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芬太尼对蛛网膜下腔出血后脑血管痉挛的影响
刘玉明，马建荣

(中南大学湘雅医院神经外科，湖南 长沙 410007)

【摘要】 目的 研究芬太尼(Fentanyl)对蛛网膜下腔出血后脑血管痉挛的影响及其作用机制。方法 选用

健康成年家兔72只，随机分成假手术对照组(A组)、SAH组(B组)、芬太尼静脉干预组(C组)、芬太尼肌注干预组(D

组)。每天进行神经生物学评分，并在实验24 h、72 h、7 d后处死，取基底动脉进行H-E染色，观察管壁情况，同时

取左侧海马分别行HE染色及免疫组化染色，观测神经元密度、Bcl-2及Bax的表达。结果 SAH后Bcl-2、Bax表

达均增加，芬太尼干预后Bcl-2表达升高，Bax表达下降。B组的神经生物学评分、神经元密度、Bcl-2及Bax的表

达与C、D组差异有统计学意义(P<0.05)。结论 芬太尼可抑制CVS后细胞凋亡，可能通过促进SAH家兔Bcl-2

的表达而抑制Bax表达。
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【Abstract】 Objective To study the effect of Fentanyl on cerebral vasospasm after subarachnoid hemorrhage

and its mechanism. Methods Seventy-two healthy adult rabbits were randomly divided into four groups: the control

group (group A), SAH group (group B), SAH with fentanyl intravenous (group C) and SAH with fentanyl intramuscu-

lar (group D). The rabbits underwent neurobiology score every day. The basar artery was stained by HE, and hippo-

campus undrewent HE staining and Bcl-2\Bax immunohistochemical staining, then the neuron density as well as the

expression of Bax and Bcl-2 were detected. Results After SAH, the expression of Bcl-2 and Bax increased. After in-

tervention with fentanyl, the expression Bcl-2 was increased, while the expression of Bax decreased., The neurologi-

cal function score, neuron density and Bax and Bcl-2 expression in group B showed statistically significant differenc-

es with those in group C and group D (P<0.05). Conclusion Fentanyl can inhibit neuron apoptosis possibly through

enhancing Bcl-2 expression and inhibiting Bax expression.
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·实验研究·

脑血管痉挛 (CVS)作为蛛网膜下腔出血 (Sub-

arachnoid hemorrhage，SAH)后的常见并发症以及致

残、致死的重要原因，已经得到多家研究证实[1]，其发

生率达 30%~90%，常导致十分严重的脑组织缺血缺

氧或者迟发性的缺血性脑损害，甚至出现脑梗死。目

前尽管对SAH后CVS的机理进行了广泛的研究，但

其发病机制仍未完全阐明。既往研究表明，阿片受体

激动剂能够减轻组织的缺血再灌注损伤[2]，本实验的

目的在于通过建立SAH模型，观察实验中家兔基底动

脉管壁变化和脑组织切片中神经元存活数及 Bax、

Bcl-2 表达强度的变化情况，从而研究芬太尼对于

SAH后CVS的脑组织有无保护作用以及其可能机制。

1 材料与方法

1.1 动物及分组 选取健康的成年家兔 72 只

(湘雅医学院动物学部提供)，性别不限，兔龄 3~4 个

月，体重 1.5~2.5 kg。随机分成 4组，每组 18只，每组

都依次按照设计的三个时间点(24 h、72 h、7 d)随机再

分为3个亚组，故共含12个亚组。A组为对照的假手

术组，B组为SAH组，C组为芬太尼静脉干预组，D组

为芬太尼肌注干预组。

1.2 药品及试剂 芬太尼 (湖北宜昌人福药

业，每支 0.1 mg)，SA1022 型 SABC 型免疫组化试剂

盒，多聚体抗兔 IgG-HRP(SV0002-12)，DAB 显色试

剂盒 (AR1022)，Bcl-2 多抗，Bax 多抗 (均为武汉博

士德公司)。

1.3 制作实验动物模型、药物干预及标本处理 采

用枕大池二次注血法+一侧颈内动脉结扎法[3]，手术

中采用10%水合氯醛 (200 mg/kg)经耳缘静脉注射行

全身麻醉。先行结扎右侧颈内动脉：将家兔仰卧，束

缚四肢及兔牙，固定于实验台四角，颈部中部及右侧

备皮，75%酒精消毒，加用1% 利多卡因行局部麻醉，

选颈部正中偏右侧切口，长约5 cm，找到右侧颈总动
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脉，远、近端穿线，远心端先结扎。用 22 G头皮针朝
向近心端插入颈内动脉，抽取动脉血(约 2 ml)备用，
结扎近心端，关闭切口，消毒。快速将家兔改俯卧为，
再次固定，行枕大池注血操作：项背部备皮、消毒、局
麻同前，切口取枕外粗隆至第二颈椎的枕下正中部
位，长约 3 cm，显露至寰枕筋膜，采用自制穿刺针小
心穿刺，进针深度为超过筋膜约 1 mm，缓慢回抽，抽
出脑脊液约1.5 ml，再缓慢注入上述采取的自体动脉
血 1 ml，双击电凝电凝穿刺部位防止脑脊液漏。止
血，抗生素(无菌生理盐水稀释的庆大霉素)冲洗，缝
合，消毒。让家兔保持头低脚高位 30 min，以保证基
底池有注入的血。48 h后行枕大池第二次注血，操
作基本同前。假手术组仅做两次同样的手术切口来
显露右侧颈总动脉和寰枕筋膜，并行两次结扎右侧颈
总动脉的手术操作。

1.4 方法 枸橼酸芬太尼注射液用法：C 组按
0.05 mg·kg-1·次-1用生理盐水稀释10倍后缓慢耳缘静
脉注射；D组按 0.05 mg·kg-1·次-1稀释一倍后行大腿
肌肉注射，均为 2次/d，中间间隔 1 h。根据实验设计
分别再饲养 24 h、72 h、7 d后处死并采集标本。先行
灌注再断头取脑，灌注前予10%水合氯醛(200 mg/kg)

耳缘静脉注射麻醉。将家兔仰卧位固定于实验台上，
开胸，于膈肌上用止血钳夹闭胸主动脉及下腔静脉，再
经心尖行左心室插管。插管成功后剪开右心耳，先用
300 ml生理盐水加压(灌注液体液平面与试验台的垂直
距离>70 cm)冲洗至冲洗液变淡红色或澄清，再用4%多
聚甲醛溶液灌注，直至流出液体变清或家兔双上肢抽搐
后僵硬，迅速断头取脑。在视交叉后方1.4 cm及2.0 cm

处垂直于基底动脉，切开脑干获取带基底动脉的脑组织
冠状切片，同时沿着纵裂剖开标本大脑，分离获取左侧
海马组织。两种组织标本进行常规操作，获取病理切
片，再进行H-E染色及Bcl-2、Bax 免疫组化。

1.5 数据、图片采集
1.5.1 家兔神经生物学评分方法 于家兔处死

前，每组实验动物每天进行一次神经生物学评分，内
容包含摄食及神经功能障碍的有无及障碍程度，详
细的评分标准如下：(1)摄食评分：食量 100%，1 分；
50%~99%，2分；<50%，3分；0%，4分。(2)神经功能障
碍分级(4级)：正常，1级；轻度或可疑障碍(嗜睡、活动
减少)，2级；中度障碍不伴运动异常(肢体无力)，3级；
重度障碍伴运动异常(划圈运动或行走困难)；4级。

1.5.2 基底动脉的HE切片观察 采用双盲法，
使用光学显微镜将图像放大100倍，观测基底动脉血
管形态，并进行图像采集。

1.5.3 左侧海马的神经元切片观察 采取双盲法，
应用400倍的光学显微镜，在显微镜下选取500μｍ长

度海马CA1区，计数此范围内正常的神经元细胞数量，
从而获得神经元密度(个/mm) (该区的正常神经元数与
该区长度的比值)。共求得8个数据，求出平均值，即为
这个实验标本的观测指标，作为评价缺血程度的指标。

1.5.4 观察免疫组化结果 采取标本及切片都
严格根据免疫组化试剂使用说明书来操作。正常情
况下 Bcl-2、Bax 表达和染色程度的关系呈正相关。
具体检测方法：400倍镜下，在基底动脉的内皮细胞
处或者海马部位CAI区随机取 8个视野，采用Motic
Images Advanced 3.0 图像分析软件，得出 Bcl-2 和
Bax阳性细胞光密度值，两个指标分别取其平均光密
度值作为阳性细胞的表达强度值。

1.6 统计学处理 应用SPSS17.0统计软件来进
行数据的统计分析处理。计量资料：采用均数±标准
差(x-±s)，多组间比较采用单因素方差分析，并进行组间
资料的多重比较。数据符合正态分布、方差齐者，用
LSD检验方法；而数据不符合正态分布、方差不齐者，用
Tamhane检验方法。计数资料：采纳完全随机设计的多
样本比较的秩和检验，P＜0.05为差异有统计学意义。
相关的图表制作采用Office Word 2003办公软件。

2 结 果
2.1 神经生物学评分结果及分析 具体结果见

表1、表2及图1、图2，可见SAH后出现饮食量减少及
神经功能障碍的家兔数量均随时间的变化有一个渐

进性增多，复又减少的过程。

表1 家兔在各时间点摄食评分中的分布情况(只)

评分

4分

3分

2分

1分

0 h

0

0

0

72

1×24 h

8

30

28

6

2×24 h

6

8

20

14

3×24 h

10

14

16

8

4×24 h

6

5

7

6

5×24 h

3

4

8

9

6×24 h

0

5

9

10

表2 家兔在各时间点神经功能评级中的分布情况(只)

评级

4级

3级

2级

1级

0 h

0

0

0

72

1×24 h

7

20

22

23

2×24 h

5

12

13

18

3×24 h

10

15

11

12

4×24 h

8

6

4

6

5×24 h

6

7

5

6

6×24 h

3

5

8

8

图1 家兔在各时间点进食评分中的分布情况(只)
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2.2 HE染色结果
2.2.1 各实验组的基底动脉在镜下的表现 A

组：基底动脉管壁表现为平滑、无增厚，各内皮细胞的
结构较完整，内层的弹力膜清晰可见，结构亦完整；中
膜的平滑肌层较薄，环绕在血管腔周围；外膜主要包
含成纤维细胞以及其周边的疏松结缔组织；在血管外
膜和蛛网膜之间仅仅散在分布有少量细胞。B组：血

管管径缩小，内皮细胞变性、肿胀，染色质不均，出现
空泡，内层弹力板迂曲甚至断裂，厚薄不均；平滑肌层明
显增厚，平滑肌细胞出现增生、结构紊乱；血管外膜与蛛
网膜之间可见到多数炎性细胞(如淋巴细胞、单核细胞
以及中性粒细胞等)浸润。C、D两组血管表现为不太规
则的轻度收缩，管腔直径轻度减小，管壁无明显增厚，内
层弹力板无明显皱褶，内皮细胞略有肿胀，在血管外膜
与蛛网膜之间可在少部分见到浸润的炎性细胞。

2.2.2 脑组织CA1区镜下表现 A组：神经元细
胞呈圆形或者近似圆形，大小较均一，排列整齐有序，
胞浆为淡淡红色，细胞核为蓝黑色，核大而圆，核仁清
晰，染色质均匀分布，偶尔可见细胞凋亡。B组：有大量
锥体细胞凋亡，体积缩小，细胞结构模糊不清，导致神经
元数量明显减少，残存的神经元可见噬神经细胞现象。
C组和D组亦见细胞凋亡表现，但在同时间点时要较B
组为轻，细胞排列较B组整齐。说明芬太尼能对SAH后
的血管痉挛和继发的缺血损伤起到保护作用，见图3。

2.2.3 神经元密度 在统计学比较上，假手术
A 组与手术三组 B、C、D 组比较差异有统计学意
义 (P<0.05)，给药组C组和D组与未给药组B组比较
差异有统计学意义 (P<0.05)，给药干预组中，C组与D

组两组比较差异无统计学意义 (P>0.05)，各个实验组
结果的具体数据参见表3。

2.3 免疫组化染色观察结果

2.3.1 bcl-2染色结果的阳性表达 Bcl-2阳性细

胞在镜下主要表现为胞质弥漫性染色且较均匀，胞质呈

棕黄色。海马区神经元细胞中 bcl-2 阳性细胞的表

达：A 组内表达得很少，组内比较差异无统计学意

义 (P>0.05)；B、C、D组海马CA1区 bcl-2表达均有升

高，但升高程度不同，与B组相比，C、D组阳性细胞数多且

较强；三组bcl-2阳性细胞数在72 h时均较24 h及7 d时

低，但具体最低谷在何时难以反映；C、D组在各个时间点

bcl-2阳性细胞均比 B组多(P<0.05)；而C、D组两组之间

进行比较，差异无统计学意义(P>0.05)，见图4、表4。

以上结果显示：单纯的进行脑组织外操作而产生

表3 神经元密度(x-±s)
分组

A组

B组

C组

D组

例数

6

6

6

6

24 h

190.82±6.49

106.27±7.09

136.53±6.32

138.42±9.36

72 h

189.02±8.19

92.50±7.96

116.35±11.64

114.25±14.87

7 d

191.62±7.8

79.15±5.69

96.03±9.78

98.57±9.84

图3 兔海马CA1区神经元形态(HE染色×400)

图2 家兔在各时间点神经功能评级中的分布情况(只)

图4 兔海马CA1区Bcl-2免疫组化 (DAB显色×400)
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的切口损伤对于脑组织内bcl-2的表达没有明显的影

响，而蛛网膜下腔出血可以增加脑组织中 bcl-2的表

达，而加用的药物芬太尼同样促使SAH后脑组织内

bcl-2的表达升高

2.3.2 bax 染色结果的阳性表达以及对结果的

分析 类似Bcl-2染色的阳性细胞，、Bax阳性细胞在

镜下也主要表现为胞质弥漫性染色且较均匀，胞质颜

色为棕黄色。计数方法同Bcl-2阳性细胞计数。从结

果上看，对照组A组，在海马神经元中，bax阳性细胞表

达有限，组内比较差异无统计学意义(P>0.05)；手术组

B、C、D组bax在24 h时海马CA1区的表达即很明显，

72 h最高，明显高于对照组假手术A组，A组与B、C、D

组比较，差异有统计学意义(P<0.05)；B组同C、D组相

比较，差异有统计学意义(P<0.05)，说明C、D组各时间

点海马bax阳性细胞数与B组有差别，见图 5、表 5。

表4 家兔海马CA1区bcl-2阳性细胞表达强度均值(x-±s)
组别

A组

B组

C组

D组

24 h

10.86±2.5

22.95±11.14

32.27±6.58

27.85±8.26

72 h

11.14±2.18

16.85±6.72

28.14±5.77

23.96±7.68

7 d

10.65±2.62

23.98±9.12

30.34±11.18

24.45±6.12

以上结果表明：(1)单纯的脑外切口损伤对脑神
经细胞中的Bax的表达影响不大；(2)脑组织中Bax可
在SAH后表达增加；(3) Fen干预可使SAH后神经细
胞中Bax的表达下降。

3 讨 论
蛛网膜下腔出血后的CVS是多种因素作用的结

果，目前具体的机制尚不完全明确。最初人们认为芬
太尼只有镇痛作用，后来研究表明，芬太尼能够在组
织的缺血再灌注损伤中抑制细胞的凋亡反应，机制可
能如下：(1)通过激动阿片受体。Zhang等[4]在心肌缺
血再灌注损伤实验中，通过给大鼠输注芬太尼类似物
雷米芬太尼作为预处理，减轻了心肌缺血再灌注损
伤，他们认为其是通过共同的信号传导通路，来抑制
Ca2+通道的开放，减轻细胞内钙离子超载，从而使μ、
δ、κ 3 种阿片受体来实现细胞保护作用。Yamanouchi

等[5]研究认为，在δ受体被激动后，可以减少枯否细胞
释放活性氧或者使细胞对活性氧产生耐受，从而使细
胞获得膜稳定能力，减轻损伤。Zhang等[6]在心肌实
验中证明，雷米芬太尼能够激活 PKC (蛋白激酶)和
mitoKATP 通道，从而保护心肌；在缺血再灌注损伤
中，mitoKATP通道的开放能够降低细胞凋亡。(2)通

过非阿片受体依赖性途径：芬太尼能够抑制电压敏感
性钙离子通道，从而产生非内皮细胞依赖性血管舒张
作用；又可通过刺激血管内皮细胞，引起一氧化氮和
前列环素释放从而舒张血管。而且这些作用均与阿
片受体无关[7]。(3)芬太尼能够抑制脂多糖诱导的人
外周血TNF-α的表达，作用机制可能为吗啡和芬太尼
抑制了核转录因子NF-κB 所致[7]。本实验通过检测脑
组织神经元密度，发现芬太尼干预组的神经元存活数
要明显高于SAH组，说明芬太尼在蛛网膜下腔出血时
可以减轻神经细胞的死亡，通过观察基底动脉管壁的
变化可以发现芬太尼干预组较SAH组有所改善，说明
芬太尼对缓解SAH后出现的CVS有一定的作用。

细胞凋亡是指生物体内细胞在特定的内源或外
源信号诱导下，其死亡途径被激活，并在有关基因的
调控下发生的程序性死亡过程。凋亡的发生发展过
程由多种调节基因参与完成，这些基因的相互作用决
定着细胞凋亡的进程。其中尤以一些肿瘤前体基因
和原癌基因表现显著，如 p53、Myc、Bcl-2 家族中
Bcl-2 和Bax 等。在这个进程当中，作为凋亡细胞内
在的并且是重要的一个始动因素为半胱氨酸蛋白酶
类 Caspases [8]，而且 Bcl-2 以及 Bax 等多个基因可以
通过参与到此Caspases 途径，起到间接地影响疾患发
生时细胞出现的凋亡 [9]。在进行Bcl-2克隆时，逐渐
发现了Bcl-2 家族的其他成员。根据其作用的不同，
Bcl-2家族被分类为促生存家族(Pro-survial family)与

促凋亡家族(Pro-apoptotic family)。除Bcl-2 外，促生

存的成员尚包括Bcl-xL、Bcl-w等，而Bax 和Bak 则是

图5 兔海马CA1区Bax免疫组化 (DAB显色×400)：

表5 家兔海马CA1区bax阳性细胞表达强度均值(x-±s)
组别

A组

B组

C组

D组

24 h

11.04± 2.63

40.32± 2.2

27.54±5.11

31.08± 8.27

72 h

11.09± 3.03

60.91±10.04

24.38±5.98

29.96± 3.35

7 d

11.09± 2.89

29.48± 2.78

22.15 ±4.75

25.95± 2.84
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促凋亡的成员。研究发现，当脑组织受损时，Bcl-2可

抑制神经细胞凋亡。其表达的增加，使即使在外界因

素刺激后，细胞亦不启动凋亡程序，但对非凋亡性死

亡无保护作用[10]。而当Bax缺乏时，海马区受损的细

胞少[10]，Bax的高表达导致线粒体内的细胞色素C大

量释放，从而激活 Caspases-3 和 Caspases-9，进而诱

导出现凋亡[10]；Bcl-2可与Bax 结合产生二聚体，从而

使 Bax 失去活性，形成保护，Bax 与 Bcl-2 呈对抗关

系。所以凋亡的出现不但由凋亡抑制基因的表达程

度决定，而且也因为促凋亡成员的表达程度而受到

影响，最后取决于它们的相对数量，也就是相对比

值(BCL-2/Bax)可能是决定细胞生死的关键。本实

验表明，Fen 促进了家兔 SAH 后 CVS 时 Bcl-2 蛋白

的表达，抑制了 Bax 的表达，从而使 Bcl-2/Bax 比率

升高，细胞凋亡受到抑制从而产生脑保护作用。

因此，Fen其抗凋亡作用的部分机制可能是通过

影响Bcl-2、Bax蛋白表达，从而产生脑保护作用。另

外可能还有其他途径，尚需进一步研究。
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