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摘  要 

目的：探讨葛根素注射液在庆大霉素毒性小鼠中的作用效果及对p53-ROS通路和螺旋神经元细胞学的影

响。方法：购置SPF级C57BL/6J小鼠30只，随机取10只为空白对照组；其余小鼠建立庆大霉素耳毒性模

型，建模成功后随机分为模型对照组和葛根素组各10只。空白对照组和模型对照组不采取任何措施，葛

根素组采用葛根素注射液腹腔注射，比较3组小鼠听力水平、耳蜗形态学变化及p53-ROS通路关键蛋白

水平。结果：葛根素组ABR低于模型对照组(P < 0.05)；高于空白对照组(P < 0.05)；模型对照组ABR高
于空白对照组(P < 0.05)；葛根素组干预14 d后听力水平0.75 kHz、1.0 kHz、2.0 kHz、4.0 kHz及8.0 kHz
小鼠DPOAE水平高于模型对照组(P < 0.05)；HE染色结果表明，葛根素组经药物干预后耳蜗部位毛细胞

数量减少，耳蜗底转血管纹细胞未见水肿，形态正常。葛根素组Bax、Bcl-2及Cytochrome C mRNA及相

关蛋白水平低于模型对照组(P < 0.05)。结论：葛根素用于庆大霉素毒性小鼠动物模型中效果显著，能抑

制p53-ROS通路，改善螺旋神经元的细胞学水平，有助于提升小鼠听力水平。 
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Abstract 
Objective: To explore the effects of puerarin injection on gentamicin induced toxicity in mice and 
its effects on the p53-ROS pathway and spiral neuron cytology. Method: 30 SPF grade C57BL/6J 
mice were purchased, and 10 mice were randomly selected as the blank control group; The re-
maining mice were established with gentamicin ototoxicity models, and after successful modeling, 
they were randomly divided into a model control group and a puerarin group, with 10 mice in 
each group. No measures were taken in the blank control group and model control group, while 
the puerarin group was injected intraperitoneally with puerarin injection. The hearing levels, 
cochlear morphological changes, and key protein levels of the p53-ROS pathway were compared 
among the three groups of mice. Result: The ABR of the puerarin group was lower than that of the 
model control group (P < 0.05) and higher than the blank control group (P < 0.05); The ABR of the 
model control group was higher than that of the blank control group (P < 0.05); After 14 days of 
intervention with puerarin, the DPOAE levels in mice with hearing levels of 0.75 kHz, 1.0 kHz, 2.0 
kHz, 4.0 kHz, and 8.0 kHz were higher than those in the model control group (P < 0.05); The HE stain-
ing results showed that after drug intervention, the number of hair cells in the cochlea of the pu-
erarin group decreased, and there was no edema in the vascularized striated cells at the cochlea 
floor, with normal morphology. The levels of Bax, Bcl-2, Cytochrome C mRNA and related proteins 
in the puerarin group were lower than those in the model control group (P < 0.05). Conclusion: 
Puerarin has a significant effect in a mouse model of gentamicin toxicity, inhibiting the p53-ROS 
pathway, improving the cytological level of spiral neurons, and helping to enhance the hearing 
level of mice. 
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1. 引言 

听力障碍是指听觉系统中的传音、感音及对声音综合分析的各级神经中枢发生器质性或功能性异常，

从而引起听力出现不同程度减退[1]。临床上，听力障碍病因复杂，普遍认为与遗传因素、环境因素、药

物和化学制剂致聋、噪声性耳聋及外伤等因素有关，临床多表现为耳鸣、耳聋、听觉过敏及听觉失认等

[2]。近年来，听力障碍越来越受到国内外学者的关注，且全球听力受损人数超过 15 亿人，并持续增长，

不仅降低学习和工作效率，给家庭和社会增加负担[3]。Alikhani M 等研究表明[4]，耳毒性药物、噪音损

害、老龄化及遗传因素等引起的内耳听觉功能异常，是感音神经性听力损失的主要原因，其中在后天引

起的听力张力中，药物性耳聋占主要原因。葛根素是从中药葛根中分离出的、具有扩冠作用的异黄酮类

衍生物，能发挥退热、镇静及使得冠状动脉血流量增加作用，对于垂体后叶素引起的急性心肌出血具有

保护作用，但是在听力障碍中的作用机制研究较少[5] [6]。本研究主要探讨葛根素对庆大霉素毒性小鼠

p53-ROS 通路和螺旋神经元的细胞学的影响机制，报道如下。 
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2. 资料与方法 

2.1. 动物资料   

购置 SPF 级雄性 C57BL/6J 小鼠 30 只为对象，体重在 200~220 g，平均(200.00 ± 20.00) g。随机取 10
只小鼠设为空白对照组；剩余 20 只小鼠建立庆大霉素耳毒性模型，建模成功后随机分为模型对照组和葛

根素组各 10 只。动物合格证号：SCXX-2015-0021，所选动物均购置于实验动物中心，大鼠均置于我院

实验室医院动物房进行 14 d 适应性喂养，安静环境饲养，室温(22 ± 2)℃，12 h 交替光照，自由饮水。本

实验经本院医学伦理委员会审批并通过[7]。 

2.2. 仪器与设备   

苏木精，购置于 Sigma 公司；庆大霉素，购置于武汉福星生物药业有限公司，国药准字 H42020795，
规格：2 ml:8 万单位；生物组织脱水机，型号：JT-12J，购置于武汉俊杰实业集团有限公司；组织切片机，

型号：徕卡-2016，购置于德国徕卡公司；TDT 神经生理信号采集系统，购置于美国 The versatile RZ6 
auditory Processor 公司；耳声发射测试仪，购置于北京科海恒生科技有限公司；耳蜗电图，购置于北京

爱生科贸有限公司。 

2.3. 方法   

(1) 动物模型建立。20 只 C57BL/6J 小鼠建立庆大霉素耳毒性模型，具体方法如下。选择购置的小鼠，

常规颗粒饲料喂养，隔天更换垫料(保证本研究遵循动物实验的 3R 原则) [8]。参考相关文献方法[9]完成

动物模型的赋值，肌肉注射庆大霉素 80 mg/(kg∙d)，每天 2 次，连续用药 14 d 后评价建模效果，采用听

觉脑干诱发电位 ABR 进行检测，所有小鼠均达到模型标准；建模成功后随机分为模型对照组和葛根素组。

(2) 干预方法。空白对照组和模型对照组不采取任何措施，腹腔注射等量 0.9%氯化钠溶液，正常的饲养，

并到实验第 28 d；葛根素组：采用中药葛根素注射液腹腔注射干预。每天腹腔注射葛根素注射液 50 mg/kg，
连续用药 14 d 后停药，用药期间动态监测体质量以调整药物剂量，三组均完成 14 d 干预。 

2.4. 观察指标   

(1) 听力水平。三组干预 14 d 后采用 TFT 神经生理信号采集、耳声发射测试仪监测小鼠 ABR、DPOAE 
(频率包括：0.75、1.0、2.0、4.0 及 8.0)水平；(2) 耳蜗形态学变化。三组干预 14 d 后小鼠以断颈方式处

死，取耳蜗组织，经石蜡包埋后制备冰冻切片，观测血管纹组织及耳蜗形态[10]；(3) p53-ROS 通路关键

蛋白水平。取上述处理后的耳蜗组织，采用 Western Blot 和实时荧光 PCR 技术测定小鼠 p53-ROS 通路关

键蛋白水平，包括：Bax、Bcl-2 及 Cytochrome C 水平[11]。 

2.5. 统计分析   

采用 SPSS26.0 软件处理，计数资料行 χ2检验，采用 n(%)表示，计量资料行 t 检验，采用( x s± )表示，

P < 0.05 差异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 三组听力水平比较   

葛根素组 ABR 水平低于模型对照组(P < 0.05)；高于空白对照组(P < 0.05)；模型对照组 ABR 水平高

于空白对照组(P < 0.05)，见表 1。 
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Table 1. Comparison of ABR levels among three groups ( x s± ) 
表 1. 三组 ABR 水平比较( x s± ) 

组别 只数 ABR 水平(dB SPL) 

葛根素组 10 55.39 ± 4.61#* 

模型对照组 10 64.64 ± 6.78# 

空白对照组 10 24.45 ± 3.59 

F 值 / 10.294 

P 值 / 0.000 

与空白对照组比较，#P < 0.05；与模型对照组比较，*P < 0.05。 
 

葛根素组干预 14 d 后听力水平 0.75 kHz、1.0 kHz、2.0 kHz、4.0 kHz、及 8.0 kHz 小鼠 DPOAE 水平

高于模型对照组(P < 0.05)，略低于空白对照组(P < 0.05)，见表 2。 
 
Table 2. Comparison of listening levels among three groups ( x s± ) 
表 2. 三组听力水平比较( x s± ) 

频率 干预前 
干预后 

葛根素组 模型对照组 空白对照组 F 值 P 值 

0.75 kHz 14.29 ± 3.12 12.47 ± 1.63#*△ 6.16 ± 1.43#△ 14.34 ± 2.32 8.392 0.000 

1.0 kHz 13.45 ± 3.25 12.16 ± 1.46#*△ 6.12 ± 1.05#△ 13.51 ± 3.27 6.645 0.000 

2.0 kHz 16.24 ± 3.23 14.42 ± 2.15#*△ 6.22 ± 1.27#△ 15.97 ± 3.21 7.142 0.000 

4.0 kHz 19.86 ± 3.58 18.53 ± 3.23#*△ 11.21 ± 0.96#△ 19.91 ± 3.61 6.982 0.000 

8.0 kHz 21.63 ± 3.85 19.33 ± 3.26#*△ 12.63 ± 1.52#△ 21.65 ± 3.87 5.537 0.000 

与空白对照组比较，#P < 0.05；与模型对照组比较，*P < 0.05；与干预前比较，△P < 0.05。 

3.2. 三组耳蜗形态学变化比较   

三组干预 14 d 后行 HE 染色，并完成耳蜗形态学观察，结果表明：葛根素组耳蜗底转柯替器外毛细

胞数量明显减少，有较多确实，且耳蜗底转血管纹细胞水肿不明显，形态基本正常；而空白对照组螺旋

神经元的细胞形态正常，排列整齐，且无缺失，耳蜗底转血管纹细胞形态正常，排列整齐；而模型对照

组耳蜗形态学变化明显，细胞形态异常，见图 1。 
 

 
注：a 图为空白对照组 HE 染色结果；b 图为模型对照组 HE 染色结果；c 吐为葛根素组 HE 染色结果。 

Figure 1. Comparison of morphological changes in three groups of cochlea (×50) 
图 1. 三组耳蜗形态学变化比较(×50) 
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3.3. 三组 p53-ROS 通路关键蛋白水平比较   

葛根素组 Bax、Bcl-2 及 Cytochrome C mRNA 及相关蛋白水平低于模型对照组(P < 0.05)；高于空白

对照组(P < 0.05)，见表 3 和图 2。 
 
Table 3. Comparison of key protein levels in the p53-ROS pathway among three groups ( x s± ) 
表 3. 三组 p53-ROS 通路关键蛋白水平比较( x s± ) 

组别 只数 Bax Bcl-2 Cytochrome C  

葛根素组 10 0.43 ± 0.14#* 0.51 ± 0.16#* 0.37 ± 0.11#* 

模型对照组 10 1.12 ± 0.19# 1.06 ± 0.18# 1.11 ± 0.20# 

空白对照组 10 0.28 ± 0.07 0.34 ± 0.12 0.32 ± 0.09 

F 值 / 5.497 6.671 5.561 

P 值 / 0.000 0.000 0.000 

与空白对照组比较，#P < 0.05；与模型对照组比较，*P < 0.05。 
 

 
注：图中 1 模型对照组；2 为空白对照组；3 为葛根素组。 

Figure 2. Key protein levels of the p53-ROS pathway in three groups 
图 2. 三组 p53-ROS 通路关键蛋白水平 

4. 讨论 

庆大霉素引起的耳损伤机制相对复杂，该药物属于氨基甙类抗生素，作为耳毒性药物，导致感音神

经聋。王跃鸣等研究表明[12]，庆大霉素与铁螯合形成庆大霉素和铁的复合物，能诱发氧自由基的产生，

导致毛细胞损伤。同时，庆大霉素具有聚胺的特性，能激活 NMDA 受体，导致神经细胞凋亡。本研究中，

葛根素组 ABR 低于模型对照组(P < 0.05)；高于空白对照组(P < 0.05)；模型对照组 ABR 高于空白对照组

(P < 0.05)，葛根素组干预 14 d 后听力水平 0.75 kHz、1.0 kHz、2.0 kHz、4.0 kHz 及 8.0 kHz 小鼠 DPOAE
水平高于模型对照组(P < 0.05)，从该结果看出，葛根素能提高庆大霉素毒性小鼠听力水平，利于小鼠恢

复。分析原因：葛根素作为常用的中成药，能扩张微动脉血管，减慢动脉内皮细胞多糖代谢，有助于降

低外周血管阻力，增加血流速度，可改善内耳微循环。同时，葛根素用于庆大霉素毒性小鼠动物模型中，

药物有效成分异黄酮，能发挥抗氧化、清除氧自由基作用，减轻自由基对于毛细胞损伤。现代药理结果

表明，葛根素注射液作为中成药，能降低机体内血液黏度，抑制血小板及红细胞聚集，从而减轻庆大霉

素对血管纹的损伤，降低血栓发生率。本研究中，HE 染色结果表明，葛根素组耳蜗底转柯替器外毛细胞
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数量明显减少，且耳蜗底转血管纹细胞水肿不明显，形态基本正常，从该结果看出，葛根素注射液能改

善螺旋神经元的细胞学水平。p53-ROS 通路作为人体重要的抑制因子，在细胞周期的调控及细胞凋亡中

发挥了重要的作用。在细胞发生 DNA 损伤时，p53 蛋白能终止细胞分裂过程，以使得细胞具有充足的时

间修复损伤。本研究中，葛根素组 Bax、Bcl-2 及 Cytochrome C mRNA 及相关蛋白水平低于模型对照组(P 
< 0.05)，从该结果看出，葛根素注射液用于庆大霉素毒性小鼠动物模型中，能抑制 p53-ROS 通路，在细

胞周期组织及病情发展中发挥了重要的作用。 
综上所述，葛根素用于庆大霉素毒性小鼠动物模型中效果显著，能抑制 p53-ROS 通路，改善螺旋神

经元的细胞学水平，有助于提升小鼠听力水平，能为临床诊疗提供新方法。 
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