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也摘要页 目的 构建孤独症谱系障碍渊ASD冤肝肾不足证病证结合大鼠模型袁并进行模型评价遥方法 将 13只 SD孕鼠随机分为丙

戊酸钠渊VPA冤组渊10只冤尧对照组渊3 只冤遥 VPA组在第 13 天时腹腔注射 VPA溶液渊600 mg窑kg-1冤袁对照组注射等体积生理盐水遥 第 7尧
14尧21天袁测仔鼠体质量尧身长尧尾长袁评估生长发育曰第 21 天对两组雄性仔鼠开展行为学检测袁筛选出符合 ASD 表现的仔鼠 32 只袁
随机分为 ASD组渊等体积蒸馏水冤尧ASD肝肾不足组渊等体积蒸馏水冤尧六味地黄丸组渊1.5 g窑kg-1冤尧龙胆泻肝丸组渊2.33 g窑kg-1冤袁另将正

常雄性仔鼠设为空白组渊等体积蒸馏水冤袁每组 8 只遥 每天上午进行灌胃遥 每天下午袁ASD肝肾不足组尧六味地黄丸组尧龙胆泻肝丸组

予以激素渊左甲状腺素钠 150 滋g窑kg-1冤结合激怒法袁共 14 d遥干预后开展行为学检测袁HE尧尼氏染色观察前额叶病理改变曰HE染色观

察股骨病理改变曰ELISA 法测血清环磷酸腺苷渊cAMP冤尧环磷酸鸟苷渊cGMP冤尧雌二醇渊E2冤尧睾酮渊T冤尧游离三碘甲状腺原氨酸渊FT3冤尧游
离甲状腺素渊FT4冤尧促甲状腺激素释放激素渊TRH冤尧促甲状腺激素渊TSH冤尧肿瘤坏死因子-琢渊TNF-琢冤尧白细胞介素-6渊IL-6冤尧促红细胞

生成素渊EPO冤尧1,25-二羟基维生素 D3渊VD3冤水平曰称重测胸腺指数遥 结果 与空白组比较袁ASD组尧ASD 肝肾不足组存在发育迟缓尧发
育畸形袁不同程度行为学表现异常和前额叶病理损伤袁胸腺指数下降渊P约0.05袁P约0.01冤袁ASD 肝肾不足组可见股骨病理损伤曰与 ASD
组尧ASD 肝肾不足组比较袁各治疗组仔鼠行为学异常情况及前额叶尧股骨损伤情况均得到不同程度的改善袁其中六味地黄丸组改善

最为明显遥 ELISA 结果显示袁与空白组比较袁ASD 组 TSH 下降渊P约0.05冤袁TNF-琢尧IL-6 升高渊P约0.01冤袁VD3 下降渊P约0.05冤曰ASD 肝肾不

足组血清 cAMP尧cAMP/cGMP尧E2尧E2/T升高渊P约0.05袁P约0.01冤袁cGMP尧T尧FT3尧FT4尧TRH尧TSH下降渊P约0.05袁P约0.01冤袁TNF-琢尧IL-6 升高渊P约
0.01冤袁VD3尧EPO下降渊P约0.05袁P约0.01冤遥 与 ASD 肝肾不足组比较袁六味地黄丸组 cAMP尧cAMP/cGMP尧TNF-琢尧IL-6 降低渊P约0.01冤袁E2尧
E2/T 下降渊P约0.05冤袁VD3尧EPO 升高渊P约0.05袁P约0.01冤袁胸腺指数升高渊P约0.01冤曰龙胆泻肝丸组 cAMP/cGMP尧E2 下降渊P约0.05冤袁TNF-琢尧
IL-6下降渊P约0.01冤遥与六味地黄丸组比较袁龙胆泻肝丸组胸腺指数下降渊P约0.05冤袁EPO 水平下降渊P约0.05冤遥结论 孕期腹腔注射 VPA垣
激素结合激怒法刺激干预可以构建 ASD 肝肾不足证病证结合动物模型遥

也关键词页 孤独症谱系障碍曰六味地黄丸曰病证结合曰以方测证曰肝肾不足曰动物模型
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To construct a rat model combining autism spectrum disorder (ASD) with liver-kidney deficiency pattern
and to evaluate the model. Methods Thirteen pregnant SD rats were randomly divided into the valproic acid (VPA) group (n=10)
and the control group (n=3). On day 13 of pregnancy, the VPA group was intraperitoneally injected with VPA solution (600 mg窑kg-1),
while the control group was injected with an equal volume of normal saline. On postnatal days 7, 14, and 21, offspring body weight,
body length, and tail length were measured to assess growth. On day 21, behavioral tests were conducted on male offspring from
both groups to screen for 32 offspring exhibiting ASD-like behaviors. They were randomly divided into ASD group (equal volume of
distilled water), ASD liver-kidney deficiency group (equal volume of distilled water), Liuwei Dihuang Pill (LWDHP) group (1.5 g窑kg-1),
and Longdan Xiegan Pill (LDXGP) group (2.33 g窑kg-1). Additionally, normal male offspring were set as the blank group (equal
volume of distilled water), with 8 rats in each group. Gavage administration was performed every morning, and in the afternoons, the
ASD liver -kidney deficiency, LWDHP, and LDXGP groups received hormonal stimulation (levothyroxine sodium 150 滋g窑kg -1)
combined with an irritation method for 14 days. After the intervention, behavioral tests were conducted. HE and Nissl stainings were
used to observe pathological changes in the prefrontal lobe; HE staining was used to observe pathological changes in the femur;
ELISA was used to measure the levels of cyclic adenosine monophosphate (cAMP), cyclic guanosine monophosphate (cGMP), estradiol
(E2), testosterone (T), free triiodothyronine (FT3), free thyroxine (FT4), thyrotropin-releasing hormone (TRH), thyroid-stimulating hormone
(TSH), tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢), interleukin-6 (IL-6), erythropoietin (EPO), and 1,25-dihydroxyvitamin D3 (VD3) in serum; the
thymus index was measured by weighing. Results Compared with the blank group, the ASD group and the ASD liver-kidney
deficiency group showed growth retardation, developmental malformations, abnormal behavioral manifestations to varying degrees,
and pathological damage to the prefrontal lobe, along with a decreased thymus index (P<0.05, P<0.01). Pathological damage to the
femur was also observed in the ASD liver-kidney deficiency group. Compared with the ASD group and the ASD liver-kidney
deficiency group, the treatment groups showed varying degrees of improvement in behavioral abnormalities and damage to the
prefrontal lobe and femur in the offspring rats, with the most significant improvement observed in the LWDHP group. ELISA results
revealed that, compared with the blank group, the ASD group had decreased TSH levels (P<0.05), increased TNF-琢 and IL-6 levels
(P<0.01), and decreased VD3 levels (P<0.05). The ASD liver-kidney deficiency group exhibited increased serum cAMP, cAMP/cGMP
ratio, E2, and E2/T ratio (P<0.05, P<0.01), decreased cGMP, T, FT3, FT4, TRH, and TSH levels (P<0.05, P<0.01), increased TNF-琢 and
IL-6 levels (P<0.01), and decreased VD3 and EPO levels (P<0.05, P<0.01). Compared with the ASD liver-kidney deficiency group, the
LWDHP group had reduced cAMP, cAMP/cGMP ratio, TNF-琢, and IL-6 levels (P<0.01), decreased E2 and E2/T ratio (P<0.05),
increased VD3 and EPO levels (P<0.05, P<0.01), and an elevated thymus index (P<0.01). The LDXGP group showed decreased
cAMP/cGMP ratio and E2 levels (P<0.05), along with reduced TNF-琢 and IL-6 levels (P<0.01). Compared with the LWDHP group,
the LDXGP group had a decreased thymus index (P<0.05) and reduced EPO levels (P<0.05). Conclusion The animal model of ASD
with liver-kidney deficiency pattern can be constructed by intraperitoneal injection of VPA during pregnancy combined with
hormone treatment and irritation method.

也运藻赠憎燥则凿泽页 autism spectrum disorder; Liuwei Dihuang Pill; disease-pattern combination; formula-based pattern validation;
liver-kidney deficiency; animal model

孤独症谱系障碍渊autism spectrum disorder, ASD冤
是儿童最常见的脑发育障碍性疾病之一袁主要表现

为社交障碍尧行为重复刻板及兴趣狭隘[1]遥 近年来袁
儿童 ASD 的患病率逐年上升[2]遥本病致残率高袁难以

治愈袁已成为一个严峻的公共卫生问题[3]遥 中医学认

为袁ASD 主要病因为先天不足袁病机为肝肾不足尧脑

髓不充遥叶儿童孤独症谱系障碍中西医结合干预专家

共识曳[4]指出袁肝肾不足证是 ASD 临床最常见的证型

之一袁六味地黄丸加减可作为临床治疗方案之一遥六
味地黄丸出自钱乙所著叶小儿药证直诀窑卷下窑诸

方曳袁主治野肾怯失音尧囟开不合尧神不足尧目中白睛

多冶袁具有滋补肝肾的功效遥 张涤教授临床运用六味
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地黄丸加减治疗肝肾不足证 ASD 患儿袁能有效改善

患儿发育迟缓等临床症状[5]遥
因此袁本研究拟以孕期丙戊酸钠渊sodiumval鄄

proate,VPA冤腹腔注射构建 ASD 疾病模型[6]袁并以激

素结合激怒法建立大鼠肝肾不足证袁从造模因素尧宏
观表征尧微观指征尧以方测证 4 个角度对 ASD 肝肾

不足证进行评价袁进一步丰富六味地黄丸滋补肝肾

治疗 ASD 肝肾不足证的科学内涵袁为 ASD 肝肾不

足证病证结合临床方案的构建提供客观依据遥
1 材料与方法

1.1 实验动物

健康成年 SPF 级 SD 孕鼠 13 只渊孕 13 d冤袁体质

量渊365依35冤 g袁购自湖南斯莱克景达实验动物有限

公司袁动物合格证号院SCXK渊湘冤2019-0004袁饲养于

湖南中医药大学第一附属医院实验动物中心 SPF
级动物房袁饲养温度渊24依圆冤 益袁湿度 30%耀60%袁明
暗周期各 12 h袁自由饮水尧摄食遥 本实验通过湖南中

医药大学第一附属医院动物伦理委员会批准袁实验

动物伦理号院ZYFY20231110-23遥
1.2 药物及主要试剂

VPA 粉剂渊美国 Sigma 公司袁批号院P4543冤曰六味

地黄丸渊九芝堂股份有限公司袁国药准字院Z43020145袁
规格院200 丸/瓶袁批号院202112110冤曰龙胆泻肝丸渊太

极集团四川绵阳制药有限公司袁国药准字院Z51021885袁
规格院6 g/袋伊10 袋袁批号院2212088冤遥

二甲苯渊上海阿拉丁科技生化股份有限公司袁批
号院1330-20-7冤曰无水乙醇尧甲酚紫渊国药集团化学

试剂有限公司袁批号院10009218尧71044080冤曰冰醋酸

渊天津科密欧化学试剂有限公司袁批号院FX11610冤曰
4%多聚甲醛渊北京兰杰柯科技有限公司袁批号院
BL539A冤曰1,25-二羟基维生素 D3渊1,25-dihydroxy
vitamin D3, VD3冤尧促红细胞生成素渊erythropoietin,
EPO冤尧环磷酸腺苷渊cyclic adenosine monophosphate,
cAMP冤尧环磷酸鸟苷渊cyclic guanosine monophosphate,
cGMP冤尧雌激素渊estradiol, E2冤尧雄激素渊testosterone,
T冤尧游离三碘甲状腺原氨酸渊free triiodothyronine,
FT3冤尧游离甲状腺素渊free thyroxin, FT4冤尧促甲状腺激

素释放激素渊thyrotropin releasing hormone, TRH冤尧
促甲状腺激素渊thyroid stimulating hormone, TSH冤
ELISA 试剂盒 [科鹿渊武汉冤生物科技有限责任公

司袁批号院23766513尧27006143尧27021144尧27021200尧

27006337尧27005633尧27003550尧27003744尧27007315尧
27007337]曰肿瘤坏死因子-琢渊tumor necrosis factor-
琢, TNF-琢冤尧白细胞介素-6渊interleukin-6, IL-6冤
ELISA 试剂盒[万类渊沈阳冤生物科技有限公司袁批
号院WLE04尧WLE05]遥
1.3 主要仪器

三箱社交行为箱尧旷场实验箱尧LabmazeV3.0 动

物行为轨迹分析系统渊北京众实迪创科技发展有限

责任公司袁型号院ZS-SXJ-II尧ZS-KC尧1056000-2冤曰石
蜡切片机渊德国徕卡仪器有限公司袁型号院RM2235Le鄄
ic冤曰显微镜渊日本 OLYMPUS 公司袁型号院BX53冤曰高
速冷冻离心机渊宁波新芝生物科技股份有限公司袁型
号院HSC-3020L冤曰电热恒温培养箱渊上海跃进医疗器

械有限公司袁型号院HDPN-11-256冤曰酶标检测仪渊美
国 Molecular 公司袁型号院Cmaxplus冤遥
1.4 动物分组尧造模及给药

将 13 只孕鼠分为 VPA 组渊10 只冤和对照组渊3
只冤遥 VPA 组按 600 mg/kg 剂量腹腔注射 250 mg/mL
VPA 溶液渊配制方法院1 g VPA 粉剂+4 mL 生理盐

水冤[7]曰对照组注射等体积生理盐水遥 两组孕鼠所生

仔鼠在日龄 7尧14尧21 d 时测体质量尧身长尧尾长袁评
估生长发育情况遥 雄性仔鼠日龄 21 d 时袁通过三箱

社交实验进行模型评价遥 以仔鼠表现出社交能力障

碍或社交新颖性障碍为造模成功标准[8-9]遥 筛选符合

ASD 疾病模型的雄性仔鼠 32 只袁随机分为 ASD 组尧
ASD 肝肾不足组尧六味地黄丸组尧龙胆泻肝丸组袁每
组 8 只曰从对照组雄性仔鼠中筛选 8 只袁记为空白

组遥 上述分组方法均采用随机数字表法遥 根据课题

组前期研究经验[6]袁选择六味地黄丸灌胃最佳剂量为

1.5 g窑kg-1遥 临床龙胆泻肝丸儿童给药剂量为 8 g/d袁
根据人与大鼠体表面积换算[10]袁A=K伊W 2/3伊10-4袁其中院
A 为体表面积袁以 m2 计算曰W 为体质量袁以 g 计算袁
人体质量按 4 岁儿童标准 16 kg 计算袁幼鼠体质量

按100 g 计算曰K 为常数袁大鼠系数为 9.1遥 计算出龙

胆泻肝丸给药剂量为 2.33 g窑kg-1遥 分别将两种丸剂

溶于蒸馏水中配制成混悬液灌胃遥每天上午袁六味地

黄丸组尧龙胆泻肝丸组灌胃相应药物曰空白组尧ASD
组尧ASD 肝肾不足组灌胃等量蒸馏水遥 每天下午袁
ASD 肝肾不足组尧六味地黄丸组尧龙胆泻肝丸组灌

胃左甲状腺素钠渊150 滋g窑kg-1冤袁然后距尾尖约 2 cm
处夹尾 5 min 给予情志刺激袁每天 1 次袁共 14 d[11]遥
给药结束后袁再次开展行为学检测遥
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1.5 发育学评价

在各组仔鼠日龄 7尧14尧21 d 时袁测量体质量尧身
长尧尾长袁评估生长发育水平遥
1.6 行为学评价

1.6.1 三箱社交实验[9] 采用三箱社交实验评估社

交行为袁分 3 个阶段院渊1冤适应阶段院仔鼠在三箱中

适应 10 min曰渊2冤社交能力阶段院仔鼠在中央室袁一
侧放陌生鼠 1袁一侧空置袁记录 10 min 社交行为袁若
与陌生鼠 1 社交时间短于空室时间袁提示社交能力

障碍曰渊3冤社交新颖性阶段院保持陌生鼠 1袁空置笼中

放入陌生鼠 2袁记录 10 min 社交行为袁若与陌生鼠

1社交时间长于陌生鼠 2袁提示社交新颖性障碍遥
1.6.2 新事物识别实验[9] 采用新事物识别实验评

估学习记忆能力袁分 3个阶段遥 渊1冤仔鼠在行为箱自

由活动 5 min 后移出袁箱内放置两个相同物体曰
渊2冤仔鼠背对物体放入箱中央袁记录 10 min 活动曰
渊3冤将一个物体替换为新物体袁1 h 后记录仔鼠10 min
活动遥新事物指数=新物体探索时间/渊新物体探索时

间+旧物体探索时间冤伊100%遥
1.6.3 旷场实验[9] 采用旷场实验评估自发活动尧探
索行为和焦虑状态遥 将仔鼠从旷场箱正中放入袁自
由探索 10 min曰随后用摄像头记录其在旷场箱中

15 min 内自由活动的数据袁包括在旷场箱中运动总

路程尧总运动速度尧中央区运动路程尧停留时间尧探索

次数遥总路程尧中央区运动路程越大尧运动速度越快尧
中央区停留时间越长尧探索次数越多说明自发活动

越活跃袁焦虑情绪越低遥
1.6.4 弹珠埋藏实验[9] 采用弹珠埋藏实验评估刻

板动作遥 在行为箱垫料上等距放置 20 颗弹珠袁记录

仔鼠在 30 min 内埋藏弹珠的情况袁玉米垫料覆盖弹

珠体积一半计为 1 个袁掩埋弹珠数目越多说明刻板

动作越严重遥
1.7 证候评价

参照叶儿童孤独症谱系障碍中西医结合干预专

家共识曳[4]中 ASD 肝肾不足证的诊断标准袁建立主次

症结合的证候评价体系遥 具体如下院渊1冤主症评价遥
通过三箱实验大鼠主动社交时间评估野行为孤僻冶曰
埋珠实验埋珠数目评价野刻板动作冶曰新事物识别实

验记忆指数反映野智力落后冶曰旷场实验水平运动距

离量化野精神呆钝冶和野动作迟缓冶曰穿越中央区次数

反映野焦虑状态冶遥 渊2冤次症评价遥 测量体质量尧身长尧
尾长评估是否 野发育落后冶曰HE 染色观察股骨结构

判断野骨骼痿软冶遥 渊3冤微观辨证遥参照文献[11-12]检
测 cAMP尧cGMP尧性激素尧免疫因子尧甲状腺激素及

EPO尧VD3水平袁构建肝肾不足证生物学指标群遥
1.8 检测指标

1.8.1 组织病理学检测 渊1冤尼氏染色遥将固定后的

组织进行脱水尧透蜡尧包埋尧切片尧脱蜡尧甲酚紫染

色尧冰醋酸乙醇分化尧脱水尧封片后显微镜下观察

拍照遥 渊2冤HE 染色遥 将固定后的组织进行脱水尧透
蜡尧包埋尧切片尧脱蜡尧HE 染色尧脱水尧封片后显微镜

下观察拍照遥
1.8.2 血清指标 打开腹腔袁取腹主动脉血袁室温静

置 2 h袁3 500 r/min 离心 15 min渊离心半径12.5 cm冤
后取上清液袁分装保存至-80 益冰箱备用遥严格按各

试剂盒的使用说明检测各组血清中cAMP尧cGMP尧E2尧
T尧FT3尧FT4尧TRH尧TSH尧EPO尧VD3尧TNF-琢尧IL-6含量遥
1.8.3 胸腺指数 打开胸腔袁将胸腺用生理盐水冲

洗袁并用滤纸吸干袁称重遥 胸腺指数=胸腺质量渊mg冤/
体质量渊g冤遥
1.9 统计学分析

运用 GraphPad Prism 9.0 软件统计并绘制统计

图袁数据以野曾依s冶表示袁数据符合正态分布袁两组间比

较采用 t 检验袁多组间比较采用单因素方差分析袁方
差齐者采用 One-way ANOVA 最小显著性差异法

渊LSD冤进行两两比较袁方差不齐者采用 Kruskal-
Wallis 非参数检验袁以 P约0.05 表示差异具有统计学

意义遥
2 结果

2.1 VPA对 SD仔鼠生长发育的影响

与对照组相比袁日龄 7尧14尧21 d 时袁VPA 组仔鼠

体质量更轻袁身长尧尾长更短渊P约0.01冤袁并且部分

仔鼠存在严重生长发育迟缓尧短尾畸形尧折尾畸形尧
趾指畸形遥 详见图 1要2遥
2.2 各组仔鼠社交行为比较

与空白组比较袁ASD 组尧ASD 肝肾不足组仔鼠

与陌生鼠 1 社交时间更短渊P约0.01冤袁在空室中独处

时间更长渊P约0.01冤袁与陌生鼠 2 社交时间更短渊P约
0.01冤遥 与 ASD 组尧ASD 肝肾不足组比较袁六味地黄

丸组仔鼠与陌生鼠 1 社交时间增加渊P约0.01冤袁在空

室独处时间减少渊P约0.05袁P约0.01冤遥 与 ASD 肝肾不

足组比较袁六味地黄丸组与陌生鼠 2 社交时间增加

渊P约0.05冤遥 详见图 3尧表 1遥
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图 2 VPA组仔鼠生长畸形图

Fig.2 Growth malformation chart of offspring rats in the VPA group
注院A.仔鼠严重发育迟缓曰B.仔鼠短尾畸形曰C.仔鼠折尾畸形曰D尧E.仔鼠趾指畸形遥

表 1 各组仔鼠社交时间比较渊曾依s袁n=8冤
Table 1 Comparison of social interaction time among different groups of offspring rats 渊曾依s, n=8冤

组别
社交能力阶段

物体/s 陌生鼠 1/s
社交新颖性阶段

陌生鼠 1/s 陌生鼠 2/s
空白组

ASD 组

ASD 肝肾不足组

六味地黄丸组

龙胆泻肝丸组

47.83依17.37
153.78依92.33**
177.34依45.74**
58.96依38.40银##

134.70依66.25

155.20依48.99
33.58依23.28**
31.25依22.51**

100.06依9.70银银##

69.98依13.67

47.05依25.47
83.70依19.63
85.03依63.43
51.93依26.64
71.81依29.00

190.14依78.85
63.35依24.07**
36.32依31.33**

102.49依23.47#

63.17依21.09
注院与空白组比较袁**P约0.01曰与 ASD 组比较袁银P约0.05袁银银P约0.01曰与 ASD 肝肾不足组比较袁#P约0.05袁##P约0.01遥

图 1 各组仔鼠生长发育评估图

Fig.1 Growth and development assessment charts each group of offspring rats
注院与对照组比较袁**P约0.01遥

7 d 14 d 21 d 7 d 14 d 21 d 7 d 14 d 21 d

图 3 各组仔鼠三箱社交轨迹图

Fig.3 Three-chamber social interaction trajectories charts in each group of offspring rats
注院A.社交能力阶段曰B.社交新颖性阶段遥紫色矩形为陌生鼠 1 室袁绿色圆形为陌生鼠 1曰蓝色矩形为中央室曰黄
色矩形在社交能力阶段为物体室袁在社交新颖性阶段为陌生鼠 2 室曰粉色圆形在社交能力阶段为物体袁在社交

新颖性阶段为陌生鼠 2遥

A

B
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2.3 各组仔鼠学习记忆能力比较

与空白组比较袁ASD 组尧ASD 肝肾不足组仔鼠

新事物识别指数均降低渊P约0.01冤遥 与 ASD 组尧ASD
肝肾不足组比较袁六味地黄丸组新事物识别指数升

高渊P约0.01冤遥与六味地黄丸组比较袁龙胆泻肝丸组新

事物识别指数降低渊P约0.05冤遥 详见图 4遥

2.4 各组仔鼠旷场箱中焦虑状态比较

与空白组比较袁ASD 组尧ASD 肝肾不足组仔鼠

在旷场箱中总路程更短渊P约0.01冤袁总运动速度更慢

渊P约0.05袁P约0.01冤袁在中央区路程及探索次数更少

渊P约0.01冤曰ASD 肝肾不足组在中央区停留时间更短

渊P约0.05冤遥 与 ASD 组比较袁六味地黄丸组在中央区

路程尧探索次数更多渊P约0.05袁P约0.01冤遥 与 ASD 肝肾

不足组比较袁六味地黄丸组尧龙胆泻肝丸组在中央区

路程尧探索次数更多渊P约0.05袁P约0.01冤遥 与六味地黄

丸组比较袁龙胆泻肝丸组在中央区探索次数更少

渊P约0.05冤遥 详见表 2遥
2.5 各组仔鼠埋珠数目比较

与空白组比较袁ASD 组尧ASD 肝肾不足组仔鼠

埋珠数目增多渊P约0.01冤遥 与 ASD 肝肾不足组比较袁
六味地黄丸组埋珠数目减少渊P约0.05冤遥 详见图 5遥

2.6 各组仔鼠前额叶组织神经元形态变化

与空白组比较袁ASD 组尧ASD 肝肾不足组前额

叶均可见神经元变形袁细胞核皱缩尧深染尧排列不齐袁
其中 ASD 肝肾不足组损伤更显著遥 与 ASD 肝肾不

足组比较袁六味地黄丸组尧龙胆泻肝丸组神经元变形

改善袁未见其他明显异常袁其中六味地黄丸组改善更

显著遥 详见图 6遥
与空白组比较袁ASD 组尧ASD 肝肾不足组脑组

织结构异常袁神经元细胞数量减少袁部分神经元变

性尧核固缩袁尼氏小体减少遥 与 ASD 肝肾不足组比

较袁六味地黄丸组脑组织结构异常减轻袁神经元数量

增加袁少量神经元变性尧核固缩袁尼氏小体数量增多曰
龙胆泻肝丸组脑组织结构异常袁神经元数量减少袁部
分神经元变性尧核固缩袁尼氏小体减少袁可见空泡样

病变遥 详见图 7遥
2.7 各组仔鼠股骨组织病理学变化

与空白组比较袁ASD 组骨小梁部分骨组织变

细袁但整体结构较为完整曰ASD 肝肾不足组骨小梁

图 4 各组仔鼠新事物识别指数比较

Fig.4 Comparison of novel object recognition indexes
among different groups of offspring rats

注院与空白组比较袁**P约0.01曰与 ASD 组比较袁银银P约0.01曰与ASD
肝肾不足组比较袁##P约0.01曰与六味地黄丸组比较袁翌P约0.05遥

表 2 各组仔鼠旷场实验数据比较渊曾依s袁n=8冤
Table 2 Comparison of open field test data among different groups of offspring rats 渊曾依s, n=8冤

注院与空白组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰与 ASD 组比较袁银P约0.05袁银银P约0.01曰与 ASD 肝肾不足组比较袁#P约0.05袁##P约0.01曰与六味地黄丸组比较袁
翌P约0.05遥

组别

空白组

ASD 组

ASD 肝肾不足组

六味地黄丸组

龙胆泻肝丸组

总路程/cm
2 166.93依671.05
1 134.22依367.06**
1 091.52依477.55**
1 763.54依576.56
1 404.98依740.37

总运动速度/渊cm/s冤
3.61依1.12
1.89依0.61*
1.82依0.78**
2.92依0.95
2.28依1.30

中央区路程/cm
517.89依251.54
147.08依61.44**
114.79依69.90**
420.89依221.92银#

192.83依77.00#

中央区停留时间/s
99.58依55.08
38.84依54.74
27.75依44.65*
58.05依33.16
18.78依13.20

中央区探索次数/次
54.50依22.28
16.63依7.01**
14.00依9.97**
40.63依11.19银银##

20.75依10.05##翌

图 5 各组仔鼠埋珠数目比较

Fig.5 Comparison of the number of buried beads
among different groups of offspring rats

注院与空白组比较袁**P约0.01曰与 ASD 肝肾不足组比较袁#P约0.05遥
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注院与空白组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰与 ASD 肝肾不足组比较袁
#P约0.05袁##P约0.01遥

组别

空白组

ASD 组

ASD 肝肾不足组

六味地黄丸组

龙胆泻肝丸组

cAMP/渊pg/mL冤
797.76依38.77
997.93依66.68

1 110.02依68.79**
881.87依91.53##

977.26依164.34

cGMP/渊pg/mL冤
325.84依32.12
260.24依80.18
190.77依41.00*
270.98依62.19
259.38依55.82

cAMP/cGMP
2.47依0.27
3.97依0.83
6.01依1.22**
3.35依0.54##

3.94依1.01#

表 3 各组仔鼠血清环核苷酸水平比较渊曾依s袁n=8冤
Table 3 Comparison of serum cyclic nucleotide levels
among different groups of offspring rats 渊曾依s, n=8冤

图 6 各组仔鼠前额叶 HE染色图渊伊200冤
Fig.6 HE staining images of the prefrontal lobe in each group of offspring rats (伊200)

图 7 各组仔鼠前额叶尼氏染色图渊伊200冤
Fig.7 Nissl staining images of the prefrontal lobe in each group of offspring rats (伊200)

粗细不均袁并出现较为明显的断裂遥 与 ASD 肝肾不

足组比较袁六味地黄丸组骨小梁粗细较为均匀袁结构

较为完整曰龙胆泻肝丸组骨小梁部分骨组织变细袁
但整体结构较为完整遥 详见图 8遥
2.8 各组仔鼠血清环核苷酸水平比较

与空白组比较 袁ASD 肝肾不足组仔鼠血清

cAMP尧cAMP/cGMP 均升高渊P约0.01冤袁cGMP 下降渊P约
0.05冤遥 与ASD肝肾不足组比较袁六味地黄丸组cAMP尧
cAMP/cGMP 均降低渊P约0.01冤袁龙胆泻肝丸组 cAMP/
cGMP 降低渊P约0.05冤遥 详见表 3遥
2.9 各组仔鼠血清激素水平比较

与空白组比较袁ASD 肝肾不足组仔鼠血清 T 水

平下降渊P约0.05冤袁E2尧E2/T 水平升高渊P约0.05袁P约0.01冤遥
与 ASD 肝肾不足组比较袁六味地黄丸组尧龙胆泻肝
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图 8 各组仔鼠股骨 HE染色图渊伊200冤
Fig.8 HE staining of femur in each group of offspring rats (伊200)

丸组 E2 水平下降渊P约0.05冤袁六味地黄丸组 E2/T 水平

下降渊P约0.05冤遥 详见表 4遥

2.10 各组仔鼠血清甲状腺激素水平比较

与空白组比较袁ASD 组 TSH 水平下降渊P约0.05冤袁
ASD 肝肾不足组 FT3尧FT4尧TSH尧TRH下降渊P约0.05袁
P约0.01冤遥 与ASD肝肾不足组比较袁六味地黄丸组 FT3尧
FT4尧TSH尧TRH 水平升高渊P约0.05袁P约0.01冤遥详见表5遥

2.11 各组仔鼠胸腺指数尧血清免疫因子水平比较

与空白组比较袁ASD 组尧ASD 肝肾不足组仔鼠

胸腺指数下降渊P约0.05袁P约0.01冤袁TNF-琢尧IL-6 水平

升高渊P约0.01冤遥 与 ASD 组比较袁六味地黄丸组 IL-6
水平下降渊P约0.01冤袁龙胆泻肝丸组 TNF-琢 水平下

降渊P约0.05冤遥 与 ASD 肝肾不足组比较袁六味地黄丸

组尧龙胆泻肝丸组胸腺指数升高渊P约0.01冤袁TNF-琢尧
IL-6 水平下降渊P约0.01冤遥 与六味地黄丸组比较袁龙
胆泻肝丸组胸腺指数下降渊P约0.05冤遥 详见表 6遥
2.12 各组仔鼠血清 EPO尧VD3 水平比较

与空白组比较袁ASD 组 VD3 水平下降渊P约0.05冤袁
ASD肝肾不足组仔鼠血清 EPO尧VD3水平下降渊P约0.01袁
P约0.05冤遥 与ASD 组比较袁六味地黄丸组 VD3 水平

升高渊P约0.05冤遥与 ASD肝肾不足组比较袁六味地黄丸

组 EPO尧VD3 水平升高渊P约0.05袁P约0.01冤遥 与六味地黄

丸组比较袁龙胆泻肝丸组 EPO 水平下降渊P约0.05冤遥
详见表 7遥

表 4 各组仔鼠血清激素水平比较渊曾依s袁n=8冤
Table 4 Comparison of serum hormone levels among

different groups of offspring rats 渊曾依s, n=8冤
组别

空白组

ASD 组

ASD 肝肾不足组

六味地黄丸组

龙胆泻肝丸组

注院与空白组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰与 ASD 肝肾不足组比较袁
#P约0.05遥

E2/渊pg/mL冤
82.38依5.39

100.43依21.13
122.13依34.22**
87.44依6.40#

89.30依6.99#

T/渊pg/mL冤
251.81依47.00
171.62依94.18
133.25依49.74*
180.70依57.78
139.86依57.24

E2/T
0.34依0.09

0.679依0.22
0.98依0.31**
0.53依0.16#

0.75依0.34

表 5 各组仔鼠血清甲状腺激素水平比较渊曾依s袁n=8冤
Table 5 Comparison of serum thyroid hormone levels among different groups of offspring rats 渊曾依s, n=8冤

注院与空白组比较袁*P约0.05曰与 ASD 肝肾不足组比较袁#P约0.05袁##P约0.01遥

组别

空白组

ASD 组

ASD 肝肾不足组

六味地黄丸组

龙胆泻肝丸组

FT3/渊pg/mL冤
111.68依47.07
60.46依33.37
44.51依11.75*

108.85依27.87#

59.64依35.23

FT4/渊pg/mL冤
102.13依45.77
54.75依30.87
40.13依10.31*

101.87依26.80#

57.16依33.57

TSH/渊ng/mL冤
0.12依0.02
0.09依0.02*
0.07依0.02**
0.11依0.02##

0.08依0.01

TRH/渊pg/mL冤
154.45依26.81
93.66依54.15
64.27依12.69**

150.49依35.98##

88.55依32.80
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3 讨论

ASD 以野不看尧不应尧不语尧不指尧不当冶为核心

表现袁且多伴发育迟缓[13]遥本病受遗传和环境因素影

响[14]遥 中医学将 ASD 归属于野五迟五软冶野童昏冶等范

畴袁病机关键为肝肾不足尧脑髓失养遥 研究发现袁孕
期暴露 VPA 后导致子代罹患 ASD 风险增加[15]遥肾精

为先天之精袁禀受于父母遥 因此袁母亲孕期的亏虚或

受药物的干扰会导致子代出现发育迟缓等先天不

足的表现[16]遥 本研究中袁在孕期腹腔注射VPA 后袁孕
鼠出现腹部肌肉挛缩尧四肢无力瘫软反应袁导致孕鼠

孕期亏虚袁结合 VPA 对胚胎发育的干扰最终导致子

代先天不足遥 激素结合激怒法通过诱导慢性应激和

代谢紊乱袁模拟 ASD 患者情绪障碍及肝气郁结尧
肾气不固状态遥二者结合既体现 ASD 的生物学发病

机制袁又契合野肝肾同源冶野精血不足冶的中医病机理

论遥 同时袁研究通过行为学实验证实袁VPA 组仔鼠存

在社交障碍尧刻板行为和狭隘兴趣的 ASD 三大核心

特征曰发育评估显示袁VPA 组仔鼠体格发育显著落

后袁且 ASD 肝肾不足组出现形瘦尧毛发枯槁及易激

惹等肝肾不足证候曰新事物识别实验进一步证实其

学习记忆能力受损遥 综上袁提示模型构建成功遥
脑前额叶皮质渊prefrontal cortex, PFC冤是 ASD

认知功能障碍的关键脑区[17]遥 病理染色结果表明袁
ASD 组和 ASD 肝肾不足组 PFC 均存在损伤袁提示脑

髓失养的病理性改变遥 分子层面袁ASD 肝肾不足组

cAMP/cGMP 升高袁血清性激素及甲状腺激素紊乱袁
反映野阴阳失调冶的证候特征[18-19]遥 此外袁胸腺指数降

低及免疫因子升高提示免疫功能异常袁与中医学野肾
主骨生髓冶功能受损相符遥 股骨组织病理结果显示袁
骨小梁变细断裂袁印证野肾精不足则骨痿冶的理论遥

研究表明袁EPO 和 VD3 具有重要的神经保护作

用[20-21]遥 在中医学中袁野肾冶是一个功能系统袁具有藏

精尧主生长发育尧主骨生髓等多种生理功能遥 野肾精冶
概念与现代医学中肾脏分泌 EPO尧VD3 在功能上有

相似性袁 例如 EPO尧VD3 的神经保护和营养机体作

用袁与中医学野肾精冶主生长发育尧滋养脏腑等功能

有一定联系遥 本研究中袁ASD 肝肾不足组仔鼠的 E鄄
PO 和VD3 水平下降袁这可能表明 EPO 和 VD3 的缺乏

与野先天不足冶野肾精亏虚冶有一定关联遥
六味地黄丸由熟地黄尧山茱萸尧山药尧牡丹皮尧茯

苓尧泽泻组成遥本方熟地黄补肾填精袁配伍山茱萸尧山
药袁填补三阴袁牡丹皮尧茯苓尧泽泻泄相火尧渗脾湿遥诸
药合用谨守病机袁滋补肝肾遥 故设本方为方证对应

组遥 龙胆泻肝丸由龙胆尧柴胡尧黄芩尧栀子尧泽泻尧木
通尧车前子尧当归尧生地黄尧炙甘草组成袁有清肝泻火

之功遥 方中龙胆为君袁配伍黄芩尧栀子清热泻火曰泽
泻尧木通尧车前子利水渗湿曰当归尧生地黄滋养阴血尧
防止苦寒曰柴胡疏肝利胆曰炙甘草调和诸药遥 临床用

于治疗 ASD 心肝火旺实证袁故设为非方证对应组遥
本研究结果表明袁六味地黄丸能显著减轻社交障碍尧
焦虑状态尧刻板动作袁提升记忆认知袁减轻 PFC 神经

元损伤尧改善股骨组织病理学异常袁改善阴阳失调尧
代谢紊乱尧免疫失衡和上调 EPO尧VD3袁综合缓解

ASD 肝肾不足病证动物模型虚证状态袁通过滋补肝

肾起到治疗作用遥 而龙胆泻肝丸能部分改善上述病

理变化但不能显著上调 EPO尧VD3 水平袁这表明六味

地黄丸对 ASD 肝肾不足证大鼠的神经保护作用可

能是通过改善肾脏分泌 EPO尧VD3 功能实现的袁同时

组别

空白组

ASD 组

ASD 肝肾不足组

六味地黄丸组

龙胆泻肝丸组

表 6 各组仔鼠胸腺指数尧血清免疫因子水平比较渊曾依s袁n=8冤
Table 6 Comparison of thymus indexes and serum

immune factor levels among different groups of
offspring rats 渊曾依s, n=8冤

注院与空白组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰与 ASD 组比较袁银P约0.05曰
与 ASD 肝肾不足组比较袁#P约0.05袁##P约0.01曰与六味地黄丸组比较袁
翌P约0.05遥

胸腺指数

3.73依0.11
3.52依0.08*
3.02依0.18**
3.66依0.06##

3.46依0.12##翌

TNF-琢/渊pg/mL冤
47.21依8.62

121.88依15.44**
186.86依28.44**
87.22依10.24##

76.21依5.96银##

IL-6/渊pg/mL冤
31.77依4.56
69.80依8.22**

103.29依12.99**
46.25依6.85银##

49.12依7.87##

表 7 各组仔鼠血清 EPO尧VD3 水平比较渊曾依s袁n=8冤
Table 7 Comparison of serum EPO and VD3 levels
among different groups of offspring rats 渊曾依s, n=8冤
组别

空白组

ASD 组

ASD 肝肾不足组

六味地黄丸组

龙胆泻肝丸组

注院与空白组比较袁*P约0.05袁**P约0.01曰与 ASD 组比较袁银P约0.05曰
与 ASD 肝肾不足组比较袁#P约0.05袁##P约0.01曰与六味地黄丸组比较袁
翌P约0.05遥

EPO/渊pg/mL冤
98.04依13.29
67.15依9.50
38.42依12.95**
81.68依23.30##

43.10依14.77翌

VD3/渊pg/mL冤
7 612.49依95.67
6 162.78依618.19*
6 067.63依251.19*
7 397.78依207.99银#

6 955.75依717.85
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通过以方测证方式验证 ASD 肝肾不足证病证模型

的成功建立以及方证对应的疗效遥
综上所述袁本研究通过孕期注射 VPA垣激素结

合激怒法构建 ASD 肝肾不足病证结合动物模型袁并
从多维度证实该病证结合动物模型构建成功遥但是袁
舌脉是中医辨证的重要依据袁本研究尚未结合动物

舌脉袁且对骨骼痿软的评价缺少更规范的客观标准袁
课题组今后将进一步改进病证模型造模方式袁结合

小动物四诊仪尧小动物 CT 等现代化实验仪器对病

证结合动物模型展开更客观的评估袁以期为中医药

干预 ASD 标准化诊疗体系的构建奠定基础遥
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