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　 　 【摘要】 　 目的　 利用正交试验,优化建立大鼠条件恐惧记忆模型的最佳实验参数,寻找最佳试验条件。 方法

利用巴普洛夫条件恐惧原理,建立大鼠条件恐惧记忆模型;采用 3 因素 3 水平的正交试验设计,以模型建立 24 h 后

大鼠木僵反应时间为指标,观察不同参数条件下恐惧记忆的表达情况,确定最佳试验条件。 以优选的实验条件建

立条件恐惧记忆模型,并于 24 h、1 周、2 周、4 周和 8 周后进行恐惧记忆保持检测。 结果　 直观分析结果表明,各因

素影响能力依次为声音强度 =循环次数>电击强度;方差分析结果表明,循环次数对实验结果有显著影响(P<
0. 05),声音强度和电击强度影响不显著(P> 0. 05)。 确定最优实验条件为:声音 75 dB,电击 0. 8 mA,循环 15 次。
在模型建立 24 h 和 1 周时,大鼠恐惧记忆保持良好,与对照组比较差异有显著性(P< 0. 001 和 P< 0. 05);第 2 周后

恐惧记忆逐渐消退,与对照组比较差异无显著性(P> 0. 05)。 结论　 本实验明确了大鼠条件恐惧记忆模型影响因

素的主次,优化了实验条件,为模型的标准化、规范化及后续研究提供了可借鉴的实验的依据。
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【Abstract】 　 Objective 　 An orthogonal design was used to optimize the experimental parameters for the
establishment of a rat model of conditioned fear memory and to identify the optimal experimental conditions. Methods　 The
model of conditioned fear memory in rats was established based on pavlovian conditioned fear theory. Three factors, namely
sound intensity, cycle times and electric shock intensity, were adopted, and each factor was set at 3 levels. Orthogonal test
was carried out, and the freezing time ratio of rat was taken as the index to observe the changes in different parameters of
expression of fear memory and determine the best experimental conditions. The conditioned fear memory model was
established again under the optimal conditions of the previous experiment, and the fear memory retention test was conducted
24 h, 1 week, 2 weeks, 4 weeks and 8 weeks later. The rats without fear training were used as the control group. Results
The intuitive analysis results showed that the effects of various factors on the duration of fear memory of rats was sound
intensity = cycle times > electric shock intensity in turn. The ANOVA test showed that the cycle times had a significant
impact on freezing time ratio (P< 0. 05), but the sound intensity and electric shock intensity had no significant impact (P
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> 0. 05). The optimal experimental conditions were as follows: 75 dB sound, 0. 8 mA electric shock, and 15 cycles. Fear
memory was maintained at 24 h and 1 week after the establishment of the model, which was significantly different from that
of the control group (P< 0. 001 and P < 0. 05). Fear memory had faded 2 weeks later, at which point there was no
significant difference in freezing time ratio between the model and control groups ( P > 0. 05). Conclusions 　 This
experiment clarifies the primary and secondary factors that influence the establishment of a rat model of conditioned fear
memory The optimal experimental method for model establishment are identified. This study lays a foundation for the
standardization and normalization of fear memory model.

【Keywords】　 conditioned fear memory; animal model; orthogonal experiment; rats
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　 　 随着经济的发展和社会的进步,情绪障碍性疾

病(如焦虑、失眠、创伤后应激障碍等)的发病率呈

现日益增高的趋势。 负性情绪(尤其是恐惧)记忆

消除障碍是本类疾病发生发展的关键[1],探讨如何

有效消退由创伤经历引起的恐惧记忆、消除和降低

病人的恐惧反应,具有重要的意义[2]。 恐惧记忆动

物模型的建立是本类疾病发病机制研究和药物研

发的关键。 基于巴甫洛夫条件反射原理的条件恐

惧(fear conditioning)模型是目前公认的和应用最为

广泛的恐惧记忆动物模型[3]。 该模型将条件刺激

(中性刺激,CS,如:声音)与非条件刺激(恐惧刺激,
US,如:电击)进行多次匹配联结(CS-US)训练后,
即使单独呈现 CS 也可引发动物的恐惧反应[4]。
CS-US 连结训练是形成动物恐惧反应和建立恐惧记

忆的关键。 然而目前缺乏统一可循的标准和参考,
不同的研究者往往采用不同的参数条件,导致模型

的重复性和可借鉴性差,进而影响实验结果的可靠

性。 本研究利用正交实验设计,优选建立条件恐惧

记忆模型的最佳实验参数;并对所建立的模型进行

恐惧记忆保持的短期(24 h)和长期(1 周、2 周、4 周

和 8 周)水平检测,以考察优选条件下建立的模型

的可靠性和稳定性,为相关研究提供可借鉴的实验

的依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物及分组

6~8 周龄清洁级 SD 大鼠,雄性,体重 160 ~ 200
g,购自上海斯莱克实验动物有限责任公司【 SCXK
(沪)2012-2002】,饲养在苏州大学实验动物中心的

SPF 级实验室【SYXK(苏) 2016-0049】。 明暗周期

为 12 h / 12 h(光照时间 7:00 ~ 19:00)、室温 22 ~
26℃条件,自由摄食和饮水。 适应 7 d,期间每天由

实验者抚摸大鼠 3 min,并放入条件恐惧箱适应 5

min,取出后用 75%酒精擦拭箱体以去除遗留气味。
所有操作均符合实验动物伦理学要求(伦理审批

号:SWAE201902)。
分组:(1)正交试验:大鼠随机分为 9 组,每组 7

~8 只,按照正交试验表 L9(34)安排实验,三个因素

分别为声音强度(因素 A)、电击强度(因素 B)和

CS-US 配对循环次数(因素 C),每个因素各取三个

水平,因素水平见表 1,9 个实验组具体参数安排见

表 2。 (2)恐惧记忆保持测试:大鼠随机分为模型组

和对照组,每组 9 只,模型组以实验(1)所确定的试

验参数进行训练,对照组不进行条件恐惧训练,其
他条件同实验组。
1. 1. 2　 仪器设备

Panlab 条件恐惧与惊跳结合系统( Startle and
Fear Combined System,美国 Harvard 公司)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 大鼠正常行为模式检测

实验大鼠在条件恐惧箱内适应 3 min 后,记录

20 min 内的活动情况,计算木僵反应时间占总测试

时间的百分比( freezing time ratio)。 连续记录 3 d,
取 3 d 的平均值进行统计分析。
1. 2. 2　 大鼠对声音(CS)的基础反应

实验大鼠在条件恐惧箱内适应 3 min 后,不同

组别大鼠按照正交试验设计表(见表 2)分别给予相

应强度的 CS,每次持续 10 s,共 10 次,间隔 90 ~
150 s(平均 120 s,随机出现)。 记录大鼠在 CS 持续

时间内的 freezing time ratio。
1. 2. 3　 条件恐惧记忆模型的建立

实验大鼠在条件恐惧箱适应 3 min 后,按照正

交试验设计表(见表 2),进行 CS-US 配对训练(CS
持续 10 s,结束之前 0. 5 s 给予电击(US),声音电击

同时结束),此为一个循环( trial);此后每间隔 90 ~
150 s(平均 120 s,随机出现)1 个 trial。 统计大鼠在

10 个 trial 中的 freezing time ratio。
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表 1　 实验因素与水平

Table 1　 Experimental factors and levels

水平

Levels

因素 Factors
A 声音强度

Sound intensity(dB)
B 电击强度

Electric shock intensity(mA)
C 循环次数

Cycle times
1
2
3

70(A1)
75(A2)
80(A3)

0. 5(B1)
0. 8(B2)
1. 0(B3)

5(C1)
10(C2)
15(C3)

1. 2. 4　 恐惧记忆表达检测

条件恐惧记忆建立 24 h 后,再次将大鼠放入条

件恐惧箱,3 min 后给予训练时的 CS(不给予 US),
共 10 次,每次持续 10 s,间隔时间为 120 s。 统计大

鼠在 CS 持续时间内的 freezing time ratio。 对实验结

果进行直观分析和方差分析,明确影响恐惧记忆形

成的因素主次,确定最优试验条件。
1. 2. 5　 恐惧记忆保持检测

利用上述实验确定的最优试验条件,建立大鼠

恐惧记忆模型,并对大鼠进行短时(24 h)和长时(1
周、2 周、4 周和 8 周)恐惧记忆的保持检测。 方法

同 1. 2. 4。
1. 3　 统计学方法

实验结果采用均数±标准差( x ± s )表示。 正

交试验数据使用 Minitab17 进行方差分析;其他行为

学数据计算及统计图由 GraphPad Prism 5. 0 软件

生成。

2　 结果

2. 1　 大鼠正常活动模式

各组大鼠在条件恐惧建立前正常 活 动 的

freezing time ratio 见图 1,单因素方差分析结果表

明,各 组 之 间 差 异 无 显 著 性 ( P = 0. 9996, F =
0. 07885)。

图 1　 各组大鼠正常活动时木僵反应时间百分比

Figure 1　 Freezing time ratio of the rats in each group
during normal activities

2. 2　 大鼠对 CS 的基础反应

各组大鼠在 CS 持续时间内 freezing time ratio
见图 2,单因素方差分析结果表明,各组之间差异无

显著性(P= 0. 9998,F= 0. 06774)。

图 2　 各组大鼠对 CS 的基础反应

Figure 2　 Basic response of the rats to CS in each group

2. 3　 恐惧记忆的表达

条件恐惧记忆建立后 24 h 各组大鼠 freezing
time ratio 见表 2。 比较各因素的极差 R,发现各因

素影响能力排序为 A = C > B。 其中 5 号实验

(A2B2C3)结果最好,木僵时间达到 82%,故建立大

鼠条件恐惧模型最佳条件为 A2B2C3,即声音 75 dB,
电击强度 0. 8 mA,循环 15 次;方差分析结果(表 3)
表明,因素 C 对实验结果有显著影响(P< 0. 05),因
素 A,B 对实验结果影响不显著(P> 0. 05)。 因此 C
为主要因素,A、B 为次要因素。 按照方差分析观

点,只需对有显著影响的因素选择最佳水平,而其

他对试验结果影响较小的因素,可按实际需要选择

适当的水平。 因此实验中最优条件是 A2B2C3,与直

观分析结果一致。
2. 4　 恐惧记忆的保持

利用优化后的实验参数建立条件恐惧记忆模

型,在建模后的第 24 h 和 1 周时,模型组大鼠

freezing time ratio 与对照组比较差异具有显著性(P
< 0. 001 和 P< 0. 05)。 第 2 周后,恐惧记忆逐渐消

退,与对照组比较差异无显著性(P> 0. 05)。 实验

结果见图 3。
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表 2　 正交试验设计及直观分析结果

Table 2　 Design of the orthogonal test and results of intuitive analysis

试验号

Test No.

动物数(n)
Number of
animals

声音强度(A)
Sound intensity

电击强度(B)
Electric shock intensity

循环次数(C)
Cycle times

木僵时间(%)
Freezing time ratio

1
2
3
4
5
6
7
8
9

8
7
7
8
8
8
8
8
8

70
70
70
75
75
75
80
80
80

0. 5
0. 8
1. 0
0. 5
0. 8
1. 0
0. 5
0. 8
1. 0

5
10
15
10
15
5
15
5
10

63
75
77
77
82
75
69
59
75

K1 215 209 197
K2 234 216 227
K3 203 227 228
K1 72 70 66
K2 78 72 76
K3 68 76 76
R 10 6 10

因素主次 A=C>B

表 3　 方差分析结果

Table 3　 Results of variance analysis
方差来源
Variance

偏差平方和
SS

自由度
df F P

声音(A)
电击(B)

循环次数(C)

0. 0162889
0. 0054889
0. 0206889

2
2
2

17. 05
5. 74
21. 65

> 0. 05
> 0. 05
< 0. 05

注:恐惧记忆建立后不同时间点检测,与对照组比较,
∗P< 0. 05,∗∗∗P< 0. 001。

图 3　 恐惧记忆保持测试结果

Note. Compared with the control group at different times after

fear memories built up, ∗P< 0. 05, ∗∗∗P< 0. 001.

Figure 3　 Results of the fear memory retention test

3　 讨论

建立具有较好的稳定性和可重复性的动物模

型是研究疾病发病机制和治疗药物的前提和基础。
基于巴普洛夫条件反射原理的条件恐惧记忆动物

模型,广泛用于恐惧症、PTSD 等恐惧相关性疾病的

研究[5]。 然而模型建立的成功与否受到诸多因素

的影响,如电击(US)的强度、声音刺激(CS)强度及

CS-US 配对训练次数等。 成功的模型以既能引起动

物产生明确的恐惧反应,且又不对动物造成生理性

的伤害为目标[6]。 目前各研究室采用的实验条件

不尽相同,虽然都能在一定程度上反映动物的恐惧

记忆,但是不同条件建立的模型的稳定性和持续性

往往存在差异,因而难以保证实验结果的一致性和

可靠性。 宋海滨等[7] 曾 比 较 和 评 价 了 KM 和

C57BL / 6 小鼠在用不同电击强度进行训练时恐惧

性记忆建立的差异;郭呈斌等[8] 报道了足底电击诱

导树鼩条件恐惧记忆模型的建立及抹除方法。 但

目前关于大鼠恐惧记忆建立的方法学评价,尚未见

报道。 本研究在文献研究的基础上[9-12],利用正交

试验,考察和评价了电击(US)强度、声音(CS)强度

和 CS-US 配对训练次数 3 个因素在 3 个不同水平上

对实验结果影响的。 正交试验直观分析表明,各因

素影响能力依次为声音强度 =循环次数>电击强度

(表 2);方差分析表明,循环次数对实验结果有显著
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性影响(P< 0. 05),声音强度和电击强度影响不显

著(P> 0. 05) (表 3)。 因此确定最优实验条件为:
声音 75 dB,电击强度 0. 8 mA,CS-US 配对循环训练

15 次。 模型稳定性测试结果表明,大鼠在 1 周内恐

惧记忆保持良好,与对照组比较差异显著;2 周后,
恐惧记忆逐渐消退,与对照组比较差异不显著(图
3)。

因 CS-US 配对训练次数是影响实验结果的显

著因素,提示我们,若要建立稳定表达的恐惧记忆

动物模型,可以适当增加训练的次数或训练周期。
表 3 可见,电击强度为 1 mA 时 freezing time ratio 最

高为 77%,而 0. 8 mA 的结果为 82%,提示并非电击

强度越大恐惧记忆表达越好,这种现象可能反映了

应激反应的程度对记忆固化过程的影响,此结果与

Anagnostaras 等[13] 的研究一致。 此外,模型建立前

我们还检测了大鼠正常的活动模式以及对 CS 的基

础恐惧反应,考察模型的可靠性。 结果可见,大鼠

在条件恐惧建立后的 freezing time ratio(表 2)与正

常活动模式(图 1)相比较有明显提高;大鼠对 CS 的

基础反应(图 2)与正常活动模式(图 1)比,无明显

变化。 这些结果表明,CS-US 配对训练后 freezing
time ratio 的增加并非是对声音的恐惧所导致的,而
是条件恐惧记忆建立的结果。

综上所述,本研究明确了建立大鼠条件恐惧记

忆模型影响因素的主次,优化了实验条件,并考察

和评价了模型的稳定性和可靠性,为条件恐惧记忆

模型的标准化、规范化及后续研究提供了可借鉴的

实验依据。
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