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缺氧对椭圆囊毛细胞谷氨酸递质合成及释放的影响 *
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摘要目的：探讨缺氧对豚鼠前庭耳石器椭圆囊毛细胞内兴奋性神经递质谷氨酸的合成及释放的影响。方法：分离 4周龄豚鼠双侧

椭圆囊进行体外培养，分别置于常氧（21% O2）和低氧（1% O2）环境下处理 30 min，利用Western blotting、酶活性检测等方法检测

前庭外周感受器椭圆囊斑毛细胞中谷氨酰胺酶的活性和表达水平，评价谷氨酸合成变化情况；利用 ELISA、免疫荧光等方法检测

椭圆囊组织中谷氨酸含量和毛细胞内谷氨酸分布情况。结果：在给予缺氧处理后，豚鼠椭圆囊毛细胞中谷氨酸合成关键酶谷氨酰

胺酶的表达、酶活性均未发生显著性变化（P>0.05）；ELISA结果提示，相较于对照组，低氧组椭圆囊组织中谷氨酸水平降低 5.6%

（对照组 vs.缺氧组：15.86依2.19 vs.13.02依1.21，P<0.05）；免疫荧光结果提示，相较于对照组，低氧组椭圆囊毛细胞内的谷氨酸更加
广泛的分布于毛细胞基底部，而在纤毛一侧分布较少。结论：在体外培养的椭圆囊组织中，低氧处理并未影响毛细胞谷氨酸的合

成过程，但会显著增加毛细胞内兴奋性神经递质谷氨酸的释放。
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Effects of Hypoxia on Synthesis and Release of Glutamate Acid
in Utricle Hair Cells*

To investigate the effects of hypoxia on the synthesis and release of glutamate acid in utricle hair cells in

guinea pigs. Bilateral utricles of 4-week-old guinea pigs were isolated and treated in a constant oxygen (21% O2) and hypoxia

(1% O2) condition for 30 minutes, respectively, in vitro. Western blotting and enzyme activity analysis were used to detect the activity and

expression of glutaminase in hair cells and evaluate the change of synthesis of glutamate acid. The distributions of glutamate acid in

utricles were detected by ELISA and immunofluorescence. After exposed to hypoxia, the expression and activity of glutaminase,

which are the key enzyme for synthesis of glutamate acid, did not change significantly. However, compared to the control group, ELISA

results showed a 5.6% reduction of glutamate levels in hypoxia group (P<0.05), the results of immunofluorescence indicated that

glutamate acid was more widely distributed in the basal area than area that close to kinocilium in cytoplasm of utricle hair cells in

hypoxia group. Hypoxia treatment did not change the glutamate synthesis of hair cells, but increased the release of

glutamate acid significantly in utricle hair cells in vitro.
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前言

缺血缺氧是前庭诸多损伤的因素的共同病理生理基础，新

生儿窒息、椎基底动脉供血不足等导致缺血性疾病以及高海拔

低气压环境暴露等因素造成的缺氧改变，对前庭功能都会造成

不良影响，包括前庭稳定性下降、失去对称性，导致空间定向障

碍、运动病、躯体协调性及视觉稳定性降低等改变[1-3]。缺血缺氧

性前庭系统异常可能与前庭感受器内兴奋性神经递质异常改

变密切相关，在体阻断血液供应后，前庭输入神经元呈现神经

末梢肿胀、毛细胞和神经盏之间的细胞间隙扩大等形态学改变

特点，谷氨酸可能是造成以上病理性改变的主要因素[4]。有研究

表明，在内耳毛细胞与支持细胞之间存在的谷氨酸循环在维持

正常输入神经功能有着重要作用[5, 6]，但目前尚未有研究关注在

缺氧条件下前庭外周器官内谷氨酸循环是否发生病理性变化。
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图 1两组谷氨酰胺酶蛋白表达和酶活性的比较

注：（A）两组谷氨酰胺酶（红色）、鬼笔环肽（绿色）免疫荧光染色典型

图。（B）两组谷氨酰胺酶蛋白表达 western blot典型图和统计学分析。

（C）两组谷氨酰胺酶活性检测。数据表示为 x 依 SEM，n>6, ns:两组差

异不具备统计学意义。

Fig. 1 Comparison of expression and enzyme activity of glutaminase

protein between two groups

Note: (A) Representative immunofluorescence images of glutaminase(red)

and phalloidin(green) in control and hypoxia group. Scale bar, 100 滋m. (B)
Representative western blot images and statistical analysis of glutaminase

expression in control and hypoxia group. (C) Comparison of glutaminase

activity between control and hypoxia groups. Data were expressed as x 依
SEM, n>6, ns: no significance.

本研究采用离体椭圆囊培养模型，探究缺氧处理对毛细胞内谷

氨酸生成与释放过程的影响，有助于更加深入理解外周前庭器

官缺血缺氧性损伤的潜在致病机理，为下一步深入的机制和干

预研究奠定理论和技术基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 4周龄 SPF级豚鼠，均为雄性，饲养条件：专

用饲料、定量摄入已灭菌饮用水、室温 20~25℃，湿度为

45~65%，光照 12 h昼夜循环。实验动物由空军军医大学实验动

物中心提供[SCXK(陕）2019-001]。实验所有操作遵循空军军医

大学伦理道德委员会指导原则。

1.1.2 主要试剂 鬼笔环肽（Phalloidin-iFluor 488，ab176753）

购自于美国 Abcam 公司，谷氨酰胺酶抗体（Glutaminase

ab-DF13334）购自于 Affinity公司；茁-Actin抗体（MA6002）购自

AntiProtech公司，谷氨酰胺酶活性检测试剂盒（SH190W）购自

于 G-clone公司。荧光二抗（Dylight 594，SAG59402）购买自

AntiProtech公司。I型鼠尾胶原（IC-1921）购自 InCellGenE公

司。谷氨酸抗体（AB133）购自 sigma公司。谷氨酸 ELISA检测

试剂盒购自于 Cloud-clone公司。

1.2 实验分组

同一只豚鼠左右两侧椭圆囊按照随机数表法随机分为对

照组和缺氧组。

1.3 方法

1.3.1 椭圆囊体外培养 按照文献报道的方法建立体外前庭

外周器官组织培养模型[7]。方法简述如下：首先制备鼠尾胶原三

维凝胶，在无菌离心管中加入 28.56 滋L无菌超纯水和 6 滋L
10伊无菌 DMEM培养基，再加入 1.44 滋L无菌 0.1 mol/L NaOH

溶液，三者混匀后，将其加入到 24 滋L 2 mg/mL 1型鼠尾胶原溶

液中，轻柔吹打混匀后，立刻吸取 12 滋L滴至 35 mm培养皿中

心，室温静置 20 min，形成具有三维结构的凝胶。其次，进行椭

圆囊取材，以 10%水合氯醛麻醉豚鼠，断头后取出听泡，放置于

预冷的 Hanks液中，去除耳蜗，保留完整前庭池，小心剥离前庭

神经，游离椭圆囊，揭去耳石膜结构，保留椭圆囊基底膜。最后，

在已经制备好凝胶的培养皿中加入 1.3 mL高糖 DMEM培养

基，将取出的椭圆囊基底膜平整铺放在三维凝胶上，将培养皿

放置于培养箱中培养。

1.3.2 椭圆囊缺氧处理 实验组椭圆囊组织放置于缺氧装置

中，将装置内气体置换为 5%的二氧化碳和 95%氮气混合气，最

终实现装置内残余 1%氧气，以此实现缺氧处理。将缺氧装置密

封良好后，置于 37℃恒温培养箱内，处理时间为 30分钟。

1.3.3 免疫荧光 利用免疫荧光的方法观察两组椭圆囊组织

中谷氨酰胺酶表达和谷氨酸分布变化情况。处理后的椭圆囊以

预冷 Hanks液清洗 3-5次以去除培养基中谷氨酸对实验结果

的影响，4%多聚甲醛溶液固定 30 min；PBS 溶液清洗 3 次；

0.05% TritonX-100破膜 10 min，以 1% BSA溶液封闭 30分钟

后，进行一抗孵育 24小时，而后进行二抗孵育、鬼笔环肽染色

后封片，利用激光共聚焦显微镜观察。

1.3.4 谷氨酰胺酶活性检测 处理后的椭圆囊以预冷 Hanks

液清洗 3-5次以去除培养基中谷氨酸对实验结果的影响，按照

谷氨酰胺酶活性检测试剂盒的方法进行操作，每个椭圆囊组织

加入 150滋L提取液，冰上匀浆后于 4℃，12000伊g离心 15min，取

上清进行酶活性检测。检测的原理是利用靛酚蓝比色法测定谷

氨酰胺酶催化谷氨酰胺生成的氨来计算其酶活性。

1.3.5 谷氨酰胺酶表达检测 取两组处理后的椭圆囊组织，提

取总蛋白，应用 SDS-PAGE凝胶电泳法，电泳完毕后，转移至

PVDF滤膜中。Western blot法测定谷氨酰胺酶蛋白表达情况，

凝胶成像系统扫描条带，记录并比较各组蛋白和内参照灰度值

的比值。

1.4 统计学分析

采用 SPSS22.0，计量资料以( x依SEM)表示，成对样本两两

比较行成对样本 t检验法，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组椭圆囊谷氨酰胺酶蛋白表达及酶活性的比较

利用免疫荧光法及Western blot方法发现，与对照组相比，
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缺氧组谷氨酰胺酶表达并未发生显著性变化（P>0.05），见图
1A-B。谷氨酰胺酶活性检测发现，与对照组相比，缺氧组谷氨

酰胺酶活性并未发生显著性变化（P>0.05），见图 1C。

2.2 两组椭圆囊组织中谷氨酸水平的比较

利用 ELISA的方法检测两组椭圆囊组织匀浆液中的谷氨

酸水平，结果表明，与对照组相比，缺氧组的椭圆囊组织中的谷

氨酸水平显著性降低（对照组 vs.缺氧组：15.86依2.19 vs.13.02依
1.21，P<0.05），见图 2。

2.3 两组椭圆囊组织中谷氨酸在毛细胞内分布的比较

通过激光共聚焦 Z轴扫描的方法观察谷氨酸在椭圆囊毛

细胞内的分布改变，结果发现，在对照组椭圆囊毛细胞内，谷氨

酸在大量分布在毛细胞胞浆中靠近纤毛一侧，而在远离纤毛一

侧分布较少。而在缺氧组椭圆囊毛细胞内，谷氨酸则更多的分

布于毛细胞胞浆内远离纤毛、靠近基底部的一侧。见图 3。

3 讨论

前庭神经系统是人空间定向、保持人体平衡的重要系统，

它与人体其他系统在组织上和功能上有着极其广泛的联系，并

且相互影响[8，9]。有研究表明，前庭神经系统对缺氧暴露较为敏

感，各种因素导致的中枢和外周前庭系统缺血缺氧都将导致前

庭功能异常，出现空间定向障碍、运动病、躯体协调性及视觉稳

定性降低等症状[1，10-12]。事实上，缺血缺氧是诸多外周和中枢神

经系统疾病的直接致病因素，而在缺血缺氧引发的神经系统功

能异常时，兴奋性递质谷氨酸在其中发挥重要作用[13-15]。当中枢

前庭神经系统因颅脑外伤、脑卒中、OSAHS、低血糖等因素处

于缺血缺氧状态时，脑干前庭核、小脑和皮层的前庭中枢的神

经元突触结构中均会出现不同程度的谷氨酸过度释放的病理

性改变，由此所造成的谷氨酸毒性是引发前庭神经系统症状的

重要原因[16，17]。大量研究更加深入的从钙离子通道、神经元内的

氧化应激及关键信号分子改变等多个层次探索了缺氧引起中

枢前庭系统谷氨酸递质释放及造成病理性损伤的机制 [14，18-20]，

有学者以改善谷氨酸毒性为靶点研究多种药物改善缺氧性中

枢损伤的作用机制[21，22]。但在外周前庭感受器当中，缺氧所致的

前庭终器损伤的相关研究却并不深入，兴奋性神经递质谷氨酸

在其中所起的作用依然需要更多的实验证据。

在正常生理条件下，前庭外周感受器毛细胞受到适宜刺激

后，胞膜去极化，向突触间隙释放兴奋性神经递质谷氨酸[23]，作

用于突触后膜，前庭输入神经产生动作电位，从而传递运动信

息至上位中枢。为了避免谷氨酸在突触间隙过度堆积，在中枢

神经系统、耳蜗的突触部位都存在着谷氨酸循环：在耳蜗 corti

氏器，毛细胞向突触间隙释放神经递质谷氨酸，突触间隙内的

谷氨酸与突触后膜上的谷氨酸受体相互作用，使细胞膜去极

化，而后毛细胞周围支持细胞上的谷氨酸 -天冬氨酸转运体能

将突触间隙过量的谷氨酸转运进入支持细胞，在谷氨酸合成酶

的作用下合成谷氨酰胺，维持突触间隙内谷氨酸的平衡，支持

细胞内的谷氨酰胺进一步被释放到胞外，由毛细胞摄入，进入

毛细胞的谷氨酰胺进一步在毛细胞内谷氨酰胺酶的催化下生

成谷氨酸，这就是哺乳动物耳蜗内的谷氨酸循环通路[24]。在病

理因素存在时，谷氨酸循环过程发生异常，谷氨酸过度释放至

突触间隙，同时再摄取障碍，造成突触结构和功能受损，产生相

应的神经系统症状，称为谷氨酸毒性[25]。研究证据表明，在前庭

感受器毛细胞和支持细胞之间同样存在着谷氨酸循环，在维持

谷氨酸水平正常和前庭功能稳定发挥重要作用[26]，但在前庭外

周感受器，尤其是毛细胞内的谷氨酸循环过程在缺氧暴露时是

如何变化的，目前依然不清楚，并且目前仅有为数不多的研究

报道了前庭感受器谷氨酸在缺氧暴露时对突触结构的毒性作

用[27]，采用的模型为在体阻断迷路动脉，通过超声的方法评估

动脉血流减少程度以反映内耳缺血缺氧程度，事实上，由于内

耳供血动脉较为丰富且存在一定变异性[28]，用这种方法对前庭

器官的缺氧程度评估的精确性有待商榷，并且这种方法无法实

现对前庭感受器缺氧程度的有效控制和评估[29]，即使发现了谷

氨酸毒性作用，其缺氧程度阈值和时间阈值也无法评估，这成

为后续机制和干预研究的瓶颈性问题。本研究旨在通过建立前

庭器官体外培养模型，评价缺氧条件对于毛细胞内谷氨酸循环

的影响，包括谷氨酸合成的关键酶的表达和活性，谷氨酸在毛

细胞内分布的含量的改变。

本研究发现，在缺氧处理 30分钟后椭圆囊毛细胞内谷氨

酸合成的关键酶谷氨酰胺酶的表达和活性均未发生明显变化，

提示毛细胞内的谷氨酸的合成并未发生改变。谷氨酰胺酶是将

谷氨酰胺合成谷氨酸的关键酶，在细胞线粒体能量代谢中发挥

着重要的作用，因此，目前针对缺氧对谷氨酰胺酶的研究主要

集中在肿瘤领域，肿瘤细胞局部因生长过快造成局部缺血缺氧

条件，而此时谷氨酰胺酶表达的上调在肿瘤细胞增殖和侵袭的

过程中发挥重要作用[30，31]。这与我们实验得出的结论相悖，其中

原因分析如下：我们的研究对象是正常的椭圆囊组织，不同于

肿瘤组织，其能量代谢处于正常水平，同时，我们依据 Sasaki等
[27]人的研究证据，给予椭圆囊 30分钟的缺氧处理，相对缺氧时

间较短，而肿瘤组织则长期处于能量代谢负平衡状态。

在进一步的研究中，我们发现在对照组椭圆囊毛细胞内，

谷氨酸在大量分布在毛细胞胞浆中靠进纤毛一侧，而在远离纤

毛一侧分布较少。在缺氧组椭圆囊毛细胞内，谷氨酸则更多的

分布于毛细胞胞浆内远离纤毛的一侧。这提示，在缺氧条件下，

谷氨酸聚集在毛细胞突触一侧，这将有助于迅速大量的释放出

图 2两组椭圆囊组织中谷氨酸水平的比较

Fig.2 Comparison of glutamic acid levels in utricle tissues of two groups
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图 3两组椭圆囊组织中谷氨酸在毛细胞内分布的比较

注：（A）两组椭圆囊组织中谷氨酸（红色）在毛细胞内靠近纤毛一侧的分布情况。（B）两组椭圆囊组织中谷氨酸在毛细胞内靠近基底部一侧的分

布情况。图中前庭毛细胞模式图引用参考自《前庭功能检查技术》，于立身，2013

Fig. 3 Comparison of glutamate distribution in hair cells between two groups

Note: (A) Representative immunofluorescence images of glutamate(red) in area that close to kinocilium in cytoplasm of utricle hair cells in control and

hypoxia group. Scale bar, 100 滋m. (B) Representative immunofluorescence images of glutamate(red) in area that close to basal membrane in cytoplasm of

utricle hair cells in control and hypoxia group. Scale bar, 100 滋m. The pattern diagram of vestibular hair cells in the figure is quoted from Vestibular

Function Examination Technology, YU Li-shen, 2013

胞。ELISA实验结果表明，与对照组相比，缺氧组的椭圆囊组

织中的谷氨酸水平显著性降低，这与以往实验研究结果相佐

证[4]，提示缺氧条件暴露使得椭圆囊毛细胞内的谷氨酸过量释

放，可能由此造成突触结构和功能的改变，出现相应前庭神经

系统症状。

综上，本实验发现了离体条件下缺氧处理 30分钟对椭圆

囊毛细胞内的谷氨酸合成的关键酶谷氨酰胺酶的表达和活性

均无影响，但缺氧处理增加了椭圆囊毛细胞谷氨酸的释放。本

研究首次报道了离体条件下前庭感受器椭圆囊缺氧模型的应

用，该模型能够较为准确的实现缺氧程度和缺氧时间的控制，

为后续机制和干预研究奠定基础，此外，本研究较为全面的评

价了外周前庭器官毛细胞中谷氨酰胺循环在缺氧 30分钟时的

变化情况。但支持细胞谷氨酸重新摄取和形成谷氨酰胺的关键

酶的改变尚不清楚，此外，本研究尚未评估离体条件下谷氨酸

过度释放对于突触间隙结构和功能的影响，建立离体条件下的

缺氧致前庭外周感受器谷氨酸毒性研究模型将有助于开展相

关机制和治疗方面的研究，这也是课题组下一步的研究方向。
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