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基于转录组测序研究实验性自身免疫性
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!!%摘要&!目的!通过转录组测序筛选实验性自身免疫性葡萄膜炎 )%@i*小鼠视网膜差异表达基
因'!方法!采用随机数字表法将 "# 只 $ 周龄雄性 MRQ级 O6;_c<1V小鼠随机分为 " 个组#每组 0# 只' 其中
%@i组小鼠后肢内侧皮下及尾部静脉注射光感受器间维生素 @类结合蛋白 0U"# 和完全弗氏佐剂乳化液#腹腔
注射百日咳毒素行 %@i造模#对照组小鼠皮下注射相应体积磷酸盐缓冲液' 造模后 "0 D#采用裂隙灯显微镜
检查小鼠眼前节炎症情况#眼底照相观察视网膜血管并进行炎症评分(采用苏木精U伊红染色观察各组小鼠
视网膜组织形态改变' 收集各组小鼠视网膜组织#提取 XT@并构建 48T@文库#进行转录组测序#使用 X语
言 4)CAB,+R+5*(),+包筛选出 %@i中的差异表达基因并进行 S9和 g%SS富集分析#采用实时荧光定量 ROX验
证视网膜组织中核心差异表达基因的表达'!结果!造模第 "0 天#%@i组小鼠临床评分为)"[$2q#[.7*分#

明显高于对照组的)0[$.q#[.2*分#差异有统计学意义)/]"[".##Mr#[#6*#%@i组小鼠视网膜血管出现迂曲
及扩张#组织病理学显示视网膜中有大量炎性细胞浸润#确定 %@i小鼠造模成功' 对小鼠视网膜组织进行转
录组测序#共鉴定 2" 7;2 个基因#筛选出差异表达基因 067 个#其中上调基因 ;. 个)前 2 位分别为 60KEZT["
90,0EI"M/-1T*#下调基因 ;6 个)前 2 位分别为 60IGEDC"\4%"@5-K%II*' S9富集分析显示#差异表达基因多
与免疫应答和细胞因子作用有关(g%SS通路富集分析显示#差异表达基因主要富集于 L5))样通路和细胞因子
信号通路' 与对照组比较#%@i组视网膜组织 60KEZT["90,0EI"M/-1T 相对表达量上调#60IGEDC"\4%"@5-K%II

表达量下调#差异均有统计学意义)/].[;66"6[26$"1["$."7[20""1[6;;"1[00$#均Mr#[#6*'!结论!%@i小鼠
视网膜组织中关键基因 60KEZT["90,0EI"M/-1T"60IGEDC"\4%"@5-K%II 表达存在明显差异#主要与细胞因
子相互作用通路"L5))样受体传导通路有关'!

%关键词&!转录组测序( 实验性自身免疫性葡萄膜炎( 差异表达基因
基金项目" 安徽省高校科研项目 )"#"2@̂ #6#172*( 安徽省转化医学研究院科研基金 )"#"0ZFJP?O6;*
89:$0#32;1#<4&'3=34>006.$.?"#"70##;?##"$#

M"66)$)%+"'/)N-$)((".%.6$)+"%'/3GO7 "%)N-)$"3)%+'/'1+."331%)12)"+"(3"4)#'()*.%+$'%(4$"-+.3)
()51)%4"%<
P$" S$%14I#P$%)A)142,14I#*" 7"%C#+)14 P$()14C

I+,-%./0,1/)23-(/(%&0)&)45# 9(, \$.8/R22$&$%/,> 7)8-$/%&)2R1("$=,>$<%&:1$;,.8$/5# 7,2,$CKDDKC#
@($1%(C+,-%./0,1/)23-(/(%&0)&)45#@(%)(" 7)8-$/%&)2R1("$=,>$<%&:1$;,.8$/5#7,2,$CKEDDD#@($1%
P$" S$%14 1)]]).̂8%/+,-%./0,1/)23-(/(%&0)&)45#@(%)(" 7)8-$/%&)2R1("$=,>$<%&:1$;,.8$/5#7,2,$CKEDDD#
@($1%
@)..,8-)1>$14 %"/().$P$%)A)142,14#B0%$&$&$%).2%55̂HICJL<)0

#7#(+$'4+$8P#0)4+"2)8L5A4+,,> D(**,+,>B('))J,PI+,AA,D H,>,A(> BF,+,B(>'A5*&(4,E(BF ,PI,+(&,>B')
'CB5(&&C>,CG,(B(A)%@i* BF+5CHF B+'>A4+(IB5&,A,NC,>4(>H3!D)+,.*(! LE,>BJ$?E,,K?5)D MRQH+'D,&'),
O6;_c<1V&(4,E,+,+'>D5&)JD(G(D,D (>B5%@iH+5CI '>D 45>B+5)H+5CI -J+'>D5&>C&-,+B'-),&,BF5D#E(BF 0#
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,AB'-)(AF&,>B#BF,'>B,+(5+A,H&,>B(>*)'&&'B(5> 5*BF,&5CA,,J,AE'A,P'&(>,D CA(>H'A)(B?)'&I &(4+5A45I,3
X,B(>')-)55D G,AA,)AE,+,5-A,+G,D -J*C>DCAIF5B5H+'IFJ'>D 4)(>(4')(>*)'&&'B(5> E'AA45+,D3̂ ,&'B5PJ)(>?,5A(>
AB'(>(>HE'ACA,D B55-A,+G,BF,&5+IF5)5H(4')4F'>H,A(> BF,+,B(>')B(AAC,A5*BF,BE5H+5CIA3X,B(>')B(AAC,AE,+,
45)),4B,D *+5& BE5H+5CIA5*&(4,3XT@ E'A,PB+'4B,D '>D 48T@ )(-+'+(,AE,+,45>AB+C4B,D *5+B+'>A4+(IB5&,
A,NC,>4(>H3LF,4)CAB,+R+5*(),+I'4K'H,(> XI+5H+'&&(>H)'>HC'H,E'ACA,D B5A4+,,> *5+D(**,+,>B('))J,PI+,AA,D
H,>,A(> %@i#'>D B545>DC4BS9'>D g%SS,>+(4F&,>B'>')JA,A3LF,,PI+,AA(5> 5*45+,D(**,+,>B('))J,PI+,AA,D
H,>,A(> BF,+,B(>')B(AAC,AE'ABF,> G,+(*(,D CA(>H+,')?B(&,*)C5+,A4,>BNC'>B(B'B(G,ROX3LF,-+,,D(>H'>D CA,5*
,PI,+(&,>B')'>(&')AE,+,(> 45&I)('>4,E(BF BF,+,),G'>B+,HC)'B(5>A5*BF,@>(&')%BF(4AO5&&(BB,,5*@>FC(
,̀D(4')i>(G,+A(BJ3LF,ABCDJI+5B545)E'A'II+5G,D -JBF,%BF(4AO5&&(BB,,5*@>FC(̀ ,D(4')i>(G,+A(BJ)T53

ccMO"#""0"#$*3!G)(1/+(!9> BF,"0ABD'J'*B,+&5D,),AB'-)(AF&,>B#BF,4)(>(4')A45+,5*BF,%@iH+5CI E'A
"[$2q#[.7#A(H>(*(4'>B)JF(HF,+BF'> 0[$.q#[.2 5*BF,45>B+5)H+5CI#'>D BF,D(**,+,>4,E'AAB'B(AB(4'))JA(H>(*(4'>B
)/]"[".## Mr#[#6 *3LF,+,B(>')-)55D G,AA,)A5*&(4,(> BF,%@i H+5CI AF5E,D B5+BC5A(BJ'>D D()'B(5>3
(̂AB5I'BF5)5H(4'),P'&(>'B(5> +,G,'),D ')'+H,>C&-,+5*(>*)'&&'B5+J4,))(>*()B+'B(5>A(> BF,+,B(>'# (>D(4'B(>H

AC44,AA*C),AB'-)(AF&,>B5*BF,%@i&5CA,&5D,)3L+'>A4+(IB5&,A,NC,>4(>H5*BF,&5CA,+,B(>')B(AAC,A(D,>B(*(,D '
B5B')5*2" 7;2 H,>,A#'>D 067 D(**,+,>B('))J,PI+,AA,D H,>,AE,+,A4+,,>,D 5CB3@&5>HBF,&#;. H,>,AE,+,CI?
+,HC)'B,D E(BF 60KEZT[#90,0EI#M/-1T -,(>HB5I BF+,,'>D ;6 H,>,AE,+,D5E>?+,HC)'B,D E(BF 60IGEDC#\4%#
@5-K%II -,(>HB5I BF+,,3S9,>+(4F&,>B'>')JA(AAF5E,D BF'BBF,D(**,+,>B('))J,PI+,AA,D H,>,AE,+,&5AB)J+,)'B,D B5
(&&C>,+,AI5>A,'>D 4JB5K(>,'4B(5>3g%SSI'BFE'J,>+(4F&,>B'>')JA(AAF5E,D BF'BBF,D(**,+,>B('))J,PI+,AA,D
H,>,AE,+,&'(>)J,>+(4F,D (> BF,L5))?)(K,I'BFE'J'>D 4JB5K(>,A(H>')(>HI'BFE'J3O5&I'+,D E(BF BF,45>B+5)H+5CI#
BF,+,)'B(G,,PI+,AA(5> ),G,)A5*60KEZT[#90,0EI#'>D M/-1T (> BF,+,B(>')B(AAC,A5*BF,%@iH+5CI E,+,CI?
+,HC)'B,D#EF(),BF,,PI+,AA(5> ),G,)A5*60IGEDC#\4%#'>D @5-K%II E,+,D5E>?+,HC)'B,D#'>D BF,D(**,+,>4,AE,+,
AB'B(AB(4'))JA(H>(*(4'>B)/].[;66#6[26$#1["$.#7[20"#1[6;;#1[00$('))Mr#[#6*3!L.%4/1(".%(!LF,+,'+,
A(H>(*(4'>BD(**,+,>4,A(> BF,K,JH,>,A60KEZT[#90,0EI#M/-1T#60IGEDC#\4%#'>D @5-K%II (> BF,+,B(>')B(AAC,A
5*%@i&(4,#&'(>)J45+,)'B,D E(BF BF,4JB5K(>,(>B,+'4B(5> I'BFE'J#L5))?)(K,+,4,IB5+A(H>')(>HI'BFE'J3

#9): ;.$*($8L+'>A4+(IB5&,A,NC,>4(>H( %PI,+(&,>B')'CB5(&&C>,CG,(B(A( 8(**,+,>B('))J,PI+,AA,D H,>,A
!1%*-$.<$'3$ M4(,>B(*(4X,A,'+4F R+5=,4B5*i>(G,+A(B(,A(> @>FC(R+5G(>4,) "#"2@̂ #6#172*( M4(,>B(*(4
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!!葡萄膜炎是一种常见的自身免疫性眼部疾病#

可致视力严重下降或永久性视力丧失
+ 0, ' 其发病多

与系统性免疫紊乱相关
+ "U2, (但免疫细胞和分子在疾

病发生和发展中的作用至今尚无定论
+ 7U6, ' 实验性

自身 免 疫 性 葡 萄 膜 炎 ) ,PI,+(&,>B')'CB5(&&C>,
CG,(B(A#%@i*为葡萄膜炎研究提供了重要的模型 + 1, '

近年来转录组技术迅速发展#为深入揭示免疫系统
稳态维持及病理失调的分子机制提供了关键技术支

撑
+ ;U$, ' c(等 + .,

通过转录组测序研究 %@i大鼠虹膜

组织#确定 T98样受体信号通路在 %@i虹膜病理改
变中起关键作用(李学佳等 + 0#,

通过对 %@i小鼠视网

膜差异表 达 基 因 进 行 转 录 组 分 析 发 现# )>4XT@
6#22702801X(K 可以抑制抗原特异性 LF0; 细胞致病
性相关基因的表达' 而针对 %@i小鼠视网膜组织的
转录组测序研究仍不够深入' 本研究旨在采集 %@i

小鼠的视网膜样本进行全转录组测序#筛选出差异
表达基因#进行 S9富集和 g%SS通路分析#以探究
%@i可能的发病机制'

=8材料与方法

=3=!材料
=3=3=!实验动物!$ 周龄野生型雄性 O6;_c<1V小鼠
"# 只#体质量 0$Y"$ H#购自安徽医科大学实验动物中
心#饲养于安徽医科大学动物房' 实验动物的饲养和
使用均符合安徽医科大学动物伦理委员会相关规定#
实验方案经安徽医科大学生物医学伦理委员会审核批

准)批文号$ccMO"#""0"#$*'
=3=3>!主要试剂及仪器!2\戊巴比妥钠由安徽医科
大学附属巢湖医院麻醉科提供(光感受器间维生素 @
类 结 合 蛋 白 0U"# ) (>B,+IF5B5+,4,IB5++,B(>5(D?-(>D(>H
I+5B,(>0U"##:X_R0U"#*"完全弗氏佐剂 )美国 ,̀D OF,&
%PI+,AA公司 *(百日咳毒素 )美国 M(H&'公司 *(总
XT@提取试剂盒"逆转录试剂盒"实时荧光定量 ROX
染料)美国 LF,+&5Q(AF,+公司*' 裂隙灯显微镜)苏州
六六视觉科技股份有限公司 *(眼底激光扫描仪
)8'JB5>'#英国 9RL9M 公司*(实时荧光定量 ROX仪
)瑞士 X54F,公司*'
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=3>!方法
=3>3=!实验动物分组及处理!采用随机数字表法将
小鼠分为 %@i组和对照组#每组 0# 只' %@i组小鼠
后肢内侧皮下及尾部静脉注射 "## ()含 7## (H
:X_R0U"#"26# (H完全弗氏佐剂)含结核分枝杆菌*的
乳化液#腹腔注射 6 H<&)百日咳毒素 0## ()#"7 F 后
腹腔再次注射 0## ()百日咳毒素' 对照组小鼠皮下
注射 R_M 溶液 "## ()' 免疫后 "0 D)炎症反应达高峰
期*对 " 个组小鼠行眼前节检查及视网膜照相#通过
裂隙灯显微镜"视网膜照相评估 %@i严重程度'
=3>3>!裂隙灯显微镜检查 %@i小鼠炎症评分!免疫
后 "0 D#裂隙灯显微镜下观察小鼠结膜"角膜"虹膜#

前房及视网膜#同时由 " 名观察者独立进行临床评分'

参照 O'AI(分级标准#评分标准见表 0'

表 =8K7Q小鼠模型炎症评分表
F'#/)=8H%6/'33'+".%(4.$"%< +'#/).6K7Q3.1()3.*)/

眼部表现 病变程度 评分

结膜充血 无 #

轻度 0

中度 "

重度 2

前房渗出 无 #

少量 0

大量 "

前房积脓 无 #

有 0

瞳孔 正常 #

后粘连 0

视网膜血管 正常 #

血管扩张 0

!注$%@i$实验性自身免疫性葡萄膜炎
!T5B,$%@i$,PI,+(&,>B')'CB5(&&C>,CG,(B(A

=3>3?!苏木精U伊红染色观察各组小鼠视网膜组织
形态改变!免疫后 "0 D#每组取 0# 只小鼠#向小鼠腹
腔内注射 6# &H<KH戊巴比妥钠麻醉#处死后取出眼
球#7\多聚甲醛固定#脱水#二甲苯中透明#浸蜡#包
埋#沿眼轴方向切片#厚度 6 (&' 切片进行 16 b脱
蜡#二甲苯和乙醇梯度脱水#蒸馏水冲洗#苏木素染色#

冲洗#将视网膜切片放入盐酸乙醇分色后#蒸馏水冲
洗#放入 $6\乙醇后转到伊红中染色#中性树脂封片#

晾干' 光学显微镜下观察并拍照'
=3>3A!视网膜总 XT@提取及 48T@文库构建!免疫
后 "0 D#" 个组各任意选取 1 只小鼠#戊巴比妥钠腹腔
内注射过量麻醉处死后迅速在冰上分离小鼠视网膜#

液氮冻存后将组织研磨成粉末#借助总 XT@提取试剂

盒完成总 XT@提取和纯化#通过逆转录试剂盒将提取
的总 XT@逆转录为 48T@#构建 48T@文库#包括连接
适配器"文库扩增和纯化等步骤'
=3>3B!测序分析及差异表达基因的筛选!对构建好
的 48T@文库进行高通量测序#在华大基因 8T_M%d
平台上完成#去除测序原始数据中包含低质量"接头污
染以及未知碱基 T含量过高的 +,'DA' 使用 :̂M@L将
4),'> +,'DA比对到参考基因组序列' 差异表达基因的
筛选标准为sc5H" 差异倍数s"0 且 d值!#[#6' 利用
8%SM,N 软件对 " 个组之间的差异表达基因进行鉴定
并计算差异倍数#采用负二项分布检验进行差异显著
性检验#最终根据差异倍数及差异显著性检验结果来
筛选差异表达基因'
=3>3C!S9富集及 g%SS通路分析!使用 X语言
4)CAB,+R+5*(),+包#对差异表达基因进行 S9富集及
g%SS通路分析#以 d值!#[#6 为显著富集'
=3>3R!实时荧光定量 ROX验证核心差异表达基因!
" 个组各另取 7 只小鼠视网膜组织#常规提取总 XT@#
逆转录为 48T@' 在 ROX反应管中分别加入双蒸水
$[" ()"Mf_XS+,,> '̀AB,+̀ (P0# ()"正反向引物各
#[7 ()"48T@0[# ()#合成混合体系' 引物购自生工
生物)上海*有限公司)表 "*#采用实时荧光定量 ROX
仪进行扩增' 反应条件$.6 b预变性 2# A(.6 b变性
6 A#;" b退火及延伸 "# A#共 7# 个循环' 实验独立重
复 2 次#以 &?'4B(> 为内参#采用 "U**OB

法计算各目的基

因 &XT@相对表达量'

表 >8各目的基因引物序列
F'#/)>8J$"3)$()51)%4)(.6+,)+'$<)+<)%)(

目的基因 引物序列)6t?2t*

60KEZT[ 正向 S@@@@OOL@O@LOOOOOLOOO

反向 LLLLSSSSOSSL@OLO@S@@
90,0EI 正向 SSSOLSLSO@@@OLOOO@SL

反向 OLL@@@OOO@O@SSOLSO@LS@
M/-1T 正向 @SO@LS@@OO@OS@@OO@SL

反向 @S@@OLOO@O@O@OOOOOL@

60IGEDC 正向 LS@SSLOO@SS@LSSO@L@SO

反向 @@SSS@S@S@LSSLLSLLLSSLL

\4% 正向 SOOO@@OS@S@S@OLSLS@L

反向 OO@LOOLOOO@@@OLSSLOLO

@5-K%II 正向 @SO@LLS@SS@SS@LO@O@O@O

反向 OOOLSOLLSLLLSLO@SO@@

=3?!统计学方法
采用 S+'IFR'D R+(A&.3# 软件进行统计分析' 计

量资料数据经 MF'I(+5?h()K 检验证实符合正态分布#
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以 _q8表示' " 个组间各目的基因相对表达量比较采
用独立样本 /检验' 采用双尾检验#Mr#[#6 为差异有
统计学意义'

>8结果

>3=!%@i小鼠眼部炎症评估及评分比较
免疫后 "0 D#与对照组相比#%@i组小鼠的视网

膜血管充血明显#色泽鲜红)图 0*' 免疫后 "0 D#%@i
组小鼠炎症评分为)"[$2q#[.7*分#显著高于对照组
的)0[$.q#[.2*分#差异有统计学意义)/]"[".##Mr
#[#6*)图 "*'

A B
图 =8> 个组小鼠扫描激光视网膜检查图像)p7#*!可见 %@i组视
盘周边血管充血明显#色泽鲜红)蓝色箭头*!@$%@i组!_$对照组
!"<1$)= 8 S4'%%"%< /'()$$)+"%'/"3'<)(.63"4)"%+;. <$.1-(
)p7# * ! LF,I,+(I'I())'+J-)55D G,AA,)A(> BF,%@i H+5CI E,+,
A(H>(*(4'>B)JFJI,+,&(4#'II,'+(>H-+(HFB+,D ) -)C,'++5E* ! @$ %@i
H+5CI!_$O5>B+5)H+5CI

炎
症

评
分（

分
）

4

3

2

1

0
EAU组 对照组

a

图 >8各组小鼠免疫 >= *炎症评分比较!与 %@i组相比#'Mr#[#6
)独立样本 /检验#1]0#*!%@i$实验性自身免疫性葡萄膜炎
!"<1$)> 8 L.3-'$"(.% .6"%6/'33'+".% (4.$)(.% *': >= '6+)$

"331%"T'+".%#)+;))%+;. <$.1-(!O5&I'+,D E(BF %@iH+5CI#'Mr
#[#6 ) :>D,I,>D,>BA'&I),A /?B,AB# 1]0# * ! %@i$ ,PI,+(&,>B')
'CB5(&&C>,CG,(B(A

>3>!%@i小鼠视网膜组织形态改变
小鼠免疫后 "0 D#组织病理学结果显示#对照组视

网膜组织结构正常(%@i组小鼠大量巨噬细胞和中性
粒细胞浸润脉络膜"视网膜及视网膜下#视网膜结构紊
乱#神经纤维层见大量炎性细胞浸润)图 2*'

A B50μm 50μm

图 ?8免疫后 >= *各组小鼠组织病理学改变 ) %̂p0###标尺 ]
6# (&*!与对照组相比#%@i组小鼠视网膜出现炎症反应)蓝色箭
头*!@$%@i组!_$对照组
!"<1$)?8m"(+.-'+,./.<"4'/4,'%<)("%3.1()+"((1)("%)'4,<$.1-
.%*': >= '6+)$"331%"T'+".% ) %̂ p0### A4'),-'+]6# (&* !
O5&I'+,D E(BF BF,45>B+5)H+5CI#'> (>*)'&&'B5+J+,AI5>A,E'A5-A,+G,D
(> &5CA,+,B(>'A(> BF,%@iH+5CI ) -)C,'++5E*!@$%@iH+5CI!_$
O5>B+5)H+5CI

>3?!各组小鼠视网膜差异表达基因筛选
共鉴定 2" 7;2 个基因#筛选出 067 个差异表达基

因#其中上调基因 ;. 个 )前 2 位分别为 60KEZT["
90,0EI"M/-1T *#下调基因 ;6 个 )前 2 位分别为
60IGEDC"\4%"@5-K%II*)表 2#图 7*'

表 ?8上调与下调前 =V 位的差异表达基因
F'#/)?8F.-=V 1-$)<1/'+)*'%*+.-=V *.;%$)<1/'+)*

*"66)$)%+"'//: )N-$)(()*<)%)(

基因 c5H"QO M值 d值

60KEZT[ 6[262 #[##" #[#0"
90,0EI 7[;02 r#[##0 r#[##0
M/-1T 7[200 #[##" #[#00
@_<&G 7[01# r#[##0 r#[##0
@<.C 7[01# #[##2 #[#0; $
M.1 7[#.2 #[##7 #[#""
6-.IZD 2[..# #[##1 #[#2#
60[DEI[ 2[$;1 #[##$ #[#7"
6F-ID 2[717 r#[##0 r#[##0
@5/$- 2[76# #[##" #[#02
60ITT[E U2[.1. #[##1 #[#22
@5-[%I U7[##. #[##6 #[#".
60Z[ZE U7[#76 #[##6 #[#"1
\4F U7[#.; r#[##0 r#[##0
R(84 U7[0;. #[##2 #[#0;
',.-$1%I% U7[62" r#[##0 #[##6
7/>C U7[62; r#[##0 #[##7
@5-K%II U7[6.7 r#[##0 #[##2
\4% U6[#0# r#[##0 r#[##0
60IGEDC U6["60 r#[##0 r#[##0

!注$QO$差异倍数
!T5B,$QO$*5)D 4F'>H,

>3A!差异表达基因的 S9富集及 g%SS通路分析
筛选出的显著性差异表达基因的 S9富集分析

中#细胞组分包括细胞外基质"血小板颗粒"血液微小

!.$;!中华实验眼科杂志 "#"6 年 . 月第 72 卷第 . 期!OF(> V%PI 9IFBF')&5)#M,IB,&-,+"#"6#W5)372#T53.
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图 A8> 个组小鼠差异表达基因火山图!QO5差异倍数
!"<1$)A 8 @)%))N-$)((".%*"66)$)%4)2./4'%. -/.+3'- .6+;.
<$.1-(.63"4)!QO5*5)D 4F'>H,

BA C
图 B8> 个组差异表达基因 @P富集条目!@5细胞组分!_5生物过程!O5分子功能
!"<1$)B8@P)%$"4,3)%++)$3(.6*"66)$)%+"'//: )N-$)(()*<)%)(#)+;))%+;. <$.1-(!@5O,))C)'+45&I5>,>B!_5_(5)5H(4')I+54,AA!O5 5̀),4C)'+
*C>4B(5>

A B
图 C8> 个组差异表达基因 9K@@通路分析!@5富集通路!_5富集疾病
!"<1$)C89K@@-'+,;':('%'/:("(.6*"66)$)%+"'//: )N-$)(()*<)%)(#)+;))%+;. <$.1-(!@5%>+(4F,D I'BFE'J!_5%>+(4F,D D(A,'A,

颗粒"多泡小体"内质网"胞膜"血红蛋白复合物"囊泡
腔"成熟乳糜微粒"细胞表面"内质网膜"收缩纤维(分
子功能包括连接酶活性"对细菌反应"免疫系统反应"
防御反应"细胞对干扰素反应"细胞因子介导的信号通
路(生物过程包括细胞因子结合"信号受体结合"SLR
酶活性等)图 6*' 这些显著性差异的 S9富集分析主

要与免疫应答和细胞因子作用有关'
差异表达基因 g%SS通路富集分析显示#主要通

路包括细胞因子相互作用通路)$ 个基因*"视黄醇代
谢通路)1 个基因*"L5))样受体传导通路)7 个基因*"
LTQ传导通路)7 个基因*(g%SS疾病富集分析显示#
差异表达基因与变应性鼻炎"拇趾和镫骨强直及发育
异常疾病相关)图 1*'
>3B!核心差异表达基因相对表达量比较

实时荧光定量 ROX检测结果显示#与对照组相
比#%@i组视网膜组织内 60KEZT["90,0EI"M/-1T 相
对表达量明显升高#60IGEDC"\4%"@5-K%II 相对表达
量明显降低#差异均有统计学意义)/].[;66"6[26$"
1["$."7[20""1[6;;"1[00$#均 Mr#[#6*)表 7*'

?8讨论

本研究通过 XT@转录组测序对 %@i小鼠视网膜
组织进行深入分析#发现视网膜中 067 个基因在 %@i

小鼠中具有显著变化' S9富集和 g%SS通路分析发
现差异基因均与细胞因子作用和免疫应答过程有关#

实时荧光定量 ROX验证结果与转录组测序结果一致'

该研究揭示了%@i发病机制中可能涉及的生物学通

!#.;! 中华实验眼科杂志 "#"6 年 . 月第 72 卷第 . 期!OF(> V%PI 9IFBF')&5)#M,IB,&-,+"#"6#W5)372#T53.
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表 A8> 个组核心差异基因 3GO7相对表达量比较)!W"*
F'#/)A8L.3-'$"(.%.6$)/'+"2)3GO7)N-$)((".%.6+,)4.$)*"66)$)%+"'//: )N-$)(()*<)%)(#)+;))%+;. <$.1-()!W"*

组别 60KEZT[ 90,0EI M/-1T 60IGEDC \4% @5-K%II

对照组 0[##0q#["0$ "[7##q#[0$7 0[";.q#[0"# "[02.q#["## 2[1""q#[027 "[6$7q#[02$

%@i组 0[$.$q#[;.; 2[1"2q0[26. "[6#2q#[062 0[060q#[000 "[27#q#[07" 0[7;6q#[00;

/值 .[;66 6[26$ 1["$. 7[20" 1[6;; 1[00$

M值 r#[#0 r#[#0 r#[#0 r#[#6 r#[#6 r#[#0

!注$%@i$实验性自身免疫性葡萄膜炎
!T5B,$%@i$,PI,+(&,>B')'CB5(&&C>,CG,(B(A

路#为进一步研究 %@i的发病机制提供了重要参考'

研究自身免疫性葡萄膜炎发病机制相关的转录变

化有助于发现潜在的治疗靶点#jFC 等 + 00,
通过 XT@

测序揭示 %@i小鼠视网膜细胞中抗原呈递和 L细胞
激活相关基因表达发生改变' c(IAK(等 + 0",

对 %@i小
鼠视网膜内皮细胞进行转录组分析发现#有 $" 个基因
在视网膜内皮细胞的发育过程中起关键作用#其中 6

个基因),.-$1%K1"&<1C"%<̂.I"&.4I 和 &%0<K*的蛋白表
达在内层血U视网膜屏障细胞水平得到验证#证明视
网膜参与 %@i小鼠的病理过程'

本研究发现上调基因前 2 位分别为 60KEZT["
90,0EI"M/-1T#下调基因前 2 位分别为 60IGEDC"
\4%"@5-K%II' g%SS通路富集分析显示#60KEZT[ 基
因与免疫系统"细胞修复复制及生长相关#M/-1T 基因
与免疫细胞浸润相关#9/-1T 对免疫治疗的预测价值显
著

+ 02, #\4% 基因与免疫系统和病毒感染有关#上述基

因与葡萄膜炎的相关研究较少' 8C 等 + 07,
采用黄连素

治疗 %@i小鼠#结果显示灌胃给药可以显著影响小鼠
脾脏组织中免疫相关通路基因#且明显改善 %@i小鼠
肠道微生物群#增加了具有免疫调节能力的细菌数量#

证实了 %@i模型免疫通路发生改变' %@i大鼠血浆
中差异表达蛋白主要参与代谢和免疫过程#与补体和
凝血级联"代谢途径"TQ?+_"R:2g?@KB"L5))样受体和
自噬密切相关

+ 06, ' 上述研究结果均提示免疫通路在
%@i发病中具有关键作用'

SC5等 + 01,
研究证实#%@i小鼠部分视网膜差异表

达基因可能与 L细胞受体信号通路"_细胞受体信号
通路以及 L5))样受体信号通路活化有关' 此研究为
L5))样受体信号通路在葡萄膜炎发病机制中发挥关键
作用提供了支持#表明该通路可能成为自身免疫性葡
萄膜炎的新型治疗靶点'

综上所述#本研究通过转录组测序技术研究 %@i

小鼠视网膜的差异表达基因#发现 %@i小鼠视网膜组
织中免疫反应"细胞因子相互作用相关基因的表达发

生变化' 本研究为深入理解 %@i的发病机制提供了
新的靶点#可能为临床应用提供更多的参考价值#未来
还需通过体内外实验和临床研究来进一步验证'
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图 =8患者眼前节照相8双眼充分扩瞳后可见大量放射状纤维)箭头*从晶状体前囊周围向中央
延伸!@$右眼!_$左眼!图 >8患者眼底多模式影像8眼底照相示双眼黄斑对称性环形萎缩灶
伴色素沉着(自发荧光显示双眼以黄斑为中心周围约 0[6 R8范围内为低自发荧光#外周环绕着
粗条带状的高自发荧光(9OL示黄斑中心凹周围约 " R8范围内视网膜色素上皮下弥漫大量高密
度沉积物#视网膜外层结构变性紊乱(荧光素眼底血管造影示黄斑周围高背景荧光#未见明显荧
光素渗漏点!@"O"%"S$右眼!_"8"Q" $̂左眼

!!患者男#;1 岁#无明显诱因下双眼渐进性视力下降 2 年就

诊' 眼科检查示$右眼视力为指数<2# 4&#矫正后无提高#左眼

最佳 矫 正 视 力 为 #[0"( 眼 压 右 眼 为 0" &&̂ H) 0 &&̂ H]

#[022 KR'*#左眼为 01 &&̂ H(色觉检查显示红绿色觉异常(双

眼结膜无充血#角膜透明#充分扩瞳后可见双眼晶状体混浊#前

囊周边均存在细小的放射状小带向晶状体中央延伸#附着散在

的色素颗粒)图 0*' 眼底检查示双眼视盘边界清#黄斑区片状

萎缩#色素紊乱)图 "@"_*' 眼底自发荧光显示以黄斑为中心

约 0[6 个视盘直径)I'I())'D('&,B,+#R8*范围内为低自发荧光#

外周环绕着粗条带状的高自发荧光)图 "O"8*(光学相干断层

扫描)5IB(4')45F,+,>4,B5&5H+'IFJ#9OL*显示双眼视网膜下均

存在沉积物#集中在黄斑周围#视网膜色素上皮结构紊乱和视

网膜外层萎缩)图 "%"Q*(荧光素眼底血管造影提示双眼黄斑

区存在不规则荧光遮蔽和背景高荧

光#未见荧光素渗漏 )图 "S" *̂ (初步

诊断为迟发性视网膜变性 ))'B,?5>A,B

+,B(>')D,H,>,+'B(5>#c?9X8* )双眼*"白

内障)双眼*"晶状体前长悬韧带 ))5>H

'>B,+(5+),>AZ5>C),A#c@jA*)双眼*'

患者父母眼部病史不详' 通过对

其子女进行详细的眼部检查#未发现明

显异常' 采集患者本人及其 0 子 0 女

的外周静脉血#提取 8T@进行全外显

子高通量测序' 结合受检者临床诊断

和 9̀ :̀ 等数据库中基因对应疾病关

系综合分析#显示患者本人及其子女均

携带 RX9̀ 0 43#6$#Lv@#,P5>"$)"$<"$*杂合变异)图 2*' 修

正诊断为$视网膜黄斑营养不良 )双眼*"白内障 )双眼*"c@jA

)双眼*'

患者完善术前检查#排除手术禁忌证后#先后行右眼及左

眼白内障超声乳化摘除联合人工晶状体植入术' 在术中予以

环形撕囊时#发现悬韧带从前囊附着处断裂' 术后 0 周复查最

佳矫正视力右眼 #[06#左眼 #["#人工晶状体正位#眼压右眼
0; &&̂ H#左眼 07 &&̂ H' 术后 0 年复查#最佳矫正视力右眼
#[0#左眼 #[#$(眼压右眼 06 &&̂ H#左眼 0; &&̂ H(眼底检查

示黄斑区病变范围较前略增大#9OL显示黄斑区视网膜结构紊

乱加重#视网膜下及层间高密度沉积物增多)图 7*'

讨论$晶状体悬韧带通常止于距晶状体赤道 )0[7"q

#["7*&&的前囊#平均悬韧带长约 1[$1 &&(悬韧带比正常长

!".;! 中华实验眼科杂志 "#"6 年 . 月第 72 卷第 . 期!OF(> V%PI 9IFBF')&5)#M,IB,&-,+"#"6#W5)372#T53.




