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　　摘　要：　目的　介绍一种豚鼠耳蜗内铅含量的检测方法。方法　将１０只成年豚鼠按数字随机法分成实验
组及对照组（每组５只动物），实验组用含浓度为２ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铅的纯净水喂养１个月，对照组用不含醋酸铅的纯
净水喂养１个月。实验结束时用１０％水含氯醛溶液麻醉豚鼠后采血２ｍｌ送检，并在显微镜下解剖出耳蜗基底膜
及螺旋韧带并用６５％～６８％浓硝酸溶解，在原子吸收光谱仪中分别检测血铅及耳蜗组织中铅含量，然后对两组结
果进行对比分析。结果　实验组与对照组的血铅浓度分别为（７３．２６±１２．０６）、（５．５３±１．２５）μｇ／ｄＬ，实验组血铅
浓度明显增高，与对照组比较其差异具有统计学意义（ｔ＝１２．４９，Ｐ＜０．００１）；实验组与对照组耳蜗内铅含量分别为
（２５．８７±１４．６０）、（２９．３１±１１．７０）μｇ／ｇ，两组之间比较差异无统计学意义（ｔ＝０．７４，Ｐ＞０．０５）。结论　通过原子吸
收光谱法检测豚鼠耳蜗内铅含量是一种简单有效的定量检测耳蜗内铅含量的方法。
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　　铅污染已成为危害社会公众健康的一大全球性
问题。近期美国密歇根州的弗林特市（Ｆｌｉｎｔ，Ｍｉｃｈｉ
ｇａｎ）发生大范围的饮用水铅污染事件再次引起公众
对铅污染的密切关注，该事件导致该地区儿童的血

铅水平较饮用水铅污染前水平升高 １倍以上［１］。

铅进入人体后对全身各器官和系统均有毒性作用，

主要累及中枢神经系统引起认知和行为功能损

害［１２］。此外，急性或慢性铅暴露可引起或加重人

类及动物的听力损失［３８］。但铅所致的听力损害具

体机制未完全阐明，短期或长期铅暴露后，耳蜗内是

否存在铅的聚积也不清楚。目前血铅的检测方法已

经十分成熟，但耳蜗内铅含量的定量检测方法仍未

见有学者报道。鉴于此，为更好的研究铅耳毒性的
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相关作用机制，我们探索出一种简单有效的定量检

测耳蜗内铅含量的方法，现介绍如下。

１　材料与方法

１．１　动物与分组
健康成年黑目花色豚鼠１０只，购自中南大学湘

雅医学院动物实验中心，体重均在２００～２２０ｇ，雌雄
不限，外耳道干净，鼓膜标志明显，对声刺激反应灵

敏。按数字随机法分成对照组与实验组（每组５只
动物），实验组用含浓度为２ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铅的纯净
水喂养１个月，对照组用不含醋酸铅的纯净水喂养
１个月。所有动物均在同一环境里饲养（ＳＰＦ级），
食物供应一致。

１．２　血样采集
在实验结束时所有动物均用１０％水合氯醛溶

液（中南大学湘雅医院自制）腹腔注射麻醉。麻醉

成功后抽取豚鼠心脏内血液标本２ｍｌ送检。
１．３　耳蜗标本处理

麻醉成年豚鼠后用生理盐水进行心脏灌注，再

快速断头处死取出颞骨、打开听泡暴露耳蜗，即刻在

显微镜下进行解剖分离耳蜗基底膜及螺旋韧带，其

具体方法详见［９１１］。收集耳蜗基底膜及螺旋韧带组

织于圆形滤纸上晾干，电子天平称重后，用１．５ｍｌ
的ＥＰ管盛装，加入０．６ｍｌ浓度为６５％ ～６８％的浓
硝酸充分溶解７ｄ至溶液清亮后用浓硝酸定容至
１ｍｌ，然后送检。
１．４　铅含量检测方法

采用ＢＨ２１０１Ｓ型钨舟原子吸收光谱仪（北京博
晖创新光电技术股份有限公司）进行铅含量检测。

取待检测标本４０μｌ，加入专用稀释液中摇匀后放入
４℃的恒温冰箱保存，２ｄ内完成检测。检测含铅样
本的采集参照卫医发（２００６）１０号《血铅临床实验技
术规范》执行，实验室严格按照卫医发（２００６）７３号
《医疗机构临床实验管理办法》的通知实施管理，检

测过程中采用国家质量监督检验检疫总局批准

ＧＢＷ（Ｅ）０９００３３－０９００３６《全血铅成分分析标准物
质》鉴定、校正和评价和分析样品中铅元素的分析

方法的可靠性及数据的准确性。

１．５　统计学方法
所有获得的血铅及耳蜗铅含量数据均输入

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件系统，应用ｔ检验进行统计学
分析，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

实验组动物在饮用铅水１个月后，其平均的血
铅浓度为（７３．２６±１２．０６）μｇ／ｄＬ；而对照组的平均
血铅浓度分别为（５．５３±１．２５）μｇ／ｄＬ；与对照组比
较，实验组平均血铅浓度明显升高并且较对照组升

高１０倍以上，其差异比较具有统计学意义（ｔ＝
１２．４９，Ｐ＜０．００１）。实验组动物在饮用铅水１个月
后，其耳蜗组织中铅含量在１０．５０～４４．１０μｇ／ｇ，平
均值为（２５．８７±１４．６０）μｇ／ｇ；而对照组动物的耳蜗
组织中铅含量为 １１．２５～４２．１４μｇ／ｇ，平均值为
（２９．３１±１１．７０）μｇ／ｇ；与对照组比较，实验组动物
的耳蜗组织平均铅含量并无明显升高，反而稍有下

降，但两组之间比较耳蜗内铅含量差异无统计学意

义（ｔ＝０．７４，Ｐ＞０．０５），如表１所示。由此说明，在
铅暴露１个月内，铅进入成年豚鼠体内后，由于血迷
路屏障的存在，铅并未在耳蜗组织内出现明显的

聚积。

表１　实验组与对照组中血铅及耳蜗内铅含量　（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 血铅浓度（μｇ／ｄＬ） 耳蜗内铅含量（μｇ／ｇ）
实验组 ５ ７３．２６±１２．０６ ２５．８７±１４．６０
对照组 ５ ５．５３±１．２５ ２９．３１±１１．７０
ｔ １２．４９ ０．７４
Ｐ ＜０．００１ ＞０．０５

３　讨论

铅作为一种不可降解重金属污染物，可在自然

环境中长期存在，进入机体内后无法进行有效的分

解代谢，铅可长期蓄积在人体内，对全身各器官和系

统造成毒性作用。许多研究均证实铅暴露可以引起

听觉功能损伤，铅对听觉神经系统具有毒性已基本

明确，但其具体机制仍未完全清楚，并且铅毒性对外

周听觉器官如耳蜗基底膜毛细胞、蜗管外侧壁血管

纹等组织细胞是否存在毒性作用仍存在一定的争

议［４］。林建云等［６］研究发现成年豚鼠经隔日一次

腹腔注射０．２５％醋酸铅溶液４０ｍｇ／ｋｇ，共７次后在
停药１周就已出现耳蜗外毛细胞的损害。Ｌｉｕ等［８］

研究显示铅暴露８周后可以引起大鼠和豚鼠的耳蜗
外毛细胞的形态改变及缺失，同时血管纹上内皮细

胞与边缘细胞之间的紧密连接出现破裂与缺失。然

而其他作者则发现一定时间内铅暴露并未引起耳蜗
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外毛细胞的损伤，Ｂｕｃｈａｎａｎ等［７］对５３例铅暴露儿
童进行血铅及 ＤＰＯＡＥ检测，发现铅暴露儿童与对
照儿童的ＤＰＯＡＥ幅值比较无统计学差异。王卫国
等对１００例无神经系统阳性体征的铅中毒儿童进行
纯音测听及 ＤＰＯＡＥ检测时，发现患儿纯音测听及
ＤＰＯＡＥ均正常，提示耳蜗毛细胞不受影响［５］。同

样，本课题组前期在体外培养实验中发现高浓度铅

（≥ ２ｍｍｏｌ／Ｌ）持续暴露７２ｈ后新生大鼠的耳蜗螺
旋神经节细胞已出现明显的凋亡，但耳蜗外毛细胞

仍无明显损害［３］。由此可见，如果能在实验过程中

检测出耳蜗内铅含量的变化，结合耳蜗内的形态学

观察指标及听功能数据，可以更加有力的确认铅暴

露对耳蜗组织细胞的影响。

既往研究已证实，血 －迷路屏障的关键部位
（血管纹、螺旋韧带）在形态与功能上与血 －脑屏障
相似［１２１３］。血－脑屏障由由脑毛细血管内皮细胞、
基膜和神经胶质膜构成。脑的毛细血管内皮细胞之

间以封闭小带封闭，内皮外有基板、周细胞及星形胶

质细胞突起的脚板围绕；血 －迷路屏障在结构上只
依赖内耳毛细血管内皮细胞的紧密连接相关蛋白和

内皮内活跃的胞饮颗粒。血管纹主要由边缘细胞、

中间细胞和基底细胞构成，中间细胞之间贯穿着数

量众多的毛细血管网。边缘细胞是阻挡外界物质进

入内淋巴液的天然屏障，而基底细胞是阻挡外界物

质进入外淋巴液的天然屏障［１３］。由于药物通过血

迷路屏障主要通过弥散作用［１４１５］，因此有毒物质进

入机体后，若要到达耳蜗基底膜的Ｃｏｒｔｉ’ｓ器部位需
要经过多个环节，首先需要进过血液循环达到内耳

的终末动脉及其毛细血管网，然后经相关离子转运

蛋白转运方式或胞饮方式穿越毛细血管壁到达毛细

血管外，再穿透边缘细胞层或基底细胞层才能进入

内淋巴液或外淋巴液，最后对浸泡在外淋巴中的毛

细胞胞体或浸于内淋巴液中的纤毛及表皮板产生毒

害作用。本实验中，我们发现实验组平均血铅浓度

高于对照组平均血铅浓度１０倍以上，由此说明铅暴
露后１个月时，铅浓度在血液中已经出现明显升高；
然而正常对照组豚鼠耳蜗内平均铅含量与实验组耳

蜗内铅含量水平大致相当，差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５），该结果说明，此时铅并未在耳蜗组织中明显
聚积。因此，在本实验中，我们推测其耳蜗组织中未

出现明显铅聚积的原因可能与血－迷路屏障的存在
以及耳蜗内、外淋巴液离子交换有关，血－迷路屏障
对避免铅在耳蜗内的聚积及对耳蜗毛细胞的损伤起

到了重要的保护作用，但其具体机制尚需进一步研

究。我们还推测铅暴露后，铅对骨骼、肝脏、肾脏、心

脏等其他器官或脏器的损害作用要早于对内耳的损

害作用。

耳蜗是一个精密的听觉感受器官，耳蜗内微量

元素的动态变化对听觉的感受起着重要的调节作

用。由于耳蜗器官细小并且耳蜗内组织量较少，检

测耳蜗内相关微量元素的含量存在一定的困难。近

期，国外有学者首次用电感耦合等离子体质谱仪

（ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙｃｏｕｐｌｅｄｐｌａｓｍａｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）定量
检测出成年大鼠耳蜗内锰、铁及锌的含量［１６］。到目

前为止，仍未有其他相关文献报道耳蜗内铅含量的

检测方法。本课题组经过反复探索，利用钨舟原子

吸收光谱仪测得成年豚鼠耳蜗内的铅含量，与前述

国外学者用电感耦合等离子体质谱仪所检测耳蜗内

微量元素检测的精确度大致相当，均在微克水平。

经过本课题的反复验证，该方法简便有效，是一种耳

蜗内铅含量的可靠定量检测方法。
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