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　　摘　要：　目的　研究年龄相关性听力减退小鼠耳蜗核蛋白质组学随增龄产生的差异，探讨低级听觉中枢在
老年性耳聋发病机理中的作用。方法　运用脑干电反应测听（ＡＢＲ）检测２月龄及１２月龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠的听阈，
结合同位素标记的相对与绝对定量（ｉＴＲＡＱ）和ＱＥｘａｃｔｉｖｅ质谱及生物信息学等多重技术分析两组之间耳蜗核差异
蛋白。结果　两组中总共鉴定到５９１９个蛋白质，３９２６９个唯一肽段。符合表达差异倍数大于１．２倍且 Ｐ＜０．０５
筛选标准的差异表达蛋白质７０个。其中上调差异表达蛋白４４个，下调差异表达蛋白２６个。结论　 ｉＴＲＡＱ定量
蛋白质组学技术可有效地运用于组织蛋白鉴定和相对与绝对定量；采用该技术获得了年龄相关性听力减退小鼠耳

蜗核蛋白质组差异表达图谱；深层次研究这些蛋白的分子机制将有助于阐明老年性耳聋尤其是中枢性老年性耳

聋的发病机理及发现潜在的标志物，为老年性耳聋的诊断和治疗提供新的分子靶位。
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　　 老年性耳聋（ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ）临床上将
其分为６型：感音型、神经型、血管纹型、传导型、中

枢性及混合型老年性耳聋。发病机理尚不十分清

楚。随着显微外科的开展和影像学技术的发展，极
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大地促进了外周听力地重建。外耳道成形、鼓室成

形及中耳听力的重建，包括人工听骨的植入、振动声

桥及人工耳蜗植入术都极大的完善了外周听力系统

的重建。然而，仍有部分老年性耳聋患者在助听器

佩戴后或人工耳蜗植入术后诉“能听到声音，但听

不清楚”，其中原因值得研究者深思［１］。是否听觉

中枢在其中扮演了重要的角色，耳蜗核（ｃｏｃｈｌｅａｒ
ｎｕｃｌｅｕｓ，ＣＮ）为听觉传导通路上的低级中枢，既是听
觉中枢最底层的核团，也是外周听觉系统所有传入

神经的唯一已知目的地。耳蜗核内的信息处理，是

中枢对听觉信息处理的最先一环。既接受耳蜗的传

导信息，同时还与上橄榄核复合体等更高一级中枢

保持密切的联系。研究耳蜗核年龄相关性差异蛋白

质组学将有助于探讨低级听觉中枢在老年性耳聋发

病机理中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物
１．１．１　动物来源及分组　２月龄和 １２月龄
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ鼠各１０只，雌雄各半。实验动物均购于
湖南长沙斯莱克景达实验动物有限公司。实验小鼠

昼夜节律光照，自由饮水、摄食，温度１８～２５℃、湿
度４０％ ～５０％，普通动物饲料，开放式饲养。动物
无药物使用及噪声暴露史，断头处死时均无中耳疾

患。

１．１．２　听觉脑干诱发电位反应阈测定（ＡＢＲ）　参
考笔者先前的研究［２］。实验中选取每只小鼠右耳

测听结果进行听力分析。

１．２　方法
１．２．１　耳蜗核定位　按照 Ｇｅｏｒａｇｅ等［３］的定位方

法。耳蜗核位于延髓嘴侧端的背外侧面，包括背侧

核和腹侧核。背侧核呈半月形，斜跨小脑尾侧脚的

背侧面，形成隆起的听结节，完全被小脑覆盖，其内

侧端达到第四脑室的侧缘，其外侧端绕延髓外面向

腹侧和嘴侧伸展，与腹侧核相连续。腹侧核形状较

圆，位于延髓嘴侧端三叉神经脊束的表面，与背侧核

相连并部分被背侧核迭盖。耳蜗核取材位置如

图１。
１．２．２　耳蜗核取材　按照１．２．１的方法在手术显
微镜下定位耳蜗核，用显微剪剪下两侧耳蜗核置于

０．０１ＭＰＢＳ液（ＰＨ７．４）漂洗血液后，放入冷冻管中
并快速置于液氮中临时保存。

图１　小鼠两侧耳蜗核取材（绿色三角为取材位置）

１．２．３　样品制备　将适量的ＳＤＴ裂解液加入耳蜗
核组织中，转移至预先装有适量石英砂（组织样品另

外加入１颗１／４英寸陶瓷珠 ＭＰ６５４０－４２４）的２ｍｌ
离心管中，应用ＭＰ匀浆仪进行匀浆破碎（２４×２，６．０
Ｍ／Ｓ，６０ｓ，２次）。然后超声裂解、沸水浴１５ｍｉｎ，
１４０００ｇ离心１５ｍｉｎ。取上清液采用０．２２μｍ滤膜过
滤，收集滤液。运用ＢＣＡ法［４］进行蛋白质定量。分

装成小份，－８０℃保存。
１．２．４　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳　所得各样品分别取蛋白
质２０μｇ进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，考马斯亮蓝染色。
１．２．５　ＦＡＳＰ酶解　参照 Ｗｉｓｎｉｅｗｓｋｉ［５］，肽段定量
用（ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００）。
１．２．６　ｉＴＲＡＱ标记　按照ＡＢＳＣＩＥＸ公司ｉＴＲＡＱ标
记试剂盒使用说明书［６］各取１００μｇ肽段进行标记。
１．２．７　ＨＩＧＨＰＨＲＰ分级　使用 Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０ｉｎ
ｆｉｎｉｔｙＩＩＨＰＬＣ系统对混合后每组标记后的肽段进行
分级。收集洗脱组分，每隔１ｍｉｎ收集洗脱组分，共
计收集洗脱组分约３６份。将样品冻干后用０．１％
ＦＡ复溶合并为若干份。
１．２．８　ＥａｓｙｎＬＣ色谱　每份样品采用纳升流速
ＥａｓｙｎＬＣ系统进行分离。缓冲液Ａ液为０．１％甲酸
水溶液，Ｂ液为 ０．１％甲酸乙腈水溶液（乙腈为
８０％）。色谱柱以１００％的Ａ液平衡，样品由自动进
样器上样到分析柱（ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ａｃｃｌａｉｍｐｅｐｍａｐ
ＲＳＬＣ５０ｕｍＸ１５ｃｍ，ｎａｎｏｖｉｐｅｒ，Ｐ／Ｎ１６４９４３）分离，
流速为３００ｎｌ／ｍｉｎ。
１．２．９　质谱鉴定　运用 ＱＥｘａｃｔｉｖｅＰｌｕｓ进行质谱
分析。

１．２．１０　ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）功能注释［７８］　对目
标蛋白质集合运用Ｂｌａｓｔ２ＧＯ进行ＧＯ功能注释，过
程为序列比对（Ｂｌａｓｔ）、ＧＯ条目提取（ｍａｐｐｉｎｇ）、ＧＯ
注释（ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ）和补充注释（ａｎｎｏｔａｔｉｏｎａｕｇｍｅｎｔａ
ｔｉｏｎ）等４个步骤。为进一步提高注释效率，再通过
ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ搜索ＥＢＩ数据库中与目标蛋白质匹配
·１９４·



中国耳鼻咽喉颅底外科杂志 第２５卷　

的保守基序（ｍｏｔｉｆ），并将 ｍｏｔｉｆ相关的功能信息注
释给目标蛋白质序列；并运行 ＡＮＮＥＸ对注释信息
进一步补充，并在不同的ＧＯ类别之间建立联系，以
提高注释的准确性。

１．２．１１　ＫＥＧＧ通路注释　使用ＫＡＡＳ软件［９］获取

目标蛋白质序列参与的通路信息。

１．２．１２　ＧＯ注释与 ＫＥＧＧ注释的富集分析　通过
Ｆｉｓｈｅｒ精确检验进行 ＧＯ注释与 ＫＥＧＧ注释的富集
分析，评价通路蛋白富集度的显著性水平。

１．３　统计学方法
采用 ＳＰＳＳ１６．０统计学软件进行分析，采用

ＰｒｏｔｅｏｍｅＤｉｓｃｏｖｅｒｅｒ２．１和Ｍａｓｃｏｔ２．５软件 ［１０］查库

鉴定及定量分析。ＡＢＲ阈值结果用 珋ｘ±ｓ表示，阈值
结果组间比较及两组样品间的蛋白质相对表达量的

统计行ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＢＲ阈值
２月龄和１２月龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ鼠８ＫＨｚ听阈值分

别为（３１．００±９．６６）ｄＢＳＰＬ、（６３．５０±１８．２６）ｄＢ
ＳＰＬ，两组比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．２　蛋白质定量鉴定结果

经过８标ｉＴＲＡＱ技术结合ＥａｓｙｎＬＣ色谱和Ｑ
ＥｘａｃｔｉｖｅＰｌｕｓ质谱分析，在２月龄和１２月龄两组中
通过 ＭｕｓＭｕｓｃｕｌｕｓ数据库总共鉴定到肽段总数
５４０１７个，唯一肽段总数 ３９２６９个、蛋白质总数
５９１９个。符合差异蛋白判断标准的所有差异表达
蛋白有７０个。其中上调４４个，下调２６个。结果见
表１、２。

表１　１２月龄与２月龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ鼠上调差异表达蛋白质比较

蛋白质登录号 蛋白质信息描述 １２月龄／２月龄 Ｐ
Ｑ９ＥＳＭ３ Ｈｙａｌｕｒｏｎａｎａｎｄｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｌｉｎｋｐｒｏｔｅｉｎ ２．０７３７７０４９２ ０．０００２８５００３
Ａ０Ａ０Ｆ７ＱＺＥ４ ＭＡｂ１１０ｈｅａｖｙｃｈａｉｎ １．７９７２０２７９７ ０．０１７１１１８８１
Ａ０Ａ０７５Ｂ６Ａ０ ＩｇｍｕｃｈａｉｎＣｒｅｇｉｏｎ（Ｆｒａｇｍｅｎｔ） １．６７６６２８０１１ ０．０１８１７４４７５
Ｑ６０７７１ Ｃｌａｕｄｉｎ１１ １．６４０１２３１８５ ０．０１７９１５０６６
Ｑ６２０５９ Ｖｅｒｓｉｃａｎｃｏｒｅｐｒｏｔｅｉｎ １．５９０２４１７９６ ０．００７８０８４４４
Ｑ６１２８２ Ａｇｇｒｅｃａｎｃｏｒｅｐｒｏｔｅｉｎ １．５８６８９０９０１ １．５５４９３Ｅ０５
Ｑ５２Ｌ６４ ＥＮＳＭＵＳＧ００００００７６５７７ １．５７４００２５７４ ０．００２２６１５６３
Ｑ０２１０５ ＣｏｍｐｌｅｍｅｎｔＣ１ｑｓｕｂｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｕｂｕｎｉｔＣ １．５５６０２８９７３ ０．００１０００１４７
Ｑ６５ＺＩ１ ＡｎｔｉＨＩＶ１ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｓｉｎｇｌｅｃｈａｉｎｖａｒｉａｂｌｅ １．５５５３６６２６９ ０．００５２６１２３５
Ｅ９Ｑ８Ｂ５ Ｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｐｒｏｔｅｉｎ １．５４８４２８２０７ ０．０３５３１３２２７
Ｑ５８Ｅ５６ Ｉｇｈｐｒｏｔｅｉｎ １．４９７９１８４０１ ０．００１８１８８３７
Ｇ３ＸＡ３５ ＭＣＧ１１６５６２，ｉｓｏｆｏｒｍＣＲＡ＿ａ １．４８１８０３１４３ ３．８２０８５Ｅ０５
Ｐ６０２０２ Ｍｙｅｌｉｎｐｒｏｔｅｏｌｉｐｉｄｐｒｏｔｅｉｎ １．４８０９７６０１３ ０．０１５０７５１１７
Ｑ８ＶＢＸ５ Ｐａｌｍｉｔｏｙｌｐｒｏｔｅｉｎｔｈｉｏｅｓｔｅｒａｓｅ １．４６８７２４２８ ０．０００９６８１８９
Ｏ８９０２３ Ｔｒｉｐｅｐｔｉｄｙｌｐｅｐｔｉｄａｓｅ１ １．４６３０５４１８７ ０．０００２０３０４７
Ｑ３ＵＫＨ３ Ｐｕｔａｔｉｖｅｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｐｒｏｔｅｉｎ １．４２２２８５０２２ ０．０１７２１４９３６
Ｐ９８０８６ ＣｏｍｐｌｅｍｅｎｔＣ１ｑｓｕｂｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｕｂｕｎｉｔＡ １．４０６７３８８６９ ０．００２６１０４７４
Ｑ９ＱＵＰ５ Ｈｙａｌｕｒｏｎａｎａｎｄｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｌｉｎｋｐｒｏｔｅｉｎ１ １．３９８４８１２１５ ０．０００３３８９７８
Ｆ６ＲＴ３４ Ｍｙｅｌｉｎｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ（Ｆｒａｇｍｅｎｔ） １．３９４８１０３７９ ０．０３１４６１０１６
Ｇ３Ｘ９Ｑ２ Ｇｕａｎｉｎｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｕｂｕｎｉｔｇａｍｍａ １．３８２４４６３８６ ０．００２２０３８８６
Ｐ４０２４０ ＣＤ９ａｎｔｉｇｅｎ １．３６２７４１２３７ ０．００９３３７４３４
Ｐ１４１０６ ＣｏｍｐｌｅｍｅｎｔＣ１ｑｓｕｂｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｕｂｕｎｉｔＢ １．３４８３３６５９５ ０．００１４６９５８７
Ｐ７０２７１ ＰＤＺａｎｄＬＩＭｄｏｍａｉｎｐｒｏｔｅｉｎ４ １．３３７８７９９６９ ０．０４４７５８４２５
Ｆ６ＴＹＢ７ Ｍｙｅｌｉｎｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ（Ｆｒａｇｍｅｎｔ） １．３３３７２２２８７ ０．０３６２９８６１７
Ｑ９１ＺＪ５ ＵＴＰｇｌｕｃｏｓｅ１ｐｈｏｓｐｈａｔｅｕｒｉｄｙｌｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １．３１９６７５３ ０．０１５２３９０８５
Ｑ１４ＤＰ８ Ｓｌｉｔｒｋ２ｐｒｏｔｅｉｎ １．３０５０３２６５５ ０．０３４２２７９８１
Ｑ８ＢＭＥ９ Ｃｅｒｅｂｅｌｌｉｎ４ １．２８３１０５０２３ ０．００８４４０３４３
Ｑ９９ＪＲ５ Ｔｕｂｕｌｏｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｎｅｐｈｒｉｔｉｓａｎｔｉｇｅｎｌｉｋｅ １．２７２７２７２７３ ０．０１４００１７５
Ａ０Ａ１Ｌ１ＳＶＧ６ Ｃｈｏｌｉｎｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ２ １．２７０１４７５６ ０．００８９６９６２８
Ｑ３ＴＮ０７ Ｐｕｔａｔｉｖｅｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｐｒｏｔｅｉｎ １．２６３７７３５８５ ０．００８４５１３４３
Ｑ８Ｒ２Ｚ５ ｖｏｎＷｉｌｌｅｂｒａｎｄｆａｃｔｏｒＡｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ １．２６３７７３５８５ ０．００７８５１４６３
Ｑ８Ｃ２４３ Ｐｕｔａｔｉｖｅｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｐｒｏｔｅｉｎ １．２６２０６６３６５ ０．０００４２６９１
Ｑ６Ｐ１Ｂ９ Ｂｉｎ１ｐｒｏｔｅｉｎ １．２６０３６１７１８ ０．０２２７９８０６９
Ｐ５１９１０ ＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＤ １．２５４７９１４３２ ０．０００６０９５６７
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续表１　

蛋白质登录号 蛋白质信息描述 １２月龄／２月龄 Ｐ
Ｑ３ＴＳＺ４ Ａｌｄｏｓｅ１ｅｐｉｍｅｒａｓｅ １．２５１４０７１２９ ０．００５７７６６２５
Ｑ３Ｖ４４９ Ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｄｅｎｙｌｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １．２４３３６４４８６ ０．０１６５２８０８５
Ｑ３ＴＸＲ９ Ｂｅｔａｈｅｘｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ １．２３５０９６８７ ０．０００５４６６３５
Ｑ８ＶＨＰ７ ＬｅｕｋｏｃｙｔｅｅｌａｓｔａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒＢ １．２２４３２３３２２ ０．０１６３２６８４２
Ｑ３ＵＥＲ８ Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎｇａｍｍａｃｈａｉｎ １．２１５６５７３１２ ０．０２５７２９５１５
Ｑ９Ｄ２Ｐ８ Ｍｙｅｌｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｃｙｔｅｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ １．２１４０２２１４ ０．０２１５６２６７８
Ｑ９ＥＳ９３ ＣａｔｈｅｐｓｉｎＦ １．２０８７６２８８７ ０．０２１６６２１３１
Ｑ１ＸＧ７９ ＵｂｉＥ１ １．２０２６４３１７２ ０．０１９４４７３０１
Ｑ９ＪＪＥ４ ＰｒｏｇｅｓｔｉｎａｎｄａｄｉｐｏＱｒｅｃｅｐｔｏｒｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ４ １．２０１３９３９８４ ０．０１３２１２１６８
Ｑ６ＮＺＮ０ ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２６ １．２０１０２７１４６ ０．００５５３１６２９

　　注：蛋白质登录号：蛋白质序列数据库（ＦＡＳＴＡｄａｔａｂａｓｅ）中的蛋白质编号；蛋白质信息描述：基于蛋白质序列的数据库中的蛋白质功能描

述；１２月龄／２月龄：为老年组与青年组比较符合表达差异倍数大于１．２倍，数值越大差异越大；Ｐ＜０．０５筛选标准的蛋白质视为差异表达蛋白

质。下表同

表２　１２月龄与２月龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ鼠下调差异表达蛋白质比较

蛋白质登录号 蛋白质信息描述 １２月龄／２月龄 Ｐ
Ｑ８ＢＨＩ７ Ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｏｆｖｅｒｙｌｏｎｇｃｈａｉｎｆａｔｔｙａｃｉｄｓｐｒｏｔｅｉｎ ０．８３１１９６５８１ ０．０１３３５５３８２
Ｅ９ＰＷＥ８ Ｄｉｈｙｄｒｏｐｙｒｉｍｉｄｉｎａｓｅｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３ ０．８３００７９３１７ ０．０００２１０８０９
Ｑ９ＣＱＮ６ Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ１４Ｃ ０．８２７９０１３１ ０．０１８２７９５５３
Ｑ８ＢＲ９０ ＵＰＦ０６００ｐｒｏｔｅｉｎＣ５ｏｒｆ５１ｈｏｍｏｌｏｇ ０．８２４８１７５１８ ０．０２８７６９８４２
Ｑ８０ＹＸ１ Ｔｅｎａｓｃｉｎ ０．８２４２６２６９４ ０．００７００３４３２
Ｑ６６ＪＲ８ Ｐｔｍｓｐｒｏｔｅｉｎ ０．８２１４９３６２５ ０．０２７３６９２７５
Ｑ３３０Ｐ７ ＳＣＦａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｓｐｏｎｓｅｐｒｏｔｅｉｎ１ ０．８１１５９４２０３ ０．０３９９２０１２
Ｑ３ＴＬＩ９ Ｐｕｔａｔｉｖｅｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｐｒｏｔｅｉｎ ０．８１１５９４２０３ ０．００９４４２３６９
Ａ６Ｈ６４８ Ａｎｋｒｄ３５ｐｒｏｔｅｉｎ ０．８０４７５３３０９ ０．０４１０４３６９５
Ａ０Ａ０Ｒ４Ｊ０９３ ＵＭＰＣＭＰｋｉｎａｓｅ ０．８００１８００１８ ０．０３６７４８１９４
Ｑ９１ＸＶ３ Ｂｒａｉｎａｃｉｄｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎ１ ０．７９９６４００７２ ０．００５７２３９３６
Ｇ５Ｅ８Ｇ５ Ｐｒｏｍｉｎｉｎ１，ｉｓｏｆｏｒｍＣＲＡ＿ａ ０．７９６４０７１８６ ０．００１２４１７９２
Ｑ５４６Ｇ４ Ａｌｂｕｍｉｎ１ ０．７８０７１２１６６ ０．０４５６２２５８３
Ｅ９Ｑ０Ｈ６ Ｆａｔｔｙａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ ０．７７８５３５４２８ ０．０１３５４３１０５
Ｐ６２０７１ ＲａｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＲＲａｓ２ ０．７７３８０２４８４ ０．００１６００４８
Ｑ３Ｕ９Ｋ６ Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ３，ｉｓｏｆｏｒｍＣＲＡ＿ａ ０．７７２８２１２７ ０．０３２４１４８１２
Ｂ２ＲＳＮ３ Ｔｕｂｕｌｉｎｂｅｔａｃｈａｉｎ ０．７５８７２１７８２ ０．０１１１４６７７７
Ｃ０ＨＫＥ６ ＨｉｓｔｏｎｅＨ２Ａｔｙｐｅ１Ｉ ０．７５２８４８３７９ ０．０３０５０４１０２
Ｑ９ＥＳ７０ Ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＮｅｋ６ ０．７３９１３０４３５ ０．０１４２０３４１８
Ｑ０８３３１ Ｃａｌｒｅｔｉｎｉｎ ０．７３７０４０２５５ ０．０１４５７４５５２
Ｑ０ＶＧＺ０ Ｇｔｆ２ａ１ｐｒｏｔｅｉｎ ０．７２１８７１４１２ ０．０３７２１４２６９
Ｑ７６ＬＬ６ ＦＨ１／ＦＨ２ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３ ０．７０３０９３９５４ ０．００５８５３９７５
Ｑ４Ｖ９Ｘ０ Ｐｐｐ３ｃａｐｒｏｔｅｉｎ ０．６８５５８５８３９ ０．０４０６０１８５６
Ｏ５４８７９ ＨｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｐｒｏｔｅｉｎＢ３ ０．６６８３３４７２３ ０．０１４９６７９５３
Ｐ５９６４８ ＦＸＹＤｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｉｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｒｅｇｕｌａｔｏｒ７ ０．６０８３１０９９２ ０．０４４３１０７０９
Ｆ７Ａ０Ｂ０ Ｍｙｅｌｉｎｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ（Ｆｒａｇｍｅｎｔ） ０．５１７０６７００４ ０．０００３７４５１３

　　蛋白质功能 ＧＯ注释见图２。差异表达蛋白质
ＧＯ富集分析显示显著的差异蛋白主要集中在：细
胞外区域、多细胞生物过程、神经系统的发育、细胞

外空隙、糖胺聚糖结合、细胞外基质、内肽酶活力等，

见图３。差异表达蛋白在ＫＥＧＧ通路富集分析显著
的生物学通路包括溶酶体通路、补体系统通路、脂肪

酸延长通路、氨基糖和核苷酸糖代谢通路、脂肪酸代

谢通路等，见图４。

·３９４·
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图２　蛋白质功能ＧＯ注释分析（１２月龄ＶＳ２月龄）

３　讨论

目前有关中枢性老年性耳聋神经通路上的改变

从形态学方面研究较多，实验及临床病理研究均证

实老年性聋中枢改变累及听觉各相关组织，表现为

神经元数量减少、萎缩、变形、空泡变性、轴突脱髓鞘

变性及突触结构异常等。我们前期对老年大鼠蜗核

及听皮层的研究也证实了该点［１１］。但对听觉通路

上相关蛋白质组学的研究报道却很少。本文就年龄

相关性听力减退 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠耳蜗核的差异蛋白
质组学结果作相关的报道，希望通过深层次研究这

些差异蛋白可以找到一些与中枢性老年性聋发病相

关的靶点。通过 ｉＴＲＡＱ技术我们发现老年耳蜗核
中下降最明显的和神经元相关的蛋白主要是：髓磷

脂碱性蛋白（ｍｙｅｌｉｎｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＢＰ）、域离子调
控因子７（ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｉｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｒｅｇｕｌａｔｏｒ７，
ＦＸＹＤ７）、钙视网膜结合蛋白（ｃａｌｒｅｔｉｎｉｎ２，ＣＡＬＢ２）、
丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶 ６（ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ＮＥＫ６）。升高最明显的蛋白为：透明质酸蛋
白聚糖连接蛋白（ｈｙａｌｕｒｏｎａｎａｎｄｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｌｉｎｋ
ｐｒｏｔｅｉｎ２，ＨＡＰＬＮ２）、棕榈酰蛋白硫酯酶１（ｐａｌｍｉｔｏｙｌ
ｐｒｏｔｅｉｎｔｈｉｏｅｓｔｅｒａｓｅ，ＰＰＴ１）、三肽基肽酶１（ｐａｌｍｉｔｏｙｌ
ｐｒｏｔｅｉｎｔｈｉｏｅｓｔｅｒａｓｅ，ＴＰＰ１）。

·４９４·
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图３　差异表达前３０位蛋白质ＧＯ富集分析（１２月龄ＶＳ２月龄）

!"#$%&%'(% )*+

,*$*&*'(* )*+

-.

-/

0

1

2

.

/

3
%
&
(
%
'
+
4
5
*
6
$
)
(
7
8
%
'
(
%
9
:
;
<

=
8
+
6
"
>
>
8
'
%
+
?
@
&
6
"
A
A
"
5
%
4
9
%

3
4
+
+
@
4
(
"
A
>
(
+
4
B
6
C
"
9
>

D
@
9
6
9
6
>
%

)
@
9
+
(
>
"
(
C
8
E
8
9
(
&
@
+
?
(
>
4
+
6
9
8
9

3
(
&
+
8
9
9
"
9

F
C
@
(
6
9
E
?
"
'
5
6
C
"
E
"
A
B
"
6
9
@
'
+
?
(
9
"
9
G
5
C
6
B
6
4
'
A
"
9
6
5
C
6
B
6
9
(
&
"
(
9

F
4
C
4
(
+
6
9
%
>
%
+
4
B
6
C
"
9
>

=
>
"
'
6
9
8
5
4
&
4
'
A
'
8
(
C
%
6
8
A
%
9
8
5
4
&
>
%
+
4
B
6
C
"
9
>

3
&
"
>
4
&
@
"
>
>
8
'
6
A
%
C
"
(
"
%
'
(
@

=
9
C
?
>
4

H
H
%
>
4
C
6
E
6
"
%
C
"
(
(
%
C
C
C
"
'
%
4
5
%

H
8
B
(
&
(
8
C
6
9
"
9

I
?
4
5
4
9
A
"
9
*
4
9
*
:
=
>
*
&
"
(
4
'
?
@
E
4
'
6
9
6
>
"
4
9
"
9
<

3
&
"
6
'
A
"
9
*
4
5
(
5

J
'
+
(
9
+
"
'
4
C
"
>
>
8
'
(
'
(
+
K
6
&
L
$
6
&
C
5
=
3
&
6
A
8
(
+
"
6
'

)
+
4
E
?
@
C
6
(
6
(
(
8
9
4
8
+
(
8
9
"
'
$
(
(
+
"
6
'

I
6
>
E
C
(
>
(
'
+
4
'
A
(
6
4
5
8
C
4
+
"
6
'
(
4
9
(
4
A
(
9

=
C
C
6
5
&
4
$
+
&
(
M
(
(
+
"
6
'

3
4
+
+
@
4
(
"
A
(
C
6
'
5
4
+
"
6
'

图４　差异表达蛋白质ＫＥＧＧ通路富集分析（１２月龄 ＶＳ２月龄）
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　　髓磷脂碱性蛋白和髓鞘蛋白前脂蛋白（ｐｒｏｔｅｏ
ｌｉｐｉｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＬＰ）广泛存在于少突胶质细胞中，是
少突胶质细胞成熟的标志［１２］。少突胶质是中枢神

经细胞中形成髓鞘的主要细胞，对于维持神经元的

结构及功能具有重要的作用。ＰＬＰ减少是否会影响
蜗核中的少突胶质细胞成熟及有髓神经纤维髓鞘的

形成从而导致神经纤维的传导障碍而影响听力，尚

有待进一步研究。ＦＸＹＤ家族是一种小分子单跨膜
蛋白，至今为止发现其成员有１２个，它的成员均属
Ｉ型膜蛋白，和 Ｎａ、ＫＡＴＰａｓｅ的结构和功能密切相
关，Ｎａ、ＫＡＴＰａｓｅ是一个多亚基蛋白质，由ａ亚基、β
亚基和ＦＸＹＤ蛋白组成。ＦＸＹＤ蛋白家族为 Ｎａ、Ｋ
ＡＴＰａｓｅ组织特异性辅助亚基。是维持细胞膜内外
Ｎａ＋、Ｋ＋离子浓度的主要酶［１３］。ＦＸＹＤ蛋白家族各
成员组织分布及表达各不相同，ＦＸＹＤ７仅表达于脑
组织中，主要是在神经元，再者是星型胶质细胞。在

爪蟾卵母细胞中 ＦＸＹＤ７可以和 Ｎａ、ＫＡＴＰａｓｅａ１
β１，ａ２β１及 ａ３β１结合但不能和 ａβ２酶相互作
用。在脑组织中它仅仅和 ａ１β酶相互作用。
ＦＸＹＤ７是一种新型的组织特异性 Ｎａ、ＫＡＴＰａｓｅ调
节剂，可能在神经元的兴奋性中发挥重要作用［１４］。

ＣＡＬＢ２主要表达于中枢和外周神经细胞内［１５］，它可

以调控细胞内及线粒体内的钙离子浓度，防止细胞

内钙离子异常升高［１６］。钙离子作为第二信使在神

经网络中调节突触传递和神经转导。老年听力障碍

小鼠耳蜗核中 ＣＡＬＢ２明显减少可能使得神经细胞
中的钙离子稳态平衡遭到破坏，当神经元失去对钙

离子的控制以及不能从钙离子负荷中恢复时，细胞

内过多的超载钙离子则对神经元具有毒性作用或使

得神经元细胞凋亡［１７］。ＨＡＰＬＮ基因家族有４个成
员，分别是软骨连接蛋白和 ＨＡＰＬＮ２、ＨＡＰＬＮ３及
ＨＡＰＬＮ４。ＨＡＰＬＮ１是软骨连接蛋白，ＨＡＰＬＮ３在脊
椎动物中广泛分布，ＨＡＰＬＮ２和 ＨＡＰＬＮ４只表达在
大脑和中枢神经系统［１８］。有报道显示［１９］ＨＡＰＬＮ２
可能促进帕金森患者的神经退行性变的过程。由上

可见蜗核随增龄产生的这些差异表达蛋白与神经退

行性变密切相关，但这种神经退行性变是中枢本身

老化的结果，还是由于听觉外周退变、神经冲动传入

减少，进而诱发听觉中枢的神经退行性变抑或是两

者兼而有之尚不得而知。今后我们将就此展开更深

入的研究，以期在中枢性老年性耳聋的发病机制方

面有所突破。
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ｄｏｍａｉｎｇｅｎｅＰＯＵ３Ｆ４［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９５，２６７（５１９８）：６８５－

６８８．

［９］　Ｓｅｎｎａｒｏ̌ｇｌｕＬ，ＢａｊｉｎＭＤ．ＩｎｃｏｍｐｌｅｔｅｐａｒｔｉｔｉｏｎｔｙｐｅＩＩＩ：Ａｒａｒｅａｎｄ

ｄｉｆｆｉｃｕｌｔｃｏｃｈｌｅａｒｉｍｐｌａｎｔｓｕｒｇｉｃａｌｉｎｄｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｕｒｉｓＮａｓｕｓＬａｒ

ｙｎｘ，２０１８，４５（１）：２６－３２．

［１０］ＢａｔｔｍｅｒＲ，ＰｅｓｃｈＪ，ＳｔｖｅｒＴ，ｅｔａｌ．Ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｆａｃｉａｌｎｅｒｖｅ

ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｂｙｒｅｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｃｏｃｈｌｅａｒｉｍｐｌａｎｔｓｕｂｊｅｃｔｓ［Ｊ］．

ＯｔｏｌＮｅｕｒｏｔｏｌ，２００６，２７（７）：９１８－９２２．

［１１］Ｓｅｎｎａｒｏ̌ｇｌｕＬ，ＢａｊｉｎＭＤ．Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｕｒｒｅｎｔｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆ

ｉｎｎｅｒｅａｒｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＢａｌｋＭｅｄＪ，２０１７，３４（５）：３９７－

４１１．

［１２］ＣｏｓｅｔｔｉＭＫ，ＦｒｉｅｄｍａｎｎＤＲ，ＨｅｍａｎＡｃｋａｈＳＥ，ｅｔａｌ．Ｓｕｒｇｉｃａｌ

ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓａｎｄｏｕｔｃｏｍｅｓｏｆｃｏｃｈｌｅａｒｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ

ｒａｄｉｏｇｒａｐｈｉｃｆｉｎｄｉｎｇｓｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈＸｌｉｎｋｅｄｄｅａｆｎｅｓｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪ

ＰｅｄｉａｔｒＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌ，２０１５，７９（１０）：１６８９－１６９３．

［１３］卢宇涵，李佳楠，孙丽等．内耳不完全分隔Ⅲ型（ＩＰⅢ）畸形病

例分析［Ｊ］．中华耳科学杂志，２０１８，１６（４）：４５１－４５７．

　　 ＬｕＹＨ，ＬｉＪＮ，ＳｕｎＬ，ｅｔａｌ．Ａｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃａｓｅｓｏｆｉｎｎｅｒｅａｒｉｎ

ｃｏｍｐｌｅｔｅｐａｒｔｉｔｉｏｎＴｙｐｅＩＩＩ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｔｏｌｏｇｙ，

２０１８，１６（４）：４５１－４５７．

［１４］ＰｈｅｌｐｓＰＤ，ＲｅａｒｄｏｎＷ，ＰｅｍｂｒｅｙＭ，ｅｔａｌ．Ｘｌｉｎｋｅｄｄｅａｆｎｅｓｓ，

ｓｔａｐｅｓｇｕｓｈｅｒｓａｎｄａｄｉｓｔｉｎｃｔｉｖｅｄｅｆｅｃｔｏｆｔｈｅｉｎｎｅｒｅａｒ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏ

ｒａｄｉｏｌｏｇｙ，１９９１，３３（４）：３２６－３３０．

［１５］ＫｉｍＢＧ，ＳｉｍＮＳ，ＫｉｍＳＨ，ｅｔａｌ．Ｅｎｌａｒｇｅｄｃｏｃｈｌｅａｒａｑｕｅｄｕｃｔｓ：ａ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｏｕｔｅｆｏｒＣＳＦｇｕｓｈｅｒｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｅｎｌａｒｇｅｄｖｅｓｔｉｂｕｌａｒ

ａｑｕｅｄｕｃｔｓ［Ｊ］．ＯｔｏｌＮｅｕｒｏｔｏｌ，２０１３，３４（９）：１６６０－１６６５．

［１６］李万鑫，刘军，武文明，等．人工耳蜗植入术中脑脊液井喷的原

因分析及处理［Ｊ］．中华耳科学杂志，２０１７，１５（４）：４３６－４４０．

　　 ＬｉＷＸ，ＬｉｕＪ，ＷｕＷＭ，ｅｔａｌ．Ｃａｕｓｅｓａｎｄｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｉｎｔｒａ

ｏｐｅｒａｔｉｖｅｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄｇｕｓｈｅｒａｎｄｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉ

ｎａｌｆｌｕｉｄｏｔｏｒｒｈｅａ／ｒｈｉｎｏｒｒｈｅａｉｎｃｏｃｈｌｅａｒｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｈｉｎｅｓｅ

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｔｏｌｏｇｙ，２０１７，１５（４）：４３６－４４０．

［１７］ＩｎｃｅｓｕｌｕＡ，ＡｄａｐｉｎａｒＢ，ＫｅｃｉｋＣ．Ｃｏｃｈｌｅａｒｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｃａｓｅｓ

ｗｉｔｈｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅｐａｒｔｉｔｉｏｎｔｙｐｅＩＩＩ（Ｘｌｉｎｋｅｄａｎｏｍａｌｙ）［Ｊ］．Ｅｕｒ

ＡｒｃｈＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌ，２００８，２６５（１１）：１４２５－１４３０．

（收稿日期：２０１９－０８－１５）

本文引用格式：陈见清，火子榕，贾　欢，等．２例内耳不完全分隔

ＩＩＩ型患者行人工耳蜗植入分析［Ｊ］．中国耳鼻咽喉颅底外科杂志，

２０１９，２５（５）：４８７－４８９，４９７．ＤＯＩ：１０．１１７９８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７１５２０．

２０１９０５００８

Ｃｉｔｅｔｈｉｓａｒｔｉｃｌｅａｓ：ＣＨＥＮＪｉａｎｑｉｎｇ，ＨＵＯＺｉｒｏｎｇ，ＪＩＡＨｕａｎ，ｅｔａｌ．

ＡｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｗｏｃａｓｅｓｏｆｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅｐａｒｔｉｔｉｏｎｔｙｐｅＩＩＩ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪ

ＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇ，２０１９，２５（５）：４８７－４８９，４９７．ＤＯＩ：

１０．１１７９８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７１５２０．２０１９０５００８

·７９４·


