
［收稿日期］　２０１８０９２３　　　　　［接受日期］　２０１９０３２９

［基金项目］　上海市科学技术委员会科研计划项目（１６ＺＲ１４０６０００）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｈａｎｇｈａｉＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ（１６ＺＲ１４０６０００）．

［作者简介］　刘邱阿雪，博士．Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕ．ｑａｘ＠１３９．ｃｏｍ

通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒｓ）．Ｔｅｌ：０２１６４０４１９９０，Ｅｍａｉｌ：ｊｅｒｒｙｆａｎｇ８１＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ；Ｅｍａｉｌ：ｃａｎｇｊｉｎｇ＿ｚｓ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

ＤＯＩ：１０．１２０２５／ｊ．ｉｓｓｎ．１００８６３５８．２０１９．２０１８１０６１ ·论　　著·

氯胺酮体外对星形胶质细胞表面脑保护相关受体表达的影响
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　　［摘要］　目的：观察消旋体氯胺酮体外对星形胶质细胞表面谷氨酸转运体１（ｇｌｉａｌｇｌｕｔａｍａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１，ＧＬＴ１）、Ｎａ
＋

Ｋ＋泵和生长相关蛋白４３（ｇｒｏｗｔｈａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ４３，ＧＡＰ４３）表达的影响，探讨氯胺酮作用于星形胶质细胞的可能作用机

制。方法：建立离体培养的原代星形胶质细胞。选取ＭＫ８０１及ＡＰ５作为对照药物，采用蛋白质印迹法观察氯胺酮处理不同

时间后，星形胶质细胞表面ＧＬＴ１、Ｎａ＋Ｋ＋泵及ＧＡＰ４３蛋白表达的变化。同时检测星形胶质细胞乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅ

ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）漏出率，观察氯胺酮处理３０ｍｉｎ～２４ｈ对细胞的毒性作用。结果：经氯胺酮处理３０ｍｉｎ、２ｈ的星形胶质

细胞表面ＧＬＴ１表达量较空白组明显增加（犘＜０．０５）。经氯胺酮处理１５、３０ｍｉｎ及 ＭＫ８０１处理６ｈ的星形胶质细胞表面

Ｎａ＋Ｋ＋泵的表达量较空白组明显增加（犘＜０．０５）。经氯胺酮及ＭＫ８０１处理６、２４ｈ的星形胶质细胞表面ＧＡＰ４３表达量较

空白组明显减少（犘＜０．０５）。终浓度分别为１００、１、５０μｍｏｌ／Ｌ的氯胺酮、ＭＫ８０１、ＡＰ５持续作用２４ｈ后，离体培养原代星形

胶质细胞的ＬＤＨ漏出率与空白组差异无统计学意义。结论：消旋体氯胺酮可通过非Ｎ甲基Ｄ天冬氨酸（ＮＭＤＡ）途径体外上

调星形胶质细胞表面ＧＬＴ１、Ｎａ＋Ｋ＋泵表达；１００μｍｏｌ／Ｌ氯胺酮持续作用２４ｈ对离体培养的原代星形胶质细胞无明显损伤。
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　　近年来，缺血缺氧造成的脑组织损伤由于发生

率高、预后差而备受关注。以脑卒中为例，美国

２００７年流行病学资料显示，脑卒中发病率仅次于心

脏疾病及癌症；每年约有１００万例卒中相关病例，其

７３４　中国临床医学　２０１９年６月　第２６卷　第３期　　ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１９，Ｖｏｌ．２６，Ｎｏ．３



中５０万例为新发病例，２０万例为复发病例，２４万例

为短暂性脑缺血发作［１］。除脑卒中外，脑缺血缺氧

亦是先兆性偏头痛、癫痫、脑外伤及脑出血等疾病

的病理生理基础，与这些疾病的预后密切相关［２３］。

皮 质 扩 散 性 抑 制 （ｃｏｒｔｉｃａｌ ｓｐｒｅａｄｉｎｇ

ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＣＳＤ）是缺血性脑病中神经损伤发生和

发展的关键环节；临床和离体实验证据均提示，氯

胺酮可通过抑制ＣＳＤ的发生而降低症状的严重程

度及发生频率，从而改善缺血缺氧性脑病的预

后［４７］。而氯胺酮作为一种在临床麻醉中被广泛应

用的静脉麻醉药物，具有非竞争性阻断Ｎ甲基Ｄ

天 冬 氨 酸 （ＮｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，

ＮＭＤＡ）受体的作用。此外，氯胺酮还对谷氨酸受

体、Ｎａ＋Ｋ＋泵、钙离子通道及乙酰胆碱受体有阻断

作用，对阿片类受体有激动作用，亦可以阻断５羟

色胺、多巴胺和去甲肾上腺素的重吸收［８］。近年来，

研究还发现，在Ｎａ＋Ｋ＋泵等
［９］表面受体、生长相关

蛋白４３（ｇｒｏｗｔｈａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ４３，ＧＡＰ４３）
［１０］

及以谷氨酸转运体１（ｇｌｉａｌｇｌｕｔａｍａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１，

ＧＬＴ１）
［１１］为主要代表的兴奋性氨基酸转运体

（ｅｘｃｉｔａｔｏｒｙａｍｉｎｏａｃｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ，ＥＡＡＴ）的参与

下，星形胶质细胞对ＣＳＤ发挥促进和抑制的双重作

用［１２１３］。然而，氯胺酮对ＣＳＤ是否通过星形胶质细

胞及其表面的受体等发挥作用，尚不确切。

星形胶质细胞可在脑损伤的急性缺血期及延

迟性神经溃变中保护神经元［１４］，减轻ＣＳＤ的扩散

波强度［９］，帮助ＣＳＤ造成的受损神经元及神经组织

重建［１５］。在生理情况下以及脑损伤发生早期细胞

外钾离子浓度升高时，星形胶质细胞通过Ｎａ＋Ｋ＋

泵等表面受体将细胞外积聚的钾离子运送至细胞

内中和［９］；同时，由ＧＡＰ４３蛋白形成的星形胶质细

胞间隙亦可以通过细胞间联系，发挥中和过多钾离

子的作用［１０］。过量谷氨酸在细胞外堆积的快速消

除主要依赖于ＥＡＡＴ。目前已发现的５种ＥＡＡＴ

中，主要表达于星形胶质细胞表面的ＥＡＡＴ２（即

ＧＬＴ１）承担脑内约９０％的谷氨酸摄取功能
［１１］。

本研究以离体培养原代星形胶质细胞为研究

对象，采用蛋白质印迹技术探究消旋体氯胺酮对星

形胶质细胞表面３种脑保护相关蛋白Ｎａ＋Ｋ＋泵、

ＧＡＰ４３和ＧＬＴ１的调节作用。同时，本研究选取

非竞争性ＮＭＤＡ受体阻滞剂ＭＫ８０１和选择性竞

争性ＮＭＤＡ受体阻滞剂ＡＰ５作为对照组，以探讨

氯胺酮在离体培养原代星形胶质细胞中的作用是

否与ＮＭＤＡ受体有关及其作用途径。

１　材料与方法

１．１　星形胶质细胞的培养与纯度检验　将新生ＳＤ

大鼠（复旦大学上海医学院动物实验中心提供）进

行全身消毒后，在无菌条件下断头取脑，并在显微

镜下分离脑皮质。将脑组织剪成体积约０．１ｍｍ３

的碎组织块，用胰蛋白酶消化１５ｍｉｎ。用１０％

ＤＭＥＭ培养液反复重悬组织悬液，并收集过滤上清

液。以８５０ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，并重悬后

铺板。２４ｈ后观察细胞生长情况，并全量换液，此

后每３ｄ全量换液１次。细胞培养至第７天，置于

温度３７℃、转速３００ｒ／ｍｉｎ的条件下，振摇培养板

６ｈ。吹打后全量换液，细胞培养至第１２天，弃去培

养液，洗涤、固定及打孔后，用ＰＢＳ按１∶２００稀释

偶联有ＦＩＴＣ的细胞ＧＦＡＰ抗体（ａｎｔｉＧＦＡＰ，美国

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），每孔加入２００μＬ，避光４℃条件

下孵育过夜。用ＰＢＳ按１∶１００００稀释荧光染料

ＤＡＰＩ（用于染色细胞核），每孔加入２００μＬ，避光室

温下孵育３０ｍｉｎ。应用ＮｉｋｏｎＴｉｓ倒置荧光显微

镜观察免疫荧光显色结果。

１．２　实验分组　取培养至第１２天、生长状态良好

的原代培养星形胶质细胞，分组如下：（１）空白对照

组，即细胞未经任何药物处理；（２）氯胺酮组，即用

１００μｍｏｌ／Ｌ 消旋体氯胺酮处理细胞 １５ ｍｉｎ、

３０ｍｉｎ、２ｈ、６ｈ和２４ｈ；（３）ＭＫ８０１对照组，即用

１μｍｏｌ／ＬＭＫ８０１处理细胞１５ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、２ｈ、

６ｈ和２４ｈ；（４）ＡＰ５对照组，即用５０μｍｏｌ／ＬＡＰ５

处理细胞１５ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、２ｈ、６ｈ和２４ｈ。各组细

胞处理后，分别采用蛋白质印迹法检测细胞表面

Ｎａ＋Ｋ＋泵、ＧＡＰ４３和ＧＬＴ１蛋白的表达情况，并

用比色法检测乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，

ＬＤＨ）漏出率。

１．３　蛋白质印迹法检测目的蛋白表达　收集各组

细胞，提取细胞中总蛋白并使用ＢＣＡ蛋白含量检测

试剂盒（中国凯基生物公司）进行蛋白定量，应用

ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶快速配制试剂盒（中国碧云天生物

技术公司）制备ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶，根据所测得蛋白

浓度在每一泳道中加入合适体积的目标蛋白样品

（使目标蛋白含量为１２０μｇ）进行电泳、转膜及封

闭，将所得ＮＣ膜根据目标条带位置剪裁为合适大
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小后，分别置入配制好的ＲａｂｂｉｔａｎｔｉＥＡＡＴ２（英国

Ａｂｃａｍ公司）、ＲａｂｂｉｔａｎｔｉＮａ＋Ｋ＋ ＡＴＰａｓｅ（美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）、ＭｏｕｓｅａｎｔｉＣｏｎｎｅｘｉｎ４３（美国ＢＤ

Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）一抗溶液中孵育过夜后，慢摇床孵

育相应二抗（抗兔二抗和抗鼠二抗均购自中国碧云

天生物技术公司）４５ｍｉｎ，洗膜后使用Ｏｄｙｓｓｅｙ双色

红外激光成像系统（美国ＬＩＣＯＲ公司）进行信号

显影。

１．４　药物的细胞毒性作用检测　取培养至第１２

天、生长状态良好的原代星形胶质细胞，将细胞培

养液换为不含ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液。加药时间以

换液后２４ｈ作为药物处理终点时间逆推。实验开

始前１５ｍｉｎ，向各处理时间所设的对照组中加入裂

解液以裂解细胞。收集各孔细胞上清液，３００×犵

离心３ｍｉｎ后，取洁净９６孔板，每孔中加入８０μＬ

上清液，每种上清液复测３个孔，并取６个空白孔各

加入８０μＬ未使用过的、不含ＦＢＳ的ＤＭＥＭ液作

为背景对照。按照乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）测试盒（德国

Ｒｏｃｈｅ公司）说明书进行反应液和终止液处理，测定

光密度（犗犇）值，重复实验６次。计算各给药组相对

于空白对照组的ＬＤＨ漏出量的相对百分率，以此

反映各药物的细胞毒性。

１．５　统计学处理　采用ＩｍａｇｅＪ和Ｇｒａｐｈｐａｄ软件

对各实验检测结果进行统计分析并制图。本研究

中所有实验均独立重复６次，计量结果以珔狓±狊表

示。多组间比较采用重复测量方差分析。检验水

准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　原代星形胶质细胞生长状态及纯度　光学显

微镜下观察结果显示：大鼠脑组织细胞培养至第１２

天，生长状态良好（图１Ａ）。以绿色荧光二抗标记细

胞中的胶质纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｒｙａｃｉｄｉｃ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ；图１Ｂ），以ＤＡＰＩ复染细胞核（图

１Ｃ），荧光显微镜下可见体外培养体系中９５％以上

为星形胶质细胞（图１Ｄ），胞体较大、形状不规则，细

胞核明显、折光性良好、以“铺路石”样外观均匀

分布。

图１　原代星形胶质细胞的生长状态及纯度检测

　　Ａ：培养１２ｄ后光镜下细胞形态；Ｂ：免疫荧光技术检测细胞体分布；Ｃ：免疫荧光技术检测细胞核分布；Ｄ：免疫荧光技术检测细胞形态及纯

度．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．２　氯胺酮对星形胶质细胞表面脑保护相关受体

表达的影响

２．２．１　ＧＬＴ１　蛋白质印迹法检测结果（图２）表

明：氯胺酮处理３０ｍｉｎ和２ｈ后，星形胶质细胞表

面ＧＬＴ１的表达较空白对照组增加（犘＜０．０５）。

对照药物ＡＰ５处理２４ｈ后，ＧＬＴ１蛋白表达减少

（犘＜０．０５）；对照药物ＭＫ８０１对ＧＬＴ１表达无明

显影响。

２．２．２　Ｎａ
＋Ｋ＋泵　蛋白质印迹法检测结果（图３）

显示：氯胺酮处理１５ｍｉｎ和３０ｍｉｎ后，星形胶质细

胞表面 Ｎａ＋Ｋ＋泵表达较空白对照组增加（犘＜

０．０５）。对照药物ＭＫ８０１处理６ｈ后，星形胶质细

胞表面Ｎａ＋Ｋ＋泵的表达上调（犘＜０．０５）；对照药

物ＡＰ５对Ｎａ＋Ｋ＋泵无明显影响。

２．２．３　ＧＡＰ４３　蛋白质印迹法检测结果（图４）显

示：氯胺酮和对照药物ＭＫ８０１处理６ｈ和２４ｈ后，

星形胶质细胞表面ＧＡＰ４３的表达较空白对照组减

少（犘＜０．０５）；对照药物ＡＰ５对Ｎａ＋Ｋ＋泵无明显

影响。

２．３　氯胺酮处理对星形胶质细胞的毒性作用　

ＬＤＨ漏出率检测结果（图５）表明：持续作用１５ｍｉｎ

至２４ｈ情况下，终浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ的氯胺酮、

１μｍｏｌ／Ｌ的ＭＫ８０１和５０μｍｏｌ／Ｌ的ＡＰ５均对离

体培养的原代星形胶质细胞无损伤作用。

９３４　中国临床医学　２０１９年６月　第２６卷　第３期　　ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１９，Ｖｏｌ．２６，Ｎｏ．３



图２　各药物处理不同时间后原代培养星形胶质细胞表面犌犔犜１的表达情况

Ａ：１５ｍｉｎ；Ｂ：３０ｍｉｎ；Ｃ：２ｈ；Ｄ：６ｈ；Ｅ：２４ｈ．犘＜０．０５；狀＝６，珔狓±狊

０４４ ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１９，Ｖｏｌ．２６，Ｎｏ．３　　中国临床医学　２０１９年６月　第２６卷　第３期　



图３　各药物处理不同时间后原代培养星形胶质细胞表面犖犪＋犓＋泵的表达情况

Ａ：１５ｍｉｎ；Ｂ：３０ｍｉｎ；Ｃ：２ｈ；Ｄ：６ｈ；Ｅ：２４ｈ．犘＜０．０５；狀＝６，珔狓±狊
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图４　各药物处理不同时间后原代培养星形胶质细胞表面犌犃犘４３表达情况

Ａ：１５ｍｉｎ；Ｂ：３０ｍｉｎ；Ｃ：２ｈ；Ｄ：６ｈ；Ｅ：２４ｈ．犘＜０．０５，犘＜０．０１；狀＝６，珔狓±狊
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图５　各药物处理不同时间后原代培养星形胶质细胞犔犇犎漏出率检测结果

Ａ：１５ｍｉｎ；Ｂ：３０ｍｉｎ；Ｃ：２ｈ；Ｄ：６ｈ；Ｅ：２４ｈ．狀＝６，珔狓±狊

３　讨　论

离体培养星形胶质细胞在基因表达、信号转

导、代谢和钾离子摄取等方面均与在体星形胶质细

胞相似［１６］。因此，本研究选择原代培养的星形胶质

细胞作为研究对象。在经氯胺酮持续处理３０ｍｉｎ

和２ｈ后，离体培养原代星形胶质细胞表面膜蛋白

ＧＬＴ１的表达量相比于空白对照组明显增加。结

果表明，氯胺酮可以通过调节星形胶质细胞表面的

ＧＬＴ１受体发挥脑保护作用，但该保护作用较短，

且为一过性，仅出现在氯胺酮持续作用时间为

３０ｍｉｎ～２ｈ的情况下。

为明确氯胺酮在离体培养原代星形胶质细胞

中的作用及其作用受体，本研究选取了两种常见的

ＮＭＤＡ受体阻滞剂（ＭＫ８０１和ＡＰ５）作为对照。

作为最常见的非竞争性ＮＭＤＡ受体阻滞剂，ＭＫ

８０１具有与氯胺酮类似的多受体作用，其不仅可以

阻断ＮＭＤＡ受体，还对烟碱型乙酰胆碱受体（Ｎ型

乙酰胆碱受体）、５羟色胺受体以及多巴胺受体有阻

断作用［８］。而ＡＰ５是一种快速起效的选择性、竞

争性ＮＭＤＡ受体阻滞剂。因此，本研究使用氯胺

酮、ＭＫ８０１和ＡＰ５分别处理星形胶质细胞，检测

细胞表面ＧＬＴ１、Ｎａ＋Ｋ＋泵以及ＧＡＰ４３的表达。

结果显示，ＭＫ８０１及ＡＰ５在持续作用２４ｈ内均

未对ＧＬＴ１有保护性上调作用，提示氯胺酮可能一

过性地通过非ＮＭＤＡ受体途径上调星形胶质细胞

ＧＬＴ１的表达。此外，有研究
［１７］表明，慢性长期使

用氯胺酮对ＧＬＴ１表达有永久性的下调性损伤作

用。本研究结果发现，ＡＰ５在持续作用２４ｈ后，

ＧＬＴ１表达明显下调。因此，以上结果提示，氯胺

酮作用２４ｈ并未发生下调ＧＬＴ１的作用，可能与

多途径作用有关。本实验还显示，氯胺酮持续作用

１５ｍｉｎ和３０ｍｉｎ后，星形胶质细胞表面的Ｎａ＋Ｋ＋

泵表达量较空白对照组明显增加；ＭＫ８０１持续作

用６ｈ后，Ｎａ＋Ｋ＋泵表达也明显增加；ＡＰ５处理

组各时间点，Ｎａ＋Ｋ＋泵表达均未改变。这些结果

提示，氯胺酮对 Ｎａ＋Ｋ＋泵的作用可能不依赖于

ＮＭＤＡ受体。

研究［１８］表明，细胞间连接蛋白的表达是星形胶

质细胞功能正常的充分必要条件，而ＧＡＰ４３是星

形胶质细胞中最主要的一种细胞间连接蛋白。本

研究显示，氯胺酮持续处理时间≥６ｈ时，ＧＡＰ４３

的表达较空白对照组明显减少。Ｈｉｍｍｅｌｓｅｈｅｒ等
［６］

用神经元和星形胶质细胞的混合培养模型发现，终

浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ的Ｓ（＋）氯胺酮可以上调谷氨

酸预处理星形胶质细胞表面ＧＡＰ４３的表达，且这

种上调作用可以从给药后１ｈ持续至给药后７ｄ，但

消旋体氯胺酮在相同的处理方法下并未表现对星

形胶质细胞的保护或伤害作用，本研究所使用的氯

胺酮为消旋体，结果与之相仿。Ｖｉｂｅｒｇ等
［１９］的动物

实验结果也表明，氯胺酮处理２４ｈ后，皮质中ＧＡＰ

４３蛋白表达水平下降。此外，本实验亦发现，氯胺

酮处理６ｈ后星形胶质细胞表面ＧＡＰ４３蛋白表达

量减少；与氯胺酮的作用相似，ＭＫ８０１的持续作用

并未使离体培养原代星形胶质细胞表面ＧＡＰ４３的

表达量增加；无论处理时间长短，ＡＰ５的处理并未

对离体培养原代星形胶质细胞表面ＧＡＰ４３表达有

明显的作用。

３４４　中国临床医学　２０１９年６月　第２６卷　第３期　　ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１９，Ｖｏｌ．２６，Ｎｏ．３



此外，本研究药物在所选浓度和作用时间下均未

表现出明显的细胞毒性作用。鉴于ＭＫ８０１除阻断

ＮＭＤＡ受体以外还可作用于多种其他受体，而ＡＰ５

是一种选择性ＮＭＤＡ受体阻滞剂，提示氯胺酮可能

是通过与 ＭＫ８０１相似或相同的途径抑制ＧＡＰ４３

蛋白的表达，但具体机制有待进一步研究。而且Ｓ

（＋）氯胺酮对离体培养原代星形胶质细胞表面ＧＡＰ

４３蛋白表达的调节作用也须进一步研究证实。

如何预防脑损伤的发生，通过干预脑组织受损

程度改善脑损伤相关疾病的预后，探究脑损伤的发

生机制，明确已发现有脑保护作用的药物的作用机

制和靶点途径，均是临床和科研工作者的关注重

点。目前，氯胺酮的脑保护作用已在临床层面、离

体脑片层面以及细胞层面（神经元与星形胶质细胞

共培养模型及神经元培养模型）被证实，但是其具

体作用途径和机制尚不明确。本研究通过探究氯

胺酮对原代培养星形胶质细胞中与脑保护密切相

关的３种蛋白的调节作用及时效性，初步分析氯胺

酮作用的可能机制。本研究结果表明，消旋体氯胺

酮可以一过性地通过非ＮＭＤＡ受体途径，上调星

形胶质细胞表面ＧＬＴ１和Ｎａ＋Ｋ＋泵的表达，这为

进一步阐明氯胺酮潜在的脑保护作用提供了更多

证据和新的思路。
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