
膜迷路破坏动物模型中水通道蛋白 !" 的表达及其意义
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摘要!目的 检测水通道蛋白 !" 在膜迷路破坏豚鼠耳蜗及内淋巴囊中的表达情况! 方法 以氯仿鼓室注射制造豚鼠膜迷

路破坏的动物模型" 运用免疫组化二步法在不同的时间点上检测膜迷路破坏豚鼠耳蜗及内淋巴囊中水通道蛋白 !" 的

表达! 结果 耳蜗中 +,-!" 的表达表现出一种波动性过程"即随螺旋韧带细胞形态的破坏出现下调"而后当螺旋韧带细

胞出现再生时 +,-!" 的表达出现上调!在内淋巴囊处水通道蛋白 !" 的表达则无明显改变!结论 水通道蛋白 !" 可能参

与维持耳蜗螺旋韧带处结构的稳定性!
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自从 "2’’ 年水通道蛋白 $@6E@KFI7AC"+,-C%家

族被发现以来"关于其功能的研究一直是医学领域的

一大热点&"’! 在目前已知的 "" 种水通道蛋白家族成

员 中 " 已 发 现 在 不 同 种 属 动 物 的 内 耳 中 存 在 除

+,-!&(+,-!’ 及 +,-!"& 以 外 的 各 型 +,- 家 族 成

员) 但是关于其确切功能始终未明确* 曾有假设认为

+,-!" 可能具有参与维持骨质及基底膜结构的稳定

性的功能 &#’* 本文拟通过对膜迷路破坏动物模型中

+,-!" 的表达情况进行研究以明确是否存在这种可

能性*

" %材料与方法

"Y" 实验动物和试剂

#( 只白色红目豚鼠购自解放军总医院实验动物

中心"体质量 )&&[/&& B"雌雄不拘"耳廓反射灵敏"电

耳镜检测双侧鼓膜完整* 氯仿购自北京化工厂* 麻醉

药采用速眠新 $解放军军需大学畜牧研究所提供"主

要成分氟哌啶醇+新眠灵(氯胺酮*! 兔抗鼠 +,-!" 多

克隆抗体购自 ST>L7NFA 公司"免疫组化二步法试剂

盒购自北京中杉生物制品公司!
"Y#%%方法

"Y#Y"%%造模方法 参考冯勃等&)’膜迷路破坏方法"并加

以改进! 具体方法,以速眠新$&Y"%L?\"&& B%肌肉麻醉

行全身麻醉"麻醉成功后"在电耳镜观察下"以微量注

射器抽取 #&!!? 氯仿行鼓室内注射* 清醒后"所有动

物均出现急性单侧迷路功能破坏症状"表现为,头倾

向注射侧"步态不稳*所有动物均以右侧为实验耳"左

侧为对照耳*
"Y#Y#%%切片方法 动物随机分 ( 组"每组 ( 只* 分别于

造模后 /’%T"""#")"/ 周处死取双侧颞骨标本* 取材

方法,以速眠新麻醉后"开胸以 &Y&"%LF?\4%-QP 及 /]
多聚甲醛行心脏灌流*至头颈及双上肢完全僵硬后快

速断头取双侧听泡* 将听泡充分修剪"保留耳蜗及内

淋巴囊部分"/]多聚甲醛固定 #/%T""&]^=U+ 溶液

脱钙 "&%M$常温%"#&]蔗糖溶液浸泡过夜"HSU 包埋

过夜"常规冰冻切片*
"Y#Y)%%冰冻切片 9Y^ 染色 冰冻切片 3(%!烤箱烤片

3&%L7A 后水洗去除 HSU 溶液"流水冲洗 #%L7A"苏木

素染色 )%L7A"盐酸酒精分化"水漂洗变蓝"伊红染色
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图 !""造模 #$"% 耳蜗 &’()! 表达

!"#$% &’()*++",- ,. /01*%23,345*6789 4: +,-./.012341/0.5.617.8093!:;;<
图 :33造模 ! 周耳蜗 &’(*! 表达

;"<$= &’()*++",- ,. /01*%23,345*67 % >**?: +,-./.012341/0.5.617.8093!:;;<
图 =33造模 : 周耳蜗 &’(*! 表达

;"<$@ &’()*++",- ,. /01*%23,345*67= >**?: +,-./.012341/0.5.617.8093!:;;<
图 #33造模 = 周耳蜗 &’(*! 表达

;"<$8 &’()*++",- ,. /01*%23,345*67 @ >**?: +,-./.012341/0.5.617.8093!:;;<
图 >33造模 # 周耳蜗 &’()! 表达

;"<$A &’()*++",- ,. /0B)%23,345*67 8 >**?:+,-./.012341/0.5.617.8093!:;;<
图 ?33造模动物内淋巴囊 &’()! 表达

;"<$C &’()*++",- ,. /01)%2*-D,5EF(46G"3 +63:+,-./.012341/0.5.617.8093!:;;<

! : =

# > ?

:;3@! 水洗!$;A!B;C!B;C!B>C!B>C!!;;C乙醇脱

水各 : 分钟!二甲苯透明 >34.03: 次!中性树胶封片"
!D:D#33免疫组织化学!E&F"染色 冰冻切片烤片 ?;3
4.0 后水洗去除 ,GH 溶液!:CI:,: 溶液阻断内源性

过氧化氢酶!滴加 &’(*!+!9:;;<后 =JK水浴 :3%!多

聚鳌合物#二抗$室温孵育 =;34.0!E&F 现色!苏木素

复染细胞核!盐酸酒精分化后中性树胶封片%
!D:D>3计算 机 辅 助 图 像 分 析 应 用 图 像 软 件 LM41/NO
H882 对免疫组化染色结果进行分析! 对染色面积及

染色强度进行量化比较"
!D:D?33统计分析 采 用 P(PP!!D; 统 计 软 件 的 Q.@%N-
精确概率法对数据进行处理"

:3 结果

:D!33耳蜗及内淋巴囊 IR 染色

耳蜗组织在 #$3% 呈急性出血性及渗出性炎性表

现!鼓阶&前庭阶&蜗管及血管纹均见大量红细胞!螺

旋韧带结构尚正常’! 周时呈坏死性炎性表现! 螺旋

韧带结构开始出现破坏’: 周时炎症加重! 耳蜗正常

结构基本消失’= 周开始出现纤维化! 表现为螺旋韧

带内结构为纤维组织代替’# 周时表现浸润增生性炎

症表现!螺旋韧带纤维化加重!蜗管内为增生纤维组

织充填!G8-7.S 器结构消失" 在这一过程中!蜗管内始

终没有出现内淋巴积水表现"内淋巴囊处结构则没有

明显异常表现"
:D:33耳蜗 &’(*! 免疫组化染色结果

耳 蜗 &’(*! 阳 性 染 色 主 要 位 于 螺 旋 韧 带 基 底

部" #$3% 与正常对照侧无明显改变(图 !$’! 周时着色

强度及阳性面积减小 (图 :$’: 周时染色减弱达最大强

度!基本无阳性着色部位(图 =$’= 周后开始出现部分恢

复 (图 #$’# 周时恢复更加明显 (图 >$% 内淋巴囊处

&’(*! 染色水平无明显改变(图 ?$%

:D=33耳蜗螺旋韧带部位 &’(*! 染色情况的比较

从表 ! 可见! 耳蜗螺旋韧带处 &’(*! 染色在造

模耳 #$3% 及 # 周时表达水平与正常对照耳比较无统

计学差异!在 !!:!= 周表达下降% 造模耳 &’(*! 表达

在造模过程中出现先下降而后上升的波动性改变!这

一过程与耳蜗结构的破坏及再生过程相对应%

=3讨论

P710T8U.6 )#* 在成年豚鼠内耳的研究中! 发现

&’(*! 在基底膜下的间充质细胞& 临近骨迷路的成
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表 CG-耳蜗螺旋韧带部位 HIJKC 染色情况

!"#$% &’(K% )*+,)--./0 .0 12) -+.,"3 3.4"5)01 L!"#$!%&M

B-’!FDF;-+’-03"5.6-N30)"36!BB!’!FDF;G+’G03"5.6GN30)"36

纤维细胞"螺旋韧带及接近鼓阶的间皮细胞呈强阳性

表达#O@301$;%在对花斑豚鼠研究中发现&HIJKC 分布

于耳蜗血管纹"螺旋韧带"螺旋缘"内沟细胞"外沟细

胞"螺旋神经节"前庭膜"P3")/ 器的内"外毛细胞和支

持细胞’ 在内淋巴囊 HIJKC 均匀表达于上皮细胞及

上皮下组织’在我们前期对白色红目豚鼠耳蜗及内淋

巴囊中 HIJKC 表达情况的研究中已发 现 HIJKC 主

要表达部位位于螺旋韧带基底部&P3")/Q’ 器基底膜及

鼓阶内侧上皮面’在内淋巴囊(中间部)其阳性部位位

于上皮细胞下的基质组织中& 上皮细胞未见阳性着

色’ 在血管纹处无明显表达$<%’ 由于螺旋韧带基底部

主要存在 RRR 型纤维细胞& 其主要功能在于维持组织

结构的稳定性& 因此这种结果提示 HIJKC 可能主要

参与维持骨质及基底膜结构的稳定性&并且由于其在

P3")/S’ 器基底膜及鼓阶内侧粘膜面出现强阳性表达

而提示可能参与外淋巴的代谢’
本实验中&发现造模动物在术后 C 周内肢体反应

最为严重&术后 = 周开始基本得到代偿&症状基本恢

复’ 在术后 8:-T"C 周"= 周"> 周及 8 周进行连续观察

后发现&术后 C 周和 = 周 HIJKC 表达明显下降&考虑

这种情况是由于氯仿引起的急性毒性作用所致’这种

毒性作用破坏纤维细胞因此引起存在于纤维细胞上

的 HIJKC 表达下降’ 术后 > 周由于螺旋韧带处发生

纤维化&正常结构为大量新生纤维细胞所代替&在这

一过程中&HIJKC 的表达呈进行性增长的过程’ 到术

后 8 周增生过程基本结束& 此时 HIJKC 的表达基本

恢复至正常水平’ 在造模 8:-T 耳蜗主要出现急性出

血性炎症表现&此时螺旋韧带结构完整&细胞可能尚

未受到氯仿破坏&因此 HIJC 的表达无明显改变’ 随

着炎症的进展&造模 C 周时螺旋韧带处纤维细胞受到

破坏&出现细胞碎解&胞核消失&细胞正常结构消失&

此时 HIJC 的表达出现明显下调&表明随着纤维细胞

结构的破坏&存在于其胞膜上的 HIJC 蛋白同样受到

破坏’ 这种破坏作用在造模后 = 周达到最大&表现为

螺旋韧带处几乎无 HIJC 表达’造模 > 周时观察到纤

维细胞出现再生& 表明此时进入增生性炎症过程&与

此同时发现 HIJC 在螺旋韧带基底部出现较之 = 周

时明显的表达上调&说明 HIJC 可能是纤维细胞膜的

结构蛋白&其在细胞增生的早期即已出现’ 到造模后

8 周&再生的纤维细胞完成对耳蜗的结构重建&蜗管

及鼓阶为增生的纤维细胞所充填&此时螺旋韧带基底

部的 HIJC 达到一个新的稳定表达’本实验中所发现

的 HIJC 在耳蜗破坏及再生过程中表达的改变佐证

HIJC 具有参与维持细胞及组织结构稳定性的功能’
而在内淋巴囊处由于不存在这种病理性改变的过程&
因此 HIJKC 的表达始终没有出现明显改变’ 据此推

论*HIJKC 可能参与维持纤维细胞结构的稳定性&因

此当纤维细胞结构出现异常改变时&其表达量存在相

应的改变’
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