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摘 要 (∀ #免疫组织化学法作为一种神经功能活动形态定位法
,

已在大鼠厌恶性条件反射的神经机制的研

究中得到应用
。

无论是在味觉厌恶性条件反射的研究中
,

还是在听觉刺激与电击相结合的厌恶性

条件反射的研究中
,

都证明了条件反射建立后
,

条件刺激能诱导出与非条件刺激相似的  一!∀# 表达

的分布
,

这提示条件反射学习沟通了条件刺激和非条件刺激这两种不同刺激在大脑中的传导通路
。

关键词 。一 ! ∀#
,

厌恶性条件反射
,

桥脑臂旁核
,

孤束核

分类号 )�∗ +

,一!∀ #是一种原癌基因
,

可在数分钟内对外界刺激作出反应
,

并进行表达
,

所以被称为

即刻早期基因
。

它编码一种核磷酸蛋白
,

作为转录因子激活特定的−./位点
,

从而启动相关

基因的表达
,

这样它就把外界刺激所诱发的短暂的细胞内信息与由基因改变所产生的长时程

反应藕联起来了
。

在缺乏新异或强烈的刺激时
,

神经元中的 一!∀# 基因转录水平很低
,

但当

神经元兴奋或状态变化时
,
 一!∀ #表达迅速增加

,

加之它在+一 0小时后又快速消退
,

因而免疫

组化法检测出的高水平的(。1蛋白就被用作神经元活动变化的标志 234
。

事实表明 一(∀# 免疫

组化方法能够标记多突触神经通路中的兴奋神经元川
,

从而被广泛用于功能性神经解剖及

神经通路的研究 254
。

本文对近年来  一(∀ 1免疫组化法在厌恶性条件反射研究中的运用以及所

取得的成果做一综述
。

� 味觉厌恶性条件反射与脑中 一! ∀ #表达

经典条件反射的建立过程是给动物呈现条件刺激 %,1
,
 。67 8 9 8∀ 6 : 7 #9 8; <= 8 ∋ 后

,

紧接

着施加非条件刺激 %>,1
, < 6 : ∀ 6 7 8 9 8 ∀ 6 : 7 # 9 8 ; < =8 ∋

,

这种操作重复几次后
,

当只呈现,1时
,

动物也出现了>,1所诱发的反应
。

味觉厌恶性条件反射 %,?/
,

: ∀ 6 7 89 8 ∀ 6 : 7 9 ≅ # 9 : ≅ Α : Β # 8 ∀ 6
∋

是以新异味觉刺激作为,1
,

以药物注射
、

Χ射线辐射等引起的身体不适作为>,1
,

被训练的

大 鼠对这种新异液体的再次饮用量明显下降
,

这种行为表明新异液体的味道使大鼠产生了

厌恶反应
。

这种条件反射与经典条件反射的区别在于
Δ

一是只需进行一次训练
Δ 二是,1 与>,1

乙间的时间延迟可长达几小时
。

关于这种条件反射脑机制的研究开始于0& 年代
,

主要采用
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损毁和电生理的方法 2’Γ
,

确定了一些与,?/ 相关的脑区
,

但这两种方法有两个局限性
,

一是

没有保持大脑的正常功能状态
,

二是研究的脑区范围有限
。

而  一! ∀# 免疫组织化学法保证了

动物是处于正常的生理状态下
,

并且通过全脑切片可以看到整个大脑的活动情况
。

根据神经通路理论
,

,1 与> 1 在大脑中都有它们各 自的传导通路
,

外周信息由各自的传

导通路传到脑中
,

在学习过程中这两种信息可能在脑中的某些区域发生相互联系
,

从而使动

物对条件刺激的反应发生改变
。

对于,? /的研究
,

!∀# 免疫组织化学法可 以回答三个问题
Δ

一是学习前味觉刺激所引起的大脑活动
Η
二是学习前单独的内脏刺激所引起的大脑活动

Η

三是学习后味觉刺激所引起的大脑活动的条件化改变
。

这样就可 以发现大脑中哪些核团的

神经元活动在学习后发生了变化
,

从而为揭示条件反射的脑机制提供更多
、

更全面的信息
。

�
Ι

� 味觉刺激
、

内脏刺激与脑中的 一! ∀# 表达

大鼠的味觉传导通路研究得己较为清楚
,

味觉信息经面神经
、

舌咽神经和迷走神经到达

孤束核 %.?1
,

9 ϑ : 6 < : =: < # ∀ ! 9 ϑ: #∀ = 89 ≅ Β Κ 9 Β ≅ 。9 ∋前外侧部的味觉神经元
,

换元后的神

经纤维投射到同侧的桥脑臂旁核%Λ).
,

9 ϑ: Λ ≅ Β ≅ Μ Β ≅ : ϑ8 ≅ = 6 < : =: < # ∋
,

Λ).中的味觉神经元经

两条途径把味觉信息传向前脑
Δ 一条是腹侧前脑系统

,

另一条是丘脑皮层通路
。

第一条通路

属于单突触同侧投射
,

与杏仁中央核
、

终纹床核
、

下丘脑外侧区
、

无名质及味觉皮层发生

交互联系
Η
第二条通路是味觉信息通过双侧上行到达丘脑味觉区

,

而丘脑味觉区与定位于

岛无颗粒皮质
、

岛乱颗粒皮质的味觉皮质有交互联系
。

这两个系统在丘脑水平有相互作用
,

有报道发现从丘脑味觉区到杏仁中央及外侧核存在少量的投射 21Γ
。

用! ∀ #免疫组化法发现
,

味觉刺激在.?1 中只能引起低水平的 一!∀# 表达 204 Η
但不同的味

觉刺激可在Ν). 的不同部位诱导出明显的 一!∀ #表达 2ΟΓ
,

例如糖精水 %大鼠喜好的液体 ∋ 在Ν).

外侧亚核的背部 %−Π1
,

9ϑ: 7 ∀ Β ≅ = =≅ 9 : Β ≅ = # < Μ6 <  =: < # ∋和外侧亚核的中部 %,Π1
,

9ϑ : : : 6 9 Β ≅ =

=≅ 9 : Β ≅ = #< Μ6 < 。=:< # ∋
,

清水在−Π1
,

.≅,Θ溶液在−Π1和内侧亚核的中部 %,Ρ 1
,

9 ϑ: : : 6 9 Β ≅ = Λ ≅ Β 9

∀ ! 9 ϑ: ; : 7 8≅ = # < Μ6 <: =: < #∋中诱导出大量的: 一! ∀ #表达
,

因为糖精水
、

清水
、

.≅,Θ溶液都

在Ν).的−Π1 中诱导出。一!∀ #表达
,

因此推测Ν).的−Π1与味觉快感
、

饮用行为有关
,

,Π1 可能与

糖溶液的味觉信息有关
,

,Ρ1 可能与.≅, Θ溶液的味觉信息有关
。

Σ,Θ 溶液和奎宁溶液 %一种

令大鼠天生厌恶的溶液 ∋都能在Ν).外侧亚核的外部%ΤΠ1
,

9 ϑ : : Υ 9 : Β 6 ≅ = =≅ 9 : Β ≅ = # < Μ6 < : =: < # ∋

和 内侧亚核的外部 %ΤΡ1
,

9 ϑ : : Υ 9 : Β 6 ≅ = ; : 7 8≅ = # < Μ6 < 。=: < # ∋中诱导出大量的: 一 !∀ #表达
,

由此可推测 ΤΠ1 和哪1与苦
、

Σ,Θ 等味觉信息有关
。

从Ν). 发出的上行味觉纤维被破坏后
,

糖

精水和奎宁仍能在上述部位诱发大量的。一!∀# 表达
,

这提示在味觉刺激下
,

Ν). 中大量的 一!∀ #

表达是 由上行投射纤维激活而不受前脑高级中枢的影响
。

从这看出味觉刺激可在某些脑区

中诱发  一 !∀# 表达
,

并且不同性质的味觉刺激可激活核团的不 同区域
,

这些
 一(∀# 阳性免疫

反应 %, 一
(Π 工

,
 一(∀# 一 =8ς: 8=6=6 盯:≅  9 8Α 89Κ ∋ 区可能在,?/ 学习中发挥一定的作用

。

另外
,

(∀ #免疫组化法研究发现
,

腹腔注射 5Ω的ΠΘ ,Θ %建立,?/的有效剂量 ∋ 可在杏仁核
、

.?1
、

下 丘脑 室旁核 % ΝΞ Σ
,

Λ ≅ Β ≅ Α : 6 9 Β 8。< =≅ Β 6 < : =: < # ϑΚΛ ∀ 9 ϑ≅ =≅ ; < # ∋
、

视上核 %1Ψ.
,

#< Λ Β ≅ ∀ Λ 9 8, 6
< =:< #∋

、

Ν).中诱导出大量的
 一

!∀ #表达
。

为了排除渗透压的影响
,

对照组注
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射了同等渗透压的.≅, Θ溶液却只能在上述部位诱导出少量的 一!∀# 表达
,

说明这些部位的 Ζ

!∀# 表达主要与ΠΘ,Θ的药理作用有关 2�4
。

更为精细的观察发现ΠΘ ,Θ 所引起的 一!∀# 表达主要

出现在杏仁中央核
、

Ν).的ΤΠ1
、

.? 1的尾侧和 中间联络部
、

最后区 %/Ν
,
≅ Β : ≅ Λ ∀ # 9Β : ; ≅ ∋

,

并且迷走神经 切除术表明.?1 能由两侧的迷走神经激活
Η
激活的.?1

,

/Ν主要投射到Ν). 的

ΤΠ 12: 〕
。

损毁实验表明/Ν 的损毁能阻断ΠΘ,Θ 所介导的,?/ 的建立
,

并且这种,?/ 学习的失败是

因为阻断了ΠΘ,Θ 所引起的一些生理变化而造成的。。〕
,

这提示ΠΘ,Θ 在/Ν 中所诱发的 一!∀# 表

达可能与ΠΘ ,Θ 对中枢活动的影响有关
。

在1[≅ 6ς 的实验中
,

苯丙胺 %无催吐作用 ∋
,

另一种

建立,?/的有效药物
,

也能在/Ν
、

.? 1尾部及中间联合部
、

Ν). 的外侧部诱发出  一!∀# 表达
,

只是强度比ΠΘ ,Θ %有催吐作用∋弱一些 2� ’〕
。

1≅ς ≅8 等人分别用 �5 种,? /的有效>,1 处理大鼠后
,

发现在.? 1
、

/Ν及 Ν).的ΤΠ1 中出现了大量的 一! ∀# 表达 Θ‘Φ〕
。

这些结果提示.?1
、

/Ν及Ν).的ΤΠ1

可能是,?/有效>,1 的公共激活区
,

它们可能在,?/ 的建立或表达中发挥一定的作用
。

从以上的实验表明
,

(∀# 免疫组化法可以清晰的揭示出味觉及内脏刺激所激活的脑区
,

有些脑区既能被味觉刺激激活又能被内脏刺激激活 %如Ν).∋
,

这些部位可能在学习时两种信

息的相互联系中发挥重要作用
。

从总体上来看>,1 所激活的脑区多于,1
,

而各种>,1 所激活的

脑区又有一些重叠之处 %如.?1
,

Ν). 等∋
,

这些重叠区反应了,?/ 有效>,1 对大脑作用的公共特

点
。

这些信息为进一步探索,?/ 的中枢机制提供了入手点
,

并且为揭示,?/ 建立及表达时核团

之间的功能联系提供功能性神经解剖的基础
。

�
Ι

Φ 条件刺激与脑中 一! ∀# 的表达

味觉刺激与内脏刺激单独作用时
,

能在脑中的一定部位引起 一!∀# 表达的增加
,

而建立

条件反射后
,

作为条件刺激的味觉刺激在中枢所产生的效应有哪些变化呢 ∴ 在正常情况

下
,

.≅,Θ 溶液不能在Ν).的ΤΠ1 中诱发出。一! ∀# 表达
,

但用.≅, Θ溶液作为,1 建立,?/ 后
,

口中灌

注.≅ ,Θ 溶液能在尾部Ν). 的ΤΠ1 中诱发大量的 一!∀# 表达 2Ο�
。

另外在正常大鼠中
,

糖精水引起

Ν).外侧亚核的中间部 %,Π1
,

9ϑ : : : 6 9 Β ≅ = =≅ 9 : Β ≅ = # < Μ6 < : =: < # ∋产生 : 一(ΠΘ反应
Η
建立,?/

后
,

(∀ 1 阳 性 神 经 元 转 移 到 了 Ν).外 侧 亚 核 的腹 部 % Ξ Π1
,

9 ϑ : Α : 6 9 Β ≅ = =≅ 9 : Β ≅ =

#< Μ 6<  =:< #∋ %ΑΠ1包括ΤΠ1 区∋〔
, “〕

。

从这两个实验可看出
,

条件训练改变了味觉刺激在Ν). 的

激活区域
,

并且趋向>,1 反应区

—
ΤΠ1 区

,

有实验表明双侧损毁Ν).后
,

不能建立,?/ 闭
,

这

提示味觉和内脏感觉的联系可能发生在Ν). 中
,

另外因为厌恶性溶液 %如
Δ

Σ,Π溶液
,

奎宁∋也

能在Ν) .的ΤΠ1 中诱导出密集的 一(ΠΘ
,

所以这一区域可能又与大鼠对味觉的厌恶反应有关
。

Σ∀ < Λ 9发现杏仁中央核神经元的,一(ΠΘ 只有在,?/ 形成后才能出现 2�+ 〕
,

电生理的实验结

果表明
,

正常大鼠中
,

糖精水的刺激不能在杏仁基底外侧核引起高频率的电发放
,

但建立,?/

后
,

糖精水却能引起杏仁基底外侧核的高频电发放闭
,

这说明杏仁核神经元的活动在学习

中发生 了条件化的改变
。

有实验表明〔’“〕
,

损毁杏仁中央核 % Τ/
,

9ϑ 。  : 69 Β≅ = 明Κ] 7≅= 。 87

6 <  =: < # ∋不影响,?/的建立
,

但损毁杏仁基底外侧核却能阻断,?/ 的建立
,

这提示神经元活

动的条件化改变并不一定与糖精水饮用量下降的行为表现相平行
。

许多实验都己经证实比 “ 5
,

糖水与腹腔注射ΠΘ ,Θ 溶液配对建立,?Ι/ 后
,

糖水的味觉刺激
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就能在.?1的中间联络部 %�.? 1
,

86 9 : Β ; : 7 8 ≅ 9 : 6 < : =: < # ∀! 9 ϑ: #∀ =8 9≅Β Κ 9Β ≅ : 9 ∋ 引起:一! ∀ #

表达的条件化增加
,

而对照组却没有发现明显的 一!∀# 表达
。

进一步的实验证实
,

8.?1中出

现的,一(ΠΘ 随着,! /的消退而消失90�
。

这些都有力地说明8.?1 中的,一(> 反应是条件反射训练

的产物
。

但损毁实验表明
,

双侧损毁.?1 后
,

,?/ 的行为反射仍能建立〔’刀
,

这说明.? 1与,? /

表达中糖精水饮用量的下降无关
。

为了进一步探讨.?1中,一(ΠΘ 与叮/的关系
,

1[ ≅ 6ς 等用苯丙胺代替ΠΘ,Θ
,

发现苯丙胺单独

注射时只能在 8.? 1中诱导产生少量的,一(ΠΘ
,

但与糖精水配对建立,? /后
,

糖精水却可以在

8.?1中诱发出多于单独注射苯丙胺时 的 一 !∀# 表达
,

而且与ΠΘ, Θ组的糖精水所引起的  一!∀#

表达数量 基本相同 2= ‘〕
。

另外奎宁 %⊥ <8 68 6: ∋是一种令大鼠天生厌恶的液体
,

它的灌注不能

在 8.? 1中诱发,一(ΠΘ
,

但与腹腔注射ΠΘ ,Θ 配对后却可以在 8.?1 中诱发,一(ΠΘ 2=�Γ
,

这说明 8. ?1

中的,一(ΠΘ 与厌恶反应无关
,

这一事实也揭示 出是味觉与内脏输入在时间上的联系改变了

8.?1 中神经元的活动
。

8. ?1中被,?/所诱导出的 一! ∀ #表达是被哪来的投射所激活的呢 ∴ 1 ϑ≅! :用糖精水与腹

腔注射ΠΘ,Θ 配对建立,? /后
,

在上丘水平切断一侧的前后脑联系
,

发现单独注射Π8  = 时 8.? 1

中的,一(Π工无变化
,

但是建立,?/后
,

糖精水所诱发的,一(Π工却只出现在保持联系的一侧脑干

的 8.? 1中2=Ε 〕
,

从而说明,? /在 8.? 1中所诱发的,一(Π 工是由前脑的输入引起的
。

1 ϑ ≅ ! :没有停留于此
,

他把(∀# 免疫组化法与损毁法相结合
,

在下面的实验中对前脑与

8.?1的功能性神经解剖联系进行了研究
。

他发现双侧电损毁杏仁核后 2Φ& �
,

不能在一次性训

练中建立,?/
,

并且在 �.?1 中不能诱发出  一!∀# 表达
。

双侧电损毁味觉皮层后 2Φ ’〕
,

也不能在

一次性训练中建立,?/
,

但 8.?1 中仍能诱发出相当数量的少!∀# 表达
,

虽然比训练过的完整

大鼠显著降低
,

但与没有训练的组相 比有显著增加
。

这提示 8.? 1中的 一 !∀# 表达主要受杏仁

核的影响
,

而岛皮质对 8.?1 中的 一!∀ #表达也有作用
,

岛皮质向8.? 1的投射纤维可能在杏仁

核中换元或者在它附近通过
。

而单侧电损毁岛皮质或杏仁核都不能影响,? /的建立
,

同时 Ζ

!∀ #表达只出现在没有损毁一侧的 8.?1中
,

并且在上述两种损毁中
,

无损毁侧的  一!∀ #表达

数量与损毁前很相似
,

这提示 8. ?1 中的  一!∀# 表达是被同侧输入所激活的
。

,? /的外在行为表现是对新异液体饮用量的下降
Η
而 一!∀# 表达揭示了,? /所引起的大脑

神经元活动的变化
。

,一(ΠΘ 核团不仅仅出现在与,? /的行为反射有关的核团%如Ν) .∋
,

同时也

揭示出与,?/行为反射无关的一些脑区 %如.?1
、

,Τ /∋
。

(∀ #免疫组化法所揭示的,一(ΠΘ 核团无

论与,? /的行为反射有无关系
,

但它们确实反映出,?/ 的建立使大脑中某些区域的神经元活

动发生了条件化的改变
,

这也提示条件反射对动物或人的作用可能是复杂而深远的
。

Φ 其它厌恶性条件反射与脑中 一! ∀ #的表达
Ν: _ _ ∀ 6 :

等〔ΦΦ3 用听觉刺激作为,1
,

以电击脚部为>,1 建立厌恶性条件反射后
,

单纯的听

觉刺激可 以和 电击刺激一样在ΝΞ Σ %用免疫双标法发现
,

其中一些神经元含有促肾上腺皮质

激素释放激素 ∋
,

隔核的腹外侧核 %Π1Ξ
,

9 ϑ : Α : 6 9 Β ≅ = =≅ 9 : Β ≅ = # : Λ 9 ≅ = 6 < : =: 8∋
,

杏仁内侧

核 %ΡΤ/
,

飞ϑ: ∀ : 7 8 ≅ = ≅ ; Κ] 7 ≅ =∀ 8 7 6 < : =: 8∋
,

感觉运动皮层 %9ϑ: # : 6 #∀ Β 8; ∀ 9 ∀ Β : ∀ Β 9 :Υ ∋
,
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基底神经节 %9 ϑ : Μ ≅ #≅= ] ≅6 ] =8≅∋ 和丘脑核团引起  一!∀# 表达的增加
,

但其数量明显少于非

条件刺激组
Η
而控制组在上述部位没有或只有少量的 一!∀# 表达

。

另外在脑干的研究中发现

条件反射建立后
,

,1 与>,1 一样能在下列一些区域产生 ,一(ΠΘ
,

它们是蓝斑 %/0 ∋ 的去甲肾

上腺能神经元
,

孤束核 %/⎯α ,=∋
,

延髓的腹外侧部 %/Θα ,=
,

9 ϑ : Α : 6 9 Β ≅ = =≅ 9 : Β ≅ = ; : 7 < ==≅ ∋
,

/+
,

/Ο
,

导水管周围灰质 %Ν/β
,

Λ :Β8 ≅ ⊥<: 7< 9 ≅= ] ≅Κ ∋ 背部与腹部的一些神经元
,

中缝背

核中含+一轻色胺的神经元
Δ 而未进行厌恶条件反射学习训练的组中听觉刺激除了在Ν/β 中有

基础表达外
,

几乎没有,一(ΠΘ 2Φ5 〕
。

虽然两种厌恶性条件反射所诱导的  一! ∀# 表达区域各有不

同
,

但它们都能在孤束核中诱发出,一(ΠΘ
。

孤束核在调节内脏功能方面有着广泛的作用
,

在

正常情况下孤束核接受迷走神经的输入
,

向上投射到下丘脑和海马从而影响神经内分泌活

动 2Φ’〕Η
而当大鼠学习后

,

信号刺激所激活的高级脑中枢把信息向下传递至孤束核
,

然后再

影响神经内分泌活动
,

所以孤束核可能在心理应激及条件应激对机体生理状态的调节方面

起着重要的枢纽作用
。

另外
,

1;8 9ϑ 等人用  一!∀# ; χ./原位杂交法研究大鼠的听觉刺激条件反射发现
,

条件反

射训练之后
,

声音刺激与 电击脚部刺激一样能在隔区
、

扣带回和梨状内核中诱发出大量的

 一!∀ #表达
Η
并且条件刺激与非条件刺激都能在蓝斑中诱发出高水平的 一!∀# 表达

,

这一区

域的 一!∀ #表达与刺激所引起的血浆皮质酮浓度的升高有着密切的关系
。

非条件电击刺激能

在ΝΞ Σ中诱发大量的 一!∀ #表达
,

但条件刺激或经历过电击后的非条件电击都不能在ΝΞ Σ中诱

发,一!& #表达 2Φ+ 〕
。

而上文中用(Ψ1 免疫组化法发现
,

条件刺激可在ΝΞ Σ神经元的细胞核中诱
一

发出少量的 一(ΠΘ 反应
,

这些(Ψ1 蛋白可能不是由核内的−./转录而来
,

只是细胞浆中已有的

(Ψ 1蛋白进入到细胞核中
。

条件刺激在下丘脑及脑千中与 自主神经有关的核团中诱发的 一(ΠΘ
,

很可能与心理应激所引起的生理变化有关
。

在以听觉刺激为条件刺激的厌恶性条件反射的研究中
,

条件刺激在大脑中的广泛区域

诱发出,一(ΠΘ
,

这些区域与1≅ 6 76:
Β
等的实验结果有相 当大的重叠 2Φ: 〕

。

1≅6 7 6 :Β 通过电击自

由运动的大鼠
,

或向与厌恶行为有关的某些脑区 %如Ν/β
,

下丘脑内侧核团 ∋ 注射微量的 δ

一
氨基丁酸阻断剂或兴奋性氨基酸的方法来诱导脑中的 一!∀ #表达

,

结果发现无论是化学刺

激还是电刺激
,

它们在大脑的,一(ΠΘ 区域有很大的重叠
,

这些区域是杏仁核
、

终纹
、

乳头体

下区
、

下丘脑
、

导水管周围灰质
、

上丘
、

楔形核和蓝斑
。

这同其它方法如痛觉或应激作比

较
,

有非常相似的模式
。

根据这些结果我们可以看到厌恶反射所涉及的核团是非常多
,

而

且分布也是非常广泛的
,

关于这些核团的功用及它们之间的相互联系还有待进一步的研

究
。

5 总结
(∀ 1免疫组化法在厌恶性条件反射研究中揭示出许多与条件反射学习有关的神经核团及

大脑功能活动的改变
。

这种变化大致可分为两种
Δ

一种是随着条件反射的建立
,

核团中的

 一!∀ #表达从无到有或由少至多
,

如杏仁核
、

ΝΞΣ
、

.?1
Η
另一种是随着条件反射的建立

,

核

团中
 一 ! ∀ #

表达的位置发生了变化
,

如Ν).
。

更为重要的特点是
,

条件反射建立后
,

,1能诱
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发出与>,1相似的 一!∀# 表达分布
,

这提示条件反射建立的神经机制可能是在高级中枢调节

下
,

两种刺檄在大脑中传导通路的沟通
。
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