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  [摘要] 目的 探 究 脑 源 性 神 经 营 养 因 子 (BDNF)对 神 经 性 耳 聋 (SNHL)大 鼠 的 保 护 作 用 机 制。
方法 SD大鼠分为空白组(6只)和实验组(24只),其中空白组正常饲养,未行任何处理;实验组进行SNHL大

鼠造模并筛选符合要求的大鼠(18只)进一步分为BDNF组和对照组,两组分别经大鼠圆窗渗透给予BDNF工

作液与生理平衡液。2周后行听信脑干反应测定,并处死大鼠取耳蜗行苏木素-伊红(HE)染色和免疫荧光染

色,检测超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、丙二醛(MDA)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)的活力水

平。结果 HE染色和免疫荧光染色显示,空白组大鼠耳蜗内螺旋神经节细胞病理形态无明显改变,对照组大

鼠耳蜗内螺旋神经节细胞结构明显受损,免疫荧光染色可见大量坏死的细胞碎片,BDNF组螺旋神经节细胞与

对照组比较损伤明显减轻。给药2周后,与空白组比较,对照组和BDNF组大鼠听觉脑干诱发电位(ABR)阈值

差值明显增大(P<0.01或P<0.05);且与对照组比较,BDNF组ABR阈值差值明显减小(P<0.05)。与空白

组比较,对照组和BDNF组CAT、SOD、GSH-Px的表达水平明显降低,MDA表达水平明显升高(P<0.05);与
对照组比 较,BDNF组 CAT、SOD、GSH-Px的 表 达 水 平 明 显 升 高,MDA 表 达 水 平 明 显 降 低(P<0.05)。
结论 BDNF可减轻SNHL大鼠的氧化应激损伤反应,对受损耳蜗具有一定的保护作用。
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[中图法分类号] R764.4 [文献标识码] A [文章编号] 1671-8348(2020)13-2077-05

Study
 

on
 

the
 

mechanism
 

of
 

brain-derived
 

neurotrophic
 

factoralleviating
 

oxidative
 

stress
 

response
 

in
 

rats
 

with
 

sensorineural
 

hearing
 

loss*
ZENG

 

Yougen1,ZHU
 

Qianyuan1,ZENG
 

Xianjing2,ZHOU
 

Jinfeng3

(1.Department
 

of
 

Otolaryngology-Head
 

and
 

Neck
 

Surgery,Clinical
 

Medical
 

College
 

of
 

Jinggangshan
 

University,Ji'an,Jiangxi
 

343000,China;2.Department
 

of
 

TCM,Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Jinggangshan
 

University,Ji'an,Jiangxi
 

343000,China;3.Department
 

of
 

Anesthesiology,
Affiliated

 

Hospital
 

of
 

Jinggangshan
 

University,Ji'an,Jiangxi
 

343000,China)
  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

brain-derived
 

neurotrophic
 

factor
 

(BDNF)
 

in
 

sensorineural
 

hearing
 

loss
 

(SNHL)rats.Methods SD
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

blank
 

group
 

(6
 

rats)
 

and
 

the
 

experimental
 

group
 

(24
 

rats).The
 

blank
 

group
 

was
 

fed
 

normally
 

without
 

any
 

treat-
ment.In

 

the
 

experimental
 

group,a
 

rat
 

model
 

of
 

SNHL
 

was
 

established,and
 

18
 

qualified
 

rats
 

were
 

selected
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

BDNF
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group.Rats
 

in
 

the
 

BDNF
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

were
 

ad-
ministered

 

with
 

BDNF
 

working
 

solution
 

and
 

physiological
 

balance
 

solution
 

through
 

round
 

window
 

separately.
After

 

two
 

weeks,the
 

auditory
 

brainstem
 

response
 

(ABR)
 

was
 

measured.The
 

rats
 

were
 

sacrificed,and
 

the
 

cochlea
 

was
 

taken
 

for
 

hematoxylin-eosin
 

(HE)
 

staining
 

and
 

immunofluorescence
 

staining.Then
 

the
 

activity
 

levels
 

of
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD),catalase
 

(CAT),and
 

malondialdehyde
 

(MDA),glutathione
 

peroxidase
 

(GSH-Px)
 

were
 

detected.Results HE
 

and
 

immunofluorescence
 

staining
 

showed
 

that
 

the
 

pathological
 

mor-
phology

 

of
 

spiral
 

ganglion
 

cells
 

in
 

the
 

blank
 

group
 

was
 

not
 

significantly
 

changed,while
 

the
 

structure
 

of
 

spiral
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ganglion
 

cells
 

in
 

the
 

control
 

group
 

was
 

significantlydamaged.A
 

large
 

number
 

of
 

necrotic
 

cell
 

fragments
 

were
 

observed
 

by
 

immunofluorescence
 

staining.Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

damage
 

of
 

spiral
 

ganglion
 

cells
 

in
 

the
 

BDNF
 

group
 

was
 

significantly
 

reduced.Two
 

weeks
 

after
 

administration,compared
 

with
 

the
 

blank
 

group,the
 

changes
 

of
 

ABR
 

thresholds
 

difference
 

in
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

BDNF
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.01
 

or
 

P<0.05);additionally,compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

changes
 

of
 

ABR
 

thresh-
olds

 

differencein
 

the
 

BDNF
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

blank
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

CAT,SOD
 

and
 

GSH-Px
 

in
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

BDNF
 

group
 

were
 

significantly
 

in-
creased,and

 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

MDA
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05);additionally,compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

CAT,SOD
 

and
 

GSH-Px
 

in
 

the
 

BDNF
 

group
 

were
 

significantly
 

in-
creased,and

 

the
 

expression
 

level
 

of
 

MDA
 

was
 

decreased
 

(P<0.05).Conclusion BDNF
 

can
 

alleviate
 

the
 

oxi-
dative

 

stress
 

injury
 

response
 

of
 

SNHL
 

rats,and
 

has
 

a
 

certain
 

protective
 

effect
 

on
 

the
 

damaged
 

cochlea.
[Key

 

words] brain-derived
 

neurotrophic
 

factor;hearing
 

loss,sensorineural;oxidative
 

stress;antioxida-
nts;auditory

 

brainstem
 

response

  神经性耳聋(sensorineural
 

hearing
 

loss,SNHL)
是五官科临床最常见的疾病之一,该听力障碍是由各

种因素导致的听觉系统对声音的感受和处理过程异

常。随着人口老龄化加快,听力损失是影响老年人健

康生活的第三大慢性疾病[1],当前SNHL的发病率仍

呈现上升的趋势。成人听力损失的主要影响是沟通

障碍,重者可发展为心理障碍。目前治疗手段有限,
应用助听装置是重要的解决方案,但辅助装置的治疗

效果与耳蜗内残留的细胞数量及功能状况密切相

关[2]。维持足够数量正常形态的听觉细胞是保持正

常听功能的必要前提,积极防治耳蜗内细胞的损伤尤

为重要。SNHL发病机制复杂,氧化应激损伤反应是

近年来对SNHL发病机制研究探索的热点。脑源性

神经 营 养 因 子(brain-derived
 

neuro-trophic
 

factor,

BDNF)有促进外周听觉系统发育与调节损伤修复的

功能[3]。此外,BDNF能提高细胞内的抗氧化酶活

性,降低谷氨酸增高所致的自由基水平增高,减轻细

胞损伤[4]。BDNF作为潜在用于治疗SNHL的药物,
动物实验研究显示出良好的应用前景[5-7],但目前关

于BDNF抗氧化作用的机制鲜有报道。本实验通过

使用BDNF经大鼠圆窗渗透给药,观察其对SNHL
模型大鼠抗氧化合物表达的影响及耳蜗内细胞病理

改变情况,为临床研究应用提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

成年无特殊病原体(SPF)级SD大鼠30只,雌雄

各半,体质量(250±50)g,10~12周龄,购于湖南斯莱

克景达实验动物有限公司(实验单位使用许可证编号

SYXK
 

2012-0001,生产许可证号SCXK
 

2016-0002)。
在井冈山大学临床医学院实验中心适应性喂养1周

后造模,保证所有大鼠饲养条件一致,动物房内室温

20~25
 

℃,相对湿度65%~70%,安静干燥通风,大
鼠在给药前行耳廓反射测定,并每天观察外耳道分泌

物情况。

1.1.2 实验试剂

BDNF(武汉艾美捷公司,批号:PRP110400)。溶

液配置方法:使用前2
 

min,10
 

000
 

r/min离心,使细

胞因子沉附于管底,加入100
 

μL蒸馏水,混匀,溶解

后得到100
 

μg/mL溶液,接着滴入185.2
 

μL胎牛血

清和1
 

566.8
 

μL磷酸盐缓冲液(PBS)后混匀,最终所

配得到5.4
 

μg/mL
 

BDNF工作液。

1.2 方法

1.2.1 造模与分组

SD大鼠先分为两组,其中空白组6只,正常饲

养,未行任何处理;实验组24只,参照文献[8]造模方

法,肌内注射庆大霉素注射液(河南润弘制药公司,批
号:1808183)100

 

mg·kg-1·d-1,连续2周,造模前

检测大鼠听觉脑干诱发电位(ABR)阈值,造模后筛选

ABR检测阈值上升20
 

dB以上的大鼠作为实验对象,
共筛选 出 符 合 要 求 的 大 鼠18只,造 模 成 功 率 为

75.0%。随后将造模后的大鼠按编号分为BDNF组

和对照组,每组9只。BDNF组:给予10%水合氯醛

腹腔注射麻醉成功后固定,备皮、消毒,耳后做C形切

口,分离皮下及肌肉组织至颞骨和乳突区位置,钻开

骨质,暴露圆窗,镜下确定圆窗膜位置,将约200
 

μL
 

BDNF工作液滴入圆窗膜上,过程约30
 

min,待溶液

透过圆窗膜后逐层缝合关闭,消毒;对照组:滴入等量

生理平衡液代替BDNF工作液,术后保暖,饲养至2
周后取样。

1.2.2 采样制作

大鼠给予麻醉后断头处死,从枕骨大孔处分离解

剖,暴露听泡,取出耳蜗,分离听小骨,在蜗尖及圆窗

膜处分别扎一小孔,用移液管吸取生理盐水自蜗尖向
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耳蜗内灌注冲洗,直至流出清亮液体,再灌注4%多聚

甲醛PBS溶液进行固定。24
 

h后取出耳蜗,脱钙,经
不同梯度乙醇脱水,浸蜡,石蜡包埋,用切片机制作

约4
 

μm厚度的冠状切片,常规苏木素-伊红 (HE)
染色后,光镜下(×400)观察耳蜗内细胞形态病理

变化。

1.2.3 耳蜗免疫荧光染色

耳蜗切片用PBS漂洗3次,每次5
 

min,接着置入

0.1%
 

TritonX-100和5%山羊血清混合液室温封闭

30
 

min,移去封闭液,加入兔多抗,4
 

℃孵育过夜,PBS
漂洗后,加荧光二抗,室温孵育1

 

h,洗涤,封片剂封

片,荧光显微镜高倍视野下观察。

1.2.4 听信脑干反应测定

在实验前及结束当天进行 ABR检测,麻醉后在

声电屏蔽室内进行测试,电极放置:记录电极置于颅

顶正中,参考电极及接地电极分别置于给声耳及对侧

耳后皮下。刺激参数及测试参量:刺激声为滤波短声
 

(click),带通滤波100~3
 

000
 

Hz,叠加512次,扫描

时程10
 

ms,耳机输出,重复率10次/秒,距离大鼠耳

道口0.5
 

cm,以Ⅲ波为基准确定反应阈[9]。

1.2.5 指标检测

大鼠处死后取耳蜗组织,制备组织匀浆上清液,
采取生化试剂盒(上海碧云天公司,批号:Z2102164)

检测过氧化氢酶(CAT)、丙二醛(MDA)、超氧化物歧

化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)的活力

水平,根据 Lambert-Beer原理法,使用自动生化仪

(奥林巴斯)检测,按试剂盒说明书严格操作。

1.3 统计学处理

应用SPSS24.0软件进行统计分析,计量资料采

用x±s表示,组间比较采用t检验;计数资料以例数

或百分比表示,组间比较采用χ2 检验,以P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 染色结果

空白组大鼠耳蜗内螺旋神经节细胞形状完整,整
齐密集排列,细胞膜呈圆形或椭圆形,核仁明显,核染

色质清晰均匀(图1A);免疫荧光染色见极少的细胞

碎片(图2A)。对照组大鼠耳蜗内螺旋神经节细胞数

量明显减少,细胞大小不一,排列不齐,稀疏而紊乱,
疏松淡染,部分细胞固缩,细胞核消失,空泡样变性

(图1B);免疫荧光染色可见大量坏死的细胞碎片(图

2B)。BDNF组大鼠耳蜗内螺旋神经节细胞数量较空

白组减少,细胞排列稍齐,细胞膜较完整,部分细胞肿

胀或固缩,胞体缩小,色深染(图1C);免疫荧光染色

见坏死细胞的碎片低于对照组,整体病理改变较对照

组减轻(图2C)。

  A:空白组;B:对照组;C:BDNF组。

图1  各组大鼠 HE染色(×400)

  A:空白组;B:对照组;C:BDNF组。

图2  各组大鼠免疫荧光染色(×200)
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2.2 听信脑干反应测定结果

在给 药 前 测 定 空 白 组、对 照 组 和 BDNF 组 的

ABR阈值,差异无统计学意义(P>0.05)。给药2周

后,与空白组比较,对照组和BDNF组ABR阈值差值

增大,差异有统计学意义(P<0.01或P<0.05);与
对照组比较,BDNF组ABR阈值差值减小,差异有统

计学意义(P<0.05),见表1。

2.3 活力检测结果

实验后检测各组CAT、MDA、SOD、GSH-Px表

达水平变化,结果显示:与空白组比较,对照组和BD-
NF组 CAT、SOD、GSH-Px表达水平均明显降低,

MDA表达水平明显升高(P<0.01或P<0.05);与
对照组比较,BDNF组CAT、SOD、GSH-Px的活力表

达水 平 明 显 升 高,MDA 表 达 水 平 明 显 降 低(P<
0.05),见表2。

表1  各组大鼠造模前后ABR阈值变化程度(x±s,dB)

组别 n
给药前

ABR阈值

给药后

ABR阈值

ABR阈值

差值

空白组 6 20.30±3.53 21.62±3.66 1.32±0.13

对照组 9 20.54±3.45 46.86±7.59 26.32±4.14a

BDNF组 9 21.02±3.35 38.16±6.38 17.14±3.03bc

  a:P<0.01,b:P<0.05与空白组比较;c:P<0.05,与对照组比较。

表2  各组大鼠氧化反应水平(x±s)

组别 n CAT(U/gHb) MDA(nmol/mgprot) SOD(U/mL) GSH-Px(U/mgprot)

空白组 6 120.26±6.03 1.32±0.13 252.26±12.63 17.26±1.43

对照组 9 65.34±3.24a 3.54±0.26a 71.36±4.25a 6.24±1.01a

BDNF组 9 83.31±4.16bc 2.21±0.17bc 141.45±7.42bc 13.15±1.21bc

  a:P<0.01,b:P<0.05,与空白组比较;c:P<0.05,与对照组比较。

3 讨  论

  常用的氨基糖甙类抗菌药物中,庆大霉素被广泛

应用于动物耳聋实验造模。本实验观察给药前后

ABR听觉阈值的变化及造模前后螺旋神经节细胞的

病理形态学变化,其结果表明庆大霉素对大鼠具有明

显的耳毒性,印证了其为标准的耳毒性研究模型的参

考药物[9-10]。耳蜗外毛细胞是氨基糖苷类抗菌药物的

主要靶点,外毛细胞的丢失导致永久性的听力丧失,
并引起外毛细胞的退化[11]。

氨基糖甙类抗菌药物的耳毒性机制复杂,其中氧

化应激反应、自由基损伤学说被认为是其重要原

因[12]。在病理情况下,体内活性氧(ROS)会导致细胞

器广泛性损坏。ROS是人体代谢的的副产物,在信号

通路中扮演重要角色,各种退行性疾病的ROS可导

致广泛的细胞和组织破坏,抗氧化物如CAT、SOD、

GSH-Px,可以减轻ROS的损害程度,维持自由基平

衡,有保护机体的作用。研究表明,部分抗氧化剂具

有保护耳蜗内细胞的作用,其作用机制与阻止 ROS
触发半脱氨酸蛋白酶(Caspase)介导的细胞凋亡,保
护线粒体膜有关[13]。因此,提高机体抗氧化酶活性,
清除ROS,减轻氧化应激损伤,维持细胞内氧化还原

平衡和抗氧化功能,有助于减轻耳蜗细胞的损伤,对
听功能的保护具有重要意义。人体内存在的抗氧化

酶CAT、SOD、GSH-Px,能够及时清除机体内产生的

自由基。研究表明,在使用庆大霉素造模时,体内氧

自由基短时间内急速增加,使得抗氧化酶不能够及时

清除自由基,从而造成自由基过剩,当自由基过多存

在的时候,其降解产物MDA便会随之增多,从而导致

糖、蛋白质及核酸的代谢受到干扰,相关酶活性也会

随之下降,最终导致组织细胞结构发生损坏从而影响

其正常功能[14]。本实验结果显示,对照组和BDNF
组的CAT、SOD、GSH-Px表达水平较空白组明显降

低,MDA表达水平明显升高(P<0.01或P<0.05),
提示庆大霉素可能通过干扰耳蜗内氧自由基代谢障

碍而使听力损伤。

BDNF作为一种成熟的碱性蛋白,由脑组织合成

并分泌,对中枢及外周的各类神经元具有营养、支持

和修复的作用。BDNF在听神经系统中主要分布于

听觉器官和前庭器官,研究证实BDNF基因可表达于

耳蜗底回,并且与其受体表达部位一致[15]。此外,

BDNF对螺旋神经节细胞有保护作用[16],在移植耳蜗

后,人为地使BDNF以一定方式释放,有利于声音信

号的真实传递,BDNF可改善耳蜗移植效果[17]。本实

验发现,在耳聋大鼠造模后于BDNF圆窗膜渗透给

药,2周后BDNF组CAT、SOD、GSH-Px表达水平比

对照组明显升高(P<0.05),提示BDNF可提高损伤

耳蜗的抗氧化酶活性水平。
综上所述,本实验中观察到BDNF给药后大鼠耳

蜗组织CAT、SOD、GSH-Px表达水平升高,给药前后

ABR阈值差值减少,切片显示耳蜗内细胞损伤减轻,
表明BDNF可明显降低大鼠耳蜗的损伤程度,减轻神

经细胞的损伤,对受损耳蜗具有一定的保护作用。由

于实验条件的限制,其具体机制尚需进一步探究。
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