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&摘要'
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目的
!

探讨抑制
IYT

-

Y7T

通路对孤独症模型大鼠病症行为的影响*方法
!

大鼠怀孕
!3*%'

后采用一次性腹腔

注射丙戊酸钠"

XW8

$制备孤独症幼大鼠模型*

O&!3#

处理组于
XW8

注射后每天给大鼠口服
2&&

*

>

-

U

>

IYT

-

Y7T

通路抑制剂

O&!3#

直至断奶*将出生幼鼠分为
2

组.对照组%

XW8

处理组%

O&!3#

处理组%

XW8

联合
O&!3#

处理组*在幼鼠出生后
+%'

进

行社会交往行为检测%神经行为学检测!并分离提取脑组织蛋白通过
4:-9:;.Q=(9

分析
IYT

-

Y7T

通路关键蛋白
IYT

与
Y7T

表达情况*结果
!

与对照组比较!

XW8

处理组社会交往能力下降%在中央区活动时间增加%站立次数减少!符合孤独症行为特征#

O&!3#

处理组无明显行为学变化#但
XW8

联合
O&!3#

处理组能明显改善
XW8

处理导致的孤独症行为症状*

4:-9:;.Q=(9

结果

显示!与对照组比较!

XW8

处理可增强大鼠前额叶%海马及小脑组织中
IYT

与
Y7T

磷酸化水平#而
XW8

联合
O&!3#

处理组则

能抑制上述脑组织中
IYT

与
Y7T

磷酸化水平*结论
!

O&!3#

可改善孤独症模型大鼠的病症行为!机制可能与抑制脑组织中

IYT

-

Y7T

通路相关*
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孤独症!

<F9)-E

"又称儿童自闭症#是一种儿童脑发育障碍

综合征#主要临床特征为交往障碍&语言障碍和!或"重复刻板

行为等'发病率为
3n

!

#n

+

!

,

'当前#中国约有
#&

多万儿童

患孤独症#且发病率呈上升趋势+

3

,

'导致孤独症发病的原因复

杂#涉及遗传&环境&教育等多种因素#目前尚未阐明+

+

,

'

研究发现#编码
IYT

)

Y7T

!

:b9;<?:==F=<;-)

>

.<=0;:

>

F=<9:'

U).<-:

"信号通路相关基因的缺失与孤独症的发病相关#如位

于
!#

号染色体上
Y7T!

基因的缺失&

33

号染色体中
Y7T3

基

因或
I8WT

!

E)9(

>

:.0<:9)K<9:'

G

;(9:).U).<-:

"基因的缺失均

与孤独症的发病密切相关+

2

,

'进一步研究表明#

IYT

)

Y7T

信号通路可促进神经细胞的凋亡#而孤独症模型小鼠大脑皮质

中
IYT

)

Y7T

信号通路过度激活+

%

,

#但抑制
IYT

)

Y7T

信号

通路能否改善孤独症的行为症状目前尚未见报道'因此#本课

题以孤独症大鼠为模型#探讨
IYT

)

Y7T

信号通路的抑制剂
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"对孤独症大鼠病症的改善作用'

目前#科学家们已建立了多个孤独症动物模型#如病毒感

染模型&基因敲除动物模型&

XW8

处理模型等+

#

,

'在诸多模型

中#

XW8

药物处理模型应用最广泛'因此#本研究主要以

XW8

药物处理的大鼠作为孤独症动物模型'

!

!

材料与方法

!*!

!

材料

!*!*!

!

实验动物
!

本实验中的
4)-9<;

大鼠购自第三军医大

学大坪医院实验动物中心'雄性
4)-9<;

大鼠
!&

只 !体质量

%#&%

重庆医学
3&!%

年
!3

月第
22

卷第
+#

期

%

基金项目(国家自然科学基金资助项目!

+!3&!&#1

"'

!

作者简介!戴旭芳!

!"/2$

"#副教授#硕士#主要从事孤独症发病及治疗相关研究'
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"#雌性
4)-9<;

大鼠
!&

只!体质量
3&&

!

3%&

>

"#于

第三军医大学实验动物中心饲养'

!*!*"

!

药物与试剂
!

丙戊酸钠!

-(')FEK<=

G

;(<9:

#

XW8

"&

O&!3#

购自
[)

>

E<

公司*

J8WM5

&

IYT

&磷酸化
IYT

&

Y7T

&

磷酸化
Y7T

抗体为
D:==[)

>

.<=).

>

公司产品*

WXM̀

膜为美国

R)(07<'

公司产品*细胞裂解液和
RD8

蛋白浓度测定试剂盒为

江苏碧云天生物技术公司产品*蛋白
I<;U:;

及免疫组织化学

染色试剂购自北京中杉金桥生物技术有限公司'

!*"

!

方法

!*"*!

!

动物模型制备
!

根据
[?B.:)':;

等+

#0/

,的方法#把雌&雄

大鼠合笼#过夜后在雌鼠阴道发现阴栓者标记为妊娠第
!

天

!

Y!

"'所有模型组在
Y!3*%'

按
#&&E

>

)

U

>

剂量腹腔一次性

注射
XW8

#对照组孕鼠腹腔注射等量的生理盐水'对照组孕

鼠所产幼鼠作为对照组#而模型组孕鼠所产幼鼠作为孤独症模

型组'

O&!3#

组及
O&!3#

联合
XW8

组从
Y!+'

开始按照每

天
2&&

*

>

)

U

>

体质量在饲料中添加
O&!3#

处理大鼠直至幼鼠

断奶*幼鼠出生后第
!

天记为
W!

'

!*"*"

!

社会交往行为检测
!

出生后
+%'

#从每组中各选择
#

只雄性幼鼠进行检测'各只检测鼠间的体重差别小于
!%

>

#且

分笼饲养'检测场所为
#&?Ed#&?Ed#&?E

的透明三室箱'

检测前
!'

#将被检测鼠放入检测场所预适应环境'检测时#

!

只被测鼠首先被置于中间小室'

!&E).

后#在右侧小室放置

陌生幼鼠并用铁丝笼子罩住#在左侧小室放置同样的空铁丝笼

子'然后打开左&右小室与中间小室的通道#用摄像记录被检

测鼠的行为#时间为
!&E).

'最后借助
8.

@

0I<_:

软件统计分

析被检测鼠嗅铁丝笼子与陌生鼠!社交行为"时间及自梳理!非

社交行为"时间'

!*"*#

!

神经行为学检测
!

在幼鼠出生后
+%'

进行#被检测幼

鼠的选择标准同上'分别从各组选择
%

只幼鼠进行检测#检测

场所为
3%?Ed3%?Ed+1?E

的封闭箱体#箱体中央区大小为

!3?Ed!3?E

'检测前
!'

#将被检测鼠放入检测场所预适应

环境'检测时#将被检测鼠置于检测场所中央#用摄像记录被

检测鼠的行为#时长为
%E).

'然后通过
8.

@

0I<_:

软件系统

统计分析被检测鼠的直立次数及在中央区活动时间'

!*"*$

!

4:-9:;.Q=(9

检测
!

在行为学检测完成之后#将幼鼠

处死#并立即分离海马&前额叶皮层和小脑组织'把各组织用

组织裂解液匀浆后于冰上放置
+&E).

#再以
!3&&&;

)

E).2j

离心
+&E).

'分离上清液#测定蛋白浓度后放置于
$1&j

冰

箱备用'实验时#把含
%&

*

>

总蛋白的样品行
[M[0

聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离后转移至
WXM̀

膜上'封闭后用一抗于
2j

孵育过夜#再经
WR[H

洗涤后加二抗室温孵育
!B

'最后经

WR[H

洗涤后用化学发光液进行显影曝光'

!*#

!

统计学处理
!

所有数据采用
[W[[!"*&

统计软件分析#

结果用
Ik<

表示#两组间比较采用
8

检验#以
!

"

&*&%

为差异

有统计学意义'

"

!

结
!!

果

"*!

!

O&!3#

处理显著改善孤独症大鼠的社会交往能力
!

对各

组大鼠的社会交往能力分析表明#与对照组相比#

XW8

组幼鼠

社会交往能力明显下降#表现为不愿接触新事物#不喜欢与陌

生幼鼠接触#自我梳理时间较长#与孤独症儿童的行为吻合'

O&!3#

处理组幼鼠的社会交往能力与正常对照组幼鼠比较差

异无统计学意义!

!

'

&*&%

"'而
O&!3#

联合
XW8

组幼鼠的社

会交往能力与
XW8

组幼鼠相比则有显著改善!图
!

#表
!

"'

!!

%

(

!

"

&*&%

*

.-

(差异无统计学意义'

图
!

!!

各组大鼠的社会交往能力比较

表
!

!!

各处理组大鼠的社交活动时间统计分析

!!!!

结果$

Ik<

(

E).

(

&l%

%

组别 社交行为时间 非社交行为时间
!

正常对照组
#*+%k&*#1 +*#%k&*#1 &*&!#

XW8

处理组
+*"3k&*2%

%

#*&1k&*2%

%

&*&3#

O&!3#

处理组
#*23k&*/1

#

+*%1k&*/1

#

&*&!%

XW8

联合
O&!3#

处理组
2*11k&*1%

%#

"

%*!3k&*1%

%#

"

&*#!3

! &*&!! &*&3+

!!

%

(

!

"

&*&%

#与正常对照组比较*

#

(

!

"

&*&%

#与
XW8

处理组比

较*

"

(

!

"

&*&%

#与
O&!3#

处理组比较'

"*"

!

O&!3#

处理明显改善孤独症大鼠的焦虑行为

"*"*!

!

O&!3#

处理减少孤独症幼鼠在中央区活动时间
!

行为

检测结果表明#对照组幼鼠在中央区活动时间显著低于非中央

区#而
XW8

处理组幼鼠在中央区与非中央区活动时间无显著

差异#这一活动方式与正常对照组幼鼠的活动方式存在明显差

异'

O&!3#

处理组幼鼠的活动方式与对照组幼鼠相比无显著

差异*而
O&!3#

联合
XW8

处理组在中央区活动的时间则与

XW8

处理组相比显著减少#活动方式明显改变!图
3

&表
3

"'

!!

%

(

!

"

&*&%

*

%%%

(

!

"

&*&&!

*

.-

(差异无统计学意义'

图
3

!!

各组大鼠在中央区活动时间分析

"*"*"

!

O&!3#

处理增加孤独症大鼠站立次数
!

检测结果表

明#与正常对照组幼鼠相比#

XW8

处理组幼鼠在
%E).

之内的

站立次数显著降低#而
XW8

联合
O&!3#

处理组幼鼠的站立次

数则比
XW8

处理组幼鼠明显增加'见图
+

&表
+

'

"*#

!

O&!3#

处理抑制孤独症大鼠海马&前额叶皮层和小脑组

织的
IYT

)

Y7T

信号通路
!

4:-9:;.Q=(9

结果表明!图
2

"#与

##&%
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正常对照组相比#

XW8

处理组孤独症幼鼠的海马&前额叶皮层

与小脑组织中
IYT

)

Y7T

信号通路中
IYT

与
Y7T

蛋白的

磷酸化水平显著增强#而
O&!3#

处理组及
XW8

联合
O&!3#

处

理组中
IYT

与
Y7T

蛋白的磷酸化水平明显下降#表明

O&!3#

处理可抑制孤独症幼鼠前额叶皮层&海马和小脑组织中

的
IYT

)

Y7T

信号通路'

表
3

!!

各处理组大鼠的中央区活动时间统计分析

!!!!

结果$

Ik<

(

E).

(

&l%

%

组别 中央区活动时间 非中央区活动时间
!

正常对照组
!*!+k&*31 +*1/k&*31 &*&&&

XW8

处理组
3*11k&*1#

%

3*!3k&*1#

%

&*2%+

O&!3#

处理组
!*#%k&*/2

#

+*+%k&*/2

#

&*&&&

XW8

联合
O&!3#

处理组
!*11k!*%2

%#

"

+*!3k&*%2

%#

"

&*&3"

! &*&!% &*&3%

!!

%

(

!

"

&*&%

#与正常对照组比较*

#

(

!

"

&*&%

#与
XW8

处理组比

较*

"

(

!

"

&*&%

#与
O&!3#

处理组比较'

!!

%

(

!
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&*&%

'

图
+

!!

各组大鼠站立次数分析

表
+

!!

各处理组大鼠的站立时间统计分析

!!!

结果$

Ik<

(

E).

(

&l#

%

组别
正常

对照组

XW8

处理组

O&!3#

处理组

XW8

联合

O&!3#

处理组

站立时间
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2*&&k&*&&

#
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处理组比较'

图
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分析各组大鼠前额叶皮层#海马和

小脑组织中
IYT

和
Y7T

表达水平

#

!

讨
!!

论

社会交往实验是检测模型动物社会交往能力的有效实验#

检测时#空笼子代表一种新事物#而陌生鼠代表新伙伴'通过

分析被检测鼠与空笼子及陌生鼠的接触时间&自我梳理时间来

判断其社会交往能力的强弱+

1

,

'本研究中
XW8

组模型幼鼠

的社会交往能力与对照组相比明显减弱#符合孤独症症状'在

神经行为学检测实验中#被检测鼠在中央区所待时间的长短反

映了其神经兴奋性#正常鼠具有避开中央区&在四周角落中探

寻的习惯#而孤独症鼠则相对愿意待在中央区'站立次数则反

映被检测鼠在新环境中的探索能力'正常鼠通常探索能力强&

站立次数多#而孤独症鼠则探索能力减弱&站立次数减少+

1

,

'

本研究中#

XW8

组孤独症模型鼠的站立次数与对照组相比明

显减少#表明其探索能力的减弱'

XW8

处理导致大鼠发生孤

独症的相关机制尚不明确'本研究结果表明#

XW8

处理可以

增加大鼠海马&前额叶与小脑组织中
Y7T

与
IYT

蛋白的磷

酸化#从而强化了
IYT

)

Y7T

信号通路#这与
e).

等+

%

,在
RH0

R7

孤独症模型小鼠大脑皮质中的发现相符#表明
IYT

)

Y7T

信号通路的过度激活可能是孤独症发病的重要机制'

IYT

与
Y7T

是丝裂原化蛋白激酶家族!

E)9(

>

:.0<:9)K<90

:'

G

;(9:).U).<-:-

#

I8WT-

"成员#在神经前体细胞的生成&神

经脊的发育和形成&突触信号传递以及意识&学习和记忆能力

形成过程中发挥重要作用+

"

,

'近年来#大量研究证实
IYT

)

Y7T

信号通路异常是导致智力发育异常的重要分子机制'敲

除
Y7T

基因后会导致神经干细胞的发育及成熟异常+

!&

,

#而

IYT

)

Y7T

信号通路的过度激活则可能导致神经细胞的凋

亡+

%

,

'本研究结果也进一步表明#孤独症模型大鼠脑组织中

IYT

)

Y7T

通路被过度激活#而抑制这一信号通路则有助于

改善孤独症的病症行为'

O&!3#

!

=

#

20')<E).(03

#

+0'):

@

<.(0=

#

20Q)-

+

30<E).(

G

B:.

@

=0

9B)(

,

QF9<'):.:

"是一种高度选择性的
IYT

抑制剂#可特异地

抑制
IYT

)

Y7T

通路活性+

!!

,

'

O&!3#

可阻断氨酸或喜树碱

诱导的神经细胞损伤+

!3

,

#还可减轻谷氨酰胺缺乏引起的神经

细胞死亡及脑部外伤引起的海马神经损伤+

!+

,

'另外#多巴胺

诱导的纹状神经元死亡也与
IYT

)

Y7T

通路活化有关+

!2

,

'

但目前尚没有
O&!3#

改善孤独症症状的相关报道'本实验结

果表明#

O&!3#

处理后大鼠前额叶皮质&海马及小脑组织中

IYT

与
Y7T

蛋白磷酸化水平显著下降#

IYT

)

Y7T

信号通

路被抑制#模型大鼠的孤独症病症行为得到有效改善'因此#

通过对
IYT

)

Y7T

信号通路的抑制#

O&!3#

具有改善孤独症

模型大鼠病症行为的作用#这一结果为孤独症的治疗提供了一

定的理论与实验依据'

参考文献

+

!

,

N<

G

(=)Y

#

MF:A)<-N

#

J)F=)K)D*W(9:.9)<=9B:;<

G

:F9)?F-:

(A9B:U:9(

>

:.)?'):9).<F9)-E-

G

:?9;FE')-(;':;-

+

^

,

*

;̀(.9W:')<9;

#

3&!2

#

+&

!

3

"(

#"*

+

3

, 陈文雄
*

孤独症
/&

年(从
T<..:;

到
M[I0X

+

^

,

*

临床儿

科杂志#

3&!+

#

+!

!

!!

"(

!&&!0!&&2*

+

+

,

I<9-(. Ŝ
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导脂肪细胞
I5D

$

表达的下调从而减少脂肪细胞的炎症反

应'

M58

具有明显的抗氧化及抗炎作用#它对脂肪细胞的炎

症及
I5D

$

相关基因的表达有明显的作用#通过减少脂肪细

胞的炎症从而改善胰岛素抵抗#在与肥胖相关的代谢性疾病中

有积极的作用#但未来需进一步阐明其作用机制'
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