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摘  要  昆虫的大多数行为一直被认为是生来就有的本能行为，然而，近年来的研究已经证明大多数昆虫具有高度的学习记忆能力，并表现出对环境的适应行为。这些研究主要是采取了联想学习记忆的双通道范式。这些双通道范式，在学习记忆神经机制的研究中起到了重要的作用。本文主要综述近年来关于昆虫学习记忆研究的进展，重点介绍昆虫联想学习记忆研究的几种双通道范式。这对充分理解昆虫联想学习记忆的神经机制以及进一步深入开展学习与记忆功能的研究有重要的科学意义。
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Several dual sensory channel study paradigms of associative learning and memory in insects
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Abstract  Most insect behavior has been considered instinctive, however, current studies have shown that most insects have striking learning and memory capacity and exhibit excellent behavioral adaptations to environmental change. This research has mainly been based on the associative learning and memory associated with the dual sensory channel paradigm that has played an important role in understanding the underlying neural mechanism of learning and memory. This paper mainly reviews recent progress in research on learning and memory in insects, and focuses on the dual sensory channel paradigm used in the study of insect associative learning and memory.
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昆虫的大多数行为一直被认为是生来就有的本能行为，然而，近年来的研究已经证明大多数昆虫具有后天获得的高度的联想学习记忆能力，并利用这种高度的学习记忆能力表现出适应生活环境、维持生存的各种生理行为。关于昆虫的这种学习记忆能力及其神经机制的多数研究（Menzel，1999；Matsumoto and Mizunami，2002，2006；Heisenberg，2003； Watanabe and Mizunami，2006；Pauls and Pfitzenmaier，2010），是利用经典条件反射和操作式条件反射的神经生理学基本原理，并通过使用嗅觉与味觉、嗅觉与痛觉、视觉与味觉、嗅觉与视觉的条件刺激（conditional stimulation，CS）和非条件刺激（unconditional stimulation，UCS）相联合的双通道刺激，使引起的脑内2个中枢兴奋之间形成密切的联系的联想学习方式进行研究的。这种昆虫联想学习记忆研究的双通道范式，在检验动物的学习记忆能力、研究这种学习记忆能力的影响因素、揭示学习记忆的形成、保持及提取等中枢神经控制机制中发挥了重要作用。为充分认识和理解昆虫联想学习记忆研究的双通道范式基本理论，促进学习与记忆神经机制的深入研究，本文在综述近年来关于昆虫联想学习记忆研究进展的基础上，重点对昆虫的联想学习记忆研究常用的几种双通道范式进行详细介绍。

1 联想学习与双通道范式

昆虫的学习记忆研究主要是采取联想学习记忆的方式进行的。联想学习是指由两种或两种以上刺激所引起的脑内两个或两个以上的中枢兴奋之间形成联结而实现的学习。其特点是第一个刺激和第二个有价值的刺激同时或者接近给予动物时，增大了第一刺激的信息价值，既第一刺激的信息价值的增大是由于与第二刺激的联结所产生的结果。联想学习发生于当动物一种行为的改变是由于另外一种相应匹配的事件的改变所引起的。目前已经证明有两种理论方法在研究联想学习中很有效果，既根据巴普洛夫的经典性条件反射（classical conditioning）和斯金纳的操作性条件学习（operational conditions learning） (Bonod et al.，2003；Kim et al.，2006；Dennis et al.，2010)。
昆虫联想学习记忆研究主要使用双感觉通道的联合刺激，如嗅觉与味觉，嗅觉与痛觉，视觉与味觉，嗅觉与视觉的感觉信息相结合匹配训练，给予相应的惩罚或奖励，使实验动物对与奖励结合在一起的刺激反应增加（记住这种原先不具有反应的刺激），而与惩罚结合在一起的刺激反应降低，从而实现双通道联想学习记忆。

2 嗅觉与味觉的双通道范式

嗅觉与味觉联合配对的双通道学习范式主要应用于昆虫的气味辨别学习记忆能力的研究。这种研究以对气味比较敏感的动物为实验材料，先给实验动物呈现不同的气味条件刺激，然后在一定的时间内给予相匹配的食物源的非条件刺激，这样进行嗅觉和味觉联合配对的双通道联想学习训练，最后以达到塑造和改变它们对气味的偏好性。实验以通过测定实验动物学习前后对气味偏好性的变化为指标，判定其学习与记忆的效果。

比较经典的嗅觉与味觉结合联想学习研究的双通道范式是Matsumoto和Mizunami(2000)和Watanabe等（2003）关于双斑蟋Gryllus bimaculatus和美洲大蠊Periplaneta americana的嗅觉联想学习能力的研究。具体实验方式是先同时给予实验动物呈现两种气味，一种是香草气味，另一种薄荷气味，先让实验动物进行气味选择，测验其对气味的原始偏好性，之后用薄荷气味(作为条件刺激CS)与糖水或水(作为非条件刺激UCS)予以动物奖励；用香草气味（作为条件刺激CS）与盐水（作为非条件刺激UCS）予以动物惩罚，由于这样的联想学习训练，糖水或水作为奖励，强化了对这种气味的偏好性，盐水作为惩罚降低了动物对这种气味的偏好性。 

Matsumoto和Mizunami (2000)实验发现经过一个短期的对气味联合配对联想学习训练，成年双斑蟋就可以获得嗅觉记忆，且这样的记忆可以维持3~7 天。3龄或4龄的双斑蟋若虫经过连续3次的学习训练后，就可以获得持续一生的嗅觉记忆（Matsumoto and Mizunami，2002）。但经过这样训练习得的嗅觉记忆，可以在以后的不同学习训练和生活经验中被改变和取代（Matsumoto and Mizunami，2000）。Sakura和Mizunami (2001)实验也证实经过一次这样匹配训练美洲大蠊就可以获得长时间的嗅觉联想学习记忆能力。不管是黑腹果蝇Drosophila melanogaster的成虫还是幼虫都能够形成和回忆那些与厌恶或者喜欢的味觉刺激联合强化的嗅觉记忆（Margulies et al.，2005；Kim et al.，2006；Gerber and Stocker，2007；Gerber et al.，2009）。Hicklen等（2010）的研究发现黑腹果蝇幼虫只需要一次的条件化学习经验就可以获得这样的嗅觉记忆。
在蜜蜂的嗅觉联想学习记忆的实验研究中，主要以喙伸反射(the proboscis extension response，PER)范式作为蜜蜂的经典嗅觉条件性反应。喙伸反射是由Takeda（1961）首先提出来的，指的是当蜜蜂的触角碰到一种甜的物质后会伴随着延伸它们的喙（舌头）的动作，以期待得到一个奖励（如从花中获取花蜜）。在实验室中，单个的意大利蜜蜂Apis mellifera能够训练成用特定的气味刺激与一种奖励进行联合条件化学习(Bitterman et al.，1983)。在训练中，条件刺激（如气味）与奖励物糖相联合，对触角给予刺激后，会引起舌头的延伸反射。在成功的条件学习后，会有相应的喙伸反应（非条件刺激），比如被强化的气味出现的时候，蜜蜂会延伸它们的喙，相反，对于那被惩罚的气味它们没有这样的喙伸反应或者是喙伸反射不明显（Bonod et al.，2003）。通过这种方式，条件刺激和非条件刺激就建立起来了。在不同的条件下，黑腹果蝇还能够会学会只对奖励气味反应，而对没有奖励的气味不反应（Chabaud et al.，2006），这些学习都是记忆条件刺激与一个非条件刺激相联系，和另外的条件刺激与非条件刺激的缺失相联系而取得的联合学习效果。但食物并不是蜜蜂进行嗅觉联想学习的一个必须条件，它只能促进嗅觉学习效果。Riveros和 Gronenberg（2009）等证明求食经验对大黄蜂Bombus occidentalis的嗅觉学习影响是一个非必要因素，但有丰富的求食经验的大黄蜂学习效果要好于那些没有求食经验的大黄蜂。

3 嗅觉与痛觉的双通道范式

嗅觉与痛觉的双通道联合配对学习范式，又称为厌恶性学习（avoidant learning）（Willia et al.，1974）。这种联想学习范式主要应用在蜜蜂、果蝇等可自由飞行昆虫的联想学习能力的研究中（Tully and Quinn，1985；Scheiner et al.，1999，2001；Jiang et al.， 2009；Gerber et al.，2009）。气味-电击实验条件学习（odor-electric shock conditioning）是嗅觉和痛觉的双通道研究范式中经典的实验研究范式，以一种或者几种气味（一般为动物天生比较喜欢的气味源，如花粉）作为条件刺激，使用电击作为负强化，当昆虫对某种气味选择时，电击实验动物身体的某个部位，对其进行惩罚，使其对联合呈现的气味产生厌恶，从而改变对相应气味的偏好性(Mc Guire et al.，2005；Thum et al.，2007；Khurana et al.，2009)。在单气味非交互设计中（1-odor nonreciprocal design），对实验动物进行一种或者是几种气味-电击序列配对训练之后再进行气味偏好测验(Honjo and Furukubo-Tokunaga，2005；2009)。在两种气味交互训练设计中（2-odor reciprocal training design），对一组实验动物给予一种与电击结合的气味A，随后呈现另外一种没有电击结合的气味B，而另外一组实验动物给与相反的匹配结合训练，以对没有电击惩罚的气味的偏好性的增加作为行为指标（Gerber and Stocker，2007)。
Pauls和Pfitzenmaier（2010）应用嗅觉与痛觉的双通道联合配对联想学习范式，研究了果蝇Drosophila的记忆能力，结果得出，果蝇若虫在两种气味交互训练和单气味的非交互条件训练中都可进行嗅觉-电击联想学习，且在单气味的实验中，只需要经过5次训练，果蝇若虫就可以达到稳定的学习效果，而且这种厌恶学习记忆效果能够保持60分钟。

Riemensperger等(2005)使用功能性光学成像技术（functional optical imaging），根据多巴胺的神经活动来显示气味与电击进行联合匹配训练的学习效果。投射到蘑菇体的多巴胺对嗅觉刺激激活阈值很高，但是对电击的激活阈值就很低。然而，当果蝇用一种气味与电击进行几次联合匹配训练之后，而对仅有“惩罚气味”时，多巴胺神经元呈现出明显的气味诱导神经动作活动。实验动物能够记住这种联想学习经验，且将气味作为信号来一种减少电击惩罚（Yarali and Gerber，2010）。

4 视觉与痛觉的双通道范式

视觉和痛觉的联合学习主要应用是昆虫的回避行为学习中（William et al.，1974）。在昆虫中这种回避条件反射(avoidance conditioning)主要有两种研究范式(Campbell and Church， 1969；Mackintosh，1974)，一种是信号回避范式(signaled avoidance paradigm)，另外一种是惩罚范式(punishment paradigm)或是位置场所躲避(place avoidance)。在联想学习训练过程中，给予动物两种不同的刺激，如不同颜色的光线，其中一种颜色的光线与负强化结合，如电击，另外一种不给电击或者是给予正强化(Van Swinderen et al.，2009)，经过训练后果蝇会转向视野中的有光或者是无光的地方来躲避电击(Dickinson and Gotz，1993)。除了朝向行为之外，de Salomion和Spatz(1983)实验显示黑腹果蝇能够通过这种视觉与痛觉的联合学习来辨别不同波段的光线。

Agarwal等(2011)在密封的环境中，使用这种回避性条件反射范式（avoidance conditioning paradigm）研究了蜜蜂的视觉线索记忆能力。蜜蜂能学会将中度的电击惩罚与空间颜色线索结合起来进行学习，在经过几次的电击惩罚视觉线索配对学习之后，蜜蜂会将它们的行为限制在那些没有电击的不同颜色的箱子中。蜜蜂天生能对某些颜色组进行区分，如粉色和白色，但是对另外一些颜色的辨别性要低的多，如橙色和绿色，Niggebrügge 等（2009）发现当与电击进行联想学习时，蜜蜂能够对不同的颜色组进行区分。

5视觉与味觉双通道范式
视觉和味觉的联合学习范式，主要应用于空间场所位置和模式识别学习中。依靠周围环境的视觉线索来记住和返回到感兴趣的地方去。以视觉刺激为条件刺激，食物刺激作为非条件刺激奖励或者是惩罚实验动物，从而记住那些被强化过视觉场所和情景模式。

许多这样的视觉回归模型都是建立在昆虫可能使用的地理标记（landmark）上。这些视觉模型主要分为两类：基于特征的模型（feature-based models）和基于场景的模型（view-based models）。特征模型，如刻画模型（the snapshot model）（Cartwright and Collett，1983），是依据周围视觉线索的精确的特征，比如说角度的大小和突出的地理标志。与此相反，场景模型，它是通过比较巢和移动到的场地中整体不一样的情景来进行的。如Zeil等(2003)提出在可参考的全景图像和由陌生场所的景观的图像像素大小的均方根（root mean square，RMS）的区别来增加单一的距离。沙蚁能根据外界的环境的自然景物的荒凉程度来进行视觉和味觉的联想学习（Schwarz and Cheng，2010）。

用不同的视觉条件刺激（蓝色或者是绿色的光作为条件刺激）与喜好或者是厌恶的化学物质（作为非条件刺激）。在测验阶段，让实验动物选择匹配的或者是非匹配过的视觉刺激。联想学习记忆的效果是使用测试中视觉刺激的偏好行为来衡量的。使用这样的实验范式，Lucchetta等(2008)首次证实在寄生蜂中也存在这种联想学习方式，通过这种联想学习，寄生蜂可以改变原始对黄颜色的偏好，而偏好于那种与糖结合在一起的视觉刺激。Srinivasan（2010）的实验证明蜜蜂的视觉味觉喜好学习记忆中存在一个非常关键的临界点，如训练的重复次数，强化物的次序，饥饿的强度和个体的条件化反应等这些都影响着这种联想学习结果。

在螽斯的经典性条件范式中（Emerson，2009），将单个的螽斯放在一个有视觉线索和相应的味觉溶液的训练箱中，然后用不同的视觉线索（如方形线条的图形和眼睛模型）和相应的溶液刺激匹配训练。在整个训练过程中视觉线索仍然与特定的刺激相配对，训练一天后，来检测其24小时后的记忆保存能力和5天以及7天的记忆保存能力以及旋转视觉线索来测定其记忆效果。他们的实验得出螽斯能利结合视觉和味觉线索进行条件化联想学习，且这种学习能力能够保持到一周的时间。

6 视觉与触觉的双通道范式

 这种联想学习范式类似于哺乳类动物的水迷宫空间场所记忆范式(Morris et al.，1982)。在哺乳类动物的研究中，将实验动物放在一个不愉快的环境中（如小鼠放在水池中；嗤齿类动物放在一个加热的场地中），随后实验动物会不断的移动直至寻找一个安全的地点（主要是一个水下的小平台；一个隐藏的冷点）。Mizunami等（1993）首先在美洲大蠊的场所位置学习记忆研究中，采用田娜森-威廉范式（Tennessee Williams paradigm）。将昆虫放在一个危险的环境中（温度>40℃的电热板），它们会积极的探索环境寻求一个逃生。一个保持在中等的温度不可见的冷点代表着躲避点，经过连续的系列训练之后，昆虫寻找这个冷点的时间明显下降了，这种利用周围的环境视觉线索来定位这个不可视的安全地点（水池外面的或者是测验场地四周的），就形成了“场所位置记忆”（place memory）。当去掉所有的视觉线索（如在黑暗中进行训练），这样会导致定位这个冷点的时间没有明显的改变，且这种场所位置记忆的结果受到周围的视觉线索影响。当外界的视觉线索撤销时，学习这种任务就会变得没有那么成功(Mizunami et al.，1998a)。此外，当周围的视觉线索旋转时，实验动物会搜索由这些视觉线索提示的附近虚构的目标来定位。
Mizunami 等(1998b)用蟋蟀在3种不同的视觉条件下进行这种视觉场所学习记忆的探讨：在冷点位置上用一个可以看得到的有颜色的小金属块覆盖；一个不可视的目标​​​​​——一个小金属盘和墙上的一个人工视觉线索——水平和垂直方向的黑色的T形图；没有任何目标或者视觉线索。Wessnitzer等（2008）的研究已经证明了蟋蟀能在一个热环境中利用周围的环境线索来找到一个不可视的隐藏安全点。虽然蟋蟀能够使用地理标志或者是黑色的墙来作为视觉线索，但是将自然环境作为视觉线索的时候，这种学习能力是最有效的((Mangan and Webb，2009)。Collett和Collett（2002），Reiser和Ofstad（2011）也得出黑腹果蝇能够利用自然视觉线索来去一个感兴趣的地方或者是进食和归巢。此外，类似于常用于哺乳动物的场所记忆实验的Morris水迷宫的实验中蟑螂和蟋蟀 (Mizunami，1998a；Wessnitzer et al.，2008)的实验结果表明它们都有这样的联想记忆能力，能用视觉线索和触觉进行匹配联合，完成场所位置学习。

此外还有视觉和化学性信息素联想学习。条件性的求爱拒绝学习就是这样一种操作性条件反应学习范式 (Kamyshev et al.，1999；Joiner and Griffith，2000)，但是这种学习范式更多的要有与进化相关的自然性别行为和感官视觉获得因素以及化学感受器和听觉信息等因素相结合。雌性蟋蟀会用性激素的气味来辨别雄性蟋蟀的竞争力和支配行为，从而来选择对象进行配对和交尾行为 (Kortet and Hedrick，2005)。尽管成熟的雌性因为配对需要而产生求爱行为，但是它们会停止交尾行为，并且会拒绝那些追求雌性不超过2~3 小时的雄性，或者是与雌性受精超过一天的雄性 (Siegel and Hall，1979)。在昆虫的求爱的拒绝行为中，若是长时间的暴露雌性的配对行为可能会引起更多的空间拒绝趋势(Mc Bride et al.，1999)。
7 结语
昆虫的脑与脊椎动物的“巨大脑”相比，被称为“微小脑”，昆虫微小脑具有体积小、结构简单、在本质上有许多与脊椎动物的脑相类似的组织结构和功能。近年来，利用昆虫的微小脑的特异性机能，研究学习记忆的中枢神经控制机制，已形成了一定的研究趋势。本文介绍的昆虫联想学习记忆研究的几种双通道范式是利用昆虫各种感觉通道特有的敏感性及生理学特性，以经典性条件学习和操作性条件性学习理论为依据，研究认知行为及其神经生物学机制的理想模型。目前按照这些理论和范式而设计出来的其它的范式也不断涌现。双通道和多通道的结合训练学习不断应用于昆虫的学习记忆研究中，这样更进一步扩展了学习记忆研究的方法。因此，怎么样将传统的行为学方法应用到有效的学习教育中和探索更加深层的神经分子学机制问题是今后进行学习记忆的行为学研究的发展方向和目标。
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