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[摘  要] 本研究旨在探讨耳聋胶囊对顺铂耳毒性引起的听力阈值升高和耳蜗形态变化的预防与治疗作

用,同时评估其对氧化应激指标及NRF2、HO-1、NQO1基因与蛋白表达的影响。研究中,SPF级雄性大

鼠随机分为6组：空白组、模型组、阳性药组(龙胆泻肝丸1.26g/kg/d)、耳聋胶囊低剂量组(ELJN+L,0.26g 

/kg/d)、中剂量组(ELJN+M,0.52g/kg/d)、高剂量组(ELJN+H,1.04g/kg/d)。通过听性脑干诱发电位(ABR)

测量听力阈值,使用酶联免疫吸附法、硫代巴比妥酸法检测氧化指标,采用HE染色观察耳蜗病理变化,并

通过免疫组织化学、PCR、蛋白免疫印迹检测耳蜗螺旋神经节细胞中蛋白表达。结果显示,模型组在

16kHz下ABR阈值显著升高,与空白组相比差异具有统计学意义(p<0.01)。治疗后,高剂量耳聋胶囊组的

ABR阈值明显降低,与模型组相比差异显著(p<0.05),并且中、高剂量组在SOD、CAT、GSH-PX含量上

较模型组显著升高,MDA含量显著降低(p<0.01)。结论表明,高剂量耳聋胶囊可能对顺铂耳毒性有更好的

防治效果,具有防治CDDP耳毒性的潜力。 
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[Abstract] The aim of this study is to investigate the preventive and therapeutic effects of deafness capsule on 

cisplatinum ototoxicity induced hearing threshold elevation and cochlear morphological changes, and to 

evaluate its effects on oxidative stress indicators and the gene and protein expression of NRF2, HO-1, and 

NQO1. In the study, SPF male rats were randomly divided into six groups: Control group, model group, 

positive drug group (Longdanxiegan pill 1.26g/kg/d), deafness capsule low dose group (ELJN+L, 0.26g/kg/d), 

medium dose group (ELJN+M, 0.52g/kg/d), high dose group (ELJN+H, 1.04g/kg/d). Auditory brainstem 

evoked potential (ABR) was used to measure the hearing threshold, enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) and thiobarbituric acid method were used to detect the oxidation index, HE staining was used to 

observe the pathological changes of the cochlea, and immunohistochemistry, PCR and Western blot were used 

to detect the protein expression in cochlear spiral ganglion cells. The results showed that the ABR threshold of 

the model group increased significantly at 16kHz, and the difference was statistically significant compared with 
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the blank group (p<0.01). After treatment, the ABR threshold of the high-dose deafening capsule group was 

significantly lower than that of the model group (p<0.05), and the contents of SOD, CAT and GSH-PX in the 

medium-and high-dose deafening capsule groups were significantly higher than those in the model group, and 

the content of MDA was significantly lower than that in the model group (p<0.01). The results indicate that 

high dose deafness capsule may have a better prevention and treatment effect on cisplatin ototoxicity and has the 

potential to prevent and treat CDDP ototoxicity. 

[Key words] Deafness capsule; Cisplatin; Ototoxicity; Spiral ganglion 

 

引言 

顺铂(cisplatin,CDDP)广泛应用于癌症的治疗,对常见的

多种肿瘤,如膀胱癌、睾丸癌、子宫颈癌、肺癌和头颈癌等都具

有较好的抗肿瘤效果[1-2]。研究表明在临床用药过程中,其耳毒

性副作用的平均发生率超过60%[3],也有研究表明,在顺铂的化

疗过程中约有50%的患者可能出现永久性听力损伤[4],主要表现

为双侧、渐近性和不可逆的感音神经性听力损失,有些患者还伴

有耳鸣,极大降低了患者的生活质量,且目前临床上尚无有效预

防和治疗其耳毒性的措施。因此近年来防治顺铂耳毒性的研究

已引起广大医学科学研究者的关注[5]。 

随着中医药的发展蒸蒸日上,运用中医药手段改善顺铂毒

性的报道逐渐增多[6]。耳聋胶囊是由耳聋丸经现代制药工艺加

工而成的一个中成药,耳聋丸记载于2020年版《中国药典》[7],

主要是由龙胆草、栀子、菖蒲、当归、泽泻等10味中草药组

成,有清肝泻火、利湿通窍等功效[8-9],方中以龙胆草为君,泻肝

胆之火,清下焦湿热；黄芩、栀子味苦性寒,可增强泻肝胆之

火的功效；泽泻、木通、菖蒲有淡渗宣湿之功效,可助君药清

湿热；菖蒲和羚羊角均可开窍安神、解毒；当归、生地黄可

养血滋阴,改善肝火郁滞；炙甘草调和诸药。[10]临床常用于治

疗头晕头痛、耳聋耳鸣和耳内流脓等病症[7]。药理研究发现耳

聋胶囊有镇痛、抗炎、抗氧化的作用[11],顺铂耳毒性的机制与

活性氧(ROS)的积累密切相关[6],由于目前没有关于耳聋胶囊

抑制CDDP大鼠耳毒性的报道,故本研究探讨了耳聋胶囊基于

NRF2/HO-1/NQO1通路对顺铂耳聋大鼠模型螺旋神经节的保护

作用,可为耳聋胶囊用于临床防治CDDP化疗导致的听力损失

提供参考资料。 

1 材料与方法 

1.1实验动物 

选取SPF级雄性大鼠,6~7周体重180~200g,由辽宁长生生物

技术有限公司提供,生产许可证号：SCXK(辽)2020-0001。饲养

于河北中医学院SPF级动物饲养中心,自喂食水,室内温度21℃,

相对湿度40%~60%,光照时常昼夜交替12h/12h。 

1.2试剂 

耳聋胶囊由河北唐山景忠山国药(唐山)有限公司提供,产

品规格：0.42g*12*2板,批号：国药准字Z20030026；龙胆泻肝

丸产品规格：6g*12袋/盒,购于北京同仁堂制药有限公司,批号：

国药准字Z11020653；顺铂购于毕德医药,货号：BD121788-1g；

SOD、CAT、MDA和GSH-PX试剂盒购于(南京建成生物工程研究所,

货号：A001-1、A007-1、A003-1、A005)；2.5%戊二醛(北京索

莱宝公司,SP0041)；NRF2、HO-1、NQO1抗体(江苏AFFINITY BIOSC 

IENCES,货号：AF0639、AF5393、DF6437)；内参GAPDH抗体(BIOWO 

RLD,货号：AP0063)。 

1.3方法 

1.3.1造模与分组 

将SD大鼠[12]随机分为6组,分别为：空白组、模型组、阳性

药组(龙胆泻肝丸1.26g/kg/d)、耳聋胶囊低剂量组(ELJN+L,0.26g 

/kg/d)、耳聋胶囊中剂量组(ELJN+M,0.52g/kg/d)、耳聋胶囊高

剂量组(ELJN+H,1.04g/kg/d)。除空白组外,其余五组均顺铂腹

腔注射6次构建顺铂耳聋模型,间隔给药三天一次,三次为一个

周期,停一周再重复给药一个周期,每次2.5mg/kg。 

1.3.2听性脑干诱发电位(ABR) 

首先将大鼠麻醉,然后用酒精擦拭大鼠的颅顶中点、检测

耳耳后、对侧耳耳后,分别放置记录电极、参考电极、地线,

并将扬声器置于距受刺激侧耳廓10cm的位置,采用TDT RZ6/ 

BioSigRZ系统收集ABR,click为刺激音,声刺激从90dB开始,之

后10dB递减,接近阈值时5dB递减,直至能分辨出Ⅲ波的最低刺

激强度来确定反应阈值。 

1.3.3酶联免疫吸附实验 

取治疗后的大鼠血清,将血清离心后取上清,接着按照试剂

盒说明分别测定SOD、CAT、MDA和GSH-PX的含量,测定SOD时用黄

嘌呤氧化酶法；测定MDA时用硫代巴比妥酸法。 

1.3.4 HE染色 

参照以前方法[13],取出大鼠耳蜗,从蜗尖缓慢灌注4%多聚

甲醛固定液,而后将耳蜗泡于4％多聚甲醛内固定24小时,脱钙

一个月,之后用不同梯度酒精脱水,然后浸蜡,包埋,进行切片。苏

木精-伊红染色,最后显微镜下观察耳蜗病理改变。 

1.3.5免疫组织化学 

石蜡切片烘干1小时,温度设置60℃,然后采用二甲苯脱

蜡,梯度乙醇脱水,使用柠檬酸钠缓冲液在180℃下反应90s后

室温冷却,接着进行H2O2溶液封闭,1XPBS漂洗,山羊血清封闭,
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用抗体稀释液按照1:1000比例分别稀释Nrf 2与HO-1抗体,4℃

过夜,1XPBS漂洗,Bio-羊抗兔IgG按照1:100比例配置工作

液；链霉素亲和素-POD工作液4℃孵育1h；加显色液等组织颜

色在显微镜下变为棕褐色时,用蒸馏水洗涤终止反应；苏木素

轻度复染,脱水,透明,封片,光学显微镜下观察蛋白表达情况

并拍照。 

1.3.6 PCR检测 

ABR测试后,将大鼠迅速断头取出耳蜗组织,每2个耳蜗合为

一份样本,按试剂盒说明书步骤操作提取耳蜗中总RNA,用反转

录试剂盒将每组0.1μg的RNA合成c DNA。以此c DNA为模板,利

用以下引物：GAPDH(上游引物：5’-CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG-3’,

下游引物：5’-GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT-3’)NRF2(上游引物：

5’-AATTGCCACCGCCAGGACT-3’,下游引物：5’-TCAAACACTTCT 

CGACTTACCCC-3’)；HO-1：(上游引物：5’-CAGCATGTCCCAGGAT 

TTGTC-3’,下游引物：5’-CCTGACCCTTCTGAAAGTTCCTC-3’),NQO1：

(上游引物：5’-GCGGTGAGAAGAGCCCTGAT-3’,下游引物：5’

-GCTCCCCTGTGATGTCGTTTC-3’),以及SYBR-GREEN荧光探针加入

到荧光定量PCR反应体系中。设置反应条件为95℃15s,60℃

30s,40个循环。记录达到荧光阈值时的循环次数(cycle thre 

shold,Ct值),所有样本同时对目的基因和内参基因进行扩增,

每组设3个样本,每个样本设置3个重复孔。数据分析利用2-△△

Ct法。[14] 

1.3.7蛋白印迹法 

参照文献方法[15],将耳蜗组织捣碎混匀,然后依次进行

蛋白提取、蛋白电泳、蛋白转膜、膜封闭、孵育与检测的过

程。 

1.3.8统计学方法 

使用SPSS 25.0软件处理数据,多组数据比较采用单因素方

差分析和Dunnett多重比较检验,所有数据均重复3次以

上,P<0.05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2.1 ABR听力阈值结果 

 

图1 大鼠ABR阈值变化 

注：与空白组比较,###P<0.01,与模型组比较,*P<0.05. 

在16KHZ下与空白组相比,模型组ABR阈值升高,差异有统计

学意义(p<0.01)。与模型组比较,阳性药组、耳聋胶囊低剂量组

治疗后ABR阈值差异无统计学意义(P>0.05),中、高剂量组ABR

阈值均明显降低,差异有统计学意义(P<0.05),见图1。 

2.2血清中SOD、CAT、GSH-PX和MDA的含量 

模型组较空白组SOD、CAT、GSH-PX含量均显著降低(P<0.01), 

MDA含量显著上升(P<0.01),耳聋胶囊各组较模型组SOD、CAT、GSH 

-PX含量均显著升高,特别是中、高剂量组更明显(P<0.01),MDA

含量显著降低(P<0.01),见图2。 

 

图2 各组血清中SOD、CAT、GSH-PX和MDA的含量变化 

注：与空白组比较,####P<0.001,与模型组比较,****P<0.001, 

**P<0.01,*P<0.05. 

2.3大鼠耳蜗形态学观察 

表1 两组大鼠耳蜗形态学观察对比 

组别 耳蜗排列 毛细胞数量 螺旋神经节数量

空白组 规则 正常 正常

模型组 不规则 大量减少 减少

 

与模型组相比,给药组大鼠耳蜗毛细胞虽然出现不同程

度减少,但排列尚规则,螺旋神经节数量轻微减少,核质固缩,

见图3。 

2.4螺旋神经节细胞中Nrf2和HO-1的表达 

在螺旋神经节细胞的胞浆中,Nrf2、HO-1蛋白呈棕褐色表达,

模型组较空白组Nrf2、HO-1蛋白表达显著降低；耳聋胶囊各组
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较模型组Nrf2、HO-1蛋白表达明显上调,中高剂量较明显。见图

4、图5。 

 

图3 各组大鼠耳蜗形态结构变化 

注：A：空白组,B：模型组,C：阳性药组,D：耳聋胶囊低剂

量组,E：耳聋胶囊中剂量组,F：耳聋胶囊高剂量组 

 

图4 各组螺旋神经节细胞中Nrf2蛋白表达情况 

注：A：空白组,B：模型组,C：阳性药组,D；耳聋胶囊低剂

量组,E：耳聋胶囊中剂量组,F：耳聋胶囊高剂量组 

2.5耳聋胶囊对大鼠耳蜗内NRF2、HO-1与NQO1mRNA表达水平

的影响 

与空白组相比,顺铂组NRF2、HO-1与NQO1mRNA的表达水平均

显著降低(P＜0.01)；耳聋胶囊高剂量组与顺铂组相比,NRF2、HO 

-1与NQO1mRNA表达量显著升高(P＜0.01)；耳聋胶囊中剂量组与

顺铂组相比,NRF2、HO-1与NQO1mRNA表达量升高(P＜0.05)；耳

聋胶囊低剂量组与顺铂相比,NRF2、HO-1与NQO1mRNA表达水平均

无明显变化(P＞0.05),见图6。 

 

图5 各组螺旋神经节细胞中HO-1蛋白表达情况 

注：a：空白组,b：模型组,c：阳性药组,d：耳聋胶囊低剂

量组,e：耳聋胶囊中剂量组,f：耳聋胶囊高剂量组 

 

**

*

 

***

*

***

 

图6 大鼠耳蜗内NRF2、HO-1与NQO1mRNA表达水平 

注：与空白组比较,####P<0.001,与模型组比较,****P<0.001, 

**P<0.01,*P<0.05. 
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2.6耳蜗组织中Nrf2、HO-1和NQO1蛋白的表达 

模型组较空白组Nrf2、HO-1和NQO1的表达水平均显著降低

(P<0.01),耳聋胶囊各组较模型组Nrf2、HO-1和NQO1的表达均有

不同程度的升高,高剂量组较显著(P<0.01),见图7。 

 

 

图7 各组大鼠耳蜗中组织Nrf2、HO-1和NQO1蛋白表达的情况 

注：与空白组比较,####P<0.001,与模型组比较,***P<0.001, 

**P<0.01,*P<0.05. 

3 讨论 

顺铂是临床常用的一线抗肿瘤化疗药物,但因其具有耳毒

性,能够引起螺旋神经节的退变,导致内耳毛细胞的广泛损伤
[16],通过对耳蜗毛细胞、螺旋神经节和血管纹造成不可逆性的

损伤而引发听力损失[17]造成药物性耳聋,故其在临床上的使用

广受限制。减少和预防顺铂引起的耳毒性,成为了广大医学科学

研究者临床研究的热点。前面所说的药物性耳聋是属于西医的

范畴,而据中医文献记载应属于“毒聋”的范畴,即外邪(指药毒)

入里损伤耳窍之听觉功能[18]。现代研究表明顺铂致听力损失的

主要机制是活性氧的积累[16],而耳聋胶囊通过多靶点和多通路

治疗耳聋,其作用机制可能与抗炎、抗氧化、调节免疫、改善循

环等方面有关,通过实验可以看出使用耳聋胶囊治疗后活性氧

的积累明显减少。 

本研究主要是考察耳聋胶囊的预防和治疗作用对顺铂耳毒

性听力阈值和耳蜗形态结构的影响,同时也考察了相关氧化指

标和组织NRF2、HO-1、NQO1基因与蛋白表达的影响。实验证实

了,与对照组相比,模型组ABR阈值在16KHZ下明显升高。血清中

MDA含量升高,SOD、CAT、GSH-PX含量降低,螺旋神经节细胞超微

结构明显破坏,内、外毛细胞形态紊乱,数量大量丢失,NRF2、HO 

-1和NQO1基因与蛋白表达均下调。经不同剂量耳聋胶囊治疗后,

与模型组比较,ABR阈值明显降低,MDA含量降低,SOD、CAT、GSH 

-PX含量升高,螺旋神经节超微结构明显改善,内、外毛细胞形态

清晰,数量逐渐增多,NRF2、HO-1和NQO1基因与蛋白表达均上调。

综上所述,耳聋胶囊高剂量对顺铂耳毒性的防治作用效果可能

更优,更具有防治CDDP耳毒性的潜力。 
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