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摘要:目的　 腺相关病毒(ａｄｅｎｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓꎬ ＡＡＶ)是基因治疗的重要载体ꎮ 本研究旨在包装 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 病毒ꎬ系
统评估能否以 ＡＡＶ 为载体实现 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 蛋白在耳蜗的原位过表达ꎬ并探索其在基因敲除小鼠模型内耳组织中的转导效率及

对该基因敲除小鼠的听觉功能治疗效果ꎮ 方法　 采用分子克隆技术构建重组表达载体 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ꎮ 将 ＡＡＶ￣ｉｅ 衣壳质

粒及辅助质粒共转染至 ２９３Ｔ 细胞中ꎬ进行病毒颗粒的组装和复制ꎮ 通过超速离心和层析纯化获得高纯度、高滴度的重组腺

相关病毒制剂ꎮ 运用显微注射技术ꎬ经圆窗膜对 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －新生鼠进行圆窗注射 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ꎮ 待 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －小鼠生长

至 ３５ ｄ 龄(典型听力损失显现期)时ꎬ通过听力检测、扫描电镜、免疫荧光等方法评估疗效ꎮ 结果　 高滴度的 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２
病毒可成功包装用于耳蜗圆窗注射ꎬ以实现 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 基因在 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －小鼠耳蜗原位高效过表达ꎮ 听力学检测显示ꎬ与对照

组相比ꎬＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 回补组小鼠 Ｃｌｉｃｋ、短纯音(４ ｋ、８ ｋ、１２ ｋ、１６ ｋ、２４ ｋ、３２ ｋ)以及 ＤＰＯＡＥ 阈值降低(Ｐ<０.０５ꎬｎ＝ ３)ꎻ扫描

电镜显示外毛细胞静纤毛束排列紊乱现象得到了明显的改善ꎮ 结论 　 本研究证实 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 可通过圆窗注射实现

Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２基因在小鼠耳蜗原位的高效表达ꎬ部分挽救 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － 小鼠的听力功能ꎬ为老年性耳聋的治疗方案提供新的实验
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Ｊｉｎａｎ ２５０１１７ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ａｄｅｎｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ (ＡＡＶ) ｓｅｒｖｅｓ ａｓ ａ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｐａｃｋａｇｅ
ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ ｖｉｒｕｓꎬ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ｅｖａｌｕａｔｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ＡＡＶ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｖｅｃｔｏｒ ｔｏ ａｃｈｉｅｖｅ ｉｎ ｓｉｔｕ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｃｈｌｅａꎬ ａｎｄ ｅｘｐｌｏｒｅ ｉｔｓ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｎｅｒ ｅａｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ

ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ａｕｄｉｔｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ. ＡＡＶ￣ｉｅ ｃａｐｓｉｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ ａｎｄ ｈｅｌｐｅｒ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｗｅｒｅ ｃｏ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｔｈｅ
ａｓｓｅｍｂｌｙ ａｎｄ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ. Ｈｉｇｈ￣ｐｕｒｉｔｙꎬ ｈｉｇｈ￣ｔｉｔｅｒ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＡＡＶ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｖｉａ ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａ￣
ｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｕｓｉｎｇ ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒｏｕｎｄ ｗｉｎｄｏｗ ｏｆ
ｎｅｗｂｏｒｎ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － ｍｉｃｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｒｏｕｎｄ ｗｉｎｄｏｗ ｍｅｍｂｒａｎｅ. Ｗｈｅｎ ｔｈｅ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －ｍｉｃｅ ｒｅａｃｈｅｄ ３５ ｄａｙｓ ｏｆ ａｇｅ ( ｔｈｅ ｔｙｐｉｃａｌ

ｐｅｒｉｏｄ ｗｈｅｎ ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ ｂｅｃｏｍｅｓ ａｐｐａｒｅｎｔ)ꎬ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｓｕｃｈ ａｓ ａｕｄｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｅｓｔｓꎬ ｓｃａｎ￣
ｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎬ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｈｉｇｈ￣ｔｉｔｅｒ ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ ｖｉｒｕｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｐａｃｋａｇｅｄ ｆｏｒ
ｃｏｃｈｌｅａｒ ｒｏｕｎｄ ｗｉｎｄｏｗ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎꎬ ｅｎａｂｌｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｉｎ ｓｉｔｕ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｃｈｌｅａ ｏｆ Ｔｎｆａｉｐ８１２－ / － ｍｉｃｅ.
Ａｕｄｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｔｈｅ ｃｌｉｃｋꎬ ｔｏｎｅ ｂｕｒｓｔ (４ ｋꎬ ８ ｋꎬ １２ ｋꎬ １６ ｋꎬ ２４ ｋꎬ ３２ ｋ)ꎬ
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ａｎｄ ＤＰＯＡＥ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ ｒｅｐｌｅｎｉｓｈｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ (Ｐ<０.０５ꎬ ｎ ＝ ３) . Ｓｃａｎｎｉｎｇ
ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｓｔｅｒｅｏｃｉｌｉａｒｙ ｂｕｎｄｌｅｓ ｉｎ ｏｕｔｅｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ.
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ ｃａｎ ａｃｈｉｅｖｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｉｎ ｓｉｔｕ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ
ｃｏｃｈｌｅａ ｖｉａ ｒｏｕｎｄ ｗｉｎｄｏｗ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎꎬ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｒｅｓｃｕｉｎｇ ｔｈｅ ｈｅａｒｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － ｍｉｃｅ. Ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ｎｅｗ ｅｘｐｅｒｉ￣
ｍｅｎｔａｌ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ ａｇｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ａｄｅｎｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓꎻ Ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓꎻ ＴＮＦＡＩＰ８Ｌ２ꎻ Ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｃｏｍｐｅｎｓａｔｉｏｎ

　 　 随着基因治疗技术的迭代升级ꎬ基于腺相关病

毒的递送系统凭借其非致病性、低免疫原性以及高

效稳定的基因表达特性ꎬ已成为基因治疗领域的首

选递送载体[１]ꎮ 在单基因遗传病的临床转化方面ꎬ
该技术已在遗传性视网膜病变(ＲＰＥ６５ 突变相关)、
血友病 Ａ(ＦＩＸ 缺陷)及脊髓性肌萎缩症等多个重大

疾病领域实现治疗突破[２￣３]ꎮ 特别值得关注的是ꎬ
腺相关病毒( ａｄｅｎｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓꎬ ＡＡＶ)介导的

基因治疗在单基因遗传性耳聋的临床研究中展现出

里程碑式进展ꎬ６ 例ＯＴＯＦ 突变耳聋幼儿临床研究

显示ꎬ５ 名受试者在耳蜗微创给药后 ２６ 周平均 ＡＢＲ
阈值明显降低[４]ꎮ 单次 ＡＡＶ￣ＯＴＯＦ 治疗ꎬ使 ＯＴＯＦ
突变至聋的儿童 Ｃｌｉｃｋ 阈值恢复至生理范围ꎬ并实

现成年患者治疗后 ９ 个月 Ｃｌｉｃｋ 阈值降低至４０ ｄＢꎬ
听力改善至正常交流水平[５￣６]ꎬ说明 ＡＡＶ 介导的基

因治疗在儿童和成人患者中都具有良好效果ꎮ
老年性耳聋( ａｇｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓꎬ ＡＲＨＬ)

是一种常见的听觉退行性疾病ꎮ ７５ 岁以上人群中

患病率约达 ５０％ꎬ呈进行性且不可逆[７￣８]ꎮ 其病理

机制与线粒体功能障碍及氧化应激介导的耳蜗多结

构退化密切相关:血管纹功能异常导致耳蜗内电位

降低ꎬ外毛细胞电运动能力减弱引发高频听力损失ꎬ
而神经元退行性病变则是语言辨别障碍的主要原

因[９]ꎮ ＡＲＨＬ 与 ｍＴＯＲＣ１ 通路异常激活存在密切

关联ꎮ 研究表明ꎬ衰老小鼠耳蜗中 ｍＴＯＲＣ１ 活性显

著升高ꎬ而抑制该通路可有效防治 ＡＲＨＬ:雷帕霉素

(ｍＴＯＲＣ１ 抑制剂)处理老年小鼠能显著降低听力

阈值并减少毛细胞损失ꎬ且对年轻小鼠听力无影响ꎬ
证实 ｍＴＯＲＣ１ 过度激活的特异性致病作用[１０]ꎮ 通

过降低 ｍＴＯＲＣ１ 联合上调 ｍＴＯＲＣ２ 可以作为治疗

老年性耳聋的有效策略[１１]ꎮ 然而ꎬ至今为止ꎬ尚未

有药物能够专一地通过靶向 ｍＴＯＲＣ１ 信号通路来

抵抗老年性耳聋的发生ꎮ 作为前期研究的延续ꎬ团
队通过整合 ＣＲＩＳＰＲ 筛选数据ꎬ确定了免疫调节因

子 ＴＮＦＡＩＰ８Ｌ 通过双重抑制 ＲＨＥＢ / ＲＡＣ１ 的 ＧＴＰ
酶活性ꎬ维持耳蜗毛细胞 ｍＴＯＲＣ１ 信号稳态ꎬ是老

年性耳聋的关键驱动因素[１２￣１３]ꎮ
本研究聚焦于 ＡＡＶ 的应用ꎬ尝试通过分子克

隆的方法将 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 编码区整合至 ＡＡＶ 质粒ꎬ进
而包装、纯化得到高滴度的 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２(≥１×
１０１３ ｖｇ / ｍＬ)病毒颗粒ꎬ通过乳鼠圆窗注射的方法将

病毒注入小鼠耳蜗ꎬ并检测病毒的感染效率、初步评

估 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －小鼠听觉功能的恢复情况以及毛细

胞纤毛等亚细胞结构的变化ꎬ以探究能否实现

Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２基因在 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －小鼠耳蜗原位过表达ꎮ
结果表明ꎬＡＡＶ 介导的基因回补可成功实现耳蜗

Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 的原位过表达ꎬ并展现出良好效果ꎬ为靶

向 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２￣ｍＴＯＲＣ１ 信号轴的基因疗法转化研究

及临床应用提供参考和可靠数据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验材料与设备

Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －小鼠自 ２ 月龄时表现出自发性多器

官炎 症ꎬ 如 关 节 炎、 肠 炎 等[１４]ꎮ 本 研 究 中 的

Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２基因敲除小鼠(Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 品系)购自北京

百奥赛图生物科技有限公司ꎬ由山东大学基础医学

院张利宁教授实验室惠赠ꎻＡＡＶ￣ＣＡＧ￣ＥＧＦＰ￣ＨＡ 质

粒由东南大学提供ꎻＤＭＥＭ 高糖培养基购自 ｇｉｂｃｏꎻ
青链霉素、免疫染色固定液、免疫荧光一抗、二抗稀

释液购自上海碧云天生物科技有限公司ꎻ胎牛血清

( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬ ＦＢＳ)购自 ＶｉｖａＣｅｌｌꎻ磷酸缓冲

盐溶液( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬ ＰＢＳ)购自索莱

宝ꎻ２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 购自南京诺唯赞生物

技术有限公司ꎻ４％多聚甲醛溶液 ( ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅ￣
ｈｙｄｅꎬ ＰＦＡ) 购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐꎻ兔源 Ｍｙｏ７ａ 抗体购自

Ｐｒｏｔｅｕｓ ＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓꎻＤｙｌｉｇｈｔ ４８８ 山羊抗兔 ＩｇＧ 荧光

二抗以及 Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ ５９４ 鬼笔环肽标记素购自美国

Ａｂｃａｍ 公司ꎮ 本研究所用动物实验经山东第一医

科 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 审 核 通 过

(Ｗ２０２４０６１２０５９３)ꎮ 小鼠测听使用 Ｔｕｃｋｅｒ￣Ｄａｖｉｓ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ (ＴＤＴ)系统ꎻ病毒滴度测定使用赛默

飞实时荧光定量 ＰＣＲ 仪ꎻ使用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 梯度 ＰＣＲ
仪获取 ＣＤＳ 序列ꎻ使用奥林巴斯倒置荧光显微镜观

察细胞及基底膜病毒感染效果ꎮ
１.２　 质粒构建及 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 纯化

从成年 ＷＴ 小鼠(Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 品系)的脾脏和胸
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腺组织中提取 ＲＮＡꎬ通过逆转录技术将其转化为

ｃＤＮＡꎮ 运用 ＰＣＲ 程序获取 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 基因的全长

ＣＤＳ 序列ꎮ 选用 ＢａｍＨＩ 作为酶切位点对载体实施

线性化操作ꎮ 借助同源重组酶技术ꎬ将经过纯化处

理的线性载体与 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 基因的 ＣＤＳ 区进行连

接ꎬ并将连接产物导入感受态细胞以完成转化ꎮ 将

转化后的感受态细胞均匀涂布于固体 ＬＢ 培养基

上ꎬ３７ ℃过夜培养ꎮ 第 ２ 天挑取单克隆菌落ꎬ将其

置于含有 Ａｍｐ 的 ＬＢ 培养基中ꎬ３７ ℃摇床扩增培养

１６ ｈꎮ 随后ꎬ将菌液加入 ８００ ｍＬ 含有 Ａｍｐ 的 ＬＢ 培

养基中进一步扩增ꎬ１６ ｈ 之后进行质粒抽提ꎮ 把

ＡＡＶ 重组质粒与 ＡＡＶ￣ｉｅ 融合质粒和 ＡＡＶ￣Ｈｅｌｐｅｒ
辅助质粒共同转染至 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中ꎮ 在转染后

的 ２~４ ｄꎬ收集细胞培养基的上清液ꎬ以此为原料进

行病毒纯化操作ꎬ操作步骤如先前研究所示[１５]ꎮ 最

后运用定量聚合酶链反应对病毒的滴度进行测定ꎬ
并将其调整至 １×１０１３ ｖｇ / ｍＬ 正向引物序列为 ５′￣
ＧＴＣＡＧＧＣＡＡＣＧＴＧＧＣＧＴＧＴＧ ￣ ３′ꎻ反向引物序列

为 ５′￣ＧＧＣＧＡＴＧＡＧＴＴＣＣＧＣＣＧＴＧＧＣ ￣ ３′ꎮ 选取

空载质粒 ＡＡＶ￣ＣＡＧ￣ＥＧＦＰ￣ＨＡ 与 ＡＡＶ￣ｉｅ、ＡＡＶ￣
Ｈｅｌｐｅｒ 共转染ꎬ按照相同的流程和方法制备对照病

毒 ＡＡＶ￣Ｃｏｎｔｒｏｌꎮ
１.３　 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 内耳圆窗注射

目前靶向内耳的给药途径有后半规管注射ꎬ椭
圆囊注射ꎬ圆窗膜注射以及耳蜗造口术[１６]ꎮ 本研究

选择圆窗膜注射进行 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 递送ꎮ 对

３ ｄ 龄(Ｐ３)的乳鼠进行 ２ ｍｉｎ 的冰上麻醉处理ꎮ 随

后对乳鼠左耳附近的皮下组织进行钝性分离ꎬ拨开

肌肉ꎬ暴露听泡结构ꎬ定位圆窗膜ꎮ 接着利用玻璃微

管吸取 １.５ μＬ 的病毒原液ꎬ并将其注入圆窗膜内ꎮ
完成注射操作后移除玻璃微管ꎬ并使用医用胶水对皮

肤伤口进行封闭ꎮ 最后ꎬ将小鼠置于加热垫上ꎬ将加

热垫温度设定为 ４２ ℃ꎬ直至其完全恢复清醒状态ꎮ
１.４　 基底膜免疫荧光

小鼠通过颈椎脱位法处死后ꎬ迅速取出新鲜的

耳蜗组织ꎮ 在耳蜗顶部进行穿孔ꎬ随后使用 １ ｍＬ
注射器将 ４％ ＰＦＡ 注入鼓阶ꎮ 完成灌注后ꎬ将耳蜗

组织置于 ４％ 的 ＰＦＡ 中ꎬ４ ℃摇床固定过夜ꎬ１０％
ＥＤＴＡ 脱钙 ６~８ ｈ 至耳蜗组织完全软化ꎮ 在显微镜

下将基底膜从耳蜗组织中分离出来ꎮ 使用 ＰＢＳ 对

基底膜漂洗 ３ 次ꎬ每次持续 ５ ｍｉｎꎮ 接着ꎬ将基底膜

置于含有 ０.３％ Ｔｒｉｔｏｎ￣Ｘ１００ 的溶液中进行通透处理

２０ ｍｉｎꎮ 将基底膜转移到含有 １０％ 山羊血清的溶

液中ꎬ在室温下封闭 １ ｈꎬ随后将基底膜置于兔源

Ｍｙｏ７ａ 中(１ ∶ ８００)的溶液中ꎬ４ ℃ 孵育过夜ꎮ 第 ２
天ꎬ将基底膜从一抗溶液中取出ꎬ并使用 ＰＢＳ 进行

漂洗ꎬ然后在室温下孵育二抗ꎬ二抗稀释比例为

１ ∶４００ꎬ一抗和二抗均需用 ＰＢＳ 进行稀释ꎮ
１.５　 听力测试

听力测试的程序如前研究[１７]ꎬ小鼠通过腹腔注

射 １％戊巴比妥钠溶液进行麻醉ꎮ 对于听性脑干反

应(ａｕｄｉｔｏｒｙ ｂｒａｉｎｓｔｅｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ ＡＢＲ)ꎬ待小鼠麻醉

后ꎬ将记录电极置于小鼠头部正中皮下ꎬ参考电极插

入一侧耳部皮下ꎬ而接地电极则插入背部皮下ꎮ 在

电脑端启动 ＢｉｏＳｉｇＲＺ 软件ꎬ产生 ｃｌｉｃｋ 和短纯音刺

激声ꎬ并记录下反应波形ꎮ 刺激声的强度范围设定

在 １０ ｄＢ 至 ９０ ｄＢ 之间ꎬ测试从 ９０ ｄＢ 开始ꎬ以 ５ 至

１０ ｄＢ 的步长逐渐降低ꎬ直至达到无波形的最小刺

激声强度ꎬ该强度即为阈值ꎮ
对于畸变产物耳声发射(ｄｉｓｔｏｒｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｔｏａ￣

ｃｏｕｓｔｉｃ ｅｍｉｓｓｉｏｎꎬ ＤＰＯＡＥ)测试ꎬ将探头插入待测小

鼠的外耳道ꎮ 在 ＢｉｏＳｉｇＲＺ 软件的控制下ꎬ由探头传

出 ｆ１ 和 ｆ２ 的初始刺激音ꎬ其中 ｆ１ 与 ｆ２ 的频率比为

１.２５ꎮ在 ４、８、１６、２４、３２ ＫＨｚ 频率测试听力阈值ꎬ并
进行 ８０ 至 ２０ ｄＢ ＳＰＬ 的强度水平检测ꎬ每次降低

１０ ｄＢꎮ 以能够引出 ＤＰＯＡＥ 的最低刺激强度作为

阈值ꎮ
１.６　 统计学处理

实验数据均采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０ 进行统计

分析ꎮ 符合正态分布的计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬＣｌｉｃｋ
数据采用独立样本 ｔ 检验和单因素方差分析

(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ短纯音数据采用双因素方差分

析( ｔｗｏ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎮ 检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －小鼠表现出进行性的听力损失

基于 ＴＮＦＡＩＰ８Ｌ２ 蛋白在免疫系统中的重要作

用以及 ＭＴＯＲＣ１ 在老年小鼠耳蜗中过度激活的现

象[１８]ꎬ推测 ＴＮＦＡＩＰ８Ｌ２ 可能在耳蜗中通过负向调

控 ＭＴＯＲＣ１ 发挥功能ꎮ 为了探究 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 基因缺

失对小鼠听力的影响ꎬ对不同年龄的Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －小

鼠进行 ＡＢＲ 测试ꎮ 实验结果如图 １ Ａ 所示ꎬ２１ ｄ 龄

的 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －小鼠已经出现轻微的听力异常ꎬ而到

３５ ｄ 龄时则发展为全频段的听力损失(图 １ Ｂ)ꎬ
并伴有中回三排外毛细胞纤毛排列紊乱的表型(图
１ Ｃ)ꎮ
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图 １　 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －小鼠听力损失及毛细胞纤毛紊乱(∗Ｐ<０.０５)
Ａ:Ｐ２１ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －小鼠 ＡＢＲ 测试ꎻＢ:Ｐ３５ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －小鼠 ＡＢＲ 测试ꎻＣ:Ｐ３５ ＷＴ 和 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －小鼠中回外毛细胞扫描电镜

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ ａｎｄ ｈａｉｒ ｃｅｌｌ ｓｔｅｒｅｏｃｉｌｉａ ｄｉｓｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － ｍｉｃｅ (∗Ｐ<０.０５)
Ａ: ＡＢＲ ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ Ｐ２１ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － ｍｉｃｅꎻ Ｂ: ＡＢＲ ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ Ｐ３５ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － ｍｉｃｅꎻ Ｃ: Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
ｏｆ ｍｉｄ￣ｔｕｒｎ ｏｕｔｅｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｐ３５ ＷＴ ａｎｄ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － ｍｉｃｅ

２.２　 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 包装及荧光表达验证

本研究选取的构建体涵盖 ＣＡＧ 启动子、ＷＰＲＥ
盒、ＡＡＶ ＩＴＲ、Ｐｏｌｙ Ａ 序列以及 ＥＧＦＰ 荧光报告基

因等重要元件ꎮ 质粒构建和病毒纯化的步骤如图

２Ａ 所示ꎮ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 基因在小鼠免疫系统高表达ꎬ
从脾脏组织的 ｃＤＮＡ 中获取 ＣＤＳ 序列连接至载体

质粒ꎬ质粒图谱如图 ２Ｂ 所示ꎮ 待重组质粒完成转

化、扩增后ꎬ取部分质粒进行测序ꎬ如图 ２Ｃ 所示ꎬ序
列比对后表明质粒序列与基因序列完全一致ꎬ过表

达质粒构建成功ꎮ 为了明确该重组质粒是否能够正

常表达 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 蛋白ꎬ将病毒组装相关质粒转染至

２９３Ｔ 细胞中ꎬ进行病毒的组装和扩增ꎮ 结果如图

２Ｄ 所示ꎬ重组质粒的荧光蛋白可在 ２９３Ｔ 细胞中正

常表达ꎮ
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图 ２　 病毒包装及 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 表达验证
Ａ:ＡＡＶ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 质粒构建及病毒纯化流程图ꎻＢ:Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 基因重组质粒图谱ꎻＣ:Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 基因 ＣＤＳ 序列比对ꎻ
Ｄ:ＨＥＫ ２９３Ｔ细胞转染病毒验证 ＴＮＦＡＩＰ８Ｌ２ 荧光蛋白定位

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｖｉｒｕｓ Ｐａｃｋａｇｉｎｇ ａｎｄ ＴＮＦＡＩＰ８Ｌ２ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ
Ａ: Ｆｌｏｗｃｈａｒｔ ｏｆ ＡＡＶ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ ｐｌａｓｍｉｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ ｖｉｒｕｓ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ Ｂ: Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ
ｔｈｅ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ ｇｅｎｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄꎻ Ｃ: Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ ｇｅｎｅ ＣＤＳꎻ Ｄ: Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ＴＮＦＡＩＰ８Ｌ２ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ＨＥＫ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ

２.３　 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２在内耳毛细胞中的感染效率

ＡＡＶ￣ｉｅ 能够高效感染多种内耳细胞类型ꎬ包
括支持细胞、毛细胞以及螺旋神经节神经元[１９] ꎮ
为了深入评估该病毒在毛细胞中的感染效率ꎬ选择

对 ３ ｄ 龄的 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － 小鼠进行 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２
病毒回补实验ꎬ并以同 ｄ 龄 ＷＴ 鼠注射对照病毒

ＡＡＶ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 作为对照组ꎮ 当两组注射病毒的小

鼠生长至 ２１ ｄ 龄时ꎬ取出其耳蜗组织并剥离出基

底膜ꎮ 通过对基底膜进行免疫荧光染色ꎬ使用

ｍｙｏ７ａ 标记毛细胞ꎬ并观察毛细胞表达的 ＥＧＦＰ 绿

色荧光蛋白ꎮ 结果显示ꎬＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２病毒在

内毛细胞和外毛细胞中均表现出高效的感染能力

(图 ３Ｃ)ꎬ其中顶回、中回、底回外毛细胞的感染效

率分别约为 ８９.３％、８５.７、８４.３％(图 ３Ｄ)ꎮ 值得注

意的是ꎬＷＴ 鼠注射对照病毒后的 ＡＢＲ 和 ＤＰＯＡＥ
参数与未注射组无统计学差异(图 ３Ｅ￣Ｆ)ꎬ证明病

毒载体本身对听力无不良影响ꎮ

２.４　 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２部分恢复 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－/ －鼠听力

为了系统评估 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 基因治疗的恢

复效果ꎬ本研究对 ３ ｄ 龄的 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － 小鼠进行

ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 病毒的回补ꎬ并以同龄 ＷＴ 和

Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －小鼠注射 ＡＡＶ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 病毒作为平行对

照组ꎮ 在 ３５ ｄ 龄时通过 ＡＢＲ 测试发现:接受 ＡＡＶ￣
ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 回补的 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －小鼠 ｃｌｉｃｋ 阈值平均

约为 ４８ ｄＢꎬ较注射 ＡＡＶ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 的 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － 小

鼠组表现出阈值降低的趋势ꎬ差异有统计学意义

(Ｐ＝ ０.０１２ １)ꎮ 短纯音测试结果进一步证实ꎬ病毒

回补可以部分恢复 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － 小鼠 ８ ｋ、１２ ｋ、３２ ｋ
范围的听力阈值(图 ４Ａ)ꎮ

在外毛细胞的功能层面ꎬＤＰＯＡＥ 测试结果显

示ꎬＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 回补组的耳蜗放大功能得到

了有效的恢复ꎬ效果优于 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － 小鼠对照组

(图 ４Ｂ )ꎮ 扫 描 电 镜 结 构 分 析 表 明ꎬ ＡＡＶ￣ｉｅ￣
Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２回补组 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － 小鼠外毛细胞静纤毛

束排列规整度得到了一定程度的提升(图 ４Ｃ)ꎮ
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图 ３　 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 在内耳中的感染效果
Ａ:圆窗注射部位示意图ꎻＢ:病毒注射流程图ꎻＣ:病毒在 ＷＴ 和 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －小鼠中回毛细胞中的感染效率ꎻＤ:外毛细胞
感染效率统计ꎻ Ｅ:Ｐ３５ ＷＴ 小鼠及 ＷＴ 注射 ＡＡＶ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ 病毒 ＡＢＲ 测听结果ꎻ Ｆ: Ｐ３５ ＷＴ 小鼠及 ＷＴ 注射 ＡＡＶ￣Ｃｏｎ￣
ｔｒｏｌ 病毒 ＤＰＯＡＥ 测听结果

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ ｉｎ ｉｎｎｅｒ ｅａｒ
Ａ: Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｕｎｄ ｗｉｎｄｏｗ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅꎻ Ｂ: Ｆｌｏｗｃｈａｒｔ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎꎻ Ｃ: Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｖｉｒｕｓｅｓ ｉｎ ｏｕｔｅｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ＷＴ ａｎｄ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － ｍｉｃｅꎻ Ｄ: Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
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图 ４　 注射病毒后 ３５ ｄ 龄 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －鼠听力恢复情况(∗Ｐ<０.０５)
Ａ:Ｐ３５ ＷＴ 小鼠注射 ＡＡＶ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ、Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － 注射 ＡＡＶ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ、Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － 注射 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ ＡＢＲ 测听结果ꎻ
Ｂ:Ｐ３５ ＷＴ小鼠注射 ＡＡＶ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ、Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －注射 ＡＡＶ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ、Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －注射 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ ＤＰＯＡＥ 测听结果ꎻ
Ｃ:Ｐ３５ ＷＴ 小鼠注射 ＡＡＶ￣Ｃｏｎｔｒｏｌ、Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －注射 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 扫描电镜结果

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｈｅａｒｉｎｇ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｉｎ ３５￣ｄａｙ￣ｏｌｄ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － ｍｉｃｅ ｐｏｓｔ ｖｉｒｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ(∗Ｐ<０.０５)
Ａ: ＡＢＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｐ３５ ＷＴ ｍｉｃｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＡＶ￣Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － ｍｉｃｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＡＶ￣Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ａｎｄ
Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － ｍｉｃｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ꎻ Ｂ: ＤＰＯＡＥ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｐ３５ ＷＴ ｍｉｃｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＡＶ￣Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ
Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － ｍｉｃｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＡＶ￣Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ａｎｄ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － ｍｉｃｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ꎻ Ｃ: Ｓｃａｎｎｉｎｇ
ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｐ３５ ＷＴ ｍｉｃｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＡＶ￣Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ａｎｄ Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － ｍｉｃｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＡＶ￣ｉｅ￣
Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２

３　 讨　 论

通过 ＣＲＩＳＰＲ 筛选和构建基因敲除小鼠ꎬ我们

明确 ＴＮＦＡＩＰ８Ｌ２ 在耳蜗中通过靶向小 ＧＴＰ 酶

ＲＡＣ１ 和 ＲＨＥＢ 调控 ｍＴＯＲＣ１ 信号活性ꎬ其缺失可

导致外毛细胞中 ｍＴＯＲＣ１ 异常激活ꎬ进而加速老

年性耳聋的病理进程[１３]ꎮ 在本研究中ꎬ基于 ＴＮ￣
ＦＡＩＰ８Ｌ２ 蛋白在内耳的表达分布特点及 ＡＡＶ￣ｉｅ 载

体的内耳靶向特性ꎬ将鼠源 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 编码序列整合

至 ＡＡＶ 质粒并与 ＡＡＶ￣ｉｅ、ＡＡＶ￣Ｈｅｌｐｅｒ 共转染至

２９３Ｔ 细胞中进行病毒包装、复制ꎬ经过离心、纯化获

得了高滴度的 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 病毒颗粒ꎬ并通过

圆窗注入小鼠耳蜗ꎮ 实验数据表明ꎬ该病毒在耳蜗

毛细胞中均表现出较高的感染效率并显著改善 Ｔｎ￣
ｆａｉｐ８ｌ２－ / －小鼠的毛细胞的纤毛结构和听觉功能ꎮ 这

些数据充分验证 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － 小鼠的听力损失是由

内耳 ＴＮＦＡＩＰ８Ｌ２ 蛋白缺失所引起的ꎬ同时也说明

通过使用 ＡＡＶ 作为载体恢复 ＴＮＦＡＩＰ８Ｌ２ 蛋白在

内耳的表达切实可行ꎬ为后续针对 ＡＲＨＬ 治疗的相

关转化及治疗提供参考ꎮ 值得关注的是ꎬ尽管

ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 在内耳特定的细胞类型中实现高

效表达ꎬ却未能使 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －小鼠听力完全恢复至

生理水平ꎮ 在本研究中ꎬ未检测更长的回补时间

Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / － 小 鼠 听 力 恢 复 效 果ꎬ 因 此 ＡＡＶ￣ｉｅ￣
Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２在内耳中的持续作用时间可能是影响治疗

效果的因素之一ꎮ 其次ꎬ ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 的感

染效率并未达到 １００％ꎬ 这一因素也可能影响

Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －小鼠听觉恢复效果ꎮ 雷帕霉素作为

ｍＴＯＲ 抑制剂ꎬ可激活自噬、清除受损线粒体ꎬ在小

鼠体内可有效延缓 ＡＲＨＬ 的进展[１０]ꎮ 但其长期应

用面临免疫抑制风险[２０]ꎬ且高剂量使用可能导致耳

蜗内 ｍＴＯＲＣ１ / ＡＫＴ 信号通路受到抑制[１０]ꎮ 本研

究结果显示ꎬＡＡＶ 治疗手段可实现 ＴＮＦＡＩＰ８Ｌ２ 蛋

白在耳蜗内的递送ꎬ为开发雷帕霉素的潜在替代药

物提供了新方向ꎮ
目前ꎬＡＡＶ 作为基因递送载体在单基因遗传性

耳聋的临床转化中已展现出独特优势ꎬ但其临床应

用中仍然面临免疫反应与递送效率优化等关键挑

战[２１￣２２]ꎮ 研究表明ꎬ虽然 ＡＡＶ 天然免疫原性较低ꎬ
但高剂量给药或重复暴露可能诱发慢性炎症反

应[２３￣２４]ꎬ且中和抗体检测方法的标准化程度有待提

升[２５]ꎮ 此外ꎬ虽然经衣壳蛋白改造后的 ＡＡＶ 载体

基因组整合风险降低ꎬ但在长期基因表达过程中ꎬ仍
存在因随机插入突变导致致癌基因激活的潜在风

险[２６]ꎮ ＡＡＶ 载体有限的包装容量难以容纳大片段

基因[２７]ꎮ 虽然可以通过双 ＡＡＶ 策略(如 ＤＮＡ 重

组、ｍＲＮＡ 反式剪接)拆分基因片段进行递送ꎬ但其

操作复杂性及体内重组效率仍需优化[２８]ꎮ 同时ꎬ成
人听力损失多由环境因素与基因突变共同作用ꎬ导
致开发个体化治疗方案面临挑战ꎬ也在一定程度上

限制了 ＡＡＶ 基因疗法的适用范围[２９]ꎮ
总之ꎬ 本 研 究 成 功 构 建 高 滴 度 的 ＡＡＶ￣ｉｅ￣

􀅰３１􀅰
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Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２病毒颗粒ꎬ并评估其在小鼠耳蜗内的转导

效率及治疗效果ꎮ 虽然注射 ＡＡＶ￣ｉｅ￣Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２ 病毒

的 Ｔｎｆａｉｐ８ｌ２－ / －小鼠在 ３５ ｄ 龄时听力部分恢复ꎬ但该

病毒在小鼠体内的长期安全性评估仍需系统开展ꎬ为
ＡＡＶ 载体在耳聋治疗中的安全性提供更多依据ꎮ
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ｍｕｎꎬ ２０１９ꎬ １０ ( １): ３７３３. ｄｏｉ: １０. １０３８ / ｓ４１４６７￣０１９￣
１１６８７￣８

[２０] Ｃｈｅｎ Ｙꎬ Ｘｕ ＺＹꎬ Ｓｕｎ ＨＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ８＋ Ｔ
ｍｅｍｏｒｙ ａｎｄ ｅｘｈａｕｓｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｓ[ Ｊ] . Ｃｅｌｌ
Ｍｏｌ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０２３ꎬ ２０(９): １０２３￣１０３９. ｄｏｉ:１０.１０３８ /
ｓ４１４２３￣０２３￣０１０６４￣３

[２１] Ｃｏｓｔａ Ｖｅｒｄｅｒａ Ｈꎬ Ｋｕｒａｎｄａ Ｋꎬ Ｍｉｎｇｏｚｚｉ Ｆ. ＡＡＶ ｖｅｃｔｏｒ
ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｉｎ ｈｕｍａｎｓ: ａ ｌｏｎｇ ｊｏｕｒｎｅｙ ｔｏ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ
ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ[ Ｊ] . Ｍｏｌ Ｔｈｅｒꎬ ２０２０ꎬ ２８ ( ３): ７２３￣７４６.
ｄｏｉ:１０.１０１６ / ｊ.ｙｍｔｈｅ.２０１９.１２.０１０

[２２] Ｉｖａｎｃｈｅｎｋｏ ＭＶꎬ Ｈａｔｈａｗａｙ ＤＭꎬ Ｍｕｌｈａｌｌ ＥＭꎬ ｅｔ ａｌ.
ＰＣＤＨ１５ ｄｕａｌ￣ＡＡＶ ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｄｅａｆｎｅｓｓ ａｎｄ ｂｌｉｎｄ￣
ｎｅｓｓ ｉｎ Ｕｓｈｅｒ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｔｙｐｅ １Ｆ ｍｏｄｅｌｓ [ Ｊ] . Ｊ Ｃｌｉｎ
Ｉｎｖｅｓｔｉｇꎬ ２０２４ꎬ １３４ ( ２３ ): ｅ１７７７００. ｄｏｉ: １０. １１７２ /
ｊｃｉ１７７７００

[２３] Ｍｉｎｇｏｚｚｉ Ｆꎬ Ｍｅｕｌｅｎｂｅｒｇ ＪＪꎬ Ｈｕｉ ＤＪꎬ ｅｔ ａｌ. ＡＡＶ￣１￣ｍｅ￣
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ｄｉａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｔｏ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｉｎ ｈｕｍａｎｓ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｉｎ ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｐｓｉｄ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｔ ｃｅｌｌｓ
[Ｊ] . Ｂｌｏｏｄꎬ ２００９ꎬ １１４(１０):２０７７￣２０８６. ｄｏｉ:１０.１１８２ /
ｂｌｏｏｄ￣２００８￣０７￣１６７５１０

[２４] Ｈｉｎｄｅｒｅｒ Ｃꎬ Ｋａｔｚ Ｎꎬ Ｂｕｚａ ＥＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｖｅｒｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ
ｎｏｎｈｕｍａｎ Ｐｒｉｍａｔｅｓ ａｎｄ ｐｉｇｌｅｔｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｉｎｔｒａ￣
ｖｅｎｏｕｓ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ａｄｅｎｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｖｅｃｔｏｒ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｈｕｍａｎ ＳＭＮ[Ｊ] . Ｈｕｍ Ｇｅｎｅ Ｔｈｅｒꎬ ２０１８ꎬ ２９
(３): ２８５￣２９８. ｄｏｉ:１０.１０８９ / ｈｕｍ.２０１８.０１５

[２５] Ｗｅｂｅｒ Ｔ. Ａｎｔｉ￣ＡＡＶ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ＡＡＶ ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ:
ｃｕｒｒｅｎｔ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ａｎｄ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ[ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｉｍ￣
ｍｕｎｏｌꎬ ２０２１ꎬ １２: ６５８３９９. ｄｏｉ:１０. ３３８９ / ｆｉｍｍｕ. ２０２１.
６５８３９９

[２６] Ｍａｒｔｉｎｓ ＫＭꎬ Ｂｒｅｔｏｎ Ｃꎬ Ｚｈｅｎｇ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｖａｌｅｎｔ ａｎｄ
ｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｎｄ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｄｅｎｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｖｉｒｕｓ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍａｃａｑｕｅｓ ａｎｄ ｈｕｍａｎｓ [ Ｊ] . Ｈｕｍ
Ｇｅｎｅ Ｔｈｅｒꎬ ２０２３: ｈｕｍ. ２０２３. １３４. ｄｏｉ: １０. １０８９ / ｈｕｍ.

２０２３.１３４
[２７] Ｑｉ Ｊꎬ Ｆｕ Ｘꎬ Ｚｈａｎｇ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｕｒｒｅｎｔ ＡＡＶ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ

ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｓｅｎｓｏｒｉｎｅｕｒａｌ ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ [ Ｊ] . Ｆｕｎｄａｍ
Ｒｅｓꎬ ２０２２ꎬ ５(１): １９２￣２０２. ｄｏｉ:１０. １０１６ / ｊ. ｆｍｒｅ. ２０２２.
０８.０１５

[２８] Ｌａｕ ＳＣꎬ Ｇｒａｔｉ Ｍꎬ Ｉｓｇｒｉｇ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｕａｌ￣ＡＡＶ ｖｅｃｔｏｒ￣ｍｅ￣
ｄｉａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＹＯ７Ａ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｖｅｓｔｉｂｕｌａｒ ｆｕｎｃ￣
ｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｕｓｈｅｒ ｓｙｎｄｒｏｍｅ １Ｂ[ Ｊ] . Ｍｏｌ
Ｔｈｅｒ Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｃｌｉｎ Ｄｅｖꎬ ２０２３ꎬ ３０: ５３４￣５４５. ｄｏｉ:１０.
１０１６ / ｊ.ｏｍｔｍ.２０２３.０８.０１２

[２９] Ｌｉｕ ＳＹꎬ Ｓｏｎｇ ＷＱꎬ Ｘｉｎ ＪＲꎬ ｅｔ ａｌ. ＮＲＮ１ ａｎｄ ＣＡＴ ｇｅｎｅ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓꎬ ｃｏｍｐｌｅｘ ｎｏｉｓｅꎬ ａｎｄ ｌｉｆｅｓｔｙｌｅｓ ｉｎｔｅｒａｃ￣
ｔｉｖｅｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｏｆ ｎｏｉｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ[ Ｊ] .
Ｂｉｏｍｅｄ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｓｃｉꎬ ２０２１ꎬ ３４(９): ７０５￣７１８. ｄｏｉ:１０.
３９６７ / ｂｅｓ２０２１.０９８
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(上接第 ６ 页)
[２１] Ｓａｔｏ Ａꎬ Ｏｍｉｃｈｉ Ｒꎬ Ｍａｅｄａ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ￣

ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌｅꎬ Ｆｋｂｐ５ꎬ ｍａｙ ｉｎｔｅｒａｃｔ ｗｉｔｈ ｍｉｔｏｇｅｎ￣
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｏｒｇａｎ ｏｆ Ｃｏｒｔｉ ｏｆ
ｍｉｃｅ ｃｏｃｈｌｅａｅ[ Ｊ] . Ｓｃｉ Ｒｅｐꎬ ２０２５ꎬ １５: ７５０６. ｄｏｉ:１０.
１０３８ / ｓ４１５９８￣０２５￣９２４００￣２

[２２] 廖行伟ꎬ 任毅ꎬ 黄巧ꎬ 等. Ｐ３８ＭＡＰＫ 调控 ＡＱＰ２ 参与

内淋巴积水的形成[ Ｊ] . 中华耳科学杂志ꎬ ２０２２ꎬ ２０
(４): ６０５￣６１１. ｄｏｉ: １０.３９６９ / ｊ. ｉｓｓｎ.１６７２￣２９２２.２０２２.０４.
０１３
ＬＩＡＯ Ｘｉｎｇｗｅｉꎬ ＲＥＮ Ｙｉꎬ ＨＵＡＮＧ Ｑｉａｏꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｐ３８ＭＡＰＫ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｓ ｉｎ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｌｙｍｐｈａｔｉｃ
Ｈｙｄｒｏｐｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＡＱＰ２ [ Ｊ] . Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｏｔｏｌｏｇｙꎬ ２０２２ꎬ ２０(４): ６０５￣６１１. ｄｏｉ: １０.３９６９ / ｊ. ｉｓｓｎ.
１６７２￣２９２２.２０２２.０４.０１３

[２３] Ｇａｏ ＺＷꎬ Ｓｃｈｗｉｅｇｅｒ Ｊꎬ Ｍａｔｉｎ￣Ｍａｎｎ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｘａｍ￣
ｅｔｈａｓｏｎｅ ｆｏｒ ｉｎｎｅｒ ｅａｒ ｔｈｅｒａｐｙ: ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｂｉｏ￣
ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
[Ｊ] . Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ ２０２１ꎬ １１(１２): １８９６. ｄｏｉ:１０.３３９０ /
ｂｉｏｍ１１１２１８９６

[２４] Ｊｏｈｎｓ ＪＤꎬ Ａｄａｄｅｙ ＳＭꎬ Ｈｏａ Ｍ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒｉａ ｖａｓ￣

ｃｕｌａｒｉｓ ｉｎ ｎｅｇｌｅｃｔｅｄ ｏｔｏｌｏｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ [ Ｊ ] . Ｈｅａｒ Ｒｅｓꎬ
２０２３ꎬ ４２８: １０８６８２. ｄｏｉ:１０.１０１６ / ｊ.ｈｅａｒｅｓ.２０２２.１０８６８２

[２５] Ｔｅｒａｋａｄｏ Ｍꎬ Ｋｕｍａｇａｍｉ Ｈꎬ Ｔａｋａｈａｓｈｉ Ｈ. Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ｏｆ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ａｎｄ １１ ｂｅｔａ￣ｈｙｄｒｏｘｙｓｔｅｒｏｉｄ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｉｓｏｆｏｒｍｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｉｎｎｅｒ ｅａｒ [ Ｊ] . Ｈｅａｒ
Ｒｅｓꎬ ２０１１ꎬ ２８０(１ / ２): １４８￣１５６. ｄｏｉ: １０.１０１６ / ｊ.ｈｅａｒｅｓ.
２０１１.０５.００

[２６] Ｆｒｏｅｈｌｉｃｈ ＭＨꎬ Ｌａｍｂｅｒｔ ＰＲ. Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃ ｒｏｌｅ ｏｆ
ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｉｄｓ ｉｎ ｍｅｎｉèｒｅ ̓ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ: ａｎ ｕｐｄａｔｅ ｏｎ
ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｉｄ
ｉｎｎｅｒ ｅａｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｏｔｏｌ Ｎｅｕｒｏｔｏｌꎬ ２０２０ꎬ ４１(２):
２７１￣２７６. ｄｏｉ: １０.１０９７ / ｍａｏ.００００００００００００２４６７

[２７] Ｉｎａｇａｋｉ Ｋꎬ Ｙｏｓｈｉｄａ Ｔꎬ Ｋｏｂａｙａｓｈｉ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ
ｅｎｄｏｌｙｍｐｈａｔｉｃ Ｈｙｄｒｏｐｓ ｏｎ ＤＰＯＡＥ ｉｎ ｓｕｂｊｅｃｔｓ ｗｉｔｈ
ｎｏｒｍａｌ ｔｏ ｍｉｌｄ ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ[ Ｊ] . Ｌａｒｙｎｇｏｓｃｏｐｅ Ｉｎｖｅｓｔｉｇ
Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌꎬ ２０２２ꎬ ８(１): ２６２￣２６８. ｄｏｉ: １０.１００２ / ｌｉｏ２.
９９８

[２８] Ｌｉａｎｇ ＪＹꎬ Ｗａｎｇ ＪＫꎬ Ｙａｏ ＷＪ. Ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ
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