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SAM-P8d~鼠痕迹性眨眼条件反射的获得 

及其 PFC-ERP变化 

杨 艺 ，姚 娟 ，李 轩 ，吴广延 ，吴 冰 ，刘树雷 ，隋建峰 。 

(第三军医大学基础医学部 1．基础医学教学实验中心；2．生理学教研室，重庆 400038) 

【摘 要】目的：研究快速老化 P8小鼠(senescence accelerated mouse—prone／8，SAM—P8)痕迹性眨眼条件反射(trace eveblink 

conditioning，TEBC)的获得及其前额叶(prefrontal codex，PFC)事件相关电位(event related potential，ERP)的变化。方法 ：实验动 

物为 SAM—P8组(n=l1)与对照小鼠SAM—R1(senescence accelerated nlouse—resistant／1，SAM—R1)组(n=l1)：对 2组小鼠进行条 

件刺激(conditioned stimulus，CS)与非条件刺激(unconditioned stimulus，US)配对的经典 TEBC训练，其中 CS为 250 ms、3 kHz、 

85 dB的纯音，US为强度为3 Psi、持续时间100 ms的束状氧气对动物角膜进行给气。观察 2组动物的经典TEBC的条件反应 

(conditioned response，CR)的习得及其 PFC—ERP的变化。结果 ：行为学结果方面，SAM—P8可以获得有限的经典 TEBC(CS：250 

ms 85 dB的纯音)，SAM—R1的条件反应发生率(incidence rate of conditioned response，CR％)明显高于 SAM—P8(P<O．05)。PFC— 

ERP结果方面：在 CR期，无论是峰峰幅度和峰潜伏期未见 SAM—P8与 SAM—R1 2组间有明显差别 ，且 2组组内训练各期之间 

没有统计学差异(P>0．05)；在 CR前期 ，SAM—P8的PFC—ERP的峰峰幅度显著低于 SAM—R1(P<0．01)，SAM—R1行为习得中期 

PFC—ERP的峰峰幅度明显高于其行为习得早期(P<O．05)，但 SAM—P8未见此显著变化 结论：SAM—P8小鼠对经典 TEBC的学 

习能力有损伤但并不完全 ；在 TEBC建立过程 中，SAM—P8小鼠其前额叶的参与程度低于 SAM—R1小鼠，PFC可能更多参与 

TEBC的中期获得过程。但这一时间特征对于 SAM—P8似乎并不明显 
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Changes in learning of TEBC and PFC’s event—related potentia 

in SAM-P8 mice 

Yang Yii，Yao Juan|，Li Xuanl，Wu Guangyanl，Wu Bind，Liu Shulei|，Sui】t nJ 

( ．Experimental Center ofBasic Medicine；2．Department ofPhysiology，College ofBasic Medical Sciences， 

Third Military Medic University) 

【Abstract]Objective：To investigate the changes of the learning of trace eyeblink conditioning(TEBC)and prefrontal codex(PFC)’s 

event—related potential in senescence accelerated mouse—prone／8(SAM—P8)mice．Methods：Experimental animals were divided into 

SAM—P8 group(n=1 1)and SAM—R1 control group(n=l 1)；two groups received conditioned stimulus(CS)and unconditioned stimulus 

(US)paired training，in which，CS is a 250 ms，3 kHz，85 dB tone and US is a 3．0 Psi，100 nls corneal air puff．Then the CR acquire— 

ment of TEBC in the two groups were observed，and changes of PFC’s event—related potential during this process were compared be— 

tween the two groups．Results：Results behavioral results：SAM—P8 mice acquired limited classical TEBC with optimal CS(250 HIS．3 

kHz，85 dB tone)；the CR％of SAM—R1 was higher than that of SAM-P8(P<0．05)．In PFC—ERP：there are no significant difference 

in peak—peak amplitude or latency of peak between SAM—P8 group and SAM—R1 group．and there was also no significant difference 

in training periods between two groups(P>0．05)in CR period．In pre—CR period：peak-peak amplitude of PFC—ERP in SAM—P8 mice 

reduced observably compared with that of SAM-R 1(P<0．05)；peak—peak amplitude of PFC—ERP in medium—term of behavior training 

was much higher than that in early period of training in SAM—R1 mice(P<0．05)，but no related changes in SAM—P8 were observed 

(P>O．05)．Conclusion：SAM—P8’s learning capability of TEBC has been impaired but the impaimaent is incomplete．During the es一 
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tablishment of TEBC．PFC involvement of SAM—P8 mice iS less 

than that of SAM—R1 mice：PFC may be nlore involved during 

the medium—term of behavior training，but this time characteris— 

tic iS not obvious in SAM—P8． 

【Key words]senescence accelerated mouse—prone／8；trace eye— 

blink conditioning；prefrontal codex；event related potential 
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随着人El老龄化的加剧。由于脑老化而引起的 

学习记忆的缺失也逐渐增多。快速老化小鼠 senes— 

cence accelerated mouse，SAM)是近年来颇受重视的 
一 种动物老化模型，其中，P8品系即快速老化 P8小 

鼠 senescence accelerated mouse—prone／8，SAM—P8) 

表现为年龄相关性的学习记忆缺失 ，其对照组则是 

对照小 鼠 SAM—Rl(senescence accelerated mouse— 

resistant／I，SAM—RI)。众多研究结果显示，SAM—P8 

小鼠在场景性恐惧条件反射 、被动回避实验 、空间 

学习记忆(水迷宫)、目标识别学习是有缺失的 。 

而很少有学者关注其联想学习功能的损伤情况。经 

典的眨眼条件反射(eyeblink conditioning，EBC)是联 

想学习行为中最简单的一种学习模型，广泛应用于 

运动学习及其调节机制的研究，痕迹性眨眼条件反 

射(trace eyeblink conditioning，TEBC)是其中的一种 

模式。前额叶(prefrontal cortex，PFC)是大脑皮质发 

育最晚结构上也最晚成熟的一个脑区，已有研究指 

出老化对PFC的功能易造成损伤且不明其具体机 

制【51。 

此外 ，脑电活动与脑功能密切相关。其中，事件 

相关电位(event related potential，ERP)是一种与认 

知功能有关的内源性电变化，通过同步记录反映神 

经元活动水平及局部神经活动的同步程度，即反映 

认知过程中大脑神经电生理的同步性变化[6-7]。目前． 

伴随老化过程发生的联想学习记忆行为衰退及其 

PFC—ERP的变化研究几乎没有涉及。为了明确老化 

后联想学习功能及 PFC—ERP的变化情况，本研究采 

用行为学以及行为电生理方法检测了 SAM—P8和 

SAM—R1小鼠在经典 TEBC学习任务中的学习能 

力 ，并同步记录其 PFC—ERP变化 ，分析比较 2组的 

条件性眨眼反应(conditioned response。CR)的发生 

率(CR％)以及小鼠的同步 PFC—ERP活动情况，以 

探讨 SAM—P8的联想学习行为及 PFC—ERP的相关 

变化。 

1 材料与方法 

1．1 实验 动物 

实验动物由天津中医药大学第一附属医院实验动物中 

心提供，按照动物品系配对设计 ，分为 SAM—P8(n=l1)组和 

SAM—R1(n=l1)组，8月龄，均为雄性，共 22只。实验期间，饲 

养环境恒温在(21±1)℃，动物均采用单笼饲养 ，给予动物自 

由进食和饮水。 

1．2 手术 

麻醉小鼠采用 1％戊巴比妥钠进行腹腔麻醉，剂量为 55 

mg／kg，小 鼠麻醉成功后将其头置于脑立体定向仪上 ，常规消 

毒后进行颅脑手术 。从动物眼后至耳间沿颅骨中线切开皮肤 

以及皮下组织，暴露颅骨。在颅骨上分别钻直径约 0．5 1"／113"1的 

3个小孔．孔 1为前额叶记录电极位置，坐标为矢状缝右侧 

旁开 0．30～o．35 mm，前囟前 1．9～2．0 mm，术前将前额叶记录 

电极消毒，利用颅骨钻钻透此坐标位置露骨后，再垂直颅骨 

表面将记录电极植入 3 mm，固定。孔 2、3分别为接地、参考 

电极位置，坐标为矢状缝双侧旁开 3．0—4．0 mm，前囟后 3．5— 

4．0 mm。用不锈钢螺丝钉(质量 ：0．1 g，螺距：300 Ixm；直径 ： 

1．6 mm)均与接地和参考电极相连接且消毒 ，将两电极分别 

反旋入2、3号fl,~L。在记录电极和后面2个螺丝钉之间水平 

嵌合一硬质空心头部固定支架(材料：塑料；质量：0-3 g；长 

度 ：8．0 mm；直径 ：0．25 cm)，然后采用牙科水泥混合物覆盖 

并固定。术后抗感染处理，大约 i周待动物恢复良好后进行 

实验。 

1．3 行为训练 

经典 TEBC训练周期包括适应期 1 d、训练期 10 d(连 

续)和消退期 1 d．行为训练全程均在隔音、避光的屏蔽柜里 

进行。训练期为 CS—US配对训练，cs是一个 3 kHz、250 ms、 

85 dB的纯音，cs出现同时触发 “SBO一1眨眼条件反射和识 

别学习行为 自动训练系统”，于 cs开始后 500 ms给予小鼠 

左侧眼角膜一个压强为 3 Psi、持续时间为 100 ms的束状干 

燥氧气流(us)，每次 CS—us配对训练的间隔时间为(30±5)s， 

每个训练期共计 100次配对训练，具体模式如图1所示。同 

步记录动物的PFC—ERP情况，利用 RM6280C型八道生理信 

号采集处理仪进行数据采集。在适应期和消退期不给予us， 

仅仅只有cs出现。小鼠在整个行为训练过程中身体均被置 

于直径 3 cm、长 12 cm的塑料圆柱形固定筒内，其头颈部露 

在筒外。用脑立体定位仪前端嘴固定器夹住小鼠嘴鼻部，并 

将脑立体定位仪两根侧梁上的耳杆顶住小鼠头颅固定支架． 

以减少小鼠身体晃动从而引起的实验数据的偏差。 

分析周期 Ba “ R uR 

眨眼记录 

图 1 实验设计 

Fig．1 Experimental design 

舱 m 
G m ．m 帅 
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1．4 眨眼活动测量 

眨眼活动的记录采用高灵敏度的肌肉张力换能器进行 

测量，换能器一端连接尼龙细线 ．尼龙细线另一端拴上蛙心 

夹，将此蛙心夹夹住小鼠左侧上眼睑使其刚好紧绷。左侧上 

眼睑的活动情况通过换能器所测到的张力变化转换为电位 

波动予以反映。记录数据的八道电生理生物信号记录仪参数 

设置为：16～3 kHz(CS及us信号)，带通：DC～100 Hz(张力信 

号，传感器信号)；500 mV(CS及us信号)，灵敏度 5 mV(张 

力信号)，采样频率 10 kHz。使用vc++软件编制的专用程序 

离线分析储于计算机中的眨眼行为数据。 

1．5 数据分析 

CR定义为 US开始前 200 ms这一阶段发生的显著眨眼 

活动。满足以下标准则判定为显著的眨眼活动：上眼睑活动 

值(时刻 t)≥眼睑活动基线值 0．5 mV，且连续时间总和超过 

15 ms。眨眼反应的特征参数定义如下 ：基线期(baseline pe— 

riod)：定义为cs开始前 1—800 ms这一阶段；分析的时间窗 

为 CR期(声音起点之后 300～500 ms)和 CR前期(声音起点 

之后 100～300 ms)。ERP的变化分 3个阶段进行统计，即早 

期 、中期、晚期。训练 1-3 d为早期 ，训练 5～7 d为中期，训练 

9～10 d为晚期。 

1．6 统计学方法 

统计分析采用 SPSS 18．0统计软件 ，使用 Excel软件制 

作数据图表 ，实验数据均以均数 ±标准差(x± )表示，多组 

均数比较采用重复测量方差分析．组间多重比较采用 LSD—t 

法，检验水准 a=O．05。 

2 结 果 

2．1 经典联想学习记忆(TEBC任务)行为结果 

SAM—P8小 鼠训练过程中死亡 1只，不纳入统计分析。 

训练后 SAM—P8(n=lO)和 SAM—R1(n=l1)小 鼠行为学结果 

统计学分析如下：CR％(图2)：SAM—P8和SAM—RI小鼠的 

CR％~li随着训练时间的增加而增加( 9 ． ， ． )；,171)=21 553 P=0 000 

SAM—P8小鼠可以获得有限的经典 TEBC[在训练第 10天平 

均 CR％：(62．6±9．52)％1；且组间比较显示 ，SAM—P8小 鼠的 

CR％明显低于 SAM—R1小 鼠，差异有统计 学意义 (F )= 

12．972，P=0．000)。 

SAM—P8与 SAM—R1小鼠2组间比较，a：P<0．05；b：P<0．叭 

图 2 SAM—P8(n=l0)与 SAM—R1(n=l1) 

在经典 TEBC训练学习曲线图(x± ) 

Fig．2 Learning curves for SAM-P8 and SAM-R1 groups 

in classicalTEBC(x±s) 

2．2 同步 PFC—ERP的结果 

2．2．1 CR期 PFC—ERP比较 PFC—ERP峰峰幅度统计结 

果 ：PFC-ERP峰峰幅度随着训练期的增加而改变( ㈤=3．706， 

P<O．05)．但是 SAM—P8和 SAM—R1小鼠2组间的峰峰幅度 

无统计学差异 (Ffl_121=O．999，P>O．05)，且无论 SAM—P8还是 

SAM—R1小 鼠，训练各期之间均无统计学差异 ( ： 。 4．781， 

P>O．05； 2
,
14)=4．254，P>0．05)，如图 3所示。 

70 

60 

三 。 
。 

30 

誊20 
10 

O 

早期 中期 晚期 

口SAM—P8 
■SAM—Rl 

图 3 CR期 SAM—P8与 SAM—R1 PFC—ERP峰峰幅度比较 

(x±S) 

Fig．3 Comparisons of peak-peak magnitude．of PFC—ERP 

between SAM—P8 and SAM—R1 groups in CR period(i±S) 

PFC—ERP峰潜伏期结果 ：SAM—P8和 SAM—R1小鼠 2 

组问的峰潜伏期无统计学差异( ll1 )=1．833，P>0．05)，且无论 

SAM—P8还是 SAM—R1小鼠，训练各期之间也均无统计学差 

异( 2-1u)=3．781，P>0．05； 2，l4)=3．963，t9>0．05)，如图4所示。 

— ● SAM—P8 

+ SAM—RI 

图4 CR期 SAM—P8与 SAM—R1 PFC—ERP峰潜伏期比较 

(x±S】 

Fig．4 Comparison of peak latency of PFC-ERP between 

SAM—P8 and SAM—R1 groups in CR period( ±S) 

2．2．2 CR前期 PFC—ERP比较 PFC—ERP峰峰幅度结果： 

PFC—ERP峰峰幅度随着训练期的增加而改变( 
．

241=6．546，尸< 

0．05)，SAM—P8的 PFC—ERP的峰峰幅度明显低于 SAM—R1 

( 【1]5)=30．539，P<0．O1)；SAM—Rl行为习得中期 PFC—ERP的 

峰峰幅度显著高于其行为习得早期( 2,14)=5．238，P<0．05)，但 

SAM-P8小鼠各训练期未见此显著变化( ．。。 3．624，P>0．05)， 

如图 5所示。 

PFC—ERP峰潜伏期结果：在行为训练中期 SAM—P8和 

SAM—R1小鼠2组间PFC—ERP峰潜伏期有统计学差异( ) 

= 6．080，P<0．05)，如图6所示。 

珊瑚 

一 一罪 辫鹫 
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早期 中期 晚期 

SAM—P8与SAM—R1小鼠2组间比较，a：P<0．05 

图 5 CR前期 SAM—P8与SAM—R1 PFC—ERP峰峰幅度比较 

(i-I-S) 

Fig．5 Comparison of peak-peak magnitude of PFC—ERP 

between SAM—P8 and SAM—R1 groups in pre—CR period( ±S) 
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SAM—P8与SAM—R1小鼠两组间比较，a：P<0．05 

图 6 CR前期 SAM—P8与 SAM—R1 PFC—ERP峰潜伏期比较 

( ± ) 

Fig．6 Comparison of peak latency Of PFC-ERP between 

SAM—P8 and SAM—R1 groups in pre—CR period( ±S) 

3 讨 论 

本研究结果归纳为：①sAM—P8可以获得有限 

的经典 TEBC(CS：250 ms、85 dB的纯音)，SAM—R1 

的CR％明显高于SAM—P8，提示SAM—P8小鼠对于 

经典 TEBC的联想学习能力受损但不完全。②在 

CR期 ，无论是峰峰幅度和峰潜伏期未见SAM—P8与 

SAM—R1两组间有明显差别，且 2组组内训练各期 

之间没有统计学差异。③在 CR前期，SAM—P8的 

PFC-ERP峰峰幅度明显低于SAM—R1，提示 SAM—P8 

小鼠在 TEBC建立过程中其前额叶的参与程度低于 

SAM—R1小鼠。④sAM—R1行为习得中期的PFC— 

ERP峰峰幅度明显高于其行为习得早期，但 SAM— 

P8未见此明显变化．提示正常动物的前额叶在 CR 

快速习得过程中更多参与信息加工．但脑老化后这 
一 现象似乎不存在。 

行为学结果显示，SAM—P8小鼠通过训练可以 

获得有限的经典 TEBC，而在 2012年 L6pez—Ramos 

等[21研究指出 SAM—P8小鼠看上去不能获得 TEBC。 

这样的差异本研究组认为与实验参数即时间 cS的 

设置有密切联系。经典 TEBC中，连接 CS和 uS之 

间那段 trace间隔可能需要由前脑区域将信息投射 

到桥脑核．然后再投射到深部核和小脑皮质罔。对于 

动物习得 TEBC而言，则需要动物有足够的注意力能 

够认识到有着 trace间隔的 CS—US的联系。常见的 

声音 cs参数包括声音的时间窗和强度。在 L6pez— 

Ramos等的研究中 CS是 20 ms、70 dB的声音刺激， 

而这样的一个 CS与之前那些对老化的眨眼条件反 

射的研究而言是相对弱和短 01。已有研究指出，老 

化后最易受损的区域就是前额叶[11】，且此损伤可能 

会使机体注意力降低【12-蚓。所以，本研究认为对于老 

化动物而言这样相对短而弱的声音可能不足以使 

动物意识到有着 trace间隔的 CS—Us的联系，从而 

不能习得 TEBC。而本研究中，CS为 250 ms、85 dB 

的纯声，声音更长且强度稍大 ，这可能是 SAM—P8 

小鼠可以获得有限的经典 TEBC的原因所在。本研 

究结果与2006年 Ewers等[91对 PP+PSI的阿尔茨 

海默病(Alzheimer’S disease，AD)／J,鼠在同样 cs条 

件下所得出的结果一致。因此，本研究结果提示合 

适的 CS时间窗以及高强度的声音可能是 SAM—P8 

小鼠获得 TEBC所必需的。且老化对涉及联想学习 

记忆的脑环路功能的损害是不完全的。另一方面， 

众多研究已提出TEBC的获得高度依赖于前额叶和 

海马环路 5]的正常功能 而关于 SAM—P8小鼠研 

究已指出其海马 CA1一内侧前额叶突触的长时程增 

强(1ong—term potentiation，LTP)是显著缺失的，这可 

能是引起 SAM—P8小鼠学习记忆退化的原 因之 
一 [ ；另外，SAM—P8小鼠海马蛋白水平(如胶质纤维 

酸性蛋白)和基因表达(如 miR一16)的异常揭示海 

马功能紊乱似乎促进了 SAM—P8小鼠TEBC中学习 

记忆的退化 71也是一个重要原因。 

PFC—ERP结果显示 ：①CS起点之后的 300～ 

500 ms(即 CR期)。无论是峰峰幅度和峰潜伏期未 

见 SAM—P8与 SAM—R1两组间有明显差别，且 2组 

组内训练各期之间没有统计学差异。提示 2组之间 

在运动执行过程的局部神经活动的同步程度在并 

无差异 ．且在不同的时间点也基本一致。这一结果 

本课题组认为是由于在 CR的执行期伴随行为出现 

的ERP变化．主要体现了运动执行系统的神经元活 

∞∞加加∞舳∞∞加0 
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动，而条件反射相关信息的加工处理尤其行为编码 

等过程主要应该在 CR出现的前期已经完成。②cs 

起点之后的 100～300 ms(即 CR前期)，SAM—P8的 

PFC—ERP峰峰幅度明显低于 SAM—R1。这可能是由 

于老化引起了 SAM—P8小鼠的神经元功能或形态 

损伤，降低了与其行为关联的神经细胞的电活动所 

致。相关损伤可以归因于 SAM—P8小鼠的线粒体功 

能异常和脑环路功能改变、微管相关 tau蛋白的高 

度磷酸化以及线粒体膜电位降低等多种变化 堋。值 

得注意的是 ，SAM—R1行为习得中期的 PFC—ERP 

峰峰幅度明显高于其行为习得早期，但SAM—P8未 

见此显著变化，这也提示正常动物的前额叶在 CR 

快速习得过程更多参与信息加工。经典的 ERP成分 

包括不易受刺激的物理特性影响的内源性(心理 

性)成分和易受刺激信号的物理特性影响的外源性 

成分两部分。目前本研究选取的 CR前期分析窗口 

处于 CS起点之后 100～300 ms，这一时间窗 口与 CS 

信号有 150 ms时间段的重叠．即不可避免地可能有 

外源性成分掺杂到 CR前期所记录到的 ERP信号， 

如动物对声音本身的注意等。因此，本课题组将无 

CR存在的情况下的组内及组问的ERP数据进行了 

比较，结果各组之间并无统计学差异，这也说明此 

处单独外源性成分所造成的 ERP变化并不明显。 
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