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·实验研究·

触珠蛋白调控视网膜血管屏障和炎症反应
对糖尿病性黄斑水肿的作用及机制
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【摘要】 目的 探讨触珠蛋白（HP）调控视网膜血管屏障和炎症反应对糖尿病性黄斑水肿（DME）的作用
及机制。 方法 收集 7例非增殖性糖尿病视网膜病变（NPDR）和 7例 DME患者的房水样本，采用液相色谱-
质谱联用技术进行蛋白质组学分析，筛选差异表达蛋白。通过 STRING数据库进行蛋白-蛋白相互作用分析
和生物学功能分析等筛选出目标蛋白。收集单纯白内障、NPDR和 DME患者各 23例的房水样本，采用酶联免
疫吸附试验（ELISA）测定 HP表达水平。另选取 8~10周龄健康雄性 SD大鼠 42只，采用随机数字表法将其随
机分为对照组、糖尿病组、糖尿病+空载病毒组、糖尿病+HP慢病毒组，对照组注射柠檬酸钠缓冲液，其他各组
注射链脲佐菌素构建糖尿病模型，建模 8周后糖尿病+空载病毒组、糖尿病+HP慢病毒组分别给予玻璃体腔注
射空载病毒和 HP慢病毒。注药后 1周进行视网膜血管渗漏实验，计算伊文思蓝和视网膜重量比值；采用定量
PCR检测各组大鼠视网膜白细胞介素（IL）‑1β、IL‑2、IL‑6、肿瘤坏死因子 α（TNF‑α）和高迁移率族蛋白 B1
（HMGB1）mRNA相对表达量；采用免疫荧光染色检测 F4/80染色阳性细胞数量。 结果 蛋白质组学分析鉴
定出 425个可定量蛋白，其中 84个在 DME和 NPDR组间差异显著，HP是差异蛋白的枢纽蛋白，并具有与调控
炎症反应更为相关的功能富集度。ELISA检测结果显示，单纯白内障组、NPDR组和 DME组房水中 HP表达水
平 分 别 为（5.878±0.462）、（6.118±0.215）、（6.769±0.245）ng/ml，总 体 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义（F=36.47，P<
0.001），其中 DME组 HP表达水平明显高于单纯白内障组和 NPDR组，差异均有统计学意义（均 P<0.05）。受试
者工作特征曲线显示 HP对 DME的诊断具有较高准确性（曲线下面积=0.986，P<0.001），当患者房水中 HP表达
水平升高至 6.5 ng/ml以上，提示 NPDR患者可能发生 DME。糖尿病组、糖尿病+HP慢病毒组大鼠视网膜血管
渗漏比值较对照组明显升高，糖尿病+HP慢病毒组血管渗漏比值较糖尿病组明显降低，差异均有统计学意义
（均 P<0.05）。糖尿病组视网膜中 IL‑1β、IL‑2、IL‑6、TNF‑α和 HMGB1 mRNA相对表达量较对照组升高，糖尿
病+HP慢病毒组 IL‑1β、IL‑2、IL‑6、TNF‑α和 HMGB1 mRNA相对表达量较糖尿病组、糖尿病+空载病毒组明显
降低，差异均有统计学意义（均 P<0.05）。视网膜免疫荧光染色结果显示糖尿病组 F4/80染色阳性细胞数量较
对照组明显升高，糖尿病+HP慢病毒组 F4/80染色阳性细胞数量明显少于糖尿病组。 结论 HP在 DME患者
房水和糖尿病大鼠视网膜中显著高表达，可能通过调控 HMGB1信号通路参与视网膜炎症反应和血管屏障功
能破坏。下调 HP可改善视网膜血管渗漏和炎症反应，提示 HP可能是 DME治疗的潜在靶点。
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[Abstract] Objective To investigate the role and mechanism of haptoglobin (HP) in regulating retinal
vascular barrier function and inflammatory response in diabetic macular edema (DME). Methods Aqueous humor
samples were collected from 7 patients with non‑proliferative diabetic retinopathy (NPDR) and 7 patients with DME.
Liquid chromatography‑tandem mass spectrometry (LC‑MS/MS) was used for proteomic analysis to identify
differentially expressed proteins. The target protein was screened out through protein‑protein interaction analysis and
biological function analysis using the STRING database. Aqueous humor samples were collected from patients with
simple cataract (n=23), NPDR (n=23), and DME (n=23), and HP expression levels were determined by enzyme‑linked
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immunosorbent assay (ELISA). In addition, 42 healthy male SD rats aged 8-10 weeks were randomly divided into
control, diabetes, diabetes+empty vector, and diabetes+HP lentivirus groups using the random number table method.
Rats in the control group received citrate buffer, while those in the other groups received streptozotocin to establish
diabetes mellitus model. At 8 weeks after modeling, the diabetes+empty vector group and diabetes+HP lentivirus
group received intravitreal injections of empty vector and HP lentivirus, respectively. One week post‑injection, retinal
vascular leakage was assessed by calculating the Evans blue/retina weight ratio. Quantitative PCR was performed to
detect the relative mRNA expression levels of interleukin (IL)‑1β, IL‑2, IL‑6, tumor necrosis factor‑α (TNF‑α), and
high mobility group box 1 (HMGB1) in the rat retinas. Immunofluorescence staining was used to detect the number of
F4/80‑positive cells. Part of this study on human samples complied with the Declaration of Helsinki and the study
protocol was approved by the Ethics Committee of the Hospital of Hebei Eye Hospital (No. 2024LW30). All
participants fully understood the study protocol and purpose and signed the informed consent form. The feeding and
use of experimental animals adhered to the 3Rs alternatives, Regulations for the Administration of Affairs Concerning
Experimental Animals and Laboratory Animal‑Guideline for Ethical Review of Animal Welfare. The animal
experimental study protocol was approved by the Animal Experimental Ethics Committee of Hebei Eye Hospital (No.
2024LW31). Results Proteomic analysis identified 425 quantifiable proteins, of which 84 showed significant
differences between the DME and NPDR groups. HP was identified as a hub protein among the differentially
expressed proteins, with a higher functional enrichment related to the regulation of inflammatory response. ELISA
results showed that HP expression levels in the simple cataract, NPDR, and DME groups were (5.878±0.462), (6.118±
0.215), and (6.769±0.245)ng/ml, respectively, with a statistically significant overall difference (F=36.47, P<0.0001).
The HP expression level in the DME group was significantly higher than that in the simple cataract and NPDR groups
(both P<0.05). ROC curve analysis demonstrated that HP had high diagnostic accuracy for DME (AUC=0.986, P<
0.001), with an HP level above 6.5 ng/ml in aqueous humor suggesting the possible development of DME in NPDR
patients. The retinal vascular leakage ratios in the diabetes and diabetes+HP lentivirus groups were significantly
higher than that in the control group, while the leakage ratio in the diabetes+HP lentivirus group was significantly
lower than that in the diabetes group (all P<0.05). The mRNA expression levels of IL‑1β, IL‑2, IL‑6, TNF‑α, and
HMGB1 in the retina of the diabetes group were significantly higher than those in the control group, while those in the
diabetes+HP lentivirus group were significantly lower than those in the diabetes and diabetes+empty vector groups
(all P<0.05). Immunofluorescence staining showed that the number of F4/80‑positive cells was significantly increased
in the diabetes group compared with the control group, whereas it was markedly decreased in the diabetes+HP
lentivirus group compared with the diabetes group. Conclusions HP is significantly upregulated in the aqueous
humor of DME patients and the retinas of diabetic rats, potentially participating in retinal inflammatory response and
vascular barrier dysfunction through the HMGB1 signaling pathway. Downregulation of HP ameliorates retinal
vascular leakage and inflammatory response, suggesting that HP may be a potential therapeutic target for DME.

[Key words] Diabetic macular edema; Haptoglobin; High mobility group box 1; Proteomics; Retinal vascular
barrier; Inflammatory response
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全球糖尿病患者约 4.2亿，患病率持续上升，糖尿

病及其并发症已成为重大公共卫生问题。糖尿病视

网膜病变（diabetic retinopathy，DR）是糖尿病患者的主

要并发症之一，发生率约 35%，是导致视功能受损甚

至盲的主要原因［1-2］。DR视力下降的机制复杂，涉及

玻璃体积血、视网膜脱离、糖尿病性黄斑水肿（diabetic
macular edema，DME）等，其中 DME因可致中心视力丧

失，是 DR患者视力下降的关键因素。我国糖尿病及

DME发病率持续攀升［3-4］，2型糖尿病患者中 DR和

DME的 5年发病率分别为 46.89%和 19.71%［5］，严重影

响患者视功能和生活质量，给社会带来沉重负担。

目前 DME的临床治疗主要包括全视网膜激光光

凝、玻璃体腔注药及玻璃体切割手术［6-8］。尽管玻璃体

腔 注 射 抗 血 管 内 皮 生 长 因 子（vascular endothelial
growth factor，VEGF）药物疗效显著，但仍有超过 30%

的患者对单一抗 VEGF治疗反应不佳［9］。深入研究

DME发病机制、开发个体化治疗方案及探索早期干预

靶点仍是当前研究重点。

DME 发 病 机 制 涉 及 多 种 生 长 因 子 异 常 表 达 ，

VEGF作为特异性促血管生成因子，在血管内皮细胞

增殖和新生血管形成中起关键作用［10-11］，其抑制剂可

通过保护血-视网膜屏障（blood‑retinal barrier，BRB）促

进新生血管和黄斑水肿消退。此外，胰岛素样生长因

子 1、血管生成素、基质衍生因子 1等多种因子在房水

和玻璃体液中的表达谱呈特征性改变，协同参与 DME
病理过程。蛋白质组学技术为深入解析 DME分子机

制提供了新手段，有助于阐明疾病机制并发现治疗靶

点［12-14］。

触珠蛋白（haptoglobin，HP）是一种急性期反应糖

蛋白，由肝细胞及其他细胞分泌，结构由 α链和 β链组
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成，人类 HP基因存在 HP1‑1、HP2‑1和 HP2‑2共 3种常

见表型。HP通过调控巨噬细胞吞噬功能发挥免疫调

节和炎症调节作用［15］，抑制细胞外基质明胶酶活性，

并在银屑病中促进血管生成［16］。本课题组前期研究

发现非增殖性 DR（non‑proliferative DR，NPDR）和 DME
患者房水差异蛋白主要涉及细胞增殖、粘附、炎症反

应等，HP在 DME组房水中呈高表达［17］。目前 HP在

DME发生和发展中的作用及机制尚未完全阐明。本

研究旨在通过分析 DME患者房水蛋白质组差异，靶向

鉴定关键蛋白 HP，探讨其调控血管屏障功能和炎症反

应的可能机制，为 DME的治疗提供新的候选靶点。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 患者样本和实验动物来源 （1）患者样本来

源 纳入 2020年 8月至 2021年 8月就诊于河北省眼

科医院的白内障合并 NPDR及白内障合并 DME受试

者各 7例，收集其房水样本进行蛋白质组学检测。另

纳入单纯性白内障患者、白内障合并 NPDR患者及白

内障合并 DME患者各 23例，收集其房水样本进行酶

联免疫吸附试验（enzyme‑linked immunosorbent assay，
ELISA）验证。单纯性白内障组纳入标准：（1）年龄≥45
岁；（2）临床确诊为年龄相关性白内障，拟行常规白内

障超声乳化摘除联合人工晶状体植入术；（3）术眼最

佳矫正视力<0.3（或 logMAR视力≥0.5），且视力下降明

确归因于晶状体混浊；（4）眼压正常，为 10~21 mmHg
（1 mmHg=0.133 kPa）；（5）术 前 角 膜 内 皮 细 胞 计 数 ≥
1 500个 /mm²；（6）自愿参与本研究者。NPDR组纳入

标准：（1）年龄≥45岁；（2）符合 Emery分级的白内障核

硬度 ≥3级；（3）符合 2型糖尿病和 NPDR 2期诊断标

准；（4）空腹血糖<8.3 mmol/L；（5）自愿参与本研究者。

DME组纳入标准：除需满足 NPDR组纳入标准外，还

需符合 DME诊断标准。排除标准：（1）合并青光眼、年

龄相关性黄斑变性、眼内炎、视网膜脱离等眼部疾病

者；（2）既往有相关眼科手术史者；（3）肾功能不全者

（血清肌酐≥120 µmol/L）；（4）有控制不佳的严重全身

性疾病者；（5）妊娠期或哺乳期女性；（6）3个月内有心

肌梗死、脑梗死等病史者，凝血功能异常、无法接受手

术者；（7）合并葡萄膜炎等其他可能干扰研究评估或

治疗的疾病、全身或眼部应用药物治疗可能影响房水

蛋白检测可靠性者；（8）发生与研究相关的严重不良

事件者。NPDR组与 DME组患者性别构成比、年龄、

体重指数、空腹血糖、糖化血红蛋白比较，差异均无统

计学意义（均 P>0.05）（表 1）。单纯白内障组、NPDR组

和 DME组患者性别构成比、年龄比较差异均无统计学

意义（均 P>0.05），体重指数、空腹血糖、糖化血红蛋白

比较差异均有统计学意义（均 P<0.05）（表 2）。所有入

组患者均接受超声乳化白内障吸除和人工晶状体植

入术。术中侧切口制作完成后，经前房穿刺收集房水

样本 100 µl。对于 DME组患者，在每次玻璃体腔注药

操作时额外采集房水 100 µl。所有采集的房水样本均

于-80 ℃条件下冻存备用。本研究遵循《赫尔辛基宣

言》，研究方案经河北省眼科医院伦理委员会批准（批

文号：2024LW30），所有参与者均充分了解研究方案及

目的，并签署知情同意书。（2）实验动物来源 选取 8~
10周龄健康雄性 SD大鼠 42只，购自北京斯贝福生物

技术有限公司［许可证号：SCXK（京）2024‑0001］，体重

200~250 g，饲养于恒温（22±2）℃、恒湿（50±10）%环境

中，12 h光照 /黑暗循环，自由摄食饮水。实验动物的

喂养和使用遵循 3R原则、《实验动物管理条例》和《实

验动物 福利伦理审查指南》，研究方案经河北省眼科

医院动物实验伦理委员会批准（批文号：2024LW31）。

1.1.2 主要试剂及仪器 BCA 法蛋白定量试剂盒

（pc0020）、柠檬酸钠缓冲液（RC62702，北京索莱宝科

技有限公司）；HP人定量检测ELISA试剂盒（MBS2880564，
美国 MyBioSource公司）；链脲佐菌素（streptozotocin，
STZ）（572201）、伊文思蓝（E2129，美国 Sigma‑Aldrich
公司）；TRIzol试剂（15596026，美国 Invitrogen公司）；

F4/80抗体（ab300421，英国 Abcam公司）。10 kDa超滤

管（Amicon Ultra -0.5 ml，德国 Merck Millipore公司）；

分光光度计（NanoDrop One，美国Thermo Fisher Scientific
公司）；ekspert nanoLC 415系统（ekspert nanoLC 415，美
国 Eksigent/AB SCIEX公司）；TripleTOF® 6600质谱仪

（美国 AB SCIEX公司）；共聚焦荧光显微镜（LSM 880，
德国 Carl Zeiss公司）。

1.2 方法

1.2.1 受试者房水样本相关试验

1.2.1.1 蛋白质组学检测 （1）样本制备与肽段处

理 样本经含 8 mol/L尿素、50 mmol/L NH₄HCO₃及 1×
Roche蛋白酶抑制剂的裂解缓冲液室温处理 5 min，冰
浴超声破碎后 4 ℃，14 000× g离心 10 min获取上清液。

采用 BCA法测定蛋白浓度，取 100 µg等量蛋白进行还

原（10 mmol/L二硫苏糖醇，37 ℃ 1 h）和烷基化（40 mmol/L
碘乙酰胺，室温避光 1 h）反应。处理后的蛋白溶液转

移至经 50 mmol/L NH₄HCO₃预平衡的 10 kD超滤管中

离心除盐并清洗。更换收集管后，加入胰蛋白酶 3 µg
于 37 ℃酶解 12~16 h。酶解产物离心 20 min收集，超

纯水清洗，甲酸终止反应后真空干燥。干燥肽段用含
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0.1%甲酸的水溶液复溶，分光光度计定量后，取 10 µg
混合成样本池 S。部分样本池 S肽段（10 µg）直接用于

数据依赖性采集（data‑dependent acquisition，DDA）分

析，剩余部分经自制高 pH反相分馏柱（耐高 pH C18填料）

分级，依次经乙腈和 0.1%甲酸溶液清洗、上样后，采用递

增浓度洗脱缓冲液收集多个馏分，各取 4 µg进行DDA分

析 。（2）液 相 色 谱 -串 联 质 谱（liquid chromatography‑
tandem mass spectrometry，LC‑MS/MS）分析 酶解肽段

首先在捕获柱（C18，5 µm，10×0.3 mm）上以 10 µl/min
流速富集（流动相 A：0.1%甲酸，2%乙腈，97.9%水）。

随后转移至分析柱（C18，3 µm，150 × 0.3 mm），以 5 µl/min
流速进行梯度洗脱（流动相 B：0.1%甲酸，97.9%乙腈，

2%水；梯度程序：0~1 min，5%~6% B；1~40 min，6%~
22% B；40~52 min，22%~80% B；52~55 min，维持 80% B；
55~56 min，80%~5% B；56~60 min，维持 5% B）。洗脱肽

段经电喷雾离子化后检测。DDA模式参数：一级质谱

扫描范围质量电荷比为 300~1 500，累积时间 0.25 s；筛
选电荷+2~+5、质量偏差<50 ppm的前体离子，每循环

最多碎裂 60个离子（隔离时间 15 s，动态碎裂能量）；

二级质谱累积时间 0.035 s，高灵敏度扫描。DIA模式

参数：一级质谱扫描累积时间 0.25 s；二级质谱采用

100个可变窗口（由 SWATH Variable Window Calculator_
V1.1 计算），每窗口累积时间 33 ms，扫描范围质量电荷

比为 100~1 500，高灵敏度扫描模式。

1.2.1.2 蛋白质组学数据分析 使用 Spectronaut软件

（v15）对 DDA模式采集的原始数据进行数据库搜索，

酶切方式为胰蛋白酶 ，数据库为 Uniprot人数据库

（2020.11版，含 20 368个已注释蛋白）。对原始定量值

进 行 log2 转 换 以 满 足 正 态 分 布 ，并 使 用 R 语 言

preprocessCore包的 normalize.median函数对 log2转换

后的数据进行归一化。去除无基因名称的蛋白后，利

用 limma包进行差异分析，筛选 P<0.05且变化倍数

（fold change，FC）>1.5或<0.67的蛋白作为差异蛋白。

进一步使用 corrplot包进行 Pearson相关性分析，stats
包的 prcomp函数进行主成分分析（校正后 P<0.05），并

通过 R语言（clusterProfiler包）进行基因本体论（Gene
Ontology，GO）和京都基因与基因组百科全书（Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）通路富集

分析，显著性阈值设定为 P<0.05。此外，利用 STRING
数据库（v11.0）对差异蛋白进行蛋白-蛋白相互作用

（protein‑protein interaction，PPI）分析。PPI网络分析在

STRING数据库（http：//string‑db.org/）中进行：进入平台

后，选择“Multiple proteins”功能模块；输入目标蛋白质

名 称（每 行 仅 限 输 入 1 个 蛋 白 质 标 识 符），或 通 过

“Browse”按钮上传包含所需蛋白列表的 Excel格式文

件；在“Organism”选项处，需明确指定研究对象所属物

种（例如：人类、大鼠、小鼠），亦可启用“auto‑detect”功
能进行物种自动识别；完成上述设置后，点击“search”
按钮执行分析；生成的可视化相互作用网络图在结果

页面下方进行个性化参数调整，保存图像。

1.2.1.3 ELISA法检测 HP表达量 采用 ELISA试剂

盒对 HP进行定量检测，所有检测均设置双复孔。使

表 1 用于蛋白质组学检测的 NPDR和 DME患者基线资料比较

Table 1 Comparison of baseline data between patients with NPDR and DME for proteomics analysis

组别

NPDR组

DME组

χ2/t值
P值

注：（a：χ2检验；b：独立样本 t检验） NPDR：非增殖性糖尿病视网膜病变；DME：糖尿病性黄斑水肿

Note: (a: χ2 test; b: Independent samples t‑test) NPDR: non‑proliferative diabetic retinopathy; DME: diabetic macular edema

例数

7
7

性别（男 /女，n）a

4/3
3/4
8.858
0.847

年龄（x̄±s，岁）b

68.00±6.58
66.57±8.99
0.339
0.740

体重指数（x̄±s）b

25.62±3.83
28.02±5.63
0.760
0.462

空腹血糖（x̄±s，mmol/L）b
8.49±1.50
7.23±2.07
1.090
0.308

糖化血红蛋白（x̄±s，g/L）b
6.79±3.17
7.83±1.24
0.809
0.434

表 2 用于 ELISA验证的单纯白内障组、NPDR组和 DME组患者基线资料比较

Table 2 Comparison of baseline data among the simple cataract, NPDR, and DME groups for ELISA validation

组别

单纯白内障组

NPDR组

DME组

χ2/F值

P值

注：（a：χ2检验；b：单因素方差分析） ELISA：酶联免疫吸附试验；NPDR：非增殖性糖尿病视网膜病变；DME：糖尿病性黄斑水肿

Note: (a: χ2 test; b: One‑way ANOVA) ELISA: enzyme‑linked immunosorbent assay; NPDR: non‑proliferative diabetic retinopathy; DME: diabetic
macular edema

例数

23
23
23

性别（男 /女，n）a

10/13
12/11
13/10
0.695
0.208

年龄（x̄±s，岁）b

62.04±5.64
63.00±3.91
62.39±4.75
0.232
0.793

体重指数（x̄±s）b
24.08±1.37
27.08±3.13
28.56±2.86
18.070
<0.001

空腹血糖（x̄±s，mmol/L）b
6.04±0.76
9.34±1.46
8.95±1.39
47.980
0.005

糖化血红蛋白（x̄±s，g/L）b
6.08±0.94
8.78±1.44
9.04±1.66
32.100
0.037
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用包被缓冲液将捕获抗原稀释至适宜浓度（每孔包被

量 20~200 µg），每孔加入 100 µl稀释抗原溶液，于

37 ℃孵育 4 h后移除孔内液体；随后加入封闭液，37 ℃
条件下封闭反应 40 min，完成后使用洗涤缓冲液清洗

酶标板 3次。待测房水样本按 1∶400比例稀释后加入

反应孔，37 ℃孵育 60 min，再次洗涤 3次。向各孔加入

酶标记抗体工作液 100 µl，37 ℃孵育 30~60 min，充分

洗涤后，每孔加入 100 µl 3，3′，5，5′‑四甲基联苯胺-过
氧化氢尿素底物溶液，37 ℃避光条件下显色 5 min；每
孔添加 50 µl终止液终止显色反应；终止后 20 min内，于

492 nm波长处测定各孔吸光度值，以空白孔归一化校

准后进行数据分析。

1.2.1.4 基于GEO数据库的数据分析与验证 从美国国

家生物技术信息中心的 GEO数据库（https：//www.ncbi.
nlm.nih.gov/geo/）获取 DR相关数据集 GSE60436。该数

据集包含以下样本：3例健康对照者的视网膜组织、3例
PDR 患者的活性新生血管（active neovascularization，
ANV）相关纤维血管膜（fibrovascular membrane，FVM）
以 及 3 例 PDR 患 者 的 非 活 性 新 生 血 管（inactive
neovascularization，nANV）相关 FVM。完成基因名称标

准化处理后，对所有样本进行全转录组表达谱分析。

随后，针对目标基因 HP提取 3个组（共 9个样本）的每

百万碱基片段数表达值。对提取数据进行统计学检

验并生成可视化结果。

1.2.2 动物实验

1.2.2.1 DR大鼠模型构建和治疗 将 STZ溶解于预

冷的柠檬酸钠缓冲液（0.1 mol/L，pH=4.5），配制成 2%
溶液。采用随机数字表法方法将大鼠随机分为对照

组、糖尿病组、糖尿病+空载病毒组、糖尿病+HP慢病

毒组，其中糖尿病+空载病毒组 6只，其余 3个组各 12
只。大鼠禁食 12 h后，除对照组外，其他各组大鼠腹

腔注射 STZ溶液 50 mg/kg，连续 5 d；对照组注射等体

积柠檬酸钠缓冲液。注射 STZ后第 7天，尾静脉采血

测定空腹血糖，血糖≥16.7 mmol/L视为糖尿病模型建

模成功。每周测体重和空腹血糖，

成模 8周后，糖尿病+空载病毒组、

糖尿病 +HP慢病毒组大鼠玻璃体

腔分别注射空载病毒和 HP 慢病

毒，注射 1周后取材行后续实验。

1.2.2.2 视网膜血管渗漏实验 将

伊文思蓝溶解于生理盐水，配制成

1%溶液，过滤除菌后 4 ℃保存；对

照组、糖尿病组、糖尿病+HP慢病

毒组各取 3只大鼠，麻醉后尾静脉

注射伊文思蓝溶液 45 mg/kg，2 h后麻醉动物并开胸暴

露心脏，从左心室插入灌注针头，剪开右心房，用磷酸

盐缓冲液（phosphate buffer solution，PBS）灌注至流出

液无色以清除未结合染料；摘取眼球后置于 4%多聚

甲醛中固定 10 min，解剖显微镜下分离视网膜，将视网

膜组织加入 1 ml PBS 中匀浆，4 ℃下 12 000×g离心

20 min后取上清，加入等体积甲酰胺，60 ℃孵育 18 h，
以提取伊文思蓝；荧光显微镜观察视网膜平铺片，定

量分析血管渗漏区域，使用分光光度计在 620 nm（激

发波长）和 680 nm（发射波长）处测定吸光度，根据标

准曲线计算伊文思蓝含量及其与视网膜重量比值。

1.2.2.3 定量PCR检测目的基因mRNA相对表达量 每

组取 6只大鼠，采用 TRIzol试剂从大鼠视网膜组织中

分离总 RNA。使用逆转录试剂盒将 1 µg总 RNA逆转

录为 cDNA。反应体系包含 5×逆转录缓冲液、脱氧核

糖核苷三磷酸、逆转录酶、RNA酶抑制剂以及随机引

物。反应程序设定为：25 ℃孵育 5 min，42 ℃孵育 60 min，
70 ℃孵育 5 min。使用 SYBR Green预混液进行定量

PCR扩增。引物序列见表 3，由苏州金唯智生物科技

有 限 公 司 合 成 。 每 个 反 应 体 系 20 µl，包 括 SYBR
Green预混液 10 µl，正向引物（10 µmol/L）0.8 µl，反向

引物（10 µmol/L）0.8 µl，cDNA模板 2 µl，无核酸酶水

补充至 20 µl。PCR扩增程序为：95 ℃预变性 10 min；
95 ℃变性 15 s，60 ℃退火/延伸 60 s，35个循环。以β‑actin
为内参，采用 2-ΔΔCt法计算目的基因相对表达量。

1.2.2.4 视网膜切片免疫荧光染色检测 F4/80的表达

和分布 对照组、糖尿病组、糖尿病+HP慢病毒组各

取 3只大鼠，过量麻醉处死大鼠，摘取眼球，4%多聚甲

醛固定 48 h，OCT试剂包埋眼球并置于-20 ℃，制作视

网膜冰冻切片，4%多聚甲醛室温固定 15 min，PBS洗 1
次，滴加封闭液，4 ℃孵育 30 min，更换为抗 F4/80抗体

继续孵育过夜，PBS洗 3次，滴加荧光二抗孵育 1 h，
PBS清洗 3次，滴加含 DAPI封片剂，使用共聚焦荧光

显微镜观察并成像。

表 3 PCR引物序列

Table 3 PCR primer sequence
基因

IL‑1β
IL‑2
IL‑6
TNF‑α
HMGB1
β‑actin

注：IL：白细胞介素；TNF：肿瘤坏死因子；HMGB：高迁移率族蛋白 B
Note: IL: interleukin; TNF: tumor necrosis factor; HMGB: high mobility group box B

正向引物

5′‑TGGACCTTCCAGGATGAGGACA‑3′
5′‑GCGGCATGTTCTGGATTTGACTC‑3′
5′‑AGACAGCCACTCACCTCTTCAG‑3′
5′‑CTCTTCTGCCTGCTGCACTTTG‑3′
5′‑CCAAGAAGTGCTCAGAGAGGTG‑3′
5′‑CACCATTGGCAATGAGCGGTTC‑3′

反向引物

5′‑GTTCATCTCGGAGCCTGTAGTG‑3′
5′‑CCACCACAGTTGCTGACTCATC‑3′
5′‑TTCTGCCAGTGCCTCTTTGCTG‑3′
5′‑ATGGGCTACAGGCTTGTCACTC‑3′
5′‑GTCCTTGAACTTCTTTTTGGTCTC‑3′
5′‑AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT‑3′
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1.3 统计学方法

采 用 GraphPad Prism 9.0 软 件 和 SPSS 18.0 软 件

进 行 统 计 分 析 和 作 图 。 计 量 资 料 经 Shapiro‑Wilk
检 验 证 实 符 合 正 态 分 布 ，以 x̄ ±s 表 示 ，2 个 组 各 指

标比较采用独立样本 t检验；3个组及以上各指标

总体比较采用单因素方差分析 ，组间两两比较采

用 Tukey 检 验 。 计 数 资

料 以 频 数 表 示 ，各 组 性

别 构 成 比 比 较 采 用 χ 2

检 验 。 在 HP 房 水 水 平

对 DME 的 预 测 价 值 评

估 中 ，绘 制 受 试 者 工 作

特 征（receiver operating
characteristic， ROC） 曲

线 ，计 算 曲 线 下 面 积

（area under curve，AUC）、

95%置信区间（confidence
interval，CI）及 显 著 性 水

平 ，以 评 估 HP 作 为 潜

在 生 物 标 志 物 的 诊 断

性 能 。 采 用 双 侧 检 验 ，

P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 NPDR 和 DME 患者

房水样本蛋白质组学检

测结果分析

NPDR 和 DME 患 者

房水样本中共检测到 425
个可定量蛋白（图 1A），其

中表达水平存在统计学

差异的蛋白共 84个，包括

表达水平上调蛋白 58个，

表达水平下调蛋白 26个
（图 1B）。GO富集分析结

果显示，差异蛋白所富集

的生物学过程主要包括

血浆脂蛋白氧化的负调

节、调节肠道胆固醇吸收、

白细胞介素（interleukin，
IL）‑1β产生的阳性调节、

经典 Wnt信号通路的负

调节、细胞增殖调节、细

胞黏附调节、炎症反应调控等过程（图 1C）。分子学功

能主要富集于高密度脂蛋白颗粒受体结合、胰岛素样

生长因子结合、抗氧化应激活性、纤维连接蛋白结合

和铁离子转运等（图 1D）。重要的细胞组分包括免疫

球蛋白复合物、微纤维、细胞外基质、粘附连接和粘附

小凹等（图 1E）。

B

C

D

A

E
图 1 NPDR和 DME患者房水样本定量蛋白质组学分析结果 A：总定量蛋白热图 C代表 NPDR组，D代表

DME组 B：表达水平差异具有统计学意义的差异蛋白热图 A和 B源自 PMID：37981180［17］ C：差异蛋白的

生物学过程富集分析结果 D：差异蛋白的分子学功能富集分析结果 E：差异蛋白的细胞组分富集分析结

果 NPDR：非增殖性糖尿病视网膜病变；DME：糖尿病性黄斑水肿

Figure 1 Quantitative proteomic results of aqueous humor samples from patients with NPDR and DME
A: Heatmap of total quantified proteins C represented the NPDR group and D represented the DME group B:
Heatmap of differentially expressed proteins with statistically significant differences Images A and B were adapted
from PMID: 37981180[17] C: Gene Ontology biological process enrichment analysis of differentially expressed
proteins D: Molecular function enrichment analysis of differentially expressed proteins E: Cellular component
enrichment analysis of differentially expressed proteins NPDR: non‑proliferative diabetic retinopathy; DME:
diabetic macular edema
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图 2 基于 STRING数据库的 NPDR和 DME患者房水样本差异表达蛋白的蛋白-蛋白相互作用分析 A：差异蛋白的相互作用分析 圆圈代表

差异蛋白，连线代表 2个蛋白之间存在潜在的相互作用，不同颜色分别代表该蛋白所富集的分子学功能，包括急性炎症反应、炎症反应、抗氧化应

激活性和刺激反应性 B：富集于炎症反应的差异蛋白相关性分析 绿色圆圈框选出的为枢纽蛋白即靶点蛋白 NPDR：非增殖性糖尿病视网膜

病变；DME：糖尿病性黄斑水肿

Figure 2 Protein‑protein interaction analysis of differentially expressed proteins in aqueous humor samples from NPDR and DME patients
based on STRING database A: Interaction network of differentially expressed proteins Each circle represented a differentially expressed protein, and
the connecting lines indicated potential interactions between two proteins. Different colors represented the molecular functions enriched for each protein,
including acute inflammatory response, inflammatory response, antioxidant activity, and stimulus response B: Correlation analysis of differentially
expressed proteins enriched in inflammatory response The proteins circled in green represented the hub proteins (target proteins) NPDR:
non‑proliferative diabetic retinopathy; DME: diabetic macular edema

A B

2.2 NPDR和 DME患者房水样本差异表达蛋白 PPI分
析及靶点蛋白筛选

STRING数据库检索结果显示 84个差异蛋白中有

73个蛋白具有相互作用的相关性，与急性炎症反应、

炎症反应、抗氧化应激活性和刺激反应性生物学功能

密切相关的蛋白是 HP、ITIH4、APOA2、F2、PARK7和
F12，其中 HP是这些差异蛋白的枢纽蛋白，并具有与

调控炎症反应更为相关的功能富集度（图 2A）。此外，

将蛋白质组学检测所得到的差异蛋白进行 cluster聚类

分析，发现包括 HP、F2、APOA1、APOA2、FGG等在内

的蛋白均富集于炎症反应相关信号通路，并且 HP仍

处于核心枢纽地位（图 2B）。基于此，本研究选定 HP
作为靶点蛋白，进行后续的验证和功能探究。

2.3 各组 HP表达水平比较

单纯白内障组、NPDR组和 DME组房水中 HP表

达水平分别为（5.878±0.462）、（6.118±0.215）、（6.769±
0.245）ng/ml，总体比较差异有统计学意义（F=36.47，
P<0.001），其中 DME组 HP表达水平明显高于单纯白

内障组和 NPDR组，差异均有统计学意义（均 P<0.05）；

单纯白内障组和 NPDR组 HP表达水平差异无统计学

意义（P>0.05）（图 3A）。ROC曲线显示，当患者房水中

HP表达水平升高至 6.5 ng/ml以上，提示 NPDR患者可

能发生 DME；房水 HP水平无法用于区分患者是否发

生NPDR（图3B）。健康对照组、ANV‑FVM组、nANV‑FVM
组HP表达水平分别为-0.193±0.152、0.054±0.059、0.128±
0.110，总体比较差异有统计学意义（F=5.26，P<0.05），

其中 ANV‑FVM组、nANV‑FVM组 HP表达水平均高于

健康对照组，差异均有统计学意义（均 P<0.05）（图 3C）。
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2.4 各组大鼠视网膜渗漏情况比较

视网膜血管渗漏实验结果显示，对照组大鼠视网

膜血管呈网状结构分布，无明显血管渗漏，糖尿病组

大鼠视网膜血管出现明显渗漏，糖尿病+HP慢病毒组

视网膜仍存在一定程度渗漏情况，但明显好于糖尿病

组（图 4A）。对照组、糖尿病组、糖尿病+HP慢病毒组

血管渗漏比值分别为 1.045±0.128、2.187±0.311、1.528±
0.265，总 体 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义（F=30.56，P<
0.05），其中糖尿病组、糖尿病+HP慢病毒组血管渗漏

比值较对照组明显升高，糖尿病+HP慢病毒组血管渗

漏比值较糖尿病组明显降低，差异均有统计学意义

（均 P<0.05）（图 4B）。

2.5 各组大鼠视网膜炎症因子表达水平比较

各组大鼠视网膜 IL‑1β、IL‑2、IL‑6、肿瘤坏死因子

α（tumor necrosis factor‑α，TNF‑α）和高迁移率族蛋白

B1（high mobility group box B1，HMGB1）mRNA相对表

达量总体比较差异均有统计学意义（F=50.59、62.98、
14.11、32.43、19.53，均 P<0.01），其中糖尿病组视网膜

IL‑1β、IL‑2、IL‑6、TNF‑α和 HMGB1 mRNA相对表达量

较对照组均升高，差异均有统计学意义（均 P<0.05）；

糖 尿 病 +HP 慢 病 毒 组 IL‑1β、IL‑2、IL‑6、TNF‑α 和

HMGB1 mRNA相对表达量较糖尿病组、糖尿病+空载

病毒组明显降低，差异均有统计学意义（均 P<0.05）
（表 4）。视网膜免疫荧光染色结果显示糖尿病组 F4/80
染色阳性细胞数量较对照组和糖尿病+HP慢病毒组

明显升高（图 5）。

3 讨论

黄斑水肿是 DR、视网膜色素变性、脉络膜视网膜

病变、葡萄膜炎、视网膜静脉阻塞及脉络膜炎症性疾

病等多种眼底疾病导致视功能损害的共同病理机制

之一［18‑20］。尽管视网膜激光光凝、玻璃体腔注射抗

VEGF药物及玻璃体切割术等治疗手段可部分改善患

者视功能并延缓疾病进展，但不同治疗方法均存在局

限性且疗效差异显著，部分患者最终发展为难治性黄

斑水肿［18-20］。由于 DME的病理改变主要累及眼后节，

直接获取视网膜组织进行分子生物学分析在临床上

难以实现，而房水作为眼内微环境的重要体液，其蛋

白及细胞因子水平可间接反映视网膜病理状态［12，21］。

基于此，本研究采用房水样本作为研究对象，通过定

量蛋白质组学技术解析 DME患者的分子病理特征，这

一方法学选择具有临床可操作性和科学合理性。

本研究采用 LC‑MS/MS定量蛋白质组学技术对

NPDR和 DME患者房水样本进行差异蛋白筛选。该

技术平台具有高通量、高灵敏度和高分辨率的优势，

能够在复杂体液样本中同时检测数千种蛋白质的表

达水平。既往研究基于 LC‑ MS/MS法在 PDR患者房水

中鉴定出 10种与 PDR相关的蛋白质，采用 2D‑DIGE和
MALDI‑TOF MS技术的研究亦发现 DR患者房水中存

在 11种差异蛋白［22-23］。与上述研究相比，本研究聚焦

于 NPDR向 DME进展这一关键病理阶段，在疾病进程

的早期干预层面具重要的临床意义。本研究所采用
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图 3 各组 HP表达水平比较 A：单纯白内障组、NPDR组和 DME组房水中 HP表达水平比较 F=36.47，P<0.001. 与单纯白内障组比较，aP<
0.05；与 NPDR组比较，bP<0.05（单因素方差分析，Tukey检验；n=23） B：单纯白内障组、NPDR组和 DME组房水中 HP分类能力的 ROC曲线 C：
健康对照组、nANV‑FVM组、ANV‑FVM组 HP表达水平比较 F=5.26，P<0.05. 与健康对照组比较，aP<0.05（单因素方差分析，Tukey检验；n=3）
HP：触珠蛋白；NPDR：非增殖性糖尿病视网膜病变；DME：糖尿病性黄斑水肿；ROC：受试者工作特征；AUC：曲线下面积；CI：置信区间；nANV：非
活性新生血管；FVM：纤维血管膜；ANV：活性新生血管

Figure 3 Comparison of HP expression levels among groups A: Comparison of aqueous humor HP expression levels among the simple cataract,
NPDR, and DME groups F=36.47, P<0.001. Compared with the simple cataract group, aP<0.05; compared with the NPDR group, bP<0.05 (One‑way
ANOVA, Tukey test; n=23) B: ROC curves of aqueous humor HP for distinguishing the simple cataract, NPDR, and DME groups C: Comparison of HP
expression levels among the healthy control, nANV‑FVM, and ANV‑FVM groups F=5.26, P<0.05. Compared with the healthy control group, aP<0.05
(One‑way ANOVA, Tukey test; n=3) HP: haptoglobin; NPDR: non‑proliferative diabetic retinopathy; DME: diabetic macular edema; ROC: receiver
operating characteristic; AUC: area under the curve; CI: confidence interval; nANV: inactive neovascularization; FVM: fibrovascular membrane; ANV:
active neovascularization
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的 FASP方法结合 10 kD超

滤管进行酶解前处理，可有

效去除十二烷基硫酸钠等

表面活性剂对质谱检测的

干扰。但该方法亦存在一

定局限：超滤过程可能导致

部分疏水性蛋白或高分子

量蛋白的非特异性吸附损

失。此外，本研究样本量相

对有限，结果的外推性有待

扩大样本量后进一步验证。

DME的发生和发展与

BRB 破 坏 密 切 相 关 ，BRB
由内屏障和外屏障组成，其

正常功能的维持依赖于多

种因素的相互作用［24］。在

糖尿病状态下，视网膜血管

内皮细胞损伤、周细胞丢失

及基底膜增厚等病理改变

逐渐累积，最终导致 BRB
功能紊乱［25］。白细胞与血

管内皮的异常黏附在糖尿

病早期即已存在，通过细胞

间黏附分子‑1介导的白细

胞停滞与内皮细胞凋亡、血

管阻塞及血管通透性增加

密切相关［26-27］；阻断细胞间

黏附分子‑1或抑制其上游

信号通路可减轻白细胞黏

附并维持 BRB功能［28］。上

述研究提示，DME的发生

机制主要围绕内皮细胞功

能障碍和视网膜局部炎症

反应两大核心环节。本研

究的蛋白质组学富集分析

显示，DME患者房水中的

差异蛋白主要富集于炎症

反应、氧化应激、细胞外基

质重塑及细胞黏附功能等

生物学过程，这与 DME公

认的核心病理机制高度吻

合，从蛋白组学层面验证了

本研究方法的可靠性。其

中，HP作为本研究发现的

图 4 各组大鼠视网膜渗漏情况比较 A：各组伊文思蓝染色图（×200，标尺=100 µm） B：各组血管渗漏
比值比较 F=30.56，P<0.05. 与对照组比较，aP<0.05；与糖尿病组比较，bP<0.05（单因素方差分析，Tukey
检验；n=3） HP：触珠蛋白
Figure 4 Comparison of rats retinal leakage among different groups A: Representative images of Evans
blue staining in each group (×200, scale bar=100 µm) B: Comparison of vascular leakage ratios among groups
F=30.56, P<0.05. Compared with the control group, aP<0.05; compared with the diabetes group, bP<0.05
(One‑way ANOVA, Tukey test; n=3) HP: haptoglobin
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图 5 对照组、糖尿病组和糖尿病 +HP 慢病毒组视网膜 F4/80 免疫荧光染色图（DAPI ×200，标尺 =
20 µm） 糖尿病组 F4/80染色阳性细胞数量较对照组明显升高，糖尿病+HP慢病毒组 F4/80染色阳性细
胞数量明显少于糖尿病组 HP：触珠蛋白；RGC：视网膜神经节细胞；INL：内核层；ONL：外核层
Figure 5 F4/80 immunofluorescence staining results of retina in control group , diabetes group and
diabetes+HP lentivirus group (DAPI ×200; scale bar=20 µm) The number of F4/80‑positive cells was
significantly increased in the diabetes group compared with the control group, whereas it was markedly
decreased in the diabetes+HP lentivirus group compared with the diabetes group HP: haptoglobin; RGL:
retinal ganglion cell; INL: inner nuclear layer; ONL: outer nuclear layer
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表 4 各组大鼠视网膜炎症因子mRNA表达水平比较（x̄±s）
Table 4 Comparison of the mRNA expression level of inflammatory factors in rats retina

among different groups（x̄±s）

组别

对照组

糖尿病组

糖尿病+空载病毒组

糖尿病+HP慢病毒组

F值

P值

注：与对照组比较，aP<0.05；与糖尿病组比较，bP<0.05；与糖尿病+空载病毒组比较，cP<0.05（单因素方差

分析，Tukey检验） IL：白细胞介素；TNF：肿瘤坏死因子；HMGB：高迁移率族蛋白 B；HP：触珠蛋白

Note: Compared with the control group, aP<0.05; compared with the diabetes group, bP<0.05; compared with the
diabetes+empty vector group, cP<0.05 (One‑way ANOVA, Tukey test) IL: interleukin; TNF: tumor necrosis
factor; HMGB: high mobility group box B; HP: haptoglobin

样本量

6
6
6
6

IL‑1β
1.04±0.10
2.05±0.13a
2.03±0.09
1.45±0.28bc
50.59
<0.001

IL‑2
1.03±0.10
2.05±0.16a
2.01±0.18
1.75±0.12bc
62.98
<0.001

IL‑6
1.12±0.22
2.27±0.46a
2.28±0.48
1.74±0.17bc
14.11
<0.001

TNF‑α
1.07±0.14
1.84±0.19a
1.92±0.07
1.54±0.18bc
32.43
<0.01

HMGB1
1.05±0.12
3.24±0.75a
3.14±0.58
2.12±0.39bc
19.53
<0.001
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核心差异蛋白之一，其在 DME房水中的高表达以及富

集于炎症相关通路的结果，进一步支持了 HP可能通

过调控视网膜局部炎症反应参与 BRB破坏的假说。

基于遗传多态性，HP 3种主要表型中 HP 2‑2抗氧

化和血红蛋白结合能力最弱，该表型的糖尿病患者更

易出现 DR等并发症［29-30］。本研究发现 HP在 DME患

者房水和 PDR患者纤维增殖膜中均呈现高表达，且经

鉴定所检测到的 HP为 HP2‑2表型，是链蛋白裂解形成

的前体［31］。本研究进一步通过体内实验证实，在 STZ
诱导的糖尿病大鼠模型中下调 HP2‑2表达后，伊文思

蓝渗漏比值显著降低，F4/80阳性细胞数量明显减少，

提示 HP2‑2在 DME病理过程中可能发挥促炎和促血

管渗漏作用。但本研究动物模型为 STZ诱导的 1型糖

尿病模型，与临床 2型糖尿病并发 DME患者存在一定

差异；此外，观察周期为 4周，尚不能完全模拟 DME的

慢性进展特征，后续需采用更合适的动物模型和更长

观察时间窗加以验证。

HMGB1是一种高度保守的核蛋白，在细胞外作为

DAMP分子可激活核因子 κB和丝裂原活化蛋白激酶

信号通路，促进 TNF‑α、IL‑1β 和 IL‑6等炎症因子释

放［32-33］。在 DR中，HMGB1参与 BRB破坏和病变进

展［34-35］。 本 研 究 结 果 显 示 ，糖 尿 病 大 鼠 视 网 膜 中

HMGB1及炎症因子表达水平均显著升高，而 HP2‑2敲
低 后 上 述 指 标 均 明 显 回 落 ，提 示 HP2‑2 可 能 位 于

HMGB1‑炎症通路上游。后续研究需通过 Co‑IP、双荧

光素酶报告基因实验等手段，进一步明确 HP2‑2调控

HMGB1的具体分子机制，并使用特异性抑制剂验证该

通路的因果层级关系。

综上所述，本研究基于蛋白质组学分析揭示了

DME发生和发展过程中多个关键分子和信号通路的

参与，强调局部炎症反应、氧化应激、细胞外基质重塑

及 BRB功能紊乱在病理机制中的核心地位。特别地，

HP在房水和纤维增殖膜中的高表达，以及其与链蛋白

和 HMGB1的功能关联，提示其在调控 BRB破坏及炎

症反应中的重要作用；HMGB1作为炎症介质，其表达

与 HP呈正相关，可能通过激活炎症通路进一步加重

视网膜损伤。本研究提出了 HP‑HMGB1轴在 DME中

的潜在致病机制，并证实其调控可缓解视网膜炎症和

血管屏障功能障碍。该发现为揭示难治性 DME的分

子机制提供了新视角，也为靶向该信号通路开发个体

化治疗策略提供了理论基础。
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