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奥拉西坦及异构体神经保护和抗痴呆的药效学研究

王 玲, 徐少峰, 冯 楠, 王伟平, 王晓良*

(中国医学科学院, 北京协和医学院药物研究所, 北京 100050)

摘要: 比较奥拉西坦及其手性异构体对神经损伤和动物记忆障碍模型的药效。体外利用谷氨酸和钙离子建立

原代神经元损伤模型, 评价奥拉西坦异构体对原代神经元的保护作用。体内利用手术结扎大鼠的双侧颈总动脉, 分为

假手术组、模型组、加兰他敏3 mg‧kg-1组、消旋奥拉西坦 (30、100和200 mg‧kg-1)、左旋奥拉西坦 (30、100和200 mg‧kg-1)

和右旋奥拉西坦 200 mg‧kg-1组。本研究中的动物实验是按照北京协和医学院福利伦理审查委员会的伦理指导方针

进行的。利用跳台和Morris水迷宫实验评价奥拉西坦异构体对大鼠脑低灌注诱导的认知功能障碍的改善作用。研

究结果显示, 左旋、右旋和消旋奥拉西坦对不同诱导剂所致的原代神经元损伤均有一定的保护作用, 其中左旋和消

旋体的作用较强。在双侧颈总动脉结扎诱导的痴呆大鼠模型上, 左旋、消旋和右旋奥拉西坦均显示改善脑低灌注诱

导的大鼠学习和记忆缺失。综上所述, 奥拉西坦对原代神经元损伤及动物痴呆模型均有一定的治疗作用, 左旋奥拉

西坦效果最明显。

关键词: 奥拉西坦; 光学异构体; 脑保护; 学习记忆; 血管性痴呆

中图分类号: R966 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2022)09-2738-05

Pharmacodynamic study of chiral oxiracetam on neuroprotection

and anti-dementia
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Abstract: To compare the neuroprotective and anti-dementia pharmacological effects of chiral oxiracetam,

glutamate and calcium ions were used to establish neuronal injury models in vitro, and the protective effects of

chiral oxiracetam on primary neurons were assayed by MTT. Permanent bilateral common carotid artery occlusion

(2-VO)-induced rats were randomly divided into sham group, model group, galantamine 3 mg‧kg-1 group, oxiracetam

groups (30, 100 and 200 mg‧kg-1), S-oxiracetam groups (30, 100 and 200 mg‧kg-1) and R-oxiracetam 200 mg‧kg-1

group. The animal experiments in the present study were performed in accordance with the Ethical Guidelines of

the Laboratory Animal Welfare Ethical Committee of Peking Union Medical College. Morris water maze and step-

down test were applied to evaluate the cognitive dysfunction induced by cerebral hypoperfusion in rats. Oxiracetam,

S-oxiracetam and R-oxiracetam exerted protective effects on primary neuronal damage caused by various stimuli,

and oxiracetam and S-oxiracetam showed better neuro-protective effects. Morris water maze and step-down results

showed that oxiracetam, S-oxiracetam and R-oxiracetam improved the cognition of 2-VO rats. In summary, S-

oxiracetam exerted a better neuro-protective effect than oxiracetam and R-oxiracetam.
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奥拉西坦 (oxiracetam, ORC) 是环 γ-氨基-β-羟基

丁酸 (gamma-amino-beta-hydroxybutyric acid, GABA)

衍生物, 属促智药。目前在临床上用于轻中度血管性

痴呆、老年性痴呆及脑外伤等症引起的记忆与智能障

碍[1,2]。奥拉西坦为手性药物, 可拆分为左旋体和右旋

体, 已上市的奥拉西坦为消旋体。本研究考察了左旋、

右旋和消旋奥拉西坦对不同损伤剂所致原代培养神经

元损伤的保护作用, 并进一步评价其对双侧颈总动脉

结扎所致大鼠学习和记忆缺失的改善作用。

材料与方法

试剂和药品 ORC (批号: 20080917) GMP生产原

料 , 纯度为 99.8%; 左旋奥拉西坦 (S-ORC, 批号 :

091201) 纯度为 99%; 右旋奥拉西坦 (R-ORC, 批号 :

20081124) 纯度为 99.14%, 均由重庆东泽医药科技发

展有限公司提供。谷氨酸和MTT购自Sigma公司。

原代神经元的培养[3-5] 采用 Wistar新生鼠 (24 h

内), 动物合格证号: SCXK (京) 2009-0007, 培养皮层原

代神经元, 细胞按每毫升 1×106个接种于 L-多聚赖氨

酸化的96孔培养板, 神经元生长至第7天。

研究奥拉西坦对谷氨酸损伤的原代神经元的保护

作用 在给药组中加入相应浓度的待测化合物 (0.1、1

和 10 μmol‧L-1左旋、右旋和消旋奥拉西坦), 正常对照

组和谷氨酸损伤组加入化合物溶剂对照, 阳性对照组

加入10 μmol‧L-1维生素E。预孵育4 h, 除对照组外再加

入500 μmol‧L-1谷氨酸孵育24 h; 加入0.5 mg‧mL-1 MTT

溶液, 4 h后加入DMSO溶液, 于490 nm波长处检测。

研究奥拉西坦对钙紊乱损伤的原代神经元的保护

作用 在给药组中加入相应浓度的待测化合物 (0.1、1和

10 μmol‧L-1左旋、右旋和消旋奥拉西坦), 正常对照组

和模型损伤组加入化合物溶剂对照, 阳性对照组加入

10 μmol‧L-1维生素E。预孵育4 h, 除对照组外将细胞培

养液更换为Ca2+ free EBSS平衡盐溶液。无钙液孵育

60 min后, 将细胞培养液更换为Ca2+ (1.8 mmol‧L-1) 的

EBSS平衡盐溶液, 孵育24 h; MTT测定细胞生存率。

动物实验

实验动物及手术[6,7] Wistar 大鼠 , 雄性 , 6 周龄

(220～240 g), 购自维通利华实验动物有限公司, 动物

合格证号: SCXK (京) 2009-0007。大鼠适应性饲养3天,

于术前 8～12 h禁食, 不禁水。采用永久性结扎大鼠双

侧颈总动脉造成持续性脑低灌注模型。用 2.5%异氟

烷麻醉大鼠 , 仰卧位固定于手术台上 , 体温维持在

36.5 ± 0.5 ℃。沿颈正中线纵向切开皮肤及皮下组织,

切口长约1.5 cm, 分离左右两侧颈总动脉, 用5-0手术丝

线结扎。局部伤口缝合前均以青霉素处理防止感染。

笼中保温饲养。假手术组除不夹闭双侧颈总动脉, 其

余处理与2-VO组相同。大鼠随机分为10组, 每组14～

18 只 : 假手术组 (sham)、模型组、加兰他敏 3 mg‧kg-1

组、消旋奥拉西坦30、100和200 mg‧kg-1组、左旋奥拉西

坦 30、100和 200 mg‧kg-1组、右旋奥拉西坦 200 mg‧kg-1

组, 除假手术组外, 其余组均给予手术结扎双侧颈总动

脉。假手术组和模型组口服给予去离子水。本研究中

的动物实验是按照北京协和医学院福利伦理审查委员

会的伦理指导方针进行的。

给药方式 大鼠术后第二天连续口服给药, 4周

后进行水迷宫和跳台实验。实验前 1 h给予治疗药物,

直至实验结束。

行为学评价[8-10]

Morris水迷宫实验 Morris水迷宫由一金属圆柱

形水池和自动显示、记录装置及安全岛 (平台) 组成。水

池分为 4个象限 (东、南、西、北), 平台放置于第二象限

的中心。水温保持在 24 ± 2 ℃, 水面高出平台 1.0 cm。

每只大鼠每天接受2次训练, 分别从2个不同的入水点

开始, 两次训练间隔1 min, 记录潜伏期 (找到平台的时

间) 和游泳速度。如果大鼠在 60 s内未找到平台, 则潜

伏期以 60秒计算。无论在 60 s内找到平台与否, 都让

大鼠在平台上停留30 s。连续训练5天, 最后一天训练

24 h后进行探索实验, 移去平台, 大鼠自由游泳 60 s寻

找平台, 记录大鼠第一次穿过平台所在位置的时间和

穿越平台所在位置的次数。

跳台实验 大鼠跳台装置为一个长方形反射箱, 大

小为80 cm × 16 cm × 40 cm的有机玻璃箱。底面为不锈

钢网栅, 网栅间距为0.5 cm。每间左后角放置一高4.5 cm、

直径6.5 cm的橡胶站台作为大鼠回避电击的安全平台。

当大鼠跳下站台时, 则遭受到 36 V电击惩罚。本实验

连续进行 2天, 第一天为学习阶段, 将大鼠面向墙角轻

轻放置于站台上, 首先让动物适应环境3 min, 然后通以

36 V交流电。记录每只大鼠受到电击的次数 (也称错

误次数)。24 h后重做测试, 此即记忆保持实验。将大鼠

放置于站台上, 通电观察, 并记录第一次跳下站台的潜

伏期和5 min内的错误次数来评价学习记忆能力。

统计学方法 结果以mean ± SEM表示。水迷宫

实验的潜伏期采用 two-way ANOVA with post hoc LSD

进行比较 , 其余通过 one-way ANOVA with post hoc

LSD进行比较。P < 0.05认为有显著性差异。

结果

1 奥拉西坦对谷氨酸所致的原代神经元损伤的保护

作用

如图 1所示, 原代皮层神经元经 500 μmol‧L-1谷氨
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酸温孵 24 h后, 细胞存活率明显降低, 与正常对照组

相比具有显著性差异 (P < 0.001)。消旋奥拉西坦 1和

10 μmol‧L-1均能提高神经元的存活率, 与模型组相比

具有显著性差异 (P < 0.01, P < 0.05)。右旋和左旋奥

拉西坦 10 μmol‧L-1浓度可提高神经元的存活率, 与模

型组相比具有显著性差异 (P < 0.05)。表明左旋、右旋

和消旋奥拉西坦对神经元均有一定的保护作用。

2 奥拉西坦对钙紊乱所致的原代神经元损伤的保护

作用

如图 2所示, 原代皮层神经元经钙紊乱损伤后, 细

胞存活率明显降低, 与正常对照组相比具有显著性差

异 (P < 0.001)。消旋奥拉西坦 10 μmol‧L-1能提高神经

元的存活率 , 与模型组相比具有显著性差异 (P <

0.05)。左旋奥拉西坦 0.1和 1 μmol‧L-1均能提高神经元

的存活率, 与模型组相比具有显著性差异 (P < 0.05)。

右旋奥拉西坦对钙紊乱诱导的损伤有一定的保护作用

趋势, 但无统计学差异。结果表明, 消旋奥拉西坦和左

旋奥拉西坦均能改善钙紊乱所致的原代神经元损伤。

3 奥拉西坦对2-VO大鼠学习记忆的改善作用 (Morris

水迷宫)

大鼠经过 Morris水迷宫 5天的训练, 与假手术组

大鼠相比, 模型组大鼠找到平台的潜伏期较长, 有显著

性差异 (P < 0.001), 提示大鼠的学习记忆功能明显损

伤。左旋奥拉西坦 30、100和 200 mg‧kg-1治疗组均能

显著降低模型大鼠找到平台的潜伏期 (P < 0.05, P <

0.01), 而消旋奥拉西坦和右旋奥拉西坦在 200 mg‧kg-1

显著缩短大鼠找到平台的潜伏期 (P < 0.05, 图 3A)。

在第 6天的空间探索实验中, 模型组大鼠在平台所在

象限的停留时间减少, 第一次穿越平台的时间延长, 但

无统计学差异。左旋奥拉西坦 200 mg‧kg-1大鼠在平台

所在象限的停留时间延长, 第一次穿过平台的时间缩

短, 与模型组相比具有统计学差异 (P < 0.05), 其余无

统计学差异 (图 3B、C)。以上结果提示, 左旋奥拉西坦

对低灌注大鼠的空间记忆缺失有明显的改善作用。消

旋和右旋奥拉西坦的作用并不显著。加兰他敏对低灌

注大鼠的学习和记忆缺失也有一定的改善作用, 但没

有达到统计学差异 (P = 0.08)。

4 奥拉西坦对 2-VO大鼠学习记忆的改善作用 (跳台

实验)

在跳台实验中 (图 4), 与假手术组大鼠相比, 模型

组大鼠在台上停留时间 (潜伏期) 显著缩短, 错误次数

有增加 (P < 0.01), 提示低灌注能引起大鼠明显的学习

和记忆缺失。左旋奥拉西坦 30和 100 mg‧kg-1即可使

大鼠的潜伏期显著延长 (P < 0.05, P < 0.01), 而 30～

200 mg‧kg-1均可明显减少大鼠的错误次数 (P < 0.01,

P < 0.01, P < 0.05)。消旋和右旋奥拉西坦对大鼠的潜

伏期无明显影响, 而两者在 200 mg‧kg-1时均能明显降

低大鼠的错误次数 (P < 0.01, P < 0.05)。跳台结果显

示, 左旋、消旋和右旋奥拉西坦对脑低灌注所诱导的大

鼠学习和记忆缺失均有明显的改善作用, 但左旋奥拉

西坦的作用最强。

讨论

奥拉西坦是已经上市的神经保护剂, 主要用于治

疗轻中度血管性痴呆和老年痴呆, 以及脑外伤和脑炎

引起的脑损伤。它可促进磷脂酰胆碱和磷酰乙醇胺合

成, 提高大脑中ATP/ADP的比值及大脑的兴奋性[11,12]。

目前, 奥拉西坦在临床上使用的是其消旋体, 而光学异

构体的活性未见报道。本研究通过体外细胞实验和体

内脑缺血实验比较了奥拉西坦消旋体和两个光学异构

体在神经保护和血管性痴呆的药效学作用, 为该药的

Figure 2 Chiral oxiracetam attenuated Ca2+ paradox-induced

neuronal damage. Cells were incubated with Ca2+ paradox for 24 h,

drugs were added to the culture 4 h prior to Ca2+ paradox treat‐

ment. Cell viability was assayed by MTT. n = 6,
-
x ± SEM. ###P <

0.001 vs control; *P < 0.05 vs Ca2+ paradox-treated group

Figure 1 Chiral oxiracetam attenuated glutamate-induced neuro‐

nal damage. Cells were incubated with 500 μmol‧L-1 glutamate for

24 h, drugs were added to the culture 4 h prior to glutamate stimu‐

lation. Cell viability was assayed by MTT. n = 6,
-
x ± SEM. ###P <

0.001 vs control; *P < 0.05, **P < 0.01 vs glutamate-treated group.

ORC: Oxiracetam; S-ORC: S-Oxiracetam; R-ORC: R-Oxiracetam
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深度开发提供实验依据。

在原代培养的神经元细胞模型上, 左旋奥拉西坦

对诱导剂谷氨酸和钙紊乱所致神经元损伤有明显的保

护作用, 虽然消旋和右旋奥拉西坦也有一定作用。高

浓度谷氨酸和钙紊乱是神经元损伤的最常见原因, 也

是最常用的研究模型。

在血管性痴呆的药物评价中, 本研究采用了大鼠

双侧颈总动脉结扎的方法, 造成持续性脑低灌注状态,

继而造成脑能量代谢下降、线粒体功能障碍和氧化应

激发生, 以及神经递质的紊乱、缺失等, 引起学习记忆

功能的损伤, 此模型广泛用于抗血管性痴呆和老年性

痴呆的药物研究[13-15]。目前, 尚没有正式批准的抗血

管性痴呆的药物上市。胆碱酯酶抑制剂加兰他敏是临

床常用的抗老年痴呆药物, 本研究以加兰他敏作为阳

性药物, 通过两个实验比较了奥拉西坦及其异构体抗

痴呆的作用。在水迷宫实验中, 加兰他敏、左旋、消旋

和右旋奥拉西坦对脑低灌注诱导的大鼠空间学习记忆

缺失均有改善作用, 其中左旋奥拉西坦作用最强, 甚至

优于加兰他敏; 在水迷宫实验的潜伏期只有左旋奥拉

西坦具有显著性。在跳台实验中, 在评估大鼠跳下平

台的潜伏期和错误次数上, 也显示出左旋奥拉西坦的

作用最强, 在低剂量下就已显示出明显作用, 其作用强

度优于加兰他敏和其他消旋体和异构体。

综上所述, 手性奥拉西坦对原代神经元损伤及动

物血管性痴呆模型均有明显的治疗作用, 左旋奥拉西

坦效果最强。该研究为奥拉西坦的深入开发奠定了实

验基础, 左旋奥拉西坦已获批进行临床试验。

作者贡献: 王玲负责主要的实验设计和撰写论文; 徐少

峰负责动物实验; 冯楠和王伟平负责数据分析; 王晓良负责

指导实验设计和论文的修改。
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Figure 3 Chiral oxiracetam improved learning and memory deficits of bilateral common carotid artery occlusion (2-VO) rats in the Morris

water maze. A: Latency; B: The time spent in the target quadrant after platform removing; C: Latency to find the platform during the probe

session. n = 14-18,
-
x ± SEM. ###P < 0.001 vs sham group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs 2-VO group (model)

Figure 4 Chiral oxiracetam improved learning and memory deficits of 2-VO rats in the step-down test. A: Latency; B: Number of errors.

n = 14-18,
-
x ± SEM. ##P < 0.01 vs sham group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs 2-VO group (model)
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