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大鼠奖励性条件反射实验中的影响因素
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　 　 【摘要】 　 目的　 研究不同颜色光刺激、刺激时长及昼 ／夜训练三种因素对大鼠奖励性条件反射实验的影响，为
奖励性条件反射实验方法学提供数据依据。 方法　 分为三批实验：实验一，选择 ８ 周龄 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠分为 ３ 组，红光刺

激组、黄光刺激组、蓝光刺激组；实验二，选择 ８ 周龄 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠分为 ３ 组，灯亮持续 １０ ｓ 组、灯亮持续 ３０ ｓ 组、灯亮持

续 ６０ ｓ 组；实验三，选择 ８ 周龄 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠分为白天组（白天 ９：００ 训练）和夜晚组（晚上 ２１：００ 训练）。 所有实验动物

均进行奖励性条件反射训练，统计正确鼻触次数、错误鼻触次数、鼻触正确率等指标。 结果　 实验一：三组大鼠的正

确鼻触次数、错误鼻触次数、运动路程、平均速度差异均无显著性。 实验二：与灯亮 １０ ｓ 组相比，灯亮 ３０ ｓ 组和灯亮 ６０
ｓ 组的正确鼻触次数显著升高（Ｐ ＜ ０ ０５）；与灯亮 １０ ｓ 组比，灯亮 ３０ ｓ 组在训练的第 １３ 天和第 １４ 天时的鼻触正确率

显著增高（Ｐ ＜ ０ ００１）。 实验三：两组大鼠的正确鼻触次数和鼻触正确率差异均无显著性。 结论　 在奖励性条件反

射中，红、黄、蓝光刺激所起到的奖励预测作用相似。 同样的灯光刺激时，刺激时间的长短对其学习成绩有影响，适当

延长灯光刺激时间有利于大鼠条件反射的形成。 昼 ／夜训练对大鼠奖励性条件反射的获得无影响。
【关键词】 　 光刺激；光刺激时长；昼 ／夜训练；奖励性条件反射
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　 　 １９ 世纪末到 ２０ 世纪初，伊万·巴甫洛夫和桑代

克分别提出了经典条件反射理论和动物学习定律，
到 ２０ 世纪 ３０ 年代后期 Ｂ． Ｆ． 斯金纳在前人的基础

上提出了操作性条件反射理论，并研制出斯金纳

箱，成为操作式条件反射理论的奠基者。 随着神经

科学研究的深入，国内外众多研究者将经典条件反

射理论广泛应用于研究认知行为。 本实验室在此

基础上研制了国内首台奖励性操作式条件反射检

测分析处理系统，通过条件性刺激（ｓｔｉｍｕｌｕｓ，Ｓ）、踏
板操作（ｒｅｓｐｏｎｓｅ，Ｒ）、物质奖励（ｏｕｔｃｏｍｅ，Ｏ）建立了

一种关联性的认知检测模式，先在条件刺激下训练

动物获得奖赏，建立条件反射（Ｓ⁃Ｏ）联系，再利用踏

板和条件刺激的关联获得奖赏，建立操作条件反射

（Ｓ⁃Ｒ⁃Ｏ）联系。 与传统的认知行为评价方法（如：跳
台、穿梭、避暗等）单一的学习记忆能力检测相比，
该检测系统可用于多方面考察动物的联合性学习

记忆能力，包括进行复杂任务时的兴趣、动机、反应

力、执行力、信号辨识力、决策力和记忆力等相关认

知能力表现。 目前，奖励性操作式条件反射检测分

析处理系统正在成为一种在评价动物认知功能领

域中新起的无伤害刺激且准确可靠的行为学实验

方法。
奖励性条件反射理论在国际上运用广泛，但至

今对其所涉及到的一些实验因素无明确比较和研

究，因此本研究通过探讨不同颜色光刺激、不同刺

激时长和昼 ／夜训练三种实验因素对大鼠奖赏性条

件反射实验的影响，为规范奖励性条件反射实验方

法学提供依据。

１　 材料和方法

１ １　 实验动物

实验一：ＳＰＦ 级雄性Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ３０ 只，８ 周龄，体
重（２９０ ±１０） ｇ。 实验二：ＳＰＦ 级雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ３２
只，８ 周龄，体重（２９０ ± １０） ｇ。 实验三：ＳＰＦ 级雄性

Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 １６ 只，８ 周龄，体重（２９０ ± １０） ｇ。 均购自

北京维通利华实验动物科技有限公司［ＳＣＸＫ （京）
２０１６ －００１１］。 实验室安静，温度恒温保持在 ２２℃ ～
２５℃，湿度条件为（５５ ±１０）％，１２ ｈ 照明 ／ １２ ｈ 黑暗环

境（８：３０ ～２０：３０ 亮灯）［ＳＹＸＫ （京） ２０１３ －００２３］，饲
养期间给予标准饲料及洁净自来水。 所有动物实验

遵守国际实验动物伦理学要求，实验过程中按实验动

物使用的 ３Ｒ 原则给予人道主义关怀。
１ ２　 主要仪器

奖励性操作式条件反射检测分析处理系统，由
中国医学科学院药用植物研究所与中国航天员科

研训练中心联合研制。 测试系统包括 ４ 个测试箱，
每个测试箱的内侧壁安装有两套蔗糖水奖赏装置、
踏板装置以及三色信号灯，左右对称。 奖赏装置下

方安装宽度为 ４ ｃｍ 的踏板装置，踏板上方各有一个

三色信号灯（红、黄、蓝）。 内箱的顶部安装有摄像

装置和环境光源，可以实时监控动物在测试箱内暗

环境下的行为活动。
１ ３　 实验方法

１ ３ １　 不同颜色光刺激对大鼠奖励性条件反射实
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验的影响

（１）饮食限制与双瓶喂养：３０ 只大鼠随机分为

３ 组，适应环境 ３ 天后，开始饮食限制。 采用双瓶喂

养的方法，给予动物两瓶饮水，每只大鼠每天给予

３０ ｍＬ 的 ８％蔗糖水或纯净水。 两瓶饮水每天位置

对换，以免动物偏爱其中某一方位。 饮水控制的同

时，每只大鼠每天给予鼠粮 １４ ～ １７ ｇ，连续饮食限制

１０ ｄ，目的是使限食后的动物体重减轻到正常进食

动物体重的 ８０％～ ８５％ ［１］，此时动物对食物的渴求

动机最大，同时不影响动物正常的生理需求。

图 １　 奖励性条件反射实验操作流程

Ｆｉｇ． １　 Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｗａｒｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｒｅｆｌｅｘ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

（２）经典的奖励性条件反射：三组动物第 ９ 天

开始，按照图 １ 操作流程进行为期 １ ｄ 的适应训练，
即动物自由适应模式，奖赏装置每（６０ ± １０） ｓ 自动

给予一滴 ０ ２ ｍＬ ２０％蔗糖水，实验时间 ３０ ｍｉｎ。 第

１０ 天动物开始进行为期 ７ ｄ 的奖励性条件反射的训

练阶段。 在奖励性条件反射训练期中，踏板缩回，
红色光刺激信号组给予红灯刺激，黄色光刺激信号

组给予黄灯刺激，蓝色光刺激信号组给予蓝灯刺

激，周期性亮灯，每次亮灯 １０ ｓ，此时动物探索饮水

盒时自动促发红外感应装置，发出信号至计算机，
并反馈到奖赏装置自动给予一滴奖赏物质 （０ ２
ｍＬ），我们将此定义为正确鼻触反应，鼻触次数被记

为正确鼻触次数（ｃｏｒｒｅｃｔ ｎｏｓｅ ｐｏｋｅｓ，ＣＮＰｓ）；１０ ｓ 之

后信号灯熄灭，实验进入间隔期（３０ ± ５） ｓ，若此时

动物进行探索饮水盒，将没有奖赏物质的获得，同
样系统也会记录其鼻触反应，我们将其定义为错误

鼻触反应，鼻触次数被记为错误鼻触次数（ ｉｎｃｏｒｒｅｃｔ
ｎｏｓｅ ｐｏｋｅｓ，ＩＮＰｓ）。 每天训练 ２０ ｍｉｎ，连续训练 ７ ｄ。

记录正确鼻触次数、错误鼻触次数等，动物的学习

能力及奖励性条件反射获得能力通过比较正确鼻

触次数和鼻触正确率［ＣＮＰｓ ／ （ＣＮＰｓ ＋ ＩＮＰｓ）］表现

出来。
１ ３ ２　 不同刺激时长对大鼠奖励性条件反射实验

的影响

（１）饮食限制与双瓶喂养：实验方法同 １ ３ １
中（１）所述。

（２）经典的奖励性条件反射：实验方法同 １ ３ １
中（２）所述，但在奖励性条件反射训练模式中，实验

参数为：Ⅰ组：灯亮持续时间 １０ ｓ，实验时长 ２０ ｍｉｎ；
Ⅱ组：灯亮持续时间 ３０ ｓ，实验时长 ２２ ５ ｍｉｎ；Ⅲ组：
灯亮持续时间 ６０ ｓ，实验时长 ３０ ｍｉｎ。 三组均将蓝

灯作为刺激信号，周期次亮灯，亮灯次数均为 １５ 次，
其他参数相同。 记录正确鼻触次数、鼻触正确率等

指标。
１ ３ ３　 昼 ／夜训练对大鼠奖励性条件反射实验的

影响

（１）饮食限制与双瓶喂养：实验方法同 １ ３ １
中（１）所述。

（２）经典的奖励性条件反射：实验方法同 １ ３ １
中（２）所述，每组连续训练 ７ ｄ，每天一次，每次实验

时长 ２０ ｍｉｎ，记录正确鼻触次数、鼻触正确率等

指标。
１ ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １７ ０ 统计软件进行统计学分析。 实

验结果以平均值 ±标准误差（ ｘ ± ｓｘ ）的形式表示，
各组间数据用单因素方差分析判断其统计学意义，
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以 Ｐ ＜ ０ ０５ 表示差异有显著性。

注：红光刺激与蓝光刺激比较，∗Ｐ ＜ ０ ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０ ００１；黄光刺激与蓝光刺激比较，＃Ｐ ＜ ０ ０５，＃＃Ｐ
＜ ０ ０１。

图 ２　 三种光刺激对 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠奖励性条件反射实验的影响（ ｘ ± ｓ ｘ ，ｎ ＝ １０）
Ｎｏｔｅ． Ｒｉｇｈｔ ｌｉｇｈｔ ｓｔｉｍｕｌｕｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔ ｓｔｉｍｕｌｕｓ，∗ Ｐ ＜ ０ ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０ ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０ ００１． Ｙｅｌｌｏｗ ｌｉｇｈｔ

ｓｔｉｍｕｌｕｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌｕｅ ｌｉｇｈｔ ｓｔｉｍｕｌｕｓ，＃Ｐ ＜ ０ ０５，＃＃Ｐ ＜ ０ ０１．

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｗａｒｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｒｅｆｌｅｘ ｏｆ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ

２　 结果

２ １　 三种颜色光刺激对大鼠奖励性条件反射实验

的影响

如图 ２ 可以看出，随着训练天数的增加，三个组

别的大鼠的正确鼻触次数、鼻触正确率均逐渐上

升，到第 ５ 天基本达到稳定值。 鼻触潜伏期代表动

物首次进行鼻触反应的时间，反映出动物对 Ｓ⁃Ｏ 关

联的记忆程度，图中看出三个组别的鼻触潜伏期随

着训练的延长均呈现大幅度下降趋势。 在训练第 １
天、第 ２ 天三组大鼠的正确鼻触次数和错误鼻触次

数即差异有显著性，可能是由于大鼠对新环境的熟

悉程度不一致导致的，由于学习是一个循序渐进的

过程，所以不能说明其学习能力有差异。 对奖赏训

练中的运动路程与平均速度比较发现（图 ３），动物

在三种不同颜色光刺激下的运动路程与平均速度

相似，差异无显著性。
２ ２　 不同光刺激时长对奖赏条件反射记忆获得的

影响

如图 ４ 显示，与刺激持续时间 １０ ｓ 比较，３０ ｓ 和
６０ ｓ 组大鼠的正确鼻触次数显著升高。 同样鼻触正

确率也在缓慢提高。 奖赏训练前 ３ ｄ，１０ ｓ 组大鼠的

潜伏期最长，说明大鼠对奖赏的记忆能力最差。
２ ３　 昼 ／夜训练对大鼠奖励性条件反射实验的影响

如图 ５ 所示，白天训练组与夜晚训练组二者间

的正确鼻触次数、鼻触潜伏期和鼻触正确率差异均

无显著性。

３　 讨论

经典条件反射理论长久以来被应用于认知行

为学研究，包括奖励性条件反射和惩罚性条件反

射。 目前常用的评价认知行为的实验方法中穿梭、
避暗、跳台、Ｙ 迷宫等均是建立在条件反射理论的基

础上，但这些给予厌恶条件和惩罚刺激的行为学实

验会对动物的心理和生理产生一定影响，而奖励性

条件反射理论的应用减小了对动物本身的伤害，更
加符合国际上对实验动物的 ３Ｒ 原则［２］，保证实验
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图 ３　 三种颜色光刺激对 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠运动路程和平均速度的影响（ ｘ ± ｓ ｘ ，ｎ ＝ １０）
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｓｐｅｅｄ ｏｆ

Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｗａｒｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｒｅｆｌｅｘ ｔｅｓｔ

注：与 １０ ｓ 组比较，∗Ｐ ＜ ０ ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０ ００１；与

３０ ｓ 组比较，＃Ｐ ＜ ０ ０５，＃＃Ｐ ＜ ０ ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０ ００１。

图 ４　 光刺激时长对大鼠奖赏条件

反射实验的影响（ ｘ ± ｓ ｘ ，ｎ ＝ ８）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ １０ ｓ ｇｒｏｕｐ，∗ Ｐ ＜ ０ ０５，∗∗ Ｐ ＜

０ ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０ ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ３０ ｓ ｇｒｏｕｐ，＃ Ｐ ＜

０ ０５，＃＃Ｐ ＜ ０ ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０ ００１．

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｉｍｅ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｓｔｉｍｕｌｕｓ ｏｎ
ｒｅｗａｒｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｒｅｆｌｅｘ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ

结果的科学性和准确性。 课题组研究团队研发的

奖励性操作条件反射实时测试系统是一种精细敏

感的的认知功能评测系统，利用计算机对信号资源

进行综合分析、优化重组，建立了针对不同认知功

能与操作方式的实验模式，以及针对不同操作任务

与学习记忆评价的敏感行为评价指标体系［３］，是国

内首台应用于大鼠的奖励性操作条件反射检测系

统。 国外有大量文献报道奖励性操作条件反射实

验方法，研究对象主要为昆虫［４ － ５］、斑马鱼［６］、软体

动物［７］，检测指标主要为探头潜伏期［８］，而此奖励

性操作条件反射检测系统不仅能记录动物轨迹，还
能自动统计动物的鼻触次数、鼻触潜伏期、正确鼻

触次数、运动路程与速度等，该系统还能进行信号

识别辨识，位置信号识别等实验，可多方面评价动

物的学习、记忆、判断与执行能力。
本课题组前期研究了动物品系对奖赏条件反

射和操作式条件反射的行为学差异，发现雄性 ＳＤ
大鼠对奖赏条件反射经典条件反射阶段对饮水盒

的探索能力强，表现出对奖赏物质较强的兴趣；而
在奖赏操作条件反射阶段雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠的表现

优于雄性 ＳＤ 大鼠［９］。 故本研究选择雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大
鼠作为实验对象，综合探讨不同实验因素对大鼠奖

励性条件反射获得的影响，为奖励性操作条件反射

实验做铺垫。
奖励性条件反射在巴浦洛夫［１０］ 经典条件反射

基础上，条件刺激可为光刺激或声音刺激［１１］，奖赏

物质可为固体食物或糖水，建立动物自主获得奖赏

物的条件反射。 在奖励性条件反射中，动物将条件

刺激与奖赏物结合在一起，产生正性作用，起到预

测奖励的作用［１２］。 为研究不同光刺激对大鼠条件

反射建立的影响，本实验选取三种光作为条件刺

激，红色、蓝色和黄色，同时也考察大鼠的视觉识别

能力。 啮齿类动物的视觉辨别能力是由其体内的
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图 ５　 昼 ／夜训练对大鼠奖励性条件

反射实验的影响（ ｘ ± ｓ ｘ ，ｎ ＝ ８）
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄａｙ ／ ｎｉｇｈｔ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｏｎ
ｒｅｗａｒｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｒｅｆｌｅｘ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｓ

ＳＷＳ１（ ｓｈｏｒｔ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｙｐｅ １）和 ＬＷＳ（ ｌｏｎｇ
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｙｐｅ）基因家族控制［１３］，且大、小
鼠的 ＳＷＳ１ 色素只能接收紫外光（４００ ｎｍ），ＬＷＳ 色

素可接收光波长为 ５１０ ～ ５４０ ｎｍ 的光［１４］。 而红光

波长为 ６２０ ～ ７５０ ｎｍ，蓝光波长为 ４６０ ～ ４８０ ｎｍ［１５］，
黄光波长为 ５７０ ～ ５９０ ｎｍ，因此，大鼠对蓝光较其他

两光源更敏感［１６］。 但从本实验结果可得出，三组动

物的鼻触次数、正确鼻触率、鼻触潜伏期、运动路程

及速度差异均无显著性。 说明三组运功能力相当，
不存在由于运动功能缺陷导致的条件反射记忆获

得的差异，所以红、黄、蓝三种光刺激对大鼠奖励性

条件反射的获得无影响。
大量研究表明，训练次数的增加对条件反射的

建立 有 促 进 作 用， 可 形 成 长 期 的 条 件 反 射 记

忆［５， １７］。 要建立稳定的条件反射，条件刺激信号须

反复出现，且经不断训练，动物才能逐渐习得信号

与奖励间的关联。 条件刺激在条件反射习得过程

中充当了一种强有效的条件强化物，能加固非条件

刺激与奖赏物之间的联系［１８］。 故本研究考察条件

刺激持续时间的长短对条件反射获得的影响，发现

当训练天数及其他参数一致时，前 ３ ｄ 条件刺激时

间为 １０ ｓ 时，动物对奖励条件的记忆力最差，而当

条件刺激作用 ３０ ｓ 或 ６０ ｓ 时，动物表现出对奖励物

有很强的兴趣，且鼻触正确率显著提高。 本实验室

前期研究者石哲［１９］ 选择给予蓝光条件刺激持续

１０ ｓ［２０］，每天训练一次，共训练 １０ ｄ，动物对奖励物

也表现出强烈的探索兴趣，条件反射形成。 结合本

次实验结果，可以说明适当延长条件强化物的持续

时间有利于在短时间内建立良好的条件反射，提高

动物记忆效率。
几个世纪以来关于植物［２１］ 和动物［２２］ 的昼夜节

律的研究众多，机体的一切生理活动均受昼夜节律

的控制，如睡眠、激素分泌和行为等［２３］，昼夜节律对

认知功能的影响也有大量报道［２４ － ２７］。 几项研究表

明，生物钟对学习和记忆的影响可能是不相同的。
在某些情况下，形成记忆的能力可能与昼夜节律相

独立，但时间戳作为联系回忆与表现的线索，在仓

鼠［２８］和大鼠［２９］学习后间隔 ２４ ｈ 内会更好。 在其他

情况下，回忆可能很大程度上与检测阶段无关，但
记忆的获取或整合可能取决于训练的昼夜节律，如
软体 动 物［３０ － ３１］、 昆 虫［２７，３２ － ３３］、 鱼［３４］ 和 小 鼠［３５］。
Ｃａｉｎ 等人［３６］ 研究了 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠与 Ｌｏｎｇ Ｅｖａｎｓ 大鼠

两种大鼠的条件位置偏好的时间节律，发现大鼠品

系对学习记忆任务的表现有很大影响，一天中某个

特定时间点的学习任务作为一个变量对 Ｗｉｓｔａｒ 大

鼠的影响更大。 目前，大多数行为学实验是在白天

进行，而啮齿类动物属夜行性动物，在研究昼 ／夜训

练对奖励性条件反射实验的影响时，结果显示白天

训练组与夜晚训练组大鼠的正确鼻触次数和鼻触

正确率没有明显差异，说明昼 ／夜训练不影响大鼠

奖励性条件反射的习得。 但对大鼠奖励性操作条

件反射是否受昼夜节律影响，还需深入研究。
此次研究首次探讨了三种因素对大鼠奖励性

条件反射实验的影响，结果说明了三种不同颜色的

光刺激对大鼠条件反射的习得无影响，但光刺激时

间长短对其学习成绩有影响，适当增长光刺激时间

有利于条件反射的形成。 同时，实验结果也表明

昼 ／夜训练对大鼠训练成绩无影响，可在白天进行

与奖励性条件反射相关的训练。
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