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母体炎性暴露对子代小鼠受 ＩＲＢＰ 抗原诱导
的葡萄膜炎的影响

徐菲１，刘健萍２，董世访３，皇辉１，龚心怡１，胡开娇１，陈飞兰１∗
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重庆　 ４０００４２； ３． 重庆医科大学附属儿童医院儿研所，国家儿童健康与疾病临床医学研究中心，

儿童发育疾病研究教育部重点实验室，重庆　 ４０００１４）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨母体葡萄膜炎暴露对子代小鼠受光感受器间视黄醇结合蛋白（ｉｎｔｅｒｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｒｅｔｉｎｏｉｄ⁃
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＲＢＰ）诱导的实验性自身免疫性葡萄膜炎（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｕｖｅｉｔｉｓ，ＥＡＵ）免疫效应的影响。
方法　 从本课题组前期获得的受双亲 ＥＡＵ 暴露的子代 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠眼球的 ＲＮＡ 测序转录组数据中，筛选免疫

相关差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ）。 利用基因本体论（Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和京都基因与基因

组百科全书（Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）的富集分析，确定这些免疫相关的差异表达基因生物

学途径。 通过蛋白质互作网络（ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋｓ，ＰＰＩ）分析交集基因以此鉴定出枢纽基因。 进一

步通过荧光定量聚合酶链反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ，ｑＰＣＲ）确定筛选出的异常表达的枢纽基因是否也在受母

体葡萄膜炎影响的子代小鼠中差异表达，最后通过视网膜抗原 ＩＲＢＰ６５１⁃６７０ 诱导受母体活动期炎症影响的子代以评

价母体葡萄膜炎对子代患葡萄膜炎的易感性以及相关免疫效应的影响。 结果　 从受双亲葡萄膜炎影响的子代小

鼠眼球组织中鉴定出 ７２ 个免疫相关差异基因。 这些基因主要富集参与 Ｔｏｌｌ 样受体信号通路、ＭＡＰＫ 信号通路以

及 Ｂ 细胞受体信号通路等。 进一步进行 ＰＰＩ 网络互作分析，筛选出 ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ２６Ｓ ｓｕｂｕｎｉｔ， ＡＴＰａｓｅ ５ （Ｐｓｍｃ５）、
ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ２６Ｓ ｓｕｂｕｎｉｔ， ＡＴＰａｓｅ ３ （ Ｐｓｍｃ３）、ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ２６Ｓ ｓｕｂｕｎｉｔ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ｎｏｎ⁃ＡＴＰａｓｅ ４ （ Ｐｓｍｄ４） 和

ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ２６Ｓ ｓｕｂｕｎｉｔ， ｎｏｎ⁃ＡＴＰａｓｅ ８ （Ｐｓｍｄ８） 这 ４ 个枢纽基因。 ｑＰＣＲ 检测证实受母体葡萄膜炎影响的子代小鼠

中也上调表达这 ４ 个枢纽基因。 而且与健康子代相比，１５０ μｇ ＩＲＢＰ 抗原诱导可增加受活动期炎症影响的子代

ＥＡＵ 临床表现的严重程度和病理组织学损伤（Ｐ ＝ ０􀆰 ００８７，Ｐ ＝ ０􀆰 ０４１０）；另外，受母体活动期炎症影响的子代在

ＩＲＢＰ 诱导的 ＥＡＵ 中脾 Ｔ 细胞增殖功能增强，其血清中产生的细胞因子 ＩＬ⁃１７ 和 ＩＬ⁃６ 增加（Ｐ ＝ ０􀆰 ０４５０，Ｐ ＝
０􀆰 ０３００）。 结论　 母体活动性炎症暴露加剧子代小鼠受 ＩＲＢＰ 诱导的 ＥＡＵ 疾病的严重性，增强抗原特异性 Ｔ 细胞增

殖以及血清中 ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃６ 的产生，可能与受影响的子代上调表达的 ４ 个枢纽基因 Ｐｓｍｃ５、Ｐｓｍｃ３、Ｐｓｍｄ４、Ｐｓｍｄ８ 相关。
【关键词】 　 实验性自身免疫性葡萄膜炎；胚胎炎性暴露；子代；枢纽基因；炎症严重程度
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ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ， ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ， ａｎｄ Ｂ ｃｅｌｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ．
Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｏｕｔ ｆｏｕｒ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ， Ｐｓｍｃ５， Ｐｓｍｃ３， Ｐｓｍｄ４， ａｎｄ Ｐｓｍｄ８，
ａｎｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｆｏｕｒ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｄｕｌｔ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｆｒｏｍ ｍｏｔｈｅｒｓ ｗｉｔｈ ａｃｔｉｖｅ ｕｖｅｉｔｉｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ １５０ μｇ ＩＲＢＰ ｓｈｏｗｅｄ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ｉｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ＥＡＵ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈｙ
ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｇｒｏｕｐ（Ｐ ＝ ０􀆰 ００８７， Ｐ ＝ ０􀆰 ０４１０）． Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ， Ｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｗａｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｔａｇｅ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ （ ＩＬ）⁃１７ ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ ＝
０􀆰 ０４５０， Ｐ ＝ ０􀆰 ０３００）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｐｓｍｃ５， Ｐｓｍｃ３， Ｐｓｍｄ４， ａｎｄ Ｐｓｍｄ８ ｍａｙ ｂｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｇｅｎｅｓ ｅｘａｃｅｒｂａｔｉｎｇ ｕｖｅｉｔｉｓ
ｉｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｏｆ ｍｏｔｈｅｒｓ ｗｉｔｈ ａｃｔｉｖｅ ｕｖｅｉｔｉｓ， ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ Ｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１７ ａｎｄ ＩＬ⁃６．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｕｖｅｉｔｉｓ； ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｘｐｏｓｕｒｅ； ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ； ｐｉｖｏｔａｌ ｇｅｎｅ；
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｓｅｖｅｒｉｔｙ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 葡萄膜炎（ ｕｖｅｉｔｉｓ）是一类世界性的致盲性眼

病，也是我国最常见的眼内炎症性疾病，其炎症主

要累及眼组织内的葡萄膜、视网膜、视网膜血管和

玻璃体等。 非感染性葡萄膜炎作为我国最主要的

葡萄膜炎类型之一，占所有葡萄膜炎的 ４３􀆰 ６％。 其

平均发病年龄为 ３５􀆰 ４ 岁，以 ３０ ～ ３９ 岁最多，由此

可见工作年龄和生育年龄人群是非感染性葡萄膜

炎高危年龄群［１］。 家族聚集性研究发现，患葡萄膜

炎的母亲其所生孩子在一定年龄时也会患上葡萄

膜炎［２－３］。 而且，流行病学调查结果显示，患葡萄膜

炎的儿童越来越多，越来越幼龄化［４］。
近年来，研究发现孕妇孕期健康对后代健康和

疾病风险的形成具有重要作用。 母体免疫激活会

影响子代成年后多种疾病的发生，如自闭症谱系障

碍（ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＡＳＤ）、注意力缺陷多动

障 碍 （ ａｔｔｅｎｔｉｏｎ ｄｅｆｉｃｉｔ ａｎｄ ｈｙｐｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｉｓｏｒｄｅｒ，
ＡＤＨＤ）、 图雷氏综合征 （ Ｔｏｕｒｅｔｔｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＴＳ）
等［５］。 另外，母亲孕期受到的急性或慢性炎症刺

激，也可通过炎症细胞信号通路和表观遗传学机制

将影响传递给胎儿。 本课题组前期研究发现，在
Ｂ１０ＲⅢ小鼠和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠中，双亲发生实验性

自 身 免 疫 性 葡 萄 膜 炎 （ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ
ｕｖｅｉｔｉｓ，ＥＡＵ） 可增加子代鼠患葡萄膜炎的易感

性［６－７］。 但母体孕期葡萄膜炎是否能影响成年子代

对视网膜抗原诱导的葡萄膜炎并不清楚。
由此，本课题组从前期受双亲 ＥＡＵ 影响的

８９２
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Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠子代 ＲＮＡ 转录组测序数据中筛选出

与免疫相关的差异表达基因，通过基因本体（Ｇｅｎｅ
Ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）富集分析，京都基因与基因组百科全

书 （ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ） 和 蛋 白 质 互 作 网 络 （ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋｓ，ＰＰＩ）分析，筛选出可能参与子

代易感性的 ４ 个上调表达的枢纽基因 Ｐｓｍｃ５、
Ｐｓｍｃ３、Ｐｓｍｄ４、Ｐｓｍｄ８，随后研究人员通过荧光定量

聚合酶链反应（ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ，ｑＰＣＲ），
证实受母体孕期葡萄膜炎影响的子代上调表达这

４ 个枢纽基因，进一步发现受影响的子代在 １５０ μｇ ／
２００ μＬ 免疫剂量下产生更严重的葡萄膜炎，血清中

细胞因子 ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃６ 增加，由此提示母体葡萄膜炎

可能通过上调免疫相关基因加剧成年子代受视网

膜抗原诱导的葡萄膜炎严重程度，可为葡萄膜炎危

险因素预测提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

８ ～ １２ 周 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ４８ 只（雌性 ２７
只，雄性 ２１ 只），体重约为 ２５ ｇ，购自重庆医科大学

实验动物中心【ＳＣＸＫ（渝）２０２２－００１０】，饲养于重庆

医科大学实验动物中心屏障环境系统【ＳＹＸＫ（渝）
２０２２－００１６】。 实验动物可自由采食和饮水，维持 １２
ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替照明，湿度 ３０％ ～ ７０％，温度保持

在 ２２ ～ ２５ ℃。 本研究中的所有程序都遵循重庆医

科大学医学研究伦理委员会动物使用声明中关于

动物护理和使用的指导方针，经过重庆医科大学医

学研究伦理委员会批准（ＩＡＣＵＣ：２０２１０６４）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ （ ＬＡＱＧＡＹＲＴＡＶＤＬＥＳＬＡＳＱＬＴ， 强 耀

生物科技有限公司，中国），结核菌素（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ， ＴＢ， Ｓｉｇｍａ， 美 国 ）， 完 全 弗 氏 佐 剂

（Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ ａｄｊｕｖａｎｔ ｃｏｍｐｌｅｔｅ，ＣＦＡ，Ｓｉｇｍａ，美国），百
日咳毒素（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ，ＰＴＸ，Ｌｉｓｔ，美国），ＭＴＴ
（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，中国）， ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （ ｍｏｕｓｅ ＩＬ⁃１７Ａ ／ Ｆ
ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒ ＤｕｏＳｅｔ ＥＬＩＳＡ； ｍｏｕｓｅ ＩＬ⁃６ ｑｕａｎｔｉｋｉｎｅ
ＥＬＩＳＡ ｋｉｔ； ｍｏｕｓｅ ＴＮＦ⁃α ＤｕｏＳｅｔ ＥＬＩＳＡ， Ｒ＆Ｄ
ｓｙｓｔｅｍｓ，美国），ｑＰＣＲ 相关试剂 （ ＲＮＡ 提取液；引
物；逆转录试剂盒等，武汉赛维尔生物科技有限公

司，中国）。 ＬＳ 裂隙灯显微镜检查仪（上邦医疗设备

有限 公 司， 中 国）， 双 目 间 接 检 眼 镜 检 查 系 统

（Ｋｅｅｌｅｒ，英国），酶标仪（Ｃｒｙｓｔａｌ，美国），酶联免疫检

测仪（Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ，美国），荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，
美国），超微量分光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＥＡＵ 模型的建立

为诱 导 母 本 ＥＡＵ， 取 溶 解 于 ＰＢＳ 的 人

ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ 多肽溶液与包含 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 结核菌素的

完全弗氏佐剂按 １ ∶ １ 比例混合，充分乳化后，将包

含 １５０ μｇ 人 ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ 多肽的 ２００ μＬ 乳化剂注射

至 ３ 只 ８ ～ １２ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 雌鼠，分 ４ 点皮下注

射至小鼠背部两侧和尾根部两侧，随后腹腔注射

１ μｇ 的百日咳毒素（母本免疫组，ＭＧ），同时设立正

常未免疫 ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ 的健康对照（ＨＧ）。 ＭＧ 于免疫

后第 １５ 天出现炎症临床表现后，将免疫后的雌鼠与

健康雄鼠按 ３ ∶ ２ 进行合笼交配。 同时，以未经抗原

免疫健康双亲所产同日龄的健康子代作为对照。
实验重复 ３ 次。 次日早上开始检查雌性小鼠的阴

栓，以出现阴栓作为孕期第 １ 天。 为研究母本 ＥＡＵ
对子代 ＥＡＵ 易感性和严重性的影响，分别对 ８ ～ １２
周的母本 ＥＡＵ 炎症活动期子代小鼠和健康子代小

鼠皮下注射 １５０ μｇ ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０，该 ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ 乳化在

含有 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 结核分枝杆菌的 ２００ μＬ ＣＦＡ 中，
同时腹腔注射 ０􀆰 ５ μｇ ＰＴＸ，得到炎症活动期子代组

（ＥＧ）和健康子代组（ＣＧ）。 子代 ＥＡＵ 模型实验重

复 ３ 次，每次 ＥＧ 和 ＣＧ 各 ３ 只。
１􀆰 ２􀆰 ２　 临床及组织学检查

子代小鼠免疫后自第 ８ ～ ９ 天起使用裂隙灯和

眼底镜检查眼前端和眼底临床症状，每周检查 ２ ～
３ 次。 母本 ＥＡＵ 小鼠于免疫后第 ７２ 天取材。 取抗

原诱导的 ＥＧ 和 ＣＧ 小鼠在炎症高峰期（免疫后的

２７ ｄ）摘取眼球组织。 眼球组织放置于 ４％戊二醛缓

冲液中固定 ６０ ｍｉｎ 后，再浸泡于 １０％中性福尔马林

中固定 ２４ ｈ。 将固定后的眼球进行脱水、透明、石蜡

包埋、切片以及苏木素⁃伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ，
ＨＥ）染色、光学显微镜下观察。 采用双盲法参照

ＣＡＳＰＩ［８］报道的方法进行病理组织学的炎症评分。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｔ 淋巴细胞增殖实验

子代免疫后第 ２７ 天，取 ＥＧ 和 ＣＧ 小鼠的脾和

淋巴结。 通过尼龙羊毛柱富集脾和淋巴结中的抗

原呈递细胞（ ａｎｔｉｇｅｎ⁃ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ，ＡＰＣ）和 Ｔ 细

胞。 然后，分别将 １ × １０５ 个 ＡＰＣ 细胞和 ４ × １０５ 个

Ｔ 细胞加入 ９６ 孔板中， 再向上述体系添加含

ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ 的完全培养基，使体系最终浓度分别为

９９２
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０、１０、２０ μｇ ／ ｍＬ，在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 中孵育 ７２ ｈ。 然

后加入 ＭＴＴ，使用酶联免疫检测仪检测 ４９０ ｎｍ 处

ＯＤ 值。
１􀆰 ２􀆰 ４　 细胞因子检测

母本免疫后 ７２ ｄ 收集其外周血血清，使用酶联

免 疫 吸 附 （ ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）试剂盒检测细胞因子 ＩＬ⁃６ 的产生，并取健康

小鼠血清作为对照。 此外，收集子代免疫后第 ２７
天，ＥＧ 和 ＣＧ 小鼠的外周血血清，使用酶标仪检测

ＩＬ⁃１７、ＩＬ⁃６ 以及 ＴＮＦ⁃α 的表达。 细胞因子的 ＥＬＩＳＡ
检测步骤严格按照说明书操作，大致分为以下步

骤：包被一抗、样品稀释、加入待测样本、孵育二抗、
辣根过氧化物酶孵育、Ａ ／ Ｂ 显色剂孵育、终止显色、
酶标仪检测（４５０ ｎｍ 和 ５４０ ｎｍ）。
１􀆰 ２􀆰 ５　 荧光定量聚合酶链反应（ｑＰＣＲ）

为 了 验 证 枢 纽 基 因 的 表 达， 在 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ Ｂｉｏ⁃ｒａｄ ＣＦＸ ９６ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测系统

上，采用 ｑＰＣＲ（９５ ℃ ３０ ｓ 预变性，９５ ℃ １５ ｓ 变性，
６０ ℃ ３０ ｓ 退火 ／延伸共 ４０ 个循环，从 ６５ ～ ９５ ℃，
每升温 ０􀆰 ５ ℃，采集 １ 次荧光信号生成熔解曲线）。
方法对 ４ 个基因和 Ｃｅｌ⁃ｍｉＲ⁃３９⁃３Ｐ 外源控制基因进

行了 ３ 次表达。 引物序列见表 １。 采用 ２－ΔΔＣｔ 法测

定相对基因表达量。

表 １　 ｑＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＰＣＲ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列（５’－３’）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

Ｃｅｌ⁃ｍｉＲ⁃３９⁃３ｐ
Ｆ：ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＴＣＡＣＣＧＧＧＴＧＴＡＡＡＴＣ

Ｒ：ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡ
ＴＴＣＡＧＴＴＧＡＧＣＡＡＧＣＴＧＡ

Ｐｓｍｃ５ Ｆ：ＧＧＴＧＣＣＡＧＡＣＴＣＡＡＣＣＴＡＣＧＡ
Ｒ：ＣＡＡＡＣＡＧＣＴＣＣＣＴＣＡＣＣＡＴＴＣ

Ｐｓｍｃ３ Ｆ：ＣＣＴＧＣＣＧＴＡＣＣＴＴＧＴＣＴＣＣＡ
Ｒ：ＧＣＡＴＣＣＡＣＣＡＡＣＣＣＡＡＴＣＡＣＴ

Ｐｓｍｄ４ Ｆ：ＣＴＣＧＧＡＴＧＡＣＧＣＣＣＴＡＣＴＧＡ
Ｒ：ＧＡＣＧＴＣＡＴＡＧＴＣＡＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＴ

Ｐｓｍｄ８ Ｆ：ＣＣＴＣＡＡＴＣＴＣＣＴＣＴＴＣＣＴＧＣＴＡＴ
Ｒ：ＧＣＴＴＴＣＧＧＣＡＧＧＧＡＴＧＴＴＣ

１􀆰 ２􀆰 ６　 ＲＮＡ 测序数据

数据来自本课题组前期的双亲免疫 ５００ μｇ
ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ 的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠炎性后代眼球组织

ＲＮＡ 测 序 （ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ） 结 果［６］。 利 用 Ｒ 软 件 包

ＤＥＳｅｑ２（ ｖｅｒｓｉｏｎ １􀆰 ３２􀆰 ０）进行差异分析（将􀰙 ｌｏｇ２
（ＦＣ）􀰙 ＞ ２ 且 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 的基因鉴定为 ＤＥＧｓ），筛
选数据中与免疫相关的差异基因，进一步对交集基

因进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路富集分析。 最后进行 ＰＰＩ

网络互作分析，包括度数（ＤＥＧＲＥＥ）、最大集团中心

性（ｍａｘｉｍｕｍ ｇｒｏｕｐ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ，ＭＣＣ）、最大邻域分量

（ｍａｘｉｍｕｍ ｎｅｉｇｈｂｏｒｈｏｏｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＭＮＣ）、边缘渗

透分量（ｅｄｇｅ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＥＰＣ）、最大邻域

分 量 的 密 度 （ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｍａｘｉｍｕｍ ｎｅｉｇｈｂｏｒｈｏｏｄ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＤＭＮＣ），使用 Ｃｙｔｏｈｕｂｂａ ３􀆰 １０􀆰 １ 软件对

ＰＰＩ 中的关键基因进行分析，根据基因的节点度和

相互作用网络筛选出枢纽基因。
１􀆰 ３　 统计学分析

实验重复 ２ ～ ３ 次，以保证数据的准确性。 数

据的统计分析采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０，并以平均值 ± 标准

误差（􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ）的形式呈现。 实验组和对照组小鼠的

临床及组织病理学评分通过 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验

或 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验进行比较。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差

异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 免疫相关差异基因的筛选

首先分析了来自先前双亲 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠 ＥＡＵ
子代的眼球转录组测序数据集与健康双亲所生的

健康子代样本之间的差异基因［６］，根据两（组）样品

之间表达水平的相对高低，确定出差异基因中表达

上调和下调基因。 如图 １ 所示，与 ＨＧ 样本相比，双
亲 ＥＡＵ 子代眼球样本中共鉴定出 １６５２ 个差异基

因，其中包括 １１０８ 个上调基因和 ５４４ 个下调基因

（图 １Ａ）；其中与免疫相关的基因有 ７２ 个（图 １Ｂ）。
２􀆰 ２　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 途径富集分析

对选取的 ７２ 个交集基因进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通

路富 集 分 析。 从 ＧＯ 分 析 中 提 取 的 生 物 过 程

（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）结果显示，ＤＥＧｓ 主要富集于

细胞趋化作用、趋化因子产生的活化以及趋化因子

产生的调控等方面（图 ２Ａ）；前 ３ 个富集的细胞组分

（ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）分别是蛋白酶体、内肽酶体

和分泌颗粒管腔 （图 ２Ｂ）； 分子功能 （ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）分析显示，前 ３ 位富集的功能分别是

荷尔蒙活性、趋化因子结合、细胞因子活性 （图

２Ｃ）。 进一步对 ７２ 个交集基因进行了 ＫＥＧＧ 通路

富集分析。 结果表明，这些基因显著富集于 Ｔｏｌｌ 样
受体信号通路、ＭＡＰＫ 信号通路以及 Ｂ 细胞受体信

号通路等关键通路（图 ２Ｄ）。
２􀆰 ３　 ＰＰＩ 网络和枢纽基因分析

为深入分析交集基因涉及的关键生物学通路，
利用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 构建了 ＰＰＩ 网络，
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注：Ａ：差异表达基因；红色：上调基因；绿色：下调基因；Ｂ：差异表达基因与免疫相关基因的交集；ＤＥＧｓ：差异表达基因；ＩＲＧｓ：免疫相关基因。

图 １　 双亲 ＥＡＵ 子代小鼠差异表达基因火山图以及 ＤＥＧｓ 和 ＩＲＧｓ 交集基因

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｒｅｄ． Ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｇｒｅｅｎ． Ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｂ． Ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
ｉｍｍｕｎｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． ＤＥＧｓ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ． ＩＲＧｓ． Ｉｍｍｕｎｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ＤＥＧｓ ａｎｄ ＩＲＧｓ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｏｆ ｐａｒｅｎｔａｌ ＥＡＵ

图 ２　 双亲 ＥＡＵ 子代小鼠差异表达基因富集分析

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｏｆ ｐａｒｅｎｔａｌ ＥＡＵ
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探索 ７２ 个 基 因 之 间 潜 在 的 相 互 作 用。 通 过

Ｃｙｔｏｈｕｂｂａ ３􀆰 １０􀆰 １ 软件，分别使用 ＤＥＧＲＥＥ、ＭＣＣ、
ＭＮＣ、ＥＰＣ、ＤＭＮＣ 这 ５ 种算法分析，通过绘制不同

算法的交集得出枢纽基因（图 ３）。 结果显示，ＰＰＩ
网络中前 ４ 位的枢纽基因分别为 Ｐｓｍｃ５、Ｐｓｍｃ３、
Ｐｓｍｄ４、Ｐｓｍｄ８，提示亲本 ＥＡＵ 可能影响子代。

图 ３　 双亲 ＥＡＵ 子代小鼠差异表达基因 ＰＰＩ 互作网络

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＰＰＩ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｏｆ ｐａｒｅｎｔａｌ ＥＡＵ

２􀆰 ４　 来源于母本 ＥＡＵ 不同孕期的子代划分

为了探究枢纽基因是否参与母本 ＥＡＵ 影响子

代 ＥＡＵ 的过程，建立了母本 ＥＡＵ 模型。 结果显示，
母本于免疫后 １５ ｄ 开始发病，１８ ｄ 左右达到炎症高

峰期（视盘出现明显的炎性渗出物，视网膜血管鞘

形成，结膜严重充血），随后炎症逐渐消退，至 ４４ ｄ
进入炎症缓解期 （图 ４Ａ）。 此外，与正常未免疫

ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ 的 ＨＧ 相比，免疫后第 ７２ 天母本小鼠的

外周血血清中检测到细胞因子 ＩＬ⁃６ 的显著上调（图
４Ｂ，Ｐ ＝ ０􀆰 ０２７０）。 上述结果表明母本 ＥＡＵ 模型的

成功构建，根据炎症变化，研究人员将来自母本

ＥＡＵ 小鼠免疫后第 １５ ～ ４４ 天发育的胎鼠定义为源

于炎症活动期的子代小鼠（ＺＧ），４４ ｄ 及之后发育的

胎鼠定义为源于炎症缓解期的子代小鼠。

２􀆰 ５　 受母本 ＥＡＵ 影响的子代表达上调枢纽基因

为进一步了解受母本 ＥＡＵ 影响的子代小鼠是

否与受双亲葡萄膜炎影响的子代小鼠相同上调表

达上述 ４ 个免疫相关枢纽基因，收集受母本 ＥＡＵ 影

响的 ＺＧ 和 ＨＧ 小鼠外周血，分离获得血清，应用

ｑＰＣＲ 法检测 ４ 个差异基因的表达水平。 如图 ５ 所

示，与 ＨＧ 相比，受母本 ＥＡＵ 炎症活动期影响的 ＺＧ
均显著上调表达 Ｐｓｍｃ５、Ｐｓｍｃ３、Ｐｓｍｄ４、Ｐｓｍｄ８（依次

为：Ｐ ＝ ０􀆰 ００７６， Ｐ ＝ ０􀆰 ０２７９， Ｐ ＝ ０􀆰 ００４９， Ｐ ＝
０􀆰 ００２６）。
２􀆰 ６　 母本活动性炎症可加剧子代受 ＩＲＢＰ 免疫诱

导的 ＥＡＵ 炎症反应

为了评价母本活动期炎症是否影响成年后的

子代受视网膜抗原免疫诱导反应，研究人员对 ＥＧ
和 ＣＧ 小鼠进行 １５０ μｇ ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ 抗原免疫诱导。
如图 ６Ａ 所示，ＥＧ 小鼠从免疫后第 ８ 天开始发病，
到炎症活动高峰期免疫后 １３ ～ ２７ ｄ，眼底出现中度

炎症，表现为明显的视盘模糊、视网膜点状病变以

及血管套；如图 ６Ｂ 所示，ＣＧ 小鼠仅在免疫后第 １３
天出现轻微视盘炎症，炎症活动期子代的临床评分

２０３



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ３ 月第 ３２ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ３

注：Ａ：母本 ＥＡＵ 的临床表现；Ｄ１５ ～ Ｄ４７ 为免疫后天数（Ｄ１５：免疫后第 １５ 天）；Ｂ：母本 ＥＡＵ 血清中 ＩＬ⁃６ 的表达；与 ＨＧ 相比，∗Ｐ ＜
０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ４　 母本 ＥＡＵ 的临床表现（ｎ ＝ ６）和血清中 ＩＬ⁃６ 表达（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍａｔｅｒｎａｌ ＥＡＵ． Ｄ１５ ｔｏ Ｄ４７ ａｒｅ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ （Ｄ１５． Ｄａｙ １５ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ） ．

Ｂ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｍａｔｅｒｎａｌ ＥＡＵ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ （ｎ ＝ ６） ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６ ｉｎ ｍａｔｅｒｎａｌ ＥＡＵ （ｎ ＝ ３）

注：与 ＨＧ 相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ５　 ｑＰＣＲ 法验证 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 测序差异表达基因

情况（ｎ ＝ ４）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ｑＰＣＲ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ（ｎ ＝ ４）

显著高于正常对照组（Ｐ ＝ ０􀆰 ０２４７）。 此外，如图 ６Ｃ
病理组织学所示，ＥＧ 小鼠出现明显视网膜折叠或

损伤，视盘血管和玻璃体腔中，可见散在的炎性细

胞浸润，而 ＣＧ 小鼠眼底只有极少数的炎性细胞浸

润。 图 ６Ｄ 显示，ＥＧ 小鼠组织病理学评分也显著性

升高（Ｐ ＝ ０􀆰 ０４１０）。

２􀆰 ７　 母本活动期炎症所孕子代产生 ＩＲＢＰ 特异性

Ｔ 细胞增殖增强反应

于 １５０ μｇ ＩＲＢＰ 免疫后第 ２７ 天炎症高峰期取

材，收集 ＥＧ 和 ＣＧ 小鼠 ＡＰＣ 细胞和 Ｔ 淋巴细胞，分
别进行含 ＩＲＢＰ 或不含 ＩＲＢＰ 体外共培养。 结果显

示，ＥＧ 小鼠 Ｔ 细胞的增殖能力显著高于 ＣＧ 小鼠，
且其增殖能力随 ＩＲＢＰ 浓度增加而增强（图 ７，Ｐ ＝
０􀆰 ０００２，Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）。 以上结果提示，
母本 ＥＡＵ 可通过影响子代小鼠的视网膜抗原特异

的 Ｔ 细胞增殖而调控对子代葡萄膜炎的严重程度。
２􀆰 ８　 母本活动性炎症所孕子代诱导的 ＥＡＵ 产生

更多的细胞因子 ＩＬ⁃１７ 和 ＩＬ⁃６
为了评估炎症活动期子代外周血细胞因子的

产生情况，在抗原免疫后第 ２７ 天，离心收集免疫后

的 ＥＧ 和 ＣＧ 小鼠外周血血清，使用 ＥＬＩＳＡ 法检测

炎症高峰期小鼠血清中细胞因子产生。 结果显示，
与 ＣＧ 相比，ＥＧ 小鼠血清中效应性 Ｔｈ１７ 细胞特异

性细胞因子 ＩＬ⁃１７ 和 ＡＰＣ 相关细胞因子 ＩＬ⁃６ 显著

性升高（图 ８，Ｐ ＝ ０􀆰 ０４５０，Ｐ ＝ ０􀆰 ０３００），ＴＮＦ⁃α 并

无显著性差异（Ｐ ＝ ０􀆰 ５７３０）。 以上结果表明，母本

ＥＡＵ 可能通过增加子代鼠 ＥＡＵ 中细胞因子 ＩＬ⁃１７
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注：Ａ：子代小鼠的临床表现；Ｂ：子代小鼠的临床评分（ｎ ＝ ６）；Ｃ：子代小鼠的病理组织学表现；Ｄ：子代小鼠的病理组织学评分（ｎ （ＣＧ） ∶ｎ

（ＥＧ） ＝ ６ ∶１０）；五角星表示视网膜折叠或损伤；与 ＣＧ 相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ６　 免疫 １５０ μｇ ＩＲＢＰ 子代小鼠的 ＥＡＵ 炎症反应

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ． Ｂ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ （ｎ ＝ ６）． Ｃ． Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ．

Ｄ． Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ （ｎ （ＣＧ） ∶ｎ （ＥＧ） ＝ ６ ∶１０） ． Ｐｅｎｔａｇｒａｍｓ ｓｈｏｗ ｒｅｔｉｎａｌ ｆｏｌｄｉｎｇ ｏｒ ｄａｍａｇｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＧ， ＃Ｐ ＜
０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ １５０ μｇ ＩＲＢＰ

注：与 ＣＧ 相比，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， ＃＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。

图 ７　 免疫 １５０ μｇ ＩＲＢＰ 子代小鼠的 Ｔ 细胞增殖（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＧ， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， ＃＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｔ⁃ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ
ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ １５０ μｇ ＩＲＢＰ（ｎ ＝ ３）

图 ８　 免疫 １５０ μｇ ＩＲＢＰ 子代小鼠血清中炎性

细胞因子的表达（ｎ ＝ ３）
Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ

ｓｅｒｕｍ ｏｆ １５０ μｇ ＩＲＢＰ（ｎ ＝ ３）
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和 ＩＬ⁃６ 的产生，从而增加对母本 ＥＡＵ 严重性的

影响。

３　 讨论

在本研究中，利用 Ｒ 语言对先前双亲 ＥＡＵ
Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠子代 ＲＮＡ 转录组数据进行深入挖

掘，通过 ＧＯ、ＫＥＧＧ 以及 ＰＰＩ 网络互作分析，筛选出

参与亲本葡萄膜炎影响子代的 ４ 个枢纽基因：
Ｐｓｍｃ５、Ｐｓｍｃ３、Ｐｓｍｄ４、Ｐｓｍｄ８，可能通过调控 Ｔｏｌｌ 样
受体信号通路、ＭＡＰＫ 信号通路以及 Ｂ 细胞受体信

号通路等途径来发挥作用。 此外，本文进一步研究

了胚胎期葡萄膜炎暴露对新生 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠患葡

萄膜炎的影响。 数据表明，这 ４ 个基因在受母本葡

萄膜炎影响的炎症活动期子代小鼠（ＺＧ）中上调表

达。 此外，与 ＣＧ 小鼠相比，１５０ μｇ ＩＲＢＰ ６５１⁃６７０ 诱导

的受母本 ＥＡＵ 影响的炎症活动期 ＥＧ 小鼠葡萄膜

炎的严重程度增强。
与先前报道的研究结果相符［６］，本研究在炎性

后代免疫后 ２７ ｄ 的血清中检测到参与亲本葡萄膜

炎影响子代发生发展的枢纽基因 Ｐｓｍｃ５、Ｐｓｍｃ３、
Ｐｓｍｄ４、Ｐｓｍｄ８ 的显著上调。 这 ４ 个基因一直是神

经退行性疾病（阿尔茨海默症、肌萎缩性脊髓侧索

硬化症、脊髓灰质炎等）或癌症（直肠癌、肺腺癌、乳
腺癌等）等领域广泛关注的基因。 近期研究发现，
Ｐｓｍｃ５ 和 Ｐｓｍｃ３ 蛋白酶体基因通过产生变体扰动

Ｔ 细胞Ⅰ型干扰素（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）信号传导通路，
在蛋白酶体相关自身炎症综合征 （ ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｕｔｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＰＲＡＡＳ ） 致

病［９］、神经发育障碍发病机制等方面起促进作

用［１０］。 此外，Ｐｓｍｃ５ 可以调节多种途径，包括上皮⁃
间充质转化、缺氧和免疫反应等，Ｐｓｍｃ５ 还与 ＣＤ８＋

Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞的水平呈负相关，可以促进巨噬细

胞和中性粒细胞的浸润［１１］。 一项关于年龄相关性

黄斑变性（ａｇｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，ＡＭＤ）的
研究发现，控制蛋白质相互作用时空顺序的 Ｈｓｐ９０
与 Ｐｓｍｄ４ 和 Ｐｓｍｄ８ 相互作用，以调节 ＡＭＤ 进展过

程中错误折叠蛋白的降解。 Ｐｓｍｄ４ 通过编码蛋白，
招募核因子 κＢ 抑制因子 α（ＮＦ⁃ｋａｐｐａ⁃Ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ａｌｐｈａ，ＩκＢ⁃α）进而活化 Ｂ 细胞核因子 ｋａｐｐａ 轻链增

强子（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃ｋａｐｐａ Ｂ，ＮＦ⁃κＢ），以诱导细胞衰

老［１２］。 而 Ｐｓｍｄ８ 作为 １９Ｓ 蛋白酶体调节复合体亚

基，主要参与能量代谢、ＤＮＡ 复制、蛋白质合成等生

物过程。 研究发现，Ｐｓｍｄ８ 的过表达可显著增强卵

巢癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力［１３］。 本文结果与

之前的报道一致［６－７］，即暴露于母本活动性炎症的

子代小鼠在视网膜抗原刺激下可产生更严重的炎

性反应：视盘和玻璃体腔中出现大量炎性细胞浸润

以及明显的特异性 Ｔ 细胞增殖。
ＥＡＵ 是一种由 Ｔ 细胞介导的针对神经视网膜

细胞，尤其是光感受器细胞的自身免疫反应。 Ｔｈ１７
是介导自身免疫性葡萄炎的主要致病性 Ｔ 细胞，并
且由 Ｔｈ１７ 细胞产生的高水平 ＩＬ⁃１７ 被认为是致病

性的关键。 研究证明，ＩＲＢＰ １６１－１８０ 诱导的 Ｂ１０ＲⅢ小

鼠 ＥＡＵ 模型，表现出以 Ｔｈ１７ 细胞及其分泌细胞因

子 ＩＬ⁃１７ 为主的免疫反应特征。 并且 Ｂ１０ＲⅢ双亲

葡萄膜炎可能通过 Ｔ 细胞和 ＩＬ⁃１７ 的产生，增加后

代对 ＥＡＵ 的易感性［７］。 而本文在免疫 １５０ μｇ 抗原

的子代小鼠血清中发现 ＩＬ⁃１７ 细胞因子水平升高，
这和之前的研究结果一致［７］，说明 Ｔｈ１７ 细胞在胚

胎期炎性暴露中受到了影响，并可能因此增加了子

代小鼠患葡萄膜的严重程度。 ＩＬ⁃６ 是一种由巨噬细

胞和 Ｔ 细胞产生的多效性细胞因子，被认为是包括

葡萄膜炎在内的自身免疫性疾病的重要介质［１４］。
ＩＬ⁃６ 在生理情况下水平非常低，但在系统性红斑狼

疮、白塞氏病相关性葡萄膜炎、类风湿关节炎等炎

症期间，ＩＬ⁃６ 的水平显著增加［１５－１６］。 而本文在母本

ＥＡＵ 体内和 １５０ μｇ 免疫的子代小鼠体内都发现了

ＩＬ⁃６ 细胞因子明显增加，即 ＩＬ⁃６ 参与了胚胎炎性暴

露增加小鼠患葡萄膜炎严重程度这一过程，并将炎

症传递给胎儿。
综上所述，参与双亲葡萄膜炎影响子代葡萄膜

炎发生发展相关的 ４ 个枢纽基因 Ｐｓｍｃ５、Ｐｓｍｃ３、
Ｐｓｍｄ４、Ｐｓｍｄ８ 还影响了受母本活动性炎症暴露的

子代小鼠，导致子代小鼠在视网膜抗原诱导下产生

更严重的葡萄炎。 因此， Ｐｓｍｃ５、 Ｐｓｍｃ３、 Ｐｓｍｄ４、
Ｐｓｍｄ８ 有望成为预测葡萄膜炎的可能危险因素，为
探讨母本患葡萄膜炎对子代的影响提供理论证据。
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