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!!$摘要%!目的!定量分析 U6大鼠非动脉炎性前部缺血性视神经病变&TO>=T'模型中视神经组织蛋白
表达变化#并对差异蛋白进行生物信息学分析(!方法!选取 ;# 只 $ 周龄体质量 "## "̀9# H的 USQ级雄性
U6大鼠#采用孟加拉玫瑰红联合激光光动力方法建立 TO>=T模型#最终选取 W 只造模成功的大鼠作为
TO>=T模型组#同时取 W 只体质量和周龄相匹配的健康)无眼疾 U6大鼠作为正常对照组( 于造模后 : *#分
离各组大鼠球后视神经#采用酶切法进行样本制备#采用同位素标记相对和绝对定量标记结合液相色谱\串
联质谱技术对组织蛋白进行质谱鉴定和定量检测#选取组间表达倍数大于 ;Z9 倍且差异有统计学意义
&Jm#Z#9'的蛋白为差异蛋白#并对差异蛋白进行生物信息学分析(!结果!造模后 ? *#TO>=T模型组大鼠
视盘隆起#荧光素眼底血管造影图像显示视盘区有荧光素钠渗漏#模型建立成功( 共鉴定出 ; "8; 个可定量
蛋白#其中差异蛋白 $# 个( 与正常对照组比较#TO>=T模型组中表达上调的蛋白 9 个#表达下调的蛋白 :9
个( Y型胶原 %; 链&VE)9O;'和 5OCS依赖性蛋白激酶催化亚基 $&S+K'5B')^蛋白相关支架蛋白&6)H;'等蛋
白表达升高*神经微丝蛋白&T4I&')微管相关蛋白 ;B&C'G;B')7'0相关蛋白&7')'')丝氨酸@苏氨酸蛋白激酶
T"&SK."')血小板活化因子乙酰水解酶 >R亚基&S'I'D;B;'等蛋白表达降低( 差异蛋白主要参与细胞骨架的调
节)细胞对缺氧的反应)轴突生成及延伸)突触调节)神经元凋亡调控)轴浆运输等生物学进程( 京都基因与基因
组通路富集分析结果显示#差异蛋白主要参与代谢通路)突触囊泡循环)血小板活化等信号通路(!结论!神经
生长)能量代谢)轴浆运输及凋亡等信号通路相关蛋白的表达共同参与 TO>=T中神经细胞的凋亡(!

$关键词%!视神经病变# 缺血性* 视神经* 蛋白质组学
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"7/+'&.1'#8A/I#1'*6#8NEP-'.2(2'2(M4)F'.')Fb42D4G+E24(. 4,G+400(E. 5D'.H40EI2D4EG2(5.4+M4(. '. U6
+'2&E*4)EI.E.A'+24+(2(5'.24+(E+(05D4&(5EG2(5.4-+EG'2DF&TO>=T'#'.* 2E&'K4B(E(.IE+&'2(50'.')F0(0EI2D4
*(II4+4.2(')G+E24(.03!J#'"$3+!N4. $AJ44KAE)* USQ&')4U6+'20J(2D 'BE*F&'00EI"##\"9# HJ4+404)4524*3
ND4TO>=T&E*4)J'0402'B)(0D4* -0(.H2D4&42DE* EI+E04B4.H')'.* )'04+GDE2E*F.'&(503QE-+I+E&2D4$ +'20J(2D
0-55400I-)&E*4)J4+404)4524* '02D4TO>=T&E*4)H+E-G3O.E2D4+W BE*FJ4(HD2A'.* 'H4A&'25D4* D4')2DFU6+'20
J(2DE-24F4*(04'040J4+42'K4. '02D4.E+&')5E.2+E)H+E-G3ND4EG2(5.4+M4J'0*(004524* E. 2D4:2D *'F'I24+
&E*4)(.H3ND40'&G)40J4+4G+4G'+4* BF2D44.bF&4*(H402(E. &42DE*# '.* 2D4G+E24(.0J4+4(*4.2(I(4* '.*
P-'.2(2'2(M4)F*424524* BF(0EB'+(52'HIE++4)'2(M4'.* 'B0E)-24P-'.2(I(5'2(E. )'B4)(.H5E&B(.4* J(2D )(P-(*
5D+E&'2EH+'GDFA2'.*4&&'000G452+E&42+F3ND4G+E24(.0J(2D 4,G+400(E. IE)* H+4'24+2D'. ;Z9 2(&40'.* 0(H.(I(5'.2
*(II4+4.540B42J44. 2D42JEH+E-G0&Jm#Z#9' J4+4*4I(.4* '0*(II4+4.2('))F4,G+4004* G+E24(.0'.* '.')Fb4* BF
B(E(.IE+&'2(503ND4-04'.* 5'+4EI'.(&')05E&G)(4* J(2D 74H-)'2(E.0IE+2D4O*&(.(02+'2(E. EIOII'(+VE.54+.(.H
%,G4+(&4.2')O.(&')0BF2D4U2'24U5(4.54'.* N45D.E)EHFVE&&(00(E. EIVD(.'3ND402-*FG+E2E5E)J'0'GG+EM4* BF
'. O.(&')%2D(5')'.* L4)I'+4VE&&(2244EIN('.1(. C4*(5')i.(M4+0(2F%F4[E0G(2')&TE3NXhh"#";#W;#"8'3!
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=#+(0'+!ND+44*'F0'I24+&E*4)(.H#2D4EG2(5*(05EI+'20J'00JE))4. '.* I)-E+4054(. )4'K'H4(. 2D4EG2(5*(05J'0
*424524* (. I)-E+4054(. I-.*-0'.H(EH+'GDF(&'H40(. 2D4TO>=T &E*4)H+E-G# JD(5D (.*(5'24* 2D4&E*4)J'0
402'B)(0D4* 0-55400I-))F3O2E2')EI; "8; P-'.2(I('B)4G+E24(.0(.5)-*(.H$# *(II4+4.2('))F4,G+4004* G+E24(.0J4+4
(*4.2(I(4*3VE&G'+4* J(2D 2D4.E+&')5E.2+E)H+E-G# 2D4+4J4+49 -GA+4H-)'24* G+E24(.0'.* :9 *EJ.A+4H-)'24*
G+E24(.03ND44,G+400(E. )4M4)0EI5E))'H4. ')GD'A;&Y' 5D'(. &VE)9O;'#5OCSA*4G4.*4.2G+E24(. K(.'045'2')F2(5
0-B-.(2B42'&S+K'5B' '.* *(0K0)'+H4DE&E)EH;&6)H;' J4+4(.5+4'04*#'.* 2D44,G+400(E. )4M4)0EI.4-+EI()'&4.2
&4*(-&GE)FG4G2(*4&T4I&'#&(5+E2-B-)4A'00E5('24* G+E24(. ;R&C'G;B'#7'0A+4)'24* G+E24(. 7')AO&7')''#04+(.4@
2D+4E.(.4AG+E24(. K(.'04T" &SK."' '.* G)'24)42A'52(M'2(.HI'52E+'542F)DF*+E)'04>R0-B-.(2B42'&S'I'D;B;' J4+4
*45+4'04*36(II4+4.2('))F4,G+4004* G+E24(.0J4+4&'(.)F(.ME)M4* (. 2D4B(E)EH(5')G+E540040#(.5)-*(.H+4H-)'2(E. EI
2D45F2E0K4)42E.#54))-)'++40GE.042EDFGE,('#',E. G+E*-52(E. '.* 4,24.0(E.#+4H-)'2(E. EI0F.'G04#+4H-)'2(E. EI
.4-+E. 'GEG2E0(0'.* ',EA*4.*+(2(52+'.0GE+2# 4253]%̂ ^ G'2DJ'F4.+(5D&4.2'.')F0(00DEJ4* 2D'2*(II4+4.2('))F
4,G+4004* G+E24(.0J4+4&'(.)F(.ME)M4* (. &42'BE)(5G'2DJ'F0#0F.'G2(5M40(5)45(+5-)'2(E. '.* G)'24)42'52(M'2(E.3!
G$)10(+*$)+!ND44,G+400(E. EIG+E24(.0+4)'24* 2E0(H.')G'2DJ'F00-5D '0.4+M4H+EJ2D#4.4+HF&42'BE)(0&#',EA
*4.*+(2(52+'.0GE+2'.* 'GEG2E0(0(0(.ME)M4* (. 2D4'GEG2E0(0EI.4-+E.0(. TO>=T3

"9#4 2$&3+#8=G2(5.4-+EG'2DF# (05D4&(5* =G2(5.4+M4* S+E24E&(50
:()3%&$5&.-" T'2(E.')T'2-+')U5(4.54QE-.*'2(E. EIVD(.'&$";:;#$9# $;$:#<:9'* N('.1(. V)(.(5')]4F

6(05(G)(.4S+E1452& NXaVc6f]g#"; '* U5(4.54'.* N45D.E)EHFS+E1452EIN('.1(. R(.D'(T4J 6(02+(52[4')2D
VE&&(00(E. &"#;8RL]h#"?'* 6+3[4.+FTE+&'. R42D-.4" a'.HC- hE-.HU5(4.2(02=GD2D')&E)EHF7404'+5D
QE-.*'2(E. &RXAaC"#;$##9X'* hE-2D UG45(')QE-.*'2(E. EIV)(.(5')7404'+5D V4.24+(. N('.1(. C4*(5')i.(M4+0(2F
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!!非动脉炎性前部缺血性视神经病变& .E.A'+24+(2(5
'.24+(E+(05D4&(5EG2(5.4-+EG'2DF#TO>=T'是临床上常
见的视神经病变之一#发病率仅次于青光眼#可引起患
者视野缺损及视力下降#从而影响患者的生活质
量

/ ;0 ( TO>=T早期可表现为视盘充血)水肿#随着病
程进展#出现视网膜神经节细胞&+42(.')H'.H)(E. 54))0#
7̂ V'和轴突丢失#最终导致视神经萎缩 / "0 ( 一旦视
神经萎缩#患者视功能将发生不可逆改变( 然而目前
尚缺乏视神经萎缩的有效治疗方法( 因此#若能在视
神经萎缩发生前找到相关治疗靶点#将有可能避免视
神经萎缩的发生#或减轻视神经萎缩的程度( 蛋白组
是机体产生或修饰的整套蛋白质#会随着机体的状态
变化而发生变化

/ ?0 ( 蛋白质组学用于探讨生物体内
蛋白质的组成及变化#可真实反映生理及病理条件下
的细胞功能#为疾病各阶段的纵向研究)相关疾病间的
横向比较)疾病发生的分子标志物及治疗靶点的寻找
提供重要理论依据

/ W0 ( 同位素标记相对和绝对定量
&(0EB'+(52'HIE++4)'2(M4'.* 'B0E)-24P-'.2(I(5'2(E.#
(N7Og'采用高通量筛选技术#具有良好的精确度及可
信度#是一种常用的定量蛋白质组学技术( 近年来#蛋
白质组学技术已逐步应用到眼科疾病的研究中#如糖
尿病视网膜病变)黄斑变性)青光眼)白内障)葡萄膜炎
和角膜病变等

/ 9\;#0 ( 目前尚缺乏关于 TO>=T的蛋白
质组学相关研究报道( 鉴于动物疾病模型在研究疾病
发病机制方面具有重要作用#目前 TO>=T的人类视神
经检测标本无法获取#而且动物模型通常可以在较短

时间内建立以模拟人类相关疾病的病理过程#动物模
型的组织标本容易获得#蛋白组学在疾病动物模型方
面的研究非常多#为人类 TO>=T的发病机制和治疗靶
点研究提供了可行的途径( 本研究拟建立大鼠
TO>=T模型#利用 (N7Og标记结合液相质谱\串联质
谱检 测 & )(P-(* 5D+E&'2EH+'GDA&'000G452+E&424+'.*
&'000G452+E&424+#aVACU@CU'对 TO>=T模型大鼠视
神经整体蛋白进行分析#筛选差异蛋白#为 TO>=T的
基础研究及治疗靶点的选择提供理论依据(

;8材料与方法

;3;!材料
;3;3;!实验动物!健康)无眼部疾病的 $ 周龄雄性
USQ级 U6大鼠 ;W 只#购于中国食品药品检定研究院#
体质量 "## "̀9# H( 所有大鼠均置于同一 "# "̀" p
鼠舍#正常昼夜节律#自由饮食)饮水( 实验动物的饲
养和使用遵循国家科学技术委员会-实验动物管理条
例.的规定#本研究经天津医科大学眼科医院动物伦
理委员会审核批准&批文号"NXhh"#";#W;#"8'(
;3;3> ! 主要试剂及仪器 ! 孟加拉玫瑰红 & +E04
R4.H')#7R'&美国 U(H&'公司'*水合氯醛)复方托吡
卡胺滴眼液)荧光素钠注射液&美国 O)5E. 公司'*RVO
蛋白浓度测定试剂盒 &北京索莱宝科技有限公司'(
眼底荧光造影仪&德国海德堡公司'*>.I(.(24C"## 型
酶标仪&瑞士 N45'. 公司'*9?" 激光机&美国科医人公
司'*4K0G4+2.'.EaVW;9 液相色谱仪)N+(G)4N=Q <<##

!W;! 中华实验眼科杂志 "#"" 年 ; 月第 W# 卷第 ; 期!VD(. X%,G =GD2D')&E)#X'.-'+F"#""#YE)3W##TE3;
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质谱仪&美国 ORUV>%f公司'(
;3>!方法
;3>3;!大鼠 TO>=T模型的建立及分组处理!取
;# 只大鼠采用 7R联合激光光动力方法建立单眼
TO>=T模型 / ;;0 ( 将大鼠腹腔内注射质量浓度 ;#_水
合氯醛&#Z?9 &)@;## H'进行麻醉#复方托吡卡胺滴眼
液点右眼扩瞳后置于 9?" 激光机前#按照 ; &)@KH剂
量经鼠尾静脉注入 "Z9 &&E)@a7R溶液#立即用激光
照射视盘上方 "@? &激光参数"波长 9?" .&#能量
9# &L#光斑直径 9## #&#照射时间 ;" 0'*造模后 ? *
在裂隙灯显微镜及眼底前置镜下观察模型眼眼底#并
行 荧 光 素 眼 底 血 管 造 影 & I)-E+4054(. I-.*-0
'.H(EH+'GDF#QQO'以进一步确保 TO>=T模型组大鼠视
盘水肿形成#具体方法为大鼠腹腔内注射麻醉后置于
造影机上#鼠尾静脉注射 #Z; &)荧光素钠注射液#将
造影镜头对准视盘#早期为动态录像#后期逐个象限拍
摄中周部视网膜#9 &(. 后再次拍摄视盘#若 QQO图像
上出现视盘荧光素钠渗漏则认为视盘水肿存在#并排
除模型建立过程中造成的其他眼部病变#如眼底出血
&; 只'和视网膜脱离&; 只'( 最终造模成功的大鼠共
$ 只#任意选取 W 只大鼠作为 TO>=T模型组( 另取
W 只体质量和周龄相匹配的健康)无眼疾 U6大鼠作为
正常对照组#不做任何干预处理(
;3>3>!分离大鼠视神经及提取组织蛋白!于造模后
: *#分别取 TO>=T模型组及正常对照组大鼠#水合氯
醛腹腔内注射麻醉后摘除眼球#沿眼球壁剪下球后视
神经&长度 ? 9̀ &&'于冻存管中#即刻置于液氮中#保
存于\$# p冰箱备用( 采用胰蛋白酶在 ?: p下消化
视神经 ;" D 后加入 9## #)尿素裂解液在室温下裂解
9 &(.#冰上超声 &能量为 ?9_' " &(. 破碎后 "# p下
;W ###q% 离心 ;# &(.#取上清液( RVO法测蛋白浓
度#先后经还原 ; D)烷基化 ; D 后加入胰蛋白酶#
?: p孵育 ;" ;̀< D*W p下 ;W ###q% 离心 "# &(.#加
入体积分数 ;_甲酸终止酶切后制成肽段(
;3>3?!组织蛋白质谱鉴定及定量分析!取 " #H组织
蛋白肽段载入 V;$ 的预柱上#并用不同梯度&<_)8_)
;"_);9_);$_)";_)"9_)?#_)?9_水相'的洗脱剂
&水相"#Z;_甲酸)"_乙腈)8:Z8_水*有机相"8$_乙
腈);Z8_水)#Z;_甲酸'进行洗脱#肽段经过 V;$ 分析
柱分离后进入质谱仪中进行一级和二级质谱分析( 数
据的采集模式为数据依赖性( 将质谱分析结果数据导
入到 S+E24(.G()E2软件进行数据库检索#选用 -.(G+E2数
据库来鉴定肽段#得到肽段数和每个蛋白的相对定
量值(

;3>3K!生物信息学分析!使用 7语言 02'20包和
5)-024+S+EI()4+包对数据进行生物信息学分析#包括差
异蛋白分析)基因本体论& 4̂.4=.2E)EHF# =̂'和京都
基因 与 基 因 组 & ]FE2E%.5F5)EG4*('EI 4̂.40'.*
4̂.E&40#]%̂ '̂通路富集分析( 使用 UN7>T̂ 数据库

对所有差异蛋白进行相互作用分析(
;3?!统计学方法

采用 USUU ""3# 统计学软件进行统计分析(
TO>=T模型组与正常对照组间蛋白差异比较采用独
立样本 -检验( 将差异表达倍数变化大于 ;Z9 倍且差
异具有统计学意义的蛋白定义为差异蛋白( Jm#Z#9

为差异有统计学意义(

>8结果

>3;!TO>=T模型的建立情况
造模后 ? *#正常对照组大鼠视盘边界清晰

&图 ;O'#QQO图像显示眼底未见明显荧光素钠渗漏
点&图 ;V'( TO>=T模型组大鼠视盘隆起 &图 ;R'#
QQO图像显示视盘区有荧光素钠渗漏 &图 ;6'#提示
视盘水肿#模型建立成功(

C

BA

D
图 ;8各组大鼠造模后 ? 3眼底及 ::7图像!O"正常对照组眼底
图像!可见视盘边界清晰!R"TO>=T模型组眼底图像!可见视盘
水肿!V"正常对照组 QQO图像!眼底未见明显荧光素钠渗漏点!
6"TO>=T模型组 QQO图像!可见视盘区有荧光素钠渗漏
:*5(&#;8:()3(+.)3::7 *-.5#+$,&.'+*)3*,,#&#)'5&$(%+.'
? 3.4+.,'#&-$3#0*)5!O"Q-.*-0(&'H4EI.E+&')+'20!ND4BE-.*'+F
EI2D4EG2(5*(05J'05)4'+!R"Q-.*-0(&'H4EITO>=T+'20!UJE))4.
EG2(5*(05J'0EB04+M4* !V"QQO(&'H4EI.E+&')+'20!TEI)-E+4054(.
)4'K'H4J'0IE-.* (. 2D4EG2(5*(05!6"QQO(&'H4EITO>=T+'20!
Q)-E+4054(. )4'K'H4J'0IE-.* (. 2D4EG2(5*(05

!9;!中华实验眼科杂志 "#"" 年 ; 月第 W# 卷第 ; 期!VD(. X%,G =GD2D')&E)#X'.-'+F"#""#YE)3W##TE3;
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>3>!各组大鼠视神经组织蛋白表达变化
与正常对照组比较#TO>=T模型组共鉴定出差异

蛋白 $# 个#其中上调蛋白 9 个#下调蛋白 :9 个( 上调
蛋白为 Y型胶原 %; 链 &5E))'H4. ')GD'A; &Y' 5D'(.#
VE)9O;')5OCS依赖性蛋白激酶催化亚基 $&5OCSA
*4G4.*4.2G+E24(. K(.'045'2')F2(50-B-.(2B42'#S+K'5B')
U2E&'2(. 样蛋白 "&02E&'2(.A)(K4G+E24(. "#U2E&)"')^蛋
白相关支架蛋白& *(0K0)'+H4DE&E)EH;#6)H;')跨膜运
输蛋白 ;# & N+'.0&4&B+'.44&G"W *E&'(.A5E.2'(.(.H
G+E24(. ;##N&4*;#'*下调蛋白中变化明显的有丝氨
酸@苏氨酸蛋白激酶 T"&04+(.4@2D+4E.(.4AG+E24(. K(.'04
T"#SK." ')血小板活化因子乙酰水解酶 >R亚基
& G)'24)42A'52(M'2(.H I'52E+'542F)DF*+E)'04 >R 0-B-.(2
B42'#S'I'D;B;')神经微丝蛋白 & .4-+EI()'&4.2&4*(-&
GE)FG4G2(*4#T4I&') 细 胞 周 期 蛋 白 依 赖 性 激 酶 9
&&(2E5DE.*+(')27TO&42DF)2D(E2+'.0I4+'04V6]97OS;#
V*K9 ' ) 微 管 相 关 蛋 白 ;B & &(5+E2-B-)4A'00E5('24*
G+E24(. ;R#C'G;B' )腺苷酸激酶 W &'*4.F)'24K(.'04
W#O]W ' )重组人微管关联蛋白 N'- & &(5+E2-B-)4A
'00E5('24* G+E24(. 2'-# C'G2' 和 核 蛋 白 NS7 等

&图 "' (

>3?!差异蛋白的生物信息学分析
=̂分析结果显示#差异蛋白的细胞组分主要富集

于细胞外泌体)细胞质)细胞核)髓鞘)线粒体)细胞膜)
神经元投射)突触及神经细胞胞体等&图 ?O'*差异蛋白
的生物学进程主要富集在对药物的反应)细胞分裂)细
胞运动)细胞对缺氧的反应)轴突生成及延伸)突触调
节)神经元凋亡调控)轴浆运输等&图 ?R'*差异蛋白的
分子功能主要富集于蛋白结合)蛋白同源二聚化)三磷
酸鸟苷&H-'.E0(.42+(GDE0GD'24# N̂S'结合)蛋白结构域
特异性结合) N̂S酶活性)肌球蛋白结合等 &图 ?V'(
]%̂ ^富集分析结果显示#TO>=T模型组主要参与代谢
通路)抗生素的生物合成)碳代谢作用)突触囊泡循环)
果糖和甘露糖代谢)血小板活化等信号通路&图 W'(
>3K!差异蛋白的蛋白与蛋白相互作用分析

蛋白与蛋白相互作用分析结果显示#蛋白\蛋白
间具有较多相互作用的有 ONS柠檬酸合酶 &ONSA
5(2+'240F.2D'04# O5)F') 6TO拓扑异构 酶 "'& 6TO
2EGE(0E&4+'04"A')GD'#NEG"'')磷酸核糖胺咪唑羧化酶
&&-)2(I-.52(E.')G+E24(. O6%"#S'(50')磷酸三糖异构酶
&2+(E04GDE0GD'24(0E&4+'04;# NG(; ') 7'0相 关 蛋 白
&7'0A+4)'24*G+E24(.7')AO#7')'' )S+K'5B )体积调节阴

B
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图 >8各组视神经组织差异蛋白分析!O2视神经组织差异蛋白聚类分析热图!颜色代表标准化蛋白表达量!R2差异蛋白火山图!" 条竖虚线分
别代表 QVl#Z<: 和 QVl;Z9 时的分界线#横虚线代表 J值为 #Z#9 的分界线!QV2差异倍数
:*5(&#>87).04+*+$,3*,,#&#)'*.004 #O%&#++#3%&$'#*)+*)'"#$%'*1)#&6#+/#'2##)'"#'2$ 5&$(%+!O2V)-024+D4'2&'G EI*(II4+4.2('))F4,G+4004*
G+E24(.0!VE)E++4G+404.24* 2D402'.*'+* (b4* G+E24(. 4,G+400(E.0!R2YE)5'.EG)E2EI*(II4+4.2('))F4,G+4004* G+E24(.0!NJEM4+2(5')*'0D4* )(.40+4G+404.24*
2D4*(M(*(.H)(.40EIQVl#Z<: '.* QVl;Z9#+40G452(M4)F#'.* 2D4DE+(bE.2')*'0D4* )(.4(.*(5'24* 2D4*(M(*(.H)(.4EIJl#Z#9!QV2IE)* 5D'.H4
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图 ?8D7PAD模型组与正常对照组视神经组织差异蛋白 WA富集分析!O"差异蛋白的细胞组分分析!横轴示差异蛋白数量*纵轴示细胞组

分!R"差异蛋白的生物学过程分析!横轴示差异蛋白数量*纵轴示生物学过程!V"差异蛋白分子功能分析!横轴示差异蛋白数量*纵轴示分子

功能

:*5(&#?8WA#)&*1"-#)'.).04+*+$,'"#3*,,#&#)'*.004 #O%&#++#3%&$'#*)+/#'2##)'"#'2$ 5&$(%+!O"V4))-)'+5E&GE.4.20'.')F0(0EI*(II4+4.2('))F

4,G+4004* G+E24(.0!ND4'B05(00'0DEJ4* 2D4.-&B4+EI*(II4+4.2('))F4,G+4004* G+E24(.0#'.* 2D4E+*(.'240DEJ4* 2D454))-)'+5E&GE.4.20!R"R(E)EH(5')

G+E540040'.')F0(0EI2D4*(II4+4.2('))F4,G+4004* G+E24(.0!ND4'B05(00'0DEJ4* 2D4.-&B4+EI*(II4+4.2('))F4,G+4004* G+E24(.0#'.* 2D4E+*(.'240DEJ4* 2D4

B(E)EH(5')G+E5400!V"CE)45-)'+I-.52(E. '.')F0(0EI2D4*(II4+4.2('))F4,G+4004* G+E24(.0!ND4'B05(00'0DEJ4* 2D4.-&B4+EI*(II4+4.2('))F4,G+4004*

G+E24(.0#'.* 2D4E+*(.'240DEJ4* 2D4&E)45-)'+I-.52(E.
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参与该通路的蛋白个数
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抗生素的生物合成
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突触囊泡循环

图 K8D7PAD模型组与正常对照组视神经组织差异蛋白 9@WW通

路富集分析

:*5(&#K89@WW %.'"2.4 #)&*1"-#)'.).04+*+$,'"#3*,,#&#)'*.004

#O%&#++#3%&$'#*)+/#'2##)'"#'2$ 5&$(%+

离子通道亚基 &ME)-&4A+4H-)'24* '.(E. 5D'..4)0-B-.(2
a77V$%# a++5$4') 山 梨 糖 醇 脱 氢 酶 & 0E+B(2E)
*4DF*+EH4.'04#UE+*')6)H;)SK.")S'I'D;B; 和丝氨酸@
苏氨酸蛋白磷酸酶 "O催化亚基 $亚型 & 04+(.4@
2D+4E.(.4AG+E24(. GDE0GD'2'04"O 5'2')F2(50-B-.(2B42'
(0EIE+&#SGG"5B'等&图 9'(

图 L8蛋白与蛋白相互作用网络图!蛋白与蛋白之间关系越密切#
其间连接线段数量则越多

:*5(&#L 8 F&$'#*)H%&$'#*) *)'#&.1'*$) )#'2$&X! ND45)E04+2D4
+4)'2(E.0D(G B42J44. G+E24(.0#2D4&E+42D4)(.40B42J44. 2D4&

?8讨论

TO>=T是一种常见的视神经病变#最终可导致视
神经萎缩#目前尚缺乏有效的治疗方法( 蛋白质组学

!:;!中华实验眼科杂志 "#"" 年 ; 月第 W# 卷第 ; 期!VD(. X%,G =GD2D')&E)#X'.-'+F"#""#YE)3W##TE3;
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技术可用于探讨该疾病相关的致病蛋白并寻找治疗靶

点( 由于 TO>=T患者多为内科治疗#无法获得患者的
眼内液及病理组织进行检测#又考虑到血液标本对视
神经组织中蛋白变化的反映有限#且受全身疾病及用
药影响因素较大#故采用实验动物疾病模型进行研究(
啮齿类动物的视盘血液供应方式与灵长类类似

/ ;;0 #因
此本研究采用大鼠 TO>=T模型( R4+.024(. 等 / ;"0

成功

应用光动力学方法制备 U6大鼠 O>=T模型#后期大量
研究均证实该模型可模拟临床 O>=T的病理过程#为
O>=T的相关基础研究提供帮助 / ;?\;90 ( U)'24+等 / ;?0

研

究利用啮齿动物 U6大鼠制备的缺血性视神经病变的
动物模型发现#在造模后 : ;̀9 * 开始逐渐出现 7̂ V
凋亡( 鉴于此#本研究将取材时间点定于造模后第
: 天#以便更好地反映 TO>=T急性期蛋白的改变(

本研究结果显示#视神经组织差异蛋白中包含许
多与神经系统发育及功能相关的蛋白#如 T4I&和
C'G;B( T4I&属于组神经丝三联体蛋白之一#是中枢
神经系统神经元主要的细胞骨架组成部分#可维持轴
突机械强度和稳定性#并参与轴突内成分间的运输或
定位( 多项研究结果证实#外伤或疾病导致的视神经
损伤过程中# T4I&表达下调 / ;<\;:0 #这与本研究中
TO>=T模型大鼠视神经组织 T4I&蛋白表达下调的结
果相一致( C'G;B 可促进神经元微管中的 %A微管蛋
白酪氨酸化#在伴随神经突延伸的细胞骨架变化中起
重要作用( 本研究中 C'G;B 在 TO>=T模型大鼠视神
经组织中表达下调#与 Nb4KEM等 / ;:0

研究发现外伤性

脑损伤诱导视神经损伤小鼠模型视神经组织 C'G;B
蛋白表达下调的结果一致( 但 6(424+(5D 等 / ;$0

研究发

现#视神经组织中 C'G;B 表达水平在视神经挤压后
" 周内升高( 该差异可能与轴突破裂和变性的不同时
期有关#具体机制需进一步研究( 我们推测# 在
TO>=T发生时#T4I&和 C'G;B 可能通过改变细胞骨
架的稳定性来影响轴突的功能(

7DE激酶是一种丝氨酸@苏氨酸蛋白激酶#7DE@
7DE激酶信号通路普遍存在于各组织细胞中#可参与
多种生物学功能( 7DE@7DE激酶信号通路可调节细胞
肌动蛋白骨架状态并参与调控细胞增生与凋亡等*在
中枢神经系统中#7DE@7DE激酶信号通路可被缺血)缺
氧等因素异常激活#发挥调节神经细胞迁移)增生及影
响轴突再生的作用#与许多神经系统疾病的发生密切
相关#如癫痫)阿尔茨海默病及脑卒中等 / ;8\";0 ( 本研
究结 果 显 示# TO>=T 模 型 视 神 经 组 织 中 7')')
S'I'D;B;)SK." 和 7DEO等与 7DE的功能密切相关的
蛋白表达下调( 7')'属于 7'0小 ^蛋白家族#可参与

细胞物质转运)增生)迁移和凋亡等多种生物学功
能

/ ""0 ( 7')@7DE通路与神经系统功能密切相关( 研
究表明#7')'在胚胎期的中枢神经系统和外周神经系
统中均有表达#在眼部视网膜上亦有表达变化#在视网
膜色素变性中可调节视网膜色素上皮细胞凋亡

/ "?\"W0 (
7')'还可影响胚胎神经元的神经突的分化及极性#对
神经母细胞的迁移具有调节作用

/ "9\"<0 ( 此外#7')'也
可通过调节线粒体膜电位影响 ONS的生成#从而影响
细胞能量代谢

/ ":0 ( 因此#我们推测在 TO>=T中#7')'
可能通过改变线粒体膜电位来影响神经细胞代谢(
J#0#"LYL 是大脑皮层正常发育所必需的#也是首个被
发现与神经元迁移异常相关的基因

/ "$\"80 ( S'I'D;B;
可激活 7DE激酶和肌动蛋白#通过调节细胞骨架动力
学来控制神经元迁移

/ ?#0 ( S'I'D;B; 活性降低的小鼠
可表 现 出 严 重 的 大 脑 混 乱 以 及 小 脑 缺 陷

/ ?#0 (
J#0#"LYL 基因突变是轻度脑干钙化和基底节钙化的
原因

/ ?;0 ( SK." 是一种丝氨酸@苏氨酸蛋白激酶#是体
内重要的信号转导蛋白#在调节细胞周期进程)肌动蛋
白细胞骨架装配)细胞迁移)细胞黏附)肿瘤细胞侵袭
和转录激活等信号传导过程中发挥作用

/ ?"0 #既往研究
表明#SK." 可被 7DE激酶激活#调节细胞周期相关蛋
白#从而发挥促进突触生长的作用 / ??\?W0 ( 因此#我们
推测当 TO>=T发生时#S'I'D;B; 可通过影响 7DE@7DE
激酶信号通路#进而引起 SK." 的表达异常#导致神经
元迁移和细胞周期异常)细胞骨架改变#最终导致视神
经萎缩(

本研究结果还显示#TO>=T模型视神经组织中
S+K'5B 和 VE)9'蛋白表达上调( S+K'5B 为蛋白激酶
5OCS激活的催化亚基 $#可介导 5OCS依赖性信号转
导通路( 5OCS依赖蛋白激酶 S]O的激活可调节多
种细胞过程#例如细胞增生)细胞周期)微管动力学的
分化和调节)染色质凝结和解凝)核被膜拆解和重组以
及细胞内转运机制和离子通量的调节( 5OCS@S]O
通路与 7̂ V的存活和轴突生长发育密切相关 / ?9\?<0 (
有研究表明#视神经损伤后#蜥蜴 7̂ V中 5OCS水平
升高#5OCS@S]O信号通路的激活在蜥蜴视网膜轴突
再生中起关键作用

/ ?:0 ( 而大鼠视神经损伤后也可通
过激活 S]O途径提高 7̂ V的存活率 / ?$0 ( 青光眼的
动物模型中#5OCS@S]O通路的激活可减轻神经胶质
细胞增生#降低促炎介质的表达水平#并增强青光眼中
的神经元活力

/ ?80 ( 因此#我们推测在 TO>=T发生过
程中#S+K'5B 可通过激活 5OCS通路发挥重要作用#其
可能成为未来治疗靶点之一( 胶原蛋白 Y是一种形
成原纤维的胶原蛋白#普遍存在于人体中#与胶原纤维
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生成有关#其表达异常可导致神经系统疾病( 在青光
眼患者的视神经组织中#VE)9O; 表达明显上调#它可
能是通过细胞外基质 &4,2+'54))-)'+&'2+(,#%VC'受体
的交叉反应及局部黏连继而引起 %VC重塑等通路导
致视神经萎缩

/ W#\W"0 ( 此外#D/2\OL 基因与腕管综合证
的发病相关

/ W?0 ( 在 TO>=T中#VE)9O; 可能与胶质细
胞增生密切相关#其机制仍有待进一步研究(

蛋白与蛋白相互作用分析结果表明#O5)F)S'(50
及 NG(; 与其他蛋白之间的联系密切#这几个蛋白均与
能量的合成有关#推测这些蛋白表达水平的下调可能
是由于在 TO>=T大鼠中 7̂ V能量合成受到抑制#出
现能量代谢障碍#从而影响轴突再生并促进 7̂ V细胞
的凋亡(

本研究尚存在一些不足#如未能直接对临床病理
标本进行蛋白组学分析*TO>=T动物模型不能完全模
拟 TO>=T患者疾病发病过程*未设置单纯 7R注射组
及单纯激光照射组#故无法完全排除这些因素导致的
视神经组织蛋白变化*一种蛋白质组学检测技术并不
能完全检测出组织中全部蛋白#且检测出的蛋白需要
与数据库进行比对鉴定#此过程有可能产生误差*此
外#本研究未能对差异蛋白进行功能验证( 未来我们
将采用实时荧光定量 SV7及 L4024+. B)E2等手段对差
异蛋白进行验证#并将分组细化至 TO>=T模型组)单
纯 7R注射组)单纯激光照射组及正常对照组#从而确
保差异蛋白的准确性#并对差异蛋白进一步进行功能及
机制研究( 由于本研究是基于动物模型的蛋白组学研
究#其结果与人类疾病的关联性还有待进一步验证#但
该研究结果可为人类疾病研究提供一定的实验依据(

综上所述#本研究利用 (N7Og蛋白质组学技术对
TO>=T大鼠模型中视神经组织差异蛋白进行定量检
测#共检测差异蛋白 $# 个#这些差异蛋白主要与神经
生长)能量代谢)轴浆运输及凋亡等信号通路相关#本
研究结果为寻找 TO>=T相关治疗靶点提供了实验
依据(
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