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摘要
目的:探索氧化损伤状态下人晶状体上皮细胞( ＳＲＡ０１ /
０４)的蛋白表达变化ꎬ以期为年龄相关性白内障(ＡＲＣ)发
病机制的研究提供新的蛋白靶点ꎮ
方法:将 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞分为实验组和对照组ꎬ实验组即
细胞通过紫外线(ＵＶＢ)照射以构建细胞氧化损伤模型ꎬ
照射时长为 １０ｍｉｎꎻ对照组即细胞未经任何处理ꎮ 应用同
位素标记相对和绝对定量( ｉＴＲＡＱ)技术对这两组细胞进
行蛋白组测序ꎬ以差异倍数>１.２ 且 ｐ<０.０５ 的标准筛选差
异表达蛋白(ＤＥＰｓ)ꎬ并通过基因本体(ＧＯ)和京都基因和
基因组百科全书(ＫＥＧＧ)数据库分别对上调和下调显著
性前 ５０ 的 ＤＥＰｓ 进 行 功 能 富 集 分 析ꎬ 利 用 Ｐａｔｈｗａｙ
ｃｏｍｍｏｎｓ 构建蛋白－蛋白相互作用(ＰＰＩ)网络ꎮ
结果:本研究共筛选出 ５５２ 个 ＤＥＰｓꎮ 相比于对照组ꎬ实验
组中上调的 ＤＥＰｓ 有 １７６ 个ꎬ包括 ＨＭＧＢ１、ＵＳＰ１ 等ꎬ下调
的 ＤＥＰｓ 有 ３７６ 个ꎬ包括 ＰＯＬＲ２Ａ、 ＰＯＬＲ２Ｂ 等ꎮ ＧＯ 和
ＫＥＧＧ 富集分析显示上调和下调显著性前 ５０ 的 ＤＥＰｓ 参
与了多种重要的生物学过程和信号通路ꎮ ＰＰＩ 网络提示
氧化损伤修复(ＯＤＲ)相关蛋白在 ＵＶＢ 诱导的氧化损伤中
可能起关键作用ꎮ
结论:ＵＶＢ 照射 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞可致多种蛋白ꎬ尤其是
ＯＤＲ 相关蛋白的表达发生改变ꎬ这些研究结果为深入探
索 ＡＲＣ 发病机制以及研究与治疗靶点相关的蛋白质或通
路提供了细胞层面的参考ꎮ
关键词:年龄相关性白内障ꎻ蛋白质组学ꎻ紫外线照射ꎻ氧
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０引言
年龄相关性白内障(ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｃａｔａｒａｃｔꎬＡＲＣ)是晶状

体失去透明性而发生混浊的疾病ꎬ现已成为全球造成视力
障碍乃至失明的重要因素ꎮ 手术摘除混浊晶状体联合植
入人工晶状体仍是目前最有效的治疗方式ꎬ但手术始终是
一种有创性的手段ꎬ可引起后发性白内障、黄斑囊样水肿、
术后眼内炎等系列并发症[１]ꎮ 因此ꎬ眼科医生也在不断探
索能够从源头预防白内障发生或延缓其进展的新方法ꎮ
氧化损伤是目前较为公认的 ＡＲＣ 发病机制ꎬ尤其是 ＤＮＡ
氧化 损 伤ꎮ 本 课 题 组 前 期 已 证 实ꎬ 氧 化 损 伤 修 复
(ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｒｅｐａｉｒꎬＯＤＲ) 相关基因的异常表达与
ＡＲＣ 的发生发展密切相关[２－３]ꎮ 因此ꎬ及时有效地修复
ＯＤＲ 相关基因对保持晶状体透明度至关重要ꎮ 既往研究
发现紫外线(ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ－ＢꎬＵＶＢ)照射可能是造成晶状体
上皮细胞( ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬＬＥＣｓ)氧化损伤进而导致
ＡＲＣ 形成的重要环境因素之一[３－５]ꎮ 然而ꎬＵＶＢ 在调控
ＡＲＣ 发生发展过程中的具体分子机制仍未明确ꎮ 近年
来ꎬ随着蛋白质组学技术的发展ꎬ更多研究趋向于借助高
通量测序对不同类型白内障发生发展的分子机制进行
分析[６－８]ꎮ

本研究利用 ＵＶＢ 照射人晶状体上皮细胞株(ＳＲＡ０１ /
０４)构建氧化损伤模型模拟 ＡＲＣꎬ采用同位素标记相对和
绝对定量(ｉｓｏｂａｒｉｃ ｔａｇｓ ｆｏｒ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｎｄ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎꎬ
ｉＴＲＡＱ)技术联合液相色谱－串联质谱技术定量分析氧化
损伤过程中 ＬＥＣｓ 内蛋白质ꎬ特别是 ＯＤＲ 相关蛋白的表达
量变化情况ꎬ同时利用生物信息学方法对测序结果进行深
入分析ꎬ以期揭示 ＯＤＲ 相关蛋白在 ＡＲＣ 发生发展中的重
要作用ꎬ从而为发现防治 ＡＲＣ 的潜在蛋白靶点提供新
思路ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验细胞来源　 人晶状体上皮细胞系(ＳＲＡ０１ / ０４)
购自日本理化学研究所ꎮ
１.１. ２ 主要试剂及仪器 　 ４. ５ｇ / Ｌ ＤＭＥＭ 基础培养基、
０.２５％胰蛋白酶、青－链霉素(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ胎牛血清
(阿根廷 Ｎａｔｏｃｏｒ 公司)ꎻＨａｎｋｓ 平衡盐溶液(上海碧云天生
物技术有限公司)ꎮ ＣＯ２细胞培养箱、ＢＣＡ 蛋白浓度测定
试剂盒(美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎻ手提式紫外灯
(中国精科公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１细胞培养及分组　 将 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞培养于含体积
分数 １０％ 胎牛血清、 １００Ｕ / ｍＬ (商品单位) 青霉素及
１００μｇ / ｍＬ 链霉素的完全培养基中ꎬ置于 ３７℃、体积分数
５％ ＣＯ２的细胞培养箱中培养ꎮ 待细胞长至 ９０％融合时ꎬ
以 １∶ ２ 比例传代ꎬ每 ２ｄ 更换 １ 次培养基ꎮ 选用第 ３ 代细
胞进行实验ꎮ 按是否用 ＵＶＢ 照射将细胞分为实验组和对
照组ꎬ每组均进行 ３ 次生物学重复ꎮ
１.２.２紫外线照射方法　 紫外灯光谱范围 ２７５ ~ ４００ｎｍꎬ峰
值为 ３１０ｎｍꎬ 将 细 胞 置 于 紫 外 灯 下 ５ｃｍ 处ꎬ 强 度 为
０.０９ｍＷ / ｃｍ２ꎬ照射时间为 １０ｍｉｎ[９]ꎮ 照射前去除培养基ꎬ
加入 Ｈａｎｋｓ 平衡盐溶液ꎬ照射时打开培养皿盖ꎮ 照射结束
后ꎬ弃 Ｈａｎｋｓ 液ꎬ加入完全培养基ꎬ置于细胞培养箱中继续
培育 ２４ｈꎬ以备后续实验ꎮ
１.２.３ 蛋白质提取和酶解 　 各样品采用 ＳＤＴ[４％(ｗ / ｖ)
ＳＤＳꎬ１００ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ / ＨＣｌ ｐＨ ７.６ꎬ０.１ｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴ]裂解法提

取蛋白质ꎬ用 ＢＣＡ 法测量蛋白质浓度ꎬ随后采用滤纸收集
样品法进行蛋白质酶解ꎮ 每份样品取 ３０μＬ 蛋白质溶液ꎬ
加入 ＤＴＴ 至终浓度为 １００ｍｍｏｌ / Ｌꎬ沸水浴 ５ｍｉｎꎬ冷却至室
温ꎮ 加入 ２００μＬ ＵＡ ｂｕｆｆｅｒ 混匀ꎬ离心后弃滤液ꎬ重复该步
骤 １ 次ꎮ 加入 １００μＬ ＩＡＡ ｂｕｆｆｅｒꎬ振荡 １ｍｉｎꎬ室温避光反应
３０ｍｉｎꎬ随 后 离 心 １５ｍｉｎꎮ 加 入 １００μＬ ＵＡ ｂｕｆｆｅｒ 离 心
１５ｍｉｎꎬ重 复 该 步 骤 ２ 次ꎮ 加 入 １００μＬ １０ 倍 稀 释 的
Ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒꎬ离心 １５ｍｉｎꎬ重复该步骤 ２ 次ꎮ 加入
４０μＬ Ｔｒｙｐｓｉｎ ｂｕｆｆｅｒꎬ振荡 １ｍｉｎꎬ３７℃放置 １６~１８ｈꎮ 换新收
集管ꎬ离心 １５ｍｉｎꎻ再加入 ４０μＬ 上述 Ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒꎬ离
心 １５ｍｉｎꎬ收集滤液ꎮ
１.２.４强阳离子交换色谱分级　 各样品取 １００μｇ 肽段ꎬ按
照 ＡＢ ＳＣＩＥＸ 公司 ｉＴＲＡＱ 标记试剂盒说明书[１０] 进行标
记ꎮ 随后ꎬ将每组标记后的肽段混合ꎬ采用 ＡＫＴＡ Ｐｕｒｉｆｉｅｒ
１００ 进行分级ꎮ 缓冲液 Ａ 液为 １０ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＨ２ ＰＯ４ꎬ２５％
ＣＡＮꎬｐＨ ３.０ꎬＢ 液为 １０ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＨ２ＰＯ４ꎬ５００ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌꎬ
２５％ ＡＣＮꎬｐＨ ３.０ꎮ 色谱柱以 Ａ 液平衡ꎬ样品由进样器上
样到色谱柱进行分离ꎬ流速为 １ｍＬ / ｍｉｎꎮ 液相梯度如下:
０~２２ｍｉｎꎬＢ 液线性梯度为 ０％ ~ ８％ꎻ２２ ~ ４７ｍｉｎꎬＢ 液线性
梯度为 ８％ ~ ５２％ꎻ４７ ~ ５０ｍｉｎꎬ Ｂ 液线性梯度为 ５２％ ~
１００％ꎻ５０~５８ｍｉｎꎬＢ 液维持在 １００％ꎻ５８ｍｉｎ 以后ꎬＢ 液重置
为 ０％ꎮ 洗脱过程中监测 ２１４ｎｍ 的吸光度值ꎬ每隔 １ｍｉｎ 收
集洗脱组分ꎬ分别冻干后采用 Ｃ１８ Ｃａｒｔｒｉｄｇｅ 脱盐ꎮ
１.２.５ ＬＣ－ＭＳ / ＭＳ数据采集　 每份分级样品采用纳升流
速的 ＨＰＬＣ 液相系统 Ｅａｓｙ ｎＬＣ 进行分离ꎮ 缓冲液为 ０.１％
甲酸水溶液ꎬＢ 液为 ０.１％甲酸乙腈水溶液(乙腈为 ８４％)ꎮ
色谱柱以 ９５％的 Ａ 液平衡ꎬ样品由自动进样器上样到上
样柱(Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ａｃｃｌａｉｍ ＰｅｐＭａｐ１００ꎬ１００μｍ×２ｃｍꎬ
ｎａｎｏＶｉｐｅｒ Ｃ１８ )ꎬ 经 过 分 析 柱 ( Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ＥＡＳＹ
ｃｏｌｕｍｎꎬ１０ｃｍꎬ ＩＤ ７５μｍꎬ ３μｍꎬ Ｃ１８ － Ａ２) 分 离ꎬ 流 速 为
３００ｎＬ / ｍｉｎꎮ 样品经色谱分离后用 Ｑ－Ｅｘａｃｔｉｖｅ 质谱仪进行
质谱分析ꎮ 检测方式为正离子ꎬ母离子扫描范围为
３００~１ ８００ｍ / ｚꎮ
１.２.６生物信息学分析　 基于两组样本间的蛋白质表达差
异倍数(ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅꎬＦＣ)和 ｔ 检验得到的 ｐ 值两个因素绘
制火山图ꎬ按 ＦＣ>１.２ 倍(上调>１.２ 倍或下调<０.８３ 倍)且
ｐ<０.０５ 的标准筛选差异表达蛋白(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬＤＥＰｓ)ꎮ 基因本体论( ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬＧＯ)及京都
基因和基因组百科全书( ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓꎬＫＥＧＧ)分析分别对 ＤＥＰｓ 进行 ＧＯ 注释(ｈｔｔｐ: / /
ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ.ｏｒｇ / )和 ＫＥＧＧ 注释( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｋｅｇｇ. ｊｐ / )ꎬ
然后进行富集性分析ꎮ 首先将 ＤＥＰｓ 向 ＧＯ 及 ＫＥＧＧ 数据
库的各个生物过程或通路映射ꎬ统计每个生物过程或通路
中的蛋白数ꎬ然后用超几何分布检验ꎬ以全蛋白质组的 ＧＯ
或 ＫＥＧＧ 注释情况为背景ꎬ得到 ＤＥＰｓ 显著富集的 ＧＯ 生
物过程和 ＫＥＧＧ 通路ꎬ选取排名前 ２０ 的生物过程和通路ꎮ
通 过 Ｐａｔｈｗａｙ ｃｏｍｍｏｎｓ 数 据 库 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｐａｔｈｗａｙｃｏｍｍｏｎｓ.ｏｒｇ / )查找 ＤＥＰｓ 之间的蛋白－蛋白相互作
用(ｐｒｏｔｅｉｎ－ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎꎬＰＰＩ)网络ꎮ
２结果
２.１ 构建晶状体上皮细胞氧化损伤模型　 对照组 ＳＲＡ０１ /
０４ 细胞未经任何处理ꎬ包膜完整ꎬ呈长梭形ꎬ贴壁生长ꎻ实
验组 ＳＲＡ０１ / ０４ 细胞经 ＵＶＢ 照射 １０ｍｉｎ 后ꎬ细胞体积缩
小ꎬ呈圆形改变ꎬ见图 １ꎮ
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图 １　 ＵＶＢ照射前后晶状体上皮细胞的形态学改变　 Ａ:对照组ꎻＢ:实验组ꎮ

图 ２　 蛋白质差异表达情况　 Ａ:本研究实验流程图ꎻＢ:数据归一化前后的箱线图ꎻＣ:可定量蛋白表达情况ꎮ ＵＶＢ 组 / ＵＶＢ:实验组ꎻ
ＮＣ:对照组ꎻＦＤＲ:统计学可信度ꎻＦＣ:倍数变化ꎮ

２.２ ＤＥＰｓ 的筛选　 本研究实验流程图见图 ２Ａꎬ经蛋白质
提取、肽段酶解、ｉＴＲＡＱ 标记及质谱分析等一系列步骤后
共鉴定出 ６５６７ 个蛋白质ꎮ 随后ꎬ经内部校正和归一化后ꎬ
两组数据集的批量效应被消除(图 ２Ｂ)ꎮ 火山图显示ꎬ与
对照组相比ꎬ实验组中上调的 ＤＥＰｓ 有 １７６ 个ꎬ包括
ＨＭＧＢ１、ＵＳＰ１ 等与线粒体自噬、蛋白质泛素化修饰相关
的蛋白ꎻ下调的 ＤＥＰｓ 有 ３７６ 个ꎬ包括 ＰＯＬＲ２Ａ、ＰＯＬＲ２Ｂ
等 ＯＤＲ 相关蛋白(图 ２Ｃ)ꎮ
２.３ ＤＥＰｓ 的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 功能富集分析 　 本研究利用
网络工具 ＤＡＶＩＤ 分别对上调和下调显著性前 ５０ 的 ＤＥＰｓ
进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 功能富集分析ꎮ 目前针对 ＧＯ 的富集分
析主要从生物学过程( ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎬＢＰ)、分子功能
(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬＭＦ)和细胞组分( ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎬ
ＣＣ)３ 个方面进行显著性分析ꎬ其中 ＢＰ 最为关键ꎬ故在本
研究中仅列举了 ＢＰ 层面排名前 ２０ 的词条ꎬ上调显著性前
５０ 的 ＤＥＰｓ 主要富集于免疫反应、细胞代谢过程的负调
控、免疫反应的调控、炎症反应及组织迁移等(图 ３Ａ)ꎻ而
下调显著性前 ５０ 的 ＤＥＰｓ 主要富集于 ＲＮＡ 加工、细胞周

期、核糖体生物合成、 ｒＲＮＡ 加工及细胞周期的调控等
(图 ３Ｂ)ꎮ ＫＥＧＧ 信号通路富集分析发现ꎬ上调显著性前 ５０
的 ＤＥＰｓ 主要富集于补体与凝血级联通路、凋亡及线粒体自
噬等(图 ４Ａ)ꎬ而下调显著性前 ５０ 的 ＤＥＰｓ 主要富集于真核
生物中的核糖体生物合成和 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路(图 ４Ｂ)ꎮ
２.４ ＰＰＩ 网络的构建　 本研究采用 Ｐａｔｈｗａｙ ｃｏｍｍｏｎｓ 软件
构建 ＤＥＰｓ 的 ＰＰＩ 网络可视化图 (图 ５Ａꎬ节点越大ꎬ即
ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ 越大ꎬ说明该节点在其他节点之间的调节能
力越强ꎬ提示该蛋白越重要)ꎮ 进一步展示 ＰＰＩ 网络属性
(图 ５Ｂ)ꎬ其中 ＯＤＲ 相关蛋白占 ２１.６％ꎬ佐证了 ＯＤＲ 相关
蛋白的重要性ꎮ 上调和下调显著性前 ５０ 的 ＤＥＰｓ 中与
ＯＤＲ 相关的蛋白质见表 １ꎮ 为了分析 ＯＤＲ 相关蛋白与其
他 ＤＥＰｓ 之间的相互作用强度ꎬ本研究分别计算了 １０００
个随机网络相互作用值(图 ５Ｃ 曲线)和实际网络相互作
用值(图 ５Ｃ 黑线)ꎬ结果显示ꎬ实际网络相互作用值明显
高于随机网络ꎬ且 ｐ < ０. ０５ 说明 ＯＤＲ 相关蛋白与其他
ＤＥＰｓ 之间的相互作用较为紧密ꎬ提示 ＯＤＲ 相关蛋白可能
在 ＵＶＢ 诱导的氧化损伤中发挥至关重要的作用ꎮ
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图 ３　 ＤＥＰｓ的 ＧＯ 富集分析　 Ａ:上调显著性前 ５０ 的 ＤＥＰｓ 的 ＧＯ 富集分析ꎻＢ:下调显著性前 ５０ 的 ＤＥＰｓ 的 ＧＯ 富集分析ꎮ

图 ４　 ＤＥＰｓ的 ＫＥＧＧ 信号通路富集分析　 Ａ:上调显著性前 ５０ 的 ＤＥＰｓ 的 ＫＥＧＧ 信号通路富集分析ꎻＢ:下调显著性前 ５０ 的 ＤＥＰｓ
的 ＫＥＧＧ 信号通路富集分析ꎮ

表 １　 前 ５０ 位显著上下调的 ＤＥＰｓ中与氧化损伤相关的蛋白列表

蛋白代码 基因名称 蛋白名称 ｐ 倍数变化
Ｐ０５４１２ ＪＵＮ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＡＰ－１ ２.６１７５３５ ６.８２０×１０－５

Ｐ０１１００ ＦＯＳ Ｐｒｏｔｏ－ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｃ－Ｆｏｓ ２.０４２５９０ ４.７１１×１０－５

Ｐ２９３１７ ＥＰＨＡ２ Ｅｐｈｒｉｎ ｔｙｐｅ－Ａ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ １.５６３８９９ ８.３４０×１０－４
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图 ５　 ＰＰＩ网络的构建　 Ａ:ＤＥＰｓ 的 ＰＰＩ 网络图ꎬ红色字体表示与 ＯＤＲ 相关的 ＤＥＰｓꎬ黑色字体表示其他 ＤＥＰｓꎬ黄色节点表示蛋白表
达上调ꎬ蓝色节点表示蛋白表达下调ꎬ节点的大小表示 ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ 大小ꎬ即该节点在其他节点之间的调控能力ꎬ节点越大提示该蛋白
越重要ꎻＢ:ＰＰＩ 网络属性图ꎬ图中标注的是网络属性值大于 ９０％分位数的蛋白ꎬｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ 表示中介中心性ꎬｅｖｃｅｎｔ 表示特征向量中
心度ꎻＣ:ＯＤＲ 相关蛋白与其他 ＤＥＰｓ 之间的相互作用强度ꎬ横坐标表示 ＰＰＩ 数量ꎬ纵坐标表示 １０００ 个随机网络相互作用值的密度ꎮ

３讨论
氧化损伤与 ＡＲＣ 在内的多种退行性疾病的病因密切

相关[１１]ꎮ 越来越多的研究表明 ＵＶＢ 照射是造成 ＬＥＣｓ 氧
化损伤的最主要环境因素之一[１２－１３]ꎮ ＵＶＢ 照射可致
ＬＥＣｓ 中活性氧含量显著增加ꎬ继而引起细胞内 ＤＮＡ 氧化
损伤和蛋白质的氧化修饰等系列改变[９ꎬ１４]ꎮ 晶状体是人
体内蛋白质含量最高的组织ꎬ由 ９０％的结构性蛋白和
１０％的功能性蛋白构成ꎮ 研究发现ꎬＯＤＲ 相关蛋白、热休
克蛋白以及一些酶类ꎬ如去泛素化酶等功能性蛋白表达量
的改变可能参与 ＡＲＣ 的发生发展[１５－１７]ꎮ 由此可见ꎬ功能
性蛋白虽然含量甚微ꎬ但其改变可能是引起 ＡＲＣ 的始动
因素ꎬ不容忽视ꎮ 因此ꎬ为探索 ＡＲＣ 发生发展的具体分子
机制ꎬ本研究通过 ｉＴＲＡＱ 技术对比 ＵＶＢ 照射前后 ＬＥＣｓ
中蛋白质表达量的变化情况ꎬ尤其是 ＯＤＲ 相关蛋白的表
达量ꎬ利用生物信息学深入分析测序结果ꎬ旨在挖掘防治
ＡＲＣ 的潜在蛋白靶点ꎮ

本研究结果显示ꎬ与对照组相比ꎬ实验组的蛋白质表
达水平以下调趋势为主ꎬ即表达水平降低的蛋白质数量明
显多于表达水平升高的蛋白质ꎮ 研究发现ꎬ多种参与调控
细胞周期的蛋白质ꎬ如衰老标记蛋白 ３０(ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｒｋｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ ３０ꎬ ＳＭＰ３０ ) [１８]、 谷 氧 还 蛋 白 １ ( ｇｌｕｔａｒｅｄｏｘｉｎ １ꎬ
Ｇｒｘ１) [１９]等的表达量均在白内障模型中减少ꎮ 本研究中ꎬ
ＧＯ 分析提示下调显著性前 ５０ 的 ＤＥＰｓ 主要参与 ＲＮＡ 加
工、细胞周期、核糖体生物合成等过程ꎬ这些结果将有助于
挖掘更多潜在的参与调控 ＬＥＣｓ 细胞周期的蛋白质ꎬ为从
源头干预引起 ＬＥＣｓ 细胞周期停滞的因素奠定基础ꎮ 此

外ꎬＫＥＧＧ 分析提示下调显著性前 ５０ 的 ＤＥＰｓ 主要富集于
真核生物中的核糖体生物合成和 ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路ꎮ
ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路作为一种典型的抗氧化、抗凋亡通路
可在 ＡＲＣ 形成早期被激活ꎬ其失活会减弱 ＬＥＣｓ 增殖和迁
移的能力[２０]ꎮ 本研究中ꎬＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路的几个关键
蛋白(ＬＡＭＡ５、ＭＥＴ 等)在 ＵＶＢ 诱导的氧化损伤过程中表
达量降低ꎮ 然而ꎬ目前尚无 ＬＡＭＡ５、ＭＥＴ 和其他关键蛋白
在 ＡＲＣ 研究领域中的相关报道ꎬ因此研究这些蛋白在
ＡＲＣ 病理过程中发生的功能变化及具体调控机制具有重
要意义ꎮ

本研究发现的上调蛋白中 ＨＭＧＢ１ 是存在于真核细
胞内的一种非组蛋白染色体结合蛋白ꎬ其表达量增加与多
种疾病(包括肿瘤、心血管疾病、白内障)密切相关[２１－２３]ꎮ
Ｋａｎｇ 等[２４]研究发现ꎬＨ２Ｏ２介导的氧化损伤可促进癌细胞
和成纤维细胞内 ＨＭＧＢ１ 蛋白的表达和细胞外释放ꎮ 在
Ｈ２Ｏ２诱导的白内障氧化损伤模型中ꎬＨＭＧＢ１ 的 ｍＲＮＡ 和

蛋白表达量均增加[２２]ꎬ这与本研究测序结果一致ꎮ 本研
究发现的另一上调的蛋白 ＵＳＰ１ 属于一种去泛素化酶ꎬ是
维持蛋白质稳定性的关键调控因子之一ꎬ通常与 ＵＳＰ１ 相
关因子 １(ＵＳＰ１－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ １ꎬＵＡＦ１)形成复合物ꎬ参
与靶向调控同源重组修复通路、Ｆａｎｃｏｎｉ 通路等多种氧化
损伤修复通路[２５]ꎮ 研究发现ꎬＵＳＰ１ 蛋白表达量增加可提
示肝癌时疾病预后较差[２６]ꎮ 本研究中ꎬＵＳＰ１ 蛋白的表达
水平经 ＵＶＢ 诱导的氧化损伤后也升高ꎬ其表达上调对
ＬＥＣｓ 凋亡和自噬等细胞过程会产生何种影响仍有待后续
实验验证ꎮ
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本研究构建 ＰＰＩ 网络图显示ꎬ在 ＤＥＰｓ 中存在多个
ＯＤＲ 相关蛋白ꎮ 基于课题组长期致力于 ＯＤＲ 相关基因
表观遗传学变化的研究发现ꎬＯＧＧ１、ＷＲＮ、ＥＲＣＣ６ 等基因
的表观遗传学改变(如 ＤＮＡ 甲基化)与 ＡＲＣ 的发生发展
密切相关[２－３ꎬ２７]ꎮ 而本研究则将焦点由基因转录调控机制
转移至蛋白质表达变化层面ꎬ以探索介导 ＡＲＣ 进展的潜
在蛋白靶点ꎮ ＰＯＬＲ２Ａ 和 ＰＯＬＲ２Ｂ 是晶状体内核苷酸切
除修复通路上的关键分子ꎬ其蛋白表达水平在 ＵＶＢ 照射
后均显著下降ꎮ 既往研究通过对 ＡＲＣ 患者及对照者晶状
体前囊膜标本进行微阵列分析ꎬ发现两者的 ｍＲＮＡ 表达
水平并无明显改变[２８]ꎮ 那么ꎬ引起这两种蛋白质减少的
具体机制是什么以及这两种蛋白质的缺失是否会影响
ＡＲＣ 的进展ꎬ这些问题还需进一步探讨ꎮ 值得注意的是ꎬ
本研究仅限于细胞层面ꎬＰＯＬＲ２Ａ、ＰＯＬＲ２Ｂ 等蛋白质的表
达变化情况还需在人体标本中进行验证ꎮ

综上所述ꎬ本研究采用 ｉＴＲＡＱ 技术联合液相色谱－串
联质谱技术检测了 ＵＶＢ 诱导的细胞氧化损伤模型中的蛋
白质表达谱ꎬ弥补了既往蛋白质组学技术的缺陷ꎬ极大地
提高了晶状体内低丰度蛋白ꎬ尤其是 ＯＤＲ 相关蛋白的检
出率ꎮ 通过生物信息学分析证实 ＯＤＲ 相关蛋白在 ＡＲＣ
发生发展过程中的重要作用ꎮ 这些研究结果有助于我们
在后续的实验中深入探索 ＡＲＣ 的确切分子机制ꎬ为 ＡＲＣ
的防治提供新思路ꎮ
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７ Ｚｈｏｕ ＨＹꎬ Ｙａｎ Ｈꎬ Ｙａｎ ＷＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｗｉｔｈ ｉＴＲＡＱ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓｅｓ ｗｉｔｈ ｎｕｃｌｅａｒ ｃａｔａｒａｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｘｉａｌ
ｌｅｎｇｔｈｓ. Ｍｏｌ Ｖｉｓ ２０１６ꎻ ２２: ９３３－９４３
８ Ｚｈｏｕ ＨＹꎬ Ｙａｎ Ｈꎬ Ｗａｎｇ ＬＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｙ
ｉＴＲＡＱ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｃａｔａｒａｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｌｅｎｓ
ｎｕｃｌｅｉ. Ｐｒｏｔｅｏｍ Ｃｌｉｎ Ａｐｐｌ ２０１５ꎻ ９(７－８): ７７６－７８６
９ Ｘｉａｎｇ Ｊꎬ Ｋａｎｇ ＬＨꎬ Ｇａｏ ＨＢꎬ ｅｔ ａｌ. ＢＬＭ ｃａｎ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｃａｔａｒａｃｔ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｃｅｌｌ ｖｉｔａｌｉｔｙ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｅｘｐ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２０１９ꎻ
１７８: ９９－１０７
１０ Ｒｏｓｓ ＰＬꎬ Ｈｕａｎｇ ＹＮꎬ Ｍａｒｃｈｅｓｅ ＪＮꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｉｎ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ｕｓｉｎｇ ａｍｉｎｅ － ｒｅａｃｔｉｖｅ ｉｓｏｂａｒｉｃ
ｔａｇｇｉｎｇ ｒｅａｇｅｎｔｓ. Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｔｅｏｍ ２００４ꎻ ３(１２): １１５４－１１６９

１１ Ｌｕｏ Ｊꎬ Ｍｉｌｌｓ Ｋꎬ ｌｅ Ｃｅｓｓｉｅ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｇｅｉｎｇꎬ ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ: ｗｈａｔ ｔｏ ｄｏ ｎｅｘｔ? Ａｇｅｉｎｇ Ｒｅｓ Ｒｅｖ ２０２０ꎻ ５７: １００９８２
１２ Ｍｉ Ｙꎬ Ｗｅｉ ＣＱꎬ Ｓｕｎ ＬＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ
ｄｅｌａｙｓ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｃａｔａｒａｃｔ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＳＩＲＴ６ / ｐ － Ｎｒｆ２ / ＧＰＸ４ ａｎｄ
ＳＩＲＴ６ / ＮＣＯＡ４ / ＦＴＨ１ ｐａｔｈｗａｙｓ. Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ ２０２３ꎻ
１５７: １１４０４８
１３ Ｇｕｏ Ｙꎬ Ｇｕｏ ＣＪꎬ Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｇｒｘ２ ｉｎ
ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ－Ｂ (ＵＶＢ) －ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｔａｒａｃｔ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ. Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ
Ｃｏｍｍｕｎ ２０２２ꎻ ６１３: １０７－１１２
１４ Ｃｈｅｎ ＸＪꎬ Ｚｈａｎｇ ＧＷꎬ Ｌｉ ＰＦꎬ ｅｔ ａｌ. ＳＹＶＮ１ －ｍｅｄｉａｔｅｄ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＳＨ３ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ.
ＦＥＢＳ Ｊ ２０２２ꎻ ２８９(１８): ５６８２－５６９６
１５ Ｘｕ ＢＷꎬ Ｋａｎｇ ＬＨꎬ Ｚｈａｎｇ ＧＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ８ － ＯＨｄＧꎬ
ＨＯＧＧ１ꎬ ＡＰＥ１ ａｎｄ Ｐｏｌ β ｉｎ ｌｅｎｓｅｓ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｃａｔａｒａｃｔ.
Ｃｕｒｒ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２０１５ꎻ ４０(４): ３７８－３８５
１６ Ｃｕｉ ＸＫꎬ Ｄｕ ＣＸꎬ Ｗａｎ ＳＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｆａｃｔｏｒ ４
ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｐ２１ｃｉｐ１

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ ＢＢＡ Ｍｏｌ Ｂａｓｉｓ Ｄｉｓ ２０２１ꎻ １８６７
(１１): １６６２３３
１７ Ｒｕｄｏｌｐｈ Ｔꎬ Ｓｊöｌａｎｄｅｒ Ａꎬ Ｐａｌｍéｒ ＭＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｃａｒｂｏｘｙｌ －
ｔｅｒｍｉｎａｌ ｅｓｔｅｒａｓｅ Ｌ１ ( ＵＣＨＬ１ ) Ｓ１８Ｙ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ
ｃａｔａｒａｃｔｓ. Ｏｐｈｔｈａｌｍｉｃ Ｇｅｎｅｔ ２０１１ꎻ ３２(２): ７５－７９
１８ Ｃｈｅｎ Ｘꎬ Ｌｉ ＳＭꎬ Ｌｉ ＹＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３０
ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＳＲＡ０１ /
０４. Ｉｎｔ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１８ꎻ １１(４): ５５３－５５８
１９ Ｆａｎ Ｑꎬ Ｌｉ Ｄꎬ Ｚｈａｏ ＺＮꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｇｌｕｔａｒｅｄｏｘｉｎ １
ａｇａｉｎｓｔ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｎｕｃｌｅａｒ
ｃａｔａｒａｃｔｓ. Ｍｏｌ Ｖｉｓ ２０２２ꎻ ２８: ７０－８２
２０ Ｃｕｉ ＧＦꎬ Ｗａｎｇ ＬＤꎬ Ｈｕａｎｇ ＷＪ. Ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ＨＩＰＫ３ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｈｕｍａｎ
ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉＲ－２２１－３ｐ / ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ
ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｃａｔａｒａｃｔ. Ｅｘｐ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２０２０ꎻ １９８: １０８１２８
２１ Ｚｈａｎｇ ＪＬꎬ Ｚｈｅｎｇ ＨＦꎬ Ｌｉ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉＲ － ４９５ － ３ｐ ｄｅｐｒｅｓｓｅｓ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＨＭＧＢ１ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ. Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｓｕｒｇ Ｏｎｃｏｌ ２０２２ꎻ ２０(１): １０１
２２ Ｘｕ Ｄꎬ Ｚｈｕ ＨＹꎬ Ｆｕ ＱＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｋｅｔａｍｉｎｅ ｄｅｌａｙｓ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ａｎｄ ｄａｍａｇｅｄ ｃａｔａｒａｃｔ ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＨＭＧＢ－１ / ＮＦ－κＢ ｉｎ
ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｉｍｍｕｎｏｔｏｘｉｃｏｌ ２０１８ꎻ ４０ ( ４):
３０３－３０８
２３ Ｓｙｕｋｒｉ Ａꎬ Ｈａｔｔａ Ｍꎬ Ａｍｉｒ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｍｍｕｎｅ
ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｖｉａ ＨＭＧＢ１ꎬ ＨＩＦ１ － α ａｎｄ
ＶＥＧＦ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｏｆ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄａｍａｇｅ. Ａｎｎ Ｍｅｄ Ｓｕｒｇ
２０２２ꎻ ７６: １０３５０１
２４ Ｋａｎｇ Ｒꎬ Ｌｉｖｅｓｅｙ ＫＭꎬ Ｚｅｈ ＨＪ ３ｒｄꎬ ｅｔ ａｌ. ＨＭＧＢ１ ａｓ ａｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｓｅｎｓｏｒ ｉｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ. Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ２０１１ꎻ ７(８): ９０４－９０６
２５ Ｚａｎｇ ＷＣꎬ Ｙａｎｇ ＣＺꎬ Ｌｉ ＴＴꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｄｏｘ ｓｅｎｓｏｒ ＨＳＣＡＲＧ
ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｌｅｓｉｏｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓ
ｍａｍｍａｒｙ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ. Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ ２０１９ꎻ １１６ ( ５１ ):
２５６２４－２５６３３
２６ Ｌｉａｏ ＹＮꎬ Ｓｈａｏ ＺＬꎬ Ｌｉｕ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＵＳＰ１－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ＲＰＳ１６ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｄｒｉｖｅｓ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｃｅｌｌｓ. Ｊ Ｅｘｐ Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ ２０２１ꎻ ４０(１): ２０１
２７ Ｚｈｕ Ｘꎬ Ｚｈａｎｇ ＧＷꎬ Ｋａｎｇ ＬＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｗｅｒｎｅｒ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｇｅｎｅ ｉｎ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｃａｔａｒａｃｔ. Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１５ꎻ
２０１５: ５７９６９５
２８ Ｌｉ Ｆꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｚｈａｎｇ ＧＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ
ｒｅｐａｉｒ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｃａｔａｒａｃｔ. Ｍｕｔａｔ Ｒｅｓ
２０１４ꎻ ７６６－７６７: ３１－３６
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