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耳后进路大鼠耳蜗中阶侧壁显微注射携带ＥＧＦＰ慢病毒的实验研究
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　　摘　要：目的　探讨经大鼠耳后进路耳蜗中阶侧壁导入携带增强型绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）慢病毒的实验可行性，为后续携带

目的基因慢病毒治疗大鼠感音神经性聋的实验打下基础。方法　大鼠经耳后进路，耳蜗中阶侧壁开孔，显微注射携带ＥＧＦＰ慢病

毒液或人工内淋巴液。术后３周，处死动物取耳蜗，行耳蜗冰冻切片，荧光显微镜下观察携带ＥＧＦＰ慢病毒的表达情况。术前和

术后３周动物处死前，行听性脑干反应（ＡＢＲ）检测其听功能改变。结果　术中、术后动物一般情况好。ＥＧＦＰ可见在耳蜗中阶血

管纹边缘细胞、Ｃｏｒｔｉ器、螺旋神经和螺旋神经节细胞内表达。术后实验组大鼠手术耳 ＡＢＲ阈值提高（５５．８±４．９）ｄＢＳＰＬ。结论

　大鼠经耳后进路，耳蜗中阶侧壁开窗，可将慢病毒携带的ＥＧＦＰ基因导入，并在耳蜗中阶Ｃｏｒｔｉ器表达。
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　　外周性感音神经性聋是一种严重影响人类生活质量的疾

病，其病因主要是由于耳蜗毛细胞的损伤引起，而毛细胞在成

年哺乳动物不可自行再生。针对毛细胞再生的治疗方式包括

基因治疗和细胞替换治疗。基因治疗可用于保护毛细胞［１］或

产生新的毛细胞［２］，细胞替换治疗是利用干细胞产生新的毛细

胞和听神经。不管是基因治疗还是细胞替换治疗，经耳蜗行局

部显微注射，将基因和细胞导入耳蜗是最有效的方式。本课题

组前期研究发现经大鼠圆窗导入绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）标记的神经干细胞后，可以在前庭阶和鼓阶

发现ＧＦＰ的表达，但在血管纹和Ｃｏｒｔｉ器无明显绿色荧光表

达［３４］。如何将外源性基因或细胞导入耳蜗Ｃｏｒｔｉ器部位，从

而更好地发挥针对Ｃｏｒｔｉ器损伤的治疗作用。本实验以此为

出发点，通过大鼠耳后切开手术进路，经耳蜗中阶侧壁显微注

射携带增强型绿色荧光蛋白基因（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）的慢病毒，并观察其在耳蜗的表达情况，为后续

的经耳蜗中阶导入以慢病毒为载体的基因治疗提供实验基础。

现报道如下。

１　 材料与方法

１．１　材料　携带ＥＧＦＰ的慢病毒购于上海比昂公司，病毒滴

度为２×１０８ＴＵ／ｍＬ。人工内淋巴液参照文献［５］配置，ＮａＣｌ

１ｍＭ，ＫＣｌ１２６ｍＭ，ＫＨＣＯ３２５ｍＭ，ＭｇＣｌ２０．０２５ｍＭ，ＣａＣｌ２

０．０２５ｍＭ，Ｋ２ＨＰＯ４１．４ｍＭ。

１．２　动物分组　健康ＳＤ大鼠１２只，雄性，体质量２５０～３００

ｇ，由华中科技大学同济医学院实验动物中心提供，耳廓反射正

常，听性脑干反应（ａｕｄｉｔｏｒｙｂｒａｉｎｓｔｅｍｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＡＢＲ）检查示

双耳听力正常。将大鼠随机分为两组：实验组６只，经耳蜗中
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阶侧壁行ＥＧＦＰ慢病毒显微注射；对照组６只，经耳蜗中阶侧

壁行人工内淋巴液显微注射。

１．３　动物手术　大鼠用氯胺酮（４０ｍｇ／ｋｇ）和氯丙嗪（１５

ｍｇ／ｋｇ）行大腿肌肉注射麻醉后，取头上脚下位侧俯卧于自制

加热平板上并维持温度在３７℃左右，头偏右侧使左耳向上。

行耳后备皮后，碘伏消毒，手术器械术前经高温灭菌消毒。沿

耳廓后沟２ｍｍ处４点到７点的位置弧形剪开皮肤及皮下组

织，向下分离腺体后剪开颈阔肌，用自制拉钩拉开切口，向深处

钝性分离可见胸锁乳突肌，向上牵开胸锁乳突肌后，可见面神

经和二腹肌后腹（封２图１ａ）；向后分离并牵开二腹肌后腹，在

面神经和二腹肌围成的三角区域内向深处分离并去除听泡外

侧壁覆盖的软组织和筋膜，可暴露听泡外侧壁（封２图１ｂ）；沿

听泡后外侧磨除骨壁并扩大，可暴露镫骨动脉、圆窗龛、耳蜗外

侧壁（封２图１ｃ）；在耳蜗底周外侧壁色素沉着区，尽量远离镫

骨动脉和便于操作处确定开孔口，用三棱针穿破耳蜗中阶外侧

壁骨质，再用细坞针穿破内壁软组织膜，可见少许血液和清亮

的淋巴液流出，将微量操纵器上固定的玻璃微电极导入开孔

口，用５ｍｉｎ将ＥＧＦＰ慢病毒或人工内淋巴液５μＬ缓慢注入

耳蜗中阶（封２图１ｄ）；完成后以自体小块颈阔肌覆盖，再用牙

科水门汀覆盖颈阔肌，封闭耳蜗开孔口，行中耳腔碘伏清洗消

毒后，用少许明胶海绵填塞中耳腔；复位肌肉和软组织，分层缝

合切口。缝合口处以乙醇消毒。待大鼠清醒后，回笼中喂养。

术后肌注青霉素２０万ＩＵ／ｄ，连续３ｄ。

１．４　ＡＢＲ检测　于动物手术前和手术后３周在动物处死前

行ＡＢＲ测试。采用ＮｉｃｏｌｅｔＣｏｍｐａｓｓ系统，刺激声为短声，时

程０．１ｍｓ，重复率为１１．１次／秒，滤波带宽１５０～２０００Ｈｚ，叠

加１０００次，扫描周期１０ｍｓ。采用银丝电极，正极插入头顶正

中皮下，参考电极插入检测耳颌面部皮下，地极电极插入对侧

耳颌面部皮下。刺激声经插入式耳塞给入，给声策略采用升

１０降５法；以Ⅲ波消失的刺激强度确定阈值，并要求至少能重

复１次。

１．５　标本取材和制备　术后３周，待 ＡＢＲ检测完后，将两组

大鼠断头立即取出耳蜗，挑开蜗尖、前庭窗和蜗窗，从蜗尖灌注

４％多聚甲醛至无血性物流出，并在４％多聚甲醛中４℃下固

定过夜，再以２０％ＥＤＴＡ脱钙２周后，２０％蔗糖脱水，ＯＣＴ包

埋，沿蜗轴水平行冰冻切片。整个过程注意避光操作。

１．６　荧光显微镜观察　切片以ＰＢＳ洗３遍，２０％甘油封片，

在荧光显微镜下观察、拍照。

１．７　统计学方法　全部数据经ＳＰＳＳ１６．０统计软件处理，结

果以狓±狊表示。ＡＢＲ阈值比较采用配对狋检验。以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大鼠的一般情况　两组术中、术后均无动物死亡。术后

大鼠无明显歪头、斜颈、行走不稳、面瘫、食欲减退及切口感染

等症状。术后３周手术耳听泡打开后未见化脓感染，明胶海绵

有少量残余，耳蜗开窗处可见白色的牙科水门汀封闭，未见明

显异常。

２．２　ＡＢＲ阈值的变化　手术后实验组大鼠的手术耳ＡＢＲ阈

值提高（５５．８±４．９）ｄＢＳＰＬ；对照组大鼠的手术耳 ＡＢＲ阈值

提高（５６．７±６．１）ｄＢＳＰＬ；两组大鼠手术耳的 ＡＢＲ阈值比较

差异无统计学意义（犘＞０．０５）；两组大鼠的非手术耳在手术

前、后ＡＢＲ阈值无明显变化；两组大鼠的手术耳，在手术后听

力均高于手术前，且差异有统计学意义（表１）。

表１　两组大鼠手术前、后ＡＢＲ（ｃｌｉｃｋ）阈值（ｄＢＳＰＬ）

组别 术前手术耳 术前非手术耳 术后手术耳 术后非手术耳

实验组 ３５．８±３．８ ３６．７±４．１ ９１．７±５．２ ３７．５±５．２

对照组 ３６．７±６．０ ３６．７±４．１ ９３．３±４．１ ３９．２±３．８

　　与同组术前手术耳比较，：犘＜０．０５。

２．３　耳蜗内ＥＧＦＰ慢病毒的表达　在荧光显微镜下可见，术

后３周实验组可见耳蜗内有ＥＧＦＰ的绿色荧光表达，其主要位

于耳蜗中阶的血管纹边缘细胞、Ｃｏｒｔｉ器、螺旋神经和螺旋神经

节细胞等部位；对照组的耳蜗内无ＥＧＦＰ的绿色荧光表达（封

２图２）。

３　讨　　论

在外周性感音神经性聋动物模型的活体实验中，如何经耳

蜗快速成功地导入基因或细胞是实验的关键。大鼠由于其基

因组与人类的同源基因组相似，成为进行内耳研究的常用对

象［６］。另外大鼠的手术耐受性和抗感染能力均强于小鼠，故本

实验选取大鼠为研究对象。大鼠麻醉对手术的顺利进行显得

很重要，氯胺酮和氯丙嗪的复合麻醉可以维持２ｈ左右，药量

不可过大，否则可致动物死亡。

在耳蜗基因导入手术的进路选择上，国内外较多应用的是

腹侧［７８］和耳后［９］进路。大鼠听泡的位置较深，腹侧进路须经

过气管、大的面静脉和颈动脉分支等结构，损伤后均可导致动

物术中、术后发生死亡；而耳后进路经过的重要结构相对较少。

本研究采取耳后进路，术中随时以手指探触骨性听泡的位置，

切开颈阔肌，向上牵拉胸锁乳突肌，然后以面神经和二腹肌后

腹围成的三角为解剖标志，即面神经下方、二腹肌后腹的前方，

进一步向深处分离骨性组织上覆着的软组织和筋膜，即可暴露

听泡；在听泡的前方有颈内动脉，操作时切勿靠前损伤而导致

动物死亡。听泡开窗时位置选择靠前外，可避免损伤耳蜗侧壁

和镫骨动脉，开窗的大小以能看见耳蜗底周骨质和镫骨动脉为

宜，不宜过大。韩朝和迟放鲁［８］报道听泡打孔的位置选择在听

泡下壁的前偏外侧，与作者观点一致。

在耳蜗中阶外侧壁开孔口的定位上，作者发现血管纹在耳

蜗侧壁上呈现一较明显的色素沉着区，遂以耳蜗底周外侧壁色

素沉着区为解剖标志带，选取尽量远离镫骨动脉且便于操作处

为开孔口，在显微镜下将ＥＧＦＰ慢病毒导入耳蜗中阶。Ｉｇｕｃｈｉ

等［１０］报道通过观察耳蜗骨壁色素沉着区，在该部位开孔可将

细胞导入内淋巴系统，这与作者的观点一致。本实验采用的

ＥＧＦＰ是一种优化的突变型ＧＦＰ，将６４位丝氨酸用苏氨酸代

替，６５位苯丙氨酸用亮氨酸代替，使其产生的荧光比野生型

ＧＦＰ强３５倍，大大增强了报告分子的灵敏度，该分子的激发

波长为４８８ｎｍ，发射波长为５０７ｎｍ。经中阶导入后，可以发现

在血管纹边缘细胞、Ｃｏｒｔｉ器、螺旋神经和螺旋神经节细胞等部

位有ＥＧＦＰ的绿色荧光表达，提示可以通过慢病毒为载体，将

外源基因导入到Ｃｏｒｔｉ器部位，更好地发挥针对Ｃｏｒｔｉ器损伤

的基因治疗。韩朝等［１１］报道经圆窗入路导入的腺病毒不能感

染内外毛细胞和支持细胞；经耳蜗中阶侧壁导入的腺病毒，可

以感染听器的支持细胞和血管纹缘细胞。

耳蜗侧壁开孔后，对大鼠听功能产生一定的影响。本研究

发现手术前、后实验组大鼠 ＡＢＲ阈值提高了（５５．８±４．９）ｄＢ。

Ｂｏｇａｅｒｔｓ等
［１２］报道ＣＢＡ／ＣａＨ小鼠耳蜗侧壁开孔术后３个月

ＡＢＲ阈值提高了１５～４５ｄＢ，并认为听力损失与开孔口的大小
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有关，小的开孔口导致小量的听力损失，大的开孔口导致大量

的听力损失和术后转圈行为。Ｉｇｕｃｈｉ等
［１０］报道Ｃ５７ＢＬ／６小鼠

耳蜗侧壁开孔术后听力损失４０～７０ｄＢ，而外半规管开孔导致

的听力损失小于耳蜗侧壁开孔。韩朝等［１３］报道通过豚鼠耳蜗

中阶输注腺病毒后，ＡＢＲ阈值为（３３．３３±１１．６９）ｄＢ。作者发

现经耳蜗中阶外侧壁导入慢病毒和人工内淋巴的大鼠，术后

ＡＢＲ阈值无明显差异，提示ＡＢＲ的阈值增高与导入内淋巴的

物质无关，可能与手术和显微注射的过程有关；韩朝等［１３］也报

道向豚鼠耳蜗中阶输注的不同药物成分对其听力造成的影响

在２周时无差别，听力损害只与灌注的机械性损伤有关。作者

认为耳蜗开孔口尽可能的小，中耳操作时尽量不损伤听小骨、

鼓膜、镫骨动脉等重要结构，可最大限度地减少手术过程造成

的听力损失；选用可缓慢、匀速控制的显微注射系统可最大限

度地减少显微注射过程造成的听力损失。对于如何既能将基

因导入耳蜗中阶、又能尽量减小听功能的损伤还有待进一步的

研究。

综上所述，本实验描述了一种安全、有效地将基因导入大

鼠耳蜗中阶的方法，导入的外源性基因可以在耳蜗中阶的

Ｃｒｏｔｉ器表达，为后续针对性地经耳蜗中阶导入治疗基因，治疗

Ｃｏｒｔｉ器损伤的外周性感音神经性聋提供了实验基础。
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用可吸收止血纱布填压肿瘤剜除术后腔隙，出血少、创伤小、恢

复快、效果好。

对直径大于４ｃｍ的ＲＡＭＬ患者应给予积极的手术探查，

手术方式根据瘤体大小、部位及是否有恶性潜能而决定，尽可

能选择保肾手术。若肿瘤位于肾实质部分较表浅，则无需阻断

肾动脉而直接行肿瘤剜除术；若肿瘤包膜不明显、与正常肾脏

界限不清或冷冻切片病理检查证实为上皮样ＲＡＭＬ，考虑行

肾部分切除术；若肿瘤巨大、位于肾门处、术中冷冻切片不能排

除恶性可能或破裂出血引起休克等，则可考虑行肾切除术。
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