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·论著·

  【摘要】 目的 探讨利多卡因调节 RhoA/ROCK 信号通路对缺血性脑卒中（IS）大鼠神经保护作用。

方法 通过线栓法建立模型 IS 大鼠，随机分为模型组、利多卡因低（利多卡因⁃L，5 mg/kg）、中（利多卡因⁃M，

10 mg/kg）、高剂量（利多卡因 ⁃H，20 mg/kg）组以及利多卡因 ⁃H+溶血磷脂酸（LPA）（20 mg/kg 利多卡因+50 
μmoL/L LPA）组，以仅分离但不插尼龙线的大鼠为假手术组 ;干预结束后，对大鼠进行神经功能评分、脑梗

死体积、脑含水量测定；分离脑组织，观察神经元变化、神经细胞凋亡以及 RhoA、ROCK 蛋白表达。结果 

与假手术组相比，模型组大鼠 Zea⁃Longa 评分（3.28±0.33、0.14±0.02）、脑梗死体积（38.09±3.81、0.00±0.00）、含

水量（84.11±2.39、62.95±0.65）、神经细胞凋亡率（39.51±3.96、5.14±0.52）、RhoA（1.16±0.12、0.24±0.03）、ROCK
蛋白（2.15±0.22、0.77±0.08）表达增加（P<0.05）；与模型组相比，利多卡因组大鼠 Zea⁃Longa 评分（2.37±0.24、
1.52±0.16、0.87±0.09）、脑梗死体积（27.42±2.76、16.64±1.68、8.22±0.83）、含水量（75.24±1.46、68.34±1.02、
63.15±0.86）、神经细胞凋亡率（27.08±2.71、18.84±1.89、9.47±0.95）、RhoA（0.78±0.08、0.52±0.06、0.26±0.03）、

ROCK 蛋白（1.66±0.17、1.24±0.13、0.86±0.09）表达显著降低，组间差异有统计学意义（P<0.05）；LPA 逆转了利

多卡因⁃H 对 IS 大鼠的保护作用。结论 利多卡因通过抑制 RhoA/ROCK 信号通路对 IS 大鼠发挥神经保护

作用。
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  【Abstract】 Objective To investigate the neuroprotective effect of lidocaine on ischemic stroke （IS） rats by 
regulating the RhoA/ROCK signaling pathway. Methods A model of IS rats was established by thread occlusion 
method and randomly separated into model group， lidocaine low （lidocaine⁃L， 5 mg/kg）， medium （lidocaine⁃M， 10 
mg/kg）， high⁃dose （lidocaine⁃H， 20 mg/kg） groups， and lidocaine⁃H+Lysophosphatidic acid （LPA） （20 mg/kg li⁃
docaine+50 μmoL/L LPA） group， rats that were separated but not inserted with nylon thread were in the sham opera⁃
tion group， after the intervention， the neurological function score， cerebral infarction volume， and brain water con⁃
tent of the rats were measured； brain tissue was isolated， and changes in neurons， neuronal apoptosis， and expres⁃
sion of RhoA and ROCK proteins were observed. Results Compared to the sham group， Zea⁃Longa score （3.28±
0.33， 0.14±0.02）， cerebral infarction volume （38.09±3.81， 0.00±0.00）， water content （84.11±2.39， 62.95±0.65）， 
apoptosis rate （39.51±3.96， 5.14±0.5） in model group 2）， RhoA （1.16±0.12， 0.24±0.03）， ROCK protein （2.15±
0.22， 0.77±0.08） were increased （P<0.05）； Compared to the model group， Zea ⁃Longa score （2.37±0.24， 1.52±
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0.16， 0.87±0.09）， cerebral infarction volume （27.42±2.76， 16.64±1.68， 8.22±0.83）， water content （75.24±1.46， 
68.34±1.02， 63.15） in lidocaine group ±0.86）， neuronal apoptosis rate （27.08±2.71， 18.84±1.89， 9.47±0.95）， 
RhoA（0.78±0.08， 0.52±0.06， 0.26±0.03）， ROCK protein （1.66±0.17， 1.24±0.13， 0.86±0.09） The expression was 
significantly decreased and there were differences between groups （P<0.05）； LPA reversed the protective effect of li⁃
docaine⁃H on IS rats. Conclusion Lidocaine exerts neuroprotective effects on IS rats by inhibiting the RhoA/ROCK 
signaling pathway.
  【Key words】 lidocaine； Ischemic stroke； RhoA/ROCK； Neuroprotection； Animal model

中风是一种在世界范围内具有高发病率和死

亡 率 的 脑 血 管 疾 病 ，缺 血 性 脑 卒 中（Ischemic 
stroke，IS）主要由脑动脉闭塞引起的中风占中风

的 90%［1］。溶栓疗法和血栓切除术是目前缺血性

卒中的主要治疗方法，然而治疗的有效性受到狭

窄治疗窗的限制［2］。因此寻找更有效的中风治疗

方案是临床的首要任务。缺血性中风可导致神经

血管单元损伤、神经细胞死亡，从而导致严重的神

经症状，因此神经保护是抗缺血性中风药物开发

的热门方向［3-4］。利多卡因是一种钠通道阻滞剂，

用作局部麻醉剂及抗心律失常药物，有研究显示

利多卡因具有神经保护作用，但其潜在机制仍有

待阐明［5］。Ras 基因同源物 A（Rashomologous A， 
RhoA）属于小 GTP 酶家族，广泛分布于细胞质中，

当被激活时可从细胞质进入到细胞膜，RhoA 控制

大量下游效应器的活动，如 Rho 激酶（Rho kinase，
ROCK），是缺血性中风后神经元死亡和轴突变性

和再生的原因［6］，但利多卡因能否通过该机制影

响缺血性中风后的神经保护作用尚未报道，因此

本研究旨在探讨利多卡因 IS 大鼠神经保护作用的

作用及相关机制。 
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 6 周雄性 Sprague⁃Dawley 大鼠

（体质量 190~220 g）购自广东莱迪生物医药研究

院有限公司（SCXK（粤）2022⁃0064），根据动物设

施指南对动物进行护理，大鼠在标准条件下（12/
12 h 光照/黑暗循环，湿度、温度分别为 65%±5%、

22℃~25℃），所有大鼠自由获取食物和水，该研究

已获得动物伦理和使用委员会的批准。

1.1.2 主要试剂 RhoA/ROCK 信号通路激活剂 ⁃
溶血磷脂酸（Lysophosphatidic acid，LPA）（中国南

京博研生物）；利多卡因（宜昌永诺药业），尼氏染

色液、二喹啉甲酸（Bicinchoninic acid，BCA）试剂盒

（碧云天），氯化三苯基四氮唑溶液（2，3，5⁃triphe⁃
nyl tetrazolium chloride， TTC）溶液（美国 Thermo）， 
TUNEL 试剂盒（上海生工生物），RhoA、ROCK 一抗

（Abcam），等。

1.2 方法

1.2.1 IS 大鼠模型的制备及干预 随机选取 65 只

大鼠通过线栓法建立 IS 大鼠模型［7］：将麻醉大鼠

于皮肤正中进行切口，分离左侧颈总动脉、颈内、

外动脉，在结扎并切断大脑中动脉后，将标准尼龙

缝合线插入左侧颈外动脉，并进一步进入颈内动

脉，直到有轻度阻力的感觉，表明大脑中动脉的起

点被堵塞，固定 2 h 后，抽出尼龙缝合线，缝合伤

口。次日对造模大鼠进行 Zea⁃Longa 评分，评分满

足 1~3 分标志着 IS 大鼠构建成功，及时补充足量

的大鼠进行造模。将 60 只大鼠随机分为模型组、

利多卡因低（利多卡因⁃L）、中（利多卡因⁃M）、高剂

量（利多卡因⁃H）组以及利多卡因⁃H+LPA 组，并以

仅分离但不插尼龙线的 12 只大鼠为假手术组。

假手术组、模型组分别腹腔注射生理盐水干预；利

多卡因⁃L 组、M 组、H 组分别腹腔注射 5 mg/kg、10 
mg/kg、20 mg/kg 利多卡因进行干预［8］；利多卡因 ⁃
H+LPA 组 在 20 mg/kg 利 多 卡 因 基 础 上 ，以 50 
μmoL/L LPA 腹腔注射干预［9］，每组每天 1 次，连

续 2 周。

1.2.2 神经功能评分 以 Zea⁃Longa 评分标准［10］进

行评估各组大鼠神经功能。

1.2.3 脑梗死体积测定 随机选取 4 只大鼠，麻醉

并对大鼠实施安乐死，取出大脑深度麻醉后，迅速

取出大脑，并切成 2 mm 厚的切片。然后将切片置

于 24 孔板中，然后在 37℃下在含 2% TTC 溶液中

孵育 20 min，使用 Image J 软件测量脑梗死体积。

1.2.4 脑含水量测定 TTC 染色后，将脑切片的梗

塞侧分离，电子天平称取湿重，然后在 100℃的烘
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表 2 各组大鼠脑梗死体积和含水量的比较（Mean±SD）
组别

假手术组

模型组

利多卡因⁃L 组

利多卡因⁃M 组

利多卡因⁃H 组

利多卡因⁃H+LPA 组

F 值

P 值

n

4
4
4
4
4
4

脑梗死体积（mm3）

0.00±0.00
38.09±3.81*

27.42±2.76#

16.64±1.68#△

8.22±0.83#△▲

26.85±2.69&

142.768
0.000

脑含水量（%）

62.95±0.65
84.11±2.39*

75.24±1.46#

68.34±1.02#△

63.15±0.86#△▲

79.01±1.75&

139.072
0.000

 注：与假手术组比较，*P<0.05；与模型组比较，#P<0.05；与利多

卡因⁃L 组比较，△P<0.05；与利多卡因⁃M 组比较，▲P<0.05；与利多

卡因⁃H 组比较，&P<0.05

表 1 各组大鼠 Zea⁃Longa 评分的比较（分，Mean±SD）
组别

假手术组

模型组

利多卡因⁃L 组

利多卡因⁃M 组

利多卡因⁃H 组

利多卡因⁃H+LPA 组

F 值

P 值

n

12
12
12
12
12
12

评分

0.14±0.02
3.28±0.33*

2.37±0.24#

1.52±0.16#△

0.87±0.09#△▲

2.11±0.22&

362.426
0.000

 注：与假手术组比较，*P<0.05；与模型组比较，#P<0.05；与利多

卡因⁃L 组比较，△P<0.05；与利多卡因⁃M 组比较，▲P<0.05；与利多

卡因⁃H 组比较，&P<0.05

箱中干燥，直到其重量在 1 h 内无变化，称取干重，

脑含水量（%）=（湿重-干重）/湿重×100%。

1.2.5 尼氏、TUNEL 染色观察神经元变化及神经

细胞凋亡 麻醉剩余大鼠，经心灌注 0.9% 冷肝素

化盐水，并用 4% 多聚甲醛固定部分脑组织，石蜡

包埋，并以 4 μm 的厚度切片用于尼氏染色、TU⁃
NEL 染色以观察神经元变化及细胞凋亡。

1.2.6 Western blot 检测脑组织中 RhoA、ROCK 蛋

白表达 使用 BCA 蛋白检测试剂测量蛋白浓度

前，先进行组织提取总蛋白；在电泳转移到 PVDF
膜之前，使用 12% SDS⁃PAGE 凝胶分离蛋白样品，

在室温下膜封闭 2 h，然后在 4℃下 RhoA、ROCK 一

抗孵育过夜。次日，将膜在室温下与辣根过氧化

物酶偶联的第二抗体孵育 2 h，并用增强的 ECL 系

统检测，图像分析系统扫描并定量分析蛋白表达。

1.3 统计学方法

实验数据采用 SPSS 27.0 软件分析。正态分

布的计量资料结果以以均值±标准差 （Mean±SD）
表示，单因素方差分析用于多组间比较，以 SNK⁃q
检验进一步两两比较。P<0.05 为差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 利多卡因对各组大鼠Zea⁃Longa评分的影响

与假手术组相比，模型组大鼠 Zea⁃Longa 评分

显著增加（P<0.05）；与模型组相比，利多卡因 ⁃L
组、M 组、H 组大鼠 Zea⁃Longa 评分显著降低，组间

差异有统计学意义（P<0.05）；与利多卡因⁃H 组相

比，利多卡因 ⁃H+LPA 组大鼠 Zea⁃Longa 评分显著

增加（P<0.05，表 1）。

2.2 利多卡因对各组大鼠脑梗死体积和脑含水量

的影响

与假手术组相比，模型组大鼠脑梗死体积、含

水量显著增加（P<0.05）；与模型组相比，利多卡因⁃
L 组、M 组、H 组大鼠脑梗死体积、含水量显著降

低，组间差异有统计学意义（P<0.05）；与利多卡因⁃
H 组相比，利多卡因 ⁃H+LPA 组大鼠脑梗死体积、

含水量显著增加（P<0.05，表 2）。

2.3 利多卡因对各组大鼠海马神经元的影响

假手术组大鼠海马区神经元数量较多，排列

有序且形态饱满；模型组神经元数量减少，结构萎

缩；利多卡因⁃L 组、M 组、H 组神经元结构及数量

较模型组改善，但利多卡因⁃H+LPA 组较较利多卡

因⁃H 组神经元结构异常、数量减少（图 1）。

2.4 利多卡因对各组大鼠神经细胞凋亡变化的

影响

与假手术组相比，模型组大鼠神经细胞凋亡

率显著增加（P<0.05）；与模型组相比，利多卡因⁃L
组、M 组、H 组大鼠神经细胞凋亡率显著降低，组

间差异有统计学意义（P<0.05）；与利多卡因⁃H 组

相比，利多卡因⁃H+LPA 组大鼠神经细胞凋亡率显

著增加（P<0.05，见图 2、表 3）。

2.5 利多卡因对各组大鼠RhoA、ROCK蛋白表达

的影响

与假手术组相比，模型组大鼠 RhoA、ROCK 蛋

白表达显著增加（P<0.05）；与模型组相比，利多卡

因⁃L 组、M 组、H 组大鼠 RhoA、ROCK 蛋白表达显

著降低，组间差异有统计学意义（P<0.05）；与利多
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利多卡因⁃H
+LPA 组

利多卡因⁃H 组

利多卡因⁃M 组

利多卡因⁃L 组

模型组

假手术组

TUNEL DPI Merge

图 2 利多卡因对各组大鼠神经细胞凋亡的影响（TUNEL 染色，×200）

CCCCCCCCCCA CCCCCCCCCCB CCCCCCCCCCC

CCCCCCCCCCD CCCCCCCCCCE CCCCCCCCCCF

图 1 利多卡因对各组大鼠海马神经元的影响（尼氏染色，×200） A. 假手术组；B. 模型组；C. 利多卡因-L 组；D. 利多卡因-M 组；E.
利多卡因-H 组；F. 利多卡因-H+LPA 组

459



解剖学研究 2024 年第 46 卷第 5 期　Anat Res, 2024, Vol. 46, No.5

 注：*与假手术组比较，*P<0.05；#与模型组比较，#P<0.05；△与利

多卡因⁃L 组比较，△P<0.05；▲与利多卡因⁃M 组比较，▲P<0.05；☆与

利多卡因⁃H 组比较，☆P<0.05

表 3 各组大鼠神经细胞凋亡率比较（%，Mean±SD）
组别

假手术组

模型组

利多卡因⁃L 组

利多卡因⁃M 组

利多卡因⁃H 组

利多卡因⁃H+LPA 组

F 值

P 值

n

8
8
8
8
8
8

凋亡率

5.14±0.52
39.51±3.96*

27.08±2.71#

18.84±1.89#△

9.47±0.95#△▲

26.24±2.65☆

219.677
0.000

卡因 ⁃H 组相比，利多卡因 ⁃H+LPA 组大鼠 RhoA、

ROCK 蛋白表达显著增加（P<0.05，图 3）。

3 讨 论

中风包括脑血管阻塞引起的缺血性中风和脑

血管破裂出血性中风，是一种导致严重神经功能

缺损的急症，而缺血性中风每年有一千多万新发

中风病例［11⁃12］。目前缺血性卒中最有效的治疗方

法仍然是溶栓治疗，但只有少数患者在卒中发作

后的 4 h 至 6 h 接受了有效的溶栓治疗［13］。因此

寻找有效的治疗药物至关重要。

研究表明许多麻醉药物在脑缺血中风中发挥

神经保护作用，如咪达唑仑、异氟烷等［14⁃15］。利多

卡因是一种广泛使用的局部麻醉剂，对心肺疾病

的患者的认知功能可进行有效改善［16］。此外，利

多卡因在缺氧、局部缺血、术后认知功能障碍和神

经内分泌疾病中也发挥保护作用［17］。Jiang 等［18］

研究发现利多卡因通过调节 NF⁃ κB p65 和 p38 
MAPK 信号通路对脑缺血再灌注损伤大鼠具有保

护作用，为缺血再灌注损伤的治疗提供了候选药

物。本研究通过动脉阻塞法建立 IS 大鼠模型，结

果发现模型大鼠 Zea⁃Longa 评分显著提高，并伴随

神经功能缺损症状如精神萎靡、行走向对侧歪倒

或转圈，同时还发现大鼠脑梗死体积、脑含水量明

显增加，与江海洋等［10］结果相吻合，进一步说明大

鼠造模成功。研究结果模型大鼠神经细胞凋亡增

加，神经元数量减少，结构萎缩，而先前研究表明

细胞凋亡是脑缺血损伤机制中引发神经损伤的重

要指标［19］，提示 IS 大鼠伴随神经功能损伤。但经

利多卡因干预后，大鼠 Zea⁃Longa 评分降低，神经

元结构及数量得到改善，脑梗死体积、脑含水量、

神经细胞凋亡率现在降低，表明利多卡因可减轻

IS 大鼠神经损伤。

RhoA/ROCK 信号通路能够调节多种生物过

程，如基因转录、周期进程、细胞间粘附、神经元存

活与死亡等，异常的 RhoA/ROCK 信号传导被广泛

认为与人类大量疾病如糖尿病性肾病、脑损伤等

的发生有关［20］。研究显示，RhoA/ROCK 通路在中

风中起着至关重要的作用，上调其表达可促进神

经炎症、神经元凋亡、星形胶质细胞增生与血脑屏

障功能障碍，抑制其表达是一种有前途的治疗方

法［21］。Zhao 等［22］证明在脑缺血/再灌注损伤中，下

调 RhoA、ROCK 蛋白表达可发挥显著神经保护作

用。本研究结果显示模型组大鼠脑组织中 RhoA、

ROCK 蛋白表达上调，提示 RhoA/ROCK 信号通路

激活与 IS 的发生息息相关。但经利多卡因干预

后，RhoA、ROCK 蛋白表达被抑制，大鼠神经损伤

得到改善，推测利多卡因通过抑制 RhoA/ROCK 信

号通路实现 IS 大鼠的神经保护。为进一步验证实

验结论，以 RhoA 激活剂⁃LPA 进行干预，结果发现

LPA 逆转了利多卡因对 IS 大鼠的神经保护作用，

表明利多卡因对 IS 大鼠的神经保护，与抑制

RhoA/ROCK 信号通路有关。

综上所述，利多卡因通过抑制 RhoA/ROCK 信

号通路减轻 IS 大鼠脑梗死及脑含水量，抑制神经
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图 3 利多卡因对各组大鼠 RhoA、ROCK 蛋白表达的影

响（n=8） A. 假手术组；B. 模型组；C. 利多卡因 ⁃L 组；D. 利多卡

因 ⁃M 组；E. 利多卡因⁃H 组；F. 利多卡因⁃H+LPA 组。*与假手术组

比较，*P<0.05；#与模型组比较，#P<0.05；△与利多卡因⁃L 组比较，
△P<0.05；▲与利多卡因⁃M 组比较，▲P<0.05；☆与利多卡因⁃H 组比

较，☆P<0.05
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元凋亡，进而发挥神经保护作用，为 IS 治疗提供理

论依据，但该机制是否涉及其他机制仍需探讨。
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