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顺铂耳毒性大鼠耳聋模型的研究 *
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摘要目的：探讨顺铂对大鼠造成的听力损伤及耳蜗细胞形态学变化。方法：体内实验，运用顺铂腹腔注射的方法，连续七天注射，

通过听性脑干反应检测，观察顺铂对不同日龄的大鼠听力损伤情况；测听后取耳蜗，通过基底膜铺片和冰冻切片的免疫荧光染

色，观察听力损伤后对耳蜗毛细胞和螺旋神经元的影响。体外实验，耳蜗器官培养免疫荧光染色，观察顺铂对耳蜗毛细胞和螺旋

神经元的影响。结果：顺铂具有耳毒性，会对大鼠听力造成损伤，高频听力损伤更加严重，而且对不同日龄的大鼠造成的听力损失

不同，小日龄的大鼠对顺铂耳毒性更加敏感。体内实验，顺铂耳毒性造成听力损失，会引起大鼠耳蜗毛细胞的缺失，但未观察到明

显的螺旋神经元缺失，也没有观察到明显的 Cleaved caspase-3阳性螺旋神经元细胞。体外实验，可以观察到顺铂同时引起毛细胞

和螺旋神经元产生明显的损伤。结论：体、内外实验，都可以建立稳定的顺铂耳毒性大鼠耳聋模型，对研究顺铂损伤耳蜗毛细胞的

发生机制和保护奠定了实验基础。
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A Study on Cisplatin-induced Hearing Loss in a Rat Model*

To investigate the hearing loss and morphological changes caused by cisplatin in rats. In vivo,

cisplatin was injected intraperitoneally for seven consecutive days to observe the hearing loss of different age through the detection of

auditory brainstem reaction. Cochleae were taken after hearing measurement, and the morphological changes of the cochlear hair cells

and spiral ganglion neurons were observed by immunofluorescence staining of the basilar membrane and cochlear frozen section. In vitro,

the effects of cisplatin on hair cells and spiral ganglion neurons were observed by immunofluorescence staining of cochlear organotypic

cultures. Cisplatin had ototoxicity and could cause hearing loss in rats. The damage of high-frequency hearing performance was

more serious. Moreover, the hearing loss was different in the rats of different postnatal days, and the rats of younger days were more

sensitive to cisplatin ototoxicity. In vivo, hearing loss induced by cisplatin resulted in loss of cochlear hair cells in rats, but no significant

loss of spiral ganglion neurons was observed, nor were Cleaved caspase-3 positive spiral ganglion neurons found. In vitro, cisplatin

ototoxicity caused significant damage to both hair cells and spiral ganglion neurons. Both in vivo and in vitro experiments

can establish a stable cisplatin-induced hearing loss model in rats, which will lay a foundation for the study on the mechanism and

protection of cisplatin induced cochlear hair cells.
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前言

感音神经性耳聋是耳科的常见病，药物、噪声、老龄等是其

发病的主要原因。顺铂作为一线化疗药广泛应用于头颈部等上

皮性肿瘤，主要的副作用是造成不可逆的、双侧的感音神经性

聋，在接受顺铂治疗的患者中发生率在 50%到 70%[1，2]。食品药

品监督管理局目前没有批准任何的食物、药物保护顺铂等造成

的感音神经性聋[3]。所以，我们要研究顺铂耳毒性发生的过程和

机制，从而更好的保护听力。Sprague-Dawley（SD）大鼠生长发

育快，产仔多，抗病能力强，听觉系统发达，且耳蜗结构与人类

相似，是理想的动物模型，广泛应用于听力的基础研究[4，5]。王海

波教授课题组近年来关注顺铂损伤的机制研究，多篇文章中运
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图 1体内实验顺铂引起大鼠听力功能损伤的情况

Fig. 1 Hearing lose induced by cisplatin in rats in vivo.

Note: Data were expressed as means 依 SD, n=6. ***P < 0.001, Cisplatin 1
group compared with control group, and cisplatin 2 group compared with

cisplatin 1 group. ABR is measured in decibels (dB).

用连续一周腹腔注射顺铂，造成小鼠耳蜗毛细胞（Hair cells,

HCs）和螺旋神经元（Spiral ganglion neurons, SGNs）损伤，模型

稳定，造模时间短[6，7]。因此，本研究选用 SD大鼠作为实验对

象，运用此模型方法，建立顺铂耳毒性损伤的大鼠模型，为后续

深入研究奠定实验基础。

1 材料和方法

1.1 实验动物及分组

SD大鼠，雌雄不限，外耳道检查无异常，由空军军医大学

实验动物中心提供。

实验分为三组进行：对照组（Control）为连续 7天腹腔注射

相应量的生理盐水（0.3 mL生理盐水 /100 g大鼠体重）；顺铂组

（Cisplatin）为从出生后 14天（Postnatal 14, P14）到 P20 连续 7

天腹腔注射顺铂（3 mg/kg, Sigma, P4394）；顺铂 2组为从 P49

到 P55连续 7天腹腔注射顺铂（3 mg/kg）。每组 3只，测听后取

耳蜗进行免疫荧光染色观察。顺铂组为听力发育完善阶段大

鼠，顺铂 2组为性成熟大鼠（与王教授课题组所用小鼠天数相

同），分两个不同阶段大鼠进行观察。

体外实验分为两组：新生仔鼠（P3）耳蜗器官培养，对照组

给予相应量的的 PBS，顺铂组给予 10 滋M顺铂，连续培养 48

小时。每组 3只，体外培养后进行免疫荧光染色观察。

1.2 听性脑干反应检测

三组实验动物于药物注射结束后一天，在隔声屏蔽室中使

用听觉诱发电位工作站（美国 TDT）进行听性脑干反应（Audi-

tory brainstem response, ABR）检测 [8]。15 %水合氯醛（450

mg/kg）腹腔注射麻醉，置于保温板。颅顶正中骨缝置记录电极，

测试耳后和鼠尾根部分别置入参考和接地电极，正对大鼠测试

耳外耳道约 2 cm处放置扬声器。设置刺激声为短纯音，强度

90 dB SPL，频率 20 次 /s，扫描时间 10 ms，上升下降时间 0.5

ms，间隔时间 45.5 ms，滤波范围 100-3000 Hz，叠加 1024 次。

ABR 反应阈采用能引出 Ш 波的最小刺激强度，依次检测

Click、4、8、16、24、32 kHz反应阈。

1.3 免疫荧光染色

ABR检测后断头，取耳蜗，在 4 %多聚甲醛中用胶头滴管

反复吹打固定，而后置于多聚甲醛中过夜。10 %乙二胺四乙酸

（Ethylene Diamine Tetraacetic Acid, EDTA）脱钙 5-7天，每天更

换 EDTA。

1.3.1 基底膜铺片 取脱钙后的耳蜗，显微镊去掉蜗壳、螺旋

韧带、盖膜等，剥离基底膜。0.01 M的 PBS漂洗后，1 % Tri-

tonX-100打孔 10分钟，而后 Phalloidine（1:200, Cytoskeleton,

PHDR1）和 DAPI（1:1000,美国 Sigma, D9542）孵育 30 min，

PBS充分漂洗后 85 %甘油封片，共聚焦显微镜（日本 Olympus

FV 1000）观察。

1.3.2 耳蜗切片 耳蜗脱钙后，30 %蔗糖过夜脱水（耳蜗沉于

液体底部），OCT胶（美国 Tissue-Tek，4583）过夜浸润，切片机

（德国莱卡，CM1850）10 滋m切片，置于挂胶的载玻片，室温晾
干 10 min，-20℃保存。

耳蜗切片室温复温，PBS漂洗 OCT胶，1 % TritonX-100打

孔 10分钟。PBS漂洗，5 %牛血清白蛋白（Amresco, 0332）室温

封闭 30 min，加入一抗：Tubulin（1:200, GeneTex, GTX631836）

和 Cleaved Caspase-3（1:100, 美国 Cell signaling technology；

#9661）在 4℃冰箱中过夜孵育。PBS充分漂洗，加入二抗：驴抗

鼠 594（1:500，Invitrogen, A21203）和驴抗兔 488（1:500, Invitro-

gen, A21202）。PBS充分漂洗，DAPI（1:1000）孵育 10 min，85 %

甘油充分漂洗，85 %甘油封片观察。

1.4 耳蜗器官培养

新生 SD 仔鼠，取基底膜保留螺旋神经节区域体外培

养 [9，10]。取耳蜗器官在冰 Hank's平衡盐溶液中进行，置于凝好

的凝胶（2 %碳酸钠、10伊 Basal Medium Eagle及 I型胶原凝胶

按照 1:1:9配制）上于 5 %二氧化碳的 37℃培养箱中培养过

夜。换无血清培养液，加入顺铂，继续连续培养 48小时。结束培

养，4 %多聚甲醛固定，Myosin7a（Proteus Bioscience, 25-6790）

和 Tubulin作为一抗免疫荧光染色，染色步骤同 1.3.2。

1.5 统计学分析

实验统计数据为计量资料，用均数依标准差表示。统计软件
使用 GraphPad Prism5.0 软件，统计方法为双因素方差分析

（two-way ANOVA），P<0.05为差异有统计学意义。

2结果

2.1 体内实验三组大鼠药物注射后的听力情况

为了检测顺铂耳毒性对 SD大鼠听力的影响，我们运用连

续 7天腹腔注射的方法进行顺铂耳毒性损伤造模[6]。实验分为

三组进行：对照组为连续 7天腹腔注射生理盐水；顺铂组为从

P14到 P20连续 7天腹腔注射顺铂；顺铂 2组为从 P49到 P55

连续 7天腹腔注射顺铂。注射完一天进行 ABR检测，如图 1所

示：对照组听力正常，无损伤；顺铂组和顺铂 2组出现明显的

ABR值升高、听力下降（P<0.001），而且高频听力损失较低频更
加严重；而顺铂 2组与顺铂组相比，ABR显著降低（P<0.001）。

2.2 体内实验免疫荧光染色观察耳蜗细胞形态变化

ABR检测后，选取对照组和顺铂组进行免疫荧光染色观

察。Phalloidine标记 HCs纤毛，DAPI染核，基底膜铺片观察，如

图 2显示：对照组一排内 HCs和三排外 HCs排列整齐，无缺

失；而顺铂组一排内 HCs完好，外 HCs则出现大量缺失。

同时，我们进行耳蜗冰冻切片免疫荧光染色，观察顺铂损

伤听力对 SGNs的影响。Tubulin标记 SGNs[6, 11]，DAPI染核，如
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图 2体内实验顺铂损伤听力引起的毛细胞缺失

Fig. 2 Lose of hair cells caused by cisplatin injury in vivo

Note: Scale bars = 20 滋m.

图 3体内实验顺铂损伤听力对螺旋神经元的影响

Fig. 3 Effect of cisplatin damage on spiral ganglion neurons in vivo

Note: Scale bars = 20 滋m.

图 3所示，对照组与顺铂组未见明显区别，顺铂组未见明显

SGNs缺失。Cleaved caspase-3标记细胞凋亡[9，11]，是 SGNs损伤

缺失的重要方式，通过 Cleaved caspase-3染色，我们发现两组

均没有明显的 Cleaved caspase-3阳性细胞。

2.3 体外实验免疫荧光染色观察耳蜗细胞形态变化

我们进行体外耳蜗器官培养，观察体外培养中顺铂对耳蜗

细胞的影响。Myosin7a标记 HCs[10，12，13]，Tubulin标记 SGNs，如

图 4所示，对照组 HCs排列整齐，SGNs完好，神经纤维呈簇状

排列，而加入顺铂后，出现大量 HCs缺失，SGNs和神经纤维明

显损失。表明体外培养中顺铂同时损伤 HCs和 SGNs。

3 讨论

顺铂耳毒性副作用已被广泛研究，但目前尚无有效的治疗

方法[14]。SD大鼠是科研中常用的鼠种，于 1925美国 Sprague

Dawley农场中由 Wistar大鼠培育而成，其毛色白化，产仔多，

生长发育快，对疾病的抵抗力强，广泛应用于听力[15-17]、药理、肿

瘤、营养、代谢、神经、内分泌、老年学等多学科领域的科学研

究。查阅文献表明，顺铂对小鼠体内、外研究均损伤耳蜗 HCs

和 SGNs[6，7，18]。于是，本研究应用 SD大鼠研究体内、体外顺铂

耳毒性损伤耳蜗细胞的情况，发现 SD大鼠在此模型中引起中

重度听力损失，主要引起耳蜗 HCs缺失，而 SGNs未见明显缺

失，可能与实验鼠的种属有关。

本研究首先分为三组进行，对照组听力正常，顺铂组和顺

铂 2组听力损失，高频听力损失显著，成功建立了稳定的顺铂

损伤大鼠听力的药物性聋模型。而且顺铂组和顺铂 2组相比，

顺铂组损失明显加重，表明不同日龄的大鼠对顺铂耳毒性的敏

感性不同。顺铂耳毒性的表现可能是损伤耳蜗 HCs、SGNs、血

管纹等，这与哺乳动物的种属、年龄、用药时间、用药剂量等相

关[6，7，14，18]。而且，不同日龄动物耳蜗对损伤的敏感性不同，恢复

能力也不同[19]。在大鼠活动期给予顺铂对耳毒性的影响较小，这

一发现与动物在黑暗的时间使用顺铂治疗时肾毒性较低是一

致，其表明昼夜时间对顺铂耳毒性的易感性有很大的影响[20]。

顺铂诱导的细胞毒性通常是由于顺铂与细胞核 DNA 结

合，导致细胞的下游通路，特别是在增殖细胞中，细胞内通路的

破坏和与各种蛋白的结合，都可能导致细胞失调和细胞死亡[21]。

体外实验，顺铂损伤小鼠的耳蜗 HCs和 SGNs[18]。体内实验，连

续 7天腹腔注射顺铂造成耳蜗 HCs和 SGNs损失[6，7]。本实验

选择对照组和顺铂组应用免疫荧光染色观察顺铂损伤大鼠耳

蜗细胞的表现。基底膜铺片染色显示对照组三排外 HCs和一

排内 HCs排列整齐，细胞完好，顺铂组表现为内 HCs完好，外
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图 4体外实验顺铂损伤听力对耳蜗毛细胞和螺旋神经元的影响

Fig. 4 Effect of cisplatin damage on cochlear hair cells and spiral ganglion neurons in vitro.

Note: Scale bars = 20 滋m.

HCs大量缺失。表明在体内实验，顺铂损伤大鼠耳蜗的的外

HCs。这与另一类广泛应用于临床的耳毒性药物，氨基糖苷类

抗生素引起的 HCs损失表现相同[10，12，14，22，23]。SGNs对听力的产

生同样重要[24]，我们利用耳蜗冰冻切片免疫荧光染色，进一步

观察 SGNs的损伤情况。结果显示对照组和顺铂组无明显区

别，未观察到顺铂组出现明显的 SGNs损伤。最新研究表明，体

内、外实验均表明在顺铂耳毒性引起的耳蜗细胞损失过程中凋

亡发挥着重要的作用[25]。Cleaved caspase-3标记细胞凋亡，我们

同时进行 Cleaved caspase-3染色，对照组和顺铂组均未观察到

明显的 Cleaved caspase-3阳性细胞。再次验证顺铂体内注射对

大鼠耳蜗 SGNs没有明显损伤作用。但是，本实验观察 SGNs，

是采用冰冻切片的方法，只能观察到螺旋神经节的部分切面，

无法观察螺旋神经节的立体结构，即全部的 SGNs，方法具有局

限性，无法像基底膜铺片观察 HCs一样，即使点状缺失都可以

发现。目前体内实验研究顺铂对耳蜗细胞的损伤，明确了对

HCs造成的损伤，但对于 SGNs无法得出一致的结论[26-30]，所以

体内实验顺铂对大鼠 SGNs的损伤还有待进一步研究。我们进

一步行体外实验，发现与丁大连等人的研究结果相同[18]，体外

实验中，可以明显的观察到顺铂同时损伤耳蜗 HCs和 SGNs。

总之，本实验成功的建立了顺铂损伤大鼠听力的药物性聋

模型，模型稳定，体内实验中不同日龄损伤程度不同，可根据不

同的实验需求选择合适的听力损伤模型。同时，我们发现体内

实验顺铂损伤大鼠听力主要损伤耳蜗 HCs，而 SGNs没有观察

到明显缺失，体外实验顺铂同时损伤 HCs和 SGNs。顺铂诱导

大鼠药物性聋模型的建立，为我们研究顺铂耳毒性的发生及机

制奠定了基础。
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