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氯胺酮单次注射对小鼠海马区
单羧酸转运蛋白家族表达的影响

杜　傲１　何柏林１，２　李延柠１　温歌华１　董志斌１　任兴华１　吴　旭１△

（１中国医科大学法医学院，沈阳１１０１２２；２广东华曦法医物证司法鉴定所，深圳 ５１８０００）

　　吴旭，医学博士、美国哈佛大学医学院麻省总医院博士后，教授，博士研究
生导师，现任中国医科大学法医学院党总支书记兼副院长。参加编写全国高

等医学院校法医学专业规划教材《法医毒理学》第４版及第５版、《法医学》（第
２版）、创新教材《法医学》（第１版）。参加编写专业著作《实用法医学》（第１
版）、《法医学辞典》（第１版）。在国际及国家级专业学术期刊发表论文７０余
篇，其中ＳＣＩ文章１０余篇。承担国家自然科学基金面上项目２项，辽宁省自然
科学基金项目２项、辽宁省教育厅科学研究一般项目１项、市级课题２项，参加

国家自然基金及省市各类课题多项，目前主要从事毒麻药品中枢神经系统损害及颅脑损伤分子病

理学机制等方面的研究。获辽宁省科技进步三等奖、沈阳市科技进步三等奖各１项。除科研、教学
及培养研究生等工作外，还承担和参加省内外司法机关和医疗卫生行政部门委托的法医病理学、法

医毒理学鉴定工作，并多次被邀请参加省内外疑难案件的法医学鉴定。

　　摘　要　目的　探讨氯胺酮单次注射小鼠海马区单羧酸转运蛋白ＭＣＴ１、ＭＣＴ２和 ＭＣＴ４的表达变化。方
法　３月龄Ｃ５７ＢＬ／６小鼠４０只随机分为ｓａｌｉｎｅ组及ｋｅｔ１组、ｋｅｔ２组、ｋｅｔ３组、ｋｅｔ４组，每组８只，分别腹腔注
射生理盐水及 １０、２０、４０、８０ｍｇ／ｋｇ氯胺酮，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同剂量氯胺酮单次注射后小鼠海马区
ＭＣＴ１、ＭＣＴ２和ＭＣＴ４的蛋白表达情况。结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 ＭＣＴ１蛋白在各 ｋｅｔ组表达水平均下降
（Ｐ＜０．０５），ＭＣＴ２蛋白仅在ｋｅｔ３组及ｋｅｔ４组表达水平升高（Ｐ＜０．０１），ＭＣＴ４蛋白在各 ｋｅｔ组表达水平均下
降（Ｐ＜０．０１）。结论　单次注射氯胺酮致小鼠脑海马区ＭＣＴ１和ＭＣＴ４表达减弱、ＭＣＴ２表达增强，提示氯胺酮
所致神经毒性作用可能与能量代谢受到影响相关。
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ｏｕｓｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｋｅｔ３ａｎｄｋｅｔ４ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｋｅｔａｍｉｎｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｌｅｖｅｌｓｏｆ
ＭＣＴ１ａｎｄＭＣＴ４ａｆｔｅｒｓｉｎｇｌｅａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ｗｈｅｒｅａｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＣＴ２ｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ．Ｏｕｒｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｕｇｇｅｓｔｔｈａｔｔｈｅｄｉｓｔｕｒｂａｎｃｅｏｆｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎｂｒａｉｎｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｋｅｔ
ａｍｉｎｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｋｅｔａｍｉｎｅ；Ｍｏｎｏｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ；Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ；Ｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

　　氯胺酮是目前临床常用的全身麻醉药，因其
强烈的致幻觉及致欣快作用，自２０世纪９０年代起
氯胺酮作为一种新型毒品在我国迅速引起广泛性

滥用。过去研究表明，氯胺酮滥用者可出现一系

列神经毒性反应及行为学改变。健康受试者在静

脉注射氯胺酮１ｍｉｎ后便开始出现学习记忆能力下
降及难以集中注意力等变化，这一影响通常持续

３０～６０ｍｉｎ，但受试者出现的轻微幻觉可长达
２４ｈ［１］。

单羧酸转运蛋白（ｍｏｎｏｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，
ＭＣＴｓ）是一种存在于细胞膜表面的介导乳酸跨膜
转运的蛋白，脑内主要包含 ＭＣＴ１、ＭＣＴ２、ＭＣＴ４三
种亚型，其中ＭＣＴ１、ＭＣＴ４特异性表达于星形胶质
细胞，ＭＣＴ２特异性表达于神经元。乳酸是脑内主
要的能源物质，尤其在执行神经活动、神经细胞损

伤等特殊情况下，乳酸在神经胶质细胞和神经元

间的传递对于神经元活性维持、受损神经元修复

及大脑功能行使必不可少。研究发现，ＭＣＴ１、
ＭＣＴ２、ＭＣＴ４在细胞膜上表达水平的变化可以影
响乳酸转运过程，改变脑内的能量代谢情况，进而

引起神经功能改变［２］。

本文拟进行氯胺酮单次注射，采取 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ方法检测小鼠海马区ＭＣＴ１、ＭＣＴ２和ＭＣＴ４蛋
白表达变化，探讨氯胺酮的神经毒性作用与乳酸

转运障碍之间的可能关系。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　３月龄健康雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠
４０只，体质量２５～３０ｇ，由中国医科大学实验动物
中心提供。

１．１．２　药品、试剂及仪器　兔抗小鼠 ＭＣＴ１多克
隆抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ｓｃ５０３２５）、小鼠抗
小鼠ＭＣＴ２单克隆抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ｓｃ
１６６９２５）、兔抗小鼠 ＭＣＴ４单克隆抗体（美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司，ｓｃ５０３２９）、小鼠抗小鼠 ＧＡＰＤＨ单克隆
抗体（中山金桥生物技术公司，ＴＡ０８）、细胞膜蛋

白与浆蛋白提取试剂盒（碧云天）等。

１．２　方法
１．２．１　动物模型建立及分组　将小鼠随机分为
ｓａｌｉｎｅ组和ｋｅｔ１、ｋｅｔ２、ｋｅｔ３、ｋｅｔ４组，每组８只，分
别腹腔注射生理盐水及 １０、２０、４０、８０ｍｇ／ｋｇ氯胺
酮，给药后６ｈ取材。
１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　分离小鼠海马，提取海
马胞膜蛋白，对ＭＣＴ１、ＭＣＴ２和 ＭＣＴ４进行蛋白定
量检测。１５μｇ蛋白等量上样，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电
泳后，湿膜法转印至 ＰＶＤＦ膜，经８％ 脱脂奶粉室
温封闭２．５ｈ后加入兔抗小鼠多克隆抗体 ＭＣＴ１（１
∶３００稀释）、小鼠抗小鼠单克隆抗体 ＭＣＴ２（１∶３００
稀释）和兔抗小鼠多克隆抗体 ＭＣＴ４（１∶３００稀释）
４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ洗膜，加入相应的二抗室温
１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜后ＥＣＬ发光。利用ＳｃｉｏｎＩｍａｇｅ软件
分别检测ＭＣＴ１、ＭＣＴ２、ＭＣＴ４和ＧＡＰＤＨ蛋白表达
的平均光密度值，分别用 ＭＣＴ１、ＭＣＴ２、ＭＣＴ４与
ＧＡＰＤＨ相比，得到对应指标蛋白表达相对量。
１．３　统计学方法

采用ＳＰＳＳ２２．０ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ软件进行统计学
分析，数据用 珋ｘ±ｓ来表示，总体差异采用方差分
析，并运用 ＬＳＤｔ法进行事后两两比较，Ｐ≤０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组小鼠海马组织ＭＣＴ１表达结果
ＭＣＴ１片段大小为 ４３ｋＤａ，各 ｋｅｔ组 ＭＣＴ１蛋

白表达相对量较ｓａｌｉｎｅ组蛋白表达相对量降低（Ｐ
＜０．０５，Ｐ＜０．０１），不同剂量组间无统计学差异。
见图１。
２．２　各组小鼠海马组织ＭＣＴ２表达结果

ＭＣＴ２片段大小为 ４５ｋＤａ，ｋｅｔ３组、ｋｅｔ４组
ＭＣＴ２蛋白表达相对量较ｓａｌｉｎｅ组蛋白表达相对量
升高，氯胺酮ｋｅｔ１组及ｋｅｔ２组较ｓａｌｉｎｅ组无明显
变化（Ｐ＜０．０１），组间无统计学差异。见图２。
２．３　各组小鼠海马组织ＭＣＴ４表达结果

ＭＣＴ４片段大小为 ４３ｋＤａ，各 ｋｅｔ组 ＭＣＴ４蛋
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白表达相对量较ｓａｌｉｎｅ组蛋白表达相对量降低（Ｐ ＜０．０１），不同剂量组间无统计学差异。见图３。

注：５组间比较，Ｆ＝８．７３７，Ｐ＜０．０００１；与ｓａｌｉｎｅ组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

图１　各组海马组织中ＭＣＴ１的表达

注：５组间比较，Ｆ＝３．７６３，Ｐ＝０．００９３；与ｓａｌｉｎｅ组比较，Ｐ＜０．０１

图２　各组海马组织中ＭＣＴ２的表达

注：５组间比较，Ｆ＝４．５６５，Ｐ＝０．００５０；与ｓａｌｉｎｅ组比较，Ｐ＜０．０１

图３　各组海马组织中ＭＣＴ４的表达

３　讨论

氯胺酮为非竞争性 Ｎ甲基Ｄ天门冬氨酸（Ｎ
ｍｅｔｈｙｌＤａｓｐａｒｔａｔｅ，ＮＭＤＡ）受体拮抗剂，广泛应用
于临床麻醉，同时也是我国近年来最常见的滥用

物质之一。研究发现，氯胺酮短期注射会导致前

额叶及海马区神经细胞变性、凋亡，且损伤有一定

的剂量效应关系［３４］。Ｄｕａｎ等［５］以３０ｍｇ／ｋｇ氯胺
酮注射ＳＤ大鼠１ｈ后，进行行为学实验，发现其在
水迷宫中表现出明显的空间参考记忆的损伤，同

时电生理结果显示大鼠海马区出现了可逆性突触

功能减弱。但也有文献报道，分别以 ２５、７０及
１５０ｍｇ／ｋｇ单次注射氯胺酮并未引起小鼠神经细胞
凋亡增加；注射后１、２、３ｄ分别进行行为学实验，均
无异常表现［６］。本课题组前期行为学实验显示，

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分组，分别接受腹腔单次注射
１０、２０、４０、８０ｍｇ／ｋｇ氯胺酮后３ｈ时开始行为学实
验，与生理盐水组相比，氯胺酮处理组小鼠在旷场

实验及Ｙ迷宫中的表现并未出现明显改变。提示
不同剂量氯胺酮单次注射３ｈ后，对小鼠的行为及
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认知功能未造成影响［７］。分析本实验组与之前研

究结果不同的原因可能与实验动物及行为学测试

时间等方面不同。

近年来，大量研究发现乳酸是大脑所需能量

的主要来源［８］。乳酸在星形胶质细胞内产生后，

经其胞膜上的ＭＣＴ１、ＭＣＴ４转出至细胞间隙，随后
由特异性表达于神经细胞膜上的ＭＣＴ２摄取、转至
胞内为进一步神经活动提供能量，这一经ＭＣＴｓ介
导的乳酸转运是维持神经细胞活性及行使大脑功

能的必备环节［９１０］。Ｓｃｈｕｒｒ等［１１］通过对短暂性大

脑缺血大鼠模型的研究发现，腹腔注射４ＣＩＮ抑制
ＭＣＴ２表达后，大鼠脑损伤区域范围明显增加、损
伤程度加重，提示 ＭＣＴ对于大脑活性的维持及损
失后修复的重要意义。此外，有研究发现海马内

注射４ＣＩＮ后，ＳＤ大鼠记忆功能受到严重影响，且
这种影响可以被乳酸缓解，提示记忆功能与 ＭＣＴ
介导乳酸转运息息相关［１２］。Ｌｕ等［１３］发现，与对照

组相比，ＡＤ模型大鼠在水迷宫实验中明显表现出
记忆功能受损，同时发现实验组脑皮质及海马区

乳酸水平均显著降低，ＭＣＴ２的表达也显著减少，
这一结果也提示ＭＣＴ在记忆功能中的重要作用。

本实验通过氯胺酮单次注射，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ检
测小鼠海马胞膜蛋白发现，表达于星形胶质细胞

膜的ＭＣＴ１、ＭＣＴ４蛋白在氯胺酮组的蛋白表达相
对量均较生理盐水组蛋白表达相对量低，且差异

有统计学意义，但各实验组间差异无统计学意义；

而表达于神经元胞膜的ＭＣＴ２蛋白表达量仅在ｋｅｔ
３组和 ｋｅｔ４组有统计学变化，呈升高趋势。以上
实验结果说明，氯胺酮单次注射在 １０～８０ｍｇ／ｋｇ
剂量中均可致海马区星形胶质细胞膜上 ＭＣＴ１和
ＭＣＴ４表达下降。与 ＭＣＴ１和 ＭＣＴ４相比，ＭＣＴ２
对氯胺酮的反应存在剂量效应，从 ４０ｍｇ／ｋｇ才开
始引起蛋白表达改变，且趋势与 ＭＣＴ１、ＭＣＴ４相
反，由此我们推测ＭＣＴ２表达变化可能是由于氯胺
酮作用引起 ＭＣＴ１、ＭＣＴ４在星形胶质细胞胞膜上
表达下降，引起乳酸的星形胶质细胞神经元转运
障碍，进而机体反应性上调神经元胞膜上ＭＣＴ２的
表达，增加进入神经元的乳酸量，维持神经元的能

量代谢及正常的生理活动。

脑是机体主要的耗能器官，能量代谢对于维

持神经细胞的活性及功能必不可少。对 ＡＤ患者
的研究发现，其脑内能量的摄取及利用障碍较其

组织学及行为学改变更早出现［１４］。我们发现氯胺

酮单次注射虽不引起明显的行为学异常，但氯胺

酮组小鼠海马区 ＭＣＴ１、ＭＣＴ４表达下降，ＭＣＴ２表
达升高，提示即使单次使用氯胺酮也可影响海马

区乳酸转运，引起能量代谢异常，这一变化为进一

步探讨氯胺酮的神经毒性作用与乳酸转运、能量

代谢之间的可能关系，阐明氯胺酮滥用所致认知

功能障碍的机制提供有益的数据。
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别、亲权鉴定及遗传学研究提供依据和有效补充。
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