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摘要：目的　探究罗哌卡因对脓毒性脑病（ＳＡＥ）模型小鼠脑胶质细胞环磷酸鸟
苷－磷酸腺苷合酶 －干扰素基因刺激因子（ｃＧＡＳ／ＳＴＩＮＧ）通路的影响，及其相
关作用机制。方法　将小鼠随机分为空白组、模型组、实验组和对照组，每组
１５只。除空白组和对照组外，其余２组用脂多糖腹腔注射法建立脓毒症小鼠模
型。实验组和对照组均腹腔注射０３ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１罗哌卡因；空白组和模型组
均腹腔注射等体积０９％ＮａＣｌ。４组小鼠每天给药１次，连续给药７ｄ。用Ｍｏｒｒｉｓ
水迷宫检测小鼠脑认知功能，用实时荧光定量聚合酶链反应法检测小鼠脑炎症

因子ｍＲＮＡ水平，用蛋白质印迹法检测小鼠脑 ｃＧＡＳ和 ＳＴＩＮＧ蛋白相对表达水
平，用免疫荧光染色法检测 ｃＧＡＳ／ＳＴＩＮＧ通路相关蛋白的荧光强度相对值。
结果　空白组、模型组、实验组和对照组的探索时间占比分别为（０４８±０１０）％、
（０２３±００５）％、（０３７±００４）％和（０４６±００７）％，平台穿越次数分别为
（４６７±０４８）、（１０３±０１１）、（２５０±０６５）和（４９９±０５２）次，逃避潜伏时间
分别为（１１９２±０９８）、（１２４９±１２２）、（１１１７±１４３）和（１２２１±１５２）ｍｉｎ，
白细胞介素（ＩＬ）－１βｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±０１０、３８０±０２８、
１８７±０１３和１０６±０２９，ＩＬ－１８ｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １００±０１２、
１６１±０２７、１０６±００８和０９７±００５，肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）－αｍＲＮＡ相对表
达水平分别为１００±０１３、２０２±０１８、１０５±００９和１１３±０１１，ＩＬ－６ｍＲＮＡ
相对表达水平分别为１００±００８、１５６±０１１、１０５±００９和０９３±００６，ｃＧＡＳ
蛋白相对表达水平分别为１００±００８、１９２±０１９、１４２±０１１和１０３±０１０，
ＳＴＩＮＧ蛋白相对表达水平分别为 １００±０１２、２０１±０２２、１１８±００９和
１０８±０１６，ｃＧＡＳ蛋白荧光强度相对值分别为 １００±０１８、１８８±０１５、
１５７±００９和 １０３±０１１，ＳＴＩＮＧ荧光强度相对值分别为 １００±０１６、
１７９±０２６、１１４±００６和１２０±０２９，胱天蛋白酶３（ｃａｓｐａｓｅ－３）蛋白荧光强
度相对值分别为１００±０１２、１５１±００８、１２３±０１０和１１１±０１５。实验组
和对照组的上述指标与模型组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均

Ｐ＜００５）。结论　罗哌卡因通过抑制 ｃＧＡＳ／ＳＴＩＮＧ通路可以减轻 ＳＡＥ小鼠脑
海马区胶质细胞凋亡，对ＳＡＥ小鼠的脑部具有保护作用。
关键词：罗哌卡因；脓毒性脑病；脑胶质细胞；环磷酸鸟苷－磷酸腺苷合酶－干扰
素基因刺激因子信号通路
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ｌｅｖｅｌｓｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ（ＴＮＦ）－αｍＲＮＡｗｅｒｅ１００±０１３，２０２±０１８，１０５±００９ａｎｄ１１３±０１１，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ－６ｍＲＮＡｗｅｒｅ１００±００８，１５６±０１１，１０５±００９ａｎｄ
０９３±００６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃＧＡＳｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±００８，１９２±０１９，
１４２±０１１ａｎｄ１０３±０１０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＴＩＮＧｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±０１２，
２０１±０２２，１１８±００９ａｎｄ１０８±０１６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆｃＧＡＳｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ
１００±０１８，１８８±０１５，１５７±００９ａｎｄ１０３±０１１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆＳＴＩＮＧ
ｗｅｒｅ１００±０１６，１７９±０２６，１１４±００６ａｎｄ１２０±０２９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆ
ｃａｓｐａｓｅ－３ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±０１２，１５１±００８，１２３±０１０，ａｎｄ１１１±０１５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓ
ｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ａｌｌＰ＜００５）
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＲｏｐｉｖａｃａｉｎｅｃａｎａｌｌｅｖｉａｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｇｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓｏｆＳＡＥｍｉｃｅｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅ
ｃＧＡＳ／ＳＴＩＮＧｐａｔｈｗａｙ，ａｎｄｈａｓａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｂｒａｉｎｏｆＳＡＥｍｉｃｅ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｒｏｐｉｖａｃａｉｎｅ；ｓｅｐｔｉｃｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ；ｂｒａｉｎｇｌｉａｌｃｅｌｌ；ｃｙｃｌｉｃｇｕａｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ
ｇｅｎｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

　　脓毒性脑病（ｓｅｐｓｉｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，
ＳＡＥ）与线粒体中ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白
３（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ－ｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ｌｅｕｃｉｎｅ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔ－
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）及干扰素基因刺激因子
（ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｏｆｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇｅｎｅｓ，ＳＴＩＮＧ）通路介导的炎症
反应密切相关［１］。在 ＳＡＥ环境下，线粒体 ＤＮＡ释入
胞浆，活化环状环磷酸鸟苷 －磷酸腺苷合酶（ｃｙｃｌｉｃ
ｇｕａｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ，ｃＧＡＳ），产生环鸟苷酸－腺苷酸单磷酸，后者
诱导其产生Ⅰ型干扰素，出胞参与机体炎症反应［２］。

在ＳＡＥ中，激活的星形胶质细胞线粒体发生氧化应激
障碍，抑制线粒体复合物而引起腺苷三磷酸的下降，

活性氧大量释放，线粒体膜完整性受到破坏，线粒体

ＤＮＡ易被释入胞浆［３］。研究发现，罗哌卡因能显著改

善模型小鼠的记忆功能［４］，并通过抑制 ｃＧＡＳ－干扰

素基因刺激因子（ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｏｆｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇｅｎｅｓ，ＳＴＩＮＧ）
通路［５］，对脑缺血再灌注小鼠产生一定的脑保护作

用［６］。本研究旨在探究罗哌卡因对ＳＡＥ的保护作用，
及其对ｃＧＡＳ／ＳＴＩＮＧ通路的影响。

材料与方法

１　材料
动物　雄性 ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，鼠龄８周，体

质量１６～２０ｇ，徐州医科大学动物中心提供。本实验
经徐州医科大学动物伦理委员会批准（伦理批号：

２０２３０６Ｔ０３０）。实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（苏）
２０２０－００１１，实验动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（苏）
２０２０－００４８。

药品与试剂　罗哌卡因，规格：每支１０ｍｇ，纯度：
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１７Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３９）

９９％，批号：Ｔ０３８６Ｌ，上海陶素生化科技有限公司生
产；小鼠肿瘤坏死因子 －α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ
ａｌｐｈａ，ＴＮＦ－α）、白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）试剂盒，
均购自上海酶联生物科技有限公司；兔抗 ｃＧＡＳ、
ＳＴＩＮＧ、ＮＬＲＰ３、胱天蛋白酶３（ｃａｓｐａｓｅ－３）一抗和山
羊抗兔免疫球蛋白 Ｇ二抗，均购自英国 Ａｂｃａｍ公司；
细胞分级试剂盒，购自上海齐源生物科技有限公司；

线粒体ＤＮＡ分离试剂盒，购自上海齐源生物科技有
限公司。

仪器　ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６实时荧光定量聚合酶链反
应 （ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－ｑＰＣＲ）仪，德国罗氏生物系统公司
产品；ＸＥｌｘ８００凝胶成像仪，杭州 Ｍｉｕｌａｂ公司产品；
Ｍｉｎｉ－ｐｒｏｔｅａｎｔｅｔｒａ垂直电泳系统，美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司
产品。

２　实验方法
２１　模型构建

造模组注射８ｍｇ·ｋｇ－１的脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，
ＬＰＳ）溶液［７］，空白组则注射等量０９％氯化钠作为对
照。通过腹腔注射方式造模，并优化 ＬＰＳ纯度与配
制，严格控制注射条件以确保模型稳定可靠。造模

后，通过观察小鼠行为、脑组织病理变化及炎性因子

水平来评估模型。神经功能通过逃避、角膜、尾部、耳

郭和翻正 ５种反射来评定，每种方法反应灵敏计
２分，减弱计１分，丧失计０分，总分１０分［８］。

２２　动物分组与给药方法
将Ｃ５７ＢＬ／６小鼠用随机数表法分为空白组、模型

组、实验组和对照组，每组１５只。除空白组和对照组
外，其余２组均按“２１”的方法构建 ＳＡＥ模型小鼠。
给药剂量按人体表法计算，实验组和对照组均腹腔注

射０３ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１罗哌卡因［９］；空白组和模型组

均给予等体积０９％ＮａＣｌ。４组小鼠每天给药１次，
连续给药７ｄ。
２３　水迷宫法检测小鼠脑认知功能

准备圆形水池，分为４个象限，其中一个象限放
置隐藏平台。向水池中加入适量水，水温维持在２２℃
左右。将小鼠头朝池壁放入水中，每天进行 ４次实
验，每次间隔２０ｍｉｎ。记录小鼠找到平台的时间、游
泳路径等。实验分为３个阶段：平台可见期（２ｄ）、平
台隐藏期（５ｄ）和无平台探索期（１ｄ）。平台隐藏期，
平台低于水面约 １ｃｍ，小鼠需通过空间线索找到平
台。在无平台探索期，撤去平台，记录小鼠在原平台

区域的搜索时间和路径。通过分析小鼠找到平台的

时间、游泳路径等指标，评估其空间学习和记忆能

力［１０］。实验过程中，需确保水温、环境安静等条件一

致，以减小误差。

２４　ＲＴ－ＰＣＲ检测小鼠脑组织炎症因子 ｍＲＮＡ的
相对表达水平［１１］

取小鼠脑组织后迅速液氮速冻，防止 ＲＮＡ降解。
用ＴＲＩｚｏｌ试剂裂解组织，匀浆后离心分离ＲＮＡ。通过
氯仿分层、异丙醇沉淀及乙醇洗涤纯化总ＲＮＡ。测定
ＲＮＡ浓度及纯度。针对目标基因（ＩＬ－１β、ＩＬ－１８、
ＴＮＦ－α、ＩＬ－６）及内参基因 β－ａｃｔｉｎ设计特异性引
物。反应体系：ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ预混液、ｃＤＮＡ模板、上下
游引物，设置无模板对照排除污染。扩增程序：预变

性（９５℃，５ｍｉｎ）→ ４０循环扩增（９５℃变性→６０℃
退火／延伸）→熔解曲线分析（验证产物特异性）。用
２－ΔΔＣｔ法计算目标基因相对表达量。
２５　蛋白质印迹法检测 ｃＧＡＳ／ＳＴＩＮＧ通路相关蛋
白的表达水平［１２］

用三溴乙醇对小鼠进行麻醉，每１００ｇ小鼠注射
２ｍＬ。随后进行左心室穿刺与右心房切开，用
０９％ＮａＣｌ２０ｍＬ灌注大脑以清除血液并固定脑组
织。脑组织经液氮冷冻后保存。取部分脑组织样本

加入ＲＩＰＡ裂解液提取总蛋白，离心后取上清液测蛋白
含量，确保实验准确性。再进行电泳实验分离蛋白，

将样本加载至电泳槽，在１００Ｖ恒压下电泳９０ｍｉｎ。
电泳后，将蛋白转移至膜上，并用５％脱脂奶粉封闭
２ｈ。最后用ＴＢＳＴ缓冲液洗涤膜，加入稀释的 ｃＧＡＳ、
ＳＴＩＮＧ和ＧＡＰＤＨ一抗，４℃下孵育过夜。孵育后，复
温并洗涤膜，加入辣根过氧化物酶标记的二抗，室温

孵育２ｈ。再次洗涤后，进行显色定影处理，拍照并分
析结果。

２６　免疫荧光染色法检测 ｃＧＡＳ／ＳＴＩＮＧ通路相关
蛋白的表达水平［１］

小鼠经三溴乙醇深度麻醉后，进行左心室穿刺并

剪开右心耳，依次灌注０９％ＮａＣｌ与多聚甲醛溶液固
定脑组织，取小鼠脑组织后，立即用４％多聚甲醛灌注
固定，或浸泡固定（４℃过夜），防止蛋白降解。脱水
后石蜡包埋或直接制作冰冻切片（厚度１０～２０μｍ），
贴附于防脱载玻片上。抗原修复（石蜡切片需此步）：

使用柠檬酸钠缓冲液（ｐＨ６０）或 ＥＤＴＡ缓冲液
（ｐＨ９０）进行热修复（微波或水浴加热至９５℃维持
１５～２０ｍｉｎ），冷却后 ＰＢＳ洗涤。封闭：滴加５％ ＢＳＡ
或１０％正常血清（与二抗同源）封闭３０ｍｉｎ（室温），
阻断非特异性结合。滴加针对目标蛋白 ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ
和Ｃａｓｐａｓｅ－３的抗体，稀释于封闭液中，４℃孵育过
夜。滴加荧光标记的二抗，避光室温孵育１～２ｈ。用
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ＩｍａｇｅＪ软件定量荧光强度相对值。
３　统计学处理

用ＳＰＳＳ２４０软件进行统计分析。计量资料用
珋ｘ±ｓ表示，２组间比较用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，多组间比较
用Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ检验。

结　　果

１　水迷宫法检测罗哌卡因对小鼠记忆学习能力影响
实验组和对照组均腹腔注射０３ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１

罗哌卡因；空白组和模型组均给予等体积０９％ＮａＣｌ。
实验组小鼠的探索时间占比和平台穿越次数均

显著高于模型组；逃避潜伏时间显著短于模型组，在

统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５），见表１。

２　各组小鼠脑组织 ＩＬ－１β、ＩＬ－１８、ＴＮＦ－α和
ＩＬ－６ｍＲＮＡ水平的比较

模型组与空白组相比，小鼠的 ＩＬ－１β、ＩＬ－１８、
ＴＮＦ－α和 ＩＬ－６ｍＲＮＡ相对表达水平均显著升高
（均Ｐ＜００５），实验组和对照组的上述指标与模型组
比较，均显著降低（均Ｐ＜００５）。结果见表２。
３　各组小鼠脑组织中 ｃＧＡＳ／ＳＴＩＮＧ蛋白相对表达
水平的比较

模型组的 ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ、ＮＬＲＰ３和 Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋
白相对表达水平均显著高于空白组和对照组（均

Ｐ＜００５）；实验组ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ、ＮＬＲＰ３和Ｃａｓｐａｓｅ－３
表达水平较模型组均显著降低（均 Ｐ＜００５），对照组
各蛋白相对表达水平与空白组比较，在统计学上差异

均无统计学意义（均Ｐ＞００５），见表３和图１。

表１　各组小鼠水迷宫数据及逃避潜伏时间比较 （珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｗａｔｅｒｍａｚｅｄａｔａａｎｄｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙｔｉｍｅａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ

Ｗａｔｅｒｍａｚｅｄａｔａ Ｗａｔｅｒｍａｚｅｌａｔｅｎｃｙ（ｍｉｎ）

Ｔｉｍｅｓｐｅｎｄｉｎ

ｔａｒｇｅｔｑｕａｄｒａｎｔ

（％）

Ａｎｎｕｌｕｓ

ｃｒｏｓｓｉｎｇ

Ｐａｔｈｌｅｎｇｔｈ

（ｍｉｎ）
１ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ

Ｂｌａｎｋ １５ ０４８±０１０ ４６７±０４８ １１９２±０９８ ９０００±０００ ８０７７±０１９ ６９０１±２９１ ５１１６±５２７ ３１４４±６３０
Ｍｏｄｅｌ １５ ０２３±００５ １０３±０１１ １２４９±１２２ ９０００±０００ ８８４７±０２９ ８３０８±２８３ ７３２２±８８２ ７１２７±９７８
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １５ ０３７±００４＃ ２５０±０６５＃ １１１７±１４３ ９０００±０００ ８５０１±０２４ ７６６３±３５６ ６１５０±５７４＃ ５３６６±８２４＃

Ｃｏｎｔｒｏｌ １５ ０４６±００７ ４９９±０５２ １２２１±１５２ ９０００±０００ ８０２３±０１７ ６８９０±２１８ ５４４０±６６９ ３４７１±５９６

Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ：０９％ ＮａＣｌ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：０９％ ＮａＣｌ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：０３ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ｒｏｐｉｖａｃａｉｎｅ；Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：０３ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ｒｏｐｉｖａｃａｉｎｅ；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５

表２　各组小鼠脑组织炎症因子ｍＲＮＡ水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆｂｒａｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍＲＮＡ

ＩＬ－１β ＩＬ－１８ ＴＮＦ－α ＩＬ－６

Ｂｌａｎｋ １００±０１０ １００±０１２ １００±０１３ １００±００８
Ｍｏｄｅｌ ３８０±０２８△ １６１±０２７△ ２０２±０１８△ １５６±０１１△

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １８７±０１３＃ １０６±００８＃ １０５±００９＃ １０５±００９＃

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０６±００９＃ ０９７±００５＃ １１３±０１１＃ ０９３±００６＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；ＩＬ：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ；ＴＮＦ：Ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５

表３　各组小鼠脑组织中环状环磷酸鸟苷－磷酸腺苷合酶（ｃＧＡＳ）／干扰素基因刺激因子（ＳＴＩＮＧ）蛋白相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｙｃｌｉｃｇｕａｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ（ｃＧＡＳ）／ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｏｆｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇｅｎｅｓ
（ＳＴＩＮＧ）ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｃＧＡＳ ＳＴＩＮＧ ＮＬＲＰ３ Ｃａｓｐａｓｅ－３

Ｂｌａｎｋ １００±００８ １００±０１２ １０２±０１１ １０１±０１０
Ｍｏｄｅｌ １９２±０１９ ２０１±０２２ ２１８±０２６ １５１±００８

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １４２±０１１＃ １１８±００９＃ １２２±０１７＃ １３３±０１９＃

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０３±０１０＃ １０８±０１６＃ １０２±００７＃ １０５±００９＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；ＮＬＲＰ３：Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ－ｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ｌｅｕｃｉｎｅ－ｒｉｃｈｒｅｐｅａｔ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１７Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３９）

４　各组小鼠脑组织中 ｃＧＡＳ／ＳＴＩＮＧ通路相关蛋白
相对表达水平的比较

模型组的ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ和Ｃａｓｐａｓｅ－３荧光强度相对
值均显著高于空白组（均Ｐ＜００５）；经罗哌卡因处理后，
实验组的ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ和Ｃａｓｐａｓｅ－３荧光强度相对值均
较模型组显著降低（均Ｐ＜００５）。结果见表４。

图１　用蛋白质印迹法检测各组小鼠脑组织中 ｃＧＡＳ／ＳＴＩＮＧ
蛋白的相对表达水平

Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃＧＡＳ／ＳＴＩＮＧｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ

表４　各组小鼠脑组织中 ｃＧＡＳ／ＳＴＩＮＧ通路相关蛋白荧光强
度相对值比较 （珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆｃＧＡＳ／ＳＴＩＮＧ
ｐａｔｈｗａｙ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｍｉｃｅ
（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｃＧＡＳ ＳＴＩＮＧ Ｃａｓｐａｓｅ－３

Ｂｌａｎｋ １００±０１８ １００±０１６ １００±０１２
Ｍｏｄｅｌ １８８±０１５ １７９±０２６ １５１±００８

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １５７±００９＃ １１４±００６＃ １２３±０１０＃

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０３±０１１ １２０±０２９ １１１±０１５

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ， Ｐ＜００５；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５

讨　　论

ＬＰＳ腹腔注射是构建脓毒症模型的经典方法，同
时可诱导ＳＡＥ发病［９］。在该模型基础上，首先探讨了

罗哌卡因在整体水平上对 ＳＡＥ小鼠脑功能和认知水
平的保护作用，罗哌卡因属于长效酰胺类麻醉剂，在

术后镇痛、神经阻滞麻醉、蛛网膜下腔阻滞、分娩镇痛

等均有应用，具有作用时间长、清除率高等特点，同时

具有一定的抗炎作用［１３］。ＷＵ等［１４］研究发现，罗哌

卡因可显著抑制一氧化氮（ＮＯ）、前列腺素 Ｅ２、肿瘤
坏死因子ＴＮＦ－α、白细胞介素 ＩＬ－６和 ＩＬ－１β的生
成，以及其合成酶、诱导型ＮＯ合酶和环氧合酶 －２的
表达。罗哌卡因能降低红藻氨酸引起的神经元损伤及

凋亡，并显著改善模型小鼠的记忆功能［１５］。本研究的

水迷宫实验进一步证实了这一点。在水迷宫试验中，

ＳＡＥ组小鼠目标象限停留时间较空白组缩短，穿越平
台次数减少，逃避潜伏时间延长，而实验组小鼠上述指

标较模型组小鼠均降低，与本实验结果保持一致。

与空白组小鼠相比，模型组小鼠的 ＩＬ－１β、
ＩＬ－１８、ＴＮＦ－α和 ＩＬ－６ｍＲＮＡ相对水平显著升高，
可见罗哌卡因处理显著降低了 ＩＬ－１β、ＩＬ－１８、
ＴＮＦ－α和ＩＬ－６ｍＲＮＡ的相对表达水平。罗哌卡因
可通过控制氧化应激抑制高糖诱导的脑微血管内皮

损伤［１６］。有研究显示，罗哌卡因可以通过抑制ｃＧＡＳ／
ＳＴＩＮＧ通路，对脑缺血再灌注小鼠产生一定的脑保护
作用［１７］。而罗哌卡因在ＳＡＥ小鼠脑组织中是否可以
发挥同样作用，则仍需进一步研究。脓毒性脑病的发

生与 ＮＬＲＰ３及 ＳＴＩＮＧ通路介导的炎症反应密切相
关，其中，由ＮＬＲＰ３和 ＳＴＩＮＧ通路在激活 ＳＡＥ炎症中
扮演着核心的角色［１８］。实验显示，ＬＰＳ可显著上调小
鼠脑中ｃＧＡＳ和ＳＴＩＮＧ表达，而罗哌卡因可以显著减
轻这一过程，而实验组 ＮＬＲＰ３炎症小体相关蛋白的
表达对比模型组则无明显降低。研究表明，罗哌卡因

可通过ｃＧＡＳ／ＳＴＩＮＧ信号通路抑制下游炎症因子的
表达，提示 ＳＡＥ损伤后，罗哌卡因抑制了 ｃＧＡＳ／
ＳＴＩＮＧ信号通路的激活，缓解ＳＡＥ损伤。

本实验探索了罗哌卡因对 ＳＡＥ损伤的神经保护
作用及其对ＳＡＥ损伤后ｃＧＡＳ／ＳＴＩＮＧ信号通路、小胶
质细胞的影响进行初步探索，并成功证实罗哌卡因对

该通路的抑制作用。然而，实验也存在一些局限性，

如样本量少、未用 ｃＧＡＳ／ＳＴＩＮＧ相关基因敲除、自噬
基因敲除的小鼠对实验的深入机制明确阐明，这也将

是本研究后续的研究重点。

本研究提示：罗哌卡因通过抑制 ｃＧＡＳ／ＳＴＩＮＧ信号
通路显著减轻小鼠模型中ＳＡＥ。通过减少海马体中促炎
细胞因子的表达和减少细胞凋亡，罗哌卡因不仅可以改

善认知功能，还可以提高ＳＡＥ小鼠的存活率。
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·科学文摘·

ＭＭ１２０单药治疗广泛性焦虑症的随机临床研究

引自：ＲＥＩＤＲ，ｅｔａｌ．ＳｉｎｇｌｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈＭＭ１２０（Ｌｙｓｅｒｇｉｄｅ）ｉｎｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄａｎｘｉｅｔｙｄｉｓｏｒｄｅｒ：Ａｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｃｌｉｎｉｃａｌ
ｔｒｉａｌ［Ｊ］．ＪＡＭＡ，２０２５，３４（１５）：１３５８—１３７２．

本研究为一项２ｂ期、多中心、随机、双盲、安慰剂对照研究，２０２２年８月至２０２３年８月纳入了在美国２２个
门诊精神病学研究点，主要诊断为 ＧＡＤ，表现为中度至重度症状的１８至７４岁成年受试者。末次随访时间为
２０２３年１１月２７日。受试者随机接受单次治疗剂量的ＭＭ１２０［２５μｇ（ｎ＝３９）、５０μｇ（ｎ＝４０）、１００μｇ（ｎ＝４０）或
２００μｇ（ｎ＝４０）］或安慰剂（ｎ＝３９）。主要观察指标为４周时 ＨＡＭ－Ａ评分变化的剂量 －效应关系，用多重比
较程序建模（ｍｕｌｔｉ－ｃｒｉｔｅｒｉａｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇｍｏｄｅ，ＭＣＰ－Ｍｏｄ）方法进行评估。１９８名被随机分组的受试者中，１９４
人进入全分析集，年龄为（４１３±１３６）岁；女性为５６７％；亚裔为３６％，黑人或非裔美国人为７７％，白人为
８３０％。１００μｇ的最小二乘平均差为－５０分［９５％置信区间（ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ，ＣＩ）－９６～０４分］，２００μｇ
为－６０分（９５％ＣＩ，－９８～２０分），１００μｇ和２００μｇ剂量组与安慰剂比较，第４周ＨＡＭ－Ａ评分变化的剂量－
效应关系在统计学上差异均有统计学意义；２５μ为 －１２分（９５％ＣＩ，－６０～３５分），２５μｇ为 －１８分
（９５％ＣＩ，－７６～４０分），２５μｇ和５０μｇ剂量组与安慰剂相比，在统计学上差异均无统计学意义。药物不良反
应与ＭＭ１２０的预期疗效一致。最常见的药物不良事件是视知觉改变（幻觉、假性幻觉和视幻觉），其在２５μｇ组
发生率为４６２％，在５０μｇ组为７５０％，在１００μｇ组为９２５％，在２００μｇ组为１００％，在安慰剂组为１０３％。在
中重度ＧＡＤ患者中，单剂量ＭＭ１２０可产生剂量依赖性的焦虑降低。这些结果支持ＭＭ１２０的剂量依赖性疗效，
并为第３阶段关键试验的剂量选择提供信息。


