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""'摘要("目的"鉴别人单核细胞白血病细胞 ?YT! 过表达腺病毒介导的色素上皮衍生因子$+W?9%抑

制炎症过程中的关键基因*"方法"对 ?YT! 细胞过表达腺病毒介导的 +W?9进行蛋白质组学分析* 将
?YT! 细胞分为 >hT组和 T,Dh组"分别用 <9+腺病毒和 +W?9腺病毒感染细胞#将 ?YT! 细胞分为甘露醇

组)高糖组)高糖]>hT组和高糖]T,Dh组"分别用 DG甘露醇)DG无水葡萄糖)<9+腺病毒和 +W?9腺病毒培养
%)%)$ 和 $ <#将 +0JHZCZ

小鼠采用随机数表法分为 +0JHZCZ
组和 +0JHZCZ

糖尿病组"每组 !# 只"另取 !+ 只 N&(eaC

' 小鼠为对照组"取小鼠视网膜进行实验* 采用实时荧光定量 TNg验证差异表达基因$D,>8%的 -gRS在视

网膜组织和 ?YT! 细胞系中的表达水平* 与 >B,&&+% 数据集进行 D,>8交集"使用 BIM/34数据库构建蛋白Z蛋

白相互作用$TTA%网络"N9IH8=.L;软件及 @NED,应用程序提取 TTA网络模块"与 B;I! 数据集取交集并找到

关键基因* 采用 k;8I;M3 P0HI在 ?YT! 细胞和 +0JHZCZ
小鼠中验证关键基因的表达水平*"结果"通过蛋白质

组学和生物信息学分析"筛选出 B;I! 数据集中的 !+& 个差异蛋白* 实时荧光定量 TNg结果显示"T,Dh组细

胞中 Sgh&)?Nh#& 和 \N?D* -gRS相对表达量明显高于 >hT组"gRTB!)NBh!g)E>S)AeS&( 和 @>B?#

-gRS相对表达量明显低于 >hT组"差异均有统计学意义$均 +n+_++!%* 对照组)+0JHZCZ
组和 +0JHZCZ

糖尿病

组视网膜组织中表达显著下调的 ?Nh#&)\N?D*)Sgh& -gRS和表达显著上调的 NBh!g)gRTB!)AeS&(

-gRS相对表达量总体比较"差异均有统计学意义$9c'%_+&()#(_&'!)$(_!(*)'&_(&()%%_+#%)$%_#%)"均+n

+_++!%#与对照组相比"+0JHZCZ
组 ?Nh#&)\N?D*)Sgh& -gRS相对表达量降低"NBh!g)gRTB! -gRS相对表

达量升高"差异均有统计学意义$均 +n+_+&%#+0JHZ]Z
糖尿病组 ?Nh#&)\N?D*)Sgh& -gRS相对表达量降低"

NBh!g)gRTB!)AeS&( -gRS相对表达量升高"差异均有统计学意义$均 +n+_+&%* 与 +0JHZ]Z
组相比"+0JHZ]Z

糖尿病组 ?Nh#& -gRS相对表达量降低"NBh!g)gRTB! 和 AeS&( -gRS相对表达量升高"差异均有统计学意

义$均 +n+_+&%* B;I! 数据集与 >B,&&+% 数据集交集后得到 #+ 个差异蛋白"主要富集于基因表达的正向调

控),g\! 和 ,g\# 级联的正向调节)胰岛素分泌的正向调节参与细胞对葡萄糖刺激的反应和抗原加工与递呈

通路上* 通过构建 TTA网络和 N9IH8=.L;软件中 @NED,插件筛选出关键基因 O:9*T* k;8I;M3 P0HI结果显

示"高糖组和高糖]>hT组中细胞 NBh!g相对表达量分别为 !_*'!o+_+)& 和 !_+++o+_+'*"分别高于甘露醇

组的 !_+++o+_+(# 和高糖]T,Dh组的 +_%'*o+_+(*"差异均有统计学意义 $Fc!%_*%+))_('&"均 +n+_+!%#

+0JHZ]Z
糖尿病组中视网膜 NBh!g相对表达量为 !_'$$o+_!*#"高于 +0JHZCZ

组的 !_+++o+_+&+"差异有统计学

意义$Fc&_&$("+n+_+!%*"结论"O:9*T可能为 ?YT! 细胞过表达腺病毒介导的 +W?9抑制炎症过程中的

关键基因和治疗靶点* "

'关键词("糖尿病视网膜病变# 炎症# 色素上皮衍生因子# 生物信息学# O:9*T基因# ?YT! 细胞

基金项目# 国家自然科学基金青年项目 $)!*++)*!%

DEA&!+7$('+C=-.7F7=3!!&*)*G#+#$+'+(G++#!*

B+$*&-0-',&-(*(06$2 /$*$5-*1(41$+-*&.$-*.-9-&-(*(0-*04,)),&-(*92 (1$%$"#%$55-(*(0!"#$,+$*(1-%35

-*CDE< '$445

!"#$% B(#$G(#$"X( C,$%)'#$"&( 1#$",$%"4'&'#,N,$%":"#,B#$

3'#$-'$ /0G4#M,N#F,NG,HT0F'$#)9($@F',$ #$J ?'L0#L0L"3'#$-'$ $̂F0N$#F',$#)_,'$FT0L0#N@" O0$F0N,HID"F"#)7,),%G

#$J S'L',$ :@'0$@0"WG0̂$LF'F(F0#$J :@",,),HIDF,70FNG"3'#$-'$ 10J'@#)Q$'R0NL'FGWG0C,LD'F#)"3'#$-'$ 2EE2>5"O"'$#

O,NN0LD,$J'$% #(F",N&:"#,B#$"W7#')&LGF7(0"[*82\@,7
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!895&%,'&":F9G$'&-1$:?H/<;3I/J9I2;U;94;3;8/3 I2;LMH=;88/32/P/I/34/3J0.--.I/H3 P9HK;M;5LM;88/H3

.<;3HK/M:8G-;</.I;< L/4-;3I;L/I2;0/:-G<;M/K;< J.=IHM$+W?9% 4;3;/3 2:-.3 -H3H=9I/=0;:U;-/.=;008?YT!7"

H$&.(+5"TMHI;H-/=.3.098/8HJ?YT! HK;M;5LM;88/34.<;3HK/M:8G-;</.I;< +W?94;3;V.8L;MJHM-;<7?2;?YT!

=;008V;M;</K/<;< /3IH>hT.3< T,Dh4MH:L8"IM.38J;=I;< V/I2 <9+.3< +W?9.<;3HK/M:8"M;8L;=I/K;097?2;?YT!

=;008V;M;</K/<;< /3IH-.33/IH04MH:L"2/42 40:=H8;4MH:L"2/42 40:=H8;]>hT4MH:L".3< 2/42 40:=H8;]T,Dh4MH:L"

V2/=2 V;M;=:0I:M;< V/I2 -.33/IH0JHM% <.98".329<MH:840:=H8;JHM% <.98"<9+.<;3HK/M:8JHM$ <.98".3< +W?9

.<;3HK/M:8JHM$ <.98"M;8L;=I/K;097?2;+0JHZCZ -/=;V;M;</K/<;< /3IH+0JHZCZ 4MH:L .3< +0JHZCZ </.P;I;84MH:L

.==HM</34IHI2;M.3<H- I.P0;-;I2H<"V/I2 !# -/=;/3 ;.=2 4MH:L7S3HI2;M!+ N&(eaC' -/=;V;M;I.U;3 .8I2;

=H3IMH04MH:L7@H:8;M;I/3.8V;M;=H00;=I;< JHM;5L;M/-;3I87?2;-gRS;5LM;88/H3 0;K;08HJ</JJ;M;3I/.009;5LM;88;<

4;3;8$D,>8% /3 M;I/3..3< ?YT! =;008V;M;K;M/J/;< P9M;.0GI/-;J0:HM;8=;3=;X:.3I/I.I/K;TNg7?2;D,>8V;M;

/3I;M8;=I;< V/I2 I2;>B,&&+% <.I.8;I".3< I2;LMHI;/3GLMHI;/3 /3I;M.=I/H3 $TTA% 3;IVHMU V.8P:/0I:8/34I2;BIM/34

<.I.P.8;7@H<:0;8HJI2;TTAV;M;;5IM.=I;< :8/34I2;N9IH8=.L;8HJIV.M;.3< I2;@NED,.LL0/=.I/H37A3I;M8;=I/H38

V;M;I.U;3 V/I2 I2;B;I! <.I.8;I.3< U;94;3;8V;M;JH:3<7?2;;5LM;88/H3 0;K;08HJU;94;3;8/3 ?YT! =;008.3<

+0JHZCZ -/=;V;M;K;M/J/;< P9k;8I;M3 P0HI7?2;J;;</34.3< HL;M.I/H3 HJ;5L;M/-;3I.0.3/-.08V;M;/3 .==HM<.3=;V/I2

I2;M;4:0.I/H38HJI2;BI.I;B=/;3=;.3< ?;=23H0H49NH--/88/H3 H3 I2;-.3.4;-;3IHJ;5L;M/-;3I.0.3/-.08.3<

.LLMHK;< P9I2;S3/-.0@.3.4;-;3I.3< b8;NH--/II;;HJ?/.3F/3 @;</=.0b3/K;M8/I9$RH7??ff#+#$!#+#!(%7"

I$534&5"?2MH:42 LMHI;H-/=8.3< P/H/3JHM-.I/=8.3.098/8"!+& D,>8/3 I2;B;I! <.I.8;IV;M;8=M;;3;<7?2;M;8:0I8HJ

M;.0GI/-;TNg82HV;< I2.II2;M;0.I/K;;5LM;88/H3 0;K;08HJSgh&"?Nh#& .3< \N?D* -gRSV;M;8/43/J/=.3I092/42;M

.3< I2;M;0.I/K;;5LM;88/H3 0;K;08HJgRTB!"NBh!g"E>S"AeS&( .3< @>B?# -gRSV;M;8/43/J/=.3I090HV;M/3

T,Dh4MH:L I2.3 /3 >hT4MH:L"82HV/348I.I/8I/=.0098/43/J/=.3I</JJ;M;3=;8$.00.I+n+_++!%7?2;M;V;M;8/43/J/=.3I

HK;M.00</JJ;M;3=;8/3 I2;M;0.I/K;;5LM;88/H3 0;K;08HJ<HV3GM;4:0.I;< ?Nh#&"\N?D* .3< Sgh& -gRS .3< :LG

M;4:0.I;< NBh!g"gRTB! .3< AeS&( -gRS.-H34=H3IMH04MH:L"+0JHZCZ 4MH:L .3< +0JHZCZ </.P;I;84MH:L $9c

'%_+&("#(_&'!" $(_!(*" '&_(&(" %%_+#%" $%_#%)#.00.I+n+_++!%7NH-L.M;< V/I2 =H3IMH04MH:L"I2;M;0.I/K;

;5LM;88/H3 0;K;08HJ?Nh#&"\N?D* .3< Sgh& -gRSV;M;<;=M;.8;< .3< I2;M;0.I/K;;5LM;88/H3 0;K;08HJNBh!g.3<

gRTB! -gRS V;M;/3=M;.8;< /3 +0JHZ]Z 4MH:L" 82HV/348I.I/8I/=.0098/43/J/=.3I</JJ;M;3=;8$ .00.I+n+_+& %7

NH-L.M;< V/I2 =H3IMH04MH:L"I2;M;0.I/K;;5LM;88/H3 0;K;08HJ?Nh#&"\N?D* .3< Sgh& -gRSV;M;<;=M;.8;< .3<

I2;M;0.I/K;;5LM;88/H3 0;K;08HJNBh!g"gRTB! .3< AeS&( -gRSV;M;/3=M;.8;< /3 +0JHZ]Z </.P;I;84MH:L"82HV/34

8I.I/8I/=.0098/43/J/=.3I</JJ;M;3=;8$.00.I+n+_+&%7NH-L.M;< V/I2 +0JHZ]Z 4MH:L"I2;M;0.I/K;;5LM;88/H3 0;K;0HJ

?Nh#& -gRSV.8<;=M;.8;< .3< I2;M;0.I/K;;5LM;88/H3 0;K;08HJNBh!g"gRTB! .3< AeS&( -gRSV;M;/3=M;.8;<

/3 +0JHZ]Z </.P;I;84MH:L"82HV/348I.I/8I/=.0098/43/J/=.3I</JJ;M;3=;8$.00.I+n+_+&%7SJI;M/3I;M8;=I/H3 V/I2 I2;

>B,&&+% <.I.8;I"#+ </JJ;M;3I/.0LMHI;/38V;M;HPI./3;<"V2/=2 V;M;-./309;3M/=2;< /3 LH8/I/K;M;4:0.I/H3 HJ4;3;

;5LM;88/H3"LH8/I/K;M;4:0.I/H3 HJ,g\! .3< ,g\# =.8=.<;"LH8/I/K;M;4:0.I/H3 HJ/38:0/3 8;=M;I/H3 /3KH0K;< /3 =;00

M;8LH38;IH40:=H8;8I/-:0.I/H3 .3< .3I/4;3 LMH=;88/34.3< LM;8;3I.I/H3 L.I2V.987?2;U;94;3;O:9*TV.88=M;;3;<

P9=H38IM:=I/34TTA3;IVHMU .3< @NED, L0:4/3 /3 N9IH8=.L;8HJIV.M;7k;8I;M3 P0HIM;8:0I882HV;< I2.II2;

;5LM;88/H3 0;K;08HJNBh!g/3 2/42 40:=H8;4MH:L .3< 2/42 40:=H8;]>hT4MH:L V;M;!_*'!o+_+)& .3< !_+++o

+_+'*"V2/=2 V;M;2/42;MI2.3 !_+++o+_+(# /3 -.33/IH04MH:L .3< +_%'*o+_+(* /3 2/42 40:=H8;]T,Dh4MH:L"

M;8L;=I/K;09".3< I2;</JJ;M;3=;8V;M;8I.I/8I/=.0098/43/J/=.3I$Fc!%_*%+")_('&#PHI2 .I+n+_+!%7?2;;5LM;88/H3 HJ

NBh!g/3 I2;M;I/3.HJ+0JHZCZ </.P;I;84MH:L V.8!_'$$o+_!*#"V2/=2 V.82/42;MI2.3 !_+++o+_+&+ /3 +0JHZCZ

4MH:L".3< I2;</JJ;M;3=;V.88I.I/8I/=.0098/43/J/=.3I$Fc&_&$("+n+_+!%7"J(*'435-(*5"NBh!g-.9P;.U;9

4;3;.3< I2;M.L;:I/=I.M4;IJHMI2;/32/P/I/H3 HJ/3J0.--.I/H3 P9HK;M;5LM;88/H3 HJ.<;3HK/M:8G-;</.I;< +W?94;3;/3

?YT! =;007

!;$2 7(%+5": D/.P;I/= M;I/3HL.I29# A3J0.--.I/H3# T/4-;3I;L/I2;0/:-G<;M/K;< J.=IHM# e/H/3JHM-.I/=8#

O:9*T4;3;# ?YT! =;00

K3*+#%(/%,)& R.I/H3.0R.I:M.0B=/;3=;hH:3<.I/H3 HJN2/3.$)!*++)*!%

DEA&!+7$('+C=-.7F7=3!!&*)*G#+#$+'+(G++#!*

""糖尿病视网膜病变$ </.P;I/=M;I/3HL.I29"Dg%和年
龄相关性黄斑变性 $.4;GM;0.I;< -.=:0.M<;4;3;M.I/H3"
S@D%是主要的致盲眼病* 炎症是视网膜水肿和损伤

的重要原因"也是视网膜疾病进展的潜在因素 + !, * Dg
会影响视网膜的神经元和微血管系统"其发展与炎症
因子的作用有关"而这些炎症因子与小胶质细胞的激

!)))! 中华实验眼科杂志 #+#% 年 !+ 月第 %# 卷第 !+ 期"N2/3 O,5L EL2I2.0-H0"E=IHP;M#+#%"QH07%#"RH7!+
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活有关
+ #, * 小胶质细胞是单核吞噬细胞"可视为视网

膜的组织驻留巨噬细胞* 在静止状态下"小胶质细胞
通过吞噬作用和控制低度炎症来维持视网膜中的组织

稳态
+ $, * 然而"长期高血糖引起的组织应激会引发小

胶质细胞过度反应"同时产生促炎细胞因子和趋化因
子"从而导致慢性炎症 + %, * 人单核细胞白血病细胞
?YT! 可被诱导分化为单核C巨噬细胞"已作为体外细
胞模型被广泛用于单核C巨噬细胞功能)机制和信号通
路等 相 关 研 究

+ &, * 色 素 上 皮 衍 生 因 子 $ L/4-;3I
;L/I2;0/:-G<;M/K;< J.=IHM"T,Dh%是一种由视网膜色素
上皮分泌的内源性糖蛋白"最初被确定为视网膜色素
上皮细胞中的神经营养因子

+ ', * T,Dh已被证明在多
种类型细胞和组织中可以减轻炎症反应"在介导细胞
免受氧化应激损伤方面发挥核心作用

+ (, * 据报道"
T,Dh可 通 过 抑 制 血 管 内 皮 生 长 因 子 $ K.8=:0.M
;3<HI2;0/.04MHVI2 J.=IHM"Q,>h%诱导的视网膜微血管
内皮细胞增殖来抑制视网膜新生血管形成

+ ), * 然而"
T,Dh在早期 Dg中的保护作用尚不完全清楚"因此深
入阐明 T,Dh抑制炎症的机制"寻找视网膜疾病的关
键治疗靶点"对临床诊疗以及改善患者预后具有重要
意义* 高通量蛋白质组学技术可用于探索细胞内蛋白
的种类和动态变化"找到涉及视网膜炎症过程中的差
异蛋白

+ *, * 随着蛋白质组学的发展"生物信息学在视
网膜疾病研究领域中的应用也越来越广泛"结合大数
据整合挖掘与 Dg和 S@D等视网膜疾病发生和发展
相关的关键 2:P 基因"对筛选潜在的生物标志物及寻
找新的视网膜疾病治疗靶点具有重要的临床意义

+ !+, *
由于蛋白质组学技术受限于仪器的精度"存在一定的
假阳性率"故需要在基因水平和蛋白水平对 D,>8进
行验证* 本研究借助蛋白质组学技术和生物信息学技
术寻找 T,Dh抗炎过程中的关键基因并对其进行验
证"为深入探索 Dg等视网膜疾病的发生机制)后续临
床诊疗及靶向干预提供理论依据*

<:材料与方法

<7<"材料
<7<7<"细胞及动物来源"?YT! 细胞株购自中国科
学院干细胞库* 选取 BTh级 ( 周龄健康雄性+W?9基
因缺陷小鼠 $+0JHZ]Z% !# 只和 N&(eaC' 小鼠 !+ 只"
+0JHZ]Z

小鼠源自 N&(eaC' 小鼠品系背景"购自美国
g;4;3;MH3 T2.M-.=;:I/=.08公司"N&(eaC' 小鼠购自斯
贝福$北京%生物技术有限公司* 实验前排除眼部疾
病及其他异常* 实验动物的饲养及操作符合国家科学
技术委员会0实验动物管理条例1规定"并获得天津医

科大 学 动 物 管 理 及 使 用 委 员 会 批 准 $ 批 文 号&
??ff#+#$!#+#!(%*
<7<7="主要试剂及仪器"gT@AG!'%+ 培养基)青霉
素)链霉素)D:0P;==HTeB)胎牛血清 $美国 >/P=H公
司%#佛波醇酯$ L2HMPH0!#G-9M/8I.I;!$G.=;I.I;"T@S%)
尿素)RY%YNE$)DaG二硫苏糖醇)吲哚乙酸)甲酸)乙
腈$美国 B/4-.公司%#DG无水葡萄糖$N.Ip>)!&+%)DG
甘露醇$N.Ip)!%+%)eNS蛋白浓度测定试剂盒$北京
索莱宝科技有限公司%#+W?9腺病毒)<9+腺病毒+汉
恒生物科技 $上海%有限公司,#,ie/H8=/;3=;gRS提
纯分离试剂盒 $e+++%DT%),ie/H8=/;3=;逆转录试剂
盒 $ S++!+N>l%) # 倍 Bfeg 4M;;3 XTNg 试 剂 盒
$S++!#Gg!% $美国 ,ie/H8=/;3=;公司%#无水乙醇)异
丙醇+盛鑫源$天津%化工有限公司,#巨噬细胞集落刺
激因子 ! 受体 $ =H0H398I/-:0.I/34J.=IHM! M;=;LIHM"
NBh!g%抗体$p$!&#%)兔抗 A4>$ p(+(%%)%G.=I/3 抗体
$P8G++'!g%$北京博奥森生物技术有限公司%#! 倍罗
氏蛋白酶抑制剂$瑞士 gH=2;公司%* a/42IN9=0;M%)+
仪$瑞士 gH=2;公司%#质谱仪$SeBNA,j?M/L0;?Eh'

''++ 系统 % $美国 Se BNA,j公司 %#通用电泳仪
+T,'+!+#"莫纳$苏州%生物科技有限公司,#凝胶成
像仪$>;0<H=G/I#$!+"美国 bQT公司%#b0I/-.I;$+++ 超
高效液相色谱仪)Q.M/H8U.3?@ abj多功能酶标仪 $美
国 ?2;M-Hh/82;M公司%*
<7="方法
<7=7<"?YT! 细胞培养"?YT! 细胞以含 !+^胎牛血
清) 青 霉 素 $ !++ AbC-0% $ 商 品 单 位 %) 链 霉 素
$!++ (4C-0%和 gT@AG!'%+ 培养基在 $( q)&^ NE#

条件下孵育* 根据细胞状态"隔 # $̀ < 进行换液"细
胞密度达 !r!+'

个C-0时进行传代"长至对数生长期
时用于后续实验*
<7=7="蛋白制样及细胞谱分析"将生长状态良好的
?YT! 细胞计数后按照 &r!+'

个细胞C皿加入 ' =-皿
中"同时加入 T@S使其质量浓度为 !++ 34C-0"置于
$( q)&^ NE# 培养箱中培养 #% 2"细胞贴壁状态良
好"进行病毒感染时细胞融合率为 $+^ &̀+^"按照感
染复数$-:0I/L0/=/I9HJ/3J;=I/H3"@EA%c#++ 加入 +W?9
和 <9+腺病毒* 将其分为 >hT组和 T,Dh组"每组
$ 个样本* +W?9)<9+病毒滴度分别为 '_&$%r!+*

和

)_$!'r!+* ThbC-0"每孔病毒量$(0%c@EAr细胞数C
病毒滴度$ThbC-0%r! +++* 感染前将病毒在冰上慢
慢融化"吸去细胞原有培养基"加入 !C# 体积新鲜培养
基"每个皿中加入合适体积病毒轻轻混匀进行感染"感
染后 ' )̀ 2 吸去含病毒的培养基"换上新鲜培养基*

!*))!中华实验眼科杂志 #+#% 年 !+ 月第 %# 卷第 !+ 期"N2/3 O,5L EL2I2.0-H0"E=IHP;M#+#%"QH07%#"RH7!+
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%) 2 后使用 +_$ -0尿素裂解液收集蛋白"冰上超声破
碎蛋白后使用eNS试剂盒测定蛋白浓度"各取 !++ (4
蛋白利用超滤辅助样品制备酶切方法提取蛋白肽段"
并进行液相色谱Z串联质谱分析*
<7=7>"蛋白数据分析"对 DDS模式采集到的原始数
据在TMHI;/3T/0HI软件$版本 &7+7!%中进行数据库的搜
索 $ b3/LMHI人数据库" 含 #+ $') 个已注释蛋白"
M;0;.8;< #+#+7+$%"采用 BkS?Y软件 T;.UK/;V$版本
#7+%对搜索结果进行定量"对原始定量值使用 g语言
LM;LMH=;88NHM;包的 3HM-.0/1;7-;</.3 函数进行中位数
校正"对校正后的数据进行 aH4# 转换"使其满足正态
分布* 去除基因名字缺失的蛋白"使用 g语言 a/--.
包对 # 个组蛋白表达进行差异分析"将满足筛选标准"
即 +n+_+& 且差异倍数$JH0< =2.34;"hN% saH4hNst+_&
的蛋白作为差异蛋白* 采用 g语言的 NHMML0HI包进行
T;.M8H3 相关性分析"使用 BI.I8包中的 TM=H-L 函数进
行主成分分析"校正后的 +值设置为n+_+&* 使用
N0:8I;MTMHJ/0;M包对基因本体论$4;3;H3IH0H49">E%功
能注 释 和 京 都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书 $ \9HIH
,3=9=0HL;</.HJ>;3;8.3< >;3H-;8"\,>>%通路进行
富集分析"参照 BIM/34数据库$版本 !!7+%对差异蛋白
进行蛋白Z蛋白相互作用 $ LMHI;/3GLMHI;/3 /3I;M.=I/H3"
TTA%分析*
<7=7?"细胞分组及处理"以 & r!+&

个细胞C孔将
?YT! 细胞接种到 #% 孔板中"分为 >hT组和 T,Dh
组"待 ?YT! 细胞均匀贴壁后按照 @EAc#++ 加入相应
体积 <9+腺病毒)+W?9腺病毒"每组 % 个样本"%) 2
后采 用 ,ie/H8=/;3=;gRS提 取 试 剂 盒 提 取 细 胞
gRS"采用 ,ie/H8=/;3=;逆转录试剂盒将 gRS逆转
录为 =DRS"具体步骤参考试剂盒说明书* 用 DG无水
葡萄糖诱导 ?YT! 细胞构建体外高糖损伤模型"将细
胞分为甘露醇组$含 &_& --H0CaDG甘露醇的培养基
处理 % <% )高糖组$含 '+ --H0CaDG无水葡萄糖的培
养基处理 % <% )高糖]>hT组$含 '+ --H0CaDG无水
葡萄糖的培养基处理 ! < 后导入 <9+腺病毒继续培
养 $ <%和高糖]T,Dh组$含 '+ --H0CaDG无水葡萄
糖的培养基处理 ! < 后导入 +W?9腺病毒继续培养
$ <% "用于后续实验*
<7=7@"实验动物分组及处理"采用完全随机分组设
计将 #% 只 +0JHZCZ

小鼠通过随机数表法分为 +0JHZCZ
组

和 +0JHZCZ
糖尿病组"每组 !# 只#另取 !+ 只 N&(eaC'

小鼠为对照组* +0JHZCZ
糖尿病组小鼠适应性喂养

! 周"造模前禁食不禁水 !# 2"腹腔内注射链脲佐菌素
$&& -4CU4%制备糖尿病模型"连续 & <"(# 2 后空腹血

糖!!'_( --H0Ca为模型制备成功* 全部小鼠继续喂
养 ( 周"每周监测血糖)体质量"期间均无小鼠死亡*
( 周后经检测 +0JHZCZ

糖尿病组共有 !+ 只小鼠造模成
功* 取 +0JHZCZ

组)+0JHZCZ
糖尿病组和对照组小鼠视网

膜进行后续实验*
<7=7A"实时荧光定量 TNg检测视网膜组织和 ?YT!
细胞系中各目的基因 -gRS表达水平"细胞和小鼠
视网膜按如前所述的方法处理分别提取 gRS并逆转
录为 =DRS"以 ! (4=DRS为模板"应用 ,ie/H8=/;3=;
# 倍 Bfeg4M;;3 XTNg试剂盒"按照说明书进行实时
荧光定量 TNg检测* 反应条件为 *& q预变性 & -/3#
*& q变性 !+ 8"'+ q延伸 $+ 8"共 %+ 个循环* 引物通
过 T:P@;< RNeA基因库在线设计"TM/-;Me0.8I在线核
对相应种属特异性"由苏州金唯智生物科技有限公司
合成$表 !%* 以 >STDY为内参"采用 #–))NI

法计算各

目的基因 -gRS相对表达量*
<7=7L"基因数据集选取及共同差异表达基因数据处
理">,E$ 2IIL8&CCVVV73=P/730-73/274HKC4;HC%是一
个高通量基因表达数据)芯片和微阵列的公共功能基
因组学数据库* 从 >,E数据库中选择 >B,&&+% 数据
集"该数据来源于人外周血单核细胞"外周血样来自
$ 个个体* 采用 aTB 对不同个体的外周血单核细胞进
行 +)#)%)))#% 2 不同时长的刺激* 采用在线工具
>,E#g分析 >B,&&+% 数据集中 # 2 与 #% 2 刺激的差
异表达基因$</JJ;M;3I/.009;5LM;88;< 4;3;8"D,>8%"删除
无基因符号的探针集"同一基因符号对应的各个探针
集"取表达最大值* 以saH4hNst+_&)+n+_+& 作为标
准筛选D,>8"并将结果可视化为热图和散点图* 将本
研究数据集与 >B,&&+% 数据集进行交集分析"应用在
线工具 Q;33 获得 # 个数据集共有的 D,>8* aH4hNt
+_& 为上调基因"aH4hNnZ+_& 为下调基因"利用在线
网站$ 2IIL&CCVVV78.34;MPH57=H-C%进行火山图绘制*
通过 DSQAD$K;M8/H3 '7)"2IIL&CC<.K/<73=/J=MJ74HKC%综
合数据库对 D,>8进行 >E及 \,>>分析"探讨 D,>8
参与的生物学过程)细胞组分及分子功能"+n+_+& 认
为显 著 富 集* 将 D,>8列 表 导 入 BIM/34数 据 库
$2IIL8&CC=378IM/34G<P7HM4C%"建立 D,>8的 TTA网络
分析"设定信度为 +_!&* 采用 N9IH8=.L;软件中的
@NED,插件"以 3H<;8=HM;=:IHJJc+_#) UG=HM;c# 和
@.57<;LI2 c!++ 为标准确定核心模块* 同时通过
N9IHY:PP.内的 $ 种算法 $D@RN)@RN)@NN%来筛
选关键基因"并与 B;I! 数据集中变化程度排名前十
的 D,>8取交集"整合分析结果最终筛选出 2:P
基因*

!+*)! 中华实验眼科杂志 #+#% 年 !+ 月第 %# 卷第 !+ 期"N2/3 O,5L EL2I2.0-H0"E=IHP;M#+#%"QH07%#"RH7!+
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表 <:EJI扩增引物序列
C,94$<:E%-)$%5$M3$*'$50(%EJI

基因 正向引物$&uZ$u% 反向引物$&uZ$u% 来源
扩增片段

长度$ PL%

+W?9 >>S?N>?N???>S>SS>SS>N?> N?NSN>>?NN?N?N??NS?NN 人源 #*)

KT96 >>NN?NS?N???>?>>?>>S >??S>N>N???>SNS>N?N> 人源 #)'

3O9.6 NSNNNNN?>??NS>?N?NSN >S?>S>NN?NNNSN?NN?> 人源 #')

/O3?A S>NNNNSS>SSN>>SSS>S? S?>S>N?>?NNS?>SN>NSS 人源 #((

T̀ +:* N?>SSN??>>>N?>N?N??? NN??>>?>>NNNN???S?N?? 人源 #()

O:9*T SS>N?N>NSS?NNN?NSSNS S>>NN?NNSNNS?>SN???> 人源 #&'

I<K >NNN>?SNSSS>>SS>S?NN SN??>NN?SN?NS?NSN?SNS 人源 !''

âK6; NS?N??>?SN>>>N?NNS>> >?S?S>N>N>S>>?>N??N? 人源 !++

1<:3. ?SNSSS>??SN>NNNNNS>N N?>???>NSS??NNNS>>>N 人源 #*+

<K+?C N?>>>N?SNSN?>S>NSNN SS>?>>?N>??>S>>>NSS?> 人源 !+!

3O9.6 S>>>?NN?N>>SSNS>?N?SS N?NN>S>>S??N?NN?>?>N 鼠源 *%

/O3?A ?NSNSSNSSNSS>>S>NSN? N>>>SSS>S?NS>NSNNSN? 鼠源 $*(

KT96 SNS>?>?>>>S?>??>>S>> SNSSS>S?>S>>NNN?>S>?> 鼠源 )$

O:9*T >>??>?S>S>NN>>>?>SSS SS>S>?>>>NN>>S?N???> 鼠源 #$$

T̀ +:* >SS>S?>N?>N?N???>>N> >>?S>>S>SS>>S>NNN?S>? 鼠源 #+$

âK6; ?S?N>SNNSS?>S>N?>NN> >NS>??NSSNSSNS>NNNS?SN 鼠源 !%+

<K+?C S>>?N>>?>?>SSN>>S???> ?>?S>SNNS?>?S>??>S>>?NS 鼠源 !#$

"注&TNg&聚合酶链式反应#T,Dh&色素上皮衍生因子#Sgh&&SDT核糖基化因子 &#?Nh#&&转录因
子 #&#\N?D*&钾离子四聚体耦合通道调节基因 *#gRTB!&富含丝氨酸结构域 ! 的 gRS结合蛋白#
NBh!g&巨噬细胞集落刺激因子 ! 受体#E>S&氧连接乙酰氨基葡萄糖糖苷酶#AeS&(&铁硫簇组装因子
AeS&(#@>B?#&显著下调的差异蛋白有微体谷胱甘肽 B 转移酶 ##>SDTY&磷酸甘油醛脱氢酶
"RHI;&TNg&LH09-;M.8;=2./3 M;.=I/H3#T,Dh&L/4-;3I;L/I2;0/:-G<;M/K;< J.=IHM#Sgh&&SDTM/PH890.I/H3
J.=IHM&#?Nh#&&IM.38=M/LI/H3 J.=IHM#&#\N?D*& LHI.88/:- =2.33;0I;IM.-;M/1.I/H3 <H-./3 =H3I./3/34*#
gRTB!&gRSP/3</34LMHI;/3 V/I2 8;M/3;M/=2 <H-./3 !#NBh!g&=H0H398I/-:0.I/34J.=IHM! M;=;LIHM#E>S&
EG>0=RS=.8;# AeS&(& /MH3G8:0J:M=0:8I;M.88;-P09 J.=IHMAeS&(# @>B?#& -/=MH8H-.040:I.I2/H3; BG
IM.38J;M.8;##>SDTY&40:=;M.0<;29<;G$GL2H8L2.I;<;29<MH4;3.8;

<7=7N"k;8I;M3 P0HI法检测 NBh!g在 ?YT! 细胞和
+0JHZ]Z

小鼠视网膜中的表达情况"以 gATSdT@Bhc

**d!的比例配制裂解液并加入细胞和新鲜分离的小
鼠视网膜组织中"于低温环境使用匀浆器充分研磨视
网膜组织后静置 !_& #̀ 2* 低温离心机提前预冷"离
心半径 ( =-"% q条件下 !# +++ MC-/3 离心 #& -/3"吸
取上清液"以 eNS法进行蛋白定量* 制备 (_&^分离
胶和 &^浓缩胶"所得蛋白进行 BDBGTS>,凝胶分离"
待电泳结束后以湿转法转移至 TQDh膜上"用含 &^脱
脂奶粉的 ?eB?封闭液室温封闭 # 2* 加入 NBh!g抗
体$! d! +++ 稀释%和 %G.=I/3$! d# +++ 稀释% "% q摇
床孵育过夜"次日 ?eB?洗膜"加入 A4>$ ! d# +++ 稀
释% "室温下摇床震动孵育 # 2"洗膜除去游离二抗"用
!d!配置的 ,Na曝光并置印迹膜于成像分析仪自动成
像"采用 A-.4;O软件分析蛋白条带灰度值"以 NBh!g灰
度值与 %G.=I/3 灰度值之比表示目标蛋白的表达水平*
<7>"统计学方法

采用 BTBB #(7+ 和 >M.L2L.< ( 软件进行统计分析

及 作 图* 计 量 资 料 数 据 经
B2.L/MHGk/0U 检验证实呈正态分
布"以 =oL表示* # 个组间各指标
的差异比较采用独立样本 F检
验#多组间 -gRS相对表达量的
总体差异比较采用单因素方差分

析"组间两两比较采用 aBDGF检
验* +n+_+& 为差异有统计学
意义*

=:结果

=7<"差异蛋白的筛选
蛋白质组学结果揭示 # 个组

共 ' 个样本间的分布状态及概率
密度"小提琴图表明数据具有极
高的重复性* 蛋白质组学分析共
鉴定出 $ &'* 个蛋白"将该数据
集命名为 B;I!"根据结果绘制热
图和差异蛋白分布散点图* 与
>hT组相比"T,Dh组 saH4hNst
+_& 且 +n+_+& 的蛋白共 !+& 个"
其中上调差异蛋白 &# 个"下调差
异蛋白 &$ 个* 显著上调的差异
蛋白主要有钾离子四聚体耦合通

道调节基因 * $ LHI.88/:- =2.33;0
I;IM.-;M/1.I/H3 <H-./3 =H3I./3/34

*"\N?D*%) 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 ( $ 40:I.I2/H3;
L;MH5/<.8;(">Tj(%)转录因子 #& $IM.38=M/LI/H3 J.=IHM
#&" ?Nh#& %) 线 粒 体 编 码 RSDY 脱 氢 酶 !
$-/IH=2H3<M/.009;3=H<;< 3.<2&:P/X:/3H3;H5/<HM;<:=I.8;
=HM;8:P:3/I!"@?GRD!%)SDT核糖基化因子 & $SDT
M/PH890.I/H3 J.=IHM&"Sgh&%#显著下调的差异蛋白有微
体谷胱甘肽 B 转移酶 # $ -/=MH8H-.040:I.I2/H3;8G
IM.38J;M.8;#"@>B?#%)氧连接乙酰氨基葡萄糖糖苷酶
$EG>0=RS=.8;"E>S%)富含丝氨酸结构域 ! 的 gRS结
合蛋白$gRSP/3</34LMHI;/3 V/I2 8;M/3;M/=2 <H-./3 !"
gRTB!%)NBh!g)铁硫簇组装因子 AeS&( $/MH3G8:0J:M
=0:8I;M.88;-P09J.=IHMAeS&("AeS&(%等$图 !"表 #%*
=7="差异蛋白功能信息学分析及 TTA调控网络

>E分析结果显示"在生物学过程方面" !+& 个
D,>8主要集中在 gRS聚合酶*启动子转录的负调
控)蛋白质转运)基因表达的正向调控和细胞内蛋白质
转运* 细胞成分方面"!+& 个 D,>8主要富集在细胞
质)细胞核)细胞质溶胶和核浆*分子功能方面"D,>8

!!*)!中华实验眼科杂志 #+#% 年 !+ 月第 %# 卷第 !+ 期"N2/3 O,5L EL2I2.0-H0"E=IHP;M#+#%"QH07%#"RH7!+
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表 =:上调及下调排名前 @ 位的差异蛋白信息
C,94$=:B*0(%),&-(*(0&.$&(#0-1$3#O%$/34,&$+,*+&(#

0-1$+(7*O%$/34,&$+#%(&$-*5

变化形式 蛋白 基因 hN

上调 钾离子四聚体耦合通道调节基因 * /O3?A $_'$

上调 谷胱甘肽过氧化物酶 ( <+&; $_+%

上调 转录因子 #& 3O9.6 $_+!

上调 线粒体编码 RSDY脱氢酶 ! 13P̀?* #_''

上调 SDT核糖基化因子 & KT96 #_%&

下调 微体谷胱甘肽 B 转移酶 # 1<:3. Z$_%(

下调 氧连接乙酰氨基葡萄糖糖苷酶 I<K Z$_+!

下调 富含丝氨酸结构域 ! 的 gRS结合蛋白 T̀ +:* Z#_*#

下调 巨噬细胞集落刺激因子 ! 受体 O:9*T Z#_)*

下调 铁硫簇组装因子 AeS&( âK6; Z#_'&

"注&hN&差异倍数
"RHI;&hN&JH0< =2.34;

Ex
pr
es
si
on
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Log2FC
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3

P值
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图 <:CDE< 过表达 E!2K腺病毒蛋白质组学分析:S&小提琴图分析表明组内相关性高)重复性好"
e&>hT组与 T,Dh组差异蛋白聚类热图"右侧为差异蛋白基因"红色方格代表上调"蓝色方格代表下调"
N&差异表达蛋白分布散点图">hT&绿色荧光蛋白#T,Dh&色素上皮衍生因子#hN&变化倍数#\N?D*&钾离
子四聚体耦合通道调节基因 *#>Tj(&谷胱甘肽过氧化物酶 (#?Nh#&&转录因子 #&#@?GRD!&线粒体编码
RSDY脱氢酶 !#Sgh&&SDT核糖基化因子 &#@>B?##微体谷胱甘肽 B 转移酶 ##E>S&氧连接乙酰氨基葡
萄糖糖苷酶#gRTB!&富含丝氨酸结构域 ! 的 gRS结合蛋白#NBh!g&巨噬细胞集落刺激因子 ! 受体#
AeS&(&铁硫簇组装因子 AeS&(
K-/3%$<:E%(&$()-'-*0(%),&-(*,*,425-5(0E!2K(1$%$"#%$55$+,+$*(1-%35-*CDE< '$445:S&Q/H0/3 L0HI
.3.098/882HV;< 2/42 /3IM.G4MH:L =HMM;0.I/H3 .3< 4HH< M;L;.I.P/0/I9" e&Y;.I-.L HJ</JJ;M;3I/.009;5LM;88;<
LMHI;/38P;IV;;3 >hT.3< T,Dh4MH:L8"E3 I2;M/42I8/<;"</JJ;M;3I/.009;5LM;88;< LMHI;/3 4;3;8V;M;82HV3".3<
M;< 8X:.M;8M;LM;8;3I;< :LGM;4:0.I;< LMHI;/38.3< P0:;8X:.M;8M;LM;8;3I;< <HV3GM;4:0.I;< LMHI;/38"N&B=.II;M
L0HI82HV/34</8IM/P:I/H3 HJ</JJ;M;3I/.009;5LM;88;< LMHI;/38" >hT&4M;;3 J0:HM;8=;3ILMHI;/3#T,Dh& L/4-;3I
;L/I2;0/:-G<;M/K;< J.=IHM#hN&JH0< =2.34;#\N?D*&LHI.88/:-=2.33;0I;IM.-;M/1.I/H3 <H-./3 =H3I./3/34*#>Tj(&
40:I.I2/H3;L;MH5/<.8;(# ?Nh#&& IM.38=M/LI/H3 J.=IHM#&# @?GRD!& -/IH=2H3<M/.009;3=H<;< 3.<2& :P/X:/3H3;
H5/<HM;<:=I.8;=HM;8:P:3/I!#Sgh&&SDTM/PH890.I/H3 J.=IHM&#@>B?##-/=MH8H-.040:I.I2/H3;8GIM.38J;M.8;##
E>S&EG>0=RS=.8;#gRTB!&gRSP/3</34LMHI;/3 V/I2 8;M/3;M/=2 <H-./3 !#NBh!g&=H0H398I/-:0.I/34J.=IHM!
M;=;LIHM#AeS&(&/MH3G8:0J:M=0:8I;M.88;-P09J.=IHMAeS&(

富集在蛋白质结合和 gRS
结合* \,>>途径分析显
示"D,>8参与了抗原加工
与递呈)内质网中的蛋白质
加工和谷胱甘肽代谢等通

路中* TTA网络分析结果
显示"蛋白质网络共有 !+&
个节点$蛋白%和 %$' 个边
$蛋白之间的相互联系 %*
利用 @NED,插件进行蛋
白质模块分析"获得最显著
模块和 ' 个关键基因"模块
由 ' 个节点和 !$ 条边组
成"这 ' 个节点分别为具有
富含丝氨酸结构域的 gRS
结合蛋白 ! $gRS P/3</34
LMHI;/3 V/I2 8;M/3; M/=2
<H-./3 !"gRTB!%)剪接因
子富含脯氨酸和谷氨酰胺

$8L0/=/34J.=IHMLMH0/3;.3<
40:I.-/3; M/=2" BhTl%)
TM;JH0</3 亚基 ! $TM;JH0</3
8:P:3/I!"ThDR!%)外泌体
成分 & $;5H8H-;=H-LH3;3I
&",jEBN&%)D,5YGeH5解
旋酶 &($D,5YGeH52;0/=.8;
&("DYj&(%和 NNYN型锌
指核酸结合蛋白 $NNYNG
I9L;1/3=J/34;M3:=0;/=.=/<
P/3</34 LMHI;/3" NReT%
$图 #%*

=7>"不同细胞和小鼠视网膜组织中差异蛋白 -gRS
表达比较

T,Dh组细胞中Sgh&)?Nh#& 和\N?D* -gRS相
对表达量明显高于 >hT组"差异均有统计学意义$Fc
#&_$$() '_*)') !#_)&+" 均 +n+_++! %# T,Dh组 中
gRTB!)NBh!g)E>S)AeS&( 和 @>B?# -gRS相对表
达量明显低于 >hT组"差异均有统计学意义 $Fc
!$_)%*)#$_#')))_#&%)!'_+#!)!!_!+&"均+n+_++!%
$表 $%*

对照组) +0JHZCZ
组和 +0JHZCZ

糖尿病组视网 膜

?Nh#&)\N?D*)Sgh&)NBh!g)gRTB!)AeS&( -gRS相
对表达量总体比较"差异均有统计学意义$9c'%_+&()
# (_&'!)$(_!(*)'&_(&()%%_+#%)$%_#%)"均+n+_++!%#

!#*)! 中华实验眼科杂志 #+#% 年 !+ 月第 %# 卷第 !+ 期"N2/3 O,5L EL2I2.0-H0"E=IHP;M#+#%"QH07%#"RH7!+
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生物过程
细胞组分
分子功能

FDR

谷胱甘肽代谢

抗原加工与递呈

胞葬作用

内质网中的蛋白质加工

通
路

P值

A B

C D

0 20 40 60 80
Count

0 1 2 3 4
Count

0.02
0.04
0.06
0.08

图 =:2!85功能富集及互作网络:S&差异蛋白的 >E分析"e&差异蛋白的 \,>>通路分析"N&+W?9过表达差异蛋白的 TTA网络图"D&TTA
中关键基因图"gRTB!&gRS结合蛋白 !#BhTl&剪接因子富含脯氨酸和谷氨酰胺#NReT&NNYN型锌指核酸结合蛋白#ThDR!&TM;JH0</3 亚基 !#
DYj&(&D,5YGeH5解旋酶 &(#,jEBN&&外泌体成分 &
K-/3%$=:K3*'&-(*,4$*%-'.)$*&,*+-*&$%,'&-(**$&7(%6(02!85:S&>E.3.098/8M;8:0I8HJ</JJ;M;3I/.0LMHI;/38"e&\,>>L.I2V.9.3.098/8M;8:0I8
HJ</JJ;M;3I/.0LMHI;/38"N&TTA3;IVHMU </.4M.-HJ+W?9HK;M;5LM;88;< </JJ;M;3I/.0LMHI;/38"D&@.L HJU;94;3;8/3 TTA"gRTB!&gRSP/3</34LMHI;/3
V/I2 8;M/3;M/=2 <H-./3 !#BhTl&8L0/=/34J.=IHMLMH0/3;.3< 40:I.-/3;M/=2#NReT&NNYNGI9L;1/3=J/34;M3:=0;/=.=/< P/3</34LMHI;/3#ThDR!&TM;JH0</3
8:P:3/I!#DYj&(&D,5YGeH52;0/=.8;&(#,jEBN&&;5H8H-;=H-LH3;3I&

与对照组相比"+0JHZ]Z
组 ?Nh#&)\N?D*)Sgh& -gRS

相对表达量降低"NBh!g)gRTB! -gRS相对表达量升
高"差异均有统计学意义$均 +n+_+&%#+0JHZ]Z

糖尿病

组 ?Nh#&) \N?D*) Sgh& -gRS相对表达量降低"
NBh!g)gRTB!)AeS&( -gRS相对表达量升高"差异
均有统计学意义 $均+n+_+& %* 与 +0JHZ]Z

组相比"
+0JHZ]Z

糖尿病组 ?Nh#& -gRS相对表达量降低"
NBh!g)gRTB! 和 AeS&( -gRS相对表达量升高"差异
均有统计学意义$均+n+_+&%$表 %%*

=7?"B;I! 数据集与 >B,&&+% 数据集共同 D,>8的筛
选及富集分析

在 >B,&&+% 数据集中"共鉴定出 $ '*( 个 D,>8"
其中 # +%% 个上调" ! '&$ 个下调* 利用 Q;33 图对
# 个数据集中的 D,>8进行分析"共检测到 #+ 个
D,>8"其中 !+ 个上调"!+ 个下调* 使用 DSQAD工具
对 #+ 个D,>8进行分析">E分析结果发现D,>8的生
物学过程主要富集于基因表达的正向调控),g\! 和
,g\#级联的正向调节)凋亡过程负向调控)胰岛素分

!$*)!中华实验眼科杂志 #+#% 年 !+ 月第 %# 卷第 !+ 期"N2/3 O,5L EL2I2.0-H0"E=IHP;M#+#%"QH07%#"RH7!+
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表 >:= 个组细胞中 8IK@)CJK=@);JC2R)ISET<)JTK<I)F88)BU8@L
和 H8TC= )IS8相对表达量比较$%V&%

C,94$>:J()#,%-5(*(0%$4,&-1$$"#%$55-(*(08IK@"CJK=@";JC2R"ISET<"
JTK<I"F88"BU8@L ,*+H8TC= )IS89$&7$$*&7( /%(3#5$%V&%

组别 样本量 Sgh& ?Nh#& \N?D* gRTB!

>hT组 % !_+++o+_$$( !_+++o+_+%# !_+++o+_!*$ !_+++o+_!!%
T,Dh组 % *_!+%o+_&%% !_((*o+_#!* #_)%#o+_#!# +_!)!o+_+$$
F值 #&_$$( '_*)' !#_)&+ !$_)%*
+值 n+_++! n+_++! n+_++! n+_++!

组别 样本量 NBh!g E>S AeS&( @>B?#

>hT组 % !_+++o+_+&! !_+++o+_!%! !_+++o+_+&' !_+++o+_!!)
T,Dh组 % +_!(&o+_+%* +_$)&o+_+%) +_&$!o+_+!) +_!#&o+_!+&
F值 #$_#') )_#&% !'_+#! !!_!+&
+值 n+_++! n+_++! n+_++! n+_++!

"注&$独立样本 F检验%"Sgh&&SDT核糖基化因子 &#?Nh#&&转录因子 #&#\N?D*&钾离子四聚体
耦合通道调节基因 *#gRTB!&富含丝氨酸结构域 ! 的 gRS结合蛋白#NBh!g&巨噬细胞集落刺激因子 !
受体#E>S&氧连接乙酰氨基葡萄糖糖苷酶#AeS&(&铁硫簇组装因子 AeS&(#@>B?#&微体谷胱甘肽 B
转移酶 ##>hT&绿色荧光蛋白#T,Dh&色素上皮衍生因子
"RHI;&$A3<;L;3<;3I8.-L0;8FGI;8I%"Sgh&&SDTM/PH890.I/H3 J.=IHM&#?Nh#&&IM.38=M/LI/H3 J.=IHM#&#
\N?D*&LHI.88/:-=2.33;0I;IM.-;M/1.I/H3 <H-./3 =H3I./3/34*#gRTB!&gRSP/3</34LMHI;/3 V/I2 8;M/3;
M/=2 <H-./3 !#NBh!g&=H0H398I/-:0.I/34J.=IHM! M;=;LIHM#E>S&EG>0=RS=.8;#AeS&(&/MH3G8:0J:M=0:8I;M
.88;-P09J.=IHMAeS&(#@>B?#&-/=MH8H-.040:I.I2/H3;BGIM.38J;M.8;## >hT& 4M;;3 J0:HM;8=;3ILMHI;/3#
T,Dh&L/4-;3I;L/I2;0/:-G<;M/K;< J.=IHM
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多泡体

内吞囊泡膜

溶酶体腔

通
路

蛋白质结合

RNA结合

大分子复合物结合

半胱氨酸型肽酶活性

细胞因子结合

β�淀粉样蛋白结合

半胱氨酸型内肽酶活性

通
路
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Ratio

基因表达的正调控
正调控ERK1和ERK2级联反应

凋亡过程的负调控
细胞增殖

蛋白质定位到质膜的正向调节
参与细胞对葡萄糖刺激反应的胰岛素分泌的正向调节

蛋白结合的正向调节
激酶活性的正向调节

趋化因子产生的正向调节
正向调节趋化因子(C�X�C基序)配体2的产生

单核细胞分化
溶酶体运输
染色体分离

对甲状腺激素刺激的细胞反应
通过MHCii类对外源性肽抗原进行抗原加工和呈递

抗原处理和呈递

通
路
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图 >:T$&< 数据集与 8T!@@8? 数据集交集 2!85的筛选及富集分析:S&>B,&&+% 差异蛋白火山图"红点代表上调蛋白"蓝点代表下调蛋白"
hN&差异倍数"e&B;I! 数据集与 >B,&&+% 数据集 D,>8的基因数 Q;33 图"红色代表 >B,&&+% 数据集"蓝色代表 B;I! 数据集"N&>E分析交集基因
K-/3%$>:T'%$$*-*/ ,*+$*%-'.)$*&,*,425-5(0-*&$%5$'&-(*2!859$&7$$*T$&< ,*+8T!@@8? +,&,5$&5:S&QH0=.3H-.L HJ</JJ;M;3I/.0LMHI;/38/3
>B,&&+% <.I.8;I"g;< <HI8M;LM;8;3I;< :LGM;4:0.I;< LMHI;/38.3< P0:;<HI8M;LM;8;3I;< <HV3GM;4:0.I;< LMHI;/38"hN&JH0< =2.34;"e&Q;33 L0HIHJ4;3;
3:-P;MHJD,>8P;IV;;3 B;I! .3< >B,&&+% <.I.8;I8"g;< M;LM;8;3I;< >B,&&+% <.I.8;I.3< P0:;M;LM;8;3I;< B;I! <.I.8;I"N&>E.3.098/8M;8:0I8HJ
/3I;M8;=I/H3 4;3;8

表 ?:各组视网膜中 CJK=@);JC2R)8IK@)JTK<I)ISET< 和 BU8@L )IS8相对表达量比较$%V&%
C,94$?:J()#,%-5(*(0%$4,&-1$$"#%$55-(*(0CJK=@";JC2R"8IK@"JTK<I"ISET< ,*+BU8@L )IS8-*

%$&-*, ,)(*/ &.%$$/%(3#5$%V&%

组别 样本量 ?Nh#& \N?D* Sgh& NBh!g gRTB! AeS&(

对照组 % !_+++o+_!#) !_+++o+_!!% !_+++o+_!&* !_+++o+_#%( !_+++o+_+'' !_+++o+_+&'

+0JHZ]Z
组 % +_'&!o+_(!#. +_&&)o+_!!!. +_&$(o+_$**. #_#*+o+_#$). !_*#%o+_#+'. !_$#&o+_%%&

+0JHZCZ
糖尿病组 % +_#!*o+_)%!.P +_%#*o+_!!(. +_%$*o+_%&'. $_##!o+_$$+.P $_(&#o+_'**.P #_'*+o+_#)%.P

9值 '%_+&( #(_&'! $(_!(* '&_(&( %%_+#% $%_#%)
+值 n+_++! n+_++! n+_++! n+_++! n+_++! n+_++!

"注&与对照组相比".+n+_+&#与+0JHZCZ
组相比"P+n+_+&$单因素方差分析"aBDGF检验%"?Nh#&&转录因子 #&#\N?D*&钾离子四聚体耦合通道调节

基因 *#Sgh&&SDT核糖基化因子 &#NBh!g&巨噬细胞集落刺激因子 ! 受体#gRTB!&富含丝氨酸结构域 ! 的 gRS结合蛋白#AeS&(&铁硫簇组装因子
AeS&(#T;<J&色素上皮衍生因子
"RHI;&NH-L.M;< V/I2 =H3IMH04MH:L".+n+_+&#=H-L.M;< V/I2 +0JHZCZ 4MH:L"P+n+_+& $E3;GV.9SREQS"aBDGFI;8I% "?Nh#&&IM.38=M/LI/H3 J.=IHM#&#
\N?D*&LHI.88/:-=2.33;0I;IM.-;M/1.I/H3 <H-./3 =H3I./3/34*#Sgh&&SDTM/PH890.I/H3 J.=IHM&#NBh!g&=H0H398I/-:0.I/34J.=IHM! M;=;LIHM#gRTB!&gRS
P/3</34LMHI;/3 V/I2 8;M/3;M/=2 <H-./3 !#AeS&(&/MH3G8:0J:M=0:8I;M.88;-P09J.=IHMAeS&(#T;<J&L/4-;3I;L/I2;0/:-G<;M/K;< J.=IHM

泌的正向调节参与细胞对葡萄糖

刺激的反应#细胞组分主要富集
于等离子体膜)高尔基体)胞内膜
结合细胞器#分子功能主要富集
于蛋白结合)核糖核酸绑定)大分
子络合物结合等功能上$图 $%*
=7@"TTA网络构建及关键基因
筛选

N9IH8=.L;软件结果显示出
TTA网络共有 #+ 个节点和 #! 个
边"通过 @NED,插件分析后共
得到 % 个枢纽基因* 与 B;I! 数据
集中变化程度排名前十的 D,>8
取交集"整合分析结果最终筛选
出 O:9*T基因$图 %"表 &%*
=7A"不同条件下 ?YT! 细胞和
视网膜中 NBh!g表达水平比较

!%*)! 中华实验眼科杂志 #+#% 年 !+ 月第 %# 卷第 !+ 期"N2/3 O,5L EL2I2.0-H0"E=IHP;M#+#%"QH07%#"RH7!+
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A B C
图 ?:EEB网络构建及 .39基因筛选:S&# 个数据集交集后 D,>8的 TTA网络图"e&2:P 基因"N&# 个数据集差异显著 D,>8韦恩图"红色代表
B;I! 数据集中差异显著 D,>8"蓝色代表 >B,%%+% 数据集中差异显著 D,>8"ND(%&YaS*型组织适合性抗原 +链#Nf?Y%&细胞附着蛋白 % 重组
蛋白#NBh!g&集落刺激因子 ! 受体基因#h>D$&hfQ,)g2H>,h和 TY结构域蛋白 $#@,D!&中介复合体亚基 !#BAgTS&信号调节蛋白 &#ie?e(S&
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图 @:各处理组 CDE< 细胞和视网膜中 JTK<I蛋白表达电泳图:
高糖组和 +0JHZCZ

糖尿病组中 NBh!g蛋白电泳条带灰度较甘露醇组
和 +0JHZCZ

组明显增强"高糖]>hT组 NBh!g蛋白电泳条带灰度较高
糖]T,Dh组明显减弱"!&甘露醇组##&高糖组#$&高糖]>hT组#
%&高糖]T,Dh组#&&+0JHZ]Z

组#'&+0JHZ]Z
糖尿病组"NBh!g&集落刺

激因子 ! 受体
K-/3%$@ : !4$'&%(#.(%$&(/%,) (0JTK<I #%(&$-*$"#%$55-(*5-*
CDE< '$445,*+%$&-*,50%() +-00$%$*&&%$,&)$*&/%(3#5:?2;4M.9
8=.0;HJNBh!gLMHI;/3 /3 2/42 40:=H8;.3< +0JHZCZ </.P;I;84MH:L8V.8
8/43/J/=.3I092/42;MI2.3 I2.I/3 -.33/IH0.3< +0JHZCZ 4MH:L8".3< I2;
4M.98=.0;HJNBh!gLMHI;/3 /3 2/42 40:=H8;]>hT4MH:L V.88/43/J/=.3I09
0HV;MI2.3 I2.I/3 2/42 40:=H8;]T,Dh4MH:L"!&-.33/IH04MH:L##&2/42
40:=H8;4MH:L#$&2/42 40:=H8;]>hT4MH:L#%&2/42 40:=H8;]T,Dh4MH:L#
&&+0JHZCZ4MH:L#'&+0JHZCZ</.P;I;84MH:L"NBh!g&-.=MHL2.4;=H0H39G
8I/-:0.I/34J.=IHM! M;=;LIHM

表 @:通过 J2&(D399, 中不同算法计算 .39基因得分情况
C,94$@:J,4'34,&-(*(0.39/$*$5'(%$535-*/ +-00$%$*&

,4/(%-&.)5-*J2&(D399,

基因 D@RN得分 @RN得分 @NN得分

O?;5 +_$+) *) $ '

OB3C5 +_$+) *) $ &

O:9*T +_$+( (* # $

9<?2 +_$+( (* # #

"注&ND(%&YaS*型组织适合性抗原 +链#Nf?Y%&细胞附着蛋白 % 重
组蛋白#NBh!g&集落刺激因子 ! 受体#h>D$&hfQ,)g2H>,h和 TY结
构域蛋白 $
" RHI;& ND(%& YaS =0.88* 2/8IH=H-L.I/P/0/I9.3I/4;3 4.--.=2./3#
Nf?Y%&M;=H-P/3.3IN9IH2;8/3 %# NBh!g& -.=MHL2.4;=H0H39G8I/-:0.I/34
J.=IHM! M;=;LIHM#h>D$&hfQ,"g2H>,h.3< TY<H-./3G=H3I./3/34LMHI;/3 $

k;8I;M3 P0HI结果显示"高糖组NBh!g条带灰度较
甘露醇组明显增强"高糖]T,Dh组 NBh!g条带灰度
较高糖]>hT组明显减弱"+0JHZ]Z

糖尿病组较 +0JHZCZ

组 NBh!g蛋白条带灰度增强$图 &%* 在细胞实验中"
高糖组和高糖]>hT组中细胞 NBh!g相对表达量为
!_*'!o+_+)& 和 !_+++o+_+'*"分别高于甘露醇组的
!_+++o+_+(# 和高糖]T,Dh组的 +_%'*o+_+(*"差异
均有统计学意义$Fc!%_*%+))_('&"均 +n+_+!%* 在
动物实验中"+0JHZ]Z

糖尿病组中视网膜 NBh!g表达量
为 !_'$$o+_!*#"高于 +0JHZCZ

组的 !_+++o+_+&+"差异
有统计学意义$Fc&_&$("+n+_+!%*

>:讨论

视网膜疾病通常伴有炎症)血管异常和神经变性"

从而导致视力下降* 慢性炎症是视网膜疾病缓慢进
展)迁延不愈的重要病理因素之一"其中葡萄糖水平升
高导致 Dg的确切机制也与炎症过程有关 + !!, * 小胶

质细胞是一种单核吞噬细胞"可视为视网膜组织原位
巨噬细胞

+ !#, * 炎症因子与小胶质细胞$中枢神经系统

!&*)!中华实验眼科杂志 #+#% 年 !+ 月第 %# 卷第 !+ 期"N2/3 O,5L EL2I2.0-H0"E=IHP;M#+#%"QH07%#"RH7!+
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的常驻组织巨噬细胞%的激活有关* 在静止状态下"
小胶质细胞通过吞噬和控制轻度炎症帮助维持视网膜

组织达到促炎和抗炎状态的平衡* 然而"由于高血糖
引起的长期组织应激使平衡被破坏"小胶质细胞过度
反应"同时产生促炎因子和趋化因子"导致慢性炎
症

+ !$, * 在 Dg患者体内"外周血的单核巨噬细胞与视
网膜的小胶质细胞均发生了不同程度数目及功能改

变
+ !%, * +W?9基因表达缺陷已被证明与上述疾病的

进展密切相关
+ !&Z!', * 糖尿病患者的高糖环境直接下

调视网膜色素上皮细胞中 T,Dh的表达"导致其失去
对血管生成的抑制作用

+ !', * 在增生性糖尿病视网膜
病变$ LMH0/J;M.I/K;</.P;I/=M;I/3HL.I29"TDg%患者的视
网膜和玻璃体中 T,Dh表达水平下降"说明 T,Dh表
达水平与人玻璃体液的总抗氧化能力相关"可能作为
眼内源性抗氧化剂发挥作用"对 TDg患眼具有保护作
用

+ !(, * 目前"以单纯抗 Q,>h为主的临床治疗措施仍
对部分患者效果不佳或难以良好控制疾病进展与复

发"因此以抗炎为共同目标的治疗措施被越来越多的
研究者所关注

+ !), * 既往已有研究阐述了 T,Dh在抗
炎方面的潜在作用

+ !*, "本研究旨在阐明 ?YT! 过表达
T,Dh后的蛋白变化情况与细胞功能改变"为揭示
T,Dh抗炎机制提供可能的蛋白靶点*

本研究采用定量蛋白质组学技术对 ?YT! 细胞过
表达 +W?9腺病毒中蛋白表达情况进行检测"利用生
物信息学知识对质谱结果进行分析并找出 !+& 个
D,>8"其中 &# 个为上调基因"&$ 个为下调基因* 功能
分析结果表明"D,>8主要参与 gRS聚合酶*启动子
转录的负调控)蛋白质转运)基因表达的正向调控和细
胞内蛋白质转运以及抗原加工递呈"其中巨噬细胞在
抗原加工递呈中发挥了重要作用* 为了进一步研究
T,Dh的 抗 炎 作 用" 将 本 研 究 中 B;I! 数 据 集 与
>B,&&+% 的 D,>8取交集"得到 #+ 个新的 D,>8"其中
分别由 !+ 个上调和 !+ 个下调 D,>8组成* 功能分析
结果表明"D,>8主要集中于正向调节 ,g\! 和 ,g\#
级联)凋亡过程负向调控)胰岛素分泌的正向调节参与
细胞对葡萄糖刺激的反应以及抗原加工与递呈通路*
其中",g\处于 @ST\信号通路中的传导关键位置"
激活后的 ,g\从细胞质转移至细胞核"从而激活多种
与细胞增殖)分化)迁移和血管生成相关的底物* 研究
表明",g\!C# 在单核细胞和巨噬细胞中介导促炎信
号传递",g\!C# 的抑制减少了 aTB 诱导的原代人单
核细胞趋化因子的产生

+ #+, "说明这些信号通路的差异
表达对于 Dg的发病机制具有重要作用*

为了寻找与炎症相关的 Dg新的生物标志物"本

研究借助多种网络计算手段对 #+ 个差异靶点进行了
TTA分析以探寻关键蛋白" 通过 @NED,插件及
N9IHY:PP.算法共识别出影响炎症的 % 个标志性靶点
蛋白"与 B;I! 数据集中差异最大的 !+ 个基因取交集"
整合分析结果最终得到 O:9*T基因"此基因的异常高
表达很可能是炎症产生的重要机制* NBh!g是 NBh!
和白细胞介素 $%$/3I;M0;:U/3 $%"AaG$%%的细胞表面受
体"AaG$% 和 NBh! 是小胶质细胞正常发育和维持的必
需细胞因子

+ #!, * NBh! 和 AaG$% 可通过 NBh!g发出信
号以调节单核巨噬细胞的存活)增殖和分化"同时可释
放促炎因子* NBh!g在包括大脑皮层)甲状腺)肺)脾
脏和肝脏在内的多种组织中表达"在造血干细胞)单核
细胞)巨噬细胞和小胶质细胞等多个细胞亚群中表达"
以调节其发育

+ ##, * 据报道在糖尿病大鼠视网膜中"
NBh! 与 NBh!g的水平均有明显提高"并且随着糖尿
病病程的延长"# 种因子的表达有增加趋势 + #$, * 有研
究表明"小胶质细胞的激活由 @GNBhCNBh!g信号介
导"导致反应性小胶质细胞形成"释放促炎细胞因子
?RhG&)AaG!%)AaG' 和一氧化氮 + #%, * 在 Dg环境下"高
血糖导致小胶质细胞激活"进而促进 NBh!g表达上
调

+ #&, * 因此"上调的 NBh!g可能在小胶质细胞参与
Dg的过程中发挥重要作用 + #$, "而抑制 NBh!g可以防
止慢性炎症对血Z视网膜屏障的破坏 + #', "T,Dh可能
通过下调 NBh!g的表达来调节 ?YT! 细胞的功能*
本研究通过 k;8I;M3 P0HI验证了 NBh!g在细胞和视网
膜中的表达情况"结果显示高糖环境下 NBh!g的表达
显著升高"并且在 +W?9过表达干预后显著降低*

综上"本研究结果显示 O:9*T可能为 ?YT! 细胞
过表达腺病毒介导的 +W?9抑制炎症过程中的关键基
因和治疗靶点* 本研究阐述了 ?YT! 细胞过表达
+W?9腺病毒蛋白水平的变化与功能改变"为Dg等视
网膜疾病的机制研究和后续治疗提供了新的可能

靶点*
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