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早期游泳调节纹状体细胞自噬缓解Shank3基因
敲除大鼠刻板行为*
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摘要 目的　通过8周游泳运动干预Shank3基因敲除（Shank3-/-）诱导的孤独症谱系障碍（autism spectrum disorder，ASD）

大鼠模型，基于细胞自噬视角探索运动干预改善大鼠孤独症样行为的机制。方法　根据基因型鉴定结果及运动干预情况将

大鼠分为野生对照组（WC组）、Shank3-/-组（KC组）、野生游泳组（WS组）、Shank3-/-游泳组（KS组），每组15只。KS组

和WS组进行8周游泳运动锻炼，5 d/周，逐步递增至40 min/次并保持。游泳运动干预后24 h进行行为学实验，包括：自梳

理实验、埋珠实验、孔洞实验。行为学测试12 h后进行取材，通过透射电镜观察纹状体区域自噬体数量，免疫荧光染色观

察微管相关蛋白 1 轻链 3 （LC3） 蛋白及选择性自噬接头蛋白 （p62） 蛋白表达水平，实时荧光定量聚合酶链式反应

（quantitative real-time polymerase chain reaction，qPCR）和免疫印迹法（Western blot）检测纹状体组织中B细胞淋巴瘤蛋白

2相互作用蛋白 1 （Beclin1）、LC3、p62、自噬相关蛋白质 5 （Atg5）、自噬相关 16样蛋白 1 （Atg16L）、溶酶体相关蛋白 1

（LAMP1）的蛋白质和mRNA的表达。结果　与WC组相比，KC组大鼠自梳理次数（P<0.05）及时间（P<0.01）显著增加，

埋珠数量显著增加（P<0.01），孔洞探索次数（P<0.05）及单一孔洞探索次数（P<0.01）显著增加，8周游泳运动后，相比

于KC组大鼠，KS组大鼠自梳理时间、埋珠数量及单一孔洞探索次数显著降低。此外，与WC组相比，KC组大鼠纹状体区

域有大量自噬体形成，同时Atg5 （P<0.05）、Atg16L （P<0.01）、p62 （P<0.01）的蛋白质及mRNA表达显著上升，LC3II/

LC3I比值上升（P<0.01），Beclin1蛋白显著上升（P<0.01），LAMP1的蛋白质及mRNA表达显著下降（P<0.01）。8周游泳

运动后，相比于 KC 组大鼠，KS 组大鼠蛋 Atg5、Atg16L、p62 的蛋白质及 mRNA 表达显著下降，LC3II/LC3I 显著下降     

（P<0.05），Beclin1蛋白显著下降（P<0.01），LAMP1的蛋白质及mRNA表达显著上升（P<0.05）。结论　8周早期游泳可以

调节纹状体细胞自噬缓解Shank3-/-大鼠刻板行为。
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孤独症谱系障碍 （autism spectrum disorder，

ASD）是一类常见的、高度遗传且具有异质性的

神经发育障碍疾病。其主要核心症状是社交沟通缺

陷和重复的行为、兴趣或活动模式［1］。近年来，

ASD的患病率逐年上升，给家庭和社会带来了巨

大的经济和精神负担，但目前ASD治疗并无有效

药物，寻求有效的预防和干预方案是目前待解决的

重要问题。Shank3 基因突变被认为是重要的遗传

风险因素之一。研究证实，大约1%的ASD患者携

带有Shank3基因的编码区域或调控区域的突变［2］。

近年来，Shank3 基因突变模型已经成为经典的

ASD发病机理研究的重要模型［3］。Shank3基因在

多器官表达，在纹状体脑区表达最为丰富，且纹状

体脑区与重复刻板行为之间存在密切关联［4］。因

此本研究选用纹状体脑区作为靶向脑区。

细胞自噬是真核生物中进化保守的对细胞内物

质进行周转的重要过程，且与神经发育之间存在密

切关系。细胞自噬在神经元生长发育、轴突生长、

突触可塑性及结构和功能中具有至关重要的作

用［5］。因此，自噬功能障碍可能与各种神经发育

∗ 北京市自然科学基金（7232239）资助项目。

∗∗ 通讯联系人。

Tel： 010-58807842， E-mail： zzpxt@bnu.edu.cn

收稿日期： 2024-07-13， 接受日期： 2024-09-30



·752· 2025；52（3）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

疾病之间存在密切关系，ASD 就是其中之一［6］。

对小鼠自噬相关基因Atg7特异性敲除后，小鼠出

现ASD样行为［7］。ASD患者、环境诱导的ASD动

物模型、基因敲除诱导的ASD动物模型的大脑中

也都发现了异常的自噬蛋白质表达水平［8-10］。因

此，自噬水平异常可能是导致 ASD 的潜在因素

之一［11］。

运动干预是一种有效的ASD干预手段，已得

到广泛认可［12］。其中，游泳运动结合了丰富环境

中的多元感官刺激与运动感觉刺激，在改善 ASD

病症行为方面扮演重要角色，同时也是进行早期干

预的首选方法之一［13］。然而，目前关于运动干预

ASD 产生效果的潜在机制尚未阐明。运动与自噬

之间存在密切关系，它可以通过缓解病理条件下异

常的自噬水平改善疾病病理状态［14］。然而基于自

噬视角探索运动干预ASD的潜在机制还鲜有研究，

因此本研究通过探讨8周游泳运动干预对Shank3基

因敲除（Shank3-/-）大鼠纹状体区域自噬水平的影

响，为解释运动干预改善ASD样行为的潜在生理

机制提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　实验对象及分组

实验对象选用8日龄Shank3基因11~21号外显

子敲除的雄性SPF级大鼠。动物分笼饲养，饲养温

度控制为（22±2）℃，湿度为 50%±10%，明暗交

替周期为12 h，保证动物可以自由进食、饮水和活

动。LAMP1（ab278043）抗体购置于Abcam公司，

LC3（PM036Y）、p62（PM045Y）、Atg5（PM050Y）、

Atg16L（PM040Y）、Beclin1（PD017Y）抗体购置

于 MBL 公 司 ， β-actin （GB12001） 购 置 于

Servicebio公司。通过基因型鉴定将动物鉴定分组

（KO：上游引物TTGTGCACTGCCTATGTTGACC-

ACT，下游引物 TAGGCGAGAGAAGATGGTGT-

GATTTCC，688 bp；W：上游引物 CTGTTGGC-

TGAGCCTGGCATAGAG，下游引物 CTGTTGGC-

TGAGCCTGGCATAGAG，559 bp）。根据基因型

鉴定结果及运动干预情况将动物分为4组：野生对

照组 （WC 组）、Shank3-/- （KC 组）、野生游泳组

（WS组）、Shank3-/-游泳组（KS组），每组15只。

1.2　运动方案

在幼鼠8日龄时，对KS和WS组进行为期8周

的游泳运动干预，干预 5 d/周，具体干预信息见  

图1。本研究所采用的游泳运动干预方案是基于实

验室前期的早期游泳运动干预方案实施的，是可靠

的早期游泳运动干预方案［15］。

1.3　行为学测试

行为学测试时间安排在游泳运动干预后24 h开

始，详见图1。

1.3.1　自梳理实验（self-grooming test）

实验装置为塑料且不透明的矩形箱体 （长    

40 cm，宽 34 cm，高 24 cm）。将实验大鼠置于箱

内自由活动，使用红外相机记录20 min。观察统计

每只测试大鼠的活动行为，自我梳理行为内容包

括：大鼠舔舐身体和毛发、用前爪擦脸、前后爪抓

挠躯干［16］。记录大鼠自梳理行为累计时间和次数。

1.3.2　埋珠实验（marble burying test）

实验装置为干净的大鼠饲养笼 （长 48.5 cm，

宽 35 cm，高 20 cm）。将饲养垫料在笼内填充至

4.5 cm，然后轻轻地将 15 个黑色玻璃弹珠（直径

15 mm）以3×5的排列等距放置［17］。在黑暗状态下

将大鼠放入进行 30 min 测试。测试完毕后，记录

埋藏的弹珠数量（>50%大理石被垫层材料覆盖为

有效数量）。

1.3.3　孔洞实验

采用孔洞实验对大鼠进行测试。实验装置为矩

形箱子（长 66 cm，宽 56 cm，高 47 cm），箱子的

Adaptation Training Ending

Marble burying test Hole board test

Self-grooming test

Postnatal day

2 min 10 min

5 min 20 min

15 min 25 min 30 min 40 min

PND8—9—10 PND13—14—15 PND16—26 PND27—60 PND61       PND62       PND63

Fig. 1　Swimming exercise intervention program
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底板上有 4个直径为 3.8 cm、深 1 cm的等大圆孔，

圆孔距离两壁的距离分别为 14 cm和 17 cm。从底

部将装置支撑抬高 12 cm。将大鼠放入装置进行   

5 min适应阶段。随后开始正式实验，将大鼠从装

置中心放入，自由探索 10 min［18］。大鼠两只眼睛

穿过孔洞视为1次有效的探索次数。记录大鼠头部

探索每个孔洞的次数及所有孔洞的总次数。

1.4　取材及样本采集

动物在进行行为学测试后12 h进行取材。大鼠

禁食过夜，经腹腔注射戊巴比妥钠进行麻醉，断头

取脑，分离大鼠大脑双侧纹状体，一部分装入EP

管置于液氮保存，整理后放置于-80℃冰箱备用，

一部分放入电镜固定液。所有动物实验均经北京师

范大学动物护理和使用委员会批准，并符合美国国

立卫生研究院《实验动物护理和使用指南》的规定

（伦理审批号：ty202304002）。

1.5　透射电镜

将固定好的组织取出，在1%的锇酸中室温条

件下避光继续固定 2 h 保存。随后使用 PBS 漂洗    

3次，5 min/次。将固定后的组织依次放入不同浓

度的乙醇溶液中脱水，最后用100%丙酮处理3次，

15 min/次。将处理好的组织进行包埋固化。将固

化后的组织进行超薄切片，设置切片机厚度为    

70 mm，用 150 目方华膜铜网捞片。将铜网于 2%

醋酸铀饱和乙醇溶液中避光染色及干燥处理。最后

使用HT7700透射电子显微镜进行观察。

1.6　免疫荧光染色

将大脑从固定液中取出，利用蔗糖溶液梯度脱

水，使用OTC包埋剂进行冰冻包埋。利用冰冻切

片机切片，切片厚度 6 μm，置于防脱载玻片上。

用笔勾画出组织的大致轮廓。使用 0.4% Trtion 透

膜15 min，PBS冲洗3次。滴加5% BSA进行封闭，

1 h。将封闭液清除，在组织上滴加配置好的一抗

（LC3 1∶500；p62 1∶500），放入湿盒内。室温孵

育 1 h后于 4℃冰箱过夜。次日，用PBS冲洗 3次。

然后，滴加荧光二抗 （Alexa 488， GB25301，      

1∶300；Alexa 594，GB28303，1∶300）混合液，

避光操作，室温孵育 1 h。随后，使用 PBS 冲洗 3

次。最后使用含有DAPI的封片剂进行封片，放置

于荧光显微镜下拍摄。

1.7　免疫印迹法

取大鼠纹状体组织提取蛋白质，利用BCA法

进行蛋白质浓度测定后制备样品。将制备好的样品

加入 SDS-PAGE 凝胶电泳后转至 PVDF 膜上，用

5% 脱脂奶粉室温封闭 1 h，随后依次加入抗体，

4℃孵育过夜。次日，使用TBST洗膜3次后，加入

HRP 标记的羊抗兔 IgG （E030120，Earthox，1∶  

5 000） 室温摇床孵育 1 h，使用 TBST 洗膜 3 次，

滴加化学发光液，曝光条带，使用 Image J 进行

分析。

1.8　qPCR
取大鼠纹状体组织，使用RNA提取试剂盒提

取mRNA，检测RNA的浓度与纯度。使用逆转录

试剂盒获取 cDNA，按照 SYBR Green 试剂盒说明

书进行实时荧光定量聚合酶链式反应（quantitative 

real-time polymerase chain reaction，qPCR） 反应，

（LC3B： 上 游 引 物 TCCGAGAAGACCTTCAAA-

CAGC， 下 游 引 物 AAGAAGGCTTGGTTAGCA-

TTGAG；p62：上游引物 GGTGTCTGTGAGAGG-

ACGAGGAG，下游引物 TCTGGTGATGGAGCC-

TCTTACTGG；Beclin1：上游引物 AGGAGTTGC-

CGTTGTACTGTTCT，下游引物 GTGTCTTCAAT-

CTTGCCTTTCTCC；LAMP1：上游引物 CGTTC-

AGCACCTCCAACTATTC，下游引物 CACTCTT-

CCACAGACCCAAACC；β-actin：上游引物 CCC-

ATCTATGAGGGTTACGC，下游引物 TTTAATG-

TCACGCACGATTTC；Atg16L：上游引物 CAGG-

CGTTCGAGGAGATCATT， 下 游 引 物 ACTATC-

ATTCCACGCACCATCA；Atg5：上游引物TGTG-

CTTCGAGATGTGTGGTT，下游引物 GTCAAAT-

AGCTGACTCTTGGCAA）。通过实时定量 PCR 仪

进行测试，读取数值，采用ΔΔCt相对定量的方式

表示，以β-actin作为内参进行标化处理。

1.9　统计方法

使用SPSS 26.0及GraphPad Prism 9.3软件进行

数据统计处理及分析作图。所有研究结果以平均值

加减标准误（mean±SD）来表示，所有数据以P<

0.05表示差异有统计学意义。

2　结 果

2.1　基因型鉴定结果

Shank3 基因敲除大鼠通过 CRISPR-Cas9 技术

敲除 Shank3 11~21号位点产生［19］。通过鼠尾DNA

提取鉴定确认基因型， 688 bp 为敲除纯合子

（KO），559 bp为野生型（W），两者均存在为杂合

子（H）（图2）。
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2.2　早期游泳缓解Shank3-/-大鼠刻板行为

本研究使用自梳理实验、埋珠实验、孔洞实验

对大鼠刻板行为进行检验，以探究游泳运动对

Shank3-/-大鼠ASD样行为的改善作用。

自梳理行为实验是经典的大鼠刻板行为检测方

式［20］。自梳理行为包括：使用前爪摩擦清洗面部，

用后抓抓挠身体腹侧以及头部，抓挠尾部及生殖器

清理［16］。自梳理时间测量（图3a）显示，KC组大

鼠在自由活动过程中进行自梳理的时间显著高于

WC组（P<0.01），KS组大鼠的自梳理累计时长显

著低于KC组（P<0.05）。自梳理次数统计（图3b）

显示，KC组大鼠自梳理次数显著多于WC组大鼠
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Fig. 3　Results of repetitive stereotyped behaviors of rats in each group
(a) Self-grooming time; (b) number of self-grooming sessions; (c) number of beads embedded; (d) number of hole explorations; (e) number of single 

hole explorations. n=12, *P<0.05, **P<0.01.
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Fig. 2　Genotyping results
K: Shank3 knockout; H: heterozygote; W: wild type.
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（P<0.05），与KC组相比，KS组大鼠的自梳理次数

降低，但结果不具有显著的统计学意义（P>0.05，

图3b）。

埋珠实验可以检测ASD大鼠的焦虑情况及其

重复刻板行为［17］。鼠类动物有天生的爱好，喜欢

挖掘和掩埋物体，而埋珠实验属于其对外物的固定

兴趣模型检测，过多的埋珠数量反映了动物对物体

掩埋的刻板行为。埋珠行为实验结果（图 3c）显

示：KC 组大鼠的埋珠数量显著高于 WC 组 （P<

0.01）；游泳运动干预后 KS 组大鼠的埋珠数量较

KC组显著下降（P<0.05），并且与WC组相比不存

在显著的统计学差异（P>0.05）。

孔洞实验可以通过测试记录动物对孔洞的嗅探

行为反应动物在空间内部的刻板行为。尤其是对同

一位置的多次嗅探行为，是反映动物重复刻板行为

中的重要指征［21］。结果（图3d）显示，KC组大鼠

自由活动状态下的总探头次数显著高于WC组（P

<0.05），8周游泳运动干预后，KS组大鼠的探头行

为降低了，但结果不具有显著的统计学意义（P>

0.05）。随后记录分析各组大鼠对单一孔洞探头的

最大次数。结果（图3e）发现，KC组大鼠对同一

位置的孔洞出现重复探头行为，显著高于 WC 组

（P<0.01），相比于KC组，KS组显著降低了这一行

为现象（P<0.01）。

2.3　早期游泳减少Shank3-/-大鼠纹状体脑区自噬

体数量

电镜下可观察到各组大鼠纹状体区域的自噬体

（图4a中黑色箭头所示）。与WC组相比，KC组的

自噬体数量显著增多（P<0.01），8 周游泳运动干

预后，KS 组的自噬体数量相比于 KC 组显著减少

（P<0.05）（图4b）。

Fig. 4　Number of autophagosomes in each group of rats
(a) Ultrastrcture of autophagosome in each group by TEM. (b) Statistical analysis of the number of autophagosomes in each group. The black arrow 

points to autophagosomes. n=6, *P<0.05, **P<0.01.
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2.4　早期游泳改善Shank3-/-大鼠自噬相关蛋白的

异常表达

免疫荧光结果显示（图 5，6）：KC 组大鼠纹

状体区域的LC3 （P<0.01）、p62 （P<0.05）蛋白的

相对平均荧光强度显著高于WC组。KS组大鼠纹

状体区域的LC3 （P<0.01）、p62 （P<0.05）蛋白相

对平均荧光强度显著低于KC组。

Western blot结果显示，与WC组相比，KC组

大鼠纹状体的Beclin1 （P<0.01）、Atg5 （P<0.05）、

Atg16L （P<0.01）、p62 蛋白 （P<0.01） 表达显著

增加（图7b，c，d，f），KS组大鼠相比于KC组大

鼠 Beclin1 （P<0.01）、 Atg5 （P<0.01）、 Atg16L  

（P<0.01）、p62蛋白（P<0.01）表达显著下降（图

7b，c，d， f），且 WS 组大鼠相比于 WC 组大鼠

Beclin1 表达显著增加 （P<0.01，图 7b）。相比于

WC组大鼠，KC组大鼠LC3II/LC3I比值表达显著

提升（P<0.01，图7e）。KS组大鼠的LC3II/LC3I比

Fig. 5　Expression of LC3 protein in the striatal brain region of rats in each group detected by immunofluoresence
(a) Fluorescence display map; (b) relative average fluorescence density (n=3). **P<0.01.
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值相较于 KC 组表达显著降低 （P<0.05，图 7e）。

此外，WS 组大鼠 LC3II/LC3I 比值 （P<0.05） 及

p62蛋白（P<0.01）相较于WC组显著升高。KC组

大鼠纹状体 LAMP1 蛋白表达显著低于 WC 组     

（P<0.01，图 7g）。与 KC 组大鼠相比，KS 组大鼠

LAMP1蛋白显著提升（P<0.05）。

2.5　刻板行为与自噬相关蛋白变化之间关系密切

Person相关分析结果显示，大鼠自梳理行为时

长，埋藏弹珠个数，单一孔洞探索次数与纹状体脑

区LC3II/LC3I和p62蛋白表达之间存在显著的正相

关关系（图 8）。这表明大鼠的刻板行为改善与自

噬相关蛋白变化之间存在密切联系。

2.6　早期游泳改善大鼠Shank3-/-自噬相关mRNA
的异常表达

qPCR结果显示，KC组Beclin1的mRNA低于

WC 组，但各组大鼠 Beclin1 的 mRNA 水平之间无

显著性差异（P>0.05，图 9a），KC 组大鼠纹状体

Atg5、Atg16L、LC3B 及 p62 的 mRNA 水平显著高

于 WC 组（P<0.01，图 9b，c，d，e）。KS 组相比

于 KC 组 ， Atg5 （P<0.01）、 Atg16L （P<0.01）、

Fig. 6　Expression of p62 protein in the striatal brain region of rats in each group detected by immunofluoresence
(a) Fluorescence display map; (b) relative average fluorescence density (n=3).  *P<0.05.
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LC3B （P<0.05）、p62 （P<0.05） 的 mRNA 水平显

著降低 （图 9b， c， d， e）。KC 组大鼠纹状体

Lamp1的mRNA水平显著低于WC组（P<0.01，图

9f），相比于KC组，KS组Lamp1的mRNA水平显

著提升（P<0.01，图9f）。
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3　讨 论

刻板行为和狭隘的兴趣活动范围是ASD的典

型核心症状之一。本研究通过3种行为学测试手段

对Shank3-/-大鼠所表现出的刻板行为进行检测。结

果发现，Shank3-/-大鼠展现出频繁重复梳理躯体毛

发、对物体重复埋藏，以及在空间中对同一区域重

复探索的行为，8 周游泳运动干预改善了上述行

为，以及对同区域的重复探索行为。刻板行为的主

要表现包括：a. 重复刻板的躯体运动；b. 坚持相同

性，缺乏弹性地坚持常规或仪式化地语言或非语言

行为模式；c. 固定兴趣；d. 对感觉输入的过度反应

及不足，在环境感受方面有不同寻常的兴趣［22］。

刻板重复的行为模式使得ASD患者的行为表现异

于常人，加剧了患者的社会沟通方面的缺陷、焦虑

情绪表现，限制了他们对新环境探索的欲望和能

力［23］。尽管刻板行为的发生发展机制以及其潜在

脑功能神经环路问题尚未被完全阐明，但神经影像

学研究结果发现，ASD患者的刻板行为严重程度

与纹状体功能连接异常及体积容量增大呈正相关。

与正常发育儿童纹状体的尾状核体积慢慢减小不

同，ASD儿童随生长发育纹状体的尾状核体积呈

现相反趋势［24-25］。在动作执行过程中，需要直接

通路和间接通路激活协同配合进行运动控制，直接

通路与间接通路激活的异常与刻板行为增加有密切

关联［4，26］。这些发现证实了纹状体脑区与刻板行

为之间的密切联系。

细胞自噬是细胞的一种自我保护机制。在自噬

成膜期，Beclin1属于Atg6同系物，是一种公认的

自噬调节因子，它与参与磷脂酰肌醇 3 激酶

（PI3K）复合物的形成，对自噬过程至关重要［27］。

Atg5及Atg16在自噬体形成的过程中也发挥重要作

用，Atg5、Atg16 及 Atg12 蛋白可以形成复合物。

Atg12-Atg5-Atg16复合物和LC3（Atg8同源物）磷

脂酰乙醇胺（PE）缀合物在隔离膜的延伸和闭合

中起着重要作用［28］。LC3是自噬研究过程中被使

用最广泛的蛋白质标志物，参与了自噬体膜的形

成，其包括两种可相互转化的形式即 LC3I 和

LC3II［28］。在 Western blot 实验中可以比较组间

LC3II水平，或者计算LC3II/LC3I的比值来评价自
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噬［29］。p62蛋白也被称为SQSTM1，p62蛋白可连

接LC3蛋白和泛素化的底物，将要被降解的泛素化

蛋白聚集物引导至自噬体中，并在自噬溶酶体中降

解。自噬过程的第三阶段，自噬体与溶酶体融合降

解，溶酶体的检测十分重要。目前已识别的 25个

溶酶体膜蛋白都是高糖基化的，含量最高的溶酶体

膜蛋白就是LAMP1和LAMP2［29-30］。本研究结果显

示，Shank3-/-大鼠纹状体区域自噬过程相关蛋白质

表达异常自噬体堆积。在生命周期的神经发育过程

中，细胞自噬扮演着重要的角色。通过条件性敲除

GABA能神经元前体中的mTOR会增加细胞自噬并

抑制其增殖，导致皮层中间神经元数量减少［31］。

发育期的神经元细胞自噬水平对健康脑发育有重要

作用［32］。而ASD患者神经发育异常或许与其发育

周期中异常的自噬水平存在关联。大脑发育是一个

复杂的过程，出生后早期发育过程中发生的事件

（学习和经验）可能会调节大脑的功能成熟并决定

成年后大脑功能的完整性［33］。发育期的适度运动

会对大脑带来诸多正向影响［34］。

运动作为一种密切影响细胞自噬的手段，自噬

活性的调节情况与运动强度、持续时间、周期性以

及运动模式等因素密切相关［35］。研究发现，长期

运动可以提升大鼠及人体肌肉自噬相关的蛋白质水

平［36］。在本研究中，WS组纹状体自噬相关蛋白质

表达提升，这是由于运动带来的生理现象，因此

WS组并未出现刻板行为。自噬与运动的关系可能

主要与运动过程中伴随的能量代谢变化密切相关。

在运动过程中当能量需求大于供给时，AMP/ATP

的比例发生变化，进而影响 AMPK 信号通路被激

活，使 mTORC1 的活性被抑制，导致自噬增强，

同时也促进线粒体ATP合成［37］。多种疾病的发病

机制已经与其细胞内部的异常自噬水平联系起

来［38］。而运动干预可以有效缓解病理状态下机体

内异常表达自噬水平，并且改善多种疾病的病理表

现状态。本研究结果显示，8 周游泳运动干预后

Shank3-/-大鼠纹状体区域高表达的自噬过程相关蛋

白 Beclin1、LC3、p62、Atg5、Atg16 表达降低，

且低表达的LAMP1表达升高，ASD样行为得到改

善。这些研究结果证实运动对ASD的改善效益与

其异常自噬功能缓解有密切关联。

SHANK3 是位于兴奋性突触后的支架蛋白，

对突触的结构和功能具有重要影响。Shank3 基因

的突变会导致突触功能紊乱，影响神经系统的正常

发育和功能，从而表现出ASD的样行为［39］。运动

作为一种积极的非药物干预手段，得到了学界的广

泛关注与认可［40］。例如：12周小篮球运动可以有

效改善ASD儿童刻板行为及脑灰质［41］。本研究证

实了早期游泳可以改善 Shank3-/-大鼠的行为异常。

而在众多运动干预项目中，水中疗法具有其独特的

价值和优势。首先，游泳运动具有早期时效性，可

以在生命周期的早期实施干预，其次，水环境包含

了丰富的视觉、听觉、触觉、平衡感和本体感觉等

多种感官刺激［42］，这些刺激有助于ASD患者整合

这些不同的感觉输入。长期在这样的环境下活动有

助于训练和提高他们对各种感官信息的整合和解读

能力。早期运动干预与ASD患者“早发现，早治

疗”的理念相契合，并且生命早期的规律性锻炼对

机体炎症免疫产生长期有益影响，凸显了早期有规

律的身体活动的重要性［43］。

4　结 论

8周早期游泳可以通过调节纹状体细胞自噬缓

解Shank3-/-大鼠刻板行为。
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Early Swimming Alleviates Stereotypic Behavior in Shank3 Knockout Rats by 
Regulating Striatal Cell Autophagy*
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Abstract　Objective  To explore the mechanism of exercise intervention in improving autism-like behaviors in Shank3 gene 

knockout (Shank3-/-) induced autism spectrum disorder (ASD) rat models from an autophagy perspective through 8-week swimming 

intervention. Methods  Based on genotype identification and exercise intervention, rats were divided into four groups (n=15): wild-

type control group (WC), Shank3-/- control group (KC), wild-type swimming group (WS), and Shank3-/- swimming group (KS). KS 

and WS groups underwent 8 weeks of swimming exercise, 5 d/week, gradually increasing to and maintaining 40 min/session. 

Behavioral experiments, including self-grooming test, marble burying test, and hole-board test, were conducted 24 h after the final 

swimming intervention. Tissue sampling was performed 12 h after behavioral testing. Transmission electron microscopy was used to 

observe autophagosome numbers in the striatum region. Immunofluorescence staining was employed to observe the expression levels 

of microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3) and selective autophagy adaptor protein (p62). Quantitative real-time 

polymerase chain reaction (qPCR) and Western blot were used to detect protein and mRNA expression of Beclin1, LC3, p62, 
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autophagy-related protein 5 (Atg5), autophagy-related 16-like protein 1 (Atg16L), and lysosome-associated membrane protein 1 

(LAMP1) in striatal. Results  Compared with the WC group, rats in the KC group exhibited significantly higher self-grooming 

frequency and duration (P<0.05), increased marble burying behavior (P<0.01), and elevated frequencies in both hole-board 

exploration and single-hole exploration (P<0.05). Following 8 weeks of swimming intervention, the KS group demonstrated 

significantly reduced self-grooming duration, marble burying behavior, and single-hole exploration frequency compared to the KC 

group. Furthermore, compared to the WC group, the KC group displayed abundant autophagosomes in the striatum region, along 

with significantly elevated protein and mRNA expression levels of Atg5, Atg16L, p62, and LC3II/LC3I ratio (P<0.05), increased 

Beclin1 protein levels (P<0.05), and markedly decreased LAMP1 protein and mRNA expression levels (P<0.05). Following the 8-

week swimming intervention, the KS group exhibited significantly reduced protein and mRNA expression levels of Atg5, Atg16L, 

p62, and LC3II/LC3I ratio (P<0.05), decreased Beclin1 protein levels (P<0.05), and significantly elevated LAMP1 protein and 

mRNA expression levels (P<0.05) compared to the KC group. Conclusion  Early 8-week swimming can alleviate stereotyped 

behaviors in Shank3-/- rats by regulating striatal cell autophagy.
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