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　　摘　要：　目的　探讨聪耳通窍剂通过调控Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠耳蜗神经丝中链多肽（ＮＥＦＭ）／丝裂原活化蛋白激
酶１４（ＭＡＰＫ１４）信号转导对抗老年性耳蜗感音神经细胞凋亡的机制。方法　实验选取刚断奶１月龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠５４只，随机分为３组，其中１０只小鼠饮用自来水至出生后２个月作为幼龄对照组（２月龄对照组）；２２只小鼠饮
用自来水至出生后７个月作为老年性耳蜗感音神经细胞凋亡模型对照组（７月龄对照组）；２２只小鼠饮用聪耳通
窍剂至出生后７个月作为中药治疗组（７月龄中药组）。各组小鼠月龄期满即终止实验，每组分别取５只小鼠进行
全耳蜗基底膜铺片观察内／外毛细胞形态学，５只小鼠进行耳蜗环氧树脂包埋切片观察螺旋神经节神经元（ＳＧＮｓ）
形态学。另从７月龄对照组和７月龄中药组中每组各取６只小鼠耳蜗通过蛋白质组学技术检测 ＮＥＦＭ丰度值，
６只小鼠耳蜗通过 ＲＴＰＣＲ技术检测 ＭＡＰＫ１４表达量。将数据结果进行统计学分析，并结合 Ｓｔｒｉｎｇ和 ＫＥＧＧ数据
库分析分子信号转导机制。结果　各组耳蜗钩端附近区域基底膜转弯处内／外毛细胞及相应区域耳蜗 ＳＧＮｓ比较
显示，２月龄对照组耳蜗内／外毛细胞及ＳＧＮｓ完好无缺，７月龄对照组内／外毛细胞及 ＳＧＮｓ丧失殆尽，７月龄中药
组内／外毛细胞及ＳＧＮｓ损失明显减少（Ｐ＜０．００１）。蛋白质组学研究发现众多富集差异蛋白之一且表达强度排序
前列的耳蜗ＮＥＦＭ在中药干预下，与７月龄对照组比较，丰度值显著增加（Ｐ＜０．００１）。ＲＴＰＣＲ研究显示，与７月
龄对照组比较，７月龄中药组耳蜗ＭＡＰＫ１４表达量明显下调（Ｐ＜０．００１）。ＮＥＦＭ与ＭＡＰＫ１４介导的ＭＡＰＫ信号转
导通路和超氧化物歧化酶 １（ＳＯＤ１）介导的抗氧化信号转导通路密切关联，进而和活性氧（ＲＯＳ）／Ｂｃｌ２／Ｂａｘ／
ｃａｓｐａｓｅ９等与细胞凋亡或抗凋亡因子形成上下信号转导调控相互关系。结论　聪耳通窍剂具有对抗老年性耳蜗感
音神经细胞凋亡的作用，其机制可能通过ＮＥＦＭ／ＭＡＰＫ１４调控ＳＯＤ１／ＲＯＳ介导的抗细胞调亡信号转导通路从而达到
药物效果，提示ＮＥＦＭ和ＭＡＰＫ１４可能是聪耳通窍剂有效对抗老年性感音神经细胞凋亡作用的重要靶点之一。
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ｐａｔｈｗａｙｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＮＥＦＭａｎｄＭＡＰＫ１４ｗａｓｃｌｏｓｅｌｙｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｍｅｄｉａｔｅｄｂｙｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ１（ＳＯＤ１），ａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙｆｏｒｍｅｄａｎｕｐｄｏｗｎｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｉｎｔｅｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）／Ｂｃｌ２／Ｂａｘ／ｃａｓｐａｓｅ９ａｎｄｏｔｈｅｒｆａｃｔｏｒｓｒｅｌａｔｅｄｔｏａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｒａｎｔｉａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｔｈｅ
ＣＴＡｈａｓｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｂａｔｉｎｇａｇｅｒｅｌａｔｅｄｓｅｎｓｏｒｉｎｅｕｒａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ．ＴｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｔｈａｔＮＥＦＭ／ＭＡＰＫ１４ｒｅｇｕｌａｔｅ
ｔｈｅＳＯＤ１／ＲＯＳｍｅｄｉａｔｅｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｏｆａｎｔｉａｐｏｐｔｏｓｉｓｔｏａｃｈｉｅｖｅｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｅｆｆｅｃｔ．ＩｔｓｕｇｇｅｓｔｓｔｈａｔＮＥＦＭ
ａｎｄＭＡＰＫ１４ｍａｙｂｅｏｎｅｏｆｔｈｅｉｍｐｏｒｔａｎｔｔａｒｇｅｔｓｏｆＣＴＡｏｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｒｅｓｉｓｔｉｎｇａｇｅｒｅｌａｔｅｄｓｅｎｓｏｒｉｎｅｕｒａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｐｒｅｓｂｙｃｕｓｉｓ；Ｃｏｃｈｌｅａ；Ｍｏｕｓｅ；ＮＥＦＭ；ＭＡＰＫ１４；ＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅ

　　前期研究表明，聪耳通窍剂具有显著对抗豚鼠
庆大霉素耳毒性聋作用［１］，为了研究和揭示聪耳通

窍剂对抗老年性耳蜗感音神经细胞凋亡药效作用与

机制，采用国产 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠作为老年性耳蜗感
音神经细胞凋亡动物模型，在聪耳通窍剂干预下，通

过全耳蜗铺片和切片，观察和了解其对耳蜗内／外毛
细胞、螺旋神经节神经元（ｓｐｉｒａｌｇａｎｇｌｉｏｎｎｅｕｒｏｎｓ，
ＳＧＮｓ）的影响作用。利用蛋白质组学技术检测耳蜗
神经丝中链多肽（ｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔｍｅｄｉｕｍｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ，
ＮＥＦＭ）影响作用，利用 ＲＴＰＣＲ技术检测丝裂原活
化蛋白激酶１４（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１４，
ＭＡＰＫ１４）影响作用，结合 Ｓｔｒｉｎｇ和 ＫＥＧＧ数据库检
索分析它们的分子信号转导机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　选择ＳＰＦ级１月龄刚断奶国产健

康Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠５４只，雌雄各半，体重１６～１８ｇ，由
北京维通利华实验动物技术公司提供【ＳＣＸＫ（京）
２０１２－０００１】，清洁级别一级，饲养于本单位 ＳＰＦ动
物实验室【ＳＹＸＫ桂２０１９－０００１】，所有操作均符合
广西中医药大学实验动物伦理学要求（审批号：

ＩＡＣＵＣ２０１６１０１５）。
１．１．２　药物　聪耳通窍剂组成和制备同文献报
道［１］，即主要由黄芪、葛根、骨碎补、女贞子、丹参等

组成。经过水煮、浓缩、烘干、反复粉碎和过筛等流

程，制成每克药粉相当于６．６３ｇ生药材。按照《中
药药理研究方法学》［２］小鼠与成人用量换算法计算

出该药的小鼠用量为３．６５ｇ·ｋｇ－１·ｄ－１。
１．１．３　蛋白质组学研究主要试剂和仪器　选择
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司提供的ＴＭＴ１０标记试剂盒、质
谱级乙腈、质谱水、ＢＣＡ试剂盒、异丙醇；Ｔｈｅｒ
ｍｏＦｉｓｈｅｒ公司提供的羟胺；生工生物工程股份有限
公司提供的 ＰＭＳＦ、４０％ＡｃｒＢｉｓ、ＴｒｉｓＨＣｌ／ｐＨ６．８／
ｐＨ８．８、ＡＰＳ、ＴＥＭＥＤ、Ｔｒｉｓ、ＤＴＴ、溴酚蓝、ＴＦＡ、ＩＡＡ、

·７·
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Ｇ２５０；ＳＩＧＭＡ提供的 ＴＥＡＢ；国药集团化学试剂有
限公司提供的甘氨酸、ＳＤＳ；碧云天生物技术研究所
提供的ＳＤＳ裂解液；北京华利世科技有限公司提供
的胰酶。

选择ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司提供的ＱＥｘａｃｔｉｖｅ质谱
仪（型号：ＩＱＬＡＡＥＧＡＡＰＦＡＬＧＭＢＤＫ）、ＥａｓｙｎＬＣ１２００
液相系统（型号：ＥａｓｙｎＬＣ１２００）、ＯｒｂｉｔｒａｐＦｕｓｉｏｎ
（型号：ＩＱＬＡＡＥＧＡＡＰＦＡＤＢＭＢＣＸ）、ＱＥｘａｃｔｉｖｅＨＦ
（型号：ＩＱＬＡＡＥＧＡＡＰＦＡＬＧＭＢＦＺ）；Ａｇｉｌｅｎｔ公司提供
的高 ｐＨ分离液相色谱仪（型号：Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ｓｅ
ｒｉｅｓ）。
１．１．４　ＲＴＰＣＲ主要试剂和仪器　荧光定量 ＰＣＲ
引物设计在 ＮＣＢＩ数据库查找相关序列，由北京六
合华大基因科技股份有限公司合成。选择 Ａｘｙｇｅｎ
公司提供的总ＲＮＡ抽提试剂盒；上海索莱宝生物科
技有限公司提供的 ＧｏｌｄＶｉｅｗＩ型核酸染色剂；大连
宝生物工程有限公司提供的 ｍＲＮＡ合成单链扩增
逆转录试剂盒；弗德生物公司提供的蛋白磷酸酶抑

制剂混合物、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、中强度 ＲＩＰＡ裂
解液、蛋白酶抑制剂混合物、１００ｍＭＰＭＳＦ；Ｍａｃｋｌｉｎ
公司提供的甘氨酸、过硫酸铵、Ｎ．Ｎ甲叉双丙烯酰
胺；Ｖｅｔｅｃ公司提供的 Ｔｒｉｓｂａｓｅ；Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司提供
的ＰＤＶＦ膜；Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司提供的预染蛋白标志
物；Ａｍｒｅｓｃｏ公司提供的 ＳＤＳ；Ａｂｃａｍ公司提供的一
抗 （ＡｎｔｉＡＳＫ１ａｎｔｉｂｏｄｙ、ＡｎｔｉＴＲＸ ａｎｔｉｂｏｄｙ、Ａｎｔｉ
Ｃａｓｐａｓｅ３ａｎｔｉｂｏｄｙ）；Ｊａｃｋｓｏｎ公司提供二抗（Ｈｒｐ
ＧｏａｔＡｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ、ＨＲＰＧｏａｔＡｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧ）。

采用美国 ＢｉｏＲａｄＲＴＰＣＲ检测系统ＭｙｉＱ５
ＲＴＰＣＲＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ；选择南京华东电子集团医
疗装备有限责任公司提供的多功能酶标仪（型号：

ＤＧ５０３３Ａ）；北京六一仪器厂提供的电泳仪（型号：
ＤＹＹ７Ｃ）。
１．２　动物分组及给药

将５４只 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为 ３组，其中
１０只小鼠出生后２个月作为幼龄对照组（２月龄对
照组）；２２只小鼠出生后７个月作为老年性耳蜗感
音神经细胞凋亡动物模型对照组（７月龄对照组）；
２２只小鼠饮用聪耳通窍剂至出生后７个月作为中
药治疗组（７月龄中药组）。喂养和用药剂量与方法
同我们前期研究文献报道［３］。各组小鼠月龄期满

即终止实验，每组分别取５只小鼠进行全耳蜗基底膜
铺片观察内外毛细胞形态学变化情况，５只小鼠进行
耳蜗环氧树脂包埋切片观察 ＳＧＮｓ变化情况。另从
７月龄对照组和７月龄中药组各取６只小鼠耳蜗，通

过蛋白质组学技术检测ＮＥＦＭ丰度值，再取６只小鼠
耳蜗通过ＲＴＰＣＲ技术检测ＭＡＰＫ１４表达量。
１．３　检测方法
１．３．１　耳蜗铺片和耳蜗切片　具体方法和步骤与
我们前期研究文献报道基本一致［３４］。耳蜗铺片：

即小鼠断头后在体视显微镜下解剖暴露岩部，依次

取出耳蜗、打开耳蜗圆窗、福尔马林磷酸盐缓冲液由

蜗顶灌入耳蜗固定、盐酸溶液脱钙、分离取出全耳蜗

基底膜、苏木素染液常规染色，最后将全耳蜗基底膜

移入载玻片的甘油滴中，盖上盖玻片，中性树胶封

固，在置有显微测量尺目镜的光学显微镜下，全耳蜗

基底膜逐个视野依次计数内／外毛细胞，并将采集的
数据输入到计算机中，数据经耳蜗图软件与正常

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠耳蜗数据进行比较，耳蜗基底膜的实
际全长被转换为百分比长度单位，单位长度内的毛

细胞实际数量被转换成细胞密度并按照百分比分布

在耳蜗基底膜的各个部位，从而建立该耳蜗的曲线

分析图，其中将７月龄对照组与７月龄中药组数据
结果进行统计学分析。耳蜗切片：将取出的耳蜗经

福尔马林磷酸盐缓冲液经蜗顶灌注固定后，环氧树

脂包埋，半薄切片分别获取耳蜗骨性螺旋板的疆孔

切片蜗轴螺旋管的中轴切片，片厚３μｍ，最后０．１％
甲苯胺蓝常规染色，每组取对等间隔切片，在显微镜

下观察ＳＧＮｓ变化情况，并计数全视野单位面积内
神经元数量，其中将７月龄对照组与７月龄中药组
数据结果进行统计学分析。

１．３．２　蛋白质组学检测　取７月龄对照组与７月
龄中药组动物耳蜗用于蛋白质组学检测研究。具体

方法和步骤与我们前期研究文献报道一致［５］，即采

用 Ｔｈｅｒｍｏ公司体外标记技术（ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｔａｇｓ，
ＴＭＴ）进行蛋白质组学研究。分别通过蛋白浓度测
定、ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳、胰蛋白酶酶解及标
记、反相色谱分离等步骤。

１．３．３　ＲＴＰＣＲ检测　选取７月龄对照组与７月龄
中药组小鼠耳蜗用于 ＲＴＰＣＲ检测 ＭＡＰＫ１４研究。
选择ＰＣＲ参考引物序列 ＡＣＴＢ（５′３′）：上游 ＡＧＴ
ＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴ；下游 ＡＧＴＡＡＣＡＧＴＣＣＧＣ
ＣＴＡＧＡＡＧＣ；长度（ｂｐ）２９１。ＰＣＲ目标引物序列
ＭＡＰＫ１４（５′３′）：上 游 ＴＣＣＴＣＣＧＡＧＧＧＣＴＧＡＡＧ
ＴＡＴ；下游 ＧＴＡＧＣＣＡＣＧＴＡＧＣＣＴＧＴＣＡＴ；长度（ｂｐ）
１５４。检测方法和步骤与我们前期研究文献报道基
本一致［４］。按照总 ＲＮＡ小量制备试剂盒步骤提取
总ＲＮＡ。按照反转录反应试剂盒说明进行反转录
ＰＣＲ反应合成 ｃＤＮＡ。加入引物，在实时定量 ＰＣＲ
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仪检测系统中，反应条件为９５℃预变性１０ｍｉｎ，然后
经过９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，共４０个循环，６０℃延伸
１ｍｉｎ，测出内参基因ＡＣＴＢ和目的基因ＭＡＰＫ１４在不
同样本中扩增的 Ｃｔ值，２－△△Ｃｔ法计算基因表达量差
异倍数值。

１．４　统计学分析
蛋白质组学数据分析采用 ＰｒｏｔｅｏｍｅＤｉｓｃｏｖｅｒ

ｅｒＴＭ２．２（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）软件和 ＵｎｉＰｒｏｔ小鼠数
据库。肽段鉴定的假阳性率控制在１％以下。对得
到的检索结果按照 ＳｃｏｒｅＳｅｑｕｅｓｔＨＴ＞０且 ｕｎｉｑｕｅ
ｐｅｐｔｉｄｅ≥１，并去除空白值的标准筛选可信蛋白，基
于筛选出的可信蛋白（多组重复以均能鉴定到的可

信蛋白结果为基础进行分析），最后利用 ＯｍｉｃｓＢｅａｎ
组学数据整合分析云平台，对筛选出的差异蛋白进

行了基因本体（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）功能注释和富集
分析，用ＯｍｉｃｓＢｅａｎ组学数据整合分析云平台，对筛
选出的差异蛋白进行Ｓｔｒｉｎｇ、ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ等分析。
用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计分析，检测数据计量资
料以 珋ｘ±ｓ表示，两两比较用 ＬＳＤｔ检验法；构成比
比较以（％）表示，用χ２检验法。Ｐ＜０．０５为差异具
有统计学意义。

２　结果

２．１　耳蜗铺片检测情况
耳蜗铺片各组位于耳蜗钩端附近区域基底膜同

一部位比较显示，２月龄对照组所有内／外毛细胞完
好无缺（图１Ａ）；７月龄对照组内／外毛细胞则丧失
殆尽（图１Ｂ）；７月龄中药组仅在非常靠近钩端区有
所缺失，但在朝着底回基底膜中段一端的内／外毛细
胞则完整无损（图１Ｃ）。各组小鼠统计平均全耳蜗
毛细胞图显示，２月龄对照组各回区域内／外毛细胞
完整无损失（图２Ａ）；７月龄对照组内／外毛细胞缺
损主要集中在耳蜗底回高频听阈区，越往底回高频

听阈区则损失越重，并朝低频听阈区延伸发展

（图２Ｂ），截取距离耳蜗顶回６０％、７０％、８５％、９０％
间区统计平均损失外毛细胞分别为 ５０％、７０％、
１００％、１００％，内毛细胞分别为 ２０％、４０％、８５％、
９５％。７月龄中药组内／外毛细胞损失则明显较轻
（图２Ｃ），同等截取距离耳蜗顶回６０％、７０％、８５％、
９０％间区统计平均损失外毛细胞分别为０％、５％、
６５％、８５％，内毛细胞分别为 ０％、０％、１０％、３０％。
两组外／内毛细胞损失比较经χ２检验差异均具有统
计学意义（χ２外 ＝６５．５７０，χ

２
内 ＝２０．７２９；Ｐ均 ＜

０．００１）。表明聪耳通窍剂具有显著对抗老年性耳
蜗毛细胞凋亡作用。

２．２　耳蜗切片检测情况
耳蜗切片各组位于耳蜗钩端区 ＳＧＮｓ比较显

示，２月龄对照组ＳＧＮｓ完整无损（图３Ａ），７月龄对
照组ＳＧＮｓ损失严重，几乎缺如（图３Ｂ），而７月龄
中药组 ＳＧＮｓ仍有较多存在，保护较好（图 ３Ｃ）。
７月龄对照组与７月龄中药组相同区域神经元密度
定量比较，差异具有统计学意义（ｔ＝１３．３０６，Ｐ＜
０．００１），结果与耳蜗铺片毛细胞变化情况相对应。
由此可见，聪耳通窍剂同时具有显著对抗老年性耳

蜗ＳＧＮｓ凋亡作用。
２．３　蛋白质组学检测情况

蛋白质组学筛选出两组小鼠耳蜗差异显著性富

集蛋白 ＮＥＦＭ，在数百差异显著性蛋白中排序位居
前列，所测特性结果显示其覆盖率为５２，鉴定出不
同肽段总数目４７，肽段匹配到二级谱图数目 １０３，
ｕｎｉｑｕｅ肽段数目１，氨基酸残基数８４８，分子量９５．９，
等电点４．７７，Ｓｅｑｕｅｓｔ程序分３６６．７。所测结果符合
ＡｌｐｈａＦｏｌｄ蛋白质结构数据库鉴定的 ＮＥＦＭ蛋白结
构属性。两组小鼠耳蜗组织 ＮＥＦＭ丰度值均数比
较及统计结果如表２所示，７月龄中药组 ＮＥＦＭ丰
度值（１．５８±０．０４）明显高于７月龄对照组（０．９０±
０．０５），经两两比较ｔ检验显示差异具有统计学意义
（ｔ＝２６．０１３，Ｐ＜０．００１），７月龄中药组与７月龄对
照组差异倍数 ＦＣ为 １．４５。表明中药能显著促进
ＮＥＦＭ高表达，而丰度值越高代表该蛋白质含量就
越多。

２．４　ＲＴＰＣＲ检测情况
７月龄中药组 ＭＡＰＫ１４ｍＲＮＡ表达量均数为

０．８６±０．１９，７月龄对照组 ＭＡＲＫ１４ｍＲＮＡ表达量
均数为１．４８±０．１８，两组比较差异具有统计学意义
（ｔ＝５．８０３，Ｐ＜０．００１）。
２．５　相关生物信息检索

Ｓｔｒｉｎｇ数据库检索到ＮＥＦＭ直接与ＭＡＰＫ１４、超
氧化物歧化酶１（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ１，ＳＯＤ１）形成
密切关系（图 ４），即根据所提供的线路标注说明，
ＮＥＦＭ与ＭＡＰＫ１４、ＳＯＤ１形成高度比率关联性，并且
通过介导 ＭＡＰＫ１４、ＳＯＤ１调控 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ９
等涉及细胞凋亡或抗凋亡基因蛋白并形成密切关联

性。ＫＥＧＧ数据库检索到ＮＥＦＭ信号转导信息显示
（图５），ＮＥＦＭ主要通过两个途径起到抗细胞凋亡
作用：①通过调控 ｐ３８ＭＡＰＫ抑制 ＭＡＰＫ介导的细
胞凋亡信号转导通路；②通过调控 ＳＯＤ１抑制活性
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氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）介导的细胞凋亡信
号转导通路。ＫＥＧＧ数据库相关因子所介导的信号
转导通路与Ｓｔｒｉｎｇ数据库检索结果一致。

综合 Ｓｔｒｉｎｇ和 ＫＥＧＧ数据库检索互证结果显
示，ＮＥＦＭ 直接与 ｐ３８ＭＡＰＫ（ＭＡＰＫ１４）介导的
ＭＡＰＫ信号转导通路和ＳＯＤ１介导的抗氧化信号转

图１　各组耳蜗钩端附近区域基底膜转弯处的毛细胞缺失情况　（苏木素 ×１００）　Ａ：２月龄对照组；Ｂ：７月龄对照组；Ｃ：７月
龄中药组
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图２　各组平均耳蜗图情况　Ａ：２月龄对照组；Ｂ：７月龄对照组；Ｃ：７月龄中药组

图３　各组耳蜗钩端区ＳＧＮｓ密度情况　（甲苯胺蓝 ×４００）　Ａ：２月龄对照组；Ｂ：７月龄对照组；Ｃ：７月龄中药组　注：ＳＧＮｓ
（螺旋神经节神经元）。
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图４　Ｓｔｒｉｎｇ数据库检索图　注：ＮＥＦＭ（神经丝中链多肽）；ＭＡＰＫ（丝裂原活化蛋白激酶）；ＳＯＤ１（超氧化物歧化酶１）。下同。
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图５　ＫＥＧＧ数据库检索图　注：ＲＯＳ（活性氧）。

导通路形成密切关联，进而与 ＲＯＳ／Ｂｃｌ２／Ｂａｘ／
ｃａｓｐａｓｅ９等与细胞凋亡或抗凋亡因子形成上下信
号转导调控相互关系。由此推断中药可能经

ＮＥＦＭ／ＭＡＰＫ１４介导 ＭＡＰＫ信号转导径路、ＳＯＤ１／
ＲＯＳ信号转导径路，从而实现对抗老年性耳蜗感音
神经细胞凋亡作用。

３　讨论

本批次国产Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠全耳蜗铺片结果显
示，２月龄对照组耳蜗各回内／外毛细胞完好无损，
可视为正常对照组；７月龄对照组耳蜗内／外毛细胞
损失主要集中于耳蜗底回高频区域，遵循着从耳蜗

底部向上蔓延发展变化规律；７月龄中药组耳蜗内／
外毛细胞损失明显较轻。耳蜗铺片结果与耳蜗铺片

对应区域一致，２月龄对照组底回钩端附近耳蜗
ＳＧＮｓ呈现较高密度；７月龄对照组神经元损失严
重，几乎缺如；７月龄中药组神经元损失明显减少。
研究结果表明，聪耳通窍剂具有较好保护老年性耳

蜗毛细胞和 ＳＧＮｓ凋亡作用。本次国产 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠动物模型与过去研究同属动物模型在毛细胞、

ＳＧＮｓ重点损失部位、发展变化规律均基本一
致［３４，６］，符合建模要求，并可科学对比说明问题。

ＮＥＦＭ属于３种神经丝之一，即 ＮＥＦＭ与重链
多肽神经丝蛋白（ｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔｈｅａｖｙｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ，
ＮＥＦＨ）和轻链多肽神经丝蛋白（ｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔｌｉｇｈｔ
ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ，ＮＥＦＬ）形成复合物，共同构成神经丝，而
ＮＥＦＭ是构成神经丝主要蛋白，是成熟神经元细胞
骨架的结构成分，也是脊椎动物有髓轴突中最丰富

的细胞骨架成分，对细胞内到神经轴突和树突的运

输、生物力学与神经元基因转录之间的联系及轴突

长期生长机制等起到重要作用，而神经突触和神经

纤维是保证神经信号转导的基础［７８］。研究表明，

ＮＥＦＭ高表达在诱导型一氧化氮合酶的上调、通过
涉及一氧化氮瓜氨酸循环的信号传导显著促进脂肪

组织来源的干细胞向成熟神经元细胞的分化中扮演

着重要角色［９］。另有研究表明在２２１例遗传性额颞
叶痴呆家族的脑脊液样本中 ４种蛋白最重要，即
ＮＥＦＭ、神经元五聚蛋白２、神经分泌蛋白和水通道
蛋白４。这４种蛋白质的组合特征能成功地将有症
状的个体与没有症状的个体（未受影响）以及有症

状前的个体与突变非携带者分开，即与未受影响的

个体相比，受影响个体的 ＮＥＦＭ和水通道蛋白４水
平更高，神经元五聚蛋白２水平更低，提示这些蛋白
质与遗传性失智症病理生理机制的潜在关联［１０］。

更多研究将 ＮＥＦＭ作为鉴定神经元和轴突生物标
志物［１１１２］。本次老年性聋动物模型在中药聪耳通

窍剂干预下的耳蜗蛋白质组学研究发现，涉及上调

或下调富集显著差异蛋白众多，各种信号转导径路

和机制复杂，其中上调基因蛋白中，ＮＥＦＭ表达强度
或含量位居众多富集显著差异蛋白前列，统计结果

表明，中药具有显著上调 ＮＥＦＭ作用，提示中药聪
耳通窍剂通过影响 ＮＥＦＭ表达，调节神经元突触、
神经元轴突、神经元迁移和神经肽信号传导，提示

ＮＥＦＭ是其重要药效靶标之一。
ＭＡＰＫ信号转导通路是生物体内将信号从细胞

表面传导细胞核内部的重要信号传导系统之一，在

基因表达、细胞增殖与分化、细胞存活与凋亡、应激

与免疫反应等细胞功能中起着至关重要的作用。参

与调控细胞凋亡的 ＭＡＰＫ信号转导通路主要包括
细胞外信号调节激酶１／２、ｐ３８ＭＡＰＫ和 ｃＪｕｎＮ末
端激酶，它们是神经退行性变的重要分子［１３］。而激

酶和磷酸酶分别是 ＭＡＰＫ激活剂和抑制剂，激酶磷
酸化 ＭＡＰＫｓ，启动和控制激活的幅度。相比之下，
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ＭＡＰＫ磷酸酶使ＭＡＰＫ去磷酸化，下调和控制信号
的持续时间［１４］。ｐ３８ＭＡＰＫ家族包含 ４种异构体
ｐ３８α、ｐ３８β、ｐ３８γ和ｐ３８δ，由４种不同的基因编码，
ｐ３８α／ＭＡＰＫ１４则是该家族的原型成员［１５］，因此，

ＭＡＰＫ１４实际属于 ｐ３８ＭＡＰＫ。不同 ＭＡＰＫ通路可
有促进或抑制细胞凋亡的作用，通常细胞外信号调

节激酶１／２级联介导抗凋亡过程，而 ｐ３８ＭＡＰＫ和
ｃＪｕｎＮ末端激酶级联介导促凋亡过程，它们在平衡
细胞存活和死亡中起着关键作用，而这些机制通过

内源性或外源性途径，引起细胞凋亡［１６］。即在 ｐ３８
通路中，ＭＡＰＫ１４（即 ｐ３８ＭＡＰＫ）进一步通过诱导转
录因子及激酶促进细胞凋亡，抑制细胞增殖。本研

究表明，中药聪耳通窍剂明显下调 ＭＡＰＫ１４的表
达，提示聪耳通窍剂可通过 ｐ３８通路，使 ＭＡＰＫ去
磷酸化，从而抑制ＭＡＰＫ１４即ｐ３８ＭＡＰＫ介导ＭＡＰＫ
细胞凋亡信号转导通路，从而起到对抗老年性耳蜗

感音神经细胞凋亡的作用。

Ｓｔｒｉｎｇ数据库检索到 ＮＥＦＭ直接与 ＭＡＰＫ１４、
ＳＯＤ１形成高度比率关联性，并且通过介导
ＭＡＰＫ１４、ＳＯＤ１调控 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ９等涉及细
胞凋亡或抗凋亡基因蛋白并形成密切关联性。

ＫＥＧＧ数据库检索到信号转导信息显示，ＮＥＦＭ主
要通过调控ｐ３８ＭＡＰＫ抑制 ＭＡＰＫ介导的细胞凋亡
信号转导通路，或通过调控 ＳＯＤ１抑制 ＲＯＳ介导的
细胞凋亡信号转导通路。上述两种数据库检索结果

互证进一步提示，聪耳通窍剂有效对抗老年性耳蜗

感音神经细胞凋亡作用。前期研究聪耳通窍剂在有

效保护豚鼠庆大霉素耳毒性聋机制中发现［１］，其对

耳蜗 ＳＯＤ１表达明显高于正常对照组和模型对照
组，对肾组织 ｃａｓｐａｓｅ３表达则明显低于模型对照
组，与前述ＳＯＤ１介导的抗氧化信号转导通路，进而
抑制ＲＯＳ／Ｂａｘ／ｃａｓｐａｓｅ９等凋亡因子启动的细胞凋
亡程序观点一致。此外，早期研究也表明［１７］，聪耳

通窍剂原始方还具有对抗老年性耳蜗疆孔神经纤维

损害的作用。作为构成神经丝主要蛋白的 ＮＥＦＭ，
在聪耳通窍剂干预下高表达，因此可认为 ＮＥＦＭ是
保护神经纤维的一个重要靶标因子。
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