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摘要 焦虑是当今社会最普遍的精神障碍之一．药物疗法和心理疗法是焦虑症的主要治疗手段，后者因无副作用且不易反复

而倍受重视．在焦虑症的心理行为疗法中，奖赏记忆缓解焦虑的模型及机制是一个重要的科学问题．对这一问题的研究将有

助于理解其内在机制并开发更好的治疗焦虑症的方法．基于经典的小鼠焦虑行为评测工具———高架十字迷宫，我们首先考查

了焦虑评测结合行为训练的可行性，发现小鼠在高架十字迷宫上反复评测后行为达到稳态，则可通过在开放臂末端设置食物

奖赏来研究奖赏记忆对焦虑行为的影响；然后通过实验证明短期奖赏训练和无奖赏的强制开放臂暴露不能改善焦虑行为；进

而确定并验证了奖赏训练改善焦虑行为的正确方式；最后在此行为模型中应用有致遗忘效应的蛋白激酶 C的抑制剂白屈菜
赤碱(chelerythrine)，发现奖赏记忆形成被抑制伴随着焦虑行为改善的削弱．初步揭示了此行为模型涉及的细胞分子机制．
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焦虑症，源于对未来事件或所处情境的一种泛

化不可控的过度忧惧，是当今社会最为普遍的一种

心理障碍[1-2]．前额叶皮层、杏仁核和海马及其相

互作用被认为是焦虑症病理的主要源头 [3-9]，同时

这些脑区也是负责信息存储的主要环节[10-14]．基于

其重叠的神经回路基础，焦虑和记忆被认为存在相

互作用．已有研究表明海马突触可塑性、空间记忆

和焦虑状态密切相关[15-16]；焦虑和记忆在很多过程

中都或多或少地受胞内蛋白激酶共同调控[17-18]．大

量的研究都表明焦虑和记忆存在紧密的相互作用．

目前针对焦虑症的药物大都基于某些对焦虑有

特异影响的神经递质受体，比如谷氨酸盐受体[19-22]、

5-羟色胺受体[23]或氨基丁酸受体[24]的激动剂或抑制

剂用于治疗焦虑症．然而，这些药物的临床应用中

表现出的起效延迟和副作用[25]让大家不得不寻求其

他更好的治疗手段，例如心理行为疗法．相关研究

发现，焦虑症患者会把即将发生的事与负面的记忆

联系起来而做出不合常理、过度担心的负面评估而

导致焦虑的行为[26-28]．既然负面的记忆会导致负面

的行为而引发甚至加重焦虑的行为，那么加强正面

的记忆是否能够缓解焦虑状态呢？近来对焦虑症的

心理行为疗法的研究表明，记忆是其病源核心之

一，基于学习而创造的新记忆能够重塑并改善旧的

不良记忆而达到最终缓解焦虑状态并改善焦虑行为

的目的[29]，而这一过程的内在机制还有待发掘．这

个问题的研究对于治疗焦虑症的理论机制和临床应

用都有重要的科学意义．

高架十字迷宫 (elevated plus maze，EPM)是
考查大鼠或小鼠焦虑水平的成熟行为模型 [30-31]，

大量的研究用它来筛选抗焦虑或致焦虑的药物．

特别地，高架十字迷宫还被用作评估记忆的有效手

段 [32-33]，例如 Silva 等 [34]在 1997 年提出了一种在
EPM上的识别规避模型，Godinho等[35]在其基础上

发展出识别偏好 EPM行为模型．海马及相关结构
被证明是空间学习记忆的关键脑区[36]．以 CaMKII、
PKA和 PKC为代表的蛋白激酶[37-38]相关的神经可

塑性是联合式学习记忆的重要因素，在海马及相关

脑区，这些蛋白激酶都能调控 NMDA和 AMPA等
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受体的表达、分布或活性，进而影响突触传递效

率[39-41]．其中，蛋白激酶 C(PKC)特别富集于神经
组织，是突触后内容物的主要成分[37]，其各种亚型

蛋白参与多种神经功能活动[42-45]，尤其是突触可塑

性的修饰过程[46-47]．例如 Li等[48]在 2014年报道了
PKC-酌的一种亚型在海马中的表达水平和小鼠在水
迷宫中学习记忆的行为水平呈高度正相关．近年来

对海马及相关结构的进一步研究表明，海马不仅仅

和空间学习记忆紧密相关，还影响着焦虑情绪反

应[16]．基于这些研究，我们以小鼠为实验对象，建

立结合焦虑行为和奖赏记忆的行为模型，并着眼于

蛋白激酶 C相关的生化过程来试图了解奖赏记忆
改善焦虑行为的细胞分子机制．

1 材料与方法

1援1 实验动物

实验动物操作严格遵守《北京市实验动物管理

条例》，实验操作人员具备《北京市实验动物从业人

员岗位证书》并得到北京实验动物管理中心实验动

物管理委员会(IACUC)的许可(ID#B10831)．
DBA/2小鼠：DBA/2小鼠购买于北京维通利

华实验动物技术有限公司，是一种具有高焦虑行为

的遗传背景的实验动物，饲养于中国科学院生物物

理研究所动物房并在出生后约 25天取回饲养于实
验室动物房．取回当天将相同遗传背景的小鼠随机

分配到不同鼠笼，每笼 4只并分别作标记．动物房
中设置为 12 h/12 h的昼夜循环，7 : 00～19 : 00关
灯，其余时间开灯．实验开始前，小鼠可自由获取

鼠粮和饮水并给予约 5天的时间适应实验环境及人
为操作．实验开始后，饲养条件变为每日重复的

“鼠粮剥夺 -鼠粮供给 -鼠粮剥夺”循环．从 21 : 00
到第二天 18: 00鼠笼中的鼠粮被完全清除，所有的
实验均在 9 : 00～18 : 00之间进行；18 : 00～21 : 00
鼠笼中供给适量鼠粮，鼠粮供给的标准是保证小

鼠健康(每日体重波动幅度不超过 5%)且在翌日实
验开始时处于饥饿状态，饮水可自由获取．

1援2 实验装置

所有的行为训练及检测均在高架十字迷宫上完

成．高架十字迷宫———水平正交的“十”字迷宫，

包含两个正对的闭合臂和两个正对的开放臂，是

测定小鼠焦虑行为的有效可靠方法[30]．其中：闭合

臂长 30 cm、宽 5 cm，墙高 15.25 cm；开放臂长
30 cm、宽 5 cm，墙高 0.2 cm；整体离地高度
40 cm．迷宫底部为白色塑料，闭合臂墙为灰色不

透明塑料．闭合臂和开放臂相交的中间平台正上方

配有 CCD摄像头可记录小鼠的活动．整个装置置
于一间静音的密闭房间中；房间内环境温度设置为

25℃，光线强度设置为 100 lux，其空间背景保持
不变以确保小鼠能够根据特定参照物识别高架十字

迷宫不同的臂．

实验使用鼠粮作为食物奖赏．在两个开放臂的

末端底平面各安装有直径为 5 cm、厚度 1 mm的半
圆形透明塑料薄板，为奖赏训练中食物奖赏放置位

置．薄板低于迷宫平面使得奖赏训练中小鼠在到达

开放臂末端前无法直接看见置于其上的鼠粮．在本

系列实验中选定一侧开放臂为奖赏臂(reward open
arm，ROA)，在进行奖赏训练时会在此臂末端透明
薄板上放置鼠粮，另一开放臂则为无食物的空白臂

(neutral open arm，NOA)．空白训练中也对应分为
ROA和 NOA，但都不放置食物．在实验房间中，
两开放臂在各自一侧配有不同的参照物以保证实验

小鼠能通过空间记忆来正确区分两开放臂并与食物

奖赏信息建立关联．每一批次的实验开始后高架十

字迷宫及其所在实验房间的所有参照物及环境条件

(温度 25℃、湿度 60%及光照强度 100 lux)均保持
固定不变．

1援3 实验试剂

氯化钠注射液(NaCl saline, 0.9%, 500 ml: 4.9 g)
购于山东齐都药业有限公司．二甲基亚砜(DMSO，
0.8%, 99.2 ml saline: 0.8ml)购于 Ameresco 公司，
白屈菜赤碱(chelerythrine chloride，溶液储存液：
10 g/L in DMSO；工作液：0.8 g/L in saline)购于
Sigma-Aldrich公司．
1援4 行为范式

高架十字迷宫上的行为评测实验和空白训练与

传统 EPM实验[30]相同：检测开始前 30 min，将鼠
笼转移到高架十字迷宫所在实验房间以使其适应实

验环境；实验开始，将小鼠头朝向闭合臂平稳放置

在中央区，任其自由活动 5 min并记录其行为轨迹
以备分析；实验结束后将小鼠放回原鼠笼．在奖赏

训练实验中，小鼠进入迷宫前奖赏臂上放置一片鼠

粮；将小鼠头朝向闭合臂放置在中央区，任其自由

活动 5 min并记录；在实验过程中每次小鼠到达食
物奖赏臂末端并取走鼠粮后，在小鼠完全离开此开

放臂时立即补充一片鼠粮；放置鼠粮的标准是每次

一小片约 0.05 g．每次实验后使用 5%的乙醇溶液
将高架十字迷宫擦拭干净并待其完全干燥方能进行

下一次实验．
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1援5 实验流程

1援5援1 高架十字迷宫反复评测实验

出生后 28～32天的雄性 DBA/2小鼠 8只，每
天 9:00～18: 00在高架十字迷宫上进行焦虑行为评
测实验，每天 1次，连续进行 15天．
1援5援2 强制开放臂暴露单次奖赏训练

出生后 28～32天的雄性 DBA/2小鼠，分为奖
赏(Reward)组 8只和空白(Neutral)组 8只．第 1天，
两组小鼠在高架十字迷宫上做焦虑行为评测；第 2
天，在封闭高架十字迷宫闭合臂的条件下分别进

行奖赏训练和空白训练；第 3 天，两组小鼠在
EPM上做焦虑行为评测．实验在每天 9: 00～18 : 00
进行．

1援5援3 强制开放臂暴露多次空白训练

出生后 28～32天的雄性 DBA/2小鼠 8只．第
1天，小鼠在高架十字迷宫上做焦虑行为评测；第
2～6天，在封闭高架十字迷宫闭合臂的条件下分
别进行空白训练，每只小鼠训练 3次，每次间隔 2
～3 h；第 7天，小鼠在 EPM上做焦虑行为评测．
实验在每天 9: 00～18: 00进行．
1援5援4 奖赏训练改善焦虑行为模型

出生后 28～32天的 DBA/2雄性小鼠，分为奖
赏(Reward)组 8只和空白(Neutral)组 8只．第 1天，
两组小鼠在高架十字迷宫上进行焦虑行为评测；第

2～6天，奖赏组小鼠接受奖赏训练，空白组接受
空白训练，每只小鼠训练 3次，每次间隔 2～3 h；
第 7天，两组小鼠在高架十字迷宫上进行焦虑行为
评测．

1援5援5 蛋白激酶 C药理抑制的奖赏训练
出生后 28～32天的 DBA/2雄性小鼠，分为注

射 PKC 抑制剂(PKCi)组 8 只和对照 (DMSO)组 8
只．第 1天，两组小鼠在高架十字迷宫上进行焦虑
行为评测；第 2～6天，PKCi组每只小鼠每天第一
次上高架十字迷宫训练前 30 min，腹腔注射
chelerythrine 工作液，剂量为 2～3 mg/kg，DMSO
组小鼠接受同剂量比例的 DMSO 注射，所有小
鼠均接受奖赏训练，每只小鼠训练 3次，每次间隔
2～3 h；第 7天，两组小鼠在高架十字迷宫上进行
焦虑行为评测．

1援5援6 蛋白激酶 C药理抑制的空白训练
动物分组与评测方法与 1.5.5相同，仅当注射

后，所有小鼠接受空白训练，并评测．

1援6 数据分析

小鼠在高架十字迷宫上行为实验视频由

WinFastPVR软件在Windows XP系统下实时采集，
以 Windows Media Video 9 编码储存为 avi 格式文
件．视频宽度 320像素，高度 240像素，帧率 25，
像素灰度 8位，压缩失真率 0.7%．视频通过实验
者 编 写 的 Matlab (MathWorks, Inc.USA.Version:
2013b)程序分析各项参数并得到初步的实验结果．
原始参数包括：在四个臂分别停留的时间、分别进

入四个臂的次数、总时间和总出入次数、实验对象

每一时间采样点在高架十字迷宫上的覆盖面积和中

心位置坐标等．

衡量焦虑水平的参数包括：在两侧开放臂活动

时间占总时间的百分比(percentage of time in open
arms，PTOA)；进入两侧开放臂总次数占总进臂次
数的百分比(percentage of entry times in open arms，
PETOA)；PTOA或者 PETOA的增加代表焦虑行为
的改善．衡量记忆水平的参数包括：在奖赏开放臂

的活动时间与空白开放臂的对比 (time in ROA
versus time in NOA)；首次到达奖赏开放臂末端的
时长(latency to the end of ROA，latency)与对侧开放
臂的对比；前者对比变大且偏向奖赏开放臂增多或

者后者对比变大且偏向奖赏开放臂减少代表记忆效

应的增强．

实验数据表示为平均值和标准误(mean依SEM)
(x依SD)，在 SPSS(IBM SPSS Statistics，Version 20)
中进行统计分析．特别地，对于实验中不同分组在

训练前后的行为学指标，比如衡量焦虑水平的参数

PTOA 和 PETOA，进行重复测量的方差分析
(repeated measure ANOVA，RMANOVA)，以比较
组内因素(训练前后造成差异)和组间因素(不同分组
造成差异)是否存在交互效应．对于实验中不同分
组在不同开放臂的行为学指标，比如衡量记忆水平

的参数 Time in ROA/NOA和 Latency to ROA/NOA
end，进行 RMANOVA 分析，以比较组内因素
(ROA和 NOA的不同空间背景造成差异)和组间因
素(不同分组造成差异)是否存在交互效应．然后，
根据 RMANOVA的结果，在交互效应显著的情况
下对主效应显著的因素做简单效应分析；在交互效

应不显著的情况下直接分析主效应显著的因素；若

交互效应和主效应均不显著，则判定该因素对实验

结果无明显影响．分析结果柱状图中，存在统计差

异时显著程度分为三种：*P < 0.05；**P < 0.01；
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Fig. 1 Consecutive experiences on EPM lead to a steady behavioral state
(a) The entries to close arm 1 (ETCA1) tend to be stable with repeated evaluation of anxiety-related behavior daily on EPM. (b) The time in close arm 1
tend to be stable with repeated evaluation of anxiety-related behavior daily on EPM. (c) Entries to close arm 2, ETCA2. (d) Time in close arm 2. (e)
Entries to open arm 1, ETOA1. (f) Time in open arm 1. (g) Entries to open arm 2, ETOA2. (h) Time in open arm 2. Results of the last three days for
each parameter are not statistically different (see bar graphs, one-way ANOVA, all P > 0.05). n=8.

***P < 0.001．

2 结 果

在实验结果中，各有两个指标用于衡量记忆强

度和焦虑水平． a．记忆指标，即小鼠在奖赏臂和
空白臂活动的时间对比以及初次到达奖赏臂末端和

空白臂末端的耗时对比．其中，前者包含了实验的

整个过程，而后者是单次短时的行为结果，前者比

后者更有代表性[34-35]．b．焦虑指标，即小鼠在开
放臂活动的时间比例以及进入开放臂的次数比例．

其中，前者是经典的描述焦虑水平的参数[30-31]，后

者可能因为小鼠在迷宫中央和开放臂之间快速变换

的选择行为而造成较大波动，前者比后者更加可

靠．因此，在考查记忆强度和焦虑水平时，分析各

自相关的两个指标，均以前者为主，后者为辅．

2援1 利用高架十字迷宫建立小鼠行为模型

为了考查在高架十字迷宫上进行长期行为训练

的可行性，我们让小鼠连续多天经历高架十字迷宫

评测实验．如图 1所示，小鼠在 EPM上的基本行
为参数在 15天连续评测实验后达到稳态．其中，
图 1a和图 1b是小鼠进入一侧闭合臂的次数及在此
侧闭合臂的活动时间，图 1c和图 1d是小鼠进入另
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Fig. 2 There is no anxiety relief after short鄄term reward training on EPM
(a) The time spent by the mice in ROA versus NOA after short-term reward/neutral training on EPM. (b) The latency to ROA end versus NOA end after

short-term reward/neutral training on EPM. (c) The percentage of time in open arms (PTOA) after short-term reward/neutral training versus that before

training. (d) The percentage of entries to open arms after short-term reward/neutral training versus that before training. n=8/8. Abbreviations: ROA,

reward open arm, NOA, neutral open arm; Pre-T: pre-training; Post-T: post training.

一侧闭合臂的次数及在此侧闭合臂的活动时间，

图 1e和图 1f是小鼠进入一侧开放臂的次数及在此
侧开放臂的活动时间，图 1g和图 1h是小鼠进入另
一侧开放臂的次数及在此侧开放臂的活动时间．小

鼠在经历多次反复评测后，在 EPM上行为学的基
本参数趋于稳定，每幅图中右上角的柱状图表示最

后 3 天的结果，使用 one-way ANOVA 做统计分
析，均无显著差异．

接下来考查在 EPM上短期单次的奖赏训练能
否改善焦虑行为．如图 2所示，图 2a奖赏组在奖
赏臂活动时间为 (30.28依5.57) s，在空白臂活动时
间为 (15.39依0.86) s；空白组在奖赏臂活动时间为
(36.44依11.12) s，在空白臂活动时间为(31.11依4.89) s.
RMANOVA分析结果为，不存在显著的交互效应
(F=0.63，P=0.45)，组内因素(F=2.82，P=0.12)和组
间因素(F=2.24，P=0.16)均无显著作用．
图 2b 奖赏组首次到达奖赏臂末端的时长为

(67.44依20.34) s，首次到达空白臂末端的时长为
(123.89依40.98) s；空白组首次到达奖赏臂末端的时
长为 (78.67依39.62) s，到达空白臂末端的时长为

(86.39依44.07) s．RMANOVA分析结果为，不存在
显著的交互效应(F=1.92，P=0.20)，组内因素(F=
3.33，P=0.10)和组间因素(F=0.07，P=0.80)均无显
著作用．

图 2c 奖赏组 PTOA为训练前 (10.57依5.44)%，
训练后 (15.22依1.84)%；空白组 PTOA 为训练前
(14.04依4.54)%，训练后 (19.19依6.19)%．RMANOVA
分析结果为，不存在显著的交互效应(F=0.007，P=
0.93)，组内因素(F=2.78，P=0.13)和组间因素(F=
0.37，P=0.56)均无显著作用．
图 2d奖赏组 PETOA为训练前(17.06依4.94)%，

训练后(22.55依1.24)%；空白组 PETOA 为训练前
(39.28依3.89)%，训练后(27.48依1.81)%．RMANOVA
分析结果为，存在显著的交互效应(F=5.403，P=
0.042)，组内因素无显著作用(F=0.72，P=0.42)，组
间因素存在显著作用(F=22.04，P < 0.001)．分析组
间因素的简单效应，结果为训练前(F=12.47，P=
0.0054)和训练后(F=5.04，P=0.049)组间均存在显著
差异．

综上所述，图 2a, b表示奖赏组和空白组的记
忆行为评测结果，小鼠在奖赏臂和空白臂的活动无

显著差异，未形成明显的奖赏记忆；图 2c, d表示
奖赏组和空白组的焦虑行为评测结果，其 PTOA
和 PETOA值在训练后无显著提高，焦虑行为无明
显改善．

然后，参照心理行为疗法中的强制暴露疗法[49-52],
在没有食物奖赏的条件下，训练时封闭闭合臂使小

鼠暴露于焦虑行为的诱因———EPM 开放臂，考
查小鼠经过长期反复多次的暴露后能否适应开放高

台的环境从而改善其焦虑行为．如图 3 所示，
图 3a小鼠在奖赏臂活动时间为 (28.56依2.74) s，在
空白臂活动时间为 (28.39依6.03) s (配对 t检验，t=
0.03，P=0.92)．图 3b小鼠首次到达奖赏臂末端的
时长为 (102.56依24.13) s，到达空白臂末端的时长
为(89.11依22.18) s (配对 t检验，t=0.49，P=0.64)．
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根据上述结果，不结合食物奖赏，反复多次将

小鼠暴露在高架十字迷宫的开放臂，不能改善其焦

虑行为．图 3d中 PETOA作为衡量焦虑行为的指
标在训练前后是存在显著差异的，并且是训练后明

显低于训练前———据此衡量的焦虑行为反而恶化．

可见在此模型中类似的强制暴露疗法并不适合用于

改善小鼠的焦虑行为．

结合上面 3个实验的结果，我们推测：要实现
奖赏训练改善焦虑行为，需要在开放臂末端设置食

物奖赏以驱动小鼠在建立奖赏记忆的同时淡化对开

放高台的恐惧，并且这种奖赏训练必须持续重复一

定时间才能改善焦虑行为．

2援2 长期奖赏训练能够改善焦虑行为

根据前面的实验结果，我们制定了奖赏训练改

善焦虑行为的范式(参见 1.5.4)．如图 4所示，图 4a
奖赏组在奖赏臂活动时间为(75.71依10.24) s，在空
白臂活动时间为(24.45依3.06) s；空白组在奖赏臂活
动时间为 (27.70依6.49) s，在空白臂活动时间为
(21.63依6.94) s．RMANOVA 分析结果为，存在显
著的交互效应(F=14.18，P < 0.001)，组内因素(F=
22.83，P < 0.001)和组间因素(F=9.12，P=0.0045)均
存在显著影响．分析组内因素的简单效应，结果为

奖赏组(F=40.55，P < 0.001)在奖赏臂和空白臂活动
时间差异显著，空白组(F=0.47，P=0.50)无显著差
异．分析组间因素的简单效应，结果为在奖赏臂

(F=14.14，P < 0.001)组间差异显著，在空白臂(F=

0.16，P=0.69)组间无显著差异．
图 4b 奖赏组首次到达奖赏臂末端的时长为

(11.64依3.52) s，到达空白臂末端的时长为(84.82依
18.27) s；空白组首次到达奖赏臂末端的时长为
(103.91 依24.68) s，到达空白臂末端的时长为
(119.33依24.68) s．RMANOVA 分析结果为，存在
显著的交互效应(F=5.42，P=0.025)，组内因素(F=
12.77，P < 0.001)和组间因素(F=7.25，P=0.010)均
存在显著影响．分析组内因素的简单效应，结果为

奖赏组(F=19.35，P < 0.001)首次到达奖赏臂或空白
臂末端历时差异显著，空白组(F=0.70，P=0.41)无
显著差异．分析组间因素的简单效应，结果为对于

奖赏臂(F=16.67，P < 0.001)组间差异显著，对于空
白臂(F=1.32，P=0.26)组间无显著差异．
图 4c 奖赏组 PTOA 为训练前 (9.52依2.66)%，

训练后 (33.39依3.74)%；空白组 PTOA 为训练前
(8.52依2.01)%，训练后(16.44依4.20)%．RMANOVA
分析结果为，存在显著的交互效应(F=6.71，P=
0.014)，组内因素(F=26.86，P < 0.001)和组间因素
(F=6.58，P=0.014)均存在显著影响．分析组内因素
的简单效应，结果为奖赏组(F=33.56，P < 0.001)训
练前后差异显著，空白组(F=3.06，P=0.089)训练前
后无显著差异．分析组间因素的简单效应，结果为

训练前(F=0.09，P=0.77)组间无显著差异，训练后
(F=9.12，P=0.0045)组间差异显著．
图 4d奖赏组 PETOA为训练前(27.91依3.78)%，

图 3c小鼠 PTOA为训练前(14.04依4.54)%，训练后
(18.98依2.45)% (配对 t 检验， t =1.38，P=0.23)．

图 3d小鼠 PETOA 为训练前(39.28依3.89)%，训练
后 (21.42依2.69)%(配对 t检验，t=6.69，P=0.0011).

Fig. 3 There is no anxiety relief after long鄄term repeated exposure to open arms without reward on EMP
(a) The time spent by the mice in ROA versus NOA after long-term repeated forced open-arm exposure on EPM. (b) The latency to ROA end versus

NOA end after long-term repeated forced open-arm exposure on EPM. (c) The percentage of time in open arms (PTOA) after long-term repeated forced

open-arm exposure versus that before training. (d) The percentage of entries to open arms after long-term repeated forced open-arm exposure versus that

before training. n=8. Abbreviations: ROA, reward open arm; NOA, neutral open arm; Pre-T, pre-training; Post-T, post-training.
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总结上述结果可知，奖赏组在高架十字迷宫上

接受 5天的奖赏训练后，与空白组对比，形成了和
奖赏开放臂空间背景关联的奖赏记忆，行为上表现

为在奖赏臂活动时间比在空白臂长，进入迷宫后更

快地到达奖赏臂末端．伴随这种奖赏记忆的形成，

奖赏组在高架十字迷宫上的焦虑行为也得到了改

善，即在开放臂活动的时间百分比显著提高，进入

开放臂次数的比例也显著更高．另外可以看到空白

组的 PETOA在训练前后也存在明显提高，但在训
练后奖赏组的 PETOA 显著高于空白组．综上所
述，在此基于高架十字迷宫的行为模型中，长时间

的奖赏训练能够让小鼠形成与空间位置相关的奖赏

记忆并改善焦虑行为．

行为建模成功以后，我们的下一步目标是探究

奖赏记忆的形成和焦虑行为改善之间的关系以及其

中涉及到的细胞分子机制．假设奖赏记忆的形成是

因，焦虑行为的改善是果．如果在训练过程中抑制

奖赏记忆的形成，那么焦虑行为的改善也会受到负

向的影响．于是我们使用了致遗忘的药物———蛋白

激酶 C的特异抑制剂 chelerythrine[53-54]来检验这个

假设．

2援3 蛋白激酶C对奖赏训练改善焦虑行为是必要的
蛋白激酶 C的抑制剂 chelerythrine对奖赏记忆

改善焦虑行为模型产生的影响，如图 5所示．图 5a
DMSO组在奖赏臂活动时间为(107.71依10.06) s，在
空白臂活动时间为(45.93依6.56) s；PKCi组在奖赏
臂活动时间为(30.04依6.05) s，在空白臂活动时间为
(27.32依5.54) s．RMANOVA 分析结果为，存在显
著的交互效应(F=20.34，P < 0.001)，组内因素(F=
24.26，P < 0.001)和组间因素(F=41.05，P < 0.001)
均存在显著影响．对组内因素做简单效应分析，结

果为 DMSO组(F=39.84，P < 0.001)在奖赏臂和空
白臂活动时间差异显著，PKCi 组 (F=0.098，P=
0.76)无显著差异．对组间因素做简单效应分析，
结果为在奖赏臂(F=47.95，P < 0.001)和在空白臂
(F=4.76，P=0.037)组间均差异显著．
图 5b DMSO组首次到达奖赏臂末端的时长为

(12.04依2.43) s，到达空白臂末端的时长为(50.38依
14.96) s；PKCi 组首次到达奖赏臂末端的时长为
(184.77 依24.73) s，到达空白臂末端的时长为
(197.74依26.59) s．RMANOVA 分析结果为，不存
在显著的交互效应(F=2.18，P=0.15)，组内因素(F=
8.91，P=0.0054)和组间因素(F=29.90，P < 0.001)均
存在显著影响．分析组内因素的主效应，结果为

DMSO组(F=8.90，P=0.0054)在奖赏臂和空白臂活
动时间差异显著，PKCi组(F=1.29，P=0.26)无显著

训练后(42.04依1.61)%；空白组 PETOA 为训练前
(22.37依3.83)%，训练后(33.64依3.44)%．RMANOVA
分析结果为，不存在显著的交互效应(F=0.24，P=
0.63)，组内因素存在显著影响 (F =18.63， P <
0.001)，组间因素无显著影响(F=3.90，P=0.055)但

存在明显的差异趋势．分析组内因素的主效应，结

果为奖赏组(F=12.82，P < 0.001)和空白组(F=6.67，
P=0.014)训练前后均存在显著差异．分析组间因素
的主效应，结果为训练前(F=1.04，P=0.31)组间无
显著差异，训练后(F=5.51，P=0.024)组间差异显著.

Fig. 4 Reward training relieves anxiety鄄related behavior
(a) The time spent by the mice in ROA versus NOA after long-term reward/neutral training on EPM. (b) The latency to ROA end versus NOA end after

long-term reward/neutral training on EPM. (c) The percentage of time in open arms (PTOA) after long-term reward/neutral training versus that before

training. (d) The percentage of entries to open arms after long-term reward/neutral training versus that before training. n=8/8.
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概括上述结果为，在奖赏训练改善焦虑行为的

模型中使用蛋白激酶 C 的抑制剂 chelerythrine后，
抑制剂注射组相比对照组，其奖赏记忆的形成被抑

制，焦虑行为的改善也被削弱．

因为腹腔注射的给药方式是全身范围的，为了

初步确认 chelerythrine的药理学功能靶点是奖赏记
忆的形成而不是对小鼠行为的直接影响，我们把此

行为模型中奖赏训练改为空白训练以考查其作用，

如图 6所示．图 6a DMSO组在奖赏臂活动时间为
(22.76依5.40) s，在空白臂活动时间为(26.38依8.59) s；
PKCi组在奖赏臂活动时间为(27.33依11.58) s，在空
白臂活动时间为(24.75依6.75) s．RMANOVA 分析
结果为，不存在显著的交互效应(F=0.32，P=0.59)，
组内因素(F=0.0089，P=0.93)和组间因素(F=0.019，

P=0.89)均无显著影响．
图 6b DMSO组首次到达奖赏臂末端的时长为

(114.00依36.39) s，首次到达空白臂末端的时长为
(117.62依35.34) s；PKCi 组首次到达奖赏臂末端的
时长为(126依18.36) s，到达空白臂末端的时长为
(112.58依11.52) s．RMANOVA 分析结果为，不存
在显著的交互效应(F=0.18，P=0.68)，组内因素(F=
0.059，P=0.81)和组间因素(F=0.0058，P=0.94)均无
显著影响．

图 6c DMSO组 PTOA为训练前(15.75依3.11)%,
训练后 (16.38依4.05)%；PKCi 组 PTOA 为训练前
(13.06依2.44)%，训练后(17.36依6.09)%．RMANOVA
分析结果为，不存在显著的交互效应(F=0.32，P=
0.58)，组内因素(F=0.59，P=0.46)和组间因素(F=

差异．分析组间因素的主效应，结果为在奖赏臂

(F=38.03，P < 0.001)和在空白臂 (F=20.17，P <
0.001)组间均差异显著．
图 5c DMSO组 PTOA为训练前(4.05依1.13)%，

训练后 (51.21依2.86)%；PKCi 组 PTOA 为训练前
(3.25依1.03)%，训练后(19.12依3.80)%．RMANOVA
分析结果为，存在显著的交互效应(F=32.97，P <
0.001)，组内因素(F=133.73，P < 0.001)和组间因素
(F=43.94，P < 0.001)均存在显著影响．对组内因素
做简单效应分析，结果为 DMSO组(F=133.99，P <
0.001)训练前后差异显著，PKCi 组(F=19.21，P <
0.001)训练前后差异显著．对组间因素做简单效应
分析，结果为训练前(F=0.27，P=0.61)组间无显著

差异，训练后(F=41.51，P < 0.001)组间差异显著．
图 5d DMSO组 PETOA为训练前(13.88依3.95)%，

训练后(50.65依2.38)%；PKCi 组 PETOA 为训练前
(14.51依3.42)%，训练后(36.34依3.67)%．RMANOVA
分析结果为，存在显著的交互效应(F=4.43，P=
0.043)，组内因素存在显著影响 (F=68.14，P <
0.001)，组间因素无显著影响(F=3.97，P=0.055)但
有明显差异趋势．对组内因素做简单效应分析，结

果为 DMSO组(F=48.01，P < 0.001)训练前后差异
显著，PKCi组(F=21.44，P < 0.001)训练前后差异
显著．对组间因素做简单效应分析，结果为训练前

(F=0.015，P=0.90)组间无显著差异，训练后 (F=
9.47，P=0.0043)组间差异显著．

Fig. 5 Chelerythrine inhibits reward memory formation and weakens anxiety relief
(a) The time spent by the mice in ROA versus NOA after long-term reward training with DMSO/PKCi injection on EPM. (b) The latency to ROA end

versus NOA end after long-term reward training with DMSO/PKCi injection on EPM. (c) The percentage of time in open arms (PTOA) after long-term

reward training with DMSO/PKCi injection versus that before training. (d) The percentage of entries to open arms after long-term reward training with

DMSO/PKCi injection versus that before training. n=8/8.
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上面的分析结果表明，在没有食物奖赏的情况

下，chelerythrine注射组在空白训练中与对照组相
比对小鼠的记忆或焦虑相关的行为无显著影响．此

结果进一步证明 chelerythrine 是通过抑制 PKC 来
阻断奖赏记忆的形成并削弱焦虑行为的改善，也证

明了蛋白激酶 C对于奖赏训练改善焦虑行为的必
要性．Chelerythrine相关的药理学行为实验提示了
此模型中细胞分子机制的研究方向．

3 讨 论

我们的研究表明，在高架十字迷宫上奖赏训练

能诱导小鼠形成奖赏记忆并改善焦虑行为．如果使

用有致遗忘效果的蛋白激酶 C 的抑制剂
chelerythrine，则会阻断奖赏记忆的形成并削弱焦
虑行为的改善．这些研究结果为心理行为疗法中正

向积极的记忆缓解焦虑提供了动物模型并初步指出

了相关机制的研究方向．

前人的研究暗示焦虑症的病灶可能位于前额叶

皮层、杏仁核和海马及其间的神经环路[1, 55]．这些

脑区同时也是大脑信息存储的关键区域，例如前额

叶皮层负责背景情境记忆，海马和空间记忆密切相

关，杏仁核则主控恐惧情绪记忆[12-14， 56-57]．另外，

焦虑还会严重影响记忆，比如重度焦虑症病人会对

周遭环境产生脱离现实的记忆认知[26-28]．因此，焦

虑和记忆在结构及功能上都存在高度的重叠．我们

的研究正是基于这一点展开的，初步的结果表明奖

赏记忆能够驱动小鼠克服对开放高台的恐惧进而弱

化其焦虑行为，这一行为受到蛋白激酶 C的抑制
剂 chelerythrine的抑制．
进一步探讨此模型涉及的细胞分子机制，我们

依然聚焦于前额叶皮层、海马和杏仁核的神经功能

环路．在脑区水平，根据在模型中偏重于和奖赏关

联的空间记忆的形成，我们的目标定位于海马．因

为最新的相关综述[11, 16]总结了过去的研究并指出，

海马是影响记忆和焦虑的关键脑区．当然，其他

脑区比如前额叶和杏仁核也会对记忆和焦虑施加影

响[1, 58]，因为这些脑区彼此间存在神经功能投射，

组成了功能上互相影响的神经环路[59-61]，它们的相

互作用共同编码了记忆和情绪．因此，对其中一个

环节的研究结果在某一方面代表了整个神经环路的

变化，其细胞分子机制在很大程度上是共通的．

在细胞水平，海马中存在两种主要的神经元，

即兴奋性椎体神经元和抑制性中间神经元，前者典

型的神经递质为谷氨酸，后者为 酌氨基丁酸．在学
习记忆的神经网络中，这两类神经元往往共同参与

调控相关的神经生理过程，以达到功能平衡[21]．衡

0.03，P=0.87)均无显著影响．
图 6d DMSO组 PETOA为训练前(23.91依2.13)%,

训练后(33.68依4.49)%；PKCi 组 PETOA 为训练前
(22.59依1.91)%，训练后(36.36依7.07)%．RMANOVA
分析结果为，不存在显著的交互效应(F=0.29，P=

0.60)，组内因素存在显著影响(F=10.11，P=0.011)，
组间因素无显著影响(F=0.021，P=0.89)．分析组内
因素的主效应，结果为 DMSO 组 (F=4.79，P=
0.056)训练前后无显著差异但差异趋势明显，PKCi
组(F=5.44，P=0.045)训练前后差异显著．

Fig. 6 Chelerythrine does not affect the behavior of neutral鄄trained mice
(a) The time spent by the mice in NOA1 versus NOA2 after long-term neutral training with DMSO/PKCi injection on EPM. (b) The latency to NOA1

end versus NOA2 end after long-term neutral training with DMSO/PKCi injection on EPM. (c) The percentage of time in open arms (PTOA) after

long-term neutral training with DMSO/PKCi injection versus that before training. (d) The percentage of entries to open arms after long-term neutral

training with DMSO/PKCi injection versus that before training. n=8/8.
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量神经网络学习记忆功能的主要指标是其中神经元

的突触可塑性，即神经元彼此间信息传递与整合的

调控能力．在行为模型中，短期的奖赏训练虽然能

留下记忆痕迹，却不能改善焦虑行为．从奖赏记忆

形成到焦虑行为改善是一个长期的过程，我们推测

这涉及到整个神经网络的突触功能上调，可能包括

了现有突触在形态和功能上的增强以及新的突触生

成．因此对奖赏记忆改善焦虑行为进行研究的下一

个潜在目标就是其学习记忆网络中兴奋性神经元和

抑制性神经元的突触可塑性，包括结构上的可塑

性———突触形态学分析，以及功能上的可塑性———

突触传递的长时程增强[62]，等等．

在分子水平，我们研究的着手点是蛋白激酶 C[41].
蛋白激酶 C是一个蛋白激酶家族，是从细胞生长
分化到突触可塑性变化尤其是 LTP诱导表达等多
个神经细胞活动的必需环节[41, 45, 63-64]．在哺乳动物

的几种关联学习行为中，PKC在大脑海马中的表
达及分布伴随着动物的学习记忆进程，PKC被抑
制时海马突触传递强度及动物行为都被削弱，提示

了 PKC在学习记忆中的重要作用[44, 48]．我们的实验

结果在一定程度上证明了蛋白激酶 C对于奖赏记
忆改善焦虑行为是非常重要且必要的，下一步还可

以利用更先进的实验方法将 PKC抑制剂特异作用
于某一脑区，或者以分子手段增强 PKC表达来全
面考查其作用机制．
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A Rodent Model of Reward Memory Relieving Anxiety鄄related
Behavior on Elevated Plus Maze*
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Abstract Anxiety disorders, including some of the most prevalent mental disorders in our society, are generally
treated by drugs and psychological therapies. The latter is preferred for better effectiveness and less side-effects and
is believed to relieve anxiety status by the beneficial effects of positive memory. However, the corresponding
animal model is absent and related mechanisms underlying psychological therapies remain elusive. Based on the
elevated plus maze for evaluation of rodent anxiety-related behavior, we used food reward at one open arm to train
the mice to form reward memory and to challenge the open arms. The reward-trained mice preferred the reward
open arm than the neutral one and stayed longer in open arms than those neutral-trained mice even in the final test
without reward. Chelerythrine, a protein kinase C inhibitor, was proven to impair the formation of reward memory
and the relief of anxiety-related behavior. Our studies confirm the efficacy of psychological therapy against anxiety
disorders and shed light on its cellular mechanism.
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