
国际中医中药杂志 2022年6月第 44卷第 6期 Int J Trad Chin Med, June 2022, Vol. 44, No. 6
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【摘要】 目的 观察羟基红花黄色素A对耳鸣大鼠下丘神经递质γ-氨基丁酸（GABA）和谷氨酸

（Glu）水平的影响。方法 采用水杨酸钠诱导联合饮水抑制法建立大鼠耳鸣模型，大鼠按随机数字表

法分为正常组、模型组、卡马西平组（5 mg/kg）、羟基红花黄色素A组（20 mg/kg）。腹腔注射给药 15 d
后，记录各组条件反射消退时间，检测不同声音频率（4、12、20、28 kHz）下大鼠听性脑干反应（ABR）阈

值，采用液质联用法检测大鼠下丘GABA、Glu含量。结果 与模型组比较，羟基红花黄色素A组条件

反射消退时间［（3.55±0.69）d比（1.83±0.58）d］延长（P<0.01）；在 4、12、20、28 kHz声音频率下，羟基红

花黄色素A组ABR阈值降低（P<0.01）；羟基红花黄色素A组大鼠下丘GABA水平［（2.25±0.26）μmol/g
比（1.96±0.19）μmol/g］升高（P<0.05），Glu水平［（2.95±0.34）μmol/g比（3.71±0.39）μmol/g］降低（P<
0.01）。结论 羟基红花黄色素A可改善水杨酸钠所致大鼠耳鸣症状，可能与恢复听觉中枢兴奋性和

抑制性递质的平衡有关。
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【Abstract】 Objective To evaluate the therapeutic effect of hydroxysafflor yellow A (HYA)
on rats with tinnitus and investigate its influence on γ-aminobutyric acid (GABA) and glutamic acid
(Glu) levels of inferior colliculus. Methods The model of rats with tinnitus received an injection of
sodium salicylate and "water-drinking suppression" was extablished, and then were divided into
four groups with random number table method: normal group, model group, positive control
(carbamazepine 5 mg/kg) and HYA (20 mg/kg) groups. Animals were intraperitoneally injected for
15 days. The recovery time of water-drinking suppression of all groups were recorded. The
threshold value of auditory brainstem response (ABR) under the different frequency (4, 12, 20 and
28 kHz) in each rat was measured. The levels of GABA and Glu in inferior colliculus in rats with
tinnitus were detected by LC-MS/MS. Results Compared with the model group, the recovery time
of water drinking suppression [(3.55±0.69)d vs. (1.83±0.58)d] in HYA group was significantly
prolonged (P<0.01). Compared with the model group, the threshold value of ABR under different
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frequency (4, 12, 20 and 28 kHz) were significantly reduced in HYA group (P<0.01). The GABA levels
[(2.25±0.26) μmol/g vs. (1.96±0.19)μmol/g] in inferior colliculus of tinnitus rats in HYA group was
significantly increased (P<0.05) while the Glu levels [(2.95±0.34)μmol/g vs. (3.71±0.39)μmol/g]
were significantly decreased (P<0.01). Conclusion HYA treatment could relieve tinnitus symptoms
induced by sodium salicylate, which might be related to the recovery of excitatory/inhibitory
neurotransmitter balance.

【Key words】 Hydroxysafflor yellow A; Tinnitus; gamma-Aminobutyric acid; Glutamic
acid; Rats
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耳鸣指无外界声源或电刺激时，患者耳内或颅

内主观存在的听觉感受，发病率较高，据针对成年

人的流行病学调查显示，患有不同程度耳鸣者约占

10%~18%［1］。耳鸣可影响患者工作和生活，严重者

可致听觉中枢及相关脑功能发生病变，给患者带来

极大的身心创伤。

红花有效成分羟基红花黄色素A属查尔酮苷

类化合物，具有抗炎、抗氧化、影响血小板活性、改

善局部微循环等作用，已被普遍用于心脑血管疾病

的治疗［2］。研究发现，羟基红花黄色素A腹腔注射

给药可有效防治水杨酸引起的小鼠耳鸣［3］。本研

究通过建立耳鸣大鼠模型，观察羟基红花黄色素A
对实验性耳鸣大鼠中枢神经递质水平的影响，探讨

其作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康雄性 SD大鼠，体重（200±10）g，耳郭反射

灵 敏 、无 中 耳 感 染 、听 性 脑 干 反 应（auditory
brainstem response，ABR）监测两耳反应阈为 20~
30 dB声压级，由重庆医科大学实验动物中心提供，

生产许可证号 SCXK（渝）2018-0003。饲养于安静

整洁的动物房，温度 20~23 ℃，相对湿度 60%~
70%，明暗光照 12 h/12 h，常规灭菌饲料喂养，自由

饮水。本实验经重庆医科大学附属永川医院动物

伦理委员会批准（CQMU.No20200043）。

1.2 实验仪器

MB11听觉脑干诱发电位仪（丹麦 Madsen公
司）；TES-1357声级计（泰仕电子工业股份有限公

司）；RZ6 听觉电生理系统（美国 TDT 公司）；

MP8003脑立体定位仪（深圳瑞沃德生命科技有限

公司）；DY-89自动匀浆机（金瑞鸿捷生物科技有限

公司）；XP205分析天平（瑞士 Mettler-Toledo 公
司）；Mikro320R高速冷冻离心机（德国 Hettich公
司）；LTQ-Orbitrap XL超高效液相色谱串联质谱仪

（美国Thermo Fisher公司）；Molatom1820a超纯水机

（重庆摩尔水处理设备有限公司）。

1.3 药品和试剂

羟 基 红 花 黄 色 素 A（德 国 PhytoLab，批 号

ZPG-83127），以 DMSO配成所需浓度。水杨酸钠

（美国 Sigma-Aldrich，批号 037K1755），以生理盐水

配成所需浓度。卡马西平（美国 Supelco，批号

D32-19629），以 DMSO配成所需浓度。γ-氨基丁

酸（γ-aminobutyric acid，GABA）、谷氨酸（glutamic
acid，Glu）对照品（美国 Sigma-Aldrich，批号分别为

BCBN2643V、SLBS4960）；乙腈、甲醇（色谱纯，美国

Tedia试剂公司）。

1.4 造模、分组与给药

将大鼠按随机数字表法分为正常组、模型组、

羟基红花黄色素A组、卡马西平组，每组 12只。除

正常组外，其余各组大鼠参照文献［4］方法制备耳

鸣模型。大鼠禁水 2 d，使其处于干渴状态，置于隔

音室（本底噪声小于 20 dB声压级）中进行饮水抑

制训练。播放 55 dB声压级的白噪声并记录大鼠

饮水情况，白噪声停止时电刺激大鼠足底以中断其

饮水行为，交替多次，建立“声音出现、饮水开始，声

音停止、饮水中断”的抑制性条件反射。抑制性条

件反射建立后，进入条件反射消退期（不再给予电

刺激），除正常组外，其余各组每天腹腔注射水杨酸

钠 350 mg/kg，正常组腹腔注射等体积生理盐水。

同时，羟基红花黄色素A组腹腔注射羟基红花黄色

素A溶液 20 mg/kg［3］，卡马西平组腹腔注射卡马西

平溶液 5 mg/kg［4］，正常组和模型组腹腔注射等体积

溶媒，连续给药15 d。
观察大鼠饮水抑制率（Rb），Rb=B/（A+B），A为

停止白噪声前 1 min内饮水时间，B为停止白噪声

后 1 min内饮水时间；训练前，大鼠 Rb值稳定在

0.5左右；训练后，以Rb值小于 0.2为建立稳定条件

反射的标准；以Rb值恢复到 0.5左右为条件反射完
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全消退的标准。记录各组大鼠条件反射消退时间，

以造模组与正常组条件反射消退时间差异有统计

学意义（P<0.05），判定耳鸣模型建立成功。

1.5 听性脑干反应阈值变化检测

末次给药 2 h后，大鼠腹腔注射戊巴比妥钠麻

醉，将其置于固定架上，连接听觉电生理系统，采用

不同频率（4~28 kHz）进行单耳给声，声音强度为5~
80 dB声压级，记录每只大鼠的ABR反应阈值。

1.6 下丘神经递质水平检测

将大鼠快速处死，置于冰台上，颅顶钻孔暴露

大脑表面，参照《大鼠脑立体定位图谱》［5］，以脑前

囟为坐标原点，定位于下丘，切取下丘部位脑组织，

精确称重，加入 10 倍量甲醇冰浴匀浆，4 ℃、

15 000 r/min离心（离心半径 15 cm）15 min，取上清，

经微孔滤膜过滤后备用。称取GABA、Glu对照品，

以超纯水配制成标准曲线工作液。

采用HPLC-质谱法检测下丘GABA、Glu含量。

色谱柱为RP-C18（150 mm×2.1 mm，1.8 μm），流动

相 为 乙 腈∶水（V/V 2∶98），柱 温 35 ℃，流 速

0.1 ml/min，进样量 2 μl；采用电喷雾离子源离子化

样品，多重反应监测模式检测GABA、Glu含量。

1.7 统计学方法

采用 SPSS 18.0软件进行数据分析。数据行正

态性检验和方差齐性检验，符合正态分布的计量资

料以 x̄ ± s表示，其中不同频率的ABR阈值比较采

用两因素重复测量方差分析，其他计量资料采用单

因素方差分析，两两比较采用Bonferroni校正。P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠条件反射消退时间比较

羟基红花黄色素 A组和卡马西平组各有 1只
因顺应性差未成功建立模型。

与正常组比较，模型组及给药组条件反射消退

时间缩短（P<0.01）；与模型组比较，羟基红花黄色

素 A组和卡马西平组条件反射消退时间延长（P<
0.01），提示羟基红花黄色素A和卡马西平对水杨

酸钠所致大鼠耳鸣有一定抑制作用，见表1。
2.2 各组大鼠听性脑干反应阈值比较

与正常组比较，模型组及给药组大鼠在不同声

音频率下 ABR反应阈值明显升高（P<0.01）；与模

型组比较，羟基红花黄色素A组和卡马西平组在不

同声音频率下 ABR反应阈值下降（P<0.05或 P<
0.01），见图1。

2.3 各组大鼠下丘神经递质水平比较

与正常组比较，模型组及给药组下丘GABA水

平降低（P<0.01），Glu水平升高（P<0.01）；与模型组

比较，羟基红花黄色素 A组和卡马西平组下丘

GABA水平升高（P<0.05），Glu水平降低（P<0.01）；

与卡马西平组比较，羟基红花黄色素 A组下丘

GABA水平升高（P<0.01），Glu水平降低（P<0.01），

见表2。

3 讨论

本研究采用水杨酸钠诱导联合饮水抑制法建

立大鼠耳鸣模型，观察羟基红花黄色素A对耳鸣大

鼠的影响。结果显示，正常组大鼠将白噪声停止作

为危险信号，长时间处于抑制状态，因而条件反射

消退所需时间较长；模型组大鼠可能将水杨酸钠所

致耳鸣音与白噪声混淆，对白噪声停止的恐惧感较

低，其饮水行为的抑制作用较弱，条件反射消退时

表1 各组大鼠条件反射消退时间比较（d，x̄ ± s）
组别

正常组

模型组

羟基红花黄色素A组

卡马西平组

只数

12
12
11
11

消退时间

5.50±0.90
1.83±0.58a
3.55±0.69ab
2.91±0.70ab

注 与正常组比较，aP<0.01；与模型组比较，bP<0.01

注 ABR：听性脑干反应；与正常组比较，aP<0.01；与模型组

比较，bP<0.05，cP<0.01
图1 各组大鼠ABR反应阈值比较（x̄ ± s，n=11或12）

表2 各组大鼠下丘GABA、Glu水平比较（μmol/g，x̄ ± s）
组别

正常组

模型组

羟基红花黄色素A组

卡马西平组

只数

12
12
11
11

GABA
2.69 ± 0.17
1.96 ± 0.19a
2.25 ± 0.26abc
3.08 ± 0.31ab

Glu
2.06 ± 0.11
3.71 ± 0.39a
2.95 ± 0.34abc
3.38 ± 0.30ad

注 GABA：γ-氨基丁酸；Glu：谷氨酸；与正常组比较，aP<0.01；
与模型组比较，bP<0.01，dP<0.05；与卡马西平组比较，cP<0.01
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间较短；羟基红花黄色素A组大鼠条件反射消退时

间较模型组延长，表明羟基红花黄色素A对耳鸣有

抑制作用。ABR可作为评价听觉功能及耳鸣程度

的客观指标，研究表明，水杨酸钠所致耳鸣大鼠的

ABR反应阈值比正常大鼠明显升高，且呈现剂量依

赖性［6］。本研究结果显示，羟基红花黄色素A可显

著降低耳鸣大鼠 4~28 kHz尤其是高频声音刺激下

的 ABR阈值，进一步表明羟基红花黄色素 A可较

好地抑制水杨酸钠诱导的大鼠耳鸣症状。

神经递质及其受体在听觉的生理病理过程中

发挥重要作用。研究表明，耳鸣患者的听觉中枢传

导通路存在兴奋与抑制作用的失衡，如神经递质异

常释放、递质受体重新分布等现象，这些中枢神经

系统可塑性变化可引起听觉皮层的自发性放电活

动过度增加，导致耳鸣相关症状的产生［7］。GABA
是听觉通路的主要抑制性神经递质，参与听觉中枢

中继核团下丘部位的声音频率分析、时间和空间编

码等；GABA介导抑制作用的缺失或减弱，可降低

其处理声音信息的功能，从而产生耳鸣。研究表

明，腹腔注射水杨酸钠可致大鼠下丘部位GABA水

平降低，提示GABA参与了耳鸣的病理进程［8］。大

鼠产生耳鸣症状后，其听觉和边缘系统存在神经元

的过度活跃，之后中枢某些区域出现GABA受体结

合增强现象，可能与强化介导抑制性神经活动、进

而缓解耳鸣相关［9］。Glu是听觉通路主要的兴奋性

递质，研究发现，噪声刺激可使大鼠下丘Glu释放

增多，认为 Glu的兴奋性毒性与听觉功能损害有

关［10］。研究表明，大鼠下丘Glu水平在腹腔注射水

杨酸钠数小时后显著升高，认为兴奋性递质Glu的
升高及抑制性递质GABA的降低与下丘神经元活

动增高有关，二者失衡可能是导致大鼠耳鸣产生的

原因［8］。Brozoski等［11］采用质子磁共振波谱法检测

慢性耳鸣大鼠脑内的递质水平，表明耳蜗背侧核、

下丘、听皮层等区域存在GABA水平降低或Glu水
平升高，提示慢性耳鸣存在中枢递质失衡现象，恢

复抑制性递质及兴奋性递质之间的平衡或许是较

为有效的耳鸣治疗方式。本研究采用液质联用法

检测了听觉中枢重要的中继核团下丘部位的递质

水平变化，结果显示，水杨酸钠所致耳鸣大鼠的下

丘GABA水平降低，Glu水平升高，表明耳鸣大鼠存

在神经递质的失调；羟基红花黄色素A可升高耳鸣

大鼠下丘GABA水平，降低Glu水平，提示羟基红花

黄色素A通过调控GABA、Glu表达，恢复抑制性递

质及兴奋性递质之间的平衡，促进神经元异常放电

活动的恢复，改善耳鸣症状。

本研究结果显示，羟基红花黄色素A可改善水

杨酸钠所致大鼠耳鸣，可能与恢复听觉中枢兴奋性

和抑制性递质的平衡等途径相关。鉴于听觉核团

调节机制的复杂性及神经递质在耳鸣致病中的不

确定性，羟基红花黄色素A改善耳鸣的作用机制尚

需更深入探究。
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