
载脂蛋白 E（apolipoprotein E，ApoE）是一类脂

结合蛋白，在肝和脑内含量丰富［1-2］。ApoE通过受

体介导，参与将胆固醇传递至靶组织/细胞，从而广

泛参与到胆固醇代谢、突触可塑性、神经突生长、突

触发生和炎症发生等生物学过程中［3-4］。已知ApoE
功能缺陷会导致血脂异常、动脉粥样硬化以及其他

综合征，如阿尔兹海默病、帕金森病［1，5］等。近期研
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［摘 要］ 目的：探究载脂蛋白E（apolipoprotein E，ApoE）基因缺陷引起小鼠耳蜗螺旋神经节处听神经损伤的可能机制。方

法：对ApoE基因敲除（ApoE-/-）小鼠进行听性脑干反应（auditory brainstem response，ABR）检测，并分析波群振幅及延迟期。免

疫荧光及HE染色分析耳蜗螺旋神经节内听神经及带状突触的病理损伤情况。蛋白质印迹、qRT⁃PCR等实验检测Lim激酶1
（LIM domain kinase 1，Limk1）、丝切蛋白1（cofilin1）蛋白表达及磷酸化水平，并检测磷脂酰肌醇3激酶（phosphatidylinositide 3⁃
kinases，PI3K）通路激活情况。结果：ApoE-/-小鼠ABR检测中波Ⅰ的振幅缩短，延迟期延长。螺旋神经节处染色结果显示ApoE⁃/⁃小

鼠带状突触及听神经纤维数量减少，并伴随结构受损。Western blot、qRT⁃PCR及免疫荧光染色发现Limk1与 cofilin1在ApoE
敲除后蛋白磷酸化水平出现显著性下降，同时PI3K通路激活被抑制。结论：ApoE基因缺陷会引起耳蜗螺旋神经节处带状突

触及听神经损伤，并可能与神经元肌动蛋白细胞骨架密切相关。
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［Abstract］ Objective：The current study aims to investigate the possible mechanism of auditory nerve injury at the spiral ganglion of
the cochlea induced by apolipoprotein E（ApoE） gene deficiency in mice. Methods：Auditory brainstem response（ABR）were
measured in ApoE knockout（ApoE-/-）mice，and the amplitude and latency of the wave groups were analyzed. Immunofluorescence and
H&E staining were used to analyze the pathological damage of auditory nerve and ribbon synapsesin the spiral ganglion. Western blot
and qRT⁃PCR were used to detect the protein expression and phosphorylation levels of LIM kinase 1（Limk1）and cofilin1，and to
detect the phosphatidylinositide 3⁃kinases（PI3K）pathway activation. Results：The amplitude of wave Ⅰ in ApoE-/- mice by ABR was
shortened and the latency was prolonged. The spiral ganglion staining showed that the number of ribbon synapses and auditory nerve
fibers were reduced in ApoE-/- mice，accompanied by the structural damage. Western blotting，qRT ⁃PCR and immunofluorescence
staining revealed that Limk1 and cofilin1 showed a significant decrease in protein phosphorylation levels after ApoE knockdown，while
the PI3K pathway activation was inhibited. Conclusion：ApoE gene deficiency could damage the ribbon synapse and auditory nerve at
the spiral ganglion of the cochlea，which might be related to the actin cytoskeleton of theauditory nerve.
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究提示，ApoE功能缺陷也会影响个体的听觉功能，

ApoE的脂质转运功能受损，会造成内耳组织结构的

损伤［6］。本课题组前期研究发现，ApoE基因缺陷小

鼠在出现听力阈值上升的同时，还存在听性脑干反

应（auditory brainstem response，ABR）波形的异常，

且ABR波形出现波Ⅰ振幅缩短及延迟期延长的现

象，提示内毛细胞（inner hair cell，IHC）与螺旋神经

节神经元（spiral ganglion neurons，SGN）连接处的带

状突触（ribbon synapse）以及 SGN内的听神经纤维

可能发生了损伤，但围绕ApoE与带状突触及 SGN
损伤的机制尚不清楚。

为探究ApoE基因缺失是否会引起SGN内听神

经及带状突触损伤，并揭示其可能的作用机制，本

研究首先对ApoE基因敲除的小鼠听觉功能进行了

检测，明确其听力损失情况，并分析了ABR的波形

特征；其次对耳蜗螺旋神经节内带状突触及听神经

的病理表型进行检测；最后通过实验解释ApoE缺

陷引起听神经及带状突触损伤可能的分子基础，从

而揭示ApoE缺失引起听力损失的作用机制。

1 材料和方法

1.1 材料

用于实验的ApoE-/-小鼠购自南京大学模式动

物研究所，由南京医科大学动物中心净化并配繁。

实验经过南京医科大学实验动物福利伦理委员会

同意（ACUC⁃2002003）。
实验所用抗体包括：Ctbp2 抗体（612044，BD

Biosciences公司，美国），NF⁃H抗体（ab207176，Ab⁃
cam公司，美国），Map2抗体（8707，CST公司，美国），

Phospho⁃PI3K抗体（AP0854）、PI3K抗体（A19742）、

Phospho⁃Dab1抗体（AP0929）、Dab1抗体（A10349）、

Phospho⁃Cofilin1抗体（AP0178）、Phospho⁃Akt1抗体

（AP063）、Phospho⁃Limk1 抗体（AP0387）、Limk1 抗

体（A16664）（武汉 ABclonal 公司），cofilin1 抗体

（5175，CST公司，美国），Akt抗体（10176）、山羊抗

鼠、抗兔 IgG 二抗（SA00001⁃1、SA00001⁃2）（武汉

Proteintech 公司），荧光标记山羊抗鼠、抗兔二抗

（1741782、1748346，Thermo公司，美国）。

其他包括：苏木素、伊红染液（G1004、G1001，武
汉 赛 维 尔 公 司）、SYBR®Green Master Mix（2x）
（Q131，南京 Vazyme 公司）、TGX Stain⁃FreeTM Fast⁃
CastTM Acrylamide Kit12%预混胶（1610185TA，Biolab
公司，美国）、HiScript® Ⅲ RT SuperMix for qPCR
（R323⁃01，南京Vazyme公司）、BCA蛋白浓度检测试

剂（P0012，上海碧云天公司）；基因扩增引物由北京

擎科生物科技有限公司合成。

1.2 方法

1.2.1 组织标本采集

选择实验小鼠及同窝对照小鼠，麻醉后使用

0.9%生理盐水心脏灌注，取出小鼠耳蜗组织，置于

4%多聚甲醛固定。固定过夜后将耳蜗组织置于

5% EDTA脱钙液中脱钙7~10 d。
1.2.2 ABR检测及波Ⅰ分析

小鼠麻醉后放置于隔音箱中，ABR检测使用美

国 TDT公司设备及BioSigRZ软件系统给声并采集

信号。纯音通过开放声场MF1磁性扬声器传送，扬

声器置于距外耳道 5 cm处。参考电极置于给声耳

廓后，记录电极置于两耳间连线中点，地电极置于

对侧耳廓后。测试声强从90 dB开始，以10 dB逐步

递减，每个声级重复叠加 512次取均值。一般小鼠

ABR由5个波组成，以其中重复性最好、最稳定的Ⅱ
波作为波群主波，Ⅱ波最后消失的声强作为反应

阈，记录 Click 刺激以及纯音刺激在 4、8、16、24、
32 kHZ频率下的ABR阈值［7］。在每个频率90 dB水

平上测量Ⅰ波波峰至基线距离即Ⅰ波振幅，测量Ⅰ
波波峰至波群起始点时长即Ⅰ波潜伏期。

1.2.3 HE染色

脱钙后的耳蜗样本梯度酒精中脱水，二甲苯溶

液透明组织，浸蜡2~3 h后进行石蜡包埋，切成5 μm
的薄片。60 ℃烘干后经过二甲苯及梯度酒精脱蜡，

切片经苏木素染色5~8 min，1%盐酸酒精分化2~5 s，
0.6%氨水返蓝。再放入伊红染液 1~3 min，脱水后

中性树脂封片，显微镜下观察HE染色结果。

1.2.4 免疫荧光染色

脱钙后的耳蜗组织样本，在体视显微镜下分离

耳蜗基底膜，清洗后使用 0.3%Triton X⁃100透膜处

理20 min。耳蜗石蜡切片样本脱蜡后经柠檬酸盐缓

冲液抗原修复，自然冷却后 PBS缓冲液清洗，0.1%
TritonX⁃100透膜处理 20 min。样本经 Triton X⁃100
透膜处理后，使用 10%山羊血清室温封闭 1 h，4 ℃
孵育一抗过夜。次日PBS清洗，避光37 ℃孵育二抗

1 h，PBS清洗后使用含DAPI的抗淬灭封片剂封片，

荧光显微镜下观察染色情况。

1.2.5 蛋白质免疫印迹

取小鼠耳蜗组织，使用含蛋白酶抑制剂的RIPA
裂解液进行组织匀浆，提取总蛋白，使用BCA试剂

盒进行蛋白浓度定量。取等量蛋白，通过12% SDS⁃
PAGE电泳分离蛋白，并转移至PVDF膜上。在 5%
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A、B：ABR检测WT小鼠（A）和ApoE-/-小鼠（B）波形图（12周龄，24 kHZ频率）；C：Click刺激下WT组与ApoE-/-组听力阈值比较；D、E、F：3周
龄（D）、12周龄（E）和24周龄（F）的两组小鼠在纯音刺激下各频率的听力阈值。两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001（n=6）。

图1 ApoE-/-小鼠ABR检测

Figure 1 ABR detection in the ApoE⁃/⁃ mice
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脱脂奶粉溶液中封闭 2 h，TBST清洗后，4 ℃孵育一

抗过夜。TBST清洗后 37 ℃孵育二抗 2 h，清洗后加

ECL发光液，使用凝胶成像系统观察。

1.2.6 实时定量PCR
取小鼠耳蜗组织，使用TRIzol在组织匀浆器中

提取总RNA，测量浓度后取 1 μg总RNA进行反转

录，生成 cDNA保存，随后进行实时定量PCR检测。

采用 20 μL扩增体系：SYBR®Green Master Mix（2x）
10 μL，cDNA 1 μL，上游引物与下游引物各 0.5 μL，
ddH2O 8 μL。扩增程序如下：预变性 95 ℃ 5 min，
变性 95 ℃10 s，退火/延伸 60 ℃ 30 s，共 40 个循

环。目标基因 CT值使用Gapdh基因校正，引物序

列见表 1。
1.3 统计学方法

使用 GraphPad Prism 软件进行相关统计学分

析，每组实验至少重复3次。实验数据采用均数±标
准差（x ± s）表示，采用两独立样本 t检验进行组间比

较，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 ApoE-/-小鼠ABR检测

根据前文ABR检测阈值判断方法对两组小鼠

听力阈值进行统计，图中波形可以看出 12周龄的

WT小鼠在 24 kHZ频率刺激下，波Ⅱ在 20 dB时依

然存在，故其听力阈值为 20 dB 。而同样条件下，

ApoE-/-小鼠在 40 dB时存在波Ⅱ，30 dB时波Ⅱ消

失，判断该小鼠听力阈值为40 dB（图1A、B）。对3、
12及24周的WT及ApoE-/-小鼠ABR阈值统计发现，

ApoE-/-小鼠与对照组相比，在Click刺激下，3周龄时

并没有明显的阈值差异；但随着小鼠周龄增加，从

12周龄开始，ApoE-/-小鼠听力阈值出现显著上升

（图 1C）。ApoE-/-小鼠在 4~32 kHZ频率下进行纯音

听力阈值的分析，发现ApoE-/-小鼠在 3周时表现出

正常的听力阈值，与WT组相比没有明显差异（图

1D）。12 周龄 ApoE-/-小鼠在高频听力区域（24、
32 kHZ）处出现听力阈值的显著增高（图 1E）。

在 24 周龄时，相比于WT组，ApoE-/-小鼠的听力阈

值从 8 kHZ开始就出现明显上升，并且高频区域听

力损失更加严重（图1F）。这些听力检测结果显示，

ApoE-/-小鼠从12周开始便出现了听力损失，随着年

龄增加情况逐渐严重，并且从高频区域开始受损，

表1 实时定量PCR引物序列

Table 1 Primer sequences of qRT⁃PCR
基因

GAPDH

VldlR

ApoER2

Lrp1

序列（5′→3′）
上游AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
下游TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
上游GGCAGCAGGCAATGCAATG
下游GGGCTCGTCACTCCAGTCT
上游CCAATGGAATCACCCTGGACT
下游CTTTGGCTCGTTCAGCTCG
上游GCGGTGTGACAACGACAATG
下游AGCCACCAGGAGGTCTTGTA

··158



逐渐累及中低频区域。

2.2 ApoE-/-小鼠ABR检测波Ⅰ振幅及延迟期分析

与WT组相比，ApoE-/-小鼠的ABR波Ⅰ呈现较

低的振幅，以及较长的延迟期（图2A）。波Ⅰ的振幅

分析显示，在3周龄小鼠中，ApoE-/-小鼠在各个频率

区域均有振幅缩短的趋势，并且在 8、16、32 kHZ处

的缩短具有统计学意义（P < 0.05）。在12周龄小鼠

的波Ⅰ振幅分析中发现，ApoE-/-小鼠在各个频率区

域的振幅缩短均具有统计学差异（P < 0.05）。当小

鼠 24周龄时，其振幅平均值在两组小鼠中均下降，

但ApoE-/-小鼠的振幅下降更加明显，并且除 4 kHZ
处无明显差异外，其余各频率区域差异具有统计学

意义（P < 0.05，图2B）。波Ⅰ的延迟期分析显示，相

较于WT组，ApoE-/-小鼠的ABR波Ⅰ延迟期在各个

周龄、各个频率区域均有显著上升，且差异均具有

统计学意义（P < 0.05，图2C）。在波形分析中，波Ⅰ
的振幅与耳蜗带状突触对于听觉信号的接收能力

有关，而延迟期表示听觉信号由 IHC经过带状突

触传递进入听神经的时间长度。这些结果提示

ApoE-/-小鼠耳蜗螺旋神经节处带状突触及听神经

可能存在结构与功能上的异常，导致听觉信号传

导障碍。

2.3 ApoE-/-小鼠耳蜗带状突触数量分析

在耳蜗 IHC底部存在连接 SGN中听神经纤维

的突触结构，由于其在空间上呈现带状分布，故被称

为带状突触。每个SGN只与1个 IHC存在突触联系，

而每个 IHC与10~30个神经元存在树突联系［8］。IHC
上的大量带状突触组合可以对持续、分级的听觉刺

激进行反应，将听觉信号准确、连续及敏感地传入

听神经，所以突触的数量对于听觉信号的传导起重

要作用。本研究使用 C 端连接蛋白（C⁃ terminal ⁃
binding protein，Ctbp2）对 IHC底部的带状突触数量

进行检测。Ctbp2是目前已知的带状突触上唯一的

结构蛋白，常被认为参与构成带状突触结构的细胞

骨架，Ctbp2可作为带状突触的标志分子［9］。在12周

龄小鼠耳蜗基底膜中，分别进行顶、中、底回 Ct⁃
bp2免疫荧光染色（图 3A），计算各回中单一 IHC底

部所含有的平均带状突触数量。在WT组中，顶回

单个 IHC含有（12.7±1.6）个突触，中回含有（14.5±
1.9）个突触，底回含有（12.4±1.1）个突触。而在

ApoE⁃/⁃小鼠中，顶、中、底回的平均带状突触数量分

别为（8.7±1.6）、（10.9±2.1）及（9.0±1.8）个。与WT组

相比，ApoE-/-小鼠耳蜗带状突触数量存在显著下降，

差异有统计学意义（P < 0.001，图 3B）。对耳蜗内

A：ABR波形趋势图（12周龄，90 dB，8 kHZ纯音刺激），黑色实线表示波峰至基线距离，即波Ⅰ振幅，黑色虚线表示波Ⅰ峰值至波群起始点

时长，即波Ⅰ延迟期；B：不同周龄的两组小鼠在纯音刺激下各频率的90 dB位置波Ⅰ振幅比较；C：不同周龄的两组小鼠在纯音刺激下各频率

的90 dB位置波Ⅰ延迟期比较。两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001（n=6）。
图2 ApoE-/-小鼠ABR检测波Ⅰ振幅及延迟期分析

Figure 2 ABR wave Ⅰ amplitude and latency analysis in ApoE-/- mice
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Ctbp2蛋白表达进行分析，发现其在ApoE-/-小鼠中

的表达明显下降（图 3C、D）。以上结果说明耳蜗带

状突触数量的减少可能是造成ApoE-/-小鼠听觉信

号传导功能异常的原因之一。

2.4 ApoE-/-小鼠SGN形态结构分析

为了研究ApoE-/-小鼠在发生带状突触丢失的

同时是否伴随着 SGN的损伤，对 SGN区细胞数量、

神经元细胞骨架进行了检查。通过HE染色对小鼠

耳蜗的SGN区所含细胞进行标记，发现ApoE-/-小鼠

SGN区的单位面积细胞数量减少，统计结果显示，

WT组小鼠每 10 000 μm2所含细胞数为（33.4±7.3）
个，大于ApoE-/-小鼠的（24.5±4.5）个，并且两者的差

异具有统计学意义（P < 0.05，图 4A、B）。神经元细

胞骨架可以通过神经丝（neurofilament，NF）进行标

记，细胞骨架的表达情况可以用来鉴定神经元是否

存在变性情况，判断神经元功能是否受损。在

ApoE-/-耳蜗内NF数量显著减少，听觉神经元出现变

性情况（图4C）。这些结果提示，ApoE-/-小鼠耳蜗带

顶回 中回 底回

Ap
oE-/-

WT

A

A：耳蜗带状突触染色结果，带状突触使用Ctbp2抗体（绿）标记（×1 000）；B：耳蜗顶、中、底回带状突触数量分析（计算3只小鼠的40~50个
IHC所含平均带状突触数量）；C：蛋白质印迹法检测Ctbp2在小鼠耳蜗中的表达情况；D：以GAPDH做为内参，定量分析Ctbp2下降情况。两组

比较，**P < 0.01，***P < 0.001（n=3）。
图3 ApoE-/-小鼠带状突触数量检测

Figure 3 Detection of the number of cochlear ribbon synapses in ApoE-/- mice
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图4 ApoE⁃/⁃小鼠SGN结构检测分析

Figure 4 Analysis of SGN structure in ApoE⁃/⁃ mice
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状突触损伤时也会伴随着SGN的功能损害，并可推

测 SGN内细胞骨架的显著减少可能是造成神经元

数量减少的原因之一。

2.5 ApoE-/-小鼠Limk1⁃cofilin1磷酸化水平检测

在神经系统中，神经元的肌动蛋白细胞骨架对

于突触可塑性及神经元树突棘复杂度起着决定性

作用［10-11］。cofilin1作为肌动蛋白的关键分子，参与

几乎所有真核细胞中的肌动蛋白功能调控［12］。

Limk1是 cofilin1的上游分子，通过对 cofilin1磷酸化

修饰，维持肌动蛋白聚合与解聚的平衡。对ApoE-/-

小鼠的耳蜗组织 cofilin1与 Limk1表达水平及活性

状态进行检测，结果发现Limk1表达水平无明显变

化，而磷酸化 Limk1表达减少；另外 cofilin1在耳蜗

组织中蛋白表达上升，而磷酸化 cofilin1的表达量减

少（图 5A）。统计磷酸化Limk1与 cofilin1蛋白表达

占总体 Limk1及 cofilin1的表达的相对量，发现两个

蛋白的磷酸化水平均明显下降（P < 0.01，图5B）。在

耳蜗 SGN区对磷酸化 cofilin1进行免疫荧光强度检

测，发现其在ApoE-/-小鼠神经元中表达量减少（图

5C、D）。如上结果显示，参与调控肌动蛋白解聚的

Limk1与cofilin1，在ApoE-/-小鼠耳蜗组织中磷酸化修

饰而失活，减弱了参与维持细胞骨架稳定的作用。
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A：蛋白质印迹检测耳蜗Limk1与 cofilin1蛋白及磷酸化蛋白表达情况；B：检测条带灰度值对比分析磷酸化蛋白下降情况（n=4）；C：耳蜗

SGN区磷酸化 cofilin1免疫荧光染色，使用phospho⁃cofilin1抗体（红）标记（×400）；D：磷酸化 cofilin1荧光强度分析。两组比较，*P < 0.05，**P <
0.01（n=3）。

图5 ApoE-/-小鼠Limk1⁃cofilin1磷酸化水平检测

Figure 5 Phosphorylation of Limk1⁃cofilin1 in ApoE-/- mice
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2.6 ApoE-/-小鼠耳蜗SGN区cofilin棒染色分析

当磷酸化失活的 cofilin1减少，而活性 cofilin1
浓度升高，会促进肌动蛋白成核，并在其尖端不断

组装聚合，形成cofilin棒（cofilin rod）。cofilin棒的过

度堆积会引起神经功能损伤，其对于突触重塑性、

树突棘复杂度等神经生理功能均有影响。在对

ApoE-/-小鼠耳蜗SGN区 cofilin1进行染色时，发现在

神经元细胞位置，出现明显棒状堆积结构，显示活

性的cofilin1增多的确引起ApoE-/-小鼠耳蜗内cofilin
棒的增多（图6A）。这些结果显示，ApoE-/-小鼠SGN
区内磷酸化 cofilin1减少会引起 cofilin棒的异常堆

积，后者是 cofilin1活性增多引起的肌动蛋白解聚紊

乱的直接表现，而 cofilin棒的产生是造成神经元损

伤的重要原因。

在神经细胞中 ApoE 主要与载脂蛋白受体 2
（apolipoprotein E receptor 2，ApoER2）、极低密度脂蛋

白受体（very⁃low⁃density lipoprotein receptor，VldlR）
及低密度脂蛋白受体相关蛋白 1（LDLR⁃related re⁃
ceptor 1，Lrp1）结合。qRT⁃PCR显示前两种受体在

ApoE-/-小鼠耳蜗中表达显著降低，而同属 LDLR家

族成员的 Lrp1 在耳蜗中表达并无明显差异（图

6B）。当细胞内ApoER2以及VldlR在与配体ApoE
结合后，内接头蛋白（disabled1，Dab1）发生磷酸化，

该蛋白被认为参与PI3K通路的调控。我们发现在

ApoE-/-小鼠的耳蜗组织中，Dab1的磷酸化程度降

低，表明其对PI3K通路的激活作用减少；对PI3K及
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图6 ApoE-/-小鼠耳蜗SGN区cofilin棒染色结果

Figure 6 Results of cofilin rod staining in SGN region of the ApoE-/- mice cochlea
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Akt分子及其磷酸化蛋白进行检测时，也发现其在

耳蜗中表达量的下降（图6C）。有报道指出PI3K参

与Limk1⁃cofilin1的调控，ApoE-/-小鼠PI3K通路激活

被抑制可能是耳蜗内 Limk1与 cofilin1磷酸化减少

的重要原因之一。

3 讨 论

先前研究提示ApoE功能缺陷的小鼠会引起耳

蜗内毛细胞缺失、SGN区细胞凋亡及血管纹毛细血

管减少等损伤，并可导致听觉功能丧失［13］。本研究

发现，ApoE缺陷还会引起耳蜗带状突触及听神经的

损伤，并且该损伤发生在 ApoE功能缺陷的早期。

这验证了听神经的损伤一般出现在听力阈值上升

或耳蜗细胞死亡之前的研究报道［14］，提示耳蜗SGN
区听觉神经的损伤可能是ApoE-/-小鼠发生听力损

失的另一重要原因。

在神经系统中，肌动蛋白在神经元轴突及树突

的形成中起重要作用，甚至参与驱动神经元间突触

形成以协助神经间连接。肌动蛋白的聚合与解聚

在调节突触前神经递质释放、突触可塑性以及树突

棘复杂度等起着核心作用［10，15］。cofilin1是调节细胞

内肌动蛋白组装与分解的关键分子之一，其蛋白表

达水平对于肌动蛋白组装的调控起重要作用。当

cofilin1蛋白浓度较低时，更倾向于切断肌动蛋白，

促进肌动蛋白丝尖端解聚。在高浓度情况下，

cofilin1使肌动蛋白丝成核，以促进其组装［16］。co⁃
filin1的活性主要是通过磷酸化状态来调控的，本研

究发现 cofilin1的磷酸化水平降低，同时具有活性的

非磷酸化状态 cofilin1 表达上升。这就提示在

ApoE-/-小鼠中存在高浓度的活性 cofilin1，可能导致

了神经细胞内肌动蛋白的聚合异常。

Limk1是中枢神经系统中磷酸化cofilin1的主要

修饰分子，Limk1的磷酸化会导致其自身失活，失

活后的 Limk1则不能继续调控 cofilin1的磷酸化水

平［17-18］。本研究也发现，在ApoE调控的神经细胞生

理过程中存在 Limk1与 cofilin1基因的异常表达。

在ApoE-/-小鼠中，Limk1的磷酸化水平降低，同时

Limk1的磷酸化是造成活性cofilin1浓度升高的主要

原因。当活性 cofilin1浓度过高时，其切断肌动蛋白

丝的效率降低，肌动蛋白丝不断添加到 cofilin与肌
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动蛋白的复合体上，形成cofilin棒［12］。cofilin棒过度

堆积被认为会损伤中枢神经系统的神经功能，在神

经退行性疾病中，cofilin棒与磷酸化 tau蛋白存在共

定位现象［19］。本研究对耳蜗SGN区域的cofilin棒进

行特异染色，发现在神经细胞周围存在明显的 co⁃
filin棒堆积现象，也验证了上述推论中活性 cofilin1
的增多会引起神经细胞内肌动蛋白异常聚合。因

此，ApoE-/-小鼠听神经及带状突触功能损伤可能的原

因之一是源于细胞内肌动蛋白的异常聚合。

ApoE 对神经元的作用主要通过与细胞表面

LDLR家族成员结合，如ApoER2、VldlR和Lrp1［20-21］。

受体与ApoE结合后，进一步激活细胞内的相关信

号通路，参与突触的囊泡释放、钙离子电流调节、肌

动蛋白聚合及β淀粉样蛋白清除等生理过程［22］。研

究表明ApoE在与ApoER2或VldlR结合后，会诱导

其下游 Dab1 的磷酸化，而磷酸化的 Dab1 会激活

PI3K通路。磷酸化的Dab1招募 PI3K上的 p85α亚

基，并进一步触发下游Akt分子的磷酸化［23］。本研

究对耳蜗内的Dab1分子以及其调控的PI3K通路及

下游Akt分子进行了蛋白表达及磷酸化水平检测，

发现均出现了磷酸化水平减少的现象，说明当ApoE
功能缺陷时，其对于PI3K通路激活能力下降，PI3K
通路被抑制。研究也表明PI3K会使Limk1磷酸化，

进而抑制 cofilin1的活性，阻断 cofilin1的主动聚合

活性，使得神经细胞树突棘生长增加、复杂性增高，用

以维持突触后Ca2+稳态及信号传导功能［22，24］。本研究

中，ApoE-/-小鼠耳蜗中出现明显的PI3K活性降低，

并可通过Akt分子的磷酸化水平降低进一步获得验

证［25-26］。因此，可初步推测 ApoE-/-小鼠中 Limk1⁃
cofilin1磷酸化降低，是由于PI3K的激活被部分抑制

引起。

综上所述，通过对ApoE-/-小鼠的听觉功能进行

分析，发现ApoE基因缺陷会引起小鼠听力损失，并

且 SGN区的损伤是其重要原因之一。而 SGN区中

带状突触及听神经纤维的损伤，可能源于神经细胞

内肌动蛋白解聚功能异常。进一步推测其异常是

由ApoE功能缺陷破坏了 cofilin1对肌动蛋白的解聚

作用引起的。以上为进一步探究ApoE在听觉神经

系统中的生物学功能奠定了理论与实验基础。
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