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［摘 要］ 目的：探讨维生素A（vitamin A，VA）对丙戊酸钠（sodium valproate acid，VPA）诱导的孤独症模型大鼠行为学的影

响。方法：对孕12.5 d Wistar大鼠进行单次腹腔注射，注射物分别为VPA（600 mg/kg）和等量生理盐水，将出生雄性子鼠分为3组：

对照组（VPA组，n=11）、维生素A治疗组（VPA+VA组，n=12）以及生理盐水组（SAL组，n=11）。从生后第7天开始对VPA+VA
组大鼠以50 000 U/2.5 kg剂量的VA（豆油溶解）灌胃，其余两组予以等量的豆油灌胃，持续7 d。3组大鼠在生后第21天和第49天
时进行眶静脉采血，比较3组血清VA浓度变化；3组大鼠生后第35天开始按序进行开场实验、三室实验、埋珠实验和水迷宫实

验，比较3组的行为表现。结果：与SAL组相比，VPA组重复刻板行为增加、社会交往能力下降、自发活动水平增强、空间学习

记忆能力减弱（P＜0.05）；②经VA治疗后，VPA+VA组与VPA组相比，社交能力增强、自发活动水平减轻、空间学习记忆能力增

强（P＜0.05），重复刻板行为无明显改善（P＞0.05）。结论：维生素A能够改善VPA诱导的孤独症模型大鼠的行为学表现。
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［Abstract］ Objective：This study aims to explore the effect of vitamin A（VA）on the autistic model rats which were induced by
sodium valproate（VPA）. Methods：The 12.5 d pregnant Wistar rats were given intraperitoneal injection of VPA（600 mg/kg）or normal
saline. Then the male offsprings were randomly divided into three groups：control group（VPA，n=11），vitamin A treatment group（VPA+
VA，n=12）and saline group（SAL，n=11）. On the 7th day after birth，rats in the VPA+VA group were given VA（50 000 U/2.5 kg）by
gavage for 7 days，other two groups were given the same amount of soybean oil by gavage for 7 days. Three groups of rats were tested the
vitamin A levels in blood in the the 21st day and the 49th day after the birth. The experiments as open⁃field，three chamber experiment，
marble bury and water maze tests in the 35th day after birth were carried out among 3 groups of rats. Results：Compared with the SAL
group，repeated behavior and the spontaneous activity level were increasing significantly in the VPA group，the social intercourse
ability，spatial learning and memory ability were decreasing in the VPA group（P < 0.05）. After vitamin A treatment，compared with the
VPA group，the social ability，spontaneous activity，the spatial learning and memory ability were obviously improved in the VPA+VA
group（P < 0.05）. However，there were no significant improvement on the repetitive behavior of VPA + VA group（P > 0.05）.
Conclusion：Vitamin A partially improves the behavior of VPA⁃induced autistic model rats.
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孤 独 症 谱 系 障 碍（autism spectrum disorder，
ASD）是一种起病于婴幼儿期的神经发育障碍综合

征，其核心症状为社会交流和交往困难、狭窄的兴

趣范围和重复刻板行为［1］，对儿童的身心健康产生

严重影响。近年研究报道显示ASD的发病率呈上

升趋势［2］，因此有关 ASD的研究也越来越引起重

视。人们试图从多个角度开展ASD的病因、诊断和

干预的相关研究，其中，ASD与微量营养素的相关

性也逐渐进入人们研究的视野。

维生素A（vitamin A，VA）是人体必需的一种微

量营养素，在人体免疫、脑发育、生长与生殖等方面

有着重要作用［3］。研究显示大鼠孕期VA的缺乏会

引起子代认知能力的异常［4］；新生儿期的血VA水平

与 2岁时的婴幼儿运动和智力水平呈正相关［5］；幼

年期VA的缺乏会损害动物学习记忆能力以及社交

能力［6］；而ASD儿童血清的VA水平较正常幼儿显著

降低［7］，提示VA可能与ASD存在一定的相关性。

动物模型是发育行为基础研究常用的工具。

研究显示，暴露于丙戊酸（sodium valproate acid，
VPA）孕鼠的子代表现出与ASD类似的社交障碍和

重复刻板行为的特点［8］，从而成为较常见的ASD动

物模型。本研究组拟观察VA给药对ASD大鼠动物

模型行为学影响，为VA在ASD早期康复治疗中的

作用提供客观的动物实验理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料

VPA（Sigma公司，美国）按250 mg/mL溶于生理

盐水中备用。VA棕榈酸酯（上海阿拉丁公司）溶于

豆油中备用。

1.2 方法

1.2.1 实验动物模型制备与分组

成年SPF级Wistar大鼠雄性5只、雌性10只（北

京维通利华动物实验有限公司），在屏障结构内分

笼饲养。适应环境 1周后，参照 Schneider等［8］构建

ASD动物模型的方法，将雌雄大鼠按 1∶1比例合

笼，发现阴栓者记为怀孕第 1天，孕鼠分为ASD模

型组和 ASD模型对照组。ASD模型组在孕 12.5 d
按 600 mg/kg剂量腹腔注射VPA，ASD模型对照组腹

腔注射等量生理盐水。

ASD 模型组孕鼠所产的雄性子鼠随机分为

VA治疗组和对照组，分别标记为 VPA+VA组（n=
12）和 VPA 组（n=11）；ASD 模型对照组孕鼠所产

的雄性子鼠则为生理盐水组（SAL组，n=11）。子

鼠出生第 1天记为 P1，3组子鼠从 P7开始，VPA+
VA组以 50 000 U/2.5 kg［9］VA棕榈酸酯灌胃，VPA组

和SAL组则灌入等量的大豆油，每晚20∶00灌胃，连

续 7 d。各组子鼠均在P23时断奶，P35时开始行为

学实验（图1）。动物实验符合南京医科大学实验动

物福利伦理委员会规定。

1.2.2 行为学评估

1.2.2.1 开场实验

开场实验评估大鼠的自发活动水平。开场实

验箱尺寸为80 cm×80 cm×50 cm（长×宽×高，内径），

箱内壁涂黑，隔音、隔光排除外界因素干扰，在安静

条件下，将大鼠轻轻放在开场实验箱中间，系统自

动记录 10 min内大鼠的总路程、活动速度评估大

鼠的自发活动水平，分析系统为 JLBehv动物行为

分析系统⁃自发活动视频分析系统（上海吉量软件

公司）。

1.2.2.2 三室实验

三室实验测试大鼠的社交行为。三室实验箱

是尺寸为123 cm×50 cm×40 cm（长×宽×高，内径）内

层涂黑的长方体，用不透明隔板隔成大小相等的三

室，每个隔板上有一适宜大小的洞，能让大鼠顺利

穿过隔板在各室活动。左右室的外侧挂1个能装大

鼠的鼠箱，鼠箱通过带孔的挡板与左右室相通。实

验前先用挡板挡住中间箱隔板上的洞，测试鼠放在

中央室适应 5 min，然后打开左右挡板，让测试鼠在

三室中自由适应5 min。实验开始前先在左边鼠箱中

放入1只和测试鼠陌生的大鼠，观察测试鼠10 min，

图1 实验流程图

Figure 1 Experimental flow chart
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Wistar雌雄大鼠按1∶1比例合笼见栓。

见栓后母鼠分为ASD模型组和ASD模型对照组。
孕12.5 d，ASD模型组腹腔注射VPA，ASD模型对照
组注射等量生理盐水

ASD模型组孕鼠的雄性子鼠随机分为维生素A治
疗组和对照组，分别标记为VPA+VA组和VPA组；
ASD模型对照组孕鼠的雄性子鼠为SAL组

P7开始，连续7 d，VPA+VA组以维生素A棕榈酸酯
灌胃，VPA和SAL组则灌入等量的大豆油

P21对3组子鼠进行眶静脉采血，检测血清VA浓度

3组子鼠在P35开始行为学实验

P49对3组子鼠进行眶静脉采血，检测血清VA浓度
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使用 JLBehv动物行为分析系统⁃自发活动视频分析

系统（上海吉量软件公司）统计分析测试鼠分别与

陌生鼠、空箱的社交时间。

1.2.2.3 埋珠实验

埋珠实验测试大鼠的重复刻板行为。在标准

鼠笼里放 5 cm厚的玉米芯垫料，铺平，将测试鼠放

入其中适应 5 min，后垫料上放 20个玻璃珠（直径

10 mm），按 5×4规律分布，将老鼠放入笼中 30 min
后取出，统计所埋玻璃珠的数量（被埋体积大于

50%），将垫料铺平后重复利用。

1.2.2.4 水迷宫

Morris水迷宫测试大鼠的空间学习记忆能力。

实验装置由直径 130 cm、高 50 cm内壁涂黑的圆形

水池和视频采集系统（上海吉量软件公司）组成，实

验分为两个部分：①定位航行，实验连续进行 5 d，
实验前 1 d先不放平台，让所有测试鼠适应性游泳

2 min；第1~5天，在第1象限正中离池壁30 cm处放

1个直径为9 cm、高29 cm 的圆形平台，平台顶低于

水面1 cm。将大鼠面向池壁，依次从迷宫第3象限、

第2象限、第4象限、第1象限入水点轻放入水，大鼠

从入水到找到平台的时间，记为潜伏期。若大鼠未

能在入水后 2 min内找到平台，则将其引导到平台

上停留15 s，潜伏期记为2 min。视频采集系统同步

记录大鼠寻找及爬上平台的路线图、潜伏期；②平

台搜索，第6天撤去平台，将大鼠从第3象限入水点

轻放入水，记录其2 min内穿越原平台区域的次数。

1.2.3 大鼠血清VA检测

P23和P49对3组老鼠进行眶静脉采血1.0 mL，放
在带有隔离胶生化管中静置1 h后，4 000 r/min离心

10 min，收集约 200 μL血清，4 ℃低温贮存，进行液

相色谱串联质谱检测。

1.3 统计学方法

实验数据使用 SPSS22.0 统计软件进行统计学

处理，计量资料以均数±标准差（x ± s）表示，采用单因

素方差分析，组间两两比较采用LSD或Tamhane’s T2
检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 VA对ASD大鼠自发活动水平的影响

开场实验结果表明，SAL组、VPA组和VPA+VA
组总活动路程及活动时间有显著差异（P＜0.05）。其

中与SAL组相比，VPA组的总活动路程和活动时间显

著增加（P＜0.05），而VPA+VA组的总活动路程和活

动时间相此VPA组则显著减少（P＜0.05，表1，图2）。

2.2 VA对ASD大鼠社交行为的影响

三室实验结果显示，3组测试鼠与陌生鼠、空箱

接触时间有显著差异（P＜0.05），3组大鼠与陌生鼠

和空箱的接触时间比值也有明显差异（P＜0.05）。

与SAL组相比，VPA组表现为与陌生幼鼠交往时间

短，与空箱接触时间长（P＜0.05）；与VPA组大鼠相

比，VPA+VA组大鼠与陌生鼠接触时间较长（P＜

0.05），与空箱接触时间较短（P＜0.05，表2）。
VPA+VA组VPA组SAL组

图2 3组大鼠开场实验典型轨迹图

Figure 2 The typical trajectories of rats in the open⁃field test among three groups

表1 3组大鼠在开场实验中的行为学比较

Table 1 The behavioral comparison of rats in the open⁃
field test among three groups

组别

SAL组（n=11）
VPA组（n=11）
VPA+VA组（n=12）
F值

P值

总活动路程（mm）
15 781.69 ± 3 778.88
20 794.41 ± 3 043.72*

16 286.75 ± 3 617.99#

6.920
0.003

活动时间（s）
315.77 ± 65.93
408.22 ± 34.51*

356.98 ± 54.12#

8.360
0.001

与SAL组比较，*P＜0.05；与VPA组比较，#P＜0.05。
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表3 3组大鼠在埋珠实验中的行为表现

Table 3 The behavior of rats in marble bury test in three
groups

组别

SAL组（n=11）
VPA组（n=11）
VPA+VA组（n=12）
F值

P值

埋珠数目（个）

05.45 ± 2.69*

13.81 ± 5.65*

14.08 ± 5.75*

＜11.010
0＜0.001

与SAL组相比，*P＜0.05。

2.3 VA对ASD大鼠刻板行为的影响

埋珠实验结果显示，3组间埋珠数目有显著差

异（P＜0.05）。与SAL组相比，VPA组的埋珠数目明

显增多（P＜0.05），而VPA+VA组的埋珠数目与VPA
组相比差异无统计学意义（P＞0.05，表3）。
2.4 VA对ASD大鼠学习记忆能力的影响

定位航行实验结果表明，随着训练次数的增

加，3组大鼠的潜伏期均缩短，第 2~5天 3组大鼠潜

伏期均存在差异（P＜0.05），其中第2~5天VPA组潜

伏期显著大于SAL组（P＜0.05），而VPA+VA组大鼠

的潜伏期明显小于VPA组（P＜0.05，表4）。
平台搜索实验表明，3组大鼠穿越平台次数有

差异（F=9.65，P=0.001）。SAL 组、VPA 组和 VPA+
VA组穿越平台次数分别为（4.55±1.92）次、（2.64±

表2 3组大鼠在三室实验中的行为比较

Table 2 Comparison of behavior in the three⁃chamber test of rats in three groups

与SAL组比较，*P＜0.05；与VPA组比较，#P＜0.05。

组别

SAL组（n=11）
VPA组（n=11）
VPA+VA组（n=12）
F值

P值

陌生鼠

279.56 ± 77.04
204.97 ± 47.75*

290.07 ± 64.86#

5.840
0.007

空箱

188.78 ± 56.34
277.33 ± 91.60*

192.95 ± 43.04#

6.340
0.005

测试鼠与陌生鼠、

空箱接触时间之比

1.54 ± 0.42#

0.78 ± 0.18*

1.52 ± 0.28#

21.820
＜0.001

接触时间（s）

表4 3组大鼠水迷宫定位航行实验中潜伏期比较

Table 4 Comparison of incubation period in the navigation experiment of water maze positioning in rats of three groups

与SAL组比较，*P＜0.05；与VPA组比较，#P＜0.05。

时间

第1天
第2天
第3天
第4天
第5天

SAL组（s）
81.81 ± 26.43
45.81 ± 18.31
24.75 ± 10.40
16.62 ± 6.53
11.34 ± 3.55

VPA组（s）
86.06 ± 20.13
64.10 ± 16.92*

35.60 ± 8.39*

25.68 ± 6.17*

18.61 ± 4.63*

P值

0.920
0.020
0.030
0.020
0.002

VPA+VA组（s）
83.88 ± 25.62
44.37 ± 17.76#

26.35 ± 10.16#

24.18 ± 10.05#

13.57 ± 5.15#

F值

0.08
4.33
4.04
4.23
7.51

1.29）次和（5.67±1.72）次。与SAL组相比，VPA组穿

越平台次数明显减少（P＜0.05）；而VPA+VA组穿越

平台次数较VPA组明显增加（P＜0.05，图3）。
2.5 血清VA浓度检测

在 P21 和 P49 时，3 组血清 VA 浓度均有差异

（P＜0.05）。在P21和P49，VPA组大鼠血清VA浓度

低于SAL组（P＜0.05）；在P21和P49，VPA+VA组大

鼠血清VA浓度明显高于VPA组（P＜0.001）；在P21
时，VPA+VA组血清VA浓度显著高于 SAL组（P＜

0.05）；在P49时，VPA+VA组血清VA浓度与 SAL组

没有差异（P＞0.05，表5）。

3 讨 论

ASD是一种广泛的、严重的遗传性、异质性神

经发育障碍性疾病，两大核心症状是社会交流和交

往障碍，局限、刻板的行为或狭窄兴趣，部分患儿伴

有不同程度的学习记忆能力低下、焦虑等相关症

状。目前认为ASD是由复杂的遗传因素和环境因

素在脑发育的关键期共同作用的结果［10］。微量营

养素作为环境因素之一，其与ASD的相关性也逐渐

进入人们研究的视野。近年来研究发现ASD儿童

血清VA和叶酸水平显著低于正常儿童［7］，也有研究
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VPA+VA组VPA组SAL组

图3 3组大鼠水迷宫平台搜索期典型轨迹图

Figure 3 The typical trajectories in the platform search period of water maze test in rats of three groups

表5 3组大鼠在P21和P49时血清VA浓度比较

Table 5 Comparison of serum VA concentrations of rats
in three groups at P21 and P49

组别

SAL组

VPA组

VPA+VA组

F值

P值

P21
0.30 ± 0.05
0.22 ± 0.03*

0.34 ± 0.04*#

＜22.040
0＜0.001

P49
0.33 ± 0.05
0.24 ± 0.04*

0.30 ± 0.06#

8.480
0.001

n

11
11
12

与SAL组比较，*P＜0.05；与VPA组比较，#P＜0.05。

血清VA浓度（mg/L）

认为VA缺乏可能参与ASD的发病［11］，因此VA与

ASD的相关性值得我们探讨。

VPA是常用的一线广谱抗癫痫药［12］，研究发现

孕妇在孕早期服用VPA，其后代患ASD的概率显著

增加［13］。众多研究发现，在大鼠孕12.5 d单次腹腔注

射VPA 600 mg/kg，其子代与ASD患者的病因、病理

和行为表现等方面有明显的相似性［8，14-15］，被认为是

较经典的ASD造模方法。本研究造模结果显示，与

SAL组相比，VPA组的社会交往能力显著受损，重

复、刻板行为明显增加，学习记忆能力明显受损，自

发活动水平明显增多，这与ASD患者的临床表现非

常相似，表明本实验ASD动物模型制备成功，可进

行后续实验。

VA是人体生长发育所必需的一种脂溶性微量

营养素，不仅在人体的视觉、免疫、生长发育及细胞

分化等方面发挥广泛的生理作用，而且还能够影响

神经系统的发育和功能，VA缺乏不仅会损害海马

区的可塑性及空间学习记忆能力，也会引起认知功

能障碍［4］。本课题组观察 VA给药对 VPA诱导的

ASD模型大鼠行为学的影响，结果发现，VA治疗能

够明显减少ASD大鼠的活动总路程及活动时间，提

示显著缓解其焦虑行为；VA治疗能够显著提高ASD
大鼠与陌生鼠的接触时间，提示能够改善其社会交

往能力；VA治疗缩短了ASD大鼠寻找平台的潜伏

期，增加穿越平台的次数，提示显著改善其空间学

习记忆能力；VA治疗后ASD大鼠的埋珠个数无明

显减少，提示对其重复刻板行为无明显改善作用。

本研究结果显示，VA能改善模型大鼠的类ASD样

行为表现。研究显示，孕期及幼年期VA缺乏的幼

鼠在社会交往实验中与同伴互动时间减少，在强迫

游泳实验中存在重复刻板行为增加，VA治疗后症状

改善［16］。在母婴隔离诱导的ASD幼鼠模型，VA缺乏

可以加重ASD幼鼠的相关症状，治疗后有好转［17］。同

时，有研究发现ASD患者存在氧化稳态异常［18］，而

VA的抗氧化作用能保护神经元，减少氧化应激对神

经元的损伤［19］。临床实验发现ASD患儿存在γ⁃氨基

丁酸能神经系统异常［20］，而VA可能通过调控γ⁃氨基

丁酸能系统神经元的发育而参与ASD的治疗［21］.。

综上可以明确，VA在ASD的发病和治疗中具

有一定作用，但VA以何种机制影响ASD发生和发

展，仍需进一步研究。
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