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　 　 【摘要】 　
 

焦虑行为学实验是研究焦虑症等神经精神疾病发生机制及开发防护措施的必要手段。 焦虑行为

实验方法主要是基于啮齿类动物的探索本性与外界环境的矛盾“冲突”从而引起焦虑情绪或动物面临不可避免或

即将发生的厌恶性刺激时做出的情绪适应性反应建立的。 常用的大小鼠焦虑行为实验方法可分为两大类,非条件

反射和条件反射性。 非条件反射包括探究行为、社会行为和防御行为,经典的实验方法包括旷场、高架十字迷宫、
明暗箱、孔板、新奇环境摄食抑制实验等。 条件反射包括饮水冲突、Geller-Seifter 冲突等。 本文首次对常用的大鼠

和小鼠焦虑行为实验的实验原理、操作步骤和评价指标进行系统的概述,旨在为研究者们在进行焦虑行为学实验

时选择合适的行为学方法提供参考。
【关键词】 　 焦虑;行为实验方法;动物模型

【中图分类号】
  

Q95-33　 　 【文献标识码】
  

A　 　 【文章编号】
  

1005-4847
 

(2022)
 

05-0698-07

Overview
 

of
 

animal
 

behavioral
 

tests
 

of
 

anxiety
JIANG

  

Ning1 ,
 

YAO
  

Caihong1 ,
 

YE
  

Fan1 ,
 

SUN
  

Xiuping2 ,
 

LIU
  

Xinmin1∗

(1. the
 

Institute
 

of
 

Medicinal
 

Plant
 

Development,
 

Beijing
 

100193,
 

China.
 

2. Comparative
 

Medicine
 

Center,
 

Peking
 

Union
 

Medical
 

College
 

(PUMC);
 

Chinese
 

Academy
 

of
 

Medical
 

Sciences,
 

Institute
 

of
 

Laboratory
 

Animals
 

Science,
 

Beijing
 

100021)
Corresponding

 

author:
  

LIU
 

Xinmin.
 

E-mail:
 

liuxinmin@ hotmail. com

【Abstract】 　
 

Behavioral
 

tests
 

of
 

anxiety
 

are
 

necessary
 

to
 

study
 

the
 

mechanisms
 

of
 

neuropsychiatric
 

disorders,
 

especially
 

anxiety
 

disorder,
 

and
 

to
 

develop
 

preventive
 

measures.
 

These
 

tests
 

are
 

mainly
 

based
 

on
 

the
 

contradiction
 

between
 

the
 

exploring
 

nature
 

of
 

rodents
 

and
 

their
 

fear
 

of
 

the
 

external
 

environment,
 

or
 

the
 

emotional
 

adaptive
 

response
 

when
 

faced
 

with
 

an
 

inevitable
 

or
 

imminent
 

aversive
 

stimulus.
 

The
 

commonly
 

used
 

behavioral
 

tests
 

for
 

anxiety
 

in
 

rats
 

and
 

mice
 

are
 

divided
 

into
 

two
 

main
 

categories
 

including
 

the
 

unconditioned
 

reflex
 

type
 

and
 

conditioned
 

reflex
 

type.
 

Unconditioned
 

reflex
 

tests
 

include
 

exploratory,
 

social,
 

and
 

defensive
 

behaviors.
 

Classical
 

experimental
 

method
  

include
 

the
 

open
 

field
 

test,
 

elevated
 

plus-maze
 

test,
 

light-dark
 

box
 

test,
 

orifice
 

plate
 

test,
 

and
 

novelty
 

suppressed
 

feeding
 

test.
 

Conditioned
 

reflex
 

tests
 

include
 

the
 

vogel
 

conflict
 

test
 

and
 

Geller-Seiffer
 

conflict
 

test.
 

The
 

experimental
 

principles,
 

operating
 

steps,
 

and
 

evaluation
 

indexes
 

of
 

these
 

tests
 

are
 

systematically
 

summarized
 

in
 

this
 

article
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

researchers
 

to
 

choose
 

appropriate
 

behavioral
 

method
  

in
 

anxiety
 

behavior
 

experiments.
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　 　 焦虑症是一种常见精神疾病,以急性焦虑反复

发作为特征,主要表现为发作性或持续性的恐惧、
担心和焦虑、紧张等情绪反应,并伴有自主神经功

能失调、肌肉紧张与运动不安等症状[1] 。 临床上焦

虑症主要分为广泛性焦虑障碍、惊恐障碍、社交焦

虑障碍、强迫障碍、特异性恐惧症等类型。 在精神

障碍中,焦虑症的终身患病率最高,影响到 30%的

人口的寿命[2-3] ,严重影响人们的生活质量和水

平[4] 。 焦虑症的诱发因素与心理、社会、生理等多

种因素有关,其发病机制复杂,目前尚未阐明,研究

表明可能涉及到神经生化、神经免疫、神经内分泌

等方面。 近年来,对焦虑症发病机制的研究和防治

药物的研发已成为国内外的研究热点。 基于动物

整体生理和心理状态综合反应的动物行为学实验

可以反映复杂神经系统对外界刺激后经过一系列

的生理、生化加工过程后产生的综合性整体效应,
已成为研究焦虑症等神经精神类疾病发病机制和

药物研发的基本实验手段[5] 。
焦虑行为的实验方法主要是基于啮齿类动物

的探索本性与外界环境的矛盾“冲突”从而引起的

焦虑情绪或动物在面临不可避免或即将发生的厌

恶性刺激时做出的情绪适应性反应,包括抑制性回

避、警觉性增高、神经内分泌改变等建立的。 常用

的大小鼠焦虑行为实验方法可以分为两大类,非条

件反射和条件反射。 非条件反射包括探究行为、社
会行为和防御行为,经典的实验方法包括旷场实

验、高架十字迷宫实验、明暗箱实验、孔板实验、新
奇环境摄食抑制实验和新奇物体探索实验等。 条

件反射包括饮水冲突、Geller-Seifter 冲突等。 本文

以 PubMed 和 CNKI 等中英文文献库为重点进行查

阅,分析整理相关文献,对常用的大鼠和小鼠焦虑

行为实验技术和方法进行概述,为基于动物行为学

的焦虑行为科学研究提供参考。

1　 非条件反射实验方法

1. 1　 高架十字迷宫实验

Pellow 等[6]将 1955 年建立的高架十字迷宫实

验(elevated
 

plus-mest)发展并应用于评价大鼠焦虑

状态,证明了高架十字迷宫实验可以有效的评价大

鼠焦虑样行为。 1987 年,Lister[7] 在此基础上对装

置进行了改进,用于评价小鼠焦虑样行为。 高架十

字迷宫实验是利用啮齿类动物对新异环境的探究

特性和对高悬敞开臂的恐惧形成的矛盾冲突状态

设计的[8] 。 当动物在中央区时,同时面对开臂(开

臂和外界相通)和闭臂(封闭的通道),由于对新奇

环境的先天的好奇,动物会更多的去探究开臂的环

境。 但是悬敞的高悬开臂又具有一定的威胁性,从
而诱发矛盾冲突,产生焦虑行为,在实验中,焦虑水

平高的动物会在闭臂(“无新奇、安全”)中的停留时

间更长。 抗焦虑药物则能使动物克服恐惧所导致

的探究抑制,表现为在开臂停留更多的时间,对开

臂的探究次数也增多。 高架十字迷宫具有简便快

速、敏感性高、重复性好等优点,是最经典的评价啮

齿类动物焦虑状态的实验方法。 此外,高架十字迷

宫实验也是国际上公认的状态性焦虑模型,广泛用

于抗焦虑药物的筛选,且对安定类抗焦虑剂尤其

敏感。
1. 1. 1　 实验方法

将大(小)鼠置于高架十字迷宫中央,动物头朝

(面向)开臂,立即开始实验,没有适应期,为了减少

干扰,观察者应距离迷宫中心至少 1
 

m。 实验时间

应为 5
 

min。 为了提高大小鼠入臂总次数,避免大小

鼠总是躲在闭臂中,通常在测试前先将大小鼠放在

开阔场地中适应 5
 

min 后再放入迷宫中进行实验。
研究发现低强度光线可以明显增加实验动物进入

开臂的时间和次数且不影响其自发活动[9] ,建议在

低强度光线下进行此实验。
1. 1. 2　 评价指标

目前在高架十字迷宫实验中最常使用的评价

指标为动物进入开臂次数比例以及开臂时间比例,
其他参考指标包括动物进入开臂时间和次数,进入

闭臂的时间和次数等,也作为焦虑行为评价的参考

指标。 以动物四肢全部入开 (闭) 臂作为进出开

(闭)臂的标准,具体指标包括[10-11] :
(1)开臂次数:实验时间内进入开臂的总次数。

如果一个药物增加动进入开臂的次数和,而不改变

入臂总次数,则认为该药有抗焦虑作用。 正常组动

物开臂次数大于 10 次。
(2)开臂次数百分比:实验时间内动物进入开

臂的次数 / 进入开臂和闭臂总次数之和×100%。 与

焦虑程度成反比。 正常组动物开臂次数百分比范

围为 10%
 

~
 

45%。
(3)开臂时间百分比:实验时间内,动物进入开

臂的时间 / 进入开臂和闭臂的总时间之和× 100%。
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正常组动物开臂时间百分比范围为 10%
 

~
 

40%。
(4)总次数:实验时间内进入开臂和闭臂的总

次数之和。
(5)闭臂次数:实验时间内进入闭臂的总次数。

总次数不变时,动物进入闭臂的次数越多,表明动

物焦虑程度越重。
(6)闭臂次数百分比:进入闭臂的总次数 / 开臂

和闭臂总次数之和。
1. 2　 明暗箱实验

明暗箱实验( light / dark
 

box
 

test) 是由 Crawley
等[12]于 1980 年所建立。 其原理是利用啮齿类的嗜

暗习性设计的,动物对新奇环境更有兴趣、更好奇,
会去探究,但又对明室中的亮光先天的厌恶,由此

形成矛盾冲突状态表现出焦虑行为,实验中体现为

动物的穿箱次数的减少。 抗焦虑药物可显著增加

鼠的穿箱次数以及在明室时间。 明暗箱实验操作

简单快速且不需要事先训练动物,广泛应用于啮齿

类动物焦虑行为的评价和抗焦虑药物研发。 此外,
明暗箱实验也是公认的状态性焦虑模型可以用来

筛选潜在的抗焦虑药物。 但由于明暗箱实验是基

于动物的一般性探索行为,需要对其运动功能进行

评价以排除由于自发活动影响实验的准确性。
1. 2. 1　 实验方法

实验开始时从明室或暗室放入动物,无适应

期,观察动物进出明暗室的行为。 测试时间有 5
 

~
 

30
 

min,一般为 10
 

min[13] 。
1. 2. 2　 评价指标

避暗实验中明室穿箱次数以及明室滞时间是

评价焦虑的经典指标,其他指标如明室和暗室内指

标均包括潜伏期、次数、路程、速度以及运动总时间

和运动总路程等指标,可作为焦虑行为评价的参考

指标[14-15] 。
(1)(暗室)时间:动物在明室(暗室)停留的时

间;动物在暗室中停留时间应大于总时间的 60%,
5

 

min 不进入暗室的动物可剔除。
(2)穿箱次数:动物进入暗室次数与进入明室

次数之和。 检测时间 5
 

min,正常组动物穿箱次数多

大于 5 次。 次数越少,表示焦虑程度越轻。
(3)潜伏期:动物第一次从明室(暗室)完全进

入暗室(明室)的时间。
(4)其余可作为焦虑行为评价的参考指标:如

明室(暗室)运动时间,明室(暗室)路程等。

1. 3　 新奇环境摄食抑制实验

新奇环境抑制摄食实验 ( novelty-suppressed
 

feeding
 

test)是由 Britton 等[16] 于 1981 年建立,最早

用于抗焦虑药物的评价,其原理是禁食后的动物在

处于一个新奇的环境中会产生摄食欲望和对环境

恐惧的矛盾冲突,给予抗焦虑药物可使动物的这种

矛盾冲突反应降低, 表现为首次摄食潜伏期缩

短[17] 。 1988 年,Bodnoff 等[18] 首次证实该实验可用

于检测抗抑郁药物是否具有抗焦虑作用。 由于焦

虑是抑郁症患者常见的症状,因此新奇抑制摄食实

验常用于评价抑郁动物模型出现的焦虑样行为。
1. 3. 1　 实验方法

实验总共需要 2
 

~
 

3
 

d:实验动物禁食(不禁

水)24
 

~
 

48
 

h 后进入检测期。 检测开始前在测试箱

中央提前放入事先准备好的大小相同的食丸(小

鼠:1
 

~
 

2 粒,大鼠 5
 

~
 

8 粒),然后将在所有动物面

朝箱壁放入测试箱的一角,开始检测,计算大鼠开

始摄食的的潜伏期。 检测时间:小鼠一般为 5
 

~
 

10
 

min,大鼠为 10
 

~
 

15
 

min[19-22] 。
1. 3. 2　 评价指标

摄食潜伏期:动物自放入测试箱到首次摄取食

物的时间(摄食的判定标准是动物开始咀嚼食物,
而不是仅仅嗅闻或摆弄食物摄食潜伏期)。 如在检

测期内动物仍未摄食,则摄食潜伏期记为检测总时

长。 检测时间为 5
 

min,多数正常组小鼠的摄食潜伏

期小于 4
 

min。 检测时间为 15
 

min,多数正常组大鼠

的摄食潜伏期小于 13
 

min。 摄食潜伏期越长,表示

焦虑程度越重。 摄食潜伏期在统计学上有显著性

差异(P
 

<
 

0. 05),则视为新奇环境摄食抑制实验评

价焦虑行为有改变。
1. 4　 旷场实验

旷场实验(open
 

field
 

test)是评价啮齿类实验动

物状态焦虑行为的经典方法,当动物被放入陌生的

开放场(陌生环境)后,由于对陌生环境的恐惧会主

要在周边区域活动,但对陌生环境的新奇感又会促

使其对中央区域进行探究, 从而产生冲突 “ 矛

盾” [23] 。 旷场实验最早由 Hall[24] 于 1934 年提出,
早期是通过记录动物在箱子里的排泄物数来反映

动物的焦虑情绪,现如今主要通过记录动物的运动

情况来评价动物焦虑行为。 旷场实验设备简单,操
作简便,被广泛用于神经精神药理学的基础研究,
是一种测试经典苯二氮卓类和 5-HT1A 激动剂类抗
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焦虑药的行为效应的模型和检测方式,而对三唑仑

苯二氮磷类及选择性五羟色胺重吸收抑制剂

无效[25] 。
1. 4. 1　 实验方法

实验开始前,调整旷场实验环境灯光,一般在

空场上方照明,或在透明地板下方照明,有时使用

红外灯。 有文献选用中央区的灯光强度为 100
 

~
 

150
 

LX,也有照明区域灯光强度为 8
 

~
 

13
 

LX。 实验

开始时,将大小鼠放入旷场测试箱的中央区即开始

检测。 检测无适应期,实验检测时间为 5
 

~
 

10
 

min,
也有文献报道 15

 

~
 

30
 

min[26] 。
1. 4. 2　 评价指标

(1)运动总时间:动物在实验记录时间内的运

动状态的时间累积。
(2)总路程:在检测时间内动物的的运动总

路程。
(3)中央区 / 周边区时间比值:动物在中央区 /

周边区停留总时间的比值。 为焦虑行为评价的主

要指标。 中心区宜划分测试箱总面积的 30%
 

~
 

50%。
(4)中央区 / 周边区运动路程比值:动物在中央

区 / 周边区运动的路程。
与空白组相比,不改变总的运动状态的情况

下,中央区时间显著减少,表明动物的焦虑状态。
其它指标如粪便颗粒数、理毛次数可作为焦虑行为

评价的参考指标。
1. 5　 孔板实验

1962 年, Boissier 等[27] 建 立 了 孔 板 实 验

(holeboard
 

test),用于评价动物对不熟悉环境的反

应,广泛用于评估动物情绪、焦虑和压力和药效研

究[28] 。 孔板实验是利用动物在孔板箱中产生新奇

和恐惧的矛盾冲突,诱导焦虑反应,探头次数和时

间减少。 动物反复探头反应其对新环境的新奇感

和逃避的渴望,抗焦虑药物可增加动物的探头次数

和时间。
1. 5. 1　 实验方法

检测时,将小鼠背对实验者置于孔板中央,孔
板实验检测时间多为 5

 

min[29] 。
1. 5. 2　 评价指标

(1)探头次数:动物在检测时间内动物探头的

总次数(动物两眼消失在洞中为 1 次探头)。
(2)探头时间:动物在检测时间内动物探头的

总时间。 不改变动物自主活动状态的情况下,探头

次数和时间减少,表明动物的焦虑状态。 其它指标

如探头潜伏期和自主活动数可作为焦虑行为评价

的参考指标。

2　 条件反射实验方法

2. 1　 饮水冲突实验

饮水冲突实验(water-drinking
 

conflict
 

test / Vogel
 

test)是根据禁水大鼠饮水动机与电击惩罚形成矛盾

冲突状态的经典的焦虑行为评价实验,可用于动物

焦虑状态的评价和抗焦虑药物的研发。 该方法由

Vogel 等[30] 首先建立,由 Lippa 等[31] 进行了改进。
同时,饮水冲突实验可作为基于饮水—电击冲突的

焦虑症动物模型,研究发现苯二氮卓类、戊巴比妥

类可以增加大鼠的点击次数,而吗啡、美匹莫林、氢
溴酸东莨菪碱则无此效应[32] 。
2. 1. 1　 实验方法

实验前将动物禁食 48
 

h、禁水 24
 

h。 分两阶段

进行[33-34] :
(1)非惩罚饮水训练:动物禁水 24

 

h 后,应单只

放入测试箱内,让其充分探究,直到发现瓶嘴并开

始舔水,测试时间应为 3
 

min,淘汰舔水少于 300 次

的大鼠。
(2)惩罚实验:将动物禁水 24

 

h 后置于测试箱

开始实验。 自动物第一次找到瓶嘴并开始舔水后

自动开始计数和计时,动物舔水次数到 20 次时立即

给予 1 次电击, 如此重复循环。 测试时间应为

3
 

min。
2. 1. 2　 评价指标

舔水次数:惩罚期内大鼠舔吸水管的次数。 焦

虑模型动物的舔水次数明显减少,抗焦虑药则可增

多动物的舔水次数。 检测期内,正常动物惩罚期舔

水次数为 200
 

~
 

400 次左右。
2. 2　 Geller-Seifter 冲突实验

1960 年,Geller 等[35] 根据 Estes 在 40 年代有关

惩罚的研究工作,设计了基于对动物对奖赏物质渴

望和惩罚刺激的害怕从而产生的矛盾冲突的焦虑

行为评价方法( Geller-Seifter
 

conflict
 

test),实验中,
通过在给予饥饿大鼠(提前禁食)食物奖赏的同时

给予一定的电击惩罚,抑制这种奖赏的获得,从而

使大鼠产生矛盾冲突状态,给与抗焦虑药物可相应

改变这种矛盾冲突状态。 后期不少学者纷纷对
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Geller-Seifter 程序进行改进后,形成了 Geller-Seifter
冲突实验,用于条件反射焦虑行为检测,同时也作

为基于饮食-点击冲突的焦虑症动物模型用于抗焦

虑工具药物的研究[36] 。 由于 Geller-Seifter 冲突实

验操作复杂,周期长,且对动物造成一定的伤害,目
前已较少使用。
2. 2. 1　 实验方法

经典 Geller-Seifter 程序由变动间期 ( variable
 

interval,VI) 和固定比率 ( fixed
 

ratio, FR) 两部分

组成[37-38] 。
(1)训练期:FR1:大鼠禁食 24

 

h 后进行压杆训

练,训练期为 3
 

d,以食丸(45
 

mg)作为奖赏(强化)
训练其学会压杆操作, 每次压杆都有一次强化

(FRI),每天训练 30
 

min,连续 3
 

d。 检测期间限制

饮食饮水,使之维持在正常饲养体重的 80%,通过

限制饮食饮水使动物产生饥渴感,以保持对奖赏物

质的驱动力,整个奖赏操作阶段要维持饮食饮水限

制。 VI-2 min:平均每 2
 

min 的间隔给予大鼠一次奖

励物质,每天训练 5 个周期,每次 15
 

min,每天训练

总时间为 75
 

min。
(2)检测期:非惩罚( VI)期:压杆率较稳定后,

则在间期内的每个 15
 

min 的周期内加入声刺激(3
 

min)。 在声刺激期间,食物强化由 VI-2 min 变为

FR1。 惩罚( FR)期:约 7 个训练期后,在声刺激间

期中加入电击刺激(0. 6
 

~
 

0. 85
 

mA),声音信号期

间:压杆,获得食物同时给予电击。
2. 2. 2　 评价指标

压杆率:动物在规定时间压杆的比率。 主要的

评价指标是非惩罚期和惩罚期的压杆率,前者用来

检测药物非特异性效应,如镇静或兴奋效应,后者

反映动物焦虑情绪的变化。 抗焦虑剂选择性增加

惩罚期反应,呈阳性结果,而非抗焦虑剂如抗精神

病药、兴奋剂等均呈阴性反应。

3　 总结与展望

大小鼠焦虑行为实验方法主要是基于啮齿类

动物的探索本性与外界环境的矛盾“冲突”从而引

起焦虑情绪或动物面临不可避免或即将发生的厌

恶性刺激时做出的情绪适应性反应建立的。 对于

研究焦虑的发生发展机制、抗焦虑药物研发具有广

泛的应用价值,在寻找有效的防护措施方面有着重

大意义,如极地、高原、深海和太空等不同于地球生

活的极限环境,导致的焦虑症状,重大新发突发传

染性疾病、地震和战争等诱导的创伤后应激综合

症,焦虑是其主要的表现。 由于动物的焦虑样行为

是并不是单一的的情绪表现,而是一种复合的情

绪,建议研究者们在研究中至少采取上述实验方法

中的 2
 

~
 

3 种去评价动物的焦虑行为。 目前,在焦

虑的科学研究中,最为常用的行为学实验方法为高

架十字迷宫实验、旷场实验、明暗箱实验、新奇环境

摄食抑制实验等非条件反射实验方法,非条件反射

实验方法操作简单,无训练期,无适应期或熟悉期,
不用施加惩罚或奖赏刺激,几乎对动物不产生正向

或者反向应激,但值得注意的是,该类方法的准确

性与动物运动机能状态密切相关,凡能影响动物运

动机能的药物和动物本身状态均可能影响该实验

的正常结果。 此外,焦虑行为学实验受检测装置

(尺寸、形状、颜色等)和环境(灯光与位置,声音与

气味,观察者等)不同因素的影响,进行实验时,应
尽量保证安静、稳定的实验环境,减少干扰因素。
条件反射实验方法如饮水冲突、Geller-Seifter 冲突

等焦虑行为学实验方法往往结合惩罚性刺激(电

击)的策略,动物在饮水或者获得奖赏和避免电击

之间的矛盾心理冲突引起焦虑,此类方法对动物会

造成伤害性刺激,目前已较少使用。 目前焦虑行为

学实验的主要评价指标大多数是评价动物水平运

动情况,例如在某个水平区域的活动的路程、时间

和速度等或进入某个水平区域的次数,然而对于垂

直运动的相关参数和情绪性维度的指标像理毛次

数,排便次数提取较少,且这些指标的提取主要依

靠人工观察计数。 随着云计算、大数据、人工智能、
数字分析引擎等各种新技术向动物行为实验领域

的交叉渗透融合,给提取动物的三维运动情况,情
绪性指标提供了技术基础,为多维度精细活动信息

全方位采集提供了可能。 可以预测将各种的技术

融合于动物行为实验研究中,提取更精细敏感的行

为学指标,构建更系统的行为学评价方法,是动物

行为实验方法的发展方向。
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