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前　　言

生理心理学主要研究心身关系，阐明心理活动的脑机制，是一门实验性很强的学科，所有理论都是从实验中得来的。因此，要使同学们对所学理论有一个比较深刻的理解，必须用实验来加以验证。另外，为了培养同学的动手能力，初步掌握进行科学研究的基本方法和技术，我们从1981年起，在北京大学心理学系本科生高年级开设了“生理心理学大实验课”。当时的教学内容主要包括常用仪器设备介绍、基本操作技术和基本实验方法。但由于科学技术的迅猛发展，极大地推动了生理心理学的发展，为传统的研究方法注入了新的内容。

生理心理学是一门综合学科，它和神经科学、信息科学之间有着密切关系。神经科学是最近二十年来形成的一门科学，它囊括了关于脑研究的许多理论和技术学科，吸收脑综合研究的新成果对生理心理学的发展是非常必要的。信息科学是20世纪40年代兴起的综合科学，它的一些理论概念对现代脑研究产生了巨大的启发作用，如快速傅里叶变换、功率谱分析和地形图分析等信息处理新技术在脑研究中显示出重要意义，开拓了脑事件相关电位（ERP）等新研究领域。70年代末期计算机控制的许多脑生物医学成像技术，如计算机断层扫描技术（CT）、核磁共振层扫描技术（NMR）和正电子发射层扫描技术（PET）等为脑研究提供了新的有效工具。生理心理学必须从神经科学和信息科学中吸收新理论与新技术的滋养，才能在心理活动脑机制的研究中有所前进，有所发现。

根据上述情况，我们于1999年对原有教学内容进行了比较大的改革，并得到了校系领导的支持。新教材以提高学生的动手能力、观察能力、分析能力和创新能力为主旨，以培养面向21世纪高素质人才为目的编写的。其中除了保留一些“经典”生理心理实验外，坚决淘汰了在现代科学研究和生产中已过时的内容、方法和设备，同时增加了无损伤的活体脑成像技术、生物电信号检测技术和免疫组化技术等。对于改革后的内容，同学们反映很好，认为调动了他们的学习积极性，对于培养他们的综合素质、创新精神和多种能力起了极大的促进作用。本书就是在这二十多年的教学实践基础上写成的。

本书共分三部分，第一部分为生理心理学实验总论，主要介绍生理心理学实验的基础知识、常用仪器设备和基本操作技术。第二部分介绍了三十多个基本实验，其中包括基本行为、学习记忆、情绪行为的生物学基础和高级心理过程的脑基础。第三部分介绍生理心理学实验的设计和统计学基础，为学生今后开展多方面的研究打下良好的基础。参加本书编写的老师有苏彦捷、邵枫、何淑嫦、周茵、耿晓峰、韩世辉、何逊、郭晓娟和肖健，他们都是多年从事本实验课教学的教师。

为了便于各校根据自己条件选择使用，本教材所收载的实验种类较多，兼收并蓄，比较实用，适合于设备条件不同的院校使用，也可作为学生开展探索性实验设计方案时的参考。学生经过学习能掌握生理心理学实验设计原理与实验方法，对实验结果进行初步的统计学分析。对培养学生综合素质与能力将会起到极大的促进作用。

在本教材编写期间，作为北京大学教材立项项目得到北京大学教务部的大力支持与资助。另外，也感谢心理学系领导的支持。同时，北京大学生命科学院的孙久荣、于龙川、张研等人也为本书提供了图片资料，一并表示感谢。由于编者水平有限，加上编写时间仓促，不足之处在所难免，我们衷心希望采用本教材的教师、学生随时提出宝贵意见，以便修正和完善。

肖　健　　　　

2006年3月　　　

于北京大学燕北园　
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第一部分

生理心理学实验概论




第一章　绪　　言


一、生理心理学实验的目的与要求

（一）目的

（1）通过一些有代表性的典型实验，使学生初步掌握生理心理学实验的基本方法和技术，了解生理心理学实验设计的基本原则，进而掌握获取生理心理学知识的科学方法。

（2）通过实验进一步验证和巩固生理心理学课上所学的基本理论知识。

（3）培养学生进行科学工作的严肃态度、严密的工作方法和实事求是的工作作风；培养客观地对事物进行观察、分析的能力以及独立思考和解决问题的能力；同时培养创新能力和科研能力。

（二）要求

1．实验前的准备工作

（1）仔细阅读实验指导，了解此次实验的目的、要求，领悟实验设计的原理，熟悉实验步骤和操作程序。

（2）结合实验内容复习有关理论，以提高实验的目的性和主动性，达到进一步巩固理论知识的效果。

（3）熟悉所用仪器的性能及操作步骤，了解手术的基本操作方法。

（4）预测实验结果和实验中可能发生的误差，并思考解决方法。

2．实验中的注意事项

（1）上课时认真听取教师的理论讲解，弄懂弄通与实验操作相关的理论知识，注意观察示范操作，特别要注意教师所指出的实验过程中的注意事项。

（2）实验时应注意将实验器材、药品、动物等摆放在适当的位置。保持实验室的整洁、安静，禁止进行与实验无关的活动。

（3）按照实验步骤，以严肃认真的态度循序操作，不能随意更改操作步骤。

（4）要注意保护实验动物或标本，节约实验器材和药品。

（5）认真细致地观察实验过程中出现的现象，及时准确地记录下来。不能凭记忆来描述实验结果，以免出错或遗漏，更不能随意修改。

3．实验后的整理工作

（1）实验结束后，要将实验仪器、器械擦洗干净，如有损坏或短少，应报告指导老师，并进行登记。

（2）动物尸体、标本、纸片或废品应放到指定地点，不能随地乱扔，严禁丢到水池中，以免堵塞。某些试剂、药品有毒，或混合后会产生某种毒性，可能污染环境，应听从教师的安排，存放在适当的地方或进行必要的处理。

（3）值日学生做好室内清洁卫生，离开实验室前关好门窗、水电开关。

（4）每次实验结束后，要按照实验目的和要求，整理好实验记录，认真撰写实验报告，按时交给指导教师。


二、实验结果的处理

实验结束后要对所观察的现象和结果进行分析整理，从中发现问题，揭示其变化的规律，探索这些自然规律的成因及其影响机制。

凡属于测量性质的结果，如多少、大小、长短、快慢、上升下降等，均应以正确的单位和数值定量，然后制成表格。表格一般使用三线表，将观察的项目列于表的左侧，由上而下逐项填入。表的右侧可按时间或数量变化的顺序或观察指标的不同由左至右逐格写入。为了便于比较、分析，提倡将实验结果中某些变量的增减以及诸变量之间的相互关系以图的方式加以表示，但绘图时应注意以下几点：

（1）用坐标图的话，横轴表示各种刺激条件或给药剂量大小，纵轴表示所发生的各种反应的强度。

（2）坐标轴要作适当注解，包括剂量单位。

（3）图形可以用曲线图或柱形图。当一个变量的不同数值与另一变量呈连续变化时，可采用曲线图的形式。柱形图适用于比较在不同情况下所收集到的一系列数据，这些数据是不连续的或性质不同的。柱形图也可用于两组间的比较，但需将实验组与对照组加以区分，以便辨别。

（4）在绘制图形后，需在图的下面注明图号、图题和图注。图注应明确简练，所有的图解均需仔细标记；多组比较的曲线图应注明组别；在设计图解时，应在坐标轴上选择适应的标度，使曲线在图中均匀分布，不致过于集中。

由于动物实验存在个体差异，个别情况不一定符合总体趋势，因此，在科研实验中应有一定数量的重复，在教学实验中则以实验教学班为单位进行数据整理分析，求出平均值、标准差并进行差异显著性检验，以便了解实验结果的全貌，得出正确结论。


三、实验报告的写作要求

1．格式

每次实验后每个学生必须撰写实验报告。撰写实验报告时应按统一的格式和要求，注意文字工整、清晰、通顺、简练以及标点符号的正确使用。一般实验报告格式如下：
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2．内容要求

（1）实验报告题目：学生实验报告可用教材上的题目，也可自己根据实验内容拟定，但必须言简意赅。

（2）实验目的和原理：应尽量简洁、明了，不能完全照教材抄，应根据实验要解决的问题和所依据的基本原理，简明扼要地归纳几点，避免繁琐。

（3）实验材料和方法：一般不必详述。如果实验仪器或方法临时有所变更，或因操作技术影响观察的可靠性时，则必须详细说明。

（4）实验结果：是实验报告的重要部分。实验过程中所观察或记录到的原始资料要进行适当的筛选和整理，必要时经过统计处理，然后用文字、图表加以表达。

（5）分析与讨论：根据已知的理论知识，对实验结果进行科学的分析与解释，看其是否与理论相符合，如果出现非预期结果或偏差，要分析可能的原因，并指出实验结果的生理意义。讨论要有明确的目的性，应该主次分明，不要面面俱到，更不能下笔千言，离题万里。提倡学生根据实验结果提出自己的独到见解与认识，以及需要深入探索的课题。

（6）结论：是对整个实验内容和论点进行概括性总结，它并非简单重复正文各部分内容的小结，而是作者在实验结果和理论分析的基础上，经过严密的逻辑推理，证明能反映事物本质的规律性的东西。语句要简明、扼要，与实验目的相呼应。

（7）参考文献：是实验报告中引用他人资料时，在引用句末加注。参考文献索引按序号、作者、题名、杂志名称、出版时间、卷（期）、页的格式书写。


四、实验室规则

（1）学生实验室是开展教学实验和科学研究的场所，任何人进入实验必须遵守实验室的各项规章制度。

（2）遵守课堂纪律，不要迟到、早退，如有特殊情况需外出，需先跟指导教师请假并获得批准。

（3）专心实验，不准在实验室做其他工作或看书，不准大声喧哗，保持实验室肃静。

（4）养成爱整洁的习惯，注意保持实验环境及器材的整洁，零星的动物皮毛碎片和动物尸体应放置在指定的地点，不要随地乱扔。

（5）公用仪器及药品用毕后，必须立即放回原处。

（6）各实验小组的实验器材、用品由各组保管使用，不得随意与他组调换或挪用，如果仪器损坏或有故障，应立即报告老师，以便修理。

（7）爱护公共财物，节约用水、用电以及其他药品。

（8）实验结束后，将工具、器材洗干净，物归原处。值日生做全室的清洁工作，关好水电开关和门窗，经指导老师检查合格后方可离开实验室。


五、生理心理学实验课基本配置

（一）仪器设备

（1）动物行为训练操作系统：是生理心理学实验课最基本的设备，由实验箱和控制器两部分组成。大鼠的摄食行为、学习与记忆等实验均用此仪器完成。

（2）立体定位仪：鼠、猫、兔的脑部定位手术需依赖此设备进行，一般使用江湾Ⅰ（Ⅱ）型立体定位仪。

（3）多导生理指标记录系统：多用于人的情绪实验，记录心率、呼吸、血溶、脑电、皮肤电等多项生理指标。

（4）切片机：组织学实验及组织学检查需用切片机进行，本实验课最好使用冰冻切片机。

（5）显微镜：用于组织学实验及组织学检查，一般光学显微镜即可，如配以计算机处理的显微图像分析系统更佳。

（6）生化指标测定仪器：如721型分光光度计、紫外分光光度计、放免仪、高压液相色谱和液体闪烁计数器等，主要用于测定动物血、脑组织和尿样本的生化指标。

（7）常用手术器械：如直剪、弯剪、镊子、止血钳、手术刀（刀柄、刀片）、柳叶刀、持针器、骨剪、缝合针、缝合线、开颅钻等。

（8）恒温箱、干燥箱与冰箱：恒温箱主要用于某些实验需在特定温度下完成，以及某些实验标本需在特定温度下保存；干燥箱用于各种玻璃器皿的干燥和某些实验标本的制作；冰箱则用于某些实验标本、药品试剂的保存。

（9）动物体重秤：在动物实施手术麻醉前和进行控制饮食的实验中均需使用动物体重秤。

（二）空间环境

（1）学生人数：因实验课操作性强，以两人一组为好。

（2）实验教室：面积在100～120m2
 左右，以两间为好，一间为实验准备室（20m2
 ），一间为实验教室（100m2
 ），内配置实验桌、药品柜、仪器柜等；向外的窗户最好用隔音效果好的双层玻璃窗，以保证实验过程中对噪声的控制。

（3）电源、照明：每个实验桌边都应有足够适用的电源插座，便于实验中使用；除整体照明外，每组应配备实验中特需的手术灯。

（4）水源、通风：在教室后方设置水池，用于手术器械、实验箱、玻璃器皿等实验用品的清洗；在水池上方需安装通风换气设备，以保证实验室内的空气质量。

以上所述实验仪器设备和实验室空间环境为基本配置，可按照生理心理实验课所选实验内容和实验室的具体情况进行添置。

（肖健、周茵）






第二章　生理心理学实验仪器设备及器械


一、常用实验仪器

（一）立体定位仪

立体定位仪是用来固定实验对象并将电极定位的仪器。世界上第一台脑立体定位仪是由两位英国人Sir Victor Horsley和Robert Henry Clarke于1908年研制成功的，他们为了对小脑的深部结构进行刺激而研制了此仪器。脑立体定位仪（stereotaxic apparatus）也称立体定向器（stereotaxic instrument），其中stereo是“立体”的意思，而taxic是“指向”的意思。因为仪器是由Horsley和Clarke两人首创的，所以也称为Horsley-Clarke仪器。

作为著名的神经外科专家，Horsley和Clarke还都有很高的艺术修养，所设计的定位仪，结构非常复杂、精巧，但当时并未引起很高的重视。直到1930年后，美国著名的神经解剖学家Ranson深刻认识到这个技术的优越性，大力加以推广，并用它作了大量的研究工作，后来他又与芝加哥大学的Kittle合作，对原仪器加以改进，制成多架这种仪器。在我国，立体定位仪引进也比较早，1933年朱鹤年和卢于道就已经使用Kittle所制造的仪器进行科研，他们的文章发表在1937年《中国生理杂志》上。

自第一台立体定位仪问世以来，距今已有百余年的历史，其设计和制作有了很大的发展，总的趋势是部件更少，结构更简单。近年来，又增加了电脑控制的微电极推进器，使其定位更准确，功能更全面。

立体定位仪在神经生理、神经解剖、生理心理学等学科中应用广泛。具体地说，可以利用它定位准确的功能完成以下工作：较准确地对脑深部的细小结构——神经核团进行刺激、损毁，注射药物；引出某一局部结构的电活动；用同心圆电极进行推挽灌流，动态中测定脑内代谢物等。

立体定位仪的结构原理是利用动物颅骨表面的某些解剖标志，如前囟、后囟、矢状缝、人字缝、外耳道中心连线、眶下缘中央部、上门齿根等部位，同脑内某一结构的相对固定的关系，从外部某点确定脑内部各结构的位置。首先，以毫米为单位，用空间直角坐标借助动物脑图谱描述脑内部某结构所在的空间位置。然后，将动物的头部用头部固定器按一定部位为固定点固定起来（晃动在0.2mm以内）。将电极架准确牢固地装在主框上，电极移动架的下部装有电极夹板，使电极准确插入脑内某一指定结构。

立体定位仪的种类较多，根据其结构原理，现在使用的立体定位仪可分为两类：

（1）直线式（rectilinear）或称三平面式（triplanar）。它是以三个假想的彼此相互垂直的三个平面，组成空间直角坐标。脑深部的某一微小结构，可以按这一坐标系统加以定位。在使用时从电极移动架上的刻度，可读出电极尖端的三维坐标数值。这类定位仪主要用于猴、狗、猫、兔、鼠等动物的实验研究。

（2）赤道式（equatorial）。它由两个互成直角的圆弧梁构成，电极沿两弧的方向移动，通过坐标确定脑内某一结构的准确位置。赤道式定位仪多用于人类的脑外科手术。

我国自1959年开始自行设计制造用于动物实验的江湾型立体定位仪，后又发展为江湾Ⅰ型和江湾Ⅱ型两种。根据制作先后及改进过程，Ⅰ型又分为A，B，C三种，现在国内使用的以C型居多。下面简单介绍江湾Ⅰ型-C（图2-1）的结构和使用方法。
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图2-1　江湾Ⅰ型-C通用立体定位仪（显示猫用头部固定架）

1：主框；2：电极移动架；3：头部固定器

1．主要结构

立体定位仪主要由主框、电极移动架、头部固定器三部分组成。

（1）主框是由方棱条杆构成的U形框架，横梁上有中点记号，两臂有完全对称的毫米刻度。主框四角的高度可以调节。

（2）电极移动架以三个移动滑尺组成，可前后、左右、上下三方向移动，按图谱通过移动滑尺来定位。在上下移动的滑尺上固定电极。移动的范围：上下、左右为50mm，前后为30mm。这个范围一般可用于4kg以下的猫、3.5kg以下的兔，最小至120g以上的鼠。

（3）头部固定器主要包括耳杆固定柱（对称地装在主框的两臂）和上颌固定器（固定在上框横梁的中点）。猫、兔、鼠的头颅大小不同可更换不同的头部固定器。

2．操作程序

（1）仪器校验。立体定位仪经过搬动或长期不用后，使用前必须检验有关故障并加以校验，主要包括以下内容：

⑴电极移动架各滑尺是否保持直角；

⑵电极移动架支柱应与上下移动滑尺平行；

⑶头部固定器的小框与主框应平行；

⑷各衔接部、螺丝、滑尺须拧紧；

⑸主框两臂应平行，如不平行，应用水平仪进行调整。另外，两耳杆的尖端接触点应在正中线。

（2）以大鼠为例的应用。由于大鼠的头形变异较小，用于定位实验较准确。常用的大鼠虽种系不太纯，但体重150～350g之间者均可选用。在同一组实验中最好选体重相近的，这样鼠脑的大小相差也不致太大。

固定鼠头虽以两外耳道中心点连线及上门齿根部为准，但在规定水平标准面时，各个图谱有所不同，在此以de Groot图谱做一说明：该图谱规定要求耳杆中心应低于上门齿根部（即仪器的门齿槽上缘）5mm。具体操作如下：

⑴插入耳杆：将耳杆插入麻醉大鼠两外耳道内（注意外耳道方向），并使两耳杆上的刻度相同，旋紧螺丝固定，让鼠头不会松动。

⑵调节门齿板：放松上颌固定器上的螺丝及门齿板下部旋钮，将门齿板与耳杆对齐，按所用图谱要求调整门齿板与耳杆中心连线的高度距离，之后旋紧固定螺丝，不得变动，以保证鼠头部的固定角度符合图谱要求。在大鼠的耳部固定好后，将鼠的上门齿套入门齿板中固定，再将眼眶括压在眼眶下缘，将动物从两侧方夹紧，然后旋紧固定。至此大鼠头部的固定基本完成。

⑶确定三个标准平面及电极方向：沿矢状线切开头皮，暴露前囟中心及人字缝的尖部。首先装上电极移动架（在框架的12.5cm处），并装上假电极，测定耳杆尖中心的高度，然后将电极移到门齿槽的上缘，上下调整上颌固定器，使门齿槽的上缘比耳杆尖高5mm。这时通过门齿槽上缘与耳杆尖连线所作的与定位仪主框平行的平面即为水平零平面（H0
 ）；与所垂直通过头骨矢状缝的平面为矢状零平面（L0
 ）；通过两外耳道连线与上述两平面垂直的平面为冠状零平面（A0
 ）（图2-2）。
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图2-2　鼠头位置的标准平面

CA：前联合；CP：后联合；C：外耳道连线；B：上门齿槽（上颌固定器断面）；

AA：矢状零平面；OO：水平零平面

为使确定三个平面的方法简化，可采用电极导向器（electrode guide，图2-3）。现将方法介绍如下：测量前囟中心到人字缝尖的直线距离后，移动活动针B，使与固定针A之间的距离等于前囟中心到人字缝尖的距离。若为兔或大鼠，将使B的尖端比A的尖端长1.5mm或1mm。A接触前囟中心，B接触人字缝尖。转动电极角度，使电极移动架上电极夹的有机玻璃块下缘平行于电极导向器上缘，固定的电极应与导向器上的指示直线（L）平行。去掉导向器，移动电极，使其尖端分别与前囟中心和人字缝尖接触，并测定在这两点时的H读数，按实验要求调节准确。
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图2-3　电极导向器

A：前端金属针（固定针）；B：后端金属针（活动针）；

L：指示直线；H：有机玻璃；FS：固定螺丝

⑷脑深部结构定位确定：按照大鼠立体定位图谱，调整前后、左右、上下的坐标，最后确定电极位置，为插入电极做准备。为证实位置的正确性，可采用普鲁士蓝标志法或连续切片技术。

●普鲁士蓝标志法：实验完毕，用1.5V电压，电流1～4mA左右通电20～30s即可。然后结扎两侧颈总动脉，剪断双侧颈外静脉放血，再自颈总动脉向中枢端注射生理盐水直至将血液冲洗净，接着注射含1%亚铁氰化钾的10%福尔马林液。取出动物脑浸于10%福尔马林5～7天，而后做切片检查。在电极尖端可见小蓝点。反应式为：

4FeCl3
 ＋3K4
 Fe（CN）6
 →Fe4
 [Fe（CN）6
 ]3
 ＋12KCl

其原理是通直流电时，电极阳极处不锈钢中高铁离子解离沉积下来，与组织内Cl-
 形成FeCl3
 ，遇到亚铁氰化钾时，则产生普鲁士蓝。

●连续切片法：在电极头附近，以50μm厚度作连续切片，找出尖端确实部位。

（二）迷宫系列

20世纪初，迷宫已经成为心理学家测试动物能力时常用的实验仪器。从那时起，研究者发明了各种迷宫并用其进行动物学习、记忆、空间认知、觅食策略等方面的研究。因迷宫任务具有明显的空间特征，所以迷宫研究结果为理解动物空间信息加工提供了丰富的数据和资料，因此研究者把迷宫更多地应用在对动物学习记忆过程特别是动物空间能力的研究中（王彦、苏彦捷，2001）。

现将目前常用的几种迷宫介绍如下。

1．T形迷宫

T形迷宫由一个起始跑道和一个两端带有凹形食槽的选择跑道组成。规格：起始跑道为500mm×100mm，选择跑道为1000mm×100mm，食槽为一直径20mm的凹形小槽。有的T形迷宫还带有电栅地板和400mm高的护墙。这里介绍的是简单T形迷宫，没有电栅地板和护墙（图2-4）。
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图2-4　T形迷宫

2．Y形迷宫

它由三个500mm×100mm规格相等的跑道组成，跑道间的夹角为120°，每条跑道的终端都有一直径20mm的凹形食槽。Y形迷宫的特点是每一目的地都可作为下一次测试的起始点。

3．旋转式T（Y）形迷宫

旋转式T（Y）形迷宫在以上两种简单T（Y）形迷宫的基础上发展而成。将跑道部分与终点（起点）区分开，终点（起点）区固定在基座上，跑道部分由电动或手动控制旋转，使T（Y）形跑道可随机对准任意一个终点（起点）区。此类迷宫的跑道和终点（起点）区都装有深色护墙和透明顶盖，终点（起点）区装有照明灯光和食槽；跑道带有电栅地板，跑道的护墙上装有白色发光二极管，电栅及发光二极管均由专用控制器控制，可对大鼠进行电和灯光的刺激（控制器另外介绍）。

4．八臂迷宫

八臂迷宫由圆形起始区和8个跑道（臂）组成（图2-5）。圆形起始区直径400mm，有高100mm的护墙，护墙上有等距离的8个80mm×80mm的小门；800mm×100mm的跑道在小门处与起始区相连接，跑道终点为目的区，有一凹形食槽，此种迷宫的跑道没有电栅地板。八臂迷宫主要用于检测啮齿类动物的空间记忆能力，后来由于对迷宫内外标记物的进一步研究，发现它也可用于检测动物的非空间记忆能力。
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图2-5　八臂迷宫

5．Morris水迷宫

Morris水迷宫试验（Morris water maze test）（Morris,1981）是20世纪80年代初建立起来的判断动物空间学习记忆能力的重要试验方法，近年来成为神经药理学、神经生理学、老年病学、生理心理学等的常用研究手段。为了更好地开展Morris水迷宫试验，这里介绍由中国医学科学院药物研究所研制的Morris水迷宫系统（图2-6）。

（1）系统组成

Morris水迷宫系统由计算机、图像采集、Morris水迷宫数据采集和分析软件、不锈钢水槽、支架、有机玻璃平台等组成。

（2）记录指标

⑴潜伏期，路径，初始角度，不同象限的停留时间和长度，搜索策略。

⑵实验过程的实时存储及回摄。
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图2-6　Morris水迷宫

（3）系统特点

⑴能完全满足大鼠和小鼠Morris水迷宫试验的各项指标要求。

⑵实验图像的实时存贮和回摄，便于实验过程的动态演示，真实可靠。

⑶Windows95环境下的分析软件，操作简便，自动完成实验数据的采集、存贮、分析、显示、回放、打印等。

（4）应用范围

Morris水迷宫可用于神经药理学、神经生理学、神经心理学、老年病理学等的科研教学以及新药的研制和开发。

（三）实验箱系列

1．障碍箱

由不透明的起始间、目的间和连接间组成。起始间与目的间尺寸为200mm×200mm×300mm，起始（目的）间与连接间有一小门相隔；连接间尺寸为300mm×100mm×300mm，且带电栅地板；起始（目的）间与连接间均由不透明材料制成，附有透明顶盖。可用障碍箱记录动物（如大鼠）在饥饿状态下，从起始间通过连接间（电栅地板）到目的间取食的次数和潜伏期，检测动物的驱力强度。

2．方形实验箱

尺寸为500mm×500mm×400mm的方形实验箱，由不透明材料制成，带有电栅地板和透明顶盖，并有一球形（或方形）跳台放在中央与之组合使用。球形跳台直径80mm，下部为边长100mm×100mm的方形基座。方形跳台是边长80～100mm的立方体，两者均需有一定的重量，使之能牢固地放在电栅地板上。方形实验箱组合可根据动物在跳台上时间的长短，来检测动物的消极回避反应。

3．长形实验箱

长形实验箱尺寸为500mm×100mm×400mm，平均分为两部分，中间的不透明隔板有一可控制的活动门。一间为明室，箱体和顶盖由透明材料制成，顶部配有40W以上照明灯；一间为暗室，箱体和顶盖由不透明材料制成，并配有电栅地板。利用某些动物（如大鼠）回避强光喜欢暗处的特性制作的这种实验箱，可将动物从明室到暗室的时间（潜伏期）记录下来，以检验动物在受到电击刺激后的记忆水平。

4．二分隔间实验箱

此实验箱由一大一小两个箱体组成。大箱尺寸为500mm×500mm×400mm，四壁由不透明材料制成，顶盖为透明材料并装有一盏40W以上的照明灯；小箱尺寸为150mm×150mm×400mm，四壁及顶盖均由不透明材料制成，并配有电栅地板，小箱与大箱的连接处有一80mm×80mm的可控制小门。实验时，大鼠开始学会进入小箱来躲避开阔的空间和过强的照明，而小箱电栅地板的电击又会给大鼠一种厌恶刺激，使之不得不到空阔明亮的大箱。用这一过程记录大鼠在大箱、小箱及电刺激后从小箱到大箱的潜伏期，以检验动物的学习记忆水平。

5．直线跑道式实验箱

直线跑道式实验箱箱体尺寸1400mm×150mm×400mm，由不透明材料制成，顶盖是透明的并在中部装有40W以上的照明灯；在跑道的两端由不透明活动小门隔出200mm×150mm大小的空间，作为起始间和目的间，起始间和跑道装有电栅地板；起始间装有扬声器和发光二极管，由控制器给出声音或灯光的刺激；无电栅地板的安全目的间装有食槽。这是一个简单的积极回避训练装置，起始间和目的间是单方向的，在动物受到声、光、电的刺激并学会躲避后，只能从起始间通过带有厌恶刺激的电栅跑道到达安全目的间，在目的间停留50～70s后，再把动物抓回到起始间开始下一试次。

6．穿梭实验箱

穿梭实验箱尺寸为500mm×150mm×400mm，由不透明材料制成，箱体均分为两部，两边都装有电栅地板、扬声器和发光二极管，中间不透明隔板有一80mm×80mm的活动小门相通。与直线跑道式实验箱相似，有声、光、电等刺激，动物为躲避刺激，跑向安全区域；不同之处是取消了安全目标区，使箱体两边既是起始间又是目的间，根据两侧电栅、扬声器或发光二极管给出的刺激，决定起始间和目的间的转换，增加了训练的难度。

7．多功能实验箱

多功能实验箱是北京大学心理学系生物心理学实验室在多年教学科研的基础上，借鉴参考国内外多种心理仪器，经多次改革研制而成的动物行为训练装置。多功能实验箱由箱体、电栅、接线盒、隔板等几大部分组成，可根据不同的实验要求，进行不同组合（图2-7）。箱体由三面不透明一面透明的材料制成，规格为500mm×300mm×440mm；每只实验箱内有一块带活动门的中央隔板和四块小隔板；电栅地板和接线盒均是活动可拆卸的。它的特点是，体积小、重量轻、功能多、安全性好，与实验箱控制器配套使用，能自动进行实验操作，并可连接计算机进行单组或多组实验控制和实验结果处理。本装置可进行小动物（大鼠、小鼠、猫、兔）的攻击行为、学习记忆、应激等多种行为、心理生理学实验。
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图2-7　多功能实验箱

多功能实验箱的主要组合方式及功能有以下几点：

（1）空箱时，可做一般动物行为观察；空箱与控制器配套使用，可做动物的脑内电击刺激，并通过控制器调节加在动物脑内的刺激量。（建议实验：下丘脑对摄食行为的控制，化学物质引起的享用行为）

（2）箱体与电栅地板组合：电栅地板插入箱体下部，两侧装好转换盒，将电源线与转换盒、控制器相连，可使用电栅地板全电栅通电，达到给动物加足部电刺激的效果。如果在电栅中央放置一圆形跳台，则可做大鼠的消极回避行为的训练。（建议实验：电刺激引起的侵犯行为，消极的回避反应——步下）

（3）箱体、电栅地板、中央隔板、一侧隔板的组合：将中央隔板插入箱中部的凹槽内，实验箱分为两个空间。再将侧隔板插入，就可形成有大小、明暗区别的两分隔间。电栅地板与转换盒、转换盒与控制器的连接同上。这种组合可做大鼠消极回避行为的训练和学习记忆等方面的实验。（建议实验：消极的回避反应——步过）

（4）箱体、电栅地板、中央隔板、二侧隔板的组合：把两侧隔板同时插入箱体与中央隔板间，形成箱体中部二个长形隔间。配上控制器，给予不同时间的灯光和足部电击刺激，是一个双向的穿梭实验箱，可进行积极回避行为的训练。（建议实验：穿梭箱实验）

（5）箱体、隔板、指示灯、扬声器和控制器组合，可做条件性应激和情绪应激实验。（建议实验：心理性应激对免疫功能的影响）

（四）动物认知学习训练系统

动物认知学习训练系统由装有触摸屏的计算机一套、自动给食器和摄录像（监视）系统组成，适用于灵长类和鸟类的认知学习训练。

（1）计算机一套。包括主机、显示器、触摸屏，专用的实验程序软件与之配套使用，能够控制实验刺激的呈现、强化物的给予、实验结果的记录处理等。

（2）自动给食器。通过计算机控制给予实验动物食物强化物。给食器安装在显示器的外后侧上方，并有直径约15mm的塑料软管将给食器的出料口与安装在显示器前方下部的食槽相连，使食物能够顺利到达食槽内，有利于实验动物的学习训练。

（3）摄录像（监视）系统。由安装在实验区域上方的两台摄像机和放置在主试实验桌上的监视器组成。此系统能使主试在不干扰实验动物的情况下，清楚地观察到实验过程和动物状态，并可通过录像机记录实验全过程。

（五）实验箱控制器（电子刺激器）

实验箱控制器是与多功能实验箱配套使用的仪器，是北京大学心理学系生物心理学实验室在多年教学科研的基础上，借鉴参考国内外多种刺激器产品，根据心理学实验的具体要求，经多次改革研制而成（图2-8）。
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图2-8　实验箱控制器

1．控制器面板简介

（1）电源开关：位于仪器左下侧。有一红色指示灯，可显示是否开启电源。

（2）刺激电压调整旋钮：在电压表下方。

（3）灯光频率调整旋钮：在电流表右侧。

（4）刺激时间调节按键：由位于面板右侧的二排琴键按钮组成。

（5）输出转换插口：面板右下方有两组输出插口，一组为头部脑电刺激输出，另一组为460V电压输出。在每组插口上方均有各自的启动按钮。

（6）在（3）下方是连续刺激和单次刺激选择键，在其下方有一启动按钮。

（7）全栅与半栅选择键，在电流表下方。

（8）机箱后部开关：两开关同时向上，为控制实验箱一侧灯光常亮。

（9）电源输入及实验箱连接插口均在机箱后部。

2．控制器主要功能

（1）电压：输入电压220V，输出电压在0～220V可调，最小调节量为10V。根据控制器内部设置，在使用460V输出按钮时，输出电压可达460V。

（2）刺激方式：有足部电刺激、头部电刺激、460V电刺激、灯光刺激等。足部电刺激又根据实验需要可设定为全栅和半栅两种（全栅即整个电栅有电，半栅即一半电栅有电）。

（3）刺激时间：灯光刺激和电刺激的时间可由面板上的刺激时间调节按键选择，有1s、2s、3s、5s、10s、20s六种选择。

（4）刺激强度：由面板上的刺激电压调整旋钮调节，0～220V可调。一般在0～50V间选择。

3．控制器使用方法

（1）开电源，电源指示红灯亮。

（2）调节刺激强度：按下460V输出按钮，调节刺激电压调整旋钮，使刺激电压表上的读数达到试验要求，大鼠一般是50V左右。此时，460V输出和刺激输出指示灯应随着电压的升高越来越亮。

（3）设定控制器工作状态：单次（即启动一次工作一次）或连续（即自动循环工作）、全栅或半栅；按下灯光时间按键，设定灯光闪烁时间；再按下刺激时间按钮，设定刺激时间；最后，按下启动按钮，则在灯光刺激后，电栅通电，对实验动物进行电击，并由电流表上读出电击电流。

（4）用于脑内电刺激时，将工作状态设定于单次，直接按下刺激输出按钮，红色指示灯亮，输出电压由接线柱输出，刺激电流由电流表显示。

（5）跳台试验：电栅为全栅状态，刺激电压为50V左右，设为单次工作状态，设置好灯光时间和刺激时间后，按下启动按钮，工作开始。

（6）穿梭试验：电栅为半栅状态，刺激电压为50V左右，连续工作状态，设置好灯光时间和刺激时间后，按下启动按钮，开始连续工作。

（7）避暗试验：电栅为半栅状态，刺激电压为50V左右，单次工作状态，后面板的两个开关向上，此时左灯常亮，左栅不通电，设置刺激时间，按下刺激输出按钮，开始工作。

（8）电痉挛休克：单次工作状态，按下460V电压输出钮，调整刺激电压按钮，将电压调至220～230V，即可使用。

（六）显微图像分析处理系统

显微图像分析处理系统是由普通光学显微镜、摄像机和带有视频采集功能的计算机三者相连接而成。显微图像经摄像机转换为电视信号，并将电视信号输入到计算机中，经计算机视频采集，即可进行观察、分析、存储、打印等处理。

1．配置

重庆光学仪器厂生产的XSZ-H型显微镜和松下WV-CP410型摄像机，计算机和图像采集部分则可根据处理实验结果的不同需求，配置不同档次的设备。

2．使用方法

⑴将摄像机与显微镜、计算机相连接；⑵开启显微镜、摄像机电源；⑶将被检测切片放置在载物台上，物镜从低倍至高倍调节，调整显微镜光圈、焦距及切片观察部位；⑷开启计算机，选择图像采集软件，显微镜下待检测切片的图像将通过摄像机及视频输出线输入进计算机；⑸根据实验要求，在计算机采集的图像中选择有效图像进行裁剪、编辑、保存。

（七）传感器

传感器又称换能器，是一种将非电能形式的能量（如机械能、化学能、光能等）转换为电能的仪器。按其工作原理的不同，一般分为物理传感器、化学传感器和生物传感器三大类，在生理学、医学、心理学实验中大量使用的是物理传感器。生理心理学实验中主要用其对实验对象的呼吸、脉搏、血流量、心率、皮肤电、脑电、肌电等进行测量，借助生物信号采集系统（如多导仪等）将其记录下来，并输入计算机中，便于对记录下的生理指标做进一步分析处理，以探讨生理指标与心理因素之间的关系。常用的换能器有脉搏波传感器、呼吸传感器、压力传感器等。

1．光电脉搏波传感器

单色光在一般组织中的穿透性远远大于在血液中的穿透性，根据这一原理制成的指夹式光电脉搏波传感器，用于血液容积的测量。被测部位（指尖）血液的透光率随血管搏动而变化，光强变化随之被传感器中的光电元件转换为电信号，并由生物信号采集记录系统记录处理。记录的波形变化则为血液容积的变化，根据血液容积的变化可分析出心理因素对生理指标的影响。光电脉搏波传感器有两种类型：反射型与透射型，分别如图2-9所示。反射型的光源与接受信号的光电元件在同一侧，光照射在指尖组织上，经反射到同侧的光电元件中，记录脉搏波的变化。透射型又称容积脉搏波传感器，光透过指尖组织到达对面的接收元件，经转换成脉搏波电信号，完成血液容积的检测。
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图2-9　光电式脉搏波传感器

2．呼吸传感器

在生理心理实验中一般使用的测量指标是呼吸频率和呼吸流量。通过呼吸传感器将呼吸频率和呼吸流量记录并转换为呼吸曲线，就可从曲线的变化次数和变化幅度计算出被试呼吸频率和呼吸流量的情况。与多导生理记录仪配套使用的呼吸传感器有两种，分别是弹性传感器和热敏电阻式传感器。

（1）弹性传感器。此类传感器是将导电介质密封在一根软的弹性橡皮管中，两端有电极导线引出。当橡皮管受力变长时，其中的导电介质体积不变，但随封装电介质的橡皮管被拉长，横截面减小，从而导致两端电极间电阻增大。根据这一原理将弹性传感器固定在被试的胸部或腹部，由于呼吸引起胸部或腹部的起伏，导致传感器上的橡皮管长度发生变化，电阻也随之变化。连接好记录系统后，则可记录电阻的变化并得到呼吸曲线（图2-10）。

[image: TH00510100300002]


图2-10　弹性呼吸传感器示意图

（2）热敏电阻式传感器。此类传感器将一热敏电阻安装在一个可固定在鼻翼的小装置中，把其固定在被试鼻口处，热敏电阻的阻值将随呼吸气流的变化而变化。变化的电阻值经记录仪处理后，得到与弹性传感器相同的呼吸曲线（图2-11）。
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图2-11　热敏电阻式呼吸率传感器

3．压力传感器

压力传感器在医学上通常用于测量血压、颅压、眼压、肠压、胃压、心内压和胸腔内压等。生理心理学实验中主要运用无创伤的间接式血压传感器对被试的血压进行测量，并记录下因心理因素引起的血压变化。间接式血压传感器可使用普通的水银压力计或电子血压计，只是普通水银压力计的测量精度靠施测者的经验，电子血压计用电子元件识别并记录血压的变化。

（八）组织学常用设备及用品

1．切片机

切片机可将各种组织切成数微米厚的薄片，以便于镜检。切片机一般分三种类型，即：旋转式、滑动式及冰冻式。这三种切片机均备有三种部件：⑴固定切片刀的刀架；⑵夹持组织块的夹具；⑶推动组织块夹具的微动调节器。不论是哪一种切片机，上述三组部分都安装在牢固稳定的切片机机身上。

（1）旋转式切片机。它靠旋转一个重轮，带动螺纹轴或齿轮，将组织块夹具向前推进，并在上下平面摆动，推动的距离靠一个有刻度的调节器控制。夹具每上下摆动一次，即向前推动此调节器，可控制组织块按需要调节一至数十微米（μm）。在组织块夹具前即为切片刀的刀架。所以，在使用旋转式切片机时，一般是先把组织块夹紧，再将调节器调至要切的厚度，然后锁上旋转重轮使其不能转动，以免在装切片刀时误伤操作者。此时，再将切片刀在刀架上旋紧，使其不能有任何摆动，然后将刀架慢慢推向组织块夹具，直到刀刃恰能触及包埋组织的蜡块为止。放开卡锁，旋转重轮即能按所需厚度切片。切片时，通常是先将厚度调节器调到切片较厚的读数（如20μm），待组织块切至较完整的平面时再调至所需的厚度（如7μm）。

（2）滑动式切片机。它多用于切火棉胶切片，故又称火棉胶切片机。它常用于制作大块标本，如较大的脑组织标本或易于塌陷的组织切片。因为火棉胶切片要在酒精中保存，所以制作火棉胶切片时，切片刀的凹面向上，以便盛容70%酒精，有利于切不完整的大块切片。因本实验课不使用火棉胶包埋法，所以这里不详细介绍滑动式切片机。

（3）冰冻切片机。它有几种制冷方式，如液体CO2
 蒸发制冷、半导体制冷、异丙醇制冷、恒冷箱制冷等。在这里主要介绍实验课常用的两种切片机。

半导体制冷切片机是由半导体制冷调节器及冻刀、冻台与一台旋转式切片机相配套使用。半导体制冷调节器借半导体元件电偶作用，通过水的循环，快速使冻刀、冻台降温，并将附在其上的组织标本块及切片刀制冷。待标本的冷冻程度符合要求时，即可按轮转式切片机的操作方法进行切片（图2-12）。需要注意的是：开机使用时，一定要先开水源，后开电源开关；关机时，要先断电源，再关水源。半导体制冷与液体CO2
 蒸发制冷相比，有设备简便、操作省时等优点，但因冻刀、冻台曝露在室内空间，制冷效果受室温影响，所以随着科学技术的发展便进一步出现了恒冷箱切片机。
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图2-12　半导体制冷切片机

恒冷箱切片机与半导体制冷切片机相比，此种切片机要方便得多。它实际上是将一台旋转式切片机放在低温冰箱中，通过一个很小的温度传感器来控制冰箱的温度，转轮及摇把在箱体外部，通过透明玻璃窗进行观察、操作（图2-13）。

恒冷箱切片机由以下主要部分组成：恒冷箱（制冷主机）、温度传感器、刀架及防止卷板、标本夹具及微动调节装置、转轮连杆及摇把。

恒冷箱切片机的温度调节、标本夹具的移动等是由一小型电脑控制。通过设在主机面板上的按钮可设定所需温度、除霜时间、移动标本夹具等。面板上的显示窗可看到即时温度、设定温度、即时时间、除霜时间等。
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A.外观
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B.操作台

图2-13　恒冷箱冰冻切片机

因为恒冷箱切片机由电脑控制，加之刀架上的防卷板是其他切片机所没有的，可从冷冻箱内的切片刀上直接取片，省去了在水或70%酒精中展片、裱片这个组织切片制作过程中较难掌握的步骤，所以操作起来简单、便利、快捷，是现在做冰冻切片较常用的设备之一。

2．切片刀

切片刀是切片机的主要部分，也是组织切片的重要工具之一。

切片刀有不同的规格和种类，功能也各异。主要有以下几种（图2-14）：
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图2-14　切片刀的种类

（1）平凹型又称a型刀，用于滑动式切片机或某些轮转式切片机，多用于火棉胶切片。

（2）深平凹型又称b型刀，仅用于火棉胶切片，因为刀叶较薄，不适合切制硬材料。

（3）平楔型又称c型刀，原为冰冻切片设计，由于刀叶厚直，现多用于冰冻、普通石蜡切片。

（4）双凹型又称d型刀，可用于石蜡切片，但不常用。

不同类型的切片刀长度也略有不同，火棉胶切片刀最长，达25cm；冰冻切片刀是8～12cm；石蜡切片刀为12～17cm。

3．磨刀机

切片机和切片刀都准备好了，但切片刀如果不快，也制作不出好的切片。

早些时候的磨刀是在磨刀石上进行。每把刀配有专用的刀把、刀背，为磨刀时用，磨完后还要进行背刀。现在多用磨刀机代替手工磨刀，克服了手工磨刀费时、费力且技术不稳定的缺陷。

笔者使用的ZMD-2型自动磨刀机，是将刀固定在一持刀器上，按调好的角度和压力在一放好研磨膏的圆磨刀石上有节律的翻面转动，如此反复进行，达到磨刀的效果。

每次使用完切片刀后，应将切片刀在磨刀机上用小角度、轻压力磨1～2分钟，这样可达到保养刀刃的目的。

4．恒温箱与冰箱

（1）恒温箱：在生理心理学实验中，主要使用温度控制在20～60℃范围的“隔水式电热恒温培养箱”，主要用于石蜡包埋的浸蜡、载物片涂黏片液后的烤片，组织培养和卵育等工作。其工作原理是通过电加热箱体四周围水箱中的水，并利用水的温度使箱内温度升高，达到实验所需温度，并使之恒定。此种温箱的优点是保温时间长，温度变化小，比较安全；不足之处是较电热式恒温箱升温慢。

（2）冰箱：一般家用冰箱即可。用于保存试剂、药品等物；也提供切片用冰、组织标本固定及特殊包埋之用。

5．切片常规用品

（1）载玻片与盖玻片。常用载玻片的大小为25mm×75mm，厚度约为0.8～1.2mm，过薄过厚都不方便。常用盖玻片有24mm×24mm，24mm×32mm及24mm×50mm等规格。

新的载玻片与盖玻片必须经过清洗后才能使用。一般先用洗涤剂刷洗后，清水冲净，后放入清洁液中浸泡24小时以上。从清洁液中取出后，经清水冲洗，放入75%酒精中脱脂，待使用时以干净的棉纱布擦干即可。

经染色、封片后的载玻片如需重复使用，可先在酒精灯上加温去除盖玻片，或放入废二甲苯中浸泡一周左右，盖玻片即能与载玻片自然分离，之后投入碱皂水中煮沸，经自来水冲洗后，按新玻片处理法处理即可使用。

（2）染色缸为玻璃制品，有三种规格：⑴立式染色缸：缸体两侧有槽，将载玻片相互隔开，能染5片；⑵卧式染色缸：因切片横放在内而得名，为10片装，结构与立式染缸相同；⑶另有一种比卧式染色缸高大些的长方形缸，内附一个两侧有槽的玻璃提篮，可同时染10～20片，是染色缸中较方便的一种。

还有一种铜制的染色架，上有30～50个小格，每次可竖放载玻片30～50片。染色架上端有提柄，可在染色缸中配合使用。

（3）玻璃器皿及其他用品：⑴玻璃器皿。一般包括广口瓶（分透明和棕色两种，规格一般在50～250mL为宜。透明广口瓶用于组织的取材、固定，分装黏片液及封片胶；棕色广口瓶用于组织的镀银染色及装某些需避光保存的试剂。）培养皿（用于冰冻切片的展片及裱片）、量筒、量杯（5～1000mL）、烧杯（50～1000mL）、吸管、滴管、玻棒等都是制作切片所必需的。⑵其他用品：常规手术器械也是必不可少的，如直剪、眼科剪、镊子、眼科镊、骨剪、手术刀片、单面片等。切片盒和暂存切片用的木制托盘、裱片和展片用的大小毛笔、做切片编号的记号笔等。


二、常用实验器械及麻醉药品

（一）常用手术器械

在生理心理学实验中，凡是创伤性的实验都要用到手术器械，在此把一般手术器械及用法简单介绍如下（图2-15）。
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图2-15　常用手术器械

1．手术刀

手术刀用于皮肤切开和软组织的切割。常用手术刀为手术刀片（图2-16）和刀柄两部分组成。根据手术部位和性质的不同，可更换不同规格的刀片和刀柄。
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图2-16　手术刀

另有一类刀柄与刀片连在一起的手术刀叫柳叶刀（图2-16C），为眼科所用，在生理心理学实验室中，通常用柳叶刀清理颅骨表面。

由于手术刀在手术中的作用不同，因此有不同的持刀方式（图2-17）：

（1）执弓式：是常用的一种执刀方式，动作范围广而灵活，用于各种腹部皮肤切口，切开腹直肌前鞘等。

（2）执笔式：用于切割短小的切口，用力轻柔而操作精细，如解剖血管、神经，作腹膜小切口等。

（3）握持式：用于切割范围较广、用力较大的切口，如截肢、切开较长的皮肤切口等。

（4）反挑式：用于向上挑开，以免损伤深部组织，如挑开脓肿等。
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图2-17　执刀方法

2．手术剪

手术剪主要用于剪皮肤或肌肉等软组织，也可用来分离无大血管的结缔组织。手术剪分尖头剪和钝头剪，其中剪端有直、弯两种。直剪一般作软组织的细微剪截和修饰；弯剪用于剪毛。持剪方法如图2-18。

3．手术镊

手术镊用途广泛，在一般手术和换敷料时均需用到。手术镊分有齿和无齿两种，有齿镊又称组织镊，常用于夹持较坚韧的组织，如皮肤、筋膜、肌腱等；无齿镊也称解剖镊，用于夹持较脆弱的组织，如血管、神经、黏膜等。正确持镊法如图2-19所示。
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图2-18　执剪方法
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图2-19　执镊法

4．止血钳

止血钳也称血管钳，在钳口部分有横齿纹，顾名思义，止血用，但也用于分离组织、牵引缝线、把持和拔出缝针等。止血钳分直、弯两种（大小规格也有所不同）（图2-20）。直止血钳多用于夹住浅层血管出血点，弯止血钳用于夹持深部组织或内脏的血管出血点。持止血钳方法与持剪方法相同。

5．持针器

持针器又称持针钳，用于夹持缝合针，缝合各种组织。持针器的上端较短粗，口内有糟，齿纹是交叉的，区别于直止血钳。使用时，以持针器钳口部分的前1/3处夹住缝针的尾部1/3处为好。缝合线一并夹住，以防止滑脱。持针器用法与持剪法相同，但为缝合方便，也可如图2-21所示执拿。
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图2-20　止血钳
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图2-21　执持针器法

6．缝合针

缝合针大致分为三棱针和圆形针两类，每类又分为直型和弯型，其中又有大小不同的型号，用于缝合各种不同的组织。三棱针因刃缘锐利，能穿透较坚硬的组织，适用于缝合皮肤及软骨韧带等；圆针一般用于软组织的缝合。

7．骨钳

骨钳又称咬骨剪，主要用于咬切骨组织，如打开颅腔或骨髓腔等。骨钳分大骨钳和小骨剪两种，大骨钳用于剪切骨骼，小骨剪为小动物开颅专用（图2-22）。

8．颅骨钻

颅骨钻钻头为圆桶状，周围有齿，中间有芯以固定钻头位置，防止骨钻的移动（图2-23）。主要是在开颅时使用。在开颅时，通常在颅骨钻的钻头上套一小段橡皮管，用以控制钻头行进的深度。防止用力过猛，伤及动物脑部。
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图2-22　骨剪
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图2-23　颅骨钻

（二）常用的麻醉药品

在动物实验时，特别是手术实验中，为了实验的顺利进行，减少动物挣扎和保持安静，便于操作，通常对动物采取必要的麻醉措施。根据不同的动物种类，采用不同的麻醉药品和剂量。麻醉药有局部麻醉药和全身麻醉药。局部麻醉药适用于浅表的局部小手术，生理心理学实验中不常用。全身麻醉药有挥发性的（如乙醚）和非挥发性的（如巴比妥类、氯醛糖等）两类。前者作用时间短、麻醉深度容易掌握，动物麻醉后也容易苏醒，要随时注意动物的反应，以防止过早苏醒或麻醉过量。后者作用的时间比较长，用法简单，不需要专人照管，但麻醉后苏醒较慢，也不大容易掌握麻醉的深浅程度。目前国内教学较普遍应用的麻醉药有下列几种，常用剂量列于表2-1中。

1．氨基甲酸乙酯

氨基甲酸乙酯（urethane），又名乌拉坦、乌来糖、脲酯。氨基甲酸乙酯可导致较持久的浅麻醉，对呼吸无明显影响，常用于兔、猫、狗等动物。氨基甲酸乙酯对兔的麻醉作用较强，是家兔急性实验常用的麻醉药，对于需要长期存活的慢性实验动物最好不用它麻醉。此种麻醉药易溶于水，使用时可配成20%～25%的溶液，其优点是：价廉，使用简便，一次可维持4～5小时，且麻醉过程平稳；缺点是：苏醒慢，麻醉程度较难掌握。

2．氯醛糖

氯醛糖（a-chloralose），溶解度较小，使用前需先在水浴锅中加热，使其溶解，但加热温度不要过高，以免降低药效。此药的安全度大，能导致持久的浅麻醉，对植物性神经中枢的机能无明显的抑制作用，主要用于研究神经系统反应的实验。药物浓度一般配置成1%水溶液。

3．戊巴比妥钠

戊巴比妥钠（sodium pentobarbital），是最常用的一种动物麻醉剂，白色粉状，毒性小，作用发生快，持续时间3～5小时。一般用生理盐水配制成1%～5%的溶液。用此药麻醉时多为腹腔注射给药。

4．硫苯妥钠

硫苯妥钠（sodium thiopental），粉末状，淡黄色，其水溶液不稳定，故应使用前临时配制，浓度一般为2.5%～5%溶液。一次给药可维持动物麻醉0.5～1小时。若实验时间较长可重复给药，但是补充药量控制在原剂量的1/10～1/5。

5．水合氯醛

水合氯醛（choral hydrafe），为乙醛的三氯衍生物，对中枢神经系统的抑制作用类似于巴比妥钠类药物。

6．乙醚

乙醚（ether），为无色透明液体，极易挥发，气味特殊，易燃易爆，与空气中的氧接触能产生刺激性很强的乙醛及过氧化物。乙醚的麻醉作用主要是抑制中枢神经系统，对其他系统影响不明。

表2-1　常用麻醉药品剂量表
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（周茵、耿晓峰）






第三章　生理心理学实验基本知识与操作技术


一、常用实验动物的种类及特点

“实验动物”是指供生物、医学和心理学实验而进行的科学育种、繁殖与饲养的动物。

高品质的实验动物是通过遗传学和微生物学的控制而培育出来的，这些个体的遗传均一性、对外来刺激的敏感性和实验的再现性都比较好。一般教学实验中使用的动物没有这么严格，甚至市售动物、野生动物或家庭饲养动物都可以。生理心理学实验常用的动物有：

1．小白鼠

小白鼠（mouse）属鼠科，是医学实验中用途最广泛和最常用的动物。它的品系也很多，生理心理学实验中常用的为白色的昆明小鼠（KM小鼠）。其繁殖周期短，产子多，生长快，饲养消耗少，温顺易抓，操作方便，可复制很多疾病的模型。生理心理学实验中小白鼠适用于攻击行为、情景应激行为、空间辨别等实验。

2．大白鼠

大白鼠（rat）属鼠科，品系很多，我国常用的为白色被毛的SD大鼠和Wistar大鼠。大鼠性情不如小白鼠温顺，受惊时凶猛、易咬人。雄性大白鼠之间经常发生殴斗和咬伤，但具有小白鼠的其他优点，用途广泛。生理心理学实验中大白鼠适用于步上、步下，穿梭、避暗，老年痴呆模型等实验。

3．豚鼠

豚鼠（guinea pig）又名天竺鼠、荷兰猪，属哺乳纲、啮齿目、豚鼠科，性情温和，不轻易伤人，胆小易惊，喜欢群居和干燥清洁的环境。豚鼠听觉、嗅觉较发达，对各种刺激有较高反应，如气温变化与寒冷等。生理心理学实验中豚鼠常用于听觉和药物的检测实验。

4．兔

兔（rabbit）属哺乳纲、啮齿目、兔科，常用的有中国白家兔、新西兰白兔、大耳白兔等。家兔性情温顺，便于静脉注射、灌喂和取血，生理心理学实验中常用于眼动、睡眠和性激素对性行为的影响等实验。

5．猫

猫（cat）属哺乳纲、食肉目、猫科。猫的血压比较稳定，医学上常用于血压实验。生理心理学实验中常用于怒叫中枢实验。

6．鸡

幼稚动物常常学会跟随它第一次见到的比较大的运动物体走。雏鸡在出壳后第一眼看到的是母鸡，以后便跟着母鸡走，第一次印象所起的作用就是印记。生理心理学实验常用刚出生的小鸡做印记学习实验。

7．鸽子

鸽子（pigeon）属鸟纲、鸽形目、鸠鸽科。鸽子的听觉、位觉和视觉特别发达，生理心理学中常用于几何图形辨别学习实验。

8．猕猴

猕猴（monkey）属哺乳纲、灵长类、猴科。猕猴是人类的近属动物，在组织结构、生理和代谢功能等方面同人类相似，可建立与人类相似的实验模型，用于药物成瘾、学习记忆、认知神经科学等实验。


二、实验动物的选择

实验动物的选择是动物实验中首先要考虑的问题之一。不同的实验其研究目的和要求不同，不同的实验动物也有各自的生物学特点和解剖学特征，实验中若不加选择地使用动物，可能会得出不可靠的实验结果，甚至导致整个实验的失败。实验动物的正确选择，是建立在对各种实验动物的特点充分了解的基础上。下面介绍实验动物的选择的一般原则：

1．种属的选择

在选用实验动物时，应注意影响动物实验效果的各种因素。从心理学实验的角度来看，尽可能选择其结构、功能和代谢特点接近于人类的动物，如猩猩、猕猴、狒狒等灵长类动物。但在实际工作中，灵长类动物来源极少，价格昂贵，饲养条件特殊，选择作为实验动物很困难。另一方面也并非只有灵长类与人类具有类似性，有些动物在某些功能、代谢、结构等方面也与人类近似，可以选择作为实验动物。

2．品系的选择

同一种属动物的不同品系，对同一刺激的反应也有很大差异，例如，津白2号小鼠比较敏感，容易受刺激而致癌，而津白1号小鼠则不然。

3．个体的选择

同一品系的实验动物，对同一刺激的反应也存在着个体差异。造成个体差异的原因与年龄、性别、生理状态和健康情况有关。

（1）年龄：年幼动物一般较成年动物敏感，应根据实验目的选用适龄动物，急性实验应选用成年动物。动物年龄可按体重大小来估计，成年小鼠约为20～30g；大白鼠约为180～250g；豚鼠约为450～700g，兔约为2.2～2.5kg;猫约为1.5～2.5kg;狗约为9～15kg。慢性实验最好选用年轻一些的动物。减少同一批实验动物的年龄差别，可以增加实验结果的正确性。

（2）性别：实验证明，不同性别的动物对同一刺激的反应也不同。在实验研究中，即使对性别无特殊需要，在各组中仍宜选用雌雄各半。

（3）生理状态：动物的特殊生理状态（如妊娠、授乳期），机体的反应性有很大变化，在个体选择时，应该予以考虑。

（4）健康情况：实验证明，动物处于衰弱、饥饿、寒冷、炎热、疾病等情况下，对刺激的反应很不稳定。健康情况不好的动物，不能用于实验。


三、实验动物的编号、捉拿与固定

（一）实验动物的编号

实验时为了辨别群居动物中的个体，观察每个实验动物的实验情况，需要对动物进行编号、标记。编号、标记的要求是保证号码清楚、耐用、简单、易认和适用。现介绍几种常用的标记方法。

1．染色法

染色法即用有色化学试剂在动物不同部位的皮毛上进行着色，以示区别。常用的染色液有3%～5%苦味酸（黄色）和0.5%中性或碱性品红溶液（红色）。编号时用棉签蘸取溶液，在动物体表的不同部位涂上记号，表示不同号码。编号的原则是：先左后右，从前到后。一般把涂在左前腿上的记为1号，左侧腹部为2号，左后腿为3号，头顶部为4号，腰背部为5号，尾基部为6号，右前腿为7号，右侧腰部为8号，右后腿为9号。若动物编号超过10或更大数字时，可使用上述两种不同颜色的溶液进行标记，把其中一种颜色作为个位数，另一种颜色作为十位数。这种交互使用可编到99号。染色法多用于实验周期较短，动物数量不多的情况（图3-1）。
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图3-1　小鼠和大鼠标号图式

2．挂牌法

挂牌法是将号码压在金属号码牌上，最好用铝牌，可以反复使用不生锈。把金属牌固定在实验动物耳朵上作为标记。使用时，首先避开耳朵中央动脉穿过耳廓，再由耳朵内侧面将号码牌固定，这种标记方法一般用于兔、豚鼠标记。猴、犬、猫等动物可以挂在颈部或笼箱上。

[image: TH00510100430001]


图3-2　兔烙号方法

3．烙印法

烙印法是用刺号钳将号码烙压在动物无体毛或明显部位，如耳、面鼻部或四肢部位等。另外，有时用烧红的烙铁在动物（多用于大、中型动物）体表明显的部位烙出号码，然后用以酒精为溶剂的染料涂染。注意预防烙压部位感染（图3-2）。

（二）实验动物的捉拿、固定方法

1．大鼠

大鼠性格凶猛，牙齿锐利，不能以突然袭击方式抓取，也不能用手指在正面逗引。实验者应镇静地用右手抓住大鼠尾部，左手抓紧大鼠头颈部和背部的皮肤，使大鼠无法回头，再将尾部放入左手的无名指与小指间夹紧（图3-3）。这时可用右手持准备好的注射器实施腹腔注射。如需进行尾静脉取血或注射，则用以上办法把大鼠抓住后，放入大鼠固定盒中，尾部露在外部即可进行操作。
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图3-3　大鼠抓取方法
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图3-4　小鼠的抓取方法

2．小鼠

小鼠捉拿方法有二种：一种是用右手提起尾部，将小鼠放在实验台上，在其爬行时，迅速用左手拇指和食指抓住两耳和颈部皮肤，无名指、小指和手掌心夹住背部皮肤和尾部，并调整好动物在手中的姿势（图3-4A）。这类抓取方法多用于腹腔和皮下注射。另一种抓法是只用左手，先用拇指和食指抓住小鼠尾部，再用手掌心及小指夹住尾根，然后用拇指及食指捏住其颈部皮肤（图3-4B）。前一种方法简单易学，后一方法较难，但捉拿快速，适合灌药。

3．豚鼠

捉拿豚鼠时以拇指和中指从豚鼠背部绕到腋下抓住豚鼠，另一只手托住其臀部。体重小的豚鼠可用一只手，体重大的可用双手（图3-5）。

[image: TH00510100440001]


图3-5　豚鼠的抓取方法

4．兔、猫

兔性情较温顺，但脚爪尖，如抓取不当，也会伤人。仅抓两耳的办法是不对的，因兔耳虽长，但不能承受全身重量，会引起兔子的挣扎，致使兔子逃脱或伤人。正确的抓取方式应用手抚摸兔子，使之匍匐不动，用右手将双耳轻轻压在手心内并抓住颈背部的毛皮，提起动物后以左手托住其臀部（图3-6），平稳地放在实验台上，可进行肌肉注射；如需静脉注射或采血等则放置在兔盒中进行。
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图3-6　兔的抓取方法

猫的抓取方法基本与兔相同（图3-7）。

5．鸡、鸽

通常用毛巾将动物裹住后，放于实验台上，即可进行操作或由助手一手握着两翼根部，一手握着两爪，将动物固定好后，实验者再进行操作。

6．猴

可事前给予猴少量的麻药或用网子将猴稳住，用右手紧紧抓住猴颈部的皮毛，然后助手立即把猴子两前臂反背交叉握住，固定好（图3-8）。
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图3-7　猫的抓取方法
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图3-8　猴的抓取方法


四、实验动物的给药方法

生理心理学实验中，无论是急性动物实验，还是慢性动物实验，都需要对实验动物进行一定的处理，用药物对实验动物进行处理是一种常规方法。对实验动物进行药物处理涉及给药方法，下面介绍几种常用的给药方法。

1．皮内注射法

兔、豚鼠和大鼠的皮内注射部位均为背部脊柱两侧的皮肤。注射前一天，将动物被毛用脱毛法脱净。注射时，皮内注射针头的孔朝上与皮肤平行刺入皮内（表皮与真皮之间），然后推液。当溶液注入皮内时，可见到皮肤表面马上会鼓起一小泡，形成皮丘。如小泡不是很快消失说明注射液注入皮内。注射用量，一般小鼠最多不得超过0.05mL；豚鼠、大鼠、兔大约为0.1mL。

2．皮下注射法

注射针头进入皮下后，若针头能自由摆动无牵阻，则说明注射正确。皮下注射进针方法分两种：一种是通过腹中线，进入对侧皮下注射。因腹中线皮肤致密较紧，注射液不易随针头拔出而由针孔逸出。另一种是通过后腿肌肉进入皮下注射，将针头由小鼠膝部刺入大腿肌肉内平行上翘至皮下，然后推液，此方法注射液也不易渗出（图3-9）。
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图3-9　小鼠皮下注射方法

3．肌肉注射法

在一般生理心理实验中，肌肉注射用得比较少。当给动物注射不溶于水而混悬于油或其他溶剂中的药物时，常采用肌肉注射。注射位置要选择肌肉丰满而且无大血管通过处，一般选择臀部。注射时，针头由皮肤表面垂直刺入肌肉，回抽一下无血即可注射。

4．腹腔注射

注射液注入腹腔内扩散很快，不易渗出。注射时可通过腹中线，先至对侧皮下，然后慢慢刺入腹腔，不得过深，使针头紧靠腹壁，然后推液，这样可避免针头进入时刺伤内脏（图3-10）。

5．静脉注射法

静脉注射应根据动物的种类选择注射的血管。

大鼠和小鼠多选用尾静脉，家兔多选用耳缘静脉（图3-11），豚鼠多选用耳缘或后肢小隐静脉注射。因为静脉注射是通过血管给药，所以只限于液体药物。如果是混悬液，可能会因悬浮粒子较大易引起血管栓塞。
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图3-10　小鼠腹腔注射方法
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图3-11　家兔耳缘静脉注射方法

6．灌胃法

将注射针头（10～12号针头用于小鼠，12～14针头用于大鼠）的尖端斜面磨齐用焊锡在尖端焊一圆头，在中部弯一约30°角制成灌胃管。操作时将其安在注射器上，吸取药液，将灌胃管自动物口腔插入食道（插入深度：小鼠3cm，大鼠5cm，家兔15cm），即可注入药液。如给大、小鼠灌胃可用左手拇指和食指抓住鼠两耳和头部皮肤，其他手指抓住背部皮肤，将鼠腹部朝上固定在手掌中，头部向上有一个倾斜度。实验者右手持注射器，使灌胃管沿着鼠嘴侧角通过食管进入胃内，即可灌注。如很畅通，则说明针头的确进入胃内；如果不畅通，动物挣扎或发生呕吐，表示针头没有进入胃内，应将针头拔出重新操作（图3-12）。
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图3-12　大鼠灌胃方法


五、实验动物的采血方法

（一）大小鼠的采血法

1．鼠尾取血

将大鼠或小鼠置于固定盒内（或由助手抓紧），露出尾巴，用手揉擦或用温水（45℃）加温鼠尾，也可用二甲苯或酒精涂擦鼠尾，使鼠尾充分充血后，用剪刀剪去尾尖，尾静脉血即可流出，用手轻轻的从尾根部向尾尖部推挤，即可收集到少量血液（图3-13）。

实验时如果需要间隔一定时间，反复采集少量血液，则每次采集时，可将鼠尾剪去一小段，取血后，用棉球压住止血，并用液体火棉胶涂于伤口处，以保护伤口。
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图3-13　鼠尾静脉取血

2．眼眶动脉和静脉取血

实验者用左手抓住鼠，尽量绷紧头部皮肤，将动物倒持压迫眼球，使其充血，右手持一弯钩小镊子在鼠的眼球根部将眼球摘去，血很快流出即可接取。这种采血方法在采血过程中动物没有死，心脏仍在跳动，因此采集到的血比其他方法要多。另外，也可从眼眶后静脉丛取血，用特制的硬质玻璃管（内径1.0～1.5mm）先吸取抗凝剂（1%肝素）湿润其内壁，再从内侧眼角插入约4～6mm，由于血压的关系，血液就流入玻璃管。采集到所需要的血液量后，除去加于颈部的压力即可止血。此种方法可以采集较多量的血液，动物休息数分钟后，可继续在同一穿刺孔重复采集血液（图3-14）。
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图3-14　大鼠眼眶取血

3．心脏取血法

将鼠仰卧固定在鼠板上，若是大鼠，固定前最好用乙醚麻醉。剪去心区部位的被毛，用碘酒、酒精消毒皮肤。在左胸3至4肋间，用左手食指摸到心跳最明显处，右手持注射器垂直进针，当感到有脱空感时，说明针头已插入心脏（图3-15）。由于心搏的力量和血压的关系血液自然进入注射器。如果是小鼠的话，也可一人徒手采血。即左手拇指和食指握住颈部，小指压住鼠尾使之仰于左手内，右手持注射器在左心区经消毒处理的部位，心博最强处刺入心脏，即可采集血液。
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图3-15　鼠心脏取血方法

4．急性断头取血

如果是一次性急性实验，不需要保留鼠的活体，实验后可采用断头取血。操作者左手拇指和食指握住鼠颈部，头部朝下，用剪子在颈头之间剪断，提起动物将血液滴入容器内。大鼠可采血10mL左右，小鼠可采血1～2mL左右。

（二）兔的采血法

1．耳动脉采血法

将兔置于固定器内固定好，用手轻揉或用加热的方法使耳充血，可发现在其中央有一条较粗颜色鲜红的血管，即为耳中央动脉，左手固定兔耳，右手持注射器在中央动脉末端，使针头沿动脉平行方向穿刺入动脉，血液即可进入注射器内。取血后用手压迫止血。

2．耳缘静脉采血法

将动物固定好后，用手轻揉动物耳缘，待耳缘静脉充血后，在靠近耳尖部的静脉处，用针头刺破静脉，血液即可流出，也可用针头沿着耳缘静脉远端刺入血管，抽取血液，一次可采血5～10mL（图3-16）。

3．兔颈动、静脉采血法

采血前将动物麻醉固定后，暴露颈部皮肤，将颈侧皮肤切开，分离出颈动静脉。根据所需血量可用注射器直接采血。注射器针头用7号针头。进针方位：动脉取血时，将注射器与血管平行方向向心端处刺入。静脉取血，则将注射器由近心端沿血管平行方向刺入，使针头一直深至颈静脉分叉处，即可取血。
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图3-16　兔耳缘取血
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图3-17　犬股动脉取血

（三）犬、猫的采血法

1．前后肢皮下静脉采血法

此法主要是前肢的桡侧皮静脉和后肢外侧的隐静脉为采血部位。桡侧皮静脉位于前肢前部，在下1/3处向内侧走行。犬可侧卧或站立固定，助手从犬的后侧握住肘部，使皮肤向上牵拉、静脉怒张，也可用橡皮筋结扎使静脉怒张。操作者位于犬的前面，注射器针头由前腕的上1/3处刺入静脉，直接抽取血液。抽时速度要慢，速度过快针口容易吸附血管内壁，血液不能进入注射器。抽血时要及时解除加压在静脉处的手或橡皮筋；取血完毕后，应立即用棉球压迫止血。

隐静脉前肢位于跗关节外侧，距跗关节上方5～10cm处的皮下，采血时，使犬侧卧固定不易滑行，由另一人握住膝关节上部或用橡皮筋扎住上部，使静脉怒张。操作者位于犬的腹侧，手持注射器采血，其余方法操作同上。

2．隐静脉采血法

隐静脉前肢位于跗关节外侧，距跗关节上方5～10cm处的皮下。采血时，一人使犬侧卧固定血管不易滑动，由另一人握住膝关节上部或用止血橡皮筋扎住上部，使静脉怒张。采血者位于犬的腹侧，手持注射器采血，其余方法同前肢皮下静脉采血相同。

3．股动脉采血

在动物清醒状态下将犬卧位固定于犬解剖台上。伸展后肢向外伸直，暴露腹股沟三角动脉搏动的部位，剪去毛，用碘酒、酒精消毒。左手中指、食指探摸股动脉跳动部位，并固定好血管，右手取接有5号针头的注射器，针头由动脉跳动处直接刺入血管，刺中后一般可见血液流入，若没有血液流入，可变换方向移动针头。抽完后迅速拔出针头，用干药棉压迫止血2～3分钟（图3-17）。

猫的采血方法基本与犬相同。

（四）猴的采血法

猴与人类的采血方法相似，常用方法有以下几种：

（1）毛细血管采血：需血量少时，可在猴拇指或足跟等处采血。采血方法与人的手指尖或耳垂处的采血法相同。

（2）静脉采血：一般取后肢皮下静脉及颈外静脉进行采血。后肢皮下静脉采血时在腿上部用手或橡皮筋结扎使静脉怒张，直接抽取血液。采血时速度要稍慢，取完后放开加压的手或橡皮筋，注意止血。

（3）动脉采血：取血量多时常选用股动脉采血。方法与犬股动脉采血相似。


六、实验动物的处死

在急慢性实验后，如要进行组织学切片检查，或无继续进行观察的必要时，都要对实验动物进行处理——处死，处死的方法有以下几种：

（1）麻醉法。可将浸有乙醚或氯仿的棉球连同小动物一起密封于钟罩或有盖玻璃瓶内进行麻醉。也可用4%戊巴比妥钠作静脉注射，剂量一般按动物体重1mL/kg，或用20%氨基甲酸乙酯作腹腔注射，剂量一般按动物体重5mL/kg。

（2）空气栓塞法。如兔、猫可用50mL注射器将空气由耳缘静脉推入，使动物很快死亡。

（3）击头法。大鼠、小鼠可用重物猛击头部或将其头部猛撞桌沿，鼠痉挛后立即死亡。

（4）断头法。小鼠、大鼠等小动物，可用剪刀剪去头部，鼠因断头和大出血而死。

（5）急性大失血法。可采用鼠眼眶动脉和静脉急性大量失血方法使鼠立即死亡。

（6）股动脉放血法。动物经吸入乙醚或氯仿稍麻醉后，立即切开股动脉放血。

（7）脊柱脱臼法。右手抓住小鼠尾用力向后拉，同时左手用力按住小鼠头，将脊髓与脑髓拉断，小鼠立即死亡。

无论何种致死法，都要求动作迅速，因为动物一旦死亡，其组织与细胞即开始自溶。组织学检查，特别是细胞学观察，要求材料新鲜。

（耿晓峰）




第二部分

生理心理学实验




第四章　预备性实验


实验1　预备性实验操作

【实验目的】

（1）为了更好地完成生理心理学实验课的各项操作，初步了解实验课的有关设备和常用仪器与器械。

（2）练习急性动物实验手术操作技能，观察动物脑内及腹内的大体结构。

【实验对象】

大白鼠2只（体重200～250g，雌、雄各1只）。

【实验用品】

常用手术器械一套，注射器（6mL）及6号针头，钟表改锥一套，固定螺丝数个，方盘（大小各一），弯盘，鼠板，干棉球，电子称。

75%酒精，2%～3%碘酒，0.9%生理盐水，10%水合氯醛。

【实验内容】

教师首先介绍实验课基本设备：定位仪、刺激器、多功能实验箱、切片机、多导仪等。然后，介绍手术器械的名称及使用方法、连续缝合法及间断缝合法、缝合结及棉带结打法。

1．动物实验操作练习

（1）抓取动物（大白鼠）识别雌雄，称重，然后编号及做标记。

（2）麻醉动物：⑴按动物的体重、麻醉剂浓度计算所需麻醉剂剂量；⑵腹腔注射麻醉剂，观察动物麻醉过程并计时。

2．观察腹腔及胸腔的大体结构

（1）固定动物：将动物腹部朝上固定于鼠板上。

（2）剪去腹部被毛，以碘酒和酒精消毒皮肤，并沿腹部中线切（剪）开腹腔，识别各解剖部位。

（3）关腹，分层缝合（肌肉，皮肤）。

3．观察大脑结构

（1）将大鼠俯卧位固定在鼠板上，剪去头部被毛，以碘酒和酒精消毒皮肤。

（2）用手术刀切开头部皮肤，刮去颅骨表面的结缔组织，清晰暴露颅骨，辨认颅骨各解剖部位（冠状缝、矢状缝、人字缝、前囟、后囟等）。

（3）用钟表改锥在顶骨枕骨等部位打2～3个小孔，拧入固定螺丝2～3枚（螺丝拧入以不松动为宜，螺丝用后保存好）。

（4）练习拧螺丝后，用环钻打一圆孔，再用骨剪扩大创面，暴露大脑的背部（包括嗅球、大脑两半球、四叠体、小脑）。

（5）处死动物，用剪刀将鼠头剪下，剥净皮肤及头骨，取出整脑，辨认各解剖部位。

5．实验结束

按要求清理手术器械，处理动物尸体。

【说明及建议】

（1）打孔不得损伤脑组织，用力大小要适中，不要求快。

（2）不要破坏矢状窦，以免大出血。

（周茵）






实验2　金属微电极的制作

【实验目的】

（1）了解电极的种类和作用。

（2）掌握金属微电极的制作方法。

【理论基础】

在检测生物电或进行电刺激时，电极是仪器系统和生物体连接或耦合的重要环节。电极依其使用目的不同，可分为普通电极、保护电极、乏极化电极、微电极等多种。

1．普通电极

通常是在一绝缘管的前端安装二根电阻很小的金属丝（常用银丝），其露出绝缘管部分的长度仅5mm左右，金属丝各连有一条导线，分别与刺激器的输出端（作刺激电极）或放大器的输入端（作记录电极）相接。使用此种电极时，应注意电极不要碰到周围的组织（图4-1A）。

[image: TH00510100550002]


图4-1　各种电极

2．保护电极

其结构与普通电极相似。特点是前端的银丝嵌在电木保护套中（图4-1B），使用此种电极刺激在体神经干时，可保护周围组织不受刺激。

3．乏极化电极

当用直流电刺激组织或记录直流电位（例如细胞膜的静息电位）时，由于细胞内、外液均为电解质溶液，当两电极间的回路中有直流电通过时，阳极周围将有负离子的堆积，阴极周围将有正离子的堆积。时间越长，两极下堆积的相反离子越多，此即极化现象。这些堆积的极性相反离子会产生反向电流，使通电电流逐渐减小，断电时又可形成反向刺激电流，故此时必须使用乏极化电极（图4-1C）。常用的乏极化电极有锌-硫酸锌电极及银-氯化银电极。

4．微电极

在进行细胞水平电活动的实验时，必须使用微电极。微电极可分为金属微电极和玻璃微电极两大类。金属微电极多用硬度较高、直径约500μm的金属丝（如铜丝、钨丝等）作原料；玻璃微电极是用玻璃小管拉制而成的。

本实验只要求了解和掌握金属微电极的制作方法。

【实验用品】

不锈钢针灸针，绝缘丝（两者长度、粗细根据实验要求所定），特制金属电极插座若干个，普通一号电池1节，刀片、普通镊子各1把，电烙铁1把，烧杯、平皿各1只。

绝缘漆，95%酒精，乙醚，生理盐水。

【实验内容】

1．单极刺激电极制作

（1）脱脂：先后用95%酒精和乙醚擦拭不锈钢针灸针。

（2）浸泡绝缘漆：将不锈钢针的针体全部（长度根据实验要求所定，一般在30～60mm）浸泡在绝缘漆中，以一定的速度，垂直向上均匀提出漆面，速度要慢、稳，保证钢针表面不起气泡，然后立即倒置。

（3）烘烤：上好绝缘漆的不锈钢针放入烤箱中，以70～80℃度烘烤3小时，使之充分干燥。

（4）多次浸泡绝缘漆：再次浸漆之前需用细砂纸将浸过漆的钢针表面打磨光滑，然后重复2～3遍上述操作。

（5）绝缘性检查：在上过2～3遍绝缘漆并充分干燥后，要对电极绝缘层进行绝缘性能的检查。

在一直径大于电极绝缘部分的玻璃培养皿内，加入生理盐水作为导电液，平皿下垫黑纸，将电极的末端与一号电池的负极相连，电极尖端及需要进入脑组织的电极部分与电池正极同时放在器皿内，让绝缘漆部分全部浸在溶液中，此时可见电极尖端冒出气泡，电极表面绝缘，则无气泡出现；如绝缘不彻底，则漏电部位有气泡产生，这样的电极不能用于实验，应重新制作。

2．双极刺激电极

（1）取细绝缘丝一段（长约15～20cm，直径按实验要求选定），将其对折后用止血钳夹住，向相反方向旋转，直到绝缘丝紧紧拧在一起，呈绳状。

（2）将拧成绳状的绝缘丝一端的两根绝缘丝分开成小丫形，并用刀片刮去上面的绝缘漆。

（3）把刮去绝缘漆的小丫形绝缘丝分别与两个金属电极插座相焊接，按实验所需长短截取绝缘丝，一枚双极电极即制作完成。

（4）进行绝缘性检查，无漏电即可使用，方法同单极电极检查。

【实验结果】

（1）两种电极在检验后，应均无漏电情况。

（2）双极电极与电极插座的结合部应充分焊实，不会脱落。

（周茵）






第五章　神经组织切片的制作


实验3　观察大鼠脑组织大体结构

——学习马利根厚片染色法

【实验目的】

利用马利根染色法可将大脑灰质与白质染成不同颜色的特点，观察区分灰、白质及灰质核团分布的位置，学会从冠状面、矢状面认识大脑内部结构。

【理论基础】

马利根大脑厚片染色法最早于1931年开始使用，由发明人Milligan的名字命名，经过反复实验和改造，现已较为成熟适用。

厚切片是观察脑内部结构的方法之一。脑片厚度为1.1～2mm，甚至20mm或更厚。利用马利根染色法染色，可分别将灰质与白质染成不同的颜色，借以用肉眼观察区分灰质、白质以及灰质核团的分布位置。

【实验对象】

兔或大鼠脑组织标本一个。

【实验用品】

（1）常用手术器械一套，量杯，量筒，弯盘，竹夹，玻璃棒，温度计，电炉，刀片。

（2）药品

⑴固定液：10%福尔马林。配制方法：10mL的甲醛水溶液加入90mL的蒸馏水配制而成。

⑵染液Ⅰ：石炭酸40g，硫酸铜5g，浓盐酸1.25～1.5mL，蒸馏水1000mL。

⑶染液Ⅱ：1%三氯化铁500mL，加入0.2%冰醋酸。

⑷显色液：1%亚铁氰化钾水溶液。

⑸保存液：含有2%盐酸的10%福尔马林。

⑹黏片液：10%～15%明胶水溶液。

【实验内容】

（1）剥取动物脑组织后用10%福尔马林固定。

（2）切片：1～2mm厚。注意：⑴切片刀用热水清洗；⑵切记，不得来回拉刀，一刀切到底。

（3）冲洗：流水冲洗1～2天，蒸馏水洗12小时（或水洗24小时，蒸馏水过夜）。

（4）浸脑厚片：浸入染液Ⅰ5min。注意：⑴此液必须浸没脑片，高出脑片3～5cm；⑵用竹夹（或玻璃棒，禁用金属镊子）将脑切片放入温度加热至60～65℃的染液中，并不断翻动，直至切片呈青白色；⑶温度不得高于70℃，否则颜色过深；⑷按染液Ⅰ配方配制溶液一份，可染人大脑厚片6～7片。

（5）5min后取出，即放入大量冰水中浸洗2min。

（6）浸入染液Ⅱ1～3min，直到灰质部分明显可见时取出，时间约为2min。

（7）流水冲洗1min，时间不可过长，超过1min后脑片上的鲜蓝色将变成灰蓝色。

（8）浸入显色液1～3min，此时灰质呈蓝色，白质颜色不变。

（9）流水冲洗5～10min，时间过长脑片将会褪色。

（10）结果：白质无色，灰质深蓝，界限分明；若脑组织新鲜，灰质着色后可显示微小核团，比未灌注固定液的脑厚片显色效果更好。

（11）保存方法：⑴存放于含有2%盐酸的10%福尔马林液中，使脑厚片保存鲜艳的深蓝色。⑵用毛笔将热的10%～15%明胶水溶液涂于脑厚片的一面，然后贴在玻片上，轻压排出气泡，待明胶冷却后，存放于10%的福尔马林液中。此法较方法⑴效果更好。

（周茵）






实验4　脑组织切片的制作（一）

——脑组织的固定

【实验目的】

（1）学习神经组织固定的基本原理。

（2）初步掌握组织固定的基本技术。

【理论基础】

用固定剂将所需神经组织固定，是神经解剖学技术中常用的方法。经过固定的神经组织能较好地维持组织结构，尽量保持生前状态，使细胞的蛋白质、脂肪、糖等成分转变为不溶性物质，以保持原有状态。通过固定可使组织硬化，保持组织块在脱水、包埋、切片、染色等过程中不易损坏。

因为甲醛水溶液渗透力强，固定均匀，对组织收缩较小，所以神经组织的固定多选用pH6～8醛类固定液。

【实验对象】

大鼠一只，雌雄不限，体重250g左右。

【实验用品】

实验手术器械1套，输液瓶2只，止水夹2只，100mL量筒1只，1mL注射器1只。

0.9%生理盐水（冲洗液），10%福尔马林液（固定液），含30%蔗糖的10%福尔马林液，10%水合氯醛。

【实验内容】

（1）将冲洗液、固定液分别装入输液瓶中，并排除输液管中气泡（先排固定液，再排冲洗液）。

（2）用10%水合氯醛麻醉动物，待动物麻醉后将其固定在方盘中。

（3）手术：⑴用直剪在大鼠剑突处横向剪开，并沿肋骨两侧向上打开胸腔；用止血钳将胸腔壁与动物嘴相夹固定。⑵迅速纵向打开心包膜，使心脏充分暴露；然后剪开左心室将冲洗液输液针头插入心脏主动脉（弓）中，并固定好针头。

（4）放开冲洗液输液管上的止水夹，开始灌流，同时剪开右心耳放血。

（5）待肝脏颜色变浅，流出的液体不见血色时，开始用固定液固定，直到动物僵硬为止。

（6）灌流结束取出所需脑组织放入含30%蔗糖的福尔马林液中进行后固定和保存，待以后切片用。

【说明及建议】

（1）冲洗以肝脏颜色变浅为好。

（2）固定以固定液分布全身，四肢僵硬为止。

（周茵）






实验5　脑组织切片的制作（二）

——冰冻切片

【实验目的】

（1）学习使用切片机，初步掌握切片制作过程。

（2）了解、辨别切片结构。

【理论基础】

冰冻切片在组织学检查中被广泛应用，原因在于：⑴固定后或未经固定的新鲜组织，不需要像石蜡切片或火棉胶切片那样经过长时间多级次的脱水及包埋过程即可进行冰冻切片，因而能很好地将组织内的脂类、酶类保存下来，观察神经组织内的某些细微结构也优于其他两种方法；⑵制作方法简单快捷。

【实验用品】

L-1800恒冷箱切片机（或半导体制冷切片机），C型切片刀，切片托盘，平皿，手术刀，小毛笔，载玻片，滤纸。

包埋液，蛋白甘油黏片液。

组织标本块（可利用实验4中制得的脑组织块）。

【实验内容】

1．切片

（1）按要求开启切片机（切片机使用方法见附注1）。

（2）将组织标本块放在平皿中修整后，置于标本台上，滴加包埋液，使之冷冻。

（3）按要求装好刀具、防卷板等。

（4）开启转轮的锁，即可开始切片。

2．裱片

（1）裱片前先在载玻片上涂少许黏片液，待用。

（2）恒冷箱切片机因装有防卷板，可用载玻片直接从刀上取片。用涂过黏片液的载玻片轻轻靠近切片，利用载玻片与箱体内的温度差别，切片会慢慢吸附在载玻片上，如有气泡，用小毛笔轻轻压赶，即可将气泡排出，一张切片就裱好了。

（3）如使用半导体制冷切片机，裱片操作程序如下：

⑴用小毛笔将切片轻轻挑下，置入70%酒精溶液或水中；

⑵将载玻片伸入水中慢慢托起切片，使切片平整地贴在载玻片上；

⑶用毛笔排除气泡，用滤纸吸干切片周围水迹即可。

3．收藏

切片裱完后，收藏在切片托盘中干燥保存，待干燥后进行染色。

4．清洁

切片完成后，将切片机断电化冰、除霜、干燥，打扫工作台，清洗用具。

【实验结果】

（1）切出4～6张片子，包括前连合、后连合、胼胝体连合等脑区，部位要准确。

（2）片子完整干净，没有气泡、褶皱。

附注1　CRYOCUT 1800恒冷箱切片机简单操作说明

1．操作步骤

（1）开启电源。

（2）机箱上方显示窗口出现“acttemp××℃”，即是箱内即时温度。

（3）按□键，显示“cool”，开始按预定温度“set temp××℃”，降温。

（4）当恒冷箱内温度下降至预设温度时（一般在－20℃），“cool”消失，切片机即可使用。

（5）切片结束，将箱体内清扫干净，防止残留切片污染切片机。

（6）如切片机连续使用，可不关电源，切片机按机内设定时间除霜；如不连续使用，即关电源，除霜干燥。

2．切片准备

（1）切片机降温同时，将冲洗好的组织块伴以少许组织冷冻包埋液或调成糊状的羧甲基纤维钠放置在标本台上，置于机箱内冷冻，约15min即可。

（2）将冻好的组织块标本台置于标本夹具上，切片刀装入刀架中，分别调整好标本夹具、刀架的角度（标本夹具、刀架的角度应由专业技术人员调整，一般只调一次，以后保证不动），拧紧固定螺丝。

（3）用“↑”“↓”键调节标本夹具与刀架的距离，先按“＞＞”键，再按“↑”“↓”键，使组织块与切片刀处在将要切到的位置。

（4）按制片要求调整切片厚度旋钮，本实验脑组织切片一般选取25～50μm。

（5）放下防卷板，开启转轮的锁，即可切片。

附注2　影响切片质量的几个问题

1．切片刀的角度

切片刀的角度指的是切片刀与组织块的夹角。角度过小，刀刃接触不到组织块；角度过大，刀刃刮组织块表面，切片容易碎，所以一般角度在10°为好。

2．组织标本的冷冻温度

冰冻切片要在组织块冷冻适度时迅速连续切下。组织块冰冻过硬，切片易卷易碎；组织块冰冻过软，切片易厚薄不均或成糊状。因此，在切片过程中要注意切片的外观形态，及时调整温度，以保证切片质量。调整温度的方法有两种：⑴用“↑”“↓”键调节切片机的设定温度；⑵凭经验用手直接与组织标本接触，使其硬度略有变化，此方法快，但初学者不易掌握。

3．“冰晶”问题

组织块中的水分在冰冻过程中可形成冰晶，如冰晶过多过大，在显微镜下可见许多如冻豆腐状的小空隙，严重影响切片的质量和观察。为防止冰晶的出现，常用的办法是在冷冻前将组织在含30%蔗糖的福尔马林液中浸透。蔗糖福尔马林液的比重较大，组织块放入后浮在液面上，待蔗糖福尔马林液逐步浸入，组织块下沉后，即可进行切片。用10%～30%的蔗糖福尔马林液均可不同程度地防止冰晶的产生，做出好的切片。另一种方法是：可将切片在裱片之前置于70%的酒精溶液中浸泡，使切片缩水，以防止冰晶出现。

附注3　切片制作过程中的注意事项

（1）爱护机器的每一个部件，轻拿轻放。

（2）机箱内的温度传感器是恒冷箱切片机的核心部件，没有特殊问题请勿拆卸挪动。

（3）上刀时，刀片不要碰到其他物体，以免损坏刀刃。

（4）正确使用护刀板，以免将组织标本或手碰伤。

（5）有水的毛笔不可在冷冻箱内使用，以免与标本块冻结在一起。

（6）切片过程中，不要长时间打开箱盖，以免影响制冷效果。

（7）裱片时，要稳、准，不要着急，尽量使切片放正，少出气泡。

（8）在每次裱片前和切片机用完后，务必将转轮锁好（将转轮缺口对准黑点）。

（9）关闭电源须在制冷停止时进行。

（10）切片完成后，务必清理冷冻箱内的标本残留物，擦干水迹并使之干燥，以防止机器锈蚀损坏。

（周茵）






实验6　脑组织切片的制作（三）

——脑组织切片染色方法之一：尼氏染色

【实验目的】

通过对几个典型切片进行观察，进一步了解大脑的内部结构；初步掌握神经组织染色的基本技术。

【理论基础】

尼氏染色法是德国病理组织学家F.Nissl（1860～1919）在1892年创立，以发明者姓氏命名，以发现尼氏体及尼氏变性等而闻名。尼氏染色法给中枢神经的研究开辟了细胞构筑学的途径。

尼氏染色是用碱性染料染神经组织的一种方法。神经组织中可与碱性染料结合的主要成分是核酸（DNA与RNA），神经元胞体中有大量核糖核酸，主要以尼氏体的形态存在。所以，一般借尼氏体来辨认或鉴定神经细胞的存在和它们的分布以及是否发生病理性改变。

为了检验实验动物大脑损毁或埋藏电极的位置，通常使用尼氏染色法。

【实验用品】

（1）染色缸（立式、卧式均可），100mL量筒1只，50mL量筒1只，镊子，盖玻片，滤纸。

（2）药品配制

⑴70%，80%，95%，100%酒精，三甲苯，树脂胶。

⑵染色液：A液：焦油固紫0.2g，蒸馏水150mL；

B液：0.1mol/L醋酸94mL（冰醋酸6mL，蒸馏水1000mL）；

C液：0.1mol/L醋酸钠6mL（无水乙酸钠8.2g，蒸馏水1000mL）；

工作染液：A液10mL，B液94mL，C液6mL（B＋C后取90mL再与A混合）。

⑶分色液：100%酒精，乙醚，氯仿三者按1:1∶1的体积比配制。

（3）已经切片好的标本（可利用实验5所得）。

【实验内容】

（1）切片脱脂，操作顺序如下：
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（2）切片浸入蒸馏水过洗：约1min，洗净浮在切片上的酒精为好。

（3）切片染色：将切片浸入工作染液中，室温下10～20min。染色时间长短因切片厚度和染液使用的次数而异，薄片或新配染液时间短，厚片或旧染液则需时间长。

（4）切片入蒸馏水洗：手提载玻片在水中轻轻晃动若干下，以蒸馏水涮洗掉浮在上面的多余染液即可。

（5）切片依次浸入70%，80%，95%的酒精中，每次约1～2min。

（6）切片入特殊分色液分色：分色时间应根据切片着色深浅而定，一般应在显微镜下观察分色是否适当，以能清楚看出细胞中的尼氏体，而背底基本无色为宜。

（7）切片浸入100%酒精Ⅰ，Ⅱ，各2min。

（8）切片浸入二甲苯Ⅰ，Ⅱ，透明各5min。

（9）切片出二甲苯后迅速用树脂胶、盖玻片封固。

（10）至此一张完整的组织切片就做好了。待树脂胶干燥后，可进行镜下检查：尼氏体为紫色，背底为洁白无色。这样制作的切片可长期保存。

（周茵）






第六章　基本行为（本能行为）实验


实验7　下丘脑与摄食行为

【实验目的】

（1）以摄食行为为例了解动机产生的脑机制。

（2）学习对脑内神经结构的定位、刺激及损毁技术。

（3）学习慢性实验技术：埋藏电极技术。

（4）进一步熟练脑组织的灌流、切片、染色等组织学技术。

【理论基础】

下丘脑虽然是个很小的区域，但功能非常重要。在摄食控制的脑机制方面，“双中枢理论”具有经典的地位。该理论认为，下丘脑中有控制饥和饱的两个中枢：一个称为“饥饿中枢”，位于外侧下丘脑（lateral hypothalamus,LH）；另一个称为“饱中枢”，位于下丘脑腹内侧核（ventromedial hypothalamus,VMH）。已有的实验研究显示，刺激动物下丘脑的LH区，引起动物的进食行为；损毁动物双侧LH，动物将出现摄食障碍。其摄食能力的变化和恢复大致可分为四个阶段：

（1）动物不食也不饮，此阶段持续2～10天；

（2）不饮，但可食少量（美味）食物，此阶段持续5～30天；

（3）能自己摄食，但不主动饮水；

（4）少数损毁区域不大的动物可以恢复到此阶段，即动物能够相对正常地吃干食和饮水，将体重保持在一个较低的恒定水平。

随后的很多研究还发现其他一些脑区域也与摄食调节有关，如下丘脑室旁核、穹隆柱周围区与VMH一起参与饱食控制，而黑质及其黑质纹体束调控与饥饿相关的多种享用行为（吃、喝、侵犯、咬、筑巢、贮藏等）。注意，LH并非唯一的能够产生摄食行为的中枢，其管辖的也并非只是摄食行为。

【实验对象】

SD品系雄性大鼠2只，体重240g左右（动物规格与本实验所用的脑立体定位图谱一致），1只实验，1只对照组。实验前，动物应在自由取食和取水的环境下分笼饲养1周以上。

【实验用品】

立体定位仪、电子秤、手术器械、钟表丝锥、单极电极、不锈钢绝缘丝（直径0.1～0.3mm）、恒流输出仪、灌流设备、切片机。

消炎粉、10%水合氯醛溶液、牙托粉、自凝牙托水、75%酒精棉球。

【实验内容】

1．双极电极的制作

截取不锈钢绝缘丝约15cm，中间对折，两头夹住，从两头向相反方向使劲拧成绳状，然后在距离一端20mm处松开约10mm，将此处的绝缘漆刮掉，分别焊以电极座。具体制作过程参见实验2。

注意：电极尖端必须保持绝缘，在焊接时务必细心操作。

2．大鼠脑的立体定位图谱及LH区的坐标

在本实验所用的图谱版本中，LH的坐标为：AP—2.2mm,R(L)—2.0mm,H—7.8mm。

3．立体定位仪的调节及使用

（1）用水平仪将定位仪主框调节至水平位置。

（2）将耳杆固定柱固定在约12cm处；将上颌固定器固定在主框中点。

（3）将门齿固定槽调至低于耳杆中点2.4mm。

（4）调节电极移动架，使三个移动滑尺相互垂直。

调节完毕后，参见第一章相关内容，学习使用方法及注意事项。

4．动物的麻醉及术前准备

大鼠称重后，按3.5mL/kg体重腹腔注射10%的水合氯醛溶液麻醉动物。动物开始麻醉后，将其固定在定位仪上，并将头顶备皮（面积约2cm×3cm）。用75%酒精棉球擦拭手术器械。手术须等动物完全麻醉后（约过15分钟）再开始。

5．手术过程

（1）用75%酒精棉球对动物头顶备皮处消毒，然后用手术刀作一个1.5～2.0cm的正中切口，并切开皮下筋膜。

（2）用镊子夹一干棉球将切口分开，暴露前囟，并用铅笔做标记。

（3）用移动滑尺标出头骨钻孔处位置，然后用丝锥在头骨上钻孔，注意勿过深。

（4）将电极固定于电极移动架上，依照坐标将电极尖端旋至LH部位。

（5）将牙托粉和自凝牙托水混合成略稀的糊状，与螺丝和电极一并固定于动物头骨上。待牙托粉成形凝固后，取下电极夹。将动物送回休养，1周后，继续进行实验。

6．电刺激LH

在进行电刺激前应使动物吃饱并摄取足够的水。

（1）刺激参数：电流50～100μA，时间2～5s。

（2）将恒流输出仪调整参数后与电极座连接好，刺激三次，每次间隔至少5min，观察并记录刺激后动物的摄食、饮水情况。

7．电解损毁LH

（1）将动物麻醉，进行双侧阳极损毁。恒流直流电源的阳极接在埋藏电极的插座上，阴极接在动物的背部皮肤上，以下列参数电解LH，脑组织的损伤范围直径约为1.5mm左右。刺激参数：电流1.0mA，时间5～10s（对照组动物不做此步骤）。

（2）损毁完毕后，在切口处撒少许消炎粉，然后将伤口缝合，每针间距约为3～5mm。

如果只做损毁不做电刺激步骤可直接使用单极电极。

8．水及食物的供给和行为观察

手术后要保证动物可自由获取水及食物。

由于实验周期的限制，本实验只能显示下丘脑LH区损毁后阶段1至阶段2的摄食及体重变化。鉴于在此期间动物一般不饮不食，为维持其生命，需每日腹腔注射5mL生理盐水。对照组动物应给予同样处理，以便于比较。

9．摄食量及体重变化的计算

每次放入食槽的块状鼠食需用天平称重。食槽下放一小盘接动物吃食时散落的食物。计算公式如下：

摄食量＝放入食槽的食物总重量—食槽中剩余的食物重量—散落的食物重量

体重变化＝损毁手术时的体重—灌流时的体重

10．组织学检查

电解损毁1周后，用第五章预实验中所学的技术对动物进行脑组织灌流、切片和染色，对照图谱以确定损毁位置是否正确。

11．说明及建议

可以根据实验安排，选作电刺激或损毁部分。

（苏彦捷）






实验8　性腺切除对性行为的影响

【实验目的】

（1）通过对大白鼠阴道涂片的观察，了解在性周期过程中阴道上皮细胞的变化。

（2）观察大鼠性腺切除后的性行为，以及性腺切除后，外源性的补充性激素后对动物性行为的影响。

【理论基础】

正常大白鼠的性周期一般为4～7天，小白鼠的性周期为4～5天，性周期包括四个期。在大鼠的性周期中，各个时期阴道分泌物涂片的镜像如图6-1所示。

（1）动情前期（P）：阴道分泌中有大量的有核上皮细胞，多数呈卵圆形，少量角化细胞，不含白细胞的变化。

（2）动情期（E）：有大量无核的角化的细胞，大而扁平，集合成块。
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图6-1　大白鼠阴道涂片显微观察

引自朱思明，1997，p.131

（3）动情后期（M）：角化上皮细胞减少并出现有核上皮细胞和白细胞。

（4）动情间期（D）：可见少量核上皮细胞及大量白细胞。

随着性周期时间的推移，周期性排卵动物表现出生殖器和附属生殖器官的形态学和功能学变化。通过阴道涂片法，可观察性周期阴道上皮细胞的形态学变化，进而了解在性周期各个时期中卵巢的活动与性激素的变动。

低等哺乳动物性行为主要受性激素（包括雌激素和雄激素）的调控，切除分泌这些激素的内分泌腺后，实验动物不再表现出性行为。因此，性腺的切除可作为研究性行为的一种方法。

【实验对象】

相同品系成年大白鼠4只：3只雌性、1只雄性。

【实验用品】

常用手术器械一套，注射器（2mL、5mL各1只），显微镜，小烧杯，载玻片，棉签，鼠板。

碘酒，70%酒精，消炎粉，卡那霉素注射液，0.9%生理盐水，2mg/mL雌二醇（乙烯雌酚），20mg/mL黄体酮，10%水合氯醛，瑞特氏染料。

【实验内容】

1．动物分组

将雌性大鼠三只分成三组：第一组为对照组，第二组为去卵巢组，第三组为去卵巢且注射雌二醇组。各组大鼠分笼饲养，做好标牌。

2．检查正常雌性大鼠的性周期

（1）将棉签用生理盐水浸湿，左手抓住大鼠并拉住鼠尾巴，右手持棉签从阴道插入，旋转两周后取出棉签在载玻片上涂片，干后放在光学显微镜下检查。如果用瑞特氏染料染色3～5min，则细胞核被染色，细胞的形态更易辨认。

（2）光学显微镜下观察，对照图6-1确定大鼠的性周期。

3．切除卵巢

（1）取第二、第三组雌性大鼠分别称重，按下列程序进行手术。

（2）按350～400mg/kg体重腹腔注射10%水合氯醛麻醉动物。

（3）大鼠麻醉后按腹位固定在鼠板上，剪去腹部被毛并对剪毛部位用碘酒与70%酒精进行常规消毒。

（4）在大鼠腹部下2/3处做一纵向切口（约3cm），开腹。

（5）用镊子找出靠近背部的两侧卵巢，分离脂肪组织，结扎两侧输卵管后，切下大鼠卵巢（图6-2）。

（6）器官组织复位后，腹腔滴注少量卡那霉素注射液。

（7）关腹分层缝合：肌肉连续缝合，皮肤间断缝合。

（8）用生理盐水擦拭皮肤血迹，切口部位撒消炎粉。

（9）第一组大鼠不摘除卵巢，只行切开与缝合腹壁和皮肤的手术。
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图6-2　大鼠卵巢

引自解景田，赵静，2002，p.196

4．手术实验观察

手术后动物休息三天，第四天开始正式实验，实验前检查各组大白鼠的阴道涂片。然后用雌雄配对的方法对性行为进行观察，观察内容为：

（1）雌鼠主动接近雄鼠的次数。

（2）雌鼠接受雄鼠爬背的次数。

（3）雌鼠发情时表现出的跳跃、突发式窜动和耳朵颤动等情况。

（4）雌鼠脊柱前凸次数。

每只鼠观察15min，将观察结果记录下来作为雌二醇注射前的性行为情况。

5．药物实验观察

在手术实验观察后给第三组雌鼠注射雌二醇1mL，每天注射一次，共注射三天。第一、二组每天注射等量的生理盐水。第四天第三组大鼠注射雌二醇后，接着注射黄体酮1mL，6小时后采用雌雄配对的方法进行性行为观察。观察内容同前，将结果记录下来和上次记录一起进行比较分析。

在观察性行为前再检查一次各组大鼠的阴道分泌物，观察它们进入动情周期中的哪一期。

【说明及建议】

（1）用棉签取阴道分泌物后，立即涂片，干后镜下观察，棉签使用专一，不要混用。

（2）上述观察的性行为内容，不一定每一次每个大鼠都出现。

（3）去卵巢后，大白鼠阴道涂片可能不会马上停留于动情间期，如仍在其他时期则可继续饲养几天再观察。

（肖健）






实验9　剥夺睡眠情况下大鼠脑内5-HT

和NE含量的变化

【实验目的】

通过本实验了解剥夺睡眠大鼠脑内5-羟色胺（5-hydroxy tryptamine,5-HT）和去甲肾上腺素（norepinephrine,NE）含量的变化情况，并与正常睡眠周期的大鼠相比较；同时掌握用高效液相色谱检测某些神经递质的方法。

【理论基础】

睡眠的神经机制研究表明，导致慢波睡眠的中枢在中缝核，而与快波睡眠有直接关系的部位是蓝斑。这两个区域对于睡眠与觉醒的调节是通过不同的神经递质来实现的。

中缝核区域的细胞主要产生5-HT这种神经递质。如果电损毁中缝核，脑内5-HT含量减少，此时，动物出现不眠状态，慢波睡眠明显减少。蓝斑区域的细胞主要产生NE。如同5-HT在慢波睡眠中起明显作用一样，NE在导致快波睡眠中起一种重要作用。如果损毁蓝斑核，使脑内NE含量明显下降，快波睡眠就要受到抑制或完全不产生。

高效液相色谱（HPLC）是溶质在固定相和流动相之间进行的一种连续多次的交换过程，它借助溶质在两相间分配系数、亲和力、吸附能力、离子交换或分子大小不同引起的排阻作用的差别对不同溶质进行分离。对5-HT和NE等神经递质的测定方法甚多，唯独高效液相色谱法快速、简便、灵敏，应用广泛，并可对多种化合物同时进行分离测定，是目前比较理想的方法。

【实验对象】

SD品系大鼠2只，1只剥夺睡眠，1只正常对照。

【实验用品】

（1）仪器：高效液相色谱仪（美国Waters公司生产，高压泵为Waters 590型，电检测器为Waters460型，积分仪为HP3394型，色谱柱为1L荣酚胺专用分析柱），高速冷冻离心机（上海安亭科学仪器厂生产），超声波粉碎机。

（2）主要试剂：5-HT与NE标准品（美国Sigma公司生产），B-8离子对试剂（天津化学试剂工厂），二正丁胺（北京朝阳西会化工厂，进口分装），无水乙酸钠（AR，北京化工厂），柠檬酸（GR，北京化工厂），0.1mol/L过氯酸内含0.3mmol/L Na2
 EDTA与0.5mmol/L Na2
 SO3
 （GR，北京化工厂），100%甲醇（GR，北京化工厂），3,4-2羟基苄胺（3，4-dihydroxybenzylamine，DHBA，美国Sigma公司），乙二胺四乙酸二钠（EDTA，GR，北京化工厂）。

（3）标准样品：由教师预先配制好，每微升（μL）中含NE，5-HT和DHBA各25×10-12
 g。

（4）50mmol/L乙酸钠-柠檬酸缓冲液（流动相）：教师预先配制。无水乙酸钠4.10g，柠檬酸9.50g，EDTA（乙二胺四乙酸二钠）111.6g,100%甲醇20.0mL，B-8离子对试剂4.0mL，加蒸馏水定容至1000mL。

（5）建立睡眠剥夺动物模型：将大白鼠放入条件反射箱内，箱底的铜栅可通电，由电子刺激器自动每隔5min通电一次，电压50V，电流1mA，24小时剥夺睡眠。

【实验内容】

1．制备组织样品

将剥夺24小时睡眠的大鼠断头取脑，在冰水中迅速分离出皮质、中脑、脑桥和延髓4个脑区（图6-3）。称取10～30 mg脑组织，置于300μL预先冷却的0.1 mol/L过氯酸中，根据脑组织多少加入1～2滴内标物DHBA，超声波粉碎机匀浆，然后高速离心（15000 r/min）15分钟。
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图6-3　大鼠脑分区示意图

2．进样分析

取离心后上清液10μL进样，打开仪器。调整色谱条件为：流动相为50mmol/L乙酸钠柠檬酸缓冲液（pH3.5），流速1.0mL/min，玻璃工作电极，Ag/AgCl参比电极，检测池电压为＋0.75V，DHBA为内标物，样品中每个组分用内标分析法进行定置，结果由HP3394积分仪计算并直接打印。

3．对照组

将正常饲养的对照组大鼠按照上述程序测定5-HT与NE。

4．结果

剥夺睡眠大鼠的中脑和脑桥两部分脑组织的5-HT含量比正常大鼠要高，NE要低。有研究表明，中脑和脑桥部分的网状结构对控制和维持觉醒状态是极其重要的。中缝核的前核细胞产生5-HT抑制黑质和蓝斑产生多巴胺和NE，引起慢波睡眠。如果剥夺睡眠，就会使中缝核分泌的5-HT积累起来，而NE因受抑制而含量减少。

【说明及建议】

（1）正式测定前需让高效液相色谱仪运转较长时间，这样仪器比较稳定，测出的结果比较好。

（2）积分仪需根据实际情况调整灵敏度、增益等参数，以达到最佳的记录效果。

（肖健）






实验10　电刺激引起的大鼠的侵犯行为

【实验目的】

观察皮肤电刺激和脑电刺激引起的种内和种间的侵犯行为，以及动物对无生命对象所产生的攻击行为。

【理论基础】

动物世界不是和平的，种间种内经常发生残酷的争斗。攻击（aggression）一词有不同的含义，此处指的是一种情绪行为，即把它视为一种强烈的内在感情。按照攻击的外在反应，可将其分成几种不同的类型，如掠夺的、雄性之间的、恐惧产生的、领土的、母性的和手段的攻击行为等等。按其种属的不同，还可分为种内的（如大鼠攻击大鼠）和种间的（如大鼠攻击小鼠）攻击行为。引起攻击行为的方法甚多，适合于引起实验室攻击行为的方法之一是给予动物一种讨厌的刺激，如疼痛刺激。疼痛刺激可由电刺激产生，并可得出较为准确的行为效果，而且这种方法的刺激参数易于定量和控制，方便可行，适于实验室研究各种动物攻击行为。

攻击行为的神经机制问题，经多年研究已查明，在边缘系统，下丘脑和脑干都有一些点用电刺激时可引起动物的情绪反应，但不同的点产生的情绪反应的行为模式是不同的。

【实验对象】

雄性大白鼠5只，雄性小白鼠3只。

【实验用品】

底部带电栅的实验箱，实验箱控制器，立体定位仪，不锈钢电极，常用手术器械1套，儿童动物玩具1个。

10%水合氯醛，消炎粉，0.9%生理盐水，干棉球等。

【实验内容】

1．观察单只大鼠和小鼠电刺激时的行为

将一只大鼠或小鼠单独置于实验箱中，连接好电源，5min后予以交流电刺激。刺激参数（刺激的时间和强度）视动物反应的强弱而变，一般刺激时间不超过5s，刺激间隔3～5min，刺激电压由20V（小鼠）或30V（大鼠）起始，然后逐次增加，每次增5～10V。一般可观察到下述三种反应：（1）有轻微的懒动、张望；（2）退缩、躲避；（3）奔跑、尖叫，有时还引起排便。

注意：一定要控制适当的刺激强度，电压不能过高，否则会产生电休克或烧伤，仔细观察刺激强度与各种行为之间的关系。

2．种内的攻击行为

将两只大鼠放入实验箱里，观察其行为，5min后依“实验内容1”进行电刺激，仔细观察刺激产生的各种行为表现。

攻击行为可有胜败之分。占统治优势的大鼠一般可表现为：攻击、威吓、攻击的姿势、异体修饰、自身修饰等等；对于服从的大鼠可表现为：服从的仰卧姿势、不动蜷缩姿势、防御性的直立姿势、相互对峙的姿势和互相撕咬。

然后将两只小白鼠放入实验箱，依上述方法观察其种内攻击行为（图6-4）。
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图6-4　小白鼠激怒实验示意图

3．种间的攻击行为

将大白鼠和小白鼠各一只放入实验箱里，刺激前观察5min，之后予以电刺激，刺激方法同“实验内容1”，观察其行为。

4．大鼠对玩具动物的攻击行为

将一只大白鼠和一件无生命的动物玩具放于实验箱里，依“实验内容1”予以电刺激，观察大白鼠的反应。

5．脑电刺激引起的攻击行为

（1）外侧下丘脑埋藏电极：按实验7的方法在一只大鼠的下丘脑埋藏电极。

（2）电刺激：术后3～7天进行电刺激。实验时将一只埋有电极和一只没有埋电极的雄性大白鼠同时放入实验箱中，熟悉环境10min后进行电刺激。刺激参数为：电压由小逐渐加大（0,1,2,3,4,5,6V），频率20～40Hz，波宽0.1～0.5ms，刺激间隔1～2min，观察其反应。（注：如前所述，电刺激下丘脑外侧区时可引起摄食，但也可引起猎捕式的攻击行为，说明这两种行为有密切关系。）我们会看到，电刺激大鼠会向无电刺激大鼠发起攻击行为。

（肖健）






第七章　学习与记忆


实验11　金鱼的防御条件反射实验

【实验目的】

利用灯光-电击的结合，建立金鱼的条件反射式学习模式。

【理论基础】

利用经典条件反射理论，以灯光为条件刺激，电击为非条件刺激，建立条件反射。

【实验对象】

成年金鱼2条。

【实验仪器】

仿照穿梭箱的实验水箱和实验箱控制器。实验水箱为长方形，规格40cm×40cm×20cm，由水面下2cm的分隔板分成两个均等的半间，水箱的每一端装有可开关的20W电灯（如图7-1）。两个半间的同一侧有格网，利用它可以通过水给予金鱼轻微的电击（电压50V，电流1mA）。
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图　7-1

【实验内容】

（1）将金鱼置于一个隔离室内，自由游动2min，然后开亮此端电灯，20s后关掉电灯并给予格网通电，电流持续20s（电压50V，电流1mA）。金鱼在遭受到电击后会立即穿越到对侧隔离室以逃避电击。当金鱼穿越到对侧隔室后立即停止电击，然后在对侧隔室再给予同样的灯光与电击，如此反复结合。

（2）金鱼在被给予电击的20s内越过障碍物进入另一个隔离室，即是被动电击回避反应。

（3）而如果金鱼在亮灯的20s内即越过障碍物，则称为主动电击回避反应。

（4）预期结果是经过每天20次，连续3天的训练后，金鱼即可习得主动回避反应。

（邵枫）






实验12　消极的回避反应（步下、步过）

（一）消极的回避反应——步下

【实验目的】

（1）学习消极回避反应的典型范式——步下。

（2）学习如何建立动物学习记忆的行为模型。

【理论基础】

“消极回避”指学会用抑制一个特定的行为来回避一种有害的事件。两种常用的消极回避反应形式为步下和步过。

步下反应形式是指：在空场中的大鼠，把大部分时间消耗于墙边角落，当把动物放在一个圆锥形跳台上，它几乎立即下降到地板上，并探索四周和接近实验箱墙壁。从放开动物到动物下降到地板上的时间作为反应的潜伏期。当动物刚一接触到可通电的电栅地板时，就给予一个短暂而强烈的足部电击。再将动物放在圆锥跳台上，并测量反应的潜伏期，一般此时的潜伏期比电击前有所延长。

本实验就是要通过给大鼠一种有害的电刺激，使其产生消极回避反应，借以观察大鼠的记忆。

【实验对象】

在标准条件下饲养的2～3月龄的大鼠。

【实验用品】

带有电栅的多功能实验箱，实验箱控制器，圆锥形跳台，秒表（0.1s的精确度）。

【实验内容】

实际的实验可以不同的方式来执行。一个典型的范例包括以下三个步骤：

1．熟悉阶段

把动物放在圆锥跳台上，用秒表测量从放上到步下的潜伏期。动物探索10s之后将其放回笼中。这个步骤按20～30min间隔重复3次。

2．学习阶段

在第四次进入实验箱跳台上站稳后，大鼠从跳台步下后立即给栅格底通以10～30V的交流电1s，然后将动物放回笼中。

3．记忆检测

在2小时之后，再把动物放到跳台上，测量其步下的潜伏期。以动物停留在跳台上1min作为检测标准。

一般情况：大鼠总是先以前肢下降，试探栅格底，然后才将后脚落在地板上。第一次下降的潜伏期通常在5s左右，主要是下降时的踌躇占用时间。在第二和第三次熟悉实验时，下降潜伏期的平均值减到2s以下。

在第三次下降之后，立即给予足部电击，引起一个明显的恐惧反应。以发愣、弯腰、竖毛、深呼吸等等为特征。在记忆检测时，动物常常会抵抗放入装置。当动物从跳台被释放时，它或者以弯腰低头的姿势保持不动，或者向上探索（站起，嗅闻），但不试图下降到栅格地板上。大多数动物能达到1min的限定时间。

4．注意事项

（1）电击的时间必须在动物四肢落在电栅上以后才进行，电击的持续时间和强度要求恒定。

（2）电击强度必须控制适当，防止产生电休克和烧伤。

（3）从实验箱里拿取动物时，必须先关闭电源，以防触电。

【说明和建议】

（1）附加一个积极的回避成分：在训练阶段间断电击足部（每3s电击0.5s），直到大鼠回到平台上。把动物放在平台上（测量下降时间）或放在不带电的栅格底上（测量登上平台的时间）来检查记忆。

（2）把足部电击和步下分离出来，加一个辨别学习的成分：在一个具有塑料遮盖的箱子里测量起初的下降时间。在具有不遮盖的栅格底和移去中央平台的同一箱子里，给动物不能回避的间断足部电击（每3s电击0.5s）。在记忆试验时，比较下降到塑料遮盖底和栅格底的潜伏期。

（3）把学习和回忆的间隔增加到几天或几星期来检查步下的遗忘速度。

（二）消极的回避反应——步过

【实验目的】

（1）学习消极回避反应的典型范式——步过。

（2）学习如何建立动物学习记忆的行为模型。

【理论基础】

步过反应形式指：大鼠和小鼠的生态习性都喜欢暗淡的环境，回避强光照明。当把它们放入一光亮的与一暗淡相连的空间中时，它们就迅速地进入暗间并停留在其中。从释放动物到它进入暗间的时间，可用秒表作精确的测量。当其四肢完全达到暗淡空间时，立即予以电击，电击后将动物移出。再次把动物放入明亮空间，测量其步过到暗淡空间的潜伏期来检查记忆。Jarvik和Kopp（1967）发明了用于小鼠的这一标准技术。King和Glasser（1970）为将其用于大鼠又做了修改。本实验的目的是在（一）的基础上进一步考察大鼠在这些行为范式中表现出来的记忆能力，并了解测量记忆的不同方法。

【实验对象】

在标准条件下饲养的2～3月龄的大鼠。

【实验用品】

带有电栅的多功能实验箱，实验箱控制器，秒表。实验箱与（一）基本相同，只是用一隔板将实验箱隔成两个半间；隔板底部有一小门，大小使大鼠可自由通过。其中一个半间的四周墙壁和天花板是黑的（暗间），另一半间是透明的。一个灯泡装在透明半间（照明间）的上方或侧方照明。

【实验内容】

1．熟悉阶段

将一只大鼠放入照明间中间位置，背向暗间（起始位置）。不久，动物即开始探索，寻找到暗间的入口并进入暗间。测量动物从起始位置到进入暗间的步过的潜伏期。10s以后，将动物放回原居住笼，如此进行三次，每次间隔30min。

2．学习阶段

在最后一次熟悉试验时，当大鼠完全进入暗间以后，立即予以10～30V，1s的电击，然后将大鼠放回到居住笼里。

3．记忆检测

2小时以后，把大鼠被再次放在原起始的位置，并测定步过潜伏期。当大鼠进入暗间，或者当它在3min的时间内没有进入时，就可结束实验。

【说明及建议】

（1）步过潜伏期是从释放动物的时间开始计算。如果在分隔照明间与暗间的隔板上装一个滑动门可提高测量潜伏期的精确度。如此实验时，动物先在照明间探索5s以后打开滑动门，从此刻起直到动物四肢都进入暗间时止，为潜伏期。在学习阶段，于此时给予电击。

（2）其他注意项与（一）相同。

（3）比较分析两种方法和结果的异同。

（苏彦捷）






实验13　积极的回避反应（穿梭箱）

【实验目的】

（1）学习积极回避反应的典型范式。

（2）进一步学习如何建立动物学习记忆的行为模型。

【理论基础】

积极的回避反应是一个动物的基本行为现象，像其他的工具条件反应范例一样，动物学会对有害刺激之前的信号——条件刺激（CS）做出适当的反应来控制即将给予的非条件刺激（US）。回避学习的第一阶段通常是逃避，动物用一个反应来终止US。给予连续的训练，使得动物能回避US的全部后果的预期的反应就显示出来。

各式各样的刺激都能作为US（吹风，强的声响，热，冷，水），但电击是最普遍使用的。任何一种被动物觉察到的信号都能够在辨别回避中作为CS（声，光，在装置中的位置）。假定按规则的间隔使用非条件刺激的话，回避的行为也能在没有任何一种外部CS时发展起来（所谓非辨认回避）（Sidman,1953），这是因为时间的推移或与时间有关的刺激成为了CS。回避反应的范式依实验的情境而定。最简单的情况是动物从危险区域移动到安全地带。更为复杂的范例中，需要动物执行一个特殊的反应（按压一个杠杆，站起来，尖声呼叫，奔跑一定的距离）来防止US的发生和关闭CS。

在实验中动物在分隔的实验箱间穿梭回避US，可以被看做是一个不断颠倒的单向回避情境。由于动物在实验之间不被抓拿，能够容易达到自动化（Capalidi&Capalidi,1972）。

【实验对象】

在标准条件下饲养的大鼠，实验前5天开始每天抚摸大鼠10～15min。

【实验用品】

同实验12（二）。

【实验步骤】

1．熟悉阶段

将动物放入装置中，允许动物自由探索5min，在此期间，打开连接的小门，关掉照明间的灯。

2．学习阶段

关闭小门。20s以后打开装有动物的照明间的灯（CS），并打开小门。5s后，给予照明间地板电击（US）（10～30V,1s）直到动物逃到实验箱的暗间为止。在大鼠进入暗间后立即把连接的小门落下，并中断US和CS。在一个变化的训练间的间隔（30～90s）之后，打开先前黑暗的隔间内的灯，闸门升起要动物跑到另一边去。试验持续到动物达到在10次连续试验中有9次回避的标准时为止。

3．记忆检测

在起初的训练之后以不同的间隔，用重复训练使动物再达到同一标准的方法检查记忆。

【说明及建议】

（1）检查CS的不同的持续时间（3,5,10s）对习得速度的影响。

（2）比较不同类型的CS（声音、光亮刺激等）和不同强度US（0.3，0.5，1.0，1.5mA或采用调整电压的方法逐渐增加电刺激的强度）的学习效果。

（3）给动物50次学习试验，在不同的时间间隔之后（即刻的，1小时，4小时和24小时之后）检查学习记忆情况。

（苏彦捷）






实验14　操作式条件反射——自我刺激

【实验目的】

（1）学习操作条件反应范式——自我刺激的建立方法。

（2）进一步学习如何建立动物学习记忆的行为模型。

（3）了解与动机有关的脑中枢。

【理论基础】

20世纪50年代，心理学家Jame Olds和Peter Milner报告了有趣的实验，他们用Skinner箱进行实验同时在老鼠的脑子里埋入电极，老鼠只要一按作为开关的杠杆，电路就接通，埋有电极的脑部就会受到微弱的电刺激。老鼠经过一段时间的学习，逐渐形成工具性条件反射，学会通过按压杠杆来控制电流对脑的刺激。

实验表明，埋有电极的脑部位不同，即刺激的位置不同，老鼠按压杠杆的反应也就截然不同。刺激某些脑区，电流的强度合适，学会的大鼠可以频繁地为获得这种刺激去按压一个能接通电流的杠杆，可以几个小时不停地按压杠杆，贪恋这种电刺激。甚至可以以每小时9000次的频率连续按压，直至筋疲力尽进入睡眠状态为止。这就好像从这种自我刺激中能得到快乐一样，所以称为“快乐”中枢或“奖励”中枢。的确，有些病人在这一区域埋有电极，通电刺激时报告说有愉快的感觉或温暖的感觉。目前已在猫、狗、猴和人类的脑中都找到了能够产生自我刺激行为的部位。

与此相对照的是，刺激脑的另外一些部位时，老鼠在按压一二次杠杆后，就不再按压杠杆以避免刺激，就像给它带来痛苦一样，所以我们称这些脑区为“痛苦”中枢或“惩罚”中枢。

Olds和Milner（1954）发现，在大鼠皮层下部位的电刺激能够作为操作条件反射实验中的强有力的奖赏。脑的自我电刺激在鸟、鱼、狗、猴和人类中也得到了证实。虽然报告的脑的部位各有不同，但最有效的区域是下丘脑外侧区和穿过它的内侧前脑束。进行此类实验目的有二：其一，希望它说明一个强化的生理机制；其二，奖赏性的脑刺激对行为的强有力的控制作用，使得它成为药物的药理学试验的有效的行为工具，成为人类行为治疗控制的有力方法。

【实验对象】

大鼠，体重250～300 g，单独饲养（以防它们相互咬坏安装在头部的电极装置）。

【实验用品】

一个带有杠杆的斯金纳箱，一台正弦波或矩形脉冲刺激器。以适当的程序安排的每一次杠杆按压都通过电极发出一个0.5s长的电刺激串（50～100Hz）。

立体定位仪，手术器械，钟表丝锥，双极电极，灌流设备，切片机，电子秤，天平，注射器，75%酒精棉球，干棉球，胶布。

消炎粉，10%水合氯醛溶液，无菌0.9%生理盐水，牙托粉等，自凝牙托水。

【实验内容】

1．手术

用10%水合氯醛将动物麻醉后，将双极电极插入外侧下丘脑。电极插入方法按实验7中所叙述的步骤进行，试验后至少让动物休息4天。

2．行为训练

把导线与电极连接起来。如果用的是正弦波刺激，开始用低电流（10～20μA），并用手控制刺激器，以0.5s的脉冲串来刺激动物，仔细观察动物对每一串刺激的反应。如果动物没有反应，每次增加电流2～5μA，直到某种朝向反应出现。

3．刺激效果的检测

有几种方法来试验刺激的奖赏效果：

（1）只把动物留在箱子里，不受任何干扰。最终它将偶然按压杠杆，而如果刺激是奖赏性的，它将逐渐地学会以高度稳定的速率来按压杠杆，这种步骤得到一个间隔时间缩短而反应的速率指数加快的学习曲线。

（2）用手操作刺激器来强化动物的某种动作。例如，等到动物做出一个头部的动作就立即给予一个刺激串。如果刺激是奖赏性的，动物会立刻重复这个动作。实验者和动物被试都有了一些经验之后，确定刺激的大致阈限，或者最适宜水平的步骤能在数分钟内完成。

（3）用“塑造”技术，即奖赏向一个所需要的行为不断的接近的动作。例如，塑造爬墙行为，首先，每当动物抬头时给予奖赏，然后奖赏与越来越高的抬头和身体运动配合直到动物用后腿站起来。一旦一个电流水平被发现可作奖赏，“塑造”就能被用来很快地建立杠杆按压：即强化（奖赏）最初的运动，然后强化向杠杆的移动，接着是围着杠杆的嗅、接触杠杆，最终强化到按压杠杆。单独作结果。

4．组织学检查

在实验之后给刺激电极通以30s的50μA的直流电，以这种小的损伤标志电极尖端的位置。处死动物，灌流动物脑，将其做成切片。在脑图谱上标出尖端的位置，检查电极位置是否准确。

（苏彦捷）






实验15　雏鸡的一次性味觉厌恶回避反应实验

【实验目的】

学习建立小鸡的一次性味觉回避学习实验模型。

【理论基础】

利用小鸡破壳而出立即自发觅食行为以及具有一次性啄食到有害物质而即刻记住的行为特点，以及苦味的氨基苯甲酸甲酯（methyl anthranilate,MeA）可引起小鸡强烈的味觉不适，以MeA为刺激物，经一次训练小鸡即能建立味觉回避模型，并能形成较为持久和良好的记忆。

【实验对象】

当日孵出的雏鸡10只。

【实验用品】

实验箱若干，每个箱体为20cm×20cm×25cm的小木箱，上方有照明灯；金属细棒若干，棒长约30cm，棒端有金属小珠、红色或蓝色小珠（直径3mm）作为条件刺激物；氨基苯甲酸甲酯（苦味化学物质）作为非条件刺激物。

【实验内容】

（1）适应阶段：当日孵出的雏鸡成对放入实验箱内，适应30min。

（2）预训练阶段：将蘸有清水的金属小珠在小鸡面前呈现10s，同时轻轻地拍击实验箱的前外壁，以引起小鸡的注意，目的是诱发它们的啄食行为，以及熟悉这些小珠和实验情境，减少应激。绝大多数小鸡会自发地啄金属小珠。

（3）训练阶段：预训练结束30min后，红色小珠蘸MeA，呈现在小鸡面前，时间为10s。当小鸡啄食红色小珠后，立刻出现有特征性的厌恶反应，甩头、惊叫等。如果在此10s内没有啄食MeA，则将该小鸡的数据除去。

（4）检测阶段：测试在训练结束30min后进行，共进行两次。第一次用与训练阶段完全一致的红色小珠；而第二次则采用同样大小的蓝色小珠，均蘸清水，呈现时间仍分别为10s，间隔时间为3min。分别记录小鸡对红、蓝小珠的啄食次数。红色小珠作为厌恶性刺激，而蓝色小珠则作为中性刺激。大多数小鸡的反应是回避红色小珠，表现为退缩、惊叫或闭上眼睛，对蓝色小珠仍然保留啄食反应。

（5）数据处理：回避率的计算方法是：
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（6）预期结果：经MeA训练后的小鸡对红珠的回避率显著地高于对蓝珠的回避率。

（邵枫）






实验16　大鼠的味觉厌恶性条件反射

【实验目的】

学习建立大鼠的味觉厌恶性条件反射的实验范示。

【理论基础】

利用经典的条件反射理论，以动物喜欢喝的糖精水作为条件刺激（CS），以能引起动物胃肠道不适的环磷酰胺作为非条件刺激（US），建立味觉厌恶性条件反射。

【实验对象】

成年大鼠4只。

【实验用品】

一次性注射器，20mg/mL环磷酰胺（CY）生理盐水溶液，0.25%糖精水（SAC），0.9%生理盐水（SAL），电子秤等。

【实验内容】

（1）所有大鼠实验前禁水12小时。

（2）条件反射训练阶段。大鼠被随机地分为条件反射组（CS），使用SAC与CY刺激；非条件反射组（UCS），使用SAC/SAL刺激，每组2只。

⑴CS组大鼠进行作为条件刺激的糖精水（SAC）和作为厌恶性非条件刺激的环磷酰胺（CY）的结合训练，即首先给动物饮用SAC，30min后撤走水瓶，立即按2.5mL/kg体重腹腔注射CY；

⑵UCS组大鼠则进行SAC和SAL的结合，即同样饮SAC30min后立即腹腔注射与CS组大鼠CY相同剂量的SAL。

观察动物在30min的饮用SAC期间的行为并测定饮水量。一般情况下，两组动物的行为和饮水量无显著差异。

（3）测试阶段。条件反射训练后第5天进行条件刺激测试，即再次禁水12小时后，给予两组大鼠SAC30min，期间观察动物的饮水行为并测定饮水量。

（4）预期结果。一次的SAC和CY结合即能建立大鼠的味觉厌恶条件反射，即与条件反射训练阶段的行为和饮水量相比，CS组动物拒绝饮用SAC，表现为行为上的排斥及饮水量的减少；而UCS组动物则没有明显的变化。

（邵枫）






实验17　果蝇视觉飞行定向的操作式条件化学习

【实验目的】

学习建立果蝇的视觉飞行定向的操作式条件化学习模式。

【理论基础】

利用飞行模拟器，以视觉图形为条件刺激，以红外热为负性强化的非条件刺激，通过一套由计算机控制的、严格定量的飞行模拟系统，建立果蝇的视觉飞行定向的操作式条件化学习模式。

飞行模拟器（见图7-2）由四部分构成：扭矩检测与补偿系统，视觉图形呈现系统，红外惩罚系统和数据采集与处理系统。在实验过程中，果蝇被固定于扭矩探头上，置于均匀照明的圆筒中心。限制果蝇只能围绕纵轴进行旋转飞行，飞行时翅膀产生的扭矩信号被转换为圆筒转动的负角速度。圆筒壁是透明的，圆筒分成四等份，在每份中间相间地贴着等效的视觉图形，即英文字母，正T和倒T。
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图　7-2

红外惩罚系统是通过一个显微镜灯光源经红外滤光片和透镜辐射果蝇腹部实现的。每当果蝇盯视应受惩罚的视觉刺激时（如正T），光闸便会打开，则果蝇遭受热惩罚；而当果蝇盯视另一个视觉刺激时（如倒T），光闸便会闭合，切断红外光源。这样，果蝇便学会用它自身的视觉模式分辨能力在两个刺激之间作出选择。

数据采集和处理：圆筒的位置信号不断地存入计算机，实时记录了在固定时间内果蝇盯视正性条件刺激和负性条件刺激的时间。

【实验对象】

果蝇2只。

【实验用品】

飞行模拟器。

【实验内容】

（1）实验准备：实验前12小时，将果蝇的头部、胸部与一小钩粘在一起。在实验中用扭矩检测仪下端的蝇夹夹住小钩。

（2）预训练阶段：在三个2min的连续时间段，果蝇不受任何惩罚，任其在飞行模拟器内自由飞行，以达到适应环境的目的。

（3）训练阶段：在两个2min的连续时间段，对果蝇的错误选择（盯视负性刺激）给予热惩罚，而对正确选择（盯视正性刺激）不给予惩罚。

（4）检测阶段：测量在一个固定飞行时间内（2min）果蝇盯视正性刺激的时间和盯视负性刺激的时间。

（5）预期结果：经过几次训练后，果蝇能在视觉定向飞行与热惩罚之间建立条件化学习，表现为盯视正性刺激的时间延长而盯视负性刺激的时间缩短。

（邵枫）






实验18　大鼠旋转式T形迷宫的视觉线索辨别学习

【实验目的】

利用旋转式T形迷宫，通过灯光刺激与食物强化的结合，训练大鼠的视觉线索辨别学习。

【理论基础】

以灯光信号作为视觉线索，通过食物奖励的强化，能够建立大鼠的视觉线索辨别学习模式。

【实验对象】

成年大鼠3只。

【实验用品】

旋转式T形迷宫（图7-3）。装置由不透明的树脂玻璃制成，高7.5cm。主要包括3个组成部分：3个六角盒（边长为9cm），分别为A，B，C，每个都有盒门；1个可旋转的T形通道（竖直部分长25.5cm，两臂均为13.5cm），T形通道左右两侧正中的灯光作为视觉刺激。

[image: TH00510200010002]


图　7-3

【实验内容】

1．控制饮食

动物在适应实验室环境1周后，开始控制动物进食量，使其体重降为正常的85%左右，进食控制持续至实验结束。

2．训练前期

即动物被置于迷宫内自由行走。T通道左右两侧的灯光均亮，当它进入任一侧都给予一粒食物奖励（实验室自制食物粒，直径约1cm），目的是使动物熟悉迷宫并能主动觅食。训练前期持续两天，每天30min。

3．视觉线索辨别学习训练

第三天，动物被任意置于一个关门的六角盒中，此为起始盒，然后3个盒全部打开，待动物进入T形通道竖直部分后，起始盒门关闭，通道一侧（左或右）的灯亮，灯亮侧的盒为目标盒。如果动物进入目标盒，则记为正确，给予一粒食物奖励；如果进入另一侧，则记为错误，无食物奖励。无论动物进入正确与否，关门，旋转迷宫，将T形通道竖直部分对准此时动物所在的盒，即作为下一次训练的起始盒，开始下一次学习训练。动物每天进行24次训练，其中左右均为12次，但随机安排顺序。实验共排列了94个顺序，每天随机抽取一个，如LLRRRLRRLLLRLLRRRLRRLLLR（L：通道左侧灯亮；R：通道右侧灯亮）等。当动物连续两天的正确次数达到21次或以上时，则达到了学习标准。

4．预期结果

动物经过7天左右的学习训练后，能学会视觉线索辨别，即动物进入T形通道后，迅速转向灯亮的一侧，进入目标盒以获得食物。

【说明及建议】

（1）个别动物在训练前期和训练期间表现为缺乏探究行为，即被放入起始盒，打开盒门后，动物停留在盒内而不进入T形通道，或进入T形通道后不进入两侧的六角盒。如果动物连续两天停留3min以上，则淘汰此动物。

（2）由于训练周期较长，可安排学生在课堂上完成第一次的训练，然后利用课余时间再进行训练，一个星期后在课堂上观察结果。

（邵枫）






实验19　大鼠的吗啡条件性位置偏爱模型

【实验目的】

建立大鼠的条件性位置偏爱（conditioned place preference,CPP）吗啡成瘾模型。

【理论基础】

奖励是吗啡类成瘾药物的重要行为学特性。成瘾药物与环境线索结合后，单独呈现该线索便能产生条件性奖励，因此条件性位置偏爱是吗啡类成瘾药物的行为效应与特定环境线索相连接产生的情境条件反射。

【实验对象】

成年大鼠4只。

【实验用品】

CPP测试箱（规格80cm×40cm×36cm，黑色有机玻璃制成，中间有隔板将箱体分成相等的两部分；一侧为四壁有黄色竖条纹，光滑底面；另一侧四壁无条纹，栅格底面），秒表。

吗啡，生理盐水。

【实验内容】

1．自然位置倾向偏爱筛选

实验分3天进行。第一天适应2次，适应时抽出中间隔板，大鼠在箱内自由活动15min，熟悉环境，不记录其在两侧箱体的停留时间。第2～3天分别测试一次自然偏爱倾向，记录其在两侧箱体的停留时间。以两次测试的平均值为基值。根据基值，去除停留时间小于270s或大于630s的动物，目的是筛除一些对无条纹和有条纹具有自然特殊偏爱（位置倾向）的动物，以免影响随后的训练结果。

2．吗啡条件训练阶段

实验分两天进行，每天训练1次。动物被随机分成两组，一组在条纹侧进行吗啡训练，另一组在无条纹侧进行吗啡训练。条件训练时，插上箱体中间的隔板。条纹组动物被分别腹腔注射吗啡或生理盐水后，立即被放入条纹一侧箱体内；而无条纹组动物则被分别腹腔注射吗啡或生理盐水后，立即被放入无条纹一侧箱体内。训练时间为60min。

3．CPP测试阶段

测试前大鼠腹腔注射生理盐水，抽出箱体中间的隔板，大鼠在箱内自由活动15min，记录大鼠分别在两侧箱体的停留时间。

4．预期结果

正常情况下，吗啡组动物训练后在伴药侧停留的时间显著大于对照组。即对于条纹组动物，注射吗啡的动物在条纹一侧的停留时间要显著地长于注射生理盐水的动物；而对于无条纹组，注射吗啡的动物在无条纹一侧的停留时间也要显著地长于注射生理盐水的动物。

（邵枫）






实验20　鸽子的范畴形成与概念学习

【实验目的】

（1）学习动物概念学习、范畴形成的研究范式。

（2）了解鸟类训练的基本实验程序和方法。

【理论基础】

鸟类、哺乳动物中的啮齿类和灵长类动物是认知神经科学研究中常用的实验动物，而鸽子又是鸟类比较认知实验中的最佳被试。从20世纪40年代斯金纳使用条件化技术发现鸽子的“迷信”行为（Skinner,1948）以来，研究者们已经利用各种各样的研究方法和程序对其空间学习和记忆（Willson&Wilkie,1993,1995）、辨别能力（Zentall&Hogan,1976）、范畴形成（Herrnstein,Loveland,&Cable,1976;Herrnstein,1979）、序列学习（Von Fersen，Wynne，Delius，&Staddon，1991;Straub&Terrace，1981;Terrace，1987，1994）、心象操作（Neiworth&Rilling,l987）、模仿学习（Palameta&Lefebvre,1985）、计时与计数（Meck&Church,1984;Orberts&Mitchell,1994）等智慧表现及其机制进行了广泛的探讨和深入的分析。其中对鸽子范畴形成（分类）（category formation也有的学者称为概念学习能力conceptual abilities，Wasserman，1995）的研究比较有代表性。

每一个客体都可以被归入不同的范畴。同一范畴内成员的相似性要多于不同范畴中的成员。当然，范畴具有不同的水平和抽象程度。如范畴内成员之间知觉上具有相似性，这是基本范畴；如果它们功能上相似而知觉上可能并无相似之处，则为高水平的范畴。例如，轿车、火车、飞机、轮船这些基本范畴都可归入交通工具这一较高水平的范畴之中。这种分类能力具有适应性意义：当个体遇到新异刺激，迅速将其分类，划进不同范畴，可以减少个体认知的加工负担，从而更好地应付变化着的周围环境。同时，形成范畴又是动物获得概念的一个基本的认知操作（Zayan&Vauclair,1998）。通过设计精密的仪器和实验程序，鸽子也可以学会将客体分类，形成不同的范畴，认识抽象的关系。这些研究结果扩大了表现出高级认知能力的物种范围（Wasserman,1995），有助于我们思考认知如何演化以及为什么演化的问题。

【实验对象】

6～18个月的家鸽16只，体重275～365g。在实验期间鸽子只能在训练中和训练后从实验箱中取得食物，体重控制在自由摄食状态下体重的80%左右（Chaves&Hodes,1998）。

【实验用品】

动物学习实验箱及监视系统。实验箱体积120cm×80cm×150cm，壁厚3.0～5.5cm。实验箱包括：

（1）动物箱1个：尺寸50cm×50cm×56cm，顶部是玻璃，底部是钢丝网，钢丝网上铺有报纸，前面开了一个长27cm、宽22cm的窗口。窗口的大小与计算机显示器的可视部分大小相仿，窗口上镶了一块无色有机玻璃板，有机玻璃板中间有一个大方框（长10cm，宽9cm）用于呈现刺激，大方框下面是两个小圆洞（直径3cm）作为反应键。有机玻璃板两侧各有一个小圆洞（直径3cm），输送食物的塑料管从这里插入，动物箱的后面是玻璃门（由此把动物放入和取出），左右两面是铝合金板的箱体。

（2）监视系统1套：包括对准被试的STC-999A型摄像头（周围有红外发光管）和TV-897型监视器1台。

（3）486DX2/66计算机一台，在显示器上贴有TW-S8563型红外触摸屏，用于控制刺激呈现、强化物的给予、实验结果的记录。

（4）给食器一台，位于实验箱外面，通过1.5m长的塑料管给被试提供强化物。

（5）动物箱顶安装电风扇一个，用来换气同时产生背景噪声，以免动物受到外部声音的干扰。

（6）25W的白炽灯一盏，给实验箱提供照明。

（7）计算机后部的箱板上安装了一个通风风扇，用来给计算机散热，同时提供背景噪声。

【实验内容】

本实验分为三个阶段，每只鸽子每天做两轮，每轮30次，共60次。

1．准备阶段

（1）训练1：啄屏训练：让鸽子知道可以通过啄击屏幕获取食物。屏幕是黑的，中间开一个白色窗口，长200个像素（约7.9cm），宽200个像素（约7.5cm），窗口下方左右各有一个直径为40个像素（约1.5cm）的浅灰色的圆作为键，两键中心相距160个像素（约6cm）。屏幕上的窗口和圆分别与有机玻璃板上的大方框和小圆相对应。这时啄屏幕的任何一个地方，都能获得食物。只要每轮实验连续三天在20min以内做完，该训练即结束。

（2）训练2：啄键训练：让鸽子学会啄两个键。屏幕呈现与第一步相同，但只有鸽子啄在两个键上时才给予强化。训练次数和标准也与第一步相同。

（3）训练3：啄键转换训练：学会啄键以后，有的鸽子会形成只啄某一个键的习惯，本训练是为了让它们学会两边都啄。屏幕与第一步相同。训练标准为连续三天啄两个窗口，且啄两边次数之比不超过3:1。

2．辨别训练阶段

（1）训练1：两种客体（或几何图形）辨别。在窗口上呈现一个正三角形或一个正方形，为了引起鸽子的注意，图形每750ms闪烁一次。鸽子首先要啄图形10次，然后在图形下方出现两个键。左键对应三角形，右键对应正方形，呈现三角形时啄左键给食物；呈现正方形时啄右键给食物，否则不给强化。在每轮30试次中，三角形和正方形各随机出现15次，而且连续出现一种图形的次数不超过3次，以免形成定势。训练标准为连续五轮正确率在83.3%（p＝0.0005）以上，而且每轮中连续正确次数在8次（p＝0.0406）以上。

（2）训练2：两种空心几何图形辨别。⑴刺激图形更改为空心的三角形或正方形，线条宽度为3个像素，图形不再闪烁，仍然是三角形对应左键，正方形对应右键，其他的呈现方式及训练标准与上一步骤完全相同。⑵刺激图形为正三角形和正五边形，正三角形对应左键，正五边形对应右键，其他要求及训练标准同上。⑶刺激图形为正三角形和正六边形，正三角形对应左键，正六边形对应右键，其他要求及训练标准同上。

（3）训练3：四种空心几何图形辨别。刺激图形为正三角形、正四边形、正五边形和正六边形，每轮30试次中三角形共呈现15次，正四边形、正五边形和正六边形分别出现5次，共15次。三角形对应左键，其余的图形对应右键。其他要求及训练标准同上。

3．测验阶段

（1）测验1：在训练中插入5次测验，共30个试次。前三次不出现测验图形，两次测验最少间隔3次，最多间隔6次。刺激图形仍然是四种，但测验图形的大小、旋转角度都做了小的变动。从图形中心到每个顶点的距离的变化范围为11个像素（约0.4cm），最长61个像素（约2.4cm），最短39个像素（约1.6cm）。共进行六轮测验。

（2）测验2：实验和测验次数及顺序的安排方式同上。三角形的组成成分都不变，只是以三角形的中心为中心，在360°以内随机旋转，每条边大小变化为11个像素（约0.4cm），最长61个像素（约2.4cm），最短39个像素（约1.6cm）。角度变化最大为30°。这两个维度的变化大小是随机的。共进行六轮测验。

（3）测验3：实验和测验次数及顺序的安排方式同上。前三次不出现测验图形，两次测验最少间隔3次，最多间隔6次。测验图形是三角形，把三角形的三条边都均分为四份，去掉中间的两份，只剩下三个角，每个角的两条边的长度都是原来边长的1/4（见图7-4）。共进行六轮测验。

（4）测验4：实验和测验次数及顺序的安排方式同上。把三角形的三条边都均分为四份，去掉三角形的三个角，只剩下三条边，每条边的长度为原长度的一半（见图7-4）。共进行六轮测验。

（5）测验5：实验和测验次数及顺序的安排方式同上。正常的正三角形左右两条边与底边的夹角为60°，在测验时把该角改为120°，同时像测验3一样，去掉三角形的三个角，三条边组成一个不连贯的[image: 0051020001]
 形状（如图7-4）。共进行六轮测验。

（6）测验6：实验和测验次数及顺序的安排方式同上。如测验3一样，去掉三角形的三条边，只剩下三个角，然后把最上面的一个角的大小由60°改为120°（见图7-4）。共进行六轮测验。

（7）测验7：实验和测验次数及顺序的安排方式同上。如测验3，去掉三角形的三条边，只剩下三个角，然后把三个角做如下操作：以边上的两个点的连线为轴，找到顶点的镜像，连接该点与边上的两个点，这样得到三个开口向外的角（见图7-4）。共进行六轮测验。

[image: TH00510200080001]


图7-4　在7种测验中所用图形示例

【说明及建议】

Zayan等（1998）提出，为保证被试的操作是真正的分类而非只是在刺激强化的基础上的反应，实验程序上应注意两点：

（1）迁移阶段，测验刺激一定不要给强化，以免这些刺激与强化形成联系。

（2）范畴形成不仅需要被试可以将具有共同属性的不同客体归入一个范畴，而且能够分辨范畴内的个别成员。这一点需要两个步骤来说明：首先，被试可以分辨属于不同范畴的客体；其次，被试对同一范畴的成员能够彼此区分。

（苏彦捷）






实验21　电痉挛休克对短时记忆的影响

【实验目的】

（1）了解电痉挛休克对短时记忆的影响。

（2）了解一种被动回避学习模型。

【理论基础】

现有的研究显示，短时记忆具有电活动的性质，它是不稳定的。与短时记忆相关的脑内电活动如果不受干扰，就可能导致脑内的神经化学变化和神经元微观结构的变化，进而形成稳定的长时记忆。相反，若对刚刚形成短时记忆的动物进行电痉挛处理，则动物会出现逆行性遗忘，习得的行为将无法保持。电痉挛休克指电流通过头颅引起癫痫发作，这种方法可以用来研究遗忘问题。

【实验对象】

同性别成年大白鼠2只。

【实验用品】

多功能实验箱，实验箱控制器，秒表，460V电击电源，电击夹，导线。

0.9%生理盐水。

【实验内容】

1．潜伏期基值的测定

将动物放入实验箱内，任其在箱内探索。用秒表测定动物从开启滑门到进入暗间的时间（即潜伏期）。让动物在箱内呆10s后放回笼里，如此反复三次，每次间隔5min。计算三次潜伏期的平均值。

2．一次性被动回避学习

动物第四次进入暗箱后，关闭滑门，立即由实验箱控制器通过箱底电栅给予30～50V的电击（作为厌恶刺激），电击持续5s，然后确认关闭实验箱控制器。

3．电痉挛休克

将刚刚进行完被动回避学习的大鼠两耳戴上垫有盐水纱布的电极，用460V电源电击1s。进行电痉挛休克时动作应迅速，休克与被动回避学习间的间隔时间不宜超过1min。

对照组动物不进行此步骤，直接放回笼中。

4．效果的测定

2小时后，再次分别测定两只动物进入暗箱的潜伏期，比较长短，并分别与其潜伏期基值的平均数进行比较。

【说明及建议】

（1）电痉挛休克后，动物的反应依次为：跳起→侧倒→震颤→强直、排尿→阵挛→木僵→可塑性腊样姿势→正常。

（2）本实验使用高压电源，应严格注意安全。通电前应仔细检查线路和开关，实验者的手亦应保持干燥。严格控制电击时间。

（苏彦捷）






实验22　躲避条件反射建成后大鼠血清内乙酰胆碱酯酶活性的测定

【实验目的】

本实验采用躲避条件反射建成后的不同时间，大鼠血清内乙酰胆碱酯酶（AchE）活性的变化情况，看看它与学习记忆有何关系。

【理论基础】

许多研究表明，在学习过程中神经网络中发生的突触可塑性变化，无论是突触传递易化或是突触阻抑都是因为改变了神经递质的释放或利用率。乙酰胆碱（acetylcholine,Ach）是与学习记忆关系密切的一种神经递质，有研究表明脑内Ach和乙酰胆碱酯酶（acetylcholinesterase,AchE）比率较高的大鼠品系，其学习能力强一些；相反，Ach和AchE比率比较低的大鼠，其学习迷津的能力就较差。老年人记忆力衰退与胆碱能系统功能密切相关。与青年人相比，老年人脑内胆碱乙酰化酶（CAT）的活力降低，而胆碱酯酶的活力升高。

本实验利用乙酰胆碱酯酶能使乙酰胆碱水解，而未被水解的剩余乙酰胆碱可与碱性羟胺作用，生成乙酰羟胺，后者在酸性溶液中与铁离子作用形成棕色复合物，可用比色法加以测定，计算剩余Ach含量，从而推算出胆碱酯酶活力。其反应式如下：
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【实验对象】

成年大鼠4只。

【实验用品】

条件反射箱，721分光光度计（上海第三分析仪器厂生产）。

（1）乙酰胆碱基质缓冲液：

A液：巴比妥钠1.03g，蒸馏水30mL，1mol/L盐酸6mL，碳酸钠0.53g，加热助溶，然后加生理盐水至50mL。

B液：氯化乙酰胆碱910mg，或溴化乙酰胆碱1.13g，加生理盐水至10mL（注意：氯化乙酰胆碱在一般水溶液中易水解失效，因此必须在临用前配制，或以5%的NaH2
 PO4
 溶液配成0.1%左右的氯化乙酰胆碱贮存液，配好后用瓶装密封放入冰箱中贮存，药效可保持一年，临用前用生理盐水稀释至所需浓度。）

C液：氯化镁0.42g，氯化钾20mg，生理盐水加至10mL。

（2）碱性羟胺溶液：14%盐酸羟胺与14%氢氧化钠溶液按1∶1比例混合。

（3）氯化铁溶液：氯化铁（FeCl3
 ·6H2
 O）10g，以0.02mol/L盐酸溶解并加至1000mL。

以上溶液事先都由教师配制好，实验前学生只需准确量取A液16mL，B液2mL，C液2mL混合即可。

【实验内容】

1．躲避条件反射的建立

选成年大鼠4只，2只为对照组，2只为实验组。实验组动物需进行躲避条件反射训练，采用条件反射箱进行，该箱用塑料板隔成两小间（一间明室，一间暗室），隔板底部中间有一小门相通，暗室的底部装有电栅地板可通电。

实验时将动物放入明室内，任其在箱内探寻，用秒表测定动物从明室通过隔板上的小门进入暗室的时间（即潜伏期），让动物在暗室内呆10s后放回鼠笼。如此反复三次，每次间隔3min，计算三次潜伏期的平均值。

第4次实验时，记录潜伏期。当动物进入暗室后，立即关闭小门，给予电击（电压70V，电流1mA），电击时间5s。5min后进行第5次实验，方法同第4次实验，直至动物在明室内呆上4min不再进入暗室才算完成（本实验最多电击10次，计算电击后的潜伏期是否比电击前有所增加），此时将动物立即断头处死。

对照组动物只在实验箱内呆上同样的时间，不给与电击，然后断头处死。

2．乙酰胆碱酯酶样本的制备

行为训练结束后，立即断头处死动物取血，放置1小时后离心（1500r/min）15min，取上层清液。

（1）按羟胺比色法进行。混合液配制具体操作如表7-1。

表7-1　比色法测定乙酰胆碱酯酶操作步骤
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（2）混合液配制好后，用540nm和绿色滤光板，以空白管液调至零点，光电比色，读取光密度，查标准曲线得酶活力单位。

表7-2　比色法测定乙酰胆碱酯酶的标准曲线
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【说明及建议】

（1）单位定义：每毫升血清在37℃温箱内保温1小时，每水解1μmol的乙酰胆碱为1个酶活性单位。

（2）溶血血清不能用来测定，因红细胞中含有很高的酶活力，而导致结果增高。

（3）加入三氯化铁溶液后，如有明显混浊，应离心后取上清液比色。

（4）本法显色后很稳定，历时4小时也不致影响结果。

（5）血清分离后，置于4℃冰箱内，至少1周内酶活力无明显下降。

（6）碱性盐酸羟胺溶液加入后，至少应等待1min，以保证其与Ach的作用。

（7）B液（氯化乙酰胆碱）必须是当天用当天配，因为乙酰胆碱在水溶液中容易水解失效，或者用5%NaH2
 PO4
 缓冲液配成0.1%氯化乙酰胆碱贮存液，临用前用生理盐水稀释至所需浓度。

（肖健）






实验23　脑活素对大鼠认知功能障碍的改善作用

【实验目的】

通过本实验了解某些促智药物对人类和动物学习记忆的影响，并掌握认知障碍动物模型建立的方法。

【理论基础】

脑活素（cerebrolysin）可以增强正常人和动物的记忆，改善中毒、缺氧、缺铁、缺血、外伤、老化等引起的记忆减退，临床上主要用于防治多发性脑血管梗塞和Alzheimer氏痴呆症，改善注意力减退和激动不安等症状。

【实验对象】

成年大白鼠（2月龄，体重180～200g）。

【实验用品】

条件反射箱，2mL一次性注射器1支。

AlCl3
 （化学纯），吡乙酰胺粉剂（长春市红星制药厂生产），脑活素，0.9%生理盐水。

【实验内容】

1．建立认知障碍动物模型

目前常用的方法有以下几种：⑴注射D-半乳糖（D-galactose），⑵电损毁大脑右半球中缝核团，⑶注射AlCl3
 。本实验采用此法，每天给大鼠按体重50～100mg/kg皮下注射AlCl3
 ,5～15天后即可以用于实验。

2．行为检测方法

大鼠的学习行为采用步下法。实验时将大鼠放在实验箱中央的小平台上，它几乎立即跳到电栅上，并探索周围。从放置动物在小跳台到下台时间可以用来作为一个容易测量的变量。实验第一、第二次的反应潜伏期，为自然反应时，作为电击后的对照值。第三次测试时，动物四足一接触铜栅即给予电击20s（电压70V，电流1mA）。间隔3min后再进行测试，将大鼠重新放回跳台，测量其跳下台的潜伏期，共训练10次，如果大鼠在跳台上呆满4min就算学会。记录动物每次步下跳台的潜伏期，此为测试期。将测试期动物潜伏期的长短和错误次数的多少作为评价记忆好坏的指标。三只大鼠交替进行测试，以保证间隔休息的3min。记录每次的潜伏期和错误次数。1小时后重测一次；24小时后再测一次，不给电击将三组动物的潜伏期和错误次数的平均值进行比较，看AlCl3
 是否影响条件反射的获得，以及脑活素对此有无对抗作用。

3．实验组设计

取大鼠18只，随即分到三个组中，6只为正常对照组（A），6只为AlCl3
 对照组（B），6只为脑活素治疗组（C）。B组与C组大鼠，每天下午4:30～5∶30皮下注射AlCl3
 100mg/kg，共注射6天。A组注射等量的生理盐水。脑活素治疗组在第一次注射AlCl3
 后48小时，开始注射脑活素0.3mL/只，共4日。第7天（即实验日），实验前按照上述方法先注射AlCl3
 、脑活素和生理盐水，半小时后进行行为检测。

（何淑嫦）






实验24　大鼠的Morris水迷宫学习

【实验目的】

检测大鼠的空间认知能力。

【理论基础】

Morris水迷宫是一种测定动物空间学习能力的行为实验模型。Morris水迷宫是由乳白色的圆形水池及有机玻璃站台构成的。圆形水池的直径为100cm，高60cm。站台高度为40cm，站台顶端平面为6cm×10cm。池水中加入若干升牛奶，以使水变为乳白色溶液，达到动物视觉无法辨认池内有站台的目的。液面距池壁上缘20cm，站台位于一个极限中间，距圆心23cm，距池壁21cm。圆池可以随意转动方向。大鼠在Morris迷宫中寻找隐蔽的固定位置的站台后，可以形成稳定的空间位置认知。

【实验对象】

成年大鼠2只。

【实验用品】

Morris水迷宫，自动监视处理系统。

【实验内容】

1．实验环境

相对固定的迷宫外视觉线索；进入摄像机视场的背景环境为乳白色，大鼠标记点在其头部（黑色）直径不小于1cm。

2．空间学习训练

大鼠共接受训练24次，每天6次，每次间隔15min。大鼠在除站台外的其他三个象限边缘头朝池壁入水，每次的入水位置是随机的。实验指标包括：⑴反应时；⑵行程；⑶搜索策略：分为随机式、边缘式、趋向式和直线式。一般情况下，正常大鼠在经过3～4个实验日训练后，很快就学会以最快最佳的速度和策略搜索到站台的确切位置（图7-5）。

3．数据采集和处理

由Morris迷宫图像自动监视处理系统完成。该系统由计算机和图像采集卡、摄像监视器等为主要扩展硬件组成。采集的数据包括寻找站台的时间、朝向角度、运动轨迹、搜索策略和入水位置等，并可对数据进行处理。
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图7-5　大鼠在Morris水迷宫中寻找站台的运动轨迹

（邵枫）






第八章　情绪行为的生物学基础


实验25　猫的怒叫中枢

【实验目的】

（1）了解和掌握猫的怒叫中枢定位的基本原则和操作。

（2）观察电刺激中脑被盖所产生的行为反应。

【理论基础】

电刺激脑的许多部位（如内侧下丘脑、下丘脑外侧区、脑干中央灰质等）能够引起动物的情绪反应和各种攻击行为，这方面的实验和动物模型多是以猫作为被试的。刺激不同的中枢部位可引起不同的情绪反应和行为模式，即每个部位对应有特定的攻击行为中的一些反应成分。电刺激猫的中脑被盖中央灰质或被盖外侧部，可观察到猫竖毛、张爪、怒叫等一系列的行为，但这些类似攻击的反应没有针对性，因此也被称为假怒（sham rage）。

【实验对象】

家猫（体重2.0～2.5kg）。

【实验用品】

立体定位仪，常用手术器械，台秤，开颅钻，纱布，脱脂棉，电刺激器，双极电极。

70%酒精，碘酒，3%戌巴比妥钠溶液，0.9%生理盐水，骨蜡，双氧水。

【实验内容】

1．仪器校验

用透明三角板检查电极支持架的三个滑尺是否相互成直角。上下移动滑尺，是否与电极移动架的支柱平行。头架的小框是否与主框平行等。

2．确定零点

参看“脑的立体定位技术”一节将两侧耳杆固定柱置12cm处（由后侧读），将一侧耳杆固定柱下面的螺丝旋紧。将两侧耳杆装在固定柱上，使其尖端在仪器中间部位彼此接触（两耳杆的读数相同）。取下一侧耳杆，另一侧固定于原处。把电极移动架装在紧靠耳杆固定柱处。将上下移动滑尺旋到最高的位置，装上电极，使电极的游离部分约35cm，而后将电极固定。移动电极移动架，使电极尖恰在耳杆尖的中心点与耳杆接触，记下前后移动滑尺上的读数（AP）及上下移动滑尺上的读数（H-10），并记下左右移动滑尺的读数减去电极半径的数值（即为L0
 ）。中心点，与耳杆接触点就是仪器零点。H-10之上10mm为生理实验零点。旋松上颌固定柱上的螺旋，将上颌固定器向后推，直到眼眶括的钩部距耳杆尖约2cm处，然后固定。转动电极移动架上的前后方向的滑尺，使电极尖恰在两眼眶之间，左右移动上颌固定器校对中线，使两侧眼眶括完全对称，然后调节上颌固定器的高度，使眼眶括钩部的中点下缘与电极尖完全在同一水平面上（即H10），然后将上颌固定器推回原位。旋松电极移动架下的螺旋，将电极移动架取下准备使用。

3．麻醉动物

本实验需要浅麻醉（刺激耳内毛有反应）。可以采用3%戌巴比妥钠35mg/kg体重腹腔注射麻醉。

4．固定猫头

取下电极移动架，用镊子扩张外耳道，将耳杆沿镊子插入外耳道内，将耳杆刻度向后从耳杆固定柱上方套入，左右两侧相同推动耳杆，使猫头牢固地固定，并使两侧耳杆上的刻度数相同，即可旋紧固定耳杆的螺旋而后将眼眶括的钩压在猫的眼眶下缘的最低点，加以固定。拉出猫舌头，装上牙齿固定杆，恰使钩在两大臼齿之间，用力上抬旋紧螺旋，猫头即可牢固地固定。

5．暴露颅骨

剪去头顶部被毛，用酒精与碘酒消毒手术部位，之后沿矢状缝做一个长6cm的皮肤切口，剥离皮下组织和肌肉，将骨膜推向两侧，向左右分离各2cm，暴露前囟、矢状缝和人字缝。在前囟中心和人字缝尖连线后1/3处，于矢状缝外侧0.5cm处，钻一小孔。用小骨钳向四周扩大。但要保留前囟中心和人字缝尖，切勿损伤脑组织。适时滴加生理盐水，保持手术部位湿润，出血时用纱布将血吸干并用骨蜡止血。

6．定位坐标

将定位仪恢复原位，并将电移动架装于原处，剪开硬脑膜，进行猫怒叫中枢的定位刺激。定位坐标，因动物大小不同而不同，一般取AP：0.5～1.0mm,L(R)：4.0～4.5mm,H:1～3mm（即向前0.5～1mm，向左或右旁开4.0～4.5mm，生理实验零点下3mm）。

7．刺激参数

刺激强度以刚能引起肌肉收缩为宜，可采用电刺激器（双向脉冲波）进行，频率90～100Hz。也可用方波刺激器，频率5～100Hz，波宽0.3～5ms，振幅2～10V，串长5～10s。

电极一般用双极电极。电极直径70～90μm，极间距离0.3mm。刺激前要检查电极是否好用，必要时也可用单极电极，但单极电极刺激范围广，定位不准。

【说明及建议】

“怒叫中枢”在顶骨投影点，距前囟16～18mm，太大或太小，说明固定的高低水平有问题。当电极插入预定部位后，持续刺激10s，观察到猫怒叫、瞳孔放大、瞬膜收缩、竖毛、翘尾、张爪及脚底肉垫出汗等反应。也可将刺激电极上下、左右、前后移动，以确定猫怒叫中枢的局部位置。

（苏彦捷）






实验26　情绪的测量与测谎

【实验目的】

（1）了解多导仪的工作原理。

（2）学习测谎仪的使用方法。

（3）通过对恐惧状态下生理指标的测量，了解情绪与生理变化之间的关系。

【理论基础】

情绪发生与自主神经系统的生理变化之间存在着明显的联系。常用的自主神经系统活动的生理指标有心率、皮肤电阻反应、呼吸率、血压等，这些指标都是测定情绪变化的有效指标。心率是由交感神经和副交感神经共同支配的，在负性情绪下心率增强；皮肤电阻反应是由交感神经系统支配的，其大小与情绪的性质无关，只反映情绪强度的变化；呼吸也是由交感神经和副交感神经共同支配的，不同性质的情绪所引起的呼吸频率、幅度各不相同。

测谎过程所激发的情绪是被试害怕谎言被揭穿及对由此而带来的不良结果的心理恐惧，是一种负性情绪。测谎主要采集呼吸、皮肤电阻、心率和血压等自主神经的生理指标，因此也可以说测谎仪是三导的生理记录仪。在恐惧状态下，生理反应图谱主要表现为以下特征：呼吸频率加快，并伴有间歇、停顿迹象，幅度变化失去规律性；汗腺分泌增加，皮肤电阻下降，皮电曲线上扬；心跳速度加快、强度减小，血压升高。

情绪发生与生理反应的相互关系是测谎仪发明和使用的理论基础。测谎仪的基本工作原理是，如果被试对主试的提问说谎，从而产生了害怕谎言被揭穿的恐惧，心理上的恐惧引起生理改变，测谎仪将生理上的改变以曲线形式记录下来，主试通过对记录曲线的分析，判定被试是否说谎，即：言词刺激→心理恐惧→生理变化→仪器描记→分析判断。这一工作原理基于的理论假设是：认知唤起引起情绪发生，而自主神经系统的唤起是情绪发生的一部分，如果经历某种情绪是说谎的可能结果，那么就可以从自主神经唤醒的出现来推知一个人在说谎。

【实验对象】

成年人。

【实验用品】

电脑，测谎仪，传感器（包括2个呼吸传感器、2个皮肤电传感器、1副血压计护套），耦合剂。

【实验内容】

1．演示测谎过程

（1）先将被试带入实验室，进行测试前谈话，测试前谈话包括：给被试讲解测谎原理，告知测谎与测谎仪对身体没有危害，与被试讨论将要进行的测试题目的内容，倾听被试的感受和辩解。目的是建立和谐的气氛，取得被试的信任，缓解被试的紧张情绪。

（2）让被试在扶手椅上坐好，安装传感器，然后让被试选择一个舒适的姿势坐好，并在整个实验过程中尽量保持该姿势不动。

（3）主试退回测试桌后，开启测谎仪，调解灵敏度，取得最佳的呼吸、皮肤电曲线效果，然后向血压计内泵气，调整心率曲线，开始实验。

（4）指导语：下面测试开始，测验中所问的问题都是刚才我们讨论过的，请你在听到提问后回答“是”或“否”，测验过程中请尽量配合，不要乱动，以免影响测试结果。

（5）实验开始，按问卷顺序问被试测试问题，记录被试呼吸、皮肤电、心电图谱。被试回答问题25～30s后，再提问下一个问题。每轮测试约6～7min，每项测试进行2～3轮，每轮测试之间让被试休息5～10min。

（6）实验结束，将仪器从被试身上取下。

（7）评估图谱、打分：＋6分（包括＋6分）以上为诚实，－6分（包括－6分）以下为说谎，＋6分到－6分之间为结果不能确定。

（8）结合电脑评分给出最后结果。

2．模拟犯罪现场

（1）在实验室外的另一个房间里，放置一张办公桌，由实验室其他老师将一张一百元面值的人民币放入该办公桌的抽屉里。

（2）将学生分为若干小组，每组4～5人。

（3）由该小组自己讨论，推举一人扮演小偷，到放钱的房间将一百元钱拿出、藏好。

（4）由该小组自己讨论，推举一人作为被试参加测谎，这名被试既可以是偷钱的那个人，也可以是小组中的其他人。

3．编制测谎问卷

（1）在另一个小组中，由该小组自己讨论，推举一人作为主试，主持测谎。

（2）主试在老师的帮助下编写测谎问卷，测验采用准绳问题测试法（control question test,CQT），测试题目如下：

⑴你叫×××吗？

⑵我只问你刚才我们讨论过的问题，你听清楚了吗？

⑶就实验室丢失一百元钱的事儿，你现在跟我说的都是真话吗？

⑷你上小学的时候偷拿过你父母的零钱吗？

⑸实验室丢了一百元钱是不是你拿走的？

⑹你上中学时偷拿过你同学的文具用品吗？

⑺你说你没拿实验室的一百元钱，是实话吗？

⑻你有没有过在超市里顺手牵羊的行为？

⑼今天你是不是偷拿了实验室的一百元钱？

⑽我不会问你我们刚才没有讨论的问题，你听明白了吗？

4．实验测谎过程

由学生按演示步骤进行测谎，并分析测量结果。

（郭晓娟、苏彦捷）






实验27　心理性应激对大鼠神经内分泌和免疫功能的影响

【实验目的】

通过实验学习和掌握纯心理性应激动物模型的建立方法，以及应激对大鼠神经内分泌和免疫力功能的影响及其有关的测试方法，并在此基础上进一步了解神经系统、内分泌系统和免疫系统三者之间相互关系。

【理论基础】

应激是机体受到外界刺激时，内稳态受到威胁，产生的旨在重新建立内环境平衡的一系列复杂的生理行为反应。应激有躯体性应激和心理性应激。关于各类应激造成免疫功能下降已有大量报道。有研究表明，心理性应激与许多人类疾病的发生和发展关系密切，如亲人去世、离婚和失业等生活变故等，这些心理应激事件大多伴随着强烈的情绪反应，可以导致机体免疫功能下降。研究发现，情绪应激导致包括淋巴细胞增殖反应降低、细胞毒性下降、淋巴细胞亚类的数量百分比发生改变、抗体反应降低等免疫功能变化。但应激对免疫功能的影响是十分复杂的，特别是它的作用机制目前还没有搞清楚。本实验以情绪应激作为应激源，看看在它的作用下，大鼠的细胞免疫和体液免疫有何变化，以及糖皮质激素是否参与免疫系统功能的调节。

建立情绪应激动物模型，采用透明有机玻璃板把条件反射箱隔成大小相等两小间，其中一间底部有电栅，另一间没有。实验时把一只小鼠放入有电栅的一间，对其进行足底电击，电压30V，电流强度小于1mA，每次电击5s，休息10s，共电击60次。与此同时，另外一间不通电的小间中放入另一只小鼠作为情绪应激鼠。电击时被电击鼠的反应如：跑动、跳跃、嘶叫等对情绪应激鼠的听觉、视觉、嗅觉以强烈的刺激，作为应激源使之生产恐惧、紧张、焦虑等情绪。

本实验是演示实验，由老师讲解整个操作过程，分为下面三个子实验进行。

【实验内容】

（一）3
 H掺入法测定脾淋巴细胞的转化

1．原理

T淋巴细胞在体外培养过程中受到有丝分裂原和特异性抗原刺激时，可发生母细胞转化。刀豆蛋白A（Con A）使T淋巴细胞母细胞转化的机理可能是它与细胞膜上的受体结合，使腺苷酸环化酶活化后导致cAMP增多之故。由某种抗原致敏的T淋巴细胞，在体外如果再次遇到相同抗原时，发生母细胞转化，称为特异性转化。

2．仪器和试剂

常用手术器械一套，注射器，不锈钢网（200目），血球计数板，96孔培养板，微量移液器，吸管多支，玻璃纤维滤纸；离心机，β计数器（含闪烁液），CO2
 孵育箱，多头细胞收集器，烤箱。

刀豆蛋白A（Con A，中国科学院上海生化研究所产）。LPS（美国Sigma公司生产），生理盐水，蒸馏水，1.8%NaC1溶液，2%乙酸。

RPMI 1640培养液：称取RPMI1640粉10.4 g（美国Sigma公司生产），加重蒸馏水约500mL，混后加1mol/L HC1 2mL，待完全溶解后加入1mol/L NaOH 2 mL调pH至7.4～7.6，补加蒸馏水至1000mL。用6号玻璃器除菌分装，—20℃保存备用。

完全培养液：临用前每80mL RPMI 1640培养液加20mL10%小牛血清（fetal bovine serum,FBS），再添加30g/L谷氨酰胺1mL，灭菌的60g/LNaHCO33mL，10000u/mL链霉素和10000u/mL青霉素各1mL。

3．方法

（1）将已经建立情绪应激模型的动物在最后一次电击实验后立即麻醉断头处死，开腹取全脾，将之剪成约5mm长的小段。

（2）将脾放在不锈钢网上，分次加入4～6mL生理盐水，用一注射器芯挤压过滤网（注意：不得采用碾磨的动作），得单细胞悬液。

（3）将2～3mL上述悬液倒入离心管，1000r/min离心5min，弃去上层清液。

（4）在上述沉淀中加入3～4mL无菌蒸馏水或去离子水，振荡10～15s后，迅速加入等量的1.8%NaC1溶液，将液体调回等渗（此步骤的目的是破坏红细胞）。

（5）1～2min后，待被破坏的红细胞残渣沉底后，将上层悬液移入另一离心管，1000r/min离心5min，倒去上层清液。

（6）在上述沉淀中加入3mL完全培养液，振荡后得纯白细胞悬液。

（7）将上述悬液吸出100μL，用2%乙酸稀释50～100倍后，显微镜下用血球计数板计算每毫升悬液中所含的白细胞数。

（8）用完全培养液将白细胞悬液的浓度调至5.0×106
 个/mL备用。

（9）在96孔板的试样孔和对照孔中均加入上述悬液100μL，然后再加入含有一定浓度有丝分裂原（如PHA，ConA，LPS等）的1640培养液100μL（对照组加入的1640培养液中不含有丝分裂原）。在本实验中，测量T淋巴细胞转化使用的有丝分裂原为ConA，根据前人的实验结果，可预先用含10%FBS的RPM11640培养液将其配制成2μg/mL和10μg/mL两种浓度，这样试样孔中ConA的最终浓度为1μg/mL（亚适浓度）和5μg/mL（最适浓度）。本实验测量B淋巴细胞转化使用的有丝分裂原为LPS，可预先将其配制成2μg/mL和10μg/mL两种浓度，这样试样孔中LPS的终浓度为1μg/mL（亚适浓度）和5μg/mL（最适浓度）。包括对照组在内的每一组都设3个复孔，计算结果时取三者cpm的平均值。

（10）将培养板放在37℃，5%CO2
 的环境下培养43小时后取出，每孔加入含10μCi/mL

[1]


 的3
 H-TdR1640溶液50μL，然后再培养5小时。

（以上各步骤中，药品、容器、实验器械及实验环境均需无菌。）

（11）用多头细胞收集器将培养完毕的淋巴细胞收集在玻璃纤维滤纸上，经反复冲洗后，把滤纸放入80℃烤箱中烤干。

（12）将烤干的滤纸片放入装有5mL闪烁液的闪烁瓶中，通过液体闪烁计数仪（β计数器）记录每分钟的闪烁次数（cpm值）。该值即反映了淋巴细胞转化的程度。

（二）血清IgG抗体水平测定

1．原理

标准酶联免疫吸附法（enzyme-linked immunosorbent assay,ELISA），是以酶标抗原与抗体结合量的多少来进行检测的。如果有未知抗原，则酶标抗原和未知抗原竞争与抗体结合。把抗原的溶液与酶标记的抗原溶液，以不同比例混合，然后与载体表面温育，再通过用酶的特殊底物的水解量来确定未知溶液有无抗原及抗原量的多少。在未知溶液中抗原越多，则标记抗原附着的越少。酶底物水解的量，可以通过酶标仪精确地测定。

2．仪器与试剂

小牛血清白蛋白（FBS）（中国医学科学院血液研究所，天津市生化制品厂生产），福氏佐剂，辣根过氧化酶标记的羊抗大鼠IgG结合物（北京华美公司生产）。酶标仪（北京新技术应用研究所），ELISA标准反应板。

3．实验程序

（1）免疫：大鼠在实验室适应环境1周以后，进行第一次免疫，间隔1周以后，再进行第二次加强免疫，所用抗原为小牛血清白蛋白（FBS），第一次免疫用福氏完全佐剂＋FBS溶液（体积比1:1），每只大鼠腹腔注射0.5mL，含FBS250μg，第二次免疫用福氏不完全佐剂＋FBS（体积比1:1），FBS用量同第一次免疫。

（2）取血：最后一天行为应激训练结束后，立即从大鼠眼眶取血，用1mL离心管收集血液，放置3小时后，离心1500r/min20min，取上清液，放入4℃冰箱备用。

（3）血清IgG抗体水平测定

⑴包被抗原：用FBS溶于pH9.6的碳酸盐缓冲液做为包被液，使用ELISA标准反应板（96孔），每孔加入100μL包被液（含FBS 2μg）。4℃冰箱过夜，结束后用T-PBS缓冲液洗三次并甩干（PBS0.05mol/L，pH7.4，每1000mL加入Tween-200.5mL）。

⑵封闭：每孔加入200μL明胶（10mg/mL），4℃冰箱过夜，结束后用T-PBS洗3次。

⑶加入一抗（待测血清）：将待测血清用PBS稀释成不同浓度梯度，每孔加入100μL，37℃1小时，结束后用T-PBS洗三次并甩干。

⑷加入二抗：辣根过氧化酶标记的羊抗大鼠IgG结合物，原液用pH7.4 PBS1∶1000稀释，每孔加入100μL，37℃，培养1小时，结束后用T-PSA洗五遍。

⑸加入底物：用pH6.0的PBS缓冲液配制新鲜的四甲基联苯胺（T-MB）和H2
 O2
 溶液，三者之间比例为PBS：T-MB:H2
 O2
 ＝500:5:0.75，每孔100μL，避光，37℃培养20min。

⑹终止反应：用2mol/L的H2
 SO4
 溶液，每孔50μL终止反应。

⑺测定光吸收值：使用酶标仪，测定波长450nm的光吸收值，并自动打印出结果。从结果可以看出，应激鼠的IgG抗体的含量比对照组要低，即应激抑制抗体的产生。

（三）血浆皮质酮的测定

1．原理

在一溶液系统中存在三种成分，即被测抗原（Ag）和放射性同位素标记抗原（Ag*
 ），与有限量的抗体（Ab）进行竞争结合，形成带有标记的抗原-抗体复合物（Ag*
 -Ab），其反应如下：

Ag＋Ag*
 ＋Ab＝＝Ag*
 -Ab＋Ag-Ab

　（游离物F）　　　复合物（B）　　　

当标记物为一定量与抗体为有限量时，加入的被测物或标准物与标记抗原-抗体复合物之间呈现一种函数关系，即被测物或标准物的量越多，则标记物被稀释的程度越大，使标记抗体复合物的量减少。在测定中，放射性量也降低。

2．试剂与仪器

CH2
 Cl2
 （分析纯级，重蒸馏），闪烁液（按附件2方法配制），液体闪烁计数器（FT1907北京核仪器厂），3
 H皮质酮放免药盒（Sigma公司生产）。

3．实验方法

用Sigma公司生产的3
 H标记的皮质酮放免药盒。动物血浆0.1mL置于带磨口的试管内，用CH2
 C12
 5mL反复振摇抽提5min。CH2
 C12
 层用双蒸水洗两次，取双份1mL抽提液放于两支试管内，在45～50℃水浴中蒸干；再按试剂盒说明操作；最后以10mL闪烁液，用液体闪烁计数器分析测定。从结果来看，应激后的小鼠血清皮质酮的含量比对照组要高。

（肖健）






第九章　高级心理过程的脑基础


实验28　人体大脑诱发电位的描记与分析

【实验目的】

使用视觉刺激诱发大脑电活动，通过对脑电的记录与分析，了解脑电实验和事件相关电位技术的基本知识，以及视诱发电位的特点。

本实验为演示实验，主要由教师完成，学生通过现场观看演示形成初步认识。

【理论基础】

在神经系统进行信息加工时，大脑有关区域会出现大量神经元同步放电的现象，从而产生在头皮表面能够观察到的脑电（electroencephalogram,EEG）活动。诱发电位（evoked potential,EP）是指神经系统由刺激引起的电活动，与引起诱发电位的刺激具有时间锁定关系。所以，通过刺激锁定（stimulus-locked）的叠加平均方法可以提高信噪比（signal-to-noise ratio,SNR），将刺激引起的脑诱发电位提取出来。通过N次叠加，信噪比将提高N的平方根倍。这种通过叠加平均得到的与某些外部刺激或心理过程（即“事件”，event）相关的脑电位称为事件相关电位（event-related potential,ERP）。

脑电的记录系统采用差分放大器（differential amplifier），每个放大器均有两个输入端。放大器可以将两个输入的电压值之差放大进行输出，输出值经过数模转换（analog-to-digital conversion）后由计算机记录下来以备分析。在脑电记录与分析系统中，每一个这样的输入-输出单元称为一个导联（channel）。在目前常用的脑电记录系统中，通常头皮表面大部分位置的电位记录均使用单极（monopolar）导联的记录方式，即在这些导联中，差分放大器的一个输入端均来自同一个电极，另一端则来自头皮表面需要记录脑电的特定位置。这个对大量差分放大器提供同一个输入电位值的电极称为参考电极（reference electrode），应该选择在脑电、肌电、心电等电活动较弱的部位，以免给大量的导联带来影响。理论上的参考电极应该在距离头部无限远处，显然这是不可能做到的。实践中，常用的参考电极位置有乳突（mastoid，耳后的骨骼突起）、耳垂、鼻尖等。

除了单极导联，有时还需要使用双极（bipolar）导联的记录方式，这种方式与单极导联的唯一差别是差分放大器的两个输入来自两个在空间上相距不远的电极，这种方式可以记录下这两个电极间的差异。最常见的例子是眼电（electro-oculograph,EOG）导联，输入到同一个差分放大器两个输入端的两个电极分别固定在眼眶的上下（垂直眼电，vertical EOG）或左右（水平眼电horizontal EOG），可以用于检测眼睛的运动。

对于多导联脑电记录时电极的位置，有国际标准可循，目前最通行的标准是10～20系统（10～20 system）。该标准取鼻根（nasion，即鼻梁上端的最凹处）到枕骨隆突（inion，即枕部的骨骼隆起）沿头皮表面测量的距离为前后距离的100%，左右耳前点（preauricular point，即耳廓前面的最凹点）沿头皮表面测量的距离为左右距离的100%。在此基础上，电极相距20%的距离放置，且最边上的电极距测量边缘10%的距离，10～20系统由此得名。10～20系统定义了19个头表电极，在使用更多导联的脑电记录系统中，可以使用该系统的扩展版本10～10系统或10～5系统。

在视觉刺激条件下，通常会产生颞枕区分布的P1（潜伏期100ms左右的正波）、后部N1（潜伏期150ms左右的负波）成分，额中央区分布的前部N1成分（潜伏期130ms左右的负波），以及在顶区最大的P3成分（潜伏期300ms以上的正波）等视诱发成分（如右图）。大脑后部的P1、N1成分产生于外纹状皮层（extrastriate cortex），反映了视觉信息通道中早期的感官阶段处理过程。在P1之前，有时还可以观察到C1成分（潜伏期80ms左右的正波或负波）。C1成分产生于纹状皮层（striate cortex），分布于顶枕区中央。由于视觉通道的视野对侧投射关系，并且纹状皮层折叠于矩状裂（calcarine fissure）中，上视野刺激产生负电位的C1成分，下视野刺激产生正电位的C1成分（图9-1）。
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图9-1

【实验用品】

脑电记录与分析系统，电极帽及电极，刺激呈现系统；毛巾，热水，电吹风机；70%酒精，医用棉球，导电糊，注射器，平头针头，一次性针头。

实验材料：使用刺激生成软件在实验前制作实验刺激图形序列。屏幕中央始终有一个十字形注视点（视角约0.4°×0.4°），在屏幕的4个位置上随机快速呈现黑白对比度的圆形棋盘格刺激，这四个位置分别在注视点的左上、右上、左下和右下，距注视点4°视角，并处一个正方形的4个顶点上。棋盘格直径为2°视角，呈现时间100ms，刺激间隔时间在800～1200ms间随机变化。刺激程序在呈现刺激的同时向脑电记录系统发送触发信号。

【实验内容】

（1）戴电极帽。让被试洗头，吹干头发，并用棉球蘸酒精清洁眼眶以下及乳突等需要粘贴电极处的皮肤。随后将电极帽戴在被试头上，电极帽要佩戴端正，并使最中央的Cz电极左右位于头的正中，前后位于鼻根和枕骨隆突连线的中点。用注射器及平头针头在电极和头皮间灌入导电糊，并将记录眼电的电极及乳突处的参考电极贴好。然后接入脑电记录系统（以两侧乳突电极为参考电极，前额接地），使用一次性针头轻拨头皮表面，以将阻抗调低到系统容许的范围以内。

（2）被试就位。被试坐在隔音、控光的房间中，视线正对屏幕中央并保持眼睛到屏幕的距离为90cm。告知被试实验内容，叮嘱被试实验中始终看着注视点并尽量少眨眼。

（3）数据记录。屏幕上快速闪现刺激图形，同时向脑电记录系统发送触发信号，以标记出刺激出现的精确时刻。实验进行的同时，记录脑电数据（采样率250Hz，0.1～70Hz滤波）。此时被试应注视屏幕中央，视线不要移动，并尽量少眨眼。刺激图形在每个位置上各记录大约200次刺激的数据。记录中每隔1min时间让被试休息片刻。

（4）收尾工作。实验完毕后，让被试将头发及粘贴过电极的部位洗净。

【结果处理】

（1）数据截取与剔除。使用脑电分析软件，对记录的原始数据进行分段截取（数据分段前可用数字滤波方法去除50Hz的交流电噪声），截取范围为刺激出现前200ms至刺激出现后600ms。取出的数据段（epoch）使用刺激前的部分进行基线校正（baseline correction），随后将活动强度超过±50μV的数据段剔除（artifact rejection）。

（2）叠加平均。使用未被剔除的数据段，以刺激触发点为对准点进行叠加平均（averaging），即多次刺激引起脑电活动的算数平均。叠加产生两条事件相关电位波形，分别对应上视野刺激和下视野刺激。

（3）波形观察。主要观察颞枕区电极处的P1和后部N1视诱发成分，及额中央区的前部N1成分。在可能的情况下，观察枕区中央的C1成分，注意观察上下视野刺激引起C1成分的方向翻转现象。

（4）测量分析。测量P1、后部N1及前部N1三个成分的峰振幅及峰潜伏期。如果信噪比较低不易进行峰测量，则可以在峰值附近选择一个区间进行平均振幅测量。如果有多个被试的数据，可以计算多个被试的平均波形并计算各成分峰振幅、峰潜伏期、平均振幅的平均值及离散程度。

【说明及建议】

（1）电极阻抗通常应在5kΩ以下，使用高阻放大器的脑电记录系统通常要求较低，几十千欧姆即可。注意脑电记录系统使用手册的规定。

（2）建议在使用共模抑制比（common-mode rejection ratio,CMRR）低于100dB的脑电记录系统时，数据记录在屏蔽室中进行。

（3）注意卫生，一次性针头杜绝重复使用，其他与被试有接触的用具如电极帽、毛巾等应在实验后洗净消毒。

（何逊、韩世辉）






实验29　生物反馈对血压的影响

【实验目的】

（1）了解生物反馈的原理和意义。

（2）熟悉和掌握生物反馈的实验方法。

【理论基础】

生物反馈又叫内脏学习，它是利用自身发出的信号有意识地控制自己的自主系统的活动的一种方法。生物反馈对身体机能的调节具有重要的生物学意义和临床意义。人体血压和心率以及其他的自主系统的反应都可以受许多内在和外在条件的影响，通过操作训练可以使之获得某种稳定的正常状态，达到治病的目的。

【实验对象】

以血压或心率异常者作为自愿被试者，年龄、性别不限，但需排除肾性高血压和妊娠中毒性高血压患者。

【实验用品】

血压脉率监护仪，录音机，预先录制好的指示语磁带一盘，蓝、绿信号灯光一套，风景彩色幻灯片或录像带若干，沙发椅一座。

【实验内容】

（1）实验室应为安静舒适无噪声干扰的环境。

（2）实验前被试静坐20～30min，使其熟悉周围环境。实验者可在被试静坐10min以后，逐渐给被试者通过录音磁带讲解实验方法和有关的注意事项（如实验过程中需全身放松，消除杂念，排除一切干扰因素，不要精神紧张和憋气，身体不要乱晃动，按试验者的要求配合试验）。

（3）注意事项交代清楚后开始实验操作，先绑妥脉压带和传感器，嘱咐被试不要随意移动被绑脉压带的上肢，以免移动传感器而不能准确地测量血压和心率。

（4）开启监护仪，让被试体会测试过程2～3次。每次测量间隔在5min以上，测量测试验前的血压和心率值3～5次。

（5）指示被试者实验开始，遵守前面讲的各项注意事项。全部实验过程对被试者毫无伤害，只能有益。

（6）根据血压和心率的数值，指示给被试的显示值，并按照以下方法（见实验内容（7））进行自我调节，以控制血压和心率的下降。

（7）被试者为高血压患者的测试程序。当收缩压高于140mmHg（19kPa）

[2]


 时，录音带播放指导语1：“您的血压经测量确实有些偏高，我们的实验目的是要设法使您的血压逐渐下降，这是完全可能的。您已经知道利用药物控制血压不是一种理想的办法，因为药物的副作用既具有长期的也具有短期的，这种治疗办法本身是被动的，不能积极主动地控制血压。主动控制血压的方法很多，如通过锻炼身体来降低血压，还有一种办法就是我们现在采用的，只要您按照我们告诉您的办法去做，血压肯定会下降的，但贵在坚持，您要继续按照降压要求去做，您的血压肯定会下降并维持在理想的水平”。

经过半小时实验后，如果血压还没有降下来，播放指导语2：“您的血压还降得还不太多，希望您继续放松，不要考虑任何问题，心里只想着您的血压正在慢慢往下降。您知道我们的降压方法的奥妙在哪里吗？简单地说就叫‘自我控制轻松愉快降压法’，就是不吃药，自己有意识地消除一切干扰因素，精神放松，自我控制，信心百倍，肯定能达到自我降压的目的。血压下降后，您就会感觉轻松，工作起来就不会感到头昏脑涨”。

经过一个多小时的实验后，主试者根据情况，再次告诉被试者的血压变化的情况，使被试者树立信心，继续不断的采用降压疗法。如果经过短短的一个多小时的实验，血压真的下降了，及时显示给被试者看，并播放指导语3：“由于您配合得很好，因此您的血压下降了，说明这方法对您是有效的，希望您继续按我们的方法操作，您的血压会持续下降到正常水平的”。

（8）每次测量如观察到血压的变化略低于基础血压，可开绿灯，以示奖励。血压变化不明显者可亮蓝灯，亮灯时间可持续15s。

表9-1　血压记录表
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【说明及建议】

（1）高血压病的诊断根据：凡舒张压超过90mmHg者均列为高血压；收缩压超过以下标准而舒张压在80mmHg以上者亦均为高血压：39岁以下＞140mmHg，40～49岁＞150mmHg，50～59岁＞160mmHg，60岁以上＞170mmHg。

（2）实验环境必须保持整齐清洁舒适安静，每次实验室内最多不得超过四人（包括教员在内）。

（3）主试者在实验全过程中必须精神集中，仔细观察，禁止高声喊叫和有任何粗暴言行，对被试应讲文明礼貌，绝对禁止有恫吓行为和语言。

（4）播放录音时，声音以能听清楚为限，不可任意放大。

（5）实验开始前嘱咐被试排尽二便。

（6）测量期间停止播放录音。

（7）详细记录血压、心率、行为和情绪反应。

（肖健）






实验30　听源性癫痫发作的实验观察

【实验目的】

通过用微弱电流刺激正常大鼠的中脑下丘诱发癫痫的发作和损毁听源性癫痫大鼠中脑下丘消除癫痫发作的实验，进一步了解动物实验性听源性癫痫产生的方法和机制问题。

【理论基础】

在大鼠中经常可以观察到，由强烈的听觉刺激引起的癫痫发作：几十秒的潜伏期后，强烈的声音引起大鼠疯狂的奔跑，最后以痉挛而结束。大鼠的这种异常的反应模式，是由遗传基因决定的脑内某些部位的结构与机能的异常改变引起的。众多的实验推测表明，听觉系统的中脑下丘可能就是听源性癫痫的一个发作中枢。

【实验对象】

雄性正常大鼠、听源性癫痫大鼠各1只（体重240g左右，动物体重应与本实验所用的大鼠脑立体定位图谱一致）。

【实验用品】

立体定位仪，电刺激器，恒流输出仪，切片机，电子秤，天平等。

常用手术器械1套，1mL注射器、单极电极和双极电极各1支，钟表改锥，灌流设备，干棉球。

75%酒精棉球，0.9%生理盐水，10%水合氯醛溶液，消炎粉，自凝牙托水，牙托水。

【实验内容】

1．仪器校验与确定零点

具体过程参见实验25相关内容。

2．麻醉及术前准备

按3.5mL/kg体重给大鼠腹腔注射10%水合氯醛。约3min动物麻醉后，将其固定于定位仪上。在动物头顶部备皮（面积约2～3cm2
 ），待动物完全麻醉后（约15min）开始手术。

3．损毁实验手术

（1）用碘酒和75%酒精给听源性癫痫大鼠头顶手术部位消毒，然后用手术刀作一1.5～2.0cm的正中切口，以柳叶刀和干棉球将颅骨表面清理干净。

（2）暴露头顶部颅骨表面矢状缝、冠状缝、前囟、后囟，用铅笔作标记。

（3）按图谱给出的坐标，用定位仪的移动滑尺标出下电极位置。在本实验所用的图谱版本中，鼠中脑下丘的坐标为：AP：9.4mm,R(L)：1.5mm,H:1.5mm。然后用钟表改锥在标有记号的颅骨表面钻孔，注意切勿过深。

（4）下电极：将单极电极固定于电极移动架，按照坐标将电极尖端下至大鼠脑损毁部位。

（5）电损毁：按阳极接电极座，阴极接皮肤的方式将恒流电源与大鼠相连，电流为1.0mA，时间为10s。

（6）损毁完毕，在切口处撒少许消炎粉，将伤口缝合，每针间距约为3～5mm。至此电损毁实验的手术全部完成，将大鼠从定位仪上取下，放入饲养笼中，休息1周后进行下步实验。

4．电刺激实验手术

电刺激实验使用正常大鼠进行，手术的前三步与损毁实验（1）～（3）步骤相同，其后手术如下进行：

（1）钻电极孔的同时，在与此孔相邻近的位置钻两个安装固定螺丝的孔，注意不要钻透；另外，用柳叶刀将颅骨表面打毛，为包埋电极做准备。

（2）下电极：将双极电极与电极连接架相连并固定于电极移动架上，按照坐标将电极尖端下至大鼠中脑下丘部。

（3）包埋：电极下好后，用干棉球将颅骨表面的渗出液擦干，将自凝牙托粉和牙托水调好后，慢慢地从电极的根部（颅骨表面）包埋起，直至与电极的插座齐为好。

（4）待包埋的牙托粉干燥后，将电极移动架慢慢旋起，使电极连接架从电极插座中拔出（此步骤一定要注意，不要将电极一起拔出！），在伤口处撒少许消炎粉，包埋座的前后各缝一针。至此电刺激实验的手术全部完成，将大鼠从定位仪上取下，放入饲养笼中，休息一周后进行下一步实验。

5．听源性癫痫大鼠的电损毁实验

（1）损毁前：听源性癫痫大鼠用响度105～120dB、时间2min的铃声刺激，能观察到癫痫发作的行为模式：奔跑→间隔→奔跑→痉挛。

（2）损毁后：手术1周后，用同样响度和时间的铃声刺激，听源性癫痫大鼠将没有癫痫发作的反应。

（3）记录听源性癫痫大鼠在铃声刺激时的行为反应、潜伏期和持续时间。

6．正常大鼠的电刺激实验

（1）手术前：正常大鼠用响度105～120dB、时间2min的铃声刺激，没有癫痫发作反应。

（2）电刺激：用100μA、1s的电流刺激对正常大鼠进行电刺激，每天一次，在5次以上。

（3）电刺激后：用响度105～120dB、时间2min的铃声刺激对电刺激若干次后的正常大鼠进行铃声刺激，有运动反应。

（4）记录电刺激后的正常大鼠在铃声刺激时的行为反应、潜伏期和持续时间。

7．组织学检查

分别对两组实验大鼠的脑组织进行切片检查，以证明损毁和电刺激的部位是否准确。

（周茵）






实验31　听觉惊反射

【实验目的】

了解听觉惊反射前脉冲抑制的基本概念和重要作用，掌握前脉冲抑制的实验方法。

【理论基础】

哺乳动物的感觉神经系统具有很高的感受性，在与自然界的交互作用中，大量的信息通过灵敏的感觉器官进入中枢神经系统，但是由于大脑的在线加工容量是有限的，在一定的时间范围里，只有少量的感觉信息能够达到深度的加工。感觉运动门控（sensorimotor gating）被认为起着减少干扰性的信息输入影响以及保护正常的认知编码的重要作用。如果感觉运动门控的功能受损，正常的认知活动就会受到干扰。例如，精神分裂症病人所表现出的认知混乱和情绪异常被认为是源于感觉运动门控功能的缺失。

惊反射是哺乳动物的一种最强的全身性反射活动。它可以有突发的强感觉刺激引起，并具有潜伏期短和刺激的累加作用等特点。惊反射对现行的认知/行为活动有显著的干扰作用。然而中枢神经系统具有削弱惊反射影响的机制。目前，公认的可在行为和细胞水平上测定的一种感觉运动门控过程的模型就是各种哺乳动物所共有的对惊反射的前脉冲抑制（prepulse inhibition）。前脉冲抑制的含义是：由出现在惊反射强刺激之前30～500 ms呈现的一个非惊反射弱刺激对惊反射反应产生抑制作用（图9-2）。
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图9-2　前脉冲抑制示意图

建立前脉冲抑制障碍动物模型是研究精神分裂症机理及寻找治疗药物的一个有效方法。目前使用较多的是大鼠听刺激惊反射。该方法简单易行，稳定性和重复性好，已经广泛应用于精神分裂症病理及药理研究上。

【实验对象】

大白鼠1只。

【实验用品】

一个具有通风、照明设备的正方形隔音室，隔音室的中央放有一个支架台，支架台上放置动物台，动物台上由放动物的小室和平台底部的传感器组成，小室的大小根据动物的大小制作而成。动物在小室内受到一定的限制，杠杆可以转身，但是不能自由活动。平台底部的传感器可以将动物的轻微震动转换成电信号，通过电缆线纪录并存储在电脑上。

【实验内容】

实验开始前先让大鼠在屏蔽室内适应，55dB的白噪声（背景噪声）从箱顶的喇叭上传出。在正式实验中，先给动物75dB（前脉冲刺激）持续20ms的弱刺激，50ms之后，给动物110dB的强刺激（作为惊刺激），持续时间为100ms，其间是55dB持续的白噪声（背景噪声）。电脑记录由传感器传出的强刺激时动物的惊跳反射振动幅度和白噪声时的动物的振动幅度电信号。

1．主要观察指标
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2．实验中注意的事项

感觉运动门控对动物的行为状态比较敏感。在测试时应尽量让动物处于安静、舒适、温度适宜和无关刺激少的环境中。突然的应激会使动物体内的与紧张因素有关的激素水平升高，因而可能会损伤正常的感觉门控。在测试前选择动物时，要注意选择合适的动物品系、年龄和性别，如在我们的实验中发现Wistar大鼠比SD大鼠更敏感。在PPI测试中，动物第一次测试的成绩数据不稳定，在两次或两次以上测试后就很稳定，在前脉冲抑制实验中，每只动物可以重复使用5～6次，实验次数不宜太多，避免动物因适应而不再有灵敏的惊跳反射。

（何淑嫦）






实验32　脑活体动态测定技术（一）

【实验目的】

通过用PET记录注意（attentive）条件与被动观看（passive viewing）条件下的大脑活动并加以分析，对PET的基本知识和注意对视觉加工的调控现象有初步了解。

本实验为演示实验主要由教师完成，学生通过现场观看演示形成初步认识。

【理论基础】

正电子发射断层成像（positron emission tomography,PET）技术的生理基础是参与认知加工的脑区局部脑血流（regional cerebral blood flow,rCBF）的变化。大脑在完成某些认知功能时，与该任务相关的脑区活动增加，从而引起该区域的局部脑血流流量线性增大。探测这种局部脑血流变化的技术建立在放射自显影技术（autoradiographictechnique）的基础上。与其他放射诊断学中的造影技术类似，PET首先需要通过静脉注射含有放射性同位素的造影剂（也称对比剂，contrast media），随后造影剂会随着血流进入脑部，便可以用设备记录下脑不同部位放射性的强度。通过比较某因素不同水平下脑部放射性强度的差别，可以了解是哪些脑区与该因素有关。考虑到健康问题，实验中常使用的造影剂（如H2
 15
 O）所含放射性同位素的半衰期很短（123s）。

注意能够增强被注意选择的刺激的信息加工，在有关脑区产生更强的神经活动，并进而使得与该刺激属性相关的认知任务表现出较好的行为表现，如较短的反应时（reactiontime,RT）和较高的正确率。在空间维度上，注意某侧空间将使大脑对侧后部的梭状回（fusiform gyrus）等脑区活动增强，PET技术可以用于观察这种现象。

【实验用品】

正电子发射断层成像系统，加速器，刺激呈现系统，H2
 15
 O（由加速器产生），SPM99软件包。

实验材料：使用刺激生成软件产生实验刺激图形序列。屏幕中央始终有一个十字形注视点（视角约0.4°×0.4°），在其左右双侧同时快速呈现圆形棋盘格刺激（直径为2°视角，呈现时间100ms，刺激间隔时间在250～350ms随机）。其中有小部分（如10%）棋盘格具有较高的亮度，这部分刺激图形作为目标，在注意条件下被试看到时按键反应。

【实验内容】

1．准备记录

预先告知被试实验内容和任务，以及如何按键反应，并叮嘱实验中保持头部不动。随后被试平躺在被试床上，固定头部，在手臂上接好静脉注射用的导管，调整好视野后送入PET仪的腔体中。

2．数据记录

在每组实验开始前告知被试当前任务。任务分为三种：盯着注视点被动观看、盯着注视点同时注意左侧刺激并对该侧较亮的棋盘格按键反应、盯着注视点同时注意右侧刺激并对该侧较亮的棋盘格按键反应。三种任务随机使用。实验中被试保持头部不动。每组实验开始30s后进行静脉注射（H2
 O15
 ,15mCi），随后在放射性达到阈值后采集数据并持续40s。共进行六组实验，每种条件两组。

【结果处理】

（1）图像对准。数据处理使用SPM99软件包中的PET/SPECT模块。首先将来自单个被试的图像采用least squares方法进行对准（realignment），对准后生成已对准的新图像文件。

（2）图像标准化。调用标准模版图像（template image），将已对准的图像标准化（normalization）。标准化后的图像处于标准的Talairach坐标空间中，可以准确地分辨不同位置对应的脑结构。

（3）图像平滑。使用高斯滤波（Gaussian filter）对图像进行平滑（smoothing），其中FWHM（full-width at half maximum）参数的大小（mm）建议选择扫描体积素（voxel）大小的2～3倍。这一过程可以提高图像的信噪比，而且使图像符合高斯场模型（Gaussian-field model），这对于使用该模型进行统计推论十分重要。

（4）模型检验。在软件界面上选择PET/SPECT模型（PET/SPECT models），根据具体情况输入参数，以确定分析的设计矩阵（design matrix）。随后使用高斯场模型进行估计（estimation），给出每个对应体积素的z检验结果（SPM｛z｝）。经多重比较校正（multiple-comparison correction）后z检验仍高度显著（p＜0.01）的体积素可以认为具有统计显著性。

（5）结果观察。将结果图像叠加在模版结构像上，观察脑活动有显著差异的脑区，并通过这些区域的脑部结构和Talairach坐标值确定兴奋的脑区。如果有多个被试的数据，可以使用t检验进行组分析（group analysis）。

【说明及建议】

由于PET实验对被试有放射性，同一被试不可短时间内多次进行类似实验，具体剂量请参考有关标准。

（何逊、韩世辉）






实验33　脑活体动态测定技术（二）

【实验目的】

通过用fMRI方法记录呈现刺激和不呈现刺激条件下的大脑活动并加以分析，对fMRI的基本知识和视觉皮层有初步了解。

本实验为演示实验，主要由教师完成，学生通过现场观看演示形成初步认识。

【基本原理】

功能磁共振成像（functional magnetic resonance imaging,fMRI）的生理基础是BOLD（blood oxygenation level dependent）效应。在某些脑区兴奋时，该脑区的局部血流量（regional cerebral blood flow,rCBF）增高，而血氧的消耗（即脑对氧的代谢率，cerebral metabolic rate of oxygen，CMRO2
 ）的增加却非常小，血氧饱和度（blood oxygenation）有所升高。综合作用的结果便是尽管总血红蛋白（hemoglobin,Hb）浓度增大，但脱氧血红蛋白（deoxyhemoglobin,deoxy-Hb）浓度却反而减小。由于脱氧血红蛋白是顺磁性的，它的减少便造成了功能磁共振像（T2*
 像）强度的增大。这种信号实际上是一种血液动力学（haemodynamic）指标。

人类的视觉皮层（visual cortex）在大脑后部枕区，在加工视觉刺激时会产生兴奋。通过比较呈现视觉刺激和不呈现视觉刺激两种条件下的大脑血液动力学水平，可以观察到视觉皮层的神经活动。

【实验用品】

磁共振扫描系统，头线圈，刺激呈现系统；金属探测器；耳塞，纯塑料眼镜架，各种度数的树脂镜片若干；SPM99软件包。

实验材料：使用刺激生成软件产生实验刺激图形序列。屏幕中央始终有一个注视点（视角约0.4°×0.4°），刺激为在其左右双侧同时呈现的圆形棋盘格刺激（直径为4°视角）。实验中棋盘格以2 Hz频率进行翻转（即黑白对调）。一种实验条件是呈现刺激及注视点，另一种条件是没有刺激，仅呈现注视点。

【实验内容】

（1）准备记录。被试首先要清除身上所有金属物品，经金属探测器检测通过后，方可进入屏蔽室。告知被试实验内容，并嘱其实验中保持头部不动。被试调配、戴好塑料眼镜并塞好耳塞后（实验中噪声很大），平躺在被试床上，固定头部，通过移动反光镜调整视野。调整被试位置，使其眉心对准定标光线后用机器标定，然后送入MRI机器腔体中。

（2）扫描结构像。首先使用标准三维T1序列（T1-weighted sequence）沿轴状面扫描全脑的结构像。教师根据具体情况设置扫描参数，包括重复时间（repetition time,TR）、回波时间（echo time,TE）等。结构像扫描时应采用较高的分辨率。

（3）扫描功能像。实验中，两种条件交替使用。实验开始后使用回波平面成像（echo-planar imaging,EPI;T2*
 -weighted）沿轴状面扫描全脑，扫描参数如TR、TE、FOV（field of view）、flip angle等应由教师根据具体情况设置。共进行四组实验，每组两分钟，其中每种条件各半分钟，交替呈现（box-car设计）。

【实验结果处理】

（1）图像对准。数据处理使用SPM99软件包中的fMRI模块。首先将来自单个被试的功能像对准，以校正扫描间的头动。对准后生成已对准的新图像文件。

（2）图像标准化。将结构像与对准后的功能像进行co-register，然后调用标准模版图像（template image），将已对准的图像标准化。标准化后的图像处于标准的Talairach坐标空间中，可以准确地分辨不同位置对应的脑结构。

（3）图像平滑。使用高斯滤波对图像进行平滑，其中FWHM参数的大小建议选择扫描体积素大小的2～3倍。这一过程可以提高图像的信噪比，而且使图像符合高斯场模型，这对于使用该模型进行统计推论十分重要。

（4）模型检验。在软件界面上选择fMRI模型（fMRI models），根据具体情况输入参数，以确定分析的设计矩阵。随后使用高斯场模型进行估计，给出每个对应体积素的z检验结果（SPM｛z｝）。经多重比较校正后z检验仍高度显著（p＜0.01）的体积素可以认为具有统计显著性。

（5）结果观察。将功能像叠加在结构像上，观察脑活动有显著差异的脑区（如图9-3），并通过这些区域的脑部结构和Talairach坐标值确定兴奋的脑区。如果有多个被试的数据，可以使用t检验进行组分析。
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图9-3

【注意事项】

（1）凡是在体内有辅助电子器具（如心脏起搏器）或金属物（如金属假肢）的人，不得参与本实验。严禁携带包含铁磁性物质的物体进入屏蔽室。

（2）患有不能进行MRI诊断的疾病（如幽闭恐怖症）的患者不能参加本实验。

（3）被试床进出扫描仪腔体时，速度应当较慢，以免因快速切割磁力线产生过强的感应电流，致使体温升高。

（何逊、韩世辉）






[1]
 1Ci
 ＝3.7×1010
 Bq


[2]
 mmHg为非SI单位，但目前习惯上还在延用，1mmHg＝133.322Pa。


第三部分

实验设计与统计学基础




第十章　实验设计


一、实验设计的目的与要求

（一）实验设计的目的

通过对实验课题的设计，让同学们将所学理论知识和实验技术进行灵活运用，熟悉进行实验验证所必需的基本要求与一般程序，以达到解决实际问题的目的，并使学生经历一次科学研究素质的训练。

（二）实验设计的内容

（1）选题：根据本学期所做实验内容和上学期所学理论知识，在现在实验条件下，提出自己的课题名称，征得老师同意后可进行设计。

（2）目的要求：本实验最后所要达到的目的。

（3）基本原理：实验设计理论的依据与思想。

（4）动物、器材和药品。

（5）方法与步骤：实验方法、实验项目或观察内容、指标等，每一步实验可能出现的结果。

（三）实验设计的特点

（1）研究者能人为设置处理因素。

（2）受试对象接受何种处理因素或水平是经随机分配而定的，能使非处理因素对不同处理组的影响保持均衡，组间具有可比性，可以客观评价处理因素的作用。

（3）实验研究设计能使多种实验因素包括在较少次数的实验中，更有效地控制误差，达到高效的目的。

（四）实验设计的基本要求

1．科学性

在实验设计前，要查阅大量文献资料，必须有足够的科学依据，而不是随意设想。要以前人的实验或自己的实验为基础，要符合客观规律。

2．严谨性

实验设计要求严谨，要使需要说明的问题无懈可击，这就需要设计对照实验（包括某一处理前的正常对照或对照组），这样便于实验前后或组间比较，以观察某因素对神经系统或某行为的影响。

3．实验条件的一致性

在实验过程中，除欲处理因素以外，其他实验条件必须保持前后一致，不能在实验过程中随意改动，只有在实验条件一致的情况下，才能反映出处理因素对实验结果的影响。


二、实验设计的基本概念

将一组随机抽取的实验对象随机分配到两组或多种处理组，观察比较不同处理因素的效应（或结果），这种研究称为实验研究（experimental study）。

实验设计是关于实验研究的计划、方案的制定，良好的实验设计是顺利进行实验和统计分析数据结果的先决条件，也是使实验研究获得预期结果的重要保证。

实验研究的基本要素包括处理因素、受试对象和实验效应三部分。

1．处理因素

在实验过程中，影响实验结果的因素是多方面的，根据研究目的可分为处理因素和非处理因素二类。处理因素是指研究者通过统计研究设计有计划的安排实验，从而科学地考察其作用大小的因素，例如刺激的性质、大小、作用时间等；非处理因素是指对评价处理因素作用有一定干扰但研究者并不想通过实验考察其作用大小的因素，例如，动物的性别、年龄等。选择处理因素应遵循以下基本原则：

（1）由于研究目的不同，以及人力、物力和时间所限，研究者不可能通过一次或几次实验中把已知的所有因素都进行处理与分析。可根据专业知识和研究目的在众多因素与水平中抓住主要的因素，因素的水平数不宜过多，否则使分组增多，在实际工作难以控制；处理因素过少，又难以提高实验的广度和深度。

（2）要分清处理因素和非处理因素。研究者应采取各种措施，尽可能使非处理因素在所比较的各组中基本相同，以便充分显示处理因素的作用。同时，处理因素的强度要适当。

（3）处理因素必须标准化。处理因素标准化就是如何保证处理因素在整个实验过程中始终如一，保持不变。如在进行药物疗效的试验观察中，在整个试验过程中，所使用药物的生产厂家、批号、药品标准等必须一致。所以，在实验设计时，必须制定处理因素标准化的具体措施和方法。

2．受试对象

实验动物的选择，因研究课题不同，对动物的要求也不同。动物的选择要注意动物的种类及品系、年龄、性别、体重、窝别和营养状况等。

生理心理学实验中被试的选择，被试可分为病人和健康人。病例的选择应该有明确的纳入和排除标准，被试的依从性好，能真实可靠地反映主观感受。依从性是指被试在实验过程中对于处理因素的服从程度。同时，要尊重被试的权利，必须遵守实验的伦理要求。

3．实验效应

一般是通过某些观察指标，定量或定性地反映实验效应。研究者应当对欲研究的问题有较为全面的了解，在实验设计中千万不要遗漏了某些重要的观察指标，以免实验结果不可靠。选择观察指标的基本原则如下：

（1）客观性。可以选择客观指标，避免一些笼统的、不确切的指标。有时，客观指标还具有判断的主观性问题，如猫的假怒行为是客观的，但判断时存在主观性问题，所以，对于这种情况，须制定明确的判断标准。

（2）精确性。选用的指标应尽量精确。指标的精确性包括准确性和精密性，准确性是指所观察结果的真实程度，即观测值与真值的接近程度，属系统误差；精密性是指所观察结果的深度，即重复观测时，观测值与平均值的接近程度，属随机误差。实验效应指标既要准确又要精密，而首先是准确可靠。

（3）灵敏性。应尽量选择高灵敏性的指标，即选择能够显著提高灵敏性的仪器对观察指标进行测量。但也要考虑实验经费问题，灵敏度高的仪器，往往费用昂贵，应根据实验经费，选择既相对廉价，灵敏度又高的测量方法。

（4）指标的观察。对实验效应的观察应避免偏倚，例如，实验者都期望阳性结果出现。可以采用双盲设计来进行控制。


三、实验设计的基本原则

实验设计除了对实验对象、处理因素、观察指标做出合理的安排以外，还必须遵循实验设计的四个原则，即对照原则、随机原则、重复原则和均衡原则。

1．对照原则

有比较才有鉴别，对照是比较的基础。所谓对照就是要设立参照物，在实验分组时必须设立处理组和对照组。对照原则要求处理组和对照组除了处理因素外其他可能影响实验的因素应力求一致。对照形式有：

（1）空白对照，又称正常对照，指不对受试对象做任何处理的对照。例如，实验组动物给药，而对照组动物不给药。

（2）假处理对照，又称实验对照，指不进行实验特定的处理，其余处理相同的对照。例如，实验组动物做手术摘除卵巢，假处理对照组的动物只做开腹手术再缝合，而不摘除卵巢。

（3）自身对照，指对照与处理在同一受试对象中进行，这种对照可以最大限度的减少抽样误差，但应考虑处理的后效应问题。

（4）组间对照，又称互相对照，指处理组间互为对照。

（5）标准对照，又称阳性对照，指用标准值或正常值作为对照。

（6）历史对照，指用以往的研究结果或者历史文献资料为对照。但由于时间、地点和条件不同，差异相当大，动物实验中一般不用此方法。

2．随机原则

随机原则是指被研究的样本是从总体中随机抽取的，即在抽取时要使每一个样本有同等机会被抽取。随机抽样是缩小抽样误差的基本方法。随机抽样的方法很多，如抽签法、摸球法等，也可以查随机数字表来确定。

3．重复原则

重复是保证实验结果可靠性的重要措施。每一实验都应有足够数量的例数和重复次数，样本所含的数目越大或重复的次数越多，则越能反映给予变异的客观真实情况。但是样本例数很多或者实验重复次数很大，不但在实验上有一定的困难，而且也是不必要的。实验设计就是要使样本的重复次数减少到不影响实验结果的最小限度。

4．均衡原则

均衡即指各处理组非实验因素的条件基本一致，以消除其影响。


四、常用的几种实验设计方法

1．完全随机设计

完全随机设计（completely random design）仅仅涉及一个处理因素（但可为多水平），故又称单因素设计。它是将受试对象随机分配到各个处理组中，观察实验效应。各个处理组例数可以相等，也可以不等，相等时效率更高。本设计的优点是简单易行，缺点是只能分析一个因素，不能分析多因素之间的关系。仅考察某因素的一个特定水平，需要给出定量观测值的标准值或理论值，方可进行假设检验。

2．配对设计

配对设计（paired design）是将受试对象按照一定条件配成对子，再随机分配每对中的两个受试对象到不同的处理组。配对设计的特点：数据成对出现，每对数据测自同一个个体（自身配对设计）、同一个来源的两个个体（同源配对设计）、条件相近的两个个体（条件相近者配对设计）。配对的两个数据分别在处理因素的两个不同水平作用下测得，用其差值的大小反映两种处理之间效应之差的大小。配对设计的缺点是在配对的挑选过程中，容易损失样本含量，并延长实验时间，对子之间的条件易发生变化。

配对的因素是影响实验效应的主要非处理因素。例如将窝别、性别相同，体重相近的两个动物配成对子，人类实验中常将性别相同、年龄相近的两个人配成对子，这样可以提高各处理组间的均衡性。配对设计适用于：一个因素具有两个水平时的情况：⑴“不处理”与“处理”时，适合用自身配对设计；⑵“处理1”与“处理2”，若是无创伤性处理，可用自身配对设计，也可用两两形式的配对设计；若是有创伤性处理，只用于两两种形式的配对设计。

3．配伍组设计

即随机区组设计（randomized block design），它是将几个受试对象按相同和近似的条件（实验动物的性别、年龄、体重等对实验结果有影响的非实验因素）组成配伍组，再将每一个配伍组的受试者随机分配到各个处理组中去。每个配伍组的例数等于处理组个数。配伍组设计适用的场合：在原本可以用配对设计的场合下，若配对条件无法满足，则可改用成配伍组设计。

4．析因实验设计

析因实验设计（factorial experimental design）是一种将两个或多个因素的各水平交叉分组，进行实验（或试验）的设计。它不仅可以检验各因素内部不同水平间有无差异，还可检验两个或多个因素间是否存在交互作用（interaction）。若因素间存在交互作用，表示各因素不是独立的，一个因素的水平发生变化。会影响其他因素的实验效应；反之，若因素间不存在交互作用，表示各因素是独立的，任一因素的水平发生变化，不会影响其他因素的实验效应。

该设计是通过各因素不同水平间的交叉分组进行组合的。因此，总的实验组数等于各因素水平数的乘积。例如，两个因素各有3个水平时，实验组数为3×3＝9；四个因素各有2个水平时，实验组数为24
 ＝16。所以，应用析因实验设计时，分析的因素数和各因素的水平数不宜过多。一般因素数不超过4，水平数不超过3。这种设计的优点是效率高，不仅能够分析各因素内部不同水平间有无差异，还具有分析各种组合的交互作用的功能。

5．拉丁方设计

拉丁方设计（Latin square design）是按拉丁方阵的字母、行和列安排实验（或试验）的三因素等水平的设计。该设计同时考虑三个因素对试验结果的影响。利用拉丁方阵安排实验。拉丁方阵是用γ个拉丁字母排成γ行γ列的方阵，每个字母在每行每列中只出现一次。如4×4拉丁方：

ABCD

BCDA

CDAB

DABC

拉丁方设计的基本要求：⑴必须是三个因素的实验，且三个因素的水平数相等（若三因素的水平数略有不同，应以主要处理因素的水平数为主，其他两因素的水平数可进行适当调整）；⑵三因素间是相互独立的，均无交互作用；⑶各行、列、字母所得实验数据的方差齐。

拉丁方设计步骤主要包括：⑴根据主要处理因素的水平数，确定基本型拉丁方，并从专业角度使另两个次要因素的水平数与之相同；⑵先将基本型拉丁方随机化，然后按随机化后的拉丁方阵安排实验。可通过对拉丁方的任两列交换位置，或任两行交换位置实验随机化；⑶规定行、列、字母所代表的因素与水平，通常用字母表示主要处理因素。

拉丁方设计的主要优点：⑴拉丁方的行与列皆为配伍组，可用较少的重复次数获得较多的信息；⑵双向误差控制，使观察单位更加区组化和均衡化，进一步减少实验误差，比配伍组设计优越。

拉丁方设计的主要不足是：⑴要求三因素的水平数相等且无交互作用。虽然当三因素的水平数不等时，可以通过调整次要因素的水平数以满足设计的要求，但有时无法达到；况且因素间可能存在交互作用，故在实际工作中有一定的局限性；⑵当因素的水平数（γ）较少时，易受偶然因素的影响。

6．正交设计

当实验设计的因素在三个或三个以上，且因素间可能存在交互作用时，可用正交实验设计（orthogonal design）。正交实验中各个因素的水平可以相等，也可以不等。正交设计是利用一套正交表（见有关统计书籍），将各处理因素与各水平之间各组合均匀搭配，合理安排，是一种高效、快速的多因素实验设计方法。

正交设计的步骤是：（1）根据实验目的，确定实验因素及其水平数，重要因素的水平数可多些，次要因素的水平数可少些。（2）确定因素间是否存在交互作用及观察的交互作用项。（3）确定实验次数，可根据需要与可能而定。（4）综合上述情况选取正交表，然后按照表上安排进行实验。

实验设计的理论和方法除了用于前瞻性实验研究的设计之外，更多地还应巧妙地应用于指导对数据的统计分析上。

（何淑嫦）






第十一章　统计学基础

经过动物或人体试验取得资料后，应对资料进行整理分析，恰当地运用统计方法，能帮助我们进行正确地认识客观事物，透过样本实测的信息进行统计推断，以阐明机体行为变化的情况和产生变化的原因，从而做出比较可靠的结论。下面介绍生理心理学实验中常用的几种统计学方法和基本概念。


一、统计学中几个重要的基本概念

1．变量

在搜集资料时，首先要确定观察单位，这种被观察单位的特征称为变量（variable）。然后对观察单位的特征进行测量和观察。

不同个体间的差异，称为变异（variation）。个体差异来源于一些未加控制或无法控制，甚至不明原因所致的随机误差。变量的观察结果可以是定性的，也可以是定量的。

在生理心理学中，通过严谨科学的实验设计和实验后获取的准确可靠的原始实验数据，由于不同类型的变量采用不同的统计分析方法。按变量是定量的还是定性的可分为以下类型：

（1）数值变量（numerical variable）或称定量变量。其变量值是定量的，表现为数值的大小，一般有度量衡单位，也称计量资料。

（2）分类变量（categorical variable）或称定性变量。其变量值是定性的，表现为互不相容的类别或属性，有两种情况：无序分类和有序分类。

无序分类包括两项分类和多项分类。二项分类如阳性结果和阴性结果两类。无序分类如人的血型分为A型、B型、AB型、O型，为互不相容的多个类别。

有序分类是指各分类之间有程度的差别，常用的统计方法是非参数检验。

2．总体与样本

总体是根据研究目的确定的观察单位的全体，更确切地说是同质的所有观察单位某种变量的集合。样本是从总体中随机抽取部分观察单位，其实测值的集合。样本包含的观察数称为样本含量或样本大小。

3．概率

概率（probability）是描述随机事件发生可能性大小的数值，常用p表示。在实际工作中，当概率不易求得时，只要观察单位充分多，可以将频率作为概率的估计值。但是在观察单位数较少时，概率的波动性是很大的，用于估计概率是不可靠的。

随机事件发生的概率在0与1之间，p接近1，表明某事件发生的可能性越大。


二、常用定量数据统计分析的显著性检验

抽样实验会产生抽样误差。对实验资料进行比较分析时，不能仅凭两个结果（平均数或率）的不同就做出结论，而是要进行统计学分析，鉴别出两者差异是抽样误差引起的，还是由特定的实验处理引起的。显著性检验（significance）亦称假设检验（hypothesis testing），即用于实验处理组与对照组或两种不同的处理效应之间是否有差异，以及这种差异是否显著的方法。

假设有两种：一种是检验假设（hypothesis to be tested），或称无效假设（null hypothesis），符号为H0
 ；一种是备择假设（alterative hypothesis），符号为H10
 二者都是根据统计推断的目的而提出的对总体特征的假设。H0
 是从反证法思想提出的，H1
 是和H0
 相联系的对立的假设。

假设检验中的p是指由H0
 所规定的总体做随机抽样，获得等于及大于（或等于及小于）现有样本获得的检验统计量值的概率，在求得检验统计量的值后，一般可通过统计表查出p值。当p小于或等于给定的显著性水平a时，结论为按所取a水准拒绝H0
 ，接受H1
 。这样做出结论的理由是：在H0
 成立的条件下，出现等于及大于现有统计量值的概率p小于等于α是小概率事件，这在一次抽样中是不大可能发生的，即现有样本信息不支持H0
 ，因而拒绝它。相反，如p大于α，即样本信息支持H0
 ，就没有理由拒绝它，此时只好接受它。需知，拒绝H0
 不能认为H0
 肯定不成立。假设检验的结论是具有概率性的，不管是拒绝H0
 或不拒绝H0
 ，都有可能发生错误，即第Ⅰ类错误或第Ⅱ类错误。


三、定量数据统计方法的选择

由于在实际问题中的许多变量都是服从正态分布或近似正态分布的，所以下面我们主要介绍有关正态总体的统计检验方法：t检验和z检验。

假设检验的具体方法，通常是以选定的检验统计量来命名的，如t检验要用特定的公式计算检验统计量t值，z检验要用特定的公式计算检验统计量z值。应用时要了解每一种检验的应用条件。

（1）t检验的应用条件：当样本容量n较小时，要求样本取自正态分布总体，作两样本均数比较时还要求两样本的总体方差相等。但是在实际应用上，与上述条件略有偏离，对结果亦影响不大。或者将原始数据作某种函数转换，使资料转换为正态分布，以满足方差分析和t检验的应用条件。

（2）z检验的应用条件：样本量n较大，或n虽小而总体标准差已知。

上述两种统计方法都要求样本来自的总体分布型是已知的（如正态分布），在这种假设基础上，对总体参数（如总体均值）进行估计或检验，称为参数统计（parameter statistics）。若不知道所研究样本来自总体的分布型或已知总体分布与检验所要求的条件不符，此时可以用非参数统计（nonparametric statistics）进行假设检验。非参数检验中效率最高又比较系统、完整的是秩和检验，具体方法可以参见生物统计学。


四、直线相关与回归

前面的资料均为单变量资料。如果两个变量X，Y，其间存在密切的数量关系，就说X与Y有相关关系（简称相关）。相关是研究在专业上有联系的两个定量变量之间的相互关系，要求两个变量均为随机变量；

回归是研究在专业上有联系的两个定量变量之间的依赖关系，要求因变量必须是随机变量，自变量可以是随机变量，也可以是一般变量。

从资料所具备的条件来说，作相关分析时要求两变量都是随机变量（如：人的身长与体重、血硒与发硒）；作回归分析时要求因变量是随机变量，自变量可以是随机的，也可以是一般变量（即可以事先指定变量的取值，如：用药的剂量）。

1．进行回归分析的步骤

（1）依据专业知识确定两变量间是否可能存在联系。

（2）绘制分布散点图。

（3）对值的分析（散点有直线趋势）的资料再求α（纵截距）、b（回归系数）。

（4）对回归参数进行假设检验。

（5）将回归方程应用于实践中去。

2．直线回归方程的应用

（1）描述两变量间的依存关系。通过回归系数的假设检验，若认为两变量间存在着直线回归关系，则可以用直线回归来描述。

（2）利用回归方程进行预测。这是回归方程的重要应用方面。所谓预测，就是把预报因子（自变量X）代入回归方程对预报量（应变量Y）进行估计，其波动范围可按求个体Y值容许区间方法计算。

（3）利用回归方程进行统计控制（statistical control）。

（何淑嫦）
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附录1　生理心理实验常用动物的主要生物学参数
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附录2　国家和北京市有关实验动物管理的条例与办法


附录2.1　实验动物管理条例

（1988年10月31日国家科委颁布）

第一章　总　　则

第一条　为了加强实验动物的管理工作，保证实验动物质量，适应科学研究、经济建设和社会发展的需要，制定本条例。

第二条　本条例所称实验动物，是指经人工饲育，对其携带的微生物实行控制，遗传背景明确或者来源清楚的，用于科学研究、教学、生产、检定以及其他科学实验的动物。

第三条　本条例适用于从事实验动物的研究、保种、饲育、供应、应用、管理和监督的单位和个人。

第四条　实验动物的管理，应当遵循统一规划，合理分工，有利于促进实验动物科学研究和应用的原则。

第五条　国家科学技术委员会主管全国实验动物工作。

省、自治区、直辖市科学技术委员会主管本地区的实验动物工作。

国务院各有关部门负责管理本部门的实验动物工作。

第六条　国家实行实验动物的质量监督和质量合格认证制度。具体办法由国家科学技术委员会另行制定。

第七条　实验动物遗传学、微生物学、营养学和饲育环境等方面的国家标准由国家技术监督局制定。

第二章　实验动物的饲育管理

第八条　从事实验动物饲育工作的单位，必须根据遗传学、微生物学、营养学和饲育环境方面的标准，定期对实验动物进行质量监测。各项作业过程和监测数据应有完整、准确的记录，并建立统计报告制度。

第九条　实验动物的饲育室、实验室应设在不同区域，并进行严格隔离。

实验动物饲育室、实验室要有科学的管理制度和操作规程。

第十条　实验动物的保种、饲育应采用国内或国外认可的品种、品系、并持有效的合格证书。

第十一条　实验动物必须按照不同来源，不同品种、品系和不同的实验目的，分开饲养。

第十二条　实验动物分为四级：一级，普通动物；二级，清洁动物；三级，无特定病原体动物；四级，无菌动物。

对不同等级的实验动物，应当按照相应的微生物控制标准进行管理。

第十三条　实验动物必须饲喂质量合格的全价饲料。霉烂、变质、虫蛀、污染的饲料，不得用于饲喂实验动物。直接用作饲料的蔬菜、水果等，要经过清洗消毒，并保持新鲜。

第十四条 一级实验动物的饮水，应当符合城市生活饮水的卫生标准。二、三、四级实验动物的饮水，应当符合城市生活饮水的卫生标准并经灭菌处理。

第十五条　实验动物的垫料应当按照不同等级实验动物的需要，进行相应处理，达到清洁、干燥、吸水、无毒、无虫、无感染源、无污染。

第三章　实验动物的检疫和传染病控制

第十六条　对引入的实验动物，必须进行隔离检疫。

为补充种源或开发新品种而捕捉的野生动物，必须在当地进行隔离检疫，并取得动物检疫部门出具的证明。野生动物运抵实验动物处所，需经再次检疫，方可进入实验动物饲育室。

第十七条　对必须进行预防接种的实验动物，应当根据实验动物要求或者按照《家畜家禽防疫条例》的有关规定，进行预防接种，但用作生物制品原料的实验动物除外。

第十八条　实验动物患病死亡的，应当及时查明原因，妥善处理，并记录在案。

实验动物患有传染性疾病的，必须立即视情况分别予以销毁或者隔离治疗。对可能被传染的实验动物，进行紧急预防接种，对饲育室内外可能被污染的区域采取严格消毒措施，并报告上级实验动物管理部门和当地动物检疫、卫生防疫单位，采取紧急预防措施，防止疫病蔓延。

第四章　实验动物的应用

第十九条　应用实验动物应当根据不同的实验目的，选用相应的合格实验动物。申报科研课题和鉴定科研成果，应当把应用合格实验动物作为基本条件。应用不合格实验动物取得的检定或者安全评价结果无效，所生产的制品不得使用。

第二十条　供应用的实验动物应当具备下列完整的资料：

（一）品种、品系及亚系的确切名称；

（二）遗传背景或其来源；

（三）微生物检测状况：

（四）合格证书；

（五）饲育单位负责人签名。

无上述资料的实验动物不得应用。

第二十一条　实验动物运输工作应当有专人负责。实验动物的装运工具应当安全、可靠。不得将不同品种、品系或者不同等级的实验动物混合装运。

第五章 实验动物的进口与出口管理

第二十二条　从国外进口作为原种的实验动物，应附有饲育单位负责人签发的品系和亚系名称以及遗传和微生物状况等资料。

无上述资料的实验动物不得进口和应用。

第二十三条　实验动物工作单位从国外进口实验动物原种，必须向国家科学技术委员会指定的保种、育种和质量监控单位登记。

第二十四条　出口实验动物，必须报国家科学技术委员会审批。经批准后，方可办理出口手续。

第二十五条　进口、出口实验动物的检疫工作，按照《中华人民共和国进出口动植物检疫条例》的规定办理。

第六章　从事实验动物工作的人员

第二十六条　实验动物工作单位应当根据需要，配备科技人员和经过专业培训的饲育人员。各类人员都要遵守实验动物饲育管理的各项制度，熟悉、掌握操作规程。

第二十七条　地方各级实验动物工作的主管部门，对从事实验动物工作的各类人员，应当逐步实行资格认可制度。

第二十八条　实验动物工作单位对直接接触实验动物的工作人员，必须定期组织体格检查。对患有传染性疾病，不宜承担所做工作的人员，应当及时调换工作。

第二十九条　从事实验动物工作的人员对实验动物必须爱护，不得戏弄或虐待。

第七章　奖励与处罚

第三十条　对长期从事实验动物饲育管理，取得显著成绩的单位或者个人，由管理实验动物工作的部门给予表彰或奖励。

第三十一条　对违反条例规定的单位，由管理实验动物工作的部门视情节轻重，分别给予警告、限期改进、责令关闭的行政处罚。

第三十二条　对违反本条例规定的有关工作人员，由其所在单位视情节轻重，根据国家有关规定，给予行政处分。

第八章　附　　则

第三十三条 省、自治区、直辖市人民政府和国务院有关部门，可以根据本条例，结合具体情况，制定实施办法。

军队系统的实验动物管理工作参照本条例执行。

第三十四条 本条例由国家科学技术委员会负责解释。

第三十五条 本条例自发布之日起施行。




附录2.2　实验动物质量管理办法

（1997年12月11日国家科委、国家技术监督局联合颁布）

第一章　总　　则

第一条　为加强全国实验动物质量管理，建立和完善全国实验动物质量监测体系，保证实验动物和动物实验的质量，适应科学研究、经济建设、社会发展和对外开放的需要，根据《实验动物管理条例》，制定本办法。

第二条　全国执行统一的实验动物质量国家标准。尚未制定国家标准的，可依次执行行业或地方标准。

第三条　全国实行统一的实验动物质量管理。

第四条　本办法适用于从事实验动物研究、保种、繁育、饲养、供应、使用、检测以及动物实验等一切与实验动物有关的领域和单位。

第二章　国家实验动物种子中心

第五条　实验动物品种、品系的维持，是保证实验动物质量和科研水平的重要条件。建立国家实验动物种子中心的目的，在于科学地保护和管理我国实验动物资源，实现种质保证。

国家实验动物种子中心的主要任务是：引进、收集和保存实验动物品种、品系；研究实验动物保种新技术；培育实验动物新品种、品系；为国内外用户提供标准的实验动物种子。

第六条　国家实验动物种子中心是一个网络体系，由各具体品种的实验动物种子中心共同组成。

实验动物种子中心，从有条件的单位择优建立。这些单位必须具备下列基本条件：

1．长期从事实验动物保种工作；

2．有较强的实验动物研究技术力量和基础条件；

3．有合格的实验动物繁育设施和检测仪器；

4．有突出的实验动物保种技术和研究成果。

第七条　实验动物种子中心的申请、审批，按照以下程序执行。

凡经多数专家推荐的、具备上述基本条件的单位，均可填写《国家实验动物种子中心申请书》并附相关资料，由各省（自治区、直辖市）科委或行业主管部门，报国家科委。

国家科委接受申请后，组织专家组，对申请单位进行考察和评审。评审结果报国家科委批准后，即为实验动物种子中心。

实验动物种子中心受各自的主管部门领导，业务上接受国家科委的指导和监督。

第八条　国家实验动物种子中心，统一负责实验动物的国外引种和为用户提供实验动物种子。其国际交流与技术合作需报国家科委审批。其他任何单位，如确有必要，也可直接向国外引进国内没有的实验动物品种、品系，供本单位做动物实验，但不得作为实验动物种子向用户提供。

第三章　实验动物生产和使用许可证

第九条　实验动物生产和使用，实行许可证制度。实验动物生产和使用单位，必须取得许可证。

实验动物生产许可证，适用于从事实验动物繁育和商业性经营的单位。

实验动物使用许可证，适用于从事动物实验和利用实验动物生产药品、生物制品的单位。

第十条　从事实验动物繁育和商业性经营的单位，取得生产许可证，必须具备下列基本条件：

1．实验动物种子来源于国家实验动物保种中心，遗传背景清楚，质量符合国家标准；

2．生产的实验动物质量符合国家标准；

3．具有保证实验动物质量的饲养、繁育环境设施及检测手段；

4．使用的实验动物饲料符合国家标准；

5．具有健全有效的质量管理制度；

6．具有保证正常生产和保证动物质量的专业技术人员、熟练技术工人及检测人员，所有人员持证上岗；

7．有关法律、行政法规规定的其他条件。

第十一条　从事动物实验和利用实验动物生产药品、生物制品的单位，取得使用许可证必须具备下列基本条件：

1．使用的实验动物，必须有合格证；

2．实验动物饲育环境及设施符合国家标准；

3．实验动物饲料符合国家标准；

4．有经过专业培训的实验动物饲养和动物实验人员；

5．具有健全有效的管理制度；

6．有关法律、行政法规规定的其他条件。

第十二条　实验动物生产、使用许可证的申请、审批，按照以下程序执行。

各申请许可证的单位可向所在省（自治区、直辖市）．科委提交申请书，并附上由国家认可的检测机构出具的检测报告及相关资料。检测机构，可由各申请单位自行选择。

各省（自治区、直辖市）科委负责受理许可证申请，并进行考核和审批。凡通过批准的，由国家科委授权省（自治区、直辖市）科委发给实验动物生产许可证或实验动物使用许可证。

实验动物生产许可证和实验动物使用许可证由国家科委统一制定，全国有效。

第十三条　取得许可证的单位，必须接受每年的复查。复查合格者，许可证继续有效；任何一项条件复查不合格的，限期三个月进行整改，并接受再次复查。如仍不合格，取消其实验动物生产或使用资格，由发证部门收回许可证。但在条件具备时，可重新提出申请。

第十四条　对实验动物生产、使用单位的每年复查，由省（自治区、直辖市）科委组织实施。每年的复查结果报国家科委备案。

第十五条　取得许可证的实验动物生产单位，必须对饲养、繁育的实验动物按有关国家标准进行质量检测。出售时应提供合格证。合格证必须标明：实验动物生产许可证号；品种、品系的确切名称；级别；遗传背景或来源；微生物及寄生虫检测状况，并有单位负责人签名。

第十六条　实验动物生产单位，供应或出售不合格实验动物，或者合格证内容填写不实的，视情节轻重，可予以警告处分或吊销许可证；给用户造成严重后果的，应承担经济和法律责任。

第十七条　未取得实验动物生产许可证的单位，一律不准饲养、繁育和经营实验动物。

未取得实验动物使用许可证的单位，进行动物实验和生产药品和生物制品所使用的实验动物，一律视为不合格。

第四章　检测机构

第十八条　实验动物质量检测机构，分国家和省两级管理。

各级实验动物检测机构以国家标准（GB/T15481）“校准和检验实验室能力的通用要求”为基本条件。必须是实际从事检测活动的相对独立实体；不能从事实验动物商业性饲育经营活动；具有合理的人员结构，中级以上技术职称人员比例不得低于全部技术人员的50%；有检测所需要的仪器设备和专用场所。

实验动物质量检测机构必须取得中国实验室国家认可委员会的认可，并遵守有关规定。

第十九条　国家实验动物质量检测机构设在实验动物遗传、微生物、寄生虫、营养及环境设施方面具有较高技术水平的单位，受国务院有关部门或有关省（自治区、直辖市）科技主管部门领导，业务上接受国家科委指导和监督。

第二十条　国家实验动物质量检测机构是实验动物质量检测、检验方法和技术的研究机构，实验动物质量检测人员的培训机构和具有权威性的实验动物质量检测服务机构。其主要任务是：开展实验动物及相关条件的检测方法、检测技术研究；培训实验动物质量检测人员：接受委托对省级实验动物质量检测机构的设立进行审查和年度检查；提供实验动物质量检测和仲裁检验服务；进行国内外技术交流与合作。

第二十一条　国家实验动物质量检测机构申请、审批，按照以下程序执行。

符合上述基本条件的单位，均可填写《国家实验动物质量检测机构申请书》，并附相关资料，由各省（自治区、直辖市）科委或行业主管部门，报国家科委。

国家科委接受申请后，组织专家组对申请单位进行考核和评审，评审结果报国家科委批准后，即为国家实验动物质量检测机构。

第二十二条　省级实验动物质量检测机构主要从事实验动物质量的检测服务，依隶属关系受所属主管部门领导。

第二十三条　省级实验动物质量检测机构的申请、审批，按照以下程序执行。

符合上述基本条件的单位，可向省（自治区、直辖市）科委提出申请，填写《实验动物质量检测机构申请书》，并附相关资料。

省（自治区、直辖市）科委委托国家实验动物质量检测机构，对申请单位按实验动物质量检测机构基本条件进行审查（或考试），并提出审查报告。凡审查合格者，经省（自治区、直辖市）科委批准并报国家科委备案，即为省级实验动物质量检测机构。

第二十四条　国家实验动物质量检测机构每两年要接受国家科委组织的专家组的检查。省级实验动物质量检测机构每年要接受国家实验动物质量检测机构的检查（或考试）。检查不合格者，限期三个月进行整改，并再次接受复查，如仍不合格，则停止其实验动物质量检测资格。

第五章　附　　则

第二十五条　本办法由国家科委负责解释。

第二十六条　本办法自发布之日起生效实施。




附录2.3　北京市实验动物管理条例

（1996年10月17日北京市第十届人民代表大会常务委员会第三十一次会议通过）

第一章　总　　则

第一条　为加强本市实验动物的管理工作，保证实验动物的质量，适应科学研究、经济建设与社会发展和对外开放的需要，根据国家有关法律、法规，结合本市实际情况，制定本条例。

第二条　本条例所称实验动物，是指经人工饲养、繁育，对其携带的微生物及寄生虫实行控制，遗传背景明确或者来源清楚，应用于科学研究、教学、生产和检定以及其他科学实验的动物。

第三条　本条例适用于在本市行政区域内从事实验动物的研究、保种、饲养、繁育、供应、应用、检测的单位和个人。国家法律、法规另有规定的，按照有关规定办理。

第四条　实验动物的管理工作，应当协调统一，加强规划，合理分工，有利于市场的培育，促进实验动物的科学研究和应用。

第五条　北京市科学技术委员会（以下简称市科委）主管本市实验动物工作。

北京市实验动物管理委员会负责本市行政区域内实验动物管理的协调工作。

市人民政府有关部门应当按照国家和本市的有关规定，做好实验动物管理工作。

第六条　本市实行实验动物的质量监督和认证制度。实验动物的质量监控，执行国家标准；国家尚未制定标准的，执行行业标准；国家、行业均未制定标准的，执行地方标准。

第七条　从事实验动物工作的单位和个人，应当在实验动物的饲养、繁育、运输和应用过程中，爱护动物，防止环境污染。

第八条　管理实验动物工作的部门，应当对在实验动物的研究、保种、饲养、繁育、供应和应用中做出突出贡献的单位和个人，给予表彰和奖励。

第二章　工作单位及人员

第九条　从事实验动物保种、饲养、繁育、供应和应用实验动物生产药品及其他生物制品以及从事动物实验的单位，必须取得市科委颁发的许可证。应用实验动物生产药品及其他生物制品的单位，需要办理其他审批手续的，按照有关规定办理。

第十条　从事实验动物工作的单位，应当有专业技术人员或者有专业技术人员参加的管理机构，负责本单位的实验动物工作，并建立相应的管理制度。

第十一条　从事实验动物工作的单位负责对从业人员进行专业培训。未经培训的，不得上岗。

第十二条　从事实验动物工作的单位，应当组织技术工人参加技术等级考核；对从事实验动物工作的专业技术人员，根据其岗位特点评定、晋升专业技术职务。

第三章 饲养繁育

第十三条 实验动物分为四级：一级，普通动物；二级，清洁动物；三级，无特定病原体动物；四级，无菌动物。

对不同等级的实验动物，应当按照相应的标准进行管理。

第十四条　从事实验动物保种、繁育的单位，应当采用国内、国际公认的品种、品系和标准的繁育方法。

第十五条　从事实验动物繁育工作的单位，应当根据遗传学、寄生虫学、微生物学、营养学和环境设施方面的标准，定期进行质量检测。各项操作过程和检测数据应当有完整、准确的记录。

第十六条　实验动物饲养、繁育单位供应或者出售实验动物，应当提供合格证。合格证必须标明实验动物品种、品系的确切名称，级别，遗传背景或者来源，微生物及寄生虫检测状况，出售日期，并有负责人签字盖章。

第十七条　实验动物的运输工作应当有专人负责。运输器具应当符合微生物控制的等级要求，安全可靠。不同品种、品系和等级的实验动物不得混合装运。

第十八条　科学实验用犬的饲养、繁育单位，免交养犬登记费和年度注册费，由市科委向市公安局统一办理手续。

第十九条　实验动物的进口与出口管理，按照国家有关规定办理。

第四章　应　　用

第二十条　动物实验室的环境设施应当符合相应实验动物等级标准。涉及放射性和感染等有特殊要求的实验室，应当按照有关规定执行。

同一实验室不得同时进行不同品种、不同等级和互有干扰的动物实验。

第二十一条　进行动物实验应当根据实验目的的使用相应标准的实验动物。

申报科研课题和鉴定科研成果，应当把应用合格实验动物作为基本条件。应用不合格实验动物取得的检定或者安全评价结果无效。

禁止使用不合格的实验动物生产药品及其他生物制品。

第二十二条　从事动物实验的人员应当做好实验设计，使用正确的方法，不得虐待动物。

第二十三条　实验动物的尸体应当在焚尸炉内烧毁或者进行无害化处理。

第五章　质量检测

第二十四条　本市实验动物质量的检测机构，须经市科委和技术监督管理部门批准，并接受其年检。

检测机构必须符合下列条件：

（一）具备必要的专业技术人员，其中中级专业技术职务以上的不得低于50%；

（二）具备检测所需要的实验室和附属用房；

（三）具备检测所需要的仪器设备；

（四）有科学的操作规程和健全的管理制度。

第二十五条　检测机构负责实验动物质量的检测，并承担市科委组织的对实验动物饲养、繁育、应用单位进行的年检。

检测机构必须严格执行检测标准、方法和规程，出具的检测报告必须客观、公正、真实、可靠。

第六章　防　　疫

第二十六条　实验动物不得进行预防接种。对必须进行预防接种的实验动物，应当根据实验要求或者按照《家畜家禽防疫条例》的有关规定办理。

第二十七条　实验动物发生疫情时，发生疫情的单位应当及时进行隔离、诊断，采取紧急措施，防止疫情蔓延；对有关人员进行严格的检查、监护和预防治疗；同时报告上级主管部门、市科委和当地卫生、畜牧防疫部门。

市科委接到疫情报告后，应当立即通报本市各有关单位，采取相应措施。

第七章　法律责任

第二十八条　从事实验动物工作的单位，有下列情形之一的，由市科委责令限期改正，并根据情节轻重，分别予以警告、吊销许可证：

（一）与实验动物相关的环境、设施未达到标准或者年检不合格的；

（二）从事实验动物工作的人员未经培训上岗的；

（三）生产药品及其他生物制品使用不合格实验动物的；

（四）供应或者出售实验动物未提供合格证或者合格证填写内容不符合规定的；

（五）运输实验动物不符合规定的。

第二十九条　违反本条例第九条规定，未取得许可证擅自从事实验动物保种、饲养、繁育、供应和应用的，由市科委予以取缔。

第三十条　检测机构违反本条例第二十五条规定，伪造检测数据或者检测结论的，由市科委、技术监督管理部门撤销其检测资格；对直接责任人员由其所在单位或者上级

主管部门给予行政处分。

第三十一条　违反本条例第二十七条第一款规定的，按照《家畜家禽防疫条例》处理。

第三十二条　实验动物管理工作人员玩忽职守，滥用职权，徇私舞弊的，由其所在单位或者上级主管部门给予行政处分；构成犯罪的，依法追究刑事责任。

第八章　附　　则

第三十三条　本条例具体应用中的问题，由市科委负责解释。

第三十四条　本条例自一九九七年一月一日起施行。




附录2.4　北京市实验动物许可证管理办法（试行）

第一条　为加强本市实验动物许可证（以下简称许可证）的管理，保证实验动物和动物实验的质量，根据《北京市实验动物管理条例》制定本办法。

第二条　北京市科学技术委员会（以下简称市科委）负责对本市行政区域内许可证的发放和管理工作。北京市实验动物管理委员会负责许可证发放和管理的协调工作。北京市实验动物管理办公室负责许可证的日常管理工作。

第三条　本市行政区域内凡从事实验动物和动物实验的单位和个人，必须向市科委申领许可证。

第四条　进行实验动物保种、繁育与供应的单位和个人，申请许可证应具备下列条件：

（一）实验动物种子来源于国家实验动物种子中心或国家认可的保种单位，在国家实验动物种子中心或国家认可的保种单位建立以前，实验动物种子必须来源清楚，遗传和微生物控制符合国家标准；

（二）实验动物饲育环境及设施符合国家标准；

（三）具有基本的实验动物微生物及寄生虫检测仪器及手段，检测方法符合国家标准；

（四）实验动物饲料、饮用水、垫料符合国家标准；

（五）有健全的管理制度和标准的操作规程；

（六）从业人员经过专业培训，并取得北京市实验动物从业人员岗位证书。

第五条　应用实验动物生产药品、其他生物制品，以及进行动物实验的单位和个人，申请许可证应具备下列条件：

（一）使用的实验动物必须来自持有许可证的单位和个人；

（二）实验动物饲养环境及设施符合国家标准；

（三）实验动物饲料、饮用水、垫料符合国家标准；

（四）有健全的管理制度和标准的操作规程；

（五）从业人员经过专业培训，并持有北京市实验动物从业人员岗位合格证；

（六）进行化学毒物、放射性和感染试验的，应经有关管理部门的认可。

第六条　许可证申领程序：

（一）申领许可证的单位和个人向市科委提出申请的同时，应提交由《北京市实验动物质量检测机构》出具的检测报告，内容符合本办法第四条或第五条的规定。

（二）市科委委托北京市实验动物管理办公室组织北京市实验动物管理委员会专家委员会成员及其他有关专家，按许可证验收规则（见附件）进行验收并签署意见，合格的由市科委审核并签发许可证。对第一次未通过验收的单位和个人，限期整改。再次验收仍不符合规定的，当年不予发给许可证。

（三）凡同一单位不在同一地点的实验动物设施，应分别单独申领许可证。

第七条　许可证的有效期为五年（以日历年为准）到期重新审查发证。需换领许可证的持证单位和个人，应在有效期满前六个月内向市科委提出申请。

第八条　取得许可证的单位和个人应在许可证有效期内的每年十一月到市科委办理年检手续。受检单位和个人应提交与其业务相应的人员培训、考核和体检记录；实验动物合格证及动物质量检测记录；实验动物来源和使用记录及设施管理情况的报告。市科委对已取得实验动物许可证的单位和个人进行定期或不定期抽检。

第九条　取得许可证的单位和个人不得将许可证转借、转让、出租给他人使用，也不得代售无许可证单位或个人生产的动物及其相关产品。

第十条　取得许可证的单位和个人因变更许可证登记事项或停止从事许可范围工作的，应在变更或停止后的一个月内办理变更手续或交回许可证。遗失许可证的，应及时报失补领。

第十一条　年检不合格或逾期不办理年检手续的，限期改进或在一个月内补办年检手续，逾期仍达不到要求或仍未办理年检手续的，由市科委吊销许可证，并予以公告。

第十二条　涉及实验动物的科研项目，凡未取得许可证的，科研管理部门不予课题立项和鉴定科研成果；取得的检定和安全评价结果无效。凡未取得许可证的单位和个人擅自从事实验动物保种、繁育、供应和应用的，由市科委予以取缔。

第十三条　已取得许可证的单位和个人违反本办法第九条规定的，一经核实，所持许可证由市科委予以收回。违反本办法规定，擅自翻印、伪造许可证的，由市科委予以收缴；情节恶劣，造成严重后果的，依法追究行政责任和刑事责任。

第十四条　核发许可证的部门及其工作人员必须严格遵守《北京市实验动物管理条例》和本办法的规定。

第十五条　本办法由北京市科委负责解释。

第十六条　本办法自发布之日起实施。




附录2.5　北京市实验动物质量检测机构管理办法（试行）

第一条　为加强本市实验动物质量检测机构的管理工作，根据国家有关法律、法规《北京市实验动物管理条例》，制定本办法。

第二条　北京市科学技术委员会（以下简称市科委）和技术监督行政部门负责本市行政区域内的实验动物质量检测机构（以下简称检测机构）的认证和管理。北京市实验动物管理办公室负责日常管理工作。

第三条　本办法所称实验动物质量检测是指对实验动物、环境设施、专用饲料及其他相关产品质量的检测。

第四条　检测机构在检测工作中执行国家标准；国家尚未制定标准的，执行行业标准；国家、行业均未制定标准的，执行地方标准。

第五条　检测机构的主要任务：

（一）承担实施北京市实验动物许可证（以下简称许可证）所需的质量检测；

（二）承担实验动物及其相关产品的生产和应用单位所申请的质量检测；

（三）承担市科委组织的对本市许可证年检的技术检测和实验动物质量的不定期检测；

（四）开展检测方法和检测技术的研究，参加技术交流和合作；

（五）负责本单位技术人员的知识更新。开展对实验动物繁育单位和其他检测实验室检测人员的培训；

（六）按管理部门的要求提供检测统计报表及有关信息资料。发现被检动物感染传染病时，应及时上报市科委、上级主管部门和本市卫生及兽医防疫部门；

（七）由市科委委托的其他检测工作。

第六条　检测机构应具备下列条件：

（一）必要的专业技术人员，其中高、中级专业技术职务人员不得低于50%；

（二）检测所需的实验室和附属用房；

（三）检测所需的仪器设备；

（四）标准的操作规程和健全的管理制度。

第七条　凡北京市行政区域内符合检测条件的单位均可向市科委提出申请，并提交下列文件：

（一）北京市实验动物检测机构申请书：

（二）检测机构主要负责人简历表；

（三）检测机构工作人员一览表；

（四）检测机构仪器设备配置表：

（五）检测机构业务能力分析表：

（六）技术监督行政管理部门颁发的《计量认证合格证书》。

第八条　市科委在接到申请后一个月内，与技术监督管理部门共同组织有关专家对其进行认证，经认证合格的，颁发北京市实验动物质量检测机构认证证书（以下简称认证证书）。

第九条　认证证书有效期五年。有效期满前，持证单位经市科委和技术监督行政部门考评，合格的，更换新的认证证书。市科委和技术监督行政部门每年十一月份对检测机构进行年检。年检不合格或逾期不办理年检手续的，限期改进或在一个月内补办年检手续，逾期仍达不到要求或仍未办理年检手续的，由市科委取消其检测资格，并予以公告。

第十条　检测机构对送检、抽检样品的检测应认真负责，及时准确。检测报告必须客观、公正、真实、可靠。凡弄虚作假，无故拖延检测时间、损坏样品、伪造检测数据或检测结论的，视情节轻重，予以处理。情节严重的，取消其检测资格。

第十一条　检测机构对本单位的实验动物质量检测除日常检测外，应当回避。

第十二条　被检单位和个人与检测机构对检测结果发生异议时，由市科委协调解决。

第十三条　本办法由市科委负责解释。

第十四条　本办法自发布之日起实施。




附录2.6　北京市实验动物从业人员培训考核管理办法（试行）

第一条　为加强实验动物从业人员的上岗管理，提高实验动物从业人员的素质，根据《北京市实验动物管理条例》，制定本办法。

第二条　北京市科学技术委员会（以下简称市科委）负责管理本市行政区域内实验动物从业人员的培训与考核工作。北京市实验动物管理委员会负责本市实验动物从业人员培训与考核管理的协调工作。北京市实验动物管理办公室（以下简称市动管办）负责日常管理工作。

第三条　本办法所称的实验动物从业人员是指从事实验动物和动物实验的科技人员、专业管理人员和技术工人。

第四条　 实验动物从业人员必须进行有关法律、法规及专业培训，并取得由市科委颁发的“北京市实验动物从业人员岗位证书”（以下简称“岗位证书”），方可上岗。

第五条　实验动物从业人员的上岗培训应在市科委指定“北京市实验动物培训机构”（以下简称“培训机构”）进行，并参加由市科委组织的统一考试。考试合格的颁发“岗位证书”。

第六条　“岗位证书”有效期五年。持证人在期满前须经培训和考核，合格的换发新的“岗位证书”。

第七条　“培训机构”应具备下列条件：

（一）合格的教学条件；

（二）任课教师具备中级以上专业技术职务，并有相应的教学经验；

（三）严格的学籍管理和考核制度。

第八条　“培训机构”的主要职责：

（一）承担北京市实验动物从业人员的培训；

（二）严格按教学计划和大纲进行培训，保证教学质量；

（三）组织学员参加统一考试，并负责到市动管办办理领证手续；

（四）追踪国内外科技发展，不断更新知识，加强学术交流。

第九条　培训内容应包括：

（一）实验动物的基本知识，国内外发展概况及有关法律、法规；

（二）实验动物的选择和应用：

（三）实验动物的质量控制；

（四）常用实验动物及其饲养管理；

（五）影响实验动物和动物实验的因素；

（六）动物实验的基本知识和技能；

（七）动物模型的建立和应用；

（八）动物设施的管理；

（九）从业人员的职业道德。

培训课时应不少于25小时。

第十条　有下列情形之一的，由市科委根据情节轻重，分别予以警告、限期改正、取消培训资格。

（一）学籍管理混乱，发生冒名顶替，弄虚作假的；

（二）授课教师不胜任教学要求的；

（三）不按教学计划和大纲进行教学，任意删减课程设置，教学质量低劣的。

第十一条　未取得“岗位证书”的人员不得从事实验动物和动物实验工作。

第十二条　从事实验动物工作的单位应加强对其从业人员的上岗管理，不得安排未取得“岗位证书”的人员从事实验动物和动物实验工作。

第十三条　本办法由市科委负责解释。

第十四条　本办法自发布之日起实施。
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