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川陈皮素通过AMPK/SIRT1/PGC1α信号通路改善

孤独症谱系障碍大鼠行为缺陷和神经损伤

黄卫娜，陶畅，王晓亚，曹茹，王霞
（河北省儿童医院儿童保健科（心理行为科），石家庄  050000）  

摘要  目的 探讨川陈皮素 （NOB） 改善孤独症谱系障碍 （ASD） 大鼠行为缺陷和神经损伤的机制。方法  于健康雌性Wistar大

鼠妊娠第12.5天注射丙戊酸钠诱导ASD模型。将子代雄鼠随机分为ASD组、L-NOB组、H-NOB组、H-NOB+Compound C组及Ctrl组。

通过三箱社交实验、埋珠实验和旷场实验评估各组大鼠的行为，用尼氏染色观察神经损伤，用ELISA检测海马组织炎性细胞因

子和氧化应激指标，并用Western blotting分析AMP活化蛋白激酶 （AMPK） /沉默信息调节因子1 （SIRT1） /过氧化物酶体增殖物激

活受体γ共激活因子1α （PGC1α） 信号通路相关蛋白表达。结果  与Ctrl组相比，ASD组大鼠的社交能力、白细胞介素 （IL） -10水

平、过氧化氢酶 （CAT） 水平，p-AMPK/AMPK、SIRT1和PGC1α蛋白表达水平显著降低 （P < 0.05）；埋珠数量及IL-6、IL-1β、丙二醛 

（MDA）、超氧化物歧化酶 （SOD） 水平显著增加 （P < 0.05）。与ASD组相比，L-NOB组和H-NOB组大鼠的社交能力、IL-10水平、CAT

水平及p-AMPK/AMPK、SIRT1和PGC1α蛋白表达水平显著增加 （P < 0.05），埋珠数量及IL-6、IL-1β、MDA和SOD水平显著降低，

呈剂量依赖性 （P < 0.05）。与H-NOB组相比，H-NOB+Compound C组大鼠的社交能力、IL-10、CAT水平，p-AMPK/AMPK、SIRT1和

PGC1α蛋白表达水平显著降低 （P < 0.05）；埋珠数量及IL-6、IL-1β、MDA和SOD水平显著增加 （P < 0.05）。结论  NOB可能通过激

活AMPK/SIRT1/PGC1α信号通路抑制炎性细胞因子释放，减少氧化应激，从而改善ASD大鼠的行为缺陷和神经损伤。
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Nobiletin ameliorates behavioral deficit and neural injury in ASD model
rats through the AMPK/SIRT1/PGC1α signaling pathway

HUANG Weina，TAO Chang，WANG Xiaoya，CAO Ru，WANG Xia
（Children’s Health Care Department （Psychological and Behavioral Department），Hebei Provincial Children’s Hospital，Shijiazhuang 050000，China） 

Abstract  Objective To investigate how nobiletin （NOB） ameliorates behavioral deficit and neural injury in a rat model of autism 

spectrum disorder （ASD）. Methods  An ASD model was established by intraperitoneal injection of sodium valproate into healthy 

female Wistar rats on gestational day 12.5. The male offspring were randomly divided into five groups：ASD，L-NOB，H-NOB，H-NOB+

Compound C，and Ctrl groups. Behavioral performance was evaluated using the three-chamber social test，marble-burying test，and 

open-field test. Neural injury was assessed using Nissl staining. The levels of inflammatory cytokines and oxidative stress markers in 

hippocampal tissue were measured. Western blotting was performed to analyze the expression of proteins associated with the AMPK/

SIRT1/PGC1α signaling pathway. Results  Compared with the Ctrl group，the ASD group showed significantly decreased social ability，

interleukin （IL）-10 levels，catalase （CAT） activity，and protein expression of p-AMPK/AMPK，SIRT1，and PGC1α （P < 0.05），whereas 

the number of buried marbles and the levels of IL-6，IL-1β，malondialdehyde （MDA），and superoxide dismutase （SOD） were significantly 

increased （P < 0.05）. Compared with the ASD group，both the L-NOB and H-NOB groups showed significantly improved social ability，

increased IL-10 and CAT levels，and enhanced expression of p-AMPK/AMPK，SIRT1，and PGC1α （P < 0.05），along with a significant 

reduction in the number of buried marbles and the levels of IL-6，IL-1β，MDA，and SOD，in a dose-dependent manner （P < 0.05）. Com-
pared with the H-NOB group，the H-NOB+Compound C group showed significantly lower social ability，IL-10 and CAT levels，and 

expression of p-AMPK/AMPK，SIRT1，and PGC1α （P < 0.05），while the number of buried marbles and the levels of IL-6，IL-1β，MDA，

and SOD were significantly increased （P < 0.05）. Conclusion  NOB may improve behavioral deficit and neural injury in the ASD rat 

model by activating the AMPK/SIRT1/PGC1α signaling pathway，thereby suppressing inflammatory cytokine release and attenuating 
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oxidative stress.
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孤独症谱系障碍 （autism spectrum disorder，ASD） 

是一种神经发育障碍，表现为社交互动和沟通障

碍、重复性行为及兴趣受限，常伴焦虑、抑郁、注意

力缺陷等多重合并症［1］。ASD病因复杂，与遗传及

环境等多种因素有关［2］。目前，ASD临床治疗药物

多以缓解共患精神疾病为主，但常伴随肥胖、血脂

异常等不良反应，因此，寻求新的治疗方法迫在眉

睫［3］。川陈皮素 （nobiletin，NOB） 作为柑橘皮的天然

提取物，在神经系统疾病研究［4］中应用广泛，但其对

ASD的影响尚不明确。AMP活化蛋白激酶 （AMP-ac-

tivated protein kinase，AMPK） /沉 默 信 息 调 节 因 子1 

（silent information regulator 1，SIRT1） /过氧化物酶体

增殖物激活受体γ共激活因子1α （peroxisome prolife-

rator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha，

PGC1α） 信号通路在调节细胞程序性死亡、氧化应激

及炎症反应中起关键作用［5］。研究［6］显示，该通路

与ASD的发生密切相关，可能是治疗ASD的重要靶

点。既往研究［7］表明，NOB可通过影响AMPK/SIRT1/

PGC1α信号通路相关蛋白的表达，诱导褐色脂肪细

胞样表型，并改善3T3-L1脂肪细胞的应激。基于此，

本研究通过构建ASD大鼠模型，初步探讨NOB能否

通过激活AMPK/SIRT1/PGC1α信号通路改善ASD大

鼠的行为缺陷及神经损伤。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物：选取SPF级健康成年Wistar大鼠24

只，其中雌性16只，平均体重 （230±10） g，雄性8只，

平均体重 （280±10） g。所有大鼠购自河北省药品医

疗器械检验研究院，实验动物生产许可证号：SYXK 

（冀） 2023-010。饲养环境条件：温度 （22±2） ℃，相对

湿度 （50±10） %，光照模式依照自然昼夜节律进行

调节，可自由摄食饮水。本研究获得河北省儿童医

院动物伦理审查委员会批准 （医研伦审第202407-05

号）。

1.1.2 主要试剂：丙戊酸钠 （sodium valproate，VPA） 

购自美国Sigma公司；NOB和AMPK抑制剂 （Compound 

C） 购自美国MedChemExpress公司；甲苯胺蓝染液及

白细胞介素 （interleukin，IL） -6、IL-1β、丙二醛 （malon-

dialdehyde，MDA）、过氧化氢酶 （catalase，CAT） 检测

试剂盒购自南京建成科技有限公司；超氧化物歧化

酶 （superoxide dismutase，SOD） 试剂盒购自上海恒斐

生物科技有限公司；AMPK抗体、p-AMPK抗体、SIRT1

抗体、PGC1α抗体、GAPDH抗体购自美国abcam公司。

1.2 方法

1.2.1 ASD大鼠模型建立及分组：大鼠经1周适应性

饲养后，按雌∶雄比例2 ∶ 1于夜间合笼，次日上午

采集阴道涂片确认受精。将受精母鼠随机分为对照

组 （n = 4） 和实验组 （n = 12）。实验组孕鼠在妊娠第

12.5天接受VPA溶液腹腔注射，以建立ASD模型［8］。

对照组注射等量生理盐水。对雄性子代大鼠于生后

7~21 d进行发育测试，在第21天时通过观察其社交

能力或社交新颖性是否出现障碍，作为判断建模是

否成功的关键指标［9］。最终确定符合ASD诊断标准

的雄性子代大鼠作为实验模型，并随机选取48只分

为ASD组、L-NOB组、H-NOB组、H-NOB+Compound C

组，每组12只。另设Ctrl组 （12只，源自对照组正常雌鼠

后代） 作为健康对照。采用GPower 3.1软件计算行为学

实验样本量，确定为每组12只 （效应量f=0.6，α=0.05，

统计检验力1-β=0.85，最小需求10只，考虑损耗增至

12只）。生物化学与分子实验 （如ELISA、Western 

blotting） 每组样本量为6只，符合领域规范，可有效检

测组间差异。L-NOB组和H-NOB组分别每日灌胃25 

mg/kg和55 mg/kg的NOB，H-NOB+Compound C组每日

灌胃55 mg/kg的NOB并腹腔注射20 mg/kg的Compound 

C，连续给药2周。给药剂量参考文献［10-11］。给药结

束后，再次开展行为学检测。

1.2.2 三箱社交实验：实验在背景噪声<50 dB的隔

音室内开展，测试箱 （70 cm×60 cm×50 cm） 采用均

匀漫射光源，照度20~25 lx，模拟自然光照。使用顶部

开口的亚克力箱，内部分隔为三独立空间，两侧放

置陌生大鼠，顶部安装摄像头记录行为。实验前进

行适应性训练，第8天测试社交能力与偏好，并记录

数据。
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1.2.3 埋珠实验：测试前1 h将大鼠置于测试箱内适

应环境。用75%乙醇和清水依次擦拭清洁并擦干测

试箱，底部铺5 cm厚垫料，按4×5布局放置20颗直径

1 cm大理石珠。放入大鼠后关闭箱盖，30 min后取出

大鼠，记录被埋珠数。每只大鼠测试后消毒箱体和

垫料，待乙醇蒸发后测试下一只大鼠。

1.2.4 旷场实验：测试在照度为20~25 lx、环境噪

声<50 dB的隔音室内进行。首先将子代大鼠安置于

旷场箱的中心处，使其能够不受限制地探索10 min。

然后，借助摄像头持续记录子代大鼠在旷场箱内15 

min的活动状况。

1.2.5 尼氏染色：行为学检测完成后，处死子代大

鼠，取出脑组织并置于冰上。分离海马组织，取部分

冻存于-80℃，用于后续Western blotting及ELISA；其

余部分用4%多聚甲醛溶液固定，制石蜡切片，经脱

蜡、复水、甲苯胺蓝二次染色、分化、透明后封片，观

察大鼠海马形态变化。

1.2.6 ELISA：取1.2.5中的海马组织，按照试剂盒说

明书操作，测定IL-6、IL-1β、IL-10、MDA、SOD、CAT水

平。

1.2.7 Western blotting：各组海马组织加RIPA裂解

液匀浆离心，取上清液，测蛋白浓度。取40 μg蛋白变

性，经10%SDS-PAGE后转至NC膜。脱脂奶粉封闭2 

h，加一抗，4 ℃孵育过夜。TBST清洗后，加二抗孵育

2 h。化学发光拍照，采用ImageJ软件分析蛋白条带

灰度值。

1.3 统计学分析

采用SPSS 21.0 软件进行统计学分析，计量资料

以x-±s表示，多组间数据比较采用单因素方差分析，

组间有统计学差异者进一步两两比较采用SNK-q检

验。P < 0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 NOB对ASD大鼠行为学的影响

与Ctrl组大鼠相比，ASD组大鼠社交能力、偏好

指数及中央区域运动距离、探索次数、停留时间均

显著降低，埋珠数显著增加 （P < 0.05）；L-NOB组

和H-NOB组大鼠较ASD组大鼠上述指标显著改善，

且呈剂量依赖性 （P < 0.05）；而H-NOB+Compound C

组大鼠较H-NOB组大鼠社交能力、偏好指数及中央

区域运动距离、探索次数、停留时间显著下降，埋珠

数显著增加 （P < 0.05）。见表1。

表1  NOB对各组大鼠行为学的影响

Tab.1  Effect of nobiletin on the behavior of rats in each group

Group Social ability index
Social preference 

index
Number of buried 

beads
Motion distance of 
central region （cm） 

Number of central 
region explorations  

Central area resi-
dence time （s） 

Ctrl 4.31±0.26 2.36±0.22   3.94±0.81 88.01±16.45 12.16±1.02 27.58±5.19

ASD 0.87±0.091） 0.08±0.031） 17.05±2.271）   5.37±1.041）   0.76±0.241）   1.63±0.471） 

L-NOB 2.05±0.192） 1.03±0.102） 14.28±2.302） 31.48±4.972）   3.63±0.702）   7.91±0.842） 

H-NOB 3.83±0.302），3） 2.14±0.192），3）   7.66±1.052），3） 67.89±8.132），3）   9.49±1.192），3） 19.48±4.432），3） 

H-NOB+Compound C 2.23±0.244） 1.19±0.164） 12.97±1.394） 38.93±4.724）   4.05±0.834） 10.32±2.694） 

1） P < 0.05 vs. Ctrl group；2） P < 0.05 vs. ASD group；3） P < 0.05 vs. L-NOB group；4） P < 0.05 vs. H-NOB group.

2.2 NOB对ASD大鼠神经损伤的影响

与Ctrl组大鼠比较，ASD组大鼠海马神经元密度

降低，可见退行性变，尼氏体减少，且轴突缠结。与

ASD组大鼠比较，L-NOB和H-NOB组大鼠海马组织

结构改善，神经元增多，变性减少，尼氏小体增加。

H-NOB+Compound C组大鼠较H-NOB组大鼠神经元

变性加剧，尼氏小体减少。见图1。

2.3 NOB对ASD大鼠炎性细胞因子的影响

与Ctrl组大鼠相比，ASD组大鼠IL-6和IL-1β水

平显著升高，IL-10水平显著降低 （P < 0.05）；L-NOB

组和H-NOB组大鼠IL-6和IL-1β水平降低，IL-10水

平升高，且呈剂量依赖性 （P < 0.05）；与H-NOB组大

鼠相比，H-NOB+Compound C组大鼠IL-6和IL-1β水

平显著上升，IL-10水平显著下降 （P < 0.05）。见表

2。

2.4 NOB对ASD大鼠氧化应激的影响
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与Ctrl组大鼠比较，ASD组大鼠MDA、SOD水平

显著升高，CAT活性显著降低 （P < 0.05）；与ASD组大

鼠比较，L-NOB和H-NOB组大鼠MDA、SOD水平显著

降低，CAT活性升高，且H-NOB组效果更为显著 （P < 

0.05）；与H-NOB组大鼠相比，H-NOB+Compound C组

大鼠MDA、SOD水平显著上升，CAT活性显著下降 

（P < 0.05）。见表3。

2.5 NOB对ASD大鼠AMPK/SIRT1/PGC1α信号通路

表3  NOB对各组大鼠氧化应激的影响

Tab.3  Effect of nobiletin on the oxidative stress of rats in each group

Group MDA （nmol/mg） SOD （U/mg） CAT （U/mg） 

Ctrl 0.66±0.19 12.36±1.04 12.13±1.26

ASD 2.86±0.311） 29.74±2.371）   3.49±0.471） 

L-NOB 1.92±0.262） 20.19±2.292）   7.92±0.662） 

H-NOB 0.84±0.152），3） 14.85±2.162），3） 11.45±1.252），3） 

H-NOB+Compound C 1.75±0.234） 19.96±1.884）   8.12±0.954） 

1） P < 0.05 vs. Ctrl group；2） P < 0.05 vs. ASD group；3） P < 0.05 vs. L-NOB group；4） P < 0.05 vs. H-NOB group. MDA，malondialdehyde；SOD，super-

oxide dismutase；CAT，catalase. 

A，Ctrl group；B，ASD group；C，L-NOB group；D，H-NOB group；E，H-NOB+Compound C group.The arrows show the cytoplasmic Nissl bodies.

图1  尼氏染色观察NOB对各组大鼠神经损伤的影响 ×200 

Fig.1  Effect of nobiletin on neural injury in rats of each group observed by Nissl staining  ×200 

表2  NOB对各组大鼠炎性细胞因子的影响 （ng/L） 

Tab.2  Effect of nobiletin on the inflammatory cytokines of rats in each group （ng/L） 

Group IL-6 IL-1β IL-10

Ctrl 12.82±2.64 16.08±3.51 45.94±5.42

ASD 50.35±7.141） 46.91±3.891） 15.33±1.741） 

L-NOB 37.18±3.272） 35.89±2.882） 26.76±2.062） 

H-NOB 16.69±2.082），3） 20.03±2.362），3） 37.48±4.282），3） 

H-NOB+Compound C 30.54±3.504） 33.67±3.234） 27.23±3.644） 

1） P < 0.05 vs. Ctrl group；2） P < 0.05 vs. ASD group；3） P < 0.05 vs. L-NOB group；4） P < 0.05 vs. H-NOB group.

相关蛋白表达的影响

与Ctrl组大鼠相比，ASD组大鼠p-AMPK/AMPK、

SIRT1和PGC1α蛋白表达水平显著降低 （P < 0.05）；

L-NOB组和H-NOB组大鼠较ASD组上述指标显著增

加，且呈剂量依赖性 （P < 0.05）；与H-NOB组相比，

H-NOB+Compound C组的上述指标显著降低 （P < 

0.05）。见图2。

3 讨论

VPA作为一种强效致畸因子，可显著增加胎儿

神经管缺陷及ASD风险，其诱导的动物模型是研究

ASD机制的重要工具［12］。本研究通过孕鼠腹腔注射

VPA成功构建ASD模型，子代大鼠表现出社交减少、

刻板动作增多等典型ASD表现，社交能力出现障碍，

提示造模成功。
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* P < 0.05 vs. Ctrl group；# P < 0.05 vs. ASD group；△ P < 0.05 vs. L-NOB group；▲ P < 0.05 vs. H-NOB group.

图2  NOB对ASD大鼠AMPK/SIRT1/PGC1α信号通路的影响

Fig.2  Effects of nobiletin on AMPK/SIRT1/PGC1α signaling pathway in ASD model rats

近年来，针对黄酮类化合物在ASD中的作用已

被证实，融入白犀草素、芹菜素和槲皮素等，可通过

增加神经发生和突触可塑性，抑制氧化应激，改善

ASD患者社交减少和重复行为［13］。NOB具有多种

生物活性，能提高抗炎细胞因子水平、抑制中枢氧

化应激等，改善阿尔茨海默病等神经系统疾病引发

的记忆及认知障碍，发挥神经保护作用，有助于启

动神经再生［14-15］。本研究发现，不同剂量NOB干预

后，ASD大鼠社交能力提升，刻板行为及认知障碍

改善，海马组织神经元损伤减轻，尼氏小体增多，且

呈剂量依赖性，提示NOB可能通过改善神经损伤改

善ASD行为表型。中枢神经系统细胞因子异常表达

会诱发神经炎症，影响大脑发育，外周免疫细胞及

其分泌的细胞因子参与ASD发病［16］。本研究表明，

NOB能双向调控免疫炎症反应，抑制ASD动物模型

血清促炎性细胞因子分泌，促进抗炎细胞因子产

生，改善外周炎症微环境，为缓解ASD症状提供了潜

在治疗策略。

炎症与氧化应激相互关联形成的正反馈是ASD

等神经发育障碍的发病机制之一。补充抗氧化剂可

改善VPA诱导的ASD小鼠模型异常行为，并减轻氧

化应激［17］。MDA可反映机体抗氧化能力，SOD和

CAT是生物抗氧化关键酶。本研究发现，ASD大鼠

MDA与SOD水平升高，CAT活性降低。SOD升高可

能是机体对大脑氧化应激损伤的代偿反应［2］。NOB

作为一种天然类黄酮物质，具有显著的抗氧化特

性。前期研究［18］显示，NOB可恢复帕金森病细胞模

型内神经细胞的活性，并调节炎性细胞因子水平，

改善小鼠运动功能。本研究结果显示，NOB能显著

降低ASD大鼠MDA、SOD水平，增加CAT活性。提示

NOB可通过抑制机体氧化反应，改善ASD大鼠的行

为缺陷和神经损伤。

AMPK是维持细胞能量平衡、调控细胞生存与

代谢的关键因子，与神经退行性疾病及中枢神经

系统病理状态密切相关［19］。AMPK能够保护ASD

大鼠海马神经元免受代谢性、兴奋性及氧化性损

伤［20］。AMPK作为信号通路核心，能提升细胞内

NAD+/NADH比 值，激 活 下 游SIRT1。SIRT1激 活 会

诱导PGC1α去乙酰化，并调节其活性，AMPK/SIRT1/

PGC1α信号通路是机体氧化代谢的关键调节通路，

参与维持大脑能量平衡，保护神经元功能［21］。ASD

小鼠模型中，该通路受抑制能导致线粒体功能障碍

和氧化应激增加，影响神经系统发育和功能［6］，而激

活此通路则能对神经性疾病发挥保护作用［11］。本研

究结果显示，ASD大鼠海马组织中p-AMPK、SIRT1、

PGC1α蛋白表达水平显著下调，NOB干预使以上蛋

白表达显著逆转。AMPK抑制剂Compound C则可显

著减弱NOB对ASD大鼠行为缺陷以及神经病理损

伤的改善作用，同时促进海马组织的炎症及氧化应

激。推测NOB可能通过调节细胞内AMP/ATP比值激

活AMPK通路。作为细胞能量感应器，AMPK在能量

匮乏时被激活，进而启动代谢反应，以恢复能量平

衡；NOB可能通过促进ATP消耗或抑制其合成，间接

提高AMP/ATP比值，激活AMPK；亦可能直接变构调

节或促进AMPK磷酸化，以增强其活性。以上结果表

明，AMPK/SIRT1/PGC1α信号通路参与ASD的发生、

发展，而NOB可通过激活该通路发挥神经保护作用。

综上所述，NOB可抑制炎性细胞因子释放，减
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少氧化应激，显著改善ASD大鼠的行为缺陷，并减轻

神经损伤，其机制可能与激活 AMPK/SIRT1/PGC1α 

信号通路有关。本研究仅使用了雄性大鼠模型，未

能考察性别差异对ASD病理及药物反应的可能影

响。后续研究应在扩大样本量的基础上，采用多种

ASD动物模型，并纳入雌性动物进行比较分析，进一

步系统探讨NOB的作用机制，为ASD的临床治疗提

供理论依据。
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