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摘要
目的:揭示共同性外斜视(ＸＴ)内直肌中关键的氧化应激
相关基因和通路ꎮ
方法:对 ＸＴ 患者和正常对照者的内直肌标本进行 ＲＮＡ 测
序ꎬ应用包括差异表达基因的鉴定、功能富集分析、蛋白质
互作网络构建和受试者工作特征曲线评估的生物信息学
分析氧化应激相关的差异表达基因和通路ꎮ 关键枢纽基
因通过逆转录定量聚合酶链反应(ＲＴ－ｑＰＣＲ)进行验证ꎮ
结果:本研究纳入 ＸＴ 患者 ２４ 例[男 ６ 例ꎬ女 １８ 例ꎬ年龄
２９.５(２１.５ꎬ４２.５)岁]ꎬ正常对照组 １４ 例[男 ４ 例ꎬ女 １０ 例ꎬ
年龄 ４２.０(２８.０ꎬ５５.０)岁]ꎮ 共鉴定出 ３１９ 个氧化应激相
关差异基因ꎬ功能富集分析显示其与活性氧代谢过程、对
氧化应激的反应以及 ｐ５３ 信号通路等显著相关ꎮ 蛋白质－
蛋白质互作网络分析确定了 ５ 个枢纽基因 ( ＩＬ６ꎬＴＮＦꎬ
ＣＤ４ꎬＰＴＰＲＣꎬＩＴＧＡＭ)ꎮ 受试者工作特征曲线评估表明ꎬ
ＣＤ４、ＰＴＰＲＣ 和 ＩＴＧＡＭ 的表达水平对 ＸＴ 组和正常对照组
的分类具有较高的准确性(ＡＵＣ>０.９)ꎻＩＬ６ 和 ＴＮＦ 的表达
水平对 ＸＴ 组和对照组的分类呈现一定的准确性(０.７ <
ＡＵＣ<０.９)ꎮ ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证证实了 ＴＮＦ、ＣＤ４ 和 ＩＬ６ 在 ＸＴ
内直肌的显著差异表达(均 Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:氧化应激可能在 ＸＴ 的发病机制中发挥重要作用ꎬ
枢纽基因的发现为研究 ＸＴ 发病的分子机制提供了新的
方向ꎮ
关键词:共同性外斜视ꎻ氧化应激ꎻ内直肌ꎻ差异表达基因
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０引言
共同性外斜视(ｃｏｎｃｏｍｉｔａｎｔ ｅｘｏｔｒｏｐｉａꎬＸＴ)是最常见的

斜视亚型ꎬ不仅损害视觉发育和双眼视觉功能ꎬ还可能因
眼位异常而引发焦虑和抑郁等心理疾病ꎬ显著影响 ＸＴ 患
者的生活质量[１－２]ꎮ 然而ꎬＸＴ 的发病机制较为复杂ꎬ目前
仍不十分明确ꎮ 既往研究表明 ＸＴ 内直肌出现不同程度
的病理改变ꎬ如肌卫星细胞数量减少ꎬ肌小节破坏ꎬ肌纤维
数量减少等[３－４]ꎮ 此外ꎬ研究发现ꎬ间歇性外斜视患者的
内直肌中不仅存在细胞骨架中间丝组分的表达下降ꎬ还观
察到细胞外基质相关蛋白的表达亦显著下调[５－６]ꎮ 氧化
应激是由氧化剂与抗氧化剂之间的不平衡导致ꎮ 氧化应
激会产生过量的活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)和 /
或活性氮( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＮＳ)ꎬ破坏细胞蛋白
质、脂质和 ＤＮＡꎬ产生细胞损伤ꎮ 眼外肌的收缩活动、高
耗氧量和高代谢率使其持续产生 ＲＯＳ / ＲＮＳꎬ当氧化产物
超过抗氧化防御能力时ꎬ眼外肌就会进入氧化应激状态ꎮ
有研究表明ꎬ外斜视患者的内直肌抗氧化能力下降ꎬ表现
为过氧化氢酶表达减少和脂褐素积累增加[７]ꎮ 基于既往
研究ꎬ我们假设氧化应激相关基因可能在 ＸＴ 眼外肌中表
达异常ꎬ从而导致其功能障碍ꎮ 本研究采用生物信息学分
析和逆转录定量聚合酶链反应(ＲＴ－ｑＰＣＲ)验证方法揭示
ＸＴ 内直肌中与氧化应激相关的差异表达的关键基因和通
路ꎬ识别与 ＸＴ 氧化应激相关的潜在生物标志物ꎬ从而为
ＸＴ 发病的分子机制提供新的研究方向ꎮ
１对象和方法
１.１对象　 本研究纳入 ＸＴ 患者ꎬ包括间歇性外斜视和恒
定性外斜视ꎬ为 ＸＴ 组ꎮ 纳入的正常对照组为非斜视器官
捐献者ꎮ ＸＴ 组的内直肌来源于斜视矫正术中截取的内直
肌ꎬ正常对照组内直肌样本在死亡后 １－２.５ ｈ 内采集ꎮ 所
有的内直肌样本都是在离肌止线后至少 ２ ｍｍ 处获取ꎬ长
度为 ４－６ ｍｍꎮ 样本均保存于－８０ ℃冰箱ꎮ 本研究已取得
海南省眼科医院医学伦理委员会审查批准 (批准号:
２０２０－００７)ꎬ所有参与者均签署知情同意书ꎮ
１.１.１ ＸＴ 组的纳入及排除标准　 纳入标准:参照中华医学
会眼科学分会斜视与小儿眼科学组[８] 对于 ＸＴ 的定义ꎬ确
诊为 ＸＴ(包括间歇性和恒定性外斜视)ꎮ 排除标准:(１)
合并其他类型的斜视ꎻ(２)有 ＸＴ 以外的其他眼部疾病及
影响眼外肌的全身系统性疾病ꎻ(３)有眼部外伤史或手
术史ꎮ
１.１.２正常对照组的纳入及排除标准　 纳入标准:自愿并
签署捐献器官同意书者ꎮ 排除标准:(１)有包括斜视在内
的眼部疾病及影响眼外肌的全身系统性疾病ꎻ(２)有眼部
外伤史或手术史ꎮ
１.１.３实验仪器与试剂　 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ 及 Ａｇｉｌｅｎｔ
４２００ ＴａｐｅＳｔａｔｉｏｎ 系 统 ( 美 国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公 司 )ꎻ Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＮｏｖａＳｅｑ ６０００ 测序平台(美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司)ꎻＱｕｂｉｔ ２.０ 荧
光计、ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ－２０００ 分光光度计(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
公司)ꎻＶｉｉＡ ７ 实时荧光定量 ＰＣＲ 系统(美国 ＡＢＩ 公司)ꎻ
ＲＮＡ 提取试剂盒(中国 Ｍａｊｏｒｉｖｄ 公司)ꎻＲＮＡＣｌｅａｎ ＸＰ 试
剂盒(美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司)ꎻＲＮａｓｅ－Ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅ 试
剂盒 (德国 ＱＩＡＧＥＮ 公司)ꎻ ＴＲＩｚｏｌ 试剂 (美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司)ꎻＴａｑ Ｐｒｏ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(美
国 Ｖａｚｙｍｅ 公司)ꎻ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ Ｍ － ＭＬＶ ( ＲＮａｓｅ
Ｈ－)反转录试剂盒(美国 ＴＡＫＡＲＡ 公司)ꎻ基因特异性引
物由上海生工生物工程股份有限公司合成ꎮ

１.２方法
１.２.１ ＲＮＡ 提取和文库构建及转录组测序 　 选取 ２０ 例
ＸＴ 和 １０ 例器官捐献者的内直肌样本ꎬ使用 ＲＮＡ 提取试
剂盒并根据生产厂商提供的标准操作流程进行总 ＲＮＡ 的
提取ꎬ使用 ＲＮＡＣｌｅａｎ ＸＰ 试剂盒和 ＲＮａｓｅ－Ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅ 试
剂盒进行纯化ꎮ 采用 ＡｇｉＩｅｎｔ ２１００ 生物分析仪检测 ＲＮＡ
的完整性ꎬ所有样本的 ＲＮＡ 完整性数值( ＲＮＡ Ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ
Ｎｕｍｂｅｒꎬ ＲＩＮ)≥７.０ꎬ并使用 Ｑｕｂｉｔ ２.０ 荧光计和 ＮａｎｏＤｒｏｐ
ＮＤ－ ２０００ 分光光度计检测 ＲＮＡ 纯度与浓度ꎬ ＯＤ２６０ /
ＯＤ２８０ 比值处于 １.８－２.１ꎬＯＤ２６０ / ＯＤ２３０ 比值≥２.０ꎬ且总
ＲＮＡ 浓度不低于 ７５０ ｎｇ / μｇ、总量不低于４０ μｇꎮ 随后根据
Ｉｌｌｕｍｉｎａ 标准操作流程进行文库构建ꎬ文库构建完成后ꎬ使
用 Ｑｕｂｉｔ２. ０ 荧 光 定 量 仪 检 测 文 库 浓 度ꎬ Ａｇｉｌｅｎｔ ４２００
ＴａｐｅＳｔａｔｉｏｎ 系统检测文库片段分布ꎬ确保文库片段大小在
２００－５００ ｂｐ、无明显杂带ꎬ文库浓度≥１０ ｎｇ / μＬꎬ且无接头
污染ꎮ 高通量测序实验全程严格遵循生产商( Ｉｌｌｕｍｉｎａ)提
供的标准操作规程ꎮ 原始测序读数经 Ｓｅｑｔｋ 过滤后ꎬ使用
Ｈｉｓａｔ２(Ｖ２.０.４)比对至参考基因组ꎮ 基因片段计数通过
ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ(Ｖ１.３.３ｂ)完成ꎬ并随后进行修剪后的 Ｍ 值平均
值(ｔｒｉｍｍｅｄ ｍｅａｎ ｏｆ Ｍ ｖａｌｕｅｓꎬ ＴＭＭ)归一化处理ꎮ 最后利
用 ｐｅｒｌ 脚本计算出每个基因的每千碱基外显子每百万片
段读数 ( ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｐｅｒ ｋｉｌｏｂａｓｅ ｏｆ ｅｘｏｎ ｍｏｄｅｌ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ
ｍａｐｐｅｄ ｒｅａｄｓꎬＦＰＫＭ)ꎮ
１.２.２生物信息学分析
１.２.２.１ 数据下载与整理　 从自测数据 ｇｅｎｅ＿ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ 表
格中拆分出外斜视数据集的基因测序片段计数和 ＦＰＫＭ
表达谱ꎮ 其中ꎬ外斜视数据集包含 ２０ 例 ＸＴ 样本和 １０ 例
正常对照样本ꎬ 分别为 ＸＴ 组和正常对照 组ꎮ 通 过
ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数 据 库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｇｅｎｅｃａｒｄｓ. ｏｒｇ / ) 以
“Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ Ｓｔｒｅｓｓ”一词作为搜索关键词ꎬ仅保留“ Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｃｏｄｉｎｇ”和“Ｒｅｌｅｖａｎｃｅ Ｓｃｏｒｅ>１”的基因ꎬ共获得 ２ ９２２ 个氧
化应激相关基因( ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ－ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓꎬＯＳＲＧｓ)ꎮ
此外ꎬ以 “ Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ Ｓｔｒｅｓｓ” 作为关键词在 ＰｕｂＭｅｄ 网站
(ｈｔｔｐｓ: / / ｐｕｂｍｅｄ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )得到已发表文献中的
氧化应激相关基因集[９]ꎬ共 ４６７ 个 ＯＳＲＧｓꎮ 经过合并去重
复后共获得 ３ ０６５ 个 ＯＳＲＧｓꎮ
１.２.２.２ 氧化应激相关差异表达基因筛选 　 使用 Ｒ 包
ｌｉｍｍａ(Ｖ３.５８.１)对 ＸＴ 组和正常对照组中的基因进行差异
分析ꎮ 设定 ｜ ｌｏｇＦＣ ｜ >１.０ 且 ａｄｊ. ｐ<０.０５ 为差异表达基因
( ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬ ＤＥＧｓ ) 的 阈 值ꎮ 其 中ꎬ
ｌｏｇＦＣ>１.０且 ａｄｊ.ｐ < ０.０５ 的基因为上调的差异表达基因
(ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ)ꎬｌｏｇＦＣ<－１.０ 且 ａｄｊ.ｐ<０.０５ 的基因为
下调的差异表达基因( ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ)ꎮ Ｐ 值矫正
方法为 Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ－Ｈｏｃｈｂｅｒｇꎮ 差异分析的结果通过 Ｒ 包
ｇｇｐｌｏｔ２(Ｖ３.４.４)绘制火山图ꎮ 取 ＤＥＧｓ 与 ＯＳＲＧｓ 交集并
绘制韦恩图ꎬ得到氧化应激相关差异表达基因(ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ－ ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬＯＳＲＤＥＧｓ)ꎬ通
过 Ｒ 包 ｐｈｅａｔｍａｐ(Ｖｅｒｓｉｏｎ １.０.１２)绘制热图ꎮ
１.２. ２. ３ 基 因 本 体 和 通 路 富 集 分 析 　 使 用 Ｒ 包
ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ[１０] ( Ｖ４. １０. ０) 对 ＯＳＲＤＥＧｓ 进行基因本体
(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬＧＯ)和通路(ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓꎬＫＥＧＧ)富集分析ꎬ条目筛选标准为 ａｄｊ.ｐ<０.０５ 且
ＦＤＲ 值 ( ｑ ｖａｌｕｅ) < ０. ２５ꎬ Ｐ 值矫正方法为 Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ －
Ｈｏｃｈｂｅｒｇꎮ
１.２.２.４蛋白质－蛋白质互作网络和枢纽基因筛选 　 基于
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ＳＴＲＩＮＧ 数据库构建 ＯＳＲＤＥＧｓ 的蛋白质－蛋白质互作网
络(ｐｒｏｔｅｉｎ－ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋꎬ ＰＰＩ Ｎｅｔｗｏｒｋ)ꎬ物种
设定为人类(Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ)ꎬ最低互作得分阈值(ｍｉｎｉｍｕｍ
ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅ)设定为 ０.７００( ｈｉｇｈ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ)ꎬ
并隐藏未形成互作关系的节点ꎮ 网络连线代表综合实验
数据、数据库注释及预测分析支持的蛋白互作关系ꎮ 应用
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件[１１](Ｖ３.１０.３)的 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 插件[１２]中的 ５ 种
算 法: ｍａｘｉｍａｌ ｃｌｉｑｕｅ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ ( ＭＣＣ )ꎬ Ｍａｘｉｍｕｍ
Ｎｅｉｇｈｂｏｒｈｏｏｄ Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ( ＭＮＣ)ꎬ Ｄｅｇｒｅｅꎬ Ｅｄｇｅ Ｐｅｒｃｏｌａｔｅｄ
Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ( ＥＰＣ)ꎬＣｌｏｓｅｎｅｓｓ[１３]ꎮ 在 ＰＰＩ Ｎｅｔｗｏｒｋ 中ꎬ先计
算 ＯＳＲＤＥＧｓ 的得分ꎬ再根据得分依次排列并选择前 １０ 名
ＯＳＲＤＥＧｓꎮ 最后将五种不同算法的所得基因取交集并绘
制韦恩图进行分析ꎬ算法交集基因为氧化应激相关枢纽基
因(ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ)ꎮ
１.２.２.５枢纽基因的表达差异和受试者工作特征曲线评估
　 为进一步探究氧化应激相关枢纽基因在外斜视数据集
的 ＸＴ 组和正常对照组中的表达差异ꎬ基于枢纽基因的表
达量绘制分组比较图ꎮ 使用 Ｒ 包 ｐＲＯＣ[１４](Ｖ１.１８.５)绘制
枢 纽 基 因 的 受 试 者 工 作 特 征 ( ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃꎬ ＲＯＣ) 曲线并计算 ＲＯＣ 曲线下的面积值
(ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅꎬ ＡＵＣ)ꎮ ０.５<ＡＵＣ≤０.７ 时准确性较
低ꎬ０.７<ＡＵＣ≤０.９ 时具有一定准确性ꎬＡＵＣ>０.９ 时具有较
高准确性ꎮ
１.２.３ ＲＴ－ｑＰＣＲ　 选取另外 ４ 例 ＸＴ 和 ４ 例器官捐献者的
内直肌样本ꎬ采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取内直肌组织总 ＲＮＡꎬ逆转
录反应参照 Ｍ－ＭＬＶ 反转录酶(ＲＮａｓｅ Ｈ－)试剂盒说明书
将 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 采用 Ｔａｑ Ｐｒｏ
通用型 ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ 预混液ꎬ在 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ＶｉｉＡ ７
系统上进行ꎮ 将制备好的 ｑＰＣＲ 体系置于 ＰＣＲ 仪中ꎬ反应
程序为:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １０ ｓ 和 ６０ ℃退火
３０ ｓꎬ共 ４５ 个循环ꎻ最后进行熔解曲线分析ꎮ 基因相对表
达量采用 ２－ΔΔＣｔ法计算ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 作为内参基因进行标准
化ꎮ 所 用 引 物 序 列 如 下: ＩＬ６ 上 游 引 物 为 ５􀆳 －
ＧＴＡＧＴＧＡＧＧＡＡＣＡＡＧＣＣＡＧＡＧ － ３􀆳ꎬ 下 游 引 物 为 ５􀆳 －
ＧＣＡＴＴＴＧＴＧＧＴＴＧＧＧＴＣＡＧＧ － ３􀆳ꎻ ＴＮＦ 上 游 引 物 为 ５􀆳 －
ＣＣＧＡＧＴＧＡＣＡＡＧＣＣＴＧＴＡＧＣ － ３􀆳ꎬ 下 游 引 物 为 ５􀆳 －
ＣＴＣＴＣＡＧＣＴＣＣＡＣＧＣＣＡＴＴＧ － ３􀆳ꎻ ＣＤ４ 上 游 引 物 为 ５􀆳 －
ＧＧＣＴＡＧＧＣＡＴＣＴＴＣＴＴＣＴＧＴＧＴ － ３􀆳ꎬ 下 游 引 物 为 ５􀆳 －
ＡＣＴＧＧＣＡＧＧＴＣＴＴＣＴＴＣＴＣＡＣＴ－３􀆳ꎻＰＴＰＲＣ 上游引物为 ５􀆳－
ＧＣＧＧＡＡＡＣＡＧＡＡＧＡＧＧＴＡＧＴＧＧ － ３􀆳ꎬ 下 游 引 物 为 ５􀆳－
ＧＧＴＡＧＧＴＧＣＴＧＧＣＡＡＴＧＡＣＧ－３􀆳ꎻ ＩＴＧＡＭ 上游引物为 ５􀆳 －
ＴＧＣＣＡＧＡＧＡＡＴＣＣＡＧＴＧＴＧＡＣＡ － ３􀆳ꎬ 下 游 引 物 为 ５􀆳 －
ＣＡＧＧＡＧＧＴＧＧＴＴＡＴＧＣＧＡＧＧＴ－３􀆳ꎮ

统计学分析:所有数据处理与分析皆基于 Ｒ 软件
(Ｖ４.３.０)ꎬ如无特别说明ꎬ采用 Ｓｈａｐｉｒｏ－Ｗｉｌｋ 检验对连续
变量进行正态性检验ꎮ 符合正态分布的数据以均数±标
准差表示ꎬ采用独立样本 ｔ 检验进行比较ꎻ不符合正态分
布的数据以中位数(四分位数)表示ꎬ采用 Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ
Ｕ 检验进行分析ꎮ 通过卡方检验比较两组的分类变量ꎮ
三组及以上的比较则使用 Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验方法ꎮ 结
果均是通过 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析计算不同分子之间的相
关系数ꎮ 所有的统计 Ｐ 值均为双侧检验ꎬＰ<０.０５ 为差异
有统计学意义ꎮ
２结果
２.１一般资料比较 　 本研究纳入 ＸＴ 患者 ２４ 例 ２４ 眼ꎬ包

括间歇性外斜视 １２ 例 １２ 眼和恒定性外斜视 １２ 例 １２ 眼ꎬ
为 ＸＴ 组ꎬ其中男 ６ 例ꎬ女 １８ 例ꎬ年龄 ２９.５(２１.５ꎬ４２.５)岁ꎬ
斜视度为 ７３.５Δ ±１９.９Δꎮ 纳入正常对照组 １４ 例 １４ 眼ꎬ其
中男 ４ 例ꎬ女 １０ 例ꎬ年龄 ４２.０(２８.０ꎬ５５.０)岁ꎮ ＸＴ 组与正
常对照组年龄、性别相比差异均无统计学意义(Ｐ ＝ ０.０７６、
１.０００)ꎮ
２.２ 外斜视相关氧化应激差异表达基因分析 　 在外斜视
数据集中ꎬ共鉴定出 ２ ６５３ 个 ＤＥＧｓꎬ包括 １ ７６２ 个上调基
因和 ８９１ 个下调基因(图 １Ａ)ꎮ ＤＥＧｓ 与 ＯＳＲＧｓ 取交集得
到 ３１９ 个 ＯＳＲＤＥＧｓ(图 １Ｂ)ꎬＸＴ 组和正常对照组组间差异
表达排序前 ２０ 的 ＯＳＲＤＥＧｓꎬ见图 １Ｃꎮ
２.３ ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析　 ＯＳＲＤＥＧｓ 主要富集在:活性
氧代谢过程( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ)、氧
化应激反应( ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ)、炎症反应调节
( ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ )、 外 源 刺 激 反 应
(ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃ ｓｔｉｍｕｌｕｓ)以及盐胁迫反应( ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｔｏ ｓａｌｔ)等生物学过程(ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓꎬ ＢＰ)ꎻ含胶原的
细胞外基质 ( ｃｏｌｌａｇｅｎ － ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ)ꎬ膜
筏 / 膜微域(ｍｅｍｂｒａｎｅ ｒａｆｔꎬｍｅｍｂｒａｎｅ ｍｉｃｒｏｄｏｍａｉｎ)ꎬ内质网
腔 ( ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｌｕｍｅｎ )ꎬ 血 红 蛋 白 复 合 体
(ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ) 等细胞成分 ( ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓꎬ
ＣＣ):氧结合能力 ( ｏｘｙｇｅｎ ｂｉｎｄｉｎｇ)、蛋白酶结合活性
(ｐｒｏｔｅａｓｅ ｂｉｎｄｉｎｇ)、激素活性(ｈｏｒｍｏｎｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ)、结合珠蛋
白结 合 能 力 ( ｈａｐｔｏｇｌｏｂｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ) 以 及 抗 氧 化 活 性
(ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ) 等 分 子 功 能 ( ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓꎬ
ＭＦ)ꎮ 同时ꎬ还富集在糖尿病并发症中的 ＡＧＥ－ＲＡＧＥ 信
号 通 路 ( ＡＧＥ － ＲＡＧＥ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ)、 ＨＩＦ － １ 信 号 通 路 ( ＨＩＦ － １ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ)、 中 性 粒 细 胞 胞 外 诱 捕 网 形 成 ( ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｐ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ)、 ｐ５３ 信号通路 ( ｐ５３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ) 以 及 酒 精 中 毒 ( ａｌｃｏｈｏｌｉｓｍ ) 等 生 物 学 通 路
(ＫＥＧＧ)中(图 ２Ａ)ꎮ ＢＰ、ＣＣ、ＭＦ 和 ＫＥＧＧ 的网络图见
图 ２Ｂ－Ｅꎮ
２.４ ＰＰＩ 网络分析与枢纽基因筛选　 ＰＰＩ 网络基于高置信
度互作(互作得分>０.７００)构建ꎬ共有 ２３４ 个 ＯＳＲＤＥＧｓ 形
成有效互作关系(图 ３Ａ)ꎮ 节点之间的连线表示达到高置
信度标准的蛋白互作ꎬ提示相关分子在氧化应激调控网络
中可能存在紧密的功能关联ꎮ 分别将 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件的 ５
种算 法 排 序 前 １０ 的 ＯＳＲＤＥＧｓ 绘 制 ＰＰＩ 互 作 网 络
(图 ３Ｂ－Ｆ)ꎮ 五种算法的基因取交集并 绘 制 韦 恩 图
(图 ３Ｇ)进行分析ꎬ获得 ５ 个 ｈｕｂ 基因分别是:ＩＬ６、ＴＮＦ、
ＣＤ４、ＰＴＰＲＣ、ＩＴＧＡＭꎮ
２.５枢纽基因的差异表达验证与 ＲＯＣ 曲线分析　 差异表
达分析显示ꎬＸＴ 组与正常对照组之间 ５ 个枢纽基因( ＩＬ６ꎬ
ＴＮＦꎬＣＤ４ꎬＰＴＰＲＣ 和 ＩＴＧＡＭ)的表达水平具有高度统计学
显著性(均 Ｐ<０.０１)ꎬ图 ４Ａꎮ 基于枢纽基因表达进行的
ＲＯＣ 曲线分析表明ꎬＣＤ４、ＰＴＰＲＣ 和 ＩＴＧＡＭ 的表达水平对
ＸＴ 组和正常对照组的分类具有较高的准确性 ( ＡＵＣ >
０.９)ꎻＩＬ６ 和 ＴＮＦ 的表达水平对 ＸＴ 组和正常对照组的分
类呈现一定的准确性(０.７<ＡＵＣ<０.９)ꎬ见图 ４Ｂ－Ｆꎮ
２.６ ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证枢纽基因 　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 结果证实ꎬＸＴ
组内直肌中 ＴＮＦ 和 ＣＤ４ 的表达水平显著高于正常对照组
(均 Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＩＬ６ 的表达水平显著低于正常对照组(Ｐ<
０.０５)ꎮ ＰＴＰＲＣ 和 ＩＴＧＡＭ 的表达量在两组间差异无统计
学意义(均 Ｐ>０.０５)ꎬ见表 １ꎮ
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图 １　 差异基因表达分析 　 Ａ:ＸＴ 组和正常对照组的差异表达基因分析火山图ꎻＢ:ＤＥＧｓ 和 ＯＳＲＧｓ 韦恩图ꎻＣ:外斜视数据集中
｜ ｌｏｇＦＣ ｜排序前 ２０ 的 ＯＳＲＤＥＧｓ 热图ꎬ红色代表高表达ꎬ蓝色代表低表达ꎮ

３讨论
近年来ꎬ氧化应激在眼科疾病中的作用日益受到关

注ꎮ 王伟等[１５]发现 ＡＴＰ 结合盒转运蛋白 Ａ４(ＡＢＣＡ４)功
能缺失可加剧氧化应激ꎬ诱导视网膜色素上皮细胞凋亡ꎬ
参与干性年龄相关性黄斑变性的病理进程ꎮ 然而ꎬ氧化应
激是否参与眼外肌疾病———尤其是 ＸＴ 的发病ꎬ此前尚属
空白ꎮ 本研究首次系统分析了 ＸＴ 患者内直肌中氧化应
激相关基因的表达差异ꎬ通过多种生物信息学方法整合筛
选出潜在枢纽基因ꎬ探讨氧化应激在 ＸＴ 发病机制中的作
用ꎬ为理解斜视的分子机制提供了新的视角ꎬ同时也拓展
了氧化应激研究的疾病谱系ꎬ为后续功能研究提供了明确
靶点ꎮ

Ｊｕｎｇ 等[７]发现外斜视患者内直肌中过氧化氢酶表达
显著下降ꎬ脂褐素累积增加ꎬ提示其抗氧化能力受损ꎮ 本
研究进一步在转录组层面发现ꎬＸＴ 相关的 ＯＳＲＤＥＧｓ 显著
富集于活性氧代谢过程、对氧化应激的反应、炎症反应调
节等生物学过程ꎬ与 Ｊｕｎｇ 等[７]的发现具有良好的一致性ꎮ
Ｊｕｎｇ 等[７] 未发现超氧化物歧化酶 １(ＳＯＤ１)表达变化ꎬ而
本研究鉴定的枢纽基因中亦未见 ＳＯＤ１ꎬ提示 ＸＴ 内直肌
的抗氧化失衡可能主要涉及其他抗氧化通路ꎬ而非 ＳＯＤ１
介导的防御机制ꎮ 此外ꎬＳａｎｄｂａｃｈ 等[１６] 在超氧化物歧化
酶 ２(ＳＯＤ２)缺陷小鼠中观察到眼外肌线粒体形态异常ꎬ
表现为线粒体肿胀、嵴排列紊乱ꎬ并伴随视网膜结构变薄ꎬ
进一步证实线粒体来源的活性氧在眼外肌及眼组织病理
中的核心作用ꎮ 本研究虽然未直接观察线粒体形态ꎬ但
ＫＥＧＧ 富集分析显示 ＯＳＲＤＥＧｓ 在 ｐ５３ 信号通路、ＨＩＦ－１
信号通路等与线粒体功能密切相关的通路中显著富集ꎬ提
示线粒体氧化应激可能同样参与 ＸＴ 内直肌的病理改变ꎮ
需要说明的是ꎬ部分通路如“酒精中毒”虽然在命名上指

向特定疾病背景ꎬ但其通路注释中实质上包含氧化应激反
应、转录调控及细胞凋亡等核心生物学过程ꎮ 因此ꎬ本研
究更关注这些通路所反映的氧化还原失衡及信号转导异
常ꎬ而非其外在的疾病标签ꎮ 对于目前缺乏直接证据支持
其与 ＸＴ 发病机制相关性的通路ꎬ仅提示其可能涉及的分
子网络背景ꎬ其具体作用仍有待进一步验证ꎮ

研究表明ꎬ ＩＬ６ 参与调节氧化应激反应ꎮ Ｍａｒａｓｃｏ
等[１７]发现ꎬＩＬ６ 可以快速激活胰腺 β 细胞中的抗氧化因子
ＮＲＦ２ꎬ减少 ＲＯＳ 积累ꎬ缓解氧化应激ꎮ β 细胞中缺乏 ＩＬ６
受体会使小鼠更容易受到氧化应激损伤ꎬ从而导致糖尿病
发生ꎮ 研究还表明ꎬＩＬ６ 促进 Ｎｒｆ２ 的表达和核转位ꎬ从而
增强抗氧化基因的表达ꎬ维持心肌细胞的氧化还原稳
态[１８]ꎮ 缺乏 ＩＬ６ 的小鼠表现出显著增加的心肌氧化应激
和心律受损ꎬ而补充 ＩＬ６ 可以缓解心肌细胞的氧化应
激[１８]ꎮ 本研究 ＲＯＣ 分析发现内直肌中 ＩＬ６ 的表达水平对
ＸＴ 组和正常对照组的分类呈现一定的准确性ꎬ且 ＲＴ－
ｑＰＣＲ 证实 ＸＴ 组内直肌的 ＩＬ６ 表达水平显著低于正常对
照组ꎬ这提示 ＸＴ 患者内直肌中 ＩＬ６ 表达的下调可能导致
肌细胞内 ＲＯＳ 积累ꎬ引起细胞功能障碍ꎬ从而促进 ＸＴ 的
发生ꎮ 然而ꎬ一些研究却得出相反的结果ꎮ ＩＬ６ 信号通路
抑制剂 ｓｇｐ１３０Ｆｃｔ 可以降低糖尿病小鼠视网膜中 ＲＯＳ 和
８－ＯＨｄＧ(一种氧化性 ＤＮＡ 损伤标志物)的水平[１９]ꎮ 此
外ꎬ抑制 ＩＬ６ 的反式信号传导通路可以恢复糖尿病小鼠视
网膜中抗氧化酶(过氧化氢酶和内皮型一氧化氮合酶)的
正常表达[１９]ꎮ 因此ꎬＩＬ６ 在眼外肌细胞中的作用仍需要进
行进一步的实验研究ꎮ

ＴＮＦ 是参与免疫和炎症反应的关键细胞因子ꎬ能够诱
导多种细胞反应ꎬ包括氧化应激、凋亡和坏死ꎮ 经 ＴＮＦ 处
理的成肌细胞在分化早期表现出线粒体内膜中 ＲＯＳ 水平
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图 ２　 ＯＳＲＤＥＧｓ的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析　 Ａ:ＯＳＲＤＥＧｓ 的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析结果气泡图:ＢＰꎬＣＣꎬＭＦ 和 ＫＥＧＧꎮ 横坐标为
ＧＯ ｔｅｒｍｓ 和 ＫＥＧＧ ｔｅｒｍｓꎻＢ－Ｅ:ＯＳＲＤＥＧｓ 的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析结果网络图展示:ＢＰ(Ｂ)ꎬＣＣ(Ｃ)ꎬＭＦ(Ｄ)和 ＫＥＧＧ(Ｅ)ꎬ紫节
点代表条目ꎬ灰色节点代表分子ꎬ连线代表条目和分子的关系ꎬ连线说明对应的分子和对应条目的注释ꎬ节点越大则条目包含
的分子数越多ꎮ

增加、磷脂过氧化和线粒体自噬ꎬ显著降低了肌细胞分化
成熟程度和肌球蛋白重链 ２ 合成[２０]ꎮ 抑制 ＴＮＦ－α 可以
减少骨骼肌肌管的氧化应激和炎症反应ꎬ防止肌肉损
失[２０]ꎮ 此外ꎬＴＮＦ 参与凋亡调节ꎮ 当其与受体 ＴＮＦＲ１ 结
合后ꎬＴＮＦ 形成 ＴＮＦ－Ｒ１ 信号复合体ꎬ激活 ＮＦ－κＢ 信号通
路ꎬ促进炎症反应并启动凋亡[２１]ꎮ Ｃｈｕｎｇ 等[２２] 在上斜肌
麻痹所致继发性下斜肌亢进患者中发现ꎬ抗氧化蛋白硫氧
还蛋白显著下降ꎬｐ２７ 表达亦降低ꎬ提示持续过度收缩的
眼外肌处于氧化应激状态ꎮ 本研究同样在 ＸＴ 内直肌中
鉴定出 ＴＮＦ 等与炎症和氧化应激密切相关的枢纽基因ꎬ
且 ＴＮＦ 在独立样本中得到验证ꎬ与 Ｃｈｕｎｇ 等[２２] 研究中炎
症与抗氧化失衡并存的结论具有一致性ꎮ 然而ꎬ两项研究
在受累肌肉的性质上存在差异:Ｃｈｕｎｇ 等[２２]的研究对象为
亢进的下斜肌ꎬ属于“强侧肌”ꎬ因拮抗肌麻痹而长期处于
过度收缩状态ꎻ而本研究中的 ＸＴ 内直肌属于“弱侧肌”ꎬ
在外斜视时其主动收缩功能相对不足ꎮ 尽管两者均表现
为炎症相关基因表达上调及抗氧化能力下降ꎬ但其背后的
病理生理机制可能不同ꎮ 在强侧肌中ꎬ持续高负荷收缩可

直接导致机械应力相关的氧化应激和炎症反应ꎻ而在弱侧
肌中ꎬＴＮＦ 表达的升高可能更多反映慢性低度炎症状态和
肌纤维重塑过程ꎬ而非直接的收缩负荷过载ꎮ 因此ꎬ本研
究推测 ＴＮＦ 表达的升高可能是诱导内直肌细胞发生氧化
应激和 / 或凋亡的因素之一ꎬ导致细胞损伤ꎬ从而参与 ＸＴ
的发病ꎬ但其具体作用方式可能与强侧肌存在差异ꎮ

ＣＤ４ 编码的 ＣＤ４ 分子是 Ｔ 淋巴细胞表面的关键共受
体ꎬ在免疫应答调控中发挥核心作用ꎮ 研究发现ꎬＣＤ４ 阳
性 Ｔ 细胞及其亚群(如调节性 Ｔ 细胞)在骨骼肌损伤后大
量浸润ꎬ调控巨噬细胞向 Ｍ２ 型极化ꎬ促进肌卫星细胞增
殖与分化ꎬ从而介导肌肉修复[２３－２４]ꎮ 本研究显示ꎬＸＴ 内
直肌中 ＣＤ４ 的 ｍＲＮＡ 表达水平显著高于正常对照组ꎬ提
示局部可能存在 Ｔ 细胞介导的免疫浸润和炎症反应ꎮ 与
ＴＮＦ 类似ꎬＣＤ４ 的表达上调进一步支持 ＸＴ 内直肌存在炎
症与氧化应激交互激活的病理状态ꎮ 此外ꎬＣＤ４ 阳性 Ｔ 细
胞本身亦可通过产生细胞因子间接调控局部氧化应激水
平ꎬ而氧化应激又可反过来影响 Ｔ 细胞的分化与功能ꎮ 因
此ꎬＸＴ内直肌中ＣＤ４表达上调的意义可能不仅在于反映炎
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图 ３　 ＰＰＩ互作网络和枢纽基因筛选　 ＰＰＩ 网络基于 ＳＴＲＩＮＧ 数据库构建ꎬ最低互作得分阈值(ｍｉｎｉｍｕｍ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｓｃｏｒｅ)设
定为 ０.７００(ｈｉｇｈ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ)ꎬ连线表示具有较高置信度支持的蛋白互作关系ꎮ Ａ:ＯＳＲＤＥＧｓ 的 ＰＰＩ 互作网络ꎻＢ－Ｆ:５ 种算法计
算得出的排序前 １０ 的 ＯＳＲＤＥＧｓ 的 ＰＰＩ 互作网络ꎬ包括 ＭＣＣ(Ｂ)ꎬＭＮＣ(Ｃ)ꎬＤｅｇｒｅｅ(Ｄ)ꎬＥＰＣ(Ｅ)和 Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ(Ｆ)ꎻＧ:５ 种算法
计算得出的排序前 １０ 的 ＯＳＲＤＥＧｓ 的韦恩图ꎮ

症存在ꎬ更可能提示局部免疫微环境的改变参与了氧化应
激的调控ꎮ 未来可通过免疫组织化学等方法进一步明确
ＸＴ 内直肌中 ＣＤ４ 阳性细胞的来源、分布及其与氧化应激
标志物的空间关系ꎬ以深入解析其在 ＸＴ 发病中的具体
作用ꎮ

除 ＩＬ６、ＴＮＦ 和 ＣＤ４ 外ꎬ本研究还鉴定出 ＰＴＰＲＣ 和
ＩＴＧＡＭ 作为潜在的枢纽基因ꎮ 尽管在 ＲＮＡ－ｓｅｑ 数据中这
两个基因均表现出较高的 ＡＵＣ 值(ＡＵＣ>０.９)ꎬ提示其在
原始队列中具有较好的区分能力ꎬ但在独立样本的 ＲＴ－
ｑＰＣＲ 验证中ꎬＰＴＰＲＣ 和 ＩＴＧＡＭ 未呈现显著表达差异ꎮ 这
种不完全一致可能与验证样本量较小及个体间生物学异
质性有关ꎬ从而影响统计功效和表达稳定性ꎮ 此外ꎬＲＯＣ
分析基于原始转录组数据进行内部评估ꎬ其结果并不等同
于外部独立验证ꎮ 因此ꎬ相关基因的潜在诊断价值仍需在
更大样本及多中心研究中进一步确认ꎮ

另外ꎬ本研究正常对照组内直肌样本来源于器官捐献
者ꎬ而 ＸＴ 组来源于活体组织ꎮ 尸体组织在脑死亡后到样
本采集前ꎬ经历了缺血、缺氧等全身性病理生理变化ꎬ这可

能影响其氧化应激状态ꎬ使二者在基线水平上存在固有差
异ꎮ 为尽量减小这一潜在偏倚ꎬ本研究严格控制了尸体样
本的采集时间并迅速在低温下保存ꎬ最大限度地减少了死
后组织自溶和氧化应激相关蛋白降解ꎻ同时ꎬ所有样本均
通过 ＲＮＡ 完整性检测ꎬ确保纳入分析的样本质量一致ꎬ并
在差异分析中采用统一的标准化流程ꎬ以减少技术层面的
系统误差ꎮ 需要强调的是ꎬ如果活体与尸体内直肌样本间
确实存在氧化应激状态的差异ꎬ这种差异只会使我们的检
测结果(即 ＸＴ 组与正常对照组的差异)偏向于零假设(即
更不容易观察到真实差异)ꎮ 因为病理状态的活体组织
本身可能处于高氧化应激状态ꎬ而尸体组织由于缺血缺氧
等过程也可能诱发了继发性的氧化应激或抗氧化系统耗
竭ꎮ 即使在这种“双重干扰”下ꎬ我们仍然观察到了显著
的组间差异ꎬ这证明了 ＸＴ 组内直肌确实存在较为显著的
氧化应激失衡ꎮ 当然ꎬ未来仍需通过动物模型或细胞实验
对这一结论进行深入验证ꎮ

本研究存在一定局限性:(１)由于正常人内直肌组织
主要来源于符合严格纳入标准的器官捐献者ꎬ样本获取存
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图 ４　 枢纽基因在 ＸＴ组和正常对照组的差异表达分析和 ＲＯＣ曲线分析　 Ａ:枢纽基因在 ＸＴ 组和正常对照组的表达量的比较图ꎮ
Ｂ－Ｆ:ＩＬ６(Ｂ)ꎬＴＮＦ(Ｃ)ꎬＣＤ４(Ｄ)ꎬＰＴＰＲＣ(Ｅ)和 ＩＴＧＡＭ(Ｆ)的 ＲＯＣ 曲线ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ 正常对照组ꎮ

表 １　 ＸＴ组和正常对照组枢纽基因的表达量差异分析 Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)
分组 ｎ ＩＬ６ ＣＤ４ ＴＮＦ ＩＴＧＡＭ ＰＴＰＲＣ
ＸＴ 组 ４ ０.８５(０.７５ꎬ１.０４) １.５４(１.３２ꎬ１.７７) ２.２５(１.８９ꎬ２.４０) １.０３(０.８６ꎬ１.１５) １.３２(０.２２ꎬ６.１２)
正常对照组 ４ １.６５(１.２０ꎬ１.９５) ０.９３(０.７８ꎬ１.０８) １.１５(０.９１ꎬ１.５４) １.６６(１.２２ꎬ１.９３) １.６６(０.５５ꎬ２.４６)

Ｐ ０.０２９ ０.０２９ ０.０２９ ０.０５７ １.０００
注:正常对照组为非斜视器官捐献者ꎮ

在客观限制ꎬ使得本研究样本量相对有限ꎬ可能在一定程
度上影响统计功效ꎬ并增加Ⅰ类或Ⅱ类错误的风险ꎮ 为提
高结果的可靠性ꎬ本研究在差异分析中采用了较为严格的
筛选标准ꎬ并结合多算法 ＰＰＩ 网络分析、功能富集分析及
独立样本验证进行交叉支持ꎮ 未来仍需扩大样本量并结
合功能实验进一步验证相关基因在 ＸＴ 中的作用ꎮ (２)本
研究仅通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ 在 ｍＲＮＡ 水平验证了枢纽基因的
表达差异ꎬ尚缺乏体内及体外功能实验进一步验证这些枢
纽基因在 ＸＴ 内直肌氧化应激调控中的作用及机制ꎮ 特
别是对于 ＣＤ４ 等免疫相关基因ꎬ其表达上调是否直接参
与氧化应激反应ꎬ还是仅作为局部炎症的伴随标志ꎬ仍需
通过细胞共培养、基因敲除或抗体中和等实验手段加以阐
明ꎮ (３)本研究仅关注了内直肌ꎬ而未对 ＸＴ 患者的其他
眼外肌进行同步分析ꎬ因此无法全面评估氧化应激改变是
ＸＴ 的普遍特征还是内直肌的特异性病理表现ꎮ 未来研究

需要通过扩大样本量、利用体外细胞模型或动物实验进行
功能与机制验证ꎬ并纳入配对的多种眼外肌样本进行综合
分析ꎬ以进一步证实和深化本研究的发现ꎮ

综上所述ꎬ本研究通过对 ＸＴ 患者内直肌进行转录组
测序及多层次生物信息学整合分析ꎬ首次系统揭示了氧化
应激相关基因在 ＸＴ 发病中的潜在作用ꎬ将氧化应激与斜
视的分子机制研究紧密关联ꎮ 本研究鉴定的 ＴＮＦ、ＣＤ４ 及
ＩＬ６ 为深入解析 ＸＴ 内直肌病理改变的分子基础提供了新
的候选靶点ꎮ 另外ꎬ这些免疫－氧化应激相关基因不仅可
能作为评估内直肌功能状态的生物标志物ꎬ也为未来探索
免疫调节策略干预斜视提供了初步理论依据ꎮ 后续研究
需在扩大样本量的基础上ꎬ结合细胞与动物模型开展功能
验证ꎬ以期为 ＸＴ 的精准诊疗开辟新途径ꎮ

利益冲突声明:本文不存在利益冲突ꎮ
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