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""%摘要&"目的"利用生物信息学方法寻找地塞米松致开角型青光眼的潜在靶基因*"方法"在 @+H数
据库检索激素类青光眼相关数据集"选取数据集 @B+!''%$)@B+$(%(% 和 @B+!#%!!%"采用 @+H#W分析"对
@B+$(%(% 和 @B+!#%!!% 差异表达数据进行 @B+>分析"并对 $ 个数据集差异表达数据绘制 \:22 图取 $ 个交
集数据集"通过基因本体论'@H( F京都基因与基因组百科全书 'i+@@(对交集基因注释和富集分析并比对
@D+4=POM-/的正常组织"通过 BDWA]@得到对应的蛋白网络"最后将找到的候选基因在 j?B?和 Z>B=>W上查
找转录因子* 将人眼原代小梁细胞分为地塞米松组和对照组"分别用 &** 2,P/FC地塞米松 # ,/和等体积乙
醇溶液培养 ( ;"采用 L:7M:O2 N/PM法检测小梁细胞中 YGiWY! 和 D>@C]蛋白表达*"结果"@B+>分析
@B+$(%(% 和 @B+!#%!!% 数据集差异基因在补体和凝血级联通路富集#$ 个数据集共有的基因有 )J 个"通过
@H分析发现这些基因主要是调控细胞外基质胶原形成"@H分析得分最高)含有胶原的细胞外基质的基因在
@D+4=POM-/找到与成纤维细胞有关* 通过 BDWA]@蛋白互作网络分析关键基因簇发现">?D>#) m̂CJ)
D>@C])Ĉ HG! 间关系密切* j?B?和 Z>B=>W上查找到 YGiWY!)]AG!) [̂@+) 和 D>@C]的转录因子 B=!*
地塞米松组 YGiWY! 和 D>@C]蛋白相对表达量分别为 !e$#w*e!% 和 *e%%w*e*J"明显高于对照组的
!e**w*e** 和 *e#*w*e!*"差异均有统计学意义'@d̀ $e'!)#e)J"均Of*e*&(*"结论"生物信息法分析表明地
塞米松作用于小梁细胞后转录因子 B=! 是开角型青光眼发生的靶基因"主要参与小梁细胞向肌成纤维细胞
转化过程调节*"

%关键词&"地塞米松# 开角型青光眼# 小梁网# 差异表达基因# 肌成纤维细胞# 生物信息学# 体外
实验
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-2-/80:M1:;.TT:O:2M.-//8:4QO:77:; 3:2:7N8@+H#W6@:2:B:M+2O.<1,:2M>2-/87.7'@B+>( V-7Q:OTPO,:; P2 M1:
;.TT:O:2M.-//8:4QO:77:; 3:2:7N:MV::2 @B+$(%(% -2; @B+!#%!!%6A2M:O7:<M.P2 PTM1:M1O::;-M-7:M7V:O:;.7Q/-8:; N8
\:22 ;.-3O-,6D1:-22PM-M.P2 -2; :2O.<1,:2M-2-/87.7PTM1:.2M:O7:<M.P2 3:2:7V:O:Q:OTPO,:; M1OP931 @:2:
H2MP/P38'@H( Fi8PMP+2<8</PQ:;.-PT@:2:7-2; @:2P,:7'i+@@( -2-/87.7-2; M1:2 V:O:<P,Q-O:; V.M1 2PO,-/
M.779:.2 @D+4=POM-/;-M-N-7:6D1:<POO:7QP2;.23QOPM:.2 .2M:O-<M.P2 2:MVPOX V-7PNM-.2:; N8BDWA]@6[.2-//8"M1:
<-2;.;-M:3:2:7V:O:7:-O<1:; TPOM1:.OMO-27<O.QM.P2 T-<MPO7.2 j?B?-2; Z>B=>W6=O.,-O819,-2 MO-N:<9/-O<://7
V:O:;.U.;:; .2MP;:4-,:M1-7P2:3OP9Q -2; <P2MOP/3OP9Q"MO:-M:; V.M1 # ,/&** 2,P/FC;:4-,:M1-7P2:-2; M1:7-,:
-,P92MPT:M1-2P/"O:7Q:<M.U:/86D1::4QO:77.P2 PTYGiWY! -2; D>@C].2 MO-N:<9/-O<://7V-7;:M:<M:; N8L:7M:O2
N/PM6" P$.12&." G.TT:O:2M.-/3:2:7N:MV::2 @B+$(%(% -2; @B+!#%!!% ;-M-7:M7:2O.<1:; .2 <P,Q/:,:2M-2;
<P-39/-M.P2 <-7<-;:N8@B+>6D1:O:V:O:)J .2M:O7:<M.233:2:7PTM1:M1O::;-M-7:M76D1:7:3:2:7,-.2/8O:39/-M:; M1:
TPO,-M.P2 PT:4MO-<://9/-O,-MO.4N8@H-2-/87.76D1:3:2:V.M1 M1:1.31:7M:2O.<1,:2M7<PO:-2; <P//-3:2K<P2M-.2.23
:4MO-<://9/-O,-MO.4V-7TP92; MPN:-77P<.-M:; V.M1 T.NOPN/-7M7.2 @D+4=POM-/;-M-N-7:6>?D>#" m̂CJ"D>@C]"-2;
Ĉ HG! V:O:</P7:/8O:/-M:; .2 BDWA]@QOPM:.2KQOPM:.2 .2M:O-<M.P2 2:MVPOX6DO-27<O.QM.P2 T-<MPOB=! .2 j?B?-2;
Z>B=>W-<<PO;.23MPO:/-M:; 3:2:7"YGiWY!"]AG!" [̂@+) -2; D>@C]6D1:O:/-M.U::4QO:77.P2 /:U:/7PTYGiWY!
-2; D>@C]QOPM:.27V:O:!e$#w*e!% -2; *e%%w*e*J .2 ;:4-,:M1-7P2:3OP9Q"O:7Q:<M.U:/8"V1.<1 V:O:7.32.T.<-2M/8
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:(*'21.-(*."Y.P.2TPO,-M.<7-2-/87.771PV:; M1-MMO-27<O.QM.P2 T-<MPOB=! ,-8Q/-8-OP/:.2 19,-2 MO-N:<9/-O
,:71VPOX <://7MP,8PT.NOPN/-7M7MO-27.M.P2 -TM:O;:4-,:M1-7P2:MO:-M,:2M6

!=$6 4(%+."< G:4-,:M1-7P2:# @/-9<P,-" PQ:2K-23/:# DO-N:<9/-O,:71VPOX# G.TT:O:2M.-//8 :4QO:77:;
3:2:7# 8̂PT.NOPN/-7M# Y.P.2TPO,-M.<7# $̂ M'@D,:4Q:O.,:2M
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""青光眼是一种因视神经损伤导致视力丧失的疾
病"其发病涉及到多基因和环境因素"其中病理性高眼
压是其主要危险因素* 临床上"多种系统性疾病和眼
科疾病常用糖皮质激素类药物进行治疗"其长期使用
可能会引起眼压升高"若不及时治疗会导致青光眼"甚
至致盲* 糖皮质激素进入靶组织后须与其受体
'3/9<P<POM.<P.; O:<:QMPO-/Q1-"@W'(结合"受体通过改
变构象并移位到细胞核中发挥作用* @W'与糖皮质
激素配体结合诱导或抑制靶基因的转录可占人基因组

的 !*_g#*_+ !, * 有研究发现"地塞米松使细胞外基
质中相关的降解酶减少"导致基质堆积在小梁网"同时
使小梁网骨架交联成肌动蛋白交联网络

+ # (̀, "这些变
化引起房水流出受阻"最后导致眼压升高* 随着生物
基因组测序工程技术的快速发展"许多生物学实验数
据不断积累"互联网上公布了不同类型的分子生物学
数据库"如核酸数据库)基因表达数据库)蛋白组学数
据库)代谢组学数据库等"并提供相关的数据查询和数
据处理服务* 以计算机为工具查找相关数据库"对生
物信息进行储存)检索和分析是生物信息学的重要应
用领域* 目前常用的生物信息学研究主要包括差异表
达基因' ;.TT:O:2M.-//8:4QO:77:; 3:2:"G+@()基因本体
论'@:2:H2MP/P38"@H(功能富集分析)京都基因与基
因组 百 科 全 书 ' i8PMP+2<8</PQ:;.-PT@:2:7-2;
@:2P,:7"i+@@(通路富集分析和加权基因共表达网
络分析* 近年来研究者通过测序发现了激素类青光眼
与正常人的差异表达基因及信号通路的变化"但是生
物信息学工具分析的数据与实际并非完全相符"需要
更多的实验验证结果* 本研究拟借助 @+H数据库寻
找地塞米松致开角型青光眼的潜在靶基因并用体外实

验加以验证"为激素性青光眼的精准治疗提供依据*

><材料与方法

>6>"材料
>6>6>"细胞来源"人眼原代小梁细胞'美国 B<.:2<://
公司(*
>6>6?"主要试剂及仪器"Ĝ +̂ 低糖培养基)胎牛血
清 ' T:M-/NPU.2: 7:O9," [YB () DO.0P/) /.QPT:<M-,.2:
W]>.̂>o)G>=A'#!%&B$&('美国 A2U.MOP3:2 公司(#地

塞米松'美国 B.3,-公司(#Y?>蛋白浓度检测试剂盒
'美 国 @C=YAH 公 司 (# 兔 抗 人 YGiWY! 抗 体
'-N(&!%)( '美国 >N<-,公司(#鼠抗人 D>@C]抗体
'7<K&$J$#('美国 B-2M-@O90公司(#兔抗人 Ĉ HG! 抗
体' !&!!(K!K>=( '美国 =OPM:.2M:<1 公司 (# 兔抗人
(K-<M.2 抗体'%J(*()兔抗人 @>=Gc抗体'&!(%B()山
羊抗兔二抗' (*(%B()马抗鼠二抗 ' (*('B( '美国 ?BD
公司(#+?C化学发光液'美国 :̂O<X .̂//.QPO:公司(*
超高灵敏度化学发光成像系统'?1:,GP<DP9<1( '美
国 YAHKW>G公司(*
>6?"方法
>6?6>"不同生物信息学方法对地塞米松处理眼小梁
细胞生物学功能的评估

>6?6>6>"通过 @+H数据库检索激素类青光眼相关数
据集"以 -G:4-,:M1-7P2:>]GHQ:2K-23/:3/-9<P,-.
作为关键词在 @+H' 1MMQ$FFVVV62<N.62/,62.163PUF
3:P( + ),

数 据 库 上 搜 索 相 关 数 据 集" 最 后 选 定
@B+!''%$)@B+$(%(% 和 @B+!#%!!%* 其中 @B+!''%$
基于 @=C'%)* 平台"使用 >3./:2MK*!%)&* L1P/:c9,-2
@:2P,: .̂<OP-OO-8%4%%i@%!!#[芯片"包含 D̂ )' 和
D̂ J$ 各 $ 组配对样本#@B+$(%(% 基于 @=C&(* 平台"
利用 +c@Kj!$$ r =/97r # , >TT8,:MO.4c9,-2 @:2P,:
j!$$ =/97#e* >OO-8芯片分析"包含 & 组配对样本#
@B+!#%!!% 基于 @=C'#%% 平台"利用+c9@:2:K!r*K7M,
>TT8,:MO.4c9,-2 @:2:!e* BD>OO-8芯片分析获得"包
含 J 组配对样本*
>6?6>6? " @+H#W法分析小梁细胞差异基因 "
@B+$(%(%)@B+!#%!!% 和 @B+!''%$ 数据经过 @+H#W
得到相应的差异基 因" 采 用 @检 验 和 Y:2I.,-2.K
cP<1N:O3方法计算校正后 O值* 选择有意义的差异
基因标准为 CP3# 倍数变化'TP/; <1-23:"[?(绝对值a!
且 O6-;I97Mf*e*&* 从中选择最有意义的基因"通过 W

软件以 CP3#[?为横坐标) C̀P3!*'OU-/9:(为纵坐标
绘制 @B+$(%(% 和 @B+!#%!!% 数据集差异基因的火山
图* 采用 G>\AG' 1MMQ$FF;-U.;62<.T<OT63PU( + J,

找出数

据集之间的交集基因*
>6?6>6@"@B+>'@:2:B:M+2O.<1,:2M>2-/87.7(软件
对数据集 @B+$(%(% 和 @B+!#%!!% 进行富集分析"用
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! 个预先定义的基因集中的基因来评估在以表型相关
度排序的基因表中的分布趋势"从而判断其对表型的
贡 献* 数 据 集 选 取 B̂.3GY 数 据 库 中

<#e<QeU(e#e78,NP/7e3,M基因集合分析* m轴代表 !
个基因集"o轴为每个基因集中核心分子对应的 /P3[?
分布情况#每个基因集对应 ! 个山峰"山峰的形状代表
该基因集中核心分子的 CP3[?分布情况"其中峰高对
应的位置代表大部分分子的 /P3[?集中在这个位置#
图中每个峰下面还有 ! 根小的竖线代表该组的核心分
子"线越集中的位置说明该组数据在这个区间越集中"
对应的是山峰的峰值#如果对应的基因集 ]+B 为负
值"则一般该基因集的峰会在 * 的左侧#如果对应的基
因集归一化富集分数 ' 2PO,-/.0:; :2O.<1,:2M7<PO:"
]+B(为正"则一般该基因集的峰会在 * 的右侧* 一般
认为满足错误发现率'T-/7:;.7<PU:O8O-M:"[GW(f*e#&
且 Oe-;I97Mf*e*& 即为显著富集 + !*, *
>6?6>6A"@D+4=POM-/数据库查询正常人成纤维细胞
中差异基因表达量"将 @H分析得分最高组的相关基
因群导入@D+4=POM-/数据库'1MMQ7$FFVVV63M:4QPOM-/6
PO3F(中"寻找基因群在人成纤维细胞的表达量每百万
条 O:-;7的转录本'MO-27<O.QM7Q:O,.//.P2"D=̂ ( + !!, *
>6?6>6G"线上 BDWA]@网站寻找差异基因蛋白互作
网络"采用 BDWA]@' 1MMQ7$FF7MO.23K;NePO3F( + !#,

分析

@B+!''%$)@B+$(%(% 和 @B+!#%!!% 差异基因的交集
对应 G+@的蛋白间网络分析* 蛋白分子间物理和功
能联系通过智能计算预测)高通量实验)共表达网络等
得出* 设置蛋白间 .2M:O-<M.P2 7<PO:a*e% 阈值并绘制
相应的网络图* 采用 ?8MP7<-Q:U$e'e' 软件可视化并
构建蛋白间互作网络

+ !$, "相互连接最多的节点称为关
键节点'19N 2P;:7( + !%, *
>6?6>6H"线上 Z>B=>W和 j?Bj数据库寻找相关转
录因子"将上述生信工具找到的差异基因输入 j?B?
'3:2P,:K-7.-69<796:;9F.2;:461M,/( + !&,

寻找相关启动

子序列"并与 Z>B=>W' 1MMQ7$FFI-7Q-O63:2:O:362:M( + !',

连接寻找转录因子和结合位点信息*
>6?6?"实验观察地塞米松对培养小梁细胞的影响
>6?6?6>"细胞培养及分组"第 #g' 代原代细胞复苏
后培养在含体积分数 !*_ [YB 的 Ĝ +̂ 低糖培养基

中"置于 $( y)体积分数为 &_ ?H# 培养箱中培养*
待细胞生长融合达 J*_时进行传代培养"取处于对数
期的细胞加入 &** 2,P/FC地塞米松 # ,/培养 ( ;"设
为地塞米松组* 对照组加入等体积乙醇溶液培养 ( ;*
实验重复 $ 次*
>6?6?6?"L:7M:O2 N/PM法检测小梁细胞中 YGiWY! 和

D>@C]蛋白表达"采用蛋白裂解液提取细胞总蛋白"
采用 Y?>蛋白浓度检测试剂盒测定蛋白浓度* 取等
量蛋白样品上样进行聚丙烯酰胺凝胶电泳"将分离蛋
白转膜至 =\G[膜* 将膜放在快速 YB>封闭液中封
闭 !* ,.2"分别加入一抗 YGiWY! ' ! l)**()D>@C]
'! l&** () Ĉ HG! ' ! l! *** () (K-<M.2 ' ! l# *** ()
@>=Gc'! l# ***("% y孵育过夜* DYBD洗膜后"加
入相应二抗 ' ! l# ***("室温下孵育 ! 1#加入超敏
+?C化学发光液显色"采用凝胶成像系统采集图像"采
用 A,-3:Z软件分析条带灰度值"以 (K-<M.2 和 @>=Gc
为内参"计算各组细胞中目的蛋白相对表达量*
>6@"统计学方法

采用 B=BB #*e* 和 @O-Q1Q-; =O.7,( 软件进行统
计分析及作图* 计量资料数据经 B1-Q.OPKL./X 检验证
实呈正态分布"以 8wH表示#对照组和地塞米松组中
YGiWY! 和 D>@C]蛋白相对表达量比较采用独立样
本 @检验* Of*e*& 为差异有统计学意义*

?<结果

?6>"数据集信息处理和差异基因筛选
@+H#W分析发现"@B+$(%(% 有 !& 个有意义的差

异基因"其中上调 !# 个"下调 $ 个#@B+!#%!!# 有 !$ 个
有意义的差异基因"其中上调 ) 个"下调 & 个'图 !(*
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图 ><眼小梁细胞 ;D!@QAQA 和 ;D!>?A>>A 差异表达基因火山图"
蓝色代表表达下调基因"红色代表表达上调基因">$@B+$(%(%"Y$
@B+!#%!!%"[?$倍数变化
O-51%$><K(2',*( #2(&(/+-//$%$*&-,226 $"#%$..$+5$*$.-*01),*
&%,3$'12,%)$.04(%S-*;D!@QAQA ,*+;D!>?A>>A +,&,.$&."Y/9:
7QPM7O:QO:7:2M:; M1:;PV2KO:39/-M:; 3:2:7-2; O:; 7QPM7O:QO:7:2M:; M1:
9QKO:39/-M:; 3:2:7">$@B+$(%(%"Y$@B+!#%!!%"[?$TP/; <1-23:

?6?"@B+>软件对数据集 @B+$(%(% 和 @B+!#%!!% 的
富集分析

经过软件分析"@B+$(%(% 和 @B+!#%!!% 基因集
中满足 [GWf*e#& 且 Oe-;I97Mf*e*& 的数据集分别有
#&* 个和 (! 个"其中 @B+$(%(% 排名前 !* 且与激素类
青光眼有关的数据集有 ( 个"分别为花生四烯酸代谢
相关通路)细胞黏附分子相关通路)趋化因子信号相关

）J#!）中华实验眼科杂志 #*#$ 年 # 月第 %! 卷第 # 期"?1.2 Z+4Q HQ1M1-/,P/"[:NO9-O8#*#$"\P/6%!"]P6#
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BA
图 ?<;D!9软件对数据集 ;D!@QAQA 和 ;D!>?A>>A 富集分析比较"列出前 !* 个差异
基因富集且与激素类青光眼有关的通路

O-51%$? < 9*,26.-.(/;D!9 %$.12&(/;D!@QAQA ,*+;D!>?A>>A +,&,.$&." DPQ !*
Q-M1V-87O:/-M:; MP;:4-,:M1-7P2:K3/-9<P,-V:O:;.7Q/-8:;

BA
图 @<;D!>HHA@);D!@QAQA 和 ;D!>?A>>A 数据集交集的韦恩图与数据集交集差异基因
的 ;J富集分析">$$ 个数据集差异显著 G+@的基因数韦恩图"紫色代表 @B+!#%!!%#
粉色代表 @B+!''%$#绿色代表 @B+$(%($%"Y$@H分析交集基因的功能组构成
O-51%$@ < K$** +-,5%,) ,*+ ;J $*%-'0)$*&,*,26.-.(/-*&$%.$'&-(*,25$*$.(/
;D!>HHA@";D!@QAQA ,*+;D!>?A>>A +,&,.$&.">$\:22 ;.-3O-,"=9OQ/:TPO@B+!#%!!%"
Q.2X TPO@B+!''%$"3O::2 TPO@B+!#%!!%"Y$@HT92<M.P2-/-2-/87.7PT.2M:O7:<M.P2-/3:2:7
"

通路)补体和凝血级联通路)细胞因子和其受体连接通
路)细胞外基质受体连接通路和黏着斑相关信号通路#其
中"@B+$(%(% 排名前 !* 且与激素类青光眼有关的数据
集有 % 个"分别为补体和凝血级联通路)细胞外基质受
体连接通路)黏着斑相关信号通路和溶解酶相关信号通
路* 可以看出补体和凝血级联通路)细胞外基质受体连
接通路和黏着斑相关信号通路为共同信号通路'图 #(*
?6@"数据集间差异表达基因及其功能通路

根据样品信息和数据矩阵信息"用韦恩图得到
@B+$(%(%)@B+!#%!!% 和 @B+!''%$ 交集差异基因有
)J 个#在 G>\AG网站的功能分析 @H发现这 )J 个基
因主要参与细胞外结构和基质的形成过程'图 $(* 经
i+@@分析发现有 $ 条信号通路与目标基因有关"分
别是酪氨酸代谢)细胞色素 =%&* 药物代谢和脂肪酸
生物合成途径* 将 @H分析得分最高)含有胶原的细
胞外基质的基因在 @D+4=POM-/数据库里寻找发现其
主要表达在成纤维细胞中'表 !(*

表 ><;D!>?A>>A);D!@QAQA 和 ;D!>HHA@ 数据集差异
基因的 ;J富集分析含胶原的细胞外基质
相关基因在正常成纤维细胞中的表达量

F,32$><P$2,&-7$$"#%$..-(*(/'(22,5$*M'(*&,-*-*5 $"&%,'$2212,%
),&%-"M,..('-,&$+5$*$.-**(%),2/-3%(32,.&.(/;D!>HHA@"

;D!@QAQA ,*+;D!>?A>>A +,&,.$&.36 ;J$*%-'0)$*&,*,26.-.

基因 D=̂

+UQÔ\W4 #e'#

JF3?W1 #e%%

/4'2/( !%#e'*

=/7U? !'!e&*

\̂R* $#'e!*

F=R !e!)

+3Ô #e*)

JF3*5W* *eJ%

7R/*6 #$e)#

OQ75 *e)$

"注$@H$基因本体论#D=̂ $每百万条 O:-;7的转录本
"]PM:$@H$@:2:H2MP/P38#D=̂ $MO-27<O.QM7Q:O,.//.P2

?6A"差异基因中的核心基因及其功能
通路

为了从交集差异基因中筛选核心

基因")J 个基因经 BDWA]@网站上进一
步分析"包含 )( 个节点和 &* 条关系线"
平均聚类系数为 *e#)* 其中与肌肉收
缩相关的核心基因有 3=FR*)WJ2W1)
=-3a#与肌动蛋白结合相关的核心基因
有 3=FR*)2W73\#与细胞溶质相关的
核心基因有 3=FR*)WJ2W1)=-3a#与血
管平 滑 肌 收 缩 相 关 的 核 心 基 因 有

WJ2W1)=-3a'表 #"图 %(*
?6G " 与 YGiWY!) ]AG!) [̂@+) 和
D>@C]相关的转录因子

在 j?B?上找到基因的启动序列"
结 合 Z>B=>W 找 到 YGiWY!) ]AG!)
[̂@+) 和 D>@C]的共同转录因子为

B=! 以及预测结合序列'表 $(*
?6H"各组小梁细胞中 YGiWY!)D>@C]
和 Ĉ HG! 蛋白表达量比较

L:7M:O2 N/PM分析显示"地塞米松组
YGiWY! 和 D>@C]蛋白条带较对照组
明显增强* 地塞米松组 YGiWY! 和
D>@C]蛋白相对表达量为 !e$#w*e!%
和 *e%% w*e*J"高于对照组的 !e** w
*e**和 *e#*w*e!*"差异均有统计学意

!*$!! 中华实验眼科杂志 #*#$ 年 # 月第 %! 卷第 # 期"?1.2 Z+4Q HQ1M1-/,P/"[:NO9-O8#*#$"\P/6%!"]P6#
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表 ?<DFP眼R;分析得到的关键基因
F,32$?<DFP眼R; ,*,26.-.(/S$6 5$*$.,)(*5 ;D!>HHA@";D!@QAQA ,*+;D!>?A>>A +,&,.$&.

分类 功能 数目 O值 [GW 核心基因

@HD+Ŵ rY=rGAW+?D 肌肉收缩 $ *e*** !# *e*)' J)* J#J 3=FR*)WJ2W1)=-3a
@HD+Ŵ r [̂rGAW+?D 肌动蛋白结合 # *e*%) &J) $%( #$e)(* (*# &# 3=FR*)2W73\
@HD+Ŵ r??rGAW+?D 细胞溶质 $ *e*)( #!# '$' %)eJ'% !&$ %% 3=FR*)WJ2W1)=-3a
i+@@r=>DcL>m 血管平滑肌收缩 # *e*!( **) #)' )e%'$ JJ$ J&# WJ2W1)=-3a

"注$[GW$错误发现率
"]PM:$[GW$T-/7:;.7<PU:O8O-M:

表 @<#$%&#')()$')*+,-. 和 /0,1(基因相关的转录因子 D8> 及相关结合位点信息
F,32$@<F%,*.'%-#&-(*/,'&(%D8> ,*+3-*+-*5 .-&$.-*#$%&#'"()$'"*+,-. ,*+/0,1(

基因 矩阵 AG 名称 得分 相对得分 序列 AG 首端 末端 链 预测序列

]RAQ]* >̂**(Je! >̂**(Je!eB=! )e#( *e)( c3$)rO:T@:2:r]̂ r***(!* ()$ (J# E M333<-33-M
\̂R* >̂**(Je! >̂**(Je!eB=! )e)J *e)J c3$)rO:T@:2:r]̂ r**#&*) #*$ #!# E 33333-M33M
=/7U? >̂**(Je! >̂**(Je!eB=! )e() *e)J c3$)rO:T@:2:r]̂ r**!$!*$!J !*J !!) r MM33<M333M
2W73\ >̂**(Je! >̂**(Je!eB=! Je(% *eJ$ c3$)rO:T@:2:r]̂ r**$!)' #!( ##' r 3333<M333-
"

义'@d̀ $e'!)#e)J"均 Of*e*&(* 地塞米松组和对照
组 Ĉ HG! 蛋白相对表达量分别为 *e&'w*e*# 和 *e%Jw
*e*("差异无统计学意义'@d̀ !e(!"Oa*e*&('图 &"'(*

BA
图 A<DFP眼R;分析差异表达的蛋白互作关系网络及 013基因">$
蛋白互作关系网络"Y$19N 基因
O-51%$A < DFP眼R; #%(&$-*M#%(&$-*-*&$%,'&-(**$&4(%S,*+013
5$*$.">$=OPM:.2KQOPM:.2 .2M:O-<M.P2 2:MVPOX"Y$c9N 3:2:7
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图 G<地塞米松处理小梁细胞对 组L=P组> 蛋白表达影响<>$对照
组和地塞米松组 YGiWY! 蛋白表达电泳图"Y$对照组和地塞米松

组 YGiWY! 蛋白相对表达量比较"与对照组比较"-Of*e*&'独立样
本 @检验"$d$("@>=Gc$甘油醛K$K磷酸脱氢酶
O-51%$G<P$2,&-7$$"#%$..-(*(/组L=P组> #%(&$-*3$&4$$*'(*&%(2
,*++$",)$&0,.(*$5%(1#.<>$YGiWY! QOPM:.2 :4QO:77.P2 N-2;7PT
M1:MVP3OP9Q7"Y$?P,Q-O.7P2 PTM1:O:/-M.U::4QO:77.P2 /:U:/7PTYGiWY!

QOPM:.2"?P,Q-O:; V.M1 <P2MOP/3OP9Q"-Of*e*& 'A2;:Q:2;:2M7-,Q/:7@
M:7M"$d$("@>=Gc$3/8<:O-/;:18;:K$KQ1P7Q1-M:;:18;OP3:2-7:
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图 H<地塞米松处理小梁细胞对EUJL> 和F9;ER蛋白表达影响<
>$对照组和地塞米松组 Ĉ HG! 和 D>@C]蛋白表达电泳图"Y$对
照组和地塞米松组 D>@C]蛋白相对表达量比较"与对照组比
较"-Of*e*&'独立样本 @检验"$d$("(K-<M.2$(K肌动蛋白
O-51%$H < P$2,&-7$$"#%$..-(* (/EUJL> ,*+ F9;ER #%(&$-*
3$&4$$*'(*&%(2,*++$",)$&0,.(*$5%(1#.">$Ĉ HG! -2; D>@C]
QOPM:.2 :4QO:77.P2 N-2;7PTM1:MVP3OP9Q7"Y$?P,Q-O.7P2 PTM1:O:/-M.U:
:4QO:77.P2 /:U:/7PTD>@C] QOPM:.2 " ?P,Q-O:; V.M1 <P2MOP/3OP9Q"
-Of*e*& 'A2;:Q:2;:2M7-,Q/:7@M:7M"$d$(

@<讨论

由于糖皮质激素在临床治疗中不可或缺"其产生

的不良反应日益引起许多研究者的关注"其中研究较
多的是地塞米松对眼房水流出通道的影响* 本研究选
取的 @B+$(%(% 来自平均年龄 '& 岁老年人群"而
@B+!#%!!% 是来自平均年龄为 #& 岁青年人"但 @B+>

结果显示 # 个组的基因富集变化有相似结果* 本研究
选择富集分析中排名靠前的补体和凝血级联通路的

YGiWY! 蛋白表达进行分析"结果显示地塞米松会引
起其表达增加* YGiWY! 属于激肽激酶 激̀肽系统的

组成部分"激肽是小分子多肽"当机体受到损伤时激肽
能作为炎症和疼痛的调节分子* 缓激肽 ' NO-;8X.2.2"
Yi() /87KYi) ;:7>O3JKYi 和 /87K;:7>O3JKYi 通 过

YGiWY! 和 YGiWY# # 个不同的受体发挥作用* /87K

组!$!组中华实验眼科杂志 #*#$ 年 # 月第 %! 卷第 # 期"?1.2 Z+4Q HQ1M1-/,P/"[:NO9-O8#*#$"\P/6%!"]P6#
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Yi);:7>O3JKYi多肽能激活 YGiWY!"而 Yi)/87KYi
则激活 YGiWY#* YGiWY! 和 YGiWY# 均属于 @蛋
白偶联受体超家族的 ( 个跨膜结构域"具有 ( 个跨膜
结构)! 个胞外氨基末端和 ! 个胞质羧基末端的共同
结构

+ !(, * YGiWY# 分布广泛并调节大部分缓激肽的
生物活动"然而 YGiWY! 在脑和脊髓正常的生理状态
很难被检测到"在炎症或组织损伤时显著上调 + !), * 目
前暂未见 YGiWY! 在眼小梁细胞中检出的报道"本研
究结果显示地塞米松处理后该蛋白表达上调"可以监
测其炎症反应活动的程度*

本 研 究 中 联 合 $ 个 数 据 集 @B+$(%(%)
@B+!#%!!% 和 @B+!''%$ 的差异基因的交集分析"在
BDWA]@蛋白互作分析中发现 # 个与骨架变化相关
新的基因"即 2W73\和 3F=R** C:923等 + !J,

研究显

示"在地塞米松作用小梁细胞后经芯片测序检测出
的 D>@C]比正常对照组显著升高* D>@C]属于钙
蛋白家族"编码一种对形状变化敏感的激动蛋白结
合蛋白"但其具体作用仍需进一步研究* C:.P,P;.2 !
' Ĉ HG!(是一种控制血管或内脏平滑肌收缩的蛋
白"主要在甲状腺中高表达"同时也存在于眼部肌
肉)骨骼肌和卵巢等组织中"主要在 @O-U:7甲状腺疾
病和甲状腺相关眼部疾病中有报道

+ #*, "目前尚未见
该基因参与青光眼发病的报道* 本研究结果显示"
经过地塞米松处理体外小梁细胞"D>@C]蛋白相对
表达量较对照组增加"但 CĤ G! 蛋白未见显著增
加* 从 BDWA]@蛋白互作图可以看出"D>@C]与
>?D># 相关"提示 D>@C]参与小梁细胞在地塞米松
作用下细胞骨架的变化*

@H富集分析部分主要集中在含有胶原的细胞外
基质"过多的胶原堆积在小梁网会阻塞房水的流出"最
终导致眼压升高

+ #!, * 本研究把 @H富集分析得分最
高的相关基因在 @D+4=POM-/数据库中比对正常成纤
维细胞表达"发现在成纤维细胞中也有这几个基因的
表达* 地塞米松处理的小梁细胞转化生长因子 (产
生增加"该细胞因子会促使小梁细胞转化为肌成纤维
细胞

+ ##, "而后者在胶原产生上起到关键作用* 正常情
况下"在组织受伤时肌成纤维细胞能一定程度修复缺
失或损害细胞外基质"促进胶原的产生)分泌及收缩"
进而产生瘢痕"如果失调会发生纤维化的可能* 此结
果提示地塞米松处理后可能存在小梁细胞的间充质转

化过程*
本研究尝试寻找相关的转录因子"发现 ]RAQ]*)

\̂R*)=/7U? 和 2W73\这 % 个基因与 B=! 有关* +O*
基因编码的蛋白是含有锌指结构的转录因子"参与细

胞分化)转化)生长和凋亡"免疫反应"对 G]>损伤的
反应和染色质重塑

+ #$, * >?D># 是肌成纤维细胞的标
志物"\.,:2M.2 是肌成纤维细胞转化的中间产物"本研
究发现 B=! 同时也是这两者的转录因子* 虽然 B=!
在啮齿类动物和人类胚胎的发育上起到关键作用"在
正常组织中一般随年龄增长下调"但在某些疾病"特别
是肿瘤中发现 B=! 升高 + #%, * 研究发现在无胸腺的小
鼠中下调 B=! 能降低纤维肉瘤转变为纤维瘤的风
险

+ #&, "另外" Z.2 等 + #',
发现 B=! 介导的微小 W]>

',.<OPW]>",.W(K%#J& 可靶向肿瘤抑制因子 Q'$-
,W]>的 $R非翻译区"抑制 Q'$-翻译"进而促进正常
尿道上皮细胞往上皮肿瘤发展#致癌基因 AQW+ 诱导
?̂[!*-乳腺细胞的间充质转化是通过 B=! 介导对

,.WK#** 家族的抑制作用 + #(, ",.WK#** 家族具有抑制
iO-7体外细胞转化和体内肿瘤形成的作用#在对叶酸
抑制药物培美曲塞耐药的非小细胞肺癌 >%** 细胞的
研究中发现"Ŷ A! 和 B=! 表达量较 >&%J 细胞上调"
同时 ,.WK!%&K&Q 下调"而 B=! 能促进间充质转化的发
生

+ #), * 鉴于 B=! 在上述研究中具有间充质转化功能"
提示 B=! 可能参与了地塞米松处理后小梁细胞转化
为肌成纤维细胞的过程*

综上所述"本研究通过一系列的生信工具找到地
塞米松作用于小梁细胞后发生的变化"选取之前文献
未报道的结果综合分析并关联其上游新靶点"为地塞
米松导致的激素性青光眼的治疗提供了新的思路* 然
而生信分析的结果只是预测手段"仍需要更多实验验
证该靶点的正确性*
利益冲突"所有作者均声明不存在利益冲突
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