
２０２０ 年　 ４ 月

第 ４０ 卷　 第 ４ 期

基础医学与临床

Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ａｐｒｉｌ ２０２０

Ｖｏｌ.４０　 Ｎｏ.４

收稿日期:２０１９￣１０￣０９　 　 修回日期:２０２０￣０１￣０３
基金项目:国家重点研发计划(２０１７ＹＦＣ１３０９９０３)ꎻ上海市卫生计生委智慧医疗专项研究项目(２０１８ＺＨＹＬ０２１０)
∗通信作者(ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ):ｙａｓｏｎｇｄｕ＠ ｙａｈｏｏ.ｃｏｍ.ｃｎ

文章编号: １００１ ￣６３２５( ２０２０) ０４ ￣０４７９ ￣０４ 研究论文　

脂肪酸代谢酶的表达异常对孤独症的诊断意义
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摘要:目的 探讨脂肪酸代谢酶的表达水平对孤独症的诊断意义ꎮ 方法 用蛋白质印迹法测定国外孤独症儿童的新鲜冰

冻小脑组织中脂肪酸合酶(ＦＡＳＮ)、乙酰辅酶 Ａ 羧化酶(ＡＣＣ)、乙酰辅酶 Ａ 合成酶 １(ＡｃｅＣＳ１)和长链脂酰辅酶Ａ 合成酶 １
(ＡＣＳＬ１)蛋白质含量ꎻ用酶联免疫吸附实验检测国内孤独症儿童外周血中 ＦＡＳＮ、ＡＣＣ、ＡｃｅＣＳ１ 和ＡＣＳＬ１的含量ꎮ 结果 孤

独症小脑组织及外周血中 ＡＣＣ 和 ＦＡＳＮ 的水平均高于对照组(Ｐ<０ ０５ 或 Ｐ<０ ０１)ꎮ 孤独症小脑组织及外周血中 ＦＡＳＮ、
ＡＣＣ、ＡＣＳＬ１及 ＡｃｅＣＳ１的表达均与孤独症严重程度呈显著正相关(Ｐ<０ ０１)ꎮ 结论 儿童孤独症症状的严重程度与脂肪

酸代谢酶系的表达变化相关ꎬ脂肪酸代谢酶的表达异常可能是诊断儿童孤独症的生物标志物之一ꎮ
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　 　 孤独症谱系障碍 ( ａｕｔｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｏｒｄｅｒꎬ
ＡＳＤ)主要表现为社会沟通和社会交往缺陷ꎬ以及局

限、重复的行为、兴趣或活动[１]ꎮ ＡＳＤ 的病因及发

病机制未明ꎮ 有研究报道突触修剪障碍可能参与

ＡＳＤ 的发病[２]ꎮ 而脂肪酸( ｆａｔｔｙ ａｃｉｄꎬＦＡ)在突触发

育和形成中发挥重要作用[３]ꎮ 有研究表明ꎬ必需脂

肪酸摄入不足可能会增加 ＡＳＤ 的发病风险ꎬ母孕期

补充 ω￣３ 不饱和脂肪酸能降低 ＡＳＤ 的发病风险[４]ꎮ
但 ω￣３ 不饱和脂肪酸 ( ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄꎬ
ＰＵＦＡ)的补充却不能改善 ＡＳＤ 患儿的临床症状[５]ꎮ
提示必需脂肪酸在 ＡＳＤ 发病中的作用尚存在学术

争议[６]ꎮ 动物模型研究发现ꎬ脂肪酸合成代谢可能

参与 ＡＳＤ 的发病[７]ꎮ 由于中国尚缺乏人脑组织库ꎬ
本研究以国外尸体 ＡＳＤ 儿童的小脑组织及国内

ＡＳＤ 儿童为研究对象ꎬ探讨脂肪酸代谢在 ＡＳＤ 中的

作用及其与 ＡＳＤ 症状严重程度的相关性ꎬ为寻找

ＡＳＤ 的生物标志物提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 研究对象:孤独症组儿童的小脑组织[美国

发育障碍患者脑和组织库(Ｂｒａｉｎ ａｎｄ Ｔｉｓｓｕｅ Ｂａｎｋ ｆｏｒ
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ＤｉｓｏｒｄｅｒｓꎬＢＴＢＤＤ)]８ 例ꎬ男 ５ 例ꎬ女 ３
例ꎬ年龄 ４~１４ 岁ꎬ平均年龄(９ １±３ ４)岁ꎻ死后间隔

时间 ９~２４ ｈꎬ平均(１５ １±４ ８) ｈꎻ儿童孤独症评定

量表 ( Ｃｈｉｌｄｈｏｏｄ Ａｕｔｉｓｍ Ｒａｔｉｎｇ Ｓｃａｌｅꎬ ＣＡＲＳ) 得分

３２~５８ 分ꎬ平均(４１ ４±８ ４)分ꎮ 对照组儿童的小脑

组织 [ 美国国家儿童保健 和 人 类 发 育 研 究 所

(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃｈｉｌｄ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ Ｈｕｍａｎ Ｄｅｖｅｌ￣
ｏｐｍｅｎｔꎬＮＩＣＨＤ)]共入组 ８ 例ꎬ男 ５ 例ꎬ女 ３ 例ꎬ年龄

４~１４ 岁ꎬ平均年龄(８ ４ ± ３ ７) 岁ꎻ死后间隔时间

１０~２１ ｈꎬ平均(１６ ８±３ ４)ｈꎻＣＡＲＳ 得分 １５~ ２１ 分ꎬ
平均(１６ ５±１ ８)分ꎮ ＣＡＲＳ 量表的评分标准:<３０
分ꎬ无孤独症ꎻ３０ ~ ３６ 分ꎬ轻、中度孤独症ꎻ３７ ~ ６０
分ꎬ重度孤独症ꎮ 两组研究对象均需排除脆性 Ｘ 综

合征或其他广泛发育障碍ꎬ强迫症、情感障碍或其他

神经精神疾病ꎬ神经系统变性疾病、脑外伤或脑血管

病ꎮ 两组的年龄、性别及死后间隔时间无显著差异ꎮ
两组儿童的小脑组织标本用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎮ
该组研究经纽约州立基础研究院审核通过ꎬ所有上

述研究对象均已签署知情同意书ꎮ

２０１８ 年 ９ 月至 ２０１９ 年 ８ 月在本院确诊为孤独

症的患儿 ６０ 例为研究组ꎬ以同期来本院常规咨询但

未诊断为任何精神疾病的健康儿童 ３６ 名为对照组ꎮ
所有孤独症患儿均符合美国精神障碍诊断与统计手

册第五版(Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ａｎｄ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ Ｍａｎｕａｌ ｏｆ Ｍｅｎｔａｌ
ＤｉｓｏｒｄｒｅｓꎬＦｉｆｔｈ ＥｄｉｔｉｏｎꎬＤＳＭ￣Ｖ)孤独症谱系障碍的

诊断标准ꎮ 本研究共纳入孤独症患儿 ６０ 例ꎬ男 ３９
例ꎬ女 ２１ 例ꎬ年龄 ３~１４ 岁ꎬ平均年龄(７ ３±３ ２)岁ꎻ
纳入对照组 ３６ 名ꎬ男 ２４ 例ꎬ女 １２ 例ꎬ年龄 ３~１５ 岁ꎬ
平均年龄(７ ３±３ １)岁ꎮ 两组儿童年龄和性别无显

著差异ꎮ 两组儿童的外周血标本用于 ＥＬＩＳＡ 检测ꎮ
本组研究通过上海市精神卫生中心伦理委员会批准

(文号:２０１８￣４３)ꎬ所有研究对象均已签署知情同

意书ꎮ
１ １ ２　 主要试剂:脂肪酸代谢酶抗体试剂盒(Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司):包含兔单克隆抗体脂肪

酸合酶(ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＦＡＳＮ)、乙酰辅酶 Ａ 羧化

酶( ａｃｅｔｙｌ￣ｃｏＡ￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅꎬＡＣＣ)、乙酰辅酶 Ａ 合成

酶 １(ａｃｅｔｙｌ ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ １ꎬＡｃｅＣＳ１)、长链

脂酰辅酶 Ａ 合成酶 １( ｌｏｎｇ￣ｃｈａｉｎ ａｃｙｌ ￣ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ
ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ １ꎬＡＣＳＬ１)和 β￣ａｃｔｉｎꎬ抗兔 ＩｇＧ(ａｎｔｉ￣ｒａｂｂｉｔ
ＩｇＧꎬＨＲＰ ｌｉｎｋｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ)等ꎻＢＣＡ 法蛋白浓度测定

试剂盒(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)ꎻＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶试剂

盒(ＢｉｏＲａｄ 公司)ꎻＥＬＩＳＡ 试剂盒:ＦＡＳＮ、ＡＣＳＬ１ 和

ＡｃｅＣＳ１ ( Ｂｉｏｃｏｍｐａｒｅ 公 司 )、 ＡＣＣ ( Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)等ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 蛋白质印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测小脑组织中

脂肪酸代谢酶蛋白含量:首先配置匀浆缓冲液ꎻ其次

把新鲜冰冻小脑组织制备成脑组织匀浆ꎻ再进行

ＢＣＡ 蛋白浓度测定ꎬ制胶、上样、电泳、转膜、封闭和

抗体孵育ꎬ最后在暗室中显影鉴定ꎮ
１ ２ ２　 酶联免疫吸附法(ＥＬＩＳＡ)检测外周血中脂

肪酸代谢酶含量:研究对象于就诊当日静脉采血

４ ｍＬꎬ室温静置 ２ ｈꎬ１ ０００×ｇ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ分离血

清ꎮ 根据 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书分别进行检测ꎮ 大

致步骤为:先将标准或样品加入 ９６ 孔板中ꎬ孵化并

移除ꎻ再加入特异性的检测抗体ꎬ孵育和洗涤ꎻ然后

加入酶结合物ꎬ孵育和洗涤ꎻ最后加入终止液ꎬ立即

在酶标仪的 ４５０ ｎｍ 处测量 Ａ 值ꎬ根据标准曲线计算

结果ꎮ
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陈建玲　 脂肪酸代谢酶的表达异常对孤独症的诊断意义

１ ３　 统计学分析

所得图像用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行吸光度值比较分

析ꎬ计量资料采用均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ计数资

料以例数或百分率表示ꎮ 用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
２０ ０ 进行统计分析ꎬ两组间脂肪酸代谢酶的表达水

平的比较采用独立样本 ｔ 检验ꎮ 两组间年龄、死后

间隔时间的比较采用独立样本 ｔ 检验ꎮ 两组间性别

比较采用 χ２ 检验ꎮ 相关分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 非参数

相关分析法ꎮ

２　 结果

２ １　 孤独症尸体小脑中脂肪酸代谢酶系的蛋白表

达水平与孤独症严重程度的相关性分析

孤独症组小脑组织中 ＡＣＣ 和 ＦＡＳＮ 的蛋白表

达显著升高(Ｐ<０ ０５)ꎬ而 ＡｃｅＣＳ１ 和 ＡＣＳＬ１ 无显著

变化(图 １)ꎮ 孤独症组小脑组织中 ＦＡＳＮ、ＡＣＣ、

ＡＣＳＬ１及 ＡｃｅＣＳ１ 的蛋白表达均与 ＣＡＲＳ 量表评分

呈显著正相关(Ｐ<０ ０１)(表 １)ꎮ
２ ２　 孤独症患儿外周血中脂肪酸代谢酶的含量及

与孤独症严重程度的相关性分析

孤独症患儿外周血中 ＡＣＣ 和 ＦＡＳＮ 的含量明

显高于对照组(Ｐ<０ ０１)ꎬ而 ＡｃｅＣＳ１ 和 ＡＣＳＬ１ 无显

著变化 (表 ２)ꎮ 孤独症组儿童外周血中 ＦＡＳＮ、
ＡＣＣ、ＡＣＳＬ１ 及 ＡｃｅＣＳ１ 的含量均与 ＣＡＲＳ 量表评分

呈显著正相关(Ｐ<０ ０１)(表 ３)ꎮ

３　 讨论

本研究发现ꎬ孤独症小脑及血清中均存在脂肪

酸代谢酶 ＡＣＣ 和 ＦＡＳＮ 的表达增加ꎬ其中 ＡＣＣ 是脂

肪酸合成的关键酶ꎬ且这一步骤的反应制约着脂肪

酸合成过程中第一阶段的速度ꎬ ＡＣＣ 的活性在一定

程度上决定了脂肪酸的合成速度和含油量的高低[８]ꎮ

Ａ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｍａｒｋｅｒｓꎬ ＦＡＳＮꎬ ＡＣＣꎬ ＡＣＳＬ１ꎬ ＡｃｅＣＳ１ ａｎｄ β￣ａｃｔｉｎꎬ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍ ｓｐｅｃｉｍｅｎ ｆｒｏｍ
ｎｏｎ￣ａｕｔｉｓｍ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ａｎｄ ａｕｔｉｓｍ ｐａｔｉｅｎｔｓꎻ Ｂ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＡＳＮꎬ ＡＣＣꎬ ＡＣＳＬ１ ａｎｄ ＡｃｅＣＳ１ ｌｅｖｅｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ
ａｕｔｉｓｍ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓꎻ ∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

图 １　 脂肪酸代谢酶系在孤独症组和对照组小脑组织中的表达情况

Ｆｉｇ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍ ｓｐｅｃｉｍｅｎ ｏｆ ａｕｔｉｓｍ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

表 １　 孤独症组小脑组织中脂肪酸代谢酶系蛋白表达

　 　 水平与孤独症严重程度的相关性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　 　 　 　 ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ
　 　 　 　 ｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ａｕｔｉｓｍ
　 　 　 　 (ｘ±ｓꎬ ｎ＝８)

ｇｒｏｕｐ ＣＡＲＳ
ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｅｎｚｙｍｅｓ (ｒ ｖａｌｕｅ)

ＦＡＳＮ ＡＣＣ ＡＣＳＬ１ ＡｃｅＣＳ１

ｃｏｎｔｒｏｌ １６ ５±１ ８ －０ ０９ －０ ３６ ０ ０２ ０ ０５

ａｕｔｉｓｍ ４１ ４±８ ４ ０ ２２∗ ０ ８１∗ ０ ５３∗ ０ ４１∗

∗Ｐ<０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ.

表 ２　 孤独症患儿外周血中脂肪酸代谢酶含量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｅｎｚｙｍｅｓ
　 　 　 　 ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｗｉｔｈ ａｕｔｉｓｍ

　 　 　 　 (ｘ±ｓ)

ｇｒｏｕｐ
ＦＡＳＮ /

(ｎｇ / ｍＬ)

ＡＣＣ /

(ｎｇ / ｍＬ)

ＡＣＳＬ１ /

(ｐｇ / ｍＬ)

ＡｃｅＣＳ１ /

(ｎｇ / ｍＬ)
ｎ

ｃｏｎｔｒｏｌ 　 ２ ８±０ ２ 　 ５ ７±０ ３ ３００ ７±３１ ８ ３ ７±０ ２ ３６

ａｕｔｉｓｍ 　 ４ ５±０ ４∗ 　 ７ ８±０ ５∗ ３２５ ０±２０ ９ ４ ２±０ ３ ６０

∗Ｐ<０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２０ ４０(４)

表 ３　 孤独症组外周血中脂肪酸代谢酶系含量与

　 　 孤独症严重程度的相关性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ
　 　 　 　 ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｔｈｅ
　 　 　 　 ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ａｕｔｉｓｍ(ｘ±ｓ)

ｇｒｏｕｐ ＣＡＲＳ ｎ
ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｅｎｚｙｍｅｓ (ｒ ｖａｌｕｅ)

ＦＡＳＮ ＡＣＣ ＡＣＳＬ１ ＡｃｅＣＳ１

ｃｏｎｔｒｏｌ １５ ６±０ １ ３６ ０ １４ ０ １８ ０ ０５ －０ １１

ａｕｔｉｓｍ ３２ ８±５ ４ ６０ ０ ２９∗ ０ ４３∗ ０ ８３∗ ０ ９７∗

∗Ｐ<０ ０１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.

ＦＡＳＮ 是脂肪酸从头合成的关键酶ꎬ是一个具有多

种功能的酶系统ꎬ相比脂肪酸从头合成过程中的其

他酶ꎬＦＡＳＮ 是唯一只作用于脂肪酸合成路径而不

会影响到其他代谢过程的酶[９]ꎮ 因此ꎬ ＡＣＣ 和

ＦＡＳＮ 的表达增加提示孤独症可能存在脂肪酸合成

的增加ꎮ 本研究还发现ꎬＡＳＤ 中 ＡＣＣ、ＦＡＳＮ、ＡＣＳＬ１
和 ＡｃｅＣＳ１ 的表达水平与 ＣＡＲＳ 量表评分呈显著正

相关ꎬＣＡＲＳ 得分高者 ＡＣＣ、ＦＡＳＮ、ＡＣＳＬ１ 和 ＡｃｅＣＳ１
的水平也高ꎬ这也提示未来可能通过检测脂肪酸代

谢酶的含量高低来预测孤独症症状的严重程度ꎮ

与本研究不同的是ꎬ有学者认为 ＡＳＤ 患者血液

中的长链多不饱和脂肪酸水平显著降低ꎬ给 ＡＳＤ 患

者补充 ω￣３ 多不饱和脂肪酸可能有助于改善 ＡＳＤ 的

核心症状ꎬ且孕妇摄入 ω￣３ 多不饱和脂肪酸的量与后

代 ＡＳＤ 的发病风险呈显著负相关ꎬ摄入量越高ꎬ后代

患孤独症的风险越低[１０￣１１]ꎮ 相反ꎬ也有研究认为ꎬω￣３
多不饱和脂肪酸的补充并不能改善 ＡＳＤ 的临床症

状[１２]ꎮ 这些研究结果不同的原因可能在于饱和脂肪

酸与不饱和脂肪酸在孤独症发病中的作用不同ꎮ
综上所述ꎬＡＳＤ 中 ＡＣＣ 和 ＦＡＳＮ 的表达水平高

于正常对照ꎬ而且ꎬ ＡＳＤ 症状越重ꎬ ＡＣＣ、 ＦＡＳＮ、
ＡＣＳＬ１ 和 ＡｃｅＣＳ１ 的表达水平越高ꎮ 脂肪酸合成代

谢异常可能是 ＡＳＤ 的发病机制之一ꎬ将来可能在此

基础上探索出具有诊断和监测价值的生物标志物ꎬ
用于指导 ＡＳＤ 的临床诊断和治疗ꎮ 然而ꎬ由于本研

究中的脑组织样本来源于国外组织库ꎬ且样本量小ꎬ
没有进行种族划分ꎬ暂时无法对不同种族 ＡＳＤ 患者

的小脑组织样本进行分析ꎬ将来会扩大样本量及细

分种族等指标进行下一步的研究ꎮ
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