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ＥＧＣＧ 对孤独症小鼠小脑浦肯野细胞及
行为学的影响
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２.齐齐哈尔医学院附属第三医院办公室ꎬ黑龙江 齐齐哈尔 １６１００６ꎻ
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５.齐齐哈尔医学院遗传学教研室ꎬ黑龙江 齐齐哈尔 １６１００６)

摘要:目的　 探究腹腔注射表没食子儿茶素没食子酸酯( ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ￣３￣ｇａｌｌａｔｅꎬ ＥＧＣＧ)对丙戊酸钠(ｖａｌｐｒｏｉｃ
ａｃｉｄꎬ ＶＰＡ)诱导孤独症子代小鼠小脑浦肯野细胞形态和孤独症样行为的影响ꎮ 方法　 构建 ＶＰＡ 小鼠模型ꎬ腹腔

注射 ＥＧＣＧꎬ通过 ＨＥ 染色ꎬ免疫荧光实验观察 ＥＧＣＧ 对 ＶＰＡ 诱导的孤独症谱系障碍( ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒꎬ
ＡＳＤ)小鼠小脑浦肯野细胞病理学的影响ꎮ 通过行为学方法(三箱社交实验、旷场实验、高架十字迷宫实验、新物

体识别实验、Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验)观察正常组小鼠、ＶＰＡ 组小鼠和 ＶＰＡ＋ＥＧＣＧ 组小鼠、社交水平、自发活动、焦虑

以及学习记忆的差异ꎮ 结果　 ＨＥ 染色和免疫荧光实验表明ꎬ腹腔注射 ＥＧＣＧ 可逆转 ＶＰＡ 诱导子代 ＡＳＤ 小鼠小

脑浦肯野细胞数量减少和病理学改变ꎻ三箱社交实验中ꎬ腹腔注射 ＥＧＣＧ 可改善 ＶＰＡ 诱导子代 ＡＳＤ 小鼠的社交

倾向性障碍和新奇社交偏好ꎻ旷场实验和高架十字迷宫实验中ꎬＥＧＣＧ 可减轻 ＶＰＡ 诱导子代 ＡＳＤ 小鼠在新异环

境中的自发活动和焦虑状态ꎻ新物体识别实验中ꎬＥＧＣＧ 能改善 ＶＰＡ 诱导子代 ＡＳＤ 小鼠对新物体识别和记忆能

力缺陷ꎻＭｏｒｒｉｓ 水迷宫实验中ꎬＥＧＣＧ 可缓解 ＶＰＡ 诱导子代 ＡＳＤ 小鼠对空间学习记忆功能障碍ꎮ 结论 　 ＥＧＣＧ
减轻 ＶＰＡ 诱导子代 ＡＳＤ 小鼠小脑浦肯野细胞数量和病理学改变ꎬ改善 ＡＳＤ 小鼠孤独症样行为障碍ꎮ
关键词:表没食子儿茶素没食子酸酯ꎻ孤独症谱系障碍ꎻ小脑ꎻ浦肯野细胞ꎻ行为学
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Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＧＣＧ ｏｎ ｃｅｒｅｂｅｌｌａｒ Ｐｕｒｋｉｎｊｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ

ＹＡＮＧ Ｈｅｍｉｎ１ꎬ ＳＵＮ Ｍａｏｌｉｎ２ꎬ ＬＩＵ Ｓｈｉ１ꎬ ＹＩＮ Ｙｕｅ３ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｎａ４ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｍｉｎｇｌｏｎｇ５

(１. Ｃｅｎｔｒａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙꎬ Ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｑｉｑｉｈａｒ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｑｉｑｉｈａｒ １６１００６ꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２. Ｏｆｆｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｒｅｓｉｄｅｎｔꎬ Ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｑｉｑｉｈａｒ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｑｉｑｉｈａｒ １６１００６ꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
３. Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔꎬ Ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｑｉｑｉｈａｒ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｑｉｑｉｈａｒ １６１００６ꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ

４. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｒａｄｉａｔｉｏｎ Ｏｎｃｏｌｏｇｙꎬ Ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｑｉｑｉｈａｒ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｑｉｑｉｈａｒ １６１００６ꎬ
Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ５. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ Ｑｉｑｉｈａｒ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｑｉｑｉｈａｒ １６１００６ꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ￣３￣ｇａｌｌａｔｅ (ＥＧＣＧ) ｏｎ ｃｅｒｅｂｅｌｌａｒ Ｐｕｒｋｉｎｊｅ
ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ａｕｔｉｓｍ￣ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｉｎ ｖａｌｐｒｏｉｃ ａｃｉｄ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｕｔｉｓｔｉｃ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｍｉｃｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ａ ｖａｌｐｒｏｉｃ ａｃｉｄ
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(ＶＰＡ) ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ (ＡＳＤ) ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ. Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ￣３￣ｇａｌｌａｔｅ (ＥＧＣＧ)ꎬ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ (Ｈ＆Ｅ) ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗｅｒｅ ｐｅｒ￣
ｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＧＣＧ ｏｎ ＶＰＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｅｒｅｂｅｌｌａｒ Ｐｕｒｋｉｎｊｅ ｃｅｌｌｓ. Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ
ｔｅｓｔｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ￣ｃｈａｍｂｅｒ ｓｏｃｉａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔꎬ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔꎬ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ ｔｅｓｔꎬ ｎｏｖｅｌ ｏｂｊｅｃｔ ｒｅｃｏｇｎｉ￣
ｔｉｏｎ ｔｅｓｔꎬ ａｎｄ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｓｏｃｉａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒꎬ ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ
ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ａｎｘｉｅｔｙ￣ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒｓꎬ ａｎｄ ｌｅａｒｎｉｎｇ / ｍｅｍｏｒｙ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｉｃｅꎬ ＶＰＡ￣ｅｘｐｏｓｅｄ ｍｉｃｅꎬ ａｎｄ ＶＰＡ
＋ ＥＧＣＧ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｍｉｃｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｅｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ＥＧＣＧ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ＶＰＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｃｅｒｅｂｅｌｌａｒ Ｐｕｒｋｉｎｊｅ ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｌｔｅｒａ￣
ｔｉｏｎｓ ｉｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ＡＳＤ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ. Ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ￣ｃｈａｍｂｅｒ ｓｏｃｉａｌ ｔｅｓｔꎬ ＥＧＣＧ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｓｏｃｉａｌ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｄｅｆｉｃｉｔｓ ａｎｄ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ｎｏｖｅｌｔｙ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｏｃｉａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｉｎ ＶＰＡ￣ｅｘｐｏｓｅｄ ｍｉｃｅ. Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｄｅｍｏｎｓｔｒａ￣
ｔｅｄ ｔｈａｔ ＥＧＣＧ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｈｙｐｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｎｏｖｅｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ (ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ) ａｎｄ ａｌｌｅｖｉａｔｅｄ ａｎｘｉｅｔｙ￣ｌｉｋｅ
ｂｅｈａｖｉｏｒｓ (ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ) ｉｎ ＶＰＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ. Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙꎬ ＥＧＣＧ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｎｏｖｅｌ ｏｂｊｅｃｔ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ
ｍｅｍｏｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｖｅｌ ｏｂｊｅｃｔ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｍｉｔｉｇａｔｅｄ ｓｐａｔｉａｌ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ
ｍａｚｅ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＥＧＣＧ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｔｈｅ ＶＰＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｒｅｂｅｌｌａｒ Ｐｕｒｋｉｎｊｅ ｃｅｌｌｓ
ａｎｄ ｔｈｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍ ｏｆ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ａｕｔｉｓｔｉｃ ｍｉｃｅꎬ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ａｎ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｉｎ
ＡＳＤ￣ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ￣３￣ｇａｌｌａｔｅꎻ Ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒꎻ Ｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍꎻ Ｐｕｒｋｉｎｊｅ ｃｅｌｌꎻ Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ

　 　 孤独症谱系障碍 ( ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒꎬ
ＡＳＤ)是一种神经发育障碍ꎬ其特征是复杂的行为

异常ꎬ包括社交困难和重复行为ꎬ并常伴有智力障碍

和焦虑症等[１￣２]ꎮ 研究认为 ＡＳＤ 是由多种遗传变异

和环境因素引起的ꎬ如产前或产后环境暴露于促氧

化因子ꎬ如丙戊酸钠(ｖａｌｐｒｏｉｃ ａｃｉｄꎬ ＶＰＡ)、汞、铅、
病毒、空气污染物、毒素、沙利度胺和视黄酸等[３￣５]ꎮ
在临床研究中发现ꎬ怀孕期间母体暴露于 ＶＰＡ 后易

导致后代 ＡＳＤ 的患病率增加ꎬ被认为是导致后代

ＡＳＤ 易感性的一个关键危险因素[６]ꎮ 流行病学研

究亦表明ꎬ怀孕期间使用 ＶＰＡ 后ꎬ后代出现注意力

缺陷、认知功能受损、社交互动受损和多动障碍、明
显的刻板现象以及一系列被称为胎儿 ＶＰＡ 综合征

的畸形[７]ꎮ 研究表明ꎬＶＰＡ 诱发 ＡＳＤ 被认为是由

小脑、边缘系统和脑干的神经元发育缺陷导致突触

连通性中断[８]ꎮ 神经影像学研究发现ꎬＡＳＤ 患者小

脑区域出现异常的神经活动ꎬ提示小脑的功能障碍

足以产生与 ＡＳＤ 相关的行为缺陷[７]ꎮ 浦肯野细胞

作为小脑皮层唯一的传出神经元ꎬ在整合信息传递

中发挥重要作用ꎬ浦肯野细胞的退化或功能障碍可

能通过破坏小脑￣皮层环路影响小脑非运动功能ꎬ如
社交和认知能力[９]ꎮ 浦肯野细胞的突触传递异常

可能导致感觉运动协调障碍ꎬ不仅会出现共济失调ꎬ
还会出现孤独症样行为ꎬ包括社交障碍、重复行为和

异常超声发声等[４]ꎮ 因此ꎬ小脑浦肯野细胞与 ＡＳＤ
发生发展密切相关ꎬ相关小脑脑区的神经活动往往

伴随着孤独症核心症状的发生ꎮ

来自茶叶中的表没食子儿茶素没食子酸酯

(ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ￣３￣ｇａｌｌａｔｅꎬ ＥＧＣＧ) 是茶多酚中最

主要的生物活性成分ꎬ具有较强的抗氧化性和清

除自由基的特性ꎮ ＥＧＣＧ 作为一种能够预防神经

退行性疾病、炎症和癌症疾病的可能治疗剂ꎬ通过

多种途径发挥神经保护功能[１０] ꎮ Ｖａｌｅｎｔｉ 等[１１] 发

现ꎬＥＧＣＧ 在 ＡＳＤ 小鼠模型中能够促进神经发生

和可塑性的改变ꎬ显示出缓解孤独症症状的潜力ꎮ
ＥＧＣＧ 还可以通过血脑屏障对大脑起到神经保护

的作用[１２] ꎮ 然而ꎬＥＧＣＧ 作为抗 ＡＳＤ 的研究较

少ꎬ其干预机制尚未完全阐明ꎮ 因此ꎬ本研究旨在

探究 ＥＧＣＧ 对 ＶＰＡ 诱导子代 ＡＳＤ 小鼠小脑形态

功能以及小鼠运动行为障碍的影响ꎬ为临床中

预防和治疗孤独症患者运动平衡、认知学习提供

参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验动物

健康成年雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠 １０ 只(体质量

２２~２５ ｇ)ꎬ雌性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠 ２０ 只(体质量 １８ ~
２０ ｇ)ꎬ由齐齐哈尔医学院实验动物中心提供ꎮ 分笼

饲养ꎬ动物室温度为(２２±２)℃ꎬ湿度为(５５±５)％ꎮ
自由摄食、饮水、适应性喂养 １ 周ꎮ 所有实验均通过

齐齐哈尔医学院附属第三医院实验动物福利伦理委

员会批准(批准编号为 ＡＥＣＣ￣２０２２￣００７)ꎮ



杨贺旻ꎬ等.ＥＧＣＧ 对孤独症小鼠小脑浦肯野细胞及行为学的影响 ４５　　　 　

１.１.２　 主要试剂

ＶＰＡ 、ＥＧＣＧ 均购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬＣａｌｂｉｎｄｉｎ￣
Ｄ２８ｋ 抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司ꎬ４％多聚

甲醛固定液购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 生物公司ꎬ氯化钠注射液

(生理盐水)购自济宁辰欣药业股份有限公司ꎬ乙
醇、二甲苯均购自上海国药集团化学试剂有限公司ꎬ
ＥＤＴＡ 抗原修复液、 柠檬酸抗原修复液、 Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ￣１００、ＢＳＡ、ＤＡＰＩ 染色液、抗荧光淬灭封片液均购

自上海碧云天生物技术有限公司ꎬ伊红染液、苏木素

染液购自北京中杉金桥生物技术有限公司ꎬ中性树

胶购自北京索莱宝科技有限公司ꎮ
１.１.３　 主要仪器

脱水机(武汉俊杰电子有限公司)、包埋机(武
汉俊杰电子有限公司)、病理切片机(上海徕卡仪器

有限公司)、组织摊片机(武汉俊杰电子有限公司)、
冻台(武汉俊杰电子有限公司)、超低温冰箱(美国

Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎻ显微镜(ＯＬＹＭＰＵＳ)、行为

学实验装置(小鼠三箱社交实验、小鼠旷场实验、高
架十字迷宫实验、新物体识别实验、Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实

验) (北京众实迪创科技发展有限责任公司)、
Ｌａｂｍａｚｅ 动物行为学分析软件(北京众实迪创科技

发展有限责任公司)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 ＡＳＤ 小鼠模型的建立

将成年雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠 １０ 只ꎬ成年雌性

Ｃ５７Ｂｌ / ６Ｊ 小鼠 ２０ 只ꎬ按照雌雄比 ２ ∶ １在 １９ ∶ ００ －
２０ ∶００期间进行合笼并分别记录体质量ꎮ 次日

７ ∶００－８ ∶００期间ꎬ检测雌鼠阴道口处是否黏有乳白

色或乳黄色物质ꎮ 如若检测有阴栓或阴道口张开即

为妊娠 Ｅ０.５ 天ꎮ 在 Ｅ７ 天、Ｅ１０ 天测量体质量ꎬ给体

质量上升 ２~５ ｇ 的雌鼠在妊娠 Ｅ１２.５ 天时腹腔注射

５００ ｍｇ / ｋｇ ＶＰＡꎮ 待子代小鼠出生第 ２１ 天时将母

鼠与子代小鼠分笼饲养ꎮ 取其雄性子代小鼠 ２０ 只

(体质量 ２０~２５ ｇ)用于实验ꎮ ＶＰＡ 制备方法:称量

０.５ ｇ ＶＰＡ 溶于生理盐水中ꎬ定容至 １０ ｍＬꎬ分装保

存在－８０ ℃冰箱中ꎬ随后以 ５００ ｍｇ / ｋｇ 剂量在雌鼠

妊娠 Ｅ１２.５ 天时进行腹腔注射ꎮ
采用随机数字法进行分组ꎬ分别为正常组ꎬＶＰＡ

模型组 ( ＶＰＡ 组)ꎬ ＥＧＣＧ 治疗组 ( ＶＰＡ ＋ ＥＧＣＧ
组)ꎬ每组 １０ 只ꎮ
１.２.２　 ＥＧＣＧ 制备和给药治疗

称量 ０.２５ ｇ ＥＧＣＧ 溶于生理盐水中ꎬ定容至

１００ ｍＬꎬ分装保存在－８０ ℃冰箱中ꎮ 在子代小鼠出

生 ２ 周后ꎬ第 ３ 周开始腹腔注射给药 ＥＧＣＧꎬＥＧＣＧ
溶于生理盐水ꎬ给药剂量 ５０ ｍｇ / ｋｇꎬ１ 次 / ｄꎬ持续给

药 ３ 周ꎮ 正常对照组和 ＶＰＡ 模型组给予相同质量

的生理盐水ꎮ
１.２.３　 组织切片的制备

每组中任选 ３ 只小鼠ꎬ吸入麻醉后用 ４％多聚

甲醛缓冲液灌流进行脑组织固定ꎬ用器械将小鼠全

脑小心剥离ꎬ取出小脑组织ꎬ固定 ４８ ｈ 后ꎬ经乙醇梯

度脱水ꎬ石蜡包埋后ꎬ将小脑进行矢状切片ꎬ切片厚

度为 ３ μｍꎬ经处理后切片用于 ＨＥ 染色和免疫荧光

染色实验ꎮ
１.２.４　 ＨＥ 染色

将切片附贴在载玻片上ꎬ晾干ꎬ烘烤后脱蜡处

理ꎬ进行苏木素染色和伊红染液染色ꎬ脱水封片后在

显微镜下观察小脑组织形态分析ꎬ每张切片随机观

察 ３ 处不同视野ꎮ
１.２.５　 免疫荧光染色

将石蜡切片脱蜡、水化、ＥＤＴＡ 抗原修复ꎬＴｒｉｔｏｎ
Ｘ￣１００ 通透 ３０ ｍｉｎꎬＢＳＡ 封闭反应 ３０ ｍｉｎꎬ４ ℃ 孵育

一抗钙结合蛋白 Ｄ２８ ｋ 抗体 (Ｃａｌｂｉｎｄｉｎ￣Ｄ２８ｋ) 中

２４ ｈꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ置于免疫荧光 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ 􀅺
４８８ 标记的兔 ＩｇＧ 二抗 Ｆ(ａｂ’)２ 片段二抗中ꎬ避光

孵育 ５０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬＤＡＰＩ 进行复染细胞核ꎬ
再次 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后用抗荧光淬灭封片剂封片ꎬ封
片后 ４ ℃避光保存ꎮ 荧光显微镜下观察浦肯野细胞

形态ꎬ每张切片随机观察 ３ 处不同视野ꎮ
１.２.６　 行为学检测

１.２.６.１　 三箱社交实验

检测小鼠社交能力和新奇社交偏好性测试ꎮ 第

一阶段:适应阶段ꎮ 第二阶段:社交倾向性测试ꎬ在
一侧金属笼子中放一只同性别小鼠 Ｓｔａｎｇｅｒ１(年龄

为 ３ 周左右)ꎬ另一侧放有空的金属笼子(Ｅｍｐｔｙ)ꎬ
将待检测的小鼠放于中间区域ꎬ计时 ５ ｍｉｎꎬ记录检

测小鼠在有无社交对象的两个箱子区域的探索时间

和社会交往指数(ｓｏｃｉａｌ ｉｎｄｅｘꎬ ＳＩ)ꎬ ＳＩ＝Ｓｔａｎｇｅｒ１ 区

域活动时间 / Ｅｍｐｔｙ 区域活动时间ꎮ 第三阶段:小鼠

新奇社交偏好性测试ꎮ 在三箱两侧ꎬ其中一侧金属

笼子中放有第二阶段的同性别小鼠 Ｓｔａｎｇｅｒ１ꎬ另一

侧金属笼子中放有一只陌生的同性别小鼠 Ｓｔａｎｇｅｒ２
(年龄为 ３ 周左右)ꎮ 计时 ５ ｍｉｎꎬ记录检测小鼠在

社交对象的两个箱子区域的探索时间、金属笼周区

域的时间和社会偏好指数( ｓｏｃｉａｌ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎｄｅｘꎬ
ＳＰＩ)ꎬ ＳＰＩ ＝ Ｓｔａｎｇｅｒ２ 区域活动时间 / Ｓｔａｎｇｅｒ１ 区域
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活动时间ꎮ 实验过程中实验者与分析数据者对小鼠

分组进行双盲处理ꎮ
１.２.６.２　 旷场实验

检测小鼠在新异环境中自主探索行为和焦虑情

况ꎮ 实验装置由 ４ 个 ５０ ｃｍ×５０ ｃｍ×５０ ｃｍ 箱子组

成ꎬ底面及四周均为白色ꎮ 将待检测的小鼠置于旷

场中间区域ꎬ计时 １０ ｍｉｎꎬ记录小鼠在进入旷场中心

区域次数ꎬ在中心区域运动的时间、距离和旷场勘察

指数 ＯＦＥＩꎬＯＦＥＩ ＝中心区域活动距离 /总区域活动

距离ꎮ 实验过程中实验者与分析数据者对小鼠分组

进行双盲处理ꎮ
１.２.６.３　 高架十字迷宫实验

检测小鼠的焦虑程度ꎮ 实验装置由两条开放

臂和两条闭合臂组成ꎬ呈十字形交叉ꎬ中间正方形

区域为中间区域ꎬ臂宽 ５ ｃｍꎬ臂长 ３５ ｃｍꎬ臂高

１５ ｃｍꎮ 将待检测的小鼠头部面向开放臂置于中

间区域ꎬ计时 １０ ｍｉｎꎬ记录小鼠在开放臂活动的时

间、次数ꎮ 实验过程中实验者与分析数据者对小

鼠分组进行双盲处理ꎮ
１.２.６.４　 新物体偏好实验

检测小鼠对环境中新引入物体的识别和记忆能

力ꎬ在新物体识别实验中ꎬ第一阶段:适应阶段ꎬ将待

检测的小鼠置于实验箱中间区域ꎬ计时 １０ ｍｉｎꎬ记录

小鼠在实验箱中自由探索的时间ꎮ 第二阶段:训练

阶段ꎬ在实验箱中放置两个相似物体ꎬ将待检测的小

鼠置于实验箱中间区域ꎬ计时 １０ ｍｉｎꎬ记录小鼠在两

个新物体区域活动的时间ꎮ 第三阶段:测试阶段ꎬ在
实验箱中将其中一个物体替换成一个新的未知物

体ꎬ计时 １０ ｍｉｎꎬ记录小鼠在新物体区域活动的时间

和新奇物体辨别系数 ＤＩꎬＤＩ ＝探索新物体区域的时

间 /总探索时间ꎮ 实验过程中实验者与分析数据者

对小鼠分组进行双盲处理ꎮ
１.２.６.５　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验

检测小鼠对空间位置和方向的学习记忆能力ꎮ
水迷宫实验箱体为直径 １２０ ｃｍ、高 ４０ ｃｍ 的圆形温

控水箱ꎬ水箱四周分别粘贴不同形状和颜色图形作

为空间标记ꎮ 将一个直径 ８ ｃｍ 的圆形 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷

宫平台置于目的象限中央ꎬ浸没于水下 １ ｃｍꎮ 第一

阶段:定位航行实验ꎬ小鼠连续训练 ５ ｄꎬ每天将小鼠

放置在不同象限入水ꎬ训练 ４ 次ꎬ每次训练时长为

９０ ｓꎬ直到小鼠找到水下隐藏平台并停留 １０ ｓ 结束ꎬ
记录小鼠入水后找到水下隐藏平台的时间ꎬ记为逃

避潜伏期ꎮ 如果小鼠在 ９０ ｓ 内没有找到水下隐藏

平台ꎬ则人为地将小鼠引导到平台ꎬ并停留 １０ ｓꎬ记
录小鼠的逃避潜伏期为 ９０ ｓꎮ 在整个训练过程中ꎬ
水下隐藏平台位置保持不变ꎮ 第二阶段为空间探索

实验ꎬ于第 ６ 天撤掉水下隐藏平台ꎬ从平台所在象限

的对立象限放入小鼠ꎬ记录在 ６０ ｓ 内大鼠经过平台

的次数ꎮ 实验过程中实验者与分析数据者对小鼠分

组进行双盲处理ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 软件对数据进行统计

分析ꎮ 符合正态分布的数据以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ满足正态

分布且满足方差齐性条件的数据ꎬ多组间样本比较

采用单因素方差分析ꎬ两两比较采用 Ｔｕｋｅｙ 检验ꎻ不
满足正态分布的数据ꎬ两组间样本比较采用 Ｍａｎｎ￣
Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验ꎬ多组间样本比较采用 Ｋｒｕｓｋａｌ￣
Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验ꎬ组间两两样本比较采用 Ｄｕｎｎ̓ｓ 检

验ꎬ逃避潜伏期比较采用重复测量的方差分析ꎮ 检

验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＥＧＣＧ 可减轻 ＶＰＡ 诱导子代孤独症小鼠小脑

浦肯野细胞数量和病理学改变

ＨＥ 染色结果显示ꎬ正常组小鼠小脑浦肯野细

胞有序排列ꎬ细胞结构完整ꎬ呈椭圆形ꎬ细胞核清晰ꎬ
核仁明显ꎬ无明显水肿和核固缩ꎮ 相反ꎬＶＰＡ 组小

鼠小脑浦肯野细胞出现萎缩ꎬ颜色变深ꎬ核仁不清

晰ꎮ 三组间小鼠小脑正常形态浦肯野细胞数量差异

有统计学意义(Ｆ ＝ ２２.９１ꎬＰ<０.００１)ꎮ 与正常组相

比ꎬＶＰＡ 组小鼠小脑正常形态浦肯野细胞数量减少

(１４.００ ± １. ９０ ｖｓ. ６. ５０ ± １. ６４ꎬ ｑ ＝ ９. ４８ꎬＰ < ０. ００１ꎬ
ｎ＝ ６)ꎬ提示 ＶＰＡ 组小鼠小脑浦肯野细胞出现退行

性改变ꎮ 腹腔注射 ＥＧＣＧ 后ꎬ与 ＶＰＡ 组相比ꎬＶＰＡ＋
ＥＧＣＧ 组小鼠小脑浦肯野细胞数量增加 (６. ５０ ±
１.６４ ｖｓ. １１. １７ ± ２. ２３ꎬ ｑ ＝ ５. ９０ꎬ Ｐ ＝ ０. ００２ꎬ ｎ＝ ６)ꎬ
ＶＰＡ＋ＥＧＣＧ组小鼠小脑浦肯野细胞基本恢复其正

常的椭圆形结构ꎮ 免疫荧光染色实验结果显示ꎬ
ＶＰＡ 组小鼠小脑浦肯野细胞数量减少、树突变短且

分支减少ꎬ经过腹腔注射 ＥＧＣＧ 后ꎬ浦肯野细胞数

量增多、树突呈延长ꎬ与 ＨＥ 染色结果一致ꎬ提示经

过腹腔注射 ＥＧＣＧ 可抑制 ＶＰＡ 诱导子代孤独症小

鼠小脑浦肯野细胞数量和病理学的改变ꎮ 见图 １ꎮ
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图 １　 小鼠小脑 ＨＥ 染色(Ａ)和免疫荧光染色(Ｂ)实验结果
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｈ＆Ｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ (Ａ) ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ (Ｂ) ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍ

２.２　 ＥＧＣＧ 可改善 ＶＰＡ 诱导子代孤独症小鼠社交

倾向性缺陷

三箱社交实验第三阶段社交倾向性测试期间ꎬ
三组间小鼠在有社交对象 Ｓ１ 的箱子中探索时间差

异有统计学意义(Ｆ ＝ ８４.０４ꎬＰ<０.００１)ꎮ ＶＰＡ 组小

鼠在有社交对象 Ｓｔａｎｇｅｒ１ 的箱子中探索时间低于正

常组小鼠ꎬ且差异有统计学意义[(８１.６９±６.１３)ｓ ｖｓ.
(４９.３５±２.８５)ｓꎬｑ ＝ １２.０６ꎬＰ<０.００１ꎬｎ ＝ ８]ꎬ提示 ＶＰＡ
组小鼠社交能力有所下降ꎬ表现出社交倾向性缺陷ꎮ
经过腹腔注射 ＥＧＣＧ 后ꎬ与 ＶＰＡ 组相比ꎬＶＰＡ ＋
ＥＧＣＧ 组小鼠在有社交对象 Ｓｔａｎｇｅｒ１ 的箱子中探索

时间高于 ＶＰＡ 组小鼠ꎬ 且差异有统计学意义

[(４９.３５±２.８５)ｓ ｖｓ. (９７.６１±１１.２７) ｓꎬｑ ＝ １７.９９ꎬＰ<

０.００１ꎬｎ＝ ８]ꎬ提示 ＶＰＡ＋ＥＧＣＧ 组小鼠社交能力逐

渐恢复正常ꎮ 社会交往指数 ＳＩ 结果显示ꎬ三组间小

鼠社会交往指数 ＳＩ 数值差异有统计学意义(Ｆ ＝
２４.７４ꎬＰ<０.００１)ꎮ 与正常组小鼠相比ꎬＶＰＡ 组小鼠

对于有社交对象的箱体和无社交对象的箱体未表现

出显著的偏好(２.２５±０.３４ ｖｓ. １.３０±０.１４ꎬｑ＝ ９.２０ꎬ
Ｐ<０.００１ꎬｎ ＝ ８)ꎬ经过腹腔注射 ＥＧＣＧ 后ꎬ与 ＶＰＡ
组相比ꎬＶＰＡ＋ＥＧＣＧ 组小鼠在有社交对象的箱体和

没有社交对象的箱体表现出显著的偏好行为(１.３０±
０.１４ ｖｓ. ２.１１±０.３４ꎬｑ ＝ ７.８８ꎬＰ<０.００１ꎬｎ＝ ８)ꎬ提示

ＶＰＡ 组小鼠表现出明显的社交倾向性障碍ꎬ而

ＥＧＣＧ 的长期腹腔给药可改善 ＶＰＡ 组小鼠的这种

社交倾向性障碍表现ꎮ 见图 ２ꎮ
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图 ２　 三箱社交实验社交倾向性测试实验结果
Ａ:三箱社交实验第一阶段社交倾向性测试阶段运动轨迹图和热图(Ｓ１:有社交对象的箱体ꎻＥ:无社交对象的箱体)ꎻ
Ｂ:小鼠在有社交对象 Ｓ１ 的箱子中的探索时间ꎻ Ｃ:社会交往指数 ＳＩꎮ△△Ｐ<０.０１ ｖｓ. 正常组ꎻ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. ＶＰＡ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ￣ｃｈａｍｂｅｒ ｓｏｃｉａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ
Ａ: Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｔｒａｃｋ ｐｌｏｔｓ ａｎｄ ｈｅａｔｍａｐｓ ｏｆ ｓｏｃｉａｌ ｔｅｓｔｉｎｇ (Ｐｈａｓｅ １) ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ￣ｃｈａｍｂｅｒ ｓｏｃｉａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ(Ｓ１:Ｓｏｃｉａｌ
ｓｔｉｍｕｌｕｓ ｃｈａｍｂｅｒꎻ Ｅ:Ｅｍｐｔｙ ｃｈａｍｂｅｒ)ꎻ Ｂ: Ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｃｉａｌ ｓｔｉｍｕｌｕｓ ( Ｓ１) ｃｈａｍｂｅｒꎻ Ｃ: Ｓｏｃｉａｌ ｉｎｄｅｘ
(ＳＩ) . △△Ｐ< ０.０１ ｖｓ. Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. ＶＰＡ ｇｒｏｕｐ.

２.３　 ＥＧＣＧ 可改善 ＶＰＡ 诱导子代孤独症小鼠新奇

社交偏好性缺陷

在三箱社交实验第三阶段ꎬ小鼠新奇社交偏好

性测试期间ꎬ三组间小鼠在有陌生小鼠 Ｓｔａｎｇｅｒ２ 箱

子中的社交时间差异有统计学意义 ( Ｆ ＝ １３. ２７ꎬ
Ｐ<０.００１)ꎮ 与正常组相比ꎬＶＰＡ 组小鼠在有陌生小

鼠 Ｓｔａｎｇｅｒ２ 箱子中的社交时间明显少于正常组小鼠ꎬ
且差异有统计学意义[(９５.６８±７.８７) ｓ ｖｓ. (６３. ００ ±
１４.７２)ｓꎬｑ ＝ ６.９４ꎬＰ< ０.００１ꎬｎ ＝ ８]ꎻ经过腹腔注射

ＥＧＣＧ 后ꎬ与 ＶＰＡ 组相比ꎬＶＰＡ＋ＥＧＣＧ 组小鼠在有

陌生鼠 Ｓｔａｎｇｅｒ２ 箱子中的社交时间明显增加ꎬ且差

异有统计学意义 [( ６３. ００ ± １４. ７２) ｓ ｖｓ. ( ８８. ４３ ±
１５.９３)ｓꎬｑ＝ ５.４０ꎬＰ ＝ ０.０２８ꎬｎ ＝ ８]ꎮ 但在第三阶段

小鼠新奇社交偏好性测试期间ꎬ三组小鼠停留在两

个笼周区域的总时间之间差异无统计学意义(Ｆ ＝
０.２８ꎬＰ＝ ０.７６０)ꎬ同时ꎬ社会偏好指数 ＳＰＩ 结果显

示ꎬ三组间小鼠社会偏好指数 ＳＰＩ 数值差异有统计

学意义(Ｆ＝ ５.９６ꎬＰ＝ ０.００９)ꎮ ＶＰＡ 组小鼠社会偏好

指数 ＳＰＩ 低于正常组小鼠 ( １. ０７ ± ０. ５３ ｖｓ. ２. １５ ±
０.９１ꎬｑ＝ ４.６５ꎬＰ ＝ ０.０１４ꎬｎ ＝ ８)ꎬ经过 ＥＧＣＧ 药物治

疗后ꎬ与 ＶＰＡ 组相比ꎬＶＰＡ＋ＥＧＣＧ 组小鼠社会偏好

指数 ＳＰＩ 显著升高ꎬ且差异有统计学意义(１. ０７ ±
０.５３ ｖｓ. １.９１±０.４５ꎬｑ＝ ３.６２ꎬＰ ＝ ０.００６ꎬｎ ＝ ８)ꎮ 提示

三箱社交实验小鼠新奇社交偏好性测试期间ꎬ
ＶＰＡ 组小鼠表现出明显的新奇社交偏好性缺陷ꎬ
而 ＥＧＣＧ 的长期腹腔给药可改善 ＶＰＡ 组小鼠的

这种缺陷ꎮ 见图 ３ꎮ
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图 ３　 三箱社交实验新奇社交偏好性测试实验结果
Ａ:三箱社交实验第二阶段新奇社交偏好性测试阶段运动轨迹图和热图(Ｓ１:有熟悉小鼠的箱体ꎻＳ２:有陌生小鼠的箱
体)ꎻＢ:小鼠在有陌生小鼠 Ｓ２ 箱子中的社交时间ꎻＣ:小鼠停留在两个笼周区域的总时间ꎻ Ｄ:社会偏好指数 ＳＰＩꎮ△Ｐ<
０.０５ꎬ△△Ｐ<０.０１ ｖｓ. 正常组ꎻ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. ＶＰＡ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ￣ｃｈａｍｂｅｒ ｓｏｃｉａｌ ｎｏｖｅｌｔｙ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
Ａ: Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｔｒａｃｋ ｐｌｏｔｓ ａｎｄ ｈｅａｔｍａｐｓ ｏｆ ｓｏｃｉａｌ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓｔｉｎｇ (Ｐｈａｓｅ ２) ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ￣ｃｈａｍｂｅｒ ｓｏｃｉａｌ ｎｏｖｅｌｔｙ
ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓｔ(Ｓ１: Ｆａｍｉｌｉａｒ ｍｏｕｓｅ ｃｈａｍｂｅｒꎻ Ｓ２: Ｕｎｆａｍｉｌｉａｒ ｍｏｕｓｅ ｃｈａｍｂｅｒ)ꎻ Ｂ: Ｓｏｃｉａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｃｉａｌ
ｓｔｉｍｕｌｕｓ (Ｓ２) ｃｈａｍｂｅｒꎻ Ｃ: Ｔｏｔａｌ ｔｉｍｅ ｓｐｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｘｉｍｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｃａｇｅｓ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄꎻ Ｄ: Ｓｏｃｉａｌ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎｄｅｘ
(ＳＰＩ) . △Ｐ<０.０５ꎬ△△Ｐ< ０.０１ ｖｓ. Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. ＶＰＡ ｇｒｏｕｐ.

２.４　 ＥＧＣＧ 可改善 ＶＰＡ 诱导子代孤独症小鼠自发

活动和探索活动缺陷

旷场实验中ꎬ３ 组间小鼠进入中心区域的次数

差异有统计学意义(Ｆ＝ ９.３２ꎬＰ ＝ ０.００１)ꎮ 与正常组

相比ꎬＶＰＡ 组小鼠进入中心区域的次数明显减少ꎬ
且差异有统计学意义(２２.４０±４.９８ ｖｓ. １４.２５±２.３１ꎬ
ｑ＝ ６.０５ꎬＰ<０.００１ꎬｎ ＝ ８)ꎬ经过腹腔注射 ＥＧＣＧ 后ꎬ
与 ＶＰＡ 组相比ꎬＶＰＡ＋ＥＧＣＧ 组小鼠进入中心区域

的次数增加ꎬ且差异有统计学意义(１４.２５±２.３１ ｖｓ.
１９.２０±３.６２ꎬｑ ＝ ３.７２ꎬＰ ＝ ０.００５ꎬｎ＝ ８)ꎻ同时ꎬ３ 组小

鼠在中心区域活动的时间(Ｆ ＝ １４.６０ꎬＰ<０.００１)、中
心区域活动的距离(Ｆ ＝ １３.５４ꎬＰ<０.００１)、旷场勘探

指数 ＯＦＥＩ(Ｆ＝ ４５.７５ꎬＰ<０.００１)差异有统计学意义ꎮ
与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬＶＰＡ 组小鼠在中心区域的时间

[(４０.２４± ８.９９) ｓ ｖｓ. (２２.５３ ± ３.６３)ｓꎬｑ ＝ ７. １６ꎬＰ <
０.００１ꎬｎ＝ ８]、中心区域活动的距离[(３０９.７９±４６.６０)
ｃｍ ｖｓ. (１９３.２１±３６.５９)ｃｍꎬｑ＝７.１３ꎬＰ<０.００１ꎬｎ＝ ８]以
及旷场勘探指数 ＯＦＥＩ (０.２０±０.０３ ｖｓ. ０.０９±０.０２ꎬ
ｑ＝ １２.１９ꎬＰ<０.００１ꎬｎ ＝ ８)均减少ꎬ提示 ＶＰＡ 组小鼠

在接触新异环境时明显表现出焦虑现象ꎬ存在自发

运动和自主探索行为的缺陷ꎮ 经过腹腔注射 ＥＧＣＧ
后ꎬＶＰＡ ＋ ＥＧＣＧ 组小鼠中心区域活动的时间

[(２２.５３±３.６３) ｓ ｖｓ. (３７.１２±７.２７) ｓꎬｑ ＝ ５.９０ꎬＰ ＝
０.００１ꎬｎ＝８]、中心区域活动的距离[(１９３.２１±３６.５９)ｃｍ
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ｖｓ. (２７７.２８±５３.９０) ｃｍꎬｑ ＝ ５.１４ꎬＰ ＝ ０.０２１ꎬｎ ＝ ８]以
及旷场勘探指数 ＯＦＥＩ (０.０９±０.０２ ｖｓ. ０.１９±０.０２ꎬ
ｑ＝ １１.１８ꎬＰ<０.００１ꎬｎ ＝ ８)均增加ꎬ且差异有统计学

意义ꎮ 提示在旷场实验中ꎬ经过腹腔注射 ＥＧＣＧ 可

减轻 ＶＰＡ 诱导子代 ＡＳＤ 小鼠在新异环境中紧张焦

虑的状态ꎬ促进小鼠自发活动和探索活动ꎮ 见图 ４ꎮ

图 ４　 旷场实验在新异环境中自主探索行为和焦虑测试实验结果
Ａ:旷场实验小鼠运动轨迹图和热图ꎻ Ｂ:小鼠进入中心区域的次数ꎻ Ｃ:小鼠在中心区域活动的时间ꎻ Ｄ:小鼠在中心区
域活动的距离ꎻ Ｅ:旷场勘探指数 ＯＦＥＩꎮ△△Ｐ<０.０１ ｖｓ. 正常组ꎻ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. ＶＰＡ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ ｅｘｐｌｏｒａｔｏｒｙ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ ａｎｘｉｅｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ ｕｎｄｅｒ ａ ｎｏｖｅｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
Ａ: Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｔｒａｃｋ ｐｌｏｔｓ ａｎｄ ｈｅａｔｍａｐｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔꎻ Ｂ: Ｃｅｎｔｅｒ ｅｎｔｒｉｅｓ ＯＦＴꎻ Ｃ: Ｉｎｎｅｒ ａｒｅａ ｔｉｍｅꎻ Ｄ: Ｉｎｎｅｒ
ａｒｅａ ｄｉｓｔａｎｃｅꎻ Ｅ: Ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ. △△Ｐ< ０.０１ ｖｓ. Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. ＶＰＡ ｇｒｏｕｐ.

２.５　 ＥＧＣＧ 可改善 ＶＰＡ 诱导子代孤独症小鼠焦虑

程度

高架十字迷宫实验中ꎬ３ 组间小鼠在开放臂活

动的时间百分比(Ｆ ＝ ５.０４ꎬＰ ＝ ０.０１６)、开放臂活动

的次数百分比(Ｆ＝ ６.９４ꎬＰ ＝ ０.００５)差异有统计学意

义ꎮ 与正常组相比ꎬＶＰＡ 组小鼠在开放臂活动的时

间百分比(０.４４ ± ０.０５ ｖｓ. ０.３０ ± ０.０９ꎬｑ＝ ４.１６ꎬＰ ＝
０.０２０ꎬｎ＝ ８)、开放臂活动的次数百分比 ( ０. ５１ ±
０.０７５ ｖｓ. ０.３６±０.０８ꎬｑ＝ ４.９０ꎬＰ<０.００１ꎬｎ＝ ８)均明显

减少ꎬ且差异有统计学意义ꎬ提示 ＶＰＡ 组小鼠表现

出更高的焦虑ꎮ 经过腹腔注射 ＥＧＣＧ 后ꎬ与 ＶＰＡ
组相比ꎬＶＰＡ＋ＥＧＣＧ 组小鼠在开放臂活动的时间百

分比(０.３０±０.０９ ｖｓ. ０.４２±０.１２ꎬｑ＝ ３.５４ꎬＰ ＝ ０.０４４ꎬ
ｎ＝ ８)、开放臂活动的次数百分比均明显减少ꎬ且差

异有统计学意义(０.３６±０.０８ ｖｓ. ０.４９±０.１１ꎬｑ＝ ４.１３ꎬ
Ｐ＝ ０.０２１ꎬｎ＝ ８)ꎬ提示ꎬ经过腹腔注射 ＥＧＣＧ 可减轻

ＶＰＡ 诱导子代 ＡＳＤ 小鼠的焦虑程度ꎮ 见图 ５ꎮ
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图 ５　 高架十字迷宫实验对小鼠焦虑程度测试实验结果
Ａ:高架十字迷宫实验小鼠运动轨迹图和热图ꎻ Ｂ:小鼠在开放臂活动的时间百分比ꎻ Ｃ:小鼠在开放臂活动的次数百分
比ꎮ△Ｐ<０.０５ꎬ△△Ｐ<０.０１ ｖｓ. 正常组ꎻ∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ＶＰＡ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｎｘｉｅｔｙ￣ｌｉｋｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｉｎ ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐｌｕｓ ｍａｚｅ (ＥＰＭ) ｔｅｓｔ
Ａ: Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｔｒａｃｋ ｐｌｏｔｓ ａｎｄ ｈｅａｔｍａｐｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔꎻ Ｂ:Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｔｉｍｅ ｓｐｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ａｒｍｓꎻ
Ｃ: Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｅｎｔｒｉｅｓ ｉｎｔｏ ｏｐｅｎ ａｒｍｓ. △Ｐ<０.０５ꎬ △△Ｐ<０.０１ ｖｓ. Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ∗Ｐ<０.０５ ｖｓ. ＶＰＡ ｇｒｏｕｐ.

２.６　 ＥＧＣＧ 可改善 ＶＰＡ 诱导子代孤独症小鼠新物

体识别偏好和记忆能力缺陷

在新物体识别实验中ꎬ在第二阶段中ꎬ三组间小

鼠进入两个新物体区域的总时间差异有统计学意义

(Ｆ＝ １１.９４ꎬＰ<０.００１)ꎮ ＶＰＡ 组小鼠进入两个新物

体区域的总时间少于正常组小鼠[(２１５.５１±１７.７５) ｓ
ｖｓ. (１５２.２１±２０.６１)ｓꎬｑ＝ ５.８８ꎬＰ<０.００１ꎬｎ ＝ ８]ꎬ经过

腹腔注射 ＥＧＣＧ 后ꎬ与 ＶＰＡ 组相比ꎬＶＰＡ＋ＥＧＣＧ
组小鼠进入两个新物体区域的总时间增加[(１５２.２１±
２０.６１) ｓ ｖｓ. (２１７.６３ ± ４５.１４)ｓꎬｑ ＝ ６.０８ꎬＰ< ０.００１ꎬ
ｎ＝ ８]ꎬ且差异有统计学差异ꎮ 在第三阶段测试阶段

中ꎬ将其中一个物体替换成一个新的未知物体ꎬ三组

间小鼠进入新物体区域的时间差异有统计学意义

(Ｆ＝ ３９.２５ꎬＰ<０.００１)ꎮ ＶＰＡ 组小鼠进入新物体区

域的时间明显少于正常组小鼠[(１５５.８０±２６.０７) ｓ
ｖｓ. (７０.３６±８.１１)ｓꎬｑ＝ １１.９０ꎬ Ｐ<０.００１ꎬｎ ＝ ８]ꎬ经过

腹腔注射 ＥＧＣＧ 后ꎬ与 ＶＰＡ 组相比ꎬＶＰＡ＋ＥＧＣＧ
组小鼠进入新物体区域的时间有所增加ꎬ且差异有

统计学意义[(７０.３６±８.１１) ｓ ｖｓ. (１３７.４１±２２.１６) ｓꎬ
ｑ＝ ９.３４ꎬＰ<０.００１ꎬｎ＝ ８]ꎮ 此外ꎬ新奇物体辨别系数

ＤＩ 是反映小鼠的识别记忆和对新物体的偏好能力ꎬ
结果显示ꎬ３ 组间小鼠新奇物体辨别系数 ＤＩ 差异有

统计学意义(Ｆ＝ １７.０１ꎬＰ<０.００１)ꎮ 与正常组相比ꎬ
ＶＰＡ 组小鼠新奇物体辨别系数 ＤＩ 显著低于正常组

小鼠(７９.８９±９.３２ ｖｓ. ５３.６３±９.１０ꎬｑ＝ ８.２４ꎬＰ<０.００１ꎬ
ｎ＝ ８)ꎬ经过腹腔注射 ＥＧＣＧ 后ꎬ与 ＶＰＡ 组相比ꎬ
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ＶＰＡ＋ＥＧＣＧ 组小鼠新奇物体辨别系数 ＤＩ 有所增

加ꎬ且差异有统计学意义(５３.６３ ± ９.１０ ｖｓ. ６７.７１ ±
８.５９ꎬｑ＝ ４.４２ꎬＰ ＝ ０.０１４ꎬｎ ＝ ８)ꎮ 提示ꎬ经过腹腔注

射 ＥＧＣＧ 可改善 ＶＰＡ 诱导子代 ＡＳＤ 小鼠对新物体

识别偏好和记忆能力缺陷的影响ꎮ 见图 ６ꎮ

图 ６　 新物体识别实验对环境中新引入物体的识别和记忆能力测试实验结果
Ａ:新物体识别实验小鼠运动轨迹图和热图ꎻ Ｂ:第二阶段小鼠进入两个新物体区域的总时间ꎻ Ｃ:第三阶段小鼠进入新
物体区域的时间ꎻ Ｄ:新奇物体辨别系数 ＤＩꎮ△△Ｐ<０.０１ ｖｓ. 正常组ꎻ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. ＶＰＡ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｎｏｖｅｌ ｏｂｊｅｃｔ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ (ＮＯＲ) ｐａｒａｄｉｇｍ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｏｂｊｅｃｔｓ ｉｎｔｒｏ￣
ｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
Ａ: Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｔｒａｃｋ ｐｌｏｔｓ ａｎｄ ｈｅａｔｍａｐｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｖｅｌ ｏｂｊｅｃｔ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔꎻ Ｂ: Ｔｏｔａｌ ｓｎｉｆｆｉｎｇ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｎｏｖｅｌ
ｏｂｊｅｃｔ ａｒｅａｓꎻ Ｃ: Ｓｎｉｆｆｉｎｇ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｖｅｌ ｏｂｊｅｃｔ ａｒｅａｓꎻ Ｄ: Ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ (ＤＩ) . △△Ｐ< ０.０１ ｖｓ. Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ
∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. ＶＰＡ ｇｒｏｕｐ.
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２.７　 ＥＧＣＧ 可缓解 ＶＰＡ 诱导子代孤独症小鼠空间

学习记忆功能障碍

在 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验中ꎬ在为期 ５ 天的定位航

行实验中ꎬ３ 组间小鼠逃避潜伏期时间差异有统计

学意义(Ｆ组间 ＝７.１７ꎬＰ＝０.００４ꎻＦ时间 ＝ １００.１０ꎬＰ<０.００１ꎻ
Ｆ交互 ＝２.４８ꎬＰ ＝ ０.０１８)ꎮ 与正常组相比ꎬ第 １ 天至第

３ 天 ＶＰＡ 组小鼠逃避潜伏期时间有缩短的趋势ꎬ但
差异无统计学意义ꎬ第 ４ 天至第 ５ 天ꎬＶＰＡ 组与正

常组小鼠相比逃避潜伏期时间延长ꎬ且差异有统计

学意义[第 ４ 天:(４８.８８±４.００)ｓ ｖｓ. (６１.２７±２.９４) ｓꎬ
ｑ＝ ３.７９ꎬＰ＝ ０.０２３ꎬｎ ＝ ８ꎻ第 ５ 天:(３１.０２±２.１０)ｓ ｖｓ.
(４８.８８±２.４３)ｓꎬｑ＝ ５.４７ꎬＰ<０.００１ꎬｎ＝ ８]ꎮ 腹腔注射

ＥＧＣＧ 后ꎬ与 ＶＰＡ 组相比ꎬＶＰＡ＋ＥＧＣＧ 组小鼠逃避

潜伏期时间缩短ꎬ前 ３ 天逃避潜伏期时间差异无统

计学意义ꎬ然而第 ４ 天和第 ５ 天逃避潜伏期时间缩

短ꎬ且差异有统计学意义[第 ４ 天:(６１.２７±２.９４) ｓ
ｖｓ. (４７.３８±３.９３)ｓꎬｑ＝ ４.２５ꎬＰ＝ ０.０２２ꎬｎ＝ ８ꎻ第 ５ 天:
(４８. ８８ ± ２. ４３) ｓ ｖｓ. ( ３２. １７ ± ２.９３)ｓꎬ ｑ ＝ ５. １２ꎬ
Ｐ<０.００１ꎬｎ＝ ８]ꎮ

在第 ６ 天空间探索实验期间ꎬ３ 组间小鼠经过

平台的次数差异有统计学意义 ( Ｆ ＝ １６. ９３ꎬ Ｐ <
０.００１)ꎮ 与正常组相比ꎬＶＰＡ 组小鼠经过平台的次

数显著减少ꎬ且差异有统计学意义[(３.８８±０.６４) ｓ
ｖｓ. (１.７５±０.８９) ｓꎬｑ ＝ ７.８７ꎬＰ ＝ ０.００１ꎬｎ ＝ ８)]ꎬ经过

腹腔注射 ＥＧＣＧ 后ꎬ与 ＶＰＡ 组相比ꎬＶＰＡ＋ＥＧＣＧ
组小鼠经过平台的次数显著增加[(１.７５±０.８９) ｓ ｖｓ.
(３.３８±０.７４)ｓꎬｑ ＝ ６.０２ꎬＰ ＝ ０.０１０ꎬｎ ＝ ８]提示ꎬ经过

腹腔注射 ＥＧＣＧ 可缓解 ＶＰＡ 诱导子代 ＡＳＤ 小鼠对

空间学习记忆功能障碍的影响ꎮ 见图 ７ꎮ

图 ７　 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验对小鼠空间学习记忆能力测试实验结果
Ａ:Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验小鼠运动轨迹图和热图ꎻ Ｂ:逃避潜伏期ꎻ Ｃ:经过平台的次数ꎮ△Ｐ<０.０５ꎬ△△Ｐ<０.０１ ｖｓ. 正常组ꎻ ∗Ｐ<
０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. ＶＰＡ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｅｓｔ ｏｎ ｓｐａｔｉａｌ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｉｎ ｍｉｃｅ
Ａ: Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｔｒａｃｋ ｐｌｏｔｓ ａｎｄ ｈｅａｔｍａｐｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｍｏｒｒｉｓ ｗａｔｅｒ ｍａｚｅ ｔｅｓｔꎻ Ｂ: Ｅｓｃａｐｅ ｌａｔｅｎｃｙꎻ Ｃ: Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｌａｔｆｏｒｍ
ｃｒｏｓｓｉｎｇｓ. △Ｐ<０.０５ꎬ △△Ｐ< ０.０１ ｖｓ. Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ ｖｓ. ＶＰＡ ｇｒｏｕｐ.
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３　 讨　 论

ＡＳＤ 包括一系列复杂的神经发育障碍ꎬ其特征

是社交沟通和互动障碍以及重复的行为模式[２]ꎮ
虽然孤独症的确切病因尚不清楚ꎬ但有迹象表明ꎬ它
可能是由遗传、表观遗传和环境因素共同引起

的[３]ꎮ 临床研究证实怀孕期间服用 ＶＰＡ 增加神经

管缺陷(如腹裂和畸形)、发育迟缓、认知障碍和孤

独症的发生率[７]ꎮ 研究表明ꎬＡＳＤ 的发生发展与小

脑、边缘系统和脑干的神经元异常发育有关[８]ꎮ 对

小鼠模型的研究发现ꎬ小脑功能障碍足以引起小鼠

产生与孤独症相关的行为缺陷[１３￣１５]ꎮ 小脑作为神

经环路中的重要组成部分ꎬ不仅在调节运动协调和

复杂的运动学习行为中起到关键作用ꎬ也在情绪行

为和认知功能中发挥决定性的作用[１６]ꎮ 临床研究

发现ꎬ许多 ＡＳＤ 患者存在小脑畸形ꎬ包括小脑体积

异常ꎬ浦肯野细胞形状和密度的改变ꎬ或小脑白质束

的破坏[１７]ꎮ 浦肯野细胞作为小脑唯一的传出神经

元ꎬ在整合信息传递过程中发挥中重要作用[１８]ꎮ 本

研究通过对怀孕小鼠进行产前腹腔注射 ＶＰＡꎬ通过

ＨＥ 染色和免疫荧光染色对小脑浦肯野细胞进行检

测ꎬ发现 ＶＰＡ 组小鼠小脑浦肯野细胞数量减少并且

出现退行性改变ꎮ 此外ꎬ有研究发现ꎬ怀孕关键时期

暴露 ＶＰＡ 扰乱神经发育机制会导致人类和啮齿动

物出现类似孤独症样的行为[１９]ꎮ 因此ꎬ本研究进一

步验证通过产前腹腔注射 ＶＰＡ 后ꎬ其子代 ＡＳＤ 小

鼠孤独症样行为的表现ꎬ在三箱社交实验中ꎬＶＰＡ
诱导子代孤独症小鼠出现明显的社交倾向缺陷和社

交偏好障碍ꎮ
ＡＳＤ 和焦虑症是高度共患疾病ꎬ患有 ＡＳＤ 的

儿童对焦虑症的易感性增加[２０]ꎮ 在旷场实验中ꎬ探
究小鼠在新异环境中的自主探索行为及焦虑状态ꎬ
观察到 ＶＰＡ 组小鼠进入中间区域的次数、在中心区

域活动的时间、距离以及旷场勘探指数均减少ꎮ 为

进一步检测小鼠的焦虑程度ꎬ在高架十字迷宫实验

中ꎬＶＰＡ 组小鼠在开放臂活动的时间和开放臂活动

的次数均减少ꎬ提示 ＡＳＤ 小鼠在接触新异环境时表

现出明显焦虑现象ꎬ存在自发运动和自主探索行为

的缺陷ꎮ 临床研究发现ꎬ孤独症患者经常伴有因神

经元突触传递功能异常引起的认知学习障碍、空间

记忆损伤和智力低下ꎬ相关症状通常在 ２~３ 岁时出

现ꎬ随着年龄的增长而慢慢加重[２１]ꎮ 在新物体识别

实验中ꎬ观察到 ＡＳＤ 小鼠对新物体的探索时间减

少ꎬ表现出对新物体识别偏好能力差ꎬ记忆力减弱ꎬ

以及在 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验中ꎬ观察到 ＶＰＡ 小鼠逃

避潜伏期延长ꎬ经过平台的次数减少ꎬ孤独症小鼠表

现出空间学习记忆功能障碍ꎮ
临床上常规使用的治疗 ＡＳＤ 的药物会导致严

重的不良反应ꎬ因此从天然植物中寻找有效的抗孤

独症成分受到越来越多研究者的关注ꎮ 来自茶叶中

的 ＥＧＣＧ 是茶叶中最主要的生物活性成分[２２]ꎬ在痴

呆大鼠模型中ꎬ服用 ＥＧＣＧ[１０ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)ꎬ持续 １
个月]可逆转认知缺陷ꎬ并显著降低活性氧水平和

促进一氧化氮的生成[２３]ꎬＥＧＣＧ 还可以减轻脂多糖

诱导的记忆障碍和神经元凋亡ꎬ同时可降低炎症细

胞因子肿瘤坏死因子 α、白细胞介素￣１β 和白细胞

介素￣６ 的表达[２４]ꎮ ＥＧＣＧ 通过多种途径发挥神经

保护功能[１２]ꎬ并且与其他抗氧化剂联合使用可以起

到缓解情绪、治疗抑郁症的作用[２５]ꎮ 因此ꎬ探究

ＥＧＣＧ 对 ＡＳＤ 小鼠小脑浦肯野细胞病理学改变及

行为学的影响成为本研究的重点ꎮ 首先ꎬ通过腹腔

注射 ＥＧＣＧ 后发现ꎬＥＧＣＧ 能够抑制 ＶＰＡ 诱导子代

ＡＳＤ 小鼠小脑浦肯野细胞数量和病理学的改变ꎻ其
次ꎬ明确了 ＥＧＣＧ 对 ＶＰＡ 诱导的 ＡＳＤ 小鼠行为异

常的影响ꎮ 在三箱社交实验中ꎬ经过 ＥＧＣＧ 治疗后

的 ＡＳＤ 小鼠社交倾向性障碍和社会偏好性缺陷均

得到改善ꎮ 在旷场实验和高架十字迷宫实验中ꎬ经
过腹腔注射 ＥＧＣＧ 后可减轻 ＶＰＡ 诱导子代 ＡＳＤ 小

鼠在新异环境中紧张焦虑的状态ꎬ促进小鼠自发活

动和探索活动ꎮ 在新物体识别实验中ꎬＥＧＣＧ 对

ＡＳＤ 小鼠在环境中引入新物体识别和记忆能力也

有积极的影响ꎬ在 Ｍｏｒｒｉｓ 水迷宫实验中ꎬＥＧＣＧ 可

缓解 ＶＰＡ 诱导子代 ＡＳＤ 小鼠对空间学习记忆功能

障碍的影响ꎮ 综上所述ꎬＥＧＣＧ 能够减轻孤独症小鼠

小脑浦肯野细胞退行性改变ꎬ并有效缓解孤独症样行

为异常ꎮ 基于此发现ꎬ靶向调控浦肯野细胞功能可能

为孤独症治疗策略的创新提供重要理论依据ꎮ
研究发现ꎬＥＧＣＧ 与苯二氮卓类药物有相似的

抗焦虑和健忘症作用ꎬ其通过激活 γ￣氨基丁酸

(γ￣ ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄꎬ ＧＡＢＡ)受体起到抑制自发

性兴奋性突触传递[２６]ꎮ 小脑由特定的和高度规律

的众多神经元环路组成ꎬ小脑中浦肯野细胞作为抑

制性神经元ꎬ通过轴突末梢释放抑制性的神经递质

ＧＡＢＡꎬ而小脑中的兴奋性神经元ꎬ在突触传递过程

中其轴突末梢释放兴奋性神经递质ꎬ即谷氨酸

(ｇｌｕｔａｍａｔｅꎬＧｌｕ) [２７￣２８]ꎮ 中枢神经系统的 Ｅ / Ｉ 平衡

是通过谷氨酸为代表的兴奋性递质和以 ＧＡＢＡ 为

代表的抑制性递质发挥协同作用[２９]ꎮ 研究发现ꎬ谷
氨酸能和 ＧＡＢＡ 能神经传递异常在 ＡＳＤ 的发病机
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制中起到至关重要的作用ꎬＥ / Ｉ 比值的改变被认为

是孤独症潜在的病理机制[３０￣３１]ꎮ 因此ꎬ本研究认为

ＶＰＡ 诱导子代 ＡＳＤ 小鼠小脑中神经递质表达失衡

是其小脑行为活动异常的重要原因ꎬＥＧＣＧ 能否改

善 Ｅ / Ｉ 失衡并进一步调节运动功能障碍是我们接下

来研究的重点ꎮ
本研究在 ＥＧＣＧ 对 ＡＳＤ 小鼠小脑浦肯野细胞

及行为学的影响方面取得初步成果ꎬ研究表明ꎬ
ＥＧＣＧ 可逆转 ＶＰＡ 诱导子代 ＡＳＤ 小鼠小脑浦肯野

细胞数量减少和病理学改变ꎬ改善 ＡＳＤ 小鼠的孤独

症样行为障碍ꎮ 但本研究局限在动物实验方面ꎬ相
关结论向临床方面转化仍存在诸多局限ꎮ 据了解ꎬ
动物模型与人类 ＡＳＤ 的临床异质性存在显著差异ꎬ
尽管妊娠期暴露于 ＶＰＡ 后可诱导小鼠出现类似

ＡＳＤ 患者的核心症状ꎬ但由于临床 ＡＳＤ 患者病因

极为复杂ꎬ涉及多基因突变及表观遗传调控异

常[３２￣３３]ꎮ 本研究仅通过单一环境因素 ＶＰＡ 构建模

型ꎬ尚不能完全涵盖临床 ＡＳＤ 的多因素致病机制ꎮ
因此ꎬ后续研究需进一步构建基因－环境多因素模

型(如 ＳＨＡＮＫ３ 基因缺陷联合 ＶＰＡ 暴露)ꎬ同时结

合临床病例展开多方面综合研究ꎬ推动基础研究向

临床精准干预策略的转化ꎮ
综上所述ꎬ本研究验证 ＥＧＣＧ 减轻 ＶＰＡ 诱导

子代 ＡＳＤ 小鼠小脑浦肯野细胞数量和病理学改变ꎬ
改善 ＡＳＤ 小鼠孤独症样行为障碍ꎮ
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ＳＣＮ２Ａ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ＡＳＤ[ Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｎꎬ ２０２４ꎬ １１２(９):
１４４４￣１４５５.

[１４] Ｗａｎｇ ＲＮꎬ Ｔａｎ ＪＨꎬ Ｇｕｏ ＪＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｂｅｒｒａｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐ￣
ｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｅｒｅｂｅｌｌａｒ ｃｏｒｔｅｘ ｉｎ ａ
ＶＰＡ ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｕｓｅ ａｕｔｉｓｍ ｍｏｄｅｌ[ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｎｅｕ￣
ｒｏｓｃｉꎬ ２０１８ꎬ １２: ５００. ｄｏｉ: １０.３３８９ / ｆｎｃｅｌ.２０１８.００５００

[１５] Ｈａｎ ＪＫꎬ Ｋｗｏｎ ＳＨꎬ Ｋｉｍ ＹＧꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｂｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＴＡＴ３
ｉｎ Ｐｕｒｋｉｎｊｅ ｃｅｌｌｓ ｒｅｏｒｇａｎｉｚｅｓ ｃｅｒｅｂｅｌｌａｒ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ
ｉｎ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｆｅａｒ ｍｅｍｏｒｙ ｎｅｔｗｏｒｋ[Ｊ] . ｅＬｉｆｅꎬ ２０２１ꎬ １０:
ｅ６３２９１. ｄｏｉ: １０.７５５４ / ｅＬｉｆｅ.６３２９１

[１６] Ｂａｉ Ｊꎬ Ｙｅ Ｔꎬ Ｗｅｉ ＹＢꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｐｉｏｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｍｏｄｕｌａｔｅ
ｐａｒａｌｌｅｌ ｆｉｂｅｒ￣Ｐｕｒｋｉｎｊｅ ｃｅｌｌ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ
ｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍ[Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｌｅｔｔꎬ ２０２２ꎬ ７７０: １３６３５６. ｄｏｉ:
１０.１０１６ / ｊ.ｎｅｕｌｅｔ.２０２１.１３６３５６

[１７] Ｗａｎｇ ＬＬꎬ Ｃｈｅｎ ＪＨꎬ Ｈｕ ＹＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｇｒａｎｕｌｉｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ
ｎｅｕｒａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｖｉａ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ / ＧＳＫ￣３β ｐａｔｈｗａｙ
ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍ ｏｆ ａ ＶＰＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＡＳＤ
[Ｊ] . Ｔｒａｎｓｌ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙꎬ ２０２２ꎬ １２ ( １): １１４. ｄｏｉ: １０.
１０３８ / ｓ４１３９８￣０２２￣０１８７５￣４

[１８] Ｙａｎｇ ＨＭꎬ Ｚｈａｎ ＬＪꎬ Ｌｉｎ ＸＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｅｎｔａｎｙｌ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ａｉｒ
ｐｕｆｆ￣ｅｖｏｋｅｄ ｓｅｎｓｏｒｙ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｉｎ ｍｏｕｓｅ
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ｃｅｒｅｂｅｌｌａｒ ｎｅｕｒｏｎｓ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｉｎ ｖｉｖｏ[ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｓｙｓｔ Ｎｅｕ￣
ｒｏｓｃｉꎬ ２０２０ꎬ １４: ５１. ｄｏｉ: １０.３３８９ / ｆｎｓｙｓ.２０２０.０００５１

[１９] Ｗａｎｇ ＪＦꎬ Ｃａｏ Ｙꎬ Ｈｏｕ ＷＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ＶＰＡ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＡＳＤ ｍｉｃｅ ｂｙ
ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｒｏｔｏｎｅｒｇｉｃ ａｎｄ ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ ｓｙｎａｐｓｅ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ [ Ｊ] . Ｔｒａｎｓｌ Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙꎬ ２０２３ꎬ １３
(１): １７. ｄｏｉ: １０.１０３８ / ｓ４１３９８￣０２３￣０２３０７￣７

[２０] Ｄｉｅｈｌ ＭＭꎬ Ｉｒａｖｅｄｒａ￣Ｇａｒｃｉａ ＪＭꎬ Ｍｏｒáｎ￣Ｓｉｅｒｒａ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｄｉｖｅｒｇｅｎｔ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｌｉｍｂｉｃ ｃｏｒｔｅｘ ｂｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａ￣
ｌｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ａｃｔｉｖｅ ａｖｏｉｄａｎｃｅ [ Ｊ ] . ｅＬｉｆｅꎬ ２０２０ꎬ ９:
ｅ５９２８１. ｄｏｉ: １０.７５５４ / ｅＬｉｆｅ.５９２８１

[２１] Ｗｕ ＪＸꎬ Ｚｈａｎｇ ＪＬꎬ Ｃｈｅｎ ＸＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ｏｖｅｒ￣ｐｒｕｎｉｎｇ
ｏｆ ｓｙｎａｐｓｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ａｕｔｉｓｍ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ＳＣＮ２Ａ￣
ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ [ Ｊ ] . Ｍｏｌ
Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙꎬ ２０２４ꎬ ２９(８): ２４２４￣２４３７.

[２２] Ｌｉ ＳＹꎬ Ｗａｎｇ ＺＹꎬ Ｌｉｕ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉ￣
ｓｅａｓｅｓ ａｎｄ ｃａｔｅｃｈｉｎｓ: ( ￣) ￣ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ￣３￣ｇａｌｌａｔｅ ｉｓ ａ
ｍｏｄｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ[ Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｎｕｔｒꎬ ２０２４ꎬ １１: １４２５８３９. ｄｏｉ: １０.
３３８９ / ｆｎｕｔ.２０２４.１４２５８３９

[２３] Ｃｈｅｎ ＴＴꎬ Ｙａｎｇ ＹＦꎬ Ｚｈｕ ＳＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ａβ
ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ ｉｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｂｙ ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ
ａｎｄ ｅｐｉｃａｔｅｃｈｉｎ￣３￣ｇａｌｌａｔｅ ｆｒｏｍ ｇｒｅｅｎ ｔｅａ [ Ｊ ] . Ｂｉｏｏｒｇ
Ｃｈｅｍꎬ ２０２０ꎬ １０５: １０４３８２. ｄｏｉ: １０.１０１６ / ｊ.ｂｉｏｏｒｇ.２０２０.
１０４３８２

[２４] Ｌｅｅ ＹＪꎬ Ｃｈｏｉ ＤＹꎬ Ｙｕｎ ＹＰꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ￣３￣
ｇａｌｌａｔｅ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｅｍｏｒｙ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ａｍｙｌｏｉｄｏｇｅｎｅｓｉｓ ｖｉａ ｉｔｓ ａｎｔｉ￣ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍ￣
ｍａｔｏｒｙ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ[ Ｊ] . Ｊ Ｎｕｔｒ Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ ２０１３ꎬ ２４(１):
２９８￣３１０.

[２５] Ｓｉｎｇｈ ＮＡꎬ Ｍａｎｄａｌ ＡＫＡꎬ Ｋｈａｎ ＺＡ. Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｅｕｒｏｐｒｏ￣
ｔｅｃｔｉｖｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ￣３￣ｇａｌｌａｔｅ (ＥＧＣＧ)
[Ｊ] . Ｎｕｔｒ Ｊꎬ ２０１６ꎬ １５(１): ６０. ｄｏｉ: １０.１１８６ / ｓ１２９３７￣
０１６￣０１７９￣４

[２６] Ｐａｒｋ ＫＳꎬ Ｏｈ ＪＨꎬ Ｙｏｏ ＨＳꎬ ｅｔ ａｌ. ( ￣) ￣Ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ￣
３￣Ｏ￣ｇａｌｌａｔｅ ( ＥＧＣＧ) ｒｅｖｅｒｓｅｓ ｃａｆｆｅｉｎｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｎｘｉｏ￣
ｇｅｎｉｃ￣ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｓ [ Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｌｅｔｔꎬ ２０１０ꎬ ４８１ ( ２):
１３１￣１３４.

[２７] Ｊｏｈｎｓｏｎ ＡＪꎬ Ｓｈａｎｋｌａｎｄ Ｅꎬ Ｒｉｃｈａｒｄｓ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｌａｔｉｏｎ￣
ｓｈｉｐｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＧＡＢＡꎬ ｇｌｕｔａｍａｔｅꎬ ａｎｄ ＧＡＢＡ / ｇｌｕｔａｍａｔｅ
ａｎｄ ｓｏｃｉａｌ ａｎｄ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｉｎ ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｗｉｔｈ
ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ [ Ｊ]. Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ Ｒｅｓ Ｎｅｕｒｏｉｍａ￣
ｇｉｎｇꎬ ２０２３ꎬ ３３６: １１１７４５. ｄｏｉ: １０.１０１６ / ｊ.ｐｓｃｙｃｈｒｅｓｎｓ.２０２３.
１１１７４５

[２８] Ｗａｎｇ ＸＮꎬ Ｚｈａｏ ＺＱꎬ Ｇｕｏ ＪＳꎬ ｅｔ ａｌ. ＧＡＢＡＢ１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｉｎ ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌ ｃｏｒｔｅｘ ｉｎｄｕｃｅｓ ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ａｂｅｒ￣
ｒａｔｉｏｎｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ ｉｎ ｍｉｃｅ
[ Ｊ] . Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓ Ｂｕｌｌꎬ ２０２３ꎬ ２０２: １１０７５５. ｄｏｉ: １０.１０１６ /
ｊ.ｂｒａｉｎｒｅｓｂｕｌｌ.２０２３.１１０７５５

[２９] 石岳ꎬ 朱波ꎬ 黄宇光. 兴奋－抑制失衡与孤独症谱系障

碍: 作用机制及治疗进展[ Ｊ] . 协和医学杂志ꎬ ２０２３ꎬ
１４(４): ８４４￣８４９.
ＳＨＩ Ｙｕｅꎬ ＺＨＵ Ｂｏꎬ ＨＵＡＮＧ Ｙｕｇｕａｎｇ. Ｅｘｃｉｔａｔｏｒｙ￣
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｉｍｂａｌａｎｃｅ ａｎｄ ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ:
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓ[ Ｊ] . Ｍｅｄｉｃａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｐｅｋｉｎｇ Ｕｎｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ ２０２３ꎬ １４
(４): ８４４￣８４９.

[３０] Ｌｅｎａｒｔ Ｊꎬ Ａｕｇｕｓｔｙｎｉａｋ Ｊꎬ Ｌａｚａｒｅｗｉｃｚ ＪＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｌｔｅｒｅｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ ａｎｄ ＧＡＢＡｅｒｇｉｃ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｖａｌｐｒｏｉｃ ａｃｉｄ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｕｔｉｓｍ: ａ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｔｅｓｔ[Ｊ] . Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙꎬ ２０２０ꎬ ４４０: １５２５００. ｄｏｉ: １０.１０１６ /
ｊ.ｔｏｘ.２０２０.１５２５００

[３１] Ｐｉｅｔｒｏｐａｏｌｏ Ｓꎬ Ｐｒｏｖｅｎｚａｎｏ Ｇ. Ｅｄｉｔｏｒｉａｌ: ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ￣
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｉｍｂａｌａｎｃｅ ｉｎ ｎｅｕｒｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ａｎｄ ａｕｔｉｓｍ
ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ [ Ｊ ] . Ｆｒｏｎｔ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ ２０２２ꎬ １６:
９６８１１５. ｄｏｉ: １０.３３８９ / ｆｎｉｎｓ.２０２２.９６８１１５

[３２] Ｓａｌａｒｉ Ｎꎬ Ｒａｓｏｕｌｐｏｏｒ Ｓꎬ Ｒａｓｏｕｌｐｏｏｒ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｇｌｏｂａｌ
ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒ: ａ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ
ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ｍｅｔａ￣ａｎａｌｙｓｉｓ[ Ｊ] . Ｉｔａｌ Ｊ Ｐｅｄｉａｔｒꎬ
２０２２ꎬ ４８(１): １１２. ｄｏｉ: １０.１１８６ / ｓ１３０５２￣０２２￣０１３１０￣ｗ

[３３] Ｗａｎｇ Ｌꎬ Ｗａｎｇ ＢＱꎬ Ｗｕ ＣＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ
ｄｉｓｏｒｄｅｒ: ｎｅｕｒｏｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍꎬ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｈｅｒａｐｙ[ Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ
２０２３ꎬ ２４(３): １８１９. ｄｏｉ: １０.３３９０ / ｉｊｍｓ２４０３１８１９
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