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雷帕霉素对自闭症大鼠病症行为的改善作用
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　　［摘要］　目的　探讨雷帕霉素（ｒａｐａｍｙｃｉｎ）对自闭症大鼠病症行为的改善作用及相关机制。方法
　采用丙戊酸钠（ｓｏｄｉｕｍｖａｌｐｒｏａｔｅ，ＶＰＡ）一次性腹腔注射孕１２．５ｄ大鼠制备自闭症幼大鼠模型，雷帕霉
素处理组于 ＶＰＡ注射后每天给大鼠口服４ｍｇ／ｋｇ雷帕霉素直至断奶。将出生幼鼠分为４组：对照组，
ＶＰＡ处理组，雷帕霉素处理组与ＶＰＡ联合雷帕霉素处理组。在幼鼠出生后３５ｄ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Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析ｍＴＯＲ磷酸化水平及自噬标志蛋白
ＬＣ３表达情况；电镜分析前额叶组织中自噬小体形成情况。结果　成功制备自闭症大鼠模型。与对照
相比，ＶＰＡ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（Ｐ＜０．０５），符合自闭症行
为特征；雷帕霉素单独处理组无明显行为学变化；但雷帕霉素联合处理能明显改善 ＶＰＡ处理导致的自
闭症行为症状（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对照组相比，ＶＰＡ处理可增强大鼠前额叶、海马及
小脑组织中 ｍＴＯＲ磷酸化水平，并降低 ＬＣ３Ⅱ表达水平；而雷帕霉素联合处理则能抑制上述脑组织中
ｍＴＯＲ的磷酸化并增强ＬＣ３Ⅱ表达水平。电镜分析结果表明，ＶＰＡ处理可减少幼鼠前额叶组织中的自
噬小体，而雷帕霉素联合处理则能明显增加自噬小体的形成。结论　雷帕霉素可改善自闭症模型大鼠
的病症行为，机制可能与抑制ｍＴＯＲ活性并增强细胞自噬相关。
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　　自闭症（ａｕｔｉｓｍ）又称儿童孤独症，是以婴幼儿期
就表现出交往障碍、语言障碍和（或）重复刻板行为为

主要临床特征的一种脑发育障碍综合征，其发病率为

２／１０００～６／１０００［１］。目前我国约有６０多万自闭症儿
童，男孩多于女孩，并且发病率还呈上升趋势［２］。自

闭症的发病原因复杂，涉及遗传、免疫、环境、饮食、教

育等多个方面，至今尚未完全阐明［３］。

　　研究表明，Ｔｓｃ１基因敲除小鼠具有自闭症类似症
状，但详细的分子机制尚不明确［４］。由于Ｔｓｃ１基因是
Ａｋｔｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ（ｍＴＯＲ）信号通路
的重要中间分子［５］，该基因缺失后会导致 ｍＴＯＲ活性
升高，进而引起细胞内多种代谢途径的改变，尤其是细

胞自噬被抑制。因此本课题组设想 ｍＴＯＲ活性升高
导致的细胞自噬水平下降可能是引起自闭症发病的重

要原因。为证明这一假说，本研究以自闭症大鼠为模

型，观察脑组织中细胞自噬水平变化情况，并探讨

ｍＴＯＲ抑制剂雷帕霉素（ｒａｐａｍｙｃｉｎ）对自闭症大鼠病
症行为的改善作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　本实验所用Ｗｉｓｔａｒ大鼠由第三军医大学实验动物
中心提供。成年清洁级Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠（体质量３００～
３５０ｇ）１２只，雌性大鼠（体质量２００～２５０ｇ）１２只，饲
养于第三军医大学实验动物中心。

１．２　药品及试剂
　　丙戊酸钠（ｓｏｄｉｕｍｖａｌｐｒｏａｔｅ，ＶＰＡ）、ＬＣ３抗体购自
Ｓｉｇｍａ公司，磷酸化ｍＴＯＲ抗体、ＧＡＰＤＨ抗体购自Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司，ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒和细胞裂解
液购自江苏碧云天生物技术公司，ＰＶＤＦ膜购自美国
ＢｉｏＲａｄ公司，蛋白Ｍａｒｋｅｒ购自北京中衫公司。
１．３　动物模型制备与分组
　　参照Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ等［６］的方法，将雌、雄大鼠合笼过

夜，次日早晨对雌鼠进行阴道涂片检查，发现阴栓者记

为妊娠第１天（Ｅ１），并将孕母鼠单独饲养。将孕鼠分
为４组，分别为对照组、ＶＰＡ处理组（即模型组）、雷帕

霉素处理组及ＶＰＡ联合雷帕霉素处理组，每组３只。
ＶＰＡ处理组与 ＶＰＡ联合雷帕霉素处理组在 Ｅ１２．５ｄ
时给孕鼠腹腔注射ＶＰＡ，剂量为６００ｍｇ／ｋｇ；同时给对
照组与雷帕霉素处理组孕鼠腹腔注射等量的生理盐

水；雷帕霉素处理组及 ＶＰＡ联合雷帕霉素处理组在
Ｅ１２．５ｄ后每天给孕鼠口服雷帕霉素（４ｍｇ／ｋｇ）直至
仔鼠断奶，其他小组口服等剂量溶剂（麻油）。ＶＰＡ处
理组孕鼠产下的仔鼠即为孤独症模型组，而对照组孕

鼠产下的仔鼠为正常对照组。幼鼠出生后第１天记为
Ｐ１。各组幼鼠统一于出生后２３ｄ（Ｐ２３）断奶。
１．４　社会交往行为检测
　　在幼鼠出生后３５ｄ，分别从每组各选择６只进行
检测。检测鼠均为雄性，出生时间相差不超过１ｄ，体
质量差别小于１５ｇ，分笼饲养。检测在大小为６０ｃｍ×
６０ｃｍ×６０ｃｍ的透明三室箱内进行。实验前１ｄ，所
有被检测鼠放入检测室适应环境。实验时将１只被测
鼠放入中间小室先适应１０ｍｉｎ。然后在左侧小室放置
空铁丝笼子，右侧小室放入陌生幼鼠并用同样的铁丝

笼子罩住。打开中间小室进入左、右小室的通道，摄像

记录１０ｍｉｎ内被检测鼠的行为，通过 ＡｎｙＭａｚｅ软件
系统分别统计被检测鼠自梳理（非社交行为）、嗅铁丝

笼子和陌生鼠（社交行为）时间。

１．５　神经行为学检测
　　同样在幼鼠出生后３５ｄ检测，分别从模型组与对
照组各选择５只进行检测，被检测大鼠的选择标准同
１．４。检测在大小为２５ｃｍ×２５ｃｍ×３８ｃｍ的封闭箱
内进行，箱子中央１２ｃｍ×１２ｃｍ区域为中央区。实验
前１ｄ，所有被检测鼠放入检测室适应环境。检测时将
被检测鼠放入检测箱中央，摄像记录５ｍｉｎ内被检测
鼠的行为，通过ＡｎｙＭａｚｅ软件系统分别统计被检测鼠
在中央区活动时间及直立次数。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　将出生后３５ｄ的幼鼠断颈处死，立即分离前额叶
皮层、海马和小脑组织。将各组织分别按１００ｍｇ／ｍＬ
比例加入组织裂解液进行匀浆。冰上静置３０ｍｉｎ后
于４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ。取上清，测定蛋白
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浓度后置 －８０℃冰箱备用。将含５０μｇ总蛋白的组
织样品经 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后转移到
ＰＶＤＦ膜上。经５％脱脂奶粉封闭后加入一抗４℃孵
育过夜，ＰＢＳＴ洗涤后再加入二抗，室温孵育１ｈ。再经
ＰＢＳＴ漂洗后加入化学发光液进行曝光显影。
１．７　电镜分析
　　将出生后３５ｄ的幼鼠断颈处死，立即分离前额叶
皮层、海马和小脑组织。将各组织分别进行固定、块

染、脱水、浸透、包埋后切片，置于铜网上进行透射电镜

观察。全部样品处理过程及观察、拍照均在第三军医

大学中心实验室完成。

１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行数据分析，所有数
据均用 珋ｘ±ｓ表示，均数比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　雷帕霉素处理显著改善自闭症大鼠的社会交往
能力

　　社会交往实验分析发现，与对照组相比，ＶＰＡ处
理组幼鼠社会交往能力显著下降（Ｐ＜０．０５），体现为
自我梳理时间增加，不愿意与陌生幼鼠交往，不愿接触

新事物，符合自闭症儿童的行为特点。雷帕霉素单独

处理组幼鼠与对照组相比社会交往能力无显著差异；

而雷帕霉素联合处理则可以改善 ＶＰＡ处理导致的社
会交往能力下降（Ｐ＜０．０５，图１）。

!

"

#

$

%

!"#$% "#$%

& $ ' #

&'

(
)

*
+
,
(
)
*
-

+

,

１：对照组；２：ＶＰＡ组；３：Ｒａｐ组；４：ＶＰＡ＋Ｒａｐ组
ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＶＰＡ组比较

图１　各组大鼠的社会交往能力分析

２．２　雷帕霉素处理明显改善自闭症大鼠的神经病征
行为

２．２．１　雷帕霉素处理减少自闭症幼鼠在中央区活动
时间　　如图２所示，对照组正常幼鼠在中央区活动
时间较短，而ＶＰＡ处理组幼鼠在中央区活动时间明显
增加，与对照组存在明显差异（Ｐ＜０．０５），符合自闭症
的行为特点。雷帕霉素单独处理组幼鼠与对照组相比

活动方式无显著差异；而雷帕霉素联合处理则可以减

少自闭症幼鼠在中央区活动时间（Ｐ＜０．０５），明显改
善自闭症幼鼠的活动方式。
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１：对照组；２：ＶＰＡ组；３：Ｒａｐ组；４：ＶＰＡ＋Ｒａｐ组
ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＶＰＡ组比较

图２　各组大鼠在中央区活动时间分析

２．２．２　雷帕霉素处理增加自闭症大鼠站立次数　　
如图 ３所示，正常对照组幼鼠的站立次数显著高于
ＶＰＡ处理组的自闭症模型鼠（Ｐ＜０．０５），而雷帕霉素
联合处理则可以明显增加自闭症幼鼠的站立次数

（Ｐ＜０．０５）。
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１：对照组；２：ＶＰＡ组；３：Ｒａｐ组；４：ＶＰＡ＋Ｒａｐ组
ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＶＰＡ组比较

图３　各组大鼠站立次数分析

２．３　雷帕霉素处理增强自闭症大鼠前额叶皮层、海马
和小脑组织的自噬水平

　　分别分离各组幼鼠的前额叶皮层、海马和小脑组织
进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。如图４所示，与正常对照组相
比，ＶＰＡ处理组自闭症幼鼠的前额叶皮层、海马和小脑
组织中的ｍＴＯＲ蛋白磷酸化明显增强，而雷帕霉素可以
特异性抑制 ｍＴＯＲ蛋白磷酸化。对自噬标志性蛋白
ＬＣ３Ⅱ的水平进行分析发现，ＶＰＡ处理组ＬＣ３Ⅱ水平
明显降低（Ｐ＜００５），表明在自闭症幼鼠的脑组织中
自噬被抑制。使用雷帕霉素处理后，可以明显增加自

闭症幼鼠前额叶皮层、海马和小脑组织中 ＬＣ３Ⅱ的水
平（Ｐ＜００５），促进自噬发生。对 ＬＣ３Ⅱ的水平进行
定量分析也进一步支持了这一结果。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析各组大鼠前额叶皮层、海马和小脑组织
中ｐｍＴＯＲ和 ＬＣ３Ⅱ表达水平　１：对照组；２：ＶＰＡ组；
３：Ｒａｐ组；４：ＶＰＡ＋Ｒａｐ组；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜
００５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＶＰＡ组比较
图４　雷帕霉素处理对自闭症大鼠脑组织中自噬相关蛋白

表达水平的影响

　　为进一步证实自噬在雷帕霉素改善自闭症幼鼠病
症行为中的作用，对幼鼠前额叶组织中的自噬小体进

行电镜观察，结果见图５。从图５可看出，正常幼鼠前
额叶组织中存在少量自噬小体（箭头所示），ＶＰＡ处理
组则观察不到自噬小体的存在，而雷帕霉素处理组及

ＶＰＡ联合雷帕霉素处理均存在大量自噬小体。这一
结果说明雷帕霉素处理确实可以增加自闭症幼鼠脑组

织中的自噬水平。

３　讨论

　　在针对自闭症的研究过程中，学者们建立了多种

自闭症动物模型，如 Ｔｓｃ１基因敲除鼠模型、病毒感染
模型、ＶＰＡ药物处理模型等［７］。在这些模型中，ＶＰＡ
一次性注射药物模型是目前公认的一种较理想的自闭

症动物模型。该模型可以在行为上模拟自闭症的刻

板、重复等行为特征，且脑组织中的神经形态变化也与

自闭症尸检报告也相似。社会交往实验是测验模型动

物社会交往能力的经典实验，实验中的陌生鼠与空笼

子分别代表了新伙伴与新事物，通过分析规定时间内

被检测鼠自我梳理、与陌生鼠及空笼子的接触时间，从

而判断其社会交往能力［８］。在本研究中，经ＶＰＡ处理
的模型鼠社会交往能力明显减弱，与自闭症症状相符。

神经行为学检测实验中，在中央区所呆时间长短反映

了被测动物的空间认知能力，正常鼠对明亮、开放的新

环境具有先天的躲避倾向，喜欢避开中央区、在四周角

落中探寻，而对新环境认知能力差的自闭症鼠则停留

在中央区的时间就会延长；站立次数反映了被测鼠在

新环境中的探索能力，正常鼠站立次数多、探索能力

强，而自闭症鼠则站立次数减少、探索能力减弱［８］。

本研究中ＶＰＡ处理的自闭症模型鼠也具有相似的行
为特征。ＶＰＡ诱导大鼠发生自闭症的药理机制目前
尚不明确。本实验结果表明，ＶＰＡ可以增强大鼠前额
叶、海马与小脑组织中的 ｍＴＯＲ磷酸化，从而增强
ｍＴＯＲ活性，并抑制自噬的标志性蛋白 ＬＣ３Ⅱ的生成
以及自噬小体的形成，这与 ＴＳＣ基因敲除自闭症模型
鼠中ｍＴＯＲ的活性增强具有相似性［４］，表明这可能是

ＶＰＡ诱导自闭症发生的重要机制。
　　雷帕霉素是一种新型大环内酯类免疫抑制剂。研
究表明，在帕金森、亨廷顿病等神经退行性疾病动物模

型中，雷帕霉素对神经元细胞均具有保护作用［９］。在

外伤性脑组织损伤动物模型中雷帕霉素处理也可以减

少神经细胞的损害［１０］。但目前尚未见雷帕霉素处理

改善自闭症症状的相关报道。雷帕霉素在细胞内的特
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Ａ：对照组；Ｂ：ＶＰＡ处理组；Ｃ：Ｒａｐ组；Ｄ：ＶＰＡ＋Ｒａｐ组；箭头示自噬小体
图５　电镜观察各组幼鼠前额叶组织中自噬小体分布情况
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异性分子靶点是 ｍＴＯＲ，雷帕霉素可以特异性抑制
ｍＴＯＲ的磷酸化并抑制其活性［１１］。本实验结果也表

明，雷帕霉素处理后大鼠前额叶皮质、海马及小脑组织

中ｍＴＯＲ磷酸化水平明显降低，ｍＴＯＲ活性明显下降。
由于ｍＴＯＲ是调节细胞内代谢的关键分子，尤其与细
胞自噬的发生密切相关，因此，雷帕霉素处理后神经组

织中自噬水平的增加可能是其改善自闭症症状的重要

机理。

　　自噬是细胞中降解长寿命蛋白与细胞器并回收利
用相关降解产物的重要分解代谢机制，在细胞的生长、

发育与疾病的发生中发挥重要作用［１２］。自噬水平的

降低是多种神经退行性疾病如帕金森病、阿尔茨海默

病、亨廷顿病等发病的重要原因［１３］。尽管自噬与自闭

症的发病关系目前尚少见报道，但在多种自闭症模型

动物中均发现了与自噬发生相关的信号通路的改变。

如自闭症模型动物脑组织中Ｗｎｔ信号通路的增强［１４］、

ＴＳＣ基因敲除自闭症模型鼠脑组织中ｍＴＯＲ信号通路
的激活等［４］，均可降低细胞中的自噬水平。由于

ｍＴＯＲ通路是自噬发生的关键性上游通路，抑制该通
路后可显著增强细胞内的自噬水平，因此本实验选用

ｍＴＯＲ的特异性抑制剂雷帕霉素来抑制该通路并进而
增强神经细胞中的自噬水平。实验结果也证实这一策

略具有可行性，从而为自闭症的治疗提供了一定的理

论与实验依据。
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