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·基础研究·

孤独症鼠模型海马区脑源性神经营养因子-
酪氨酸激酶受体B通路的动态变化研究*

周玉楠1 姜志梅1，2

摘要

目的：探究孤独症模型鼠海马区脑源性神经营养因子（brain derived neurotrophic factor，BDNF）-酪氨酸激酶受体B

（tyrosine kinase receptor B，TrkB）通路在不同时间点的动态表达情况，为孤独症发病机制和临床治疗的研究提供

思路。

方法：随机选取孕12.5天Wistar雌鼠24只，实验组12只腹腔注射丙戊酸钠，对照组12只腹腔注射生理盐水。分别

对两组雌鼠生产的仔鼠进行行为学检测。于仔鼠P7、P21、P28、P35、P42时，从实验组和对照组中随机各取8只，采

用 Western Blot 对两组仔鼠海马区 BDNF 和 TrkB 蛋白表达进行检测，采用 Rt-PCR 对两组仔鼠海马区 BDNF 和

TrkB的mRNA表达进行检测。

结果：与对照组仔鼠相比，实验组仔鼠存在以下异常：①行为学方面：社会交流能力下降，重复性刻板行为增加，学习

记忆能力下降，以上差异均有显著性意义（P＜0.05）。②Western Blot检测：在P7、P21、P28时，实验组仔鼠海马区

BDNF和TrkB蛋白表达都高于对照组（P<0.05），而在P35、P42时，实验组仔鼠海马区BDNF和TrkB蛋白表达低于

对照组（P<0.05）。③Rt-PCR检测：在P7、P21、P28时，实验组仔鼠海马区BDNF和TrkB的mRNA表达都高于对照

组（P<0.05），而在P35、P42时，实验组仔鼠海马区BDNF和TrkB的mRNA表达低于对照组（P<0.05）。

结论：孤独症模型鼠海马区BDNF-TrkB通路早期过度表达，后期表达下降，且此改变在转录水平就已发生。
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Abstract
Objective：To provide ideas for the study of the pathogenesis of autism spectrum disorders by exploring the

dynamic expression of BDNF-TrkB pathway in hippocampus of autism model rats at different time points.

Method：Twenty-four female Wistar rats on day 12.5 of pregnancy were randomly selected. 12 rats in the ex-

perimental group were intraperitoneally injected with VPA and 12 rats in the control group were intraperitoneal-

ly injected with normal saline. The behavior of the offspring of the two groups were detected. At the time of

P7，p21，P28，p35 and p42. The expression of BDNF and TrkB protein was detected by Western Blot and

the mRNA expression of BDNF and TrkB was detected by RT-PCR.

Result：When compared with the offspring of the control group，the following abnormalities were found in the

offspring of the model group：①Behavior： social communication ability and learning and memory ability de-

creased，while repetitive stereotyped behavior increased. The above differences were statistically significant (P<

0.05). ②Western Blot analysis：at P7，p21，P28，the expression of BDNF and TrkB protein in hippocampus

of model group was higher than that of the control group (P<0.05)，while at p35 and p42，the expression of
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孤独症（autism spectrum disorders，ASD）是一

组以社会交往障碍，言语和非言语交流障碍，狭隘兴

趣、刻板行为为主要特征的神经发育障碍性疾

病[1]。美国疾病控制与预防中心最新报道，美国8岁

儿童ASD患病率为 1/54[2]。ASD的病因不明确，因

此，对ASD的细胞信号传导通路的研究对其发病机

制的探索具有重要意义。脑源性神经营养因子

（brain derived neurotrophic factor，BDNF）是一种

被广泛研究的神经营养因子，对神经元的分化、存

活、生长发育都起到重要作用。酪氨酸激酶受体B

（tyrosine kinase receptor B，TrkB）是BDNF的主要

功能受体，BDNF与TrkB结合后能够激活多个重要

的信号传导通路并发挥其生物效应[3]。本研究通过

对ASD模型鼠海马区BDNF-TrkB通路表达的动态

检测，探究ASD发病机制，为其临床治疗提供思路。

1 材料与方法

1.1 模型制备

健康成年Wistar大鼠（购于辽宁长生生物技术

股份有限公司），雌性24只（体重：220—250g），雄性

12 只（体重：280—300g）。于佳木斯大学实验动物

中心，按清洁级饲养标准饲养。以雌雄 2∶1比例于

晚上7点合笼，次日早晨7点行阴道涂片检查，观察

到精子记为妊娠第 1天。于雌鼠孕 12.5天时，随机

选取 12 只孕鼠腹腔注射 VPA（600mg/kg，VPA 按

250g/L 溶于生理盐水中），孕鼠所产仔鼠为孤独症

实验组，共娩出实验组仔鼠109只。随机选取12只

孕鼠腹腔注射同等剂量生理盐水，孕鼠所产仔鼠为

对照组，共娩出对照组仔鼠131只。

1.2 行为学检测

1.2.1 社会交流测试：于 28 日龄时将仔鼠置于

60cm×60cm×40cm的观察箱，箱内保持洁净无干扰

气味，分别将饱含鼠尿、生理盐水和酒精的棉签置于

距箱底10cm高的位置，保证仔鼠可以嗅到棉签。每

种液体更换3支棉签，重复3次。记录仔鼠嗅每种液

体所用平均时间。

1.2.2 重复刻板行为检测：于28日龄时将仔鼠单独

置于 48cm×24cm×20cm的长方形实验盒，实验盒侧

壁装有束状红外线发生器和探测器，利用仔鼠是否

阻断红外线而自动检测并记录其活动情况。保持周

围环境安静，分别记录仔鼠30min内转圈、跳跃和梳

理毛发的累计时间。

1.2.3 学习记忆能力检测：仔鼠于28日龄进行水迷

宫测试。水迷宫是一个直径150cm，高50cm的黑色

圆形水池。水池平均分为 SW、NW、SE 和 NE 四个

象限，逃生平台固定置于泳池一个象限的中心，距泳

池边缘 15cm且低于水面 1cm。连接于显示系统的

摄像机记录被测仔鼠的运动轨迹。定位航行实验：

将仔鼠置于水迷宫的其中一个象限，测量仔鼠逃避

潜伏期，即从仔鼠入水开始到爬上平台的时间。若

仔鼠60s内找到逃生平台，则将其从池中移出；若仔

鼠60s内未找到逃生平台，人为引导其爬上平台，并允

许仔鼠重新定向至远端视觉提示20s。连续训练5天

后记录两组仔鼠的逃避潜伏期时间。空间探索实验：

于最后一次训练结束的24h后进行，撤掉水池中的逃

生平台，将目标象限设置为原来放置逃生平台的象

限，将仔鼠随机放置于除目标象限外的其他3个象限

内，记录两组仔鼠60s内穿越目标象限的次数。

1.3 BDNF和TrkB的蛋白表达检测

于仔鼠 P7、P21、P28、P35、P42 时，随机选取两

组仔鼠各 8只，分离海马组织，加入RIPA裂解液后

匀浆，冰浴 30min，12000r/min离心 10min，收集上清

液，按照4∶1比例加入蛋白上样缓冲液，沸水浴变性

15min，收入-20℃冰箱保存备用。将样品加入电泳

BDNF and TrkB protein in hippocampus of the model group was lower than that of the control group(P<

0.05). ③RT-PCR detection：at P7，p21，P28， the mRNA expression of BDNF and TrkB in hippocampus of

the model group was higher than that of the control group (P<0.05)，but at p35 and p42，the mRNA expres-

sion of BDNF and TrkB in hippocampus of the model group was lower than that of the control group(P<0.05).

Conclusion：The expression of BDNF TrkB pathway in hippocampus of autism model rats is over expressed

in the early stage and decreased in the later stage，and this change has appeared at the transcriptional level.
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孔中，当指示剂到达距分离胶下缘约 0.5cm处时断

开电源，取出胶板。将胶置于转移缓冲液中放置

15min后，按负极→海绵→5层滤纸→胶→PVDF膜

→5层滤纸→海绵→正极的顺序固定于电转仪中，

200mA转膜1h。将PVDF膜于脱色摇床上，5%脱脂

牛奶封闭 1h。将条带分别置于一抗溶液中，4℃孵

育过夜，TBST洗膜3次。二抗溶液中，室温孵育1h，

TBST洗膜3次。将条带置于显影剂中，拍照后计算

各组不同蛋白的表达。

1.4 BDNF和TrkB的mRNA表达检测

于仔鼠 P7、P21、P28、P35、P42 时，随机选取两

组仔鼠各 8只，处死后取海马组织匀浆，12000r/min

离心 10min，重复 3 次，制得 RNA 溶液。将 RNA 溶

液中加入 oligo（dT）18，置于 PCR 仪上 65℃保温

5min，迅速置冰上冷却后，依次加入 buffer、10mM

dNTPs、RNA inhibitor和反转录酶。置于PCR仪上

42℃保温 60min 后，80℃保温 5min 灭活反转录酶。

进行 PCR 扩增，95℃预变性 10min 后，95℃变性

15s，60℃变性 60s，进行 40 次循环。结果采用半定

量分析法，用2-ΔΔCT表示。BDNF和TrkB的引物序列

见表1。

1.5 统计学分析

用SPSS26.0统计软件进行数据录入及分析，所

有数据均采用均数±标准差表示。正态性检验采用

夏皮洛威尔克检验法；两组均数比较采用 t检验。

2 结果

2.1 行为学检测

2.1.1 社会交流能力：实验组仔鼠嗅生理盐水、酒

精、鼠尿的时间显著长于对照组（P＜0.05）。见表2。

2.1.2 重复刻板行为：实验组仔鼠的蹦跳、转圈和理

毛动作累计时间长于对照组（P＜0.05）。见表3。

2.1.3 学习记忆能力：实验组仔鼠逃避潜伏期时间

显著长于对照组（P＜0.05）；实验组仔鼠穿越目标象

限次数显著少于对照组（P＜0.05）。见表4。

2.2 两组仔鼠海马区BDNF、TrkB蛋白表达

2.2.1 不同日龄两组仔鼠的 BDNF 蛋白表达：P7、

P21、P28 时，实验组仔鼠海马区 BDNF 蛋白表达显

著高于对照组（P<0.05）；而 P35、P42时实验组仔鼠

海马区BDNF蛋白表达显著低于对照组（P<0.05）。

见表5，图1。

2.2.2 不同日龄两组仔鼠的 TrkB 蛋白表达：P7、

P21、P28时，实验组仔鼠海马区TrkB蛋白表达显著

高于对照组（P<0.05）；而 P35、P42时实验组仔鼠海

表1 BDNF和TrkB的引物序列

引物名称

R-GAPDH-S
R-GAPDH-A
R-BDNF-S
R-BDNF-A
R-TrkB-S
R-TrkB-A

引物序列
（5'-3'）

CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG
GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT
GTGTGACAGTATTAGCGAGTGGG
ACGATTGGGTAGTTCGGCATT
ACCAATCACACGGAGTACCAC
TATCCCCGATGTCAGTTGGC

片段
长度
（bp）

138
138
221
221
217
217

退火
温度
（℃）

60
60
60
60
60
60

表2 两组仔鼠社会交流能力比较 （x±s）

项目

生理盐水
酒精
鼠尿

例数

8
8
8

对照组（s）

8.01±1.39
5.43±1.39
11.61±2.69

实验组（s）

11.47±1.9
7.31±1.87
21.59±2.98

t值

﹣4.168
﹣2.285
﹣7.021

P值

0.001
0.038
0.000

表3 两组仔鼠重复刻板行为累计时间比较 （x±s）

项目

转圈
蹦跳
理毛

例数

8
8
8

对照组（s）

162.06±4.16
175.94±3.42
175.74±3.14

实验组（s）

235.94±3.52
260.85±16.12
276.25±6.07

t值

﹣38.367
﹣14.57
﹣41.566

P值

0.000
0.000
0.000

表4 两组仔鼠学习记忆能力比较 （x±s）

项目

逃避潜伏期时间（s）
穿越目标象限次数

例数

8
8

对照组

12.98±2.16
5.63±2.5

实验组

21.63±2.86
2.38±1.51

t值

﹣6.825
3.146

P值

0.000
0.007

表5 两组仔鼠BDNF蛋白表达 （x±s）

项目

P7
P21
P28
P35
P42

例数

8
8
8
8
8

对照组（g）

0.34±0.11
0.54±0.15
0.71±0.16
1.04±0.11
1.12±0.18

实验组（g）

1.38±0.13
1.23±0.14
1.12±0.16
0.72±0.13
0.62±0.13

t值

﹣15.531
﹣8.193
﹣4.498
4.521
5.550

P值

0.000
0.000
0.001
0.001
0.000

图1 两组仔鼠海马区BDNF蛋白表达

P7

GAPDH组

对照组

实验组

P42P35P28P21

884



www.rehabi.com.cn

2022年，第37卷，第7期

马区TrkB蛋白表达显著低于对照组（P<0.05）。见

表6，图2。

2.3 两组仔鼠海马区BDNF、TrkB的mRNA表达

2.3.1 不同日龄两组仔鼠 BDNF 的 mRNA 表达：

P7、P21、P28时，实验组仔鼠海马区BDNF的mRNA

表达显著高于对照组（P<0.05）；而 P35、P42时实验

组仔鼠海马区 BDNF 的 mRNA 表达显著低于对照

组（P<0.05）。见表7。

2.3.2 两组仔鼠不同日龄TrkB的mRNA表达：P7、

P21、P28时，实验组仔鼠海马区TrkB的mRNA表达

显著高于对照组（P<0.05）；而 P35、P42时实验组仔

鼠海马区 TrkB 的 mRNA 表达显著低于对照组（P<

0.05）。见表8。

3 讨论

ASD的病因至今仍不明确，对ASD信号传导通

路方面的研究对其发病机制的探索具有重要意义。

BDNF通过突触加强信号的传递，特别是在海马神

经元中含量丰富，使得其对信号传递作用更加明

显[4—5]。近年来，已有学者对BDNF、TrkB在孤独症

鼠模型中的改变做过相关研究，但是，并没有探究其

动态变化规律的研究。Sadakata 等 [6]研究发现，在

Cadps2基因敲除小鼠中，同时表现出BDNF释放受

损的细胞改变和类似孤独症样的行为表型。

CADPS2 基因位于染色体 7q 上的孤独症易感性位

点 1。因此，BDNF 在 ASD 的发生和发展中起到重

要作用，研究 BDNF 及其受体 TrkB 在 ASD 中的改

变，有助于更好的了解 ASD 的发病机制。前人对

BDNF在孤独症鼠模型中的研究显示，在Mecp2突

变型孤独症模型鼠中，Chang 等 [7]提取了全脑的

BDNF蛋白，发现在仔鼠6—8周时，BDNF蛋白水平

下降为野生型对照组的69%。但是，在Fmr1敲除小

鼠模型中，Uutela 等人却发现，与野生型对照组相

比，仔鼠幼年时期脑内海马区 BDNF 表达广泛增

加[8]。对BDNF-TrkB通路的研究显示，14日龄的D2

多巴胺受体基因敲除的孤独症模型鼠，脑内背侧纹

状体中 BDNF 和 TrkB 蛋白表达均降低 [9]。由此可

见，在不同时期，BDNF-TrkB通路在ASD模型鼠脑

内的改变并不相同。

本研究采用在雌鼠孕 12.5天时，腹腔注射丙戊

酸钠盐溶液的经典造模方式。对模型鼠通过社会交

流能力测试、刻板行为测试、水迷宫实验进行评估，

结果显示仔鼠存在社会交流缺陷、重复性刻板行为

增加、学习记忆能力较差等情况。以上实验中仔鼠

在行为学方面的结果，与 Schneider、Banerjee 和

Reynolds等的研究结果一致[10—12]，说明本实验孤独

症鼠模型建立成功。同时，本研究为探索BDNF及

其受体 TrkB 在 ASD 中的动态变化规律，在仔鼠发

育的关键时期，选取5个不同的时间点（P7日龄仔鼠

脑发育水平相当于人类足月出生第一天的婴儿，

P21—P42为仔鼠从断奶到青春期的日龄[13]。），检测

该通路在仔鼠海马区的改变，蛋白检测结果显示：在

P7、P21、P28 时，实验组仔鼠脑内 BDNF 和 TrkB 的

表达均高于对照组；而在P35、P42时，实验组仔鼠脑

表6 两组仔鼠TrkB蛋白表达 （x±s）

项目

P7
P21
P28
P35
P42

例数

8
8
8
8
8

对照组（g）

0.20±0.02
0.51±0.10
0.63±0.09
0.84±0.12
0.97±0.05

实验组（g）

1.13±0.54
0.91±0.14
0.83±0.19
0.58±0.02
0.50±0.10

t值

﹣4.28
﹣5.750
﹣2.359
5.095
10.922

P值

0.008
0.000
0.049
0.003
0.000

表7 两组仔鼠BDNF的mRNA表达 （x±s）

项目

P7
P21
P28
P35
P42

例数

8
8
8
8
8

对照组（g）

1.00±0.00
1.20±0.19
1.47±0.13
1.78±0.11
2.02±0.16

实验组（g）

2.51±0.15
2.27±0.12
1.93±0.17
1.53±0.15
1.29±0.14

t值

﹣25.137
﹣11.596
﹣5.439
3.287
8.323

P值

0.000
0.000
0.000
0.008
0.000

表8 两组仔鼠TrkB的mRNA表达 （x±s）

项目

P7
P21
P28
P35
P42

例数

8
8
8
8
8

对照组（g）

0.32±0.13
0.5±0.13

0.68±0.14
1.14±0.11
1.23±0.12

实验组（g）

1.13±0.54
1.12±0.15
0.98±0.2

0.65±0.16
0.54±0.15

t值

﹣3.630
﹣7.598
﹣3.031
5.976
8.987

P值

0.013
0.000
0.013
0.000
0.000

图2 两组仔鼠海马区TrkB蛋白表达

P7

GAPDH组

对照组

实验组

P42P35P28P21
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内BDNF和TrkB的表达均低于对照组，即模型鼠海

马区BDNF和TrkB蛋白早期过度表达，后期表达减

少。为了探寻此异常表达的原因，本研究还对其

mRNA 的表达进行了检测，结果显示：在 P7、P21、

P28时，实验组仔鼠海马区BDNF和TrkB的mRNA

表达高于对照组；而在P35、P42时，实验组仔鼠海马

区 BDNF 和 TrkB 的 mRNA 表达低于对照组。即

BDNF和TrkB的mRNA早期表达过度，后期表达减

少。由此可知，BDNF-TrkB通路在孤独症模型鼠海

马区早期过度表达，后期表达减少，且此改变在转录

时就已发生，但导致该改变的具体原因，还有待后续

的深入研究。

总之，本研究探索了BDNF-TrkB通路在孤独症

模型鼠在不同日龄海马区的动态变化，为ASD发病

机制的研究及后续临床的治疗提供思路。
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