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　　［摘要］　目的　研究生后早期二甲双胍治疗对ＢＴＢＲＴ＋Ｉｔｐｒ３ｔｆ／Ｊ（ＢＴＢＲ）自闭症模型小鼠海马神
经发生的影响。方法　利用随机数字表法将新生健康 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ（Ｃ５７）、ＢＴＢＲ小鼠分为４组（ｎ＝５）：
Ｃ５７生理盐水组、Ｃ５７药物处理组、ＢＴＢＲ生理盐水组、ＢＴＢＲ药物处理组。生后 ７ｄ（ｐｏｓｔｎａｔａｌｄａｙ７，
Ｐ７），两药物处理组予以二甲双胍（２００ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射，每天１次，共计８次；Ｃ５７及ＢＴＢＲ生理盐水组
予以等量的生理盐水。于Ｐ１４最后１次二甲双胍注射２ｈ后，收取脑标本进行免疫荧光染色，检测海马
齿状回５溴脱氧尿嘧啶核苷（５ｂｒｏｍｏ２’ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，ＢｒｄＵ）、Ｋｉ６７、Ｓｏｘ２／ＧＦＡＰ及 Ｐｒｏｘ１的表达。结果
　在Ｐ１４时，ＢＴＢＲ生理盐水组海马齿状回的 ＢｒｄＵ及 Ｋｉ６７标记的增殖神经细胞数量比 Ｃ５７生理盐水
组显著减少（Ｐ＜０．０５），而 ＢＴＢＲ药物处理组 ＢｒｄＵ及 Ｋｉ６７阳性细胞均比 ＢＴＢＲ生理盐水组明显增多
（Ｐ＜０．０５）；ＢＴＢＲ生理盐水组ＳＯＸ２／ＧＦＡＰ标记的神经干细胞和Ｐｒｏｘ１标记的新生神经元数量均比Ｃ５７
生理盐水组显著减少（Ｐ＜０．０５），而ＢＴＢＲ药物处理组上述两种细胞数量比ＢＴＢＲ生理盐水组明显增多
（Ｐ＜０．０５）。而二甲双胍早期干预并没有对 Ｃ５７小鼠海马神经发生产生显著影响，Ｃ５７生理盐水组与
Ｃ５７药物处理组ＢｒｄＵ、Ｋｉ６７、Ｓｏｘ２／ＧＦＡＰ及Ｐｒｏｘ１的表达差异无统计学意义。结论　生后早期二甲双胍
治疗显著改善ＢＴＢＲ小鼠海马神经发生缺陷，促进海马齿状回神经元及神经干细胞增殖。
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　　自闭症谱系障碍（ａｕｔｉｓｍｓｐｅｃｔｒｕｍｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＡＳＤ）
是一种异质性神经发育障碍疾病，其特征是社会交往

和沟通障碍，以及重复刻板样行为［１］。虽然ＡＳＤ的确
切病因目前尚不清楚，但越来越多的证据表明自闭症

相关行为异常的多因素性质，如神经发生、神经免疫过

程以及兴奋抑制性神经传递的失衡［２－４］。目前全世

界约有１％的儿童受到 ＡＳＤ的影响，并且其患病率正
在不断上升。尽管ＡＳＤ具有重要意义，但目前仍没有
针对 ＡＳＤ有效的药物或行为治疗。因此，探索对于
ＡＳＤ有效的预防和治疗方法迫在眉睫。
　　海马神经发生有助于改善认知功能和调节情绪。
有研究表明海马神经发生受损与一些精神疾病有关，

如成瘾、抑郁、精神分裂症和 ＡＳＤ［５－６］。通过结构和功
能磁共振成像（ＭＲＩ），研究者观察到 ＡＳＤ患者的大脑
特异性神经元生长延迟和神经元发育受限［７］。ＡＳＤ
患者尸检结果显示大脑海马神经发生、神经元迁移和

成熟存在缺陷［８］。此外，在一些ＡＳＤ模型小鼠上也观
察到海马神经发生的变化，包括甲基化 ｃｐｇ结合蛋白
２（ＭｅｔｈｙｌＣｐＧｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２，ＭＥＣＰ２）重复综合征
小鼠和肌细胞增强因子 ２（ｍｙｏｃｙｔｅｅｎｈａｎｃｅｒｆａｃｔｏｒ２，
ＭＥＦ２）单倍体功能不全的ＡＳＤ模型小鼠［９］。此外，母

体免疫激活的 ＡＳＤ小鼠模型也存在海马神经发生缺
陷［１０］。针对ＡＳＤ相关行为的治疗手段也有效促进了
海马神经发生［１１］。综上所述，海马区异常的神经发生

可能是ＡＳＤ病理生理过程中的关键环节。因此，改善
海马神经发生可能是一种减轻 ＡＳＤ患者自闭样行为
的有效治疗方法。

　　二甲双胍是一种广泛用于糖尿病治疗的双胍类药
物。研究表明二甲双胍能够跨越血脑屏障，通过改善

海马神经发生预防糖尿病引起的大鼠记忆缺陷［１２］。

本课题组前期研究已证实生后早期二甲双胍治疗可有

效改善 ＢＴＢＲ自闭症小鼠社交缺陷和重复刻板行
为［１３］。此外，在阿尔茨海默症小鼠模型中，二甲双胍

可治疗空间记忆损伤和海马神经元死亡，促进海马神

经发生［１４］。这些数据表明二甲双胍可能通过促进海

马神经发生来改善ＡＳＤ模型的行为缺陷。
　　ＢＴＢＲＴ＋Ｉｔｐｒ３ｔｆ／Ｊ（ＢＴＢＲ）近交系小鼠是一种具有
良好特性的ＡＳＤ动物模型，通过改变 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ（Ｃ５７）
小鼠Ｄｉｓｃ１、Ｉｔｐｒ３、Ｔ＋３个基因得到。与 ＡＳＤ的临床症
状和病理特征相似，ＢＴＢＲ小鼠不仅表现出缺陷的社
交能力和增加的重复刻板行为，而且海马神经发生减

少。在本实验中，于生后 ７ｄ（Ｐ７）至生后 １４ｄ（Ｐ１４）
每日１次二甲双胍腹腔注射，在 Ｐ１４观察对 ＢＴＢＲ小
鼠及Ｃ５７小鼠海马齿状回细胞增殖、神经干细胞及新
生神经元数量的影响，以期进一步探讨生后早期二甲

双胍干预能否改善ＢＴＢＲ小鼠海马神经发生。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　二甲双胍购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；５溴脱氧尿嘧啶
核苷（５ｂｒｏｍｏ２’ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，ＢｒｄＵ）抗体购自美国
ＢＤ公司；Ｋｉ６７抗体购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司；Ｓｏｘ２抗体
购自英国Ａｂｃａｍ公司；胶原纤维酸性蛋白（ｇｌｉａｌｆｉｂｒｉｌ
ｌａｒｙａｃｉｄｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＡＰ）抗体购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司；Ｐｒｏｘ１抗体购自美国 Ｃｏｖａｎｃｅ公司；荧光二抗购自
美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　动物与分组　　ＢＴＢＲ小鼠购买于美国杰克
逊实验室。Ｃ５７孕鼠购买于陆军军医大学实验动物中
心。所有动物饲养于陆军军医大学实验动物中心标准

环境中，自由充分摄取食物和水。实验所用新生雄鼠

由上述小鼠繁殖产生。利用随机数字表法选择每窝最

多２只新生雄鼠用以实验，分为４组（ｎ＝５）：Ｃ５７生理
盐水组（ＳＡＬ）、Ｃ５７药物处理组（ＭＥＴ）、ＢＴＢＲ生理盐
水组（ＢＴＢＲ）、ＢＴＢＲ药物处理组（ＢＴＢＲＭＥＴ）。所有
实验程序按照陆军军医大学批准的实验动物护理原则

和伦理审批要求进行。

１．２．２　药物处理　　两药物处理组小鼠于生后 ７ｄ
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（出生当天记为 Ｐ０）至生后 １４ｄ予以二甲双胍
（２００ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射，每天 １次，共计 ８次。Ｃ５７及
ＢＴＢＲ生理盐水组予以等量的生理盐水。为评估海马
齿回的细胞增殖情况，于 Ｐ１４予以 ＢｒｄＵ腹腔注射
（５０ｍｇ／ｋｇ），并于给药后２ｈ处死。
１．２．３　标本采集　　于 Ｐ１４最后１次二甲双胍注射
２ｈ后灌注取脑，将脑组织于４％多聚甲醛（４％ＰＦＡ）
溶液中固定４８ｈ后转移至３０％蔗糖＋４％ＰＦＡ中充分
脱水。收取２５μｍ厚度的冰冻脑组织切片，－２０℃保
存于防冻液备用。

１．２．４　免疫荧光染色　　选取合适的脑组织切片于
０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗，后置于０．３％ＴｒｉｔｏｎＸ１００３７℃
处理３０ｍｉｎ。分别加入一抗：小鼠来源ＢｒｄＵ（１∶５００）；
兔来源Ｋｉ６７（１∶２００）；小鼠来源 Ｓｏｘ２（１∶２００）；兔来源
ＧＦＡＰ（１∶５００）；兔来源 Ｐｒｏｘ１（１∶２００），４℃孵育过夜。
二抗分别为抗小鼠５９４、抗兔 ｃｙ３、抗兔４８８荧光二抗
（１∶５００），３７℃孵育２ｈ后，ＤＡＰＩ复染，自然晾干后荧
光封片剂封片。每组各５只小鼠，每只小鼠选取相似

位置的５张大脑切片。
１．３　统计学分析
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ２４．０统计软件，
采用单因素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验。
检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　生后早期二甲双胍治疗后 ＢＴＢＲ小鼠海马 ＢｒｄＵ
阳性细胞数量增加

　　ＢｒｄＵ作为胸腺嘧啶衍生物，可代替其在 ＤＮＡ合
成期（Ｓ期）掺入到新合成ＤＮＡ链中，用于标记增殖细
胞。免疫组化结果显示：ＢｒｄＵ阳性细胞主要分布在海
马齿状回颗粒下层。与ＳＡＬ组相比，ＢＴＢＲ组ＢｒｄＵ阳
性细胞数显著减少（ＬＳＤｔ＝９．９５６，Ｐ＜０．０５，图 １），而
ＭＥＴ组 ＢｒｄＵ阳性细胞数无明显变化。ＢＴＢＲＭＥＴ组
ＢｒｄＵ阳性细胞数比ＢＴＢＲ组明显增多（ＬＳＤｔ＝３．５４５，
Ｐ＜０．０５，图１）。提示二甲双胍注射后促进ＢＴＢＲ海马
齿状回神经细胞增殖。
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图１　二甲双胍处理后Ｐ１４ＢＴＢＲ小鼠海马齿状回ＢｒｄＵ阳性细胞增多
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２．２　生后早期二甲双胍治疗后 ＢＴＢＲ小鼠海马 Ｋｉ６７
阳性细胞数量增加

　　Ｋｉ６７作为一种增殖细胞相关的核抗原，用以评估
二甲双胍对 Ｐ１４ＢＴＢＲ小鼠海马神经干细胞增殖的影
响。经观察各组 Ｋｉ６７阳性细胞主要分布在海马齿状
回颗粒下层。ＢＴＢＲ组 Ｋｉ６７阳性细胞与 ＳＡＬ组相比
明显减少（ＬＳＤｔ＝６．９２９，Ｐ＜０．０５，图２），ＭＥＴ组相比
于ＳＡＬ组 Ｋｉ６７阳性细胞数无明显变化。ＢＴＢＲＭＥＴ
组Ｋｉ６７阳性细胞数比ＢＴＢＲ组明显增多，差异有统计
学意义（ＬＳＤｔ＝２．４４４，Ｐ＜０．０５，图 ２）。这进一步证
实，二甲双胍治疗有利于改善 ＢＴＢＲ海马齿状回神经
细胞增殖情况。

２．３　生后早期二甲双胍治疗有利于 ＢＴＢＲ小鼠海马
神经干细胞增殖

　　Ｓｏｘ２是维持干细胞所必需的一种转录因子，在干
细胞和前体细胞中都有表达；Ｓｏｘ２和 ＧＦＡＰ共同标记
可用于检测神经干细胞，其中 ＧＦＡＰ标记的放射状突
起方向需垂直并横贯海马齿状回颗粒细胞层。与ＳＡＬ
组相比，ＢＴＢＲ组颗粒细胞层Ｓｏｘ２阳性的神经干细胞／

早期祖细胞数显著减少（ＬＳＤｔ＝８．２７０，Ｐ＜０．０５，
图３）；而经ＭＥＴ处理后ＢＴＢＲ组小鼠 ＧＣＬ的 Ｓｏｘ２阳
性细胞数明显增多（ＬＳＤｔ＝３．９０８，Ｐ＜０．０５，图 ３）。
ＳＡＬ组和ＭＥＴ组比较Ｓｏｘ２阳性细胞数差异无统计学
意义。同样，ＢＴＢＲＭＥＴ组 Ｓｏｘ２和 ＧＦＡＰ共同标记的
神经干细胞数比ＢＴＢＲ组明显增多（ＬＳＤｔ＝０．４１２，Ｐ＜
０．０５，图３），而在ＳＡＬ组和ＭＥＴ组之间阳性细胞数差
异无统计学意义。结果显示生后早期二甲双胍治疗显

著增加了 ＢＴＢＲ小鼠海马 Ｓｏｘ２阳性细胞数量以及
Ｓｏｘ２和ＧＦＡＰ共同标记的神经干细胞数量。
２．４　生后早期二甲双胍治疗显著增加 ＢＴＢＲ小鼠海

马颗粒细胞层新生神经细胞数量

　　Ｐｒｏｘ１为新生神经细胞的标志，免疫荧光结果显
示：各组中海马齿状回颗粒层Ｐｒｏｘ１阳性细胞，ＭＥＴ组
与ＳＡＬ组相比差异无统计学意义；而 ＢＴＢＲ组 Ｐｒｏｘ１
阳性细胞数比 ＳＡＬ组显著减少（ＬＳＤｔ＝１０．６９１，Ｐ＜
０．０５，图４、５），经 ＭＥＴ处理后 ＢＴＢＲ小鼠 Ｐｒｏｘ１阳性
细胞数明显增多（ＬＳＤｔ＝４．３３８，Ｐ＜０．０５，图４、５）。
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图２　二甲双胍处理后Ｐ１４ＢＴＢＲ小鼠海马齿状回Ｋｉ６７阳性细胞增多
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图３　二甲双胍处理后Ｐ１４ＢＴＢＲ小鼠海马齿状回神经干细胞增多
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图４　免疫荧光染色检测各组海马齿状回新生神经细胞分布
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图５　体视学方法统计各组海马齿状回Ｐｒｏｘ１阳性细胞数量

３　讨论

　　在过去几十年里，ＡＳＤ的发病率急剧上升，现有
的数据显示，自闭症儿童的家庭面临着巨大的经济压

力，却没有任何有效的治疗措施。因此，迫切需要明确

ＡＳＤ的病因并寻找有效的治疗方法。尽管 ＡＳＤ的确
切机制尚不清楚，但在人类和动物模型中，神经发生缺

陷已被证明与该疾病相关［６］。在哺乳动物的一生中，

活跃的神经发生主要发生在脑室下区和海马齿回颗粒

下层［１５］。这些区域的神经发生缺陷可能会对大脑功

能产生重大影响。ＭＲＩ证据显示，自闭症患者和健康
对照组（年龄 ２９个月至 ４９岁）在海马齿状回区域存
在明显的解剖异常［１６］。此外，尸检结果显示 ＡＳＤ脑
内神经发生、神经细胞迁移和成熟异常，这可能是导致

患者症状异质性的重要原因［８］。

　　近年来，一些自闭症小鼠模型显示，海马的神经发
生有显著变化。ＭＥＣＰ２转基因小鼠表现出成熟神经细
胞减少和成年海马异常［９］。Ｓｈａｎｋ３＋／ΔＣ和Ｃｎｔｎａｐ２－／－转
基因小鼠也被发现腹侧齿回成年神经发生显著减

少［１７］。此外，有证据显示，ＢＴＢＲ和丙戊酸（ｖａｌｐｒｏｉｃ
ａｃｉｄ，ＶＰＡ）自闭症小鼠模型的成年海马神经发生减
少［１８－１９］。这些结果显示，海马的神经发生可能与ＡＳＤ
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患者和动物模型的行为缺陷有关。成年海马神经发生

受损不仅导致社交能力异常，还增加了重复刻板样行

为［２０］。我们之前的研究同样证实了成年 ＢＴＢＲ和
ＶＰＡ暴露小鼠海马区 ＢｒｄＵ和 ＤＣＸ标记的细胞数量
显著减少，而生后早期肝脏 Ｘ受体激动剂 ＴＯ９０１３１７
治疗可以显著挽救这些自闭症模型小鼠的神经发生缺

陷［２１］进而改善 ＢＴＢＲ小鼠自闭样行为。这些结果显
示，促进海马神经发生可能成为 ＢＴＢＲ小鼠自闭样行
为改善的有效靶点。

　　迄今为止，大多数ＡＳＤ的临床前研究只检测了对
成年自闭症动物模型的急性治疗效果。很少实验研究

早期干预对ＡＳＤ的治疗效果。脆性 Ｘ综合征小鼠模
型的早期社交训练可以挽救成年行为和树突棘形态的

缺陷［２２］。另一项临床前研究表明，维生素Ｄ治疗可以
预防妊娠期母体免疫激活的 ＡＳＤ模型小鼠的自闭样
行为［２３］。我们最近的研究表明，Ｐ７～Ｐ１４给予二甲双
胍可以挽救成年 ＢＴＢＲ小鼠的行为异常［１３］。除此以

外，生后早期肝脏Ｘ受体激动剂治疗可以显著改善成
年ＢＴＢＲ及 ＶＰＡ自闭症模型小鼠的神经发生及行为
缺陷［２１］。以上结果显示，生后早期对自闭症小鼠给予

药物干预可以导致长期效应，明显改善成年小鼠的自

闭样行为，治疗效果比成年急性药物治疗更加持久且

显著，提示我们更多地关注ＡＳＤ的早期治疗。
　　二甲双胍是一种经典的双胍类糖尿病治疗药物，
已有研究表明二甲双胍干预有助于促进海马成年神经

发生，延缓阿尔茨海默病（ＡＤ）的神经退行性变［２４］；

ＯＵ等［１４］也进一步证明了二甲双胍可治疗 ＡＤ小鼠空
间记忆损伤和海马神经元死亡，促进海马神经发生。

在糖尿病模型小鼠中，二甲双胍延长治疗也可促进其

海马神经细胞增殖和分化［２５］。本实验结果证实生后

早期二甲双胍治疗可促进 ＢＴＢＲ小鼠海马神经发生，
与之前的报道一致，其潜在机制值得进一步探索。

　　ＢＴＢＲ近交系小鼠是临床前研究中常用的小鼠模
型，除了表现出异常的社会交往和高水平的重复行为，

同样有海马神经发生缺陷。为探讨生后早期二甲双胍

对海马神经发生的治疗效果，本研究采用 Ｐ７～Ｐ１４二
甲双胍早期干预，这与人类从妊娠最后３个月到出生
后最初几年的时间大致相同，在 Ｐ１４对海马齿状回增
殖神经元以及神经干细胞进行了检测。结果显示，生

后早期二甲双胍治疗可显著增加ＢＴＢＲ小鼠海马齿状
回ＢｒｄＵ、Ｋｉ６７标记的增殖细胞，Ｓｏｘ２和 ＧＦＡＰ共标的
神经干细胞，以及 Ｐｒｏｘ１标记的新生神经细胞数量。
而对于神经发生正常的 Ｃ５７小鼠没有显著影响。由

此可见，在发育关键期进行药物治疗可有效改善海马

神经发生。而这也为前期实验结果显示生后早期二甲

双胍改善成年 ＢＴＢＲ小鼠行为缺陷提供了可靠依据，
揭示了海马干细胞库的维持及海马结构变化对于成年

行为改善的重要作用。

　　综上所述，生后早期二甲双胍治疗可明显改善
ＢＴＢＲ小鼠海马神经发生，促进神经细胞增殖以及神
经干细胞库的维持。这可能与二甲双胍早期治疗后成

年ＢＴＢＲ小鼠行为改善有紧密联系，为自闭症治疗的
关键时期和研究靶点提供了新思路。
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