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咖啡酸苯乙酯通过下调 LRRK2抑制 JNK 信号通路减轻大鼠创伤性颅脑

损伤
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摘 要：目的 探究咖啡酸苯乙酯（CAPE）对创伤性颅脑损伤（TBI）大鼠的作用及机制。方法 54只SD大鼠随机分为假

手术组，模型组，CAPE低、高剂量（5、10 mg·kg−1）组，CAPE（10 mg·kg−1）＋腺相关病毒阴性对照（oe-NC，1×109 pfu，200 μL）组，

CAPE（10 mg·kg−1）＋过表达LRRK2腺相关病毒（oe-LRRK2，1×109 pfu，200 μL）组，每组 9只。采用改良的Feeney法制备TBI

模型，造模后 30 min，CAPE和 oe-NC、oe-LRRK2均 ip给药，假手术组和模型组大鼠 ip等量溶剂。所有大鼠每天给药 1次，连

续 7 d。改良神经功能缺损评分（mNSS）评估大鼠神经功能缺损程度；转棒实验评价大鼠综合运动能力；检测各组大鼠脑

组织含水量；ELISA法检测血清神经元特异性烯醇化酶（NSE）、白细胞介素（IL）-6、肿瘤坏死因子（TNF）-α和 IL-1β水平；实

时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法检测LRRK2 mRNA表达；Western blotting检测LRRK2、p-JNK和 JNK蛋白表达；TUNEL

染色检测大脑皮层细胞凋亡；FJB染色检测神经元细胞死亡。结果 与假手术组相比，模型组大鼠mNSS、脑组织含水量、

大脑皮层细胞凋亡率、FJB+细胞数以及血清中 NSE、IL-6、TNF-α和 IL-1β含量显著升高（P＜0.05），LRRK2 mRNA 和

LRRK2、p-JNK/JNK蛋白水平显著升高（P＜0.05），转棒时间显著降低（P＜0.05）；与模型组相比，CAPE低、高剂量组大

鼠mNSS、脑组织含水量、大脑皮层细胞凋亡率、FJB+细胞数以及血清中 NSE、 IL-6、TNF-α 和 IL-1β 含量显著降

低（P＜0.05），LRRK2 mRNA和LRRK2、p-JNK/JNK蛋白表达显著降低（P＜0.05），转棒时间显著升高（P＜0.05）；与

CAPE＋oe-NC组相比，CAPE＋oe-LRRK2组大鼠mNSS、脑组织含水量、细胞凋亡率、FJB+细胞数以及血清中NSE、IL-6、

TNF-α和 IL-1β含量显著升高（P＜0.05），LRRK2 mRNA和LRRK2、p-JNK/JNK蛋白表达显著升高（P＜0.05），转棒时间

显著降低（P＜0.05）。结论 CAPE可能通过下调LRRK2表达抑制 JNK通路活化，在TBI中发挥保护作用。
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Caffeic acid phenethyl ester reduces traumatic brain injury in rats by down-

regulating LRRK2 and inhibiting JNK signaling pathway
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Abstract: Objective To explore the effects of caffeic acid phenethyl ester (CAPE) on rats with traumatic brain injury (TBI) and its

possible mechanism. Methods Totally 54 SD rats were randomly divided into sham operation group, model group, CAPE low and

high dose (5, 10 mg·kg−1) group, CAPE (10 mg·kg−1) + adeno-associated virus negative control (oe-NC, 1 × 109 pfu, 200 μL) group,

CAPE (10 mg·kg−1) + over expression of LRRK2 adeno-associated virus (oe-LRRK2, 1 × 109 pfu, 200 μL) group, nine in each

group. TBI model was prepared by modified Feeney method, 30 min after modeling, CAPE, oe-NC, oe-LRRK2 were all

administered with ip, and rats of sham operation group and model group was ip the same amount of solvent. All rats were

administered once a day for seven days. The neurological function score (mNSS) was used to assess the degree of neurological

deficit in rats; the rotating rod test was used to evaluate the comprehensive exercise capacity of rats; The brain water content of rats
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in each group was measured; ELISA was used to detect the levels of NSE, IL-6, and TNF- α and IL-1β in serum; qRT-PCR was used

to detect the expression of LRRK2 mRNA; Western blotting was used to detect the expression of LRRK2, p-JNK and JNK protein;

TUNEL staining was used to detect neuronal cell apoptosis; FJB staining was used to detect the neuronal cell death. Results

Compared with the sham operation group, the scores of neurological deficit, brain water content, apoptosis rate, number of FJB+

cells, and levels of serum NSE, IL-6, TNF-α and IL-1β in the model group were significantly increased (P < 0.05), expressionsn of

LRRK2 mRNA, LRRK2 and p-JNK/JNK protein were significantly increased (P < 0.05), and the time of rod transfer was

significantly reduced (P < 0.05); compared with model group, the neurological deficit score, brain water content, cell apoptosis rate,

number of FJB+ cells, and levels of serum NSEIL-6, TNF- α and IL-1β in CAPE group were significantly reduced (P < 0.05),

expressions of LRRK2 mRNA And LRRK2 and p-JNK/JNK protein was significantly reduced (P < 0.05), and the rod time was

significantly increased (P < 0.05). Compared with CAPE + oe-NC group, the neurological deficit score, brain water content,

apoptosis rate, number of FJB+ cells, and levels of serum NSE, IL-6, TNF-α and IL-1β in CAPE + oe-LRRK2 group increased

significantly (P < 0.05), the expressions of LRRK2 mRNA, LRRK2 and p-JNK/JNK protein was significantly increased (P < 0.05),

and the rod-rotating time was significantly reduced (P < 0.05). Conclusion CAPE may inhibit the activation of JNK pathway by

down-regulating the expression of LRRK2 and play a protective role in TBI.

Key words: traumatic brain injury; caffeic acid phenethyl ester; LRRK2; JNK signaling pathway

创伤性颅脑损伤（traumatic brain injury，TBI）是

一种由外力作用于头部造成的脑损伤，通常由交通

事故、跌倒等引起。TBI是世界范围内死亡和残疾

的主要原因，特别是在年轻人中，构成了一个重要

的健康和社会经济问题［1］。颅脑损伤包括血脑屏障

破坏、脑水肿等原发性损伤，以及炎症、应激、细胞

凋亡等一系列复杂的相互作用所致的继发性损伤，

最终导致神经细胞丢失。更重要的是，脑外伤可导

致严重的运动、感觉、认知和情绪障碍［2］。细胞凋亡

已被证实是TBI患者神经细胞死亡和预后较差的主

要原因［3］。因此，靶向抑制细胞凋亡和炎症可能是

改善TBI后继发性损伤的重要策略。富含亮氨酸的

重复激酶 2（leucine-rich repeat kinase 2，LRRK2）是

家族性和散发性帕金森病中最常见的突变基因，是

一种大的多域蛋白（2 527个氨基酸，相对分子质量

为 2.86×105），在许多组织和细胞中广泛表达，特别

是大脑中［4］。已有研究表明［5］，在 TBI 后的小鼠大

脑中发现 LRRK2的表达上调，抑制 LRRK2的表达

可发挥神经保护作用。咖啡酸苯乙酯（caffeic acid

phenethyl ester，CAPE）是一种存在于多种植物中的

天然酚类化合物，是蜂胶的主要成分，具有抗炎、抗

凋亡、抗癌、抗病毒、抗氧化和促进伤口愈合等多种

生物学活性［6］。CAPE对蛛网膜下腔出血后早期脑

损伤具有预防作用，可减轻脑血管痉挛［7］。目前，

CAPE对TBI的作用及其可能的作用机制尚不明

确。因此，本研究旨在探究 CAPE 对大鼠 TBI 和

LRRK2 表达的影响 ，以期为明确 CAPE 在 TBI

中的作用机制及开发新的 TBI 治疗策略提供

参考。

1 材料

1.1 实验动物

54只 6周龄健康雄性SD大鼠，购自空军军医大

学 实 验 动 物 中 心 ，实 验 动 物 生 产 许 可 证 号

SCXK（陕）2019-001，体质量（240±20）g，饲养在温

度（23±2）℃、湿度（58±2）%、光照可控（12 h光/暗

周期）的环境下，所有大鼠自由进食和饮水。待适

应性喂养 1周后，进行造模。动物实验符合相关伦

理要求（伦理编号为 IACUC-200403）。

1.2 药物及主要试剂

CAPE 购 自 美 国 Sigma-Aldrich 公 司 ，批 号

104594-70-9，质量分数≥97%；腺相关病毒阴性对

照（oe-NC）和过表达 LRRK2 的腺相关病毒（oe-

LRRK2）购自上海吉凯生物技术有限公司；TUNEL

染色试剂盒购自英国Abcam公司；神经元特异性烯

醇化酶（NSE）、白细胞介素（IL）-6、肿瘤坏死因

子（TNF）-α和 IL-1β ELISA试剂盒购自中国南京建

成生物工程研究所；2×SYBR Green qPCR Master

Mix购自美国APExBIO公司；LRRK2、c-jun氨基末

端激酶（c-Jun N-terminal kinase，JNK）和 p-JNK抗体

购自美国 cell signaling technology；TUNEL 细胞凋

亡检测试剂盒（FITC）购自上海翊圣生物科技有限

公司；Fluoro-Jade B（FJB）染液购自美国Millipore公司。

1.3 主要仪器

75006590 高速离心机购自赛默飞世尔科技公

司；TS2倒置荧光显微镜购自日本 Nikon公司；ZH-

ZYQ大鼠自由落体打击器购自淮北正华生物仪器

设备有限公司；EPS-600 数显式稳压稳流电泳仪、

VE586湿转转膜仪、5200化学发光成像系统购自上
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海天能科技有限公司 ；EG-1160 石蜡包埋机、

RM2245 切片机、ST5010 全自动染色机购自德国

Leica公司。

2 方法

2.1 造模及给药处理

54只SD大鼠随机分为假手术组，模型组，CAPE低、

高剂量（5、10 mg·kg−1［9］）组，CAPE（10 mg·kg−1）＋oe-

NC（1×109 pfu，200 μL）组，CAPE（10 mg·kg−1）＋oe-

LRRK2（1×109 pfu，200 μL）组，每组 9 只。参考文

献报道［8］，采用改良的Feeney法制备TBI大鼠模型。

所有大鼠造模前 12 h，禁食不禁水，2% 戊巴比妥

钠（50 mg·kg−1）ip麻醉，无菌条件下正中切开头皮，

于右侧冠状缝后 2 mm、中线旁 2 mm处，磨钻磨 1个

直径为5 mm的骨孔。使用撞击头（直径3 mm）撞击硬

膜，将砝码（30 g）从高 20 cm 的地方自由坠落打击

小孔，导致大鼠颅脑损伤。使用骨蜡封闭骨孔，缝

合头皮。假手术组大鼠仅开骨窗，不进行撞击操

作。造模后 30 min，CAPE和 oe-NC、oe-LRRK2均 ip

给药，假手术组和模型组大鼠 ip等量溶剂。所有大

鼠每天给药1次，连续7 d。

2.2 改 良 神 经 功 能 缺 损 评 分（modified

neurological severity scores，mNSS）

给药 1、3、5、7 d后，应用mNSS［10］对大鼠运动、

感觉和肢体反射功能进行检查，包括平衡木实验、

行走测试、反常运动、感觉测试、反射缺失和提尾反

射等。最高分数为 18，0分为正常，1～6分为轻度损

伤，7～12分为中度损伤，13～18分为重度损伤。

2.3 转棒实验评价大鼠综合运动能力

大鼠在给药 1、3、5和 7 d后，参考文献报道［11］，

采用KW-6D大鼠转棒疲劳仪，检测在 5 min内转速

从 5 r·min−1加速到 45 r·min−1期间，大鼠跌落的潜伏

期（转棒时间），以评估大鼠综合运动能力。

2.4 脑组织含水量

大鼠最后 1次神经功能缺损评分结束后，2%戊

巴比妥钠（50 mg·kg−1）ip麻醉大鼠，处死后，在骨窗

边缘约 2 mm处获取脑皮质（200±20）mg。用滤纸

去除脑组织表面多余的血液和脑脊液后，称质量，

此为组织湿质量。随后将脑组织在 100 °C的烤箱

中干燥24 h，称质量，此为组织干质量。

脑组织含水量=（湿质量－干质量）/湿质量

2.5 ELISA法检测血清NSE、IL-6、TNF-α和 IL-1β

水平

2% 戊巴比妥钠（50 mg·kg−1）ip麻醉大鼠后，股

动脉采血，室温条件下静置20 min后，3 000 r·min−1离心

20 min，收集血清。按照ELISA试剂盒说明书检测

血清中脑损伤的特异性生物标志物 NSE、IL-6、

TNF-α和 IL-1β的含量。

2.6 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR））检测 LRRK2

mRNA表达

收集骨窗边缘约2 mm处脑损伤皮质约100 mg，加

入Trizol试剂提取组织总RNA，并将mRNA反转录

为 cDNA。按照 2×SYBR Green qPCR Master Mix

说明书所示，配制 qRT-PCR反应体系，反应程序为：

95 ℃、2 min；95 ℃、15 s，60 ℃、15 s，72 ℃、1 min，

40个循环；72 ℃、10 min。以GAPDH为内参，采用

2−ΔΔCt法计算LRRK2 mRNA表达。实验中所需引物

序列为 LRRK2（Forward：5’-AAAGGGCGACAAC

CAGGTCA-3’；Reverse：5’-CCGGAGCACTTTCC

TCGCTA-3’），GAPDH（Forward：5’-TGGCCTTCC

GTGTTCCTACC-3’；Reverse：5’-CGCCTGCTTC

ACCACCTTCT-3’）。

2.7 Western blotting检测LRRK2、p-JNK和 JNK

蛋白表达

收集骨窗边缘约 2 mm处脑损伤皮质约100 mg，

冰上研磨成浆，随后加入蛋白裂解液冰上裂解

30 min，4 ℃条件下 12 000 r·min−1离心 20 min，收集

上清液，BCA蛋白定量试剂盒测定上清液的蛋白浓

度。随后取 25 μg蛋白加入凝胶中进行 SDS-PAGE

凝胶电泳。电泳结束后，进行转膜操作，随后用 5%

脱脂奶粉室温封闭 2 h以去除非特异性结合位点。

加入 LRRK2（1∶2 000）、p-JNK（1∶2 000）和 JNK（1∶

1 000）抗体，4 ℃条件下孵育过夜。加入特异性二

抗（1∶5 000），室温条件下孵育 1 h，随后滴加ECL化

学发光底物，暗室曝光。应用 Image J软件对蛋白条

带进行灰度分析。

2.8 TUNEL染色检测细胞凋亡

取大鼠大脑皮层组织，4%多聚甲醛固定 24 h，

流水冲洗。梯度酒精脱水、二甲苯透明。常规石蜡

包埋、切片。石蜡切片常规脱蜡至水。PBS清洗切

片后，将 Proteinase K工作液滴加至样本上，使其被

全部覆盖，室温孵育 10 min。PBS清洗切片 2次，随

后每个样本滴加 100 μL 1×Equilibration Buffer 使

其全部覆盖待检样本区域，室温孵育 30 min。加入

50 μL TdT孵育缓冲液，切片置于湿盒中 37 ℃避光

孵育 60 min。PBS清洗后，随后加入DAPI染液，室

温避光孵育5 min，去离子水清洗切片。在荧光显微

镜下观察。其中凋亡的细胞核显示绿色荧光，DAPI

显示蓝色荧光，以 Image J软件对照片中阳性细胞进
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行计数。

凋亡率＝TUNEL阳性细胞数/总细胞数

2.9 FJB染色检测神经元细胞死亡

石蜡切片脱蜡至水，用现配的 0.1%冰醋酸做溶

剂，按 1∶100比例配制 FJB的工作液，混匀，滴加到

组织上室温孵育 20 min；纯水冲洗，DAPI染核，再用

PBS冲洗；切片室温条件下风干，二甲苯透明，滴加

中性树脂封片，晾干。坏死神经元胞浆和细胞核呈

绿色荧光，正常神经元无着色。

2.10 统计学分析

采用 SPSS 21.0 软件进行数据统计分析，计量

资料以 x̄±s 表示，多组间比较采用单因素方差分

析，组间两两比较采用LSD-t检验。

3 结果

3.1 CAPE对TBI大鼠的神经保护作用

与假手术组比较，模型组大鼠 1、3、5、7 d 的

mNSS 显著升高（P＜0.05），1、3、5、7 d 的转棒时间

显著降低（P＜0.05）；与模型组相比，CAPE低、高剂

量组大鼠 3、5、7 d 的 mNSS 评分显著降低（P＜

0.05），5、7 d 的转棒时间显著升高（P＜0.05）；与

CAPE＋oe-NC 组相比，CAPE＋oe-LRRK2 组大鼠

3、5、7 d的mNSS评分显著升高（P＜0.05），5、7 d

的 转 棒 时 间 显 著 降 低（P＜0.05）。 结 果 见

表1、2。

3.2 CAPE 对 TBI大鼠血清 NSE水平和脑水肿程

度的影响

与假手术组相比，模型组大鼠血清NSE水平和

脑组织含水量显著升高（P＜0.05）；与模型组相比，

CAPE低、高剂量组大鼠NSE水平和脑组织含水量

显著降低（P＜0.05）；与 CAPE＋oe-NC 组相比 ，

CAPE＋oe-LRRK2 组大鼠 NSE 水平和脑含水量显

著升高（P＜0.05）。结果见表3。

3.3 CAPE对TBI大鼠LRRK2的影响

与假手术组相比，模型组大鼠 LRRK2 mRNA

和蛋白表达显著升高（P＜0.05）；与模型组相比，

CAPE低、高剂量组大鼠 LRRK2 mRNA 和蛋白表

达显著降低（P＜0.05）；与 CAPE＋oe-NC 组相

比 ，CAPE＋oe-LRRK2 组大鼠 LRRK2 mRNA 和

蛋 白 表 达 显 著 升 高（P＜0.05）。 结 果 见 图 1

和表4。

表1 各组大鼠mNSS比较（x̄±s，n=9）

Table 1 Comparison of mNSS of rats in each group (x̄±s, n=9)

组别

假手术

模型

CAPE

CAPE＋oe-NC

CAPE＋oe-LRRK2

剂量

—

—

5 mg·kg−1

10 mg·kg−1

10 mg·kg−1＋1×109 pfu

10 mg·kg−1＋1×109 pfu

mNSS/分

1 d

1.57±0.18

12.59±0.78*

11.28±0.64

11.46±0.73

11.79±0.55

12.36±0.71

3 d

1.53±0.14

12.03±0.53*

10.31±0.43#

9.42±0.37#

9.45±0.41

11.78±0.64△

5 d

1.55±0.17

11.24±0.63*

9.41±0.38#

8.56±0.34#

8.50±0.42

10.86±0.53△

7 d

1.58±0.13

10.45±0.47*

8.17±0.36#

7.33±0.40#

7.24±0.45

9.65±0.39△

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与CAPE＋oe-NC组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs sham group；#P < 0.05 vs model group；△P < 0.05 vs CAPE＋oe-NC group

表2 各组大鼠转棒时间的比较（x̄±s，n=9）

Table 2 Comparison of rod rotation time of rats in each group (x̄±s, n=9)

组别

假手术

模型

CAPE

CAPE＋oe-NC

CAPE＋oe-LRRK2

剂量

—

—

5 mg·kg−1

10 mg·kg−1

10 mg·kg−1＋1×109 pfu

10 mg·kg−1＋1×109 pfu

转棒时间/s

1 d

128.48±16.83

15.93±2.18*

15.82±1.94

16.63±2.06

15.47±1.82

16.33±2.12

3 d

123.98±18.51

38.76±5.34*

44.85±5.27

46.74±5.38

45.20±6.13

40.48±4.72

5 d

125.39±15.97

53.11±7.13*

70.01±6.21#

86.75±7.83#

85.28±7.11

68.23±6.44△

7 d

130.28±18.63

71.13±7.69*

91.04±8.16#

109.58±9.05#

107.35±9.52

82.82±8.77△

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与CAPE＋oe-NC组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs sham group；#P < 0.05 vs model group；△P < 0.05 vs CAPE＋oe-NC group
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3.4 CAPE对TBI大鼠大脑皮层细胞的影响

与假手术组相比，模型组大鼠大脑皮层细胞凋

亡率和FJB+细胞数显著升高（P＜0.05）；与模型组相

比，CAPE低、高剂量组大鼠细胞凋亡率和FJB+细胞

数显著降低（P＜0.05）；与 CAPE＋oe-NC 组相比，

CAPE＋oe-LRRK2 组大鼠细胞凋亡率和 FJB+细胞

数显著升高（P＜0.05）。结果见图2、3和表5。

3.5 CAPE对TBI大鼠血清炎症因子产生的影响

与假手术组相比，模型组大鼠血清 IL-6、TNF-α

和 IL-1β含量显著升高（P＜0.05）；与模型组相比，

CAPE 低、高剂量组大鼠血清 IL-6、TNF-α和 IL-1β

含量显著降低（P＜0.05）；与CAPE＋oe-NC组相比，

CAPE＋oe-LRRK2组大鼠血清 IL-6、TNF-α和 IL-1β

含量显著升高（P＜0.05）。结果见表6。

3.6 CAPE对TBI大鼠JNK信号通路的影响

与假手术组相比，模型组大鼠 p-JNK/JNK蛋白

表达显著升高（P＜0.05）；与模型组相比，CAPE低、

高剂量组大鼠 p-JNK/JNK 蛋白表达显著降低（P＜

0.05）；与 CAPE-H＋oe-NC 组 相 比 ，CAPE＋oe-

表3 各组大鼠血清NSE水平和脑水肿程度比较（x̄±s，n=9）

Table 3 Comparison of serum NSE level and cerebral

edema degree of rats among all group (x̄±s, n=9)

组别

假手术

模型

CAPE

CAPE＋

oe-NC

CAPE＋oe-

LRRK2

剂量

—

—

5 mg·kg−1

10 mg·kg−1

10 mg·kg−1＋

1×109 pfu

10 mg·kg−1＋

1×109 pfu

NSE/

（mg·mL−1）

6.24±0.58

14.81±1.17*

12.25±0.79#

9.34±0.85#

9.21±0.88

12.52±1.16△

脑组织含水

量/%

73.23±2.85

83.67±3.12*

78.22±2.05#

76.92±2.64#

75.74±2.26

81.84±3.31△

与假手术组比较 ：*P＜0.05；与模型组比较 ：#P＜0.05；与

CAPE＋oe-NC组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs sham group；#P < 0.05 vs model group；△P < 0.05 vs

CAPE＋oe-NC group

 

 

 

 

 

假手术     模型      5      10    CAPE+  CAPE+ 

                  CAPE/(mg∙kg−1)  oe-NC oe-LRRK2 

LRRK2 

 
 

GAPDH 

图1 Western blotting检测各组大鼠LRRK2蛋白表达

Fig. 1 Expression of LRRK2 protein of rats in each group

was detected by Western blotting

表4 各组大鼠脑组织LRRK2 mRNA和蛋白表达的比

较（x̄±s，n=9）

Table 4 Comparison of LRRK2 mRNA and protein

expression in rat brain tissues of each group (x̄±s, n=9)

组别

假手术

模型

CAPE

CAPE＋oe-NC

CAPE＋oe-

LRRK2

剂量

—

—

5 mg·kg−1

10 mg·kg−1

10 mg·kg−1＋1×109 pfu

10mg·kg−1+1×109pfu

LRRK2

mRNA表达

1.00±0.07

2.86±0.25*

2.01±0.15#

1.37±0.13

1.34±0.14

3.15±0.38△

LRRK2蛋

白表达

0.23±0.03

1.58±0.05*

0.62±0.05#

0.35±0.03

0.33±0.02

1.42±0.13△

与假手术组比较 ：*P＜0.05；与模型组比较 ：#P＜0.05；与

CAPE＋oe-NC组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs sham group；#P < 0.05 vs model group；△P < 0.05 vs

CAPE＋oe-NC group

 

 

 

 

 

假手术                      模型           CAPE 5 mg∙kg−1      CAPE 10 mg∙kg−1       CAPE＋oe-NC     CAPE+ oe-LRRK2 

 

TUNEL 

 

 

 
 

DAPI 

 

 

 
 

Merge 

图2 TUNEL染色检测各组大鼠大脑皮质细胞凋亡（×100）

Fig. 2 TUNEL staining was used to detect apoptosis of rat cell from cerebral cortex in each group (×100)
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LRRK2组大鼠 p-JNK/JNK蛋白表达显著升高（P＜

0.05）。结果见图4、表7。

4 讨论

TBI是全世界相对年轻的个体发病和死亡的主

要原因之一，它可导致患者的生活质量严重下

降［12］。据报道，TBI会导致运动和认知障碍，如空间

定向力和记忆力障碍。由于谷氨酸毒性、氧化应

激、炎症、迟发性和长期性继发性脑损伤导致的血

脑屏障通透性增加、脑水肿和神经功能损害，可以

在很大程度上决定TBI患者的预后［13］。因此，开发

新的药物治疗TBI后继发性脑损伤十分迫切。

CAPE是一种天然存在的咖啡酸衍生物，进入

细胞后酯键可被细胞内的酯酶裂解，释放出活性成

分咖啡酸［14］。CAPE是一种有效的神经保护剂，可

明显减少β-淀粉样蛋白寡聚体（AβO）诱导的神经细

胞凋亡和神经炎症，并改善学习、记忆和空间认知

能力，从而在阿尔茨海默症中发挥神经保护作

用［15］。同时，CAPE可促进顺铂处理后的神经发生

并上调神经可塑性标记物，提高神经元细胞存活

率［16］。目前，已有相关研究初步探索了 CAPE 在

表5 各组大鼠大脑皮层细胞凋亡率和FJB+细胞数比较（x̄±s，n=9）

Table 5 Comparison of cell apoptosis rate and number of FJB+ cells of rats in each group (x̄±s, n=9)

组别

假手术

模型

CAPE

CAPE＋oe-NC

CAPE＋oe- LRRK2

剂量

—

—

5 mg·kg−1

10 mg·kg−1

10 mg·kg−1＋1×109 pfu

10 mg·kg−1＋1×109 pfu

细胞凋亡率/%

7.86±0.58

43.29±4.26*

30.78±2.58#

21.78±2.64#

19.42±2.17

35.37±3.21△

FJB+细胞数/（个∙mm−2）

7.27±0.86

84.97±9.21*

52.83±3.13#

28.47±3.05#

27.29±3.25

49.53±5.24△

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与CAPE＋oe-NC组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs sham group；#P < 0.05 vs model group；△P < 0.05 vs CAPE＋oe-NC group

表6 各组大鼠炎症因子水平的比较（x̄±s，n=9）

Table 6 Comparison of inflammatory factors of rats in each group (x̄±s, n=9)

组别

假手术

模型

CAPE

CAPE＋oe-NC

CAPE＋oe-LRRK2

剂量

—

—

5 mg·kg−1

10 mg·kg−1

10 mg·kg−1＋1×109 pfu

10 mg·kg−1＋1×109 pfu

IL-6/（pg·mL−1）

70.37±8.82

182.29±22.42*

135.87±15.27#

102.94±9.23#

105.71±11.02

151.24±17.80△

TNF-α/（pg·mL−1）

41.76±5.27

128.25±14.33*

88.16±9.44#

63.53±7.87#

67.21±7.43

93.52±10.84△

IL-1β/（pg·mL−1）

25.46±3.25

73.74±5.83*

54.47±3.95#

38.65±4.02#

42.76±4.33

58.23±6.13△

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与CAPE＋oe-NC组比较：△P＜0.05
*P < 0.05 vs sham group；#P < 0.05 vs model group；△P < 0.05 vs CAPE＋oe-NC group

 

 

 

 

 

假手术                      模型             CAPE 5 mg∙kg−1      CAPE 10 mg∙kg−1       CAPE＋oe-NC     CAPE+ oe-LRRK2 

图3 FJB染色检测神经元细胞死亡（×100）

Fig. 3 FJB staining was used to detect neuronal cell death (×100)

 

 

 

 

 

p-JNK 

 
 
 

JNK 
 
 
 

GAPDH 

假手术    模型      5      10    CAPE+  CAPE+ 

                 CAPE/(mg∙kg−1)  oe-NC  oe-LRRK2 

图4 Western blotting检测各组大鼠脑组织p-JNK/JNK蛋

白表达

Fig. 4 P-JNK/JNK protein expressions in rat brain tissues

of each group were detected by Western blotting
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TBI中的作用，其研究结果显示，CAPE治疗可明显

抑制自由基产物 F2-异前列腺素的产生，从而减轻

TBI 后的氧化应激反应［17］。本研究结果显示，TBI

后大鼠mNSS明显升高，转棒时间明显降低，血清中

脑损伤的特异性生物标志物NSE以及炎症因子 IL-

6、TNF-α和 IL-1β的含量明显升高，细胞凋亡率和

FJB+细胞数明显升高。而 CAPE 治疗后，TBI 大鼠

mNSS明显降低，转棒时间明显升高，血清中脑损伤

的特异性生物标志物NSE以及炎症因子IL-6、TNF-α和

IL-1β的含量明显降低，细胞凋亡率和FJB+细胞数明

显降低，且以上作用均呈现剂量相关性。该研究结

果表明，CAPE可通过抑制炎症反应和神经元细胞

凋亡，改善神经元细胞损伤，从而在TBI中发挥神经

保护作用。

目前，LRRK2 相关的研究主要集中在帕金森

病［18］。中枢神经系统应激和炎症将上调脑胶质细

胞中LRRK2的表达［19］。值得注意的是，Tau是一种

微管相关蛋白，主要在中枢神经系统表达，调节轴

突生长和轴突运输。而 LRRK2 可能通过调节 Tau

的磷酸化而促进脑缺血后的神经元细胞凋亡［20］。

目前，已有相关研究表明，TBI后内源性 LRRK2表

达增加。给予 LRRK2抑制剂G1023可明显降低脑

组织损伤、细胞死亡和炎症反应，并减轻了由皮质

撞击损伤引起的运动和认知缺陷。该发现证明了

TBI诱导的 LRRK2上调在创伤后神经损伤诱导过

程中的重要性［21］。结果显示，TBI后大鼠大脑皮层

中 LRRK2 表达增加，而 CAPE 治疗可明显抑制

LRRK2的表达，且呈剂量相关性。进一步实验结果

显示，过表达LRRK2可明显抑制CAPE对TBI大鼠

的治疗作用，上调 CAPE 治疗的 TBI 大鼠 mNSS 以

及NSE、IL-6、TNF-α和 IL-1β的含量，上调细胞凋亡

率和 FJB+细胞数，下调转棒时间。该研究结果表

明，CAPE通过抑制LRRK2表达在TBI中发挥保护

作用。

作为一种高度保守的途径，c-jun 氨基末端激

酶（c-Jun N-terminal kinase，JNK）信号通路在调节生

命活动中的基因表达和细胞内代谢方面起着至关

重要的作用［22］。研究表明，抑制 JNK通路激活可改

善神经功能缺损、学习能力、空间记忆、梗死体积、

组织病理学和细胞凋亡，在局灶性脑缺血再灌注损

伤中发挥保护作用［23］。在TBI的相关研究中发现，

TBI可导致 JNK的磷酸化增加，而二十二碳六烯酸

通过抑制 JNK的过度磷酸化改善TBI诱导的神经功

能障碍和肌张力障碍［24］。本研究结果显示，TBI后

大鼠大脑皮层中 JNK的磷酸化增加，而CAPE治疗

可明显抑制 JNK的磷酸化，且呈剂量相关性。另有

研究表明，LRRK2基因表达下调可抑制 JNK通路的

激活［25］。LRRK2 通过激活 JNK 通路，促进 JNK 磷

酸化，导致帕金森病小鼠黑质致密部多巴胺能神经

元变性［26］。结果表明过表达 LRRK2 可明显逆转

CAPE 对 TBI 大鼠 JNK 磷酸化的抑制作用，促进

CAPE治疗的TBI大鼠 JNK通路活化。该研究结果

表明，CAPE可能通过抑制LRRK2表达抑制 JNK通

路活化，在TBI中发挥保护作用。

本研究结果表明，CAPE可能通过下调LRRK2

表达抑制 JNK 通路活化，抑制炎症反应和细胞凋

亡，改善神经元细胞损伤，从而在TBI中发挥神经保

护作用。
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