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Ｓｍａｄ４条件基因敲出小鼠的前庭功能检测
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　　［摘要］　目的　通过设计的一系列前庭功能检测实验对同窝成组的软骨组织 Ｓｍａｄ４条件基因敲除野生型、杂合子、
纯合子小鼠的前庭功能进行评估。方法　 前庭功能检测方法：一般行为观察；空间姿势反射；游泳实验；前庭眼反射
（ＶＯＲ），使用前庭功能检查系统记录眼震电图；短声刺激前庭诱发肌源性电位（ＶＥＭＰ）记录麻醉下椎前颈长肌表面第３
颈椎水平的声刺激诱发电位。结果　 虽然软骨组织Ｓｍａｄ４条件基因敲除小鼠的耳蜗感受声音能力下降，但没有发现软
骨组织Ｓｍａｄ４条件基因敲除小鼠出现行为、步态、空间姿势反射和游泳实验等前庭综合功能障碍；３个基因型小鼠均能诱
出眼震且相互之间没有差别（Ｐ＞０．０５）；ＶＥＭＰ的潜伏期在３个基因型组间无差异（Ｐ＞０．０５），与野生型和杂合子相比，纯
合子小鼠ＶＥＭＰ的反应阈值明显增加（Ｐ＜０．０１）。结论 　只有Ｓｍａｄ４条件基因敲除纯合子小鼠的部分球囊功能受到一
定程度的影响，其他前庭功能不受影响。
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　　前庭末梢感受器精细三维结构的形成是一个复杂
的过程，在该过程中，众多基因的参与是决定性因素，

他们的变异或剔除会使半规管或毛细胞、耳石、淋巴囊

腔等前庭结构的发育发生障碍，最终导致前庭功能障

碍。Ｓｍａｄｓ是转化生长因子β（ＴＧＦβ）的下游调节基
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因，其中的Ｓｍａｄ４作为ＴＧＦβ信号转导通路中唯一的
公共Ｓｍａｄ，在细胞增殖、分化、移行、凋亡等过程中起
着非常重要的作用，其可能参与了内耳前庭结构和功

能的形成。Ｓｍａｄ４基因敲除纯合子小鼠（Ｓｍａｄ４－／－）
全部在胚胎期死亡，而嵌合体小鼠不能完全反映该基

因对前庭发育和功能的影响［１－２］。基于ｌｏｘＰＣｒｅ系统
条件基因敲除技术而构建的软骨组织 Ｓｍａｄ４条件基
因敲除纯合子小鼠（Ｓｍａｄ４－／－）听力严重受损［３］，但其

前庭功能是否受到影响少见文献报道，我们对此做了

研究，现将结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　野生型（Ｓｍａｄ４＋／＋）小鼠、Ｓｍａｄ４条件基因敲除杂合子
（Ｓｍａｄ４＋／－）小鼠、Ｓｍａｄ４条件基因敲除纯合子（Ｓｍａｄ４－／－）小
鼠均由中国军事医学科学院生物工程研究所发育和疾病遗传

学研究室杨晓研究员提供并鉴定基因型，动物统一编号，统一

饲养。动物的使用获得中国人民解放军总医院动物伦理委员

会的授权。

１．２　主要试剂与仪器
　　注射用速眠新（长春军需大学兽医研究所），用生理盐水按
１∶１０稀释，稀释后用量根据小鼠体质量决定，０．１～０．２ｍｌ／１０ｇ，
腹腔注射；ＶＴＳⅢ型人体前庭功能检查系统（北京和平医疗设
备厂）；自制小鼠固定盒；ＳｍａｒｔＥＰ诱发电位仪（美国智听公
司）。

１．３　实验方法
１．３．１　小鼠一般行为观察　　Ｓｍａｄ４＋／＋、Ｓｍａｄ４＋／－和
Ｓｍａｄ４－／－３个基因型小鼠各１０只，共３０只，从小鼠出生时开始
观察并记录，一直观察到出生后２个月。观察内容有：有无步
态不稳、头左右晃动、躯干卷曲、肢体外展、强迫环行运动（转

圈）、过度活跃、四肢无力等平衡异常表现。

１．３．２　空间姿势反射　　选用２月龄Ｓｍａｄ４＋／＋、Ｓｍａｄ４＋／－和
Ｓｍａｄ４－／－３个基因型小鼠各１０只，共３０只。在暗室内将小鼠
置于５０ｃｍ高处，呈四脚向上的仰卧位，使其自由降落于松软平
面，四肢着地为正常，记录为阴性；体侧着地或背部着地为异

常，记录为阳性。每只小鼠实验５次，计算平均阳性率。
１．３．３　游泳实验　　选用 ２月龄 Ｓｍａｄ４＋／＋、Ｓｍａｄ４＋／－和
Ｓｍａｄ４－／－３个基因型小鼠各１０只，共３０只。游泳实验采用的
装置为自制的长８０ｃｍ，宽５０ｃｍ的长方形塑胶水箱，加室温水
至水深３５ｃｍ，水面距水箱上表面１５ｃｍ。将小鼠置于水箱中央
的水面，身体与水箱长轴平行，松手，令其自由游泳，观察其游

泳的姿势。头向上并露出水面，姿势平稳地游泳者记为３分，
头向上并部分露出水面，姿势不太平稳者记为２分，头不能向

上或头不能露出水面者记为０分，此时必须马上将其从水中救
出，避免溺死。测试交替进行，防止过度劳累影响测试结果。

每只小鼠测试３次，每次２段，每段１ｍｉｎ，每次中间休息１０ｍｉｎ，
取平均值。测试在室温、暗室中进行。

１．３．４　前庭眼反射（ｖｅｓｔｉｂｕｌａｒｏｃｕｌａｒｒｅｆｌｅｘ，ＶＯＲ）检测　　前
庭眼反射的检测通过转椅旋转实验完成。选用 ２月龄
Ｓｍａｄ４＋／＋、Ｓｍａｄ４＋／－和Ｓｍａｄ４－／－３个基因型小鼠各６只，共１８
只。所用仪器为ＶＴＳⅢ型人体前庭功能检查系统（北京和平
医疗设备厂制造），用配套的眼震电图记录仪记录并分析诱发

出的眼震情况。清醒小鼠用自制固定盒固定于转椅中央，小鼠

头部位于转轴中心，头低３０°，使双侧水平半规管与地面平行。
自制针式电极分别固定在颅顶和两眼外眦部，颅顶为参考电

极，两眼外眦为记录电极。常规定标后，进行正弦谐波转椅摆

动实验。摆动刺激参数为峰速６０ｄ／ｓ，刺激频率为０．０８Ｈｚ和
０．１６Ｈｚ２个频率。测试在暗室中进行，为了避免小鼠睡着，不
定时地间歇性地开灯并用掌声刺激。

１．３．５　短声刺激前庭诱发肌源性电位（ｖｅｓｔｉｂｕｌａｒｅｖｏｋｅｄｍｙｏ
ｇｅｎｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＶＥＭＰ）　　选用２月龄 Ｓｍａｄ４＋／＋、Ｓｍａｄ４＋／－和
Ｓｍａｄ４－／－３个基因型小鼠各５只，共１５只。方法与 Ｍａｔｓｕｚａ
ｋｉ［４］的相同。腹腔注射速眠新全麻，麻醉满意后，腹侧入路暴
露椎前颈长肌，将银球电极置于该肌表面第３颈椎水平，针式
参考电极置于胸骨前肌肉内。用ＩＨＳ诱发电位仪给声，刺激声
用ｃｌｉｃｋ，带通滤波为１００～３０００Ｈｚ，叠加次数２００次，扫描时
间２４ｍｓ，ＥＲ３Ａ插入式耳机。反映球囊功能。

１．４　统计学方法
　　用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行计算。组间比较采用 Ｆ检验
（方差分析）。

２　结果

２．１　一般行为观察、空间姿势反射及游泳实验
　　 野生型 （Ｓｍａｄ４＋／＋）、Ｓｍａｄ４条件基因敲除杂合子
（Ｓｍａｄ４＋／－）及Ｓｍａｄ４条件基因敲除纯合子（Ｓｍａｄ４－／－）３个基
因型小鼠在从出生到２月龄的整个生长过程中，均始终未见到
有步态不稳、头左右晃动、躯干卷曲、肢体外展、强迫环行运动

（转圈）、过度活跃、四肢无力等前庭功能异常的表现；所有２月
龄小鼠的空间姿势反射均为阴性，即均是四肢着地的正常状

态，没有１只小鼠出现体侧着地或背部着地的阳性情况；所有２
月龄小鼠在游泳实验中得分均为３分，表现相当稳定。

２．２　前庭眼反射检测结果
　　正弦谐波转椅摆动诱发前庭眼反射，通过眼震电图曲线反
映。由眼震电图曲线计算得出眼震频率、眼震慢相速度、增益

和相位４个方面的数据结果，见表１。经方差分析发现，在３个
基因型小鼠之间，各个指标均无差异（Ｐ＞０．０５）。眼震电图曲
线见图１和图２。

表１　３个基因型组小鼠之间前庭眼反射结果的比较（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

０．０８Ｈｚ ０．１６Ｈｚ
基因型

眼震频率 慢相速度 增益 相位 眼震频率 慢相速度 增益 相位

Ｓｍａｄ４＋／＋ ２．５６±０．２３ ２５．３０±３．３１ ０．５６±０．０８ １．９８±１．７４ ２．５３±０．２９ ３４．０３±７．１２ ０．６６±０．０４ ２１．５６±４．７６
Ｓｍａｄ４＋／－ ２．５８±０．１４ ２３．８９±４．６９ ０．５４±０．０４ ２．１９±１．９２ ２．４５±０．２７ ２９．０４±１０．０５ ０．６６±０．０７ ２１．５７±４．８２
Ｓｍａｄ４－／－ ２．４６±０．２１ ２１．８３±２．４２ ０．５４±０．０８ ２．１４±２．０７ ２．３２±０．２０ ３１．４８±９．６４ ０．６４±０．０４ ２１．３２±６．８８
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Ａ～Ｃ：左向眼震；Ｄ～Ｆ：右向眼震
图１　０．０８Ｈｚ正弦谐波转椅摆动诱发眼震电图典型曲线
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Ａ～Ｃ：左向眼震；Ｄ～Ｆ：右向眼震
图２　０．１６Ｈｚ正弦谐波转椅摆动诱发眼震电图典型曲线

２．３　短声刺激前庭诱发肌源性电位
　　短声刺激前庭诱发肌源性电位发现，Ｓｍａｄ４＋／＋小鼠和
Ｓｍａｄ４＋／－小鼠的反应阈和潜伏期均无差异（Ｐ＞０．０５），
Ｓｍａｄ４－／－小鼠的反应阈明显提高（Ｐ＜０．０１），潜伏期与
Ｓｍａｄ４＋／＋小鼠和Ｓｍａｄ４＋／－小鼠没有差异（Ｐ＞０．０５），见表２。
短声刺激前庭诱发肌源性电位典型曲线见图３。

表２　３个基因型组小鼠短声刺激前庭诱发肌源性电位结果比较（珋ｘ±ｓ）

基因型 ｎ 阈值（ｄＢ） 阈值点潜伏期（ｍｓ）

Ｓｍａｄ４＋／＋ １０ ９０．００±４．０８ａ ７．３９±０．５２

Ｓｍａｄ４＋／－ １０ ９２．００±４．０８ａ ７．３９±０．４８

Ｓｍａｄ４－／－ １０ １１８．００±４．８８ ７．８２±０．３２

ａ：Ｐ＜０．０１，与纯合子（Ｓｍａｄ４－／－）比较

３　讨论

　　动物前庭功能的检测比较困难，有３类检测方法：
行为、步态、空间姿势反射和游泳实验等全身的综合表

现；前庭眼反射；前庭电位。行为、步态、空间姿势反射

和游泳实验等反映前庭综合功能。由于小鼠个体小，

生命力脆弱，实验过程中极易死亡，所以有较多文献采

用这种方法来评价实验动物的前庭功能，尤其在基因

变异后对小鼠前庭发育影响的研究中应用广泛［５－９］。

在我们的实验中，没有发现任何小鼠出现行为、步态、

空间姿势反射和游泳实验等这类前庭综合功能的障

碍。尽管实验中尽可能地将视觉和本体感受器的影响

降到最低但并不能完全消除，而且还受到肌张力自身

因素的影响，所以其结论受到一定限制。

　　国外设计制造出专门用于小动物前庭功能检测的
实验装置，可以予以精确前庭刺激并记录眼震，从而精

确反映小动物前庭功能［１０－１３］，遗憾的是我们没有此类

装置。尝试做冰水实验但未能成功记录到眼震。利用

人体前庭功能检查系统（转椅）对小鼠进行前庭眼反

射的检测，可以在一定程度上反映其前庭半规管功能，

设置的体位反映水平半规管功能。本实验前庭眼反射

的结果提示３个基因型的小鼠均能诱出眼震且相互之
间没有差别，说明纯合子小鼠的前庭功能没有完全消

失，至少其水平半规管功能是健全的。这个结果与前

面的行为、步态、空间姿势反射和游泳实验等前庭综合

功能检测结果是一致的。
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每幅图中，左侧为３次重复，右侧为３次叠加
图３　短声刺激前庭诱发肌源性电位典型曲线

９７５
第３４卷第７期
２０１２年４月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．７
Ａｐｒ．１５　２０１２



　　前庭电位的记录是反映前庭功能比较好的方法，
目前国内多使用短声刺激前庭诱发的肌源性电位记

录。在动物有３种相似的检查方法：颈髓膜电位、清醒
状态下的颈部肌源性电位以及麻醉状态下的颈部肌源

性电位的记录，均能较好地反映球囊功能［４，１４－１５］。本

研究采用Ｍａｔｓｕｚａｋｉ［４］的方法，记录麻醉状态下的颈部
肌源性电位，发现该电位的潜伏期在３个基因型组间无
差异，但与野生型（Ｓｍａｄ４＋／＋）和杂合子（Ｓｍａｄ４＋／－）相
比，纯合子（Ｓｍａｄ４－／－）小鼠产生该电位的阈值明显增
加。从进化学的观点看，低等动物如鱼没有耳蜗，通常

由球囊起听觉器官的作用，而在哺乳动物前庭感觉器

官如球囊也能感受声音，尽管这部分听力可能没有实

质性意义［１６－１８］。比球囊发育更晚的耳蜗的声音感受

能力明显下降，在一定程度上说明Ｓｍａｄ４－／－小鼠该电
位产生的阈值增加与前庭毛细胞感受声音的敏感程度

降低有关。

　　总体上看，软骨组织 Ｓｍａｄ４条件基因敲除对前庭
已退化的感受声音的功能有一定的影响，但对小鼠其

他前庭功能的影响不大。因为 Ｓｍａｄ４基因本身对于
ＴＧＦβ超家族成员的信号转导虽然重要，但其信号转
导通路不是唯一的，ＴＧＦβ超家族成员尚可通过非
Ｓｍａｄｓ信号通路途径转导信号，譬如 ＭＡＰＫ（ｍｉｔｏｇｅｎ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ）、ＰＩ３Ｋ（磷脂酰肌醇激酶
３）［１９－２０］。在正常情况下的前庭里，这些非 Ｓｍａｄｓ信
号通路途径只起次要的补充作用，当 Ｓｍａｄｓ途径被切
断了以后，可能它们可以迅速增加以代偿信号的转导，

从而尽可能小地影响前庭的发育。另外，我们构建的

条件基因敲除小鼠是在胚胎发育过程中，间充质浓聚

开始形成软骨时敲除软骨组织里的 Ｓｍａｄ４，它会对软
骨迷路、骨迷路的形成有影响，但对前庭感觉上皮的形

成、分化的影响作用是有限的，最大可能是改变感觉上

皮的正常位置，部分影响其功能。半规管功能基本正

常而部分球囊功能有障碍，球囊的形成晚于半规管，球

囊功能中退化的听感觉发育就更晚，推测Ｓｍａｄ４可能
在前庭功能发育的后期作用更明显。
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