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摘 要 目的：研究纳洛酮联合地塞米松对脑缺血再灌注损伤模型小鼠脑组织的保护作用。方法：取小鼠随机分为假手术（0.9％

氯化钠注射液）组、模型（0.9％氯化钠注射液）组、纳洛酮（1 mg/kg）组、地塞米松（1 mg/kg）组和联用（纳洛酮1 mg/kg+地塞米松1

mg/kg）组，每组10只。后4组采用双侧颈总动脉同时阻断后再灌注法复制脑缺血再灌注损伤小鼠模型，再灌注5 min后各组小鼠

ip给予相应药物。再灌注24 h后对各组小鼠卒中指数和神经病学症状进行评分，显微镜观察神经细胞形态学变化，检测小鼠脑组

织匀浆中超氧化物歧化酶（SOD）活性、丙二醛（MDA）含量。结果：与假手术组比较，模型组小鼠卒中指数和神经病学症状评分升

高，脑组织匀浆中MDA含量增加、SOD活性减弱，差异具有统计学意义（P＜0.01）；与模型组比较，纳洛酮组、地塞米松组和联用组

小鼠卒中指数和神经病学症状评分降低，脑组织匀浆中 MDA 含量减少、SOD 活性增强，差异具有统计学意义（P＜0.01或 P＜

0.05）；与纳洛酮组或地塞米松组比较，联用组小鼠卒中指数和神经病学症状评分减小，脑组织匀浆中MDA含量减少、SOD活性增

强，差异具有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05）。镜下观察，模型组小鼠神经细胞排列松散，形态异常肿大，出现核固缩等病理变

化；纳洛酮组小鼠神经元细胞基本正常，但仍有部分细胞出现核固缩；地塞米松组小鼠出现严重的神经细胞凋亡等病理变化；联用

组小鼠神经细胞基本正常，只有极少数细胞异常。结论：纳洛酮、地塞米松对脑缺血再灌注损伤模型小鼠的脑组织具有一定的保

护作用，且二者具有协同作用。
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Protective Effects of Naloxone Combined with Dexamethasone on the Brain Tissues of Mice with Cerebral
Ischemia-reperfusion Injury
LIN Bin1，LIN Yu-ting1，ZHANG Yu2，SHI Tian-jia3，CAI Chao2，ZHU Xin-bo3（1.Dept. of Pharmacy，RenJi Coll-
ege of Wenzhou Medical University，Zhejiang Wenzhou 325035，China；2.The First Clinical Medical College of
Wenzhou Medical University，Zhejiang Wenzhou 325035，China；3.Dept. of Pharmacy，Pharmacy College of
Wenzhou Medical University，Zhejiang Wenzhou 325035，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the protective effects of naloxone combined with dexamethasone on the mice with cere-

bral ischemia-reperfusion injury. METHODS：All mice were randomly divided into sham-operated group （physiological sodium

chloride solution），model group（physiological sodium chloride solution），naloxone group（1 mg/kg），dexamethasone group（1

mg/kg） and drug combination group （naloxone 1 mg/kg + dexamethasone 1 mg/kg），with 10 mice in each group. For the

above-mentioned groups except the sham-operated group，the bilateral common carotid arteries of mice were clamped at the same

time，and then reperfusion method was adopted to establish mouse models with cerebral ischemia-reperfusion injury. The mice in

these groups were given corresponding drugs ip after 5 min reperfusion. The stroke indexes and neurological symptoms were evaluat-

ed，their neurocytes were observed under the microscope for morphological changes，and the activities of superoxide dismutase

（SOD）and the contents of malondialdehyde（MDA）in their brain tissues were detected after 24 h reperfusion. RESULTS：Com-

pared with the sham-operated group，scores of the stroke indexes，scores of neurological symptoms and MDA contents in homoge-

nate of brain tissues in model group were increased and SOD activities were decreased，with significant difference（P＜0.01）. Com-

pared with model group，scores of the stroke indexes，scores of neurological symptoms and MDA contents in brain tissues in nalox-

one group，dexamethasone group and drug combination group

were decreased，SOD activities were increased，with signifi-

cant difference（P＜0.01 or P＜0.05）. Compared with nalox-

one group or dexamethasone group，stroke indexes and neuro-

logical symptoms in drug combination group were decreased，

meanwhile， MDA contents were decreased， SOD activities

were increased in homogenate of brain tissues，with signifi-
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脑缺血再灌注损伤（Cerebral ischemia-reperfusion injury）

是临床上治疗脑卒中使用溶栓和导管再通后的一个常见的并

发症。目前药物治疗对于脑缺血再灌注损伤的效果相对较

差，对于脑缺血再灌注损伤的发病机制研究也尚无定论，因此

积极探索一种合理、有效的药物治疗方案就显得尤为重要。

纳洛酮是临床常用的一种阿片受体拮抗药，常用于解救麻醉

药物中毒；地塞米松是糖皮质激素类药物中最常用的一种，具

有很好的抗炎作用，但对于其用于缺血后脑保护仍颇具争

议。本研究旨在通过观察纳洛酮、地塞米松及两者联用对小

鼠脑缺血再灌注损伤后的神经元细胞形态的改变与脑组织匀

浆中的超氧化物歧化酶（SOD）活性、丙二醛（MDA）含量的变

化以及神经行为学评价，来探讨纳洛酮联用地塞米松对脑缺

血再灌注损伤的干预效果与机制，为临床治疗脑缺血再灌注

损伤提供思路。

1 材料
1.1 仪器

生物组织包埋机（金华科迪仪器有限公司）；石蜡切片机

和光学显微镜（德国Leica公司）；电热干燥箱（上海跃进医疗

器械厂）；酶标仪（美国Bio-rad公司）；高速冷冻离心机（美国

Thermo公司）；涡旋混合器（江苏金坛医疗器械厂）；数显式电

热恒温水浴锅（上海跃进医疗器械厂）；超低温冰箱（日本San-

yo公司）；电子分析天平（上海精密仪器仪表有限公司）。

1.2 药品与试剂

纳洛酮注射液（江苏恩华药业股份有限公司，批号：

20120202，规格：0.4 mg ∶ 1 ml）；地塞米松磷酸钠注射液（天津

药业集团新郑股份有限公司，批号：20120714，规格：2 mg ∶ 1
ml）；0.9％氯化钠注射液（杭州民生药业集团有限公司，批号：

130507B05，规格：4.5 g ∶ 500 ml）；10％水合氯醛（温州医科大

学附属第一医院药学部）；4％多聚甲醛（温州医科大学实验神

经生物研究所）；A001-1型总超氧化物歧化酶（T-SOD）测试

盒、A003-1型MDA测试盒、A045-2型总蛋白测试盒（南京建成

生物工程研究所）。

1.3 动物

健康SPF级 ICR小鼠 50只，♂，体质量（25±2）g，由温州

医科大学实验动物中心提供，实验动物使用许可证号：SYXK

（浙）2010-0150。

2 方法
2.1 模型的复制

根据王雪红等[1]报道的方法并加以改进，复制小鼠脑缺血

再灌注损伤模型。操作过程中如遇小鼠死亡，以同批次小鼠

补足。以下所有手术均由同一人操作完成，以减小手术所致

的误差。小鼠 ip给予 10％水合氯醛（3 ml/kg）进行麻醉，常规

消毒铺巾，于颈正中作一长1.5 cm的切口，逐层钝性分离皮下

组织，提起下颌下腺，于胸锁乳突肌与气管构成的三角间隙内

找到颈总动脉，并用玻璃分针小心地分离与颈总动脉伴行的

迷走神经，用小号眼科显微动脉夹阻断双侧颈总动脉10 min；

假手术组小鼠采用同样的方法只分离双侧颈总动脉，但不阻

断。在夹闭双侧颈总动脉后，小鼠出现心率加快、呼吸频率先

快后慢、呼吸幅度加深的变化过程；在松开动脉夹后见动脉远

心端恢复搏动，小鼠呼吸心率逐渐趋近正常。出现上述变化

的小鼠即认为缺血再灌注模型复制成功，模型复制成功率为

83.7％。

2.2 分组与给药

用随机数表法随机将小鼠分为5组，每组10只，即假手术

组、模型组、纳洛酮组、地塞米松组和联用组。再灌注5 min后

各组小鼠 ip给予相应药物 1次：纳洛酮组小鼠给予 1 mg/kg的

纳洛酮，地塞米松组小鼠给予 1 mg/kg的地塞米松磷酸钠，联

用组小鼠给予 1 mg/kg 的纳洛酮和 1 mg/kg 的地塞米松磷酸

钠，假手术组和模型组小鼠均给予等量的0.9％氯化钠注射液。

2.3 神经行为学评价

根据小鼠神经行为学评价指标[2]，对再灌注24 h后的各组

小鼠进行神经行为学评价，评价内容包括卒中指数与神经病

学症状评分。

2.3.1 卒中指数评分标准 毛发脏乱、颤抖为 1分；运动减少

或迟钝为 1分；耳触觉迟钝为 3分；头翘起为 3分；眼呈睁开状

为 3分；后肢外展呈“八”字为 3分；上睑下垂为 1分；转圈为 3

分；惊厥或爆发性运动为 3分；极度衰弱为 6分。总分 25分，

0～3分为仅有症状，无损害或可能有损害；3～9分为可能有损

害；≥10分为明显有损伤。

2.3.2 神经病学症状评分标准 有自发性探究为0分；刺激时

走动为1分；不能动为2分；正常步态为0分；共济失调为1分；

爬行为2分；无步态为3分；能进食为0分；不能进食为1分；能

饮水为 0分；不能饮水为 1分；对疼痛可移动为 0分；仅头或躯

干运动为1分；肢体回缩或无反应为3分。总分10分，0分为正

常；1～3分为轻度损伤；4～6分为中度损伤；7～10分为重度

损伤。

2.4 小鼠神经细胞形态学检测

待再灌注24 h后，采用 ip给予10％水合氯醛麻醉小鼠，打

开胸腔、心包，剪破右心耳，经左心室进行生理盐水灌流，直至

肝脏变为土黄色，肺变白色。开颅取脑，标本置于 4％多聚甲

醛液中固定 24 h后，常规石蜡包埋，在视交叉后冠状切片，片

厚5 μm，进行伊红-苏木精（HE）染色，观察各组小鼠神经细胞

形态学变化。

2.5 小鼠脑组织匀浆中SOD活性和MDA含量的测定

2.5.1 SOD活性的测定 取各组小鼠脑组织，于－80 ℃冰箱

内保存，称取脑组织用无菌低温生理盐水作为匀浆介质，制备

cant difference（P＜0.01 or P＜0.05）. Under the microscope，the neurocytes of mice in the model group were found to be loosely

arranged，abnormally enlarged and had pathological changes such as pyknosis；the neurons of mice in the naloxone group were nor-

mal basically，however，part of them also developed pyknosis；the mice in the dexamethasone group developed severe neurocyte

apoptosis and other pathological changes；the neurocytes of mice in the drug combination group were basically normal，except a

few of them. CONCLUSIONS：The naloxone and dexamethasone have certain protective effects on the brain tissues of mice with

cerebral ischemia-reperfusion injury，and they have a synergistic effect.

KEYWORDS Naloxone；Dexamethasone；Cerebral ischemia-reperfusion；Malondialdehyde；Superoxide dismutase；Mice
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脑组织匀浆。匀浆液以离心半径为18 cm、3 000 r/min离心10

min，取上清液按T-SOD测试盒说明操作，采用酶标仪测定各

组小鼠脑组织匀浆于550 nm波长处的光密度（OD），以OD值

代表SOD活性相对水平。

2.5.2 MDA 含量的测定 小鼠脑组织匀浆制备方法同

“2.5.1”项下操作。取脑组织匀浆上清液按MDA测定试剂盒

说明加入相应试剂，涡旋混匀，沸水浴40 min，冷却，以离心半

径为 21 cm、3 500 r/min离心 10 min，取上清液于 532 nm波长

处测定OD，计算MDA含量。

2.6 统计学处理

实验所得结果均以均数±标准差（x±s）的形式表示，采用

SPSS19.0统计软件进行数据处理，采用方差分析。P＜0.05表

示差异具有统计学意义。

3 结果
3.1 神经行为学评价

小鼠在缺血再灌注24 h后主要的神经行为学表现为运动

量较正常时少，不能进食，反应不敏锐，部分小鼠共济失调，提

尾后转圈，两侧后肢呈外“八”状，眼睑下垂或不能睁眼，毛发

脏乱等。与假手术组比较，模型组小鼠的卒中指数与神经病

学症状评分均升高，差异具有统计学意义（P＜0.01）。与模型

组比较，纳洛酮组、地塞米松组和联用组小鼠的卒中指数与神

经病学症状评分均降低，差异具有统计学意义（P＜0.01或P＜

0.05）。与纳洛酮组或地塞米松组比较，联用组小鼠的卒中指

数与神经病学症状评分均减小，差异具有统计学意义（P＜

0.01）。各组小鼠的卒中指数和神经病学症状评分比较见表1。

表 1 各组小鼠的卒中指数和神经病学症状评分比较（x±±s，

n＝10）

Tab 1 Comparison of scores of stroke indexes and neurolog-

ical symptoms of mice among all groups（x±±s，n＝10）

组别
假手术组
模型组
纳洛酮组
地塞米松组
联用组

卒中指数
1.51±1.18

10.84±3.43＊

5.82±3.55#

7.78±2.45##

4.83±2.78#Δ□

神经病学症状评分
0.24±0.42

5.22±1.81＊

2.75±1.16#

3.54±1.27##

2.06±0.82#Δ□

注：与假手术组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01；与纳洛酮组比较，ΔP＜0.01；与地塞米松组比较，□P＜0.01

Note：vs. sham-operated group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01；vs. naloxone group，Δ P＜0.01；vs. dexamethasone

group，□P＜0.01

3.2 小鼠神经细胞形态学变化

假手术组小鼠的神经细胞排列紧密，细胞核形态正常、染

色均匀。模型组小鼠的神经细胞排列松散，出现核固缩、间质

水肿、神经元变性，出现细胞形态异常肿大、空泡形成等异常

病理改变。纳洛酮组小鼠的神经细胞形态基本正常，但仍有

部分细胞出现核固缩等异常病理改变。地塞米松组小鼠出现

了较严重的神经细胞凋亡现象，核固缩严重，出现三角形固

缩，细胞排列凌乱，间质细胞水肿严重，细胞空泡形成。联用

组小鼠的神经细胞形态基本接近于假手术组，只见极少数的

神经细胞的异常。各组小鼠神经细胞形态学显微镜图见图1。

3.3 小鼠脑组织匀浆中SOD活性与MDA含量变化

与假手术组比较，模型组小鼠脑组织匀浆中SOD活性减

弱、MDA含量增加，差异均具有统计学意义（P＜0.01）。与模

型组比较，纳洛酮组、地塞米松组和联用组小鼠脑组织匀浆中

SOD活性增强、MDA含量均减少，差异具有统计学意义（P＜

0.01或P＜0.05）。与纳洛酮组或地塞米松组比较，联用组小鼠

脑组织匀浆中SOD活性增强、MDA含量均减少，差异具有统

计学意义（P＜0.01或P＜0.05）。各组小鼠脑组织匀浆中SOD

活性和MDA含量比较见表2。

表 2 各组小鼠脑组织匀浆中 SOD 活性和 MDA 含量比较

（x±±s，n＝10）

Tab 2 Comparison of the activities of SOD and the contents

of MDA in brain tissues of mice among all groups

（x±±s，n＝10）

组别
假手术组
模型组
纳洛酮组
地塞米松组
联用组

SOD活性，U/g

41.62±3.90

21.73±2.27＊

36.17±3.82#

28.83±2.80#

36.34±3.34#Δ□

MDA含量，μmol/g

2.94±0.47

4.27±0.30＊

3.37±0.42#

3.68±0.42##

3.07±0.19#Δ□

注：与假手术组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.05，##P＜

0.01；与纳洛酮组比较，ΔP＜0.05；与地塞米松组比较，□P＜0.01

Note：vs. sham-operated group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01；vs. naloxone group，Δ P＜0.05；vs. dexamethasone

group，□P＜0.01

4 讨论
近年来，随着对氧化应激学说的不断深入研究，现已证实

氧化应激是导致脑缺血再灌注数损伤的一个重要机制[3]。在

氧化应激状态下，会导致体内一些膜磷脂过氧化物如MDA等

的含量升高。MDA作为过氧化反应的中间代谢产物，间接的

反映了体内自由基产生的量与氧化应激的程度。SOD是一种

公认的自由基清除剂[4]，能通过清除自由基保护细胞膜不受过

氧化物的破坏。SOD与MDA常作为氧化应激反应的一个重

要检测指标，并据文献报道[5-6]提示抗氧化治疗在脑缺血再灌

注损伤的治疗中具有极其重要的地位。

以往大多数研究均为缺血前处理，但临床上发生缺血再

灌注损伤多见于卒中等紧急情况，常难以预见，无法进行预防

用药。本研究考虑到临床多数情况是缺血后，甚至再灌注后

图1 各组小鼠神经细胞形态学显微镜图（HE，×400）
A.假手术组；B.模型组；C.纳洛酮组；D.地塞米松组；E.联用组

Fig 1 Morphological micrographs of neurocytes of mice in

all groups（HE，×400）
A. sham-operated group；B. model group；C. naloxone group；D. dexa-

methasone group；E. drug combination group

A B C

D E
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才能进行有效药物治疗的实际情况，采用纳洛酮、地塞米松、

纳洛酮联合地塞米松再灌注后干预，研究更符合客观实际，更

具有参考价值。

纳洛酮能与阿片受体结合，产生拮抗作用，通过阻滞β-内

啡肽（β-EP）的病理效应，降低血管活性肠肽（VIP）的表达来有

效地干预新生大鼠缺血缺氧性脑病的发生发展[7]。而地塞米

松的脑保护作用一直是有争议的，有研究表明地塞米松可能

通过抑制蛋白合成发挥其脑保护作用从而能够有效减轻新生

大鼠缺血缺氧性脑损伤[8-9]。但也有报道称在脑缺血发生后给

予地塞米松治疗，反而加剧了脑损伤的程度[10]。单胺类递质

具有神经元保护作用[11]，地塞米松可能通过干预脑内单胺类递

质的代谢，从而加剧脑缺血再灌注损伤。本实验结果表明，与

假手术组比较，其余各组小鼠脑组织中SOD活性均有所减弱，

这可能与SOD发挥抗氧化作用而被过度消耗有关；对脑缺血

再灌注模型小鼠采用纳洛酮、地塞米松分别干预后，小鼠脑组

织SOD活性有所增强，MDA含量有所减少，佐证了二者都具

有脑保护的作用。神经行为学评分的数据也能看出纳洛酮、

地塞米松以及两者联用的治疗效果；从小鼠脑组织的病理结

果也可以更清楚地证实这一结论。通过研究发现，地塞米松、

纳洛酮的脑保护机制可能与增强SOD活性等自由基清除剂的

产生、下调MDA等过氧化产物的表达水平有密切的关系。实

验还提示纳洛酮与地塞米松联用干预的效果明显优于单用两

药，但具体机制尚待深入研究。
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本刊讯 国家中医药管理局中医药改革发展专家咨询委

员会于 2015年 2月 12日在北京召开专题咨询会议，通报中医

药工作有关情况，并就中医药发展战略规划进行专题咨询。

全国人大常委会副委员长、专家咨询委员会顾问陈竺在会上

表示，中医药未来发展要在全面梳理、全面总结中医药事业发

展成就、把握规律基础上，立足服务健康这个核心，抓住深化

医改机遇，围绕提高服务能力、创新能力、保障能力，服务“一

带一路”战略，定性和定量相结合，提出一些重点任务、重大工

程，特别是要有一些刚性的指标和要求，保证规划落到实处，

可评估、可检验。同时也对加快中医药立法、推进中医药标准

化建设、促进中西医结合提出了意见和建议。

国家卫生计生委副主任、国家中医药管理局局长、专家咨

询委员会主任委员王国强对中医药工作有关情况进行了通

报，政策法规与监督司汇报了中医药发展战略规划起草情

况。专家咨询委员会成员在会上对规划展开研讨，并提出意

见建议。

王国强表示，成立专家咨询委员会，建立决策咨询制度，

是认真贯彻党的十八大、十八届三中、四中全会精神，推动治

理体系和治理能力现代化的重要举措，是深入落实《关于加强

中国特色新型智库建设的意见》，是促进科学民主依法决策的

实际行动。国家中医药管理局将做好各项服务，进一步健全

专家咨询机制，充分发挥专家咨询委员会在中医药重大决策、

政策研究、改革实践探索以及营造氛围等方面的重要作用。

国家中医药管理局副局长于文明、马建中、王志勇、闫树

江，全国政协常委、山东省政协副主席、山东中医药大学名誉

校长王新陆等10位专家委员以及国家中医药管理局各司办主

要负责同志参加了会议。

国家中医药管理局召开中医药改革发展专家咨询委员会专题咨询会议
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