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反复轻度脑损伤致认知障碍小鼠神经元中CaMKⅡ信号通路及不同BDNF亚型的
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［摘要］ 目的 探索钙/钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱ（Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase Ⅱ，

CaMKⅡ）信号通路及不同脑源性神经营养因子（brain-derived neurotrophic factor，BDNF）亚型的表达

在反复轻度创伤性脑损伤（repetitive mild traumatic brain injury，rmTBI）致认知功能障碍中的变化。

方法 使用随机数字表法将 63只雄性C57BL/6J小鼠（5周龄，体质量 16~17 g）分为模型组（n=50）和对

照组（n=13），模型组通过自由落体撞击法建立 rmTBI模型，对照组仅接受麻醉处理。造模结束后的第

30天起通过Morris水迷宫实验评估小鼠空间学习能力和记忆能力，对相关指标进行相关性分析，通过

聚类分析将模型组按照认知水平分为高表现组、中表现组和低表现组，将中表现组剔除，对高表现组、

低表现组以及对照组的水迷宫指标进行组间对比。行为学实验结束后进行取材，Western blot检测高表

现组、低表现组和对照组小鼠前额叶皮质以及海马组织中CaMKⅡ、α-氨基-3-羟基-5-甲基-4-异恶唑丙

酸受体（α -amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-propionicacid receptor，AMPAR）亚基（GluR1、p-GluR1、
GluR2）、不同亚型的BDNF蛋白（mBDNF、proBDNF）的表达，并进行组间对比分析。结果 ①水迷宫相

关统计指标之间均存在显著相关（P<0. 05），通过分层聚类将模型组小鼠分为高表现组（n=31）、中表现

组（n=11）、低表现组（n=8），高表现组、低表现组以及对照组 3组组间各项认知指标均存在差异。②相

较于对照组和低表现组，高表现组小鼠的海马组织中GluR1的磷酸化程度降低（P<0. 05）；相较于对照

组，低表现组的前额叶皮质中 GluR1、GluR2的表达均升高（P<0. 05），高表现组的前额叶皮质中 GluR2
及CaMKⅡ的表达均升高（P<0. 05）；相较于高表现组，低表现组小鼠前额叶皮质中的GluR2/GluR1比值

更低（P<0. 05）。③相较于对照组，低表现组小鼠前额叶皮质和海马组织中的proBDNF以及mBDNF的表

达均升高（P<0. 05），且mBDNF/proBDNF也更高（P<0. 05）；高表现组在前额叶皮质中存在mBDNF的表达

升高（P<0. 05）。结论 rmTBI慢性期，良好的认知功能预后伴随着CaMKⅡ信号通路的表达上调，且认

知功能差异伴随着突触后膜上不同 AMPAR亚基的占比变化，认知障碍组存在着两种 BDNF亚型的过

表达以及mBDNF转化率的升高。
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Neuronal expression of CaMK Ⅱ and BDNF isoforms in mice with cognitive 
dysfunction induced by repetitive mild traumatic brain injury
LIU Dianqing1，3， LI Yun1，3， ZHANG Jietao1，3， LIU Xixia2，3  1Graduate School of Guangxi University of Chinese 
Medicine， Nanning， Guangxi； 2Institute of Brain and Mental Disorders， Guangxi Academy of Medical Sciences， 
Nanning， Guangxi； 3Department of Rehabititation Medicine， People’s Hospital of Guangxi Zhuang Autonomous 
Region， Joint Training Base of Guangxi University of Chinese Medicine， Nanning， Guangxi， China

［Abstract］ Objective　To investigate the calcium/calmodulin-dependent protein kinase Ⅱ (CaMKⅡ) 
signaling pathway and expression of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) isoforms in mouse model of 
cognitive dysfunction secondary to repetitive mild traumatic brain injury (rmTBI).  Methods　A total of 63 
male C57BL/6J mice (5 weeksd old, werghing 16~17 g) were divided into model group (n=50) and control 
group (n=13).  The mice of the model group received modified weight drop and repeated head impacts to 
establish a model of rmTBI, and the mice from the control group were only given anesthetic treatment.  From 
the 30th day after the end of modeling, Morris water maze test was applied to evaluate the spatial learning and 
memory abilities, and the relative data was evaluate for correlation analysis.  According to the taxonomy of 
cognitive levels, the model group was further stratified into high-, medium- and low-performance groups.  After 
the mice with medium-performance group were eliminated, and the indicators of water maze test were 
compared among the high-performance, low-performance, and control groups.  After the behavioral experiment, 
Western blotting was conducted to detect the expression of CaMKII, α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-

propionicacid receptor (AMPAR) subunits (GluR1, p-GluR1, GluR2), and different isoforms of BDNF 
(mBDNF, proBDNF) in the prefrontal cortex and hippocampus.  The expression levels were compared among 
the groups.  Results　① There were significant correlations among the water maze-related indicators
(P<0. 05).  The mice in the model group were divided into 3 groups of high- (n=31), medium- (n=11) and low-

performance (n=8) levels through hierarchical clustering, and there were differences in cognitive levels in the 
high-performance, low-performance and control groups.  ② The phosphorylation level of GluR1 in the 
hippocampus was significantly decreased in the high-performance group than the control group and the low-

performance group (P<0. 05).  When compared with the control group, the expression of GluR1 and GluR2 in 
the prefrontal cortex of the low-performance group was increased (P<0. 05), and the expression of GluR2 and 
CaMKⅡ in the prefrontal cortex of the high-performance group was increased (P<0. 05).  The low-performance 
group obtained obviously lower GluR1/GluR2 ratio than the high-performance group (P<0. 05).  ③ When 
compared with the control group, the low-performance group exhibited notably elevated expression of 
proBDNF and mBDNF (P<0. 05) and mBDNF/proBDNF (P<0. 05) in the prefrontal cortex and hippocampus, 
while the high-performance group had enhanced expression of mBDNF in the prefrontal cortex (P<0. 05).  
Conclusion　In the chronic phase of rmTBI, prognosis of good cognitive function is accompanied by up-

regulation of CaMK Ⅱ signaling pathway, and the difference in cognitive function is accompanied by the 
change in proportions of different AMPAR subunits on the postsynaptic membrane.  In the cognitive 
impairment group, there is an overexpression of 2 types of BDNF isoforms and an increase in the conversion 
rate of mBDNF.

［Key words］ mild traumatic brain injury； cognitive dysfunction； CaMKⅡ； AMPAR； brain-derived 
neurotrophic factor
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竞技类运动员及军人等职业是反复轻度创伤性

脑损伤（repetitive mild traumatic brain injury， rmTBI）
的高风险人群，轻度创伤性脑损伤（mild traumatic 
brain injury，mTBI）是最常见的脑损伤类型，其在临床

就诊的创伤性脑损伤总病例中占比超过 90%［1-2］。单

次的mTBI通常在几周内就能完全康复，但 rmTBI会持

续累计危害，最终在部分患者身上发展为慢性创伤性

脑病（chronic traumatic encephalopathy，CTE），表现为

不同程度的学习、记忆障碍及注意力障碍等［3-5］。尽

管近年来临床上对 rmTBI引起的功能性后遗症的关注

日益增加，但目前仍缺乏针对性的治疗措施［6-7］。因

此，深入认识创伤性脑损伤致认知障碍的病理反应机

制，针对相关通路寻找有效改善认知功能的潜在靶

点，是预防以及治疗创伤性脑损伤患者功能性后遗症

的关键所在。

钙/钙调蛋白依赖性蛋白激酶Ⅱ（Ca2+/calmodulin-

dependent protein kinase Ⅱ，CaMKⅡ）是一种特异性

蛋白激酶，被认为是学习和记忆的重要中介者，参与

许多信号传导级联［8］。α-氨基-3-羟基-5-甲基-4-异

恶唑丙酸受体（α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-

propionicacid receptor，AMPAR）是离子型谷氨酸受体

的一种，由 4个亚基（GluR1、GluR2、 GluR3、 GluR4）组

成，其在突触后膜表面的活性、数量及其动态变化是

衡量突触强度的重要指标。在长时程增强（long-term 
potentiation，LTP）过程中，CaMKⅡ激活后可以通过逆

向信号促使突触前膜增强神经递质的释放，磷酸化

GluR1亚基并触发AMPAR合成和插入突触后膜表面，

极大地增强突触的传递效率［9］。此外，谷氨酸能突触

功能异常也是学习记忆功能障碍的重要发病基础［10］，
在药物成瘾及戒断［11-13］、癫痫［14］、阿尔兹海默病［15-16］、
疼痛等疾病的病理状态下都出现了沉默突触的增加，

这可能与突触后膜 AMPAR 的内吞及失活，进而导致

功能突触向沉默突触的转化有关［17］。
脑源性神经营养因子（brain-derived neurotrophic 

factor，BDNF）在中枢神经系统内广泛表达，是神经元

成熟、突触形成等过程中的重要内源性调节因子，参

与突触可塑性以及神经元的再生修复［18-19］。前体脑

源 性 神 经 营 养 因 子（pro-brain-derived neurotrophic 
factor，proBDNF）经组织纤维蛋白溶酶原激活物/纤溶

酶原级联反应可裂解为成熟型脑源性神经营养因子

（mature brain-derived neurotrophic factor，mBDNF）［20］。
mBDNF 能够与其高亲和力受体原肌球蛋白受体激

酶 B（neurotrophic tyrosine kinase receptor type 2，TrKB）
结 合 ，进 而 激 活 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶（mitogen-

activated protein kinases，MAPK）和磷脂酰肌醇激酶

（phosphatidylinositol 3-kinases，PI-3K），促进突触蛋白

合成和突触后膜上 AMPAR 的插入，进而促进 LTP 的

形成，BDNF 孵育可以改善中年小鼠脑切片的 LTP 功

能受损［21］。此外，mBDNF-TrKB 通过激活磷脂酶

（phospholipase C gamma，PLCγ）诱导的 Ca²⁺信号增强

也是CaMKⅡ活化的关键触发因素之一［22］。proBDNF
激活 c-Jun 氨基末端激酶（c-Jun N-terminal kinase，
JNK）相关通路会触发神经元凋亡、突触萎缩以及易化

海马区长时程抑制（long-term depression，LTD）［23］；而
激活核因子 κB（nuclear factor kappa B，NF-kB）则可以

促进大脑发育过程中神经元的存活以及维持其数量

充足，协同 mBDNF 对脑损伤后神经元的修复及保

护［24］。有研究发现［25］，脑卒中后认知障碍组 mBDNF/
proBDNF的相对表达水平也会发生显著变化。

CaMKⅡ信号通路和BDNF二者在神经系统发育、

学习记忆形成过程中以及某些引发认知功能障碍的

疾病进展中，均起着关键作用。然而，这些通路在

rmTBI 导致认知障碍中的研究仍相对有限。因此，本

研究旨在探讨 CaMKⅡ信号通路及不同 BDNF亚型表

达在 rmTBI相关认知功能障碍中的动态变化。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　实验动物　　63 只雄性 C57BL/6J 小鼠（5 周

龄，体质量 16~17 g）购自斯贝福（北京）生物技术有限

公司，实验动物生产许可证号 SCXK（京）2024-0001，
在室温 20~24 ℃、相对湿度 40%~60%、12 h 光照/12 h
黑暗的普通环境中饲养，水食自取，每 3天更换一次垫

料、食物以及饮用水。使用随机数字表法选取 13只小

鼠作为对照组，50只作为模型组。所有的动物实验设

计符合广西中医药大学实验动物伦理委员会的要求

并获得批准（DW20241119-266）。

1. 1. 2　实验器材　　麻醉机（深圳市瑞沃德生命科

技有限公司）；Morris 水迷宫视频分析系统（美国

Stoelting 有限责任公司）；三维冷冻研磨仪 JXCL-3K
（上海净信实业发展有限公司）；迷你低速离心机、低

温高速离心机、全波长酶标仪（美国 Thermo Fisher 
Scientific公司）；恒温恒湿试验箱（上海精宏实验设备

有限公司）；台式恒温金属浴（上海一恒科学仪器有限

公司 TU-10）；小型垂直电泳槽、电泳仪电源和凝胶成

像系统（美国Bio-Rad公司）；水平摇床（北京托摩根生

物科技有限公司）；万分之一电子分析天平（北京赛多

利斯科学仪器有限公司）等。
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1. 1. 3　实验试剂　　异氟烷（深圳市瑞沃德生命科

技有限公司）；高效 RIPA 裂解液（Solarbio，R0010）；磷

酸 酶 抑 制 剂（MCE，HY-K0021）；蛋 白 酶 抑 制 剂

（Solarbio，R0010）；即用型BCA蛋白定量试剂盒（雅酶，

ZJ102）；SDS-PAGE蛋白上样缓冲液（碧云天，P0015L）；
细胞膜蛋白提取试剂盒（普利莱，P1203-50）；Tris/甘氨

酸/SDS 电泳缓冲液（雅酶，PS105S）；特超敏 ECL 化学

发 光 试 剂 盒（碧 云 天 ，P0018AS ）；p-GluR1 抗体

（HUABIO，HA721865）、GluR1抗体（HUABIO，ET1612-

10）、GluR2 抗体（HUABIO，ET1706-06）、CaMKⅡ抗体

（HUABIO，ET1703-54） 、BDNF 抗 体 （HUABIO，

ET1606-42）、ATPase 抗 体（HUABIO，ET1609-76）
GAPDH 抗体（赛维尔，GB15002）、山羊抗兔二抗

（HUABIO，HA1001）等。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　rmTBI造模　　按已有方法进行造模［26］，具体

操作流程见图 1。rmTBI仪器的主要组成和总体布置

如图 2所示。使用吸入麻醉机，用 4%浓度的异氟烷诱

导小鼠麻醉，捏住小鼠尾巴，将麻醉的小鼠立马放于

苏醒盒上固定的锡箔纸上，并将其头部置于长度为71 cm
的中空 PVC导管下，用手拉起用尼龙钓线拴住的 54 g
金属砝码，使其从导管顶端自由落体击中小鼠颅顶正

中，将冲击传递到小鼠颅骨背侧，受到砝码高速撞击

后，小鼠身下的锡纸会从中间受力断裂，小鼠会下坠

到苏醒盒中的海绵垫上，此过程中躯体会产生向下

180 °的旋转，导致其头部形成快速的旋转加速，对其

造成震荡性脑损伤。模型组小鼠接受7 次自由落体击

打，1 次/d，连续 7 d；对照组小鼠每天仅进行吸入麻

醉，不接受自由落体撞击。

1. 2. 2　水迷宫行为学检测及分组　　在连续 7 d 造

模结束后的第 30天起，使用 Morris水迷宫对 2组小鼠

的空间学习能力和记忆能力进行评估，在完成第一次

定位航行实验以及空间探索实验后，将水下平台反转

置于对侧象限中点，再重复一次定位航行实验以及空

间探索实验（图 3）。①定位航行实验（9 d）：每天挑选

固定时间段开始，将水迷宫水池分为 4个象限，将平台

置于其中 1个象限的中央位置，使小鼠分别从不同象

限的池壁中点处面向池壁下水，每个象限每天下水1次，

记作 1次训练，记录小鼠从下水到找到平台的时间为

逃避潜伏期，最大逃避潜伏期设置为 90 s，如果小鼠

90 s内不能找到水下平台，则由实验人员将小鼠置于

台上休息 15 s，让小鼠记忆平台周围环境以及平台所

在空间位置。每天小鼠下水的象限顺序随机变化，小

鼠每天 4次训练的平均潜伏期作为 1个学习记忆指标

进行分析。②空间探索实验（2 d）：撤掉水下平台，将

小鼠从平台对侧象限池壁中点处面向池壁下水，记录

小鼠在 180 s 内穿过原平台位置的次数。③统计分

组：选取 6个指标，包括 2个学习能力指标（2次定位航

行实验找到平台的成功次数、平均潜伏期）和 4个长期

记忆指标（穿越平台次数、第一次空间探索实验平台

所在象限时间占比、第二次空间探索实验平台所在象

限时间占比以及对侧象限时间占比）；对上述指标进

行相关分析和回归分析，选取其中最具代表性的 2个

指标，即平均潜伏期和穿越平台次数，通过分层聚类

方法对模型组小鼠的认知水平进行区分，将模型组小

鼠分为高表现组、中表现组、低表现组；将中表现组剔

除，对高表现组、低表现组以及对照组的水迷宫各项

指标进行组间对比，明确组间的认知功能差异。

1. 2. 3　Western blot 检测　　完成行为学测试后，对

小鼠采取吸入麻醉后颈椎脱臼法实施安乐死，快速剥

离并分离相关脑组织，用预冷 PBS轻轻洗去血液。在

对照组、低表现组以及高表现组中每组随机选择 3只

小鼠，用细胞膜蛋白提取试剂盒将前额叶皮质以及海

图1　C57BL/6J小鼠 rmTBI模型的建立流程

!"

图2　rmTBI造模设备的总体组成布置图（A）和苏醒盒局部放

大图（B）
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马组织的膜蛋白以及细胞质蛋白分开提取，BCA试剂

盒进行样本蛋白浓度测定，再将样本蛋白浓度稀释到

2 μg/μL，加入 SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液，细胞质蛋

白进行金属浴使蛋白变性，膜蛋白直接进行电泳上

样。每孔上样 8 μL进行电泳、转膜后用无蛋白快速封

闭液封闭 10 min。分别配置 p-GluR1、GluR1、GluR2、
CaMKⅡ、BDNF、内参 GAPDH 以及 ATPase 的一抗，用

一抗 4 ℃孵育转好的 PVDF膜过夜，次日用 TBST洗膜

3 次，每次 10 min，后用二抗（山羊抗兔）室温孵育 1 h，
再用TBST洗膜3 次，往膜上加入ECL显影液后在凝胶

成像系统中进行显影。使用 Image J 软件测量目的蛋

白灰度值。

1. 3　统计学分析

应用 GraphPad Prism 6. 0软件对数据进行统计学

分析。数据以 x̄±s表示，组间对比采用方差分析以及

非参数检验等分析方法，P<0. 05 为差异具有统计学

意义。

2　结果

2. 1　模型组小鼠水迷宫相关统计指标之间存在显著

的相关性

学习指标以及长期记忆指标彼此内部显著相关

（r=-0. 945 6，P<0. 000 1，图4A；r=-0. 795 7，P<0. 000 1，
图 4D）。在两类指标之间也存在着显著的相关性：平

均潜伏期与穿越平台次数（r=-0. 703 2，P<0. 000 1，
图 4B）、第一次空间探索实验平台所在象限时间占比

（r=-0. 347 0，P<0. 013 6，图 4C）、第二次空间探索实验

平台所在象限时间占比（r=-0. 507 2，P<0. 000 2，图4E）
以及第二次空间探索实验平台对侧象限时间占比

（r=-0. 565 6， P<0. 000 1，图4F）。

2. 2　双因素分层聚类分组结果及组间认知差异对比

挑选其中最具代表性的 2个指标，平均潜伏期和

穿越平台次数，通过分层聚类方法对模型组小鼠的认

知功能进行区分，将模型组小鼠分为高表现组（n=31）、

图3　水迷宫行为学检测流程
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A：平均潜伏期和成功次数存在显著相关性；B：平均潜伏期和穿越平台次数存在显著相关性；C：平均潜伏期和第一次空

间探索实验平台所在象限时间占比存在显著相关性；D：2 次空间探索实验平台所在象限时间占比存在显著相关性；

E：平均潜伏期和第二次空间探索实验平台所在象限时间占比存在显著相关性；F：平均潜伏期和第二次空间探索实验平

台对侧象限时间占比存在显著相关性

图4　水迷宫统计指标之间的相关分析与回归分析 （n=50，x̄±s）
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中表现组（n=11）、低表现组（n=8，图 5）。相较于对照

组，低表现组在 2 次定位航行实验中第 2~5 天、第 7~
10 天的当日平均潜伏期存在显著差异（P<0. 05，图
6A），高表现组与低表现组在 2 次定位航行实验中当

日平均潜伏期存在显著差异（P<0. 05，图 6A）。相较

于高表现组和对照组，低表现组小鼠的平均潜伏期更

长（P<0. 05，图6B），穿越平台次数更少（P<0. 05，图6C）。
在第二次空间探索实验中，相较于低表现组，高表现

组在平台对侧象限探索时间更短，在平台所在象限

探索时间更长（P<0. 05，图 6D）。在定位航行实验

中，相较于另外 2 组，低表现组小鼠的平均移动距离

显著增加（P<0. 05，图 6E）。相较于低表现组，高表现

组小鼠在 2 次空间探索实验中的移动距离均显著增

加（P<0. 05，图6F）。
2. 3　CaMKⅡ 信号通路相关蛋白表达在 rmTBI 致认

知障碍中发生变化

相较于对照组，高表现组小鼠前额叶皮质中的
CaMKⅡ和GluR2的表达显著升高（P<0. 05，图 7C、F），
低表现组小鼠的前额叶皮质中 GluR1、GluR2 的表达
均显著升高（P<0. 05，图 7E、F）；相较于高表现组，低
表现组小鼠前额叶皮质中的GluR2/GluR1比值显著下
降（P<0. 05，图 7G）；相较于其它 2组，高表现组小鼠海

马组织中 GluR1 的磷酸化程度显著降低（P<0. 05，
图7I）。

2. 4　BDNF 蛋白表达在 rmTBI 致认知障碍中发生

变化

相较于对照组，低表现组小鼠 proBDNF（P<0. 05，
图 8C、F）和 mBDNF（P<0. 05，图 8D、G）在前额叶皮质

和海马组织中的表达均显著升高，高表现组小鼠仅在

前额叶皮质中 mBDNF 的表达显著升高（P<0. 05，
图 8D）。相较于对照组，低表现组小鼠在前额叶皮质

和海马组织中的 mBDNF/proBDNF 比值均显著升高

（P<0. 05，图 8E、H），而 高 表 现 组 小 鼠 的 mBDNF/
proBDNF比值差异不具有统计学意义。

图5　模型组小鼠双因素分层聚类分组结果

a：P<0. 05，与对照组比较；b：P<0. 05，与低表现组比较

A：各组小鼠 2 次定位航行实验当日平均潜伏期比较结果；B、C：各组小鼠平均潜伏期和穿越平台次数的比较结果；D：各

组小鼠空间探索实验对应象限时间的比较结果；E、F：各组小鼠水迷宫实验移动距离的比较结果

图6　小鼠各项认知指标的组间差异性分析 （x̄±s)
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3　讨论

rmTBI 在军队训练以及体育运动中难以避免，随

着人们对于生活质量要求的日渐提高，对 rmTBI引起

的功能性后遗症的关注日益增加，在既往研究中发

现［27-28］，rmTBI所引起的认知障碍与脑代谢紊乱、神经

炎症反应、自噬、血脑屏障破坏、脑白质受损、血流动

力学等异常相关。

3. 1　水迷宫筛选 rmTBI后认知功能障碍小鼠

本次实验中，通过水迷宫实验筛选，针对 rmTBI造
模后存在认知障碍的个体进行相关蛋白表达检测，这

种方法之前已经有实验报道过［29-30］，与既往实验相

比，此次筛选在相关性验证上将学习能力指标与长期

记忆指标交互进行分析、在分层聚类上将 2类指标都

纳入分组条件、在组间差异分析中对比的指标数量更

多，上述实验设计可以有效提高筛选结果的可靠性。

低表现组小鼠在水迷宫实验中平均潜伏期较长，穿越

平台次数较少，提示其认知功能相对较弱，明确存在

认知障碍；而高表现组小鼠虽然同样进行了自由落体

击打，但在脑损伤慢性期的认知表现与对照组小鼠没

有差异，在水迷宫实验中具有较短的平均潜伏期和较

高的穿越平台次数，其认知表现与对照组小鼠没有差

异，表明其学习能力和长期记忆能力较强，不能认为

其存在认知障碍。

3. 2　rmTBI慢性期良好的认知功能预后伴随着CaMKⅡ
信号通路的表达上调

在神经系统发育及学习记忆形成过程中，CaMKⅡ
发挥了重要的作用，其通过介导LTP，可以增加突触后

膜表面AMPAR的活性、数量，促使新突触的形成以及

沉默突触向功能突触的转化，进而提高神经元的突触

效能［9］。相较于对照组，低表现组小鼠前额叶皮质中

的GluR1与GluR2亚基的表达升高，但CaMKⅡ的表达

a：P<0. 05，与对照组比较；b：P<0. 05，与低表现组比较

A、B ：CaMKⅡ信号通路相关蛋白在前额叶皮质以及海马组织中的表达水平    其中 p-GluR1 与 CaMKⅡ都为双条带；

C~G：前额叶皮质蛋白表达半定量分析； H~L：海马组织蛋白表达半定量分析

图7　Western blot 检测CaMKⅡ信号通路相关蛋白在 rmTBI致认知障碍中的表达变化 （n=3，x̄±s)
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不存在显著性差异，而高表现组小鼠不仅 GluR2亚基

的表达显著升高，CaMKⅡ的表达也显著上升，这意味

着在 rmTBI慢性期，无认知障碍小鼠的前额叶皮质中

存在 CaMKⅡ的激活以及突触后膜表面 AMPAR 插入

数量的增多，这使得其神经元突触的传递效率极大增

强，可能是其认知功能较好的原因。

3. 3　rmTBI 慢性期认知功能差异伴随着突触后膜上

不同AMPAR亚基的占比变化

AMPAR 是由 4 个亚基（GluR1~4）组成的四异聚

体，不同的组合赋予独特的细胞运输行为和生物物理

特性，海马中主要以 GluR1/GluR2，或 GluR2/GluR3 双

二聚体结合形式存在，以 GluR1/GluR2 二聚体为主。

相较于高表现组，低表现组小鼠 GluR2/GluR1 的比值

显著降低，这可能与一种特殊的谷氨酸受体亚型，钙

通 透 性 AMPAR（Calcium-permeable AMPA receptor，
CP-AMPAR）的含量变化有关，通常，AMPAR的Ca2+渗

透性取决于 GluR2 亚基是否存在于其四聚体复合体

中，缺乏GluR2亚基的CP-AMPAR是可渗透Ca2+的，这

意味着低表现组小鼠前额叶皮质神经元突触中 CP-

AMPAR 的占比可能比高表现组更高。CP-AMPAR 通

过促进 Ca2+内流和积累所介导的兴奋性毒性是多种

中枢和周围神经系统疾病中细胞损失的主要机制之

一［31］，此外，CP-AMPAR还参与脑缺血诱导的游离Zn2+

升高和CA1神经元死亡［32］，也有实验验证了体外机械

损伤后 CP-AMPAR 的阻断对神经元死亡有显著的保

护作用［33］。而 CP-AMPAR 介导的兴奋性毒性也会反

过来引起神经元膜上谷氨酸受体的增加，其消极作用

在多种脑损伤疾病模型中已经被验证［31］，这可能是低

表现组小鼠认知障碍的原因。

3. 4　rmTBI 慢性期认知障碍小鼠存在 BDNF 的过表

达以及mBDNF转化率的升高

在前额叶皮质和海马组织中，相较于对照组，低

a：P<0. 05，与对照组比较；b：P<0. 05，与低表现组比较

A、B：不同的 BDNF亚型在前额叶皮质以及海马组织中的表达水平　其中 proBDNF为双条带；C~E：前额叶皮质蛋白表达

半定量分析； F~H：海马组织蛋白表达半定量分析

图8　Western blot检测不同BDNF亚型在 rmTBI致认知障碍中的表达变化 （n=3，x̄±s)
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表 现 组 小 鼠 两 种 BDNF 亚 型 的 表 达 与 mBDNF/
proBDNF的比值均显著升高，mBDNF与脑损伤后神经

元的再生修复及保护有关，mBDNF-TrKB 会激活细胞

内 3条信号通路：分别为MAPK、PI-3K和PLCγ，这 3条

信号通路在维持神经增长、神经细胞分化和存活发挥

重要作用［34-35］。proBDNF存在正反两种作用，一种是

proBDNF 通过对 NF-kB 通路的激活来协同 mBDNF-

TrKB对脑损伤后小鼠神经元的修复及保护；另一种是

proBDNF与 P75NTR结合通过 JNK相关通路来触发神

经元凋亡、突触萎缩以及易化 LTD。本实验中低表现

组小鼠海马组织中GluR1、GluR2以及CaMKⅡ的表达与

对照组相比均不存在差异，不能说明存在 LTD，所以

本实验中 proBDNF 的升高更可能与协同神经元的修

复及保护有关。这意味着在 rmTBI慢性期，认知障碍

小鼠神经元中可能存在着代偿性的再生修复。

综上，在 rmTBI慢性期，低表现组小鼠前额叶皮质

神经元突触不同AMPAR亚基的占比与高表现组存在

差异，高表现组小鼠的前额叶皮质中存在 CaMKⅡ信

号通路的激活。此外，在前额叶皮质和海马组织中，

相较于对照组，低表现组小鼠 proBDNF 以及 mBDNF
的表达均显著升高，并且 BDNF 成熟体的转化率

mBDNF/proBDNF 也更高。本次实验存在两点不足：

一是对于CaMKⅡ信号通路只进行了蛋白质分子表达

水平的检测，后续还需进行电生理、形态学以及免疫

组化等不同维度的实验来进行补充验证；二是未对

BDNF下游的受体蛋白表达进行检测，因此，对于不同

BDNF亚型在 rmTBI致认知障碍中具体通过哪些下游

通路产生作用，还需要进一步的实验探索。
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