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摘要：神经元调节其固有的生理特性，这可能会影响网络特性并有助于行为

可塑性。在成年斑马雀科大脑切片记录中，我们发现在每个鸟类基底神经节区域

内的 X投影（HVCX）神经元共享相似的尖峰波形形态和尖峰序列，此外建模表明

五个主离子流的大小相似。这些属性在遗传上各不相同，成年嫡系鸟类（在相同

的鸣叫上）共享相似的波形和尖峰特征。而这些属性是动态保持的：学习鸣叫的

幼鸟中的 HVCX显示出可变的属性，而成鸟在鸣叫时数小时内的均匀性会迅速下

降，同时会受到异常（延迟）的听觉反馈的影响。因此，在单个鸟类中，成鸟能

够迅速地对反馈的变化做出反应。这可以识别具有固有属性的网络交互，而这些

固有属性会影响信息存储和信息处理。



1、引言

尽管人们普遍认为记忆是通过活动依赖的变化介导的突触强度中的可塑性

来实现的，但非突触形式的可塑性也已被考虑 2-4。神经元表达的离子电流的类

型和大小有助于响应给定输入而生成的动作电位的数量，时间和模式，因此神经

元对网络动力学具有一定的贡献 5-7。这些内在特性（IP）的可塑性包括体内平衡

和其他形式的调节作用 5,8,9，这表明可能对脑可塑性产生广泛的影响。神经元的

内在特性已通过多种实验方法在体外和体内进行了实验调控，同时也包括行为调

节 10,11，可能涉及一个或多个离子流 8,12，并且可能仅限于树枝状细胞的片段 13,14，

体细胞 2以及轴突 15,16。后面部分的变化应调节由神经元树突的时空求和的所有

过程产生的电流。然而，目前相对较少的研究探索了，在成年神经元群体中的这

种潜在广泛而强大的可塑性机制是如何学习超出操作条件的复杂学习行为的 17，

18。

图 1 个体鸣禽类具有统一且独特的 HVCx 固有特性：发放序列。a.鸟鸣系统，实验装置

和全细胞记录。鸟鸣系统的示意图（矢状视图），上面有一个切片中的 HVC 单元类型示意图。

HVC 包括中间神经元（HVCI），投射到运动通路 RA 的 HVCRA神经元和投射到 X区域的 HVCX神经



元。(很少有神经元具有分叉的轴突，即投射到 RA，又投射到区域 X63）。HVCX神经元已通过

示踪剂注入 X 区域进行了预标记。插图显示了对电流注入的典型 HVCX电压响应。请注意，

在平稳电压上，峰值速率会随时间推移而变化。这是 HVCX响应的许多特征中的两个，它们

在每只鸟类中都是一致的，但因鸟类而异。b.标记 HVCX神经元的示例。在右下角可以看到

每个单元的轴突，该轴突向 X区域投影。比例尺：30μm。c.三只鸟（红色 240，蓝色 88，

黑色 111）每只中有八个不同的神经元，在 100 pA，200 ms 去极化电流脉冲响应下，来自

每只禽类的所有八个 HVCX的的尖峰模式，显示出禽类同质性和跨鸟异质性。迹线以尖峰数

目从高到低的顺序排列，然后是第一个 ISI 的持续时间。鸟类以增加兴奋性的顺序从左到右

排序。d 第一个 ISI 与峰值速率的散点图在群体数据中显示了相同的同质性/异质性效应（N

= 253 个神经元）。 N = 51 种独特的颜色/符号中的每一种都代表一只鸟的数据。菱形符号

表示具有 8个或更多记录的神经元的鸟。带有文本点的箭头标识图 1和 2所示的鸟。文本中

提到的 1-3，包括同一天记录的成对鸟类（黑色 111 /红色 240 和蓝色 145 /橙色 34）。每个

颜色/符号在图 1d，图 2c，图 3c 和补充图 3，7中指同一只鸟。

鸟鸣学习是一种完善的语音学习模型。鸟鸣的学习受到听觉反馈的调节，这

对于幼鸟 19的鸟鸣发展和成鸟的鸟鸣维护 20是必不可少的。操纵听觉反馈的频

谱或时间特征会引起鸟鸣行为的变化，而鸟类可以根据参数和接收修饰反馈的特

定鸟鸣音节做出自适应响应。理解这种快速而精确的反馈调节机制对于告知行为

内部模型的计算理论很重要。

成年斑马纹雀有一个有趣的模型，因为它们会唱出极其精确而不变的鸟鸣，

尤其是在将它们引向雌性时，它们被认为在短时间内对反馈扰动相对不敏感 21，

这与其他种类的孟加拉雀纹不同。但是，斑马雀斑需要听觉反馈来维持其鸟鸣 20。

哪些机理差异导致不同物种的反馈调节方式不同？

端脑鸟鸣系统包括最终与 syrinx和呼吸肌接合以产生鸟鸣的运动路径，以及

与反馈介导的鸟鸣学习和维护相关的基底神经节路径。在前脑核 HVC（专有名

称）中，投射到鸟鸣系统的基底神经节成分的基底神经节区域 X投射（HVCX）

神经元（图 1a）显示了鸟鸣过程中的精确定时活动 23，也许携带了有关鸟鸣的信

息，但并非必需鸟鸣 24。在静止的鸟类中，已经在几种鸟类中观察到了 HVC神

经元中高度的鸟鸣选择性听觉响应 25,26，但是在清醒的斑马雀科中它们被极大地

抑制 27-29。此外，响应于鸟鸣过程中的听觉反馈扰动，包括在 HVCX突触处在内

的斑马鳍 30中的 HVC发放活动没有改变，而类似的操作可靠地改变了孟加拉雀

科中的 HVC活动 33。斑马雀斑中这种对反馈不敏感的模式可能有助于产生弹道

（反馈不变）鸟鸣，但是如果这样的话，鸟类如何评估反馈呢？在这里，我们报

告了一种令人惊讶的机制，可以快速存储有关鸟鸣结构的信息。通过分析响应体

细胞电流注入的原始数据轨迹，我们显示出成年成年鸟类内 HVCX内在特性的均



匀性以及与鸟类鸟鸣相关的鸟类之间的变异的一致模式。均质性是通过可塑性机

制保持的，并且对听觉扰动敏感。

2、HH模型拟合

我们使用基于单室电导的HVCX神经元 34的Hodgkin–Huxley-like生物物理

模型来估计离子电流的大小。该模型包括产生尖峰的电流（IK和 INa），高阈值 L

型 Ca2+电流（ICa-L），低阈值 T型 Ca2+电流（ICa-T），小电导 Ca2+激活的 K+电流（ISK），

A型 K+电流（IA），超极化激活阳离子电流（Ih）和泄漏电流（IL）。每个 HVCX

神经元的膜电位因此遵循以下电流平衡方程：

其中 Iapp代表注入的恒定 DC电流，Cm是膜电容。手动调整了五个参数（gNa，

gK，gSK，gH和 gCa-T），以响应施加的阶跃电流定性地再现膜电位轨迹 34。我们固

定了 gCa-L的值，因为通过改变 gSK可以达到相同的拟合精度，因此无法区分两者。

我们固定了 gA的值，因为在 HVCX中它的电导很小，并且对发射模式的影响很

小。手动拟合对任何给定动物的其他细胞的拟合都是盲目的。HVCX模型神经元

的所有参数均与 Daou等人 34保持不变，电容（Cm）除外，成年 HVCX设置为

50pA，幼年 HVCX设置为 75pA（后者增加了 50％，由于幼年 HVC神经元的大

小较大）。

对于每个建模的神经元，通过迭代手动调整为 100pA的去极化步骤和-140pA

的超极化步骤设置参数。如果模型电压迹线与尖峰频率，单个尖峰的时序，尖峰

幅度和生物电压迹线的静息膜电位相匹配，则认为该拟合为“良好”。至关重要

的是，只有当模型使用数据集以外的数据进行预测时，才能验证模型的有效性（例

如，图 3a）。

3、结果

3.1个别鸟类具有统一的 HVCX固有属性。

我们在分布于 76个动物的多个实验设计中的总共 370个 HVCX神经元中，

通过脑切片制备在细胞内全细胞膜片的视觉引导下进行了电流记录。如前所述

34-38，我们明确地通过 HVCX的独特生理特性对其进行了鉴定，并确认了这些离

线。生理特性在 70％充满生物胞素的神经元中得到确认（参见图 1b和方法：组

织学），其中 96％的轴突可以我们观察到，所有的轴突都清楚地向 X区域（图

1a，b）。进一步证实了 HVCX神经元的生理学特征，无一例外地在 14位成鸟和

1位幼鸟中得到了证实，该记录来自 114个细胞的记录，这些记录通过向 X区域



注射示踪剂进行了逆行标记（请参见方法：逆行示踪剂）。我们对获得稳定记录

的每个单元进行了表征。一旦结果的结构开始出现，我们便专注于为每只动物尽

可能多地记录 HVCX神经元，在进行切片记录之前开始记录每只鸟的歌声，并在

通过刺激之前将所有细胞系统地带至-70mV电流，以最大程度地减少因膜电导的

电压依赖性变化（插入时的静止膜电势为-70.49±2.3mV，此处和整篇论文中为

平均值±SD）引起的变化，将电池保持在-70mV的电流为 9.73±16.35pA，最小

-30pA；最大 35pA；N=370HVCX）。所有细胞均接受规范性去极化（100pA，200ms）

和超极化（-140pA，200ms）电流脉冲，以及许多其他刺激。

图 2 鸟类个体具有规范且独特的 HVCX固有属性：发放波形。相同的颜色用于表示出现

在多个面板中的鸟。a 每只鸟的第一个尖峰波形具有相似的形状（紫色 341，10 HVCX；绿色

18，9 HVCX；品红色 12，8 HVCX），并且各个鸟的尖峰形状不同。b记录的 HVCX数量最多的

八只鸟中的每只鸟的平均第一尖峰波形（图 1c 中的三只鸟，图 2a 中的三只鸟，其他两个

HVCX的鸟）。每只鸟用不同的颜色表示。竖线以尖峰阈值为中心，竖线的高度表示尖峰阈值

变化（±1SD）。条形图彼此稍微偏移以提高可见性。插图显示了峰值附近平均尖峰波形的细

节。垂直条以平均峰值幅度的峰值为中心，条的高度代表幅度变化（±1SD）。c 神经元倾向

于聚集在尖峰幅度和尖峰阈值空间内的不同鸟类特定区域。



HVCX在鸟鸣过程中会发出短暂的强烈的尖峰脉冲 30，并在体电流注入的刺

激下在切片中发出自适应的尖峰串 34,36。响应于典型的去极化电流的注入，我们

观察到给定禽类的 HVCX的峰值模式都倾向于具有相似的发作，峰值次数和峰值

时间，而这些特征因禽而异（图.1c）。第一个发放间期（ISI）与发放率的关系图

显示了 HVCX种群的鸟内同质性和跨鸟异质性模式（N=253个神经元，来自所有

51只成年禽类，每只都有两个或多个 HVCX，但是除了同胞对中的第二个或药理

学和其他实验性处理（见下文）外，每只鸟 4.96±2.31个神经元），个别鸟与种

群平均值有显着差异（图 1d）。否定了所有禽类中 HVCX具有相同的第一个 ISI

平均值。在更严格的零假设假设中，每对鸟共享相同的均值，成对MANOVA比

较中有 69％（628）在 5％的水平上被拒绝（使用保守的 Bonferroni校正后）。在

尖峰频率和前三个 ISI的主成分分析中，PC1占鸟类差异的 90％（补充图 1）。

HVCX神经元发出的尖峰数量和速率的调节将影响其对基底神经节通路的贡献。

因此，在这些切片记录中，HVCX神经元传输到其网络的活动在每只鸟类中相对

均匀，并且在鸟类之间变化更大。个体动物之间的这种均匀性是未知的，并且由

于在鸟鸣过程中观察到的不同 HVCX的尖峰模式中个体鸟类的变化而无法预料

30。

对于给定的禽类，HVCX的尖峰波形也倾向于符合共同的形状，而尖峰形状

随禽类的不同而变化（有关我们表征的所有尖峰波形特征的定义，请参见补充图

1）。我们通过检查突发中第一个尖峰的形状（每个细胞一个尖峰）的形状来表征

其特征，以响应规范的去极化刺激。在记录的 HVCX数量最多的三只鸟中（N=10、

9、8），来自给定鸟的细胞具有惊人相似的波形，而每只鸟具有不同的尖峰波形

形状（图 2a）。对于记录的 HVCX数量最多（n≥8）的八只鸟，比较第一个尖峰

波形的平均值有助于说明整个鸟类的变化，包括平均尖峰幅度和尖峰阈值的变化

（图 2b）。尖峰幅度和尖峰阈值将不同鸟类的神经元分离为视觉上高度不同的簇

（图 2c），并且该簇在统计学上具有显着意义（请参见方法：附加统计分析，图

2c）。峰值阈值被认为可以反射体中和峰值起始区域附近的兴奋性 39。因此，在

每只鸟类中，HVCX的种群在发放时和发放形态上均表现出同质性，并且这些特

征随鸟类的不同而不同。IP的许多其他特征也聚集了来自不同鸟类的神经元（补

充图 3）。尖峰幅度，平稳幅度，尖峰阈值和尖峰间隔等功能应随输入电阻而变

化。我们在数据中发现了这样的关系，无论我们是否考虑所有神经元（R2=0.29，

P=4×10-6，输入电阻 181±35MΩ，N=253个神经元）与第一个尖峰幅度显着

相关），或 51只鸡中每只鸡的输入电阻和第一个尖峰幅度的整个单元的平均值相

关（R2=0.35，P=0.012，t检验）。



图 3 为均匀固有特性的离子基础建模。a四个神经元的示例数据，其中五个最大电导的

手动调节在相应的生物学记录（蓝色迹线）和模型仿真（黑色迹线）之间达到了良好的拟合。

根据对 100 pA 的电流脉冲的响应来判断模型拟合（左图）。良好的拟合对拟合过程中未使用

的电流注入产生了良好的预测，例如，考虑对 150 pA 幅值的阶跃电流（中间面板）和混沌

电流刺激（右侧面板；未显示混沌刺激以保持清晰度）的预测）。b示例误差流形（见文本）

显示了在详尽的参数搜索中检查的五个的两个参数（gSK，gNa）。手动确定的拟合（蓝点）位

于相同的凹面中，并且靠近全局最小值。c 所有 151 个人工建模神经元的散点图，显示了在

整个群体中变化最大的两种电导 gNa和 gSK。用不同的颜色符号表示的不同动物（N = 38）在

2D 空间中占据不同的区域。虚线围住了建模数据集的二维电导空间，代表了正常成年斑马

雀种群所占据的整个参数空间的估计值。图 5c，5f 和 7c 中出现了相同比例尺的相同虚线。

对照实验和分析拒绝了一些假设，即鸟类之间的变异是由实验条件的不受控

制的变异引起的。在每两天，我们使用两对相同的 ACSF和细胞内溶液从两对鸟

类（红色 240/黑色 111；蓝色 145/橙色 34）中记录。单个神经元的 HVCX尖峰序

列值（ISI与尖峰率）显示在四只鸟中聚集，但在整个鸟中变化很大（图 1d），

每只鸟的神经元的尖峰波形相似，但变化太大在给定对的鸟之间有很大的差异



（图 2b；补充图 3）。这表明在实验当天制备的 ACSF除了渗透压，内部（移液

器）溶液或相对离子浓度以外的其他因素导致了 HVCXIP中禽类之间的差异。此

外，比较实验期间记录的不同细胞的峰值幅度或比较实验之间较长时间间隔（天）

内每只鸡的平均峰值幅度，IP值也没有随时间变化。串联电阻和第一个尖峰幅

度之间也没有关系（N=253个神经元，51只鸟，R2=0.029，P=0.65，t检验）。

因此，我们没有发现证据表明非特异性作用可以解释结果，从而促使人们寻找

HVCXIP 变异的生物学机制和行为解释。

3.2 对均匀固有特性的离子基础进行建模

神经元动力学和尖峰形状之间的关系应受给定细胞离子电流的大小影响。我

们通过对神经元的较大子集（63只禽类中的 290HVCX，为任何给定禽类建模的

所有细胞）中的离子电流大小进行建模，探索了 HVCX动力学与峰形之间的关系，

包括实验禽类（见下文）和大型未操纵的对照鸟的子集（151个神经元，38个鸟，

随机选择的鸟）。使用结合了最近通过 HVC34药理学证实的离子电流的 HH模型，

使用 Hodgkin–Huxley型电荷平衡方程对细胞进行建模。我们使用单室模型，因

此没有树枝状或体细胞离子电流对我们进行和建模的体细胞测量的潜在贡献有

所不同。HH模型的大多数参数在生物学现实值上保持恒定，而我们改变了五种

主要离子电流的最大电导的幅度，包括快速钠通道（INa），钾通道（IK），钙依赖

性钾通道（ISK），超极化激活的环状核苷酸门控通道（Ih）和 T型钙通道（ICa-T）。

建模包括手动调整五个电流幅度的值，以在 HH方程（模型神经元）的输出和实

际神经元的行为之间取得良好的匹配，而只考虑对典型的去极化和超极化电流注

入的响应。（离子电流对 HVCX尖峰波形特征的影响已在其他地方进行了广泛描

述 34。）根据启发式检查尖峰形状和尖峰列，判断出良好的拟合，并且在许多情

况下，获得了出色的拟合（图 3a，左面板）。

通过针对拟合过程中未使用的当前注射评估模型预测来测试模型拟合。好的

拟合往往会产生好的预测。对于其他幅度的阶跃电流（图 3a，中间图），以及比

阶跃电流具有更复杂的动力学特性的混沌电流（图 3a，右图），观察到了很好的

预测。良好预测的案例表明，神经元的尖峰波形形状与其动力学特性所描述的爆

发特性有关。为了扩展此分析，我们采用了拟合优度的定量度量，使用从当前脉

冲注入测得的八个响应参数将模型拟合与模型预测进行了比较（请参见方法：模

型预测和交叉验证）。这证实了该模型做出了很好的预测，例如，对于 45.7％

（69/151）的细胞进行 150pA注射的预测与图 3a中的神经元 4的预测一样好或

更好。在 75pA和 150pA时的预测质量是可比的，而在较高电流（175pA）时的

预测质量较差。然后，我们测试了手动拟合过程是否发现了局部最小值或整体误

差最小值，这还评估了手动拟合过程是否可能无法识别代表不同神经元离子电流



大小的不同组合的不同局部最小值。为此，我们对五个离子电流幅度的空间进行

了详尽的参数搜索，并使用相同的拟合优度来评估模型输出相对于实际神经元的

输出（请参见方法：详尽的参数搜索和补充图 4）。这表明，人工拟合产生了无

偏见的结果，并且倾向于发现全局最小值（图 3b）。最后，我们还进行了交叉验

证分析，表明给定神经元的模型在预测该神经元的反应方面比其他鸟类的神经元

模型要好得多（请参见方法：模型预测和交叉验证及补充图 5）。尽管在这些建

模研究中保持不变的 HH方程的其他参数原则上也可以解释鸟类内部和鸟类之

间的相似变化，但是模型的出色性能使我们将注意力集中在估计的离子电流强度

的潜在生物学意义上。

检查五个离子通道的预测电流强度（手动拟合）的分布发现，每只动物的神

经元在离子电导强度的五维空间中占据的体积很小，并且动物之间存在很大差异。

可以从上述尖峰波形和尖峰序列的变化中预见到这一点，但是这里用在药理上可

行的 HVCX离子电流的大小表示。散点图以图形方式显示了成年动物（gNa和 gSK；

图 3c）中变化最大的两个电流以及其他电流（补充图 6）。手动比较数据和通过

参数搜索拟合数据的散点图产生了相似的结果（补充图 7）。在我们的样本中，

物种内 gNa的模型估计值变化超过 19.2倍，gSK的变化超过 4.1倍，而具有 5个

或更多神经元的每只动物内的平均变化为 1.23x±0.48（gNa）和 1.14x±0.12（gSK）。

对于其他三种电流，获得了相似的结果（每只鸟的所有神经元的最大变异/平均

变异：1.24x±0.15（gK），1.17x±0.34（gh），1.19x±0.69（gCa-T）），分别进行了

展示鸟类在电导量值的五维空间中占据了很小的空间。为了量化每只鸟的所有五

种离子电导率的联合变化，对于 HVCX≥8的 8只鸟，我们定义了最小超椭球体

的体积，跨越了每只鸟中所有神经元的所有五种电导率大小的分布。平均而言，

鸟类的超椭球体仅占“物种”体积的 0.00037±6.1×10−5，即 38只未受操纵的鸟

类的全部 151个神经元所占的超椭球体体积。（如果每个参数占据总范围的 0.1，

并且该空间是各向同性的，则将产生 10−5的体积。）这证实了这样的趋势，即每

只鸟中所有神经元的五个电导具有相似的大小，并且鸟类之间的大小差异很大。

考虑所有鸟类的五个电导幅度值，得出的结果显然是非高斯分布。在五个离子电

导幅度的主成分分析中，PC1占所有鸟类所有建模神经元方差的 41.4％，其他

PC约为 20％。这表明这些电流并没有简单的线性组合来捕获动物之间的大部分

变化。

3.3 评估孤立网络 HVCX中的固有电流

我们使用的建模框架没有考虑片中网络活动可能引起的任何当前来源。为了

控制这一点，我们在四只动物中进行了实验，这些动物在洗澡后使用一系列旨在

阻止突触快速传递的药物混合物来表征神经元（请参见方法：药理学操作）。（由



于冲洗可能不完全，因此在药物治疗后放弃了一片切片，因此我们每片切片仅记

录一个细胞。）在所有情况下，该模型均显示出估算的 SK电流减少，而其他电

流的估算则保持不变（图 4a）。重要的是，即使观察到神经元的静息膜电位有小

幅增加，药理学处理后单个神经元的尖峰形态也没有改变（图 4b）。因此，从网

络中分离细胞不会破坏鸟类内相似性和鸟类间电流强度估计值的模式（图 4a）。

我们将这些结果解释为表明，药理学治疗使抑制性中间神经元（HVCI）沉默，

这为 HVC40,41提供了实质性的投入（图 1a）。在 HH电流平衡方程中，SK电流

的减少会增加细胞的总体兴奋性，模仿抑制性输入的减少。

3.4内在的细胞特性与学习的联系

图 4 直接测量网络隔离的 HVCX中的内在电流。a 在使用快速突触拮抗剂之前（蓝色）和

之后（红色）的四只鸟（不同符号）的神经元电导。 b 示例神经元，在应用拮抗剂之前（†）

和之后（¥），突触阻断后兴奋性增加（上图），但刺突形态无变化（下图）。

然后，我们转向了强大的鸟鸣学习机制，以洞悉哪些因素可能导致 HVCX

神经元种群内在特性的这种意料之外的变化模式。大多数鸟类似乎随机分布在电

导幅度参数空间中（图 3c）。为了检查分布是否与鸟类的鸟鸣有关，我们考虑了

已为其建模神经元并录制鸟鸣的 18只鸟类（请参见方法：鸟鸣录音）。我们计算

了一只鸟的电导值的质心与其他 17只鸟的质心之间的欧几里得距离，并使用广

泛采用的标准斑马线将这些距离与相应两只鸟的歌的相似度进行了比较。鸟鸣的

相似度（比较规范主题的对称测度-音节的序列 42）。令人惊讶的是，当一起考虑

所有鸟类的数据时，这两个度量之间存在很强的相关性（不完全相同的下三角矩

阵值的线性回归，R=–0.70，P<10−4，这里和以下的 t检验），以及当 11/18鸟的

数据被单独考虑（P<10-3或更小）时（图 5a）。此外，一只离群的鸟引起了所有

不重要的结果。当我们删除白色 20号时，即记录的 HVCX数量最少（N=3）的

两只鸟之一，除单独考虑的其余一只鸟以外，所有鸟的 P值均<0.001（16只鸟），



其余一只的边际显着性（P<0.06），并且在组数据中得出 R=–0.75且 P<10-4。我

们还检查了方差归一化的欧几里得距离（马哈拉诺比斯距离，请参见方法：马哈

拉诺比斯距离）之间的相关性，证明了相似的结果（所有鸟类的数据一起考虑，

R=–0.75，P<10-4）。我们还通过重新计算移动 gSK之后的电导距离（所有鸟类，

包括离群值，鸟鸣相似度与修正的欧几里得距离的相关性），重新计算了电导距

离，从而排除了网络效应通过 gSK估计的贡献（图 4）主导该计算的可能性。，

R=–0.69，P<10−4；与修正的马氏距离，R=–0.54，P<10-3）。因此，值得注意的

是，不同斑马雀斑中 HVCX固有离子电流的差异与鸟类鸟鸣的声学特征差异有关。

这些结果激发了未来的工作，以确定哪种鸟鸣功能最能描述 HVCX固有属性中从

鸟到鸟的变化，无论这些特性是声学的，与运动相关的 43，还是与鸟鸣演奏的其

他特征相关的。此类研究可能会深入了解将 IP与感觉运动行为联系起来的机制。

图 5 将固有的细胞特性与学习联系起来。一个二维散点图，其中包含 18 只已建模并记

录其鸣叫的鸟。每只鸟都有一个独特的颜色符号。对于每对鸟，比较两只鸟的歌曲时的相似

度得分 42相对于两只鸟的电导值质心（手动拟合）之间的距离作图。给定颜色符号绘制的点

数范围为 1到 17（N×N 矩阵的下三角部分中的非同一性值）。b二维散点图，显示了每只鸟

相对于其年龄（孵化后天数，dph）的五维电导空间量。蓝色圆圈表示具有 5 个以上神经元

的鸟，黑色圆圈表示具有 4 个以下神经元的鸟。（体积测量对少量记录的神经元敏感，例如，



请注意，所有黑圈均位于回归线以下。）两种拟合均适用于所有鸟类（黑线，R = –0.57 和

P = 0.0038，t 检验）对于≥5 个神经元的禽类（蓝线，R = –0.55，P = 0.016，t 检验）

很重要（见文本），表明 IP 差异与年龄有关。

许多鸣禽物种中的鸟鸣个体发育一直持续到成年，远远超出了性成熟和鸟鸣

的结晶。例如，在成年斑马雀科中，对听觉反馈的敏感性（通过震耳欲聋后鸟鸣

的变化来衡量）随年龄的增长而降低 44。我们观察到 IP的变化伴随着年龄相关

的变化，每只鸟的所有神经元占据的空间的五维电导量随着年龄的增长而减小

（图 5b）。失去对听觉反馈的敏感性可能会导致整个 IP失去 IP的变化，但是还

需要进一步的实验来解决这两者是否在机械上相关，以及这些关系是否反映了鸟

鸣学习或学习衰老的独立影响。

图 6 均质内在性质的发展基础。尖峰响应一对成年同胞（> 90 dph）记录的神经元的标

准去极化电流而训练。注意鸟类内部和鸟类之间响应的相似性。b 每个成年同级兄弟（左图

和中面板）的第一个尖峰波形，然后再组合（右图），显示了两个同级兄弟之间的惊人相似

性。c每对兄弟姐妹在由 gNa和 gSK跨越的参数空间中占据相似的区域，而四对兄弟姐妹中的

每对兄弟姐妹都具有不重叠的分布。红色和蓝色区分兄弟。来自这些同级的数据表明，物种

所占据的参数空间比图 3c 中所示的要大一些。d尖峰序列响应一对少年同胞（JuvSib1A，

57 dph； JuvSib1B，58 dph）记录的神经元的标准去极化电流。请注意，与成年兄弟姐妹

不同，幼鸟内部和之间的差异很大（参见图 5a）。 e 幼年兄弟姐妹的第一个尖峰波形，显示

出鸟类内部和鸟类之间的巨大差异。 f 四只幼鸟在参数空间中占据了一个重叠的有限区域，

每只鸟的电导值显示出相当大的分散性。与（c）比较；两个面板共享相同的 X 轴和 Y 轴范

围。对于（c）和（f），虚线表示未操纵的不相关成年鸟所占据的区域（图 3c）。



3.5 均匀固有特性的发展基础

这些结果的直接含义是，鸟鸣相似的鸟应该拥有 IP相似的 HVCX。我们通

过检查四对同胞成年鸟中 HVCX的 IP对其进行了测试。每对的兄弟姐妹都在一

个繁殖群体中长大，并具有相同的父母，但是四对兄弟姐妹在生理上来自四对不

同的父母。如 IP和鸟鸣声学之间的关系所预测（图 5a），每对同胞鸟的神经元具

有惊人相似的尖峰序列（例如，图 6a）和尖峰波形（图 6b），在四对之间变化的

鸟。从尖峰波形和尖峰序列获得的测量分布（尖峰率，第一尖峰间隔，平稳幅度，

尖峰阈值，第一尖峰幅度）支持了这种视觉印象，每对同胞的神经元倾向于聚集

在一起，但是每个同胞对的不同区域（补充图 8）。我们可以访问其中两对鸟鸣

中的两个兄弟的鸟鸣，并确认相应的预测，即每对兄弟姐妹的鸟鸣具有非常相似

的时间和频谱特征（例如，补充图 9），它们之间存在差异。三对鸟鸣。对于每

对同胞，HVCX在电导空间中占据非常相似的区域（图 6c）。这与尖峰波形，尖

峰活动模式以及对成对的随机选择的禽类进行比较的模型化的离子电流幅度的

巨大变化形成鲜明对比（图 2、3、4）。

同胞鸟具有相似的遗传学，相似的年龄，并且可能遵循相似的声音发展轨迹

45，从而达到相似的成年鸟鸣。为了检查声乐发展学习是否有助于调节神经元离

子电导 17,18，我们初步研究了鸟鸣学习的整形阶段（孵化后（dph）：55（Juv2）），

57（JuvSib1A），58（JuvSib1B），62（Juv3））（n≥5HVCX鸟），其中两个是兄弟

姐妹。与在每只未操纵的成年鸟类中观察到的 HVCX特性的相似性不同，来自

每只幼鸟的 HVCX表现出更大的可变性。比较来自幼年兄弟姐妹对和成年兄弟

姐妹的数据，这尤其令人信服。两个少年同胞中每个同胞的不同细胞发出的尖峰

序列存在显着变化（图 6d），远大于成年同胞（图 6a）所观察到的变化，并且这

些差异在统计学上具有显着意义（见图 6d）。方法，其他统计分析，图 6d）。来

自两个少年同胞的神经元在尖峰波形中表现出相当大的变化（图 6e，左图和中

图）。与成年兄弟姐妹相比，少年兄弟姐妹中尖峰波形的变化要大得多（参见图

6e，b，右图），并且这种差异在统计学上具有重要意义（参见方法，其他统计分

析，图 6e）。在所有四只幼鸟（包括同胞对）中，细胞的峰值运动特征分布（补



充图 10）比在四个成年同胞对中的每一对对应鸟的分布更分散（比较图 10）分

别是补充图 8a-c和补充图 10a-c）。

图 7 学习迅速调节内在特性。训练鸟类白色 7 的神经元（cDAF 暴露 6天），与完整的鸟

类相比显示出巨大的差异（例如，图 1c）。 b 暴露于 cDAF 2 天后，鸟类的第一个发放形态

发生重大变化；cDAF 暴露仅 4 h 的鸟类也观察到一些变化。 c 对所有 cDAF 鸟类的神经元进

行建模显示，离子电流大小的紧密簇丢失，并且移至未操纵的成虫占据的区域之外（虚线）。

d cDAF 禽的痕量（参见方法：痕量）随基序数量对数变化。插图显示了线性对数图，表明

包括 4 h 点在内的所有点都接近拟合线。黑线（均值）和灰色阴影区（SD）显示了所有 HVCX

≥5 的未操纵鸟（N = 17）的相应迹线量。图例在面板中显示鸟类的符号颜色（b–d）。 e

平均射击率。黑条（完整）是 51 只未操纵鸟，273 个神经元的平均值（17.38±9.02）的平

均值。每个蓝色条是一只 cDAF 鸟（平均值±SD）。在暴露于 cDAF 的第一天，cDAF 禽类的兴

奋性增加，随后的几天没有增加。在 cDAF 暴露量为 3 天的家禽中（紫色 19，黄色条形），

在用快速突触阻断剂沐浴切片后，可以保持增加的发放率。



为了评估电导体积，由于在两只幼鸟（HVCX分别为 5和 6）中几何体积的

定义不明确，因此我们使用了“痕量”体积测量。与成年鸟类相比，四只幼鸟的

电导空间中每个点的分布都具有较大的痕量（平均 0.355±0.12）。幼体和成年体

之间的这种差异非常显着（P<10-5，未配对 t检验，t=7.9，df=14，比较了痕量

的幼体和痕量的 n≥6HVCX/未操纵的成年禽体鸟）。有迹象表明可能是与年龄有

关的影响，最老的鸟（62dph；Juv3）显示出的变异小于三只年轻的鸟（图 6f）。

幼年 HVCX神经元种群的特征是，一些但不是全部神经元对超极化电流脉冲

表现出很少或没有下垂，并且在这些细胞中，电流脉冲终止后没有反弹反弹（或

在某些细胞中被追踪）（简单的反弹去极化），类似于以前报道的少年 HVCX神经

元 17。在幼年 HVCX神经元的 HH模型中，gCaT电导几乎没有变化，但 gH 电导

却有很大变化。一般而言，与成鸟相比，未成年人的 gH和 gK值变化幅度大于 gNa
或 gSK。此外，所有少年神经元都被限制在成年人占据的 gNa/gSK空间的一小部分

（图 6f）。尽管样本量很小，但这表明对内在特性的发展变异存在初步的遗传约

束，这些内在特性随电导而变化，并且学习有助于扩大其中一些约束（例如，特

征空间中的位置），同时限制其他约束（例如，特征空间的变化）。包括交叉培养

兄弟姐妹在内的发展研究可以帮助阐明这些限制。然而，目前的结果表明，HVCX

的内在特性在开发过程中发生变化[17,18]，不是通过纯细胞自主现象而是以对网

络和行为约束敏感的方式发生的。

3.6学习可以迅速调节内在属性。

结果表明听觉反馈在调节 HVCxIP中的作用，这是在幼鸟鸟鸣学习过程中首

先表现出来的，并一直持续到成年。为了直接评估这种可能性，我们转向一种技

术 46来操纵鸟鸣过程中鸟类的连续延迟听觉反馈（cDAF）经历（请参阅方法：

延迟听觉反馈）。隔离的成年鸟类（因此会唱“无方向性”鸟鸣）被暴露于 4小

时至 6天的 cDAF中（cDAF的发作是在打开房灯的早晨），然后我们从这些鸟

类中进行体外HVCX录音。我们分析了 cDAF暴露时间最短的四只鸟的鸟鸣情况，

并在第一次使用 cDAF的当天和第二天的基准日检查了所有鸟鸣。我们观察到

cDAF对鸟鸣行为的明显影响，初步观察与正在进行的行为实验中对其他鸟类的

更详细观察一致。与之前的基准日相比，鸟类在 cDAF暴露的第一天倾向于鸟鸣

的鸟鸣较少，并且每首 cDAF鸟鸣倾向于带有更多介绍性的注释（表 1）。这些

影响迅速发生，例如仅在 cDAF暴露 4h的鸟类中观察到了这些影响。对于其他

形式的修饰听觉反馈，尚未报告斑马雀跃鸟鸣行为的这种快速变化，这可能解释

了为什么我们发现了 HVCX生理学同时伴随快速变化而其他人没有这种变化

31,32。



有趣的是，最近有报道说正常鸟类中的 HVCX子集在鸟鸣开始之前就活跃了，

因此包括鸟类产生介绍音符的时间间隔 47。在这里，令人信服的结果是，与未

操纵的成年鸟相比，cDAF成年鸟（N=9）的 HVCX表现出内在特性的巨大变化。

例如，在经历了 6天的 cDAF之后，在白色 7号鸟类中记录的 8个 HVCX中，尖

峰爆发模式有很大的变化，尖峰频率几乎变化了 2倍，并且尖峰幅度变化很大（图

7a；图 1c，2b，6a）的特征在完整的成年鸟类中从未观察到。cDAF鸟类的第一

个峰值波形也显示出比未操纵的成年鸟类的预期要大得多的变化（图 7b；参见

图 2a，b，6b），并且这种影响非常显着（请参见方法，其他统计分析，cDAF）。

（未经操作的动物的神经元与接触 cDAF的动物的神经元之间的输入电阻没有

显着变化：对照组，181±35MΩ，N=253;cDAF，185±24MΩ，N=

62，t＝0.98，d.f。=313，P=0.15，未配对 t检验）对 cDAF禽类 HVCX中相关离

子电流的分析显示，在未操纵禽类中，离子电流幅度的紧密簇显着分解（例如，

图 7c），White7的电导几何体积为“物种”体积的 0.084，即非操纵鸟类的平均

值的 228倍。这些结果是否来自异常的感觉反馈还是运动对该反馈的响应尚待确

定，但是在任何一种情况下，结果都表明成年动物的内在特性以与正在进行的行

为紧密相关的方式动态地受到调节。未来的研究可以确定调节响应是混沌的还是

合法的，在 cDAF鸟类中看到的尖峰波形形状，电导值和爆发特性的分布可能反

映了 DAF暴露引起的许多不同的鸟鸣语法和其他特征的变异性 46。

cDAF暴露时间较长的禽类，其内在特性的变化尤其明显，例如，将 cDAF

暴露 4h（橙色 168；图 7b，右图），暴露 2天（橙色 148；图 148）的鸡的峰值

波形进行比较。图 7b，左图）和 6天的暴露时间（白色 7；图 7a）。这表明聚类

的破坏与鸟类在听觉反馈错误条件下的鸟鸣次数有关，即使在 cDAF暴露仅 4小

时后，该现象仍很明显（在此期间，Orange168演唱了 35个图案，这是鸟鸣的

主要单位））。观察到每只鸟鸟鸣的基序数与该鸟的 HVCX的电导值的痕量之间

有对数关系（图 7d）。线性对数图（插图 7d，插图）显示，包括 4h点在内的所

有点都合理地拟合了对数关系。cDAF鸟类的拟合在 5.9个基序处与 HVCX≥5

的 17只未操纵鸟类的体积最大。鉴于电导率变化和 cDAF暴露之间的实际关系

不太可能严格对数，因此该估计值是近似的，但是这些结果表明正在进行的行为

可以在非常快的时间尺度上调节神经元群体的内在特性，可能与时间相当反馈改

变鸟鸣的尺度。

我们观察到 cDAF鸟类的数量较小 gSK值超出预期，许多 cDAF鸟的神经

元值低于任何未操纵鸟的观察值（图 7c）。较低的 gSK量将表现为增加的兴奋，

实际上我们观察到 HVCX神经元的兴奋性增加（峰值频率），这仅限于 DAF暴

露的第一天（图 7e）。这表明诸如调节体膜离子通道密度的快速机制可能是引起



内在兴奋性调节的近端机制。在稳态条件下（在 cDAF发作后 3天进行测试），

在阻断快速的突触连接后，兴奋性得以维持，表明它是 HVCX固有的（图 7e，

紫色 19，黄色条）。总体而言，我们的数据表明，HVCXIP 值反映了一些与鸟类

的鸟鸣行为有关的体验信号，将内在属性的调节与深入研究的鸟类学习模型联系

在一起。

4、讨论

越来越多的证据将 IP的修改与学习现象联系起来 2-4、17、18、48、49。在这里，我

们利用能够产生高度精确且可重复的学习行为的动物，在个体动物的层面上描述

IP组织的特征。对体细胞注射响应的原始数据痕迹的分析表明，成年成年禽体

内 HVCX内在特性的均一性和禽类之间的变异具有一致的模式。均质性通过塑性

机制保持。它在发育上不稳定 17,18，而在成年人中，有效形式的听觉反馈操纵 46

会导致起病迅速，并不断破坏 IP同质性。结合了五种已知的 HVCX离子流的霍

奇金-赫克斯利形式模型 34很好地捕获了这些结果，既代表了观察结果的简洁描

述，又代表了潜在的细胞机制的一种假设。不管采用哪种机制，都可以观察到 IP

的同质性，但是，值得注意的是，它们受到与单个鸟类学到的鸟鸣的特征相关的

约束，如 HH建模的结果所示。细胞特性和学习之间的关系在概念上很重要；它

可以深入了解鸟类鸟鸣学习的具体情况，但对神经编码也具有更广泛的意义。

为了评估 HH模型，从文献中估计了除主要离子流以外的许多生物物理参数，

并使其保持恒定，并将可能的树突状贡献折叠到一个单室模型中。这种方法的局

限性需要仔细评估。我们模型中固定的生物物理参数的变化，以及 HVCX可能表

达的其他未知离子通道，以及动物内部和动物之间 HVCX解剖结构的相似性变化，

都可能产生不同的结果并影响对 HVCX的估计。我们确定的当前幅度。统计物理

学中应用于高维空间数据同化问题的技术为解决该问题提供了一种有原则的方

法 51,52，并且可能有助于确定生物物理参数的子集是否是鸟类学习形成的参数。

但是，令人惊讶的是，对所有可能的解决方案的大空间进行详尽的测试往往会产

生一个全局全局最小值，该全局最小值在给定禽类的所有 HVCX之间共享。例如，

我们报道了不同动物之间的 gNa差异很大（几乎 20倍），这一结果保证了采用替

代技术的后续实验。与此相比，龙虾气孔神经节（STG）的神经元可以表达不同

动物中离子电流大小的 4倍变化 53。对鸣禽物种进行的比较分析可能有助于将鸟

鸣行为的差异（例如速率，复杂性，时机，精度，学习程度）与细胞特性的变化

联系起来，也许可以洞悉整个分类单元的变化。

我们的结果提出了一个问题，即在给定的动物中，HVCX神经元的 IP如何

共享相似的值。如果具有相似形态的同源神经元接收到相似的突触输入（包括反

馈），那么这可能倾向于通过 IP可塑性机制来调节输出的相似性。除网络效应外，



膜电压本身可能有助于直接调节离子通道的共表达，从而提供了另一种机制，神

经元的输出可通过该机制影响其自身的电导幅度 54。斑马纹鸟鸣系统功能组织的

已知特征与这些 IP可塑性机制的可靠表达相一致。给定的斑马雀斑通常会演唱

一个精确复制的鸟鸣图案，HVCX和 HVCRA（HVC投射神经元的另一种主要类

别）在鸟鸣过程中发出非常高频率的短暂尖峰时，往往表现出明显的规律性。。

每个尖峰脉冲都是不变的，因此看起来似乎比鸟鸣 23,30中携带的信息少得多。因

此，在给定的斑马线上，不同的 HVCX可能会收到惊人的相似输入，具有惊人相

似的尖峰脉冲爆发活动，这可能会导致相似的 IP。然而，在鸟鸣过程中活跃的

不同 HVCX会在每个鸟鸣主题中发出 1-4个尖峰脉冲 30，但是我们在样本中检测

到 HVCXIP 的同质性。除非我们在切片中采样时不知不觉地将录音偏向了 HVCX

的子集，否则这些考虑似乎表明 IP调节发生在各个尖峰脉冲的水平。

综上所述，这些是在“冠军”脊椎动物模型中表达的神经元组织的极端特征，

以提高运动行为的准确性。这表明，如果更难于在其他物种中检测到 IP，则 IP

也受到类似的监管。

相同的解释可以帮助解释 IP与鸟类鸣叫行为之间的关系。尽管已经确定在

HVC23中高度调节鸟鸣期间的尖峰定时，但仍存在关于在鸟鸣期间 HVC中代表

尖峰定时的哪些特征的争论 43、55、56。就像某些人 43,57所述，如果在鸟鸣过程中

HVC神经元种群的活动反映了个体鸟类鸟鸣的特征，那么这可以用来雕刻与每

只给定鸟类鸟鸣的声音相关联的 HVC神经元的 IP。HVCX在鸟鸣过程中的定时

功能是否会因鸟类而系统地变化，这一点尚待测试。在这里，我们使用了一种异

常（连续延迟）听觉反馈的有效形式，该反馈对鸟鸣行为和 HVCXIP产生了快速

影响。在这种情况下评估 HVCX超阈值活性将很有价值。

HVCXIP 也在更长的时间范围内受到监管。最近的一项研究 17表明，HVCX

的流挂性和回弹性在发育过程中显示出发育变化和变异性。我们确认了这些结果，

并将其扩展到包括 IP的其他功能，尖峰波形和兴奋性（发出尖峰的次数）。在随

后的研究中，据报道，未受训的幼鸟表现出与成年动物相似的特性，但受辅导的

幼鸟与这两种幼鸟均不同，这似乎是自相矛盾的结果 18。我们也观察到幼年家禽

和成年家禽之间的差异（图 6f），我们的结果可能有助于解决所报道的悖论。鉴

于先前的研究集中在从 HVC神经元的多个类别进行记录，因此每个细胞类别仅

记录了很少的细胞。如此处报道的那样，这排除了采样足够的 HVCX来检测单个

成年鸟内在特性的同质性的问题，并且无法解决 HVCXIP在单个未成年幼鸟中的

分布。如果在辅导之前，HVCX的内在特性在每个幼年期都广泛分布，那么鉴于

样本大小为 1-3HVCX/bird18，就不会检测到这种情况，而且未受训和成年鸟类中

每只鸟类的神经元样本都将广泛出现。同样分散，解决了悖论。未来的研究探索



未受辅导和受辅导的幼鸟内在特性的可变性可能是阐明发育鸟鸣学习的遗传和

表观遗传学特征的引人注目的方法。

HVCXIP的群体同质性在功能上有什么意义？如果所有HVCX都共享 IP的公

共值，则这表示检测小扰动的公共基准。HVC网络中的微小变化可能会导致

HVCX的一小部分 IP发生变化，这可能表现为尖峰脉冲时序的变化。如果给定

的下游 X区神经元比较从不同 HVCX接收到的尖峰脉冲（可能具有适当的延迟），

则可能会对此类变化敏感。相同的逻辑扩展到其他不太相似的网络，其中具有相

似 IP的神经元将倾向于更可靠地反映相似输出的相似输入。这表明神经元网络

的稳定性包括 IP的规范化，给定功能网络或神经元整体的所有神经元可能倾向

于共享 IP的通用值。这种正规化将来自包括学习在内的动态过程。

我们在这里报告的神经元集合的固有特性的正则化也可能表现在突触组织

中，由于技术原因，这很难评估。然而，我们推测单纯的突触机制不足以解释

HVC神经网络中的信息存储。我们证明，（至少）HVCX神经元的内在兴奋性的

可塑性有助于鸟鸣记忆图谱，大概是使用已知的将多种离子通道与内在可塑性联

系起来的机制。在学习过程中调节不同离子电流大小的动态变化意味着对前一状

态的持久记忆，这种记忆不同于在突触中表达的记忆，并具有不同的功能后果，

这早就被假定 59。此外，我们的结果（尤其是尖峰阈值）表明了我们研究的内在

特性可塑性的体细胞成分。通过计算，在人工神经网络中，这意味着模型神经元

输出的激活功能本身受学习规则的约束。从生物学上讲，这可以用于整合突触输

入和/或改变神经元的输出特性，从而增加学习和记忆现象的突触可塑性考虑中

未曾想到的必要的计算元素 61。
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