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孩子飞高了，飞远了，不再回来了。其实孩子们一直知道，自己的港湾在哪里。

我希望自己早日能有一番事业，好好回家陪伴他们，弥补他们。这段时间，我要
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内侧前额叶皮层不同类型神经元在 

社会竞争行为中的功能研究 

浙江大学医学院     神经生物学 

博 士 研 究 生：   张超逸 

指  导  教  师：   胡海岚 教授 

 

摘  要 

竞争是动物世界最普遍的社会行为之一，也是社会等级这一基本社会组织方

式的成因。近年来由于激烈的社会竞争引发的多种精神疾病，日益成为突出的社

会性问题。理解社会竞争背后的神经机制，有助于我们理解精神疾病是如何从正

常大脑里发生的。前期研究发现，内侧前额叶皮层（Medial prefrontal cortex，mPFC）

在控制社会竞争意识、决定竞争成败中具有关键作用。然而关于mPFC内部的的不

同细胞类型及其形成的皮层微环路在社会竞争中的作用仍不清楚。 

在本课题中，我们以小鼠mPFC内部的锥体（Pyramidal，PYR）神经元和三大

主要抑制性神经元，即小清蛋白阳性（Parvalbumin，PV）、血管活性肠肽阳性

（Vasoactive intestinal polypeptide，VIP）和生长激素抑制素阳性（Somatostatin, SOM）

神经元为研究对象，通过光遗传学，化学遗传学，光纤记录钙成像，微型双光子

钙成像和在体光标记电生理记录等手段，探究上述四类神经元亚群在mPFC内部的

微环路组成，以及其在调控社会竞争行为中的功能。 

通过光遗传学和化学遗传学，我们发现激活mPFC中的PYR和VIP神经元，或

者抑制PV神经元能让小鼠在钻管测试中表现出更多的推挤行为，等级升高。而抑

制VIP神经元，或者激活PV神经元，则会让小鼠在面对社会竞争时变得畏缩不前，

等级降低。而SST神经元，无论激活或抑制，都没有明显的行为变化。通过光纤记

录钙成像，我们观察到PYR神经元和VIP神经元的活动在推挤行为时升高，而在后
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退行为发生时下降。而PV神经元在推挤行为和后退行为发生时都上升。值得注意

的是，我们发现VIP神经元的活动变化在推挤时较PYR和PV都更为提前。随后通过

微型双光子钙成像和光遗传操纵相结合，我们证明了PV神经元与VIP神经元在

mPFC的神经网络调控中分别扮演着抑制性和兴奋性的作用。最后我们利用在体光

标记电生理记录进一步探明了VIP神经元、PV神经元与PYR神经元间的连接关系，

以及由它们构成的微环路在社会竞争行为中的动态变化：VIP神经元通过抑制PV

神经元达到去抑制PYR神经元的作用，从而提高整个mPFC网络的活动使小鼠产生

更多积极的竞争行为。而PV神经元在推挤时候的激活是由于PYR神经元为了维持

mPFC网络的兴奋-抑制平衡产生的反馈激活。 

由此，我们首次提出了由VIP-PV-PYR神经元组成的mPFC去抑制微环路调控

社会竞争行为的神经环路模型。此外我们还探讨了此微环路在其他社会等级相关

行为中的作用，暗示着不同等级行为可能存在着不一样的微环路机制。综上，本

研究加深了对内侧前额叶皮层如何处理社交信息的理解，为理解和解决因社会竞

争造成的社交异常提供更多的参考。 

 

关键词：内侧前额叶皮层，社会竞争，微环路，去抑制，VIP神经元，PV神经元 
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Functions of distinct medial prefrontal cortex neuron 

subpopulations in social competition  

 

Zhejiang University School of Medicine: Neurobiology 

Ph.D. candidate：Chao-Yi Zhang      Supervisor：Prof. Hai-Lan Hu 

 

Abstract 

Social competition is one of the most pervasive social behaviors in the animal 

world. It plays a pivotal role in determining individuals’ social status, which is 

associated with the health and quality of life of animals. In recent years, a variety of 

mental illnesses, which are caused by the increasingly fierce social competition, have 

become a prominent social problem. Unraveling the neural mechanism underlying 

social competition will help us understand how mental illness arises from the normal 

brain. While it is acknowledged that the dorsomedial prefrontal cortex (dmPFC) is 

essential in regulating social competition, it remains unclear how information is 

processed within its local networks. 

In this project, we focused on the pyramidal (PYR) neurons and other three main 

types of inhibitory neurons: parvalbumin-(PV), vasoactive intestinal polypeptide- (VIP) 

and somatostatin-positive (SOM) neurons in the mouse mPFC. Through optogenetics, 

chemogenetics, fiberphotometry calcium imaging, miniature two-photon microscopy, 

and in vivo opto-tagging electrophysiological recording, we explored the composition of 

the microcircuits within the mPFC of the above four different neuron subtypes and their 

functions in regulating social competitive behaviors. 

Using optogenetics and chemogenetics, we found that activating PYR and VIP 

neurons in the mPFC, or inhibiting PV neurons, led to mice exhibiting more pushing 
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behaviors with elevated social rank in the tube test. Inhibiting VIP neurons, or 

activating PV neurons, caused mice to retreat, which lowered their social rank. While 

for SOM neurons, neither activation nor inhibition resulted in significant behavioral 

changes. Using fiberphotometry recording, we observed that the activities of PYR 

neurons and VIP neurons were elevated during pushing behaviors and decreased during 

retreating behaviors. In contrast, activities of PV neurons increased when both pushing 

and retreating behaviors occured. Notably, we found that the pushing behavior is 

associated with sequential calcium activities initiated by VIP and followed by PYR and 

PV neurons. Subsequently, by combining miniature two-photon calcium imaging and 

optogenetic manipulation, we demonstrated that PV neurons and VIP neurons play 

inhibitory and excitatory roles, respectively, in the regulation of mPFC activity. Finally, 

we further explored the connections between VIP neurons, PV neurons and PYR 

neurons by using in vivo opto-tagging electrophysiological recordings, and the dynamic 

changes of the microcircuits formed by these neurons in social competition behaviors: 

VIP neurons inhibited PV neurons, to disinhibit PYR neurons, thereby increasing the 

activity of the entire mPFC network and ultimately inducing more effortful behavior. 

The delayed activation of PV neurons implies an embedded feedback tuning to maintain 

the excitation-inhibitory balance of the mPFC network. 

In this study, we outlines a diverse and dynamic microcircuit model and uncovers a 

new VIP-PV-PYR disinhibitory pathway which regulates social competition behavior. 

In addition, we also explored the role of this microcircuits in other social hierarchy 

behaviors, suggesting that there may be different microcircuit mechanisms for different 

hierarchial behaviors. In conclusion, this study deepens our understanding of how the 

medial prefrontal cortex processes social information and provides new insights into 

social abnormalities linked to social competition. 

 

Keywords: mPFC, Social competition, Microcircuits, Disinhibitory, VIP neuron, PV 

neuron 
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专有名词缩写表 

 

mPFC Medial prefrontal cortex，内侧前额叶皮层 

dmPFC Dorsal medial prefrontal cortex，背内侧前额叶皮层 

PL Prelimbic cortex，前边缘皮质 

Acc Anterior cingulate cortex，前扣带回皮质 

MD Medial dorsal thalamus，丘脑背内侧核 

PAG Periaqueductal grey，中央导水管周围灰质 

BLA Basal lateral amygdala，杏仁基底外侧核 

VTA Ventral tegmental area，腹侧被盖区 

DRN Dorsal raphe nuclei，中缝背核 

GABA γ-aminobutyric，γ－氨基丁酸 

PYR Pyramidal，锥体神经元 

PV Parvalbumin positive，小清蛋白阳性 

VIP Vasoactive intestinal peptide positive，血管活性肠肽阳性 

SOM/SST Somatostatin positive，生长抑素阳性 

USV Ultrasonic vocalization，超声 

Opto-tag 光标记 

WS Wide spike，宽波神经元 

NS Narrow spike，窄波神经元 

FSI Fasting spiking interneuron，高频发放中间神经元 

NS-nonFSI 窄波里的非高频发放中间神经元 

Inh Inhibit, 被抑制的神经类群 

Inh-Act Inhibit-activating，先抑制后激活的神经类群 

dAct Delay activation，延迟激活的神经类群 

CNO Clozapine N-oxide，氯氮平一氧化氮 
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内侧前额叶皮层不同类型神经元在 

社会竞争行为中的功能研究 

 

浙江大学医学院     神经生物学 

博 士 研 究 生：   张超逸 

指  导  教  师：   胡海岚 

 

1 引言 

竞争是动物世界最普遍的社会行为之一，也是社会等级这一基本社会组织方

式的成因。等级的高低同社会个体自身的健康程度和生活质量都高度相关[1-4]。其

中等级高的个体享有更大的生存优势，如食物、配偶等；而等级低的个体则面临

着更高的健康风险。当今社会，愈演愈烈的社会竞争引发了诸多精神疾病的发生，

这日益发展成为一个严重的社会性问题。而决定社会竞争胜负的因素不仅仅局限

于个体体型的大小及身体的强壮程度[5]，由高级皮层调控的个人精神品质也在其中

发挥着重要作用[6,7]。了解竞争背后的神经机制，有助于我们了解精神疾病是如何

从正常大脑里产生的，为解决因社会竞争而造成的多种精神疾病问题提供更多的

诊疗方案。 

1.1 社会竞争与内侧前额叶皮层 

在高级脑区中，内侧前额叶皮层（Medial prefrontal cortex，mPFC）一直被认

为是参与社会等级行为调控的关键脑区[8,9]。之前的研究发现，mPFC参与了多个跟

社会竞争行为相关的高级认知功能的调控，比如不同社会个体的识别[10]，基于价

值判断的行为决策[11-14]，冲突情境下的行动规划等[15-19]。另有研究发现，啮齿类

动物和灵长类动物的前额叶受损后，会损害他们对社会等级信息的识别，并使它

们在群体中的社会等级降低[20-23]。在实验室里，小鼠常作为研究社会等级和社会
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竞争的主要对象。其中钻管测试（Tube test），被认为是检测小鼠社会等级的有效

手段。具体流程是利用一个只允许单只小鼠通过的透明塑料小管，将两只小鼠同

时从管子的两端放入，他们会因为管子的优先通行权而产生竞争。其中先退出管

子的被判定为低等级个体，而后出来的被认定为高等级个体[24-26]。之前的研究发

现操纵背内侧前额叶皮层（Dorsal medial prefrontal cortex，dmPFC）神经元的突触

强度，可以双向的操纵小鼠在钻管测试中的行为表现以及他们的社会等级排名，

从而确定了dmPFC在调控社会竞争行为中的关键地位[25,27]。在随后的研究中，关

于dmPFC参与调控社会竞争中输赢相关的行为机制有被分别报道过。其中背内侧

丘脑（Medial dorsal thalamus，MD）到mPFC的投射介导了胜利者效应[28,29]；而mPFC

到中央导水管周围灰质（Periaqueductal grey，PAG）的投射则介导了社会挫败效

应[30]。尽管如此，关于社会竞争中上游信息如何输入到mPFC，并在mPFC内部微

环路进行加工的过程，我们仍然知之甚少。 

1.2 内侧前额叶皮层中的微环路 

前额叶皮层功能的正常执行，一般依赖于微妙的兴奋-抑制平衡。这种微妙的

平衡主要由占了皮层神经元大概80%左右的兴奋性锥体神经元（Pyramidal，PYR）

和另外20%左右的各类中间神经元（Interneurons，INs）相互作用调节[31-34]。而在

中间神经元中，血管活性肠肽（Vasoactive intestinal polypeptide，VIP）阳性神经

元，小清蛋白（Parvalbumin，PV）阳性神经元和生长抑素（Somatostatin，SOM）

阳性神经元是最主要的三类神经元，大概占了其中的80%[35,36]。鉴于转基因小鼠制

备技术的成熟，以及光遗传，钙成像等神经元操纵和记录技术的蓬勃发展，关于

皮层中间神经元的功能研究被越来越多的报道。这些中间神经元会响应不同的感

觉刺激和行为动作[37-40]，同时还会受大脑不同状态以及不同神经调质的影响[41,42]。

不同的中间神经元，在皮层内部网络的调控中扮演着不同的角色，它们控制着神

经信号的传导和输出，从而调控对应的行为[35,43,44]。近期，有一系列精彩的工作报

道了小鼠mPFC不同类型中间神经元在参与调控多种不同社会行为中的作用机制。

其中包括了社会交往[45-47]，条件性社交恐惧[48]，同种群不同性别的社交识别差异[49]，



浙江大学博士学位论文  1 引言 

3 

 

社交情感状态识别[50]等。证明了mPFC中的不同类型中间神经元在多种社交行为中

都发挥着重要作用。 

1.3 mPFC微环路与社会竞争 

目前为止，关于不同类群mPFC神经元在社会竞争行为中的功能却还一直没有

被探究：比如他们是否会参与社会竞争行为的调控？他们在社会竞争发生时是如

何反应的？又是如何相互影响的？ 

为了解决这些问题，我们建立了细胞类型特异的光遗传操纵手段和化学遗传

手段去操纵mPFC中的PYR神经元和其他三类主要的抑制性中间神经元，VIP, PV

和SOM神经元。我们发现，激活mPFC中的PYR和VIP神经元或者抑制PV神经元，

都能让小鼠在钻管测试中表现出更多的推挤行为，使原本弱势的小鼠获得胜利。

而SOM神经元在其中的调控作用不明显。通过光纤记录实时观察这些神经元亚群

在社会竞争过程中的荧光钙活动。我们发现，在小鼠的推挤行为中VIP神经元先被

激活，紧接着是PYR和PV神经元。为了进一步探索PV和VIP神经元的功能，通过

微型双光子钙成像技术结合光遗传操纵验证了PV神经元与VIP神经元在调控

mPFC整体活性中的抑制性与兴奋性作用。最后，通过在体电生理记录，我们发现

激活PV神经元时，mPFC中90%左右的其他神经元都被强有力地抑制。当激活仅占

皮层所有神经元3%左右的VIP神经元，能使得近50%的mPFC神经元被激活。其中，

PV神经元较多地被直接抑制或先抑制后激活；而PYR神经元则较多地被VIP神经元

延迟激活。最后通过在体电生理光标记技术，我们记录了社会竞争过程中PV神经

元单细胞水平的电活动变化，发现其实有部分的PV神经元在推挤起始时被抑制，

而后紧跟着一群PV神经元同PYR神经元一起被激活。综上所述，本课题得出了一

个内侧前额叶皮层微环路调控社会竞争行为的模型：VIP神经元通过抑制PV神经元

达到去抑制PYR神经元的作用，从而调控整个mPFC网络的活动，最终影响社会竞

争行为。 
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2 实验材料和方法 

2.1 实验动物 

本课题使用的小鼠品系如下：1）转基因小鼠PV-IRES-Cre（品系名称：

B6;129P2-Pvalbtm1(cre)Arbr/J，来自北京师范大学的章晓辉教授课题组的馈赠，具体信

息可以在Jackson Laboratory查询，Stock No: #008069）是在小鼠的胚胎干细胞中通

过同源重组的方法将IRES-Cre-pA插入到PV的第5外显子的3’UTR序列后构建的

[51,52]。该品种的小鼠，在PV启动子驱动下，Cre重组酶会特定的表达在PV阳性神

经元内，所以可用其特异性的标定PV神经元。2）转基因小鼠SST-IRES-Cre（品系

名称：Ssttm2.1(cre)Zjh/J，Jackson Laboratory Stock No: #013044，来自北京大学的于翔

教授课题组的馈赠）的作用机理跟PV-Cre小鼠类似，可以特异性标记SST神经元

（SST神经元和SOM神经元是同一种神经元的不同称呼）。3）转基因小鼠

VIP-IRES-Cre（品系名称：Viptm1(cre)Zjh/J，Jackson Laboratory Stock No: #013044，

来自中国科学院神经科学研究所的许晓鸿教授课题组的馈赠）的作用机理跟

PV-Cre和SST-Cre小鼠相同，可以特异性标记VIP神经元。4）转基因小鼠Ai32

（ RCL-ChR2 （ H134R ） /EYFP ） （ 品 系 名 称 ： B6.Cg-Gt （ ROSA ）

26Sortm32(CAG-COP4*H134R/EYFP)Hze/J，Jackson Laboratory Stock No: #024109）与含Cre重

组酶的细胞结合后，会表达强效的蓝光（450-490 nm）敏感的兴奋性光敏感通道蛋

白（ChR2）和黄色荧光蛋白（EYFP）的融合蛋白，可以对特定神经元进行荧光标

记和光遗传操纵[53]。5）成年（大于2个月）C57BL/6小鼠购买自斯莱克实验动物有

限公司（上海）。 

小鼠的使用和饲养均符合浙江大学动物管理委员会关于动物实验操作和动物

福利的要求。未经特别申明，每笼饲养小鼠数量为4只，所有小鼠在12小时光照/

黑暗环境周期中饲养，并供有充足的水和食物。 

2.2 病毒注射以及光纤埋植手术 

2.2.1 病毒注射 
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表一：本课题所使用到的腺相关病毒（AAV）信息表 

病毒名称 病毒来源及货号 注射条件 

AAV2/9-CaMKIIα-ChR2

（H134R）-mCherry 

UPenn vector core； 

中科院神经所仇子龙

教授课题组赠予 

Titer: 3.41 × 1012 v.g./ml; no 

dilution; 0.2 μl for the right 

dmPFC 

AAV2/9-EF1a-dflox-hChR

2（H134R）-mCherry 

Taitool Bioscience 

（Shanghai） 

Cat# S0170-9-H20 

Titer: 1 × 1013 v.g./ml; dilution: 

1:10; 0.2 μl per site in bilateral 

dmPFC 

AAV2/9-hEF1a-DIO-EYF

P-WPRE-pA 

Taitool Bioscience 

（Shanghai） 

Cat# S0196-9-H50 

Titer: 1.30 × 1013 v.g./ml; 

dilution: 1:10, 0.2 μl for the right 

dmPFC 

AAV2/9-hSyn-double 

floxed hM4D （ Gi ）

-mCherry 

UMass Gao Lab 

Vector Core 

美国马萨诸塞大学高

光坪教授赠予 

Titer:1 × 1013 v.g./ml; dilution: 

1:8; 0.1 μl for bilateral dmPFC 

AAV2/9-hSyn-GCaMP6s 

Taitool Bioscience 

（Shanghai） 

Cat# XT021 

Titer: 2.47 × 1013 v.g./ml; 

dilution: 1:10, 0.2 μl for the right 

dmPFC 

AAV2/9-Ubi-eGFP 

UMass Gao Lab 

Vector Core 

美国马萨诸塞大学高

光坪教授赠予 

Titer: 2.50 × 1013 v.g./ml; 

dilution: 1:10, 0.2 μl for the right 

dmPFC 

AAV2/9-CaMKIIα-GCaM

P6s 

Taitool Bioscience 

（Shanghai） 

Cat# S0229-9-H20 

Titer: 1.23 × 1013 v.g./ml; 

dilution: 1:5; 0.2 μl for right 

dmPFC 

AAV2/9-CAG-Flex-GCaM

P6s 

Taitool Bioscience 

（Shanghai） 

Cat# S0354-9-H50 

Titer: 3.75 × 1012 v.g./ml; 0.2 μl 

per site for the right dmPFCof 

PV-Cre mice and SOM-Cre mice 

and bilateral dmPFC of VIP-Cre 

mice 

AAV2/9-Ef1a-DIO-eNpHR

3.0-mCherry 

ObioTechnology 

（Shanghai） 

Cat# H4882 

Titer: 2.41 × 1013 v.g./ml; 

dilution:1:10 

AAV2/9-hSyn-GCaMP6f 

Taitool Bioscience 

（Shanghai） 

Cat# SO224-9-H20 

Titer: 3.4 × 1012 v.g./ml; 0.4 μl 

mixture virus （ 1:1 with 

Flex-JAWs） for right dmPFC 

AAV2/9-EF1a-Flex-JAWs-

tdTomato-ER2 

Taitool Bioscience 

（Shanghai） 

Cat# S0221-9-H20 

Titer: 4.2 × 1012 v.g./ml ; 0.4 μl 

mixture virus （1:1  with hSyn- 

GCaMP6f）for right dmPFC 
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小鼠脑立体病毒注射手术。小鼠通过腹腔注射氯胺酮（Ketamine, 100 mg/kg；

古田药业）与盐酸噻拉嗪（Xylazine, 8 mg/kg；Sigma公司）的混合溶液用于麻醉。

将麻醉的小鼠固定在脑立体定位仪的小鼠适配器上（瑞沃德，深圳，型号：68030），

用耳杆尽量对称的夹住小鼠两耳前侧的骨头凹缝，观察头骨表左右两侧是否水平。

然后轻微转动小鼠头部，确认小鼠头部不会掉落后，再用镊子分开小鼠的上下齿，

将上齿卡入前固定杆，慢慢拧紧前固定杆上的压杆，固定小鼠前侧头骨。固定后

小鼠头部后，用事先消毒过的手术器械，先剔除小鼠头部的毛发，用75%的医用酒

精轻轻擦拭手术刀剪以及头皮表面。然后用手术剪沿小鼠头部正中线，从两耳连

线前缘一直剪到两眼连线后缘，如果有出血情况，及时用医用棉签擦拭，并用止

血海绵止血。暴露整个颅骨后，我们需要用立体定位仪对小鼠颅骨进行调平。保

证小鼠的前囟（Bregma，颅骨正中矢状缝与冠状缝的交点）与后囟（Lambda，颅

骨正中矢状缝与人字缝的交点）保持水平，以及左右水平。误差标准一般为前后

高度± 0.05 mm，左右的高度在± 0.02 mm。小鼠立体定位的坐标主要参考《小鼠立

体定位脑图谱》（Franklin & Paxinos, 3rd edition，2007）一书。其中dmPFC的坐标

为：ML（medial-lateral, X），0.4 mm； AP（anterior-posterior, Y），2.43 mm； DV

（dorsal-ventral, Z），-1.2 mm（以硬脑膜表面为0）。具体流程：通过立体注射仪

的玻璃电极找到目标位置的XY坐标，用手术刀在目标位点做标记，然后用颅骨钻

轻轻钻开颅骨表面，直至暴露蛛网膜，用针尖清理骨屑并挑开脑膜。最后用玻璃

电极慢慢插入脑组织，直至到达目标核团深度，再开始注射，注射完后，需要确

认玻璃电极液面下降幅度，确保足量的病毒进入目标脑组织，然后留针8-10分钟，

等待病毒扩散。需要注意的是，整个过程需要用生理盐水保持脑表面湿润，以减

少颅骨及脑表面皮肤在愈合时产生过多的组织增生。病毒注射完后或对其进行手

术缝合或进行下一步操作——光纤埋植。 

2.2.1 光纤陶瓷插芯的埋植 

将光纤固定在特定的夹持器末端，然后将夹持器固定到脑立体定位仪上。用

手术刀先将颅骨表面划花，以增加牙科水泥固定的粘合力。将光纤缓慢下降到目

标脑区上方300 um处。注意：本课题的光遗传操纵实验中，用于激活PYR神经元
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的普通WT鼠和用于激活VIP神经元的VIP-Cre鼠用的是单侧光纤（纽顿，杭州），

而用于光遗传激活PV和SOM神经元的PV-Cre和SST-Cre鼠，用的是双侧光纤（Doric，

美国）。而在光纤记录实验中，四种不同类群的神经元用的都是单侧光纤（纽顿，

杭州）。此外，针对不同类群神经元在mPFC中的分布特性。我们对光纤的埋植坐

标也进行了相应的调整。比如：PV神经元的分布更加靠近深层。所以他的光纤坐

标是：AP：2.43 mm，ML:0.5 mm, DV:0.9 mm。而VIP神经元主要分布在浅层，为

了能记录到双侧的VIP神经元钙活动变化，我们的坐标调整为：14度倾角，AP：2.43 

mm，ML:0.71 mm，DV:1.37 mm。将光纤植入到目标脑区后，先涂抹少量的Vetbond

胶水（3M公司）在颅骨表面和周围皮肤连接处，待自然风干后，再涂抹牙科水泥

（自凝型II型义齿基托树脂粉和溶剂混合），大约15分钟后，胶水和牙科水泥会完

全凝固。最后再松开光纤夹持器，将小鼠放置到37℃的加热垫待其慢慢恢复意识，

再放回鼠笼。一般情况下，手术后一周会完全恢复健康。一般正式开始动物实验

会等病毒表达2-3周之后。 

2.3 行为学实验 

2.3.1 钻管测试和行为分析 

钻管测试（Tube test）具体可参考我们实验室之前发表的文章[24]。简单来说，

我们使用一根长30 cm,内径为3 cm的透明有机玻璃管进行实验，这一内径大小只能

容许一只成年雄性C57小鼠通过。对每笼小鼠，我们一般选择每天固定的时间段进

行钻管测试。在正式比试之前，会进行为期3天的钻管训练，每天10次，分别从左

右钻入各5次。正式比赛时，将两只小鼠从管子的两端同时释放，使他们同时到达

管子中间，双方会相互推挤以便争取最优通行权，直到一方小鼠先退出管子，比

赛结束。测试耗费的时长是从小鼠在管中相遇开始计算，直到其中一方小鼠四足

均离开管子为结束。使对方退出管子的小鼠被记为本次测试的胜方，而先退出的

被记为负方。每一笼的四只鼠，我们都会进行两两配对，一笼每天进行共计6对的

测试。每只小鼠每天的等级排名，按其和同笼三只鼠配对测试时的获胜次数排序。

当一笼四只小鼠钻管测试的等级排名连续三天都保持一致时，会被我们认为这一

笼鼠具有了稳定的等级结构，可以进行后续的操纵性实验。在管子周围，我们会
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安装摄像头（C930c，罗技），每次钻管比试的行为视频都会被我们完整的记录下

来。随后比试视频会被我们用Boris软件[54]逐帧分析，进行人工的行为注释。我们

主要分析小鼠在管子中的3种最主要的竞争表现行为：推挤（Push，小鼠将头往对

手下面铲，准备向前），后退（Retreat，大多数情况时小鼠受到对方推挤后，开始

往后方移动，少数情况会出现主动后退），抵抗（Resistance，在受对手推挤时，

没有表现出后退行为）。我们将推挤和抵抗看作积极应对行为，而后退被认为是

消极行为，并对每种行为发生的次数和时长进行统计。 

2.3.2 钻管测试中针对不同神经类群的光遗传操纵实验 

首先，我们对管子进行了改造：在30 cm长的透明有机玻璃管顶端开一道6 mm

宽的狭缝，使得头上植入光纤的小鼠可以无障碍的通过。所有的光遗传操纵实验

都在小鼠病毒注射3-4周后进行，确保光敏感通道蛋白完全表达。然后在正式实验

开始前，同笼的所有小鼠都需要连接光纤适应两天。在给光刺激当天，先进行一

轮不给光的钻管测试，确定等级仍然稳定。再选择等级相近的一对鼠进行光遗传

钻管测试。具体流程是，在小鼠进管前打开激光器，再释放小鼠进入管内进行正

式比试。对于PV神经元和SOM神经元的操纵，我们用的是持续性蓝光（Constant，

473 nm）刺激[31,55]，而对于VIP神经元的操纵，我们选择的是20 Hz, 5 ms的蓝光刺

激[34]。我们会先从低光强开始尝试，如果行为未发生明显变化，我们会逐步增加

光强，最大到25 mW。最终起效的光强范围：CaMKIIa::ChR2，0.23-25 mW；PV::ChR2，

2-21 mW, VIP::ChR2，1-20 mW, SOM::ChR2，2-21 mW（光强根据跳线末端测得）。

所有给光前的比试视频和给光后的比试视频都会被完整记录和逐帧进行人工行为

注释，给光后等级成功变化的个体会被重点分析。 

2.3.3 钻管测试中针对不同神经类群的药理遗传操纵实验 

PV-Cre，VIP-Cre和SOM-Cre的鼠在被注射AAV-DIO-hM4D病毒后会和年龄相

仿的WT小鼠凑成4只一笼进行钻管测试，直至建立稳定等级（在转基因鼠数量足

够多的时候，则保持同品系的4只一笼）。正式药物注射实验当天，也会先进行一

轮正常的钻管测试，确保等级未发生变化。随后选择一只表达了hM4D的转基因鼠，

腹腔注射氯氮平一氧化氮（Clozapine N-oxide，CNO；Sigama公司，Cat：# C0832），
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30分钟后再同注射了等量的生理盐水的对手进行比试（CNO用生理盐水作为溶剂，

其中PV::hM4D小鼠的剂量是1 mg/kg，VIP::hM4D和SOM::hM4D小鼠的剂量是5 

mg/kg）。注射药物后，我们分别在0.5小时，1.5小时，6小时，24小时，48小时，

72小时这几个时间点分别做钻管测试，比较社会竞争行为和等级变化情况。同样

的，所有给药前的比试视频和给药后的比试视频都会被完整记录和逐帧进行人工

行为注释，给药后等级成功变化的个体会被重点分析。 

2.3.3 旷场实验 

旷场实验即Open Field Test，可以评价小鼠的运动能力及焦虑情况。实验时，

将小鼠放入40 cm X 40 cm X 40 cm大小的旷场中进行10分钟的检测。通过旷场上方

的摄像机对小鼠的运动轨迹进行捕捉，并通过Noldus软件进行分析。总的行进距离

为小鼠运动能力的指标。中心区域（20 cm X 20 cm）的行进距离则是小鼠焦虑水

平的指标。针对特定神经类群的光遗传操纵实验，PV::ChR2小鼠用的是：20 mW，

50 Hz,5 ms的光刺激, VIP::ChR2小鼠用的是：20 mW，20 Hz, 5 ms的光刺激。在10

分钟的旷场行为测试中，1分钟给光，1分钟不给光。其中针对不同动物，先给关

或先不给光随机选择。最后比较给光和不给光情况下，小鼠总的行进距离和中心

区域的行进距离，来检测光遗传操纵特定类群神经元对小鼠运动能力和焦虑水平

的影响。 

2.3.4 求偶超声实验（Ultrasonic vocalization, USV test） 

测试的雄性小鼠首先在含有全新垫料的干净笼子中适应10分钟，然后放入超

声行为测试箱进行测试。用于超声测试的雌鼠，一般选择3-5月的成熟雌鼠或者给

雌鼠注射孕马血清促性腺激素（Pregnant Mare Serum Gonadotropin，PMSG），会

更加容易诱导出超声。一只雌鼠一天内只配对一只被测试的雄鼠。用于记录的超

声行为测试箱，通风顺畅，保持昏暗环境，上方有红外摄像头，并配备小动物超

声记录仪（Avisoft Ultra Sound Gate 116Hb）。一次测试的记录周期是12分钟，一

开始的2分钟是记录没有雌鼠的基线超声水平，随后放入雌鼠，开始10分钟的正式

试验。如果前2分钟有被测试的雄鼠有本地超声发出，则更换垫料重新进行适应。

实验过程中小鼠可以自由嗅探和追逐雌鼠，由于测试环境不是熟悉环境，所以整
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个实验过程较少会发生交配行为。超声记录软件和行为录像软件会同步开始，同

时记录小鼠的超声发声情况和行为。我们使用USGH软件记录和分析超声，设置的

参数是：超声频率范围（Threshold）: 50-120 kHz；最大频率变化（Max frequency 

change）：2 像素；最小叫声持续时间（Min whistle duration）：6 ms；合并时间

（Hold time）：20 ms；最小总时长（Min total duration）：0 ms。 

超声测试中的光遗传操纵实验：连接光纤的雄鼠在测试环境中提前适应光纤

10分钟。在加雌鼠的10分钟正式超声测试中，1分钟给光，1分钟不给光。其中针

对不同动物，先给关或先不给光随机选择。关于不同类群神经元的光刺激方案与

钻管测试保持一致。最后分析给光和不给光时间段内，雄鼠超声发声情况差异。 

超声测试中的药理遗传操纵实验：在正式测试前，给目标雄鼠注射适量的生

理盐水，30分钟后对雄鼠进行第一轮超声测试。这个目的是让小鼠对打针过程有

个适应，并且生理盐水的效果可以跟后面的药物组进行对比。2天后，进行正式实

验：给被测试的动物腹腔注射CNO（剂量跟钻管测试时保持一致），然后放回笼

内，30分钟后进行正式测试。当然也需要提前10分钟拿出来放到测试笼适应。正

式测试的雌鼠与2天前生理盐水组的雌鼠保持一致。最后比较给CNO组和给生理盐

水组USV的变化情况。 

2.4 免疫组化染色 

本课题所有实验用到的小鼠都会进行免疫组织化学检测，以确认病毒表达情

况以及光纤埋植位置是否准确。用于免疫组化检测的小鼠通过腹腔注射1%的戊巴

比妥钠（50 mg/k g）进行麻醉。确认小鼠进入深度麻醉状态后（掐尾巴和四肢不

再动弹）以30 ml的PBS溶液和30 ml 4%浓度的多聚甲醛（Paraformaldehyde，PFA）

溶液进行心脏灌流。经过PFA固定的脑组织用手术器械小心取出，尽量保持完整。

再放入4%的PFA溶液里进行后固定1-2小时。最后放入30%浓度的糖水溶液里进行

脱水，一般需要24 h，直至脑组织沉底。脱水完成后，小鼠脑组织用包埋剂包埋，

之后在冰冻切片机（徕卡生物系统公司）中进行冠状切片，切成40 μm厚的脑片，

置于盛有PBS溶液的六孔板中。一般会切六套脑片，分置于六孔板中，取其中一孔

用于后续染色，其他留作备用。染色步骤：1）将脑片放入配置的一抗溶液中（一
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抗溶液直接用封闭液配置），4℃孵育过夜。然后室温孵育2小时；2）用0.01M的

PBS漂洗脑片三次，每次5分钟；3）将脑片转移到二抗溶液中，室温孵育2小时；4）

脑片转移到Hoechst染色液中染色十分钟；5）再用0.01M PBS漂洗脑片三次，每次

5分钟；6）用牙签或毛笔小心将脑片贴到载玻片上，晾干；7）用Aqueous mounting 

median（Sigma公司）进行封片，以备观察。封闭液的配置：10%普通山羊血清（NGS），

1%牛血清白蛋白（BSA），0.3%曲拉通X- 100，稀释于0.01 M PBS，最后加0.03%

的叠氮化钠（NaN3）。 

表二：免疫组化所使用的主要抗体信息表 

 

抗体名称 货号及来源 使用条件 

Rabbit anti-CaMKIIα 
Abcam 

Cat# ab52476; RRID: AB_868641 
1:1000 

Rabbit anti-parvalbumin 
Swant 

Cat#PV27; RRID: AB_2631173 
1:5000 

Rabbit anti-somatostatin 
Peninsula Laboratories LLC 

Cat# T-4103; RRID: AB_518614 
1:1000 

Rabbit anti-vasoactive intestinal 

polypeptide 

Immunostar 

Cat# 20077; RRID: AB_572270 
1:300 

Chicken anti-GFP 
Abcam 

Cat# ab13970: RRID: AB_300798 
1:1000 

Goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 
Thermo Fisher Scientific 

Cat# A-11034; RRID: AB_2576217 
1:1000 

Goat anti-chicken Alexa Fluor 

488 

Invitrogen 

Cat# A-11039, RRID: AB_142924 
1:1000 

Goat anti-rabbit Alexa Fluor 546 
Invitrogen 

Cat# A-11035, RRID: AB_143051 
1:1000 

Donkey anti-goat Alexa Fluor 546 
Thermo Fisher Scientific 

Cat# A-11056 
1:1000 

由于VIP（Vasoactive intestinal polypeptide）和SOM（somatostatin）这两个蛋白

通过常规的染色方法效果不好，所以针对这两个蛋白我们采用了三步法：1）将脑

片放入用封闭液配制的一抗中，4°C孵育48小时，然后室温孵育2小时；2）用PBS

漂洗脑片三次，每次十分钟；3）将脑片转移到二抗——连有生物素的羊源兔抗

（1:250 稀释; Vector laboratories公司）中室温孵育2小时；4）脑片再转移到交联

了Cy3的链霉亲和素（Cy3-conjugated Streptavidin，1:1000稀释，Jackson Immuno 
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Research公司）的三抗中，室温孵育2小时；5）脑片转移到Hoechst 染色液中染色

8 min；6）用PBS漂洗脑片两次，每次10分钟；7）脑片用牙签或毛笔贴于载玻片

上，晾干，最后用Aqueous mounting median（Sigma公司）进行封片，以备观察。 

本课题所呈现的组织切片荧光图像均由共聚焦显微镜（Nikon A1）拍摄获得。 

2.5 光纤记录实验 

由于神经元钙信号响应速度慢，所以我对钻管测试的管子又进行了改造。将

总体长度扩展到60 cm，这样能增加小鼠的比赛时间，记录到更多的竞争性行为。

然后我还在管子两侧距离管子末端15 cm处加装一个门，这样可以等小鼠进入管子

中的钙信号先趋于稳定再进行正式比试。注射了GCaMP6相关病毒的小鼠，待表达

3周后，再开始进行钻管训练。一般训练需要4天的时间。前两天，同普通钻管测

试的训练一样，小鼠需要每天钻管各10次，左右各5次。第三天训练，小鼠换到长

管子进行训练，适应开门的过程。开门时间从1 s慢慢增长的5 s，直至小鼠完全学

会等开门再通过管子（图. 7C）。第四天的训练，难度继续加大，将一个25 g左右

的物体放在管子中间，小鼠等待开门后，需要将物体当作对手推出管子，左右各

完成5次训练。这个训练有助于小鼠产生更多竞争性行为。如果第4天小鼠的完成

度不高，可继续延迟训练时间。一般小鼠能在45 s内将管子里的物体推出管外。正

式实验开始后，将两只鼠同时放入60 cm的管子，小鼠会在两边的门口等待开门。

5 s后同时打开双侧的门，两只小鼠会往中间走，开始正式的比试。同样的，管子

正上方和正前方会有摄像头，将小鼠的行为和钙信号同时记录下来。行为分析同

前文描述一致，通过Boris软件，对比赛视频进行逐帧分析。所有行为都由人工进

行行为注释。由于钙信号迟滞性问题，两个紧邻行为，前面的钙反应会对后面行

为造成影响。所以最后我们选择了持续时间较长的推挤行为（Winning push）和持

续较长时间的后退行为（Losing retreat）作为我们主要的分析对象。 

单通道光纤记录系统（千奥星科，南京）会发出488 nm的激发光，激光通过

光纤打到前额叶皮层表达了GCaMP6的神经元上，并返回一个荧光值，通过数模转

换器和信号采集卡传输到电脑上的钙信号采集软件上，采样频率为100 Hz。激发光

的光强控制在40 μW左右（光纤末端测得），以减少荧光漂白。行为和钙信号的同
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步偶联我们是通过光纤记录系统里面的一个LED红灯，红灯闪烁的同时会发射一

个低频脉冲信号被钙信号记录软件记录，同时摄像头会捕捉到红灯闪烁信号。这

样我们就可以根据这个时间点，将两组数据的时间对齐。 

关于事件相关钙信号（Peri-event time histograms，PETHs）变化的分析，我们

将所有行为的起始点设为0点，将行为前-3 - -1 s的钙信号设为基线，其中穿过管子

（Walk through tube）这个行为的0点是指小鼠穿过管子正中间的时候。所有记录

到的钙信号都通过Z-score进行标准化。在行为相关钙信号是否发生显著变化的分

析中，我们使用的是置换检验（Permutation test），对于0.05的置信水平需要至少

1000次置换[56]。所有得到的P值还会通过FDR（False Discovery Rate）进行多重检

验矫正。检验的结果用不同颜色来表征，在事件相关的数据图中红色部分表示该

时间段内的数据与基线数据相比统计上显著增加，而蓝色部分表示在该时间段内

的数据与基线数据相比显著降低。浅色的阴影表示的则是标准误（SEM）。 

变化延迟（Change latency）的定义是从事件起始到钙信号到达Z= ±2（这个阈

值一般被统计上认为开始出现显著差异）的时间（图. 11A）。衰减时间（Decay time）

的定义是从行为起始到钙信号回落到Z= ±2的时间（图. 11D）。如果其中某次比试

的钙信号未超过Z=±2这个阈值，则没有变化延迟和衰减时间的值被记录。如果事

件发生后，钙信号回落到Z=±2的时间超过4 s，我们直接将最大值设为4 s。 

2.6 头部固定的急性在体电生理记录 

所用小鼠为PV-Cre/VIP-Cre和Ai32（RCL-ChR2（H134R）/EYFP）小鼠杂交

后的阳性后代：PV::Ai32和VIP::Ai32。对于光抑制PV神经元的实验鼠PV:: 

eNpHR3.0,则是通过注射AAV2/9-Ef1a-DIO-eNpHR3.0-mCherry病毒到PV-Cre小鼠上

获得。 

小鼠先用5%的异氟烷进行诱导麻醉，麻倒后，再转移到立体定位手术台的小

鼠适配器上，接上麻醉面罩用1%-2%的异氟烷维持麻醉状态。然后先剪掉小鼠的

头皮，用牙科水泥将一根不锈钢条（用于头部固定）粘到颅骨表面。并在颅骨上

钻两个孔，将2个接有地线的颅钉拧到颅骨上。并在目标脑区mPFC上方，钻一个

直径为0.5-1 mm大小的颅孔，随后在孔上覆盖上生物亲和性硅胶（Kiwk-Sil, WPI）
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保护暴露的脑组织。在正式记录之前，小鼠需要头部固定适应2小时。正式记录开

始，同样先用异氟烷进行气麻。然后将小鼠颅骨上方的硅胶揭开，暴露脑组织，

然后用手术刀或针头将脑膜挑开，随后将电极固定到立体定位仪上，调整到目标

脑区的坐标（AP：2.43 mm，ML：0.4-0.6 mm，DV：1.2-1.6 mm）慢慢插入。该

实验所用到的光电极（A1 316-5 mm-25-177-OCM16LP, NeuroNexus）包含16通道

的电极结合一根直径105 μm的光纤，光纤末端距离电极尖端200 μm。在插入前，

我们还会将电极先浸泡到Dil（0.2% 溶于乙醇，碧云天）溶液中2 min，这个会使

得电极带有红色荧光，后期组织切片帮助确认所记录的电极位置（图. 21A and 21C）。

一次下电极，我们会记录多个点，记录深度从1.2 mm慢慢往下移动到1.6 mm，每

次移动200 μm。 

电生理信号的采集使用的是OmniPlex Neural Data Acquisition System（Plexin 

Inc）。宽场频率采集范围是：0.05-8000 Hz；采样频率：40 kHz；增益（Gain）：

5000X。神经元电信号通过300-8000 Hz的滤波通道获得，并设置CMR（Common 

median reference）作为信号矫正参考。 

为了检测光激活特定神经元（PYR/PV/VIP神经元）对mPFC其他神经元的影

响，通过跳线将电极的光纤连接到LED激光器（荧博，杭州）。针对CaMKIIα::ChR2

小鼠的给光方案是：5 mW（光纤末端）的蓝光（470 nm），20 Hz 5 ms，60个重

复；针对PV::Ai32小鼠的给光方案是：2 mW（光纤末端）的蓝光（470 nm），Constant 

10 s，20个重复；针对VIP::Ai32小鼠的给光方案是：10 mW（光纤末端）的蓝光（470 

nm），20 Hz 5 ms，60个重复；针对PV::eNpHR3.0小鼠的给光方案是：8 mW（光

纤末端）的黄光（593 nm）,1 Hz 10 ms，180个重复。我们在每次光刺激实验的开

始和结束都会进行光标记实验，具体光刺激方案是：10 mW（光纤末端）的光强，

1 Hz 1 ms，180个重复。 

2.7 自由活动的慢性在体电生理记录 

具体流程可参考之前的文章报道[28,57,58]。自制的可移动的光电极，包含16根电

极丝（STABLOHM 650, California fine wire）和一个25 mm长直径为100 μm 的光

纤（荧博，杭州）。将其植入到PV::Ai32小鼠的mPFC，坐标为：AP：2.43 mm，
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ML: 0.5 mm，DV: 1.2 mm，具体手术流程同上面的描述类似，也需要在颅骨上额

外钻两个空，拧两颗颅钉，通过银丝接地。最后用Super Bond（C&B, Sun Medical）

固定电极和颅钉。术后小鼠需进行单笼饲养，待恢复1-2周后再开始实验。 

在正式实验开始前，小鼠需要佩戴一个假电极进行钻管训练，使其适应电极

重量和记录流程。正式实验时，被记录的小鼠连接电极，对手连接一个假电极，

随后进行正式的钻管比试。为了记录到更多的竞争性行为，在这个实验中我们也

使用了60 cm长的管子，管子上面的开槽为12 mm以允许头上佩戴电极的小鼠可以

自由穿过管子。同样的，管子正上方和正前方会有摄像头，将小鼠的行为和电信

号一起记录下来。行为和电信号的同步是通过激光器发射一个1 s的蓝光，激光信

号会通过Master 9系统被数据采集卡记录，同时闪烁的蓝光会被视频捕捉到。光标

记PV神经元在每一次记录开始和结束时进行，具体给光方案为：5 mW（光纤末端）

470 nm蓝光，分别以1 Hz、10 Hz和20 Hz三种频率给1 ms的光刺激，每种频率重复

180次。每次记录完，通过拧可移动电极上的螺丝，使电极往下行进，一般每一次

拧一圈，拧一次电极往下移动62 μm. 

所有记录的行为视频都会被保存下来，通过Boris软件逐帧分析进行人工行为

注释，行为标注方法同之前的描述保持一致。 

2.8 电生理信号分群和光标记神经元鉴定标准 

利用Offline Spike Sorter（Plexon, Hongkong）通过主成分分析（Princupal 

componenet analysis，PCA）得到潜在的神经元放电信号（Spike）。具体来说，首

先剔除幅值低于100 μV（三倍于噪音波段）的信号。将记录到的未经挑选的波形

的组成分分析值画在一个三维空间里。我们人为地将组成分分析值接近的波形划

分为不同的聚团。如果一个聚团里的有低于1%的波形的不应期短于2 ms，并且这

个聚团在三维空间中的位置可以与其他聚团明显地区分开，那么我们就认为这个

聚团的波形都是来自于同一个细胞。为了消除不同通道间记录到同一个细胞的可

能，我们用了互相关直方图。具体来说，如果任意两个神经元的峰值活动性同时

发生，那么这两个神经元中的一个就会被剔除。另外，只有平均发放频率高于1 Hz

的神经元才会被应用于后续分析。 
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所有被记录到的神经元都会根据他们的波宽（Peak-trough distance）和本底发

放频率（Firing rate）分为宽波神经元（Wide spike, WS）,窄波神经元（Narrow spike, 

NS）和高频发放中间神经元（Fast spiking interneuron, FSI）。其中波宽> 400 μs的

被判定为WS神经元；波宽≤ 400 μs的被判定为NS神经元；NS神经元中，发放频率> 

8 Hz 的判定为FSI神经元[59,60]。光标记成功的神经元鉴定标准参考的是SALT

（stimuli-associated spike latency test）[33],具体标准是：反应延迟（Spike latency）< 

5 ms，时基误差（Jitter）< 3 ms，给光后的发放频率显著高于给光前（p< 0.001）。

最后的结果是被光标记的PV神经元平均延迟在：3.61±0.50 ms，平均时基误差在：

1.43±0.30 ms。而被光标记的VIP神经元平均延迟在：0.90±0.28 ms，平均时基误差

在：0.011±0.0009 ms。我们还采用了皮尔森相关性分析（Pearson’s correlation 

coefficient，r）比较给光前后波形的变化，只有波形未发生明显改变（r > 0.9）的

信号才用于进一步分析。 

2.9 神经元放电变化分析 

神经元放电变化分析用的是MATLAB（MathWorks）程序。在PV/VIP神经元

的激活实验中，得到的刺激相关电信号直方图（Peristimulus Time Histogram，PSTH）

先通过自适应高斯核函数（Adaptive Gaussian kernel）进行去卷积处理，再通过

Z-score进行标准化处理[34]。Z-Score标准化是根据基底发放（照光前）的平均值和

标准差进行计算。随后通过配对的Wilcoxon符号秩和检验（Wilcoxon signed-rank 

test）对照光期间和照光前相同时间窗的发放频率进行比较。 

其中关于VIP神经元激活后3种不同反应类型的定义：直接抑制（Inh）是只在

0-10 ms的窗口期，神经元放电频率相较于基线出现显著的下降；先抑制后激活

（Inh-Act）是在0-10 ms的窗口期，神经元放电频率相较于基线出现显著的下降，

后又在30-45 ms的窗口期，神经元放电频率相较于基线出现显著的上升；延迟激活

（dAct）是只在30-45 ms的窗口期，神经元放电频率相较于基线出现显著的上升。 

在自由活动光标记PV神经元（PV::ChR2）慢性电生理记录实验里，神经元的

变化是通过配对的Wilcoxon符号秩和检验，对事件（推挤/后退）前后（-0.5 - 0.5 s）

的发放频率和事件前（-3 - -1.5 s）的基线发放频率进行比较。针对显著变化时间点
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的分析，我们选择了20 ms的滑动时间窗同基线（-3 - -1.5 s）的发放频率进行比较，

从-1 s开始往后移动，直到出现显著变化。激活和抑制的判断根据第一次出现显著

变化时候相较于基线的发放情况进行定义。所有得到的P值都会通过FDR（False 

Discovery Rate）进行多重检验矫正。 

2.10 微型双光子钙成像结合光遗传操纵实验 

1 ） 病 毒 注 射 ： 将 400 μl 的 混 合 病 毒 （ AAV2/9-hSyn-GCaMP6f 和

AAV2/9-EF1a-Flex-JAWs-tdTomato-ER2，1：1混匀）注射到小鼠的mPFC。病毒注

射流程与前文描绘一致。病毒注射后，缝合头皮。等病毒表达两周后，重新开颅

再植入Lens。 

2）GRIN Lens埋植：剪开头皮后，将头皮上的结缔组织用手术刀刮掉，然后

将脑袋调平，根据手术注射的坐标，重新钻孔，大概钻一个1.5 mm宽的颅窗。然

后开始吸取脑组织，将一个27 G的针头，连接到抽滤泵上，然后将针头用电极夹

持器夹住，安装到脑立体定位仪上。重新用针头到Bregma点定0，然后根据坐标移

到目标脑区，碰到脑组织后，Z轴定0。然后打开抽吸泵开关，一上一下，慢慢往

下走，边吸边加生理盐水。如果吸的过程中出血，马上用湿润的止血海绵堵住洞

口止血。吸到皮层下0.7 mm出就可以停止，用止血海绵封住洞口，开始打颅钉。

一般打三颗颅钉，位置根据不同脑区进行合适调整，尽量围绕颅孔周围，后期需

要用它们加胶水进行初步固定。打完颅钉后，用手术刀，将颅骨表面刮花，增加

粗糙度。然后开始利用Lens implant kit（Inscpoix）开始埋置GRIN Lens（diameter: 1 

mm, length:4 mm, Inscopix）。先将Lens 移到Bregma点重新定0，再移到目标脑区

上方，将洞里的止血海绵用镊子取出，慢慢往下移动Lens。再往下移动Lens过程中，

边添加生理盐水，边用纸巾（或抽吸泵）将生理盐水吸走，保持Lens下方的液体

流动（目的是带走一些杂质及血污）。一开始，由于吸掉了脑组织可以移动快些。

后面可以每30 s往下移动0.1 mm，直到Lens到病毒注射脑区上方0.2 mm处。接下来

就是用各种胶水去固定Lens: 先用Kwik-sil（WPI）将Lens周围的洞口堵住。然后

用Super glue将颅钉和Lens连接固定，这一步可以用牙签蘸牙科水与Super glue混合

加速凝固。然后用Vetbond组织胶（3M 公司），覆盖颅骨表面及皮肤连接处。等
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组织胶自然风干后，就可以将Lens夹持器提起，用Kwik-cast（WPI） 将Lens上表

面封好（防止灰尘沾染）。最后就是用Super Bond（C&B, Sun Medical）进行最后

的固定，并加装一个用于头部固定的铁片。其中针对PV-Cre的鼠，Lens植入坐标

为AP：2.43 mm，ML:0.5 mm，DV: 1.0 mm。针对VIP-Cre的鼠，Lens植入坐标为：

倾角14°，AP：2.43 mm，ML:0.71 mm，DV: 1.2 mm。 

3）检测信号：手术后1-2周后，开始检测信号。将老鼠头部固定，放到台式双

光子显微镜下检查。然后将物镜镜头对准Lens慢慢往下走，直到看清楚Lens平面。

上下微调，直到找到最佳成像视野。好的视野应该能看到血管还有神经元的闪烁。

如果视野不好（凝血未散或者没看见神经元闪烁），可以将防尘垫塞回去，继续

等待手术恢复。 

4）埋置基座（Baseplate）：如果视野很好，且看到神经元闪烁，那就准备埋

置Baseplate。提前将Baseplate连上微型化双光子探头，将镜头对准老鼠头部的Lens, 

缓缓往下移动，找到最佳成像视野之后，用Super Glue（Loctite公司）先把Baseplate 

的四个角固定住，然后用黑色牙科水泥（牙科水泥混合碳粉，可以遮光）把四个

面都封住。 

5）微型双光子成像实验：实验所用探头是第二代快速扫描高清微型大视场双

光子显微镜（FHIRM-TPM V2.0[61,62]，视野大小（Field of view）: 420 X 420 mm2；

分辨率（Resolution）: ~1.13 μm；工作距离（Working distance）: 1 mm，超维景公

司）。微型显微镜探头通过3颗M2螺丝将探头和小鼠头上的基座固定住。图像数据

（512 × 512 pixels）由配套的采集软件GINKGO-MTPM（超维景）以10 Hz的采样

频率通过飞秒激光器传输（物镜端~35 mW, TVS-FL-01，超维景）获得。绿色的

GCamP6f信号由920 nm的光激发获得，而红色的tdTomato信号由1030 nm的光激发

获得。每次钙成像记录之前都会拍一组500帧的红色tdTomato信号，用于确定细胞

类型及其位置。钙成像和光遗传相结合的实验，920 nm和635 nm（红色）的激光

（MRL-III-635L, 长春新产业光电技术，中国）同时透过GRIN Lens 照入小鼠mPFC。

920 nm用于采集钙信号数据，635 nm激活抑制型光敏感通道蛋白JAWs，特异性抑

制PV/VIP神经元。其中520/30 滤光片（FF01-525/30, Semrock Inc, 美国）用于
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GCaMP6f成像和光遗传操纵，605/52 nm 滤光片（ET605/52-M, Chroma Inc., 美国）

用tdTomato成像。在光抑制实验中，635 nm激光的光强为5 mW，光刺激方案为：

先采集1800帧（180 s）的基线，红光刺激200帧（20 s），停光600帧（60 s），循

环10次给光和停光过程，一次记录总共9800帧。 

2.11 双光子成像数据处理及分析 

双光子图像的预处理由北京大学-南京脑观象台的数据处理中心帮助完成。包

括进行了图像压缩，运动矫正，神经元胞体识别及钙信号提取，最后的数据分析

由自己写的MATLAB代码完成。简单来说，先用严格的分段运动矫正NoRMCorre[63]

程序减少成像视野由于小鼠运动引起的偏移，再通过STNeuroNet[64]程序分别标记

红色和绿色的神经元胞体信号（Regions of interest，ROI），最后用Image J（NIH）

人工检查所有程序得出的胞体是否为真实神经元信号。我们通过胞体的中心位置，

去找到红色信号ROIs对应的绿色信号ROIs，从而帮助我们找到PV/VIP神经元。再

用Annular Ring Subtraction（ARS）[40,65,66]帮助我们提取所有ROIs的钙信号。所有

的钙信号数据通过MATLAB用Z-score进行标准化处理。钙峰（Calcium transients）

的检测标准为超过4倍的标准差。关于显著响应神经元的确定是通过Wilcoxon符号

秩和检验对给光时间窗和给光前相同时间窗内钙峰数量的配对比较，p < 0.05才被

判定为对光刺激有显著响应的神经元。 

2.12 数据统计分析 

本课题数据统计分析使用的是Prism 8.1（GraphPad）和MATLAB。在分析行

为数据时，检查了病毒的注射位点，光纤植入位点，其中位置不准确的小鼠被剔

除出分析。如果数据符合正态分布，根据比较的数据是否配对，进行配对或者不

配对的Student’s t-test。不符合正态分布的数据则采用Mann-Whitney U检验（曼-惠

特尼U检验）进行分析。当比较多因素多组间数据时，使用Two-way ANOVA（双

因素方差分析）with Boferroni’s post-tests多重检验。p<0.05被认为具有统计学差异，

课题中的所有数据如果未特殊注明都以平均值±标准误（Mean ± SEM）来表示。 
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3 实验结果 

3.1 内侧前额叶皮层不同神经类群对社会竞争行为的影响 

3.1.1 光激活mPFC锥体神经元能提高小鼠社会竞争能力 

我们实验室之前的研究发现通过光遗传激活小鼠内侧前额叶皮层的神经元能

瞬时改变小鼠在钻管测试中的竞争表现，升高他们在群体中的社会等级[28]。为了

探究mPFC内部不同神经元在其中的贡献程度，我们用光遗传分别激活mPFC内部

的不同类群神经元，观察对钻管测试中竞争行为的影响。我们先选择了mPFC中最

主要的，占所有神经元80%左右的兴奋性锥体（Pyramidal，PYR）神经元进行光遗

传操纵。通过立体注射仪将腺相关病毒：AAV-CaMKIIα-ChR2-mCherry注射到

mPFC（图. 1A），CaMKIIα启动子的AAV病毒将光敏感离子通道蛋白ChR2[67]特异

性表达在PYR神经元上，使得我们可以通过473 nm的蓝光特异性激活mPFC中的锥

体神经元（图. 1B）。通过急性的在体电生理记录，我们发现激活mPFC的PYR神

经元能让超过70%的mPFC神经元兴奋（图. 1C）。随后，我们在钻管测试中激活

小鼠mPFC中的PYR神经元，观察小鼠的行为变化（图. 1D）。我们发现激活小鼠

mPFC的PYR神经元，能让8只中的6只小鼠社会等级升高（图. 1E）。通过对那些

光照后等级上升的鼠进行细致的行为视频分析，我们发现激活mPFC中的PYR神经

元，能让小鼠表现出更多的推挤（push）,抵抗（resistance）等积极竞争行为，更

少的出现后退（retreat）等消极行为。 
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图 1. 光遗传学激活mPFC中锥体神经元对钻管测试中行为的影响 

（A）CaMKIIα::ChR2病毒的构建，以及病毒的注射部位和光纤埋植部位示意图。 

（B）左图：mPFC中病毒注射部位的示意图（包括PL区域和ACC的前部）。右图： 

CaMKIIα与ChR2-mCherry共表达的免疫染色荧光图。绿色：CaMKIIα；红色：

ChR2-mCherry；蓝色：Hoechst。比例尺，中间：200 μm；右：20 μm。 

（C）蓝光刺激锥体（PYR）神经元时，用光电极记录到的mPFC神经元反应，神

经元放电频率用Z-score进行标准化处理。比例尺，Z-score: -20-20。 

（D）一笼注射了CaMKIIα::ChR2病毒的小鼠每天钻管测试的结果，其中在第0天

等级排3的小鼠接受了急性的光刺激后，等级开始上升。 

（E）光刺激PYR神经元后钻管测试中等级变化的总结。每条线代表一只动物。 

（F）同一对小鼠在给光前和给光时两次钻管测试中的行为注释。注意开始（上）

小鼠B在测试中是失败一方，在光激活内侧前额叶皮层PYR神经元时（下）获胜。 

（G）等级变化的小鼠在不给光和光激活PYR神经元条件下行为表现的比较。框里

的数字是用于统计的钻管测试比赛次数。曼-惠特尼U检验。 

合作者：朱鸿和辛秋红。 

 

3.1.2 光激活mPFC不同中间神经元对小鼠竞争行为的影响 

为了进一步系统性的探究mPFC中不同中间神经元对社会竞争的影响，我们选

取了mPFC中最主要的三大类中间神经元进行光遗传操纵行为测试，分别是PV，

VIP和SOM神经元，他们约占了皮层中间神经元的80%。我们利用PV-Cre，VIP-Cre

和SOM-Cre的转基因鼠[52]，通过与Ai32的小鼠杂交[53]或者注射AAV-DIO-ChR2病

毒，使得这些中间神经元特异性的表达光敏感通道蛋白ChR2（图. 2A-2C, 3A, 3E 

and 3I），然后在钻管测试中分别激活这些中间元，观察小鼠行为和等级的变化。

我们发现，激活小鼠mPFC中的PV神经元，会让小鼠在钻管测试中输掉比赛，小鼠

的社会等级降低（图. 3B and 3C）。随后通过视频行为分析发现，激活PV神经元

后，小鼠在钻管测试中表现出更多的后退行为，推挤和抵抗等积极进取行为显著

减少（图. 3D）。当激活小鼠中的VIP神经元时，小鼠的社会等级升高，其在钻管

测试中，会表现出更多的推挤，抵抗等积极竞争行为，更少的后退行为（图. 3F-3H）。

而当激活小鼠中的SOM神经元时，8只里面只有2只等级下降，统计不显著（图. 3J 

and 3K）。我们也做了相应的对照实验,将病毒里的光敏感通道蛋白（ChR2）替换

成黄色荧光蛋白（EYFP）注射到小鼠的mPFC，光刺激只表达了EYFP的PV神经元

和VIP神经元，对小鼠的行为没有影响（图. 3C and 3G），因此排除了光照对小鼠

的影响。总结一下光遗传激活mPFC的不同中间神经元对小鼠钻管测试的胜负，即
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对他们社会等级的影响：激活PYR神经元和VIP神经元能升高小鼠的社会等级，激

活PV神经元则降低小鼠的社会等级，激活SOM神经元对小鼠的社会等级不造成显

著影响（图. 3L and 2D）。 

 

 

  

图 2. 细胞类型特异光遗传刺激实验的病毒靶向、光纤埋植位置和平均激光强度 

（A, B 和 C）PV::Ai32（A）、VIP::Ai32（B）和SOM::Ai32（C）小鼠的mPFC中

光纤埋植（白色箭头表示）的示意图。比例尺，100 μm。 

（D）小鼠发生等级变化的平均激光强度。 
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图 3. 光遗传学激活不同mPFC中间神经元对钻管测试中行为的影响 

（A, E 和  I）免疫荧光染色确认 ChR2-EYFP表达在 PV-Cre::Ai32（A）、

VIP-Cre::Ai32（E）或SOM::Ai32（I）小鼠相应细胞类型PV（A）、VIP（E）或SOM

（I）神经元中。比例尺，10 μm。 

（B, F 和 J）光刺激mPFC中PV（B）、VIP（F）或SOM神经元（J）后，小鼠在钻

管测试中等级的变化。每条线代表一只动物。在第0天进行光刺激。 

（C 和 G）光激活PV神经元导致排名下降（C），而光激活VIP神经元导致排名提

升（G）。双因素方差分析，Bonferroni多重比较事后检验。 

（D 和 H）等级变化的小鼠在不给光和光激活PV神经元（D）/VIP神经元（H）

条件下行为表现的比较。框里的数字是用于统计的钻管测试比赛次数。曼-惠特尼

U检验 

（K）光遗传学激活mPFC中SOM神经元后，小鼠在钻管测试中的平均等级变化。

配对的Wilcoxon符号秩检验。 

（L）光遗传学激活mPFC中不同类型神经元后，小鼠在钻管测试中的平均等级变

化。配对的Wilcoxon符号秩检验 

所有数据均为均值±标准误, *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; n.s.，无显著性差异。 

合作者：朱鸿和周亭亭。 
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3.1.3 光激活PV/VIP神经元不改变小鼠的焦虑水平和运动能力 

之前有研究报道，小鼠内侧前额叶皮层的中间神经元跟恐惧和焦虑行为相关

[48,68,69]。为了探究是不是因为光激活中间神经元引起恐惧和焦虑，从而影响社会竞

争中的表现，我们借助旷场测试进行验证。在10分钟的旷场测试中，分别对小鼠

mPFC中的PV神经元和VIP神经元进行1 min ON- 1 min OFF 的光刺激（图. 4A）。

结果显示无论是激活小鼠的PV神经元（图. 4B）或是VIP神经元（图. 4C），对小

鼠的运动能力和焦虑水平都没有显著影响。因此，我们排除了社会竞争表现变化

是因为焦虑造成的可能性。 

 

 

 

图 4. 光激活mPFC中的PV或VIP神经元不影响运动和焦虑水平 

（A）旷场测试（OFT）和间歇性光刺激方案的示意图。 

（B）在光刺激PV神经元时，光照和无光照的时间段内每分钟的运动距离（左）

和中央区域停留时间（右）比例。n = 8只老鼠。配对t检验。 

（C）在光刺激VIP神经元时，光照和无光照的时间段内每分钟的运动距离（左）

和中央区域停留时间（右）比例。n = 8只老鼠。配对t检验。  

所有数据均为均值±标准误，n.s.，无显著性差异。 

数据来源：朱鸿 
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图 5. 化学遗传学抑制 mPFC 中不同中间神经元，对钻管测试中行为的影响 

（A）一笼注射 VIP::hM4D 病毒的小鼠实验期间钻管测试的结果，其中在第 0 时

等级排 1 的小鼠腹腔注射 CNO，半小时后等级开始下降。 

（B, E 和 I）免疫荧光染色确认 hM4D-mCherry 表达在 SOM-Cre::Ai32（B）、

PV-Cre::Ai32（E）或 VIP::Ai32（I）小鼠相应细胞类型 SOM（B）、PV（E）或 VIP

（I）神经元中。比例尺，10 μm。 

（C, F 和 J）化学遗传抑制 mPFC 中 PV（B）、VIP（F）或 SOM 神经元（J）后，

小鼠在钻管测试中等级的变化。每条线代表一只动物。在第 0 时腹腔注射 CNO。 

（D, G 和 K）SOM::hM4D（D）、PV::hM4D（G）或 VIP::hM4D（K）小鼠注射

CNO 或生理盐水后的平均等级变化。双因素方差分析；事后 Bonferroni 多重比较

检验。 

（H 和 L）等级变化的小鼠在注射 CNO 抑制 PV（H）和 VIP（L）神经元前后钻

管测试中行为表现的比较。框里的数字是用于统计的钻管测试比赛次数。曼-惠特

尼 U 检验。 

所有数据均为均值±标准误, *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; n.s.，无显著性差异。 

合作者：朱鸿和周亭亭。 
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3.1.4 药理遗传抑制不同中间神经元对小鼠社会竞争行为的影响 

为了进一步证实内侧前额叶皮层中这些不同中间神经元在社会竞争行为中的

调控作用。我们接着测试了抑制这些不同中间神经元对钻管测试中竞争行为的影

响（图. 5A）。为了实现双侧脑区全面的抑制，我们选择了药物遗传学的神经操纵

方法 [70] 。通过 SOM-Cre ， PV-Cre 和 VIP-Cre 的转基因鼠，双侧 mPFC 注射

AAV-DIO-hM4D-mCherry病毒（图. 5B, 5E, 5I and 6A-6C）。通过腹腔注射hM4D

受体的人工配体CNO，表达hM4D的神经元与CNO结合后会被抑制。等级稳定后的

小鼠，选择其中一只注射CNO，它的对手注射Saline（生理盐水）作为对照，然后

分别在注射药物后的0.5 h，1.5 h，6 h，24 h，48 h和72 h分别做一次钻管测试，记

录等级和行为的变化。我们发现抑制mPFC中的SOM神经元对小鼠的社会竞争行为

仍然没有显著的影响，8只小鼠里面只有一只出现等级下降情况（图. 5C and 5D）。

而抑制PV神经元后，我们发现小鼠的社会等级从0.5小时开始上升（图. 5F and 5G）。

视频行为分析显示，抑制PV神经元后小鼠表现出更多推挤，抵抗等积极竞争行为，

而消极后退行为显著减少（图. 5K）。而当抑制小鼠mPFC中的VIP神经元，我们发

现8只小鼠里有5只的社会等级降低（图. 5J and 5K）。通过视频行为分析发现，他

们在面对对手时会出现更多的后退行为，而推挤和抵抗等积极竞争行为显著降低

（图. 5L）。为了排除药物注射的影响，我们做了将CNO换成Saline注射的对照实

验，结果对小鼠的社会等级和竞争行为都没有显著影响（图. 5D, 5G and 5K）。为

了排除病毒注射的影响，我们将AAV-DIO-hM4d病毒替换成AAV-DIO-EYFP注射

到小鼠的双侧mPFC，然后按之前同样的流程进行实验。给小鼠注射与之前等量的

CNO后进行钻管测试，结果显示，这不会对小鼠的行为产生显著影响（图. 5G and 

5K）。由此，我们可以确定mPFC中的PV和VIP神经元在社会竞争行为调控中都扮

演着重要角色，且他们的作用是相反的。而SOM神经元，在社会竞争行为中的调

控作用则相对较弱。 
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图 6. 细胞类型特异化学遗传抑制实验中 mPFC 的病毒注射情况 

（A，B 和 C）SOM-Cre（A）、PV-Cre（B）和 VIP-Cre 小鼠（C）中的病毒的

构建、病毒注射部位和病毒表达示意图。比例尺，100 μm。 
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3.2 内侧前额叶皮层神经元在社会竞争过程中的实时反应 

3.2.1 内侧前额叶皮层神经元在钻管测试中的整体钙信号变化 

在确立mPFC中不同神经类群对社会竞争行为的影响后，我们下一步希望能看

到这些神经元在小鼠钻管测试中实时的活动变化，以帮助我们了解他们具体是如

何参与到社会竞争行为调控的。我们选择了光纤记录系统[71,72]来记录小鼠前额叶

神经元的活动变化（图. 7A）。通过注射AAV-hSyn-GCaMP6s病毒标记mPFC所有

的神经元。hSyn的启动子，能让小鼠前额叶所有的神经细胞都表达钙离子指示剂

GCaMP6s[66]（GCaMP6是一种基于GFP改造的会因为细胞钙离子浓度变化产生荧光

亮度变化的绿色荧光蛋白变构体。细胞越活跃，钙离子浓度则越高，荧光亮度就

越亮）。通过插入到内侧前额叶皮层上方的光纤，使得我们可以根据光纤检测到

的荧光亮度变化来反应mPFC整体神经元的活动变化（图. 7B，8A and 8B）。由于

钙信号反应相较于神经电活动慢，使得它时间分辨率上存在一定的时滞性：即两

个紧挨着的行为，后一个行为的钙反应会受到前面行为的影响。为了更好的偶联

小鼠行为和钙信号间的关系，我对传统的钻管测试进行了改造，将30 cm的管子换

成60 cm的管子，并在管子两端15 cm处加了可以提拉的门（具体细节见实验方法）。

管子两端的门，能帮助我们得到小鼠正式比试前更平稳的钙信号；更长的管子，

能增长小鼠的比试时间，帮助我们得到数量更多、持续时间更长的竞争性行为。

小鼠会先经过一段时间的钻管训练，等到完全熟悉开门-比试这个过程，再开始正

式记录（图. 7C）。小鼠的行为和钙信号会被同时记录，通过对行为视频进行逐帧

的人工注释，再进行更深入的的相关性分析。首先，我们发现小鼠单独穿过管子

时，mPFC神经元的钙反应没有出现较大的波动（图. 7D and 7E）。随后，我们选

择了钻管测试中最典型的推挤（Push）和后退（Retreat）这两个社会竞争行为进行

进一步的分析。我们发现mPFC神经元表达GFP的小鼠在推挤时，不会出现显著的

荧光变化，排除了剧烈运动对基底荧光亮度的影响（图.7F and 7G）。而当mPFC

神经元上表达了GCaMP6f的小鼠在做出推挤行为时，mPFC的钙信号有了显著的上

升（The average signal peak（Z-score）= 4.0 ± 0.7（mean ± SEM）, p < 0.05, permutation 

test, n = 55 trials from 7 mice; 图. 7H and 7J）。而当小鼠在后退时，mPFC的整体神
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经元的钙信号则有个轻微的下降（The average signal trough（Z-score）= -1.8 ± 0.6

（mean ± SEM）, p < 0.05, permutation test, n = 42 trials from 7 mice; 图.7I and 7J）。

这意味着小鼠dmPFC的大部分神经元会在小鼠做出积极的竞争行为时被激活，而

在做出消极的后退行为时被抑制。 

 

 

 

图 7. 钻管测试中 mPFC 神经元的实时钙反应 

（A）光纤记录实验的模式图。 

（B）hSyn::GCaMP6s 病毒的构建、注射部位和光纤埋植部位示意图。比例尺：500 

μm（左）和 50 μm（右）。 

（C）经过改进的钻管测试：钻管训练（上）和正式测试（下）。详细信息，请参

阅实验方法。 

（D 和 E）小鼠穿过管子时 mPFC 的钙信号经 Z-score 标准化后的热图（D）和事

件相关钙信号变化曲线图（E）。0 点为小鼠通过管子中间的时间。在热图中，左侧
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的不同色条代表不同的老鼠。数据共来自 6 只小鼠，总计 58 次试验。 

（F 和 G）mPFC 神经元表达 eGFP 对照病毒的小鼠在推挤行为中的钙信号经

Z-score 标准化后的热图（F）和事件相关钙信号变化曲线图（G）。0 点是小鼠推挤

行为开始的时间点。数据共来自 2 只小鼠，总计 26 次试验。 

（H 和 I）mPFC 神经元表达 GCaMP6s 病毒的小鼠在推挤行为（H，7 只小鼠的

55 次试验）和后退行为（I，7 只小鼠的 42 次试验）中的钙信号经 Z-score 标准化

后的热图。0 点是小鼠开始推挤或后退行为的时间点。 

（J）在推挤（红色）和后退（蓝色）行为中，mPFC 钙信号经 Z-score 标准化后的

事件相关钙信号变化曲线图。实线表示平均值，阴影区域表示标准误。颜色高亮

线段表示与基线相比具有统计学意义的钙信号增加或减少（p < 0.05；置换检验）。 

 

 

 

图 8. 表达了 hSyn::GCaMP6s 病毒小鼠的光纤位置检查 

（A）1 号小鼠（对应图 7 的黄色）实验结束后的脑组织切片，检查 mPFC 中光纤

埋植位置和病毒表达情况。白色虚线是 mPFC 亚区的边界；绿色：GCaMP6s；蓝

色，Hoechst。 

（B）所有用于数据统计的 hSyn::GCaMP6s 小鼠的光纤埋植位置。不同的颜色条

代表不同的小鼠，与图 7 对应。 

 

3.2.2 内侧前额叶皮层不同类群神经元在钻管测试中的钙信号变化 

为了进一步探究mPFC微环路中不同类群神经元在社会竞争发生时的实时反

应，我们接下来又分别对mPFC中PYR神经元，PV神经元和VIP神经元分别做了光

纤记录。我们利用含CaMKIIα启动子的AAV-CaMKIIα-GCaMP6s注射到野生型（WT）

小鼠的mPFC里，来记录mPFC中PYR神经元的钙反应，通过VIP-Cre和PV-Cre结合

AAV-Flex-GCaMP6s，使得我们可以特异性观察VIP神经元和PV神经元在小鼠钻管

测试中的反应（图. 9A, 9C and 9E）。我们先做了免疫荧光染色，以确认GCaMP6s
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确实表达在我们的目标神经元上（图. 9B, 9D and 9F）。随后对这些表达了GCaMP6s

的小鼠分别进行钻管测试，记录mPFC不同神经类群在钻管测试中的反应。首先，

我们观察到PYR神经元在钻管测试中的钙反应与mPFC整体神经元活动类似，在发

生推挤行为时候，钙信号上升（Z-score = 4.86 ± 1.34, n = 40 trials from 5 mice; 图. 

10A and 10C），而在后退行为发生时，钙信号下降（Z-score = 1.48 ± 0.39, n = 39 trials 

from 4 mice; 图. 10B and 10C）。VIP神经元的钙信号与PYR神经元的比较类似，

也是在推挤行为发生时上升（Z-score = 2.45 ± 0.8, n = 34 trials from 4 mice; 图. 10D 

and 10F），在后退行为发生时下降（Z-score = -2.12 ± 0.33, n = 38 trials from 6 mice; 

图. 10E and 10F），但是在变化时序上有些不同。而PV神经元在推挤行为（Z-score 

= 4.56 ± 0.94, n = 41 trials from 8 mice; 图. 10G and 10I）和后退行为（Z-score = 3.62 

± 0.78, n = 37 trials from 6 mice; 图. 10H and 10I）发生时，钙信号都出现了显著上

升（图. 10I）。 
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图 9. 光纤记录实验中在不同细胞类型神经元上特异性表达 GCaMP6s  

（A，C 和 E）野生型（WT）（A）、VIP-Cre（C）和 PV-Cre（E）小鼠中的病毒

构建、病毒注射部位和光纤埋植位置。白色箭头表示 mPFC 中的光纤埋植位置。

比例尺，100 μm。 

（B，D 和 F）免疫荧光染色确认PYR（B）、VIP（D）和PV（F）神经元中特异

性表达GCaMP6s。比例尺，10 μm。 

 

 

 

图 10. mPFC 中不同神经元类型在推挤和后退行为中的钙信号动力学变化 

（A，D 和 G）mPFC 中 PYR（A，5 只小鼠的 40 次试验）、VIP（D，4 只小鼠的 

34 次试验）和 PV（G，8 只小鼠 41 次试验）在推挤行为中的钙信号经 Z-score 标

准化后的热图。左侧的色条代表不同的小鼠。0 点是小鼠开始推挤行为的时间点。 

（B，E 和 H）mPFC 中 PYR（B，4 只小鼠的 39 次试验）、VIP（E，6 只小鼠的 38

次试验）和 PV（H，6 只小鼠的 37 次试验）在推挤行为中的钙信号经 Z-score 标

准化后的热图。左侧的色条代表不同的小鼠。0 点是小鼠开始后退行为的时间点。 
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（C，F 和 I）mPFC 中的 PYR（C）、VIP（F）和 PV（I）神经元在在推挤（红色）

和后退（蓝色）行为中的钙信号经 Z-score标准化后的事件相关钙信号变化曲线图。

实线表示平均值，阴影区域表示标准误。颜色高亮线段表示与基线相比具有统计

学意义的荧光增加或减少（p < 0.05；置换检验）。 

 

3.2.3 内侧前额叶皮层不同类群神经元钙信号变化的时序差异 

   我们注意到虽然VIP神经元的钙信号跟PYR神经元的钙信号一样都是在推挤的

时候上升，后退的时候下降，但是在变化时序上有些不同。为了进一步比较不同

类群神经元钙信号在不同行为发生时，钙信号动态变化的差异，我们对其进行了

更深入的分析。我们分别去统计了PYR神经元，VIP神经元和PV神经元在推挤行为

和后退行为发生时钙信号的变化延迟（Change latency，图. 11A）和衰减时长（Decay 

time，图. 11D）这两个参数（具体细节详见实验方法）（图. 11A-11F）。然后我

们把这三种不同类群神经元的钙信号根据行为放在一起比较。我们发现在推挤行

为中，VIP神经元的钙信号在推挤发生前就开始上升，显著提前于PV神经元和PYR

神经元，而且它衰减的也更快（图. 11G）。但在后退行为中，这三种神经元的钙

信号没有观察到显著的动态差异（图. 11H）。综上，这三种神经元的钙信号变化

趋势，同我们之前行为操纵的结果都比较一致，除了PV神经元在推挤和后退行为

中都出现上升这一点让我们比较困惑。此外，我们注意到VIP神经元在推挤行为中

提前激活的变化特点，暗示着VIP神经元可能在引发mPFC微环路处理社会竞争相

关信息并诱发推挤行为中扮演着重要角色。 
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图 11. 钻管测试中不同神经类群钙信号的变化延迟和衰减时间 

（A 和 D）变化延迟（A）和衰减时间（D）定义的说明。图为一条典型的VIP神

经元在推挤过程中的钙信号变化曲线。垂直和水平虚线分别表示钙信号达到阈值

（Z = ± 2, 统计上对应 p < 0.05）（A）或返回阈值（Z = ± 2）（D）时的时间和Z-score 

值。红色双头箭头表示得到的变化延迟（A）和衰减时间（D）的统计时间窗。如

果Z -score未达到阈值，则不计算变化延迟和衰减时间。如果衰减时间超过4 s，则

被计为4 s。 

（B 和 C）PYR（上）、PV（中）和VIP（下）神经元在推挤（B）和后退（C）

行为中钙信号的变化延迟分布直方图。 

（E 和 F）PYR（上）、PV（中）和VIP（下）神经元在推挤（E）和后退（F）行

为中钙信号的衰减时间分布直方图。 

（G）mPFC不同类型神经元在推挤行为中（左）的钙信号。彩色线段表示钙信号

与基线相比具有统计学意义。不同神经元类群在推挤行为中钙信号的变化延迟（中）
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和衰减时间（右）表明它们存在动力学上的差异，VIP反应更提前，衰减也更快。

曼-惠特尼U检验。 

（H）mPFC不同类型神经元在后退行为中（左）的钙信号。彩色线段表示钙信号

与基线相比具有统计学意义。不同神经元类群在后退行为中钙信号的变化延迟（中）

和衰减时间（右）不存在显著差异。曼-惠特尼U检验。 

所有数据均为均值±标准误, *p < 0.05; ***p < 0.001; n.s.，无显著性差异。 

 

3.2.4 内侧前额叶皮层的SOM神经元在钻管测试中的钙信号变化 

尽管SOM神经元的激活和抑制都没有对小鼠在钻管测试中的社会等级和竞争

表现产生显著影响。但是作为皮层中最主要的抑制性中间神经元之一，它在钻管

测试中的实时钙反应又会是什么样呢？同样的，通过在SOM-Cre小鼠的mPFC注射

AAV-Flex-GCaMP6s（图. 12A），使得mPFC的SOM神经元特异性表达GCaMP6s

（图. 12B），再进行钻管测试。我们发现SOM神经元的钙信号在推挤行为和后退

行为中都上升（图. 12C-12E）。这一点跟PV神经元非常类似，但是它的信号幅度

比PV神经元低（Push: SOM（Z-scorepeak= 2.78）vs PV（Z-scorepeak=4.56）；Retreat: 

SOM（Z-scorepeak=2.84）vs PV（Z-scorepeak=3.62））。同时，我们也分析了SOM

神经元的变化延迟和衰减时长。SOM神经元的钙信号在推挤行为中的上升也滞后

于VIP神经元，但是与PV神经元和PYR神经元之间没有显著差异。而在后退行为中，

这四种神经元的钙信号在时序动态上都没有显著差异。 
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图 12. mPFC中SOM神经元在钻管测试中的钙反应 

（A）SOM-Cre小鼠中注射的GCaMP6s病毒构建、病毒注射部位和光纤埋植位置。

比例尺，100 μm。 

（B）免疫荧光染色确认GCaMP6s在SOM神经元中的表达特异性。比例尺，10 μm。 

（C and D）mPFC的SOM神经元在推挤（C，6只小鼠的37次试验）和撤退（D，6

只小鼠的39次试验）行为中的钙信号经Z-score标准化后的热图。左侧的色条代表

不同的小鼠。0点是小鼠开始推挤或后退行为的时间点。 

（E）SOM神经元在推挤（红色）和后退（蓝色）行为中，钙信号经Z-score标准化

后的事件相关钙信号变化曲线图。实线表示平均值，阴影区域表示标准误。颜色

高亮线段表示与基线相比具有统计学意义的荧光增加或减少（p < 0.05；置换检验）。 

（F）推挤行为中钙信号的变化延迟（左）和衰减时间（右）。曼-惠特尼U检验。 

（G）后退行为中钙信号的变化延迟（左）和衰减时间（右）。曼-惠特尼U检验。 

所有数据均为均值±标准误, **p < 0.01; ***p < 0.001; n.s.，无显著性差异。 
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图 13. 用于微型双光子显微钙成像小鼠中的GCaMP6f和JAWs的表达 

（A and C）PV-Cre（A）和VIP-Cre（C）小鼠mPFC中注射病毒的构建和GRIN Lens

植入位点。比例尺，50μm。 

（B and D）免疫荧光染色显示PV-Cre（B）和VIP-Cre（D）小鼠中GCaMP6f和

JAWs-tdTomato（由白色箭头表示）的共定位。比例尺，10 μm。 

 

3.3 利用微型化双光子显微镜探究PV/VIP对mPFC神经网络的影响 

3.3.1 微型化双光子整合光遗传及双色成像 

鉴于mPFC中的PV神经元和VIP神经元在钻管测试中钙信号反应的显著差别，

以及神经元操纵对钻管测试中竞争行为的相反作用，我们开始思考这两群神经元

在对mPFC整体的神经活动调控中会有着怎样的影响？借助北京大学程和平院士

团队开发的快速高分辨微型化双光子显微镜（Fast high-resolution miniature 

two-photon microscopy，FHIRM-TPM V2.0）[61,62]与渐变折射率透镜（Gradient-Index, 

GRIN Lens）相结合，我们可以观察动物活动状态下，深部脑区单细胞分辨率的神

经活动变化。为了观察mPFC中PV/VIP神经元对其周围其他神经元的影响，我设计

了一个实验：通过向 PV-Cre和VIP-Cre 小鼠的mPFC同时注射两种病毒：

AAV-hSyn-GCaMP6f和AAV-Flex-JAWs-tdTomato，使得mPFC所有的神经元都携带
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上钙离子指示剂GCaMP6f，而其中的PV/VIP神经元在表达GCaMP6f的同时，还会

表达635 nm（红光）激发的抑制性光敏感通道蛋白JAWs[73]和红色荧光蛋白

tdTomato（图. 13A-13D）。我们可以通过红色荧光蛋白找到PV/VIP神经元的位置，

然后通过钙成像观察光遗传抑制它们的时候，PV/VIP神经元本身以及其周围其他

神经元的钙信号变化（图. 14A）。为此，程和平团队的吴润龙博士对微型双光子

系统进行了升级，加入了光遗传操纵模块和双色成像模块（图. 14B）（具体细节

见实验方法）。我们先通过1030 nm波长的激光寻找表达了tdTomato的PV/VIP神经

元，在同一个视野（Field of view, FOV）下，再通过920 nm波长的激光做钙成像记

录，采集镜头下所有表达GCaMP6f的神经元的荧光亮度变化（图. 14C）。 

 

 

 

图 14. 微型双光子钙成像实验的病毒注射策略以及 FHIRM-TMP V2.0 系统 

（A）病毒注射策略和双色成像示意图。绿色圆圈代表仅表达 GCaMP6f 的神经元，

黄色圆圈代表同时表达 GCaMP6f 和 JAWs-tdTomato 的神经元。详细信息，请参阅

方法。 

（B）快速高分辨率微型双光子显微镜第 2 版（FHIRM-TPM V2.0）系统示意图（Zong 

et al., 2021）。详细信息，请参阅方法。 

（C）920 nm 绿色通道记录钙活动（左和中）; 1030 nm 红色通道帮助确定表达 JAWs

的神经元（右）。白色箭头表示同时表达 GCaMP6f 和 JAWs-tdTomato 的神经元。

比例尺，20 μm。 

合作者：吴润龙（北京大学）。 
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3.3.2 抑制PV/VIP神经元对mPFC整体网络活动的影响 

具体记录流程是先采集180 s的基线荧光发放情况，然后持续照射635 nm的红

光20 s，停光60 s，然后继续给20 s的光照，重复10个循环，最后分析给光（Light on）

和不给光（Light off）这两种情况下，mPFC神经元钙信号的变化。在整个钙成像

记录前后，我们都会采集60 s的红色荧光信号，以帮助确认视野里PV/VIP神经元的

位置。 

我们先分析了光遗传抑制PV神经元后，对mPFC整体网络的影响。其中有9%

（15/169 neurons from 3 mice）的神经元会共表达GCaMP6f和JAWs-tdTomato，他

们就是PV神经元（如图. 15A中的Neuron 1 和Neuron 2）。这些PV神经元中有60%

在红光照射时会被显著抑制（图. 15B, 15C and 15D）。而在其他只表达了GCaMP6f

的154个非PV（Non-PV）神经元中（大部分是PYR神经元），有16%的神经元被显

著激活，另外有4%的神经元被显著抑制（图. 15C and 15D）。我们也统计了mPFC

所有神经元钙事件（Calcium transients）和整体荧光亮度（ΔF/F）的变化。在光遗

传抑制PV神经元时，mPFC整体网络被显著的激活（图. 15E and 17A）。我们也做

了将病毒里的JAWs-tdtomato替换成 tdTomato的对照实验。红光激活只表达了

tdTomato的PV神经元，mPFC所有的神经元均为未出现显著变化（图. 15A and 15E）。 
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图 15. 抑制PV神经元对mPFC神经网络活动的影响 

（A）  635 nm光激活抑制性光敏感通道蛋白JAWs后，PV::tdTomato（左）和 

PV::JAWs（中和右）小鼠在920 nm（左、中）和1030 nm（右）通道下的神经元钙

反应变化情况。细胞的颜色亮度代表了钙信号的变化程度；增加（红色）或减少

（蓝色）。变化指数（Change index）的定义为（光照-光停）/（光照+光停）；>0

表示激活，<0表示抑制。 

（B）（A）中标记的神经元的钙信号变化曲线。请注意，神经元1和2是假定的PV

神经元，因为它们同时表达了GCaMP6f和JAWs，它们在照光期间被抑制。神经元

3-5是假定的非PV神经元，因为它们仅表达GCaMP6f。 

（C）热图显示的是在JAWs介导的光抑制期间，钙信号发生显著变化的PV和非PV

神经元的平均反应。 

（D）在JAWs介导的光抑制条件下，钙信号发生显著变化的PV和非PV神经元的比

例。配对的Wilcoxon符号秩检验，p < 0.05。 

（E）光抑制PV神经元期间，非PV神经元钙瞬变事件的总变化。双因素方差分析，

**P < 0.01。N代表小鼠数量；n表示神经元的数量。 

 

接下来我们又用同样的方法检测了抑制VIP神经元对mPFC神经网络活动的影

响。我们发现有4.6%（6 /129 neurons from 2 mice）的神经元会共表达GCaMP6f和

JAWs-tdTomato，他们就是VIP神经元（如图. 16A中的Neuron 1和Neuron 2）.其中

67%的神经元在红光照射时会被显著抑制（图. 16B, 16C and 16D）。而在其他只表

达了GCaMP6f的123个非VIP（Non-VIP）神经元中（大部分是PYR神经元），有3%

的神经元被显著激活，另外有13%的神经元被显著抑制（图. 16C and 16D）。光遗

传抑制VIP神经元，mPFC整体网络被显著的抑制（图. 16E and 17B）。我们同样做

了将病毒里的JAWs-tdtomato直接替换成tdTomato的对照实验。红光激活只表达了

tdTomato的VIP神经元，mPFC所有的神经元也均未出现显著变化（图. 16A and 16E）。

总的来说，这些数据表明PV神经元对mPFC整体网络活动调控是负向的，而VIP神

经元对mPFC整体网络的调控是正向的（图. 17C）。 
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图 16. 抑制VIP神经元对mPFC神经网络活动的影响 

（A）635 nm光刺激激活抑制性光敏感通道蛋白JAWs后，VIP::tdTomato（左）和 

VIP::JAWs（中和右）小鼠在920 nm（左、中）和1030 nm（右）通道下的神经元

钙反应变化情况。细胞的颜色亮度编码了钙信号的变化；增加（红色）或减少（蓝

色）。变化指数（Change index）的定义为（光照-光停）/（光照+光停）；>0表示激

活，<0表示抑制。 

（B）（A）中标记的神经元的钙信号变化曲线。请注意，神经元1和2是假定的VIP

神经元，因为它们同时表达了GCaMP6f和JAWs。它们在照光期间被抑制。神经元

3-5是假定的非VIP神经元，因为它们仅表达GCaMP6f。 

（C）热图显示的是在JAWs介导的光抑制期间，钙信号发生显著变化的VIP和非VIP

神经元的平均反应。 

（D）在JAWs介导的光抑制条件下，钙信号发生显著变化的VIP和非VIP神经元的

比例。配对的Wilcoxon符号秩检验，p < 0.05。 

（E）光抑制VIP神经元期间，非VIP神经元钙瞬变事件的总变化。双因素方差分析，

**P < 0.01。N代表小鼠数量；n表示神经元的数量。 
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图 17. mPFC神经元的钙信号在PV和VIP神经元被抑制后的变化 

（A 和 B）左：来自PV::JAWs小鼠（A）和来自VIP::JAWs小鼠（B）在光照时期，

所有非PV神经元（n=154）和非VIP神经元（n=123）的的荧光信号（ΔF/F）散点

图。每个点代表一个神经元钙信号的平均变化值。彩色圆圈表示显示钙信号显着

增加（橙色）或减少（蓝色）的神经元（配对的Wilcoxon符号秩检验，p < 0.05）。

右图：光遗传抑制PV（A）和VIP（B）神经元后所有非PV神经元（n=154）和非

VIP神经元（n=123）的平均荧光信号（ΔF/F）总变化。配对Wilcoxon符号秩检验。 

（C）PV神经元和VIP神经元对mPFC整体网络调节作用的总结。 

所有数据均为均值±标准误, **p < 0.01；**p < 0.01。 

 

3.4 在体电生理记录进一步解析mPFC中不同类群神经元间的关系 

为了以更高的时空分辨率去探究mPFC微环路中不同神经元间的作用关系。我

们通过急性的在体电生理记录，在清醒的小鼠上观察光遗传激活PV/VIP对mPFC其

他神经元放电模式的影响。如前文所述，我们将PV-Cre/VIP-Cre的小鼠和Ai32小鼠

杂交，得到的PV::Ai32和VIP::Ai32小鼠，它们会分别在PV神经元和VIP神经元上直

接表达兴奋性光敏感通道蛋白ChR2。然后我们直接将小鼠头部固定，植入一根16

通道的光电极，待小鼠恢复清醒后，进行结合光遗传的在体电生理记录[74]（图. 18A, 

19A and 21A-21D）。我们先通过光标记实验找到潜在的PV/VIP神经元（电生理光

标记实验，是利用表达了ChR2的神经元会对激光刺激有即时的，高度吻合的响应，

从而帮助我们确认记录到的神经元即我们刺激的目标神经元）。根据记录到的神

经元的电生理特性，我们将他们大致分为三类：宽波（Wide spike, WS）神经元，

窄波（Narrow spike, NS）神经元和高频窄波（Fast spiking Interneuron, FSI）神经元

（具体细节见实验方法）。其中WS神经元一般被认为是兴奋性的PYR神经元，NS

神经元一般被认为是抑制性的中间神经元（Interneurons），而NS中高频发放的FSI

神经元一般是PV神经元[48,74,75]。 
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图 18. 用于光电极记录实验的光电极埋植位点检测图 

（A 和 C）典型的的PV::Ai32（A）和VIP::Ai32（C）小鼠mPFC组织切片图。箭

头表示用红色荧光染料Dil标记的光电极位置。Cg：扣带回；PrL，前边缘皮层。 

（B 和 D）所有记录的PV::Ai32（B）和VIP::Ai32（D）小鼠中光电极的埋植位置。 

 

3.4.1 激活PV神经元对mPFC整体网络的影响 

我们先对PV::Ai32的小鼠进行记录（图. 18A, 18B and 19A）。首先对PV神经

元进行了光标记，然后给持续10 s的蓝光刺激来模拟光遗传激活PV神经元对小鼠钻

管测试中竞争行为的影响。我们总共记录到201个神经元，其中6个是光标记的PV

（Tagged PV）神经元，PV神经元对蓝光刺激有很好的响应，它的基底发放频率很

高，而且它的波形非常窄（图. 19B and 19C）。此外，我们还记录到139个WS神经

元和55个NS神经元，在55个NS神经元里有16个是FSI神经元。然后我们比较了光

激活（Light on）PV神经元和不照光（Light off）时所有被记录到的神经元的电生

理反应变化。我们发现，光激活mPFC中的PV神经元后，其中92%的WS神经元（128 
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of 139 neurons）都被显著的抑制了，还有72%的NS-nonFSI神经元和31%的FSI神经

元也被抑制了（图. 19D-19G）。这些结果说明PV神经元对mPFC整体网络有很强

的抑制作用，它不仅仅会抑制PYR神经元，还会抑制其他的中间神经元，甚至自

己内部也会相互抑制。 

 

 

 

图 19. 激活PV神经元对mPFC神经活动的影响 

（A）PV-Cre::Ai32小鼠进行头部固定的在体光电极记录示意图。 

（B）栅格图（上）显示一个典型的光标记成功的PV神经元发放变化和它的事件

相关变化曲线图（下）。插图：光诱发的动作电位波形（蓝色）与自发的（黑色）

相似。皮尔逊相关系数，r = 0.99。 

（C）左：所有记录到的神经元根据基底放电频率与其动作电位波峰到波谷时间绘

制的分布图。彩色圆圈表示在10秒持续照光和不照光期间出现显着变化的神经元。

蓝色，抑制；橙色，激活；灰色，没有变化。右图：根据所有记录到的神经元光

刺激后产生的发放频率变化与其动作电位波峰到波谷的时间绘制的分布图。不同

颜色表示不同的细胞类型。蓝色，WS（宽波神经元）；棕色，NS-nonFSI（窄波非

高频发放中间神经元）；红色，光标记的PV；粉红色，FSI（高频发放中间神经元）。 

（D）所有记录到的神经元在10 s持续蓝光照射前后的发放频率根据Z-score标准化

后的热图。包括标记的PV神经元和WS、NS-nonFSI和FSI神经元，每个类群根据发

放频率从高到底排序。 

（E-G）WS（E）、NS-nonFSI（F）和FSI（G）神经元在10秒持续照光和不照光期
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间的平均放电频率变化散点图。彩色圆圈表示光照后放电频率出现显著增加（橙

色）或减少（蓝色）的神经元。里面的饼图显示了照光期间神经元放电频率出现

显著增加，降低或不变的比例。柱状图比较了所有神经元在照光和不照光期间的

放电频率变化。柱状图中的数据均为中位数± 1.5倍四分位距。配对的Wilcoxon符

号秩检验。 

所有数据均为均值±标准误, **p < 0.01; ***p < 0.001; n.s.，无显著性差异。 

 

3.4.2 激活VIP神经元对mPFC整体网络的影响 

随后，我们又记录了光遗传激活VIP神经元对mPFC其他神经元电生理特性变

化的影响（图. 18C, 18D and 20A）。同样的，我们先使用1 Hz，1 ms的光刺激去标

记VIP神经元，再进行模拟行为操纵的光刺激。我们总共记录到了156个神经元，

其中有4个是被光标记的VIP（Tagged VIP）神经元，还有127个WS神经元，14个

NS-nonFSI神经元和11个FSI神经元（图. 20B, 20C and 20D）。有趣的是，我们在

以1 Hz, 1 ms的光刺激VIP神经元时，观察到了mPFC的其他神经元产生了多种不同

的反应特性。根据之前的研究报道[34]，我们根据他们的反应特性分了三群：直接

抑制（Inh），先抑制后激活（Inh-act）和延迟激活（dAct）（图. 20E, 20F and 20G）。

其中的大部分抑制反应都发生的很快（最强抑制时间：8.2 ± 0.8 ms），像是VIP神

经元通过单突触连接产生的直接抑制效应。而激活的时间伴随着更长的延迟（最

强激活时间：74.3 ± 4.4 ms），持续的时间也更长，这比较符合双突触或者多突触

的传导特性（图. 20F）。然后我们根据记录到的神经元的反应特性和其本身的电

生理特征进行了两两配对比较。我们注意到，光遗传激活VIP神经元，其中WS神

经元较多的是被延迟激活，但也存在一定数量的直接抑制。而FSI神经元中较多的

是被先抑制后激活和直接抑制（图. 20H-20K）。 
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图 20. 激活VIP神经元对mPFC神经活动的影响 

（A）VIP-Cre::Ai32小鼠进行头部固定的在体光电极记录示意图。 

（B）栅格图（上）显示一个典型的光标记成功的VIP神经元发放变化和它的事件

相关变化曲线图（下）。插图：光诱发的动作电位波形（蓝色）与自发的（黑色）

相似。皮尔逊相关系数，r = 0.98。 

（C）光标记的VIP（绿色）、WS（蓝色）、NS-nonFSI（棕色）和FSI（红色）神经

元的基底放电频率与其动作电位波峰到波谷的时间关系分布图。 

（D）光标记的VIP（绿色）、Inh（抑制，蓝色）、Inh-act（抑制-激活，洋红色）和 

dAct（延迟激活，橙色）神经元的事件相关变化曲线图。阴影区域为标准误。神
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经元分群是根据1 Hz 1 ms光刺激方案中它们的响应特性。具体分类方法可参见实

验方法。 

（E）使用1 Hz的光刺激方案激活VIP神经元时，Inh（左）、Inh-act（中）和dAct

（右）组中典型神经元发放变化的栅格图（上）和它的事件相关变化曲线图（下）。

阴影区域为标准误。 

（F）1 Hz激活VIP时，四个神经类群的变化指数与事件相关变化曲线图中波峰（激

活）-波谷（抑制）时间的比较。光标记的VIP（绿色）、Inh（蓝色）、Inh-act（洋

红色）和dAct（橙色）。变化指数定义为发放频率（光照–光停）/（光照+光停），

因此 >0表示激活，<0表示抑制。 

（G）1 Hz激活VIP时，所有记录到的神经元根据基底放电频率与其动作电位波峰

到波谷时间绘制的分布图。不同颜色代表不同神经类群。光标记的VIP（绿色）、

Inh（蓝色）、Inh-act（洋红色）、dAct（橙色）和No change（灰色）。 

（H）所有记录到的神经元在1 Hz 1 ms蓝光刺激VIP神经元前后的发放频率根据

Z-score标准化后的热图。垂直虚线表示蓝光激发的时间。 

（I）饼图显示了1 Hz 光刺激条件下，WS（上）、NS-nonFSI（中）和FSI（下）神

经元中，出现Inh（蓝色）、Inh-act（洋红色）、dAct（橙色）和No change（灰色）

神经元的百分比。  

（J）WS（上，蓝色）、NS-nonFSI（中，棕色）和FSI（下，红色）神经元中，Inh

（左）、Inh-act（中）和dAct（右）类型的发放频率根据Z-score标准化后的热图。 

（K）所有记录到的mPFC神经元在1 Hz 1 ms光激活VIP神经元时的反应变化总结

表。 

 

接着我们分析了行为中操纵VIP神经元成功引起行为变化的高频光刺激方案

的效应（图. 21A-21C）。我们发现持续1 s，20 Hz , 5 ms的光刺激引起了53%的WS

神经元显著激活，另有6%被抑制，WS神经元的平均发放频率增加了60%左右（图. 

21D and 21E）。而在NS-nonFSI神经元和FSI神经元中也出现了更多被激活的神经

元（图. 21D, 21F and 21G）。为了探究高频刺激是如何引起激活神经元比例增加

的，我们将1 s的光照时间窗放大（图. 21H）。我们发现每次光照后，那些激活的

神经元里有些会出现先抑制，但是更多的是延迟激活。与前面情况相类似的，抑

制发生在单突触连接时间内（最强抑制时间：3.7 ± 0.3 ms），而激活更像是多突

触传递产生的效应（最强激活时间：36.5 ± 0.8 ms）。我们又将神经元反应分为直

接抑制，先抑制后激活，延迟抑制这三种，并根据电生理特征进行了两两比对。

尽管对mPFC整体神经网络效应都是激活，20 Hz的刺激相较于1 Hz的刺激，不响应

（no change）的神经元数量大大减少（20 Hz: 23% vs 1 Hz：43%），并出现了更

多的延迟激活神经元（20 Hz: 45% vs 1 Hz：24%）（图. 21I and 21J）。这意味着
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行为操纵时的VIP光遗传刺激方案，大大增强了mPFC整体网络的活性。同时，我

们也注意到仍存在一定数量的FSI神经元被抑制（图. 21G）。根据之前的研究报道

[34]以及结合之前行为操纵和记录的结果，我们猜测这些被抑制的PV神经元可能介

导了VIP神经元对PYR神经元的去抑制作用，VIP神经元抑制PV神经元，通过解除

PV神经元对PYR神经元的抑制，激活了PYR神经元，从而引发整个网络的神经活

动增强。 
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图 21. 高频刺激VIP神经元对mPFC神经活动的影响 

（A）当VIP神经元受到20 Hz光刺激时，所有记录到的神经元的基底放电频率与其

动作电位波峰到波谷的时间关系分布图。彩色圆圈表示光刺激后，放电频率出现

显著变化的神经元。灰色，没有变化；黄色，激活；蓝色，抑制。 

（B）1s（20 Hz, 5 ms）光刺激条件下，光标记的VIP（绿色）、Inh（蓝色）、Inh-act

（洋红色）和dAct（橙色）神经元时间相关变化曲线。阴影区域为标准误。 

（C）20 Hz激活VIP时，四个神经类群的变化指数与事件相关变化曲线图中波峰（激

活）-波谷（抑制）时间的比较。光标记的VIP（绿色）、Inh（蓝色）、Inh-act（洋

红色）和dAct（橙色）。 

（D）所有记录到的神经元在1 s（20 Hz 5 ms）蓝光刺激VIP神经元前后的发放频

率根据Z-score标准化后的热图。垂直虚线表示蓝光激发的时间。 

（E-G）WS（E）、NS-nonFSI（F）和FSI（G）神经元在1 s（20 Hz 5 ms）照光和

不照光期间的平均放电频率变化散点图。彩色圆圈表示光照后放电频率出现显著

增加（橙色）或减少（蓝色）的神经元。里面的饼图显示了照光期间神经元放电

频率出现显著增加，降低或不变的比例。柱状图比较了所有神经元在照光和不照

光期间的放电频率变化。柱状图中的数据均为中位数±1.5倍四分位距。配对的

Wilcoxon符号秩检验。 

（H）在20 Hz 5 m光刺激前后，Inh（上）、Inh-act（中）和dAct（下）神经元的事

件相关变化曲线图。中间背景高亮部分显示的不同神经类群在开始（epoch 1-3）、

中间（epoch 8-10）和结束（epoch 18-20）期间的变化。垂直的蓝线表示LED蓝光

激发的时间。  

（I）WS（上，蓝色）、NS-nonFSI（中，棕色）和FSI（下，红色）神经元中，Inh

（左）、Inh-act（中）和dAct（右）类型的发放频率根据Z-score标准化后的热图。 

（J）所有记录到的mPFC神经元在20 Hz 5 ms光激活VIP神经元时的反应变化总结

表。 

所有数据均为均值±标准误, **p < 0.01; ***p < 0.001; n.s.，无显著性差异。 

合作者：倪哲一。 

 

3.4.3 瞬时抑制mPFC中PV神经元能激活PYR神经元 

为了验证PV是否有可能参与介导VIP神经元对PYR神经元的去抑制效应。我们

尝试通过光遗传瞬时抑制PV神经元（模拟VIP神经元的抑制效果），观察对mPFC

整 体 网 络 的 影 响 。 通 过 往 PV-Cre 小 鼠 mPFC 注 射 病 毒 ：

AAV2/9-Ef1a-DIO-eNpHR3.0-mCherry，使得mPFC中的PV神经元特异性表达抑制性

光敏感通道蛋白eNpHR3.0，然后植入光电极进行电生理记录（图. 22A）。前文提

到，VIP神经元的抑制效应类似于单突触的效应——持续时间比较短，所以我们选

择了10 ms的瞬时黄光抑制。我们总共记录到188个神经元，其中171个WS神经元，

10个NS-nonFSI神经元和7个FSI神经元（图. 22B）。因为光抑制不像光激活那样方
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便定义光标记的神经元，所以我们这次没有区分光标记的PV神经元。通过分析我

们发现，NS神经元（NS-nonFSI神经元 + FSI神经元）的整体反应是先抑制后激活，

而WS神经元的整体反应是激活（图. 22C and 22D），其中52%被显著激活，23%

被显著抑制（图. 22E）。WS神经元的整体发放频率也相较于照光前显著增加（图. 

22F）。综上，我们确认了短暂抑制PV神经元可以激活PYR神经元。这让我们更加

相信PV神经元在参与介导VIP神经元对PYR神经元的去抑制中扮演着重要角色。 

 

 
 

图 22. 瞬时抑制PV神经元能诱发mPFC中锥体神经元的瞬时激活 

（A）病毒的构建及其在PV-Cre小鼠mPFC中的表达位置和光电极记录示意图。 

（B）所有记录的WS（蓝色）、NS-nonFSI（棕色）和FSI（红色）神经元的基底放

电频率与其动作电位波峰到波谷的时间关系分布图。 

（C）10 ms黄光刺激mPFC的PV神经元后，WS（上，蓝色）、NS-nonFSI（中，棕

色）和FSI（下，红色）神经元的发放频率根据Z-score标准化后的热图。垂直虚线

表示蓝光激发的时间。。 

（D）FSI（红色）神经元、NS-nonFSI（棕色）和WS（蓝色）的事件相关平均发

放频率变化曲线图。阴影区域为标准误。 
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（E）WS神经元在10 ms光照前（-50ms -0）和光照后（10-30ms）平均发放频率变

化的散点图。彩色圆圈表示神经元放电频率出现明显增加（橙色）或减少（蓝色）。

饼图显示在光刺激后显著抑制（蓝色）、激活（橙色）或未改变（灰色）的神经元

的百分比。 

（F）柱状图显示了所有WS神经元在10 ms照光前后平均发放的变化。配对Wilcoxon

符号秩检验。所有数据均为均值±标准误，***p < 0.001。 

合作者：辛秋红。 

 

 
 

图 23. 在体电生理记录光标记PV神经元在钻管测试期间的反应 

（A）可移动的16通道光电极插入PV::ChR2小鼠mPFC的V/VI层，记录钻管测试中

深层PV神经元的放电情况。 

（B）左：同一电极记录到的典型光标记的PV（上）和WS（宽波，下）神经元的

放电变化栅格图。右图：PV神经元（上）和WS神经元（下）的光诱导的动作电位

波形（蓝色）与自发动作电位波形（黑色）相似。皮尔逊相关性，上：r = 0.99； 下：

r = 0.99。 

（C）光标记的PV（红色）、WS（蓝色）、NS-nonFSI（棕色）和FSI（粉红色）神

经元的基底放电频率与其动作电位波峰到波谷的时间关系分布图。 

（D）典型的PV::Ai32小鼠脑组织切片，在mPFC中植入了可移动的光电极的位置

示意图。  

（E）所有用于记录的PV::Ai32小鼠中光电极尖端的位置检查。 
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3.5 PV神经元和PYR神经元在钻管测试中的活动变化 

如果我们上述的假设完全成立：VIP神经元通过抑制PV神经元激活PYR神经元，

使小鼠在钻管测试中表现出更多推挤的积极竞争行为。但在钻管测试光纤记录实

验中，PV神经元的钙信号在推挤和后退行为中都出现了上升，这一结果与我们的

假设相悖。考虑到VIP神经元对PV神经元的抑制时间比较短（10 ms - 20 ms），而

钙信号的反应比较慢。我们猜测可能是因为钙信号时间分辨率不够高，导致在小

鼠的推挤行为中没有检测到PV神经元的抑制。为了能够用更高的时间分辨率记录

小鼠钻管测试中PV神经元和PYR神经元的动态变化，我们使用可移动光电极植入

PV::Ai32的小鼠mPFC，通过光标记法找到PV神经元，再通过电生理特性分出PYR

神经元，然后分析这两群神经元在钻管测试中的电活动变化（图. 23A-23E）。因

为有研究报道，VIP神经元更多的抑制皮层Layer 5/6的PV神经元[76]，而mPFC中

Layer 5/6的PYR神经元也是向皮层下组织释放行动命令的主要输出，所以我们将电

极植入mPFC的深层，主要记录mPFC的Layer 5/6中神经元的变化。 

 

3.5.1 PV神经元和PYR神经元在推挤行为中的动态变化 

我们总共记录了361个神经元，其中有23个光标记的PV神经元，267个WS神经

元，50个NS-nonFSI神经元和21个FSI神经元。然后我们将光标记的PV神经元和记

录到的FSI神经元合在一起当作假定的PV神经元（pPV），总共有44个，占了所有

记录到的神经元的12.2%（图. 24A）。WS神经元被认为是假定的PYR神经元（pPYR），

占了所有记录到神经元的74%（图. 24D）。通过对小鼠钻管测试中行为的逐帧分

析，我们先分析了推挤行为时PV神经元和PYR神经元的反应变化。我们发现在推

挤行为发生时（-0.5 - 0.5 s），有39%的PV神经元的发放增加，20%的PV神经元发

放降低，他们的反应存在明显的异质性（图. 24A-24C）。在PYR神经元上也发现

了类似的现象：19%的PYR神经元发放增加，18%的PYR神经元发放减少（图. 

24D-24F）。为了找到他们发放时序上的差异，我们比较了那些发生显著变化的神

经元开始出现显著变化的时间点（图. 25A）。我们发现推挤行为中被抑制的PV神

经元（pPV-Inh）先于那些被激活的PYR神经元（pPYR-Act）发生变化（图. 25B, 25C 

and 25E）。我们也比较了推挤行为中被激活的PV神经元（pPV-Act），他们的变
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化时间点跟推挤行为中被激活的PYR神经元（pPYR-Act）接近，都在推挤抑制的

PV神经元（pPV-Inh）之后（图. 25B, 25D and 25E）。综上，我们发现PV神经元

和PYR神经元的反应在推挤行为中都存在着明显的异质性，而且确实存在着一群

在推挤行为发生时被抑制的PV神经元，它们的抑制比PYR神经元的激活更加提前。

而它们可能就是我们在光纤记录中未观察到的参与了VIP神经元对PYR神经元去

抑制调节的PV神经元。 

 

 
 

图 24. PV和PYR神经元在钻管测试推挤行为中存在异质反应 

（A 和 D）所有记录的pPV神经元（10只小鼠的44个神经元）和pPYR神经元（10 

只小鼠的267个神经元）的发放频率根据Z-score标准化后的热图。0点为推挤行为

开始时间。 

（B 和 E）两个典型的pPV（B）和pPYR（E）神经元的活动，上：在推挤行为中

激活，下：在推挤行为中被抑制。左，典型神经元的事件相关发放频率变化曲线

图。阴影区域为标准误。插入的曲线：典型神经元的波形特征。右，典型神经元

的发放频率根据Z-score标准化后的热图。每条线代表一次钻管测试。 

（C 和 F）pPV（C）和pPYR（F）神经元在推挤行为中放电频率出现显著变化的

比例。 
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图 25. PV和PYR神经元在钻管测试推挤行为中的动态变化 

（A）推挤行为中抑制的pPV（pPV-Inh）、推挤行为中激活的pPV（pPV-Act）和推

挤行为中激活的pPYR（pPYR-Act）神经元的发放频率根据Z-score标准化后的热图。

按其第一次出现显著变化的时间点排序。 

（B）pPV-Inh、pPV-Act和pPYR-Act神经元在推挤行为前后的第一出现显著变化时

间累积分布曲线（pPV-Inh vs pPYR-Act, P = 0.03; pPV-Inh vs pPV-Act, P = 0.02；

pPV-Act与pPYR-Act，P = 0.63；Kolmogorov-Smirno两样本检验）。 

（C、D 和 E）分别来自同一个电极记录位点的：一对pPV-Inh和pPYR-Act神经元

（C）、一对pPYR-Act和pPV-Act神经元（D）和pPV-Inh、pPYR-Act和pPV-Act神经

元（E）在推挤行为中的发电变化。左，神经元的事件相关发放频率变化曲线图。

阴影区域为标准误。右，神经元的发放频率根据Z-score标准化后的热图。注意，（C）

中pPV-Inb的抑制早于pPYR-Act神经元的激活；在（E）中，pPV-Act神经元在推挤

之前有抑制的趋势（p = 0.054）。 

合作者：倪哲一。 

 

3.5.2 PV神经元和PYR神经元在后退行为中的活动变化 

我们也分析了后退行为中PV神经元和PYR神经元的反应变化。我们发现在后

退行为发生时（-0.5 - 0.5 s），PYR神经元的反应也存在异质性，其中19%的神经

元被激活，8%的神经元被抑制（图. 26A and 26B）。出乎我们意料的是，PV神经

元在后退行为发生时有34%的激活，而没有一个被显著抑制的神经元（图. 26C and 

26D）。随后，我们将所有记录到的神经元分别在推挤行为和后退行为中的反应变

化合在一起分析。我们发现，有些PV神经元在推挤行为中下降，而在后退行为中
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上升（图. 27A），而有些PV神经元在推挤和后退行为中都上升（图. 27B）。有些

PYR神经元在推挤时上升，在后退行为时下降（图. 27C），也有些PYR神经元在

推挤和后退行为中都上升（图. 27D）。总的来看，不同神经类群对于不同行为的

编码程度是复杂且多样的（图. 27E-27H）。但我们发现，PV神经元在对后退行为

中的贡献度远比在推挤行为中高（图. 27I），尽管我们之前光纤记录的结果看到PV

神经元的钙活动在推挤和后退行为中都是上升的。 

 

 
 

图 26. PV和PYR神经元在钻管测试后退行为中的编码差异 

（A 和 C）所有记录的pPV神经元（10只小鼠的44个神经元）和pPYR神经元（10

只小鼠的267个神经元）的发放频率根据Z-score标准化后的热图。0点为后退行为

开始时间。 

（B 和 D）pPV（C）和pPYR（F）神经元在后退行为中放电频率出现显著变化的

比例。 
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图 27. 钻管测试中PV和PYR神经元在推挤和后退行为中的变化比较 

（A 和 C）典型的pPV（A）和pPYR（C）神经元活动，它们在推挤（红色）行

为和后退（绿色）行为中具有相反变化。左，典型神经元的事件相关发放频率变

化曲线图。阴影区域为标准误。插入的曲线：典型神经元的波形特征。右，典型

神经元的发放频率根据Z-score标准化后的热图。每条线代表一次钻管测试。 

（B 和 D）典型的pPV（B）和pPYR（D）神经元活动，它们在推挤（红色）行
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为和后退（绿色）行为中具有相同变化。左，典型神经元的事件相关发放频率变

化曲线图。阴影区域为标准误。插入的曲线：神经元的波形特征。右，典型神经

元的发放频率根据Z-score标准化后的热图。每条线代表一次钻管测试。 

（E 和 F）在钻管测试期间，pPV（E）和pPYR（F）神经元在推挤和后退行为中

活动变化的散点图。变化指数定义为（行为期间-基线）/（行为期间+基线）的发

放频率。红圈，在推挤行为中发生变化；绿色圆圈，在后退行为中发生变化；黄

色圆圈，在推挤和后退行为中都发生了变化；灰色圆圈，没有变化。 

（G 和 H）pPV（G）和pPYR（H）神经元在推挤或后退行为发生时变化数量的

总结。 

（I）与推挤行为相比，pPV神经元在后退行为中更兴奋。卡方检验，***p < 0.001。 

 

3.6 mPFC微环路中不同神经类群的调谐控制社会竞争行为 

基于以上所有结果，以及前人研究中搜集到的证据，我们得出了一个mPFC微

环路调控社会竞争行为的模型。在基底状态下，PV神经元的活性较高，它对其他

神经元会有一个本底的抑制。在推挤行为中，VIP神经元先被激活，给予PV神经元

和PYR神经元一个短暂的抑制。被抑制后的PV神经元会解除对PYR神经元的抑制，

PYR神经元显著激活后会使小鼠产生推挤行为，同时激活的PYR神经元还会激活其

周围的PV神经元，从而维持整体网络的兴奋-抑制平衡[77]。最终通过PV神经元强

大的抑制作用使整个网络回到基底水平（图. 28A）[78,79]。在后退行为中，由于mPFC

上游输入抑制VIP神经元或通过直接激活PV神经元，使得整个mPFC的网络都被抑

制，尤其是PYR神经元被强烈抑制后，使得小鼠表现出更多的后退行为。最后由

于PV神经元间的相互抑制，使得整个网络恢复到基底水平（图. 28B）[80,81]。正是

基于mPFC中的VIP神经元和PV神经元这两个中间神经元与PYR神经元组成的微环

路内部的精细调谐，控制着社会竞争行为中小鼠的竞争状态。 
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图 28. mPFC微环路调控社会竞争行为的动态模型 

在本底状态下，VIP、PV和PYR神经元之间存在兴奋-抑制平衡。PV神经元具有相

对较高的本底活动并对其他神经元保持温和的抑制（Aa）。在推挤行为发生过程中，

VIP神经元首先被激活，导致PV和PYR神经元的瞬时抑制（Ab）。PV的抑制导致

VIP和PYR的去抑制，其活动增强后将诱发更多积极的推挤行为。PYR的大量激活

同时引起周围PV的激活（Ac）。最终借助PV神经元的反馈抑制使网络恢复到本底

的平衡状态（Ad）。在后退行为发生过程中，由于VIP神经元的抑制或来自其他上

游信号的输入，使得PV神经元被激活（Bb）。使得VIP和PYR神经元被强烈抑制（Bc），

这使得小鼠更容易出现消极的后退行为。最终PV神经元之间的互相抑制使整体网

络恢复到本底平衡状态（Bd）。箭头上的数字表示事件发生的顺序。红色表示激活，

蓝色表示抑制。线条和圆圈的粗细表示激活或抑制的程度。 

 

3.7 mPFC微环路在小鼠求偶超声行为中的功能 

前面的工作证明了mPFC的微环路在调控小鼠钻管测试竞争行为中扮演着重

要角色。社会竞争中获胜的鼠代表着拥有更高的社会等级。而社会等级高的表现

从多方面可以体现，比如，高等级的雄性个体会有更高的求偶动机[9,82]。发声求偶

是动物世界中的一个普遍现象。有研究报道，个体求偶超声（Ultrasonic vocalization, 

USV）的表现能力跟社会等级以及繁殖成功率相关[83,84]。在啮齿类动物中，雌性
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个体也会更喜欢发出更多超声的雄性个体[85]。接下里，我们想探究调控小鼠社会

竞争行为引发个体等级变化的内侧前额叶微环路，是否也会对其他社会等级行为

造成影响。 

3.7.1 PYR神经元能双向的调控小鼠的求偶超声行为 

我们首先证明了相对于雄性个体，雄性小鼠会对雌性个体发出更多的求偶超

声（图. 29A）。通过与钻管测试得到的等级结果进行比较，我们发现求偶超声得

到的等级结果与钻管测试得到的结果有很好的相关性，即高等级个体会发出更多

的求偶超声[25]（图. 29B）。随后，我们用光遗传激活mPFC中的PYR神经元，观察

对小鼠求偶超声行为的影响。病毒注射和光纤埋植流程跟前文描述一致。在10 min

的测试中，我们选择1分钟给光，1分钟不给光的光遗传刺激方案，先给或先不给

随机。我们发现，激活小鼠mPFC的PYR神经元能使小鼠发出更多的USV（图. 29C 

and 29D），而光刺激注射GFP对照病毒小鼠mPFC的PYR神经元，则不会对他们的

USV发声造成任何影响（图. 31A and 31B）。在10分钟的测试中，小鼠通常在前4

分钟发出更多的USV，而在剩余的6分钟里逐渐减少到较低水平（图. 29D）。通过

对不同时间段USV情况进行进一步分析，我们发现激活PYR神经元引发的更多超

声主要集中在测试后半段5-10 min，这一段时间USV发声情况本底较低（图. 29E）。

随后，我们尝试通过药理遗传抑制mPFC的PYR神经元，观察小鼠求偶超声行为的

变化。实验流程是先注射生理盐水（Saline），测试小鼠求偶超声的本底水平。两

天后再注射CNO，药物注射半小时（药物起效时间）后进行为期10 min的超声记录。

我们发现注射CNO抑制mPFC中的PYR神经元，小鼠的USV数量会明显低于注射

Saline的基底水平（图. 29F）。为了排除药物的影响，我们将hm4D换成GFP作为对

照，证明注射CNO不会直接引起小鼠USV的发声变化（图. 29F）。综上，我们发

现mPFC的PYR神经元也能双向的调控小鼠的求偶超声行为。 
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图 29. mPFC中的PYR神经元可以双向的调节小鼠求偶超声行为 

（A）小鼠求偶超声（USV）测试示意图。雄性小鼠对雌性个体会发出比雄性个体

更多的超声。曼-惠特尼U检验。 

（B）高等级小鼠会发出更多的求爱超声波。左：柱状图显示小鼠等级和小鼠超声

数量和持续时间的关系。等级1和等级2-4进行统计比较。Friedman检验，USV数量，

p = 0.0016；USV持续时间，p = 0.0002。事后进行邓恩多重比较。右：钻管测试等

级和USV测试等级之间的相关性。表中数值代表动物数量。Fisher精确检验，p 

<0.0001。 

（C）光激活mPFC中的PYR神经元时，小鼠USV波谱在光照或停光期的变化比较。

每条红线表示超声波发声。比例尺，200毫秒。 

（D）mPFC PYR神经元在接受间歇性光刺激期间的超声次数变化图。先开和先关

的顺序在动物之间是平衡的。红框表示USV数量在光刺激下显著变化的时期。 

（E）光激活mPFC中的PYR神经元显着增加了USV，在超声自然下降的5-10分钟

期间效果最为明显。配对的Wilcoxon符号秩检验。框中的数字代表用于分析的测试

数量。 

（F）化学遗传学抑制mPFC PYR神经元前后的USV数量比较。左：表达GFP对照

病毒的鼠在注射生理盐水和CNO后超声数量的比较。右：表达hM4D病毒的鼠在注

射生理盐水和CNO后超声数量的比较。配对的Wilcoxon符号秩检验。每个条形图

中的数字显示了小鼠的数量。 

所有数据均为均值±标准误, *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; n.s.，无显著性差异。 

合作者：汪菲和朱鸿 

 

3.7.2 PV神经元和VIP神经元在求偶超声行为中的功能 

mPFC的PYR神经元能双向的调控小鼠的求偶超声行为，那前额叶皮层微环路

中的其他两个重要成分PV神经元和VIP神经元在其中的作用又是什么样的呢？通
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过光遗传激活PV神经元，我们发现小鼠的USV数量会减少。特别是在前4分钟，小

鼠本底超声较多的时间窗里，而光照PV::GFP的鼠则没有任何影响（图. 30A, 30B, 

31C and 31D）。接着，我们又抑制了mPFC中PV神经元，观察对小鼠求偶超声行

为的影响。出人意料的是抑制PV神经元的PV::hM4D实验组，跟PV::GFP对照病毒

组一样，注射CNO后，相较于注射Saline的小鼠，USV的数量没有发生显著的改变

（图. 30C）。我们接着又去做了光遗传激活mPFC中的VIP神经元和药理遗传抑制

VIP神经元，它们的结果也都跟它们的GFP对照组一样，对小鼠求偶超声行为没有

造成显著的改变（图. 30D-30F, 31E and 31F）。基于以上数据，我们猜测：mPFC

微环路对小鼠求偶超声行为和社会竞争行为，有着不一样的调控机制。 

 

 

 

图 30. mPFC中的PV/VIP神经元在求偶超声调节中的作用 

（A 和 D）mPFC中的PV（A）和VIP（D）神经元在接受间歇性光刺激期间的超

声数量变化图。先开和先关的顺序在动物之间是平衡的。红框表示USV数量在光

刺激下显著变化的时期。 

（B）光激活mPFC中的PV神经元在超声较多的前4分钟内显着降低了USV数量。

配对的Wilcoxon符号秩检验。框中的数字代表用于分析的测试数量。 

（E）光激活mPFC中的VIP神经元在10分钟内都无显著变化。配对的Wilcoxon符号

秩检验。框中的数字代表用于分析的测试数量。 

（C 和 F）化学遗传学抑制mPFC中的PV（C）和VIP（F）神经元前后的USV数量

比较。左：表达GFP对照病毒的鼠在注射生理盐水和CNO后超声数量的比较。右：
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表达hM4D病毒的鼠在注射生理盐水和CNO后超声数量的比较。配对的Wilcoxon符

号秩检验。每个条形图中的数字显示了小鼠的数量。。 

所有数据均为均值±标准误, **p < 0.01; n.s.，无显著性差异。 

 

 

图 31. 在求偶超声测试期间光刺激表达GFP对照病毒小鼠的效应 

（A、C 和E）CaMKIIα::GFP（A）、PV::GFP（C）和VIP::GFP（E）的小鼠在接受

间歇性光刺激期间的超声数量变化图。先开和先关的顺序在动物之间是平衡的。 

（B、D 和 F）光刺激CaMKIIα::GFP（B）、PV::GFP（D）和VIP::GFP（F）小鼠

的mPFC在求偶超声测试中都没有发生显著变化。配对的Wilcoxon符号秩检验。框

中的数字代表用于分析的测试数量。 

所有数据均为均值±标准误, n.s.，无显著性差异。 
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4 讨论 

本研究中，我们利用转基因鼠，做了细胞类型特异的钙成像，光遗传操纵和

药理遗传操纵，探明了mPFC微环路中的不同神经类群在社会竞争行为中所扮演的

不同角色。还利用最先进的微型化双光子显微镜以及在体光标记电生理记录等手

段进一步解析了mPFC内部不同神经类群间的作用关系及其在社会竞争行为调控

中的动态机制。最后我们还比较了mPFC微环路在不同等级相关行为中的调控差异。

我们先是发现mPFC中的VIP神经元和PV神经元在调控小鼠竞争行为时，扮演着相

反的角色。光纤记录钙成像发现：在推挤行为发生时，VIP神经元先激活，紧跟着

是PYR神经元和PV神经元的激活；而在后退行为发生时，PV神经元显著激活，VIP

神经元和PYR神经元都被抑制。通过双色微型双光子钙成像技术与光遗传相结合，

我们发现了PV神经元负向的调控mPFC的整体网络活性，而VIP神经元则对mPFC

的神经网络有着正向的调控。通过在体光标记电生理记录，我们进一步解析了VIP

神经元，PV神经元和PYR神经元在mPFC内部以及在不同竞争状态下的动态作用关

系。我们首次提出了mPFC中VIP-PV-PYR这样一条去抑制微环路，对小鼠社会竞

争行为的动态调控机制：VIP神经元通过抑制PV神经元去抑制PYR神经元，使小鼠

在社会竞争中表现出更多的推挤行为；而PV神经元的强烈激活，会抑制mPFC网络

中的其他神经元活动，导致小鼠表现出更多的后退行为。而且这条去抑制微环路

在对钻管测试中社会竞争行为的调控可能是特异的，它在其他等级相关行为如求

偶超声行为中，可能有着不一样的调控机制。 

4.1 VIP神经元的功能 

VIP神经元一直被认为会通过去抑制PYR神经元参与皮层的神经网络调控，这

之前在视觉皮层（Visual cortex）[37]，听觉皮层（Auditory cortex）[86]，杏仁核

（Amygadala）[87]，包括内侧前额叶皮层（mPFC）[34]在内的多个脑区都有被报道

过。而且它分别参与了包括恐惧学习[87,88]，增强学习[34]，视觉信号加工[37]，运动

表现[89]，焦虑行为[68]，短期记忆[31]，空间奖励学习[90]等多种行为的调控。我们的

研究证明，VIP神经元还会通过去抑制mPFC中的PYR神经元，参与调控小鼠在社

会竞争中的动机相关行为（积极进取或畏缩后退）。我们的钙信号记录结果表明
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VIP神经元在推挤行为中比PV神经元和PYR神经元变化的更早、更快。这一结果与

被广泛认为的VIP神经元控制皮层信息输入，并起始皮层微环路内部信息加工的假

设相符合[37,42,91,92]。VIP神经元主要分布在皮层的Layer 2/3，它同时接受感觉丘脑

[92-94]，皮层长程投射[42,93,95,96]，还有基底前脑的乙酰胆碱能投射[41,95,97,98]。通过整

合来自感觉系统，其他高级皮层的信息，以及多种神经调质的输入，VIP神经元引

发mPFC微环路内部的一系列信号级联传递，将更多的PYR神经元从基底抑制中释

放，通过mPFC自上而下的控制系统使小鼠在社会竞争中表现出更多积极进取行为，

它可能在mPFC微环路系统中真正扮演着 “VIP”的角色。 

此外，尽管在之前的报道中，VIP神经元主要的作用对象都是其他GABA能中

间神经元[81]，但是我们的在体电生理记录结果显示，VIP神经元对较多的PYR神经

元也会有一部分的抑制。这可能是由于之前关于微环路中的不同类型神经元间的

作用及连接关系都来自脑片电生理实验的结果，在体情况会比离体情况复杂的多。

巧合的是，有课题组近期发现激活视觉皮层的VIP神经元，在激活一群PYR神经元

的同时，也会抑制另一群PYR神经元，小鼠整体的视觉任务表现也变得更好。作

者提出一个假设：VIP神经元通过“抑制-去抑制”，实现对PYR神经元的“推-拉”调

控，即抑制一部分任务不相关神经元，激活更多的神经元去参与目标任务[89]。这

也非常符合我们观察到的现象。此外，我们还观察到VIP神经元激活后，引起不少

PV神经元和PYR神经元产生先抑制后激活的反应，这背后的生理意义是什么？值

得接下来更多的思考和实验探究。 

4.2 PV神经元的功能 

是什么神经元参与介导了VIP神经元对PYR神经元的去抑制？之前的大部分研

究都认为SOM神经元在其中的调控作用大于PV神经元。在桶状皮层[93]，视觉皮层

[37,99]，还有mPFC[34]，都有研究报道VIP神经元会更多的与SOM神经元产生突触联

系，尽管PV神经元也是其不能忽视的作用对象。但在我们的行为操纵结果中，SOM

神经元没有效果，反而是PV神经元的作用明显。我们的光电极电生理记录结果也

更加证实PV神经元是更可能的介导对象。在VIP神经元激活后，我们总共记录到51

个被瞬时抑制（抑制发生在10 ms左右,单突触连接）的神经元，包括直接抑制和先
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抑制后激活。其中有4个NS-nonFSI神经元，而有9个是FSI神经元。而且我们记录

了光标记的PV神经元在竞争行为发生时的发放情况，发现有一群在推挤行为发生

前被抑制的PV神经元，这正是VIP神经元钙信号显著上升的时间点，随后紧跟着

PYR神经元的发放增强。这些结果更加让我们相信PV神经元是介导VIP神经元参与

对PYR神经元的去抑制从而调控社会竞争行为的重要角色。 

前面提到关于VIP神经元与SOM神经元的突触联系显著多于PV神经元的结果

主要也都来自己于体外脑片电生理记录[34,81,93,95]，在体情况下可能会有不同。其实

也有不少PV神经元参与介导的VIP神经元去抑制环路在多个不同脑区被发现。例如

在桶状皮层，激活浅层的VIP神经元，会观察到深层的PV神经元有很强的抑制[76]。

在杏仁核，VIP神经元与PV神经元和SOM神经元的连接强度则比较接近[87]。在

mPFC，VIP神经元会抑制25%的PV神经元[34]，而且PV神经元的发放频率与VIP神

经元的输入成反比[100]。在海马体，VIP-PV之间的突触联系会参与调节学习诱导的

海马网络可塑性[101]。有研究报道VIP神经元主要作用在PV神经元的胞体部分，尽

管它们间的突触联系不多，但是它的作用强度却很强[102]。而且，由于PV神经元独

特的形态学以及电生理特性，它与周围其他神经元会存在着广泛的联系，从而实

现对整体网络强有力的抑制[103,104]。通过VIP神经元抑制部分PV神经元，就足以引

发整体神经网络的剧烈变化。 

此外，关于在光纤记录实验中，为什么PV神经元的钙信号在推挤行为发生后

大幅上升？这似乎与我们的去抑制假设不符。我们在mPFC微环路工作模型里解释

了这一点：PYR神经元激活后，将很快激活周围的PV神经元，以维持网络的内稳

态平衡。这种现象其实在很多文献报道里都能找到证据，PV神经元会紧随着PYR

神经元的活动而活动，从而维持局部网络的兴奋-抑制平衡[105-109]。 

4.3 SOM神经元的功能 

关于SOM神经元，它也是皮层中一群主要的抑制性神经元。有很多文章报道

它会在mPFC中通过抑制PYR神经元参与一些高级认知行为[33,50,110]。但是在我们的

行为操纵实验里，无论是激活还是抑制SOM神经元都没有引起显著的行为变化。

而且光纤记录的结果显示，SOM神经元的钙信号尽管与PV神经元类似，在推挤和
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后退行为中都上升，但是它的上升幅度比PV神经元小。其中很可能的一个原因是，

SOM神经元内部存在着明显的异质性。有研究发现，在皮层的不同Layer，SOM神

经元扮演的角色会有所不同[111]。它会直接抑制锥体神经元[81,112]，也会通过抑制其

他中间神经元（比如PV神经元）激活锥体神经元[48,113]。尽管操纵SOM神经元对小

鼠的社会竞争行为没有产生显著的影响，但是我们没有排除它会参与到mPFC微环

路对社会竞争行为的调控。我们相信SOM神经元以及本文未提及的一些其他中间

神经元也都会参与mPFC微环路的动态变化，从而介导社会竞争行为的调控。 

4.4 不同等级行为存在不同的环路调控机制 

我们发现mPFC中的PYR神经元，PV神经元和VIP神经元都在社会竞争行为中

起着重要的调控作用。而在同样作为社会等级相关行为，跟钻管测试得出的等级

关系有极高相关性的求偶超声测试中，只有PYR神经元能做到双向的调控。尽管

光照激活PV神经元也能显著降低求偶超声的数量，但是药理遗传抑制PV神经元的

操纵对求偶超声行为的影响不显著。这让我们不得不怀疑PV神经元在调控求偶超

声行为中的贡献度，毕竟光遗传激活引起的变化无法模拟真实生理情况。而且无

论激活或是抑制VIP神经元，对求偶超声行为都没有显著影响。所以我们猜测mPFC

微环路中的PV，VIP这两个中间神经元并不像在社会竞争行为中那样，在求偶超声

行为中也扮演着重要的调控角色。其中一个可能原因是，mPFC微环路对于不同上

游的信息输入有着不同的处理模式。在下丘脑和杏仁核，都有研究报道发现存在

不同的神经亚群去编码雄鼠-雄鼠，雄鼠-雌鼠间不同的社交行为[114,115]。而mPFC

与这两个脑区都存在着紧密的连接关系[116]。也有研究报道说雄性小鼠的mPFC对

于不同性别的社交对象，会有不同的反应[49]。所以我们猜测，mPFC微环路对于不

同性质的等级相关行为可能存在着不同的调控机制。 

4.5 不足与展望 

综上所述，此研究勾勒了一个多元的，动态的微环路模型，发现VIP-PV-PYR

这条去抑制通路对社会竞争行为的调控机制，加深了内侧前额叶皮层如何处理社

交信息的理解，为治疗因社交异常引发的相关精神疾病提供一定的参考。但其仍

存在一定的不足，比如关于不同神经元间的作用关系，在本课题的研究中没有提
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供最直接的证据。随着神经科学研究技术的进一步发展，在之后的研究中，可以

通过Cre-和Flp-双杂转基因鼠[117]，同时标记两种不同的神经类群。这能让我们在操

纵一群特定神经元的同时，观察另外一群特定神经元的变化。还可以通过微型双

光子的双色成像，同时观察两群不同中间神经元在行为中的作用关系。此外，我

们目前主要探讨了mPFC内部不同神经类群对于社会竞争行为的调控，而关于小鼠

如何识别不同对手的信息，这些信息又是如何传入到mPFC的，其中强弱对手的信

息编码有何不同，都值得我们接下来进行更深入的研究。寻找后退行为发生时激

活PV神经元的上游输入，以及推挤行为发生时激活VIP神经元的mPFC上游输入，

都能帮助我们更加全面的了解mPFC在调控社会竞争行为中的作用机制。在光电极

电生理记录实验中，我们观察到了VIP神经元在调控PYR神经元去抑制过程中有较

多有趣的现象。比如“推-拉”调控机制的生理基础及其进化意义等，都值得进一步

探究。最后，关于求偶超声行为与社会竞争行为存在不同的微环路调控机制，可

能也是关于mPFC上游的不同信息输入引发了mPFC微环路内部不同的处理模式，

其中也有很多潜在的机制等待我们去发现。现在，已经有越来越多的学者开始关

注社会行为背后的神经机制。相信在不久的将来，关于mPFC在社会行为中的调控

机制，会有一个更清晰的图景。 
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5 附图 

 

图 32. 图形摘要和研究亮点 

⚫ 激活mPFC中的VIP或抑制mPFC中的PV神经元使小鼠在钻管测试中获胜 

⚫ 抑制mPFC中的VIP或激活mPFC中的PV神经元使小鼠在钻管测试中失败 

⚫ 推挤行为与VIP神经元引发的连续钙活动有关，VIP先升高紧随着PYR和PV 

⚫ 微型双光子钙成像和光电极电生理记录揭示了mPFC中VIP-PV-PYR这条去抑

制环路在调控社会竞争行为中的作用机制。 
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图 33. 基于研究故事的艺术创作（张超逸设计，王诗琦绘制） 

社会竞争决定了动物在群体中的社会地位，而社会地位则影响着动物的健康和生

活质量。 这幅画描绘了两只老虎在争夺领地，上方的老虎即将跨过石桥以扩大自

己领地，表现出了积极的竞争态势，而下方的老虎面对竞争时，开始露怯。这模

拟了我课题研究里小鼠钻管测试中的社会竞争行为。此外，上方的树，红花绿叶，

生机勃勃，隐喻着mPFC中VIP神经元激活时更加积极的大脑状态；下方的树，枯枝

败叶，死气沉沉隐喻着mPFC中PV神经元激活后更加消极的大脑状态。且今年（2022）

是虎年。 
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综述 

 

内侧前额叶皮层微环路的组成及功能 

 

 

摘要 

 

内侧前额叶皮层（Medial prefrontal cortex，mPFC）通过协调处理来自多个脑

区的上游信息输入，参与决策、动机、情感等多种高级认知功能。mPFC结构和功

能的特异性提示其内部微环路系统可能与初级感觉皮层等其他皮层不同。目前关

于初级感觉皮层的微环路结构及功能已经研究的较为深入，但是关于mPFC内部微

环路的研究则刚起步。近些年，随着神经操纵及记录技术的发展，在mPFC微环路

及功能方面的研究取得了一些进展。本文主要从以下三个方面进行综述：1、mPFC

的结构特点及内部中间神经元的分布差异；2、不同中间神经元在微环路中的存在

意义及其具体的工作机制；3、mPFC三大主要中间神经元在行为中的功能及它们

与精神疾病之间的联系。本文通过系统性的回顾和总结近些年关于mPFC中间神经

元的研究进展，旨在为探究mPFC内部微环路结构及功能描绘一个更为清晰的轮廓。 
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前言 

内侧前额叶皮层（Medial prefrontal cortex，mPFC）是大脑中的控制中心，扮

演着类似计算机“中央处理器”一样的角色。它参与了包括行为决策[1]，工作记忆[2]，

社会认知[3]，恐惧[4]等多种高级功能。它和背侧丘脑（Medialdorsal thalamus，MD）, 

腹侧海马（Ventral hippocampus，vHPC），还有杏仁基底外侧核（Basal lateral 

amygdala，BLA）等脑区都有着丰富的互相投射关系（图1）[5]。此外，它还接受

大量来自神经调质系统的输入，包括腹侧被盖区（Ventral tegmental area，VTA）

的多巴胺，蓝斑核（Locus Coeruleus，LC）的去甲肾上腺素，中缝背核（Dorsal raphe 

nuclei，DRN）的血清素，还有基底前脑（Basal forbrain，BF）的乙酰胆碱等。mPFC

作为皮层多种信息输入的整合中心，接收上游多个脑区的兴奋性长程投射，再对

它们进行加工处理，然后再投向不同的皮层下组织，向下传达行为输出指令。 

 

 

图1. 小鼠脑中mPFC与其他脑区的环路连接 

 

mPFC能够完成对纷繁复杂信息的加工处理，依赖于它独特的结构[6]。大量研

究提示，小鼠的mPFC与其他初级感觉皮层就存在着多种结构上的不同。首先，小

鼠的mPFC不存在其他初级感觉皮层中主要负责接受丘脑投射的Layer 4[7]。mPFC
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接受的的输入从Layer 1 - Layer 6都有，其中包括行动，认知，奖励，情感在内的

多种高级功能信号输入。另外，其他初级感觉皮层主要由Layer 5/6往皮层下组织投

射负责输出，而mPFC的投射神经元则在Layer 2 - Layer 6都有分布，而且经常是与

其他脑区互投[7,8]。这些不同的输入和输出通过内部复杂的微环路系统彼此连接。

其中微环路是指脑区内局部神经网络中的不同类群神经元相互调谐，通过特定的

连接方式，帮助大脑完成复杂的神经信号处理和转导过程。mPFC功能的特异性以

及投射网络的复杂性决定了mPFC内部微环路中的中间神经元组成及功能也有可

能区别于其他初级感觉皮层。 

关于其他初级感觉皮层微环路系统的功能及组成的研究已经比较成熟，比如

视觉皮层，躯体感觉皮层等。而关于前额叶的功能研究，以及其内部微环路的结

构组成，仍充满谜团。本文主要针对近期mPFC不同类型中间神经元的特性以及功

能研究进行综述总结，希望能将纷繁复杂的mPFC微环路，勾勒出一个较为清晰的

缩影，更好的去理解mPFC的组成及功能。因为小鼠遗传工具较为成熟，近些年关

于小鼠mPFC中不同类群神经元功能的探索较多，故此文的探讨主要局限于小鼠模

型，灵长类的大脑皮层会比小鼠的远远更加复杂，不在本文比较范围内[9]。 

 

内侧前额叶皮层的结构及细胞组成 

对内侧前额叶皮层脑区的划分，不同文献有不同的标准，一般认为小鼠mPFC

包括前扣带回皮质（Anterior cingulate cortex，Acc）、前边缘皮质（Prelimbic cortex，

PL）和下边缘皮质（Infralimbic cortex，IL）。有研究报道，不同的mPFC亚区，可

能会存在功能的不同[10]。其中关于PL和Acc这两个区域的研究较多，所以本文主要

总结的是关于PL和Acc的研究，也有可能涵盖部分IL的结果。 

关于mPFC的细胞组成，来自欧洲蓝脑计划（Blue Brain Project）的一项研究

通过原位杂交发现小鼠mPFC中大概有82%的兴奋性神经元、17%的抑制性神经元、

及1%的神经调质神经元[11]。尽管抑制性神经元只占15%-20%左右，但它们的作用

却不能忽视。它们参与维持的兴奋-抑制平衡是皮层执行正常功能的基础。由于这
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些抑制性神经元的投射比较局部，所以他们又被称为中间神经元。在皮层中有超

过20种形态，分子表达，以及电生理特性各异的GABA能中间神经元[12]。而这些

GABA能中间神经元根据他们分子表达特异性主要可以分为互相不重叠的三大类

群（图2）：小清蛋白阳性（Parvalbumin, PV），生长激素抑制素阳性（Somatostatin，

SST）和5-羟色胺3a受体阳性（5HT3aR）神经元[13]。其中5HT3aR阳性神经元又可

以细分为血管活性肠肽阳性（Vasoactive intestinal polypeptide，VIP）和非VIP阳性

（包括NDNF阳性（Neuron derived neurotrophic factor， NDNF），Layer 1（L1）

神经元等）。所有这些神经元也都存在mPFC里，并且呈现出与其他皮层类似的分

布特性。 

 

图2. 皮层中间神经元的分群，及其各自的特性[13] 

 

这些不同的中间神经元在皮层的分布有一定的特点，比如5HT3aR阳性神经元

主要集中在浅层，其中VIP神经元主要分布在Layer 2/3层，而NDNF神经元和L1神

经元主要在Layer 1层。其中PV神经元在Layer 2/3和Layer 5/6都有，但更多的集中
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在Layer 5/6，SST神经元则比较平均的分布在Layer 2-Layer 6。而且mPFC内部的中

间神经元特性会与其他皮层不同。比如说相较于运动皮层M1，mPFC会有更多乙

酰胆碱释放，而主要原因是因为在mPFC的Layer 1存在一群特殊的胆碱乙酰转移酶

（Choline acetyltransferase，ChAT）阳性神经元[14]。另外有研究发现，mPFC的PV

神经元和SST神经元的比例也明显和其他皮层不同。mPFC相较于其他皮层有更多

的SST神经元和CCK神经元，而PV神经元则相对较少[15,16]。 

 

图3. 不同类型中间神经元在形态，连接，分子表达及电生理特性上的差异[17] 

 

中间神经元在微环路中存在的意义 

一个复杂网络要维持动态平衡，需要足够多的元素支撑它的变化。在大脑的

神经网络里，抑制性中间神经元的作用不仅仅是维持皮层网络的兴奋-抑制平衡，

其中的不同亚群因各自不同的形态，分子表达，以及电生理的特性（图3），增加
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主神经元（兴奋性）网络内动态变化的丰富性，从而形成更加精细的计算网络，

使其适应皮层网络的信息处理及传递[18,19]。关于中间神经元在皮层信息处理中的

调控机制，目前比较流行的理论是流量控制假说：信息通过兴奋性锥体神经元

（Pyramidal，PYR）投射到皮层局部网络进行处理，在皮层内特定环路里的中间

神经元，会在某些特定时刻激活，从而控制信息的处理和传输[17]。具体如何实现

呢？一般来讲，中间神经元的计算模式可以分为运算和时控。 

运算：长期以来，不同的中间神经元的基本功能一直被认为是执行算术运算，例

如减法或除法[20,21]。抑制可以通过改变输入-输出的关系，通过影响兴奋性输入的

程度为兴奋性锥体神经元最终的发放提供一个增益控制[20]。而且，这两个基本运

算规则是皮层归一化计算的基本组成模块[22,23]，产生了包括分流[24]、同步[25]、平

衡[26]抑制等多种增益调节方式，影响环路的最终输出。这些环路计算规则广泛存

在于皮层组织中[22,27,28]。 

时控：另外一方面，中间神经元在控制神经活动时间上也发挥着重要作用。复杂

网络功能的实现要求神经元不能总是同时激发。这可以通过兴奋与抑制的动态平

衡来实现，从而使网络活动在时间上变得更加多样化以及产生更快速的响应[28]。

事实上，也有很多研究组在皮层记录到了兴奋和抑制之间的精妙平衡，结果与上

述模型一致[29-32]。抑制一般会紧随着兴奋产生，从而提高兴奋作用的时间精确度

[29,33]，同时也避免网络同步，造成过度兴奋[34]。 

 

中间神经元在微环路中的组织方式 

上文介绍了中间神经元对整个神经网络实现精细调控的计算机制，而这种精

细调控的实现需要中间神经元形成特定的环路连接。中间神经元在微环路中最主

要的三种功能连接方式分别是（图4）：前馈抑制（Feedforward inhibiton）、反馈

抑制（feedback inhibition）和去抑制（disinhibition）。以上的三种连接方式可以同

时存在于某些中间神经元中，但受限于连接可能性、突触强度以及网络状态等不

同条件的影响，某些神经元可能更倾向于形成某种特定的功能连接。 
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前馈抑制 

一个兴奋性的输入，在激活局部的兴奋性神经元时，同时激活了其周围的抑

制性神经元，这个抑制性输出又作用到同一个接受兴奋性输入的PYR神经元上。

这个过程，被称为前馈抑制。简单来讲，前馈抑制是通过跟踪外源的兴奋性输入，

调节网络内部的信息整合，它独立于网络内部的活动状态[35]。很多皮层在接受兴

奋性输入时都能观察到一个短暂的双突触的抑制[36]。前馈抑制现象在大脑神经网

络中广泛存在。其中大部分研究认为，篮形（Basket）PV神经元是介导前馈抑制

的主要中间神经元。PV神经元主要作用在PYR神经元的胞体，结合它高频发放的

电生理特性，能提供强效而精准的控制。特别是丘脑到皮层的投射研究中，PV神

经元介导的前馈抑制在多个皮层都有被报道，其中MD到mPFC的投射中，就有大

量的PV神经元参与介导其中的前馈抑制[37]。 

 

图4.中间神经元参与微环路调节的三种作用方式[13] 
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反馈抑制 

反馈抑制可以分为两类：回归抑制（Recurrent inhibition）和侧向抑制（Lateral 

inhibition）。与前馈抑制不同的是，反馈抑制的兴奋性输入主要来自本地网络的

PYR神经元。在回归抑制中，本地的兴奋性PYR神经元激活临近的抑制性中间神经

元，产生的抑制作用又反过去影响产生兴奋的PYR神经元。回归抑制的主要作用

是减少或防止PYR神经元的过度放电。另一方面，中间神经元在本地网络存在广

泛的突触连接[38,39]。除了与接受兴奋性输入的PYR有连接，它还会与其他的PYR

神经元产生突触联系。有研究显示，中间神经元的轴突会伸展到胞体所在的区域

之外，超出功能柱结构或者跨Layer发挥抑制作用都比较常见[40,41]。本地的PYR神

经元通过中间神经元抑制了周围其他的PYR神经元，这个过程就被称作侧向抑制。

这两种反馈抑制帮助皮层实现多种重要的信息处理功能。包括赢者通吃（Winner 

take all，即抑制周围信号，放大主要信号）[42,43]，振荡耦合[44]，以及内嗅皮层网

格场的形成[45]等。尽管多数类型的中间神经元都会参与到本地的反馈循环网络，

但是根据他们与PYR神经元的连接特性不同，他们在反馈抑制中的贡献权重也有

所不同。而目前研究主要还是集中在PV神经元和SST神经元。有研究报道，皮层

中的PV神经元和SST神经元功能异常，会导致皮层网络过度同步化，有可能引发

癫痫[46-48]。 

去抑制 

上个世纪80年代，就有人提出皮层的抑制性神经元不仅向PYR神经元提供直接

的抑制作用，还会通过抑制其他抑制性神经元，产生去抑制的效果[49,50]。事实上，

在皮层信息处理过程中，去抑制的重要性并不比抑制作用弱[51]。早期关于去抑制

现象的研究，主要来自解剖学上的发现，抑制性神经元之间存在直接的联系。最

近，由于电生理记录技术，成像技术和分子遗传学技术等的发展，不仅确定了去

抑制连接的存在，还通过操纵手段找到了特定的环路连接[52]。来自行为动物的直

接证据，更是帮助我们了解到去抑制环路在何种情境下发挥作用，让我们对其存

在的意义有了更深入的理解[53]。去抑制能为微环路系统提供更精细的调谐，在特

定时刻，通过减少皮层内部的抑制作用，从而放大PYR神经元的反应。关于具有
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去抑制作用的中间神经元，报道最多的是VIP神经元，同时它也是最早被发现有去

抑制功能的中间神经元。大部分研究认为，在皮层中VIP神经元的主要作用对象是

SST神经元和PV神经元[52,54]。根据体外脑片记录结果显示，在mPFC中，VIP神经

元与SST神经元产生的连接会比PV更多一些[55,56]。另外一方面，SST神经元，特别

是初级感觉皮层Layer 4的SST神经元，也被较多的报道能够形成去抑制环路参与皮

层信息处理和转导[57,58]。此外，L1中间神经元[59,60]和NDNF神经元[61]，最近也被发

现会参与去抑制调节。 

 

mPFC微环路中不同中间神经元亚群的具体功能 

神经科学的核心问题之一是探究特定的神经元类型是如何塑造大脑功能，并

直接影响动物行为的。近年来随着特定细胞亚群转基因小鼠制备技术[62,63]、神经

操纵技术[64,65]以及神经记录手段[66-68]的迅猛发展，我们可以针对特定类群的神经

元进行深入研究，了解他们所参与组成的神经环路网络以及他们在网络中所扮演

的角色（图5）。mPFC作为皮层中功能最复杂的脑区，关于它的研究一直是近些

年的领域热点，其中就有较多涉及到其内部中间神经元的工作发表。mPFC内部的

不同中间神经元，因其自身特性的不同，分别参与到了不同行为的调控当中。 

 

 

图5. mPFC微环路的主要神经元组成 
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PV神经元的特性及功能 

PV神经元是皮层中最主要的GABA能中间神经元，约占40%。PV神经元有三

大特征：高频快速放电、低输入电阻和低膜电位[69]。这种属性组合赋予了它快速

激发动作电位的能力，动作电位的波形也表现出窄波（Narrow spike）的特征[68,70]，

这区别于皮层中的所有其他神经元。一项来自海马脑片记录的结果表明，PV神经

元接受到94%的兴奋输入，6%的抑制性输入[71,72]。而在抑制性输入中，主要又是

来自PV神经元内部的互相抑制，因为其内部之间存在大量的电突触（间隙连接）。

此外它也存在一些来自于VIP和SST的抑制性输入。PV神经元的树突大多是针状，

这可能有助于树突轴上的兴奋性突触产生快速的兴奋性突触后电位，使它能够被

快速激发[43]，所以PV神经元的主要功能是控制临近兴奋性锥体神经元的动作电位

发放时间[29,33]。皮层中的PV神经元根据形态可以细分为两个亚型，分别是篮形

（Basket）PV神经元和吊灯形（Chandelier）PV神经元。由于篮形PV神经元更容

易识别，关于它的性质和功能研究相对深入。一项来自电生理记录的数据显示，

单个PV神经元几乎会与附近所有的锥体神经元产生突触联系，使得篮形PV神经元

可以强有力的控制周围PYR神经元的活动[39]。皮层中PV神经元的功能主要参与的

是前馈抑制，特别是在丘脑与皮层的投射中有较多报道。丘脑的输入一般会同时

作用在皮层的兴奋性神经元和抑制性神经元上。一项经典的研究显示，电刺激丘

脑的纤维束，能在皮层的锥体神经元检测到一个直接的兴奋性反应，然后因为临

近PV神经元的激活，该神经元又会很快的被超极化[73,74]。这种现象在mPFC也有观

察到，通过限制兴奋性输入时间窗，这种机制能提高兴奋性神经元的反应时间保

真度[37]。PV神经元的另一种特性是它的发放会随着兴奋性输入的增加而增加，这

为兴奋性神经元的反应提供了增益控制[75]。将PYR神经元的反应能力从简单的“0”

或“1”的放电模式转变为更广的工作范围，这一特征在处理复杂多模态信息的

mPFC中可能是至关重要的。而关于mPFC中吊灯形PV神经元的研究目前相对较少，

曾有报道发现吊灯形PV神经元主要作用在mPFC的Layer 2中一群投向杏仁核的锥

体神经元，控制着它的输出[76]。 
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mPFC中的PV神经元被发现参与多种行为的调控，包括社会行为、工作记忆、

决策和恐惧等。较多的研究指出，mPFC锥体神经元的过度兴奋会导致小鼠社交异

常[77,78]，这同时也是自闭症的主要表型之一[79]。而通过激活mPFC中的PV神经元，

能使小鼠恢复到正常的社交水平[77,78]。此外，有报道指出PV神经元在小鼠进行积

极的社交靠近时会短暂的激活，而激活PV神经元，能促进小鼠进行社交，甚至能

逆转因为青少年社交隔离造成的社交异常[80]。在另一项关于社交恐惧的研究中，

则发现SST神经元活性过度增强，会造成PV神经元的活性降低，使得mPFC中的

PYR神经元活动增强，从而造成社交恐惧，使小鼠社交行为减少[81]。也有研究表

明，小鼠mPFC的PV神经元在小鼠表现出僵立的恐惧状态时发放减少。激活mPFC

的PV神经元，能减少小鼠的僵立行为，而抑制这群PV神经元，能重置mPFC与BLA

之间的Theta振荡，让小鼠表现出恐惧[4]。另一方面，有研究发现条件性敲除TrkB

的小鼠在衡量社会等级的钻管测试中，会表现出更多的竞争性行为。其原因可能

是其中的PV神经元功能异常，导致PYR神经元的活性过度增强[82]。与此类似的，

在我们的小鼠社会竞争研究中，PV神经元的激活使小鼠表现出更多的后退行为，

而抑制PV神经元，则让小鼠更加积极努力，等级升高[83]。此外，mPFC中的PV神

经元在工作记忆方面也有较多报道。研究显示PV神经元会在处理复杂任务的行为

决策期快速发放[84]。有报道指出在Go/No Go测试中，PV神经元主要在Go行为中发

放增加[85]。在寻求奖励行为中，PV神经元在退出奖励区的时候发放显著增加，单

细胞记录结果显示 PV神经元内部的发放趋势比较一致[86]，而激活PV神经元也能

消除奖励寻求行为[87]。但是在另一项关于大鼠多维延迟响应任务中，针对mPFC中

PV神经元的记录则发现，PV神经元内部发放差异大。处于不同层的PV神经元在任

务的不同阶段，会有不同的反应[88]。我们的研究中，我们发现尽管PV神经元的钙

信号在积极推挤行为和消极后退行为中都增加，单细胞电生理记录结果则显示，

PV神经元在积极推挤中的反应存在明显的异质性。而在消极后退行为中，mPFC

中的PV神经元则出现较为一致的发放增加[83]。这提示mPFC的PV神经元，在不同

行为情境下，内部功能会出现很大区分。另外一项研究比较了mPFC中的PV神经元

在Go/No Go行为测试中各个阶段的钙反应，发现PV神经元在信号识别、行为启动、



浙江大学博士学位论文  综述 

87 

 

以及结果反馈中都有较大的反应[89]。综上所述，PV神经元在维持mPFC的兴奋-抑

制平衡和多种高级认知功能的正常执行中都扮演着非常重要的角色。 

SST神经元的特性及功能 

SST神经元，有时也被称作SOM神经元，是皮层中第二多的中间神经元，占所

有GABA能神经元的30%左右[12]。虽然它也是PYR神经元抑制性输入的主要来源，

但与PV神经元不同的是，SST神经元主要作用在锥体神经元的轴突[69,90,91]。它的电

生理特性是接受很强的易化兴奋性输入，而伴随相对温和的抑制性输出[92]。这些

特性使它对兴奋性突触后电位的整合可以呈现出线性的关系，只需单突触的高频

释放就足以使它产生抑制功能[93]，这也使得长程投射对SST神经元的激活会被不断

强化。它的这种电生理特性正好适配它的远端树突抑制功能[13]。此外，SST神经元

能被毒蕈碱（Muscarinic）去极化。有研究报道，给予毒蕈碱受体激动剂能引起SST

神经元长时程的发放[57,93]。另外值得一提的是，越来越多的证据表明SST神经元内

部存在很高的异质性，在形态、电生理特征，以及分子特性上都有不同亚群被发

现。SST神经元根据形态可以分为马丁诺蒂细胞（Martinotti cells）和非马丁诺蒂细

胞（non-Martinotti cells）[91]。其中马丁诺蒂细胞占其中的大多数，这群细胞主要

分布在皮层的Layer 2/3和Layer 5/6，但是他们的轴突会伸到Layer 1，作用到PYR神

经元在Layer 1的树突结构。而另一群非马丁诺蒂细胞，则更多的在Layer 4和Layer 

5被发现[13,94]。有报道认为，这群细胞会作用到Layer 4的PV神经元，起到去抑制的

作用[57,58]。此外有研究发现，Layer 5的不少SST神经元有着低阈值发放（Low 

threshold spiking，LTS）特性。LTS细胞在超极化后，会表现出由早期峰和晚期峰

组成的三相波形[94]。而其他Non-LTS细胞则同PYR神经元一样，以固定频率发放

（Regular spiking）或少量的高频发放，同时表现出自适应的特性[94]。除了都表达

生长抑素，皮层中还有15%-30%的SST神经元会同时表达钙网膜蛋白（Calretinin, 

CR）[95]。最近的单细胞转录组分析的结果，也证明了SST神经元在基因表达上也

存在不同的亚型[96]。但是关于这些形态、分子，以及电生理特性上的差异目前还

没有研究证明它们之间是否存在联系，这些差异可能与SST神经元在皮层信息处理
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过程中的功能相适配。有趣的是，mPFC中SST神经元的相对丰度比其他皮层都要

多[15]，这可能就是为了满足mPFC多样性的任务处理需求。 

正由于SST神经元的多样性，其在mPFC中的功能表现也是多样的。曾有报道

指出，mPFC中的一群特异性表达Oxytoxin受体的SST神经元介导了雌鼠的亲社会

行为[97]。有意思的是激活雌鼠mPFC中的这群神经元会使促进雌鼠与雄鼠互动，而

激活雄鼠mPFC中的这群神经元则会使小鼠表现出焦虑行为[98]。除此之外，还有不

少研究报道了mPFC中的SST神经元跟社会行为的相关性。比如Scheggia等人发现，

抑制mPFC中的SST神经元会影响小鼠对同伴鼠情绪状态的识别，而抑制PV神经元

则不影响。激活这群SST神经元，能直接抑制PYR神经元，从而促进小鼠的社交识

别[99]。Yamamuro等人则发现，青春期社交隔离会导致mPFC中的LTS-SST神经元

过度激活，从而抑制了mPFC深层投往丘脑室旁后核（posterior Paraventricular 

thalamus，pPVT）的投射性神经元造成了成年期的社交异常[100]。在另一项关于社

交恐惧的研究中，他们发现SST神经元会通过抑制PV神经元，去抑制PYR神经元

从而造成社交恐惧[81]。与之类似的，另一个研究组也在mPFC中发现，SST神经元

会通过抑制PV神经元，激活mPFC整体网络，从而引发恐惧记忆[101]。尽管上面提

到的工作都是社会行为相关，但可以发现SST神经元在mPFC微环路中，既扮演抑

制角色，又扮演去抑制角色。这印证了皮层中的SST神经元异质性高的观点，在

mPFC中也是如此。但有一点我们可以确定的是，mPFC的SST神经元和PV神经元

一样，主要功能还是发挥抑制作用。因为有研究通过光遗传抑制SST神经元和PV

神经元观察mPFC其他神经元的活动变化，发现抑制SST神经元后，有29%的神经

元激活，10%的神经元抑制。而抑制PV神经元，有31%的神经元激活，8%的神经

元抑制。尽管上述的光遗传操纵结果发现PV和SST神经元对mPFC整体网络的调节

程度差不多，但是研究者们发现只有SST神经元参与到了空间工作记忆的调节。他

们猜测这可能是因为这群SST神经影响了海马体与mPFC的同步放电[102]。另外也有

研究通过单细胞电生理记录发现，mPFC中的SST神经元可以根据他们的波形分为

宽波（WS-SST）和窄波（NS-SST）。在奖励寻求行为中，NS-SST神经元在小鼠

进入奖励区时发放一致减少，而WS-SST神经元内部的发放异质性较大[86]。而在另
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一个关于奖励相关的行为中发现，吗啡会通过激活SST-PV-PYR这条去抑制通路，

提高mPFC网络活性而获得快感[103]。但是Pinto等人利用钙成像观察了SST神经元在

Go/No Go行为测试中的钙反应，发现SST神经元跟获得奖励或惩罚的关系都不大，

反而与运动行为更加相关[89]。整体看来，mPFC中SST神经元的功能比较复杂，而

这很可能是因为SST内部有较多功能各异的亚群存在。 

VIP神经元的特性及功能 

VIP神经元是皮层中第三多的中间神经元亚群，它属于5HT3aR神经元大类。

5HT3aR神经元大概占皮层所有中间神经元的30%，而VIP大约占了其中的40%[13]。

VIP神经元的最大的特点是它主要通过抑制其他中间神经元（如SST和PV神经元）

参与皮层的去抑制调节[17,55]；但它也会直接抑制一部分的PYR神经元[55,83,104]。尽

管VIP神经元在皮层各个Layer都有分布，但更多的分布在Layer 2/3[105]。大部分VIP

神经元的形态呈现出与皮层垂直的双极结构，少量为多极[106]。Layer 2/3的双极VIP

神经元可以同时接收不同层的信息输入。很多Layer 2/3的VIP神经元的树突会伸到

Layer 1，这块区域是接受来自其他皮层和皮层下组织投射的树突聚集地，而它的

轴突会以垂直皮层结构的方式拓展到Layer 5/6[106]。因为这种形态特点，它也常被

叫作双束细胞[107]。VIP神经元可以根据其他的分子表达继续细分，其中10%-30%

会同时表达胆囊收缩素（cholecystokinin，CCK），50%-70%会表达CR。因VIP/CR+

神经元在发育过程中的成熟与迁移都与VIP/CR-的神经元明显不同，所以CR可以作

为细分VIP神经元的标准[108]。此外，有些VIP神经元还会表达ChAT，其具体功能

还是未知。尽管在小鼠和人类上都有报道，乙酰胆碱转运体并不都表达在乙酰胆

碱能神经元上[109]，但并不清楚这类VIP神经元的共表达是否具有重要的功能意义。

关于VIP神经的电生理特征，其最明显的特点是高输入阻抗，使它对于兴奋性输入

非常敏感[110]。它的发放模式也被认为是非常规放电（Iregular spiking），主要特征

是开始一串高频放电，紧随着一些不规则偶发的动作电位产生。但也有少量的VIP

神经元存在高频放电，以及自适应放电模式[111]。就像其他所有5HT3aR神经元一样，

VIP神经元会被5HT3aR激动剂激活[110]。此外，还有很多证据表明，来自神经调质



浙江大学博士学位论文  综述 

90 

 

系统的刺激，如中缝背核和基底前脑都可以激活这类神经元[110,112,113]，暗示着VIP

神经元会在很大程度上受到各种神经调质的调节。 

尽管VIP神经元在其他初级感觉皮层中的功能已有较多报道，但是关于其在

mPFC中的功能研究近些年才刚刚开始。有研究发现，mPFC中的VIP神经元在小鼠

高架十字测试中的开架侧活性相对更高，他们发现抑制这群VIP神经元能通过影响

海马与mPFC的信息流，从而降低小鼠的焦虑，使其更愿意到开架侧探索[114]。另

外有研究报道，mPFC中的CRF神经元（其中41%共表达VIP，32%共表达CR）参

与调控多种压力行为。他们发现抑制这群神经元，小鼠在面对压力和困难时，更

容易变得消极；而激活这群神经元，小鼠更愿意采取积极的应对措施，对于压力

有更高的耐受性[115]。我的研究工作也发现激活mPFC中的VIP神经元，会通过抑制

PV神经元，去抑制PYR神经元，从而使小鼠在社会竞争中表现出更多的主动推挤

行为[83]。一项关于mPFC中VIP神经元的电生理记录结果同样发现，VIP神经元会通

过抑制SST神经元和PV神经元调节mPFC整体网络活性。它通过去抑制，增强皮层

锥体神经元的输入和输出，从而强化学习过程[52]。最近的一项研究发现，两群特

异的MD神经元，会根据不同的信噪条件，或激活mPFC中的PV神经元帮助筛选信

号；或激活VIP神经元放大信号，从而提高小鼠处理复杂任务的准确度[116]。此前，

Kamigaki等人报道过激活mPFC中的VIP神经元，能提高小鼠在Go/No Go行为中的

表现，认为mPFC中的VIP神经元在工作记忆的提取方面也具有重要功能[85,117]。而

另一项Go/No Go行为的钙成像结果则提示mPFC中VIP神经元的反应与行动的起始

也非常相关[89]。在我的研究工作中也有类似的发现，mPFC中VIP神经元的钙信号

在推挤行为开始前就开始上升，而在行为发生时到达峰值[83]。另外，有研究发现

小鼠运动时，能提高视觉皮层VIP神经元的活性，从而提高小鼠的视觉反应，而这

主要是通过基底前脑的输入，激活VIP的nAchRs实现的[53]。事实上，mPFC中的VIP

神经元也同其他皮层的一样，受多种神经调质系统的影响[13]。结合VIP神经元的各

种特性，及以上行为结果的观察和总结，一个普遍的猜测是：VIP神经元作为皮层

信息流的门控通道，同时整合长程投射、内部投射、以及神经调质系统的信息输

入，控制所在脑区的整体网络状态，从而实现对行为的输出调节[17]。 
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mPFC微环路系统失衡与精神疾病 

mPFC中间神经元异常会导致多种精神疾病。其中PV神经元功能异常与多种神

经系统疾病和精神疾病相关，包括癫痫[118]，精神分裂[119]，抑郁症[120]，自闭症[79,121]

和阿尔茨海默症[122]等。这些疾病共有的特点是认知失调、社交异常等mPFC功能

障碍。前面提到了PV神经元在维持皮层兴奋-抑制平衡中发挥着重大作用，而兴奋

-抑制平衡是mPFC功能正常执行的基础。有研究发现PV神经元轴突Nav1.1通道的异

常跟Dravet症（一种难治性癫痫性脑病）非常相关，他们在此类病人身上发现了

NaV1.1/SCN1A基因的截短突变。随后研究人员在PV神经元特异性敲除SCN1A基因

的老鼠模型上，重现了癫痫的表型。因此，PV神经元中SCN1A基因突变很可能是

这个疾病的原因[123]。此外，在精神分裂症等认知功能障碍的啮齿类动物模型中，

发现mPFC中的PV或GAD67表达减少的现象非常普遍，而这也与人类精神分裂病

理过程类似。有报道指出PV神经元上受体酪氨酸激酶ErbB4的表达异常跟精神分裂

症有关，而ErbB4基因和神经调节素1（Neuregulin 1，ErbB4配体）基因的突变经

常在精神分裂症患者中被发现。研究人员通过特异性敲除小鼠PV神经元的ErbB4

基因，也模拟出了精神分裂的表型[124]。此外，一项全基因组关联分析（Genome-wide 

association studies，GWAS）证据显示VIP神经元和乙酰胆碱能系统也和多种精神

疾病的发生密切相关。他们发现，尼古丁乙酰胆碱受体的α5亚基（α5-nAChR）的

单核苷酸多态性（single-nucleotide polymorphisms，SNP）与精神分裂症高度相关。

后续的研究发现α5-nAChR敲除的小鼠，会表现出精神分裂症状[125]。在mPFC中，

只有Layer 2/3的VIP神经元表达α5-nAChR，而且敲低PL中的α5-nAChR会使得VIP

神经元活性降低，SST活性增强，并造成类似人类精神分裂症脑前额叶功能退化

（hypofrontality）的症状[126]。另外，mPFC也被认为参与到情绪相关行为的调控当

中，在焦虑症、抑郁症等病人身上，经常能看到mPFC的功能和结构异常[127]。在

重度抑郁症病人和小鼠模型中，都有观察到皮层GABA能神经元的改变，特别是

SST神经元[128,129]。而有研究发现快速抗抑郁药——氯胺酮，能通过抑制mPFC中的

SST神经元和PV神经元缓解小鼠的抑郁样症状[130]。以上这些结果反映了mPFC中
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间神经元在维持其正常功能中是不可或缺的，同时也提示了mPFC的中间神经元可

能可以作为治疗多种精神疾病的药物靶标。 

 

总结与展望 

大量关于mPFC中不同类型中间神经元参与多种行为调控及病理发生过程的

报道，反映了mPFC微环路系统在维持mPFC功能正常执行上的重要性。不同类型

的中间神经元类群根据自身特性，在微环路以及mPFC整体功能调控中分别扮演着

不同的角色。PV神经元因其强大的抑制能力，在维持mPFC兴奋-抑制平衡中发挥

巨大作用，其参与形成的皮层Gamma振荡也被报道参与多种认知过程[84,131]。VIP

神经元因其独特的去抑制特性，能帮助mPFC整合和分选多样的信息输入，提高

mPFC的任务处理表现。SST神经元参与到了社交、情感、空间学习等多种高级认

知功能的调控，但是由于其内部的异质性，还需要更多的研究结果帮助细分它在

微环路系统中的角色。其中还有很多其他中间神经元也参与到了mPFC微环路系统

的组成，但由于目前研究相对较少，所以没有在本文中被概括。特别是5HT3aR神

经元大类中的其他神经元，本文的介绍的还不够详细。最近有研究开始关注

5HT3aR神经元中的Layer 1神经元[61]。由于Layer 1是皮层信息输入整合及交互的中

心，里面几乎又全是抑制性神经元，且其中较多扮演去抑制的角色，因此它内部

的组成及功能值得进一步挖掘[132]。之前关于皮层中间神经元的研究，主要集中在

视觉和躯体感觉皮层，本文提到的很多中间神经元的特性，也是参考了它们在其

他皮层中的研究报道。mPFC中的神经元是否完全对应，也有待更多的数据支持。

由于mPFC在结构和功能上的独特性，相信其中的中间神经元也会有更多不同的特

性等待被发现。 

未来随着分子遗传学的进一步发展，以及神经科学技术的革新，期待能将不

同中间神经元的功能亚型进行更细致的区分。从形态、分子表达、电生理特性以

及上升到其在环路，甚至行为上的功能，找到对应的联系。在行为状态下，同时

观察不同类群神经元间的作用关系及其对行为输出的影响，能为我们提供一个更
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直接的微环路工作图景，这是将来微环路研究的一个重要方向。最后，我们大部

分的科学探索最终都是为了服务人类的健康发展。中间神经元介导疾病发生的机

制研究，以及针对中间神经元的诊治疗方案的探索和相关药物的研发，都还需要

投入更多的努力。 
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