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摘要%目的!通过避暗和 V6MM1*水迷宫实验研究建立小鼠学习记忆损伤模型的有效方法+ 方法!分别在小鼠避暗

电击训练之前 &# 712 腹腔注射东莨菪碱 " 7L;.L体质量(电击训练结束之后立即皮下注射亚硝酸钠 %# 7L;.L和下

次电击测试之前 "B 712 给小鼠灌服 )Bh乙醇 #C" 7H;"# L(建立记忆获得’记忆巩固和记忆再现障碍模型(测定各

组小鼠在电击训练后 ? 8’&( 8’)# 8’($ 8 后的避暗潜伏期’错误次数和探头次数等多项指标(评价三种记忆障碍模

型方法各指标的敏感性和最适测试时间+ 小鼠分别腹腔注射东莨菪碱 " 7L;.L和灌服 )Bh乙醇 #C" 7H;"# L造成

学习记忆损伤(通过 V6MM1*水迷宫定位航行试验和空间探索试验用于测试实验动物对空间位置感和方向感!空间

定位"的学习记忆能力(建立空间学习记忆障碍小鼠模型的评价方法+ 结果!避暗实验显示%和空白组比较(东莨

菪碱造成记忆获得障碍模型小鼠在电击训练之后 ? 8’&( 8 避暗潜伏期明显缩短(错误次数也明显增多!Fp#C#"’

Fp#C#B")亚硝酸钠造成记忆巩固障碍模型小鼠在电击训练之后 )# 8’($ 8 避暗潜伏期明显缩短(错误次数明显增

多!Fp#C#"’Fp#C#B")乙醇造成的记忆再现障碍模型小鼠在电击训练 &( 8 后即在下次测试之前 "B 712 给小鼠灌

服乙醇(可见小鼠避暗潜伏期明显缩短(错误次数明显增多!Fp#C#B’Fp#C#""+ 和空白组比较(三种药物造成的记

忆损伤模型小鼠探头次数均在 )# 8’($ 8 增加!Fp#C#""+ V6MM1*水迷宫实验显示%与空白组相比(东莨菪碱小鼠模

型组定位航行逃避潜伏期明显延长而主动探索穿越平台的次数明显减少!Fp#C#" 或 Fp#C#B")乙醇模型组无明显

差异!Fs#C#B"+ 结论!避暗实验中使用东莨菪碱’亚硝酸钠构建小鼠记忆获得障碍和记忆巩固模型时应在造模

后 &( 8 和 )# 8 检测相应指标)乙醇造成的记忆再现障碍模型(应在电击训练 &( 8 后(在下次测试之前 "B 712 给小

鼠灌服乙醇后检测(指标以避暗潜伏期’错误次数和探头次数为宜+ V6MM1*水迷宫实验提示东莨菪碱能够损害小鼠

空间学习记忆(可以作为构建小鼠空间学习记忆障碍模型的药物(乙醇并不能建立小鼠的空间记忆障碍模型+

关键词%避暗实验)V6MM1*水迷宫实验)学习记忆)东莨菪碱)乙醇)亚硝酸钠

中图分类号% @̂))!!文献标识码% G!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#&a##&"a#?

’>C%"#4)%?%;]41**24"##?a?"’%4&#"%4#&4##(

!!阿尔茨海默病!GK"是一种中枢神经系统退行
性疾病+ 临床上首先表现为近期记忆能力减退(进
而表现为持续性智力衰退’丧失判断推理能力以及
运动功能等(为了寻求有效的老年性痴呆治疗药物(
动物行为学实验被广泛地应用 , "- + 在阿尔茨海默
病!GK"的动物实验研究中(学习记忆能力测试是
一项重要的行为学指标+ 在小鼠实验中(避暗实验
法和 V6MM1*水迷宫实验法是测定学习记忆较为常用
的方法(但目前有关建立小鼠记忆损伤模型的方法
并不规范(检测指标和合适时间不统一(给研究者带

来困惑和容易干扰实验结果(本文通过探索不同药
物对小鼠学习记忆能力的影响(建立小鼠学习记忆
障碍模型的有效方法+ 其研究结果可能对神经性疾
病的同行研究者筛选学习记忆障碍的治疗药物有一
定的提示作用+

/K材料与方法

/N/K材料
实验于 &#"’a"&a&$*&#"$a#"a#B 在西藏民族大
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学医学院动物行为学实验室完成+ 动物为健康雄性
昆明种小鼠 ’# 只(体质量!&Bo&"L(清洁级(由四川
达硕实验动物室提供 !动物合格证号%=SW‘!川"
&#"(a"$%"+ 所有小鼠先在实验室适应 & ,(确定其
活动’进食均无异常后方可用于实验+

试剂与仪器%氢溴酸东莨菪碱为遂成药业股份
有限公司产品)亚硝酸钠为湖南省湘中地质实验研
究所产品)无水乙醇为天津天力化学试剂厂产品+
ZGa&## 小鼠避暗仪购自成都泰盟科技有限公司+
避暗箱为 (# 57y"& 57y"& 57的被动回避性条件
反射箱(分明暗两室(箱底有铜栅(暗室底部铜栅可
通 )? e电流(明暗两室间有一直径为 )C# 57的洞
口+ V6MM1*水迷宫和计算机自动控制和图像分析处
理系统均由北京众实迪创科技发展有限责任公司研
发+ V6MM1*水迷宫计算机图像实时检测分析处理系
统硬件部分包含可移动圆形恒温水 池 !直径
"?# 57(高 (# 57"’配套圆柱形防滑平台 !直径
% 57(高&B 57"’温控系统’水循环系统’视频摄像
系统(系统软件可自动记录小鼠运动轨迹并实现图
像的实时检测分析与处理+
/N5K方法

避暗实验%(# 只小鼠按照随机数字表法随机分
为四组(空白组 "# 只(东莨菪碱组 "# 只(乙醇组 "#
只(亚硝酸钠组 "# 只+ 训练前将小鼠头背着洞口放
入明室(先适应环境 & 712(待其全部进入暗箱之后(
关闭明室和暗室之间的闸门(然后给暗室铜栅通以
)?X电流(使小鼠在暗室持续电击 B 712(此为训练
过程+ ? 8’&( 8’)# 8’($ 8 后分别对小鼠进行记忆
测验(记录小鼠第一次进入暗室的时间(此为避暗潜
伏期(并记录 B 712 内小鼠进入暗室的次数!即避暗
错误次数"和小鼠主动将头部升入暗室进行探索的
次数!探头次数"(B 712 内未进入暗室的小鼠其潜
伏期按 )## *计算 , &- +

V6MM1*水迷宫实验%)# 只小鼠按照随机数字表
法随机分为三组(空白组 "# 只(东莨菪碱组 "# 只(
乙醇组 "# 只(V6MM1*水迷宫实验包括定航实验和主
动探索实验+ 前 ( , 为定航实验(每天训练 ( 次(每
次从不同的入水点将小鼠面向池壁放入水池+ 水面
高出平台 " 57(水中加入适量墨汁(使小鼠看不到
平台(温度维持在 &&i&( g+ 测试时间为 %# *(在
平台上停留超过 &*即为寻台成功+ 每次测试前小
鼠在平台上有 "# *的前适应(测试完毕无论成功与
否还有 "# *的后适应+ 小鼠从入水到寻台成功所

需时间记作逃避潜伏期(寻台失败则逃避潜伏期记
作 %# *(每一天训练 ( 次结果的平均值作为当天训
练的总结果+ 第 B 天为探索实验(撤去平台(选择平
台所在象限对角象限作为入水点(记录 %# *内小鼠
的穿台次数 , )- +

避暗实验模型建立%$记忆获得障碍模型 在动
物进行电击训练之前 "B i&# 712(给动物腹腔注射
氢溴酸东莨菪碱!胆碱能 V受体拮抗剂(" 7L;.L"(
%记忆巩固障碍模型 动物电击训练结束后立即给
动物皮下注射 >3>U&!小鼠%%# 7L;.L"导致动物短
暂性缺氧+ &记忆再现障碍模型 于动物下次测试
之前 "B 712 给小鼠灌服乙醇!)Bh(#C" 7H;"# L体
质量"("B 712 后进行重测试 , )- +

V6MM1*水迷宫实验模型建立%$记忆获得障碍
模型 在动物进行定航和主动探索实验之前 "B i
&# 712(给动物腹腔注射氢溴酸东莨菪碱!胆碱能 V
受体拮抗剂(" 7L;.L"(%记忆再现障碍模型 于动
物下次测试之前 "B 712 给小鼠灌服乙醇!)Bh(#C"
7H;"# L体质量"("B 712 后进行重测试+

主要观察指标%避暗实验中的避暗潜伏期’避暗
错误次数’小鼠将头部及前爪全部伸入洞口的次数
!简称探头次数")V6MM1*水迷宫实验中的每次训练
定位航行逃避潜伏期的时间和主动探索穿越平台的
次数+

5K结果

5N/K避暗实验结果
5N/N/!东莨菪碱对小鼠记忆获得过程的影响%由图
"(图 & 可知(与空白组相比(给予东莨菪碱后 ? 8(小
鼠避暗错误次数明显增多!Fp#C#""( 同时小鼠避
暗潜伏期时间明显缩短!Fp#C#B"+ &( 8 后小鼠避
暗错误次数仍然明显增多!Fp#C#""( 同时小鼠避
暗潜伏期时间仍明显缩短!Fp#C#B"+ )# 8 后小鼠
避暗错误次数无差异(避暗潜伏期仍缩短 !Fp
#C#B"(($ 8 后小鼠避暗错误次数和避暗潜伏期时
间均无差异+ 从图 ) 可见(给予东莨菪碱 )# 8’($ 8
后小鼠将头部和前爪探入暗箱的次数!简称探头次
数"明显增加(与空白组相比有显著差异 !Fp
#C#""(综上可知东莨菪碱造成小鼠记忆获得障碍
模型最佳时间范围为给药后 &( 8 之内+
5N/N5!乙醇对小鼠记忆再现过程的影响%? 8 后第
一次测试未给小鼠乙醇灌胃(由图 "(& 可知(小鼠避
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暗错误次数和避暗潜伏期时间与空白组无差异(
&( 8后即在下次测试之前 "B 712 给小鼠灌服乙醇(
可见小鼠避暗错误次数明显增多!Fp#C#""(小鼠避
暗潜伏期时间明显缩短(与空白组相比有明显差异
!Fp#C#B"))# 8 和 ($ 8 后(小鼠避暗错误次数和避
暗潜伏期时间与空白组相比均无差异(从图 ) 可见(
($ 8 后探头次数仍然明显增多!Fp#C#""+ 综上可
知乙醇造成小鼠记忆再现障碍模型的最佳时间为下
次测试前 "B 712(乙醇造成小鼠记忆获得障碍模型
最佳时间范围为给药后 ? 8 之内+
5N/N3!亚硝酸钠对小鼠记忆巩固过程的影响%由图
"(& 可知(与空白组相比(给予亚硝酸钠后 ? 8’&( 8(
小鼠避暗错误次数和避暗潜伏期无明显变化 !Fs
#C#B"+ )# 8’($ 8 后小鼠避暗错误次数明显增多
!Fp#C#B"( 同时小鼠避暗潜伏期时间明显缩短
!Fp#C#""+ 从图 ) 可见(给予亚硝酸钠 ($ 8 后小
鼠将头部和前爪探入暗箱的次数!简称探头次数"
明显增加!Fp#C#""(综上可知亚硝酸钠造成小鼠记
忆巩固障碍模型最佳时间范围为给药 )# 8 后进行
测试+

图 /K3 种药物在不同时间点对小鼠避暗潜伏期的影响

注%与空白组相比(#Fp#C#B(##Fp#C#"

M#)S/K7WW-VFT(WF"G--HG+)T(&H%GR:%F-&V$

#&9#V-%FH#WW-G-&FF#9-L(#&FT

>69O% 567:3MO, -198 98O[I32. LM6Y:( #Fp#C#B(##Fp#C#"

5N5KD(GG#T水迷宫实验结果
5N5N/!定位航行实验结果% 由图 ( 可知(与空白对
照组比较(随着时间的延长(东莨菪碱模型组小鼠每
日定航实验中逃避潜伏期均显著延长 !Fp#C#B 或
Fp#C#""(乙醇模型组小鼠逃避潜伏期也延长(但无
明显差异+ 由图 B 可知(东莨菪碱模型组小鼠每日
定航实验中总路程仍明显增多 !Fp#C#B 或 Fp
#C#""(乙醇模型组与空白组相比无明显差异+
5N5N5!主动探索实验结果%训练结束后(第 B , 为
主动探索实验(撤去平台(选择平台所在象限对角象

图 5K3 种不同药物对小鼠避暗错误次数的影响

注%与空白组相比(#Fp#C#B(##Fp#C#"

M#)S5K7WW-VFT(WF"G--H#WW-G-&FHG+)T(&F"-&+9J-G

(WH%GR%Y(#H%&V--GG(GT#&9#V-

>69O% 567:3MO, -198 98O[I32. LM6Y:( #Fp#C#B(##Fp#C#"

图 3K3 种药物不同时间对小鼠探头次数的影响

注%与空白组相比(##Fp#C#"

M#)S3K7WW-VFT(WF"-F"G--HG+)T(&F"-&+9J-G

(WLG(J-T#&9#V-%FH#WW-G-&FF#9-T

>69O% 567:3MO, -198 98O[I32. LM6Y:( ##Fp#C#"

限作为入水点(记录 %# *内大鼠的穿台次数+ 由图
? 可见(东莨菪碱模型组穿越平台的次数较空白组
明显减少!Fp#C#B"(具有统计学意义+ 乙醇模型组
与空白对照组相比无明显变化+

图 2K东莨菪碱模型和乙醇模型小鼠逃避潜伏期时间比较

注%与空白组相比(#Fp#C#B(##Fp#C#"

M#)S2KV(9L%G#T(&(W-TV%L-:%F-&V$ J-F*--&TV(L(:%9#&-

9(H-:%&H-F"%&(:9(H-:9#V-

>69O% 567:3MO, -198 98O[I32. LM6Y:( #Fp#C#B(##Fp#C#"

1)&1
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图 OK东莨菪碱模型和乙醇模型小鼠定位航行总路程比较

注%与空白组相比(#Fp#C#B(##Fp#C#"

M#)SOKE(9L%G#T(&(WF"-F(F%:Y($%)-H#TF%&V-(W

TV(L(:%9#&-9(H-:%&H-F"%&(:9(H-:9#V-

>69O% 567:3MO, -198 98O[I32. LM6Y:( #Fp#C#B(##Fp#C#"

图 4K东莨菪碱模型和乙醇模型小鼠主动探索次数比较

注%与空白组相比(#Fp#C#B

M#)S4KE(9L%G#T(&(WF#9-T(W%VF#Y--.L:(G%F#(&J-F*--&

TV(L(:%9#&-9(H-:%&H-F"%&(:9(H-:9#V-

>69O% 567:3MO, -198 98O[I32. LM6Y:( #Fp#C#B

3K讨论

老年性痴呆又称阿尔茨海默病 !GK"(是一种
中老年人群中易发生的神经精神退行性疾病(早期
病情表现为记忆力减退’记忆障碍等(此阶段是老年
痴呆最佳的治疗阶段(通过改善记忆功能(可有效预
防老年痴呆的发生(延缓病情发展及降低病情严重
程度+ 因此为了研究治疗 GK的药物(动物行为学
实验和学习记忆障碍动物模型应运而生 , (aB- + 在动
物行为学实验中(学习记忆障碍模型的成功建立变
得尤为重要+ 目前关于建立记忆损伤模型方法较
多(但常见的造模方法就是水迷宫和避暗实验+ 在
各种文献中制造记忆障碍模型所选药物种类’给药
时间和剂量比较杂乱(差异较大(为了给后续研究者
提供一个可行的学习记忆损伤模型造模方法(我们
开展了此项研究+

学习记忆是人类和动物赖以生存所不可或缺的

重要脑功能之一+ 学习是神经系统接受外界环境变
化获得新行为’经验的过程(记忆是学习后经验的保
持和再现(因此学习和记忆是两个相互有联系的神
经过程(有赖于全脑功能的整合+ 一般均把记忆分
为 ) 个阶段(即获得’巩固和再现 , ?- + 针对记忆的这
几个不同阶段(我们选择了不同的损伤药物%东莨菪
碱损伤小鼠记忆获得过程(亚硝酸钠损伤小鼠记忆
巩固过程(乙醇影响小鼠记忆再现过程+ 本文以训
练前给药测定学习和记忆获得的过程)训练后给药(
测试记忆的巩固过程)测验前给药(测定记忆的再现
过程+

避暗实验是最为常用的动物学习记忆实验方
法(是利用鼠类嗜暗习性而设计(属于被动回避性条
件反射+ 小鼠受到电击后立即逃避到安全部位(在
B 712 内经多次电击(小鼠形成记忆(记录后测验不
同时间点 B 712 内小鼠受到电击的次数!错误次数"
以及首次犯错误的时间!逃避潜伏期" , ’- + 本实验
中通过给小鼠腹腔注射东莨菪碱!" 7L;.L"和 )Bh
浓度乙醇灌胃!#C" 7H;"# L"和皮下注射亚硝酸钠
!%# 7L;.L"可以成功构建小鼠记忆获得’巩固’再
现几种学习记忆障碍模型(并统计了各种学习记忆
障碍模型持续的时间范围和给予造模药物的合适时
间+ 从实验结果可知东莨菪碱造成学习记忆获得障
碍最佳时间范围为 &( 8 之内(乙醇造成小鼠记忆再
现障碍维持时间为给予乙醇灌胃后 ? 8 以内(亚硝
酸钠造成记忆巩固障碍模型显示在电击训练之后
)# 8+ 因此可根据实验的需求合理选择造模药物和
给药时间(观察指标以避暗潜伏期’错误次数和探头
次数为宜+

V6MM1*水迷宫是一种经典的学习记忆功能评价
方法(定航实验和探索实验分别反映了动物的空间
学习能力和空间记忆能力+ 本实验的定位航行和主
动探索实验结果显示%东莨菪碱小鼠模型组定位航
行逃避潜伏期明显延长而主动探索穿越平台的次数
明显减少!2p#C#" 或 2p#C#B"(乙醇模型组无明显
差异!2s#C#B"+ 提示东莨菪碱能够造成空间学习
记忆障碍模型(而乙醇组不能作为空间学习记忆障
碍模型的造模药物+

综上所述(本文综合比较了三种不同药物建立
的学习记忆障碍模型(对其形成记忆损伤的持续时
间和用药剂量进行摸索和比较(成功建立了有效的
小鼠学习记忆障碍模型(在恰当的时间进行药物干
预(从而更好地评价改善学习记忆障碍新药的效果(
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