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五味子酮保护大鼠皮层神经元对抗氯胺酮损伤的实验研究

张　明，蔡志平 ，赵志英　（内蒙古科技大学包头医学院人体解剖学教研室，内蒙古 包头 ０１４０４０）

　　［摘　要］　目的　研究五味子酮是否具有保护神经元免受氯胺酮损伤的作用。方法　原代培养的神经元分别加入不同浓度
的氯胺酮、五味子酮后培养２４ｈ，观察神经元形态特征和检测神经元存活率。结果　神经元经不同浓度氯胺酮处理后胞体立体感
消失，颜色变暗，细胞轮廓不清，较高浓度氯胺酮组神经元轴突断裂，部分死亡。与对照组比较随着氯胺酮剂量的增加神经元存活

率逐渐下降（Ｐ＜０．０５）。２０μｍｏｌ／Ｌ氯胺酮分别加入３０、５０、７０μｍｏｌ／Ｌ五味子酮处理组神经元存活率明显高于２０μｍｏｌ／Ｌ氯胺酮
组（Ｐ＜０．０５），且７０μｍｏｌ／Ｌ五味子酮组神经元存活率高于其他两组（Ｐ＜０．０５）。结论　氯胺酮具有损伤体外培养神经元的作用
且成剂量依赖性，五味子酮具有保护神经元免受氯胺酮损伤的作用。
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　　五味子有效药物成份主要包括五味子酮（ｓｃｈｉｓａｎ
ｄｒｏｎｅ）在内的木酯素类等［１］。五味子酮对脑微粒体脂

质过氧化有抑制效应，对超氧阴离子具有清除作用，对

处于活性氧应激状态下的细胞具有保护作用［２］，能减

轻神经元的损伤［３］。氯胺酮是常用麻醉药物，但研究

发现氯胺酮具有神经毒性，这引起了人们的担忧［４］。

氯胺酮是ＮＭＤＡ受体拮抗剂，而ＮＭＤＡ受体在神经系
统的发育、突触形成等方面具有重要作用，并具有促进

神经元存活的作用［５］。本研究旨在了解五味子酮是

否具有保护神经元免受氯胺酮损伤的作用。

１　材料与方法

１．１　试剂及仪器
ＤＭＥＭ培养基（Ｇｉｂｃｏ公司），胎牛血清（杭州四季青），胰

蛋白酶（上海华美生物工程公司），ＭＴＴ、二甲基亚砜（Ｓｉｇｍａ），

二氧化碳培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ），相差显微镜（ＸＤＢ１Ｂ），全自动酶标

仪ＥＬＸ８００。

１．２　神经元原代培养
新生１～３ｄ的 ＳＤ大鼠在无菌操作下迅速取出大脑，用

ＤＨａｎｋｓ液清洗后取出大脑皮质，剪成约１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ

大小的组织块，经０．２５％胰蛋白酶３７℃消化数分钟，用培养基

终止消化。然后经 １００目钢丝筛过滤，离心（１０００ｒ／ｍｉｎ，１０

ｍｉｎ）后弃去上清，加入培养基制成细胞悬液。计数后按１０６／ｍＬ

的密度接种于经多聚赖氨酸处理的培养板中，３７℃，５％ＣＯ２培

养箱内培养。２４ｈ后全量换Ｂ２７培养基无血清培养５～６ｄ后

备用。

１．３　实验分组
氯胺酮对神经元量效作用检测分组：氯胺酮 １０μｍｏｌ／Ｌ

组、２０μｍｏｌ／Ｌ组、３０μｍｏｌ／Ｌ组。五味子酮对神经元保护作用

分组：空白对照组、五味子酮５０μｍｏｌ／Ｌ组、氯胺酮２０μｍｏｌ／Ｌ

组、氯胺酮 ２０μｍｏｌ／Ｌ加五味子酮 ３０μｍｏｌ／Ｌ组、氯胺酮

２０μｍｏｌ／Ｌ加五味子酮５０μｍｏｌ／Ｌ组、氯胺酮２０μｍｏｌ／Ｌ加五味
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子酮７０μｍｏｌ／Ｌ组。

１．４　神经元活性检测
神经元活性检测采用四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法。用无酚

红ＤＭＥＭ培养基调节神经元密度约每孔２×１０４／接种于９６孔

板，２４ｈ后分别加入不同浓度的药物，每一浓度点设３个复孔，

并设等量不含细胞的空白对照。２４ｈ后每孔加 ５ｍｇ／ｍＬ

ＭＴＴ１０μｌ，培养 ４ｈ，每孔加二甲基亚砜 １００μｌ，３７℃孵育

３ｍｉｎ，酶标仪上测吸光度Ａ５７０值作为神经元活性的参数。上

述实验重复３次。细胞存活率的计算公式为：细胞存活率 ＝

（实验组Ａ５７０值－空白对照组 Ａ５７０值）／（对照组 Ａ５７０值 －

空白对照组Ａ５７０值）×１００％。

１．５　数据处理
所有数据采用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，应用 ＳＰＳＳ１３．０

软件处理，组间比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为有统计

学意义。

２　结 果

２．１　氯胺酮对神经元的影响
空白对照组神经元胞体丰满，突起较长，相互之间神经网

络连接紧密。神经元经不同浓度氯胺酮处理后胞体立体感消

失，颜色变暗，细胞轮廓不清，氯胺酮浓度较高组神经元轴突断

裂，部分死亡（图１）。各组神经元存活率见表１。

表１　不同浓度氯胺酮处理后神经元存活率（珔ｘ±ｓ，ｎ＝４，％）

　　　　　组别 　　　　　　存活率

　　　空白对照组 　　　　　９５．７６±１．３８

　　　氯胺酮１０μｍｏｌ／Ｌ组 　　　　　８６．１３±１．２４

　　　氯胺酮２０μｍｏｌ／Ｌ组 　　　　　６２．４７±２．９５

　　　氯胺酮３０μｍｏｌ／Ｌ组 　　　　　３３．９０±２．３０

：与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５

ａ：空白对照组；ｂ：氯胺酮３０μｍｏｌ／Ｌ组；ｃ：氯胺酮 ２０μｍｏｌ／Ｌ加五味子酮 ３０μｍｏｌ／Ｌ组；ｄ：氯胺酮 ２０μｍｏｌ／加的五味子酮 ５０
μｍｏｌ／Ｌ组；ｅ：氯胺酮２０μｍｏｌ／Ｌ加五味子酮７０μｍｏｌ／Ｌ组

图１　不同方法处理后神经元形态特征（×２００）

２．２　五味子酮与氯胺酮共同对神经元的影响
神经元经２０μｍｏｌ／Ｌ氯胺酮加３０、５０、７０μｍｏｌ／Ｌ的五味子

酮处理后神经元细胞形态，除２０μｍｏｌ／Ｌ氯胺酮加３０μｍｏｌ／Ｌ
五味子酮组轴突断裂较多，胞体缩小变圆，小部分死亡外，其余

两组形态基本正常（图１）。加入五味子酮组神经元存活率明显
高于氯胺酮单独处理组（Ｐ＜０．０５），结果见表２。

３　讨论

近年来研究发现氯胺酮对幼年动物具有较强的神

经毒性，表现为大量神经元凋亡，幼年动物学习记忆能

力明显下降。氯胺酮是Ｎ甲基Ｄ天（门）冬氨酸（ＮＭ
ＤＡ）受体拮抗剂，能导致凋亡神经元增多［５］。新生７ｄ
小鼠皮下注射不同剂量氯胺酮后，在感觉运动皮质区

表２　不同浓度五味子酮与氯胺酮共同处理神经元后神经元存
活率（珔ｘ±ｓ，ｎ＝４，％）

　　　　　　　　组别 　存活率

氯胺酮２０μｍｏｌ／Ｌ组 ６１．３７±２．１１

空白对照组 ９２．９５±１．４３

五味子酮５０μｍｏｌ／Ｌ组 ９０．８５±１．８５

氯胺酮２０μｍｏｌ／Ｌ加五味子酮３０μｍｏｌ／Ｌ组 ６９．２６±１．７６＃Δ

氯胺酮２０μｍｏｌ／Ｌ加五味子酮５０μｍｏｌ／Ｌ组 ７６．４９±２．０１Δ

氯胺酮２０μｍｏｌ／Ｌ加五味子酮７０μｍｏｌ／Ｌ组 ８２．８９±１．９０Δ

：与２０μｍｏｌ／Ｌ氯胺酮组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与２０μｍｏｌ／Ｌ氯胺
酮组比较，Ｐ＜０．０５；Δ：２０μｍｏｌ／Ｌ氯胺酮加３０、５０、７０μｍｏｌ／Ｌ
的五味子酮组组间比较，Ｐ＜０．０５

（下转第２７０页）
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下降没有对照组明显。各时间点两组 ＣＤ８＋值组内或
组间比较均无统计学意义。表明胃癌手术对患者有一

定的应激作用，从而对免疫系统产生损害，而选择比较

浅的麻醉深度对Ｔ淋巴细胞亚群和ＮＫ细胞有一定保
护作用，有利于减少对免疫功能的损害。
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和小脑出现呈剂量依赖性神经细胞变性凋亡［６］。ＮＭ
ＤＡ受体阻滞剂对成年个体也有神经毒性作用。研究
发现多种 ＮＭＤＡ受体阻滞剂均可导致神经元数量减
少，该神经毒性可能有众多因子参与，包括干扰神经递

质与ＮＭＤＡ和 ＧＡＢＡ受体的作用［７］。成年大鼠使用

氯胺酮后，其脑切片可见到明显的病理改变［８］。有研

究显示氯胺酮对老年个体具有更大神经毒性［９］。尽管

机制仍不清楚，Ｓｕｔｔｏｎ等［１０］研究认为 ＮＭＤＡ拮抗剂引
起细胞凋亡是通过激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路实现的。

我们研究发现神经元经过１０、２０、３０μｍｏｌ／Ｌ氯胺
酮处理２４ｈ后存活率明显低于对照组，并且随着氯胺
酮浓度增大神经元存活率逐渐降低，说明氯胺酮对培

养的神经元有毒性作用。当分别用２０μｍｏｌ／Ｌ氯胺酮
和３０、５０、７０μｍｏｌ／Ｌ的五味子酮处理神经元２４ｈ后，
神经元存活率明显高于２０μｍｏｌ／Ｌ氯胺酮单独处理，
五味子酮浓度越高与２０μｍｏｌ／Ｌ氯胺酮单独处理的差
异越显著，空白对照组与空白对照加五味子酮组相比

较不存在显著性差异，说明五味子酮对体外培养的神

经元细胞无毒害影响，且五味子酮对氯胺酮所致的神

经元损伤有一定的保护作用，但是否是通过影响

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路途径起作用，需进一步研究。
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