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丘脑连接核通过内侧内嗅皮层调控空间记忆初步研究
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　　［摘要］　目的　初步探究丘脑连接核（ｔｈａｌａｍｉｃｎｕｃｌｅｕｓｒｅｕｎｉｅｎｓ，ＲＥ）调控内侧内嗅皮层（ｍｅｄｉａｌ
ｅｎｔｏｒｈｉｎａｌｃｏｒｔｅｘ，ＭＥＣ）相关的空间记忆及机制。方法　Ｒｅｔｒｏｂｅａｄｓ介导的逆行示踪技术结合顺行示踪
技术鉴定ＲＥ与ＭＥＣ脑区之间的形态学联系。利用光纤记录技术，记录并分析小鼠在空旷场探索时投
射至ＭＥＣ的ＲＥ神经元的活动特征。采用化学遗传学抑制 ＲＥＭＥＣ通路探究对空间记忆的影响。
结果　逆行与顺行示踪实验验证了ＲＥ发出神经纤维投射至 ＭＥＣ，且主要分布在浅层。光纤记录实验
发现投射至ＭＥＣ的ＲＥ神经元在小鼠在站立、抬头行为时活动增强，而在静止和理毛时活动减弱（Ｐ＜
０．０１），且这群神经元的钙活动与小鼠运动速度呈正相关（Ｒ２＝０．０７７３，Ｐ＜０．００１）。与对照组比较，化
学遗传学抑制ＲＥＭＥＣ通路明显增加处理组小鼠在空旷场中探索的路程（Ｐ＜０．０１），而对中央区的停留
时间、刻板理毛行为次数无影响。结论　ＲＥＭＥＣ通路在空间探索行为期间激活，参与空间学习记忆；
抑制ＲＥＭＥＣ通路损害小鼠的空间记忆，延长小鼠对新环境空间信息进行表征的探索距离，而对小鼠
的情绪无影响。

　　［关键词］　丘脑连接核；内侧内嗅皮层；空间记忆；空旷场
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　　空间记忆是脑的高级功能之一，这一功能的实现
与前额叶海马内嗅皮层记忆神经网络密切相关［１］。

内嗅皮层作为海马的“门户”系统，介导了皮层与海马

之间的信息交流［１－２］。根据到海马齿状回的投射，内

嗅皮层可分为内侧内嗅皮层（ｍｅｄｉａｌｅｎｔｏｒｈｉｎａｌｃｏｒｔｅｘ，
ＭＥＣ）和外侧内嗅皮层 （ｌａｔｅｒａｌｅｎｔｏｒｈｉｎａｌｃｏｒｔｅｘ，
ＬＥＣ），两者在信息编码方面存在差异，其中 ＭＥＣ主要
编码空间位置信息，而ＬＥＣ则与物体的特征（如气味、
形状等）信息表征有关［３］。损毁 ＭＥＣ导致动物空间
位置记忆和空间导航功能明显受损［４］。

　　丘脑连接核（ｔｈａｌａｍｉｃｎｕｃｌｅｕｓｒｅｕｎｉｅｎｓ，ＲＥ）是位
于腹侧中线的丘脑核团，直接位于第三脑室上方，接收

广泛的来自脑干、下丘脑、杏仁核、基底前脑和边缘皮

质等部位的投射［５］，并发出纤维投射到眶侧和内侧前

额叶、压后皮质、海马、海马旁区（嗅周皮层和内嗅皮

层）等［６］。由于其与海马和内侧前额叶的双向连

接［７］，ＲＥ在近十年来受到广泛的关注。越来越多的
证据表明 ＲＥ是参与各种认知和记忆过程的关键结
构［８］。前期研究报道，ＲＥ连接内侧前额叶皮层和海
马，参与了情景记忆和空间记忆的形成，损毁或失活

ＲＥ降低了皮层海马神经网络振荡的同步性，损害了
皮层与海马之间的信息交流，进而导致空间记忆明显

受损［９］。

　　鉴于ＲＥ在记忆神经环路中的重要位置，前期研
究发现 ＲＥ同时发出纤维投射到 ＭＥＣ脑区［６］，因此，

我们可以合理推测 ＲＥ可能调控 ＭＥＣ参与的空间记
忆与空间导航功能。但目前关于 ＲＥＭＥＣ神经通路
的功能作用的报道较少，ＲＥ是如何调控 ＭＥＣ参与空
间记忆形成的具体作用和潜在机制也尚不清楚。为

此，本研究首先通过逆行和顺行神经示踪技术验证ＲＥ
与ＭＥＣ之间的神经环路联系，随后采用光纤记录技术
观察投射至 ＭＥＣ的 ＲＥ神经元在空旷场探索时的活
动模式。最后采用化学遗传学方法特异性抑制 ＲＥ
ＭＥＣ神经通路，探究对小鼠空间探索行为的影响，为

ＲＥ神经元调控ＭＥＣ相关的空间记忆的作用机制研究
提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　健康成年雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠
（８～１２周龄，体质量２０～２４ｇ），购自陆军军医大学动
物实验中心。小鼠饲养环境符合标准实验室条件，按

１２ｈ光照／１２ｈ黑暗交替，温度为（２２±１）℃。所有实
验操作严格遵守相关实验动物福利和伦理规范。

１．１．２　主要试剂　　本研究主要采用的试剂有：Ｒｅｄ
ＲｅｔｒｏＢｅａｄｓ（美国 Ｌｕｍａｆｌｏｕｏｒ公司），ＡＡＶ２／９ｈＳｙｎ
ＥＧＦＰ（武 汉 枢 密 公 司 ），ＡＡＶ２／９ＣＡＧＦＬＥＸ
ｊＧＣａＭＰ７ｂ、ＡＡＶ２／２ＲｅｔｒｏｈＳｙｎｃｒｅ（上海泰儿图公司），
ＡＡＶ２／９ＥＦ１αＤＩＯｍＣｈｅｒｒｙ、 ＡＡＶ２／９ＥＦ１αＤＩＯ
ｈＭ４ＤｍＣｈｅｒｒｙ（武汉枢密公司），氯氮平 Ｎ氧化物
（ＣＮＯ，美国 Ｔｏｃｒｉｓ公司），磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ，中
国中杉金桥公司），４％多聚甲醛（４％ＰＦＡ，美国 Ｓｉｇｍａ
公司），蔗糖（中国生工公司）。

１．２　方法
１．２．１　逆行与顺行神经示踪实验　　脑立体定位注
射操作流程参考课题组前期研究［１０］。Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠
（８～１２周龄）使用２．０％异氟烷（流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ）诱导
麻醉，将其置于立体定位仪上（中国瑞沃德公司），而

后麻醉药浓度调至０．１％。参照小鼠脑图谱第３版，以前
囟点（ｂｒｅｇｍａ）为坐标轴原点，调平，确定双侧ＭＥＣ脑区
位置（ＡＰ＝－４．５０ｍｍ；ＭＬ＝±３．７５ｍｍ；ＤＶ＝－１．９５ｍｍ）。
使用微推玻璃针分别注射２００ｎＬＲｅｄＲｅｔｒｏｂｅａｄｓ到双
侧ＭＥＣ，注射完毕后留针 １０ｍｉｎ，缓慢拔出玻璃注射
针。消毒缝合后待小鼠恢复清醒状态后放入笼中饲

养。染料注射７ｄ后，灌注取材观察形态。在顺行神
经示踪实验中，将２００ｎＬＡＡＶ２／９ｈＳｙｎＥＧＦＰ病毒缓
慢注射ＲＥ脑区（ＡＰ＝－０．７５ｍｍ；ＭＬ＝０．００ｍｍ；ＤＶ＝
－４．４０ｍｍ），留针１０ｍｉｎ。病毒注射４周后，灌注取材
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并观察形态。

１．２．２　行为学实验与轨迹记录　　在进行行为学实
验前，对小鼠进行３ｄ的限食和环境适应，控制其体质
量为初始体质量的８５％，并在正式训练前每天抚触小
鼠５～１０ｍｉｎ，以防止正式训练时小鼠应激。设置长、
宽、高分别为 ３０ｃｍ×３０ｃｍ×３０ｃｍ或 ５０ｃｍ×５０ｃｍ×
３０ｃｍ的空旷场，在４个壁上粘贴不同图案（星形、三
角形、正方形、圆形）。每次实验前，用 ７５％酒精擦拭
环境，消除食物气味对小鼠探索新环境的干扰。正式

训练过程中，每次从旷场的同一方位放入小鼠，通过

Ｃｉｎｅｐｌｅｘｖ２／ｖ３软件（Ｐｌｅｘｏｎ，采样频率：３０Ｈｚ）联合头
顶摄像头记录小鼠在空旷场中自由探索 １０ｍｉｎ的运
动轨迹和行为。

１．２．３　轨迹分析与行为学检测　　追踪视频数据导
入ＭＡＴＬＡＢ软件程序，通过识别小鼠身体较低的灰度
值（暗，阈值设置０～３０）与旷场背景（亮）之间的对比
度，追踪得到小鼠运动轨迹数据。设置速度阈值为

３ｃｍ／ｓ，低于速度阈值判断为静止状态，记录小鼠的运
动和静止时间，并分析投射到ＭＥＣ的 ＲＥ神经元钙信
号与速度之间的相关性。根据视频判断并手动记录小

鼠站立、抬头、理毛行为的时间，导入到 ＭＡＴＬＡＢ程
序，分析行为事件期间的钙信号，并做相关性分析。为

了研究干预 ＲＥＭＥＣ通路是否会对小鼠的焦虑程度
产生影响，进而影响到小鼠探索的行为表现，分析小鼠

在中央区（用ＭＡＴＬＡＢ对旷场底部以４×４方式划分为
１６个小的正方形，中心的４个小格为中央区）的停留
时间。

１．２．４　光纤记录与分析　　小鼠麻醉固定，暴露颅
骨，调平后，定位 ＲＥ和 ＭＥＣ位置，坐标同１．２．１。在
ＲＥ脑区注射 ２００ｎＬＡＡＶ２／９ＣＡＧＦＬＥＸｊＧＣａＭＰ７ｂ
病毒载体，在两侧 ＭＥＣ分别注射 ２００ｎＬＡＡＶ２／
２ＲｅｔｒｏｈＳｙｎｃｒｅ病毒载体，注射完毕后缓慢拔出，消毒
缝合。病毒表达３周，进行光纤埋置手术。在小鼠颅
骨表面定位６个骨窗位置，坐标分别为（ＡＰ＝＋１．５０ｍｍ；
ＭＬ＝±１．５０ｍｍ），（ＡＰ＝－３．００ｍｍ；ＭＬ＝±２．００ｍｍ），
（ＡＰ＝－６．００ｍｍ；ＭＬ＝±２．００ｍｍ），用于埋置螺丝。
定位 ＲＥ脑区，坐标不变，缓慢植入光纤，并于目标位
置上方约０．５ｍｍ处开始实时探测钙信号，当幅值到
达最大值且平稳后，停止植入，牙科水泥固定光纤。术

后恢复７ｄ，将小鼠放入３０ｃｍ×３０ｃｍ的空旷场进行空
间探索任务，使用光纤记录系统（中国 Ｉｎｐｅｒ公司）记
录投射至 ＭＥＣ的 ＲＥ神经元钙信号（４１０ｎｍ发光强
度：１０～２０μＷ，４７０ｎｍ发光强度：２０～４０μＷ，采样频
率：２０Ｈｚ），校正处理后得到ΔＦ／Ｆ表征钙信号变化情

况，具体分析方法见课题组前期工作［１１］，行为训练结

束后进行灌注取材，确定病毒表达情况及光纤埋置位

置。该实验中，共计排除３只小鼠（无病毒表达）。
１．２．５　化学遗传干预实验　　为了观察特异性抑制
ＲＥＭＥＣ通路对空间探索行为的影响，将１６只同一批
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠按随机数字表法分为 ２组。小鼠麻醉
固定，定位ＲＥ和ＭＥＣ，在ＲＥ脑区注射２００ｎＬＡＡＶ２／
９ＥＦ１αＤＩＯｈＭ４ＤｍＣｈｅｒｒｙ或 对 照 病 毒 ＡＡＶ２／９
ＥＦ１αＤＩＯｍＣｈｅｒｒｙ，在两侧 ＭＥＣ分别注射 ２００ｎＬ
ＡＡＶ２／２ＲｅｔｒｏｈＳｙｎｃｒｅ病毒载体，注射完毕后缓慢拔
出，消毒缝合，具体步骤同 １．２．４。病毒表达 ３周，进
行导管埋置手术。埋置６颗螺丝，定位 ＲＥ脑区，缓慢
埋置导管，植入深度约为４．３５～４．４０ｍｍ，牙科水泥固
定导管。术后恢复 ７ｄ，小鼠进行空旷场空间探索任
务。旷场训练前１５ｍｉｎ，使用微量注射泵经给药导管
于ＲＥ脑区给予 ２００ｎＬＣＮＯ（５μｍｏｌ／Ｌ，注射速度为
１００ｎＬ／ｍｉｎ）。行为训练结束后，灌注取材确定病毒表
达情况及导管埋置位置是否准确。该实验中，２组小鼠
共计排除４只（处理组３只，对照组１只）。
１．２．６　灌注取材实验　　将小鼠麻醉固定后，充分暴
露心脏，灌注针插入左心室，以３０ｍＬ、３７℃的ＰＢＳ溶
液及３０ｍＬ、４％ＰＦＡ进行心脏灌流后，取出脑组织，浸
泡于４％ＰＦＡ中后固定 １２ｈ，转移至 ３０％蔗糖溶液中
脱水。

１．２．７　脑片制备与形态学鉴定实验　　脑组织完全
沉底后取出修块，使用 ＯＣＴ包埋剂固定脑组织，放入
冰冻切片机（ＣＭ１９００，美国 Ｌｅｉｃａ）于－２０℃下连续切
片，切片厚度为４０μｍ。收集含有ＲＥ或ＭＥＣ的脑片，
用含有ＤＡＰＩ的防荧光淬灭封片剂封片，在荧光显微
镜 （ＢＸ５３Ｆ，日本Ｏｌｙｍｐｕｓ）或共聚焦显微镜（ＬＳＭ９００，
德国Ｚｅｉｓｓ）下拍照，收集形态学数据。
１．３　统计学分析
　　数据均以 珋ｘ±ｓ表示，采用 Ｐｒｉｓｍ统计软件进行分
析，正态性检验通过且方差齐，采用独立样本 ｔ检验、
单因素方差分析；不满足正态分布则采用非参数检验。

旷场探索路程数据未通过正态性检验，采用 ＳＰＳＳ２６．
０软件进行两因素非参数方差分析（ＳｃｈｅｉｒｅｒＲａｙＨａｒｅ
检验）［１２］。检验水准：α＝０．０５，以 Ｐ＜０．０５认为差异
具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＲＥ神经元投射至空间记忆相关的ＭＥＣ
　　为了鉴定可能驱动 ＭＥＣ神经元发挥空间记忆功
能的上游脑区，本研究在ＭＥＣ注射逆行示踪染料 Ｒｅｄ

９０５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）



Ｒｅｔｒｏｂｅａｄｓ（图１Ａ、Ｂ），结合小鼠脑图谱，收集含有注
射位点的冠状脑片，显微镜下观察红色荧光颗粒局限

表达在ＭＥＣ脑区，发现上游ＲＥ脑区的神经元胞体感
染了大量从 ＭＥＣ逆追上来的红色荧光颗粒（图 １Ｃ、
Ｄ），且荧光颗粒的分布与 ＲＥ的解剖结构相吻合，从
ＲＥ的头端到尾端，验证了 ＭＥＣ接收来自 ＲＥ的纤维
投射。

　　本研究通过顺行神经示踪方法在 ＲＥ脑区注射
ＡＡＶ２／９ｈＳｙｎＥＧＦＰ病毒载体（图２Ａ、Ｂ），在下游脑区
ＭＥＣ的不同亚区观察 ＲＥ的纤维末梢分布情况，发现
ＭＥＣ浅层（主要是Ⅰ层）有致密的带绿色荧光表达的
神经纤维分布，其他亚区也有部分 ＲＥ的神经纤维末
梢分布，说明 ＲＥ主要投射至 ＭＥＣ浅层，深层也有少
量纤维投射，以上结果为ＲＥ可能参与调控 ＭＥＣ介导
的空间记忆形成提供了形态学基础。

２．２　光纤记录投射至ＭＥＣ的ＲＥ神经元在空间探索
相关行为中激活

　　形态学证据表明 ＲＥ投射至空间记忆相关的
ＭＥＣ，在此基础上，进一步探究在体情况下 ＲＥＭＥＣ
通路在空间探索时的神经活动特征。首先在两侧

ＭＥＣ注射ＡＡＶ２／ＲｅｔｒｏｈＳｙｎＣｒｅ病毒，同时在ＲＥ注射

Ｃｒｅ依赖的 ＣＡＧＦＬＥＸＧＣａＭＰ７ｂ病毒，标记特异性投
射至ＭＥＣ的 ＲＥ神经元。等待病毒表达 ３周后，在
ＲＥ埋置光纤（图 ３Ａ）。形态学鉴定钙指示剂蛋白
ＧＣａＭＰ７ｂ表达神经元集中分布在 ＲＥ，且光纤植入位
点在ＲＥ上方 （图３Ｂ）。手术恢复１周后，记录小鼠在
空旷场中探索 １０ｍｉｎ的行为和神经元钙信号活动
（图３Ｃ、Ｄ）。分析特异性投射至ＭＥＣ的ＲＥ神经元在
探索行为和刻板行为期间的钙信号活动，该群神经元

在站立行为期间的ΔＦ／Ｆ（５．９４％±０．２４％，ｎ＝２５１次）
与抬头行为期间的ΔＦ／Ｆ（５．８０％±０．１７％，ｎ＝５１０次）
相近，差异无统计学意义。在理毛行为期间的 ΔＦ／Ｆ
为（３．８６６％±０．６０７％，ｎ＝２１次），小鼠处于静止期间
的ΔＦ／Ｆ为（５．３０％±０．２４％，ｎ＝２６６次）。站立行为期
间钙信号高于静止行为期间的钙信号（Ｐ＝０．０３５）和
理毛期间的钙信号（Ｐ＝０．０３４９）。以上结果表明
ＲＥＭＥＣ通路在探索行为中激活，在小鼠处于静止或刻
板行为期间活动减弱。同时，本研究分析了投射至

ＭＥＣ的ＲＥ神经元的钙活动与速度之间的相关性，发现
这群神经元的钙活动与小鼠运动速度之间呈正相关

（Ｐ＜０．００１），提示 ＲＥＭＥＣ通路在小鼠运动探索时
激活。

! " # $

Ａ：ＲｅｄＲｅｔｒｏｂｅａｄｓ介导的逆行神经示踪示意图；Ｂ：ＭＥＣ注射位点染料定位情况（ｎ＝５）；Ｃ：ＭＥＣ逆行示踪至ＲＥ脑区Ｒｅｔｒｏｂｅａｄｓ红
色表达情况　蓝色：ＤＡＰＩ；Ｄ：Ｃ图白色虚线方框的放大视图　虚线框出结构（自上而下）：背侧第三脑室、ＲＥ、腹侧第三脑室

图１　逆行神经示踪实验鉴定ＲＥ是ＭＥＣ的上游投射脑区
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Ａ：顺行神经示踪注射示意图；Ｂ：ＲＥ注射位点病毒表达情况（ｎ＝７）；Ｃ：ＲＥ投射至 ＭＥＣ的带 ＥＧＦＰ的神经纤维末梢示意图；
Ｄ：ＭＥＣ脑区局部带ＥＧＦＰ的纤维末梢放大图

图２　ＲＥ神经元投射至空间记忆相关的ＭＥＣ
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Ａ：ＲＥ与ＭＥＣ病毒注射及光纤埋置示意图；Ｂ：ＲＥ内感染ＧＣａＭＰ７ｂ及光纤记录典型代表图　绿色荧光：ＧＣａＭＰ７ｂ，黄色虚线：
光纤埋置位置，白色虚线（自上而下）：ＲＥ、腹侧第三脑室；Ｃ：小鼠在空旷场内不同行为示意图；Ｄ：光纤记录小鼠在旷场内不同
行为期间投射至ＭＥＣ的 ＲＥ神经元钙信号变化典型代表图（ΔＦ／Ｆ）　方框：示行为事件；Ｅ：空旷场中小鼠投射至 ＭＥＣ的 ＲＥ
神经元钙信号的ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验（ｎ＝９），ａ：Ｐ＜０．０５，４组之间两两比较；Ｆ：投射至ＭＥＣ的ＲＥ神经标准化钙信号与小鼠在
空旷场内运动速度之间的相关性分析（ｎ＝９）

图３　投射至ＭＥＣ的ＲＥ神经元在空间探索相关行为中激活

２．３　化学遗传学抑制ＲＥＭＥＣ通路损害空间记忆
　　动物在探索新环境时，大脑神经的神经元同时在
编码与环境相关的空间信息，进而形成空间记忆。光

纤记录实验结果表明，ＲＥＭＥＣ通路在空间探索行为
中激活，因此，本研究通过化学遗传学干预 ＲＥＭＥＣ
通路，分析小鼠在空间探索全过程中探索距离持续动

态的变化情况，进而探究 ＲＥＭＥＣ通路对空间记忆编
码过程的调控作用。首先在两侧 ＭＥＣ注射 ＡＡＶ２／
ＲｅｔｒｏｈＳｙｎＣｒｅ病毒，同时在ＲＥ注射 Ｃｒｅ依赖的 ＤＩＯ
ｈＭ４ＤｍＣｈｅｒｒｙ病毒或对照 ＤＩＯｍＣｈｅｒｒｙ病毒，标记特
异性投射至 ＭＥＣ的 ＲＥ神经元。等待病毒表达 ３周
后，在ＲＥ埋置导管（图４Ａ）。形态学鉴定ｈＭ４Ｄ集中
表达在ＲＥ，且导管植入位点在 ＲＥ上方（图 ４Ｂ）。手
术恢复１周后，记录小鼠在空旷场中探索１０ｍｉｎ的行
为和轨迹 （图 ４Ｃ、Ｄ）。在小鼠放入旷场正式训练前

１５ｍｉｎ，通过给药导管在 ＲＥ脑区注射 ＣＮＯ诱导抑制
ＲＥＭＥＣ通路。与对照组（ｍＣｈｅｒｒｙ）小鼠比较，处理组
（ｈＭ４Ｄ）小鼠在空旷场中探索距离（时间窗／３０ｓ）明显
高于对照组小鼠。同时，处理组小鼠在整个空间探索

过程中的运动时间存在增加的趋势（图４Ｆ）。为了排
除干预ＲＥＭＥＣ通路影响小鼠情绪水平引起小鼠空
间记忆受损的因素，我们对比分析了处理组小鼠与对

照组小鼠在中央区的停留时间和刻板理毛行为次数，

两组小鼠之间中央区时间差异无统计学差异（图

４Ｇ），对小鼠的重复刻板理毛行为没有造成影响（图
４Ｈ），说明抑制 ＲＥＭＥＣ通路不会对小鼠的情绪水平
造成影响。这些结果提示化学遗传抑制 ＲＥＭＥＣ通
路损害小鼠的空间记忆，使得小鼠需要探索更长的距

离对新环境的空间信息进行表征。

１１５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）
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Ａ：ＲＥ与ＭＥＣ病毒注射与导管埋置示意图；Ｂ：ＲＥ病毒表达与导管埋置位置典型示意图　红色荧光：ｍＣｈｅｒｒｙ，黄色虚线：导管
埋置位置；Ｃ：空旷场及中央区（蓝色填充）分布示意图；Ｄ：处理组（ｈＭ４Ｄ）与对照组（ｍＣｈｅｒｒｙ）小鼠在空旷场中运动轨迹示意
图；Ｅ：化学遗传抑制ＲＥＭＥＣ通路后，小鼠在连续时间窗（３０ｓ）的运动距离　ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；Ｆ：化学遗传抑制 ＲＥ
ＭＥＣ通路后，小鼠在空旷场内探索１０ｍｉｎ的总运动时间；Ｇ：化学遗传抑制 ＲＥＭＥＣ通路后，小鼠在中央区的停留时间；Ｈ：化
学遗传抑制ＲＥＭＥＣ通路后，小鼠在空旷场内的理毛次数

图４　化学遗传抑制ＲＥＭＥＣ通路损害空间记忆

３　讨论

　　空间记忆是对环境位置或方向信息的表征，与皮
层海马神经环路密切相关［１４］。内嗅皮层是海马结构

的输入和输出结构，是海马前额叶环路的重要节点，
介导了海马与皮层之间的信息交流［１３，１５］。ＲＥ与前额
叶海马内嗅皮层神经环路建立广泛的联系［６，１６］。海

马发出直接投射至前额叶，有趣的是，前额叶并未发出

直接的纤维投射至海马，而是通过 ＲＥ中继将信息传
递至海马［１７］。同时，ＲＥ也发出神经纤维投射至空间
记忆相关的内嗅皮层。另外，行为学证据表明 ＲＥ参

与空间记忆的形成，损毁或抑制 ＲＥ导致空间记忆的
编码和长期形成受损［１８－１９］。且ＲＥ在觉醒期间高度活
跃［２０］，是皮层信息传递至海马和 ＭＥＣ的重要中继站
和输出站［８，２１］，为ＲＥ调控ＭＥＣ参与空间记忆提供了
合理的理论基础。本研究首先利用逆行神经示踪和顺

行神经示踪技术，探究ＲＥ与ＭＥＣ之间形态学联系特
征，并进一步记录了特异性投射到 ＭＥＣ的 ＲＥ神经元
在空间探索中的活动模式，为 ＲＥＭＥＣ通路在空间学
习记忆的作用机制研究提供了基础。

　　通过逆行神经示踪和顺行神经示踪技术，验证了
ＲＥ与ＭＥＣ存在大量的纤维投射（在ＭＥＣ浅层Ⅰ层有

２１５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



密集的纤维投射），Ⅰ层（分子层）基本不包含神经元
胞体，而是分布着致密的纤维带，是其他亚层神经元胞

体的轴突或树突棘集中分布的区域，并建立广泛的突

触连接［１３］。这与课题组另一发现是不同的，促觉醒脑

区外侧下丘脑促进空间记忆编码，主要是通过投射至

ＭＥＣ浅层的Ⅱ／Ⅲ层的胞体，Ⅱ／Ⅲ层主要由星状神经
元或锥状神经元胞体组成［１１］。ＭＥＣ的不同亚层之配
合紧密，以一个整体网络的形式进行工作，并在空间记

忆的储存、巩固和提取中发挥作用。以上结果提示ＲＥ
与外侧下丘脑调控ＭＥＣ的机制不同，可能作为两个独
立又互补的上游系统调控ＭＥＣ相关的空间记忆编码。
　　在形态学证据的基础上，本研究探索了在体情况
下ＲＥＭＥＣ通路在小鼠进行空间探索时的活动特征。
本研究构建了小鼠在空旷场中自由探索的一系列行为

谱，包括探索行为（站立行为、抬头行为），刻板行为

（理毛行为）、运动和静止状态，记录了这些行为期间

投射至ＭＥＣ的ＲＥ神经元的活动模式。发现ＲＥＭＥＣ
通路在小鼠进行探索相关行为时更活跃，而在静止和

刻板行为期间钙活动减弱，进一步分析钙信号与小鼠

运动速度呈正相关，小鼠运动的钙活动明显高于静止

状态时的钙活动，这些结果提示投射至 ＭＥＣ的 ＲＥ神
经元可能主要参与了空间记忆的编码过程，促进小鼠

对新环境空间信息的表征。并且分析这群神经元的钙

信号，明显升高发生在行为事件启动时，前期研究报道

在丘脑中也存在空间位置编码的功能细胞，如头向细

胞、边界细胞等［２２－２３］，这些结果提示ＲＥ的输入可能为
ＭＥＣ参与空间记忆编码提供了自我运动的线索，关于
ＲＥ投射至ＭＥＣ的这群神经元是否为功能细胞及是哪
种功能细胞类型仍有待进一步验证，并探究此通路是

否对空间记忆编码的其他方面存在调控作用。

　　为了进一步验证 ＲＥＭＥＣ通路在空间记忆编码
的因果关系，本研究通过化学遗传抑制 ＲＥＭＥＣ通
路，导致小鼠在空旷场自由探索的距离增加，提示干预

这条通路可能损害小鼠的空间记忆编码能力，使得小

鼠需要探索更长的距离来加强对新环境空间信息的编

码。需要注意的是，本研究仍存在一定的局限性，为进

一步研究ＲＥ调控ＭＥＣ参与空间记忆的具体作用，可
以在多个空间记忆研究的行为范式如两物体空间位置

改变实验、新物体识别实验等验证 ＲＥＭＥＣ参与空间
记忆的形成，并结合光遗传学操控，达到更高的时间分

辨率，进一步明确ＲＥ调控ＭＥＣ参与空间记忆的时间
窗。前期研究报道，ＭＥＣ与海马在觉醒期协同参与空
间记忆的编码、存储与提取，场电位呈现出 ｔｈｅｔａ
ｇａｍｍａ耦合振荡特征［２４－２７］，另外，最新研究表明ＲＥ驱
动皮层海马神经网络振荡的同步化，促进情景记忆的

编码或巩固转化为长期记忆［９，１９］。ＲＥ作为记忆神经
环路中关键的一环，与前额叶、海马、内嗅皮层之间有

着广泛的纤维联系，在空间记忆中发挥着重要作用，

ＲＥ是通过什么神经网络振荡机制来促进ＭＥＣ相关的
空间记忆编码或提取，其上游驱动机制是什么，ＲＥ
ＭＥＣ神经环路与前额叶ＲＥ海马神经环路在情景记
忆信息处理有什么异同，ＲＥ对 ＭＥＣ的神经调控作用
是否可以完善记忆神经环路的组件，这些问题有待进

一步的研究。

　　综上所述，本研究结果表明，特异性投射至 ＭＥＣ
的ＲＥ神经元在空间记忆编码过程中激活，并且抑制
ＲＥＭＥＣ神经通路影响空间记忆。本研究结果为后续
进一步解析和完善空间记忆神经环路机制研究提供了

新的环路方向。
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９１３－９１４．
ＳＨＥＮＸＰ，ＱＩＨＰ，ＬＩＵＸＮ，ｅｔａｌ．Ｒｅａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｗｏ
ｆａｃｔｏｒｎｏｎｐａｒａｍｅｔｒｉｃｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｉｎＳＰＳＳ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪ
ＨｅａｌｔｈＳｔａｔ，２０１３，３０（６）：９１３－９１４．

［１３］ＣＡＮＴＯＣＢ，ＷＯＵＴＥＲＬＯＯＤＦＧ，ＷＩＴＴＥＲＭＰ．Ｗｈａｔ
ｄｏｅｓｔｈｅａｎａｔｏｍｉｃａｌｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｎｔｏｒｈｉｎａｌｃｏｒｔｅｘｔｅｌｌ
ｕｓ？［Ｊ］．ＮｅｕｒａｌＰｌａｓｔ，２００８，２００８：３８１２４３．ＤＯＩ：１０．
１１５５／２００８／３８１２４３．

［１４］ＭＯＳＥＲＥＩ，ＭＯＳＥＲＭＢ，ＭＣＮＡＵＧＨＴＯＮＢＬ．Ｓｐａｔｉａｌ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ：ａｈｉｓｔｏｒｙ［Ｊ］．
ＮａｔＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０１７，２０（１１）：１４４８－１４６４．ＤＯＩ：１０．１０３８／
ｎｎ．４６５３．
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ＡｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｅｎｔｏｒｈｉｎａｌｃｏｒｔｅｘＡｒｅｖｉｅｗｏｆｅｎｔｏｒｈｉｎａｌ
ａｎａｔｏｍｙｉｎｒｏｄｅｎｔｓｗｉｔｈｓｏｍｅｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｎｏｔｅｓ［Ｊ］．Ｆｒｏｎｔ
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［１６］ＳＣＨＥＥＬＮ，ＷＵＬＦＦＰ，ＤＥＭＯＯＩＪＶＡＮＭＡＬＳＥＮＪＧ．
Ａｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｔｈａｌａｍｉｃｎｕｃｌｅｕｓｒｅｕｎｉｅｎｓｉｎｔｈｅ
ｍｏｕｓｅ［Ｊ］．ＪＣｏｍｐＮｅｕｒｏｌ，２０２０，５２８（７）：１１８９－１２０２．
ＤＯＩ：１０．１００２／ｃｎｅ．２４８１１．
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ｐｒｅｆｒｏｎｔａｌｃｏｒｔｅｘｔｏｔｈｅｔｈａｌａｍｕｓｉｎｔｈｅｒａｔ，ｗｉｔｈｅｍｐｈａｓｉｓｏｎ
ｎｕｃｌｅｕｓｒｅｕｎｉｅｎｓ［Ｊ］．ＪＣｏｍｐＮｅｕｒｏｌ，２００２，４４２（２）：
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ｔｈａｌａｍｏｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌ ｃｉｒｃｕｉｔ ｆｏｒ ｇｏａｌｄｉｒｅｃｔｅｄ ｓｐａｔｉａｌ
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ｒｅｌａｙｆｏｒｃｏｒｔｉｃｏｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｉｎｒｅｃｅｎｔａｎｄｒｅｍｏｔｅ
ｍｅｍｏｒｙｃｏｎｓｏｌｉｄａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏｓｃｉＢｉｏｂｅｈａｖＲｅｖ，２０２１，
１２５：３３９－３５４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｎｅｕｂｉｏｒｅｖ．２０２１．０２．０２５．
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ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｎｅｕｒｏｎｓｏｆｎｕｃｌｅｕｓｒｅｕｎｉｅｎｓａｃｒｏｓｓｓｌｅｅｐ
ｗａｋｅｓｔａｔｅｓｉｎｔｈｅｂｅｈａｖｉｎｇｒａｔ［Ｊ］．ＢｅｈａｖＢｒａｉｎＲｅｓ，
２０２１，４１０：１１３３２５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂｒ．２０２１．１１３３２５．
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ｐｒｅｃｉｓｅ，ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｏｎｔｅｘｔｕａｌｆｅａｒｍｅｍｏｒｉｅｓｉｎ
ｒａｔｓ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０１８，３８（４６）：９９２５－９９３３．ＤＯＩ：
１０．１５２３／ＪＮＥＵＲＯＳＣＩ．１４２９１８．２０１８．

［２２］ＪＡＮＫＯＷＳＫＩＭＭ，ＩＳＬＡＭＭＮ，ＷＲＩＧＨＴＮＦ，ｅｔａｌ．
Ｎｕｃｌｅｕｓｒｅｕｎｉｅｎｓｏｆｔｈｅｔｈａｌａｍｕｓｃｏｎｔａｉｎｓｈｅａｄｄｉｒｅｃｔｉｏｎ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｅｌｉｆｅ，２０１４，３：ｅ０３０７５．ＤＯＩ：１０．７５５４／ｅＬｉｆｅ．
０３０７５．

［２３］ＪＡＮＫＯＷＳＫＩＭＭ，ＰＡＳＳＥＣＫＥＲＪ，ＩＳＬＡＭＭＮ，ｅｔａｌ．
Ｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒｓｐａｔｉａｌｌｙｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｕｒｏｎｓｉｎｔｈｅｒｏｓｔｒａｌ
ｔｈａｌａｍｕｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＢｅｈａｖＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０１５，９：２５６．ＤＯＩ：
１０．３３８９／ｆｎｂｅｈ．２０１５．００２５６．

［２４］ＳＣＨＯＭＢＵＲＧＥＷ，ＦＥＲＮ?ＮＤＥＺＲＵＩＺＡ，ＭＩＺＵＳＥＫＩＫ，
ｅｔａｌ．Ｔｈｅｔａｐｈａｓｅｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎｏｆｉｎｐｕｔｓｐｅｃｉｆｉｃｇａｍｍａ
ｐａｔｔｅｒｎｓｉｎｅｎｔｏｒｈｉｎａｌｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｔｗｏｒｋｓ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｎ，
２０１４，８４（２）：４７０－４８５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｎｅｕｒｏｎ．２０１４．
０８．０５１．

［２５］ＭＡＬＫＯＶＡ，ＳＨＥＶＫＯＶＡＬ，ＬＡＴＹＳＨＫＯＶＡＡ，ｅｔａｌ．
Ｔｈｅｔａａｎｄｇａｍｍａｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｏｃｏｒｔｉｃａｌｏｓｃｉｌｌａｔｉｏｎｓｄｕｒｉｎｇ
ｔｈｅｅｐｉｓｏｄｉｃｌｉｋｅｍｅｍｏｒｙｔｅｓｔ：ｉｍｐａｉｒｍｅｎｔｉｎｅｐｉｌｅｐｔｏｇｅｎｉｃ
ｒａｔｓ［Ｊ］．ＥｘｐＮｅｕｒｏｌ，２０２２，３５４：１１４１１０．ＤＯＩ：１０．１０１６／
ｊ．ｅｘｐｎｅｕｒｏｌ．２０２２．１１４１１０．

［２６］ＨＡＳＳＥＬＭＯＭＥ，ＢＲＡＮＤＯＮＭＰ，ＹＯＳＨＩＤＡＭ，ｅｔａｌ．Ａ
ｐｈａｓｅｃｏｄｅｆｏｒｍｅｍｏｒｙｃｏｕｌｄａｒｉｓｅｆｒｏｍｃｉｒｃｕｉｔｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ
ｉｎｅｎｔｏｒｈｉｎａｌｃｏｒｔｅｘ［Ｊ］．ＮｅｕｒａｌＮｅｔｗ，２００９，２２（８）：１１２９－
１１３８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｎｅｕｎｅｔ．２００９．０７．０１２．

［２７］ＢＵＺＳ?ＫＩＧ．Ｔｈｅｔａｏｓｃｉｌｌａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ［Ｊ］．
Ｎｅｕｒｏｎ，２００２，３３（３）：３２５－３４０．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｓ０８９６
６２７３（０２）００５８６ｘ．

（收稿：２０２３１２２１；修回：２０２４０１１０）
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