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外侧下丘脑食欲素能神经元内侧内嗅皮层神经环路对空间记忆的调控作用
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　　［摘要］　目的　探究外侧下丘脑（ｌａｔｅｒａｌｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ，ＬＨ）食欲素（ｈｙｐｏｃｒｅｔｉｎ，Ｈｃｒｔ）能神经元内侧
内嗅皮层（ｍｅｄｉａｌｅｎｔｏｒｈｉｎａｌｃｏｒｔｅｘ，ＭＥＣ）神经环路对空间记忆的调控作用。方法　利用光纤记录技术，观
察Ｈｃｒｔ能神经元在空间记忆中的活动模式。通过逆行神经示踪技术鉴定Ｈｃｒｔ能神经元与ＭＥＣ浅层神经
元的形态学联系特征。利用化学遗传学及光遗传学技术探究ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ通路对空间记忆的影响。结果　
光纤记录实验发现ＬＨ的Ｈｃｒｔ能神经元在空间记忆相关行为中高水平激活（Ｐ＜０．０１）。逆行神经示踪实
验发现Ｈｃｒｔ能神经元投射至空间记忆相关的ＭＥＣ，ＬＨ投射至ＭＥＣ的Ｈｃｒｔ能神经元在空间记忆中激活。
化学遗传学抑制ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ通路明显增加小鼠寻找食物正确空间位置的潜伏期（Ｐ＜０．０５）及小鼠寻得食
物过程累计错误次数（Ｐ＜０．０５）。光遗传学激活ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ通路显著降低小鼠早期寻找食物正确位置的
潜伏期（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｈｃｒｔ能神经元参与空间记忆，ＬＨ投射至ＭＥＣ浅层的Ｈｃｒｔ能神经元在空间记忆
中激活，化学遗传学抑制ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ通路损害空间记忆；光遗传学激活ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ通路增强空间记忆。
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　　空间记忆（ｓｐａｔｉａｌｍｅｍｏｒｙ）是表征外界环境的记
忆［１－２］。为了适应外界复杂环境变化，动物不断地产

生、维持和更新空间记忆［３］。空间记忆作为大脑最基

本且十分重要的高级功能之一，其依赖海马、内侧内嗅

皮层（ｍｅｄｉａｌｅｎｔｏｒｈｉｎａｌｃｏｒｔｅｘ，ＭＥＣ）神经环路［４－５］。

ＭＥＣ是海马的“门户”，向海马输入信息的同时接受海
马的信息输出。近来研究表明，ＭＥＣ中有一群能主动
编码空间信息并参与空间导航的神经元，如网格细胞、

速度细胞、边界细胞等［６－７］。不仅如此，临床证据证

实，ＭＥＣ相关的功能障碍是空间导航能力缺陷的基
础，可导致广泛的疾病症状［８－９］。

　　食欲素是下丘脑食欲素能神经元中特异性ｍＲＮＡ
编码的两种神经肽［ｈｙｐｏｃｒｅｔｉｎ１（Ｈｃｒｔ１）和ｈｙｐｏｃｒｅｔｉｎ２
（Ｈｃｒｔ２）］［１０－１１］。Ｈｃｒｔ能神经元数量较少且局限分布
于外侧下丘脑及下丘脑穹窿周区，其广泛投射于整个

大脑，支配蓝斑、基底前脑、腹侧被盖核、中缝背核等脑

区［１２］。自１９９８年发现以来，下丘脑 Ｈｃｒｔ能神经元已
被证实参与包括觉醒、睡眠、奖赏、动机、摄食、恐惧和

焦虑等多种神经生理功能［１３－１６］。近来有研究者发现，

Ｈｃｒｔ能神经元通过增强海马突触可塑性从而调控记
忆［１７］，敲除 Ｈｃｒｔ能神经元可导致空间记忆障碍［１８］。

此外，有研究表明衰老小鼠Ｈｃｒｔ能神经元显著丢失以
及空间记忆受损，补充Ｈｃｒｔ可改善相关症状［１９－２１］。然

而，Ｈｃｒｔ能神经元在调控空间记忆方面的具体作用和
潜在机制尚不清楚。

　　为此，本研究首先通过光纤记录的方法观察 Ｈｃｒｔ
能神经元在空间记忆中的活动模式，随后利用逆行神

经示踪技术探索Ｈｃｒｔ能神经元与 ＭＥＣ神经通路具体
形态学联系，最后采用化学遗传学和光遗传学的方法

特异性操控ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ神经通路，为食欲素能神经元
调控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　　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ野生型小鼠购自陆军
军医大学实验动物中心；ＨｃｒｔＣｒｅ小鼠受赠于 Ｌｕｉｓｄｅ
Ｌｅｃｅａ教授（精神病学和行为科学系，斯坦福大学，美

国）；ｖＧｌｕｔ２ｃｒｅ小鼠购自 Ｊａｃｋｓｏｎ实验室。本研究均
使用ＳＰＦ级健康成年雄性小鼠（８～１２周龄，体质量
１８～２５ｇ），饲养于 １２ｈ／１２ｈ（光照／黑暗）环境中，环
境温度控制在（２４±１）℃，食水充足且小鼠可自由获
得。以下有关动物的操作流程严格遵守陆军军医大学

实验动物福利和伦理相关规定，并尽可能减少实验动

物的痛苦，降低小鼠使用量。

１．１．２　主要试剂　　ＡＡＶ２／９ＥＦ１αＤＩＯＧＣａＭＰ６ｆ
（上海和元），ＡＡＶ２／９ＥＦ１αＤＩＯＴＶＡＥＧＦＰ、ＡＡＶ２／９
ＥＦ１αＤＩＯＲＶＧ、ＲＶＥＮＶＡΔＧｄｓＲｅｄ（武汉枢密），
ＲｅｄＲｅｔｒｏＢｅａｄｓ（美国Ｌｕｍａｆｌｏｕｏｒ），ＡＡＶ２／９ＥＦ１αＤＩＯ
ｍＣｈｅｒｒｙ、ＡＡＶ２／９ＥＦ１αＤＩＯＨｍ４ＤｍＣｈｅｒｒｙ、ＡＡＶ２／９
ＥＦ１αＤＩＯＣｈＲ２ｍＣｈｅｒｒｙ（武汉枢密），氯氮平 Ｎ氧化
物（４９３６，ＣＮＯ，美国 Ｔｏｃｒｉｓ），磷酸盐缓冲溶液（ＺＬＩ
９０６１，中国中杉金桥），４％多聚甲醛（１５８１２７，美国
Ｓｉｇｍａ），蔗糖（中国生工），免疫染色封闭液（ｐ０１０２，上
海碧云天），免疫染色一抗稀释液（ｐ０１０３，上海碧云
天），大鼠多克隆抗 ｃｆｏｓ抗体（２２６０１７，１∶１０００，
ＳＹＳＹ），兔多克隆抗ＨｃｒｔＡ抗体（ＡＢ３７０４，１∶１０００，美
国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），驴抗兔 ４０５免疫荧光二抗（ａｂ１７５６５１，
１∶５００，美国 Ａｂｃａｍ），驴抗大鼠 ４８８免疫荧光二抗
（ａｂ１５０１５３，１∶５００，美国Ａｂｃａｍ）。
１．２　方法
１．２．１　行为学实验　　行为学实验中，小鼠采用系统
随机法分配到不同的实验条件及测试顺序。行为学实

验前对小鼠进行限食，控制其体质量为初始体质量的

８５％。放置４个直径为１．５ｃｍ、高度为１ｃｍ的圆形容
器于５０ｃｍ×５０ｃｍ旷场的４个方向，相邻容器以黑色
和白色区分。布置不同图案于旷场环境的４个壁上。
为排除新环境对小鼠行为学实验的干扰，实验前在

４个容器中均放置食物，小鼠适应环境 ５ｍｉｎ，过程中
可自由进食。正式训练过程中，食物仅放置于其中

１个容器中，小鼠于旷场中自由探索，直至成功探索至
食物所在的容器，此过程定义为一个 ｔｒｉａｌ。后续的每
个ｔｒｉａｌ间隔２ｍｉｎ，放置食物的容器每个 ｔｒｉａｌ中均在
变化，而食物的位置保持固定不变。小鼠再次自由探

索。如若探索５ｍｉｎ仍未探索至食物所在容器，帮助
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小鼠寻至放置食物的容器。实验结束，用７５％酒精擦
拭环境，消除食物气味的干扰。小鼠寻到食物位置的

潜伏期及其寻至食物位置前与错误位置容器接触的次

数纳入其行为的评价标准。每只小鼠每天训练 ６个
ｔｒｉａｌ，连续４ｄ，共计２４个 ｔｒｉａｌ。计算３个 ｔｒｉａｌ的均值
为１个Ｂｌｏｃｋ，以此进行分析。
１．２．２　光纤记录实验　　光纤记录实验使用 Ｈｃｒｔ
Ｃｒｅ小鼠，在同一批５只小鼠ＬＨ注射１００ｎＬＡＡＶ２／９
ＥＦ１αＤＩＯＧＣａＭＰ６ｆ。病毒感染 ２１ｄ后，进行光纤埋
置。术后恢复７ｄ，在空间探索任务过程中同步记录神
经元钙信号活动的变化。神经元内钙离子浓度与神经

元活动状态密切相关，因此可以通过探测神经元钙离

子浓度反映神经元活动水平［２２］。

　　脑立体定位注射操作流程参考实验室已发表的工
作［２３］。小鼠于通有浓度２．０％、流速０．８ｍＬ／ｍｉｎ的科
研用异氟烷（瑞沃德，中国）的麻醉诱导盒中气体诱导

麻醉 ５ｍｉｎ，固定小鼠头部于单臂数显脑立体定位仪
（瑞沃德，中国），调整麻醉浓度为１．５％，流速不变，手
术过程中根据小鼠术中生命体征调整浓度。将医用红

霉素软膏厚涂于小鼠眼部，覆盖棉球保护，防止术中长

时间强光照射致盲。完成小鼠头部备皮操作后，沿中

线剪开小鼠头皮，暴露术野，范围为前后囟前后５ｍｍ
左右，用棉球蘸取３％的过氧化氢溶液擦拭颅表，清理
结缔组织。以前囟点为坐标轴原点，于手术显微镜下

调整双侧耳杆及鼻侧螺丝，保证小鼠前后囟及左右对称

的位置位于同一水平。参照第２版Ｆｒａｎｋｌｉｎ＆Ｐａｘｉｎｏｓ
小鼠脑图谱，确定ＬＨ（Ｂｒｅｇｍａ，ＡＰ＝－１．５８ｍｍ；ＭＬ＝
±１．１０ｍｍ；ＤＶ＝－４．８５ｍｍ）注射坐标并于定位处钻一
直径约为 ０．５ｍｍ骨窗，挑开硬脑膜。吸取 １００ｎＬ
ＡＡＶ２／９ＥＦ１αＤＩＯＧＣａＭＰ６ｆ于尖端开口直径约为２０μｍ
玻璃微电极（３０００２０３Ｇ／Ｘ，ＤｒｕｍｍｏｎｄＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公
司，美国）中，将玻璃微电极缓慢下降至对应位置并停

留３ｍｉｎ后，以１５ｎＬ／ｍｉｎ速度推注病毒，注射完成后
留针８ｍｉｎ，待病毒扩散，脑组织回缩后，缓慢升起电
极。消毒后缝合创口，取下小鼠，待其恢复清醒后，放

回饲养笼。病毒感染２１ｄ后，于ＬＨ埋置光纤，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。植入深度为４．７～４．７５ｍｍ，当
幅值稳定不再上升后，停止植入，于颅表用紫外固化牙

科水泥固定光纤，待完全固定后，取下小鼠，待其恢复

清醒后，放回饲养笼。术后恢复７ｄ，在空间探索任务
过程中，同步记录钙信号，行为范式如上所述。为防止

ＧＣａＭＰ漂白，光纤尖端激光强度为 １０～２０μＷ，使用
光纤记录软件（ＩｎｐｅｒｓｔｕｄｉｏＡｌｐｈａ８．２，Ｉｎｐｅｒ，中国），
以４０Ｈｚ记录光纤钙信号。对采集数据进行基线矫

正，滤波处理，噪声扣除后，用ΔＦ／Ｆ＝（Ｆ－Ｆ０）／Ｆ０的值
来表征事件周围的钙信号变化。

１．２．３　逆行神经示踪实验　　ｖＧｕｌｔ２Ｃｒｅ小鼠用于
单突触逆行示踪实验。将 １００ｎＬ（１∶１体积混合）的
ＡＡＶ２／９ＥＦ１αＤＩＯＴＶＡＥＧＦＰ 和 ＡＡＶ２／９ＥＦ１αＤＩＯ
ＲＶＧ注射到小鼠的ＭＥＣ浅层（ｆｒｏｍｐｏｓｔｅｒｉｏｒｆｏｎｔａｎｅｌｌｅ，
ＡＰ＝－０．２ｍｍ；ＭＬ＝±３．７５ｍｍ；ＤＶ＝－１．９５ｍｍ）。病
毒感染 ２１ｄ后，于 ＭＥＣ浅层注射 ２００ｎＬ的 ＲＶ
ＥＮＶＡΔＧｄｓＲｅｄ。术后恢复 ７ｄ，观察形态。以上实
验流程在生物安全级别为２的条件下进行。Ｃ５ＢＬ／６Ｊ
野生型小鼠用于逆行示踪实验。将 ５００ｎＬｒｅｄ
ｒｅｔｒｏｂｅａｄｓ注射到小鼠的ＭＥＣ浅层。病毒感染５ｄ，于
行为学训练后，取材观察形态。

１．２．４　灌注取材　　将小鼠麻醉后，以３０ｍＬ、３７℃
的磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）
及３０ｍＬ、４％多聚甲醛（ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ，ＰＦＡ）进行
心脏灌流后，将脑取出。脑组织置于 ４％ＰＦＡ中后固
定１２ｈ，转移至３０％蔗糖溶液中脱水。
１．２．５　脑片制备与免疫荧光染色　　取出脱水完毕
的脑组织，修块后用冰冻切片机（ＣＭ１９００，美国Ｌｅｉｃａ）
于－２０℃下连续切片，切片厚度为 ４０μｍ。收集含有
ＬＨ或 ＭＥＣ的脑片，保存于 ＰＢＳ溶液中。为了研究
ｒｅｄｒｅｔｒｏｂｅａｄｓ及 ｃｆｏｓ在 Ｈｃｒｔ能神经元中的特异性表
达，每只小鼠取相同层面的脑片，ＰＢＳ漂洗 １０ｍｉｎ×
３次，置于免疫染色封闭液中在 ３７℃烘箱中封闭
３０ｍｉｎ。完成封闭后，将大鼠多克隆抗 ｃｆｏｓ抗体及兔
多克隆抗ＨｃｒｔＡ抗体用免疫染色一抗稀释液按１∶１０００
进行稀释。４℃过夜，第 ２天再次使用 ＰＢＳ漂洗
１０ｍｉｎ×３次，加入用ＰＢＳ按１∶５００进行稀释的驴抗大
鼠４８８免疫荧光二抗及驴抗兔４０５免疫荧光二抗。室
温下避光孵育 ２ｈ，孵育结束，再次使用 ＰＢＳ漂洗
１０ｍｉｎ×３次，进行封片。蔡司荧光显微镜用于拍摄目
标脑区，高分辨图像拍摄于激光共聚焦显微镜 Ｚｅｉｓｓ
ＬＳＭ８００。将图像与第２版 Ｆｒａｎｋｌｉｎ＆Ｐａｘｉｎｏｓ小鼠脑
图谱进行拟合，以确定每个脑区的边界，用 ＩｍａｇｅＪ软
件分析ｃｆｏｓ阳性神经元数量。
１．２．６　化学遗传学实验　　ＨｃｒｔＣｒｅ小鼠用于化学遗
传学实验。为了观察特异性抑制ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ通路对空
间记忆的影响，将同一批１６只小鼠按完全随机化分为
２组，分别在ＬＨ注射ＡＡＶ２／９ＥＦ１αＤＩＯｍＣｈｅｒｒｙ（对照
组）及 ＡＡＶ２／９ＥＦ１αＤＩＯＨｍ４ＤｍＣｈｅｒｒｙ（实验组）。
感染病毒２１ｄ后，于双侧ＭＥＣ浅层处置入给药导管。
病毒注射及埋置过程同前所述。术后恢复７ｄ，进行行
为学训练。任务模式同前，每天训练前１５ｍｉｎ，用微量
注射泵经给药导管于双侧 ＭＥＣ匀速给予５００ｎＬＣＮＯ
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（５μｍｏｌ／Ｌ，注射速度为２５０ｎＬ／ｍｉｎ）。行为训练完成后，
取材观察形态，只有病毒表达与导管埋置位置均准确的

小鼠才纳入统计。该实验中，２组小鼠共计排除４只。
１．２．７　光遗传学实验　　ＨｃｒｔＣｒｅ小鼠用于光遗传
学实验。为了观察特异性激活 ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ通路对空
间记忆的影响，将同一批１４只小鼠按完全随机化分为
２组，分别在 ＬＨ注射 ＡＡＶ２／９ＥＦ１αＤＩＯｍＣｈｅｒｒｙ（对
照组）及ＡＡＶ２／９ＥＦ１αＤＩＯＣｈＲ２ｍＣｈｅｒｒｙ（实验组）。
感染病毒２１ｄ后，于双侧 ＭＥＣ置入光纤。病毒注射
及埋置过程同前所述。术后恢复 ７ｄ，进行行为学训
练。任务模式同前。进行空间探索训练时，通过光纤

在双侧ＭＥＣ给予４７０ｎｍ蓝光（２０Ｈｚ、１０ｍｓ）持续光
照。行为训练完成后，取材观察形态，只有病毒表达与

光纤埋置位置均准确的小鼠才纳入统计。该实验中，

２组小鼠共计排除２只。
１．３　统计学分析
　　采用ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１２．５统计软件进行分析。实验结
果以 珋ｘ±ｓ表示。正态性检验通过且方差齐，采用配对
或非配对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。行为学训练数据使用重复测量双因

素方差分析。当Ｐ＜０．０５时，认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｈｃｒｔ能神经元在空间记忆相关行为中高水平激活
　　为了明确Ｈｃｒｔ能神经元在空间记忆中的作用，采
用光纤记录钙信号的方法观察 Ｈｃｒｔ能神经元在空间

探索任务中的活动模式（图１Ａ～Ｃ）。通过行为学训练
同步记录钙信号的方法，发现该群神经元在空间探索

过程中明显活跃。当小鼠成功到达食物的位置时，

Ｈｃｒｔ能神经元的钙信号强度达到峰值，而当小鼠开始
进食，其迅速下降至基线水平（图１Ｄ～Ｆ）。在此期间，
小鼠几乎处于静止状态，表明短暂的钙信号峰值几乎

不可能是由运动引起。这提示 Ｈｃｒｔ能神经元参与空
间记忆。

２．２　Ｈｃｒｔ能神经元投射至空间记忆相关的ＭＥＣ
　　鉴于ＭＥＣ在空间导航和空间记忆中具有关键作
用，为进一步明确 ＬＨ的 Ｈｃｒｔ能神经元是否直接与
ＭＥＣ的神经元产生突触联系，利用基于 Ｃｒｅ依赖的狂
犬病毒的逆行病毒示踪技术在 ｖＧｕｌｔ２Ｃｒｅ小鼠上进行
测试（图 ２Ａ）。组织学证据显示，同时表达 ＥＧＦＰ和
ｄｓＲｅｄ的起始细胞集中分布在 ＭＥＣ（图２Ｂ）。免疫荧
光染色结果显示，在 ＬＨ内存在 ｄｓＲｅｄ逆行标记的神
经元（图２Ｃ）。逆行标记的神经元中，３７．５％表达Ｈｃｒｔ
（图２Ｄ），提示Ｈｃｒｔ神经元与ＭＥＣ中的神经元形成单
突触联系。为进一步验证 Ｈｃｒｔ能神经元在空间记忆
中的作用是否依赖于其向 ＭＥＣ的投射，通过 ｒｅｄ
ｒｅｔｒｏｂｅａｄｓ来标记投射至 ＭＥＣ的 Ｈｃｒｔ能神经元（图
２Ｅ），并验证这些Ｈｃｒｔ能神经元内是否存在ｃｆｏｓ的表
达。完成空间探索任务后，小鼠投射至 ＭＥＣ的 Ｈｃｒｔ
能神经元中发现 ｃｆｏｓ表达（图 ２Ｆ）。以上结果表明，
ＬＨ投射至ＭＥＣ的Ｈｃｒｔ能神经元在空间记忆中激活。
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Ａ：空间探索任务示意图；Ｂ：ＤＩＯＧＣａＭＰ６ｆ病毒注射及光纤埋置示意图；Ｃ：注射位点病毒感染情况及光纤埋置位
置典型图；Ｄ：光纤记录实验记录ＬＨ的Ｈｃｒｔ能神经元钙信号变化　每个Ｂｌｏｃｋ为３个连续训练ｔｒａｉｌ的均值，每个
Ｂｌｏｃｋ的时间尺度已被标准化；Ｅ：ＬＨ的Ｈｃｒｔ能神经元钙信号分析（ｎ＝５）；Ｆ：均一化各个过程的曲线下面积的重
复测量方差分析（ｎ＝５）　ａ：Ｐ＜０．０１

图１　Ｈｃｒｔ能神经元在空间记忆相关行为中高水平激活
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Ａ：狂犬病毒介导逆向跨单突触示踪示意图；Ｂ：注射位点病毒表达情况　右图为左图中虚线框内放大视图；
ＲＶΔＧ：囊膜糖蛋白缺失的狂犬病毒；ＴＶＡ：禽类肉瘤病毒受体Ａ；Ｃ：逆行神经示踪实验观察小鼠ＬＨ投射至ＭＥＣ
的Ｈｃｒｔ能神经元　右图为左图中白色箭头指示神经元放大视图；Ｄ：ＬＨ中ＲＶｄｓＲｅｄ标记神经元中 Ｈｃｒｔ能神经
元百分占比（黄色）；Ｅ：ｒｅｄｒｅｔｒｏｂｅａｄｓ注射示意图；Ｆ：ＬＨＭＥＣ神经元ｃｆｏｓ表达　白色箭头示ｒｅｄｒｅｔｒｏｂｅａｄｓ标记
ｃｆｏｓ阳性的Ｈｃｒｔ能神经元

图２　Ｈｃｒｔ能神经元投射至空间记忆相关的ＭＥＣ

２．３　化学遗传学抑制ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ通路损害空间记忆
　　由于前两部分实验表明 Ｈｃｒｔ能神经元参与空间
记忆且可投射至ＭＥＣ，有必要进一步探究在体情况下
ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ通路对 ＭＥＣ相关的空间记忆的调控。实
验范式同前，ＨｃｒｔＣｒｅ小鼠 ＬＨ注射 Ｃｒｅ依赖的病毒
ＡＡＶ２／９ＥＦ１αＤＩＯＨｍ４ＤｍＣｈｅｒｒｙ，３～４周后在 ＭＥＣ
浅层埋置给药导管（图３Ａ）。手术恢复１周后，在行为
学训练前，通过局部注射 ＣＮＯ实现特异性抑制 ＭＥＣ
浅层的Ｈｃｒｔ纤维。形态学证据表明导管植入位点在
ＭＥＣ上方且 Ｈｍ４Ｄ表达神经元集中分布在 ＬＨ
（图３Ｂ）。特异性抑制ＭＥＣ的Ｈｃｒｔ纤维后，小鼠花费
更长的时间在空间探索的过程上，其找到空间环境中

正确食物位置的潜伏期较对照组显著增加（Ｐ＜０．０１，
图３Ｃ）；同时，实验组小鼠在整个空间探索过程中触碰
错误容器的次数存在增加的趋势（Ｐ＜０．０５，图 ３Ｄ）。
结果表明化学遗传学抑制 ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ通路损害空间
记忆。

２．４　光遗传学激活ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ通路增强空间记忆
　　为了进一步说明Ｈｃｒｔ对ＭＥＣ相关的空间记忆的
重要性，利用相同的行为学范式，于 ＨｃｒｔＣｒｅ小鼠 ＬＨ
注射 Ｃｒｅ依 赖 的 病 毒 ＡＡＶ２／９ＥＦ１αＤＩＯＣｈＲ２
ｍＣｈｅｒｒｙ，３～４周后在ＭＥＣ浅层埋置光纤（图４Ａ）。通
过形态学鉴定，光纤植入位点位于ＭＥＣ上方（图４Ｂ）。
在空间探索任务中，持续以蓝光特异性激活 ＬＨＨｃｒｔ
ＭＥＣ通路。发现光激活 ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ通路显著减少了
小鼠早期寻找食物正确位置的潜伏期（Ｐ＜０．０１，图
４Ｃ），经过４个Ｂｌｏｃｋ的训练，对照组小鼠的表现相对
稳定，寻找食物正确位置的平均潜伏期约为６０ｓ，基于
这些结果，量化达到潜伏期小于 ６０ｓ所需的训练次
数。进一步发现，光激活 ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ通路减少了小鼠
达到潜伏期小于６０ｓ标准所需的训练次数（Ｐ＜０．０５，
图４Ｄ）。此外，实验组小鼠在整个空间探索过程中表
现出更少的触碰错误容器次数的趋势（Ｐ＜０．０５，图４Ｅ）。
结果表明ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ通路对空间记忆十分重要。

１３９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）
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导管埋置位置；Ｃ：化学遗传学抑制ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ通路后，小鼠寻到食物位置的潜伏期（ｎ＝６）；Ｄ：抑制 ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ
通路后，小鼠寻到食物位置过程累计错误次数（ｎ＝６）

图３　化学遗传学抑制ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ通路损害空间记忆

!!"#!$%&'!($%)**+

光纤

,-$

./*0!$*)

1.

233 !(

423

533

678

633

23

3

潜
伏
期

9
:

; 5 < =

>?@/A:

对照组

$%&4

实验组

B

C

;4

D

=

8

训
练
次
数

9

次

对照组
$%&4

实验组

对照组

$%&4

实验组

E8

=8

48

8

; 4 < =

>?@/A:

累
计
错
误
次
数

9

次

C

$

F

>

!

-

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
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图４　光遗传学激活ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ通路强化空间记忆获得
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３　讨论

　　大脑的记忆系统是由多个脑区（前额叶皮层、海
马、内嗅皮层等）复杂联系、相互作用而形成。空间记

忆有助于生物体适应外界环境变化，研究揭示内嗅皮

层在空间记忆过程中的重要作用，损毁内嗅皮层，动物

在水迷宫任务中寻找平台的潜伏期明显延长［２４］。

ＨＵＮＳＡＫＥＲ等［２５］的研究详细解释了外侧内嗅皮层和

内侧内嗅皮层的功能差异，其中空间记忆主要依赖内

侧内嗅皮层。Ｈｃｒｔ能神经元参与多种神经功能，近年
来，Ｈｃｒｔ能神经元对认知的影响得到了许多研究者的
重视［２６］。值得注意的是，临床观察和动物实验均表

明，Ｈｃｒｔ能神经元缺失导致的发作性睡眠患者或啮齿
动物在学习和记忆方面表现出明显的损伤，这表明

Ｈｃｒｔ能神经元参与了学习记忆的控制［２７－２９］。尽管如

此，目前很少有研究关注Ｈｃｒｔ能神经元对空间记忆的
影响及潜在机制。

　　本研究构建了一种检验 ＭＥＣ相关空间记忆的行
为范式。为了迅速获得食物，小鼠必须记忆食物位置

相关的特定空间标识，而忽略不同容器带来的影响。

既往ＭＩＬＥＹＫＯＶＳＫＩＹ等［３０］对Ｈｃｒｔ能神经元活动的记
录表明，Ｈｃｒｔ能神经元在觉醒阶段最大限度地激活，尤
其是动物从事诸如进食和探索行为等自愿行为。本研

究发现，在空间探索任务中，小鼠 Ｈｃｒｔ能神经元钙活
动增加，与ＭＩＬＥＹＫＯＶＳＫＩＹ等［３０］的发现相似，不同的

是，本研究在空间探索食物的基础上引入了空间位置

相关记忆。小鼠ＬＨ的Ｈｃｒｔ能神经元在空间探索任务
中激活，在寻找到食物位置时钙信号达到峰值。更有

趣的是，当小鼠开始进食，其 Ｈｃｒｔ能神经元钙信号迅
速下降。排除运动带来的影响，这提示 Ｈｃｒｔ能神经元
可能参与空间记忆。ＰＥＹＲＯＮ等［３１］的研究表明，Ｈｃｒｔ
能神经元向整个大脑发出投射，目前的研究主要集中

在Ｈｃｒｔ的几个主要靶点，如蓝斑、腹侧被盖核、中缝背
核、结节乳头核和基底前脑等。这种分布表明 Ｈｃｒｔ能
神经元在觉醒和睡眠调节中的作用。利用逆行神经示

踪技术，我们从形态学上证实了 ＬＨ与负责空间记忆
的ＭＥＣ存在突触联系，ＬＨ投射至 ＭＥＣ的 Ｈｃｒｔ能神
经元在空间记忆过程中激活，这提示 ＬＨ的 Ｈｃｒｔ能神
经元存在向空间记忆相关的 ＭＥＣ的投射且 ＬＨＨｃｒｔ
ＭＥＣ通路可能参与空间记忆。众所周知，记忆分为许
多不同的类型，由不同的脑区如海马 ＣＡ１、海马 ＣＡ２、
前额叶皮层、外侧内嗅皮层、内侧内嗅皮层等分工协

调。内侧内嗅皮层主要负责空间记忆，本研究主要关

注Ｈｃｒｔ能神经元对空间记忆及内侧内嗅皮层的调控
作用，但是在后续实验中还需更进一步探究此通路是

否对其他类型的记忆存在调控作用。

　　已有大量的研究结果表明，记忆的编码、存储和提
取阶段均发生在觉醒期间，良好的空间记忆需要完整

的觉醒系统支持，促觉醒系统在支持空间记忆中具有

不可替代的作用［３２］。例如，胆碱能和单胺能系统直接

支配ＭＥＣ和其他与空间记忆相关的大脑区域，形成神
经回路，通过调节记忆印记神经元兴奋性［３３－３４］和突触

可塑性［３５］在空间记忆中发挥支持作用。Ｈｃｒｔ能神经
元特殊的投射模式提示，其在觉醒调控以及觉醒期间

多种生理功能的关键作用［３６］。阻断 Ｈｃｒｔ受体或敲除
Ｈｃｒｔ基因导致空间记忆受损［１８］；相反，补充 Ｈｃｒｔ可改
善空间记忆缺陷动物模型的记忆障碍。本研究结果表

明光遗传学激活 ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ通路增强正常生理情况
下的空间记忆，已有相关研究证实ＭＥＣ处理空间记忆
依赖其内部微环路，表现为θ振荡及γ振荡协调整合，
本课题组其他研究发现 Ｈｃｒｔ能神经元可以通过易化
ＭＥＣ内部的 γ振荡提高 ＭＥＣ处理空间信息的能力，
提示适度的增强觉醒水平有助于提高空间记忆能力以

应对周围环境变化。值得注意的是，本工作仍存在一

定的局限性。Ｈｃｒｔ能神经元作为一个典型的促觉醒系
统，其在空间记忆发挥支持作用，机制上同其他促觉醒

系统有无异同，各个促觉醒系统对空间记忆的支持作

用是否存在相互联系，Ｈｃｒｔ对记忆的作用是否可以完
善觉醒系统支持记忆的具体框架，这需要我们进一步

的研究。

　　综上所述，本研究结果表明，ＬＨ的 Ｈｃｒｔ能神经元
在空间记忆中激活，并通过 ＬＨＨｃｒｔＭＥＣ神经通路影响
空间记忆。研究结果为后续解析 Ｈｃｒｔ能神经元调控
空间记忆机制研究提供了新的环路方向。
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２２４６．ＤＯＩ：１０．１１２６／ｓｃｉｅｎｃｅ．１０７１０８９．
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［Ｊ］． Ｐｒｏｃ ＮａｔｌＡｃａｄ ＳｃｉＵＳＡ， ２０２２， １１９（７）：

ｅ２１２１６５５１１９．ＤＯＩ：１０．１０７３／ｐｎａｓ．２１２１６５５１１９．

［８］ＡＲＭＳＴＲＯＮＧＣ，ＷＡＮＧＪ，ＹＥＵＮＬＥＥＳ，ｅｔａｌ．Ｔａｒｇｅｔ

ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐａｒｖａｌｂｕｍｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｔｅｒｎｅｕｒｏｎｓｉｎｌａｙｅｒⅡ ｏｆ

ｍｅｄｉａｌｅｎｔｏｒｈｉｎａｌｃｏｒｔｅｘｉｎｎｏｒｍａｌａｎｄｅｐｉｌｅｐｔｉｃａｎｉｍａｌｓ［Ｊ］．

Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ，２０１６，２６（６）：７７９－７９３．ＤＯＩ：１０．１００２／

ｈｉｐｏ．２２５５９．

［９］ＹＵＮＳ，ＲＥＹＮＯＬＤＳＲＰ，ＰＥＴＲＯＦＩ，ｅｔａｌ．Ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆ

ｅｎｔｏｒｈｉｎａｌｃｏｒｔｅｘｄｅｎｔａｔｅｇｙｒｕｓｃｉｒｃｕｉｔｒｙｉｓａｎｔｉｄｅｐｒｅｓｓｉｖｅ［Ｊ］．

Ｎａｔｍｅｄ，２０１８，２４（５）：６５８－６６６．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１５９１

０１８０００２１．

［１０］ＳＡＫＵＲＡＩＴ，ＡＭＥＭＩＹＡＡ，ＩＳＨＩＩＭ，ｅｔａｌ．Ｏｒｅｘｉｎｓａｎｄ

ｏｒｅｘｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ：ａｆａｍｉｌｙｏｆｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅｓａｎｄ

Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓｔｈａｔｒｅｇｕｌａｔｅｆｅｅｄｉｎｇｂｅｈａｖｉｏｒ

［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，１９９８，９２（４）：５７３－５８５．ＤＯＩ：１０．１０１６／

ｓ００９２８６７４（００）８０９４９６．
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ｈｙｐｏｃｒｅｔｉｎｓ： ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｗｉｔｈ

ｎｅｕｒｏｅｘｃｉｔａｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，

１９９８，９５（１）：３２２－３２７．ＤＯＩ：１０．１０７３／ｐｎａｓ．９５．１．３２２．

［１２］ＪＡＣＯＢＳＯＮＬＨ，ＨＯＹＥＲＤ，ＤＥＬＥＣＥＡＬ．Ｈｙｐｏｃｒｅｔｉｎｓ

（ｏｒｅｘｉｎｓ）：Ｔｈｅｕｌｔｉｍａｔｅｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅｓ［Ｊ］．Ｊ

ＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，２０２２，２９１（５）：５３３－５５６．ＤＯＩ：１０．１１１１／

ｊｏｉｍ．１３４０６．

［１３］ＬＩＳＢ，ＪＯＮＥＳＪＲ，ＤＥＬＥＣＥＡＬ．Ｈｙｐｏｃｒｅｔｉｎｓ，ｎｅｕｒａｌ

ｓｙｓｔｅｍｓ，ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，ａｎｄｐｓｙｃｈｉａｔｒｉｃｄｉｓｏｒｄｅｒｓ［Ｊ］．Ｃｕｒｒ

ＰｓｙｃｈｉａｔｒｙＲｅｐ，２０１６，１８（１）：７．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１１９２０

０１５０６３９０．

［１４］ＦＥＮＧＨ，ＷＥＮＳＹ，ＱＩＡＯＱＣ，ｅｔａｌ．Ｏｒｅｘｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｍｏｄｕｌａｔｅｓｓｙｎｃｈｒｏｎｉｚｅｄｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｓｕｂｌａｔｅｒｏｄｏｒｓａｌ

ｔｅｇｍｅｎｔａｌｎｕｃｌｅｕｓｔｏｓｔａｂｉｌｉｚｅＲＥＭｓｌｅｅｐ［Ｊ］．ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，

２０２０，１１（１）：３６６１．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４６７０２０１７４０１３．

［１５］ＦＬＡＮＩＧＡＮＭＥ，ＡＬＥＹＡＳＩＮ Ｈ，ＬＩＬ，ｅｔａｌ．Ｏｒｅｘｉｎ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎＧＡＢＡｅｒｇｉｃｌａｔｅｒａｌｈａｂｅｎｕｌａｎｅｕｒｏｎｓｍｏｄｕｌａｔｅｓ

ａｇｇｒｅｓｓｉｖｅｂｅｈａｖｉｏｒｉｎｍａｌｅｍｉｃｅ［Ｊ］．ＮａｔＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０２０，

２３（５）：６３８－６５０．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１５９３０２００６１７７．

［１６］ＨＩＲＡＮＯＡ，ＨＳＵＰＫ，ＺＨＡＮＧＬ，ｅｔａｌ．ＤＥＣ２ｍｏｄｕｌａｔｅｓ

ｏｒｅｘｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｒｅｇｕｌａｔｅｓｓｌｅｅｐ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄ
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ａｎｄｓｙｎａｐｔｉｃｐｌａｓｔｉｃｉｔｙｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，２０１３，３３

（１２）：５２７５－３２８４．ＤＯＩ：１０．１５２３／ＪＮＥＵＲＯＳＣＩ．３２００１２．
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｐｐｒｏａｃｈｔｏｍａｐｐｉｎｇｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｍａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ［Ｊ］．ＭｏｌｂｒａｉｎＲｅｓ，１９９８，６３（１）：２５－
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［２３］ＲＥＮＳ，ＷＡＮＧＹ，ＹＵＥＦ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐａｒａｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ

ｔｈａｌａｍｕｓｉｓａｃｒｉｔｉｃａｌｔｈａｌａｍｉｃａｒｅａｆｏｒｗａｋｅｆｕｌｎｅｓｓ［Ｊ］．
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Ｄｉｓｔｉｎｃｔｒｏｌｅｓｏｆｍｅｄｉａｌａｎｄｌａｔｅｒａｌｅｎｔｏｒｈｉｎａｌｃｏｒｔｅｘｉｎ

ｓｐａｔｉａｌｃｏｇｎｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｅｒｅｂＣｏｒｔｅｘ，２０１３，２３（２）：４５１－

４５９．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｃｅｒｃｏｒ／ｂｈｓ０３３．

［２５］ＨＵＮＳＡＫＥＲＭＲ，ＣＨＥＮＶ，ＴＲＡＮＧＴ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｍｅｄｉａｌ

ａｎｄｌａｔｅｒａｌｅｎｔｏｒｈｉｎａｌｃｏｒｔｅｘｂｏｔｈｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏｃｏｎｔｅｘｔｕａｌａｎｄ

ｉｔｅｍｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｍｅｍｏｒｙ：ａｔｅｓｔｏｆｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｏｆｉｔｅｍｓａｎｄ

ｃｏｎｔｅｘｔｍｏｄｅｌ［Ｊ］．Ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ，２０１３，２３（５）：３８０－３９１．

４３９ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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［２６］ＣＨＥＮＱ，ＤＥＬＥＣＥＡＬ，ＨＵＺ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｈｙｐｏｃｒｅｔｉｎ／

ｏｒｅｘｉｎ ｓｙｓｔｅｍ： ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｌｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ

ｎｅｕｒｏｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ［Ｊ］．ＭｅｄＲｅｓＲｅｖ，２０１５，３５（１）：１５２－

１９７．ＤＯＩ：１０．１００２／ｍｅｄ．２１３２６．

［２７］ＭＡＨＯＮＥＹＣＥ，ＣＯＧＳＷＥＬＬＡ，ＫＯＲＡＬＮＩＫＩＪ，ｅｔａｌ．

Ｔｈｅｎｅｕｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｂａｓｉｓｏｆｎａｒｃｏｌｅｐｓｙ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖ

Ｎｅｕｒｏｓｃｉ，２０１９，２０（２）：８３－９３．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１５８３

０１８００９７ｘ．

［２８］ＮＥＰＯＶＩＭＯＶＡＥ，ＪＡＮＯＣＫＯＶＡＪ，ＭＩＳＩＫＪ，ｅｔａｌ．Ｏｒｅｘｉｎ

ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｉｎｎａｒｃｏｌｅｐｓｙｔｒｅａｔｍｅｎｔ：Ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．Ｍｅｄ

ＲｅｓＲｅｖ，２０１９，３９（３）：９６１－９７５．ＤＯＩ：１０．１００２／ｍｅｄ．
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