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　　摘　要：　目的　探索昆明小鼠耳蜗组织中脂肪酸转运蛋白４（ＦＡＴＰ４）的表达与分布。方法　选取健康成年
（１０周）昆明小鼠８只（１６耳），其中２只（４耳）用于免疫荧光染色，６只（１２耳）用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白检测。通过
耳蜗石蜡切片免疫荧光染色检测ＦＡＴＰ４在耳蜗内各组织中的表达分布，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白检测耳蜗组织ＦＡＴＰ４的
表达水平。结果　耳蜗石蜡切片免疫荧光染色提示 ＦＡＴＰ４主要分布于耳蜗螺旋神经节、蜗轴、支持细胞、内毛细
胞、外毛细胞、血管纹的中间细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白检测结果进一步验证了 ＦＡＴＰ４在昆明小鼠耳蜗表达。结论　
本研究初步揭示了ＦＡＴＰ４在成年昆明小鼠耳蜗中的表达具有一定的特异性，为进一步研究耳蜗内脂肪酸代谢提
供了理论依据。
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完整跨膜蛋白，在脂肪酸摄取、转运过程中起到重要

作用［１２］。ＦＡＴＰｓ在人体各个器官和组织都有分布，
已知的ＦＡＴＰｓ有６种亚型，在各组织的分布与功能
研究较为透彻，但是目前在耳蜗的研究报道较
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少［３］。ＦＡＴＰ４作为亚型之一，对长链脂肪酸具有高
度亲和力而参与脂肪酸的摄取与转运［４５］；脂肪酸

β氧化是心肌的慢性舒缩运动的主要能量来源［６］，

而耳蜗主动放大机制需要大量的能量支持［７］。所

以ＦＡＴＰ４是否也在耳蜗内表达发挥调节耳蜗脂肪
酸代谢的作用，以前的研究还未涉及。本实验通过

免疫荧光染色检测 ＦＡＴＰ４在耳蜗各组织的表达分
布情况，并应用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测耳蜗组织ＦＡＴＰ４
的表达水平，以此来探索ＦＡＴＰ４在耳蜗的表达与分
布情况，为进一步研究耳蜗内脂肪酸代谢提供了理

论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
选取健康成年（１０周）昆明小鼠８只，体重４０～

５０ｇ，雌雄不限（四川省川北医学院动物中心提供）。
参照以往研究［８］，应用ＡＢＲ测听技术筛选听力正常
的昆明小鼠。２只（４耳）用于免疫荧光染色，６只
（１２耳）用于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白检测。
１．２　主要试剂和设备

兔抗鼠 ＦＡＴＰ４单克隆抗体 （ａｂｃａｍ 公司，
ａｂ２２１７８３），羊抗兔荧光二抗Ａｌｅｘａｆｌｕｏｒ６４７（博奥森
公司，ｂｓ０２９５），羊抗兔ＩｇＧ（博士德公司，ＢＡ１０５４），
内参βａｃｔｉｎ（ｂｉｏｓｓ公司，ｂｓ００６１Ｒ），山羊血清（ａｂ
ｓｉｎ公司，ａｂｓ９３３ａ），ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（博士
德公司，ＡＲ０１４６），ＤＡＰＩ染色液（博士德公司，
ＡＲ１１７７），ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液（博士德公
司，ＡＲ１１１２），ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒（博士德
公司，ＡＲ０１３８），ＥＣＬ化学发光液（碧云天公司，
Ｐ００１８Ａ）。脑干诱发电位分析仪（美国 Ｏｔｏｍｅｔｒｉｃｓ，
ｃｈａｒｔｒＥＰ），共 聚 焦 显 微 镜 （上 海，ＯＬＹＭＰＵＳ
ＦＶ３０００），ＳＤＳＰＡＧＥ电泳仪，酶标仪等。
１．３　实验方法
１．３．１　小鼠听性脑干反应（ＡＢＲ）检测　使用水合
氯醛（０．５ｇ／ｋｇ）腹腔注射对动物进行麻醉。待动物
完全麻醉后，检查小鼠双侧外耳道，确保外耳道无阻

塞，并将其简单固定，覆盖布料保暖。用脑干诱发电

位分析仪在隔音环境中测听：将记录电极刺入小鼠

颅顶（双耳连线中点处）皮下，参考电极刺入测试耳

下方皮下，地极刺入对侧耳下方皮下。将测试耳机

放置在外耳道口，确保无阻碍。参数：选择“Ｃｌｉｃｋ”，
滤波宽度５００～３０００Ｈｚ，刺激频率１２．１次／ｓ，增益
１００Ｋ，扫描时间 １０ｍｓ。声音强度设定为 ８０～

２５ｄＢＳＰＬ，按１０ｄＢＳＰＬ递减，当声音强度衰减到
接近听阈时，递减间隔为５ｄＢＳＰＬ，以能分辨出可重
复的ＡＢＲⅠ波的最低刺激声音强度为阈值。同样
方法检测对侧耳。

１．３．２　耳蜗标本制备　两组小鼠用水合氯醛
（０．５ｇ／ｋｇ）腹腔注射进行麻醉，断头，迅速取下双侧
颞骨，分离取出耳蜗。将耳蜗置于预冷的 ＰＢＳ中，
并置于冰上，体视显微镜视野下，在蜗尖处打一小

孔，迅速从小孔向周围小心剥离蜗壳，尽量去除骨

质；然后将其置入ＥＰ管中，液氮迅速冷冻后置于 －
８０℃冰箱中保存待用。将耳蜗置于４％多聚甲醛溶
液中，体视显微镜视野下，在蜗尖处打一小孔，戳破

圆窗膜、前庭窗膜，在窝尖小孔处缓慢灌入４％多聚
甲醛溶液；将灌流好的耳蜗置于４％多聚甲醛溶液
中，４℃过夜，再经１０％ＥＤＴＡ溶液脱钙１周，可见
耳蜗透明、柔软。将脱钙的耳蜗石蜡包埋后切片，

６０℃温度下烤片后，放入４℃冰箱保存待用。
１．３．３　免疫荧光染色　耳蜗石蜡切片经二甲苯脱
蜡、梯度乙醇水化后，０．０１ＭＰＢＳ溶液冲洗１０ｍｉｎ，用
０．０１Ｍ枸橼酸缓冲液（ＰＨ６．０）煮沸法（９５～１００℃）
修复抗原，０．２５％ ｔｒｉｔｏｎｘ１００处理，滴加 １０％免疫
羊血清封闭非特异性抗原３０ｍｉｎ，甩去血清，滴加一
抗稀释液（ＦＡＴＰ４，１∶４００）４℃过夜（阴性对照用
ＰＢＳ代替一抗）。次日，取出切片，３７℃ 复温
２０ｍｉｎ，０．０１ＭＰＢＳ溶液漂洗１５ｍｉｎ，滴加二抗稀释
液（Ａｌｅｘａｆｌｕｏｒ６４７，１∶８００），３７℃孵育４０ｍｉｎ，ＰＢＳ
漂洗后，用ＤＡＰＩ复染细胞核１０ｍｉｎ，最后抗荧光淬
灭封片剂封片。用共聚焦显微镜观察实验结果。

１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　提取耳蜗组织总蛋白，
按ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒说明书操作步骤检测
总蛋白浓度，测定标准曲线为 Ｙ＝０．０００７，Ｘ＝
０．０２２７（Ｒ２＝０．９９６７），根据吸光度和标准曲线计
算出样本的蛋白浓度，按测得的蛋白浓度计算并配

制上样缓冲液。按ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶制备试剂盒说明
书配制１０％分离胶和５％浓缩胶，电泳：７２Ｖ恒压
直至看到Ｍａｒｋｅｒ有红色条带出现，转１２０Ｖ恒压约
６０ｍｉｎ，终止电泳。转膜：１００Ｖ恒压 １ｈ。根据
Ｍａｒｋｅｒ条带指示裁剪 ＰＶＤＦ膜，获取目的蛋白和内
参蛋白；用 ５％脱脂牛奶／ＴＢＳＴ封闭 ＰＶＤＦ膜 １ｈ
后，分别加入一抗稀释液（ＦＡＴＰ４，１∶１０００；βａｃｔｉｎ，
１∶３０００）４℃过夜；次日充分漂洗 ＰＶＤＦ膜，加入辣
根过氧化物酶标记的二抗稀释液（羊抗兔，１∶４０００）
室温孵育１ｈ。ＰＶＤＦ膜充分漂洗后，用特敏型 ＥＣＬ
化学发光液显色，凝胶成像系统显影。最后结果均
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以目的蛋白条带灰度值与 βａｃｔｉｎ条带灰度值的比
值表示目的蛋白的表达量。

１．４　统计学分析
实验数据采用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行分析。

所有实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条带采用
ＩｍａｇｅＪ软件测量其灰度值。

２　结果

２．１　ＡＢＲ检测结果
以昆明小鼠ＡＢＲ曲线的Ⅰ波为判断标准，小鼠

ＡＢＲ反应阈平均为（２６．２５±２．３４）ｄＢＳＰＬ，Ⅰ波潜
伏期平均为（１．１９±０．１７）ｍｓ。
２．２　ＦＡＴＰ４的免疫荧光染色结果

在共聚焦显微镜下，ＤＡＰＩ标记细胞核呈蓝色，
ＦＡＴＰ阳性呈红色，分别与阴性对照组在同等激光强
度下比较，显示 ＦＡＴＰ４主要表达于昆明小鼠耳蜗的
耳蜗螺旋神经节（ｓｐｉｒａｌｇａｎｇｌｉｏｎ，ＳＧ）、蜗轴（ｍｏｄｉｏ
ｌｕｓ，ＭＯ）、支持细胞（ｓｕｐｐｏｒｔｉｎｇｃｅｌｌｓ，ＳＣ）、内毛细胞
（ｉｎｎｅｒｈａｉｒｃｅｌｌｓ，ＩＨＣ）、外毛细胞（ｏｕｔｅｒｈａｉｒｃｅｌｌｓ，
ＯＨＣ）、血管纹的中间细胞（ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｃｅｌｌ，ＩＣ）。见
图１。
２．３　ＦＡＴＰ４的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

图２表明在昆明小鼠耳蜗内有 ＦＡＴＰ４表达。
内参 βａｃｔｉｎ的分子大小为 ４３ｋＤａ，小鼠的 ＦＡＴＰ４

分子大小在７２ｋＤａ左右。ＦＡＴＰ４在昆明小鼠耳蜗
内的相对表达量（ＦＡＴＰ４／βａｃｔｉｎ）为 ０．６９５±０．１６５
（ｎ＝３）。

!"#$%

!!&'()*
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图２　ＦＡＴＰ４的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

３　讨论

脂肪酸在机体中发挥着重要的生理功能，过多、

过少都会使机体产生一系列的疾病：肥胖、心脑血管

疾病、生长发育障碍等；近年来也有报道显示：长期

补充ω３脂肪酸或长期食用富含ω３脂肪酸的鱼类
可以延缓年龄相关性听力损失的发生和发展［９１０］。

而具有转运脂肪酸功能的 ＦＡＴＰｓ是调节脂肪酸代
谢的一个重要因子。ＦＡＴＰｓ有 ６种亚型，分别是
ＦＡＴＰ１６，其中ＦＡＴＰ４对长链脂肪酸具有高度亲和
力而参与脂肪酸的摄取与转运［４５］。Ｈｅｎｓｅｎ细胞是
耳蜗中唯一含有脂滴的支持细胞，分布于耳蜗ｃｏｒｔｉ
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图１　ＦＡＴＰ４的免疫荧光染色结果　Ａ、Ｂ：耳蜗蜗轴及螺旋神经节　（×２００），Ａ为阴性对照，Ｂ为ＦＡＴＰ４在耳蜗螺旋神经节、
蜗轴表达；Ｃ、Ｄ：耳蜗ｃｏｒｔｉ器　（×４００），Ｃ为阴性对照，Ｄ为 ＦＡＴＰ４表达于耳蜗支持细胞（椭圆形处）、内毛细胞、外毛细胞；
Ｅ、Ｆ：耳蜗血管纹　（×４００），Ｅ为阴性对照，Ｆ为ＦＡＴＰ４在血管纹中间细胞表达（箭头）　注：耳蜗螺旋神经节：ＳＧ；蜗轴：ＭＯ；
支持细胞：ＳＣ；内毛细胞：ＩＨＣ；外毛细胞：ＯＨＣ；血管纹的中间细胞：ＩＣ。
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器外侧，而脂滴的核心组成是长链脂肪酸以及三酰

甘油等脂类物质［１１］，所以ＦＡＴＰ４可能是主要参与耳
蜗脂肪酸代谢的脂肪酸转运蛋白。Ｓｕｚｕｋｉ等［１２］通过

免疫组织化学发现小鼠耳蜗支持细胞、螺旋神经节

和血管纹有脂肪酸结合蛋白（ｆａｔｔｙａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ，ＦＡＢＰ）表达。ＦＡＢＰ与 ＦＡＴＰ都是参与脂肪酸
代谢的重要蛋白，本实验结果显示昆明小鼠支持细

胞、外毛细胞、内毛细胞、血管纹的中间细胞、蜗轴、

螺旋神经节都有 ＦＡＴＰ４表达，与 ＳａｉｎｏＳａｉｔｏ、Ｓｕｚｕｋｉ
等证明的ＦＡＢＰ在小鼠耳蜗内表达和分布结果较为
一致。

外毛细胞具有双向放大作用，一方面是将机械

的声波转换为膜电位，另一方面膜电位形成的同时

使外毛细胞收缩伸展，产生主动放大作用，这个过程

极可能需要消耗大量的能量［７］。所以，早在二十世

纪五十年代就有人提出在听觉器官受刺激的过程

中，为了获得营养和氧气，毛细胞必须有一个高度专

业化的营养辅助系统。耳蜗基底膜外侧的支持细

胞—Ｈｅｎｓｅｎ细胞拥有大量脂滴，是主要营养细胞之
一［１３］。但是Ｈｅｎｓｅｎ细胞自身没有与脂肪酸代谢相
应的线粒体和内质网系统［１４］，而与之相邻的外毛细

胞含有发达的线粒体及内质网系统［１５］。所以为适

应外毛细胞的生理功能，Ｈｅｎｓｅｎ细胞内脂类物质可
能通过ＦＡＢＰ介导转移到细胞膜周围，再通过ＦＡＴＰ
转运到外毛细胞，最后通过 β氧化，为外毛细胞提
供能量，维持外毛细胞“耳蜗放大器”的功能。血管

纹、螺旋神经节细胞也有 ＦＡＴＰ４、ＦＡＢＰ表达，因此
血管纹和螺旋神经节可能利用脂肪酸代谢调节自身

的功能，这更好的有利于血管纹对内淋巴离子浓度、

能量转换、无机盐、水的调控和转运以及螺旋神经节

细胞对听觉冲动的产生和传递［１６］。既往对耳聋发

生机制的研究多集中于毛细胞的机械性损伤、代谢

性损伤、药物性损伤、钙超载学说等［７］。但是耳蜗

细胞通过能量代谢调节耳蜗功能的研究还未涉及。

本实验通过免疫荧光染色、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现了
耳蜗中脂肪酸代谢的证据，为进一步研究耳蜗内脂

肪酸代谢提供了理论依据。
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转运蛋白４的表达与分布［Ｊ］．中国耳鼻咽喉颅底外科杂志，２０２２，

２８（２）：４６－４９．ＤＯＩ：１０．１１７９８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７－１５２０．２０２２２１２０４

Ｃｉｔｅｔｈｉｓａｒｔｉｃｌｅａｓ：ＨＵＹｉｙｏｎｇ，ＹＡＮＢｉｎｃｈｅｎｇ，ＹＵＮｉｎｇ，ｅｔａｌ．Ｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｆａｔｔｙａｃｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ４ｉｎＫｕｎｍｉｎｇｍｉｃｅ

ｃｏｃｈｌｅａ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇ，２０２２，２８（２）：

４６－４９．ＤＯＩ：１０．１１７９８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７－１５２０．２０２２２１２０４
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