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!!$摘要%!目的!使用串联质谱标签&>\>'方法筛选甲状腺相关眼病&>FG'继发限制性斜视患者和共同
性斜视患者的眼外肌差异表达蛋白(!方法!收集 K#/= 年 $ 月至 K#K# 年 /K 月于北京大学人民医院眼科诊
断为 >FG继发限制性斜视并行斜视矫正术 ; 例患者的眼外肌标本"收集同期 ; 例共同性内斜视行斜视矫正
术患者的眼外肌作为对照( 采用基于 >\>的蛋白质组学技术"对 >FG组和对照组眼外肌的差异表达蛋白进
行筛选及生物信息学分析( 设定倍数变化!/]K 或"#]$" 且 R值o#]#; 作为筛选差异表达蛋白的阈值( 利
用 :J)3-,M̀GF蛋白数据库和 Z>7H8̀ 蛋白网络互作数据库分析差异表达蛋白的基因本体& G̀'注释)C&̀ `

通路富集和蛋白b蛋白相互作用关系(!结果!>FG组与对照组眼外肌总差异表达蛋白数量为 ;" 个"其中表
达上调蛋白 "% 个"表达下调蛋白 /= 个( 通过 G̀注释发现"按其生物学过程分类"这些差异表达蛋白主要参
与了对刺激的反应过程)多细胞生物过程)代谢过程)发育过程)细胞内信号转导)正向生物调控过程*C&̀ `

通路富集分析发现差异表达蛋白主要参与了局部黏附)紧密连接)细胞骨架调控)凋亡等通路( 蛋白b蛋白相
互作用分析发现肌球蛋白重链 K)肌球蛋白重链 E)肌球蛋白调节轻链)!辅肌动蛋白 K)纤维蛋白原 !链和纤
维蛋白原 "链 0 个关键蛋白(!结论!>FG继发限制性斜视患者与共同性斜视患者的眼外肌中蛋白表达存
在差异"肌球蛋白)辅肌动蛋白)细丝蛋白可能通过参与细胞骨架调控)局部黏附等参与 >FG的发病机制(!

$关键词%!甲状腺相关眼病* 限制性斜视* 蛋白组学* 质谱分析法
基金项目! 国家重点研发计划项目 &K#K#@[4K##$K##'
6GH#/#1"E0#<2'(1I12J//;=$=DK#K/#$#KD##%%K
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"!2*'1&%'#4G2H-%'$I-4>,)LOJM)TUMNOP-,MO)J5L)TTO-OJM)(**UO+P-O55OL )J O+M-(,2S*(-'S52*O5VOMWOOJ
-O5M-)2M)RO5M-(V)5'S5P(M)OJM5W)MN MNU-,)LD(55,2)(MOL ,PNMN(*',P(MNU&>FG' (JL 2,J2,')M(JMO5,M-,P)(P(M)OJM5VU
P-,MO,')2(J(*U5)5S5)JQM(JLO' '(55M(Q&>\>'1! J-'.(,*! &+M-(,2S*(-'S52*O55('P*O5T-,' ; -O5M-)2M)RO
5M-(V)5'S5P(M)OJM5W)MN >FG(JL ; 2,J2,')M(JMO5,M-,P)(P(M)OJM5WO-O2,**O2MOL (M3OX)JQ:J)RO-5)MU3O,P*On5
f,5P)M(*T-,'FSQS5MK#/= M,6O2O'VO-K#K#1F**MNOP(M)OJM5-O2O)ROL 5M-(V)5'S55S-QO-U16)TTO-OJM)(**UO+P-O55OL
P-,MO)J5&6&35' )J O+M-(,2S*(-'S52*O55('P*O5WO-O)LOJM)T)OL VUYS(JM)M(M)ROP-,MO,')2(J(*U5)5(JL V),)JT,-'(M)2
(J(*U5)5V(5OL ,J >\>1[,*L 2N(JQO! /]K ,-" #]$" (JL RR(*SOo#]#; W(5-OQ(-LOL (5MNOMN-O5N,*L M,52-OOJ
6&351̀G(JJ,M(M),J"C&̀ `P(MNW(U5OJ-)2N'OJM(J(*U5)5(JL P-,MO)JDP-,MO)J )JMO-(2M),J &33H' JOMW,-X ,T6&35
WO-O2,JLS2MOL MN-,SQN :J)3-,M̀GF(JL Z>7H8̀ 1>N)55MSLUP-,M,2,*W(5(PP-,ROL VUMNO&MN)254,'')MMOO,T
3OX)JQ:J)RO-5)MU3O,P*On5f,5P)M(*&8,1K#K/3fe#;$D##/'1!;-*+#'*!FM,M(*,T;" 6&35WO-O)LOJM)T)OL""% ,T
WN)2N WO-OSPD-OQS*(MOL (JL /= WO-OL,WJD-OQS*(MOL1>NOV),*,Q)2(*P-,2O55O56&35'()J*UP(-M)2)P(MOL )J2*SLOL
-O5P,J5OM,5M)'S*(M),J" 'S*M)2O**S*(-,-Q(J)5'(*P-,2O55" 'OM(V,*)5'" LORO*,P'OJM(*P-,2O55" )JM-(2O**S*(-5)QJ(*
M-(J5LS2M),J"(JL P,5)M)RO-OQS*(M),J ,TV),*,Q)2(*P-,2O5516&35WO-O)JR,*ROL )J P(MNW(U5)J2*SL)JQT,2(*(LNO5),J"
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M)QNMISJ2M),J"-OQS*(M),J ,T(2M),J 2UM,5XO*OM,J"(JL (P,PM,5)51Z)+XOUP-,MO)J5)LOJM)T)OL S5)JQ33HJOMW,-X WO-O
'U,5)J NO(RU2N()J K"'U,5)J NO(RU2N()J E"'U,5)J -OQS*(M,-U*)QNM2N()J"!D(2M)J)JDK"T)V-)J,QOJ (*PN(2N()J (JL
T)V-)J,QOJ VOM(2N()J1!?()%#+*$()*!>NO-O(-O6&35)J O+M-(,2S*(-'S52*O5VOMWOOJ -O5M-)2M)RO5M-(V)5'S5P(M)OJM5
W)MN >FG(JL 2,J2,')M(JMO5,M-,P)(P(M)OJM51\U,5)J"(2M)J)J (JL T)*(')J '(UVO)JR,*ROL )J MNOP(MN,QOJO5)5,T>FG
MN-,SQN -OQS*(M),J ,T(2M)J 2UM,5XO*OM,J (JL T,2(*(LNO5),J1

"5-3 6(1,*#4>NU-,)LD(55,2)(MOL ,PNMN(*',P(MNU* ZM-(V)5'S5" -O5M-)2M)RO* 3-,MO,')25* >(JLO''(55M(Q
7+),"1(/1&8# 8(M),J(*COU7p63-,Q-(',T4N)J(&K#K#@[4K##$K##'
6GH#/#1"E0#<2'(1I12J//;=$=DK#K/#$#KD##%%K

!!甲状腺相关眼病&MNU-,)LD(55,2)(MOL ,PNMN(*',P(MNU"
>FG'为自身免疫性疾病 + /bK, ( 眼外肌和眶脂肪等眼眶
内组织以及甲状腺组织是免疫反应攻击的靶目标"可
致眼外肌纤维瘢痕化)失去弹性和眶内软组织增容"进
而导致不同程度眼球突出)眼睑闭合不全)眼睑退缩迟
落"甚至压迫性视神经病变等系列眼部特征 + ", ( >FG
常累及下直肌及内直肌"形成限制性下斜视和内斜
视

+ %, ( >FG患者常出现明显复视"严重影响患者的生
活质量( >FG的具体致病机制尚不明确 + ;b0, ( 串联质
谱标签&M(JLO''(55M(Q">\>'是一种多肽体外标记
技术"采用多重同位素标签与肽段的氨基发生共价结
合反应"可实现同时对 /# 个不同样品中蛋白质的定性
和定量分析( >\>具有定量准确)重复性好)灵敏度
高等优点"被广泛用于差异表达蛋白分析研究中 + E, (
本研究拟采用蛋白质同位素标记定量分析技术联合液

相色谱 >\>技术对 >FG继发限制性斜视眼外肌和共
同性斜视眼外肌进行测定"筛选差异表达蛋白"并对这
些蛋白的功能进行生物信息学分析"找出参与 >FG发
生和发展的潜在生物标志物"为进一步研究 >FG的发
病机制提供研究基础(

94材料与方法

919!材料
收集 K#/= 年 $ 月至 K#K# 年 /K 月于北京大学人

民医院眼科诊断为 >FG)限制性斜视并行斜视矫正术
患者共 ; 例"术中收集眼外肌标本( 纳入同期共同性
内斜视并行斜视矫正术患者 ; 例"术中收集眼外肌标
本作为对照组( 本研究方案经北京大学人民医院伦理
委员会批准&批文号#K#K/3fe#;$D##/'(
91<!方法
91<19!>\>标记与质谱检测
91<1919!蛋白质酶解!取各组肌肉标本与裂解液和 K
粒钢珠放入研磨机研磨进行组织裂解"于 % q条件下
K# ###r' 离心 "# ')J"取上清*加入 % 倍体积预冷的
>4FD丙酮"bK# q沉淀 K N 以上*% q条件下 K# ###r'
离心 "# ')J"加入 " 倍体积的纯丙酮"bK# q沉淀

K# ')J*% q条件下 K# ###r' 离心 "# ')J"此操作重复
" 次"清洗沉淀( 在沉淀中加入裂解液"超声 ; ')J 助
溶"超声条件为超声 K 5"间隔 " 5"功率 /$# g*% q条
件下 K# ###r' 离心 "# ')J"取上清"并采用 e-(LT,-L
法测定样本蛋白质量浓度( 每组样本取 "# #Q裂解
液"加入到 /#C超滤管中"于 % q条件下 /% ###r' 离
心 %# ')J"弃废液*加入 K## #*质量分数 ;#^四乙基
溴化铵&M-)OMNU*('',J)S' V)2(-V,J(MO">&Fe'"于 % q
条件下 /% ###r' 离心 %# ')J"弃废液( 重复上述步骤
K 遍"加入 / #Q<#*胰蛋白酶 >-UP5)J"每 /## #Q蛋白底
物加入 "]" #Q酶""E q水浴 K% N( 冻干消化液"每管
使用 K; #*/## '',*<c>&Fe复溶肽段(
91<191<!肽段 >\>标记!从 % q取出标记试剂"并
将其平衡至室温"每管标记试剂中加入 %/ #*乙腈"涡
旋 / ')J( 将混好的标记试剂加入到肽段中"不同样品
用不同大小的同位素标记"混匀并室温静置 / N*加入
$ #*质量分数 ;^羟胺"室温静置 /; ')J( 将样品混合
并真空抽干(
91<191@! 反 相 高 效 液 相 色 谱 分 离 ! 色 谱 柱 为
PNOJ,'OJO+cSJ(Z4AK;# ''r%]0# ''/##s"流动相中
水相为 =;^ fKGd;^乙腈"有机相为 =;^乙腈d;^ fKG"
均用氨水调至 Pft=]$( 取 /1K1/1K 步骤抽干的样品"
用 / '*水相溶解"% q条件下 /; ###r' 离心 /# ')J"收
集上清进行梯度洗脱"得到预分离的色谱图( 出峰
/ ')J 后开始收集洗脱液"每 "# 5收集 / 管"将 /"# ')J
洗脱液合并成 /# 个组分并进行真空抽干(
91<191A!质谱检测及差异蛋白筛选!使用高精度液质
联用型质谱&mD&+(2M)RODG-V)M-(P"美国 >NO-',[)5NO-公
司'检测肽段信号"扫描质谱完成后得到质谱信号总图"
再将其转换为 'QT文件( 应用 \(52,M软件 &\FZ4G>
K1"1#/'进行定性检索与定量分析( 使用 ZW)55fS'(J
数据库物种名称"并用错误发现率o/^的标准对蛋白鉴
定结果进行过滤( 肽段相对定量根据离子的相对丰度"
蛋白相对定量结果根据肽段相对定量结果统计得出(
差异蛋白质的筛选标准为同一蛋白在某一组相对于另

一组的差异倍数u/]K 倍或o#]$" 倍"且 Ro#]#;(

!E##/!中华实验眼科杂志 K#KK 年 // 月第 %# 卷第 // 期!4N)J ?&+P GPNMN(*',*"8,RO'VO-K#KK"9,*1%#"8,1//
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91<1<!生物信息学分析
91<1<19!蛋白注释方法!基于 :J)3-,M̀GF数据库对
差异表达蛋白进行基因本体&QOJO,JM,*,QU" G̀'分析
注释( 使 用 基 于 蛋 白 序 列 算 法 的 软 件 3-,MO,'O
6)52,RO-O-/]% 以及相应的 HJMO-3-,结构域数据库对鉴
定的差异表达蛋白进行蛋白结构域注释(
91<1<1<!蛋白质功能富集!蛋白质的功能富集分为
G̀富集分析)通路富集分析以及蛋白结构域富集分
析 " 个部分( 蛋白的 G̀注释被分为生物进程)细胞
组分和分子功能( 以鉴定到的蛋白为背景"采用
[)5NO-精确检验评价差异表达蛋白( G̀富集检验以
Ro#]#; 为差异有统计学意义( 利用 HJMO-3-,数据库
分析差异表达蛋白功能结构域的富集情况( 结构域单
元富集检验以 Ro#]#; 为差异有统计学意义(

91<1<1@!蛋白质相互作用网络分析!以 Z>7H8̀
&91/#1;'蛋白网络互作数据库为参照"将来源于不同
比较组中的差异蛋白数据库编号或蛋白序列与之对

比"按照置信度u#]E&高置信度'提取得到差异蛋白互
作关系( 并用 4UM,Z2(PO软件&版本号#"1K1/'生成相
互作用网络连接(

<4结果

<19!差异蛋白筛选
鉴定到总肽段谱图数量为 K% K0;"肽段数量为

= /%#"唯一肽段数量为 $ #//"蛋白质数量为 / 0=E(
>FG组与对照组总差异表达蛋白数量 ;" 个"其中上
调蛋白 "% 个"下调蛋白 /= 个&表 /'( 蛋白质定量火
山图见图 /(

表 94K!G组与对照组眼外肌的差异表达蛋白
K&2#-94:$00-1-)'$&##3 -E"1-**-,"1('-$)*$)-E'1&(%+#&18+*%+#&1*&8"#-*(0'.31($,F&**(%$&'-,(".'.&#8("&'.3 "&'$-)'*

:J)3-,M
数据库编号

蛋白名称 R值
>FG组<对照
组倍数变化

3#KE%" ZO-S'('U*,)L 3D2,'P,JOJM #]#/" % "]%/

e"C98# Z,*SMO2(--)O-T(')*UK #]#%0 " "]K"
F#F/%#9??0 >O5M)2S*(-M)55SOP-,MO)J c)E# o#]### / "]/$
3#K0E/ [)V-)J,QOJ (*PN(2N()J o#]### / K]$0
3#K#%K fO',Q*,V)J 5SVSJ)MLO*M( #]##% E K]$E
m09[m0
!

fO',Q*,V)J VOM(2N()J
&T-(Q'OJM'

#]#"" $
!

K]$E
!

3##=/$ 4(-V,J)2(JNUL-(5OK #]### / K]EE
m=:C;%
!

fO',Q*,V)J VOM(5SVSJ)MR(-)(JM
&T-(Q'OJM'

#]### K
!

K]E0
!

F#F/Z;:B"= fO',Q*,V)J 5SVSJ)M(*PN( o#]### / K]0;
m#;6C; F66K P-,MO)J &T-(Q'OJM' #]#K# # K]0%
%̀9KH$ FJ),J O+2N(JQOP-,MO)J #]### K K]0#

3#KE0# 3-,MO)J F\e3 #]#%K = K];#
3#K0E; [)V-)J,QOJ VOM(2N()J o#]### / K]%;
F#F#K%7=m/
!

>N-,'V,5P,JL)J /"
)5,T,-'47Fv(

#]#K/ %
!

K]%"
!

F#F#K%7%0K [)V-,JO2M)J /")5,T,-'47FvJ #]##K 0 K]K0
3#K;%= ZPO2M-)J (*PN(2N()J"O-UMN-,2UM)2/ #]### = K]K;
3##=/; 4(-V,J)2(JNUL-(5O/ o#]### / K]K"
m%9e$0 &3e%/ P-,MO)J #]#%; ; K]K/
3/0/;E FJXU-)JD/ #]##/ K K]K/
4#?@@K
!

FP,*)P,P-,MO)J e&)J2*SL)JQ
FQ&A' (JM)QOJ' ")5,T,-'47Fv(

#]##" %
!

K]/$
!

e%&/6$ 4%VDV)JL)JQP-,MO)J (*PN(2N()J #]#"0 K K]/E
3#%#%# 4(M(*(5O #]### % K]/%
m%B̀ \$
!

fO',Q*,V)J (*PN(DK Q*,V)J 'SM(JM
&T-(Q'OJM'

#]##/ #
!

K]#=
!

eK7\Z=
!
!

HJMO-D(*PN( & Q*,VS*)J ' )JN)V)M,-
f% & P*(5'(X(**)X-O)JD5OJ5)M)RO
Q*U2,P-,MO)J'

#]#"$ K
!
!

/]=$
!
!

3"##%" [*(R)J -OLS2M(5O&8F63f' #]##$ 0 /]$$

:J)3-,M
数据库编号

蛋白名称 R值
>FG组<对照
组倍数变化

3#KE=# fO',PO+)J #]#/E $ /]$/

3"K//= 3O-,+)-OL,+)JDK #]### K /]E;
F#F"e"HZA= >OJ(52)JDA #]#/; ; /]E/
3#/#K% 4,'P*O'OJM4" #]##/ % /]00
3/"0%; CO-(M)J"MUPO$ 2UM,5XO*OM(*/# #]### " /]0"
3";=#$
!

CO-(M)J"MUPO% 2UM,5XO*OM(*K
OP)LO-'(*

#]##K %
!

/];/
!

m/"KK$ ZO*OJ)S'DV)JL)JQP-,MO)J / #]#%; # /]%/
3K/""" [)*(')JDF #]### / /]%#
3##E"$ f(PM,Q*,V)J #]#%/ % /]"E
F#F#$Eg>F$ 4,**(QOJ (*PN(DK&$' 2N()J #]#%/ / #]$#
m/;/%= 3*O2M)J / #]#K" E #]0;
3#%#E; [-S2M,5ODV)5PN,5PN(MO(*L,*(5OF #]#/" % #];/
m/%"/; [)*(')JD4 #]#"E % #]%E
F08̀ m" GV52S-)J #]#/% K #]%%
e%6[3/ 3N,5PN,Q*S2,'SM(5OD/ #]#%; K #]%K
3%#=K; \(*(MOLONUL-,QOJ(5O #]#"0 = #]%#
6"63̀ # >)M)J")5,T,-'47Fv( o#]### / #]"=
m=@KC" \U,5)J NO(RU2N()J /; #]### 0 #]"E
F#F#$EA#>" \U,5)J NO(RU2N()J Ee #]### K #]"%
3";0#= F*PN(D(2M)J)JDK #]##/ E #]"%
3;K/E= \U,'O5)JD/ #]#K% = #]"K
3/K$$" \U,5)J NO(RU2N()J E #]### " #]K=
F#F"$%83A/
!

&P)L)LU')55O2-OM,-U5PO-'
V)JL)JQP-,MO)J

#]#/0 ;
!

#]K=
!

3#0E"K 4-O(M)JOX)J(5O\DMUPO #]#/# " #]K=
m=:CAK \U,5)J NO(RU2N()J K o#]### / #]KE
e%67g0 F*PN(D/"% Q*S2(J PN,5PN,-U*(5O #]##$ K #]K0
G/%=$"
!

Z(-2,P*(5')2<OJL,P*(5')2
-OM)2S*S'2(*2)S'F>3(5O/

#]#/# ;
!

#]K0
!

m=0F"K
!

\U,5)J -OQS*(M,-U*)QNM2N()J K"
5XO*OM(*'S52*O)5,T,-'

#]#KK K
!

#]K"
!

!注#>FG#甲状腺相关眼病
!8,MO#>FG#MNU-,)LD(55,2)(MOL ,PNMN(*',*,QU

!$##/! 中华实验眼科杂志 K#KK 年 // 月第 %# 卷第 // 期!4N)J ?&+P GPNMN(*',*"8,RO'VO-K#KK"9,*1%#"8,1//
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图 94差异表达蛋白火山图!红点代表表达上调蛋白3绿点代表表

达下调蛋白3灰点代表无显著差异表达蛋白![4#差异倍数

7$/+1-94L(#%&)( "#('(0,$00-1-)'$&##3 -E"1-**-,"1('-$)*!7OL L,M5

-OP-O5OJMOL SPD-OQS*(MOL P-,MO)J53 (JL Q-OOJ ,JO5 )JL)2(MOL L,WJD

-OQS*(MOL P-,MO)J51̀ -(UL,M5WO-OP-,MO)J5W)MN J,5)QJ)T)2(JML)TTO-OJ2O

)J O+P-O55),J![4#T,*L 2N(JQO

!

<1<!差异表达蛋白功能信息学分析
<1<19!差异表达蛋白 G̀分析!从分子功能上看3差
异表达蛋白具有结合和转运的功能*按生物学过程分

类3这些蛋白主要参与了对刺激的反应过程)多细胞生
物过程)代谢过程)发育过程)细胞内信号转导)正向生
物调控过程*按细胞构成分类3这些蛋白主要定位于细
胞内)胞浆)细胞外区域)细胞质中&图 K'(
<1<1<!差异表达蛋白 C&̀ `通路富集分析!细胞
过程分类显示3差异表达蛋白主要参与雌激素信号
通路)心肌细胞肾上腺能信号)心肌收缩)白细胞前
移)胃酸分泌)寿命调节通路)血小板及胰液分泌*
环境信息处理分类显示3差异表达蛋白主要参与糖
化)氨基酸核磁)丙酮酸代谢)>4F代谢循环)维生
素 e/K 代谢)氮代谢)碳代谢( 人类疾病分类显示3
差异表达蛋白主要参与阿尔兹海默症)肥厚性心肌
病)扩张性心肌病)病毒性心肌病等*新陈代谢分类
显示3差异表达蛋白主要参与钙通路)fH[D/ 信号通
路)[,+G信号通路)2̀\3D3C̀ 信号通路)\F3C信
号通路*生物体系统分类显示3差异表达蛋白主要参
与局部黏附)紧密连接)细胞骨架调控)吞噬)凋亡等
通路&图 "' ( 其中显著富集的通路及相应差异蛋白
见表 K(

生物过程 细胞组分 分子功能

蛋白数量 蛋白数量 蛋白数量

BA C

图 <4差异表达蛋白 MG分析!F#生物过程分析!e#细胞组分分析!4#分子功能分析
7$/+1-<4M-)-G)'(#(/3 &))('&'$()0(1,$00-1-)'$&##3 -E"1-**-,"1('-$)*!F#e),*,Q)2(*P-,2O55!e#4O**S*(-2,'P,JOJM!4#\,*O2S*(-TSJ2M),J

KEGG通路分类

通
路

名
称

人类疾病分析

环境信息处理
分析

细胞过程分析

蛋白数量

通
路

名
称

蛋白数量

生物体系统
分析
新陈代谢
分析

图 @4差异表达蛋白的 5=MM富集通路分析
7$/+1-@45=MM"&'.6&3 &)&#3*$*(0,$00-1-)'$&##3 -E"1-**-,"1('-$)*

析=##/析中华实验眼科杂志 K#KK 年 // 月第 %# 卷第 // 期!4N)J ?&+P GPNMN(*',*38,RO'VO-K#KK39,*1%#38,1//
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表 <45=MM显著富集通路
K&2#-<4N$/)$0$%&)'#3 -)1$%.-,5=MM"&'.6&3*

通路名称 差异蛋白名称
差异蛋

白数量

代谢通路

!

[*(R)J -OLS2M(5O&8F63f' "4-O(M)JOX)J(5O\D
MUPO"[-S2M,5ODV)5PN,5PN(MO(*L,*(5OF"\(*(MO
LONUL-,QOJ(5O

%

!
碳代谢

!
4(M(*(5O" [-S2M,5ODV)5PN,5PN(MO (*L,*(5O F"
\(*(MOLONUL-,QOJ(5O

"
!

局部黏附

!
[)*(')JD4" [)*(')JDF" \U,5)J -OQS*(M,-U*)QNM
2N()J K

"
!

紧密连接 \U,5)J NO(RU2N()J K"\U,5)J NO(RU2N()J /; K
\F3C信号通路 [)*(')JD4"[)*(')JDF K
2̀\3D3C̀ 信号

通路

\U,5)J NO(RU2N()J E"Z(-2,P*(5')2<OJL,P*(5')2
-OM)2S*S'2(*2)S'F>3(5O/

K
!

!注#C&̀ #̀京都基因与基因组百科全书
!8,MO#C&̀ #̀CU,M,&J2U2*,POL)(,T̀ OJO5(JL ÒJ,'O5

<1<1@!蛋白蛋白相互作用的调控网络!形成了一包
含 "% 个节点和 $; 条边的复杂调控网络"平均节点度
为 ;"聚类系数为 #];K%"发现肌球蛋白重链 K&'U,5)J
NO(RU2N()J K" \@fK ') \@fE)肌球蛋白调节轻链
&'U,5)J -OQS*(M,-U*)QNM2N()J K"\@c3[')!辅肌动蛋
白 K&!D(2M)J)JDK"F4>8K')纤维蛋白原 !链&T)V-)J,QOJ
!2N()J"[̀ F'和 "链&T)V-)J,QOJ "2N()J"[̀ e'0 个关
键蛋白&图 %'(

carbonicanhydrase2

peroxiredoxin�2

catalase

malatedehydrogenase1
solutecarrierfamily2

C3

AMBP
fructose�bisphosphatealdolaseA

hemopexin

fibrinogenαchain

haptoglobin

fibrinogenβchain

serumamyloidP�component

hemoglobinsubunitdelta

carbonicanhydrase1

selenium�bindingprotein1

spectrinαchainerythrocytic1 ankyrin�1

EPB41

SERCAcalciumATPase1

creatinekinaseM�type

αactinin�2

myosinheavychain2

myosinregulatorylightchain2

myosinheavychain7

obscurin
myomesin�1

myosinheavychain15

filamin�C

plectin1 filamin�A

keratin1

keratin2

BLVRB

图 A4蛋白B蛋白相互作用网络4
7$/+1-A4>1('-$)F"1('-$)$)'-1&%'$())-'6(1P

@4讨论

研究认为">FG的靶点在眼眶成纤维细胞中"促
甲状腺激素受体&MNU-,)L 5M)'S*(M)JQN,-',JO-O2OPM,-"

>Zf7'被认为是 -̀(RO5病的主要自身抗原"与正常对
照相比">FG患者眼眶成纤维细胞中 >Zf7'78F的
表达升高

+ $b=, ( 胰岛素样生长因子 / 受体&)J5S*)J *)XO
Q-,WMN T(2M,-/ -O2OPM,-"H̀[D/7'是一种跨膜酪氨酸激
酶受体"可以与 >Zf7形成物理和功能复合物"激活
2F\3<3CF通路和 3H"C通路等下游信号通路"促进
眼眶成纤维细胞的活化

+ /#b//, ( 活化的眼眶成纤维细
胞增生活性增强"可产生炎性介质"分化为脂肪细胞和
肌成纤维细胞"并产生过量的细胞外基质成分 + /"0, (
但目前 >FG的发病机制尚未明确"本研究应用 >\>
蛋白组学方法对 >FG继发限制性斜视患者的眼外肌
和共同性内斜视患者的眼外肌进行测定和分析"筛选
出差异表达蛋白"为深入研究 >FG的发病机制奠定实
验基础(

功能注释分析结果显示"差异表达蛋白主要参与
了应激反应)代谢)细胞信号转导等过程( C&̀ `通路
分析结果显示"差异表达蛋白主要参与了 \F3C信号
通路)[,+G信号通路)2̀\3D3C̀ 信号通路)局部黏附
通路)细胞骨架调控)细胞凋亡等通路( 结合蛋白b蛋
白相互作用分析"发现 >FG潜在的关键蛋白"如
\@fK 和 \@fE)\@c3[)F4>8K 以及 [̀ F和 [̀ e(

肌球蛋白是骨骼肌中分布最丰富的蛋白质"是粗
肌丝的主要成分"在肌肉收缩和代
谢中起重要作用"也是构成细胞骨
架的重要成分( 肌球蛋白是由
/ 对重链和 K 对轻链构成*而后者
则包 括 / 对 基 本 轻 链 和 / 对
\@c3[+ /K, ( 基本轻链的作用主要
是稳定重链结构" 调节性轻链
\@c3[在调节肌球蛋白的活性中
发挥作用"肌球蛋白轻链必须缠绕
在重链上才能保持其天然的活性

构象( 既往研究发现"肌球蛋白重
链多个亚型以及调节轻链的功能

与横纹肌收缩有关
+ /"b/%, ">FG患

者中的 \@fK)\@fE)\@c3[表
达异常可能影响眼外肌纤维的收

缩强度和速度"导致眼外肌功能
异常(

肌动蛋白是细胞骨架的另一

重要组成成分"其结构相对简单"
并与肌球蛋白结合"构成了肌原纤维中的收缩蛋
白

+ /;, ( F4>8K 属于肌动蛋白交联蛋白"位于肌节 B
盘中"充当反平行肌动蛋白丝之间的连接"并通过结合

!#/#/! 中华实验眼科杂志 K#KK 年 // 月第 %# 卷第 // 期!4N)J ?&+P GPNMN(*',*"8,RO'VO-K#KK"9,*1%#"8,1//
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8末端肌动蛋白"加强肌节的稳定性( F4>8在稳定
细胞黏附)调节细胞形状及细胞运动中发挥重要作用(
Z>.=Y 基因突变可导致不同类型先天性肌病的发
生

+ /0, ( 本研究发现在 >FG患者的眼外肌中"F4>8K
水平下调"提示 F4>8K 功能下降"可能破坏眼外肌的
肌节稳定性"导致斜视的发生(

纤维蛋白原是由肝细胞合成并分泌的血浆蛋白凝

血因子"参与机体凝血系统及感染和炎症过程 + /E, ( 甲
状腺疾病和凝血系统关系密切

+ /$, ( 研究提示纤维蛋
白原与促甲状腺激素水平呈负相关"与游离甲状腺素
>" 和 >% 呈正相关 + /=, ( 本研究发现在 >FG患者的眼
外肌组织中 [̀ F和 [̀ e表达上调"可能与患者的甲
状腺素水平有关(

细丝蛋白属于肌动蛋白结合蛋白"是一种重要的
肌动蛋白交联剂

+ K#, ( 细丝蛋白能与肌动蛋白结合"在
调控细胞骨架的机械强度及可塑性方面起到重要作

用( 编码细丝蛋白的 7!=基因突变可引起多个器官
发育异常

+ K/bKK, ( 近年来研究表明"细丝蛋白在细胞与
基质黏附和迁移的过程中起关键作用

+ K/"K", ( 结合本
研究的 C&̀ `通路富集分析"发现细丝蛋白 F和细丝
蛋白 4均参与了局部黏附通路和 \F3C通路( 彭娟
等

+ K%,
检测到 >FG患者眼外肌中黏附分子表达上调"

提示细胞黏附通路在 >FG发病中发挥作用( 结合本
次研究结果"提示细丝蛋白可能通过影响细胞黏附过
程进而参与 >FG的发生与发展(

既往研究证实" >Zf7) H̀[D/7)白细胞介素 0
&)JMO-*OSX)J 0"HcD0'以及 HcD/# 参与 >FG的发病机
制

+ K;bK0, ( 但本研究中">FG组和对照组的眼外肌标本
中未发现上述分子蛋白存在显著性差异( 究其原因"
眼外肌样本中 >Zf7免疫染色阳性细胞和 >Zf7
'78F表达在 >FG疾病早期较高"随着疾病持续时间
的延长而减少*同时与活动性 -̀(RO5眼病患者相比"
非活动性 -̀(RO5眼病患者眼眶脂肪<结缔组织中促炎
细胞因子HcD/")HcD0)HcD$ 和HcD/# 等的'78F表达水
平较低

+ KEbK$, *本研究纳入的均为非活动期 >FG患者"
故 >Zf7)H̀[D/7)HcD0 和 HcD/# 的蛋白表达水平上没
有检测到明显差异(

综上"本研究利用 >\>联合液相色谱串联质谱技
术"对 >FG继发限制性斜视眼外肌和共同性斜视眼外
肌进行测定"筛选出 ;" 个差异表达蛋白"其中上调蛋
白 "% 个"下调蛋白 /= 个*C&̀ `通路富集分析发现差
异蛋白主要参与了局部黏附)紧密连接)细胞骨架调
控)吞噬)凋亡等通路( 未来还需以此次研究结果为基
础"开展蛋白功能和信号转导通路的细胞生物学研究

以进一步阐明 >FG的发病机制"更有助于确定 >FG
治疗的潜在靶点(
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突

作者贡献声明!孟庆娱#参与设计实验)实施研究)采集数据)解释数
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研究)修改文章*赵明威#参与设计实验)指导研究)审阅文章*吴夕#参

与设计实验)实施研究)监督研究进展)审阅并修改文章
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中译版1;=KQR!;S!R视网膜&原书第 C 版'2出版发行

!!英文原著17U(Jn57OM)J(Z)+MN &L)M),J2是誉冠全球的经典视网膜研究专著"自 /=$=

年首版以来"一直被欧洲和美国的眼底病医生誉为眼底病领域的-圣经."至今已 ; 次再

版"目前为第 0 版( 中译版17&>H8F7@F8视网膜&原书第 0 版'2由首都医科大学附

属北京同仁医院眼科周楠博士独立翻译"由北京同仁医院眼科魏文斌教授主审"并有幸

邀请学贯中西的惠延年教授为此译本做序"将于 K#KK 年 0 月 0 日&国际爱眼日'正式出

版发行(

原著17U(Jn57OM)J(Z)+MN &L)M),J2由 FJL-OW31Z2N(2N(M)4131g)*X)J5,J)6(R)L 71

f)JM,J)Z-)J)9(571Z(LL()3OMO-g)OLO'(JJ 等教授联合国际著名眼底病领域的专家倾力

编著"是国际上公认为经典)实用的关于眼底病诊断与治疗的眼科学巨著"由 &*5OR)O-出

版社出版"目前仅第 % 版有中文译版( 本译著为原书第 0 版中译版"周楠博士在翻译过

程中秉承认真)严谨的科学态度"力求在忠于原著的基础上做到信!达!雅(

该书分为上)中)下 " 卷本"共 /;= 篇( 上卷共 % 篇 %/ 章"对视网膜影像及诊断)解剖学及生理学)视网膜损伤机制)遗传学)基

础科学及临床转化进行深入论述*中卷共 ;; 章"详尽阐释视网膜变性和营养不良)视网膜血管病)脉络膜血管<e-S2N 膜病)炎症性

病变<葡萄膜炎及药物相关)光损伤)妊娠相关)视盘发育异常及外伤性视网膜病变的发生机制和诊疗方法*下卷共 0" 章"详细介绍

视网膜脱离巩膜扣带手术和玻璃体切除手术方法和机制以及视网膜)脉络膜和玻璃体肿瘤的诊疗原则和临床实践(

该书全面展示当今眼底病检查)诊断)治疗的最新理念和技术"代表了目前国际眼底病临床诊疗和应用基础进展的前沿研究"

新版原著在既往经典知识的基础上更新了国际上相关的标准诊疗规范"增加了近年来眼科在 G4>F)视网膜干细胞移植)人工视网

膜)人工智能等里程碑式突破性创新的国际前沿科技知识和进展"融入了创新药物的临床试验结果"是眼底病知识体系经典与创新

的融合和发展(

该书是国际经典眼科学译著"由中国科学技术出版社出版"印刷精美"包含大量高清美图"便于广大眼科医师直观地理解深奥

的眼科学知识和手术的精细操作"是眼科研究生)住院医师和视网膜内)外科医生学习眼底病基础知识和最新临床实践的力作(
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