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ＮＡＤ＋ 对顺铂所致毛细胞氧化应激损伤的拮抗作用及相关基因
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摘要:目的　 探究烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅꎬ ＮＡＤ＋)对顺铂(ｃｉｓｐｌａｔｉｎꎬ Ｃｉｓ)诱导耳毒性的拮抗

效果和机制ꎮ 方法　 体外实验采用 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞系和出生后 ３ ｄ 的 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 乳鼠耳蜗基底膜培养模型ꎬ评估 ＮＡＤ＋ 对 Ｃｉｓ
毒性的拮抗作用ꎻ在体实验通过鼓室注射 Ｃｉｓ 和 ＮＡＤ＋于 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 成年小鼠ꎬ并进行听觉脑干反应测试ꎻ采用转录组测序分

析 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞中 Ｃｉｓ 组与 Ｃｉｓ＋ＮＡＤ＋组之间的差异基因ꎻ定量聚合酶链式反应对关键基因进行验证ꎮ 结果　 ＮＡＤ＋ 能够显

著提高 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞在 Ｃｉｓ 处理下的细胞活力ꎬ并有效减少细胞凋亡ꎮ ＮＡＤ＋显著提高耳蜗毛细胞的存活率以及减少活性氧

的产生ꎬ并有效拮抗 Ｃｉｓ 引起的听力损失ꎮ 转录组分析结果显示ꎬＣｉｓ＋ＮＡＤ＋组中共有 ２０４ 个基因上调表达、２１４ 个基因下调表

达ꎬ差异表达基因显著富集于“铂类药物抗药性”和“谷胱甘肽代谢”等信号通路ꎬ并且 Ｇｓｔｍ６ 和 Ｇｓｔａ２ 与抗氧化应激、药物代

谢和细胞保护相关的关键基因表达显著上调ꎮ 结论　 ＮＡＤ＋在一定程度上能够拮抗 Ｃｉｓ 引起的耳毒性ꎬ其机制可能与调控谷

胱甘肽代谢通路从而拮抗氧化应激损伤有关ꎬ提示了 ＮＡＤ＋具有一定的治疗潜力ꎮ
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Ｔｈｅ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＮＡＤ＋ ｏｎ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＣＨＥＮ Ｍｉｎｇꎬ ＫＥ Ｂｉｎｇｂｉｎｇꎬ ＣＵＩ Ｙａｑｉꎬ ＷＵ Ｃｕｉｐｉｎｇꎬ ＣＨＥＮ Ｚｈｅｎｇｎｏｎｇꎬ ＬＩ Ｃｈｕｎｙａｎꎬ ＹＩＮ Ｓｈａｎｋａｉ
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ ＆Ｈｅａｄ ａｎｄ Ｎｅｃｋ Ｓｕｒｇｅｒｙꎬ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｓｉｘｔｈ Ｐｅｏｐｌｅ̓ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｊｉａｏ Ｔｏｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｓｈａｎｇｈａｉ ２００２３３ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｓ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉ￣
ｄｅ(ＮＡＤ＋) . Ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｓ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｉｔｉｇａｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮＡＤ＋ ｏｎ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙꎬ ｗｉｔｈ ａ ｖｉｅｗ ｔｏ ｅｌｕｃｉ￣
ｄａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏꎬ ＨＥＩ￣ＯＣ１ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｂａｓｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｃｕｌｔｕｒｅｓ ｆｒｏｍ ３￣ｄａｙ￣ｏｌｄ
Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＮＡＤ＋ ａｇａｉｎｓｔ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｏｘｉｃｉｔｙ. Ｉｎ ｖｉｖｏꎬ ｔｈｅ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ａｎｄ ＮＡＤ＋ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｖｉａ ｔｙｍｐａｎｉｃ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ａｄｕｌｔ Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ ｍｉｃｅꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ａｕｄｉｔｏｒｙ ｂｒａｉｎｓｔｅｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｔｅｓｔｉｎｇ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ａｎｄ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ＋ ＮＡＤ＋

ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ＨＥＩ￣ＯＣ１ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｖａｌｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ
ｓｔｕｄｙ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｓ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＮＡＤ＋ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＥＩ￣ＯＣ１ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｃｉｓｐｌａｔｉｎꎬ ｗｉｔｈ ａ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒ ｆｏｃｕｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｍ￣
ｅｎｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｉｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ＮＡＤ＋ꎬ ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ａ
ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｂａｓｉｌａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｍｏｄｅｌꎬ ＮＡＤ＋ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｈａｉｒ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ) ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ＮＡＤ＋ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｍｉｔｉｇａｔｅｄ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ ｉｎ
ｖｉｖｏ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ２０４ ｇｅｎｅｓ ｔｏ ｂｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｎｄ ２１４ ｇｅｎｅｓ ｔｏ ｂｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｎｄｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ＋ ＮＡＤ＋ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｎｏｔａｂｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｐｌａｔｉｎｕｍ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ｐａｔｈｗａｙｓ. Ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎬ ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ａｎｄ ｃｙｔｏ￣ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎꎬ ｓｕｃｈ ａｓ Ｇｓｔｍ６ ａｎｄ Ｇｓｔａ２ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
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ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｃｏｕｎｔｅｒａｃｔ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ. Ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｔｌｙꎬ ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ
ｉｍｐｌｙ ｔｈａｔ ＮＡＤ＋ ｈａｓ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅａｒｉｎｇ ｌｏｓｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃｉｓｐｌａｔｉｎꎻ Ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓꎻ Ｃｏｃｈｌｅａｒ ｂａｓｅｍｅｎｔ ｍｅｍｂｒａｎｅꎻ Ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅꎻ Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎻ
Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ Ｈｅａｒｉｎｇ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ

　 　 顺铂(ｃｉｓｐｌａｔｉｎꎬ Ｃｉｓ)作为第一代含铂类抗癌药

物ꎬ广泛应用于多种恶性肿瘤的治疗[１]ꎮ 然而ꎬＣｉｓ
引发的感音神经性听力损失(ｃｉｓｐｌａｔｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｅａｒ￣
ｉｎｇ ｌｏｓｓꎬ ＣＩＨＬ)是临床治疗中最为严重的剂量限制

性毒性之一[２￣３]ꎮ 流行病学调查显示ꎬＣｉｓ 造成的耳

毒性发病率高达 １１％ ~ ９７％ꎬ 平均发病率约为

６２％[４]ꎬ但目前临床上仍缺乏有效的防治手段[５]ꎮ
研究表明 Ｃｉｓ 通过诱导耳蜗内氧化应激和炎症反应

导致毛细胞损伤ꎬ这是耳毒性发生的主要病理机

制[６]ꎮ 基于这一机制ꎬ氨磷汀、双硫仑和硫代硫酸

钠等药物虽被报道具有缓解 Ｃｉｓ 耳毒性的潜力ꎬ但
由于其毒性较大、临床证据不足、价格昂贵及作用机

制不明确等问题ꎬ尚未实现临床转化[７]ꎮ
烟酰胺腺嘌呤二核苷酸( ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ

ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅꎬ ＮＡＤ＋)作为细胞能量代谢和氧化还原

反应的核心辅酶ꎬ在调控氧化应激、维持细胞稳态等

方面发挥关键作用[８￣９]ꎮ 目前ꎬ烟酰胺、烟酸和烟酰

胺核苷等 ＮＡＤ＋前体已被证实能够在一定程度上减

轻氨基糖苷类和铂类药物诱导的毛细胞损伤[９￣１１]ꎮ
然而ꎬＮＡＤ＋前体在代谢过程中可能产生不良反应ꎬ
且存在合成工艺复杂、成本较高等局限性[１２￣１３]ꎮ 目

前 ＮＡＤ＋本体是否能够直接拮抗 Ｃｉｓ 诱导的氧化应

激并保护毛细胞尚未明确ꎮ 为此ꎬ我们进行此研究

旨在探讨 ＮＡＤ＋本体对 Ｃｉｓ 诱导的耳毒性的防护作

用ꎬ并通过转录组学技术深入解析其潜在作用机制ꎬ
以此为推进 Ｃｉｓ 耳毒性的药物防治提供新的理论

依据ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 一般资料

１.１.１　 实验动物

６ ~ ８ 周龄的 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 雄性小鼠购于北京斯

贝福公司ꎻ出生 ３ ｄ 的雄性乳鼠购于上海杰斯捷实

验动物有限公司ꎮ 小鼠的饲养和实验操作严格遵

守上海交通大学医学院附属上海市第六人民医院

动物管理中心规定ꎬ并通过动物伦理委员会审核

(ＤＷＬＬ２０２３￣０４０４)ꎮ
１.１.２　 主要材料与试剂

高糖 ＤＭＥＭ 培养基、胰蛋白酶、ＤＭＥＭ/ Ｆ１２ 培

养基、Ｂ２７ 添加剂、Ｎ２ 添加剂和胎牛血清购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ Ｃｉｓ 粉末、ＮＡＤ＋粉末和 ＣＣＫ８ 试剂盒

购自美国 ＭＣＥ 公司ꎻ含 ７￣ＡＡＤ 的 ＡＰＣ 膜联蛋白 Ｖ
细胞凋亡检测试剂盒购于中国达科为公司ꎻ鼠尾胶

原蛋白Ⅰ型购自美国的 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司ꎻ抗 Ｍｙｏｓｉｎ￣
ＶＩＩａ抗体(ＤＳＨＢ＿ＭＹＯ７Ａ １３８￣１)购自美国的派克

生物公司ꎻ 荧光二抗购自美国的 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ
Ｍｉｔｏ￣ｓｏｘ染剂购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司ꎻ４％的多聚甲醛、Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 和 ＢＳＡ 购自中国

生工生物工程(上海)股份有限公司ꎻＲＮＡｅａｓｙＴＭ动

物 ＲＮＡ 抽提试剂盒(离心柱式)购自中国上海碧云

天生物技术有限公司ꎻＢＭＥ 粉末和 ＤＡＰＩ 染色封片

剂购自美国 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎮ ＲＮＡ 纯化试剂

盒、有色反转录试剂盒和彩色 ＳＹＢＲ 试剂盒 ２Ｘ(货
号:Ａ００１２￣Ｒ２)购自美国 ＥＺＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 细胞生存率测试

在高糖 ＤＭＥＭ 培养基中加入体积分数为 ５％
的胎牛血清和青霉素链霉素双抗(青霉素浓度为

１００ Ｕ / ｍＬꎬ链霉素浓度为 ０.１ ｍｇ / ｍＬ)ꎮ 在 ３３ ℃、
１０％ ＣＯ２ 的培育环境中进行细胞培养ꎮ 初始孵育

药物 ２４ ｈ 后加入 ＣＣＫ８ 试剂ꎬ在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条

件下孵育 ２ ｈꎬ随后使用酶标仪检测 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞

存活率ꎮ
１.２.２　 流式细胞术

在消化贴壁的 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞时ꎬ使用胰蛋白酶

处理并将其悬浮于膜联蛋白(Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ)结合缓冲

液中ꎬ调整细胞浓度至(０.２５ ~ １.００) ×１０７ 细胞 / ｍＬꎮ
随后ꎬ将 １００ μＬ 细胞悬液转移至试管中ꎬ加入 ５ μＬ
藻红蛋白(ａｌｌｏｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎꎬ ＡＰＣ)标记的 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ
荧光染料和 ５ μＬ ７￣氨基￣放线菌素 Ｄ(７￣ａｍｉｎｏａｃｔｉ￣
ｎｏｍｙｃｉｎ Ｄꎬ ７￣ＡＡＤ)染料ꎬ轻轻涡旋混匀ꎬ并在室温

下避光孵育 １５ ｍｉｎꎮ 结束后再向每个试管中加入

４００ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 结合缓冲液ꎬ最后将样品置于流

式细胞仪中进行检测与分析ꎮ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 是一种膜

结合蛋白ꎬ能够特异性识别并结合暴露在细胞膜外

侧的磷脂酰丝氨酸ꎬ是细胞凋亡的重要标志ꎮ ＡＰＣ
是一种荧光染料ꎬ可与 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 共价结合ꎬ形成

Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＡＰＣ 探针ꎬ结合具有高 ＤＮＡ 结合常数的

７￣ＡＡＤ 染料ꎬ可用于流式细胞术中区分早期凋亡

(Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 阳性 / ７￣ＡＡＤ 阴性)和晚期凋亡或坏死
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细胞(Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 阳性 / ７￣ＡＡＤ 阳性)ꎮ
１.２.３　 耳蜗基底膜培养

基底膜培养是体外模拟基底膜体内环境来维持

毛细胞生长存活的技术ꎮ 首先ꎬ将鼠尾胶原蛋白、
２％碳酸钠溶液和 １０×ＢＭＥ 按 ９ ∶１ ∶１的比例混合制

备胶原凝胶ꎮ 取 ２０ μＬ 胶原凝胶滴入基底膜培养皿

中ꎬ置于 ３７ ℃培养箱中孵育 ３０ ｍｉｎꎬ直到凝胶完全

固化ꎮ 随后ꎬ对出生 ３ ｄ 的 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠进行头部

消毒并麻醉ꎮ 使用眼科剪切开后颅骨ꎬ通过粗镊子

取出两侧耳蜗ꎬ换用细镊子轻轻取出耳蜗中的基底

膜并放置于基底膜培养皿中的胶原凝胶上ꎬ静置

１０ ｍｉｎꎬ确保基底膜与凝胶充分接触ꎮ 制备含有

ＤＭＥＭ/ Ｆ１２ 培养基、Ｂ２７ 和 Ｎ２ 添加剂的基底膜培

养基ꎬ轻轻添加至基底膜周围ꎮ 移入培养箱(３７ ℃、
５％ ＣＯ２、２０％ Ｏ２ 和 ７５％ Ｎ２)中进行孵育ꎮ 离体培

养的基底膜分为对照组(无处理)、Ｃｉｓ 组(１０ μＭ
Ｃｉｓ)和 Ｃｉｓ＋ＮＡＤ＋组(１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｉｓ 与 ２０ μμｍｏｌ / Ｌ
ＮＡＤ＋联合用药)ꎬＣｉｓ 和 ＮＡＤ＋ 孵育 ２４ ｈ 后在无处

理培养基中恢复 ４８ ｈꎮ
１.２.４　 免疫荧光染色

将基底膜周围的原有培养基取出ꎬ并且在含有

５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 Ｍｉｔｏ￣ｓｏｘ 新培养基中 ３７ ℃避光培养

３０ ｍｉｎꎮ 培养结束后ꎬ在室温下用体积分数为 ４％的

多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎꎮ 随后用体积分数为 １％的

Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 溶液进行处理 ３０ ｍｉｎꎬＢＳＡ 溶液封闭

１ ｈ以减少非特异性结合ꎮ 基底膜在室温下与 １ ∶２００
稀释的抗 Ｍｙｏｓｉｎ￣ＶＩＩａ 抗体孵育过夜ꎮ 次日ꎬ使用

ＰＢＳ 清洗基底膜 ３０ ｍｉｎꎬ用 ＢＳＡ 稀释的荧光二抗

(１ ∶１ ０００)在室温下孵育 ２ ｈꎮ ＰＢＳ 清洗 ２ 次ꎬ每次

１０ ｍｉｎꎬ最后滴入含 ＤＡＰＩ 的封片剂ꎬ使用共聚焦显

微镜(Ｃａｒｌ Ｚｅｉｓｓ ＡＧ 公司ꎬ德国)进行成像观察ꎮ 采

用 Ｍｙｏｓｉｎ￣ＶＩＩａ(绿色荧光) 标记毛细胞ꎬＭｉｔｏ￣ｓｏｘ
(红色荧光)染色检测活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅ￣
ｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ)水平ꎬＲＯＳ 是氧化应激的一个重要指

标[１４￣１５]ꎮ 毛细胞计数在共聚焦显微镜 ２０×和 ６３×镜
下拍照ꎬ计算每 １００ μｍ 基底膜的毛细胞数量ꎮ
１.２.５　 听性脑干反应( ａｕｄｉｔｏｒｙ ｂｒａｉｎｓｔｅｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ

ＡＢＲ)测试

将成年小鼠随机分为对照组、Ｃｉｓ 组和 Ｃｉｓ ＋
ＮＡＤ＋组ꎮ 采用消毒过的针头轻微刺破小鼠的鼓

膜ꎬ通过 Ｍｉｃｒｏｆｉｌ 微量管从鼓膜孔洞处分别对对照

组、Ｃｉｓ 组和 Ｃｉｓ＋ＮＡＤ＋组注入生理盐水、０.０１ ｍＬ 的

１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｉｓ、０.０１ ｍＬ 的 １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｉｓ 与 ２０ μｍｏｌ / Ｌ
ＮＡＤ＋ꎮ 鼓室注射前 １ 天和后 ３ 天分别进行开放声

场 ＡＢＲ 记录ꎬ测定各频率的听力阈值ꎬ并观察记录

两次检测时阈值的差值ꎮ
ＡＢＲ 实验均在隔声屏蔽室内进行ꎮ 首先ꎬ采用

腹腔注射 １％戊巴比妥(７５ ｍｇ / ｋｇ)对小鼠进行麻

醉ꎬ并将小鼠安置于恒温加热垫上以维持其体温在

３７ ℃左右ꎮ 使用金霉素眼膏涂抹小鼠裸露的眼部ꎬ
防止造成眼部损伤ꎮ 在电极定位方面ꎬ记录电极插

入小鼠头皮正中皮下ꎬ参考电极放置于小鼠两侧乳

突下ꎮ 通过不同频率 ( ４. ０、８. ０、１６. ０、２２. ６、３２. ０、
４５.２ ｋＨｚ)的短纯音刺激声进行听力测试ꎬ刺激声强

度从 ９０ ｄＢ 起始ꎬ每次递减 ５ ｄＢꎬ直到无法检测到响

应为止ꎮ 该过程旨在确定小鼠在不同频率下的听力

阈值ꎬ并进一步分析其听力变化ꎮ
１.２.６　 转录组测序及分析

对经过 １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｉｓ 作用 ２４ ｈ 的 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细

胞ꎬ以及在 １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｉｓ 与 ２０ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＮＡＤ＋联

合用药 ２４ ｈ 的 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞进行转录组测序ꎬ每 ３
个复孔作为 １ 个样本ꎬ每组各 ３ 个样本ꎮ 转录组测

序和分析由北京贝瑞和康生物技术有限公司进行ꎮ
首先对 ＲＮＡ 进行提取ꎬ使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ(ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎬ美国)进行 ＲＮＡ 浓度和纯度测定ꎬ确
保 ＲＮＡ 质量符合测序要求ꎬ再进行反转录合成

ｃＤＮＡ和文库构建ꎮ 使用高通量测序平台对 ｃＤＮＡ
文库进行测序ꎬ再进行测序数据过滤ꎬ以获得高质量

数据用于后续数据分析ꎮ 使用 ｅｄｇｅＲ 软件进行差异

表达分析ꎬ筛选显著差异表达的基因ꎬ筛选阈值为:
ｌｏｇ２ 差异倍数≥１ 且 Ｐ<０.０５ꎮ 接着再对差异基因

进行基因本体(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)、京都基因与基

因组百科(ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓꎬ
ＫＥＧＧ)路径富集分析ꎮ
１.２.７　 定量聚合酶链式反应(ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ｑＰＣＲ)
利用 １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｉｓ 或 １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｉｓ 联合

２０ μｍｏｌ / Ｌ ＮＡＤ＋ 孵育 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞 ２４ ｈꎬ每组 ３
个样本ꎬ随后分别在每个样本中加入 ２００ μＬ 的裂解

液ꎬ使用 ＲＮＡ 纯化试剂盒提取 ＲＮＡꎮ 根据 ＲＮＡ 浓

度使用反转录试剂盒反转 ＲＮＡ 为互补 ｃＤＮＡꎬ再利

用彩色 ＳＹＢＲ 试剂盒进行实时定量分析ꎬ每个样本

设置 ３ 个复孔ꎬ根据目标 ＲＮＡ 的 ＧＡＰＤＨ 水平计算

２－△△ｃｔ值ꎮ 小鼠 ＧＡＰＤＨ 正向引物为 ＣＣＣＴＣＡＡ￣
ＧＡＴＴＧＴＣＡＧＣＡＡＴＧꎬ反向引物为 ＡＧＴＴＧＴＣＡＴ￣
ＧＧＡＴＧＡＣＣＴＴＧＧꎮ Ｇｓｔａ２ 正 向 引 物 为 ＣＧＧ￣
ＧＡＡＴＴＴＧＡＴＧＴＴＴＧＡＣＣꎬ反向引物为 ＡＧＡＡＴＧ￣
ＧＣＴＣＴＧＧＴＣＴＧＴＧＣꎮ Ｇｓｔｍ６ 正 向 引 物 为 ＣＴ￣
ＧＡＧＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣＴＣＧＧＡＧꎬ反向引物为 ＴＴＣＴ￣
ＧＴＧＴＡＴＴＣＣＡＧＧＡＧＣＡＧＣꎮ

􀅰３１􀅰



山东大学耳鼻喉眼学报 ２０２５ 年 ５ 月 第 ３９ 卷 第 ３ 期
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｖｏｌ.３９ꎬ Ｎｏ.３ꎬ ２０２５

１.３　 统计学处理

应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.５ 软件进行数据分析

及作图ꎮ 计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采用

单因素方差分析ꎬ采用 Ｔｕｒｋｅｙ 进行两两比较ꎮ 对

于仅包含两组的比较ꎬ采用非配对 ｔ 检验进行分

析ꎮ 检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＮＡＤ＋对 Ｃｉｓ 诱导的 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞损伤的保护

作用

细胞存活率结果显示ꎬ使用不同浓度梯度的

Ｃｉｓ(０、１、５、１０、２０、４０ μｍｏｌ / Ｌ)处理 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞

２４ ｈ 后ꎬ以 ０ μｍｏｌ / Ｌ 的 Ｃｉｓ 作为对照ꎬ细胞在 １、５、
１０、２０、４０ μｍｏｌ / Ｌ的 Ｃｉｓ 中的存活率分别为(９４.３４±
４.８８)％、(８０.６３±６.１３)％、(５５.５８±４.２４)％、(２８.８１±
９.２８)％、(２４.３６±１.３２)％ꎬ表明 Ｃｉｓ 浓度越大ꎬＨＥＩ￣
ＯＣ１ 细胞的存活率越小(图 １Ａ)ꎮ １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｉｓ
作用 ２４ ｈ 后ꎬＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞的活力下降约 ５０％ꎬ基

于此ꎬ我们在随后的所有实验中都选择了 １０ μｍｏｌ / Ｌ
Ｃｉｓ 浓度ꎬ以此在诱导适当细胞损伤的同时ꎬ确保有足

够的细胞数量进行分析ꎮ
采用不同浓度的 ＮＡＤ＋(０、１０、２０ 和 ４０ μＭ)和

１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｉｓ 共同处理 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞ꎬ并且以未

经过 Ｃｉｓ 和 ＮＡＤ＋处理的细胞作为对照ꎬ基于细胞存

活率评估细胞活性ꎮ 结果显示ꎬ０、１０、２０ 和 ４０ μｍｏｌ / Ｌ
ＮＡＤ＋和１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｉｓ共同处理的细胞存活率分别

为( ５４. ３８ ± ３.７８)％、 ( ６９. ０６ ± ６. １９)％、 ( ８３. ４６ ±
４.７３)％、(８３.８４±７.２０)％ꎬ多组间差异具有统计学

意义(Ｆ ＝ ２４.７６ꎬ Ｐ<０.００１)ꎮ 与 ０ μｍｏｌ / Ｌ ＮＡＤ＋组

相比ꎬ２０ μｍｏｌ / Ｌ ＮＡＤ＋ (Ｐ < ０. ００１) 和 ４０ μｍｏｌ / Ｌ
ＮＡＤ＋(Ｐ < ０.００１)均可明显提高 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞在

Ｃｉｓ 处理下的存活率ꎬ２０ μｍｏｌ / Ｌ ＮＡＤ＋及 ４０ μｍｏｌ / Ｌ
ＮＡＤ＋处理下的细胞存活率差异无统计学意义(Ｐ>
０.９９９)ꎬ表明 ２０ μＭ ＮＡＤ＋已达到饱和效应ꎮ 因此

研究选择 ２０ μｍｏｌ / Ｌ ＮＡＤ＋应用于后续实验ꎮ

图 １　 ＮＡＤ＋对 Ｃｉｓ 诱导的 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞活性损伤的保护作用
Ａ:不同浓度的 Ｃｉｓ 对细胞活性的影响ꎻＢ:不同浓度的 ＮＡＤ＋对 １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｉｓ 所致细胞活性损伤的干预效果

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮＡＤ＋ ａｇａｉｎｓｔ Ｃｉｓ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ＨＥＩ￣ＯＣ１ ｃｅｌｌｓ
Ａ: Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｃｉｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ＮＡＤ＋ ａｇａｉｎｓｔ １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｉｓ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｄａｍａｇｅ

２.２　 ＮＡＤ＋对 Ｃｉｓ 诱导的 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞凋亡的影响

细胞凋亡是 Ｃｉｓ 产生细胞毒性的最终结果ꎬ采
用流式细胞术进行凋亡细胞检测ꎬ各组流式细胞代

表图如图 ２Ａ 所示ꎮ 流式细胞实验结果显示ꎬ对照

组、Ｃｉｓ 组和 Ｃｉｓ ＋ＮＡＤ＋ 组的早期凋亡率分别为

(１.４８±０.３９)％、(３.４７±０.５４)％、(２.０６±０.４１)％ꎬ各
组之间差异具有统计学意义(Ｆ＝１５.４５ꎬ Ｐ＝ ０.００４ ３)ꎮ
晚期凋亡率分别为(０.３１±０.０４)％、(３.９１±１.０７)％、
(２.３４±０.４２)％ꎬ各组之间差异具有统计学意义(Ｆ ＝
２２.１５ꎬ Ｐ ＝ ０. ００１ ７)ꎮ 与 １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｉｓ 组相比ꎬ
ＮＡＤ＋能明显改善细胞的早期凋亡率(Ｐ ＝ ０.０２０)
(图 ２Ｂ)及晚期凋亡率(Ｐ ＝ ０.０６３) (图 ２Ｃ)ꎬ表明

ＮＡＤ＋可抑制 Ｃｉｓ 引起的 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞死亡ꎮ

２.３　 ＮＡＤ＋对 Ｃｉｓ 诱导的耳蜗基底膜毛细胞氧化应

激损伤的保护作用

氧化应激在 Ｃｉｓ 诱导的毛细胞损伤中发挥着关

键作用ꎬＲＯＳ 的产生是氧化应激的一个重要指标ꎮ
免疫荧光结果显示ꎬ对照组、Ｃｉｓ 组和 Ｃｉｓ＋ＮＡＤ＋ 组

的底回毛细胞存活数量组间差异具有统计学意义

(Ｆ ＝ ２４.９９ꎬ Ｐ ＝ ０.００１ ２)ꎬ分别为(６６.３３ ± １.５３) /
１００ μｍ、(２７. ００ ± ８. ７１) / １００ μｍ、 ( ４７. ００ ± ７. ８１) /
１００ μｍꎬ红色荧光强度组间也具有统计学意义(Ｆ ＝
１２５.６ꎬ Ｐ < ０. ００１)ꎬ分别为 (１２３. ４５ ± ２３. ０１) ＲＦＵ、
(４４０.３４±３５.３９)ＲＦＵ、(３１２.３０±６.２２)ＲＦＵꎮ 与 Ｃｉｓ
组的基底膜相比ꎬＣｉｓ＋ＮＡＤ＋组基底膜底回存活毛细

胞的数量增加(Ｐ＝ ０.０２７)ꎬ红色荧光强度降低(Ｐ ＝
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０.００１ ７)ꎬ提示 ＲＯＳ 水平下降(图 ３)ꎮ 以上结果表

明 ＮＡＤ＋可有效缓解 Ｃｉｓ 诱导的基底膜毛细胞的氧

化应激损伤ꎮ

图 ２　 Ｃｉｓ 和 ＮＡＤ＋对 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞凋亡的影响
Ａ:流式细胞术各组代表图ꎻＢ:早期凋亡率ꎻＣ:晚期凋亡率

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｉｓ ａｎｄ ＮＡＤ＋ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＥＩ￣ＯＣ１ ｃｅｌｌｓ
Ａ: Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ: Ｅａｒｌｙ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅꎻ Ｃ: Ｌａｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ

图 ３　 ＮＡＤ＋对 Ｃｉｓ 诱导的耳蜗基底膜毛细胞氧化应激损伤的保护作用
Ａ:各组基底膜代表图ꎻＢ:Ｍｙｏｓｉｎ￣ＶＩＩａ 阳性的毛细胞计数ꎻＣ:Ｍｉｔｏ￣ｓｏｘ 阳性细胞的定量分析

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮＡＤ＋ ａｇａｉｎｓｔ Ｃｉｓ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｃｏｃｈｌｅａｒ ｂａｓｉｌａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓ
Ａ: Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｓｉｌａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ: Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｙｏｓｉｎ￣ＶＩＩａ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｈａｉｒ ｃｅｌｌｓꎻ
Ｃ: Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｍｉｔｏ￣ｓｏｘ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ
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２.４　 ＮＡＤ＋能有效拮抗 Ｃｉｓ 导致的小鼠听力损失

基于体外实验中 ＮＡＤ＋对 Ｃｉｓ 所致 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细

胞和离体培养基底膜毛细胞损伤的保护作用ꎬ我们

进一步检测 ＮＡＤ＋ 对 Ｃｉｓ 所致小鼠听觉损伤的

影响ꎮ
ＡＢＲ 测试结果显示ꎬ所有小鼠的双耳原始听力

均正常且差异无统计学意义(Ｆ＝ ０.０１５ꎬ Ｐ＝ ０.９８５)ꎬ
见图 ４Ａꎮ 在注射 １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃｉｓ 后ꎬ小鼠听力阈值

相比对照组均升高ꎬ其中包括 ４. ０ ｋＨｚ [( １. ６６ ±
２.８９)ｄＢ ｖｓ. (３０.００±１３.２３)ｄＢꎬ Ｐ ＝ ０.０５０]、８.０ ｋＨｚ
[(５. ００ ± ５.００)ｄＢ ｖｓ. ( ４８. ３３ ± ２４. ６６ ) ｄＢꎬ Ｐ ＝
０.０２３]、１６. ０ ｋＨｚ [( ６. ６７ ± ２. ８９) ｄＢ ｖｓ. ( ５５. ００ ±
２１.７９)ｄＢꎬ Ｐ＝ ０.００９]、２２.６ ｋＨｚ [(３.３３±５.７７) ｄＢ

ｖｓ. (６０.００±５.００)ｄＢꎬ Ｐ<０.００１]、３２.０ ｋＨｚ [(８.３３±
１０.４０) ｄＢ ｖｓ. ( ４０. ００ ± ５. ００ ) ｄＢꎬ Ｐ ＝ ０. ０２５ ]、
４５.２ ｋＨｚ[(１０.００±１３.２３)ｄＢ ｖｓ. (３３.３３±２.８９) ｄＢꎬ
Ｐ＝ ０.０４３]这 ６ 个频率ꎬ见图 ４Ｂꎮ

而 Ｃｉｓ＋ ＮＡＤ＋组的小鼠听力阈值相较于 Ｃｉｓ 组

显著降低ꎬ包括 ８. ０ ｋＨｚ [( ４８. ３３ ± ２４. ６６) ｄＢ ｖｓ.
(１０.００±０.００)ｄＢꎬ Ｐ ＝ ０. ０４１]、１６. ０ ｋＨｚ [( ５５. ００ ±
２１.７９)ｄＢ ｖｓ. (５.００±５.００)ｄＢꎬ Ｐ ＝ ０.００７ ９]、２２.６ ｋＨｚ
[(６０.００±５.００)ｄＢ ｖｓ.( ８.３３±７.６４ ) ｄＢꎬ Ｐ<０.００１]、
３２.０ ｋＨｚ[(４０.００±５.００) ｄＢ ｖｓ. (１３.３３±１２.５８) ｄＢꎬ
Ｐ＝ ０.０２５ ４]这 ４ 个频率(图 ４Ｂ、４Ｃ、４Ｄ)ꎮ 以上研究

表明ꎬ经鼓室共同注射 ＮＡＤ＋ 可显著改善 Ｃｉｓ 造成

的听力损失ꎮ

图 ４　 不同处理组给药前后 ＡＢＲ 展示
Ａ:小鼠给药前 １ 天的 ＡＢＲ 阈值ꎻＢ:小鼠给药后 ３ 天 ＡＢＲ 阈值与给药前 １ 天 ＡＢＲ 阈值的差值变化ꎻＣ:Ｃｉｓ 组在
２２.６ ｋＨｚ下的波形图ꎻＤ:Ｃｉｓ＋ ＮＡＤ＋组在 ２２.６ ｋＨｚ 下的波形图

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＡＢＲ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ
Ａ: ＡＢＲ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｎｅ ｄａｙ ｐｒｉｏｒ ｔｏ ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎꎻ Ｂ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＡＢＲ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｔｈｒｅｅ ｄａｙｓ
ａｆｔｅｒ ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｆｒｏｍ ｂａｓｅｌｉｎｅꎻ Ｃ: Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ＡＢＲ ｗａｖｅｆｏｒｍ ａｔ ２２.６ ｋＨｚ ｉｎ ｔｈｅ
Ｃｉｓ ｇｒｏｕｐꎻ Ｄ. Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ＡＢＲ ｗａｖｅｆｏｒｍ ａｔ ２２.６ ｋＨｚ ｉｎ ｔｈｅ Ｃｉｓ＋ＮＡＤ＋ ｇｒｏｕｐ

２.５　 ＮＡＤ＋通过转录组层面影响毛细胞拮抗 Ｃｉｓ 诱
导的损伤

为了探究 ＮＡＤ＋对 Ｃｉｓ 所致毛细胞损伤保护作

用的潜在机制ꎬ我们分别对 Ｃｉｓ 处理组和 Ｃｉｓ 与

ＮＡＤ＋联合用药组的 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 细胞进行转录组测

序ꎮ 火山图(图 ５Ａ)显示了两组 ＨＥＩ￣ＯＣ１ 差异表达

基因的整体分布情况ꎬ共有 ２０４ 个差异基因表达上

调和 ２１４ 个差异基因表达下调ꎮ 对差异基因进行

ＧＯ 的富集分析结果提示差异表达基因主要富集于

衰老相关异染色质组装、谷胱甘肽代谢过程、ＡＭＰＡ
谷氨酸受体集群、ＮＡＤＰＨ 氧化酶复合物和谷胱甘

肽转移酶活性等 ＧＯ 条目中(图 ５Ｂ)ꎮ 进一步对差

异表达基因进行 ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎬ结果显示

ＮＡＤ＋拮抗 Ｃｉｓ 造成的毛细胞损伤主要影响的通路
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是铂类药物抗药性、谷胱甘肽代谢和细胞色素 Ｐ４５０
代谢相关等通路(图 ５Ｃ)ꎮ 富集到“铂类药物抗药

性”这条通路中的基因包括 Ｇｓｔｍ６、Ｇｓｔａ２、Ｇｓｔａ１、
Ｇｓｔａ７、Ｇｓｔｐ１、Ｆａｓｌ 和 Ｇｓｔｐ２(图 ５Ｄ)ꎬ其中 Ｇｓｔｍ６ 和

Ｇｓｔａ２ 在 Ｃｉｓ＋ＮＡＤ＋组中显著上调ꎬｑＰＣＲ 实验也进

一步验证了这一结果 (图 ５Ｅ)ꎬ Ｃｉｓ ＋ ＮＡＤ＋ 组的

Ｇｓｔｍ６ 表达水平比 Ｃｉｓ 组提高了 ５.７８ 倍( ｔ ＝ ３.７７７ꎬ
Ｐ＝ ０. ０１９ ５)ꎬＧｓｔａ２ 表达水平提高了 ５. ２８ 倍 ( ｔ ＝
３.７２８ꎬ Ｐ＝ ０.０２０ ３)ꎮ

图 ５　 Ｃｉｓ 组与 Ｃｉｓ＋ＮＡＤ＋组的转录组分析及验证
Ａ:差异基因筛选火山图ꎻＢ:ＧＯ 富集分析ꎻＣ:ＫＥＧＧ 通路富集分析ꎻＤ:“铂类药物抗药性”通路的差异基因热图ꎻ
Ｅ:ｑＰＣＲ检测 Ｇｓｔａ２ 和 Ｇｓｔｍ６ 基因表达差异

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃｉｓ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｃｉｓ＋ ＮＡＤ＋ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｓ
Ａ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐꎻ Ｂ: ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ Ｃ: ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ
Ｄ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ Ｐｌａｔｉｎｕｍ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐａｔｈｗａｙꎻ Ｅ: Ｔｈｅ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｇｓｔａ２ ａｎｄ Ｇｓｔｍ６’ｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ
ｂｙ ｑＰＣＲ

３　 讨　 论

本研究通过细胞及动物实验证实ꎬＮＡＤ＋ 能显

著减轻 Ｃｉｓ 处理后的毛细胞氧化应激损伤ꎬ提高毛

细胞活性ꎬ减少早期及晚期毛细胞的凋亡ꎬ从而拮抗

Ｃｉｓ 引起的小鼠听力损伤ꎮ 这些结果提示 ＮＡＤ＋本

体具有防治 ＣＩＨＬ 的重要前景和潜能ꎮ
ＮＡＤ＋作为细胞能量代谢和信号转导的核心调

控分子ꎬ在维持细胞稳态中发挥着不可替代的作用ꎮ
研究表明[１６]ꎬＮＡＤ＋水平的动态平衡与机体健康状

态密切相关ꎬＮＡＤ＋ 水平上调可显著促进组织修复

和延缓衰老进程ꎬ而 ＮＡＤ＋耗竭则会增加多种疾病

的易感性ꎮ 在听觉系统研究中ꎬ既往研究发现 Ｃｉｓ
损伤基底膜毛细胞时呈现典型的 ＮＡＤ＋代谢双相变

化ꎬ损伤早期 ＮＡＤ＋代偿性升高ꎬ但随着损伤程度加

重 ＮＡＤ＋在后期被明显消耗[１０]ꎮ 噪声暴露同样会

引发耳蜗毛细胞 ＮＡＤ＋水平下降[１７]ꎬ这一发现提示

ＮＡＤ＋稳态失衡可能是多种外界损伤导致毛细胞损

伤的共同分子机制ꎮ 基于 ＮＡＤ＋在细胞保护中的重

要作用ꎬ目前通过补充 ＮＡＤ＋ 前体来提升细胞内

ＮＡＤ＋水平已成为对抗衰老、缺血再灌注损伤以及

代谢性疾病的有效策略[１１]ꎮ 本研究创新性地证实

了 ＮＡＤ＋本体对毛细胞具有直接保护作用ꎬ能够有

效抵御氧化应激损伤ꎬ这一发现不仅拓展了 ＮＡＤ＋

的生物学功能认知ꎬ更为防治感音神经性听力损失

提供了新的理论依据ꎮ
本研究利用转录组测序分析初步揭示了 ＮＡＤ＋

拮抗 Ｃｉｓ 诱导毛细胞损伤的潜在分子机制ꎮ 研究发

现ꎬ谷胱甘肽代谢通路及谷胱甘肽转移酶(ｇｌｕｔａｔｈｉ￣
ｏｎｅ Ｓ￣ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓꎬ ＧＳＴｓ)活性相关的 ＧＯ 条目显著

􀅰７１􀅰



山东大学耳鼻喉眼学报 ２０２５ 年 ５ 月 第 ３９ 卷 第 ３ 期
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｖｏｌ.３９ꎬ Ｎｏ.３ꎬ ２０２５

富集ꎬ提示 ＮＡＤ＋可能通过调控谷胱甘肽代谢平衡

来拮抗 Ｃｉｓ 诱导的氧化应激损伤ꎮ 在显著富集的

ＫＥＧＧ 通路中ꎬ“铂类药物抗药性”通路尤为突出ꎮ
其中ꎬＧＳＴｓ 家族成员 Ｇｓｔｍ６ 和 Ｇｓｔａ２ 的表达水平在

Ｃｉｓ＋ＮＡＤ＋ 组中明显上调ꎮ Ｇｓｔｍ６ 和 Ｇｓｔａ２ 能够催

化谷胱甘肽与多种亲电子化合物(包括 Ｃｉｓ)的结

合ꎬ在抗氧化应激和药物解毒过程中发挥重要作

用[１８￣１９]ꎮ 这些结果表明ꎬＮＡＤ＋可能通过激活 ＧＳＴｓ
介导的抗氧化防御系统ꎬ增强细胞对 Ｃｉｓ 的解毒能

力ꎬ从而减少 Ｃｉｓ 诱导的 ＲＯＳ 积累ꎬ最终减轻 Ｃｉｓ 对
毛细胞的损伤ꎮ 这一发现提示 ＧＳＴｓ 介导的谷胱甘

肽代谢途径可能是 ＮＡＤ＋拮抗 Ｃｉｓ 耳毒性的关键分

子靶点ꎮ
相较于 ＮＡＤ＋前体ꎬＮＡＤ＋本体在临床转化应用

中具有显著优势:①ＮＡＤ＋ 本体无需经过复杂的代

谢转化过程即可直接发挥生物学功能ꎬ这确保了其

作用的高效性和即时性ꎻ②ＮＡＤ＋ 本体的使用避免

了前体代谢过程中可能产生的中间代谢产物积累ꎬ
降低了潜在的毒副作用风险ꎻ③ＮＡＤ＋ 本体的剂量

效应关系更为明确ꎬ有利于临床精准用药ꎮ 此外ꎬ
ＮＡＤ＋本体的作用机制更为直接ꎬ可以快速补充细

胞内 ＮＡＤ＋库ꎬ在急性损伤保护方面具有独特优势ꎮ
这些特性使得 ＮＡＤ＋本体在临床转化应用中具有更

高的安全性和可靠性ꎬ特别是在需要快速起效的临

床场景中ꎬ如 Ｃｉｓ 诱导的急性耳毒性防护等方面展

现出独特的应用价值ꎮ 然而ꎬＮＡＤ＋拮抗 Ｃｉｓ 诱导毛

细胞损伤的具体分子机制仍不清楚ꎬ下游信号通路

及关键分子尚未明确ꎬ后续需要结合分子生物学实

验进行探究ꎮ
研究证实 ＮＡＤ＋本体在拮抗 Ｃｉｓ 诱导耳毒性中

的显著保护效果ꎬ并通过转录组分析发现 ＮＡＤ＋可

能通过调控谷胱甘肽代谢通路和激活 ＧＳＴｓ 介导的

抗氧化防御系统ꎬ保护毛细胞免受损伤ꎮ
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ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ｒｉｂｏｓｉｄｅ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｔｈｅ ｃｏｃｈｌｅａ ａｇａｉｎｓｔ ａｍｉｎ￣
ｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｂｙ ＳＩＲＴ１ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ[ Ｊ] .
Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒꎬ ２０２２ꎬ １５０: １１３０７１. ｄｏｉ: １０.
１０１６ / ｊ.ｂｉｏｐｈａ.２０２２.１１３０７１

[１２] Ｈｗａｎｇ ＥＳꎬ Ｓｏｎｇ ＳＢ. Ｐｏｓｓｉｂｌｅ ａｄｖｅｒｓｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｇｈ￣
ｄｏｓｅ ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ: ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｓａｆｅｔｙ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ
[ Ｊ] . Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ ２０２０ꎬ １０(５): ６８７. ｄｏｉ:１０.３３９０ / ｂｉ￣
ｏｍ１００５０６８７

[１３] Ｓｈｅｎ Ｑꎬ Ｚｈａｎｇ ＳＪꎬ Ｘｕｅ ＹＺꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｏｆ ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ [ Ｊ] . Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ Ｌｅｔｔꎬ
２０２１ꎬ ４３ ( １２): ２１９９￣２２０８. ｄｏｉ: １０. １００７ / ｓ１０５２９￣０２１￣
０３１９１￣１

[１４] Ｄｅｈｎｅ Ｎꎬ Ｌａｕｔｅｒｍａｎｎ Ｊꎬ Ｐｅｔｒａｔ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｏｔｏ￣
ｔｏｘｉｃｉｔｙ: ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｉｒｏｎ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ
ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ａｎｉｏｎ ｒａｄｉｃａｌｓ[ Ｊ] . Ｔｏｘｉｃｏｌ Ａｐｐｌ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ
２００１ꎬ １７４(１): ２７￣３４. ｄｏｉ:１０.１００６ / ｔａａｐ.２００１.９１７１

[１５] Ｇｕｏ ＸＲꎬ Ｂａｉ ＸＨꎬ Ｌｉ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ
ｃｉｓｐｌａｔｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ
ＲＯＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒꎬ ２０１８ꎬ ９９:
５３０￣５３６. ｄｏｉ:１０.１０１６ / ｊ.ｂｉｏｐｈａ.２０１８.０１.０８０
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