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  摘 要:目的 探讨艾司氯胺酮对脂多糖(LPS)诱导的星形胶质细胞凋亡和炎症反应的影响及分子机制。
方法 星形胶质细胞 HA1800分为对照(NC)组,0.5、1.0、2.0

 

μg/mL
 

LPS组,低、中、高剂量组,miR-138-5p
组,miR-con组,高剂量+anti-miR-138-5p组、高剂量+anti-miR-con组;流式细胞术检测 HA1800细胞凋亡情

况;蛋白质印迹法检测裂解的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶3(Cleaved-caspase-3)蛋白表达;酶联免疫吸附试验

(ELISA)检测肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素(IL)-1β、IL-6水平;反转录-实时荧光定量PCR(RT-qPCR)
检测微小RNA(miR)-138-5p表 达 水 平。结果 浓 度 越 高 的 LPS诱 导 的 星 形 胶 质 细 胞 HA1800凋 亡 率、
Cleaved-caspase-3表达水平、TNF-α、IL-1β和IL-6水平升高(P<0.05)。剂量越高的艾司氯胺酮处理后,LPS
诱导的HA1800细胞的凋亡率、Cleaved-caspase-3表达水平、TNF-α、IL-1β和IL-6水平降低,miR-138-5p表达

水平升高(P<0.05)。过表达 miR-138-5p后,LPS诱导的 HA1800细胞的凋亡率、Cleaved-caspase-3表达水

平、TNF-α、IL-1β和IL-6水平降低(P<0.05)。抑制 miR-138-5p表达可以逆转艾司氯胺酮对LPS诱导的

HA1800细胞凋亡和炎症反应的影响。结论 艾司氯胺酮通过上调 miR-138-5p表达抑制LPS诱导的星形胶

质细胞凋亡和炎症反应。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

esketamine
 

on
 

lipopolysaccharide
 

(LPS)-induced
 

astrocyte
 

apoptosis
 

and
 

inflammation
 

and
 

its
 

molecular
 

mechanism.Methods Astrocyte
 

HA1800
 

was
 

divided
 

into
 

NC
 

group,0.5,1.0,2.0
 

μg/mL
 

LPS
 

group,low,medium,and
 

high
 

dose
 

group,miR-138-5p
 

group,miR-con
 

group,high-dose+anti-miR-138-5p
 

group,high-dose+anti-miR-con
 

group.Flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

HA1800
 

cell
 

apoptosis,Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

Cleavage
 

of
 

cysteine
 

aspar-
tate

 

protease
 

3
 

(Cleaved-caspase-3),enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α(TNF-α),interleukin(IL)-1β,and
 

IL-6
 

levels,and
 

miR-138-5p
 

expression
 

level
 

was
 

detected
 

by
 

reverse
 

transcription
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

(RT-qPCR).Results After
 

induced
 

with
 

in-
creased

 

concentrations
 

of
 

LPS,the
 

apoptosis
 

rate,Cleaved-caspase-3
 

expression
 

level,and
 

the
 

levels
 

of
 

TNF-α,
IL-1β

 

and
 

IL-6
 

of
 

astrocytes
 

HA1800
 

were
 

increased
 

(P<0.05).After
 

treatment
 

with
 

increased
 

doses
 

of
 

es-
ketamine,the

 

apoptosis
 

rate,Cleaved-caspase-3
 

expression
 

level,and
 

the
 

levels
 

of
 

TNF-α,IL-1β
 

and
 

IL-6
 

of
 

HA1800
 

cells
 

induced
 

by
 

LPS
 

were
 

decreased,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-138-5p
 

was
 

increased
 

(P<
0.05).After

 

overexpression
 

of
 

miR-138-5p,the
 

apoptosis
 

rate,Cleaved-caspase-3
 

expression
 

level,and
 

the
 

lev-
els

 

of
 

TNF-α,IL-1β
 

and
 

IL-6
 

of
 

HA1800
 

cells
 

induced
 

by
 

LPS
 

were
 

decreased
 

(P<0.05).Inhibition
 

of
 

miR-
138-5p

 

expression
 

could
 

reverse
 

the
 

effect
 

of
 

esketamine
 

on
 

LPS-induced
 

apoptosis
 

and
 

inflammation
 

of
 

HA1800
 

cells.Conclusion Esketamine
 

inhibits
 

LPS-induced
 

astrocyte
 

apoptosis
 

and
 

inflammation
 

by
 

up-regulating
 

the
 

expression
 

of
 

miR-138-5p.
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  神经胶质细胞是神经中枢发挥神经功能的主要

细胞,星形胶质细胞作为神经中枢的一种重要细胞,
其功能受损会影响神经元的存活,在许多中枢神经系

统疾病中发挥重要作用,如抑郁症、阿尔兹海默症和

帕金森病[1-2]。微小RNA(miRNA)是一种对大脑功

能(如 神 经 发 育 和 神 经 发 生)很 重 要 的 非 编 码 小

RNA。MiR-138-5p是一种在中枢神经系统中高表达

的miRNA,据报道,miR-138-5p在阿尔茨海默病[3]、
帕金森病[4]患者的血浆中存在差异表达。在脊髓损

伤中,miR-138-5p过表达可靶向促凋亡因子而有利于

神经细胞存活[5]。此外,骨髓间充质干细胞来源的外

泌体miR-138-5p可通过靶向LCN2促进星形胶质细

胞增殖和抑制炎症反应来减轻神经损伤[6]。由此可

见,miR-138-5p可能是一种有效的神经保护靶标。
艾司氯胺酮是氯胺酮的右旋体,一种新型抗抑郁

药,相较于氯胺酮,具有应用剂量小、镇痛镇静作用

强、神经系统不良反应少的特点[7-8]。研究报道,氯胺

酮可上调星形胶质细胞表面脑保护相关受体表达[9]。
氯胺酮可通过抑制脂多糖(LPS)诱导的星形胶质细胞

甲基胞嘧啶加双氧酶3
 

mRNA 的下调介导抗炎机

制[10]。低剂量氯胺酮可降低炎症因子水平,对帕金森

病小鼠发挥神经保护作用[11],提示氯胺酮对星形胶质

细胞具有保护作用。最近有研究发现,艾司氯胺酮可

增加抑郁大鼠海马亚区星形胶质细胞的体积和脑源

性神经营养因子的释放[12];且可减少颅脑创伤大鼠创

伤后应激障碍样行为,进而发挥神经保护作用[13]。而

艾司氯胺酮对星形胶质细胞介导的神经保护作用的

影响是否与 miR-138-5p有关尚不清楚。因此,本研

究旨在研究艾司氯胺酮对LPS诱导的星形胶质细胞

凋亡和炎症反应的影响及其与miR-138-5p的关系。

1 材料与方法

1.1 材料来源 星形胶质细胞 HA1800(上海冠导

生物工程有限公司);杜氏改良依格尔(DMEM)培养

基、LPS(美国Sigma公司)、;盐酸艾司氯胺酮(规格2
 

mL:50
 

mg,国药准字H20193336,江苏恒瑞医药股份

有限公司);凋亡检测试剂盒(WE0325)、蛋白提取试

剂盒(北京百奥莱博科技有限公司);肿瘤坏死因子-α
(TNF-α)(PT518)、白细胞介素(IL)-1β(PI305)和IL-
6(PI330)酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂盒(上海碧

云天生物技术有限公司);荧光定量 PCR 试剂盒、

miR-138-5p过表达载体及对照载体(miR-con)、miR-
138-5p抑制物(anti-miR-138-5p)及抑制物对照(anti-
miR-con)、引物(上海吉玛制药技术有限公司);裂解

的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶3(Cleaved-caspase-3)抗
体(美国Abcam公司)。

1.2 细胞处理与分组 星形胶质细胞 HA1800用

DMEM 培 养 基 常 规 培 养,分 别 用 0.5、1.0、2.0
 

μg/mL的LPS处理 HA1800细胞12
 

h,作为0.5、

1.0、2.0
 

μg/mL
 

LPS组,常规培养的细胞作为 NC
组。筛选出2.0

 

μg/mL的LPS用于后续试验。分别

用25、50、100
 

μmol/L的艾司氯胺酮和2.0
 

μg/mL
 

LPS处理 HA1800细胞,作为低、中、高剂量组;将
miR-138-5p过表达载体及 miR-con转染至 HA1800
细胞后用2.0

 

μg/mL
 

LPS处理,分别作为 miR-138-
5p组、miR-con组;将anti-miR-138-5p、anti-miR-con
转染至HA1800细胞后用100

 

μmol/L的艾司氯胺酮

和2.0
 

μg/mL的LPS处理,分别作为高剂量+anti-
miR-138-5p组、高剂量+anti-miR-con组。

1.3 流式细胞术检测细胞凋亡 收集各组 HA1800
细胞,用预冷的磷酸缓冲盐溶液(PBS)漂洗2次,加入

结合缓冲液重悬,然后加入5
 

μL的膜联蛋白V-FITC
(Annexin

 

V-FITC)和10
 

μL的碘化丙啶(PI),混匀、
避光孵育10

 

min;上流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.4 蛋 白 质 印 迹 法 检 测 蛋 白 表 达  提 取 各 组

HA1800细胞总蛋白,进行聚丙烯酰胺凝胶电泳,转
膜、封闭,加入Cleaved-caspase-3一抗(1∶1

 

000)4
 

℃
孵育过夜,洗膜后加入二抗(1∶2

 

000)室温孵育2
 

h,
显影、成像,分析蛋白条带的灰度值,以β-actin为

内参。

1.5 酶联免疫吸附试验(ELISA)检测 TNF-α、IL-
1β、IL-6水平 取各组细胞培养上清液,检测TNF-α、

IL-1β、IL-6水平。具体按照试剂盒操作进行检测。

1.6 反转录-实时荧光定量 PCR(RT-qPCR)检测

miR-138-5p相对表达水平 提取细胞总RNA,以U6
为内参进行PCR扩增,相对表达水平采用2-ΔΔCt法计

算。miR-138-5p上游引物序列为5'-GCGAGCTG-
GTGTTGTGAATC-3',下游引物序列为5'-AGTG-
CAGGGTCCGAGGTATT-3';U6上游引物 序 列 为

5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3',下 游 引 物 序 列 为

5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'。

1.7 统计学处理 用SPSS20.0软件进行数据处理

及统计分析。符合正态分布的计量资料以x±s 表

示,多组间比较采用单因素方差分析,两组间比较采

用独立样本t 检验。以 P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 不同浓度LPS对星形胶质细胞 HA1800凋亡

和炎症反应的影响 与NC组比较,浓度越高的LPS
处 理 后 星 形 胶 质 细 胞 HA1800 凋 亡 率、Cleaved-
caspase-3表达水平、TNF-α、IL-1β和IL-6水平升高

(P<0.05),2.0
 

μg/mL
 

LPS组各项指标差异最显

著,故后续采用2.0
 

μg/mL
 

LPS处理 HA1800细胞,
见图1、表1。

2.2 艾 司 氯 胺 酮 对 LPS处 理 的 星 形 胶 质 细 胞
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HA1800凋亡和炎症反应的影响 与2.0
 

μg/mL
 

LPS组比较,低、中、高剂量组 HA1800细胞凋亡率、
Cleaved-caspase-3表达水平、TNF-α、IL-1β和IL-6水

平降低(P<0.05)。见图2、表2。

  注:A为流式细胞仪检测细胞凋亡;B为 Western
 

blot检测Cleaved-caspase-3蛋白的表达。

图1  不同浓度LPS对星形胶质细胞 HA1800凋亡和相关蛋白表达的影响

  注:A为流式细胞仪检测细胞凋亡;B为 Western
 

blot检测Cleaved-caspase-3蛋白的表达。

图2  艾司氯胺酮对LPS处理的星形胶质细胞 HA1800凋亡和相关蛋白表达的影响

表1  不同浓度LPS及艾司氯胺酮对LPS处理的对星形胶质细胞 HA1800凋亡和炎症反应的影响(x±s)

组别 n 凋亡率(%) TNF-α(ng/L) IL-1β(ng/L) IL-6(ng/L) Cleaved-caspase-3

NC组 9 8.16±0.63 25.16±2.01 1.32±0.10 3.46±0.21 0.31±0.03

0.5
 

μg/mL
 

LPS组 9 13.15±0.96a 57.86±4.86a 3.96±0.28a 6.12±0.52a 0.48±0.05a

1.0
 

μg/mL
 

LPS组 9 19.03±1.31a 105.16±9.16a 8.16±0.76a 12.86±0.98a 0.69±0.07a
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续表1  不同浓度LPS及艾司氯胺酮对LPS处理的对星形胶质细胞 HA1800凋亡和炎症反应的影响(x±s)

组别 n 凋亡率(%) TNF-α(ng/L) IL-1β(ng/L) IL-6(ng/L) Cleaved-caspase-3

2.0
 

μg/mL
 

LPS组 9 24.11±1.96a 151.02±11.14a 12.03±1.03a 17.83±1.34a 0.83±0.07a

F 252.158 462.469 462.449 497.494 143.159

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与NC组比较,aP<0.05。

表2  艾司氯胺酮对LPS处理的星形胶质细胞 HA1800凋亡和炎症反应的影响(x±s)

组别 n 凋亡率(%)
TNF-α
(ng/L)

IL-1β
(ng/L)

IL-6
(ng/L)

Cleaved-

caspase-3

2.0
 

μg/mL
 

LPS组 9 24.11±1.96 151.02±11.14 12.03±1.03 17.83±1.34 0.83±0.07

低剂量组 9 17.36±1.25a 124.73±10.52a 9.76±0.81a 13.76±1.08a 0.71±0.06a

中剂量组 9 12.39±0.83a 83.96±7.13a 5.32±0.45a 8.26±0.68a 0.53±0.05a

高剂量组 9 9.03±0.71a 41.03±3.67a 3.45±0.31a 2.37±0.19a 0.40±0.03a

F 280.976 433.055 436.865 564.105 162.000

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与2.0
 

μg/mL
 

LPS组比较,aP<0.05。

2.3 艾司氯胺酮对miR-138-5p表达的影响 与NC
组比较,2.0

 

μg/mL
 

LPS组 HA1800细胞中 miR-
138-5p表达水平降低(P<0.05);与2.0

 

μg/mL
 

LPS
组比较,低、中、高剂量组HA1800细胞中miR-138-5p
表达水平升高(P<0.05)。见表3。

表3  艾司氯胺酮对 miR-138-5p表达的影响(x±s)

组别 n miR-138-5p

NC组 9 1.00±0.10

2.0
 

μg/mL
 

LPS组 9 0.38±0.03a

低剂量组 9 0.58±0.05b

中剂量组 9 0.78±0.07b

高剂量组 9 0.91±0.09b

F 107.727

P <0.001

  注:与NC组比较,aP<0.05;与2.0
 

μg/mL
 

LPS比较,bP<0.05。

2.4 上调 miR-138-5p表达抑制LPS诱导的星形胶

质细胞 HA1800凋亡和炎症反应 与 miR-con组比

较,miR-138-5p 组 miR-138-5p 表 达 水 平 升 高,

HA1800细胞凋亡率、Cleaved-caspase-3表达水平、

TNF-α、IL-1β和IL-6水平降低(P<0.05);且 miR-
138-5p组 HA1800细胞凋亡率、Cleaved-caspase-3表

达水平、TNF-α、IL-1β和IL-6水平与高剂量组接近。
见图3、表4。

2.5 anti-miR-138-5p可以逆转艾司氯胺酮对LPS
诱导的星形胶质细胞 HA1800凋亡和炎症反应的保

护作用 与高剂量+anti-miR-con组比较,高剂量+
anti-miR-138-5p 组 miR-138-5p 表 达 水 平 降 低,

HA1800细胞凋亡率、Cleaved-caspase-3表达水平、

TNF-α、IL-1β和IL-6水平升高(P<0.05),见图4、
表5。

  注:A为流式细胞仪检测细胞凋亡;B:为 Western
 

Blot检测Cleaved-caspase-3蛋白的表达。

图3  miR-138-5p减弱LPS诱导的星形胶质细胞 HA1800凋亡和相关蛋白的表达
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表4  miR-138-5p减弱LPS诱导的星形胶质细胞 HA1800凋亡和炎症反应(x±s)

组别 n miR-138-5p 凋亡率(%)
TNF-α
(ng/L)

IL-1β
(ng/L)

IL-6
(ng/L)

Cleaved-

caspase-3

miR-con组 9 1.00±0.09 24.18±1.73 151.10±10.34 12.10±0.98 17.61±1.05 0.81±0.07

miR-138-5p组 9 2.36±0.19 9.03±0.82 48.96±3.76 3.16±0.28 5.06±0.43 0.42±0.04

t 19.407 23.740 27.850 26.314 33.182 14.512

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:A为流式细胞仪检测细胞凋亡;B为 Western
 

blot检测Cleaved-caspase-3蛋白的表达。

图4  anti-miR-138-5p可以逆转艾司氯胺酮对LPS诱导的星形胶质细胞 HA1800凋亡和相关蛋白的表达

表5  anti-miR-138-5p可以逆转艾司氯胺酮对LPS诱导的星形胶质细胞 HA1800凋亡和炎症反应的影响(x±s)

组别 n miR-138-5p 凋亡率(%)
TNF-α
(ng/L)

IL-1β
(ng/L)

IL-6
(ng/L)

Cleaved-

caspase-3

高剂量+anti-miR-con组 9 1.00±0.08 9.10±0.73 41.12±3.81 3.41±0.24 2.31±0.17 0.42±0.04

高剂量+anti-miR-138-5p组 9 0.41±0.04 26.19±1.93 137.19±11.03 11.08±0.96 15.73±1.24 0.91±0.09

t 19.789 24.847 24.698 23.253 32.167 14.926

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

3 讨  论

中枢神经系统疾病均伴有不同程度的神经炎症

反应,星形胶质细胞广泛存在于神经系统中,是负责

维持大脑稳态的主要神经细胞类型,也是神经炎症的

关键调节剂。星形胶质细胞活化后能产生和释放多

种神经递质和炎症因子[14]。神经炎症是神经退行性

疾病的常见特征,据报道,在神经炎症条件下,星形胶

质细胞的过度激活可释放大量炎症因子,导致神经退

行性疾病[15-16]。因此,抑制星形胶质细胞炎症反应对

于防治神经系统疾病具有重要意义。
艾司氯胺酮是一种新型抗抑郁药,是氯胺酮的右

旋体,其抗炎、抗抑郁作用明显。如氯胺酮可有效抑

制腰椎间盘突出根性痛大鼠炎症反应,缓解椎间盘退

变[17];并可降低LPS对小胶质细胞的活化作用,减少

小胶质细胞TNF-α和IL-1β的释放[18]。艾司氯胺酮

预处理可降低尿道下裂儿童术后首日疼痛程度及体

内炎症因子水平[19]。以上说明艾司氯胺酮抗炎作用

明显,但是其对LPS诱导的星形胶质细胞损伤尚不清

楚。本研究结果显示,浓度越高的LPS诱导的星形胶

质细胞 HA1800凋亡率、Cleaved-caspase-3表达水

平、TNF-α、IL-1β和IL-6水平均升高;剂量越高的艾

司氯胺酮处理后,LPS诱导的 HA1800细胞的凋亡率

和Cleaved-caspase-3表达水平、TNF-α、IL-1β和IL-6
水平 降 低;表 明 艾 司 氯 胺 酮 可 减 轻 LPS 诱 导 的

HA1800细胞损伤。
在本研究中,LPS诱导的 HA1800中 miR-138-

5p相对表达水平降低,而不同剂量艾司氯胺酮均可上

调miR-138-5p的表达,提示 miR-138-5p可能涉及艾

司氯胺酮的作用机制。miRNA是小分子RNA,与中

枢神经系统疾病密切相关,miR-138-5p是其中一种。
有研究报道,神经病理性疼痛的慢性缩窄性损伤模型

小鼠脊髓和坐骨神经中 miR-138-5p表达下调[20]。

LPS处理的大鼠海马和小胶质细胞中 miR-138-5p表

达也下调,而 miR-138-5p表达上调可改善受损的认

知功能,同时抑制海马神经炎症[21]。长链非编 码

RNA-H19通过下调 miR-138-5p促进脑缺血再灌注

损伤诱导的炎症反应[22]。本研究中,过表达 miR-
138-5p后,LPS 诱 导 的 HA1800 细 胞 的 凋 亡 率、
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Cleaved-caspase-3表达水平、TNF-α、IL-1β和IL-6水

平降低,表明过表达 miR-138-5p可抑制LPS诱导的

HA1800细胞的凋亡和炎症反应。此外,本研究还发

现,下调 miR-138-5p表达可以减弱艾司氯胺酮对

LPS诱导的HA1800细胞凋亡和炎症反应的影响,表
明上调miR-138-5p是艾司氯胺酮在LPS诱导的星形

胶质细胞中发挥抗凋亡和抗炎作用的重要途径之一。
综上所述,艾司氯胺酮可能通过上调 miR-138-5p

表达抑制LPS诱导的星形胶质细胞凋亡和炎症反应。
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