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川芎嗪注射液对庆大霉素耳中毒豚鼠耳蜗螺旋

神经节#$%&"表达的影响

倪月秋 汤 浩

内容提要 目的：研究川芎嗪注射液（四甲基吡嗪，’(%）对庆大霉素（)(）耳中毒豚鼠耳蜗螺旋神经节

热休克蛋白&"（#$%&"）表达的影响，探讨’(%对)(耳毒性损伤的保护作用。方法：应用$*+,免疫组化

技术、原位杂交技术及图像分析技术并结合听性脑干反应（*+-）测试，观察’(%对)(耳中毒豚鼠*+-
阈值和耳蜗螺旋神经节#$%&"和#$%&".-/*表达的影响。结果：’(%加)(组耳蜗螺旋神经节#$%&"
及#$%&".-/*的表达和*+-阈值明显低于)(组（!!"0"!）。结论：’(%可降低耳蜗螺旋神经节

#$%&"及#$%&".-/*的表达，以减轻)(的耳毒性损伤，从而改善听功能。
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热休克蛋白（?48>D?9@M;=9>47F，#$%）广泛存在

于原核、真核细胞中，进化上高度保守，具有显著同源

性，在细胞中发挥重要作用。其中#$%&"（热休克蛋

白家族主要成员之一）在机体的大多数器官（如肝、肾、

脑、肌肉组织、耳蜗）中均有表达，当生物细胞受到各种

理化因素（如热、氧化剂、重金属、创伤、病原体感染、缺

氧、某些细胞因子）刺激后发生应激反应，使热休克蛋

白合 成 增 加，起 到 应 激 保 护 作 用（!）。川 芎 嗪（<7C3D5
>=8E7F4）是中药川芎的有效成分，属酰氨类生物碱，化

学结 构 为 四 甲 基 吡 嗪（>4>=8.4>?G<;G=8E7F4，’(%）。

它具有强心、降低血压、抗氧自由基和抑制血小板聚集

等作用，已用于心、脑等器官的血管疾患的治疗，并取

得一定的疗效（O）。并且它也可降低庆大霉素（C4F>8.5
7@7F，)(）的耳毒性（P）。但’(%能否通过影响)(耳

中毒豚鼠耳蜗螺旋神经节#$%&"表达，从而拮抗)(
的耳毒性，尚未见报道。本实验应用$*+,免疫组化

技术、原位杂交技术及图像分析技术并结合听性脑干

反应（83K7>9=GJ=87FD>4.=4D;9FD4，*+-）测 试，观 察

’(%对)(耳中毒豚鼠耳蜗螺旋神经节#$%&"及

#$%&".-/*表达的影响，探讨’(%对)(耳毒性

损伤的保护作用。

材料和方法

! 动物 耳廓反射灵敏的健康白色红目豚鼠P"
只，体重O""!OQ"C，雌雄不拘，由中国医科大学第二

临床医学院动物室提供。

O 药 物 川 芎 嗪 注 射 液，每 支O.<含 ’(%
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!"#$，齐齐哈尔制药厂生产，批号：%""&"’&(；硫酸庆

大霉素注射液，每支&#)含*+!"""",，&万,约为

&"#$，，沈阳第一制药厂生产，批号：%"""&""-；生理盐

水注射液，沈阳金鹰制药厂生产，批号：%""&"’’"。

’ 试剂与仪器 试剂：./01"免疫组织化学方

法检测试剂盒和./01"原位杂交检测试剂盒由武汉

博士德生物工程有限公司提供；仪器：2343561型声刺

激器、2786&""型叠加仪、9:6&"示波器，由日本生

产；+;<3+=>?@／:==)A43?BC／7D1"显微图像分析系统，

由美国和日本联合研制。

! 实验方法

!E& 动物的分组、模型的建立及给药方法 将动

物随机分成正常对照组、*+组、8+0加*+组，每组

&"只。8+0加*+组每日左侧腹腔注射川芎嗪注射

液&!"#$／F$，同时在右侧腹腔注射硫酸庆大霉素注射

液&""#$／F$。*+组：每日腹腔注射与8+0加*+
组等量的硫酸庆大霉素注射液。正常对照组：每日腹

腔注射与*+组等量的生理盐水（%E(#)／F$）；各组皆

连续注射&"日。各组动物混合饲养，每日测量体重调

整注射剂量。

!E% 7GH阈值检测 在用药前和用药后第&&
天，用&I戊 巴 比 妥 钠（!"#$／F$）腹 腔 麻 醉，利 用

2343561型声刺激器发出主频率为%F.J的5)K5F声刺

激信号，带通滤波("!’""".J，间隔时间L"#A，扫描

时间%"#A，耳机距豚鼠外耳道约"E(5#。记录电极置

颅顶正中，参考电极及接地电极分别置于给声耳及对

侧耳后乳突部皮下，以2786&""型叠加仪叠加%""
次，以9:6&"示波器输出信号，观察时程为%"#A，测试

强度由L(MG4.N开始，按&"MG递减，接近阈值后按

(MG逐挡递减，听阈判定以0’波为准。

!E’ 耳蜗冰冻切片的制备 各组豚鼠在行第%
次7GH检测后，将豚鼠快速断头，迅速取出听泡。打

开听泡后，充分暴露耳蜗，在解剖显微镜下刺破圆窗

膜，将镫骨底脱位暴露卵圆窗，在蜗顶钻一小孔，用微

量注射器缓慢注入含!I多聚甲醛的磷酸缓冲液，再

将标本置于上述固 定 液 中!O下%@。"E&#=)／N的

0G/（?.为1E!）冲洗后，放入&"IP287的磷酸缓冲

液中!O脱钙(!1天，再移入%(I蔗糖磷酸缓冲液

中，!O过夜。次日用Q:8包埋，行恒冷冰冻切片。

!E! 免疫组织化学方法检测 ./01"切片干燥

后，用 蒸 馏 水 洗’次。将 切 片 放 入 用 甲 醇 稀 释 的

"E(I.%Q%中室温下浸泡’"#K4，以灭活内源性过氧

化物 酶，蒸 馏 水 洗’次。滴 加 抗 原 修 复 液，室 温

&"#K4，蒸馏水洗’次。滴加正常血清封闭液，室温下

孵育%"#K4，甩去多余的液体，然后滴加稀释度为&R
&("的一抗，!O过夜。用"E"&#=)／N的0G/（?.为

1E!）洗’次。滴加二抗，室温孵育%"#K4，用"E"&#=)／

N的0G/洗’次。滴加/7G:溶液，室温孵育%"#K4，

"E"&#=)／N的0G/漂洗!次，27G显色，脱水，透明，

封片，显微镜下观察。阴性对照组用"E"&#=)／N的

0G/（?.为1E!）代替一抗，其他程序不变。

!E( 原位杂交方法检测 ./01"#HS7切片干

燥后，用蒸馏水洗’次。将切片放入用甲醇稀释的

"E(I.%Q%中室温下浸泡’"#K4，以灭活内源性过氧

化物酶，蒸馏水洗’次。每张切片滴加%"")含寡核苷

酸探针的原位杂交液，’1!!"O杂交过夜。’"!’1O
的%T//:洗(#K4，共’次。临用前每张切片取%")
杂交稳定液7和&-")杂交稳定液G，混匀后，滴加在

切片上，湿 盒 中’1!!"O反 应!!U@。%T//:洗

(#K4，共’次。滴加封闭液，’1O下孵育’"#K4，甩去

多余的液体，然后滴加生物素化鼠抗地高辛，’1O下孵

育U"#K4，用"E(#=)／N的0G/（?.为1E!）洗(#K4，共

!次。滴加/7G:溶液，’1O下孵育%"#K4，"E(#=)／N
的0G/漂洗(#K4，共!次，27G显色，苏木素复染，脱

水，透 明，封 片；显 微 镜 下 观 察。 阴 性 对 照 组 用

"E(#=)／N的0G/（?.为1E!）代替一抗，其他程序不

变。

!EU 图 像 处 理 方 法 图 像 分 析 采 用 +;<36
+=>?@／:==)A43?BC／7D1"显微图像分析系统，每组取

&"张切片，将载玻片置于显微镜（&"T!"）下，呈现图

像后，用数码照相机拍照后，将图像输入计算机，在同

等条件下测量螺旋神经节细胞./01"阳性反应产物

灰度值，分别计算各组平均灰度值。

( 统计学方法 数据以!!V"表示，显著性检验

采用#检验及相关分析。

结 果

& 各组豚鼠用药前后7GH阈值检测结果比较

见表&。各组用药前7GH阈值差异无显著性（$"
"E"(）。给药&"天后，*+组的7GH阈值明显高于正

常对照组（$#"E"&）。8+0加*+组的7GH阈值虽

表! 各组豚鼠用药前后7GH阈值比较 （MG4.N，!!V"）

组别 耳数
7GH阈值

用药前 停药后

正常对照 %" %E!!V%E1( %E("V%E1(
*+ %" %E("V%E1( ’UE((VUE&’$%

8+0加*+ %" %E%(V%EL’ %&E"LV!E("$&

注：与本组用药前比较，$$#"E"&；与正常对照 组 比 较，%$#

"E"&；与*+组比较，&$#"E"&
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然在用药后也有所增高（!!!"!#），但较$%组明显

降低（!!!"!#）。

& 光镜观察免疫组织化学方法结果 见图#。

豚鼠耳蜗螺旋神经节’()*!阳性反应产物呈棕黄色

颗粒。正常对照组阳性反应产物较少，呈弱阳性；$%
组的阳性反应产物明显强于正常对照组，即染色明显

加深，呈强阳性；+%)加$%组的阳性反应产物虽然

也增多，但较$%组明显减少。

, 光镜观察原位杂交方法结果 见图&。豚鼠

耳蜗螺旋神经节’()*!-./0阳性反应产物呈蓝紫

色颗粒，细胞核呈蓝色。正常对照组阳性反应产物较

少，呈弱阳性；$%组的阳性反应产物明显强于正常对

照组，即染色明显加深呈棕蓝色，呈超强阳性；+%)加

$%组的阳性反应产物虽然也增多，但较$%组明显

减少，即该组的耳蜗螺旋神经节’()*!-./0阳性反

应产物介于$%组和正常对照组之间。

1 各组豚鼠耳蜗螺旋神经节’()*!和’()*!
-./0阳性反应产物的平均灰度值比较 见表&。

$%组豚鼠耳蜗螺旋神经节’()*!和’()*!-./0
阳性反应产物的平均灰度值较正常对照组明显增加

（!!!"!2或!!!"!#），即$%能显著增强’()*!及

’()*!-./0的表达。+%)加$%组的耳蜗螺旋神

经节’()*!及’()*!-./0阳性反应产物的平均灰

度值 与$% 组 比 较，差 异 有 显 著 性（!!!"!2），即

+%)能降低’()*!及’()*!-./0的表达。

表! 各组豚鼠耳蜗螺旋神经节’()*!和’()*!-./0
阳性反应产物的平均灰度值比较 （""3#）

组别 耳数
平均灰度值

’()*! ’()*!-./0
正常对照 #! #&!"2#3!"4! #&&",53!"6*
$% #! ##*"6,3!"#4# 64"*63#"&5##

+%)加$% #! ##4"6#3!"15$ #&!"!&3&"1#$

注：与正常对照组比较，#!!!"!2，##!!!"!#；与$%组比较，

$!!!"!2

图! 光镜观察免疫组织化学方法结果 （71!!）

注：0"正常对照组螺旋神经节’()*!棕黄色阳性反应产物较少，呈弱阳性；8"$%组螺旋神经节’()*!棕黄色阳性反应产物较多，呈强阳性；

9"+%)加$%组螺旋神经节’()*!棕黄色阳性反应产物较$%组少，染色显著浅于$%组

图" 光镜观察原位杂交方法结果 （71!!）

注：0"正常对照组螺旋神经节’()*!-./0蓝紫色阳性反应产物较少，呈弱阳性；8"$%组螺旋神经节’()*!-./0阳性反应产物较多，呈棕

蓝色，呈超强阳性；9"+%)加$%组螺旋神经节’()*!-./0阳性反应产物较$%组少，染色显著浅于$%组
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讨 论

对正常耳蜗内是否存在!"#$%有不同的观点。

有人认为!"#$%存在于正常耳蜗组织中，发挥正常生

理功能（&），而有人认为在正常、非应激的耳蜗组织中无

!"#$%的表达（’）。本实验表明，在正常对照组耳蜗螺

旋神经节中有!"#$%及!"#$%()*+的表达，进一

步表明正常耳蜗内存在!"#$%的表达。!"#$%的表

达多出现在因应激刺激而容易受损的部位（,），因而表

明螺旋神经节容易受损。在-.组耳蜗螺旋神经节

中 有 !"#$% 及 !"#$%()*+ 的 表 达，尤 其 是

!"#$%()*+的表达呈强阳性，暗示该组细胞受损严

重（/），这与文献报道的氨基甙类抗生素（+(+0）可导

致螺旋神经节细胞退行性改变相一致（$）。同时也说明

在应激情况下!"#$%()*+和!"#$%的表达的不一

致性。本实验1.#加-.组耳蜗螺旋神经节!"#$%
及!"#$%()*+的表达比-.组明显减弱，+2)阈

值较-.组明显降低，提示1.#可以降低-.对耳

蜗螺旋神经节的毒性，减轻应激反应。

关于+(+0的耳毒性作用机制，有多种推断。最

近，134(563.等（7）证明，注射庆大霉素后产生的*8
自由基与超氧阴离子（89

·）相互作用产生过氧化亚硝

酸盐，而过氧化亚硝酸盐对内耳产生更为严重的毒性

作用。有文献（:，;）报道，氧自由基亦是!"#诱生因素

之一，这进一步证明-.的耳毒性与氧自由基关系密

切。此 外，!"#的 另 一 作 用 是 抑 制 还 原 型 辅 酶!
（*+<#!）氧化酶（;），而*+<#!氧化酶参与氧自由基

的关键性反应，推测!"#通过反馈作用减少自由基的

产生，保护耳蜗细胞，减少耳毒性。另有文献（’）证明

1.#可以直接清除活性氧自由基，减少超氧化物的生

成。崔城等（&%）也证明，1.#降低-.中毒耳蜗一氧

化氮合酶（*8"）活性。因此，我们推测1.#可能通

过清除活性氧自由基，减少超氧化物的生成，以减轻自

由基 对 内 耳 的 损 伤，从 而 使 应 激 反 应 减 弱，导 致

!"#$%及!"#$%()*+表达减少。故认为，1.#通

过降低-.中毒耳蜗*8"活性，减少*8的过量生

成，降低-.的耳毒性，并在此过程中，!"#通过反馈

作用减少自由基的产生，来协助1.#保护耳蜗，降低

-.的耳毒性。
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第四次全国中西医结合泌尿外科学术会议征文及举办学习班通知

第四次全国中西医结合泌尿外科学术会议拟于9%%7年/月在浙江省宁波市召开，同时举办泌尿外科学习班，现就有关事宜通

知如下。

学术会议 征文内容：尿石症、泌尿系肿瘤、前列腺疾病、性传播疾病等泌尿男性生殖系统疾病的中西医临床和实验研究进展。

学习班 授课内容：泌尿男性生殖系统疾病的中西医治疗研究进展。聘请国内著名泌尿外科专家授课。该班属于国家继续教

育项目，学习期满，授予国家继续教育学分&,分。

征文及报名方法 论文用’%%字稿纸，字迹清楚，最好打印或附软盘，字数在7%%%字以内，附:%%字论文摘要。截稿时间为

9%%7年,月&,日。参加学习班者请来信或电话索取招生简章；报名截止时间为9%%7年/月&%日。报名及会议论文寄至浙江省

杭州市邮电路,’号（邮编：7&%%%/）浙江省中医院科教科汤军收，信封注明“征文”。电话：（%,$&）:$%&77&&或:$%/:%%&转7%$9。具

体会议及学习班时间地点另行通知。如需更多信息，请访问好医生网站（EAAJ：／／PPP=E3GT5@EF0C=HG(）。
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