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基于PI3K/AKT/mTOR通路探讨艾司氯胺酮

对IL-1β诱导的软骨细胞凋亡的影响
辛学东1  白宇光1  牛亚清2  解雅英1*

(1内蒙古医科大学附属医院麻醉科, 呼和浩特 010050; 2内蒙古医科大学附属医院骨科, 呼和浩特 010050)

摘要      该研究旨在探索艾司氯胺酮调控磷脂酰肌醇3-激酶 (PI3K)/蛋白激酶B(AKT)/哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白 (mTOR)通路对 IL-1β诱导的软骨细胞凋亡的影响。首先将人软骨细胞分成Con-
trol组、IL-1β组(10 μg/L IL-1β)、IL-1β+esketamine组(10 μg/L IL-1β和100 μmol/L艾司氯胺酮)、IL-
1β+esketamine+LY294002组 (10 μg/L IL-1β+100 μmol/L艾司氯胺酮+25 μmol/L LY294002)。各组

细胞增殖情况使用CCK-8法和EdU染色法测定 ; 各组细胞凋亡情况使用流式细胞仪和TUNEL染色

测定 ; 各组细胞活性氧 (ROS)水平使用DCFH-DA法测定 ; 各组细胞TNF-α、IL-6、PGE2含量使用

ELISA法检测; NO含量使用格力斯反应检测; 各组细胞凋亡及PI3K/AKT/mTOR通路相关蛋白表达

情况使用Western blot法测定。结果发现 , 与Control组比 , IL-1β组细胞存活率、EdU阳性细胞率减

少, Bcl-2蛋白表达量、磷酸化(p)-PI3K、p-AKT、p-mTOR水平降低, 而细胞凋亡率, TUNEL阳性率, 
ROS、TNF-α、IL-6、NO、PGE2水平及Bax、Cleaved caspase-3、Cleaved caspase-9蛋白表达量增

加(P<0.05); 与IL-1β组比, IL-1β+esketamine组细胞存活率、EdU阳性细胞率以及Bcl-2、p-PI3K、p-
AKT、p-mTOR蛋白表达水平升高, 细胞凋亡率, TUNEL阳性率, ROS、TNF-α、IL-6、NO、PGE2
水平以及Bax、Cleaved caspase-3、Cleaved caspase-9蛋白表达水平降低(P<0.05); 使用PI3K通路抑

制剂处理可逆转艾司氯胺酮对 IL-1β诱导的软骨细胞损伤的改善作用 (P<0.05)。总之 , 艾司氯胺酮

可能通过激活PI3K/AKT/mTOR通路抑制IL-1β诱导的软骨细胞凋亡。
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Exploring the Effect of Esketamine on IL-1β-Induced Chondrocyte 
Apoptosis Based on PI3K/AKT/mTOR Pathway
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Abstract       This study aimed to explore the effect of esketamine on IL-1β (interleukin-1β)-induced chondro-
cyte apoptosis by regulating the PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase)/AKT (protein kinase B)/mTOR (mammalian 
target of rapamycin) signaling pathway. Human chondrocytes were divided into four groups: the Control group, the 
IL-1β group (10 μg/L IL-1β), the IL-1β+esketamine group (10 μg/L IL-1β combined with 100 μmol/L esketamine), 
and the IL-1β+esketamine+LY294002 group (10 μg/L IL-1β, 100 μmol/L esketamine, and 25 μmol/L LY294002). 
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Cell proliferation was detected by the CCK-8 assay and EdU staining; cell apoptosis was measured by flow cy-
tometry and TUNEL staining; intracellular ROS (reactive oxygen species) levels were determined by the DCFH-
DA method; the contents of TNF-α (tumor necrosis factor-α),  IL-6 (interleukin-6), and PGE2 (prostaglandin E2) in 
the cells were detected by ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay); NO (nitric oxide) content was measured 
by the Griess reaction; the expression levels of apoptosis-related proteins and PI3K/AKT/mTOR pathway-related 
proteins were determined by Western blot assay. Compared with the Control group, the IL-1β group showed signifi-
cant decreases in cell viability, EdU-positive cell rate, Bcl-2 protein expression, and the p-PI3K (phosphorylation 
levels of PI3K), p-AKT (phosphorylation levels of AKT) and p-mTOR (phosphorylation levels of mTOR), while 
cell apoptosis rate, TUNEL-positive rate, the levels of ROS, TNF-α, IL-6, NO and PGE2, as well as the expression 
levels of Bax, Cleaved caspase-3 and Cleaved caspase-9 proteins were significantly increased (all P<0.05). Com-
pared with the IL-1β group, the IL-1β+esketamine group exhibited notable increases in cell viability, EdU-positive 
cell rate, Bcl-2 protein expression, and the phosphorylation levels of PI3K, AKT and mTOR, whereas cell apop-
tosis rate, TUNEL-positive rate, the levels of ROS, TNF-α, IL-6, NO and PGE2, and the expression levels of Bax, 
Cleaved caspase-3 and Cleaved caspase-9 proteins were markedly decreased (all P<0.05). Treatment with the PI3K 
pathway inhibitor reversed the ameliorative effect of esketamine on IL-1β-induced chondrocyte injury (P<0.05). In 
summary, esketamine may inhibit IL-1β-induced chondrocyte apoptosis by activating the PI3K/AKT/mTOR signal-
ing pathway.

Keywords       esketamine; phosphatidylinositol 3-kinase; protein kinase B; mammalian target of rapamycin; 
chondrocytes; apoptosis

骨关节炎(osteoarthritis, OA)属于一种长期慢性

疾病 , 其特征是关节软骨出现恶化 , 使骨骼产生摩

擦 , 从而发生僵硬、疼痛及运动障碍 [1]。近期研究

结果表明, 在全球范围内, 骨关节炎发病率达到16%, 
且女性发病率高于男性, 而且随着生活方法的改变、

肥胖率的增加以及年龄的增长 , 其发病率呈现不断

上升的趋势 [2]。目前 , 骨关节炎的治疗方案包括手

术治疗和非手术治疗 , 比如关节腔内注射、药物治

疗和物理治疗, 但是, 其对关节结构的破坏仍旧无法

逆转[3]。因此, 研究可有效缓解疼痛、延缓病情发展

的治疗方法具有重要意义。艾司氯胺酮(esketamine)
是氯胺酮的右旋异构体 , 可作为麻醉剂使用 , 其催

眠和镇痛效果是氯胺酮的两倍 , 且产生精神不良反

应的概率较低 [4]。景建闯等 [5]对骨关节炎大鼠模型

进行相关研究 , 结果发现 , 艾司氯胺酮可抑制骨关

节炎大鼠炎症反应 , 具有镇痛效果。磷脂酰肌醇3-
激酶 (phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K)/蛋白激酶

B(protein kinase B, AKT)/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

(mammalian target of rapamycin, mTOR)信号通路是

一条重要的信号通路 , 可参与各种细胞外基质分子

和细胞因子的转导 , 并对提高细胞活力、抑制衰老

和死亡等具有重要作用 , 该通路异常与肿瘤、糖尿

病、精神分裂症等疾病的发生有一定关系 [6]。研究

发现 , PI3K/AKT/mTOR通路参与到骨关节炎的发生

发展过程中 , 其可在一定程度上介导软骨细胞的炎

症反应、增殖、凋亡等细胞过程[7]。然而, 艾司氯胺

酮是否可通过调控PI3K/AKT/mTOR通路对骨关节

炎软骨细胞凋亡产生影响尚不可知 , 因此 , 本研究以

IL-1β诱导软骨细胞模拟骨关节炎体外模型对此进行

探索。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞      人软骨细胞购自合肥万物生物科技

有限公司。

1.1.2   主要试剂与仪器      艾司氯胺酮购自江苏恒

瑞医药股份有限公司 ; LY294002(PI3K通路抑制剂 )
购自美国MedChemExpress公司 ; CCK-8试剂盒、

EdU细胞增殖试剂盒、Annexin V-FITC/PI试剂盒

购自上海尚宝生物科技有限公司 ; DCFH-DA试剂

盒购自上海贝博生物科技有限公司 ; TNF-α、IL-6、
PGE2 ELISA试剂盒购自上海联祖生物科技有限公

司 ; NO检测试剂盒购自亚科因生物技术有限公司 ; 
Bax、Bcl-2、Cleaved caspase-3、Cleaved caspase-9、
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PI3K、磷酸化 (p)-PI3K、p-AKT、AKT、mTOR、

p-mTOR、GAPDH抗体、羊抗鼠 IgG二抗购自英国

Abcam公司 ; CME-M500型荧光显微镜购自中科微

能 (北京 )科技有限公司 ; 流式细胞仪购自上海木森

生物科技有限公司。

1.2   方法

1.2.1   艾司氯胺酮浓度筛选      使用不同浓度 (与0、
6.25、12.5、25、50、100、200 μmol/L)艾司氯胺酮处

理人软骨细胞, 24 h后加入10 μL的CCK-8溶液, 37 ℃培

养箱中孵育4 h后, 使用酶标仪测定其在450 nm处的吸

光度 (D)值 , 并计算细胞活力。接着 , 用6.25、12.5、
25、50、100 μmol/L艾司氯胺酮处理IL-1β刺激的人

软骨细胞 , 未处理的细胞作为对照组(Control组), 仅
用10 μg/L的 IL-1β[8]处理的细胞作为 IL-1β组 , 不同

浓度药物处理的细胞作为艾司氯胺酮组 (esketamine
组); 24 h后加入10 μL的CCK-8溶液, 37 ℃培养箱中

孵育4 h后, 使用酶标仪测定其在450 nm处的D值, 并
计算细胞活力。

1.2.2   细胞培养及分组处理      使用完全培养基对软

骨细胞进行培养 , 并使用胰蛋白酶进行消化、传代。

将软骨细胞分为对照组 (Control组 )、IL-1β组、IL-
1β+艾司氯胺酮组 (IL-1β+esketamine组 )、IL-1β+艾
司氯胺酮+LY294002组 (IL-1β+esketamine+LY294002
组), 其中, 除Control组, 其余组细胞均加入10 μg/L的
IL-1β进行24 h培养(于5% CO₂、37 ℃培养箱中), 然
后 , IL-1β+esketamine组细胞加入100 μmol/L的艾司

氯胺酮 [9], IL-1β+esketamine+LY294002组细胞加入

100 μmol/L的艾司氯胺酮和25 μmol/L的LY294002[10], 
Control组细胞进行常规培养 , 各组细胞均再次培养

(于5% CO₂、37 ℃培养箱中) 24 h。
1.2.3   各组细胞增殖情况检测      取各组细胞 (按照

1.2.2给药方式进行干预)进行培养, 24 h后加入10 μL的
CCK-8溶液 , 孵育4 h后 , 使用酶标仪测定其在450 nm
处的D值 , 并计算细胞活力。另取各组培养24 h后的

细胞加入EdU溶液 (10 μmol/L)进行培养 (37 ℃、2 h), 
结束后对各组细胞进行清洗 , 然后加入4%多聚甲醛

室温固定15 min, Triton X-100室温通透15 min, 再次清

洗细胞, 加入Hoechst 33342溶液进行孵育(室温、避

光、10 min), 最后置于荧光显微镜下观察, 分析阳性

细胞率。

1.2.4   各组细胞凋亡情况检测      流式细胞术: 收集

各组细胞进行清洗, 并将其密度调整为2×104/mL, 然

后取细胞进行离心处理 (4 ℃、1 500 r/min、5 min), 
并收集细胞沉淀, 加入缓冲液使细胞重悬, 接着分别

加入Annexin V-FITC(10 μL、避光、时间10 min)和
PI(5 μL、避光、时间5 min)进行孵育 , 结束后使用

流式细胞仪对各组细胞凋亡率进行检测。

TUNEL染色 : 各组细胞用多聚甲醛固定30 min
后, 用蛋白酶K工作液于37 ℃处理20 min, 进行抗原

修复。随后, 滴加平衡缓冲液充分浸透样本, 室温孵

育30 min。吸弃多余液体后, 依次加入TdT酶反应混

合液 (含荧光标记dUTP)和DAPI工作液进行末端标

记和核染色。最后 , 样本于避光条件下采用荧光显

微镜(激发波长488 nm/发射波长530 nm)观察并记录

细胞凋亡情况, 以TUNEL阳性信号与DAPI核染色的

共定位 (绿色与蓝色荧光重叠 )作为细胞凋亡判定标

准。

1.2.5   各组细胞活性氧含量检测      收集各组细胞, 
加入1 mL DCFH-DA荧光探针(浓度10 μmol/L)，孵

育30 min后使用不含FBS的培养基洗去未进入细胞

的DCFH-DA, 之后使用荧光显微镜观察 , 并分析其

荧光强度。

1.2.6   各组细胞TNF-α、IL-6、NO、PGE2水平检测      
收集各组细胞 , 离心 (4 ℃、1 500 r/min、10 min)后
弃上清 , 使用TNF-α、IL-6、PGE2 ELISA试剂盒并

按照试剂盒操作说明书检测细胞中TNF-α、IL-6、
PGE2水平(酶标仪, 检测波长为450 nm), 并使用格里

斯反应定量NO浓度。

1.2.7   各组细胞凋亡及PI3K/AKT/mTOR通路相关

蛋白表达情况      收集各组细胞 , 加入RIPA裂解液

进行裂解, 离心(4 ℃、12 000 r/min、15 min)收集上

清即为蛋白质。对蛋白浓度进行检测后 , 进行热变

性 , 并取部分蛋白样品进行电泳 , 结束后进行转膜 , 
使用脱脂牛奶(5%)封闭膜1.5 h后, 加入Bax(1000 1׃)、
Bcl-2(1000 1׃)、Cleaved caspase-3(1500׃)、Cleaved 
caspase-9(1000 1׃)、PI3K(1000 1׃)、p-PI3K(1500׃)、
p-AKT(1500׃)、AKT(1000 1׃)、mTOR(1000 1׃)、p-
mTOR(1500׃)以及GAPDH(1000 1׃)一抗稀释液, 孵育

过夜 (4 ℃)后 , 加入二抗 孵育(000 10׃1) (室温、1 h)，
之后加入ECL显色 , ImageJ软件分析各种条带灰度

值。

1.3   统计学处理

用SPSS 25.0软件对本次实验所收集到的数据

进行差异显著性分析 , 其中 , 各组数据均以x
_
±s形式
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表示。经Shapiro-Wilk检验和Levene检验分析 , 数
据若符合正态分布和方差齐性 , 多组数据采用单因

素方差分析法进行分析 , 多组中两两组间数据采用

SNK-q法进行分析; 若不符合, 使用Kruskal-Wallis检
验进行多组间比较 , 组内两两比较使用Dunn’s检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   艾司氯胺酮浓度筛选结果

与0 μmol/L相比, 6.25、12.5、25、50、100 μmol/L
艾司氯胺酮处理人软骨细胞后 , 细胞存活率没有明显

差异(P>0.05), 而200 μmol/L艾司氯胺酮干预则能降低

人软骨细胞存活率 (P<0.05)。见表1。接着 , 用6.25、
12.5、25、50、100 μmol/L艾司氯胺酮处理 IL-1β刺激

的人软骨细胞 , 结果显示 , 6.25、12.5、25 μmol/L艾司

氯胺酮对细胞存活率没有明显影响 (P>0.05), 而

50、100 μmol/L艾司氯胺酮干预则能提高 IL-1β刺
激的人软骨细胞存活率 (P<0.05), 且艾司氯胺酮浓

度为 100 μmol/L时的促进作用更显著 (表 2)。基于

上述结果, 后续使用100 μmol/L作为艾司氯胺酮的

工作浓度。

2.2   艾司氯胺酮对IL-1β诱导的软骨细胞增殖的

影响

IL-1β组细胞存活率、EdU阳性细胞率均较

Control组低 , 而且差异显著 (P<0.05); 与 IL-1β组相

比 , IL-1β+esketamine组细胞存活率和EdU阳性细胞

率增加 (P<0.05); IL-1β+esketamine+LY294002组细

胞存活率、EdU阳性细胞率较IL-1β+esketamine组均

下降, 且差异显著(P<0.05)。见图1和表3。
2.3   艾司氯胺酮对IL-1β诱导的软骨细胞凋亡的

影响

与 Control组相比较 ,  IL-1β组细胞凋亡率 , 

表1   各组软骨细胞存活率比较

Table 1   Comparison of chondrocyte viability among different groups
浓度/μmol·L–1

Concentration /μmol·L–1

细胞存活率/%
Cell viability /%

0 100.00±0.15

6.25   99.32±7.68

12.5   98.14±8.97

25   96.75±8.36

50   93.51±9.02

100   91.05±8.67

200   85.11±8.79*

F 2.718

P 0.028

*P<0.05, 与0 μmol/L组比较。x
_
±s, n=6。

*P<0.05 compared with 0 μmol/L group. x
_
±s, n=6.

表2   各组软骨细胞存活率比较

Table 2   Comparison of chondrocyte viability among different groups
分组                                    艾司氯胺酮浓度/μmol·L–1

Group                                                                      Eesketamine concentration /μmol·L–1

细胞存活率/%
Cell viability /%

Control                                                                     - 100.00±0.21

IL-1β                                                                        -   50.78±5.16*

Esketamine 6.25   52.13±5.35

12.5   54.07±5.41

25   56.89±5.73

50   61.23±6.25#

100   83.74±8.43#

F - 65.883

P - ＜0.001

*P<0.05, 与Control组比较; #P<0.05, 与IL-1β组比较。x
_
±s, n=6。

*P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the IL-1β group. x
_
±s, n=6.
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TUNEL阳性率 , Bax、Cleaved caspase-3、Cleaved 
caspase-9蛋白表达量增加, Bcl-2蛋白表达量减少, 差
异显著 (P<0.05); IL-1β+esketamine组细胞凋亡率、

TUNEL阳性率 , Bax、Cleaved caspase-3及Cleaved 
caspase-9蛋白表达量较IL-1β组下降 , Bcl-2蛋白表达

量较IL-1β组上升(P<0.05); 与IL-1β+esketamine组相

比较 , IL-1β+esketamine+LY294002组细细胞凋亡率 , 
TUNEL阳性率及Bax、Cleaved caspase-3、Cleaved 
caspase-9蛋白表达量均增加 , 而Bcl-2蛋白表达量减

少, 且差异显著(P<0.05)。见图2~图4和表4。
2.4   艾司氯胺酮对IL-1β诱导的软骨细胞ROS水
平的影响

与Control组相比 , IL-1β组细胞ROS荧光强度升

高(P<0.05); 与IL-1β组相比较, IL-1β+esketamine组细

胞ROS荧光强度降低 (P<0.05); 与 IL-1β+esketamine
组比较 , IL-1β+esketamine+LY294002组细胞ROS荧
光强度提升(P<0.05)。见图5和表5。
2.5   艾司氯胺酮对IL-1β诱导的软骨细胞TNF-α、
IL-6、NO、PGE2水平的影响

与Control组相比较, IL-1β组细胞TNF-α、IL-6、
NO、PGE2水平升高 (P<0.05); IL-1β+esketamine组
与 IL-1β组相比较 , TNF-α、IL-6、NO、PGE2水平

降低 (P<0.05); IL-1β+esketamine+LY294002组细胞

TNF-α、IL-6、NO、PGE2水平较 IL-1β+esketamine
组升高(P<0.05)。见表6。
2.6   艾司氯胺酮对 IL-1β诱导的软骨细胞PI3K/
AKT/mTOR通路蛋白表达的影响

IL-1β组细胞 p-PI3K、p-AKT、p-mTOR蛋白

图1   各组软骨细胞EdU染色结果

Fig.1   EdU staining results of chondrocytes in different groups
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EdU

Hoechst

Merge

表3   各组软骨细胞存活率比较

Table 3   Comparison of chondrocyte viability among different groups
分组

Group
细胞存活率/%
Cell viability /%

EdU阳性细胞率/%
EdU-positive cell ratio /%

Control 100.00±0.25 39.58±2.16

IL-1β   51.63±5.94* 20.13±1.45*

IL-1β+esketamine   84.81±8.27# 37.74±2.06#

IL-1β+esketamine+LY294002   56.49±6.43& 23.19±1.24&

F 88.088 188.297

P ＜0.001 ＜0.001

*P<0.05, 与Control组比较; #P<0.05, 与IL-1β组比较; &P<0.05, 与IL-1β+esketamine组比较。x
_
±s, n=6。

*P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the IL-1β group; &P<0.05 compared with the IL-1β+esketamine group. x
_
±s, n=6.
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表达水平较Control组降低 , 且差异显著 (P<0.05); 
与 IL-1β组相比较 , IL-1β+esketamine组p-PI3K、p-
AKT、p-mTOR蛋白表达水平升高 (P<0.05); 与 IL-
1β+esketamine组比较 , IL-1β+esketamine+LY294002
组细胞p-PI3K、p-AKT和p-mTOR蛋白表达水平下

降, 差异显著(P<0.05)。见图6和表7。

3   讨论
骨关节炎是一种发生于关节软骨的退行性炎

症疾病, 可增加肥胖、糖尿病、骨折等发生风险, 其
中性别、年龄、肥胖、关节损伤、体力劳动及营养

障碍等是导致该疾病发生的危险因素 [11]。骨关节炎

主要特征是疼痛以及关节僵硬和肿胀 , 严重时可导

致骨赘、滑膜炎形成等 , 并诱发炎症反应 [12]。而且 , 
随着人口老龄化的进展 , 其发病率不断增加 , 对患

者的生活质量产生显著影响, 然而, 其发病原因尚不

明确 , 可能与遗传变异、机械损伤、炎症及代谢紊

乱等有关 [13]。因此 , 研究该病发生的分子机制及治

疗该疾病的药物具有重要临床意义。IL-1β作为一

种炎性因子 , 临床研究中经常用其来诱导骨关节炎

软骨细胞凋亡 [14], 且能刺激多种炎症介质的产生和

分泌 , 例如NO、PGE2、TNF-α、IL-6, 这些介质会

导致软骨细胞功能障碍 [15]。因此 , 本研究利用IL-1β
干预人软骨细胞以模拟体外骨关节炎 , 结果发现 , 

图2   各组软骨细胞凋亡情况的流式细胞仪检测结果

Fig.2   Flow cytometry results of chondrocyte apoptosis in different groups

图3   各组软骨细胞凋亡情况的TUNEL检测结果

Fig.3   TUNEL staining results of chondrocyte apoptosis in different groups 
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IL-1β组细胞存活率和EdU阳性细胞率较Control组
明显降低 , 细胞凋亡率、TUNEL阳性率及抑凋亡蛋

白Bcl-2表达水平下降 , 而促凋亡蛋白Bax、Cleaved 

caspase-3、Cleaved caspase-9表达水平升高 , 此外 , 
ROS、TNF-α、IL-6、NO、PGE2水平均升高 , 提示

IL-1β诱导人软骨细胞出现炎症和氧化应激损伤。

图4   各组软骨细胞Bax、Bcl-2、Cleaved caspase-3、Cleaved caspase-9蛋白表达条带

Fig.4   Protein expression bands of Bax, Bcl-2, Cleaved caspase-3 and Cleaved caspase-9 in chondrocytes from different groups
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表4   各组软骨细胞凋亡率及凋亡相关蛋白表达量比较

Table 4   Comparison of apoptosis rate and apoptosis-related protein expression in chondrocytes among different groups 
分组

Group
细胞凋亡率/%
Apoptosis rate /%

TUNEL阳性率

/%
TUNEL posi-
tive rate /%

Bcl-2相关X蛋

白

Bax

B细胞淋巴瘤

2蛋白

Bcl-2

活化的半胱

天冬酶-3
Cleaved cas-
pase-3

活化的半胱天

冬酶-9
Cleaved cas-
pase-9

Control   3.06±0.28   3.19±0.32 0.35±0.03 1.14±0.10 0.11±0.02 0.10±0.02

IL-1β 35.28±3.74* 37.21±3.82* 0.87±0.08* 0.46±0.05* 0.53±0.05* 0.45±0.05*

IL-1β+esketamine 11.36±1.23# 13.58±1.51# 0.40±0.05# 1.03±0.11# 0.25±0.03# 0.27±0.04#

IL-1β+esketamine+LY294002 32.74±3.82& 34.56±3.58& 0.83±0.08& 0.51±0.05& 0.48±0.05& 0.42±0.03&

F 200.432 218.517 112.432 108.428 148.149 114.667

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

*P<0.05, 与Control组比较; #P<0.05, 与IL-1β组比较; &P<0.05, 与IL-1β+esketamine组比较。x
_
±s, n=6。

*P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the IL-1β group; &P<0.05 compared with the IL-1β+esketamine group. x
_
±s, n=6.

图5   各组软骨细胞ROS含量的DCFH-DA检测结果

Fig.5   DCFH-DA detection results of ROS content in chondrocytes from different groups

Control IL-1β IL-1β+esketamine IL-1β+esketamine+LY294002



372 · 研究论文 ·

表5   各组软骨细胞ROS含量比较

Table 5   Comparison of ROS content in chondrocytes among different groups 
分组

Group
ROS荧光强度(空白组)
ROS fluorescence intensity (blank group)

Control 1.02±0.09

IL-1β 6.36±0.84*

IL-1β+esketamine 1.58±0.12#

IL-1β+esketamine+LY294002 5.94±0.67&

F 161.546

P ＜0.001

*P<0.05, 与Control组比较; #P<0.05, 与IL-1β组比较; &P<0.05, 与IL-1β+esketamine组比较。x
_
±s, n=6。

*P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the IL-1β group; &P<0.05 compared with the IL-1β+esketamine group. x
_
±s, n=6.

表6   各组软骨细胞TNF-α、IL-6、NO、PGE2水平比较

Table 6   Comparison of TNF-α, IL-6, NO and PGE2 levels in chondrocytes among different groups 
分组

Group
肿瘤坏死因子-α  
/pg·mL–1

TNF-α /pg·mL–1

白细胞介素-6 /
pg·mL–1

IL-6 /pg·mL–1

一氧化氮/μmol·L–1

NO /μmol·L–1

前列腺素E2/pg·mL–1

PGE2 /pg·mL–1

Control   59.36±6.72   86.73±9.04 27.42±2.85   88.24±9.12

IL-1β 221.54±30.16* 316.85±34.49* 97.26±11.74* 352.49±36.25*

IL-1β+esketamine   98.61±10.53# 174.34±19.61# 48.51±4.47# 159.23±16.48#

IL-1β+esketamine+LY294002 201.84±22.67& 279.62±30.96& 90.38±9.24& 311.52±32.43&

F 94.075 99.922 107.146 137.430

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

*P<0.05, 与Control组比较; #P<0.05, 与IL-1β组比较; &P<0.05, 与IL-1β+esketamine组比较。x
_
±s, n=6。

*P<0.05 compared with the Control group; #P<0.05 compared with the IL-1β group; &P<0.05 compared with the IL-1β+esketamine group. x
_
±s, n=6.

图6   各组软骨细胞PI3K/AKT/mTOR通路相关蛋白表达条带

Fig.6   Protein expression bands of PI3K/AKT/mTOR pathway-related proteins in chondrocytes from different groups
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艾司氯胺酮是一种新型D-甲基-D-天冬氨酸受体

拮抗剂, 与氯胺酮相比, 具有更好的亲和力, 已在多个

国家得到广泛应用 ; 其作为氯胺酮的右旋异构体 , 已
被证明可提高麻醉药及镇痛药的效果 , 且已被广泛用

于治疗抑郁症和手术患者手术期镇痛 [16]。动物实验

表明 , 艾司氯胺酮可减少促炎细胞因子的释放 , 提供

一种抗伤害性感受, 从而缓解疼痛 [17]。体外实验研究

发现 , 艾司氯胺酮可通过抑制铁死亡减轻LPS诱导小

鼠肺泡上皮细胞炎症反应 [18]。本研究发现 , 使用艾

司氯胺酮干预 IL-1β诱导的软骨细胞后 , 软骨细胞增

殖能力增强, 细胞凋亡明显减少, 炎性因子(TNF-α和
IL-6)水平, NO、PGE2水平及ROS活性明显降低, 提
示艾司氯胺酮可减少软骨细胞内促炎因子的释放 , 
并抑制细胞凋亡。

PI3K/AKT/mTOR通路是一条可调控多种细胞功

能的重要细胞信号通路 , 比如可参与调控细胞生长、

分化、增殖和营养摄取等[19]。其中, PI3K是脂质激酶

家族中的一员 , AKT是一种丝氨酸 /苏氨酸激酶 , 也是

PI3K/AKT/mTOR通路中的关键调节因子, mTOR也同

样属于丝氨酸 /苏氨酸激酶 , 其可激活AKT, 而活化后

的AKT也可以直接或间接激活其底物mTOR[20]。已

有研究发现 , 激活PI3K/AKT/mTOR通路可减轻软骨

细胞损伤及炎症反应, 并降低软骨细胞凋亡[21]。YAN
等 [22]研究也发现 , 激活PI3K/AKT/mTOR通路可减

轻 IL-1β诱导的软骨细胞凋亡。本研究也同样发现 , 
IL-1β处理软骨细胞后 , p-PI3K、p-AKT、p-mTOR蛋
白表达量降低, 而在使用艾司氯胺酮处理IL-1β诱导的

软骨细胞后 , PI3K、AKT、mTOR蛋白的磷酸化水平

均升高 , 提示PI3K/AKT/mTOR通路可能在艾司氯胺

酮改善 IL-1β诱导的软骨细胞损伤中发挥作用。为验

证该猜想, 本研究进一步使用PI3K通路抑制剂干预艾

司氯胺酮处理后的软骨细胞, 结果发现, PI3K通路抑

制剂减弱了艾司氯胺酮对 IL-1β诱导的软骨细胞损

伤的抑制作用, 进一步证实了PI3K/AKT/mTOR通路

在该过程中存在调控作用。

综上所述, 艾司氯胺酮可抑制IL-1β诱导的软骨

细胞炎症反应, 并减少细胞凋亡, 其作用机制可能与

激活PI3K/AKT/mTOR通路有关, 可为临床开发治疗

骨关节炎的药物提供一定参考依据。然而 , 本研究

未对艾司氯胺酮作用的量效关系进行研究 , 后续将

对此部分进行研究以确定艾司氯胺酮的有效剂量范

围 , 为临床合理用药提供理论参考 ; 另外 , 机制验证

不够充分, 未来计划结合基因沉默(如siRNA)或通路

激动剂实验, 以多角度验证PI3K/AKT/mTOR通路的

调控作用 , 从而完善机制层面的探讨 ; 最后 , 本研究

未进行动物实验 , 后续需优化实验设计进一步深入

研究艾司氯胺酮对骨关节炎发挥保护作用的具体机

制。
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