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血清一氧化氮变化对豚鼠庆大霉素耳毒性作用影响的实验研究

詹晓东 ,蒋成义 ,张明洁 ,王　伟

[摘要 ]目的:探讨豚鼠血清一氧化氮变化在药物性耳聋过程中的作用机制。方法:24只健康豚鼠随机均分为正常组 、庆大霉

素组 、庆大霉素加 L-精氨酸(全程)组和庆大霉素加 L-精氨酸(半程)组。观察各种豚鼠血清中一氧化氮 、听觉脑干反应 、内耳

外毛细胞的形态学变化。结果:庆大霉素组血清中一氧化氮与正常组差异无统计学意义(P >0. 05);L-精氨酸全程组和半程

组治疗后血清中一氧化氮高于正常组和庆大霉素组(P <0. 05 ～ P <0. 01)。 L-精氨酸组 ABR反应阈较庆大霉素组降低(P <

0. 05)。 L-精氨酸组内耳外毛细胞仅有散在损失。结论:一氧化氮一定量升高对内耳毛细胞有细胞毒性作用 ,进一步升高则对

外毛细胞有保护作用 。 L-精氨酸治疗能降低 ABR阈值 , 减少外毛细胞损害 , 对耳蜗有保护作用。
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Influence of the change of nitr ic oxide in serum of guinea p igs

on the ototox icity gentamycin:An expermi ental study
ZHAN X iao-dong, JIANG Cheng-yi, ZHANG M ing-jie, WANG W ei

(D epartm en t of O torhinolaryngology Head and Neck Surgery, A ffiliated Hospital of BengbuM ed ical College, Bengbu 233004, China)

[ Abstract] Objective:To explore the influence of nitric ox ide in se rum on am inog lyco side antibiotic induced dea fness in guinea pigs

and its m echanism. M ethods:Twenty fou r health guinea pig s w ere random ly d iv ided into fou r g roups:6 anim a ls acted as norm a l

contro ls, 6 w ere g iven gentam y in, 6 gentamy in w ith L-arg inine from 1 to 19 day s and 6 gen tamyc in w ith L-arg inine from 10 to 19 day s.

Then the nitric ox ide in serum w as mea su red. The thresho ld o f audito ry brainstem re sponse(ABR) and the pa tho logica lm orpho logy of

oute r hair ce lls in the inne r ear we re evalua ted. Resu lts:The n itric ox ide in serum o f the gen tamycin g roup w as not significantly h igher

than that of the norm a l control group(P >0. 05), the ABR th reshold(95. 63 dB) was significan tly h igher than tha t of the norm a l

contro l g roup(P <0. 05), and the outer hair cells w ere m assive ly los.t The nitric oxide in se rum in the L-arg in ine g roups was much

highe r than that in the no rma l con tro l group and tha t in the gentam ycin g roups(P <0. 001 -P <0. 005), but the ABR thresho ld w as

low e r than tha t in the gen tamycin group and the oute r ha ir ce lls we re sporadica lly los.t C onclusions:Som e deg ree o f n itric ox ide in

serum m ay cause toxic ity to outer ha ir cells in guinea p ig s, but highe r leve l of n itric ox ide in se rum m ay be effective in prevention of

oute r hair ce lls in guinea pigs. The L-a rg ininem ay decrease ABR thre sho ld and a llevia te outer ha ir ce lls injury, wh ich has preventive

e ffec t to the coch lea o f gu inea pig s.

[ Keyw ords] deaf;gen tamyc in;n itric ox ide;L-arg in ine;outer ha ir cell;guinea pigs

　　一氧化氮 (n itric oxide, NO)在心血管 、神经 、免

疫等多个系统的生理和病理过程中起到十分重要的

作用。目前 ,在耳科领域有关 NO的研究也取得很

大进展 ,国内一些学者仅对耳蜗微循环障碍血清中

NO的变化进行研究 ,而 NO与药物性耳聋关系的研

究尚无报道 。本研究通过动物实验 ,研究 NO与药

物性耳聋的关系以及 L-精氨酸(L-A rg)治疗后耳蜗

形态学和生理的变化 。

1　材料与方法

1. 1　动物模型制作　耳廓反射正常的健康雄性杂

色豚鼠 24只 (由中科院上海实验动物中心提供 ,

No:0000532),体重 150 ～ 270 g。随机分成 4组 ,每

组 6只。正常对照组 。药物性耳聋组 (GM):硫酸

庆大霉素 120 mg kg
-1
 d

- 1
腹腔内注射 ,每天 1

次 ,持续 19天。药物性耳聋加全程 L-精氨酸组

(GM +全程 L-A rg):硫酸庆大霉素 120mg kg
-1
 

d
- 1
加 L-精氨酸 450 mg kg

-1
 d

- 1
腹腔内注射 ,每

天 1次 ,持续 19天 。药物性耳聋加半程 L-精氨酸组

(GM +半程 L-A rg):硫酸庆大霉素 120mg kg
-1
 

d
- 1
腹腔内注射 ,每天 1次 ,持续 19天 ,第 10天开始

给予 L-精氨酸 450mg kg
-1
 d

-1
腹腔内注射 ,每天 1

次 ,持续 9天。动物实验期每天称体重以调整药物。

1. 2　耳蜗基膜铺片　试验结束将 4组豚鼠断头处

死 ,取颈动静脉血 2 m l,采用硝酸还原酶法 (试剂盒

由南京建成生物工程研究所提供 )检测血清 NO水

平。同时颞骨作耳蜗基膜铺片以观察外毛细胞形
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态:豚鼠断头取出听泡 ,剪除鼓室外侧壁 ,充分暴露

鼓室内壁。在放大 10倍的解剖显微镜下 ,用微针在

蜗尖钻孔 ,将镫骨轻推入前庭窗 ,将 Zenke r氏固定

液从蜗尖小孔缓缓灌入耳蜗 ,可见固定液前庭窗及

蜗窗流出 ,然后将耳蜗标本浸入 Zenker氏固定液中

充分固定 4 h,在 20倍的显微镜下以 “摘帽法 ”去除

蜗壳 ,分离取出耳蜗基膜并移到载玻片上 ,用苏木精

染液浸染 3 ～ 4 m in,常规制备耳蜗基膜铺片 ,观察

顶 、中 、底回外毛细胞形态 。

1. 3　ABR反应阈测定　实验第 19天 ,用 10%水合

氯醛 300 mg /kg腹腔注射麻醉后 , 采用丹迪公司

keypo iu tw ork 4道高速诱发电位系统 ,在隔音屏蔽

室内测试 ABR 反应阈 , 外耳道口给声 , 采用

0. 35mm的针形电极置前额正中皮下 ,参考电极置

测试耳外耳道口后上皮下 ,鼻尖接地 。单耳短声

(c lick)刺激 ,带通滤过波 100 ～ 3 000Hz,叠加 1 000

次 。

1. 4　统计学方法　采用方差分析和 q检验 。

2　结果

　　各组豚鼠血清 NO和 ABR阈值测定结果显示:

GM组引起血清中 NO浓度升高 , ABR反应阈明显

高于正常组 (P <0. 01)。内耳外毛细胞明显破坏

(见图 1、2)。加全程 L-精氨酸组及加半程 L-精氨

酸 ,血清中 NO浓度较正常组和 GM组高 (P <0. 05

～P <0. 01), ABR反应阈明显低于 GM 组 (P <

0. 01),但全程组低于半程组 (P <0. 05)。且内耳外

毛细胞仅有散在性破坏 (见图 3、4),一定程度上内

耳外毛细胞有保护作用。 NO与给予 L-精氨酸的时

间无明显关系(P >0. 05)(见表 1)。

　表 1　各组豚鼠血清 NO和 ABR阈值测定结果比较(n i =

6;x ±s)

分组 NO(μmo l /L) ABR阈值(dB)

正常对照组 71. 78±12. 48 20. 00±2. 56

GM 组 94. 63±19. 75 95. 63±9. 75 **

GM +全程 L-A rg组 132. 22±22. 38 * *
# 34. 56±5. 13 **

##

GM +半程 L-A rg组 122. 89±19. 79 * *
# 42. 38+4. 09 ** ##

△

F 12. 63 180. 55

P <0. 01 <0. 01

MS组内 359. 580 36. 165

　　q检验:与正常对照组比较**P <0. 01;与 GM 组比较#P <0. 05, ##P <

0. 01;与 GM +全程 L-A rg组比较△P <0. 05

3　讨论

　　在内耳正常情况下 , NO介导神经传导 ,调节血

流 ,并能维持内环境的稳定。同时 ,越来越多的资料

表明 , NO在内耳病理性损伤过程中也起着重要的

作用
[ 1]

。有研究发现庆大霉素及顺铂引起的内耳

损伤中 NO浓度明显增高
[ 2, 3]

。本研究结果发现 ,应

用耳毒性抗生素(GM)后血清中 NO浓度增高 ,同时

耳蜗外毛细胞大量破坏 。进一步证明病理条件下如

应用抗肿瘤药物顺铂 、氨基糖苷类抗生素 GM 、噪声

刺激等在内耳均有诱导型一氧化氮合酶 (NOS-Ⅱ )

的表达。 NOS-Ⅱ可以长时间催化生成大量 NO ,进

而破坏其周围的组织作用
[ 3, 4]

。

另外 ,本实验中在耳毒性药物组中加入全程 L-

精氨酸组或加半程 L-精氨酸 ,均导致血清中 NO浓

度继续增高 ,但耳蜗外毛细胞呈个别或散在破坏。

说明不同时段给予外源性的 L-精氨酸对耳蜗组织

起保护作用 。病理情况下 ,机体内合成大量的 NO

会引起严重的毒性反应 ,造成内耳损伤。而 NO吸

入 、NO前体 (L-A rg)、NO供体 、NOS阻滞剂和活性

氧物质(ROS)清除剂等已应用于临床治疗内耳疾

病。有实验结果显示 ,对 NOS不同程度的抑制 ,可

产生不同的治疗结果 。表明 NO在这一过程中既起

到保护作用 ,又起到破坏作用。因此 ,治疗中 NO的

浓度要适度 , 以达到治疗目的 , 又不影响生理过

程
[ 5]

。本实验全程 L-精氨酸和半程 L-精氨酸的给

予对血清 NO浓度变化不显著 ,但 ABR反应阈值较

GM组下降 ,均对外毛细胞有保护作用 。其作用机

制可能为:在生理条件下 ,体内的 NO对耳蜗外毛细

胞(OHC)的保护作用可能是通过抑制 OHC的胞内

过量的 Ca
2 +
负荷 ,即胞内 Ca

2 +
超载发挥作用的 ,这

亦可能是在病理过程的初期阶段的一种保护机制。

另外 , Ca
2+
也是一种非常重要的第二信使物质 ,许多

细胞内过程和神经活动都需要 Ca
2+
的参与。而 NO

能抑制 Ca
2 +
的内流 ,可能借此而参与调节 OHC胞

内生物过程和耳蜗机制
[ 6]

。

总之 , NO在内耳的生理作用机制十分复杂 ,简

单从血清中 NO浓度和内耳外毛细胞变化的关系上

仅能研究其部分机制 , NO在内耳疾病作用中的病

理机制有待进一步研究阐明 。

　　(本文图 1 ～ 4见封四 )
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survivin基因在膀胱移行细胞癌中的表达及其意义
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[摘要 ]目的:探讨 survivin基因在膀胱移行细胞癌( transitiona l cell ca rc inom a o f b ladder, TCCB)发生 、发展和复发中的作用。方

法:对 53例膀胱移行细胞癌和 10例正常膀胱黏膜应用原位杂交方法检测 surviv in mRNA的表达。结果:surv iv in mRNA在正

常的膀胱黏膜中无表达 ,在 TCCB中的阳性表达率为 71. 7%,两者差异有统计学意义 (P <0. 005);surv ivin mRNA在 TCCB中

的阳性表达率随 TCCB的病理分级 、临床分期升高而增高 ,在 G1、G2和 G 3级 TCCB中的阳性表达率分别是 50. 0%、68. 2%和

94. 1%,差异有统计学意义(P <0. 005);在表浅性和浸润性 TCCB中的阳性表达率分别为 50. 0%、92. 6%, 阳性表达率两者差

异有统计学意义(P <0. 01);在初发和复发 TCCB中的阳性表达率分别为 66. 7%、85. 7%, 两者阳性表达率差异有统计学意义

(P <0. 05)。结论:surv ivin mRNA高水平表达在 TCCB的发生 、发展和复发中发挥了重要作用。

[关键词 ] 膀胱肿瘤;癌 ,移行细胞;suv ivin基因;原位杂交;细胞凋亡
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Expression and c lin icopathologic s ignificance of surviv ingmRNA

in trans itional cell carcinoma of bladder
ZHANG Jia-jun1 , L IQ ing-wen1 , WANG Ping2 , CHENG Ze-nong2

(1. D epartm ent ofU rology, Affilia ted Hospita l of B engbuM edica l College, B engbu 233004;

2. D epartm ent of Pathology, B engbuMed ica l College, Bengbu 233030, Ch ina)

[ Abstract] Object ive:To inve stiga te the expre ssion o f surv iv in mRNA and to eva luate its effe cts on the tumo rigenesis, p rogression and

recurrence in transitiona l ce ll ca rc inom a of bladder(TCCB). Methods:In 53 cases of TCCBs and 10 ca ses of no rm al b ladderm uco sas,

the expre ssion leve l of surviv in mRNA was detec ted by in situ hybridization( ISH). R esu lts:The expression po sitive ra te o f surv ivin

mRNA in TCCB(71. 7%) was significan tly highe r than tha t in 10 no rm al b ladder tissues(P <0. 005). The expre ssion level of surv iving

mRNA w as elevated a s the grade and stage increa sed in TCCB. The positive rates in g radeG1 , G2 , G3 w ere 50. 0%, 68. 2% and 94. 1%

(P <0. 005), 50. 0% and 92. 6% in stage of Ta - T1, T2 - T4, re spec tive ly. A ll the da ta in above g roups w ere statistica lly significan t

(P <0. 01);and in p rim ary and recurrent cases w ere 66. 7% and 85. 7% and the data w as sta tistica lly significant(P <0. 05).

Conc lu sions:The h igher expression o f surv ivin mRNA m ay p lay an im po rtant ro le in the tum orignesis, deve lopment and re currence of

TCCB.

[ Keyw ords] b ladder neoplasm;carcinom a, transitional ce ll;su rv iv in gene;in situ hybrid iza tion;apop to sis

　　su rv iv in基因是一种凋亡抑制基因 ,它在分化成

熟的绝大多数成人组织中不表达 ,而主要分布于胚

胎和分化未成熟的组织以及大多数肿瘤组织中
[ 1]

。

我们应用原位杂交方法检测 surviv in mRNA在膀胱

癌移行细胞 ( transitiona l ce ll ca rcinoma o f bladder,

TCCB)中的表达情况 ,探讨其在 TCCB发生 、发展及
复发中的作用。

1　材料与方法

1. 1　一般材料　从蚌埠医学院病理学教研室挑选

我科 2001 ～ 2004年手术切除的膀胱肿瘤标本 53
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进行放疗 、化疗 。其中男 44例 ,女 9例;年龄 35 ～

89岁。初发 39例 ,复发 14例。肿瘤分级按 WHO

的分级标准:G 1 24例 , G 2 22例 , G 3 17例 。临床分期

按 TNM标准:Ta ～ T1 26例 , T2 ～ T4 27例。另取 10

例正常膀胱黏膜(良性前列腺增生症患者开放手术

所取标本 ,并且经病理检查证实为正常膀胱黏膜 )
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n itric ox ide syn thase inh ib itor p rotect the ves tibu lar organ again st

gentam iycin ototoxicity [ J] . Acta O to laryngo l, 2002, 122 (1):

10 -15.

[ 4] 　Sh i X , Dai C, Nu ttall AL. A ltered exp ression of indu cib le n itric

oxide synthase( iNOS) in the coch lea[ J] . Hear Res, 2003, 177

(1 - 2):43 - 52.
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脊髓继发性损害的影响 [ J] . 中华医学杂志 , 1998, 78(1):

27 -29.
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