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CREB在拟黑多刺蚁不同品级脑部

mRNA水平的定位
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摘要: 为探讨 CREB在拟黑多刺蚁( Polyrhachis vicina)不同品级脑部 mRNA水平的表达,采用地高辛标记

法原位杂交技术对拟黑多刺蚁工蚁、雌蚁、雄蚁 3 个品级脑部 CREB mRNA 的表达进行了定位研究。结

果显示, CREB mRNA在拟黑多刺蚁不同品级脑部均有广泛表达。阳性反应主要分布在蕈形体冠部的

Kenyon细胞、视叶和嗅叶等部位。在 3 个不同品级蚂蚁的脑部中, 工蚁的嗅球和蕈形体内有较明显的

CREB mRNA阳性反应, 雄蚁的视叶具有较强的阳性反应,与工蚁和雄蚁相比, 雌蚁脑部各个部位的阳性

表达都较弱。推断 CREB 可能在视觉和嗅觉信息的获取与整合中起着重要作用, 且与不同品级蚂蚁的

行为相关。
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Distribution of CREB mRNA in the Brain of Polyrhachis vicina
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Abstract:The distribution of CREB mRNA was investigated by in situ hybridization in the brain of three castes of

Polyrhachis vicina. Extensive expression of CREB mRNA was observed in the brain of all three castes. The prominent

positive reaction was observed in the Keyron cells of mushroom body, the optic lobe and the olfactory lobe. Relatively

higher expression was found in the olfactory lobe and mushroom body of workers brain as well as in the optic lobe of

males brain. These results suggest that CREB may play a critical role in obtaining and integrating the visual and

olfactory information in the nervous system, and may be relevant with social community behaviors.
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� � 环磷酸腺苷反应元件结合蛋白 ( cyclic

AMP response element binding protein, CREB) 是

一种重要的核转录因子, 具有调节包括学习记

忆在内的广泛的生物学功能, 是细胞内多种信

号通路的一种关键成分
[ 1]

, 对学习记忆的作用

在对海兔 ( Aplysia dactylomela)
[ 2]
、果蝇 ( Droso�

phila)
[ 3]
、小鼠( Mus musculus )

[4]
和大鼠 ( Rattus

norvegicus)
[ 5, 6]
等的研究中已经证实。但有关

CREB在蚁科昆虫中枢神经中的分布及生理功

能的研究资料甚少, 且蚂蚁不同品级的行为特

征存在差异,对信息的获取和记忆的要求各异,

这是否与 CREB 的分布及功能有关, 相关的资

料还 未见 报 道。本研 究 以 拟黑 多 刺蚁

( Polyrhachis vicina)为实验材料, 利用地高辛标

记法原位杂交技术,对 CREB 在拟黑多刺蚁不



同品级脑部 mRNA 水平的表达进行定位, 从

CERB在不同品级蚂蚁脑部 mRNA水平的表达

差异中,进一步探讨 CREB对于不同品级蚂蚁

学习记忆的生理影响作用。

1 � 材料与方法

1�1 � 实验过程 � 拟黑多刺蚁购自广西横县宏

发食用蚂蚁研究中心, 实验室饲养。用经过消

毒的锋利刀片迅速取下来自同一窝拟黑多刺蚁

成体工蚁、雄蚁和蚁后的头部,每次选取每个品

级的个体各15只为材料进行实验,以备取材时

的损失。将取下的头立即放入 4%的多聚甲醛

固定液(含有 0�1% DEPC)中固定 8 h, 将固定

好的材料放入 30%蔗糖溶液中于 4 ! 过夜, 待

材料全部沉底后,用冰冻包埋剂包埋,置于冰冻

切片机上切片, 切片厚度为 12 �m, 将切片贴于

提前粘附有多聚赖氨酸的载玻片上,晾干备用。

整个操作过程谨防 RNA酶的污染。

从GenBank获得拟黑多刺蚁的 CREB基因

序列 ( PvCREB , EU523223) , 并设计了地高辛标

记的特异性寡核苷酸探针(中国博士德公司) ,

探针序列如下:

( 1 ) 5��3�: CGTTATCTTGGTTAGCAAACCT�
AATTCTGTTATAC

( 2 ) 5��3�: GTGTCTTCCCATTCGCTTCATT�
ATCAAACA

( 3 ) 5��3�: TGGATAAATATAGCTTATTCCA�
AGCATAAA

经冰冻切片后, 用 CREB mRNA 原位杂交

检测试剂盒检测切片 CREB mRNA 的表达。杂

交过程采用张正洪等的实验步骤
[ 7]

, 切片经新

鲜配制的 30% H2O2 1份+ 纯甲醇 50份混合液

室温处理 30 min, 0�1% DEPC水洗 3次,每次 5

min, 3%柠檬酸新鲜配置的胃蛋白酶( 1 ml 3%

柠檬酸加 2滴浓缩型胃蛋白酶, 混匀) , 室温消

化5 min; 原位杂交用 PBS洗 3次,每次 5 min;

蒸馏水洗 1次, 后固定 10 min,切片于 37 ! 恒

温箱预杂交 2 h 后, 切片上滴加杂交液置于恒

温箱 40 ! 过夜, 2 ∀ SSC 洗 5 min ∀ 2次, 0�5
∀ SSC洗15 min, 0�2 ∀ SSC洗 15 min,滴加封闭

液 ( 37 ! , 30 min)。滴加生物素化鼠抗地高辛

( 37 ! , 60 min) ,滴加 SABC ( 37 ! , 20 min) ,滴加

生物素化过氧化物酶 ( 37 ! , 20 min) ,此三步间

各用原位杂交用 PBS洗 5 min ∀ 4次。DAB显

色,常规脱水、透明、封片。阴性对照实验以预

杂交液代替探针杂交液,其他步骤相同。

采用相同的实验过程进行 5次实验。

1�2 � 图像分析与数据处理 � 实验结果应用

Leica QWinV3图像分析系统统计各个品级阳性

反应的灰度值。每一个品级进行了 5次实验,

从每次实验的杂交结果切片中随机选取 5张片

子,每张片子选取 5个样点。将灰度值数据输

入 SPSS 13�0, 进行单因素方差分析 ( One�Way

ANOVA) 和并行多重比较检验 ( Dunnett  s

mult iple comparison)。

2 � 结 � 果

2�1 � CREB mRNA在拟黑多刺蚁不同品级脑

部的表达 � 采用地高辛标记法原位杂交技术,

对拟黑多刺蚁不同品级脑部 CREB mRNA的表

达进行了定位研究,结果显示,在拟黑多刺蚁不

同品级脑部 CREB mRNA 均有广泛表达, 在蕈

形体、视叶和嗅叶等部位均有阳性反应,不同品

级同一脑区阳性表达均有差异,且同一品级不

同脑区也有区别。

2�1�1 � CREB mRNA 在工蚁脑部的表达 �

CREB mRNA 阳性反应物在工蚁主要的脑区均

有分布(图版 #: 1)。以蕈形体 Kenyon细胞的胞

体内表达量最高 (图版 #: 2, 3) , 视叶和嗅叶次

之(图版 #: 4, 5) ,中央复合体相对最弱(图版 #:

3)。蕈形体 CREB mRNA的阳性表达主要集中

在 Kenyon细胞的胞体内, 在蕈形体柄及 �叶具

有较强的阳性反应,唇部和领部阳性反应最弱。

视叶髓区和神经交叉处神经纤维的阳性反应明

显,视神经节层神经元胞体处阳性反应明显(图

版 #: 5)。中央体两侧的内触角神经通路、中央

上体和中央下体的边缘区域神经元有较强的阳

性反应(图版 #: 3) , 中脑嗅叶的边缘区域具有

较强的阳性反应。而阴性对照(图版 #: 6)未见

阳性反应。
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2�1�2 � CREB mRNA 在雌蚁脑部的表达 �

CREB mRNA阳性反应在雌蚁脑部的表达模式

与工蚁类似,但反应强度明显低于工蚁的(图版

%: 1)。与工蚁类似,雌蚁蕈形体 Kenyon细胞的

阳性反应最明显(图版 %: 2) , 视叶阳性反应强

于嗅叶。在蕈形体除 Kenyon细胞有明显的阳

性反应外, 柄部纤维上阳性反应明显, �叶阳性

反应较弱(图版 %: 3)。视叶的视神经节层、视

外髓及视内髓都有较强的阳性反应,而内、外神

经交叉的阳性反应相对较弱(图版 %: 4)。中央

复合体及其两侧的内触角神经通路均有阳性反

应,且反应强于蕈形体柄及 �叶的(图版 %: 5)。

中脑嗅叶的阳性反应表达模式与工蚁类似, 但

强度低于工蚁。而阴性对照(图版 %: 6)未见阳
性反应。

2�1�3 � CREB mRNA 在雄蚁脑部的表达 �

CREB mRNA在雄蚁脑部整个脑区的神经纤维

上均有阳性反应(图版 &: 1)。蕈形体唇部和领

部的神经纤维上有明显的阳性反应 (图版 &:

2) , 蕈形体柄、�叶和中央复合体及其两侧的内

触角神经通路阳性反应程度与工蚁类似(图版

&: 3) , 雄蚁视叶内的阳性反应强度在三个品级

中居首位,在视外髓和视内髓的神经纤维具有

明显的阳性反应(图版 &: 4) , 其他部位反应与

工蚁和雌蚁相似。中脑嗅叶的阳性反应程度类

似于工蚁和雌蚁, 略弱于工蚁(图版 &: 5)。而

阴性对照(图版&: 6)未见阳性反应。
2�1�4 � 图像分析与统计结果 � 拟黑多刺 3个

品级不同脑区的阳性反应灰度值经 SPSS 13�0
统计 学 软件 单 因 素方 差 分 析 ( One�Way

ANOVA) ,并行多重比较检验( Dunnett s multiple

comparison)后, 结果如表 1 所示,不同品级脑区

阳性反应强弱存在差异。

表 1 � 拟黑多刺蚁 3个品级脑部 CREB mRNA原位杂交阳性反应灰度值(Mean∋ SE)

Table 1� The grey value of CREB mRNA in situ hybridization positive reactions in the brain of three castes

阳性反应部位

Positive react ion site

灰度值Gray value ( n= 25)

工蚁Worker ant 雌蚁 Female ant 雄蚁Male ant

前脑 Protocerebrum 蕈形体 Mushroom body 76�57 ∋ 3�13a 88�38 ∋ 4�11c 86�04 ∋ 3�69b

中央复合体 Central complex body 121�66 ∋ 5�89b 142�38 ∋ 4�98c 119�27 ∋ 4�85a

视叶 Opt ic lobe 174�10 ∋ 3�17b 191�81 ∋ 5�27c 154�12 ∋ 4�59a

中脑 Deutocerebrum 嗅叶 Olfactory lobe 124�74 ∋ 5�86a 193�39 ∋ 3�94c 153�33 ∋ 3�71b

� � 图中同一行中不同英文字母上标表示数据差异显著, P< 0�05; n :样本量。

Means with different superscripts are statistically different , P< 0�05; n : Sample size.

3 � 讨 � 论

CREB是真核生物中一个重要的转录调控

因子, 广泛参与多种信号通路的传导
[ 1, 8]

, 在神

经元的生长、突触可塑性、学习和记忆功能等方

面起着重要作用。Montarolo等发现软体动物海

兔可显示出一种称为长时程易化 ( long�term
facilitation,LTF)的类似记忆的敏化行为, 而且表

明这种 LTF需要 CREB的激活
[ 2]
。对果蝇嗅觉

记忆突变体筛选的实验表明, 诱导一种 CREB

的活化性异构体的表达, 可增强嗅觉的长期记

忆形成
[ 9]
。对小鼠学习记忆的研究发现, 缺乏

CREB的小鼠没有惊恐反应, CREB突变小鼠不

仅表现出学习和记忆的行为缺陷而且海马功能

也受到了损伤
[ 4]
。转录因子 CREB作为学习记

忆的分子标志物, 存在于中枢神经系统各种类

型神经元
[ 10]
。本研究利用地高辛标记的特异

性寡核苷酸探针对拟黑多刺蚁不同品级脑部

CREB mRNA 的表达进行了组织定位, 发现

CREB mRNA 的阳性反应广泛存在于蚂蚁脑部

的神经元胞体和神经纤维上,其中,以蕈形体冠

部位的 Kenyon 细胞的阳性反应最强。与雌蚁

和雄蚁相比, 工蚁蕈形体内 CREB mRNA 的阳

性反应较为明显。蕈形体是昆虫各种信息, 包

括嗅觉、学习、记忆和指令的中心
[ 11, 12]

,与其他

昆虫相比,在蚂蚁脑中占有更大的比例
[ 13]
。对
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突变体果蝇的研究发现, 蕈形体结构在果蝇嗅

觉联想式学习记忆过程中起着重要的作用, 且

蕈形体结构缺失的果蝇在嗅觉联想式学习记忆

过程中表现受损
[ 14~ 16]

。对果蝇行为学及遗传

学研究表明,记忆的存储和获取是由 Kenyon 细

胞的突触可塑性导致的
[ 17, 18]

。拟黑多刺蚁蕈形

体Kenyon细胞 CREB mRNA 的高强度表达, 蕈

形体柄和�叶具中强阳性反应。Kenyon细胞的

生理功能就是负责视觉和嗅觉信息的突触后传

递,我们可以推测 CREB将参与拟黑多刺蚁的

视觉和嗅觉行为,在学习记忆形成的过程中起

重要作用。CREB在工蚁蕈形体内 mRNA 水平

的阳性反应相对较明显, 可能与它所具有的复

杂行为相关, 工蚁需要获取和整合更多的视觉

和嗅觉信息, 来完成抚育幼蚁、整理和清洁蚁

巢、觅食等社会职责,这进一步验证了 CREB 在

对视觉和嗅觉行为上的影响作用。CREB mRNA

在拟黑多刺蚁视叶和嗅叶内有不同程度的阳性

反应,以雄蚁视叶的阳性反应最为明显,神经纤

维的阳性反应在雄蚁视内髓和视外髓内十分明

显, 而工蚁嗅叶相对于雄蚁和雌蚁呈现出较强

阳性反应, 3个品级视叶及嗅叶阳性反应的差

异表达可能与不同的脑部结构和行为特征相

关。与雌蚁和工蚁相比,雄蚁具有更为发达的

视叶和明显的阳性反应, 这可能与婚飞这一行

为职责相关。雄蚁需要依靠视觉来快速地处理

信息和更准确地分辨空间方位,进而追寻雌蚁。

在3个品级中, 工蚁具有觅食、抚育幼蚁、清洁

蚁巢等职责,行为最为复杂,工蚁完成这些行为

需要具备一定的能力,如空间定位、对蚁巢位置

的记忆、气味信息的获取、食源的识别及与同伴

之间的信息交流等
[19]

, 而这些方面信息的获取

更多是靠嗅觉来完成, 这与工蚁嗅叶内具有较

强的 CREB mRNA 阳性反应相符, 我们推测工

蚁嗅叶具相对较强的阳性反应可能与其社会行

为有关。CREB mRNA 在拟黑多刺蚁不同品级

视叶和嗅叶内不同程度的差异表达,与它们的

行为特征相一致, 而 CREB与拟黑多刺蚁行为

相关性的研究有待深入进行。
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LI Qing et al . : Distribution of CREB mRNA in the Brain of Polyrhachis vicina Plate #

CREB mRNA在拟黑多刺蚁工蚁脑中的表达(标尺= 50�m)

1. CREB mRNA在工蚁额状面脑切片中的表达, ∀ 100; 2. CREB mRNA 在蕈形体 Keyron 细胞、冠和柄部位的表达,

∀ 400; 3. CREB mRNA 在中央复合体的表达, ∀ 400; 4. CREB mRNA 在侧前脑和嗅球内的表达示, ∀ 400; 5. CREB

mRNA在视叶内的表达, ∀ 200; 6. 阴性对照, ∀ 100。箭头指示有明显阳性颗粒的部位。

Expression of CREB mRNA in the brain of worker ant (Polyrhachis vicina) ( Bar= 50�m)

1. Expression of CREB mRNA in the fronto�slice of a whole brain in worker ant, ∀ 100; 2. Expression of CREB mRNA in the

Keyron cells, the coronula and pedunculus of mushroom body, ∀ 400; 3. Expression of CREB mRNA in the central complex body,

∀ 400; 4. Expression of CREB mRNA in lateral protcerebrum and the olfactory lobe, ∀ 200; 5. Expression of CREB mRNA in the

optic lobe, ∀ 400; 6. Negative control of CREB mRNA in the brain, ∀ 100. The arrow: site of prominent posit ive reaction.

MB:蕈形体; Ca:蕈形体冠; Key:Keyron细胞; Pe:蕈形体柄; CB:中央复合体; OL:视叶; LP:侧前脑; �L:�叶。

MB:Mushroom body; Ca: Calyx; Key: Keyron 细胞; Pe: Pedunculus; CB: Central complex body; OL: Optic lobe; LP: Lateral

protcerebrum; �L:� lobe.
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LI Qing et al . : Distribution of CREB mRNA in the Brain of Polyrhachis vicina Plate %

CREB mRNA在拟黑多刺蚁雌蚁脑中的表达(标尺= 50�m)

1.CREB mRNA 在雌蚁额状面脑切片中的表达, ∀ 100; 2. CREB mRNA 在蕈形体 Keyron 细胞、冠和柄部位的表达,

∀ 200; 3. CREB mRNA 在蕈形体�叶的阳性纤维走向及侧前脑内阳性反应, ∀ 400; 4. CREB mRNA在视叶内的表达,

∀ 400; 5. CREB mRNA 在中央复合体的表达, ∀ 200; 6. 阴性对照, ∀ 100。箭头指示有明显阳性颗粒的部位。

Expression of CREB mRNA in the brain of female ant ( Polyrhachis vicina) ( Bar= 50 �m)

1. Expression of CREB mRNA in the fronto�slice of a whole brain in female ant , ∀ 100; 2. Expression of CREB mRNA in the

Keyron cells, the coronula and pedunculus of mushroom body, ∀ 200; 3 Expression of CREB mRNA in the� lobe of mushroom body

and in the lateral protcerebrum, ∀ 400; 4. Expression of CREB mRNA in the optic lobe, ∀ 400; 5. Expression of CREB mRNA in

the central complex body, ∀ 200; 6. Negative control of CREB mRNA in the brain, ∀ 100. The arrow : site of prominent positive

react ion.

MB:蕈形体; Ca:蕈形体冠; Key:Keyron细胞; Pe:蕈形体柄; CB:中央复合体; OL:视叶; LP:侧前脑; �L:�叶。

MB:Mushroom body; Ca: Calyx; Key: Keyron 细胞; Pe: Pedunculus; CB: Central complex body; OL: Optic lobe; LP: Lateral

protcerebrum; �L:� lobe.
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LI Qing et al . : Distribution of CREB mRNA in the Brain of Polyrhachis vicina Plate &

CREB mRNA在拟黑多刺蚁雄蚁脑中的表达(标尺= 50�m)

1. CREB mRNA在雄蚁额状面脑切片中的表达, ∀ 100; 2. CREB mRNA 在蕈形体 Keyron 细胞、冠和柄部位的表达,

∀ 400; 3. CREB mRNA 在中央复合体的表达, ∀ 400; 4. CREB mRNA在嗅球、侧前脑和视叶内的表达, ∀ 200; 5. CREB

mRNA在嗅球的表达, ∀ 400; 6. 阴性对照, ∀ 100。箭头指示有明显阳性颗粒的部位。

Expression of CREB mRNA in the brain of male ant ( Polyrhachis vicina) ( Bar= 50 �m)

1. Expression of CREB mRNA in the f ronto�slice of a whole brain in male ant , ∀ 100; 2. Expression of CREB mRNA in the Keyron

cells, the coronula and pedunculus of mushroom body, ∀ 400; 3. Expression of CREB mRNA in the central complex body, ∀ 400;

4. Expression of CREB mRNA in the olfactory lobe, the lateral protcerebrum and the optic lobe, ∀ 200; 5. Expression of CREB

mRNA in the olfactory lobe, ∀ 400; 6. Negat ive control of CREB mRNA in the brain, ∀ 100. The arrow : site of prominent positive

react ion.

MB:蕈形体; Ca:蕈形体冠; Key:Keyron细胞; Pe:蕈形体柄; CB:中央复合体; OL:视叶; LP:侧前脑; �L:�叶。

MB:Mushroom body; Ca: Calyx; Key: Keyron 细胞; Pe: Pedunculus; CB: Central complex body; OL: Optic lobe; LP: Lateral

protcerebrum; �L:� lobe.
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