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摘 要:目的 探究适宜的噪声性耳鸣动物模型构建方法及生长相关蛋白-43(growthassociatedprotein,GAP-43)在耳

鸣产生中的作用。方法 将54只C57小鼠随机分为对照组、BBN-90dB实验组,BBN-100dB实验组,各组18只。这3组

在噪声暴露后3d、7d、14d进行听觉惊跳反射间隔前刺激抑制(GPIAS)检测,每组6只。分别采用90dBSPL、100dB

SPL宽频带白噪声对BBN-90dB实验组、BBN-100dB实验组的C57小鼠进行单次噪声暴露2h,随后按照时间点进行

GPIAS检测以判断是否出现耳鸣行为。在检测结束后3d组、7d组及14d组采用 WesternBlot方法检测各组听皮层中

GAP-43表达变化。结果 与对照组相比,在90dBSPL宽频带白噪声的条件下,C57小鼠的GPIAS%值在噪声暴露后3

d、7d、14d均降低(P <0.05)。但100dBSPL宽频带白噪声使C57小鼠的 GPIAS%值较前者下降更为显著(P <

0.01)。听皮层GAP-43表达较同期对照组而言,在噪声暴露后3d、14d于BBN-90dB组中呈升高趋势(P<0.05),在

BBN-100dB组中于噪声暴露后3d、7d、14d升高更为明显(P<0.01)。结论 100dBSPL宽频带白噪声可能更适合高

效、便捷地构建噪声性耳鸣动物模型,同时噪声可能通过上调GAP-43的表达,对耳鸣发生发展产生影响。
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Comparisonofanimalmodelsofnoise-inducedtinnitusestablishedbywhitenoiseofdifferent
intensitiesanditseffectontheexpressionofgrowth-associatedprotein-43inauditorycortex
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  Abstract: Objective Toexploreasuitablemethodforestablishingnoise-inducedtinnitusanimalmodel
andtheroleofgrowthassociatedprotein(GAP-43)intheoccurrenceoftinnitus. Methods Fifty-fourC57
micewererandomlydividedintocontrolgroup,BBN-90dBexperimentalgroupandBBN-100dBexperimental
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group,with18miceineachgroup.Gapprepulseinhibitionofacousticstartle(GPIAS)testswereperformed
forthreegroupsat3,7and14daysafternoiseexposure,with6miceineachgroup.C57miceinBBN-90dB
groupandBBN-100dBgroupwereexposedto90dBSPLand100dBSPLbroadbandwhitenoisefor2hoursre-
spectively,andthenGPIASwereperformedattimepointstodeterminewhethertinnitusoccurred.Afterthe
detection,WesternBlotwasusedtodetecttheexpressionchangesofGAP-43inauditorycortexin3-day,7-day
and14-daygroups. Results Comparedwiththecontrolgroup,theGPIAS%valueofC57miceexposedto
90dBSPLbroadbandwhitenoisedecreasedat3,7,and14daysafternoiseexposure(P <0.05).However,

theGPIAS%valueofC57miceexposedto100dBSPLbroadbandwhitenoisedecreasedmoresignificantlythan
theformer(P<0.01).Comparedwiththecontrolgroup,theexpressionofGAP-43increasedinBBN-90dB
groupat3and14daysafternoiseexposure(P<0.05),andincreasedmoresignificantlyinBBN-100dBgroup
at3,7and14daysafternoiseexposure(P<0.01). Conclusion 100dBSPLbroadbandwhitenoisemaybe
moreefficientandconvenienttoestablishnoise-inducedtinnitusanimalmodels,andnoisemayaffecttheoccur-
renceanddevelopmentoftinnitusbyup-regulatingtheexpressionofGAP-43.
  Keywords: tinnitus;animalmodel;reflect,startle;growthassociatedprotein-43

  耳鸣是指患者在无外界声学刺激的前提下,在耳

内或者颅内感受的异常声音。据研究表明,全球有7.4
亿成年人被耳鸣影响,且患病率随年龄增加正逐年上

升[1]。耳鸣患者伴或者不伴听力下降,注意力不集中

等不良心理反应,并存在明显睡眠障碍,同时增加对压

力源的敏感度,从而对个人生活和情绪造成严重影

响[2]。耳鸣发病机制复杂多样,虽有众多学说,可目前

尚未被完全定论,因而治疗效果往往不尽如人意。
近年来通过水杨酸等药物诱导结合“饮水抑制”等

行为学检测方法构建的耳鸣动物模型被广泛应用,虽
有利于开展耳鸣致病机制研究,但结合临床患者就诊

原因分析,暂未发现经由水杨酸等药物导致的耳鸣症

状[3],并且“饮水抑制”这类行为学方法用以判断耳鸣

行为过于主观且成本高、效率低、缺乏敏感性[4]。而噪

声已然是世界公认七大危害之一,可对听觉系统、大脑

边缘系统等多系统造成损伤,进而影响听觉、记忆等多

方面能力[5],因此从实践角度出发,噪声诱导耳鸣动物

模型更具有临床探究意义,再结合听觉惊跳反射间隔

前刺激抑制实验(gapprepulseinhibitionofacoustic
startle,GPIAS)这一无损害的检测方法,可更客观、灵
敏反应动物是否存在耳鸣行为。

生长 相 关 蛋 白-43(growthassociatedprotein,

GAP-43)作为一种与神经发育、突触可塑性等高度相

关的特异性蛋白,主要分布于大小脑、脊髓等自主神经

系统的神经元内,可认为是研究神经可塑性变化的重

要标志物之一[6]。部分结果表明听觉中枢功能重塑化

与耳鸣的发生发展可能密切相关[7],而听皮层作为听

觉传导通路中的关键部分,其产生的变化对于中枢机

制的探究至关重要。但目前在噪音诱导的耳鸣动物模

型中,对听皮层内GAP-43表达变化的报道仍然较少,
因此为进一步探究耳鸣时中枢的病理生理变化,噪音

暴露后听皮层是否产生功能重塑化的改变进行观察,
并探究相关临床意义。

本研究通过不同强度宽频带白噪声诱导动物产生

耳鸣,并结合 GPIAS实验判断动物是否出现耳鸣行

为,同时观察听皮层内GAP-43的表达变化,一方面可

分析比较得出优质、稳定的耳鸣动物模型,另一方面可

进一步验证听觉中枢功能重塑化与耳鸣发生发展的关

系。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 54只SPF级C57BL/6J雄性小

鼠,年龄为6~8周。体重约18~20g。排除中耳及内

耳疾病后纳为本次实验对象,动物购自北京维通利华

实验动物技术有限公司。许可证号为:SCXK(粤)

2022-0063。本实验由右江民族医学院实验动物伦理

审查委员会批准开展。

1.1.2 试剂与仪器 惊跳反射实验系统(MedAsso-
ciates),声级计(北京声望声电技术有限公司),信号发

生器(北京声望声电技术有限公司),音响(HARMAN
International)。

1.2 方法

1.2.1 动物分组 将54只C57小鼠从1~54编号,
从随机数字表中任一行任一列开始,依次读取3位数

作为随机数录于编号下,再将全部随机数从小到大进

行排序号,规定序号1~18号为对照组(未噪音暴露,

Control),19~36号为 BBN-90dB 组、37~54号为

BBN-100dB组,每组各18只小鼠。三组小鼠使用不

同强度宽频带白噪声进行噪声暴露后于暴露后3d
(P3组)、7d(P7组)、14d(P14组)的不同时间节点分

别进行GPIAS检测,每组6只小鼠 ,如图1所示。
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图1 动物分组情况

1.2.2 噪音暴露 首先将BBN-90dB组中C57小鼠

置于标准隔音室内采用90dBSPL的宽频带白噪声

(broad-bandwhitenoise,BBN)进行噪声单次暴露2
h,在暴露时将C57小鼠分别单只放置在一个由4.5
cm×4.5cm×8cm大小制成的铁丝笼内,该笼可在

不影响声音传播的基础上使小鼠保有一定程度的自由

活动,以避免暴露期间实验动物相互影响入耳声强,同
时防止小鼠相互的撕咬。音响置于笼子的前方,噪声

暴露前使用已通过广西壮族自治区计量检测研究院校

准和检测合格的声级计对暴露的声音强度进行校准,
校准时声级计的探头须在笼子周边各处进行测量,以
便确认达到实验所需的声强。然后将BBN-100dB组

的C57小鼠使用同样的方式以100dBSPL的宽频带

白噪声进行单次噪声暴露2h,最后将对照组中C57
小鼠同样单只置于自制笼内于标准隔音室放置2h,
在此过程中音响处于关闭状态,暴露结束后将所有小

鼠送至实验动物中心分笼饲养至各时间节点后进行检

测。

1.2.3 耳鸣行为学检测 通过以GPIAS实验对本次

实验中的小鼠进行耳鸣行为学检测。该检测在标准隔

音室内的一个隔音箱内进行,首先在检测时将小鼠单

只置于一个有多个孔洞的树脂玻璃动物固定装置内限

制其活动。在检测开始前小鼠在黑暗无声环境下于动

物固定装置里适应约5min,随后开始正式检测。该

设备可通过固定装置下方灵敏的压电传感器,如图2A
所示,将小鼠在检测时受到惊跳反射刺激后的肌肉动

作幅度 转 化 成 为 相 应 的 波 形 并 自 动 计 算 出 波 幅。

GPIAS实验由30个有前间隔刺激实验(gap)和30个

无前间隔刺激(nogap)实验组成,两者被随机引入,如
图2B所示。耳鸣的行为学检测以 GPIAS抑制率作

为检测指标,即GPIAS抑制率(GPIAS%)=(AvgT-
nogap-AvgTgap)/AvgTnogap×100%。其中 AvgT-
nogap为 无 前 间 隔 刺 激 时 诱 发 的 惊 跳 反 射 波 幅,

AvgTgap为有前间隔刺激时诱发的惊跳反射波幅。

1.2.4 WesternBlot 在耳鸣行为学检测结束后,按
照分组的时间节点,分离小鼠听皮层组织,放置于冻存

管中,用液氮急速冷冻,随后用研钵磨碎听皮层组织,
蛋白提取试剂盒提取总蛋白,BCA法测定总蛋白浓

度,随后进行10%SDS-PAGE电泳分离分子量不同的

注:A.惊跳反射系统仪器;B.GPIAS实验具体过程。
图2 惊跳反射系统及GPIAS实验过程示意图

蛋白,再转印至PVDF膜上,用快速封闭液封闭,4℃
件下一抗孵育过夜,之后用TBST洗膜3遍,再在室

温条件下孵育二抗1h,最后用TBST洗膜3遍,采用

ECL法发光显影,保存图片后再用ImageJ软件分析

数据。

1.3 统计学方法 采用SPSS26.0软件对数据进行

统计分析,所有计量资料采用(췍x±s)表示,各组显著性

检验使用单因素方差分析,两两比较方差齐性使用

LSD-t,若方差不齐,则使用Dunnetts’T3检验,以
P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 耳鸣行为学检测 与对照组相比,在90dBSPL
宽频带白噪声的条件下,C57小鼠的GPIAS%值在噪

声暴露后3d、7d、14d均降低(P<0.05)。但100dB
SPL宽频带白噪声使C57小鼠的GPIAS%值较前者

下降更为显著(P<0.01)。见表1。

表1 各组小鼠噪声暴露2h后不同时间节点中GPIAS%值

组别 n P3 P7 P14

对照组 6 29.41±5.20 38.87±8.78 40.91±6.54
BBN-90dB组 6 23.17±5.42a 22.22±9.73b 22.60±3.97c

BBN-100dB组 6 18.90±4.15b 21.69±6.44b 17.90±6.35c

F 6.835 8.047 26.912
P 0.008 0.004 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与对照组相比,a:

P<0.05,b:P<0.01,c:P<0.001。
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2.2 各组GAP-43蛋白表达比较结果 在噪音暴露

后3d,与对照组相比,BBN-90dB组和BBN-100dB组

的GAP-43表达都有升高趋势,且差异均存在统计学

意义(P <0.05);而在噪音暴露后7d,与对照组相

比,BBN-100dB组GAP-43表达明显升高且差异存在

统计学意义(P<0.01),但BBN-90dB组GAP-43表

达差异不存在统计学意义(P>0.05);在噪音暴露后

14d,BBN-100dBGAP-43表达较对照组升高且差异

存在统计学意义(P <0.05),而BBN-90dB组GAP-
43表达与对照组相比差异不具有统计学意义(P >
0.05)。见表2和图3。

表2 各组小鼠听皮层中GAP-43表达水平对比

组别 n P3 P7 P14

对照组 6 0.85±0.07 0.74±0.15 0.71±0.16
BBN-90dB组 6 1.06±0.13a 0.91±0.19 0.91±0.04
BBN-100dB组 6 1.03±0.16a 1.03±0.09b 1.02±0.09a

F 4.600 5.549 11.346
P 0.028 0.016 0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②与对照组相比,a:

P<0.05,b:P<0.01。

注:1.对照组;2.BBN-90dB组;3.BBN-100dB组。

图3 不同时间点各组小鼠听皮层中GAP-43
蛋白表达情况(免疫印迹)

3 讨论

耳鸣是一种多种因素共同作用的常见疾病,其治

疗效果常面临着“高患病率、低治愈率”的局面,这对于

患者的心理健康和生活质量造成严重影响。如今噪声

已然是青少年和大学生群体出现耳鸣症状的常见诱发

因素[8],在多种噪声类型中,于现实生活中更常接触宽

频白噪声,同时这类噪声可将所有频率以相同能量较

为均匀的进行播放,而非将能量多集中于部分频率里,
所以利用此类噪声诱导的耳鸣动物模型更能有效模拟

人类耳鸣发生情况,更具有临床实践意义。再结合

GPIAS检测方式,通过动物的防御性反射,可有效降

低训练动物形成条件反射的时间成本,同时对动物本

身并无刺激、损害,能相对可靠地反应动物是否出现耳

鸣行为[9]。
在本次实验中,90dBSPL白噪声环境中单次暴露

2h 后,发 现 小 鼠 虽 在 暴 露 后 多 个 时 间 节 点 中

GPIAS%抑制率呈下降趋势,差异有统计学意义,提示

造模成功,但是在暴露后14d其耳鸣行为进一步稳定

出现。而在100dBSPL白噪声环境中,小鼠从噪声暴

露后3d至观察结束时,都表现出持久、有效的耳鸣行

为。这表明一方面适度噪声可有效诱导小鼠产生耳鸣

行为,另一方面声音通过振动内耳淋巴液使毛细胞纤

毛束来回摆动,从而开放机械电通道,将声音机械能转

化成电信号,最终将信号上传至听觉中枢。但这类毛

细胞由于具有机械敏感性,易被响亮声音破坏,从而导

致外周输入信号减弱,听觉中枢神经元发生可塑性变

化,促进耳鸣发生发展。100dBSPL宽频噪声在传导

过程中,对毛细胞和听觉中枢改变更为明显,诱发的耳

鸣行为也更为显著,因此GPIAS%抑制率下降明显,
从造模角度而言这有效证明这类噪声更利于构建稳

定、便捷的耳鸣动物模型,并且更能有效平衡时间成本

和经济成本之间的关系。同时如窦玉玉等[10]研究类

似,采用以小鼠造模后不同时间点进行观察的方法,
可以全面反映动物耳鸣行为的变化过程,探索出动物

表现稳定耳鸣行为的最佳条件。
目前耳鸣的机制尚未定论,听皮层作为听觉传导

通路中最高级中枢,其在噪声暴露后的改变对耳鸣发

生发展极为重要。在部分耳鸣患者的静息态功能磁共

振检查结果中发现,位于颞中回的听皮层,其局部一致

性和分数低频波动振幅值同时增加,且局部一致性值

与耳鸣致残量表评分正相关[11],提示患者的听觉相关

皮层可能发生局部神经功能改变。

GAP-43是一种与神经细胞生长、发育、轴突再

生、突触可塑性密切相关的胞膜磷酸化蛋白,当神经损

伤或轴突再生时,该蛋白表达随着神经元突起生长而

增加,并会通过轴突运输移动到轴突再生处的边缘,并
最终集中在轴突生长锥[12]。所以,GAP-43常被用来

作为轴突再生、突触可塑性情况的标记。本次研究结

果显示,在噪声暴露后小鼠听皮层中,GAP-43表达整

体呈 升 高 趋 势,且 差 异 具 有 明 显 统 计 学 意 义,与

GPIAS%抑制率变化相同。说明噪声诱导小鼠出现耳

鸣行为时,其听皮层内的神经元受到损伤,使GAP-43
合成增加,促进神经元修复。同时不同强度噪声导致

听皮层内神经元损伤程度不一致,在噪声诱导7d后,

BBN-90dB组中GAP-43表达较同期对照组增加仅为

23.00%,BBN-100dB组则增加至45.10%,在其他时

间点中也观察到这类趋势,提示相对较强的噪声对听

皮层造成的损伤更为严重,使GAP-43合成更多,神经

元修复和轴突再生更为显著。但随着时间的推移,

GAP-43表达逐渐下降。在BBN-90dB组中,噪声诱

导3d后,GAP-43表达升高,为同期对照组的1.24
倍,但14d后,GAP-43表达仅为3d时的85.80%,
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BBN-100dB组中同样观察到此类变化,提示GAP-43
作为参与听觉中枢重建的重要因子,一旦重建完成,
GAP-43表达逐渐减少。由此推测,当噪声影响后,听
皮层内神经元受损,使GAP-43受到刺激大量表达,从
而使受损神经元发生轴突再生及突触大量生长,最终

导致听皮层内神经元产生新的连接和突触效率的变

化,促进耳鸣的病理生理过程。
综上所述,100dBSPL噪声作为诱导因素可有效、

快捷构建稳定的耳鸣动物模型,为耳鸣发病机制等研

究贡献良好的模型基础。GAP-43与听皮层的突触可

塑性高度相关,在噪声干预两组中GAP-43表达升高,
与小鼠出现耳鸣行为一致,这说明听觉中枢重塑化改

变可能参与耳鸣的发生发展,为进一步探索药物阻断、
保护新靶点奠定基础。
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