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关注和了解人泪液蛋白质组学的研究

及其临床意义

!"#$ %&'(刘丹宁

(("摘要#(泪液是眼表的一种成分复杂的体液$可能含有数千种蛋白质及其他分子$研究已证实这些成分

的改变在眼病的发生和发展中具有重要作用% 泪液标本相对容易获取$可用于眼表疾病及其他眼科疾病或系

统性疾病的研究$也可用于生物标志物的鉴定$因此是临床诊疗和新药研发的重要依据% 跟踪和了解泪液蛋

白质组学的研究技术和泪液蛋白质组学的研究进展有助于相关研究的深入开展$眼科医师应密切关注眼表

疾病泪液蛋白质组分的变化及其临床意义$关注泪液蛋白质组学未来的发展方向$以指导相关眼病的诊疗和

研究%
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((泪液是眼球表面具有流动性的液体$在眼表形成
泪膜$与角膜上皮(结膜上皮共同构成眼表结构% 泪液
中富含多种蛋白质成分$近年来关于泪液蛋白质组学
的研究逐渐深入$在眼表疾病的诊断(治疗等方面具有
重要的临床意义% 因此$眼科医师应该充分了解泪液
中蛋白质成分变化与眼表疾病的关系$掌握泪液中蛋
白质检测的具体方法和临床意义%
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85泪膜的产生(组成和基本功能

泪液通过瞬目均匀覆盖在结膜上皮(角膜上皮表
面$形成 J [GH !2厚的泪膜$是维持眼表上皮正常结
构及功能的基础% 泪膜润滑眼球表面并保证光线投射
到视网膜$泪膜的流动性及泪液蛋白的抑菌作用可避
免眼表微生物的滋生$泪膜的脂质层则减少泪液的蒸
发$稳定并保持泪膜的弧度% 泪液中含丰富的营养成
分$为角膜组织提供营养 +G, % 在正常情况下$泪液含
量为 O [GH !.$分泌率为 G\M !.)2'8$更新率为 GK])2'8$
正常流泪及反射性流泪的泪液 )源于角膜神经受刺
激*由主泪腺分泌$而基础泪液则主要由副泪腺分泌%
泪液总量虽少$但却含有丰富的蛋白质(多肽(电解质(
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脂质及小分子代谢物$这些成分主要来源于主泪腺(副
泪腺(眼表上皮细胞(杯状细胞(睑板腺及血液中的渗
出液等% 泪膜从外向内由脂质层(水样层和黏蛋白层
构成$表面的脂质层主要由睑板腺分泌$最近研究发现
脂质层可进一步分为外层非极性脂质层及含有嵌入蛋

白的内层极性脂质层
+M, % 泪液表面的脂质层能够阻

止水样层泪液蒸发过快$保证泪膜的稳定$同时也是防
止微生物滋生的屏障&泪液中间的水样层主要由主泪
腺及副泪腺分泌$含有丰富的钠(钾(钙(镁(氯(磷(碳
酸氢盐等电解质以及酶(生长因子(细胞因子等蛋
白)多肽和氨基酸(尿素(乳酸盐等小分子代谢物&而泪
液内层的黏蛋白层紧贴眼表细胞$主要由眼表上皮细
胞和结膜杯状细胞分泌$泪腺也分泌少量黏蛋白成分%
黏蛋白是带有 F链碳水化合物及 G 个蛋白核心构成
的大分子糖蛋白%

95泪液蛋白质组学的最新进展

9:85泪液蛋白质组学分析技术
9:8:85泪液的采集与保存5泪液的采集是进行蛋白
质组学分析的前提$采集到的泪液的质或量直接影响
着泪液蛋白质的分析结果% 目前常用的 M 种泪液采集
方法 是 ;1"',2&,试 纸 法 及 玻 璃 毛 细 管 负 吸 法%
;1"',2&,法是在非表面麻醉下将试纸置于结膜囊内
O 2'8$观察试纸被泪液浸湿的长度$是临床检测基础
泪液分泌量的标准方法$这种方法所采集的泪液可作
为泪液蛋白质组学研究的标本% 毛细管法则是应用一
个末端拉细的玻璃毛细管直接在下睑结膜囊中吸取泪

液% V,&&8P̂"$,1" 等 +I,
发现 ;1"',2&,试纸法采集的泪

液中血液清蛋白含量多于玻璃体毛细管法% "P烯醇化
酶(;GHH 钙结合蛋白等蛋白质仅存在于 ;1"',2&,试纸
法采集的泪液中$而在玻璃毛细管法采集的泪液中则
阙如% 此外$;1"',2&,试纸法所采集的泪液中还包含
眼表)结膜(角膜*上皮细胞% 理论上$玻璃毛细管法
可直接吸取结膜囊的泪液$应该是更准确的泪液采集
方法$实际上采集泪液时毛细管容易碰触角膜$或因长
时间采集而导致反射性泪液分泌$且玻璃毛细管法很
难采集到中重度干眼患者的泪液$而 ;1"',2&,试纸法
能够成功地采集干眼患者的泪液$仅需 G 22长的泪
液湿润量就能够达到泪液蛋白质组学研究所需的样

本量%
泪液含有多种酶类$泪液标本的合理存放是保证

泪液蛋白质组学研究结果更为精确的另一个重要因

素% 研究显示$室温下保存 X [W " 泪液蛋白总量会明
显下降$室温保存 GK " 后泪液蛋白含量下降至

JH] [WH]% 在 X a条件下泪液标本可保存 G 周$在
bMH a条件下可保存 M 个月以上$bJH a以下的泪液
标本可保存 X 个月以上 +X, %
9:8:95泪液蛋白质组学分析技术的研究背景及发展
5近 MH 年泪液蛋白质组学分析技术得到了飞速发展%
NH 年代以前人们应用 M E凝胶电泳联合抗体+O, (高效液
相色谱分析 ) "'=" 3&,-#,2+81&.'@$'/ 1",#2+9#=,+3"6$
DC%̂ * +K,

等传统方法仅鉴定出十余种泪液蛋白% 随
着泪液蛋白质组学分析技术的发展$质谱分析法)2+00
03&19,#2&9,6$S;*成为研究蛋白质组学的最重要分析
方法% 目前$纳升 DC%̂ 联合高分辨质谱仪可从泪液

样本中一次性鉴定并定量上千种泪液蛋白%
;B%E>)Sc%E>P*FdPS; 也曾用于泪液蛋白质组学

的研究$ ;B%E>P*Fd技术对分析相对分子质量在
G OHH [IH HHH 的多肽和蛋白质比较有利% Sc%E>P
*Fd技术也被用于鉴定人泪液中低相对分子质量
)JHH [X HHH*的多肽 +J, % 应用 ;B%E>P*Fd技术可在
泪液标本中检出溶菌酶)相对分子质量为 GX KHH*和
脂质转运蛋白)相对分子质量为 GJ IHH*$也可检测到
鼻咽癌相关富含脯氨酸蛋白)相对分子质量为X HHH*(
富含脯氨酸蛋白 X )相对分子质量为 X HHH*("GP胰蛋
白酶抑制剂)相对分子质量为 X GHH*和富含脯氨酸蛋
白 I)相对分子质量为 O WHH*等小相对分子质量蛋白
和肽类

+W, % !"#$ 等 +N,
应用 ;B%E>P*Fd技术对病理情

况下的泪液进行检测$在眼表外伤患者泪液中发现了
+P/&8-&80'8 G(+P/&8-&80'8 M 和 +P/&8-&80'8 I)相对分子
质量分别为 I XXM(I IJG 和 I XWK*$且在翼状胬肉患者
泪液中发现了 ;GHH cW )相对分子质量为 GH WHH*和
;GHH cN)相对分子质量为 GM JHH *% ;B%E>)Sc%E>P
*Fd技术是一种快速(简单的泪液蛋白检测方法$但仅
能鉴定蛋白)肽类的相对分子质量$后续的鉴定步骤则
繁琐而缓慢%

高效液相色谱质谱联用 ).'@$'/ 1",#2+9#=,+3"6P
2+0003&19,#2&9,6)2+0003&19,#2&9,6$ %̂ PS;)S; * 是
DC%̂ 与串联质谱法相结合的蛋白质组学研究方法%
%̂ 能有效分离待测样品中的有机物成分$而串联质谱
能够对分离的有机物进行逐个分析$得到有机物的相
对分子质量(结构)在某些情况下*和浓度)定量分析*
等信息% 大量的泪液蛋白通过 %̂ PS;)S; 相继被鉴定
出来% 早期 !"#$ 等 +GH,

应用 QCPDC%̂ 和 8+8#%̂ PS;)
S; 发现了 KH 种泪液蛋白$ /&;#$Y+等 +GG,

应用 GE
;E;PCcVB和 %*ePd*)%*ePF,5'9,+3 质谱仪检测出 XNG
种泪液蛋白% 可见$蛋白预分离方法结合 S; 是对泪
液蛋白进行大批量鉴定的重要技术方法%
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质谱多反应监测 ) 2$.9'3.&,&+19'#8 2#8'9#,'8=$
SQS*技术是一种基于已知信息或假定信息有针对性
地获取数据进行质谱信号采集的技术% 作为药物分子
定量的常规质谱技术$SQS也是目前公认的对多肽和
蛋白进行绝对定量的首选方法% SQS技术具有灵敏
度高(重现性好(多通道和高通量的优势$与传统的基
于抗体的 B%>;c和 f&09&,8 5.#9检测技术相比$SQS
不需抗体$也成为生物标志物验证阶段的首选方法%
SQS应用的难点在于方法学的研发$运用高分辨
SQS) "'=" ,&0#.$9'#8 SQS$ DQPSQS* 技 术$ *#8=
等

+GM,
仅用约 G !.的泪液即可同时定量检测近 OH 种的

泪液蛋白%
研究的发展需要更加高效的蛋白质组学研究方法

对成百上千的蛋白进行定量分析% 同位素标记相对和
绝 对 定 量 ) '0#5+,'1 9+=0-#,,&.+9'<& +8/ +50#.$9&
@$+89'9+9'#8$'*Qce*技术是一种体外同重同位素标记$
利用多种同位素试剂标记蛋白多肽 T末端或赖氨酸
侧链基团$经高精度质谱仪串联分析同时比较多达 W
种样品之间的蛋白表达量$是近年来定量蛋白质组学
常用的高通量筛选技术% 应用 '*Qce技术可同时对
病理状态下)如干眼(青光眼*的泪液蛋白和正常对照
泪液蛋白进行检测$鉴定患者泪液中的蛋白标志
物

+GI, $也可用于治疗前后泪液蛋白表达量的动态
分析

+GX, %
近年来抗体相关蛋白检测方法也得到发展$如基

于质谱多反应监测技术)SQSPS;*和同位素标记标准
肽段的蛋白质定量技术% 稳定同位素和多肽抗体捕获
)09+5.&'0#9#3&09+8/+,/0+8/ 1+39$,&56+89'P3&39'/&
+89'5#/'&0$;>; ĉCc*技术可应用免疫亲合法富集和稀
释同位素$并联合 SQSPS; 技术$以达到对候选标志
物进行定量的目的

+GO, % 流式微球分析技术)169#2&9,'1
5&+/P5+0&/ +00+6$ ĝc*是建立在免疫微球(B%>;c和
流式细胞分析等技术基础上的一种新的血清学实验方

法$其主要机制是将不同的单克隆抗体结合到微球的
不同位点表面$已应用于人类泪液的多重细胞因子检
测

+GK, % 抗体蛋白芯片具有微型化(集成化(高通量化
的特点$可检测某一特定的生理或病理过程中相关蛋
白的表达丰度

+GJ, % 这些抗体相关蛋白检测系统具有
超敏感和同时检测多种蛋白的特点$但其局限性在于
必须通过目标抗体进行目标蛋白的检测% 由于已知抗
体数量的局限性$因此抗体相关蛋白检测方法无法像
S; 那样非靶标性地检测出样本中大量的蛋白%
9:95正常人泪液中的蛋白质组分研究

通过不同的蛋白质学研究方法$许多研究发现并

丰富了人类泪液蛋白质组% 早期的研究已鉴定出人类
泪液蛋白质组至少包含 OHH 种蛋白质$/&;#$Y+等 +GG,

应用 %̂ )S;P%*ePd*和 %̂ )S;P%*ePF,5'9,+3 综合方法
鉴定出 XNG 种泪液蛋白% !"#$ 等 +GW,

应用先进的高效

*,'3.&P*FdOKHH 0609&2)cg; >̂Bh*鉴定出至少 G OHH
种泪液蛋白%

根据目前的泪液蛋白质研究结果可将泪液蛋白分

为 X 类 +GN, ')G*来自眼表主泪腺(睑板腺(杯状细胞(副
泪腺分泌的蛋白$这类蛋白是泪液蛋白的主要组成部
分$包括溶菌酶(乳铁蛋白(0>=c(脂质转载蛋白PG )也
称泪 液 特 异 性 前 白 蛋 白$ 9&+,P03&1'-'13,&+.5$2'8$
%̂ TPG*(前列腺蛋白类脂肪酶(.+1,'9'8 蛋白和富含脯
氨酸蛋白质等% )M*眼表细胞)组织释放蛋白(这类
蛋白参与眼表功能的维护$是眼表细胞正常分泌或细
胞死亡后分泌到泪液中的蛋白% )I *异常分泌的蛋
白(这类蛋白来自于病理状态下组织分泌的蛋白$因
此可作为疾病的诊断标志物% )X*外来蛋白(这类蛋
白并非眼部自身组织分泌$而是来自于外来生物$如传
染性微生物分并泌释放到泪液中的代谢产物% 根据泪
液中蛋白含量不同$可将泪液蛋白分为 I 类$高含量的
泪液蛋白(来自眼表组织或细胞或细胞代谢信号通路
产生的中等含量蛋白或分子和低含量的细胞因子及生

长因子等% 泪液中这些丰富的蛋白质组并不是血浆蛋
白质组的简单反映$其成分和质量浓度均存在明显差
异$主要体现在泪液中的一些蛋白承担着防御病原微
生物的功能% 泪液也是眼部免疫系统的重要组成部
分$如溶菌酶和乳铁蛋白均具有抗微生物活性%

:5泪液蛋白组学研究的方向

随着蛋白质组学及质谱技术的飞速发展$泪液蛋
白质组学研究更加深入$泪液蛋白质检测有望成为研
究眼部系统性疾病的发病机制(疾病筛查(诊断和治疗
效果评估的重要工具% 未来泪液蛋白质组学研究将着
眼于以下方面')G*规范泪液标本的采集(储存(提取
和样本制备$以确保研究条件的标准化和结果的可信
度% )M*应用先进的 SQS技术进行定量蛋白质组学
研究% SQS可对靶蛋白进行精确定量分析$并可同时
定量几十种到上百种蛋白质$特别适用于标本量有限
的泪液分析$这种分析技术有高效(敏感(精确和多通
道检测的优势$为泪液蛋白质组学研究进入临床疾病
诊断(治疗提供了可操作性% )I*开展泪液蛋白质组
学)代谢组学的人口普查研究来建立人类泪液蛋白质
组)代谢产物的正常值标准$使得泪液检测能够像血
液(尿液检测一样应用于临床检验% )X*开展全身疾
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病的泪液蛋白质组学)代谢组学研究$使得泪液研究不
仅局限于眼部疾病% 研究证实泪液作为体液的一部
分$可同尿液(血液一样反映乳腺癌(肺癌(糖尿病等全
身疾病的发生和发展

+MH, % )O*开展泪液蛋白的功能研
究$明确泪液中蛋白的功能对泪液的稳定(眼表的保护
和疾病的机制研究(治疗提供依据%

最近的研究已充分证明$很多眼表及眼科疾病都
会发生泪液蛋白质组分的改变$一些泪液蛋白质已经
成为多种眼科疾病的标志物$在眼病的诊断和治疗监
测过程中发挥指导作用% 眼科研究人员和临床眼科医
师应紧密跟踪并关注泪液蛋白质组学研究方法学和研

究结果的最新进展$将这些技术更好地应用于眼科临
床$充分利用这些研究资源服务于临床工作$提供更多
地相关的临床研究资料$以丰富泪液蛋白质组学研究
的理论体系%
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