
第 !" 卷第 # 期

$%!# 年 & 月

中国耳鼻咽喉颅底外科杂志
'()*+,+-./0*12.345.0()*.2106*7.2.7689:/22;1,+9/07+06

<.2=!" >.=#

-/*=$%!#

??@4A!!%=!!B"CDE=),,*=!%%BF!G$%=$%!#%#%%G

"论著"

石杉碱甲对 @F半乳糖诱导老年性聋

大鼠听觉功能的影响评估

作者简介!孔德秋$男$硕士研究生&

通讯作者!敖华飞$IQ1)2!W1V)WGCC$%%KT!$&=U.Q=

孔德秋!

!顾?健!

!李?聪!

!阮清伟$

!敖华飞!

!! 上海交通大学医学院附属第三人民医院 耳鼻咽喉科"上海?$%%%$G$ $ 复旦大学附属华东医院 中心实验室"

上海?$%%%K%#

??摘?要!?目的?通过测试听性脑干反应和复合动作电位评估石杉碱甲对 @F半乳糖致老年性聋大

鼠听觉功能的改变& 方法? 出生后 # hK [的 9X017/+F@1Z2+6大鼠随机分为 # 组$模型组用 Ge @F半乳

糖# $%% Q7D:7% 行颈背部皮下连续注射 C [ 制备大鼠老年性聋模型( 干预组用 Ge @F半乳糖

# $%% Q7D:7%和石杉碱甲# %=! Q7D:7%行大鼠颈背部皮下注射(空白组作为对照& 用药前'后分别检测

大鼠听性脑干反应 # 1/W)5.06\01)*,5+Q0+,X.*,+$H;]%以检测听觉敏感性(复合动作电位#U.QX./*W 1U5).*

X.5+*5)12$'HN%测试耳蜗输出幅度(以成对短声 # X1)0U2)U:,% 为时间紧张性刺激$通过各 'HN$ D'HN$

# $% Q,%比值与短声间隔的关系函数反映耳蜗时间分辨能力&

!

F半乳糖苷酶染色下丘衰老细胞&

结果?#组动物用药前后 H;]阈值无明显改变#Do%=%G % (和模型组相比$干预组 C :aS下 C% W;9Ǹ 时

H;]

+

波潜伏期'Ah<波间期缩短$提示听觉信号从外周到中枢的传入时间减少(以成对短声 'HN响

应所代表的耳蜗时间分辨力干预组高于模型组$但仍低于对照组(模型组下丘衰老细胞密度最高$干预

组次之$对照组最少& 结论?石杉碱甲可以提高 @F半乳糖致老年性聋大鼠与言语识别相关的听觉处理

能力$为临床寻找改善老年患者听觉功能药物提供实验支持&

关?键?词!石杉碱甲(@F半乳糖(老年性聋(听性脑干反应(复合动作电位

中图分类号!]B&K=K# (??文献标识码!H??文章编号!!%%B 8!G$%#$%!#%%# 8%!"" 8%G
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>.0Q12,12)*+.35(+,1Q+V.2/Q+1,5(15.35(+Q.W+270./X Z1,1XX2)+W 5.5(+1*)Q12,.35(+U.*50.270./X=H/W)5.06
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0+,.2/5).* )* 5(+50+15Q+*570./X Z1,\+55+05(1* 5(15.35(+Q.W+270./X$ \/5Z.0,+5(1* 5(15.35(+U.*50.270./X=

Y+1*Z()2+$ 5(+*/Q\+0.3,+*)2+U+22,)* 5(+)*3+0).0U.22)U/2/,)* 5(+50+15Q+*570./X Z1,,)7*)3)U1*5262+,,5(1* 5(15

)* 5(+Q.W+270./X=?-.6)(1,-.1? a/X+0S)*+H ),2):+265.)QX0.V+5(+1/W)5.06X0.U+,,)*71\)2)560+215+W 5.5(+

,X++U( 0+U.7*)5).*$ Z()U( ),5(++RX+0)Q+*512,/XX.055.2..: 3.05(+W0/75(15U1* 1Q+2).015+5(+1/W)5.063/*U5).* .3

X0+,\6U/,),=

??@&7 A-%21!a/X+0S)*+H( @F7121U5.,+( N0+,\6U/,),( H/W)5.06\01)*,5+Q0+,X.*,+( '.QX./*W 1U5).* X.5+*5)12

??老年性聋 #N0+,\6U/,),%又称年龄相关性听

力下降$是指随着年龄增加$双耳听力对称性'

进行性下降$以高频听力下降为主的感音神经

性听力损失& 其中言语识别能力的损害早于

听敏度的损失$且随年龄的增长损失程度不成

比例增加& 这使得言语识别障碍特别是噪声

环境下的言语识别障碍成为老年性聋最主要

的功能性障碍)!*

& 但迄今为止$老年性聋的防

治仍然是尚未解决的难题$近年来最重要的进

展是认同氧化应激$即自由基介导的线粒体损

伤作为衰老的核心机制之一)$*

& 石杉碱甲

) #F%Fa/X+0S)*+H$a/X H*是我国科学家刘嘉

森于 !"C& 年从民家草药千层塔#蛇足石杉%中

分离得到的一种新型石松类生物碱有效单体&

研究证实$石杉碱甲具有多靶点作用$除抑制

乙酰胆碱酯酶活性外$还可以通过抗氧化应激

和抗凋亡途径对神经元产生保护作用$因此我

们推测 a/X H是否可以通过抑制机体氧化应

激达到治疗老年性聋的目的& 本实验拟通过

大鼠注射 @F半乳糖模拟机体衰老机制$制备老

年性聋模型$观察 a/X H是否能够延缓或改善

动物的听觉功能&

BC材料与方法

B=BC实验材料

选取清洁级雄性 9X017/+F@1Z2+6大鼠 # # h

K [% KG 只$体重为# $%% j$=K %7$购自上海复

旦大学实验动物科学部$动物合格证编号为

9'Ll#沪 % $%%" 8%%!" & 耳廓反射灵敏$动物

均无强噪声暴露及耳毒性药物使用史& 石杉

碱甲#商品名!双益平%购于上海复旦复华药业

有限公司#批号!%"%G%K % $@F半乳糖购于美国

9)7Q1公司$衰老特异性
!

F半乳糖苷酶染色试

剂盒购于上海碧云天生物技术研究所$M@M系

统
+

#]P& $M/U:+0F@1V),M+U(*.2.76$美国% &

B=DC实验方法

!=$=!?模型制备及分组?所选 KG 只 # hK 周

9@大鼠适应性喂养 ! 周$按照随机数字表法平

均分为 # 组$具体如下!

$

模型组 # @F712组 % !

!G 只$用 Ge @F半乳糖 # $%% Q7D:7%对 9@大

鼠进行颈背部皮下$共 C [&

%

干预组 # @F712

ia/XH组% !!G 只$Ge @F半乳糖 # $%% Q7D:7%

和石杉碱甲# %=! Q7D:7%配成与 @F712组同体

积溶液予颈背部皮下注射$共 C [&

&

对照组

#'.*50.2组% !!G 只$予以同体积生理盐水颈背

部皮下注射$共 C [&

!=$=$?功能测试?大鼠经戊巴比妥#C% Q7D:7%

腹腔注射麻醉$在声电屏蔽室内接受功能测

试$测试中由恒温加热垫维持体温& 刺激信号

的产生和诱发电位记录均由 M@M系统
+

完成&

H;]刺激信号为 !% Q,短纯音$上升D下降时

间 %=G Q,$重复率 $!=! 次D,& 测试频率范围

$ hKC :aS$倍频程步距& 在每个频率$测试从

"% W;9Ǹ 开始$以
+

波存在的最低声强为反应

阈值# X+1:

+

% & 电极经由皮下针引导$颅顶正

中为记录电极$两侧耳后为参考电极和接地电

极& 'HN刺激信号为成对短声 # X1)0U2)U:,% $通

过改变短声之间刺激间隔 #A9A%产生时间压力

#5)Q+,50+,,% & 成对短声重复率为 !!=! 次D,$

A9A依次为 $% $!% $& $K $$ $! Q,$刺激强度为 "%

hG% W;9Ǹ & 记录电极由银丝电极引导$经手

术放置于圆窗& 保留动物耳廓$暴露听泡$用

注射器打孔$暴露圆窗$显微镜下将银丝电极

一端放入圆窗内& 参考电极置于动物的眉弓

之间$接地电极置于动物同侧前肢& 生物电信

号由电极导入 ]H!&NH前置放大器$带通滤波

为 !%% h#%%% aS$H;]叠加 ! %%% 次$'HN叠

加 !%% 次&

!=$=#?衰老特异性
!

F半乳糖苷酶染色衰老

细胞?功能测试之后$戊巴比妥 C% Q7D:7腹

腔注射麻醉$开胸心脏先后灌入生理盐水和

Ke多聚甲醛$按 /大鼠脑立体定位图谱 0取出

下丘后固定于 Ke多聚甲醛中过夜$置于 #%e

蔗糖溶液中至组织块下沉& 所有组织块均在

液氮中保存$在 8$%p'的恒冷切片机上 G

"

Q

"%%$"
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的连续冠状切片$制作冰冻切片& 取适当体积

的
!

F半 乳 糖 苷 酶 染 色 固 定 液$ 室 温 固 定

!G Q)*& 用 N;9 浸泡洗涤组织 # 次$每次不少

于G Q)*$吸除 N;9$加入适当量的染色工作液$

按细胞衰老
!

F半乳糖苷酶染色试剂盒 # 9+*+,F

U+*U+FJ121U5.,)W1,+951)*)*7l)5% 配置$ #Bf孵育

过夜$光学显微镜下观察&

B=EC统计学处理

采用 9N99 !$=% 软件进行统计学处理$实

验结果符合正态分布$数据均以
!

Ej:表示& 组

间比较采用 &检验$Dk%=%G 为差异具有统计

学意义&

DC结果

D=BCH;]阈值

表 ! 所示用药前后各组动物 H;]阈值$结

果显示 # 组动物用药前后 H;]阈值无明显改

变 # Do%=%G % $表明@F半乳糖制备的老年性

聋模型听力敏感度无明显降低& 选择 # 组动

物 C :aS下 C% W;9Ǹ 的 H;]#图 ! % $计算
+

波

潜伏期'Ah<波间期 # )*5+0X+1: 215+*U6$ AǸ % $

结果如表 $ 所示$模型组波潜伏期和波间期最

长$干预组次之$对照组最短& 提示和干预组

比较$模型组大鼠听觉信号由外周到中枢的传

人时间延长$中枢对声音的加工过程缓慢&

! "#$

% "&$

'( "&$

)

*

+

)

*

+

)

*

+

!

!

图 BC # 组动物短纯音下 K 'C '!& :aS下 H;]图形

1! @F712组 (\!'.*50.2组 (U! @F712ia/X H组

表 BC用药前各组动物H;]阈值?#W;9Ǹ$

!

Ej:%

组别
术前

K:aS C:aS !&:aS

术后

K:aS C:aS !&:aS

'.*50.2组 #!=#K jK="K $$=&C jG=!G !&=#& jC=#C #%=%& j#=B" $%=!& jK=&B !G=&K jK=G!

@F712组 #%="B jK=!B $$=!G j#=!K !G="& jG=$# #%=K! jK=G! $#=%K jG=!G !&=B! jK="#

@F712ia/X H组 #%=B$ jK=B% $!=KB jK=G! !&=K! jK=BK #!=$G jG=&K $%=&# jK=K" !B=!& jG=!C

表 DC短纯音 C:aS下 C%W;9Ǹ 各组动物 H;]潜伏期及波

间期?#Q,$

!

Ej:%

潜伏期 '.*50.2组 @F712ia/X H组 @F712组

N+1:

+

$=&# j%=%K $=B$ j%=%C $=CK j%=!!

AǸ#

-

h

.

% #=%G j%=%& #=!! j%=%C #=$& j%=%C

D=DC复合动作电位

图 $ 示复合动作电位 # U.QX./*W 1U5).* X.F

5+*5)12$'HN%示意图$'HN对成对短声中第 $ 个

短声的响应 # 'HN$ % 的幅度越大$ 即 'HN$ D

'HN! 值越接近 ! $表明耳蜗对声音的时间分辨

能力越好$因为 'HN! 近似于 'HN$ # $% Q,% $

为了 计 算 上 的 方 便$ 通 过 各 'HN$ D'HN$

# $% Q,%比值与短声间隔的关系函数反映耳蜗

时间分辨能力& 刺激间隔#A9A%依次为 $% $!% $

& $K $$ $! Q,$'HN! 和 'HN$ 分别是以成对短声

为刺激信号得到的波形$可见随着时间间隔的

缩短$波形之间的距离逐渐缩短$最后融合在

一起无法分辨& 由于测试 'HN的手术具有创

伤性$实验有一定动物损失(导致模型组 $ 只

动物死 亡$ 干 预 组 ! 只 动 物 死 亡& 对 照 组

# !G 只%的 'HN$ D'HN$ # $% Q,%比值最大$模型

组# !# 只%比值最小$且随着时间间隔的延长$

# 组动物 'HN$ D'HN$ # $% Q,%比值间距逐渐缩

小$最后融合在一起$由此可知$干预组# !K只%

耳蜗时间分辨力较模型组有明显改善#图 # % &

!" #$

%" #$

& #$

' #$

! #$

% #$

()*% ()*!

图 DC图为复合动作电位 #'HN%示意图

"!%$"
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图 EC 'HN$D'HN$#$% Q,%比值与短声间隔的关系函数

D=EC

!

F半乳糖苷酶染色衰老细胞

如图 K 所示下丘组织中老年性聋模型组

!

F半乳糖苷酶阳性细胞密度比干预组和对照

组明显增高$而干预组密度又高于对照组$表

明 a/X H能够延缓由 @F半乳糖诱导的细胞衰

老$对衰老引起的神经元数目减少的退变性疾

病#如老年性聋%有一定治疗效果&

!"#$%

!

!"#$%&'() *

!

+,-./,%

!

图 FC光镜下观察 # 组
!

F半乳糖苷酶染色下丘衰老细胞 # g$%% %

EC讨论

老年性聋是多种生理机能作用的结果$至

今还没有统一的发病机制理论)#FK*

$其中氧化

应激$即衰老的线粒体理论最引人瞩目$该理

论认为!线粒体氧利用率高$是活性氧 #0+1U5)V+

.R67+* ,X+U)+,$]49%的主要亚细胞来源$当 ]49

的产生和清除之间失去平衡$就会出现氧化应

激& ]49 对生物大分子具有很强的破坏作用$

可导致线粒体 @>H#Q5@>H% '细胞和组织的广

泛损伤$随着时间推移$Q5@>H累积性缺失和

突变$内源性抗氧化酶减少$线粒体膜稳定性

破坏$向胞质释放细胞色素 '$通过级联反应

激活 '1,X1,+F# $最终诱导细胞凋亡& 因此$设

法减少机体氧自由基的产生'改善抗氧化防御

和氧化损伤的修复功能$将大大提高老年性聋

的防治水平&

a/X H具有显著的抑制乙酰胆碱酯酶的作

用$在我国广泛用于早老年性痴呆 #12S(+)Q+0.,

W),+1,5$ H@% 和血管性痴呆 # V1,U/210W+Q+*5)1$

<1@%的临床治疗& 近年研究发现$a/X H除了

提高脑内乙酰胆碱水平外$还具有多靶点神经

保护作用& a/X H能够保护神经元细胞对抗

a

$

4

$

和
!

F淀粉样蛋白产生的毒性$减轻脂质

氧化$并提高超氧化物歧化酶 # ,/X+0.R)W+W),F

Q/51,+$ 94@%的产生$其机制是 a/XH抑制 ]49

的形成和 '1,X1,+F# 酶的活性)GF&*

& 研究发现$

a/XH可以直接或间接通过调节线粒体依赖的

'1,X1,+途径阻断细胞凋亡! a/XH调节基因

\U2F$ D\1R的表达$其中 \U2F$ 是细胞凋亡抑制

剂$\1R为细胞凋亡促发剂$抑制下游 '1,X1,+F#

的活性和线粒体释放细胞色素 '$从而阻断细

胞凋亡$具有潜在治疗多种神经退行性疾病的

作用)BFC*

&

通过 H;]各波潜伏期的变化可了解神经

冲动传导是否受各种病理因素的影响而引起

神经传导阻滞& 本研究结果显示$和模型组相

比$干预组 H;]出现
+

波潜伏期'AF<波间期

缩短$听觉通路上神经传导加快$表明石杉碱

甲可以提高中枢对声音的加工过程$这可能与

改善轴突脱髓鞘变有关& 然而 # 组动物用药

前后 H;]阈值未见明显改变)"*

$可能由于老化

过程中听敏度减退化要晚于与言语识别相关

的听觉处理能力& 另外$'HN结果显示干预组

时间分辨力好于模型组$提示 a/X H可能延缓

耳蜗螺旋神经节细胞#,X)01271*72).* U+22$ 9J'%

的衰老退变& 因为老年性聋早期$可以不损伤

外毛细胞的功能$听觉阈值没有改变$但是支

配内毛细胞 #)**+0(1)0U+22$ Aa'%的 9J'会发

"$%$"
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生严重损伤$Aa'F9J'之间的带状体突触会明

显减少$由于一个 Aa'接受超过 !% 个 9J'的

聚合性支配$只要一个 Aa'仍然有一个以上

9J'的支配$就可以保证该 Aa'能够将听觉信

息传递到听觉神经中枢& 但是由于通道数量

的大量减少$以及残存通道的带状体突触也有

可能有一定程度的损伤$耳蜗的阈上信号处理

能力可能发生改变& 由于带状体的主要功能

是易化神经递质囊泡的运动$递质的快速释放

和重摄取$从而实现快速的时间信息处理$衰

老早期带状体突触损伤的功能后果可能首先

表现在耳蜗时间处理能力的下降&

因此$a/X H对听觉功能的保护作用可能

有益于老年性聋的临床治疗$然而这一结论有

待于进一步的临床数据证实&
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者表达呈正相关& 在
+

'

,

期组中$<IJcF'阳

性表达率与 c25FK 阳性表达脉管数均分别高于

-

'

*

期组# Dk%=%G % & 表明 <IJcF' ' c25FK

与临床分期'颈部淋巴结转移均密切相关$支

持 <IJcF'与其受体 c25FK 结合'促进淋巴管形

成'进而导致淋巴结转移的观点)B*

& 而在患者

不同年龄组别之间的差异均无统计学意义 # D

o%=%G % & 说明鼻咽癌肿瘤淋巴管生成及淋巴

结转移与临床分期有关$而与年龄无关&
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