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补肾活血通窍汤对庆大霉素耳中毒豚鼠听性

脑干反应阈值的影响及机制研究

张　珂　刘帅军　李红娟
（河南省安阳市第六人民医院耳鼻喉科，安阳，４５５０００）

摘要　目的：探讨补肾活血通窍汤对庆大霉素耳中毒豚鼠听性脑干反应（ＡＢＲ）阈值的影响及机制。方法：将５０只豚鼠随
机分为空白组、模型组和高／中／低剂量实验组，每组１０只。模型组和实验组每日腹腔注射硫酸庆大霉素１００ｍｇ／ｋｇ构建
庆大霉素耳中毒模型，空白组每日腹腔注射生理盐水２５ｍＬ／ｋｇ，同时高／中／低剂量实验组分别灌胃高／中／低剂量补肾活
血通窍汤（含生药量２４０、０５０、０１０ｍｇ／ｍＬ）０８ｍＬ／只，模型组和空白组灌胃等量生理盐水，连续干预１０ｄ。干预结束
后检测各组豚鼠ＡＢＲ阈值；蛋白免疫印迹法（ＷＢ）及免疫组化染色观察各组豚鼠耳蜗组织自噬相关蛋白及半胱氨酸天冬
氨酸蛋白酶３（Ｃａｓｐａｓｅ３）蛋白表达情况。结果：造模后，与空白组比较，模型组豚鼠 ＡＢＲ阈值、耳蜗组织 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１蛋
白表达量及螺旋神经节细胞、毛细胞及血管纹中Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达量升高（Ｐ＜００５）；补肾活血通窍汤干预结束后，与模
型组比较，中／高剂量实验组 ＡＢＲ阈值及耳蜗组织 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达量及螺旋神经节细胞、毛细胞及血管纹中
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达量降低（Ｐ＜００５），低剂量实验组上述各项指标无明显变化（Ｐ＞００５）。结论：补肾活血通窍汤可对庆
大霉素耳中毒损伤起到保护作用，其机制与抑制耳蜗细胞自噬及凋亡程序的发生有关。
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　　感音神经性耳聋是耳鼻喉科常见病，包括噪声
性聋、药物性聋、突发性聋等多种疾病类型。感音神

经性耳聋的发生与机体氧自由基、外界机械力及钙

超载等导致听觉感受器损害有关［１２］。目前临床常
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规药物治疗急性期感音性耳聋虽可改善听力，延缓

听力下降，但效果有限，因此人们开始寻找新的药物

和治疗方法。中医认为聋属于听力减退症，其发生

机制多由肾精亏损、肝火上扰、气滞血癖所致，多属

肾虚血瘀证，采用补肾活血中药治疗可使耳鸣患者

肾气充足、精气调和、耳窍之气行血活，效果显著，但

目前关于中药治疗的作用机制的研究尚不充分［３４］。

因此本研究通过构建庆大霉素耳中毒豚鼠模型，观

察中药补肾活血通窍汤对模型动物的听力改善情

况，并初步研究其作用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　健康成年纯白红目豚鼠５０只，雄性，
体质量（２５０±２５）ｇ，购于中国医科大学实验动物中
心，实验动物生产许可证号：ＳＹＸＫ（辽）２００７０００３。
１１２　药物　补肾活血通窍汤（方为：黄芪、丹参、
熟地黄各１５ｇ，骨碎补、淫羊藿、当归、川芎、石菖蒲
各１０ｇ，磁石２０ｇ，水蛭１ｇ）；盐酸氯胺酮注射液（长
春长红制药有限公司，批号：ＫＨ０８０４０３）；硫酸庆大
霉素注射液（山东恩威药业有限公司，批号：

１５０８８１５０７）；ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１及半胱氨酸天冬氨酸蛋白
酶３（Ｃａｓｐａｓｅ３）抗体（购于美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），
美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司等。
１１３　试剂与仪器　ＤＳ４２５Ｐ电子天平，上海寺岗
电子有限公司；Ａｌｌｅｇｒａ６４Ｒ高速冷冻离心机，美国
ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ有限公司；ＶＩＡＳＹＳ脑干诱发电位
仪，美国ＧＳＩ公司；ＣＫＸ３１荧光倒置相差显微镜，日
本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；７２５型紫外可见分光光度计，上海
舜宇恒平科学仪器有限公司；ＭｉｎｉＰｒｏｔｅａｎ３Ｃｅｌｌ小型
垂直电泳仪，北京富瑞恒创科技有限公司；Ｍｏｔｉｃ
ＤｉｇｉＣｌａｓｓ／ＤｉｇｉＬａｂ１２图像分析软件，麦克奥迪（厦
门）医疗诊断系统有限公司等。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　根据体质量将豚鼠随机
分为空白组、模型组和高／中／低剂量实验组，每组
１０只。空白组每日腹腔注射生理盐水２５ｍＬ／ｋｇ，模
型组和高／中／低剂量实验组每日腹腔注射硫酸庆大
霉素１００ｍｇ／ｋｇ，同时高／中／低剂量实验组灌胃高／
中／低剂量补肾活血通窍汤（分别含生药量 ２４０、
０５０、０１０ｍｇ／ｍＬ）［５］０８ｍＬ／只，模型组和空白组
灌胃等量生理盐水，连续干预１０ｄ。
１２２　检测方法
１２２１　各组豚鼠听性脑干反应（ＡＢＲ）阈值的检
测　药物干预结束后，各组豚鼠腹腔麻醉后，耳机置

入外耳道，记录电极放置于颅顶中点处颅骨中，参考

电极及地线分别置于给声耳及对侧耳突部皮下。刺

激声为疏密相交替的次／秒的短声，带通滤波５０～
３０００Ｈｚ，叠加１０２４次，扫描时程２０ｍｓ，测试强度
从８０ｄＢｎＨＬ开始，１０ｄＢ为１档逐级下降进行测
试，以能引出Ⅲ波的最小声强确定反应阈，每只豚鼠
测量３次后取平均值定为ＡＢＲ阈值。
１２２２　蛋白免疫印迹法（ＷＢ）检测各组豚鼠耳蜗
组织细胞自噬相关蛋白表达情况　将各组豚鼠断头
处死，迅速取出听泡，暴露耳蜗，小心剥除蜗壳，将蜗

内组织及蜗轴取出，加入裂解液后高速匀浆粉碎后

冰上裂解３０ｍｉｎ，将组织蛋白经 ＢＣＡ法定量后，取
５０μｇ进行常规ＷＢ检测，以βａｃｔｉｎ为参照，经ＧＩＳ
１０００数码凝胶图像分析系统分析各组细胞自噬向
相关蛋白ＬＣ３表达情况。
１２２３　免疫组化染色观察各组豚鼠耳蜗组织中
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达情况　耳蜗取出后，于蜗顶钻
孔，与蜗内缓慢注射多聚甲醛磷酸缓冲液，并于该固

定液中４℃固定２４ｈ，第２天将其放入乙二胺四乙
酸（ＥＤＴＡ）脱钙液中脱钙７ｄ，用石蜡包埋后制成切
片，经二甲苯脱蜡，３％过氧化氢封闭内源性过氧化
物酶后，采用免疫组化法检测组织中 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白
表达情况，最后于光学显微镜下判定染色结果，阳性

着色为细胞膜或细胞浆棕黄及棕褐色，采用 Ｍｏｔｉｃ
ＤｉｇｉＣｌａｓｓ／ＤｉｇｉＬａｂ１２图像分析软件计算各组豚鼠
耳蜗组织中Ｃａｓｐａｓｅ３表达平均灰度值。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２２０统计软件分析
上述指标，均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示计量资料，采用
ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分析，以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　补肾活血通窍汤对各组豚鼠 ＡＢＲ阈值的影响
　　与空白组比较，模型组豚鼠ＡＢＲ阈值升高（Ｐ＜
００５），与模型组比较，中／高剂量实验组 ＡＢＲ阈值
降低（Ｐ＜００５），低剂量实验组和模型组 ＡＢＲ阈值
无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表１。

表１　补肾活血通窍汤对各组豚鼠ＡＢＲ阈值的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ＡＢＲ（ｄＢｎＨＬ）

空白组（ｎ＝１０） ６４１±３５２
模型组（ｎ＝１０） １３３６±８０５

低剂量实验组（ｎ＝１０） １２１５±６０８
中剂量实验组（ｎ＝１０） ７６９±３２２△

高剂量实验组（ｎ＝１０） ８６９±２１５△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

·４７１１· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｍａｙ２０１９，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．５



图１　补肾活血通窍汤对豚鼠耳蜗组织自噬相关蛋白表达的影响
　　注：ＡＥ分别为空白组、模型组和高／中／低剂量实验组；与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

表２　补肾活血通窍汤对豚鼠耳蜗组织中Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达灰度值的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 螺旋神经节细胞 毛细胞 血管纹

空白组（ｎ＝１０） １７５６９±１３２５ １９６２５±６２３ １６９５８±４５６
模型组（ｎ＝１０） １２６５８±１０２８ １６１２５±７６５ １０２１３±８８７

低剂量实验组（ｎ＝１０） １３２３６±１１０５ １６６２５±８２２ １０８５６±１５２４
中剂量实验组（ｎ＝１０） １５２１３±１５４２△ １８５４６±１０２４△ １４５２６±１５２７△

高剂量实验组（ｎ＝１０） １５０１６±１３６７△ １８６２５±１２０５△ １４６０９±１３８４△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

２２　补肾活血通窍汤对豚鼠耳蜗组织自噬相关蛋
白表达的影响　与空白组比较，模型组豚鼠耳蜗组
织ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达量升高（Ｐ＜００５），与模型
组比较，中／高剂量实验组耳蜗组织 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１蛋
白表达量降低（Ｐ＜００５），低剂量实验组和模型组
耳蜗组织 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达量无统计学意义
（Ｐ＞００５）。见图１。
２３　补肾活血通窍汤对豚鼠耳蜗组织中 Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白表达的影响　与空白组比较，模型组豚鼠耳蜗

组织螺旋神经节细胞、毛细胞及血管纹中 Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白表达量升高（Ｐ＜００５）；与模型组比较，中／高
剂量实验组耳蜗组织螺旋神经节细胞、毛细胞及血

管纹中Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达量降低（Ｐ＜００５），低剂
量实验组和模型组耳蜗组织中 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达
量无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表２。
３　讨论

内耳毛细胞的丢失或损伤是引起感音神经性耳

聋的主要原因，耳蜗毛细胞缺血缺氧，活性氧大量堆
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积后，导致内耳骨迷路的微血管产生内皮素１（ＥＴ
１）［６］。研究［７］显示，ＥＴ１可以增强血管紧张素转换
酶（ＡＣＥ）及血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）的活性，作为强
烈的缩血管物质，ＡＣＥ及 ＡｎｇⅡ协同作用使内耳缺
血加重，同时 ＥＴ１可加速细胞内钙离子（Ｃａ２＋）释
放，促进Ｃａ２＋通道开放及内流，造成细内钙超载，进
而导致内耳毛细胞损伤及死亡。本研究参照 Ｏｉｓｈｉ
Ｎ等［８］庆大霉素豚鼠耳毒性造模过程，选用体质量

较大的雄性豚鼠，前期预实验结果显示，给予庆大霉

素１００ｍｇ／ｋｇ、连续腹腔注射１０ｄ，耳聋模型建立成
功。本研究结果中也同样显示出，与空白组比较，造

模后模型组豚鼠ＡＢＲ阈值升高。
药物中毒性聋属中医耳聋范畴，中医学治疗耳聋

具有悠久的历史，耳属肾，耳与肾关系颇为密切。中

医认为肾开窍于耳，肾之精气充沛，耳得所养则听觉

聪敏，肾元亏虚则耳窍失养，听力失聪［９］。《证治汇

补·卷四》曰：“肾开窍于耳，因肺主气，一身之气贯于

耳故也”，外邪犯肺，肺气闭郁，鼻窍不通，咽鼓管不

通，则耳失聪敏。《黄帝内经》记载：“肾开窍于耳，肾

和则耳能闻五音”，肾主骨生髓，髓海和肾精不足，可

引起耳聋，肝失所养致肝气郁结。若药毒致肾元亏

虚，浊邪内犯则耳窍失养，久而窍络闭阻，成血瘀证。

因此治疗当以通耳窍、补肝肾，兼活血化瘀为治［１０］。

符国庆等［１１］根据中医理论对１１０例突发性耳聋患者
采用中药龙胆泻肝汤和葛根方治疗，效果显著，患者

血流变学指标得以改善，耳鸣分级改善也优于单纯常

规西药治疗。本研究所用的补肾活血通窍汤，方中

熟地黄、骨碎补、淫羊藿益肾填精，当归、黄芪养血活

血，川芎、丹参、活血化瘀通络，石菖蒲、水蛭开窍行

气，磁石镇纳浮阳安神，聪耳通窍［１２］。全方可发挥

益肾填精、开窍通络、行气活血的功效。本研究对实

验组豚鼠分别灌胃不同浓度的补肾活血通窍汤，干

预１０ｄ后结果显示，与模型组比较，中／高剂量实验
组ＡＢＲ阈值降低，表明庆大霉素耳中毒豚鼠听力经
补肾活血通窍汤干预后听力改善显著。

当外部刺激持续存在时，细胞将发生凋亡、自噬

和坏死。大量研究［１３］已表明，感音神经性耳聋存在

着内耳毛细胞的凋亡。Ｃａｓｐａｓｅ３处于凋亡有序级
联反应的下游，是细胞凋亡的关键执行者。自噬是

细胞的一种防御和应激，可以成为细胞应激条件下

的一种保护反应，使细胞维持自身微环境的稳态，

ＬＣ３Ⅱ是自噬体的标志分子，定位于自噬体膜上，对
自噬小体的形成起着至关重要的作用［１４］。本研究

结果表明，模型组豚鼠耳蜗细胞自噬蛋白 ＬＣ３、Ｂｅｃ

ｌｉｎ１水平及螺旋神经节细胞、毛细胞及血管纹中
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达量升高，表明庆大霉素会造成耳
蜗细胞凋亡及自噬性死亡，补肾活血通窍汤保护性

用药后，中／高剂量实验组豚鼠耳蜗细胞自噬蛋白
ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ１水平及螺旋神经节细胞、毛细胞及血管
纹中Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达量又发生降低，表明补肾活
血通窍汤可以抑制庆大霉素耳中毒豚鼠耳蜗组织凋

亡及自噬现象的发生。

综上所述，补肾活血通窍汤对于因庆大霉素造

成的感音神经性耳聋具有一定的保护作用，且与药

物呈现浓度依赖性，其通过抑制自噬及凋亡的发生

来减轻耳蜗细胞损伤，减少听力损失，可作为治疗感

音神经性耳聋的潜在药物。
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