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摘要: 学习记忆在动物获得新的觅食技巧和食物偏好方面扮演着重要的角色。为评估学习记忆对翘嘴鳜(Siniperca 

chuatsi)摄食调控的影响, 构建翘嘴鳜学习记忆相关基因 c-fos 及 zif268 荧光过表达载体, 并以 pcDNA3.1-EGFP 载

体质粒中的绿色荧光蛋白基因为报道基因进行电转实验, 优化电压、脉冲时间、质粒浓度和电击次数等电转条件, 

确立最佳条件。利用电击的方式转染翘嘴鳜脑细胞, 检测食欲基因 mch、agrp、pomc、npy 表达变化。结果显示, 成

功构建了学习记忆过表达载体 pcDNA3.1-c-fos-EGFP、pcDNA3.1-zif268-EGFP。翘嘴鳜脑细胞电转染的最适条件: 

细胞密度 1×106/mL、电压 240 V、脉冲时间 5 ms、质粒 6 μg、电击 1 次、转染 48 h, 可见大部分荧光蛋白表达, 转

染率较高, 表明 pcDNA3.1-EGFP 在体外成功转染翘嘴鳜脑细胞。过表达 c-fos 基因后, 食欲相关基因 pomc 和 npy mRNA

水平均显著上升。而过表达 zif268 基因后, 并未发现食欲基因有差异表达。以上结果说明, 翘嘴鳜学习记忆相关基

因 c-fos 的表达影响了食欲相关基因 pomc 和 npy 的表达。 
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学习记忆是动物通过互动获得新技能和信息, 

或观察其他个体自己获取信息的过程。其中最重

要的包括获得新的觅食技能[1]和食物偏好[2-4]。动

物的学习记忆过程与其控制能量平衡的神经以及

生理基础之间存在着非常密切的关系, 各种内分

泌信号可作用于脑内的神经元, 以此来调节食物

的摄入量和体重[5]。尽管学习记忆主要是在哺乳

动物和鸟类中进行研究 [6], 但最近的研究报道 , 

鱼类的各种行为活动都受到学习记忆的影响[7]。由

于觅食环境的复杂性和食物的变化性, 学习和记忆

在鱼类觅食中起着非常重要的作用[8]。最近的几项

研究表明, 在几种鱼类中的研究都显示, 学习记忆

加强了其觅食行为, 例如大麻哈鱼(Oncorhynchus 

keta)[9]、孔雀鱼(Poecilia reticulata)[10-11]和翘嘴鳜

(Siniperca chuatsi)[12], 训练有素的大西洋鲑(Salmo 

salar)幼鱼接受猎物的概率大大提高[2]。而学习记

忆能否在鱼类食性转变如驯食等过程中发挥作用, 

目前尚不明确。 

作为学习记忆相关基因之一的原癌基因 c-fos 

(proto-oncogene c-fos), 其表达是小鼠海马区依赖

性非空间记忆的形成和反复记忆所必需的[13]。研

究指出早期生长反应因子 1 (early growth response 

1, egr1, 也被称为 zif268)对记忆巩固和持久记忆

起到重要作用。学习记忆基因 Zif268 敲除小鼠出

现长期记忆受损, 但短期记忆仍保留正常功能[14]。

研究报道食欲调控相关基因包括厌食神经肽

(pro-opiomelanocortin, pomc) 、 促 食 神 经 肽 Y 

(neuropeptide y, npy)、刺鼠色蛋白相关蛋白(agouti 

related peptide, agrp)以及黑色素浓集激素(melanin- 

concentrating hormone, mch)等[15-16]。摄食相关基因

npy 是大脑中最丰富的神经肽之一, 在能量平衡

和食物摄入中发挥着重要的调节作用[17]。研究表
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明 agrp 通过抑制 pomc 产生的抑食欲神经肽 α-黑

素细胞刺激激素来增加食物的摄取[18]。mch 为室

下丘脑外侧的环状氨基酸神经肽, 它被认为是摄

食行为的重要调节剂。常规饮食的小鼠脑室注射

mch 后, 它的体重、脂肪和肝脏重量均显著增加[19]。

研究显示野生鸡和驯化后的鸡(家养鸡)相比, 转

化生长因子 β 受体 III (transforming growth factor- 

bet a receptor III, TGFBR3)基因表达发生了很大

的变化[20]。然而, 学习记忆影响鱼类摄食及食性

的过程中是否存在学习记忆相关基因 c-fos、zif268

对食欲相关基因 mch、agrp、pomc、npy 表达的

调控, 仍不清楚。 

翘 嘴 鳜 属 鲈 形 目 (Perciformes) 、 真 鲈 科

(Percichthyidae), 是中国特有的淡水鱼珍品。但其

食性奇特, 自鱼苗开口起就以活鱼虾为食, 经过

长期的驯化后才可以接受人工饲料[21], 而长期驯

化过程中的学习记忆促进了翘嘴鳜食性从活鱼转

变为饲料[11]。He 等[22]对杂交鳜驯食性状的转录

组进行分析发现, 学习通路中多个基因差异表达, 

包括 c-fos、zif268 等; 食欲调控通路中多个基因

差异表达, 包括 agrp、pomc、mch、npy 等。因此, 

本实验以翘嘴鳜为研究对象, 研究学习记忆相关

基因 c-fos、zif268 是否对食欲相关基因 mch、agrp、

pomc、npy 的表达存在调控作用, 为进一步探讨

学习记忆对鱼类摄食调控的分子机制, 并为改进

翘嘴鳜人工饲料驯化技术提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验用翘嘴鳜(体重 50 g 左右)取自华中农业

大学鳜鱼研究中心 , 用于后续分离翘嘴鳜脑细

胞。实验开始之前先将翘嘴鳜转移到循环水养殖

系统内暂养 1 周, 鱼缸水体体积为 100 L, 曝气水

养殖, 水体 pH 维持在 6.8�7.2, 溶解氧含量维持

在 6.8~7.8 mg/L, 每日正常投喂饵料鱼, 换水吸

污, 以维持翘嘴鳜稳定正常生理状态。 

主要试剂: pcDNA3.1-EGFP (Invitrogen 公司), 

Supercoiled DNA Ladder Marker (TaKaRa 公司), 

DL 2000 Marker (TaKaRa 公司), 胎牛血清(fatal 

bovine serum, FBS), 胰蛋白酶, L15 培养液(Genom

生物公司), I 型胶原酶(Gibco 公司), 两性霉素 B, 

硫酸庆大霉素 , 青链霉素双抗 (HyClone 公司 ), 

DPBS, Phanta Super-Fidelity DNA Polymerase 

(Vazyme 公司), 限制性内切酶 EcoR I、Hind III 

(TaKaRa 公司), DH5α 感受态细胞(TaKaRa 公司), 

pEASY-Blunt Cloning Kit (北京全式金生物技术

有限公司)。 

1.2  构建学习记忆基因过表达载体 

首先进行翘嘴鳜 c-fos/zif268基因 CDS全长扩

增, 从本研究中心已有数据库中调取所需 c-fos 和

zif268 基因的 CDS 序列, 利用 Primer Premier5.0

软件设计扩增引物如表 1 所示, 由上海生工生物

公司合成。以翘嘴鳜 cDNA 为模板, 使用高保真

酶进行 PCR 扩增。胶回收纯化 PCR 产物, 平末端

载体连接转化, 重组质粒阳性克隆鉴定, 提取质

粒 , 线性化克隆载体制备 , 插入片段引物设计 , 

根据 c-fos/zif268 基因 CDS 序列, 设计重组引物如

表 2 所示。后进行插入片段的 PCR 扩增, 目的基

因与质粒的重组反应, 重组产物转化, 最后对重

组产物克隆鉴定。使用 Taq DNA Polymerase 进行

重组产物的阳性克隆鉴定, 选出长势良好的大肠

杆菌单菌落, 以菌液为模板进行 PCR 扩增, 初步

鉴定质粒是否为阳性, 重组产物是否转化成功。

重组产物的 PCR 扩增反应体系为: Mix 20 µL, 

M13-F 2 µL, M13-R 2 µL, 菌液 1 µL。反应条件为: 

94 ℃预变性 10 s; 94 ℃变性 30 s, 55 ℃退火 30 s, 

72 ℃延伸 30 s, 32 个循环; 72 ℃延伸 10 min。反应

结束后取 2 µL PCR 产物进行 1.2%琼脂糖凝胶电泳

鉴定, 检测目的条带大小正确, 筛选出阳性克隆菌

液送生工测序, 进行序列分析 , 测序成功后将菌

液扩大培养, 用质粒提取试剂盒提取质粒 DNA。 

 
表 1  翘嘴鳜 c-fos/zif268 基因 CDS 全长扩增引物 

Tab. 1  Primers for CDS full-length amplification of 
c-fos/zif268 gene of Siniperca chuatsi 

引物

primer

序列(5′−3′) 

sequence (5′−3′) 

退火温度/℃ 

annealing temperature

c-fos-F ATGTATCATAACAACCTGACG
ACTG 

c-fos-R TTATAAGGCGAGGAGAGTTGGA 

58 

zif268-F ATGGCAGCGACCAAAGC 

zif268-R TCAGCAGATGCTGGAGCTG 

57 
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表 2  翘嘴鳜 c-fos/zif268 基因重组引物设计 

Tab. 2  Recombinant primer of c-fos/zif268 gene of Siniperca chuatsi 

引物 primer 序列(5′−3′) sequence (5′−3′) 

c-fos-F (Hind III) CTAGCGTCTAAACTTAAGCTTATGTATCATAACAACCTGACGACTG 

c-fos-R (EcoR I) TGCTGGATATCTGCAGAATTCTTATAAGGCGAGGAGAGTTGGA 

zif268-F (Hind III) CTAGCGTCTAAACTTAAGCTTATGGCAGCGACCAAAGC 

zif268-R (EcoR I) TGCTGGATATCTGCAGAATTCTCAGCAGATGCTGGAGCTG 

注: 斜体加粗位置是酶切位点. 

Note: The position in bold italics is the restriction site. 
 

1.3  分离翘嘴鳜脑细胞 

选取 1 尾状态比较好的翘嘴鳜, 用 75%的酒

精消毒, 在超净工作台里剖取脑组织于 DPBS 中

清洗, 用剪刀镊子去除多余的组织, 然后将脑组

织放入盛有 AIM液的培养皿内浸泡消毒 1.5 h; 吸

掉培养皿中多余 AIM 液, 用剪刀将脑组织剪成

1 mm3 大小的组织块, 将组织块转移到盛有胶原

酶消化液的离心管中, 在 28 ℃培养箱中消化 2 h; 

加入 L15 培养液轻轻吹打得到脑细胞, 1000 r/min

室温离心 5 min 后弃上清, 随后再用 L15 培养液

漂洗两次(1000 r/min, 室温离心 5 min); 最后将收

集的脑细胞加入原代培养液重悬后接种到细胞培

养瓶, 于 28 ℃无 CO2 培养箱中培养, 第 4 天更换

原代培养液 1 次。在显微镜下观察脑细胞的生长

情况。本课题组已经采用 Neu-N 和 β-tubulin 免疫

荧光细胞化学技术鉴定了脑细胞神经元纯度[23]。

在脑原代细胞分离至第 3 代之后, 即进行实验。

将脑细胞扩大培养, 铺板至 6 孔板中, 每个孔盛

放 2.0 mL 培养液, 待细胞长满后进行下一步实验。 

1.4  电转染翘嘴鳜脑细胞 

取翘嘴鳜脑细胞传代到细胞平皿中, 细胞生

长到对数期, 消化细胞, 收集后进行电转染。具体

步骤如下: 将生长到对数期的脑细胞培养基吸走, 

DPBS 洗 1 遍, 加入胰酶消化, 全培养基中和胰酶

反应; 取少量细胞悬液进行细胞计数, 取 1×106

个细胞, 1000 r/min 离心 5 min; 弃上清, 加入 1 mL

培养基重悬细胞, 1000 r/min 离心 5 min; 弃上清, 

按 1×106个细胞/20 μL Opti-mem 培养基加入 1 mL

培养基重悬细胞; 质粒/Opti-mem 培养基细胞重

悬液加入, 准备电泳; 设置 BEX CUY21 EDIT 电

转仪电转程序; 将混匀好的细胞和质粒加入到电

转杯中, 将电击杯放入电击槽中, 脉冲电击; 将

细胞转移至已含 1 mL 培养基的 6 孔板中, 轻轻晃

动孔板, 混匀细胞; 转染一定时间后在倒置荧光

显微镜下观察细胞转染情况, 并拍照记录。之后

收集细胞, 冻存于−80 ℃超低温冰箱。 

1.5  检测相关基因的 mRNA 表达水平 

利用 TRIzol Reagent 试剂(TaKaRa)提取翘嘴

鳜脑原代细胞的总 RNA, 再用 HiScript II Q RT 

SuperMix for qPCR 逆转录试剂盒(诺唯赞)进行反

转录得到 cDNA。采用实时荧光定量 RT-PCR 方

法测定脑细胞中 c-fos、zif268、mch、agrp、pomc、

npy 基因的 mRNA 表达水平。反应体系(20 μL)如

下: SYBR Green Supermix 10 μL, F 0.4 μL, R 

0.4 μL, cDNA 模板 1 μL, ddH2O 8.2 μL。反应程序

如下: 95 ℃, 5 min; 95 ℃, 10 s; 退火温度 30 s, 

延伸 30 s, 共 39 个循环。每经过一个循环, 收集

一次荧光强度信号, 最后选用 rpl13a 这种从翘嘴

鳜中筛选出来的内源性的管家基因来进行校正[11], 

使用 2–∆∆Ct 法[24]计算各基因的相对表达量, 每个

样品重复 3 次。本研究所用到的荧光定量引物均

采用 Primer Premier5.0 软件进行设计, 并由上海

生工生物公司合成, 引物序列见表 3。 

1.6  数据处理及统计分析 

所有数据使用 SPSS 19.0 软件进行数据的统

计学分析, 两组数据之间的比较采用独立样本 T

检验, P<0.05 为显著水平, P<0.01 为极显著水平, 

结果均采用平均值±标准误( x ±SE)表示。 

2  结果与分析 

2.1  PCR 扩增目的基因 

设计特异性引物 ,  然后以翘嘴鳜脑组织总

RNA 为模板, 反转录后通过 PCR 扩增出目的片段, 

琼脂糖凝胶电泳后, 获得 zif268 为 1416 bp, c-fos 
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表 3  荧光定量 PCR 所用引物序列和退火温度 

Tab. 3  Primer sequences and annealing temperatures used for RT-PCR 

基因 

gene name 

引物 

primer 

序列(5′−3′) 

sequence (5′−3′) 

退火温度/℃ 

annealing temperature 

扩增效率/% 

amplification efficiency 

npy-F GTTGAAGGAAAGCACAGACA npy 

npy-R GCTCATAGAGGTAAAAGGGG 

52 103.4 

agrp-F GTGCTGCTCTGCTGTTGG agrp 

agrp-R AGGTGTCACAGGGGTCGC 

65 101.2 

pomc-F GGCTGAAGATGGTGTGTCTATG pomc 

pomc-R ACATGCAGAGGTGAATACAGTC 

56 95.4 

rpl13a-F TATCCCCCCACCCTATGACA rpl13a 

rpl13a-R ACGCCCAAGGAGAGCGAACT 

59 100.6 

mch-F AAGAAACTCATCCACGAAG mch 

mch-R GGTGAAAGTATCCTGCTCC 

52 99.6 

c-fos-F CCTGACGACTGACATGGATTC c-fos 

c-fos-R GTTCATTGGCTTGCTTGCTAC 

56 102.4 

zif268-F GGATCTTGCCGTGCCTCTTG zif268 

zif268-R CTGCGACCGCCGTTTCTC 

60 98.9 

 

为 1143 bp 的特异性条带, 结果与预期值大小一

致(图 1)。经生工测序, blast 比对后同源性为 100%。 
 

 
 

图 1  以翘嘴鳜脑组织总 RNA 为模板扩增目的 

基因的凝胶电泳检测图 

1 号泳道是 c-fos 基因 CDS 序列扩增结果; 2 号泳道是 zif268

基因 CDS 序列扩增结果; M 泳道是 2000 bp Marker 条带. 

Fig. 1  Electrophoresis detection image of PCR amplification 
product for target gene in Siniperca chuatsi brain tissue total RNA 
Lane 1 is amplification of the c-fos gene CDS sequence; Lane 2 

is amplification of the zif268 gene CDS sequence; 
Lane M is 2000 bp marker band. 

 

2.2  真核表达载体线性化 

真核表达载体 pcDNA3.1-EGFP 用限制性内

切酶 EcoR I、Hind III 双酶切, 载体由环状变为线

状, 电泳结果如图 2 所示, 出现的电泳条带为线

性化条带, 与预期结果相符。 

2.3  重组质粒 pcDNA3.1-c-fos/zif268-EGFP鉴定 

筛选出阳性克隆菌液送生工测序鉴定, 测序 

 
 

图 2  线性化质粒 pcDNA3.1-EGFP 凝胶电泳检测图 

1、2 号泳道是 pcDNA3.1-EGFP 质粒线性化后的条带;  

M 泳道是 marker 条带. 

Fig. 2  Linearized plasmid pcDNA3.1-EGFP gel  
electrophoresis detection image 

Lanes 1 and 2 are the linearized bands of pcDNA3.1-EGFP 
plasmid; Lane M is the marker band. 

 
结果与翘嘴鳜 c-fos、zif268 基因氨基酸序列进行

比对, 与理论结果 100%相符。对含有重组质粒的

菌液进行扩大培养 , 提取重组质粒 pcDNA3.1- 

c-fos/zif268-EGFP, 质粒 1.2%琼脂糖凝胶电泳结果

如图 3 所示, pcDNA3.1-EGFP 为 6148 bp, pcDNA3.1- 

c-fos-EGFP 为 7291 bp, pcDNA3.1- zif268- EGFP 为

7564 bp, 出现特异性电泳条带与预期结果相符。 

2.4  翘嘴鳜脑细胞电转染 pcDNA3.1-EGFP 质粒

的条件 

将 pcDNA3.1-EGFP 质粒用电转染的方法转

入翘嘴鳜脑细胞, 首先是电压条件的确立(图 4): 
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图 3  重组质粒 pcDNA3.1-EGFP、pcDNA3.1-c-fos-EGFP 和 pcDNA3.1-zif268-EGFP 的 PCR 凝胶电泳检测图 

M 泳道是 marker 条带; 1−5 泳道是 pcDNA3.1-zif268-EGFP; 6−8 泳道是 pcDNA3.1-EGFP; 9−10 泳道是 pcDNA3.1-c-fos-EGFP. 

Fig. 3  PCR gel electrophoresis detection image of recombinant plasmid pcDNA3.1-EGFP、 

pcDNA3.1-c-fos-EGFP and pcDNA3.1-zif268-EGFP 
Lane M is the marker band; lanes 1−5 are pcDNA3.1-zif268-EGFP; lanes 6−8 are pcDNA3.1-EGFP; 

Lanes 9−10 are pcDNA3.1-c-fos-EGFP. 

 
细胞密度 1×106/mL, 脉冲时间 5 ms, pcDNA3.1- 

EGFP 质粒 4 μg, 电击 1 次, 转染 48 h。图 4a~4e

设置电压依次为 180 V、200 V、220 V、240 V、

260 V。研究发现电压在 240 V 条件下细胞形态正

常, 转染效率最高。质粒浓度条件的确立(图 5): 

细胞密度 1×106/mL, 电压 240 V, 脉冲时间 5 ms, 

电击 1 次, 转染 48 h。图 5a~5e 加入的质粒依次

为 2 μg、4 μg、6 μg、8 μg、10 μg。研究发现加

入的质粒为 6 μg 时, 转染效率最高。电击次数的

确立(图 6): 细胞密度 1×106/mL, 电压 240 V, 

pcDNA3.1-EGFP 质粒 4 μg, 脉冲时间 5 ms, 转染

48 h。图 6a~6c 电击的次数分别为 1、2、3 次。

发现电击次数为 1 次时, 转染效率最高。转染时

间的确立(图 7): 细胞密度 1×106/mL、电压 240 V、

pcDNA3.1-EGFP 质粒 4 μg、脉冲时间 5 ms、电击

1 次。图 7a~7c 图转染的时间分别为 24 h、48 h、 

 

 
 

图 4  不同电压对翘嘴鳜脑细胞转染的影响(×100) 

a. 180 V; b. 200 V; c. 220 V; d. 240 V; e. 260 V 
Fig. 4  Effect of different voltage on the transfection of Siniperca chuatsi cells (×100) 

a. 180 V; b. 200 V; c. 220 V; d. 240 V; e. 260 V 
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图 5  不同质粒浓度对翘嘴鳜脑细胞转染的影响(×100) 

a. 2 μg; b. 4 μg; c. 6 μg; d. 8 μg; e. 10 μg 
Fig. 5  Effect of different plasmid concentrations on the transfection of Siniperca chuatsi cells (×100) 

a. 2 μg; b. 4 μg; c. 6 μg; d. 8 μg; e. 10 μg 

 

 
 

图 6  不同电击次数对翘嘴鳜脑细胞转染的影响(×100) 

a. 1 次; b. 2 次; c. 3 次 

Fig. 6  Effect of different times of electric shock on the transfection of Chinese perch cells (×100) 
a. 1 time; b. 2 times; c. 3 times 

 

 
 

图 7  不同刺激时间对翘嘴鳜脑细胞转染的影响(×100) 

a. 24 h; b. 48 h; c. 72 h 
Fig. 7  Effect of different stimulation time on the transfection of Siniperca chuatsi cells (×100) 

a. 24 h; b. 48 h; c. 72 h 
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72 h。发现转染时间为 48 h 时, 转染效率最高。

由图 4~7 可知, 最适条件为: 细胞密度 1×106/mL

个、电压 240 V、脉冲时间 5 ms、质粒 6 μg、电

击 1 次、转染 48 h。可见大部分荧光蛋白表达, 转

染率较高, 表明 pcDNA3.1-EGFP 在体外成功转

染翘嘴鳜脑细胞, 可进行后续实验。 

2.5  过表达学习记忆相关基因 c-fos/zif268 检测

及食欲基因的表达水平 

利用 RT-PCR 技术检测过表达 c-fos/zif268 基

因后, c-fos/zif268 基因的 mRNA 表达水平(图 8)。

结果显示, 与对照组相比, 实验组 c-fos/zif268 基

因的 mRNA 表达水平显著上升(P<0.05)。过表达

c-fos 基因后, 用 RT-PCR 技术检测食欲相关基因

的 mRNA 表达水平(图 9)。结果显示, 与对照组相

比, 实验组中 pomc、npy 基因的 mRNA 表达水平

显著性上升(P<0.05)。过表达 zif268 基因后, 用

RT-PCR 技术检测食欲相关基因的 mRNA 表达水 
 

 
 

图 8  基因 c-fos (a)和 zif268(b)过表达后基因 

表达水平检测 

*表示两组之间存在显著性差异(P<0.05). 

Fig. 8  Detection of gene expression level after  
overexpression of c-fos (a) and zif268 (b) 
* denotes significant difference (P<0.05). 

平(图 10)。结果显示与对照组相比, 实验组中的

食欲相关基因 mch、agrp、pomc、npy 均无显著

性差异(P>0.05)。 

 

 
 

图 9  过表达 c-fos 基因后食欲相关基因表达水平检测 

*和**分别表示 c-fos 过表达前后存在显著性(P<0.05)或 

极显著性差异(P<0.01). 

Fig. 9  Detection of appetite related gene expression level  
after overexpression of c-fos gene 

* and ** denote significant (P<0.05) and extremely  
significant (P<0.01) differences before and after  

overexpression, respectively. 

 

 
 

图 10  过表达 zif268 基因后食欲相关基因表达水平检测 

*表示 zif268 过表达前后存在显著性差异(P<0.05). 

Fig. 10  Detection of appetite related gene expression level 
after overexpression of zif268 gene 

* denotes significant difference before and after  
overexpression(P<0.05). 

 

3  讨论 

3.1  学习记忆基因的荧光载体构建 

目前真核表达载体在鱼类中的构建与应用已

有很多报道, Ye 等[25]构建了 RFP-advasa 3′-UTR

重组载体 , 有助于标记达氏鲟原始生殖细胞

(PGCs)并进行追踪观察; 黄小换[26]构建了 pT2AL- 

oroct4-EGFP 真核表达载体, 用来检测罗非鱼不

同细胞的状态 ; 杨敏等 [27]构建了 Tol2-actin-4- 
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2A-EGFP 真核表达载体, 以此探讨南极鱼中多聚

三型抗冻蛋白基因的作用机制; 许巧情等[28]构建

了黄鳝 NK-lysin-pPIC9K 重组真核表达载体, 用

于检测黄鳝抗菌肽蛋白对水环境中几种细菌的抑

菌活性。这些研究在鱼类保护、鱼类繁殖育种以

及疾病防控等方面都具有较强的应用价值。Dou

等[29]通过对翘嘴鳜行为学、基因表达等研究发现, 

翘嘴鳜驯食与原癌基因 c-fos 和 zif268 密切相关, 

但仍缺少 c-fos、zif268 真核表达载体构建与应用

的相关研究。本研究选用 pcDNA3.1- EGFP 真核

载体 , 成功构建了翘嘴鳜学习记忆相关基因

pcDNA3.1-c-fos-EGFP 、 pcDNA3.1-zif268-EGFP

过表达载体, 为探讨学习记忆因子在翘嘴鳜驯食

过程中对食欲基因的调控作用提供技术支持。 

3.2  翘嘴鳜脑细胞电转染条件优化 

电穿孔转染中电压、转染时长、电击次数和

质粒浓度是影响细胞存活率和转染效率的关键因

素[30-32]。李炎等[33]用 pEGFP-N1 载体质粒优化出

草鱼肾细胞电转染的条件为 : 细胞密度 1.5× 

107/mL, 电压 200 V, 脉冲时间 45 ms, 质粒 30 μg, 

电击 1 次。本研究以 pcDNA3.1-EGFP 载体质粒中

的绿色荧光蛋白基因为报告基因进行电转实验。

结果显示 , 翘嘴鳜脑细胞电转染的最适条件为 : 

细胞密度 1×106/mL、电压 240 V、脉冲时间 5 ms、

质粒 6 μg、电击 1 次、转染 48 h。此条件下可见

大 部 分 荧 光 蛋 白 表 达 , 转 染 率 较 高 , 表 明

pcDNA3.1-EGFP 在体外成功转染翘嘴鳜脑细胞。

电阻一定的前提下, 电压高低决定了通过细胞及

电转液的电流大小, 对于转染效果和细胞存活率

有很大影响[34]。由图 4e 可见, 在电压 260 V 的条

件下, 细胞形态变大, 可能是由于外加电压太高

导致电流变大, 细胞受到了损伤。从图 5d~5e 可

以看出, 质粒的大小也会影响电转染的效果, 当

质粒过大时, 细胞膜上的空洞闭合, 来不及导入

细胞, 导致转染率显著下降[35]。建立翘嘴鳜脑细

胞的电转染体系, 为以翘嘴鳜脑细胞为模型的研

究提供了更有效的研究方法。 

3.3  学习记忆相关因子对翘嘴鳜食欲相关基因

的调控  

相比未驯化的猪, 家养猪基因胰岛素样生长

因子 2 (insulin-like growth factor 2, IGF2)表达上

调[36]。生长激素(growth hormone, GH)在驯化菌株

中表达水平升高[37]。然而对于哺乳动物学习记忆

在驯化中的作用, 并未发现相关分子机制研究[6]。

笔者之前的研究表明, c-fos、zif268 可能是影响鱼 

类驯食的关键基因[11]。激活蛋白 1(activator pro-

tein 1, AP-1)家族成员 c-Fos 在细胞凋亡中起着重

要作用, 并且 c-Fos 的下游靶标已在广泛的正常

发育和致癌作用中得到鉴定[38-39]。Tu 等[40]研究发

现 c-fos 过表达可导致成软骨细胞转化, 有助于骨

肉瘤的形成。徐标等[41]发现 c-fos 过表达可抑制转

化生长因子 β1(transforming growth factor β1, 

TGF-β1)过度表达引起的纤维化作用。张爱华等[42]

证实肾小球肾炎大鼠肾组织中 c-fos 表达上调后

增强单核细胞趋化蛋白的表达。本研究表明, 翘

嘴鳜脑细胞中过表达 c-fos 基因后, c-fos 基因表达

水平显著性上调, 食欲相关基因 pomc 和 npy 的

mRNA 水平均显著性上升。相似地, Boutillier 等[43]

的研究表明敲除 AP-1 位点后大大降低 c-fos 和

pomc 的表达, 表明 c-fos 作为一个转录因子基因

很可能调控了翘嘴鳜摄食相关的靶基因 pomc 和

npy。ZIF268 是一种含有锌指结构的转录因子, 属

于即刻早期基因家族(IEGs)[44], 通过调控其下游

决定细胞核型变化的长期反应基因表达来诱导细

胞凋亡[45]。本研究表明, 翘嘴鳜过表达 zif268 基

因后, 未发现食欲相关基因有差异表达。 

4  结论 

综上所述, 本研究构建了翘嘴鳜学习记忆过

表达载体, 优化了翘嘴鳜脑细胞转染条件, 并在

此研基础上成功过表达了学习记忆相关基因

c-fos/zif268。发现 c-fos 可能为翘嘴鳜驯化相关学

习通路中关键学习记忆相关基因, 可影响食欲相

关基因 pomc 和 npy 的表达, 为进一步了解学习记

忆促进鱼类新食性形成的作用机制, 并通过有效

提高鳜学习记忆能力来解决鳜饲料养殖过程中难

驯化及驯化不稳定问题提供了理论依据。 
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The effect of learning pathway genes on acquiring novel feeding be-
haviors in Chinese perch, Siniperca chuatsi 
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ricultural Sciences, Hefei 230031, China; 
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Abstract: Learning and memory play important roles in species obtaining new foraging skills and food preferences. 
In order to study the influence of learning and memory pathways on the regulation of feeding in Chinese perch 
Siniperca chuatsi, an overexpression vector of learning and memory related genes c-fos and zif268 was constructed, 
and pcDNA3.1- EGFP was chosen as the reporter plasmid and transferred into Chinese perch brain cells by elec-
troporation. The optimal electroporation conditions were determined by testing the transfection efficiency with 
different voltages, plasmid amounts, transfection times, and numbers of shocks. The results showed that learning 
and memory overexpression vector pcDNA3.1-c-fos-EGFP, pcDNA3.1-zif268-EGFP was successfully constructed. 
The maximum electroporation efficiency was achieved under the following conditions: in a 0.2 cm electroporation 
cuvette containing brain cells (1×106/mL), electric voltage 240 V, pulse time 5 ms, 6 μg of plasmid, one electric 
shock, and transfection time of 48 h. We demonstrated that pcDNA3.1-EGFP was successfully transfected into 
Chinese perch brain cells in vitro. The mRNA expression levels of the appetite genes agrp, pomc, mch, npy were 
detected after overexpression of learning and memory genes. After overexpression of the c-fos gene, the mRNA 
expression of the appetite genes pomc and mch was significantly higher. After overexpression of the zif268 gene, 
there were no significant changes in the mRNA expression levels of the agrp, mch, npy and pomc genes in vitro. In 
summary, the results confirm that social learning can promote the acquisition of feeding habits in Chinese perch 
through the c-fos signaling pathway. As a transcription factor, c-Fos is likely to regulate the expression of appetite 
genes pomc and npy. 
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