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刺五加调控 ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路对顺铂
所致小鼠耳毒性的防护作用
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摘要　目的：探讨刺五加对顺铂所致小鼠耳毒性的防护作用及对ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）信号通路的调控
作用。方法：将ＢＡＬＢ／ｃ小鼠根据随机数字表法随机分为空白组、模型组和实验组，每组１５只。除空白组小鼠外，其余３
组小鼠均腹腔注射顺铂４ｍｇ／ｋｇ，同时实验组预先给予腹腔注射刺五加４ｍＬ／ｋｇ，空白组给予等量生理盐水干预，３组小鼠
干预５ｄ后进行指标的检测及评价。检测３组小鼠听性脑干反应（ＡＢＲ）阈值及耳蜗组织细胞凋亡情况，蛋白免疫印迹法
检测３组小鼠耳蜗组织细胞ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路相关蛋白表达情况。结果：与空白组比较，模型组８Ｈｚ、１２Ｈｚ、２４Ｈｚ小鼠
ＡＢＲ阈移升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），与模型组比较，实验组ＡＢＲ阈移降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。空
白组、模型组和实验组小鼠螺旋神经节细胞凋亡指数（ＡＩ）分别为（２３３±０５４），（１９７６±０８４），（６９７±０７７），蛋白免
疫印迹法检测显示，空白组、模型组及实验组螺旋神经节ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白相对表达分别为（０２２±００３）、（０９３±００２）、
（０６４±００４）；磷酸化环磷腺苷反应元件结合蛋白（ｐＣＲＥＢ）相对表达分别为（０１９±００４）、（０８４±００５）、（０４３±
００２），与模型组比较，空白组和实验组 ＡＩ及螺旋神经节 ｐｐ３８ＭＡＰＫ、ｐＣＲＥＢ蛋白表达差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
结论：刺五加可对顺铂所致小鼠耳毒性起到保护作用，其机制与调控ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路蛋白表达抑制耳蜗细胞凋亡程序
的发生有关。
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　　顺铂（Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ）化学名称为二氯二氨合铂，是
目前国内外公认的具有广谱抗癌作用的一线药物，

其是以二价铂为中心的一种重金属络合物，与多种

抗肿瘤药物相协同且无交叉耐药性，广泛用于临床

多种实体肿瘤的治疗，如头颈癌、肺癌和卵巢癌

等［１２］。然而临床不容忽视的一个问题是顺铂耳毒

性不良反应较为严重，可导致双侧耳不可逆性听力

丧失［３］，且目前相关作用机制尚不明确。刺五加又

名五加参，是五加科植物刺五加的根或茎，性温、味

辛、微苦、归脾、肾、心经；主要应用于冠心病心绞痛、

脑出血、高脂血症、眩晕症、慢性气管炎及围绝经期

综合征等多种疾病的临床治疗［４５］。因此，尝试采用

刺五加治疗顺铂所致小鼠耳毒性，并初步观察其作

用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　健康清洁级ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，８周龄，体
质量２０～２５ｇ；购于中国医科大学实验动物中心，许
可证号：ＳＹＸＫ（辽）２０１８０００８。小鼠均分笼饲养，普
通饲料喂养，自由饮水，动物房温度１８～２５℃，湿度
５０％～７５％，１２ｈ交替光照。
１１２　药物　刺五加注射液（黑龙江金九药业股份
有限公司，国药准字Ｚ２３０２０８０８）；顺铂（南京制药有
限公司，国药准字Ｈ２００８０１７７，批号：２０１３１００４）。
１１３　试剂与仪器　磷酸化 ｐ３８丝裂原活化蛋白
激酶（ｐｐ３８ＭＡＰＫ）、磷酸化环磷腺苷反应元件结合
蛋白（ｐＣＲＥＢ）抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）等；
ＣＫＸ３１荧光倒置相差显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；
ＦＺ１０００２电子天平，上海凡展衡器有限公司；ＴＤＺ４
ＷＳ／ＴＤＺ４ＷＳ台式低速自动平衡离心机，湖南湘仪
离心机厂；ＰＡＣ１０００型蛋白电泳及转印系统，美国
ＢｉｏＲａｄ公司。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　将 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠根据随
机数字表法随机分为空白组、模型组和实验组，每组

１５只。除空白组小鼠外，其余３组小鼠均腹腔注射
顺铂４ｍｇ／ｋｇ，１次／ｄ，连续注射５ｄ。
１２２　给药方法　实验组小鼠在腹腔注射顺铂前
３０ｍｉｎ预先给予腹腔注射刺五加４ｍＬ／ｋｇ，空白组
给予等量生理盐水干预，３组小鼠干预５ｄ后进行指
标的检测及评价。

１２３　检测指标与方法　１）３组小鼠听性脑干反
应（ＡＢＲ）阈值的检测：将３组小鼠腹腔麻醉后，参考
相关文献［６］进行ＡＢＲ阈值的检测，刺激声为疏密相

交替的次／秒的短声，测试强度从９５ｄＢｎＨＬ开始，
５ｄＢ为１档逐级下降进行测试，ＡＢＲ阈值判定以刚
有Ⅰ波为准，同一刺激频率下给药前后的反应阈差
值记为 ＡＢＲ阈移。２）３组小鼠耳蜗组织细胞凋亡
情况：断头处死３组小鼠，暴露耳蜗，小心将蜗内组
织及蜗轴取出，一部分置于４％多聚甲醛溶液中固
定，并制备石蜡切片，切片常规脱蜡至水，加入蛋白

酶Ｋ工作液 ３７℃反应 ３０ｍｉｎ，磷酸缓冲盐溶液
（ＰＢＳ）漂洗后浸入封闭液中，室温封闭１０ｍｉｎ，滴加
５０μＬ末端脱氧核苷酸转移酶反应液，３７℃湿润避
光反应６０ｍｉｎ。滴加５０μＬ链霉亲和素辣根过氧
化物酶工作液，３７℃湿润避光反应 ３０ｍｉｎ。滴加
ＤＡＢ工作液，室温显色反应１０ｍｉｎ。苏木素复染，常
规脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。参照 ＴＵＮＥＬ
试剂盒的操作说明，以细胞核呈棕黄色或棕褐色染

色为凋亡细胞，分别计数高倍视野下１００个细胞中
凋亡细胞数为凋亡指数（ＡＩ）。３）检测３组小鼠耳
蜗组织ｐ３８ＭＡＰＫ通路蛋白表达情况［７］：取部分蜗内

组织，加入裂解液后冰上裂解３０ｍｉｎ，ＢＣＡ法定量
后，取５０μｇ进行常规蛋白免疫印迹法（ＷＢ）检测，
经图像分析系统分析３组细胞ｐｐ３８ＭＡＰＫ、ｐＣＲＥＢ
表达情况。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２２０统计软件分析
数据，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用独
立样本ｔ检验，计数资料用频数表示，用 χ２检验；以
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　３组小鼠ＡＢＲ阈值的影响　与空白组比较，模
型组８Ｈｚ、１２Ｈｚ、２４Ｈｚ小鼠 ＡＢＲ阈移升高（Ｐ＜
００５），与模型组比较，实验组 ＡＢＲ阈移降低（Ｐ＜
００５）。见表１。

表１　３组小鼠ＡＢＲ阈移比较（珋ｘ±ｓ，ｄＢ）

组别 ８Ｈｚ １２Ｈｚ ２４Ｈｚ

空白组（ｎ＝１５）２７８±１３２ １６９±１２１ ２５６±１０３
模型组（ｎ＝１５）５６６２±１０３２ ６２３４±１１２５ ５９３６±１１２８

实验组（ｎ＝１５）３２１５±５６９△３０２６±６４８△２９６８±７１２△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

２２　３组小鼠螺旋神经节细胞凋亡比较　空白组
螺旋神经节细胞形态清晰，细胞凋亡现象少；模型组

螺旋神经节细胞核呈现棕黄色，凋亡现象明显，实验

组凋亡现象较模型组明显减少，细胞形态清晰。模

型组小鼠螺旋神经节ＡＩ较空白组升高，且实验组低
于模型组（Ｐ＜００５）。见表２。
２３　３组小鼠螺旋神经节中 ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路相
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关蛋白表达比较　模型组螺旋神经节 ｐｐ３８ＭＡＰＫ、
ｐＣＲＥＢ蛋白相对表达量较空白组升高，而实验组较
模型组降低（Ｐ＜００５）。见表３、图２。

表２　３组小鼠螺旋神经节细胞ＡＩ比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ＡＩ

空白组（ｎ＝１５） ２３３±０５４
模型组（ｎ＝１５） １９７６±０８４

实验组（ｎ＝１５） ６９７±０７７△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

图１　３组小鼠螺旋神经节细胞凋亡情况
（ＴＵＮＥＬ染色法，×４００）

　　注：Ａ：空白组；Ｂ：模型组；Ｃ：实验组

表３　３组小鼠螺旋神经节ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路
相关蛋白表达比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｐｐ３８ＭＡＰＫ／ＧＡＤＰＨ ｐＣＲＥＢＧＡＤＰＨ

空白组（ｎ＝１５） ０２２±００３ ０１９±００４
模型组（ｎ＝１５） ０９３±００２ ０８４±００５

实验组（ｎ＝１５） ０６４±００４△ ０４３±００２△

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

图２　３组螺旋神经节中ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路
相关蛋白表达比较

　　注：Ａ：空白组；Ｂ：模型组；Ｃ：实验组

３　讨论
铂类化疗药物在临床应用中除对肿瘤的高活性

外，胃肠道毒性、神经毒性、肾毒性、耳毒性等不良反

应也是不容忽视的问题，严重影响肿瘤患者的生命

质量［８］。近来临床已采取相应措施防控铂类药物的

肾毒性，但对于耳毒性的防治手段则较为落后，主要

是因为对铂类药物耳毒性的发生机制尚不十分清

楚。因此深入探讨铂类药物耳毒性机制对于耳毒性

的防治提供依据尤为重要。

顺铂耳毒性的基本病因之一是内耳微循环障碍

造成耳蜗缺血、缺氧、自由基产生增多而使耳蜗内的

结构受到损伤，刺五加注射液主要成分为刺五加总

黄酮，是由刺五加的茎叶制成中药制剂，多用于治疗

缺血性心脑血管疾病，其药理作用包括扩张血管、促

进和改善微循环、增加器官的血流量、减少组织耗氧

量、清除自由基、调节机体新陈代谢和提高组织对缺

氧的耐受性等［９１０］。本研究结果显示，连续５ｄ腹腔
注射顺铂后，模型组小鼠 ８Ｈｚ、１２Ｈｚ、２４Ｈｚ小鼠
ＡＢＲ阈移明显高于空白组，表明经顺铂干预后小鼠
出现明显的听力下降现象，而在实验组经刺五加注

射液预处理后小鼠 ＡＢＲ阈移显著低于模型组。提
示刺五加注射液可能通过增加耳蜗的血液循环、改

善内耳缺血缺氧状态而减轻顺铂所致的毒性作用。

研究指出，顺铂可诱导耳蜗ＮＯＸ３表达水平的升高，
促使细大量生成活性氧及发生脂质过氧化，进而

ＭＡＰＫ／ｃＪｕｎ氨基末端激酶细胞凋亡信号级联，激活
Ｂｃｌ２家族中促凋亡成员，使线粒体内细胞色素Ｃ释
放入胞质，使ｃａｓｐａｓｅ９和ｃａｓｐａｓｅ３蛋白转录激活后
诱导耳蜗细胞发生凋亡，最终造成听力丧失［１１１３］。

研究表明，刺五加多糖具有抗肿瘤、增强免疫力等作

用［１４１５］；刺五加叶皂苷通过开放 ＡＴＰ敏感性钾通道
保护缺血心肌组织，降低组织损伤程度。张珊等［１６］

研究认为，刺五加注射液能抑制受损心肌细胞凋亡、

减轻氧化应激损伤，有关有效减轻阿霉素诱导的大

鼠心肌组织超微结构损伤，改善心功能。贾琳琳

等［１７］研究显示，刺五加注射液可通过抑制谷氨酸及

其受体在耳蜗螺旋神经节中的过度表达，对螺旋神

经节细胞起到保护作用。

本研究经ＴＵＮＥＬ检测显示，模型组螺旋神经节
细胞核呈棕黄色，凋亡现象明显，凋亡指数明显高于

空白组，而实验组凋亡现象较模型组明显减少，细胞

形态清晰，凋亡指数也较模型组明显降低。ＭＡＰＫ
是调控细胞多种生理病理过程的重要信号传导途

径，在细胞外信号的刺激下 ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路磷
酸化，激活下游转录因子，进而调控细胞的增殖、炎

性反应和凋亡［１８］。顺铂可激活 ＭＡＰＫ信号通
路［１９］；刘瑞婷等［２０］发现，ｐ３８ＭＡＰＫ通路的激活可
导致神经细胞凋亡，ｐ３８ＭＡＰＫ被磷酸化激活后，使
效应细胞分泌多种细胞因子参与介导神经细胞损伤

的过程。本研究结果显示，经刺五加注射液干预后

实验组螺旋神经节 ｐｐ３８ＭＡＰＫ、ｐＣＲＥＢ蛋白相对
表达量较模型组降低，提示其对顺铂导致的耳毒性

的作用机制与调控 ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路蛋白表达抑
制耳蜗细胞凋亡程序的发生有关。

综上所述，从听力学及耳蜗组织形态学等方面，

本研究初步探讨了刺五加注射液拮抗顺铂耳毒性的

作用，在后续的实验中会增加关于刺五加注射液作

用浓度及作用时间的研究，进一步明确药物的最佳
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给药时间、浓度及方式等。
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