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摘 要 目的：观察鞘内注射不同剂量纳洛酮对术后痛大鼠干扰素-γ (interferon, IFN-γ) 表达的影响。

方法：采用 SPF 级健康雄性 SD 大鼠行鞘内置管造模，将造模成功的 144 只大鼠按随机数字表法分

为 6 组 (n  = 24)：生理盐水组（C 组）、术后痛组（P 组）、小剂量纳洛酮组（N1 组，1 ng/kg）、

大剂量纳洛酮组（N2 组，100 ng/kg）、术后痛 + 小剂量纳洛酮组（PN1 组，1 ng/kg）和术后痛 + 
大剂量纳洛酮组（PN2 组，100 ng/kg）。P 组、PN1 和 PN2 组于右足跖肌切口制备术后痛模型。各组

于鞘内给药前 24 h (T0)、给药 1 h (T1)、6 h (T2)、24 h (T3)、48 h (T4)、72 h (T5) 检测机械缩足反射阈值 
(mechanical withdrawal threshold, MWT) 和热缩足反射潜伏期 (thermal withdrawal latency, TWL)。各组在

T0、T2、T3、T5 分别取 6 只大鼠处死，取海马、外周血（血浆），以 ELISA 法检测 IFN-γ 浓度。结果：

术后痛模型可引起大鼠血浆 IFN-γ 水平显著降低，随着痛阈的恢复，IFN-γ 水平逐渐接近生理状态。单

纯小剂量纳洛酮鞘内给药 6 h 内，与生理盐水组相比 IFN-γ 水平轻度增高。大剂量纳洛酮在给药后

24 h 内，与生理盐水组相比 IFN-γ 水平轻度降低；小剂量纳洛酮可减弱术后痛引发的 IFN-γ 水平降低，

大剂量纳洛酮可增强术后痛导致的 IFN-γ 水平降低。结论：鞘内注射不同剂量纳洛酮可影响术后痛大

鼠血浆 IFN-γ 的表达，进而参与机体免疫调节，而海马 IFN-γ 水平在上述干预条件下始终维持稳定。
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Abstract Objective: To observe the effect of intrathecal naloxone given of different doses on IFN-γ expression 
in rats with postoperative pain. Methods: One hundred and forty-four healthy male rats, were successfully 
catheterized and randomly divided into 6 groups (n  = 24): saline group (C), postoperative pain group (P), 
low-dose naloxone group (N1, 1 ng/kg), high-dose naloxone group (N2, 100 ng/kg), postoperative pain + low-
dose naloxone group (PN1, 1 ng/kg), postoperative pain + high-dose naloxone group (PN2, 100 ng/kg) 
rats. Postoperative pain models were established with right plantar muscle incision in group P, group PN1 
and group PN2. Both mechanical withdrawal threshold (MWT) and thermal withdrawal latency (TWL) 
were measured for each group at 6 separate time points: 24 h before intrathecal administration (T0), 1 h (T1), 
6 h (T2), 24h (T3), 48 h (T4) and 72 h (T5) after intrathecal administration. Six rats from each time point (T0, 
T2, T3, T5) were decapitalized. Hippocampus and plasma were harvested for IFN-γ measurement via ELISA. 
Results: Postoperative pain caused a significant decrease in plasma IFN-γ level and subsequently a gradual 
restoration as MWT and TWL recovered close to the physiological value. Intrathecal low-dose naloxone admin-
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根据世界卫生组织成员国数据统计，每年有接

近 2.4 亿人接受各种类型的手术，其中接近 86% 的

病人术后出现中到重度疼痛，其对术后免疫系统的

干扰受到广泛关注 [1]。研究证实，疼痛作为强烈的

伤害性刺激通过应激反应显著抑制免疫功能，进而

影响术后病人预后和转归 [2]。因此，术后疼痛作为

重要的免疫抑制因素应进行深入和系统的研究。

干扰素-γ (interferon, IFN-γ) 是激活的 NK 细胞

和 T 细胞产生的免疫活性因子，在中枢神经系统 
(central nervous system, CNS) 还有部分由小胶质细

胞分泌 [3]。血浆中 IFN-γ 在细胞免疫以及肿瘤免疫

反应中起关键作用 [4]，而在 CNS 中，特别是海马，

IFN-γ 与许多脑功能紊乱的发生发展密切相关，其

可诱导 CNS 小胶质细胞过度反应 [5] 并参与认知功

能障碍的发展 [6]。因而，IFN-γ 是机体免疫状态的

重要评估指标。一项慢性疼痛研究显示，关节痛病

人血浆 IFN-γ 水平下降，而有效镇痛后 IFN-γ 水平

显著提升，提示慢性疼痛存在免疫抑制作用 [7]。而

术后急性疼痛对 IFN-γ 表达的影响尚未见报道。

纳洛酮作为经典阿片受体拮抗剂，主要通过拮

抗 mu 受体逆转阿片物质的镇痛并参与解毒作用。

很多研究也显示，纳洛酮的生物学作用与剂量相关，

小剂量纳洛酮不抑制阿片药物镇痛作用，并可增强

其镇痛效果，且具有稳定胃肠功能及降低呼吸抑制

的积极作用 [8,9]。然而，不同剂量纳洛酮鞘内单独应

用对术后痛介导的免疫抑制影响及其机制尚未见报

道。本研究观察不同剂量纳洛酮鞘内给药对术后痛

大鼠海马和血浆 IFN-γ 表达的影响，从中枢及外周

整体评估免疫状态并揭示其内在机制，为改善术后

痛介导的免疫抑制提供研究依据。

方    法

1. 实验材料

本实验动物进行的研究行为均严格遵守相关动

物保护及使用规定。SPF 级健康雄性 SD 大鼠，6～8

周龄，体质量 180～220 g，购自徐州医科大学实验

动物中心，每笼 5 只饲养，自然照明，自由摄食、

饮水。参照 Størkson 等 [10] 的方法，对 152 只大鼠行

L5~6 间隙鞘内置管，置入 PE10 导管（宁波安来软件

科技有限公司）。大鼠苏醒后 24 h 观察其活动情况，

剔除 8 只运动功能障碍大鼠，随后鞘内注射 2% 利

多卡因 20 μl，大鼠出现双后肢麻痹为置管造模成

功共 144 只，采用随机数字表法分为 6 组：生理

盐水组（C 组）、术后痛组（P 组）、小剂量纳洛

酮组（N1 组，1 ng/kg）、大剂量纳洛酮组（N2 组，

100 ng/kg）、术后痛 + 小剂量纳洛酮组（PN1 组，

1 ng/kg）、术后痛 + 大剂量纳洛酮组（PN2 组，

100 ng/kg），每组 24 只。

2. 方法

术后痛组（P 组）于右足跖肌切口制备术后痛

模型。于鞘内置管后 7 天，参照 Brennan 等 [11] 的方

法制备术后痛模型。吸入七氟醚麻醉后右足底近端

0.5 cm处向趾部作一长约1 cm切口，切开皮肤筋膜，

用眼科镊挑起足底跖肌并纵向切割，但保持肌肉起

止及附着完整，皮肤缝合，切口以青霉素药液冲洗。

制备术后痛模型前 20 min 时，N1 组、PN1 组鞘内

给予纳洛酮（批号：h20093199，国药集团国瑞药

业有限公司）1 ng/kg，N2 组、PN2 组鞘内给予纳

洛酮 100 ng/kg，各组所用药液均以生理盐水稀释

至 50 μl，C 组和 P 组给予等容量生理盐水。各组

于造模前24 h (T0)、术后1 h (T1)、6 h (T2)、24 h (T3)、
48 h (T4)、72 h (T5) 检测机械缩足反射阈值 (me-
chanical withdrawal threshold, MWT) 和热缩足反

射潜伏期 (thermal withdrawal latency, TWL)，各

组在 T0、T2、T3、T5 分别取 6 只大鼠即刻断头处

死，取海马、外周血（血浆），以 ELISA 法检测

IFN-γ 表达。   
3. MWT 的测定

将一透明有机玻璃箱 (22 cm×22 cm×12 cm) 
置于 30 cm 高的金属筛网 (1 cm × 1 cm) 上，待大

鼠在箱中适应 30 min 后，采用电子 von Frey 纤维丝

istration alone caused a 6 h slight rise in plasma IFN-γ level, conversely high-dose intrathecal administration 
alone brought about a decrease for as long as 24 h compared to group C; Low-dose naloxone intrathecal 
administration significantly attenuated the suppression of plasma IFN-γ level induced by postoperative pain, 
whereas high-dose naloxone administration enhanced the suppression of plasma IFN-γ level induced by 
postoperative pain. Conclusion: Intrathecal administration of naloxone regulates IFN-γ level via regulating pain 
threshold in rats with postoperative pain, and thus helps in immune protection, however hippocampal IFN-γ 
level remains stable during the above interventions.
Keywords hippocampus; peripheral blood; interferon (IFN-γ); naloxone; postoperative pain; inflammatory factor
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（IITC 公司，美国），垂直刺激大鼠右后足与附近

第 3、4 趾间皮肤，每次持续 4～6 s。大鼠出现抬

足或舔足行为视为阳性反应，并记录此时的刺激强

度，每次间隔 15 s 以上，共刺激 5 次，计算其平均

值为 MWT。
4. TWL 的测定

将有机玻璃箱置于 3 mm 厚玻璃板上，大鼠在

箱中自由活动 30 min 以适应测试环境和温度。室温

稳定在 24～26℃。采用 Model 390 Heated Base 热

痛刺激仪（IITC 公司，美国）照射大鼠足底紧贴玻

璃板部位，具体同 MWT 测定部位。记录照射开始至

大鼠出现抬足或舔足时间，照射时间不超过 20 s，以

防止组织损伤。测定 5 次，每次间隔至少 5 min，
取最后 3 次刺激的平均值为 TWL。 

5. IFN-γ 含量测定  
取大鼠海马或外周血（血浆），置于含 1 ml

浓度为 0.2 mol/L 的醋酸溶液匀浆器中匀浆。煮沸

10 min，4℃、3500 rpm 离心半径 13.5 cm，离心

10 min。取上清放入试管中冰冻、干燥、浓缩后

PBS 等容，待测液-80℃保存，采用 ELISA 法（试

剂盒购自上海蓝基生物科技有限公司提供，检测

限 20 pg/ml～480 pg/ml）测定 IFN-γ 含量，ELX800
酶标仪由美国 Bio-Tek 公司提供。

6. 统计学分析

采用 SPSS 17.0 软件进行分析，正态分布的计

量资料以均数 ± 标准差 ( x±SD) 表示，组间和组

内比较采用双因素方差分析，P < 0.05 为差异有统

计学意义。

结    果

1. 鞘内给予小剂量纳洛酮可提高大鼠 MWT，
大剂量纳洛酮可降低大鼠 MWT

术前各组 MWT 比较差异无统计学意义。与 C
组相比，P 组术后 1～72 h MWT 降低 (P < 0.05)，
表明术后痛模型建立后 72 h 内大鼠始终处于机械痛

致敏状态；N1 组术后 1、6 h MWT 升高 (P < 0.05)，
表明单独给予纳洛酮可升高大鼠机械痛阈值，产生

镇痛作用；与 C 组相比，PN1 组 6～72 h MWT 降

低 (P < 0.05)，术后 1 h 差异无统计学意义，而与 P
组相比，PN1 组术后 1、6 h MWT 升高 (P < 0.05)，
表明小剂量纳洛酮可在术后 6 h 内有效升高术后痛

大鼠机械痛阈值，产生镇痛作用；与 C 组相比，N2
组术后 1、6 h MWT 降低，表明大剂量纳洛酮可降

低大鼠机械痛阈值，产生痛敏，但 N2 组 MWT 始

终显著高于 P 组，表明此作用远低于术后痛产生的

致敏程度。与 P 组相比，PN2 组在术后 24 h 的机械

痛阈更低，表明给予大剂量纳洛酮可能加重术后急

性切口疼痛（见图 1A）。

2. 鞘内给予小剂量纳洛酮可提高大鼠 TWL，
大剂量纳洛酮可降低大鼠 TWL

术前各组 TWL 比较差异无统计学意义。与

C 组相比，P 组术后 1～72 h TWL 缩短 (P < 0.05)，
表明术后痛模型建立后 72 h 内大鼠始终处于热痛致

敏状态；N1 组 TWL 术后 1～6 h 延长 (P < 0.05)，
表明单独给予小剂量纳洛酮即可产生针对热辐射的

镇痛作用；与 P 组相比，PN1 组术后 1～6 h TWL
延长 (P < 0.05)，表明在术后 6 h 内小剂量纳洛酮具

有镇痛效果；与 C 组相比，N2 组术后 1～6 h TWL
缩短，表明大剂量纳洛酮可降低大鼠热辐射痛阈值，

产生痛敏，但 N2 组 TWL 始终显著高于 P 组，表

明此作用远低于术后痛产生的致敏程度。与 P 组相

比，PN2 组在术后 24 h 的热辐射痛阈更低，表明大

剂量纳洛酮造成急性术后痛模型大鼠更强的痛敏状

态（见图 1B）。

 3. 术后痛模型鞘内给予纳洛酮对中枢海马

IFN-γ 表达无显著影响

各组组内、组间各时点海马 IFN-γ 表达比较差

异均无统计学意义（见图 2），表明术后痛模型、鞘

内给予纳洛酮对中枢海马 IFN-γ 表达无显著影响。

4. 术后痛模型鞘内给予纳洛酮对血浆 IFN-γ 产

生影响

术前各组 IFN-γ比较差异无统计学意义 (P > 0.05)。
与 C 组相比，P 组术后各时点血浆 IFN-γ 表达下调，

6 h 为下调程度最低点，72 h 为下调幅度最低点，提

示术后痛模型可使大鼠 72 h 内血浆 IFN-γ 表达下调，

随着时间的延长，IFN-γ 水平逐渐接近生理状态。与

C 组相比，N1 组在鞘内给药后 6 h，血浆 IFN-γ 水平

升高，提示小剂量纳洛酮注射后 6 h 内可促进 IFN-γ
表达上调。与C组相比，N2组在鞘内给药后 24 h内，

血浆 IFN-γ 表达下调，提示大剂量纳洛酮在给药后

24 h 内，可抑制 IFN-γ 表达；与 C 组相比，PN1 组

术后 72 h 内各时点血浆 IFN-γ 表达下调，但与 P 组

相比，PN1 组术后 72 h 内各时点血浆 IFN-γ 表达上

调，提示术后痛模型 + 小剂量纳洛酮也可使 IFN-γ
水平降低，但下降幅度明显低于术后痛模型组。与

C 组相比，PN2 组术后 72 h 内各时点血浆 IFN-γ 表

达下调，但与 P 组相比，PN2 组术后 72 h 内各时点

血浆 IFN-γ 表达也下调，提示术后痛模型 + 大剂量

纳洛酮显著抑制 IFN-γ 表达，下降幅度显著高于术
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B 图 2 大鼠各时点海马 INF-γ 比较 (n  = 6, x±SD)
Fig. 2 Hippocampal INF-γ expression at different time 

points in 6 groups of rats (n  = 6, x±SD)

图 1 大鼠各时点 MWT 和 TWL 比较 (n  = 6, x±SD)
 (A) 各时点 MWT；(B) 各时点 TWL
 *P < 0.05, 与 C 组相比； #P < 0.05, 与 P 组相比

Fig. 1 Comparison of MWT and TWL at different time 
points in 6 groups of rats (n  = 6, x±SD)

 (A) MWT level at different time points; (B) TWL level 
at different time points

 *P < 0.05, compared with group C, #P  < 0.05, com-
pared with group P.

Time point (h)
Pro-op 6 24 72

后痛模型组。以上结果表明，两种剂量纳洛酮都参

与了生理状态及术后痛模型大鼠 IFN-γ水平的调节，

但作用相反，鞘内小剂量纳洛酮可上调血浆 IFN-γ
水平，而大剂量纳洛酮则产生相反结果（见图 3）。

讨    论

有报道小剂量纳洛酮及其类似物纳曲酮 [12] 可兴

奋内源性阿片生长因子，增加内源性阿片释放 [13]，

如脑啡肽等，增强阿片类药物镇痛作用 [14,15]。本

研究结果表明，鞘内注射 1 ng/kg 纳洛酮可使切口

痛大鼠术后 6 h 内 MWT 升高、TWL 延长，产生

显著的镇痛效果。小剂量纳洛酮可能通过局部下调

TNF-α、IL-1β 及 IL-6 等促炎因子表达及上调抗炎

标志物 IL-10 的表达抑制神经炎症反应参与疼痛缓

解 [13]。本研究与既往报道不同的是，小剂量纳洛酮

图 3 大鼠各时点血浆 IFN-γ 表达比较 (n  = 6, x±SD )
	 *P < 0.05，与 C 组相比； #P < 0.05，与 P 组相比

Fig. 3 Plasma IFN-γ expression at different time points in 6
  groups of rats (n  = 6, x±SD)
	 *P < 0.05, compared with group C; #P < 0.05, compared
  with group P.

不依赖外源性阿片类药物，单独应用即可对术后痛

大鼠产生显著镇痛效果。另外，本研究单纯鞘内注

射小剂量纳洛酮，与生理盐水组相比也表现出了提升

痛阈的积极作用，再次证实这一点。然而，单纯鞘内

注射大剂量纳洛酮后，显著降低了术后 1～6 h 大鼠疼

痛阈值，而术后痛模型大鼠术前给予 100 ng/kg 纳

洛酮后，大鼠出现持续大于 24 h 的疼痛加剧，提示

高剂量纳洛酮给药存在致痛敏作用，这与 Brennum
等和 Corder 等 [16,17] 研究结论一致。有研究显示高剂

量纳洛酮可通过抑制内源性阿片系统，导致痛觉过

敏的再次出现 [17,18]。手术损伤后中枢敏化可被伤害

性疼痛刺激所诱发的 μ-opioid 受体固有活性物质所

掩盖，可长达数月。但此时的中枢敏化仍然存在，

由于 MORCA 的抑制而形成动态平衡，故称为潜在

高敏。术后晚期炎症消退阶段，给予高剂量 μ 阿片

受体拮抗剂（纳洛酮/纳曲酮）可通过抑制 MORCA
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的内源性镇痛机制，导致伤害性刺激的潜在高敏复

现，从而出现痛敏的临床表现。潜在高敏的存在可

能是慢性术后疼痛的激痛点，需引起重视 [17]。本

研究结果提示鞘内高剂量纳洛酮可引发术后疼痛

加剧，而鞘内小剂量纳洛酮则可以缓解术后疼痛，

提高痛阈。

本研究还探讨了术后痛模型不同剂量纳洛酮，

对中枢海马及外周血浆 IFN-γ 表达水平的影响。结

果发现，术后痛模型、鞘内不同剂量纳洛酮对中枢

海马的 IFN-γ 水平均未产生显著影响。其可能原因

为 CNS 具有完整的血脑屏障，可使 CNS 免于外界

环境损伤因素的伤害。CNS 内完善的免疫抗炎机

制，例如细胞水平 T，B 调节细胞和 M2 型少突胶

质细胞的免疫调节作用 [19~21]；以及分子水平 IL-10
和 miR124 和基因水平等一系列调节机制，是维持

CNS 免疫稳态的关键因素 [22]。因此，本研究认为在

术后痛模型、鞘内给予不同剂量纳洛酮，海马 IFN-γ
水平始终维持生理水平，可能受上述中枢免疫平衡

机制的自主调节，但具体机制尚需进一步研究。

本研究还发现，术后疼痛显著抑制血浆 IFN-γ
表达，随疼痛阈值降低而下降；术后 72 h 疼痛自然

缓解，痛阈提升，IFN-γ 水平回升。本研究证实，

鞘内纳洛酮对血浆 IFN-γ 可产生双向调节，鞘内小

剂量纳洛酮可改善术后痛大鼠的疼痛程度，明显上

调术后痛对 IFN-γ 的抑制；单纯鞘内注射小剂量纳

洛酮与对照组比较也可提高痛阈并增加外周 IFN-γ
的表达，而后随着痛阈回降 IFN-γ 的表达也逐渐向

生理值降低。有报道称小剂量纳曲酮可促进 NK 细

胞分泌 IFN-γ，增强免疫 [13]，与本实验鞘内小剂量

纳洛酮的结果一致。可能原因为，疼痛作为不愉快

伤害性刺激感受会增加机体应激引发免疫细胞的抑

制，本课题组前期研究证实 [23] 术后痛引发疼痛阈

值下降，外周血中 NK 细胞数量也随之下降，并且

NK 细胞是 IFN-γ 的重要细胞来源，这可能是本研

究术后痛 IFN-γ 表达下降的原因之一。有文献报道

术后合理镇痛可加速 NK 细胞活性恢复 [24] ，另外，

腔镜手术后小剂量纳洛酮可增加术后 NK 细胞水平

和 CD4+/CD8+ T-cell ratio [25]。本研究术后痛大鼠通

过给予鞘内小剂量纳洛酮很可能通过显著改善疼

痛，提升疼痛阈值，进而降低疼痛介导的应激负荷，

改善 NK 和 T 细胞数量和活性发挥上调 IFN-γ 表达

和提高机体免疫的作用。其次，文献证实小剂量阿

片受体拮抗剂引发反射性 CNS 内源性阿片物质增

加（如 β-内啡肽 [26] 和脑啡肽 [27] 等），后者在 CNS
通过阿片受体介导应激反应降低和外周免疫细胞功

能增强。

然而，鞘内大剂量纳洛酮则使大鼠术后疼痛明

显加剧，痛阈下降，增强术后痛介导的 IFN-γ 的表

达抑制。单纯鞘内给予大剂量纳洛酮也明显下调生

理状态疼痛阈值和 IFN-γ 表达。此结果与小剂量纳

洛酮在本实验中的作用完全相反。有文献支持大剂

量静脉应用纳曲酮（纳洛酮类似物）可引发多方位

的免疫抑制 [21]，其中包括免疫因子的表达不足，支

持本实验结果。既往研究提示，疼痛作为强应激因

子是免疫抑制的独立因素，CNS 内源阿片系统在免

疫调节中发挥积极作用。结合本研究结果认为，大剂

量纳洛酮加剧疼痛，降低疼痛阈值，进而通过增加应

激负荷和 CNS 内阿片系统相关免疫调控机制 [26,27]，抑

制外周 IFN-r 表达。

本研究的不足之处在于，血浆中 IFN-γ 表达可

来自体内多种器官，但具体来源无法确定，血浆与

全身各器官 IFN-γ 表达的相互调控机制研究还需近

一步研究证实。

综上所述，从本研究结果综合分析得出，鞘内

注射不同剂量纳洛酮可影响术后痛大鼠血浆 IFN-γ
的表达，进而参与机体免疫调节，而海马 IFN-γ 水

平在上述干预条件下始终维持稳定。疼痛阈值的调

节涉及复杂的中枢痛觉整合和神经调控机制，后续

实验可以增加中枢阿片系统作用部位（如海马、下

丘脑 [26,27] 等处）的内源性阿片肽表达水平检测，以

及外周 IFN-γ 产生细胞如 NK 细胞和 T 细胞数量和

功能状态检测等实验内容，进一步探讨不同剂量纳

洛酮对术后痛免疫状态影响的机制。本研究通过检

测中枢海马及外周血的 IFN-γ 表达，从整体水平揭

示术后痛和鞘内纳洛酮干预下中枢和外周免疫状态

的不同。外周 IFN-γ 在术后痛和鞘内纳洛酮应用后

所表现出的变化规律提示，应尽量避免应用大剂量

纳洛酮鉴于其增加痛敏和抑制免疫的作用；而可以

考虑应用小剂量纳洛酮作为术后镇痛和提升外周免

疫水平的辅助用药，其临床价值有待大样本临床研

究证实。
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