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邻近标记技术对活体小鼠耳蜗毛细胞表面蛋白进行特异性
标记
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摘要:目的　 开发标记小鼠耳蜗毛细胞的细胞表面蛋白的方法ꎬ为测定耳蜗毛细胞表面蛋白质组提供依据ꎮ 方法　 构建在毛

细胞中特异性表达一种辣根过氧化物酶融合蛋白(ＨＲＰ ｆｕｓｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎꎬ ＨＲＰ￣ＴＭ)的重组腺相关病毒

( ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｄｅｎｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓꎬ ｒＡＡＶ)ꎬＨＲＰ￣ＴＭ 可以定位到毛细胞膜的外表面ꎮ 通过显微注射将病毒注射到 ２ ｄ 新生

Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠的后半规管中ꎬ３０ ｄ 时检测听觉脑干反应(ａｕｄｉｔｏｒｙ ｂｒａｉｎｓｔｅｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ ＡＢＲ)ꎬ并通过基底膜免疫荧光染色检测

耳蜗中 ＨＲＰ 表达和蛋白标记情况ꎮ 结果　 ＡＢＲ 结果显示ꎬ注射病毒的小鼠和未注射病毒的对照小鼠相比ꎬ听力无明显差异ꎮ
基底膜免疫荧光染色结果显示ꎬＨＲＰ￣ＴＭ 在毛细胞中特异性表达ꎬ内毛细胞的病毒感染效率超过 ９５％ꎬ外毛细胞的病毒感染

效率达到 ８０％左右ꎮ 而且ꎬ毛细胞的形态和排列与对照相比无明显差异ꎮ 用荧光偶联链霉亲和素进行免疫荧光染色ꎬ只有表

达 ＨＲＰ￣ＴＭ 的毛细胞的细胞膜表面有明显荧光信号ꎮ 结论　 本研究中构建的 ｒＡＡＶ 病毒可以高效特异性的标记耳蜗毛细胞

的细胞表面蛋白ꎬ并且无明显的细胞毒性ꎬ不影响毛细胞的正常生理功能ꎬ为下一步分离耳蜗毛细胞的细胞表面蛋白并进行

质谱分析奠定了基础ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｃｅｌｌ￣ｓｕｒｆａｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
ｆｏｒ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｔｈｅ ｃｅｌｌ￣ｓｕｒｆａｃｅ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｃｅｌｌｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｄｅｎｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ( ｒＡＡＶ) ｗａｓ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｔｏ
ｅｘｐｒｅｓｓ ａ ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ (ＨＲＰ￣ＴＭ) ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｉｎ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓꎬ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｍｅｍｂｒａｎｅ. Ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｗａｓ ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｓｅｍｉｃｉｒｃｕｌａｒ ｃａｎａｌ ｏｆ ２￣ｄａｙ￣ｏｌｄ Ｃ５７ＢＬ / ６ ｍｉｃｅ. Ａｔ １ ｍｏｎｔｈ ｏｆ ａｇｅꎬ ａｕｄｉｔｏｒｙ
ｂｒａｉｎｓｔｅｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ( ＡＢＲ) ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄꎬ ａｎｄ ＨＲＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｖｉａ ｂａｓｉｌａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 ＡＢＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｈｅａｒｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｖｉｒｕｓ￣ｉｎｊｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｍｉｃｅ. Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｖｅａｌｅｄ ＨＲＰ￣ＴＭ ｗａｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓꎬ ｗｉｔｈ >９５％ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｉｎｎｅｒ
ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ~８０％ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｏｕｔｅｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ. Ｈａｉｒ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｒｅｍａｉｎｅｄ ｎｏｒｍａｌ. Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
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ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｅｘｃｌｕｓｉｖｅｌｙ ｉｎ ＨＲＰ￣ＴＭ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｒＡＡＶ￣
ＨＲＰ￣ＴＭ ｓｙｓｔｅｍ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｌａｂｅｌｓ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔꎬ
ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｉｓｏｌａｔｉｎｇ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｔｈｅｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｖｉａ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃｏｃｈｌｅａｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓꎻ Ｐｒｏｘｉｍｉｔｙ ｌａｂｅｌｉｎｇꎻ ｒＡＡＶꎻ ＨＲＰꎻ Ｃｅｌｌ￣ｓｕｒｆａｃｅ ｐｒｏｔｅｏｍｅ

　 　 毛 细 胞 包 括 外 毛 细 胞 ( ｏｕｔｅｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓꎬ
ＯＨＣｓ)和内毛细胞( ｉｎｎｅｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓꎬ ＩＨＣｓ) ꎬ丢失

会导致听力损失 [１￣２] ꎮ 毛细胞的跨膜通道样蛋白

( ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｃｈａｎｎｅｌ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ＴＭＣｓ) 对

于毛细胞正确行使功能至关重要 [３￣４] ꎮ 对毛细胞

表面蛋白质组学进行测定可以促进声音感知分

子机制的研究ꎮ 传统的膜蛋白分离的方法需大

量的细胞ꎬ且会丢失重要蛋白ꎬ只适合于体外培

养的细胞ꎬ难应用到体内 [５￣６] ꎮ 邻近标记技术使

用靶向特定细胞或特定细胞器的标记酶ꎬ添加底

物后发生反应ꎬ短时间内标记附近一定范围内的

蛋白ꎮ 它不需要对细胞器进行分离ꎬ适合应用于

体内特定细胞区域内的蛋白质组学研究 [７￣８] ꎮ
ＨＲＰ 作为标记酶ꎬ其是否具有活性与其所处的环

境有关ꎬＨＲＰ 标记蛋白时可以使用生物素苯酚的

类似物 ＢｘｘＰ 作为底物ꎬ而 ＢｘｘＰ 不能透过细胞

膜ꎬ使 ＨＲＰ 标记细胞表面蛋白具有较高的特异

性ꎬ因此 ＨＲＰ 更适合用于细胞表面蛋白质组学

研究 [９￣１０] ꎮ 已有 ＨＲＰ 在果蝇和小鼠神经细胞表

面蛋白质组学研究中的成功应用 [１１￣１２] ꎮ 但是ꎬ
ＨＲＰ 在耳蜗毛细胞的表面是否具有活性尚不

明确ꎮ
本研究构建一种耳蜗毛细胞特异性表达

ＨＲＰ 的 ｒＡＡＶ 病毒ꎬ并将其注射到新生小鼠的后

半规管处的膜半规管中ꎮ 结果表明ꎬ病毒可高效

地感染 耳 蜗 毛 细 胞ꎬ在 毛 细 胞 中 特 异 性 表 达

ＨＲＰꎬ且不影响毛细胞的正常生理功能ꎮ 表达的

ＨＲＰ 可以定位到毛细胞的细胞膜上ꎬ成功地标记

毛细胞表面蛋白ꎮ 本研究为耳蜗毛细胞表面蛋

白质组学研究提供了有力工具ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验动物与主要试剂

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠购自赛业(苏州)生物科

技有限公司ꎬ由本实验室饲养和繁殖ꎮ 小鼠在标准

条件下饲养ꎬ温度为(２２±１)℃ꎬ湿度为(５０±１)％ꎬ光
照循环为 １２ ｈ 光照 / １２ ｈ 黑暗ꎬ自由采食和饮水ꎮ
所有动物实验均经过山东第一医科大学伦理委员会

审核并批准(２０２３￣１２６)ꎮ
ｒＡＡＶｓ 由赛业(苏州)生物科技有限公司包装ꎬ

血清型为 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｋ５５８Ｒꎮ ＰＢＳ(Ｐ１０１０)、山羊血清

(ＳＬ０３８) 购自北京索莱宝科技有限公司ꎻ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ￣１００(ＳＴ７９５)购自上海碧云天生物技术有限公司ꎻ
１０％ＥＤＴＡ 洗液(Ｒ１０００２)购自北京雷根生物技术

有限公司ꎻＴｒｏｌｏｘ (６０３０９ＥＳ２５)购自翌圣生物科技

(上 海 ) 股 份 有 限 公 司ꎻ Ｌ￣抗 坏 血 酸 钠 ｓｏｄｉｕｍ
ａｓｃｏｒｂａｔｅ(Ａ７６３１)、 ＢｘｘＰ ( ＳＭＬ３４８４) 购自 Ｓｉｇｍａ￣
ＡＩｄｒｉｃｈꎻ４％多聚甲醛固定液(ＢＬ５３９Ａ) 购自白鲨

(Ｂｉｏｓｈａｒｐ)ꎻ含 ＤＡＰＩ 的抗荧光淬灭剂( ａｂ１０４１３９)
购自 ａｂｃａｍ 公 司ꎻ 鼠 源 ＨＡ￣Ｔａｇ ( ２６Ｄ１１ ) ｍＡｂ
(Ｍ２０００３Ｓ ) 购 自 ａｂｍａｒｔ 公 司ꎻ 兔 源 ａｎｔｉ￣Ｍｙｏ７ａ
(２５￣６７９０)购自 ｐｒｏｔｅｕｓ￣ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司ꎻ Ｓｔｒｅｐｔａｖｉ￣
ｄｉｎ￣ＡＦ４８８ ｌａｂｌｅｄ ( Ｍ２１６２０３ ) 购 自 ａｂｍａｒｔ 公 司ꎻ
ＤＭＥＭ 高糖培养基 ( １１９９５０４０)、Ｇｏａｔ ａｎｔｉ￣Ｍｏｕｓｅ
ＩｇＧ (Ｈ＋Ｌ) Ｃｒｏｓｓ￣Ａｄｓｏｒｂｅｄ ＲｅａｄｙＰｒｏｂｅｓＴＭ Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
Ａｎｔｉｂｏｄｙꎬ Ａｌｅｘａ ＦｌｕｏｒＴＭ ５９４(Ｒ３７１２１)购自英潍捷

基公司ꎻ Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ 􀅺 ４８８ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ
(Ｈ＋Ｌ)(ＺＦ￣０５１１)购自中杉金桥公司ꎮ
１.２　 实验方法

采用已发表的半规管注射方法注射[１３]ꎮ ２ ｄ 龄

的新生 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠置于冰桶中低温麻醉ꎬ然后将

麻醉的小鼠转移至冰垫上进行手术ꎬ后续手术时间

不超过 ５ ｍｉｎꎮ 每只小鼠只对右耳进行手术ꎬ在耳后

２ ｍｍ 处作小切口露出后半规管ꎬ用 Ｗｏｒｌｄ Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ 公司的 ＮＡＮＯＬＩＴＥＲ２０２０ 注射器将病毒

注射进后半规管ꎮ 每只小鼠注射 １.５ μＬ ｒＡＡＶ 病毒

(５.００×１０１２ ＧＣ / ｍＬ)ꎬ注射时间为 ３０ ｓꎮ 注射完成

后ꎬ用 ３Ｍ 公司的 ｖｅｔｂｏｎｄＴＭ 组织粘合剂(１４６９ＳＢ)
封闭切口ꎮ 在温热垫上恢复 １０ ｍｉｎ 后ꎬ将小鼠放回

母鼠旁边继续饲养ꎮ 注射后小鼠的存活率约为

９０％ꎮ
测听前用生理盐水配制 １％戊巴比妥钠溶液ꎮ

测量小鼠体重ꎬ按照 ０.０１ ｍＬ / ｇ 的剂量腹腔注射 １％
戊巴比妥钠溶液ꎬ使小鼠深度麻醉ꎮ 深度麻醉的小

鼠置于测听屏蔽室中ꎬ三根电极分别插入小鼠皮下ꎬ
其中记录电极插入到小鼠两耳中间的颅顶处ꎬ参考
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电极插入到小鼠左耳耳垂下ꎬ接地电极插入到小鼠

的背中线处ꎮ 采用 ＴＤＴ ＲＺ６ / ＢｉｏＳｉｇＲＺ 听觉生理工

作站进行听觉脑干反应 ( ＡＢＲ) 检测ꎮ 用短声

(ｃｌｉｃｋ)和短纯音( ｔｏｎｅ ｂｕｒｓｔ) (４、８、１６、２４、３２ ｋＨｚ)
作为刺激声ꎬ叠加 ５１２ 次ꎬ初始刺激强度为 ９０ ｄＢ 声

压级( ｓｏｕｎｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｌｅｖｅｌꎬ ＳＰＬ)ꎬ衰减间隔为 ５ ｄＢ
ＳＰＬꎬ可以检测到振幅的最低刺激强度为该频率的

阈值ꎮ
颈椎脱位法处死小鼠ꎬ取出小鼠耳蜗ꎬ在 ＰＢＳ

中将多余组织剔除干净ꎮ 在蜗顶处打孔ꎬ灌注 ４％
ＰＦＡꎬ４ ℃固定过夜ꎮ ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ然后

用 １０％ ＥＤＴＡ 溶液脱钙 ６ ｈꎮ 再用 ＰＢＳ 洗 ３ 次

(５ ｍｉｎ /次)后ꎬ在体视显微镜下剥离基底膜ꎮ ＰＢＳ
洗 ３ 次(５ ｍｉｎ /次)ꎬ将基底膜放入含 ０.２％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ￣１００的 ＰＢＳ 中 １５ ｍｉｎꎮ 用含 ５％山羊血清的 ＰＢＳ
封闭 ３０ ｍｉｎꎮ 加入一抗ꎬ４ ℃ 孵育过夜ꎮ ＰＢＳ 洗

３ 次(５ ｍｉｎ /次)ꎬ加入二抗孵育 １ ｈꎮ ＰＢＳ 洗 ３ 次

(５ ｍｉｎ /次)ꎬ用含 ＤＡＰＩ 的抗荧光淬灭剂封片ꎮ
耳蜗取出并在蜗顶处打孔后ꎬ置于含 １００ μＭ

ＢｘｘＰ 的 ＤＭＥＭ 细胞培养液(含 １０％胎牛血清)中ꎬ
室温孵育 ３０ ｍｉｎꎮ 孵育过程中每 １０ ｍｉｎ 灌注一次

含 １００ μＭ ＢｘｘＰ 的 ＤＭＥＭ 细胞培养液ꎮ 按照

１ ∶１００ 的比例加入 ０.３％ Ｈ２Ｏ２ 溶液ꎬ混匀后灌注耳

蜗一次ꎬ继续孵育 ５ ｍｉｎꎮ 用含 ５ ｍＭ Ｔｒｏｌｏｘ 和

１０ ｍＭ ｓｏｄｉｕｍ ａｓｃｏｒｂａｔｅ 的 ＰＢＳ(终止反应液)快速

洗 ５ 次ꎬ灌注 ４％ ＰＦＡꎬ４ ℃固定过夜ꎮ 后面的步骤

和基底膜铺片染色相同ꎮ ＡＦ４８８ 荧光偶联的链霉亲

和素作为一抗ꎬ用来检测生物素标记的蛋白ꎮ

２　 结　 果

２.１　 邻近标记病毒载体的设计

为了特异性标记细胞膜表面的蛋白ꎬｒＡＡＶ 载

体中克隆了 ＨＲＰ￣ＴＭ 蛋白编码序列(图 １)ꎮ ＨＲＰ￣
ＴＭ 是一个融合蛋白ꎬＨＲＰ 的 Ｃ 端融合了血小板衍

生生长因子受体 ＰＤＧＦＲβ 蛋白的跨膜结构域ꎬＮ 端

融合了一个小鼠的 ＩｇＫ 分泌信号肽和 ＨＡ 标签 [１０]ꎮ
载体中克隆的 ＨＲＰ￣ＴＭ 基因序列来源于质粒 ｐＣＡＧ
ＨＲＰ￣ＴＭ(ａｄｄｇｅｎｅꎬ ＃４４４４１)ꎮ 另外ꎬ ｒＡＡＶ 载体中

克隆了小鼠 Ａｔｏｈ１ 基因的 Ｅｈ３ 增强子和热激蛋白

ｈｓｐ６８ 的最小启动子ꎬ来调控 ＨＲＰ￣ＴＭ 在毛细胞中

特异性表达(图 １) [１４]ꎮ 为了提高标记效率ꎬ病毒的

血清型采用了已报道的可以高效感染耳蜗毛细胞的

ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｋ５５８Ｒ 血清型[１５]ꎬＨＲＰ￣ＴＭ 表达盒的两侧

是 ＡＡＶ２ 反向末端重复序列(图 １)ꎮ 下文中将该病

毒标记为 ｒＡＡＶ￣ＨＲＰ￣ＴＭꎮ

图 １　 ｒＡＡＶ￣ＨＲＰ￣ＴＭ 病毒载体示意图
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｒＡＡＶ￣ＨＲＰ￣ＴＭ ｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ

２.２　 半规管注射 ｒＡＡＶ￣ＨＲＰ￣ＴＭ 病毒对听力无明

显影响

为了感染小鼠耳蜗毛细胞ꎬ ７. ５ × １０９ ＧＣ 的

ｒＡＡＶ￣ＨＲＰ￣ＴＭ 病毒通过显微注射仪注射到 ２ ｄ 新

生小鼠的后半规管中ꎬ每只小鼠只注射右耳 (图

２Ａ)ꎮ 注射后的小鼠继续饲养至 ３０ ｄ 时ꎬ进行 ＡＢＲ
检测ꎬ确定 ｒＡＡＶ￣ＨＲＰ￣ＴＭ 病毒是否影响耳蜗正常

的生理功能(图 ２Ａ)ꎮ 结果显示ꎬ和没有注射病毒

的同窝对照小鼠相比ꎬ注射病毒的小鼠各频率的听

力阈值无明显变化(图 ２Ｂ、Ｃ)ꎮ 这表明在本研究所

用的注射条件下ꎬｒＡＡＶ￣ＨＲＰ￣ＴＭ 病毒不会产生明

显的耳毒性ꎮ
２.３　 ＨＲＰ 在毛细胞中高效特异性表达

为了验证 ＨＲＰ￣ＴＭ 在耳蜗中的表达情况ꎬ将
测听后的小鼠进行基底膜铺片的免疫荧光染色ꎬ
用 Ｍｙｏ７Ａ 的抗体特异性标记毛细胞 [１６] ꎮ 结果显

示ꎬＨＲＰ￣ＴＭ 只在表达 Ｍｙｏ７Ａ 的细胞中表达ꎬ而
且毛细胞形态正常ꎬ排列规则(图 ３Ａ)ꎬ但是内毛

细胞中 ＨＲＰ￣ＴＭ 的表达量高于外毛细胞ꎮ 这表明

在耳蜗中ꎬＨＲＰ￣ＴＭ 在毛细胞中特异性的表达ꎬ并
且对毛细胞形态无明显影响ꎮ 为了检测 ｒＡＡＶ￣
ＨＲＰ￣ＴＭ 病毒感染的效率ꎬ对表达 ＨＲＰ￣ＴＭ 的毛

细胞占所有毛细胞的比例进行统计ꎮ 结果显示ꎬ
顶回、中回和底回的内毛细胞的感染效率接近ꎬ都
超过 ９５％ꎻ外毛细胞的感染效率也达到 ８０％左右

(图 ３Ｂ)ꎮ
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图 ２　 注射病毒对小鼠 ＡＢＲ 阈值的影响
Ａ: 病毒注射实验设计示意图(２ ｄ 小鼠注射病毒ꎬ３０ ｄ 时检测 ＡＢＲ 反应)ꎻ Ｂ: 短声 ＡＢＲ 反应的阈值比较ꎻ Ｃ: 短纯音
ＡＢＲ 反应的阈值比较

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ＡＢＲ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓ ｉｎ ｍｉｃｅ
Ａ: Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ( ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｔ ２ ｄａｙｓ ｏｌｄꎬ ＡＢＲ ｔｅｓｔｉｎｇ ａｔ ３０ ｄａｙｓ)ꎻ Ｂ: Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ
ｃｌｉｃｋ ＡＢＲ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓꎻ Ｃ: Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｏｎｅ ｂｕｒｓｔ ＡＢＲ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓ

图 ３　 ＨＲＰ￣ＴＭ 在耳蜗毛细胞中的表达情况
Ａ:小鼠耳蜗基底膜免疫荧光染色(中回)ꎻ Ｂ:ｒＡＡＶ￣ＨＲＰ￣ＴＭ 病毒的感染效率统计图

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＲＰ￣ＴＭ ｉｎ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ
Ａ: Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｔｕｒｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｂａｓｉｌａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅꎻ Ｂ: Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｒＡＡＶ￣ＨＲＰ￣ＴＭ ｖｉｒａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
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２.４　 ＨＲＰ￣ＴＭ 能够特异性的标记耳蜗毛细胞膜表

面蛋白

在合适的条件下ꎬＨＲＰ 可以利用底物将自身附

近有限距离内的蛋白标记上生物素[１０ꎬ１７]ꎮ 为了验

证 ＨＲＰ￣ＴＭ 是否能标记毛细胞细胞膜外的蛋白ꎬ用
ＨＲＰ 的底物 ＢｘｘＰ 和 Ｈ２Ｏ２ 与耳蜗一起孵育ꎬ反应

５ ｍｉｎꎬ立刻用终止反应液洗 ５ 次ꎬ然后再用 ４％ ＰＦＡ

固定ꎬ通过基底膜铺片免疫荧光染色ꎬ用 ＡＦ４８８ 荧

光偶联的链霉亲和素检测生物素ꎮ 结果显示ꎬ荧光

信号只出现在表达 ＨＲＰ￣ＴＭ 的耳蜗毛细胞的表面

(图 ４)ꎮ 这表明毛细胞中表达的 ＨＲＰ￣ＴＭ 具有催

化活性ꎬ可以特异性的标记耳蜗毛细胞的细胞表面

蛋白ꎮ

　 　 　 　 图 ４　 注射病毒小鼠耳蜗毛细胞表面蛋白标记情况
Ａ: 外毛细胞免疫荧光染色ꎻ Ｂ:内毛细胞免疫荧光染色

　 　 　 　 Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｅｌｌ￣ｓｕｒｆａｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｉｎ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｖｉｒｕｓ￣ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ
Ａ: Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｏｕｔｅｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓꎻ Ｂ: Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｉｎｎｅｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ

３　 讨　 论

细胞表面蛋白包括分泌到细胞外的蛋白和跨膜

蛋白ꎬ在介导细胞生理功能和细胞间通讯过程中发

挥重要作用[１８￣１９]ꎬ但是ꎬ已报道的耳蜗毛细胞蛋白

质组学研究多聚焦在毛细胞整体或囊泡等便于分离

的细胞器[２０￣２１]ꎬ缺乏毛细胞表面蛋白质组学的研

究ꎮ 表面蛋白质组学是利用质谱技术对细胞表面蛋

白进行系统测定的学科ꎬ首先需要对细胞表面蛋白

进行标记和分离ꎮ 本研究探讨一种利用邻近标记技

术特异性标记耳蜗毛细胞的细胞表面蛋白的方法ꎮ
标记酶的选择是需要考虑的首要因素之一ꎮ ＨＲＰ
只在蛋白质分泌途径和细胞表面有活性ꎬ而且它的

催化活性比 ＡＰＥＸ 等过氧化物酶更高ꎬ在细胞外的

标记半径为 ２００ ~ ３００ ｎｍ[２２]ꎬ非常适合细胞表面蛋

白质组学的研究ꎮ 同时ꎬ它的底物生物素苯酚可以

改造成不能渗透过细胞膜的形式 ＢｘｘＰꎬ避免 ＨＲＰ
对分泌途径中蛋白的标记ꎬ进一步提高特异性[１０]ꎮ
因此ꎬ本研究选用 Ｃ 端融合有跨膜结构域的 ＨＲＰ￣
ＴＭ 作为标记酶ꎬ使 ＨＲＰ 催化结构域可以定位在细

胞膜外ꎮ 另外一个需要考虑的因素是如何在耳蜗毛

细胞中特异性的表达 ＨＲＰꎮ 常用的方法有两种:
①将 ＨＲＰ表达盒插入到小鼠基因组中ꎬ构建转基因

小鼠ꎻ②病毒载体递送ꎮ 转基因小鼠能够稳定的表

达目的基因ꎬ但是构建过程费时费力ꎮ 病毒载体递

送更加快速简便ꎮ ｒＡＡＶ 是最常用的病毒之一ꎬ它
具有良好的安全性与生物相容性ꎬ且感染效率

高[２３]ꎮ 更重要的是ꎬ已有文献报道了一种对耳蜗毛

细胞具有很高感染效率的血清型 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｋ５５８Ｒ[１５]ꎮ
因此ꎬ本研究选用该血清型构建了 ｒＡＡＶ￣ＨＲＰ￣ＴＭ
病毒ꎬ介导 ＨＲＰ 在耳蜗毛细胞中的表达ꎮ

病毒注射感染耳蜗毛细胞有两种途径:①经圆

窗直接注射进耳蜗[１３]ꎻ②注射到后半规管中ꎬ病毒

经内淋巴液流入耳蜗内[１３]ꎮ 在新生小鼠中ꎬ耳后切

口后ꎬ后半规管更容易辨认ꎬ注射更方便ꎬ且能有效

感染耳蜗[１３]ꎮ 因此ꎬ本研究将病毒注射到新生小鼠

的后半规管中ꎬ３０ ｄ 时检测 ＡＢＲ 反应ꎬ结果显示听

力阈值和野生型小鼠相当ꎮ 免疫荧光染色结果也显

示毛细胞的形态正常、排列规则ꎮ 这表明 ｒＡＡＶ￣
ＨＲＰ￣ＴＭ 病毒没有明显的耳毒性ꎬ不影响毛细胞的

正常生理功能ꎮ 同时ꎬ免疫荧光染色结果证明 ＨＲＰ
在毛细胞中特异性表达ꎬ可以定位到毛细胞的细胞

膜上ꎬ而且加入底物后ꎬ成功地标记细胞的膜蛋白ꎮ
这表明 ＨＲＰ 在耳蜗毛细胞的细胞膜表面具有催化

活性ꎮ 另外ꎬ统计病毒的感染效率发现ꎬ表达 ＨＲＰ
的内毛细胞的比例超过 ９５％ꎬ外毛细胞也达到 ８０％

􀅰０１􀅰
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左右ꎬ和文献报道的一致[１５]ꎮ 可能因为该病毒对内

外毛细胞表面受体的不同识别和结合能力ꎬ导致该

病毒对内外毛细胞的感染效率不同[２４￣２５]ꎮ 另外ꎬ尽
管结果显示病毒感染后内毛细胞中 ＨＲＰ￣ＴＭ 的表

达量比外毛细胞高ꎬ但是链霉亲和素免疫荧光染色

实验显示外毛细胞的表面蛋白同样可以被标记上ꎬ
这也和文献的报道一致ꎬＨＲＰ￣ＴＭ 少量的表达就可

以完成细胞表面蛋白的标记[１０]ꎮ ｒＡＡＶ￣ＨＲＰ￣ＴＭ
病毒感染的高效性将更有利于后续利用亲和层析对

毛细胞表面蛋白进行富集ꎮ 本研究采用的是含有

ＡＡＶ２ 反向末端重复序列的通用载体ꎬ只将启动子

更换为毛细胞特异性启动子ꎬ调控 ＨＲＰ 只在毛细胞

中表达ꎮ 如果更换其他细胞特异性启动子ꎬ将可以

使 ＨＲＰ 在其他细胞中特异性表达ꎬ或许可以用来标

记其他细胞的表面蛋白ꎮ 综上ꎬ本研究提供一种高

效特异性标记耳蜗毛细胞表面蛋白的方法ꎬ为毛细

胞表面蛋白质组学研究奠定基础ꎬ也为其他细胞表

面蛋白的体内标记提供参考ꎮ
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Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｄｕｃｔ Ｔａｒｇｅｔ Ｔｈｅｒꎬ ２０２２ꎬ ７(１): １０９. ｄｏｉ:
１０.１０３８ / ｓ４１３９２￣０２２￣００９３８￣８

[１６] Ｕｎｄｅｒｈｉｌｌ Ａꎬ Ｗｅｂｂ Ｓꎬ Ｇｒａｎｄｉ ＦＣꎬ ｅｔ ａｌ. ＭＹＯ７Ａ ｉｓ
ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｏｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｉｎ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｄｕｌｔ ｃｏｃｈｌｅａ
[ Ｊ ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ ２０２５ꎬ １２２ ( １ ):
ｅ２４１４７０７１２２. ｄｏｉ: １０.１０７３ / ｐｎａｓ.２４１４７０７１２２

[１７] Ｒｈｅｅ ＨＷꎬ Ｚｏｕ Ｐꎬ Ｕｄｅｓｈｉ ＮＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ｍａｐ￣
ｐｉｎｇ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｉｎ ｌｉｖｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｓｐａｔｉａｌｌｙ ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ
ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｔａｇｇｉｎｇ [ Ｊ ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１３ꎬ ３３９ ( ６１２５):
１３２８￣１３３１. ｄｏｉ: １０.１１２６ / ｓｃｉｅｎｃｅ.１２３０５９３

[１８] Ｓｕｎ ＱＨꎬ Ｚｈａｎｇ ＬＹꎬ Ｃｈｅｎ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. ＡＡＶ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ
Ｇｐｍ６ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｕｐｐｏｒｔｓ ｈａｉｒ ｃｅｌｌ ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ[Ｊ] .
Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｌｉｆꎬ ２０２４ꎬ ５７(７): ｅ１３６２０. ｄｏｉ: １０.１１１１ / ｃｐｒ.
１３６２０

[１９] Ｓｕｎ ＹＷꎬ Ｌｉｕ ＺＹ. Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｔｕｄｉｅｓ
ｏｎ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ [ Ｊ ] . Ｃｕｒｒ
Ｏｐｉｎ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌꎬ ２０２３ꎬ ８１: １０２７４５. ｄｏｉ: １０. １０１６ / ｊ.
ｃｏｎｂ.２０２３.１０２７４５

[２０] Ｈｉｃｋｏｘ ＡＥꎬ Ｗｏｎｇ ＡＣꎬ Ｐａｋ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｏｂａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｎｅｒ ｅａｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ.
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Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｖｏｌ.４０ꎬ Ｎｏ.１ꎬ ２０２６

２０１７ꎬ ３７(５): １３２０￣１３３９.
[２１] Ｃｅｐｅｄａ ＡＰꎬ Ｎｉｎｏｖ Ｍꎬ Ｎｅｅｆ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ

ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ ｏｒｇａｎｅｌｌｅｓ ｏｆ
ａｕｄｉｔｏｒｙ ｉｎｎｅｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ ] . Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓꎬ
２０２４ꎬ ２３ ( ２): １００７０４. ｄｏｉ: １０. １０１６ / ｊ. ｍｃｐｒｏ. ２０２３.
１００７０４

[２２] Ｏａｋｌｅｙ ＪＶꎬ Ｂｕｋｓｈ ＢＦꎬ Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ ＤＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒａｄｉｕｓ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｖｉａ ｓｕｐｅｒ￣ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｅｎａｂｌｅｓ ｔｈｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｖａｒｉａｂｌｅ ｒａｄｉｉ ｐｒｏｘｉｍｉｔｙ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｐｌａｔ￣
ｆｏｒｍ[Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ ２０２２ꎬ １１９(３２):
ｅ２２０３０２７１１９. ｄｏｉ: １０.１０７３ / ｐｎａｓ.２２０３０２７１１９

[２３] Ｇｙöｒｇｙ Ｂꎬ Ｓａｇｅ Ｃꎬ Ｉｎｄｚｈｙｋｕｌｉａｎ ＡＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｃｕｅ ｏｆ
ｈｅａｒｉｎｇ ｂｙ ｇｅｎｅ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｔｏ ｉｎｎｅｒ￣ｅａｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ

ｅｘｏｓｏｍｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ＡＡＶ[Ｊ] . Ｍｏｌ Ｔｈｅｒꎬ ２０１７ꎬ ２５(２):
３７９￣３９１. ｄｏｉ: １０.１０１６ / ｊ.ｙｍｔｈｅ.２０１６.１２.０１０

[２４] Ｌｏｐｅｚ￣Ｇｏｒｄｏ Ｅꎬ Ｃｈａｍｂｅｒｌａｉｎ Ｋꎬ Ｒｉｙａｄ ＪＭꎬｅｔ ａｌꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｎａｔｕｒａｌ ａｄｅｎｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ
ａｄｅｎｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｃａｐｓｉｄ ｖａｒｉａｎｔｓ: ｔｒｏｐｉｓｍ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ ｉｎｓｉｇｈｔｓ[ Ｊ] . Ｖｉｒｕｓｅｓꎬ ２０２４ꎬ １６
(３): ４４２. ｄｏｉ: １０.３３９０ / ｖ１６０３０４４２

[２５] Ｂｅｄｂｒｏｏｋ ＣＮꎬ Ｄｅｖｅｒｍａｎ ＢＥꎬ Ｇｒａｄｉｎａｒｕ Ｖ. Ｖｉｒａｌ ｓｔｒａｔｅ￣
ｇｉｅｓ ｆｏｒ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｃｅｎｔｒａｌ ａｎｄ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓ￣
ｔｅｍｓ[Ｊ] . Ａｎｎｕ Ｒｅｖ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ ２０１８ꎬ ４１: ３２３￣３４８. ｄｏｉ:
１０.１１４６ / ａｎｎｕｒｅｖ￣ｎｅｕｒｏ￣０８０３１７￣０６２０４８

(编辑:王磊)

(上接第 ５ 页)
[１５] Ｇｒｅｅｎ ＢＮꎬ Ｂｒｏｗｓｋｅ ＬＫＭꎬ Ｒｏｓｅｎｔｈａｌ ＣＭＤ. Ｅｌｏｎｇａｔｅｄ

ｓｔｙｌｏｉｄ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ａｎｄ ｃａｌｃｉｆｉｅｄ ｓｔｙｌｏｈｙｏｉｄ ｌｉｇａｍｅｎｔｓ ｉｎ ａ
ｐａｔｉｅｎｔ ｗｉｔｈ ｎｅｃｋ ｐａｉｎ: ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｍａｎｕａｌ ｔｈｅｒａｐｙ
ｐｒａｃｔｉｃｅ[Ｊ] . Ｊ Ｃｈｉｒｏｐｒ Ｍｅｄꎬ ２０１４ꎬ １３(２): １２８￣１３３

[１６] Ｗａｎｇ Ｊꎬ Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｗａｎｇ ＺＢꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｒａｏｒａｌ ａｎｄ ｅｘｔｒａｏｒａｌ
ａｐｐｒｏａｃｈ ｆｏｒ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅａｇｌｅ̓ｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ: ａ
ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ[ Ｊ] . Ｅｕｒ Ａｒｃｈ Ｏｔｏ Ｒｈｉｎｏ Ｌａｒｙｎｇｏｌꎬ
２０２２ꎬ ２７９(３): １４８１￣１４８７

[１７] Ｈａｒｄｉｎ ＦＭꎬ Ｘｉａｏ Ｒꎬ Ｂｕｒｋｅｙ ＢＢ. Ｓｕｒｇｉｃａｌ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ
ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｅａｇｌｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ[ Ｊ] . Ａｍ Ｊ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌꎬ
２０１８ꎬ ３９(５): ４８１￣４８４

[１８] Ｍｏｈａｎｔｙ Ｓꎬ Ｔｈｉｒｕｍａｒａｎ ＮＳꎬ Ｇｏｐｉｎａｔｈ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｃｅ ｏｆ ｓｔｙｌｏｉｄｅｃｔｏｍｙ ｉｎ Ｅａｇｌｅ̓ｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ: ａｎ ａｎａｌｙｓｉｓ
[Ｊ] . Ｉｎｄｉａｎ Ｊ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌ Ｈｅａｄ Ｎｅｃｋ Ｓｕｒｇꎬ ２００９ꎬ ６１
(４): ２６２￣２６５

[１９] 徐丽娜ꎬ 张庆翔ꎬ 于振坤ꎬ 等. 茎突截短术治疗茎突综

合征的临床分析[ Ｊ] . 临床耳鼻咽喉头颈外科杂志ꎬ
２０１９ꎬ ３３(７): ６７０￣６７２
ＸＵ Ｌｉｎａꎬ ＺＨＡＮＧ Ｑｉｎｇｘｉａｎｇꎬ ＹＵ Ｚｈｅｎｋｕｎꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｔｙｌｏｉｄ ｐｒｏｃｅｓｓ ｓｈｏｒｔｅｎｅｄ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｉｎ
ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｓｔｙｌｏｉｄ ｐｒｏｃｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｏｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ Ｈｅａｄ ａｎｄ Ｎｅｃｋ Ｓｕｒｇｅｒｙꎬ
２０１９ꎬ ３３(７): ６７０￣６７２

[２０] Ｂａｒｇｉｅｌ Ｊꎬ Ｇｏｎｔａｒｚ Ｍꎬ Ｍａｒｅｃｉｋ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｎｉｍａｌｌｙ ｉｎｖａｓｉｖｅ
ｃｅｒｖｉｃａｌ ｓｔｙｌｏｉｄｅｃｔｏｍｙ ｉｎ ｓｔｙｌｏｈｙｏｉｄ ｓｙｎｄｒｏｍｅ (ｅａｇｌｅ ｓｙｎ￣

ｄｒｏｍｅ)[Ｊ]. Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｅｄꎬ ２０２３ꎬ １２(２１): ６７６３. ｄｏｉ: １０.
３３９０ / ｊｃｍ１２２１６７６３

[２１] 郑鹏凌ꎬ 耿少筠ꎬ 卢俊ꎬ 等. 经颈外内镜辅助下茎突截

短术 ４８ 例的临床分析[Ｊ] . 中国耳鼻咽喉颅底外科杂

志ꎬ ２０２０ꎬ ２６(５): ５８１￣５８３
ＺＨＥＮＧ Ｐｅｎｇｌｉｎｇꎬ ＧＥＮＧ Ｓｈａｏｊｕｎꎬ ＬＵ Ｊｕｎꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｓｔｙｌｏｉｄ ｐｒｏｃｅｓｓ ｔｒｕｎｃａｔｉｏｎ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｂｙ ｅｎｄｏ￣
ｓｃｏｐｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｍａｒｇｉｎａｌ ｍａｎｄｉｂｕｌａｒ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｉｎ ４８
ｐａｔｉｅｎｔｓ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ￣
Ｓｋｕｌｌ Ｂａｓｅ Ｓｕｒｇｅｒｙꎬ ２０２０ꎬ ２６(５): ５８１￣５８３

[２２] 朱宇宏ꎬ 赵利敏. 茎突截短术的并发症[ Ｊ] . 山东大学

耳鼻喉眼学报ꎬ ２００６ꎬ ２０(２): １６５￣１６６
ＺＨＵ Ｙｕｈｏｎｇꎬ ＺＨＡＯ Ｌｉｍｉｎ. Ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ａｆｔｅｒ ｓｔｙｌｏｉｄ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｓｕｒｇｅｒｙ [ Ｊ ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ２００６ꎬ ２０(２):
１６５￣１６６

[２３] Ｆｅｒｒｅｉｒａ ＭＳꎬ Ｍｉｒａｎｄａ Ｇꎬ Ａｌｍｅｉｄａ ＦＴꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐｌｉｃａ￣
ｔｉｏｎｓ ｉｎ ｉｎｔｒａｏｒａｌ ｖｅｒｓｕｓ ｅｘｔｅｒｎａｌ ａｐｐｒｏａｃｈ ｆｏｒ ｓｕｒｇｉｃａｌ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅａｇｌｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ: ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ
ｍｅｔａ￣ａｎａｌｙｓｉｓ[Ｊ] . Ｃｒａｎｉｏꎬ ２０２４ꎬ ４２(５): ５７０￣５８２

[２４] Ａｌｂａｙａｔ Ａꎬ Ａｌ Ｈａｂｅｅｂ Ａꎬ Ｊａｗａｄ Ｍ. Ｄｙｓｐｈａｇｉａ ｄｕｅ ｔｏ
ａｎ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｌｏｎｇ ｓｔｙｌｏｉｄ ｐｒｏｃｅｓｓ: ａ ｃａｓｅ ｒｅｐｏｒｔ ｏｆ ｅａｇｌｅ
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