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床应用中还应综合考虑远期疗效、用药安全性及病

人治疗负担。这些都需要在今后进行更大量的文

献检索，综合国内外更高质量的文献研究，对巴曲

酶联合银杏注射液治疗突发性聋的临床疗效进行

全面的系统评价。
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摘要：目的 探讨纳洛酮对蛛网膜下腔出血（SAH）大鼠海马区神经细胞自噬的影响。方法 将108只健康雄性清洁级SD大

鼠按随机数字表法分为假手术组、SAH组、纳洛酮组，每组36只。假手术组只进行造模手术不刺破血管，SAH组利用颈内动脉

穿刺法制成大鼠SAH动物模型，纳洛酮组在造模成功后立即给予纳洛酮（1 mg∕kg体质量）腹腔注射，每12小时注射1次，用药

至处死的各时相点。假手术组和SAH组采用同样方法注射同等体积的0.9%氯化钠溶液。每组又按6 h、24 h、72 h时间点分

为3个亚组（每个亚组12只SD大鼠）。穿梭箱实验观察三组大鼠的行为学变化；苏木素⁃伊红（HE）染色观察海马区神经细胞

形态变化；免疫组织化学检测自噬特异性标志物Beclin⁃1和微管相关蛋白1轻链3（LC3⁃Ⅱ）在大鼠海马区神经细胞的表达。结

果 与假手术组相比，SAH组6 h、24 h、72 h各时间点逃避反应次数减少［（24.83±3.24）次比（14.41±1.98）次，（25.33±2.64）次比

（16.25±2.18）次，（25.16±2.82）次比（18.33±2.57）次］（P＜0.05），逃避反应时间增加［（3.54±0.99）s比（9.09±1.38）s，（3.55±0.84）s
比（8.73±1.13）s，（3.54±0.83）s比（8.00±1.04）s］（P＜0.05），海马区正常神经细胞数量减少［（122.67±5.55）个比（84.25±12.63）个，

（122.25±5.50）个比（75.58±11.11）个，（121.58±5.68）个比（67.75±10.55）个］（P＜0.05），表达Beclin⁃1和LC3⁃Ⅱ蛋白的阳性细胞

数量增高［（20.50±3.45）个比（31.41±4.96）个，（20.33±2.77）个比（47.67±7.35）个，（20.50±3.59）个比（43.17±6.46）个；（17.08±
3.00）个比（27.42±3.40）个，（17.50±2.31）个比（39.83±4.67）个，（17.41±2.57）个比（31.50±4.06）个］（P＜0.05）。与SAH组比较，纳

洛酮组各时间点逃避反应次数增多［（14.41±1.98）次比（16.50±1.93）次，（16.25±2.18）次比（19.25±2.30）次，（18.33±2.57）次比
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（22.50±2.20）次］（P＜0.05），逃避反应时间减少［（9.09±1.38）s比（8.05±1.24）s，（8.73±1.13）s比（6.56±1.09）s，（8.00±1.04）s比
（5.36±0.97）s］（P＜0.05），海马区正常神经细胞数量增多［（84.25±12.63）个比（94.75±11.06）个，（75.58±11.11）个比（84.50±9.21）
个，（67.75±10.55）个比（77.33±9.88）个］（P＜0.05），表达 Beclin⁃1 和 LC3⁃Ⅱ蛋白的阳性细胞数量增高［（31.41±4.96）个比

（36.17±4.06）个，（47.67±7.35）个比（57.58±6.68）个，（43.17±6.46）个比（52.75±7.35）个；（27.42±3.40）个比（30.92±4.19）个，

（39.83±4.67）个比（48.33±5.66）个，（31.50±4.06）个比（38.58±5.40）个］（P＜0.05）。结论 纳洛酮的干预可适度激活SAH大鼠

海马区神经细胞自噬的表达，并具有脑保护作用。

关键词：蛛网膜下腔出血； 纳洛酮； 自噬； 海马； 大鼠
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Abstract：Objective To investigate the effect of naloxone on autophagy in hippocampus of rats with subarachnoid hemorrhage
（SAH）.Methods 108 healthy male clean grade SD rats were randomly divided into sham operation group，SAH group，SAH com⁃
bined with naloxone treatment group（naloxone group），36 rats in each group.The sham operation group only performed the model⁃
ing operation without puncturing the blood vessels.The SAH group was made into the rat SAH animal model by internal carotid ar⁃
tery puncture.The naloxone group was given naloxone（1 mg∕kg Body mass）intraperitoneally after the successful modeling，Inject
once every 12 hours，from medication to the point of death.The same method was used to inject the same volume of normal saline
in the sham operation group and the SAH group.Each group was further divided into 3 subgroups（12 SD rats in each subgroup）at
6 h，24 h，and 72 h.The behavioral changes of the three groups were observed in the shuttle box.HE staining was used to observe
the morphological changes of neurons in the hippocampus.Immunohistochemistry was used to detect the expression of autophagy⁃
specific markers Beclin⁃1（Autophagy related protein） and LC3⁃II（Microtubule associated protein 1 light chain 3）in the hippo⁃
campus of rats.Results Compared with the sham operation group，the number of escape response decreased［（24.83±3.24） vs.

（14.41±1.98），（25.33±2.64）vs.（16.25±2.18），（25.16±2.82）vs.（18.33±2.57）］（P＜0.05），the time of escape response increased
［（3.54±0.99）s vs.（9.09±1.38）s，（3.55±0.84）s vs.（8.73±1.13）s，（3.54±0.83）s vs.（8.00±1.04）s］（P＜0.05），the number of nor⁃
mal nerve cells in the hippocampus decreased［（122.67±5.55）vs（.84.25±12.63），（122.25±5.50）vs.（75.58±11.11），（121.58±
5.68）vs.（67.75±10.55）］（P＜0.05），and the expressions of Beclin⁃1 and LC3⁃II increased［（20.50±3.45）vs.（31.41±4.96），

（20.33±2.77）vs.（47.67±7.35），（20.50±3.59）vs.（43.17±6.46）；（17.08±3.00）vs.（27.42±3.40），（17.50±2.31）vs.（39.83±4.67），

（17.41±2.57）vs.（31.50±4.06）］（P＜0.05）at each time point in the SAH group.Compared with the SAH group，the number of es⁃
cape response increased［（14.41±1.98）vs.（16.50±1.93），（16.25±2.18）vs.（19.25±2.30），（18.33±2.57）vs.（22.50±2.20）］（P＜

0.05），the time of escape response decreased［（9.09±1.38）s vs.（8.05±1.24）s，（8.73±1.13）s vs.（6.56±1.09）s，（8.00±1.04）s vs.
（5.36±0.97）s］（P＜0.05），the number of normal nerve cells in the hippocampus increased［（84.25±12.63）vs.（94.75±11.06），

（75.58±11.11）vs.（84.50±9.21），（67.75±10.55）vs.（77.33±9.88）］（P＜0.05），and the expressions of Beclin⁃1 and LC3⁃II in⁃
creased［（31.41±4.96）vs.（36.17±4.06），（47.67±7.35）vs.（57.58±6.68），（43.17±6.46）vs.（52.75±7.35）；（27.42±3.40）vs.

（30.92±4.19），（39.83±4.67）vs.（48.33±5.66），（31.50±4.06）vs.（38.58±5.40）］（P＜0.05）at each time point in the naloxone
group.Conclusion The intervention of naloxone can moderately activate the expression of autophagy in the hippocampus of SAH rats
and have a protective effect on the brain.
Key words：Subarachnoid hemorrhage； Naloxone； Autophagy； Hippocampus；Rats

自发性蛛网膜下腔出血（SAH）是严重威胁人类

健康的一种疾病，由于其发病突然、变化迅猛，给救

治带来很大的挑战，绝大多数SAH为动脉瘤破裂所

致［1］，据不完全统计SAH发病率约为每年10.5∕10万

人口［2］，并且呈逐年上升趋势。随着显微脑血管外

科、高分辨率影像后处理技术、麻醉理论及血管内

介入水平的不断发展及提高，其病死率较前有所下

降，但致残率一直处于较高水平［3］，治疗后大概33%
的 SAH病人遗留严重的神经功能缺失并需长期护

理［4］，给病人和家庭带来沉重的经济负担以及身心

上的双重创伤［5］。既往的学者认为，导致 SAH病人

神经功能缺失的主要因素为脑血管痉挛（CVS）［6］，
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但是应用药物拮抗 CVS 的发生后，并未显著改善

SAH病人的神经功能缺失。近年来文献报道，应用

药物或其它措施对SAH早期脑损伤的尽早干预，可

以减轻神经功能缺失［7］。目前对 SAH早期脑损伤

的机制研究中，自噬被广泛关注，适当活化的自噬

可以减轻大鼠SAH模型早期脑损伤的损害性发展，

从而保护神经功能［8］。纳洛酮注射液是阿片类受

体阻滞剂，在临床上普遍使用，并取得了不错的疗

效。有研究报道纳洛酮注射液在治疗 SAH所致的

脑损伤方面具有积极的意义［9］，但相关机制尚不

明确。

本研究于 2016年 10月至 2018年 10月采取刺

破颈内动脉的方法制作SAH大鼠模型，观察纳洛酮

注射液对大鼠行为学功能及自噬相关蛋白Beclin⁃1
及微管相关蛋白1轻链3（LC3⁃Ⅱ）的影响，探讨纳洛

酮注射液对SAH的可能作用机制，为临床治疗提供

丰富的基础医学支持。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 108只健康雄性清洁级 SD大鼠，

周龄范围为9~12周，体质量（350±30）g，购于北京华

阜康生物科技股份有限公司，生产许可证号 SCXK
（京）2014⁃0004。饲养于华北理工大学动物实验中

心动物饲养室，正常通风光照，维持室温于（23±
2）℃，湿度控制于（50±15）%，自由活动并正常饮水

进食，避免不良刺激。在实验开始前 1周进行环境

适应。采用随机数字表法将 108只大鼠分为三组，

依次为假手术组、SAH组、纳洛酮组，每组 36只，并

相应做好标记，每组再依次分为6 h、24 h、72 h三个

亚组，每个亚组12只。本研究符合一般动物实验伦

理学原则。

1.1.2 药物和试剂 纳洛酮注射液（1 mL∶0.4 mg）；

Beclin⁃1（ABclonal生物技术有限公司）和LC3⁃Ⅱ抗

体（GeneTex生物技术有限公司）；内参微管蛋白（tu⁃
bulin）（美国 Abcam 公司）；二抗及显色用品（美国

KPL公司）。

1.1.3 主要仪器 820⁃Ⅱ型切片机（德国 Leica 公

司）；OLYMPUS摄像显微镜（日本奥林巴斯公司）；

凝胶成像分析系统；图像采集及分析系统。

1.2 方法

1.2.1 模型建立 根据文献采用颈动脉刺破法制

作 SAH 大鼠模型［10］：腹腔内注射 10% 水合氯醛

（300 mg∕kg）麻醉大鼠，刺激无反应后将其仰卧并固

定，颈部术前无菌处理，纵行剪开，沿组织间隙进行

分离，暴露并解剖颈总动脉及颈内外动脉，远心端

扎闭并剪断颈外动脉，牵拉使其与颈内动脉进入颅

内的方向一致，将锐化并标记好的纤芯自远心端穿

入颈外动脉并沿颈内动脉直至颅内，刺破血管，造

成 SAH模型。然后将伤口消毒后缝合，正常饲养。

以取脑时环池、基底池有血凝块为模型制备成功的

标准。假手术组只将纤芯沿血管穿入颅内，避免刺

穿血管，其它操作步骤与SAH组相同。

1.2.2 给药方法 纳洛酮组刺破颅内血管后立即

给予腹腔内注射纳洛酮注射液（1 mg∕kg），每12小时

1次，用药至处死的各时相点。假手术组和 SAH组

采用同样方法给予同等体积的0.9%氯化钠溶液。

1.2.3 穿梭箱实验 各组实验大鼠于造模前2 d开

始进行训练，每天练习2次，以培养条件反射。术后

于预设时间，首先在穿梭箱内让实验大鼠进行环境

适应5 min，达到去除条件反射的目的，然后给予5 s
声光刺激，再给予 20 s 电刺激（电击强度 30 V，50
Hz）。观察大鼠的逃避情况，每间隔 20 s训练 1次，

共计 30次。视频分析实验大鼠的逃避情况。统计

逃避次数及逃避反应时间（大鼠受到刺激至逃到安

全区的平均次数与时间）。

1.2.4 苏木精⁃伊红（HE）染色 于造模成功后的各个

时间点，采取腹腔内注射10%水合氯醛（300 mg∕kg）
将大鼠深度麻醉，待其无反应后进行左心室穿刺灌

注，先灌注0.9%氯化钠溶液500 mL、再灌注4%多聚

甲醛250 mL，在冰上解剖取出脑组织，并置于4%多

聚甲醛中固定 3 d。对固定好的脑组织进行常规石

蜡包埋，层厚 5 µm做连续冠状位切片（包含海马组

织），每只大鼠脑标本蜡块取 3张进行HE染色。光

学显微镜（×400）观察海马CA1区神经细胞形态及结

构，按随机数字表法保存6个不同视野的照片，并用

Motic ⁃6.0 分析系统统计结构无异常的神经细胞

数量。

1.2.5 免疫组织化学染色 每只大鼠脑标本蜡块

取6张切片，进行常规脱蜡、水化、高压修复、室温孵

育。按随机数字表法等分成2组，一组滴加Beclin⁃1
抗体（1∶100），另一组滴加 LC3⁃Ⅱ抗体（1∶100），将

滴加抗体的切片放入 4 ℃冰箱过夜（超过 12 h），滴

加组化二抗，孵育、脱水、透明、显色、封固。光学显

微镜（×400）观察海马CA1区神经细胞，按随机数字

表法保存 6个不同视野的照片，并用Motic⁃6.0分析

系统统计阳性细胞数量。

1.3 统计学方法 使用Excel 2007收集计量资料，

所得数据以 x̄ ± s表示，使用SPSS 17.0软件进行单因

素方差分析，采用LSD⁃t检验进行多组间的两两比

较。显著性水平α=0.05。
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2 结果

2.1 穿梭箱实验 与假手术组对比，SAH组6 h、24
h、72 h大鼠躲到安全区的次数均减少，躲到安全区

的时间均延长（P＜0.05）；与 SAH组对比，纳洛酮组

6 h、24 h、72 h躲到安全区的次数均增多，躲到安全

区的时间均缩短（P＜0.05）。见表1，2。
表1 各组大鼠各时间点逃避反应次数比较/（次，x̄ ± s）

组别

假手术组

SAH组

纳洛酮组

F值

P值

鼠数

36
36
36

6 h
24.83±3.24
14.41±1.98a

16.50±1.93b

60.282
0.000

24 h
25.33±2.64
16.25±2.18a

19.25±2.30b

45.317
0.000

72 h
25.16±2.82
18.33±2.57a

22.50±2.20b

22.017
0.000

注：与假手术组比较，aP＜0.05；与SAH组比较，bP＜0.05，SAH为

蛛网膜下腔出血

表2 各组大鼠各时间点逃避反应时间比较/（s，x̄ ± s）
组别

假手术组

SAH 组

纳洛酮组

F 值

P 值

鼠数

36
36
36

6 h
3.54±0.99
9.09±1.38a

8.05±1.24b

70.948
0.000

24 h
3.55±0.84
8.73±1.13a

6.56±1.09b

76.479
0.000

72 h
3.54±0.83
8.00±1.04a

5.36±0.97b

66.653
0.000

注：与假手术组比较，aP＜0.05；与SAH组比较，bP＜0.05，SAH为

蛛网膜下腔出血

2.2 HE染色 假手术组6 h、24 h、72 h海马CA1区
神经细胞绝大部分形态正常，细胞质均一，细胞核

结构完整，染色适中。SAH组海马CA1区神经细胞

情况：6 h亚组镜下显示少量细胞的细胞核染色加

深、梭形固缩；24 h亚组细胞核深染、梭形固缩情况

明显增多，并出现核破碎；72 h亚组细胞核深染、梭

形固缩、核破碎情况进一步加剧。纳洛酮组对比

SAH组，6 h、24 h、72 h细胞核深染、梭形固缩、核破

碎等情况均相对减少。见表3。
2.3 免疫组织化学染色 选取自噬的特异性标志

物Beclin⁃1和LC3⁃Ⅱ，经染色及显色后，胞质中出现

棕黄、黄褐色颗粒样物质既表明该细胞发生了自

噬。假手术组各个时间点可见少数细胞阳性表达。

SAH组：6 h亚组胞质中出现棕黄、黄褐色颗粒样物

质的细胞数较假手术组增多；24 h亚组细胞质中出

现棕黄、黄褐色颗粒样物质的细胞数明显增多；72 h
亚组细胞质中出现棕黄、黄褐色颗粒样物质的细胞

数仍很多。纳洛酮组各个时间点细胞质中出现棕

黄、黄褐色颗粒样物质的细胞数均比SAH组各个时

间点增多。见表4，5。

表3 各组各时间点大鼠海马区结构无异常的

神经细胞数量/（个，x̄ ± s）
组别

假手术组

SAH 组

纳洛酮组

F 值

P 值

鼠数

36
36
36

6 h
122.67±5.55
84.25±12.63a

94.75±11.06b

45.394
0.000

24 h
122.25±5.50
75.58±11.11a

84.50±9.21b

92.685
0.000

72 h
121.58±5.68
67.75±10.55a

77.33±9.88b

126.258
0.000

注：与假手术组比较，aP＜0.05；与SAH组比较，bP＜0.05，SAH为

蛛网膜下腔出血

表4 各组各时间点大鼠海马区Beclin⁃1蛋白阳性

细胞数量/（个，x̄ ± s）
组别

假手术组

SAH 组

纳洛酮组

F 值

P 值

鼠数

36
36
36

6 h
20.50±3.45
31.41±4.96a

36.17±4.06b

43.788
0.000

24 h
20.33±2.77
47.67±7.35a

57.58±6.68b

125.938
0.000

72 h
20.50±3.59
43.17±6.46a

52.75±7.35b

92.324
0.000

注：与假手术组比较，aP＜0.05；与SAH组比较，bP＜0.05，SAH为

蛛网膜下腔出血

表5 各组各时间点大鼠海马区LC3⁃II蛋白阳性

细胞数量/（个，x̄ ± s）
组别

假手术组

SAH 组

纳洛酮组

F 值

P 值

鼠数

36
36
36

6 h
17.08±3.00
27.42±3.40a

30.92±4.19b

48.921
0.000

24 h
17.50±2.31
39.83±4.67a

48.33±5.66b

154.197
0.000

72 h
17.41±2.57
31.50±4.06a

38.58±5.40b

79.974
0.000

注：与假手术组比较，aP＜0.05；与SAH组比较，bP＜0.05，SAH为

蛛网膜下腔出血

3 讨论

纳洛酮注射液作为经典的阿片类受体阻滞

剂，具有很高的脂溶性，能够很好地透过血脑屏障

进而作用于中枢神经系统。纳洛酮注射液最早在

临床上应用是能够对抗阿片类药物复合麻醉恢复

期或阿片类药物过量所致的呼吸功能减弱［11］。随

着对病理生理学认识的不断深入，学者们检测到

急性颅脑损伤病人和脑损伤模型动物的脑组织内

内源性阿片肽（β⁃内啡肽和强啡肽等）的数值均显

著上升，内源性阿片肽的毒性作用会导致神经细

胞损害的进一步加重［12］。纳洛酮注射液可阻断内

源性阿片肽的毒性作用进而可以减轻脑水肿、降

低颅内压、改善脑代谢，并可以逆转呼吸抑制［13］。

临床试验亦表明纳洛酮注射液对 SHA 病人［8］、高

血压脑出血病人［14］、重度颅脑损伤病人［15］、急性脑

梗死病人［16］均具有脑保护作用。研究显示，SAH
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模型大鼠的行为能力及其海马CA1区神经细胞会

受到损害，其可能的原因被认为是 SAH 后脑组织

及蛛网膜下腔内源性阿片肽含量增多，导致神经

细胞损伤［13］。

自噬是真核细胞的程序性死亡方式之一，也是

细胞面对损伤性刺激的自我保护机制［17］。通过溶

酶体蛋白降解途径能够有效地清除受损的细胞器

和细胞内的毒性物质，并能够为蛋白质的合成和细

胞器的更新提供相应的原料，通过上述反应的发生

可以很好地保持细胞的功能及结构，进而达到对抗

损伤性刺激的目的［18］。在一定程度内发生的自噬

可以有效地稳定细胞功能并能够降低致死率；自噬

程度不足则会损伤细胞功能与结构，进而导致损伤

性结果的发生［19］。既往学者实验结果显示，给予

SAH动物模型药物处理能够在一定程度上增强实

验动物海马区神经细胞自噬，经检测胞内出现自噬

相关蛋白Beclin⁃1及LC3⁃Ⅱ的细胞数量升高，神经

细胞死亡明显减少［20］；应用药物降低自噬程度后，

在一定程度上增加了细胞致死率［21］。

现阶段对于纳洛酮注射液对 SAH神经保护作

用的文献报道主要在临床，基础实验很少，在自噬

方面的实验结果鲜有报道。该实验经过精心设计，

参考文献采取颅内动脉刺破法制作SAH大鼠模型，

并给予SAH大鼠药物干预，结果显示SAH后大鼠行

为学功能减退，胞内出现自噬相关蛋白Beclin⁃1及

LC3⁃Ⅱ的细胞数量升高，给予纳洛酮注射液处理后

行为学功能得到改善，胞内出现自噬相关蛋白Be⁃
clin⁃1及LC3⁃Ⅱ的细胞数量进一步升高，这与以往

相关文献［22］报道一致。

通过以上实验，我们得到结论，纳洛酮注射液

能够恢复SAH大鼠的行为学功能，其机制可能是在

一定程度上增强了SAH大鼠海马区神经细胞自噬，

稳定了细胞的结构与功能。纳洛酮注射液对 SAH
的神经保护功效，涉及相当复杂的分子机制，尚需

学者不断努力、深入探讨。
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