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  [摘要] 目的 探讨细胞保护性基因锌指蛋白A20对内耳毛细胞的保护作用,为修复受损的听功能提供

方法。方法 采用锌指蛋白A20基因重组腺病毒(pAdEeay-1/A20)耳蜗圆窗膜显微注射,通过免疫组织化学

染色、扫描电镜、ABR等办法,观察其在庆大霉素(GM)损伤条件下对毛细胞的保护作用。结果 功能上,
pAdEeay-1/A20/GM组和人工外淋巴液/GM组听力阈值均明显升高(P<0.05),但pAdEeay-1/A20/GM 组

听力损伤较轻。形态学上,pAdEeay-1/A20/GM 组与pAdEeay-1/GM 组、人工外淋液/GM 组比较,毛细胞的

损伤数目减少,电镜观察下,此组也只有少量纤毛细胞发生倒伏或缺失,内毛细胞大部分正常,也较其他实验组

损伤轻。结论 构建的pAdEeay-1/A20载体可有效感染毛细胞,从功能和形态上可对GM造成的毛细胞损伤

起到一定的保护作用,但这种保护作用有一定的限度。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

cell
 

protective
 

gene
 

zinc
 

finger
 

protein
(A20)

 

on
 

the
 

inner
 

ear
 

hair
 

cells
 

to
 

provide
 

a
 

method
 

for
 

repairing
 

damaged
 

hearing
 

function.Methods A20
 

gene
 

recombinant
 

adenoviral
 

expression
 

vector
 

pAdEeay-1/A20
 

was
 

injected
 

into
 

cochlea
 

round
 

window
 

mem-
brane.Its

 

protective
 

effect
 

on
 

hair
 

cells
 

under
 

the
 

gentamicin
 

(GM)
 

injury
 

condition
 

was
 

observed
 

by
 

using
 

the
 

immunohistochemical
 

staining,scanning
 

electron
 

microscope
 

and
 

ABR.Results In
 

the
 

function,the
 

hearing
 

threshold
 

value
 

in
 

the
 

pAdEeay-1/A20/GM
 

group
 

and
 

artificial
 

perilymphatic
 

fluid/GM
 

group
 

was
 

significant-
ly

 

increased
 

(P<0.05),but
 

the
 

hearing
 

impairment
 

in
 

the
 

pAdEeay-1/A20/GM
 

group
 

was
 

mild.In
 

the
 

mor-
phology,compared

 

with
 

the
 

pAdEeay-1/GM
 

group
 

and
 

artificial
 

perilymphatic
 

fluid/GM
 

group,the
 

number
 

of
 

hair
 

cells
 

injury
 

in
 

the
 

pAdEeay-1/A20/GM
 

group
 

was
 

decreased,under
 

the
 

electronic
 

microscopic
 

observa-
tion,only

 

a
 

small
 

amount
 

of
 

ciliated
 

cells
 

in
 

this
 

group
 

developed
 

lodging
 

or
 

deletion,the
 

majority
 

of
 

inner
 

hair
 

cells
 

were
 

normal,their
 

damage
 

was
 

milder
 

than
 

that
 

in
 

the
 

other
 

experiment
 

groups.Conclusion The
 

con-
structed

 

recombinant
 

pAdEeay-1/A20
 

adenoviral
 

vector
 

can
 

effectively
 

infect
 

the
 

hair
 

cells
 

and
 

play
 

a
 

certain
 

protective
 

role
 

on
 

the
 

injury
 

of
 

hair
 

cells
 

caused
 

by
 

GM
 

in
 

terms
 

of
 

function
 

and
 

morphology,but
 

this
 

protec-
tive

 

effect
 

has
 

a
 

certain
 

limit.
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  据世界卫生组织报告,全球有3.6亿人因使用抗 生素等特殊药物而丧失听力[1]。庆大霉素(GM)是临
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床上应用最广泛的氨基糖苷类抗生素之一,其对革兰

阴性(G-)菌感染具有广谱的抑制作用,但它却可带

来不可逆的耳毒性,常常表现为延迟性、进行性听力

下降、耳鸣和平衡障碍,其听力下降发生率可高达

20%[2]。有研究表明,造成损伤的可能原因是因为此

药物在淋巴液聚集,再加上内耳环境的特殊性,造成

此药物在内耳的积累难以清除,从而对Corti's器内

的毛细胞、支持细胞等结构造成损伤[3]。但对于哺乳

动物,毛细胞的损伤是不可逆的,因此怎样预防和治

疗此类药物带来的耳毒性成为重要研究内容。
锌指蛋白A20是一种保护性基因,通过它的锌指

区可以连接到一系列功能蛋白如14-3-3、ABINs、潜伏

膜蛋白1(LMP1)等而发挥作用,在内皮细胞、神经细

胞等研究中发现其能有效抑制细胞凋亡、坏死及炎性

反应[4-7],而细胞凋亡是毛细胞损伤最常见的原因[8]。
笔者既往研究表明,锌指蛋白A20在正常毛细胞中沉

默表达,受到损伤后毛细胞会出现锌指蛋白A20的短

暂表达,但持续时间仅仅数小时,不论是持续时间还

是量都不足以对毛细胞起到保护作用[9],鉴于此,本
研究构建了锌指蛋白 A20基因重组腺病毒(pAdEe-
ay-1/A20),进一步研究锌指蛋白 A20是否能拮抗

GM致耳蜗毛细胞的损伤,为改善和修复受损的听功

能提供依据,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

选用健康SPF级豚鼠25只,耳廓反射灵敏,无中

耳感染,雌雄不限,体重(250±25)g。购于陆军军医

大学实验动物中心,经动物实验伦理委员会审批通

过,动物使用许可证批号:SYXK(渝)20170002,严格

遵守批准机构的动物保健和使用协议。
1.2 试剂及仪器

采用注射用硫酸GM(西南制药有限公司,生产批

号:07050016)、Pcaggs
 

flag
 

ma20质粒(保存于陆军军医大

学解剖学教研室)、抗鼠锌指蛋白A20抗体(美国Ebio-
science)、DH50荧光显微镜(日本Olympus公司)、S-4800
型超高分辨率扫描电子显微镜(日本日立公司)。
1.3 方法

1.3.1 pAdEeay-1/A20的构建

参照文献[9]。
1.3.2 实验分组

选用健康封闭群豚鼠25只,采用随机数字表法

分为5组,每组5只。(1)对照组:未做任何处理;(2)

pAdEeay-1/A20/GM组:每个耳蜗注射pAdEeay-1/
A20

 

5
 

μL,3
 

d后予以硫酸 GM(120
 

mg/kg)腹腔注

射;(3)人工外淋巴液/GM 组:注入人工外淋巴液

(NaCl
 

125
 

mmmol/L,KCl
 

3.5
 

mmmol/L,MgCl2 

1.20
 

mmmol/L,NaH2PO4 0.75
 

mmol/L,NaHCO3 

25
 

mmol/L,葡萄糖5
 

mmmol/L,pH=7.4),3
 

d后给

予硫酸GM(120
 

mg/kg)腹腔注射;(4)pAdEeay-1/

GM组:注射5
 

μL
 

pAdEeay-1,3
 

d后给予硫酸 GM
(120

 

mg/kg)腹腔注射;(5)pAdEeay-1组:注射5
 

μL
 

pAdEeay-1。
1.3.3 处理方法

(1)外科手术:将2%戊巴比妥钠(美国Sigma)按
30

 

mg/kg腹腔注射麻醉豚鼠。从耳后剪开皮肤和肌

肉组织,暴露听泡,在其上打一小孔可见耳蜗底回,用
5

 

μL微量注射器从圆窗中缓慢注入病毒注射液或人

工外淋巴液,每耳注入5
 

μL。凝血片贴于圆窗膜,肌
肉组织封堵造孔处,缝合切口。(2)GM 注射:采用硫

酸GM(120
 

mg/kg)腹腔注射给豚鼠,每天注射1次,
持续10

 

d,4
 

d后解剖观察。(3)听性脑干反应(ABR)
阈值测试参照文献[10]。(4)耳蜗基底膜铺片及毛细

胞计数[11],碘化丙啶(PI)染色:用4%多聚甲醛固定

耳蜗组织,脱钙,解剖出底回基底膜,室温下用100
 

μg/mL
 

PI溶液在黑暗中染色20
 

min,在磷酸盐缓冲

液(PBS)中洗涤5次,每次4
 

min。然后将组织铺在

玻片上,用50%的甘油固定。在倍数×400长度为

0.2
 

mm的显微镜取景范围内分别计数耳蜗第一次存

活和死亡的内、外毛细胞数。固定后的耳蜗基底膜PI
染色后可见正常、凋亡、坏死和缺失4种毛细胞核形

态[12]。(5)耳蜗毛细胞扫描电镜观察:通过电镜观察

毛细胞的损失和纤毛变化,分析GM 对毛细胞的影响

及A20对毛细胞的保护作用。
1.4 统计学处理

采用SPSS13.0软件进行统计学处理,计量资料

以x±s表示,采用方差分析比较5组间的ABR阈值

及内、外毛细胞存活数目,以P<0.05为差异有统计

学意义。
2 结  果

2.1 各组豚鼠ABR阈值测试结果比较

对照组和pAdEeay-1组在药物注射前后ABR阈

值比较,差异无统计学意义(P>0.05);pAdEeay-1/
GM 组在药物注射前后 ABR 阈值变化明显(P<
0.01);解剖前pAdEeay-1/A20/GM 组和人工外淋巴

液/GM组ABR阈值明显升高,两组与对照组比较,
差异有统计学意义(P<0.05),但pAdEeay-1/A20/
GM 组 ABR阈值增高程度低于人工外淋巴液/GM
组,两者比较差异有统计学意义(P<0.01),见表1。

表1  各组ABR阈值测试结果比较(x±s,SPL)

组别 n 注射前 注射后 解剖前

对照组 5 15.0±5.0 14.0±4.2 15.0±5.0

pAdEeay-1组 5 13.0±4.5 15.0±5.0 18.0±5.7

pAdEeay-1/GM组 5 14.0±4.2 17.0±5.7 59.0±6.5a

pAdEeay-1/A20/GM组 5 13.0±4.5 15.0±5.0 25.0±2.2bc

人工外淋巴液/GM组 5 15.0±6.1 16.0±6.5 61.0±9.6b

  a:P<0.01,与同组注射前比较;b:P<0.05,与对照组比较;c:

P<0.05,与人工外淋巴液/GM组比较。

2.2 各组豚鼠耳蜗毛细胞计数结果比较

把凋亡、肿胀、缺失都计为毛细胞损伤数目,统计
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表2  耳蜗基底膜毛细胞在GM摄取模型中的数量变化(x±s,个)

组别 n 内毛细胞 第1排外毛细胞 第2排外毛细胞 第3排外毛细胞

对照组 5 101.5±1.3 118.5±1.3 119.0±1.4 119.8±1.0

pAdEeay-1组 5 101.6±1.3 118.2±1.9 116.0±1.9 117.4±1.1

pAdEeay-1/GM组 5 91.4±1.3ab 37.6±7.8ab 58.6±16.5ab 56.6±12.7ab

pAdEeay-1/A20/GM组 5 95.8±1.0a 110.0±0.8a 104.3±1.5a 107.8±2.6a

人工外淋巴液/GM组 5 90.3±1.0ab 54.4±6.4ab 53.5±7.3ab 55.5±3.7ab

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与pAdEeay-1/A20/GM组比较。

  A:对照组;B:pAdEeay-1/A20/GM组;C:人工外淋巴/GM组。

图1  耳蜗毛细胞扫描电镜图

学分析发现对照组与pAdEeay-1组各排毛细胞数目

比较差异无统计学意义(P>0.05);pAdEeay-1/GM
组、pAdEeay-1/A20/GM组、人工外淋巴液/GM组与

对照组外毛细胞数比较,差异有统计学意义(P<
0.05);pAdEeay-1/A20/GM 组 与 pAdEeay-1/GM
组、人工外淋液/GM组比较,外毛细胞损伤数目明显

减少,差异有统计学意义(P<0.05),见表2。
2.3 耳蜗毛细胞扫描电镜观察结果

对照组豚鼠的耳蜗基底膜3排外毛细胞、1排内

毛细胞整齐排列,纤毛呈现直立排列,无散乱、缺失;
pAdEeay-1/A20/GM组的螺旋器可见少数外毛细胞

的部分纤毛发生倒伏或缺失,内毛细胞大部分正常;
人工外淋巴液/GM 组许多外毛细胞的纤毛发生倒

伏,融合,部分缺失,甚至有的外毛细胞的纤毛全部缺

失。从整体来看,第1排外毛细胞比第2排和第3排

外毛细胞损伤要重,内毛细胞的纤毛呈大致均匀的簇

状排列,少有缺失,与pAdEeay-1/A20/GM 组比较,
人工外淋巴液/GM组损伤明显加重,见图1。
3 讨  论

  感应神经性聋影响全球13亿人,内耳损伤尤其

是毛细胞损伤是引起此疾病的重要原因。而氨基糖

苷耳毒性主要靶器官则是毛细胞[13]。本研究发现,
GM功能上可造成听力下降,形态上可以造成毛细胞

损伤,其损伤主要表现为外毛细胞,且第1排损伤程

度重于第2、3排。因毛细胞是终末分化,无法再生,
且毛细胞一旦受损,任何细胞营养因子或促细胞生长

因子都不能达到满意的治疗效果[12-15]。因此,需要寻

找一种保护机制来预防及治疗氨基糖苷类药物带来

的耳毒性。
研究表明,氨基糖苷类药物带来毛细胞损伤主要

原因是活性氧自由基参与了耳蜗和前庭的毒性损伤,

引起毛细胞凋亡[16-17]。内耳积聚高浓度GM 激活丝

裂原活化蛋白激酶p38(p38MAPK)和C-jun氨基末

端激酶(JNK),改变线粒体膜电位,使细胞色素C释

放,激活caspase-8和caspase-3,以及下游级联反应,
使毛 细 胞 发 生 凋 亡。而caspase-3 被 认 为 是 所 有

caspases中最重要的一个[16-17]。它能引起DNA和染

色质损伤,重新排列细胞骨架,破坏细胞内运输、细胞

分裂和信号转导。因此阻断上述通路可保护毛细胞

免受损伤,防止听力进一步下降。细胞保护基因锌指

蛋白A20可能有助于防止毛细胞的进一步损伤。
现已证实,锌指蛋白家族由细胞保护基因组成,

包括A20基因。该基因长4
 

426
 

bp,A20基因的C端

由7个Cys2/Cys2锌指组成。通过这些锌指,A20可

以结合一系列功能蛋白,如肿瘤坏死因子受体相关因

子 (TRAFs)、14-3-3、ABINs、TXBP151、LMP1、
IKK-/NEMO/IKKAP1,然后发挥作用。锌 指 蛋 白

A20基因过表达可通过抑制caspase-3、caspase-8的

活化和细胞色素C的释放,稳定线粒体,有效抑制细

胞凋亡、细胞坏死和炎症。也有研究表明,锌指蛋白

A20基因可以阻断 NF-κB信号通路[8,18],通过抑制

caspase-3来保护内皮细胞和神经细胞免受损伤。由

于毛细胞损伤的机制与锌指蛋白A20基因的防损伤

机制一致,因此,锌指蛋白A20基因可能会抑制毛细

胞的凋亡和坏死,从而保护毛细胞,防止听力进一步

受损。
鉴于此,笔者探讨了基因治疗,以及模拟靶向药

物的价值。既往研究表明,pAdEeay-1/A20可通过毛

细胞高效表达[9]。本研究结果显示,对照组豚鼠和

pAdEeay-1组豚鼠在药物进入耳蜗前后ABR的听力

阈值差异无统计学意义(P>0.05),说明这种给药方

式和重组腺病毒对ABR的听力阈值无明显影响。在
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pAdEeay-1/GM 组 豚 鼠 中 观 察 到 明 显 变 化,提 示

pAdEeay-1对听力损失无保护作用。与对照组比较,
pAdEeay-1/A20/GM 组 和 人 工 外 淋 巴 液/GM 组

ABR的听力阈值明显升高。但pAdEeay-1/A20/GM
组阈值明显低于人工外淋巴液/GM 组。根据基底膜

毛细胞计数结果,GM 主要损伤外毛细胞,与既往研

究一致[9]。从形态上比较,pAdEeay-1/A20也可以对

毛细胞损伤起到保护作用,GM 的损伤主要表现为外

毛细胞凋亡、坏死、丢失等,施加pAdEeay-1/A20因

素后与对照组比较毛细胞缺失、凋亡、坏死细胞明显

减少,外毛细胞损伤明显得到了改善。这些形态学观

察结果与ABR检测结果一致。
综上所述,锌指蛋白A20对GM耳毒性所致的听

力损失具有保护作用,能有效防止毛细胞的进一步损

伤,但保护作用不完全。以上研究结果为预防和治疗

氨基糖苷类药物带来的耳毒性提供了新思路。此外,
pAdEeay-1/A20对毛细胞的保护作用是直接作用于

毛细胞上,还是作用其他细胞后间接参与保护毛细胞,
以及他们之间的联系,尚待研究解决,pAdEeay-1/A20
是否仅保护耳蜗毛细胞,对螺旋神经节细胞和耳蜗其他

部位是否同样具有保护作用也是以后研究的重点。
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