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摘　要：耳毒性药物等造成的毛细胞损伤脱落可导致人们的严重听力障碍。研究显示，在非哺乳动物中，

鸡的胚胎期毛细胞具有一定抵抗耳毒性药物损伤的能力，出生后毛细胞受损后，能自我修复到损伤前状态。

耳蜗结构、发育及生理功能在哺乳类与非哺乳类间高度保守同源，找出参与鸡耳蜗毛细胞受损后自我修复

基因，比较这些基因在小鼠耳蜗受损后对应时段中的差异，通过腺病毒作基因载体，转染这些差异基因到

受损后的鼠耳蜗上皮细胞，改变它们的表达活性，可一定程度实现小鼠毛细胞的再生。以上工作为通过基

因治疗手段，提高哺乳动物毛细胞损伤后的再生修复提供了新策略和契机。
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Abstract: Ototoxic drugs and other damage can cause hair cell apoptosis and loss, resulting in serious deafness. It 
has been shown that chick hair cells in some embryonic stages are prevented from injury from ototoxic drugs to 
some degree, whereas hair cells in post-hatching can be regenerated after injury and return to the state before injury. 
The structure, development and physiological functions of cochlea are highly conserved and homologous between 
mammals and non-mammals. After the genes involved in the hair cell regeneration after injury are determined in the 
chick, they are compared with those in the mouse hair cells in the corresponding stages after injury. Some of these 
genes expressed differently in the chick or mouse are constructed into the adenoviruses, and transfected into 
epithelium cells in the cochlea of mice after damage by aminoglycoside antibiotic to change their expressing 
activities. The results indicate that some regenerated cells are obtained in the cochlea of mice after damage. These 
results provide a new strategy and chance to increase cell proliferation and cell differentiation towards hair cells in 
the cochlea of mice after damage. 
Key words: cochlear damage; auditory epithelium; hair cell regeneration; chicken; mouse; aminoglycoside 
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耳毒性药物如氨基糖苷类抗生素 (aminoglycosides, 
AmAn) 以及一些治疗肿瘤类药物、环境噪声、病毒

或细菌感染 ( 突发性耳聋 )、年龄等均可导致毛细

胞死亡，引起人们听力下降或完全丧失。据世界卫

生组织报告，全球目前有 4 亿多耳聋性残疾 ( 低于

35 dB)，其中成年人约 4.32 亿，儿童约 3 400 万，

到 2050 年将有超过 7 亿人出现听力障碍 [1]。此外，

约 80% 以上的 80 岁老人都不同程度出现有听力问

题。严重的听力损失阻碍了正常的日常交际与沟通，

给患者带来较大的生活困扰，严重影响患者的身心

健康
[2]，听力产生始于耳蜗内听觉毛细胞机械振

动—电转换过程。当声波传至内耳，引发耳蜗内淋

巴液的振动，使听觉毛细胞的顶端纤毛弯曲，机械

门控离子通道开放，释放胞内囊泡中的神经递质，

引发与毛细胞连接的神经突触产生神经电信号，经

听觉神经向中枢传送，这些电信号最后到达听觉脑

皮层
[3] 。哺乳动物中，听觉毛细胞以及听觉神经元

均不具备再生能力，一旦受到严重损伤，就可能导

致永久性的听力障碍 [4]。相比之下，鸟类耳蜗毛细

胞即使出现大面积受损脱落，毛细胞也能在短时间

内 ( 几天 ~10 多天 ) 恢复，听力几乎不受影响 [5]。

因此，如果将鸡毛细胞损伤后修复方式成功模拟并

应用于哺乳动物耳蜗毛细胞，就可望解决人毛细胞

损伤后不能修复，并导致严重听力障碍的问题
[6-7] 。

这方面的研究不仅有助于深入揭示非哺乳类与哺乳

动物之间毛细胞再生差异的机制，还可解决上面提

到的人类正面对的毛细胞受损导致的听力障碍 [8-9]。

由于耳蜗结构、发育及生理功能在哺乳类与非

哺乳类间高度保守并同源 [10-13], 找出参与鸡耳蜗毛

细胞受损后自我修复基因后，比较这些基因在小鼠

耳蜗受损后对应时段中的表达差异，将这些基因构

建到腺病毒载体中，然后转染到受损后的鼠耳蜗上

皮细胞，改变它们的表达活性。结果发现可一定程

度实现小鼠毛细胞的再生。以上工作为通过基因治

疗手段，提高哺乳动物毛细胞损伤后的再生修复提

供了新策略和契机
[6-7,14]。本文旨在总结比较鸟类 (以

鸡为代表 ) 与哺乳动物 ( 以小鼠为例 ) 在毛细胞损

伤后，毛细胞再生修复差异，以及相关研究进展，

分析目前哺乳动物内耳毛细胞再生治疗的前景以及

所面临的问题。

1　鸡耳蜗毛细胞损伤后再生的研究进展

鸡仅有一块听小骨，耳蜗呈短而弯曲的棒状，

主要部分称听觉感受器 —— 基底乳突 (basilar papilla, 

BP)，与人的耳蜗柯蒂氏器 (organ of corti) 高度同源。

鸡 BP 上覆盖着毛细胞 (hair cell, HC) 和支持细胞

(supporting cells, SCs)，毛细胞与支持细胞相间排列

于感觉上皮层，支持细胞为毛细胞提供营养和支持。

小鸡的毛细胞损伤后会再生和修复，是由于部分支

持细胞具有干细胞特征，一旦毛细胞受到损伤，支

持细胞通过两种方式再生出毛细胞：一种方式为有

丝分裂，支持细胞在基因的调控下重新进入细胞分

裂周期，一个形成毛细胞，另一个仍然为支持细胞；

另一种为转分化，即毛细胞损伤脱落刺激周边支

持细胞，直接向感觉上皮表面迁移并转分化成毛细

胞
[15] 。通过有丝分裂再生毛细胞的方式主要发生

在有较高形态的毛细胞所在区域，一般发生在毛细

胞受损脱落几天后；而转分化再生毛细胞则主要发

生在短毛细胞所在的区域，一般始于毛细胞损伤脱

落后 24 h 内 [16]。支持细胞在耳蜗上皮细胞神经侧

区域比在非神经侧更密集，前者支持细胞与毛细胞

的比例明显更高 [17]，支持细胞密度是否与毛细胞再

生有关，该问题仍有待确定。

1.1　E12~E14鸡胚毛细胞免受抗生素药物的损伤

不当使用氨基糖苷类抗生素治疗疾病时可导致

胎儿和出生后儿童致聋，这类抗生素包括庆大霉素、

链霉素、新霉素、卡那霉素等。该问题目前已经受

到许多临床医生的关注，严防这类药物对人听觉毛

细胞产生不可逆转的损伤，导致严重的听力障碍
[8, 14]。

有趣的是，与哺乳动物包括人不同，鸡胚孵化期 (E12
和 E14) 加入庆大霉素或链霉素，内耳毛细胞可以

免受这类药物的损伤
[18]。在鸡胚 E12 和 E14 卵黄

囊内，注射庆大霉素或链霉素 (75、150 或 250 mg/
kg 蛋重 )，或用含 78 μmol/L 庆大霉素或链霉素的

培养基，孵育离体鸡胚耳蜗。再用德克萨斯红标记

的庆大霉素 (gentamicin-conjugated Texas red, GTTR)
追踪抗生素进入毛细胞的路径 ( 毛细胞能摄取这种

标记的抗生素，支持细胞却不摄取
[6])。结果发现：

抗生素处理 2 d 后，体内外两种损伤实验均观察到

E12 毛细胞没有吸收这两种抗生素，E14 毛细胞内

仅有微弱的标记，但毛细胞没有受到损伤。这说明

E12~E14 鸡胚耳蜗毛细胞可以免受庆大霉素或链霉

素损伤，具有自我保护功能
[18]。

氨基糖苷类抗生素是一种水溶性的多聚阳离

子复合物，可通过耳蜗毛细胞上存在的一种机械转

导通道 (mechanotransducer channel, MET) 进入毛细

胞
[19] 。该通道位于外毛细胞静纤毛的顶端，是一

个非选择性的阳离子通道，直径大约 1.25 nm，比
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氨基糖苷类抗生素分子的直径大，是抗生素药物或

声波传导导致 K+ 进入毛细胞的主要途径 [20]。机械

转导通道在鸡胚 E11 开始组装 [21]，在 E12 可以通

过细胞膜片钳技术，检测到内向和外向 K+ 电流，

鸡胚 E12 毛细胞纤毛可以被鬼笔环肽标记，但是静

纤毛的结构需要继续发育，才能表现出成熟形态。

E16 毛细胞对声音频率表现出选择性应答，机械转

导通道逐渐发育成熟
[19-21]。用德克萨斯红标记的庆

大霉素追踪药物进入毛细胞的全过程，在 E12 时，

毛细胞静纤毛顶端最先出现少量的德克萨斯红标记

的庆大霉素，在接下来的几个小时里，荧光标记逐

渐进入细胞，然后与线粒体结合，导致线粒体内细

胞色素 C 释放，破坏了线粒体的供能过程，使毛细

胞走向凋亡
[18-19]。由于早期鸡胚毛细胞的机械转导

通道尚未发育好，中期发育程度也比较低，摄取药

物的量很少，达不到破坏毛细胞的浓度，可能是

E12~E14 鸡胚耳蜗毛细胞免受庆大霉素或链霉素损

伤的原因
[6,18]。 

1.2　抗生素药物损伤E16及后期鸡胚耳蜗毛细胞	
为了观察孵化晚期鸡胚内耳毛细胞受到链霉素

或庆大霉素损伤情况，在鸡胚卵黄囊内，注射不同

浓度庆大霉素或链霉素 (75、150 或 250 mg/kg 蛋重 )。
结果发现随着抗生素浓度逐渐升高，鸡胚孵化率显

著降低。使用含德克萨斯红标记的庆大霉素培养孵

化晚期的鸡胚内耳，发现鸡胚从 E16 开始不断增加

摄入抗生素的量，毛细胞的损伤程度加大。虽然

E16 和 E18 毛细胞出现损伤，但除基底乳突近端损

伤严重外，中端和远端还有许多存活的毛细胞。从 
E16 到 E18 德克萨斯红荧光强度迅速增强，近端和

非神经侧的毛细胞中的荧光强度显著高于远端和神

经侧，荧光强度达到上限，毛细胞内有大量被德克

萨斯红标记的庆大霉素，孵化晚期近端毛细胞已受

到严重的损伤，但停止用药后，毛细胞开始再生和

修复
[6,18] 。E18 内耳基底乳突近端和非神经侧的毛

细胞更容易受到损伤，可能是这些区域的毛细胞

机械转导通道的开放性更高，并且抗氧化剂含量

少 [6,18]，提示 E18 很可能是机械转导通道达到成熟，

允许大量氨基糖苷类抗生素进入毛细胞的一个时间

节点。在这个时间节点之前，毛细胞不能摄取大量

的氨基糖苷类抗生素，从而对抗生素药物不敏感
[18]。

若用抑制剂 BAPTA (1, 2-bis (o-aminophenoxy) ethane-N, 
N, N',N'-tetra-acetic acid) 阻断机械转导通道，检测

不同时期胚胎毛细胞对德克萨斯红标记的庆大霉素

吸收情况，再用荧光染料标记线粒体，检测两者的

共标情况，结果发现：在 E14~E18 时间段进入毛细

胞的庆大霉素没有和线粒体出现大量共定位，这与

E12~E16 鸡胚毛细胞对抗生素不敏感一致，说明 E18
以前时期耳蜗对耳毒性药物具有自我抵御作用

[6,18]。

1.3　抗生素药物损伤雏鸡耳蜗毛细胞

在雏鸡皮下注射庆大霉素或链霉素 , 2 d 后观

察到雏鸡毛细胞受损脱落，并在受损部位出现许多

BrdU 标记的增殖细胞 [22-23] 。在新生雏鸡内耳上皮

离体培养液中添加 78 μmol/L 庆大霉素或链霉素，2 d
后同样观察到毛细胞损伤脱落，同样出现了许多

BrdU 标记的增殖细胞。以上实验表明，抗生素药

物损伤雏鸡耳蜗毛细胞后，可引发毛细胞再生
[22]。

2　抗生素药物损伤出生后小鼠耳蜗毛细胞

为与小鸡耳蜗损伤氨基糖苷类药物保持一致，

小鼠耳蜗上皮体外损伤也采用链霉素或庆大霉素

( 浓度为 0.75 mmol/L) 处理出生 3 d 内的小鼠 2 d。
结果发现：毛细胞从内耳近端向远端逐渐受到严重

损伤 , 损伤后的毛细胞没有再生。再用含庆大霉素

或链霉素 ( 浓度为 0.75 mmol/L) 的培养基孵育出生

1 d 小鼠的离体耳蜗 2 d，发现随着培养时间延长，

从内耳近端向远端的毛细胞损伤程度越来越重，

出现大面积脱落 , 但脱落区没有观察到 BrdU 标记

的增殖细胞和转分化细胞，表明没有发生毛细胞的

再生
[7, 24]。

2.1　机械转导通道成熟之前小鼠毛细胞已被抗生素

损伤

观察抗生素处理胚胎期小鼠，毛细胞也造成严

重损伤 [19]，表明在机械转导通道成熟之前，抗生素

就对小鼠毛细胞造成严重损伤。虽然鸟类和哺乳类

动物的机械转导通道在组成上很相似 [20]，大鼠的机

械转导通道在出生后一周到两周之内发育成熟 [25]，

但是在机械转导通道成熟之前，抗生素已经进入毛

细胞，并聚集在线粒体上，破坏线粒体的膜功能，

导致线粒体功能障碍，细胞出现凋亡。可见，鼠与

鸡摄取抗生素的途径、毛细胞机械转导通道在胚胎

不同时期的发育程度、机械转导通道的细微分子组

成等差异，可能是导致鼠和鸡毛细胞 ( 尤其是胚胎

发育期 ) 对抗生素损伤表现出不同反应的原因
[19-20]。

2.2　预防抗生素损伤内耳毛细胞的可能方式

虽然小鼠毛细胞在机械转导通道成熟之前已被

抗生素损伤，但是使用机械转导通道的抑制剂 ——
双氢链霉素 (DSH) 能显著降低庆大霉素和新霉素对

小鼠毛细胞的损伤 [19]。我们在小鼠耳蜗体外培养实
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验中，加入另外一种机械转导通道抑制剂 BAPTA，

也发现可以显著降低毛细胞对庆大霉素的摄入量，

一定程度阻止毛细胞不受抗生素的伤害 [7]。此外，

氨基糖苷类药物进入毛细胞后，与线粒体膜上的

rRNA 结合，从而破坏线粒体的膜功能，导致细胞

色素 C 释放，产生很多细胞内活性氧产物 (reactive 
oxygen species, ROS)，引起细胞凋亡。有报道指出，

在体外培养耳蜗中加入抗氧化剂，降低氨基糖苷类

药物进入毛细胞后产生的细胞内活性氧浓度，可以

大大降低耳毒性药物所引发的毛细胞死亡
[26]。由此，

进一步研发以上对应的药物，可望在一定程度缓解

耳毒性药物导致的耳蜗毛细胞死亡和脱落，减轻由

此产生的严重听力障碍。

3　小鼠耳蜗毛细胞损伤后再生研究

除积极寻找或研发减轻耳蜗毛细胞损伤的药物

外，探究如何能提高毛细胞损伤后的再生与修复 [27-28]，

也是解决耳蜗毛细胞损伤后导致听力严重障碍的有

效办法。由于内耳发育过程及其调控在哺乳动物和

非哺乳动物之间高度保守，而且非哺乳动物的毛细

胞再生过程及基因调控与其发育相似，那么研究非

哺乳动物的再生与哺乳动物的不再生之间的差异就

尤为重要，这之间的差异很可能就是哺乳动物毛细

胞不能再生的原因，通过病毒载体将这些差异基因

转染至支持细胞中，改变支持细胞中这些基因的活

性，可望诱导支持细胞的分化和细胞增殖，促进毛

细胞的再生与修复
[29]。

3.1　运用腺病毒载体技术诱导毛细胞的再生  
基因治疗要解决两大问题：一是确定参与毛细

胞再生与修复的关键基因，二是找到介导关键基因

进入靶细胞中高效表达的病毒载体 [30]。通过转录组

测序，在全基因组范围内比较了鸡和鼠耳蜗毛细胞

再生过程中出现表达差异的基因及其所在的信号通

路。结果表明：在鸡耳蜗毛细胞再生过程中，有

805 个基因和 99 个信号通路发生变化。尤其指出的

是，在这些变化的通路中包含了与毛细胞发育或

增殖相关的信号通路如 Notch、Wnt、Hh、MAPK、

TGF-β。除了 Hh 通路，这些信号通路都排在变化

由高到低排列的前 50。而在小鼠耳蜗毛细胞受损

后的对应时段，以上基因及其所在的信号通路变化

却不如鸡中显著
[5]。

已有研究表明，腺病毒可以高效地转染支持细

胞和少量毛细胞，转染细胞两天后就可以表达靶基

因。而腺相关病毒则主要感染毛细胞和少量支持细

胞，转染 14 d 后开始表达靶基因。此外，与腺相关

病毒不同，腺病毒携带的基因不能整合到宿主基因

组中，持续高表达时间短，仅 7~11 d。这样使用腺

病毒可减少潜在致癌风险和相关基因表达改变所带

来的副作用，因此较安全。而腺相关病毒能将携带

的基因整合到宿主基因组中，并长时间表达，对于

遗传性耳聋的治疗有新的展望
[31-33]。

由于毛细胞的前体细胞均来源于支持细胞，耳

蜗毛细胞的再生与修复在受损后 14 d 即可完成，因

此，腺病毒较适合做毛细胞再生与修复，介导相关

基因表达的病毒。目前，已有腺病毒介导 Atoh1 基
因在支持细胞中表达，促进了支持细胞转分化形成

毛细胞，并恢复了部分听力功能的报道
[34]。我们最

近构建了一个 -catenin-AD 腺病毒 (-catenin-AD) 来
增加 Wnt 信号通路的活性，另一个 NICD (Notch1
细胞内结构域 )- RNAi (NICD-RNAi-AD) 腺病毒来

降低 Notch 信号通路活性。将以上病毒同时转染经

庆大霉素损伤的鼠耳蜗上皮，结果发现：两个病毒

同时转染较单一病毒转染更能提高损伤后的细胞增

殖和转分化，显著性提高鼠耳蜗毛细胞损伤后的再

生和修复
[24]。在体外，通过加入 Notch、Wnt、BMP、

FGF 和 Hh 通路的激动或抑制剂，发现以上细胞信

号双通路或三通路一起联合作用，比单通路作用效

果更明显，可得到更多来自转分化或通过有丝分裂

增殖而来的毛细胞 [5, 7, 23-24]，未来尚需进一步探索在

体内通过腺病毒介导的多通路联合作用，提高鼠耳

蜗毛细胞损伤后的再生和修复。

3.2　干细胞定向分化形成毛细胞

通过基因治疗手段，改变支持细胞内相关基

因活性，可提高耳蜗损伤后毛细胞的再生与修复能

力，但离未损伤前的状态还差距很大 [34-36]。另外一

些研究正在尝试通过诱导性多能干细胞 (induced 
pluripotent stem cells，简称 iPSCs) 或胚胎干细胞

(embryonic stem cell /ESCs /ES cell) 定向分化为毛细胞

或听觉神经细胞，有希望治疗感音神经性耳聋
[36-40]。

诱导性多能干细胞最初于 2006 年利用病毒载

体将四个转录因子 (Oct4，Sox2，Klf4 和 c—Myc)
的组合转入分化的体细胞中，使其重编程而得到 [41]。

这一开创性的工作使得成体细胞 ( 如皮肤细胞、血

液细胞等 ) 能够被重新编程为类似于胚胎干细胞的

状态，即具有无限增殖能力和分化成为体内多种类

型细胞的能力。iPSCs 的发现打破了长期以来只能

依赖胚胎干细胞进行细胞替代疗法的传统观念，为

再生医学、疾病模型建立、药物筛选和基因功能研
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究等领域开辟了全新道路。为了得到 iPSCs 诱导性

毛细胞，有研究者分离出携带 Atoh1/nGFP 转基因

小鼠的成纤维细胞，后与鸡内耳基质细胞共同培养，

先后在培养基中加入 Wnt 信号通路抑制剂、Smad3
抑制剂、IGF-1，后与 bFGF 孵育 3 d，成功诱导出

听觉前体细胞，并进一步分化为毛细胞。这些由

iPSC 得到的毛细胞在形态和电生理特性上与未成

熟的毛细胞相似
[42]。此外，新生小鼠的神经感觉

神经节能够向这些毛细胞发出神经突起，并形成

突触 [43]。

已有报道指出：人胚胎干细胞经 FGF3 和

FGF10 处理后，能够生成耳部上皮前体细胞，然后

在模拟“毛细胞”的培养条件下培养时，可以表达

BRN3C、ATOH1 或 MYO7A 等在毛细胞表达的基

因，这些分化出的“毛细胞”展现出电生理活性，

证明它们能够对外部机械刺激作出反应并可产生电

信号，表明这些细胞具有潜在实际应用价值
[44]。目

前，再生医学领域内的多种方法，包括干细胞、组

织工程和细胞疗法几乎每天都在取得积极进展 [45-46], 
随着如何精准调控干细胞分化方向、速度及其分化

后如何保持正常的生理活性和功能等问题的进一步

解决，鸟类内耳毛细胞损伤后自我再生和修复机制

的进一步揭示 [47]，通过基因治疗手段，以及诱导性

多能干细胞或胚胎干细胞定向分化，人类耳蜗毛细

胞损伤后再生和修复问题可望得到较好的解决 [48-49]。

4　结语

耳蜗毛细胞是听觉系统机械感受器细胞，在听

觉信号转换和传递中起着至关重要的作用。氨基糖

苷类抗生素、噪音等因素都会损害毛细胞并导致听

力损伤，毛细胞在成年哺乳动物中不能自发再生。

与此不同，非哺乳鸟类毛细胞在损伤之后具有自发

再生的能力。先找出参与鸡耳蜗毛细胞受损后自我

修复基因，比较这些基因在小鼠耳蜗受损后对应时

段中的差异，通过腺病毒作基因载体，转染这些差

异基因到受损后的鼠耳蜗上皮细胞，改变它们的表

达活性，实现了小鼠毛细胞的再生，虽然具有功能

的细胞数量与损伤前还有很大差距，还不足以使听

力障碍得到很大程度改变
[37]。这些研究工作不仅深

化了我们对毛细胞损伤后再生过程的内在机制理

解，同时也为研发基于细胞信号通路活性改变，而

提高哺乳动物耳蜗毛细胞受损后的再生能力指明了

实践方向，有望推动人类感音神经性耳聋的康复治

疗取得实质性进展。
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