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摘要 通过分析原发性慢性闭角型青光眼( CPACG) 患者血

浆中蛋白组学的变化，找出血浆差异蛋白( DEPs) ，发现该病

可能存在的血浆蛋白标志物。采集实验对象血浆，通过同位

素标记相对与绝对定量技术( iTＲAQ) 标记蛋白，液相色谱串

联质谱( LC-MS /MS) 检测后对 DEPs 进行基因本体论分析

( GO 分析) 和基于京都基因与基因组百科全书分析 ( KEGG

分析) ，根据 DEPs 的主要作用途径找出关键蛋白。质谱分

析共筛选出 143 个有统计学意义的 DEPs ( P ＜ 0. 05 ) ，其中

49 个上调，94 个下调。GO 分析明确 DEPs 分子功能、生物

过程和细胞组成 3 个部分的分布情 况。KEGG 分 析 显 示

DEPs 主要与代谢通路和补体凝集联级反应有关，根据作用

机制不同分为以下 3 类:①调节青光眼视神经节细胞相关蛋

白: 肝细胞生长因子激动剂( HGFA) ; ②氧化应激相关蛋白:

超氧化物歧化酶 ( SOD) 、谷胱甘肽过氧化酶 ( GPx-3 ) 、过氧

化物酶 ( Peroxiredoxin-2 ) ; ③免 疫 反 应 相 关 蛋 白: 补 体 4
( C4) 、补体 4 结合蛋白( C4BP) 。这些 DEPs 可能为临床诊

断提供了新的血浆标志物，为明确 CPACG 的病理机制和临

床诊断提供了新思路。
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青光眼是一类以高眼压为危险因素并具有特征

性、不可逆性视野缺损的进展性视神经病变，是全球

第二 位 致 盲 性 疾 病。原 发 性 慢 性 闭 角 型 青 光 眼

( chronic primary angle-closure glaucoma，CPACG) 是

我国最常见的类型，在我国 40 岁以上自然人群中致

盲率达 38． 3%［1］。迄今为止，CPACG 的发病机制

并未完全阐明。现利用液相色谱串联质谱 ( liquid
chromatography-tandem mass spectrometry，LC-MS /

MS) 分析联合同位素标记相对与绝对定量技术( iso-
baric tag for relative and absolute quantitation，

iTＲAQ) 鉴定 CPACG 患者血浆中的差异蛋白( differ-
ent proteins，DEPs) ，通过生物信息学分析，试图发现

该病血浆中存在的关键蛋白和参与疾病发生的主要

信号通路，找出疾病可能存在的血浆标志物，明确发

病机制，对临床的诊断和治疗具有重要意义。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集 2019 年 2 ～ 9 月安徽医科大

学第二附属医院眼科收治的 CPACG 患者 10 例，其

中男女各 5 例，年龄 64 ～ 72( 67. 8 ± 3. 64) 岁。同时

收集年龄、性别无统计学差异的白内障患者 10 例作

为对照组，其中男女各 5 例，年龄 61 ～ 70 ( 65. 8 ±
3. 82) 岁。本研究获安徽医科大学第二附属医院伦

理委员会批准，患者或近亲属对研究方案签署知情

同意书。
1． 2 纳入与排除标准 CPACG 患者纳入标准: ①
符合慢性青光眼诊断标准的患者; ② 眼底视神经损

害和特征性视野缺损; ③ 房角镜及 OCT 显示前房

角关闭的患者;④ 患者眼压高于 2. 79 kPa 且没有药

物干预。
CPACG 患者排除标准:①继发于其他疾病的闭

角型青光眼患者; ②以前做过青光眼手术或药物干

预的患者;③患有影响血液中相关蛋白变化的疾病，

例如自身免疫性疾病、感染性疾病的患者;④有高血

压、糖尿病、高度近视、脑血管疾病等青光眼高危因

素的患者。
对照组的纳入标准: 年龄、性别、民族、居住地区

无统计学差异的白内障患者。
对照组的排除标准: 有青光眼高危因素和家族

聚集性青光眼疾病的患者，排除程度严重的，可导致

继发性青光眼的白内障患者。
1． 3 血浆样品的采集与保存 清晨采集患者空腹

血液 2 ml 于抗凝管中，1 h 内前往实验室进行离心，

4 ℃、3 000 r /min，离心 15 min，取上清液以 200 μl /
管分装至离心管中，－ 80 ℃保存，避免反复冻融。
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1． 4 标记前样本准备 去 除 高 丰 度 蛋 白，按 照

BCA 法进行蛋白定量和 SDS-PAGE 电泳，然后样品

蛋白还原烷基化及酶解，参考 FASP 法酶解蛋白。
1． 5 iTＲAQ 蛋白标记 取出 iTＲAQ 试剂，室温下

离心至管底，异丙醇溶解; 取 50 μl 样品( 100 μg 酶

解产物) 转移到新的离心管中，加入 iTＲAQ 试剂后

室温反应 2 h; 加水终止反应; 混合样品振荡，离心至

管底; 真空冷冻干燥样品，留作 iTＲAQ 分离鉴定。
具体操作按照 iTＲAQ 试剂盒说明书进行。
1． 6 2D-LC-MS /MS 分析 质谱采用 Triple TOF
5600 系统( AB SCIEX，美国) 结合纳升喷雾Ⅲ离子源

( AB SCIEX，美国) ，喷雾电压为 2. 5 kV，气帘气压和

雾化气压分别设为 206. 84 kPa 和 34. 47 kPa，加热器

温度为 150 ℃，质谱扫描方式为信息依赖的采集工作

模式 下 ( information dependent analysis，IDA ) ，一 级

TOF-MS 单张图谱扫描时间为 250 ms，每次 IDA 循环

下最多可采集 35 个电荷为 2 + 到 5 + 且单秒计数大

于 150 的二级图谱，每次循环时间皆为 2． 5 s，碰撞室

能量设定适用于所有前体离子碰撞诱导解离，动态排

除设置为 18 s，约等于色谱半峰宽。
1． 7 序列数据库检索与数据分析 收集到的数据

用 Protein Pilot Software v． 5. 0( AB SCIEX，美国) 软

件进行分析，选用 uniprot 数据库来鉴定肽段。根据

信号强度值得到蛋白质量，设定在 2 个重复样品中

上调或下调，且 log10 差异倍数( fold change，FC) ＞
1. 2，P ＜ 0. 05 的蛋白为 DEPs。
1． 8 GO 分析与 KEGG 分析 基因本体论( gene
ontology，GO) 分析总共有3 个部分: 分子功能( molec-
ular function，MF) 、生物过程( biological process，BP)

和细胞组成( cellular component，CC) 。通过( http: / /
metascape． org) 网站进行 GO 分析，了解 DEPs 相关注

释及其主要功能。基于京都基因与基因组百科全书

( kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG) 分

析是利用 KOBAS 联机分析数据库 ( http: / /kobas．
cbi． pku． edu． cn / ) 对 DEPs 进行了路径分析。通过对

GO 分析和 KEGG 分析结果的整理，根据文献阅读进

行比对筛查，发现可能的重要蛋白。

2 结果

2． 1 DEPs 的筛选 定量分析显示 CPACG 组与对

照组比较有 143 个有统计学意义的 DEPs，其中上调

蛋白 49 个，下调蛋白 94 个( 图 1) 。
2． 2 GO 功能及富集分析结果 通过对 DEPs 进行

GO 功能注释( 图 2 ) ，根据 GO 分析发现 DEPs 主要

涉及免疫应答、对刺激的应答、细胞形态调节、蛋白

激 活传递、细胞基质黏附等生物过程、蛋白结合，接

图 1 DEPs 表达火山图

红点: 上调，绿点: 下调，黑点: 无统计学意义的变化

图 2 GO 分析 DEPs 在 BP、CC、MF 3 个方面的分布
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触反应、分子功能调节等分子功能，细胞定位主要在

细胞外区域。
2． 3 KEGG 信号通路分析 为了分析这些 DEPs
的相 关 功 能，使 用 KOBAS 在 线 分 析 工 具 来 搜 索

KEGG 信号通路。发现主要富集在补体凝集级联反

应和代谢途径( 图 3) ，图 4 显示 DEPs 富集的不同途

径。

图 3 DEPs KEGG 富集信号通路图

图 4 DEPs KEGG 信号通路气泡图

2． 4 重要 DEPs 通过 DEPs KEGG 分析，在表达

上调 的 DEPs 中 发 现 以 下 重 要 蛋 白 ( 表 1 ) : 对

CPACG 视神经节细胞和 GO 分起保护作用的肝细

胞生长因子激动剂 ( hepatocyte growth factor activa-
tor，HGFA) ，通过抗氧化应激作用影响原发性闭角

型青光眼进展的超氧化物歧化酶 ( superoxide dis-
mutase，SOD) 、谷胱甘肽过氧化酶( glutathione perox-
idase 3，GPx-3) 、过氧化物酶( peroxiredoxin-2 ) ; 以及

在致病机制中参与免疫反应的补体 4 ( complement

4，C4) 、补体 4 结合蛋白( complement 4 binding pro-
tein，C4BP) 。

表 1 重要 DEPs 分析表

蛋白编号 蛋白名称 FC P 值

Q04756 HGFA 3． 01 0． 028
B2Ｒ9V7 SOD 4． 03 0． 020
P22352 GPx-3 3． 14 0． 041
P32119 Peroxiredoxin-2 10． 85 0． 004
A0A140TA29 C4B 44． 40 0． 017
P20851 C4BP 1． 86 0． 005

3 讨论

本研究通过 iTＲAQ 法对 CPACG 的血浆进行检

测分析，显示在 CPACG 发展中的关键蛋白和主要

信号通路 。其主要结果如下: ①鉴定出 143 种有统

计学意义的 DEPs，其中 49 种蛋白上调，94 种蛋白

表达下调;②GO 分析 DEPs 在 BP、CC、MF 3 个方面

的表达，结果显示 DEPs 主要与免疫应答、抗氧化应

激有关，与青光眼的发病机制相一致; ③KEGG 分析

发现 DEPs 的主要作用通路，其中补体凝集级联反

应是最主要的通路，很可能在青光眼疾病发展过程

中起到重要作用，而补体系统作为免疫系统的重要

部分，可能是 CPACG 发病的关键因素; ④通过对质

谱结果的 GO 分析和 KEGG 分析并结合文献，推测

表 1 中的蛋白可能与青光眼存在重要联系，阐述如

下:

肝 细 胞 生 长 因 子 ( hepatocyte growth factor，
HGF) 具有组织损伤再修复作用，在眼部组织中也有

着丰富的表达，参与多种眼科疾病。HGF 的基因多

态性与闭角型青光眼疾病的易感性存在密切关系，

具有 CGC 单体型的患者患闭角型青光眼的可能性

更低［2］。Nie et al［3］发现 HGF 基因表达在青光眼中

呈下降趋势，治疗后 HGF 基因表达增高但仍低于正

常，并且通过生物信息学分析，认为 HGF 可作为青

光眼治疗预后的生物标志物之一。本研究检测到青

光眼患者血浆中 HGFA 显著升高，但 HGF 浓度未见

增多，认为 HGFA 的增高可能是由于青光眼患者

HGF 的表达低于正常人，发病时机体产生自我调

节，使 HGFA 代偿性增高。
氧化应激是青光眼视神经损伤机制之一，在青

光眼中，细胞线粒体功能发生缺陷，Ca2 + 超载和活性

氧水平升高，小梁网( trabecular meshwork，TM) 和视

网膜缺乏有效的抗氧化剂，最终导致 DNA、蛋白质

·246· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2020 Apr; 55( 4)



和脂质破坏，细胞衰变，从而引起组织的形态和功能

损伤［4 － 6］。SOD、GPx-3、Peroxiredoxin 能通过对抗氧

自由基 减 少 缺 血 和 氧 化 应 激 对 细 胞 和 组 织 的 损

害［7］。实验结果中 SOD、GPx-3、Peroxiredoxin-2 在青

光眼患者血浆中上调，可见氧化应激在青光眼发病

中发挥着重要作用。然而 Tang et al［5］通过 Meta 分

析发现不同亚型的青光眼患者外周血和房水中抗氧

化物总量和单独某种抗氧化物含量变化不同，开角

型青光眼房水或外周血中总抗氧化物水平( total an-
tioxidant status，TAS) 降低但房水 SOD 和 GPx 表达

水平增高，剥脱性青光眼 TAS 与对照组比较却没有

统计学意义。本研究中，CPACG 患者血浆 SOD 和

GPx3 的表达增多，与 Goyal et al［8］实验中房水 SOD
和 GPx 水平增高一致。因此，平衡氧化物和抗氧化

物是青光眼治疗的新思路。
补体系统是天然免疫系统的重要组成部分，在

青光眼疾病中，补体系统通过免疫应答对视神经产

生作用是近些年研究热点。C4 和 C4BP 是补体系

统的一部分，Mohlin et al［9］通过猪视网膜和人视网

膜色素上皮细胞共同培养模仿视神经退行性疾病，

发现视网膜色素上皮细胞可以使补体系统发挥作

用，减少视神经节细胞的死亡。补体紊乱常常是青

光眼疾病发展的原因之一，青光眼的视神经和视网

膜在损伤前有局部补体上调和激活，C3 抑制剂可起

到一定的治疗作用［10］。C3 是补体系统的重要成

分，C1Q 是补体系统的激活成分，然而，本研究中仅

检测到 C4 和 C4BP 增多而 C3 和 C1Q 并未增多，认

为与补体系统的改变一般早于青光眼视神经损伤有

关，CPACG 多无明显的发作症状，前来就医时大都

已有严重视神经损伤，此时机体已产生自我保护反

应，对紊乱的补体进行调整和清除，因此可能检测不

到 C3 和 C1Q。实验中 C4 显著增多，具体功能和机

制还需要将来进一步的研究验证。
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Analysis of proteome in plasma of patients with primary
chronic angle-closure glaucoma by iTＲAQ

Li Qian，Zhang Liyu，Jiang Zhengxuan，et al
( Dept of Ophthalmology，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract In order to look for the plasma differential proteins ( DEPs) and the possible plasma protein markers，
we analyzed the proteomics in plasma of patients with primary chronic angle closure glaucoma． The plasma was col-
lected，and iTＲAQ and LC-MS /MS were performed to find the different proteins ( DEPs) ． The DEPs were analyzed
by GO and KEGG to find out the main pathways and key proteins． 143 statistically significant proteins were
screened by mass spectrometry ( P ＜ 0. 05) ，of which 49 were up-regulated and 94 were down-regulated． The DEPs
were analyzed from three parts such as the molecular function，biological process and cellular component by GO
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analysis． The main pathways are metabolic pathway and complement coagulation cascades，the key proteins are di-
vided into the following three kinds according to their different functions: ① regulating the glaucoma optic ganglion
cells: HGFA; ② oxidative stress related: glutathione peroxidase 3，SOD，Peroxiredoxin-2; ③ immune response re-
lated: C4，C4BP． These differential proteins provide new plasma markers for clinical diagnosis． It helps us to un-
derstand the pathological mechanism of primary angle closure glaucoma and provides a new idea for clinical diagno-
sis．
Key words CPACG ; iTＲAQ ; LC-MS /MS ; proteomics
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血清 25-( OH) D3 水平对卵巢反应性及冻融胚胎

移植临床结局的影响
尹佳倩1，2，3，许孝凤1，2，3，张雅梦1，2，3，邹慧娟1，2，3，曹云霞1，2，3

摘要 探讨血清 25 羟维生素 D［25-( OH) D3］水平对卵巢反

应性及冻融周期胚胎移植 ( FET) 妊娠结局的影响。选取行

FET 共 157 例患者作为研究对象，根据患者行体外受精 － 胚

胎移植治疗前血清 25-( OH) D3 水平，分为 ＜ 20 μg /L 组和

≥20 μg /L 组; 比较 2 组的促排卵过程中卵巢反应性及妊娠

结局。25-( OH) D3≥20 μg /L 组的临床妊娠率显著高于 ＜ 20
μg /L 组( 64. 3% vs 45. 5% ，P ＜ 0. 05) ; 2 组患者获卵数、MⅡ
数、受精率、促性腺激素( Gn) 总量、Gn 总天数、优质胚胎率，

绒毛膜促性腺激素( HCG) 日 E2 值差异均无统计学意义 ( P
＞ 0. 05) 。血清低水平 25-( OH) D3 与卵巢反应性无相关性，

但与妊娠率的下降有一定相关性。
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维生素 D( vitaminD，VitD) 在人体内可促进钙

磷吸收和骨盐代谢，调节细胞增殖分化，改善胰岛素

抵抗，调节细胞免疫，并可通过影响卵巢功能和增强

子宫内膜容受性影响女性的内分泌功能以及生殖过
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程［1］。人体内的 VitD 主要来源于皮肤光照，少部分

来源于胃肠道吸收。VitD 吸收入血后，与 VitD 结合

蛋白结合转运至肝脏，在肝脏内经 25 羟化酶转化成

25 羟维生素 D3［25-( OH) D3 ］，是血液循环中 VitD
的主要存在形式［2］，也是诊断体内 VitD 是否不足的

可靠指标。有研究［3 － 6］显示，由于女性户外活动的

减少，缺少光照，部分女性 VitD 缺乏，并且低水平的

VitD 对卵泡发育、子宫内膜容受性均有负面影响。
但 VitD 水平与体外受精 － 胚胎移植( in vitro fertili-
zation and embryos transfer，IVF) 结局相关性的报道

尚少，该研究旨在探讨血清 25-( OH) D3 水平对不孕

患者卵子质量及冻融胚胎移植 ( frozen-thawed em-
bryo transfer，FET) 临床结局的影响。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 回顾性分析 2017 年 6 ～ 12 月在安

徽医科大学第一附属医院生殖中心因单纯输卵管因

素行 IVF 治疗并在复苏周期移植优质囊胚的 157 例

患者临床资料。患者年龄 26 ～ 34( 29. 9 ± 3. 97) 岁，

均签署知情同意书，并于 IVF 治疗前 1 个月经周期

检测 血 清 25-( OH ) D3 水 平，根 据 最 新 WHO 标

准［7］，分为 VitD 不足组 ( ＜ 20 μg /L) ，共 101 例;

VitD 充足组 ( ≥20 μg /L) ，共 56 例。排除标准: ①
男方因素就诊;② 女方多囊卵巢综合征、糖尿病、甲
状腺功能异常等内分泌疾病; ③ 子宫内膜异位症;

④生殖道畸形及宫颈异常。
1． 2 研究方法

1． 2． 1 VitD 测定 IVF 治疗前 1 个月经周期留取

患者静脉血 5 ml，采用化学发光法测定 血 清 25-
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