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揖摘要铱 摇 目的: 观察谷氨酸天冬氨酸转运蛋白(GLAST) 缺失对小鼠正常听觉功能的影响。 方法: 我们选用

C57BL / 6J 背景的 GLAST+ / 鄄小鼠进行杂交,用琼脂糖凝胶电泳进行后代小鼠基因型鉴定。 我们选用 9 ~ 10 周龄雄

性小鼠,用免疫荧光染色技术检测耳蜗中 GLAST 蛋白表达,对敲除结果进行验证(n=3)。 比较雌雄小鼠出生后 7d
至 30 d 体重变化及 30 d 的体长(n=8)。 听性脑干反应(ABR)测试 9鄄10 周龄雌性和雄性小鼠听觉阈值及其玉波振

幅的变化(n=5)。 结果: 雄性 GLAST鄄 / 鄄小鼠与雄性 GLAST+ / + 和 GLAST+ / 鄄小鼠相比,体重及体长均显著降低(P<
0. 01),其中雄性 GLAST鄄 / 鄄小鼠与 GLAST+ / +相比,在 P7 至 P30 统计时间里,均表现出明显差异;与雄性 GLAST+ / 鄄小

鼠相比,P15 后均表现出体重显著性降低。 而雌性 GLAST鄄 / 鄄小鼠与雌性 GLAST+ / + 和 GLAST+ / 鄄小鼠相比,体重及体

长均未见明显差异。 雄性和雌性小鼠三种基因型之间 ABR 检测到听力阈值变化均无差异,但与雄性 GLAST+ / + 小

鼠相比雄性 GLAST鄄 / 鄄小鼠玉波振幅明显降低(P<0. 01);而雌性的 I 波振幅在整个刺激强度都有降低,但是多只在

高强度刺激(如 80 dB、90 dB)时具有显著性(P<0. 05)。 结论: GLAST 敲除影响雄性小鼠正常生长发育,同时降低

ABR I 波振幅,但不改变阈值,这提示 GLAST 敲除可能导致突触病变,且这种影响存在性别差异。
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揖ABSTRACT铱 Objective: To investigate the effects of glutamate aspartate transporter (GLAST)deletion on the normal auditory func鄄
tion of mice. Methods: We hybridized GLAST+ / 鄄 mice with C57BL / 6J background and identified the genotypes of their offspring by
agarose gel electrophoresis. 9鄄10鄄week鄄old mice were selected to detect the expression of GLAST protein in the cochlea by immunofluo鄄
rescence staining and to verify the knockout results(n=3). The changes in weight from 7 days to 30 days after birth and the 30鄄day
body length of male and female mice were compared(n=8). The auditory brainstem response(ABR) was used to detect the auditory
threshold and the amplitude of wave I in 9鄄10鄄week鄄old male and female mice(n=5). Results: Male GLAST鄄 / 鄄mice had shown signifi鄄
cantly lower weight and body length compared to male GLAST+ / + and GLAST+ / 鄄 mice(P<0. 01), and male GLAST鄄 / 鄄 mice showed sig鄄
nificant differences compared to GLAST+ / + from P7 to P30 statistical time. Male GLAST鄄 / 鄄 mice exhibited a significant reduction in
weight after P15 compared to male GLAST+ / 鄄 mice. In contrast, no significant differences in weight and body length were observed in
female GLAST鄄 / 鄄 mice compared with female GLAST+ / + and GLAST+ / 鄄 mice. There was no difference in the hearing threshold detected
by ABR between the three genotypes in both male and female mice, but the amplitude of wave I in GLAST鄄 / 鄄 mice was significantly low鄄
er than that in male GLAST+ / + mice(P<0. 01). In contrast, the amplitude of wave I in females was reduced throughout the stimulus in鄄
tensity but was most significant only at high鄄intensity stimulation (e. g. 80 dB, 90 dB) (P<0. 05). Conclusion: GLAST knockout af鄄
fects the normal growth and development of male mice, and decreases the amplitude of wave I, but do not change the threshold, sug鄄
gesting that GLAST knockout may lead to synaptic pathological changes, and there are gender differences in this effect.
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摇 摇 隐性听力损失(hidden hearing loss,HHL)与噪 声暴露,耳毒性药物,老化和周围神经系统疾病有

关[1]。 其表现为噪声环境下言语识别率降低[2]。
若此阶段及时发现并给予治疗,内耳损伤大多可以

恢复[3]。 目前,内毛细胞和听神经纤维之间的带状

突触损伤是 HHL 公认的致病机制之一,其与谷氨酸
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兴奋性毒性有关[4,5]。 谷氨酸是神经系统中主要的

兴奋性神经递质,当病理情况下,其合成释放过多或

再摄取减少时,都会造成突触间隙谷氨酸浓度堆积,
产生兴奋性毒性,造成神经元变性死亡[6]。

GLAST 是 Na+ 依赖的高亲和力谷氨酸转运蛋

白,它通过转运三个钠离子(Na+)和一个质子(H+)
以及逆向转运一个钾离子(K+)来介导细胞外谷氨

酸的再摄取[7]。 研究证明 GLAST 是目前已知耳蜗

中唯一发挥谷氨酸再摄取功能的谷氨酸转运蛋白,
它可以调控听神经突触间隙谷氨酸浓度,防止谷氨

酸浓度过高产生兴奋性毒性[5,8]。 研究发现,GLAST
缺失与癫痫,精神分裂症等中枢神经系统疾病密切

相关[9鄄12],而 GLAST 缺失与外周听觉系统关系的研

究还相对较少。 我们前期研究发现噪声诱导的

HHL 模型小鼠 GLAST 表达可能降低。 为了进一步

探究 GLAST 在耳蜗突触病变过程中的作用,本实验

拟用 GLAST 基因敲除小鼠,通过后代三种基因型表

型及听觉功能对比,探究 GLAST 缺失是否影响内耳

正常功能。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物

SPF 级 GLAST+ / 鄄 C57BL / 6J 小鼠 3 只 (1 雄 2
雌),由赛业(广州)生物科技有限公司购入。 其包

括所有后代小鼠均饲养于军事科学院军事医学研究

院环境医学与作业医学研究所 SPF 级实验动物中

心。 室温(23 依3)益,12 h 光照 /黑暗循环,自由取

食、饮水,所有操作均符合实验动物伦理学要求。
1. 2摇 主要试剂及仪器

蛋白酶 K(Biofroxx,1124MG100),5 伊TBE(Bio鄄
sharp,BL548A), 4S Green 核酸染色剂 ( Sangon,
A616694),兔抗 GLAST ( Abcam, Ab416), 100 bp
DNA ladder ( Biosharp,BL101A),DNA 上样缓冲液

(Biosharp, BL532A),Alexa Fluor 549 山羊抗兔 IgG
荧光抗体(Bioworld,美国)、封片剂(Bioworld,美国)

梯度 PCR 仪(Verti,美国),琼脂糖凝胶电泳槽

(Cleaver MSCHOICETRIO),凝胶成像仪(Amersham
Image 680),高速冰冻离心机(Sigma 3k 15),荧光显

微镜(Olympus BX51, 日本),体式显微镜(Olympus,
SZX7,日本),ABR 检测仪(TDT,BioSigRZ6,美国)
1. 3摇 GLAST 基因敲除小鼠的后代表型观察

将购入的 3 只 GLAST+ / 鄄小鼠合笼,进行保种繁

殖,并对生产情况进行详细记录。 后代小鼠出生后

第 1 日即为 P1。 出生后每周观察仔鼠的生长发育

情况(雌雄小鼠均包含在内),包括皮肤,被毛颜色、

光泽、有无褪毛,外观有无畸形等。 并从 P7 可以区

分辨认后开始监测体重变化情况直至 P30,同时记

录小鼠 P30 体长对比。
1. 4摇 GLAST 基因敲除鼠后代基因型鉴定

鼠趾尖组织基因组 DNA 提取:小鼠 P7 时,剪
鼠趾尖组织 1 ~ 2 mm(同时用以标号)进行 DNA 提

取。 组织放于加入蛋白酶 K 的裂解液中,56益水浴

锅中过夜孵育。 第 2 日从水浴锅中取出,立即放于

98益金属板加热 15 min,后将样品高速离心 15 min。
离心后所取上清液即为 DNA 模板。

PCR 扩增: PCR 引物序列由(赛业(广州)生物

科技有限公司敲除报告中提供,上海生工生物工程

股份有限公司合成)。 序列如下: PCR Primers1
( Annealing Temperature ) 60. 0益: F1: 5 爷鄄CTCA鄄
CAAGGTGAACTTAGCCTATC鄄3 爷, R1: 5 爷鄄
GGGGCTAGACCATAGGCTAAGT鄄3 爷 ( Product size:
659 bp ); PCRPrimers2 ( Annealing Temperature
60. 0益): F1: 5 爷鄄CTCACAAGGTGAACTTAGC鄄
CTATC鄄3 爷, R2: 5 爷鄄ACAGCAATGATGGTAGTAGT鄄
CATGT鄄3爷(Product size: 427 bp)。 以上 F1、R1、R2
3 种引物按照 1 颐 1 颐 1 比例混合,加入 Premix Taq
12. 5 滋l,DNA 1. 5 滋l,加入 ddH2 O 补至总体系 25
滋l,进行 PCR 反应。 反应体系配置完成后,于梯度

PCR 仪上按条件进行扩增,最后 4益停留,扩增产物

即为后续电泳样品(表 1)。
琼脂糖凝胶电泳:取 PCR 扩增产物 5 滋l,加入

DNA loadder,在 2. 5%琼脂糖凝胶(0. 5伊TBE 配置)
中以电压 105 V 由负极向正极进行电泳,时间 50
min。 所得凝胶在化学发光凝胶成像系统中拍照分

析,按照条带不同进行基因型鉴定。
Tab. 1摇 PCR reaction conditions

Step Temp Time Cycles
Initial denaturation 94益 3 min 1
Denaturation 94益 30 s
Annealing 60益 35 s 35
Extension 72益 35 s
Additional extension 72益 5 min 1

1. 5摇 GLAST 基因敲除鼠后代听力检测

仔 鼠 出 生 后 9 ~ 10 周, 选 取 GLAST+ / +、
GLAST+ / 鄄、GLAST鄄 / 鄄雄性和雌性小鼠各五只,在电声

屏蔽室中测量听觉脑干反应( the auditory brainstem
response ,ABR)。 用戊巴比妥钠(1% ,0. 01 ml / g)
麻醉小鼠,将记录电极插入头部额中点,将参照电极

放置在右耳乳突皮下,将接地针插入后爪皮下。 在

click、4、8、16 和 32 kHz 刺激频率下记录 ABR 波形。
刺激强度以 10 dB 为间隔,在接近阈值时,刺激强度
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改为 5 dB 为间隔。 以 II 波的最低刺激强度作为听

阈,并重复 3 次以确定阈值。 记录每个频率阈上刺

激强度的玉波振幅及潜伏期。
1. 6 摇 免疫荧光染色技术检测耳蜗中 GLAST 蛋白

表达情况

仔 鼠 出 生 后 9 ~ 10 周, 选 取 GLAST+ / +、
GLAST+ / 鄄、GLAST鄄 / 鄄雄性小鼠各一只,对基因型鉴定

结果进行验证。 用戊巴比妥钠(1% ,0. 01 ml / g)麻
醉小鼠,脱臼处死。 仔细取出耳蜗,在体式显微镜下

于 PBS 中小心地剔除肌肉组织,并在耳蜗顶钻一个

小洞,用注射器从圆窗向耳蜗腔内缓慢注入 4% 多

聚甲醛,冲出残留血液,直至耳蜗顶流出液体变清

澈。 用 4%多聚甲醛固定 24 h,后置入 10% 乙二胺

四乙酸中脱钙 24 ~ 48 h。 在 PBS 中剥离耳蜗基底

膜,将耳蜗组织在含有 1% Triton鄄伊100 的 PBS 中室

温孵育 30 min,然后在含有 0. 2% Triton鄄伊100 和 5%
BSA 的 PBS 中室温孵育 1 h。 兔抗 GLAST(1 颐 200,
Abcam, Ab416)常温条件下过夜孵育。 第二日用含

1% Triton鄄伊100 的 PBS 漂洗 3 次,每次 10 min。 Al鄄
exa Fluor549 山羊抗兔 IgG 荧光抗体(1 颐 500,Bio鄄
world)孵育 1 h,用含 1% Triton鄄X 100 的 PBS 漂洗 3
次,每次 10 min。 洗涤后铺片,于荧光显微镜拍照分

析。
1. 7摇 统计学处理

结果用平均值依标准差(軃x依s)表示。 所有数据

均用 GraphPad Prism 8 软件处理,多组间比较使用

双因素方差分析。

2摇 结果

2. 1摇 GLAST 基因敲除小鼠基因型鉴定

琼脂糖凝胶电泳基因型片段为:仅有一条 659
bp 条带为 GLAST鄄 / 鄄、有 659 bp 和 427 bp 各一条带

为 GLAST+ / 鄄、仅有 1 条 427 bp 条带为 GLAST+ / +。
WT 为野生型对照,ddH2O 为空白对照(图 1A)。 然

后在基因型鉴定结果的基础上,通过 GLAST 免疫荧

光染色技术,从不同角度证明敲除的可靠性,进一步

对敲 除 小 鼠 进 行 确 认 ( 图 1B )。 GLAST+ / + 与

GLAST+ / 鄄小鼠在耳蜗基底膜支持细胞处均可见

GLAST 阳性表达。 而 GLAST鄄 / 鄄未见阳性表达。 证明

所用 GLAST鄄 / 鄄小鼠均为纯合体。

Fig. 1摇 Genotype identification and analysis of GLAST expres鄄
sion in mouse cochlea(Immunofluorescence 伊100)
A: Identification of mouse genotypes ( + / +: GLAST+ / +;
+ / 鄄:GLAST+ / 鄄;鄄 / 鄄: GLAST鄄 / 鄄; WT: Wild type control;
ddH2O: Blank control); B: The cochlear tissue of adult

male mice were stained with immunofluorescence鄄GLAST
(red), Scale=200 滋 m. 寅The location of the supporting
cells in the cochlea was indicated by GLAST, and the red
fluorescence showed the positive expression of DNA

2. 2摇 GLAST 缺失影响小鼠体重及体长

C57BL / 6J 遗传背景的后代新生仔鼠无毛,皮
肤红润,闭眼,双耳与皮肤黏连,身体向腹侧蜷缩,但
GLAST鄄 / 鄄仔鼠相较 GLAST+ / +仔鼠个头明显较小。 雄

性 GLAST鄄 / 鄄小鼠体重明显低于 GLAST+ / +与 GLAST+ / 鄄

小鼠,而 GLAST+ / 鄄小鼠与 GLAST+ / +小鼠之间体重无

明显差异(图 2A);体长与体重结果一致,P30 的

GLAST鄄 / 鄄小鼠体长明显小于 GLAST+ / + 与 GLAST+ / 鄄

(图 2C)。 而雌性小鼠三种基因型之间体重及体长

均未见明显差异(图 2B、D)。

Fig. 2 摇 Weight change of P7鄄P30 and comparison of body
length of P30
A, B: Changes of P7鄄P30 body weight in three groups of
newborn male and female mice(n = 8); WT: GLAST+ / +;
HET: GLAST+ / 鄄;KO:GLAST鄄 / 鄄;C,D:Comparing the body
length of P30 between male and female mice of the three
groups, GLAST+ / + GLAST+ / 鄄 GLAST鄄 / 鄄mice were from left
to right

2. 3摇 GLAST 缺失损伤小鼠正常听觉功能

我们对成年(9 ~ 10 周龄)雄性和雌性 GLAST
基因敲除小鼠进行 ABR 检测,结果显示三种基因型
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小鼠彼此之间听力阈值没有差异(图 3,4A,5A)。
在所 有 检 测 频 率 阈 上 刺 激 强 度, 雄 性 和 雌 性

GLAST+ / 鄄小鼠与 GLAST+ / +小鼠玉波振幅均未表现出

明显差异;但雄性 GLAST鄄 / 鄄小鼠玉波振幅明显低于

前两组(图 4B鄄F),而雌性 GLAST鄄 / 鄄小鼠玉波振幅仅

在高刺激强度(如 80 dB、90 dB)时明显低于前两组

(图 5B鄄F)。 结果表明 GLAST 缺失影响玉波振幅,
但是不影响阈值,且在雄性与雄性之间这种影响存

在差异。

Fig. 3摇 16KHz waveform display
A鄄C: Comparison of ABR 16 kHz waveforms in GLAST+ / +,
GLAST+ / 鄄 and GLAST鄄 / 鄄 male mice; D鄄F: Comparison of
ABR 16 kHz waveforms in GLAST+ / +, GLAST+ / 鄄 and
GLAST鄄 / 鄄 female mice

3摇 讨论

本实验的主要目的为揭示 GLAST 基因敲除对

C57 小鼠生长发育和耳蜗听觉功能的影响。 Yu
等[13]发现 GLAST 基因敲除杂合小鼠后代出现非孟

德尔杂交定律,纯合子小鼠仅占 10% 左右,这是

GLAST 基因敲除鼠饲养繁育的难点之一。
我们的研究发现 GLAST鄄 / 鄄小鼠体重、体长均比

GLAST+ / +小鼠低,说明 GLAST 缺失可能影响雄性小

鼠正常生长发育或者代谢功能。 研究发现长期高脂

饮食诱导的小鼠肥胖模型中,星形胶质细胞上 GLT鄄
1、GLAST 表达上调。 这一调节可能是防止胞外谷

氨酸累积产生兴奋性毒性[14]。 Fuente鄄Martin[15] 等

发现在新生营养过剩大鼠幼鼠中,GLT鄄1 和 GLAST
表达较高。 而禁食后空腹也会诱导 GLAST 升高,这
与谷氨酸摄取增加和星形胶质细胞神经元活动保持

一致, 而神经元活动增加会刺激葡萄糖摄取。
GLAST 缺失可能阻碍这一功能,导致小鼠进食欲望

减少,体重下降。 总之,谷氨酸的稳态失衡可能是导

致这一现象的关键,可能通过控制食欲或调节能量

代谢的方式,其复杂机制仍需进一步探索。 而雌性

小鼠体重体长均未发现明显差异,这可能是由于雌

激素对于谷氨酸兴奋性毒性的神经保护作用抵消了

GLAST 缺失在生长发育方面造成的影响[16]。
谷氨酸作为神经系统的重要兴奋性神经递质,

其在中枢神经系统中的作用及机制得到广泛关注,

Fig. 4摇 Threshold and amplitude changes in males
A: The ABR threshold of adult male GLAST+ / +, GLAST+ / 鄄 and GLAST鄄 / 鄄 mice aged 9鄄10 weeks(n=5); B鄄F: The amplitude of
wave I (n=5)
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Fig. 5摇 Threshold and amplitude changes in females
A: The ABR threshold of adult female GLAST+ / +, GLAST+ / 鄄 and GLAST鄄 / 鄄 mice aged 9鄄10 weeks(n=5); B鄄F: The amplitude of
wave I(n=5)

而对外周听觉系统作用的研究相对较少。 Caroz鄄
zi[17]等研究发现谷氨酸在外周感觉输入的转导中有

重要作用。 Hakuba[18]等发现 GLAST 缺失耳蜗外淋

巴液谷氨酸水平是野生型小鼠的两倍,GLAST 缺失

造成小鼠约 10 dB 的阈移,但在毛细胞或树突水平

上没有观察到明显的结构异常。 他认为 GLAST 缺

失造成的谷氨酸浓度升高可能会导致阈值升高,但
不至于产生结构损伤;或者还有一些可能引起阈值

升高的结构损伤没被发现,说明谷氨酸的兴奋性毒

性影响听觉功能。 最近 Tserga 等[19] 研究发现

GLAST鄄 / 鄄小鼠阈值并未发生改变,但出现 ABR玉波

振幅降低,配对带状突触减少。 这些研究都说明

GLAST 缺失确实对听觉系统产生影响。 我们的实

验选取成年雄性和雌性小鼠进行 ABR 检测,发现检

测频率下三种基因型小鼠阈值无差异。 但与

GLAST+ / +小鼠相比,GLAST鄄 / 鄄 小鼠玉波振幅降低。
雄性在阈上刺激强度振幅均有降低,但雌性小鼠仅

在较高刺激强度时有一定程度的降低。 这可能与雌

激素对于听力有一定的保护作用有关[20]。 有趣的

是,只有 GLAST鄄 / 鄄小鼠才表现出听觉功能的损伤,而
GLAST+ / 鄄小鼠听力阈值与玉波振幅均未发现明显差

异,说明单倍体有足够的听力保护作用。 我们的结

果与一些研究结果是一致的。
综上所述,GLAST 缺失造成小鼠听觉功能损

伤,ABR 结果显示出隐性听力损失的特点;推测其

与 GLAST 缺失造成谷氨酸再摄取障碍,产生兴奋性

毒性有关,提示 GLAST 可能是隐性听力损失过程中

一个关键蛋白。 本研究为下一步探讨 GLAST 在隐

性听力损失中的作用及其调控机制奠定了基础。
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症反应,降低 BALF 中 IL鄄4、IL鄄13 及 TNF鄄琢 的含量,抑制肺组

织 SP、PGP9. 5 的表达,提高脑组织中具有镇咳作用的 5鄄HT
水平;进一步的研究显示,当归可降低肺组织 cAMP、Epac1
基因及蛋白的表达水平。

综上所述,当归对阴虚证慢性咳嗽有明显的止咳作用,
下调 cAMP / Epac 信号通路、缓解气道神经源性炎症、降低咳

嗽神经通路敏感性是当归治疗慢性咳嗽的作用机制之一,而
降低 cAMP 水平也是当归缓解阴虚证表征指标的机制之一。
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