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调元散对孤独症大鼠行为和脑内生化指标的影响
梁志健,张建军,陈润红,严家荣,邝少松∗

(广东省医学实验动物中心,广东
 

佛山　 528248)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究调元散对孤独症大鼠行为及脑内 γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric
 

acid,GABA)、炎症因子的

影响,评价调元散对孤独症是否有改善治疗作用。 方法　 取 40 只丙戊酸(valproic
 

acid,VPA)诱导的孤独症大鼠随

机分为模型对照组、低剂量组、中剂量组和高剂量组,另取 10 只正常大鼠作为空白对照组。 低、中、高剂量组动物

分别灌胃给予调元散(2. 5
 

g / kg、5
 

g / kg、10
 

g / kg),空白对照组和模型对照组灌胃给予等体积的纯净水,1 次 / d,连
续 30

 

d。 动物给药后分别进行旷场实验和三箱社交实验,随后麻醉、放血处死,取大脑皮层检测 GABA、取海马检测

IL-1β、IL-6。 结果　 与空白对照组比较,模型对照组在旷场实验中的中央路程百分比、中央时间百分比降低(P =
0. 026,P= 0. 044),边上路程百分比和边上时间百分比升高(P = 0. 026,P = 0. 044),在三箱社交实验中对陌生鼠的

探索次数减少(第二阶段 P= 0. 011,第三阶段 P = 0. 041),大脑皮层中 GABA 升高(P = 0. 002),海马中 IL-1β、IL-6
升高(P= 0. 011,P= 0. 003)。 与模型对照组比较,高剂量组旷场实验的中央路程百分比、中央时间百分比升高(P=
0. 007,P= 0. 021),边上路程百分比、边上时间百分比降低(P= 0. 007,P = 0. 021),在三箱社交实验中对陌生鼠的探

索次数增加(第二阶段 P= 0. 032,第三阶段 P = 0. 002),大脑皮层中 GABA 降低(P = 0. 006)、海马中 IL-1β、IL-6 降

低(P= 0. 001,P= 0. 000)。 结论　 调元散可减轻 VPA 诱导孤独症大鼠的刻板行为,增加模型大鼠的社交次数,对孤

独症大鼠有一定的改善治疗作用。
【关键词】 　 调元散;孤独症;三箱社交实验;γ-氨基丁酸;炎症因子
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

study
 

the
 

effect
 

of
 

tiaoyuansan
 

on
 

autistic
 

rat
 

behavior
 

as
 

well
 

as
 

proinflammatory
 

factors
 

and
 

GABA
 

in
 

brain
 

tissue
 

and
 

its
 

therapeutic
 

effect.
 

Methods　 Forty
 

VPA-induced
 

autistic
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

a
 

model
 

control
 

group
 

and
 

three
 

dosage
 

groups
 

of
 

tiaoyuansan
 

( 2. 5,
 

5
 

and
 

10
 

g / kg).
 

Ten
 

normal
 

rats
 

were
 

used
 

as
 

the
 

normal
 

control
 

group.
 

Tiaoyuansan
 

at
 

various
 

concentrations
 

or
 

water
 

were
 

administered
 

orally
 

to
 

the
 

corresponding
 

groups
 

once
 

a
 

day
 

for
 

30
 

days.
 

The
 

open
 

field
 

test
 

and
 

the
 

three
 

chamber
 

social
 

test
 

were
 

performed.
 

The
 

cerebral
 

cortex
 

and
 

hippocampus
 

were
 

collected
 

to
 

determine
 

the
 

contents
 

of
 

GABA,
 

IL-1β
 

and
 

IL-6.
 

Results　 Compared
 

with
 

the
 

findings
 

in
 

the
 

normal
 

control
 

group,
 

in
 

the
 

model
 

control
 

group,
 

the
 

percentage
 

of
 

distance
 

and
 

time
 

in
 

the
 

central
 

area
 

were
 

decreased
 

(P= 0. 026,
 

P= 0. 044)
 

and
 

the
 

percentage
 

of
 

distance
 

and
 

time
 

in
 

the
 

perimeter
 

area
 

were
 

increased
 

(P = 0. 026,
 

P =
0. 044)

 

in
 

the
 

open
 

field
 

test,
 

the
 

times
 

of
 

searching
 

for
 

unfamiliar
 

rats
 

were
 

decreased
 

(phase
 

II:
 

P= 0. 011,
 

phase
 

III:
 

P
= 0. 041)

 

in
 

the
 

three
 

chamber
 

social
 

test,
 

GABA
 

in
 

the
 

cerebral
 

cortex
 

was
 

increased
 

(P= 0. 002),
 

and
 

IL-1β
 

and
 

IL-6
 



in
 

the
 

hippocampus
 

were
 

increased
 

(P= 0. 011,
 

P= 0. 003).
 

Compared
 

with
 

the
 

findings
 

in
 

the
 

model
 

control
 

group,
 

in
 

the
 

high
 

dosage
 

group,
 

the
 

percentage
 

of
 

distance
 

and
 

time
 

in
 

the
 

central
 

area
 

were
 

increased
 

(P= 0. 007,
 

P= 0. 021)
 

and
 

the
 

percentage
 

of
 

distance
 

and
 

time
 

in
 

the
 

perimeter
 

area
 

were
 

decreased
 

(P = 0. 007,
 

P = 0. 021)
 

in
 

the
 

open
 

field
 

test,
 

the
 

times
 

of
 

searching
 

for
 

unfamiliar
 

rats
 

were
 

increased
 

(phase
 

II:
 

P= 0. 032,
 

phase
 

III:
 

P= 0. 000)
 

in
 

three
 

chamber
 

social
 

test,
 

GABA
 

in
 

the
 

cerebral
 

cortex
 

was
 

decreased
 

(P= 0. 006),
 

and
 

IL-1β
 

and
 

IL-6
 

in
 

the
 

hippocampus
 

were
 

decreased
 

(P
= 0. 001,

 

P= 0. 002).
 

Conclusions　 Tiaoyuansan
 

reduces
 

stereotypical
 

behavior
 

and
 

increases
 

the
 

social
 

times
 

of
 

VPA-
induced

 

autistic
 

rats.
 

Therefore,
 

it
 

has
 

certain
 

therapeutic
 

effect
 

on
 

autism.
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three
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GABA;
 

proinflammatory
 

factors
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　 　 孤独症谱系障碍 ( autism
 

spectrum
 

disorder,
ASD),简称孤独症,是一种常见的神经发育障碍性

疾病。 临床的患儿可见语言发育落后、社交障碍、
活动范围狭窄及刻板动作行为[1] 。 在美国,每 68 名

儿童就有 1 名 ASD 患者[2] 。 而在我国,严重的孤独

症患者约有 65 万,症状较轻的患者约有 500 多

万[3] 。 中医典籍中无孤独症相关表述,但孤独症相

关症状在中医论著有相关的记载,如“童昏”“五迟”
“无慧”等症状[4] 。 中医治疗相关症状的思路有滋

阴敛阳、安神祛燥,填精益髓、滋养肝肾,健脾扶阳、
化痰开窍,补益心脾、养血安神等方法[5] 。 调元散

出自《活幼心书》,由山药、人参、茯苓、白术、白芍、
熟地黄、当归、黄芪、川芎、甘草、石菖蒲组方而成,
主治小儿元气不足,肌肉消瘦,语迟、行迟、齿迟,其
主治与孤独症的症状十分相似。 本课题通过旷场

实验和三箱社交实验研究调元散能否改变孤独症

大鼠的行为,并观察其对脑内 GABA、IL-1β、IL-6 的

影响,综合评价调元散对孤独症大鼠是否有治疗改

善作用。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物　
　 　 SD 大鼠,SPF 级,雄性:10 只,体重 300 ~ 340

 

g,
雌性:20 只,体重 200 ~ 240

 

g;均购自广东省医学实

验动物中心[SCXK(粤)2018-0002],并在该中心的

SPF 级动物房完成后续动物实验[SYXK(粤)2018-
0002]。 饲养条件:自由进食饮水,采用 12

 

h / 12
 

h
昼夜间断照明,饲养温湿度为 20 ~ 26℃ 、40% ~ 70%。
本研究经广东省医学实验动物中心实验动物伦理

委员会审核及批准(B202202-1),实验严格遵守 3R
原则。
1. 2　 主要试剂与仪器　
　 　 药液的准备:干山药 15

 

g,人参、白茯苓、茯神、
白术、白芍药、熟干地黄、当归、黄芪各 7. 5

 

g,川芎、

甘草各 9
 

g,石菖蒲 6
 

g。 上述药材切片后加水煎煮、
浓缩至 100

 

mL,得 1
 

g / mL 调元散药液。 GABA
 

Elisa
试剂盒 ( 武汉云克隆科技股份有限公司, 批号:
L220616189);IL-1β

 

ELISA 试剂盒(武汉华美生物

工程有限公司,批号:T24019348);IL-6
 

ELISA 试剂

盒 ( 武 汉 华 美 生 物 工 程 有 限 公 司, 批 号:
T09019286)。 Multiskan

 

Mk3 型全波长酶标仪(美国

Thermo
 

Fisher
 

Scientific);Flyde-A 旷场实验分析系

统(广州飞迪生物科技有限公司);JLBehv-SSR-4 型

大鼠社交活动视频分析系统(上海吉量软件科技有

限公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 孤独症大鼠的制备与给药

　 　 雌雄大鼠按 2 ∶ 1 比例合笼过夜,翌日清晨观察

雌鼠的阴道栓和阴道涂片。 如观察到阴道栓或阴

道内精子,则判断为孕期 0. 5
 

d。 受孕大鼠单笼饲

养,未受孕继续合笼配种。 取 18 只孕期 12. 5
 

d 孕

鼠,腹腔注射给予 600
 

mg / kg 的 VPA 造模;2 只孕期

12. 5
 

d 孕鼠注射等体积的生理盐水。 待孕鼠产仔

后,取造模的 40 只雄性仔鼠随机分为模型对照组、
低剂量组、中剂量组和高剂量组,取 10 只正常的雄

性仔鼠纳入为空白对照组。 待仔鼠断乳后,低、中、
高剂量组动物分别灌胃给予调元散(2. 5

 

g / kg、5
 

g /
kg、10

 

g / kg),空白对照组和模型对照组灌胃给予等

体积的纯净水,每天 1 次,连续 30
 

d。
1. 3. 2　 旷场实验

　 　 灌胃第 29 日,进行旷场实验。 将动物放入旷场

中,视频记录 5
 

min 内动物的活动,并用软件分析该

段时间内动物的活动总路程、各区域时间、各区域

路程。 每完成 1 只动物,均需用酒精擦拭箱底,清除

气味对下只动物的影响。
1. 3. 3　 三箱社交实验

　 　 灌胃第 30 天,进行三箱社交实验。 第一阶段,
打开挡板使三箱互通,将待测鼠放进中箱,让其自
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由探索以适应环境 10
 

min。 第二阶段,将两个小笼

分别放置在左箱和右箱,在右笼放入 1 只陌生鼠Ⅰ
(陌生鼠指与待测鼠月龄相仿、性别相同、未同笼饲

养过的同品系鼠),左笼放入 1 个与待测鼠相似的

物体,将待测鼠放置在中箱自由在三箱中探索 10
 

min。 第三阶段,将左笼中的物体取出放入陌生鼠

Ⅱ,右笼中的陌生鼠Ⅰ变为熟悉鼠,将待测鼠放入

中箱自由在三箱中探索 10
 

min。 测试结束。 记录待

测鼠在三箱分别停留的时间、路程,与左笼和右笼

的探索次数[6] 。
1. 3. 4　 生化指标

　 　 末次灌胃给药次日,动物腹腔注射乌拉坦(1. 2
 

g / kg)麻醉后放血处死。 取下完整大脑,冰上分离

大脑皮层及海马组织进行匀浆,大脑皮层匀浆液采

用 ELISA 法检测 GABA 含量,海马组织匀浆液检测

IL-1β、IL-6 含量。
1. 4　 统计学方法

　 　 实验所得数据以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,并

采用 SPSS
 

25. 0 进行统计分析。 实验数据满足正态

性及方差齐,采用单因素方差分析,检验水平 α =
0. 05[7] 。 以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 动物状态观察

　 　 注射 VPA 孕鼠的部分仔鼠可见行走时后脚拖

行( 21. 1%)、 尾根部附近皮肤可见小范围脱毛

(14. 8%)、尾巴出现弯折(32. 2%)。 为避免上述异

常影响实验结果,出现异常的仔鼠均淘汰、不纳入

实验组。
2. 2　 旷场实验

　 　 与空白对照组比较,模型对照组的中央路程百

分比降低(P = 0. 026)、中央时间百分比降低(P =
0. 044),边上路程百分比升高(P= 0. 026)、边上时间

百分比升高(P= 0. 044)。 与模型对照组比较,高剂量

组中央路程百分比升高(P= 0. 007)、中央时间百分比

升高(P= 0. 021),边上路程百分比降低(P = 0. 007)、
边上时间百分比降低(P= 0. 021)(图 1、图 2)。

注:与空白对照组比较,
 ∗P<0. 05。 与模型对照组比较,

 #P<0. 05,
 ##P<0. 01。

图 1　 各组动物旷场实验结果

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

control
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.

Figure
 

1　 Result
 

of
 

open
 

field
 

test

图 2　 各组旷场实验轨迹图

Figure
 

2　 Track
 

of
 

each
 

group
 

in
 

open
 

field
 

test
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2. 3　 三箱社交实验

　 　 三箱社交实验第二阶段结果见图 3A 和图 4A,
模型对照组对陌生鼠的探索次数较空白对照组减

少(P= 0. 011),且在右箱探索时间百分比减少(P =
0. 025)。 与模型对照组比较,中剂量组和高剂量组

对陌生鼠的探索次数增加(P= 0. 043,P= 0. 032)。
第三阶段结果见图 3B 和图 4B,模型对照组对

陌生鼠 Ⅱ 的探索次数较空白对照组减少 ( P =
0. 041)、对熟悉鼠探索次数增加(P = 0. 002),在左

箱探索时间百分比降低(P = 0. 010)、右箱探索时间

百分比增加(P = 0. 021)。 与模型对照组比较,低剂

量和高剂量组对陌生鼠Ⅱ的探索次数升高 (P =
0. 012,P = 0. 002),高剂量组在左箱的探索时间百

分比升高(P= 0. 015)。
2. 4　 脑内生化指标

　 　 与空白对照组比较(图 5),模型对照组动物大脑

皮层 GABA 和海马 IL-1β、IL-6 升高(P = 0. 002,P =
0. 011,P= 0. 003)。 与模型对照组比较,调元散低剂

量海马 IL-6 降低(P = 0. 002),中剂量的大脑皮层

GABA 和海马 IL-1β、IL-6 降低(P = 0. 000,P = 0. 000,
P= 0. 000),高剂量的大脑皮层 GABA 和海马 IL-1β、
IL-6 降低(P= 0. 006,P= 0. 001,P= 0. 000)。

注:A:三箱社交实验第二阶段;B:三箱社交实验第三阶段。 与空白对照组比较,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01;与模型对照组比较,
 #P<0. 05,

 

##P<0. 01。

图 3　 三箱社交实验结果

Note.
 

A,
 

Three
 

chamber
 

test
 

phase
 

Ⅱ.
 

B,
 

Three
 

chamber
 

test
 

phase
 

Ⅲ.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,
 ∗P< 0. 05,

 ∗∗P< 0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

control
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.

Figure
 

3　 Result
 

of
 

the
 

three
 

chamber
 

test

注:A:三箱社交实验第二阶段;B:三箱社交实验第三阶段。

图 4　 各组三箱社交实验轨迹图

Note.
 

A,
 

Three
 

chamber
 

test
 

phase
 

Ⅱ.
 

B,
 

Three
 

chamber
 

test
 

phase
 

Ⅲ.

Figure
 

4　 Track
 

of
 

each
 

group
 

in
 

three
 

chamber
 

test
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注:与空白对照组比较,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。 与模型对照组比较,
 ##P<0. 01。

图 5　 大脑皮层 GABA 及海马 IL-1β、IL-6 结果

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

control
 

group,
 ##P<0. 01.

Figure
 

5　 Result
 

of
 

GABA
 

in
 

cerebral
 

cortex
 

and
 

IL-1β、IL-6
 

in
 

hippocampus

3　 讨论

　 　 中医认为孤独症总属脏腑功能失调,阴阳失

衡,病位在脑,与心、肝、脾、肾有密切联系。 目前,
中医在孤独症的临床研究中,针灸法已经逐渐成熟

并占主要地位[8-9] ,中药方剂的治疗研究报道较少。
调元散出自《活幼心书》,由山药、人参、茯苓、白术、
白芍、熟地黄、当归、黄芪、川芎、甘草、石菖蒲组成,
可补气健脾、活血行气、醒神益智,主要用于少儿元

气不足、颅囟开解、肌肉消瘦所致的语迟行迟,手足

如痫,齿生迟者[10] 。 调元散的主治证与孤独症患者

的症状高度重合,本研究主要利用孤独症大鼠模型

对调元散进行研究,评价这一经典名方对孤独症大

鼠是否具有治疗作用。
Schneider 在 2005 年对孕期第 12. 5 天的大鼠一

次性腹腔注射 VPA
 

600
 

mg / kg,成功制备了稳定孤

独症大鼠模型,从此该模型便被广泛用于孤独症的

研究中。 该模型能很好模拟孤独症患者重复刻板

行为的增加、对陌生环境探索行为和社会交流减

少[11] 。 本研究正是利用该模型进行了后续研究。
旷场实验是一种评价动物在新环境中的自主探索

行为的一种常用实验方法。 动物在新异开阔的场

地中,因恐惧主要在周边区域进行活动,而在中央

区域活动较少,但动物又有探究、探索的天性,又会

促使动物在中央区域进行探索活动,可以考察动物

在新环境中焦虑、紧张和刻板行为的情况[12] 。 在本

研究中,模型对照组动物在旷场中的活动更多集中

在周边区域,反映了该组动物的刻板、焦虑行为的

产生。 经调元散干预后,动物在旷场中央的活动时

间和路程占比升高,提示动物的刻板、焦虑行为有

减轻。 三箱社交实验可用于评价啮齿类动物的社

交行为。 大鼠作为群居动物,对陌生的同类具有与

生俱来的接触、探索倾向[13] 。 在本研究中,模型对

照组动物在两个阶段的实验中对陌生鼠的探索次

数和时间均减少,反映出社交能力低于空白对照的

大鼠。 经调元散干预后的模型大鼠对陌生大鼠的

探索次数增加,表明调元散能改善孤独症大鼠的社

交能力。
VPA 诱导的孤独症模型与机体内的 GABA 失

衡及脑中炎性因子的过表达有关。 (1) GABA 广泛

参与了神经功能活动,它介导的抑制性突触传递能

够防止神经元的过度兴奋,维持中枢神经系统的稳

态[14] ;GABA 水平的异常造成脑内兴奋抑制失衡,
可造成多种神经精神疾病。 有研究表明,VPA 诱导

的孤独症小鼠脑内 GABA 明显升高[15-16] 。 (2)正常

脑组织中, IL-6、 IL-1β、 TNF-α 等炎性因子表达很

低。 有研究证实,VPA 诱导的孤独症大鼠神经小胶

质细胞为首的脑内固有免疫细胞首先活化,进而激

活星形胶质细胞,反过来放大小胶质细胞的介导的

炎性反应,一同释放炎性细胞因子,当炎性细胞因

子超过一定阈值,可导致神经发育的异常[17-18] 。 其

中 IL-1β 和 IL-6 的过表达,可分别导致大脑的过度
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发育和兴奋性-抑制性突触失衡[19-20] 。 本研究发

现,调元散可减少 VPA 诱导孤独症大鼠脑内的

GABA 含量,也可以减少炎性因子 IL-6、 IL-1β 的

表达。
综上所述,调元散可减轻 VPA 诱导孤独症大鼠

的刻板行为,增加模型大鼠的社交次数,对孤独症

大鼠有一定的治疗改善作用,其途径可能与模型大

鼠脑内 GABA 异常升高、减少炎性因子 IL-6、IL-1β
过表达有关。
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