
  

COX5A 通过纠正线粒体稳态失衡缓解脑外伤引发的小鼠神经损伤

刘光彩 1） ，黄泓晨 2） ，陈红兰 3） ，姜　水 1） ，习杨彦彬 2） ，杨　旭 1）

（1）昆明医科大学第二附属医院医学检验科，云南 昆明　650101; 2）昆明医科大学神经科学

研究院，云南 昆明　650500; 3）云南省第三人民医院医学检验科，云南 昆明　650011）

[ 摘要 ]  目的　探讨细胞色素 c 氧化酶亚基 5A（cytochrome c oxidase subunit 5A，COX5A）过表达对创伤性脑

损伤（traumatic brain injury，TBI）小鼠的神经保护作用及其与线粒体功能的关系。方法　将 4～6 周龄 C57BL/6J

野生型（wild type，WT）小鼠及同龄COX5A 过表达（COX5A-UP）转基因小鼠随机分为WT+假手术组、WT+TBI 组、

COX5A-UP+假手术组和 COX5A-UP+TBI 组（n = 12，雌雄各半），采用可控皮质冲击法制备 TBI 模型。术后 14 d

评估神经行为学表现、脑含水量、海马突触体线粒体氧消耗率、ATP、活性氧、丙二醛、线粒体膜电位及线粒

体超微结构。结果　与 WT+假手术组相比，WT+TBI 组神经功能和行为学表现受损，脑含水量升高，突触体线

粒体能量代谢下降、氧化应激增强，并出现线粒体形态破坏（P < 0.05）。与 WT+TBI 组相比，COX5A-UP+TBI

组上述神经行为学异常、脑水肿及线粒体功能和结构损伤均改善（P < 0.05）。结论　COX5A 过表达可减轻 TBI

诱导的神经功能损伤，其作用可能与改善突触体线粒体功能障碍和维持线粒体结构稳态有关。
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［Abstract ］   Objective　 To  investigate  the  neuroprotective  effect  of  cytochrome  c  oxidase  subunit  5A
（COX5A） overexpression in mice with traumatic brain injury （TBI） and its association with mitochondrial function.
Methods　C57BL/6J wild-type （WT） mice aged 4–6 weeks and age-matched COX5A-overexpressing （COX5A-
UP）  transgenic mice were randomly divided into WT+sham operation group，WT+TBI group，COX5A-UP+sham
operation  group， and  COX5A-UP+TBI  group （n =  12  per  group， male∶female  =  1∶1） .  The  TBI  model  was
established  using  the  controlled  cortical  impact  method.  At  14  days  after  surgery， neurological  and  behavioral
performance， brain  water  content， oxygen  consumption  rate  of  hippocampal  synaptosomal  mitochondrial ， ATP
levels， reactive  oxygen  species， malondialdehyde， mitochondrial  membrane  potential  and  mitochondrial 
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ultrastructure  were  examined. Results　 Compared  with  the  WT+sham  group， WT+TBI  group  showed  impaired
neurological and behavioral performance，increased brain water content，reduced mitochondrial energy metabolism，
enhanced oxidative stress and mitochondrial morphological damage （P < 0.05）. Compared with the WT+TBI group，
the  COX5A-UP+TBI  group  showed  improvements  in  these  neurological， behavioral， edema-related  and
mitochondrial abnormalities （P < 0.05）. Conclusion　COX5A overexpression alleviates TBI-induced neurological
impairment， and  this  effect  may  be  associated  with  amelioration  of  synaptosomal  mitochondrial  dysfunction  and
preservation of mitochondrial structural homeostasis.

［Key words ］ COX5A； Traumatic  brain  injury； Mitochondrial  dyshomeostasis； Neuroprotection； Mouse
model；Behavior

 

创伤性脑损伤（ traumatic brain injury，TBI）是

由外部机械力导致的脑组织损伤，是青壮年致残

和致死的重要原因之一[1]。TBI 可造成认知障碍、

运动功能障碍、语言沟通困难等长期神经功能损

害[2]；重症患者还可能出现颅内压升高、脑疝及

持续意识障碍等严重结局[3]。此外，部分患者可

伴随情绪波动、焦虑抑郁、攻击性行为或创伤后

应激障碍等精神行为异常[4]。由于 TBI 常需长期

康复治疗，并可能增加慢性创伤性脑病及其他神

经退行性疾病风险，其疾病负担十分突出[5−6]。目

前，针对 TBI 继发性损伤的有效干预手段仍有限，

亟需寻找新的治疗靶点。

细胞色素 c 氧化酶（cytochrome c oxidase，COX）

是线粒体电子传递链的终端酶复合体，也是氧

化磷酸化过程中的关键组成部分[7]。细胞色素 c

氧 化 酶 亚 基 5A（ cytochrome  c  oxidase  subunit  5A，

COX5A）是COX 复合体的重要核编码亚基，参与

调节 COX 酶活性及复合体组装[8−9]。既往研究提

示，COX5A 表达或功能异常与线粒体能量代谢紊

乱、肿瘤发生发展、心肌损伤及神经退行性病变

等过程相关[8−10]，提示其可能是维持高能耗细胞，

尤其是神经元功能稳态的重要分子。已有研究从

细胞生物学和脑老化角度提示 COX5A 可能参与

神经功能调节[8−9]，但其在 TBI 等急性中枢神经系

统损伤中的作用仍缺乏系统证据。

本研究基于 COX5A 过表达转基因小鼠，观

察 TBI 后 COX5A 表达的动态变化，并从神经功

能、行为学、脑水肿、海马突触体线粒体功能及

超微结构等层面评价 COX5A 过表达的保护作用，

以期为从线粒体稳态角度阐释 TBI 继发性损伤机

制提供实验依据。

 1    材料与方法

 1.1    实验动物与分组

本研究采用遗传背景为 C57BL/6J 的 4～6 周

龄 COX5A 过表达转基因小鼠（COX5A-UP，课题

组前期自建转基因小鼠品系；转基因鼠构建方法

及应用已获得中国发明专利授权保护，专利号

ZL201810171251.4） [9] 作为研究对象，同窝同月

龄野生型（wild type，WT）小鼠作为对照。WT 及

COX5A-UP 小鼠分别随机分为假手术组和 TBI 组，

共 4 组 ： WT+ 假 手 术 组 、 WT+TBI 组 、 COX5A-

UP+假手术组、COX5A-UP+TBI 组，每组 12 只，

雌雄各半。

实验小鼠饲养于标准动物设施，给予标准饲

料和饮水，光照周期为 12 h/12 h，环境温度为

（22±2）℃。所有动物实验均经昆明医科大学实验

动物伦理委员会批准（kmmu 20230067）。

 1.2    小鼠脑外伤模型制备

本研究采用既往报道的可控皮质冲击（cont-

rolled  cortical  impact， CCI）法 制 备TBI 模 型 [12−13]。

简要步骤如下：麻醉后，将小鼠固定于立体定向

装置，并在右侧顶叶皮层诱导中度 CCI。CCI 参数

为冲击速度 6.0 m/s、深度 1.0 mm、接触时间 200

ms、组织变形 2.0 mm。假手术组除不接受 CCI 损

伤外，其余操作与 TBI 组一致。手术结束后，小

鼠置于 26 ℃ 恒温垫上待麻醉苏醒，随后分笼饲养。

 1.3    改良神经功能评分

采用改良神经功能评分（modified neurological

severity score，mNSS）评估小鼠神经功能，评分范

围为 0～14 分。该评分体系包括运动、感觉、反

射和平衡等测试项目 [14−15]。在 TBI 后 14 d 进行

mNSS 评估。由 3 名对动物分组不知情的研究人

员根据评分标准独立完成评分，取平均值用于统

计分析。小鼠不能完成相应测试或缺乏相应反射

时记 1 分，分值越高表示神经功能缺损越重。

 1.4    小鼠脑含水量检测

为评估 TBI 后脑水肿情况，本研究采用干湿

重法检测造模后 14 d 小鼠脑含水量。各组小鼠于相

应时间点取脑，分离目标脑组织后立即称取湿重，

随后置于 100 ℃ 恒温干燥箱中干燥 24 h 至恒重，
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称取干重。脑含水量按公式计算：脑含水量（%）=

（湿重−干重）/湿重×100%。

 1.5    旷场实验

按照既往方案进行旷场实验，以评估小鼠术

后自发活动和焦虑样行为[16]。将小鼠置于 40 cm×

40 cm×40 cm 的开放场地内，记录 10 min 内的总

移动距离、直立次数及中心区域停留时间。实验

结束后清洁场地，以避免气味影响后续测试。

 1.6    新物体识别任务

新物体识别（novel object recognition，NOR）任务

按照既定方案进行[17]，测试场地与旷场实验相同

（40 cm×40 cm×40 cm）。测试物体高度为 4～5 cm，

由形状、纹理、颜色和大小不同的玻璃或塑料材

料组成。在 5 min 训练阶段，将小鼠置于场地中

央并允许其探索两个相同物体。

训练结束 1 h 后，将小鼠重新放入场地进行

10 min 测试，其中一个熟悉物体被形状和颜色不

同但高度相近的新物体替代。物体探索定义为小

鼠用鼻部或前爪直接接触物体。

正式测试阶段记录小鼠探索新物体和熟悉物

体的时间，并计算识别指数（discrimination index，

DI）：DI=（NT-FT）/（NT+FT）。其中，NT 为探索新

物体时间，FT 为探索熟悉物体时间。DI 用于反

映小鼠识别并区分新、熟悉物体的能力。

 1.7    透射电镜检测（transmission electron micros-

copy，TEM）与线粒体分析

从海马区域随机选择神经元并采集 TEM 图

像[18]。按照文献方法分析各组小鼠海马线粒体形

态[19]。简要而言，使用 FIJI 软件追踪每个细胞内

的线粒体，并进行颗粒分析以获得 Feret 直径和

最小直径；随后计算二者比值作为线粒体长径比。

每只小鼠约分析 300～400 个线粒体，并取平均

值用于统计分析，以比较 TBI 后 WT 与 COX5A-

UP 小鼠线粒体形态差异。

 1.8    海马突触体提取与线粒体功能测试

 1.8.1    分离突触体　为探讨 TBI 后认知和行为学

损害的线粒体能量代谢基础，本研究分离海马突

触体并使用 Seahorse XFe96 分析仪检测 OCR。动

物经快速脱颈处死后立即分离海马突触体。海马

组织置于含蛋白酶和磷酸酶抑制剂的 Syn-PER 试

剂（ThermoFisher 87 793）中，并用玻璃 Dounce 匀

浆器匀浆。样品于 4 ℃、3 276 r/min（1 200× g）离

心10 min，取上清转移至新管；随后于 4 ℃、3 660

r/min（1 500× g）离心20 min。弃上清后，将沉淀

重悬于相应培养基中。

 1.8.2    线粒体生物能量学检测　进行生物能量学

检测时，将分离的突触体重悬于 XF RPMI 培养

基（Agilent 103681）中，并加入 1 mmol/L 丙酮酸、

2 mmol/L 谷氨酰胺和 10 mmol/L 葡萄糖。随后将

样 品 接 种 于 XFe96  Flux  Pak（ Agilent  102601） 提

供的 96 孔细胞微孔板中，每孔 20 μg。样品于

4 ℃、4 230 r/min （2 000× g）离心20 min 后，使用

Seahorse  XFe96 分 析 仪 进 行 Cell  Mito  Stress  Test

（Agilent 103015）。取每一检测阶段 3 个读数的平均

值，备用呼吸容量按最大呼吸与基础呼吸之差计算。

 1.8.3    突触体线粒体 ATP、ROS、MMP、MDA 检

测 　 ATP 水 平 采 用 ATP 比 色/ 荧 光 检 测 试 剂 盒

（Abcam，ab83355，USA）检测，并按说明书操作。

根据制造商说明书（MAK085，Sigma-Aldrich）用脂

质过氧化测定试剂盒定量MDA。各组小鼠海马

组织在含有丁酸羟基甲苯的裂解缓冲液中均质，

离心，收集上清。在样品中加入硫代巴比妥酸，

在 95℃ 下孵育 60 min，然后在冰上冷却 10 min。

在 532  nm 处 读 取 吸 光 度 ， 从 标 准 曲 线 内 插 浓

度 ， 并 与 样 品 的 蛋 白 质 含 量 归 一 化 。 活 性 氧

（reactive oxygen species，ROS）生成和线粒体膜电

位 （mitochondrial  membrane  potential， MMP/ΔΨm）

参照既往方案检测[20]，其中 MMP 通过 TMRM 荧

光值进行量化，用于评估 TBI 后氧化应激水平和

线粒体膜完整性。

 1.9    RT-qPCR

总 RNA 使用 TRIzol 法从小鼠脑组织中提取，

经微量分光光度计检测合格后（OD 260/280 比值

为 1.9～2.1）用于后续实验。在假手术组及 TBI 后 1、

3、7、14、21、28 d 检测小鼠海马组织中 COX5A

mRNA 表达水平。采用商业逆转录试剂盒将 1 μg

总 RNA 逆转录为 cDNA。实时荧光定量 PCR 采

用 SYBR Green 法进行，反应体系包含 cDNA 模

板、特异性引物及预混试剂。反应程序为 95 ℃ 预

变性 30 s；随后进行 40 个循环：95 ℃ 变性 10 s，

60 ℃ 退火/延伸 30 s。每个样本设置 3 个技术重

复，以 GAPDH 为内参基因，采用 2-ΔΔCt 法计算

目的基因相对表达量。引物序列见表 1。
 

表 1  引物序列

Tab. 1    Primer sequences

基因 序列 (5'-3')

COX5A F：5'-GGTCAAACCCAACAGAAG-3'

COX5A R：5'-TGTCCGTCGCCATCAATAT-3'

GAPDH F：5'-GTCCTTGATCACCCGATTC-3'

GAPDH R：5'-TCCTGTGTGCTTTCCATTC-3'
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 1.10    Western blot

组织蛋白使用含蛋白酶及磷酸酶抑制剂的

RIPA 裂解液提取。在假手术组及 TBI 后 1、3、7、

14、21、28 d 检测小鼠海马组织中 COX5A 蛋白水

平。经 BCA 法测定蛋白浓度后，等量蛋白样品与

上样缓冲液混合并煮沸变性，经 10% SDS-PAGE

凝胶电泳分离后转印至 PVDF 膜。膜经快速封

闭液封闭后，于 4 ℃ 与一抗孵育过夜，一抗及

稀释比例如下：抗 COX5A（1∶1 000）、抗 GAPDH

（1∶10 000）。次日，膜经 TBST 洗涤后，与辣根

过氧化物酶标记二抗室温孵育 2 h。使用 ECL 化

学发光底物显影，并通过成像系统采集信号。条

带灰度值采用 ImageJ 软件分析，以目的蛋白与

GAPDH 灰度比值表示相对表达水平。

 1.11    统计学分析

所有统计分析均使用 GraphPad Prism 10.1.2

（GraphPad Software，Inc.）进行，所有定量分析均

采 用 盲 法 完 成 。 数 据 以 均 数± 标 准 误（mean ±

SEM）表示，单个数据点代表单个样本或动物。组

间比较采用双因素方差分析（two-way ANOVA）及

Tukey 事后检验，P < 0.05 为差异有统计学意义。

 2    结果

 2.1    小鼠脑损伤后 14 天神经功能评分及脑含水

量测定

 2.1.1    改良神经功能评分　假手术组小鼠未出现

明显神经功能缺损，见图 1A。与 WT+假手术组

相 比 ， WT+TBI 组 mNSS 评 分 升 高（P < 0.000 1），

提 示 TBI 导 致 明 显 神 经 功 能 损 伤 。 与 WT+TBI

组相比，COX5A-UP+TBI 组 mNSS 评分降低（P <

0.000 1），提示 COX5A 过表达可促进 TBI 后神经

功能恢复。

 2.1.2    脑含水量　与 WT+假手术组相比，WT+TBI

组脑含水量升高（P < 0.01），见图 1B，提示 TBI

诱导脑水肿。与 WT+TBI 组相比，COX5A-UP+TBI

组脑含水量降低（P < 0.0001），但仍高于 WT+假手

术组（P < 0.0001），表明 COX5A 过表达可部分减

轻 TBI 后脑水肿。

 2.2    小鼠 TBI 后 14 d 行为学评估结果

 2.2.1    旷场行为学实验　伤后 14 d 进行旷场实验

以评估小鼠自发活动及探索行为。与 WT+假手术

组相比，WT+TBI 组 10 min 内总移动距离减少（P <

0.001）， 中 心 区 域 停 留 时 间 降 低（P <  0.01）， 见

图 2A～2C，提示 TBI 后小鼠活动能力及开放区域探

索行为受损。与WT+TBI 组相比，COX5A-UP+TBI 组

总移动距离增加，中心区域停留时间延长（P < 0.05），

说明 COX5A 过表达可改善 TBI 后行为学异常。

 2.2.2    新物体识别实验　为评估 TBI 及 COX5A

过表达对小鼠识别记忆的影响，本研究采用新物

体识别实验，并以 DI 作为记忆能力评价指标。

与 WT+ 假 手 术 组 相 比 ， WT+TBI 组 DI 降 低

（P < 0.000 1），见图 2D，表明 TBI 明显损害小鼠

识别记忆。与 WT+TBI 组相比，COX5A-UP+TBI

组 DI 升高（P < 0.001），提示 COX5A 过表达可改

善 TBI 诱导的识别记忆障碍。

 2.3    海马突触体线粒体生物能量学检测

结果表明，TBI 后突触体线粒体呼吸功能受
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Fig. 1    Neurological function scores and brain water content in each group at 14 days after brain injury（mean ± SEM，n =
12）
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损，而 COX5A 过表达可改善相关指标，见图 3A。

与 WT+假手术组相比，WT+TBI 组基础呼吸

降低（P < 0.000 1），见图 3B，提示 TBI 损害突触体线

粒体基础能量代谢。与 WT+TBI 组相比，COX5A-

UP+TBI 组基础呼吸升高（P < 0.001），见图 3B。

最大呼吸能力反映线粒体在高能量需求状态

下的呼吸潜力。WT+TBI 组最大呼吸低于 WT+假

手 术 组（P < 0.000 1）， 见 图 3C； COX5A-UP+TBI

组最大呼吸高于 WT+TBI 组（P < 0.000 1），见图 3C，

提示 COX5A 过表达可改善 TBI 后突触体线粒体

呼吸储备。

备用呼吸容量由最大呼吸与基础呼吸之差计

算。WT+TBI 组备用呼吸容量低于 WT+假手术组

（P < 0.000 1），见图 3D；COX5A-UP+TBI 组备用

呼吸容量高于 WT+TBI 组（P < 0.000 1），见图 3D。

上述结果表明，COX5A 过表达可改善 TBI 后海马

突触体线粒体生物能量学障碍。

 2.4    海马突触体线粒体 ATP、ROS、MMP、MDA

检测结果

为进一步评估 TBI 对突触体线粒体功能的影

响，本研究检测能量代谢、氧化应激及膜电位相

关指标。结果显示，TBI 导致突触体线粒体多重

功能异常，而 COX5A 过表达可改善这些改变。

如图 4A、4D 所示，与 WT+假手术组相比，

WT+TBI 组 ATP 水平降低（P < 0.000 1），MDA 含

量升高（P < 0.000 1），提示 TBI 后线粒体能量生成

受损并伴随脂质过氧化增强。与 WT+TBI 组相比，

COX5A-UP+TBI 组 ATP 水平升高（P < 0.05），MDA

含量降低（P < 0.000 1）。

如图 4B、C 所示，与 WT+假手术组相比，WT+

TBI 组 ROS 生 成 增 加 （ P < 0.000 1）， MMP 升 高

（P < 0.000 1），提示氧化应激加重及线粒体膜电位

异常。与 WT+TBI 组相比，COX5A-UP+TBI 组 ROS

水平降低（P < 0.000 1），MMP 下降（P < 0.000 1）。

上述结果表明，COX5A 过表达可改善 TBI 后

突触体线粒体能量代谢障碍，减轻氧化损伤并维

持膜电位稳定。

 2.5    小鼠海马神经元线粒体形态差异

WT+假手术组神经元线粒体形态完整，嵴结

构清晰；WT+TBI 组线粒体出现肿胀、嵴结构断
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图 2    各组小鼠脑损伤后 14 d 神经行为学评估 [（mean ± SEM），n = 12]

Fig. 2    Neurobehavioral evaluation in each group at 14 days after brain injury[（mean ± SEM），n = 12]
A：旷场实验中小鼠总移动距离（cm）；B：旷场实验中小鼠中心区域停留时间占比（%）；C：旷场实验中小鼠直立次数；D：新
物体识别实验中小鼠识别指数。采用双因素方差分析及 Tukey 事后检验。*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.0001。
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图 3    各组小鼠脑损伤后海马突触体线粒体氧耗量检测 [（mean ± SEM），n = 12]

Fig. 3    Oxygen  consumption  rate  of  hippocampal  synaptosomal  mitochondria  in  each  group  after  brain  injury[（mean  ±
SEM），n = 12]

A：海马突触体线粒体氧耗曲线；B：基础呼吸；C：最大呼吸；D：备用呼吸容量。采用双因素方差分析及 Tukey 事后检
验。***P < 0.001；****P < 0.0001。
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Fig. 4    Mitochondrial function assessment of hippocampal synaptosomes in each group after TBI[（mean ± SEM），n = 12]
A：海马突触体线粒体 ATP 水平；B：海马突触体线粒体 ROS 相对荧光强度；C：海马突触体线粒体 MMP 相对荧光强度；
D：海马突触体线粒体 MDA 含量。采用双因素方差分析及 Tukey 事后检验。*P < 0.05；**P < 0.01；***P < 0.001；****P <
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裂或消失及空泡化等改变，见图 5。提示 TBI 导

致明显线粒体超微结构损伤。

通过计算线粒体长径比（Feret 直径/最小直径）

量化线粒体形态。与 WT+假手术组相比，WT+

TBI 组线粒体长径比降低（P < 0.05），见图 5B，提

示 TBI 后线粒体趋于圆形化。

与 WT+TBI 组相比，COX5A-UP+TBI 组线粒

体长径比升高（P < 0.01），见图 5B，且 TEM 图像

显示线粒体嵴结构和膜完整性较 WT+TBI 组改善，

见图 5A。该结果提示 COX5A 过表达可减轻 TBI

诱导的线粒体结构损伤。

 2.6    TBI 后不同时间点 COX5A 表达水平的动态变化

为 明 确 TBI 后 COX5A 表 达 的 时 序 性 特 征 ，

本研究采用 Western  blot 和 qPCR 检测假手术组

及 TBI 后 1、3、7、14、21、28 d 小鼠海马组织

中 COX5A 蛋白及 mRNA 水平，见图 6。结果显示，

与 假 手 术 组 相 比 ， TBI 后 COX5A 蛋 白 及 mRNA

表达逐渐下降，于损伤后 14 d 降至最低（蛋白表

达下降约40%，mRNA 下降约 45%，P < 0.001），

且低于其他时间点（P < 0.01）。此后 21 d 和 28 d

表达略有回升，但仍低于假手术组水平（P < 0.05）。

该结果提示 TBI 后 14 d 为 COX5A 表达抑制较明

显的阶段，可能与该时间点线粒体生物能量学障

碍、氧化应激加重及神经功能缺损有关。

 3    讨论

本研究围绕 COX5A 在 TBI 后的神经保护作用
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图 6    TBI 后不同时间点 COX5A 表达水平的动态变化（mean ± SEM，n = 12）

Fig. 6    Dynamic changes in COX5A expression levels at different time points after TBI （mean ± SEM，n = 12）
A：TBI 后海马组织 COX5A mRNA 表达动态变化；B：TBI 后海马组织 COX5A 蛋白表达定量结果；C：TBI 后海马组织
COX5A 蛋白 Western blot 条带图。
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进行了系统评价。结果显示，TBI 后小鼠出现明

显神经功能缺损、脑含水量升高、活动及识别记

忆受损，同时伴随海马突触体线粒体 OCR 下降、

ATP 生成减少、ROS 和 MDA 升高、MMP 异常及

线粒体超微结构破坏。COX5A 过表达可不同程度

改善上述异常，提示其保护作用可能与维持突触

体线粒体功能和结构稳态密切相关。既往研究认

为 COX5A 参与线粒体复合体 IV 功能调控，并与

细胞能量代谢及神经功能变化有关[7−11]。本研究

结果与上述认识基本一致，并将 COX5A 相关研

究从脑老化、肿瘤或心肌损伤等背景进一步扩展

至急性 TBI 模型。

TBI 继发性损伤的重要特征之一是线粒体功

能障碍，包括电子传递链效率下降、ATP 生成不

足和氧化应激增强[11，21]。本研究中，WT+TBI 组

基础呼吸、最大呼吸和备用呼吸容量均明显降低，

同时 ATP 下降、ROS 及 MDA 升高，说明 TBI 后

海马突触体线粒体能量代谢和抗氧化能力均受

损。COX5A-UP+TBI 组上述指标得到改善，提示

COX5A 过表达可能通过提高复合体 IV 相关电子

传递效率，减少电子泄漏和 ROS 过量生成，从而

缓解氧化损伤并改善能量供应。该推断与既往关

于 COX5A 参与氧化磷酸化调控及 COX5A 过表达

改善细胞能量代谢损伤的研究结果相吻合 [8−9]。

不过，本研究尚未直接检测 COX 复合体酶活性、

复合体组装状态或电子传递链各复合体功能，因

此 COX5A 改善线粒体功能的直接分子环节仍需

进一步验证。

近年来，国内相关研究也从不同神经损伤或

神经退行性疾病模型中支持“线粒体功能障碍-

氧化应激-细胞死亡/神经炎症”这一病理链条：

例如，线粒体功能障碍和 PINK1/Parkin 介导的线

粒体自噬被认为与神经退行性疾病进展密切相

关[22-24]；脑缺血/缺氧及神经退行性细胞模型相关

研究显示，神经干细胞源性外泌体、五味子乙素

及槲皮素等干预可通过减轻氧化应激、调节线粒

体自噬或改善细胞损伤相关信号发挥神经保护作

用[25-27]；在创伤性或脊髓损伤相关研究中，调节

炎症反应、自噬及干细胞相关信号可促进神经功

能或认知功能改善[28-30]；此外，脑出血后继发性

脑损伤中铁死亡和 Nrf2 通路的研究亦提示氧化应

激相关细胞死亡可能是中枢神经系统损伤干预的

重要环节[31]。

除功能指标外，本研究还观察到 TBI 后海马

神经元线粒体出现肿胀、嵴结构破坏及长径比降

低，而 COX5A 过表达可改善上述超微结构异常。

线粒体形态改变通常与能量代谢下降、膜电位异

常及细胞应激反应密切相关[18−19]。因此，本研究

中 COX5A 对 线 粒 体 形 态 的 保 护 ， 可 为 其 改 善

OCR、ATP 和 MMP 等功能指标提供结构学依据。

行为学方面，COX5A-UP+TBI 组 mNSS 评分降低、

旷场表现和新物体识别能力改善，说明线粒体保

护可能进一步转化为整体神经功能获益。然而，

行为学改善与线粒体功能恢复之间仍属于相关性

证据，未来可通过 COX5A 敲低或条件性敲除模

型进一步验证其因果关系。

本研究仍存在一定局限。首先，研究主要依

赖 COX5A 过表达这一增益性功能模型，尚缺乏

敲低或条件性敲除等逆向验证；其次，线粒体稳

态不仅包括能量代谢和静态形态，还涉及融合/分

裂、线粒体自噬及质量控制等过程，未来需进一

步检测 Drp1、MFN2、PINK1/Parkin 等相关通路；

再次，本研究线粒体功能检测集中于海马突触体，

虽与认知功能密切相关，但尚不能全面反映损伤

核心皮层或其他脑区的线粒体状态；最后，本研

究 未 进 一 步 检 测 TUNEL 染 色 、 caspase-3 表 达 、

小胶质细胞活化及炎性因子水平，因此尚不能直

接说明 COX5A 改善线粒体功能后对细胞死亡和

神经炎症的终末影响。

综上，COX5A 过表达可改善 TBI 后神经功能

缺损、脑水肿及行为学异常，并缓解海马突触体

线粒体能量代谢障碍、氧化应激和超微结构损伤。

COX5A 可能是 TBI 继发性线粒体损伤干预的潜在

靶点，但其具体分子机制及转化价值仍需进一步

研究。
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