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!基础研究!

补气剂对豚鼠庆大霉素耳'肾功能损害的干预作用

宣伟军#

"

!

$陈思仲#

$曾晶晶!

$唐俊波#

$宣$毅%

$李$

!

#

$王$瑜#

摘要$目的$探讨补气剂对豚鼠庆大霉素#

M+

$耳%肾功能损害的作用及其机制& 方法$选择健康杂

色成年豚鼠
%?

只"随机分为正常组%模型组%补气组各
#!

只"均饲养
##

天& 正常组常规饲养'模型组注射

M+

(

!"" 0NK

#

ON

!

<

$)至第
$

天"每天
!

次'补气组预先使用补气剂(

#

!

:!8NK

#

ON

!

<

$)

#"

天"人工灌服及

自动饮用各半"同时注射
M+

(

!"" 0NK

#

ON

!

<

$)至第
$

天"补气剂共使用
!#

天& 每组随机选取
?

只豚鼠

于第
;

%

9

%

$

天检测听性脑干反应#

>PQ

$'另外
?

只豚鼠于
##

天后检测耳蜗毛细胞形态学&

##

天后检测血

清
PR7

%

&2

'肾脏切片苏木素 "伊红染色了解肾组织病理变化'

*-G/-2E P54/

检测肾组织
>,S

#

#

%

)2C

%

T,U

#

#

%

&AG.AG-

#

%

蛋白& 结果$全耳蜗铺片结果显示模型组各回三排外毛细胞损毁严重"肾组织病理显

示肾小球弥漫性增大"近曲小管上皮细胞明显浊肿"补气组有所改善& 与正常组同期比较"模型组第
;

%

9

%

$

天
>PQ

阈值"血清
PR7

和
&2

水平以及
>,S

#

#

%

&AG.AG-

#

%

表达升高#

V W"

!

";

$"各回三排外毛细胞计数

以及
)2C

表达减少#

V W"

!

";

$& 与模型组比较"补气组各回三排外毛细胞计数以及
)2C

%

T,U

#

#

表达增加

#

V W"

!

";

$"第
$

天
>PQ

阈值%血清
PR7

和
&2

含量以及
>,S

#

#

%

&AG.AG-

#

%

表达下降#

V W"

!

";

$& 与本

组第
;

天比较"模型组和补气组第
$

天
>PQ

阈值升高#

V W"

!

";

$&

##

天时"与本组第
%

回比较"模型组和

补气组第
#

回三排外毛细胞减少#

V W"

!

"#

$& 结论$补气剂具有一定的保护
M+

诱导豚鼠耳%肾毒性损害

的作用"其机制与抑制氧化应激反应有关&

关键词$豚鼠' 庆大霉素' 耳毒性' 肾毒性' 补气剂' 氧化应激反应
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#
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$
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#
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#
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%
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a( ,\AE

#

!

AE< *AEN `D

#

$

# I-.A2/0-E/ 4= J/42\BE45A2ZEN454NZ T-A< AE< 7-HO ,D2N-2Z

!

/\-

UB2G/ &5BEBHA5 +-<BHA5 &455-N- 4= MDAENCB REBX-2GB/Z 4= &\BE-G- +-<BHBE-

!

7AEEBEN

$

;%""!%

%&

! I-.A2/

#

0-E/ 4= J/42\BE45A2ZEN454NZ T-A< AE< 7-HO ,D2N-2Z

!

QDBOAEN &5BEBHA5 +-<BHA5 &455-N- 4= MDAENCB

REBX-2GB/Z 4= &\BE-G- +-<BHBE-

!

7AEEBEN

$

;%""##

%&

% ,H\445 4= -ENBE--2BEN

!

)D=/G DEBX-2GB/Z

!

+-<=42<

+>

$

"!#;;

%

>P,)Q>&)

$

J1L-H/BX-

$

)4 BEX-G/BNA/- BE/-2X-E/B4EA5 -==-H/G AE< .4GGB15- 0-H\AEBG0G 4= (EXBN42

#

A/BEN YB >N-E/

$

(Y>

%

ANABEG/ NDBE-A .BNG

%

N-E/A0ZHBE

$

M+

%#

BE<DH-< AD2BHD5A2 AE< 2-EA5 =DEH/B4EA5 <A0

#

AN-6 +-/\4<G

$

)4/A55Z %? \-A5/\Z XA2B-NA/-< A<D5/ NDBE-A .BNG b-2- <BXB<-< BE/4 E420A5 N24D.

!

04<-5

N24D.

!

(Y> N24D.

!

#! BE -AH\ N24D.6 )\- E420A5 N24D. bAG 4E5Z H4EX-E/B4EA55Z =-< DE/B5 /\- ##/\ <AZ6 )\-

04<-5 N24D. b-2- BEL-H/-< M+ !"" 0NK

$

ON

"

<

%

=42 $ <AZG

!

/b4 /B0-G A <AZ

!

AE< =--< bAG /-20BEA/-< A/

/\- ##/\ <AZ6 )\- (Y> N24D. /44O (Y>

(

#

%

:!8NK

$

ON

"

<

%!

\A5= =42 A2/B=BHBA5 =B55BEN AE< \A5= =42 AD/40A/BH

<2BEOBEN

)

=42 #" <AZG BE A<XAEH-

!

AE< /\-E A/ /\- GA0- /B0-

!

2-H-BX-< M+ BEL-H/B4E A/ /\- -cDA5 <4G- =42

$ <AZG AE< =--< bAG /-20BEA/-< A/ /\- ##/\ <AZ6 ? NDBE-A .BNG BE -AH\ N24D. b-2- 2AE<405Z G-5-H/-< =42

-XA5DA/B4E 4= AD<B454NZ 1Z 0-AGD2BEN AD<B/42Z 12ABEG/-0 2-G.4EG-

$

>PQ

%

A/ ;/\

!

9/\

!

$/\ <AZ6 >E4/\-2 ?

NDBE-A .BNG BE -AH\ N24D. b-2- DG-< /4 <-/-H/ 042.\454NZ 4= H4H\5-A2 \AB2 H-55G A/ ##/\ <AZ6 &4E/-E/G 4=
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1544< D2-A EB/24N-E

$

PR7

%

AE< &2-A/BEBE-

$

&2

%

BE G-2D0 b-2- <-/-H/-<6 (EG.-H/ 2-EA5 /BGGD- G-H/B4E 1Z

\-0A/4CZ5BE AE< -4GBE G/ABE

$

T@ G/ABE

%

bAG DG-< /4 BEX-G/BNA/- .A/\454NBHA5 H\AEN-G 4= 2-EA5 /BGGD-6 )\-

-C.2-GGB4EG 4= /\B42-<4CBE

$

)2C

%!

\-A/ G\4HO =AH/42

#

#

$

T,U

#

#

%!

A.4./4GBG GBNEA5 2-ND5A/BEN OBEAG-

#

#

$

>,S

#

#

%

AE< &AG.AG-

#

% .24/-BEG BE 2-EA5 /BGGD- b-2- <-/-H/-< 1Z *-G/-2E P54/6 Q-GD5/G

$

)\- 2-GD5/G 4=

G/2-/H\-< GD2=AH- .2-.A2A/B4E 4= /\- b\45- H4H\5-A- G\4b-< /\A/ /\2-- 24bG 4= /\- 4D/-2 \AB2 H-55G BE -AH\

/D2E =240 04<-5 N24D. b-2- G-X-2-5Z <A0AN-<6 )\- 2-EA5 /BGGD- .A/\454NZ G\4b-< 2-EA5 N540-2D5DG <B=

#

=DG- -E5A2N-0-E/

!

AE< .24CB0A5 H4EX45D/-< /D1D5A2 -.B/\-5BA5 H-55G <BG.5AZ-< 0A2O-< /D21B<B/Z AE< Gb-55

#

BEN6 T4b-X-2

!

(Y> N24D. G\4b-< <-=BEB/- B0.24X-0-E/6 PZ H40.A2BG4E bB/\ /\- E420A5 N24D. A/ /\- GA0-

/B0-

!

/\- >PQ /\2-G\45< A/ ;/\

!

9/\

!

$/\ <AZ

!

H4E/-E/G 4= PR7 AE< &2 BE G-2D0

!

AE< -C.2-GGB4EG 4=

>,S

#

# AE< &AG.AG-

#

% BEH2-AG-< BE 04<-5 N24D.

$

V W"

%

";

%!

1D/ /\- ED01-2G 4= /\2-- 24bG 4= /\- 4D/-2

\AB2 H-55G BE -AH\ /D2E AE< -C.2-GGB4E 4= )2C <-H2-AG-<

$

V W"

%

";

%

6 PZ H40.A2BG4E bB/\ /\- 04<-5 N24D.

!

/\- ED01-2G 4= /\2-- 24bG 4= /\- 4D/-2 \AB2 H-55G BE -AH\ /D2E AE< -C.2-GGB4E 4= )2C AE< T,U

#

# BEH2-AG-<

BE (Y> N24D.

$

V W"

%

";

%!

/\- >PQ /\2-G\45< A/ $/\ <AZ

!

H4E/-E/G 4= PR7 AE< &2 BE G-2D0

!

AE< -C.2-G

#

GB4EG 4= >,S

#

# AE< &AG.AG-

#

% <-H2-AG-< BE (Y> N24D.

$

V W "

%

";

%

6 PZ H40.A2BG4E bB/\ ;/\ <AZ A/ /\-

GA0- N24D.

!

/\- >PQ /\2-G\45< A/ $/\ <AZ BEH2-AG-< BE 04<-5 N24D. 42 (Y> N24D.

$

V W"

%

";

%

6 PZ H40.A2

#

BG4E bB/\ /\- /\B2< /D2E 4= /\- GA0- N24D.

!

/\- ED01-2G 4= =B2G/ 24bG 4= /\- 4D/-2 \AB2 H-55G BE /\B2< /D2E <-

#

H2-AG-< BE 04<-5 N24D. AE< (Y> N24D. A/ ##/\ <AZ

$

V W"

%

";

%

6 &4EH5DGB4EG

$

(Y> \A< <-=BEB/-5Z .24/-H/BX-

-==-H/ 4E M+

#

BE<DH-< 4/4/4CBH AE< E-.\24/4CBH <A0AN-G6 (/G 0-H\AEBG0 bAG 2-5A/-< /4 BE\B1B/BEN 4CB<A/BX-

G/2-GG 2-AH/B4E6

S@`*JQI,

$

NDBE-A .BN

&

N-E/A0ZHBE

&

4/4/4CBHB/Z

&

E-.\24/4CBHB/Z

&

(EXBN42A/BEN YB >N-E/

&

4CB<A/BX-

G/2-GG 2-AH/B4E

$$氨基甙类抗生素$

A0BE4N5ZH4GB<- AE/B1B4/BHG

!

>0>E

%耳毒性聋是临床因聋致残的主要原因之一!是

耳科界研究的传统重点课题* 前期研究表明!健脾补

肾的复方健耳剂具有抑制豚鼠庆大霉素$

N-E/A0Z

#

HBE

!

M+

%耳毒性外毛细胞损害的作用(

#

)

* 本研究以

补气剂作为干预药物!观察其对耳'肾组织细胞形态和

功能影响!以及硫氧还蛋白$

/\B42-<4CBE

!

)2C

%'热休

克因子"

#

$

\-A/ G\4HO=AH/42

#

#

!

T,U

#

#

%'细胞凋亡

信号调节激酶 "

#

$

A.4./4GBG GBNEA5 2-ND5A/BEN OB

#

EAG-

#

#

!

>,S

#

#

%'半胱氨酸蛋白酶 "

%

$

&AG.AG-

#

%

%

等蛋白水平变化!探讨补气剂在防治豚鼠
M+

耳'肾损

害的作用与机制*

材料与方法

#

$动物$

%?

只健康杂色豚鼠!体重
!;" d%"" N

!

动物合格证号#

,&]S

$滇%

S!"#!

"

"""!

!由昆明市

艾尼莫实验动物养殖中心提供!清洁级别一级!实验严

格遵守+赫尔辛基宣言,基本原则*

!

$药物$补气剂主要由黄芪'人参以
;

&

#

比例!

按照中成药胶囊药物提取技术和方法!经过水煮'浓

缩'烘干'反复粉碎和过筛等流程!制成每克药粉相当

于
:

!

:: N

生药材制剂!由广西中医药大学附属瑞康医

院制药厂制备* 按照 +中药药理研究方法学,

(

!

)实验

动物用量换算法得出单倍剂量
"

!

%;9 NKON

!经预试验

研究对比! 最终设定该药的豚鼠实验用量 为

#

!

:!8 NK

$

ON

"

<

%*硫酸庆大霉素注射液
8" 0NK

支!

由贵州天地药业有限公司提供$批号#

#;"?!:"%P

%*

乌拉坦
# """ NK

瓶! 由都莱生物科技有限公司提供

$批号#

!"#?"9"#

%* 戊巴比妥钠
"

!

; NK

瓶!由德国

+-2HO

提供$批号#

!"#?#!"#

%*

%

$ 主要试剂及仪器 $ 琥 珀 酸 钠 $批 号#

!"#;"##"

%由天津科密欧化学试剂有限公司提供&氯化

硝基四氮唑蓝$批号#

!"#;###!N5

%由
>02-GH4

提供&

尿素氮 $批号#

!"#8"%!!

%'肌酐试剂盒 $批号#

!"#8"%#9

%购自南京建成生物工程研究所&中强度
Q(

#

V>

裂解液$批号#

,7%%8

%'蛋白酶抑制剂混合物$批

号#

$8#;%!

%'

#"" 0045Ka V+,U

$ 批 号#

!"#8"#"##

%'蛋白磷酸酶抑制剂混合物 $批号#

!#?"?#

%'

P&>

蛋白定量试剂盒$批号#

!"#8""!$

%均

由弗德生物公司提供&

;

'蛋白上样缓冲液$批号#

#%S#!P#!

%由博士德公司提供&

)2BG

#

1AG-

$批号#

&#"#$9?;"

%由
3-/-H

公司提供&甘氨酸 $批号#

&#"#$99"#

%'过硫酸铵$批号#

&#""%98#8

%'

767

#甲

叉双丙烯酰胺$批号#

&#"#9:9#!

%均由
+AHO5BE

公司

提供&预染蛋白
+A2O-2

$批号#

""::9!";

%由
U-20-E

#

/AG

公司提供&

,I,

$批号#

!%;!&"?!

%由
>02-GH4

公
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$

"!!"'$"

司提供&一抗
>E/B

#

>,S# AE/B14<Z

$批号#

MQ:8$$"

"

%

%'

>E/B

#

)Q] AE/B14<Z

$批号#

MQ:"##!

"

#

%'

>E/B

#

T,U# AE/B14<Z

$批号#

MQ;8?;$!

%'

>E/B

#

&AG.AG-

#

%

AE/B14<Z

$批号#

MQ98$?:

"

#

%均由
>1HA0

公司提

供& 二 抗
T2.

#

M4A/ >E/B

#

QA11B/ (NM

$ 批 号#

""""""#%$$%#

%'

TQV

#

M4A/ >E/B

#

+4DG- (NM

$批号#

""""""#:"%;!

%均由
'AHOG4E

公司提供* 分光光度计

由上海
!

析科学仪器有限公司生产 $型号#

R3

#

#$"#V&

%&听性脑干反应测试仪采用美国
)I)

公司的

)I)

#

!

型听觉生理检测系统及
PB4,BNQV

软件&多功能

酶标仪$型号#

IM;"%%>

%由南京华东电子集团医疗装

备有限责任公司生产&电泳仪$型号#

I``

#

9&

%由北京

六一仪器厂生产*

:

$动物分组及给药$将
%?

只豚鼠按照动物随机

盲选法分为正常组'模型组'补气组各
#!

只* 造模方法

根据前期研究成果(

#

!

%

)

!采用
M+

以
!"" 0NK

$

ON

"

<

%

剂量!每天注射
!

次!两侧大腿及腹腔交替注射!连续

$

天!第
##

天终止饲养* 模型组动物耳廓反射基本消

失!听性脑干反应$

AD<B/42Z 12ABEG/-0 2-G.4EG-

!

>PQ

%阈值达到
$" <P,Va

!耳蜗各回三排外毛胞细

呈片状损害!

PR7

'

&2

升高!肾小球和肾小管病理损

害较重* 补气组预先连续服用补气剂
#"

天!人工灌

服及自动饮用各半!然后同时注射
M+ $

天!

M+

用量

和方法同模型组!第
##

天终止饲养!补气剂共使用

!#

天*正常组则按常规饲养至
##

天*

;

$取材$每组随机选取
?

只豚鼠用于检测

>PQ

!观察听功能变化* 每组剩余
?

只豚鼠于第
##

天后取耳蜗应用耳蜗铺片技术!琥珀酸脱氢酶染色方

法!观察毛细胞形态学变化&取心脏血应用分光光度计

检测
PR7

'

&2

!观察肾功能变化&取右侧肾脏用于肾

组织切片!应用
T@

染色!观察肾组织病理变化&左侧

肾脏用于
*-G/-2E P54/

检测肾组织
>,S

#

#

'

)2C

'

T,U

#

#

'

&AG.AG-

#

%

蛋白*

?

$检测指标

?

!

#

$

>PQ

检测$采用戊巴比妥钠深度麻醉后移

入测听室内的电磁屏蔽箱进行
>PQ

检测! 其中豚鼠颅

顶正中皮下插入参考电极!耳廓后缘皮下插入测试电

极!接地电极横向安放在鼻尖处!测试电极阻值小于
#O

欧!

@Q

#

#"&

耳机固定在受测豚鼠的外耳道口!然后进

行短声刺激!以
!#

次
KG

为重复率!强度范围在
#" d##"

<P,Va

!叠加
# "!:

次!在带通滤波
%"" d% """ T^

!共

扫描时间
#" 0G

!由
PB4,BNQV

软件汇总记录数据!计

算
!

波反应阈值* 观察第
;

'

9

'

$

天的
>PQ

阈值*

?

!

!

$耳蜗毛细胞形态学观察$乌拉坦麻醉后!

心脏抽吸血液用于肾功能指标检测!然后迅速断头!打

开听泡取耳蜗用于耳蜗铺片或
Q)

#

V&Q

检测!同时取

肾脏用于肾组织切片* 供
Q)

#

V&Q

用动物耳蜗浸泡

于
Q7>

保护液中!置 "

8"

(冰箱保存备用* 肾脏浸

入
#"e

中性福尔马林固定!置
:

(冰箱保存备用* 豚

鼠耳蜗铺片及染色技术采用前期成功经验及琥珀酸脱

氢酶染色技术 (

#

!

:

)

!主要方法是将动物蜗尖钻孔并摘

除镫骨同时打开园窗!向耳蜗内灌入琥珀酸脱氢酶染

色液!由
"

!

! 0

琥珀酸钠'

"

!

! 0

磷酸盐缓冲液'

"

!

#e

氯化硝基四氮唑蓝配制而成!在
%9

(恒温箱内

作用
:" 0BE

到
?" 0BE

!然后将耳蜗浸入
#"e

中性福

尔马林固定液固定
!: \

!常规脱钙后分离取出全耳蜗

基底膜!移入载玻片上的甘油滴中!盖上盖玻片!中性

树胶封固* 在标记单位长度为
"

!

"# 00

刻度的光学

显微镜下!分别放大
#""

'

!""

'

:""

倍镜观察各组实验

动物全耳蜗铺片各回基底膜上毛细胞形态变化情况!

然后分别截取每组每个样本耳蜗各回同等部位三排外

毛细胞!在同等单位距离内计数*

?

!

%

$分光光度计检测
PR7

'

&2

$血液离心!取

上清液作为样品* 按照试剂盒说明书操作方法!配置

标准加样!分别做成标准管'标准空白管'测定管!其中

PR7

检测条件!各管
%9

(水浴
#" 0BE

!

?:" E0

波

长测定各管吸光度值*

&2

检测条件!各管
%9

(孵育

; 0BE

!

;:? E0

波长测定
>#

'

>!

各管吸光度值* 最

后按照公式计算出
PR7

'

&2

终值*

?

!

:

$肾组织切片染色$肾脏经
#"e

中性福尔马

林固定后!常规梯度乙醇脱水'二甲苯透明'石蜡包埋*

取
; "0

切片!二甲苯脱蜡!梯度乙醇水化!苏木素染

色!盐酸乙醇分色!最后伊红染色* 光学显微镜分别在

#""

'

!""

'

:""

等放大倍数下观察肾小球'肾小管及细

胞等病理改变情况并作对比*

?

!

;

$

*-G/-2E P54/

检测肾组织
>,S

#

#

'

)2C

'

T,U

#

#

'

&AG.AG-

#

%

蛋白$取豚鼠肾组织加入含有蛋

白酶抑制剂的
Q(V>

裂解液冰上彻底匀浆!匀浆液转

移至离心管!振荡!冰浴
%" 0BE

!移液器反复吹打!致

细胞完全裂解!离心!收集上清!即为总蛋白溶液* 根

据
P&>

蛋白定量试剂盒说明操作!按标准曲线计算

出样品蛋白浓度!加入适当体积的蛋白上样缓冲液进

行沸水浴!分灌分离胶'浓缩胶!加电泳液! 上样电泳

$浓缩胶
9; 3

!分离胶
#!" 3

%!经甲醇活化的
V3IU

膜转膜$

!"" 0>

!

# \

%! 室温下脱色摇床上用
"

!

;e

)P,)

配制的
;e

的脱脂牛奶封闭
# \

! 加入
)P,)

溶

解的
;e

脱脂牛奶$或
)P,)

溶解的
;eP,>

%稀释一

抗!

:

(过夜!在室温下脱色摇床上
)P,)

复洗!加入
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$

稀释二抗!室温下孵育
%" 0BE

后!在室温下脱色摇床

上
)P,)

复洗* 常规化学发光显色法进行染色和显

色!最后显影和定影!拍照!将胶片进行扫描存档!

(0

#

AN- '

软件处理系统计算和分析目标带的灰度值*

9

$统计学方法$应用
,V,, #?

!

"

软件进行统

计分析* 计量资料以
C

)

G

表示!两两比较用
a,I

#

/

检验法*

V W"

!

";

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$各组
>PQ

阈值比较$表
#

%$与正常组同期

比较!模型组第
;

'

9

'

$

天
>PQ

阈值升高$

V W"

!

";

%*

与模型组同期比较!补气组第
$

天
>PQ

阈值下降

$

V W"

!

";

%*与本组第
;

天比较!模型组和补气组第
$

天
>PQ

阈值升高$

V W"

!

";

%*

表
#

$各组
>PQ

阈值比较$$

<P,Va

!

C

)

G

%

组别
E

第
;

天 第
9

天 第
$

天

正常
? ;?

*

?9

)

:

*

"8 ;?

*

?9

)

:

*

"8 ;8

*

""

)

!

*

9:

模型
?

9#

*

?9

)

##

*

?$

f

9;

*

""

)

#"

*

:$

f

$!

*

""

)

8

*

%9

f !

补气
? ??

*

?9

)

;

*

#? 9#

*

?9

)

9

*

;%

8"

*

""

)

8

*

$:

"!

$$注#与正常组比较!

f

V W "

!

";

&与模型组比较!

"

V W "

!

";

&与本组

第
;

天比较!

!

V W"

!

";

!

$各组豚鼠第
##

天全耳蜗铺片结果比较$图
#

!

表
!

%$正常组各回三排外毛细胞以及内毛细胞形态

正常!数量完整!排列有序!清晰可辨* 模型组各回三

排外毛细胞损毁严重!绝大部分细胞出现严重崩解不

全!或凋亡缩小!但内毛细胞仍基本存在!清晰可辨*

补气组各回三排外毛细胞部分崩解不全!其余存留可

辨!内毛细胞保持完整* 与正常组比较!模型组各回三

排外毛细胞计数减少$

V W"

!

"#

%* 与模型组比较!补

气组各回三排外毛细胞计数增加 $

V W"

!

"#

%*与本组

第
%

回比较!模型组和补气组第
#

回三排外毛细胞减

少$

V W"

!

"#

%*

表
!

$各组各回三排外毛细胞计数比较

$个
K"

!

"; 00

!

C

)

G

%

组别
E

第
#

回 第
!

回 第
%

回

正常
? #9#

*

%%

)

%

*

?# #9!

*

#9

)

:

*

;8 #9?

*

""

)

!

*

!8

模型
?

##

*

8%

)

:

*

8%

f

#?

*

#9

)

:

*

8%

f

#$

*

#9

)

!

*

%!

f !

补气
?

99

*

%%

)

##

*

?"

"

$$

*

8%

)

8

*

;9

"

$%

*

""

)

9

*

!$

"!

$$注#与正常组比较!

f

V W"

!

"#

&与模型组比较!

"

V W"

!

"#

&与本组第
#

回比

较!

!

V W"

!

"#

%

$各组豚鼠血清
PR7

和
&2

结果比较$表
%

%$

与正常组比较!模型组血清
PR7

和
&2

含量升高$

V W

"

!

";

%* 与模型组比较!补气组血清
PR7

和
&2

含量

降低$

V W"

!

";

%*

$$注#

>

为正常组!

P

为模型组!

&

为补气组&

#

'

!

'

%

分别表

示所在耳蜗第
#

'

!

'

%

回位置&绿色箭头表示外毛细胞!红色箭

头表示内毛细胞!黑色箭头表示受损外毛细胞

图
#

$各组动物第
##

天全耳蜗铺片结果

$琥珀酸脱氢酶染色! '

!""

%

表
%

$各组血清
PR7

'

&2

含量比较$$

C

)

G

%

组别
E PR7

$

0045Ka

%

&2

$

"045Ka

%

正常
? #

*

$!

)

"

*

:; ?:

*

:$

)

#%

*

#%

模型
?

#?

*

#9

)

!

*

$:

f

!:"

*

$%

)

?"

*

8?

f

补气
?

!

*

8$

)

#

*

!?

"

88

*

9:

)

#8

*

:!

"

$$注#与正常组比较!

f

V W"

!

";

&与模型组比较!

"

V W"

!

";

:

$肾脏切片染色结果比较$图
!

%$正常组肾皮

质'髓质无改变!肾小管结构正常!肾小球毛细血管网

$$注#

>

为正常组!

P

为模型组!

&

为补气组&

#

'

!

分别为放大

倍数'

!""

' '

:""

&蓝色箭头示肾小球!绿色箭头示肾小球囊

腔!黑色箭头示肾小管

图
!

$肾组织切片$$

T@

染色%
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"!!")$"

略充血* 模型组肾皮质增厚!肾小球弥漫性增大!毛细

血管网充血!肾小球内细胞数目明显增多!提示增生改

变!部分球囊腔闭锁!或肾球囊及毛细血管间质内可见

纤维素及白细胞样渗出物!近曲小管上皮细胞明显浊

肿* 补气组肾皮质'髓质无明显改变!少量肾小球增

大!球囊腔轻度变窄及充血!其内细胞数目稍增多!部

分肾小管上皮细胞轻度浊肿!余未见明显改变*

;

$各组肾组织
>,S

#

#

'

)2C

'

T,U

#

#

'

&AG.AG-

#

%

蛋白结果比较$表
:

%$与正常组比较!模型组
>,S

#

#

'

&AG.AG-

#

%

表达升高$

V W "

!

";

%!

)2C

表达降低

$

V W"

!

";

%*与模型组比较!补气组
)2C

'

T,U

#

#

表达

升高$

V W"

!

";

%!

>,S

#

#

'

&AG.AG-

#

%

表达降低$

V W

"

!

";

%*

表
:

$各组动物肾组织
>,S

#

#

'

)2C

'

T,U

#

#

及

&AG.AG-

#

%

蛋白结果比较$$

C

)

G

%

组别
E >,S

#

# )2C T,U

#

# &AG.AG-

#

%

正常
? "

*

?;

)

"

*

#% #

*

##

)

"

*

!$ "

*

;#

)

"

*

!# "

*

%8

)

"

*

#!

模型
?

#

*

"?

)

"

*

#9

f

"

*

9%

)

"

*

#9

f

"

*

;:

)

"

*

!!

#

*

"?

)

"

*

:!

f

补气
;

"

*

98

)

"

*

##

"

#

*

":

)

"

*

!!

"

"

*

8!

)

"

*

%"

"

"

*

?#

)

"

*

!;

"

$$注#与正常组比较!

f

V W"

!

";

&与模型组比较!

"

V W"

!

";

讨$$论

M+

属于一线
>0>E

!其药物毒性作用以耳毒性

和肾毒性为主(

;

)

* 研究表明!

>0>E

耳毒性毛细胞损

害是属于由活性氧簇 $

2-AH/BX- 4CZN-E G.-HB-G

!

QJ,

%介导
&AG.AG-

通路!启动细胞死亡级联程序!

从而诱导的细胞凋亡(

?

!

9

)

*

>0>E

所产生和累积的

QJ,

构成了对宿主耳蜗毛细胞内线粒体
I7>

的直接

损害!引起伴随着耳蜗毛细胞和神经元的退化的永久

性双侧重度高频感音神经性听力损失和临时性前庭功

能低下!形成铁"氨基甙类复合物!线粒体钙转运代谢

异常则被认为是促使
QJ,

介导的耳蜗内细胞损害病

理过程的重要环节(

8

!

$

)

* 其中由
QJ,

介导
&AG.AG-

通路则被认为是
QJ,

破坏线粒体膜!导致细胞色素
&

流出!启动
&AG.AG-

程序所致(

#"

)

! 并在细胞质中与

>.A=

#

#

相结合!形成凋亡复合体!由此启动了下游一

系列
&AG.AG-G

$如
&AG.AG-

#

%

'

&AG.AG-

#

$

等%的

活动并迅速完成毛细胞的程序化死亡(

##

)

*

>0>E

体内代谢动力学!主要从肾脏排出到体

外!对肾脏可构成直接损害!可导致急性肾衰竭(

#!

)

*

肾病患者!由于肾功能不全或衰竭!应用
>0>E

导致

耳毒性损害发病率明显增加(

#%

!

#:

)

*

M+

注射大鼠后

显示!血清
PR7

'

&2

升高!肾组织细胞受到破坏!并且

发现肾组织中丙二醛$

+I>

%'一氧化氮$

7J

%水平升

高!谷胱甘肽过氧化物酶 $

M,T

#

VC

%'过氧化氢酶

$

&>)

%和超氧化物歧化酶$

,JI

%活性则下降!提示氧

化引起的'

QJ,

介导的肾损伤是
M+

肾毒性主要机

制!而应用抗氧化剂水飞蓟素和褪黑素!对
M+

肾毒性

损害起到有效保护作用!进一步证实氧化应急反应'

QJ,

介导的组织细胞损伤是
M+

肾毒性的重要机

制(

#;

"

#9

)

*

)2C

与硫氧还蛋白还原酶$

/\B42-<4CBE 2-

#

<DH/AG-

!

)2CQ

%和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸$

EBH

#

4/BEA0B<- A<-EBE- <BEDH5-4/B<- .\4G.\A/-

!

7>I

#

VT

%一起共同组成
)2C

系统!它是清除
QJ,

!维持细

胞氧化还原平衡!减轻氧化应激反应的体内重要氧化

还原系统!即
)2CQ

在
7>IVT

催化下!促使氧化型

)2C

变为还原型
)2C

!还原型
)2C

为核糖核苷酸还原

酶'蛋白蛋氨酸硫氧还酶'

)2C

依赖性过氧化物酶'酪

氨酸磷酸酶提供氢电子!将
T

!

J

!

还原成
T

!

J

!进而发

挥重要的抗氧化作用(

#8

!

#$

)

* 此外!

>,S

#

#

是有丝分

裂原激活的蛋白激酶激酶激酶家族成员之一!它在细

胞因子及应急诱导细胞凋亡过程中起着关键作用*

)2C

可通过
&ZG

#

%!

'

%;

的巯基与
>,S

#

#

的
7

#末端的

管理域结合!抑制
>,S

#

#

活性!从而阻止
+>VS

径路

中
>,S#

激发引起
&AG.AG-

家族介导的细胞程序性

死亡(

#

!

!"

!

!#

)

* 而
T,U

#

#

则被认为是编码热休克蛋白

基因的上调因子!其减少或缺失都可引起热休克蛋白

表达的下调及相关功能减弱!同时也是细胞各种应激

反应途径包括细胞自噬'凋亡'免疫应答'生长和分化

的主要协调因子(

!!

)

* 研究发现(

!%

)

!细胞应激反应可

通过热休克蛋白$

\-A/ G\4HO .24/-BE

!

T,V

%

9"

的表

达介导细胞保护作用!从而影响细胞凋亡过程* 而细

胞应激反应诱导的细胞凋亡通过涉及细胞色素
&

'

>V>U

#

#

和
&AG.AG-

的生化过程进行*

T,V9"

防止

细胞色素
&KI>)V

介导的
&AG.AG-

活化!或直接

>V>U

#

#

结合!阻止
&AG.AG-

向凋亡小体复合体的募

集!从而抑制细胞凋亡* 有学者对缺血再灌注心肌损

伤或心肌梗死研究中显示!通过
T,U

#

#

的高表达!可

减少
QJ,

生成!抑制
'7S

磷酸化引起氧化应激下的

心肌细胞凋亡(

!:

)

* 因此!

T,V

在损伤应激后具有直

接保护蛋白质合成!维持细胞膜稳定!阻止
&AG.AG-

介导的细胞死亡程序*

受-肾主耳.中医学理论影响!一般中医治聋多从

肾论治!鲜有从脾者!但古代中医早有论及脾与耳聋关

系理论!如+灵枢"邪气脏腑病形,曰-十二经脉三百

六十五络!其血气皆上于面而走空窍!其别气走于耳而

为听.* 病理上!如+素问"玉机真脏论,曰#-脾为孤

脏!//其不及则令九窍不通.* +东垣试效方"卷
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五,

(

!;

)的治疗耳聋耳鸣古方0益气聪明汤!重用黄芪

和人参!其立意就是从脾论治耳聋耳鸣* 据此!本次研

究选择具有健脾益气作用的黄芪'人参组成补气剂!并

重用黄芪* 最新研究显示!在
T

!

J

!

诱导大鼠肝星状细

胞氧化损伤模型中!黄芪甲苷具有明显减低肝星状细

胞内
QJ,

水平'凋亡细胞比例和细胞内
&AG.AG-

#

%

及
&AG.AG-

#

$

表达水平!提高肝星状细胞活性!从而

保护肝细胞的作用(

!?

)

* 而且对纤维状
>##

"

:!

诱导

的体外血脑屏障模型损伤模型! 黄芪甲苷通过显著降

低
&AG.AG-

#

%

! 提高
_J

#

#

'

&5AD<BE

#

;

'

JHH5D<BE

蛋

白的表达水平!起到抑制
>##

"

:!

诱导的脑微血管内

皮细胞凋亡及增加其连接蛋白表达而发挥血脑屏障保

护作用(

!9

)

* 同样!对高糖刺激下人晶状体上皮细胞氧

化应激损伤中!黄芪甲苷能够明显抑制高糖诱导的人

晶状体上皮细胞内
&AG.AG-

#

%

及
&AG.AG-

#

$

的表

达!减少
QJ,

生成和氧化损伤细胞(

!8

)

* 特别是对麻

黄素致小鼠肾组织结构和肾功能损害模型研究中发

现! 经过黄芪提取物干预后!血中
PR7

'

&2

!肾组织

&AG.AG-

#

%

'

+I>

均明显下降!肾组织
,JI

活性明

显增加!肾功能和肾组织结构受到较好保护(

!$

)

* 此

外!作为补气药之一的人参也具有对抗氧化应急损害

诱导的细胞凋亡作用!其中人参皂苷在鱼藤酮诱导的

细胞氧化应激模型中!具有明显上调
,JI

等抗氧化

酶活性和
PH5

#

!

蛋白表达!抑制细胞色素
H

释放和

&AG.AG-

#

%

激活!从而阻止细胞凋亡(

%"

)

* 人参提取物

对大鼠血管性痴呆模型!具有明显上调
1H5

#

!

和下调

1AC

蛋白的表达!海马
&>%

区的行为功能明显改善!神

经元密度和血管内皮生长因子等表达增加!保护神经作

用(

%#

)

* 经过人参提取物预处理的空肠内辐射诱导的细

胞凋亡模型!抗凋亡蛋白$

1H5

#

!

和
1H5

#

CGK5

%的表达水

平显著增加!促凋亡蛋白$

V;%

'

PAC

'细胞色素
H

和

&AG.AG-

#

%

%的表达水平显著降低!因此提示!人参提取

物通过抑制
.;%

依赖途径和线粒体
K

半胱天冬酶途径来

保护小鼠小肠免受辐射诱导的凋亡(

%!

)

* 研究证实!大

鼠口服红参!能够明显减少顺铂诱导大鼠急性肾衰竭模

型血中
PR7

'

&2

!以及肾组织
+I>

'

V;%

!提高
,JI

和

M,T

#

VC

活性!起到保护肾脏的作用(

%%

)

*

本次研究表明!第
##

天补气组外毛细胞损害比

模型组轻!但与正常组比较!差异显著!提示其对豚鼠

M+

耳蜗外毛细胞损害具有一定的保护作用!但没有

完全保护* 听力
>PQ

阈值检测结果显示!与模型组

比较!补气组第
$

天
>PQ

阈值则明显下降!提示补气

组对听力具有一定保护作用* 与正常组比较!模型组

第
;

'

9

'

$

天
>PQ

阈值呈现不断升高趋势!说明
M+

使用伴随着天数增加!对听力损害越来越重!补气组

>PQ

阈值后期虽然比模型组低!但仍然高于正常组!

说明补气组未能完全保护听力!与细胞形态学结果一

致* 补气组血清
PR7

'

&2

值明显低于模型组!组织病

理学肾小管和肾小球损害明显轻于模型组!提示补气

组对
M+

导致的肾功能和肾组织损害同样具有一定的

防护作用* 与模型组比较!补气组
)2C

'

T,U

#

#

表达升

高!

>,S

#

#

'

&AG.AG-

#

%

表达降低! 其中
M+

导致的

肾功能和肾组织损害!以及补气药对抗氧化应急损害

部分机制与前述文献报道一致* 即提示补气组对
M+

导致的肾毒性损害的防护作用关键分子机制!与其增

强
)2C

'

T,U

#

#

活性!降低
>,S

#

#

表达! 减轻氧化应

激损伤!从而阻止
+>VS

径路中
>,S

#

#

激发引起

&AG.AG-

家族介导的细胞程序性死亡有关* 而促进

M+

排泄!最终减轻
M+

耳毒性!则是其拮抗
M+

耳毒

性损害的一个重要机制*

补气剂对
M+

耳毒性损害有一定的保护作用!提

示古代中医耳聋治脾理论具有一定的科学依据* 另

外!复方药物的其他不同比例配伍'单味药应用'不同

用药时间和剂量结果如何!尚有待进一步研究探索或

揭示*

利益冲突! 无*
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