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［摘 要］ 目的：研究利多卡因（lidocaine，Lido）对阿霉素（doxorubicin，Dox）引起小鼠心脏损伤的治疗效果及作用机制。方

法：32只SPF小鼠随机分为Saline组、Dox组、Dox+Lido组 、Lido组4组（n=8），观察并检测各组小鼠体重、生存率、多普勒血流成

像、心电图、心脏超声，以及血浆肌酸激酶同工酶（creatine kinase⁃MB，CK⁃MB）、肌钙蛋白 I（cardiac troponin I，cTnI），心肌组织中

组织因子（tissue factor，TF）、基质金属蛋白酶9（matrix metalloprotein 9，MMP⁃9）、磷酸化磷酸腺苷活化蛋白激酶（phosphorylated
adenosine 5’⁃monophosphate⁃activated protein kinase，p⁃AMPK）、缝隙连接蛋白（connexin43，Cx43）、细胞因子信号转导抑制因子

3（recombinant suppressors of cytokine signaling 3，SOCS3）的含量。结果：与Saline组比较，Dox组小鼠体重、生存率明显降低，心

率降低、QRS波时限及QT间期延长，血浆CK⁃MB、cTnI值明显上升，心脏挛缩，心腔变小，TF、MMP⁃9升高，心脏组织中 p⁃
AMPK、SOCS3、Cx43表达减低；与Dox组相比，Dox+Lido组小鼠体重、生存率增加，心率上升，QRS波时限及QT间期正常，血浆

CK⁃MB、cTnI值处于正常区间，心脏大小未见明显改变，TF、MMP⁃9降低，心脏组织中p⁃AMPK、SOCS3、Cx43表达增加。结论：

利多卡因能通过激活p⁃AMPK/SOCS3/Cx43信号通路和抑制TF/MMP⁃9高表达改善阿霉素诱导的急性心肌损伤。
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［Abstract］ Objective：To study the therapeutic effect and mechanism of Lidocaine（Lido）on cardiac damage（Doxorubicin）in mice.
Methods：Thirty ⁃ two SPF mice were randomly divided into four groups（n=8）：saline group，Dox group，Dox+Lido group，and Lido
group. The observation and detection of body weight，survival rate，Doppler flow imaging，ECG，cardiac ultrasound，plasma creatine
kinase isoenzyme（CreatineKinase⁃MB，CK⁃MB），Troponin I（Cardiac troponin I，cTnI），tissue factor（TF）in the myocardial tissue，
matrix metalloproteinase 9（MMP⁃9），phosphorylated adenosine 5’⁃monophosphate⁃activated protein kinase（p⁃AMPK），gap junction
protein（connexin43，Cx43），inhibitor of cytokine signaling 3（recombinant suppressors of cytokine signaling 3，SOCS3）content.
Results：Compared with the saline group，the mice in the Dox group showed the decreased body weight and survival rate，reduced heart
rate，limited QRS wave time，prolonged QT interval，cardic contracture，small cardiac cavity，and increased expression of plasma CK⁃
MB and cTnI but decreased expression of p⁃AMPK，SOCS3 and Cx43. Compared with the Dox group，mouse weight，survival rate and
heart rate were increased in the Dox + Lido group. Moreover，the QRS wave time and the QT interval as well as the plasma expression
of CK ⁃MB and cTnI were normal in the Dox + Lido group mice. Also，no significant changes in cardiac size were observed. The
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阿霉素（doxorubicin，Dox）是一种有效的化疗药

物，临床广泛用于肿瘤（例如卵巢癌、乳腺癌和胃肠

道癌）的治疗，但阿霉素引起的心脏毒性极大地限

制了其在临床治疗中的应用［1-2］。最严重的阿霉素

相关的心脏毒性是心肌病，其可导致充血性心力衰

竭。通常认为阿霉素诱导的心脏毒性与氧化应激

有关［3］，但最近有研究表明氧化应激可能并不是其

核心机制［4］，因此，阿霉素诱导的心脏毒性的确切机

制值得我们进一步探究。

阿霉素可导致心律失常，包括心脏起搏异常和

传导异常，主要表现为心率减慢、QRS波时限延长、

QT间期延长等［5］。心脏中缝隙连接蛋白43（connex⁃
in43，Cx43）是心室间隙连接的主要成分，在相邻心

肌细胞之间的电和代谢耦合中起着至关重要的作

用。Cx43的数量和分布的改变可导致心脏电生理

传导改变、不协调收缩和整体心功能下降。大量文

章指出，化疗可以降低Cx43表达，并且诱发Cx43的
磷酸化及间隙连接结构破坏［6］。

磷酸腺苷活化蛋白激酶（adenosine 5’⁃mono⁃
phosphate⁃activated protein kinase，AMPK）参与多种

分解代谢和合成代谢信号通路，是一种氧化还原传

感器和调节剂［7］。AMPK的激活是通过磷酸化实现

的，即将一个磷酸基团添加到AMPK的蛋白质结构

上。最近的研究表明，缺氧通过活性氧（reactive ox⁃
ygen species，ROS）介导激活钙离子通道的开放进而

激活AMPK，激活的AMPK能恢复心肌细胞的ATP
供应，说明AMPK对缺血性损伤下的心肌细胞具有

保护作用，但具体机制尚未阐明［8］。细胞因子信号

转导抑制因子 3（recombinant suppressors of cytokine
signaling 3，SOCS3）作为一种炎症抑制因子，又称为

炎症刹车在心脏中的保护作用已有报道，适当地激

活AMPK可以上升 SOCS3诱发炎症耐受［9］，但在化

疗性心脏病中AMPK的激活与SOCS3的关系尚待进

一步探究。

利多卡因（lidocaine，Lido）是一种广泛使用的短

效局麻药和抗快速型心律失常药物。既往研究表

明，低剂量静脉注射利多卡因对于心脏缺血再灌注

损伤具有保护作用［10］。本次研究通过观察利多卡

因对于Dox引起的心脏毒性和心律失常的保护，探

究其是否通过激活AMPK、上调SOCS3/Cx43通路从

而改善Dox引起的心肌损伤。

另一方面，有研究表明，组织因子（tissue factor，
TF）在心血管疾病进程中发挥重要作用，是治疗心

血管疾病的重要靶标［11］。我们前期研究结果表明，

在化疗导致的神经病理性疼痛中，TF信号通路介导

的基质金属蛋白酶 9（matrix metalloprotein 9，MMP⁃
9）活性增强是化疗痛的重要病理机制［12-13］，但在化

疗性心脏病中尚未有研究。因此，利多卡因能否通

过激活AMPK抑制TF/MMP⁃9信号通路发挥心脏保

护作用是本研究的另一重要目标。

1 材料和方法

1.1 材料

体重 23~25ｇ，6周龄，雄性，SPF级C57BL/6小

鼠［南京医科大学动物实验中心（实验动物符合 3R
原则，经实验动物伦理委员会批准，伦理编号：IA⁃
CUC⁃2203011）］。小鼠可以自由获取食物和水，环

境温度22~25 ℃，相对湿度50％~60％，每笼5只，下

有柔软的垫层。实验中小鼠饲养及取材均符合相

关规定。

盐酸利多卡因注射液（上海朝晖药业有限公

司），盐酸多柔比星（Dox，深圳万乐药业有限公司），

TF、MMP⁃9、p⁃AMPK抗 体（Abcam公司，英国），Cx43
抗体（CST公司，美国），Western 一抗稀释液、West⁃
ern二抗稀释液（上海碧云天生物技术有限公司），小

动物心电图机（成都泰盟软件有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 模型建立

32只小鼠随机分为 4组，每组 8只，分别为 Sa⁃
line组（单次腹腔注射生理盐水 1 mL/100 g）、Dox组
（单次腹腔注射Dox 20 mg/kg建立模型）、Dox+Lido
组（尾静脉注射Lido 5 mg/kg，间隔 30 min后腹腔注

expression of TF and MMP⁃9 decreased，but p⁃AMPK，SOCS3 and Cx43 levels increased in the heart tissues of the Dox+Lido treated
mice. Conclusion：Lidocaine can alleviate acute doxorubicin⁃induced cardiac injury through activation of the p⁃AMPK/SOCS 3/Cx43
signaling pathway and inhibiting the high TF/MMP⁃9 expression.
［Key words］ doxorubicin；myocardial injury；lidocaine；AMPK；Cx43；SOCS3
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射Dox 20 mg/kg，然后每 24 h尾静脉注射 1次 Lido，
连续 7 d）、Lido组（尾静脉注射Lido 5 mg/kg，每 24 h
尾静脉注射 1次，连续 7 d）。每天称量小鼠体重及

观察死亡率并记录。

1.2.2 心电图检测

各组小鼠于注射前 1 h和注射后 7 d用气麻机

麻醉小鼠（麻药为异氟烷，浓度 3%）后进行心电图

检测。将电极置于右前肢、右后肢和左后肢的皮肤

下，使用小动物心电图机器记录结果，待小鼠心率

及波形稳定后开始记录Ⅱ导联心电图，每次记录的

持续时间至少为2 min。
1.2.3 超声心动图检测

注射 7 d后进行心脏超声检测，检测前给小鼠

备皮，采用异氟烷麻醉小鼠，将小鼠置于检测台

上。四肢以及胸前涂抹导电凝胶，同时检测小鼠心

律，呼吸以及心脏超声。对小鼠左心室各项指标

（射血分数，缩短分数，舒张和收缩末期内径和容

积）进行测量分析。

1.2.4 心肌细胞损伤程度评估

注射后7 d提取各组小鼠血液样本，制备成血浆

并保存在-80 ℃环境中。于南京医科大学动物实验

中心使用全自动生化仪检测血浆中的肌酸磷酸激酶

同工酶（creatine kinase ⁃MB，CK⁃MB）及肌钙蛋白 I
（cardiac troponin I，cTnI）值并记录结果。

1.2.5 HE染色

注射 7 d取材灌注取小鼠的心脏，4%多聚甲醛

固定后，进行石蜡包埋，纵切心脏。脱蜡，苏木素染

色，洗涤；伊红染色，脱水，晾干，封片。显微镜镜

检，图像采集分析。

1.2.6 Western blot法
注射后7 d提取各组小鼠心脏样本在放射免疫

沉淀分析（radio immunoprecipitation assay，RIPA）裂

解缓冲液中进行裂解，测定心肌组织中蛋白的表

达，蛋白质浓度由BCA蛋白质测定法测定。装载蛋

白质并通过聚丙烯酰胺凝胶电泳（polyacrylamide
gel electrophoresis，SDS⁃PAGE）分离后在电泳转移到

聚偏二氟乙烯膜（polyvinylidenefluoride，PVDF）上。

膜在室温下用 5％牛血清白蛋白封闭 2 h，在 4 ℃下

用一抗孵育过夜，洗涤3次每次10 min，使用的主要

抗体包括 TF（1∶1 000）、MMP⁃9（1∶1 000）、p⁃
AMPK（1∶1 000）、Cx43（1∶1 000）、β⁃actin（1∶1 000）；然
后用辣根过化物酶联的二抗孵育。洗膜3次，加增强

型 化 学 发 光 试 剂（enhanced chemiluminescence，
ECL）显色，并进行图像采集。用 Image J软件进行

灰度分析并统计。

1.2.7 激光多普勒考察小鼠足底微循环

在对小鼠进行足底血流检测当天，将小鼠置于

小动物麻醉机的诱导箱中，调至合适的异氟烷气体

浓度对小鼠进行麻醉，麻醉后将小鼠放置于moor⁃
FLPI2多普勒散斑血流仪的镜头下，同时将小鼠口

鼻置于维持麻醉导管处，将小鼠足底放在镜头中

央，进行连续 10 s的血流检测，中途小鼠不能移动，

拍摄结束后，对小鼠足底血流值进行分析、统计。

1.3 统计学方法

应用GraphPad Prism9软件处理数据。两组数

值采用 Student’s t检验分析比较，四组数值采用单

向方差分析中的Bonferroni多重比较检验，P < 0.05
为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 利多卡因对急性心肌损伤小鼠具有保护作用

单次腹腔注射Dox 20 mg/kg建立急性心肌损伤

模型，观察组间小鼠状态发现，Saline组与Lido组小

鼠皮毛柔顺，活动正常，饮食与大、小便均正常；Dox
组与Dox+Lido组小鼠第 3天开始出现活动减少，皮

毛干枯，纳差，其中Dox组出现炸毛，Dox+Lido组第5
天开始逐渐恢复，而Dox组持续状态不佳，甚至出现

死亡。

注射Dox后第 7天取材，比较心脏大小，Dox组
小鼠心脏明显挛缩，Dox+Lido组较Dox组明显改善

（图 1A、B），说明利多卡因对小鼠心脏具有保护作

用。组间死亡率结果显示，Dox组小鼠在给予Dox
注射后第 5天死亡率即达到了 60%，利多卡因治疗

组显著增加小鼠存活率（图 1C）。并且 4组小鼠体

重变化差异也较为明显，第 7天时Dox小鼠体重较

前下降了 40%，Dox+Lido组较Dox组小鼠体重下降

较慢（图1D），对心脏进行HE染色，发现利多卡因能

显著改善阿霉素引起的心肌细胞损伤（图1E），以上

结果从一定程度反映了利多卡因对Dox导致的心脏

毒性抵抗作用。

2.2 利多卡因显著缓解Dox诱导的心电活动异常

及心肌坏死

为了进一步评价利多卡因的心脏保护作用，对

不同组间小鼠心电图情况进行考察，实验结果发

现，Dox组小鼠的心率出现明显的降低，并且 QRS波
时程增加，QT间期延长，利多卡因治疗组可明显改

善以上情况（图2A~D）。进一步检测了小鼠血清的

心肌损伤标志物CK⁃MB，cTnI，实验结果表明，Dox

··1070
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A、B：给予Dox后第7天取材，比较不同组间小鼠心脏大小（n=6）；C：小鼠7 d内存活率（n=6）；D：小鼠7 d内体重变化情况（n=6）；E：取腹腔

注射阿霉素7 d后小鼠心脏，生理盐水灌注后HE染色，镜下观察心肌损伤情况（HE，×40）。与Saline组比较，*P < 0.05；与Dox组比较，#P < 0.05
（n=6）。

图1 利多卡因对急性心肌损伤小鼠具有保护作用

Figure 1 Protective effect of lidocaine on acute myocardial injury in mice
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引起小鼠血清中CK⁃MB，cTnI含量显著升高，给予

利多卡因治疗，小鼠血清中CK⁃MB，cTnI含量明显

降低（图 2E、F）。说明利多卡因能改善Dox引起的

小鼠心率降低，QRS波时程增加，QT间期延长，降低

小鼠血清中CK⁃MB，cTnI含量逆转小鼠心脏损伤，

发挥心脏保护作用。

2.3 利多卡因显著缓解阿霉素心脏毒性引起的心

功能不全

为了验证利多卡因的疗效，采用多普勒超声技

术对小鼠的心功能进行了检测。结果显示，与Dox

A：给予Dox后第7天检测小鼠心电图；B~D：给予Dox后第7天考察小鼠心率、QT间期、QRS波时程（n=6）；E、F：给予Dox后第7天收集小鼠

血清，考察血清中CK⁃MB、cTnI含量。与Saline组比较，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001；与Dox组比较，#P < 0.05，###P < 0.001（n=5）。
图2 利多卡因显著缓解Dox诱导的心电活动异常及心肌坏死

Figure 2 Alleviating effect of lidocaine on abnormal electrical activity and myocardial necrosis by Dox
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组相比，接受医用利多卡因治疗的小鼠室间隔厚度

和左心室后壁厚度明显降低（图 3A~C、F、G），而左

心室内径则显著增加（图3D、E）。然而，射血分数和

缩短分数却出现了与上述结果相反的趋势，模型组

小鼠的射血分数和缩短分数相比Saline组显著升高

（图 3H、I），但因为心室容量发生了明显变化，所以

并不能说明小鼠心功能在阿霉素造模后反而有所

升高。以上结果表明，在经过利多卡因治疗后，阿

霉素心脏毒性引起的心功能不全得到了改善。

2.4 利多卡因通过激活 p⁃AMPK/SOCS3/CX43信号

通路缓解急性心脏损伤

为了进一步探究利多卡因发挥心脏保护作用

的机制，检测了小鼠心脏中的 p⁃AMPK，有研究表

明，AMPK激活可以缓解心肌损伤，但具体机制未阐

明。本实验结果发现，Dox可以引起小鼠心脏中 p⁃
AMPK显著降低，利多卡因可以显著逆转Dox这一

作用（图4），说明利多卡因可以激活AMPK。为了进

一步考察AMPK的下游分子，检测了小鼠心脏中的

SOCS3，即炎症刹车分子。SOCS3作为AMPK的经

典下游已被证实，实验结果同样发现，利多卡因可

以激活AMPK，上调SOCS3（图4A、C）。接着探讨利

多卡因最终作用于哪个靶点进行心脏功能调控，结

果表明，给予小鼠Dox后，心脏中Cx43表达显著降

低，利多卡因治疗可以上调Cx43（图4D），最终增强

心脏节律。因此，利多卡因可能通过激活 p⁃AMPK/
SOCS3/Cx43信号通路缓解急性心脏损伤。

2.5 利多卡因通过抑制TF/MMP⁃9信号通路缓解急

性心脏损伤

利多卡因激活 AMPK 除了可以通过上调

SOCS3/Cx43改善Dox诱导的心脏毒性外，是否还有

其他机制仍然未知。在前期研究工作中显示，

AMPK激活后可以抑制TF/MMP⁃9信号通路缓解化

疗导致的神经病理性疼痛，为研究 TF/MMP⁃9是否

也参与了化疗药物Dox诱导的心脏损伤，本研究采

用激光多普勒考察微循环障碍，发现Dox可诱导小

鼠出现缺血缺氧损伤情况，利多卡因可显著改善局

部微循环障碍（图 5A、B），使用Western blot检测心

脏组织中的TF再一次进行验证，结果与上述一致，
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利多卡因可缓解 Dox引起的 TF表达升高（图 5C、
D），进一步考察了MMP⁃9在急性心脏损伤中的作

用，结果发现，Dox处理组小鼠心脏组织中MMP⁃9表
达量升高，利多卡因治疗组降低了小鼠心脏组织中

MMP⁃9（图 5C、E）。同时验证了心脏组织中凋亡蛋

白的情况，发现造模后小鼠心脏Bax的含量显著上

调，Bcl⁃2的含量显著下调，而利多卡因促进Bcl⁃2的
表达，并抑制Bax的表达（图 5C、F、G）。以上说明，

利多卡因激活AMPK后，还可抑制 TF/MMP⁃9高表

达改善急性心脏损伤。

3 讨 论

阿霉素是一种细胞毒性药物，可单独或与其他

治疗方法如手术、放疗和化疗联合治疗各种恶性肿

瘤。然而，某些类型的心脏疾病，如心肌病和心力

衰竭，也是由Dox的心脏毒性引起的［14］。心脏毒性

可表现为心肌损伤、心功能下降及心脏电生理异常

（心率减慢、QRS波时限延长、QT间期延长、室性和

房性心律失常）等［15］。对于阿霉素引起心脏毒性的

临床治疗目前仍没有较好的方法。阿霉素导致心

脏毒性的可能原因主要有氧化应激、Ca2+超载、选择

性抑制心肌基因表达以及细胞凋亡等，其中最为人

们所认同的原因是氧化应激［16］。有研究指出，炎症反

应可能在其中扮演着重要角色［17］。本实验结果验证

了这一点，TF/MMP⁃9介导的炎症反应在急性心肌

损伤中发挥了重要作用。

利多卡因是一种广泛使用的短效局麻药和抗

心律失常药物，既往研究表明，低剂量静脉注射利多

卡因对于心脏缺血再灌注损伤具有保护作用［18］。本

研究结果显示，经过利多卡因治疗后小鼠TF、MMP⁃
9下降，心律失常得到缓解，心功能得以改善，表明

利多卡因对于阿霉素引起的心脏毒性治疗有效。
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Figure 5 Lidocaine alleviate acute myocardial injury by inhibiting TF/MMP⁃9 signaling pathway
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图4 利多卡因通过激活p⁃AMPK/SOCS3/Cx43信号通路缓解急性心脏损伤

Figure 4 Lidocaine alleviate acute myocardial injury by activating p⁃AMPK/SOCS3/Cx43 signaling pathway
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利多卡因缓解Dox心脏毒性的机制目前尚不明确，

最近的研究表明利多卡因可以通过上调AMPK减轻

炎症反应，而炎症反应是Dox引起的心脏毒性的重

要原因［19］。本实验发现在小鼠心脏组织中Dox+Li⁃
do组AMPK的表达高于Dox组，TF、MMP⁃9的表达

低于 Dox组，因此有理由认为利多卡因通过上调

AMPK起到心肌保护作用。需要指出的是，本次实

验考察的是小鼠外周微循环的缺血，在接下来的工

作中计划利用 SHp 缺血归巢肽靶向作用于损伤区

域检测心脏缺血情况以证明阿霉素诱导心脏发生

了明显缺血改变。

Cx43是一种缝隙连接蛋白，存在于各种细胞的

线粒体中。Cx43的调控是通过磷酸化状态来实现

的，磷酸化水平增加，Cx43表达下降［20］。在Dox引
起的心脏毒性中线粒体Cx43的表达改变了缝隙连

接，导致心肌细胞缝隙链接通透性下降，而Cx43的
失调与心脏保护功能的丧失有关，在患病的心脏中

被高度重构，主要导致心功能下降、心力衰竭、心律

失常等。有研究表明，在病理生理条件下，维持

Cx43的表达/非磷酸化是克服心血管疾病后果的一

个治疗靶点［21］。经过Dox刺激后，小鼠心脏组织中

Cx43表达降低，利多卡因治疗后，Cx43上调，表明利

多卡因可能通过上调Cx43降低Dox引起的心脏毒

性。在循环系统中，利多卡因多作为抢救用药，被

用于急性心肌梗死、洋地黄药物中毒或外科及介入

手术引起的室性心律失常，如室性心动过速、室性

期前收缩以及心室颤动，常见的不良反应包括血压

下降、严重心动过缓、心脏停搏等，尽管有文献指出

低剂量缓慢注射利多卡因对于无基础心脏疾病的

患者是安全的［22］，但是临床上对于利多卡因常规应

用于心脏疾病的治疗仍采取保守态度，因此相关研

究仍需要进一步深入。

通过本次研究，利多卡因静脉注射治疗可以改

善Dox引起的心脏毒性，其机制可能是通过激活心

脏组织中的AMPK，激活 SOCS3/Cx43信号通路，并

且抑制 TF/MMP⁃9信号通路，最终发挥心脏保护作

用。因此，静脉使用利多卡因注射液可能为阿霉素

心脏毒性的临床治疗带来新的思路，但具体的临床

应用仍待进一步验证。
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