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SOCS1在氯胺酮减轻小胶质细胞活化中的机制研究 *
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摘要 目的：探讨麻醉药氯胺酮(Ketamine, KET)对暴露于脂多糖(Lipopolysaccharide, LPS)中的小胶质细胞活化水平的影响，并观

察细胞因子信号转导抑制因子 1(Suppressor of Cytokine Signaling 1, SOCS1)在其中的作用。方法：本研究选用 N9小胶质细胞系，

将其暴露于浓度为 10 ng/mL的 LPS中，模拟炎症反应，同时给与浓度为 1 mM的 KET，采用Western blot、酶联免疫吸附检测（En-

zyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA）小 RNA干扰和免疫细胞染色等方法，观察 KET对暴露于 LPS中的小胶质细胞活化水

平的影响，及 SOCS1分子在其中的作用。结果：将细胞分为 3组，分别为正常培养的 Control组、LPS组和 KET+LPS组，研究发

现，将 N9小胶质细胞暴露于含 10 ng/mL的细胞培养基中 24 h后，细胞诱导型一氧化氮合酶（Inducible Nitric Oxide Synthase, iNOS）

表达和培养基肿瘤坏死因子 琢（Tumor Necrosis Factor 琢, TNF-琢）含量显著增加（P<0.05），而 KET可显著降 iNOS蛋白表达和培养

基 TNF-琢含量（P<0.05）。随后，将细胞分为 5组，分别为 Control组、LPS组、KET+LPS组、SOCS1-siRNA+KET+LPS组和乱序

siRNA(SC-siRNA)+KET+LPS组，我们发现，LPS可显著增加小胶质细胞 TNF-琢和白细胞介素 1茁（Interleukin-1茁, IL-1茁）的释放、
增加 SOCS1和核因子 资B（Neuclear Factor 资B, NF-资B）表达（P<0.05），而 KET可显著逆转 LPS对炎症因子释放和 NF-资B表达的
影响，并进一步增加 SOCS1表达（P<0.05），而 SOCS1-siRNA显著逆转了 KET的上述作用（P<0.05），SC-siRNA未对 KET产生的

上述作用造成显著影响（P>0.05）。结论：KET可降低 LPS对小胶质细胞的活化作用，上述作用可能通过 SOCS1分子介导。
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Role of SOCS1 in Ketamine-Induced Inhibition of Microglial Activation*

To explore ketamine (KET)-induced effects on the microglial activation caused by lipopolysaccharide

(LPS), and to investigate the role of Suppressor of Cytokine Signaling 1 (SOCS1) in the process. We took N9 microglial cells,

and the cells were exposed to the medium containing LPS of 10 ng/mL to mimic inflammation, meanwhile, 1mM of KET was added into

the medium. After the treatments of 24 h, western blot, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), siRNA interfering and immunocy-

tochemistry were taken to assess the activation of microglia and the role of SOCS1 in the process. The cells were divided into

three groups, including control group, LPS group and KET+LPS group, after the treatments, we found that LPS increased the inducible

nitric oxide synthase (iNOS) protein expression and Tumor Necrosis Factor 琢 (TNF-琢) concentration in the medium (P<0.05), and KET

reduced the iNOS expression and TNF-琢 concentration significantly (P<0.05). Then, the cells were divided into five groups, including

control group, LPS group, KET+LPS group, SOCS1-siRNA+KET+LPS group and SC-siRNA+KET+LPS group, after 24-h treatments,

we found that LPS increased TNF-琢 and Interleukin-1茁 (IL-1茁) releases and the protein expressions of SOCS1 and nuclear factor-资B
(NF-资B), and KET significantly reversed the effects induced by LPS, and increased SOCS1 expression (P<0.05). However, SOCS1-siRNA,
not the SC-siRNA, significantly reversed the KET-induced effects above (P<0.05). KET can reduce LPS-induced microglial

activation, and SOCS1 protein may mediate the process.
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前言

炎症反应是中枢神经系统（Central Nervous System, CNS）

疾病发生发展的重要环节之一，而小胶质细胞的过度活化可通

过释放促炎症因子，加剧 CNS的炎症反应[1-3]，对受损神经组织

造成继发性损伤，因此，抑制小胶质细胞的过度活化，被认为是

抑制 CNS 炎症反应相关疾病的有效措施 [4-6]。氯胺酮（Ke-

tamine, KET）是一种临床常用的全身麻醉药，主要用于短小手

术和小儿手术的麻醉[7-9]，最近多项研究显示，KET具有可降低

小胶质细胞活化的作用，但其机制尚不清楚[10-13]。有学者研究发

现，细胞因子信号转导抑制因子 1(Suppressor of Cytokine Sig-

naling 1, SOCS1)参与抑制了小胶质细胞的活化[14-16]，而 SOCS1

是否介导了 KET对小胶质细胞活化水平的影响尚未见报道。

在本研究中，我们通过使用促炎症物质脂多糖(Lipopolysaccha-

ride, LPS) 刺激 N9 小胶质细胞，模拟炎症反应，观察是否

SOCS1参与了 KET对小胶质细胞活化水平的影响。

1 材料与方法

1.1 实验细胞和试剂

本实验所使用的 N9 小胶质细胞获赠于第四军医大学，

LPS、IMDM 细胞培养基和胎牛血清购自 Sigma-Aldrich 公司

（美国）。兔抗小鼠 iNOS、SOCS1、NF-资B和 GAPDH一抗，购自

Abcam公司（英国），Cy3标记的山羊抗兔二抗购自北京世纪康

为生物公司。TNF-琢和 IL-1茁炎症因子检测试剂盒购自南京建
成生物工程研究所。培养细胞所用的培养板和培养瓶购自康宁

公司（美国）。青链霉素混合溶液和胰蛋白酶购自北京索莱宝公

司。SOCS1-siRNA和乱序 siRNA购自上海吉玛生物公司。

1.2 细胞培养及分组处理

N9小胶质细胞培养于 IMDM培养基中，培养基含 5%的

胎牛血清和 1%的青链霉素混合溶液，培养环境 37℃，每隔 2-3

天更换培养基一次，当细胞密度达到培养瓶底面积 90%以上时

进行传代。为研究 KET对小胶质细胞活化水平的影响，将细胞

分为 3组，分别为正常培养的对照组（Control）、10 ng/mL的

LPS 处理组和 1 mM 的 KET 和 10 ng/mL 的 LPS 处理组

（KET+LPS），37℃孵育 24 h后，采用 Western blot和 ELISA检

测细胞 iNOS蛋白表达和 TNF-琢释放量。随后，将细胞分为 5

组，分别为 Control 组、LPS 组、KET+LPS 组、SOCS1-siR-

NA+KET+LPS 组和 SC-siRNA+KET+LPS 组，37℃孵育 24 h

后，采用 ELISA法检测细胞炎症因子释放，采用 western blot和

免疫细胞化学法检测 SOCS1和 NF-资B蛋白表达。
1.3 Western blot

将细胞接种于 6孔细胞培养板，密度为 2× 106个 /孔，各

组细胞处理完毕后，分别使用适量的 RIPA细胞裂解液和蛋白

酶抑制剂加入 6孔细胞培养板，采用 BCA法进行蛋白定量检

测，使用 SDS-PAGE凝胶电泳分离相应蛋白。随后，将相应蛋

白转移至 NC膜上，再采用 5%的脱脂奶粉封闭非特异性抗原，

在室温中暴露 1 h，随后，分别使用磷酸盐缓冲液（phosphate

buffer saline, PBS）将相应兔抗小鼠一抗稀释至相应倍数（iN-

OS，1:500；SOCS1,1:500；NF-资B，1:200；GAPDH，1:500），使用
上述一抗稀释液接触贴膜，4℃过夜。随后，将荧光二抗加入有

贴膜的培养皿中，常温避光孵育 30 min，然后使用 PBS液漂洗

贴膜 3次，每次 15 min。最后上机清洗贴膜，并扫描相应条带灰

度，使用 GAPDH作为内参。

1.4 ELISA检测细胞因子浓度

将细胞接种于 96孔细胞培养板，处理完毕后，提取各孔细

胞培养上清液，4℃低温离心 30 min，离心机转速为 10000 rpm，

随后提取细胞培养上清液，根据检测说明书检测各种炎症因子

浓度，使用酶标仪，采用比色法检测炎症因子浓度。

1.5 RNA干扰

将细胞接种于 6孔细胞培养板，24 h后，用含 90 pmol/L的

SOCS1-siRNA或 SC-siRNA加入培养板中，2 mL/孔，37℃孵育

8 h后，再使用正常培养基培养 8 h，随后，使用 western blot检

测 siRNA干扰效果。

1.6 免疫细胞化学

将细胞接种于共聚焦专用培养皿，1× 105个 /孔，24 h后，

接受处理，处理完毕后，使用 4%多聚甲醛固定，30 min后，PBS

清洗 3次，每次 5 min，每孔随后加入 200 滋L的 SOCS1一抗，

4℃过夜，随后 PBS清洗 3次，每孔加入 Cy3标记的山羊抗兔

二抗，常温避光孵育 1 h，每孔再加入 150 滋L的 DAPI染色液，

PBS清洗 3次后，使用共聚焦显微镜（Olympus,日本）观察

SOCS1蛋白表达。

1.7 数据统计

所有数据采用 SPSS17.0进行数据处理，各数据采用均数

标准差（Means SD）表示，组间差异性采用单因素方差分析

（One-way ANOVA）进行比较，P<0.05被认为统计学差异。

2 结果

2.1 氯胺酮抑制了暴露于脂多糖中的小胶质细胞 iNOS蛋白表

达和 TNF-琢释放
诱导型一氧化氮合酶(iNOS)表达和促炎因子 TNF-琢释放

量，与小胶质细胞活化水平呈正相关。在本研究中，我们将小胶

质细胞分为 3组，分别为对照(Control)组、脂多糖暴露组(LPS)

和氯胺酮混合 LPS 暴露组(KET+LPS)，孵育 24 h 后，结果显

示，与 Control组相比，10 ng/mL的 LPS暴露 24 h后，LPS组 i-

NOS蛋白表达水平(图 1A)和培养基 TNF-琢释放量(图 1B)显著

升高(P<0.05)；而与 LPS组相比，使用 1 mM的 KET干预，KE

T+LPS 组的 iNOS 表达水平和 TNF-琢 释放量显著降低 (P<
0.05)，以上结果表明，KET可降低 LPS对小胶质细胞的活化

水平。

2.2 KET可增加暴露于 LPS中的小胶质细胞 SOCS1蛋白表达

水平

Western blot结果显示(图 2A)，与 Control组相比，本实验

所使用的 SOCS1-siRNA可显著降低细胞 SOCS1蛋白表达(P<
0.05)，而乱序（SC）-siRNA未对细胞 SOCS1蛋白表达水平产生

明显影响(P>0.05)，以上结果提示，SOCS1-siRNA的干扰效果
有效。Western blot(图 2B)和免疫细胞化学(图 2C)结果显示，

LPS暴露，可一定程度增加小胶质细胞 SOCS1蛋白表达 (红

色)，而 KET则可显著上调 SOCS1蛋白表达水平 (P<0.05)，
SOCS1-siRNA可显著逆转 KET对小胶质细胞 SOCS1蛋白表

达的影响 (P<0.05)，SC-siRNA未对细胞 SOCS1表达产生影响

(P>0.05)。
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图 1 氯胺酮显著降低了暴露于脂多糖中的小胶质细胞 iNOS蛋白表

达和 TNF-琢释放
Fig.1 Ketamine reduced iNOS expression and TNF-琢 release in N9

microglia exposed to LPS

Note: A: Ketamine reduced iNOS expression; B: Ketamine reduced TNF-琢
release. *: P<0.05.

图 2 SOCS1-siRNA逆转了氯胺酮对暴露于脂多糖中的小胶质细胞 SOCS1蛋白表达的影响

Fig. 2 SOCS1-siRNA reversed ketamine-induced effects on SOCS1 protein expression in N9 microglia exposed to LPS.

Note: A: SOCS1-siRNA down-regulated SOCS1 protein expression; B: Western blot indicated that SOCS1-siRNA reversed ketamine-induced effects on

SOCS1 protein expression; C: Immucytochemistry indicated that SOCS1-siRNA reversed ketamine-induced effects on SOCS1 protein expression.

*: P<0.05, NS: no significance.

2.3 SOCS1-siRNA逆转了 KET对暴露于 LPS中的小胶质细胞

NF-资B蛋白表达的影响
NF-资B是表达于细胞核内的一种蛋白，其表达程度，与细

胞炎症反应水平正相关。在本研究中，LPS暴露 24 h(图 3)，可

显著增加小胶质细胞 NF-资B蛋白表达水平 (P<0.05)，而 KET

可显著降低 NF-资B蛋白表达程度(P<0.05)，SOCS1-siRNA可显
著逆转 KET对小胶质细胞 NF-资B蛋白表达的影响 (P<0.05)，
SC-siRNA未对 KET细胞下调 NF-资B表达的作用产生显著影
响(P>0.05)。
2.4 SOCS1-siRNA逆转了 KET对暴露于 LPS中的小胶质细胞

促炎症因子释放的影响

在本研究中，LPS暴露 24 h后，可显著增加小胶质细胞培

养基内 TNF-琢(图 4A)和 IL-1茁(图 4B)的浓度(P<0.05)，而 1 mM

的 KET可显著降低培养基内 TNF-琢和 IL-1茁的浓度(P<0.05)，
SOCS1-siRNA可显著逆转 KET对小胶质细胞 TNF-琢和 IL-1茁
释放的影响 (P<0.05)，而 SC-siRNA未对 KET下调 TNF-琢和
IL-1茁释放的作用产生显著影响(P>0.05)。

3 讨论

在本研究中，我们发现将 N9小胶质细胞暴露于 10 ng/L

的 LPS中 24 h后，细胞 iNOS和 NF-资B蛋白表达水平显著升
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图 3 SOCS1-siRNA逆转了氯胺酮对暴露于脂多糖中的小胶质细胞

NF-资B蛋白表达的影响
Fig. 3 SOCS1-siRNA reversed ketamine-induced effects on NF-资B protein

expression in N9 microglia exposed to LPS.

Note: *: P<0.05, NS: no significance.

图 4 SOCS1-siRNA逆转了氯胺酮对暴露于脂多糖中的小胶质细胞

TNF-琢和 IL-1茁释放的影响
Fig. 4 SOCS1-siRNA reversed ketamine-induced effects on TNF-琢 and

IL-1茁 releases from N9 microglia exposed to LPS.

Note: A: SOCS1-siRNA reversed ketamine-induced inhibition of TNF-琢
release; B: SOCS1-siRNA reversed ketamine-induced inhibition of IL-1茁

release. *: P<0.05, NS: no significance.
高、促炎症因子 TNF-琢 和 IL-1茁 释放量明显增加，1 mM 的

KET可显著降低小胶质细胞暴露于 LPS产生的上述作用，而

SOCS1-siRNA 可显著逆转 KET对 iNOS 和 NF-资B 蛋白表达
和促炎症因子释放产生的影响，SC-siRNA未对 KET的上述作

用造成显著干扰。以上结果提示，KET可能通过 SOCS1介导，

抑制了 LPS引起的小胶质细胞的活化。

小胶质细胞是 CNS内最为常见的胶质细胞之一，主要参

与 CNS内的炎症反应。在脑缺血损伤、脑外伤和神经退行性疾

病中，小胶质细胞可以被活化，活化后的小胶质细胞可分泌大

量促炎症细胞因子，如 TNF-琢、IL-1茁和 IL-6等，从而进一步加

重 CNS中神经元细胞的损伤，继而引起神经功能障碍[17-19]。因

此，抑制小胶质细胞的活化水平，可通过抑制 CNS炎症反应，

减轻神经元炎性损伤，改善神经功能。LPS是革兰氏阴性细菌

分泌的一种多糖类生物活性物质，主要存在于细菌的细胞膜和

细胞壁中，当细菌死亡或受到破坏后，LPS可从细菌中释放出

来，因此，LPS也被称之为内毒素。LPS可被广泛应用于基础研

究中，用于刺激细胞或者动物，促使其发生炎症反应。在本研究

中，我们使用了 LPS刺激小胶质细胞，模拟小胶质细胞激活状

态和 CNS炎症反应。最新研究显示，激活后的小胶质细胞存在

两种激活状态，分别为促进炎症的 M1活化状态，也称经典激

活状态(Classic Activated State)，该状态的小胶质细胞可分泌大

量促炎症因子，如 TNF-琢、IL-1茁 和 IL-6等，对 CNS系统的炎

症反应有增加或加重作用；M2状态是小胶质细胞的另一种激

活状态，又称选择性激活状态(Selective Activated State)，该状态

的小胶质细胞分泌的促炎症因子相对较少，而分泌的抑炎症因

子和神经营养因子相对较多，如 IL-10、胶质细胞源性神经营养

因子(GDNF, Glia-derived Neurotrophic Factor)和脑源性神经营

养因子(Brain-derived Neurotrophic Factor, BDNF)，因此，M2状

态的小胶质细胞对神经炎症有抑制作用，并具有一定神经营养

和促神经损伤修复功能，因此，促进小胶质细胞由 M1状态向

M2状态转化，是降低 CNS炎症损伤的有效方法之一。氯胺酮

(Ketamine, KET)是最为常见的静脉全身麻醉药之一，临床上广

泛应用于各种短小手术和小儿手术的麻醉，其麻醉机制是通过

阻断神经元 N-甲基 -D-天冬氨酸（N-methyl-D-aspartic acid re-

ceptor, NMDA）受体产生全身麻醉作用[20-22]，然而，由于 KET的

应用可能会引起颅内压增高[23]，因此，在神经外科手术操中，较

少使用 KET进行麻醉。新近几项研究显示，KET具有神经保护

作用，其机制可能与抑制小胶质细胞活化有关，但其详细作用

机制，目前尚不明确。SOCS家族是一种表达于小胶质细胞和

外周巨噬细胞的一种蛋白受体家族，主要包括 SOCS1-7和细

胞因子诱导型 SH2蛋白(Cytokine-Inducible SH2 protein, CIS)，

其中 SOCS1分子在调控小胶质细胞活化状态中起到了更为重

要的作用[24,25]。因此，在本研究中，我们发现 LPS一定程度上增

加了 SOCS1蛋白表达，说明起到抑炎作用的 SOCS1在 LPS刺

激下，一定程度表达水平增加，而 KET暴露后，可进一步增加

了 SOCS1表达，进一步促进了小胶质细胞抑炎作用的产生，使

用了 SOCS1-siRNA干预了小胶质细胞 SOCS1蛋白分子表达

后，可显著逆转 KET对小胶质细胞促炎症因子释放的抑制作

用，并同时逆转了 KET对 NF-资B和 iNOS表达的下调作用，表

明 SOCS1蛋白可能介导了 KET在小胶质细胞中产生的抑炎

作用。由于 NF-资B是一种表达于细胞核上的蛋白因子，其表达
程度越高，提示细胞炎症反应程度越剧烈，因此，KET降低小胶

质细胞 NF-资B表达，也反映了 KET具有明显抑制小胶质细胞

炎症反应的作用。在本研究的观察指标中，我们检测了 iNOS

蛋白表达水平和促炎症因子 TNF-琢和 IL-1茁在细胞培养基中
的浓度，我们发现 KET可降低受LPS刺激的小胶质细胞 iNOS
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蛋白表达和 TNF-琢、IL-1茁的释放，由于 iNOS、TNF-琢和 IL-1茁
是小胶质细胞 M1激活状态的生物标志物(Biomarkers)，因此，

我们推测 KET很可能通过促使小胶质细胞的激活状态从 M1

向M2状态转化，以达到抑制 CNS炎症反应的作用。当然，上

述推测还需要更多的实验研究，进一步证实。

TOLR3 受体是表达于 CNS的小胶质细胞和外周组织巨

噬细胞的一种炎症相关受体，其表达程度被认为与细胞炎症反

应程度呈正相关。有报道显示，KET可通过抑制小胶质细胞的

TOLR3受体降低大鼠神经病理性痛模型中的小胶质细胞活化
[26]，由于神经炎症是产生神经病理性痛的重要机制之一，因此，

KET减轻神经病理性疼痛的机制很可能与抑制小胶质细胞

TOLR3受体表达，并降低小胶质细胞活化水平有关；另一项研

究显示，KET还可通过抑制 ERK1/2的磷酸化减轻 LPS引起的

小胶质细胞的活化[27]。因此，KET抑制小胶质细胞活化的详细

机制，尚需进一步探讨。综上，我们的研究结果提示，KET未来

可不止应用于全身麻醉，还可能应用于治疗小胶质细胞活化相

关的 CNS疾病，尤其对于一些小胶质细胞活化引起的炎症相

关 CNS疾病，KET可通过抑制细胞活化，起到抑制炎症、缓解

疾病的目的，目前已知的 CNS 疾病有帕金森病(Parkinson's

Disease, PD)、阿尔茨海默病(Alzheimer's Disease, AD)、脑外伤

和脑中风等，如 KET被应用于上述疾病的治疗，这将大大扩展

KET的应用范围。然而，我们的研究仍有一些不足：首先，本研

究使用的是 N9小胶质细胞系，本研究的实验结果还需在原代

培养小胶质细胞和动物实验中进一步验证；其次，本研究的结

果，在临床应用中是否有效，仍然需要临床试验加以证实。

总之，在本研究中，我们发现 KET可显著抑制 LPS引起的

小胶质细胞活化，SOCS1分子可能介导了上述过程。
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