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摘 要 以一 日龄小鸡为研究对象
,

采用一次性被动回避反应试验和免疫组织化学相结合的

方法
,

选用六个时间点(10
、

30
、

70 分钟及 4
、

8 和 24 小时)对 Jun 样蛋白在小鸡左右侧脑内 1 1V

和 LP O 两部位的表达进行了探讨
。

结果表明 Ju n 样蛋白在小鸡学习过程中特异地表达
。

这种

表达存在部位上的差异
,

即在 LP O 区的表达明显高于 IIV 区
。

由于 c一un 基因在不 同时段表

达水平的变化与小鸡记忆痕迹的迁移有着相似的趋势
,

说明 Jun 样蛋白可能参与了记忆的巩

固和贮存过程
。
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1 前 言

小鸡一次性被动回避反应模型是国际上广泛采用的研究小鸡记忆的一种模型 [1 一2]
。

在小鸡一次性被动回避反应中
,

原癌基因 c一un 和 c es fo s被激活
,

其表达在很短的时间达到

峰值
.

其表达产物 Ju n 和 Fo s样蛋白作为核内第三信使对下游靶基因的转录进行调节
,

从

而引起神经元功能特别是其长时效应的改变 [3]
。

小鸡前脑 中间内侧上纹体腹核 (IM”v )和

旁嗅叶球 (LPo )是与记忆密切相关的部位 l4]
,

弄清 c一un 基因在这些 区域的表达如何以及

在小鸡不 同记忆 阶段
c
一un 基因表达水平的变化对进一步认识小鸡记忆形成的神经机制

有重要的意义
。

本实验采用行为试验与免疫组织化学相结合的方法对上述问题进行 了探

讨
。

实验方法

行为实验

l) 本文初稿收到日期
:

19 97
一12 一 12

,

修改稿收到 日期
:

19 9 8一2 一 13
。

本文作者还有吴卫平
、

高杨
.
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将一 日龄的雄性小鸡 (京 白 9 3 9) 分组
,

成对放人实验盒
。

共分七个组
,

1一6 组为学习

组
,

分别为学习后 10
、

30
、

70 分钟和 4
、

8 及 24 小时进行测试组 ;
第七组为对照组

,

即不学 习

组
。

适应半小时后
,

学习组的小鸡按下列程序进行实验 (l) 预训练
:

把蘸清水的金属小圆

珠伸人实验箱内
,

绝大部分小鸡会积极主动地啄食小 圆珠
。

然后用红色和蓝色玻璃 圆珠

分别蘸清水呈现给小鸡
,

以训练其啄食行为
。

(2) 训练
:

将蘸有 1 00 % 的邻氨基苯甲酸甲醋

(M eA )的红色玻璃圆珠呈现给小鸡 (10 秒 )
,

大部分小鸡啄食后会出现摆头
、

后退等厌恶反

应
,

不啄 的小鸡被淘汰
。

(3) 测试
:

分别于训练后 10
,

30
,

7 0 分钟和 4
,

8 和 24 小时进行测

试
。

此 时分别用与训练 中同样大小干燥的红珠和蓝珠依次呈现给小鸡
,

以不啄红珠和啄

蓝珠为记忆 良好者
。

每组有 3一 5 只小鸡进人下面的实验
。

以下步骤对照组与训练组相

同
。

2. 2 免疫组化分析

将测试完毕的小鸡迅速用乙醚麻醉
,

剪开胸部
,

露出心脏
。

在心尖处剪一小 口
,

插人

灌流针
。

先快速灌入 10 m l左右生理盐水
,

再缓慢灌入 4% 多聚甲醛约 20 m l
。

迅速取脑
,

左

右脑分开
,

分别置于盛有 4 % 多聚甲醛的小瓶中
。

将小瓶放人 4 ℃冰箱
,

过 24 小时 ;更换

20 % 蔗糖溶液
,

再置于冰箱过夜
。

冰冻连续冠状切片
,

每片厚 50 卜m
。

然后进行免疫组化反

应
。

将切片于 0. 2% T ri to n X 100 中孵育 40 分钟 (室温)
,

转人抗 Jtlll
.

D 蛋白的单克隆抗体

(1 : 100 )孵育 48 小 时 (4 ℃ )
。

抗体用 l% 的血清蛋 白的磷酸缓冲液配制
。

用磷酸缓冲液

(P B S) 漂洗约 10 分钟后
,

切片浸人生物素结合的抗兔抗 鼠的 Ig G (l : 300 Zy m ed
,

US )
,

室温

孵育 2 小时
。

PB S 漂洗后
,

再浸人链卵 白素
一生物素结合辣根过氧化物酶 (1 : 3 00 Zy m ed

,

US )室温孵育 2 小时
。

PB S 充分漂洗后
,

采用二氨基联苯胺 (O A B )一镍法呈色
,

呈色液 由

0
.

05 % D A B
,

2
.

5% 硫酸镍胺和 0
.

0 1% 过氧化氢于 0
.

05 MT ri s一

Hc l(pH 7
.

4) 中配制
。

呈色后贴

片
,

空气干燥
,

酒精梯度脱水
、

透明
、

D
.

P
.

x
.

封片
。

2. 3 结果处理

光镜 (x 4 0 0) 观察
,

记录阳性细胞的数 目
。

每组选用相应于 H V 和 L PO 区 的切片
,

左

右各 3 张
,

每张切片取五个视野 (100 目 / Ic m
Z

)
,

分别计数
。

所得数据用 A N ()v A 统计法

分析
。

3 实验结果

在小鸡脑相应于 H V 和 LP O 的区域
,

可见被染成深浅不一的灰黑色阳性细胞核 (见图

1)
。

细胞计数及统计结果见表 1 和图 2
,

表 1 中数据的单位为单位面积中 Ju n 样蛋 白表达

的阳性细胞的平均个数 (平均数 士 标准差 )
。

从表 1可看出
,

总体上在 H V 和 LPO 区不同时段 Jun 蛋 白的表达与对照组相 比都有显

著差异
。

1
.

在 HV 区
,

与对照组相 比
, c
一

u n 的表达在左侧 10 分钟
,

30 分钟时显著升高 (P <

0. 0 5) ; 7 0 分钟和 4 小时便降到与对照组相当水平 (P > 0. 0 5) ; c一Ju n 在右侧 H V 区 30 分钟

和 7 0 分钟都有明显的表达 (P < 0. 0 5 ) ; 4 小时达到高峰 (P < 0
.

0 1 ) ; 8 小时便下降到与对照

组平行水平 (P > 0. 05 )
。

2
.

在 LP o 区
,

左侧
c刁un 的表达在各个时间段皆与对照组有显著

差异 (P < 0
.

0 5 )
,

其 中在 70 分钟达到表达最高水平 (P < 0. 0 1 ) ; 右侧脑 比左侧更早达到峰

值 (30 分钟时
,

P < 0
.

0 1 )
,

随后下降
,

到 8 和 24 小时已降到较低水平
。
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著差异
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1
.

在 HV 区
,

与对照组相 比
, c
一

u n 的表达在左侧 10 分钟
,

30 分钟时显著升高 (P <
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。
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在左右脑没有差异 (P > 0
.

05 )
。

4 讨 论

原癌基因是原核和真核生物基 因组

结构内高度保守的一类基 因
。

其中能被

第二信号系统激活的原癌基因称为即刻

早期基 因 (l E〔她)
。 c
一

u n 和 c一fo s是 IE Gs
的主要成员

,

其表达产物 Ju n 和 Fo
s 蛋白

作 为核 内第三信使作用于靶基因
,

调节

其转录水平
。

学习行为能激活小鸡脑内
c 一

fos 和 c
勺

u n
基 因 的表达

,

LpO 和包含

IMH v 的 H V 两个脑 区是 与小鸡学习记

忆密切相关的部位
。

本实验结果表明小

鸡学习一次性被动回避任务导致了这两

个 脑 区 Jun 样蛋 白特 异 的表 达
,

而 且

l。。
卜 左侧 右侧

H V L PO H V LPO

*
门�n006

撅盈思塑医

2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3

时间点

图2 同侧】W 和L PO 区 Ju ll样阳性细胞数的 比较 ( *

P< O
.

0 5)

(图中 1
,

2
,

3
,

4分别代表 10
、

30
、

70 分钟和 4小时四个时间点 )

LP o 区的表达明显高于 H v 区
,

因此 c
一un 基 因的表达存在部位上 的差异

。

这个结果与我

们前一个实验结果相一致 [51
.

Ro
se 对 c 一fo s基因的研究表明 Fo

s 蛋白在 H V 区特别是左侧

IMH V 区有高水平的表达
,

但他们没有对两个区域之间的表达差异进行 比较
。

这种差异有

可能存在但未被揭示
;
若它们两者之间确实存在这种差异

,

也可从这两类基因结构和其表

达产物的作用方式上的差异去理解
。

目前
,

对 c一fo s基 因的诱导机制 已有许多研究
,

发现

c一fo s基因含有几类可被诱导的成分
:

血清反应序列 (S R E )
、

cA MP 反应区 (C R E )及钙反应

序列
。

因此外界各类刺激可通过第二信号系统 (蛋白激酶 C
、

c A MP
、

C扩
十 一

钙调蛋 白等 )作

用于 c一fo s基因的相应部位诱导其表达
。

c
一un 基 因中缺乏上述结构

,

其表达是如何被诱导

仍不太清楚
。

这两类基因的表达产物 Fo
S 和 Ju

n 样蛋 白在核 内是通过形成二聚体与靶基

因上 A P-- l位点结合而影响其转录水平
,

从而将外界信号与基 因表型的改变藕联起来
。

Ju
n

样蛋 白既可与 Fo
S 也可与 自身形成二聚体

,

因此它是一个具有相 当广泛 D N A 结合特性的

蛋白质
。

根据 。比
s 和 Ng 有关小鸡记忆的三阶段理论 [1] ,

小鸡在训练后 10 分钟
,

30 分钟和 70

分钟分别属于短时
、

中时和长时记忆阶段
。

从本实验结果可看出
,

LP O 和 H V 区 Ju n 的表

达在短时记忆阶段 已启动
,

并在中时 (30 分钟 )和长时记忆阶段 (70 分钟 )达到峰值
,

随着

记忆 的巩固
,

4 小 时以后 c
一un 的表达趋于低水平

,

这与
c 一Ju n基 因的快速激活 (几分钟 内

发生 ) 和一过性表达的特性相一致
。

由于我们使用的抗体是针对 Ju 二D 蛋白的
,

这个蛋 白

的一个特点便是在不受任何刺激的条件下也有低水平的表达
,

所以我们所得的数据只是

一个相对值
。

但从统计分析能看 出
,

Ju n
样蛋 白表达 的升高与小鸡学习过程是特异相 关

的
。

Ro se 曾用毁损实验证实
,

小鸡的记忆痕迹在脑内由左侧 IMH V 移到右侧 IMH V
,

再移

到右 LP O 和左 LP O
,

因此
,

左侧 IMH V 对记忆的获得是必须的
。

右侧 IMH V 和左右侧 LPO

则对训练后记忆的保持起着很重要的作用 [6 一71
。

已有的研究对
c一fo s

基因在大 鼠和小鸡学
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习记忆中的作用进行 了一些探讨
。

A n o kllin 在对小鸡记忆过程中脑内
c一fo s基 因的表达研

究中
,

发现在训练后 30 分钟测试时
,

小鸡脑内
c 一fo sm R N A 的表达可达到其最高值 [8]

.

由于

m R N A 表达发生于蛋白质合成之前
,

所以 Fo
s
样蛋白的表达高峰应在 30 分钟 以后

.

本实

验也发现 Ju n 样蛋 白表达的结果与之有相似的趋势
,

因此可推测 Fo s 样蛋 白和 Jun 样蛋白

一样主要参与了记忆的巩固和贮存过程
。

小鸡记忆从中时阶段转变到长时阶段 的过程 中发生了许多生理生化的改变
,

其中蛋

白质的磷酸化是非常重要的一个过程
。

另外本实验室也报道了Y一氨基丁酸 (G A B A )能和

胆碱能受体系统与小鸡 中时记忆相关l9. ’0]
。

中时记忆作为从短时记忆向长时记忆过渡的

重要阶段在研究记忆的形成 中有举足轻重的地位
。

由于 Ju n 样蛋白表达的高峰首先出现

在中时记忆阶段 内
,

表明 c--j un 基 因的表达可能触发了某种与蛋白磷酸化及上述递质系统

相关的内在机制
,

对这些机制的探讨将有利于更进一步认清小鸡记忆的内在规律
。

本实验检测的 H v 是包括 IMH v 在内的一个 比较大的结构
, c
一un 基 因的表达的增多

是否发生于 H V 内的 IM H V 部位仍有待于更深人的探讨
.

在左侧 H V 区
,

24 小时 lu n
样蛋

白的表达升高
,

这可能与环境的影响有一定关系
,

有待于进一步证实
.
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