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!!$摘要 % !目的!探讨慢病毒介导色素上皮衍生因子 (I70=) 基因修饰后人脐带间充质干细胞
(,f9d69-)的蛋白质组学变化'!方法!将 ,f9d69-分为基因修饰组和对照组"基因修饰组采用慢病毒介
导 I70=基因修饰 ,f9d69-"对照组为正常 ,f9d69-"提取各组细胞蛋白*采用 cT6V酶切法制备蛋白质样
本"进行液相X质谱联用仪检测"采用 6MTE7模式采集数据' 根据蛋白检测结果"进行差异蛋白分析及相应
蛋白基因本体论(U=)分析和 :2(4GH'2信号通路显著性富集分析'!结果!共鉴定出 B $;% 个可定量蛋白"

与对照组相比"实验组慢病毒介导的 I70=基因修饰后差异表达倍数g%YB 且 Ih#Y#B 的蛋白共 5$" 个"其中
上调蛋白 "%< 个"包括丝氨酸蛋白酶抑制剂家族 c成员 %( 6&:V>]c%) (V&8c)&8&T8DQH+家族螺旋酶 B<
(88̀ B<)&血小板反应蛋白 %(E7e6%)等*下调蛋白 "%$ 个"包括#型胶原蛋白 "% 链 (9=_%T%)&9=_%CT%

等' U=分析结果显示"差异蛋白主要参与纤维蛋白溶解&细胞外结构构建&转运蛋白活性调节&仲醇及胆固
醇生物合成&辅酶代谢&肽酶活性调节等多种生物学进程*:2(4GH'2信号通路显著性富集分析表明"差异蛋白
主要涉及胰岛素样生长因子结合蛋白调节的胰岛素样生长因子的运输和摄取&蛋白质翻译后修饰磷酸化&细
胞外基质构成&糖皮质激素代谢等信号通路'!结论!慢病毒介导 I70=基因修饰的 ,f9d69-可通过调节多
种蛋白的表达水平"改变细胞外基质结构"调节与细胞增生&自我更新和多能性相关的蛋白表达水平'!

$关键词%!色素上皮衍生因子* 脐带* 间充质干细胞* 蛋白质组学* 新生血管性眼病* 治疗
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"56%0,)#0#7A6B-#01.-7EH)/N2-G)I(G2G,2FKHG2)/ 2+FK2--)H/ 4,(/I2-HJ,.'(/ .'Q)*)4(*4HK3 '2-2/4,P'(*
-G2'42**-( ,f9d69-) 'H3)J)23 L)G, F)I'2/G2F)G,2*).'D32K)N23 J(4GHK(I70=) I2/2'23)(G23 QP*2/G)N)K.-1!
C-04"2%!E,2,f9d69-L2K23)N)323 )/GHG,24H/GKH*IKH.F (/3 2+F2K)'2/G(*IKH.F192**-)/ G,24H/GKH*IKH.F L2K2
/HK'(*,f9d69-(/3 G,242**-)/ 2+F2K)'2/G(*IKH.F L2K2,f9d69-L)G, I70='H3)J)4(G)H/1E,2FKHG2)/-JKH'G,2
GLHIKH.F-L2K24H**24G23 (/3 FKH42--23 QPcT6V'2G,H316('F*2-L2K2JK(4G)H/(G23 QP*)i.)3 4,KH'(GHIK(F,P(/3
(/(*PO23 QPG(/32''(---F24GKH'2GKP"(/3 6MTE7'H32L(-(FF*)2318)JJ2K2/G)(*FKHG2)/ (/(*P-)-"U2/2=/GH*HIP
(U=) (/(*P-)-(/3 :2(4GH'2F(G,L(P2/K)4,'2/G(/(*P-)-L2K2F2KJHK'231!D-%$(0%!TGHG(*HJB $;% i.(/G)J)23
FKHG2)/-L2K232G24G23 )/ G,)-2+F2K)'2/G"HJL,)4, 5$" FKHG2)/-L2K23)JJ2K2/G)(**P2+FK2--23 (JH*3 4,(/I2g%YB"Ih
#Y#B)1E,2K2L2K2"%< HJG,25$" FKHG2)/-.FDK2I.*(G23")/4*.3)/I-2KF)/ J(')*Pc'2'Q2K% (6&:V>]c%) (V&8c)"
8&T8DQH+,2*)4(-2B< (88̀ B<) (/3 G,KH'QH-FH/3)/ % (E7e6%)"2G41"L,2K2(-"%$ FKHG2)/-L2K23HL/DK2I.*(G23"
)/4*.3)/I4H**(I2/ GPF2#(*F,(% (9=_%T%)"9=_%CT%"2G41U=(/(*P-)-)/3)4(G23 G,(GG,23)JJ2K2/G)(*FKHG2)/-L2K2
'()/*P)/NH*N23 )/ J)QK)/H*P-)-" 2+GK(42**.*(K-GK.4G.K2HKI(/)O(G)H/" K2I.*(G)H/ HJGK(/-FHKG2K(4G)N)GP" Q)H-P/G,2G)4
FKH42--HJ-24H/3(KP(*4H,H*(/3 4,H*2-G2KH*"4H2/OP'2'2G(QH*)4FKH42--(/3 K2I.*(G)H/ HJF2FG)3(-2(4G)N)GP"2G41
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:2(4GH'2F(G,L(P(/(*P-)--,HL23 G,(GG,23)JJ2K2/G)(*FKHG2)/-L2K2'H-G*P)/NH*N23 )/ K2I.*(G)H/ HJ)/-.*)/ *)S2
IKHLG, J(4GHK( >Uc) GK(/-FHKG(/3 .FG(S2QP>Uc Q)/3)/IFKHG2)/" FH-GDGK(/-*(G)H/(*FKHG2)/ F,H-F,HKP*(G)H/"
2+GK(42**.*(K'(GK)+HKI(/)O(G)H/" '2G(QH*)-' HJ-G2KH)3-1! 3"/#($%1"/%! TJG2KI2/2'H3)J)4(G)H/ L)G, I70=
'23)(G23 QP*2/G)N)K.-"G,22+FK2--)H/ HJ'(/PFKHG2)/-)/ ,f9d69-L2K24,(/I231I70=I2/2'H3)J)4(G)H/ 4(/ (*G2K
G,2-GK.4G.K2HJ2+GK(42**.*(K'(GK)+(/3 K2I.*(G2G,22+FK2--)H/ HJFKHG2)/-(--H4)(G23 L)G, 42**FKH*)J2K(G)H/"-2*JD
K2/2L(*(/3 '.*G)FHG2/4P1

"8-9 :",2%#7V)I'2/G2F)G,2*).'D32K)N23 J(4GHK* f'Q)*)4(*4HK3* d2-2/4,P'(*-G2' 42**-* VKHG2H')4-*
]2HN(-4.*(K2P23)-2(-2* E,2K(FP

!$/2+,"',)*# 64)2/G)J)4:2-2(K4, VKHA24GHJE)(/A)/ &3.4(G)H/ 9H'')--)H/ ("#%<W[%??)
8=>#%#1$?;#@4'(1A14/%%B<C<D"#"##;#<D##5#C

!!新生血管性眼病是一类常见的眼部疾病"其发生与
病理条件下眼部血管内皮生长因子(N(-4.*(K2/3HG,2*)(*
IKHLG, J(4GHK"\&Uc)水平升高密切相关"抗 \&Uc药物
可在一定程度上发挥治疗新生血管性眼病的效果"然
而"长期使用抗 \&Uc药物存在促进纤维血管膜产生和
造成视网膜萎缩等风险

+%, ' 因此"探索具有 \&Uc抑制
作用的新型新生血管治疗制剂对于眼部新生血管性疾

病的治疗具有重要意义' 色素上皮衍生因子( F)I'2/G
2F)G,2*).'D32K)N23 J(4GHK"V&8c)最早发现于人视网膜色
素上皮细胞的条件培养基中"被认为具有神经保护特
性

+", ' 随后的研究发现 V&8c可通过诱导活化内皮细
胞凋亡和拮抗 \&Uc从而发挥抑制血管生成的作
用

+$X5, "是天然存在的有效抗新生血管因子' V&8c在
血浆中半衰期较短"外源性给药不易达到理想的治疗效
果"其临床转化受到限制' 间充质干细胞('2-2/4,P'(*
-G2'42**-"d69-)技术的飞速发展和基因修饰技术的兴
起为 V&8c的临床应用带来了希望' d69-是一类具有
自我更新&高度增生&多向分化&归巢迁移&低免疫原性
特点的成体干细胞"具有损伤修复&神经保护&免疫抑
制&营养&基因工程载体等作用' 研究表明"d69-在炎
症&退行性疾病&免疫性疾病中均可发挥一定的治疗作
用

+BX?, ' 在眼科领域"已证实 d69-可用于治疗视网膜
及视神经病变&眼部外伤&干眼等眼部疾病+CX<, ' 基因修
饰技术通过基因组修饰改变细胞遗传物质"改善和增强
生物细胞功能

+%#, ' I70=基因修饰 d69-有望发挥二
者的协同作用"增强对眼科相关疾病的治疗作用' 经
I70=基因修饰的 d69-作为治疗新生血管性疾病和神
经退行性疾病的新型生物制剂"目前已用于脑&肺脏&肝
脏和肠道肿瘤的治疗研究

+%%X%5, *在眼科领域"研究发现
I70=基因修饰 d69-对糖尿病大鼠的视网膜组织具有
保护作用

+%B, ' 基因修饰在改变细胞目的基因表达水平
的同时可引起细胞的一系列变化"但目前尚未有研究对
此进行深入探讨' 蛋白质组学技术可用于探索细胞内
蛋白的种类及动态变化"为基因修饰后 d69-蛋白质组

学及功能特点的研究提供新思路' 本研究拟采用定量
蛋白质组学技术对慢病毒介导 I70=基因修饰后的人
脐带间充质干细胞(,.'(/ .'Q)*)4(*4HK3 '2-2/4,P'(*
-G2'42**-",f9d69-)中蛋白表达量进行测定"结合基因
本体论(U2/2=/GH*HIP"U=)分析和 :2(4GH'2信号通路
显著性富集对差异蛋白进行生物信息学分析"为深入了
解 I70=基因修饰后 ,f9d69-的功能变化提供实验依
据"为其应用于新生血管性眼病的临床治疗奠定基础'

;7材料与方法

;1;!材料
;1;1;!细胞来源!慢病毒介导 I70=基因修饰的
,f9d69-和正常 ,f9d69-由北京贝来生物科技有限
公司提供'
;1;1<!主要试剂及仪器!磷酸盐缓冲液 ( F,H-F,(G2
Q.JJ2K3 -(*)/2"Ve6)(美国 U)Q4H公司)*e9T蛋白浓度
测定试剂盒(北京索莱宝科技有限公司)*二硫苏糖醇
(3)G,)HG,K2HGH*"8EE)&碘乙酰胺 ()H3H(42G(')32">TT)&

尿素&钒酸钠&氟化钠&脱氧胆酸钠(美国 6)I'(公司)*
蛋白酶抑制剂&磷酸酶抑制剂 (瑞士 :H4,2公司)*胰
蛋白酶(美国 VKHI2'(公司)' <; 孔板 (美国 9HK/)/I

公司)*9=" 细胞培养箱(美国 E,2K'H64)2/G)J)4公司)*
EK)F*2E=c;;## 质谱仪&2S-F2KG/(/H_95%B 液相色谱
仪(美国 Te64)2+公司)'
;1<!方法
;1<1;!慢病毒介导的 I70=基因修饰 ,f9d69-蛋白
质谱样本的制备!以 $株不同脐带来源的正常 ,f9d69-

为对照组(批号#e##$;%&e##%;#&e###BB)"以 $ 株慢
病毒介导 I70=基因修饰的对照组同源 ,f9d69-作
为实验组 (批号#V&8cD%?#%B&V&8cD%?##$D"&V&8cD
%?##$D%)"对照组及实验组细胞均为 VB 代' 室温条件
下 % ### j- 离心 B ')/"使用预冷的 Ve6 清洗细胞
$ 次"加入 C 'H*@_尿素裂解液"室温下裂解 B ')/' 将
样本置于冰上进行超声破碎"超声能量为 $BZ"超声
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$ -"停 $ -"超声时长为 " ')/' "# k条件下 %5 ###j-
离心 %# ')/' 取上清液"采用 e9T法测定样本蛋白浓
度' 每个样本取等量蛋白"加入终浓度为 %# ''H*@_
的 8EE$? k孵育 % ,"断开蛋白二硫键' 加入终浓度
为 5# ''H*@_的 >TT室温条件下避光孵育 % , 进行烷
基化反应' 在集合管上标记样本编号"采用 %B# $*
甲醇溶液平衡相对分子质量 %# ### 超滤管 " 次"
"# k下 %5 ###j- 离心 B ')/' 加入 B# ''H*@_的碳
酸氢铵(]7579=$)平衡液 $## $*冲洗 " 次' 每管加
入 %## $I处理后的样本"5 k条件下 %5 ###j- 离心
"# ')/' 加入 ]7579=$ 溶液 $## $*"清洗 $ 次"更换
收集管"加入 ]7579=$ 溶液 ?B $*至超滤管中"加入
$ $I胰蛋白酶"$? k孵育 %"l%; ,' 用移液枪吹打混
匀超滤管中的样本" 5 k 条件下 %5 ### j- 离心
"# ')/"加入 ]7579=$ 溶液 B# $*冲洗 " 次"向收集
管中加入体积分数 %Z甲酸溶液终止酶切反应";# k
真空蒸干后"每管加入 #Y%Z甲酸水溶液 $# $*重悬获
得肽段样本"采用 ](/H8KHF 微量分光光度计测定肽段
浓度'
;1<1<!质谱检测法鉴定细胞中可定量蛋白及其表
达!样本进行高 F7反向分馏处理后"取 %YB $I肽
段"用含 #Y%Z甲酸&体积分数 "Z乙腈的水溶液以
$ $*@')/ 流速将其加载至 9%C 预柱上(%## $'j" 4'"
9%C 填料规格为 $ $'&%"# T)' 使用不同梯度的洗脱
剂洗脱预柱"洗脱剂为 <?Y<Z乙腈&体积分数 "Z水和
#Y%Z甲酸"洗脱肽段经分析柱 ( %B# $'j%B 4'"9%C
填料规格为 %Y< $'&%"# T)分离并进入质谱检测' 洗
脱剂梯度为 # ')/XBZ&" ')/X%#Z&;B ')/X""Z&
<% ')/X$BZ&<" ')/XC#Z&%#B ')/XC#Z&%#; ')/X
BZ&%"# ')/XBZ"流速为 B## /*@')/' 数据采集模式
为 6MTE7' 质谱采集参数#飞行时间质谱 (G)'2HJ
J*)I,G'(---F24GKH'2G2K"E=cDd6)累加时间为 #Y#B -"
二级采用高灵敏扫描方式"可变窗口数为 %## 个"每个
窗口累加时间为 $# '-"质量扫描范围为 %##l% B##"
使用 6MTE7\(K)(Q*2M)/3HL9(*4.*(GHKm\%Y% 程序计
算每个可变窗口的质量范围'
;1<1=!质谱数据的生物信息学分析!对 6MTE7模
式采集的数据进行定量"定量时参数设置#每个蛋白选
取 ; 个肽段"每个肽段选取 ; 个离子对"肽段可信度为
<<Z"假阳性率为 %Z"排除修饰肽段"峰值提取窗口为
%# ')/"质量偏差 B# FF'以内' 每 %# ')/ 选取 " 个内
源性肽段进行保留时间矫正"输出峰面积作为原始定
量值' 对所获定量值进行 *HI" 转换"使其分布接近正
态分布' 采用 :语言 FK2FKH42--9HK2包中的 /HK'(*)O21

'23)(/ 函数对 *HI" 转换后的数据进行归一化"去除无
基因名字的蛋白"对所获数据进行生物信息学分析'
采用 :语言 4HKKF*HG包进行 V2(K-H/ 相关分析"采用火
山图和聚类分析热图观察组间差异蛋白表达情况"采
用 :语言 4*.-G2KVKHJ)*2K包进行 U=分析和 :2(4GH'2
信号通路富集"采用 6GK)/I%%Y# 数据库分析蛋白X蛋
白间相互作用"作用强弱以节点大小和连线粗细表示'
;1=!统计学方法

采用 :语言 -G(G-包 G1G2-G函数进行统计分析"计
量资料经直方图检验接近正态分布"采用均衡分组单
因素干预两水平研究设计"实验组与对照组间蛋白表
达差异比较采用独立样本 3检验"差异表达倍数g%YB
且 Ih#Y#B 的蛋白为差异蛋白'

<7结果

<1;!慢病毒介导的 I70=基因修饰后 ,f9d69-蛋白
表达变化

质谱分析共鉴定出 B $;% 个可定量蛋白' 与对照
组相比"实验组慢病毒介导的 I70=基因修饰后差异
表达倍数g%YB 且 Ih#Y#B 的蛋白共 5$" 个"其中上调
蛋白 "%< 个"包括丝氨酸蛋白酶抑制剂家族 c成员 %
(-2KF)/ J(')*Pc'2'Q2K%"6&:V>]c%)&8&T8DQH+家
族螺旋酶 B< (8&T8DQH+,2*)4(-2B<"88̀ B< )&血小
板反应蛋白 % (G,KH'QH-FH/3)/ %"E7e6%)等*下调蛋
白 "%$ 个"包括#型胶原蛋白 "% 链(4H**(I2/ GPF2#
(*F,(% 4,()/"9=_%T%)&9=_%CT% 等(图 %"")' V2(K-H/
相关分析显示"实验组与对照组样本组内及组间蛋白
表达量相关系数均!#Y<;"表明数据具有极高重复性
(图 $)'
<1<!慢病毒介导的 I70=基因修饰后差异蛋白 U=
和 :2(4GH'2信号通路分析

U=分析结果显示"与对照组相比"实验组慢病毒
介导的 I70=基因修饰后上调蛋白参与纤维蛋白溶
解&细胞外结构构建&一氧化氮介导的信号转导调节&
转运蛋白活性调节等生物学进程"位于细胞X基质连
接&焦点连接等处"显著富集的分子功能包括肌动蛋白
结合&蛋白质X脂质复合物结合&脂蛋白颗粒结合&细
胞外基质结构组成等*下调蛋白参与的生物学进程包
括仲醇及胆固醇生物合成&甾醇生物合成调控&辅酶代
谢&肽酶活性调节&细胞X基质黏附等"分布于胶原三
聚体&胶原蛋白细胞外基质&内质网腔等处"显著富集
的分子功能包括具有抗拉强度的细胞基质结构组成&
血小板衍生生长因子结合&辅酶结合&氧化还原酶活性
调节等(图 5)'

!?5C!中华实验眼科杂志 "#"% 年 %# 月第 $< 卷第 %# 期!9,)/ [&+F =F,G,(*'H*"=4GHQ2K"#"%"\H*1$<"]H1%#
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图 ;7实验组和对照组差异蛋白聚类热图!实验组为慢病毒介导 I70=基因修饰的 ,f9d69-）对照组为正常 ,f9d69-' 右侧为差异蛋白基因）
红色方格代表上调蛋白）蓝色方格代表下调蛋白!9=_%T"##型胶原蛋白 "" 链*>_#白细胞介素*88̀ #8&T8DQH+家族螺旋酶*6&:V>]c#丝氨酸
蛋白酶抑制剂家族 c成员!图 <7慢病毒介导的 !"#$基因修饰后差异蛋白火山图!红点表示上调蛋白）绿点表示下调蛋白!9=_$T%#%型胶
原蛋白 "% 链*6&:V>]c#丝氨酸蛋白酶抑制剂家族成员 c*88̀ #8&T8DQH+家族螺旋酶!图 =7实验组和对照组样本间差异蛋白表达量 E-),%"/
相关分析!9#对照组）为正常 ,f9d69-*&#实验组）为慢病毒介导 I70=基因修饰的 ,f9d69-
!1'$,-;7F-)0*)+"&21&&-,-/01)((9 -G+,-%%-2+,"0-1/%6-0:--/04--G+-,1*-/0)(',"$+)/2#"/0,"(',"$+!92**-)/ G,22+F2K)'2/G(*IKH.F L2K2
,f9d69-L)G, I70=I2/2'H3)J)4(G)H/ '23)(G23 QP*2/G)N)K.-）(/3 42**-)/ G,24H/GKH*IKH.F L2K2/HK'(*,f9d69-1=/ G,2K)I,GL2K2G,2I2/2-HJ
3)JJ2K2/G)(**P2+FK2--23 FKHG2)/-1:23 -i.(K2-K2FK2-2/G23 .FDK2I.*(G23 FKHG2)/-）(/3 Q*.2-i.(K2-L2K23HL/DK2I.*(G23 FKHG2)/-!9=_%T"#4H**(I2/ GPF2#
(*F,(" 4,()/*>_#)/G2K*2.S)/*88̀ #8&T8DQH+,2*)4(-2*6&:V>]c#-2KF)/ J(')*Pc'2'Q2K!!1'$,-<7H"(#)/" +("0%"&21&&-,-/01)((9 -G+,-%%-2+,"0-1/%
)&0-,!"#$ '-/-*"21&1#)01"/*-21#)0-269 (-/01.1,$%! :23 3HG-)/3)4(G23 .FDK2I.*(G23 FKHG2)/-）(/3 IK22/ 3HG-L2K23HL/DK2I.*(G23 FKHG2)/-!
9=_$T%#4H**(I2/ GPF2% (*F,(% 4,()/*6&:V>]c#-2KF)/ J(')*Pc'2'Q2K*88̀ #8&T8DQH+,2*)4(-2!!1'$,-=7E-),%"/#",,-()01"/)/)(9%1%"&%)*+(-%
6-0:--/04-0:" ',"$+%!9#]HK'(*IKH.F L)G, G,2/HK'(*,f9d69-*&#&+F2K)'2/G(*IKH.F L)G, I70=I2/2D'H3)J)23 ,f9d69-'23)(G23 QP*2/G)N)K.-

!!:2(4GH'2信号通路分析结果显示）实验组慢病毒
介导的 I70=基因修饰后上调蛋白主要参与胰岛素样
生长因子结合蛋白 ()/-.*)/ *)S2IKHLG, J(4GHKQ)/3)/I
FKHG2)/）>UceV)调节 >Uc的运输和摄取及翻译后蛋白
质磷酸化等通路）下调蛋白主要参与细胞外基质构成&
糖皮质激素代谢等通路(图 B)'

<1=!慢病毒介导 I70=基因修饰后差异蛋白相互作用
差异蛋白相互作用分析显示） 上调蛋白中）

E7e6%&9=_%$T%&载脂蛋白 e等与其他差异蛋白具有
较强的相互作用*下调蛋白中）9=_%T%&9=_%CT%&整
合素亚基 !B 等与其他差异蛋白具有较强相互作用）
其中 9=_%T% 与 6&:V>]c% 相互作用明显(图 ;)'

!C5C! 中华实验眼科杂志 "#"% 年 %# 月第 $< 卷第 %# 期!9,)/ [&+F =F,G,(*'H*）=4GHQ2K"#"%）\H*1$<）]H1%#
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-log10（P校正） -log10（P校正）A B
图 >7慢病毒介导的 !"#$基因修饰后差异蛋白 IA分析!纵坐标为基因注释富集条目*横坐标为校
正后 I值"该值越小表示富集越显著!T#上调蛋白!e#下调蛋白
!1'$,-> 7 IA )/)(9%1%,-%$(0"&21&&-,-/01)((9 -G+,-%%-2 +,"0-1/%)&0-,!"#$ '-/-*"21&1#)01"/
*-21)0-269 (-/01.1,$%!E,2HK3)/(G2-,HL23 G,22/K)4,'2/GHJU=(//HG(G)H/ G2K'-"(/3 G,2(Q-4)--(-,HL23
G,24HKK24G23 IN(*.21E,2-'(**2KG,2IN(*.2"G,2'HK2-)I/)J)4(/GG,22/K)4,'2/G!T#fFDK2I.*(G23 FKHG2)/-!
e#8HL/DK2I.*(G23 FKHG2)/-

BA

P校正
P校正

蛋白数量占比 蛋白数量占比
图 比7慢病毒介导的 !"#$基因修饰后差异蛋白参与的信号通路分析!纵坐标为 :2(4GH'2信号通路
富集条目*横坐标为参与相应通路的差异蛋白数目与鉴定出的总蛋白数比值*点的颜色表示校正后 I
值"该值越小"表示参与相应信号通路的差异蛋白富集越显著*点的大小表示参与相应信号通路的差
异蛋白数目"该点越大"表示该通路中差异蛋白数目越多!T#上调蛋白!e#下调蛋白!>UceV#胰岛
素样生长因子结合蛋白*]d8T#]D甲基D8D天冬氨酸*6:&eV#固醇调节元件结合蛋白*VEW#酪氨酸
激酶

!1'$,-比7D-)#0"*-+)04:)9 )/)(9%1%,-%$(0"&21&&-,-/01)((9 -G+,-%%-2+,"0-1/%)&0-,!"#$ '-/-
*"21&1#)01"/*-21)0-269 (-/01.1,$%! E,2HK3)/(G2-,HL23 G,22/K)4,23 :2(4GH'2F(G,L(P-(/3 G,2
(Q-4)--(-,HL23 G,2K(G)HHJG,2/.'Q2KHJFKHG2)/-)/ 2(4, F(G,L(PGHG,2/.'Q2KHJ3)JJ2K2/G)(**P2+FK2--23
FKHG2)/-1E,24H*HKHJG,23HG3)-F*(P23 G,24HKK24G23 IN(*.21E,2-'(**2KG,2IN(*.2"G,2'HK2-)I/)J)4(/GG,2
2/K)4,'2/GHJ3)JJ2K2/G)(*FKHG2)/-)/NH*N23 )/ G,24HKK2-FH/3)/I-)I/(*)/IF(G,L(P1E,2-)O2HJG,23HG
)/3)4(G23 G,2/.'Q2KHJ3)JJ2K2/G)(**P2+FK2--23 FKHG2)/-)/NH*N23 )/ G,24HKK2-FH/3)/I-)I/(*)/IF(G,L(P1E,2
*(KI2KG,23HG"G,2IK2(G2KG,2/.'Q2KHJ3)JJ2K2/G)(*FKHG2)/-)/ G,2F(G,L(P!T#fFDK2I.*(G23 FKHG2)/-!
e#8HL/DK2I.*(G23 FKHG2)/-!>UceV#)/-.*)/ *)S2IKHLG, J(4GHKQ)/3)/IFKHG2)/*]d8T#]D'2G,P*D8D(-F(KG)4
(4)3*6:&eV#-G2KH*K2I.*(GHKP2*2'2/GQ)/3)/IFKHG2)/*VEW#F,H-F,HGPKH-)/2S)/(-2

=7讨论

年龄相关性黄斑变性&糖尿病视网膜病变和新生
血管性青光眼等眼病均可出现眼部新生血管"严重危
害患者视力"病变发生和发展与眼部 \&Uc水平密切相

关' 对 \&Uc有拮抗作用的
V&8c及与 V&8c有协同作用
的 d69-近年来受到眼科研究
者的高度关注' 本研究对慢
病毒介导的 I70=基因修饰
后 ,f9d69-蛋白质组学变化
进行分析"以期为探索更有效
的新生血管性眼病治疗方法

提供新思路'
d69-来源广泛"不同来

源的 d69-功能特点有所不
同" 目 前 研 究 中 所 涉 及 的
d69-主要来自骨髓&脐带&脂
肪组织和沃顿胶等' d69-表
达多种生物活性分子"可通过
旁分泌的方式或细胞外囊泡

介导调节组织微环境
+ %;, ' 近

年来"有研究采用蛋白质组学
技术探索不同类型 d69-及其
分泌组的蛋白质表达水平"以
深入了解 d69-的功能及作用
机制' >-*('等 + %?,

对多种组织

来源 d69-分泌组行蛋白质组
学分析"结果表明 ,f9d69-
中血小板衍生生长因子 !%&血
小板衍生生长因子 8和单核
细胞趋化蛋白 % 等参与细胞
信号传递的蛋白表达水平显

著上调"而基质金属蛋白酶&
丝氨酸蛋白酶抑制剂和补体

因子等分解代谢相关蛋白表

达水平显著下调"深入研究发
现 ,f9d69-具有较好的抗炎
和营养作用' n). 等 + %C,

进行

的蛋白质组学分析表明"d69-
衍生的胞外囊泡中半乳糖凝

集素 $ 结合蛋白&穿透素 $ 和
脑啡肽酶等蛋白可参与免疫

调节&神经保护和多个器官疾
病的治疗' 尽管 d69-相关蛋白质组学研究较多"但
针对基因修饰后 d69-蛋白质组学改变的研究尚未见
报道' 慢病毒属于逆转录病毒"对靶细胞毒性低"具有
低免疫原性和较高转染效率的特点"可作为载体携带
外源性目的基因转染至宿主细胞中"通过将外源基因

!<5C!中华实验眼科杂志 "#"% 年 %# 月第 $< 卷第 %# 期!9,)/ [&+F =F,G,(*'H*"=4GHQ2K"#"%"\H*1$<"]H1%#
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图 K7慢病毒介导的 !"#$基因修饰后差异蛋白相互作用网络!差异蛋白及其相互作用以节点和连
线表示"红点代表上调蛋白"蓝点代表下调蛋白' 点的颜色深度表示差异蛋白变化倍数"颜色越深表
明变化倍数越大*点的大小表示与该蛋白具有相互作用的蛋白数*连线表示蛋白间相互作用可信度!
9=_%T%##型胶原蛋白 "% 链*E7e6#血小板反应蛋白
!1'$,-K 7 L/0-,)#01"//-0:",M"&21&&-,-/01)((9 -G+,-%%-2+,"0-1/%)&0-,!"#$ '-/-*"21&1#)01"/
*-21)0-269 (-/01.1,$%!8)JJ2K2/G)(**P2+FK2--23 FKHG2)/-(/3 G,2)K)/G2K(4G)H/-L2K2K2FK2-2/G23 QP3HG-(/3
*)/2-1:23 3HG-K2FK2-2/G23 .FDK2I.*(G23 FKHG2)/-"(/3 Q*.23HG-2+,)Q)G23 3HL/DK2I.*(G23 FKHG2)/-1E,232FG,
HJG,23HG4H*HK)/3)4(G23 G,2JH*3 4,(/I2HJG,23)JJ2K2/G)(*FKHG2)/-1E,23(KS2KG,24H*HK"G,2IK2(G2KG,2JH*3
4,(/I21E,2-)O2HJG,23HG)/3)4(G23 G,2/.'Q2KHJFKHG2)/-G,(G,(3 (/ )/G2K(4G)H/ L)G, G,2FKHG2)/1E,2*)/2
)/3)4(G23 G,24K23)Q)*)GPHJG,2)/G2K(4G)H/ Q2GL22/ G,2FKHG2)/-!9=_%T%#4H**(I2/ GPF2# (*F,(% 4,()/*
E7e6#G,KH'QH-FH/3)/

整合至宿主细胞基因上实现目的基因的长时间稳定表

达' 本研究通过观察慢病毒介导 I70=基因修饰的
,f9d69-蛋白质组学变化情况"探索慢病毒介导的
I70=基因修饰对细胞产生的影响'

本研究结果表明"慢病毒介导 I70=基因修饰后
的 ,f9d69-共有 5$" 个蛋白表达水平发生显著改变'
其中 6&:V>]c%"即 V&8c显著上调"表明慢病毒介导
的基因修饰实现 ,f9d69-中 V&8c过表达' 8&T8D
QH+家族 :]T解旋酶参与转录&':]T剪接&翻译起
始&:]T转运和衰变等过程"在 :]T代谢中发挥至关

重要的作用
+ %<, ' 本研究中"

8&T8DQH+家族 :]T解旋酶
中的 88̀ B< 显著上调' 研究
表明"88̀ B< 参与大脑发育"
编码该蛋白的基因突变可导

致中枢和外周神经系统发育

受损
+ "#, ' 目前"尚未有研究将

88̀ B< 应用于神经系统疾病
的治疗"其是否可与 V&8c协
同发挥眼部神经保护作用有

待进 一 步 探 索' 上 调 蛋 白
E7e6% 在调节生理性和病理
性血管生成中起关键作用"已
有研究将其应用于肿瘤治疗"
结果表明其可通过抑制肿瘤

血管形成起到抗肿瘤作用
+ "%, '

另有研究发现"在化学性角膜
灼伤中"移植的 d69-可通过
旁分泌 E7e6%&白细胞介素
()/G2K*2.S)/" >_)D%#& 转 化 生
长因子D!(GK(/-JHK')/IIKHLG,
J(4GHKD!"EUcD!)&>_D; 等可溶
性因子发挥抗炎和抗血管生

成的治疗作用
+ "", ' E7e6% 对

眼部新生血管性疾病的治疗

作用及其机制有待进一步研

究' 此外"研究证实 E7e6% 可
通过激活内源性 EUcD!诱导
d69-增生"是 d69-重要的调
节因子

+ "$, ' 本研究结果表明"
慢病毒介导 I70=基因修饰
,f9d69-后可引起E7e6%表达
水平升高"有望增强 ,f9d69-
抗血管生成和增生能力"协同

V&8c发挥眼科疾病治疗作用'
细胞外基质为干细胞提供结构支持"参与干细胞

功能调节的信号传导' 研究表明"细胞外基质是 d69-
多种生化和机械信号的储存库"这些信号可通过细胞
表面受体X蛋白相互作用进行传导"进而影响细胞信
号通路"改变细胞功能 + "5, ' 本研究结果显示"9=_%T%
与 V&8c间相互作用较强"该蛋白与9=_%T"&9=_$T%
和 9=_BT% 等蛋白均为下调蛋白"参与细胞外基质结
构组成"表明慢病毒介导I70=基因修饰后的 ,f9d69-
中多个参与细胞外基质构成的蛋白表达水平发生显著

!#BC! 中华实验眼科杂志 "#"% 年 %# 月第 $< 卷第 %# 期!9,)/ [&+F =F,G,(*'H*"=4GHQ2K"#"%"\H*1$<"]H1%#
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改变"细胞功能可能由此受到明显影响'
研究表明">Uc系统在干细胞生物学中发挥重要

作用">Uc可促进 d69-增生并减少其凋亡"促进 d69-
自我更新和发挥多能性

+ "B, ' 本研究表明">UceV调节
的 >Uc运输和摄取通路明显上调"可增强 ,f9d69-结
合和摄取 >Uc的能力"从而优化自身功能'

综上所述"本研究结果显示慢病毒介导 I70=基
因修饰的 ,f9d69-中 88̀ B<&E7e6% 表达水平升高"
有望与 V&8c发挥协同作用"应用于眼部新生血管性
疾病及神经退行性病变的治疗' 此外"9=_%T% 等细
胞外基质构成相关蛋白表达水平的改变及 >UceV调
节 >Uc运输和摄取通路的上调影响 ,f9d69-的信号
传导"优化细胞功能"提升其眼科临床应用价值' 未来
可依据本研究分析结果深入探讨"寻找慢病毒介导
I70=基因修饰 ,f9d69-的治疗靶点"进一步探索慢
病毒介导 I70=基因修饰的 ,f9d69-在眼部新生血
管性疾病治疗中的作用及机制' 本研究为系列研究的
一部分"整体研究周期较长"后续实验中我们将对质谱
分析结果进行验证并对蛋白功能进行探索"进一步探
讨慢病毒作为独立因素可能带来的影响'
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突

志谢!感谢北京贝来生物科技有限公司刘拥军&刘广洋提供 ,f9d69-

细胞样本"为本研究的顺利开展做出重要贡献
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