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摘要

目的: 从 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ(Ｈｈ)信号通路分析 Ａｄｇｒｖ１ 基因变异致

Ｕｓｈｅｒ 综合征(ＵＳＨ)的机制ꎮ
方法: 基于 Ａｄｇｒｖ１ 变异模型小鼠 ( Ａｄｇｒｖ１－ / － )ꎬ野生型

(ＷＴ)Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠为对照ꎬ从细胞水平和视网膜组织水

平采用 ｑＲＴ－ＰＣＲ、ＨＥ、视网膜透射电镜和免疫荧光方法

验证 Ａｄｇｒｖ１ 基因变异对纤毛结构的影响ꎬ分析 Ｈｈ 信号通

路关键因子的表达变化ꎮ
结果:Ａｄｇｒｖ１ 基因在视网膜和原代培养肺成纤维细胞中均

有表达ꎬ但 Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠表达量显著降低ꎮ Ａｄｇｒｖ１ 基因变

异可造成光感受器外节盘膜溶解ꎬ以及原代肺成纤维细胞

纤毛长度明显缩短ꎬ在视网膜组织和细胞水平 Ｈｈ 信号通

路上 Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ 基因表达明显下降ꎬ而 ＰＫＡ 基因表达上升ꎮ
结论:Ａｄｇｒｖ１ 基因变异致视网膜色素变性ꎬ与 Ｈｈ 通路中

ＰＴＣＨ１、ＧＬＩ１ 蛋白表达降低ꎬ使得细胞纤毛缩短ꎬ视网膜

光感受器细胞外节盘膜溶解有关ꎮ
关键词:Ａｄｇｒｖ１ 基因ꎻＨｅｄｇｅｈｏｇ 信号通路ꎻ纤毛ꎻＵｓｈｅｒ 综合

征ꎻ视网膜色素变性(ＲＰ)
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ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ Ａｄｇｒｖ１ ｇｅｎｅ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｈｅｄｇｅｈｏｇ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２４ꎬ２４(１１):１７０１－１７０７.

０引言

Ｕｓｈｅｒ 综合征(ＵＳＨ)是临床上最常见的视网膜色素
变性(ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａꎬ ＲＰ)合并耳聋的综合征型纤毛

疾病[１]ꎮ ２ 型 ＵＳＨ(ＵＳＨ２)是最常见的亚型ꎬ约占 ７０％ꎬ主
要表现为先天性中至重度感音神经性耳聋ꎬ青春期或之后
发生 双 眼 ＲＰ [２]ꎮ 已 有 研 究 证 实ꎬ Ｇ 蛋 白 偶 联 受 体

(Ｇ ｐｒｏｔｅｉｎ－ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬＧＰＣＲ)家族成员 Ａｄｇｒｖ１ 基因
在视网膜和耳蜗纤毛中均有表达[３]ꎬ Ａｄｇｒｖ１ 致病变异会

导致 ＵＳＨ２[２]ꎬ但具体分子机制未知ꎮ
至今 ＡＤＧＲＶ１ 蛋白没有已知的内源性配体ꎬ是孤儿

受体ꎮ ＡＤＧＲＶ１ 蛋白作为 ＧＰＣＲꎬ可通过 Ｇ 蛋白途径发挥

调控作用ꎬ但其调控纤毛发育的信号传导通路尚不清楚ꎬ
所以仍需要进一步的研究阐明ꎮ 纤毛作为细胞外信号刺

激的感受器ꎬ基因变异引起的功能异常可导致一类被称为
“纤毛病”的遗传疾病ꎮ Ｈｅｄｇｅｈｏｇ(Ｈｈ)信号通路主要发生

在初始纤毛内ꎬ由位于纤毛根部的跨膜受体( ｐａｔｃｈｅｄ１ꎬ
ＰＴＣＨ１)ꎬ跨膜平滑蛋白( ｓｍｏｏｔｈｅｎｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＳＭＯ)ꎬ融合

抑制因子(ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｏｆ ｆｕｓｅｄꎬＳＵＦＵ)以及 ３ 个锌指转录因

子 ＧＬＩ(ＧＬＩ１ꎬＧＬＩ２ 和 ＧＬＩ３)构成[４－５]ꎮ 研究证实纤毛结构

和功能的改变存在 Ｈｈ 信号通路的活性异常ꎬ反过来 Ｈｈ
信号通路的异常也可以影响纤毛的发育和功能ꎬ该通路在

视网膜和耳蜗发育过程中也发挥着重要作用[６－７]ꎮ 而许

多定位在纤毛上的 ＧＰＣＲ 与哺乳动物中 Ｈｈ 信号通路发

生交联(ｃｒｏｓｓ ｔａｌｋ) [４]ꎮ
本研究我们将锁定纤毛这一特殊结构ꎬ观察 Ａｄｇｒｖ１

变异致纤毛发育异常的机制ꎬ明确 Ｈｈ 通路异常在其中的
作用ꎬ为开展人类 ＵＳＨ 疾病的临床研究打开新的思路ꎮ
１材料和方法
１.１材料

１.１.１ 实验动物 　 Ａｄｇｒｖ１ 基因变异(Ａｄｇｒｖ１－ / －)小鼠 １０ 月

龄 ６ 只ꎬ２ 月龄 ２ 只ꎬ１ 月龄 ３ 只ꎬ雄鼠ꎬ由空军军医大学航
空航天医学系张作明教授赠送ꎬ野生型(ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅꎬＷＴ)
Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠 １０ 月龄 ６ 只ꎬ２ 月龄 ２ 只ꎬ１ 月龄 ３ 只ꎬ雄
鼠ꎬ购于北京华阜康生物科技股份有限公司[实验动物生
产许可证号:ＳＣＸＫ(京) ２０２０－０００４]ꎬ置于条件为:室温
２２－２５ ℃、明暗交替 １２ / １２ ｈ 的环境中ꎬ适应性饲养 ３ ｄꎬ食
水不限ꎮ 实验动物的使用遵循视觉与眼科研究协会(Ｔｈｅ
Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ Ｖｉｓｉｏｎ ａｎｄ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
ＡＲＶＯ)相关规定ꎬ以及我国«实验动物管理条例»ꎮ 本研

究动物实验设计和实施方案通过了西安市人民医院(西
安市第四医院)伦理委员会审核和批准(Ｎｏ.２０２１００８７)ꎮ
１.１.２试剂　 ＤＭＥＭ 低糖细胞培养基(美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ批
号 ＳＬＢＴ７３１４)ꎻ磷酸盐缓冲液(ＰＢＳꎬ批号 １２１Ｄ０３９)、胰蛋
白酶(批号 ＨＪ２０２４１０)、青霉素链霉素双抗(索莱宝科技有
限公司ꎬ批号 ＨＪ２０２６０５)ꎻ胎牛血清(赛澳美细胞技术有限
公司ꎬ批号 ２０１８０５２４)ꎻ山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗(杭州联科生物
技术股份有限公司)、ＡＤＧＲＶ１ 一抗(ＬｉｆｅＳｐａｎ ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅｓ
公司ꎬ批号 ＬＳ－Ａ１７２９)、Ａｒｌ１３ｂ 一抗(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎬ批
号 ６６７３９ － １ － ｌｇ)、 ＧＬＩ － １ 一抗 ( Ｂｉｏｔｅｃｈｎｅ 公司ꎬ 批号
ＡＦ３４５５ － ＳＰ )、 ＰＴＣＨ１ 一 抗 ( Ｂｉｏｔｅｃｈｎｅ 公 司ꎬ 批 号
ＭＡＢ４１０５１－ ＳＰ )、 ＧＬＩ － ２ 一 抗 ( Ｂｉｏｔｅｃｈｎｅ 公 司ꎬ 批 号
ＡＦ３６３５ － ＳＰ )、 ＰＫＡ 一 抗 ( 美 国 ａｂｃａｍ 公 司ꎬ 批 号
ａｂ７５９９１)ꎮ
１.１.３ 仪器 　 ３００１ 多功能酶标仪 (美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻ
ＳＷ－ＣＪ－２ＦＤ 超净工作台(苏州安泰空气技术有限公司)ꎻ
ＤＭＩ３０００Ｂ 倒置显微镜、激光共聚焦显微镜(德国 Ｌｅｉｃａ 公

司)ꎻ ＣＯ２ 培 养 箱 ( 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ 公 司 )ꎻ ＡｌｌｅｇｒａＸ 􀅺 －
１２ｓｅｒｉｅｓ 离心机(美国 ＢＥＣＫ ＭＡＮ Ｃｏｕｌｔｅｒ)ꎻＣＹＴ５ＭＦＶ 微
孔板成像系统(美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１ 视网膜病理组织石蜡切片苏木精－伊红染色制作　
ＣＯ２吸入法安乐死 １０ 月龄 Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠和 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠

各 ３ 只ꎬ取出眼球ꎬ置于固定液中ꎬ４ ℃固定 ２ ｈ 后ꎬ剪开小
鼠角膜ꎬ继续固定 ２４ ｈꎮ 常规梯度酒精脱水ꎬ二甲苯透明ꎬ
浸蜡ꎬ包埋ꎬ按 ４ μｍ 厚度进行组织切片ꎮ 选取经过视神经
的切片ꎬ各个眼球准备 ３ 张普通载玻片(每张载玻片上捞
２ 个组织)ꎬ烤片 ７０ ℃ ２０ ｍｉｎ 后ꎬ二甲苯脱蜡ꎬ梯度酒精水
化ꎬ苏木精着染(１０ ｍｉｎ)ꎬ盐酸分化ꎬ氨水返蓝ꎬ伊红染色
(１ ｍｉｎ)后ꎬ梯度酒精脱水ꎬ二甲苯透明ꎬ中性树脂封片ꎬ显
微镜下观察ꎬ在高倍镜下选取距离视神经 ５００ μｍ 处视野
进行拍照ꎮ
１.２.２ 视网膜透射电镜 　 ＣＯ２ 吸入法安乐死 １０ 月龄

Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠和 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠各 ３ 只ꎬ取出双眼球ꎬ视网
膜取材ꎬ置于 ４ ℃固定过夜ꎬ隔日剥离标本ꎬ移入青霉素小
瓶ꎬ１％四氧化锇 ４ ℃浸润 １５－３０ ｍｉｎꎬ常规系列丙酮脱水ꎬ
加入包埋剂ꎬ室温放置 ３０ ｍｉｎꎬ弃上述包埋剂ꎬ加 ＥＰＯＮ８１２
包埋剂 １ ｍＬ 过夜ꎮ 包埋ꎬ修块ꎬ制备超薄切片ꎬ３％水合双
氧铀乙酸染色ꎬ电镜观察ꎮ 观察小鼠视网膜光感受器外
节、内节超微结构ꎮ
１.２.３小鼠肺成纤维细胞原代培养和传代 　 同上安乐死
２ 月龄 Ａｄｇｒｖ１－ / － 小鼠和 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠各 ２ 只ꎬ全身置于
７５％酒精里浸泡ꎬ在超净台中用剪刀和镊子将皮肤剪开ꎬ
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剪开胸部肌层ꎬ露出肺ꎬ小心取出放在盛有 ＰＢＳ 的玻璃平

皿中ꎬ冲洗去血ꎬ转移到一个装有 ３０ ｍＬ ＰＢＳ 的 ５０ ｍＬ 离

心管中ꎬ轻轻颠倒两次ꎬ倒掉 ＰＢＳꎬ再重复此步骤一次ꎬ转
移到另一装有 ＰＢＳ 的平皿中ꎬ并用手术刀片将其切碎ꎮ 用

２００ μＬ 的移液枪反复、快速地吹打平皿中的液体ꎬ转移至

１５ ｍＬ 离心管中ꎬ于 ４ ℃ １ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ倒掉上

清ꎬ以 １０ ｍＬ 胰酶重悬沉淀ꎬ放在 ３７ ℃ 水浴中消化

３０ ｍｉｎꎬ且每隔 ５ ｍｉｎ 轻轻晃动ꎬ使之充分消化ꎮ 将上层细

胞悬液倒入一个装有 １０ ｍＬ 培养基的 ５０ ｍＬ 离心管中ꎬ用
２００ 目的尼龙网过滤后ꎬ以 １ ５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 收集细

胞ꎬ再用 ３０ ｍＬ 培养基洗涤 ２ 次ꎮ 细胞沉淀用 １５ ｍＬ 培养

基重悬后进行细胞计数ꎮ ３×１０６细胞悬浮于 １５ ｍＬ 培养基

中ꎬ接种到培养瓶中ꎮ ２４ ｈ 后更换新鲜的培养基ꎮ 细胞长

满后ꎬ胰酶消化传代ꎮ
１.２.４ ｑＲＴ－ＰＣＲ 　 ＴＲＩｚｏｌ 法提取视网膜组织和细胞总

ＲＮＡꎮ ＤＥＰＣ 水溶解总 ＲＮＡꎬ紫外分度光度计定量ꎬ使用

反转录试剂(＃ＲＲ０３６ＡꎬＴａｋａｒａ)ꎬ各样品按 ５００ ｎｇ ＲＮＡ 进

行反转录ꎬ使用 ｑＲＴ － ＰＣＲ 仪ꎬ运用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ 试剂

(＃ＲＲ８２０ＡꎬＴａｋａｒａ)ꎬ分别加入引物ꎬβ－ａｃｔｉｎ 为内参进行

实时扩增ꎬ即 ９５ ℃ ５ ｍｉｎꎬ然后 ３０ 个循环 ９５ ℃ ３０ ｓꎬ５８ ℃
１５ ｓꎬ７２ ℃ １５ ｓꎮ 用 ２－ΔΔＣｔ法计算基因的表达水平ꎮ 引物

序列见表 １ꎮ
１.２.５免疫荧光 　 视网膜组织免疫荧光:安乐死 １ 月龄

Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠和 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠各 ３ 只后取视网膜固定ꎬ放
入 １５％蔗糖水溶液中 ４ ℃过夜ꎮ 待组织完全沉底后ꎬ用
冰冻切片机连续切片ꎬ切片厚度为 １０ μｍꎬ贴切片于挂胶

载玻片上ꎮ 室温下干燥冰冻切片ꎬ将切片经 ０.０１ ｍｏｌ / Ｌ
ＰＢＳ 漂洗 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎻ用 １％山羊血清封闭 １ ｈꎬ倾倒封闭

液加一抗ꎬ孵育 ４ ℃过夜ꎻ经 ０.０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 漂洗 ５ ｍｉｎ×
３ 次ꎬ加入 ＦＩＴＣ 免疫荧光二抗孵育 １ ｈꎻ倾倒二抗溶液加

ＤＩＰＡ 染色 ３０ ｍｉｎꎻ经 ０.０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 漂洗 ５ ｍｉｎ×３ 次ꎬ加
入 ＴＲＩＴＣ 免疫荧光二抗孵育 ２ ｈꎻ自来水冲洗 ３０ ｍｉｎꎬ５０％
甘油封片ꎻ激光共聚焦显微镜观察ꎮ 用 Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软

件对免疫荧光阳性区域进行半定量分析ꎮ
细胞免疫荧光:将爬片浸在细胞培养基内ꎬ细胞在爬

片上生长ꎮ 在培养板中将已爬好细胞的玻片用 ＰＢＳ 浸洗

３ 次ꎬ每次 ３ ｍｉｎꎮ 用 ４％的多聚甲醛固定爬片 １５ ｍｉｎꎬ
ＰＢＳ 浸洗玻片 ３ 次ꎬ每次 ３ ｍｉｎꎮ ０.５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００(ＰＢＳ
配制)室温通透 ２０ ｍｉｎꎮ ＰＢＳ 浸洗玻片 ３ 次ꎬ每次 ３ ｍｉｎꎬ
吸水纸吸干 ＰＢＳꎬ在玻片上滴加血清ꎬ室温封闭 ３０ ｍｉｎꎮ
吸水纸吸掉封闭液ꎬ不洗ꎬ每张玻片滴加足够量的稀释好

的一抗并放入湿盒ꎬ４ ℃孵育过夜ꎮ 浸洗爬片 ３ 次ꎬ每次

３ ｍｉｎꎬ吸水纸吸干爬片上多余液体后滴加稀释好的荧光

二抗ꎬ湿盒中 ２０ － ３７ ℃ 孵育 １ ｈꎬ浸洗切片 ３ 次ꎬ每次

３ ｍｉｎꎮ 复染核:滴加 ＤＡＰＩ 避光孵育 ５ ｍｉｎꎬ对标本进行染

核ꎬ洗去多余的 ＤＡＰＩꎮ 用吸水纸吸干爬片上的液体ꎬ用含

抗荧光淬灭剂的封片液封片ꎬ然后在激光共聚焦显微镜观

察ꎮ 用 Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件对免疫荧光阳性区域进行半

定量分析ꎮ
统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２６.０ 软件进行数据分析ꎬ符合

正态分布的计量资料用均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ两组间

　 　 表 １　 基因引物序列

基因 引物序列

Ａｄｇｒｖ１
５􀆳－ ＧＴＴＣＣＴＡＴＧＣＴＡＡＣＡＴＡＡＣＴＧＴＣＡ －３􀆳(ｆｏｒｗａｒｄ)
５􀆳－ ＧＡＧＣＣＡＣＴＡＣＡＴＣＡＡＴＡＴＣＡＧＡＡＧ －３􀆳(ｒｅｖｅｒｓｅ)

ＰＫＡ
５􀆳－ＧＧＴＧＡＴＧＡＣＧＧＴＧＡＣＡＡＣ－３􀆳(ｆｏｒｗａｒｄ)

５􀆳－ＡＣＴＣＣＣＡＣＧＧＴＴＡＴＣＡＴＡＧＴＴＡ－３􀆳(ｒｅｖｅｒｓｅ)

Ｐｔｃｈ１
５􀆳－ＧＣＴＣＣＧＣＡＣＡＧＡＧＴＡＴＧＡ－３􀆳(ｆｏｒｗａｒｄ)
５􀆳－ＧＡＧＧＣＴＧＧＡＧＴＣＴＧＡＧＡＡＣ－３􀆳(ｒｅｖｅｒｓｅ)

Ｓｍｏ
５􀆳－ＧＣＡＣＣＡＣＣＴＡＣＣＡＧＣＣＴＣＴＣ－３􀆳(ｆｏｒｗａｒｄ)

５􀆳－ＣＡＣＴＣＡＣＧＧＡＧＴＣＴＣＣＡＴＣＴＡＣＣ－３􀆳(ｒｅｖｅｒｓｅ)

Ｓｕｆｕ
５􀆳－ＧＣＡＣＧＣＣＡＴＣＴＡＣＧＧＡＧＡＧ－３􀆳(ｆｏｒｗａｒｄ)
５􀆳－ＣＧＧＡＣＣＡＣＣＣＡＡＣＣＡＧＴＡＣ－３􀆳(ｒｅｖｅｒｓｅ)

Ｇｌｉ１
５􀆳－ＡＡＧＧＣＴＧＴＣＧＧＡＡＧＴＣＣＴＡＴＴＣＡ－３􀆳(ｆｏｒｗａｒｄ)

５􀆳－ＧＣＧＧＴＣＡＣＴＧＧＣＡＴＴＧＣＴＡＡ－３􀆳(ｒｅｖｅｒｓｅ)

Ｇｌｉ２
５􀆳－ＣＡＧＣＣＣＡＧＣＣＴＴＣＡＣＴＴＴＴＣＣ－３􀆳(ｆｏｒｗａｒｄ)

５􀆳－ＧＴＧＣＴＧＡＴＧＧＡＧＧＴＧＡＧＡＧＴＣＡ－３􀆳(ｒｅｖｅｒｓｅ)

β－ａｃｔｉｎ
５􀆳－ＣＴＴＣＣＴＣＣＣＴＧＧＡＧＡＡＧＡＧＣＴＡＴＧ－３􀆳(ｆｏｒｗａｒｄ)
５􀆳－ＣＣＡＡＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＡＡＧＡＧ－３􀆳(ｒｅｖｅｒｓｅ)

比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意

义ꎮ 使用 Ｏｒｉｇｉｎ２０２１ 软件制作统计图表ꎮ
２结果

２.１ 两组小鼠视网膜组织和原代肺成纤维细胞中的

Ａｄｇｒｖ１ 基因 ｍＲＮＡ 表达和蛋白阳性表达面积比较 　
ｑＲＴ－ＰＣＲ 结果显示ꎬＡｄｇｒｖ１ 基因 ｍＲＮＡ 在 Ａｄｇｒｖ１ 基因变

异(Ａｄｇｒｖ１－ / －)小鼠的视网膜和原代培养肺成纤维细胞中

均有表达ꎬ但表达量显著低于野生(Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬ ＷＴ)小鼠ꎬ
差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎬ表 ２ꎬ图 １Ａ)ꎮ 免疫荧光结

果显示ꎬＡＤＧＲＶ１ 蛋白在视网膜外节段表达(图 １Ｂ)ꎬ在细

胞胞浆中表达(图 １Ｃ)ꎬ且阳性表达区域在 Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠

视网膜组织和其来源的原代细胞中的明显降低ꎬ差异均有

统计学意义(Ｐ<０.０１ꎬ表 ２ꎬ图 １Ｄ)ꎮ
２.２ Ａｄｇｒｖ１基因变异对小鼠视网膜和原代肺成纤维细胞

中纤毛形态的影响　 虽然 ＨＥ 染色结果显示 Ａｄｇｒｖ１ 基因

变异对 １０ 月龄小鼠视网膜组织形态没有明显影响

(图 ２Ａ)ꎬ但电镜结果可见 Ａｄｇｒｖ１ 基因变异可造成视网膜

光感受器外节盘膜溶解(图 ２Ｂ)ꎮ 同时ꎬ对小鼠原代肺成

纤维细胞进行免疫荧光染色ꎬ来检测纤毛标识物 Ａｒｌ１３ｂ
的表达情况ꎬ并对细胞核复染色(ＤＡＰＩ)ꎬＡｄｇｒｖ１－ / －小鼠来

源的原代细胞纤毛长度明显缩短(图 ２Ｃ)ꎮ
２.３ 两组小鼠视网膜 Ｈｈ 信号通路关键因子 ｍＲＮＡ 表达

比较　 Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠视网膜 Ｈｈ 信号通路上 Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ１ 基

因 ｍＲＮＡ 表达较 ＷＴ 小鼠明显下降ꎬ而 ＰＫＡ 基因表达上

升ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎬ表 ３ꎬ图 ３Ａ)ꎬＡｄｇｒｖ１－ / －

小鼠视网膜 ＰＫＡ 蛋白的上升ꎬ ＰＴＣＨ１ 蛋白和 ＧＬＩ１ 蛋白

明显下降ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１ꎬ表 ４ꎬ图 ３Ｂ)ꎮ
免疫荧光显示 ＰＫＡ 蛋白在 Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠光感受器外节表

达ꎬ且明显上升ꎬＧＬＩ１ 蛋白表达也在光感受器外节(图 ３Ｃ)ꎮ
２.４ 两组小鼠原代肺成纤维细胞中 Ｈｈ信号通路关键因子

ｍＲＮＡ表达和蛋白阳性表达面积比较　 进一步在细胞水

平验证 Ａｄｇｒｖ１ 基因变异对 Ｈｈ 信号通路关键因子表达的

影响ꎬｑＲＴ－ＰＣＲ 显示来源于 Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠的原代肺成纤
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图 １　 两组小鼠视网膜组织和原代肺成纤维细胞中 Ａｄｇｒｖ１ 基因 ｍＲＮＡ 表达和蛋白阳性表达面积比较　 Ａ:视网膜组织和原代肺成
纤维细胞中 Ａｄｇｒｖ１ ｍＲＮＡ 相对表达量( ａＰ<０.０５ ｖｓ Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠组ꎬ １ 月龄ꎬｎ＝ ３)ꎻＢ:视网膜组织 ＡＤＧＲＶ１ 蛋白免疫荧光(绿
色:ＡＤＧＲＶ１ 蛋白ꎻ蓝色:ＤＡＰＩ)ꎻＣ:原代肺成纤维细胞 ＡＤＧＲＶ１ 蛋白免疫荧光(绿色:ＡＤＧＲＶ１ 蛋白ꎻ蓝色:ＤＡＰＩ)ꎻＤ:ＡＤＧＲＶ１
蛋白免疫荧光阳性表达面积定量分析( ｂＰ<０.０１ ｖｓ Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠组ꎬ ｎ＝ ３)ꎻＯＮＬ: 外核层ꎻ ＩＳ:内节段ꎻＯＳ:外节段ꎮ

图 ２　 Ａｄｇｒｖ１ 基因变异致视网膜和细胞纤毛形态变化　 Ａ: Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠和 ＷＴ 小鼠视网膜组织形态学(１０ 月龄)ꎻＢ:原代肺成纤维
细胞纤毛染色(红色: Ａｒｌ１３ｂ 蛋白ꎻ蓝色:ＤＡＰＩꎻ 白色箭头指向纤毛) ꎻＣ: Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠和ＷＴ 小鼠视网膜光感受器细胞外节透
射电镜(１０ 月龄ꎬ右侧图为白框区域放大)ꎻ ＩＮＬ:内核层ꎻ ＯＮＬ: 外核层ꎮ

表 ２　 两组小鼠视网膜组织和原代肺成纤维细胞中的 Ａｄｇｒｖ１ 基因 ｍＲＮＡ表达和蛋白阳性表达面积比较 􀭰ｘ±ｓ

分组
Ａｄｇｒｖ１ 基因 ｍＲＮＡ 表达

视网膜 原代细胞

ＡＤＧＲＶ１ 蛋白阳性表达面积(％)
视网膜 原代细胞

Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠组 ０.４９±０.１４ ０.４７±０.０４ ０.０４３±０.００７ ０.０３４±０.００２
ＷＴ 小鼠组 １.０１±０.１８ １.１２±０.２４ ０.０９５±０.０１５ ０.０７１±０.００９

ｔ －４.００６ －４.６２２ －５.２６８ －７.２６７
Ｐ ０.０１６ ０.０１ ０.００６ ０.００２

表 ３　 两组小鼠视网膜 Ｈｈ信号通路关键因子 ｍＲＮＡ表达比较 􀭰ｘ±ｓ
分组 ＰＫＡ Ｐｔｃｈ１ Ｓｍｏ Ｓｕｆｕ Ｇｌｉ１ Ｇｌｉ２
Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠组 ３.０７±０.１ １.００±０.０９ １.２３±０.２４ １.２２±０.１０ ０.７１±０.０４ １.２６±０.４１
ＷＴ 小鼠组 １.２６±０.１９ １.６５±０.０７ １.３５±０.２２ １.１８±０.１７ １.１２±０.１７ １.７３±０.０９

　 　 　 　 　 　 　
ｔ １４.６６４ －９.３４２ －０.６１９ ０.３５６ －３.９９０ －１.９１８
Ｐ <０.０１ ０.００１ ０.５７０ ０.７４０ ０.０１６ ０.１２８
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维细胞中 ＰＫＡ 基因表达升高ꎬ但 Ｐｔｃｈ１、Ｇｌｉ１ 基因 ｍＲＮＡ
表达明显下降ꎬ差异均有统计学意义 ( Ｐ < ０. ０１ꎬ表 ５ꎬ
图 ４Ａ)ꎬ免疫荧光同样存在 Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠原代肺成纤维细
胞 ＰＫＡ 蛋白的上升ꎬ ＰＴＣＨ１ 蛋白和 ＧＬＩ１ 蛋白明显下降ꎬ
差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎬ表 ５ꎬ图 ４Ｂ)ꎬ其中在变异
细胞中 ＰＴＣＨ１ 束状阳性结构紊乱(图 ４Ｃ)ꎮ
３讨论

ＵＳＨ 是最常见的 ＲＰ 合并耳聋疾病ꎬ发病率约为
１ / ６０００ꎬ是一种常染色体隐性遗传病[１]ꎮ ＵＳＨ 具有高度的
临床和遗传异质性ꎬ其发病机制尚未阐明ꎬ临床上缺乏特
异性的治疗方法ꎮ 根据视听症状的发病年龄、损伤的严重
程度以及前庭受累分为三型: ＵＳＨ１ꎬ ＵＳＨ２ 和 ＵＳＨ３ꎮ

ＵＳＨ２ 占 Ｕｓｈｅｒ 综合征比例超过 ５０％ꎬ是最常见的一型ꎬ表
现为幼年即发生中重度听力丧失ꎬ而在青春期后才发生视
网膜色素变性ꎬ前庭功能多数正常[８]ꎮ 与 ＵＳＨ２ 相关的致
病基 因 主 要 包 括 Ｕｓｈ２ａ、 Ａｄｇｒｖ１ ( ＵＳＨ２Ｃ ) 和 Ｗｈｉｒｌｉｎ
(ＵＳＨ２Ｄ) [３]ꎮ 人类 ＵＳＨ２ 表型ꎬ视觉功能障碍一般是在听
力发病后表现出来[８]ꎬ使得 ＵＳＨ２ 患者在诊断后可有一定
的时间开展视网膜治疗[９]ꎬ因此ꎬ阐明其发病机制有重要
的理论意义和临床指导作用ꎮ

纤毛作为细胞外信号刺激的感受器ꎬ基因变异引起的
功能异常可导致一类被称为“纤毛病”的遗传疾病ꎮ ＵＳＨ
的病理改变是视网膜感光细胞及内耳毛细胞的纤毛退行
性变ꎬ也是一种综合征型遗传性纤毛疾病[２]ꎮ Ａｄｇｒｖ１ 的致

表 ４　 两组小鼠视网膜 Ｈｈ信号通路关键因子蛋白阳性表达面积比较 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)
分组 ＰＫＡ ＰＴＣＨ１ ＧＬＩ１ ＧＬＩ２
Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠组 ０.０４２±０.００３ ０.０８８±０.０１２ ０.０２７±０.００７ ０.０１７±０.００５
ＷＴ 小鼠组 ０.０２２±０.０１８ ０.１９±０.０１２ ０.０６４±０.００７ ０.０２５±０.００１

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ ９.８６７ ０.８４３ ０.７９８ ０.０６９
Ｐ ０.００１ <０.０１ ０.００３ ０.０５８

表 ５　 两组小鼠原代肺成纤维细胞 Ｈｈ信号通路关键因子 ｍＲＮＡ表达和蛋白阳性表达面积比较 􀭰ｘ±ｓ

分组
Ｈｈ 关键因子 ｍＲＮＡ 表达

ＰＫＡ Ｐｔｃｈ１ Ｇｌｉ１ Ｇｌｉ２
Ｈｈ 关键因子蛋白阳性表达面积(％)
ＰＫＡ ＰＴＣＨ１ ＧＬＩ１

Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠组 ４.０３±０.１３ ０.２０±０.００４ ０.２５±０.０９ ０.７２±０.２２ ０.４４±０.０６ ０.５２±０.０８ ０.００９±０.００１
ＷＴ 小鼠组 １.１１±０.５０ １.００±０.０５ １.００±０.０３ １.００±０.０４ ０.１１±０.０１ ０.８８±０.１２ ０.０１８±０.００３

ｔ １１.３１４ －２９.６４３ －１６.２４７ －２.３９９ ９.３７６ －４.３９３ －４.５１３
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ ０.０５３ ０.００１ ０.０１２ ０.０１１

图 ３　 两组小鼠视网膜 Ｈｈ信号通路关键因子 ｍＲＮＡ表达和蛋白阳性表达面积比较　 Ａ:视网膜组织 Ｈｈ 信号通路关键因子 ｍＲＮＡ
相对表达量( ｂＰ<０.０１ ｖｓ ＷＴ 小鼠组ꎬ ｎ＝ ３)ꎻＢ: 视网膜免疫荧光 Ｈｈ 信号通路因子蛋白阳性表达面积定量分析( ｂＰ<０.０１ ｖｓ ＷＴ
小鼠组ꎬ ｎ＝ ３)ꎻ Ｃ:视网膜组织 Ｈｈ 信号通路关键因子免疫荧光(红色:ＰＫＡ 蛋白ꎻ 绿色:ＰＴＣＨ１、ＧＬＩ１、ＧＬＩ２ 蛋白ꎻ 蓝色:
ＤＡＰＩ)ꎻＯＮＬ: 外核层ꎻ ＩＳ: 内节段ꎻ ＯＳ:外节段ꎮ
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图 ４　 两组小鼠原代肺成纤维细胞 Ｈｈ信号通路关键因子 ｍＲＮＡ表达和蛋白阳性表达面积比较　 Ａ:原代肺成纤维细胞中 Ｈｈ 信号
通路关键因子 ｍＲＮＡ 相对表达量( ｂＰ<０.０１ ｖｓ ＷＴ 小鼠组ꎬ ｎ＝ ４)ꎻＢ:细胞免疫荧光 Ｈｈ 信号通路因子蛋白阳性表达面积定量分
析( ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ ＷＴ 小鼠组ꎬ ｎ＝ ３)ꎻＣ:细胞 Ｈｈ 信号通路关键因子免疫荧光(红色: ＧＬＩ１ 蛋白ꎻ 绿色:ＰＫＡ、ＰＴＣＨ１ 蛋
白ꎻ 蓝色:ＤＡＰＩ)ꎮ

病性变异可致 ＵＳＨ２ꎬＡＤＧＲＶ１ 蛋白主要表达于纤毛根部ꎮ
在视网膜中ꎬＡＤＧＲＶ１ 蛋白定位于光感受器的纤毛膜蛋白
复合体[１０]ꎮ 我们前期发现了一种与人类 ＵＳＨ２ 表型类似
的小鼠ꎬ经鉴定致病基因为 Ａｄｇｒｖ１ 基因的自发变异ꎬ人类
ＵＳＨ 家系报道有相似变异类型[１１]ꎮ 以往研究发现该小鼠
存在耳蜗外毛细胞静纤毛束退化ꎬ但视网膜组织未发现明
显改变[１２]ꎮ 光感受器外节是一种特殊的感觉纤毛ꎬ眼部
纤毛疾病几乎都与其缺陷相关ꎬ本研究中视网膜外节在组
织形态上虽未观察到明显的改变ꎬ但通过电镜在超微结构
上可发现存在光感受器外节盘膜溶解ꎬ下一步需细化观察
时间分析视网膜外节的病理进展ꎮ 由于纤毛是在几乎所
有细胞上均有的毛发状突起ꎬ原代培养的 Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠肺
成纤维细胞中同样可见纤毛长度明显变短ꎮ 因此ꎬ本研究
验证 Ａｄｇｒｖ１ 基因变异可致纤毛异常ꎮ

ＡＤＧＲＶ１ 蛋白作为 ＧＰＣＲ 家族ꎬ在细胞内信号转导的
分子机制及其导致 ＵＳＨ 的机理目前仍不清楚ꎮ ＡＤＧＲＶ１
蛋白是迄今为止最大的 ＧＰＣＲꎬ包含一个极长的细胞外结
构域(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎꎬＥＣＤ)、一个典型的 ７ 次跨膜结
构域(７ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎｓꎬ７ＴＭ)和一个短胞质内结
构域(ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎꎬＩＣＤ)ꎮ Ｇα 信号通路中 ｃＡＭＰ 被
认为是第二信使ꎬ而 ＰＫＡ 是次级效应器ꎬＧαｓ 和 Ｇαｉ / ｏ 途
径的效应物都是生成 ｃＡＭＰ 的腺苷酸环化酶( ａｄｅｎｙｌａｔｅ
ｃｙｃｌａｓｅꎬ ＡＣ)ꎮ 与其他黏附 ＧＰＣＲ 一样ꎬＡＤＧＲＶ１ 蛋白可
自水解为 α 亚基和 β 亚基ꎬ并与特定的 Ｇ 蛋白亚基偶联
而介导下游信号通路[１３]ꎮ 一项研究通过分子生物学方
法ꎬ在 ＨＥＫ２９３ 细胞克隆表达 ＡＤＧＲＶ１ 片段蛋白水解后 β
亚基可与 Ｇαｉ 蛋白偶联而抑制 ＡＣ 酶活性ꎬＣ 末端的致病
变异 Ｙ６２３６ｆｓ 可增强对 ＡＣ 酶活性的抑制ꎬ而发生在氨基
酸 Ｒ６００２Ａ 变异则减弱其与 Ｇαｉ 偶联的活性[１４]ꎬ说明不同

的变异位点会影响 ＡＤＧＲＶ１ 与 Ｇ 蛋白偶联活性ꎮ 本研究
从细胞和组织水平发现 Ａｄｇｒｖ１－ / － 小鼠视网膜 Ａｄｇｒｖ１
ｍＲＮＡ 表达下降可伴有 ＰＫＡ 激活ꎬＡｄｇｒｖ１－ / －小鼠来源的原
代肺成 纤 维 细 胞 同 样 伴 有 细 胞 ＰＫＡ 的 激 活ꎬ 这 与
Ｍｉｃｈａｌｓｋｉ 等[１５]研究一致ꎬ其发现 Ａｄｇｒｖ１ 基因缺失会使
ＡＣ６ 补偿性表达增加ꎮ 但 Ｓｈｉｎ 等[１６]发现在小鼠脑部上下
丘中正常的 ＡＤＧＲＶ１ 蛋白可激活 ＰＫＡ 和 ＰＫＣ 以响应细
胞外钙信号ꎬ说明在不同的生理 / 病理条件下ꎬＧＰＣＲ 也可
通过不同类别 Ｇ 蛋白向细胞内部传递信号[１７]ꎮ 本研究证
实 ＡＤＧＲＶ１ 蛋白可将细胞外信号经 Ｇ 蛋白途径传导至下
游信号通路ꎬ但如何调控纤毛发育的具体作用机制仍不
明确ꎮ

Ｈｈ 信号通路主要发生在初始纤毛内ꎬ在视网膜和耳
蜗发育过程中 Ｈｈ 信号通路发挥着重要作用ꎬ它能决定光
感受细胞的发育及视网膜的分层结构ꎬ也参与确定内耳的
腹侧极性、螺旋神经元的诱导及毛细胞发育等[６－７]ꎮ 本研
究中 Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠视网膜和原代成纤维细胞中均存在 Ｈｈ
信号通路两个关键分子 ＰＴＣＨ１、ＧＬＩ１ 表达出现下调ꎮ 纤
毛也被认为是 ＧＰＣＲ 信号传递的重要纽带ꎮ 多种 ＧＰＣＲ
及其下游效应分子定位于哺乳动物细胞的纤毛上[４ꎬ １８]ꎮ
研究发现ꎬ细胞对 Ｈｈ 配体的敏感性可受 Ｇαｉ－和 Ｇαｓ－偶
联 ＧＰＣＲ 的影响ꎬ它控制第二信使 ３􀆳ꎬ５􀆳 －环磷酸腺苷
(ｃＡＭＰ)的产生ꎬ进而激活 ＰＫＡ 作为 Ｈｈ 信号的抑制剂
和 / 或激活剂[１８]ꎮ 脊椎动物细胞亦可利用纤毛内外不同
空间的 ＰＫＡ 池ꎬ调节 Ｈｈ 信号传导ꎬ以传递不同的信
息[１９]ꎮ 在视网膜上 ＰＫＡ 两个催化(Ｃ)亚基ꎬＣα 定位于连
接纤毛的基部和视网膜外节ꎬＣβ 定位于内节椭圆体ꎬ定位
的差异表明这些亚单位具有特殊的生理功能[２０]ꎮ 而有文
献报道 Ｈｈ 信号通路中关键因子 ＧＬＩ１ 定位于视网膜外
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节[２１]ꎮ 这些研究表明位于纤毛的 ＧＰＣＲ 可选择性参与调
节 Ｈｈ 信号通路ꎬ组成纤毛内的交联信号承担调控作用ꎮ
我们研究发现 Ａｄｇｒｖ１－ / －小鼠视网膜中 ＡＤＧＲＶ１ 的蛋白表
达缺失与激活的 ＰＫＡ 和下调的 ＧＬＩ１ 共定位于外节ꎬ与既
往研究一致[２０－２１]ꎬＰＴＣＨ１ 在内外节表达均明显下降ꎮ 结
合本研究结果ꎬ我们推测 ＡＤＧＲＶ１ 蛋白可与 Ｇαｉ 偶联ꎬ抑
制 ＡＣ 酶活性ꎬ减少 ｃＡＭＰ 的生成ꎬ而 Ａｄｇｒｖ１ 基因变异导
致抑制作用解除ꎬｃＡＭＰ 补偿性增加ꎬ持续激活 ＰＫＡꎬ进而
抑制 Ｈｈ 信号的核心受体 ＰＴＣＨ１ꎬ使得 ＧＬＩ１ 表达下降ꎬ抑
制下游靶基因的转录ꎬ最终导致视细胞和毛细胞纤毛发育
障碍ꎮ

纤毛可以感受外环境中的机械与化学刺激ꎬ是个体发
育过程中重要的信号转导中心ꎮ 近期研究发现 Ｈｈ 活性
与骨髓间充质干细胞的机械力反应性正相关[２２]ꎬ而另一
项研究表明 ＡＤＧＲＶ１ 蛋白可作为机械传感器ꎬ感知细胞
外环境机械信号[２３－２４]ꎮ 在发育中眼耳分别接收光和声音
刺激ꎬ 不同的外界信号纤毛会有不同的反 应ꎬ 已 知
ＡＤＧＲＶ１ 蛋白形成的连接中ꎬ耳蜗处的踝连接相邻静纤毛
之间存在机械力ꎬ但最新研究发现视网膜光感受器也存在
具有机械力的纤维链[２５]ꎬ ＡＤＧＲＶ１ 参与其中ꎮ 因此ꎬ
ＡＤＧＲＶ１ 蛋白作为 ＧＰＣＲ 可能参与 Ｈｈ 信号通路对细胞外
机械信号的传递ꎮ

近年来研究发现越来越多的疾病都与纤毛异常相关ꎬ
深入探索纤毛的发生不仅对完善生物学基础理论ꎬ而且对
理解纤毛病等人类疾病的病理机制具有重要启示ꎮ
ＡＤＧＲＶ１ 蛋白作为迄今为止最大的 ＧＰＣＲꎬ采用现今常用
的腺病毒载体[２６]进行基因治疗无法实现ꎬ对其功能、下游
分子信号通路的研究ꎬ揭示其中调控的关键位点ꎬ可为下
一步动物的基因治疗开展和临床治疗靶点选择提供依据ꎮ
但本研究还有诸多问题仍需解释ꎬ包括细化解析 Ａｄｇｒｖ１
基因变异调控 Ｈｈ 信号通路的具体作用机制ꎬ明确 Ａｄｇｒｖ１
基因缺陷对视网膜和耳蜗纤毛发育的影响ꎬ对深入理解
ＡＤＧＲＶ１ 蛋白的生物学功能、视网膜纤毛发生机制、ＵＳＨ２
发病机理具有重要意义ꎮ
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[２６] 邓方圆ꎬ 韩梦雨ꎬ 邓婷婷ꎬ 等. 视网膜色素变性基因治疗的相

关研究进展. 国际眼科杂志ꎬ ２０２１ꎬ２１(７):１２０５－１２０８.

７０７１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２４ꎬ Ｎｏ.１１ Ｎｏｖ. ２０２４　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ


