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豚鼠耳蜗毛细胞肌动蛋白在水杨酸盐耳毒性发生时的改变
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提 要 目的
:

检测水杨酸盐耳毒性发生时耳蜗毛细胞肌动蛋 白 ( A ct i n )表达的改变
,

并探讨其机制
.

方

法
:

以脑干听觉诱 发电位 (B A E )P 阑值作 为听功能指标
,

建立水杨酸盐耳 中毒模型
。

采用免疫细胞化 学方法

检测正常对照组和水杨酸盐耳毒性组耳蜗肌动蛋 白表达
.

结果
:

正常豚 鼠内/外毛细胞
、

支持细胞和 内 /外沟

细胞 A o it n
免疫反应呈强 阳性

;
螺旋缘齿间细胞和血管纹上皮细胞呈弱 阳性

。

水杨酸盐耳中毒时上述 细胞内

肌动蛋白免疫反应明显减弱
。

结论
:

豚 鼠水杨酸盐耳 中毒时耳蜗毛细胞肌动蛋白含量下降
,

这可能是水杨酸

盐耳毒性发生机制 中的重要环节
。

肌动蛋 白 ( A ct in) 是一种普遍存在的细胞骨架蛋

白
,

它与中 :alI 丝
、

微管共 同构造和维持细胞 的正常功

能
。

肌动蛋 白广泛存在于鸡
、

豚鼠等动物和人类耳蜗毛

细胞
,

并对维持毛细胞正常的生理功能起着非常重要

的作用 lj[
,

包括赋予静纤毛抗偏移的能力
、

参与内耳信

息传导
、

是毛细胞收缩的原动力等
。

在水杨酸类药物耳

毒性机制的研究 中
,

尽管研究表明外毛 细胞功能的改

变在其耳毒性 的发生 中起着关键性的作用图
,

但确切

的机制仍不清楚
,

国内
、

外亦未见关于水杨酸类药物对

耳蜗上皮细胞细胞骨架影响的报道
。

为此
,

我们采用免

疫细胞化学技术检测耳蜗肌动蛋 白的表达
,

以期 明确

肌动蛋白在水杨酸盐耳毒性发生中的改变和作用
。

1 材料与方法

1
.

1 实验动物的 分组

16 只健康白色 红 目豚 鼠
,

均为雄性
,

耳 廓反射灵敏
,

体重

25 0一 35 0 9
,

将动物 随机分 为生理盐水对照组 (生理盐 水 2 m g /

k g
,

I P )和水杨酸钠模型组 (水杨酸钠 5 0 0 m g /k g
,

伊 )
。

水杨酸钠

为中国五联生化厂生产 (批号
: 9 5 0 5 1 1 )

1
.

2 脑干听觉诱发电位 ( B A E P ) 的测定

分别在用药前 和注射药物后 Z h 采用 Z A B R
一

2 0 0型脑干反

应测听仪 (北京 中科 电气高技术公 司生产 )进行 B A E P 检查 以

测定其听 阐
。

动物用 0
.

3 %戊 巴 比妥钠 ( 30 m g / k g )腹 腔注射麻

醉后
,

置于隔声屏蔽箱 内
,

耳机膜片距外耳道 口 3 。
m

,

电极采用

3号毫针
,

记 录电极 置于前额正 中皮下
,

参考 电极置于双侧耳后

乳 突区皮下
,

刺激声为短声
。

以 l 波 出现的声强为其反应 闭值
,

.
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在阅值强度重复检侧 一次
.

实验数据 以 牙士 ,
表示

,

采用 t 检验

进行统计学处理
。

1
.

3 固定与取材

在用药 Z h 测定听阅后 开胸
,

行活体心脏灌注固定
,

固定液

为 4 % 的中性 甲醛
。

迅速取 出双侧硕骨
,

4o C 下再固定 12 h
。

10 %

E D T A 液中室沮下脱钙
。

完全脱钙后 常规石蜡制片
。

1
.

4 杭 A ct in 杭体免疫细胞化学染色

0
.

3 % H
: 0 2 一

甲醛 3 7℃ 解育 1 5 m in ; 5 %正常羊血清 3 7
O

C 孵

育 3 0 m i
n ; 鼠抗 A

e t in 单克隆抗体 ( l : 5 0
,

D A K O 公 司生产 ) 4
0

C

孵育 1 2 h ;生物素化羊抗鼠 I g G ( l
, 2 0 0

,

Z y m E D 公司生产 ) 3 7
o

C

孵育30 m in ;辣根过氧化物酶标记链霉亲和 素 ( 1
:

2。。
,

Z y m E D

公 司生 产 ) 3 7o C 孵育 3 0 m i
n ; D A B 显 色

。

上 述各步 骤 之 间用

P B S 漂洗 3次
,

每次 1 0 m i
n 。

在各次重复实验 中
,
5只豚 鼠骨骼肌标本用作 阳性对照染

色
;
用正常 羊血清取 代抗 A ct in 单克 隆抗体作阴性对 照染 色

。

显微镜下盲法判断染色深浅
。

2 结果

2
.

1 B A E P 测 试结 果

用药前
、

后两组豚 鼠 B A E P 阂值见表 1
。

水杨酸钠 组用药后

B A E P 阑值较用 药前以 及正 常对照组 显著升 高 (尸 < 0
.

0 1 )
,

正

常对照组用药前
、

后 B A E P 阐值差异不显著 ( P > 0
.

0 5 )
。

表 1 2 组动物用药前
、

后 B A E P 闭值

动物分组 用药前 用药后

正常对照组

水杨酸钠组

4 3
.

64士 6
.

7 4 4 1
.

4 3士 6
.

9 0 0
.

6 4 8 ) 0
.

0 5

4 3
,

7 5士 7
.

4 4 6 7
.

5 0士 8
.

8 6 0
.

0 2 9 < 0
.

0 1

0
.

0 3 2 6
.

5 6 6

> 0
.

0 5 < 0 0 1
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