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虚拟视觉刺激引起幼年斑马鱼捕食
行为放弃的研究*

张翔宇 柴宇明 齐珂心** 温 泉**

（中国科学技术大学，生命科学与医学部，合肥 230027）

摘要 目的　当动物重复某种行为以逃避危险或获取奖励而无法成功时，会产生放弃。放弃是一种常见且基本的行为，在

小鼠等模式动物中已经被广泛研究，但是其部分神经机制仍未被阐明。幼年斑马鱼适合进行全脑光学成像，是神经科学领

域的重要模式生物。已经有研究者通过持续电击等消极刺激诱发斑马鱼放弃行为，然而奖励刺激能否引起斑马鱼放弃尚无

报道。本文对奖励刺激引起的斑马鱼放弃行为进行了探究。方法　通过给予斑马鱼虚拟的食物视觉刺激，检验斑马鱼对虚

拟食物的捕食情况，比较斑马鱼捕食频率和单次捕食时长随时间的变化。结果　虚拟的食物视觉刺激可以引起斑马鱼的捕

食行为，接受25 min虚拟刺激后，8日龄以上斑马鱼的捕食频率和单次捕食时长均出现显著下降。结论　此研究丰富了斑马

鱼放弃行为的研究范式，实验结果表明，缺失真实奖励的虚拟食物刺激可以诱导斑马鱼放弃捕食行为，这将进一步加深对

动物放弃行为的理解，推动对其神经机制的研究。
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动物在面对持续无法摆脱的厌恶刺激，或者多

次尝试趋近某种偏好刺激而失败时，会放弃当前的

行为，表现为行为频率减少和持续时间缩短。多数

情况下放弃是一种精明的行为，它可以帮助动物调

整行为方式，保存体力，保护动物短时间内安全，

让其有更多精力做更有价值的事情。研究者目前主

要从习得性无助的角度来研究动物的放弃行为，这

可以追溯到 1967年［1］。研究者将狗囚禁在无法逃

脱的笼子里，通过铃声响起给狗施加无法逃避的电

击，经过训练，当只有铃声时，狗的表现也如同受

到了电击，即使打开笼子，狗也不会逃跑。这种即

使出现摆脱厌恶环境的机会，动物也仍然选择放弃

摆脱该环境的心理和行为被称为习得性无助。其他

关于习得性无助的研究还可以通过电击［2-4］、穿梭

箱实验［5］、热箱实验［6-7］等方式在斑马鱼、小鼠、

果蝇、蜜蜂等动物上展开。习得性无助的动物表现

出逃避行为/攻击性减少、焦虑和恐惧增加等现

象［8］。但是习得性无助实验中，引发动物行为的

刺激往往是厌恶刺激或者中性刺激，动物面对可能

获得奖励的积极刺激也会产生放弃［9］，但是相关

研究较少。

斑马鱼作为常见模式动物，单次产卵能达到三

四百颗，编码蛋白质的基因有69%和人类同源［10］，

而且脑体积较小，便于进行全脑水平的研究［11］。

捕食行为开始于斑马鱼受精后的第 5 天 （5 days 

post fertilization，5 dpf），用于代替卵黄，为机体

供能［12］。这一行为包含追踪、吞食两个阶段，斑

马鱼通过游动和转向调整身体，快速靠近食物并将

其吞食［13］。其中追踪阶段伴随着双眼汇聚角度的

增大和以 J-turn 为代表的小幅摆尾行为的发生。

2011年Bianco等［14］通过投射在虚拟屏幕上的小光

点，引起了斑马鱼的捕食行为，这种可控的食物刺

激对斑马鱼捕食行为的研究提供了可靠的实验范

式，为后来者从事斑马鱼捕食行为相关研究提供了
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指导［15-17］。虚拟食物刺激对于斑马鱼是一个积极刺

激，能够引起斑马鱼的趋近行为，却不能提供真实

食物奖励，通过虚拟刺激引起的捕食行为能否使斑

马鱼产生放弃，目前尚未可知。本研究通过虚拟食

物刺激引起斑马鱼捕食行为，比较了不同日龄斑马

鱼在接受刺激不同时期的捕食行为表现，探究了奖

励缺失的虚拟食物刺激对斑马鱼捕食行为的影响。

1　材料与方法

1.1　实验动物与饲养

本实验使用的斑马鱼品系为 Nacre 品系，为

AB品系斑马鱼（受赠于中国科学技术大学生命科

学学院胡兵教授实验室）和Casper品系斑马鱼（购

自国家斑马鱼资源中心（China Zebrafish Resource 

Center）），经过杂交传代，并依据眼球巩膜和体

表色素的有无等表观特征筛选得到，在保证幼鱼成

活率的同时减少了体表黑色素对实验的干扰。斑马

鱼饲养用水 pH 6.8~7.4，电导率 500~550 μS/cm，

饲养环境温度常年控制在 26~28℃，光周期为 14 h

光照/10 h黑暗环境，幼年斑马鱼用E2胚胎培养液

培养，幼鱼从 5 dpf开始投喂草履虫饲养。实验过

程中废弃的斑马鱼统一用冰浴法处理。本研究中动

物的饲养和行为训练均经中国科学技术大学动物实

验 伦 理 委 员 会 批 准 （ 许 可 证 号 ：

USTCACUC1103013）。

1.2　实验装置

1.2.1　硬件装置

斑马鱼自由行为平台主要分为斑马鱼活动场、

相机、光源、电脑4个部分（图1a）。4个部分被统

一安装在小型暗室中（图1b），暗室以铝合金面包

板为底座，以工业铝型材为框架，四周和顶部覆盖

有黑色不透明亚克力板。

a. 斑马鱼活动场：在70 mm×50 mm×1.5 mm的

碳纤维板中间挖出直径 20 mm 的圆形孔洞，上下

方用盖玻片封住形成空腔，填充斑马鱼胚胎培养

液，形成活动场。

b. 工业相机（Basler acA2000-165 um NIR）位

于活动场下方，搭配长焦镜头 （尼康，50 mm，    

1∶1.8，2/3）。

c. 光源：在虚拟刺激实验中，活动场上方覆盖

一个像素密度为 428 像素每英寸 （pixel per inch，

ppi）的手机屏幕，以提供虚拟视觉刺激，并减少

屏幕发热对实验的影响。在真实草履虫刺激实验

中，使用峰值波长 940 nm 的红外 LED 灯提供

照明。

1.2.2　软件装置

斑马鱼虚拟刺激程序：自主编写的C++程序。

相机曝光时间1 500 μs，帧率为100帧/s（frame per 

second，fps），根据实验范式给予视觉刺激的同时

记录图像。程序可以在 https://github.com/Wenlab/

virtual-visual-stimulus获得。

1.3　实验过程

实验动物统一经过饥饿处理：在实验前一天傍

晚，挑出大约 20条身体发育正常，且运动活跃的

斑马鱼，转移到干净的斑马鱼培养液中，不进行任

何投喂，放在28℃培养箱中待用。

每次实验前，用巴氏吸管吸取一条运动活跃的

Fig. 1　Virtual reality and behavioral system
(a) Schematics of the virtual reality setup and the optical system for recording fish behavior. Red columnar shade indicates an infrared optical path. 

(b) 3D view of the darkroom structure.
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斑马鱼，放在斑马鱼活动场中，加入新鲜的实验用

水，排出活动场中的空气，确保相机可以记录到完

整的斑马鱼自由行为图像。

1.3.1　虚拟视觉刺激的生成

随机运动的虚拟草履虫由一段MATLAB code

生成的 20 000帧的视频提供。初始化一张 2 000像

素×2 000像素的白色图像作为背景，并添加随机运

动的黑色圆点作为刺激。通过观察真实草履虫在水

中的运动情况，拟定虚拟草履虫的运动参数。虚拟

运动由随机布朗运动和随机方向的运动相加得到。

对于一个虚拟的草履虫，首先随机初始化它在图像

中所处的位置、运动方向和运动速度，并逐帧生成

虚拟草履虫的运动轨迹。在这条运动轨迹上添加一

些随机性，如速度的随机变化和运动方向的随机偏

转等，再叠加一个布朗运动，即为一个虚拟草履虫

的最终运动轨迹。实验中，虚拟草履虫数量为240

条，通过对比真实草履虫在相机中的尺寸，将虚拟

草履虫直径设置为2 pixel。

1.3.2　虚拟刺激下斑马鱼捕食实验

在 活 动 场 上 方 ， 放 置 手 机 屏 幕 ， 通 过

spacedesk 软件，将电脑屏幕内容复制到手机的高

分辨率屏幕上，调节视觉刺激窗口位置，使之正好

覆盖住斑马鱼活动场，开始实验。实验分为空白 

期 I （Blank I）、训练期 （Training）、空白期 II

（Blank II）、测试期（Test） 4个阶段（图2）。

a. 空白期 I：提供无虚拟草履虫的空白背景，

让斑马鱼熟悉环境并进行自由探索，持续时间      

1 min。

b. 训练期（Training）：通过屏幕提供虚拟草履

虫图像刺激，持续时间25 min。

c. 空白期 II：同空白期 I，让斑马鱼能够休息，

为Test期做准备，持续时间5 min。

d. 测试期（Test）：给予斑马鱼和Training期相

同的视觉刺激，持续时间10 min。

1.3.3　对照实验

对照组刺激条件和实验组类似，只将Training

时期的虚拟草履虫刺激改为空白背景。

1.3.4　斑马鱼捕食真实草履虫实验

将虚拟刺激实验的屏幕移除，使用红外 LED

灯照明。首先将斑马鱼置于黑暗环境中20 min，同

时添加真实草履虫，检验在黑暗环境中斑马鱼对于

草履虫的捕食情况。然后使用白光将环境照亮，使

得斑马鱼可以看见草履虫，检验这种情况下斑马鱼

对于草履虫的捕食情况。

1.4　斑马鱼行为分析

1.4.1　头部信息提取

为了分析斑马鱼双眼汇聚角度和运动距离变

化，首先需要提取斑马鱼头部关键位置信息。头部

信息由自主编写的C++程序提取。主要分为背景建

模、幼鱼检测、头部和眼部关键点识别3部分。

a. 背景建模：图像中幼鱼所占的面积较小，且

幼鱼可活动区域很大，背景变化不明显，故采用平

均背景建模。取视频前3 000帧的平均图像作为背

景，并随分析的进行，每 10帧更新一次背景。如

果幼鱼长时间不动，则不更新背景，防止幼鱼被背

景减除减掉。

b. 幼鱼检测：将减背景之后的图像二值化处理

后，提取所有区域的轮廓，将所有轮廓中最长轮廓

判定为幼鱼。若最长轮廓长度与该日龄段幼鱼的平

均轮廓长度差距过大，则认为该帧检测失败，采用

上一帧的轮廓作为幼鱼，轮廓的重心为幼鱼在图像

中的位置。

Fig. 2　Behavioral paradigm for virtual paramecium presentation
The black and white dots indicate paramecium in light and dark environments, respectively.
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c.头部关键点提取：使用基于卷积神经网络的

关键点检测工具DeepLabCut［18-19］训练了一个神经

网络作为关键点检测器。由于整个图像较大（896 

pixel×896 pixel），检测到幼鱼重心位置后，以该点

为中心，取 140 pixel×140 pixel 大小的感兴趣区域

（ROI）作为网络输入，以降低处理所需时间。网

络输出为头部（head）和尾部（tail）的坐标和对

应的置信度，如果置信度低于0.95，即认为这一帧

检测失败，使用上一帧检测的结果（图3a）。

d. 眼部关键点提取：以头部坐标为中心取    

50 pixel×50 pixel的ROI，为提高检测精度，将图像

放 大 至 750 pixel×750 pixel， 作 为 第 2 个

DeepLabCut神经网络的输入。网络输出为4个眼部

关键点，左眼最前方（left eye anterior，lea）、左眼

最后方 （left eye posterior， lep）、右眼最前方

（right eye anterior， rea）、右眼最后方 （right eye 

posterior，rep）（图3a）。

上述检测信息储存在 .yaml文件中用于后续分

析。斑马鱼头部信息提取程序可以在https://github.

com/Wenlab/virtual-visual-stimulus获得。

1.4.2　双眼汇聚界定

根据Bianco等［14］的研究成果，斑马鱼在进行

捕食时双眼汇聚角度会从 20°提高到 57°，还会发

生 J-turn 或者类似的小幅摆尾，摆尾幅度在 10°~

20°之间，因此将捕食行为判定为：在双眼汇聚的

前提下，发生 J-turn或者小幅摆尾行为。本研究将

斑马鱼左、右眼睛前后端连线记为视线方向，分别

为连接左眼最前端和最后端的左视线 （left line，

LL）和连接右眼最前端和最后端的右视线（right 

line， RL）， 两 线 夹 角 为 汇 聚 角 （convergence 

angle，CA），汇聚角超过 40°判定为汇聚，汇聚时

长为汇聚角在40°及以上的时间（图3b）。

1.4.3　疲劳性检验

通过比较斑马鱼Training时期和Test时期，单

位时间内的运动距离判断斑马鱼疲劳与否。由于已

经通过头部信息提取，得到斑马鱼头部位置坐标

（hp），因此可以通过头部位置坐标的变化轨迹得到

斑马鱼的运动距离。若Test时期，运动距离显著变

短，则认为斑马鱼后期疲劳，否则认为斑马鱼在整

个实验期间没有疲劳。

1.5　统计学分析

1.5.1　双眼汇聚显著性检验

在进行统计学分析时，首先使用MATLAB软

件的 rmoutliers函数做异常值判断，并将离群值定

义为超过3倍经过换算的中位数绝对偏差（median 

absolute deviation，MAD） 的值，排除异常数据，

然后通过秩和检验计算显著性和标准误。

1.5.2　捕食行为显著性检验

按照之前描述的对捕食行为界定的标准，从已

Fig. 3　Behavioral analysis of larval zebrafish
(a) Extraction of head and eye coordinates: a1, original image; a2, identify zebrafish from background; a3, extract head contour; a4, anchor points on 

zebrafish head and eyes are marked. (b) Identification of head and eye movements: lea, left eye anterior; hp, head position; rea, right eye anterior; lep, 

left eye posterior; rep, right eye posterior; LL, left line; RL, right line; CA, convergence angle.
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经检测出双眼汇聚的视频中，筛选出发生捕食行为

的游泳回合，统计捕食次数、所在游泳回合双眼汇

聚时长的显著性差异，及其随日龄的变化情况，通

过秩和检验计算显著性和标准误。

2　结 果

2.1　虚拟视觉刺激可以引起斑马鱼捕食行为

通过对比斑马鱼对真实草履虫的捕食行为，发

现斑马鱼面对虚拟刺激时可以表现出相同的双眼变

化和摆尾行为，虚拟刺激可以引起斑马鱼捕食行

为。草履虫和斑马鱼的相对位置的不同，捕食行为

也有差异：当草履虫距离斑马鱼较近，位置更靠近

鼻侧，斑马鱼的摆尾幅度更小，反之则摆尾幅度更

大。图4展示了斑马鱼受到虚拟刺激时产生的捕食

行为。通过统计不同日龄斑马鱼在发生双眼汇聚时

进行捕食的概率，发现虚拟刺激诱发的斑马鱼捕食

概率为22%~36%（表1）。

Fig. 4　Predatory behavior of zebrafish in the presence of virtual stimuli
(a, b) Predatory behavior with J-turn. (a) The paramecium was on the temporal side, and the zebrafish made a large tail swing. (b) The paramecium 

was on the nasal side, and the tail swing is smaller. (c) Predatory behavior with a small tail swing, but not J-turn. Each image represents one frame. 

The interval between two frames is 10 ms, the red arrows indicate the location of the paramecium.

Table 1　Predatory probability of zebrafish under eye convergence condition

Number of eye convergence

Number of predatory behaviors

Predation probability

Time

6 dpf

942

238

25%

7 dpf

1068

233

22%

8 dpf

791

233

29%

9 dpf

766

203

27%

10 dpf

697

237

34%

11 dpf

632

229

36%

12 dpf

556

181

33%

Predation probability is the ratio of the number of predatory behaviors to the number of eye convergence. 6 dpf, 7 dpf, 8 dpf, 9 dpf, n=20; 10 dpf, n=

21; 11 dpf, n=23; 12 dpf, n=18.
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2.2　斑马鱼双眼汇聚次数和时长随时间下降

为了探究 25 min 虚拟视觉刺激对于斑马鱼捕

食行为的影响，对斑马鱼眼部关键点位置坐标进行

提取，得到左右眼视线方向并计算双眼汇聚角度，

将双眼汇聚角度超过 40°判定为发生双眼汇聚，统

计了不同日龄斑马鱼在Training时期和Test时期平

均 10 min 的 双 眼 汇 聚 次 数 和 平 均 汇 聚 时

长（图5）。

统计结果表明，从 10 dpf开始，斑马鱼在Test

时期的汇聚次数相比Training时期显著下降，而平

均汇聚时长的显著性下降早在 8 dpf 就开始显现，

显著性都不随着斑马鱼日龄的增长而增长。

因此，在给予 25 min 的移动光点虚拟视觉刺

激之后，幼年斑马鱼确实可以表现出对于这种刺激

的响应减弱，汇聚次数的减少落后平均汇聚时长的

缩短2 d。

2.3　斑马鱼捕食次数和平均汇聚时长随时间下降

双眼汇聚是进行捕食的前提条件，但并不意味

着捕食行为的发生。因此为了比较斑马鱼捕食行为

的差异，需要将捕食行为从汇聚行为中筛选出来。

本文进行了两种尝试，首先参照已有的研究成果，

对斑马鱼的游泳回合进行分类，找到捕食相关的游

泳回合［20］，然而该方法在本研究中并未达到文献

中描述的效果，因此决定将斑马鱼发生双眼汇聚的

时段从视频中筛选出来，通过人工对比斑马鱼捕食

真实和虚拟草履虫行为相似性，筛选出发生捕食行

为的游泳回合，进行统计分析。

图6反映的是不同日龄斑马鱼在不同时期的捕

食次数和平均汇聚时长的变化情况。可以看出，斑

马鱼从8 dpf开始，相比Training时期，Test期的捕

食次数和平均汇聚时长出现显著性下降，捕食次数

比汇聚次数提前两天表现出显著性下降。而正是从

此时开始，斑马鱼捕食次数和平均双眼汇聚时长变

化时间一致。由此可知，随着日龄的增长，斑马鱼

在经历过 25 min 虚拟视觉刺激之后，更少的可能

会进行捕食。

2.4　斑马鱼捕食行为减少由虚拟刺激引起

斑马鱼自由行为结果显示，捕食行为不仅仅发

生在面对虚拟刺激时。当斑马鱼面前有杂质、气泡

或者甚至在空白背景下，也会出现捕食行为。

为了排除斑马鱼自发行为对实验的影响，做了

黑暗环境下捕食真实草履虫实验。在实验前期，活

动场中只通过红外光进行照明，斑马鱼不具有红外

视觉，相当于处在黑暗环境中，无法观察到草履

虫，而斑马鱼和草履虫可以同时被相机记录下来，

捕食行为可以被实验人员直接观察到。实验后期，

通过在活动场中提供额外的白光照明，草履虫对于

斑马鱼清晰可见，斑马鱼可以进行正常捕食行为。

结果显示，无白光照明的黑暗环境中，斑马鱼没有

出现捕食行为，在有白光照明的环境中，斑马鱼发
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Fig. 5　Changes in the number of convergence and average convergence duration with fish ages during training and test periods
(a) Changes in the number of convergences with zebrafish ages during the training and test periods. (b) Changes in the mean convergence duration 

with zebrafish ages during the training and test periods. n.s. no significance, * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001. 6 dpf, 7 dpf, 8 dpf, 9 dpf, n=20;       

10 dpf, n=21; 11 dpf, n=23; 12 dpf, n=18. The error bars show the standard error of the mean (SEM).
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生捕食草履虫的行为（图 7），由此证明虚拟刺激

实验中，空白背景下斑马鱼的捕食行为不是自发行

为，而是斑马鱼对未被相机记录的杂质产生了捕食

行为。
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Fig. 6　Changes in the number of hunting behaviors and the corresponding average convergence duration with zebrafish 
ages during training and test periods

(a) Changes in the number of prey capture behaviors with zebrafish ages during the training and test periods. (b) Changes in the mean convergence 

duration with zebrafish ages during the training and test periods. n.s. no significance, **P＜0.01, ***P＜0.001.

Fig. 7　Zebrafish predatory-like behavior in an environment illuminated by white light
(a) Predatory behavior with J-turn. (b) Predatory behavior with a small tail swing, but not J-turn. Each image represents one frame. The interval 

between two frames is 10 ms. The red arrows indicate the location of the paramecium.
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为了分析空白背景下斑马鱼捕食行为对结果的

影响，设置对照实验。将Training时期提供的虚拟

草履虫改为空白背景进行训练，再比较测试期斑马

鱼对虚拟刺激的响应情况。结果如图 8 所示，      

25 min空白背景没有使斑马鱼表现出捕食行为的下

降，部分日龄的斑马鱼表现出捕食行为的显著

上升。

在排除了这些背景因素下发生的捕食行为之

后，虚拟刺激引起的斑马鱼捕食行为结果如图9所

示。可以看出，虚拟刺激引起的斑马鱼的捕食次数

和平均捕食时长都从 8 dpf 开始出现显著性下降。

因此，斑马鱼捕食行为减少是虚拟刺激引起的。
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Fig. 8　Statistics of hunting-like behaviors in an environment without virtual paramecium
(a) Changes in the number of hunting-like behaviors with zebrafish ages during the training and test periods. (b) Changes in the mean convergence 

duration with zebrafish ages during the training and test periods. n.s. no significance, *P＜0.05, **P＜0.01.
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Fig. 9　Statistics of prey capture behaviors in response to virtual paramecium
(a) Changes in the number of prey capture behaviors with zebrafish ages during the training and test periods, only those triggered by virtual 

paramecium were counted. (b) Changes in the mean convergence duration with zebrafish ages during the training and test periods. n. s. no 

significance, **P＜0.01, ***P＜0.001.
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2.5　斑马鱼捕食次数下降不是受疲劳的影响

为了排除疲劳对于实验结果的影响，统计了不

同时期斑马鱼的头部运动距离，比较了相同时间内

斑马鱼运动距离差异。结果如图 10所示，实验组

和对照组（区别在于Training时期提供虚拟草履虫

还是空白背景），Training时期和Test时期斑马鱼运

动距离没有显著性差异，因此斑马鱼捕食行为减少

与疲劳无关。

3　讨 论

随着虚拟视觉刺激在斑马鱼行为及其神经机制

研究中的应用，该方法已经逐渐成为研究斑马鱼视

觉相关行为的重要方式。本研究通过虚拟食物刺

激，引起斑马鱼的捕食行为。对于一个持续时间

25 min，且没有奖励反馈的虚拟食物，斑马鱼会减

少对其捕食，这种现象最早在斑马鱼 8 dpf的时候

开始显现，且捕食行为的减少和疲劳因素无关，是

一种奖励缺失引起的放弃。

3.1　虚拟食物刺激可以引起斑马鱼捕食行为的

减少

在本实验中，提供虚拟刺激的是一块 428 ppi

的手机屏幕。由于屏幕紧贴着斑马鱼活动场，不得

不考虑发热问题。相比于其他屏幕，这种手机屏幕

的发热之小是其他商业屏幕无法比拟的。相比于投

影仪，这块屏幕提供的虚拟草履虫分辨率更高，草

履虫图像更加清晰，形态大小和真实草履虫更加接

近。结合Bianco等［14］在虚拟食物刺激实验中的判

定标准，同时参考斑马鱼对真实草履虫的捕食行

为，实验中对于斑马鱼捕食行为的判定更加准确。

本实验排除了斑马鱼在空白背景和面对杂质、气泡

等产生的捕食行为，确保了所有被统计的捕食行为

都是虚拟刺激引起的。同时，本实验也探讨了斑马

鱼的捕食行为是否是自发行为，以及非虚拟刺激下

的捕食行为对于本实验结论可能造成的影响。结果

验证了一开始的猜想，即在空白背景下斑马鱼发生

的捕食行为，是由于斑马鱼看到了一些相机无法记

录下来的物质。而这种空白背景因素并不影响准确

结果的得出，虚拟视觉刺激引起的捕食行为使斑马

鱼产生放弃。

3.2　斑马鱼的捕食行为减少是奖励缺失引起的

之前关于放弃的研究主要聚焦于厌恶刺激或者

中性刺激引起的动物行为，如电击使狗希望摆脱被

电击的环境，适应视动反应（optomotor responses，

OMR）环境的斑马鱼由于无法通过尾部摆动引起

环境变化而放弃。但是放弃行为不仅包括上述现

象，多次尝试获得奖励而失败，同样可以引起斑马

鱼的放弃。相比于前两种刺激，这种刺激之所以能

够引起斑马鱼的行为，是斑马鱼因为饥饿而主动靠

近食物的结果。本实验中，虚拟的食物既不能根据

斑马鱼的行为提供运动反馈，又不能真正让斑马鱼

获得食物奖励。因此，这是一种无法提供真实奖励

的奖励刺激，即奖励缺失引起的刺激。

本实验将相同日龄的斑马鱼作为一个整体进行

分析，并没有分析单个斑马鱼在 Training 时期和
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(a) Experimental group. (b) Control group. Distance is defined as the total moving distances. n.s. no significance.
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Test时期的变化情况，在这里就会产生一个问题：

单个斑马鱼是否随着受到刺激次数的增加，而表现

出更少的捕食行为？行为学数据表明，斑马鱼对于

虚拟刺激的捕食情况，具有明显的个体差异。斑马

鱼可能在整个实验中都不会发生捕食行为，也可能

在 10 min内发生多达 10次捕食行为。就发生捕食

行为的时间序列看，斑马鱼的捕食行为既可能在整

个实验周期均匀分布，又可能集中在 5 min 之内，

其他时间基本不发生。由于实验中提供的240个虚

拟食物是随机分布在活动场中的，平均每2 mm2即

有一个虚拟食物，而斑马鱼可以注意到自身视野  

3 mm范围以内的物体，因此理论上斑马鱼一直受

到食物刺激。为了量化斑马鱼受刺激情况，比较了

不同时期每10 min斑马鱼双眼3 mm半径内没有虚

拟食物的时间，都在40~60 s之间且没有显著差异，

因此认为不同时期斑马鱼受刺激情况相同，而是否

发生捕食行为则取决于斑马鱼的个体差异。Bianco

等［14］的实验结果也表明，虚拟视觉刺激引起的斑

马鱼捕食行为概率为22%，因此将单个斑马鱼受到

虚拟食物刺激的次数，作为评判斑马鱼是否产生放

弃的标准，似乎并不完美。所以本实验将相同日龄

的斑马鱼作为整体进行统计分析，而不区分每条斑

马鱼受到刺激的次数对于其放弃的影响。

4　展 望

目前关于动物放弃行为的研究，主要从习得性

无助入手，通过实验探究并构建相关理论，揭示背

后的神经环路机制。预先物理损毁杏仁核的中缝背

核（dorsal raphe nucleus，DRN）脑区的动物，在

经历过电击后无法出现逃避缺陷（逃避次数减少或

反应时间增加）［21-23］。习得性无助的动物，DRN脑

区五羟色胺能神经元基因表达水平比正常动物更

高［24-26］，其无法通过激活腹内侧前额叶到DRN脑

区的谷氨酸能神经元调节逃避行为［27］。因此最新

理论认为，学习行为激活腹内侧前额叶中的谷氨酸

能神经元，下行投射到杏仁核的DRN脑区，抑制

该区域五羟色胺能神经元的活动，使动物在习得性

无助实验中表现出正常的逃避行为［28］。

以往主要通过厌恶刺激诱发的习得性无助研究

动物放弃行为，集中在对于五羟色胺能神经元的研

究［23］，而多巴胺能神经元对于厌恶刺激敏感度较

低［29］，因此对于多巴胺能神经元在奖励刺激相关

放弃行为中作用的研究较少。奖赏预测错误

（reward prediction error）理论认为，多巴胺能神经

元编码动物对于奖励的预期［30-32］。如果奖励高于预

期，则多巴胺能神经元活动增强，反之，则多巴胺

能神经元活动被抑制。面对需要被动应对的厌恶刺

激和需要主动应对的偏好刺激，伏隔核的多巴胺释

放也存在差异［33］。相信随着虚拟食物刺激引起的

捕食行为下降在斑马鱼中被发现，多巴胺系统在动

物面对奖励缺失引起放弃行为中的功能也将被更加

全面地揭示，这将对全面理解动物放弃行为提供

借鉴。

关于习得性无助的研究也发现，通过视动反应

引起的斑马鱼习得性无助行为，涉及内侧纵向束到

后脑运动神经元中的去甲肾上腺素能神经元和星形

胶质细胞的作用［34］。最新的自由行为斑马鱼全脑

成像平台，可以实现对斑马鱼实时行为追踪和全脑

钙活动成像［35］。通过分子生物学技术构建特定神

经元表达品系，借助该平台研究斑马鱼在经历    

25 min虚拟食物刺激前后的全脑神经活动，可以揭

示奖励缺失引起的斑马鱼放弃行为中，不同类型神

经元的作用，从而构建起对于不同类型神经元在动

物放弃行为中功能的全面理解。

5　结 论

本研究通过搭建自由行为斑马鱼虚拟食物刺激

平台，对斑马鱼响应虚拟刺激的行为进行了分析。

首先验证了本平台可以引起斑马鱼的捕食行为。接

着通过比较刺激前后斑马鱼对于虚拟食物的捕食行

为变化，发现经过刺激处理的斑马鱼会表现出对虚

拟食物汇聚次数减少、汇聚时长缩短以及捕食次数

减少、捕食时长缩短的行为。接着通过黑暗环境下

对真实草履虫的捕食行为成像和空白背景对照实

验，验证了斑马鱼的捕食行为不是自发行为，而且

空白背景对斑马鱼的捕食行为的下降并不产生影

响，从而证明了斑马鱼捕食行为的下降确实是虚拟

食物刺激导致的。本研究构建了奖励缺失下斑马鱼

放弃行为的研究范式，对奖励缺失条件下斑马鱼放

弃行为的深入研究提供了一种研究方式和思路。
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Giving up Prey Capture Behavior in Zebrafish Larvae Induced by Virtual 
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Graphical abstract

Virtual visual stimulation

Training  25 min Test 10 min

Abstract　Objective  Giving up arises when an animal repeats a behavior to avoid danger or to obtain reward 

without success. It is a common and fundamental behavior that has been extensively studied in model animals 

such as mice, but the underlying neural mechanisms have not yet been well elucidated. Zebrafish larvae are 

important model organisms in neuroscience due to their suitability for whole brain imaging. Negative stimuli such 

as continuous electric shock have been used to induce giving up behavior in zebrafish, however, whether reward 

stimuli can induce giving up in zebrafish has not been reported. Methods  By presenting larval zebrafish visual 

stimuli of paramecium, the hunting behavior of zebrafish on virtual food was examined, and the changes of the 

zebrafish predation frequency and predation duration over time were compared. Results  Virtual visual 

stimulation of food can induce the predatory behavior of zebrafish. After receiving virtual stimuli for 25 min, the 

predation frequency and single predation duration of over 8 days post fertilization (dpf) zebrafish decreased 

significantly. Conclusion  Our study enriches the paradigm of zebrafish give up behavior. The experimental 

results show that virtual food stimuli lacking real rewards can induce zebrafish to abandon predation. The current 

behavioral paradigm provides a new method to study animal give up behavior and the underlying neural 

mechanisms.
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