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人巨细胞病毒孕早期先天性感染模型子代大鼠
孤独症谱系障碍症状研究*

刘 乐1 张学敏1 崔珍珍1 段博阳1 王 月1 王璐璐1 唐久来1 吴 德1，2

摘要

目的：建立人巨细胞病毒（HCMV）孕早期宫内感染模型，探讨子代大鼠ASD症状。探讨HCMV孕早期先天性感染

致子代孤独症谱系障碍（ASD）症状。

方法：随机选取孕3天SD大鼠14只，实验组7只腹腔注射1×10-6TCID50病毒悬液0.5ml，对照组7只腹腔注射人胚肺

成纤维细胞（HELF）上清液0.5ml。仔鼠中随机各取6只，实验组母鼠的仔鼠记为HCMV组（n=6），对照组母鼠的仔

鼠记为HELF组（n=6），分别进行病理及行为学试验。

结果：病理及电镜结果显示实验组子代大鼠海马髓鞘破坏。Morris游泳距离：HCMV组1—4天总路程（d1：17.97±

3.82；d2：15.22±2.96；d3：14.22±2.08；d4：10.87±2.34）m，高于HELF组 1—4天总路程（d1：9.36±1.95；d2：6.31±1.65；

d3：5.36±1.23；d4：5.01±1.24）m，差异有显著性意义（P<0.01）。刻板行为结果：HCMV组刻板动作次数（40.7±3.98，

38.7±3.4，38.3±4.13，40.2±3.4，39.7±2.01，38.5±3.00）次，明显多于HELF组（18.5±2.70，21.7±3.17，26.4±3.26，20.2±

2.29，19.2±2.94，20.9±3.00）次，差异有显著性意义（P<0.01）。旷场实验结果：HCMV组站立次数（19.15±3.63）次、跨

格子数（41.70±11.05）均显著低于HELF组站立次数（22.05±4.14）次、跨格子数（66.05±12.57）（P<0.05）。悬吊试验

HCMV组仔鼠得分（1.52±0.61）显著低于对照组（2.70±0.73）（P<0.01），斜坡试验HCMV组仔鼠评分（1.96±0.29）显著

低于HELF组（4.25±0.48）（P<0.01）、倾斜板试验HCMV组停留时间（48.17±7.15）s显著低于HELF组（63.99±5.76）s

（P<0.01）。

结论：HCMV孕早期感染，子代大鼠有ASD样症状，表明HCMV孕早期宫内感染可能是诱发ASD的病因之一。
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Abstract
Objective: The intrauterine infection model of HCMV in early pregnancy was established to investigate the

ASD symptoms of offspring rats.

Method: Fourteen SD rats with 3 days pregnant were randomly selected：7 rats in the experimental group were

intraperitoneally injected with 0.5ml of 1×10-6TCID50 virus suspension，and 7 rats in the control group were in-

traperitoneally injected with 0.5 ml supernatant of human embryonic lung fibroblast (HELF). Six offspring rats

were randomly selected from each group. The offspring rats of the experimental group were recorded as the

HCMV group (n=6)，and the offspring rats of the control group were recorded as the HELF group (n=6). Path-

ological and behavioral tests were conducted respectively.
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人巨细胞病毒（Human cytomegalovirus，HC-

MV）是先天性感染最常见原因[1—2]。先天性及围产

期HCMV感染可导致多系统、多脏器受累，其中以

中枢神经系统损害最为严重[3]。人巨细胞病毒是β-

疱疹病毒亚家族的成员，具有约230k碱基对的双链

DNA大基因组。在世界范围内，HCMV感染非常普

遍，血清流行率从 40%到接近 100%[4]。孤独症谱系

障碍（autism spectrum disorder，ASD）是一种精神

发育性疾病，表现为广泛的行为障碍，目前孤独症谱

系障碍的病因尚不明确，但是孕早期病毒感染被认

为是导致其发病的一个常见病因[5]。然而，巨细胞

病毒早期宫内感染引起的认知缺陷和其他神经系统

后遗症如小头畸形、颅内钙化等，使得其引起的孤独

症谱系障碍的早期症状识别复杂化[2]。本研究拟建

立早期HCMV先天性感染模型，仔鼠生后进行孤独

症样症状行为学检测，探讨仔鼠孤独症谱系障碍的

程度，为孤独症谱系障碍的早期识别和治疗提供临

床指导。

1 材料与方法

1.1 动物模型制备

处于育龄期的SPF级成年健康Sprague-Dawley

大鼠（购于北京维通利华实验动物技术有限公司），

体质量雌性 250—260g，20 只，雄性 280—290g，10

只。饲养于安徽医科大学动物实验中心。适应性饲

养 2周后，于 18∶00以雌雄比例 2∶1合笼，次日 7:00

查阴道涂片，以查得阴栓为孕第0.5天，将孕鼠随机

分为两组，实验组、对照组各7只，未孕鼠6只不纳入

实验，孕鼠单笼饲养。动物饲养于 23±2℃环境中，

12h明暗交替（8am—8pm），自由饮水及进食。孕 3

天时实验组腹腔注射HCMV 1×10-6TCID50病毒悬液

0.5ml，对照组腹腔注射人胚肺成纤维细胞（hu-

man embryonic lung fibroblasts, HELF）上 清 液

0.5ml。模型制备参考唐久来等先天性中枢神经巨

细胞病毒感染小鼠模型[6]。仔鼠中随机各取6只（均

为足月鼠）进行行为学实验。

1.2 平衡功能检测

悬吊试验：32日龄子代大鼠前肢抓一水平玻璃

棒，悬空放置离桌面 50cm处，记录掉落时间。评分

标准：1 分<10s；2 分：10—30s；3 分：30s—20min；4

分：2—5min；5分：>5min。休息 20min，依次重复试

验3次，取平均值。

斜坡试验：32日龄子代大鼠实验鼠被头朝下倒

置于45°斜坡上。记录实验鼠转为头向上>135°的时

Result: Pathological and electron microscopy results showed that the hippocampal myelin sheath of the off-

spring of the experimental group was destroyed. Morris swimming distance：1—4 days total distance of HC-

MV group (d1:17.97 ± 3.82；d2:15.22 ± 2.96；d3:14.22 ± 2.08；d4:10.87 ± 2.34)m，was higher than that of HELF

group (d1:9.36±1.95；d2:6.31±1.65；d3:5.36±1.23；d4:5.01±1.24)m，and the difference was significant (P<0.01).

Stereotyped behavior results：the number of stereotyped actions in the HCMV group (40.7±3.98，38.7±3.4，38.3±

4.13，40.2±3.4，39.7±2.01，38.5±3.00) times was significantly more than the HELF group (18.5±2.70，21.7±

3.17, 26.4±3.26，20.2±2.29，19.2±2.94，20.9±3.00) times，and the difference was significant (P<0.01). Open

field experiment results：the number of standing times (19.15±3.63) and the number of cross lattices (41.70±

11.05) in the HCMV group were significantly lower than the number of standing times (22.05±4.14) and the

number of cross lattices (66.05 ± 12.57) in the HELF group (P<0.05). The suspension test：The score of off-

spring in the HCMV group (1.52±0.61) was significantly lower than that in the control group (2.70±0.73) (P<

0.01)，and the score of the slope test in the HCMV group (1.96±0.29) was significantly lower than that in the

HELF group (4.25±0.48) (P<0.01). In the inclined plate test, the residence time of HCMV group (48.17±7.15)s

was significantly lower than HELF group (63.99±5.76)s (P<0.01).

Conclusion: Early infection of HCMV pregnancy and asd-like symptoms in offspring rats suggest that early in-

trauterine infection of HCMV pregnancy may be one of the causes of ASD induction.

Author's address Department of Children Rehabilitation，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical Uni-

versity，Hefei，Anhui，230022

Key word human cytomegalovirus；autism spectrum disorders；animal models；neuroethology
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间，按 s（秒）为单位计算。

倾斜板试验：32日龄子代大鼠将实验鼠放置在

倾斜75°的斜面上，记录停留时间。

1.3 Morris水迷宫测试

Morris水迷宫包括一个直径为 160cm，高 55cm

内壁黑色圆形水池，水池边 4个标记线将水池等分

为4个象限，目标象限的中央放置直径12cm的圆形

透明平台，平台高度低于水面下2cm，水池正上方安

置有显像系统的摄像机，计算机自动跟踪计时并同

步记录大鼠的游泳轨迹，Anymaze软件采集并记录

相关数据及图像结果。测试再试的运动能力，即运

动路程，从实验开始到实验结束。动物可以利用环

境标记物与隐匿平台的关系来判断水中平台位置，

从而形成稳定的空间认知。测试前进行适应性训

练，尽量减少误差，选取28日龄仔鼠，第1—2天进行

标识平台学习，第 3—6天Morris定位航行实验，大

鼠面向池壁入水，从4个固定的入水点，记录120s内

大鼠入水位置到结束位置的路程。

游泳距离：即运动路程。

1.4 重复-刻板动作检测

旷场红外线检测系统（Flex Field system），参

照Schneider和Przewlocki所建立的方法。方法简述

如下：旷场红外线检测系统为一长×宽×高为48cm×

24cm×20cm的顶部开口的长方形实验盒，盒顶盖上

玻璃，侧壁安装有束状红外线发生器和探测器系统，

旷场红外线检测系统，利用鼠是否阻断红外线而自

动全时程检测记录动物的活动情况。通过预实验后

确定本实验选取 PN15 日龄幼鼠作测试，使用旷场

红外线检测系统记录一定时程（30min内）内各只幼

鼠每5min的第1min内呆板和非自主刻板性动作的

出现次数，然后对HCMV组和HELF组刻板动作出

现次数均值进行比较。

1.5 旷场试验

装置为 40cm×40cm×40cm无顶方盒，箱底用黑

线分成9个等分小格。选择PN18日龄幼鼠作测试，

每组各6只。仔鼠放入旷场底面中心，记录其在30s

内的水平移动格数（crossing，大鼠四肢均跨入临近

方格的次数）、后肢站立次数（rearing，后肢直立次

数），每测完一只大鼠后，用清水清洗敞箱并用 75%

乙醇溶液擦拭敞箱内壁及底面，以清除大鼠在测试

过程中遗留大小便、气味等，以免影响下次测试结

果。每只仔鼠进行一次行为测定，且在进行行为学

测试前12h内未受到外界刺激。方格间穿行次数评

价其运动活性改变。站立次数评价其探究行为改

变。

1.6 病理检测

光镜检查：无菌取PN60天仔鼠脑组织，立即置

于４%多聚甲醛固定，石蜡包埋切片，HE染色，镜下

观察结果。

电镜检查：无菌取PN60天仔鼠脑组织，组织块

切成1mm3大小，立即置5%戊二醛缓冲液固定，乙醇

脱水，环氧树脂包埋，对包埋好的组织进行超薄切片

机制片，片厚 70nm，醋酸铀和枸椽酸铅双染，日本

JEOL-1230透射电镜下观察摄片。

1.7 统计学分析

应用 SPSS 25.0 统计软件对实验数据进行处

理，测定结果以均数±标准差表示。多组间比较采

用 χ2检验，两因素混合实验设计的重复测量方差分

析；两组间计量数据比较用 t检验，方差不齐的采用

秩和检验。P＜0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 平衡功能

悬吊试验：HCMV组得分（1.52±0.61）显著低于

HELF 组得分（2.70±0.73），差异具有显著性意义

（Z=-3.823，P<0.01）。

斜坡试验：HCMV组评分（1.96±0.29）显著低于

HELF 组（4.25 ± 0.48），差异具有显著性意义（t=

21.88，P<0.01）。

倾斜板试验：HCMV 组在斜板上停留的时间

（48.17±7.15）显著低于HELF组（63.99±5.76），差异

具有显著性意义（t=6.182，P<0.01）。

2.2 Morris水迷宫试验

水迷宫定位航行试验结果显示（图 1）：随着训

练天数增加，两组仔鼠到达平台的路程均缩短，HC-

MV 组 1—4 天总路程（d1：17.97 ± 3.82；d2：15.22 ±

2.96；d3：14.22±2.08；d4：10.87±2.34）高于 HELF 组

1—4 天总路程（d1：9.36 ± 1.95；d2：6.31 ± 1.65；d3：

5.36±1.23；d4：5.01±1.24），差异有显著性意义（F=

120.516，P<0.05）。
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2.3 重复刻板行为

重复刻板行为结果（图2）旷场红外线检测系统记

录30min内各只幼鼠每5min的第1min内呆板和非自

主刻板性动作的出现次数，HCMV组依次为：40.7±

3.98，38.7±3.4，38.3±4.13，40.2±3.4，39.7±2.01，38.5±

3.00。HELF 组：18.5 ± 2.70，21.7 ± 3.17，26.4 ± 3.26，

20.2±2.29，19.2±2.94，20.9±3.00。HCMV组刻板动作

次数明显多于HELF组，差异有显著性意义（P<0.01）。

表1 两组仔鼠旷场实验情况比较 （x±s）

项目

跨格子数
站立次数

HELF组
（n=6）

66.05±12.57
22.05±4.14

HCMV组
（n=6）

41.70±11.05
19.15±3.63

t值

1.531
2.356

P值

0.041
0.024

图1 水迷宫定位航行试验结果

HCMV组：实验组；HELF组：对照组
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图2 重复刻板行为结果

HCMV组：实验组；HELF组：对照组
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图3 HELF组（对照组）
脑组织光镜结果（HE，×100）

图4 HCMV组（实验组）
脑组织光镜结果（HE，×100）

图5 HELF组（对照组）
脑组织电镜结果

图6 HCMV组（实验组）
脑组织电镜结果

500nm 500nm

2.4 旷场试验

两组仔鼠旷场试验，结果显示，HCMV 组站立

次数、跨格子数低于 HELF 组，差异有显著性意义

（P<0.05）。见表1。

2.5 病理学检查结果

光镜：HELF组（图3）：子代大鼠海马颗粒层神经

细胞形态正常，排列整齐，细胞核完整，核仁清楚；HC-

MV组（图4）：海马神经细胞颗粒层显著减少，结构明

显紊乱，神经元变性、血管周围炎性细胞轻度浸润。

电镜：HELF组（图5）：神经髓鞘结构完整，胞内

重要细胞器结构正常；HCMV组（图6）：神经髓鞘出

现轻度溶解，部分严重变形、破裂，线粒体嵴紊乱破

坏，溶解。

3 讨论

巨细胞病毒被认为是孤独症的产前危险因素[7]。

各种因素影响先天性感染的神经发育后果，这些因素

包括传染源的倾向性、孕妇的免疫状态和母体感染的

时机等[8]，母体病毒感染会增加后代患精神分裂症和

孤独症的风险。孕妇感染流感可导致妊娠并发症，如

死产和流产。值得注意的是，即使是较轻的产妇感染

也可能导致毁灭性的后果。许多流行病学研究发现，
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在妊娠中期暴露于流感的妇女其后代患精神分裂症

的风险显著增加。而感染风疹、麻疹、水痘带状疱疹

和白喉也可产生类似的风险增加[9]。ASD是一种中

枢神经系统发育过程中的早发性疾病，自身免疫可能

在孤独症的形成过程中起着关键作用[10]。先天性巨

细胞病毒感染导致ASD的机制包括直接致畸作用和

炎症对发育中大脑的间接作用[11—12]。

ASD是一种以社交障碍，及重复性兴趣和活动

为主要特征的终身疾病[13]。孤独症的行为特征包括

以下四个主要类别:发育速度缺陷和/或序列缺陷；

感觉刺激反应缺陷；言语、语言和认知能力缺陷；以

及与他人交往的社交行为或方式上的缺陷。孤独症

是一种非常复杂的神经紊乱表现。我们将其作为一

种自身免疫性疾病来研究，在这种疾病中，病毒与自

身免疫系统相互作用可能导致中枢神经系统的病理

变化。感染病毒的母鼠所生小鼠的运动能力显著下

降(流行病学研究表明)，母亲感染流感病毒也会增

加成年子女患精神分裂症的风险[14]。本研究通过构

建HCMV孕早期先天性感染的模型，对宫内HCMV

感染的子代大鼠海马结构的检测，确定早期感染模

型建立。孤独症行为学检测参考李天苏等[15]大鼠孤

独症行为学特点分析，采用水迷宫、刻板行为和旷场

实验分析仔鼠孤独症样行为，根据仔鼠发育里程碑

的不同及预实验结果，分别在15日龄进行重复刻板

行为检测，18日龄进行矿场实验，32日龄进行运动

平衡检测。其中HCMV组结果显示：HCMV孕早期

先天性感染导致子代出现显著得重复刻板行为，且

运动能力发育落后（站立次数、跨格子数、悬吊试验、

斜坡试验和倾斜板试验等较正常对照组差），智力障

碍（水迷宫定位航行试验路程较正常对照组远）。说

明 HCMV 孕早期宫内感染，子代大鼠出现 ASD 的

症状较正常大鼠显著增加，表明HCMV宫内感染可

以导致ASD的发生。文献报道ASD与出生时有症

状的先天性巨细胞病毒感染有关，Yamashita等[16]报

道 7 例有症状的先天性 CMV 感染患儿中有 2 例后

来发展为ASD。

通过本实验的研究结果，认为 HCMV 宫内感

染，导致子代大鼠 ASD 的症状较正常大鼠显著增

加，说明宫内感染是诱发ASD的一个重要病因。先

天性巨细胞病毒感染与ASD之间的生物学机制尚

不清楚，仍需要我们不断探索。
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