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　 　 【摘要】 　 目的　 基于威斯康辛通用测试仪的延迟应答测试是评价非人灵长类学习记忆能力的常用方法，该
实验在进行过程中受到很多因素影响，如何设定规范的训练和评价参数，对正确评价猴的学习记忆能力具有重要

的参考意义和价值。 方法　 本研究选取 ８ ～ ９ 岁雄性食蟹猴作为实验研究对象，利用改良的威斯康辛通用测试仪

检测，通过食蟹猴获取食物的正确率来评价训练次数，评价频率，间隔评价时间，延迟时间和陷阱食盒数量等实验

因素对结果的影响。 结果　 当减少训练阶段的训练次数（小于 １０ 次）时，食蟹猴获取食物的正确率不稳定且呈现

出显著的下降趋势；在获得足够训练的前提下，评价频率对食蟹猴获取食物的正确率影响较小；常规训练后 ３ 个月

进行评价，食蟹猴仍然能够获得 ６５％的获取食物正确率；增加延迟时间后，会导致部分食蟹猴获取食物的正确率显

著降低；此外，当增加到 ３ 个以上陷阱食盒时，导致食蟹猴获取食物正确率普遍低于 ６５％以下。 结论　 合理的设置

训练和评价阶段的实验参数对非人灵长类学习记忆功能的评价具有重要的影响和意义。
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　 　 非人灵长类动物学习记忆测试是评价动物学

习和记忆能力的重要方法之一，被广泛应用于神经

生物学、神经疾病研究、神经相关治疗药物评价等。
其中，基于上世纪 ３０ 年代 Ｈａｒｌｏｗ 发明的威斯康辛

通用测试仪 （ Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ ｇｅｎｅｒａｌ ｔｅｓｔｉｎｇ ａｐｐａｒａｔｕｓ，
ＷＧＴＡ）的延迟应答测试被认为是评价非人灵长类

学习记忆能力的常用方法，一直沿用至今［１］。 在实

验过程中，在测试仪器内设立多个陷阱食盒，并在

其中一个陷阱食盒中放置奖励性食物，在一定时间

内阻隔动物观察陷阱食盒后，考察动物获取奖励食

物的正确率，进而评价动物的学习记忆能力。
该测试包括训练和测试两个阶段，其中，训练

阶段主要是通过反复引导动物学习熟悉测试过程，
降低非人灵长类动物个体的学习记忆能力差异对

实验结果的影响，一般训练阶段设立 ２ 个陷阱食盒，
通过设定一定延迟时间阻隔动物观察陷阱食盒，然
后让动物自由选择，如果选择了具有食物奖励的应

答位置，则被认为是正确应答，计算动物在该延迟

时间下的正确应答率，从而评价其学习能力［２］。 而

测试阶段则通过设定合理的延迟时间或者增加陷

阱食盒数量，实现对动物学习记忆能力的综合评

价［３］。 因此，本文将主要针对训练和评价阶段测试

参数设置开展研究，规范非人灵长类实验动物学习

记忆评价实验操作。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

普通级 ８ ～ ９ 岁雄性食蟹猴 １４ 只，购买自广东

春盛生物科技发展有限公司［ ＳＣＸＫ （粤） ２０１４ －
００２７］。 食蟹猴饲养于广东省实验动物监测所普通

级动物实验室 ［１２ ｈ ／ １２ ｈ 昼夜周期，湿度 ４０％ ～
７０％ ，温度（２１ ± ２）℃］ ［ＳＹＸＫ （粤） ２０１６ － ０１２２］，
动物每天饲喂 ２ 次，其中 １ 次饲喂水果。 本研究所

涉及的动物实验获得广东省实验动物监测所

（ＡＡＡＬＡＣ认证机构）实验动物使用与管理委员会

（ＩＡＣＵＣ）批准（ ＩＡＣＵＣ２０１６００６），并符合中华人民

共和国《实验动物管理条例》。
１􀆰 ２　 仪器

猴学习记忆学习评价设备为在参考 ＷＧＴＡ 行

为学测试笼具基础改装而成（图 １）。 猴笼前放置多

个陷阱食盒，食盒深度 ２ ｃｍ，在食盒与猴笼之间有

一可以自由升降的不透明隔板，食盒与实验员之间

有一单向可视观察窗。 实验开始时，实验员打开食

物传递窗，根据每只食蟹猴对食物的喜好，在其面

前将食物随机放在其中一个食盒内，盖上盒盖并迅

速放下隔板，开始计时，在设定的延迟时间到达之

后，升起隔板，让食蟹猴可以看见被盖上的食盒，食
蟹猴可以选择一个食盒打开并从中获得食物，实验

员记录该次测试中食蟹猴是否正确选择含有食物

的食盒。

注：① 猴笼；② 食盒；③ 隔板；④ 观察窗；⑤ 食物传递窗。

图 １　 猴学习记忆评价装置

Ｎｏｔｅ． ① Ｍｏｎｋｅｙ ｃａｇｅ； ② Ｓｔｉｍｕｌｕｓ ｔｒａｙｓ； ③ Ｐａｒｔｉｔｉｏｎ；
④ Ｗｉｎｄｏｗ ｆｏｒ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ； ⑤ Ｗｉｎｄｏｗ ｆｏｒ ｆｏｏｄ ｄｅｌｉｖｅｒｙ．
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１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 食蟹猴学习记忆能力训练和评价方法

每只食蟹猴必须由同一个实验员负责进行训

练，以减少动物的应激反应。 每只食蟹猴每天完成

一个训练周期，每个训练周期由 ５ 个不同的延迟时
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间（Ａ ～ Ｅ）组成，包括，Ａ ＝ Ｎ × ０ ＝ ０ ｓ，Ｂ ＝ Ｎ × １ ＝
１ Ｎ ｓ，Ｃ ＝ Ｎ × ２ ＝ ２ Ｎ ｓ，Ｄ ＝ Ｎ × ３ ＝ ３ Ｎ ｓ，Ｅ ＝ Ｎ
× ４ ＝ ４ Ｎ ｓ，Ｎ 为设定的基础值，以基础值设定为 １
为例，表示隔板在动物与食盒之间的延迟时间为

０ ｓ、１ ｓ、２ ｓ、３ ｓ、４ ｓ。 每个延迟时间均进行 ５ 次训练

实验，因此，每个训练周期共计进行 ２５ 次训练。 当

天一个训练周期结束后，统计该食蟹猴在该训练周

期 ２５ 次训练中选择正确食盒的平均正确率，训练阶

段选择食盒的平均正确率 ＝ 训练阶段每天选择食

盒的平均正确率之和 ／评价持续天数［４， ５］。
训练阶段完成后，根据实验设计要求，进入学

习记忆评价阶段。 评价阶段的基础值 Ｎ 根据实验

要求选择，一般要求≥训练阶段的最高 Ｎ 值。 与训

练阶段相似，评价阶段每只食蟹猴每天完成一个训

练周期，持续评价数天，或者增加陷阱盒用同样方

法评价。

注：与训练阶段比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ２　 Ａ 组食蟹猴训练阶段与评价阶段的正确率比较（ 􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ ）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｓｔａｇｅ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１􀆰

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｃｔ ｒａｔｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ ｍａｃａｑｕｅｓ ｉｎ Ｇｒｏｕｐ Ａ

１􀆰 ３􀆰 ２ 　 训练次数对食蟹猴学习记忆能力评价的

影响

训练阶段 １４ 只雄性食蟹猴被分为 ２ 组，其中 Ａ

组 ８ 只动物（动物编号：Ｍ２３２，Ｍ２３６，Ｍ２３７，Ｍ２３１，
Ｍ２３５，Ｍ２３８，Ｍ２３０，Ｍ２３９）每天均完成一个训练周

期，连续训练 ２０ ｄ，仪器内设置 ２ 个陷阱食盒，从基

础值 Ｎ ＝１（延迟时间为 ０ ｓ，１ ｓ，２ ｓ，３ ｓ，４ ｓ）开始训

练，当正确率达到 ６５％ 以上，以基础值 Ｎ 为 ２ 进行

训练，以此类推，直至基础值 Ｎ 设定为 ４，并维持该

基础值直至 ２０ ｄ 训练结束。 训练结束后 ２ 个月，以
基础值 Ｎ ＝４ 进行评价，连续评价 １０ ｄ，每天完成一

个评价周期，对比训练与评价阶段的正确率差异。
Ｂ 组 ６ 只动物（动物编号：Ｍ２６７，Ｍ２６９，Ｍ２６８，

Ｍ２７０，Ｍ２７１，Ｍ２３３）每天均完成一个训练周期，连续

少于或等于 １０ ｄ，仪器内设置 ２ 个陷阱食盒，只以基

础值 Ｎ ＝１（延迟时间为 ０ ｓ，１ ｓ，２ ｓ，３ ｓ，４ ｓ）进行训

练。 训练结束后 ２ 个月，以基础值 Ｎ ＝ ４ 进行评价，
连续评价 １０ ｄ，每天完成一个评价周期，对比评价训

练与评价阶段的正确率差异。
１􀆰 ３􀆰 ３ 　 评价频率对食蟹猴学习记忆能力评价的

影响

Ａ 组 ２ 只食蟹猴（Ｍ２３０，Ｍ２３９）分别在间隔 １
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周和间隔 ２ 周后，以基础值 Ｎ ＝ ４ 开展评价，探讨不

同时间间隔对食蟹猴学习记忆能力的影响。
１􀆰 ３􀆰 ４　 长时间间隔后对食蟹猴学习记忆能力评价

的影响

Ａ 组 ２ 只食蟹猴（Ｍ２３０，Ｍ２３９）在训练结束后

间隔 ３ 个月，以基础值 Ｎ ＝ ４ 开展评价，探讨长时间

遗忘对评价记忆能力的影响。
１􀆰 ４　 统计学方法

实验数据以平均数 ± 标准误（ 􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ ）表示，采
用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 软件进行统计分析。 实验数据采用重

复测量方差分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 训练次数对食蟹猴学习记忆评价的影响

Ａ 组 ８ 只食蟹猴在训练 ２０ 次后均能在基础值

Ｎ 设定为 ４ 时（延迟时间 ０ ｓ，４ ｓ，８ ｓ，１２ ｓ，１６ ｓ），选
择具有食物奖励的陷阱食盒的正确率达到 ６５％ 以

上（图 ２）。 间隔 ２ 个月后，以基础值 Ｎ 为 ４ 开展评

价发现，除编号为 Ｍ２３１ 的食蟹猴外，其余食蟹猴在

评价阶段的平均正确率与训练阶段相比均出现上

升趋势，其中编号为 Ｍ２３６ 和 Ｍ２３７ 的食蟹猴正确率

显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（图 ２）。
Ｂ 组 ６ 只食蟹猴训练次数小于 １０ 次，并且训练

阶段基础值 Ｎ 仅采用 １（延迟时间 ０ ｓ，１ ｓ，２ ｓ，３ ｓ，４
ｓ），间隔 ２ 个月后，以基础值 Ｎ 为 ４ 开展评价发现，
除编号为 Ｍ２６９ 的食蟹猴平均正确率基本与训练阶

段保持一致外，其它 ５ 只食蟹猴的平均正确率都出

现显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） （图 ３），此外，编号为 Ｍ２３３
的食蟹猴已无法完成记忆评价试验。

注：与训练阶段比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ３　 Ｂ 组食蟹猴训练阶段与评价阶段的正确率比较（ 􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ ）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｓｔａｇｅ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１􀆰

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｃｔ ｒａｔｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ ｍａｃａｑｕｅｓ ｉｎ Ｇｒｏｕｐ Ｂ
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２􀆰 ２　 评价频率对食蟹猴学习记忆能力试验的影响

编号为 Ｍ２３０ 和 Ｍ２３９ 的食蟹猴分别采用每天

评价一次，每周评价一次以及每两周评价一次的评

价频率开展学习记忆能力评价，结果表明，分别选

用 ３ 种评价频率开展评价，２ 只食蟹猴的正确率均

能保持在 ６５％ 以上，但编号为 Ｍ２３９ 的食蟹猴延长

评价频率开展评价导致正确率出现显著降低（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）（图 ４）。

注：Ａ：每天 １ 次；Ｂ 每周 １ 次；Ｃ：每 ２ 周 １ 次。 与每天评价一次

比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ４　 评价频率对食蟹猴学习记忆能力

正确率的影响（ 􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ ）
Ｎｏｔｅ． Ａ：Ｏｎｃｅ ａ ｄａｙ； Ｂ：Ｏｎｃｅ ａ ｗｅｅｋ；Ｃ：Ｏｎｃｅ ｔｗｏ ｗｅｅｋｓ． Ｃｏｍ⁃

ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｏｎｃｅ ａ ｄａｙ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５􀆰

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｃｔ ｒａｔｅ
ｏｆ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ｏｆ ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ ｍａｃａｑｕｅｓ

２􀆰 ３　 食蟹猴训练后对学习记忆遗忘的影响

编号为 Ｍ２３０ 和 Ｍ２３９ 的食蟹猴，间隔 ３ 个月通

过增加基础值 Ｎ 或增加陷阱盒对学习记忆能力进

行评价。 结果表明，间隔 ３ 个月，当以基础值 Ｎ 为 ４
（延迟时间为 ０ ｓ，４ ｓ，８ ｓ，１２ ｓ，１６ ｓ）进行记忆评价

时，２ 只食蟹猴获取奖励性食物的平均正确率仍然

维持在 ６５％以上，而以基础值 Ｎ 为 １０（延迟时间为

０ ｓ，１０ ｓ，２０ ｓ，３０ ｓ，４０ ｓ）进行评价时，编号为 Ｍ２３０
的食蟹猴还能维持较好的平均正确率，但编号为

Ｍ２３９ 的食蟹猴平均正确率显著下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）
（图 ５）。 而在增加陷阱食盒的测试中，无论是增加

到 ３ 个还是 ４ 个，２ 只食蟹猴的平均正确率都达不

到 ６５％ （图 ６）。

３　 讨论

当动物在做出某一正确行为后并获得奖励，大
脑向负责决策的区域发送“奖赏”信号，从而促进动

物的认知能力提升，形成良性循环，这被称作“奖赏

注：Ａ：训练阶段；Ｂ：间隔 ３ 个月 Ｎ ＝４；Ｃ：间隔 ３ 个月 Ｎ ＝１０。 与

训练阶段比较，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ５　 增加基础值 Ｎ 对食蟹猴学习

记忆能力评价的影响（ 􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ ）
Ｎｏｔｅ． Ａ：Ｔｈｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｓｔａｇｅ；Ｂ：３⁃ｍｏｎｔｈ ｉｎｔｅｒｖａｌ，Ｎ ＝ ４；Ｃ：３⁃ｍｏｎｔｈ

ｉｎｔｅｒｖａｌ，Ｎ ＝ １０． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｓｔａｇｅ，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１􀆰

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ Ｎ ｖａｌｕｅ ｏｎ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ
ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ ｍａｃａｑｕｅｓ

注：Ａ：３ 个陷阱食盒；Ｂ：４ 个陷阱食盒。

图 ６　 增加陷阱食盒对食蟹猴学习记忆能力

评价的影响（ 􀭰ｘ ± ｓ􀭰ｘ ）
Ｎｏｔｅ：Ａ：３ ｔｒａｙｓ；Ｂ：４ ｔｒａｙｓ．

Ｆｉｇ． ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆ ｓｔｉｍｕｌｕｓ ｔｒａｙｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｍｏｒｙ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ

ｃｙｎｏｍｏｌｇｕｓ ｍａｃａｑｕｅｓ

效应” ［６］。 大脑的这一特点也为在动物上开展学习

记忆能力评价成为可能［７］。 由于非人灵长类实验

动物个体在学习记忆能力上差异较大，因此，相比

于使用在啮齿类上进行的各类标准化的学习记忆

功能评价实验，利用非人灵长类开展学习记忆评价

过程更为复杂且难度较大。
威斯康辛通用测试仪是进行非人灵长类动物

学习记忆测试的金标准，训练是有效降低不同动物

个体差异影响评价结果的重要手段，该阶段主要是

使动物熟悉和适应测试环境和设备，使不同的动物
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通过训练后能够达到一定的标准，降低动物个体差

异对评价测试的影响，考察动物的学习能力［８］。 因

此，合理的训练不仅能够减少动物个体差异对实验

的影响，同时，能够有效地控制实验周期降低实验

成本。 因此，在本研究中，我们首先考察了训练次

数对动物学习记忆评价的影响，我们发现当训练阶

段的训练天数超过 １０ ｄ 时，即能够使动物在间隔 ２
个月后进行的评价中达到较好正确率，当训练阶段

训练天数低于 １０ ｄ 时，即使所有动物在训练阶段能

够达到预设的 ６５％以上的正确率，但动物在评价阶

段的正确率均出现不同程度的下降，甚至有的动物

根本无法完成评价，这表明较少的训练天数对最终

的评价结果产生较大的影响，１０ ｄ 训练可能是保证

动物能够完成学习记忆能力评价的最低要求。
评价阶段主要是对动物记忆能力的考察，我们

发现，评价频率对整个实验结果的影响较小，但是

选择合理基础值 Ｎ 设置延迟时间是获得客观稳定

的评价结果的关键因素，理论上在评价阶段 Ｎ 值可

以随意设置，而在近年来的一些研究中，我们也发

现不同的研究对于 Ｎ 值的选取存在较大差异［９ － １１］。
在研究中我们发现，不同的食蟹猴在训练阶段达到

规定的正确率后，间隔 ３ 个月进入评价阶段，在选择

与训练阶段相同基础值 Ｎ（延迟时间相同）下，食蟹

猴选择食盒的正确率并未受到影响，但当评价阶段

基础值 Ｎ 增加（延迟时间增加）到 １０ 时，不同的食

蟹猴选择食盒的正确率呈现出较大差异，因此，在
实际实验过程中，根据实验目的选择合理的基础值

Ｎ 对于评价结果至关重要。
在非人灵长类动物学习记忆能力评价中，目前

大多数测试仍然是通过改变评价阶段的延迟时间

获得评价结果，在本研究中，我们进一步探讨了训

练与评价之间的间隔时间以及食盒数量设置对影

响非人灵长类动物学习记忆评价的影响。 在保证

足够的训练，并且在评价阶段设置与训练阶段相同

的延迟时间的前提下，我们发现，将训练与评价之

间的间隔时间增加到 ３ 个月时，仍然能够将动物选

择食盒的正确率维持在 ６５％ 以上，但是，当我们在

评价阶段将陷阱食盒数量增加后，却明显地降低了

所有动物选择食盒的正确率，这种普遍性地降低可

能主要是由于动物本身的学习记忆能力相关，并非

动物个体差异造成，因此，增加陷阱食盒的方式可

能并不适用于动物的学习记忆功能评价。
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