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　　摘　要：　目的　探讨快速衰老小鼠耳蜗血管纹中磷酸化的细胞外信号调节激酶５（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ５，ｐＥＲＫ５）表达的增龄性变化。方法　选用３、５、７月龄的快速衰老小鼠亚系８（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｍｏｕｓｅ，ＳＡＭＰ８）各６只，分别进行８ｋＨｚ短纯音听性脑干反应（ＡＢＲ）检测，并用免疫组化染色方法分别
检测各月龄组小鼠耳蜗血管纹细胞中ｐＥＲＫ５的表达，分析其增龄性变化。结果　３、５、７月龄小鼠耳蜗血管纹细
胞中ｐＥＲＫ５平均光密度值分别为０．３８３８±０．００２０、０．３６４６±０．００１０、０．３４２３±０．００３６；ｐＥＲＫ５在不同月龄快速衰
老小鼠耳蜗组织中的表达光密度值随着月龄增加而显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论　随着年龄相关性功能减退，快速衰
老小鼠耳蜗血管纹中ｐＥＲＫ５的表达水平逐渐降低，推测ｐＥＲＫ５可能与维持正常的耳蜗功能及听觉有关。
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　　老年性耳聋或老年相关性听力损失是伴随年龄
衰老（一般发生在６０岁以上）而发生的听觉系统退
行性变导致的耳聋，是双耳对称、缓慢进行性的听力

下降，主要表现在高频听力损失［１］。老年性耳聋与

耳蜗血管纹细胞、螺旋神经节细胞、内外毛细胞萎缩

及减少密切相关［２］。最近几年，刘强和等［３５］通过

实验研究发现：在快速衰老小鼠耳蜗中大量表达了

神经生长因子（ＮＧＦ）及其受体 ＴＲＫＡ，其增龄性与
其表达呈负相关，说明了其可能与耳蜗功能及听觉

有关，但作用机制尚不明了。细胞外信号调节激酶

·９５·
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５（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ５，ｐＥＲＫ５）属
于丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）家族，其中ＥＲＫ５是ＭＡＰＫ家族中的重
要组成部分，也是相对较新的一条通路，能够被神经

生长因子、神经递质等多种细胞外信号激活，磷酸化

的细胞外信号调节激酶５（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕ
ｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ５，ｐＥＲＫ５）是其活化形
式，可调节细胞生长、增殖、分化及凋亡等［６７］。快

速衰老小鼠（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｍｏｕｓｅ，ＳＡＭ）是
一种常用于老化相关实验的动物模型，包括 ＳＡＭＰ
（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｐｒｏｎｅｍｏｕｓｅ，ＳＡＭＰ）和
ＳＡＭＲ（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍｏｕｓｅ，
ＳＡＭＲ）两种品系，该品系小鼠出现身体各部位功能
衰老现象较早。ＳＡＭＰ８是 ＳＡＭＰ的一个亚系，其小
鼠平均寿命为１２．１个月，成熟期为４～６个月，从
５月龄开始出现衰老征象，步入老化前期，７月龄则
表现出明显的老化体征，进入快速衰老期［８］。

ＳＡＭＰ８小鼠随月龄增长可出现与听功能变化相一
致的组织病理变化，如：耳蜗螺旋神经节细胞及内外

毛细胞的缺失和凋亡与人类衰老时耳蜗形态学及其

改变相似，因此可以作为研究老年性耳聋的动物模

型［１，９］。本研究拟通过检测ＳＡＭＰ８小鼠３个发育时
间点（３、５和７月龄）听功能及耳蜗组织中ｐＥＲＫ５
表达的增龄性变化特点，进而探讨ＮＧＦ及其酪氨酸
受体ＴｒｋＡ在老年性耳聋发病的分子机制中是否有
ｐＥＲＫ５信号通路参与作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
３组均选用 ＳＡＭＰ８雄性小鼠各６只，月龄分别

为３、５、７，体重２０～２４ｇ，ＳＰＦ级，来源于桂林医学院
实验动物中心，习服１周，所有动物按照国际实验动
物准则进行处理。所有小鼠外耳道均通畅、无异常

分泌物，鼓膜完整，中耳无阻塞及分泌物，无噪声暴

露及药物应用史。

１．２　听性脑干反应（ＡＢＲ）检测
所有实验动物的听力评估均在桂林医学院附属

医院耳鼻咽喉头颈外科隔音屏蔽室内进行，采用的

测试系统为美国 ＩＣＳＭＥＤＩＣＡＬ公司 ＣＨＡＲＴＲＥＰ
系统。步骤如下：①采用尾静脉注射，先将小鼠固定
在鼠筒内，使尾巴露出，用酒精擦拭使血管扩张，以

左手拇指和食指捏住鼠尾两侧，从尾下１／４处进针，
先缓注少量１％戊巴比妥钠（３０ｍｇ／ｋｇ）进行注射麻

醉，如无阻力，表示针头已进入静脉，可继续注入。

麻醉后，小鼠出现四肢肌肉松弛、皮肤夹掐反射消

失，说明麻醉适度；②无躁动后，将小鼠固定在自制
的测试盒内。参照文献［１０］方法应用银针电极经皮

下记录反应信号，记录电极置于小鼠两耳间连线中

点，参考电极插于给声耳垂下，极间电阻在 ０～
５ｋΩ；③左右耳交替给声，将耳机固定于测试盒上，
耳机距外耳道口在０．３～０．６ｃｍ之间；给予刺激声
为８ｋＨｚ短纯音，滤波为１００～３０００Ｈｚ，刺激重复
率２１次／ｓ，声刺激持续时间１０ｍｓ，间歇期１００ｍｓ，
上升／下降时间为１ｍｓ，叠加１０２４次；④刺激声强
度从１００ｄＢＳＰＬ开始，从１０ｄＢ开始递减，接近反
应阈值时，再以５ｄＢＳＰＬ递减，到刚好出现波形，再
重复一次，若波形能重复，即可判断其为 ＡＢＲ听阈
值，如果１００ｄＢＳＰＬ短纯音还不能得到听阈，就认
为其阈值是１０５ｄＢＳＰＬ。
１．３　耳蜗标本预处理

各月龄组小鼠经ＡＢＲ阈值测定完毕后，剖开左
心室，采用钳夹腹主动脉，依次用氯化钠注射液

１８ｍｌ、４％多聚甲醛固定液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．５，Ｓｉｇ
ｍａ）１５～２５ｍｌ，进行上半身灌注处死，游离右侧听
泡，并在解剖显微镜下打开听泡（同种固定液），蜗

尖钻孔，剔除全部听泡、切除听骨及鼓膜，开放圆窗

膜，再置于固定液中于４℃冰箱过夜。次日从４℃冰
箱将标本取出，用０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４ＰＢＳ缓冲液反
复冲洗，放入１０％乙二胺四乙酸（ｐＨ７．４）中连续脱
钙１周，针刺无阻力即脱钙成功。
１．４　耳蜗石蜡切片制作

取各月龄组小鼠右侧耳蜗标本用蒸馏水冲洗干

净。将内耳组织放入自动组织脱水机中脱水并浸

蜡，然后用石蜡包埋机进行包埋。等蜡块凝固后进

行连续切片，并进行染色。

免疫组化染色：①脱蜡、水化：脱蜡前，应将切片
在６００℃恒温箱中放置２０ｍｉｎ。取出切片后在二甲
苯中浸泡１０ｍｉｎ，重换二甲苯后再浸泡１０ｍｉｎ。随
后分别在无水酒精、９５％乙醇、７５％乙醇、５５％乙醇
以及３５％乙醇中浸泡５ｍｉｎ；②用 ＰＢＳ洗３次，各
５ｍｉｎ。然后 ３％ Ｈ２Ｏ２ 滴在切片上，常温静止
１０ｍｉｎ。再用ＰＢＳ洗３次，各５ｍｉｎ；③抗原修复：采
用的是微波热修复法，先在微波中加热枸橼酸钠缓

冲液，沸腾后，将切片放入，断电后间隔１０ｍｉｎ，反复
２次；④用ＰＢＳ洗３次，各５ｍｉｎ。随后滴加封闭液，
在室温中放置２０ｍｉｎ，甩掉多余液体；⑤滴加一抗
（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）１滴，室温下静置１ｈ，ＰＢＳ冲
·０６·



祝　涵，等：ｐＥＲＫ５在快速衰老小鼠耳蜗血管纹中的增龄性变化 第１期　

洗３次，每次５ｍｉｎ；⑥滴加二抗（北京博奥森生物技
术有限公司）１滴，二抗中可加入 ０．０５％的 ｔｗｅｅｎ
２０，于室温下静置 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗 ３次，每次
４ｍｉｎ；⑦ＤＡＢ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）显色１５ｍｉｎ；
⑧蒸馏水洗涤１０ｍｉｎ；⑨苏木素复染２ｍｉｎ；⑩自来
水冲洗１０ｍｉｎ返蓝、梯度酒精脱水、二甲苯透明、封
片、镜检。

图像分析方法：光学显微镜下观察，数码拍照

（细胞核和胞浆有棕黄色或黄色颗粒或斑片者为

ｐＥＲＫ５阳性细胞），用图像分析系统（ＩｍａｇｅＰｒｏＰ
ｌｕｓ６．０）对每张切片在４０倍倒置显微镜下分别随机
选取 ４个视野的耳蜗底周血管纹细胞，分别于
４００倍镜下检测平均光密度值，进行定量分析。
１．５　统计学方法

采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件对数据进行统计学分
析；各月龄组小鼠ＡＢＲ反应阈组间均数比较采用单
因素方差分析；各月龄组小鼠耳蜗切片耳蜗血管纹

细胞免疫组化染色平均光密度值组间均数比较采用

单因素方差分析及两独立样本 ｔ检验；以 Ｐ＜０．０５
为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　各月龄组小鼠双耳ＡＢＲ反应阈比较
各月龄组小鼠双耳 ＡＢＲ反应阈随年龄增加而

显著增高，５月龄组与 ３月龄组（左侧 ｔ＝２２．２９５，
Ｐ＜０．０５、右侧 ｔ＝２４．５２５，Ｐ＜０．０５）、７月龄组与
３月龄组（左侧 ｔ＝２３．７３８，Ｐ＜０．０５、右侧 ｔ＝
３１．７８６，Ｐ＜０．０５），７月龄组与５月龄组（左侧 ｔ＝
３．４８５，Ｐ＜０．０５、右侧ｔ＝４．０４４，Ｐ＜０．０５）各组间比
较，差异均具有统计学意义。

表１　各月龄组小鼠双耳ＡＢＲ反应阈（ｄＢＳＰＬ，珋ｘ±ｓ）

组别 只数 左耳 右耳

３月龄组 ６ ３２．８０５±１．４４４ ３２．３５９±０．９８０
５月龄组 ６ ５２．２９６±０．９８４ ５４．６３７±１．２３１
７月龄组 ６ ５８．３９２±１．１８３ ５８．３７５±１．０２４

２．２　各月龄组小鼠耳蜗血管纹ｐＥＲＫ５的表达
各月龄组小鼠耳蜗血管纹的胞核、胞浆均可见

棕黄色颗粒（ＤＡＢ显色）的阳性表达，而除去一抗的
阴性对照标本无 ｐＥＲＫ５着色，在血管纹的表达相
对较少（图１）。定量分析结果显示，随着快速衰老
小鼠月龄的增加，血管纹 ｐＥＲＫ５免疫组化染色平
均光密度值水平均呈下降趋势。３月龄与５月龄组

耳蜗血管纹细胞平均光密度值比较，差异具有统计

学意义（ｔ＝８．３８９，Ｐ＜０．０１）；３月龄与７月龄组耳
蜗血管纹细胞平均光密度值比较，差异具有统计学

意义（ｔ＝９．９９０，Ｐ＜０．０１）；５月龄与７月龄组耳蜗
血管纹细胞平均光密度值比较，差异具有统计学意

义（ｔ＝５．９６１，Ｐ＜０．０１），具体结果见表２。

图１　各月龄组小鼠耳蜗血管纹ｐＥＲＫ５比较（免疫组化 ×
２００）　Ａ：阴性对照；Ｂ：３月龄组；Ｃ：５月龄组；Ｄ：７月龄组

表２　各月龄组小鼠耳表蜗血管纹ｐＥＲＫ５平均光密度值（珋ｘ±ｓ）

组别 ｐＥＲＫ５
３月龄组 ０．３８３８±０．００２０
５月龄组 ０．３６４６±０．００１０
７月龄组 ０．３４２３±０．００３６

３　讨论

衰老是生命过程中不可避免的自然过程，而老

年性耳聋已成为影响老年人生活质量的重要因素，

影响着他们的心理，加重了家庭负担。目前很多学

者认为，老年性耳聋与耳蜗血管纹细胞、内外毛细胞

萎缩及减少密切关联［２］。而成熟毛细胞需要正常

的血管纹功能和内淋巴的离子环境中存活，但是血

管纹的存活与功能并不依赖柯蒂氏器的功能［１１］。

由此可见，耳蜗血管纹细胞的萎缩是影响老年性耳

聋的关键因素之一。但是，老年性耳聋在传统方法

防治上并无太大进展，耳蜗血管纹细胞随着年龄增

长，其凋亡机制尚未研究明确，目前也没有有效的药

物或治疗方法能够逆转血管纹细胞的凋亡。

神经生长因子（ＮＧＦ）是最早被发现、研究最深
·１６·
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的一种神经细胞调节因子，具有神经营养、神经保护

和促进神经生长的作用。它对周围及中枢神经元的

发育、分化、生长及再生的表达具有重要的调控作

用［１２］。ＮＧＦ结合酪氨酸受体 ＴｒｋＡ，引起胞内４条
信号通路：Ｒａｓ／Ｒａｆ／Ｍｅｋ／Ｅｒｋ蛋白激酶通路、磷脂酰
肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）／Ａｋｔ激酶通路、磷脂酶 ｃ（ＰＬＣ
γ）通路以及 ＳＮＴ［１３］。Ｒａｓ／Ｒａｆ／Ｍｅｋ／Ｅｒｋ蛋白激酶
信号通路是人类研究得最早及与人类密切相关的一

条通路［１４１５］。其基本的信号传递及激活模式

为［１６１８］：细胞外各种刺激因素可通过与受体结合激

活Ｒａｓ；活化后与Ｒａｆ１结合，使其磷酸化，将磷酸化
的产物传递给下游底物，先激活 ＭＥＫＫ２／３，然后
ＭＥＫＫ２／３激活 ＭＥＫ５，虽然 ＭＥＫ５并不被 Ｒａｆ１磷
酸化或活化，不过它最终参与了 Ｒａｆ１的信号转导，
最后激活 ＥＲＫ５。ＥＲＫ５通过逐级的磷酸化作用引
起ＥＲＫ５分子的激活及核定位，活化下游因子，引起
基因转录和表达，最终介导细胞的一系列反应。

ＥＲＫ５被激活后其活化形式 ｐＥＲＫ５在介导细胞广
泛的生物学效应中发挥重要作用［１８］。本研究结果

显示：随着快速衰老小鼠月龄的增加，耳蜗血管纹细

胞中ｐＥＲＫ５的表达呈明显下降趋势，与之相对应
的各月龄 ＳＡＭＰ８小鼠的 ＡＢＲ反应阈呈上升趋势。
推测ｐＥＲＫ５可能参与维持耳蜗的功能状况，而且
ＮＧＦ与ＴｒＫＡ对于耳蜗功能状态维持有可能是通过
激活Ｒａｓ／Ｒａｆ／Ｍｅｋ／Ｅｒｋ蛋白激酶通路实现的。

综上所述，ｐＥＲＫ５与耳蜗血管纹细胞的衰老及
死亡有一定联系，ｐＥＲＫ５也可能存在于耳蜗内外毛
细胞或耳蜗其他部位，但目前尚未有文献报道。

Ｒａｓ／Ｒａｆ／Ｍｅｋ／Ｅｒｋ信号通路与老年性耳聋的发病和
防治分子机制仍有待进一步研究阐明，本实验为老

年性耳聋分子机制的进一步阐明及其基因治疗提供

了有价值的参考依据，有望对老年性耳聋的防治带

来新思路和希望。
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ＳＭＫ１７［Ｊ］．Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒｄｒｕｇｓ，２０１２，２３（１）：１１９－１３０．

［１７］ ＮｉｔｈｉａｎａｎｄａｒａｊａｈＪｏｎｅｓＧＮ，Ｗｉｌｍ Ｂ，ＧｏｌｄｒｉｎｇＣＥＰ，ｅｔａｌ．

ＥＲＫ５：ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ，

２０１２，２４（１１）：２１８７－２１９６．

［１８］ＮｉｓｈｉｍｏｔｏＳ，ＮｉｓｈｉｄａＥ．ＭＡＰＫＳｉｇｎａｌｌｉｎｇ：Ｅｒｋ５ｖｅｒｓｕｓＥｒｋ１／２

［Ｊ］．ＥＭＢＯｒｅｐｏｒｔｓ，２００６，７（８）：７８２－７８６．

（收稿日期：２０１６－０８－１０）

·２６·




