
第１９卷第６期
２０１３年１２月

中国耳鼻咽喉颅底外科杂志
ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ－ＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇｅｒｙ

Ｖｏｌ．１９Ｎｏ．６
Ｄｅｃ．２０１３

　　ＤＯＩ：１０．１１７９８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７１５２０．２０１３０６００７ ·论著·

新生小鼠耳蜗基底膜体外培养的实验研究

基金项目：国家自然科学基金面上项目（３０９７３３０２）；江苏省科教
兴卫工程医学重点人才基金（ＲＣ２００７０１０）；南京市医学重点科
技发展项目（２０１１０８０１９）。
作者简介：陈　杰，男，硕士，副主任医师
通讯作者：高　下，Ｅｍａｉｌ：ｘｉａｇａｏ２１３＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

陈　杰，高　下

（南京大学医学院附属南京鼓楼医院 耳鼻咽喉科，江苏 南京　２１０００８）

　　摘　要：　目的　建立可靠的新生小鼠离体耳蜗基底膜的培养方法，为内耳的研究提供新的条件
和模型。方法　在显微镜下完整分离出新生 １～５ｄ小鼠的耳蜗基底膜组织，采用组织贴壁法在无血清
培养基中进行培养，免疫荧光法检测新生小鼠离体耳蜗基底膜培养组织中毛细胞及螺旋神经元的生长

状态。结果　新生小鼠耳蜗基底膜离体培养 ２４ｈ后，显微镜下观察可见基底膜贴壁生长良好，外周有
新生上皮细胞和成纤维细胞长出；高倍显微镜下可见耳蜗内外毛细胞和支持细胞等结构；免疫荧光法检

测可见毛细胞和螺旋神经元生长良好，并能保持较长一段时间。结论　组织贴壁法无血清培养新生小
鼠离体耳蜗基底膜是一种理想的耳科实验造模方法。

关　键　词：小鼠；耳蜗；柯替器；组织培养；毛细胞；螺旋神经元
中图分类号：Ｒ３３８．３　　文献标识码：Ａ　　文章编号：１００７－１５２０（２０１３）０６－０５０５－０４

Ｉｎｖｉｔｒｏｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｂａｓｉｌａｒｍｅｍｂｒａｎｅ
ｏｆｃｏｃｈｌｅａｆｒｏｍｎｅｏｎａｔａｌｍｏｕｓｅ

ＣＨＥＮＪｉｅ，ＧＡＯＸｉａ
（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ，ＤｒｕｍＴｏｗｅｒＨｏｓｐｉｔａｌ，ＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅｏｆＮａｎｊｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎａｎｊｉｎｇ２１０００８，
Ｃｈｉｎａ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｒｅｌｉａｂｌｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅｏｆｂａｓｉｌａｒｍｅｍｂｒａｎｅｏｆｃｏｃｈｌｅａｆｒｏｍ
ｎｅｏｎａｔａｌｍｏｕｓｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅｂａｓｉｌａｒｍｅｍｂｒａｎｅｏｆｃｏｃｈｌｅａｗａｓａｃｑｕｉｒｅｄｆｒｏｍｎｅｏｎａｔａｌｍｏｕｓｅｗｉｔｈ（ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｆ）
ｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｎ，ｔｈｅｔｉｓｓｕｅｗａｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｓｅｒｕｍｆｒｅｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ．Ｆｉｎａｌｌｙ，ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｔｈｅｈａｉｒｃｅｌｌｓ
ａｎｄｔｈｅｓｐｉｒａｌｇａｎｇｌｉｏｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｗｅｎｔｙｆｏｕｒｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ，
ｎｅｗｅｐｉｔｈｅｌｉａａｎｄｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄａｒｏｕｎｄｔｈｅｔｉｓｓｕｅ．Ｉｎｎｅｒａｎｄｏｕｔｅｒｈａｉｒｃｅｌｌｓ，ｓｕｐｐｏｒｔｉｎｇｃｅｌｌｓａｎｄｓｐｉｒａｌ
ｇａｎｇｌｉｏｎｓｇｒｅｗｗｅｌ１ａｎｄｃｏｕｌｄｓｕｒｖｉｖｅｆｏｒａｐｅｒｉｏｄｏｆｔｉｍｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ａｄｈｅｒｅｎｔｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｂａｓｉｌａｒｍｅｍｂｒａｎｅｏｆ
ｃｏｃｈｌｅａｉｎｓｅｒｕｍｆｒｅｅｍｅｄｉｕｍｉｓａｎｉｄｅａｌｍｅｔｈｏｄｆｏｒｏｔｏｌｏｇｙｒｅｓｅａｒｃｈ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｍｏｕｓｅ；Ｃｏｃｈｌｅａ；ＯｒｇａｎｏｆＣｏｒｔｉ；Ｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ；Ｈａｉｒｃｅｌｌ；Ｓｐｉｒａｌｇａｎｇｌｉｏｎ

　　耳蜗基底膜的离体培养研究是耳科实验
研究的一种重要方法，通过体外组织培养法建

立起的体外耳蜗基底膜的模型系统，可进行许

多受条件限制或不能在体内进行的实验研究，

其培养条件和方法无疑具有重要的意义。以

往已有学者［１］对新生大鼠的离体耳蜗基底膜

的体外培养进行了报道，并对其毛细胞的活性

进行了检测［２３］，本实验报道了新生小鼠的离

体耳蜗基底膜的体外培养条件和方法，并对新

生小鼠离体耳蜗基底膜培养组织中毛细胞及

螺旋神经的生长状态进行了检测。现报道如

下。

１　材料与方法

１．１　材料和试剂
Ｃ５７／Ｂ６小鼠 （南京大学模式动物研究

所）；ＤＭＥＭ（ＳＨ３００２２－０１，ｈｙｃｌｏｎｅ）、ｓｅｒｕｍｆｒｅｅ
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ（Ｉ１８８４，ｓｉｇｍａ）、２０％ 葡 萄 糖 （Ｇ
２０２０，ｓｉｇｍａ）、谷氨酰胺（Ｇ６３９２，ｓｉｇｍａ）、青霉
素 Ｇ（Ｐ３４１４，ｓｉｇｍａ）；鼠尾胶（重庆吉盛）；肌
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球蛋白Ⅶａ免疫荧光的 Ｉ抗为兔抗肌球蛋白Ⅶ
ａ（ａｂ３４８１，ａｂｃａｍ），Ⅱ抗为 ＣＹ３绵羊抗兔（南
京大学模式动物研究所）；神经微丝免疫荧光

的 Ｉ抗为小鼠抗神经微丝（ａｂ３９６６，ａｂｃａｍ），Ⅱ
抗为 ＦＩＴＣ山羊抗小鼠（南京大学模式动物研
究所）；Ｃｏｎｆｏｃａｌ显微镜 （Ｌｅｉｃａ）；荧光显微镜
（Ｅ８００，Ｎｉｋｏｎ）。
１．２　实验方法
１．２．１　鼠尾胶包被培养皿　取鼠尾胶适量加
入到 ３５ｍｍ培养皿中，使胶淹没整个培养皿底
部，然后在培养箱内放置约１ｈ后，吸干培养皿
内鼠尾胶，再以 ＰＢＳ冲洗，自然晾干，备用。
１．２．２　新生小鼠耳蜗基底膜的解剖与取材　
取新生１～５ｄ的 Ｃ５７／Ｂ６小鼠，７５％乙醇浸泡
消毒，眼科剪断头，剪开颅骨，去除脑组织，剪

下颞骨部分，移入 ＰＢＳ培养液，去除多余组织
及骨质，打开听泡，剥去蜗壳，用游丝镊沿蜗轴

环行分离螺旋韧带，取下整个耳蜗基底膜组

织，用尖刀切取基底膜片段。

１．２．３　无血清培养液的配置　９６．４ｍｌＤＭＥＭ、
１ｍｌｓｅｒｕｍｆｒｅｅｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ、２．４ｍｌ２０％葡萄糖、
１ｍｌ谷氨酰胺、０．２ｍｌ青霉素 Ｇ配成 １００ｍｌ
无血清培养液。

１．２．４　离体耳蜗基底膜的培养　将切取的基
底膜片段置于已经包被了鼠尾胶的 ３５ｍｍ培
养皿中，组织块周围滴加数滴无血清培养液，

培养箱内预孵 ２０ｍｉｎ后取出，以使之贴壁良
好，再加入无血清培养液，放回 ３７℃ＣＯ２培养
箱中培养，以后隔日换培养液。

１．２．５　离体耳蜗基底膜生长状态的观察　培
养 １ｄ或数天后通过显微镜的低倍视野和高倍
视野或通过 Ｃｏｎｆｏｃａｌ显微镜观察离体耳蜗基底
膜的生长状态。

１．２．６　离体耳蜗基底膜毛细胞的检测　培养
新生小鼠离体耳蜗基底膜 １ｄ和 ８ｄ后，终止
培养，行毛细胞的标志蛋白肌球蛋白Ⅶａ的免
疫荧光检测，具体步骤如下：４％ＰＦＡ固定基底
膜，经 ０．３％ＴｒｉｔｏｎＸ１００破膜和 ５％ＢＳＡ封闭
后，加稀释过的Ⅰ抗：兔抗肌球蛋白Ⅶａ（１∶
５００稀释），放于湿盒，４℃过夜，经 ＰＢＳ清洗

后，加稀释过的 ＩＩ抗：ＣＹ３绵羊抗兔（１∶２００
稀释），放于湿盒，避光，室温 ２ｈ，经 ＰＢＳ清洗
后，封片，荧光显微镜观察肌球蛋白Ⅶａ表达情
况，以了解离体耳蜗基底膜培养组织毛细胞的

情况。

１．２．７　离体耳蜗基底膜螺旋神经的检测　培
养新生小鼠离体耳蜗基底膜 １ｄ和 ５ｄ后，终
止培养，４％ＰＦＡ固定基底膜，经 ０．３％ＴｒｉｔｏｎＸ
１００破膜和 ５％ＢＳＡ封闭后，加稀释过的Ⅰ抗：
小鼠抗神经微丝（１∶８００稀释），使之完全覆盖
基底膜，放于湿盒，４℃过夜，经 ＰＢＳ清洗后，加
稀释过的 ＩＩ抗：ＦＩＴＣ山羊抗小鼠（１∶５００稀
释），放于湿盒，避光，室温 ２ｈ，经 ＰＢＳ清洗
后，封片，荧光显微镜观察拍照，以了解离体耳

蜗基底膜培养组织螺旋神经的情况。

２　结果

２．１　新生小鼠耳蜗基底膜的离体培养
新生小鼠耳蜗基底膜无血清培养 ２４ｈ后，

在显微镜下观察，可见基底膜贴壁生长良好，

外周有新生上皮细胞和成纤维细胞长出（图

１ａ），高倍显微镜或 Ｃｏｎｆｏｃａｌ显微镜下可见耳蜗
内外毛细胞和支持细胞等结构（图 １ｂ）。
２．２　离体耳蜗基底膜培养组织毛细胞的情况

新生小鼠耳蜗基底膜无血清培养 １ｄ后，
行毛细胞的标志蛋白：肌球蛋白Ⅶａ的免疫荧
光检测，可见毛细胞呈荧光，没有毛细胞缺失

的现象；培养 ８ｄ后，可见多数毛细胞仍存在，
但也存在毛细胞缺失的现象：外毛细胞缺失较

多，内毛细胞缺失很少，基底膜顶圈缺失较轻，

底圈缺失较重；说明新生小鼠耳蜗基底膜无血

清培 养 组 织 上 的 毛 细 胞 能 存 活 较 长 时 间

（图２）。
２．３　离体耳蜗基底膜培养组织螺旋神经情况

新生小鼠耳蜗基底膜无血清培养１ｄ和５ｄ
后，行神经微丝免疫荧光检测，可见螺旋神经

微丝及螺旋神经节呈绿色荧光（图 ３），说明新
生小鼠耳蜗基底膜无血清培养组织上的螺旋

神经能存活较长时间。
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图 １　耳蜗基底膜离体培养图　显微镜下可见基底膜（Ａ）贴壁生长良好，外周有新生上皮细胞和成纤维细胞长
出（Ｂ），并可见耳蜗内外毛细胞（Ｃ）
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图 ２　耳蜗基底膜培养组织肌球蛋白Ⅶａ的免疫荧光检测图　毛细胞呈荧光，其中三排外毛细胞（Ａ），一排内
毛细胞（Ｂ）。培养 １ｄ，未见毛细胞缺失现象；培养 ８ｄ，多数毛细胞仍存在，但也存在毛细胞缺失的现象（Ｃ），
外毛细胞缺失较多，内毛细胞缺失很少，基底膜顶圈缺失较轻，底圈缺失较重
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图 ３　耳蜗基底膜培养组织神经微丝的免疫荧光检测
图　螺旋神经微丝及螺旋神经节（ＳＧ）呈绿色荧光。
即使无血清培养 ５ｄ，螺旋神经仍能较多存在

３　讨论

既往内耳研究常采用在体造模法［４］，尽管

其反映了活体状态，但也存在着造模困难、不

方便实时观察动态观察等弊端。本实验成功建

立了新生小鼠耳蜗基底膜的体外无血清培养方

法，为耳科实验提供了一种好的体外耳蜗基底

膜的模型系统，其具有下面优点：①保持了原
有组织器官的组织结构特征，接近在体生活状

·７０５·
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态；②易于施用各种物理、化学和生物因素，具
有可控制性、易操作性；③便于使用相差显微
镜、荧光显微镜等各种不同的技术方法来观察

和研究，甚至可以使用摄影、电影和电视等方

法进行记录［５］；④经济、耗资少，可提供大量生
物性状相似的实验对象；⑤Ｐ１５小鼠的耳蜗基
底膜获取方法简单；⑥无血清培养技术可有效
地消除血清培养基组成复杂的影响，通过增减

培养基中的已知成分，达到筛选和分析的目

的。

在这种体外耳蜗基底膜培养组织的模型系

统中，毛细胞和螺旋神经都得到了良好的保

存，并且能存活较长的时间。在本实验中，在

耳蜗基底膜培养 ８ｄ后，虽然观察到少数毛细
胞的缺失，但多数毛细胞仍存在；而在耳蜗基

底膜培养 ５ｄ后，螺旋神经微丝的数量仍较多
存在，与培养 １ｄ耳蜗基底膜培养组织上的螺
旋神经微丝数没有太大差别；说明本离体耳蜗

基底膜模型系统具有较好的稳定性。

在这种模型系统中，我们发现：毛细胞在培

养 ８ｄ后有少部分缺失的现象，并且发现：①外
毛细胞缺失较多，内毛细胞缺失很少，这说明

外毛细胞更容易受到环境因素的损伤；②基底
膜顶圈低频区缺失较轻，底圈高频区缺失较

重，这说明底圈高频区的毛细胞更容易受到环

境因素损伤，这与临床上感音性耳聋常见高频

听力下降的现象一致。
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