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摘要 目的　探究自主跑轮运动通过肠道菌群对孤独症谱系障碍（autism spectrum disorder，ASD）样大鼠行为异常与下丘

脑-垂体-肾上腺（hypothalamic-pituitary-adrenal，HPA）轴激活状态的影响。方法　选取SD母鼠，于孕期第12.5天对孕鼠腹

腔注射400 mg/kg丙戊酸盐（valproic acid，VPA）溶液或等量生理盐水，所产仔鼠分别为ASD模型组（PASD，n=35）和正

常对照组（PCON，n=16）。在仔鼠出生后第23天，采用三室社交、旷场、Morris水迷宫试验进行干预前行为学测试。行为

学测试结束后，从两组中各随机选取8只大鼠（PCON，PASD），采用酶联免疫吸附分析（ELISA）检测血清促肾上腺皮质

激素释放激素（corticotrophin-releasing hormone，CRH）、促肾上腺皮质激素（adrenocorticotropic hormone，ACTH）及皮质

醇（corticosterone，CORT）浓度，以评估HPA轴功能状态。在仔鼠出生后第 28天，将PCON组剩余 8只大鼠作为CON对

照组 （CON，n=8），PASD 组剩余 27 只大鼠随机分为 4 组：ASD 无干预组 （ASD，n=6）、ASD 运动组 （ASDE，n=8）、

ASD移植组（FMT，n=8）和ASD假移植组（sFMT，n=5）。其中，ASD组和CON组常规饲养，ASDE组从出生后第28天

起，进行 6 周自主跑轮运动干预，FMT 组从出生后第 42 天起，每日灌胃运动 2 周后的 ASDE 组大鼠新鲜粪便悬液             

（1 ml/100g），5 d/周，持续4周，sFMT组则灌胃等量生理盐水。干预结束后，检测各组行为学和HPA轴指标。结果　干预

前，与正常对照组相比，ASD模型组的社交能力和社交新颖性偏好、自发活动和探索兴趣，以及空间学习、记忆和导航能

力均显著下降（P<0.05），PASD组血清中CRH、ACTH和CORT浓度显著高于PCON组（P<0.05）。经6周自主跑轮运动干

预后，与ASD组相比，ASDE组大鼠的社交能力和社交新颖性偏好、自发活动和探索兴趣，以及空间学习、记忆和导航能

力均显著改善（P<0.05），血清CORT浓度显著降低（P<0.05），CRH及ACTH浓度呈下降趋势。在接受4周运动大鼠的粪菌

移植干预后，与ASD组和 sFMT组相比，FMT组大鼠的社交能力和社交新颖性偏好、自发活动和探索兴趣、空间学习、记

忆和导航能力均显著改善（P<0.05），血清ACTH、CORT浓度显著降低（P<0.05），CRH浓度呈下降趋势。结论　运动可能

通过抑制HPA轴激活改善ASD相关行为，肠道菌群可能在这一过程中发挥关键作用。
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孤独症谱系障碍 （autism spectrum disorder，

ASD）是一种异质性神经发育障碍性疾病，其核

心症状包括社交障碍、兴趣和活动受限，以及重复

刻板行为［1］。ASD常伴有多种并发症，如胃肠道

紊乱、运动缺陷、睡眠问题和智力障碍［2］。流行

病学显示，ASD全球发病率为1%~2%［3-4］。其中美

国 8 岁儿童的 ASD 患病率已达 1/36［5］，而中国

ASD 患病率已上升至 0.7%［6］。ASD 病因极其复

杂，涉及基因突变、母体免疫激活和环境因素

等［7］，目前尚无特异性治疗手段，给患者、家庭

及社会带来沉重负担［8］。因此，深入研究ASD的

病因机制并制定针对性治疗策略，仍是亟待解决的

重要问题。

研 究 显 示 ， 下 丘 脑 - 垂 体 - 肾 上 腺

（hypothalamic-pituitary-adrenal axis， HPA） 轴 在

ASD发病机制中发挥关键作用［9］。临床研究发现，

ASD儿童皮质醇水平升高，HPA轴呈现过度激活
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状态［10］。据报道，HPA轴的长期激活与慢性炎症

状态相关，炎症因子可以参与调控大脑功能，包括

情绪和行为调节［11-12］。在ASD患者中，体内炎症

因子水平的升高会刺激下丘脑分泌更多的促肾上腺

皮 质 激 素 释 放 激 素 （corticotrophin-releasing 

hormone，CRH），进而促使垂体释放更多促肾上

腺 皮 质 激 素 （adrenocorticotropic hormone，

ACTH）， 导 致 肾 上 腺 皮 质 酮 （corticosterone，

CORT）的合成和分泌增多［13］。研究发现，由肠道

菌群介导的HPA轴功能障碍与多种精神疾病的病

理生理学有关［14］。例如，针对无菌小鼠的研究表

明，肠道菌群缺失可导致HPA轴对应激刺激的反

应性显著增强，引发焦虑和社交行为受损，进而介

导ASD的发病进程［15］。此外，研究显示，ASD模

型动物普遍存在肠道菌群失调，其可能破坏肠道屏

障，导致炎症加剧、HPA轴启动、神经递质和细菌

代谢物水平改变，最终导致ASD样行为异常［16-17］。

值得注意的是，HPA 轴的功能与社交行为密切相

关，抑制其活性可改善肠道菌群紊乱小鼠的异常社

交行为，激活则使正常小鼠出现社交缺陷［11］。这

提示 HPA 轴可能是影响 ASD 行为异常的关键调

控点。

近年来，运动被证实能够改善ASD儿童的核

心症状及认知功能，同时调节肠道菌群的组成和多

样性［18］。本课题组前期研究发现，6周的有氧运动

可显著改善ASD患儿核心症状和胃肠道问题，与

其对肠道菌群的调节有关［19］。此外，动物实验表

明，自主跑轮运动能改善ASD大鼠的社交行为及

自主活动，且通过粪菌移植 （fecal microbiota 

transplantation，FMT）进一步证实，运动通过肠道

菌群影响中枢神经递质系统，从而改善ASD大鼠

的行为［20］。其中，FMT作为一种调整肠道菌群的

治疗手段，已被证实对ASD儿童的肠道及行为症

状有长期改善的作用［21-22］。然而，运动是否通过调

节肠道菌群抑制HPA轴的过度激活进而改善ASD

行为症状，其具体机制尚不清楚。因此，本研究基

于前期成果，采用孤独症样大鼠模型，探究自主跑

轮运动对ASD行为及HPA轴的影响及肠道菌群在

其中的作用，旨在探讨运动改善ASD症状的神经

生物学机制，为ASD治疗提供新策略和科学依据。

1　材料与方法

1.1　主要仪器和试剂

自主跑轮系统（XR-PL107，上海欣软信息科

技有限公司）；行为学检测系统（上海欣软信息科

技有限公司）；离心机（5424R，Eppendorf）；酶标

仪 （SYNERGY LX，BioTek）；丙戊酸盐 （货号

P4543，Sigma）；三箱社交实验箱 （RD1150-SIT，

上海移数信息科技有限公司）；旷场实验箱

（RD1112-OF-G，上海移数信息科技有限公司）；水

迷宫游泳池（RD1101-MWM-G，上海移数信息科

技有限公司）。皮质醇酶联免疫吸附分析（enzyme-

linked immunosorbent assay，ELISA） 试剂盒 （货

号：CSB-E07014r）、促肾上腺皮质激素 ELISA 试

剂盒（货号：CSB-E06875r）和促肾上腺皮质激素

释放激素ELISA试剂盒（货号：CSB-E08038r）均

购自武汉华美生物工程有限公司。

1.2　实验方法

1.2.1　实验动物

选取8~9周龄SPF级Sprague-Dawley （SD）大

鼠（购自南方医科大学实验动物中心，许可证号：

SCXK（粤） 2016-0041）雌、雄各数只，饲养于同

一SPF级动物房，环境温度（22±2）℃，相对湿度

为 35%~75%，光照周期为 12/12 h，自由饮水和普

通饲料饮食。大鼠被适应性喂养2周后，雌、雄大

鼠按照 1∶2的比例合笼，次日观察到雌鼠阴栓并

经阴道涂片确认有精子即表明交配成功，记为孕第

1 天（embryoic 1，E1），受孕大鼠进行单笼喂养。

所有动物处理严格遵守《关于善待实验动物的指导

性意见》，且本实验已得获广州体育学院实验动物

委员会批准（审批编号：2021DWLL-07）。

1.2.2　模型制备及分组

雌性SD大鼠于孕期第12.5天腹腔注射400 mg/kg

丙戊酸盐（valproic acid，VPA，溶于 0.9% 生理盐

水配成 250 g/L 溶液），其子代作为 ASD 模型大鼠

（PASD，n=35）。同期选取 SD 孕鼠在相同孕期腹

腔注射等量生理盐水，其子代作为正常对照组

（PCON，n=16）。在仔鼠出生后第23天进行干预前

行为学测试后，从两组中各随机选取 8 只大鼠

（PCON，PASD），采用 ELISA 检测 HPA 轴相关指

标。在仔鼠出生后第28天，将PCON组剩余8只大

鼠作为 CON 对照组（CON，n=8）；将 PASD 组剩

余27只大鼠随机分为4组：ASD无干预组（ASD，

n=6）、ASD 运动组 （ASDE，n=8）、ASD 移植组

（FMT，n=8）和ASD假移植组（sFMT，n=5）。其

中，ASD 组和 CON 组常规饲养，ASDE 组从出生

后第 28 天起，进行 6 周自主跑轮运动干预，FMT

组从出生后第42天起，每日以运动2周后的ASDE
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组大鼠新鲜粪便悬液灌胃（每 100 g 体重 1 ml），   

5 d/周，持续 4周，sFMT组则灌胃等量生理盐水。

干预结束后，检测各组行为学和HPA轴指标。

1.2.3　运动干预方案

本实验采用自主跑轮运动干预模式，运动开始

于行为学测试后第 2天（即大鼠出生后第 28天）。

运动组大鼠饲养笼内放置跑轮装置（直径 36 cm，

跑道宽度 10 cm，整体尺寸 42 cm×26 cm×19 cm），

24 h供其自由活动。正式运动干预前，所有大鼠均

进行为期 3 d的适应性训练，随后进行为期 6周的

自主跑轮运动。运动参数，即运动量（跑步距离）

与运动时间的监测，由同一实验员每日18:00通过

电子计数系统进行记录。最终选择平均运动量大于

2 km/d的大鼠进行分析［23］。

1.2.4　粪菌移植方案

为了探索运动改善孤独症的行为是否来自运动

对肠道菌群的修饰效应，进一步采用整体肠道菌群

移植方案。每天固定时间收集运动量大于 2 km/d

的运动组大鼠作为供体［24］，常规饲养的ASD大鼠

为受体组（即为移植组FMT），假移植组（sFMT）

以生理盐水灌胃作为对照。粪菌移植从运动组进行

2周运动后，收集运动组大鼠的直肠粪便。粪便经

处理后以灌胃方式移植至常规饲养的ASD大鼠体

内，持续4周（5 d/周，共20 d）。灌胃操作由同一

实验员在相同时间和条件下执行。具体步骤如

下［25］：a. 供体粪便收集，每日8:00~9:00采集ASD

运动组大鼠肛门的新鲜粪便，保存于无菌冻存管；

b. 稀释，称取粪便，按 1∶5 比例加入生理盐水，

搅拌成混悬液；c. 过滤，采用医用纱布过滤掉粪便

中的食物纤维，获得二级混悬液；d. 将二级混悬液

于 4℃离心机中以 6 000 r/min、15 min 进行离心，

弃掉上清液，得到沉淀物；e. 将与b步骤等量的无

菌生理盐水加入沉淀物中，并混合成悬液即粪菌滤

液；f. 将所收集的滤液混合后，按每 100 g 体重    

1 ml进行灌胃。

1.2.5　行为学测试

所有行为学试验均在标准化的行为学实验室内

完成，该实验室具备隔音条件，能保持一致的适宜

光照强度、温度和湿度。所有测试均由经过统一培

训的实验人员在固定时间段（9:00~16:00）完成，

测试前后均用 75% 乙醇清洁装置，全程采用视频

记录系统采集数据。

a. 三室社交试验。用于评估大鼠的社交能力和

社交新颖性偏好。实验设备为 150 cm×50 cm×     

40 cm 的三室偏好箱，包含左、中、右 3 个箱体。

实验开始前，让受试大鼠在中央箱自由探索5 min。

随后将一只同龄同性别的陌生大鼠（stranger1）放

入左箱铁笼中，记录受试大鼠 10 min 内在三箱的

活动情况。清洁笼具后，将另一只陌生大鼠

（stranger2）放入右箱铁笼，左箱的 stranger1 位置

不变，再次观察10 min。记录受试大鼠在各箱停留

时间、进入次数以及接近陌生大鼠的次数和时长。

b. 旷场试验。用于评估大鼠在新环境中的探索

行为、自发活动及焦虑反应。将大鼠放入100 cm×

100 cm的开放式试验箱中央，记录大鼠 10 min内

的运动距离、速度、中央区域活动时间及持续时

间等。

c. Morris 水迷宫试验。用于评估大鼠空间学

习、记忆及导航能力，主要包括定位航行实验和空

间探索实验。实验在直径 120 cm的圆形水池中进

行，池内设有直径10 cm，位于水面下约1 cm处的

逃生平台，水温保持24℃。正式实验前1天，让受

试大鼠进行 120 s 适应性游泳训练。随后进行 3 d

（4次/d）的定位航行实验，将大鼠从随机象限放入

水池，计时 120 s。大鼠找到平台后停留 30 s，若

未找到，引导至平台并停留30 s，记录逃避潜伏期

（即寻找平台的时间）。第 4天进行空间探索实验，

撤去平台，将大鼠从固定象限放入水池，记录60 s

内其在原平台象限游泳的路程、时间、平均速度及

穿越次数等。

1.2.6　酶联免疫吸附分析（ELISA）

行为学检测结束后，对各组大鼠腹腔注射 1%

戊巴比妥钠溶液（1 ml/kg）进行麻醉，经腹主动

脉采血至预冷的 1.5 ml 离心管中。样本于 4℃、    

3 000 r/min 条件下离心 10 min，收集上清液 （血

清） 转移至新管，保存于-80℃冰箱待测。采用

ELISA 试剂盒检测血清中 HPA 轴相关激素浓度。

具体步骤如下：将血清样本及标准品按试剂盒说明

书稀释后加入酶标板，室温孵育 2 h；弃去孔内液

体，用洗涤液洗板5次，静置30 s/次；加入生物素

化抗体工作液，室温孵育 1 h，重复洗板；随后加

入辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）

标记的亲和素工作液，室温避光孵育30 min，再次

洗板；最后加入显色底物 3,3',5,5'-四甲基联苯胺

（3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine，TMB），37℃避光

反应15 min，加入终止液终止反应。使用酶标仪在
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450 nm波长处测定各孔吸光度值（A），根据标准

曲线计算 CRH、ACTH 及 CORT 的浓度 （单位：

µg/L）。

1.2.7　统计学处理

采用GraphPad Prism 10.0进行统计学分析。所

有计量数据均以均数±标准误（mean±SEM）表示。

干预前两组间比较采用独立样本 t检验，干预后多

组间比较采用单因素方差 （one-way analysis of 

variance，ANOVA）分析。若数据不符合正态性和

方差齐性时，均采用非参数检验：两组间比较采用

Mann-Whitney test， 多 组 间 比 较 采 用 Kruskal-

Wallis test，以P<0.05为差异有统计学意义。

2　结 果

2.1　孕期VPA暴露对子代大鼠行为、HPA轴的

影响

2.1.1　孕期VPA暴露对子代大鼠行为的影响

三室社交试验结果显示，在干预前，PASD大

鼠与 stranger1的头部接触时间、所在空间停留时间

及接触次数较 PCON组均显著减少（P<0.05），在

右箱放入 stranger2后，PASD组与 stranger2的头部

接触时间、所在空间停留时间及接触次数较PCON

组也均显著减少（P<0.05，图 1）。表明 ASD 大鼠

存在社交能力下降及社交新颖性偏好能力缺陷。
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Fig. 1　Influence of VPA exposure on the social behavior of rats
(a) Representative trajectories of rats in each group in the three-compartment social behavior test, S1 and S2 represent stranger 1 and stranger 2 

respectively in the trajectories. (b, e) The head contact time of each group of rats with stranger 1 and stranger 2 respectively. (c, f) The time each 

group of rats stayed in the space where the stranger 1 and stranger 2 respectively. (d, g) The number of times each group of rats had head contact with 

stranger 1 and stranger 2 respectively. *P<0.05, **P<0.01 vs PCON group.
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旷场试验结果显示，PASD组大鼠自由活动的

总路程、平均速度、中心区域路程、中心平均速度

及穿过中心次数均显著低于 PCON 组 （P<0.05， 

图 2）。表明ASD大鼠自发活动水平降低，且对新

环境的探索兴趣下降。

水迷宫试验结果显示，PASD组大鼠在平台象

限区域的游泳路程、游泳时间及穿越次数显著低于

PCON 组（P<0.05），且进入平台象限的潜伏期明

显长于 PCON 组（P<0.05，图 3）。表明 ASD 大鼠

存在空间学习、记忆及导航能力的下降。

2.1.2　孕期VPA暴露对子代大鼠HPA轴的影响

血清检测结果显示，与PCON组相比，PASD

组大鼠血清中CRH、ACTH及CORT的浓度均显著

升高（P<0.05，图 4）。表明ASD大鼠的HPA轴呈

现过度激活状态。

2.2　运动对ASD大鼠行为、HPA轴的影响

2.2.1　运动对ASD大鼠行为的影响

三室社交试验结果显示，干预后，与CON组

相比，ASD 组大鼠与 stranger1 的头部接触时间显
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Fig. 2　Influence of VPA exposure on the spontaneous activity of rats
(a) Representative trajectories of rats in each group in the open field test (OFT). (b) Total distance traveled in the open field. (c) Average speed in the 

open field. (d) Distance traveled in the center area of the open field. (e) Duration of staying in the center area of the open field. (f) Average speed in 

the center area of the open field. (g) Number of times crossing the center area of the open field. *P<0.05 vs PCON group.
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Fig. 3　Influence of VPA exposure on the learning and memory abilities of rats
(a) Representative trajectories of rats in each group in the Morris water maze test. (b) Distance swum in the platform quadrant area. (c) Residence 

time in the platform quadrant area. (d) The average swimming speed in the platform quadrant area. (e) Number of times of crossing the platform 

quadrant area. (f) Latency of entering the platform quadrant area. *P<0.05, **P<0.01 vs PCON group.
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Fig. 4　Influence of VPA exposure on the HPA axis of rats
(a) The concentration of corticotropin-releasing hormone (CRH) of rats in each group. (b) The concentration of adrenocorticotropic hormone 

(ACTH). (c) The concentration of corticosterone (CORT). *P<0.05 vs PCON group.
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著缩短 （P<0.05），与 stranger2 的头部接触时间、

所在空间停留时间及接触次数均显著减少 （P<

0.05），与 ASD 组相比，ASDE 组大鼠与 stranger1

和 stranger2的头部接触时间、所在空间停留时间及

接触次数均显著增加（P<0.05，图5）。表明6周自

主跑轮运动干预可显著改善ASD大鼠的社交能力

及社交新颖性偏好能力。

旷场试验结果显示，与CON组相比，ASD组

大鼠自由活动的总路程、平均速度、中心区域路

程、时间及穿过中心次数均显著降低（P<0.05），

与ASD组相比，ASDE组大鼠自由活动的总路程、

平均速度、中心区域路程、时间及穿过中心次数均

显著增加（P<0.05，图6）。表明6周自主跑轮运动

可显著提升ASD大鼠的自发活动水平，并增强其

对新环境的探索兴趣。
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Fig. 5　Effect of exercise training on the social behavior of ASD rats
(a) Representative trajectories of rats in each group in the three-compartment social behavior test, S1 and S2 represent stranger 1 and stranger 2 

respectively in the trajectories. (b, e) The head contact time of each group of rats with the stranger 1 and stranger 2 respectively. (c, f) The time each 

group of rats stayed in the space where the stranger 1 and stranger 2 respectively. (d, g) The number of times each group of rats had head contact with 

stranger 1 and stranger 2 respectively. *P<0.05, **P<0.01 vs CON group; #P<0.05 vs ASD group.
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水迷宫试验结果显示，与CON组相比，ASD

组大鼠在平台象限区域的游泳路程、游泳时间及穿

越次数均显著减少（P<0.05），且进入平台象限的

潜伏期显著延长 （P<0.05），与 ASD 组比较，

ASDE组大鼠在平台象限区域的游泳路程、游泳时

间及穿越次数均显著增加（P<0.05），且进入平台

象限的潜伏期显著缩短（P<0.05，图7）。表明6周

自主跑轮运动可显著改善 ASD 大鼠的空间学习、

记忆及导航能力。

2.2.2　运动对ASD大鼠HPA轴的影响

血清检测结果显示，与CON组相比，ASD组

大鼠血清中CRH、ACTH及CORT浓度均显著升高

（P<0.05），与 ASD 组相比，ASDE 组大鼠血清中

CORT 浓度显著降低 （P<0.05，图 8），ACTH 及

CRH浓度呈下降趋势。表明6周自主跑轮运动可降

低ASD大鼠HPA轴的激活。
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Fig. 6　Effect of exercise training on the spontaneous activity of ASD rats
(a) Representative trajectories of rats in each group in the open field test (OFT). (b) Total distance traveled in the open field. (c) Average speed in the 

open field. (d) Distance traveled in the center area of the open field. (e) Duration of staying in the center area of the open field. (f) Average speed in 

the center area of the open field. (g) Number of times crossing the center area of the open field. **P<0.01 vs CON group; #P<0.05, ##P<0.01 vs ASD 

group.
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Fig. 8　Effect of exercise training on the HPA axis of ASD rats
(a) The concentration of corticotropin-releasing hormone (CRH) of rats in each group. (b) The concentration of adrenocorticotropic hormone 

(ACTH). (c) The concentration of corticosterone (CORT). *P<0.05, **P<0.01 vs CON group; #P<0.05 vs ASD group.
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Fig. 7　Effect of exercise training on the learning and memory abilities of ASD rats
(a) Representative trajectories of rats in each group in the Morris water maze test. (b) Distance swum in the platform quadrant area. (c) Residence 

time in the platform quadrant area. (d) The average swimming speed in the platform quadrant area. (e) Number of times of crossing the platform 

quadrant area. (f) Latency of entering the platform quadrant area. *P<0.05 vs CON group; #P<0.05, ##P<0.01 vs ASD group.
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2.3　运动大鼠的粪菌移植对ASD大鼠行为、HPA
轴的影响

2.3.1　运动大鼠的粪菌移植对ASD大鼠行为的影响

三室社交试验结果显示，与 ASD 组相比，

FMT 组大鼠与 stranger1 的所在空间停留时间显著

延长（P<0.05），与 stranger2的头部接触时间、所

在空间停留时间及接触次数均显著增加（P<0.05），

与 sFMT 组 相 比 ， FMT 组 大 鼠 与 stranger1 及

stranger2的头部接触时间、所在空间停留时间及接

触次数均显著增加 （P<0.05），与 sFMT 组相比，

ASDE组大鼠与 stranger1的接触次数，与 stranger2

的头部接触时间、所在空间停留时间及接触次数均

显著增加（P<0.05，图 9）。表明移植运动大鼠的

粪菌可显著提高ASD大鼠的社交能力及社交新颖

性偏好。

旷场试验结果显示，与 ASD 组和 sFMT 组相

比，FMT 组大鼠自由活动的总路程、平均速度、

中心持续时间及穿过中心次数均显著增加 （P<

0.05），与 sFMT组相比，ASDE组大鼠自由活动的

总路程、平均速度、中心路程、中心持续时间及穿

过中心次数均显著增加（P<0.05，图 10）。表明移

植运动大鼠的粪菌可显著提升ASD大鼠的自发活

动水平，并增强其对新环境的探索兴趣。
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Fig. 9　Effect of fecal microbiota transplantation on the social behavior of ASD rats
(a) Representative trajectories of rats in each group in the three-compartment social behavior test. (b, e) The head contact time of each group of rats 

with the stranger 1 and stranger 2 respectively. (c, f) The time each group of rats stayed in the space where the stranger 1 and stranger 2 respectively. 

(d, g) The number of times each group of rats had head contact with the stranger 1 and stranger 2 respectively. *P<0.05 vs ASD group; △P<0.05 vs 

FMT group; #P<0.05 vs sFMT group.
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水迷宫试验结果显示，与ASD组相比，FMT

组大鼠在平台象限区域的游泳路程、游泳时间及穿

越次数均显著增加 （P<0.05），与 sFMT 组相比，

FMT 组大鼠与 ASDE 组大鼠在平台象限区域的游

泳路程、游泳时间及穿越次数均显著增加 （P<

0.05），进入平台象限的潜伏期均显著缩短 （P<

0.05，图 11）。表明移植运动大鼠的粪菌可显著改

善ASD大鼠的空间学习、记忆及导航能力。

2.3.2　运动大鼠的粪菌移植对ASD大鼠HPA轴的

影响

血清检测结果显示，与ASD组相比，FMT组

大鼠血清中 ACTH 和 CORT 浓度均显著降低（P<

0.05），CRH 浓度呈下降趋势，与 sFMT 组相比，

FMT组和ASDE组大鼠血清中ACTH和CORT浓度

均显著降低（P<0.05，图12），CRH浓度也均呈下

降趋势。可见移植组与运动组大鼠的HPA轴激活

状态呈现相同活性降低的趋势。表明移植运动大鼠

的粪菌可以降低ASD大鼠HPA轴的激活，尤其对

ACTH和CORT浓度的降低作用更为显著。
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Fig. 10　Effect of fecal microbiota transplantation on the spontaneous activity of ASD rats
(a) Representative trajectories of rats in each group in the open field test (OFT). (b) Total distance traveled in the open field. (c) Average speed in the 

open field. (d) Distance traveled in the center area of the open field. (e) Duration of staying in the center area of the open field. (f) Average speed in 

the center area of the open field. (g) Number of times crossing the center area of the open field. *P<0.05 vs ASD group; △P<0.05 vs FMT group; #P<

0.05 vs sFMT group.
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Fig. 12　Effect of fecal microbiota transplantation on the HPA axis of ASD rats
(a) The concentration of corticotropin-releasing hormone (CRH) of rats in each group. (b) The concentration of adrenocorticotropic hormone 

(ACTH). (c) The concentration of corticosterone (CORT). *P<0.05 vs ASD group; △P<0.05 vs FMT group; #P<0.05 vs sFMT group.
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Fig. 11　Effect of fecal microbiota transplantation on the learning and memory abilities of ASD rats
(a) Representative trajectories of rats in each group in the Morris water maze test. (b) Distance swum in the platform quadrant area. (c) Residence 

time in the platform quadrant area. (d) The average swimming speed in the platform quadrant area. (e) Number of times of crossing the platform 

quadrant area. (f) Latency of entering the platform quadrant area. *P<0.05 vs ASD group; △P<0.05 vs FMT group; #P<0.05 vs sFMT group.
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3　讨 论

妊娠期和围产期是神经系统发育易受影响的关

键时期［26-27］。研究发现，孕鼠第 12.5 天腹腔注射

VPA可显著影响胎鼠脑部发育，导致脑组织异常，

其与孤独症患者临床病因、病理以及行为学症状等

具有明显的相似性［28］，是目前比较经典成熟的

ASD 动物模型［29-30］。一项研究发现，孕鼠腹腔注

射VPA后，其子代在三箱社交检测等行为学实验

中，表现出社交行为减少和社交行为潜伏期增加，

埋珠、理毛等重复刻板动作增加［31］。与前人结果

一致，本研究造模后三室社交、旷场和水迷宫行为

学试验结果显示，ASD大鼠社交能力和社交新颖

性偏好下降、自发活动和探索兴趣减少，以及空间

学习，记忆和导航能力减弱，表明ASD仔鼠模型

构建成功，后续实验具有可行性。

动物试验显示，产前应激刺激会诱导高反应性

HPA 轴 应 激 反 应［32］。 例 如 ， 孕 期 脂 多 糖

（lipopolysaccharide，LPS）干预可激活子代大鼠免

疫系统并引发相应炎症，而这些炎症反应不仅会影

响子代大鼠的大脑发育，还会作为重要的压力信号

分子直接激活HPA轴［33］。本研究同样发现，孕鼠

VPA 暴露诱导的子代 ASD 大鼠血清中 CRH、

ACTH和CORT含量较对照组均显著增加，提示其

HPA轴功能亢进。其中皮质醇是主要的HPA轴激

素，研究发现过多的皮质醇释放会激活小胶质细

胞，影响中枢神经系统的兴奋与抑制失衡，这可能

导致ASD的病理发展［34］。本研究发现，ASD大鼠

血清中皮质醇浓度显著高于对照组，这可能与皮质

醇参与应激反应的调控有关。研究显示，皮质醇在

反复约束期间下降，但在不可预测的压力下保持高

水平［12］。此外，当机体受到压力应激时下丘脑会

释放 CRH，进而触发 ACTH 和 CORT 的合成和分

泌增加。值得注意的是，CRH的调节紊乱与多种

疾病密切相关，如抑郁症、焦虑症和炎症性肠病

等［35］。本研究结果显示，CRH异常可能参与ASD

的发病机制，Tsilioni 等［36］针对 ASD 儿童的研究

也进一步验证了这一结论。可以推测，HPA 轴的

激活在 ASD 的病理机制中可能发挥着重要作用，

但其具体机制尚不清楚。

近年来，运动对改善孤独症的效果已得到广泛

证实［37-38］。现有研究表明，适宜的运动可通过刺

激迷走神经调节HPA轴的神经内分泌活动，进而

改善肠道菌群结构及肠道功能［39］。同时，运动能

够刺激下丘脑释放内啡肽等神经递质，抑制CRH

释放，降低 ACTH 及 CORT 水平，减轻 HPA 轴亢

进［40］。本研究发现，经自主跑轮运动干预后，

ASD大鼠的异常行为得到显著改善；CORT浓度显

著下降，CRH 及 ACTH 浓度也呈现下降趋势。动

物研究表明，环境因素引起的HPA轴功能障碍可

诱导孤独症样行为，而调节HPA轴可缓解孤独症

样行为［41］。因此，本研究结果提示，运动改善

ASD大鼠异常行为的作用机制可能与HPA轴功能

调节密切相关。

在微生物群调控领域，运动的作用机制正被深

入挖掘。研究表明，运动可通过重塑肠道微生物群

的组成与功能，发挥减少炎症反应、调节肠道神经

系统免疫及内分泌功能的效应［42］。小鼠模型及人

体研究均发现，单纯依靠运动就可以改变肠道微生

物的组成［43］，其积极作用主要与转基因多样性的

改变以及有益菌与致病菌群落之间的平衡关系有

关［44］。一项动物实验进一步验证了运动调节菌群

的健康效应：将运动小鼠和久坐小鼠的菌群移植至

无菌小鼠后，运动小鼠表现出显著的健康改善［45］。

然而，目前运动通过调节肠道菌群改善ASD核心

症状的研究仍较少［46］。研究显示，许多ASD患者

肠道中异常菌群（如类杆菌）的相对丰度显著升

高，而运动干预可降低其相对丰度［45，47］。结合前

期课题组发现，经6周自主跑轮运动干预后，ASD

大鼠的乳杆菌属（Lactobacillus spp.）和黏乳杆菌

属（Limosilactobacillus spp.）丰度显著升高，而异

杆 菌 属 （Allobaculum spp.）、 普 雷 沃 菌 属

（unidentified_Prevotellaceae spp.）和布劳特氏菌属

（Blautia spp.）的丰度则显著降低［20］。近期指出，

运动能够通过调节链球菌、双歧杆菌、梭菌、乳杆

菌属和拟杆菌属等菌群的丰度，影响肠-脑轴改善

ASD症状［48］。一项研究发现，补充植物性的乳杆

菌 4周可以改善ASD儿童的相关症状［42］。本研究

将运动干预 2 周后的 ASD 大鼠肠道菌群移植至未

运动的 ASD 大鼠体内，持续 4 周后，移植组大鼠

表现出与运动组相似的行为学改善趋势。与此同

时，Li等［49］研究证实，4周的FMT治疗能够有效

促进 ASD 儿童肠道中供体微生物的定植。因此，

推测运动组大鼠的肠道菌群在移植后，可能通过重

塑受体大鼠的肠道菌群，进而发挥调节行为异常的

作用。

研究表明，肠道菌群可以通过多种途径影响

HPA轴的功能，在ASD的病理机制中发挥重要作
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用［15］。许多研究发现，肠道菌群及其衍生的益生

菌可恢复HPA轴过度激活，并改善认知、焦虑及

社交行为［39］。微生物可促进一系列神经递质及细

胞因子的分泌来调控HPA轴，反过来HPA轴的激

活也能作用于肠道活动性、通透性、屏障功能、免

疫功能和黏液分泌等维持肠道微生物的稳态［50］。

此外，肠道菌群失调会导致 HPA 轴的过度激

活［51-52］。一项研究发现，将来自SPF供体的肠道细

菌移植到无菌小鼠中，降低了其皮质酮并纠正了社

会活动［11］。本研究选择运动后大鼠的肠道菌群作

为供体，移植至ASD大鼠后，发现移植后的ASD

大鼠HPA轴激活较对照组下降。此外，运动组和

移植组的HPA轴指标无显著差异，推测肠道菌群

可能在其中发挥关键作用。同时值得注意的是，移

植组与运动组的HPA轴抑制结果趋势并不完全一

致，运动大鼠的粪菌移植显著降低了 ASD 大鼠

ACTH和CORT浓度，提示可能是运动调节了大鼠

体内肠道菌群中有益菌属的结构，肠道菌群可能通

过肠-脑轴直接或间接调节垂体功能。同时课题组

前期发现，接受了运动大鼠的肠道菌群移植后，

ASD 组大鼠肠道中 Lactobacillus spp.、Romboutsia 

spp. 的 相 对 丰 度 增 加［20］。 有 学 者 发 现 增 加

Lactobacillus spp.、 双 歧 杆 菌 （Bifidobacterium 

spp.）等有益菌属的摄入可以减少应激诱导的HPA

反应，进而改善记忆和学习缺陷以及焦虑和抑郁相

关行为［53］。本研究在干预后行为学检测结果也发

现，移植后ASD大鼠的社交能力和社交新颖性偏

好、自发活动和探索兴趣，以及空间学习，记忆和

导航能力均显著改善。因此推测，运动可能通过影

响肠道菌群抑制HPA的激活，进而发挥改善ASD

大鼠行为能力的作用。

4　结 论

VPA诱导的孤独症样大鼠存在社交能力、空间

学习记忆等行为障碍及HPA轴异常激活。运动可

能通过抑制HPA轴激活改善其孤独症样行为，且

肠道菌群可能在这一过程中发挥关键作用。然而，

值得注意的是，运动如何改变肠道菌群进而改善孤

独症的作用机制，以及如何有效利用运动充分发挥

肠-脑互动的作用仍将是今后可研究的重点。
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Abstract　 Objective  The study explores the influence of voluntary wheel running on the behavioral 

abnormalities and the activation state of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis in autism spectrum 

disorder (ASD) rats through gut microbiota. Methods  SD female rats were selected and administered either       

400 mg/kg of valproic acid (VPA) solution or an equivalent volume of saline via intraperitoneal injection on day 

12.5 of pregnancy. The resulting offspring were divided into 2 groups: the ASD model group (PASD, n=35) and 

the normal control group (PCON, n=16). Behavioral assessments, including the three-chamber social test, open 

field test, and Morris water maze, were conducted on postnatal day 23. After behavioral testing, 8 rats from each 

group (PCON, PASD) were randomly selected for serum analysis using enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) to measure corticotropin-releasing hormone (CRH), adrenocorticotropic hormone (ACTH), and 

corticosterone (CORT) concentration, to evaluate the functional state of the HPA axis in rats. On postnatal day 28, 
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the remaining 8 rats in the PCON group were designated as the control group (CON, n=8), and the remaining 27 

rats in the PASD group were randomly divided into 4 groups: ASD non-intervention group (ASD, n=6), ASD 

exercise group (ASDE, n=8), ASD fecal microbiota transplantation group (FMT, n=8), and ASD sham fecal 

microbiota transplantation group (sFMT, n=5). The rats in the ASD group and the CON group were kept under 

standard conditions, while the rats in the ASDE group performed 6 weeks of voluntary wheel running intervention 

starting on postnatal day 28. The rats in the FMT group were gavaged daily from postnatal day 42 with 1 ml/100 g 

fresh fecal suspension from ASDE rats which had undergone exercise for 2 weeks, 5 d per week, continuing for 4 

weeks. The sFMT group received an equivalent volume of saline. After the interventions were completed, 

behavioral assessments and HPA axis markers were measured for all groups. Results  Before the intervention, 

the ASD model group exhibited significantly reduced social ability, social novelty preference, spontaneous 

activity, and exploratory interest, as well as impaired spatial learning, memory, and navigation abilities compared 

to the normal control group (P<0.05). Serum concentration of corticotropin-releasing hormone (CRH), 

adrenocorticotropic hormone (ACTH), and corticosterone (CORT) in the PASD group were significantly higher 

than those in the PCON group (P<0.05). Following 6 weeks of voluntary wheel running, the ASDE group showed 

significant improvements in social ability, social novelty preference, spontaneous activity, exploratory interest, 

spatial learning, memory, and navigation skills compared to the ASD group (P<0.05), with a significant decrease 

in serum CORT concentration (P<0.05), and a downward trend in CRH and ACTH concentration. After 4 weeks 

of fecal microbiota transplantation in the exercise group, the FMT group showed marked improvements in social 

ability, social novelty preference, spontaneous activity, exploratory interest, as well as spatial learning, memory, 

and navigation abilities compared to both the ASD and sFMT groups (P<0.05). In addition, serum ACTH and 

CORT concentration were significantly reduced (P<0.05), and CRH concentration also showed a decreasing trend.

Conclusion  Exercise may improve ASD-related behaviors by suppressing the activation of the HPA axis, with 

the gut microbiota likely playing a crucial role in this process.    

Key words　 autism spectrum disorder, microbiota, hypothalamic-pituitary-adrenal axis, exercise, fecal 

microbiota transplantation
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