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利多卡因抑制基质金属蛋白酶活性改善脂多糖诱导的

小鼠急性肺损伤的机制研究

郑彬彬，张嘉男，范轶鑫，胡　亮，刘文涛，王雪融

（南京医科大学基础医学院，南京 ２１００２９）

摘　要　考察利多卡因对脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导急性肺损伤（ＡＬＩ）小鼠模型血浆中基质金属蛋白酶ＭＭＰ９和
ＭＭＰ２活性的影响，并探讨其改善ＬＰＳ诱导的急性肺损伤的作用机制。小鼠尾静脉注射不同浓度的利多卡因（２，４，８ｍｇ／ｋｇ，
ｉｖ）预处理３０ｍｉｎ，再腹腔注射ＬＰＳ１０ｍｇ／ｋｇ刺激１２ｈ建立小鼠ＡＬＩ模型，测定小鼠７ｄ存活率及肺组织湿／干重比；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法检测肺组织中ｐ３８ＭＡＰＫ的磷酸化水平；明胶酶谱法测定血浆中ＭＭＰ９和ＭＭＰ２活性。实验结果发现，利多卡因预处
理可剂量依赖性提高ＡＬＩ小鼠存活率，降低肺组织湿／干重比，抑制血浆中ＭＭＰ９和ＭＭＰ２活性，并下调肺组织中ｐ３８的磷
酸化水平。研究结果表明，利多卡因改善ＬＰＳ诱导的小鼠急性肺损伤，其机制可能与抑制基质金属蛋白酶的活化有关。
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第５１卷第２期　　郑彬彬，等：利多卡因抑制基质金属蛋白酶活性改善脂多糖诱导的小鼠急性肺损伤的机制研究

　　脓毒症是一种由感染引起的全身性炎症反应
综合征，可导致多器官损害并危及生命。而脂多糖

（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）作为革兰阴性菌细胞壁
外壁的组成成分，是诱导脓毒症产生的关键因素之

一［１］。其中，急性肺损伤（ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＡＬＩ）是
脓毒症患者最常见的并发症及主要死亡原因［２］，

病死率高达３０％ ～５０％［３］，是 ＡＬＩ患者需要重症
监护住院和死亡的主要原因［４］。因此，寻找有效

的治疗策略具有重要临床意义。

目前ＡＬＩ的发病机制因其复杂性还未完全阐
明。研究发现，ＡＬＩ在分子水平上表现为多种炎性
因子和炎症介质的过度释放、促炎抗炎反应失衡，
导致全身过度失控的炎症反应聚集在肺部［５］。研

究证实，基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，
ＭＭＰｓ）在肺损伤的发病过程中发挥了重要的
作用［６］。

ＭＭＰｓ是一类锌依赖的肽链内切酶，可由多种
细胞产生并参与一系列生理过程，其中 ＭＭＰ２和
ＭＭＰ９是研究最多的两种。ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９目
前已被发现在ＡＬＩ、急性呼吸窘迫综合征（ＡＲＤＳ）、
肺纤维化、疼痛和心肌间质重构中发挥重要作

用［７－１１］。有研究报道，脓毒性休克继发ＡＲＤＳ的患
者支气管肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，
ＢＡＬＦ）中 ＭＭＰ９水平高于正常对照组［１２］。此外

多篇研究还发现，ＭＭＰｓ抑制剂在肺损伤的实验模
型中具有保护作用。例如，在 ＬＰＳ诱发的 ＡＬＩ动
物实验中，多西环素可通过减弱 ＭＭＰ９和 ＭＭＰ２
的活性改善肺损伤［１３］。Ｃａｒｎｅｙ等［１４］在内毒素诱

发 ＡＲＤＳ的猪模型中也发现，预防性使用一种强
效的 ＭＭＰｓ抑制剂———化学修饰的四环素 ３
（ＣＯＬ３），通过降低 ＬＰＳ诱导的 ＢＡＬＦ中 ＭＭＰ９
和ＭＭＰ２浓度的增加减轻肺损伤。因此，ＭＭＰ９
和 ＭＭＰ２成为极具吸引力的靶标。但目前
ＭＭＰｓ抑制剂的研究还处于发展阶段，其不良反
应限制了它们的应用，尚无安全的 ＭＭＰｓ抑制剂
可以用于临床。

利多卡因是临床上常用的局麻药，广泛应用

于局部神经阻滞和抗心律失常，价格便宜，安全

度高。许多研究表明，利多卡因具有显著的抗炎

作用。多项研究提示，利多卡因在 ＡＬＩ的动物模
型中具有较好的组织保护作用，能够减轻高浓度

氧和内毒素引起的肺损伤［１５］，但是机制不明。因

此，本研究拟探讨利多卡因通过抑制血浆中

ＭＭＰ９和 ＭＭＰ２的活性而改善 ＬＰＳ诱导的 ＡＬＩ
的可能性和作用机制。

!

　材　料

１１　药品与试剂
ＬＰＳ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；盐酸利多卡因注射液

（湖北天药药业股份有限公司）；βａｃｔｉｎ抗体（鼠
源，１∶１０００稀释）（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；兔源
ｐｐ３８抗体（１∶１０００稀释）；羊抗兔二抗（１∶４０００
稀释）、羊抗鼠二抗（１∶４０００稀释）（美国 ＣｅｌｌＳｉｇ
ｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；一次性使用抗凝管（含
ＥＤＴＡ·Ｋ２，江苏新康医疗器械有限公司）；其他化
学试剂均来源于上海沪试公司。

１２　仪　器
ＭｉｎｉＰｒｏｔｅａｎ４电泳仪、ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４６５分析

软件、ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋化学发光仪（美国 ＢｉｏＲａｄ
公司）；超纯水机（ＵＰＨＩＶ１０Ｔ，成都超纯科技有限
公司）。

１３　动　物
健康成年雄性 ＩＣＲ小鼠，清洁级，体质量

（２０±２）ｇ，８～９周龄，由上海西普尔必凯实验动
物有限公司提供，合格证号：２０１８０００６００７６０７，使用
许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０１８０００６。所有动物实验均
符合动物伦理委员会标准。

"

　方　法

２１　动物分组及给药
将雄性ＩＣＲ小鼠随机分为空白对照组、急性肺

损伤模型组、模型利多卡因治疗组（２、４和８ｍｇ／ｋｇ
３种剂量）、单独给予利多卡因组（８ｍｇ／ｋｇ，ｉｖ），
每组８只。空白对照组不作任何处理。急性肺
损伤模型组：腹腔注射 ＬＰＳ１０ｍｇ／ｋｇ；模型利多
卡因治疗组：造模前３０ｍｉｎ分别尾静脉注射２、４
和８ｍｇ／ｋｇ３种剂量的利多卡因，每１２小时１次，
连续注射３ｄ；单独给予利多卡因组：在基础情况
下尾静脉注射 ８ｍｇ／ｋｇ利多卡因，每 １２小时 １
次，连续注射３ｄ。按照实验需求，分别观察小鼠
７ｄ生存率。
２２　肺的湿重／干重比

为了进一步研究利多卡因在 ＡＬＩ中作用，取
１８只ＩＣＲ小鼠，分组同上，尾静脉注射不同剂量的
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利多卡因（２、４和８ｍｇ／ｋｇ）预处理３０ｍｉｎ后，再腹
腔注射ＬＰＳ刺激１２ｈ诱导ＡＬＩ［１６］。小鼠经颈动脉
采血处死后，开胸取左右两肺，吸干表面水分，去除

支气管后称湿重，再置６０℃烘箱中干燥７２ｈ至重
量不再变化，称干重，计算肺组织湿重／干重比，估
计肺组织的水肿程度。

２３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ｐｐ３８蛋白的变化情况
提前３０ｍｉｎ尾静脉注射不同剂量的利多卡因

（２、４和８ｍｇ／ｋｇ）后，给予小鼠 ＬＰＳ造模１２ｈ，使
用１％戊巴比妥腹腔注射麻醉（１００ｍｇ／ｋｇ），左肺
上部切取一小块组织。按每 ２０ｍｇ肺组织加入
ＲＩＰＡ强裂解液１５０μＬ，处理样品，采用 ＢＣＡ蛋白
浓度测定试剂盒测定蛋白浓度。经聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离蛋白，并转移至 ＰＶＤＦ膜上，５％ ＢＳＡ
封闭液室温封闭 ２ｈ，加入抗 ｐｐ３８的一抗
（１∶１０００），４℃摇晃过夜，ＴＢＳＴ洗 ３次，每次
１０ｍｉｎ，加入二抗，室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，每
次１０ｍｉｎ，显色。以 βａｃｔｉｎ（１∶５０００）为内参。采
用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行数据分析。
２４　明胶酶谱法检测ＭＭＰ９和ＭＭＰ２的活力

利多卡因（２、４和８ｍｇ／ｋｇ，ｉｖ）提前０５ｈ给药
后，小鼠腹腔注射ＬＰＳ，经１２ｈ后，眼眶取血，３０００
ｒ／ｍｉｎ，４℃，离心１０ｍｉｎ取上层血浆。用超纯水稀
释３０倍后，加上样缓冲液，涡旋混匀，在分离胶中
加入０１％明胶，进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，并对
分离胶进行洗脱、孵育，用１％考马斯亮蓝染色，经
脱色后，使用化学发光仪采集图像。

２５　数据统计
采用ＳＰＳＳ１２０统计学软件对研究数据进行

统计分析。计量资料以 珋ｘ＋ｓ表示，组间比较采用ｔ
检验；计数资料以百分率（％）表示，采用 χ２检验。
Ｐ＜００５表示差异具有统计学意义。

#

　结　果

３１　利多卡因对 ＬＰＳ介导的小鼠急性肺损伤生
存率的影响

如图１所示，利多卡因能有效提高ＡＬＩ小鼠生
存率。ＬＰＳ组和ＬＰＳ＋２ｍｇ／ｋｇ利多卡因组小鼠４ｄ
内全部死亡。但当小鼠分别接受４和８ｍｇ／ｋｇ利多
卡因处理时，７ｄ生存率显著提高。其中８ｍｇ／ｋｇ
剂量组７ｄ生存率达到３７５％，而单独给予利多卡
因则不会引起小鼠死亡。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｉｄｏｃａｉｎｅｏｎｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ
（ＡＬＩ）ｍｉｃｅＰｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｌｉｄｏｃａｉｎｅｃｏｕｌｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅ
ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＡＬＩｍｉｃｅ（ｎ＝８）
ＬＰＳ：Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

３２　利多卡因对肺组织湿／干重比的影响
各组小鼠７２ｈ肺组织湿／干重比（Ｗ／Ｄ）变化

如图２所示。与对照组相比，ＬＰＳ组小鼠的肺组织
湿／干重比明显增大。与 ＬＰＳ组相比，利多卡因给
药组的肺组织湿／干重比减小，其中利多卡因
８ｍｇ／ｋｇ剂量组的肺组织湿／干重比与 ＬＰＳ组相比
显著降低（Ｐ＜００５）。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｉｄｏｃａｉｎｅｏｎｗｅｔ／ｄｒｙ（Ｗ／Ｄ）ｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏｏｆｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅｓＴｈｅｌｕｎｇＷ／Ｄｒａｔｉｏｗａｓｅｖｉｄｅｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｉｎｌｉｄｏｃａｉｎｅ（８ｍｇ／
ｋｇ）ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ

３３　利多卡因对ＡＬＩ小鼠肺组织ｐ３８磷酸化水平
的影响

如图 ３所示，与对照组相比，ＬＰＳ（给药后
１２ｈ）能够显著增加 ｐ３８的磷酸化水平，而利多卡
因能够剂量依赖性地抑制急性肺损伤后小鼠肺部

ｐｐ３８的高表达（与 ＬＰＳ组相比，Ｐ＜００５），其中
８ｍｇ／ｋｇ利多卡因抑制作用最为显著。
３４　利多卡因对ＡＬＩ小鼠血浆中ＭＭＰ９和ＭＭＰ
２活性的影响

由图 ４可知，ＬＰＳ组小鼠血浆中 ＭＭＰ９和
ＭＭＰ２的活性显著升高（与空白对照组相比，Ｐ＜
００５）。而尾静脉注射８ｍｇ／ｋｇ利多卡因能够显著
抑制小鼠血浆中ＭＭＰ９和 ＭＭＰ２的活性（与 ＬＰＳ

２８１



第５１卷第２期　　郑彬彬，等：利多卡因抑制基质金属蛋白酶活性改善脂多糖诱导的小鼠急性肺损伤的机制研究

组相比，Ｐ＜００５），其对 ＭＭＰ９和 ＭＭＰ２的抑制
率分别为７４％和３０％。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｉｄｏｃａｉｎｅｏｎｐ３８ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆ
ＡＬＩｍｉｃｅＬｉｄｏｃａｉｎｅｄｅｃｒｅａｓｅｄＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｐ３８ｉｎｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅｓｏｆＡＬＩｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｌｉｄｏｃａｉｎｅｏｎＭＭＰ９ａｎｄＭＭＰ２ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｐｌａｓｍａ．
ＬｉｄｏｃａｉｎｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｔｔｅｎｕａｔｅｄＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ
ＭＭＰ９ａｎｄＭＭＰ２ｉｎｐｌａｓｍａ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１
ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

$

　讨　论

ＡＬＩ是脓毒症发病时出现最早、发生率最高的
并发症，可导致威胁生命的呼吸衰竭，病死率极高。

目前针对脓毒症肺损伤的主要治疗措施包括早期

目标治疗、肺保护性通气治疗、小剂量糖皮质激素

治疗、抗凝治疗、吸入一氧化氮等血管扩张剂治疗

等，但其病死率仍居高不下。有研究表明，利多卡

因预先给药能够减轻内毒素性急性肺损伤［１５］，但

机制不明。在本研究中，使用腹腔内注射 ＬＰＳ诱
导ＡＬＩ小鼠模型来研究利多卡因对 ＡＬＩ的影响。
结果发现利多卡因显著提高了小鼠存活率，减轻了

肺水肿，并剂量依赖性地下调 ｐｐ３８、ＭＭＰ９和
ＭＭＰ２等促炎性介质的水平。结果表明，利多卡
因对ＬＰＳ诱导的ＡＬＩ小鼠具有保护作用。

过去的研究发现，在脓毒症诱导的肺损伤中，

中性粒细胞大量浸润，并显著激活 ＭＭＰ９［１７］。在
本实验中，给予 ＬＰＳ后能够显著提高小鼠血浆中
ＭＭＰ９和ＭＭＰ２的活性。前期的研究表明，ＭＭＰ
９在肺组织中浓度越高，肺损伤度也越严重，而
ＭＭＰｓ抑制剂在肺损伤的实验模型中具有保护作
用［１３－１４］。本课题组已经证明，给予 ＭＭＰ９抑制剂
多西环素可以改善百草枯导致的急性肺损伤［７］。

这些研究均说明 ＭＭＰ９和 ＭＭＰ２与 ＡＬＩ／ＡＲＤＳ
的发病机制密切相关。

本研究还发现，利多卡因能够显著抑制 ＬＰＳ
诱导的 ＭＭＰ９和 ＭＭＰ２的活性上升，并且对
ＭＭＰ９的抑制效果要优于ＭＭＰ２。根据实验室之
前的研究［７］，推测 ＭＭＰ９可能主要参与了 ＬＰＳ诱
导的急性肺损伤期，而 ＭＭＰ２主要参与了之后的
修复和纤维化期。以往的研究也发现，利多卡因能

够负性调节 ＬＰＳ介导的 Ｔｏｌｌ样受体 ４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ４，ＴＬＲ４）信号的激活，而 ＴＬＲ４信号的激
活是给予ＬＰＳ后快速诱导 ｐｐ３８表达水平增加的
核心机制［１８］。本研究结果发现，利多卡因能够剂

量依赖性抑制ＬＰＳ诱导的肺组织中ｐｐ３８的激活。
提示利多卡因可能通过抑制 ＴＬＲ４信号，进而抑制
ＭＭＰ９和ＭＭＰ２的激活从而改善脓毒症诱导的
急性肺损伤。

利多卡因属于酰胺类局部麻醉药，在种类繁多

的抗心律失常药物分类中属于轻度阻滞 Ｎａ离子
通道的Ⅰｂ类药物。近年来由于对其药理作用的深
入研究，使其在临床许多学科中的应用有了新进展。

例如治疗哮喘持续状态、癫痫、惊厥、脑缺血与脑保

护、呃逆等。目前临床应用利多卡因抗心律失常的

推荐剂量为首次剂量１０～１５ｍｇ／ｋｇ静脉注射，若
需第２次给药，剂量为０５０～０７５ｍｇ／ｋｇ［１９］。经过
换算，最高给药剂量在临床给药范围内，具有较好

的安全性。

综上所述，利多卡因能够通过抑制血浆中

ＭＭＰ９和 ＭＭＰ２的活性减轻 ＬＰＳ诱导的小鼠急
性肺损伤，提示其在临床上可能具有抗急性肺损伤

的作用，为临床预防和治疗ＡＬＩ提供了新的思路。
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