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摘要 目的
獉獉

: 比较不同焦虑水平青少年期 C57BL /6 小鼠酒精条件性位置偏爱( CPP) 形成及空间学习记忆能力的差

异。方法
獉獉

: 四周龄小鼠在高架十字迷宫实验中根据开放臂时间比( OT% ) ，被分为低、高焦虑组，再随机分为: 低焦

虑盐水及酒精组，高焦虑盐水及酒精组。酒精组行酒精 CPP 实验，盐水组做对照。另一批小鼠分为低、高焦虑组

后，行水迷宫实验。结果
獉獉

: 与盐水组相比，低、高焦虑酒精组均形成了酒精 CPP( P ＜ 0. 001) 。低焦虑酒精组 CPP 值

显著高于高焦虑酒精组( P ＜ 0. 001) ，CPP 值与 OT% 呈正相关( r = 0. 628，P = 0. 003) 。高、低焦虑组小鼠的空间学

习记忆能力无显著差异( P ＞ 0. 05) 。结论
獉獉

: 低焦虑青少年期小鼠比高焦虑小鼠对酒精的犒赏效应更敏感，酒精犒赏

效应与焦虑水平呈负相关。
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Abstract

Objective: To compare ethanol － induced conditioned place preference ( CPP ) and

learning ability in adolescent C57BL /6 mice with different anxiety levels．

Methods: The anxiety levels of

mice at 4 weeks of age were assessed using the elevated plus maze ( EPM) test and were allocated into
low － anxiety mouse ( LAM) and high － anxiety mouse ( HAM) groups based on the percentage of open
arm time ( OT% ) ． Then，LAM and HAM groups were randomly allocated into four groups: LAM －
Saline and Ethanol groups，and HAM － Saline and Ethanol groups． The alcohol reward was evaluated by
the ethanol － induced CPP paradigm． The mice＇s ability to learn was measured with the Morris water maze
task．


Ｒesults: Both LAM － Ethanol ( P ＜ 0. 001 ) and HAM － Ethanol ( P ＜ 0. 001 ) groups developed a

significant CPP． LAM － Ethanol showed a greater ethanol preference ( P ＜ 0. 001 ) ，with no significant
difference in learning ability ( P ＞ 0. 05 ) ，than HAM － Ethanol group． Interestingly，the CPP score
positively correlated with OT% ( r = 0. 628，P = 0. 003 ) ．


Conclusion: Alcohol reward negatively

correlated with anxiety level in adolescent mice．
Keywords alcohol use disorder; anxiety; conditioned place preference; adolescent mice
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酒精使用障碍( Alcohol Use Disorder，AUD) 是

一种有问题的、导致显著的具有临床意义的损害或

痛苦的酒精使用模式，给家庭和社会造成许多不良

后果，目前已成为全球性严重的公共卫生和医学问

题［1 － 2］。焦虑障碍是一类以过度害怕和焦虑，及相

关行为紊乱为特征的精神障碍［1］。AUD 常共病焦

虑障碍，且焦虑障碍者发生 AUD 的风险更高［3 － 7］。
然而，临床研究不能证明焦虑障碍与 AUD 之间是否

存在因果关系，因为二者均发展隐匿，很难判断先

后［8］。因此，需要在条件受控的实验室环境下，先

测定动物的焦虑水平，再让动物接受酒精暴露，比较

不同焦虑水平动物对酒精的偏好。然而，动物实验

的研究结果不一致。与低焦虑品系大鼠相比，高焦

虑品系大鼠的酒精消耗量更多［9］或更少［10 － 12］。与

非亲酒性大鼠相比，亲酒性大鼠的焦虑水平更高［13］

或相似［14］或更低［13，15］。当在同一品系啮齿类动物

中探讨焦虑水平与酒精犒赏的关系时，发现二者间

存在正相关［16 － 17］或无关联［18 － 20］。重要的是，此前

的研究主要以成年期啮齿类动物为实验对象，缺乏

在青少年期动物中的研究。研究表明，青少年比成

年人更易形成 AUD，因为青少年更具冲动性，更容

易冒险，自我管理能力较差［21 － 23］。因此，有必要以

青少年期小鼠为研究对象，探讨焦虑水平与酒精犒

赏之间的关系，为青少年 AUD 的早期预防与干预提

供科学依据。
本研究通过高架十字迷宫( Elevated plus maze，

EPM) 实验筛选出不同焦虑水平青少年期 C57BL /6
小鼠，通过酒精条件性位置偏爱 ( Conditioned place
preference，CPP) 模型评价酒精的犒赏效应，来探讨

焦虑水平与酒精犒赏效应之间的关系。除酒精本身

的作用，小鼠的空间学习记忆能力也会影响酒精

CPP 的形成，故本研究通过水迷宫实验比较不同焦

虑水平小鼠空间学习记忆能力的差异。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 实验动物 健康雄性四周龄 C57BL /6 小鼠，

体重 16. 0 ±1. 0 g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限

公司。实验前分笼饲养一周，自由进食、饮水，12 小时

明暗节律( 明: 07: 00 －19: 00; 暗: 19: 00 －07: 00)。实验

人员隔日用手抚触动物以降低应激对动物的影响。
1. 1. 2 主要试剂和仪器 分析纯酒精( 96% ) 购自天

津市富宇精细化工有限公司，用生理盐水将分析纯

酒精稀释为 20%酒精溶液备用，本研究所使用的酒

精 浓 度 及 剂 量 已 被 证 实 能 够 建 立 稳 定 的 酒 精

CPP［24 － 25］。食品添加剂钛白粉购自上海江沪钛白

化工制品有限公司，按 125 g·L －1 浓度以温水融化

以隐藏水迷宫实验中的平台。EPM 及水迷宫分析

系统购自上海移数信息科技有限公司，CPP 分析系

统购自上海吉量软件科技有限公司。
1. 2 方法

1. 2. 1 EPM 实验及分组 EPM 装置由两条开放臂和

两条闭合臂组成，呈“十”字交叉。上午 8 点小鼠被提

前转运到行为学实验室专用临时笼架，适应环境 30
min。之后，小鼠被放置于开放臂与闭合臂接合处( 面

朝开放臂) ，自由活动 5 min。按照公式: 开放臂时间 /
( 开放臂时间 + 闭合臂时间) 计算开放臂时间比( the
percentage of time spent in the open arms，OT% ) 。根

据 OT%的第 25 百分位数 ( P25 ) 及第 75 百分位数

( P75) 将小鼠分为低焦虑 ( OT%≥P75 ) 和高焦虑

( OT%≤P25) 小鼠［16］。在实验 1 中，通过随机数字

法，低焦虑小鼠被随机分为盐水组和酒精组; 高焦虑

小鼠被随机分为盐水组和酒精组; 每组 9 －10 只。其

余小鼠( P25 ＜ OT% ＜ P75) 被淘汰。在实验 2 中，另

一批小鼠经过 EPM 实验，被分为低焦虑和高焦虑小

鼠，每组 8 －9 只，分别行水迷宫实验。
1. 2. 2 CPP 实验 CPP 装置由两侧箱体及中间箱构

成。一侧箱体为黑白横条纹及网格底板，另一侧箱

体为黑白竖条纹及横杠底板。中间箱体积较小，可

根据实验需要开启或关闭，主要用于投放小鼠。本

实验采用有偏设计，将小鼠在预测试中自然偏好的

一侧作为训练时的非伴药侧，另一侧作为伴药侧。
简要流程如下: 预适应( d1) : 将中间箱挡板取出，小

鼠从中间箱放入，自由活动 30 min。预测试 ( d2 ) :

将中间箱挡板取出，小鼠从中间箱放入，自由活动

15 min，分别记录小鼠在两侧箱体中停留的时间，作

为 CPP 基值。确定小鼠的自然偏爱倾向，并选择非

自然偏爱侧作为伴药侧。低、高焦虑酒精组训练

( d3 － d10) 如下: 放入中间箱挡板，将中间箱与两侧

箱体隔断。d3，上午 8: 00 给小鼠腹腔注射 20% 酒

精 ( 2 g·kg －1，12. 5 ml·kg －1 ) 放入伴药侧活动 50
min。d4，上午 8: 00 给小鼠腹腔注射等体积生理盐

水( 12. 5 ml·kg －1 ) 后放入非伴药侧活动 50 min。
d5、d7、d9 的训练同 d3; d6、d8、d10 的训练同 d4。
低、高焦虑盐水组 d4、d6、d8、d10 的训练同酒精组，

d3、d5、d7、d9 用等体积盐水取代 20% 酒精。测试

( d11) : 末次训练 24 h 后，将中间箱挡板取出，小鼠

从中间箱放入，自由活动 15 min，记录小鼠在伴药侧
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停留的时间。CPP 值 ( 单位: s) 为测试时伴药侧时

间与预测试时伴药侧时间之差。
1. 2. 3 Morris 水 迷 宫 实 验 水 迷 宫 装 置 直 径 120
cm、高 70 cm，池壁上标记有东、西、南、北四个入水

点，将水池等分为四个象限，每个象限中心距离池面

10 cm 的壁上张贴三角形、五角星、圆形和方形卡片

作为参照物。池内水深约为 51 cm，水温为 22 －
24℃。在东象限中心距离桶壁 20 cm 处放置一直径

9 cm、高 50 cm 白色圆形隐藏逃生平台，平台置于水

面以下 0. 8 cm 处。将食品添加剂钛白粉按 125 g /L
浓度以温水融化以隐藏平台并使其与小鼠颜色形成

鲜明对比。实验开始前 24 h 将小鼠放入池内游泳 1
min，让其熟悉池内环境并淘汰不会游泳的小鼠，所

有小鼠均会游泳，均未被淘汰。首先进行空间记忆

采集实验，历时 5 d。上午 8: 00 将小鼠置于水迷宫

所在操作间适应环境 30 min，将小鼠轻轻放入水中。
若小鼠在 60 s 内找到平台，则记录其搜寻平台所需

时间，即潜伏期( 单位: s) 。若小鼠在 60 s 内未找到

平台，则由实验者将其引导至平台，潜伏期记为 60
s。小鼠登上平台后，让其在平台上停留 30 s。每只

小鼠每天训练 4 次，总计训练 20 次。空间探索实验

历时 1 天，撤除平台，随机选择一个入水点，将小鼠

放入水中，游泳 60 s，测量小鼠在目标象限停留时间

占总时间的百分比及小鼠穿越平台的次数。
1. 3 统计学处理

所有统计分析在 SPSS 20. 0 软件中完成。计量

资料以均数 ± 标准误表示。采用 t 检验、单因素方

差分析比较组间差异; 方差分析中利用 LSD 方法进

行两两比较。P ＜ 0. 05 为差异有显著性。

2 结果

2. 1 低焦虑 C57BL /6 小鼠更易形成酒精 CPP
低焦虑小鼠 ( n = 19 ) 的 OT% 显著高于高焦虑

小鼠 ( n = 19 ) ( 46. 3 ± 1. 5 vs. 12. 6 ± 1. 6，t =
15. 192，P ＜ 0. 001) 。随机化分组后，低焦虑盐水组

与低 焦 虑 酒 精 组 的 OT% 无 统 计 学 差 异 ( P =
0. 467) ，高焦虑盐水组与高焦虑酒精组的 OT%无统

计学差异( P = 0. 406) ( 图 1a) 。
经过酒精或盐水 CPP 实验后，低焦虑盐水组、

低焦虑酒精组、高焦虑盐水组、高焦虑酒精组的 CPP
值依次为: 9. 3 ± 4. 4，119. 6 ± 11. 3，2. 5 ± 5. 3，68. 6
± 11. 9。方差分析显示四组有显著差异( F ( 3，34)

= 35. 733，P ＜ 0. 001) 。与低焦虑盐水组小鼠相比，

低焦虑 酒 精 组 CPP 值 较 高，差 异 有 显 著 性 ( P ＜
0. 001) ，提示低焦虑小鼠形成了酒精 CPP; 与高焦虑

盐水组小鼠相比，高焦虑酒精组 CPP 值较高，差异

有显著性( P ＜ 0. 001) ，提示高焦虑酒精小鼠也形成

了酒精 CPP。与高焦虑酒精组小鼠相比，低焦虑酒

精组 小 鼠 的 CPP 值 更 高，差 异 有 显 著 性 ( P ＜
0. 001) ，提示低焦虑小鼠对酒精 CPP 的易感性更高

( 图 1b) 。而且，酒精 CPP 值与 OT% 呈正相关( r =
0. 628，P = 0. 003) 。
2. 2 低、高焦虑 C57BL /6 小鼠的空间学习记忆能力

无差异

由于 CPP 受小鼠空间学习记忆能力的影响，因

此通过水迷宫实验比较低、高焦虑组小鼠学习记忆

能力是否存在差异。低焦虑小鼠( n = 8 ) 的 OT% 显

著高于高焦虑小鼠( n = 9) ( P ＜ 0. 001) ( 图 2a) 。空

间探索实验中，d1 ( P = 0. 274 ) 、d2 ( P = 0. 615 ) 、d3
( P = 0. 830) 、d4( P = 0. 843) 、d5( P = 0. 931) 低焦虑

与高焦虑小鼠到达平台的潜伏期无统计学差异( 图

2b) 。在空间探索实验中，低焦虑与高焦虑小鼠目

标象限停留时间百分比无统计学差异 ( 32. 6 ± 3. 4
vs. 33. 3 ± 4. 7，t = 0. 116，P = 0. 909) 、平台穿越次数

无统计学差异( 2. 6 ± 0. 7 vs. 2. 2 ± 0. 5，t = 0. 485，P
= 0. 633) 。

图 1a 低、高焦虑小鼠的开放臂的时

间比

图 1b 低焦虑小鼠对酒精 CPP 更敏

感

图 1c CPP 值与小鼠的开放臂时间比

呈正相关
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图 2a 低、高焦虑小鼠开放臂时间比 图 2b 低、高焦虑小鼠到达平台潜伏期的时间变化

3 讨论

本研究发现，与高焦虑青少年期小鼠相比，低焦

虑青少年期 C57BL /6 小鼠更易形成酒精 CPP，而且
CPP 值与小鼠的开放臂时间比呈正相关，可认为
CPP 值与焦虑水平负相关。重要的是，低、高焦虑小

鼠的空间学习记忆能力无差异，提示酒精 CPP 的差

异不是由于 C57BL /6 小鼠的空间学习记忆能力的

不同所致，低焦虑小鼠比高焦虑小鼠对酒精的犒赏

效应更敏感。本研究是首次在青少年期小鼠中探讨

焦虑水平与酒精犒赏的关系。
本研究结果与既往的部分研究结果相一致，这

些研究均报告酒精的犒赏效应与焦虑水平呈负相

关［10 － 13，15］。本研究与“自我治疗”假说不相符，该

假说认为，高焦虑水平个体通过饮酒来缓解焦虑，因

此更容易增加饮酒量，进而发展成为 AUD ［26 － 27］。
一个可能的解释是，“自我治疗”假说主要关注的是

酒精的负性强化效应，个体通过饮酒来缓解焦虑这

一不良情绪; 但是酒精 CPP 则主要是酒精的正性强

化效应，低焦虑小鼠比高低焦虑小鼠通过酒精得到

的犒赏效应更强烈。而且，有研究证明，啮齿类动物

对精神活性物质的易感性与精神活性物质本身的抗

焦虑或致焦虑作用关系不显著［28］，或者可能取决于

特定的实验条件［18］。
然而，部分研究显示焦虑与酒精犒赏效应呈正

相关［9，16 － 17，29］或无显著相关［18 － 20，30］。不一致可能

是由于方法学的差异。首先，在既往的研究中，动物

焦虑行为的测量方法多种多样，包括 EPM［12，29］( 本

研究使用的方法) ，旷场实验［30］，黑白箱实验［18］及

这些测量方法的各种组合［16，20］。而且，低、高焦虑

水平的划分标准在不同的研究中不尽相同，有的根

据遗传背景［9］，有的根据 OT% 的中位数［17］，或者
OT%的第 25 及第 75 百分位数［16］( 本研究使用的方

法) 等等。必须注意的是，通过以行为学为基础的

动物模型而测定的焦虑水平会受到环境变量( 光照

条件、昼夜节律等) 、实验流程、动物品系及动物基

础生理状态等因素的影响［31 － 32］，而这些混杂因素可

能会削弱不同实验室测得的动物焦虑行为的一致

性。此外，上述提到的不同的焦虑测试方法可能只

能评估焦虑的某一个方面［33］，因此可能会产生不一

致的结果［34］。因此，在将来的研究中需要通过不同

焦虑测试方法的组合来评估啮齿类动物的焦虑水

平，从而全面地理解动物的焦虑行为［33，35］。其次，

既往研究中评价酒精的犒赏效应的实验方案各异。
在本实验中，我们通过酒精 CPP 模型来评价小鼠对

酒精的偏好，是因为酒精的正性强化效应能够快速

建立，并通过 CPP 值进行量化［36］; 而且，在 CPP 的测

试阶段，小鼠不接受酒精处理，从而能够避免酒精的

急性作用可能产生的混杂［37］。尽管很多研究采用酒

精的自身给药模型［16，19］，但在实验的具体实施方案

上存在较大差异。比如，酒精的供应是无限制［18，20］

或受到限制［17］; 酒精溶液的浓度相差较大，从 2% 波

动到 20%［10 － 11，16］。有研究证实，与高浓度的酒精溶

液相比，动物更偏爱较低浓度的酒精溶液; 而且高焦

虑水平老鼠对酒精的不良味觉刺激更敏感，而对酒精

的强化效应相对不敏感［12］。另外，不同实验室之间

的差异［38］或动物的饲养环境等因素［19］，都可能会影

响到焦虑和酒精犒赏之间的关联性。
本研究首次报道低焦虑青少年期小鼠比高焦虑

小鼠对酒精的犒赏效应更敏感，提示我们在临床中需

要对低焦虑青少年群体引起重视。该群体通过饮酒

获得的快感可能比高焦虑青少年更强烈，可能较快发

展成为 AUD 患者。本研究仅在行为学层面探讨了青

少年期小鼠焦虑水平与酒精犒赏效应的关系，二者之

间的分子生物学机制需在未来进一步研究。
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