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%%!摘%要"%目的%探讨高胆红素血症时听力损伤的机制及78>DC活性变化在此损伤中的作用% 方法%@ 1

龄 ?/32MH-V>2K5-N大鼠 =$ 只$随机分为对照组和实验组$实验组又根据腹腔注射胆红素的剂量(!$$

!

M[M和

"$$

!

M[M)分为8!'8" 组$对照组以生理盐水取代胆红素溶液% 测试各组动物脑干听觉诱发电位(DXC)$检测血

清胆红素浓度和脑组织胆红素含量$免疫组化 ?DX&法测试大鼠耳蜗核 78>DC的活性变化% 结果%8! 组和8"

组DXC反应阈明显升高$Y'YY'YYY波潜伏期及YW

,

'

,

WYYY'YWYYY波间期明显延长% 8!组'8"组耳蜗核78>DC免疫

组化平均灰度值明显低于对照组$与脑组织胆红素含量呈显著负相关$与 DXC反应阈亦呈显著负相关% 结论%

78>DC活性升高在高胆红素血症听力损伤过程中发挥重要作用% !中国当代儿科杂志#!"#"##!$$%&!"# &!"'"

!关%键%词"%高胆红素血症#78>DC#脑干听觉诱发电位#听力损伤#新生大鼠

!中图分类号"%C:##%%!文献标识码"%D%%!文章编号"%!$$; :;;#$("$!$)$# :$"$! :$<

YBO?C.\*,.22)+/)/-7.:+:70.1,/5:0.521/67.1,)/3 61413.)//.+/1-10,1-2<)-7

7>*.,=)0),5=)/.4)1

0,T3'2/*+$ 9"T/)'7)/*$ I,#$!%&3'7)*+$ 91$!7&3'03)$ H.#$!%/*893@/=AB3*A-K1A-:/=C*+-:-+C$ R6)=< #KK):)/'

A3< .-?@)A/:$ H63*+M6-& "*)L3=?)AC$ H63*+M6-& <B$$B"$ ;6)*/ (9& T'7$ 5B/):*<&P/)F)/*E!"=8D-B)

%%?=2-,1:-* @=A.:-);.%F+I,H1N,'-3+5-+P7V.-,'N5V>V2I/23,2,-V3-Q-/,+3(78>DC) -S/3-II(+) () ,'-1-O-5+/.-),

+P'-23()M12.2M-() )-+)2,2532,IK(,' 'N/-3J(5(3HJ()-.(26B.-7+62%?(S,NI-O-)V12NV+51 ?/32MH-V>2K5-N32,IK-3-

32)1+.5N()i-Q,-1 K(,' J(5(3HJ() +P!$$

!

M[M(5+KV1+I-,3-2,.-),M3+H/) +3"$$

!

M[M( '(M'V1+I-,3-2,.-),M3+H/) +3

)+3.25I25()-(Q+),3+5M3+H/)6DH1(,+3NJ32()I,-.3-I/+)I-(DXC) K2I-S2.()-16F'-Q+)Q-),32,(+)I+PJ(5(3HJ() ()

J5++1 2)1 J32() K-3-.-2IH3-1678>DC-S/3-II(+) () ,'-Q+Q'5-23)HQ5-HII5(Q-IK2I-S2.()-1 JN(..H)+'(I,+Q'-.(I,3N

2II2N6C.250-2%DXC3-P5-Q,()M,'3-I'+51 +JO(+HI5N()Q3-2I-1$ 2)1 Y$ YY2)1 YYYK2O-52,-)QN2IK-552IYV

,

$

,

VYYY2)1 YV

YYY(),-3O25K-3-.+3-/3+5+)M-1 () ,'-,K+J(5(3HJ() ,3-2,.-),M3+H/IK'-) Q+./23-1 K(,' ,'-Q+),3+5M3+H/6F'-78>DC

-S/3-II(+) () ,'-Q+Q'5-23)HQ5-HI-() ,'-,K+J(5(3HJ() ,3-2,.-),M3+H/IK2I+JO(+HI5N5+K-3,'2) ,'2,() ,'-Q+),3+5M3+H/6

F'-78>DC-S/3-II(+) () ,'-Q+Q'5-23)HQ5-HI-K2I)-M2,(O-5NQ+33-52,-1 K(,' ,'-J32() J(5(3HJ() Q+),-),2)1 ,'-DXC

3-P5-Q,()M,'3-I'+51 () ,'-,K+J(5(3HJ() ,3-2,.-),M3+H/I6D+/:052)+/2%D) ()Q3-2I-1 78>DC2Q,(O(,N.2N/52N2)

(./+3,2),3+5-() '-23()M12.2M-P+55+K()M'N/-3J(5(3HJ()-.(26 !D7)/E D+/-.4*F.6)1-,$ !"#"$ #! ($)*!"# &!"'"

%%G.> <+,62*%_N/-3J(5(3HJ()-.(2# 7V.-,'N5V>V2I/23,2,-V3-Q-/,+3# DH1(,+3NJ32()I,-.3-I/+)I-# _-23()M12.2M-#

7-+)2,2532,I

%%新生儿高胆红素血症是新生儿时期常见病

症$若并发胆红素脑病常在急性期导致新生儿死

亡$幸存者常遗留神经系统后遗症$以听力损伤最

为常见!!"

% 研究表明中枢神经系统兴奋性氨基酸

(-SQ(,2,+3N2.()+2Q(1I$\DDI)神经递质及其 7V甲

基V>V天冬氨酸受体(7V.-,'N5V>V2I/23,2,-V3-Q-/,+3$

78>DC)过度活化参与介导胆红素脑病发生!""

%

为了探讨高胆红素血症时听力损伤的机制及

78>DC在此损伤中的作用$本研究在制作高胆红

素血症动物模型的基础上$采用免疫组化技术$观察

不同血清胆红素水平下脑组织胆红素的含量及耳蜗

核组织78>DC活性变化$以及与各组动物脑干听

觉诱发电位(2H1(,+3NJ32()I,-.3-I/+)I-$DXC)的相

关性$探讨胆红素对脑干听觉中枢的毒性作用机制$

为防治高胆红素血症导致的听力损伤提供实验

数据%

&!$"&
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#H材料与方法

#6#H实验动物分组和模型制备

@ 1 龄 ?/32MH-V>2K5-N( ?>)大鼠 =$ 只$体重

9 W"$ M$雌雄不限$均无强噪声暴露及耳毒性药物使

用史% 随机分为对照组$实验 ! 组(8! 组)和实验 "

组(8"组)$每组 "$ 只% 按照 ?(..+)I等!#"及陈舜

年等!<"的腹腔注射胆红素的经典方法进行胆红素脑

病动物模型制作$8! 组和 8" 组大鼠腹腔内注射胆

红素溶液分别为 !$$

!

M[M体重和 "$$

!

M[M体重% 对

照组大鼠以 $6B .L生理盐水取代胆红素溶液$其余

条件与8!组和8"组相同%

#6!H神经行为观察

注射后大鼠置于笼中母鼠身边$恒温恒湿和避

光环境中自然哺育 "< '% 观察各组动物的一般情

况$有无烦躁'翻滚及俯伏等异常神经行为活动$耳

廓反射及对外界刺激反应灵敏程度%

#X$H?UC测试

各组动物用药后 "< ' 进行 DXC测试$测试

DXC反应阈$Y'YY'YYY波潜伏期及 YWYY'YYWYYY'YW

YYY波间期% DXC反应阈的判定以
,

波为标准%

#6'H血清胆红素和脑组织胆红素浓度测定

每组取 !$ 只大鼠断头取血 $6B .L$重氮反应

法测定血清胆红素浓度!B"

% 各组大鼠断头取脑后$

脑组织沿正中切开$一侧称重后$置 " .L冰醋酸中

匀浆$ 加等体积丙酮混匀离心 ( # $$$ 3[.()

p!$ .())$抽提上清液 $6" .L加于测试管中$加入

重氮试剂"6; .L$混匀$B .() 后于波长 <B$ ).下

读取吸光度(D<B$)$根据脑组织胆红素浓度标准曲

线换算出脑组织胆红素浓度!="

%

#6MH耳蜗核切片标本制备和图像分析

各组动物开胸灌注$开颅取脑干$固定 ! 周% 组

织经酒精梯度脱水$二甲苯透明后进行石蜡包埋$经

面神经根平面向后做连续冠状切片!@"

$片厚 @

!

.$

取从耳蜗核开始出现至消失的切片% 耳蜗核的定位

以王平宇!;"的.大白鼠中枢神经系统解剖学基础/

及.常用实验动物脑立体定位图谱/

!9"为基础% 免

疫组织化学染色采用 ?DX&法$>DX显色$显微镜下

观察$控制反应时间$见阳性物质呈棕黄色$蒸馏水

终止显色反应% 苏木素轻度复染(#$ I)$梯度酒精

脱水$二甲苯透明$中性树胶封片% 图像分析采用

_0YD?V!$$$(同济医科大学千屏影像工程公司)电

子计算机图像分析系统分析各组大鼠耳蜗核

78>DC免疫组织化学染色的平均灰度值%

#X%H统计学处理

采用 ?0?? !!6$ 软件进行分析$所有数据用均

数f标准差 (Ff?)表示$多组均数比较用单因素方

差分析(+)-VK2ND7U4D)$组间两两比较用S检验$

各因素之间进行相关性分析$以 Ee$6$B 为差异有

统计学意义%

!H结果

!6#H实验大鼠的一般情况

对照组大鼠呼吸平稳$无烦躁'翻滚及俯伏等异

常神经行为活动$耳廓反射灵敏$对外界刺激反应灵

敏% 8! 组大鼠在给药后 "< '有 ! 例出现烦躁$! 例

出现俯伏$耳廓反射迟钝$对外界刺激反应迟钝%

8" 组大鼠在给药 "< '后有 " 例出现翻滚$# 例出现

烦躁$呼吸急促$耳廓反射消失$对外界刺激无逃避

反应%

!X!H?UC测试结果

8! 组和8" 组用药后$DXC反应阈明显升高$

Y'YY'YYY波潜伏期及YWYY'YYWYYY'YWYYY波间期明显

延 长$ 与 对 照 组 相 比$ 差 异 有 统 计 学 意 义

(Ee$6$B)% 尤其以
,

波潜伏期及 YW

,

波间期延

长最为显著% 见表 !%

!6$H实验动物血清和脑组织胆红素浓度

8! 组和8" 组血清胆红素浓度明显高于对照

组$差异有统计学意义(Ee$6$B)#8" 组明显高于

8! 组$差异有统计学意义(Ee$6$B)% 对照组脑组

织胆红素含量为 $$8! 组和 8" 组脑组织胆红素含

量明显增高$并且8" 组明显高于 8! 组$差异有统

计学意义(Ee$6$B)% 见表 "%

表 #H各组?UC各波潜伏期 $42%及阈值$6UIF(%比较H

(Ff?)

组别 鼠数 Y

,

YYY YW

, ,

WYYY YWYYY 阈值

对照组 "$ !6!$ f$6$< !6=9 f$6$< "6B= f$6$# $6B; f$6$< $6;@ f$6$B !6<= f$6$B != f=

8! 组 "$

!6!@ f$6$#

2

!69B f$6$<

2

"69# f$6$#

2

$6@; f$6$B

2

$699 f$6$B

!6@= f$6$B

2

<$ f;

2

8" 组 "$

!6"B f$6$#

2$J

"6!9 f$6$#

2$J

#6"" f$6$#

2$J

$69B f$6$<

2

!6$" f$6$B

2$J

!69@ f$6$B

2$J

B9 f@

2$J

2值 ;B6"! ;B!6;# ""<B6<" <!"6$! B!6$< B=<6"= !9!6;#

E值 e$6$B e$6$B e$6$B e$6$B e$6$B e$6$B e$6$B

%%2*与对照组比较$Ee$6$B# J*与8! 组比较$Ee$6$B

&"$"&
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H表 !H各组血清及脑组织内胆红素水平比较H

(Ff?)

组别 鼠数 血清胆红素(

!

.+5[L) 脑组织胆红素().+5[M)

对照组 !$ !B6! f$69 $

8! 组 !$

#!96B f;6=

2

#6@ f$6#

2

8" 组 !$

B<=6= f!"6<

2$J

=6B f$6"

2$J

2值 9#@=6#= ""#=69;

E值 e$6$B e$6$B

%%2*与对照组比较$Ee$6$B# J*与8! 组比较$Ee$6$B

!X'H耳蜗核组织苏木精P伊红染色结果

光镜下见对照组大鼠耳蜗核无胆红素沉积$各

亚核神经细胞密集$染色均匀$尼氏体正常$胞核和

胞浆极少有皱缩和空泡样变#胶质细胞正常$毛细血

管壁无增厚$管腔无扩大和缩小% 8! 组和 8" 组大

鼠耳蜗核可见胆红素沉积$各亚核神经细胞数目明

显减少$神经细胞肿胀$胞核和胞浆皱缩$脂褐素沉

积$尼氏体减少$胞浆内空泡形成#胶质细胞增生$毛

细血管管腔增多$内皮细胞增生肥大$管壁增厚% 见

图 !(上排)%

!XMH耳蜗核组织YBO?C免疫组化活性

光镜下8!组和8" 组大鼠耳蜗核可见78>DC

免疫阳性反应物沉积$呈棕黄色颗粒$主要位于细胞

膜$神经纤维内亦见阳性沉积物% 对照组大鼠耳蜗核

内无 78>DC阳性沉积物% 8! 组和 8" 组耳蜗核

78>DC免疫组化平均灰度值分别为 !=#6# f96$'

!#B6B fB6"$明显低于对照组("$"6! f@6B)$差异

有统计学意义 (Ee$6$B)%同时 8" 组耳蜗核

78>DC免疫组化平均灰度值明显低于8! 组$差异

有统计学意义(Ee$6$B)% 见图 ! 下排%

!6%H相关性分析

8! 组'8" 组脑组织胆红素含量随着血清胆红

素浓度增加而增加$但无相关性% 耳蜗核组织

78>DC的免疫组化平均灰度值与脑组织胆红素含

量呈显著负相关% 8! 组'8" 组DXC反应阈随着脑

组织胆红素浓度的增加而增加$呈显著正相关% 耳

蜗核组织 78>DC的免疫组化平均灰度值与 DXC

反应阈呈显著负相关% 各指标之间相关性分析结果

见表 #%

!"# !"# !##

%%图 #H耳蜗核组织苏木精P伊红染色结果$ _'""#上排%和YBO?C免疫组织化学染色结果$ _'""#下排%H上排

示8! 组和8" 组均可见胆红素沉积(箭头所示)% 下排示8! 组和8" 组的球形细胞表面可见棕黄色78>DC阳性反应物大量沉积

(箭头所示)%

表 $H各指标之间的相关性分析

指%标
8! 组

=值 E值

8" 组

=值 E值

血清胆红素与脑组织胆红素 $6";# $6<"9 $6#!" $6#;$

血清胆红素与DXC阈值 $6<!# $6"#B $6"B@ $6<@<

脑组织胆红素与DXC阈值 $69<= $6$$$ $6=9< $6$"=

血清胆红素与78>DC灰度值 $6!"< $6@#" $6";# $6<";

脑组织胆红素与78>DC灰度值 :$6;;= $6$$! :$69=< $6$$$

78>DC灰度值与DXC阈值 :$6;$9 $6$$B :$69<@ $6$$$

$H讨论

目前对高胆红素血症时听力损伤的机制研究甚

少% 且不同浓度胆红素对机体具有不同作用!!$"

$本

实验采用出生后 ! 周的 ?>大鼠$腹腔内注射不同

剂量的胆红素$"< ' 后部分大鼠出现神经行为的异

常$随着血清胆红素量的增加$耳蜗核组织中沉积的

&#$"&
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胆红素量也增加$光镜下可见黄色的胆红素沉积$说

明高胆红素血症动物模型建立成功%

耳蜗核是哺乳动物听觉传导通路上的第一级中

枢$同侧传入听神经全部终止于此$除接受听神经纤

维发出的全部冲动外$还与更高一级中枢和其他听

觉核团有密切联系!!!"

% 本实验对大鼠耳蜗核组织

苏木精V伊红染色切片观察发现$对照组大鼠耳蜗核

无胆红素沉积$各亚核神经细胞密集$染色均匀$尼

氏体正常#实验组大鼠耳蜗核可见胆红素沉积$各亚

核神经细胞数目明显减少$神经细胞肿胀$胞核和胞

浆皱缩$脂褐素沉积$尼氏体减少$胞浆内空泡形成%

表明胆红素沉积于耳蜗核$改变了耳蜗核组织的正

常结构和功能$这样必然会影响到耳蜗核信息的传

入$并可使耳蜗核向其他核团传入的信息减少或异

常$对听觉信号分析和加工功能减弱$从而导致听力

下降%

78>DC是一种离子型 \DDI受体$当 78>DC

过度兴奋时$72

k和 _

"

U被动内流$细胞内 72

k

'

_

"

U'&2

" k增多$引起细胞水肿'坏死!!""

% 本研究结

果显示高胆红素血症时 8!'8" 组大鼠耳蜗核神经

元细胞上的 78>DC过度表达$与对照组比较差异

有统计学意义$且 78>DC平均灰度值与脑组织胆

红素含量呈明显负相关$提示 78>DC的过度活化

参与了胆红素的神经毒性作用%

胆红素沉积于脑干听觉核团尤其是耳蜗核的神

经细胞突触膜$导致耳蜗核神经细胞水肿$超微结构

线粒体肿胀$能量代谢障碍#细胞外兴奋性氨基酸堆

积$过度激活 78>DC$引起神经细胞内 &2

" k超载$

与&28结合形成&2

" k

V&28复合物导致耳蜗核神经

细胞损伤$使神经细胞对听觉信号反应性降低$听觉

信号传导时间延长% 本研究结果显示$随着脑组织

胆红素含量的增加$耳蜗核 78>DC的免疫组化平

均灰度值明显下降$表明随着脑组织胆红素含量的

增加$耳蜗核 78>DC的活性增加#并且随着

78>DC活性的升高$DXC各波的潜伏期和波间期

也延长$同时阈值升高$提示78>DC活性升高在高

胆红素血症听力损伤过程中发挥重要作用%

由上可知$高胆红素血症时听力损伤可能是多

方面因素共同作用的结果$ 78>DC的过度活化在

其发病过程中发挥了重要作用% 通过观察高胆红素

血症新生大鼠耳蜗核 78>DC的活性变化$探讨听

力损伤的机制$在临床上可以应用 78>DC的拮抗

剂类药物$从而可为预防和治疗高胆红素血症导致

的听力损伤提供新思路%
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