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川芎嗪拮抗顺铂所致豚鼠耳毒性的作用

孙宪昌#

$孙丽霞!

$史献君#

$康颂建#

摘要$目的$观察川芎嗪对顺铂所致豚鼠耳毒性的拮抗作用并探讨其机制! 方法$将
&"

只健康豚鼠

随机分为
&

组"每组
#"

只! 正常对照组#每天腹腔注射生理盐水
& >KIL/

"连续
:

天$顺铂组#每天腹腔注射

顺铂
& >/IL/

"连续
:

天$中药拮抗组#每天腹腔注射川芎嗪
#$" >/IL/

"共
&

天"第
$

天起每天腹腔注射川

芎嗪
#$" >/IL/

"

&" >@D

后"对侧腹腔注射顺铂
& >/IL/

"连续
:

天! 每组动物给药前后均行听觉脑干诱发

电位%

M-=N

&检测$末次检测完毕后"在麻醉状态下将豚鼠断头取耳蜗"每组半数标本进行硝酸银染色耳蜗

基底膜铺片$半数标本制备石蜡切片"部分用于
G6-

末端转移酶介导的缺口末端标记法%

*O6=K

&检测耳蜗

内细胞凋亡"部分采用免疫组织化学法检测耳蜗内氨基末端激酶%

(6P

&信号途径蛋白质
B

#

(.D

的表达!

结果$用药前
&

组动物
M-=N

阈值差异无统计学意义%

N Q"

!

"<

&"用药后顺铂组与中药拮抗组
M-=N

阈值

均明显升高%

N R"

!

"<

&"且顺铂组高于中药拮抗组%

N R"

!

"<

&! 顺铂组毛细胞大片缺失"螺旋神经节细胞数

明显减少"

*O6=K

阳性细胞数较多"免疫组化
B

#

(.D

表达较强"而中药拮抗组上述损害均较顺铂组明显减轻

%

N R"

!

"<

&! 结论$川芎嗪对顺铂所致豚鼠耳蜗损伤有一定拮抗作用"机制可能与其清除耳蜗组织内氧自

由基'改善微循环'抗凋亡有关!

关键词$顺铂$耳毒性$川芎嗪注射液$毛细胞$脑干听觉诱发电位$凋亡
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$$顺氨氯胺铂$

B@0

#

F@?>@D; F@BC43S@F; V4?1@D.>

"

'GGN

%"简称顺铂"是临床上常用的广谱化疗药物之

一"有较强的抗肿瘤活性和一定的抑菌作用"对头颈部

及泌尿生殖系肿瘤疗效较好"然而顺铂具有的耳毒性

使其临床应用受到限制' 顺铂的剂量越大抗肿瘤效果

越好"但其耳毒性风险也越大&大剂量顺铂可以导致双

耳发生进行性感音性神经性耳聋(

#

)

' 大量研究表明

顺铂耳毒性与耳蜗内自由基异常增多*能量代谢障碍

及凋亡密切相关(

!

)

' 川芎嗪是中药川芎的有效成分"

具有清除自由基减轻生物膜脂质过氧化*活血化瘀改

善微循环*对抗细胞凋亡等作用&临床上已用于突发性

耳聋等疾病的治疗(

&

)

' 本研究拟观察川芎嗪是否对

顺铂耳毒性具有保护作用"并初步探讨其作用机制'

材料与方法

#

$动物及分组$成熟健康*耳郭反射灵敏的红

目白毛豚鼠
&"

只"体重
!<" b&"" /

"由山东省米歇

尔生物制品有限公司提供"动物合格证号为鲁动质

字
G!"#!"9"%

号' 豚鼠适应性喂养
#"

天后随机分

为
&

组"每组
#"

只' 正常对照组#腹腔注射生理盐水

每天
& >KIL/

"连续
:

天' 顺铂组#每天腹腔注射顺

铂
& >/IL/

"连续
:

天(

!

)

' 中药拮抗组#每天腹腔注

射川芎嗪
#$" >/IL/

"连续
&

天"第
$

天起腹腔注射

川芎嗪
&" >@D

后"同时对侧腹腔注射顺铂
& >/I

L/

"连续
:

天'实验期间每天观察动物的活动*饮食*

毛发脱落*精神状态和体重变化并根据体重调整每

日用药量'

!

$药物$顺铂$冻干型%"

!" >/I

瓶"齐鲁制药有

限公司"批号
"$"##!GM

"用生理盐水将其配置成
#

>/I>K

的使用液' 川芎嗪注射液"

! >K

$

$" >/

%

I

支"北京永康药业有限公司"批号
":"$"<"#

'

&

$试剂及仪器$磷酸盐缓冲液$

NMY

%#

J

!

" /

6?'4

"

$

!

" / 6?

!

[NH

$

!

#![

!

H

"

"

!

$ / 6?[

!

NH

$

!

![

!

H

"用蒸馏水定容至
# """ >K

配成浓度为
"

!

"#

>34IK

的使用液&

#"c

乙二胺四乙酸脱钙液$

=G*-

%#

#""/ =G*-

!

!6?

$上海生工生物工程有限公司%"

# """ >K "

!

"# >34IK NMY

配制成使用液&

*O6=K

NHG

$

83BC;

%"听觉脑干诱发电位仪$美国
M@3

#

43/@B

6?_@/?13S N8H

%"

Y'

#

#

型声刺激器$上海生理研究

所%"

*O6=K

凋亡检测试剂盒$

83BC;

%"抗
B

#

(.D

兔

多克隆抗体$北京中杉金桥公司%"

Y-M'

试剂盒$武

汉博士德公司%"

G-M

显色试剂盒$北京中杉金桥公

司%"体视显微镜$日本
H4W>V.0 Y79#

%"普通光学显

微镜$德国
K;@B? G,!<""

%'

$

$实验方法

$5 #

$听觉脑干诱发电位$

^S?@D01;> ?.F@13SW

;_3L;F V31;D1@?4

"

M-=N

%测定$所有动物在给药前

和处死前清醒状态下各测
#

次
M-=N

"测试在隔音屏

蔽室内进行' 用固定装置固定豚鼠后安插针式电极"

记录电极置于颅顶"参考电极和接地电极分别置于同

侧和对侧乳突部&采用短声刺激"生源距耳
#B>

"刺激

频率
#"

次
I0

"放大器通频带宽为
%"

&

& L[T

"增益

$ """

倍"叠加
!""

次"以
!

波刚出现时的刺激强度的

分贝$

FM

%值为反应阈值'

$

!

!

$耳蜗基底膜铺片$每组取
<

只动物耳蜗行

硝酸银染色的基底膜铺片(

$

"

<

)

#动物麻醉后迅速断头取

出双侧听泡"打开听泡"用细针在蜗尖钻孔"开放圆窗和

卵圆窗"用吸管吸取
"

!

<c

硝酸银溶液"从蜗尖小孔缓

慢灌注
!

&

&

次"再将耳蜗浸入作用液中于
&:

'温箱内

孵育
#

&

! C

"取出标本后用双蒸水灌洗
!

&

&

次"再用

#"c

的甲醛溶液自蜗顶灌流
&

次"将标本浸入
#"c

中

性甲醛溶液中固定
!$ C

' 标本固定好后在解剖显微镜

下剥去蜗壳"剥离基底膜并放置于滴有甘油的载玻片

中"中性树胶封片' 光镜下观察毛细胞形态变化'

$

!

&

$耳蜗石蜡切片标本制备$每组取
<

只动物

的耳蜗制作石蜡切片标本#动物麻醉后断头处死"快速

取出听泡"暴露耳蜗"蜗尖钻孔"打开卵圆窗及圆窗"吸

管吸取
$c

多聚甲醛从蜗尖小孔灌入耳蜗"每个标本

灌流
$

&

<

次"然后将标本浸入固定液中过夜' 固定好

的听泡浸入
#"c=G*-

溶液中"室温下脱钙
!

周"脱

钙液每日更换
#

次"以骨质软化为标准' 低熔点石蜡

包埋"平行与蜗轴方向进行连续切片"片厚
< ">

&切

片分别用于凋亡细胞检测和免疫组织化学染色'

$

!

$

$凋亡细胞的原位检测$用缺口末端标记技

术$

*O6=K

%检测凋亡细胞' 将石蜡切片常规脱蜡入

水"

&c

双氧水孵育
#" >@D

"阻断内源性过氧化物酶"
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!

%

双蒸水冲洗
&

次' 将玻片浸入盛有
"

!

"# >34IK

枸橼

酸盐缓冲液$

V[ 9

!

"

%的烧杯中
:<"+

微波下辐射
<

>@D

"自然冷却"

NMY

缓冲液冲洗' 然后每张切片加

<" "K*O6=K

反应液$内含
< "K

末端脱氧核糖核酸

转移酶
*F*

和
$< "K

荧光素标记的核苷酸
FO*N

%"

湿盒内
&:

' 孵育
9" >@D

'

NMY

冲洗
&

次"加入适量

的
NHG

转换剂"

&:

'孵育
&" >@D

'

NMY

冲洗后加

入适量
G-M

显色液"显微镜下控制显色时间' 苏木

素复染"中性树胶封片' 切片于
$""

倍光镜下观测"

凋亡阳性细胞显示为细胞核着色"染成棕黄色并伴有

细胞核形态不规则或固缩'

$

!

<

$免疫组织化学染色观察
B

#

(.D

在耳蜗中的

表达 $

Y-M'

法%$组织切片常规脱蜡入水&

&c

双氧

水孵育
#" >@D

"阻断内源性过氧化物酶&微波中高火

抗原修复
9 >@D

&滴加
#

(

<"" B

#

(.D

兔抗鼠多克隆抗

体
$

'过夜&滴加生物素标记的二抗"

&:

'孵育
&"

>@D

"

NMY

冲洗
!

次&滴加
Y-M'

反应液"

&:

'孵育

&" >@D

"

NMY

冲洗
!

次&

G-M

显色"显微镜下控制反

应时间&苏木素复染"梯度酒精脱水"透明"中性树胶封

片' 于
$""

倍光镜下观测"细胞核呈现棕黄色或棕褐

色为
B

#

(.D

染色阳性' 通过
,@_D1

显微图像分析系

统分别测定各组
'3S1@

氏器和螺旋神经节区域的灰度

值进行定量比较'

<

$统计学方法$所有实验数据均采用
YNYY

#&

!

"

统计软件处理"计量资料用
A

)

0

表示"

M-=N

阈

值自身前后对照比较应用
1

检验&

&

组比较采用单因

素方差分析"

N R"

!

"<

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$一般情况比较$正常对照组在给药前后"无异

常表现"体重均有所增加&顺铂组动物给药后出现活动

减少"食欲减退"毛发疏松脱落"体重减轻等现象"并有

&

只豚鼠在实验中死亡&中药拮抗组动物用药后也出

现轻度的毛发疏松"食欲减退*活动减少等现象&但情

况均较顺铂组明显减轻"实验中有
#

只死亡'

!

$

&

组用药前后
M-=N

阈值变化比较$表
#

%$

与本组用药前比较"

&

组
M-=N

阈值差异无统计学意

义$

N Q"

!

"<

%&顺铂组用药后
M-=N

阈值明显升高"

差异有统计学意义$

N R "

!

"<

%"中药拮抗组用药后

M-=N

阈值亦有所上升&但无顺铂组用药后阈值升高

明显$

N R"

!

"<

%'

&

$

&

组耳蜗基底膜铺片光镜结果$图
#

%$正常

对照组豚鼠耳蜗基底膜经硝酸银染色后毛细胞呈现棕

黄色"着色较深"毛细胞排列整齐"结构清晰"纤毛染色

表
#

$

&

组用药前后
M-=N

阈值变化比较$$

A

)

0

%

组别
M-=N

阈值$

FMYNK

%

用药前 用药后

正常对照
&%

*

%%J

)

$

*

%<J

$

!"

%

$"

*

<<9

)

$

*

9&9

$

!"

%

顺铂
&%

*

$%&

)

$

*

!!&

$

!"

%

:&

*

%9$

)

#9

*

%J%

$

#$

%

!"

中药拮抗
$"

*

#:!

)

$

*

&!:

$

!"

%

<:

*

%J<

)

!!

*

:9J

$

#%

%

!#

$$注#与本组用药前比较"

!

N R "

*

"<

&与正常对照组比较"

"

N R"

*

"<

&与顺铂组用药后比较"

#

N R"

*

"<

&$%内数据为耳数

均匀"呈
2

字型"开口向内"无缺失&顺铂组内毛细胞

排列整齐"未见缺失"而外毛细胞纤毛散乱*倒伏*细胞

境界模糊甚至成片缺失"在各回中尤以底回损伤最明

显"而在三排外毛细胞中以外*中两排细胞损伤为重&

中药拮抗组变化较顺铂组轻"毛细胞排列整齐"纤毛大

致清晰"仅有少量缺失'

$

$

&

组耳蜗螺旋神经节及毛细胞
*O6=K

染色

结果比较$图
!

*

&

%$光学显微镜下观察"正常对照组

螺旋神经节及
'3S1@

氏器未发现棕黄色
*O6=K

阳性

细胞&顺铂组各回螺旋神经节及
'3S1@

氏器中存在大

量棕黄色*胞核固缩的
*O6=K

阳性细胞"阳性细胞数

以底回最多&中药拮抗组也有
*O6=K

阳性细胞出现"

但数量比顺铂组明显减少'

<

$

&

组用药后
B

#

(.D

免疫组织化学染色结果比较

$图
$

"表
!

%$显微镜下可见正常对照组豚鼠耳蜗
'3S1@

氏器$包括内外*毛细胞和支持细胞%*螺旋神经节细胞

均有阳性细胞表达' 顺铂组各回
'3S1@

氏器均呈强阳

性表达"外毛细胞肿胀"个别甚至发生溶解"支持结构发

生坍塌"螺旋神经节细胞数目减少"胞核固缩"呈空泡样

改变"表达呈强阳性' 中药拮抗组在
'3S1@

氏器和螺旋

神经节也呈阳性表达"但表达较顺铂组弱' 通过
,@_D1

显微图像分析系统分别测定各组
'3S1@

氏器和螺旋神

经节区域的灰度值并进行定量比较"与正常对照组比

较"顺铂组显著减少&但与顺铂组比较"中药拮抗组显著

增加"差异均有统计学意义$

N R"

!

"<

%'

表
!

$

&

组用药后
B

#

(.D

免疫组织化学

染色灰度值比较$$

A

)

0

%

组别
D '3S1@

氏器 螺旋神经节

正常对照
#" #J"

*

9%

)

9

*

!% #%:

*

<9

)

#<

*

&<

顺铂
:

%J

*

&<

)

%

*

J:

!

%$

*

9#

)

:

*

%:

!

中药拮抗
J #&!

*

&$

)

##

*

!9

#!#

*

:&

)

##

*

<&

"

$$注#与正常对照组比较"

!

N R"

*

"<

&与顺铂组比较"

"

N R"

*

"<

讨$$论

顺铂是重金属铂的络合物"

#J:!

年在美国被正式

批准用于肿瘤的临床化疗' 顺铂有较强的抗肿瘤活性

和一定的抑菌作用"是目前临床上最常用的广谱抗肿瘤
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!

%

!!"($$!

$$注#

-

为正常对照组&

M

为顺铂组&

'

为中药拮抗组&下图同

图
#

$

&

组耳蜗毛细胞硝酸银染色铺片光镜观察结果$$ +

$""

%

图
!

$

&

组耳蜗螺旋神经节
*O6=K

染色结果$$ +

$""

%

图
&

$

&

组耳蜗
'3S1@

氏器
*O6=K

染色结果$$ +

$""

%

图
$

$

&

组耳蜗螺旋神经节
B

#

(.D

免疫组织化学染色结果$$ +

$""

%

药物之一"普遍用于头颈部及泌尿生殖系统恶性肿瘤

的治疗(

9

)

' 然而顺铂的耳毒性使其临床应用受到限

制"因此关于顺铂耳毒性的研究和防治具有重要的临

床意义'

顺铂耳毒性主要表现为耳鸣和耳聋"两者可同时

或单独出现' 耳聋的发生率约为
:c

&

J#c

' 耳聋通

常为双侧"开始以高频听力损害最为明显"随着用药剂

量的增加"听力损失会逐渐向低频区发展最终可累及

语言频率"导致听力的永久丧失(

:

)

' 目前研究发现"

顺铂损害耳蜗的主要靶目标是毛细胞和螺旋神经节"

而靶细胞主要以凋亡的方式被破坏(

%

)

' 本实验结果

显示"顺铂组动物用药后
M-=N

阈值明显升高&耳蜗

铺片显示毛细胞紊乱"纤毛倒伏"甚至大片缺失"且越

靠近底回受损越严重&

*O6=K

法检测底回毛细胞及螺

旋神经节凋亡细胞数量较多&实验结果与文献(

J

)报

道一致"证实顺铂耳毒性模型制备成功'

顺铂耳毒性的作用机制目前尚未完全阐明"国内

外有很多学说"其中自由基增多导致的氧化应激损伤

学说及细胞凋亡学说已被广泛认同(

#"

)

' 大量实验证

实"注射顺铂后可使耳蜗内产生大量的自由基"并使耳

蜗内的谷胱甘肽和抗氧化酶系统耗尽"耳蜗细胞内发

生脂质过氧化反应&并因此导致毛细胞和螺旋神经节

凋亡(

##

"

#!

)

' 本实验
*O6=K

检测结果也证实凋亡是

耳蜗毛细胞和螺旋神经节受损的共同方式' 凋亡"又



!!")$$! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

-./.01 !"#$

"

2345 &$

"

63

!

%

称程序性死亡"在体内受到严格的调控"是一个非常复

杂的*网络化的信号传递过程"涉及到大量的相关基

因*蛋白的表达' 因此了解凋亡的分子机制及参与的

关键蛋白对于研究顺铂耳毒性的机制及防治具有重要

意义' 凋亡的启动*执行被许多信号途径调控"国外有

研究发现丝裂原活化蛋白激酶$

,-NP

% "

(6P

"

B

#

(.D

信号通路在顺铂诱导的耳蜗细胞凋亡中发挥重要

作用(

#&

)

"

(6P

是
,-NP

中的一员"活化后可以使转

录因子
B

#

(.D

磷酸化而激活"继而与基因启动子上的

-N#

样位点结合"从而调节细胞凋亡(

#$

)

' 而国内关

于该信号通路与顺铂耳毒性的研究较少"本实验利用

免疫组织化学的方法"检测了该通路主要的下游信号

分子
B

#

(.D

在耳蜗的表达情况' 结果表明顺铂组动

物耳蜗内毛细胞及螺旋神经节表达明显增多"提示

(6P

"

B

#

(.D

通路参与了顺铂所致的细胞凋亡过程'

当然"细胞凋亡的调控涉及到多条信号通路"十分复

杂"更多机制仍待进一步研究'

川芎嗪是中药川芎的有效成分之一"是常用的活血

化瘀类中药&研究表明川芎嗪具有活血化瘀*清除自由

基*抗脂质过氧化*抗凋亡等多种药理学作用"并且临床

上已经用于突发性耳聋的治疗(

#<

)

' 本实验结果显示中

药拮抗组豚鼠应用川芎嗪后
M-=N

阈值上升幅度明显

低于顺铂组"毛细胞及螺旋神经节凋亡数量明显少于顺

铂组"说明川芎嗪对于顺铂所致的耳蜗损伤有一定的拮

抗作用' 其具体机制可能与以下几个方面有关#$

#

%川

芎嗪通过清除自由基"减轻了自由基对耳蜗内生物膜的

脂质过氧化损伤"使耳蜗内细胞膜以及细胞内线粒体膜

和溶酶体膜免遭破坏"使毛细胞和螺旋神经节代谢功能

和形态基本正常' $

!

%川芎嗪改善了顺铂中毒耳蜗血管

纹的微循环状况"减轻了顺铂对血管纹的损伤&使得听

神经正常活动所需的内耳内环境能保持相对恒定' $

&

%

川芎嗪可能通过抑制
,-NP

"

(6P

"

B

#

(.D

信号通路

的活化对抗毛细胞和螺旋神经节的凋亡"从而保护耳蜗

听毛细胞的形态及功能'
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