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  [摘要] 目的 从代谢组学层面对氯胺酮肝毒性及其机制进行研究。方法 选择48只SD大鼠为实验动

物,将其分为氯胺酮组(50
 

mg·kg-1·d-1)和对照组(等量生理盐水),每组24只,均腹腔注射给药。分别在给

药1、4、12周后每组取8只大鼠,测定其肝脏指数,检测血清ALT、AST水平,IL-6和TNF-α炎症指标,观察肝

组织病理学变化;同时运用气相色谱-质谱法(GC-MS)分析血清代谢物变化。结果 与对照组比较,氯胺酮组

在给药12周后体质量明显减轻(P<0.05);肝脏指数在给药4、12周后明显增加(P<0.05);血清ALT、AST,
IL-6、TNF-α水平在给药12周后均明显升高(P<0.01);肝组织细胞受损,出现明显病理性改变。氯胺酮组和

对照组血清代谢物水平发生明显改变,差异代谢通路涉及D-谷氨酰胺和D-谷氨酸代谢;丙氨酸、天冬氨酸和谷

氨酸代谢;苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸代谢;苯丙氨酸代谢;缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸代谢。结论 氯胺酮肝

毒性机制主要涉及氨基酸多条代谢通路,体现在能量代谢、氧化应激、神经递质传递等的异常反应。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

hepatotoxicity
 

and
 

mechanism
 

of
 

ketamine
 

from
 

the
 

metabonomic
 

level.Methods Forty-eight
 

SD
 

rats
 

served
 

as
 

the
 

experimental
 

animals
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

ketamine
 

group
 

(50
 

mg·kg-1·d-1)
 

and
 

control
 

group
 

(same
 

volume
 

of
 

normal
 

saline),24
 

cases
 

in
 

each
 

group.The
 

medica-
tion

 

was
 

given
 

by
 

intraperitoneal
 

injection.After
 

1,4,12
 

weeks
 

of
 

drug
 

administration,8
 

cases
 

in
 

each
 

group
 

were
 

taken
 

for
 

measuring
 

the
 

liver
 

index,serum
 

ALT
 

and
 

AST
 

levels,IL-6
 

and
 

TNF-α
 

inflammatory
 

indica-
tors,and

 

the
 

liver
 

histopathological
 

changes
 

were
 

observed.Meanwhile,the
 

changes
 

of
 

serum
 

metabolites
 

were
 

analyzed
 

by
 

using
 

the
 

gas
 

chromatography-mass
 

spectrometry
 

(GC-MS).Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

body
 

mass
 

after
 

12
 

weeks
 

of
 

administration
 

in
 

the
 

ketamine
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<
0.05).The

 

liver
 

index
 

at
 

4,12
 

weeks
 

of
 

medication
 

was
 

increased
 

significantly
 

(P<0.05).The
 

levels
 

of
 

serum
 

ALT,AST,IL-6
 

and
 

TNF-
 

α
 

at
 

12
 

weeks
 

after
 

medication
 

was
 

increased
 

significantly
 

(P<0.01).The
 

liver
 

tissue
 

cells
 

were
 

damaged
 

and
 

showed
 

obvious
 

pathological
 

changes.Serum
 

metabolite
 

levels
 

in
 

the
 

ketamine
 

group
 

and
 

control
 

group
 

were
 

significantly
 

changed,and
 

the
 

different
 

metabolic
 

pathways
 

involved
 

D-gluta-
mine

 

and
 

D-glutamic
 

acid
 

metabolism;alanine,aspartic
 

acid
 

and
 

glutamic
 

acid
 

metabolism;phenylalanine,tyro-
sine

 

and
 

tryptophan
 

metabolism;phenylalanine
 

metabolism;valine,leucine
 

and
 

isoleucine
 

metabolism.Conclu-
sion The

 

ketamine
 

hepatotoxicity
 

mechanism
 

mainly
 

involves
 

in
 

multiple
 

amino
 

acid
 

metabolic
 

pathways,
which

 

are
 

reflected
 

in
 

abnormal
 

reactions
 

of
 

energy
 

metabolism,oxidative
 

stress
 

and
 

neurotransmitter
 

trans-
mission.
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  氯胺酮(ketamine)是具有镇静、镇痛和麻醉等多

项药效于一体的静脉麻醉药物[1]。近年来,氯胺酮的

抗抑郁[2-3],脑保护[4]等其他作用也突显出来;同时,
氯胺酮具有致幻作用和成瘾性,也被滥用于各种娱乐

场所,非法滥用氯胺酮的人数呈现快速增长趋势[5]。
在氯胺酮应用范围越广泛的同时,其毒副作用也受到

人们的高度关注。有实验表明,长期服用氯胺酮对中

枢神经系统有不良影响[6],可导致血压升高、心肌缺

血等心血管系统事件[7],以及膀胱炎[8]等毒性反应。
但是,氯胺酮的肝毒性研究较少。事实上,氯胺酮在

肝脏中被微粒体酶广泛代谢为去甲氯胺酮及羟化去

甲氯胺酮,这些代谢物和氯胺酮会损害肝细胞导致肝

损伤[9],但其肝毒性机制有待进一步考察。
代谢组学通过对机体代谢物的分析,以追踪代谢

物与机体生理病理状态的关系或外源性物质毒性作

用的生物学机制[10]。近年来,代谢组学在药物毒性作

用中的研究引起了较大关注[11-12],如用代谢组学技术

研究黄药子和黄独素B诱导的肝损伤可能与胆汁酸

及脂肪酸代谢密切相关[13-14],表明该方法是探索药物

毒性机制的有力工具。本实验采用气相色谱-质谱法

(GC-MS)的代谢组学检测氯胺酮致大鼠肝损伤血液

的代谢产物,以期找到与氯胺酮肝毒性相关的关键代

谢通路,为其机制的研究提供依据和思路。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

  健康雄性SPF级SD大鼠48只[SCXK
 

(川)
 

2015-030],体质量(220±10)g,购自成都达硕实验动

物有限公司。饲养环境如下:饲育温度(23±2)℃,湿
度(50±10)%,光照/黑暗12

 

h交替,自由饮水进食。
所有实验均遵照四川省实验动物管理委员会的规定

进行,符合《实验动物管理和使用指导》。
1.1.2 试剂与药品

  乙腈、吡啶、正庚烷,甲氧胺盐酸盐(98%)购自美

国Sigma-Aldrich公司;N,O-双三甲基硅三氟乙酰胺

(BSTFA)+1%三甲基氯硅烷(TMCS,1
 

g)购自美国

Regis公司,硬脂酸甲酯(99.5%)购自中国阿拉丁公

司;IL-6和TNF-α试剂盒购自江苏南京建成生物工

程研究所有限公司;氯胺酮(0.1
 

g)购自中国福建古田

公司。
1.1.3 设备与软件

  冷冻离心机购自美国Thermo
 

Fisher公司,旋转

蒸发集中器购自日本 Eyela公司,冻干机购自德国

Christ公司,Agilent
 

7890C
 

GC-MS购自美国Agilent
公司,显微镜(Olympus

 

Bx53)购自日本Tokyo公司;
AMDIS

 

6.51分析软件购自美国 Agilent公司,SIM-
CA-P11.0分析软件购自美国Umetrics公司。

1.2 方法

1.2.1 氯胺酮染毒模型的建立

  将48只大鼠分为氯胺酮组和对照组,每组24
只。氯胺 酮 组 腹 腔 注 射 氯 胺 酮,剂 量 为50

 

mg·
kg-1·d-1,对照组给予等量生理盐水。每组8只大

鼠分别给药至1、4、12周,且每周称体质量1次,观察

大鼠体质量变化。
 

1.2.2 样本采集

  每日观察大鼠行为表现,每组分别在1、4、12周

的末次给药24
 

h后,取8只大鼠麻醉,心脏采血,取肝

脏组织肉眼观察并称质量,计算其脏器指数[肝脏指

数=肝脏质量(g)/体质量(g)×100%],所有样本放

置于-80
 

℃冰箱冻存备检。
1.2.3 血清生化及ELISA分析

  用促凝管采集大鼠心脏血液,静置30
 

min,以
3

 

000
 

r/min离心15
 

min,取上清液,用于肝功能生化

ALT、AST指标及炎症因子IL-6和TNF-α的检测。
ALT、AST采用全自动生化仪分析;IL-6和 TNF-α
采用ELISA检测,按试剂盒操作说明进行操作。
1.2.4 肝脏组织HE染色

  取同一部位的肝脏组织固定于4%多聚甲醛中,
石蜡包埋,在不同乙醇浓度下脱水,切片,进行常规

HE染色。在200倍显微镜下观察染色切片。
1.2.5 血清代谢组学分析

1.2.5.1 样本前处理

  血清样本解冻后,取50
 

μL于1.5
 

mL
 

离心管中,
加入-20

 

℃乙腈150
 

μL沉淀蛋白,混匀2
 

min,4
 

℃
 

12
 

000
 

r/min离心10
 

min,分取上清液100
 

μL于杜

氏小管中,于30
 

℃真空旋转蒸发浓缩器中浓缩至近

干,将残余液体快速冻成冰,于冻干机中冻干12
 

h。
在小管中加入30

 

μL甲氧胺盐酸盐的吡啶溶液(15
 

mg/mL),加盖,涡旋1
 

min,超声处理3次,每次10
 

s,
最后再次涡旋2

 

min。用铝箔将液相小瓶包好(防止

吡啶光解),置于暗处16
 

℃下肟化16
 

h。肟化完成

后,迅速加入30
 

μL
 

BSTFA+1%
 

TMCS,加盖涡旋

5
 

min,置于70
 

℃烘箱中甲基硅烷化1
 

h,取出在黑暗

中冷却1
 

h。冷却后,加入100
 

μL内标溶液(10
 

μg/
mL),涡旋2

 

min,1
 

000×g离心15
 

min,取上清液进

行GC-MS分析。
1.2.5.2 仪器设置和进样分析

  采用已经建立好的基于GC-MS代谢组学的仪器

分析条件进行样本的检测分析,具体参数如下:色谱

柱采用DB-5MS,0.25
 

mm×30
 

m×0.25
 

μm;自动进

样,进样体积为1
 

μL,进样后自动洗针6次;载气为高

纯氦气,流速为1.0
 

mL/min;进样口温度为250
 

℃,
分流比为5∶1;程序升温起始温度为60

 

℃,保持

1
 

min,然后以每分钟10
 

℃升温至325
 

℃,最后保持

10
 

min;质谱接口温度、离子源温度、四极杆温度分别为

280、230、150
 

℃;采用EI源,碰撞电压设置为70
 

eV质
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谱,全扫描模式(M/Z
 

50-600),扫描速度为2
 

spectra/s。

1.2.5.3 数据处理方法

  数据经AMDIS
 

6.51软件(美国Agilent公司)去
卷积和进行谱峰的确证,将与 NIST

 

2014(购自美国

Agilent公司)质谱库匹配大于80%的色谱峰作为代

谢物定性的标准,导出包括化合物名称,保留时间,峰
面积的数据。进行保留时间校准、峰对齐等操作,将
数据导入 Metaboanalyst

 

3.5分析平台的统计分析,
包括:t 检验,倍数变化分析(fold

 

change
 

analysis,

FC)等;主成分分析(principal
 

component
 

analysis,

PCA),偏最小二乘法-判别分析(partial
 

least
 

squares-
discriminant

 

analysis,PLS-DA)。差异化合物筛选标

准为变量投影重要度(variable
 

importance
 

in
 

the
 

pro-
jection,VIP)>1.5及t检验P<0.05。

1.3 统计学处理

  数据采用SPSS
 

19.0统计学软件进行分析,计量

资料以x±s表示,检验水准α=0.05,以P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组动物行为学观察结果

  对照组大鼠毛色光滑、活动自如、摄食、饮水、粪
便均正常,生长发育良好;氯胺酮组随着给药时间的

延长出现毛发凌乱、没有光泽,活动度下降、扎堆、蜷
缩、精神萎靡、摄食减少;体质量增长缓慢等症状。在

给药8周后,氯胺酮组大鼠体质量增长缓慢,但与对

照组比较差异无统计学意义(P>0.05);直到给药11
周时,两组大鼠体质量比较差异有统计学意义(P<
0.05),见图1。

  a:P<0.05,与对照组比较。

图1  两组大鼠各时间点体质量比较

2.2 两组大鼠肝脏指数比较

  与对照组比较,氯胺酮组在给药1周时肝脏指数

基本一致,给药4、12周时,肝脏指数明显增加(P<
0.05),见图2。

  a:P<0.05,b:P<0.01,与对照组比较。

图2  两组大鼠不同给药时间肝脏指数比较

2.3 两组大鼠肝功能指标比较

  与对照组比较,氯胺酮组在给药1周时,ALT、
AST水平差异无统计学意义(P>0.05);给药4、12周

时,氯胺酮组ALT、AST水平明显升高(P<0.05),见
图3。

  a:P<0.05;b:P<0.01,与对照组比较。

图3  不同给药时间大鼠血清生化指标结果

2.4 两组大鼠TNF-α及IL-6水平比较

  与对照组比较,氯胺酮组在给药1周时,TNF-α
和血清IL-6水平差异无统计学意义(P>0.05);在给

药4周后IL-6明显升高(P<0.05),TNF-α水平差异

无统计学意义(P>0.05);在给药12周后,氯胺酮组

TNF-α和IL-6水平均明显升高(P<0.01),见表1。
2.5 两组大鼠肝组织HE染色比较

  对照组大鼠肝组织细胞边界清晰、排列整齐、形
态正常,未见组织病理学异常;氯胺酮组给药1周时

肝组织病理学未见明显异常,给药4周时肝组织细胞

出现细胞核萎缩,炎细胞浸润,随着给药时间延长至
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表1  两组大鼠不同给药时间TNF-α及IL-6水平比较(x±s,n=8,ng/L)

组别
给药1周

TNF-α IL-6

给药4周

TNF-α IL-6

给药12周

TNF-α IL-6

对照组 41.04±9.31 6.35±4.23 45.21±12.06 5.79±3.02 46.25±14.86 6.84±2.24

氯胺酮组 53.17±11.34 8.94±5.55 60.00±18.68 10.72±3.92a 99.21±36.37b 15.96±5.69b

  a:P<0.05,b:P<0.01,与对照组比较

图4  两组大鼠不同给药时间肝组织病理学显微镜观察(HE染色,×200)

12周,肝细胞损伤明显加重。肝组织病理学显微图,
见图4。
2.6 代谢组学

2.6.1 各组模式识别分析结果

  PLS-DA得分图可以看到对照组与氯胺酮组之

间分离较好,无重叠,见图5。热图中每行表示一种物

质在不同样本中的相对浓度,每列表示某样本中所有

差异物质的浓度情况。各实验组之间涉及的物质浓

度变化趋势见图6,其颜色越接近棕色,相对浓度越

大;颜色越接近蓝色,相对浓度越小。

2.6.2 差异物质的通路分析

  差异物质分析以PLS-DA模型的VIP>1.5和t
检验的P<0.05为筛选标准,将筛选出的差异小分子

物质导入 Metaboanalyst
 

3.5的通路分析模块,匹配

的代谢通路见图7,通路图中有色圆点代表不同的代

谢通路;纵坐标为通路富集分析P 值的负对数(-log
 

p),P 值越小,-log
 

p越大,圆点颜色越深(红色);横
坐标为拓扑分析的影响值,影响值越大,圆点直径越

大。满足P<0.05和影响值大于0.1筛选条件的代

谢通路信息,见表2。

图5  两组大鼠不同给药时间的PLS-DA得分图
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图6  两组大鼠不同给药时间的热图

  A:1为D-谷氨酰胺和D-谷氨酸代谢,2为丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢;B:1为苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸代谢,2为苯丙氨酸代谢;C:1为

苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸代谢,2为D-谷氨酰胺和D-谷氨酸代谢,3为缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸,4为丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢,5为苯丙

氨酸代谢。

图7  两组大鼠不同差异物质匹配的代谢通路图

表2  对照组与氯胺酮组代谢通路信息表

代谢通路 P -log
 

p 影响值

给药1周

 D-谷氨酰胺和D-谷氨酸代谢 0.002 5.992 1.000

 丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢 0.047 2.863 0.409

给药4周

 苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸代谢 0.001 6.776 1.000

 苯丙氨酸代谢 0.006 5.027 0.407

给药12周

 苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸代谢 0.001 6.677 1.000

 D-谷氨酰胺和D-谷氨酸代谢 0.002 6.175 1.000

 缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸 0.010 4.525 0.667

 丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢 0.000 8.028 0.409

 苯丙氨酸代谢 0.007 4.930 0.407

3 讨  论

  氯胺酮首次在1965年应用于人体,在其药理作

用逐渐被探索的过程中,其毒性作用也不容忽视。本

研究采用大鼠模型探讨氯胺酮的肝毒性,通过对照组

与氯胺酮组大鼠的体质量、肝脏指数及肝功能生化指

标AST、ALT水平,血清 TNF-α和IL-6水平,以及

HE染色等实验结果比较,提示氯胺酮确实能够导致

肝损伤,再通过代谢组学技术探讨氯胺酮诱导的肝损

伤的可能机制。
在本研究中,两组大鼠在给药10周前体质量比

较差异无统计学意义(P>0.05),第11、12周时,氯胺

酮组大鼠体质量明显轻于对照组(P<0.05),造成这

一现象的原因之一可能是长期使用氯胺酮会导致恐

惧、抑郁、焦虑、长时间的压力等情绪异常,进而影响

身体的消化吸收功能,导致体质量增长缓慢[15]。通过

大鼠血清肝功能生化指标显示,在给药4周后氯胺酮

组大鼠ALT、AST水平均明显上升,表明氯胺酮导致

肝功能受损。氯胺酮组中血清IL-6、TNF-α水平在给

药12周后明显高于对照组(P<0.01),提示炎症参与

了氯胺酮引起的肝毒性;在 HE染色中,观察到第12
周时,氯胺酮组有明显的炎症反应,与炎症指标相互

印证。这一病理变化与临床报道一致,临床报道主要

针对氯胺酮滥用者,有不同程度的肝纤维化及炎性细

胞增加[16-17]。
此外,还利用代谢组学研究了不同给药时间大鼠

血清内源性代谢物的变化。对照组与给药组在第1、
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4、12周分别鉴定出24、25、22种差异代谢物。根据差

异代谢物富集代谢通路,在给药1周,存在明显差异

的代谢通路有D-谷氨酰胺和D-谷氨酸代谢,丙氨酸、
天冬氨酸和谷氨酸代谢;在给药4周,主要参与的代

谢通路有苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸代谢,苯丙氨酸

代谢;在给药12周,有关的代谢通路不仅包含了给药

1、4周差异代谢物参与的代谢路径,还包括了缬氨酸、
亮氨酸和异亮氨酸代谢。与其他两个时间点不同的

是,在第12周,氯胺酮组大鼠表现出明显的炎症反

应,其差异代谢物参与的代谢路径也明显增多,表明

机体代谢物紊乱也更加明显,这与肝功损害、炎症因

子及病理结果相符。谷氨酰胺和谷氨酸通过三羧酸

循环(TCA)参与细胞能量代谢[18];另外,谷氨酸对维

持氧化还原反应平衡,并通过产生谷胱甘肽
 

(GSH)
 

来避免细胞出现氧化应激非常关键[19];机体的丙氨酸

代谢主要涉及丙氨酸-葡萄糖循环[20],这一代谢途径

提示能量代谢在氯胺酮给药后期受到干扰。柠檬酸

参与乙醛酸和二羧酸盐的代谢,是能量产生的关键调

节因子,表明在对照组和氯胺酮组间存在能量代谢差

异及氧化应激异常;苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸为芳

香族氨基酸,在肝功能异常时,体内产生大量芳香胺

类不能经肝脏降解处理,通过血液进入脑组织,发挥

神经递质的作用,可能会导致神经系统功能紊乱,出
现意识障碍和昏迷及其他异常行为[21-23]。

综上所述,氯胺酮肝毒性代谢通路相对集中,多
为氨基酸代谢通路,表明氯胺酮肝毒性机制主要涉及

能量代谢、氧化应激、神经递质传递等方面。
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