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　　［摘要］　目的　研究未经诊治湿性年龄相关性黄斑变性（ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＡＭＤ）
患者的泪液蛋白质组学，绘制蛋白质图谱，筛选差异表达蛋白以鉴定潜在的生物标志物。方法　以
２０１７年７月至２０１８年３月于重庆医科大学附属第二医院眼科门诊就诊的 ３３例未经诊治湿性 ＡＭＤ
（ｎＡＭＤ）患者和同时期及地点的３０例排除眼底疾病的正常老年人泪液为对象，采用串联质谱标签法
（ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｔａｇ，ＴＭＴ）对鉴定两组样本的差异表达蛋白进行定量，对所鉴定的差异表达蛋白进行生物
信息学分析，并筛选出有潜在研究前景的候选蛋白，并使用平行反应监测（ｐａｒａｌｌｅｌｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，
ＰＲＭ）技术靶向验证候选蛋白在人群泪液ｎＡＭＤ中的表达情况。结果　通过ＴＭＴ相对定量蛋白质组学
从未经诊治的湿性ＡＭＤ患者和正常老年人的泪液中共定量到３４７３个蛋白质，其中包含差异表达蛋白
３８２个（１２２种蛋白上调，２６０种蛋白下调，Ｐ＜０．０５），通过ＧＯ功能富集分析和ＫＥＧＧ通路富集分析发现
这些差异表达蛋白主要参与免疫反应和氧化应激的调节。选择ＭＡＯＡ、Ｔｒａｎｓａｌｄｏｌａｓｅ和ＬＡＭＰ２作为潜
在的生物标记物，并通过ＰＲＭ成功验证到这３个候选蛋白的表达情况与ＴＭＴ定量蛋白质组结果一致。
结论　采用ＴＭＴ相对定量结合 ＰＲＭ靶向验证技术能有效地筛选出湿性 ＡＭＤ与正常人泪液中的
３８２个差异蛋白，并验证提供３种潜在的生物标记物。
　　［关键词］　湿性年龄相关性黄斑变性；泪液蛋白质组学；串联质谱标签；平行反应监测
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　　年龄相关性黄斑变性（ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎ
ｅｒａｔｉｏｎ，ＡＭＤ）是 ５０岁以上人群失明的主要原因［１］，

且尚无治愈的方法。根据其眼底形态学诊断可分为干

性和湿性两类，其中湿性 ＡＭＤ又称为新生血管性年
龄相关性黄斑变性（ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ｎＡＭＤ），是造成 ＡＭＤ不可逆盲的最主要
类型。从湿性 ＡＭＤ的病理机制推论，有效的早期筛
查、早期预防将阻止患者视力不可逆下降，提高治疗效

果，改善 ＡＭＤ致盲率高的现状。但目前湿性 ＡＭＤ患
者常出现临床症状后才就诊，其缺乏有效的早期筛查

及预防方法，因此临床上迫切需要寻找一种能够早期

发现、早期预防湿性ＡＭＤ新的筛选方法。
　　近年来，蛋白质组学的发展为许多疾病研究带来
了新的思路，并为寻找疾病特异性蛋白标志物提供了

可行的手段。串联质谱标签（ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｔａｇ，ＴＭＴ）
技术是ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司研发的一种基于体外等
重同位素标记的相对与绝对定量技术，近年来在蛋白

质组学研究中已广泛应用。而平行反应监测（ｐａｒａｌｌｅｌ
ｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＰＲＭ）作为靶向蛋白质组学技术，
其分辨率高、灵敏度高、兼具定性定量、可同时检测多

个目的蛋白且不需要抗体，是一种理想的验证手段。

　　目前国内外对湿性 ＡＭＤ蛋白质组学研究主要集
中在玻璃体液、玻璃膜疣、血浆及房水等，在泪液方面

比较缺乏。泪液作为眼表循环的液体，容易采集且具

有无创性，已有文献表明泪液蛋白质组学研究能够很

好地反映眼部及系统性疾病的发展状况［２－３］。因此在

湿性ＡＭＤ患者的泪液中可能也存在可以反映机体分
子调控水平改变的特异性蛋白标志物。本研究使用

ＴＭＴ技术对湿性ＡＭＤ和正常人泪液进行蛋白质组学
定量分析，筛选出差异表达蛋白，结合生物信息学分析

筛选出潜在的生物标记物并使用ＰＲＭ技术进行验证，
进而为湿性ＡＭＤ的早期诊断和治疗提供新的线索和
思考。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　选取２０１７年７月至２０１８年３月于重庆医科大学
附属第二医院眼科门诊就诊的湿性 ＡＭＤ患者 ３３例
６６眼（１６名女性，１７名男性）作为试验组，年龄（７０．５３±
１０．５６）岁。同时期及地点，选择排除眼底疾病的正常
老年人３０例６０眼（１６名女性，１４名男性）作为对照
组，年龄（６６．６４±８．４６）岁。两组患者在性别构成以及
年龄方面分布无明显差异。此项研究通过重庆医科大

学附属第二医院伦理委员会批准（２０１８年科伦审第８１
号），所有纳入研究人员均被告知参加本研究，且签署

了知情同意书。

１．２　方法
１．２．１　泪液样本收集　　采用标准的 Ｓｃｈｉｒｍｅｒ’ｓ试
纸法［５］（无表面麻醉）采集湿性ＡＭＤ及正常对照人群
泪液样本：准备１条５ｍｍ×３５ｍｍ的消毒滤纸条，一端
于５ｍｍ处折成直角。将滤纸条折叠端放置于内侧１／３
下穹隆处，长端悬挂于睑外，嘱受试者闭眼５ｍｉｎ。所
有样本均由同一研究人员完成，并在收集过程中佩戴

手套，滤纸条全程未与受试者皮肤接触。然后将滤纸

条取下置于１．５ｍＬ的无菌ＥＰ管中，并在－８０℃冰箱
中保存，统一测定。

１．２．２　蛋白提取、定量和肽段酶解　　每组内样品随
机按１０～１１个 Ｓｃｈｉｒｍｅｒｓｔｒｉｐ试纸混合成一个生物学
重复，装入１５ｍＬ离心管中。对照组和试验组各３个
混样，依次标记为Ａ１、Ａ２、Ａ３和Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３。取混样后
的样品加入没过试纸的ＳＤＴ裂解液，常温放置３０ｍｉｎ，每
１０ｍｉｎ涡旋混匀。吸出 ＳＤＴ裂解液后转移至１．５ｍＬ
离心管中，１００℃加热１５ｍｉｎ，超声１００Ｗ，１０ｓ，１０次，
１４０００ｒ／ｍｉｎ４℃ 离心３０ｍｉｎ，取上清液为蛋白溶液。
使用ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度。每个样品取蛋白质
２０μｇ，加入 ５×上样缓冲液，沸水浴 ５ｍｉｎ，１２％ ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳（恒压 ２５０Ｖ，４０ｍｉｎ），考马斯亮蓝染色。
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各样品取 ３０μｇ蛋白采用 ＦＡＳＰ（ｆｉｌｔｅｒａｉｄｅｄｐｒｏｔｅｏｍｅ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ）方法进行胰蛋白酶酶解，肽段定量［采用
ｎａｎｏｄｒｏｐ测量仪器测定光密度Ｄ（２８０）］。
１．２．３　ＴＭＴ标记和 ＨｉｇｈｐＨＲｅｖｅｒｓｅｄＰｈａｓｅ肽段分
级　　各样品分别取１００μｇ肽段，按照 Ｔｈｅｒｍｏ公司
ＴＭＴ标记试剂盒说明书进行标记。将每组标记后的
肽段等量混合，采用 ＨｉｇｈｐＨＲｅｖｅｒｓｅｄＰｈａｓｅＰｅｐｔｉｄｅ
ＦｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎＫｉｔ进行分级。
１．２．４　ＬＣＭＳ／ＭＳ数据采集　　使用纳升流速的
ＨＰＬＣ液相系统 ＥａｓｙｎＬＣ对每份样品进行分离。用
ＱＥｘａｃｔｉｖｅ质谱仪对色谱分离后的样品进行质谱分析。
１．２．５　蛋白质鉴定和定量分析　　用软件Ｍａｓｃｏｔ２．２
和ＰｒｏｔｅｏｍｅＤｉｓｃｏｖｅｒｅｒ１．４对原始数据进行查库鉴定及
定量分析。

１．２．６　ＰＲＭ靶向蛋白验证　　每例样品取蛋白加
ＤＴＴ至终浓度１００ｍｍｏｌ／Ｌ，沸水浴１５ｍｉｎ后冷却至室
温，加入２００μＬＵＡｂｕｆｆｅｒ混匀，转至１０ｋＤ超滤管中，
离心１４０００×ｇ３０ｍｉｎ。加入 ２００μＬＵＡｂｕｆｆｅｒ离心
１４０００×ｇ３０ｍｉｎ，弃上清液。加入１００μＬＩＡＡ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＩＡＡｉｎＵＡ），６００ｒ／ｍｉｎ振荡１ｍｉｎ，避光室温３０ｍｉｎ，
离心１４０００×ｇ２０ｍｉｎ。加入 １００μＬＵＡｂｕｆｆｅｒ，离心
１４０００×ｇ２０ｍｉｎ，重复 ３次。加入 １００μＬＮＨ４ＨＣＯ３
ｂｕｆｆｅｒ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ），离心１４０００×ｇ２０ｍｉｎ，重复２次。
加入４０μＬＮＨ４ＨＣＯ３ｂｕｆｆｅｒ（含Ｔｒｙｐｓｉｎ），６００ｒ／ｍｉｎ振
荡１ｍｉｎ，３７℃下保存 １６ｈ。更换新的收集管，离心
１４０００×ｇ１５ｍｉｎ。加入 ４０μＬＮＨ４ＨＣＯ３ ｂｕｆｆｅｒ
（５０ｍｍｏｌ／Ｌ）离心１４０００×ｇ３０ｍｉｎ，收集滤液。酶解
后的肽段脱盐冻干，然后用０．１％ＦＡ复溶，Ｄ（２８０）测
定肽段浓度。使用软件 Ｘｃａｌｉｂｕｒ对适合 ＰＲＭ分析的
肽段信息进行ＰＲＭ方法设置。用ＱＥｘａｃｔｉｖｅＨＦ质谱
仪（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）对高效液相色谱分离后的样品
进行ＰＲＭ质谱分析。采用软件Ｓｋｙｌｉｎｅ３．５．０对ＰＲＭ
原始文件进行数据分析。

１．３　统计学分析
　　两组受试者年龄、性别差异比较采用ｔ检验，数据
采用ＳＰＳＳ２１．０系统软件处理。检验水准α＝０．０５。

２　 结果

２．１　蛋白质定量和ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果
　　样本混样后蛋白质定量以及ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果
显示各组样品平行性较好，符合质谱上机标准（图１）。
２．２　湿性ＡＭＤ和正常人泪液蛋白差异情况
　　本研究在两组样本的泪液中共定量到蛋白质
３４７３个。其中，以倍数变化大于１．２倍（上调大于１．２
倍或者下调小于０．８３）且 Ｐ＜０．０５的标准筛选差异表

达蛋白质，与正常组对比，湿性 ＡＭＤ患者泪液中表达
上调的蛋白质数量为１２２个，表达下调的蛋白质数量
为２６０个，表１中列出了所有的差异表达蛋白，红色为
上调蛋白，绿色为下调蛋白。蛋白质定量结果统计以

火山图形式进行展示（图２），红色点表示显著性差异
表达的蛋白质，黑色点表示无差异变化的蛋白。
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图１　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果
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横坐标为差异倍数（以２为底数的对数变换），纵坐标为差
异的显著性Ｐ值（以１０为底的对数变换），图中红色点为
显著性差异表达的蛋白，黑色点为无差异变化的蛋白

图２　实验组／对照组火山图

２．３　生物信息学分析结果
　　利用Ｂｌａｓｔ２ＧＯ软件对所有差异表达蛋白质进行
ＧＯ分析，包括生物过程（ＢＰ）、分子功能（ＭＦ）和细胞
组分（ＣＣ），图３分别展示了三方面分析中排名前３的
结果。结果表明 ＢＰ分析中适应性免疫应答、补体激
活；ＭＦ分析中抗原结合，免疫球蛋白受体结合和丝氨
酸水解酶活性；ＣＣ分析中免疫球蛋白复合物和血液微
粒，均发生了显著性变化。利用 ＫＡＡＳ（ＫＥＧＧＡｕｔｏ
ｍａｔｉｃＡｎｎｏｔａｔｉｏｎＳｅｒｖｅｒ）软件对目标蛋白质集合进行
ＫＥＧＧ通路注释，发现 Ａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅａｄｄｉｃｔｉｏｎ通路发
生了显著变化。在该通路详细示意图（图 １）中可发
现，在本研究鉴定到的差异蛋白中，单胺氧化酶 Ａ
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（ＭＡＯＡ）是参与该通路的重要蛋白。基于 ＳＴＲＩＮＧ
（ｈｔｔｐ：／／ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ）数据库，使用ＣｙｔｏＳｃａｐｅ（３．２．１）
软件生成蛋白质互相作用网络图（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒ
ａｃｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋ，ＰＰＩ），发现乙醛脱氢酶 ３Ａ１（Ａｌｄｅｈｙｄｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｆａｍｉｌｙ３ｍｅｍｂｅｒＡ１，ＡＬＤＨ３Ａ１）连接程
度最高（图４）。
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ＢＰ为生物过程，ＭＦ为分子功能，ｓＣＣ为细胞组分；ＢＰ中
变化最为显著的 Ａ为适应性免疫应答，Ｂ为补体激活，Ｃ
为补体激活的经典途径；ＭＦ中变化最为显著的 Ｄ为抗原
结合，Ｅ为免疫球蛋白受体结合，Ｆ为丝氨酸水解酶活性；
ＣＣ中变化最为显著Ｇ为循环的免疫球蛋白复合物，Ｈ为
免疫球蛋白复合物，Ｉ为血液微粒

图３　差异表达蛋白的ＧＯ分析

２．４　ＰＲＭ验证结果
　　根据生物信息学分析结果，我们选择参与了最显
著变化的Ａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅａｄｄｉｃｔｉｏｎ通路的蛋白质 ＭＡＯＡ
进行验证。此外，根据文献以及蛋白质数据库（Ｕｎｉ
ＰｒｏｔＫＢ），按照表达变化倍数由高到低依次查找差异表
达蛋白具有的潜在生物学功能和意义，选择转醛醇酶

（ｔｒａｎｓａｌｄｏｌａｓｅ）、溶酶体膜蛋白２（ＬＡＭＰ２）作为潜在生
物标记物进行验证。用 Ｓｋｙｌｉｎｅ软件对 ３种目标蛋白
的６条目标肽段进行分析，目标肽段的定量结果见表１。
根据每个目标蛋白的对应肽段在不同样品组间的相对

表达量，进一步计算得到目标蛋白在不同样品组中的

相对表达量差异，并与 ＴＭＴ结果相比较，表 ２中可见
ＰＲＭ验证结果与 ＴＭＴ相对定量结果趋势一致。３个
目标蛋白的ＰＲＭ相对定量结果分别见图５。

表１　目标肽段ＰＲＭ验证分析结果

　　　肽段序列 蛋白编号 蛋白名称 Ｂ／Ａ
ＤＶＰＡＶＥＩＴＨＴＦＷＥＲ Ｐ２１３９７ ＭＡＯＡ ５．６１１
ＳＹＥＰＬＥＤＰＧＶＫ Ｐ３７８３７ Ｔｒａｎｓａｌｄｏｌａｓｅ ２．６２７
ＩＬＤＷＨＶＡＮＴＤＫ Ｐ３７８３７ Ｔｒａｎｓａｌｄｏｌａｓｅ １．５０１
ＬＬＧＥＬＬＱＤＮＡＫ Ｐ３７８３７ Ｔｒａｎｓａｌｄｏｌａｓｅ ２．４３２
ＬＳＳＴＷＥＧＩＱＡＧＫ Ｐ３７８３７ Ｔｒａｎｓａｌｄｏｌａｓｅ ２．３０８
ＶＥＥＶＧＰＹＴＹＲ Ａ０Ａ１Ｗ２ＰＰＵ６ ＬＡＭＰ２ ３．９０５

Ｂ：实验组；Ａ：对照组
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图中颜色愈接近蓝色提示该蛋白连接程度愈高，其中乙醛脱氢酶３Ａ１连接程度最高

图４　差异表达蛋白的蛋白质互相作用网络图

６７４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



!"!#

!"!$

!"!%

!"!&

!"!'

!

蛋
白
质
相
对
含
量

()*+,)-. */01

/ 2 (

3

!"'#

!"'!

!"!#

!

蛋
白
质
相
对
含
量

()*+,)-. */01

3

!"$

!"%

!"&

!"'

!

蛋
白
质
相
对
含
量

()*+,)-. */01

3

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌｓ比较

图５　ＭＡＯＡ（Ａ）、Ｔｒａｎｓａｌｄｏｌａｓｅ（Ｂ）和ＬＡＭＰ２（Ｃ）的ＰＲＭ验证结果

表２　ＴＭＴ定量和ＰＲＭ验证结果比较

ＰＲＭ每组样品
蛋白含量均值蛋白名称

ＰＲＭ
Ｂ组／Ａ组ａ

ＴＭＴ
Ｂ组／Ａ组

Ａ组平均值 Ｂ组平均值
ＭＡＯＡ ０．００４７ ０．０２６５ ５．６１０８ １．４１８

Ｔｒａｎｓａｌｄｏｌａｓｅ ０．１４５５ ０．２９４６ ２．０２５０ １．２３５
ＬＡＭＰ２ ０．０２４２ ０．０９４５ ３．９０４９ １．４８５

Ｂ：实验组；Ａ：对照组；ａ：Ｐ＜０．０５

３　讨论

　　湿性 ＡＭＤ作为目前主要致盲性眼病之一，仍无
早期确诊及治愈方法。因此，寻找新的早期诊断及无

创筛查手段迫在眉睫。目前，国内外对 ＡＭＤ蛋白质
组学研究主要集中在血浆、房水、玻璃体和视网膜

上［６－１２］，对泪液的蛋白质组学研究较为缺乏。泪液作

为体表循环液体，易于获得且收集具有无创性，在一些

眼部疾病的蛋白质组学中有所应用，是生物标志物研

究的良好候选者。

　　本研究是对未经治疗的湿性 ＡＭＤ患者的泪液蛋
白质组进行全面的分析，并探索该疾病潜在的泪液生

物标志物。我们利用ＴＭＴ蛋白相对定量技术，对湿性
ＡＭＤ患者和正常人群的泪液进行了蛋白质组学分析，
共定量３４７３个蛋白质。其中，以倍数变化大于１．２倍
（上调大于１．２倍或者下调小于０．８３）且Ｐ＜０．０５的标
准筛选差异表达蛋白质，与正常组对比，湿性 ＡＭＤ患
者泪液中表达上调的蛋白质数量为１２２个，表达下调
的蛋白质数量为２６０个。ＧＯ功能分析提示差异表达
蛋白主要在适应性免疫应答、补体激活等生物学过程，

抗原结合等分子功能，免疫球蛋白复合物等细胞组分

发生了显著性变化。其中，本研究鉴定的补体调节蛋

白ＣＤ５９表达显著下调，它的不足可引起补体系统过
度激活，最终形成膜攻击复合体（ｍｅｍｂｒａｎｅａｔｔａｃｋ
ｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＡＣ）。ＭＡＣ可以诱导 ＶＥＧＦ等细胞因子释

放，从而参与湿性 ＡＭＤ的发生发展［１３］。已有研究表

明，补体激活、炎症介质的合成与分泌和免疫复合物的

堆积等与ＡＭＤ的发生发展密切相关。但是本研究的
ＧＯ分析提示补体激活和免疫应答等生物过程在湿性
ＡＭＤ患者泪液中富集程度低于正常人，与目前研究不
一致，这很可能是由于眼球的免疫豁免。免疫豁免是

眼内免疫的门槛，眼内血视网膜屏障（ｂｌｏｏｄｒｅｔｉｎａｌ
ｂａｒｒｉｅｒ，ＢＲＢ）可以将眼内与眼外的免疫系统隔绝，眼
内微环境可以一定程度地限制免疫的异常反应，尽可

能地保障眼内免疫稳定状态，从而导致泪液中免疫系

统与目前研究趋势不一致的情况。因此，泪液中的免

疫反应与湿性ＡＭＤ的关系还需进一步研究。
　　ＰＰＩ分析结果提示在差异表达蛋白的互相作用网
络图中，ＡＬＤＨ３Ａ１连接程度最高，其可能是影响整个
系统代谢及信号转导的关键点。但是，已有研究表

明［１４］，ＡＬＤＨ３Ａ１是一种主要在角膜中发挥作用的蛋
白，它在维持角膜的正常结构和透明性方面起重要作

用。在人类的角膜中，ＡＬＤＨ３Ａ１主要分布在角膜上皮
和基质细胞，因此不选择其作为潜在生物标记物进行

验证。ＫＥＧＧ通路分析发现 Ａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅａｄｄｉｃｔｉｏｎ通
路发生了最显著变化。在本研究鉴定到的差异蛋白

中，单胺氧化酶Ａ（ＭＡＯＡ）是参与该通路的重要蛋白。
此外，根据文献以及蛋白质数据库（ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ），按照
表达变化倍数由高到低依次查找差异表达蛋白具有的

潜在生物学功能和意义，筛选出 Ｔｒａｎｓａｌｄｏｌａｓｅ和
ＬＡＭＰ２作为潜在生物标记物进行 ＰＲＭ靶向蛋白验
证，发现其与ＴＭＴ结果一致，提示结果可靠。
　　单胺氧化酶Ａ（ＭＡＯＡ）是几乎所有哺乳动物组织
中线粒体外膜上的含黄素酶，其在生物体内主要参与

生物活性单胺类物质如 ５ＨＴ、多巴胺等的代谢灭活。
ＭＡＯＡ的过度活跃可导致生物胺的减少，并导致氧自
由基的过量产生，从而导致氧化应激和神经毒性。

ＺＵＯ等［１５］鉴定了大鼠眼中 ＭＡＯＡ的活性，发现其在
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视网膜中活性比在巩膜中低。ＣＡＯ等［１６］分析了幼龄

和老年大鼠的ＭＡＯＡ活性，发现大鼠眼中胺代谢酶活
性的变化可能对它们衰老引起的功能变化产生影响。

ＮＥＢＢＩＯＳＯ等［１７］研究了视神经中 ＭＡＯＡ随年龄相关
的变化，发现随着年龄增加 ＭＡＯＡ的表达和活性均呈
上升趋势。正如研究［１８］所证明的，单胺氧化酶显示出

显著的年龄依赖性增加，并在神经退行性疾病中起着

重要作用。目前尚未有ＭＡＯＡ在湿性ＡＭＤ的文献研
究，通过本实验发现，ＭＡＯＡ在湿性 ＡＭＤ患者的眼泪
中表达显著上调，其可能通过调控Ａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅａｄｄｉｃ
ｔｉｏｎ通路，引起氧化应激增加，从而参与湿性 ＡＭＤ的
发生发展，可作为潜在的生物标记物进一步研究。

　　转醛醇酶（ＴＡＬ）是戊糖磷酸途径（ｐｅｎｔｏｓｅｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｐａｔｈｗａｙ，ＰＰＰ）中非氧化阶段重要的关键酶，主
要通过调控ＰＰＰ途径氧化和非氧化阶段之间的平衡，
从而调控ＰＰＰ途径的两大产物：５磷酸核糖和ＮＡＤＰＨ。
其中，ＮＡＤＰＨ广泛参与生物体内多种代谢反应，充当
共氢体和还原当量的角色，可维持谷胱甘肽（ＧＳＨ）保
持还原状态。因此，ＴＡＬ是生物新陈代谢所必需的。
已有研究表明［１９－２２］，ＴＡＬ对 ＨＩＶ引起的氧化应激、白
血病、神经多发性硬化、恶性肿瘤和细胞凋亡等疾病和

病理过程中有着重要作用。ＢＡＮＫＩ等［２３］发现 ＴＡＬ的
过表达降低了 ６磷酸葡萄糖脱氢酶（Ｇ６ＰＤ）的活性，
从而减少了 ＮＡＤＰＨ和谷胱甘肽（ＧＳＨ）的产生，并增
强了人 Ｊｕｒｋａｔ白血病 Ｔ细胞系的氧化应激。其中，还
原型谷胱甘肽（ＧＳＨ）是细胞质中一种由谷氨酸、半胱
氨酸和甘氨酸残基组成的三肽，是细胞内抗氧化系统

的重要组成部分。已有研究表明［２４］，ＧＳＨ在视网膜光
损伤中起着重要的保护作用，它可以保护细胞免受过

量脂质过氧化损伤。因此 ＴＡＬ可能通过减少 ＮＡＤＰＨ
的产生使氧化型ＧＳＨ还原障碍，从而使视网膜失去保
护层。此外，ＡＭＤ的组织病理学研究表明，患病早期
黄斑病变区的光感受器就受到不同程度的损害。视锥

细胞生长因子（ＲｄＣＶＦ）是一种硫氧还蛋白样蛋白，
ＣＲＯＮＩＮ等［２５］发现 ＲｄＣＶＦＬ的氧化会导致光感受器
功能障碍和对氧化应激的易感性增加。而 ＮＡＤＰＨ是
硫氧还蛋白还原酶的辅助因子，对于还原 ＲｄＣＶＦＬ是
必需的，ＲｄＣＶＦＬ一旦被氧化，就只能被硫氧还蛋白还
原酶还原［２６］。因此，我们推测 ＴＡＬ可能通过调节
ＰＰＰ途径影响 ＮＡＤＰＨ的产生，引起下游细胞因子表
达变化并导致氧化应激从而参与湿性 ＡＭＤ的发生发
展。本研究发现ＴＡＬ在湿性ＡＭＤ患者的眼泪中表达
显著上调，这与先前研究的结论一致，具有深入研究的

价值。

　　溶酶体相关膜蛋白 ２（ＬＡＭＰ２）是溶酶体膜蛋白

的一种固有成分，由３个结构域构成：溶酶体腔内结构
域、跨膜区和细胞质结构域，在人体中分为３中亚型：
ＬＡＭＰ２Ａ、ＬＡＭＰ２Ｂ和 ＬＡＭＰ２Ｃ。已有研究发现，
ＬＡＭＰ２不仅是溶酶体的结构蛋白，其在肿瘤侵袭和
转移、自噬体形成、吞噬体成熟和抗原提呈等［２７－２９］生

物过程中起着重要作用，是生物体内不可或缺的蛋白。

但是，目前ＬＡＭＰ２在湿性 ＡＭＤ中的研究尚为缺乏。
华夏等［３０］研究了 ＬＡＭＰ２在年龄相关性白内障中表
达情况，发现ＬＡＭＰ２很有可能在年龄相关性疾病中
可能发挥作用。ＰＲＩＯＲＥ等［３１］发现随着年龄的增长，

黄斑区视网膜色素上皮层（ＲＰＥ）细胞的凋亡也增加。
研究提示ＲＰＥ细胞中溶酶体系统与年龄呈正相关，年
龄的增加激活了溶酶体系统，导致ＲＰＥ细胞受损。因
此，ＬＡＭＰ２作为溶酶体的标志物，其表达升高可能与
年龄相关性疾病以及ＲＰＥ细胞受损密切相关。此外，
自噬在ＡＭＤ的发病机制中占有重要的位置［３２］。研究

表明［３３］，自噬的异常可降低 ＲＰＥ细胞吞噬光感受器
外节（ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒｏｕｔｅｒｓｅｇｍｅｎｔ，ＰＯＳ）的能力以及降
解大分子物质及代谢产物的能力，最终对ＲＰＥ组织造
成年龄相关的退行性病变，促进 ＡＭＤ的发生发展。
而根据物质进入溶酶体的方式，自噬可分为巨自噬、微

自噬和分子伴侣介导的自噬（ｃｈａｐｅｒｏｎｅｍｅｄｉａｔｅｄａｕｔｏ
ｐｈａｇｙ，ＣＭＡ）。其中，ＬＡＭＰ２Ａ作为溶酶体膜受体结
合分子伴侣识别的蛋白质复合物参与ＣＭＡ过程，是目
前监测ＣＭＡ的重要蛋白。本研究发现 ＬＡＭＰ２在湿
性ＡＭＤ患者的泪液中表达显著上调，推测其反映了
溶酶体的变化，并可能通过影响自噬从而参与湿性

ＡＭＤ的发生发展，其为湿性 ＡＭＤ的机制研究提供一
个重要的研究方向。

　　综上所述，本研究使用 ＴＭＴ相对定量结合 ＰＲＭ
靶向验证技术，对未经诊治的湿性 ＡＭＤ患者的泪液
进行蛋白质组学研究，绘制出湿性 ＡＭＤ患者完整泪
液蛋白质图谱，弥补了目前湿性 ＡＭＤ蛋白质组学在
泪液方面探究的空白，并选择 ＭＡＯＡ、Ｔｒａｎｓａｌｄｏｌａｓｅ和
ＬＡＭＰ２作为潜在的生物标记物进行验证，从而为探
索湿性 ＡＭＤ的发生机制提供新方向，为寻找其潜在
生物标记物和早期诊断提供新线索。
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Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｉｎａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａ
ｔｉｏｎｒｅｃｏｇｎｉｚｅｈｕｍａｎｍａｃｕｌａｒｔｉｓｓｕｅａｎｔｉｇｅｎｓｉｍｐｌｉｃａｔｅｄｉｎ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ，ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ，ａｎｄｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｆｒｏｍｏｘｉｄａ
ｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯＮＥ，２０１５，１０（１２）：
ｅ０１４５３２３．ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．０１４５３２３．

［１２］ＸＵＸＲ，ＺＨＯＮＧＬ，ＨＵＡＮＧＢＬ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｐｒｏ
ｔｅｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｌａｓｍａｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｇｅｒｅｌａｔ
ｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ．［Ｊ］．ＩｎｔＪＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０１４，７：
２５６－２６３．ＤＯＩ：１０．３９８０／ｊ．ｉｓｓｎ．２２２２３９５９．２０１４．０２．１２．

［１３］ＲＡＭＯＫ，ＣＡＳＨＭＡＮＳＭ，ＫＵＭＡＲＳＩＮＧＨＲ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

ｏｆａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｄｅｌｉｖｅｒｅｄｈｕｍａｎＣＤ５９ａｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｈｅｒａｐｙ
ｆｏｒＡＭＤｉｎａｍｏｄｅｌｏｆｈｕｍａｎｍｅｍｂｒａｎｅａｔｔａｃｋｃｏｍｐｌｅｘｆｏｒ
ｍａｔｉｏｎｏｎｍｕｒｉｎｅＲＰＥ［Ｊ］．ＩｎｖｅｓｔＯｐｈｔｈａｌｍｏｌＶｉｓＳｃｉ，
２００８，４９（９）：４１２６．ＤＯＩ：１０．１１６７／ｉｏｖｓ．０８２０２５．

［１４］ＥＳＴＥＹＴ，ＣＡＮＴＯＲＥＭ，ＷＥＳＴＯＮＰＡ，ｅｔａｌ．Ｍｅｃｈａ
ｎｉｓｍｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｏｆＵＶｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎａｃ
ｔｉｖａｔｉｏｎｂｙｔｈｅｃｏｒｎｅａｌｃｒｙｓｔａｌｌｉｎＡＬＤＨ３Ａ１［Ｊ］．ＪＢｉｏｌ
Ｃｈｅｍ，２００７，２８２（７）：４３８２－４３９２．ＤＯＩ：１０．１０７４／ｊｂｃ．
ｍ６０７５４６２００．

［１５］ＺＵＯＤＭ，ＹＵＰＨ．Ｓｅｍｉｃａｒｂａｚｉｄｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅ
ａｎｄｍｏｎｏａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅｉｎｒａｔｂｒａｉｎｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｓ，ｍｅｎｉｎｇｅｓ，
Ｒｅｔｉｎａａｎｄｅｙｅｓｃｉｅｒａ［Ｊ］．ＢｒａｉｎＲｅｓＢｕｌｌ，１９９４，３３（３）：
３０７－３１１．ＤＯＩ：１０．１０１６／０３６１９２３０（９４）９０１９８８．

［１６］ＣＡＯＤＡＮＨＨ，ＳＴＲＯＬＩＮＢＥＮＥＤＥＴＴＩＭ，ＤＯＳＴＥＲＴＰ，
ｅｔａｌ．Ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｃｈａｎｇｅｓｉｎｍｏｎｏａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅａｎｄｓｅｍｉ
ｃａｒｂａｚｉｄｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｒａｔａｏｒｔａ［Ｊ］．
ＪＰｈａｒｍＰｈａｒｍａｃｏｌ，１９８５，３７（５）：３５４－３５７．ＤＯＩ：１０．
１１１１／ｊ．２０４２７１５８．１９８５．ｔｂ０５０８３．ｘ．

［１７］ＮＥＢＢＩＯＳＯＭ，ＰＡＳＣＡＲＥＬＬＡＡ，ＣＡＶＡＬＬＯＴＴＩＣ，ｅｔａｌ．
Ｍｏｎｏａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅｅｎｚｙｍｅｓａｎｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｔｈｅｒａｔ
ｏｐｔｉｃｎｅｒｖｅ：ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｃｈａｎｇｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＥｘｐＰａｔｈ，２０１２：
９３（６）：４０１－４０５．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊ．１３６５２６１３．２０１２．
００８３２．ｘ．

［１８］ＴＨＯＭＡＳＴ．ＭｏｎｏａｍｉｎｅｏｘｉｄａｓｅＢｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｉｎｔｈｅｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔｏｆＡｌｚｈｅｉｍｅｒｓｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｂｉｏｌＡｇｉｎｇ，２０００，２１
（２）：３４３－３４８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｓ０１９７４５８０（００）００１００７．

［１９］ＢＡＮＫＩＫ，ＨＵＴＴＥＲＥ，ＧＯＮＣＨＯＲＯＦＦＮＪ，ｅｔａｌ．Ｅｌｅｖａ
ｔｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌａｎｄｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｌｅｖｅｌｓａｒｅｅａｒｌｙｅｖｅｎｔｓａｎｄｏｃｃｕｒｉｎｄｅ
ｐｅｎｄｅｎｔｌｙｆｒｏｍａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅｓｉｎＦａｓｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．Ｊ
Ｉｍｍｕｎｏｌ，１９９９，１６２：１４６６－１４７９．

［２０］ＥＳＰＯＳＩＴＯＭ，ＶＥＮＫＡＴＥＳＨＶ，ＯＴＶＯＳＬ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎ
ｔｒａｎｓａｌｄｏｌａｓｅａｎｄｃｒｏｓｓｒｅａｃｔｉｖｅｖｉｒａｌｅｐｉｔｏｐｅｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙ
ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｓｃｌｅｒｏｓｉｓｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，
１９９９，１６３（７）：４０２７－４０３２．

［２１］ＣＯＬＯＭＢＯＥ，ＢＡＮＫＩＫ，ＴＡＴＵＭＡＨ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ
ａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｎｔｉｂｏｄｙａｎｄｃｅｌｌｍｅｄｉａｔｅｄａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔｙｔｏ
ｔｒａｎｓａｌｄｏｌａｓｅａｎｄｍｙｅｌｉｎｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｍｕｌｔｉ
ｐｌｅｓｃｌｅｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，１９９７，９９（６）：１２３８－１２５０．
ＤＯＩ：１０．１１７２／ｊｃｉ１１９２８１．

［２２］ＬＡＣＨＡＩＳＥＦ，ＭＡＲＴＩＮＧ，ＤＲＯＵＧＡＲＤＣ，ｅｔａｌ．Ｒｅｌａ
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ｓｅａｎｄｃａｔａｌａｓｅｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｉｎＵＶｓｅｎｓｉｔｉｖｅｒｅｐａｉｒｄｅｆｉｃｉｅｎｔ
ｘｅｒｏｄｅｒｍａｐｉｇｍｅｎｔｏｓｕｍ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓａｎｄＳＶ４０ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ
ｈｕｍａｎｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＦｒｅｅＲａｄｉｃＢｉｏｌＭｅｄ，２００１，３０（１２）：
１３６５－１３７３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｓ０８９１５８４９（０１）００５３２９．

［２３］ＢＡＮＫＩＫ，ＨＵＴＴＥＲＥ，ＧＯＮＣＨＯＲＯＦＦＮＪ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒｏｒｄｅｒｉｎｇｉｎＨＩＶｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ，
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ｔｒａｎｓａｌｄｏｌａｓｅ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，１９９８，２７３：１１９４４－１１９５３．
ＤＯＩ：１０．１０７４／ｊｂｃ．２７３．１９．１１９４４．

［２４］ＣＡＩＪＹ，ＮＥＬＳＯＮＫＣ，ＷＵＭ，ｅｔａｌ．Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｄａｍａｇｅ
ａｎｄｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅＲＰＥ［Ｊ］．ＰｒｏｇＲｅｔｉｎＥｙｅＲｅｓ，２０００，
１９（２）：２０５－２２１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｓ１３５０９４６２（９９）００００９９．

［２５］ＣＲＯＮＩＮＴ，ＲＡＦＦＥＬＳＢＥＲＧＥＲＷ，ＬＥＥＲＩＶＥＲＡＩ，ｅｔａｌ．
Ｔｈｅｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｏｄｄｅｒｉｖｅｄｃｏｎｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｇｅｎｅｌｅａｄｓｔｏ
ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｆｆｅｒ，２０１０，１７（７）：１１９９－１２１０．
ＤＯＩ：１０．１０３８／ｃｄｄ．２０１０．２．

［２６］ ＨＯＬＭＧＲＥＮ Ａ．Ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎａｎｄｇｌｕｔａｒｅｄｏｘｉｎ：ｇｅｎｅｒａｌ
ａｓｐｅｃｔｓａｎｄｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｉｎｒｅｄｏｘｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［Ｍ］／／Ｒｅｇｕｌａ
ｔｉｏｎｏｆＰｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ．Ｄｏｒｄｒｅｃｈｔ：ＳｐｒｉｎｇｅｒＮｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ，
２００１：３２１－３３０．ＤＯＩ：１０．１００７／０３０６４８１４８０＿１９．

［２７］ＳＡＳＡＫＩＭ，ＭＩＹＡＫＯＳＨＩＭ，ＳＡＴＯＹ，ｅｔａｌ．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｍｅｄｉａｔｅｓｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｃｅｌｌｕｌａｒｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｉｎｇ
ｂｉｌｅｄｕｃｔｄａｍａｇｅｓｉｎｐｒｉｍａｒｙｂｉｌｉａｒｙｃｉｒｒｈｏｓｉｓ［Ｊ］．ＬａｂＩｎ
ｖｅｓｔ，２０１０，９０（６）：８３５－８４３．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｌａｂｉｎｖｅｓｔ．
２０１０．５６．

［２８］ＥＳＫＥＬＩＮＥＮＥＬ．ＲｏｌｅｓｏｆＬＡＭＰ１ａｎｄＬＡＭＰ２ｉｎｌｙｓｏ
ｓｏｍｅｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．ＭｏｌＡｓｐｅｃｔｓＭｅｄ，２００６，
２７（５／６）：４９５－５０２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｍａｍ．２００６．０８．００５．

［２９］ ＳＣＨＮＥＥＤＥＡ，ＳＣＨＭＩＤＴＣＫ，Ｈ?ＬＴＴ?ＶＵＯＲＩＭ，

ｅｔａｌ．ＲｏｌｅｆｏｒＬＡＭＰ２ｉｎｅｎｄｏｓｏｍａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｔｒａｎｓｐｏｒｔ
［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＭｏｌＭｅｄ，２０１１，１５（２）：２８０－２９５．ＤＯＩ：１０．
１１１１／ｊ．１５８２４９３４．２００９．００９７３．ｘ．

［３０］华夏，孙慧敏，苑晓勇，等．ＩＧＦＢＰ５和 Ｌａｍｐ２在年龄
相关性白内障和透明晶状体上皮细胞的蛋白表达［Ｊ］．
国际眼科杂志，２００６，６（６）：１２８７－１２９０．
ＨＵＡＸ，ＳＵＮＨＭ，ＹＵＡＮＸＹ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＩＧＦＢＰ５ａｎｄＬａｍｐ２ｉｎｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｏｆａｇｅｒｅｌａｔｅｄｃａｔ
ａｒａｃｔｓａｎｄｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔｌｅｎｓｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２００６，
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