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摘要   目的 比较丙戊酸（VPA）不同的暴露方式诱导的不同性别的自闭症谱系障碍（ASD）在社交、情绪和认知行

为上的差异，为 VPA 暴露诱导 ASD 模型中实验动物性别和诱导方式的选择提供依据。方法 孕 12.5 d 的实验小鼠腹

腔注射 600 mg/kg VPA，其对照组腹腔注射等体积的生理盐水；新生 14 d 的小鼠皮下注射 400 mg/kg VPA，其对照组

皮下注射等体积的生理盐水；新生 14 d 的小鼠腹腔注射 400 mg/kg VPA，其对照组腹腔注射等体积的生理盐水。观测

给药后实验小鼠的死亡率、流产率；通过三箱社交行为实验、自我捋毛实验、旷场实验、Y 迷宫自发交替实验、水迷

宫实验，观察 VPA 不同的暴露方式对不同性别小鼠社交、情绪和认知行为的影响。结果 孕 12.5 d 注射 VPA 后，孕

鼠的死亡率为 50%，流产率为 25%，而出生后不管是皮下还是腹腔注射 VPA 均无死亡。三箱社交实验、自我捋毛实

验和旷场实验结果显示，和对照组相比，无论使用哪种注射方式，雌雄性的 VPA 小鼠均表现为社交障碍，社交新颖

性障碍，重复刻板样行为及焦虑样行为。Y 迷宫自发交替实验和水迷宫实验结果显示，雌鼠妊娠期注射 VPA 及子代

皮下注射 VPA 的雄性小鼠均表现出认知障碍，而子代腹腔注射 VPA 的雄性小鼠有认知障碍的趋势，但无统计学差

异；而不同方式的 VPA 暴露后，雌性小鼠均无认知障碍。结论 VPA 暴露的孕鼠死亡率和流产率较高，而子代皮下或

腹腔注射 VPA 无死亡。雌鼠妊娠期和子代皮下 VPA 暴露的雄性小鼠均诱发 ADS 样行为，表现为社交互动减少、重复

性刻板行为和焦虑增加、认知功能障碍。而雌性小鼠不稳定。子代腹腔注射 VPA 小鼠表现为轻微社交及社交新颖性

障碍、轻度焦虑样行为，无显著学习能力障碍。 

关键词   丙戊酸；自闭症谱系障碍；母鼠妊娠期注射；子代皮下注射；子代腹腔注射  
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Comparison of various valproic acid injection strategies in inducing a mouse 

autism model 

NIU Xiaojie1,2, LI Pan4, DUAN Aixu3

(1. Department of Human Anatomy, School of Medicine, Shanxi Datong University, Datong 037009, China; 2. Institute of Respiratory Diseases, School of Medicine, Shanxi Datong 

University, Datong 037009; 3. School of Nursing, Shanxi Datong University, Datong 037009; 4. Shanxi University of Chinese Medicine, Taiyuan 030024) 

Abstract   Objective To analyze the disparities in social, emotional, and cognitive behaviors between male and female mice 

with autism spectrum disorder (ASD) induced by various valproic acid (VPA) exposure methods, and to establish a foundation 

for selecting experimental animal sex and induction method in the VPA-induced ASD model. Methods At 12.5 days of 

gestation, mice received 600 mg/kg VPA injected intraperitoneally, while the control group received an equivalent volume of 

normal saline. At 14 days post-birth, mice were administered 400 mg/kg VPA injected subcutaneously, with the control group 

receiving the same volume of normal saline. Mortality and abortion rates were monitored post -administration, and the impact 

of various VPA exposure methods on the social, emotional, and cognitive behaviors of male  and female mice was examined 

through a series of three-box social behavior experiments, self-grooming assessments, open field tests, Y-maze trials, and 
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water maze evaluations. Results The mortality rate among pregnant rats at 12.5 days of gestation following VPA injection was 

50%, and the abortion rate was 25%. No fatalities occurred following postnatal subcutaneous or intraperitoneal VPA 

administration. The three-box social experiment, self-grooming experiment, and open field experiment indicated that both 

sexes of VPA mice displayed social impairments, novelty-induced social deficits, repetitive stereotyped behaviors, and 

anxiety-like behaviors in comparison to the control group, irrespective of the injection method. Y-maze spontaneous 

alternation and water maze experiments indicated that male mice administered VPA prenatally and subcutaneously postnatally 

exhibited cognitive deficits, whereas those injected with VPA intraperitoneally postnatally demonstrated a propensity for 

cognitive impairment without statistical significance; female mice exposed to VPA through various methods did not exhibit 

cognitive impairments. Conclusions The mortality and abortion rates of pregnant mice exposed to VPA before birth were 

higher, as no deaths occurred after subcutaneous or intraperitoneal injection after birth. Male mice subjected to postnatal 

subcutaneous and prenatal VPA administration had autism-like characteristics, including diminished social interaction, 

repeated stereotyped actions, heightened anxiety, and cognitive impairment; results in female mice were unstable. Postnatal 

intraperitoneal administration of VPA led to moderate social and social novelty deficits with slight anxiety -like behaviors, 

with no significant cognitive impairment. 

Key words   valproic acid; autism spectrum disorder; prenatal injection; postnatal subcutaneous injection; postnatal 

intraperitoneal injection 

自闭症谱系障碍（autism spectrum disorder，ASD）是一种神经系统发育性障碍，多见于儿童，且

男性患病率高于女性[1-4]。ASD 典型的临床表现包括社交互动障碍、重复刻板行为、狭隘的兴趣及行

为活动受限，其中社交互动障碍是其核心损伤[5-7]。研究还发现 ASD 患者常伴随其他一些症状，如癫

痫、焦虑抑郁和认知障碍[8,9]。据统计，中国 ASD 患者已超过 1 000 万，其中儿童超过 300 万。若以

1%的出生率保守估计，每年新增的 ASD 患儿数量接近 20 万[10]。这些儿童和青少年需要针对其日常

行为与教育需求进行个性化干预，给家庭和社会均带来了沉重的经济与心理负担。ASD 病因复杂，

发病机制尚未明确，也缺乏有效的药物干预手段。目前尚无动物模型能够完全模拟人类 ASD 的复杂

性，科研工作者需要借助多种模型探索其病因及治疗干预策略。丙戊酸（valproic acid，VPA）是一

种广泛应用于抗癫痫、偏头痛以及双相情感障碍情绪稳定的药物 [11]。临床研究表明，怀孕期间摄入

VPA，除了增加神经管缺陷、发育迟缓和认知障碍的发生率外，还与后代 ASD 发生率的升高密切相

关[12]。RODIER 等[13]首次引入了母鼠妊娠期 VPA 模型，通过在孕第 12.5 天的大鼠单次注射高剂量

VPA，成功诱导出 ASD 样行为表型，包括社交能力下降、沟通缺陷、重复刻板行为增加、脉冲前抑

制受损、痛觉敏感性降低、焦虑加剧及多动等行为 [14,15]。值得注意的是，孕第 12.5 天大致对应胎儿

神经管闭合的关键时期[16]。此外，研究也发现，在啮齿类动物出生后早期阶段（0~14 d，大致相当于

人类大脑发育的第三个月）给予 VPA，同样可干扰大脑发育并诱发 ASD 样行为，如社交缺陷和感觉

处理异常[17-19]。然而，无论在母鼠妊娠期还是子代 VPA 模型中，其暴露的最佳时机与给药方式仍存

在争议。因此，本研究旨在比较不同时机、不同方式的 VPA 暴露对雌雄小鼠社交、情绪及认知行为

的影响，以进一步揭示其在 ASD 造模中的行为表型差异。 

1  材料和方法 

1.1  实验动物 

SPF 级 C57BL/6J 小鼠共 20 只，均为 2 月龄，体质量 21~23 g，雌雄各半，由江苏集萃药康生物

科技股份有限公司提供 [SCXK（苏）2023-0009]。小鼠饲养于山西医科大学实验动物中心 [SYXK

（晋）2024-0007]，进行雌雄合笼繁殖。所有小鼠均可自由摄取标准饲料及清洁饮用水，饲养环境为

12 h/12 h（光/暗），室温 22~25 ℃，相对湿度（55±10）%。本实验严格遵循实验动物伦理 3R 原

则，所有涉及动物的实验方案均获得了山西大同大学实验动物伦理委员会的批准（2021044）。 

1.2  主要试剂与仪器 

VPA（货号 T7064）购自美国 TargetMol 公司，小鼠三箱社交行为箱购自广东佛山尚信生物实验

设备厂；旷场、Y 迷宫、水迷宫均购自上海欣软信息科技有限公司；使用 SMART 3.0（西班牙 Panlab

公司）视频跟踪程序对实验小鼠行为学进行记录分析。 
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1.3  实验方法 

1.3.1  雌鼠妊娠期注射 VPA 诱导 ASD 模型 

将成年雌雄小鼠 17:00 合笼，次日 9:00 检查阴栓，发现阴栓者记为孕 0.5 d，随即单独饲养。于

孕 12.5 d 时，对孕鼠单次腹腔注射 VPA（600 mg/kg），对照组则注射等体积生理盐水。待其自然分

娩后，子代小鼠断奶并按性别分笼饲养。至 1 月龄时，对子代小鼠进行行为学测试。VPA 组雄鼠 12

只，雌鼠 10 只；对照组雄、雌鼠各 11 只。 

1.3.2  子代注射 VPA 诱导 ASD 模型 

将成年雌雄小鼠 17:00 合笼，次日 9:00 检查阴栓。检见阴栓者记为孕 0.5 d，随即单独饲养，自

然妊娠。子代小鼠于出生后第 14 天接受处理，分别通过两种途径单次注射 VPA（400 mg/kg）：一组

造模方式为颈部皮下注射，另一组为腹腔注射；对照组则注射等体积生理盐水。所有子代断奶后按性

别分笼饲养，并于 1 月龄时进行行为学测试。子代皮下注射 VPA 组雄鼠 12 只，雌鼠 13 只；子代腹

腔注射 VPA 组雄鼠 12 只，雌鼠 11 只；对照组雄鼠 13 只，雌鼠 11 只。 

1.3.3  给药后流产及死亡情况 

孕鼠经腹腔注射给药后，轻柔放回饲养笼，并密切观察 15 min 内的急性行为反应。随后持续监

测 24 h 内的生存状况，记录有无死亡现象及流产情况的发生。对于出生后第 14 天接受 VPA 皮下或

腹腔注射的子代小鼠，在注射后同样进行了持续的行为反应与生存状态监测。  

1.3.4  三箱社交实验 

三箱社交实验装置由一个透明的三联箱体构成，包括左、中、右三个尺寸均为 20 cm×40 cm×22 

cm 的隔室，相邻隔室间设有一个可供开启或关闭的小门，以控制小鼠的自由穿梭。在左右两个隔室

内，各放置一个笼子（5 cm×5 cm×7 cm）。实验分为三个阶段：（1）习惯化阶段：将实验小鼠单独

置于中央隔室，随后打开所有小门，允许其在 5 min 内自由探索整个装置，以适应新环境。（2）社

交能力测试：习惯化结束后，随机在左侧或右侧隔室的金属笼内放入一只陌生小鼠 1（与实验鼠同品

系、性别及年龄），另一侧笼子则为空笼。保持小门开启，允许实验小鼠自由探索 10 min，记录其在

三个隔室的停留时间以及对各笼子的嗅探时间，并计算社交偏好指数，偏好指数=（陌生小鼠 1 处停

留时间-空笼子处停留时间）/总探索时间。（3）社交新颖性测试：随后，将实验鼠短暂移回中央室并

关闭小门。将原先的空笼中放入另一只新的陌生小鼠 2，再次开启小门，允许实验小鼠自由探索 10 

min。记录其在三个隔室的停留时间以及对新旧陌生鼠的嗅探时间，并计算社交新颖偏好指数，社交

新颖偏好指数=（陌生小鼠 2 处停留时间-陌生小鼠 1 处停留时间）/总探索时间。 

1.3.5  自我捋毛实验 

将实验小鼠置于清洁的 50 cm×50 cm×40 cm 箱子中，摄像头置于其正上方，实验小鼠自由活动适

应 10 min。适应阶段结束后，记录接下来的 10 min 内小鼠进行自我捋毛动作的时间。 

1.3.6  旷场实验 

旷场实验装置为一个 50 cm×50 cm×40 cm 的方形箱。实验时，将小鼠轻柔置于箱体中央，允许其

在箱内自由探索 10 min。通过置于箱体正上方的摄像头记录小鼠在此期间移动的总距离以及在中央区

域的活动时间。 

1.3.7  Y 迷宫自发交替实验 

Y 迷宫为角度互为 120°的三个臂（30 cm×8 cm×15 cm）拼接而成。从 Y 迷宫中心放入实验小

鼠，允许其自由探索 5 min，记录小鼠的入臂顺序及入臂总次数，计算自发交替率，自发交替率=连续

进入三个不同臂的次数/（进臂总次数-2）。 

1.3.8  水迷宫实验 

水迷宫实验基于啮齿类动物天性亲水但渴望逃离水环境的特性，通过其在水中寻找隐藏平台的行

为来评估空间学习与记忆能力。实验主要分为两个阶段[20]：（1）定位航行训练：该阶段用于评估小

鼠的空间学习能力。迷宫池壁四周设置有不同空间线索。训练时，由一名实验员将小鼠面向池壁托
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起，使其短暂观察（3 s～5 s）某一象限的视觉标记后，轻柔放入水中。每天训练 4 次，每次从不同

入水点开始，连续训练 4 d。另一名实验员使用视频追踪系统记录小鼠的逃避潜伏期，即从入水至成

功登上平台并在其上停留不少于 10 s 所需的时间。若小鼠在 60 s 内未找到平台，则由实验人员引导

其至平台并使其停留 10 s，该次潜伏期记录为 60 s。（2）空间探索实验：在定位航行训练结束后，

第 5 天进行，用于评估小鼠的空间记忆保持能力。撤除水中平台后，将小鼠从原平台所在象限的对侧

象限放入水中，记录其在 60 s 内穿越原平台位置的次数，作为衡量空间记忆的关键指标。 

1.4   统计学方法 

实验数据均采用《中国比较医学杂志》参考文献常用格式进行分析，结果以平均数±标准误差

（ x ±s x ）表示，GraphPad Prism 10.0 制图分析，采用双因素方差分析（Two-way ANOVA），Tukey

进行事后分析，两组间比较采用独立样本 t 检验。以 P<0.05 为差异具有统计学意义。 

2  结果 

2.1  VPA 不同的注射方式的小鼠存活的情况 

孕鼠在孕 12.5 d 腹腔注射 VPA 后 5 min 内出现了四肢僵硬、活动困难及闭目瘫卧的症状。给药

后 24 h 内，孕鼠的死亡率为 50%，持续观察流产率为 25%，存活率为 25%（表 1）。相比之下，出

生后第 14 天的子代小鼠在注射 VPA 后，无论是皮下注射还是腹腔注射，24 h 内均未发生死亡，存活

率均为 100%（表 1）。 

表1 VPA不同注射方式的小鼠存活情况统计（只数/%） 

Table 1 Survival statistics of mice based on various vpa injection methods (number/percentage)  

时机 

Time 

给药方式 

Administration 

组别 

Groups 

存活 

Survival 

死亡 

Mortality 

流产 

Abortion 

共 

Total 

产前 

Prenatal 

腹腔注射 

Intraperitoneal injection 

对照组 

Control group 
3（100%） 0 0 3（100%） 

VPA 组 

VPA group 
3（25%） 6（50%） 3（25%） 12（100%） 

产后 

Postnatal 

皮下注射/腹腔注射 

Subcutaneous 

injection/Intraperitoneal 

injection 

对照组 

Control group 
24（100%） 0 0 24（100%） 

皮下注射 

Subcutaneous injection 

VPA 组 

VPA group 
25（100%） 0 0 25（100%） 

腹腔注射 

Intraperitoneal injection 

VPA 组 

VPA group 
23（100%） 0 0 23（100%） 

2.2  VPA 不同的注射方式对小鼠社交能力的影响 

社交行为障碍是 ASD 患者的核心表现。三箱社交行为学是最常用的检测手段。因此，本研究选

用三箱社交偏好实验评估 VPA 不同注射方式的雄性、雌性小鼠的社交行为的变化。社交能力测试阶

段结果显示，当用空笼子和陌生小鼠 1 作为偏好刺激时，与探索空笼子的时间相比，对照组雄、雌小

鼠更偏好探索陌生小鼠 1（图 1A~C，P<0.001，P<0.01，P<0.05），表明其社交能力正常；相比之

下，妊娠期 VPA 暴露组和子代皮下注射 VPA 组的雄、雌鼠，以及子代腹腔注射 VPA 组的雄鼠，在

探索陌生小鼠 1 与空笼的时间上均无统计学差异（图 1A~C），显示其社交能力存在明显缺陷。然

而，在子代腹腔注射 VPA 的雌鼠中，则表现出倾向于探索陌生小鼠 1 的趋势（图 1C）。 
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注：A~C：妊娠期注射 VPA、子代皮下注射 VPA 和子代腹腔注射 VPA 的雌雄小鼠社交能力测试轨迹图、活动时间及社交偏好指

数；与陌生鼠 1 组相比，***P<0.001，**P<0.01，*P<0.05；与对照组相比，&P<0.05。 

图 1 不同注射方式的雌雄 VPA 小鼠的三箱社交实验（n=10~13） 

Note: A~C, Trajectory graphs, activity durations and sociability index of male and female mice in the social ability test following pren atal 

VPA injection, postnatal subcutaneous VPA injection and postnatal intraperitoneal VPA injection, respectively. Compared with the 

unfamiliar mice 1 group, ***P<0.001，**P<0.01，*P<0.05. Compared with control group, &P<0.05. 

Figure 1 Three-chamber social assessment of male and female VPA mice with various injection techniques (n=10~13) 

在社交新颖性测试中，当引入新的陌生小鼠 2 后，对照组雄、雌鼠对陌生小鼠 2 的探索时间均显

著长于对陌生小鼠 1 的探索时间（图 2A~C，P<0.001），说明其社交新颖性正常。而妊娠期 VPA 暴

露组和子代皮下注射 VPA 组的雄、雌鼠，对两只陌生鼠的探索时间均无显著差异（图 2A，2B）。子

代腹腔注射 VPA 组的雄、雌鼠则显示出更愿探索陌生小鼠 2 的趋势，但差异无统计学意义（图

2C）。 

这些结果表明，妊娠期 VPA 暴露与子代皮下注射 VPA 可引起明显的社交能力与社交新颖性障
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碍；而子代腹腔注射 VPA 对社交行为的影响相对较轻，尤其在雌性小鼠中保留了一定的正常社交偏

好。 
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注：A~C：妊娠期注射 VPA、子代皮下注射 VP 和子代腹腔注射 VPA 的雌雄小鼠社交新颖性测试的轨迹图、活动时间及社交新颖

偏好指数；与陌生鼠 2 组相比，***P<0.001；与对照组相比，&P<0.05。 

图 2 不同注射方式的雌雄 VPA 小鼠的三箱社交新颖性实验（n=10~13） 

Note: A~C, Trajectory graphs, activity durations and discrimination index of male and female mice in the social novelty test fol lowing 

prenatal VPA injection, postnatal subcutaneous VPA injection and postnatal intraperitoneal VPA injection, respectively. Compared with the 

unfamiliar mice 2 group, ***P<0.001. Compared with control group, &P<0.05. 

Figure 2 Three-chamber social novelty assessment of male and female VPA mice with various injection techniques (n=10~13) 

2.3  VPA 不同的注射方式对小鼠刻板样行为的影响 

重复刻板样行为是自闭症核心症状之一。因此，本研究采用自我捋毛实验评估 VPA 不同注射方

式的雄性、雌性小鼠的重复刻板样行为的变化。结果显示，无论哪种注射方式，雄性、雌性 VPA 小
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鼠的自我捋毛时间均显著高于对照组小鼠（图 3，P<0.001，P<0.05），表明其重复刻板行为明显。 
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注：A~C：妊娠期注射 VPA，子代皮下注射 VPA 和子代腹腔注射 VPA 的雌雄小鼠自梳时间；与对照组相

比，***P<0.001，*P<0.05。 

图 3 VPA 不同的注射方式对小鼠刻板样行为的影响（n=10~13） 

Note: A~C, Self-grooming duration of male and female mice following prenatal VPA injection, postnatal subcutaneous VPA injection and 

postnatal intraperitoneal VPA injection, respectively. Compared with the control group, ***P<0.001, *P<0.05. 

Figure 3 The effects of different injection methods of VPA on the stereotypic behavior of mice (n=10~13) 

2.4  VPA 不同的注射方式对小鼠焦虑样行为的影响 

为评估 ASD 伴随的焦虑样行为，本研究进行了旷场实验。结果显示，所有组别小鼠在旷场中

（图 4A~C）的总运动距离无显著性差异（图 4D~F），表明其运动能力未受影响。然而，与对照组相

比，妊娠期 VPA 暴露及子代皮下注射 VPA 的雄性与雌性小鼠在中心区域的停留时间显著缩短（图

4G、4H，P<0.05），提示其焦虑水平显著升高。而子代腹腔注射 VPA 的小鼠虽表现出中心活动时间

减少的趋势，但差异无统计学意义（图 4I）。提示，妊娠期及子代皮下注射 VPA 可诱发显著的焦虑

样行为，而子代腹腔注射的影响相对较轻。 
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注：A~C：妊娠期注射 VPA、子代皮下注射 VPA 和子代腹腔注射 VPA 的雌雄小鼠运动轨迹图；D~F：妊娠期注射 VPA，子代皮下

注射 VPA 和子代腹腔注射 VPA 的雌雄小鼠总移动距离；G~I：妊娠期注射 VPA，子代皮下注射 VPA 和子代腹腔注射 VPA 的雌雄

小鼠在中心区域的活动时间。与对照组相比，*P<0.05。 

图 4 VPA 不同的注射方式对小鼠焦虑样行为的影响（n=10~13） 

Note: A~C, Movement trajectory graphs for male and female mice following prenatal administration of VPA, postn atal subcutaneous 

administration of VPA and postnatal intraperitoneal administration of VPA, respectively.  D~F, Total locomotion distances traveled by male 

and female mice following prenatal administration of VPA, postnatal subcutaneous administration of V PA and postnatal intraperitoneal 

administration of VPA, respectively. G~I, Duration of activity in the central zone for male and female mice following prenatal administration 

of VPA, postnatal subcutaneous administration of VPA and postnatal intraperitoneal administration of VPA, respectively. Compared with the 

control group, *P<0.05. 

Figure 4 The impact of various VPA injection techniques on the anxiety-related behavior of mice (n=10~13) 
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2.5  VPA 不同的注射方式对小鼠认知样行为的影响 

ASD 小鼠常常展现出偏执性行为，即对于认定的环境和事物很难再做出改变，也可以说是一种

逆向学习能力受损。因此，本研究采用 Y 迷宫自发交替实验和水迷宫实验进行检测。 

2.5.1  VPA 不同的注射方式对小鼠 Y 迷宫自发交替实验的影响 

Y 迷宫自发交替实验结果显示，妊娠期 VPA 暴露和子代皮下注射 VPA 的雄性、雌性小鼠的总入

臂次数较对照组显著升高（图 5A，5B，P<0.05），而子代腹腔注射 VPA 的雄性、雌性小鼠的总入臂

次数无差异（图 5C）。统计自发交替率结果发现，妊娠期 VPA 暴露和子代皮下注射 VPA 的雄性、

雌性小鼠的入臂正确率较对照组明显降低（图 5D，5E，P<0.05），而子代腹腔注射 VPA 的雄性、雌

性小鼠的入臂正确率无显著差异（图 5F）。这些结果表明，妊娠期 VPA 暴露和子代皮下注射 VPA

的雄性、雌性小鼠学习能力障碍；而子代腹腔注射 VPA 对学习能力的影响较轻。 
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注：A~C：妊娠期注射 VPA、子代皮下注射 VPA 和子代腹腔注射 VPA 的雌雄小鼠入臂次数；D~F：妊娠期注射 VPA，子代皮下注

射 VPA 和子代腹腔注射 VPA 的雌雄小鼠自发交替率；与对照组相比，*P<0.05。 

图 5 VPA 不同的注射方式的小鼠 Y 迷宫实验（n=10~13） 

Note: A~C, Frequency of arm entries for male and female mice following prenatal administration of VPA, postnatal subcutaneous 

administration of VPA and postnatal intraperitoneal administration of VPA, respectively.  D~F, Spontaneous alternation rate of male and 

female mice following prenatal administration of VPA (B), postnatal subcutaneous administration of VPA (D) and postnatal intraperitoneal 

administration of VPA (F), respectively. Compared with the control group, *P<0.05. 

Figure 5 Y-maze experiment of mice with different injection methods of VPA (n=10~13) 

2.5.2  VPA 不同的注射方式对小鼠水迷宫实验的影响 

水迷宫结果显示，定位航行第 4 天，妊娠期和子代 VPA 暴露的雄性小鼠登上隐藏的逃生平台的

时间明显长于对照小鼠（图 6A~C，P<0.05），而雌性小鼠无显著差异（图 6D~F）。第 5 天去掉逃生

平台进行空间探索检测小鼠的记忆能力。结果发现妊娠期 VPA 暴露和子代皮下注射 VPA 的雄性小鼠

穿梭初始平台区域的次数均明显下降（图 7A、7B，P<0.05），表明其空间记忆受损；所有雌性组别

及子代腹腔注射 VPA 的雄性小鼠在该指标上与对照组无显著性差异（图 7A~C）。以上结果表明，妊

娠期 VPA 暴露及子代皮下注射 VPA 会导致雄性小鼠的空间学习与记忆能力受损。 
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注：A~C：妊娠期注射 VPA，子代皮下注射 VPA 和子代腹腔注射 VPA 的雄性小鼠到达平台的时间；D~F：妊娠期注射 VPA，子代

皮下注射 VPA 和子代腹腔注射 VPA 的雌性小鼠到达平台的时间；与对照组相比，*P<0.05。 

图 6 VPA 不同的注射方式的小鼠水迷宫实验——定位巡航训练阶段（n=10~13） 

Note: A~C, Duration for each cohort of male mice to attain the platform following different VPA administration regimens: prenatal 

administration of VPA, postnatal subcutaneous administration of VPA, postnatal intraperitoneal  administration of VPA. D~F, Duration for 

each cohort of female mice to attain the platform following different VPA administration regimens: prenatal administration of  VPA, 

postnatal subcutaneous administration of VPA, postnatal intraperitoneal administrat ion of VPA. Compared with the control group, *P<0.05. 

Figure 6 Morris water maze test of mice with different VPA injection routes: place navigation training phase (n=10~13) 
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注：A~C：妊娠期注射 VPA，子代皮下注射 VPA 和子代腹腔注射 VPA 的雌雄小鼠穿越平台的轨迹图及平台穿梭次数；与对照组相

比，*P<0.05。 

图 7 VPA 不同的注射方式的小鼠水迷宫实验——空间探索阶段（n=10~13） 

Note: A~C, Trajectory diagrams and platform crossing durations for each cohort of male and female mice following prenatal administrat ion 

of VPA, postnatal subcutaneous administration of VPA and postnatal intraperitoneal admin istration of VPA, respectively.Compared with the 

control group, *P<0.05. 

Figure 7 Morris water maze test of mice with different VPA injection routes: spatial probe trial phase (n=10~13) 
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3  讨论 

本研究比较了妊娠期 VPA 暴露、子代皮下注射 VPA 以及子代腹腔注射 VPA 对小鼠社交、情绪

与认知行为的影响。结果显示，与子代腹腔注射 VPA 相比，妊娠期 VPA 暴露及子代皮下注射 VPA

诱发了更为严重的 ASD 样表现，主要表现为 ASD 核心症状的显著损害，包括社交互动能力下降、社

交新颖性偏好减弱以及刻板行为增加。此外，妊娠期 VPA 暴露和子代皮下注射 VPA 还显著增强了焦

虑样行为；并在水迷宫测试中表现出更严重的认知功能障碍，具体表现为到达目标象限的时间延长，

以及在平台移除后穿越目标象限的次数减少。相比之下，子代腹腔注射 VPA 虽也引起轻微社交行为

减少和刻板样行为增加，但未诱发明显的焦虑样行为，其认知功能亦未见显著改变。  

有研究发现，小鼠胚胎 12.5 d 至 13 d 之间的时间相当于人类胚胎期的 20 d～24 d[16]。这一时期大

约是小鼠神经管闭合阶段结束和神经发生阶段开始，是较容易在后代中诱发 ASD 症状的时期[16]。因

此，大部分研究妊娠期 VPA 暴露的时机均选择在胚胎期 9 d，9.5 d，11.5 d，12 d，12.5 d，即在神经

管闭合时期 [13,21-24]。研究表明，人类或啮齿类动物在妊娠期暴露于 VPA，不仅会导致神经管闭合受

损，引起发育性出生缺陷（如脊柱裂）及尾巴异常（简单的弯曲和/或双弯曲尾巴），还会导致社交

能力和社交新颖性障碍，重复性刻板行为及焦虑样行为增加，认知能力损伤[25]。这些发现与本研究妊

娠期 VPA 暴露的后代小鼠的行为学结果一致。然而，由于大多数人类病例在妊娠期间并未接触

VPA，VPA 模型与人类 ASD 之间的关联有效性受到一定质疑。因此，大多数的研究者转而采用子代

VPA 暴露方案，通过在不同时间点（如出生后第 2~4 天、第 6~12 天、第 7 天或第 14 天）以不同剂

量和周期注射 VPA，以构建 ASD 动物模型[19,26,27]。因为人类大脑发育的最后三个月大致对应于啮齿

动物出生后发育的前 1~2 周。在这一时期，是大脑发育高度活跃的时期，主要涉及小脑、纹状体、额

叶皮层和海马体等区域，涵盖神经元迁移、分化、突触发生、胶质形成、髓鞘形成及神经回路精细连

接等关键过程。有研究发现，VPA 被认为是通过干扰发育中神经回路的正常形成，从而诱发 ASD 样

行为[19]。本研究采用了出生后 14 d VPA 暴露的方法，诱导了社交和社交新颖性障碍，重复性刻板

样、焦虑样行为增加，认知能力降低。这些表型较好地概括了人类及啮齿类在孕期和子代 VPA 暴露

所引起的致畸作用与神经发育缺陷，并最终发展为 ASD 样行为[26,28]。 

出生后 VPA 暴露主要有两种给药方式：颈背部皮下注射与腹腔注射。研究结果显示，皮下注射

VPA 可引发明显的社交障碍、重复刻板行为增加、焦虑样行为以及认知功能损伤；而腹腔注射 VPA

虽也导致社交障碍和重复刻板样行为，但未引起显著的焦虑样行为或认知能力改变。造成这种差异的

原因可能与两种注射途径的药代动力学特性有关。皮下注射后，药物需经皮下毛细血管逐渐吸收进入

血液循环，吸收速度相对较慢，但作用持续时间较长；相比之下，腹腔注射能够通过腹腔内丰富的血

管和淋巴系统迅速吸收，起效更快，但药物作用时间较短。因此，VPA 的暴露时效、注射时机以及

作用持续时间等因素，均需在后续研究中进一步探讨。 

VPA 造模另一个重要的考量是实验动物的性别选择。人类流行病学数据显示，男性 ASD 患病率

约为女性的 4 倍[29]。鉴于这种显著的性别差异，在构建 ASD 啮齿类动物模型时有必要将性别作为关

键变量进行分析。为此，本研究分别对雌性与雄性小鼠进行了评估。结果显示，无论是妊娠期 VPA

暴露还是子代 VPA 注射，雌性与雄性小鼠均表现出相似的社交障碍、重复刻板样行为及焦虑样行

为，但雌性小鼠的认知能力均未出现显著改变。而且也有其他研究在性别对 VPA 反应的一致性上存

在分歧。KAZLAUSKAS 等[30]报道，VPA 暴露导致雄性大鼠出现社交障碍，而雌性大鼠未表现相同

缺陷。MAMALI 等[31]则发现，雄性和雌性大鼠均表现出多动症状，但仅雄性大鼠伴随社交能力受损

和焦虑水平上升。还有研究发现，VPA 暴露后雌雄性小鼠均表现出 ASD 样行为，而雌性小鼠的症状

更严重[23]。这些研究结果的差异，可能与 VPA 的给药剂量、注射时机或行为学测试的评估时间点不

同有关，提示在模型构建中需进一步细化实验条件的控制与标准化。  

在构建 VPA 动物模型时，实验动物的死亡率与致畸率也是必须重视的因素。本研究发现，无论

是孕 12.5 d 接受 VPA 暴露的母鼠，还是出生后 14 d 注射 VPA 的幼鼠，均在注射后出现四肢僵硬和
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闭目瘫软等神经抑制症状。已有研究指出[32]，孕鼠在 VPA 暴露 6 h 后的死亡率为 10.53%，流产率达

60.53%，胎鼠出生后死亡率为 12.5%。本研究中，孕鼠 VPA 暴露 24 h 的死亡率升高至 50%，流产率

为 25%。综合来看，孕期 VPA 暴露条件下实验动物的总体存活率约为 30%左右。另有研究采用出生

后第 4 天颈部皮下注射 VPA 发现，小鼠死亡率为 22.7%[25]。相比之下，本研究中采用出生第 14 天注

射 VPA，无论是颈部皮下注射还是腹腔注射，均未引起小鼠死亡。VPA 造模通常选择在神经管闭合

期（产前）或神经发育关键期（产后）进行，这两个阶段均可能引起神经发育迟缓。研究显示[25]，通

过翻正反射与负地趋向性实验评估，妊娠期及子代 VPA 暴露均导致运动发育异常和小脑损伤。睁眼

实验进一步证实，VPA 处理组小鼠出现睁眼延迟[25]。该研究同时报道[25]，妊娠期 VPA 暴露导致幼鼠

体重下降，尾巴单曲/双曲畸形比例达 31%；而子代颈部皮下注射 VPA 则未引起体重下降或尾巴畸

形。 

综上所述，从动物福利、模型稳定性及表型可靠性等角度综合考量，采用子代第 14 天进行颈部

皮下注射 VPA 是一种较为理想的造模策略。该方案在无显著死亡、无体质量下降和无尾巴畸形的前

提下，能够有效诱导出包括社交缺陷，刻板样、焦虑样行为及认知异常在内的 ASD 样行为表现。然

而，ASD 是一种具有高度异质性的复杂的神经发育障碍，VPA 动物模型虽广泛应用，但仍存在一定

的局限性。目前尚不清楚不同 VPA 造模方法所诱导的行为与神经差异，究竟是反映了 ASD 本身的多

样性，还是源于各实验室在操作流程、剂量选择与评估标准上的技术不一致。因此，未来有必要对妊

娠期与子代 VPA 暴露的关键参数（如注射时机、剂量范围、性别差异及行为测试周期等）开展系统

性的比较与验证，以确立最佳造模条件，进而推动 VPA 诱导的转化动物模型在 ASD 机制研究与药物

评价等方面的更可靠应用。 
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