++-_ J-Z-+
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图 I9C 个组 7=GE1BK 细胞低氧处理 R /)CJ /后 DEF%聚类热图分析!每列代表 0 个样品"每行代表 0 个转录本"颜色越红则表达量越高"颜色
越绿则表达量越低"1 个组在整体基因表达方面存在明显差异!8因低氧处理 A C =&>+聚类热图!S因低氧处理 1" C =&>+聚类热图
A'53"4I9>,3%)4"/4#)+#(*.DEF%'$7=GE1BK &4,,%#.)4"R1/*3"#$2CJ1/*3")"4#)+4$)84)@44$)/4)@* 5"*3(%!&(4C 45*]'Z a-\a-+-ZP-_ (
+('\*-"(Z_ -(4C a5ba-\a-+-ZP-_ (Pa(Z+4a)\P3=--\-aa-_ 45*5aa-\a-+-ZP-_ C)JC-a-[\a-++)5Z *-d-*"(Z_ _--\-aJa--Z 45*5a'-(ZP*5b-a-[\a-++)5Z *-d-*3
Ĉ-a-b-a-+)JZ)̀)4(ZP_)̀̀-a-Z4-+)Z 5d-a(**J-Z--[\a-++)5Z c-Pb--Z PC-Pb5Ja5]\+!8因D*]+P-aC-(P'(\ 5̀=&>+(̀P-aA9C5]aC.\5[)(Pa-(P'-ZP!S因D*]+P-a

C-(P'(\ 5̀=&>+(̀P-a1"9C5]aC.\5[)(Pa-(P'-ZP
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环鸟苷酸生物合成过程
心内膜垫的形成

肾脏水转运
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B1�B细胞系定型
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白细胞介导的细胞毒性
滋养外胚层细胞分化

细胞因子的正调控
细胞命运决定
骨骼系统发育

软骨细胞发育调节
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图 J9C 个组 7=GE1BK 细胞处理 CJ /后 DEF%的 F:功能富集分析图!柱状图代表显著富集的 >@条目5!"$K$#' "折线代表该条目包含的基
因个数!8#>@功能分析!S#>@生物学进程分析
A'53"4J9F:.3$&)'*$#,4$"'&/+4$)#$#,-%'%*.DEF%'$7=GE1BK &4,,%#.)4"CJ1/*3")"4#)+4$)84)@44$)/4)@* 5"*3(%!G)+P5Ja('a-\a-+-ZP-_
PC--Za)4C-_ >@P-a'+5!"$K$#' "(Z_ PC-ca5O-Z *)Z-a-\a-+-ZP-_ PC-Z]'c-a5̀J-Z-+45ZP()Z-_ )Z PC--ZPa.!8#>@ ]̀Z4P)5Z (Z(*.+)+!S#>@c)5*5J)4(*
\a54-++(Z(*.+)+

新霉素、卡那霉素和庆大霉素的生物合成
系统性红斑狼疮

cGMP�PKG信号通路
生物被膜的形成-大肠杆菌

乙醇中毒
PI3K�Akt信号通路

精氨酸生物合成
青年人中的成年发病型糖尿病

肠道免疫网络
补体系统
铁死亡
氮代谢

糖胺聚糖生物合成-硫酸角质素
近端小管碳酸氢盐回收

细胞凋亡-多物种
细胞周期

泛醌和其他萜类醒的生物合成
0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

-log10（Pvalue） 5 6

基因数目

-log10（Pvalue）
基因数目

0 2 4 6 8 10

图 ）9C 个组 7=GE1BK 细胞处理 CJ /后 DEF%的 ?EFF通路富集分析!柱状图为显著富集的 L&>>通路条目5!"$K$#' 0折线图为富集 L&>>
通路靶基因个数!图 U9低氧处理 7=GE1BK 细胞 CJ /后 DEF%的 GGN网络图!网络图中的连线代表基因间的调控关系"颜色越亮)图标越大代
表该基因在网络中与其他基因关系越密切"功能越重要
A'53"4）9 ?EFF (#)/@#- 4$"'&/+4$)#$#,-%'%*.DEF%'$7=GE1BK &4,,%#.)4"CJ1/*3")"4#)+4$)84)@44$)/4)@* 5"*3(%! Ĉ-C)+P5Ja('
a-\a-+-ZP-_ PC-+)JZ)̀)4(ZP*.-Za)4C-_ L&>>\(PCb(.P-a'+5!"$K$#'"(Z_ PC-*)Z-Ja(\C \)4P]a-_ PC-Z]'c-a5̀P(aJ-PJ-Z-+-Za)4C-_ )Z L&>>\(PCb(.!
A'53"4U9!/4GGN$4)@*"W*.DEF%'$7=GE1BK &4,,%#.)4"CJ1/*3"/-(*0'# )"4#)+4$)! Ĉ-*)Z-+)Z PC-Z-Pb5aO _)(Ja('a-\a-+-ZP-_ PC-a-J]*(P5a.
a-*(P)5Z+C)\ c-Pb--Z J-Z-+3Sa)JCP-a45*5a(Z_ *(aJ-a)45Z '-(ZPPC(PPC-J-Z-b(+'5a-4*5+-*.a-*(P-_ P55PC-aJ-Z-+)Z PC-Z-Pb5aO (Z_ )P+̀]Z4P)5Z b(+'5a-
)'\5aP(ZP

表 J9C 个组 7=GE1BK 细胞处理 CJ /后 DEF%+=O7相对表达量的比较5+4#$PQD'
!#8,4J9>*+(#"'%*$*."4,#)';4+=O740("4%%'*$,4;4,%*.DEF%'$7=GE1BK &4,,%#.)4"CJ1/*3")"4#)+4$)

84)@44$)/4)@* 5"*3(%5+4#$PQD'

组别 样本量
各基因 '678相对表达量

+,!!- (!!. !+/0- "12!+$ (+34- &#,$' 3)3# &53# (6)-

常氧对照组 % 0K$$k$K$B 0K$$k$K10 0K$$k$K%$ 0K$$k$K$2 0K$$k$K0< 0K$$k$K$" 0K$$k$K0B 0K$$k$K0% 0K$$k$K0$

低氧处理组 % BK<#k$K"# "K$#k$K%1 1K<Bk$K1B 1K%2k$K%% 0KB<k$K$% 0K#%k$K1$ "K0%k$K#< $K1<k$K$0 $K1Bk$K$%

H值 12K0< 0%K#0 AK%< 2K<# BK0# "K"1 AKA" <K0% BK21
!值 N$K$0 N$K$0 N$K$0 N$K$0 N$K$0 N$K$# N$K$0 N$K$0 N$K$0

!注#5独立样本 H检验'!=&>+#差异表达基因
!75P-#5HZ_-\-Z_-ZP9+('\*-+HP-+P'!=&>+#_)̀̀-a-ZP)(**.-[\a-++-_ J-Z-+

!00#!中华实验眼科杂志 1$10 年 2 月第 %< 卷第 2 期!DC)Z T&[\ @\CPC(*'5*"T]Z-1$10"E5*3%<"7532



C3K!低氧处理 86;&90< 细胞不同时间点活性荧光染
色细胞状态变化

低氧处理 86;&90< 细胞 A C)1" C 后"细胞形态均
正常"生长状态较好"未出现死亡细胞"低氧处理 "A C
后 86;&90< 细胞出现死亡"低氧处理 B1 C 后死亡细胞
数量增加&图 B'(

Hochest33342 PI Calcein�AM 融合图

100μm
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100μm

100μm

100μm

100μm

100μm
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100μm

100μm

100μm
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100μm

100μm

100μm

100μm

72
h

48
h

24
h

8
h

图 V9低氧诱导后不同时间点 7=GE1BK 细胞活性荧光染色&g1$$"标尺h0$$ $''!A C)1" C 时"细
胞无死亡*"A C 后细胞出现死亡*B1 C 后死亡细胞数量显著增加!蓝色荧光为 G54C-+P%%%"1 标记细
胞核*红色荧光为 ;H标记已破膜的死细胞*绿色荧光为 D(*4-)Z98Q标记具有细胞活性的细胞
A'53"4V9A,3*"4%&4$)%)#'$'$5 *.7=GE1BK &4,,%#)2'..4"4$))'+4(*'$)%#.)4"/-(*0'# '$23&)'*$
&g1$$"c(ah0$$ $'' ! 754-**_-(PC (PA C5]a+(Z_ 1" C5]a+(̀P-aC.\5[)(Pa-(P'-ZP*4-**_-(PC
544]aa-_ (P"A C5]a+5̀ C.\5[)(Pa-(P'-ZP*PC-Z]'c-a5̀ _-(_ 4-**+b(++)JZ)̀)4(ZP*.)Z4a-(+-_ (̀P-aB1
C5]a+5̀ C.\5[)(Pa-(P'-ZP!7]4*-)+C5b-_ c*]- *̀]5a-+4-Z4-c.G54C-+P%%%"1 +P()Z)ZJ*PC-_-(_ 4-**+
b)PC ca5O-Z '-'ca(Z-+\a-+-ZP-_ a-_ *̀]5a-+4-Z4-c.;H+P()Z)ZJ*PC-4-**+b)PC (4P)d)P._)+\*(.-_ Ja--Z
*̀]5a-+4-Z4-c.D(*4-)Z98Q+P()Z)ZJ

I9讨论

缺血)缺氧影响视网膜疾病的发生和发展"是许多

眼病共同的病理特征
+ 0BM0A, ( 在细胞水平上"缺血)缺

氧诱导的视网膜损伤包括线粒体酶活性降低)钙稳态
损伤)能量衰竭和缺氧引起的氧化应激 + 0, ( 因此"针
对低氧诱导细胞损伤的研究对于恢复正常的视网膜环

境)干预和防止视网膜不可逆损伤至关重要( 本实验
采用 6789+-: 和生物信息学分析方法研究低氧诱导
的 86;&90< 细胞损伤的分子机制"为研究缺血)缺氧
性视网膜疾病的病理过程提供实验依据(

近年来随着 6789+-: 的迅速发展"其被广泛地应
用于基因表达及调控的研究中

+ 0<M1$, ( 本研究发现"

4>Q;9;L>信号通路在低氧条件下参与细胞活化及抗
氧化反应"对细胞起到保护作用( 研究表明" 7@9
4>Q;9;L>通路的激活被认为是抑制细胞凋亡的重要
途径

+ 10, *;H%L98OP是 GHF90!的主要上游调控因子之
一"在低氧损伤进程中发挥了关键作用 + 11, ( 低氧环境
下";H%L98OP信号通路被激活"通过活化生存相关的

蛋白和失活凋亡相关的蛋白调节

GHF90!的表达来发挥功能 + 1%M1", "
GHF90!又 可 进 一 步 调 控 下 游
E&>F变化"促进缺血适应 + ""1#, (
研究表明"通过 ;H%LX8OP通路可
减 弱 氧 化 应 激 诱 导 的 细 胞 损

伤
+ 12, ( E&>F是一种重要的生长

因子"与细胞和新生血管生长密切
相关

+ %, ( GHF90!作为适应缺氧反
应的主要转录调节因子"缺氧条件
下其表达量升高"能够激活多个基
因的转录)增加蛋白产物氧输送)
促进代谢进程以适应低氧环境(
GHF90!和 E&>F均为;H%L98OP低
氧相关信号通路的下游因子

+ 1%, "
低氧可激活 ;H%L98OP通路"E&>F
和 GHF90!'678高表达是低氧诱
导细胞损伤模型建立的关键指标(

本研究进行 ;;H网络分析发
现了处于核心位置的关键基因

"!#$)%&' 和 ()*'"其中 "!#$
基因编码的蛋白质是视网膜和大

脑中发现的神经元特异性钙结合

蛋白家族成员"在光感受器细胞中
以钙敏感方式调节光信号转导(

而低氧环境下"细胞内的钙稳态极易被破坏"因此
"!#$基因的表达易受缺氧的影响 + 1B, *%&' 基因在缺
氧环境中易被诱导而表达升高"参与细胞抗氧化应激
和凋亡"该基因表达的蛋白可保护细胞免受低氧损
伤

+ 1A, *()*' 基因主要参与精氨酸和脯氨酸的代谢及
氧化应激"可以促进 7@的产生"通过 4>Q;介导的信
号转导通路参与血管平滑肌松弛过程"在缺血)缺氧时"
通过调节活性氮与活性氧来减少细胞因缺血受到的损

伤
+1<, ( 这些基因的功能主要与应对氧化应激相关(
本研究中低氧处理 A C 与 1" C 测序重合的 < 个基

因中"除 &53#)3)3#基因可能参与低氧反应"其余基
因有关低氧方面的研究较少"与低氧诱导细胞损伤)代
谢进程等无明显直接关系"因此本研究中选择可能与

!10#! 中华实验眼科杂志 1$10 年 2 月第 %< 卷第 2 期!DC)Z T&[\ @\CPC(*'5*"T]Z-1$10"E5*3%<"7532



低氧相关的基因进行实时荧光定量 ;D6验证"实验结
果与测序结果一致( 其中黄体酮诱导的蜕膜蛋白由
+,!!- 基因编码"参与低氧反应与自噬等细胞途径的
激活"其表达受氧化应激调控 + %$, *3)3#基因可有效
抑制 GHF90!的活性"并调控其转录表达"抑制肿瘤细
胞的增生

+ %0, *(+34- 在缺氧条件下表达明显上调"在
调节细胞分化)增生)凋亡)血管生成)肿瘤进展方面发
挥重要作用

+ %1, *"12!+$是一种与缺氧诱导脂滴形成
相关的基因"参与肝细胞)脂肪细胞)巨噬细胞以及肿
瘤细胞等脂质代谢进程

+ %%, *(!!.)!+/0- 和 &#,$'

也多参与代谢)细胞的生长与分化等进程( &53#是
参与铁代谢的关键因子

+ %", "参与铁死亡过程"低氧环
境下 F̂6D'678的表达受 GHF90!的调节( 因此进
一步研究铁死亡信号通路在低氧诱导细胞损伤中的作

用"将成为我们后续研究的重点之一(
本实验不仅在分子水平上进行验证"还对低氧处

理后 86;&90< 细胞状态的变化进行表型研究( 本实
验推测"1"h"A C 的细胞可能处于对数生长期"此时细
胞增生较多"密度增加*随着缺氧时间的延长"细胞活
力逐渐下降"至 "A C 出现细胞死亡"此时细胞增生能
力也逐渐降低"细胞密度缓慢增加( 本实验方案起始
状态细胞密度为 1g0$"

个X孔"相对较少( 随着观察时
间的延长"细胞会有不同程度的增生( 此时会出现细
胞活性减弱"密度增加的现象(

本研究方法学的局限性#&0'缺血)缺氧性视网膜
疾病发病机制复杂"体外细胞实验的培养环境及培养
条件不能完全模拟体内缺氧情况"还需通过动物实验
进一步验证*&1'采用生物信息学方法分析低氧相关
基因及信号通路的改变"但未对这些基因及信号通路
做更深入的研究"仍需要进一步实验探索(

综上所述"本研究推测 4>Q;9;L>);H%L98OP)细
胞凋亡)铁死亡信号通路参与了 86;&90< 细胞的低氧
反应"+,!!-)(!!.)!+/0-)"12+$)&#,$')(+34-)
3)3#)&53#和 (6)- 基因可能在 86;&90< 细胞应对
低氧损伤中起到关键作用( "!#$)%&' 和 ()*' 基因
可作为研究缺血)缺氧相关眼底病的潜在功能性靶基
因( 这些通路及基因与缺氧诱导的细胞损伤有一定相
关性"在视网膜缺血)缺氧疾病的病理过程中发挥重要
作用"有望成为治疗缺血)缺氧性视网膜疾病的新
靶点(
利益冲突!所有作者均声明不存在任何利益冲突
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