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AA摘A要!A目的A通过检测增龄相关性听力损失 9B大鼠耳蜗中跨膜丝氨酸蛋白酶 % #501*,O+OS01*+

@0.5+1,+& ,+0)*+% & JKLM99% $ '表皮钠通道
!

#+@)5(+2)12,.T)/OR(1**+2H1& N>1'H

!

$蛋白的表达&初步探讨

其在增龄相关性听力损失中的作用% 方法A 选用 % '!# 及 #& 月龄 9B大鼠各 %$ 只&应用免疫组化'

U+,5+0* S2.5技术检测各组大鼠耳蜗中 JKLM99% 'N>1'H

!

蛋白表达水平% 结果A随月龄增大&大鼠 ?;M

阈值逐渐升高&耳蜗 JKLM99% 'N>1'H

!

蛋白表达水平逐渐降低&差异具有统计学意义 # ! V$=$! $ % 结

论A增龄相关性听力损失大鼠的耳蜗 JKLM99% 'N>1'H

!

蛋白随月龄增大而降低% N>1'H

!

蛋白的变化

与 JKLM99% 呈相关性&提示 JKLM99% 可能通过调节 N>1'H

!

蛋白而起作用%
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AA跨膜丝氨酸蛋白酶 % # 501*,O+OS01*+@0.5+H

1,+& ,+0)*+% &JKLM99% $属于 CC型跨膜丝氨酸

蛋白酶 # 56@+CC501*,O+OS01*+,+0)*+@0.5+1,+,&

JJ9L,$ 家 族 中 的 成 员& 也 称 为 N'̂ 49! '

J?BY!# &是一类跨膜的蛋白水解酶% JKLM99%

基因缺陷是非综合征型常染色体隐性遗传性

聋 B_>;E 与 B_>;!$ 的遗传学基础)!*

&它是发

现的第 ! 个能引起耳聋的蛋白酶% N>1'蛋白

是唯一发现的 JKLM99% 在内耳作用的底物%

在体外试验发现 JKLM99% 蛋白水解过程与

N>1'蛋白介导的电流增加相关% 本研究通过

检测增龄相关性听力损失的 9B大鼠耳蜗中

JKLM99% 'N>1'H

!

蛋白的表达特点&探讨它们

是否有相关性&是否参与老龄性聋的病理过
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中国耳鼻咽喉颅底外科杂志 第 !" 卷A

程&初步分析它们在耳聋中的作用%

CD材料与方法

C=CD实验材料

实验大鼠购自成都大学实验动物学部(山

羊抗鼠 JKLM99% 多克隆抗体'兔抗鼠 N>1'H

!

多克隆抗体购自美国 91*51'0/`公司(二抗抗

JKLM99% 多 克 隆 抗 体 Y.15;?H"#$$ ' 二 抗 抗

N>1'H

!

抗体ĤML多聚体'L<免疫组织化学染

色试剂盒购自美国 <+R5.0公司(浓缩型 B?;试

剂盒购自北京中衫金桥公司(组织细胞蛋白裂

解液购自碧云天生物技术研究所(N'a显影剂'

L<B_膜购自美国 ?O+0,(1O公司(辣根过氧化物

酶标记二抗及
"

H1R5)* 抗体购自美国 '+229)7*12

公司产品(解剖显微镜购自日本 >):.* 公司%

C=ED耳蜗标本制备及分组

9B 大 鼠 腹 腔 注 射 !b 戊 巴 比 妥 钠

# %$ O7F:7$麻醉后&置于隔音电屏蔽室中&用

c+6L.)*5?;M听性脑干诱发电位测试仪检测%

记录电极置于颅顶&参考电极置于给声侧耳

垂&接地电极置于鼻尖% 刺激声为 E :^̀ 和

!W :^̀短纯音 # 5.*+S/0,5$ & 带通滤波 $=! d

% :^̀ &重复率 !! 次F,&叠加 ! $#& 次&扫描时

程 !$ O,% 刺激强度从 !!I T;9La开始&!$ T;

递减&接近阈值时改为 I T;递减&以能引出可

重复 CCC波的最小声压级为听反应阈% 实验动

物最后一次行 ?;M测试后收集耳蜗标本&选择

听力正常的 % 月龄 9B大鼠及有听力下降的

!# 月龄和 #& 月龄 9B大鼠 % 组各 %$ 只&均在

E=!W :^̀ 短纯音刺激下测平均听阈% 两组动

物均无强噪声暴露及耳毒性药物使用史&无中

耳炎病史%

!b戊巴比妥钠全身麻醉&取仰卧位固定&

打开胸腔&显露心脏&&b多聚甲醛 L;9 心脏灌

注固定&迅速断头&中线剪开颅骨&快速取出听

泡&解剖显微镜下蜗尖钻孔&开放圆窗和卵圆

窗&&b多聚甲醛经两窗和蜗尖灌流&将标本置

于固定液 &e过夜&第 # 天用 $=! K L;9 # @^

D=& $ 冲洗后置入 !$b NBJ?# @^ D=& $ 中脱

钙&每天更换脱钙液&连续 !$ T 充分脱钙% 石

蜡定向包埋标本&沿耳蜗中轴切片&每一标本

取 ! 张行 N̂染色&光镜观察&根据耳蜗螺旋神

经元''.05)器进行质量评估再行石蜡切片%

C=FD免疫组化染色

按照 L<免疫组织化学染色试剂盒说明书

对标本行免疫组化染色% 步骤如下!切片脱

蜡'水化&%b过氧化氢孵育 !$ O)* 灭活内源性

过氧化物酶&抗原修复&滴加试剂 ?#内源性过

氧化物酶阻断剂 %b ^

#

4

#

$室温孵育 !I O)*&

滴加一抗& &e冰箱过夜% L;9 冲洗&滴加二

抗&室温下孵育 !I O)*&L;9 冲洗&B?;显色&

梯度酒精脱水&二甲苯透明&封片% 光学显微

镜下观察并照相&染色阳性为细胞内有棕黄色

或黄色颗粒或斑片状 B?;显色&阴性细胞不着

色% 采用北航图像管理分析系统 #YKC?9 #$$$

型$对每一张免疫组化切片测定阳性细胞灰度

值%

C=GDU+,5+0* 印迹检测

将耳蜗组织捣碎&加入 U+,5+0* 及免疫沉淀

细胞裂解液&玻璃匀浆器匀浆&直至细胞充分

裂解% !# $$$ 7离心 I O)*&取上清% 二喹啉

甲酸# S)R)*R(.* )*)R1R)T& ;'?$ 蛋白检测试剂

盒测定蛋白浓度&用 Ib十二烷基硫酸钠H聚丙

烯酰胺凝胶 # 9B9HL?YN$ 进行电泳分离& 转

L<B_膜% 封 闭 液 室 温 封 闭 ! (& 加 一 抗

# !fI$$ $ &&e孵育过夜 J;9J洗 % 次&加辣根过

氧化物酶标记二抗 # !fI $$$ $ &室温孵育 ! (&

J;9J洗 % 次&用 N'a显色并曝光显影% 用凝胶

成像仪分析'扫描输入电脑&应用 CO17+K1,5+0

<B9 %=$ 软件分析系统#美国 ?O+0,(1OL(10O1H

R)1;).5+R( $ 对 U+,5+0* ;2.5的电泳条带行积分

光密度测定&

"

H1R5)* 作为内参照%

C=HD统计学处理

应用 9L99 !%=$ 软件系统进行分析&结果

用
!

@g;表示&两样本均数差异的统计学处理

采用 '检验&多个样本均数差异统计学采用方

差分析&以 ! V$=$I 为差异具有统计学意义%

ED结果

E =C D增龄相关性听力损失大鼠的?;M反应

阈值

?;M反应阈在 !W :^̀ 由高到低依次为!#&

月龄组 h!# 月龄组 h% 月龄组&两两比较差异

具有统计学意义# !V$=$!$ (在 E :^̀ &#& 月龄

组较 % 月龄组及 !# 月龄组 ?;M反应阈明显升

高&但 % 月龄组与 !# 月龄组间差异无统计学意

"&""
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义# !h$=$I $ (!# 月龄组与 #& 月龄组 !W :^̀

?;M反应阈高于 E :^̀ ?;M反应阈# !V$=$I&
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图 CD增龄相关性听力损失大鼠 ?;M反应阈值A

E=E D 增龄相关性听力损失大鼠 耳 蜗 JKH

LM99% 'N>1'H

!

蛋白的表达

#=#=!A耳蜗 JKLM99% $N>1'H

!

蛋白免疫组化

观察AJKLM99% 'N>1'H

!

蛋白在增龄相关性听

力损失大鼠耳蜗螺旋神经元细胞中呈阳性表

达% 随月龄增长& 9B大鼠耳蜗染色阳性程度

逐渐变弱#图 # $ %

#=#=# A耳蜗 JKLM99% $N>1'H

!

蛋白 U+,5+0*

印迹分析AJKLM99% 'N>1'H

!

蛋白在增龄相关

性听力损失大鼠各组的 U+,5+0* ;2.5检测积分

光密度值比较为!随年龄增大&积分光密度值

逐渐减弱&各组间比较差异具有统计学意义

# ! V$=$! $ #图 % $ %

图 ED增龄相关性听力损失大鼠螺旋神经元细胞中 JKLM99%'N>1'H

!

蛋白表达#免疫组化 i&$$$% ?';''分别为 %'!#'#&

月龄组大鼠JKLM99% 的表达(B'N'_分别为 %'!#'#& 月龄组大鼠N>1'H

!

的表达A

!

!"#

"#

!"#

$%

!"#

&'

($

))

*)

($

%!

!%

+ , -

./0122!

34+-5!

,6785897:;

3
4
8
-
5
!

$
%

&
'

(
)

*
+

<=(

<=>

<=)

<=%

<=!

<=#

<=?

<=<

?$

!"#

!

!"#

$%

!"# ?$

!"#

!

!"#

$%

!"#

.
/
0
1
2
2
!

$
%

&
'

(
)

*
+

<=>

<=)

<=%

<=!

<=$

<=?

图 FD增龄相关性听力损失大鼠耳蜗 JKLM99% 'N>1'H

!

蛋白表达变化 ?!免疫印迹图片(;!JKLM99% 蛋白相对表

达('!N>1'H

!

蛋白相对表达
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中国耳鼻咽喉颅底外科杂志 第 !" 卷A

FD讨论

AA#$$! 年 9R.55等)!*最早发现 JKLM99% 是非

综合征型常染色体隐性遗传性聋 B_>;E F!$ 的

突变基因&它是第一个被发现的致聋的蛋白

酶% 目前已在多个国家耳聋人群中发现 JKH

LM99% 基因存在突变)#H&*

% 在欧洲&JKLM99% 突

变致聋占儿童听力损失人数的 $=Ib #%FI&%$ &

巴基斯坦约为 !=Eb # E F&&" $ &突尼斯约为

Ib# # F%" $ % 而在土耳其 JKLM99% 突变致聋

占儿童听力损失人数的 Eb&可见&它仍然是不

容忽视的遗传性耳聋的重要致病因素&尤其排

除常见的 Y-;# ' 9a'#W?& 'O5B>?!IIIY基因

突变外&该基因更应值得考虑)I*

% JKLM99% 是

JJ9L家族中的成员&是一类跨膜的蛋白水解

酶% 有 I 种转录本&即 JKLM99%1'S'R'T'+&但

以 JKLM99%1形式表达最多& JKLM99%1转录

本编码的多肽含有 &I& 个氨基酸&包括跨膜蛋

白的胞内区'跨膜区#JK$ '低密度脂蛋白受体

?类 结 构 域 # aBaM?$ ' ? 组 清 道 夫 结 构 域

# 9M'M$ 和丝氨酸蛋白酶结构域 # 9L$ % 其中

9L结构域是 JKLM99% 的催化活性中心)W*

% 在

理论上结构相似的 JJ9L,其他成员可以代偿

JKLM99% 缺乏&然而事实却不是)D*

% 因此 JKH

LM99% 的功能对于维持内耳功能正常是必要

的%

既往对 JKLM99% 的研究大多在遗传学领

域&近年来发现 JKLM99% 的多种突变形式可致

聋% JKLM99% 蛋白在大鼠卡那霉素耳中毒后

耳蜗的表达&是随着卡那霉素注射时间延长&

大鼠 ?;M阈值逐渐升高&耳蜗 JKLM99% 蛋白

表达水平逐渐降低)E*

% 而我们在实验中发现&

在增龄相关性听力损失大鼠耳蜗的 JKLM99%

蛋白与 ?;M反应阈的变化也是负相关的% 提

示 JKLM99% 可能在表达减少的过程中&伴随了

其对维持内耳功能的作用逐渐丧失&导致内耳

功能紊乱&从而出现听力损失% 而 N>1'蛋白

是 >1

j进入细胞内的重要通道蛋白&对 >1

j

'

c

j的选择性之比大于 #$ f! &因而允许 >1

j被

动进入细胞内&它是唯一发现的 JKLM99% 在内

耳作用的底物&由
!

'

"

'

#

% 个亚单位组成&对

维持身体内环境的稳定方面发挥着重要作用%

Y/)@@.*)等)"* 利用体外爪蟾卵表达系统&证实

了 JKLM99% 也能催化激活 N>1'&并且发现螺

旋神经节'血管纹''.05)+,器均有两者的表达%

在体外试验发现 JKLM99% 蛋白水解过程与

N>1'介 导 的 电 流 增 加 相 关)!$*

% 相 反& JKH

LM99% 致聋的突变体无法激活 N>1'H

!

&表明

JKLM99% 通过自身水解直接或间接作用于

N>1'% 而 N>1'可能在其表达减少的过程中&

伴随了其对维持内淋巴离子浓度平衡的作用

逐渐丧失&导致内耳离子通道功能紊乱&从而

出现听力损失&但该假设也有待于实验进一步

证实%

老年性耳聋也称为年龄相关性耳聋& 是指

随着年龄的增加逐渐出现的听力下降&是多机

制多途 径 共 同 作 用 所 致& 与 脂 质 过 氧 化 损

伤)!!*

'听觉中枢退化)!#*等有关% 在实验中 JKH

LM99% 和 N>1'H

!

在不同年龄组的大鼠间&均

随年龄增大而表达下调&提示两者可能参与了

老年性聋的致聋过程%

目前对于 N>1'在调节内耳内淋巴代谢'

维持内耳正常功能方面的机制尚不清楚% 确

定 N>1'是否在活体上是 JKLM99% 的作用底物

还有很多路要走&我们尚需运用膜片钳测定大

鼠致聋模型中的耳蜗内钠电流是否与 JKH

LM99% 变化有相关性&同时观察醛固酮的变化

情况&排除其对 N>1'的干扰% 同时我们可以

运用 M>?干扰技术使耳蜗内 JKLM99% OM>?

发生降解而导致基因表达沉默&此时检测实验

动物的听功能有无改变&N>1'在开放能力及

在细胞表面的表达数量上有无相应变化% 总

之&随着对 N>1'的研究深入&其神秘面纱也将

逐渐揭开&这将更有助于深入了解听觉信号转

导通路&从而更好的认识耳聋的病因机制%
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