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摘要:
 

目的:本研究旨在评估噪声性听力损失(NIHL)患者血浆中两种外泌体微小RNA(ex-miR-96、

ex-miR-183)的表达变化,并确定其作为潜在诊断生物标志物的价值。方法:选取2023年6月—

2024年6月在河西学院附属张掖人民医院进行常规体检的长期接触噪音的259例工人,根据纯音

测听结果,分为NIHL组(n=129)和听力正常的对照组(n=130)。行血浆外泌体提取与鉴定,采
用实时荧光定量聚合酶链反应测定两种ex-miRNA的相对表达量,采用Spearman相关性分析评

估其与高频听阈(HPTS)的关系,采用多因素Logistic回归模型分析发生 NIHL的影响因素。
结果:与对照组相比,NIHL组血浆ex-miR-96

 

[(0.45±0.11)vs(1.01±0.23)]和ex-miR-183
 

[(0.38±0.10)
 

vs
 

(1.02±0.25)]的表达均显著下调(均P<0.001)。相关性分析进一步表明,这
两种miRNA的表达水平均与HPTS呈显著负相关(均P<0.001)。多因素Logistic回归分析显

示,年龄增大(OR=1.121,
 

95%CI:1.042,1.205)、总噪音暴露年限延长(OR=1.153,
 

95%CI:

1.076,1.234)是 NIHL的独立危险因素,而高水平的ex-miR-96(OR=0.183,
 

95%CI:
 

0.102,

0.330)和ex-miR-183(OR=0.125,
 

95%CI:
 

0.067,0.234)是 NIHL的独立保护因素。结论:

NIHL患者血浆中ex-miR-96与ex-miR-183的表达水平明显降低,且与听力损伤的严重程度呈显

著负相关。年龄增大和总噪音暴露年限延长是 NIHL的独立危险因素,高水平的ex-miR-96和

ex-miR-183是NIHL的独立保护因素。
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Abstract Objective:
 

To
 

evaluate
 

the
 

expression
 

changes
 

of
 

two
 

exosomal
 

microRNAs
 

ex-miR-96
 

and
 

ex-miR-
183

 

in
 

the
 

plasma
 

of
 

patients
 

with
 

noise-induced
 

hearing
 

loss
 

(NIHL)
 

and
 

determine
 

their
 

value
 

as
 

potential
 

diagnostic
 

biomarkers.
 

Methods:
 

A
 

total
 

of
 

259
 

workers
 

with
 

long-term
 

noise
 

exposure
 

who
 

underwent
 

routine
 

physical
 

examinations
 

at
 

Zhangye
 

People's
 

Hospital
 

Affiliated
 

to
 

Hexi
 

University
 

from
 

June
 

2023
 

to
 

June
 

2024
 

were
 

selected.
 

According
 

to
 

the
 

results
 

of
 

pure
 

tone
 

audiometry,
 

they
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

NIHL
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group(n=129)and
 

the
 

control
 

group
 

with
 

normal
 

hearing(n=130).
 

Plasma
 

exosomes
 

were
 

extracted
 

and
 

identified,
 

and
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

two
 

ex-miRNAs
 

were
 

determined
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction.
 

Spearman
 

correlation
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

association
 

between
 

the
 

two
 

ex-miRNAs
 

and
  

high-frequency
 

pure
 

tone
 

thresholds
 

(HPTS),
 

and
 

multivariate
 

Logistic
 

reqression
 

model
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

influencing
 

risk
 

factors
 

for
 

NIHL.
 

Results:
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

expressions
 

of
 

plasma
 

ex-miR-96
 

[(0.45±0.11)
 

vs
 

(1.01±0.23)]
 

and
 

ex-miR-183
 

[(0.38±0.10)
 

vs
 

(1.02±0.25)]
 

in
 

the
 

NIHL
 

group
 

were
 

significantly
 

down-regulated
 

(both
 

P<0.001).
 

Correlation
 

analysis
 

further
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

these
 

two
 

miRNAs
 

were
 

significantly
 

negatively
 

correlated
 

with
 

HPTS
 

(both
 

P<0.001).
 

Multivariate
 

Logistic
 

reqression
  

analysis
 

showed
 

that
 

increased
 

age
 

(OR=1.121,
 

95%CI:1.042,1.205)
 

and
 

prolonged
 

total
 

noise
 

exposure
 

years(OR=1.153,

95%CI:1.076,1.234)were
 

independent
 

risk
 

factors
 

for
 

NIHL,
 

while
 

high
 

levels
 

of
 

ex-miR-96(OR=0.183,
 

95%CI:
 

0.102,
 

0.330)
 

and
 

ex-miR-183(OR=0.125,
 

95%CI:
 

0.067,
 

0.234)
 

were
 

independent
 

protective
 

factors
 

for
 

NIHL.
 

Conclusion:
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

ex-miR-96
 

and
 

ex-miR-183
 

in
 

the
 

plasma
 

of
 

NIHL
 

patients
 

are
 

significantly
 

decreased,
 

and
 

are
 

significantly
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

severity
 

of
 

hearing
 

impairment.
 

Increased
 

age
 

and
 

prolonged
 

total
 

noise
 

exposure
 

years
 

are
 

independant
 

risk
 

factors
 

for
 

NIHL,
 

whereas
 

high
 

levels
 

of
 

ex-miR-96
 

and
 

ex-miR-183
 

are
 

independent
 

protective
 

factors
 

for
 

NIHL.
Keywords noise-induced

 

hearing
 

loss
 

(NIHL); exosome; miR-96; miR-183

  噪声性听力损失(noise-induced
 

hearing
 

loss,
 

NIHL)是全球范围内最常见的职业病之一,也是一

种关键的可预防性感音神经性耳聋[1]。长期暴露于

超过85
 

dB的噪声环境中,可导致内耳感音换能结

构,特别是毛细胞,遭受由氧化应激和代谢紊乱介导

的渐进性且不可逆的损伤,最终临床表现为以高频听

力下降为主要特征的听觉障碍[2-3]。NIHL不仅损害

患者的社交与生活质量,其系统性影响还与高血压、
代谢综合征等多种健康问题相关,对社会和个人均构

成沉重的负担[4]。然而,NIHL的诊断目前仍主要依

赖纯音测听,这种方法只能在听力损伤形成后进行评

估,因此,开发能够在损伤早期进行客观检测的生物

学标志物,对于NIHL的有效干预至关重要,这也是

职业健康领域的一个核心挑战[5]。
微小RNAs(microRNAs,

 

miRNAs)是一类在表

现遗传层面调控基因表达的内源性非编码小RNA,
在细胞分化、增殖及凋亡等基础生物学过程中扮演核

心角色[6]。近年来研究发现,miRNAs能够稳定存在

于血液、尿液、唾液等多种体液中,并且其表达谱的变

化与多种疾病的病理过程紧密相连,这使其成为极具

前景的疾病诊断生物标志物[7]。值得注意的是,这些

循环miRNAs大多被包裹在名为外泌体的细胞外囊

泡中。这种纳米级囊泡结构不仅能保护 miRNA免

受核酸酶降解,还作为细胞间通讯的关键信使,其装

载的分子能够反映来源细胞的生理状态[8-9]。因此,
对外泌体 miRNA(exosomal

 

miRNA,
 

ex-miRNA)
的检测,为多种疾病的诊断和机制探索提供了一条新

途径[10]。
在众多 miRNAs中,miR-183/96/182簇在内耳

感觉上皮中特异性高表达,对毛细胞的正常发育、功
能维持乃至损伤后的再生过程都不可或缺[11]。此前

的动物模型研究已经证实,电针治疗可通过上调

miR-183来促进NIHL大鼠耳蜗毛细胞的修复和功

能恢复[12]。而在斑马鱼模型中,过表达 miR-183同

样能促进顺铂损伤后毛细胞的再生,其机制可能涉及

对下游靶基因叉头框蛋白 O1的负向调控[13]。这些

证据共同指向 miR-96与 miR-183的稳态对于维持

正常听功能的重要性,其表达失调很可能与噪声诱导

的毛细胞损伤过程有关。尽管已有这些发现,但以往

的研究大多局限于耳蜗组织,噪声暴露是否会改变外

周血循环中ex-miR-96和ex-miR-183的水平,以及

其作为NIHL诊断标志物的可行性,至今仍缺乏直接

的人群临床研究证据。基于此,本研究通过一项对噪

声作业工人的横断面调查,旨在首次报道NIHL患者

与听力正常者血浆ex-miR-96和ex-miR-183的表达

差异,并 探 究 其 与 高 频 听 阈(high-frequency
 

pure-
tone

 

threshold
 

shift,HPTS)的关联,为验证这两种

miRNA作为NIHL早期诊断生物标志物的临床应

用潜力提供科学依据。

1 资料与方法

1.1 研究对象

采用横断面研究设计,选取2023年6月—2024
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年6月在河西学院附属张掖人民医院进行常规体检

的长期接触噪音的259例工人,根据纯音测听结果,
分为NIHL组(n=129)和听力正常的对照组(n=
130)。根据《诊断和量化噪声性听力损失的指南》中
的标准[14],将双耳高频(3

 

000、4
 

000、6
 

000
 

Hz)的平

均听阈≥40
 

dB
 

HL者定义为NIHL;将双耳所有频

率听阈≤25
 

dB
 

HL者定义为听力正常。本研究已通

过河西学院附属张掖人民医院伦理委员会审查批准

(批号:HFYER-A-202203)
纳入标准:①某制造企业接受职业健康检查的噪

声作业工人;②噪音暴露年限≥1年。
排除标准:①有耳毒性药物使用史、耳部手术史、

中耳炎病史或家族性耳聋史;②患有突发性耳聋、梅
尼埃病等其他可能影响听力的耳部疾病[15];③合并

严重心、肝、肾等系统性疾病。

1.2 研究方法

1.2.1 资料收集与纯音测听

通过结构化问卷调查收集所有研究对象的人口

学特征(年龄、性别)、生活习惯(吸烟、饮酒)和职业史

(总噪音暴露年限)。所有研究对象均在脱离噪声环

境12
 

h后,于符合标准的隔音室内使用丹麦Intera-
coustics公司 AC40型听力计进行纯音气导听阈测

试,测试频率包括0.5、1、2、3、4、6、8
 

kHz。测试采用

标准的升降法进行,以确保结果的可靠性。计算双耳

3、4、6
 

kHz的平均听阈作为 HPTS,该指标能灵敏地

反映早期噪声损伤的特征。

1.2.2 血浆外泌体提取与鉴定

采集研究对象清晨空腹静脉血5
 

mL,注入用乙

二胺四乙酸抗凝的真空采血管中,采集后2
 

h内在

4
 

℃下3
 

000
 

r/min离心15
 

min分离上清液即为血

浆。采用超速离心法提取外泌体。将血浆样本依次

在4
 

℃下以3
 

000
 

r/min离心15min以去除完整的

细胞、12
 

000
 

r/min离心30
 

min以去除较大的细胞

器和凋亡小体等细胞碎片。取上清液,使用0.22
 

μm
滤器过滤去除剩余较大囊泡和杂质后,转入超速离心

管,在4
 

℃下120
 

000
 

r/min离心70
 

min。弃上清,
用1

 

mL预冷的磷酸盐缓冲液(phosphate
 

buffered
 

saline,PBS)重 悬 沉 淀,再 次120
 

000
 

r/min离 心

70
 

min以洗涤并纯化外泌体,沉淀即为外泌体。使

用100
 

μL
 

PBS重悬后-80
 

℃保存备用。

1.2.3 RT-qPCR检测ex-miRNA表达

使用TRIzol
 

LS试剂(厂家:美国Invitrogen公

司)提取外泌体总RNA。使用NanoDrop
 

2
 

000分光

光度计(美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司)测定

RNA的浓度和纯度,确保A260/A280比值为1.8~
2.0。采用针对成熟 miRNA 的茎环法 miRNA 特

异性逆 转 录 试 剂 盒(TaqMan
 

MicroRNA
 

Reverse
 

Transcription
 

Kit,美国Applied
 

Biosystems公司)将

RNA 逆 转 录 为 互 补 DNA(complementary
 

DNA,

cDNA)。以 U6(小核仁 RNA,因其在血浆外泌体

中表达相对稳定)为内参,采用SYBR
 

Green法在

ABI
 

7500实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应(real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction,

RT-qPCR)仪上进行扩增。hsa-miR-96、hsa-miR-183
及内参 U6的引物均由生工生物工程(上海)股份有

限公司合成。反应程序:95
 

℃预变性10
 

min;95
 

℃
变性15

 

s,60
 

℃退火延伸60
 

s,共40个循环。每个样

本设置3个复孔以保证结果的准确性。采用经典的

2-ΔΔCt法计算miRNA的相对表达量。

1.3 统计学方法

采用SPSS
 

25.0软件进行统计分析。计量资料

以均数±标准差表示,两组间比较采用两独立样本t
检验。计数资料以n(%)表示,组间比较采用χ2 检

验。采用Spearman相关性分析评估ex-miRNA表

达水平与 HPTS的关系。采用多因素Logistic回归

模型分析发生NIHL的影响因素。绘制受试者工作

特征(receiver
 

operating
 

characteristic,
 

ROC)曲线并

计算曲线下面积,评估各影响因素及联合诊断效能。
所有检验均为双侧检验,P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 一般资料比较

NIHL组与对照组在性别、身体质量指数、吸烟、
饮酒方面比较,差异无统计学意义(均P>0.05)。与

对照组相比,NIHL组的年龄、总噪音暴露年限及

HPTS 均 显 著 升 高,NIHL 组 的 ex-miR-96 与

ex-miR-183表达量均显著降低(均 P<0.001),见
表1。

2.2 ex-miRNA表达水平与HPTS的相关性分析

Spearman相关性分析结果显示,在所有259例

研究对象中,血浆ex-miR-96的表达水平与HPTS呈

显著负相关(rs=-0.544,P<0.001),ex-miR-183
的表达水平亦与HPTS呈显著负相关(rs=-0.543,

P<0.001),见图1。
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表1 两组一般资料比较[x±s,
 

n(%)]

项目 NIHL组(n=129) 对照组(n=130) t/χ2 P

年龄/岁 45.81±7.24 38.52±6.91 8.096 <0.001

总噪音暴露年限/年 20.15±8.55 12.68±7.43 7.400 <0.001

  性别
男  
女  

107(82.95)

22(17.05)
108(83.08)

22(16.92)
0.002 0.964

身体质量指数/(kg/m2) 24.85±2.72 24.61±2.65 0.548 0.584

  吸烟
是  
否  

59(45.74)

70(54.26)
60(46.15)

70(53.85)
0.010 0.920

  饮酒
是  
否  

49(37.98)

80(62.02)
48(36.92)

82(63.08)
0.041 0.839

HPTS/dB
 

HL 50.25±8.62 18.45±4.15 38.237 <0.001

ex-miR-96 0.45±0.11 1.01±0.23 -23.732 <0.001

ex-miR-183 0.38±0.10 1.02±0.25 -25.878 <0.001

  注:NIHL:噪声性听力损失;
 

HPTS:高频听阈;
 

ex-miR-96:外泌体微小RNA-96;
 

ex-miR-183:外泌体微小RNA-183。

A B

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
ex miR 96- - !"#$% ex miR 183!"#$%- -

70

60

50

40

30

20

10

0

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6

H
PT

S 
/ d

B
H

L

70

60

50

40

30

20

10

0

H
PT

S 
/ d

B
H

L

rs=-0.543
<0.001P

rs=-0.544
<0.001P

注:A:ex-miR-96;
 

B:ex-miR-183;
 

HPTS:高频听阈;
 

ex-miR-96:外泌体微小RNA-96;
 

ex-miR-183:外泌体微小RNA-183。

图1 血浆ex-miRNA表达水平与 HPTS的相关性分析

2.3 多因素Logistic回归分析

以是否患有NIHL为因变量(0=否,1=是),将
表1中有统计学意义的变量(年龄、总噪音暴露年限、

ex-miR-96和ex-miR-183表达量)纳入多因素Logistic
回归模型。结果显示,年龄增大(OR=1.121,

 

95%CI:
 

1.042,1.205)、总噪音暴露年限延长(OR=1.153,
 

95%CI:
 

1.076,1.234)是NIHL的独立危险因素,而
高水平的ex-miR-96(OR=0.183,

 

95%CI:
 

0.102,

0.330)和ex-miR-183(OR=0.125,
 

95%CI:
 

0.067,

0.234)是 NIHL的独立保护因素(均P<0.05),见
表2。

表2 多因素Logistic回归分析

变量 β SE Wald P OR 95%CI

年龄/岁 0.114 0.037 9.284 0.002 1.121 1.042~1.205

总噪音暴露年限/年 0.142 0.035 16.354 <0.001 1.153 1.076~1.234

ex-miR-96 -1.698 0.300 31.912 <0.001 0.183 0.102~0.330

ex-miR-183 -2.079 0.320 42.828 <0.001 0.125 0.067~0.234

  注:ex-miR-96:外泌体微小RNA-96;
 

ex-miR-183:外泌体微小RNA-183。
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2.4 ROC曲线

ROC曲线显示,年龄、总噪音暴露年限、ex-miR-
96和ex-miR-183表达量以及联合诊断的曲线下面

积分别为0.877、0.988、0.945、0.980、0.989,见图2。
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ROC:受试者工作特征。

图2 ROC曲线

3 讨论

NIHL是一种由遗传易感性和环境因素共同驱

动的复杂慢性损伤[16]。随着分子生物学技术的发

展,识别能够反映个体易感性和早期损伤的生物标志

物,对实现NIHL的精准防控至关重要[17]。本研究

聚焦于与内耳功能密切相关的循环ex-miRNA,首次

系统性地探讨了ex-miR-96和ex-miR-183在噪声

作业人群中的表达模式。研究的核心发现是,与听力

正常的对照组相比,NIHL患者血浆中两种 miRNA
的水平显著下调,并与 HPTS呈现负相关,高水平

ex-miR-96和ex-miR-183是NIHL的独立保护因素。
这一结果为ex-miR-96和ex-miR-183作为NIHL诊

断工具提供了强有力的临床初步证据[18]。
本研究结果的核心在于NIHL患者循环系统中

ex-miR-96和ex-miR-183的下调。miR-183/96/182家

族作为一个在内耳感觉上皮中保守且富集的 miRNA
簇,其在听觉系统中的关键作用已得到广泛证实[11,19]。
例如,近期的研究表明,在新生大鼠缺氧缺血性脑病

模型的海马组织中,miR-183-5p和 miR-96-5p的表

达显著下调,这与神经损伤过程密切相关[20]。同样

在噪声损伤模型中,大鼠耳蜗组织中miR-183的表达

也显著降低[21]。我们的数据与这些基础研究发现相

符,并将这一关联从组织层面首次扩展到了外周血循

环。一个合理的推测是,长期噪声暴露通过诱发过度

的氧化应激和代谢紊乱,可能引起内耳毛细胞的凋亡

或功能失调,导致其内部 miR-96和 miR-183的合成

减少或分泌模式改变,这些变化通过外泌体分泌被传

递到血液中,从而在血浆里被检测到。与依赖组织活

检的既往研究相比,本研究基于血浆样本的发现具有

更直接的临床转化潜力,因其采样方式更便捷[22-23],
更符合职业健康监护中大规模性筛查的需求。

通过Spearman相关性分析,本研究进一步揭示

了ex-miR-96和ex-miR-183水平与HPTS的负相关

关系,这意味着miRNA水平的降低与听力损伤的加

重同步发生,为它们作为疾病严重程度的量化指标提

供了支持。这种量效关系的存在,使得两种 miRNA
不仅可能成为一种“是/否”的诊断标志物,更有潜力

用于动态监测损伤进展或评估干预效果。类似地,在
其他感音神经性听力障碍的研究中也观察到了循环

miRNA与听阈的相关性,例如先天性听力障碍新生

儿脐带血中miR-183的下调与脑干反应阈值升高相

关[24]。在多因素Logistic回归模型中,年龄增大、总
噪音暴露年限延长是NIHL的独立危险因素,而高水

平的ex-miR-96和ex-miR-183是NIHL的独立保护

因素。这一发现与既往研究证实的多种基因多态性

是NIHL独立风险因素的结论相似,共同强调了分子

标志物在评估个体患病风险中的价值[16,25]。然而,
与静态的遗传标记不同,作为动态分子的miRNA,其
表达水平的变化可能更能实时地反映噪声暴露所造

成的累积性或即时性损伤状态,为评估个体对噪声的

生理反应提供了更即时的窗口。
本研究的另一个特点是选择外泌体作为miRNA

的载体。外泌体作为细胞分泌的纳米囊泡,不仅能保

护其内部的miRNA免于降解,还被认为是细胞间通

讯的关键媒介,广泛参与肿瘤、炎症、神经退行性疾病

等多种病理过程[9,26]。与检测血浆总 miRNA相比,
靶向ex-miRNA能够更特异地反映其来源细胞的病

理生 理 状 态,已 成 为 生 物 标 志 物 研 究 的 前 沿 领

域[10,27]。具体而言,分离外泌体能够有效减少血液

中大量存在的、与蛋白质(如Ago2蛋白)结合的非囊

泡miRNA或来自血细胞意外破裂释放的miRNA的

干扰,从而显著提高检测的信噪比和特异性。已有研

究表明,通过分离外泌体可以有效减少来自血细胞破

裂或非囊泡结合RNA的干扰,显著提高检测的特异

性和准确性,例如在肝癌、肺癌等疾病的诊断中,外泌

体标志物已展现出优越的诊断效能[28-29]。本研究遵

循了这一策略,成功从血浆中分离并鉴定了外泌体,
从而确保了后续miRNA检测结果的可靠性。

当然,本研究也存在一些局限性。首先,由于横
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断面研究设计的内在属性,我们无法确立ex-miRNA
水平变化与NIHL发生的因果关系;这两种 miRNA
作为早期预警标志物的价值,仍需未来大规模的前瞻

性队列研究来验证,理想的设计是建立一个噪声作业

工人的纵向队列,在入职时及之后每年定期收集血样

和听力数据,以明确miRNA水平的下降是否先于听

阈的显著升高。其次,尽管 miR-96/183簇在内耳中

富集,但其他组织也能分泌含有这些 miRNA的外泌

体,例如在乳腺癌、结直肠癌等多种肿瘤中均发现

miR-183的异常表达[30-31],因此尚不能完全确定血浆

中检测到的信号完全来源于内耳,未来的研究或可借

助更先进的溯源技术解决此问题。最后,本研究的样

本量相对有限,且研究对象仅来自单一行业,研究结

论的普适性需要在更广泛、多样化的人群中得到检验。
综上所述,本研究证实 NIHL患者血浆中ex-

miR-96和ex-miR-183的表达水平存在特异性下调,
并揭示了其与听力损伤程度的关联。这些发现不仅

为理解NIHL的分子机制提供了新线索,更重要的

是,它们提示这两种循环 miRNA有潜力成为一类新

颖且客观的生物学标志物,用于NIHL的诊断与风险

评估,展示了良好的临床应用前景。
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