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不同发育时期小鼠初级听觉皮层中芳香化酶及雌激素受体
表达与听力的相关性

唐茜１ꎬ黄茂凌１ꎬ张吉强２ꎬ钟诚１

１. 陆军军医大学第一附属医院 耳鼻咽喉科ꎬ重庆 ４０００３８
２. 陆军军医大学基础医学院 神经生物学教研室ꎬ重庆 ４０００３８

摘要:目的　 探讨初级听皮层(ｐｒｉｍａｒｙ ａｕｄｉｔｏｒｙ ｃｏｒｔｅｘꎬ Ａ１)中芳香化酶( ａｒｏｍａｔａｓｅꎬ ＡＲＯＭ) 及三种雌激素受体( ｅｓｔｒｏｇｅｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬ ＥＲｓ):雌激素受体 α(ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｌｐｈａꎬ ＥＲα)、雌激素受体 β(ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｅｔａꎬ ＥＲβ)和 Ｇ 蛋白偶联受体

３０(Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＧＰＲ３０)在听觉发育中的表达及作用ꎮ 方法　 选取出生后 ７ 日龄(Ｐ７)、１４ 日龄(Ｐ１４)、２１ 日龄

(Ｐ２１)、３０ 日龄(Ｐ３０)和 ６０ 日龄(Ｐ６０)的 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 雄性小鼠ꎬ采用听觉脑干诱发电位(ａｕｄｉｔｏｒｙ ｂｒａｉｎｓｔｅｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ ＡＢＲ)检

测听阈ꎻ采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｉｎｇ、免疫组化等检测小鼠 Ａ１ 内 ＡＲＯＭ 和 ＥＲｓ 表达变化ꎻ进行表达量与听阈的 Ｓｐｅａｒｍａｎ
相关性分析ꎮ 结果　 ＡＢＲ 从Ｐ１４ 可检测后持续下降(Ｐ<０.０５)ꎬ于 Ｐ３０ 达到成熟水平ꎮ ｑＰＣＲ 显示 ＡＲＯＭ、ＧＰＲ３０ 和 ＥＲβ 表达

随日龄递增(Ｐ<０.０５)ꎻＥＲα 在 Ｐ３０ 时达到峰值(Ｐ<０.０５)ꎮ 蛋白水平(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｉｎｇ 和免疫组化)实验的结果表明 ＡＲＯＭ 和

ＥＲｓ 的表达量随发育显著升高(Ｐ<０.０５)ꎮ Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关性分析结果表明ꎬＡＲＯＭ、ＥＲβ 的表达与听力阈值的发育变化为强相

关(∣ ｒｓ ∣分别为０.７５、０.７２)ꎬＧＰＲ３０ 呈弱相关(∣ ｒｓ ∣为０.６４)ꎬＥＲα 无显著相关性ꎮ 结论　 小鼠出生后听力逐渐发育完善ꎬ
Ａ１ 内 ＡＲＯＭ 及 ＧＰＲ３０、ＥＲβ 表达水平逐渐升高ꎬ提示 ＡＲＯＭ￣ＧＰＲ３０ / ＥＲβ 信号轴可能促进了小鼠听觉功能的建立和
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ａｒｏｍａｔａｓｅ (ＡＲＯＭ) ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐ￣
ｔｏｒｓ (ＥＲｓ)—ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｌｐｈａ (ＥＲα)ꎬ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｅｔａ (ＥＲβ)ꎬ ａｎｄ Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３０ (ＧＰＲ３０)—ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｉｍａｒｙ ａｕｄｉｔｏｒｙ ｃｏｒｔｅｘ (Ａ１) ｄｕｒｉｎｇ ａｕｄｉｔｏｒｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｍａｌｅ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ ｍｉｃｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｓｔｎａｔａｌ ｓｔａｇｅｓ—ｐｏｓｔｎａｔａｌ
ｄａｙ ７ (Ｐ７)ꎬ Ｐ１４ꎬ Ｐ２１ꎬ Ｐ３０ꎬ ａｎｄ Ｐ６０－ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ. Ａｕｄｉｔｏｒｙ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ａｕｄｉｔｏｒｙ ｂｒａｉｎｓｔｅｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ (ＡＢＲ)ꎬ
ａｎｄ ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｉｎｇꎬ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＡＲＯＭ ａｎｄ ＥＲｓ
ｉｎ ｔｈｅ Ａ１. Ｓｐｅａｒｍａｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｈｅａｒｉｎｇ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＡＢＲ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｆｒｏｍ Ｐ１４ ｏｎｗａｒｄ (Ｐ < ０. ０５)ꎬ ｒｅａｃｈｉｎｇ ｍａｔｕｒｉｔｙ ａｔ Ｐ３０. ｑＰＣＲ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＲＯＭꎬ
ＧＰＲ３０ꎬ ａｎｄ ＥＲβ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ａｇｅ (Ｐ<０.０５) ｗｈｉｌｅ ＥＲα ｐｅａｋｅｄ ａｔ Ｐ３０ (Ｐ<０.０５) . Ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ (Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｉｎｇ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏ￣
ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ) ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＡＲＯＭ ａｎｄ ＥＲｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ (Ｐ< ０. ０５) . Ｓｐｅａｒｍａｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｔｒｏｎｇ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｈｅａｒｉｎｇ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＲＯＭ (∣ ｒｓ ∣＝
０.７５) ａｎｄ ＥＲβ (∣ ｒｓ ∣＝ ０.７２)ꎬ ａ ｗｅａｋ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＧＰＲ３０ (∣ ｒｓ ∣＝ ０.６４)ꎬ ａｎｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＥＲα.
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ｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｄｉｔｏｒｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ａｒｏｍａｔａｓｅꎻ １７β￣ＥｓｔｒａｄｉｏｌꎻＥｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎻ ＥＲαꎻ ＥＲβꎻ Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ３０ꎻ Ａｕｄｉｔｏｒｙ ｃｏｒｔｅｘ

　 　 听觉损伤的机制复杂ꎬ涉及外周听觉器官、传
导通路与中枢神经系统的多因素调控ꎬ目前尚未完

全阐明[１]ꎮ 雌激素(１７β￣ｅｓｔｒａｄｉｏｌꎬ Ｅ２)在听觉功能

中的作用备受关注ꎮ 临床研究发现ꎬ女性在绝经前

听力功能优于男性ꎬ绝经后听力下降速度明显加快ꎬ
而外源性雌激素治疗可部分改善绝经后女性的听力

功能[２]ꎮ 然而雌激素替代疗法或雌激素受体激动

剂的应用存在明显局限性ꎬ包括疗效有限[３￣４]ꎬ以及

可能诱发雌激素反应性肿瘤等副作用[５]ꎮ 因此ꎬ探
索雌激素调控听觉功能的新靶点具有重要意义ꎮ

研究发现ꎬ脑组织可自主合成高水平雌激素ꎬ即
脑源性雌激素[６]ꎮ 这类雌激素在突触可塑性、神经

保护等过程中发挥关键作用ꎬ但其对听觉功能的具

体调控机制尚不清楚[７￣９]ꎮ 芳香化酶 (ａｒｏｍａｔａｓｅꎬ
ＡＲＯＭ)作为雌激素合成的关键酶ꎬ其表达水平直

接影响局部雌激素水平[１０]ꎮ 研究表明ꎬＡＲＯＭ 基

因敲除的小鼠表现出明显的听觉功能障碍[１１]ꎬ提示

ＡＲＯＭ 介导的雌激素合成可能参与听觉调控ꎮ 此

外ꎬ雌激素的三种受体———雌激素受体 α( ｅｓｔｒｏｇｅｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｌｐｈａꎬ ＥＲα)、雌激素受体 β (ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅ￣
ｃｅｐｔｏｒ ａｌｐｈａꎬ ＥＲβ)和 Ｇ 蛋白偶联受体 ３０(Ｇ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ￣ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＧＰＲ３０)在听觉系统中的分布

与功能逐渐被阐明ꎬ如螺旋神经节神经元表达的

ＥＲβ 可能介导了雌激素对耳蜗突触病变的保护作

用[１２￣１３]ꎮ 然而ꎬ在高级听觉中枢初级听皮层(ｐｒｉｍａｒｙ
ａｕｄｉｔｏｒｙ ｃｏｒｔｅｘꎬ Ａ１ ) 中ꎬ ＡＲＯＭ 与 雌 激 素 受 体

(ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬ ＥＲｓ)的表达如何随听觉发育动

态变化、是否参与调控听觉功能成熟等问题仍有待

阐明ꎮ 本研究通过检测小鼠不同发育阶段的听阈变

化ꎬ结合 Ａ１ 中 ＡＲＯＭ 及 ＥＲｓ 的表达分析ꎬ旨在揭

示脑源性雌激素调控听觉发育的潜在机制ꎬ为开发

靶向脑源性雌激素系统的听觉保护策略提供理论

依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 动物

选取健康 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 雄性小鼠ꎬ按不同发育阶

段分为 ５ 组:７ 日龄(Ｐ７)、１４ 日龄(Ｐ１４)、２１ 日龄

(Ｐ２１)、３０ 日龄(Ｐ３０)和 ６０ 日龄(Ｐ６０)ꎬ每组各 ９ 只

(购自中国湖南斯莱克景达实验动物公司)ꎮ 所有

小鼠均在 ＳＰＦ 级屏障环境中饲养ꎬ维持 １２ ｈ / １２ ｈ
昼夜光照循环ꎬ自由摄食饮水ꎬ环境温度控制在 ２０~
２５ ℃ꎬ相对湿度保持在 ５０％ ~ ７０％ꎮ 本研究的动物

实验方案经陆军军医大学实验动物福利与伦理委

员会审批通过(批准号:ＡＭＵＷＥＣ２０２４２０５６)ꎮ
１.１.２　 试剂

实验所用逆转录试剂盒(ＲＲ０４７Ａ)和荧光定量

ＰＣＲ 试剂盒(ＲＲ８２０Ａ)购自日本 Ｔａｋａｒａ 公司ꎮ 一

抗包括:ＡＲＯＭ (货号 Ｒ２３５２９ꎬ中国成都正能生物

技术公司)、 ＥＲα (货号 ａｂ３２０６３ꎬ美国 Ａｂｃａｍ 公

司)、ＧＰＲ３０(货号 ａｂ３９７４２ꎬ美国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎬＥＲβ
(货号 ＰＡ１￣３１１ꎬ美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司)ꎬ以及内参

β￣ａｃｔｉｎ(货号 ＡＡ１２８ꎬ中国上海碧云天生物技术有

限公司)ꎮ 山羊抗兔 ＩｇＧ /辣根酶标记抗体ꎬ(货号:
Ａ０２０８)ꎬ山羊抗小鼠 ＩｇＧ /辣根酶标记抗体(货号:
Ａ０２１６)ꎬ山羊抗兔 ＩｇＧ /生物素标记抗体 (货号:
Ａ０２７７)、辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素(货号:
Ａ０３０５)ꎬＢＣＡ 试剂盒(货号:ＰＰ００１０Ｓ)均购自中国

上海碧云天生物技术有限公司ꎮ ＤＡＢ 辣根过氧化

物酶显色试剂盒(货号:ＺＬＩ￣９０１９)购自中国北京中

杉金桥生物技术有限公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 听觉脑干诱发电位实验检测小鼠听觉阈值

变化

实验动物采用盐酸氯胺酮注射液(４５ ｍｇ / ｋｇ)
和甲苯噻嗪(６.４ ｍｇ / ｋｇ)按 １ ∶１比例混合腹腔注射

麻醉ꎮ 待麻醉起效后ꎬ将动物置于屏蔽室内恒温毯

上固定ꎮ 采用皮下电极记录法:颅顶正中置记录电

极ꎬ测试耳乳突部置参考电极ꎬ臀部皮下置接地电

极ꎬ确保各电极阻抗及极间电阻维持在 １ ~ ３ ｋΩ 范

围内ꎮ 声刺激系统采用 ＭＦ１ 扬声器ꎬ固定于距外耳

道口 ０.５ ｃｍ 处ꎮ 听觉脑干诱发电位(ａｕｄｉｔｏｒｙ ｂｒａｉｎ￣
ｓｔｅｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ ＡＢＲ) 检测使用美国 Ｔｕｃｋｅｒ￣Ｄａｖｉｓ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司的 ＲＺ６ 测试系统进行声刺激发放

和电信号采集ꎮ 测试采用 Ｃｌｉｃｋ 刺激ꎬ起始强度为

９０ ｄＢ 开始ꎬ以 １０ ｄＢ 为步长递减ꎻ接近阈值时改为

５ ｄＢ 步长递减ꎮ 以能分辨Ⅰ波或Ⅱ波波形的最低

刺激强度确定为阈值ꎮ 每个强度水平的刺激均重复

播放 ５１２ 次并进行信号平均ꎬ以获得稳定可重复的

ＡＢＲ 波形ꎮ 测试结束后ꎬ将动物置于恒温毯上观察

至完全苏醒ꎮ 其中查阅文献可得ꎬＰ７ 小鼠外耳道未
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开放ꎬ无法行 ＡＢＲ 测试(阈值记为 ９０ ｄＢ) [１４￣１５]ꎮ
１.２.２　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＡＲＯＭ 和 ＥＲｓ 的表达

１.２.２.１　 ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 合成

取各组小鼠听皮层组织ꎬ采用 Ｔｒｉｚｏｌ 抽提总

ＲＮＡꎮ 随后按照逆转录试剂盒操作说明书操作流

程ꎬ将 ｍＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡꎮ
１.２.２.２　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应体系与条件

采用荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒进行检测ꎬ反应体系

２０ μＬꎮ 反应程序设置为:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃
变性 ５ ｓꎻ６０ ℃退火 ２０ ｓꎻ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎻ重复 ３９ 个

循环ꎻ熔解曲线分析的温度梯度为:５５ ~ ９５ ℃ꎬ升温

速率为每 ５ ｓ 递增 ０ .５ ℃ ꎬ实时读取荧光信号ꎮ 实

验在 ＣＦＸ９６ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测系统(美国

Ｂｉｏ￣Ｒａｄ公司) 上进行ꎮ 目的基因的相对表达量

采用 ２ －△△Ｃｔ 进 行 计 算ꎮ 目 的 基 因 引 物 序 列 见

表 １ꎮ
表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ
基因 方向 序列(５′￣３′)

Ｃｙｐ１９ａ１ ｆｏｒｗａｒｄ ＧＴＣＡＣＴＡＣＡＴＣＴＣＣＣＧＡ
ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＴＣＣＡＣＡＣＡＡＡＣＴＴＣＣＡＣ

Ｅｓｒ１ ｆｏｒｗａｒｄ ＴＧＡＡＡＧＧＣＧＧＣＡＴＡＣＧＧ
ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＡＡＧＧＡＣＡＡＧＧＣＡＧＧＧＣＴＡ

Ｅｓｒ２ ｆｏｒｗａｒｄ ＡＴＧＣＴＣＣＴＧＧＣＧＡＣＧＡＣ
ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＴＴＣＣＴＧＧＣＴＴＧＣＧＧＴＡＧ

Ｇｐｅｒ１ ｆｏｒｗａｒｄ ＡＴＣＣＴＧＧＴＧＧＣＴＧＡＣＴＣＣＣ
ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＧＣＧＴＧＧＴＧＣＴＴＧＧＴＧＣ

β￣ａｃｔｉｎ ｆｏｒｗａｒｄ ＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡ
ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣ

１.２.３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｉｎｇ 法检测 ＡＲＯＭ 和 ＥＲｓ 的表达

取各组小鼠听皮层组织ꎬ裂解、离心并收集上清

液ꎬ获得蛋白样本ꎮ 采用 ＢＣＡ 法测定蛋白质量ꎮ 根

据测定结果ꎬ用上样缓冲液调整蛋白样品质量至

５ μｇ / μＬꎮ 每孔上样量为 １０ μＬꎮ 电泳条件为:分离

胶浓度为 １０％ꎬ浓缩胶浓度为 ５％ꎻ电压 ８０ Ｖ 电泳

３０ ｍｉｎ 后转为 １２０ Ｖ 电泳 ６０ ｍｉｎꎮ 采用湿转法转至

ＰＶＤＦ 膜ꎬ转膜条件为 ２００ ｍＡꎬ１２０ ｍｉｎꎮ 转膜后用

脱脂奶粉(ＴＢＳＴ 缓冲液配制)ꎬ室温摇床封闭 １ ｈꎮ
封 闭 后 分 别 加 入 一 抗ꎬ 稀 释 比 例 为: ＡＲＯＭ
(１ ∶１ ０００)、ＥＲα(１ ∶１ ０００)、ＥＲβ (１ ∶１ ０００)、ＧＰＲ３０
(１ ∶２５０)和 β￣ａｃｉｎ(１ ∶１ ０００)ꎬ４ ℃摇床孵育过夜ꎮ 过

夜后用 ＴＢＳＴ 缓冲液洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 洗膜

后加入辣根酶标记的二抗(１ ∶１０００)室温摇床孵育

２ ｈꎮ 孵育完成后用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ
最后加入 ＥＣＬ 化学发光试剂显影ꎻ采用化学发光成

像系统 ＦＵＳＩＯＮ ＦＸ(法国 ＶＩＬＢＥＲ 公司)采集图像、
Ｉｍａｇｅ Ｊ２ ２. ３. ０ 软件进行条带灰度值分析ꎮ 以

β￣ａｃｔｉｎ为内参计算目的蛋白相对表达量ꎮ
１.２.４ 　 免疫组织化学染色检测 ＡＲＯＭ 和 ＥＲｓ 的

表达

石蜡切片经二甲苯脱蜡、梯度乙醇水化后ꎬ采用

柠檬酸钠缓冲液(ｐＨ ＝ ６.０)进行抗原修复ꎬ３％过氧

化氢溶液室温孵育 １０ ｍｉｎ 以灭活内源性过氧化物

酶ꎻＰＢＳ 清洗 ３ 次后ꎬ加入 １０％山羊血清封闭液室温

封闭 １ ｈꎻ分别滴加一抗 ＡＲＯＭ ( １ ∶ １００)、 ＥＲα
(１ ∶１ ０００)、ＥＲβ (１ ∶ １ ０００)和 ＧＰＲ３０(１ ∶ １ ０００)ꎬ
４ ℃孵育过夜ꎬ同时设 ＰＢＳ 代替一抗作阴性对照ꎻ次
日 ＰＢＳ 清洗后滴加山羊抗兔 ＩｇＧ /生物素标记抗体

(１ ∶２００)ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎻＰＢＳ 清洗后滴加辣根过氧

化物酶标记的链霉亲和素(１ ∶ ２００) ３７ ℃孵育 １ ｈꎻ
ＰＢＳ 清洗后加入 ＤＡＢ 显色ꎬ并用中性树胶封片后

置于显微镜下观察ꎬ以出现棕黄色颗粒为阳性表达ꎮ
每组选取 ３ 张不同小鼠切片ꎬ２０ 倍物镜下拍摄听皮

层区域ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０ 软件计算目标分子

平均光密度值ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２７.０ 统计学软件ꎮ 符合正态分布的

计量数据以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎮ 采用单因素方差分析比较不

同年龄组听力阈值、目标分子表达量的差异ꎬ采用

Ｔｕｋｅｙ￣ＨＳＤ 检 验 进 行 组 内 两 两 比 较ꎮ 采 用

Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析听力阈值与目标分子表达量的

相关性ꎬＳｐｅａｒｍａｎ 相关系数( ｒｓ)介于－１ 与 １ 之间ꎬ
ｒｓ>０ 为正相关ꎬｒｓ<０ 为负相关ꎮ ｒｓ 的绝对值( ｜ ｒｓ ｜ )
越大ꎬ变量间的相关性越强ꎮ ｒｓ 等级划分:当 ０.９<
｜ ｒｓ ｜ <１ꎬ为高度相关ꎻ当 ０.７< ｜ ｒｓ ｜ < ０.９ꎬ为强相关ꎻ
０.４< ｜ ｒｓ ｜ <０.７ꎬ为中度相关ꎻ０.２< ｜ ｒｓ ｜ <０.４ꎬ为弱相关

性ꎻ０< ｜ ｒｓ ｜ <０.２ꎬ为极弱相关或无相关性ꎮ 检验水准

α＝ ０.０５(双侧)ꎮ

２　 结　 果

２.１　 不同发育时间点小鼠听力阈值的变化

ＡＢＲ 检测听力阈值结果显示ꎬＰ１４、Ｐ２１、Ｐ３０、
Ｐ６０ 组小鼠的 ＡＢＲ 阈值分别为(３１. ７ ± ２. ８８) ｄＢ、
(２８.３±２.８８) ｄＢ、(２３.３３±２.８８) ｄＢꎬ２１.６７±２.８８ ｄＢꎬ
组间差异有统计学意义(Ｆ(４ꎬ１０) ＝ ７.５６ꎬＰ<０.０５)ꎬ
Ｐ６０ 小鼠听阈低于 Ｐ１４、Ｐ２１ 小鼠ꎬ差异有统计学

意义(Ｐ<０.０５)ꎮ
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２.２　 不同发育时间点小鼠 Ａ１ 内 ＡＲＯＭ 和雌激素

受体 ｍＲＮＡ 的表达变化

ｑＰＣＲ 结果显示ꎬ ＡＲＯＭ ｍＲＮＡ 在 Ｐ７、 Ｐ１４、
Ｐ２１、Ｐ３０、Ｐ６０ 组小鼠 Ａ１ 中的相对表达量分别为

１.００±０.１７、１.３４±０.２０、１.２９±０.１０、１.６９±０.２１、１.５６±
０.１４ꎬ差异有统计学意义(Ｆ(４ꎬ１０) ＝ ７.６８１ꎬＰ<０.０１)ꎻ
其中 Ｐ３０ 和 Ｐ６０ 小鼠 ｍＲＮＡ 的相对表达量高于 Ｐ７
小鼠ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ

ＧＰＲ３０ ｍＲＮＡ 在 Ｐ７、Ｐ１４、Ｐ２１、Ｐ３０、Ｐ６０ 组小鼠

Ａ１ 中的相对表达量分别为 １.００±０.２４、３.２２±０.６０、
３.０１±０.４２、３.２２±０.５３、３.４５±０.９３ꎬ差异有统计学意

义(Ｆ(４ꎬ１０)＝ ８.３５２ꎬＰ<０.０１)ꎮ
ＥＲα ｍＲＮＡ 在 Ｐ７、Ｐ１４、Ｐ２１、Ｐ３０、Ｐ６０ 组小鼠

Ａ１ 中的相对表达量分别为 １.００±０.１０、１.５７±０.４２、
１.５１±０.１９、１.９８±０.１５、１.１７±０.２６ꎬ差异有统计学意

义(Ｆ(４ꎬ１０)＝ ６.８６５ꎬＰ<０.０１)ꎮ Ｐ３０ 小鼠 ｍＲＮＡ 的相

对表达量高于 Ｐ７ 和 Ｐ６０ 小鼠ꎬ差异有统计学意义

(Ｐ<０.０５)ꎮ
ＥＲβ ｍＲＮＡ 在 Ｐ７、Ｐ１４、Ｐ２１、Ｐ３０、Ｐ６０ 组小鼠

Ａ１ 中的相对表达量分别为 １.００±０.２１、２.９４±０.５５、
２.７３±０.５６、２.９５±０.３４、３.４４±０.６９ꎬ差异有统计学意

义(Ｆ(４ꎬ１０)＝ １０.５９ꎬＰ<０.０１)ꎮ
２.３　 不同发育时间点小鼠 Ａ１ 内 ＡＲＯＭ 和雌激素

受体蛋白的表达水平变化

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬＡＲＯＭ 蛋白在 Ｐ７、Ｐ１４、
Ｐ２１、Ｐ３０、Ｐ６０ 组小鼠 Ａ１ 中的表达量分别为 ０.２９±
０.０２、０.３６±０.０３、０.７５±０.０３、０.９５±０.０８、１.０３±０.０９ꎬ
差异有统计学意义(Ｆ(４ꎬ１０)＝ ９８.２６ꎬＰ<０.０１)ꎮ

雌激素受体 ＧＰＲ３０ 蛋白在 Ｐ７、Ｐ１４、Ｐ２１、Ｐ３０、
Ｐ６０ 组小鼠 Ａ１ 中的表达量分别为 ０.１４±０.０２、０.１３±
０.０２、０.３９±０.０２、０.５０±０.０８、３.７０±０.１１ꎬ差异有统计

学意义(Ｆ(４ꎬ１０)＝ １４.９７ꎬＰ<０.０１)ꎻ其在 Ｐ６０ 小鼠的表达

水平较 Ｐ３０ 上调 ７ 倍ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ
ＥＲα 蛋白在 Ｐ７、Ｐ１４、Ｐ２１、Ｐ３０、Ｐ６０ 组小鼠 Ａ１

中的表达量分别为 ０. ０８ ± ０. ０２、０. ３３ ± ０. １０、０. ６８ ±
０.１６、１. ２２ ± ０. １３、０. ６４ ± ０. ２６ꎬ差异有统计学意义

(Ｆ(４ꎬ１０)＝ ８８.２２ꎬＰ<０.０１)ꎻ其在 Ｐ３０ 小鼠表达水平

最高ꎬ与 Ｐ２１ 和 Ｐ６０ 相比差异有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎮ

ＥＲβ 蛋白在 Ｐ７、Ｐ１４、Ｐ２１、Ｐ３０、Ｐ６０ 组小鼠 Ａ１
中的表达量分别为 ０. ６５ ± ０. ０６、０. ９５ ± ０. ０５、１. ０９ ±
０.０６、１. １０ ± ０. １０、１. １９ ± ０. ０７ꎬ差异有统计学意义

(Ｆ(４ꎬ１０)＝ １３.４２ꎬＰ<０.０１)ꎻＰ１４ 小鼠的表达水平高

于 Ｐ７ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 见图 １ꎮ

图 １　 ＡＲＯＭ 及雌激素受体(ＧＰＲ３０、ＥＲα、ＥＲβ)蛋白在不
同发育阶段雄性小鼠 Ａ１ 中的表达

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＡＲＯＭ ａｎｄ ＥＲｓ(ＧＰＲ３０、ＥＲα、ＥＲβ) ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍａｌｅ ｍｕｒｉｎｅ Ａ１ ａｃｒｏｓｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ
ｓｔａｇｅｓ

２.４　 不同发育时间点小鼠 Ａ１ 内 ＡＲＯＭ 和雌激素

受体免疫组化染色结果

免疫组织化学染色结果显示ꎬＡＲＯＭ 蛋白在

Ｐ７、Ｐ２１ 和 Ｐ６０ 组小鼠 Ａ１ 中平均光密度值分别为

０.０５±０.０１、０.０９±０.０１ 和 ０.１３±０.０１ꎬ差异有统计学

意义(Ｆ(２ꎬ６)＝ ５５.７９ꎬＰ<０.０１)ꎮ
ＧＰＲ３０ 蛋白在 Ｐ７、Ｐ２１ 和 Ｐ６０ 组小鼠 Ａ１ 中平

均光密度值相对表达量分别为 ０.０７ ± ０.０１、０.１４ ±
０.０２ 和 ０.１６±０.００ꎬ差异有统计学意义(Ｆ(２ꎬ６) ＝ ４０.６０ꎬ
Ｐ<０.０１)ꎮ

ＥＲα 蛋白在 Ｐ７、Ｐ２１ 和 Ｐ６０ 组小鼠 Ａ１ 中平均

光密度值分别为 ０.１１ ± ０. ０２、０. ２６ ± ０. ０３ 和 ０. ２２ ±
０.００ꎬ差异有统计学意义(Ｆ(２ꎬ６)＝ ２１.１３ꎬＰ<０.０１)ꎮ

ＥＲβ 蛋白在 Ｐ７、Ｐ２１ 和 Ｐ６０ 组小鼠 Ａ１ 中平均

光密度值分别为 ０.０６ ± ０. ００、０. ０８ ± ０. ００ 和 ０. ０９ ±
０.００ꎬ差异有统计学意义(Ｆ(２ꎬ６) ＝ １４.６０ꎬＰ<０.０１)ꎮ
见图 ２ꎮ
２.５　 小鼠听力变化与 Ａ１ 内 ＡＲＯＭ 及雌激素受体

表达的相关性分析

Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析小鼠听力阈值与 ＡＲＯＭ 及

雌激素受体 ｍＲＮＡ 的发育表达变化相关性的结果

显示ꎬＡ１ 中 ＡＲＯＭ 与雌激素受体(ＧＰＲ３０、ＥＲβ)的
发育表达模式与听力阈值的发育变化存在线性相关

性ꎬ其相关系数 ｒｓ 分别为－ ０.７５(Ｐ< ０.０５)、－ ０.６４
(Ｐ<０.０５)和－０.７２(Ｐ<０.０５)ꎻＥＲα 的发育表达模式

与听力阈值的发育变化无线性相关性( ｒｓ ＝ － ０.２３
ꎬＰ>０.０５)ꎮ 见图 ３ꎮ
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图 ２　 不同发育阶段雄性小鼠 Ａ１ 中 ＡＲＯＭ 及雌激素受体的免疫组化染色
Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＡＲＯＭ ａｎｄ ＥＲｓ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｉｎ ｍａｌｅ ｍｕｒｉｎｅ Ａ１ ａｃｒｏｓｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ
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图 ３　 雄性小鼠 ＡＢＲ 阈值与 Ａ１ 内 ＡＲＯＭ 及雌激素受体 ｍＲＮＡ 发育表达量相关性分析散点图及 Ｓｐｅａｒｍａｎ 线性相关分析
Ａ: ＡＲＯＭꎻ Ｂ: ＧＰＲ３０ꎻ Ｃ: ＥＲαꎻ Ｄ: ＥＲβ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ (Ｓｐｅａｒｍａｎ) ｏｆ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＡＢＲ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓ ｖｅｒｓｕｓ ＡＲＯＭ ａｎｄ ＥＲｓ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎ ｍａｌｅ ｍｏｕｓｅ Ａ１ ｃｏｒｔｅｘ
Ａ: ＡＲＯＭꎻ Ｂ: ＧＰＲ３０ꎻ Ｃ: ＥＲαꎻ Ｄ: ＥＲβ

３　 讨　 论

研究表明ꎬ外周血 Ｅ２ 水平与听觉功能密切相

关[１６￣１９]ꎬ但雌激素替代疗法在改善听觉功能方面的

效果并不理想[３￣５]ꎬ提示除循环系统来源的雌激素

外ꎬ可能还存在更为关键的局部调控机制ꎮ 作为雌

激素合成的关键限速酶ꎬＡＲＯＭ 因其能在脑内局部

合成雌激素ꎬ并通过旁分泌或自分泌的方式精准调

控神经功能而备受关注[２０￣２２]ꎮ 既往研究表明ꎬ
ＡＲＯＭ 在下丘脑、海马等多个脑区的表达呈现显著

的时空特异性ꎬ并与这些脑区发育密切相关[２３￣２７]ꎮ
然而ꎬＡＲＯＭ 在听觉中枢 Ａ１ 的表达模式及其与

ＥＲｓ 的协同调控机制至今未达成共识ꎮ 尽管部分研

究报道成年动物 Ａ１ 中存在 ＡＲＯＭ 的高表达[２８]ꎬ但
关于其主要下游效应分子 ＥＲｓ 的表达情况以及二

者在听觉发育不同阶段的动态变化规律存在争

议[２９￣３１]ꎮ 本研究系统揭示了小鼠 Ａ１ 中 ＡＲＯＭ 与

ＥＲｓ 在发育全程的共表达特征ꎬ并探讨了其与听功

能成熟的相关性ꎬ为理解内源性雌激素如何精确塑

造听觉中枢功能提供了新的实验依据ꎮ
既往研究表明ꎬ皮层中的 ＡＲＯＭ 水平在妊娠晚

期和出生后早期开始稳步上升[３２]ꎮ 本研究发现ꎬ在
Ａ１ 这一特定感觉区域中ꎬＡＲＯＭ 的表达模式具有

其独特性:其 ｍＲＮＡ 与蛋白水平随发育逐渐增加ꎬ
形态学结果也显示 ＡＲＯＭ 阳性细胞数量及染色强

度同步上升ꎻ从新生期到成年期ꎬＡ１ 中 ＡＲＯＭ 的表

达呈持续增加的发育趋势ꎬ与上述研究不完全一致ꎮ
这提示感觉皮层可能存在区别于其他脑区、脑源性

的雌激素调控机制ꎮ 本研究还发现ꎬＡＲＯＭ 表达量

与听觉发生、发育与成熟关键时间点的听力阈值呈

显著负相关ꎬ提示 Ａ１ 区域内局部雌激素合成潜力

的持续增强ꎬ在小鼠听觉功能的发生与发展中具有

重要作用ꎮ
既往研究表明ꎬＧＰＲ３０ 在成年动物脑内如海

马、皮层等多个脑区中广泛表达[３３￣３４]ꎮ 本研究发

现ꎬ在听力发生的关键期(Ｐ１４)ꎬＧＰＲ３０ 表达显著上

调ꎬ并持续维持高水平ꎬ与上述研究基本一致ꎬ提示

其可能参与听觉功能建立的早期调控过程ꎮ
ＥＲβ 已被证实可通过调控皮层分层、神经元迁

移[３５] 及 ＴＲＫＢ / ＢＤＮＦ 信号通路发挥神经保护作

用[３６]ꎬ但其在听觉功能发育中的具体机制仍需进一

步研究ꎮ 本研究发现ꎬＡ１ 区中 ＥＲβ 的表达趋势与

ＧＰＲ３０ 相似ꎬ二者均与听力阈值呈显著负相关ꎬ提示

它们可能通过协同或互补机制参与听觉发育的调控ꎮ
本研究发现ꎬＥＲα 的表达峰值出现时间(Ｐ３０)

早于 ＧＰＲ３０ 和 ＥＲβ(Ｐ６０)ꎬ且与听力阈值无显著相

关ꎬ该结果与 Ｗｉｌｓｏｎ 等报道的海马发育中 ＥＲα 和

ＥＲβ 差异表达的现象一致[３７￣３８]ꎬ提示不同雌激素受

体亚型可能以保守且各异的方式参与脑区发育的精

细调控ꎮ
本研究存在一定局限性:①尚未深入验证脑源

性雌激素通过旁分泌 /自分泌途径调控听觉功能的

具体机制ꎬ后续研究需通过基因敲除或激动 /拮抗剂

干预等方法ꎬ进一步明确不同雌激素受体与听觉功

能之间的因果关系ꎻ②虽初步提示 ＧＰＲ３０ 和 ＥＲβ
可能是介导 Ａ１ 听觉发育过程的核心受体ꎬ但尚未

解析其共表达神经元的具体亚群特征ꎬ需借助单细

胞测序等技术进行更为精细的细胞分型和功能阐

释ꎻ③虽然发现 ＥＲα 的表达模式与听力阈值无显相

关性ꎬ但其在听觉神经回路后期维持的潜在作用尚

未通过实验验证ꎮ
综上所述ꎬ本研究从发育学视角证实ꎬＡＲＯＭ、

ＧＰＲ３０ 和 ＥＲβ 在听觉皮层中的表达水平与听阈呈

显著负相关ꎬ提示 ＡＲＯＭ￣ＧＰＲ３０ / ＥＲβ 信号轴可能
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通过协同作用ꎬ在听觉功能的建立与成熟过程中发

挥重要调控作用ꎮ
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２０１４.０９.００２

[４] Ｈｅｄｅｒｓｔｉｅｒｎａ Ｃꎬ Ｈｕｌｔｃｒａｎｔｚ Ｍꎬ Ｃｏｌｌｉｎｓ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｅａｒｉｎｇ
ｉｎ ｗｏｍｅｎ ａｔ ｍｅｎｏｐａｕｓｅ. Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓꎬ
ａｕｄｉｏｍｅｔｒｉｃ ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｔｏ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｐｌａｃｅ￣
ｍｅｎｔ ｔｈｅｒａｐｙ[Ｊ] . Ａｃｔａ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌꎬ ２００７ꎬ １２７(２): １４９￣
１５５. ｄｏｉ: １０.１０８０ / ０００１６４８０６００７９４４４６

[５] Ｐｒｅｄｎá Ｌꎬ Ｈａｂáｎｏｖá Ｍꎬ Ｓｌáｖｉｋｏｖá Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｏｒｍｏｎａｌ
ｃｏｎｔｒａｃｅｐｔｉｖｅｓ ａｎｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｔｈｅｒａｐｙ ａｓ ａ ｐｏｓ￣
ｓｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ[ Ｊ] . Ｒｏｃｚ Ｐａｎｓｔｗ Ｚａｋｌ Ｈｉｇꎬ
２０１５ꎬ ６６(３): ２６９￣２７４.

[６] Ｎａｆｔｏｌｉｎ Ｆꎬ Ｒｙａｎ ＫＪꎬ Ｄａｖｉｅｓ ＩＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ
ｅｓｔｒｏｇｅｎｓ ｂｙ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅｓ [ Ｊ] . Ｒｅｃｅｎｔ
Ｐｒｏｇ Ｈｏｒｍ Ｒｅｓꎬ １９７５ꎬ ３１: ２９５￣３１９. ｄｏｉ: １０.１０１６ / ｂ９７８￣
０￣１２￣５７１１３１￣９.５００１２￣８

[７] Ｓａｎｔｅｎ ＲＪꎬ Ｂｒｏｄｉｅ Ｈꎬ Ｓｉｍｐｓｏｎ ＥＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ ａｒｏ￣
ｍａｔａｓｅ: Ｓａｇａ ｏｆ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｄｉａｔｏｒ ａｎｄ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ[ Ｊ] . Ｅｎｄｏｃｒ Ｒｅｖꎬ ２００９ꎬ ３０(４): ３４３￣
３７５.

[８] ＭｃＣｕｌｌｏｕｇｈ ＬＤꎬ Ｂｌｉｚｚａｒｄ Ｋꎬ Ｓｉｍｐｓｏｎ ＥＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｒｏ￣
ｍａｔａｓｅ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ａｎｄ ｅｘｔｒａｇｏｎａｄａｌ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｐｌａｙ ａ
ｒｏｌｅ ｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ ２００３ꎬ
２３(２５): ８７０１￣８７０５.

[９] Ｎｉｌｓｅｎ Ｊꎬ Ｍｏｒ Ｇꎬ Ｎａｆｔｏｌｉｎ Ｆ. Ｅｓｔｒｏｇｅｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐ￣
ｍｅｎｔａｌ ｎｅｕｒｏｎａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｓｕｂｔｙｐｅ ａｎｄ ｔｈｅ Ｆａｓ / Ｆａｓ ｌｉｇａｎｄ ｓｙｓｔｅｍ [ Ｊ]. Ｊ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌꎬ
２０００ꎬ ４３(１): ６４￣７８.

[１０] Ｇｒｕｂｅｒ ＣＪꎬ Ｔｓｃｈｕｇｇｕｅｌ Ｗꎬ Ｓｃｈｎｅｅｂｅｒｇｅｒ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏ￣
ｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎｓ [ Ｊ] . Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ Ｍｅｄꎬ
２００２ꎬ ３４６(５): ３４０￣３５２.

[１１] Ｍｅｌｔｓｅｒ Ｉꎬ Ｔａｈｅｒａ Ｙꎬ Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐ￣
ｔｏｒ ｂｅｔａ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ａｃｏｕｓｔｉｃ ｔｒａｕｍａ ｉｎ ｍｉｃｅ[ Ｊ] . Ｊ
Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔꎬ ２００８ꎬ １１８(４): １５６３￣１５７０.

[１２] Ｍｉｌｏｎ Ｂꎬ Ｍｉｔｒａ Ｓꎬ Ｓｏｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉ￣
ｃａｌ ｓｅｘ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｎｏｉｓｅ ａｎｄ ｏｔｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｔｈｅｒａ￣
ｐｉｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ａｃｏｕｓｔｉｃ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｍｉｃｅ[Ｊ] . Ｂｉｏｌ Ｓｅｘ Ｄｉｆｆｅｒꎬ
２０１８ꎬ ９(１): １２. ｄｏｉ: １０.１１８６ / ｓ１３２９３￣０１８￣０１７１￣０

[１３] Ｓｈｕｓｔｅｒ Ｂꎬ Ｃａｓｓｅｒｌｙ Ｒꎬ Ｌｉｐｆｏｒｄ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｐｒｏ￣
ｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｎｏｉｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ ａｎｄ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ
ａｕｄｉｔｏｒｙ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｉｎ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ[ Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ
２０２１ꎬ ２２(２２): １２２０８. ｄｏｉ: １０.３３９０ / ｉｊｍｓ２２２２１２２０８

[１４] Ｗｅｂｓｔｅｒ ＤＢ. Ａ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｐｅｒｉｏｄ ｄｕｒｉｎｇ ｐｏｓｔｎａｔａｌ ａｕｄｉｔｏｒｙ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍｉｃｅ[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｐｅｄｉａｔｒ Ｏｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌꎬ
１９８３ꎬ ６(２): １０７￣１１８.

[１５] Ａｂｅ Ｔꎬ Ｋａｋｅｈａｔａ Ｓꎬ Ｋｉｔａｎｉ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｕｔｅｒ ｈａｉｒ ｃｅｌｌ ｍｏｔｏｒ ｐｒｅｓｔｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ
[Ｊ] . Ｊ Ｍｅｍｂｒ Ｂｉｏｌꎬ ２００７ꎬ ２１５(１): ４９￣５６.

[１６] Ｂｉｌｇｅｒ ＲＣꎬ Ｍａｔｔｈｉｅｓ ＭＬꎬ Ｈａｍｍｅｌ ＤＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｔｉｃ
ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｅｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ
ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｏｔｏａｃｏｕｓｔｉｃ ｅｍｉｓｓｉｏｎｓ [ Ｊ] . Ｊ Ｓｐｅｅｃｈ Ｈｅａｒ
Ｒｅｓꎬ １９９０ꎬ ３３(３): ４１８￣４３２.

[１７] Ｊｅｒｇｅｒ Ｊꎬ Ｈａｌｌ Ｊ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｇｅ ａｎｄ ｓｅｘ ｏｎ ａｕｄｉｔｏｒｙ ｂｒａｉｎ￣
ｓｔｅｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ[ Ｊ] . Ａｒｃｈ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌꎬ １９８０ꎬ １０６(７):
３８７￣３９１.

[１８] Ａｌｖｅｓ Ｃꎬ Ｏｌｉｖｅｉｒａ ＣＳ. Ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ ａｍｏｎｇ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ
Ｔｕｒｎｅｒ’ｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ: ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｖｉｅｗ[Ｊ] . Ｂｒａｚ Ｊ Ｏｔｏｒｈｉ￣
ｎｏｌａｒｙｎｇｏｌꎬ ２０１４ꎬ ８０(３): ２５７￣２６３.

[１９] Ｃｕｒｈａｎ ＳＧꎬ Ｅｌｉａｓｓｅｎ ＡＨꎬ Ｅａｖｅｙ ＲＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｎｏｐａｕｓｅ
ａｎｄ ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓａｌ ｈｏｒｍｏｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ａｎｄ ｒｉｓｋ ｏｆ ｈｅａｒｉｎｇ
ｌｏｓｓ[Ｊ] . Ｍｅｎｏｐａｕｓｅꎬ ２０１７ꎬ ２４(９): １０４９￣１０５６.

[２０] Ｃｏｒｎｉｌ ＣＡꎬ Ｃｈａｒｌｉｅｒ ＴＤ. Ｒａｐｉｄ ｂｅｈａｖｉｏｕｒａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｏｅｓｔｒｏｇｅｎｓ ａｎｄ ｆａｓｔ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｌｏｃａｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｂｙ
ｂｒａｉｎ ａｒｏｍａｔａｓｅ[ Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌꎬ ２０１０ꎬ ２２(７):
６６４￣６７３.

[２１] Ａｚｃｏｉｔｉａ Ｉꎬ Ｙａｇｕｅ ＪＧꎬ Ｇａｒｃｉａ￣Ｓｅｇｕｒａ ＬＭ. Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｓｙｎ￣
ｔｈｅｓｉｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｂｒａｉｎ[ Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１１ꎬ
１９１: １３９￣１４７. ｄｏｉ: １０.１０１６ / ｊ.ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ.２０１１.０２.０１２

[２２] Ｂａｌｔｈａｚａｒｔ Ｊꎬ Ｂａｌｌ ＧＦ. Ｉｓ ｂｒａｉｎ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ａ ｈｏｒｍｏｎｅ ｏｒ ａ
ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｒ? [Ｊ] . Ｔｒｅｎｄｓ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ ２００６ꎬ ２９(５):
２４１￣２４９.

[２３] Ｓｔｏｃｃｏ Ｃ. Ｔｉｓｓｕｅ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ａｒｏｍａｔａｓｅ
[Ｊ] . Ｓｔｅｒｏｉｄｓꎬ ２０１２ꎬ ７７(１ / ２): ２７￣３５.

[２４] Ｎａｆｔｏｌｉｎ Ｆꎬ Ｒｙａｎ ＫＪꎬ Ｐｅｔｒｏ Ｚ. Ａｒｏｍａｔｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｄｒｏ￣
ｓｔｅｎｅｄｉｏｎｅ ｂｙ ｔｈｅ ｄｉｅｎｃｅｐｈａｌｏｎ [ Ｊ] . Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ
Ｍｅｔａｂꎬ １９７１ꎬ ３３(２): ３６８￣３７０.

[２５] Ｃｏｌｃｉａｇｏ Ａꎬ Ｃｅｌｏｔｔｉ Ｆꎬ Ｐｒａｖｅｔｔｏｎｉ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｍｏｒｐｈｉｃ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｚｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃ ａｒｅａ ｏｆ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ ｒａｔｓ[Ｊ] . Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ Ｄｅｖ
Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓꎬ ２００５ꎬ １５５(２): １０７￣１１６.

[２６] Ｖｉｅｒｋ Ｒꎬ Ｂｒａｎｄｔ Ｎꎬ Ｒｕｎｅ ＧＭ. Ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ

􀅰２５􀅰



山东大学耳鼻喉眼学报 ２０２５ 年 １１ 月 第 ３９ 卷 第 ６ 期
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｖｏｌ.３９ꎬ Ｎｏ.６ꎬ ２０２５

ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｓｙｎａｐｔｉｃ
ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ａｎｉｍａｌｓ[ Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅꎬ
２０１４ꎬ ２７４: ２４￣３２. ｄｏｉ: １０.１０１６ / ｊ.ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ.２０１４.０５.
００３

[２７] Ｎｅｇｒｉ￣Ｃｅｓｉ Ｐꎬ Ｐｏｌｅｔｔｉ Ａꎬ Ｃｅｌｏｔｔｉ Ｆ. Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｓｔｅｒ￣
ｏｉｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｉｎ: ａ ｎｅｗ ｉｎｓｉｇｈｔ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ５ａｌｐｈａ￣
ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ａｎｄ ａｒｏｍａｔａｓｅ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｎｃ￣
ｔｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｊ Ｓｔｅｒｏｉｄ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ １９９６ꎬ ５８(５ / ６):
４５５￣４６６.
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