
 

耳聋左慈丸对 HEI-OC1细胞氧化应激治疗作用的机制研究
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摘　要　探究耳聋左慈丸对过氧化氢（H2O2）致小鼠耳蜗毛细胞株 HEI-OC1 氧化应激的保护作用并利用细胞代谢组学的

手段研究作用机制。实验具体分组如下：对照组、模型组、耳聋左慈丸提取液低、中、高剂量组及阳性对照抗坏血酸组。以

HEI-OC1 细胞为研究对象，0.9 mmol/L 的 H2O2 诱导 12 h 为条件进行造模。CCK-8 试剂盒用于检测不同状态下 HEI-OC1 细

胞的增殖能力；乳酸脱氢酶（LDH）、活性氧（ROS）和超氧化物歧化酶（SOD）试剂盒分别对 HEI-OC1 细胞中对应物质

的活性和含量进行检测；并从代谢组学的角度分析了细胞内源性代谢物的变化。与模型组相比，耳聋左慈丸给药后可以显著

提高细胞的增殖率，而且能改善由 H2O2 造模带来的 ROS 和 LDH 的含量升高，抗氧化酶 SOD 活性下降的情况。代谢组学结

果显示，各组之间的偏最小二乘法判别分析得分图差异明显，并且耳聋左慈丸组有将模型组回调至空白组的趋势。耳聋左慈

丸对 HEI-OC1 细胞氧化应激的代谢调控主要影响核苷酸代谢和氨基酸代谢。综上所述，耳聋左慈丸可以对 H2O2 致 HEI-

OC1 细胞氧化应激起到一定的保护作用，具有抗氧化的药理活性，这种保护作用可能是增加尿苷和苯丙氨酸等氨基酸的含量

进而调节嘧啶代谢、苯丙氨酸代谢、苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成以及组氨酸代谢等通路所产生的。
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Abstract    To  the  present  study  aimed  to  investigate  the  protective  effects  of Erlong  Zuoci  Pills  on  oxidative
stress induced by hydrogen peroxide (H2O2) in House Ear Institute-Organ of Corti 1 (HEI-OC1) and to explore
the mechanism by cellular metabolomics. There were 6 groups in the experiment: the control group, model group,
three  dose  groups  of  ELZC  (low,  medium,  and  high),  and  positive  control  ascorbic  acid  group.  The  oxidative
stress injury model was established in the HEI-OC1 by inducing 0.9 mmol/L H2O2 for 12 h. The proliferation of
HEI-OC1 cells was observed by CCK-8 assay; the contents and activity of lactate hydrogenase (LDH), reactive
oxygen species (ROS), and superoxide dismutase (SOD) in HEI-OC1 cells were detected by corresponding kits.
Finally, the endogenous substances of cells were analyzed from the perspective of metabolomics. Compared with
the  model  group,  ELZC  groups  could  significantly  increase  the  cell  proliferation  rate  after  administration.
Moreover,  they  could  also  ameliorate  the  increase  of  ROS  and  LDH  content  and  the  decrease  of  antioxidant
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enzyme SOD caused by H2O2. Metabolomic results revealed significant differences among multiple groups in the
scores of partial least squares discriminant analysis. The ELZC group could relocate the model group back to the
control group. The metabolic regulation of ELZC on oxidative stress in HEI-OC1 cells mainly affects nucleotide
metabolism and amino acid metabolism. In summary, the results indicate that ELZC exhibits protective effects on
H2O2-induced  oxidative  stress  in  HEI-OC1  cells.  Additionally,  this  protective  effect  may  be  produced  by
increasing  the  content  of  amino  acids  such  as  uridine  and  phenylalanine,  thereby  regulating  pathways  such  as
pyrimidine metabolism, phenylalanine metabolism, biosynthesis of phenylalanine, tyrosine, and tryptophan, and
histidine metabolism.
Key words    Erlong Zuoci Pills; HEI-OC1 cells; hydrogen peroxide; oxidative stress; metabolomics
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耳鸣作为耳科常见症状之一，一般是指在没

有外部声音的刺激下，患者自身感知到有声音的

感觉，通常是耳聋的先兆。有研究表明，随着年龄

的增加，耳鸣的发病率也会出现升高的现象[1]。同

时，耳鸣会引起患者一系列不良反应，包括失眠、

焦虑、注意力不集中、沮丧等，严重者甚至自残、自

杀等 [2−3]。此外，严重的抑郁症也会加重耳鸣 [4]。

产生耳鸣的原因有很多，内耳缺氧[5]、噪声[6]、耳毒

性药物[7]、衰老[8] 和其他疾病[9−10] 等多种因素都可

能会引起耳蜗毛细胞损伤从而造成耳鸣耳聋，由

于其复杂的致病原因，应针对具体情况选择不同

的药物进行准确治疗。

耳聋左慈丸（Erlong Zuoci Pills，ELZC）作为经

典名方，其核心成分建立在传统的六味地黄丸这一

补肾方剂上，另外添加了竹叶柴胡和磁石两味药

材。已有研究证实该药在临床上对耳聋患者有很

好的疗效[11−14]。课题组前期发现 ELZC的组成物质

大多都有抗氧化作用（未发表）。熟地黄是 ELZC
复方中的君药，其主要成分毛蕊花糖苷可以减轻

心肌细胞在缺氧/复氧的状态下受到的损伤[15]。因

此本研究推测，ELZC对受损的小鼠耳蜗毛细胞

（house ear institute-organ of Corti 1，HEI-OC1）也可

能会显示出一定的保护效果。目前关于耳损伤的

细胞研究大多选用过氧化氢（H2O2）作为模型药

物[16−17]，本实验同样利用 H2O2 建立氧化应激模型，

对 ELZC的药理作用进行研究。以抗氧化和增强

免疫力的特性闻名的抗坏血酸（vitamin C，VC）在本

研究中被选作阳性对照[18]。

代谢组学（metabonomics）是一种研究生物体

系受到外界环境刺激包括饮食、环境压力、微生物

群以及疾病和治疗状态后体内代谢产物变化的技

术手段。在研究药物治疗和疾病发展过程中，代谢

组学的结果能与体内的病理生理状态直接对应[19]。

因细胞实验存在易于控制、重复性高、成本较低的

特点，细胞代谢组学也正广泛运用于筛选疾病发生

过程中的代谢标志物[20]。当 HEI-OC1受到有害刺

激时，ELZC是否对受损细胞的内源性代谢物产生

影响，目前尚不得知。因此本实验在考察 ELZC对

HEI-OC1细胞氧化应激保护作用的基础上，再通过

检测胞内代谢物质的改变情况来为 ELZC的药效

机制提供研究方向。 

1    材　料
 

1.1    仪　器

UFLC超高效液相色谱仪（日本岛津公司）；

Triple TOF5600质谱仪（美国 Sciex公司）；台式低

温高速离心机、真空旋转挥干仪（美国赛默飞世尔

科技公司）；多功能微孔板检测仪（美国伯腾仪器有

限公司）。 

1.2    试　剂

DMEM培养基、胰蛋白酶、胎牛血清（美国赛

默飞世尔科技公司）；细胞培养耗材（美国康宁公

司）；活性氧检测试剂盒、BCA蛋白浓度检测试剂

盒、总超氧化物歧化酶活性检测试剂盒、乳酸脱氢

酶细胞毒性检测试剂盒、增强型 CCK-8检测试剂

盒（碧云天生物技术有限公司）；30% 过氧化氢（南

京化学试剂股份有限公司）；毛蕊花糖苷（批号：

RH260383，罗恩化学试剂）；耳聋左慈丸原料药粉末

（批号：20210309，杭州胡庆余堂药业有限公司）；其

他试剂均为市售分析纯。 
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1.3    细　胞

小鼠耳蜗毛细胞株 HEI-OC1由东南大学生命

科学研究院柴人杰教授惠赠。 

2    方　法
 

2.1    ELZC 提取液的制备

称取 ELZC原药粉末 1.88  g，溶于乙醇 -水
（V/V，1∶1）溶液 30 mL中，超声提取 3 h，弃去底部

不溶的沉淀，上清液用 0.22 μm针式滤器过滤，生药

浓度为 0.06 g/mL。取出部分滤过液，用甲醇稀释

100倍后进样分析，利用课题组先前建立的方法确

定提取液中毛蕊花糖苷的浓度[21]，用毛蕊花糖苷的

浓度来表征 ELZC的不同剂量，剩余提取液存于

4 ℃ 备用。 

2.2    实验分组及氧化应激模型建立

实验分为空白组（Control）、模型组（Model）、
ELZC高剂量组（TQH）、中剂量组（TQM）、低剂量

组（TQL）和阳性药抗坏血酸组（VC）。HEI-OC1细

胞用含 10%胎牛血清的 DMEM培养基，在二氧化

碳浓度为 5%，温度为 37 ℃，相对湿度为 90%的培

养箱中进行正常培养，当细胞达到对数生长期时，

将细胞按适宜的密度在不同孔板中正常培养 24 h
后，弃去上清液，空白组和模型组加入 DMEM培养

基，给药组分别加入含不同浓度 ELZC（最终生药浓

度为 0.6、0.3和 0.06 g/L，即毛蕊花糖苷的含量为

1 110、555和 111 μg/L），VC组（250 μg/L）的空白

DMEM培养基生长 12 h，弃去上清液，除空白组更

换成 DMEM培养基外，其他各组均加入用 DMEM
培养基配制的 0.90 mmol/L的 H2O2 造模 12 h，到达

时间后再进行后续指标测定。 

2.3    细胞增殖率测定

将细胞按适宜的密度在 96孔板中正常培养

24 h后，弃去上清液，空白组加入 DMEM培养基，

其他各组加入不同浓度的 H2O2 溶液，造模 12 h
后弃上清液，将用 DMEM培养基配制的浓度为

10%的  CCK-8溶液 100 μL加入到需要测定的孔

中，在 37 ℃ 培养箱里孵育 20 min后，在 450 nm
处进行吸光度测定。 

2.4    乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）释

放检测

实验分组同“ 2.2”项。在造模 11  h时 ，把

LDH释放试剂 20 μL加入到空白组中的各孔里，此

时该组为最大酶活性对照组。继续培养至造模预

定时间后，将孔中液体分别转移至 1.5 mL的离心管

中，随后使用 LDH细胞毒性检测试剂盒进行样品

测定。 

2.5    活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平

检测

实验分组同“2.2”项。造模 12 h后弃去培养

液，把 DMEM培养基稀释 1 000倍的荧光探针溶液

在 6孔板的每孔中各加 1 mL，在 37 ℃ 培养箱里继

续培养 30 min，弃去探针溶液，用预冷的生理盐水

对 6孔板进行 3次清洗后，每孔加入裂解液（氢氧

化钠-水-甲醇，W/V/V，4∶1∶1）600 μL，反复吹打混

匀后，选择低温离心的方式，以 6 000 r/min转速把

裂解液离心 5  min，缓慢吸取上清液 200  μL至

96孔全黑酶标板中，立即使用酶标仪在 488和 525
nm下进行双波长吸光度检测。 

2.6    超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）

活性检测

实验分组同“2.2”项。造模 12  h后弃去上

清液 ，用预冷的生理盐水清洗 1遍 ，然后加入

SOD样品制备液反复吹打后，继续按照说明书进行

测定。 

2.7    代谢组学处理

本实验所用色谱条件、质谱条件及样品处理方

法与课题组先前发表的文章一致[22]。 

2.8    数据分析与处理

x̄± s

利用本实验室前期建立的内源代谢物鉴

定库对样品的质谱信息进行积分与鉴定 [23]。使

用 MultiQuant 2.0软件和 SIMCA-P 14.1软件对数

据进行初步处理和多元分析。其中初步处理

包括剔除异常值、归一化等，多元分析包括主

成分分析（PCA）、偏最小二乘法分析（PLS-DA）

和正交偏最小二乘法分析（OPLS-DA）。以 P<0.05、
差异倍数 （Fold Change，FC）>1.2和变量投射重

要性 （Variable Importance in Projection，VIP）>1为

限定条件对特征代谢物进行筛选，最后在Metabo-
Analyst  6.0网 站 （ https://www.metaboanalyst.ca） 上

对符合条件的物质进行代谢途径分析。药效

数据使用 表示，利用 GraphPad 9.0统计软件

中的单因素方差分析 （One-Way ANOVA）方法

在多组别之间进行差异比较，以 P<0.05认为结

果具有统计学意义。 

3    结　果
 

3.1    H2O2 浓度的选择

随着 H2O2 浓度的增加，HEI-OC1细胞的增殖

  190  学报   Journal of China Pharmaceutical University　2025, 56(2): 188 − 195 第 56 卷  

https://www.metaboanalyst.ca


能力逐步下降（图 1）。分析数据求得 H2O2 对 HEI-
OC1细胞的 IC50 为 0.92 mmol/L，为了便于操作，后

续实验选择以 0.90 mmol/L的 H2O2 诱导 12 h作为

造模条件。
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Figure 1    Proliferation  rate  of  House  Ear  Institute-Organ  of  Corti  1

(HEI-OC1)  cells  under  different  concentrations  of  hydrogen  peroxide

( ，n=5)
 

上述结果表明 0.9 mmol/L的 H2O2 可对 HEI-
OC1细胞造成明显的损伤，根据前期预实验结果，

本实验中对细胞采用了先给药后造模的处理方式。

ELZC的低、中、高 3个浓度都能够显著提高细胞

的增殖能力（图 2-A）。CCK-8结果直观地反映了

ELZC对氧化应激状态下 HEI-OC1细胞的保护

作用。
 

3.2    ELZC 对 H2O2 诱导的 HEI-OC1 细胞 LDH 释

放量的影响

模型组的 LDH释放量与空白组相比明显增多，

ELZC给药保护可以改善这种情况，降低 LDH在细

胞培养液中的释放量（图 2-B）。结果表明 ELZC
可以减少 HEI-OC1细胞受损时 LDH的释放量。
 

3.3    ELZC 对 H2O2 诱导的 HEI-OC1 细胞 ROS 水

平的影响

HEI-OC1细胞在 H2O2 刺激后 ROS水平激增，

在 ELZC的给药干预下，细胞中的 ROS含量有降

低至空白组的趋势（图 2-C）。数据显示 ELZC有效

地消除了 H2O2 诱导的 HEI-OC1细胞中 ROS的

积累。
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3.4    ELZC 对 H2O2 诱导的 HEI-OC1 细胞 SOD 活

性的影响

模型组中 HEI-OC1细胞的 SOD活性与空白

组相比呈现下降趋势，证明 H2O2 对细胞造成了损

伤，体内抗氧化能力降低，模型有效。而 ELZC给

药保护后可以逆转这种现象（图 2-D）。结果表明

3种浓度的 ELZC都能将造模后细胞中的 SOD活

性恢复至正常水平。 

3.5    代谢组学结果分析 

3.5.1　多元统计分析　结合前期药效结果，该部分

选择空白组、模型组和 TQM 3组进行代谢组学分

析。PCA和 PLS-DA得分图显示各组内聚集性良

好，组间差异明显（图 3-A、3-B）。其中 QC组分布

在图形中央，表明检测方法稳定可靠。空白组分布

在图片的右侧，模型组位于左侧，说明造模后细胞

在代谢物水平上的变化较明显，TQM组分布在图

片中间部分，即给药后存在将内源性代谢物回调至

空白组的趋势。R2和 Q2分别对应模型的可解释

性和预测性，置换检验结果显示所有样本点都低于

右上方基准值，并且两条斜线斜率均为负值，表明

该模型在拟合条件下表现良好（图 3-C）。 

3.5.2　 差 异 代 谢 物 筛 选 及 通 路 富 集 分 析　以

FC>1.2且 P<0.05作为条件对检测到的内源性物

质进行筛选。该部分共测到 166个内源性物质，

在空白组与模型组之间存在 110种物质上调，4种

代谢物下调；而模型组与 TQM组中有 4种物质

上调，108种物质下调（图 4-A、4-D）。同时对处理

后的数据进行 OPLS-DA分析，结果发现空白组、

模型组和 TQM组之间存在明显差异（图 4-B、4-
E），并得到了两两对比的 VIP图用于代谢物筛选

（图 4-C、4-F）。最终以 VIP>1、FC>1.2和 P<0.05
为限定条件对差异代谢物进行筛选，最后在空白

组、模型组和 TQM中发现 24个符合条件的差异

代谢物。从热图和代谢通路的角度对差异代谢物

进行整合，热图结果表明，尿苷、苯丙氨酸、色氨

酸、酪氨酸、组氨酸等多种物质在模型组下调，给

药后能纠正这些物质的含量变化（图 5-A）。从影

响度 （ pathway  impact）和 P 值两方面综合考虑 ，

ELZC对 HEI-OC1细胞的氧化应激的保护作用主

要通过调节嘧啶代谢、苯丙氨酸、酪氨酸和色氨

酸生物合成、苯丙氨酸代谢以及组氨酸代谢途径

来实现（图 5-B）。 

4    讨　论

本研究首先讨论了 H2O2 引起 HEI-OC1细胞

发生氧化应激时，ELZC是否具有保护作用。过量

的 ROS产生诱导机体发生氧化应激，同时出现

SOD活性下降以及 LDH释放量变多的现象，最终

导致细胞死亡、蛋白质功能受损及组织损伤[24−25]。

本研究也证明了在 H2O2 诱导下，模型组的细胞出

现存活能力下降、SOD活性降低、ROS水平升高

和 LDH释放量显著增加的现象，符合氧化应激时

机体抗氧化能力下降的特点。在 ELZC给药保护

后，细胞中 ROS水平以及上清液的 LDH释放呈现

下降趋势，并与模型组 ROS水平差异明显；SOD
活性也上升至空白组附近，该结论证明了 ELZC在

HEI-OC1细胞发生氧化应激时具有保护作用。随

后，本研究继续考察了 ELZC在 HEI-OC1细胞氧化

应激时对内源性代谢物质的影响。通路分析表明，
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ELZC主要对嘧啶代谢产生影响，对苯丙氨酸代

谢、苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成以及组氨

酸代谢途径也具有一定的调节作用。

在嘧啶代谢过程中，尿苷是重要代谢产物之

一。尿苷被认为是一种有效的再生促进因子，其在

具有较高再生潜力的组织或细胞中含量更高[26]。另

外，尿苷的抗氧化作用被广泛报道[27−28]。外源性尿

苷给药可以防止高氧损伤模型带来的 ROS浓度升

高[29]，还有研究表明给予尿苷治疗可以防止脂多糖

诱导产生炎症因子的增加[30]。模型组的尿苷含量降

低，破坏氧化系统稳态，给药后细胞内的尿苷含量

升高，推断 ELZC可能通过干预嘧啶代谢来改善

H2O2 对 HEI-OC1细胞造成的氧化应激。

氨基酸代谢作为细胞增殖发育的必经过程之

一，已有文献报道，氨基酸代谢的紊乱与多囊卵巢

综合征的发病机制有关[31]。苯丙氨酸、酪氨酸和色

氨酸均属于芳香族氨基酸，它们是合成单胺类神经

递质的重要前体，这些物质在体内发挥着重要作

用[32]。临床试验通过检测中青年重度抑郁症患者的

尿液样本，发现与健康受试者相比，患者体内的苯

丙氨酸代谢受到显著影响[33]。随着病情的加重，稳

定型心绞痛患者、急性心肌梗死患者体内 L-苯丙氨

酸的表达水平显著下调[34]。另有数据表明，色氨酸

合成不足会引起亚临床抑郁症患者体内的 5-羟色

胺水平下降，进而导致抑郁症。苯丙氨酸代谢和苯

丙氨酸、色氨酸、酪氨酸生物合成途径的紊乱会引

起抑郁症状和脑功能性网络的变化[35]。叶酸缺失会

导致各种健康问题，在小麦育种的过程中，添加一

定比例的芳香族氨基酸，可以提高小麦幼苗叶酸的

积累，向消费者提供更多的叶酸[36]。另外，将色氨酸

适当添加到鹅的基础饲料中，对扬州鹅血清中 SOD
的活性和总抗氧化能力均有显著的改善作用[37]。在

膳食中补充色氨酸也可以改善热应激肉鸡的直肠

温度，改善盲肠微生物群落，增强免疫力[38]。褪黑

素、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸等作为色氨酸的代谢

产物，也参与畜禽体内抗氧化、泌乳、免疫反应和动

物采食等生理过程[39]。组氨酸是哺乳动物必需氨基

酸之一，在不同物种中起到特定的代谢功能[40]。每

日摄入组氨酸可以改善有疲劳感的中年男性的情

绪状态和记忆能力[41]。在戊二烯四唑诱导的癫痫大

鼠中，组氨酸可以通过剂量依赖的方式抑制癫痫发

作[42]。在本研究中，HEI-OC1细胞因受到外界有害

刺激而导致氨基酸代谢紊乱，而 ELZC给药后通过

增加苯丙氨酸、酪氨酸、色氨酸等氨基酸的含量，对

氨基酸代谢紊乱产生了一定的修正作用，恢复了机

体的抗氧化能力。

综上，本研究以证明 ELZC抗氧化的药理活性

为基础，利用细胞代谢组学的手段，发现 ELZC
给药可以增加细胞内尿苷及苯丙氨酸、酪氨酸等氨

基酸的含量，推测该复方可能是通过正向调节嘧啶

代谢、苯丙氨酸代谢、苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸

生物合成以及组氨酸代谢等通路对氧化应激状态

下的 HEI-OC1细胞进行保护。该研究首次从代谢

组学的角度阐明了 ELZC对 HEI-OC1细胞的作用

机制，从抗氧化的角度为耳鸣的治疗和研究提供有

力支撑。
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