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摘 要 本实验采用一次性味觉厌恶回避学习
,

研究 & 日龄雏鸡左眼视剥夺 &+ 小时后的记忆形

成过程
,

并与左眼视剥夺 & 小时后的记忆形成过程进行比较
,

同时利用免疫组化技术
,

观察并比较

单眼视剥夺不同时程及单眼学习后  ! ∀ 样蛋白在雏鸡脑内不同区域 #, − 和 ./0 ∋的表达
。

结果表

明
�
∃

1

视剥夺左眼 &+ 小时后对雏鸡的短时记忆
、

中时记忆和长时记忆均无 明显影响
,

但中时记忆

保持水平略低于双眼学 习条件下的中时记忆保持水平
1

这与视剥夺 & 小时后的记忆形成过程有明

显不同 , &
1

视剥夺左眼 & 小时
、

&+ 小时可使  !∀ 样蛋白的表达随剥夺时间变长而显著增高
2 ∗

1

视

剥夺左眼 & 小时
、

&+ 小时后进行学习
,

雏鸡脑内分别于学 习后 ∃% 分钟和 3% 分钟观察到  !∀ 样蛋

白表达的明显增多
1

关锐词
�

雄难  ! ∀ 样蛋白 免疫组化技术 , 4 ./0 一次性被动回避学习

∃ 引言

已有研究从药理今及行为学上证实了雏鸡经一次性被动 回避学习后的记忆形成包括三个阶

段
,

即
�

短时记忆
、

中时记忆和长时记忆
,

并且探明了这三个记忆 阶段所涉及的生物化学过程各不相

同5�6
1

不少研究还表明
,

不同的药物能相应地抑制雏鸡记忆的不同阶段
,

造成这些阶段的记忆缺

失 〔卜
’∃

1

另外刺激物的强度
、

种类
、

学习后是否遭受电击以及接受电击时间的长短等都影响雏鸡的

记忆形成阶段 5’一 7〕
。

雏鸡的内侧上纹体腹核 #8 , 4 ∋和旁嗅球叶 #./0 ∋在记忆形成过程中起重要作

用 9: ;
。

一次性味觉厌恶回避学习对于雏鸡来讲
,

主要进行的是一种视觉学习
,

这种学习与其视学系统

关系密切
,

因此
,

单眼视剥夺可能会对雏鸡的记忆形成产生影响
。

我们以前的实验结果也表明
,

视剥

夺左眼 & 小时后明显干扰雏鸡的中时记忆和长时记忆 5∃6
。

大量研究表明
,

很多外部因素都能诱发即

刻早基因
。一<=7

、。一 ! ∀ 蛋白的表达
,

因此它对神经元功能的变化
,

特别是长时变化方面具有重要作

用 5(6
。

本实验 目的是观察左眼视剥夺不同时程对雏鸡记忆形成过程中 ! ∀ 样蛋白表达的差异
,

探讨

在不同的视剥夺条件下  ! ∀
样蛋白在雏鸡记忆形成过程中的作用及可能的机制

。

& 实验方法

&
1

∃ 实验动物

& 日龄雄性雏鸡
,

由北京种禽总公司提供
。

&
1

& 实验程序

一次性厌恶回避反应训练方法分为预训练
、

训练和测试三个阶段
。

预训练时给雏鸡呈现沾有水

的金属小珠
,

目的是激发雏鸡啄食行为和熟悉环境
2训练阶段给雏鸡呈现沾有苦味剂 #8 >? ∋的红

色小珠
,

雏鸡啄后出现一系列厌恶回避反应
2测试 阶段

,

雏鸡啄食具有苦味的 8 > ? 后间隔一定时

间用不沾有 8 > ? 的红 色小珠呈现给雏鸡
,

以雏鸡回避红色小珠为记忆保持良好的指标
。

 
≅ , ∀ 样蛋白免疫组化染 色过程

�

剥 夺左眼训练组分别于记忆保持测试后以及剥夺左眼组在相
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应时间内
,

用 ∃% Β水合氯醛深嘛醉 #7= = Χ Δ ΕΦ Δ ∋
,

之后迅速开胸暴露心脏
,

经心脏插入升主动脉后

先用 &% 毫升生理盐水快速冲洗
,

随后用 +Β多聚甲醛磷酸缓冲液 #+ ℃ ∋ Γ, 3
1

+ 灌注约 ) 分钟
。

灌注

完毕立即取脑先后浸入上述固定液及 &% Β蔗糖溶液中各 & 天
。

于是从额极开始在冰冻切片机上行

)拌Χ 厚的连续冠状切片
,

第 &) 张切片经  ! ∀ 免疫组化染色
。

切片在 。
1

& Β Η Ιϑ≅ =∀
Κ 一 ∃ %% 液中孵育

+% 分钟后 #室温 ∋
,

将切片放入兔抗  ! ∀ 一

Λ 单克隆抗体 #∃
� ∃ % %∋ 孵育 +( 小时 #+ ℃ ∋

,

抗体用 ∃
1

血清

蛋 白磷酸缓冲液 #/ ΜΝ∋ 配置
。

经 /ΜΝ 洗约 ∃% 分钟后
,

切片浸入生物素结合抗兔抗鼠 #ΟΔ Π Ο � ∗ %%

Θ ΡΧ >Σ
,

美国 ∋孵育 & 小时 #室温 ∋
。

再经 /Μ7 洗后
,

切片浸入链卵白素一生物素结合辣根过氧化酶

#�
� ∗ % % Θ ΡΧ > Σ

,

美国∋孵育 & 小时 #室温 ∋
。

用 /Μ Ν 充分洗后
,

采用二氨基联苯胺 #Λ ? Μ ∋一镍法呈

色
,

呈色液由 %
1

) Β Λ ? Μ
,

&
1

) Β硫酸镍胺和 %
1

% ∃ Β过氧化氢在 %
1

= )8 Η Ι ϑ7
一

, > �中配置
, Γ, 3

1

+
1

呈

色后贴片
,

空气干燥
,

酒精梯度脱水
,

透明
,

Λ
1

/
1

Τ
1

封片
。

结果处理
�

第 &) 张切片包含 , − 和 . /0
,

经 。一

 !
∀
免疫组化染色后

,

在 + %% 倍光镜下
,

每张切

片取 ) 个视野 #∃ %% Χ Χ &Ε 视野 ∋进行
Υ 一

 ! ∀
免疫阳性细胞计数

,

每组取三张
。

数据经方差分析和 ≅ 检

验处理
。

∗ 实验结果

∗
1

∃ 实验一

选用雏鸡 & %% 只
,

实验前 &+ 小时用不透明胶纸封贴左侧眼睛
,

共分 ∃% 个组
,

每一组 &% 只雏

鸡
。

学习后各组测试时间分别为创ςΟ练后 )
、

∃ )
、

& %
、

∗ %
、

+ %
、

) %
、

) )
、

: %
、

: )
、

3 % 分钟
。

根据各组雏鸡 回避率的高低得到的雏鸡左眼视剥夺 &+ 小时后的学 习记忆曲线如图 �# 图中实

线为双眼条件下雏鸡的记忆形成曲线 ∋
。

图 & 为雏鸡左眼视剥夺 &+ 小时与左眼视剥夺 & 小时的记

忆形成曲线的比较
。

从图 ∃ 可以看到
,

左眼视剥夺 &+ 小时后
,

雏鸡在一次性被动回避学习后所得的记忆保持曲线

与双眼学习条件下所得的记忆保持 曲线很一致
�

学 习后 ∃) 分钟 和 )) 分钟 出现 了明显的记忆保持

低谷
,

低谷处的回避率均小于 ∗) Β
。

统计结果表明
,

右眼学 习与双眼学习相比
,

辨别率仅在学习后

&% 分钟存在着显著性差异 #Ω #&
,

+& ∋ Ξ ∗
1

33 尸 Ψ 。
1

%) ∋
,

其余各时间点上的记忆保持差异均不显著

#/ Ζ %
1

% ) ∋
。

图 & 清楚地表明
,

∃∋ 左眼视剥夺 & 小时以后
,

雏鸡仅形成了 良好的短时记忆
,

中时记忆波动大
、

保持水平低
,

长时记忆没有形成
2 &∋ 左眼视剥夺 &+ 小时以后

,

形成了良好的短时记忆
、

中时记忆和

正常片瓜妞

左橄刹夺 &+ 小时组

�冰�铸理何

 ! 么】 别】 ∀ ! 日#
一

一∃ ∃ ‘∃∃ 山∃ ∃ 习

% &! 日

学习后侧试时间 ∋ 分 #

图 ( 左眼视剥夺 )∀ 小时组与正常对照组记忆保持曲线的比较
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1

方
左‘利个 & 小时姐
左眼翻夺 &+ 小时组

(0印+%

�求�铸叫何

儿∃ 一‘∗ ∗ 孟一∗ “∗ ∗ +一一鸽 , 二 , 一
目

∗ 一上一∗ − ∗ ∗ +

 ! ) 〕 萄 ∀! ./ 01

学习后 侧试时间 咬分 》

&! 2 !

图 ) 左眼视剥夺 )∀ 小时组和 ) 小时组记忆保持曲线的比较

长时记忆
3
中时记忆稳定无大幅度波动

,

但中时记忆的保持水平却略低于双眼学习条件下的中时记

忆保持水平
3
长时记忆稳定保持水平较高

。

4
−

) 实验二

雏鸡分为八个组
,

每组三只
。

第  
、

) 组 ∋5 (
、

5 )# 分别剥夺左眼 ) 小时和 )∀ 小时
3
第 4

、

∀ 组 ∋5 4
、

5 ∀# 剥夺左眼 ) 小时后进行一次性味觉厌恶 回避训 练
,

分别于学习后  ! 和 &! 分钟进行记忆保持

测试
3
第 6

、

0 组 ∋ 5 .
、

5 0# 剥夺左眼 )∀ 小时后进行训练
,

记忆保持测试时间与 4
、

∀ 组相同
。

第 & 组为

空白对照组
。

经免疫组化染色后
,

免疫阳性反应的神经元核为深染的蓝黑色
,

呈圆形或卵圆形
、

胞质不着色
。

对于染色较浅的细胞不作为阳性反应计算
。

根据观察及计数免疫阳性细胞所做的统计结果显示如表  
−

表 ( 单眼学习后不同记忆阶段 +7 8 样蛋白在雏鸡 9 : 和 ;</ 内表达的比较

剥夺左眼 ∋叉士
= #

) 小时 ) ∀ 小时

对照组 学习后  ! 分钟 学习后 &! 分钟 对照组 学习后  ! 分钟 学习后 &! 分钟

∋5 ( # ∋5 4 # ∋5 ∀ # ∋5 ># ∋5 . # ∋5 0 #

9 :  ?
−

∀ & 士  
−

0 ! ) ∀
−

0 ! 士 )
−

∀ &
− “

4 &
−

∀ &士 4
−

6 ) 二 4 !
−

& 4士 )
−

0 ?
−

4 &
−

0 & 士 4
−

4 ?
− ’ −

∀ ∀
−

4 4士 4
−

4 4
− “ “

; </ ) )
−

2 & 士  
−

? ) 4  
−

∀ &土 )
−

0 & − “

∀  
−

∀ &士 )
−

0& 二 4 ∀
−

) !士 )
−

0 !
−

∀ )
−

) ! 士 )
−

2  ,

二6 !
−

) & 士 ∀
−

? ?
⋯

注
=
表中单位为阳性细胞反应个数

,

与视剥夺 ) 小时的对应组比较差异显著
, ,

与本组对照组比较差异显著

上表显示
,

 # 视剥夺 )∀ 小时后无论对照组还是学习组的阳性反应细胞数均相应地显著高于视

剥夺 ) 小时后的各组的阳性反应细胞数 ∋尸≅ !
−

!6 # 3 )# 单眼学习不论 9 : 还是 ; </ 的阳性反应在

学习后都显著升高
,

而且 ;</ 的阳性反应 明显高于 9 : ∋尸≅ !
−

!6 #
。

∀ 讨论

上述二部分实验结果说明
,

单眼视剥夺作为一种刺激因素影响雏鸡的记忆形成过程
,

但随着视

剥夺时程长短的不同对雏鸡影响的强弱也各不相同
。

我们以前的实验结果表明视剥夺 ) 小时导致

雏鸡中时记忆不稳定波动且保持水平低
,

长时记忆难以形成
。

而本实验结果表 明视剥夺 )∀ 小时后

雏鸡 的整个记忆形成过程趋于正常
,

中时记忆稳定
,

形成了长时记忆
,

但 中时记忆的保持水平略低
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于正常条件下中时记忆保持水平
2同时单眼视剥夺也导致了雏鸡脑 内  ! ∀

样蛋白的表达在各组雏

鸡的不同脑区进一步显著增加
, ./0 的  !

∀
样蛋白表达又显著高于 , −

。

这一结果提示
,

造成不同视剥夺时程对雏鸡记忆形成过程影响不同的原因
,

可能与经历较长时

间的视剥 后雏鸡脑 内  ! ∀ 样蛋白的表达显著高于经历较短时间视剥夺雏鸡脑 内 ! ∀
样蛋 白的表

达有关
。

雏鸡正是在这种  ! ∀
样蛋白高水平表达的基础上才改善了由视剥夺导致的记忆缺陷或缺

失
,

但  ! ∀
样蛋 白表达的升高是如何对视剥夺后雏鸡的记忆形成起作用的还有待深入研究

,

因为

 ! ∀
样蛋白可以转化为细胞核 内的第三信使诱导靶基因的表达

,

能把短时程作用的细胞外信号和

细胞功能的长时程改变偶联起来川
。

有研究认为
, 。一<= 7

的表达可促使突触前
。

Μ 一 )% 蛋白磷酸化
,

继而引起突触糖蛋白合成
、

树突

棘的密度以及突触和突触囊泡的数量增加
,

神经元放电时间延长
,

从而引起突触可塑性变化 5∃% 〕
,

而

[ 一 ! ∀
与

。一<= 7 同属即刻早基因
,

二者有极类似的功能
。

也有研究表明
,

蛋 白激酶
、

.Η / 与
。一 ! ∀

的

表达有关 5∃∃ 〕
。

因此
,

 !
∀
样蛋白在长时程视剥夺后是如何参与学 习

、

记忆过程的
,

中间通过了哪些环

节还有待研究
。

我们实验室 已有的工作表明
,

单眼视剥夺导致雏鸡脑 内加压素 #? − /∋
、

生长抑素 #Ν Ν∋ 含量的

明显升高
,

并且学 习后这两种物质的含量均发生明显变化 5�& 〕
。

本实验进一步说明单眼视剥夺还导

致了雏鸡脑内  !
∀
样蛋 白表达的明显增加

,

那么  ! ∀
样蛋白的表达与 ? − /

、

) ) 之间有什么样的关

系 ∴ 它们是如何参与记忆形成过程的
,

是同步平行参与的呢
,

还是形成了链式或其它什么关系参与

的呢 ∴ 还需要进一步的探讨
。

另外
,

我们的实验还表明并非仅应激刺激能引起  ! ∀ 样蛋白的表达升高
,

学 习记忆过程本身也

能特异地引起  川∃
样蛋白表达的显著增加

,

但是否能形成稳定的中时记忆和长时记忆还与视剥夺

后  ! ∀ 样蛋白表达水平的高低有关
。
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