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　　摘　要：　目的　通过几种不同耳毒性药物离体培养实验和活体动物实验，以观察耳蜗细胞死亡的不同方式。
方法　应用ＡｐｏｐｔｏｓｉｓＮｅｃｒｏｓｉｓＱｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ对正常或耳毒性药物处理过的离体培养耳蜗组织和活体耳蜗组织
进行了染色。试剂盒中含有３种不同荧光标记的探针，其中绿色荧光标记的 ａｎｎｅｘｉｎＶ可鉴别活细胞内出现的凋
亡改变，红色荧光标记的ＥｔｈｉｄｉｕｍｈｏｍｏｄｉｍｅｒＩＩＩ可鉴别活细胞内出现的坏死改变，蓝色荧光标记的 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２
则可鉴别出健康细胞。结果　在耳蜗离体培养实验中，细胞凋亡信号和坏死信号几乎同时出现在顺铂或庆大霉素
处理的耳蜗外植体；在活体动物实验中，细胞凋亡信号和坏死信号也同时出现在急性卡那霉素损害模型和慢性卡

那霉素损害模型。结论　在细胞受损后的变性过程中，凋亡因子和坏死因子可同时出现而导致细胞的死亡。细胞
凋亡的过程一般比较迅速而常常发生在急性损害阶段，而细胞坏死的过程往往比较缓慢而多见于细胞的慢性损害

过程。在细胞死亡的最后阶段，细胞的最终破坏一般取决于哪种死亡方式抢先完成，但无论是哪种死亡方式占据

了主导地位，都不能排除另外一种细胞死亡方式对细胞降解过程的协同作用。
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　　细胞的死亡方式主要可以分为两大类，一类是
被称之为凋亡（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）的程序化死亡方式（ｐｒｏ
ｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ）；另一类是被称之为坏死（ｎｅｃｒｏ
ｓｉｓ）的非程序化死亡方式 （ｕｎｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌ
ｄｅａｔｈ）。近年来由Ｂｉｏｔｉｕｍ公司推出的新产品Ａｐｏｐ
ｔｏｔｉｃ，Ｎｅｃｒｏｔｉｃ＆ＨｅａｌｔｈｙＣｅｌｌｓＱｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ可以
同时鉴定正常细胞和凋亡细胞以及坏死细胞，本实

验首次应用该检测方法观察了耳毒性药物引起的耳

蜗组织细胞中出现的凋亡信号和坏死信号，发现在

耳蜗细胞的病变过程中，实际上两种死亡方式即细

胞凋亡和细胞坏死的信号均有不同程度表达，说明

细胞在濒临死亡阶段的破坏方式并非简单的单一模

式。现报道如下。

１　材料与方法

在Ａｐｏｐｔｏｔｉｃ，Ｎｅｃｒｏｔｉｃ＆ＨｅａｌｔｈｙＣｅｌｌｓＱｕａｎｔｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎＫｉｔ中含有３种不同的荧光染料，它们分别是
绿色荧光标记的可特异性显示细胞凋亡引起的外侧

暴露磷脂酰丝氨酸（Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ）的 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ、红色荧光标记的可特异性显示细胞坏死引起的
细胞膜屏障破裂的溴乙非啶同型二聚体 ＩＩＩ（Ｅｔｈｉｄｉ
ｕｍｈｏｍｏｄｉｍｅｒＩＩＩ）以及蓝色荧光标记的可显示正常
细胞ＤＮＡ的烟酸己可碱３３３４２（Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２）荧
光染料［１］。在细胞内部悄悄发生拆卸的凋亡过程

往往首先造成细胞质膜表面小叶上磷脂发生改变，

使位于其内部的磷脂酰丝氨酸被翻转到细胞质膜的

表面。ＡｎｎｅｘｉｎＶ是一种能与翻转到质膜表面磷脂
酰丝氨酸发生特异结合的３５ｋＤ钙依赖磷脂蛋白
（Ｃａ２＋ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓｐｒｏｔｅｉｎ），因此，绿色
荧光标记的 ＡｎｎｅｘｉｎＶ一旦出现在病变细胞，则说
明该受损细胞正处于细胞凋亡过程。损害因素造成

的细胞坏死往往首先造成细胞质膜及其内膜系统的

损害，这种破坏不仅改变了质膜和内膜系统的通透

性，而且还会造成细胞质和细胞器的泄漏。Ｅｔｈｉｄｉ
ｕｍｈｏｍｏｄｉｍｅｒＩＩＩ是一种不能进入正常细胞和凋亡
细胞的带有高电荷的核酸探针（ｈｉｇｈｌｙｃｈａｒｇｅｄｎｕ
ｃｌｅｉｃａｃｉｄｐｒｏｂｅ），但是 ＥｔｈｉｄｉｕｍｈｏｍｏｄｉｍｅｒＩＩＩ却可
以进入坏死细胞并将其标记成红色荧光。该试剂盒

还包含着可以穿越细胞屏障的蓝色荧光标记 ＤＮＡ
染料的Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２，因此正常细胞可被该染料标
记成蓝色荧光。

由于该试剂盒染色方法只能标记活细胞，因此整

个染色标记过程必须在组织固定前完成。将试剂盒

提供的５ＸＢｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ稀释成１ＸＢｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，然
后依次加入５μｌＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ、５μｌＥｔｈｉｄｉｕｍｈｏ
ｍｏｄｉｍｅｒＩＩＩ、５μｌＨｏｅｃｈｓｔ３３３４２，制备成探测液。

在耳蜗器官培养实验中，可将耳蜗组织直接移

入探测液在３７℃二氧化碳培养箱内作用６０ｍｉｎ，经
１ＸＢｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ充分漂洗后 再用１０％福尔马林磷
酸盐缓冲液固定数小时；在活体动物实验中，将麻醉

动物的中耳腔打开并在蜗尖和蜗底各钻一小孔，然

后将探测液从蜗底小孔灌入并经蜗尖小孔流出，保

留耳蜗腔内的染色液作用 ６０ｍｉｎ，经 １ＸＢｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ充分漂洗后 再用１０％福尔马林磷酸盐缓冲
液固定耳蜗，最后断头处死动物，取出颞骨浸入固定

液继续固定数小时。在解剖显微镜下，常规取出耳

蜗基底膜并制备成耳蜗基底膜铺片［２３］。在共聚焦

显微镜下，应用不同的激发光分别探测绿色荧光标

记的 ＡｎｎｅｘｉｎＶ信号（λａｂｃ／λｅｍ ＝４９２／５１４ｎｍ）和红
色荧光标记的ＥｔｈｉｄｉｕｍｈｏｍｏｄｉｍｅｒＩＩＩ信号（λａｂｃ／λｅｍ
＝５２８／６１７ｎｍ）以及蓝色荧光标记的 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２
信号（λａｂｃ／λｅｍ ＝３５０／４６１ｎｍ）。应用 ＣｏｎｆｏｃａｌＬＳＭ
ＩｍａｇｅＥｘａｍｉｎｅｒ和ＡｄｏｂｅＰｈｏｔｏｓｈｏｐ５．５软件系统对
共聚焦图像资料进行不同图像层次和不同荧光信号

的采集、合并及处理。

２　离体培养实验模型及其结果

将９只出生３ｄ的ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠（Ｃｈａｒｌｅｓ
ＲｉｖｅｒＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ，ＭＡ）双侧耳蜗取出，
常规制备成耳蜗基底膜培养样品［４６］。耳蜗基底膜

经预培养２４ｈ后，１／３的样品（６条耳蜗基底膜）用
不含耳毒性药物的标准培养液继续培养２４ｈ作为
正常对照组，另外１／３的样品（６条耳蜗基底膜）用
含有５０μＭ顺铂的培养液继续培养４８ｈ作为顺铂
耳毒性实验组，剩下的１／３样品（６条耳蜗基底膜）
用含有５００μＭ庆大霉素的培养液继续培养２４ｈ作
为庆大霉素耳毒性实验组。在终止实验之前，将耳

蜗培养组织移入探测液染色６０ｍｉｎ，再用１ＸＢｉｎｄ
ｉｎｇｂｕｆｆｅｒ充分漂洗后浸入１０％福尔马林溶液固定
３ｈ，最后移到载玻片上的甘油滴中，盖上盖玻片。
正常对照组的耳蜗 Ｃｏｒｔｉ器细胞大都仅显示蓝色荧
光信号，偶见个别细胞中出现红色坏死信号和绿色
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凋亡信号（图１Ａ）。经５０μＭ顺铂处理４８ｈ的耳蜗
Ｃｏｒｔｉ器大都出现毛细胞的缺损，在 Ｃｏｒｔｉ器周围的
残存支持细胞中可见红色坏死信号和绿色凋亡信号

并存（图１Ｂ）。经５００μＭ庆大霉素处理２４ｈ的耳蜗
Ｃｏｒｔｉ器大都处于严重的病理改变状态，在变性的耳
蜗毛细胞中同时显示红色的坏死信号和绿色的凋亡

信号，内侧螺旋沟支持细胞中也出现红色坏死信号

和绿色凋亡信号（图１Ｃ）。

图１　耳蜗器官培养实验的测试结果　Ａ：正常对照组；Ｂ：顺
铂耳毒性实验组；Ｃ：庆大霉素耳毒性实验组

３　急性耳中毒活体动物实验及其结果

将４只成年雌性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠 （Ｃｈａｒｌｅｓ
ＲｉｖｅｒＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ，ＭＡ）按照每公斤体
重５０ｍｇ的剂量静脉注射利尿酸钠，然后按照每公
斤体重８００ｍｇ的剂量立刻肌肉注射卡那霉素。受
试动物在联合注射利尿酸钠和卡那霉素后２４ｈ施
行活体耳蜗灌流探测液并作用６０ｍｉｎ，经耳蜗灌流
漂洗后再用１０％福尔马林溶液灌流固定［７］。另取

２只同龄雌性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠的耳蜗基底膜做
正常对照染色。完成组织固定后，在解剖显微镜下

分离取出全耳蜗基底膜并制备成耳蜗基底膜铺片，

在共聚焦显微镜下观察［８］。正常对照耳蜗 Ｃｏｒｔｉ器
细胞显示蓝色荧光信号，偶见个别细胞中出现微弱

的绿色凋亡信号或红色坏死信号（图２Ａ～Ｄ）。注
射利尿酸钠和卡那霉素后 ２４ｈ，耳蜗内外毛细胞
中出现明显的绿色凋亡信号和红色坏死信号（图

２Ｅ～Ｇ）。将图２Ｅ～Ｇ合并后的耳蜗组织病现学
图像可见耳蜗内外毛细胞中同时出现红色荧光标

记的坏死信号和绿色荧光标记的凋亡信号（黄色

箭头标记）。

图２　卡那霉素引起的急性毛细胞损害测试结果　Ａ：单纯
探测蓝色荧光信号的正常对照耳蜗切片样品；Ｂ：单纯探测
绿色荧光凋亡信号的正常对照耳蜗切片样品；Ｃ：单纯探测
红色荧光坏死信号的正常对照耳蜗切片样品；Ｄ：将 Ａ、Ｂ及
Ｃ合并后的正常对照耳蜗切片图像，说明在正常对照耳蜗样
品中偶见微弱的红色或绿色荧光信号；Ｅ：注射卡那霉素和
利尿酸钠后２４ｈ，单纯探测蓝色荧光信号的耳蜗切片样品；
Ｆ：注射卡那霉素和利尿酸钠后２４ｈ，单纯探测绿色荧光标记
凋亡信号的耳蜗切片样品（绿色箭头标记）；Ｇ：注射卡那霉
素和利尿酸钠后２４ｈ，单纯探测红色荧光标记坏死信号的耳
蜗切片样品（红色箭头标记）；Ｈ：将Ｅ、Ｆ及Ｇ合并后的耳蜗
组织病理学图像

４　慢性耳中毒活体动物实验及其结果

按照每公斤体重８００ｍｇ的剂量对５只成年雌
性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠肌肉注射卡那霉素，每天
１次，连续用药８ｄ。受试动物在连续用药的第９天
施行活体耳蜗灌流探测液并作用６０ｍｉｎ，经耳蜗灌
流漂洗后再用１０％福尔马林溶液灌流固定。另取
２只同龄雌性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠的耳蜗基底膜做
正常对照染色。完成组织固定后，在解剖显微镜下

分离取出全耳蜗基底膜并制备成耳蜗基底膜铺片，

在共聚焦显微镜下观察。正常对照耳蜗 组织中偶

见微弱的红色坏死信号或绿色凋亡信号（图３Ａ～
Ｄ）。在连续注射卡那霉素８ｄ的耳蜗毛细胞发现
明显的绿色凋亡信号和红色坏死信号（图３Ｅ～Ｇ）。
将图３Ｅ～Ｆ合并后的耳蜗组织病理学图像可见大
部分变性的耳蜗内外毛细胞中由于同时出现的红色

荧光标记的坏死信号和绿色荧光标记的凋亡信号，

其荧光信号被转变成黄色（黄色圆圈标记），但也有

一些外毛细胞仅出现红色荧光标记的坏死信号（红
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色箭头标记）或绿色荧光标记（绿色箭头标记），黄

色圆圈标记说明坏死与凋亡并存，红者箭头指示细

胞死亡以坏死方式为主，绿色箭头指示细胞死亡以

凋亡方式为主。

图３　卡那霉素引起的慢性毛细胞损害测试结果　Ａ：单纯探测蓝色荧光信号的正常对照耳蜗铺片样品；Ｂ：单纯单纯探测绿
色荧光凋亡信号的正常对照耳蜗铺片样品；Ｃ：单纯探测红色荧光坏死信号的正常对照耳蜗样品；Ｄ：将 Ａ和 Ｂ及 Ｃ合并后的
正常对照耳蜗铺片图像，可见正常对照耳蜗样品中偶见微弱的红色或绿色荧光信号；Ｅ：连续注射卡那霉素８ｄ后，单纯探测蓝
色荧光信号的耳蜗铺片样品；Ｆ：连续注射卡那霉素８ｄ后，单纯探测绿色荧光标记凋亡信号的耳蜗铺片样品（绿色箭头标
记）；Ｇ：连续注射卡那霉素８ｄ后，单纯探测红色荧光标记坏死信号的耳蜗铺片样品（红色箭头标记）；Ｈ：将 Ｅ、Ｆ及 Ｇ合并后
的耳蜗组织病理学图像

５　讨论

细胞凋亡的发生是由于细胞在各种损害刺激条

件下主动启动了其预先设置的细胞自毁装置，其主

要特征表现为质膜的疱疹样变（ｂｌｅｂｂｉｎｇ）、细胞收
缩（ｓｈｒｉｎｋａｇｅ）、核破裂（ｎｕｃｌｅａｒｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ）、染色
质凝聚（ｃｈｒｏｍａｔｉｎｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎ）、以及染色体 ＤＮＡ
破碎（ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ）等等，但并不
造成周围组织的炎性反应。与细胞凋亡过程截然不

同的是，细胞坏死则被认为是因病理原因而发生的

被动死亡过程，其主要特征表现为细胞膜的通透性

增高、细胞肿胀、细胞器变形积水、降解酶释放引起

自溶、最终导致细胞膜破裂和细胞内容物流出并引

起周围组织的炎性反应等等。为了便于理解和区分

上述两种细胞死亡方式，有人用刑警术语将细胞凋

亡看作为是细胞的“自杀”行动，而将细胞坏死看作

为是“他杀”。查明细胞的死亡方式，对于了解 “作

案手段”和“作案过程”以及进一步查明“作案动机”

并锁定“作案嫌疑犯”都具有重要的作用。但是如

果不去了解细胞死亡的过程和方式，这些细胞的死

亡将很可能成为“无头悬案”。鉴别细胞的死亡方

式，除了根据病理学改变特征之外，还有很多种不同

的检查技术，但那些技术大多是一种方法只能探测

一种细胞死亡的方式［９２０］。

大量实验证实，无论是在离体培养实验还是在

活体动物实验，顺铂对内耳毛细胞和周边神经元的

破坏都是通过启动细胞自毁装置来实现细胞的自我

毁灭［９，１１，１５，２１２２］。因此，顺铂耳中毒模型总是被看作

为一个典型的内耳细胞凋亡模型，却完全没有考虑

细胞坏死也许在其中同样起到了一定的协同破坏作

用。本实验意外发现，细胞凋亡信号和坏死信号都

清清楚楚出现在顺铂引起的病变细胞内，说明虽然

顺铂引起的耳蜗细胞死亡可能由于凋亡的快速进程

而使细胞凋亡成为其死亡主线，但是细胞坏死因子

在变性细胞中“趁火打劫”也必定使细胞病变面临

着“雪上加霜”。尽管我们目前对凋亡和坏死在顺

铂耳中毒过程中的协同作用还缺乏足够的认识，但

是这很可能是一个值得我们进一步研究的课题方

向。

在氨基糖苷类抗生素的耳毒性实验研究中，有

如下几个方面的结论和观点得到了大多数研究者的

赞同。①氨基糖苷类抗生素对内耳毛细胞的主要攻
击靶目标是细胞内与细菌蛋白质合成方式完全相同
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的线粒体［１３，２０，２３２５］；②某类氨基糖苷类抗生素的耳
毒性作用与药物在内耳液中的高浓度积聚和排泄延

缓有关［１０，１３，２０，２３，２６３０］；③细胞凋亡模式在氨基糖苷
类抗生素急性损害过程中占据主导地位，其原因是

因为线粒体膜的破裂引起细胞色素 Ｃ的释放，释放
到细胞质的细胞色素 Ｃ与 Ａｐａｆ１结合后形成的凋
亡小体终于激发了 Ｃａｓｐａｓｅ凋亡通路的一系列自我
破坏行动［１０，１３，２０，３０］；④细胞坏死在氨基糖苷类抗生
素慢性损害过程中占据主导地位，其主要原因一方

面是由于线粒体受损造成细胞内能量危机而发生细

胞内积水，另一方面是因为进入细胞内的氨基糖苷

类抗生素和遭到破坏的线粒体被溶酶体吞噬后发生

超载破裂，从而引起细胞的自溶性坏死［１３，１９，２４，３１］。

从上述氨基糖苷类抗生素耳毒性作用的主线不难看

出，损害的关键基本上就是围绕着线粒体。一旦线

粒体受到攻击，只要线粒体膜未发生破裂，细胞内的

需能功能障碍就是造成细胞内积水的唯一原因，而

溶酶体对外来毒性分子的异噬作用和对细胞内老废

细胞器的自噬作用则是导致溶酶体最终膨胀和破裂

的致命性坏死原因。但是如果线粒体膜在未被溶酶

体吞噬之前就发生了破裂，被释放到细胞质中的细

胞色素Ｃ则不可避免地激发细胞凋亡信号而立刻
启动细胞的自毁装置。我们过去总是误认为细胞的

死亡要么是坏死，要么是凋亡，二者必居其一，但是

我们却很少考虑坏死和凋亡信号的同时出现。本实

验第一次发现在变性的毛细胞中，坏死信号和凋亡

信号并存，说明在细胞死亡之前，实际上正在遭受着

坏死和凋亡的双重破坏。由于凋亡进程远比坏死进

程发生得迅速，因而在多数情况下，受损细胞可能在

来不及实现坏死之前就已经完成了其自我毁灭程

序。尽管最终的结局不外乎就是细胞死亡，但是了

解坏死与凋亡之间的内在联系，对我们判定细胞损

害的复杂机制和针对性采取有效的防护措施，无疑

可以增加一些更全面和更有深度的思考。
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ｃｏｃｈｌｅａｒｏｒｇａｎｏｔｙｐｉｃｃｕｌｔｕｒｅｓｉｎｃｈｉｎｃｈｉｌｌａｓａｎｄｒａｔｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆｏｔｏｌｏｇｙ，２０１２，７（２）：９２－１０１．

［６］　丁大连，亓卫东，曲雁，等．内耳组织体外培养方法／／丁大

连．内耳科学［Ｍ］．北京：中国科学技术出版社，２０１０：３９－

４９．

［７］　李鹏，丁大连，高可雷，等．大鼠耳科常规手术径路［Ｊ］．中

华耳科学杂志，２０１５，１３（１）：１２－１７．

［８］　高可雷，李鹏，蒋海燕，等．大鼠内耳解剖结构及其取材技术

［Ｊ］．中华耳科学杂志，２０１５，１３（１）：１８－２４．

［９］　ＤｉｎｇＤ，ＡｌｌｍａｎＢＬ，ＳａｌｖｉＲ．Ｒｅｖｉｅｗ：ｏｔｏｔｏｘｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ

ｐｌａｔｉｎｕｍａｎｔｉｔｕｍｏｒｄｒｕｇｓ［Ｊ］．ＡｎａｔＲｅｃ（Ｈｏｂｏｋｅｎ），２０１２，２９５

（１１）：１８５１－１８６７．

［１０］ＤｉｎｇＤ，ＪｉａｎｇＨ，ＳａｌｖｉＲＪ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｒａｐｉｄｓｅｎｓｏｒｙｈａｉｒｃｅｌｌ

ｄｅａｔｈｆｏｌｌｏｗｉｎｇｃｏａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｔａｍｉｃｉｎａｎｄｅｔｈａｃｒｙｎｉｃａｃｉｄ

［Ｊ］．Ｈｅａｒｉｎｇｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１０，２５９（１－２）：１６－２３．

［１１］ＤｉｎｇＤ，ＪｉａｎｇＨ，ＷａｎｇＰ，ｅｔａｌ．Ｃｅｌｌｄｅａｔｈａｆｔｅｒｃｏａｄｍｉｎｉｓｔｒａ

ｔｉｏｎｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎａｎｄｅｔｈａｃｒｙｎｉｃａｃｉｄ［Ｊ］．Ｈｅａｒｉｎｇｒｅｓｅａｒｃｈ，２００７，

２２６（１－２）：１２９－１３９．

［１２］ＤｉｎｇＤ，ＱｉＷ，ＹｕＤ，ｅｔａｌ．ＡｄｄｉｔｉｏｎｏｆｅｘｏｇｅｎｏｕｓＮＡＤ＋ｐｒｅ

ｖｅｎｔｓｍｅｆｌｏｑｕｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｎｅｕｒｏａｘｏｎａｌａｎｄｈａｉｒｃｅｌｌｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｔｈｒｏｕｇｈｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｍｅｄｉａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｉｎｃｏｃｈｌｅａｒ

ｏｒｇａｎｏｔｙｐｉｃｃｕｌｔｕｒｅｓ，２０１３，８（１１）：７９８１７．

［１３］ＤｉｎｇＤ，ＳａｌｖｉＲ．Ｒｅｖｉｅｗｏｆｃｅｌｌｕｌａｒｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｃｏｃｈｌｅａｄｕｅｔｏ

ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ［Ｊ］．ＴｈｅＶｏｌｔａＲｅｖｉｅｗ，２００５，１０５

（３）：４０７－４３８．

［１４］ＤｉｎｇＤ，ＳｏｍｅｙａＳ，ＪｉａｎｇＨ，ｅｔａｌ．ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙＲＴ

ＰＣＲａｒｒａｙｉｎｍｅｆｌｏｑｕｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄｃｏｃｈｌｅａｒｄａｍａｇｅ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ｏｔｏｌｏｇｙ，２０１１，６（１）：１－９．

［１５］ＤｉｎｇＤ，ＷａｎｇＰ，ＪｉａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｉｓｐｌａｔｉｎｏｔｏ

ｔｏｘｉｃｉｔｙａｎｄｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆｏｔｏｌｏｇｙ，

２００９，４（２）：１５－２４．

［１６］ＦｕＹ，ＤｉｎｇＤ，ＷｅｉＬ，ｅｔａｌ．Ｏｕａｂａｉｎｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｃｏ

ｃｈｌｅａｒｈａｉｒｃｅｌｌｓａｎｄｓｐｉｒａｌｇａｎｇｌｉｏｎｎｅｕｒｏｎｓｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＢｉｏＭｅｄ

ｒｅｓｅａｒｃｈｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，２０１３，２０１３：６２８０６４．

［１７］丁大连，朱曦，陈海明．豚鼠卡那霉素耳中毒耳蜗内酸性磷酸

酶的研究［Ｊ］．中华耳鼻咽喉科杂志，１９８６，２１（２）：１２１－

１２３．

［１８］陈海明，丁大连．酸性磷酸酶在豚鼠耳蜗中的显示［Ｊ］．动物

学杂志，１９８８，２３（６）：１１．

［１９］罗德峰，丁大连．豚鼠卡那霉素中毒内耳毛细胞中溶酶体的

电镜细胞化学观察［Ｊ］．中华耳鼻咽喉科杂志，１９９０，２５（５）：

２８１－２８２．

［２０］丁大连，ＳａｌｖｉＲ．氨基糖苷类抗生素耳毒性研究［Ｊ］．中华耳

科学杂志，２００７，５（２）：１２５－１３１．

［２１］丁大连，亓卫东，ＳａｌｖｉＲ．顺铂及其耳毒性／／丁大连．内耳科

学［Ｍ］．北京：中国科学技术出版社，２０１０：２３２－２５０．

［２２］ＺｈａｎｇＭ，ＬｉｕＷ，ＤｉｎｇＤ，ｅｔａｌ．Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎａｌｐｈａｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｐ５３

·２８１·



丁大连，等：耳蜗细胞死亡方式的鉴别 第３期　

ａｎｄｐｒｏｔｅｃｔｓｃｏｃｈｌｅａｒａｎｄｖｅｓｔｉｂｕｌａｒｈａｉｒｃｅｌｌｓｆｒｏｍｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎ

ｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ，２００３，１２０（１）：１９１－２０５．

［２３］丁大连，亓卫东，曲雁，等．氨基糖苷类抗生素及其耳毒性／／

丁大连．内耳科学［Ｍ］．北京：中国科学技术出版社，２０１０：

２０４－２３１．

［２４］丁大连，金晓杰．卡那霉素与硫酸链霉素在耳蜗毛细胞中的

结合部位探讨［Ｊ］．临床耳鼻咽喉科杂志，１９９５，９（６）：３４６

－３４７．

［２５］丁大连，金晓杰，赵纪余．卡那霉素在耳蜗毛细胞中的积聚部

位［Ｊ］．中华耳鼻咽喉科杂志，１９９７，３２（６）：３４８－３４９．

［２６］ＤｉｎｇＤ，ＪｉａｎｇＨ，ＭｃＦａｄｄｅｎＳ，ｅｔａｌ．Ｅｔｈａｃｒｙｎｉｃａｃｉｄｉｓｔｈｅｋｅｙ

ｆｏｒｏｐｅｎｉｎｇｏｆｔｈｅｂｌｏｏｄｌａｂｙｒｉｎｔｈｂａｒｒｉｅｒ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆ

Ｏｔｏｌｏｇｙ，２００４，２（１）：４２－４７．

［２７］ＤｉｎｇＤ，ＭｃＦａｄｄｅｎＳＬ，ＢｒｏｗｎｅＲＷ，ｅｔａｌ．Ｌａｔｅｄｏｓｉｎｇｗｉｔｈ

ｅｔｈａｃｒｙｎｉｃａｃｉｄｃａｎｒｅｄｕｃｅｇｅｎｔａｍｉｃｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｐｅｒｉｌｙｍｐｈ

ａｎｄｐｒｏｔｅｃｔｃｏｃｈｌｅａｒｈａｉｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｈｅａｒｉｎｇｒｅｓｅａｒｃｈ，２００３，１８５

（１－２）：９０－９６．

［２８］ＤｉｎｇＤ，ＭｃＦａｄｄｅｎＳＬ，ＷｏｏＪＭ，ｅｔａｌ．Ｅｔｈａｃｒｙｎｉｃａｃｉｄｒａｐｉｄｌｙ

ａｎｄｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙａｂｏｌｉｓｈｅｓｂｌｏｏｄｆｌｏｗｉｎｖｅｓｓｅｌｓｓｕｐｐｌｙｉｎｇｔｈｅｌａｔｅｒａｌ

ｗａｌｌｏｆｔｈｅｃｏｃｈｌｅａ［Ｊ］．Ｈｅａｒｉｎｇｒｅｓｅａｒｃｈ，２００２，１７３（１－２）：１

－９．

［２９］丁大连，张志坚．利尿酸与庆大霉素耳毒作用协同影响的实

验研究［Ｊ］．听力学及言语疾病杂志，１９９５，３（２）：７６－７９．

［３０］丁大连，蒋海燕．利尿酸是打开血－迷路屏障的钥匙［Ｊ］．中

华耳科学杂志，２００４，２（１）：４２－４７．

［３１］丁大连，朱曦，陈海明，等．豚鼠卡那霉素耳中毒耳蜗内酸性磷

酸酶的研究［Ｊ］．中华耳鼻咽喉科杂志，１９８６，２１（２）：１２１１２３．

（修回日期：２０１５－０４－０１）
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沉痛悼念陶正德教授

　　中国著名耳鼻咽喉 －头颈外科专家、教授、博士生导师、《中国耳鼻咽喉颅
底外科杂志》创始人之一、中南大学湘雅医院耳鼻咽喉头颈外科教授陶正德因

病医治无效，于２０１５年５月１２日凌晨，在美国加州奥克兰市逝世，享年８４岁。
陶正德，男，１９３１年生，湖南省保靖县人，１９５４年毕业于湖南医学院（现中

南大学湘雅医学院）临床医学专业，留校后一直在湖南医学院附属湘雅医院耳

鼻咽喉科工作，１９５８～１９８３年任耳鼻咽喉科副教授、副主任，１９８３年起担任耳
鼻咽喉科教授、主任，１９８８年起任博士生导师，１９９４年移居美国。陶正德教授
曾担任中华医学会耳鼻咽喉科专业委员会委员、鼻咽癌学组副组长，湖南省医

学会耳鼻咽喉专业委员会主任委员，《中国耳鼻咽喉颅底外科杂志》名誉主编，并享受中华人民共和国国务

院政府特殊津贴。陶正德教授长期从事以鼻咽癌为主的头颈肿瘤基础和临床研究，在耳鼻咽喉科基础和临

床研究中具有很深的造诣，主译俄文版教材《耳鼻咽喉科学》，主编《耳鼻咽喉科理论与实践》大型专著，主持

国家和美国中华医学基金会等多个国际、国内科研项目，获国家级和省部级多项科研成果奖。陶正德教授为

耳鼻咽喉科领域培养了大批杰出医学人才，他们遍布海内外，有的在美国担任教授、临床医师，有的成为国内

著名大学和医院的主要领导人和著名专家学者。陶正德教授的一生是为中国医学事业奋斗不息的一生，他

深得广大医务工作者和患者的爱戴，他的逝世，是我国医学界的巨大损失。

陶正德教授永远活在我们心中！

中国耳鼻咽喉颅底外科杂志编辑部　　
２０１５年５月　　
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