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一种 ＰＴＥＮ基因下调的孤独症幼鼠模型构建的改良方法
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摘要　目的　构建一种丙戊酸（ＶＰＡ）和 ＰＴＥＮ腺病毒（ＡＤＶ）联合应用的 ＰＴＥＮ基因下调 ＡＳＤ幼鼠模型（ＶＰＡＡＤＶ），并与
ＶＰＡ和ＡＤＶ两种传统模型进行比较，证明此模型在针刺治疗ＡＳＤ造模的优势。方法　将怀孕１２５ｄ的Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为
２组，分别给予ＶＰＡ（６００ｍｇ／ｋｇ）和等剂量的生理盐水作为ＶＰＡ和正常组。记录新生幼鼠体质量、睁眼时间、尾巴畸形情况。
正常组幼鼠随机分为３组，每组１０只，设置为：正常（ＮＳ）组、病毒（ＡＤＶ）组，病毒阴性对照（ＡＤＶＮＣ）组；ＶＰＡ组幼鼠２０只，
随机分为２组，每组１０只，设置为丙戊酸（ＶＰＡ）组、丙戊酸结合病毒干扰（ＶＰＡ＋ＡＤＶ）组。观察５组幼鼠出生后的体质量、尾
长、弯尾、负趋地性反射时间、骨骼畸形情况、２１日龄神经行为学表现、脑组织电镜髓鞘结构；通过免疫组化、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ｑ
ＰＣＲ方法检测ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ＧＳＫ３β、ＭＢＰ表达水平。结果　与ＮＳ组孕鼠活产幼鼠对比，ＶＰＡ组孕鼠活产幼鼠畸形率显
著增加，体质量增长慢，尾长增长慢，负趋地性反射时间长（Ｐ＜００５）。３个模型组较 ＮＳ组体重增长慢，尾长增长慢，负趋地
性反射时间长（Ｐ＜００５），且ＶＰＡ＋ＡＤＶ组表现最为显著。３组模型旷场试验跨中央格时间、跨边缘格次数、跨边缘格时间与
ＮＳ组差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。自我捋毛实验中ＶＰＡ＋ＡＤＶ组互动次数最少（Ｐ＜００５），且挖掘、自我捋毛次数最多
（Ｐ＜００５）。三箱社交实验中，ＶＰＡ＋ＡＤＶ组进入社交箱平均次数以及停留时间最短（Ｐ＜００５），其在水迷宫实验中找到平
台所用的时间越长、穿越第三象限次数越少（Ｐ＜００５）。透射电镜观察胼胝体区髓鞘板层结构显示ＮＳ组结构清晰完整。与
ＮＳ组相比，ＡＤＶＮＣ组髓鞘结构近似，３个模型组髓鞘结构分层、断裂，存在 ＡＳＤ病理改变及髓鞘损伤，其中 ＶＰＡ＋ＡＤＶ组髓
鞘增厚、分层明显，严重的可见崩解。免疫组化、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及ｑＰＣＲ结果均表明ＶＰＡ＋ＡＤＶ组的ＰＴＥＮ表达下调约５０％，最
为明显。ＡＫＴ、ＭＢＰ均表达增高，ＧＳＫ３β表达降低（Ｐ＜００５）。免疫组化和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表示３个模型组与ＮＳ组ＰＩ３Ｋ表
达无统计学差异，但ｑＰＣＲ结果表示３个模型组的ＰＩ３ＫｍＲＮＡ表达显著提高（Ｐ＜００５），其中ＶＰＡ＋ＡＤＶ组变化最为显著。
结论　ＶＰＡ＋ＡＤＶ新型ＰＴＥＮＡＳＤ模型更符合 ＡＳＤ髓鞘发育异常的表现，且较２种传统模型有着造模价格低、活产率高、
ＰＴＥＮ基因下调明显的优势。
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１２６．ｃｏｍ

　　孤独症谱系障碍（ａｕｔｉｓｔｉｃｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＡＳＤ），简称
孤独症，又称自闭症，其病因中遗传因素约占５０％ ，
多基因遗传约占５０％，单基因突变或拷贝数变异约
占１０％［１］，这表明临床表型的异质性是多种遗传结

构变异累加的结果，单个基因仅发挥较小的风险因

素。尽管单基因仅占病因的一小部分，但单基因突

变为寻找 ＡＳＤ的病因提供了新的起点。磷酸酶和
张力蛋白同源基因（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇ
ｇｅｎｅ，ＰＴＥＮ）作为 ＡＳＤ的风险基因之一，越来越受
到重视。ＰＴＥＮ蛋白是ＡＳＤ相关基因产物信号网络
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的一部分，已被认为是ＡＳＤ和相关神经发育障碍的
常见潜在病因［２－４］。巨头畸形的ＡＳＤ患者的 ＰＴＥＮ
基因突变更为常见，突变率约为 ２％ ～２０％［５］。

ＰＴＥＮ在ＡＳＤ脑组织中异常表达，通过磷酸化调控
与受体结合来导致孤独症产生［６］。ＰＴＥＮ是轴突髓
鞘化关键上游调控因子，通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＧＳＫ３β信
号通路影响 ＡＳＤ神经行为功能［７］。轴突髓鞘异常

是 ＡＳＤ发生的病理生理学基础，髓鞘结构改变是
ＡＳＤ的神经病理学标志［８］。该研究在孕鼠腹腔注

射丙戊酸（ｖａｌｐｒｏｉｃａｃｉｄ，ＶＰＡ）方法基础上，结合
ＡＤＰＴＥＮｓｈＲＮＡ基因干扰技术，构建 ＰＴＥＮ基因下
调的ＡＳＤ幼鼠模型（ＶＰＡＡＳＤ），与ＶＰＡ、ＡＤＶ诱导
的ＡＳＤ经典动物模型分别对照，并检测 ＰＴＥＮ基因
下调情况及 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＧＳＫ３β和 ＭＢＰ表达以鉴定
和评价模型，如下表１所示。

１　材料与方法

１．１　实验动物 成年 Ｗｉｓｔａｒ大鼠雌性（２００～２５０
ｇ）１２只，雄性（３００～３５０ｇ）１２只，由济南朋悦实验
动物繁育有限公司提供，合格证：ＳＣＸＫ（鲁）
２０１９０００３。河南中医药大学伦理实验动物伦理委员
会批准编号：ＤＷＬＬ２０２１０９００５。
１．２　实验药物及仪器　注射用丙戊酸钠（德巴
金），０４ｇ／支，赛诺菲（杭州）制药有限公司生产，批
号：０Ｊ６１５１。ＲＩＰＡ（强）裂解液、ＢＣＡ蛋白定量试剂
盒（上海碧云天生物技术有限公司）；ＳＤＳ凝胶配制
试剂盒（北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司）；逆

转录试剂盒、荧光定量试剂盒（南京诺唯赞生物科

技有限公司）；电镜固定液（武汉Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ公司）。
１．３　仪器　水迷宫装置及视频分析系统（上海欣

软信息科技有限公司）；酶标仪（北京普朗生物科技

有限公司）；ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳电转槽（上海天能
科技有限公司）；曝光仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；离心
机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），透射电子显微镜（日本
Ｈｉｔａｃｈｉ公司）。
１．４　方法
１．４．１　ＶＰＡ溶液配制　注射用丙戊酸钠０２５ｇ溶
于１００ｍL生理盐水配成浓度２５０ｍｇ／ｍL溶液。
１．４．２　动物模型的制备　清洁级成年 Ｗｉｓｔａｒ大鼠
雌性１２只，雄性１２只，适应环境１周。雌雄大鼠按
１：１比例合笼，雌鼠阴道脱落细胞涂片检测到精子
记为受孕第０天。孕第１２５天时，将受孕雌鼠随机
分为ＶＰＡ组８只和正常组４只，ＶＰＡ组孕鼠单次腹
腔注射６００ｍｇ／ｋｇ丙戊酸钠，正常组腹腔注射等体
积的生理盐水。随机选取正常组幼鼠３０只，分为正
常（ＮＳ）组、病毒（ＡＤＶ）模型组和病毒对照（ＡＤＶ
ＮＣ）组，每组１０只；随机选取 ＶＰＡ组幼鼠２０只，随
机分为ＶＰＡ模型组和ＶＰＡ＋ＡＤＶ组，每组１０只。
　　ＡＤＶ组为出生后第１天，幼鼠乙醚麻醉后，俯
卧位固定于手术台，头部备皮，用脑立体定位仪固定

头部，消毒，将钻孔器定位于左侧脑室，脑室注射坐

标：（Ｘ，Ｙ）＝（１５，１１）ｍｍ深度约为２５ｍｍ，用５
μL尖头注射器缓慢注射 ｓｈＲＮＡＰＴＥＮ腺病毒２μL，
保留２ｍｉｎ后退出注射器，局部消毒，每只幼鼠注射
１次。ＡＤＶＮＣ组为侧脑室注射同等剂量的 ＡＤ
ＰＴＥＮｓｈＲＮＡ２μL作为阴性对照。ＶＰＡ＋ＡＤＶ组为
ＶＰＡ组幼鼠出生后第１天，按照ＡＤＶ组方法处理。
１．４．３　大鼠 ＰＴＥＮ基因沉默腺病毒制备　为了在
小鼠体内干扰 ＰＴＥＮ的表达，使用基于人腺病毒５
型（Ａｄ５）的携带ＰＴＥＮ的异性ｓｈＲＮＡ的纯化腺病毒

表１　ＰＴＥＮ基因下调的ＡＳＤ幼鼠动物模型建立、比较与鉴定

Ｔａｂ．１　Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ，ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｓｏｆａｕｔｉｓｍｗｉｔｈｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＰＴＥＮｇｅｎｅ

Ｍｏｄｅｌ Ｎａｍｅ Ｍｅｔｈｏｄ Ａｄｖａｎｔａｇｅ Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅ
ＩｄｅａｌＭｏｄｅｌ ＰＴＥＮｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ

ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌ

（ＰＴＥＮＣＫＯ）

ＴｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｆｉｃＣｒｅｔｏｏｌｍｉｃｅｗｅｒｅ

ｍａｔｅｄｔｏｏｂｔａｉｎＰＴＥＮｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ

ｄｅｌｅｔｉｏｎｍｉｃｅ［９］

①ＰＴＥＮｇｅｒｍｌｉｎｅｍｕｔａｔｉｏｎ

②ＰＴＥＮｗａｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙ５０％

Ｈｉｇｈｉｎｐｒｉｃｅ

Ｍｏｄｅｌ１ ＡＤＶＭｏｄｅｌ
Ｐｏｓｔｎａｔａｌ ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒｏｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ

ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ［１０］

①Ｖｉｒｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｃａｎｂｅｖｅｒｉｆｉｅｄｒｅｐｅａｔｅｄｌｙ

②ＰＴＥＮｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ

③Ｌｏｗｅｒｉｎｐｒｉｃｅ

ＮｏｎＰＴＥＮｇｅｒｍｌｉｎｅ

ｍｕｔａｔｉｏｎ

Ｍｏｄｅｌ２ ＶＰＡＭｏｄｅｌ Ｖａｌｐｒｏｉｃａｃｉｄ（ＶＰＡ）ｗａｓ

ｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ

ａｔ１２．５ｄａｙｓｏｆｇｅｓｔａｔｉｏｎ［１１］

①ＰＴＥＮｇｅｒｍｌｉｎｅｍｕｔａｔｉｏｎ

②Ｃｈｅａｐｐｒｉｃｅ，ｈｉｇｈｌｉｖｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅ

ＰＴＥＮｗａｓｄｏｗｎ

ｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙ３０％

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ

Ｍｏｄｅｌ

ＶＰＡＡＤＶＭｏｄｅｌ Ｍｏｄｅｌ１ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭｏｄｅｌ２ ①Ｃｈｅａｐｅｒｐｒｉｃｅ，ｈｉｇｈｌｉｖｅｂｉｒｔｈｒａｔｅ

②ＰＴＥＮｗａｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙ５０％
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（ＡＤＰＴＥＮｓｈＲＮＡ，上海汉恒生物科技有限公司），
该病毒使用干扰腺病毒穿梭质粒ｐＡｄＥａｓｙＵ６ＣＭＶ
ＥＧＦＰ，使用ＡｄＥａｓｙ系统包装。将 ｓｈＲＮＡ与穿梭质
粒相连接，进一步转化、鉴定和抽提后，使用含有腺

病毒骨架质粒ｐＡｄｅａｓｙ１的Ｅ．ｃｏｌｉＢＪ５１８３感受态细
胞进行腺病毒载体重组，并在２９３Ａ中包装。经纯
化后的腺病毒滴度为，ＨＢＡＤＡｄｅａｓｙｒＰＴＥＮｓｈＲ
ＮＡ１ＥＧＦＰ６０×１０１１ＰＦＵ／ｍｌ，ＨＢＡＤＥＧＦＰＮＣ对照
６０×１０１１ＰＦＵ／ｍL。插入ｓｈＲＮＡ序列如下：
　　Ｔｏｐｓｔｒａｎｄ：ＧＡＴＣＣＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧ
ＴＡＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＴＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＴＴ
ＴＴＴＴＣ
　　Ｂｏｔｔｏｍｓｔｒａｎｄ：ＡＡＴＴＧＡＡＡＡＡＡＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧ
ＴＧＴＣＡＣＧＴＡＡＴＣＴＣＴＴＧＡＡＴＴＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧ
ＡＧＡＡＣＧ
　　ｓｈＲＮＡ序列插入的酶切位点为：ＸｈｏⅠ，Ｈｉｎｄ
Ⅲ。
１．５　实验指标检测
１．５．１　常规观察　观察并记录 ＶＰＡ组和 ＮＳ组孕
鼠孕期天数，所产幼鼠活产数目；２组幼鼠出生后７、
１４、２１日龄的体质量、尾长、弯尾、负趋地性反射、骨
骼畸形情况。

１．５．２　幼鼠脑组织切片透射电镜观察　２１日龄幼
鼠每组随机取３只幼鼠，乙醚麻醉，仰卧位固定于手
术台，取出大脑，置于冰盒上，取胼胝体区髓鞘分布密

集部位组织保存于电镜固定液中，用于透射电镜实

验。

１．５．３　幼鼠神经行为学检测　２１日龄５组幼鼠各
１０只分别进行３箱社交实验、旷场实验、自我捋毛
实验和水迷宫实验的观察。

１．５．４　免疫组化标本制备及检测　２１日龄幼鼠每
组随机取３只幼鼠，乙醚麻醉，取出大脑，置于冰盒
上，取海马区组织保存于４％多聚甲醛中做免疫组
化实验。

１．５．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　２１日龄幼鼠每组随机取
３只幼鼠，乙醚麻醉，取出大脑，置于冰盒上，取中间
部分脑组织。

１．５．６　ｑＲＴＰＣＲ检测　２１日龄幼鼠每组随机取３
只幼鼠，乙醚麻醉，取出大脑，置于冰盒上，取中间部

分脑组织，其余部分分别装于无 ＲＮＡ酶１５ｍLＥＰ
管和普通灭菌２ｍLＥＰ管用于荧光定量ＰＣＲ检测脑
组织中ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ＧＳＫ３β、ＭＢＰｍＲＮＡ相对
表达量。

１．６　统计学处理　运用 ＳＰＳＳ２６０软件包进行数

据分析，分析孕鼠孕期天数、活产幼鼠数目、尾长、负

趋地性反射时间、弯尾及骨骼畸形，及生后７、１４、２１
日龄体质量，计量资料数据以 珋ｘ±ｓ表示。随机设计
试验中的两组独立样本均数比较，计数资料应满足

正态分布、方差齐性的检验，分析采用独立样本 ｔ检
验，若不满足方差齐性，可用校正ｔ检验。多组间比
较采用单因素方差分析，方差齐时整体的比较采用

Ｆ检验，多重比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法；方差不齐时采
用Ｗｅｌｃｈ近似 Ｆ检验，多重比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓＴ３
法。检验水准ａ＝００５，Ｐ＜００５为差异有统计学意
义。

２　结果

２．１　孕鼠分娩及出生情况　经过合笼后共８只雌
鼠成功受孕并均于２２ｄ娩出幼鼠，未见早产，其中３
只雌鼠活产共计３２只 ＮＳ组幼鼠，无流产及死产。
另外５只雌鼠共计生产５６只 ＶＰＡ组幼鼠，其中死
产５只，死产占比 ８９％；活产 ５１只，弯尾畸形率
６２７％、骨骼畸形率３７２％、多重畸形率２３５％，见
图１。
２．２　活产幼鼠生长发育情况　与 ＮＳ组孕鼠活产
幼鼠对比，ＶＰＡ组孕鼠活产幼鼠体质量轻、体质量
增长慢（图２Ａ），尾长短、尾长增长慢（图２Ｂ）、负趋
地性反射时间长（Ｐ＜００５）（图２Ｃ），反映出各组幼
鼠体质有所差异，在 ＶＰＡ药物影响作用下，幼鼠体
质较弱，生长发育迟缓，行动缓慢。

２．３　组幼鼠生长发育情况　与 ＮＳ组幼鼠对比，３
个模型组幼鼠体重轻、体质量增长慢（图３Ａ），尾长
短、尾长增长慢（图３Ｂ）、７日龄、１４日龄和２１日龄
负趋地性反射时间长（Ｐ＜００５），说明随着个体发
育，运动灵活性差异逐渐减弱（图３Ｃ），反映出各组
幼鼠体质有所差异，３组模型幼鼠体质较弱，生长发
育迟缓，行动缓慢，ＶＰＡ＋ＡＤＶ组表现最为显著。
２．４　幼鼠神经行为学检测结果
２．４．１　不同模型下幼鼠旷场试验比较　应用不同
造模方法后结果见图４，与 ＮＳ组幼鼠比较，３组模
型旷场试验跨中央格时间、跨边缘格次数、跨边缘格

时间差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。
２．４．２　不同模型下幼鼠自我捋毛试验　自我捋毛
试验中，不同造模方法其自我捋毛次数是不同的，分

析实验数据对比显示，ＶＰＡ＋ＡＤＶ组互动次数最少
（Ｐ＜００５），且挖掘、自我捋毛次数最多（Ｐ＜
００５），说明 ＶＰＡ＋ＡＤＶ组幼鼠刻板行为最明显。
见图５。
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图１　 孕鼠活产幼鼠出生情况

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｕｒｖｅｄｔａｉｌａｎｄｓｋｅｌｅｔａｌ

ｄｅｆｏｒｍｉｔｉｅｓｉｎｐｒｅｇｎａｎｔｒａｔｓｗｉｔｈｌｉｖｅｂｉｒｔｈｓ

Ａ：Ｃｒｏｏｋｅｄｔａｉｌｄｅｆｏｒｍｉｔｙ；Ｂ：Ｓｋｅｌｅｔａｌｄｅｆｏｒｍｉｔｉｅｓ；Ｃ：Ｍｕｌｔｉｐｌｅｄｅｆｏｒｍｉ

ｔｉｅｓ；Ｄ：ｔｅｒａｔｏｌｏｇｉｃａｌｒａｔｅ．

图２　活产幼鼠生长发育情况

Ｆｉｇ．２　Ｇｒｏｗｔｈａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｌｉｖｅｂｉｒｔｈｒａｔｓ

　　Ａ：Ｗｅｉｇｈｔｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌｉｖｅｂｏｒｎｊｕｖｅｎｉｌｅｍｉｃｅ；Ｂ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔａｉｌｌｅｎｇｔｈｓｏｆｊｕｖｅｎｉｌｅｍｉｃｅ；Ｃ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌａｎｄｔｅｎｄｅｎｃｙｉｎｌｉｖｅｂｏｒｎｊｕｖｅｎｉｌｅ

ｍｉｃｅ；Ｐ＜００５ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ．

图３　５组幼鼠生长发育情况

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｆｉｖｅｇｒｏｕｐｓｏｆｙｏｕｎｇｒａｔｓ

　　Ａ：Ｗｅｉｇｈｔｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｊｕｖｅｎｉｌｅｍｉｃｅ；Ｂ：Ｔａｉｌｌｅｎｇｔｈｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｊｕｖｅｎｉｌｅｍｉｃｅ；Ｃ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌａｎｄｔｅｎｄｅｎｃｙｉｎｊｕｖｅｎｉｌｅｍｉｃｅ；Ｐ＜００５ｖｓＮＳ

ｇｒｏｕｐ．
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图４　旷场试验比较

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｏｐｅｎｆｉｅｌｄｔｒｉａｌｓ

Ａ：Ｏｐｅｎｆｉｅｌｄｔｒｉａｌ１；Ｂ：Ｏｐｅｎｆｉｅｌｄｔｒｉａｌ２；Ｐ＜００５ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＡＤＶｇｒｏｕｐ；￥Ｐ＜００５ｖｓＶＰＡｇｒｏｕｐ．

图５　自我捋毛试验比较

Ｆｉｇ．５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｌｆｇｒｏｏｍｉｎｇｔｅｓｔ

　　Ｐ＜００５ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＡＤＶｇｒｏｕｐ；￥Ｐ＜００５ｖｓ

ＶＰＡｇｒｏｕｐ．

２．４．３　不同模型下幼鼠三箱社交试验　应用三箱
社交试验，对不同模型下动物的社交行为进行了检

测，结果见图６，分析发现ＶＰＡ＋ＡＤＶ组进入社交箱
平均次数以及停留时间最短（Ｐ＜００５），说明 ＶＰＡ
＋ＡＤＶ组幼鼠社交障碍最明显。
２．４．４　不同模型下幼鼠水迷宫实验比较　水迷宫
实验中找到平台所用的时间越长、穿越第三象限次

数越少，说明其学习障碍越显著。结果见图７，几组
模型对比结果发现，与 ＮＳ组相比，ＶＰＡ＋ＡＤＶ组找
到平台时间最长，穿越第三象限次数最少（Ｐ＜
００５），说明ＶＰＡ＋ＡＤＶ组存在学习记忆障碍，且相
较于其它组其学习记忆障碍更明显。

２．５　幼鼠轴突髓鞘电镜结果　透射电镜观察胼胝
体区髓鞘板层结构，见图８。如图所见，ＮＳ组结构
清晰完整。与ＮＳ组相比，ＡＤＶＮＣ组髓鞘结构近

图６　三箱社交试验

Ｆｉｇ．６　Ｔｈｒｅｅｃｈａｍｂｅｒｓｏｃｉａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔ（ＳｏｃｉａｌＢｅｈａｖｉｏｒ）
Ｐ＜００５ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＡＤＶｇｒｏｕｐ；￥Ｐ＜００５ｖｓＶＰＡｇｒｏｕｐ．
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图７　水迷宫实验比较

Ｆｉｇ．７　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｏｒｒｉｓｗａｔｅｒｍａｚｅｔｅｓｔ
Ｐ＜００５ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ．

图８　髓鞘电镜图 ×５００ｎｍ

Ｆｉｇ．８　Ｍｙｅｌｉｎｓｈｅａｔｈｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ×５００ｎｍ

Ａ：ＮＳｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＡＤＶｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＡＤＶＮＣｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＶＰＡｇｒｏｕｐ；Ｅ、Ｆ：ＶＰＡ＋ＡＤＶｇｒｏｕｐ．

似，３个模型组髓鞘结构分层、断裂，存在 ＡＳＤ病理
改变及髓鞘损伤，其中 ＶＰＡ＋ＡＤＶ组髓鞘增厚、分
层明显、严重的可见崩解。

２．６　免疫组化结果　图 ９显示，与 ＮＳ组相比，
ＡＤＶＮＣ组５种目标蛋白表达差异不显著，可见 ３
个模型组ＰＴＥＮ阳性区域面积减少，ＶＰＡ＋ＡＤＶ组
阳性区域面积最少；ＡＫＴ、ＭＢＰ表达阳性区域面积
增多，ＶＰＡ＋ＡＤＶ组阳性区域面积增多明显；ＶＰＡ

组、ＶＰＡ＋ＡＤＶ组 ＧＳＫ３β表达降低；５组幼鼠脑组
织海马区ＰＩ３Ｋ表达差异不显著。
２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果　从图１０、１１可见ＰＴＥＮ蛋
白表达：ＡＤＶＮＣ组ＰＴＥＮ蛋白表达比ＮＳ组明显下
降（Ｐ＜００５），３个模型组 ＰＴＥＮ表达下调，但 ＶＰＡ
＋ＡＤＶ组下调最为显著，与正常组蛋白表达比值为
４８３％，ＰＴＥＮ蛋白表达下调比例为 ５１７％（Ｐ＜
００５）。ＡＫＴ、ＭＢＰ蛋白表达增多，ＶＰＡ＋ＡＤＶ组增
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图９　各组幼鼠５种蛋白表达结果 免疫组化 ×２００

Ｆｉｇ．９　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｙｏｕｎｇｒａｔｓＩＨＣ×２００

图１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
Ｆｉｇ．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓ

多最明显，与正常组比值分别为 １４４２％、７３５２％
（Ｐ＜００５）；ＶＰＡ组、ＶＰＡ＋ＡＤＶ组 ＧＳＫ３β蛋白表
达降低，与正常组蛋白表达比值分别为 ６１９％、
５０％，ＶＰＡ＋ＡＤＶ组下调最为显著。ＰＩ３Ｋ蛋白表达
与正常组相比都有下调，但差异无统计学意义。

２．８　ｑＲＴＰＣＲ结果　５组ｍＲＮＡ转录水平结果如
图１２，可见ＰＴＥＮ的表达，与ＮＳ组相比，ＡＤＶ组、

图１１　５组蛋白表达水平变化

Ｆｉｇ．１１　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｆｉｖｅｇｒｏｕｐｓ

　　Ｐ＜００５ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＡＤＶｇｒｏｕｐ；￥Ｐ＜００５ｖｓ

ＶＰＡｇｒｏｕｐ．

ＶＰＡ组、ＶＰＡ＋ＡＤＶ组表达降低（Ｐ＜００５），但
ＶＰＡ＋ＡＤＶ组表达 ＰＴＥＮ下调最明显，约５０％。与
ＮＳ组相比，３个模型组组ＡＫＴ、ＰＩ３Ｋ、ＭＢＰ表达均升
高，但 ＶＰＡ＋ＡＤＶ组表达最高（Ｐ＜００５）。ＶＰＡ
组、ＶＰＡ＋ＡＤＶ组 ＧＳＫ３β表达降低，但 ＶＰＡ＋ＡＤＶ
组表达最低（Ｐ＜００５）。
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图１２　ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ＧＳＫ３β、ＭＢＰｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ．１２　ＰＴＥＮ，ＰＩ３Ｋ，ＡＫＴ，ＧＳＫ３β，ＭＢＰｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　Ｐ＜００５ｖｓＮＳｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＡＤＶｇｒｏｕｐ；￥Ｐ＜００５ｖｓ

ＶＰＡｇｒｏｕｐ．

３　讨论

　　将ＰＴＥＮ基因用于 ＡＳＤ相关模型的制备中，对
模型进行神经细胞学、病理解剖学、电生理和行为观

察的综合分析具有丰富的研究价值。但是，条件性

基因敲除小鼠（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅ，ＣＫＯ）模型
并不能完全反映 ＡＳＤ患者的情况，特定事件与
ＰＴＥＮＡＳＤ的实际病理机制之间的关系尚不清楚，
需要进一步深入研究ＰＴＥＮ相关的通路对神经元发
育与功能的影响。将ＰＴＥＮ相关通路的研究结果与
ＶＰＡ在１２５ｄ给孕鼠１次性腹腔注射６００ｍｇ／ｋｇ，
从ＣＫＯ模型获得的数据进行相关性分析，对于理解
ＡＳＤ的发生和优化 ＡＳＤ治疗的时间窗可能有进一
步的价值。

　　采用 ＶＰＡ模型制作方法建立 ＰＴＥＮ下调的孤
独症动物模型，按照 Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ团队［１２］的方法，使用

可成功制备幼鼠孤独症模型，该方法出生的幼鼠神

经行为学出现ＡＳＤ核心症状，电镜结果显示髓鞘损
伤，出现增厚、分层，甚至崩解现象，可得到经典的

ＶＰＡ致ＡＳＤ的动物模型，但模型 ＰＴＥＮ基因下调程
度达到３０％ ～４０％［１３］。ＰＴＥＮ的纯合子缺失导致
幼鼠胚胎致死，表明 ＰＴＥＮ对于胚胎发育是必不可
少。ＰＴＥＮ条件性基因敲除小鼠模型（ＰＴＥＮＣＫＯ），
可与组织特异性 Ｃｒｅ工具鼠交配，获得特定组织或
细胞中ＰＴＥＮ纯合缺失小鼠，可避免全身敲除ＰＴＥＮ
纯合子小鼠胚胎期死亡的问题，可用于研究ＡＳＤ神
经发生、神经胶质分化和小脑发育，由于费用昂贵其

应用受到一定限制。ＡＤＶ致 ＰＴＥＮ基因下调的孤

独症动物模型也在临床上使用以作为 ＡＳＤ的药物
作用靶点机制研究，亦有文献［１０］列举出病毒干扰序

列号，具有可重复性的支持。

　　本部分实验采用 ＶＰＡ诱导 ＡＳＤ模型制作方法
基础上结合 ＡＤＰＴＥＮｓｈＲＮＡ基因干扰技术［１０］，构

建ＰＴＥＮ基因下调的 ＡＳＤ幼鼠模型，此方法是两种
成熟有效的ＡＳＤ实验动物模型的结合。本实验中，
ＶＰＡ组孕鼠未见早产，活产幼鼠数目无差异，但弯
尾畸形、骨骼畸形和多重畸形率高，幼鼠体质量轻、

尾长短、增长缓慢，趋地性时间长，幼鼠体质较弱，生

长发育迟缓，行动缓慢，ＶＰＡ＋ＡＤＶ组幼鼠体质较
弱，生长发育迟缓，行动缓慢表现最为显著。经实验

比较鉴定发现此种模型实验动物模型存活率高，建

立后可测定大鼠的运动能力、动物神经行为学及病

理结果。ＡＳＤ模型幼鼠表现出接触动物的社交时
长及对新动物的社交兴趣均较低，异常行为学表现

包括重复行为动作的增加、社会交往行为的缺乏和

类似焦虑症状的出现，这些症状与人类ＡＳＤ的临床
症状相似。

　　髓鞘结构改变是 ＡＳＤ的神经病理学标志［１０］，

具有客观性和准确性，组织切片透射电镜下观察髓

鞘病理改变情况，可见髓鞘增厚、局部断裂、分层、甚

至崩解。研究显示ＰＴＥＮ缺失后少突胶质细胞的前
体细胞出现异常增殖、迁移和分化［１４］，致髓鞘合成

增加［１４］、髓鞘储存障碍［１５］，髓鞘压实减少［１６］。本实

验在透射电镜观察胼胝体区髓鞘板层结构，与 ＮＳ
组相比，３个模型组均存在 ＡＳＤ病理改变，ＶＰＡ＋
ＡＤＶ组髓鞘损伤最明显，表现为髓鞘增厚、分层明
显、严重的可见崩解，符合 ＡＳＤ典型的病理改变。
ＰＴＥＮ是轴突髓鞘化关键上游调控因子，通过ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ／ＧＳＫ３β信号通路影响 ＡＳＤ神经行为功能。
ＰＴＥＮ负性调控 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路，激活 ＡＫＴ，促
凋亡的ＧＳＫ３β失活，导致少突胶质细胞过度增殖，
ＭＢＰ表达增多，电镜观察到髓鞘增厚，结构分层、断
裂或者崩解［１６］。

　　综上所述，应用 ＶＰＡ腹腔注射孕鼠结合 ＡＤ
ＶｓｈＲＮＡ干扰建立 ＰＴＥＮ下调的 ＡＳＤ幼鼠模型，模
型在神经行为学上存在 ＡＳＤ的核心症状表现和学
习记忆障碍，免疫组化、蛋白和 ｍＲＮＡ表达水平上
存在ＰＴＥＮ下调后 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＧＳＫ３β信号通路的
过度激活，表现为ＰＴＥＮ下调，上调ＡＫＴ、ＰＩ３Ｋ，导致
ＧＳＫ３β表达降低，髓鞘过度增殖后 ＭＢＰ表达明显
增多，电镜髓鞘结构上观察到 ＡＳＤ典型的病理改
变。经鉴定后确定造模成功，ＶＰＡ＋ＡＤＶ组属于３
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种模型当中效果相对最好的动物模型，本研究有望

为临床科研ＡＳＤ大鼠模型造模提供新方法。
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ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｏｆａｕｔｉｓｍｉｎｄｕｃｅｄｂｙｐｒｅｎａｔａｌｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｖａｌｐｒｏｉｃ

ａｃｉｄ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ，２０１８，２５（５－６）：２８５－９９．

ｄｏｉ：１０．１１５９／０００４９２１１３．

［１２］ＳｃｈｎｅｉｄｅｒＴ，ＰｒｚｅｗｏｃｋｉＲ．Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｉｎｒａｔｓｐｒｅｎａｔａｌ

ｌｙｅｘｐｏｓｅｄｔｏｖａｌｐｒｏｉｃａｃｉｄ：Ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｏｆａｕｔｉｓｍ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏ

ｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，２００５，３０（１）：８０－９．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓｊ．

ｎｐｐ．１３００５１８．

［１３］ＮａｐｏｌｉＥ，ＲｏｓｓＩｎｔａＣ，ＷｏｎｇＳ，ｅｔａｌ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｉｎＰｔｅｎｈａｐｌｏｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔｍｉｃｅｗｉｔｈｓｏｃｉａｌｄｅｆｉｃｉｔｓａｎｄｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ

ｂｅｈａｖｉｏｒ：ＩｎｔｅｒｐｌａｙｂｅｔｗｅｅｎＰｔｅｎａｎｄｐ５３［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１２，

７（８）：ｅ４２５０４．ｄｏｉ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．００４２５０４．

［１４］ＧｏｅｂｂｅｌｓＳ，ＯｌｔｒｏｇｇｅＪＨ，ＫｅｍｐｅｒＲ，ｅｔａｌ．Ｅｌｅｖａｔｅｄｐｈｏｓｐｈａｔｉ

ｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３，４，５ｔｒｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅｉｎＧｌｉａｔｒｉｇｇｅｒｓｃｅｌｌａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ

ｍｅｍｂｒａｎｅｗｒａｐｐｉｎｇａｎｄｍｙｅｌｉｎａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０１０，３０

（２６）：８９５３－６４．ｄｏｉ：１０．１５２３／ＪＮＥＵＲＯＳＣＩ．０２１９－１０．２０１０．

［１５］ＬｅｅＥ，ＬｅｅＪ，ＫｉｍＥ．Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ／ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｉｍｂａｌａｎｃｅｉｎａｎｉｍａｌ

ｍｏｄｅｌｓｏｆａｕｔｉｓｍｓｐｅｃｔｒｕｍｄｉｓｏｒｄｅｒｓ［Ｊ］．ＢｉｏｌＰｓｙｃｈｉａｔｒｙ，２０１７，

８１（１０）：８３８－４７．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｐｓｙｃｈ．２０１６．０５．０１１．

［１６］邵　笑，魏从文，闵　敏，等．ＲＮＦ４３靶向ＰＴＥＮ进行泛素化

修饰抑制人胃癌细胞ＡＧＳ增殖与迁移［Ｊ］．安徽医科大学学

报，２０２２，５７（１１）：１７６３－８．ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－

１４９２．２０２２．１１．０１４．

ＳｈａｏＸ，ＷｅｉＣＷ，ＭｉｎＭ，ｅｔａｌ．ＲＮＦ４３ｔａｒｇｅｔｅｄＰＴＥＮｆｏｒｕｂｉｑ

ｕｉｔｉｎａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＡＧＳｉｎｈｕ

ｍａｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＵｎｉｖＭｅｄＡｎｈｕｉ，２０２２，５７

（１１）：１７６３－８．ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２２．

１１．０１４．

Ａｎｉｍｐｒｏｖｅｄｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆ
ａｎａｕｔｉｓｔｉｃｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｗｉｔｈｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＰＴＥＮｇｅｎｅ

ＤａｎｇＷｅｉｌｉ１，２，ＬｉａｎｇＬüｙｕａｎ１，２，ＣａｏＪｉａｌｅｉ１，２，ＤｉｎｇＳｈｅｎ'ａｏ１，２，ＷｅｉＢｉｎｇｑｉ１，２，ＱｉｕＸｉａ１，２，ＭａＢｉｎｇｘｉａｎｇ１，２

（１ＤｅｐｔｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ，ＴｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＨｅｎａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，
Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ　４５００９９；２ＰｅｄｉａｔｒｉｃＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，ＨｅｎａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ　４５００４６）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｎｏｖｅｌａｕｔｉｓｔｉｃｊｕｖｅｎｉｌｅｒａｔｍｏｄｅｌｗｉｔｈｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＰＴＥＮｇｅｎｅ（ＰＴＥＮ
ＡＳＤ），ｔｏｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｎｅｗｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｗｉｔｈｔｗｏｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌａｕｔｉｓｔｉｃａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｓｏｆＶａｌｐｒｏｉｃａｃｉｄ
（ＶＰＡ）ａｎｄａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ（ＡＤＶ），ａｎｄｕｌｔｉｍａｔｅｌｙｔｏｐｒｏｖｅｔｈｅａｄｖａｎｔａｇｅｓｏｆｔｈｉｓｍｏｄｅｌｉｎａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ
ｏｆａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒＡＳＤＭｅｔｈｏｄｓ　Ｗｉｓｔａｒａｔｓａｔ１２５ｄａｙｓｏｆｇｅｓｔａｔｉｏｎｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ２

·０７４· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｍａｒ；６０（３）



ｇｒｏｕｐｓ．ＶＰＡｒａｔｓｗｅｒｅｇｉｖｅｎ６００ｍｇ／ｋｇｏｆｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ（ＮＳ）ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ．Ｗｅｉｇｈｔ，ｅｙｅｏｐｅｎｉｎｇｔｉｍｅａｎｄ
ｔａｉｌｄｅｆｏｒｍｉｔｙｗｅｒｅｒｅｃｏｒｄｅｄ．ＴｈｅｎｅｗｂｏｒｎｍｉｃｅｉｎＮＳｇｒｏｕｐｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（１０ｒａｔｓｉｎ
ｅａｃｈｇｒｏｕｐ）：ｎｏｒｍａｌ（ＮＳ）ｇｒｏｕｐ，ｖｉｒｕｓ（ＡＤＶ）ｇｒｏｕｐａｎｄｖｉｒｕｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＡＤＶＮＣ）ｇｒｏｕｐ；ＶＰＡｇｒｏｕｐ
（２０ｙｏｕｎｇｒａｔｓ）ｗａｓｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ２ｇｒｏｕｐｓ（１０ｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ）：ｖａｌｐｒｏｉｃａｃｉｄ（ＶＰＡ）ｇｒｏｕｐａｎｄｖａｌ
ｐｒｏｉｃａｃｉｄｂｉｎｄｉｎｇｖｉｒｕｓｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ（ＶＰＡ＋ＡＤＶ）ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ，ｔａｉｌｌｅｎｇｔｈ，ｃｕｒｖｅｄｔａｉｌ，ｇｅｏｔａｘｉｓｔｅｘｔ
ｔｉｍｅａｎｄｓｋｅｌｅｔａｌｄｅｆｏｒｍｉｔｙｏｆ５ｇｒｏｕｐｓｏｆｙｏｕｎｇｒａｔｓａｆｔｅｒｂｉｒｔｈ，ｔｈｅｎｅｕｒｏｂｅｈａｖｉｏｒａｌｂｅｈａｖｉｏｒｏｆ２１ｄａｙｏｌｄｒａｔｓ，
ａｎｄｔｈｅｍｙｅｌｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｕｎｄｅｒｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＴＥＮ，
ＰＩ３Ｋ，ＡＫＴ，ＧＳＫ３βａｎｄＭＢＰｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄｑＰＣＲ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＮＳｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＶＰＡｇｒｏｕｐｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎｒａｔｅ，ｓｌｏｗｗｅｉｇｈｔｇａｉｎ，ｓｌｏｗｔａｉｌ
ｌｅｎｇｔｈｇｒｏｗｔｈ，ａｎｄｌｏｎｇｎｅｇａｔｉｖｅｇｅｏｔａｘｉｓｒｅｆｌｅｘｔｉｍｅ（Ｐ＜００５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＮＳｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｗｅｉｇｈｔｇａｉｎ，
ｔａｉｌｌｅｎｇｔｈｇｒｏｗｔｈａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｇｅｏｔａｘｉｓｒｅｆｌｅｘｔｉｍｅｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｌｏｗｅｒ（Ｐ＜００５），ａｎｄｔｈｅｐｅｒ
ｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｍｏｄｅｌ３ｗａｓｔｈｅｍｏｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｔｉｍｅｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｔｈｅｃｅｎｔｒａｌ
ｇｒｉｄ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｔｈｅｅｄｇｅｇｒｉｄ，ａｎｄｔｈｅｔｉｍｅｏｆｃｒｏｓｓｉｎｇｔｈｅｅｄｇｅｇｒｉｄｉｎｔｈｅｏｐｅｎｆｉｅｌｄｔｅｓｔｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ
ｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓａｎｄｔｈｅＮＳｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）．Ｉｎｔｈｅｓｅｌｆｇｒｏｏｍｉｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｉｎＭｏｄｅｌ３
ｗａｓｔｈｅｌｅａｓｔ（Ｐ＜００５），ａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｄｉｇｇｉｎｇａｎｄｓｅｌｆｇｒｏｏｍｉｎｇｗａｓｔｈｅｍｏｓｔ（Ｐ＜００５）．Ｔｈｅｔｈｒｅｅｂｏｘ
ｓｏｃｉａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｍｏｄｅｌ３ｈａｄｔｈｅｓｈｏｒｔｅｓｔａｖｅｒａｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｅｎｔｒｉｅｓｉｎｔｏｔｈｅｓｏｃｉａｌｂｏｘａｎｄｔｈｅｓｈｏｒｔｅｓｔｒｅｓｉｄｅｎｃｅ
ｔｉｍｅ（Ｐ＜００５）．Ｔｈｅｌｏｎｇｅｒｉｔｔｏｏｋｔｏｆｉｎｄｔｈｅｐｌａｔｆｏｒｍｉｎｔｈｅｗａｔｅｒｍａｚｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｔｈｅｆｅｗｅｒｔｉｍｅｓｉｔｃｒｏｓｓｅｄ
ｔｈｅｔｈｉｒｄｑｕａｄｒａｎｔ（Ｐ＜００５）．Ｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｍｙｅｌｉｎｓｈｅａｔｈｌａｙｅｒｉｎｔｈｅｃｏｒｐｕｓｃａｌｌｏｓｕｍｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．ＴｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅＮＳｇｒｏｕｐｗａｓｃｌｅａｒａｎｄｃｏｍｐｌｅｔｅ．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＮＳ
ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍｙｅｌｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅＡＤＶＮＣｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｍｉｌａｒ，ａｎｄｔｈｅｍｙｅｌｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｓ
ｗａｓｓｔｒａｔｉｆｉｅｄａｎｄｂｒｏｋｅｎ，ａｎｄｔｈｅｒｅｗｅｒｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓａｎｄｍｙｅｌｉｎｄａｍａｇｅｉｎｔｈｅＡＳＤ．Ａｍｏｎｇｔｈｅｍ，ｔｈｅ
ｍｙｅｌｉｎｓｈｅａｔｈｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌ３ｗａｓｔｈｉｃｋｅｎｅｄ，ｓｔｒａｔｉｆｉｅｄ，ａｎｄｓｅｖｅｒｅｖｉｓｉｂｌｅｄｉｓｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｍｍｕｎｏｈｉｓ
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