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摘要

目的:通过生物信息学和细胞实验研究 ＡＢＣＡ４ 基因在干

性 ＡＲＭＤ 中的作用机制ꎮ
方法:整合生物信息学与细胞实验ꎬ基于 ＧＥＯ 数据集

ＧＳＥ２９８０１ 筛选 ＡＲＭＤ 差异表达基因(ＤＥＧｓ)ꎬ通过 ＰＰＩ 网
络分析(ＳＴＲＩＮＧ 数据库)和拓扑参数筛选 Ｈｕｂ 基因ꎮ 构

建慢病毒介导的人视网膜色素上皮细胞 ( ＡＲＰＥ － １９)
ＡＢＣＡ４ 敲低稳转株(ＡＢＣＡ４－ＫＤ 组)与阴性对照ꎬ使用

ＮａＩＯ３建立氧化应激模型ꎬ分四组处理:ＮＣ 组(阴性对照慢

病毒＋ＰＢＳ)、ＮａＩＯ３＋ＮＣ 组(阴性对照慢病毒＋氧化应激损

伤)、ＡＢＣＡ４－ＫＤ 组(ＡＢＣＡ４ 敲低慢病毒＋ＰＢＳ)、ＮａＩＯ３ ＋
ＡＢＣＡ４－ＫＤ 组(ＡＢＣＡ４ 敲低慢病毒＋氧化应激损伤)ꎬ通
过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证敲低效率ꎬＣＣＫ － ８ 检测细胞活性ꎬ
Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 与 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染色检测细胞凋

亡率ꎮ
结果:生信分析筛选出 ５ ０６９ 个 ＤＥＧｓ(２ ４９３ 个上调 / ２ ５７６
个下调)ꎬ与 ＡＲＭＤ 疾病靶点取交集获 １１８ 个关键基因ꎻ
ＰＰＩ 网络确定 Ｔｏｐ５ Ｈｕｂ 基因 ( ＡＢＣＡ４、ＲＰＥ６５、ＰＲＰＨ２、
ＲＨＯ、ＰＤＥ６Ｂ)ꎬ其中 ＡＢＣＡ４ 度中心性最高(Ｄｅｇｒｅｅ ＝ ５８)ꎻ
ＲＯＣ 曲线显示 ＡＢＣＡ４ 对 ＡＲＭＤ 鉴别效能极佳( ＡＵＣ ＝
０.９８６)ꎮ 进一步细胞实验发现ꎬＡＢＣＡ４－ＫＤ 组 ＡＢＣＡ４ 蛋

白表达显著低于 ＮＣ 组(Ｐ<０.０５)ꎻ在氧化应激条件下ꎬ
ＮａＩＯ３＋ＡＢＣＡ４ －ＫＤ 组细胞活性低于 ＮａＩＯ３ ＋ＮＣ 组 (Ｐ <
０.０１)ꎬ而细胞凋亡率显著升高(均 Ｐ<０.０１)ꎬ而在无氧化

应激环境中ꎬ单纯敲低 ＡＢＣＡ４ 未影响细胞存活 ( Ｐ >
０.０５)ꎮ
结论:ＡＢＣＡ４ 功能缺失通过加剧氧化应激诱导的 ＲＰＥ 细

胞凋亡参与 ＡＲＭＤ 病理进程ꎬ有望成为干性 ＡＲＭＤ 靶向

治疗新靶点ꎮ
关键词:年龄相关性黄斑变性ꎻＡＢＣＡ４ꎻ氧化应激ꎻ凋亡

ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２６.２.０４

Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＡＢＣＡ４ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ
ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ＡＲＰＥ－１９ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ａｎ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｒｙ ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ
ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

Ｗａｎｇ Ｗｅｉꎬ Ｌｉ Ｘｉａｏｌｉꎬ Ｌｉ Ｊｕａｎꎬ Ｚｈａｏ Ｚｈａｏｘｉａ

Ａｉｅｒ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ Ａｉｅｒ
Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５００００ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｚｈａｏ Ｚｈａｏｘｉａ. Ａｉｅｒ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ
Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ Ａｉｅｒ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ
４５００００ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｚｈａｏｘｉａ０６０２＠ １６３.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２５－０８－２５　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２５－１２－２２

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ＡＢＣＡ４ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｄｒｙ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
(ＡＲＭＤ) ｔｈｒｏｕｇｈ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ.
• ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓꎬ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ( ＤＥＧｓ )
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＲＭＤ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＧＥＯ
ｄａｔａｓｅｔ ＧＳＥ２９８０１. Ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＰＩ
ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓ ( ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＳＴＲＩＮＧ ｄａｔａｂａｓｅ ) ａｎｄ
ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ. Ａ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ － ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｓｔａｂｌｅ ＡＢＣＡ４ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ
ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＡＲＰＥ － １９ꎻ ＡＢＣＡ４ － ＫＤ ｇｒｏｕｐ)
ａｎｄ ａ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ａｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｕｓｉｎｇ ＮａＩＯ３ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ: ＮＣ ｇｒｏｕｐ
(ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ＋ ＰＢＳ )ꎬ ＮａＩＯ３ ＋ ＮＣ ｇｒｏｕｐ
( ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ＋ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｊｕｒｙ )ꎬ
ＡＢＣＡ４－ ＫＤ ｇｒｏｕｐ (ＡＢＣＡ４ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ＋ ＰＢＳ)ꎬ
ＮａＩＯ３＋ＡＢＣＡ４－ＫＤ ｇｒｏｕｐ (ＡＢＣＡ４ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ＋
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｊｕｒｙ ) . Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｗａｓ
ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｖｉａ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｕｓｉｎｇ
ｔｈｅ ＣＣＫ－ ８ ａｓｓａｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ
ｂｙ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ ａｎｄ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ５ ０６９ ＤＥＧｓ
(２ ４９３ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ / ２ ５７６ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ)ꎬ ｏｆ ｗｈｉｃｈ １１８
ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ＡＲＭＤ
ｄｉｓｅａｓｅ ｔａｒｇｅｔｓ. ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ｔｏｐ ５
ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ (ＡＢＣＡ４ꎬ ＲＰＥ６５ꎬ ＰＲＰＨ２ꎬ ＲＨＯꎬ ＰＤＥ６Ｂ)ꎬ ｗｉｔｈ
ＡＢＣＡ４ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｄｅｇｒｅｅ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ (Ｄｅｇｒｅｅ ＝
５８) . ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ＡＢＣＡ４ ｈａｄ
ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｖｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｆｏｒ ＡＲＭＤ (ＡＵＣ ＝ ０.９８６) .
Ｆｕｒｔｈｅｒ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＡＢＣＡ４ ｐｒｏｔｅｉｎ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ＡＢＣＡ４ － ＫＤ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５) . Ｕｎｄｅｒ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ｔｈｅ ＮａＩＯ３ ＋ＡＢＣＡ４－ＫＤ ｇｒｏｕｐ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ
ｌｏｗｅｒ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＮａＩＯ３ ＋ＮＣ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<
０.０１)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
(ａｌｌ Ｐ < ０. ０１ ) . Ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎬ
ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＡＢＣＡ４ ａｌｏｎｅ ｄｉｄ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ (Ｐ>
０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｌｏｓｓ ｏｆ ＡＢＣＡ４ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ
ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＡＲＭＤ ｂｙ ｅｘａｃｅｒｂａｔｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ－
ｉｎｄｕｃｅｄ ＲＰＥ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｉｓ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｔｏ ｓｅｒｖｅ ａｓ ａ
ｎｏｖｅｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｄｒｙ ＡＲＭＤ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎻ
ＡＢＣＡ４ꎻ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｗａｎｇ Ｗꎬ Ｌｉ ＸＬꎬ Ｌｉ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＡＢＣＡ４
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ＡＲＰＥ － １９ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ａｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｄｒｙ ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ
Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２６ꎬ２６(２):２０８－２１５.

０引言
年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 ( ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ

ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬ ＡＲＭＤ)是全球老年人不可逆性视力丧失的
首要原因ꎬ其中干性 ＡＲＭＤ 约占 ９０％ꎬ其特征性病理改变
为视网膜色素上皮( ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬ ＲＰＥ)细胞
进行性萎缩及光感受器凋亡[１－５]ꎮ ＡＲＭＤ 发病机制复杂ꎬ
目前认为氧化应激是驱动 ＲＰＥ 损伤的核心机制之一ꎬ长
期光照诱导活性氧(ＲＯＳ)爆发ꎬ导致线粒体功能障碍并最
终触发细胞凋亡[６]ꎮ 然而ꎬ调控这一过程的关键分子靶点
尚未明确ꎬ致使干性 ＡＲＭＤ 缺乏有效干预策略ꎮ 近年来ꎬ
生物信息学为 ＡＲＭＤ 靶点挖掘提供了新视角ꎮ 本研究通
过分析 ＧＥＯ 数据集(ＧＳＥ２９８０１)发现ꎬＡＴＰ 结合盒转运体
亚家族 Ａ 成员 ４(ＡＴＰ－ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ａ ｍｅｍｂｅｒ
４ꎬＡＢＣＡ４) 是 ＡＲＭＤ 的 Ｔｏｐ Ｈｕｂ 基因 ( ＡＵＣ ＝ ０. ９８６)ꎮ
ＡＢＣＡ４ 是视循环中的关键转运蛋白ꎬ主要介导 Ｎ－亚视黄
基－磷脂酰乙醇胺(Ｎ－ｒｅｔ －ＰＥ)从光感受器外节盘膜向
ＲＰＥ 的转运[７]ꎮ ＡＢＣＡ４ 通过调控视觉循环中的毒性物质
清除ꎬ维护视网膜稳态ꎬＡＢＣＡ４ 基因变异与 ＡＲＭＤ 密切相
关[８－９]ꎮ ＡＢＣＡ４ 的核心作用是作为“翻转酶”ꎬ将 Ｎ－ｒｅｔ－
ＰＥ 从光感受器盘膜的腔面主动转运到胞质面[１０]ꎮ 近年
来研究表明ꎬＡＢＣＡ４ 也在人和小鼠的 ＲＰＥ 细胞质膜上表
达ꎮ 在 ＲＰＥ 中ꎬＡＢＣＡ４ 可能在溶酶体或吞噬体中执行
ＡＴＰ 依赖的 Ｎ－ｒｅｔ－ＰＥ 转运功能[１１－１２]ꎮ ＡＢＣＡ４ 功能缺失
导致 Ｎ－ｒｅｔ－ＰＥ 在光感受器外节盘腔内积累ꎬ并形成 Ａ２Ｅ
前体(Ａ２ＰＥ)ꎮ 当 ＲＰＥ 吞噬含有 Ａ２ＰＥ 的光感受器外节
后ꎬ在溶酶体内转化为 Ａ２Ｅꎮ Ａ２Ｅ 无法被降解ꎬ与其他脂
质反应形成脂褐素沉积[１３－１４]ꎮ 近期研究发现ꎬＡＢＣＡ４ 基
因敲除小鼠视网膜明显变性ꎬ并伴有氧化应激、脂褐素积
累和 ＲＰＥ 衰老等[１５－１６]ꎮ 因此ꎬ本研究拟通过生信分析与
细胞实验探索 ＡＢＣＡ４ 在干性 ＡＲＭＤ 中的作用ꎬ旨在为干
性 ＡＲＭＤ 靶向治疗提供科学依据ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１ 实验细胞 　 人视网膜色素上皮细胞系 ＡＲＰＥ－ １９
(ＡＴＣＣ 􀅺 ＣＲＬ－２３０２ＴＭ)培养于含 １０％胎牛血清(Ｇｉｂｃｏ)

的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基(ＨｙＣｌｏｎｅ)中ꎬ置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２恒
温培养箱ꎮ 每 ２－３ ｄ 以 ０.２５％胰蛋白酶(Ｂｅｙｏｔｉｍｅ)消化传
代ꎬ选择第 ３－５ 代细胞对数生长期细胞ꎬＣＣＫ－８ 鉴定细胞
活性>９０％ꎬ用于后期实验[１７]ꎮ
１.１. ２ 主要试剂与仪器 　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 检测试剂盒
(Ｂｅｙｏｔｉｍｅ )ꎻ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ － ＦＩＴＣ / ＰＩ 凋 亡 检 测 试 剂 盒
( Ｂｅｙｏｔｉｍｅ )ꎻ ＮａＩＯ３ ( Ｓｉｇｍａ － Ａｌｄｒｉｃｈ )ꎻ ＡＢＣＡ４ 抗 体
(Ａｂｃａｍ )ꎻ β － ａｃｔｉｎ 抗 体 ( Ａｆｆｉｎｉｔｙ )ꎻ ＣＣＫ － ８ 试 剂
(Ｂｅｙｏｔｉｍｅ)ꎻ流式细胞仪(ＢＤ ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ)ꎻ荧光显微镜
(Ｏｌｙｍｐｕｓ)ꎻ电泳仪(Ｂｉｏ－Ｒａｄ Ｍｉｎｉ－ＰＲＯＴＥＡＮ 系统)ꎻ酶标
仪(ＢｉｏＴｅｋ)ꎮ
１.２方法
１.２.１生信分析
１.２.１.１ 数据来源与差异表达分析 　 ＧＥＯ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｇｅｏ)数据库下载 ＧＳＥ２９８０１ 数据集ꎬ该数
据集基于 ＧＰＬ４１３３(Ａｇｉｌｅｎｔ－０１４８５０ Ｗｈｏｌｅ Ｈｕｍａｎ Ｇｅｎｏｍｅ
Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ４ｘ４４Ｋ Ｇ４１１２Ｆ)平台ꎬ包括人类捐赠眼睛 ６８ 眼
(正常 ３１ 眼ꎬＡＲＭＤ ２６ 眼ꎬＡＲＭＤ 临床前期 １１ 眼)ꎮ 使用 Ｒ
语言 ｌｉｍｍａ 包进行差异表达分析ꎬ筛选标准为: ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ >１
且 Ｐ<０.０５ꎮ 差异基因表达矩阵(ｄｉｆｆＧｅｎｅＥｘｐ.ｔｘｔ)用于后续
分析[１８]ꎮ
１.２.１.２功能富集分析　 ＧＯ 富集分析:通过 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ、
ｏｒｇ.Ｈｓ.ｅｇ.ｄｂ 包对 ＤＥＧｓ 进行功能注释ꎬｅｎｒｉｃｈＧＯ 函数分析
生物过程( ＢＰ)、细胞组分( ＣＣ)、分子功能(ＭＦ)ꎬ使用
ｇｇｐｌｏｔ２ 包绘制柱状图ꎬｅｎｒｉｃｈｐｌｏｔ 绘制气泡图ꎮ ＫＥＧＧ 通路
富集:使用 ｅｎｒｉｃｈＫＥＧＧ 函数分析通路ꎬｐａｔｈｖｉｅｗ 包生成通
路图ꎬ使用 ｇｇｐｌｏｔ２ 包绘制柱状图ꎬｅｎｒｉｃｈｐｌｏｔ 绘制气泡图ꎬ
展示 Ｔｏｐ３０ 通路[１９－２０]ꎮ
１.２.１.３ 疾病靶点交集分析 　 疾病相关靶点获取通过
Ｇｅｎｅｃａｒｄｓ 数据库 ( ｗｗｗ. ｇｅｎｅｃａｒｄｓ. ｏｒｇ ) 实 现ꎬ 以 “ ａｇｅ －
ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ”为关键词检索ꎬ筛选相关性评
分>２０ 的基因形成疾病靶点列表 ｇｅｎｅ. ｔｘｔ[２１]ꎮ 利用 Ｒ 包
ｇｇｖｅｎｎ 将差异基因列表 ｄｉｆｆ. ｔｘｔ 与疾病靶点列表 ｇｅｎｅ. ｔｘｔ
进行交集分析ꎬ绘制韦恩图展示共同靶点ꎮ
１.２.１.４ ＰＰＩ 网络构建与 Ｈｕｂ 基因筛选 　 蛋白互作网络
(ＰＰＩ)构建在 ＳＴＲＩＮＧ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ.ｏｒｇ / )
中完成ꎬ选择物种为“Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”并采用默认参数(置
信度阈值 > ０. ４)ꎬ导出 ＴＳＶ 格式互作关系文件后导入
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件 (版本 ３. ９. １) 进行网络拓扑分析ꎮ 通过
ＮｅｔｗｏｒｋＡｎａｌｙｚｅｒ 工 具 计 算 网 络 节 点 的 中 介 中 心 性
( Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ Ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ )、 紧 密 中 心 性 ( Ｃｌｏｓｅｎｅｓｓ
Ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ)和度中心性(Ｄｅｇｒｅｅ Ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ)ꎬ三者均大于等
于中位值进行筛选ꎬ获得核心靶点(Ｈｕｂ 基因)信息[２０]ꎮ
１.２.１.５诊断价值评估　 应用 Ｒ 包 ｐＲＯＣ 对 Ｈｕｂ 基因进行
诊断价值评估ꎬ基于表达量矩阵和样本分组标签构建
ＲＯＣ 曲线ꎬ采用 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 法重复抽样 １ ０００ 次计算 ＡＵＣ
值及其 ９５％置信区间[２２]ꎮ
１.２.２细胞实验
１.２.２.１ 细胞慢病毒感染筛选及扩增　 慢病毒由上海吉凯
基因医学科技股份有限公司包装ꎮ 将待处理细胞分为三
组ꎬ对照组为不进行任何处理的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ空载体组
为感染阴性对照病毒细胞ꎬＡＢＣＡ４－ＫＤ 慢病毒感染组为
感染 ＡＢＣＡ４ 敲低慢病毒细胞ꎮ ＡＲＰＥ－１９ 细胞接种 ２４ ｈ
后ꎬ更换含 ８ μｇ / ｍＬ 聚凝胺(Ｓｉｇｍａ)的培养基加入慢病毒

９０２

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２６ꎬ Ｎｏ.２ Ｆｅｂ. ２０２６　 　 ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ｉｊｏ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



悬液(ＭＯＩ＝ ２０)ꎬ３７ ℃孵育 １２ ｈ 后更换新鲜完全培养基ꎬ
继续培养 ４８ ｈꎮ 加入 ２ μｇ / ｍＬ 嘌呤霉素(ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ)筛选
７ ｄ 扩大培养阳性细胞群ꎬＷＢ 验证敲低效率ꎬ将鉴定结果
正常的细胞冻存保种[２３－２４]ꎮ
１.２.２.２氧化应激模型建立　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞以 ２×１０５ / 孔密
度接种于 ６ 孔板ꎬ待融合度达 ８０％时ꎬ更换含 １ ２５０ μｇ / ｍＬ
ＮａＩＯ３的无血清培养基ꎬ处理 ２４ ｈ 建立氧化应激损伤模

型[２５]ꎮ 对照组使用等体积 ＰＢＳ 处理ꎬ分组情况见表 １ꎮ
１.２.２.３ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＢＣＡ４ 表达 　 ＲＩＰＡ 裂解液
(含 １％蛋白酶抑制剂)冰上裂解细胞 ３０ ｍｉｎꎬ提取总蛋白
后通过 ＢＣＡ 法定量ꎬ确保上样一致性ꎮ 取 ３０ μｇ 蛋白样
品经 １０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳分离ꎬ湿转至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ５％脱脂
牛奶封闭 １ ｈꎮ 随后膜与 ＡＢＣＡ４ 一抗(１ ∶ １０００ꎬ Ａｂｃａｍ)
４ ℃孵育过夜ꎬβ－ａｃｔｉｎ(１ ∶ ５０００ꎬＡｆｆｉｎｉｔｙ)作为内参ꎬＨＲＰ
标记二抗(１∶ ５０００)室温孵育 １ ｈ 后 ＥＣＬ 显影ꎮ Ｉｍａｇｅ Ｊ 分
析条带灰度值ꎬ计算 ＡＢＣＡ４ 与内参比值ꎮ
１.２.２.４ ＣＣＫ－８ 检测细胞活性 　 细胞接种 ９６ 孔板(５×
１０３ /孔)ꎬ根据各分组干预措施处理后更换培养基ꎬ每孔
加入１０ μＬ ＣＣＫ－８ 试剂(Ｂｅｙｏｔｉｍｅ)ꎬ３７ ℃避光孵育 ２ ｈꎬ
酶标仪(ＢｉｏＴｅｋꎬ ＵＳＡ)检测 ４５０ ｎｍ 吸光度(ＯＤ 值)ꎮ 细
胞活性(％)＝ [( ＯＤ 实验组 －ＯＤ 空白) / ( ＯＤ 对照组 －
ＯＤ 空白)] ×１００ꎮ
１.２.２.５ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２染色检测细胞凋亡　 细胞经分组
干预(如 ＮａＩＯ３ 氧化损伤)后ꎬ４％多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎꎬ
ＰＢＳ 洗涤去除固定剂ꎬ加入 ０. ５ ｍＬ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染料
(１０ μｇ / ｍＬ)避光孵育 １０ ｍｉｎꎬ抗荧光淬灭剂封片ꎮ 荧光
显微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓ)下观察ꎬ正常细胞核呈均匀淡蓝色ꎬ凋
亡细胞因染色质浓缩呈现亮蓝色颗粒或核碎裂ꎮ 每样本
随机选取 ３ 个视野计数阳性细胞比例ꎬ计算凋亡率ꎮ
１.２.２.６ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 染色检测细胞凋亡　 收集胰
酶消化后的细胞(不含 ＥＤＴＡ)ꎬ重悬于 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒꎬ加
入 １９５ μＬ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ＋５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ＋１０ μＬ ＰＩ

染料ꎬ避光孵育 １５ ｍｉｎꎮ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 结合凋亡早期外翻的
磷脂酰丝氨酸(ＰＳ)ꎬＰＩ 标记膜破损细胞ꎮ 使用流式细胞
仪(ＢＤ ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ)检测:ＦＩＴＣ 通道:Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ＋(凋亡细
胞)ꎬＰＩ 通道:ＰＩ＋(坏死细胞)ꎮ 流式细胞仪检测中ꎬＦＩＴＣ＋
ＰＩ－为早期凋亡ꎬＦＩＴＣ＋ＰＩ＋为晚期凋亡ꎬ总凋亡率为二者
之和ꎮ

统计学分析:每组实验独立重复 ３ 次ꎬ采用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ １０ 进行统计分析和作图ꎮ 两组比较采用独立样本 ｔ
检验ꎬ三组或三组以上数据采用单因素方差分析ꎬ进一步两
两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 检验ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１生信分析
２.１.１差异表达基因可视化　 基于 ＧＥＯ 数据集 ＧＳＥ２９８０１
共筛选出 ５ ０６９ 个差异基因(ＤＥＧｓ)ꎬ其中 ２ ４９３ 个上调基
因和 ２ ５７６ 个下调基因ꎬ如图 １Ａ 火山图所示ꎮ 并用热图
展示前 １００ 个 ＤＥＧｓ 表达情况ꎬ见图 １Ｂꎮ
２.１.２ ＧＯ 与 ＫＥＧＧ 富集分析 　 通过 ｅｎｒｉｃｈＧＯ 函数对
ＤＥＧｓ 进行富集分析ꎬ发现个 ２ ６７４ 个 ＧＯ 条目ꎬ其中 ２ １７３
个与生物过程(ＢＰ)有关ꎬ主要富集在 ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ(细胞黏附的正向调控)ꎬｖｉｓｕａｌ ｐｅｒｃｅｐｔｉｏｎ(视
觉感知)ꎬｓｅｎｓｏｒｙ ｐｅｒｃｅｐｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｓｔｉｍｕｌｕｓ(光刺激的感官
知觉)ꎬｓｅｎｓｏｒｙ ｓｙｓｔｅｍ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ(感觉系统发育)ꎬｖｉｓｕａｌ
ｓｙｓｔｅｍ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ(视觉系统发育)ꎬｅｙｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ(眼睛
发育 )ꎬ ｃｅｌｌ － ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ( 细 胞 － 基 质 黏 附 )ꎬ
ａｘｏｎｏｇｅｎｅｓｉｓ(轴突发生)ꎬｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ｃｅｌｌ－ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ(白细
胞细胞间黏附)ꎬｃａｍｅｒａ－ｔｙｐｅ ｅｙｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ(相机型眼发
育)等信号通路ꎻ２３０ 个与细胞组成(ＣＣ)有关ꎬ２７１ 个与分
子功能(ＭＦ)有关ꎬ选择 ＢＰ、ＣＣ 和 ＭＦ 的前 １０ 个 ＧＯ 通路
进行绘制柱状图和气泡图ꎬ见图 ２ＡꎬＢꎮ ＫＥＧＧ 通路富集
分析共得到 １４４ 条与药物治疗疾病相关通路ꎬ按 Ｐ 值选取
３０ 条通路ꎬ根据 ｃｏｕｎｔ 和 Ｇｅｎｅ Ｒａｔｉｏ 生成柱状图和气泡
图ꎬ见图 ２ＣꎬＤꎮ

表 １　 实验分组干预措施

分组 处理方式

ＮＣ 组 感染阴性对照病毒细胞＋ＰＢＳ 处理 ２４ ｈ
ＮａＩＯ３＋ＮＣ 组 感染阴性对照病毒细胞＋１ ２５０ μｇ / ｍＬ ＮａＩＯ３处理 ２４ ｈ
ＡＢＣＡ４－ＫＤ 组 感染 ＡＢＣＡ４ 敲低慢病毒细胞＋ＰＢＳ 处理 ２４ ｈ
ＮａＩＯ３＋ＡＢＣＡ４－ＫＤ 组 感染 ＡＢＣＡ４ 敲低慢病毒细胞＋１ ２５０ μｇ / ｍＬ ＮａＩＯ３处理 ２４ ｈ

图 １　 差异表达基因筛选　 Ａ:火山图显示差异基因ꎬ蓝色圆点代表表达下调基因ꎬ红色圆点代表上调基因ꎻＢ:热图展示前 １００ 个
ＤＥＧｓ 表达情况ꎬ蓝色区域为表达下调ꎬ红色区域为表达上调ꎮ
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２.１.３关键靶点交集和 ＰＰＩ 网络构建与 Ｈｕｂ基因筛选
应用 ｇｅｎｅｃａｒｄｓ 数据库以“ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ”
为关键词搜索相关靶点ꎬ合并去重得到 ２５５ 个疾病靶点ꎮ
与 ５ ０６９ 个 ＤＥＧｓ 取交集后ꎬ获得 １１８ 个交集靶点基因ꎬ见
图 ３Ａꎮ 将以上基因通过 ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 构建 ＰＰＩ 网络图ꎬ网络
中的每一个节点代表一个单独的基因ꎬ点的大小按照
Ｄｅｇｒｅｅ 评分进行排列ꎬ见图 ３Ｂꎮ 将 Ｄｅｇｒｅｅ≥５０ 的前 ５ 个
基因(ＡＢＣＡ４、ＲＰＥ６５、ＰＲＰＨ２、ＲＨＯ、ＰＤＥ６Ｂ)作为 Ｈｕｂ 基
因ꎬ其中 ＡＢＣＡ４ 基因的度中心性最高(Ｄｅｇｒｅｅ＝ ５８)ꎮ
２.１.４ Ｈｕｂ基因诊断 ＡＲＭＤ 的预测价值 　 进一步对 Ｈｕｂ
基因的诊断效能进行评估ꎬ通过 ＲＯＣ 曲线分析发现 Ｈｕｂ
基因均显示出色的诊断效能 (图 ４)ꎬ ＡＵＣ 值分别为:
ＡＢＣＡ４＝０.９８６(０.９６５ꎬ ０.９９７)、ＲＰＥ６５＝０.９６６(０.９３５ꎬ ０.９８５)、

ＰＲＰＨ２＝０.９９６(０.９８５ꎬ １.０００)、ＲＨＯ ＝ ０.９９３(０.９７８ꎬ１.０００)、
ＰＤＥ６Ｂ＝ ０.９９６(０.９８４ꎬ １.０００)ꎬ提示以上 ５ 个基因均对
ＡＲＭＤ 具有十分显著的区分能力ꎮ
２.２细胞实验
２.２.１ ＡＢＣＡ４慢病毒敲低效果 　 通过慢病毒转染效率检
测ꎬ慢病毒成功转染 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ荧光显微镜观察显示
绿色荧光蛋白表达明显ꎬ细胞形态良好ꎬ见图 ５Ａꎮ 转染效
率定量分析表明ꎬＡＢＣＡ４－ＫＤ 慢病毒感染组和空载体组
的转染效率均高于 ７０％ꎬ见图 ５Ｂꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果见
图 ５ＣꎬＤꎮ 空载体组 ＡＢＣＡ４ 蛋白表达与对照组相比差异
无统计学意义(Ｐ> ０.０５)ꎬＡＢＣＡ４－ＫＤ 慢病毒感染组的
ＡＢＣＡ４ 蛋白表达相较空载体组显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ表明
成功构建 ＡＢＣＡ４ 稳定敲低细胞模型ꎮ

图 ２　 ＧＯ 与 ＫＥＧＧ 富集分析　 Ａ:ＧＯ 富集分析柱状图ꎻＢ:ＧＯ 富集分析气泡图ꎻＣ:ＫＥＧＧ 通路富集分析柱状图ꎻＤ:ＫＥＧＧ 通路富集分
析气泡图ꎮ

图 ３　 关键靶点交集基因筛选　 Ａ:Ｖｅｎｎ 图显示 １１８ 个交集靶点基因ꎻＢ:ＰＰＩ 网络及 Ｈｕｂ 基因展示ꎮ
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图 ４　 Ｈｕｂ基因诊断 ＡＲＭＤ的预测 ＲＯＣ曲线ꎮ

图 ５　 慢病毒转染效率及 ＡＢＣＡ４ 敲低效果检测　 Ａ:慢病毒转染效果图ꎻＢ:慢病毒转染效率ꎻＣ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＢＣＡ４ 蛋白表达ꎻ
Ｄ:ＡＢＣＡ４ 蛋白定量分析ꎮ ｎ＝ ３ꎻａＰ<０.０５ ｖｓ 空载体组ꎮ

２.２.２ ＡＢＣＡ４ 敲低加重 ＮａＩＯ３诱导的细胞活性损伤 　
ＣＣＫ－８ 检测结果表明ꎬ单纯 ＡＢＣＡ４ 敲低(ＡＢＣＡ４－ＫＤ 组)
对细胞活性无显著影响ꎬ与 ＮＣ 组相比差异无统计学意义
(Ｐ>０.０５)ꎻ在 ＮａＩＯ３诱导损伤下细胞活性降低ꎬ且 ＮａＩＯ３ ＋
ＡＢＣＡ４－ＫＤ 组细胞活性显著低于 ＮａＩＯ３ ＋ＮＣ 组(均 Ｐ <
０.０１)ꎬ表明敲低 ＡＢＣＡ４ 加重 ＮａＩＯ３诱导的细胞活性损伤ꎬ
见图 ６ꎮ
２.２.３ ＡＢＣＡ４ 敲低加重 ＮａＩＯ３诱导的细胞凋亡 　 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２ 核染色显示ꎬ正常对照 ( ＮＣ) 组和 ＡＢＣＡ４ 敲低

(ＡＢＣＡ４－ＫＤ)组细胞核呈均匀淡蓝色ꎬ形态规则ꎬ极少数
细胞出现核浓缩ꎬ见图 ７Ａꎮ 两组阳性细胞率无显著统计
学差异(Ｐ>０.０５)ꎬ见图 ７Ｂꎻ在 ＮａＩＯ３诱导损伤下ꎬ部分细
胞出现细胞核浓缩碎裂ꎬ见图 ７ＡꎬＡＢＣＡ４ 敲低(ＮａＩＯ３ ＋
ＡＢＣＡ４－ＫＤ)组阳性细胞率显著高于阴性对照(ＮａＩＯ３ ＋
ＮＣ)组(Ｐ<０.０５)ꎮ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 染色表明ꎬ正常对
照(ＮＣ)组和 ＡＢＣＡ４ 敲低(ＡＢＣＡ４－ＫＤ)组细胞总凋亡率
差异无统计学意义 ( Ｐ > ０. ０５)ꎻ在 ＮａＩＯ３ 诱导损伤下ꎬ
ＡＢＣＡ４ 敲低(ＮａＩＯ３＋ＡＢＣＡ４－ＫＤ)组总凋亡率显著高于阴
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图 ６　 ＣＣＫ－８ 检测各组细胞活性　 ｎ＝ ３ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ ＮＣ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＮａＩＯ３＋ＮＣ 组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ＡＢＣＡ４－ＫＤ 组ꎮ

图 ７　 细胞凋亡检测　 Ａ:Ｈｏｃｈｅｓｔ ３３３４２ 染色ꎬ白色箭头指示阳性细胞ꎻＢ:凋亡率定量分析ꎻＣ:Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ 染色(每个象限标
注为细胞百分比ꎬＱ２－２ 代表晚期凋亡ꎬＱ２－４ 代表早期凋亡ꎬＱ２－２＋Ｑ２－４ 代表总凋亡)ꎻＤ:基于 Ｃ 的总凋亡率定量分析ꎮ ｎ ＝
３ꎻｂＰ<０.０１ ｖｓ ＮＣ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＮａＩＯ３＋ＮＣ 组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ＡＢＣＡ４－ＫＤ 组ꎮ

性对照(ＮａＩＯ３＋ＮＣ)组(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ７ＣꎬＤꎮ 以上结果
表明ꎬＡＢＣＡ４ 敲低对正常 ＡＲＰＥ－１９ 细胞存活无明显影
响ꎬ但会严重影响氧化应激条件下的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞存活ꎮ
３讨论

ＡＲＭＤ 是全球 ５０ 岁以上人群不可逆视力丧失的首要
病因ꎬ其中干性 ＡＲＭＤ 占比高达 ９０％ꎬ预估 ２０４０ 年全球
患者将突破 ２.８８ 亿ꎮ 其核心病理表现为 ＲＰＥ 进行性萎

缩ꎬ目前认为氧化应激诱导的 ＲＰＥ 凋亡是核心机制[１－３ꎬ５]ꎮ
然而ꎬ现有治疗手段如抗血管内皮生长因子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)ꎬ仅针对湿性 ＡＲＭＤꎬ而干
性 ＡＲＭＤ 仍缺乏有效干预策略[２６]ꎬ关键在于尚未明确调
控氧化损伤的源头靶点ꎮ 本研究通过整合生物信息学与
细胞实验ꎬ首次聚焦 ＡＢＣＡ４ 基因在 ＡＲＭＤ 中的作用ꎬ旨
在揭示 ＡＢＣＡ４ 缺失通过放大氧化应激促进 ＲＰＥ 凋亡的
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分子通路ꎬ为开发靶向抗氧化治疗提供新思路ꎮ 若
ＡＢＣＡ４ 的保护机制得以证实ꎬ将有望改变干性 ＡＲＭＤ“无
药可医”的临床困境ꎮ

本研究通过多维度生信分析锁定 ＡＢＣＡ４ 为 ＡＲＭＤ
核心枢纽ꎮ 基于 ＧＥＯ 数据集 ＧＳＥ２９８０１ꎬ以“ ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ >１
且 Ｐ<０.０５”为筛选标准ꎬ通过差异表达基因分析共筛选出
５ ０６９ 个差异基因(ＤＥＧｓ)ꎮ 但需要注意的是ꎬＰ<０.０５ 虽
为统计学显著性常规标准ꎬ但未进行多重检验校正(如
ＦＤＲ 校正)可能增加假阳性风险ꎮ 进一步通过 ＧＯ 富集分
析发现ꎬ这些生物过程主要集中在视觉系统发育方面ꎬ发
育异常的遗传因素可增加 ＡＲＭＤ 风险ꎮ 进一步与 ＡＲＭＤ
疾病靶点交集验证差异表达基因的疾病相关性ꎬ获得 １１８
个交集靶点基因ꎮ 将以上基因通过 ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 构建 ＰＰＩ 网
络图ꎬ根据 Ｄｅｇｒｅｅ 评分进行排列ꎬ将 Ｄｅｇｒｅｅ≥５０ 的前 ５ 个
基因(ＡＢＣＡ４、ＲＰＥ６５、ＰＲＰＨ２、ＲＨＯ、ＰＤＥ６Ｂ)作为 Ｈｕｂ 基
因ꎬ其中 ＡＢＣＡ４ 基因的度中心性最高(Ｄｅｇｒｅｅ ＝ ５８)ꎮ 需
要注意的是ꎬ干性 ＡＲＭＤ 的分子机制尚未完全明确ꎬ尤其
ＡＢＣＡ４ 相关通路可能存在间接或弱关联的互作关系ꎬ尽
管低置信度互作可能包含较多计算预测或弱证据关联ꎬ例
如某些共表达关系未必代表直接物理相互作用ꎬ但较低的
阈值可纳入更多潜在相互作用(如文献挖掘或共表达推
断的关联)ꎬ避免遗漏功能上重要但实验证据尚不充分的
连接ꎬ我们选择“置信度阈值> ０.４”为筛选参数ꎮ 此外ꎬ
ＲＯＣ 曲线证实 ＡＢＣＡ４ 对 ＡＲＭＤ 有极强的鉴别力(ＡＵＣ ＝
０.９８６)ꎬ这表明 ＡＢＣＡ４ 具备较高的诊断价值ꎮ 既往研究
已明确 ＡＢＣＡ４ 在视循环中清除毒性视黄醛衍生物的功
能[１０]ꎬ但其在 ＡＲＭＤ 中的作用长期被忽视ꎮ 本研究通过
生信分析首次发现 ＡＢＣＡ４ 在 ＡＲＭＤ 中的重要研究价值ꎬ
为后续实验提供科学依据ꎮ

为进一步验证 ＡＢＣＡ４ 在 ＡＲＭＤ 中的重要作用ꎬ我们
进行了细胞实验ꎮ 通过慢病毒构建 ＡＢＣＡ４ 敲低稳转细胞
模型ꎮ ＣＣＫ－８ 实验分析发现 ＡＢＣＡ４ 缺失使 ＲＰＥ 对 ＮａＩＯ３

敏感性倍增———细胞活性抑制加剧ꎮ 进一步检测细胞凋
亡率ꎬＨｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 核染色显示在 ＮａＩＯ３ 诱导损伤下ꎬ
ＡＢＣＡ４ 敲低(ＮａＩＯ３＋ＡＢＣＡ４－ＫＤ)组阳性细胞率显著高于
阴性对照(ＮａＩＯ３ ＋ＮＣ)组(Ｐ<０.０５)ꎻＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ / ＰＩ
染色表明在 ＮａＩＯ３ 诱导损伤下ꎬ ＡＢＣＡ４ 敲低 ( ＮａＩＯ３ ＋
ＡＢＣＡ４－ＫＤ)组总凋亡率显著高于阴性对照(ＮａＩＯ３ ＋ＮＣ)
组(Ｐ<０.０５)ꎮ 以上结果表明ꎬＡＢＣＡ４ 表达降低严重影响
氧化应激条件下的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞存活ꎮ 既往研究表明ꎬ
ＡＢＣＡ４ 下调导致脂褐质堆积(视黄醛代谢障碍)ꎬ经蓝光
激发产生活性氧ꎬ最终激活 Ｃａｓｐａｓｅ 通路[２７－２９]ꎮ 我们推测
这可能是通过以下通路实现:ＡＢＣＡ４ 缺失→脂褐质积累

→蓝光 / 氧化剂诱导 ＲＯＳ 生成→氧化损伤线粒体膜电位
→释放细胞色素 Ｃ→激活 Ｃａｓｐａｓｅ 级联反应(如 Ｃａｓｐａｓｅ－
９ / ３)→最终导致 ＲＰＥ 凋亡ꎮ 这一机制解释了为何干性
ＡＲＭＤ 萎缩灶始于 ＲＰＥ:ＡＢＣＡ４ 表达降低使 ＲＰＥ 更易受
氧化攻击(如老龄相关的蓝光累积)ꎬ而感光细胞因失去
ＲＰＥ 支持继发死亡ꎮ

本研究首次通过整合生信筛选与细胞验证探索
ＡＢＣＡ４ 作为干性 ＡＲＭＤ 治疗靶点的重要价值ꎮ 既往
ＡＢＣＡ４ 研究主要聚焦于 Ｓｔａｒｇａｒｄｔ 病等单基因疾病ꎬ强调
其突变导致脂褐质积累和光感受器变性[７－９]ꎮ 与本研究
发现一致的是ꎬＺｅｒｎａｎｔ 等[８]指出 ＡＢＣＡ４ ｈｙｐｏｍｏｒｐｈｉｃ 等位

基因与 ＡＲＭＤ 风险相关ꎬ但缺乏直接实验验证ꎮ 在机制
上ꎬ既 往 研 究 多 描 述 ＡＢＣＡ４ 在 视 循 环 中 的 转 运 功
能[１０－１２]ꎮ 而本研究通过生信分析首次将 ＡＢＣＡ４ 确立为
干性 ＡＲＭＤ 的 Ｈｕｂ 基因ꎬ拓展了其疾病关联范围ꎬ通过细
胞实验证明 ＡＢＣＡ４ 缺失直接增强氧化应激诱导的 ＲＰＥ
凋亡ꎬ突出了其在 ＡＲＭＤ 病理中的核心作用ꎬ这与 Ａｂｄｏｕｈ
等[２９]报道的蓝光诱导 ＲＯＳ－ＲＰＥ 凋亡机制相呼应ꎮ 然而ꎬ
本研究存在一定局限性:首先ꎬ生信分析基于单一数据集
ＧＳＥ２９８０１ꎬ虽样本量较大ꎬ但未进行多重检验校正ꎬ可能
增加假阳性风险ꎬ未来需整合多组学数据(如 ＲＮＡ－ｓｅｑ)
以验证稳健性ꎮ 其次ꎬ细胞实验虽证实 ＡＢＣＡ４ 缺失加剧
凋亡ꎬ但下游机制如 ＲＯＳ－自噬串扰、铁死亡等未深入探
讨ꎬ后续拟通过动物模型(如 ＡＢＣＡ４ 敲除小鼠)和信号通
路抑制剂实验明确分子网络ꎮ 此外ꎬＮａＩＯ３模型虽广泛使
用ꎬ但不能完全模拟人类 ＡＲＭＤ 的慢性进程ꎬ结合光损伤
或遗传模型可能更全面ꎮ

本研究通过生信分析发现 ＡＢＣＡ４ 作为 Ｈｕｂ 基因参与
ＡＲＭＤ 病理过程ꎬ细胞实验进一步证明抑制 ＡＢＣＡ４ 表达
可以加剧氧化应激诱导的 ＲＰＥ 细胞凋亡ꎬ靶向 ＡＢＣＡ４ 治
疗有望突破干性 ＡＲＭＤ 治疗困境ꎮ 后续拟构建 ＡＢＣＡ４
特异性基因敲除小鼠ꎬ进一步探索 ＡＢＣＡ４ 在干性 ＡＲＭＤ
中的作用ꎮ
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