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摘要$目的$观察
&89OVU $'

小鼠老年性听力下降现象并研究中药复方健耳剂对老年性聋小鼠的保

护作用及其可能机制" 方法$将
%$

只
&89OVU $'

小鼠分为正常对照组#

@ W$

$%老年性聋对照组#

@ W#!

$

及高剂量中药健耳剂组#简称中药高剂量组!

@ W#!

$及低剂量中药健耳剂组#简称中药低剂量组!

@ W$

$" 正

常对照组小鼠自断奶后每日饮用自来水直至出生后
!

个月&老年性聋对照组小鼠自断奶后每日饮用自来水

直至出生后
9

个月&中药高%低剂量组小鼠自断奶后分别每日饮用
%

!

$8

%

"
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X# EU

#
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'

Y

$的中药复方健耳

剂直至出生后
9

个月" 每组
$

只小鼠在实验终止日应用听性脑干诱发电位仪检测小鼠的听性脑干反应#

CP

"

YD./2K 02CD@G.1R 21GZ/@G1

!

?O[

$阈" 中药高剂量组与同期老年性聋对照组
$

只小鼠在终止实验即刻取

出耳蜗%听皮层脑组织及肝脏!采用丙二醛考马斯亮蓝试剂盒!利用紫外分光光度计!检测所取组织中丙二醛

含量" 结果$

!

月龄正常对照组小鼠在
: \:7 ]B^

频率范围的不同短纯音诱发的
?O[

阈值保持正常" 与

!

月龄正常对照组比较!

9

月龄老年性聋对照组小鼠
?O[

阈值明显升高#

_ `"

!

"8

$!与高剂量中药组在
7 \

:7 ]B^

频率范围
?O[

阈值比较!差异亦有统计学意义#

_ `"

!

"8

$" 与
9

月龄老年性聋对照组比较!高剂

量中药组小鼠耳蜗%听皮层%肝脏组织中丙二醛含量明显降低#

_ `"

!

"#

$" 结论$

&89OVU$'

小鼠在出生后

9

个月表现出明显的高频性老年性聋症状" 每日饮用高剂量中药健耳剂可显著延缓老年性聋的发生和发

展" 中药健耳剂保护听觉延缓老年性聋发生的作用!可能与其所含中药的抗氧化效应有关"
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$$老年性聋是指随着年龄增加而逐渐发生的以高频

听力下降为主并向低频发展的双侧感音神经性听力损

失! 又称为年龄相关性聋$

CE1

"

214C.1Y H1C2D@E 4/GG

!

?BV

%!因其起病隐匿! 病程日久! 且病因病机复杂!防

治极为困难' 既往本课题组通过动物耳蜗病理学实验

证实两个临床原始配方分别具有不同程度对抗老年性

耳蜗毛细胞损害和螺旋神经节神经元凋亡的作用(

#

!

!

)

'

在前期实验研究基础上!笔者对中药复方健耳剂配方进

一步优化!并将其应用于
&89OVU $'

老年性聋模型小

鼠!观察改良的中药复方健耳剂对
&89OVU $'

小鼠老

年性聋的防治效果及对机体多个组织器官脂质氧化终

产物*丙二醛$

RC4/@YDC4Y1HKY1

!

+F?

%水平的影响'

材料与方法

#

$动物$

%$

只
#

月龄
=_>

级健康
&89 OV U $'

小鼠!体重
#$ \#7 E

!雌雄各半!由北京维通利华实验

动物技术公司提供!动物合格证号#

=&<]

$京%

!"#!

#

"""#

' 饲养于
=_>

动物实验室'

!

$药物$复方健耳剂由葛根+丹参+黄芪+骨碎

补+女贞子+菟丝子组成$该复方中药成分及用药剂量

获国家发明专利保护!专利号#

bV!"#%#":$$#:"%

%'

经过水煮+浓缩+烘干+反复粉碎和过筛等流程!制成每

克粉末药相当于
$

!

$% E

生药材制剂' 氯胺酮及甲苯

噻嗪由
)H1 =.C.1 I@DJ12GD.K /A 61L M/2N C. OPA

"

AC4/

实验室提供'

%

$试剂及仪器$

+F?

考马斯亮蓝试剂盒购自

南京建成生物工程研究所$批号#

!"#:#"##

%&

98$

型

紫外可见分光光度计购自上海菁华科技仪器有限公

司' 美国
)F) !

系统
[b$

型听性脑干反应测试仪

$美国
)F)

公司%'

:

$动物分组及给药$将
%$

只
&89 OVU $'

小鼠

随机分为
:

组!即正常对照组+老年性聋对照组及高+

低剂量中药健耳剂组' 各组干预及给药方法如下#正

常对照组小鼠$

@ W $

%自断奶后食用常规饲料并每日

饮用自来水直至出生后
!

个月&老年性聋对照组小鼠

$

@ W#!

%自断奶后每日饮用自来水直至出生后
9

个

月& 高+低剂量中药健耳剂组$

@

分别为
#!

!

$

!简称中

药高+低剂量组%小鼠自断奶后分别每日饮用
%

!

$8

+

"

!

X# EU

$

NE

"

Y

%的中药健耳剂$按照,中药药理研究

方法学-

(

%

)小鼠与成人用量换算!分别相当于临床用

量的
X

+

%

倍%' 直至出生后
9

个月'具体方法为#在

# \%

月龄!用中药粉末加适量比例水配兑 $一般为

"

!

"8 E

药粉加
8 RV

水%!盛于动物自吸喂养瓶内供

小鼠饮用' 在无其他水源供应的条件下!小鼠每日饮

下规定的内服中药剂量!待动物成长至
:

月龄!改用

人工灌喂法以进一步确保动物每日饮下足量中药'

8

$观察指标及检测方法$小鼠
9

月龄时终止实

验!在老年性聋对照组及中药高剂量组中各抽取
$

只

小鼠迅速断头!并在解剖显微镜下打开颅骨!分别取出

大脑颞叶听皮层脑组织和耳蜗!同时打开腹腔取出肝

组织!用于检测
+F?

水平!另各组
$

只小鼠全部用于

听力检测'

8

!

#

$听觉功能检测$参照参考文献(

:

!

8

)! 各

组受试小鼠在实验终止前测试听性脑干反应$

CPYD./

"

2K 02CD@G.1R 21GZ/@G1

!

?O[

%' 常规腹腔注射氯胺

酮$

7" REUNE

%和甲苯噻嗪$

#8 REUNE

%麻醉小鼠!然

后将麻醉小鼠置放在
%9

&体温保温垫上' 在电声屏

蔽室内对小鼠进行
?O[

测试' 具体方法如下#测试
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的记录电极针插入到小鼠颅顶头皮下!参考电极

针插入到测试耳的乳突皮下!接地电极针则插入到对

侧耳乳突皮下' 声音刺激采用短纯音!测试声音的频

率分别为
:

+

7

+

#!

+

#$

+

%!

+

:7 ]B^

' 短纯音从
)F) !

系统的实时处理器$

)F)

!

[_ !

!

#

!

#"" ]B^ GCR

"

Z4D@E 2C.1

%在固定时相产生并通过一个高频扬声器

$

R/Y14

#

?=

"

)B:""?

%发放声音刺激' 各频率短纯

音声刺激参数的上升和下降时间均为
"5 8 RG

!时程

! RG

!短纯音的刺激重复率为
!#

次
UG

' 发放声刺激

的扬声器置于距离小鼠头部前方
#8 -R

处!记录

?O[

波形的实时观察窗为
#" RG

!

?O[

波形的振幅

通过
)F) B1CYG.CE1

"

:

生物放大器扩大
8 """

倍!

带通滤波为
#"" \% """ B^

' 记录每个频率声诱发的

?O[

波形叠加
!8"

次' 测试每个频率短纯音诱发的

?O[

波形以
#" YO

依次递降直到引不出
?O[

波形

为止!再以每
8 YO

逐渐递增!最后确定最低强度声刺

激所引出的
?O[

阈值'

8

!

!

$耳蜗+大脑颞叶及肝组织
+F?

含量检测$

终止实验时!迅速取出小鼠等量的耳蜗组织+大脑颞叶

听皮层脑组织及肝脏组织!按
#

'

X

比例浸入
_O=

$

ZB

9

!

:

%液体存放于 #

!"

&冰箱' 样品制备及检测严格

按照
+F?

考马斯亮蓝试剂盒说明书操作!首先将测

试样品置入冰水浴研钵!在液态氮下将测试组织研磨

捣碎!分别稀释制备
#"d

耳蜗组织液+

#d

大脑组织液

及
#d

肝脏组织液' 将配备好的各种试剂及所测标本

液按说明书配置标准加样!分别制成标准管+标准空白

管+测定管+测定空白管!用涡混匀器将组织匀浆液混

和均匀!保鲜薄膜封盖并扎一小孔!开盖锅煮沸水浴

:" RD@

后用流水冷却' 以
: """ 2 URD@

离心
#" RD@

后取上清液' 用紫外可见分光光度计对测试液体以

8%! @R

波长和
# -R

光径调蒸馏水样品为零!然后再

测定各管组织液的吸光值!同时将前述同样各组织匀

浆稀释液经
! 8"" 2 URD@

离心
#" RD@

!取上清液!采

用考马斯亮蓝法!应用紫外分光光度计分别测得小鼠

耳蜗+大脑+肝脏的蛋白含量' 参照说明书提供的标准

计算公式换算
+F?

含量$

@R/4URE Z2/.1D@

%'

$$

$

$统计学方法$采用
=_== #$

!

"

软件进行统

计分析' 计量资料以
S

(

G

表示!组间比较采用方差分

析!两两比较采用
V=F

"

.

检验法'

_ `"

!

"8

为差异有

统计学意义'

结$$果

#

$各组小鼠
?O[

阈值比较$表
#

%$

!

月龄正常

对照组
&89 OV U $'

小鼠在
:

+

7

+

#!

+

#$

+

%!

+

:7 ]B^

各个不同频率短纯音所诱发的
?O[

阈值比较!差异

无统计学意义$

_ e "

!

"8

%' 与
!

月龄正常对照组比

较!

9

月龄老年性聋对照组小鼠各不同频率短纯音诱

发的
?O[

阈值均有所提高$

_ `"

!

"8

%!且频率越高!

听力损失越明显!尤其是
:7 ]B^

短纯音诱发的

?O[

!在声刺激强度达到
X" YO

声压级$

=_V

%最高声

强时几乎完全不能引出
?O[

波形' 与同龄老年性聋

对照组比较!除较低频
: ]B^

外!

9

月龄中药高剂量

组各频率
?O[

阈值均降低!而低剂量组在低频

: ]B^ ?O[

阈值明显降低$均
_ `"

!

"8

%'

!

$各组小鼠耳蜗+大脑颞叶+肝组织
+F?

含量

比较$表
!

%$与
9

月龄老年性聋对照组小鼠比较!

9

月龄中药高剂量组
&89OVU $'

小鼠耳蜗组织+大脑颞

叶听皮层脑组织及肝脏组织中的
+F?

含量明显减少

$

_ `"

!

"#

%'

表
!

%两组小鼠耳蜗+大脑颞叶及肝组织
+F?

含量比较

$

@R/4UREZ2/.

!

S

(

G

%

组别
@

耳蜗 大脑 肝脏

老年性聋对照
$ #!

)

$#

(

:

)

"$ #

)

#X

(

"

)

8X 9

)

9X

(

!

)

X9

中药高剂量$

$

$

)

:$

(

#

)

7X

!

"

)

8X

(

"

)

"X

!

%

)

8"

(

"

)

87

!

$$注#与老年性聋对照组比较!

!

_ `"

!

"#

讨$$论

?BV

其主要病理改变包括毛细胞+血管纹!并传入

螺旋神经节神经元以及中枢听觉通路! 其中血管纹变

性或动脉动脉粥样硬化! 耳蜗血流障碍! 活性氧$

21C-

"

.DJ1 /SKE1@ GZ1-D1G

!

[,=

%在耳蜗累积! 氧化应激效

应引起线粒体
F6?

$

R.F6?

%损伤!诱使
R.F6?

突变

表
#

%各组小鼠
?O[

阈值比较$$

YO=_V

!

S

(

G

%

组别
@ : ]B^ 7 ]B^ #! ]B^ #$ ]B^ %! ]B^ :7 ]B^

正常对照$$

$ :8

)

""

(

7

)

X: 8#

)

$9

(

#%

)

!X 8$

)

$9

(

7

)

#$ 8$

)

$9

(

8

)

#$ $"

)

""

(

7

)

X: 87

)

%%

(

9

)

8%

$

老年性聋对照
$

$#

)

$9

(

X

)

%#

!

9"

)

""

(

#"

)

X8

!

9%

)

%%

(

#"

)

%%

!

98

)

""

(

7

)

%9

!

7%

)

%%

(

8

)

#$

!

eX"

)

""

(

"

!

中药高剂量$

$ :7

)

%%

(

#8

)

"$

8%

)

%%

(

#%

)

$$

"

$"

)

""

(

#:

)

#:

"

$8

)

""

(

#"

)

:X

"

$%

)

%%

(

7

)

#$

"

$7

)

%%

(

##

)

$X

"

$$低剂量$

$

:X

)

#9

(

%

)

9$

"

$"

)

""

(

7

)

X: $%

)

%%

(
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)
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)
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(

8

)
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!

_ `"

!
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& 与老年性聋对照组比较!

"

_ `"

!
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"!")*%" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

!

,-./012 !"#$

!

3/45 %$

!

6/

!

#"

或缺失! 线粒体功能下降! 诱导耳蜗细胞凋亡则是

?BV

重要病因病机(

$

)

' 通过
#" \ 78

岁不同年龄人

类颞骨标本研究中发现!血管纹$

G.2DC JCG-P4C2DG

!

=3

%和螺旋神经节$

GZD2C4 EC@E4D/@

!

=;

% 均表现出

随着年龄的增长逐渐萎缩趋势发展!而以耳蜗底回的

=3

萎缩最明显(

9

)

' 因此!耳蜗正常血液供应对维持

蜗内电位+离子转运+内淋巴液平衡!保持耳蜗内环境

稳定和听功能至关重要!

=3

变性及耳蜗微循环障碍

甚至被认为是老年性耳聋的重要原因之一(

7

!

X

)

'

复方健耳剂以中医学脾肾瘀立论!由具有补肾健

脾+活血通窍作用的中草药组成!临床应用其原始方随

证化裁加减!治疗各种感音性神经性聋!常获较好疗

效(

#"

!

##

)

' 该方所选中药如丹参+葛根+黄芪+骨碎补等

具有显著改善微循环+促进能量代谢+增强体内
=,F

等酶类功能!清除
[,=

等有害代谢产物的作用(

#!

)

!符

合针对前述
?BV

病因病机的药理选择'

+F?

是

[,=

与生物膜的磷脂+酶和膜受体相关的多不饱和脂

肪酸的侧链及核酸等大分子物质起脂质过氧化反应形

成的脂质过氧化终产物!属于
[,=

理论范畴!因此是

判断脂质过氧化!氧自由基产生的一个重要指标' 而

机体组织中的
+F?

含量升高与许多老年性病变之间

存在着密切的关系(

#%

)

'

本研究证实!当
&89OVU $'

小鼠开始发生老年性

聋时!不仅耳蜗组织内
+F?

含量升高!机体其他组织

器官内的脂质过氧化终产物的含量也明显升高!长期

饮用中药健耳剂能明显降低老年性聋小鼠耳蜗内组

织+大脑和肝脏
+F?

含量!说明其不仅可减少脂质过

氧化终产物在内耳的堆积!也降低脂质过氧化终产物

在机体其他脏器中的囤积!提示中药健耳剂可能对维

持组织器官内的氧化
U

抗氧化平衡具有一定的作用!其

有效保护小鼠
?BV

模型耳蜗感音神经细胞和听力作

用与其清除
[,=

有害代谢产物密切相关' 最新研究

发现!通过对过氧化氢$

B

!

,

!

%在体外诱导成年大鼠脊

髓神经氧化应激反应性损害模型研究发现!

!: H

氧化

应激导致脊髓神经细胞存活率明显降低!而经脑源性

神经营养因子$

02CD@

"

Y12DJ1Y @1P2/.2/ZHD- AC-./2

!

OF6>

%预处理的
:7 H

脊髓神经细胞内活性氧受到

明显抑制!其生存率也明显提高!这种生存效应与凋

亡细胞数量的显著减少及
OF6>

诱导抗氧化酶谷胱

甘肽还原酶和超氧化物歧化酶活性显著增加密切相

关(

#:

)

' 既往本课题组研究发现!复方健耳剂原始配

方可提高小鼠耳蜗组织
OF6>

表达(

#8

)

! 因此认为!

复方健耳剂保护听力药效机制之一!可能还通过上

调
OF6>

!以达到抑制
[,=

有害代谢产物如
+F?

损伤耳蜗感音神经细胞作用'

&89OVU $'

小鼠是目前研究老年性聋的常用动

物模型之一!其寿命周期短!成长早年即开始出现毛细

胞自然凋亡(

#$

)

' 本课题组早期研究表明!毛细胞+螺

旋神经节神经元退变!和疆孔神经纤维变性自出生后

前半年即开始出现!并随着年龄增长!由耳蜗底回高频

区向顶回低频区不断扩张发展(

#

)

'

&89OVU $'

小鼠

其听力衰减基因定位于
#"

号染色体!为隐性遗传!其

发生的分子机制为成年听力下降基因转录为
R[6?

导致线粒体保护酶减少!使该小鼠对自由基的清除能

力降低(

#9

)

!因此!该品系小鼠过早发生的
?BV

应与

[,=

堆积!损害
R.F6?

!导致
R.F6?

突变或缺失!线

粒体功能下降! 介导耳蜗感音神经细胞凋亡的病理机

制关系最为密切(

#7

)

' 有文献报道! 利用
#$ ]B^

短音

听惊吓反射检测
&89OVU$'

小鼠!发现振幅在
9

周时最

高!以后随着年龄增长逐渐下降!与
9

周龄比较!

#: \%$

周龄小鼠
?O[

不敏感!听力损失约
!8 \%" YO

!其中

低频听力损失
#" \#8 YO

!但
$"

周出现全频听力损失

:8 \8" YO

(

#X

)

' 由此可见!

&89OVU$'

小鼠的听觉障

碍随着年龄增长而进行性加重' 从本实验结果可以看

出!该品系小鼠在生长发育早期$出生后
9

个月%即开

始出现明显的高频听力下降!与既往报道基本一

致(

#7

!

!"

!

!#

)

'

&89OVU$'

的
?O[

在出生后
!

个月保持

正常!但在出生后
9

个月!

?O[

阈值在高频区呈现陡

峭阈移!提示发生在
&89OVU$'

小鼠的
?O[

障碍是

从高频听觉障碍向低频听觉障碍发展!这种听觉损害

特征与临床老年性聋检测情况基本相符' 值得注意的

是!高剂量中药健耳剂
&89OVU$'

小鼠在出生后
9

个

月的
?O[

阈值虽然有所升高!但各频率与出生后
!

个月的
&89OVU$'

小鼠比较!未出现明显的差异' 上

述结果提示饮用高剂量中药健耳剂的
&89OVU$'

小

鼠在出生后
9

个月基本上仍然保持着相当于出生后两

个月的正常听力!提示高剂量复方健耳剂能有效延缓

&89OVU$'

小鼠老年性聋的发生和发展' 本次研究还

发现!饮用高剂量中药健耳剂的
&89OVU$'

小鼠在出

生后
9

个月延缓老年性聋造成的听觉障碍作用较低剂

量中药健耳剂显著!提示药物剂量不同!将直接影响药

物对老年性聋的防治效果'
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