
· 492 · 神经疾病与精神卫生 2019 年 5 月 20 日第 19 卷第 5 期  Journal of Neuroscience and Mental Health， May 20，2019，Vol.19，No.5

神经细胞损伤导致的脊髓损伤在临床上比较常

见，如果受损的神经细胞得不到补充，将不利于神

经修复的微环境［1］。细胞移植可补充受损处神经细

胞的缺失，且其后续分泌的神经营养因子也可为改

善神经细胞损伤提供合适的微环境［2］。随着组织工

程学及分子生物学快速发展且不断完善，采用组织

工程学技术治疗可促进脊髓损伤患者的神经恢复。

骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchymal stem 

cells，BMSCs）是目前骨组织工程中应用最广泛的种

子细胞，具有与生物支架材料的黏附性能好、取材
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【摘要】 目的 探讨氯胺酮对骨髓间充质干细胞（BMSCs）向神经细胞体外分化的影响。方法 处

死 SFP 级 SD 大鼠，分离与纯化大鼠 BMSCs，然后加入不同浓度的氯胺酮对其进行诱导：0 μmol/L（对

照组）、1 μmol/l（实验 1 组）和 10 μmol/L（实验 2 组）。MTT 法检测细胞增殖，流式细胞仪检测细胞凋亡，

Western blot 检测微管相关蛋白 2（MAP2）、胶质纤维酸性蛋白（GFAP）表达水平。结果 细胞处理后 24 

h 与 48 h，实验 2 组与实验 1 组的细胞存活率与 MAP2、GFAP 相对表达水平显著高于对照组（P ＜ 0.05），

实验 2 组显著高于实验 1 组（P ＜ 0.05）。实验 2 组与实验 1 组的细胞凋亡率显著低于对照组（P ＜ 0.05），

实验 2 组也显著低于实验 1 组（P ＜ 0.05）。结论 氯胺酮能增加 BMSCs 的 MAP2、GFAP 蛋白表达，促进

BMSCs 增殖与抑制细胞凋亡，从而促进其向神经细胞体外分化。
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【Abstract】 Objectives To investigate the effects of ketamine on the differentiation of bone marrow 
mesenchymal stem cells （BMSCs） into neural cells in vitro. Methods SFP-grade rats were sacrificed， and the 
rat BMSCs were isolated and purified， and then induced with different concentrations of ketamine： 0 μmol/L 

（control group）， 1 μmol/L （experiment group 1）， and 10 μmol/L （experiment group 2）. Cell proliferation were 
detected by MTT assay， apoptosis were detected by flow cytometry， and microtubule-associated protein 2 （MAP2） 
and glial fibrillary acidic protein （GFAP） expression levels were detected by Western blot. Results The cell 
survival rates， the relative expression of MAP2 and GFAP protein in the experiment group 2 and the experiment 
group 1 were significantly higher than those in the control group， and those in the experimental group 2 were 
significantly higher those in the experimental group 1， at 24 h and 48 h after treatment （P＜0.05）. The apoptosis 
rates of the experiment group 2 and the experiment group 1 were significantly lower than that of the control group 

（P ＜ 0.05）， and that of the experimental group 2 were also significantly lower than that of the experimental group 
1 （P ＜ 0.05）. Conclusions Ketamine can increase the MAP2 and GFAP proteins of BMSCs， promote the 
proliferation of BMSCs and inhibit cell apoptosis， thus promote their differentiation into neural cells in vitro.
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方便、对机体损伤少、增殖传代能力等优点［3］。最

新研究显示 BMSCs 具有跨胚层分化的能力，可以向

外胚层的神经细胞分化［4］。特别是通过提高细胞内

环磷酸腺苷（cAMP）的水平也能诱导 BMSCs 向神经

细胞分化，促进表达神经标记物［5-6］。其中氯胺酮

是一种常用的麻醉剂，具有快速抗抑郁的作用，其

能使交感活性增加，血浆儿茶酚胺升高，使代谢和

内分泌处于亢进状态；也能提升突触间隙单胺类递

质的水平，具有促进神经细胞体外分化的能力［7］，

但是目前其对 BMSCs 向神经细胞损伤的作用机制

还不够明确。本文具体探讨了氯胺酮对 BMSCs 向

神经细胞体外分化的影响，希望为神经细胞损伤的

移植治疗开辟新的途径。

一、材料与方法

1. 实验动物：本研究实验动物的使用遵循国家

科学技术委员会颁布的《实验动物管理条例》。SFP

级 Sprague-Dawley（SD）大鼠 1 只（雄性，2 周龄），体重

为 86 g，购自济南赛福实验动物养殖有限公司。大

鼠安置于标准的环境，饲养温度（25±1）℃，相对湿

度（60±10）%，正常昼夜交替采光。

2. 大鼠 BMSCs 的分离和纯化：颈椎脱臼法处

死 SD 大鼠，分离出股骨及胫骨，75% 酒精中浸泡

5 min。用组织剪剪除胫骨、股骨两端，露出骨髓腔，

采用完全培养液交替冲洗胫骨、股骨两端。收集细

胞悬液，调整细胞密度为 1×107 个 /ml 进行常规培

养，随后每 3 天进行全量换液，当细胞生长密度为

80% 左右时按 1：2 的比例进行传代培养。

3. 细胞分组与处理：选择生长良好的对数期

BMSCs，将其消化后稀释，调整细胞密度为 1×104

个 /ml，接种到 24 孔板中。细胞贴壁后，然后加入不

同浓度的氯胺酮（购自美国 Ketamine-Sigma-Aldrich

公司）对其进行诱导。氯胺酮加入的浓度分别为：

0 μmol/L（对照组）、1 μmol/L（实验 1 组）、10 μmol/L 

（实验 2 组），诱导 24 h 与 48 h 后，对经诱导的细胞进

行观察并记录。

4. MTT法检测细胞增殖：细胞处理后24 h与48 h，

在药物作用时间结束之前 4 h，直接向各组每孔中分

别加入20 μl MTT贮液，置于培养箱内继续培养4 h。

弃各孔上清液，分别加入 DMSO 100 μl，震荡摇匀

20 min。酶标仪下在 550 nm 检测各组的吸光度值，

计算细胞存活率。

5. 流式细胞仪检测细胞凋亡：细胞处理后 24 h

与 48 h，离心后留细胞去上清，PBS 清洗细胞 3 次，

然后采用PBS重悬细胞，加入1 mg/ml RNAase 2 μl，

37 ℃水浴 40 min。将 10 μl FITC Annexin V 和 5 μl 

PI 加 入 200μl 孵 育 缓 冲 液 中 混 匀，混 匀 后 配 成

1 μg/ml的标记液。滴加100 μl的标记液重悬细胞，

室温下避光孵育 20 min。离心去上清留细胞，采用

流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况。

6. Western blot检测蛋白表达：细胞处理后 24 h

与 48 h，收集细胞，裂解细胞，离心取蛋白，采用

BCA 法定量蛋白浓度，上样 SDS-PAGE 胶，转膜后，

一抗稀释抗β-Actin抗体、抗微管相关蛋白2 （MAP2）

抗体、抗胶质纤维酸性蛋白（GFAP）抗体（1∶1 000，

Santa Cruz 公 司），使 用 入 HRP 标 识 的 二 抗 稀 释 液

（1∶10 000，北京中杉金桥公司），放入自动显像系

统，读取与计算 MAP2、GFAP 蛋白的相对表达水平。

上述实验均重复 3 次，每次实验设置 3 个平行，取平

均值作为最终结果。

7. 统计学方法：选择 Excel 2010 软件整理原始

数据结果，分析时应用统计学软件 SPSS 20.00，计

量资料采用均数 ± 标准差（x±s）表示，多组间比较

采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD-t 检验， 

P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

二、结果

1. 细胞存活率比较：见表 1。细胞处理后 24 h

与 48 h，实验 2 组与实验 1 组的细胞存活率显著高

于对照组（P ＜ 0.05），实验 2 组显著高于实验 1 组

（P ＜ 0.05）。

表1 不同时间点 3 组细胞存活率比较（%，x±s）

组别 24 h 48 h

对照组 45.66±7.29 56.99±8.14

实验 1 组 67.20±8.11a 78.09±7.44a

实验 2 组 76.02±5.61ab 89.77±6.47ab

F 值 9.833 7.683

P 值 ＜ 0.001 0.005

  注：与对照组比较，aP ＜ 0.05；与实验 1 组比较，bP ＜ 0.05

2. 细胞凋亡率比较：见表 2。细胞处理后 24 h

与 48 h，实验 2 组与实验 1 组的细胞凋亡率显著低

于对照组（P ＜ 0.05），实验 2 组也显著低于实验 1 组

（P ＜ 0.05）。

3. MAP2、GFAP蛋白相对表达水平比较：见表3。

细胞处理后 24 h 与 48 h，实验 2 组与实验 1 组的

MAP2、GFAP 蛋白相对表达水平显著高于对照组

（P ＜ 0.05），实验 2 组也显著高于实验 1 组（P ＜ 0.05）。

讨论 脊髓损伤的治疗一直是困扰医学界的难

题，脊髓损伤后的病理生理过程包括原发性损伤阶
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段与继发性损伤阶段，特别是由于局部血液灌注受

损，过量产生的自由基具有一定的神经毒性作用引

起，也不利于神经修复。传统的手术治疗只能减轻

脊髓受损部位的水肿情况及恢复脊柱的稳定性，很

难补充受损的神经元［7］。

BMSCs 是一群有着基质细胞系的干细胞，主要

位于骨髓的支持结构；其可塑性强，在特定环境与诱

导因素下，能够转化成体内多个胚层来源细胞，尤其

是神经外胚层来源和中胚层来源的组织细胞［8］。

当前研究显示在特定的环境下，BMSCs 可以分化为

神经细胞，可为治疗神经组织退行性疾病、神经损

伤疾病提供良好的理论依据和实验基础。但 BMSCs

在骨髓中的存在率仅为 0.1%，在自然状态下大多向

成纤维细胞方向分化，很难在自然条件下向神经细

胞方向分化。已有研究显示抑郁症与神经可塑性存

在较密切的关系，但抑郁的发生发展过程跟神经可

塑性之间的具体关系还需要进一步分析［9］，本研究

通过探讨具有抗抑郁作用的氯胺酮对 BMSCs 向神

经细胞体外分化的影响，分析其对神经组织退行性

疾病、神经损伤疾病的潜在作用。

在氯胺酮单剂量给药后时，可激活 mTOR 信号

通路，增强新生突触功能。本研究显示细胞处理后

24 h 与 48 h，实验 2 组与实验 1 组的细胞存活率显著

高于对照组（P ＜ 0.05），实验 2 组显著高于实验 1 组

（P ＜ 0.05），表明氯胺酮可促进 BMSCs 向神经细胞体

外分化与增殖。当前也有研究显示氯胺酮可通过阻

断静息时的 NMDA 受体，抑制 eEF2 的磷酸化，促进

BDNF 的表达，从而发挥抗抑郁效果；氯胺酮也可调

节树突的延伸和树突棘密度的变化，促进神经元细

胞适应环境的变化［10-11］。

BMSCs 可在体外进行分享培养，可塑性强，遗

传背景单纯，体外培养后植入受损部分不会发生免

疫排斥现象，是组织工程学中比较理想的种子细胞。

氯胺酮可诱导海马区 RacGTPase 显著增多，而海马

Racl 的活化可增加海马区神经元的神经可塑性。并

且氯胺酮可促进丝切蛋白Cofilin磷酸化失活，最终增

强树突棘可塑性［12］。本研究显示细胞处理后 24 h 与

48 h，实验2组与实验1组的细胞凋亡率显著低于对照

组（P＜0.05），实验2组也显著低于实验1组（P＜ 0.05），

表明可抑制 BMSCs 的凋亡。

BMSCs 具有取材方便、来源广泛的特点，在适

当的诱导条件下可以向骨、软骨及神经细胞分化。

神经细胞分化的一个变化是细胞相关蛋白表达变

化，MAP2 是一种与微管结合的蛋白，与细胞分化成

熟密切相关，可通过调节细胞增殖调控蛋白而影响

细胞分化［13］。其主要分布在神经元的胞体及突起

中，可以促进神经元突起的形成及神经元结构的稳

定，也能促进神经元的发育及突起形成［14］。GFAP

为星形胶质细胞的骨架成分之一，是反映星形胶质

细胞的标志物，其表达量的高低反映星形胶质细胞

坏死、增殖等改变的程度。且 GFAP 在轴浆运输、大

脑发育以及神经元再生和可塑性方面发挥调控作

用，也对维持神经元的形态具有重要的作用。本研

究显示细胞处理后 24 h 与 48 h，实验 2 组与实验 1 组

的 MAP2、GFAP 蛋白相对表达水平显著高于对照组

（P ＜ 0.05），实验 2 组也显著高于实验 1 组（P ＜ 0.05）。

从机制上分析，氯胺酮能增加海马树突棘密度，进

而增多突触连接来达到治疗神经损伤的目的；也有

研究显示氯胺酮抗抑郁的持久效应很可能与其诱导

了海马区神经元树突发生重塑有关［15］。本研究也

有一定的不足，氯胺酮对 BMSCs 的影响还无明确机

制，且可能存在一定的外在毒性，长期诱导能力可

能存在不足，长期应用于抑郁症远期疗效也不明确，

患者可能存在依赖性，临床上目前尚存在争议，将

在后续研究中深入分析。

总之，氯胺酮能增加 BMSCs 的 MAP2、GFAP 蛋

白表达，促进 BMSCs 增殖与抑制细胞凋亡，从而促

进其向神经细胞体外分化。

表2 不同时间点 3 组细胞凋亡率比较（%，x±s）

组别 24 h 48 h

对照组 14.55±2.18 21.74±3.77

实验 1 组 6.88±0.89a 8.34±1.22a

实验 2 组 2.14±0.33ab 4.28±0.42ab

F 值 13.084 12.788

P 值 ＜ 0.001 ＜ 0.001

  注：与对照组比较，aP ＜ 0.05；与实验 1 组比较，bP ＜ 0.05

表3 不同时间点 3 组 MAP2、GFAP 蛋白相对表达水平

比较（x±s）

组别
24 h 48 h

MAP2 GFAP MAP2 GFAP

对照组 1.03±0.23 1.67±0.45 1.14±0.32 1.73±0.51

实验 1 组 8.38±1.33a 8.67±1.34a 9.23±1.44a 7.87±2.14a

实验 2 组 13.28±2.17ab 13.00±2.48ab 14.09±2.57ab 15.09±3.11ab

F 值 19.838 15.863 20.822 22.414

P 值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

  注：与对照组比较，aP ＜ 0.05；与实验 1 组比较，bP ＜ 0.05
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