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摘要

背景和目的：

自闭症谱系障碍（ASD）是一种以社交沟通困难和重复刻板样行为为主要

表现的神经发育障碍疾病，其发生被认为与神经元突触的结构与功能的异常变

化密切相关。早期运动干预被认为可有效改善 ASD社交行为障碍等症状，但其

机制并不清楚。既往研究显示运动能促进大脑内侧前额叶皮层（mPFC）神经元

突触重塑，并可能与突触后密度蛋白 -95（PSD-95）、微管相关蛋白 1A

（MAP1A）、微管亲和力调节激酶 1（MARK1）的变化有关。然而目前鲜有

运动干预对 ASD突触结构重塑影响及神经生物学机制的报道。本研究旨在明确

4 周中等强度的游泳结合转轮跑步运动干预是否能改善丙戊酸（VPA）诱导的

雄性 ASD 模型大鼠的社交能力，以及是否逆转内侧前额叶皮层异常的突触结

构重塑，并进一步检测 PSD-95、MAP1A 和 MARK1 的变化，以探讨运动调节

突触可塑的可能机制。

方法：

VPA 动物模型是属于一种比较经典的、应用广泛的 ASD 模型。我们拟建

立 ASD 模型大鼠：采用 SD 大鼠妊娠 10、12 天腹腔内注入 VPA（0.3g/kg）生

育的雄性鼠作为自闭症模型鼠；而相同条件下注入同一浓度生理盐水的孕鼠，

其生育的雄性鼠作为对照大鼠。在仔鼠第 28-35 天时，随机挑选仔鼠分为：正

常对照安静组（NS）9只、正常对照运动组（NSE）10只、模型安静组（ASD）

11只、模型运动组（ASDE）9只。其中各组再随机选取 3-4只（NS 3只、NSE

4只、ASD 4只、ASDE 4只）进行神经元示踪病毒的 mPFC区脑立体定位注射，

用于树突棘形态观察。运动组进行 7 天的适应性训练，然后进行四周的正式运

动干预。运动干预方案为：上午转轮跑步运动（15 转/分钟，每次 30 分钟），

下午游泳运动（每次 20分钟），每周运动干预 5天，持续 4周，安静组不进行

运动干预。实验结束后进行三箱社交实验检测社交能力。两天两天后处死大鼠后处死大鼠，取

大脑内侧前额叶皮层中的边缘前皮质（PrL）和边缘下皮质（IL）进行检测。采

用 Western blotting 检测 PrL， IL 区 PSD-95，突触蛋白（Syn）含量；采用

RNA 原位杂交实验（RNASCOPE）检测各组大鼠 PrL 区 PSD-95、MAP1A、

MARK1、PSD-95与 MAP1A共标、MARK1与 MAP1A共标、PSD-95与 MARK1

共标 RNA阳性颗粒数；采用共聚焦显微镜观察各组树突棘形态。
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结果：

（1）行为学检测结果显示：与 NS组大鼠对比，ASD组大鼠在陌生鼠所在

箱体中的活动时间显著减少（P＜0.001），中间箱活动时间显著增加（P＜

0.001）；运动干预可以有效增加 ASD 组大鼠在陌生鼠所在箱体中的活动时间

（P＜0.05），降低中间箱活动时间（P＜0.05）；造模方式和生活方式两个主

效应因素对大鼠在空箱的活动时间无显著影响。与 NS 组比较，ASD 组大鼠嗅

探陌生大鼠的时间（P＜0.001）和频率（P＜0.05）显著下降，经运动干预后

ASDE 组的嗅探陌生大鼠的时间（P＜0.01）和频率（P＜0.01）较 ASD 组有显

著改善；各组大鼠嗅探空笼的时间和频率无显著差异。

（2）树突棘形态检测结果显示：PrL 区 ASD 组对比 NS 组 ，总树突棘密

度显著增加（P＜0.001），蘑菇状树突棘密度显著增加（P＜0.01），短粗状树

突棘密度显著增加（P＜ 0.001）；经过运动干预后，ASDE 组对比 ASD 组，

总树突棘密度明显减少（P＜0.001），蘑菇状树突棘密度显著减少（P＜

0.001），短粗型树突棘密度显著减少（P＜ 0.001），各组瘦长型树突棘及 IL

区结果无显著差异。

（3）Western blotting 结果显示：PrL 区 ASD 组与 NS 组相比，PSD95 蛋

白表达显著升高（P＜0.05）, Syn 蛋白表达差异不显著；IL 区结果无显著性差

异。运动干预后，与 ASD 组相比，PrL 区 ASDE 组 PSD95 蛋白表达显著降低

（P＜0.05）, Syn蛋白表达差异不显著；IL 区结果无显著性差异。

（4）RNASCOPE 结果显示：PrL 区 ASD 组大鼠对比 NS大鼠组，PSD-95

RNA 阳性颗粒数显著增加（P＜0.01）、MAP1A RNA 阳性颗粒数显著增加（P

＜0.001）、MARK1 RNA 阳性颗粒数显著增加（P＜0.001）、MAP1A与 PSD-

95共标 RNA 阳性颗粒数显著增加（P＜0.001）、MARK1与 PSD-95共标 RNA

阳性颗粒数显著增加（P＜0.001）、MARK1与 MAP1A共标阳性颗粒数显著增

加（P＜0.001）；经过运动干预后，PrL 区 ASDE 组大鼠对比 ASD 大鼠组，

PSD-95 RNA 阳性颗粒数显著下降（P＜0.01）、MAP1A RNA 阳性颗粒数显著

下降（P＜0.001）、MARK1 RNA阳性颗粒数显著下降（P＜0.05）、MAP1A与

PSD-95共标 RNA 阳性颗粒数显著下降（P＜0.001）、MARK1与 PSD-95共标

RNA阳性颗粒数显著下降（P＜0.001）、MARK1与 MAP1A共标阳性颗粒数显

著下降（P＜0.001）。

结论：

运动干预能有效改善 ASD大鼠社交相关行为、PrL区的异常突触重塑。运

动干预改善 ASD 大鼠社交行为及树突棘结构重塑在分子水平上可能与
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MARK1/MAP1A/PSD-95相关。

关键词：自闭自闭症症障碍谱系；突触结构重塑；MAP1A/PSD-95/MARK1；运动干预
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ABSTRACT

Background and purpose

Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder characterized

by social communication difficulties and repetitive stereotyped behaviors,

accompanied by various complications, and its occurrence is considered to be closely

related to the abnormal changes in the structure and function of neuronal synapses.

Early exercise intervention is considered to be effective in improving symptoms such

as social behavior disorder in ASD, but its mechanism is not clear. Previous studies

have shown that exercise can promote synaptic remodeling of medial prefrontal

cortex (mPFC) neurons, which may be related to the changes of postsynaptic density

protein -95(PSD-95), microtubule-associated egg 1A(MAP1A) and microtubule

affinity-regulated kinase 1(MARK1). However, there are few reports on the effect of

exercise intervention on synaptic structure remodeling of ASD and its neurobiological

mechanism. The purpose of this study is to find out whether four weeks of moderate-

intensity swimming combined with runner running intervention can improve the

social ability of male rats with ASD induced by valproic acid (VPA), and whether it

can reverse the abnormal synaptic remodeling of medial prefrontal cortex, and further

detect the changes of PSD-95, MAP1A and MARK1, so as to explore the possible

mechanism of exercise regulating synaptic plasticity.

Methods

VPA animal model is a classic and widely used ASD model. We intend to

establish ASD model rats: male SD rats were intraperitoneally injected with

VPA(0.3g/kg) on the 10th and 12th day of pregnancy as autism model rats; Under the

same conditions, pregnant rats injected with the same concentration of physiological

saline were used as control rats. On the 28th-35th day, the offspring rats were

randomly divided into normal control group (NS) with 9 rats, normal control exercise

group (NSE) with 10 rats, model quiet group (ASD) with 11 rats and model exercise

group (ASDE) with 9 rats. Three or four rats (NS 3, NSE4, ASD4, ASD 4) were

randomly selected from each group for stereotactic injection into the brain of mPFC

region of neuron tracer virus for morphological observation of dendritic spines. The

exercise group received 7 days of adaptive training, and then four weeks of formal

exercise intervention. The exercise intervention scheme is: running on the wheel in
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the morning (15 rpm, 30 minutes each time), swimming in the afternoon (20 minutes

each time), 5 days a week for 4 weeks, and no exercise intervention in the static group.

After the experiment, three boxes of social experiments were conducted to test social

competence. Finally, the rats were killed, and the prefrontal cortex (PrL) and

subfrontal cortex (IL) in the medial prefrontal cortex of the brain were detected. The

content of PSD-95 and Syn in PrL and IL were detected by Western blotting. RNA in

situ hybridization (RNASCOPE) was used to detect the number of RNA positive

particles in PrL region of rats in each group, including PSD-95, MAP1A, MARK1,

PSD-95 and MAP1A, MARK1 and MAP1A, and PSD-95 and MARK1. The

morphology of dendritic spines in each group was observed by confocal microscope.

Results

(1) Behavioral test results show that compared with NS rats, the activity time of

ASD rats in the box where strange rats are located is significantly reduced (P < 0.001),

and the activity time in the middle box is significantly increased (P < 0.001); Exercise

intervention can effectively increase the activity time of rats in ASD group in the box

where strange rats are located (P < 0.05) and reduce the activity time in the middle

box (P < 0.05). The two main factors, modeling mode and lifestyle, have no

significant effect on the activity time of rats in empty boxes. Compared with NS

group, the time (P < 0.001) and frequency (P < 0.05) for rats in ASD group were

significantly decreased, and the time (P < 0.01) and frequency (P < 0.01) for rats in

ASD group were significantly improved after exercise intervention. There was no

significant difference in the time and frequency of sniffing empty cages in each group.

(2) Morphological examination of dendritic spines showed that compared with

NS group, the density of total dendritic spines, mushroom-shaped dendritic spines and

short and thick dendritic spines in ASD group in PrL area increased significantly (P <

0.001). After exercise intervention, compared with ASD group, the density of total

dendritic spines, mushroom-shaped dendritic spines and coarse dendritic spines in

ASDE group decreased significantly (P < 0.001), and there was no significant

difference in the results of IL area.

(3)Western blotting showed that the expression of PSD95 protein in ASD group

in PrL area was significantly higher than that in NS group (P < 0.05), and the level of

Syn protein was decreased, but the difference was not significant. Compared with NS

group, the expression of PSD95 protein in ASD group in IL area increased, but there

was no significant difference. The expression of Syn protein decreased slightly, but
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there was no significant difference compared with the control group. After exercise

intervention, compared with ASD, the expression of PSD95 protein in ASDE group in

PrL area decreased significantly (P < 0.05), and the expression of SYN protein

increased slightly, but the difference was not significant. The expression of PSD95

and Syn in IL increased slightly, but there was no significant difference between them.

(4)RNASCOPE showed that compared with NS rats, ASD rats in PrL area, PSD-

95 RNA positive particles increased significantly (P < 0.01), MAP1A RNA positive

particles increased significantly (P < 0.001), MARK1 RNA positive particles increased

significantly (P < 0.001), MAP1A and PSD-95 co-standard RNA positive particles

increased significantly (P < 0.001), and MARK1 and PSD-95 co-standard RNA

positive particles increased significantly. After exercise intervention, ASDE rats in

PrL area compared with ASD rats, The number of positive particles of PSD-95 RNA

decreased significantly (P < 0.01), that of MAP1A RNA decreased significantly (P <

0.001), that of MARK1 RNA decreased significantly (P < 0.05), that of MAP1A and

PSD-95 RNA decreased significantly (P < 0.001), and that of MARK1 and PSD-95

RNA decreased significantly.

Conclusion

Exercise intervention can effectively improve the social-related behavior and

abnormal synaptic remodeling in PrL area of ASD rats. The improvement of social

behavior and structural remodeling of dendritic spines by exercise intervention in

ASD rats may be related to MARK1/MAP1A/PSD-95 at the molecular level.

Key words: Autism disorder pedigree ； Synaptic structural remodeling ；

MAP1A/PSD-95/MARK1；Exercise intervention
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中英文缩略词表

英文缩写 英文全称 中文名称

ASD Autism spectrum disorder 自闭症谱系障碍

PFC Prefrontal cortex 前额叶皮层

PrL Prelimbic cortex 边缘前皮质

PSD Postsynaptic density 突触后密度致密区

TBST Tris-buffered saline with Tween 20 含吐温 20 的 Tris 缓冲盐溶液

VPA Valproic acid 丙戊酸

WB Western blotting 蛋白质免疫印迹

PBS Phosphate-Buffered Saline 磷酸盐缓冲液

NMDA N-methyl-D-aspartate receptor N-甲基-d-天冬氨酸受体

AMPA
α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-

propionic acid receptor
α-氨基-3-羟基-5-甲基-4-异恶唑丙

酸受体

IL Infralimbic cortex 边缘下区

ACC Anterior cingulate cortex 前扣带皮层

PFA Paraformaldehyde 多聚甲醛

PVDF Polyvinylidene Fluoride 聚偏二氟乙烯

mPFC Medial prefrontal cortex 内侧前额叶皮层

PSD-95 Postsynaptic density protein 95 突触后密度蛋白 95
MAP1A Microtubule-associated protein 1A 微管相关蛋白 1A
MARK1 Microtubule affinity regulated kinase1 微管亲和力调节激酶 1
MT Microtubule 微管

MAP Microtubule-associated protein 微管相关蛋白

LTP Long-term potentiation 长时程增强

LTD Long‑term depression 长时程抑制

SEM Standard error of mean 标准误

Rpm Revolutions per minute 转/分钟

BLA Basolateral amygdala 基地外侧杏仁核

GK Guanylate kinase 鸟苷酸激酶

MAGUK Membrane-associated guanylate kinase 膜相关鸟苷酸激酶

Syn Synaptophysin 突触蛋白
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1 前言

自闭症谱系障碍（AutismAutism spectrumspectrum disorderdisorder，， ASDASD）是一种严重的神经发

育障碍疾病，以社会交往障碍，重复刻板行为，语言或非语言交流障碍为主，

临床上常见的并发症包括智力残疾、胃肠问题、焦虑和抑郁等[1]。研究发现

ASD 发病率具有明显的性别差异，男女比例大致为 4:1，ASD 在美洲发病率约

为 0.82%、在欧洲约为 0.64%、在西太平洋达到了 2%[2]，在我国，据有关研究

显示，全国 ASD 患病率大约为 0.70%，男孩患病率估计为 0.95%，女孩的患

病率为 0.30%，并且患病率正在逐年递增[3]。不仅如此，在我国某些地区，有

超过三分之二的家庭需要背负巨大的经济压力，同时我国还存在自闭症相关人

才匮乏，社会意识水平低，特殊教育医疗机构少，自闭症人群融入社会难等问

题。

ASD 的致病因素与遗传，免疫，妊娠期理化因子，环境等有关[4]，然而具

体的致病原因至今不明，没有一个假说能完全解释 ASD的病因。研究发现许多

ASD 高危基因都涉及突触的结构与功能，树突棘的形成。大量的研究发现在

ASD人群或动物模型的 mPFC区存在异常的神经回路[5]、神经元过度的生长[6]、

兴奋性和抑制性突触的失衡[7]以及突触和树突棘发育障碍[8]。突触是信息的加工

和传递的重要场所，突触的形成，维持和消除，影响着神经回路的建立与重塑

[9]。而内侧前额叶皮层（medial PFC）能接收不同脑区的信息输入，同时将其整

合传输到其他皮层及皮层下区域，在社交，认知，记忆，情绪调节等能力上发

挥重要作用 [10]。mPFC 大致可分为三个亚区：前扣带皮层（anterioranterior cingulatecingulate

cortexcortex，，ACCACC）、边缘前皮层（PrL）和边缘下皮层（IL），亚区间共同协作而

侧重功能却有所不同，ACC多与潜在动作的选择和评估有关，PrL 多与策略表

现、目标导向反应、学习联想有关，IL 也与策略表现有关但似乎多在情绪处理

中发挥关键作用[11]。因此，前额叶皮层被认为是治疗 ASD的关键脑区。

ASD的治疗以药物治疗，行为矫正，心理干预为主[4]。由于 ASD的病因并

未完全阐明，现有的药物治疗只能起到缓解症状的作用，并不能从根本上治愈

ASD。《儿童孤独症治疗康复指南》指出：针对 0-6 岁 ASD 患儿应采用教育

干预、行为矫正等康复训练为主，不推荐使用药物治疗。一项 Meta 分析[12]显

示，ASD儿童青少年的社交障碍在运动干预后社交能力得到提升，说明运动干

预是改善 ASD儿童青少年社交障碍的有效方法。与药物治疗对比，运动干预无

药物毒副作用、安全有效、类型多样、接受度高。然而，运动干预改善 ASD症

状的生理机制并未完全知晓。在其他精神障碍疾病中，运动干预能有效改善树

突棘的数量与树突复杂性、增强突触结构可塑性从而改善症状[13]。而增强突触
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结构可塑性从而诱导突触可塑性的变化从而改善 ASD症状可能是运动干预改善

ASD患者核心症状的分子机制，然而相关研究较少，需要进一步探究。

突触后密度蛋白 95（PSD-95）是一种位于突触后密度的支架蛋白，参与

N-甲基-D-天冬氨酸（NMDA）、α-氨基-3-羟基-5-甲基-4-异恶唑丙酸（AMPA）

受体的聚集和稳定，与神经发育期间谷氨酸能突触的可塑性密切相关，在信号

活性的动态调节以及树突棘的形成、消除、修剪中发挥重要作用 [14]。微管

（Microtubule，MT）是神经元细胞骨架的重要成分，对轴突和树突的形成、神

经发生、突触发生以及树突棘发育和稳定至关重要，在成熟神经元中，MT 网

络是沿轴突和树突的长距离细胞内货物运输的轨道，与信号转导和神经连接紧

密相关，多种精神障碍类疾病包括 ASD涉及微管的异常改变[15, 16]。而微管的稳

定、聚合和功能受微管相关蛋白（Microtubule-associated protein ，MAP） 的

调节，主要包括：MAP1A、MAP1B、MAP2 和 Tau。MAP1A 主要在成熟神经

元树突中表达，与树突重塑相关、MAP1B 在早期神经元发育中高度表达，与

轴突生长和神经元形态相关、MAP2 也存在于树突中，与神经元中货物分布有

关、Tau 会存在于轴突生长锥中，对神经元迁移至关重要[17]。微管亲和力调节

激酶 1（Microtubule affinity regulated kinase1，MARK1）可以磷酸化 MAP，当

其异常表达时可能会引起微管动力学的改变，从而扰乱正常的神经发育，还可

以磷酸化 PSD-95 改变其动力学从而调节树突棘结构可塑性[18]。本课题组前期

实验也发现 VPA诱导的 ASD大鼠 PFC区MAP1A、MARK1蛋白存在多个磷酸

化位点的异常激活[19]。因此进一步探究运动干预对自闭症障碍谱系大鼠前额叶

皮层结构可塑性的影响以及 PSD-95、MAP1A、MARK1的表达在其中的变化具

有深远意义。

本研究运用丙戊酸（Valproicacid，VPA）诱导的 ASD大鼠模型，对其进行

4 周中等强度的转轮跑步运动结合游泳运动干预，通过三箱社交行为学实验，

正置激光共聚焦显微镜，免疫蛋白印记实验，RNA 原位杂交实验观察运动对

ASD 模型大鼠社交能力，前额叶皮层树突棘形态，PSD-95，MAP1A，MARK1

的 RNA 表达及共定位情况的影响，以期帮助进一步阐明运动改善 ASD的分子

病理机制。
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2 文献综述

2.1 自闭症概述

自闭自闭症症（ASD）的概念由美国专家莱奥·坎纳于 1943 年首次提出，是一种

严重的精神发育障碍疾病，多起病于婴幼儿时期，核心症状为社会交往障碍，

语言交流障碍、刻板重复行为，同时还伴有多种并发症如智力残疾、注意力缺

陷以及感觉敏感、胃肠问题、免疫缺陷、焦虑和抑郁、睡眠障碍等[20]。WHO

把 ASD列为十大儿童精神疾病之一，已经成为严重影响儿童健康的全球公共卫

生问题。

2.1.1 自闭自闭症症的流行病学

流行病学调查显示，自闭症谱系障碍的患病率近年来呈上升趋势， 在美洲

约为 0.82%、在欧洲约为 0.64%、在西太平洋达到了 2%[2]，在我国，目前还没

有全国性的 ASD 筛查报告，根据一项流行病学研究显示，在 2014 至 2016 年

间，全国 ASD 患病率大约为 0.70%，男孩患病率估计为 0.95%，女孩的患病

率为 0.30%[3]。ASD发病率具有明显的性别差异，男女比例大致为 4:1。此外，

据统计 ASD人群的终身治疗成本在美国大约为 240万美元至 320万美元之间，

英国为 150 万英镑至 240 万英镑之间[21]，另有研究显示在我国一些地区有 70%

的家庭所承担 ASD治疗费用超过家庭年收入，并且治疗费用还在不断增加[22]。

由此可见，ASD给家庭和社会带来了沉重的经济压力。不仅如此，我国还存在

自闭症相关人才匮乏，社会意识水平低，特殊教育医疗机构少，自闭症人群融

入社会难等问题。

2.1.2 自闭自闭症症的致病因素

ASD 具体的发病机制目前尚不明确。许多研究显示 ASD 的发生与遗传因

素密切相关[4]。国外关于双生子研究发现， 同卵双生子同患自闭症的发生率约

为 30%～90%， 而异卵双生子同患自闭症的发生率约为 0~5%， 自闭症同胞患

病率约为 5%～10%， 远高于一般人群[23, 24]，另有项研究显示从 1982 年到

2006 年间在瑞典出生的 200 多万儿童中，ASD 遗传率估计为 50%[25]，从而证

实了 ASD具有高度的遗传性。而与 ASD相关的遗传异常可分为三类：（1）至

少 5%是由单基因突变引起的，如 FMR1或 MECP2等 （2）大约 10%是拷贝数
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变异（CNVs），包括染色体的复制、大片段缺失、倒位和易位 （3）多基因风

险因素，由常见变异的积累导致[26]。

ASD的发生还与许多环境因素有关，例如父母年龄，怀孕期间的免疫因素，

药物使用，环境化学品等[20]。父母的年龄越高，发生 ASD的风险越大，特别是

母亲年龄，与年长的父亲相比，年长的母亲对自闭症的发生影响更大[27]。可能

是由于生育年龄的增加导致基因组发生改变的风险加大[28]。母亲在孕期间因感

染住院也可能导致 ASD发生的风险加大。细胞因子是已知在免疫系统调节中起

作用的信号分子，影响着发育期间的神经元迁移、轴突投射、突触形成和神经

元存活[29]。因此，有学者认为可能由于母体孕期感染导致胎儿在发育期间细胞

因子水平失调从而对神经行为功能产生不利影响进而增大 ASD发生的概率[30]。

除了暴露在某些具有致畸特性的药物会加大 ASD 的风险外，ASD 和产前药物

之间的关系例如一些抗抑郁药、抗哮喘药和抗癫痫药引起了人们的关注。这些

药物能够穿过胎盘和血脑屏障，也可以通过母乳传递给儿童，有动物实验证据

表明，在产前暴露于上述药物会对后代的神经系统产生不利影响[31-33]。

2.1.3 自闭自闭症症的治疗方法

目前 ASD 的治疗手段以心理治疗，行为矫正，药物治疗为主[12]。ASD 的

治疗并没有开发出针对性的药物，多应用一些精神兴奋剂、非典型抗精神病药

物、抗抑郁药、抗癫痫情绪稳定剂等[34]。对于易怒，冲动，有自残倾向的患者

可以使用利培酮，阿立哌唑治疗，对于多动症，注意力障碍的患者可以使用ω-3

脂肪酸，对于部分同时伴有睡眠障碍的患者，有研究表明，使用褪黑素也有不

错的效果[35]。此外，齐拉西酮、奥氮平、舍曲林、艾司西酞普兰等药物也被证

明为有效，不过由于样本量较少，需要更多的临床证据来确认其有效性和安全

性。药物治疗有其便利性，然而许多家长考虑到药物的副作用包括胃肠道和睡

眠情绪问题等，并不是很能接受。因此，非药物治疗手段正在引起人们的关注

与重视。《儿童孤独症治疗康复指南》也指出：针对 0-6岁 ASD患儿应采用教

育干预、行为矫正等康复训练为主，不推荐使用药物治疗。研究发现，对自闭

症儿童进行运动干预可以有效改善其刻板样行为[36]，提高社会交往能力，减少

焦虑情绪。与单纯药物治疗相比，运动康复训练无药物毒副作用，家庭经济负

担小，类型多样，患者接受度高，然而由于干预机制并不明确，给运动这种非

药物治疗干预 ASD的疗法的推广带来一些阻碍。

除了药物治疗与运动疗法外，高压氧、中医辨证等治疗手段也有不错的效

果。高压氧治疗指在高压（超过常压）的环境下，呼吸纯氧或高浓度氧以治疗

缺氧性疾病和相关疾患的方法。研究表明，高压氧治疗能够提高患者的脑部供
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氧，促进受损细胞的再生，增强免疫力，抗炎抗菌[37]。目前高压氧治疗多作为

辅助治疗手段，有价格低廉的优势，然而其具体治疗机制仍不明确。中医可以

运用针灸、推拿、耳穴等方法改善自闭症人群核心症状，促进患儿语言、认知、

行为功能障碍的恢复，对 ASD并发症如睡眠障碍，焦虑抑郁有不错的效果[39]。

2.2 ASD 动物模型

目前，研究 ASD 发病机制的手段主要有两种：一种是在 ASD 人群死后提

取其脑组织进行研究，然而样本宝贵获取难度较大。另一种则是 ASD模型动物

的研究。而选择合适的动物模型是研究深入、准确、可信度高的前提。目前

ASD 的动物模型制备方法主要有：遗传学手段、药物因素诱导[40]。遗传学手段

包括转基因、基因敲除技术，例如：fragile X mental retardation1 gene (FMR1)

基因模型、methyl-CpG-binding protein2 (MECP2) 基因模型、glutamate receptor

ionotropic NMDA 2B (GRIN2B) 模型等[41]。通过这种技术获得的 ASD 模型在各

种行为表现上与 ASD 人群一致，然而多是用于研究某一种基因与 ASD的相关

性上，针对性强。且许多基因负责调控多种生理功能，敲除某一基因并不利于

ASD的特异性研究，此外这种造模方法复杂、操作要求严格、科研成本高，应

用具有一定的局限性。药物因素诱导包括化学因素和生物因素，化学因素诱导

一般通过孕鼠腹腔注射沙利度胺、米索前列醇、VPA等药物增加其子代患 ASD

的风险来获得 ASD模型，生物因素诱导包括肠道菌群 ASD模型、丙酸 ASD模

型等。然而生物因素诱导产生的 ASD模型应用相对较少，认可度并不高。通过

化学因素诱导而获得 ASD 模型是目前比较常用的一种方法，其中 VPA动物模

型是属于比较经典的一种 ASD模型，应用广泛、获取容易、操作简单。

VPA 是一种非常有效的抗惊厥和情绪稳定剂，也是一种强效致畸剂，在临

床上多用来治疗癫痫、双向情感障碍[42]。研究发现，在怀孕期间前三个月服用

VPA 的女性，其子代患 ASD 的风险会显著加大[43]。在母鼠怀孕第 11.5~13.5 d

时腹腔注射 VPA，获得的子代鼠即为 ASD 模型鼠。观察子代鼠的行为表现，

发现其出现社会交往障碍、刻板行为增多、感觉过敏、疼痛敏感性减低，与

ASD人群的行为表现极其相似，神经递质检测发现其海马区、小脑、前额叶皮

质及外周血液中五羟色胺水平也发生改变[44, 45]。值得注意的是，子代 ASD样行

为具有显著的性别差异，与 ASD 磁性鼠相对比，ASD 雄性鼠具有更明显社交

及学习障碍[46]，这提示我们在进行 ASD动物实验时应注意性别差异对结果的影

响。同时，合适的 VPA剂量对提高造模成功率、缩短实验周期、更好地模拟临

床 ASD 发病情况尤为重要。孕鼠高剂量的 VPA 注射（400～600 mg/kg）其子
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代虽然也表现 ASD 样行为，然而高剂量 VPA可能导致母鼠产前死亡或子代的

数量减少，而低剂量的 VPA注射其子代的行为表现却似乎有所不同。研究显示，

小鼠妊娠期间接受 100~200 mg/kg 的 VPA单次皮下注射，子代表现对新奇物体

的探索和恐惧条件反射异常[47]。可能因为其更加贴近临床用药而导致 ASD的发

生，经郑文霞改良后的方法即在孕期第 10、12d 暴露于中等剂量的 VPA（300

mg/kg）中，子代会表现出更加明显的行为障碍，孕鼠 VPA给药后不良反应、

死亡和流产现象均减少[48]。因此，本研究选择这种方法制备 ASD模型，并选取

子代雄性 ASD模型鼠作为实验动物。

2.3 ASD 神经生物学机制

2.3.1 前额叶皮层——ASD 治疗的关键脑区

前额叶皮层（prefrontal cortex， PFC）是相互连接的新皮层区域的集合，

在解剖学上可以被细分为眼眶和内侧 PFC（the orbital and medial PFC）、背外

侧 PFC（the dorsolateral PFC）、腹外侧 PFC（the ventrolateral PFC）和背中部

PFC（the mid-dorsal PFC）。PFC 是脑部的命令和控制中枢，能发送和接收来

自几乎所有感觉皮层、运动皮层和许多皮层下脑区的投射，在认知记忆、情绪

调节、动机以及社交能力等方面发挥重要作用。其中内侧前额叶皮质（mPFC）

是一个具有不同细胞类型和投射的皮质区域。作为控制板，mPFC 既能接收来

自不同脑区的输入信息，又能整合信息并传送至其他皮层和皮层下区域，在脑

功能调节中发挥重要作用[49]。根据细胞构筑的差异，啮齿动物 mPFC沿腹轴背

侧可分为不同的神经解剖学亚区：前扣带回皮层（anterior cingulate cortex，

ACC）、边缘前区皮层（prelimbic cortex，PrL）和边缘下区皮层（infralimbic

cortex，IL）。其中，ACC和 PrL 背侧区也被定义为背侧成分（DmPFC），腹

侧 PrL、 IL 和背侧脚皮质（ dorsal peduncular cortex ，DPC）属于腹侧部

（VmPFC），这些区域与人类的 Brodmann区在连接和功能上具有同源性。

研究表明 ASD 所导致的社交障碍，情绪、认知和语言异常等方面的缺陷

与 PFC 区的病变有密不可分的联系。认知控制是一种目标或计划影响行为的

精神活动过程，支持灵活、适应性的反应和复杂的目标导向思维，其实施主要

依赖于 PFC区的神经网络。而 PFC 区神经网络功能异常与 ASD人群的认知控

制能力障碍密切相关[50]。另有研究发现在 ASD 人群的早期，PFC 区有神经元

的过度生长，与正常儿童相比，ASD 儿童的 PFC 中的神经元增加了 67%，其

中背外侧 PFC 增加了 79%，内侧 PFC 增加了 29%[51]。这种异常的生长可能会
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使 PFC区与其他脑区的连接性发生改变，从而导致异常的神经回路，从而造成

异常行为的发生。利用基因编辑手段构建的 C 端 Shank3 基因敲除鼠出现社

交障碍、重复刻板样行为等 ASD 典型症状，其主要原因是 PFC 区锥体神经

元的肌动蛋白调节异常从而导致 NMDA 受体和突触转运功能缺失[52]。此外，

ASD 人群中 PFC 区表达小清蛋白的中间神经元显著减少，而将富含小清蛋白

的中间神经元移植到 ASD 模型大鼠的内侧 PFC 区时，发现大鼠的社会交往

和认知灵活性得到有效改善[53]。因此，前额叶皮层被认为是 ASD治疗的关键脑

区。

2.3.2 突触结构功能异常——ASD 发病的重要机制

研究发现，很多 ASD 高风险突变基因都涉及突触结构和功能异常。例如

SHANK、TSC1、FMR1、MECP2等，这些基因编码细胞粘附分子、支架蛋白和

参与突触转录、蛋白质合成和降解的蛋白质，它们影响突触的各个方面，包括

突触形成和消除、突触传递和可塑性，导致突触结构和功能异常[9]。SHANK

蛋白家族是一种支架蛋白，定位于兴奋性突触，由三种主要亚型 Shank1、

Shank2 和 Shank3 组成，对突触形成、谷氨酸受体运输和神经元信号传导至关

重要，SHANK 基因突变与 ASD 密切相关，Shank的缺失和过表达都会导致突

触体数目和成熟的缺陷[54, 55]。另外，NEXMIF已在 SFARI数据库中被列为 ASD

基因，NEXMIF 缺陷小鼠表现出自闭症样行为，包括社交行为缺陷、重复性自

我打扮增加、交流障碍以及学习和记忆缺陷，具有 NEXMIF敲低的培养海马神

经元以及来自 NEXMIF 缺陷大脑的神经元显示未成熟树突棘的增加、树突棘密

度显著降低，不仅如此，NEXMIF的缺失还会导致 AMPA、PSD-95 和 gephyrin

等突触蛋白的显著减少[56]。此外，突触神经传递包括兴奋性和抑制性神经传递，

在 ASD 致病机理相关研究中也发现存在异常的兴奋性/抑制性（E/I）神经传递

比率[57]。神经元突触结构可塑性指在神经发育或外界刺激下，神经元树突棘及

突触产生形态及密度等一系列改变，是大脑编码和存储信息能力的基础，其主

要评价指标包括树突棘密度、形态及突触数量等。值得注意的是，突触可塑性

功能障碍也被认为与情感障碍，神经发育障碍疾病例如精神分裂症密切相关。

树突棘是微小的球状结构，大多数在大脑中接收快速兴奋性突触输入的神

经元的树突中伸出。而根据树突棘的头部大小以及有无颈部，可以将树突棘分

为：○1蘑菇型（mushroom），此类树突棘头部直径远大于颈部直径，稳定性强，

可塑性差；○2瘦长型（thin），此类树突棘总长度大于头部直径且树突棘头部直

径略大于颈部直径，为未成熟树突棘，可塑性强；○3 粗短型（stubby），此类

树突棘总长度与头部直径相当，无明显颈部，功能尚未明确；○4 丝状伪足
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（filopodia），一般被认为是树突棘的前体。其中蘑菇型和短粗型被认为是成

熟型，瘦长型和丝状伪足被认为是不成熟型[58]。从出生后，树突棘一直处在形

成和修剪的动态平衡，从而保证神经元突触之间的选择性连接，使神经网络在

发育中不断完善成熟。这样的动态平衡过程也就是突触结构和功能可塑性改变。

研究发现，ASD 人群在出生时神经元树突棘密度与正常人群几乎差不多，但从

儿童期开始直至成年以后，ASD 人群神经元树突棘密度显著高于正常人群，从

儿童至成年期，正常人群树突棘密度降低了大约 45%，这对于去除一些不必要

的突触并使剩余突触的形态和功能成熟来完善神经元回路和正常大脑功能至关

重要，但在 ASD 人群中只降低了约 16%[59]，这提示 ASD 人群在发育过程中

存在树突棘修剪不足。另有研究发现在 ASD 人群的额叶、颞叶、顶叶皮层第

2 层锥体神经元以及颞叶的第 5 层锥体神经元顶树突的树突棘密度显著增加[60]。

因此，突触结构功能异常可能是 ASD发病的重要机制。

2.4 运动与 ASD

2.4.1 运动干预在 ASD 人体的研究

在临床实践中发现，ASD人群存在运动量不足、惰性强、耐力差、协调能

力和平衡能力弱、运动技能低下、大肌肉力量较差等特点[61, 62]，而运动是良医，

运动干预不仅能有效增强体质，促进人体健康，干预场地也灵活多变，可以在

社区、家庭和学校实施，干预形式更是多样如动作训练、体育游戏和专项体育

等。有研究发现，对自闭症人群使用大肌肉运动干预例如立定跳远、呼啦圈练

习、动物模仿等，可以提升自闭症人群的位移运动能力和物体操控运动能力，

特别是感觉统合功能[63]。另有研究显示，对 ASD儿童开展小篮球运动干预（每

次 40 min，每周 5 次，12 周），能够有效改善学龄前 ASD 儿童的重复刻板行

为[36]。运动干预还可以有效改善 ASD人群的心理健康，自闭症谱系障碍的儿童

自制力出现问题，往往表现为脾气暴躁以及刻板重复、冲动的行为，导致学习

障碍和看护障碍。Chan等通过 4周的研究表明，内养功 （实验组） 对自制力

提高程度高于传统渐进式肌肉放松法 （对照组） ，实验组前扣带皮质 （调节

自制力的区域） 的脑电活动增强，而对照组未见此现象，同时，家长报告孩子

症状减轻，对脾气和行为的控制力提高[64]。

综上所述，运动干预可以有效改善 ASD人群的身心健康。值得注意的是，

有研究显示中低负荷的有氧运动能够有效降低 ASD 患儿的刻板样行为，而大

强度的有氧运动却会加重刻板样行为[65]，这提示在制定运动干预方案时，合理
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科学的运动处方（运动频率、运动强度、运动时间、运动方式、运动量）尤为

重要。研究显示，对 ASD 人群运动干预建议采取以下试验性方案：频率每周

1~4 次；每次运动持续时间 40~60 分钟，运动强度为中等强度；运动持续

10~14 周[65]。

2.4.2 运动干预在 ASD 动物模型的研究

运动提升小脑区浦肯野细胞的数量。小脑大约占大脑的十分之一，位于后

颅窝，与运动控制和运动学习有关，关系着动作是否精准，协调[66]。在自闭症

人群中，小脑发育异常已经得到了证实，特别是蚓部的横截面积和浦肯野细胞

的减少，影响小脑与其他脑区的交流，从而引起一系列症状[67]。小脑浦肯野神

经元是唯一从小脑皮层向外发送输出的神经元，同时抑制小脑或前庭核中的神

经元，平行纤维突触处的长期抑制 (LTD) 被认为是小脑依赖性学习的重要机制，

通过观察浦肯野神经元可以了解小脑的功能状态[68]。有研究发现，对丙戊酸诱

导的 ASD大鼠模型进行一个 4周的跑步机运动干预，减轻了浦肯野细胞的损失，

运动的协调与平衡性得到了改善[69]。

运动改善 ASD海马区的神经元凋零。海马位于侧脑室的颞角处，由齿状回

和氨角构成，与记忆处理、学习和情绪有关[70]。近年来也有越来越多的学者注

意到了海马与 ASD 的联系。ASD 人群出现症状大约在 1 到 2 岁之间，这个时

间段正是海马发育的关键时期，在许多 ASD人群中也发现了海马结构发生了变

化，并且差异的变化随着年龄的增加而显著[71]。海马在社交互动、记忆和空间

推理中发挥着重要的作用，有学者猜想可能由于海马中认知映射的中断，ASD

人群整合自身和周围环境的能力受损，不能做出合理的决策，从而导致一系列

表型的变化[72]。有研究观察到 ASD模型鼠中海马区存在明显的神经元丢失及变

性，细胞形态不理想，对此进行 4周的游泳训练干预后，海马神经元丢失情况

得到改善，抗氧化能力增强，学习已经记忆能力也得到提升[73]。

运动通过改善 mPFC-BLA 回路的兴奋性缓解焦虑情绪。杏仁核是位于颞

叶深处的杏仁状结构，包含约 13个核，杏仁核分为三组深部或基底外侧组，包

括外侧核、基底核和副基底核，浅层或皮质样群，包括皮质核和外侧嗅束核，

和由内侧核和中央核组成的中央组[74]。杏仁核与情绪、学习和记忆密切相关。

在自闭症人群中儿童时期杏仁核的体积比正常人更大，而到成年后，几乎差不

多，甚至更小，有学者认为可能是由于在儿童时期，杏仁核过度生长，而成年

以后，杏仁核出现萎缩导致[75]。基地外侧杏仁核（basolateral amygdala，BLA）

是杏仁核里的一个亚核，主要接受感觉信息，然后投射到其他部位，同样，在

一项调查中发现 ASD 人群的 BLA 体积相对同龄人来说更大，并且体积越大，
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症状越严重[76]。BLA 有在社交活动中设定焦虑的作用，mPFC-BLA 回路被认为

与先天焦虑状态密切相关。有研究显示，14天的跑步机运动有效缓解了 mPFC-

BLA 通路的过度兴奋，并恢复了 mPFC和 BLA 核的正常 E/I平衡，除了调节膜

兴奋性外，还改变了 BLA 神经元的细胞特性，缓解了焦虑样行为[77]。

2.4.3 运动干预 ASD 神经生物学机制

(1) PSD-95通过 AMPA、NMDA受体调节突触可塑性

突触后密度（PSD）是兴奋性突触的树突棘内的致密局部区域，负责接收，

解释和储存突触前轴突末端传递的信号，由受体、激酶、结构蛋白和相关的信

号分子组成，与突触可塑性密切相关，其中 PSD-95可能是 PSD中最丰富的蛋

白质[78]。PSD-95 由三个 N 末端 PDZ 结构域（PSD-95、dlg 和闭锁小带-1）、

src同源结构域（SH3）和一个无催化活性的鸟苷酸环化酶结构域（GUK）构成，

是 MAGUK 家族的主要成员 [79]。MAGUK 家族的其他成员包括 SAP102、

SAP97和 PSD-93，也都负责 AMPA和 NMDA受体的募集和稳定。AMPA受体

是哺乳动物大脑中主要的离子型谷氨酸受体，介导快速兴奋性突触传递。

AMPA受体由四个不同基因 GluA1-4编码的高度同源亚单位的四聚体装配体，

其进出突触的运输是高度动态的，受亚单位特异性相互作用蛋白以及其细胞质

羧基末端（C－末端）结构域上发生的各种翻译和修饰的调节[80]。研究表明，

AMPA受体的调节运输是活动诱导突触传递变化的主要机制，一般来说，突触

AMPA受体的增加导致长时程增强（LTP ），突触 AMPA的去除导致长时程抑

制（LTD）[81]，而 PSD-95 可以通过直接与 stargazin/TARPs 结合来调节 AMPA

受体从而调节突触可塑性，是突触可塑性过程如 LTP/LTD的调节剂，影响着树

突棘的大小、形状和突触传递的数量。研究显示当 PSD-95 过表达时会导致

AMPA受体增加且树突棘数量和密度的增加，从而诱导突触发生[82]。另有研究

显示，当小鼠缺乏 PSD-95 时，在 mPFC 区域可以观察到 AMPA介导的电流和

GluA1 蛋白表达水平显著降低，表明 PSD-95 的下调导致突触抑制[83]。NMDA

受体对突触可塑性和皮质发育以及学习和工作记忆等功能过程至关重要。PSD-

95 也介导 NMDA 受体的聚集与功能。NMDA 受体由异源四聚体复合物组成，

包含 NR1 和 NR2A-D 或 NR3A-D 亚单位的同型二聚体或异型二聚体，亚单位

的种类决定了诸如开放通道时间、钙渗透性、衰变时间和对药物的敏感性的不

同[84]。例如，与含 NR2A的 NMDA 受体相比，含 NR2B的 NMDA受体具有更

慢的动力学和更慢的衰减时间，因此会导致更大的 Ca 流量+在突触内，而

PSD-95可以通过直接相互作用和稳定特定的含 NR2的 NMDA 受体到突触后膜

来影响 NMDA 受体传递[14]。由于 PSD-95 与 NMDA 和 AMPA受体的相互作用
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和功能影响，PSD-95长期以来与神经发育过程中谷氨酸能突触的突触可塑性密

切相关。并且 PSD-95 还被证明参与了与高风险 ASD基因的相互作用网络，这

些基因包括 SHANK、HOMER、Neuroligin和 FMR1[85, 86]。有研究显示当小鼠敲

除 DLG4基因（编码 PSD-95）时，会出现一些异常的交流和社会行为，运动协

调受损，以及压力和焦虑相关反应，与在 ASD人群中观察到的表型一致[87]。

综上所述，PSD-95 的表达影响着 AMPA、NMDA 受体的组成和功能，与

突触可塑性密切相关，可能是通过控制树突棘形成/消除/修剪来调节突触强度的

关键成分。

(2) 微管、微管相关蛋白与突触可塑性

树突棘因其高水平的肌动蛋白和肌动蛋白相关蛋白而广为人所知，肌动蛋

白细胞骨架是控制和调节树突棘形成和动力学的主要细胞骨架结构[88]。活细胞

成像证实，树突棘大小或形状的变化与其肌动蛋白细胞骨架的变化有关。有研

究表明，肌动蛋白聚合与 LTP 期间树突棘增大有关[89]，而 LTD 涉及通过肌动

蛋白解聚导致树突棘收缩[90]。相比之下，微管和微管相关蛋白在树突棘中的存

在及其在树突棘可塑性中的作用仍未得到充分探索。早期的电子显微镜研究表

明，在紧邻 PSD的树突棘内存在高度不稳定的微管群体[91]。此外，在富含树突

棘的突触体制剂中发现了微管蛋白 mRNA[92]。另有研究发现，使用荧光标记标

记物对微管进行成像，动态微管有规律地离开树突轴并进入树突棘，这才显示

了树突棘中有微管的存在[93]。微管是由α-β微管蛋白异二聚体组装而成的圆柱形

聚合物。微管、肌动蛋白微丝和中间丝构成细胞骨架，细胞骨架是一种动态结

构，赋予细胞形状和抗变形能力，细胞骨架结构的严格控制过程涉及神经元的

复杂和可塑性形态[94]。研究发现许多 ASD相关的大脑异常，突触异常和神经元

回路中的错误连接，都与微管相关的基因突变有关[17]。研究表明，微管在树突

中特别活跃，参与树突棘的形成，在突触可塑性上发挥重要作用。抑制微管的

聚合会减少蘑菇型树突棘的数量，同时增加状伪足型树突棘的数量，而增加微

管聚合导致了相反的效果：蘑菇状棘的增加以及丝状伪足型树突棘的减少[95]。

然而，相关的机制并不清晰，有学者认为突触微管在树突棘中的作用可能与参

与调节谷氨酸能突触的神经递质释放有关[96]。

而微管的稳定、聚合和功能受微管相关蛋白的调节主要包括：MAP1A、

MAP1B、MAP2 和 Tau。MAP1A 主要在成熟神经元树突中表达，与树突重塑

相关、MAP1B在早期神经元发育中高度表达，与轴突生长和神经元形态相关、

MAP2 也存在于树突中，与神经元中货物分布有关、Tau 会存在于轴突生长锥

中，对神经元迁移至关重要[17]。虽然 MAP1A在树突重构中的具体机制尚不清

楚，但一般认为其与细胞骨架和突触通道活性之间的串扰有关。有研究发现
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MAP1A 基因缺陷小鼠神经元可塑性发生下降，另有研究发现 PSD-95 会与

MAP1A 动态的结合，这种结合可能与其在突触可塑性上的调节密切相关，然

而相关机制研究也缺乏[97, 98]。MARK1是 ASD 发生的敏感基因，在自闭症人类

尸检报告中，发现了 MARK1 的过表达[99]。目前的研究表明 MARK1 可以在轴

突和树突中触发微管断裂并调节线粒体沿微管运输，当MARK1 过表达或沉默

时可以显著缩短小鼠新皮层神经元的树突长度，改变树突运输速度，可能与突

触可塑性密切相关[99]。

综上所述，微管、MAP1A、MARK1 在调节突触可塑性上发挥重要作用，

本课题组前期实验也发现 VPA 诱导的 ASD 大鼠内侧前额叶皮层 MAP1A、

MARK1 蛋白存在多个磷酸化位点的异常激活，并且这种趋势可以被运动干预

逆转[19]。因此，进一步探究 MAP1A、MARK1 对研究 ASD 的发生及制定合理

的治疗方案具有深远的意义。

(3) 运动锻炼对神经元结构功能重塑的影响

运动锻炼能提高心肺功能、增强肌肉力量、缓解压力、减轻焦虑、抑郁情

绪，同时能预防和改善多种慢性疾病，并减轻多种神经系统和神经退行性疾病

带来的不利影响。经常练习太极拳可以增强大脑的认知功能以及平衡能力[100]，

体操运动可以提高对精细动作的把控[101]，游泳运动可以显著提高协调能力[102]。

在老年锻炼人群中发现，运动可以增强学习记忆能力、提高执行能力，对抗年

龄增长和疾病导致的智力下降，防止高级认知中枢相关脑区的萎缩[103]。研究显

示，中等强度的游泳运动可以使突触密度显著增加及突触结构相关蛋白的表达

上升，提高突触可塑性[104]。慢性跑步机运动可以增强小鼠模型中的突触发生和

突触传递并增加神经元活性和轴突髓鞘形成，从而改善运动学习[105]。另有研究

发现 16周规律的有氧运动可以使小鼠海马脑区突触数目增加，突触的结构更加

清晰，提升 AMPA 受体的突触传递效率 [106]。运动还可以增加海马齿状回

Mtss1L 表达，从而引起树突棘密度和兴奋性突触后电流增加[107]。此外，运动

干预可以改善脑缺血动物模型的树突棘缺失并促进其功能恢复[108]，还可以抑制

氧化应激、修复线粒体损伤和促进生长因子的产生从而改善帕金森患者的运动

迟缓、慌张步态表现[109]。在阿尔兹海默症的治疗中，运动疗法可以通过增加突

触灵活性来防止海马体积减小，改善空间记忆以及学习能力[110]。随着年龄增长，

神经突触会逐渐丢失，而运动锻炼可以有效降低突触的丢失[111]。

以上文献提示运动锻炼可以通过多种途径影响突触的结构和功能可塑性，

而 PSD-95、MAP1A、MARK1 可能是运动干预 ASD 神经生物学机制中的重要

分子。
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2.5 目前存在的问题及展望

近年来 ASD全球发病率日益增高，由于病因不明且临床表型存在较高异质

性，尚无有效的治疗药物，是严重影响儿童健康的重大疾病之一。自闭症也被

称为突触综合征，在 ASD的病程发展中，神经元突触可塑性改变扮演着重要角

色，许多 ASD 高危基因涉及编码突触结构与功能，突触结构功能异常可能是

ASD 发病的重要机制，内侧前额叶皮层是社交、认知功能的关键调控者，在

ASD 人群中 PFC 区存在大量的病变，被认为是研究 ASD 发病机理与治疗的关

键脑区。运动可以有效改善 ASD人群的核心障碍及并发症，然而其作用机制却

鲜有报道，给运动疗法的推广带来一定的阻碍。研究表明运动改善 ASD异常行

为表现的神经生物学机制可能与神经元突触可塑性密切相关，然而相关研究较

少、作用机制并不清晰，前期研究提示运动可能通过调节 PSD-95、MAP1A、

MARK1 等途径改善突触可塑性。因此，聚焦 PSD-95、MAP1A、MARK1，探

讨运动对 ASD 诱导的内侧前额叶皮层神经元突触结构可塑性的影响和可能作

用机制，对了解 ASD 的病理过程、揭示运动干预 ASD 的神经生物学机制、制

定合理的治疗方案具有重大意义。
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3 研究材料与方法

3.1 实验动物

本实验选用 SPF 级 8～9 周龄 SD（Sprague-Dawley）大鼠雄性 5 只，雌性

10 只，雄性体重为 325±25g，雌性为 225±25 g，由广东省医学实验动物中心提

供，许可证号：SCXK（粤）2022-0002，大鼠饲养环境室温 23±1 ℃，湿度

(60±5)%，昼夜交替 12 h，可自由进食和饮水。本实验方案经广州体育学院动物

实验伦理委员会审查通过，审批编号：2020DWLL-12。

3.2 实验仪器及试剂

3.2.1 实验仪器

表 1 主要实验仪器

序号 名称 生产厂家

1 纯水制备系统 中国，易普易达

2 冰冻离心机 中国，Heal Force
3 多功能酶标仪 美国，biotek
4 电热恒温培养箱 上海，bluepard
5 微量电子秤 BS110S 德国，sartorius
6 PH 检测仪 德国，sartorius
7 摇床 TS-1 中国，其林贝尔

8 电泳仪 美国，Bio-rad
9 电转滤纸 美国，Bio-rad
10 微量移液枪 美国，Eppendorf
11 电泳及转膜设备 美国，Bio-rad
12 -20℃冰箱 日本，松下

13 -80℃冰箱 MDF-382E 日本，三洋

14 化学发光仪 上海天能生命科学有限公司，型号 Tanon 5200
15 磁力搅拌器 美国，SLILOGEX
16 行为学检测系统 上海移数信息科技有限公司

17 恒温水浴锅 美国，CRYSTAL
18 生物样品均质仪 中国，Bioprep-24
19 大鼠转轮式跑步机 济南，YLS-15A
20 制冰机 美国，GRANT
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续表 1

序号 名称 生产厂家

21 大鼠脑切片模具 中国深圳，瑞沃德

22 冷冻超薄切片机 德国，Leica UC-7
23 EMSIS CCD 数码相机 德国，VELETAG3
24 脑立体定位仪 深圳市瑞沃德生命科技有限公司

25 微量注射泵 KDscientific
26 微量注射器 Hamilton，SYR5ul 75RN
27 正置荧光显微镜 Leica，型号 DM 4B
28 正置激光共聚焦显微镜 Zeiss，型号 LSM 880
29 大鼠游泳池 上海移数信息科技有限公司，RD1101-MWM-G
30 三箱社交实验箱 上海移数信息科技有限公司，型号 RD1150-SIT
31 ACD 一代原位杂交系统 ACD，货号 310010

3.2.2 实验试剂

表 2 主要实验试剂

序号 名称 生产厂家

1 VPA Sigma-Aldrich，货号 1069-66-5
2 PSD-95抗体 Millipore，货号MAB1596
3 Synaptophysin抗体 Abcam，货号 Ab32127
4 β-actin抗体 Proteintech，货号 66009-1-lg

5
Goat anti mouse IgG (H+L)/HRP抗

体

北京博奥森生物技术有限公司，货号 BS-
40296G-HRP

6
HRP Goat Anti-Rabbit IgG

（H+L）抗体

武汉爱博泰克生物科技有限公司，货号

AS014

7
rAAV-EF1α-DIO-EYFP-EYFP-

WPREsH
武汉枢密脑科学技术有限公司，货号 PT-

0899

8 rAAV-CMV-CRE-hGH Pa
武汉枢密脑科学技术有限公司，货号 PT-

0025
9 BCA蛋白浓度测定试剂盒增强型 上海碧云天生物技术有限公司，货号 P0009
10 SDS-PAGE凝胶配制试剂盒 上海碧云天生物技术有限公司，货号 P0012a
11 Western及 IP细胞裂解液 Biosharp Life Sciences，货号 BL509A
12 磷酸酶抑制剂 Biosharp Life Sciences，货号 BL615A
13 蛋白酶抑制剂 Biosharp Life Sciences，货号 BL612A
14 SDS-PAGE蛋白上样缓冲液 Biosharp Life Sciences，货号 BL502B
15 蛋白预染 marker Thermo Fisher，货号 26616
16 PVDF膜 Millipore，货号 IPVH00010
17 化学发光试剂盒 Millipore，WBKLS0500
18 RNAscope Probe-Rn-MAP1A-C3 由 ACD 公司定制

19 RNAscope Probe-Rn-MARK1-C1 由 ACD 公司定制

20 RNAscope Probe-Rn-Dlg4-C2 由 ACD 公司定制
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续表 2

序号 名称 生产厂家

21
RNAscope 3-plex Positive Control

Probe-Rn
ACD，货号 320891

22
RNAscope 3-plex Negative Control

Probe-Rn
ACD，货号 320871

23 RNAscope v2二代荧光试剂盒 ACD，货号 323100
24 Opal 520 Reagent ACD，货号 ASOP520
25 Opal 570 Reagent ACD，货号 ASOP570
26 Opal 690 Reagent ACD，货号 ASOP690

3.2.3 实验前需准备的试剂

表 3 实验前需准备的试剂

名称 配方

0.01 M PBS缓冲液
0.85g 氯化钠、0.35gNa2HPO4•12H2O 和 0.025g NaH2PO4·2H2O 溶

于 ddH2O 中，充分混匀后定容到 1000ml

0.1M PBS缓冲液
8.5g 氯化钠、3.5gNa2HPO4•12H2O 和 0.25g NaH2PO4·2H2O 溶于

ddH2O中，充分混匀后定容到 1000ml。

1XTBS缓冲液
0.42g Tris Base、8.5g NaCI， ddH2O 定容至 1000ml，调 PH为

7.6。

1XTBST缓冲液 1 L的 IXTBS缓冲液加入 ImlTween-20， 搅拌溶解后现配现用。

1X转膜液
取 10X转膜液 100ml 和甲醇 100ml 随后加 ddH2O定容至 1000ml

得到 1X转膜液。

4%多聚甲醛
40g多聚甲醛加 ddH2O 800ml搅拌，65°C加热 2小时，溶解后定容

至 1000ml，置于 4C冰箱保存。

麻醉药品
10g的三氯乙醛水合物加 90ml的生理盐水溶解后即为 10%水合氯

醛。

封闭液
1g 脱脂奶粉和 18ml的 1XTBST，待粉末完全溶解后加入 1XTBST

定容至 20ml。

1X电泳液

15.14g Tris Base、93.84g 甘氨酸和 5.0g SDS， ddH2O 定容至

1000ml， 得到 5X电泳液。再取 5X电泳液 200ml加 ddH2O定容至

1000ml 得到 1X电泳液。

10%蔗糖溶液 10g 蔗糖粉溶于 0.1M PBS 溶液并定容至 100ml。
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3.3 实验技术路线图

图 1 实验技术路线图

3.4 实验方法

3.4.1 构建 ASD 大鼠模型

本实验依据经郑文霞[48]改良后的方法制备 ASD大鼠模型。在标准动物房适

应一周后，晚上九点将购买的大鼠按照两只雌性鼠一只雄性鼠的比例置于同一

笼中，10h 后通过阴道涂片观察雌鼠是否受孕，是则记为受孕第一天，取出孕

鼠，单笼饲养。于妊娠第 10、12 天将丙戊酸钠（VPA，生理盐水配置）300

mg/kg 注入孕鼠腹腔，产下雄鼠作为自闭症模型。将同剂量的生理盐水注入雌

鼠体内，产下的雄鼠作为对照组。在仔鼠第 28-35 天时，随机挑选仔鼠分为：

正常对照组安静组（NS）9 只、正常对照运动组（NSE）10 只、模型安静组

（ASD）11只、模型运动组（ASDE）9只。
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3.4.2 神经元示踪病毒的 mPFC 区脑立体定位注射

神经元示踪病毒脑立体定位通过脑立体定位仪，利用颅骨标记点寻找皮层

下所需要观察的脑区，注射病毒标记，以方便后期进行树突棘形态观察。实验

前随机选取 3-4 只（NS 3 只、NSE 4 只、ASD 4 只、ASDE 4 只）进行神经元

示踪病毒的 mPFC区脑立体定位注射。

（1）在适应性运动训练前，NS组和 ASD组每组随机选取 7只大鼠进行神

经元示踪病毒的 mPFC区脑立体定位注射；

（2）将大鼠放置于体重器上称重，按其重量准备好相应的巴比妥钠剂量进

行麻醉（50 mg/kg），剪除头部毛发；

（3）将脑立体定位仪放置于水平操作台上，固定大鼠的门齿后，接着将左

右耳杆分别插入到大鼠的耳道中（在此过程中注意调整适配器与大鼠头部的高

度和位置适宜，方便操作耳杆），然后转动耳杆与门齿夹的螺丝锁死（固定效

果应达到鼻对正中，头部不动，提尾不掉，头顶处于水平位置）；

（4）75%的乙醇溶液对大鼠脑顶部消毒，外科剪刀剪开脑顶部皮肤，去除

皮下结缔组织，使前、后囟部位显现出来，之后观察前、后囟的连线以及大鼠

两侧是否与脑立体定位仪的两侧平行，如若没有应及时调整，然后调整微量注

射器针头的位置使其位于前囟正上方，再将坐标归零；

（5）将 rAAV-CMV-CRE-hGH Pa 病毒（原液滴度为 5.5 × 10 12 vg/ml）用

灭菌的 0.01 mol/L的 PBS稀释 20000倍后，与等体积的 rAAV-EF1α-DIO-EYFP-

EYFP-WPREsH病毒（滴度为 2.57 × 10 12 vg/ml）混合均匀；

（6）上移微量注射器械针头的位置（避免后续操作触碰到针头），根据

《大鼠脑立体定位图谱》确定 mPFC区的位置，用颅骨钻钻动打磨 mPFC位置，

达到能挑开的状态，接着用医用注射器针头打开头骨（在此操作中应特别注意

力度，避免力度过大伤到脑部组织，如果头部有出血的情况，用细长的医用棉

球吸取即可）；

（7）取下微量注射器吸取 PBS 进行清洗，再吸取病毒，固定注射器于定

位仪，连接注射泵，将针头垂直插入到 mPFC脑区，启动注射泵，待病毒注射

完毕后留针 6分钟后取出；

（8）缝合头部皮肤，消毒处理，放于动物房中，等待其苏醒。

3.4.3 运动干预方案

运动干预方式参照前期实验方案[19]。运动干预组进行 7d的适应性训练（适

应 5 d 休息 2 d），每天 9 : 00 在转轮式跑步机进行 10 min 的适应性跑步训练
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（转轮周长 0.65 m，转速每日从 5、8、10、13、15 rpm依次递增），15 : 00进

行 10 min 适应性游泳训练（水池直径 1.2 m、水温 24 ℃±1 ℃）。然后进行正

式运动训练，每天 9 : 00进行 30 min的转轮式跑步机训练（转速 15 rpm），15 :

00进行 20分钟的游泳训练，每周干预 5 d，一共 4周。

实验结束后所有大鼠进行三箱社交实验检测社交能力。最后处死大鼠，取

大脑内侧前额叶皮层中的边缘前皮质（PrL）和边缘下皮质（IL）进行相关检测。

3.5 测试内容和方法

3.5.1 社交行为能力测试

大鼠社交行为能力采用三箱社交实验。三箱社交实验是一种被广泛认可并

使用的行为学测试方法，用来评价 ASD模型的社交能力。

运动训练结束之后，各组大鼠依次在社交行为测试箱中进行社交能力检测。

箱体的大小为 150 cm×50 cm× 40 cm，实验箱用透明亚克力板等分为三个箱体，

将一个能装入大鼠的镂空不锈钢笼子分别置于左右箱体的中间部位，用等重量

的铁块压住笼子使其固定，两块亚克力板对称分布着一个可开关的小门，能使

大鼠自由地穿梭三个箱体。实验开始时，打开两块亚克力板上的小门使三个箱

体相通，将受试大鼠放置于中间箱的中心位置（防止其后续进入左右箱体的顺

序有变对社交能力检测造成影响），让大鼠在三箱内自由探索 10 min。待大鼠

适应完毕后，将同一批雄性陌生大鼠（stranger1）放入左笼中，观察受试大鼠

20 min。记录其在各箱体中的活动时间，与嗅探陌生大鼠或空铁笼的时间和频

率。

3.5.2 树突棘形态观察

三箱实验后，戊巴比妥钠（0.05g/kg）将大鼠全身麻醉，4%多聚甲醛

（PFA）注入固定，取出大脑，4%PFA固定 1 晚，后用蔗糖梯度法进行脱水，

用冷冻切片机制作 40微米厚的冠状断面。

每只大鼠选取 3～4 张 PrL 和 IL 区神经元表达了荧光蛋白的脑片，在正置

激光共聚焦显微镜下观察神经元树突棘的形态，每张脑片采集 3～5支树突的清

晰 3D图像；

用显微图像分析软件 Imaris 9.9分析各组树突棘的密度、形态等指标的变化。
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3.5.3 PrL、IL 区 PSD-95、Syn 蛋白含量

采用免疫蛋白印迹（Western blot，WB）测定 PrL、IL 区相对表达量。具

体流程如下：

1.样品的制备及蛋白浓度的测定

（1）在脑组织取材前一天对 EP 管、镊子、剪刀、刀片进行消毒，准备好

液氮、冰块，取材器械降温预冷处理，在冰上进行整个取材过程（确保蛋白不

发生降解）；

（2）三箱实验后，各组随机抓选 3只大鼠，采用腹腔注射相应剂量巴比妥

钠（50 mg/kg）麻醉处理，待其进入深度麻醉状态后断颈处死，取脑后，立刻

拿出大鼠脑切片模具，使脑组织与模具贴合，放入负 80°冰箱内快速冷冻 3min，

待冷冻完毕后，用刀片切取 mPFC区脑组织，放入预冷后的 0.01M的 PBS中，

用镊子分别取出 PrL、IL区脑组织放入 EP管内，冷冻处理，待整个取材结束，

将 EP 管放入负 80°冰箱储存，用于 PrL、IL 区 PSD-95、Syn 的 WB 蛋白检

测。

（3）为了给蛋白去磷酸化以及避免蛋白降解，需在脑组织添加包含磷酸酶

抑制及蛋白酶抑制剂的细胞裂解液（细胞裂解液配方：RIPA 裂解液与蛋白酶

抑制剂、磷酸酶抑制剂、0.4M 的 NaF 按 1 比 0.01、0.01、0.05 的比例混合均

匀），每 0.1g脑组织样品配备 1ml的细胞裂解液；

（4）将装有细胞裂解液及脑组织的 EP管放入生物均质仪中充分匀浆，至

EP管中观察不到块状的脑组织（每次研磨 30s，取出观察）；

（5）为了使细胞裂解液与脑组织反应充分，将匀浆后的 EP管放于冰上裂

解 30min，之后置于提前降温到 4°的离心机中离心 15min，取上清液转移至另

一 EP管中；

（6）每组蛋白浓度及上样体积采用 BCA法确定。

（7）将 5×loading buffer 与上清液按 1：4 混合，放入水（96°）中变性

600s制备蛋白样品，根据各组蛋白浓度测定结果提取 30μg 蛋白。

2.免疫蛋白印迹

（1）使用洗洁精清洗玻璃板，待表面的污渍去除后用 ddH2O 润洗，放置

于暖箱中干燥，之后组装好玻璃板，检查有无漏液；

（2）先制作分离胶，在适合容量的 EP管中依次加入分离胶试剂，注意最

后添加 TEMED，快速混合均匀，立即用胶头滴管将分离胶转移至前后玻璃板

的夹缝中，在离长板上缘 1～2cm 处停止注入分离胶，用合适的移液枪缓慢加

入无水乙醇（此过程应仔细操作防止形成气泡），静待其凝胶 40min 后倒尽无
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水乙醇，再配置浓缩胶，将浓缩胶加满至长板上缘处，轻轻插上加样梳避免出

现气泡，静待其凝胶 30min后密封保存至 4°冰箱备用；

（3）上样与电泳：提前检测内侧电泳槽是否有漏液现象，从 4°冰箱取出

玻璃板固定在电泳槽内，垂直拔出加样梳，在内槽中缓慢加入电泳液将气泡排

出。根据各蛋白所需上样量，使用适宜的移液枪将其加入到上样孔内，然后在

两侧各加入 5μLMarker，往外槽中加入电泳液后，将正极和负极对准，打开电

源。设定 80 V，进行 30 分钟的电泳，当 Marker 走到分离胶的时候将其调节到

120 V，约 90 分钟之后，当溴酚蓝即将离开分离胶底端时，切断电源，电泳结

束；

（4）蛋白质转印：在电泳的过程中准备好适当尺寸的 PVDF薄膜、滤纸、

海绵等其他转膜材料。在 PVDF膜的左上方切出一条切口，用来标示蛋白质序

列，然后在甲醇中反应 15秒，然后用转膜缓冲溶液将其和过滤纸一起浸渍。在

完成电泳后，将玻璃片轻轻揭开，然后将其置于转膜缓冲剂中，并将其按“负电

极—海绵—滤纸—胶— PVDF膜—滤纸—海绵—正电极”的顺序进行装配和固定，

然后将其置于转槽内，以 200mA、120min的条件进行转膜；

（5）待转膜结束，将 PVDF薄膜放置于摇床上，TBST 清洗 5分钟，反复

三次，然后在常温下用 5%脱脂奶粉封闭 60分钟；

（6）一抗孵育：待封闭及洗涤后，加入突触前标志蛋白 Synaptophysin

（Syn，兔来源，以 1:10000 稀释）、突触后标志蛋白 PSD-95（小鼠来源，按

1:1000 的比例稀释）及内参蛋白β-actin（小鼠来源，以 1:10000 稀释）抗体，

4℃孵育过夜；

（7）二抗孵育：待一抗孵育及洗涤后，加入山羊抗小鼠（按 1:5000 的比

例稀释）、山羊抗兔（按 1:3000的比例稀释）二抗，室温孵育 2 h；

（8）检测与显影：待二抗孵育及洗涤后，配置 ECL 发光液避光保存。于

显影板上将 PVDF薄膜铺平，均匀滴上发光液，用全自动化学发光系统进行显

影拍摄。

3.蛋白含量分析

利用 Image J 软件进行定量分析，并通过计算目标蛋白与内参蛋白的灰阶

比来评估其相对表达量。

3.5.4 PSD-95、MAP1A、MARK1、PSD-95 与 MAP1A 共标、PSD-95 与 MARK1

共标 RNA 阳性颗粒数

采用 RNA原位杂交实验（RNASCOPE）。具体流程如下：
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1.样品的制备

（1）三箱实验后，各组随机抓选 3～4 只大鼠，腹腔注射巴比妥钠（50

mg/kg）进行麻醉，固定四肢；

（2）在解剖前使用 0.1M的 PBS测试灌注设备，确保设备无故障。镊子提

起腹部皮肤，剪开腹部、打开胸腔，沿腹腔两侧朝上剪开形成 U形，当到达膈

肌时，迅速剪开形成气胸，剪断两侧肋弓，用镊子将腹部皮肤向头部左外侧翻

起固定，显现心脏，将灌注针从左心室刺入，同时剪开右心耳，当观察到有血

液流出时迅速打开灌注机进行灌注，先用 0.1M 的 PBS 清洗干净血液，然后，

用 4%PFA 注入，大鼠出现明显硬化和尾部僵硬即可，之后使大鼠头部分离，

去除头部皮肤，剪开顶骨，取出脑组织，灌注成功的表现为脑组织呈蜡白色；

（3）将脑组织放入 4%PFA固定 1晚，后用蔗糖梯度法进行脱水，包埋，

放入负 80°冰箱保存；

（4）将脑组织放入冰冻切片机中（刀片温度-25°，箱体温度-20°），进行

冠状面切片，厚度 8μm，每只大鼠挑选 4～5张含 PrL区域的脑片，固定于玻片

上，然后置于负 80°冰箱储存。

2.RNA原位杂交

（1）将脑片放置于脑片保存盒中，使用 0.01M 的 PBS 清洗 OCT ，每次

5min，一共两次，清洗完毕后将脑片放入载玻片架上，放进 60度恒温箱中烤片

30min；

（2）待烤片完毕，置于 4%的 PFA中反应 13min，然后按顺序置于 50%、

75%、100%的乙醇溶液中，逐级脱水，每次 5min，然后室温干燥；

（3）从 4°冰箱中取出双氧水，依次滴在各个脑片上，使其反应 10min，之

后使用 0.01M的 PBS清洗 3次，每次 5min；

（4）靶标本的热修复：将 450ml的 ddH2O与 50ml的标本修复液放入烧杯

中混合均匀，用保鲜膜封闭瓶口，放入烤箱中加热至沸腾，取出，插入温度计，

待温度降低至 98°时，将装着脑片的载玻片架放入修复液反应 min，之后取出用

ddH2O 降温处理，再放入 100%乙醇溶液中干燥，用阻水笔围绕脑切片画阻水

圈；

（5）在阻水圈内加入 RNA蛋白酶，放于杂交炉反应（40°，30min），反

应完毕使用 0.01M的 PBS清洗 2次，每次 1min；

（6）从 4°冰箱中取出探针，将 Probe-Rn-MARK1-C1＋Probe-Rn-Dlg4-C2

与 Probe-Rn-MAP1A-C3 按 1：50 的比例混合均匀，靶标本脑片中每份滴加

50ml的含 C1、C2、C3的工作液探针，阴性对照组加入 Negative探针，阳性对

照组加入 Positive 探针，放置于杂交炉中孵育 2h，在此过程中，配置清洗液，
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将浓缩清洗液与 ddH2O 按 1：50的比例混合均匀于烧杯中，待孵育完毕，使用

清洗液清洗 2次，每次 3min；

（7）待清洗完毕后，滴加 AMP1试剂 1~2滴，放置于杂交炉反应后（40°，

0.5h），清洗液清洗 2次，每次 3min，再滴加 AMP2试剂 1~2滴，放置于杂交

炉反应（40°，0.5h），使用清洗液清洗 2次，再滴加 AMP3试剂 1~2滴，放置

于杂交炉反应（40°，15min）后，使用清洗液清洗 2次；

（8）往脑片中滴加 1~2 滴 HRP-C1 试剂，放入杂交炉中反应（40°，

15min），在 HRP-C1 试剂反应的过程中配置荧光染料，将浓缩的 Opal 520

Reagent 试剂用 TSA 稀释 15 倍，保存至 EP 管内，用锡箔纸避光保存，待

HRP-C1试剂反应完成，使用清洗液清洗 2次，往每份脑片滴加 50ml的荧光染

料，置于杂交炉中（40°，0.5h），之后清洗 2 次，滴加 HRP 阻断剂，放入杂

交炉中反应（40°，0.5h），再清洗两次，之后重复此步骤将 HRP-C1 替换成

HRP-C2、HRP-C3，Opal 520 Reagent 替换成 Opal 570 Reagent、Opal 690

Reagent；

（9）关闭杂交炉，取出脑片，用清洗液清洗 2次，往各个脑片中迅速滴加

DAPI 试剂 1~2 滴，反应 1min，再次使用清洗液清洗 2 次，吸尽表面的水分，

将合适剂量的防淬灭封片剂滴加于玻片上，最后小心的将盖玻片盖上以防止产

生气泡，用中性树脂封片，放入 4°冰箱内避光保存；

3.分析

使用正置荧光显微镜采集 PrL 区域各通道信号，依次从 5X、10X、20X、

40X 倍镜下寻找目标区域，待使用 40X倍镜时，调整焦距至视野清晰，每张脑

片拍摄 2～3 个视野。Imaris 9.9 软件分析各组脑片 MARK1、PSD-95、MAP1A

RNA阳性颗粒数及其共定位情况。

3.6 统计学处理

采用 SPSS 20.0 统计软件进行数据分析，所有数据用均数 ±标准误

（mean±SEM）表示。多组间比较采用双因素方差分析（Two-way ANOVA），

当主效应不显著但交互效应显著时，满足方差齐性检验的数据两两比较采用最

小显著性差异法（LSD 法），若方差不齐则采用 Tamhane’s T2 检验法。以 P <

0.05为差异有统计学意义。
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4 研究结果

4.1 三箱社交行为学测试结果

如图 2 及表 4 所示，与 NS 组相比，ASD 组大鼠在陌生鼠所在箱体中的活

动时间显著减少（P＜0.001），中间箱活动时间显著增加（P＜0.001）；说明

运动干预可以有效增加 ASD 组大鼠在陌生鼠所在箱体中的活动时间（P＜

0.05），降低中间箱活动时间（P＜0.05）；造模方式和生活方式两个主效应因

素对大鼠在空箱的活动时间无显著影响。与 NS 组比较，ASD 组大鼠嗅探陌生

大鼠的时间（P＜0.001）和频率（P＜0.05）显著下降，经运动干预后 ASDE组

的嗅探陌生大鼠的时间（P＜0.01）和频率（P＜0.01）较 ASD组有显著改善；

各组大鼠嗅探空笼的时间和频率无显著差异。

图 2 三箱社交行为学实验结果

A:A: 各组三箱社交实验活动轨迹（各组三箱社交实验活动轨迹（S1S1 代表代表 stranger1stranger1，空代表空笼子）；，空代表空笼子）；BB：各组大鼠在陌：各组大鼠在陌
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生鼠生鼠 stranger1stranger1 所在箱体活动的时间；所在箱体活动的时间；CC：各组大鼠在中间箱体活动的时间；：各组大鼠在中间箱体活动的时间；DD：各组大鼠：各组大鼠

在空箱体活动的时间；在空箱体活动的时间；E：各组大鼠嗅探陌生鼠 strange1 的时间；F：各组大鼠嗅探陌生鼠

strange1 的频率；G：各组大鼠嗅探空笼子的时间；H：各组大鼠嗅探空笼子的频率，&代

表 P<0.05； &&&代表 P<0.001;*代表对比 NS P<0.05，***代表对比 NS P<0.001，##代表

对比 ASD P<0.01。

表 4 三箱实验结果（X±SEM）

组别
N

大鼠在各箱体花费的时间（s） 头部接触次数 大鼠嗅探时间（s）

Stranger1 Center Empty Stranger1 Empty Stranger1 Empty

NS 9
669.85±38.

55
280.7±21.6

7
222.84±28

.19
36.00±5.

00
7.63±1.
77

198.51±16.
64

18.58±2
.84

ASD 11
375.38±58.

15***
607.±105.2

9***
207.97±70

.54
19.75±3.
16*

10.63±2
.42

76.83±15.1
5***

34.88±7
.51

NSE 10
786.40±66.

23
277.4±70.5

1
127.92±12

.46
35.75±3.

94
7.38±0.
96

171.59±14.
60

26.94±5
.42

ASD
E

9
521.05±78.

57#
312.9±46.5

3#
275.20±44

.12
42.75±8.
71##

14.63±2
.31

136.64±17.
53##

44.1±10
.26

注：*代表对比 NS P<0.05，***代表对比 NS P<0.001，#代表对比 ASD P<0.05，##代表

对比 ASD P<0.01。

4.2 树突棘形态检测结果

如图 3，表 5、6所示，本实验通过共聚焦显微镜观察各组 PrL、IL 树突棘

形态及密度情况发现，相对于 NS 组，ASD 组 PrL 区总树突棘密度、蘑菇状树

突棘密度、短粗状树突棘密度均显著增加（P＜0.001、P＜0.01、P＜0.001），

瘦长状树突棘密度稍有增加，但无明显差异（P＞0.05），IL区总树突棘密度、

蘑菇状树突棘密度、瘦长状树突棘密度均略有下降，但无明显差异（P＞0.05、

P＞0.05、P＞0.05）、短粗状树突棘密度略有增加，但无明显差异（P＞0.05）；

经过运动干预后，相对于 ASD组，ASDE组 PrL区总树突棘密度、蘑菇状树突

棘密度、短粗状树突棘密度均显著下降（P＜ 0.001、P＜ 0.001、P＜ 0.001），

瘦长状树突棘密度稍有下降，但无明显差异（P＞0.05），IL区总树突棘密度、

蘑菇状树突棘密度略、瘦长状树突棘密度、短粗状树突棘均略有下降，但无明

显差异（P＞0.05、P＞0.05、P＞0.05、P＞0.05）。
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图 3 树突棘形态观察结果

A：神经元、树突和树突附着的代表形态；“○”代表粗短的树突棘，“^”代表丝状伪足。图

片分别为 50微米、10微米和 1 微米； B：各组 PrL、IL区树突棘形态代表图；C：PrL 区

总树突棘密度；D:PrL区蘑菇型树突棘密度；E：PrL 区短粗型树突棘密度；F：PrL区瘦长

型树突棘密度；G：IL区总树突棘密度；H：IL 区蘑菇型树突棘密度；I：IL区短粗型树突

棘密度；J： IL 区瘦长型树突棘密度；**代表对比 NS P< 0.01，***代表对比 NS P<

0.001;###代表对比 ASD P< 0.001。

表 5 运动干预前后大鼠 PrL区各树突棘密度实验结果（X±SEM）

组别 N 总树突棘密度 短粗型树突棘密度 蘑菇形树突棘密度 瘦长型树突棘密度

NS 3 11.48±0.38 1.47±0.11 6.66±0.26 3.34±0.18
ASD 4 14.23±0.49*** 2.65±0.14*** 8.14±0.35** 3.43±0.17
NSE 4 12.90±0.42 2.77±0.16 7.09±0.29 3.05±0.15
ASDE 3 11.06±0.47### 1.72±0.14### 6.51±0.34### 2.83±0.17

注：**代表对比 NS P < 0.01，***代表对比 NS P< 0.001； ###代表对比 ASD P < 0.001。

表 6 运动干预前后大鼠 IL区各树突棘密度实验结果（X±SEM）

组别 N 总树突棘密度 短粗型树突棘密度 蘑菇形树突棘密度 瘦长型树突棘密度

NS 3 12.50±0.58 2.06±0.25 7.10±0.30 3.34±0.26
ASD 4 12.17±0.53 2.33±0.16 6.69±0.39 3.15±0.20
NSE 4 13.67±0.48 2.58±0.20 7.52±0.25 3.58±0.19
ASDE 3 12.12±0.45 1.99±0.20 6.58±0.31 3.55±0.28
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4.3 内侧前额叶皮层 PSD-95、Syn 蛋白表达变化结果

如图 4及表 7所示，相对于 NS组，ASD组 PrL区 PSD95蛋白表达显著升

高（P＜0.05）, 虽 Syn 蛋白水平有所降低，但无统计学意义（P＞0.05）； IL

区 ASD 组与 NS 组相比，PSD95 及 Syn 蛋白的表达量均有所降低，但都无显

著性差异（P＞0.05、P＞0.05）。运动干预后，与 ASD 相比，PrL 区 ASDE 组

PSD95 蛋白表达显著降低（P＜0.05）, Syn 蛋白表达稍有增加，但差异不显著

（P＞0.05）；IL 区 ASDE组 PSD95及 Syn 的表达量稍有升高，但两者都没有

显著性差异（P＞0.05、P＞0.05）。

图 4 WB蛋白条带及结果

A：各组大鼠 PrL 区 PSD-95、Syn、β-actin 蛋白相对表达量代表图； B：各组大鼠 PrL 区

PSD-95 蛋白相对表达量；C：各组大鼠 PrL 区 Syn 蛋白相对表达量；D：IL 区 PSD-95、

Syn、β-actin 蛋白相对表达量代表图； E：各组大鼠 IL 区 PSD-95 蛋白相对表达量； F：

各组大鼠 IL区 Syn 蛋白相对表达量；*表示对比 NS P < 0.05#表示对比 ASD P < 0.05。
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表 7 运动干预后各组大鼠 PrL、IL区 PSD95 Syn 蛋白表达的变化实验结果（X±SEM）

组别 N PrL区 PSD95 IL区 PSD95 PrL区 Syn IL区 Syn
NS 3 1.00±0.05 1.00±0.10 1.00±0.09 1.00±0.16
ASD 3 1.32±0.11* 0.85±0.36 0.81±0.11 0.84±0.11
NSE 3 1.28±0.11 1.10±0.19 0.81±0.09 0.84±0.11
ASDE 3 0.97±0.06# 1.05±0.19 0.83±0.12 0.90±0.12

注：*代表对比 NS P < 0.05；#代表对比 ASD P < 0.05。

4.4 RNASCOPE 检测实验结果

如图 5 及表 8 所示，与 NS 组相比较，ASD 组 PrL 区 PSD-95 RNA 阳性颗

粒数显著增加（P＜0.01）、MAP1A RNA 阳性颗粒数显著增加（P＜0.001）、

MARK1 RNA 阳性颗粒数显著增加（P＜0.001）、MAP1A与 PSD-95共标 RNA

阳性颗粒数显著增加（P＜0.001）、MARK1与 PSD-95共标 RNA阳性颗粒数显

著增加（P＜0.001）、MARK1与 MAP1A共标 RNA 阳性颗粒数显著增加（P＜

0.001）；经过运动干预后，与 ASD 组相比较，ASDE 组 PSD-95 RNA 阳性颗

粒数显著下降（P＜0.01）、MAP1A RNA 阳性颗粒数显著下降（P＜0.001）、

MARK1 RNA 阳性颗粒数显著下降（P＜0.05）、MAP1A 与 PSD-95 共标 RNA

阳性颗粒数显著下降（P＜0.001）、MARK1与 PSD-95共标 RNA阳性颗粒数显

著下降（P＜0.001）、MARK1与 MAP1A共标 RNA 阳性颗粒数显著增加（P＜

0.001）。
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图 5 RNASCOPE实验结果

A：各组大鼠 RNASCOPE 结果代表图；B：各组大鼠 MARK1 RNA 阳性颗粒数结果；C；

各组大鼠 MAP1A RNA 阳性颗粒数结果；D: 各组大鼠 PSD-95 RNA 阳性颗粒数结果；E;

各组大鼠 MARK1和 MAP1A 共标 RNA 阳性颗粒数结果；F: 各组大鼠 PSD-95和 MARK1

共标 RNA 阳性颗粒数结果；G：各组大鼠 MAP1A和 PSD-95共标 RNA阳性颗粒数结果；

**代表对比 NS P<0.01，***对比 NS P<0.001;#代表对比 ASD P<0.05，###代表对比 ASD

P<0.001。
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表 8 运动干预前后各组大鼠 PrL区 MARK1 MAP1A PSD95RNA阳性颗粒数结果（X±SEM）

组别 N MARK1 MAP1A PSD95
MAP1APSD

95

MARK1PSD

95

MAP1AMAR

K1

NS 3
1103.57±51.6

7

2162.91±159.6

9

4056.31±212.2

4
143.37±9.93 84.51±4.14

66.71±21.04

ASD 4
1426.23±49.9

3***
3072.63±195.6

1**
5253.88±249.2

3**
227.80±15.6

6***
124.25±5.37*

**
84.73±4.32***

NSE 3
1263.28±51.9

5

1947.18±104.3

2

5201.83±346.1

4
156.78±8.84 125.83±4.55 76.85±2.56

ASD

E
3

1271.35±48.0

2#
1236.00±88.72

###

4104.53±338.0

2#
73.82±7.30###

75.32±4.29##

#
37.06±2.71###

注：**代表对比 NS P<0.01，***代表对比 NS P<0.001;#代表对比 ASD P<0.05，###代表对

比 ASD P<0.001。
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5 讨论与分析

在本研究使用了被广泛认可并使用的孕期注射 VPA诱导的 ASD大鼠模型，

给予 4周游泳联合转轮跑台运动干预，运用三箱社交行为学实验检测运动干预

前后 ASD大鼠的社交能力，通过共聚焦显微镜观察运动干预前后树突棘形态及

密度变化，WB 检测运动干预前后 PSD-95、Syn 蛋白相对表达量的改变，

RNASCOPE 实验检测运动干预前后 PSD-95、MAP1A、MARK1 RNA 阳性颗粒

数的变化。我们的结果证明了运动干预能有效改善 ASD大鼠的社交能力，并对

PrL 区树突棘重塑有积极影响，运动对树突棘重塑的影响在分子层面上可能与

PSD-95/MAP1A/MARK1有关。

5.1 运动干预对 ASD 大鼠社交能力的影响

研究表明，运动是改善 ASD人群社交能力及其他核心障碍、并发症的有效

手段。三箱社交实验可以通过观察与陌生鼠接触的时间及频率来评价其社交和

新奇偏好能力。

三箱社交实验结果显示：与 NS 组相比，ASD 组大鼠在陌生鼠所在箱体中

的活动时间显著减少（P＜0.001），中间箱活动时间显著增加（P＜0.001）；

说明运动干预可以有效增加 ASD组大鼠在陌生鼠所在箱体中的活动时间（P＜

0.05），降低中间箱活动时间（P＜0.05）；造模方式和生活方式两个主效应因

素对大鼠在空箱的活动时间无显著影响。与 NS 组比较，ASD 组大鼠嗅探陌生

大鼠的时间（P＜0.001）和频率（P＜0.05）显著下降，经运动干预后 ASDE组

的嗅探陌生大鼠的时间（P＜0.01）和频率（P＜0.01）较 ASD组有显著改善；

各组大鼠嗅探空笼的时间和频率无显著差异。

行为学结果表明 4 周中等强度的游泳运动结合转轮跑步干预可以显著改善

ASD 大鼠社交障碍。

5.2 运动干预对 ASD 大鼠前额叶皮层突触结构可塑性的影响

突触是大脑交流的基本单位，也是信息的加工和传递的重要场所。树突棘

是兴奋性突触所在的树突轴上的突起，突触和树突棘是动态的结构，其可塑性

对学习和记忆至关重要[9]。而树突棘结构的可塑性与突触功能和可塑性紧密相

关，树突棘的增大伴随着突触的长期增强、树突棘的缩小伴随着突触的长期抑
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制，其密度和形态的变化影响突触的形成，维持和消除，从而影响着神经回路

的建立与重塑[112]。ASD 的发生与突触异常变化密切相关，ASD 人群中主要的

神经元结构表型变化包括了树突棘的畸变、修剪，消除发生障碍，在早期的过

快的生长和形成[6]。因此，本研究使用正置激光共聚焦显微镜观察神经元树突

棘的密度与形态变化来了解运动对 ASD大鼠突触结构可塑性的影响。mPFC区

能将信息接受、整合、输出到多个脑区如：杏仁核、下丘脑、海马、脑干，是

社交，认知功能的关键调控者，还在记忆、决策、情绪调节上发挥重要作用[10,

113-115]。而一般认为啮齿类动物的 PrL 区与 IL 区功能与人类 mPFC区相似[116]，

因此，本研究选择 PrL、IL亚区作为观察区域。

一些研究报告了与 ASD 相关老鼠模型异常树突棘的形态变化，在 VPA 诱

导的 ASD 模型鼠中，Mahmood 等人发现海马区整个树突棘密度没有增加、蘑

菇状增加、瘦长状和短粗状减少[117]，王菲菲等人发现 PFC 区未成熟状树突棘

密度增加并且总树突棘、成熟型蘑菇状和粗短状树突棘密度降低 [8]，Isabel

Barón-Mendoza 等人在皮层神经元的原代培养物中发现树突棘密度的增加[118]。

另外在其他 ASD 模型中，Shank3基因突变型发现海马区树突棘密度增加[119]，

Prkn基因敲除小鼠前额叶皮层表现树突分枝和棘数目减少[120]。造成这些结果

不一致的原因可能与大脑区域、物种和方法的差异有关[117, 121]，但是都显示出

了 ASD 的病理学与树突棘结构的异常变化有关。运动干预改善 ASD 症状的生

理机制并未完全知晓，在其他精神障碍疾病如阿尔兹海默症中，运动干预能有

效改善树突棘的数量与树突复杂性、增强突触结构可塑性从而改善症状。本实

验结果发现：与 NS 组比较，ASD 组 PrL 区的神经元树突棘总密度显著增加，

其中以蘑菇型和短粗型形态的树突棘密度增加为主；经运动干预后，与 ASD组

比较，ASDE组神经元树突棘总密度、蘑菇型和短粗型树突棘密度均显著降低，

各组瘦长型树突棘密度无显著变化。此外，IL 区各组神经元树突棘总密度和形

态无显著差异。PrL区与 IL 区的结果不同可能与其各自投射模式、解剖位置、

决策行为中参与度不同有关。决策行为涉及多个认知过程，背侧 mPFC （ACC

和 dPrL）参与程度更高，而腹侧 mPFC （vPrL 和 IL）较少，同时背侧 mPFC

与背侧海马、背侧纹状体和前运动皮层连接性更强与特定动作的选择和执行有

关，而腹侧 mPFC 与腹侧海马、腹侧纹状体、杏仁核和下丘脑的连接性更强与

动机成分和全身状态监测有关[11]。同时在大鼠中虽然 PrL与 IL有部分共同的投

射区域，但对许多其他大脑投射区域并不相同，PrL 的投射模式似乎更倾向于

调节认知功能，而 IL 更倾向调节内脏/自主活动[122]，甚至在调节恐惧情绪时，

二者呈现相反的作用[123]。事实上，有研究显示 ASD 社交缺陷与小脑-PrL 神经

回路中 PrL 区的兴奋性活动升高有关，抑制 PrL 区兴奋性活动可以有效改善社
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交障碍。另有项研究发现在 ASD 模型鼠 mPFC 区存在神经元兴奋性和抑制性

（E:I）平衡的改变，通过增加抑制性小白蛋白（PV）神经元兴奋性或降低兴奋

性锥体（PYR）神经元兴奋性可以挽救小鼠的社会行为障碍[124]。以上结果说明

运动干预能有效调节 PrL区树突棘结构重塑从而诱导突触可塑性的变化。

5.3 运动干预改善 ASD 大鼠核心障碍可能的机制

基因组分析已经发现了许多 ASD 高风险候选基因如 CSMD3、SHANK3、

SYNGAP1、FMR1 等。SHANK3 基因编码位于兴奋性突触 PSD 上的支架蛋白

SHANK3，通过与其他信号蛋白及支架蛋白如突触处的细胞黏附蛋白、树突棘

内的细胞骨架蛋白相互作用，参与突触形成、结构及功能，SHANK3缺陷鼠是

一种经典的 ASD 模型，多项研究发现该模型中存在突触可塑性的缺陷[125, 126]。

SYNGAP1编码一种突触间隙蛋白（SynGAP），该蛋白主要定位于新皮质锥体

神经元的树突棘、抑制 NMDA 和 AMPA介导的相关信号通路及对突触可塑性

的调节，SYNGAP1单倍不足会使树突棘过早的成熟，破坏 E/I平衡，导致认知

功能缺陷[127]。CSMD3编码同名跨膜蛋白，可能作为胞外或跨膜蛋白的共受体

从而调节树突的发育，CSMD3 的缺失会导致小鼠小脑浦肯野细胞形态发生异

常、内在兴奋性增加、突触可塑性发生缺陷以及 ASD 样行为[128]。总而言之，

许多 ASD候选基因都涉及了突触异常，然而相关分子是如何介导突触功能在很

大程度上仍不清楚，因此探究这些机制对解释 ASD的病因学以及制定针对性的

治疗方案具有深远意义。

PSD-95可能是 ASD 强力候选基因，一项中国人群的病例对照研究表明编

码 PSD-95 的 DLG4rs1331 处的突变与 ASD 的发生显著相关[129]。PSD-95 通过

与含 NR2B 的 NMDA 受体相互作用调节突触的成熟与功能以及在突触可塑性

如 LTP/LTD起关键诱导作用。并且许多研究观察到在 ASD模型鼠中存在 PSD-

95 的过度表达[130, 131]，而 PSD-95 的过度表达会导致树突棘密度与大小的增加

[82]。树突棘的密度对细胞的功能和连接有直接的影响，树突棘密度增加，意味

着兴奋性突触密度增加，而突触密度异常的增加会导致局部兴奋性连接过度加

强从而影响整个神经回路。有趣的是，mPFC区 PSD-95缺陷老鼠同样会表现出

社交、记忆、学习缺陷，与 ASD人群的异常行为一致[83]。本实验结果发现：与

NS 组相比较，ASD 组 PrL 区 PSD-95 蛋白相对表达量以及 RNA 阳性颗粒数显

著升高；经运动干预后，与 ASD 组相比较，ASDE 组 PrL 区 PSD-95 蛋白相对

表达量以及 RNA阳性颗粒数显著降低。MAP1A 是一种微管晶格结合蛋白，在

微管的稳定方面发挥重要作用，而微管涉及突触的发生及树突棘的发育和稳定。
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Rachel A. Myers 在对 ASD 人群基因组功能区域的深度重新测序中发现 MAP1A

具有显著的过多的罕见错义变异[132]，在另一项 ASD 人群外显子组序列研究中

也表明 MAP1A的突变与 ASD显著相关[133]。研究表明MAP1A维持突触可塑性

中的发挥重要作用，MAP1A敲除鼠表现学习、记忆以及 LTP 受损，其机制可

能是MAP1A与 PSD-93/PSD-95相互作用将含 NR2A/NR2B的 NMDA受体锚定

在细胞骨架上[97]。本实验结果发现：与 NS 组相比较，ASD 组 MAP1A、PSD-

95与 MAP1A共定位 RNA 阳性颗粒数显著升高，经过运动干预后，与 ASD 组

相比较，ASDE 组 MAP1A、PSD-95和 MAP1A共定位 RNA 阳性颗粒数显著下

降。最近 MARK1被鉴定为 ASD的有力候选基因，ASD相关的单核苷酸多态性

序列 rs12410279 调节 MARK1 基因转录。MARK1 是一种微管相关激酶，参与

轴突和树突中货物沿微管的运输如线粒体、调节神经元的极化与迁移、同时可

以磷酸化 MAP 使其从微管上分离，在 ASD 人群尸检报告中也发现了 MARK1

的高表达[99]。研究显示MARK1参与了树突棘形态的发生及结构可塑性的调节，

MARK1在 NMDA受体的下游被激活，MARK1介导 PSD-95鸟苷酸激酶（GK）

结构域 Ser-561 处的磷酸化，磷酸化的 Ser-561 会促进 GK 和附近的 Src 同源 3

（SH3）结构域之间的分子相互作用，导致其内部构象发生变化，增加 PSD-95

的动力学，促进 PSD的动态重排，利于 LTP/LTD的调节，当 MARK1在前脑被

特异性地敲除后，海马 CA1锥体神经元树突棘密度显著降低，形态也发生缺陷，

同时老鼠表现出空间学习、记忆缺陷以及焦虑减少[134]，值得注意的是MARK1

似乎还与焦虑相关，ASD与双向情感障碍都伴有焦虑情绪，且都有MARK1 的

过表达，而当敲除 MARK1后，焦虑情绪得到了有效的改善。本实验研究结果

发现：与 NS组相比较，ASD组 MARK1、PSD-95与 MARK1共定位 RNA 阳性

颗粒数显著升高，经过运动干预后，与 ASD 组相比较，ASDE 组 MARK1、

PSD-95和 MARK1共定位 RNA 阳性颗粒数显著下降。前期课题组从蛋白修饰

水平上发现 ASD 大鼠内侧前额叶皮层 MAP1A、MARK1 蛋白存在多个磷酸化

位点的异常激活[19]，本实验从转录水平发现 ASD大鼠 PrL区 PSD-95、MAP1A

和 MARK1的 RNA 表达显著升高， MARK1和 MAP1A、MARK1和 PSD-95以

及 MAP1A和 PSD-95的共定位增加。运动干预可以逆转 ASD 大鼠 PrL 区异常

增加的 PSD-95、MAP1A和 MARK1的 RNA 表达，降低分子相互作用。我们推

测在 ASD疾病状态下 PrL区MARK1、MAP1A和 PSD-95分子表达增加，并且

在空间上聚集程度加强，促进分子间相互作用，介导树突棘细胞骨架重排，引

起结构重塑，兴奋性突触密度增加，神经环路兴奋和抑制比率升高，从而导致

ASD 大鼠社交障碍；这一病理过程可以被运动干预逆转，从而改善 ASD 大鼠

行为异常。
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综上所述，本研究结果显示：经运动干预后 ASDE 组的嗅探陌生大鼠的时

间和频率较 ASD组有显著改善，PrL区神经元树突棘总密度、蘑菇型和短粗型

树突棘密度均显著降低，各组瘦长型树突棘密度无显著变化，表明运动干预能

有效改善 ASD大鼠 PrL的异常突触重塑，改善社交相关行为。进一步，我们的

研究发现运动改善 ASD 大鼠社交行为及树突棘结构重塑在分子水平上可能与

MARK1、MAP1A 和 PSD-95 相关。运动能有效逆转 ASD 大鼠 PrL 区 PSD-95

蛋白的异常增加，并且通过 RNAscope观察到运动后 ASD大鼠 PrL区 MARK1、

MAP1A和 PSD-95的 RNA阳性颗粒数，MARK1和 MAP1A、MARK1和 PSD-95、

MAP1A和 PSD-95的共定位 RNA 阳性颗粒数均显著降低。我们的结果提示运

动可能通过 MARK1/MAP1A/PSD-95 调节 PrL 区树突棘结构重塑，从而改善了

ASD大鼠异常的神经环路，促进了相关社交行为的恢复。
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6 创新与不足

6.1 创新

本研究通过 VPA 诱导的 ASD 模型大鼠，探究运动干预对 PrL、IL 区神经

元突触结构可塑性的影响及 PSD-95、MAP1A、MARK1相关分子的变化，发现

运动干预能有效调节 PrL 区的树突棘结构重塑，并且这种影响可能与 PSD-

95/MAP1A/MARK1 有关，为探究 ASD 的病因学及运动干预改善 ASD 的可能

机制提供新的实验依据。

6.2 不足

没有更深入的探究 PSD-95/MAP1A/MARK1在调节树突棘可塑性上的通路，

没有检测MAP1A、MARK1在 PrL区的蛋白表达量，样本量也相对较少，同时，

本研究只做了突触结构部分，而在突触功能上没有进行研究，也没有做

MAP1A、MARK1对改善 ASD大鼠社交障碍及突触结构可塑性的相关性研究，

希望在之后的研究中改善不足之处进行验证。
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7 结论

运动干预能有效改善 ASD大鼠的社交障碍以及 PrL区树突棘的结构可塑性，

这种积极的影响在分子水平上可能与MARK1、MAP1A和 PSD-95相关。
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