耳蜗螺旋神经节转录组分析最新研究进展

2020年1月23日,《eLife》期刊在线发表了中科院脑科学与智能技术卓越创新中心（神经科学研究所）、神经科学国家重点实验室刘志勇研究组题为《耳蜗螺旋神经节在多个发育节点的深度转录组分析》的研究论文。

小鼠和人类的听觉系统在发育和功能上十分相似。耳蜗螺旋神经节负责把外周的声音信息（时间，强度和频率等）传递到脑干的耳蜗核，随后经脑干上橄榄核团，下丘，丘脑等最终到达听觉皮层。耳蜗螺旋神经节功能非常重要，临床上耳聋患者佩戴人工耳蜗的治疗效果很大程度上取决于耳蜗螺旋神经节是否具有功能。因此如何保持耳蜗螺旋神经节的功能以及如何在损伤后再生出有功能的螺旋神经节是听觉领域的一个重要但非常艰难的研究方向。

为了找到研究的切入点， 研究团队首先致力于阐明两个问题：1）耳蜗螺旋神经节在从胚胎早期到成年整个发育过程中，是否特异表达一些特异的基因，即这些基因不在耳蜗其他细胞类型中表达？2）这些特异的基因是否具有动态的变化特征，是瞬时表达（调节发育过程），还是永久表达（维持神经节的细胞命运）？为了准确地回答这2个核心问题，研究团队利用转基因小鼠的方法，在五个不同的发育时期（E15.5, P1, P8, P14和P30）, 特异在螺旋神经节内表达红色荧光蛋白。然后通过组织消化、手工分选的方法获得高纯度、健康的螺旋神经节细胞。每个时间点分析三个重复，每个重复样品包含100个左右螺旋神经节细胞。此方案能够获得高深度的全基因组表达谱，是之前10x单细胞转录组分析深度的5倍。基于此，本研究分析出了众多之前未知的螺旋神经节表达特异、动态变化明显的基因。

此外研究团队选取了两个特异基因Scrt2和Celf4，利用CRISPR/Cas9基因编辑系统构建了Scrt2-P2A-tdTomato和Celf4-3xHA-P2A-iCreER-T2A-EGFP两种基因敲入模型，并在内耳进行了系统的分析，在单细胞层面确认了耳蜗螺旋神经节特异并高表达Scrt2和Celf4，进而佐证了论文中转录组测序数据的准确性和可靠性。新构建的小鼠模型对听觉领域和脑神经科学领域（Scrt2和Celf4基因也在中枢系统高表达）的研究具有重要的应用价值。 

该工作由中科院脑智中心，听觉系统发育再生研究组刘志勇研究员指导，博士后李超、李响、毕政鸿为共同第一作者，王广琴，朱彤以及霍华德.休斯医学研究所-詹宁斯研究中心Ken Sugino为此研究做出了贡献。共聚焦成像相关工作在神经科学研究所所级中心的光学成像平台完成，神经科学研究所杨辉研究组提供了显微注射仪器，应文琴（杨辉组）在胚胎移植实验中提供了帮助。本工作得到国家重点研发计划、中国科学院战略性先导科技专项、国家青年千人计划、国家自然科学基金面上项目、上海市科技重大专项以及勃林格殷格翰公司专项支持。
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图注：(A) 图示为手工分选耳蜗螺旋神经节的流程，在荧光体视显微镜下，将红色荧光标记的螺旋神经节手工挑选并清洗三次后，转移至裂解液中进行后续实验；（B）热图显示小鼠耳蜗发育过程中，21个特异性、持续高表达在螺旋神经节细胞中的基因；（C-D）图为Scrt2-P2A-tdTomato小鼠（P1）耳蜗抗体Myosin VI（特异性标记毛细胞）和tdTomato 组织化学染色结果：组织铺片免疫组化染色（C）和切片免疫组化染色（D）显示Scrt2基因（tdTomato+）特异性高表达在耳蜗螺旋神经节中，毛细胞（Myosin VI+）中未见Scrt2基因表达, a:耳蜗顶圈；m：耳蜗中圈；b：耳蜗底圈；C图和D图中标尺为200 um 
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