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大鼠恐惧应激模型的建立及其视觉
认知效果分析

李晓媛1,周星1,武鹏1,刘强1,王振龙2∗

(1. 郑州大学电气工程学院,郑州　 450001; 2. 郑州大学生命科学学院,郑州　 450001)

　 　 【摘要】 　 目的　 构建不同程度恐惧应激大鼠模型,探究恐惧应激对 LE 大鼠视觉认知能力的影响。 方法　 采

用足底电击作为应激刺激,设计认知抉择实验,采集杏仁核脑区神经响应信号进行功能网络分析,评价大鼠视觉认

知效果。 首先,将实验大鼠分成强(S+)、弱(S)恐惧应激组与对照组(N),分别设定不同强度的足底电击刺激;然
后对其进行单一图形“△”的视觉认知强化训练;最后,采用双图(“△”和“十”图形)进行视觉抉择测试实验。 另外

结合复杂网络理论,构建恐惧应激大鼠杏仁核神经核团的视觉认知功能网络,通过平均路径长度和聚类系数表征

脑功能网路的信息传递效率。 结果　 完成视觉认知强化训练所需时间,S+组显著高于 S、N 组,强化训练前期 S 组

显著高于 N 组,后期两组无显著性差异;认知抉择实验中,S 组与 N 组均形成视觉认知联结,而 S+组未形成视觉认

知联结;脑功能网络分析中,S 组与 N 组杏仁核神经元之间形成有效的视觉信息传递,而 S+组未形成。 结论　 恐惧

应激对视觉认知造成消极影响,且随着恐惧程度的增强认知效果显著变差。
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【Abstract】　 Objective　 To establish a model for different degrees of fear stress and explore the effect of fear stress
on visual cognitive ability in Long-Evans rats. Methods　 Foot shock was used as a stress stimulus and a cognitive choice
experiment was designed, and then the neural response of the amygdala was measured for functional network analysis to
evaluate the effects of fear stress on visual cognition. First, the rats were divided into strong (S+) and weak (S) fear stress
groups and a control group (N) and treated with different degrees of foot shock stimulation. Then, intensive visual cognitive
training was conducted with a single image (“△”). Finally, a cognitive choice experiment was conducted with two images
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(“△” and “十”). We combined our results with the complex network theory to construct a visual cognitive functional
network of the amygdala in rats under fear stress, in which the information transfer efficiency was represented by the average
path length and clustering coefficient. Results 　 The time required to complete intensive visual cognitive training was
significantly higher in the groups S+ than S and N, and was significantly higher in the groups S than N at the early stage of
intensive training but showed no significant difference at the later stage. In the cognitive choice experiment, a visual
cognitive connection was formed in the groups S and N, while no visual cognitive connection was formed in the group S+. In
the brain functional network analysis, effective visual information transmission was observed in the groups S and N, while
no visual information transmission was observed in the group S+. Conclusions　 Fear stress has negative effects on visual
cognition, and the cognitive effects become significantly worse as the degree of fear increases.

【Keywords】　 fear stress; fear memory; visual cognition; functional network; rat
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　 　 恐惧记忆是一种防御性的情绪过程,对动物和

人类认知学习具有重要的影响[1]。 正常范围内的

恐惧刺激不会使人致病,但长时间或强烈恐惧刺激

可能超出机体的适应能力和耐受程度,导致机体应

激性损伤,严重影响学习认知能力[2]。
目前的研究由于受到伦理限制,学者多采用动

物行为学实验探究恐惧记忆对认知功能影响[3]。
2011 年,潘霄等[4]采用条件性恐惧实验范式小鼠在

恐惧记忆下进行学习探索,证明恐惧记忆对小鼠学

习能力产生消极影响;2015 年,Schmidt 等[5] 的研究

证明恐惧记忆会造成受试者反应迟钝;2016 年,
Frankland 等[6]的研究表明足底电击刺激能对正常

鼠类大脑产生高频率神经刺激,形成快速有效的恐

惧记忆; 2017 年, Piao 等[7] 采用单次延长应激

(single prolonged stress,SPS)模型构造应激型大鼠,
结果发现一定程度应激能随着时间消退。 此外,在
恐惧记忆对认知的影响研究中,发现大脑中杏仁核

(amygdala,AMG)是负责情绪调控与认知的重要脑

区[8]。 2015 年,Amir 等[9] 运用条件反射原理,证明

恐惧能激活大鼠 AMG 神经元核团;2016 年,师黎

等[10]在恐惧视觉建立中采用神经元集群熵编码,表
明大鼠 AMG 神经核团是以神经元集群方法对恐惧

信息进行编码。 上述研究通过动物行为学和神经

电生理学分析恐惧记忆对视觉认知能力的影响,但
是缺乏定量化分析不同恐惧强度对视觉认知的

影响。
本文参考项目组前期实验范式设计经验,建立

Long-Evans(LE)大鼠不同强弱程度的恐惧应激模

型[10],完成视觉认知训练[11]。 构建 AMG 神经核团

的视觉认知功能网络,定量化分析恐惧应激下视觉

认知信息传递的效率。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物和分组

清洁级雄性 Long Evans(LE)大鼠 12 只,体重

230 ~ 260 g,10 ~ 13 周龄,由中国科学院上海生命

科学研究院斯莱克实验动物有限责任公司引进

【SCXK(沪)2012-0002】,由河南省实验动物中心进

行饲养繁殖【SYXK(豫)2017-0001】,每个饲养箱 2
只大鼠,光周期为 12 L:12D,L= 0800-2000,湿度维

持在(60 ± 5)%,温度控制在(22 ± 1)℃,提供充足

的大鼠颗粒饲料(河南省实验动物中心)和饮水,用
锯末做巢垫物。

经自主研发的啮齿类动物视觉认知行为功

能自动化测评系统【专利号:2013100376373】测

试筛选,视力正常。 将动物随机分为对照组 N( n
= 4) 、应激组(轻度恐惧应激组 S,n = 4;重度恐惧

应激组 S +, n = 4) 。 实验期间大鼠体重维持在

80% ~ 85% 基 线, 训 练 前 6 h 停 止 给 食 及 喂

水 [12] 。 本研究涉及的动物饲养及训练过程均经

过郑州大学生命科学伦理审查委员会审查合格,
研究内容和过程遵循国际及国家颁布的有关生

物医学研究的伦理要求。
1. 1. 2　 实验设备

采用多功能动物行为分析系统( LabState,安
来软件科技有限公司,中国),该系统包括大鼠奖

惩学习行为箱(33 cm × 30 cm × 33 cm),箱体由

两面不锈钢墙壁、一面液晶显示屏、一面可开启的

有机塑料门构成;顶部的有机塑料盖子四角分布

通气孔,底部为等间距可通电的不锈钢栅栏。 分

析软件实现动物行为监控、分析和设计实验范式

等功能。
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1. 2　 方法

总体实验分为三个流程(图 1a)。 Step 1:采用

足底电击刺激构建恐惧应激大鼠模型;Step 2:通过

强化学习方法实现图形认知;Step 3:采用视觉探索

方法进行认知抉择,评价恐惧应激大鼠的视觉认知

效果。

图 1　 总体实验流程图

Figure 1　 Overall flow chart of the experiment

1. 2. 1　 采用足底电击刺激构建不同程度的恐惧应

激大鼠模型

首先将大鼠放入训练箱自由探索 15 min,依据

动物对足底电击的耐受特性[13],设定两种强度的电

流刺激(S:0. 2 mA;S+:1 mA),单次电击时长限定

为 3 min,分为 2 次刺激,中间休息 5 min,结束后放

入饲养箱内正常喂养(图 1b)。 连续 5 d 在固定时

间段内对大鼠进行恐惧应激训练,采用配套的视频

分析软件记录大鼠的僵立时间评价应激程度[14]。
每只大鼠训练后用 75%乙醇擦试箱体[15],消除大鼠

之间气味相互影响。
1. 2. 2　 采用奖赏强化学习原理建立图形认知

选用 Lashley[16]实验中大鼠可分辨的拓扑图形

“△”,对大鼠进行奖赏强化学习[17],建立特定图形

认知。 设计视觉认知实验范式(图 1c):黑屏 5 s 后

在固定区域(8 cm×8 cm)显示“△” (400×400 像

素),若大鼠在图形显示 15 s 内触碰图形区域,触发

奖赏———吸水口出糖水 2 s(0. 1 mL),同时提示灯

亮 4 s,进入下个试次;反之,在 15 s 内无触碰,黑屏

进入下个试次。 每只大鼠连续训练 100 试次或累积

完成触碰动作 20 次时结束训练。
1. 2. 3　 通过认知抉择行为评价认知学习效果

为避免混淆位置记忆和图形记忆,设计双图

(“十” 和 “△”) 认知抉择实验范式,评价大鼠对

“△”图形的认知学习效果(图 1 d)。 黑屏 5 s 后同

时随机显示双图,大鼠在 15 s 内正确触碰“△”图形

触发响应———提示灯亮 4 s 后进入下个试次;反之,
15 s 内大鼠无正确触碰动作,黑屏进入下个试次。
每只大鼠累计完成 50 试次或连续正确触碰 10 次结

束训练。
1. 3　 数据采集与处理

1. 3. 1　 行为学数据采集

LabState 软件记录大鼠恐惧应激模型建立阶段

的僵立比,表征大鼠恐惧应激程度;奖赏强化学习

阶段记录大鼠完成认知学习训练的时间,表征不同

恐惧应激程度的大鼠认知学习效率;认知抉择阶段

计算抉择正确率,评价大鼠认知学习效果。
1. 3. 2　 神经脑电信号采集与处理

对大鼠 AMG 脑区进行微电极阵列慢性植入手

术[10],利用 Cerebus 神经信号采集系统(BlackrockR,
美国)采集认知训练不同阶段的 Spike 信号。 建立

恐惧应激大鼠 AMG 神经元集群的视觉认知功能网

络,用皮尔森(Pearson)相关系数表征神经元网络的

功能联结强度,提取功能网络的静态特征———平均

路径长度 L 和聚类系数 C。
构建网络的数学原理如下:
提取 m 个神经元在同一时间窗内 Spike 发放序

列 N = (n1,n2,…,nm) [10],由皮尔森相关系数 ρij 得

到神经元 vi 和 vj 的功能连接强度,其值越大表明相

关性越强。

ρij = corr ni,nj( ) =
cov ni,nj( )

σniσnj

=
E ni - μni

( ) nj - μnj
( )[ ]

σniσnj

(1)
从而得到神经元集群网络的相关矩阵 Pm×m, 设阈值

k= 0. 5,经过二值化转换为稀疏矩阵。
平均路径长度:

L = 1
C2

m
∑

1⩽i⩽j⩽m
dij (2)

式中 dij 为功能网络中两节点间的距离,距离的倒数

为两个节点之间的传递效率,L 值越小表明信息在

网络中的传递效率越高。
平均聚类系数:

C = 1
m∑

m

i = 1
C i (3)

式中 C i 为节点 vi 的聚类系数,即节点 vi 的 ki 个邻居

节点之间实际存在的边数 E i 和总的可能的边数 C2
ki

之比。 C 值越大表明网络局部信息传输效率越高,
鲁棒性越好。
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1. 4　 统计学方法

统计数据采用 SPSS 20. 0 与 MATLAB 2014a 软

件处理。 实验结果采用均数±标准差(􀭰x ± s) 表示。
组间比较采用方差分析(ANOVA),P< 0. 05 时认为

差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 建立不同程度的恐惧应激大鼠模型

记录 Step1(1-5 d)三组大鼠的僵立比,进行双

因素方差分析(表 1)。 三组僵立比变化范围不同

(N:<15%;S:10% ~ 30%;S+:25% ~ 50%)。 每一天

三组间僵立比差异均有显著性(P = 0. 001),表明不

同电击强度训练效果不同;N 和 S 组连续 5 d 的僵

立比差异无显著性(N:P = 0. 265;S:P = 0. 876),S+
组 5 d 内僵立比差异存在显著性(P= 0. 026)。 恐惧

应激程度同时受电击强度和训练时间的交互影响

(P= 0. 017)。 结果表明通过设定不同电击刺激强

度能够形成大鼠强、弱恐惧应激。
2. 2　 不同程度的恐惧应激对大鼠强化学习训练的

影响

记录 Step2(6 ~ 14 d)大鼠完成视觉认知任务

训练的时间,采用单因素方差分析不同程度恐惧应

激对大鼠认知学习能力的影响(表 2)。 S 组在 6 ~
11 d 完成训练的时间显著高于 N 组(P< 0. 05),12
~ 14 d 两组差异无显著性;S+组整个阶段完成训练

的时间均显著高于 N 组(P< 0. 05)。 训练后期 12
~ 14 d,S 与 S+组完成训练的时间差异具有显著性

(P< 0. 05)。 结果表明,恐惧应激对视觉认知效率

存在消极影响,且重度恐惧应激能长时间影响机体

视觉认知能力。
表 1　 三组大鼠连续五天僵立比显著性分析 (􀭰x ± s)

Table 1　 Significance analysis of freezing ratio in the rats of three groups for five days (􀭰x ± s)
组别
Groups

天数 Days 双因素方差分析 Two-way ANOVA
1 2 3 4 5 F df P

N 10. 3 ± 2. 2 8. 7 ± 5. 2 14. 5 ± 6. 6 9. 3 ± 1. 7 12. 8 ± 2. 2 1. 453 (4,15) 0. 265

S 19. 6 ± 0. 7 22. 7 ± 5. 3 19. 8 ± 3. 8 20. 9 ± 5. 7 18. 7 ± 9. 1 0. 292 (4,15) 0. 876

S+ 42. 6 ± 12. 8 36. 6 ± 8. 8 27. 5 ± 2. 7 29. 2 ± 2. 8 26 ± 2. 5 3. 76 (4,15) 0. 026

F 19. 515 17. 865 7. 8 28 5. 544

df (2,9) (2,9) (2,9) (2,9) (2,9) 89. 630 (8,45) 0. 017

P 0. 001 0. 001 0. 001 0. 001 0. 001

表 2　 三组大鼠完成视觉认知任务所需的训练时间(􀭰x ± s / min)
Table 2　 Time of visual cognition in the rats of three groups (􀭰x ± s / min)

组别 Groups 6~7 d 8~9 d 10~11 d 12~13 d 14 d
N 10. 9 ± 3. 0 6. 6 ± 1. 6 6. 4 ± 3. 9 6. 1 ± 2. 0 6. 2 ± 1. 3
S 28. 5 ± 1. 3∗ 15. 3 ± 1. 7∗ 15. 0 ± 3. 5∗ 6. 4 ± 1. 2 5. 0 ± 0. 1
S+ 26. 5 ± 3. 2∗ 18. 7 ± 2. 5∗# 14. 5 ± 2. 8∗ 11. 3 ± 2. 6∗# 9. 9 ± 1. 1∗#

注:与 N 组比较,∗P< 0. 05;与 S 组比较,#P< 0. 05。
Note. Compared with the group N,∗P< 0. 05. Compared with the group S,#P < 0. 05.

2. 3　 视觉认识抉择测试评估不同程度恐惧应激大

鼠认知效果

计算 Step3(15 ~ 26 d)大鼠认知抉择正确率,
以高于 75%作为视觉认知形成标准[18],评估三组大

鼠视觉认知效果(图 2)。 N 组 19 d 后形成“△”图
形认知联结;S 组在 21 d 后形成图形认知联结;S+
组未达到视觉认知联结标准。 结果表明恐惧应激

对视觉认知带来消极影响,且随着恐惧程度的增强

学习效果显著变差。
2. 4　 AMG 核团的视觉认知功能网络信息传递

效率

在 Step2 强化学习完成前(6 ~ 11 d)、后(12 ~
14 d),采集大鼠 AMG 脑区 Spike 信号,提取神经元

集群功能网络特征(平均路径长度,聚类系数),表
征功能网络信息传递效率(图 3)。 训练完成后,N、
S、S+组平均路径长度减小,聚类系数增加。 S+组大

鼠的平均路径长度显著高于 S、N 组(P< 0. 01),聚
类系数显著低于 S、N 组(P< 0. 01)。 结果表明 N 与

S 组大鼠 AMG 神经元之间交互作用增强,形成有效

视觉信息传递;S+组 AMG 神经元集群间未形成有

效的视觉信息传递。

3　 讨论

针对不同程度的恐惧应激对机体视觉认知学

习能力的影响,本文采用了足底电击刺激的方式构

建了大鼠恐惧应激模型。 通过奖赏强化学习和认
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图 2　 三组大鼠视觉认知抉择正确率拟合曲线

Figure 2　 Fitting curves of correct rates of visual cognitive
choice in the three groups of rats

知抉择实验,评价不同程度恐惧应激大鼠的视觉认

知能力。 Step 1,以足底电击为刺激形成恐惧应激,
从行为学方面评价恐惧应激程度,构建不同程度的

恐惧应激大鼠模型,符合严进[19] 提出的应激评价标

准。 实验结果表明:S 和 S+组大鼠的僵立比显著高

于 N 组,说明恐惧记忆导致大鼠探索行为和自发活

动减少,与陈红霞等[20] 的慢性应激大鼠行为一致。
Step 2,以完成强化学习所需时间为评价标准,S+组
显著多于 S、N 组,S 组前期显著多于 N 组,后期则

无显著性差异。 表明恐惧记忆对大鼠视觉认知存

在消极影响,且能够随着恐惧强度的增强而增强。
该结果对潘霄等[4] 研究恐惧对小鼠学习探索能力

的影响进行了进一步的补充。 Step 3,S 组大鼠在第

21-24 天形成对“△”图形的视觉认知联结,而 S+组
未形成对“△”图形的认知联结,说明轻度恐惧应激

对视觉认知效果影响较小,而重度恐惧应激长时间

严重影响视觉认知能力。
接着本文构建了恐惧应激大鼠 AMG 神经核团

的视觉认知功能网络,并通过平均路径长度和平均

聚类系数衡量功能网络的信息传递效率。 结果表

明 N 组 AMG 神经元之间的交互作用增强,形成神

经元集群有效的视觉信息传递;S 组大鼠认知效率

与 N 组无显著性差异,同样形成有效的视觉信息传

递;而 S+组认知后虽有一定程度的认知变化,但均

与 N 组呈现显著性差异(P< 0. 01),未形成有效的

视觉信息传递。
本文研究结果在恐惧诱发的应激性精神障碍

动物模型评估和生理机制等方面的研究发挥重要

作用,对进一步研究不同恐惧程度对视觉通路传递

和接收外界信息的神经机制和表达方式等机理研

究提供可靠的恐惧应激动物模型。 不足之处,本文

仅分析了恐惧应激大鼠对简单图形认知效果的影

响,后续研究需要进一步分析相关的空间认知、复
杂图形认知等。

图 3　 视觉认知训练前、后期,神经元集群功能网络的平均路径长度(a)与聚类系数(b)
Figure 3　 Average path length (a) and clustering coefficient (b) of the functional network of neuron

clusters before and after visual cognition training
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