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突触囊泡融合蛋白Ｍｕｎｃ１８１在小鼠耳蜗内毛细胞的定位表达
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　　［摘要］　目的　研究突触囊泡融合蛋白Ｍｕｎｃ１８１在小鼠耳蜗内毛细胞的表达及定位。方法　 应
用激光共聚焦成像技术，通过免疫荧光单标法检测Ｍｕｎｃ１８１蛋白在小鼠耳蜗内毛细胞中的表达，免疫
荧光双标法检测其与带状突触蛋白ＣｔＢＰ２的定位关系。结果　 通过激光共聚焦成像技术检测发现，免
疫荧光单标染色显示内毛细胞胞质中有高浓度的 Ｍｕｎｃ１８１蛋白表达，免疫荧光双标染色结果显示
Ｍｕｎｃ１８１蛋白聚集在 ＣｔＢＰ２蛋白附近。结论　 Ｍｕｎｃ１８１蛋白在耳蜗内毛细胞中有表达，聚集在突触
蛋白ＣｔＢＰ２周围，可能与维持突触囊泡融合、胞吐功能紧密相关。
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（ＣＳＴＣ２００９ＢＢ５１７０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＹｕａｎＷｅｉ，Ｅｍａｉｌ：ｗｅｉｙｕａｎ１７５＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　声音是通过耳蜗内毛细胞和听觉神经元之间的突
触来编码的，具有高保真度和瞬息性，其功能有赖于内

毛细胞特殊的突触结构，称为“带状”突触，是快速突

触递质释放的核心区域，它的主要结构蛋白是Ｒｉｂｅｙｅ／

ＣｔＢＰ２［１］。而突触之间的信息传递需要突触囊泡与细
胞膜融合，释放递质到突触间隙产生兴奋性突触后电

位。参与膜融合的蛋白质包括 Ｍｕｎｃ１８１、ＳＮＡＲＥ、
Ｓｙｎｔａｘｉｎ１、囊泡相关膜蛋白（ｓｙｎａｐｔｏｂｒｅｖｉｎ／ＶＡＭＰ）和
ＳＮＡＰ２５。它们形成紧密的 ＳＮＡＲＥ复合体，将囊泡和
细胞膜绑定启动融合过程。其中 Ｍｕｎｃ１８１是膜融合
的关键调控蛋白［２－３］，现有关于Ｍｕｎｃ１８１的研究集中
在中枢神经系统和神经内分泌细胞的突触调控上，而

在听觉信号突触囊泡循环中的功能作用方面尚少见报
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道。现有研究仅指出 Ｍｕｎｃ１８在耳蜗内毛细胞中有表
达［４］，但其具体的分布、定位，与内毛细胞带状突触

ＣｔＢＰ２的关系及其作用机制尚不清楚。本研究通过免
疫荧光标记、激光共聚焦成像技术对出生后５周Ｃ５７小
鼠耳蜗基底膜内毛细胞 Ｍｕｎｃ１８１蛋白的表达和分布
进行初步研究，为进一步探讨该蛋白在内毛细胞突触

囊泡融合的功能调控机制作前期铺垫。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　出生后５周的成年健康Ｃ５７小鼠３０只（６０耳蜗），

耳廓反射灵敏，雌雄不限，体质量１９～２０ｇ，没有外耳
或中耳疾病，由第三军医大学实验动物中心提供。

１．２　主要试剂
　　一抗：兔单克隆抗小鼠 Ｍｕｎｃ１８１抗体（１∶１００，
ＥＰＲ４８４９，Ａｂｃａｍ公司）；羊抗小鼠 ＣｔＢＰ２抗体（１∶５０，
Ｅ１６，ＳＡＮＴＡＣＲＵＺ公司）。二抗：红色标记驴抗兔
ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（１∶３００，ＩＦＫｉｎｅ＃Ａ２４４２１）；绿色标记驴抗
羊ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（１∶３００，ＩＦＫｉｎｅ ＃Ａ２４２３１）；５％ 正常
驴血清（ＩｍｍｕｎｏＲｅａｇｅｎｔｓ，ＳＰ０７２ＶＸ２）；ＤＡＰＩ（４′，６二
脒基２苯基吲哚，Ｓｉｇｍａ）；抗荧光淬灭封片剂（碧云
天）；ＴｒｉｔｉｏｎＸ１００（聚乙二醇辛基苯基醚，Ａｍｒｅｓｃｏ，Ｒｅ
ａｇｅｎｔＧｒａｄｅ）；５％水合氯醛［成制字（２０１１）Ｂ０６０３４］。
１．３　耳蜗基底膜取材
　　Ｃ５７小鼠称体质量后５％水合氯醛（５ｍＬ／ｋｇ）腹腔

注射麻醉后，断颈处死，自枕骨大孔正中剪开颅骨，去

除双侧脑组织，暴露双侧听泡并取出，置于盛有新鲜配

置的 ４％多聚甲醛玻璃皿中，解剖显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ
ＳＺＸ９）下取出耳蜗，显微镊去除听小骨、镫骨底板及多
余软组织，挑开圆窗膜，１ｍＬ注射器针尖窝顶处打孔。
自蜗顶小孔、卵圆窗、圆窗缓慢注入４％多聚甲醛，反
复多次直至耳蜗透明，后将耳蜗置于４％多聚甲醛液
中固定，４℃冰箱过夜。次日，取出固定后的耳蜗标本
置于盛有０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ液的玻璃皿中，显微镜下
解剖耳蜗并取出基底膜中间回，去除前庭膜和盖膜，备

用。

１．４　免疫荧光染色
　　将取出的基底膜标本用０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗３次，
加入５％正常驴血清和０．３％ ＴｒｉｔｉｏｎＸ１００混合的封
闭液中，室温下孵育１ｈ。吸净封闭液，加入一抗兔单
克隆抗小鼠Ｍｕｎｃ１８１抗体（浓度１∶１００，ＰＢＳ液稀释）
和羊抗小鼠 ＣｔＢＰ２抗体（浓度１∶５０），４℃冰箱过夜。

将孵育后的标本行０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗（３次，每次
１０ｍｉｎ），加入二抗红色标记驴抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ，浓度
１∶３００，ＰＢＳ稀释）室温，避光孵育 １ｈ。０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ漂洗（避光，３次，每次１０ｍｉｎ），加入二抗绿色标
记驴抗羊ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ，浓度１∶３００）室温，避光孵育１ｈ。
０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗（避光，３次，每次１０ｍｉｎ），加入
ＤＡＰＩ（浓度１∶２００）室温，避光孵育１０ｍｉｎ，０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ漂洗。暗室中取出标本平铺于载玻片上，滴加
２滴抗荧光淬灭封片剂封片。标本直接在荧光显微镜
下观察，检测特异性的一抗。空白对照为 ＰＢＳ液代替
一抗，其余方法同上。

１．５　激光共聚焦荧光显微镜成像
　　激光共聚焦荧光显微镜采用 ＺＥＩＳＳＬＳＭ７００，由
西南医院中心实验提供，以４００倍观察。荧光激发波
长分别是５６１ｎｍ和４８８ｎｍ。对样本进行层扫，扫描
层距设置为０．１２μｍ。

２　结果

２．１　Ｍｕｎｃ１８１蛋白在小鼠耳蜗内毛细胞中的免疫荧
光染色

　　激光共聚焦荧光显微镜下观察，见Ｍｕｎｃ１８１蛋白
在耳蜗内毛细胞的胞质和胞膜上均有高浓度表达，且

在内毛细胞突触区域有明显浓聚。而用空白对照的所

有耳蜗内毛细胞均未见荧光信号（图１）。
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Ａ：空白对照，细胞核周围未见荧光显色；Ｂ：Ｍｕｎｃ１８１抗体

染色，一抗Ｍｕｎｃ１８１蛋白荧光显色（箭头示）；蓝色示细胞

核，红色示Ｍｕｎｃ１８１蛋白

图１　免疫荧光染色观察Ｍｕｎｃ１８１在小鼠耳蜗内毛

细胞中的表达

２．２　Ｍｕｎｃ１８１和ＣｔＢＰ２在小鼠耳蜗内毛细胞中的免
疫荧光双标染色

　　免疫荧光双标 Ｍｕｎｃ１８１、ＣｔＢＰ２染色，激光共聚
焦成像技术检测显示 Ｍｕｎｃ１８１蛋白集中在带状突
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触 ＣｔＢＰ２蛋白附近，有利于突触囊泡融合、胞吐的调
控（图２）。
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Ａ：ＤＡＰＩ染色显示细胞核，可见内毛细胞整齐排列成一排，无缺
失，下方为支持细胞核；Ｂ：红色荧光显示胞内的 Ｍｕｎｃ１８１蛋
白，多聚集在核下区；Ｃ、Ｅ：Ｅ为Ｃ的放大图像，绿色荧光显示突
触蛋白Ｒｉｂｅｙｅ／ＣｔＢＰ２；Ｄ：Ｍｅｒｇｅ合成图像；Ｆ：Ｄ的放大图像，显
示Ｍｕｎｃ１８１蛋白聚集在带状突触ＣｔＢＰ２附近
图２　免疫荧光双标染色观察Ｍｕｎｃ１８１和ＣｔＢＰ２在小鼠耳蜗

内毛细胞中的表达

３　讨论

　　以往关于内毛细胞突触蛋白组成的研究，曾经被
认为使用与中枢神经系统谷氨酸能突触相同的突触蛋

白。然而在１９９９年通过免疫组化和ＲＴＰＣＲ的研究，
显示内毛细胞突触中不存在突触结合蛋白（ｓｙｎａｐｔｏ
ｔａｇｍｉｎｓ１３）、突触囊泡蛋白（ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ）和突触蛋
白（ｓｙｎａｐｓｉｎ）［５］。随后的研究证实了内毛细胞突触中
缺乏ｃｏｍｐｌｅｘｉｎｓ蛋白［４］，而改用其它蛋白参与胞吐的

过程，比如Ｃ２结构域蛋白ｏｔｏｆｅｒｌｉｎ
［６］。有证据表明ｏｔ

ｏｆｅｒｌｉｎ、Ｌ型电压依赖性 Ｃａ２＋离子通道 Ｃａｖ１．３和囊泡
谷氨酸转运体亚型３（Ｖｇｌｕｔ３）蛋白的突变，会导致人类
耳聋。而关于内毛细胞胞吐是否需要可溶性 Ｎ乙基
马来酰亚胺敏感因子附着蛋白受体（ｓｏｌｕｂｌｅＮｅｔｈｙｌ
ｍａｌｅｉｍｉｄｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅｆａｃｔｏｒａｔｔａｃｈｍｅｔｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，
ＳＮＡＲＥ）的参与还存在争议［７］。

　　Ｍｕｎｃ１８１是 Ｓｅｃ１／Ｍｕｎｃ１８（ＳＭ）蛋白家族成员之
一，具有高度保守性，是（６０～７０）×１０３的多肽氨基酸，
参与调控 ＳＮＡＲＥ复合体的形成，是膜融合的必需调
控蛋白［２－３］。在Ｍｕｎｃ１８１基因敲除小鼠中，神经递质
的释放功能完全丧失，且出生后不久即死亡［８］。而

Ｍｕｎｃ１８１蛋白表达水平的增加则引起更大的待释放

囊泡池（ＲＲＰ）的形成和突触效能的增加［９］。在癫痫

和智力障碍的患者中发现 Ｍｕｎｃ１８１基因突变，而且
Ｍｕｎｃ１８１蛋白表达分布紊乱将导致疾病阿尔茨海默
尔症和精神分裂症的发生［９－１０］。在哺乳类动物中，

Ｍｕｎｃ１８有３种亚型。最初是在中枢神经系统及神经
内分泌细胞中检测发现Ｍｕｎｃ１８１；Ｍｕｎｃ１８２是除了在
脑组织以外广泛表达；Ｍｕｎｃ１８３的表达则无处不
在［１１］。从Ｍｕｎｃ１８１蛋白免疫荧光染色结果可以看
出，Ｍｕｎｃ１８１蛋白在成年小鼠耳蜗内毛细胞中有高浓
度的表达，和 Ｕｔｈａｉａｈ［４］的研究相一致，这可能预示着
Ｍｕｎｃ１８１参与内毛细胞的囊泡融合。
　　哺乳动物耳蜗内毛细胞的突触传递能够精确到亚
毫秒级，突触囊泡具有空前的高频率释放和再补充特

性。通过研究发现内毛细胞的突触呈“带状”，是一种

纳米级蛋白质复合体，捆绑一圈囊泡在活化区域。活

化区域是由特殊的蛋白分子构成，其主要的组成部分

是Ｒｉｂｅｙｅ／ＣｔＢＰ２，捆绑大约７０～２００个突触囊泡，每秒
能够释放１２至数百个囊泡至突触间隙，产生不同等级
的感受器电位［１２］。为了观察Ｍｕｎｃ１８１蛋白在内毛细
胞的分布及其与带状突触的关系，我们对Ｍｕｎｃ１８１和
ＣｔＢＰ２蛋白进行了免疫荧光双标、激光共聚焦显微镜
观察，发现内毛细胞胞质中及胞膜上广泛高表达

Ｍｕｎｃ１８１蛋白，且聚集在突触前活化区域。近期的研
究表明内源性蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ）对 Ｍｕｎｃ１８１蛋白有
磷酸化的作用，并且影响其在中枢神经轴突树突间的
分布和运动［１３－１４］。Ｍｕｎｃ１８１蛋白对耳蜗内毛细胞突
触囊泡融合的调控及此蛋白的缺失或突变是否会对听

觉突触传递造成影响，能否成为研究听力下降的新靶

点，还有待于进一步工作证实。
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　　（上接４３８页）
大鼠脑组织中的 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９含量。采用 Ｍｉａｓ图
像处理系统，每组大鼠各取１张免疫组化切片，每张随
机选取５个视野，分别测定 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的光密度
值，计算ＭＭＰ２、ＭＭＰ９阳性细胞的百分率，然后取平
均值作为统计数据。

１．３　统计学方法
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件行 ｔ
检验。

２　结果

　　大鼠脑缺血６、１２ｈ时，Ｅ组脑组织中 ＭＭＰ２及
ＭＭＰ９表达明显升高（Ｐ＜００５）。在同一时间，与其
他各组相比较，Ｅ组 ＭＭＰ２及 ＭＭＰ９的表达差异均
有统计学意义（Ｐ＜００５，表１、２）。

表１　各组大鼠不同缺血时间脑组织ＭＭＰ２的表达
（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

光密度 面密度
组别

６ｈ １２ｈ ６ｈ １２ｈ
Ａ组 ２１４．５±４．４ａ ２２０．５±４．３ａ １０．５±１．３ａ １０．６±３．３ａ

Ｂ组 ２１５．１±５．１ａ ２１９．５±５．１ａ １０．２±１．８ａ １０．５±４．３ａ

Ｃ组 １６５．５±５．５ａ １６８．５±２．２ａ ３９．７±４．８ａ ４０．３±４．１ａ

Ｄ组 １４５．５±３．６ａ １４８．５±５．４ａ ３３．３±５．１ａ ３３．７±４．１ａ

Ｅ组 １０５．５±５．５ １０５．８±６．２ ５０．７±４．６ ５０．３±４．７

ａ：Ｐ＜００５，与Ｅ组比较

表２　各组大鼠不同缺血时间脑组织ＭＭＰ９的表达
（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

光密度 面密度
组别

６ｈ １２ｈ ６ｈ １２ｈ
Ａ组 ２１４．３±４．４ａ ２１９．５±３．３ａ １０．５±３．３ａ １０．６±３．３ａ

Ｂ组 ２１４．２±４．９ａ ２１９．６±４．９ａ １０．２±３．８ａ １０．５±４．３ａ

Ｃ组 １６５．４±５．５ａ １６８．４±２．７ａ ３９．３±４．２ａ ３９．２±４．１ａ

Ｄ组 １４５．６±３．６ａ １４８．３±５．２ａ ３３．３±５．２ａ ３３．７±４．３ａ

Ｅ组 １０５．４±５．５ １０５．３±４．２ ５０．７±４．６ ５０．３±４．７

ａ：Ｐ＜００５，与Ｅ组比较

３　讨论

　　异丙酚是临床常用麻醉药物之一，具有起效快、代
谢快及副反应少等特点。应用异丙酚后，细胞内钙离

子水平及血脑屏障的通透性均受到较大影响。本实验

观察异丙酚对ＳＤ大鼠脑微血管内皮细胞紧密连接蛋
白ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达的影响，探讨异丙酚对脑组织
的保护机制。

　　本研究结果显示，与异丙酚预处理组、异丙酚治疗
组及正常组、假手术组相比较，缺血再灌注组中ＭＭＰ２
和ＭＭＰ９的表达显著升高，表明 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９在脑
缺血性损伤后表达显著升高，参与脑缺血损伤的病理

过程。而异丙酚各组中ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的表达显著
降低，说明异丙酚能够抑制大鼠在缺血脑组织中

ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的表达，能够保护血脑屏障通透性，
证明异丙酚对缺血脑组织具有保护作用。ＭＭＰ２及
ＭＭＰ９是基质金属蛋白酶家族的主要成员，也是脑微
血管内皮细胞紧密连接蛋白，可间接体现脑微血管通

透性的程度［３］。其中ＭＭＰ２被称为明胶酶Ａ，活化的
ＭＭＰ２能够降解血管周围细胞外基质；ＭＭＰ９被称为
明胶酶Ｂ，具有广泛的生理作用，可调节其他蛋白酶及
细胞因子活性，还可与ＣＤ４４相互结合，并释放ＴＧＦβ１
的效用。此外，ＭＭＰ９还可释放血管内皮生长因子，
参与血管生成。

　　综上所述，异丙酚可以抑制大鼠脑缺血再灌注脑
组织紧密连接蛋白 ＭＭＰ２、ＭＭＰ９表达，进而对缺血
脑组织进行保护。但本实验时间点较少，观察时间较

短，对异丙酚的脑保护作用机制需进一步研究。
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