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银杏叶提取物与去铁胺合用防治顺铂
耳毒性实验研究
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摘要 目的 银杏叶提取物一金纳多(extract of Ginkgo Biloba Ieaves injection，EGb)和铁螯合剂一去铁

胺(Deferoxamine，DFo)联合应用对抗顺铂(cisplatin，CDDP)耳毒性的作用。方法 将豚鼠随机分为CD—

DP组、EGb组、DFo组、EGb十DF()组及对照组，测定听性脑干反应(auditory brain—stem response，ABR)、血

清超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)活性和丙二醛(MDA)含量及应用光镜、及扫描电镜技术，观

察用药前后各指标的变化。结果 CDDP组动物ABR阈值较其他各组明显升高(P<O．01)，其余各组间差

异不显著(P>0．05)。血清SoD活性和MDA含量检测表明，CDDP组血清s0D活性较对照组明显降低(P

<0．01)，MDA含量显著升高(P<0．01)，其他组较对照组则差异无显著性(P>0．05)。耳蜗扫描电镜显示

EGb+I)FO组和DFo组比CDDP组毛细胞受损程度明显为轻，EGb组较CDDP组毛细胞受损程度略微减

轻。结论 DFo与EGb合用，可有效减轻CDDP的耳毒性作用，其效果优于单独应用EGb，与单独应用

DFO效果相当，二者合用还可能减轻顺铂的骨髓抑制副作用。结果提示铁离子参与的自由基反应可能是顺

铂耳毒性机制之一。
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ObjectiVe To observe the effect of combined use of J innaduo(an injection made by extract of Ginkgo 1eaf，

EGb)and Deferoxamine(DFo，a chelating agent)in antagonizing the ototoxicity of cisplatin(CDDP)．Meth-

ods Guinea pigs were randomly divided into the CDDP group，the EGb group，the DFo group，the combined

treated group(EGb+DFO)and the contr01 group．Changes of auditory brain—stem response(ABR)，serum su—

peroxide dismutase(S(：>D)actiVity and malondialdehyde(MI]A)content，as well as“ght and scanning electron—

ic microscopic(SEM)figures were observed before and after treatment． Results The threshold of ABR was

significantly higher in the CDDP group than that in the other groups(P<0．O1)，but was insignificantly differ—

ent among the lattef groups(P>0．05)。 Serum SOD actjvity was lower and MDA content was higher in the

CDDP group than those in the control group(P<O．01)，but in comparison of the two parameters between con—

trol and other groups，the difference was insignificant(P>0．05)．SEM examination on cochlea showed that

the damage of hair cells was milder in the DFo group and the combined treated group than that in the CDDP

group，which was slightly milder in the EGb group than that in the CDDP group．Conclusion Combined use of

EGb and DFO couId effectiVely reduce the ototoxicity of CDDP，its effect is better than using EGb singly，and

similar to that of using DFo alone．The combination could also prevent the side—effect of CDDP in bone marrow

inhibition．The Fe ion participated free radical response could be one of the mechanisms of CDDP in damaging

hearing．
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顺铂被广泛应用于鼻癌、子宫癌、乳腺癌、恶性淋

巴瘤及白血病等疾病的治疗，其不良反应中以耳毒性、

肾毒性、骨髓抑制等为突出。近年的研究发现顺铂耳

毒性与自由基密切相关，而铁离子在自由基形成过程
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中起至关重要的作用。本实验采用银杏叶提取物金纳

多和铁螯合剂去铁胺联合应用，通过形态学及功能学

观察，以了解两药合用对顺铂耳毒性的拮抗作用，为临

床减轻顺铂应用中的不良作用，改善肿瘤患者的生存

质量提供科学的理论依据。

材料与方法

1 材料

1．1 实验药物 顺铂(cisplatin，简称CDDP，山

东德州制药厂生产，批号020601，剂量10mg／支)；去

铁胺(Deferoxamine，简称DFO，瑞士诺华制药有限公

司生产，批号SG7100，剂量500mg／支)；金纳多(Ex—

tract of Ginkgo Biloba leaves Injection，简称EGb，德国

威玛舒培博士药厂生产，批号1120602，剂量5ml／支，

含银杏叶提取物17．5mg／支)。

1．2试剂盒超氧化物歧化酶试剂盒(购自南京

建成生物工程研究所)；丙二醛试剂盒(购自南京建成

生物工程研究所)。

1．3实验动物 Dunkan—Hartley系白毛红目豚

鼠40只，购自河北医科大学基础医学院动物中心，清

洁级(Ⅱ级)，体重350～4009。

2方法

2．1 实验动物及分组 选择耳廓反应灵敏的白

毛红目豚鼠40只，体重350～4009，雌雄不限，随机分

为5组，每组8只。CDDP组：连续5天腹腔注射顺铂

2mg／(kg·d)；EGb组：给顺铂前2天，腹腔注射EGb

14mg／(kg·d)，自第3天起加腹腔注射顺铂2mg／(垤·

d)，共7天；DFO组：股内侧皮下注射去铁胺100mg／

(k·d)，注射1h后腹腔注射顺铂2mg／(妇·d)，共5

天；EGb+DFO组：给顺铂前2天，腹腔注射

EGbl4mg／(kg·d)，自第3天起，加股内侧皮下注射

DFo 100mg／(妇·d)，注射1h后腹腔注射顺铂2mg／

(kg·d)，共7天；对照组：连续5天腹腔注射生理盐水

2mg／(kg·d)。

2．2 听性脑干反应(auditory brainstem response，

ABR)阈值检测 各组动物于用药前及停药后分别测

试ABR阈值。豚鼠用100mg／kg氯胺酮腹腔麻醉后，

将记录电极置于动物颅顶正中，地极置于鼻尖，两侧耳

廓为参考电极，日本7S一12型电反应系统发出刺激信

号。TDH一39型耳机给声，离受试外耳道口lcm，滤

波短声刺激，扫描时间10ms，叠加1 000次，反应由电

极引出，经前置放大器放大，计算机处理后显示于荧光

屏。ABR反映阈以Ⅲ波为准。

2．3 血清SoD活性和MDA含量测定 各组动

物于停药后用100mg／kg氯胺酮腹腔麻醉，颈动脉放

血2m1，检测血清sOD活性及MDA含量。SoD活性

采用黄嘌呤氧化酶法，MDA含量测定采用硫代巴比妥

酸比色法。

2．4光镜标本制作各组动物于停药后l天以断

头法处死，快速取出听泡，暴露耳蜗，蜗顶钻孔，取出镫

骨，挑破卵圆窗、蜗窗，用吸管以4％多聚甲醛(4℃，pH

7．4)，缓慢灌洗耳蜗，每个标本灌5遍，约5m【。然后将

其浸于固定液中，次日取出，以0．1n10l／L PBS(pH 7．4)

清洗，置于10％EDTA中，脱钙20天，PBs清洗，石蜡包

埋，平行蜗轴切片，行普鲁士蓝染色，光镜观察。

2．5扫描电镜标本制作 各组于停药后l天以

断头法处死动物，剥离耳蜗，用2．5％戊二醛(4℃，pH

7．4)固定，次日以0．1mol／L的PBs(pH 7．4)清洗，在

解剖显微镜下剥去耳蜗骨壳及螺旋韧带，暴露基底膜，

l％四氧化锇后固定2h；0．1m01／L磷酸缓冲液漂洗；

置于2％单宁酸30min，2次；0．1m01／L磷酸缓冲液漂

洗1h；梯度乙醇脱水；醋酸异戊酯过度；临界点干燥；

离子溅射镀膜；扫描电镜观察。

2．6统计学方法应用￡检验及方差分析。

结 果

1 各组豚鼠一般变化 CDDP组动物体重比对

照组明显减轻，动物活动明显减少，毛发脱落严重，耳

廓反射基本消失。而EGb组、DFO组、EGb+DFo组

动物较对照组体重略减轻，毛发脱落较轻，其中EGb

组比DFO组、EGb+DFO组动物体重减轻略明显，耳

廓反射较差。DFO组、EGb+DFO组动物耳廓反射存

在，基本正常。

2 各组用药前后ABR阈值比较 见表1。CD—

DP组、EGb组、DFO组、EGb+DFo组ABR阈值行自

身前后对照，差异均有显著性(P<0．01)，对照组ABR

阈值自身前后对照，差异无显著性(P>0．05)。CDDP

组ABR阈值升高，与其他各组之间比较差异有显著性

(P<0．01)，EGb组ABR阈值亦升高，与对照组之间

差异有显著性(P<0．05)，与DFO组和EGb+DF0组

之间差异不显著(P>0．05)，其余各组之间差异无显

著性(P>0．05)。

3 血清sOD活性和MDA含量测定 见表2。

血清SOD活性cDDP组较对照组明显降低(P<

0．01)，其他各组较对照组则差异不显著(P>0．05)。

血清MDA含量以cDDP组升高最显著(P<0．01)，

其余各组与对照组比较，其差异无显著性(P>

0．05)。
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表1 各组动物用药前后以及各组问ABR

阈值比较 (dBnHL，lI±s)

AI诹阈值
组别 "——1丽————了丽磊

注：‘j本组用药前比较，“P<0．01；与(、DI)P组用药后比较，6P<

0．0l；1j对照组用药后比较，‘P<0．05

表2 各组动物血清soD活性和MDA含量

比较 (j±s)

注：与对照组比较．+P<0．()1

·9l 7

4各组耳蜗光镜观察结果比较 CDDP组动物

Corti器严重变形，外毛细胞肿胀、变形、移位、内外隧

道增宽，严重者，毛细胞溶解，核部分或全部消失，Cor—

ti器结构破坏，病变以2、4回为重。EGb组动物Corti

器变形外毛细胞肿胀、变形、移位，问隙增宽，程度比

CDDP组轻。DFO组及EGb十DFO组动物Corti器结

构基本正常或稍变形，毛细胞结构大致正常。对照组

动物Corti器结构正常，毛细胞完整无移位。此外在

CDDP组耳蜗螺旋韧带及蜗轴中可见较多的铁颗粒和

少数小块，EGb组耳蜗蜗轴中也有少量铁颗粒。

5 各组耳蜗扫描电镜观察结果比较 CDDP组

动物耳蜗各回外毛细胞均有不同程度破坏，以底回和

第二回为最重，外毛细胞缺失、倒伏、粘连，内毛细胞亦

有不同程度破坏(见图1)。EGb组动物耳蜗各回外毛

细胞亦有散乱、倒伏、缺失，但比CDDP组略轻，内毛

细胞轻度受损(见图2)。DFO组与EGb+DFO组外

图1 CDDP组动物耳蜗外毛细胞大量缺失、

倒伏、粘连。内毛细胞亦有倒伏、粘连(扫描电镜×

1．5K倍) 图2 EGb组动物耳蜗外毛细胞部分散

乱、倒伏、缺失，内毛细胞轻度受损(扫描电镜×

2．5K倍) 图3 DF0组动物耳蜗外毛细胞偶有

倒伏、散乱，内毛细胞基本排列正常(扫描电镜×

2．5K倍) 图4 EGb+DFO组动物耳蜗外毛细胞

偶有散乱，内毛细胞排列基本正常(扫描电镜×

2．5K倍) 图5对照组外毛细胞的听毛呈V字

形，开口向内，整齐排列为3排，内毛细胞的听毛排

列为1排(扫描电镜×2．5K倍)
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毛细胞偶有倒伏、散乱，内毛细胞基本排列正常，与

CDDP组相比受损明显减轻(见图3、4)。对照组外毛

细胞的听毛呈V字形，开口向内，整齐排列为三排，内

毛细胞的听毛排列为一排(见图5)。

讨 论

诸多学者对顺铂耳毒性进行深入研究，Rybak等

研究证明，顺铂耳毒性源于自由基的产生，单纯应用顺

铂可消耗耳蜗内的谷胱甘肽和抗氧化酶，产生过氧化

物作用，造成毛细胞损伤⋯。Dehane等研究证实，铁

影响顺铂耳毒性，并且参与和促进了超氧阴离子形成。

应用铁离子螯合剂(去铁胺)能对抗顺铂引起的细胞死

亡，顺铂未升高细胞内螯合铁的浓度，但增加了超氧阴

离子产物在感觉神经上皮的分布，尤其在毛细胞。最

终证实顺铂耳毒性部分是铁依赖途径介导的，并且和

超氧阴离子形成密切相关幢。。Fukaya等研究证实，银

杏提取物(Extract of Ginkgo Biloba，EGb)能清除氧自

由基和羟自由基，降低脂质过氧化，能降低顺铂耳毒

性，并不降低抗肿瘤活性∽一。从另一个方面证实顺铂

耳毒性源于自由基的形成。本实验结果显示，EGb可

有效降低顺铂所致的听阈值升高，减轻毛细胞的损伤，

从而拮抗顺铂耳毒性作用。这可能与金纳多的抗自由

基，改善血液循环，保护神经系统等作用有关。

去铁胺是铁螯合剂，在体内通过羟圬酸基团与

Fe3+螯合成稳定的水溶性螫合物，易与铁蛋白、含铁

血黄素中的高铁离子螯合，少量移除运铁蛋白中的铁

(10％～15％)，但不能与血红蛋白中的铁离子螯合。

它有效抑制了Fe催化产生的氧自由基反应，且有以下

特点：(1)由于分子量小，易入细胞，通过置换特异位点

上的铁、铜达到减少氧自由基产生的目的；(2)可直接

作为自由基清除剂，除去过多的Fe”；(3)可抑制依赖

于铁、铜催化的脂质过氧化反应，减轻由此引起的细胞

损伤。

本实验从控制自由基产生和清除自由基两方面入

手，研究DFO与EGb合用在顺铂耳毒性中的防治作

用。结果显示DFO组动物一般情况较好，听觉阈值较

CDDP组明显降低，血清s()D活性和MDA含量较

CDDP组均有明显改善，毛细胞损伤程度较轻。EGb

十DFo组结果与DFO组基本一致，其效果优于单独

应用EGb，此结果的出现可能与EGb用药时间较短，

药物作用尚未充分发挥有关。以上结果提示，顺铂耳

毒性作用中，铁离子起到重要作用，自由基可进一步加

重其不良反应。此外光镜结果提示，顺铂引起体内铁

离子增多，在骨髓及周围组织中形成含铁血黄素沉积，

进一步可影响骨髓功能。去铁胺能有效防止含铁血黄

素在骨髓和外周组织的病理性积聚，从而减轻顺铂的

骨髓抑制等不良反应。
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