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　　［摘要］　目的　通过筛选内耳突触调控基因，探索老年性聋发生过程中突触损伤特点。方法　利
用转录组测序技术检测成年组（４周）和老年组（４０周）Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠内耳基底膜，筛选差异表达基因
（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ）。分析ＤＥＧｓ基因本体（ＧＯ）功能富集，京都基因和基因组百科全
书（ＫＥＧＧ）通路富集情况，并筛选突触调控差异基因，最后利用实时荧光定量 ＰＣＲ及免疫荧光染色验
证结果。结果　共筛选出３２６７个ＤＥＧｓ，其中下调１５２１个，上调１７４６个（ＦＣ≥１．５，Ｐ＜０．０５）。功能
富集显示，下调基因主要参与电压门控离子通道活性调控和突触调控，上调基因主要参与免疫调控。筛

选出突触调控基因６４个，其中６个钾通道基因 Ｋｃｎｑ２，Ｋｃｎｋ３，Ｋｃｎｍｂ４，Ｋｃｎｋ９，Ｋｃｎｈ５，Ｋｃｎｃ２富集度最
高。ｑＲＴＰＣＲ验证了 ６个调控突触的钾通道基因在不同年龄组内耳的差异表达；免疫荧光显示
ＫＣＮＱ２、ＫＣＮＭＢ４在老年鼠内耳表达明显下降。结论　筛选了老年性聋突触调控基因，其中６个钾通
道基因表达明显下降，可能是导致老年性聋突触改变的重要因素。

　　［关键词］　老年性聋；内耳；突触；转录组测序；钾离子通道
　　［中图法分类号］　Ｒ３２２．９２３；Ｒ３９４．３；Ｒ７６４．４３６［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金（８１８７３７０２，８１４７０６９４）
［通信作者］　袁　伟，Ｅｍａｉｌ：ｗｅｉｙｕａｎ１７５＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｙｎａｐｔｉｃｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｉｎｎｅｒｅａｒｏｆｍｉｃｅ
ｗｉｔｈｐｒｅｓｂｙｃｕｓｉｓ
ＣＨＥＮＸｉａｏｌｉｎｇ，ＴＡＮＧＦｅｎｇ，ＪＩＡＬｉｆｅｎｇ，ＬＩＨａｉ，ＬＩＪｉｎｇｙａ，ＹＵＡＮＷｅｉ　　ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ，ＨｅａｄａｎｄＮｅｃｋ
Ｓｕｒｇｅｒｙ，ＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌ，ＡｒｍｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ），Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３８，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｓｃｒｅｅｎｓｙｎａｐｔｉｃｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｉｎｎｅｒｅａｒａｎｄｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｓｙｎａｐｔｉｃｄａｍａｇｅｉｎｐｒｅｓｂｙｃｕｓｉｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＷｅｅｘａｍｉｎｅｄｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｇｅｎｅｓｉｎ
ｔｈｅｂａｓｉｌａｒｍｅｍｂｒａｎｅｏｆｔｈｅｉｎｎｅｒｅａｒｏｆａｄｕｌｔ（４ｗｅｅｋｏｌｄ）ｍｉｃｅａｎｄａｇｅｄ（４０ｗｅｅｋｏｌｄ）ｍｉｃｅｕｓｉｎｇ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）ｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ
（ＫＥＧＧ）ｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ（ＤＥＧｓ）ｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｓｙｎａｐｔｉｃ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＤＥＧｓ，ａｎｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｖｅｒｉｆｉｅｄｕｓｉｎｇｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｎｄｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｗｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｔｏｔａｌｏｆ３２６７ＤＥＧｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ１５２１ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓａｎｄ１７４６ｕｐ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ（ＦＣ≥１．５，Ｐ＜０．０５）．ＧＯｆｕｎｃｔｉｏｎｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ＤＥＧｓｍａｉｎｌｙｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｄｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｖｏｌｔａｇｅｇａｔｅｄｃａｔｉｏｎｃｈａｎｎｅｌａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｙｎａｐｔｉｃｆｕｎｃｔｉｏｎ，ａｎｄ
ｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄＤＥＧｓｗｅｒｅｍｏｓｔｌｙｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅｆｏｒｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｉｍｍｕｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎｓ．Ｗｅｓｃｒｅｅｎｅｄ６４ｓｙｎａｐｔｉｃ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｇｅｎｅｓ，ａｍｏｎｇｗｈｉｃｈ６ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｇｅｎｅｓ（Ｋｃｎｑ２，Ｋｃｎｋ３，Ｋｃｎｍｂ４，Ｋｃｎｋ９，
Ｋｃｎｈ５，ａｎｄＫｃｎｃ２）ｈａｄｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ．ｑＲＴＰＣＲｖｅｒｉｆｉｅｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅ６ｇｅｎｅｓｉｎ
ｔｈｅｉｎｎｅｒｅａｒｏｆｍｉｃｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｓ；ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＣＮＱ２
ａｎｄＫＣＮＭＢ４ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｉｎｎｅｒｅａｒｏｆａｇｅｄｍｉｃｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ａｍｏｎｇｔｈｅｓｙｎａｐｔｉｃ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｇｅｎｅｓｓｃｒｅｅｎｅｄｉｎｍｉｃｅｗｉｔｈｐｒｅｓｂｙｃｕｓｉｓ，６ｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｇｅｎｅｓｓｈｏｗｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｔｈｅｉｎｎｅｒｅａｒｏｆａｇｅｄｍｉｃｅ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈｅｉｒｉｍｐｏｒｔａｎｔｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｉｎｓｙｎａｐｔｉｃｃｈａｎｇｅｓｉｎｐｒｅｓｂｙｃｕｓｉｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｐｒｅｓｂｙｃｕｓｉｓ；ｉｎｎｅｒｅａｒ；ｓｙｎａｐｓｅ；ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；ｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈａｎｎｅｌ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１８７３７０２，８１４７０６９４）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＹＵＡＮＷｅｉ，Ｅｍａｉｌ：ｗｅｉｙｕａｎ１７５＠ ｓｉｎａ．ｃｏｍ

５６７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（８）



　　老年性聋（ｐｒｅｓｂｙｃｕｓｉｓ）又称年龄相关性聋（ａｇｅ
ｒｅｌａｔｅｄｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ，ＡＲＨＬ），是成年人听力损失的最常
见类型之一，是引起摔倒、抑郁、痴呆、孤独、认知能力

下降的独立危险因素［１］。老年性聋通常为感音神经

性聋，从外周听觉感受器到听觉中枢的病变都可引

起［２］。内毛细胞（ｉｎｎｅｒｈａｉｒｃｅｌｌｓ，ＩＨＣｓ）将声音的机械
刺激转化为电信号后通过突触传递至螺旋神经节细

胞，再以动作电位的模式传导至听觉中枢。而内毛细

胞和Ⅰ型螺旋神经节之间的神经传递是由内耳特殊的
突触结构———带状突触介导［３］。若因带状突触数量、

结构或功能改变，导致突触传递异常而引起的听力障

碍，即为耳蜗突触病（ｃｏｃｈｌｅａｒｓｙｎａｐｔｏｐａｔｈｙ，ＣＳ）［４－５］。
随着年龄增加，内耳突触数量明显下降，功能减退，带状

突触损伤被认为是老年性聋的重要致病因素之一［６－７］，

但是目前仍缺乏相关的基因调控机制研究。因此，对老

年性聋突触调控基因的检测与筛选十分必要。

　　转录组测序（ＲＮＡｓｅｑ）能够对物种的整个转录组
进行单核苷酸水平的测序，提供组织全部的基因表达

数据，得到最全面的转录组信息［８］，目前已广泛应用

于内耳的研究中［９－１１］。本研究通过对成年组和老年组

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠内耳基底膜进行转录组测序，筛选差异
表达基因（ＤＥＧｓ）。通过基因本体（ＧＯ）数据库和
ＫＥＧＧ数据库对 ＤＥＧｓ进行功能及通路富集，筛选突
触调控基因，并用ｑＲＴＰＣＲ和免疫荧光验证差异。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验动物　　选用健康 ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠，耳郭反射灵敏，无中耳感染，雌雄不拘，购于陆军军

医大学实验动物中心，动物实验通过伦理委员会审批

［编号ＳＹＸＫ（渝）２０１７０００２］，严格遵守批准机构的动
物保健和使用协议。

１．１．２　实验试剂　　测序总 ＲＮＡ提取试剂盒
（Ｑｉａｇｅｎ），逆转录试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ），ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试
剂、Ａｃｔｂ、目的序列 （ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ），ＴＲＩｚｏｌ（Ｔａｋａｒａ），
兔多克隆一抗ＫＣＮＱ２（Ａｂｃａｍ），ＫＣＮＭＢ４（Ｂｉｏｔｅｃｈｎｅ），

山羊抗兔二抗（Ａｂｃａｍ），封闭山羊血清（索莱宝）。
１．２　实验方法
１．２．１　转录组测序　　按鼠龄分为成年组（４周龄，
ｎ＝１８）与老年组（４０周龄，ｎ＝１８），解剖并制备基底
膜［１２］，以 ６只小鼠（共 １２个基底膜）为一个样本。
总 ＲＮＡ提取根据试剂盒操作执行，ＲＮＡ的质控方法
采用ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００、凝胶电泳２８ｓ／１８ｓ和Ａｇｉｌｅｎｔ４２００
ＴａｐｅＳｔａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ，ＲＮＡ质量测定采用 Ｑｕｂｉｔ２．０。利
用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑＸＴｅｎ测序平台进行转录组学测序，
４周龄和４０周龄小鼠分别进行 ３组生物学重复。采
用ＨＩＳＡＴ２工具将过滤得到的 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ与参考基因
组比对，ＦｅａｔｕｒｅＣｏｕｎｔｓ对 ｍＲＮＡ进行注释和定量，
ＤＥＳｅｑ２对两组样本进行差异基因筛选。差异倍数
（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ，ＦＣ）≥１．５且Ｐ＜０．０５视为ＤＥＧｓ。
１．２．２　ＧＯ数据库和 ＫＥＧＧ数据库分析　　采用 Ｒ
包（ｃｌｕｓｔｅｒｐｒｏｆｉｌｅｒ）对 ＤＥＧｓ基于 ＧＯ数据库进行基因
功能注释，筛选出 ＤＥＧｓ所体现的显著性功能。ＤＥＧｓ
的通路分析基于 ＫＥＧＧ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．
ｊｐ／ｋｅｇｇ／），从数据库中筛选出与 ＤＥＧｓ显著相关的通
路。富集显著性标准均为Ｐ＜０．０５。
１．２．３　实时荧光定量 ＰＣＲ　　ＴＲＩｚｏｌ法提取基底膜
总ＲＮＡ，测定 ＲＮＡ浓度及纯度。按照逆转录试剂盒
（Ｐｒｏｍｅｇａ）操作进行逆转录，逆转录引物序列见表 １。
按照 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）试剂说明书，以
Ａｃｔｂ作为内参，反应条件为 ５０℃ ２ｍｉｎ，９５℃ ２ｍｉｎ，
（９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ）×４０个循环周期。计算两组
样本目标ｍＲＮＡ相对表达量，采用 ２－ΔΔＣｔ方法计算相
对Ｃｔ值。每组样本进行３次生物学重复。
１．２．４　免疫荧光染色　　基底膜漂洗后 ０．２５％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００破膜３０ｍｉｎ，５％山羊血清封闭 １ｈ，弃血
清分别加入１∶１００ＫＣＮＱ２，１∶５０ＫＣＮＭＢ４兔多克隆一
抗。４℃过夜，漂洗后按 １∶２５０的比例避光孵育山羊
抗兔二抗（荧光激发波长 ５６８ｎｍ）１ｈ，洗净后用含
ＤＡＰＩ的抗荧光淬灭剂封片。激光共聚焦显微镜（ＬＳＭ
８８０，ＺＥＩＳＳ）观察。

表１　ｑＲＴＰＣＲ基因引物

基因 上游 下游

Ｋｃｎｑ２ ＡＧＧＧＡＣＣＴＧＧＧＴＡＴＴＴＧＧ ＴＴＧＧＡＴＴＣＴＡＧＣＡＧＡＧＧＣＡ
Ｋｃｎｋ３ ＧＣＡＧＡＣＧＣＡＧＣＣＧＣＡＧＴＡＴＧ ＧＣＴＣＣＧＣＡＴＣＡＣＧＣＴＴＣＴＣＧ
Ｋｃｎｍｂ４ ＧＣＧＡＡＧＣＴＣＡＧＧＧＴＧＴＣＴＴＡＣ ＣＣＧＧＡＧＡＣＧＡＴＧＡＧＧＡＡＣＡＡ
Ｋｃｎｑ９ ＧＡＧＴＣＧＧＡＣＣＡＴＧＡＧＡＴＧＣＧ ＧＡＧＣＴＧＡＴＧＴＴＧＴＡＣＴＴＧＣＣＴ
Ｋｃｎｈ５ ＴＧＧＡＣＴＧＧＣＣＴＧＴＡＧＴＴＴＡＴＡＧＴ ＧＧＴＧＣＧＡＴＴＴＧＣＡＴＧＴＡＡＡＡＣＣ
Ｋｃｎｃ２ ＴＣＧＣＣＡＣＣＣＡＧＧＡＧＴＡＴＴＣ ＣＴＣＣＡＣＧＴＣＧＧＴＣＴＣＡＴＣＧ
Ａｃｔｂ ＧＴＧＣＴＡＴＧＴＴＧＣＴＣＴＡＧＡＣＴＴＣＧ ＡＴＧＣＣＡＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣ
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１．３　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ８．０软件进行统计处理，计
量资料采用 珋ｘ±ｓ表示，两独立样本 ｔ检验对 ｑＲＴＰＣＲ
相对Ｃｔ值进行分析。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　内耳基底膜ＤＥＧｓ分析
　　基于 ＲＮＡ测序表达谱数据，共检测到 ３３９１１个
ｍＲＮＡ，包含 ＤＥＧｓ３２６７个，其中下调基因 １５２１个，
上调基因１７４６个。两组样本间相关性分析（图１Ａ），
相关系数均大于 ０．９，表明样本相关性很好。火山图
用于观察和评估两组间 ｍＲＮＡ表达的变化（图 １Ｂ）。

ＤＧＥｓ聚类分析热图显示６个测序样本聚集为两个组，
差异基因功能聚类为两个功能区（图１Ｃ）。
２．２　ＧＯ，ＫＥＧＧ分析揭示ＤＥＧｓ功能及通路
　　对全部 ＤＥＧｓ进行 ＧＯ数据库功能富集分析及
ＫＥＧＧ通路分析。ＧＯ富集分析显示下调基因功能主
要富集在电压门控离子通道活性调控和突触调控，其

中钾通道复合体富集分数最高，上调基因功能主要富

集在免疫调控。富集分数较高的部分条目见表 ２。
ＫＥＧＧ通路分析结果显示，３２９个下调基因富集到 ３８
条通路，５３８个上调基因富集到８２条通路。差异基因
数量富集较多的通路见表３。
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Ａ：样本相关性分析；Ｂ：ＤＥＧｓ火山图，绿点表示下调基因（共１５２１个），红点表示上调基因（共１７４６个），灰点表示差异不显著的
基因（共３０６４４个）；Ｃ：ＤＥＧｓ层次聚类热图，红色代表ＤＥＧｓ在分组样本中表达上调，绿色代表ＤＥＧｓ在分组样本中表达下调

图１　内耳基底膜ＤＥＧｓ分析

表２　差异基因ＧＯ富集分析
　　ＧＯ生物学过程条目 基因数 Ｐ值 富集分数 趋势

ｖｏｌｔａｇｅｇａｔｅｄｃａｔｉｏｎｃｈａｎｎｅｌａｃｔｉｖｉｔｙ ３８ １．５５×１０－１９ ５．９６３０６３３２２ ↓
ｖｏｌｔａｇｅｇａｔｅｄｃｈａｎｎｅｌａｃｔｉｖｉｔｙ ４５ ８．１１×１０－２０ ５．０７５４６９１９３ ↓
ｖｏｌｔａｇｅｇａｔｅｄｉｏｎｃｈａｎｎｅｌａｃｔｉｖｉｔｙ ４５ ８．１１×１０－２０ ５．０７５４６９１９３ ↓
ｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｃｏｍｐｌｅｘ ２９ ３．１５×１０－１７ ６．９６２９１９７６２ ↓
ｃａｔｉｏｎｃｈａｎｎｅｌｃｏｍｐｌｅｘ ５３ １．０９×１０－２５ ５．７０４４６１０１８ ↓
ａｘｏｎｐａｒｔ ５６ ６．４７×１０－２５ ５．２０６６０８８２ ↓
ｓｉｇｎａｌｒｅｌｅａｓｅｆｒｏｍｓｙｎａｐｓｅ ３１ １．１３×１０－１４ ５．３２６５４３５５２ ↓
ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ３１ １．１３×１０－１４ ５．３２６５４３５５２ ↓
ｓｙｎａｐｔｉｃｖｅｓｉｃｌｅｃｙｃｌｅ ２９ １．０８×１０－１３ ５．２７１１６２２６７ ↓
ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇ １０９ １．５×１０－１０８ １３．８４１０６８６６ ↑
ａｎｔｉｇｅｎｂｉｎｄｉｎｇ １２７ １．５×１０－１０５ １０．９５９９２７ ↑
ｃｈｅｍｏｋｉｎｅａｃｔｉｖｉｔｙ ２２ １．１４×１０－１７ ９．７７７６３５６５９ ↑
ＭＨＣｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐｌｅｘ １８ １．４６×１０－１８ １３．３８５３４６６９ ↑
ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｃｏｍｐｌｅｘ，ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ １０３ ４．３×１０－９９ １３．０４９３３５９２ ↑
ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｃｏｍｐｌｅｘ １０５ ３．３×１０－１００ １２．９１９９０８９７ ↑
ｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｃｅｌｌｓｕｒｆａｃｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ １４６ ４．６×１０－１０４ ８．９３３４６３０９６ ↑
ａｄａｐｔｉｖｅｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｂａｓｅｄｏｎｓｏｍａｔｉｃｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆ
ｉｍｍｕｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｂｕｉｌｔｆｒｏｍｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙｄｏｍａｉｎｓ

１８０ ３．１×１０－１２０ ８．１９５６９１１３４ ↑

ｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ １７１ ４．２×１０－１１１ ７．９３０８５６９６５ ↑
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２．３　突触调控基因
　　通过对 ＤＥＧｓ的 ＧＯ功能富集及 ＫＥＧＧ通路富
集，筛选出参与突触调控的 ＤＥＧｓ共 ６４个，其中下调
基因４３个，上调基因２１个。下调基因中包含离子转
运调控基因１９个，其中钾离子通道数量最多（Ｋｃｎｑ２，
Ｋｃｎｋ３，Ｋｃｎｍｂ４，Ｋｃｎｋ９，Ｋｃｎｈ５，Ｋｃｎｃ２），且富集分数最
高。参与突触调控基因名称及表达值见图２。

２．４　ｑＲＴＰＣＲ
　　因下调基因中钾离子通道基因数量最多且富集分
数最高，提示其对老年性聋突触调控可能有重要意义。

我们采用 ｑＲＴＰＣＲ验证内耳下调钾离子通道基因
（Ｋｃｎｑ２，Ｋｃｎｋ３，Ｋｃｎｍｂ４，Ｋｃｎｋ９，Ｋｃｎｈ５，Ｋｃｎｃ２）ｍＲＮＡ
表达差异。通过ｑＰＣＲ的 ΔＣｔ值和测序结果 ＦＣ值计
算ΔΔＣｔ值，钾通道基因 ｑＲＴＰＣＲ变化趋势与测序结
果一致，均为表达下降（Ｐ＜０．０５，图３）。

表３　差异基因ＫＥＧＧ通路分析

　　　　　通路条目 基因数 Ｐ值 富集分数 趋势

Ｎｅｕｒｏａｃｔｉｖｅｌｉｇａｎｄｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ３８ ３．６９Ｅ０９ ２．８５４３４７９０２ ↓
Ｃａｌｃｉｕｍｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ２１ １．０３Ｅ０５ ２．９０４４２４１８１ ↓
Ｒｅｔｒｏｇｒａｄｅｅｎｄｏｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄｓｉｇｎａｌｉｎｇ １８ １．５５Ｅ０５ ３．１３６７７８１１６ ↓
ｃＡＭＰｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ １８ ０．００１１８６ ２．２２９９３７０４９ ↓
Ｃｙｔｏｋｉｎｅｃｙｔｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ８４ ２．７６Ｅ３４ ４．５３６３２０７０７ ↑
ＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ５５ ９．７１Ｅ１９ ３．８２２５３１１１４ ↑
Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ５１ ９．８１Ｅ１９ ４．０７６２０８１７８ ↑

图２　参与突触调控的差异基因
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图３　ｑＲＴＰＣＲ验证钾离子通道基因差异
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红色表示ＫＣＮＱ２、ＫＣＮＭＢ４阳性表达，蓝色表示细胞核

图４　成年组和老年组内耳基底膜ＫＣＮＱ２（Ａ）、ＫＣＮＭＢ４（Ｂ）免疫荧光染色观察

２．５　免疫荧光
　　免疫荧光验证钾通道基因中差异倍数较大的
ＫＣＮＱ２和 ＫＣＮＭＢ４差异表达。结果显示：ＫＣＮＱ２在
内外毛细胞均有表达，散点状分布在毛细胞胞质，尤其

高表达在内毛细胞基底部，老年鼠 ＫＣＮＱ２表达量明
显降低（图 ４Ａ）；ＫＣＮＭＢ４仅特异性高表达在成年鼠
内毛细胞胞质，呈散点状分布，老年鼠与成年鼠相比，

仅内毛细胞核周有少量表达，表达量明显下降（图４Ｂ）。

３　讨论

　　老年性聋发病机制的研究仍存在较大争议。既往
认为，老年性聋可能与毛细胞数量减少，螺旋神经节和

神经细胞退化相关［１３］。近年来有研究发现突触对损

伤更敏感，在毛细胞和螺旋神经节神经元形态及 ＡＢＲ
尚正常时，先出现突触损伤［４］，而突触损伤后再生能

力非常有限。因此，耳蜗突触病（ＣＳ）被认为可能与老
年性聋发生发展有关，但其机制仍不明确。部分学者

认为谷氨酸兴奋毒性累积，导致神经末梢肿胀及传导

受损是可能的机制之一［６－７］。也有学者认为与氧化应

激解偶联蛋白 ＵＣＰ２上调有关，但目前仍缺乏功能和
机制验证［１４］。

　　Ｃ５７小鼠是研究老年性聋的理想模型，从 ６月龄

开始出现耳蜗底回带状突触数量减少，１０月龄开始各
回均明显减少［１５］。本研究对 Ｃ５７小鼠成年组与老年
组内耳基底膜进行转录组测序，通过ＤＥＧｓ分析，筛选
突触调控基因，发现下调基因中有较多基因参与离子

转运。离子通道是蛋白质孔隙，通过调节离子流动产

生电流启动电信号，在保证毛细胞正常发育，维持细胞

功能及耳蜗内淋巴电位等方面不可或缺［１６］，因此离子

转运对突触调控可能具有重要功能。其中钾离子是维

持正常听觉的重要元素，在耳蜗钾循环和神经信号传

导中发挥重要作用。内淋巴液高钾环境能为毛细胞机

械传导提供钾离子驱动力及维持毛细胞功能所必需的

静息电位［１７］。实验表明，增加钾离子浓度可促进毛细

胞钙离子的内流，进而促进突触囊泡融合及突触后神

经元去极化［１８］。

　　ＫＣＮＱ２是 ＫＣＮＱ钾通道家族中的一员，是 Ｍ型
电流的基础［１９］。抑制 Ｍ型电流可使细胞兴奋性增
高，导致小鼠癫痫发生［２０］。使用 ＫＣＮＱ２／３激活剂激
活耳蜗钾通道，可减轻水杨酸引起的听力损害，说明

ＫＣＮＱ２对听功能的维持有保护作用［２１］。ＫＣＮＱ２在老
年鼠内耳的表达情况目前尚少见报道，我们通过免疫

荧光显示ＫＣＮＱ２主要表达在内、外毛细胞胞质，尤其
高表达在内毛细胞基底部，并在老年鼠中的表达明显
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降低。既往研究表明，对感觉系统持续刺激会产生兴

奋毒性，累积后可导致突触损伤［２２］。钾离子通道是神

经元信号的阻断剂，可识别细胞去极化及中止动作电

位，ＫＣＮＱ２在老年鼠中表达下降可能通过对细胞兴奋
性调控参与老年性聋突触变化。

　　ＫＣＮＭＢ４是大电导钙激活钾通道（ｌａｒｇｅｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ
ｃａｌｃｉｕｍａｃｔｉｖａｔｅｄｐｏｔａｓｓｉｕｍ，ＢＫＣａ）家族中的一员。突
触前ＢＫ通道激活将缩短电压门控钙通道的开放，从
而减少钙内流和递质释放［２３］，可能起到保护细胞免于

因过度活跃，产生兴奋毒性和死亡的作用［２４］。

ＫＣＮＭＢ４目前在内耳研究尚不清楚，我们发现
ＫＣＮＭＢ４特异性高表达在内毛细胞，并在老年鼠中的
表达明显降低。老年性聋突触损伤可能与 ＫＣＮＭＢ４
表达降低，其对毛细胞的保护作用减弱有关。

　　综上所述，本研究通过对４周龄和４０周龄Ｃ５７小
鼠内耳基底膜转录组测序，揭示 ＤＥＧｓ功能主要富集
在电压门控离子通道活性调控与突触调控。筛选出突

触调控基因后，验证了 ６个钾离子通道基因（包括
ＫＣＮＱ２，ＫＣＮＭＢ４）在老年鼠内耳基底膜表达下调。我
们猜想钾通道基因的表达下降，使其对毛细胞兴奋

性的调控作用降低，导致兴奋毒性累积，进而引起内

毛细胞突触损伤，是老年性聋突触损伤的可能机制。

我们的结果可以为老年性聋突触损伤机制研究提供

新的思路。
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［２１］ＳＵＮＷ，ＬＩＵＪ，ＺＨＡＮＧＣ，ｅｔａｌ．Ｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈａｎｎｅｌａｃｔｉ
ｖａｔｏｒａｔｔｅｎｕａｔｅｓｓａｌｉｃｙｌａｔｅｉｎｄｕｃｅｄ ｃｏｃｈｌｅａｒｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙａｍｅｌｉｏｒａｔｉｎｇｔｉｎｎｉｔｕｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＮｅｕｒｏｌ，２０１５，６：
７７．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｎｅｕｒ．２０１５．０００７７．

［２２］ＦＥＴＴＩＰＬＡＣＥＲ．Ｈａｉｒｃｅｌｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ，ｔｕｎｉｎｇ，ａｎｄｓｙｎａｐ
ｔｉｃｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｍａｍｍａｌｉａｎｃｏｃｈｌｅａ［Ｊ］．Ｃｏｍｐｒ
Ｐｈｙｓｉｏｌ，２０１７，７（４）：１１９７１２２７．ＤＯＩ：１０．１００２／ｃｐｈｙ．
ｃ１６００４９．

［２３］ＲＯＢＩＴＡＩＬＬＥＲ，ＣＨＡＲＬＴＯＮＭＰ．Ｐｒｅｓｙｎａｐｔｉｃｃａｌｃｉｕｍ
ｓｉｇｎａｌｓａｎｄｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒｒｅｌｅａｓｅａｒｅｍｏｄｕｌａｔｅｄｂｙｃａｌｃｉｕｍａｃ
ｔｉｖａｔｅｄｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｓ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，１９９２，１２（１）：
２９７－３０５．

［２４］ＬＥＥＵＳ，ＣＵＩＪＭ．ＢＫｃｈａｎｎｅｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎ：ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｎｓｉｇｈｔｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０１０，３３（９）：
４１５－４２３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｔｉｎｓ．２０１０．０６．００４．

（收稿：２０１９１２０２；修回：２０２００１２４）

（编辑　张　维）
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