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不同种属实验动物耳蜗毛细胞年龄

相关性缺失的不同模式

基金项目：国家自然科学基金面上项目（８２１７１１４７，８２０７１０５０，８１９７３９１３）；四川省医学科研课题计划（Ｓ２０００６）。
第一作者简介：丁大连，男，博士，教授。

通信作者：宣伟军，Ｅｍａｉｌ：ｘｕａｎ５３５２１００＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ；亓卫东，Ｅｍａｉｌ：ｄｒｑｉｗｅｉｄｏｎｇ＠１２６．ｃｏｍ；李鹏，Ｅｍａｉｌ：ｌｐ７６＠１６３．ｎｅｔ

丁大连１，２，３，４，李鹏２，亓卫东５，张建辉３，蒋海燕１，宣伟军４

（１．纽约州立大学布法罗大学，纽约 布法罗　１４２１４；２．中山大学附属第三医院 耳鼻咽喉头颈外科，广东 广州　
５１０２３０；３．成都市第三人民医院 耳鼻咽喉头颈外科，四川 成都　６１００１４；４．广西中医药大学第一临床医学院 耳鼻
咽喉头颈外科，广西 南宁　５３００２３；５．复旦大学附属华山医院 耳鼻咽喉头颈外科，上海　２０００４０）

　　摘　要：　目的　展示自然衰老和耳聋相关基因遗传缺陷之间耳蜗毛细胞缺失的不同模式。方法　用不同龄的
长尾猴、南美栗鼠、豚鼠、ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠、ＣＢＡ／ＣａＪ小鼠、Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠、Ａ／Ｊ小鼠、ＤＢＡ／２Ｊ小鼠和侏儒灰色突变
纯合子 （ｄｗｇ／ｄｗｇ）小鼠作为受试对象。所有测试动物的耳蜗基底膜都被制作成平坦的耳蜗基底膜铺片。沿着耳蜗
基底膜的全长，基底膜上所有的内外毛细胞都被完整计数，毛细胞的计数结果被输入到耳蜗图软件并自动生成每组

实验条件的平均耳蜗图。结果　在天然衰老的动物中，耳蜗毛细胞的缺失总是发生在老年阶段。与此不同的是，在
耳聋相关基因缺陷的动物中，耳蜗毛细胞的缺失却是发生在青年阶段甚至幼年阶段。发生在天然老化动物的耳蜗毛

细胞缺失总是呈均匀分布或从耳蜗的顶回向底回扩展。但是，发生在具有耳聋相关基因遗传缺陷动物的耳蜗毛细胞

缺失却通常表现为从耳蜗的底回向顶回扩展。结论　本实验观察结果表明，发生在天然衰老的不具备耳聋相关基
因缺陷动物身上的年龄相关性耳蜗毛细胞缺失反映的是真正由衰老引起的耳蜗退化性病变，而发生在伴有耳聋相

关基因遗传缺陷的年幼动物身上的年龄相关性耳蜗毛细胞缺失可能与耳聋相关基因的遗传缺陷有关。
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　　伴随人口老龄化而来的各种老年病正在成为影
响人类健康和社会发展的最重要不利因素之一。和

其他老年病一样，老年性聋的发病率也随着人口老

龄化而不断增长。耳聋引起的老年人交流障碍和认

知障碍日益成为造成老年人与社会隔绝进而导致忧

郁甚至痴呆的重要原因。因此，研究老年性聋的病

因及其预防和治疗方法成为耳科研究工作者的重要

研究方向之一和义不容辞的责任。

在各种研究老年性耳蜗损害的实验动物模型

中，耳聋相关基因缺陷和天然衰老引起的耳蜗损害

是两大类病因不同的实验动物模型。本文报道发生

在几种常用于研究老年性内耳损害的不同实验动物

中所发生的不同耳蜗毛细胞损害模式，以期说明单

纯衰老引起的耳蜗毛细胞损害模式与耳聋相关基因

缺陷引起的耳蜗毛细胞损害模式并不相同。

１　 材料与方法

１．１　材料
本研究选择不具备耳聋相关基因缺陷的不同龄

长尾猴、南美栗鼠、豚鼠、ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠和
ＣＢＡ／ＣａＪ小鼠作为天然衰老导致耳蜗毛细胞损害
的实验动物对象，选择具有耳聋相关基因缺陷的不

同龄 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠、Ａ／Ｊ小鼠、ＤＢＡ／２Ｊ小鼠及侏儒
灰色突变纯合子（ｄｗｇ／ｄｗｇ）小鼠作为耳聋相关基因
遗传缺陷导致耳蜗毛细胞损害的实验动物对象。所

有受试动物的颞骨取材方法均得到中山大学附属第

三医院、复旦大学附属华山医院、成都市第三人民医

院以及广西中医药大学和美国纽约州立大学布法罗

大学动物实验伦理委员会的批准。

１．２　方法
各种受试动物的耳蜗基底膜取材、染色、铺片步

骤和耳蜗毛细胞计数方法以及耳蜗图制备方法与我

们在先前发表文章中的报道基本相同［１１４］。简而言

之，在解剖显微镜下，所有受试动物的颞骨在经

１０％福尔马林溶液充分固定之后，全耳蜗基底膜都
被常规取出并制作成全耳蜗基底膜铺片。在光学显

微镜下，从耳蜗顶回朝着耳蜗底回对逐个视野范围

内的内外毛细胞进行计数，直至抵达耳蜗基底膜起

始端钩端的最后一个视野。应用耳蜗图制作软件，

将毛细胞计数结果依次输入到耳蜗图软件的表格中

并与相对应动物品种的耳蜗毛细胞正常参考数值在

基底膜上的每一个位点进行一一比较，耳蜗图软件

自动生成反映全耳蜗毛细胞在各个位点上缺失百分

比的耳蜗图。最后将每个种属实验动物相同实验条

件的单个耳蜗图应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件生成每
个种属实验动物在出生后不同时间的平均耳蜗图，

并对全耳蜗基底膜铺片上的毛细胞缺失范围和程度

进行评估。

２　结果

２．１　不同龄长尾猴耳蜗毛细胞的损害模式
根据 Ｊｏｒｉｓ等［１５］报道的测试结果，我们将猕猴

的耳蜗频率反应位置标注在长尾猴的耳蜗图软件

中。通过对不同龄长尾猴全耳蜗铺片的观察

（图１），我们发现从出生后１～８年，长尾猴耳蜗基
底膜上的毛细胞完整无缺（图１Ｂ、Ｃ；２Ａ、Ｂ）。但是
在出生后１３年，长尾猴耳蜗基底膜上开始发生均匀
散布的外毛细胞缺失，在这个年龄阶段，长尾猴耳蜗

外毛细胞的缺失程度在１５％ ～２０％，但内毛细胞并
无缺损（图１Ｄ、２Ｃ）。在出生后２２年，长尾猴全耳
蜗基底膜上发生的均匀外毛细胞散在性缺失的程度

略有增加（图１Ｅ）。在出生后２６年，长尾猴全耳蜗
基底膜上的外毛细胞缺失程度增加到 ５０％左右
（图１Ｆ、２Ｄ），同时可见个别散在性内毛细胞缺失。
各个年龄组的平均耳蜗图显示，出生后 １３年和
２６年长尾猴的耳蜗毛细胞缺失程度虽然不同，但是
在全耳蜗基底膜铺片上均呈现出平坦型曲线，提示

长尾猴耳蜗毛细胞的缺失程度在全耳蜗基底膜的各

个部位均无显著性差异（图２）。
２．２　不同龄南美栗鼠耳蜗毛细胞的损害模式

本实验通过对出生后 １～３年和出生后 １３～
１５年两组南美栗鼠全耳蜗铺片毛细胞的定位定量
观察，初步判定南美栗鼠在出生后３年之内不会发
生耳蜗年龄相关性毛细胞缺失，在出生后 １３～
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１５年，全耳蜗基底膜上各个部位呈均匀分布的外毛
细胞缺失在２５％～３５％，但绝大部分内毛细胞并未
发生明显缺失（图３Ａ、Ｂ）。
２．３　不同龄豚鼠耳蜗毛细胞的损害模式

本实验通过对出生后１～２年和５～７年两组豚
鼠全耳蜗铺片毛细胞的定位定量观察，初步可以判

定豚鼠在出生后２年之内不会发生耳蜗年龄相关性
毛细胞缺失，但在出生后５～７年，豚鼠耳蜗顶回外
毛细胞的缺失程度明显比耳蜗底回严重，但内毛细

胞并无明显缺失（图４Ａ、Ｂ）。说明豚鼠年龄相关性
耳蜗外毛细胞缺失呈现一个从顶回开始发生并逐渐

向耳蜗底回扩展的趋势。
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图２　不同年龄组长尾猴全耳蜗铺片的平均耳蜗毛细胞图　２Ａ：出生后１年长尾猴的全耳蜗内外毛细胞完整无缺；２Ｂ：出生后
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胞图　３Ａ：出生后１～３年南美栗鼠的内外毛细胞无明显缺失；３Ｂ：出生后１３～１５年南美栗鼠的外毛细胞缺失呈平坦曲线
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图４　不同年龄组豚鼠全耳蜗铺片的平均耳蜗毛细胞图　Ａ：出生后１～２年豚鼠的内外毛细胞基本上完整无缺；Ｂ：出生后
５～７年豚鼠的内毛细胞偶见个别缺失，但耳蜗顶回外毛细胞的缺失程度明显高于耳蜗中回和耳蜗底回
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２．４　不同龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠耳蜗毛细胞的损
害模式

通过分别对出生后１２、２４、３０个月的 Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ大鼠全耳蜗铺片毛细胞的定位定量观察，可以
看出ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠在出生后２年之内不会发
生耳蜗年龄相关性毛细胞缺失（图５Ａ、Ｂ）。但在出
生后３０个月也就是大约相当于暮年阶段，才开始发
生衰老引起的耳蜗毛细胞破坏，ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠
年龄相关性耳蜗外毛细胞缺失呈现从顶回开始发生

并逐渐向耳蜗底回扩展的趋势（图５Ｃ）。
２．５　不同龄ＣＢＡ／ＣａＪ小鼠耳蜗毛细胞的损害模式

通过分别对出生后１２、１８、２４个月的 ＣＢＡ／ＣａＪ
小鼠全耳蜗铺片毛细胞的定位定量观察，可以看出

ＣＢＡ／ＣａＪ小鼠外毛细胞的缺失在出生后１２个月仅
仅出现在耳蜗顶回的终端，但内毛细胞完整无缺

（图６Ａ）。在出生后１８个月，ＣＢＡ／ＣａＪ小鼠耳蜗顶
回外毛细胞的缺失程度达到５０％左右，但内毛细胞
未见缺失（图６Ｂ）。在出生后２４个月，ＣＢＡ／ＣａＪ小
鼠外毛细胞的缺失已经从耳蜗的顶回扩散到耳蜗的

底回，内毛细胞缺失则刚刚开始发生在耳蜗的顶回

（图６Ｃ）。显然，ＣＢＡ／ＣａＪ小鼠年龄相关性耳蜗毛
细胞缺失也是遵循着一个从耳蜗顶回开始发生逐渐

向耳蜗底回扩展的模式。

２．６　不同龄Ｃ５７ＢＬ／６小鼠耳蜗毛细胞的损害模式
导致 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠较早发生年龄相关性耳蜗

毛细胞缺失的遗传因素是１０号染色体上的 ａｈｌ基
因位点发生了突变，这个基因突变的原因已经被证

实是由ｃａｄｈｅｒｉｎｇ２３基因（ｃｄｈ２３）的剪接变体所造
成。通过分别对出生后６、１２、１８、２４个月的Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠全耳蜗铺片毛细胞的定位定量观察，我们发现

出生后６个月 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠耳蜗内外毛细胞的缺
失开始发生在耳蜗的底回钩端区域，相当于占基底

膜全长的 ２０％ ～３０％。出生后 １２个月，Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠耳蜗内外毛细胞的缺失从耳蜗底回扩展到占基

底膜全长 ５０％的位置。出生后 １８个月，Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠的耳蜗内外毛细胞缺失从耳蜗底回扩散到了耳

蜗的顶回，其中内毛细胞的缺失程度约占内毛细胞

总数的５０％，外毛细胞的缺失程度超过外毛细胞总
数的７０％。出生后 ２４个月，Ｃ５７ＢＬ／６小鼠全耳蜗
外毛细胞缺失超过９５％，内毛细胞的缺失程度也基
本超过内毛细胞总数的６５％。显而易见，Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠年龄相关性耳蜗内外毛细胞的缺失是遵循着一

个从耳蜗底回开始发生逐渐向耳蜗顶回扩展的模式

（图７）。这一点显然与无耳聋相关基因缺陷的
ＣＢＡ／ＣａＪ小鼠的年龄相关性耳蜗毛细胞缺失模式
截然相反。
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图５　不同年龄组ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠全耳蜗铺片的平均耳蜗毛细胞图　Ａ：出生后１２个月大鼠的内外毛细胞完整无缺；
Ｂ：出生后２４个月大鼠的内外毛细胞未见明显缺失；Ｃ：出生后３０个月的 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠年龄相关性耳蜗毛细胞缺失呈
现从顶回开始发生逐渐向底回扩展的模式
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图６　不同年龄组ＣＢＡ／ＣａＪ小鼠全耳蜗铺片的平均耳蜗毛细胞图　Ａ：出生后１２个月ＣＢＡ／ＣａＪ小鼠耳蜗外毛细胞的缺失开
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２．７　不同龄Ａ／Ｊ小鼠耳蜗毛细胞的损害模式
通过分别对出生后２周、２个月及５个月的Ａ／Ｊ

小鼠全耳蜗铺片上毛细胞的定位定量观察，我们发

现在１０号染色体远端ａｈｌ４位点突变的Ａ／Ｊ小鼠的
耳蜗内外毛细胞缺失模式与发生 ｃａｄｈｅｒｉｎｇ２３基因
剪接变体的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠十分相似，但是耳蜗内外
毛细胞缺失的发生时间和程度都比 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠
更早也更严重（图８）［４］。
２．８　不同龄ＤＢＡ／２Ｊ小鼠耳蜗毛细胞的损害模式

通过分别对出生后１、３、６个月的 ＤＢＡ／２Ｊ小鼠
全耳蜗铺片上毛细胞的定位定量观察，我们发现

ＤＢＡ／２Ｊ小鼠的内毛细胞年龄相关性缺失是从耳
蜗底回开始逐渐向耳蜗顶回扩展，但外毛细胞的缺

失却是同时发生在耳蜗底回的末端和顶回的顶端，

说明ＤＢＡ／２Ｊ小鼠的耳蜗外毛细胞缺失是从基底
膜两端开始发生并逐渐向耳蜗基底膜的中部扩展

（图９）。
２．９　不同龄ｄｗｇ／ｄｗｇ小鼠耳蜗毛细胞的损害模式

通过对出生后１、３、６个月和９个月的 ｄｗｇ／ｄｗｇ
小鼠全耳蜗铺片上毛细胞的定位定量观察，我们发

现γ谷氨酰转移酶１基因缺失的Ｄｗａｒｆｇｒｅｙ小鼠中
的Ｇｇｔ１ｄｗｇ／ｄｗｇ纯合子小鼠竟然发生了年龄相关
性内毛细胞缺失，但是外毛细胞却并未发生年龄相

关性缺失，发生在ｄｗｇ／ｄｗｇ纯合子小鼠的这种选择
性内毛细胞缺失首先在耳蜗底回末端与顶回起始端

的交界处开始发生，然后分别向耳蜗的顶回和底回

扩展（图１０）［１］。
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图１０　不同年龄组ｄｗｇ／ｄｗｇ小鼠全耳蜗铺片的平均耳蜗毛细胞图　Ａ：出生后１个月，全耳蜗内外毛细胞完整无缺；Ｂ：出生
后３个月，全耳蜗内外毛细胞完整无缺；Ｃ：出生后６个月，在耳蜗底回与顶回交界处发生最严重的内毛细胞缺失，但外毛细胞
无缺失；Ｄ：出生后９个月，全耳蜗外毛细胞完整无缺，但内毛细胞缺失的范围从耳蜗底回末端与顶回起始端的交界处分别向
底回和顶回扩散

３　讨论

根据中国“老年人权益保障法”第２条，中国老
年人的定义是指年龄超过６０周岁的人。长尾猴在
野外生存环境的寿命约为１７年，在圈养生存环境的
寿命可达３０年，本实验结果提示超过１０岁的长尾
猴可以用作为研究老年性内耳损害的猴子实验模

型。野外生存南美栗鼠的寿命最多只有８年，但是
在动物饲养室或者在宠物饲养条件下生存的南美栗

鼠的平均寿命可以延长到１５～２０年，一般来说，将
超过１０岁的圈养南美栗鼠用于研究老年性听觉损
害的南美栗鼠模型比较理想［１６１７］。豚鼠的寿命大

约在５～８岁，一般认为超过４岁的豚鼠可能开始发
生老年性内耳损害等多种老年疾病［１８１９］。大鼠的

寿命大约在２．５～３岁，大鼠的老年性耳蜗毛细胞破
坏发生较晚，一般认为直至暮年或至少超过３０个月
的大鼠才适用于作为老年性耳蜗损害的大鼠实验模

型［２０２２］。小鼠的平均寿命在２４～３８个月，依据衰老
相关生物学标志的改变，诸如被毛变色，肥胖超重，

嗜睡，脱肛，白内障，自发性肿瘤，骨密度降低，Ⅱ型
糖尿病，动脉粥样硬化等，１８月龄以上的小鼠被定
义为老年小鼠［２３］。本实验观察的这些受试动物年

龄基本覆盖了不同种属实验动物从年幼或年轻到发

生年龄相关性或基因缺陷性耳蜗毛细胞缺失的病变

扩展进程，通过对这些不同龄实验动物全耳蜗毛细

胞的定位和定量观察与比较，基本上可以反映不同

种属实验动物的耳蜗毛细胞缺失的病变扩展趋势。

老年性聋理应是指天然衰老导致的听觉衰退。

然而，老年性聋的发生原因却被认为是多种因素相

互作用的结果，这些因素除了包括天然衰老之外，耳

聋遗传基因缺陷、耳毒性药物的接触、高血糖或高血

脂引起的内耳血管病变、各种损害因素引起的内耳

氧化应激损害、爆震和强噪声的暴露、重金属污染环

境的暴露、农药污染环境的暴露、杀虫剂污染环境的

暴露等［２１］。如果按照这样的多因素相互作用来定

义老年性耳蜗毛细胞缺失的病因，似乎只要年龄进

入老年阶段，无论哪种原因引起的耳聋和耳蜗毛细

胞损害岂不都可以定义为老年性聋和老年性耳蜗毛

细胞损害？这种把其他各种病因造成的耳聋和耳蜗

毛细胞损害仅仅因为年老就统统归因于老年性聋和

老年性耳蜗毛细胞损害的观点是否合理？还有待商

榷。为了精准研究老年性耳蜗损害，我们认为应该

把已经确诊的遗传性耳蜗损害、药物性耳蜗损害、噪

声性耳蜗损害、爆震性耳蜗损害、外伤性耳蜗损害等

各种内耳损害疾病与天然衰老引起的老年性耳蜗损

害区分开来。

在本实验观察的各类种属实验动物中，不具有

耳聋相关基因缺陷的实验动物，如本实验观察到的

长尾猴、南美栗鼠、豚鼠、ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠和
ＣＢＡ／ＣａＪ小鼠耳蜗毛细胞缺失的时间都是发生在
老年阶段，但是在伴有耳聋相关基因缺陷的实验动

物，如 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠、Ａ／Ｊ小鼠、ＤＢＡ／２Ｊ小鼠及
ｄｗｇ／ｄｗｇ小鼠耳蜗毛细胞发生缺失的时间都不是在
老年阶段，例如，Ａ／Ｊ小鼠耳蜗毛细胞缺失开始发生
的时间是在出生后１５ｄ，ＤＢＡ／２Ｊ小鼠耳蜗毛细胞
缺失开始发生的时间是在出生后１个月，Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠和ｄｗｇ／ｄｗｇ小鼠的耳蜗毛细胞缺失发生的时
间均明显早于出生后６个月。显然，这些发生耳蜗
毛细胞缺失的伴有耳聋相关基因缺陷的动物年龄都

还处于青年甚至幼年阶段，把发生在这么年轻的实

验动物身上的耳蜗毛细胞退行性改变归因于衰老，

是不是为时过早？我们还发现那些没有耳聋相关基

因缺陷动物的年龄相关性耳蜗毛细胞缺失模式与耳

聋相关基因缺陷动物的毛细胞缺失模式截然不同，

前者的耳蜗毛细胞缺失模式基本呈现均匀分布或者

从顶回向底回扩展的模式，后者的耳蜗毛细胞缺失

模式除了 ｄｗｇ／ｄｗｇ纯合子小鼠表现出独特的内毛
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细胞损害之外，其余伴有耳聋相关基因缺陷的小鼠

如Ｃ５７ＢＬ／６小鼠和 Ａ／Ｊ小鼠均呈现出耳蜗底回毛
细胞的缺失程度比耳蜗顶回严重的模式。提示发生

在不具有耳聋相关基因缺陷的老年动物身上的年龄

相关性耳蜗毛细胞缺失可能反映的是单纯衰老引起

的耳蜗退行性病变，而那些发生在具有耳聋相关基

因缺陷的青年甚至幼年动物身上的耳蜗毛细胞缺失

却很可能与耳聋相关基因的遗传缺陷有着更密切的

关系，而并非年老所致。
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