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　　摘　要：先天性感音神经性耳聋（ＳＮＨＬ）中５０％～６０％由基因缺陷所致，称为遗传性耳聋。尽管遗传性耳聋的
治疗已有所进展，但尚未实现有效防控。诱导多能干细胞（ｉＰＳＣｓ）可以从体细胞诱导分化为多能干细胞，通过二维
或三维诱导等方式在体外诱导转化为毛细胞、螺旋神经元等内耳感觉上皮细胞的类细胞或类器官，因而受到广泛

关注。随着ｉＰＳＣｓ技术的不断进步，其在遗传性耳聋研究领域的应用日益广泛。本文将从 ｉＰＳＣｓ的优势、诱导策
略、应用方式等方面综述其在遗传性耳聋研究中的应用。
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　　耳聋是人类常见的致残性疾病，已成为重要的
公共健康问题和社会经济负担［１２］。耳聋可分为

３类：先天性感音神经性耳聋（ｓｅｎｓｏｒｉｎｅｕｒａｌｈｅａｒｉｎｇ
ｌｏｓｓ，ＳＮＨＬ）、传导性耳聋和混合性耳聋，其中 ＳＮＨＬ
最为常见。根据世界卫生组织预测，ＳＮＨＬ人数将
从２０１９年的约４．６亿增至２０５０年的９亿。在先天
性ＳＮＨＬ患者中，５０％～６０％是由遗传因素引起的，

称为遗传性耳聋［３］。其遗传方式主要包括常染色

体显性遗传、常染色体隐性遗传、Ｘ连锁遗传和线粒
体遗传。哺乳动物耳蜗的毛细胞和初级传入神经元

属于终末分化细胞，受损后无法再生，基因突变可导

致结构或功能异常，影响蛋白功能、细胞代谢及凋

亡。环境与遗传因素的相互作用可能加剧听力损

失［２］。目前耳聋的临床治疗主要依赖助听器和人
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工耳蜗，但二者对耳聋的恢复程度有限［４］。近年

来，随着遗传性耳聋基因鉴定和致聋机制研究的发

展，基因治疗已经在临床中应用［５６］。小鼠是目前

首选的遗传性耳聋研究模型［７］，但由于小鼠耳蜗与

人耳差异较大，许多在小鼠实验中有效的治疗方法

临床应用受限［８］。因此亟需一种更合适的研究模

型，推动基础研究向临床转化。

人类干细胞主要包括两类：人类胚胎干细胞和

人诱导多能干细胞（ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ｉＰＳＣｓ）。ｉＰＳＣｓ是一类具有自我更新能力的多潜能
细胞。可通过体细胞诱导获得，携带个体遗传信息，

避免免疫排斥和伦理问题［９］。因此成为疾病建模、

药物筛选及细胞治疗的理想研究工具。目前已有成

功利用 ｉＰＳＣｓ技术进行遗传性耳聋、神经退行性疾
病［１０］、尿素循环障碍［１１］等疾病模型的研究报道，为

研究遗传性疾病和分子发病机制提供了便利的实验

平台［１２］。本文将综述利用 ｉＰＳＣｓ技术在遗传性耳
聋研究中的应用进展。

１　ｉＰＳＣｓ的诱导策略

ｉＰＳＣｓ向内耳细胞分化受到多种信号通路、转
录因子、生长因子及表观遗传修饰调控。目前利用

ｉＰＳＣｓ对内耳的诱导策略主要分为二维诱导和三维
诱导，均使用外周血单个核细胞和尿液来源细胞为

起始体细胞［１３］。二维诱导方法通过应用小分子化

合物和／或重组蛋白，调控内耳发育中的关键信号通
路传导途径，产生单层分化细胞。可形成内耳感觉

上皮祖细胞和毛细胞样细胞；三维诱导技术（类器

官培养）可分化出多种细胞类型，部分模拟内耳感

觉上皮的生理功能，包含毛细胞、支持细胞和感觉神

经元样细胞等一系列高度分化的细胞［１３］。Ｇｕｎ
ｅｗａｒｄｅｎｅ等［１４］和Ｍａｔｓｕｏｋａ等［１５］利用脑源性神经营

养因子、神经营养因子３、骨形态发生蛋白、成纤维
生长因子和声波刺猬蛋白，设计了一套类似人类内

耳发育轨迹的诱导方案，用于研究基因突变导致耳

蜗发育异常的机制。Ｋｏｅｈｌｅｒ等［１６］通过将成纤维生

长因子、骨形态发生蛋白、转化生长因子和分泌型糖

蛋白添加到层连蛋白包被的支持细胞单细胞悬液，

诱导产生耳蜗细胞团。再使用层连蛋白培养皿，培

养发育成内耳类器官。其中感觉区域含有被神经元

投射靶向的毛细胞样细胞，用于研究不同调控信号

对内耳发育的影响。Ｃｈｅｎ等［１７］利用携带肌动蛋白

１５Ａ突变的人类耳上皮祖细胞，在经过有丝分裂失

活的鸡胚椭圆囊基质细胞上培养，成功培养出了类

似毛细胞的结构。这些毛细胞样细胞缺乏天然毛细

胞的典型细胞体和毛束形态，但可以表达毛细胞的

标志基因。Ｌｉ等［１８］和 Ｋｅｍｐｆｌｅ等［１９］分别使用神经

发生蛋白１、神经性分化１的异位表达和 Ｌｉｎ２８同
源物Ａ重编程内耳神经胶质细胞，使其诱导发展为
螺旋神经节神经元。Ｍａｔｔｅｉ等［２０］开发了动态三维

旋转细胞培养系统成功获得了内耳类器官。其可以

体外重现内耳发育的各个阶段并产生大量的毛细

胞，而且这些毛细胞具有前庭样的形态和生理表型，

类似于发育中的人胎儿内耳毛细胞及耳石样结构。

三维内耳类器官既包含感觉上皮细胞（毛细胞和支

持细胞），也包含感觉神经元样细胞。该类器官系

统为研究内耳感觉神经网络提供了一个有用工具。

这些研究对于前庭系统的发育以及探索内耳遗传性

疾病的治疗具有重要意义。诱导后的ｉＰＳＣｓ需通过
特定标志物进行鉴定。Ｓｈｉ等［２１］和 Ｍａｔｓｕｏｋａ等［１５］

通过Ⅱ型外周神经节神经元和ＰＯＵ４Ｆ１等特定的标
记物鉴定诱导后的细胞类型。Ｈｅｒｇｅｔ等［２２］通过

ＡＭ１４４染料和荧光显微镜，检测毛细胞机械转导功
能进行鉴定。然而，当前 ｉＰＳＣｓ诱导的毛细胞样细
胞多表现为前庭毛细胞表型，而非耳蜗毛细胞［２３］，

因此需要更精准的方法优化其分化，使其更接近耳

蜗内毛细胞和外毛细胞。

２　利用ｉＰＳＣｓ进行内耳疾病致病机制研究

ｉＰＳＣｓ在遗传性耳聋研究中提供了重要的体外
模型。相比小鼠模型，患者来源的 ｉＰＳＣｓ能更准确
模拟人类突变基因的作用机制，避免物种间差异导

致的误差［２４２５］。ｉＰＳＣｓ模型已被用于研究毛束形态
发生、离子稳态、细胞外基质组成及转录因子功

能［１７，２６］。同时避免了使用人类胚胎干细胞可能引

发的伦理问题。携带患者遗传背景的 ｉＰＳＣｓ细胞
株，结合ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９靶向编辑技术［２７］，还可用于

评估基因治疗对遗传性耳聋的效果。Ｔａｎｇ等［２８］通

过三维培养的类器官系统，建立了模拟跨膜丝氨酸

蛋白酶３基因缺陷与人类听力损失相关的 ｉＰＳＣｓ细
胞系。进一步发现跨膜丝氨酸蛋白酶３基因缺陷导
致钙钾通道数量减少和编码钙离子结合蛋白的基因

表达降低，细胞内 Ｃａ２＋的平衡破坏，最终导致了内
耳细胞的凋亡。Ｔａｎｇ等［２９］利用携带肌动蛋白 ７Ａ
基因突变的患者家系的体细胞，建立了两组携带突

变的ｉＰＳＣｓ细胞系以及一组正常细胞系。通过比对
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不同组别的 ｉＰＳＣｓ细胞系形态，发现了毛细胞样细
胞立体纤毛样突起形态的差异。随后，运用

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术纠正这些突变，使携带肌动蛋白
７Ａ突变的 ｉＰＳＣｓ毛细胞样细胞的形态学和功能得
以恢复，揭示了肌动蛋白７Ａ基因在立体纤毛束组
装中的重要作用。Ｃｈｅｎ等［１７］使用类似的方法，建

立了携带肌动蛋白１５Ａ突变的 ｉＰＳＣｓ细胞系，进一
步揭示了肌动蛋白１５Ａ对内耳毛细胞立体纤毛的伸
长至关重要。Ｃｈｅｎ等［３０］利用１例患有肌阵挛性癫
痫伴破碎红纤维症突变患者的成纤维细胞制作了

ｉＰＳＣｓ细胞株。他们通过引入转录因子无调同源物
１（ａｔｏｎａｌｈｏｍｏｌｏｇ１，Ａｔｏｈ１）、调节因子 Ｘ１、调节因子
Ｘ３进行诱导，成功增强了细胞中肌动蛋白７Ａ基因
的表达，并观察到细胞表现出更强的分化能力。在

使用该方案驱动的内耳细胞分化过程中，产生的内

耳样细胞中立体纤毛的长度与正常毛细胞纤毛束的

长度相当。Ｋｏｅｈｌｅｒ等［１６］通过ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术在
Ａｔｏｈ１基因的终止密码子处插入 ２ＡｅＧＦＰ，构建
Ａｔｏｈ１２ＡｅＧＦＰ细胞系。跟踪毛细胞发育，再用毛
细胞标志物如ＰＯＵ４类同源盒３和埃斯宾蛋白基因
对成熟的毛细胞进行免疫染色，从而证明了这种类

器官的特异性。研究还发现新生的毛细胞展现出与

正常毛细胞相似的电生理特性，并且诱导形成的类

器官有类似于内耳迷路的结构特征，包括蜿蜒、曲折

和腔室外观等。通过分阶段的染色实验，研究团队

完整地跟踪了Ａｔｏｈ１基因在毛细胞发育不同阶段的
表达情况，为揭示人类内耳发育机制和测试治疗策

略提供了工具。

３　利用ｉＰＳＣｓ进行药物测试

目前，小鼠模型是耳聋药物研究的首选研究平

台［３１３２］。但因物种差异［３３］，其结果普适性仍需要其

他哺乳动物模型验证［３４３５］。同时临床动物模型也

难以预测药物在人体的不良反应［３６］。ｉＰＳＣｓ衍生的
内耳细胞或类器官可作为人源化药物测试平台，评

估潜在药物的疗效和副作用，提高实验准确性［３７］。

Ｋｕｒｉｈａｒａ等［３８］利用ｉＰＳＣｓ诱导分化出耳蜗螺旋神经
节样细胞的内耳类器官，其具有模拟药物诱导神经

病变方面的潜力。并测试耳毒性药物瓦巴因和顺

铂，证明其可用于药物筛选。Ｄａｎｉｓｚｅｗｓｋｉ等［３９］和

Ｆａｎｇ等［４０］开发ｉＰＳＣｓ自动培养系统，实现大规模细
胞库构建，结合 ＡＩ技术优化药物筛选［４１］。三维培

养更能模拟体内细胞环境［１６，３３］，但当前类器官模型

仍面临缺乏血管组织的问题［４２］。Ｖａｔｉｎｅ等［４３］采用

微流控技术构建 ｉＰＳＣｓ衍生的血脑屏障模型，在血
管化类器官中实现氧气、营养和代谢物交换，改善细

胞培养环境。Ｃｈａｄｌｙ等［４４］设计微流体装置，用于人

类胚胎干细胞向听觉神经元样细胞的分化，提高培

养物均一性。目前微流控设备已经在其他 ｉＰＳＣｓ来
源的上皮组织（如肠、肺、肾）成功测试［４５］，也开始

在内耳类器官培养领域逐步发展。这些新技术有望

缩短药物筛选时间，提高实验效率［４６］。

４　展望

ｉＰＳＣｓ技术为遗传性耳聋研究提供了重要的模
型平台，有助于基础研究向临床转化［４０，４７］，通过 ｉＰ
ＳＣｓ技术，能更深入理解遗传性耳聋的病理机
制［１２］，并用于评估基因治疗的有效性。然而，目前

ｉＰＳＣｓ研究仍面临诸多挑战，包括如何优化分化方
案，使其更精准地模拟耳蜗结构和功能，以及如何改

进递送策略，提高治疗效率等。此外，标准化流程和

降低研究成本也是未来发展的关键方向。未来，个

体化治疗有望成为现实。通过 ｉＰＳＣｓ技术，我们可
以针对患者特定突变建立疾病模型，筛选有效治疗

策略，并最终应用于临床。随着研究深入，ｉＰＳＣｓ技
术有望推动耳聋治疗新方案的开发，提高患者生活

质量。
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