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盐酸氯米帕明保护听觉毛细胞免受新霉素诱导的损伤
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摘要:目的　 筛选出能有效抑制新霉素导致的毛细胞系(ＨＥＩ￣ＯＣ１)细胞死亡的小分子药物ꎬ并在小鼠耳蜗外植体和斑马鱼侧

线毛细胞中进行验证ꎮ 方法　 通过 Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ￣８(ＣＣＫ８)计算细胞存活率来筛选出对新霉素导致的 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞系死

亡有保护作用的小分子药物ꎻ通过免疫荧光染色的方法在小鼠耳蜗外植体和斑马鱼侧线毛细胞中进行验证ꎮ 结果　 在筛选

的 ３５０ 种小分子药物发现能显著提高新霉素处理的 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 的细胞中存活率的药物—盐酸氯米帕明ꎻ在耳蜗外植体及斑马

鱼侧线毛细胞中发现盐酸氯米帕明对新霉素导致的毛细胞死亡有保护作用ꎮ 结论　 盐酸氯米帕明作为 ＦＤＡ 批准的临床用药

一定程度缓解了新霉素导致的毛细胞死亡ꎬ说明其对新霉素导致的毛细胞死亡有一定的保护作用ꎮ
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　 　 听力损失可由噪音、衰老、耳毒性药物制剂、遗
传疾病等引起[１]ꎮ 新霉素(ｎｅｏｍｙｃｉｎꎬ Ｎｅｏ)是临床

中常用的一种氨基糖苷类抗生素ꎬ但这类抗生素的

应用往往带有严重的耳毒性不良反应ꎮ 到目前为

止ꎬ 临床上对氨基糖苷类抗生素的耳毒性仍然缺乏

有效的治疗药物ꎬ更多的措施是尽量降低其耳毒性

风险的发生ꎮ 因此很多实验研究以探索小分子药物

干预新霉素耳毒性从而达到保护听觉毛细胞为目

标ꎮ 盐酸氯米帕明(ｃｌｏｍｉｐｒａｍｉｎｅ ＨＣｌꎬ Ｃｌｏ)ꎬ又名

盐酸安拿芬尼ꎬ分子式为 Ｃ１９Ｈ２３ＣｌＮ２􀅰ＨＣｌꎬ研究表
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明抑郁症的发病机制与 Ｃａ２＋和一些炎症因子有关ꎬ
盐酸氯米帕明可通过抑制 ５￣羟色胺转运蛋白、去甲

肾上腺素转运体和多巴胺转运蛋白ꎬ阻断中枢神经

系统中去甲肾上腺素和 ５￣羟色胺的再摄取[２]ꎬ发挥

抗抑郁作用ꎬ作为 ＦＤＡ 批准的药物已广泛应用于临

床ꎮ 目前关于盐酸氯米帕明的研究报道主要集中在

抑郁症的治疗上ꎬ对毛细胞的影响尚未见报道ꎮ 在

本研究中ꎬ我们通过小分子药物筛选ꎬ发现盐酸氯米

帕明在一定程度上能提高新霉素损伤的 ＨＥＩ￣ＯＣ１
细胞存活率ꎮ 在此基础上我们在体外构建了耳蜗外

植体和斑马鱼侧线毛细胞的新霉素损伤模型ꎬ以期

验证盐酸氯米帕明的作用ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验材料

ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞系是一种广泛使用的听觉毛细

胞系[５￣９]ꎮ 健康成年 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠ꎮ 斑马鱼(Ｄａｎｉｏ
ｒｅｒｉｏ)系 Ｔｇ(ｂｒｎ３ｃ:ＧＦＰ)ꎮ 高糖 ＤＭＥＭ 购自上海

源培生物科技股份有限公司ꎻ５％胎牛血清、０.２５％
胰蛋白酶、Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ Ｂｕｆｆｅｒｅｄ Ｓａｌｉｎｅ(ＰＢＳ)购自美国

ＢＩＯＥＸＰＬＯＲＥＲ 公司ꎻ生理盐水购自青州尧王制药

有限公司ꎻＣＣＫ８ 购自美国 ＧＬＰＢＩＯ 公司ꎻ盐酸氯米

帕明购自美国 ＭＣＥ 公司ꎻ新霉素购自德国 Ｓｉｇｍａ
公司ꎻ４％多聚甲醛ꎻ抗 Ｍｙｏｓｉｎ ７ａ 抗体购自英国

Ｐｒｏｔｅｕｓ公司ꎻ山羊血清、荧光二抗购自美国 Ａｂｂｋｉｎｅ
公司ꎻ封片剂 (含 ＤＡＰＩ) 购自英国 Ａｂｃａｍ 公司、
Ｃｅｌｌ￣Ｔａｋ购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司ꎮ

９６ 孔板购自无锡耐思生命科技有限公司ꎻ共聚

焦小皿、显微镜载玻片购自北京兰杰科技有限公司ꎻ
金属浴购自杭州奥盛仪器有限公司ꎻ多功能酶标仪购

自美国 ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ ＤＥＶＩＣＥＳ 公司ꎻ荧光倒置显微

镜购自宁波永新光学股份有限公司ꎻ体视显微镜购自

日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公司ꎻ共聚焦显微镜(Ｚｅｉｓｓ ９００ꎬ德
国)由山东第一医科大学科技创新中心提供ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 优化新霉素损伤模型

高糖 ＤＭＥＭ 中添加 ５％胎牛血清、双抗ꎬ在 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 条件下培育ꎮ 在初始孵育２４ ｈ 后ꎬ用磷酸

盐缓冲盐水ꎬ２ ｍＭ、４ ｍＭ、６ ｍＭ、８ ｍＭ、１０ ｍＭ、
１２ ｍＭ新霉素分别处理 １２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ后去除新霉

素加入 ＰＢＳꎬ再添加 ＣＣＫ８ 在３７ ℃ꎬ ５％ ＣＯ２ 条件

下处理 １ ｈ 后ꎬ使用酶标仪测细胞的存活率ꎮ

１.２.２　 小分子药物筛选

高糖 ＤＭＥＭ 中添加 ５％胎牛血清、双抗ꎬ细胞

在３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下培育ꎮ 在初始孵育 ２４ ｈ
后ꎬ在 ９６ 孔板中加入小分子药预处理 ２４ ｈ 后去除

小分子药ꎬ加入 １０ ｍＭ 新霉素处理 ２４ ｈ 后去除新霉

素加入 ＰＢＳꎬ再添加 ＣＣＫ８ 在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下

处理 １ ｈꎬ使用酶标仪测细胞的存活率ꎮ
１.２.３　 优化盐酸氯米帕明的浓度

高糖 ＤＭＥＭ 中添加 ５％胎牛血清、双抗ꎬ细胞

在３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下培育ꎮ 在初始孵育 ２４ ｈ
后ꎬ将细胞分为 ８ 个组ꎬ分别为对照组(只有细胞)、
实验组(０ μｍ Ｃｌｏ＋１０ ｍＭ Ｎｅｏ、１０ μｍ Ｃｌｏ＋１０ ｍＭ
Ｎｅｏ、１５ μｍ Ｃｌｏ ＋ １０ ｍＭ Ｎｅｏ、２０ μｍ Ｃｌｏ ＋ １０ ｍＭ
Ｎｅｏ、２５ μｍ Ｃｌｏ ＋ １０ ｍＭ Ｎｅｏ、３０ μｍ Ｃｌｏ ＋ １０ ｍＭ
Ｎｅｏ、３５ μｍ Ｃｌｏ＋１０ ｍＭ Ｎｅｏ)ꎬ用倒置显微镜对细胞进

行成像、加入 ＣＣＫ８ 用酶标仪测定细胞的存活率ꎮ
１.２.４　 耳蜗外植体培养

从出生后 １ ~ ２ ｄ 小鼠中解剖耳蜗ꎬ培养方法:
Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠出生后(Ｐ) ２ 在 ＰＢＳ 中解剖ꎮ 耳蜗

外植体被粘在一个涂有 Ｃｅｌｌ￣Ｔａｋ 的共聚焦小皿上ꎮ
耳蜗外植体在添加 Ｎ２ / Ｂ２７( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)和氨苄西林

的 ＤＭＥＭ/ Ｆ１２ 培养基中培养ꎬ放 ３７ ℃、５％的 ＣＯ２

培养箱中过夜ꎮ 外植体培养组织将细胞分为

６ 个组ꎬ分别为对照组、只加盐酸氯米帕明(Ｃｌｏ)组、
只加 １５ ｍＭ 新霉素 (Ｎｅｏ) 损伤组、 ５５ μｍ Ｃｌｏ ＋
１５ ｍＭ Ｎｅｏ、６０ μｍ Ｃｌｏ＋ １５ ｍＭ Ｎｅｏ、６５ μｍ Ｃｌｏ ＋
１５ ｍＭ Ｎｅｏꎮ 除了只加新霉素的损伤组外ꎬ其他处

理组加对应浓度的盐酸氯米帕明预处理 ２４ ｈꎬ再加

入 １５ ｍＭ 新霉素处理 ２４ ｈꎬ然后进行免疫荧光染色

观察毛细胞存活情况ꎮ
１.２.５　 斑马鱼

从 Ａ、Ｂ 系获得的野生 ＡＢ 系斑马鱼 (Ｄａｎｉｏ
Ｒｅｒｉｏ)和转基因 ＴＧ(Ｂｍ３ｃ:ｇｆｐ)在全自动斑马鱼饲

养系统中饲养和维持ꎮ 斑马鱼胚胎是通过成年斑马

鱼自然产卵获得的ꎬ在受精后 ５ ｄꎬ从孵化的斑马鱼

胚胎中获得幼鱼ꎮ 在 ２４ 孔板中用药物处理 ５ｄｐｆ 的
斑马鱼幼体ꎬ分为 ６ 个组ꎬ分别为对照组、只加盐酸

氯米帕明(Ｃｌｏ)组、只加 ２０ ｍＭ 新霉素(Ｎｅｏ)损伤

组、１００ μｍ Ｃｌｏ＋２０ ｍＭ Ｎｅｏ、１２５ μｍ Ｃｌｏ＋２０ ｍＭ
Ｎｅｏ、１５０ μｍ Ｃｌｏ＋２０ ｍＭ Ｎｅｏꎮ 除了只加新霉素的

损伤组外ꎬ其他组加对应浓度的盐酸氯米帕明预处

理 １ ｈ 后加入 ２０ ｍＭ 新霉素 ６ ｈ 损伤毛细胞ꎬ换生

长盐水恢复 １ ｈꎮ 在 ４％多聚甲醛中固定过夜后通过

共聚焦显微镜进行成像ꎮ
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１.２.６　 免疫荧光

耳蜗 外 植 体 在 ４％ 多 聚 甲 醛 中 室 温 固 定

３０ ｍｉｎꎬ用 ＰＢＳ 洗 涤 ３ 次ꎬ 每 次 ５ ｍｉｎꎻ ２. ５％
ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００在 ３７ ℃通透 １５ ｍｉｎꎻＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ每
次 ５ ｍｉｎꎻ１０％山羊血清在 ３７ ℃封闭 ３０ ｍｉｎꎻ样品

用 ＰＢＳ 稀释的肌球蛋白 ７ａ 抗体(Ｍｙｏｓｉｎ７ａ)１ ∶４００
在 ４ ℃下过夜ꎮ 第 ２ 天用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ每次 ５
ｍｉｎꎬ用 ＰＢＳ 稀释的荧光二抗 １ ∶４００ 在 ３７ ℃孵育 １
ｈꎻ用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ滴上封片剂(含

ＤＡＰＩ)ꎬ通过共聚焦显微镜进行成像ꎮ
１.３　 统计学处理

所有实验至少重复 ３ 次ꎮ 所有的统计分析均使

用 ＷＰＳ 的 Ｅｘｃｅｌ、ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９、Ｉｍａｇｅ Ｊ 进行ꎮ
当比较两组时ꎬ使用非配对 ｔ 检验来确定统计学意

义ꎬ检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 盐酸氯米帕明可以保护 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞免受新

霉素导致的损伤

ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞系用不同浓度梯度的新霉素(０、
２、４、６、８、１０、１２ ｍＭ) [３￣４]分别处理 １２ ｈ、２４ ｈ 或 ４８ ｈ
后ꎬ使用 ＣＣＫ８ 检测处理后细胞的存活率ꎬ以建立最

优的新霉素 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞毒性模型(图 １)ꎮ

图 １　 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞的新霉素细胞毒性模型的优化
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｏｍｙｃｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｍｏｄｅｌ ｕｓｉｎｇ ＨＥＩ￣ＯＣ１ ｃｅｌｌｓ

　 　 如图 １ 所示ꎬ新霉素以时间和剂量依赖性的方

式显著降低了细胞活力ꎮ 新霉素处理 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细

胞 １２ ｈ 或 ４８ ｈ 后ꎬ随着新霉素浓度的增加(０、２、４、
６、８、１０、１２ ｍＭ)ꎬＣＣＫ￣８ 实验检测 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞

活性未能达到 ５０％ꎮ 细胞活力结果显示ꎬ１０ ｍＭ
新霉素处理 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞 ２４ ｈ 时ꎬＨＥＩ￣ＯＣ１ 活力

与对照相比降低到约 ５０％ꎮ 因此ꎬ在后续的检测

中选择 １０ ｍＭ 新霉素处理 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞２４ ｈ作为

细胞毒性的造模条件ꎮ 我们共筛选了 ３５０ 种小分子

药物ꎬ发现了其中的 ３ 种药物能显著提高 ＨＥＩ￣ＯＣ１
细胞毒性模型下的细胞存活率ꎬ 其中盐酸氯米帕明

提高 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞存活率的效果最好(图 ２)ꎮ 因

此ꎬ我们选择了盐酸氯米帕明作为后续检测的目标

药物ꎮ

图 ２　 小分子药物筛选
Ａ:共筛选了 ３５０ 种小分子药ꎬ细胞存活率 １.２ 以上的小分子药有 ３ 种ꎻＢ:盐酸氯米帕明分子式

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｄｒｕｇｓ
Ａ: Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ３５０ ｓｍａｌｌ￣ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｄｒｕｇｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ａ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ
１.２ꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｏｒｍｕｌａ ｏｆ ｃｌｏｍｉｐｒａｍｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ
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　 　 为了检测盐酸氯米帕明是否能够有效保护

ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞免受新霉素导致的细胞毒性的损伤ꎬ
我们用不同浓度的盐酸氯米帕明和 １０ ｍＭ 新霉素

共同处理 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞ꎬ然后通过 ＣＣＫ８ 实验测定

处理过的 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞的存活率ꎮ 结果发现在

１０ ｍＭ新霉素损伤条件下ꎬ给予不同浓度的盐酸氯

米帕明预处理可提高 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞的存活率ꎬ最佳

效果的浓度为 ２５ μＭꎬ而当盐酸氯米帕明浓度增加

到 ３０ μＭ、３５ μＭ 时细胞的存活率下降(图 ３)ꎮ

图 ３　 不同浓度盐酸氯米帕明和新霉素处理条件下的 ＨＥＩ￣
ＯＣ１ 细胞的存活情况

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＥＩ￣ＯＣ１ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｌｏｍｉｐｒａｍｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ａｎｄ
ｎｅｏｍｙｃｉｎ

　 　 因此ꎬ本部分实验结果说明在一定浓度范围内

盐酸氯米帕明可显著抑制新霉素对 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞

的毒性损伤ꎬ保护 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞ꎬ且 ２５ μＭ 盐酸氯

米帕明的保护效果最好ꎬ但过高浓度的盐酸氯米帕

明具有潜在的细胞毒性作用ꎮ
２.２　 盐酸氯米帕明可以预防新霉素导致的耳蜗外

植体毛细胞的丢失

小鼠耳蜗外植体被认为是体内耳蜗模型的替

代品ꎬ可用于药物筛选[１０] ꎮ 为了检测盐酸氯米帕

明是否能够保护耳蜗外植体毛细胞免受新霉素诱

导的耳毒性的影响ꎬ本研究设计实验:用不同浓度

的盐酸氯米帕明预处理 Ｐ３￣ Ｐ４ꎬＣ５７ＢＬ / ６ 小鼠耳

蜗外植体ꎬ再用新霉素处理 ２４ ｈꎬ最后通过免疫荧

光染色检测经过药物处理的耳蜗外植体中的毛细

胞数量与状态ꎮ
Ｍｙｏｓｉｎ７ａ 阳性(绿色荧光)、有毛细胞形态的将

被记入统计ꎮ 免疫荧光染色结果显示ꎬ与仅用新霉

素处理的耳蜗外植体相比ꎬ盐酸氯米帕明预处理可

以降低耳蜗外植体毛细胞的损失数量ꎬ盐酸氯米帕

明浓度 ６０ μＭ 预处理时提高毛细胞数量的效果最

显著(图 ４)ꎮ 以上结果说明ꎬ一定浓度范围的盐酸

氯米帕明预处理可有效缓解新霉素对耳蜗外植体毛

细胞的细胞毒性ꎮ

图 ４　 盐酸氯米帕明显著缓解新霉素对耳蜗外植体毛细胞的影响
Ａ:不同药物处理后基底膜毛细胞免疫荧光染色情况ꎻＢ:耳蜗外植体中回 Ｍｙｏｓｉｎ７ａ 阳性细胞数量的统计分析

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｌｏｍｉｐｒａｍｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｔｈｅ ｎｅｏｍｙｃｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｅｘｐｌａｎｔｓ
Ａ:Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｓｉｌａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎻ Ｂ: Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｙｏｓｉｎ￣７ａ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉａｌ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｓｉｌａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ

２.３　 盐酸氯米帕明对新霉素导致的斑马鱼侧线毛

细的丢失有保护作用

斑马鱼在听觉相关研究领域也有广泛的应用ꎬ
主要是因为斑马鱼具有与哺乳动物类似的内耳结

构ꎬ即耳囊(ｏｔｉｃ ｖｅｓｉｃｌｅ)ꎮ 斑马鱼的内耳中ꎬ负责听

觉和平衡觉的主要细胞类型即为毛细胞ꎬ其结构和

功能与哺乳动物的内耳毛细胞类似ꎬ而斑马鱼除了

具有 内 耳 毛 细 胞 外ꎬ 还 具 有 侧 线 神 经 丘 毛 细

胞[１７￣２１]ꎮ 为了验证盐酸氯米帕明在斑马鱼毛细胞

丢失中的作用ꎬ先用不同浓度的盐酸氯米帕明处理

斑马鱼 １ ｈꎬ再用 ２０ ｍＭ 新霉素处理 ６ ｈꎬ换生长盐

水恢复 １ ｈꎬ在 ４％多聚甲醛中固定过夜后通过共聚
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焦显微镜进行成像(图 ５)ꎮ
如图 ５ 所示ꎬ与只有新霉素处理相比ꎬ盐酸氯米

帕明处理可以显著提高新霉素处理的斑马鱼侧线毛

细胞的数量ꎬ且盐酸氯米帕明浓度为 １２５ μＭ 时的

效果最好ꎬ过低(１００ μＭ)或过高(１５０ μＭ)时的效

果都有所下降ꎮ 该实验结果说明ꎬ盐酸氯米帕明能

有效缓解新霉素导致的斑马鱼侧线毛细胞的细胞

毒性ꎮ

图 ５　 盐酸氯米帕明有效缓解新霉素处理对斑马鱼侧线毛细胞细胞毒性的影响
Ａ:不同处理后斑马鱼侧线毛细胞情况ꎻＢ:斑马鱼侧线神经丘毛细胞数量的统计学分析

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｌｏｍｉｐｒａｍｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｎｅｏｍｙｃｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌａｔｅｒａｌ ｌｉｎｅ ｏｆ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ
Ａ:Ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌａｔｅｒａｌ ｌｉｎｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓꎻ Ｂ: Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｈａｉｒ
ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｌａｔｅｒａｌ ｌｉｎｅ ｏｆ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

３　 讨　 论

耳毒性药物是引起感音神经性听力损失的常见

原因ꎬ而氨基糖苷类药物是最常见的耳毒性药

物[１１]ꎮ 耳蜗 ＨＣｓ 易受氨基糖苷介导的细胞毒性影

响ꎬ耳蜗毛细胞一旦受损就不能再生ꎬ因此氨基糖苷

类药物导致的耳毒性通常与永久性感音神经性耳聋

有关[２２]ꎮ 新霉素作为氨基糖苷类药物中常用的一

种ꎬ被广泛用于严重感染的治疗ꎻ然而ꎬ新霉素使用

给患者带来的一个严重不良反应就是耳毒性[１２ꎬ２３]ꎮ
因此ꎬ探讨耳毒性药物引起的听觉感觉细胞损伤机

制ꎬ为预防和治疗这类疾病提供理论基础变得尤为

迫切ꎮ
抗抑郁药是一组异质化合物ꎬ根据其主要作用

机制可分为 ４ 种不同的类别:去甲肾上腺素再摄取

抑制剂、选择性血清素再摄取抑制剂、血清素 /去甲

肾上腺素再摄取抑制剂和单胺氧化酶抑制剂[１３]ꎮ
在市场上推出的首批抗抑郁药中ꎬ三环类抗抑郁药

主要为 ＳＮＲＩｓ[１４]ꎮ 氯米帕明是一种三环类抗抑郁

药ꎬ在抑郁期间ꎬ大脑神经细胞释放的去甲肾上腺素

和血清素的数量会减少[１６]ꎮ 这些化学物质的释放

会产生刺激情绪兴奋的效果ꎮ 盐酸氯米帕明的药理

作用是阻止这些化学物质回到神经细胞[１５]ꎬ它主要

通过抑制 ５￣羟色胺转运蛋白、去甲肾上腺素转运体

和多巴胺转运蛋白ꎬ阻断中枢神经系统中去甲肾上

腺素和 ５￣羟色胺的再摄取发挥抗抑郁作用ꎮ 有报

道称ꎬ氯丙咪嗪抑制了广泛表达的动力蛋白 ２ 和在

肺中表达的动力蛋白 ３ 的 Ｌ￣α￣磷脂酰￣Ｌ￣丝氨酸刺

激的 ＧＴＰａｓｅ 活性[２４]ꎮ 但是盐酸氯米帕明在抑制耳

毒性方面尚未有报道ꎮ
为了探寻抑制新霉素耳毒性的更多可能性药

物ꎬ我们用 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞在 ３５０ 种 ＦＤＡ 批准用药

的小分子药物中进行筛选ꎬ最终筛选出能有效抑制

新霉素耳毒性的药物—盐酸氯米帕明ꎮ
为了探究盐酸氯米帕明对新霉素诱导的损伤的

保护作用ꎬ我们在体外使用 ＨＣ 样 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞、
耳蜗器官外植体培养、斑马鱼培养ꎮ 结果表明ꎬ３ 种

系统均显示盐酸氯米帕明显著抑制细胞凋亡ꎬ防止

新霉素诱导的细胞死亡ꎮ 耳蜗器官外植体培养显

示ꎬ盐酸氯米帕明对新霉素诱导的耳蜗基底膜 ＨＣ
损失有保护作用ꎮ 我们还发现ꎬ盐酸氯米帕明的保

护作用是剂量依赖性的ꎬ６０ μＭ 的盐酸氯米帕明的

保护作用明显大于 ５５ μＭ 盐酸氯米帕明ꎬ但在

６５ μＭ 时ꎬ保护作用开始下降ꎬ表明高浓度的盐酸氯

􀅰６２􀅰
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米帕明可能损害耳蜗基底膜 ＨＣꎮ 药物剂量在未来

的动物或人类实验中得到充分考虑是必要的ꎮ 斑马

鱼毛细胞培养显示盐酸氯米帕明对新霉素诱导的斑

马鱼侧线毛细胞损失有保护作用ꎮ 盐酸氯米帕明的

保护作用是剂量依赖性的ꎬ１２５ μＭ 的盐酸氯米帕明

的保护作用明显大于 １００ μＭ 盐酸氯米帕明ꎬ但在

１５０ μＭ 时ꎬ保护作用开始下降ꎬ表明高浓度的盐酸

氯米帕明可能损害斑马鱼侧线毛细胞ꎮ 我们还发现

在不同的系统中盐酸氯米帕明的最佳保护浓度是不

同的ꎮ 综上所述ꎬ我们的研究结果表明ꎬ盐酸氯米帕

明能够有效缓解新霉素耳毒性导致的小鼠外植体和

斑马鱼侧线毛细胞的死亡ꎬ为预防和治疗氨基糖苷

类药物导致的耳毒性提供了新的可能性的策略ꎮ 这

些结果提示盐酸氯米帕明可能具有潜在的临床价

值ꎮ 但研究中我们也发现盐酸氯米帕明的保护效果

有限ꎬ而且对于盐酸氯米帕明是通过什么途径抑制

新霉素导致的毛细胞细胞毒性的机制尚不清楚ꎬ以
待后续进一步研究ꎮ
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