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  [摘要] 目的 探究奥拉西坦对原代胎鼠皮层神经元的保护作用及相关机制,分析奥拉西坦在N-甲基-D-天冬

氨酸受体(N-methyl-D-asparticacidreceptor,NMDA受体)上作用的关键位点。方法 通过原代胎鼠皮层神经元钙

离子成像技术以及分子对接技术相结合,从细胞培养及分子水平两个方面阐述奥拉西坦对神经元的保护作用,分
析其主要分子机制。结果 原代胎鼠皮层神经元的细胞培养结果显示:奥拉西坦能够改善谷氨酸导致的神经毒性。

不同浓度梯度的奥拉西坦孵育1min可下调谷氨酸诱导的细胞内[Ca2+]i升高,并呈现剂量-效应反应现象。随

着奥拉西坦浓度增至30μmol/L,谷氨酸引起的钙浓度峰值显著下调至(78.45±3.12)%,AUC降至(77.06±
1.39)%,再提高奥拉西坦浓度对于钙浓度峰值变化不十分明显。最终计算得到奥拉西坦对谷氨酸引发的细胞

[Ca2+]i浓度峰值升高的半抑制浓度(halfmaximalinhibitoryconcentration,IC50)为15.34μmol/L、曲线下面积

(areaundercurve,AUC)的IC50为14.26μmol/L。分析奥拉西坦与 NMDA受体主要结合位点为 ASN-599、LEU-
601、PRO-602和GLN-604,结合能为-3.34kcal/mol。结论 奥拉西坦可以与谷氨酸受体有效结合,改善谷氨酸诱

导的细胞内钙超载发挥神经保护作用。
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Theprotectiveeffectandmechanismofoxiracetamonprimaryfetalratcorticalneurons
CAOXu-hua1,WANGLi-yi2*

(1.DepartmentofNeurosurgery,theSecondHospitalofHebeiMedicalUniversity,Shijiazhuang
050000,China;2.DepartmentofHospitalInfectionControl,theSecondHospitalof

HebeiMedicalUniversity,Shijiazhuang050000,China)

[Abstract] Objective Toexploretheprotectiveeffectandmechanismofoxiracetamon
primaryfetalratcorticalneuronsandtoanalyzethekeysitesofoxiracetamactingonN-methyl-D-
asparticacidreceptor (NMDA).Methods Byusingcalciumionimagingtechnologyand
moleculardockingtechniquesonprimaryfetalratcorticalneurons,theprotectiveeffectof
oxacetamonneuronsweredescribedatthecellularand molecularlevelandthe molecular
mechanismwasanalyzed.Results Theresultsofcellcultureofprimaryfetalratcorticalneurons
showedthatoxiracetam couldameliorateglutamate-induced neurotoxicity.Incubation with
oxiracetamatvaryingconcentrationgradientsfor1 mindown-regulatedglutamate-induced
intracellularcalciumion([Ca2+]i)elevationinadose-responseeffect.Astheconcentrationof
oxiracetamincreasedto30μmol/L,thepeakcalciumconcentrationcausedbyglutamatewas
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significantlyreducedto(78.45±3.12)%,andtheareaunderthecurve(AUC)decreasedto
(77.06±1.39)%.Increasingtheconcentrationofoxiracetamfurtherdidnotresultinsignificant
changesinthepeakcalcium concentration.Thefinalcalculationshowedthathalfmaximal
inhibitoryconcentration (IC50)ofoxiracetamonpeakincreaseinglutamate-induced [Ca2+]i
concentrationwas15.34μmol/LandthatofAUCwas14.26μmol/L,respectively.Oxiracetam
bindedtoNMDAreceptorsatASN-599,LEU-601,PRO-602,andGLN-604,withabinding
energyof-3.34kcal/mol.Conclusion Oxiracetamcaneffectivelybindtoglutamatereceptors
andplayaneuroprotectiveroleinimprovingglutamate-inducedintracellularcalciumoverload.

[Keywords] oxiracetam;neurons;calciumion

  奥拉西坦作为常用促智药,是一种用于改善脑

功能的药物,在神经元损伤患者的治疗中发挥着重

要作用,也是治疗创伤性颅脑损伤(traumaticbrain
injuries,TBI)患者认知功能障碍的常用药。据估

计,每年有5400万~6000万人因脑外伤住院治疗

或死亡。仅2019年全球就有约2716万TBI新病

例(95%可信区间为2336万~3142万),708万人

因TBI而残疾(500万~959万)[1~4]。TBI患者因

神经元细胞受损导致认知功能障碍,给患者和家庭

带来了极大的生活负担[5~9]。因此研究奥拉西坦调

节神经元的潜在通路显得尤为重要。从治疗效果层

面来看,神经元损伤患者需要合适剂量的奥拉西坦

来促进神经功能恢复。不同个体对药物的吸收、分
布、代谢和排泄存在差异[10~15]。本研究通过钙离子

成像技术和分子对接技术,从细胞培养和分子水平

两个方面阐述奥拉西坦对原代胎鼠皮层神经元作用

机制,发现奥拉西坦作用神经元的潜在通路。

1 材 料 与 方 法

1.1 材料 整个实验操作过程遵守无菌原则。所

有手术器械需经过高压灭菌处理,并保证其彻底干

燥和冷却后方可使用。取材为孕期第18~20天的

SD大鼠胎鼠皮层细胞。解剖孕鼠取出胎鼠后,冰板

上剥取皮层组织,去除表面血管和薄膜后,使用眼科

剪将皮层组织切割成小块。冷的 Hank's平衡盐溶

液洗 涤 3 次 以 清 除 残 留 物,随 后 转 移 到 含 有

Accutase和0.1%DNase的酶消化液中,于37℃恒

温条件下消化,每隔5min轻轻振动以促进酶的均

匀作用。15min后再次使用冷 Hank's平衡盐溶液

洗涤3次,终止消化反应。消化后的组织碎块在含

有0.1%DNase、Neurobasal和B-27添加剂的混合

培养基中轻柔吹打,制备成单细胞悬液。通过200
目筛过滤悬液并进行细胞计数,以2.5×104/cm2 的

细胞密度接种于6孔板,随后转移到含有10%胎牛

血清的 DMEM 培养基中,培养基底部覆盖了经

PDL处理的玻片。细胞置于恒温孵箱内4h后,更
换为CDM 培养基,后续半量换液1次/3d。7~
10d后,培养的胎鼠原代皮层细胞可用于实验。

本项目已通过河北医科大学第二医院伦理委员

会批准(伦理审查决议编号:2020-R522)。

1.2 方法

1.2.1 钙离子成像记录[16] ①染色:选择7~10d
培养的原代皮层神经元细胞。使用2μmol/L浓度

的Fura-2AM 染料对神经元进行染色,37℃避光

孵育15min。实验条件应用与记录:孵育后,将染

色的神经元转移到显微镜下的记录浴槽中,控制细

胞 外 液 的 灌 流 速 度 和 实 验 室 环 境 温 度,给 予

1mmol/L谷 氨 酸。应 用 不 同 的 实 验 条 件 (如

YZG-331孵育、重复给予谷氨酸等),监测钙信号。

②信号采集与分析:采用双波长(340nm 和 380
nm)激发Fura-2,记录得到的信号,并以特定频率

(1次/s)进行采集。通过比较2个波长下的信号比

值[R(340/380nm)],记录实验中的钙信号峰值和

曲线下面积,计算钙离子信号的峰值参数和曲线下

面积参数。

1.2.2 分子对接情况分析 分子对接可以通过分

析主要成分与核心基因之间的结合潜力,预测药物

成分的潜在治疗效果。具体方法如下:从 RCSB
PDB(http://www.rcsb.org/)和 TCMSP 数据库

获取核心靶点的三维结构和主要成分的2D 结构。
使用AutoDockTools1.5.6软件为蛋白质和主要成

分进行分子对接。通过与原始配体和分子间相互作

用的比较,对每种活性化合物在对接构象中结合能

最低的配体进行半柔性对接并评估相互作用。然

后,采用 Openbabel软件将中心基因蛋白质和主要

成分转换成PDB格式。最后,用PyMOL软件将对

接结果可视化。

1.2.3 有效率分析 指标绘制受试者工作特征曲

线(receiveroperatingcharacteristiccurve,ROC),
得出曲线下面积(areaundercurve,AUC),即ROC
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曲线下与坐标轴围成的面积,面积范围变化趋势能

够表明药物浓度的有效率。

1.3 统计学方法 应用SPSS21.0统计软件分析

数据。计量资料采用单因素方差分析、LSD-t检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 奥拉西坦改善谷氨酸导致的神经毒性 正常

状态下原代胎鼠皮层神经元的细胞培养,细胞状态

最好,最密,即空白对照组(图1A、B)。经过谷氨酸

处理24h后,即谷氨酸组(图1C、D),细胞受到损

伤,有大量的死亡,数量减少显微镜下呈现细胞比较

稀疏,说明了谷氨酸的神经毒性。再通过奥拉西坦

复合处理谷氨酸组,即奥拉西坦组(图1E、F)可发现

神经元细胞体较谷氨酸组明显更加圆润,细胞间突

出连接也恢复建立,类似恢复到空白对照组,但没有

超过空白对照组,表明奥拉西坦能够改善谷氨酸导

致的神经毒性。

图1 奥拉西坦改善谷氨酸导致的神经毒性

A.谷氨酸+奥拉西坦(×100);B.谷氨酸+奥拉西坦(×400);C.谷氨酸(×100);D.谷氨酸(×400);E.正常细胞(×100);

F.正常细胞(×400)

Figure1 Oxiracetamintheameliorationofneurotoxicityinducedbyglutamate

2.2 奥拉西坦剂量依赖性的抑制原代皮层神经元

细胞[Ca2+]i升高 本部分实验验证在原代培养的

胎鼠皮层神经元中,不同浓度梯度的奥拉西坦孵育

1min可下调谷氨酸诱导的细胞内[Ca2+]i升高。
1μmol/L 奥拉西坦处理能使谷氨酸诱导的钙浓度

峰值(Ipeak)降至初始水平的(94.88±0.91)%,

AUC减少至(95.26±0.74)%(n=23)(图2A)。在

10μmol/L奥拉西坦处理下,谷氨酸诱导的钙浓度

峰值(Ipeak)进一步降低至(88.10±0.68)%,AUC
减至(88.01±0.61)%(n=20)(图2B)。随着奥拉

西坦浓度增至30μmol/L,谷氨酸引起的钙浓度峰

值(Ipeak)显著下调至(78.45±3.12)%,AUC降至

(77.06±1.39)%(n=28)(图2C)。在100μmol/L
奥拉西坦处理条件下,谷氨酸诱导的钙浓度峰值

(Ipeak)降至基线水平的(76.85±1.07)%,AUC进

一步减少至(73.65±0.93)%(n=14)(图2D)。在

300μmol/L奥拉西坦作用下,谷氨酸诱导的钙浓度

峰值(Ipeak)降至基线水平的(72.39±1.19)%,

AUC进一步减少至(72.82±2.51%)(n=23)(图
2E)。

随后,通过Hill方程拟合奥拉西坦浓度与谷氨

酸诱发的细胞[Ca2+]i增加的抑制作用关系,计算

得到奥拉西坦对谷氨酸引发的细胞[Ca2+]i浓度峰

值升高的IC50为15.34μmol/L(图2F),AUC的

IC50为14.26μmol/L(图2G)。这些结果表明,奥拉

西坦抑制了神经元中谷氨酸诱导的钙过载,且这种

抑制效应呈现浓度依赖性。

2.3 奥拉西坦与谷氨酸受体结合位点 奥拉西坦

可明显改善谷氨酸诱导的细胞内钙升高,由于谷氨

酸主要通过两种离子通道型受体NMDA和AMPA
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受体,介导快速的细胞内钙升高,因此在使用谷氨酸

之前先用 AMPA受体阻断剂CNQX(10μmol/L)
孵育细胞,再观察奥拉西坦对细胞内钙浓度的影响,

结果提示奥拉西坦30μmol/L仍可明显抑制谷氨

酸的升钙作用,见表1。

图2 奥拉西坦剂量依赖性的原代皮层神经元细胞内钙升高

A.1mmol/L谷氨酸、1mmol/L谷氨酸+1μmol/L奥拉西坦孵育原代皮层神经元细胞的钙离子成像记录;B.1mmol/L谷氨

酸、1mmol/L谷氨酸+10μmol/L奥拉西坦孵育原代皮层神经元细胞的钙离子成像记录;C.1mmol/L谷氨酸、1mmol/L谷

氨酸+30μmol/L奥拉西坦孵育原代皮层神经元细胞的钙离子成像记录;D.1mmol/L谷氨酸、1mmol/L谷氨酸+100μmol/L
奥拉西坦孵育原代皮层神经元细胞的钙离子成像记录;E.1mmol/L谷氨酸、1mmol/L谷氨酸+300μmol/L奥拉西坦孵育原

代皮层神经元细胞的钙离子成像记录;F.AUC统计图;G.Ipeak统计图

Figure2 Increaseinintracellularcalciuminprimarycorticalneuronstreatedwithoxiracetaminadose-dependentmanner

  上述结果提示奥拉西坦主要通过谷氨酸的

NMDA受体发挥作用,为了进一步分析奥拉西坦能

否与NMDA受体有效结合,因此借助分子对接软

件对奥拉西坦与 NMDA 受体的结合位点进行分

析。对接结合能越小,则代表单体成分与靶标基因

结合越稳定,两者间相互作用越大。分子对接结果

显示奥拉西坦与 NMDA受体的结合位点为 ASN-
599、LEU-601、PRO-602和 GLN-604,结 合 能 为

-3.34kcal/mol,即 奥 拉 西 坦 可 能 通 过 作 用 于

NMDA受体从而改善学习认知功能。见图3。

表1 奥拉西坦(30μmol/L)与受体阻断剂

共同作用下钙离子改善情况

Table1 Calciumionimprovementunderthecombined
actionofolacetam (30μmol/L)andreceptorblockers

(n=5,x-±s,%)

组别 钙离子改善

谷氨酸组 80.00±10.00
谷氨酸+受体阻断剂组 75.00±8.00
谷氨酸+受体阻断剂+奥拉西坦组 45.00±7.00*#

F 值 10.328
P 值 <0.001

*P 值<0.05与谷氨酸组比较 #P 值<0.05与谷氨酸+受体阻

断剂组比较(LSD-t检验)
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图3 奥拉西坦与NMDA对接结果

Figure3 DockingresultsofoxiracetamandNMDA

3 讨  论

在TBI发生的急性期,机械外力直接导致神经

元的物理损伤。神经元细胞膜破裂、细胞体肿胀、细
胞膜的完整性受到破坏使得细胞内外的渗透压平衡

被打破。而且,神经元周围的血管破裂出血,会形成

血肿,进一步压迫周围的神经元组织。神经元细胞

内钙离子浓度变化对于神经元的生存、生长以及创

伤后修复过程至关重要,其过表达/浓度过高会使神

经元难以维持正常的生理功能和修复受损部分,从
而导致认知功能障碍。奥拉西坦作为一种改善认知

功能的药物,在神经元细胞生理活动调节中扮演着

重要角色,可诱导神经元细胞内钙离子浓度峰值下

降,其背后的原理涉及多个层面的细胞生物学机制。
综合近年来研究以及本研究结果[17-19],奥拉西

坦可诱导神经元细胞内钙离子浓度峰值下降。本研

究结果表明:不同浓度梯度的奥拉西坦孵育1min
可下调谷氨酸诱导的细胞内[Ca2+]i升高,并呈现

剂量-效应反应现象。最终计算得到奥拉西坦对谷

氨酸引发的细胞[Ca2+]i浓度峰值升高的IC50为

15.34μmol/L,AUC的IC50为14.26μmol/L。从

细胞膜离子通道角度来看,电压门控钙离子通道

(voltage-gatedcalciumchannels,VGCCs)是钙离子

进入神经元细胞的重要途径。VGCCs有多种亚型,
如L型、N型、P/Q型和R型等。奥拉西坦可能通

过影响这些通道的功能来降低钙离子内流。有研究

表明,奥拉西坦能够作用于通道蛋白的特定结构域,
改变其构象,从而降低通道的开放概率和开放时间。
例如,对于L型VGCCs,奥拉西坦可能干扰其激活

过程中的电压依赖性构象变化,使通道在神经元去

极化时不能充分开放,减少了钙离子通过该通道进

入细胞的数量,进而导致细胞内钙离子浓度峰值下

降[20-21]。
在神经递质受体方面,谷氨酸作为中枢神经系

统中主要的兴奋性神经递质,其受体与钙离子内流

密切相关。N-甲基-D-天冬氨酸受体(N-methyl-D-
aspartatereceptor,NMDAR)是一种对钙离子高度

通透的离子型谷氨酸受体,在大脑中广泛分布,在大

脑皮质、海马中含量最丰富[22-24]。奥拉西坦可能通

过调节谷氨酸能神经传递间接影响 NMDAR的功

能。正常情况下,谷氨酸释放后与 NMDAR结合,
促使受体通道开放,钙离子大量内流。然而,奥拉西

坦可能降低了NMDAR对谷氨酸的敏感性,使得在

相同的谷氨酸释放水平下,NMDAR通道开放程度

减小,钙离子内流减少。此外,奥拉西坦还可能影响

NMDAR在细胞膜上的转运和表达。它或许抑制

了NMDAR从细胞内运输到细胞膜表面的过程,减
少了细胞膜上功能性NMDAR的数量,从而降低了

钙离子通过NMDAR通道进入细胞的量,最终导致

细胞内钙离子浓度峰值降低。奥拉西坦通过亚基选

择性拮抗、钙信号调控及多靶点协同作用,实现对

NMDA受体功能的精细调节。这种机制使其在治

疗血管性痴呆、脑损伤后认知障碍等疾病中具有独

特优势。未来研究需进一步明确其对不同 GluN2
亚型的亲和力差异,并探索与代谢调节剂或抗氧化

剂的联合应用潜力,从而避免神经元因钙超载导致

的兴奋性毒性损伤。
奥拉西坦的化学结构使其能够很好地契合

NMDA受体的结合位点。这种紧密结合使得奥拉

西坦在受体周围能保持相对稳定的状态,而不是轻

易地被其他物质替代或被生理环境因素干扰。通过

分子对接进一步验证奥拉西坦与NMDA受体的结

合位点与对接得分。对接结合能越小,则代表单体

成分与靶标基因结合越稳定,两者间相互作用越大。
其中,奥 拉 西 坦 与 NMDA 受 体 的 结 合 位 点 为

ASN-599、LEU-601、PRO-602和GLN-604,结合能

为-3.34kcal/mol。在生理功能方面,NMDA受体

是一种离子型谷氨酸受体,对钙离子有较高的通透
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性。奥拉西坦与NMDA受体的强结合力有助于调

节神经元的兴奋性。当它结合到受体上后,能够对

谷氨酸等神经递质与该受体的结合过程产生影响,
可能是调节结合的速率或者改变结合后的信号转导

效率。例如,在学习和记忆相关的神经活动中,通过

这种强结合力来微调 NMDA受体的功能,从而优

化神经元之间的信号传递,帮助大脑更好地处理信

息,促进认知功能的提升。此外,这种强结合力在神

经保护方面也发挥了作用。在一些神经系统受到损

伤的情况下,如脑缺血或者神经退行性疾病,奥拉西

坦与NMDA受体的紧密结合可以防止因谷氨酸过

度释放等因素导致的兴奋性毒性,为神经元的正常

活动提供保障。分子对接为奥拉西坦的作用机制提

供了理论框架,但其预测结果需通过突变型受体实

验、功能药理学研究及临床数据多维度验证。这种

“计算预测-实验验证-临床转化”的闭环研究模

式,不仅可提升奥拉西坦疗效的机制可信度,也为开

发靶向性更强的神经保护药物奠定了基础。
奥拉西坦诱导神经元细胞内钙离子浓度峰值下

降是通过对细胞膜离子通道、神经递质受体等多方

面的综合作用实现的。这种调节机制有助于维持神

经元细胞内钙离子稳态,对神经元的正常生理功能

和神经保护起到重要作用,为进一步理解奥拉西坦

在神经系统疾病治疗中的作用机制提供了关键线

索。本实验同时验证在原代培养的胎鼠皮层神经元

中,不同浓度梯度的奥拉西坦孵育1min可下调谷

氨酸诱导的细胞内[Ca2+]i升高。并且通过 Hill方

程拟合奥拉西坦浓度与谷氨酸诱发的细胞[Ca2+]i
增加的抑制作用关系,计算得到奥拉西坦对谷氨酸

引发 的 细 胞 [Ca2+ ]i浓 度 峰 值 升 高 的 IC50 为

15.34μmol/L,AUC的IC50为14.26μmol/L。这些

结果表明,奥拉西坦抑制了神经元中谷氨酸诱导的

钙过载,且这种抑制效应呈现浓度依赖性。奥拉西

坦作为NMDA受体拮抗剂,通过选择性结合谷氨

酸受体(尤其是含 GluN2D亚基的 NMDA受体),
抑制谷氨酸过度激活引发的细胞内钙超载,从而减

轻神经元兴奋性毒性损伤,提示奥拉西坦可能通过

亚基选择性作用降低传统 NMDA拮抗剂(如氯胺

酮)的副作用风险。结合认知训练、经颅磁刺激等非

药物干预,形成“药物-康复-代谢调节”三位一体

管理模式,提升血管性认知障碍患者的长期预后,为
今后开展奥拉西坦的常规监测血药浓度有重大提示

作用。通过监测血药浓度,可以确定药物在体内的

实际水平。如果血药浓度处于有效范围内,说明药

物正在发挥作用,有助于改善患者的认知功能、记忆

力和学习能力等神经功能指标。例如,在脑外伤后

的神经元恢复过程中,合适的奥拉西坦血药浓度能

更好地促进受损神经元的修复,增强神经元之间的

信息传递[25]。本研究团队发明并已授权了一种检

测奥拉西坦药物治疗认知功能障碍效果的检测系统

的发明专利(专利号:ZL202310938921.1)[26],可
以从图像认知能力、声音认知能力和记忆能力等多

个方向测试使用者的认知能力,从而帮助临床医生

可以更加精准、方便地监测奥拉西坦对患者认知功

能障碍的改善情况。
综上所述,奥拉西坦诱导神经元细胞内钙离子

浓度峰值下降是通过对细胞膜离子通道、神经递质

受体等多方面的综合作用实现的。这种调节机制有

助于维持神经元细胞内钙离子稳态,对神经元的正

常生理功能和神经保护起到重要作用,为进一步理

解奥拉西坦在神经系统疾病治疗中的作用机制提供

了关键线索。为将来常规监测奥拉西坦血药浓度在

临床治疗中进一步优化现有方案提供数据基础。
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