
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．２０９７０９２７．２０２４０４０３７

ＡＤＡＭ１０抑制剂对孤独症样行为大鼠突触结构和血脑屏障通透性的影响

杨靖媛，李小莉，吴春燕，白亚丽，陈　洁，陈　立　　４０００１４重庆，重庆医科大学附属儿童医院儿童生长发育与
心理健康中心，国家儿童健康与疾病临床医学研究中心，儿童发育疾病研究教育部重点实验室，儿童神经发育与认知

障碍重庆市重点实验室

　　［摘要］　目的　探讨解聚素金属蛋白酶１０（ａｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅｄｏｍａｉｎ１０，ＡＤＡＭ１０）
抑制剂对孤独症样行为大鼠突触结构和血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）通透性的影响。方法　按
照随机数字表法将５０只孕期丙戊酸（ｖａｌｐｒｏｉｃａｃｉｄ，ＶＰＡ）诱导的子代雄性孤独症样行为大鼠分为２组
（ｎ＝２５）：丙戊酸组（ＶＰＡ组）、ＡＤＡＭ１０抑制剂 ＴＡＴＰｒｏＡＤＡＭ１０（７０９７２９）治疗组（ＴＡＴＰｒｏ组），另取
２５只孕期生理盐水诱导的子代雄性大鼠作为对照组（ＣＯＮ组）。ＴＡＴＰｒｏ组在生后第 ２０天腹腔注射
ＴＡＴＰｒｏＡＤＡＭ１０（７０９７２９）（３ｎｍｏｌ／ｇ），ＣＯＮ组和 ＶＰＡ组给予等体积的生理盐水。记录造模期间各
组子代大鼠体质量及尾长变化。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测给药２４ｈ后子代大鼠海马组织中的ＡＤＡＭ１０、血管内
皮钙黏蛋白（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃａｄｈｅｒｉｎ，ＶＥＣａｄ）、咬合蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）、带状闭合蛋白１（ｚｏｎｕｌａ
ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ１，ＺＯ１）及突触后致密物９５（ｐｏｓｔｓｙｎａｐｔｉｃｄｅｎｓｉｔｙ，ＰＳＤ９５）、突触素（ｓｙｎａｐｔｏｐｈｙｓｉｎ，ＳＹＮ）的
蛋白表达量。免疫荧光进一步验证ＺＯ１的蛋白表达。生后２４ｄ进行旷场、梳毛、三箱社交及水迷宫行
为学检测。高尔基染色检测生后 ２８ｄ子代大鼠海马组织中树突棘密度。结果　相较于 ＶＰＡ组，
ＴＡＴＰｒｏ组大鼠体质量及尾长无显著改变，但重复刻板行为、社交能力及学习记忆功能均显著改善（Ｐ＜
０．０５），海马组织中ＡＤＡＭ１０及ＰＳＤ９５蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５），ＶＥＣａｄ、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达水
平均显著升高（Ｐ＜０．０５），且树突棘的密度显著降低（Ｐ＜０．０５），未成熟的树突棘也减少。结论　突触发
育关键期，抑制ＡＤＡＭ１０过表达可减轻ＶＰＡ诱导的孤独症样行为大鼠的学习记忆功能，且对孤独症样
行为大鼠的异常突触结构及ＢＢＢ通透性有一定的修复作用。
　　［关键词］　 孤独症谱系障碍；解聚素金属蛋白酶１０；血脑屏障；突触
　　［中图法分类号］　Ｒ３２２．８１；Ｒ７４２．８；Ｒ９６６ ［文献标志码］　Ａ
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（ＡＤＡＭ１０）ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｎｓｙｎａｐｔｉｃｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ（ＢＢＢ）ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｉｎｒａｔｓｗｉｔｈａｕｔｉｓｍ
ｌｉｋｅｂｅｈａｖｉｏｒ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｔｏｔａｌｏｆ５０ｍａｌｅｏｆｆｓｐｒｉｎｇｒａｔｓｗｉｔｈｐｒｅｎａｔａｌｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｖａｌｐｒｏｉｃａｃｉｄ（ＶＰＡ）ｔｏ
ｉｎｄｕｃｅａｕｔｉｓｍｌｉｋｅｂｅｈａｖｉｏｒｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏＶＰＡｇｒｏｕｐａｎｄＡＤＡＭ１０ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＴＡＴＰｒｏ
ＡＤＡＭ１０（７０９７２９）ｇｒｏｕｐ（ＴＡＴＰｒｏｇｒｏｕｐ），ｗｉｔｈ２５ｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ａｎｄａｎｏｔｈｅｒ２５ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｍａｌｅｒａｔｓ
ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｄｕｒｉｎｇｐｒｅｇｎａｎｃｙｓｅｒｖｅｄａｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＣＯＮｇｒｏｕｐ）．ＴｈｅＴＡＴＰｒｏｇｒｏｕｐｗａｓ
ｇｉｖｅｎｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｎｐｏｓｔｎａｔａｌｄａｙ２０ｗｉｔｈ３ｎｍｏｌ／ｇＴＡＴＰｒｏＡＤＡＭ１０（７０９７２９），ａｎｄｅｑｕａｌ
ｖｏｌｕｍｅｓｏｆｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｗｅｒｅｇｉｖｅｎｔｏｔｈｅＣＯＮａｎｄＶＰＡｇｒｏｕｐｓ．Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｂｏｄｙｍａｓｓａｎｄｔａｉｌｌｅｎｇｔｈｏｆ
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ａｕｔｉｓｍｓｐｅｃｔｒｕｍｄｉｓｏｒｄｅｒ；ａｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅａｓｅｄｏｍａｉｎ１０；ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎ

ｂａｒｒｉｅｒ；ｓｙｎａｐｓｉｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＳｕｐｐｏｒｔｉｎｇＰｒｏｇｒａｍｆｏｒＹｏｕｔｈＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＧｒｏｕｐｉｎＦｕｔｕｒｅＭｅｄｉｃｉｎｅｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｗ００３７）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：
ＣＨＥＮＬｉ，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｌｉ＠ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　孤独症谱系障碍（ａｕｔｉｓｍｓｐｅｃｔｒｕｍｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＡＳＤ）
是一组以社交沟通障碍、兴趣或活动范围狭窄及重复

刻板行为为核心症状的神经发育障碍，已成为全球罹

患率增长最快的疾病之一［１］。起病自童年且贯穿一

生，影响 １．０％～２．７％的儿童和成年人，全球约有
７８００万ＡＳＤ患者，我国患者逾３００万人［２－５］。ＡＳＤ具
有高度异质性和复杂性，且发病机制尚不明确，亟待开

发更多有效的治疗方案［６］。

　　丙戊酸（ｖａｌｐｒｏｉｃａｃｉｄ，ＶＰＡ）是一种短链脂肪酸，
广泛用作抗癫痫药物。临床研究表明，孕期ＶＰＡ暴露
与许多疾病风险增加相关，包括发育迟缓、智力障碍和

ＡＳＤ等疾病［７－１０］。ＶＰＡ诱导的 ＡＳＤ样模型代表了一
种环境病因综合征，与携带单一ＡＳＤ相关基因突变的
转基因模型相比，该模型可能更好地代表源自环境／表
观遗传的特发性 ＡＳＤ病例［１１］。因此，孕期 ＶＰＡ暴露
诱导的子代 ＡＳＤ大鼠对研究 ＡＳＤ背后复杂的生理及
病理学机制具有临床意义和科学价值。血脑屏障

（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）在妊娠期间形成，是中枢神
经系统内皮细胞在血液和脑组织之间建立的一个选择

性过滤器［１２］。ＢＢＢ的主要功能是通过限制可能对神
经元活动产生负面影响的循环溶质、大分子蛋白质和

炎症细胞进入脑组织，在中枢神经系统防御中起着关

键作用［１３］。ＢＢＢ异常可能导致外部有害物质进入大
脑及神经炎症反应，从而导致神经元的异常兴奋和突

触功能改变，影响大脑发育和功能［１４－１６］。有研究报

道，ＢＢＢ功能障碍表现为不同程度的脑血管通透性过

高、神经血管解耦或血流失调。目前血脑屏障在 ＡＳＤ
中发现的改变主要集中在血管通透性增加，导致大脑

更容易受到外界物质的影响，发生神经炎症和其他有

害物质的损害，但尚未发现可以恢复 ＢＢＢ功能的疗
法［１３－１４］。有研究发现，孕期 ＶＰＡ暴露会通过干扰线
粒体Ｗｎｔ信号级联增加ＢＢＢ的通透性［１３］。

　　解聚素金属蛋白酶 １０（ａｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏ
ｐｒｏｔｅａｓｅｄｏｍａｉｎ１０，ＡＤＡＭ１０）是解聚素金属蛋白酶家
族的一员，在大脑中高水平表达，有 １００多种切割底
物。ＡＤＡＭ１０可以通过切割血管内皮细胞粘附蛋白
（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃａｄｈｅｒｉｎ，ＶＥＣａｄ）从而调节 ＢＢＢ
的通透性［１７］，通过切割淀粉样蛋白前体产生分泌型淀

粉样蛋白前体 α（ｓｅｃｒｅｔｅｄａｍｙｌｏｉｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎα，
ｓＡＰＰα）调节突触的分子组织结构与活性，也可以通过
切割ＣＸ３ＣＬ１调节小胶质细胞介导的突触修剪，是胚
胎期及儿童期大脑发育和维持神经网络稳态的重要因

子［１５，１８］。ＡＤＡＭ１０缺陷与部分生命两端的儿童期神
经发育性疾病和老年期神经退行性疾病相关，如癫痫、

阿尔茨海默症（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）及亨廷顿综
合征（Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）等［１８－２０］。ＡＤＡＭ１０通
过调节树突棘发育以及突触可塑性，进而影响社交能

力和学习记忆功能［２１－２２］。ＡＤＡＭ１０抑制剂可有效改
善脆性Ｘ综合征转基因模型小鼠神经结构发育及异
常行为［２３］。最新研究发现，ＣＮＴＮＡＰ２基因突变所致
ＡＤＡＭ１０表达异常可致 ＡＳＤ样行为［２４］。因此推测，

ＡＤＡＭ１０可能是ＡＳＤ发病机制中的一种重要致病因
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子和治疗靶点。ＡＤＡＭ１０参与 ＡＳＤ发病机制的研究
较少，且未见ＡＤＡＭ１０抑制剂对ＡＳＤ样行为大鼠神经
发育及行为的干预研究。本研究拟通过腹腔注射

ＡＤＡＭ１０抑制剂，探讨其对ＡＳＤ样行为大鼠ＢＢＢ通透
性、突触发育及学习记忆能力的影响，为进一步制定

ＡＳＤ的治疗策略提供参考。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
　　本研究中所用ＳＤ大鼠从重庆医科大学动物中心
［Ｎｏ．ＳＹＸＫ（Ｙｕ）２０２２０００２］购买，饲养于重庆医科大
学附属儿童医院实验动物中心 ＳＰＦ级动物房内，ＳＰＦ
室环境温度为（２５±２）℃，湿度为（５０±５）％，昼夜循环
设定为 １２／１２ｈ（光照：早 ７：００至晚 ７：００；暗室：晚
７：００至早７：００），所有动物自由饮水、进食。动物实验
流程均经过重庆医科大学实验动物福利伦理审查委员

会批准（ＣＨＣＭＵＩＡＣＵＣ２０２３０６２９００５）。
　　为了排除性别差异，选取了雄性子代大鼠进入相
应的对照组、实验组。将 ５０只孕期 ＶＰＡ诱导（孕
１２．５ｄ腹腔注射单剂量 ＶＰＡ６００ｍｇ／ｋｇ）的子代 ＡＳＤ
大鼠按照随机数字表法分为丙戊酸组（ＶＰＡ组）、
ＡＤＡＭ１０抑制剂 ＴＡＴＰｒｏＡＤＡＭ１０（７０９７２９）治疗组
（ＴＡＴＰｒｏ组），另取２５只孕期等体积生理盐水诱导的
大鼠作为对照组（ＣＯＮ组）。ＴＡＴＰｒｏ组在生后第 ２０
天腹腔注射ＴＡＴＰｒｏＡＤＡＭ１０（７０９７２９）（３ｎｍｏｌ／ｇ），
该抑制肽使用方法参考先前文献报道［１８，２３］，ＣＯＮ组
和ＶＰＡ组在第２０天给予等体积的生理盐水。生后第
２１、２８天断头并获取海马组织完成分子生物学及形态
学检测，生后２４ｄ开始行为学检测，获取海马组织及
行为学时间参考先前文献报道［１８，２３］。

１．２　主要仪器、试剂
　　ＶＰＡ（Ｓｉｇｍａ公司，美国）；ＴＡＴＰｒｏＡＤＡＭ１０（７０９
７２９）（吉尔生化，中国）；总蛋白提取试剂盒、ＢＣＡ蛋白
含量检测试剂盒（江苏凯基，中国）；ＳＤＳＰＡＧＥ电泳凝
胶配制试剂盒（上海雅酶，中国）；ＡＤＡＭ１０Ｒａｂｂｉｔ抗
体（Ａｂｃａｍ，英国），ＶＥＣａｄＲａｂｂｉｔ抗体（Ｓａｎｔａ，美国），
ＯｃｃｌｕｄｉｎＲａｂｂｉｔ抗体（武汉三鹰，中国），ＺＯ１Ｒａｂｂｉｔ抗体
（武汉三鹰），ＰＳＤ９５Ｒａｂｂｉｔ抗体（武汉三鹰），ＳＹＮＲａｂｂｉｔ
抗体（华安生物，中国）；高尔基染色试剂盒（ＦＤＮｅｕｒｏ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．美国）；０．２２μｍＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司，德国）；ＡＮＹＭａｚｅ视频跟踪系统（Ｓｔｏｅｌｔｉｎｇ，美国）；
免疫荧光激光共聚焦显微镜（Ｎｉｋｏｎ，日本）。
１．３　旷场及梳毛实验
　　旷场箱被分为中央区和周边区，依次将各组子代
大鼠从中央区放入，测试时间５ｍｉｎ。摄像系统记录每
只仔鼠在中央区的时间以评估其探索行为，记录自我

梳毛时间来明确是否具有重复刻板行为表现，实验过

程中保持安静。每只动物实验完成后用 ７５％的酒精
清洁实验设备。

１．４　三箱实验
　　在连通的透明三室箱中进行，是评估大鼠社交能
力的经典方法。第１天，在中间箱放入实验鼠并让其
适应５ｍｉｎ。第２天，在两侧箱的金属笼中各放入１只
同龄、同性别的陌生鼠和１个玩具，实验鼠从中间箱放
入后在装置中自由探索５ｍｉｎ。第３天，在两侧箱的金
属笼中分别放入陌生鼠和与实验鼠同笼同性别的熟悉

鼠，实验鼠从中间箱放入使其自由探索５ｍｉｎ。摄像系
统记录实验鼠在每个箱内的活动时间，观察大鼠的社

交能力。实验过程中保持安静。每只动物实验完成后

用７５％的酒精清洁实验设备。
１．５　Ｍｏｒｒｉｓ水迷宫实验
　　每次实验均由电脑自动记录动物从入水点到达平
台所需时间，以所需时间作为学习和记忆成绩，若设定

时间内未找到站台，计算机停止跟踪，记录时间为６０ｓ。
若大鼠在６０ｓ内未找到平台，则将其放在平台停留１０ｓ。
第１天为适应训练，在无平台的情况下，让大鼠在迷宫
中自由游泳６０ｓ；第２～６天为定位航行实验（非可视
训练），分别测试４个象限，记录大鼠游泳轨迹及找到
平台所需时间；第７天为平台探索实验，撤去平台，从
离平台所在象限最远的象限将实验鼠放入迷宫，记录

实验鼠在规定时间内找到平台所在位置次数。

１．６　蛋白质印迹
　　每组取４只大鼠，将５０ｍｇ海马组织置于２００μＬ
组织裂解液（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ＝１０００∶１）中，匀浆后在４℃
离心１０ｍｉｎ（１００００×ｇ），离心后取上清，ＢＣＡ试剂盒
测定蛋白浓度。将蛋白质溶液与５×ＳＤＳ以５∶１的比例
混合，然后在１００℃高温变性１０ｍｉｎ。电泳分离变性
蛋白并转移至 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉在室温下封闭
２ｈ，用 ＰＢＳＴ洗 膜 ３次，在 ＡＤＡＭ１０、ＶＥＣａｄ、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１、ＰＳＤ９５的一抗中 ４℃孵育过夜，次日
在相应二抗中常温孵育 １ｈ，ＰＢＳＴ洗膜 ３次后使用
ＢｉｏＲａｄＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ Ｔｏｕｃｈ成像系统进行成像。使用
ＩｍａｇｅＪ软件测量目的蛋白与 βａｃｔｉｎ灰度值比值，相
对定量分析目的蛋白表达。

１．７　免疫荧光染色
　　每组取５只大鼠，用４％多聚甲醛心脏灌注，蔗糖
梯度脱水后将海马组织用 ＯＣＴ包埋，冰冻切片切取
２０μｍ海马组织。用 ０．０１ｍｏｌ／Ｌ的 ＰＢＳ在常温下漂
洗５ｍｉｎ×３次，将切片置于封闭液（０．３％Ｔｒｉｔｏｎ＋０．１％
Ｔｗｅｅｎ＋ＰＢＳ）后在常温下孵育２ｈ。用ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ／Ｌ）
常温漂洗５ｍｉｎ×３次，将切片置入ＺＯ１Ｒａｂｂｉｔ抗体中
（１∶２００），４℃过夜孵育。第２天将切片在常温下复温
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１ｈ，然后用ＰＢＳ漂洗３次，每次５ｍｉｎ。随后将切片放
入含有荧光二抗（Ａｂｃａｍ，１∶５００）的溶液中，在常温下
避光孵育５０ｍｉｎ。取出切片后，用 ＰＢＳ液漂洗 ３次，
每次５ｍｉｎ。接着进行ＤＡＰＩ复染１０ｍｉｎ，然后用 ＰＢＳ
在常温下漂洗２次，每次３ｍｉｎ。将切片平整贴于防脱
载玻片上，滴上抗荧光淬灭剂封片，于４℃避光保存。
采用免疫荧光激光共聚焦显微镜观察拍照。

１．８　高尔基染色
　　每组取５只大鼠，取脑组织标本后迅速浸泡至ＡＢ
混合液中，常温浸泡６ｈ后更换１次新的 ＡＢ混合液。
室温下ＡＢ液浸泡避光保存２周。取出标本转到Ｃ液
中，２４ｈ后更换１次新的Ｃ液。室温下 Ｃ液浸泡避光
保存７２ｈ。取出标本后擦除表面的液体，转至－８０℃
冰箱过夜。冰冻切片机的样本盘上滴加少许 ＯＣＴ包
埋液，使标本固定在样本盘上，将脑组织切成厚度为

１００μｍ的薄片。脑组织铺在明胶包被的载玻片，避光
下室温保存 ２ｄ。使用双蒸水冲洗切片 ４ｍｉｎ×２次。
把切片置于染色混合液（Ｄ液∶Ｅ液∶双蒸水＝１∶１∶２）
中，在摇床上染色１０ｍｉｎ。使用双蒸水冲洗切片４ｍｉｎ×
２次。在５０％、７５％、９５％的乙醇中对切片进行梯度脱
水，每个梯度 ４ｍｉｎ。使用无水乙醇对切片进行脱水

４ｍｉｎ×４次。在二甲苯中对切片进行透明 ４ｍｉｎ×
３次。用树脂封片剂原液对盖玻片进行封片。光学显
微镜下观察神经元树突棘并进行图像分析。在次级树

突上３０～１００μｍ段内计算树突棘的数量。用 ＩｍａｇｅＪ
软件对图像进行分析。

１．９　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２５．０软件进行分析，使用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ９．０软件生成图形。采用 珋ｘ±ｓ表示具有正态分
布的变量。水迷宫实验逃避潜伏期数据采用双因素方

差分析，其余多组数据之间比较采用单因素方差分析。

检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＡＤＡＭ１０抑制剂对孕期 ＶＰＡ暴露诱导的子代
ＡＳＤ大鼠生长发育无显著影响

　　本研究监测了子代大鼠生后１～２８ｄ的尾长及体
质量变化，发现ＶＰＡ及ＴＡＴＰｒｏ组子代大鼠尾巴均出
现明显折尾（图 １Ａ）。ＶＰＡ组子代大鼠尾长与 ＣＯＮ
组相比显著缩短（Ｐ＜０．０５），但 ＴＡＴＰｒｏ组与 ＶＰＡ组
相比无显著差异，见图１Ａ、Ｂ。３组仔鼠的体质量变化
未见统计学差异（图１Ｃ）。
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Ａ：不同子代大鼠尾部畸形情况；Ｂ：子代大鼠生后第１、７、１４、２１、２８天尾长变化　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＣＯＮ组比较；Ｃ：子
代大鼠生后第１、７、１４、２１、２８天体质量变化

图１　３组子代大鼠建模期间尾长及体质量变化（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）
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２．２　ＡＤＡＭ１０抑制剂可以改善孕期ＶＰＡ暴露引起的
子代大鼠ＡＳＤ核心症状

　　在旷场实验中，首先检测了３组子代大鼠的运动
总距离，结果发现 ３组的总运动距离没有显著差异
（图２Ａ）。但与ＣＯＮ组相比，ＶＰＡ组大鼠的跨线次数
及在中央区停留时间均显著减少（Ｐ＜０．０５），ＴＡＴＰｒｏ
组跨线次数及在中央区停留时间较 ＶＰＡ组显著增多
（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｂ、Ｃ）。在梳毛实验中，ＶＰＡ组大鼠的
梳毛时间较 ＣＯＮ组显著增加（Ｐ＜０．０５），ＴＡＴＰｒｏ组
梳毛时间较ＶＰＡ组显著减少（Ｐ＜０．０５），见图２Ｄ。在
三箱的社会互动实验中，结果显示与 ＣＯＮ组相比，
ＶＰＡ组大鼠在玩具箱中停留的时间更长（Ｐ＜０．０５），
在陌生鼠箱中停留的时间较短（Ｐ＜０．０５），而 ＴＡＴＰｒｏ
组子代大鼠与ＶＰＡ组相比，其在陌生鼠箱中会花费更

多的时间（Ｐ＜０．０５），见图 ２Ｅ。在三箱的社会新颖性
实验中，结果显示与 ＣＯＮ组相比，ＶＰＡ组子代大鼠在
熟悉鼠箱中停留的时间更长（Ｐ＜０．０５），在陌生鼠箱中
停留的时间较短（Ｐ＜０．０５），而ＴＡＴＰｒｏ组子代大鼠与
ＶＰＡ组相比，其在陌生鼠箱中会花费更多的时间（Ｐ＜
０．０５），见图２Ｆ。
２．３　ＡＤＡＭ１０抑制剂可以改善孕期ＶＰＡ暴露引起子

代大鼠的学习记忆障碍

　　通过对３组大鼠在水迷宫中逃避潜伏期的检测，
发现ＶＰＡ组显著高于 ＣＯＮ组（Ｐ＜０．０５），ＴＡＴＰｒｏ组
较ＶＰＡ组显著降低（Ｐ＜０．０５），见图３Ａ。通过对平台
探索次数的检测，发现ＶＰＡ组平台探索次数显著低于
ＣＯＮ组（Ｐ＜０．０５），而 ＴＡＴＰｒｏ组平台探索次数较
ＶＰＡ组显著增多（Ｐ＜０．０５），见图３Ｂ。
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图２　３组子代大鼠旷场及三箱实验（ｎ＝１１，珋ｘ±ｓ）
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２．４　ＡＤＡＭ１０抑制剂可以上调ＶＥｃａｄ蛋白表达量
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，ＶＰＡ组ＡＤＡＭ１０蛋白表达
水平较ＣＯＮ组显著升高（Ｐ＜０．０５），ＶＥＣａｄ蛋白表达水
平较ＣＯＮ组显著降低（Ｐ＜０．０５）；ＴＡＴＰｒｏ组 ＡＤＡＭ１０
蛋白表达水平较ＶＰＡ组显著下调（Ｐ＜０．０５），ＶＥＣａｄ蛋
白表达水平较ＶＰＡ组显著上调（Ｐ＜０．０５，图４）。
２．５　ＡＤＡＭ１０抑制剂可以改善子代ＡＳＤ大鼠ＢＢＢ通

透性

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＢＢＢ通透性相关蛋白发现，ＶＰＡ
组Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ１蛋白表达水平较ＣＯＮ组显著降低
（Ｐ＜０．０５）；ＴＡＴＰｒｏ组Ｏｃｃｌｕｄｉｎ蛋白表达水平较 ＶＰＡ
组显著上调（Ｐ＜０．０５），但 ＺＯ１蛋白表达水平较 ＶＰＡ
组无显著改变，见图５Ａ～Ｄ。进一步，用免疫荧光染色
检测 ＺＯ１的定位及定量，发现结果与上述 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ结果一致。ＶＰＡ组ＺＯ１蛋白表达水平较 ＣＯＮ组
显著降低（Ｐ＜０．０５），ＴＡＴＰｒｏ组 ＺＯ１蛋白表达水平
较ＶＰＡ组无统计学差异，见图５Ｅ、Ｆ。
２．６　ＡＤＡＭ１０抑制剂可以改善孕期ＶＰＡ诱导的子代

大鼠神经元异常

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测海马组织中突触蛋白发现，ＶＰＡ
组ＳＹＮ和ＰＳＤ９５蛋白表达水平较 ＣＯＮ组显著升高
（Ｐ＜０．０５，图６Ｃ、Ｄ），ＴＡＴＰｒｏ组ＰＳＤ９５蛋白表达水平
较ＶＰＡ组显著降低（Ｐ＜０．０５，图 ６Ｂ、Ｄ），但 ＴＡＴＰｒｏ
组ＳＹＮ蛋白表达水平与 ＶＰＡ组比较无统计学差异
（图６Ａ、Ｃ）。进一步，用高尔基染色检测树突棘密度
变化，发现ＶＰＡ组树突棘密度较 ＣＯＮ组显著升高，且
不成熟树突棘显著增多（Ｐ＜０．０５）；ＴＡＴＰｒｏ组树突棘
密度较ＶＰＡ组显著降低（Ｐ＜０．０５），见图６Ｅ、Ｆ。
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３　讨论

３．１　ＡＤＡＭ１０在ＡＳＤ发病机制中的作用
　　ＡＳＤ的发病机制非常复杂且具有高度异质性，涉
及多种因素，被认为是早期大脑发育和神经重组改变

的结果，并受遗传与环境交互作用的影响［２５－２７］，尚缺

乏有效的ＡＳＤ病因治疗手段。ＡＤＡＭ１０是 ＡＤＡＭ跨
膜蛋白家族中的一员，在大脑中高水平表达，可以切割

１００多种不同的底物，包括 Ｎｏｔｃｈ家族成员、ＡＰＰ、
ＶＥｃａｄ、ＩＬ６细胞因子受体等［１５，２８］。目前，ＡＤＡＭ１０异
常表达对多个神经退行性疾病的影响已在 ＡＤ［１９－２０］、
ＨＤ［１８］等疾病模型中相继得到证实。近期研究发现，
ＡＤＡＭ１０的异常表达可能是ＡＳＤ发病的重要原因［２４］。

　　孕期ＶＰＡ暴露诱导的子代 ＡＳＤ大鼠模型能更好
地代表源自环境／表观遗传的特发性ＡＳＤ病例，已被广
泛用于ＡＳＤ基础研究，包括靶向药物治疗研究［１１，２９］。

大量研究表明，孕期ＶＰＡ暴露可以导致子代大鼠出现
ＡＳＤ样行为及认知功能障碍［２５，３０］。本研究发现，使用

ＡＤＡＭ１０抑制剂 ＴＡＴＰｒｏＡＤＡＭ１０（７０９７２９）后，不仅
可以显著改善孕期 ＶＰＡ暴露所引起的 ＡＳＤ样行为，
也显著改善了子代大鼠的学习记忆功能损害。

３．２　ＡＤＡＭ１０可能通过影响ＢＢＢ功能调节ＡＳＤ病理
过程

　　目前认为，ＢＢＢ功能受损为ＡＳＤ患者大脑重要特
征之一［１４，２９，３１］。其中，ＢＢＢ作为神经系统的重要保护
屏障，在维持大脑内部环境稳定和神经元正常功能方

面起着至关重要的作用［１４，３２］。关于 ＡＤＡＭ１０对 ＢＢＢ
通透性影响的研究甚少。ＶＥＣａｄ是内皮粘附连接的
主要粘附分子，它在控制内皮通透性、血管完整性和血

管生成方面起着至关重要的作用［１７］。ＳＣＨＵＬＺ等［１７］

证明ＡＤＡＭ１０可以通过特异性切割内皮细胞中的ＶＥ
Ｃａｄ，增加血管内皮通透性，进而影响ＢＢＢ功能。于是
推测ＡＤＡＭ１０过表达可能通过对 ＢＢＢ中的连接蛋白
ＶＥＣａｄ过度切割，使 ＢＢＢ的通透性增加，进而影响
ＡＳＤ的发病。本研究结果表明，与 ＣＯＮ组相比，ＶＰＡ
组的ＡＤＡＭ１０表达增加，且代表ＢＢＢ功能的ＶＥＣａｄ、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ１表达均降低，提示 ＶＰＡ组大鼠的 ＢＢＢ
受损，这与 ＭＥＨＲＡ等［２９］的研究是一致的。抑制

ＡＤＡＭ１０的过表达可以减少 ＶＥＣａｄ的切割，导致其
蛋白表达量增加，同时可以影响Ｏｃｃｌｄｕｉｎ的蛋白表达，
改善孕期 ＶＰＡ暴露引起的 ＢＢＢ功能障碍。提示
ＡＤＡＭ１０可能通过影响 ＢＢＢ的功能来调节 ＡＳＤ病理
过程。

３．３　ＡＤＡＭ１０在突触发育异常中的作用及其与 ＡＳＤ
的关联

　　突触发育障碍被认为是 ＡＳＤ患者大脑的另一重
要特征［１，１５］。突触结构发育异常是影响突触功能的

关键因素。大量研究表明，ＡＤＡＭ１０通过切割 ＡＰＰ、
ＣＸ３ＣＬ１等蛋白影响突触结构发育［１５，２８］。目前认为，

树突棘是一种微小的膜性生长物，是兴奋性突触传递

的主要部位。在中枢神经系统中，树突棘影响突触连

接，对神经元回路的形成至关重要［３３］。而在 ＡＳＤ患
者中，树突棘形成异常已有报道［３４－３５］。本研究表明，

孕期ＶＰＡ暴露会使仔鼠海马组织中树突棘密度增加，
并以未成熟树突棘为主；且突触蛋白ＰＳＤ９５及ＳＹＮ蛋
白表达均显著增多，提示孕期ＶＰＡ暴露可以诱导仔鼠
的突触结构发育异常，进而影响突触功能。进一步研

究发现，孕期 ＶＰＡ暴露诱导的子代 ＡＳＤ大鼠
ＡＤＡＭ１０异常增高可致突触蛋白表达异常；抑制
ＡＤＡＭ１０过表达，ＳＹＮ１和 ＰＳＤ９５蛋白水平显著降
低，树突棘密度降至正常水平。提示 ＡＤＡＭ１０过表达
可能是导致ＡＳＤ突触发育异常的关键因素。
３．４　局限性及未来研究方向
　　本研究还存在一些局限性，如动物模型研究不能
完全替代临床研究，且本实验尚未揭示 ＡＤＡＭ１０影响
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ及突触蛋白表达的机制，需要通过临床样本
研究及更深入的机制研究来进一步验证和解释本研究

的假设。

　　综上所述，本研究为深入了解ＡＳＤ的神经生物学
基础提供了新的视角，揭示了 ＡＤＡＭ１０抑制剂在修复
ＡＳＤ相关神经结构和功能异常以及改善 ＡＳＤ样行为
方面的潜在作用，并为ＡＳＤ患者提供了新的参考治疗
靶点，为开发 ＡＳＤ的新型治疗药物提供了重要线索。
未来研究应进一步探讨 ＡＤＡＭ１０抑制剂的治疗剂量
和治疗机制，为进一步的药物研发提供更多的数据

支持。
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