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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
党伟利1，2，梁绿圆1，2，曹佳蕾1，2，丁申奥1，2，魏炳琦1，2，邱 霞1，2，马丙祥1，2

( 1 河南中医药大学第一附属医院儿科医院，郑州 450099; 2 河南中医药大学儿科医学院，郑州 450046)

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. 5 d 的 Wistar 大鼠随机分为

2 组，分别给予 VPA( 600 mg /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) 组和病毒阴性对照( 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、Western blot、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 组体质量增长慢，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

平台所用的时间最长，穿越第三象限次数最少( 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、Western blot 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 Western blot 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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孤独症谱系障碍( autistic disorder，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( phosphatase and tensin homolog
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］。发育畸形的 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 ( valproic acid，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 髓 鞘 碱 性 蛋 白

( myelin basic protein，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 ～ 350 g) 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. 4 g /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. 25 g 溶

于 100 ml 生理盐水配成浓度 250 mg /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 600 mg /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. 5 mm，用 5
μl 尖头注射器缓慢注射 shＲNA-PTEN 腺病毒 2 μl，
保留 2 min 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-shＲNA 2 μl 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

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，comparison and identification of animal models of autism with down-regulated PTEN gene

Model Name Method Advantage Disadvantage
Ideal Model PTEN conditional

knockout mouse model

( PTEN-CKO)

Tissue-specific Cre tool mice were

mated to obtain PTEN homozygous

deletion mice［9］

① PTEN germline mutation

② PTEN was down-regulated by 50%

High in price

Model 1 ADV Model
Postnatal intracerebroventricular

injection of adenovirus［10］

① Virus sequence can be verified repeatedly

② PTEN down-regulated

③ Lower in price

Non-PTEN germline

mutation

Model 2 VPA Model Valproic acid ( VPA ) was

injected intraperitoneally

at 12． 5 days of gestation［11］

① PTEN germline mutation

② Cheap price，high live production rate

PTEN was down-

regulated by 30%

Constructed

Model

VPA-ADV Model Model 1 combined with Model 2 ① Cheaper price，high live birth rate

② PTEN was down-regulated by 50%
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型( Ad5) 的携带 PTEN 的异性 shＲNA 的纯化腺病毒

( 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． coli BJ5183 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-PTEN shＲ-
NA1-EGFP 6. 0 × 1011 PFU /ml，HBAD-EGFP NC 对照

6. 0 × 1011 PFU /ml。插入 shＲNA 序列如下:

Top strand: GATCCGTTCTCCGAACGTGTCACG-
TAATTCAAGAGATTACGTGACACGTTCGGAGAATT-
TTTTC

Bottom strand: 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 Western blot 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. 5 ml EP
管和普通灭菌 2 ml EP 管用于荧光定量 PCＲ 检测脑

组织中 PTEN、PI3K、AKT、GSK3β、MBP mＲNA 相对

表达量。

1． 6 统计学处理 运用 SPSS 26. 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 �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’s T3 法。
检验水准 α =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 22 d 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 5 组幼鼠生长发育情况 与 NS 组幼鼠对比，3
个模型组幼鼠体质量轻、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 Comparison of curved tail and skeletal

deformities in pregnant rats with live births

A: Crooked tail deformity; B: Skeletal deformities; C: Multiple de-

formities; D: teratological rate．

图 2 活产幼鼠生长发育情况

Fig． 2 Growth and development of live birth rats

A: Weight comparison of live-born juvenile mice; B: Comparison of tail lengths of juvenile mice; C: Comparison of land-tendency in live-born juvenile

mice; * P ＜ 0. 05 vs NS group．

图 3 5 组幼鼠生长发育情况

Fig． 3 The growth and development of five groups of young rats

A: Weight comparison of juvenile mice; B: Tail length comparison of juvenile mice; C: Comparison of land-tendency in juvenile mice; * P ＜ 0. 05 vs NS

group．
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图 4 旷场试验比较

Fig． 4 Comparison of open field trials

A: Open field trial 1; B: Open field trial 2; * P ＜ 0. 05 vs NS group; #P ＜ 0. 05 vs ADV group; ￥ P ＜ 0. 05 vs VPA group．

图 5 自我捋毛试验比较

Fig． 5 Comparison of self-grooming test
* P ＜ 0. 05 vs NS group; #P ＜ 0. 05 vs ADV group; ￥ P ＜ 0. 05 vs

VPA group．

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 Three chamber sociability test( Social Behavior)
* P ＜ 0. 05 vs NS group; #P ＜ 0. 05 vs ADV group; ￥ P ＜ 0. 05 vs VPA group．
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图 7 水迷宫实验比较

Fig． 7 Comparison of morris water maze test
* P ＜ 0. 05 vs NS group．

图 8 髓鞘电镜图 × 500

Fig． 8 Myelin sheath electron microscope × 500

A: NS group; B: ADV group; C: ADV-NC group; D: VPA group; E，F: VPA + ADV group．

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 Western blot 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 The expression results of five proteins in each group of young rats IHC × 200

图 10 Western blot 结果

Fig． 10 Western blot results

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 Changes in protein expression levels in five groups
* P ＜ 0. 05 vs NS group; #P ＜ 0. 05 vs ADV group; ￥ P ＜ 0. 05 vs

VPA group．

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、MBP mＲNA 表达

Fig． 12 PTEN，PI3K，AKT，GSK3β，MBP mＲNA expression
* P ＜ 0. 05 vs NS group; #P ＜ 0. 05 vs ADV group; ￥ P ＜ 0. 05 vs

VPA group．

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( conditional knockout mice，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. 5 d 给孕鼠 1 次性腹腔注射 600 mg /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 et al［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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An improved method for the establishment of
an autistic mouse model with down-regulation of PTEN gene

Dang Weili1，2，Liang Lvyuan1，2，Cao Jialei1，2，Ding Shenao1，2，Wei Bingqi1，2，Qiu Xia1，2，Ma Bingxiang1，2

( 1Dept of Pediatrics，The First Affiliated Hospital of Henan University of Traditional Chinese Medicine，
Zhengzhou 450099; 2Pediatric Medical College，Henan University of Chinese Medicine，Zhengzhou 450046)

Abstract Objective To establish a PTEN gene-downregulated ASD juvenile rat model ( VPA-ADV ) through
combined application of valproic acid ( VPA) and PTEN adenovirus ( ADV) ，then to compare the newly constructed
animal model with two traditional autistic animal models of VPA and AD，and ultimately to prove the advantages of
this model in animal model establishment of acupuncture treatment for ASD． Methods Wista rats at 12. 5 days of
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gestation were randomly divided into 2 groups． VPA rats were given 600 mg /kg of normal saline ( NS) intraperito-
neally． Weight，eye opening time and tail deformity were recorded． The newborn mice in NS group were randomly
divided into three groups ( 10 rats in each group) : normal ( NS) group，virus ( ADV) group and virus-negative
control ( ADV-NC ) group; VPA group ( 20 young rats) was randomly divided into 2 groups ( 10 rats in each
group) : valproic acid ( VPA) group and valproic acid-binding virus interference ( VPA + ADV) group． The body
weight，tail length，curved tail，geotaxis text time and skeletal deformity of 5 groups of young rats after birth，the
neurobehavioral behavior of 21-day-old rats，and the myelin structure of brain tissue under electron microscope were
observed，the expression levels of PTEN，PI3K，AKT，GSK3β and MBP were detected by immunohistochemistry，

Western blot and q-PCＲ． Ｒesults Compared with the NS group，the VPA group had significantly increased mal-
formation rate，slow weight gain，slow tail length growth，and long negative geotaxis reflex time ( P ＜ 0. 05) ． Com-
pared with the NS group，the weight gain，tail length growth and negative geotaxis reflex time of the three model
groups were slower ( P ＜ 0. 05) ，and the performance of VPA + ADV model was the most significant． There were
significant differences in the time of crossing the central grid，the number of crossing the edge grid，and the time of
crossing the edge grid in the open field test between the three groups and the NS group ( P ＜ 0. 05 ) ． In the self-
grooming experiment，the number of interactions in VPA-ADV model was the least ( P ＜ 0. 05) ，and the number of
digging and self-grooming was the most ( P ＜ 0. 05) ． In the three-box social experiment，VPA-ADV model had the
shortest average number of entries into the social box and the shortest residence time ( P ＜ 0. 05) ，the time of find-
ing the platform in the water maze experiment was the longest，and the number of times crossing the third quadrant
was the least ( P ＜ 0. 05) ． The structure of the myelin sheath layer in the corpus callosum was observed by transmis-
sion electron microscopy． The structure of the NS group was clear and complete． Compared with the NS group，the
myelin structure of the ADV-NC group was similar，and the myelin structure of the three model groups was stratified
and broken，and there were pathological changes and myelin damage in the ASD． Among them，the myelin sheath
of the VPA-ADV model was thickened，stratified，and severe visible disintegration． The results of immunohisto-
chemistry，Western blot and q-PCＲ showed that the expression of PTEN in VPA + ADV model was down-regulated
by about 50%，which was the most obvious． The expression of AKT and MBP increased，and the expression of
GSK3β decreased ( P ＜ 0. 05) ． However，the results of q-PCＲ showed that the expression of PI3K-mＲNA in the
three model groups significantly increased ( P ＜ 0. 05) ，and the change of VPA + ADV model was the most signifi-
cant． Conclusion The novel PTEN-ASD animal model established by VPA + ADV method is observed to have sig-
nificant pathological changes that are typical of the manifestation of ASD myelin dysplasia and is determined to have
better results than the two traditional autistic animal models．
Key words PTEN; autism spectrum disorder; animal model; valproic acid
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