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　　［摘要］　目的　研究番茄红素（Ｌｙｃｏｐｅｎｅ，Ｌｙｃ）对 ＢＴＢＲＴ＋Ｉｔｐｒ３ｔｆ／Ｊ（ＢＴＢＲ）自闭症模型小鼠海马
组织中炎症水平、社交缺陷、认知障碍和重复刻板行为的影响。方法　７～８周龄成年雄性健康Ｃ５７ＢＬ／６
（Ｃ５７）与ＢＴＢＲ小鼠随机数字表法分为４组（ｎ＝８）：Ｃ５７＋Ｖｅｈ组、Ｃ５７＋Ｌｙｃ组、ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ组、ＢＴＢＲ＋
Ｌｙｃ组。Ｃ５７＋Ｌｙｃ组和ＢＴＢＲ＋Ｌｙｃ组小鼠予以番茄红素（２０ｍｇ／ｋｇ）灌胃，１次／ｄ，共７ｄ；Ｃ５７＋Ｖｅｈ组 小
鼠和ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ组小鼠给予等体积的玉米油。给药７ｄ后开始三箱社交、雌雄交互、理毛、埋珠、开场实
验、新物体识别、筑巢和 Ｙ迷宫等行为实验。结束后立即收取脑组织样本，进行 ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
实验。结果　行为学结果显示：三箱社交实验中，ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ组小鼠在陌生物体所在的箱体时间更多，
表现出对陌生物体更偏好（Ｐ＜０．０５）；而Ｌｙｃ治疗后小鼠表现出对陌生小鼠更偏好（Ｐ＜０．０５）。理毛、埋
珠实验中，ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ组小鼠较Ｃ５７＋Ｖｅｈ组小鼠的重复刻板行为显著增多（Ｐ＜０．０５），Ｌｙｃ治疗后显著
减少了ＢＴＢＲ小鼠的重复刻板行为（Ｐ＜０．０５）。ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ组小鼠较 Ｃ５７＋Ｖｅｈ组小鼠海马组织中
ＮＬＲＰ３炎症小体在ｍＲＮＡ和蛋白水平均显著增高（Ｐ＜０．０５）；白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）、
ＩＬ１８、ＩＬ６、核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）
在ｍＲＮＡ水平显著增高（Ｐ＜０．０５）；Ｌｙｃ治疗后 ＢＴＢＲ小鼠各炎症因子均显著降低（Ｐ＜０．０５）。
结论　番茄红素治疗通过降低ＢＴＢＲ小鼠海马中ＮＬＲＰ３炎症小体的水平，改善ＢＴＢＲ小鼠三箱社交缺
陷和重复刻板行为。
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　　自闭症谱系障碍（ａｕｔｉｓｍｓｐｅｃｔｒｕｍｄｉｓｏｒｄｅｒｓ，ＡＳＤ）
是一种神经发育障碍性疾病，主要表现为社会交往功

能受损、重复刻板行为和兴趣狭窄［１］。研究表明自闭

症的病理发生与不同脑区持续的神经炎症有关［２］，患

者大脑尸检结果显示促炎细胞因子处于高水平状

态［３］。同时，ＡＳＤ症状与免疫功能改变有关，鉴于免
疫系统和大脑之间的双向通信关系，提示细胞因子水

平能够调节神经元功能和行为过程［４］。炎症小体是

参与调节炎症反应的多聚体蛋白平台，其激活导致促

炎细胞因子的产生。文献报道了炎症小体在 ＡＳＤ中
被激活，针对其激活可作为治疗 ＡＳＤ一个策略［５］。

ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３（ＮＯＤｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３，
ＮＬＲＰ３）是最典型的炎症小体，已被证明与中枢神经
系统的先天免疫和炎症调节有关，同时促进炎症因子

的产生［６］。另一方面，ＡＳＤ患者海马结构的改变已被
广泛研究报道［７］，在儿童及青少年患者的研究中发现

海马体积增大。海马结构的改变除了导致社交能力异

常，还会增加重复刻板样行为［８］。值得注意的是，有

研究报道促进海马神经发生，降低神经炎症有助于恢

复ＡＳＤ动物模型的正常社会行为表型［９－１０］。

　　番茄红素（Ｌｙｃｏｐｅｎｅ，Ｌｙｃ）是自然界中用途最广泛
的红色类胡萝卜素之一［１１］，具有抑制氧化应激［１２］、炎

症［１３］和调节各种细胞生存途径的卓越能力。最重要

的是，番茄红素可以穿过血脑屏障到达大脑［１４］。在中

枢神经系统中，番茄红素对阿尔茨海默病［１５］、帕金森

病［１６］、亨廷顿病［１７］、癫痫［１８］和抑郁症［１９］等疾病具有

预防或治疗作用。同时，临床前证据有力地支持了番

茄红素优异的神经保护潜力，这主要归因于其抗氧化、

抗炎、抗凋亡等特性。ＢＴＢＲＴ＋ｌｔｐｒ３ｔｆ／Ｊ（ＢＴＢＲ）小鼠
具有重复刻板行为、社交障碍等自闭症的核心症状，

并且存在先天性免疫反应和适应性免疫反应的功能

障碍［２０］。据此，本研究采用 ＢＴＢＲ自闭症模型小鼠，
探究番茄红素干预对 ＢＴＢＲ小鼠自闭行为的影响及
海马内炎症水平的调控。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　番茄红素购自上海源叶生物有限公司（批号：
Ｍ０８ＧＢ１４０７８５，规格：２００ｍｇ／支），ＮＬＲＰ３抗体购自
Ａｂｃａｍ公司（货号：ａｂ２６３８９９），βａｃｔｉｎ抗体购自中杉
公司（货号：ＴＡ０９）。
１．２　动物与分组
　　７～８周龄ＢＴＢＲ雄性小鼠，购于美国杰克逊实验
室［编号００２２８２，体质量（２７．６±１．５）ｇ］。７～８周龄，
Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠，体质量（２３．５＋１．５）ｇ，由陆军军医
大学实验动物中心提供。所有动物在陆军军医大学标

准１２ｈ光照／１２ｈ黑暗的控制环境中饲养，保证自由
摄食及饮水。雌雄交互实验选择 Ｃ５７雌鼠作为社交
鼠，其余实验用鼠均为雄性小鼠。３２只雄性小鼠分为
４组（ｎ＝８），包括Ｃ５７对照组（Ｃ５７＋Ｖｅｈ）、Ｃ５７番茄红
素组（Ｃ５７＋Ｌｙｃ）、ＢＴＢＲ对照组（ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ）、ＢＴＢＲ番
茄红素组（ＢＴＢＲ＋Ｌｙｃ）。番茄红素溶于玉米油，所有
番茄红素组小鼠按 ２０ｍｇ／ｋｇ剂量连续 ７ｄ给予番茄
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红素灌胃处理，１次／ｄ；所有对照组小鼠给予等体积的
玉米油。所有实验按照陆军军医大学伦理审批要求和

实验动物保护原则进行。

１．３　行为学检测
１．３．１　三箱社交实验　　将实验小鼠单独放入由透
明聚碳酸酯制成 １个长方形的社会化装置（６０ｃｍ×
４０ｃｍ×２２ｃｍ）。２个分隔墙内的伸缩门允许实验小鼠
进入３个腔室。测试包括２个阶段：习惯化阶段和社
会取向阶段。在第１阶段，将实验小鼠放在中间腔室，
并允许自由探索３个腔室１０ｍｉｎ。第２阶段，将１只
陌生小鼠放置在小室的一侧，将１个陌生物体放置在
另一侧小室的相同位置。小鼠自由探索１０ｍｉｎ。用诺
达斯软件 Ｅｔｈｏｖｉｓｉｏｎ１１．０记录实验小鼠在不同箱体的
停留时间以及对小鼠、物体的嗅探时间，并分析偏好系

数：箱体偏好系数＝（小鼠箱体时间－物体箱体时间）／
（小鼠箱体时间＋物体箱体时间）×１００％，嗅探偏好系
数＝（嗅探小鼠时间－嗅探物体时间）／（嗅探小鼠时间
＋嗅探物体时间）×１００％。
１．３．２　雌雄小鼠交互实验　　每只雄性ＢＴＢＲ或Ｃ５７
小鼠允许与发情期的雌性Ｃ５７小鼠自由互动５ｍｉｎ。实
验小鼠和雌鼠年龄是匹配的。实验在暗光条件下的

（２５ｃｍ×２５ｃｍ×３５ｃｍ）装置中进行。由１名对治疗状
态不知情的经验丰富的调查员从视频中分析实验小鼠

对雌鼠在鼻鼻、鼻身体、鼻生殖器的嗅探时间以及总
的嗅探时间。

１．３．３　理毛实验　　将小鼠置于标准饲养笼，录像记
录小鼠反复自我理毛行为２０ｍｉｎ，分析第２个１０ｍｉｎ
的理毛时间。

１．３．４　埋珠实验　　将小鼠置于装有２０颗弹珠（直
径１．５ｃｍ）的饲养笼（２７ｃｍ×１６．５ｃｍ×１２．５ｃｍ）中，弹
珠以４×５的网格均匀排列于垫料表面。３０ｍｉｎ后统
计被覆盖的珠子数量，标准为珠子被覆盖体积＞７５％。
１．３．５　开场实验　　该装置由灰色有机玻璃边和地
板组成（４０ｃｍ×４０ｃｍ×３０ｃｍ），小鼠最初放置在中心
区域，允许自由探索 ３０ｍｉｎ，使用诺达斯软件
Ｅｔｈｏｖｉｓｉｏｎ１１．０记录并分析小鼠的总路程。
１．３．６　新物体识别实验　　装置同开场实验装置。
实验前１ｄ小鼠放置在该装置中适应３０ｍｉｎ。实验分
为２个阶段：第１个阶段在对角线的位置放置２个相
同的物体（Ｏ），小鼠自由探索１０ｍｉｎ。２ｈ后，将其中
一个熟悉的物体（Ｏ）换成大小与Ｏ相似，但形状、颜色
和纹理完全不同的新物体（Ｎ），允许小鼠自由探索
１０ｍｉｎ。使用诺达斯软件 Ｅｔｈｏｖｉｓｉｏｎ１１．０记录小鼠探
索熟悉的物体（ｔＯ）和新物体（ｔＮ）的时间，计算新物体
识别系数＝ｔＮ／（ｔＮ＋ｔＯ）×１００％。

１．３．７　Ｙ迷宫实验　　将小鼠置于 Ｙ型迷宫的３个
臂（Ａ、Ｂ或Ｃ）的中央区域，允许自由探索迷宫（３臂，
４０ｃｍ×９ｃｍ×１６ｃｍ），持续记录８ｍｉｎ。当小鼠的４个
爪子在 １个手臂内时，认为小鼠已完全进入手臂。
３个臂之间相互重叠的三重交替被定义为正确的自发
交替（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓａｌｔｅｒｎａｔｉｏｎｓ，ＳＡＰ）。使用诺达斯软件
Ｅｔｈｏｖｉｓｉｏｎ１１．０记录ＳＡＰｓ的数量和总条目数，并使用
以下公式计算 ＳＡＰ行为比例（ＳＡＰｂｅｈａｖｉｏｒ，ＳＡＢ），
ＳＡＢ＝（ＳＡＰ数量）／（总手臂条目数－２）×１００％。
１．３．８　筑巢实验　　将小鼠置于干净、标准饲养笼，
保证饮食足够，放入少量的木屑料及１块２．５ｇ、面积
约５ｃｍ２的棉垫。２４ｈ后拍照记录并进行评分：１分，
超过９０％未撕扯，棉垫几乎没动；２分，５０％～９０％未撕
扯，棉垫部分被撕扯；３分，１０％～５０％未撕扯，一般没
有可识别的巢穴；４分，＜１０％未撕扯，可识别但平坦的巢
穴；５分：＜１０％未撕扯，近乎完美的巢穴。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
　　行为学检测后使用异氟烷麻醉小鼠，断头取脑，在
冰上分离出海马组织。加蛋白裂解液提取总蛋白。

ＢＣＡ法测蛋白浓度，并调整浓度为５ｍｇ／ｍＬ。在１０％
十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）上样
３０μｇ总蛋白电泳，将蛋白质电转至 ＰＶＤＦ膜，封闭结
束后，加入一抗 βａｃｔｉｎ抗体（１∶２０００），ＮＬＲＰ３抗体
（１∶１０００）。次日采取 ＴＢＳＴ洗膜 ５次，５ｍｉｎ／次。二
抗（１∶２０００）室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜５次，５ｍｉｎ／次。
ＥＣＬ曝光显影。使ＩｍａｇｅＬａｂ系统对条带进行定量分析。
１．５　ＲＴｑＰＣＲ实验
　　小鼠行为学检测后使用异氟烷麻醉，断头，立即在
冰上分离出海马组织。使用ＴＲＩｚｏｌ（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司）从小鼠海马组织中提取总 ＲＮＡ，反转录成 ｃＤＮＡ，
然后使用针对ＮＬＲＰ３、白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，
ＩＬ１β）、ＩＬ１８、ＩＬ６、核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，
ＮＦκＢ）、肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，
ＴＮＦα）以及βａｃｔｉｎ设计的引物进行实验。引物序列
见表１。
１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２３．０统计软件，采用双因素方差分析
（ＴｗｏｗａｙＡＮＯＶＡ），以基因型和药物处理作为被试之
间的２个因素，分别对基因型效应、药物效应及基因型
药物交互效应进行了统计学分析，表示为（Ｆ，Ｐ），组
间两两比较采用 ＬＳＤ事后 ｔ检验。三箱社交实验中
箱体时间和嗅探时间采取配对 ｔ检验。检验水准：
α＝０．０５。
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２　结果

２．１　番茄红素治疗对成年期 ＢＴＢＲ小鼠三箱社交缺
陷有改善作用

　　三箱社交实验用于检测小鼠社交行为以及对新鲜
事物的偏好程度（图 １Ａ）。结果显示：Ｃ５７＋Ｖｅｈ组小
鼠更多时间在陌生小鼠所在的箱体（Ｐ＜０．０５）；ＢＴＢＲ＋
Ｖｅｈ组更多时间在陌生物体所在的箱体（Ｐ＜０．０５）；
ＢＴＢＲ小鼠给予番茄红素治疗后显著偏向于陌生小鼠
的箱体（图１Ｂ，Ｐ＜０．０５）。
　　小鼠嗅探时间是检测社交行为更为敏感的指标，
Ｃ５７＋Ｖｅｈ组小鼠对陌生小鼠好奇（Ｐ＜０．０５）；ＢＴＢＲ＋
Ｖｅｈ组则对陌生物体更好奇（Ｐ＜０．０５）；ＢＴＢＲ给予番
茄红素治疗后对于陌生小鼠更好奇（图１Ｃ，Ｐ＜０．０５）。
双因素方差分析显示，基因型药物交互效应对箱体偏

好系数［Ｆ（１，２８）＝２３．５４９，嗅探偏好系数 Ｆ（１，２８）＝
２０．３１６，Ｐ＜０．０５］有显著影响；药物效应对箱体偏好系
数 ［Ｆ（１，２８）＝１１．５６９，嗅探偏好系数 Ｆ（１，２８）＝
１０．７３９，Ｐ＜０．０５］有显著影响；基因型效应对箱体偏好
系数［Ｆ（１，２８）＝２５．００７，嗅探偏好系数 Ｆ（１，２８）＝
１５．９６７，Ｐ＜０．０５］有显著影响。ＬＳＤ事后检验显示，与
ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ组相比，ＢＴＢＲ＋Ｌｙｃ组对于箱体偏好系数
和嗅探偏好系数得到显著改善（图 １Ｄ、Ｅ，Ｐ＜０．０５）。
提示番茄红素治疗对于ＢＴＢＲ小鼠三箱社交缺陷有显
著改善作用。

２．２　番茄素治疗对 ＢＴＢＲ小鼠的雌雄互惠社会交往
无明显改善作用

　　雌雄小鼠交互行为用于评估直接嗅探行为，主要
评价鼻鼻、鼻身体、鼻生殖器和总的嗅探时间。双因
素方差分析显示，４组间在鼻鼻、鼻身体、鼻生殖器
和总嗅探时间上基因型效应差异有统计学意义

［Ｆ（１，２８）＝３４．９１１，Ｆ（１，２８）＝５０．３４２，Ｆ（１，２８）＝３７．４２３，
Ｆ（１，２８）＝５９．９，Ｐ＜０．０５，图２］；其中鼻生殖器嗅探时
间在基因型药物交互效应差异有统计学意义［Ｆ（１，２８）＝
５．７６８，Ｐ＜０．０５，图２Ｃ］，但不存在药物交互效应；４组

间鼻鼻、鼻身体、总嗅探时间在药物效应和基因型药
物交互效应差异无统计学意义。

　　ＬＳＤ事后检验显示，与 ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ组小鼠相比，
Ｃ５７＋Ｖｅｈ组小鼠对发情的雌性小鼠在５ｍｉｎ内鼻鼻、
鼻身体、鼻生殖器和总嗅探时间上表现出更强的兴
趣（Ｐ＜０．０５，图２Ｄ）。与ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ组相比，番茄红素
处理后，ＢＴＢＲ小鼠在鼻生殖器的嗅探时间上有一定
的改善，但差异无统计学意义（图２Ｃ）；鼻鼻、鼻身体
和总嗅探时间上的雌雄交互缺陷行为差异无统计学意

义。提示番茄红素对于ＢＴＢＲ小鼠在雌雄交互缺陷无
改善作用。

２．３　番茄红素对 ＢＴＢＲ小鼠的重复刻板行为有明显
改善作用

　　开场实验用于检测番茄红素治疗是否改变小鼠的
运动能力（图 ３Ａ），从而产生对社交能力产生混杂影
响。双因素方差分析显示，３０ｍｉｎ内的各组之间总运
动距离在基因型效应［Ｆ（１，２８）＝２９．１８５，Ｐ＜０．０５］有
统计学差异，但基因型药物交互效应和药物效应差异

均无统计学意义。ＬＳＤ事后检验显示，与 Ｃ５７＋Ｖｅｈ组
相比，ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ组的总运动距离更多（Ｐ＜０．０５，
图３Ｂ），而ＢＴＢＲ＋Ｌｙｃ组并没有改变这种增多。且Ｃ５７
＋Ｖｅｈ组和Ｃ５７＋Ｌｙｃ组之间的运动距离差异无统计学意
义，提示番茄红素治疗对小鼠运动能力没有影响。

　　理毛和埋珠实验用于检测番茄红素治疗能否改善
ＢＴＢＲ小鼠的重复刻板行为。双因素方差分析显示，４组
间的理毛时间和埋珠数量在基因型效应 ［Ｆ（１，２８）＝
１２８．９５６，Ｆ（１，２８）＝８．７８５，Ｐ＜０．０５］上均有统计学差
异，同时埋珠数量在药物效应［Ｆ（１，２８）＝４．２５１，Ｐ＜
０．０５］有统计学差异，基因型药物交互效应差异无统
计学意义。ＬＳＤ事后检验显示，与 Ｃ５７＋Ｖｅｈ组相比，
ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ组在理毛时间和埋珠数量上表现出显著增
多（Ｐ＜０．０５，图３Ｃ、Ｄ），ＢＴＢＲ＋Ｌｙｃ组的理毛时间和埋
珠数量得到明显的降低（Ｐ＜０．０５，图３Ｃ、Ｄ），提示番茄
红素对ＢＴＢＲ小鼠的重复刻板行为有改善作用。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列　（５′→３′）

引物 　　　　　上游 　　　　　下游
ＮＬＲＰ３ ＧＣＴＡＡＧＡＡＧＧＡＣＣＡＧＣＣＡＣＡ ＴＣＣＣＡＧＣＡＡＡＣＣＴＡＴＣＣＡＣＴ
ＩＬ１β ＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＴＧＡＴＧ ＡＡＧＧＴＣＣＡＣＧＧＧＡＡＡＧＡＣＡＣ
ＩＬ６ ＣＴＧＣＡＡＧＡＧＡＣＴＴＣＣＡＴＣＣＡＧ ＡＧＴＧＧＴＡＴＡＧＡＣＡＧＧＴＣＴＧＴＴＧＧ
ＮＦκＢ ＡＴＧＧＣＡＧＡＣＧＡＴＧＡＴＣＣＣＴＡＣ ＣＧＧＡＡＴＣＧＡＡＡＴＣＣＣＣＴＣＴＧＴＴ
ＴＮＦα ＡＣＧＴＧＧＡＡＣＴＧＧＣＡＧＡＡＧＡＧ ＧＧＴＣＴＧＧＧＣＣＡＴＡＧＡＡＣＴＧＡ
ＩＬ１８ ＴＧＣＡＴＣＡＡＣＴＴＴＧＴＧＧＣＡＡＴ ＡＴＡＧＡＧＧＣＣＧＡＴＴＴＣＣＴＴＧＧ

βａｃｔｉｎ ＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＴＧＧＣＡＡＣＧＡＧＣ ＡＡＣＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡＣ

６８４１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图１　番茄红素治疗对ＢＴＢＲ小鼠三箱社交缺陷的影响　（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）
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１：Ｃ５７＋Ｖｅｈ；２：Ｃ５７＋Ｌｃｙ；３：ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ；４：ＢＴＢＲ＋Ｌｙｃ；ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃ５７＋Ｖｅｈ组比较
Ａ～Ｄ：分别为受试小鼠对雌性小鼠鼻鼻、鼻身体、鼻生殖器和总嗅探时间分析

图２　番茄红素治疗对ＢＴＢＲ小鼠雌雄小鼠交互行为的影响　（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

７８４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）
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１：Ｃ５７＋Ｖｅｈ；２：Ｃ５７＋Ｌｃｙ；３：ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ；４：ＢＴＢＲ＋Ｌｙｃ　ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃ５７＋Ｖｅｈ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ组比较
Ａ：开场实验代表性运动轨迹图（３０ｍｉｎ内）；Ｂ：开场运动总路程；Ｃ、Ｄ分别代表理毛时间、埋珠数量统计图

图３　番茄红素治疗后对ＢＴＢＲ小鼠运动能力及重复刻板行为的影响　（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）

２．４　番茄红素对 ＢＴＢＲ小鼠短期记忆缺陷没有改善
作用

　　新物体识别实验的目的是测试番茄红素治疗是否
对ＢＴＢＲ小鼠受损的短期学习记忆有改善作用（图４Ａ）。
双因素方差分析显示，４组间对新旧物体识别系数在
基因型效应［Ｆ（１，２８）＝５．０１８，Ｐ＜０．０５］有统计学差
异，基因型药物交互效应和药物效应差异均无统计学

意义。ＬＳＤ事后检验显示，与 Ｃ５７＋Ｖｅｈ组相比，ＢＴＢＲ
＋Ｖｅｈ组新旧物体识别系数存在显著的降低（Ｐ＜０．０５，
图４Ｂ），ＢＴＢＲ＋Ｌｙｃ组和 ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ组相比新旧物体
识别系数差异无统计学意义 （图４Ｂ）。提示番茄红素
没有改善ＢＴＢＲ小鼠短期认知缺陷。
　　Ｙ迷宫用于评价工作记忆与认知。双因素方差分
析显示，４组间在正确的自发交替比例没有基因型药
物交互效应，也没有药物效应和基因型效应。筑巢是

一种与海马相关的先天行为。双因素方差分析显示，

４组间在筑巢得分上不存在基因型效应、基因型药物
交互效应和药物效应。ＬＳＤ事后检验显示，４组之间
在Ｙ迷宫的正确轮替比例和筑巢得分差异均无统计
学意义（图４Ｃ、Ｄ）。
２．５　番茄红素降低ＢＴＢＲ小鼠海马组织中 ＮＬＲＰ３炎

症小体的炎症水平

　　为了探究番茄红素对 ＢＴＢＲ小鼠海马组织中
ＮＬＲＰ３炎症小体及炎性细胞因子的调节，采用 ＲＴ

ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验进行验证。ＲＴｑＰＣＲ结果
双因素方差分析显示，基因型效应对［ＮＬＲＰ３：Ｆ（１，８）＝
８．０８２，ＩＬ１β：Ｆ（１，８）＝１１．７０７，ＩＬ１８：Ｆ（１，８）＝
１５．１９３，ＮＦκＢ：Ｆ（１，８）＝３３６．４２１，ＴＮＦα：Ｆ（１，８）＝
６．００３，Ｐ＜０．０５］有显著影响；药物效应对［ＮＬＲＰ３：
Ｆ（１，８）＝１０．６７９，ＩＬ１８：Ｆ（１，８）＝７．９０９，ＮＦκＢ：
Ｆ（１，８）＝３１．９５７，Ｐ＜０．０５］有显著影响，但 ＩＬ１β和
ＴＮＦα药物效应差异均无统计学意义；基因型药物交
互效应对［ＮＬＲＰ３：［Ｆ（１，８）＝１１．６２８，ＮＦκＢ：Ｆ（１，
８）＝２０．２１２，Ｐ＜０．０５］有显著影响，但 ＩＬ１β、ＩＬ１８和
ＴＮＦα基因型药物交互效应差异均无统计学意义。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果进行双因素方差分析显示，ＮＬＲＰ３存
在基因型效应［Ｆ（１，８）＝８．０８２，Ｐ＜０．０５］，药物效应和
基因型药物交互效应差异均无统计学意义

　　结果显示：与 Ｃ５７＋Ｖｅｈ组小鼠相比，ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ
组中 ＮＬＲＰ３、ＩＬ１β、ＩＬ１８、ＮＦκＢ、ＴＮＦα、ＩＬ６ｍＲＮＡ
水平相对表达量显著增加，给予番茄红素干预后，

ＢＴＢＲ＋Ｌｙｃ组的表达量显著降低（Ｐ＜０．０５，图５Ａ～Ｆ）；
ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ组中ＮＬＲＰ３蛋白表达量与 Ｃ５７＋Ｖｅｈ组相
比显著增加，给予番茄红素干预后，ＢＴＢＲ＋Ｌｙｃ组显著
下降（Ｐ＜０．０５，图 ５Ｇ、Ｈ）。表明番茄红素可以降低
ＢＴＢＲ小鼠海马组织中 ＮＬＲＰ３炎症小体以及 ＩＬ１β、
ＩＬ１８、ＮＦκＢ、ＴＮＦα、ＩＬ６水平。

８８４１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：Ｃ５７＋Ｖｅｈ；２：Ｃ５７＋Ｌｃｙ；３：ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ；４：ＢＴＢＲ＋Ｌｙｃ　ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃ５７＋Ｖｅｈ组比较
Ａ：代表性热图　显示４组小鼠在新旧物体识别中探索物体的时间，“Ｎ”“Ｏ”分别表示新、旧物体；Ｂ～Ｄ分别为新物体识别系
数、正确轮替比例、筑巢得分分析

图４　番茄红素治疗后对ＢＴＢＲ小鼠短期记忆缺陷的影响　（ｎ＝８，珋ｘ±ｓ）
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１：Ｃ５７＋Ｖｅｈ；２：Ｃ５７＋Ｌｃｙ；３：ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ；４：ＢＴＢＲ＋Ｌｙｃ　ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃ５７＋Ｖｅｈ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ组比较
Ａ～Ｆ分别为海马组织中ＮＬＲＰ３、ＩＬ１β、ＩＬ１８、ＮＦκＢ、ＴＮＦα、ＩＬ６ｍＲＮＡ表达；Ｇ、Ｈ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＬＲＰ３表达及定量分析

图５　番茄红素治疗后对ＢＴＢＲ小鼠海马组织中炎症细胞因子的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

９８４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１４）



３　讨论

　　自闭症又称孤独症谱系障碍，是一种影响沟通、社
会互动和行为的神经发育障碍疾病。患者可能会在学

习记忆、社会互动和行为方面遇到困难，还与焦虑、抑

郁和其他心理健康问题联系密切。与此同时，患者及

家属还面临与治疗药物和其他干预措施相关的经济负

担［２１］。而ＡＳＤ的患病率逐年增长，却仍没有治愈方
法。因此，探索ＡＳＤ的药物防治措施刻不容缓。
　　番茄红素是从番茄、西瓜和木瓜中提取的类胡萝
卜素，具有较强的抗氧化、抗炎和抗增殖活性。研究表

明，番茄红素通过抑制氧化应激、神经炎症、神经元凋

亡、恢复线粒体功能等对神经系统疾病有保护作

用［２２－２４］。因此，本研究以 ＢＴＢＲ自闭小鼠为研究模
型，通过番茄红素干预后，检测番茄红素对成年期

ＢＴＢＲ自闭小鼠模型的自闭行为的作用效果，并探索
其可能的作用机制，以期为自闭症患者提供一种潜在

的临床治疗方案。结果显示，和 ＢＴＢＲ＋Ｖｅｈ组比较，
ＢＴＢＲ＋Ｌｙｃ组能够显著提高 ＢＴＢＲ小鼠的三箱社交能
力，表现出对陌生小鼠的好奇。雌雄小鼠的交互行为，

番茄红素治疗后 ＢＴＢＲ小鼠在鼻生殖器的嗅探时间
有增加趋势，但没有能够达到统计学差异。在开场实

验中，ＢＴＢＲ小鼠在３０ｍｉｎ内的总运动距离与 Ｃ５７小
鼠相比显著增多，番茄红素治疗后没有改变这种差异。

同时，番茄红素能够降低ＢＴＢＲ小鼠理毛时间和埋珠
数量，表明对小鼠重复刻板行为有改善效果。对于

ＢＴＢＲ小鼠短期记忆缺陷番茄红素干预之后没有改
善效果，在筑巢得分，正确轮替比例上４组之间没有
差异。

　　与此同时，自闭症与精神疾病和非精神疾病共病
有关，包括免疫改变，如外周血免疫细胞产生的促炎细

胞因子增加［２５］。相关研究表明，ＡＳＤ患者一生中表现
出炎症状态和免疫异常的改变［３］，在免疫系统改变的

情况下，炎症因子的产生打破生理平衡，直接或间接对

部分行为产生有害影响［２５］。ＮＬＲＰ３炎症小体是先天
免疫系统的组成部分，可启动细胞死亡的炎症形式和

促炎细胞因子的产生［６］。因此，当ＮＬＲＰ３炎症小体的
形成，会导致包括ＩＬ１β和ＩＬ１８在内的生物活性细胞
因子的裂解和释放［２６－２８］。另外 ＮＦκＢ、ＴＮＦα和 ＩＬ６
炎症因子对炎症水平的升高发挥重要作用。有研究结

果表明ＮＬＲＰ３炎症小体以及炎性细胞因子可能是自
闭症谱系障碍中社会缺陷和重复行为的潜在生物标志

物和治疗靶点［２９］。

　　本实验室前期研究报道了ＢＴＢＲ小鼠海马脑区的
部分炎性细胞因子表达升高，如 ＩＬ１８、ＩＬ１β、ＩＬ６、
ＴＮＦα和ＮＦκＢ［３０］。本研究结果显示，在 ＢＴＢＲ小鼠
海马中，上述细胞因子升高，与之前的研究结论一致。

同时番茄红素可以降低 ＢＴＢＲ小鼠海马的炎症水平，
其作用效果和番茄红素在其他动物模型上的结论一

致。例如番茄红素通过参与抗氧化、抗炎等多种生物

活性，减轻丙酸诱导的学习记忆障碍和氧化损伤［３１］；

抑制ＮＦκＢ信号减轻阿尔茨海默病大鼠早期脉络丛
炎症反应［３２］，这些研究和本研究结果提示，降低海马

炎症水平可能是番茄红素改善 ＢＴＢＲ小鼠自闭表型的
机制之一。同时，自闭症与神经发生缺陷的相关性研

究虽然取得了重大进展，但仍没有直接证据证明番茄

红素与神经发生的关系。因此后期将对这一点进行研

究。综上，番茄红素对神经系统疾病和自闭症的潜在

治疗作用可能是多因素的，可能涉及多个通路和过程

的调节，还需要持续的研究来充分了解番茄红素在这

些影响因素下的作用机制，并确定最佳剂量及治疗

方案。

　　番茄红素具有安全，廉价的特点，但目前尚未有用
于自闭症的临床研究报道，如果能够明确番茄红素改

善自闭症的作用靶点，将是一种潜在的药物选择，从而

改善患者的症状，减轻患者以及社会的负担。
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