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摘要：目的　探究肉桂醛减轻创伤性脑损伤（ＴＢＩ）大鼠神经损伤的潜在作用
机制。方法　将大鼠随机分为假手术组（仅行颅骨开窗，不建模）、模型组（仅构
建ＴＢＩ模型）、低剂量实验组（ＴＢＩ＋２５ｍｇ·ｋｇ－１肉桂醛）、高剂量实验组（ＴＢＩ＋
７５ｍｇ·ｋｇ－１肉桂醛）、ｍｉＲ－ＮＣ组（ＴＢＩ＋ｍｉＲ－ＮＣ慢病毒 ＋７５ｍｇ·ｋｇ－１肉桂
醛）、ｍｉＲ－２７ａ－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（ＴＢＩ＋ｍｉＲ－２７ａ－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ慢病毒＋７５ｍｇ·ｋｇ－１

肉桂醛）。用实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴ－ｑＰＣＲ）实验法检测ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ
表达，用水迷宫实验法检测记忆功能，用免疫荧光实验法检测离子钙接头蛋白

（Ｉｂａ－１）表达，用蛋白质印迹法检测脑组织中相关蛋白相对表达水平，用双荧光
素酶报告基因实验法检验ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ与 ＢＣＬ２／腺病毒 Ｅ１Ｂ１９ｋＤａ相互作用
蛋白３样蛋白（ＢＮＩＰ３Ｌ）结合水平。结果　假手术组、模型组、低剂量实验组、
高剂量实验组、ｍｉＲ－ＮＣ组和 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ相对
表达水平分别为１００±００８、０４０±００３、０５２±００８、０７６±００８、０７３±００９
和０１８±００２；逃避潜伏期时间分别为（１１１９±０７５）、（２６０６±１４７）、
（２３５９±１３９）、（１４９５±１７１）、（１５３７±０７７）和（２４９１±１９６）ｓ；Ｉｂａ－１荧光强度
分别 为 （１１８９５０±１１３６８）、（２９５８７０±２７９２９）、（２２８７０５±２７１６９）、
（１９１６５５±２０５４４）、（１９３５５７±１６４５４）和（２５６４５２±３３３０５）ａｕ；自噬相关
基因５（ＡＴＧ５）蛋白相对表达水平分别为０３２±００３、０９４±００７、０７１±００９、
０５０±００８、０５３±００７和０８５±００９；Ｂｅｃｌｉｎ－１自噬调节因子（Ｂｅｃｌｉｎ－１）
蛋白相对表达水平分别为０３５±００３、０９５±０１３、０７５±０１２、０４９±００５、
０４８±００７和０７３±０１０；ＰａｒｋｉｎＲＢＲ结构域Ｅ３泛素蛋白连接酶（Ｐａｒｋｉｎ）蛋白
相对表达水平分别为 ０２９±００４、０６４±００８、０５１±００９、０４１±００４、
０４３±００５和０６２±００７，以上指标在模型组与假手术组间比较，在低剂量实验
组、高剂量实验组与模型组间比较，在ｍｉＲ－２７ａ－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组与ｍｉＲ－ＮＣ组间
比较，在统计学上差异均具有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。双荧
光素酶报告基因实验证实 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ与 ＢＮＩＰ３Ｌ靶向结合。结论　肉桂醛
可能通过ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ／ＢＮＩＰ３Ｌ轴调控自噬，改善神经功能，减轻神经炎性，对
ＴＢＩ脑损伤发挥神经保护作用。
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ａｘｉｓ，ｉｍｐｒｏｖｅｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎ，ａｌｌｅｖｉａｔｅｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｅｘｅｒｔｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｎＴＢＩ－ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ；ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ；ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ；ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ

　　创伤性脑损伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）是
一种严重的脑外伤，主要由车辆碰撞、跌倒和暴

力行为等引起［１］。脑损伤包括原发性和继发性

损伤；原发性损伤在受伤时立即发生，不能逆转；

继发性损伤包括氧化应激、炎症反应、神经递质

释放、氧自由基产生、血脑屏障破坏等一系列生

理和分子生物学变化，后者延迟发病为改善 ＴＢＩ
预后提供窗口［２－３］，然而现有干预手段多聚焦症

状缓解，难以阻断病理进程。肉桂醛具有神经保

护、抗凋亡等功效，最近已有研究表明，肉桂醛在

ＴＢＩ后脑损伤中表现出显著的保护作用［４］，然而

其对 ＴＢＩ后神经功能的保护作用及机制仍需进一
步研究。ｍｉｃｒｏＲＮＡ在 ＴＢＩ病理机制中扮演关键
角色，ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ已被证实参与神经元存活、
突触重塑相关信号通路调控［５］。基于此，本研究

旨在探索肉桂醛是否通过调控 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ表
达，减轻神经功能障碍，为 ＴＢＩ治疗提供新的天然
药物靶点与分子机制参考。

材料与方法

１　材料
动物　６０只ＳＰＦ级别雄性ＳＤ大鼠，６周龄，体质

量２００～２２０ｇ，购自厦门大学，动物生产许可证号：
ＳＣＸＫ（闽）２０２３－０００３，动物使用许可证号：ＳＹＸＫ
（闽）２０２３－００１０；大鼠均饲养在动物房中，自由饮水
和进食，并在适应性饲养１周后进行实验。本研究经
福建医科大学附属泉州第一医院伦理委员会审批，伦

理批号：泉一伦【２０２３】Ｋ０５６号。
细胞　人肾小管上皮细胞ＨＫ－２，购自深圳市豪

地华拓生物科技有限公司。

药品与试剂　肉桂醛，纯度：９８４１％，规格：１ｇ，
批号：Ｓ３７６３０１、ＰＤ９８０５９，纯度：９９８６％，规格：５０ｍｇ，
批号：Ｓ１１７７０８，均购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；苏木素 －
伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌ－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色液，购自上海麦克林
有限公司；离子钙接头蛋白（ｉｏｎｉｚｅｄｃａｌｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇ
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ５Ｍａｒｃｈ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５１）

ａｄａｐｔｏｒｍｏｌｅｃｕｌｅ１，Ｉｂａ－１）、自噬相关基因５（ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅ５，ＡＴＧ５）、微管相关蛋白１轻链３（ｍｉｃｒｏｔｕ
ｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、
Ｂｅｃｌｉｎ－１自噬调节因子（Ｂｅｃｌｉｎ１ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｇｕｌａｔｏｒ，
Ｂｅｃｌｉｎ－１）、隔离体 １（ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１，ｐ６２）、Ｐａｒｋｉｎ
ＲＢＲ结构域 Ｅ３泛素蛋白连接酶（ＰａｒｋｉｎＲＢＲＥ３
ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇａｓｅ，Ｐａｒｋｉｎ）、ＰＴＥＮ诱导激酶 １
（ＰＴＥＮｉｎｄｕｃｅｄｋｉｎａｓｅ１，ＰＩＮＫ１）、Ｂ淋巴细胞瘤 －２
基因（Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂｃｌ－２）相关 Ｘ蛋白
（Ｂｃｌ－２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、Ｂｃｌ－２、裂解的半
胱氨酸天冬氨酸蛋白酶－３（Ｃｌｅａｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｅａｓｐａｒｔａｔｅ
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－３，Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３）、β－ａｃｔｉｎ一抗及二
抗，均购自美国Ａｂｃａｍ公司；４′，６－联脒－２′－苯基吲哚
（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ），购自陕西西
安齐岳生物科技有限公司；ｍｉＲ－ＮＣ、ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ慢病毒，购自上海吉玛基因生物公司。

仪器　ＲＴ－６１００酶标仪，广州深圳雷杜公司产
品；ＣＸ－３１显微镜、ＢＸ５３荧光显微镜，均为日本奥林
巴斯公司产品；ＰｉｋｏＲｅａｌ实时荧光定量 ＰＣＲ仪，美国
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司产品。
２　实验方法
２１　ＴＢＩ大鼠模型构建［６］

大鼠麻醉后，剪去头顶毛发并暴露头皮，消毒后

沿头顶中线做纵向切口（１ｃｍ），在前囟右后方，用微
型钻钻开骨窗，然后，用质量为２０ｇ的砝码在垂直管
道自由落体运动坠落，并在砝码坠落后停留１ｍｉｎ，随
后封闭骨窗后消毒缝合头皮，连续３ｄ腹腔注射青霉
素（２０×１０５Ｕ·ｋｇ－１）预防感染。所有大鼠造模后
６ｈ，均进行改良神经缺损严重程度评分，评分超过
７分即为造模成功，造模成功率为９２％；剔除死亡或
不符合标准的大鼠后，各组均补充至１０只。
２２　动物分组与处理方法

将大鼠随机分为假手术组、模型组、低剂量实验

组、高剂量实验组、ｍｉＲ－ＮＣ组和 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组，每组１０只，其中假手术组大鼠仅行颅骨开
窗术，其余组大鼠均根据“２１”中方法建模，低、高剂量实
验组大鼠成功建模后每天腹腔注射２５、７５ｍｇ·ｋｇ－１的肉
桂醛溶液（以少量无水乙醇助溶后，用无菌生理盐水

逐步稀释至所需浓度，充分混匀后现配现用），１天
１次，连续７ｄ；ｍｉＲ－ＮＣ组大鼠成功建模后每天侧脑室
注射ｍｉＲ－ＮＣ慢病毒３００μｇ并腹腔注射７５ｍｇ·ｋｇ－１

肉桂醛溶液，ｍｉＲ－２７ａ－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组大鼠每天侧脑
室注射ｍｉＲ－２７ａ－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ慢病毒３００μｇ并腹腔
注射７５ｍｇ·ｋｇ－１肉桂醛溶液，假手术组和模型组大

鼠均注射等量的生理盐水。治疗７ｄ，后进行神经学
指标检测后，处死大鼠取脑组织备用。

２３　Ｍｉｒｒｉｓ水迷宫实验法评估大鼠记忆能力［７］

治疗７ｄ后，将大鼠置于圆形水池（被分为４个象
限，其中１个象限在水下２ｃｍ处放１个平台）中，每
天将大鼠从不同的象限放入水池，记录６０ｓ后大鼠找
到平台所花的时间，５ｄ后，记录大鼠放入水中到找平
台的间隔时间，记为逃避潜伏期，并撤走平台，记录大

鼠６０ｓ内的活动轨迹并记录大鼠在平台所在象限停
留的时间和穿越平台次数，计算目标象限的停留时间

占比（目标象限停留时间／总测试时间×１００％）。
２４　实时荧光定量聚合酶链反应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－ｑＰＣＲ）
实验法检测 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α和
ＢＮＩＰ３ＬｍＲＮＡ表达［８］

取各组大鼠脑组织，用 ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，并
测定 ＲＮＡ浓度、纯度；用试剂盒将 ＲＮＡ逆转录为
ｃＤＮＡ，然后进行聚合酶链反应，ＰＣＲ条件：９５℃预变
性６ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，共４０个循环，结束后，以 Ｕ６或 ＧＡＰＤＨ为内参，
用２－ΔΔＣｔ法计算目的基因 ｍＲＮＡ相对表达水平。
ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ、Ｕ６引物序列参考文献［９］；ＩＬ－１β引
物序列为 Ｆｏｒｗａｒｄ（５′－３′）：ＣＡＧＣＴＴＴＣＧＡＣＡＧＴＧＡＧ
ＧＡＧＡ，Ｒｅｖｅｒｓｅ（５′－３′）：ＴＴＧＴＣＧＡＧＡＴＧＣＴＧＣＴＧＴ
ＧＡ；ＴＮＦ－α引物序列为 Ｆｏｒｗａｒｄ（５′－３′）：ＧＡＴＣＧ
ＧＴＣＣＣＡＡＣＡＡＧＧＡＧＧ，Ｒｅｖｅｒｓｅ（５′－３′）：ＣＴＴＧＧＴＧ
ＧＴＴＴＧＣＴＡＣＧＡＣＧ；ＧＡＰＤＨ引物序列为 Ｆｏｒｗａｒｄ（５′－
３′）：ＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＧＣＴＡＡＣＡＴＣＡ，Ｒｅｖｅｒｓｅ（５′－３′）：
ＡＴＴＣＧＡＧＡＧＡＡＧＧＧＡＧＧＧＣＴ；ＢＮＩＰ３Ｌ引物序列为
Ｆｏｒｗａｒｄ（５′－３′）：ＴＣＴＣＡＣＴＴＡＧＴＣＧＡＧＣＣＧＣ，Ｒｅｖｅｒｓｅ
（５′－３′）：ＣＴＣＣＡＣＣＣＡＧＧＡＡＣＴＧＴＴＧＡ。
２５　ＨＥ染色法检测脑组织病理学改变［１０］

收集大鼠脑组织，用多聚甲醛固定过夜，用不同

浓度的乙醇进行脱水，并用二甲苯浸泡１ｈ透明，浸蜡
包埋后切片；切片经脱蜡至水后用苏木精染色５ｍｉｎ，
之后用自来水冲洗去多余的染色液，再用盐酸乙醇分

化１０ｓ使得细胞核更加清晰，返蓝液处理后伊红试剂
染色３ｍｉｎ，再次用不同浓度的乙醇进行脱水及透明
后封片，用显微镜观察。

２６　免疫荧光实验法检测Ｉｂａ－１表达［６］

取冰冻切片，在室温下复温１ｈ，用柠檬酸抗原修
复液浸泡切片进行抗原修复，用组织笔圈住组织，滴

加ＴｒｉｔｉｏｎＸ－１００破膜液处理切片２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗
后用ＢＳＡ封闭１ｈ，然后滴加Ｉｂａ－１一抗在４℃下孵
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育过夜，第２天取出湿盒清洗一抗后滴加同种属的荧
光二抗室温下孵育１ｈ，ＤＡＰＩ复染１０ｍｉｎ后封片，用
荧光显微镜观察。

２７　蛋白质印剂法检测脑组织中相关蛋白表达［１１］

收集各组大鼠脑组织，加入裂解液充分裂解、离

心收集上清液，用ＢＣＡ试剂盒检测蛋白浓度，取蛋白
３０μｇ与蛋白上样缓冲液充分混合以后变性１０ｍｉｎ
（１００℃），进行ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳，而后转至
ＰＶＤＦ膜并在室温下封闭 ２ｈ（５％脱脂奶粉），加入
ＡＴＧ５、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、ｐ６２、Ｂｅｃｌｉｎ－１、Ｐａｒｋｉｎ、ＰＩＮＫ１、
Ｂａｘ、Ｂｃｌ－２、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３一抗（１∶１０００）在４℃
下孵育过夜，洗膜后与二抗试剂（１∶５０００）在室温下
孵育２ｈ，洗膜并滴加 ＥＣＬ显色液后曝光、成像，用
ＩｍａｇｅＪ软件计算目的蛋白表达水平。
２８　双荧光素酶报告基因实验［１２］

通过 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ在线预测网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／ｖｅｒｔ＿８０／）预测ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ与ＢＣＬ２／
腺病毒 Ｅ１Ｂ１９ｋＤａ相互作用蛋白 ３样蛋白（ＢＣＬ２／
ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓＥ１Ｂ１９ｋＤａｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３－ｌｉｋｅ，
ＢＮＩＰ３Ｌ）具有靶向结合位点，进行双荧光素酶报告基
因检测：构建 ＢＮＩＰ３Ｌ野生型（ＢＮＩＰ３Ｌ－ＷＴ）和突变
型（ＢＮＩＰ３Ｌ－ＭＵＴ）荧光质粒，用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００
转染试剂将ＢＮＩＰ３Ｌ－ＷＴ、ＢＮＩＰ３Ｌ－ＭＵＴ分别与 ＮＣ
ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ－２７ａ－３５ｐｍｉｍｉｃ共转染至２９３Ｔ细胞中，
４８ｈ后用双荧光酶报告基因实验试剂盒检测荧光酶
活性。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２６０统计软件进行数据分析。计量资料

以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较用单因素方差分析，组间
两两比较用ＬＳＤ－ｔ检验。

结　　果

１　肉桂醛对大鼠脑组织中 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ表达的
影响

假手术组、模型组、低剂量实验组、高剂量实验

组、ｍｉＲ－ＮＣ组和 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的
ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ相对表达水平分别为 １００±００８、
０４０±００３、０５２±００８、０７６±００８、０７３±００９和
０１８±００２，模型组与假手术组比较，低、高剂量实验
组与模型组比较，ｍｉＲ－２７ａ－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组与
ｍｉＲ－ＮＣ组比较，在统计学上差异均有统计学意义
（均Ｐ＜０００１）。
２　肉桂醛通过 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ对 ＴＢＩ大鼠神经功能
恢复及病理学损伤的影响

假手术组脑组织无明显病理损伤，相比假手术

组，模型组大鼠脑组织细胞间隙增加，部分胞核固缩，

可见炎性细胞浸润，相比模型组，低、高剂量实验组及

ｍｉＲ－ＮＣ组病理损伤均减轻，而 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组病例损伤较ｍｉＲ－ＮＣ组加重，见图１。

与假手术组比较，模型组穿越平台次数和目标象

限的停留时间占比均显著降低，逃避潜伏期显著升高

（均Ｐ＜０００１）；与模型组比较，低、高剂量实验组穿
越平台次数、目标象限的停留时间占比均显著升高，

逃避潜伏期均显著下降（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；相比
ｍｉＲ－ＮＣ组，ｍｉＲ－２７ａ－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组穿越平台次
数、目标象限的停留时间占比均显著降低，逃避潜伏

期显著升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１），见表１。
３　肉桂醛通过 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ抑制 ＴＢＩ大鼠脑脑组
织神经炎性和神经元凋亡

与假手术组比较，模型组脑组织的Ｉｂａ－１荧光强
度、ＩＬ－１βｍＲＮＡ、ＴＮＦ－αｍＲＮＡ及 Ｂａｘ／Ｂｃｌ－２、
Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３蛋白相对表达水平均显著升高（均
Ｐ＜０００１）；与模型组比较，低、高剂量实验组的Ｉｂａ－
１荧光强度、ＩＬ－１βｍＲＮＡ、ＴＮＦ－αｍＲＮＡ及 Ｂａｘ／
Ｂｃｌ－２、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３蛋白相对表达水平均显著
降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；相比 ｍｉＲ－ＮＣ组，
ｍｉＲ－２７ａ－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的 Ｉｂａ－１荧光强度、
ＩＬ－１βｍＲＮＡ、ＴＮＦ －α ｍＲＮＡ 及 Ｂａｘ／Ｂｃｌ－２、
Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３蛋白相对表达水平均显著升高
（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见表２和图２。

图 １　苏木精－伊红（ＨＥ）染色法观察大鼠脑组织病理学改变（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｈｅｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｒａｔｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｈｅｍａｔｏｘｙｌ－ｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇ（×２００）
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ５Ｍａｒｃｈ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５１）

４　肉桂醛通过 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ抑制 ＴＢＩ大鼠脑组织
自噬

与假手术组比较，模型组的 ＡＴＧ５、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和
Ｂｅｃｌｉｎ－１蛋白相对表达水平均显著升高 （均
Ｐ＜０００１），ｐ６２蛋 白 相 对 表 达 水 平 显 著 降 低
（Ｐ＜０００１）；与模型组比较，低、高剂量实验组的
ＡＴＧ５、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和Ｂｅｃｌｉｎ－１蛋白相对表达水平
均显著降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），ｐ６２蛋白相对表达
水平显著升高（Ｐ＜０００１）；相比 ｍｉＲ－ＮＣ组，
ｍｉＲ－２７ａ－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组的 ＡＴＧ５、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和
Ｂｅｃｌｉｎ－１蛋白相对表达水平均显著升高 （均
Ｐ＜０００１），ｐ６２蛋 白 相 对 表 达 水 平 显 著 降 低
（Ｐ＜０００１），见图２和表３。
５　肉桂醛通过 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ／ＢＮＩＰ３Ｌ轴介导线粒
体自噬

在线预测网站预测到 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ与 ＢＮＩＰ３Ｌ
靶向结合，见图３；与ＮＣ组比较，ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ联合
ＢＮＩＰ３Ｌ－ＷＴ共转染组荧光素酶活性显著降低
　　

（Ｐ＜０００１），见表４。模型组的 ＢＮＩＰ３ＬｍＲＮＡ相对
表达水平及Ｐａｒｋｉｎ、ＰＩＮＫ１蛋白相对表达水平均显著
升高（均Ｐ＜０００１）；与模型组比较，低、高剂量实验组
的ＢＮＩＰ３ＬｍＲＮＡ相对表达水平及Ｐａｒｋｉｎ、ＰＩＮＫ１蛋白
　　

图 ２　蛋白质印迹法检测自噬蛋白相对表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙ－ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ＡＴＧ５：Ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅ５；ＬＣ３：Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔ

ｃｈａｉｎ３；Ｂｅｃｌｉｎ－１：Ｂｅｃｌｉｎ１ａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｇｕｌａｔｏｒ；ｐ６２：Ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１．

表１　各组大鼠水迷宫数据的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｗａｔｅｒｍａｚｅｄａｔａｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｐｌａｔｆｏｒｍ Ｅｓｃａｐｅｌａｔｅｎｃｙ（ｓ） Ｔａｒｇｅｔｑｕａｄｒａｎｔｄｗｅｌｌｔｉｍｅｒａｔｉｏ（％）

Ｓｈａｍ １０ ４５０±０５０ １１１９±０７５ ４８２５±５１２

Ｍｏｄｅｌ １０ １１０±０３０ ２６０６±１４７ １２３８±３４５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １０ １７０±０４６＃＃ ２３５９±１３９＃＃ ２８６４±４１８＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０ ２１０±０３０＃＃＃ １４９５±１７１＃＃＃ ４２７１±４９３＃＃＃

ｍｉＲ－ＮＣ １０ ２２０±０４０ １５３７±０７７ １３５２±３８１

ｍｉＲ－２７ａ－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １０ １８０±０４０＆ ２４９１±１９６＆＆＆ １８９６±４２７＆＆＆

Ｓｈａｍｇｒｏｕｐ：Ｏｎｌｙｃｒａｎｉｏｔｏｍｙｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：ＴＢＩｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ：ＴＢＩｍｏｄｅｌ＋２５ｍｇ·ｋｇ－１ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈｇｒｏｕｐ：ＴＢＩｍｏｄｅｌ＋７５ｍｇ·ｋｇ－１ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ｍｉＲ－ＮＣｇｒｏｕｐ：ＴＢＩｍｏｄｅｌ＋７５ｍｇ·ｋｇ－１ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ＋ｍｉＲ－ＮＣｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ

ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ｍｉＲ－２７ａ－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ：ＴＢＩｍｏｄｅｌ＋７５ｍｇ·ｋｇ－１ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ＋ｍｉＲ－２７ａ－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｉＲ－ＮＣｇｒｏｕｐ，＆Ｐ＜００５，＆＆＆Ｐ＜０００１

表２　各组大鼠脑组织的离子钙结合适配器分子１（Ｉｂａ－１）、白细胞介素－１β（ＩＬ－１β）、肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）ｍＲＮＡ和凋
亡相关蛋白的相对表达水平

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｉｏｎｉｚｅｄｃａｌｃｉｕｍ－ｂｉｎｄｉｎｇａｄａｐｔｅｒｍｏｌｅｃｕｌｅ１（Ｉｂａ－１），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β
（ＩＬ－１β），ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａ（ＴＮＦ－α）ｍＲＮＡａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｇｒｏｕｐ
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍＲＮＡ Ｐｒｏｅｉｎ

Ｉｂａ－１（ａｕ） ＩＬ－１β ＴＮＦ－α Ｂａｘ／Ｂｃｌ－２ Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３

Ｓｈａｍ １１８９５０±１１３６８ １００±０１２ １００±０１５ ０２５±００５ ０３４±００５

Ｍｏｄｅｌ ２９５８７０±２７９２９ ２５２±０１９ ２０９±０１０ ２４５±０５３ １０３±００８

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ２２８７０５±２７１６９＃＃＃ ２１５±０２５＃＃ １８５±０１０＃＃＃ １１８±０１５＃＃＃ ０７８±００８＃＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １９１６５５±２０５４４＃＃＃ １５６±０１７９＃＃＃ １４８±０１４＃＃＃ ０５４±０１０＃＃＃ ０６０±００９＃＃＃

ｍｉＲ－ＮＣ １９３５５７±１６４５４ １５９±０１４ １４５±０１９ ０４９±００７ ０５７±０１０

ｍｉＲ－２７ａ－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ２５６４５２±３３３０５＆＆＆ ２２４±０２６＆＆＆ １７９±０１８＆＆ １７５±０２４＆＆＆ ０８２±００９＆＆＆

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｍｉＲ－ＮＣｇｒｏｕｐ，＆＆Ｐ＜００１，＆＆＆Ｐ＜０００１
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相对表达水平均显著降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；相
比 ｍｉＲ －ＮＣ 组，ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 的
ＢＮＩＰ３ＬｍＲＮＡ相对表达水平及Ｐａｒｋｉｎ、ＰＩＮＫ１蛋白相
对表达水平均显著升高（均Ｐ＜０００１），见表５和图４。

图 ３　ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ与 ＢＣＬ２／腺病毒 Ｅ１Ｂ１９ｋＤａ相互作用蛋
白３样蛋白（ＢＮＩＰ３Ｌ）的结合位点及突变位点
Ｆｉｇｕｒｅ３　 ＴｈｅｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓａｎｄｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｔｅｓｏｆｍｉＲ－２７ａ－３ｐ
ａｎｄＢＣＬ２／ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓＥ１Ｂ１９ｋＤａｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ３－ｌｉｋｅ
（ＢＮＩＰ３Ｌ）

表４　双荧光素酶报告基因实验检测ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ与ＢＮＩＰ３Ｌ
靶向结合（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　Ｔｈｅｄｕａｌ－ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏ
ｄｅｔｅｃｔｔｈｅｔａｒｇｅｔｅｄｂｉｎｄｉｎｇｏｆｍｉＲ－２７ａ－３ｐｔｏＢＮＩＰ３Ｌ

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ

ＢＮＩＰ３Ｌ－ＷＴ ＢＮＩＰ３Ｌ－ＭＵＴ

ＮＣ ９ １００±０１４ ０９８±０１３

ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ ９ ０２０±００４ ０９７±０１７

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＣｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１

图４　蛋白质印迹法检测脑组织Ｐａｒｋｉｎ、ＰＩＮＫ１蛋白相对表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ４　 ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰａｒｋｉｎａｎｄＰＩＮＫ１
ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

表５　各组大鼠脑组织ＢＮＩＰ３ＬｍＲＮＡ及ＰａｒｋｉｎＲＢＲ结构域Ｅ３
泛素蛋白连接酶（Ｐａｒｋｉｎ）、ＰＴＥＮ诱导激酶１（ＰＩＮＫ１）蛋白相对表
达水平（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ５　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢＮＩＰ３ＬｍＲＮＡ，Ｐａｒｋｉｎ
ＲＢＲｄｏｍａｉｎＥ３ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇａｓｅ（Ｐａｒｋｉｎ）ａｎｄＰＴＥＮｉｎｄｕｃｅｄ
ｋｉｎａｓｅ１（ＰＩＮＫ１）ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｇｒｏｕｐ ＢＮＩＰ３ＬｍＲＮＡ Ｐａｒｋｉｎ ＰＩＮＫ１

Ｓｈａｍ １００±０１６ ０２９±００４ ０３２±００４
Ｍｏｄｅｌ ３８７±０２１ ０６４±００８ ０７０±００８
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ２３０±０１８＃＃＃ ０５１±００９＃＃ ０５９±００８＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １３７±００９＃＃＃ ０４１±００４＃＃＃ ０４６±００６＃＃＃

ｍｉＲ－ＮＣ １３３±００９ ０４３±００５ ０４４±００４
ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

３１８±０３２＆＆＆ ０６２±００７＆＆＆ ０６６±００７＆＆＆

Ｄｏｓｅａｎｄ ｎ ｒｅｆｅｒｔｏ ｔａｂｌｅ１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｉＲ－ＮＣｇｒｏｕｐ，＆＆＆Ｐ＜０００１

表３　各组大鼠脑组织自噬相关蛋白相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｇｒｏｕｐ ＡＴＧ５ ｐ６２ ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ Ｂｅｃｌｉｎ－１

Ｓｈａｍ ０３２±００３ ０７８±００７ ０２４±００２ ０３５±００３
Ｍｏｄｅｌ ０９４±００７ ０２７±００２ １００±０１１ ０９５±０１３
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ０７１±００９＃＃＃ ０４６±００４＃＃＃ ０８１±００７＃＃＃ ０７５±０１２＃＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ０５０±００８＃＃＃ ０６７±００５＃＃＃ ０６４±００６＃＃＃ ０４９±００５＃＃＃

ｍｉＲ－ＮＣ ０５３±００７ ０６４±００７ ０６１±００６ ０４８±００７
ｍｉＲ－２７ａ－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ０８５±００９＆＆＆ ０４３±０１０＆＆＆ ０８４±０１１＆＆＆ ０７３±０１０＆＆＆

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｍｉＲ－ＮＣｇｒｏｕｐ，＆＆＆Ｐ＜０００１

讨　　论

肉桂醛作为肉桂挥发油中的主要活性成分，引起

学者们的广泛关注，研究已经证实，肉桂醛具有调节

神经炎症、抑制氧化应激、改善突触连接、抑制细胞凋

亡的神经保护作用［１３－１５］，这些证据提示肉桂醛对改

善ＴＢＩ后神经损伤也具有较大潜力；最近已有研究证
实，肉桂醛可以通过限制中性粒细胞募集、抑制活性

氧积累、减轻组织损伤和海马功能障碍显示出对 ＴＢＩ
大鼠的神经保护作用［４，１６］。本研究成功构建ＴＢＩ大鼠

模型，使用肉桂醛治疗后，ＴＢＩ大鼠脑组织病理学损伤
得到改善，同时水迷宫实验表明，肉桂醛可以明显改善

ＴＢＩ大鼠记忆功能，提示肉桂醛能够明显改善ＴＢＩ大鼠
神经功能缺陷，这与韩福新等［４］研究一致。

本研究进一步探究肉桂醛改善 ＴＢＩ大鼠神经功
能缺陷的相关机制，观察到 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ在 ＴＢＩ大
鼠中低表达，而肉桂醛治疗后，ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ相对表
达水平明显提升，同时，肉桂醛对 ＴＢＩ大鼠的神经功
能改善被低表达的 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ削弱，提示
ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ在维持 ＴＢＩ大鼠神经功能中起关键作
用，推测肉桂醛可能通过上调ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ改善ＴＢＩ



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　６４９　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ５Ｍａｒｃｈ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５１）

大鼠神经功能。小胶质细胞在中枢神经系统的炎症

反应中起关键作用，可以导致神经退行性疾病，此外

有报道称，小胶质细胞具有降低清除作用的能力，从

而导致神经细胞损伤的加重［１７］。在本研究中，ＴＢＩ大
鼠表现出活化的ＴＮＦ－α和 ＩＬ－１β，且 Ｉｂａ－１相对表
达水平增强，凋亡蛋白Ｂａｘ／Ｂｃｌ－２、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３
水平也升高，而肉桂醛治疗减轻了这种活性，说明肉

桂醛可以减轻 ＴＢＩ后神经炎性并抑制神经元凋亡。
但肉桂醛对神经炎性的减轻作用被 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ逆转，这说明ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ可以抑制 ＴＢＩ大
鼠脑内小胶质细胞激活和促炎因子释放，肉桂醛通过

上调ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ发挥抗炎作用，进而减轻神经炎
症对脑组织的损伤。

有研究证实，在 ＴＢＩ创伤后的继发性病理反应
中，持续激活的自噬被认为是导致神经损伤恶化的不

利因素［１８］。ＡＴＧ５、ｐ６２、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和 Ｂｅｃｌｉｎ－１
是自噬相关蛋白，本研究中，肉桂醛治疗后，大鼠脑组

织中ＡＴＧ５、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和 Ｂｅｃｌｉｎ－１相对表达水
平均降低，ｐ６２升高，提示肉桂醛可以抑制ＴＢＩ导致的
自噬过度激活，而这种作用被 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
减弱，说明ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ可以调节 ＴＢＩ大鼠自噬过
程，肉桂醛可以通过上调 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ恢复自噬平
衡。进一步探究 ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ下游靶点，发现
ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ与 ＢＮＩＰ３Ｌ靶向结合。ＢＮＩＰ３Ｌ是线粒
体自噬和细胞凋亡的关键调节因子，与神经元的线粒

体健康密切相关，研究表明，在 ＴＢＩ中，ＢＮＩＰ３Ｌ过表
达会破坏线粒体膜电位，引发神经元死亡并加剧氧化

应激［１９］。基于此，本研究检测了线粒体质量控制相

关蛋白Ｐａｒｋｉｎ、ＰＩＮＫ１的表达，观察到肉桂醛干预后，
其相对表达水平呈剂量依赖性降低，而ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ可以减弱肉桂醛对 Ｐａｒｋｉｎ、ＰＩＮＫ１表达的调
控。提示，肉桂醛可能通过ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ／ＢＮＩＰ３Ｌ轴
调控线粒体自噬过程，进而影响线粒体质量控制，减

轻ＴＢＩ导致的线粒体功能紊乱，不过这仍需进一步通
过大量实验证实。

本研究提示：肉桂醛可能通过上调ｍｉＲ－２７ａ－３ｐ靶
向调控ＢＮＩＰ３Ｌ，调节自噬与线粒体质量控制，抑制脑内
炎症反应，最终减轻ＴＢＩ大鼠的神经功能障碍。本研究
为ＴＢＩ的治疗提供了新的分子机制和潜在干预策略。
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