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利用单细胞 RNA-seq 研究 Mitf-M 基因突变对
荣昌猪耳蜗血管纹边缘细胞的影响

龙  熙 1,2，柴  捷 1,2，涂  志 1,2，张  亮 1,2，张利娟 1,2，潘红梅 1,2，张力丹 2，王  清 2，郭宗义 1,2*

（1. 重庆市畜牧科学院，重庆 402460；2. 国家生猪技术创新中心，重庆 402460）

摘 要：本文旨在研究 Mitf-M 基因突变对荣昌猪耳蜗血管纹边缘细胞的影响，为后续深入解析荣昌猪的耳

聋机制提供理论依据。以 3 月龄野生型荣昌猪（Mitf-R）和耳聋荣昌猪（Mitf-r）为研究对象，基于单细胞

RNA-seq 技术并结合边缘细胞标记基因，注释耳蜗血管纹边缘细胞，统计边缘细胞数量，筛选差异表达基因。

通过 UMAP 聚类和边缘细胞标记基因 KCNQ1、SLC12A2 注释出了 Mitf-R 和 Mitf-r 的边缘细胞。细胞数量

统计结果表明 Mitf-M 突变导致了血管纹边缘细胞数量的减少。差异基因表达分析发现了 140 个差异倍数 2 倍

以上的基因，其中 Mitf-R 相对 Mitf-r 有 122 个基因上调，18 个下调，包括 KCNAB1、KCNQ1、NALCN、

SLC26A7、SLC9A4、SLC16A7、TRPM3 等离子通道相关基因。差异基因 GO 功能富集分析表明这些基因

显著富集在离子跨膜转运、离子跨膜所需的转运复合物的形成以及离子跨膜转运蛋白的活性等生物学过程。

KEGG 信号通路分析结果表明，差异表达基因主要在 MAPK、钙离子、Rap1、ErbB 等调节细胞生长、分化、

迁移的信号通路以及氧化磷酸化、cAMP 等与离子通道蛋白活化相关的信号通路上富集。Mitf-M 基因突变减

少了耳聋荣昌猪血管纹边缘细胞的数量以及导致 140 个基因的差异表达，这些差异基因对边缘细胞的影响主

要涉及细胞的生长、分化、迁移以及细胞的离子跨膜运输等功能。
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荣昌猪是世界八大优良猪种之一，具有肉质好、适

应性强、瘦肉率高、配合力好、鬃质优良等特点，是优

良的遗传资源。课题组前期在荣昌猪群体中发现了一个

自发性耳聋家系，在实际生产过程中，这种家系的后代

极易被压死，这对养猪生产造成了极大的经济损失。并

且，该家系的耳聋特征与人类 Warrdenberg 综合征表型

高度相似，可作为国内外首个自发听力缺陷的大型哺乳

动物模型，是感音神经性耳聋早期干预、人工听力重建、

基因治疗的极其珍贵的遗传研究材料 [1]。

课题组前期研究证实荣昌猪群体内的耳聋表型是由

于Mitf-M 基因突变导致耳蜗血管纹功能异常引起的 [1-2]。

正常血管纹主要包括边缘细胞、中间细胞和基底细胞 3

种细胞成分 [3]，任一细胞的功能障碍均会导致感音神经

性耳聋 [4]。其中，边缘细胞的主要功能是通过调节 K+

的跨膜转运来维持内淋巴液的电位差 [5-7]。本课题组前

期研究发现 Mitf-M 基因突变影响了离子通道相关基因

的表达，但并未明确具体的细胞类型 [1]。此外，现有的

研究大多关注的是 Mitf-M 基因突变对血管纹中间细胞

的影响，Mitf-M 基因突变是否对边缘细胞也造成了影

响尚未有报道。鉴于边缘细胞在离子转运中的重要作用，

从单细胞水平揭示 Mitf-M 对血管纹边缘细胞的影响非

常有必要。

单细胞 RNA-seq 可以揭示单个细胞内的转录组

异质性和复杂性，以及组织、器官内不同细胞类型和

功能 [8]，已经广泛应用于人类 [9]、动物 [10]、植物 [11] 和

微生物 [12] 等各个研究领域。本研究首先利用单细胞

RNA-seq 对野生型（Mitf-R）和耳聋荣昌猪（Mitf-r）
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的血管纹组织进行测序，通过均匀流形逼近与投影

（Uniform Manifold Approximation and Projection，

UMAP）聚类以及边缘细胞标记基因对边缘细胞进行注

释。随后对 Mitf-R 和 Mitf-r 血管纹组织中注释出来的

边缘细胞进行数量统计和差异表达基因分析，并对差异

表达基因进行 GO 功能注释和 KEGG 信号通路分析。

研究结果为揭示荣昌猪的耳聋机制提供了进一步的基础

数据，同时也可为遗传性感音神经性耳聋的早期干预、

人工听力重建、基因治疗等提供基础数据和理论依据，

并为与耳蜗内淋巴点位异常相关的老年性耳聋提供潜在

的治疗靶点。

1 材料方法

1.1 试验材料    试验用 3 月龄听力正常（Mitf-R）和耳

聋荣昌（Mitf-r）（各 3 头）由重庆市荣昌区国家级荣

昌猪保种场提供。

1.2 耳蜗血管纹组织获取    处死 Mitf-R 和 Mitf-r 猪后，

解剖内耳。于体视显微镜下进行显微解剖，快速分离耳

蜗血管纹组织。分离后的血管纹组织立即置于液氮中速

冻，待全部样品采集完成后，迅速于干冰环境下运送至

上海伯豪生物技术有限公司进行后续试验（由于耳蜗血

管纹组织极小，为了保证单细胞测序细胞上样数量，将

3 个生物学重复中所获得的血管纹组织全部进行混合，

然后进行单细胞悬液的制备）。

1.3 组织分离和细胞纯化    将组织转移至无菌培养皿

中，用 1×PBS 缓冲液（Thermo Fisher，Cat. No. 14190 

144）冲洗干净，再将组织转移至 2 mL 离心管中并置

于冰面上，用眼科剪将组织剪碎。随后将剪碎的组织

放 入 含 有 0.25% 胰 蛋 白 酶（Thermo Fisher，Cat. No. 

25200-072）、10 ug/mL DNase I（Sigma，Cat. No. 

11284932001）、5% 胎 牛 血 清（Thermo Fisher，Cat. No. 

SV30087.02）的 PBS 裂解液中，在 37℃水浴和 50 rpm

的条件下消化 40 min。消化后的细胞悬液过 40 µm 的

细胞筛进行过滤，然后 500 g 离心 10 min，弃上清液，

得到细胞沉淀，加入 1 mL 的红细胞裂解液（Thermo 

Fisher, Cat. no. 00-4333-57）重悬细胞，去除其中的红

细胞。用含有 2% 胎牛血清的 1×PBS 洗涤细胞，吸取

适量洗涤后的细胞悬液，以 9:1 的比例加入 0.4% 的台

盼蓝染色，结合血细胞计数器在显微镜下统计活细胞和

死细胞个数。细胞活率大于 80% 的样本才可进行后续

试验。

1.4 10× 文库制备和测序    10×cDNA 文库制备和测序

由上海伯豪生物技术有限公司完成。文库制作方法参照

10× genomic 公 司 说 明 书（CG000206 RevD）。 利 用

Agilent 4200 Bioanalyzer 检测片段大小和 Qubit High 

Sensitivity DNA Assay 检测文库浓度。符合要求的 cDNA

文库在 Illumina Novaseq 6000 平台进行双端 150 bp 测序。

1.5 数据分析    测序数据首先利用 10× Genomics 官方

软件 Cell Ranger 2.1.0 进行处理，将测序数据的 fastq

文件对比到猪基因组上（Sscrofa11.2），最终得到基

因的表达定量矩阵。然后将表达定量矩阵导入 Seurat 

v2.3.0 R 工具包，进行数据的质量控制和下游分析，所

有的参数都为默认值。利用 UMAP 聚类进行细胞类群

划分。利用方差分析进行差异显著性分析，P<0.05 表

示差异显著。以 |log2（FoldChange）|>1、P<0.05 为标

准筛选差异表达基因。利用 metascape 软件对差异表达

基因进行 GO 和 KEGG 功能富集分析。

2 结果与分析

2.1 血管纹组织细胞类群划分及边缘细胞注释    基于单

细胞转录组测序结果，对血管纹组织主要细胞类型进

行 UMAP 聚类，结果显示血管纹细胞可区分为 5 个细

胞亚群（图 1）。利用已经报道的边缘细胞标记基因

KCNQ1 和 SLC12A2，注释出了血管纹组织中的边缘细

胞，即图 1、图 2 中的第 4 类群的细胞（图 2）。

图 1  血管纹组织各类细胞 UMAP 可视化结果
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2.2 MITF-M 突变 对边缘细胞数量的影响    对 Mitf-R

和 Mitf-r 猪血管纹各类群细胞数量进行统计发现，

Mitf-R、Mitf-r 边缘细胞的数量分别占所有检测到的边

缘 细 胞 总 数 的 61.54% 和 38.46%；Mitf-R、Mitf-r 中

间层细胞的数量分别占所检测到的中间层细胞总数的

100.00% 和 0.00%；Mitf-R、Mitf-r 内皮细胞的数量分

别占所有检测到的内皮细胞的 60.49% 和 39.51%，即

Mitf-M 突变的猪血管纹边缘细胞、中间层细胞和内皮

细胞的数量有所减少。Mitf-R、Mitf-r 基底细胞的数量

分别占所有检测到的基底细胞的 43.09% 和 56.91%；

Mitf-R、Mitf-r 纺锤细胞的数量分别占所有检测到的纺

锤细胞的 39.13% 和 60.87%，即 Mitf-M 突变的猪血管

纹基底细胞和纺锤细胞的数量有所增加（图 3）。

2.3 MITF-M 突变对边缘细胞基因表达的影响    以 |log2

（FoldChange）|>1、P<0.05 为标准筛选 Mitf-R 和 Mitf-r

猪血管纹边缘细胞差异表达基因，结果发现，差异倍数

在 2 倍以上的基因共 140 个，其中，Mitf-R 相对 Mitf-r

上调的有 122 个，包括 KCNAB1、KCNQ1、NALCN、

SLC26A7、SLC9A4、SLC35F3、SLC16A7 等离子通道

相关基因。Mitf-R 相对 Mitf-r 下调的有 18 个，包括离

子通道基因 TRPM3（图 4、表 1）。

2.4 差异基因 GO 功能富集    本研究差异表达基因显著

富集的前 10 条生物进程为单原子阳离子跨膜转运、单

原子阳离子输运、无机阳离子跨膜转运、无机离子跨膜

转运、单原子阳离子跨膜转运的调控、金属离子输运规

律、跨膜转运的调控、单原子离子跨膜转运的调控、肌

肉系统过程、基于肌动蛋白丝的进程。差异表达基因显

著富集的前 10 条细胞组分为转运复合体、跨膜转运蛋

白复合体、神经元之间的突触、电压门控钙通道复合

体、突触后密度、突触的不对称性、突触后特异化、阳

图 3  Mitf-M 突变对耳蜗血管纹组织各类型细胞数量的影响

图 2  SLC12A2、KCNQ1 基因在血管纹组织各类群细胞中的表达分析
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离子通道复合体、钙离子通道复合体、质膜蛋白复合

物。差异表达基因显著富集的前 10 条分子功能为单原

子阳离子跨膜转运蛋白活性、单原子离子跨膜转运蛋白

活性、无机阳离子跨膜转运蛋白活性、无机分子实体跨

膜转运蛋白活性、肌动蛋白结合、钙离子结合、单原子

阳离子通道活性、单原子离子通道活性、跨膜转运蛋白

结合、金属离子跨膜转运蛋白活性（图 5）。由此可知，

Mitf-M 突变，可能影响了边缘细胞的离子跨膜转运、

离子跨膜所需的转运复合物的形成以及离子跨膜转运蛋

白的活性。

2.5 KEGG 代谢通路分析    对差异表达基因进行 KEGG

信号通路分析，结果发现，显著富集的前 10 条信号通

路为心肌收缩、MAPK 信号通路、胃酸分泌、心肌细

胞中的肾上腺素能信号传导、肥厚型心肌病、扩张型心

肌病、甲状旁腺激素的合成、分泌和作用、致心律失常

性右心室心肌病、肌动蛋白细胞骨架的调控、Ras 信号

通路（图 6）。此外，显著富集的信号通路还包括钙离

子信号通路、Rap1 信号通路、氧化磷酸化、cAMP 信

号通路、黑色素瘤、EGFR 酪氨酸激酶抑制子抵抗、

cGMP-PKG 信号通路、ErbB 信号通路等。

3 讨  论

耳蜗血管纹组织由边缘细胞、基底细胞、中间细

胞和毛细血管网等组成，对耳蜗内淋巴电位的稳定、

离子转运循环以及听觉感觉上皮细胞的存活均具有重

要作用 [2]。本课题组前期研究发现了一个血管纹组织

功能异常导致的耳聋荣昌猪模型，并证实该病变是由

Mitf-M 基因突变导致中间层细胞丢失，继而引起内淋

巴电位丢失导致的。但是 Mitf-M 基因突变对边缘细

胞的影响还未进行进一步研究。本研究首先利用单细

胞 RNA-seq 对野生型（Mitf-R）和耳聋荣昌（Mitf-r）

猪的血管纹组织进行测序，通过 UMAP 聚类以及边缘

细胞标记基因对边缘细胞进行注释。随后对 Mitf-R 和

Mitf-r 血管纹组织中注释出来的边缘细胞进行数量统计

和差异表达基因分析，并对差异表达基因进行 GO 功能

注释和 KEGG 信号通路分析。研究结果为揭示荣昌猪

的耳聋机制提供了进一步的基础数据，同时也可为遗传

性感音神经性耳聋的早期干预、人工听力重建、基因治

疗等提供基础数据和理论依据，并为与耳蜗内淋巴点位

异常相关的老年性耳聋提供潜在的治疗靶点。

单细胞测序对细胞类群进行注释时，主要的方法

就是利用已经报道的细胞类群的标志基因，对细胞类群

进行注释，通常若 2 个标记基因同时在某一类群中特

异性高表达，则可注释该细胞类群 [13]，而 KCNQ1 和

SLC12A2 是已经报道的边缘细胞的标记基因，因此，

本 研 究 基 于 KCNQ1 和 SLC12A2 的 表 达 特 征 来 进 行

边缘细胞的注释。本研究首先基于边缘细胞标记基因

KCNQ1 和 SLC12A2 注释出了边缘细胞 [14]，并对边缘

细胞的数量进行了统计，发现 Mitf-M 突变型（Mitf-r）

的边缘细胞数量较野生型（Mitf-R）边缘细胞的数量

更少，陈林军等 [2] 利用组织形态学方法对 Mitf-r 和

Mitf-R 血管纹边缘细胞的数量进行统计发现两者之间并

无显著差异，这可能与其所使用的猪只日龄为出生后 7、

10、30 d 和 40 d，而本研究所使用的猪只为 3 月龄有关，

这也说明 Mitf-M 突变对边缘细胞产生影响的时间节点

可能是在出生后一段时间，但是，这一结果还需在 3 月

龄的耳聋荣昌猪中进行验证。目前认为 Mitf-M 突变直

表 1  边缘细胞中 Mitf-R 相对 Mitf-r 差异表

达的离子通道、能量代谢相关基因

图 4  边缘细胞差异基因火山图

基因名称 差异倍数 P 值 基因功能

上调

KCNAB1 1.24 1.31E-06 电压门控钾通道

SLC26A7 1.29 1.04E-05 氯离子通道蛋白

SLC9A4 1.43 9.35E-12 钠离子浓度调节

NALCN 1.43 4.34E-13 漏钠离子通道蛋白

KCNQ1 1.55 3.79E-12 缓慢延迟整流钾电流（Iks）通道

SLC35F3 1.90 1.05E-24 三羧酸循环底物硫胺素的转运

SLC16A7 2.14 8.40E-15 单羧酸代谢

下调 TRPM3 -1.43 0.000718 阳离子渗透性离子通道蛋白

-l
og
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值
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图 6  差异基因 KEGG 信号通路分析

图 5  差异基因 GO 富集分析
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接影响的是中间层细胞 [1]，因此，Mitf-M 突变对边缘

细胞的影响更有可能是继发性的影响，当然，这也需要

进一步的试验进行证实。值得注意的是，此次单细胞测

序检测到的细胞数量较少，可能原因是边缘细胞的表面

有许多微绒毛，细胞腔表面含有单根动纤毛，并且胞体

下部有许多突起 [15]，边缘细胞的尺寸和形态可能因物

种和发育阶段的不同而有所差异，这一特征导致其在测

序时被捕获地较少。

随 后，本 研 究 对 Mitf-R 和 Mitf-r 边 缘 细 胞 内 差

异表达基因进行了分析，共发现了 140 个差异表达基

因，其中，Mitf-R 相对 Mitf-r 上调的有 122 个，包括

KCNAB1、KCNQ1、NALCN、SLC26A7、SLC9A4、

SLC35F3、SLC16A7 等。Mitf-R 相对 Mitf-r 下调的有

18 个，包括 TRPM3 基因。KCNAB1 主要编码电压门

控钾通道 β 亚基，电压门控钾通道是一种跨膜蛋白分

子，能够通过选择性通透钾离子来调节细胞内外钾离

子的浓度 [16]。KCNQ1 主要编码缓慢延迟整流钾电流

（Delayed after Potassium Current，Iks） 通 道 的 成 孔

亚基，Iks 通道在内耳中的主要作用是维持内耳内淋巴

液中 K+ 稳态，产生耳蜗内电位 [17]。在小鼠上的研究发

现，KCNQ1 蛋白表达缺失，会导致内耳中内淋巴电位

异常，引起内淋巴液减少，使内耳结构异常，听力缺

失 [18]。NALCN 基因编码漏钠离子通道（Sodium Leak 

Channel，NALCN）蛋白，属于电压门控钠 / 钙离子通

道家族中的一员，主要形成的是一个与电压无关的非选

择性阳离子通道 [19]，可被细胞外的钙离子浓度调控 [20]。

NALCN 基因敲除小鼠血清中钠离子含量显著升高，表

明 NALCN 在维持离子平衡中发挥着重要作用 [21]。本

研究中，NALCN 出现差异表达，推测 Mitf-M 突变是
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通过调节 NALCN 的表达，影响离子通道的功能，引起

内淋巴电位的稳态紊乱，导致了耳聋表型的产生。SLC

家族转运蛋白的主要功能是利用电化学电位差或离子梯

度将其底物运输穿过生物膜，当前已鉴定出了超过 300

种 SLC 蛋 白， 包 括 SLC26A7、SLC9A4、SLC35F3

和 SLC16A7 等 [22]。SLC26A7 基因是耳蜗功能重要的

候选基因，主要作为氯离子的通道蛋白参与氯离子的

转运 [23-25]。SLC9A4 对钠离子敏感，可调节细胞内外钠

离子的浓度 [26]。众所周知，边缘细胞的功能就是通过

调节离子转运，维持内淋巴电位的稳定，继而对听力功

能的形成发挥重要作用 [5-6]，因此，推测，Mitf-M 突变后，

引起了 SLC26A7 和 SLC9A4 的表达变化，继而影响了

边缘细胞的离子转运，从而导致了耳聋表型。综上所

述，KCNAB1、KCNQ1、NALCN 等离子通道相关基因的

差异表达表明，Mitf-M 突变可能是通过影响 KCNAB1、

KCNQ1、NALCN、SLC26A7、SLC9A4 基因的表达来影

响边缘细胞上的钾离子、钠离子通道的功能，继而影

响了内淋巴电位的形成，最终影响了血管纹组织的功

能，这也与前人研究发现的边缘细胞的主要功能相一

致 [5, 27]。

SLC35F3 编码的是一种促进细胞内硫胺素迁移的

蛋白质，这种蛋白质可将硫胺素运输到细胞中，硫胺素

是丙酮酸脱氢酶的辅酶，两者在三羧酸循环中发挥着

关键作用，这正是碳水化合物代谢的决定性步骤 [28]。

SLC16A7 编码羧酸转运蛋白 2，主要功能为催化单羧

酸如 l- 乳酸盐、丙酮酸盐和酮体通过质膜的质子连接

转运，并高度参与代谢过程和维持 pH 稳态 [29]。此外，

SLC16A7 可间接参与钾离子的转运 [30]。由上可知，

Mitf-M 突变还可能影响了边缘细胞的能量代谢过程，

而离子的主动转运需要能量，因此，Mitf-M 突变也可

能是通过影响离子转运相关的能量代谢，影响离子的跨

膜转运，从而影响了边缘细胞的功能。

TRPM 亚 家 族 包 括 8 个 亚 型，分 别 为 TRPM1、

T R P M 2、T R P M 3、T R P M 4、T R P M 5、T R P M 6、

TRPM7、TRPM8，此通道类型大部分参与了细胞增殖

和细胞变异的相关特性 [31]。TRPM3 基因编码 TRPM3

蛋白，该蛋白的主要作用为在质膜上形成阳离子渗透性

离子通道，参与离子的转运 [32]，说明 TRPM3 的主要功

能是调节细胞增殖和变异相关的离子通道。本研究发现，

TRPM3 基因在 Mitf-R 中相对 Mitf-r 下调，即 Mitf-M

突变导致了边缘细胞内 TRPM3 基因的上调表达。本研

究对 Mitf-R 和 Mitf-r 边缘细胞的数量统计发现 Mitf-r

边缘细胞的数量减少，推测 Mitf-M 突变虽然会导致边

缘细胞数量降低，但边缘细胞自身可能也在启动增殖程

序以产生更多的边缘细胞来补偿细胞的丢失。但是，值

得注意的是，当前的研究结果仅从 RNA 表达层面揭示

了 Mitf-M 突变对边缘细胞离子通道相关基因的表达，

Mitf-M 突变是否对边缘细胞内离子转运相关蛋白表达

的影响还需进一步验证。

本 研 究 针 对 差 异 表 达 基 因，进 行 了 GO 富 集 和

KEGG 信号通路分析。GO 富集分析发现，差异表达基

因显著富集的前 10 条生物进程、细胞组分及分子功能

绝大多数均与离子跨膜转运有关。KEGG 信号通路分析

发现，差异表达基因显著富集在 MAPK[33]、钙离子 [34]、

Rap1[35]、ErbB[36] 等调节细胞生长、分化、迁移的信号

通路上。此外，还显著富集在氧化磷酸化、cAMP 等与

离子通道蛋白活化相关 [37] 的信号通路。据此可以推测，

Mitf-M 突变可能通过调控离子跨膜转运以及离子通道

蛋白活化相关基因的表达影响边缘细胞的功能，此外，

通过调控细胞生长、分化和迁移等相关通路，影响边缘

细胞的数量。

4 结  论

Mitf-M 基因突变减少了耳聋荣昌猪血管纹边缘细

胞的数量，导致 140 个基因的差异表达，这些基因对边

缘细胞的影响主要涉及细胞的生长、分化、迁移以及细

胞的离子跨膜运输等功能。
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