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摘要 目的 基于联合式学习机制建立一个实验室 C57BL /
6 小鼠海洛因成瘾模型。方法 选择黑箱与白箱作为记忆

训练环境，开展 3 种行为学训练范式研究: ① 巴甫洛夫条件

位置偏好( CPP) 训练范式，上午 9: 00 腹腔注射 0. 1 ml 对应

浓度( 5. 0、10. 0、20. 0 mg /kg) 海洛因后将小鼠放入白箱进行

记忆强化训练 30 min，24 h 后腹腔注射 0. 1 ml 0. 9% 氯化钠

溶液放入黑箱训练，训练结束后检测小鼠对黑白箱的记忆偏

好程度( 不同箱体的运动时间) 。② 基于 CPP 训练范式的

结果进行纳洛酮条件位置厌恶( CPA) 训练范式; ③ 行为敏

化训练范式，基于 3 个行为学实验的统计学结果和实验小鼠

给药后致死率建立了海洛因成瘾评分量表。选用 3 个不同

剂量的海洛因( 5. 0、10. 0、20. 0 mg /kg) 诱导海洛因成瘾，通

过评分表上的结果来选择最合适的海洛因浓度。结果 在

CPP 训练范式中，5. 0、10. 0、20. 0 mg /kg 海 洛 因 组 均 出 现

CPP( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 001，P ＜ 0. 05 ) ; CPA 训练范式中，与对

照组相比，10. 0 mg /kg 海洛因组 CPA 诱导率最高且 2 次诱

导后出现 CPA( P ＜ 0. 01) ; 行为敏化训练范式中，各浓度海

洛因组均会引起行为敏化改变( P ＜ 0. 001) ; 其中 5. 0、10. 0
mg /kg 海洛因组不会导致动物死亡，10. 0 mg /kg 海洛因组的

剂量在评分量表中得分最高，可作为建立稳定的海洛因成瘾

实验动物模型浓度。结论 该研究有效地建立起小鼠海洛

因成瘾模型，且适用于建模药物浓度筛选，动物成活率高，简

单实用。联合式学习机制能有效地缩短海洛因成瘾实验动

物模型建立周期。
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海洛因成瘾是一个与社会、生理、遗传、心理、环
境等多种因素有关的一种持续性渴求和强迫性觅药

行为的复发性脑慢病，同时也是目前严重危及人类

健康并为全球所关注的公共卫生问题［1］。既往研

究［2］中，实验动物模型是研究阿片类药物成瘾相关

行为、生理、神经生物学、遗传和环境基础的重要工

具。这些模型在很大程度上可靠且可重复，在理解

成瘾药物的神经生物学机制和捕捉人类成瘾的各个

方面提供了很大帮助［3］。由于不同实验室使用海

洛因的浓度及给药方式难以统一，目前并没有标准

的方法来建立海洛因成瘾的动物模型［4］，该文旨在

为海洛因成瘾联合学习记忆机制研究提供一种可靠

的行为学范式，为进一步确定海洛因依赖的潜在分

子机制，并为治疗和康复提供线索。

1 材料与方法

1． 1 动物 C57BL /6J 小鼠，雄性，120 只，SPF 级，8
周龄，22 ～ 25 g，购自斯莱克景达( 湖南) 实验动物有

限公司，许可证号: SCXK( 湘) 2019-0004，饲养在( 23
± 2) ℃、( 50 ± 5) %湿度的单独笼子中，动物自由摄

食饮水。小鼠饲养在一个 12 h /12 h 明暗交替的环

境中。本研究获得昆明医科大学伦理委员会授予的

项目许可( 编号: kmmu20211261) 。动物实验符合国

家《实验动物护理和使用指南》( GB14925) 。120 只

小鼠被用于条件位置偏好( conditioned positionpref-
erence，CPP) 实验、条件位置厌恶( conditioned posi-
tion aversion，CPA) 实验、行为敏化实验。每个实验

分为 4 组: 生理盐水组( 对照组，注射 0. 9% 氯化钠

溶液) ，3 个海洛因组( 模型组，注射海洛因，浓度分

别为 5. 0、10. 0、20. 0 mg /kg) ，每组 10 只。
1． 2 药物 海洛因由云南省昆明公安局提供; 盐酸

纳洛酮购 于 上 海 麦 克 林 实 验 室 有 限 公 司 ( 批 号:

F3879-1G) ; 注射用 0. 9%氯化钠溶液由昆明医科大

学第一附属医院提供。所有药物均溶于 0. 9% 的氯

化钠溶液中，以达到其最终浓度。
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1． 3 CPP 实验范式 实验分为 4 个组，对照组和 3
个模型组( 浓度分别为 5. 0、10. 0、20. 0 mg /kg) ，每

组 10 只。海洛因和 0. 9% 的氯化钠溶液给予方式

为腹腔注射，每次 0. 1 ml。CPP 实验分为 3 个阶段

的测试: 适应阶段、记忆训练阶段和测试阶段。
1． 3． 1 适应阶段 造模前，让小鼠每日上午 9: 00
在两室之间自由行走 15 min，连续 3 d。第 3 天，记

录小鼠在两个箱体的停留时间，以确定其自然偏好，

淘汰对某个箱体有自然偏好的小鼠。伴药箱随机选

择，本实验选择白箱作为伴药箱，黑箱作为非伴药

箱［5］。
1． 3． 2 记忆训练阶段 两个箱体的通道用挡板

( 挡板通道关闭) 隔断。第 1 天将海洛因组动物于

上午 9: 00 腹腔注射 0. 1 ml 海洛因，浓度分别为

5. 0、10. 0 和 20. 0 mg /kg，然后把小鼠放入伴药箱并

训练 30 min; 第 2 天将海洛因组动物于上午 9: 00 腹

腔注射 0. 1 ml 0. 9% 氯化钠溶液，然后把小鼠放入

伴药箱并训练 30 min; 2 d 为 1 个训练周期。对照组

同样以 2 d 为 1 个训练周期，用 0. 9%氯化钠溶液代

替海洛因并接受相同训练。
1． 3． 3 测试阶段 每个训练周期结束后进行测试，

将两个箱体之间的挡板通道打开，不给予小鼠海洛

因干预，轻轻放入盒子中，让其自由活动 15 min，分

别记录它们在伴药箱和非伴药箱中的停留时间，统

计分析是否出现 CPP，若未出现偏好，进行下一个训

练周期，若出现偏好则终止实验［6］。见图 1、2。
1． 4 CPA 实验范式 对照组腹腔注射 0. 9% 的氯

化钠溶液 0. 1 ml，3 个模型组分别注射浓度分别为

5. 0、10. 0、20. 0 mg /kg 海洛因 0. 1 ml; 纳洛酮给与方

式为腹腔注射，每次 0. 2 ml，浓度为 1 mg /kg。CPA
实验分为 3 个阶段的测试: 适应阶段、记忆训练阶段

和测试阶段。
1． 4． 1 适应阶段 造模前，让小鼠每日上午 9: 00
在两室之间自由行走 15 min，连续 3 d。第 3 天，记

录小鼠在两个箱体的停留时间，以确定其自然偏好，

淘汰对某个箱体有自然偏好的小鼠。为保证伴药箱

选择的随机性，本实验选择黑箱作为伴药箱，白箱作

为非伴药箱。
1． 4． 2 记忆训练阶段 两个箱体的通道用挡板

( 挡板通道关闭) 隔断。每日上午 9: 00 给模型组小

鼠腹腔注射 0. 1 ml 海洛因，浓度分别为 5. 0、10. 0和

20. 0 mg /kg，对照组腹腔注射等量 0. 9% 氯化钠溶

液。3 h 后 模 型 组 和 对 照 组 腹 腔 注 射 纳 洛 酮

0. 2 ml，浓 度 为 1 mg /kg，然 后 放 入 伴 药 箱 停 留

图 1 动物行为实验设置示意图、实验流程图

A: 海洛因诱导 CPP 的示意图; B: 行为测试设置示意图; C: 海洛因诱导 CPA 的示意图; D: 行为敏化实验装置示意图; 注射器中液体颜色: 红

色指代海洛因，蓝色指代纳洛酮，白色指代生理盐水
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图 2 CPP 行为学训练范式

30 min。次日上午 9: 00，模型组和对照组小鼠腹腔注

射等量 0. 9% 氯化钠溶液，3 h 后模型组和对照组腹

腔注射纳洛酮 0. 2 ml，浓度为 1 mg /kg，然后放入白

药箱停留 30 min。2 d 为 1 个训练周期。对照组同

样是 2 d 为 1 个训练周期，用 0. 9%氯化钠溶液代替

海洛因并接受相同训练。
1． 4． 3 测试阶段 从第 1 个训练周期开始，每个周

期结束后的第 2 天，两个箱体之间的挡板通道打开。
将未处理的小鼠放入箱体中，让其自由活动 15 min，

并记录它们在不同箱体中的停留时间，统计分析，出

现条件位置厌恶则终止实验。对照组用 0. 9% 氯化

钠溶液代替海洛因并且接受相同训练［7］。见图 1C
和图 3。

图 3 CPA 行为学训练范式

1． 5 行为敏化实验装置及范式 行为敏化实验的

设备是白色不透明箱体( 50. 0 cm × 50. 0 cm × 37. 5
cm) ，小鼠可以在箱体内自由移动，并通过与行为跟

踪软件 ANY-maze-LAB( 深圳赛昂斯公司) 连接的平

台顶部的 摄 像 机，对 小 鼠 进 行 定 位 跟 踪 监 测 ( 图

1D) 。实验共有四个阶段: 第一阶段是预测试阶段

( 无药物干预) ; 第二阶段是给药适应; 第三阶段是

停药期; 第四阶段是给药刺激测试行为敏化改变。
第 1 天进行预测试，选出 40 只正常运动的小鼠，然

后将这些小鼠随机分为 4 组 ( 每组 10 只) : 5. 0、
10. 0、20. 0 mg /kg 海洛因组( 模型组) 和对照组。模

型组小鼠每日 2 次( 上午 9: 00 和下午 6: 00) 腹腔注

射对应浓度海洛因 0. 1 ml，对照组注射 0. 9% 氯化

钠溶液 0. 1 ml，持续 3 d，然后停药 5 d，在实验的第

10 天，给予对应浓度海洛因 0. 1 ml，并立即测量 60
min 的运动情况［2］。见图 4。
1． 6 海洛因成瘾评定量表 为了筛选最适合的海

洛因药物浓度，本研究根据行为学结果建立了海洛

因成瘾评分量表。在表格中设定四个评分项: CPP、

图 4 行为敏化训练范式

CPA、行为敏化和实验动物死亡，每一个项目总分为
3. 0。评分细则: CPP 评分根据统计学差异评分( P
＜ 0. 05，1 分; P ＜ 0. 01，2 分; P ＜ 0. 001，3 分) ; CPA

评分: 纳洛酮诱导条件位置厌恶评分: 训练 1 ～ 2 次

出现显著条件位置厌恶，3 分; 训练 3 ～ 4 次出现显

著条件位置厌恶，1 分。行为敏化评分: 与对照组相

比出现行为敏化改变，3 分; 与对照组相比未出现行

为敏化改变，0 分。药物致死率评分: 未出现死亡，3
分; 出现死亡，0 分。
1． 7 统计学处理 图标制作和数据分析采用开源

统计软件，两组独立样本均值间差异采用 Student's t
检验，多 组 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ( One-way
ANOVA) ，当 P ＜ 0. 05 时，认为方差不齐，采用非参

数秩和检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义; 当 P
≥0. 05 时，认为方差齐，用 LSD 法进行两两比较。

2 结果

2． 1 巴甫洛夫训练阶段联合学习记忆对小鼠海洛

因成瘾行为的影响 在 CPP 训练范式中，与对照组

相比，5. 0、10. 0、20. 0 mg /kg 海洛因( 模型) 组小鼠

在白箱 运 动 时 间 增 加，差 异 有 统 计 学 意 义 ( P ＜
0. 05，P ＜ 0. 001，P ＜ 0. 05) ，见图 5A。结合图 5A 结

果，与对照组比较，3 个模型组小鼠在白箱运动时间

增加( 图 6A，红色区域增加) 。在 CPA 实验结果中，

用浓度为 1 mg /kg 的纳洛酮分别诱导 3 个模型组小

鼠，10. 0 mg /kg 海洛因组在第 2 次诱导后出现条件

位置厌恶，结果有统计学差异( P ＜ 0. 01 ) ; 5. 0 mg /
kg 海洛因组小鼠第 3 次诱导后出现条件位置厌恶，

结果有统计学差异( P ＜ 0. 05 ) ; 20. 0 mg /kg 海洛因

组在第 4 次诱导后出现条件位置厌恶，结果有统计

学差异( P ＜ 0. 01) ，见图 5B、6B。
2． 2 海洛因对小鼠行为敏化的影响 在预测试阶

段进行测试，对照组和 3 个模型组均未用药物干预，

3 个模型组小鼠与对照组在旷场的运动距离相比

较，组间差异无统计学意义。在停药期阶段结束后

测试阶段进行测试，与对照组相比，5. 0 mg /kg、10. 0
mg /kg、20. 0 mg /kg 海洛因组在旷场运动距离增加，

差异有统计学意义( P ＜ 0. 001) 。见图 7。
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图 5 CPP 和 CPA 训练范式实验结果图

A: CPP 实验结果; B: CPA 实验结果; 1 ～ 4: 测试次数; a: 对照组; b: 5. 0 mg /kg 海洛因组; c: 10. 0 mg /kg 海洛因组; d: 20. 0 mg /kg 海洛因组;

与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001

图 6 不同浓度模型组 CPP 和 CPA 实验中小鼠行为学热源跟踪轨迹热图

A: 不同浓度模型组 CPP 行为学热源跟踪轨迹热图; B: 不同浓度模型组 CPA 行为学热源跟踪轨迹热图; a: 5. 0 mg /kg 海洛因组; b: 10. 0 mg /

kg 海洛因组; c: 20. 0 mg /kg 海洛因组

2． 3 海洛因成瘾评分量表汇总 3 个浓度海洛因

组评分都高于对照组，其中以 10. 0 mg /kg 海洛因组

评分最优。见表 1。

3 讨论

本研究选择了 3 个海洛因药物浓度，结合 CPP、
CPA 和行为敏化 3 种行为学记忆强化训练范式进行

评估，并基于此建立了成瘾评分量表来筛选最适宜

模型浓度。该研究结果显示，在所有模型小鼠中，

10. 0 mg /kg 剂量导致更高的依赖性而没有过量死

亡及更高的戒断反应诱导率。
该研究采用的联合学习记忆是一种重要的信息

获取方式，对于逻辑推理、联想思维、比较和计算都

是必不可少的［8］。当两个及以上的数量级事件在
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图 7 行为敏化实验结果图

a: 对照组; b: 5. 0 mg /kg 海洛因组; c: 10. 0 mg /kg 海洛因组; d:

20. 0 mg /kg 海洛因组; 与对照组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

表 1 海洛因成瘾评分量表( 分)

组别
CPP

评分

CPA

评分

行为敏化

评分

海洛因干预后

是否出现死亡
总分

对照 0 0 0 否( 3． 0) 3． 0
5． 0 mg /kg 海洛因 1． 0 1． 0 3． 0 否( 3． 0) 8． 0
10． 0 mg /kg 海洛因 3． 0 3． 0 3． 0 否( 3． 0) 12． 0
20． 0 mg /kg 海洛因 1． 0 1． 0 3． 0 是( 0) 5． 0

时空上有多次反复的相互作用时，它们之间能相互

关联，使机体明白一个事件的出现意味着其他事件

的出现，即建立联合学习记忆［9］。而巴甫洛夫条件

反射也是联合学习记忆中的一种，其中 CPP 实验是

评价觅药行为或心理渴求的经典动物模型，是一种

相对简单的实验手段，自 20 世纪 80 年代以来 CPP
实验在药物滥用研究领域得到广泛应用。CPA 实

验是基于 CPP 实验进行，其中纳洛酮为阿片类受体

拮抗药，常用于阿片类药物复合麻醉药术后，拮抗该

类药物所致的呼吸抑制，促使病人苏醒。纳洛酮会

引起海洛因依赖小鼠的急性戒断反应，从而产生条

件位置厌恶。在海洛因干预后用纳洛酮诱导条件位

置厌恶的成功率越高，表明该浓度的海洛因对小鼠

的影响程度越显著［10］。产生 CPA 或 CPA 行为学改

变是一种海洛因相关病理记忆变化，消除或减少这

种记忆变化是海洛因成瘾治疗的关键，探索药物成

瘾相关病理记忆新的靶点是关键问题所在［11］。长

期的病理记忆是通过药物和药物相关环境之间的巴

甫洛夫条件反射形成的，因此，它已经成为持续的药

物渴望和强迫性药物使用的强大驱动因素［12］。
本研究基于巴甫洛夫条件反射的现代和传统理

论公 式，联 合 药 物 刺 激 的 学 习 记 忆 机 制 建 立 模

型［13］。而自给药系统是一种由实验动物自主操控

条件反射模型，通过手术干预建立自我给药系统，最

大限度地模拟人类从吸毒到成瘾的自主性，以往的

研究［14］表明它已被广泛应用于建立海洛因成瘾的

实验动物模型，但该方法在实验动物的物种选择和

手术风险方面存在局限性，且它在探索奖励相关学

习记忆的机制方面存在困难。考虑到这些因素，该

研究假设用固定的量周期性给药来建立海洛因成瘾

实验动物模型，模型可用于测试无药物状态的动物，

评估动物对药物奖赏和厌恶的敏感性，同时测量

CPP 和活动情况。CPP 通常产生单相剂量效应曲

线，并且在检测涉及药物奖励的神经回路方面具有

很高的实用性。此外，该研究模型存在一些局限性:

① 海洛因成瘾模型的稳定性一直是关键问题，该模

型尚未通过更多的实验得到验证; ② 实验动物的新

奇探索与药物干预之间存在相互作用，难以探究奖

励机制分级，在获取某些药理学研究中所需的分级

剂量效应曲线方面存在困难; ③ 动物在海洛因干预

之前更喜欢环境时，很难区分海洛因偏好的产生，未

能避免与药物偏好的相互作用，以及用作人类药物

奖励的实验方案时缺乏有效性。
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A behavioral model of heroin addiction in mice based on
associative learning mechanism

Zhang Yuhang1，2，3，4，Ma Yantuanjin2，Huang Wei2，Zhang Zunyue3，He Qiuyue2，3，Qian Yuan1，2，3，4

( 1Kunming Maternal and Child Health Hospital，Kunming 650000; 2Graduate School of Kunming Medical
University，Kunming 650500; 3NHC Key Laboratory of Drug Addiction Medicine，

Yunnan Province，Kunming 650500; 4Dept of Clinical Laboratory，Pu’er People's Hospital，
Kunming University of Science and Technology Affiliated Pu’er Hospital，Pu’er 665000)

Abstract Objective To establish a laboratory model of heroin addiction in C57BL /6 mice based on associative
learning mechanisms． Methods The black box and white box were selected as the memory training environment，
and three behavioral training paradigms were studied: ① Pavlovian conditional position preference ( CPP) training
paradigm，mice were placed in the white box for memory reinforcement training for 30 min after intraperitoneal in-
jection of 0. 1 ml of corresponding concentrations ( 5. 0，10. 0，20. 0 mg /kg) of heroin at 9: 00 a． m． ，and 24 h lat-
er 0. 1 ml of 0. 9% NaCl solution was injected intraperitoneally into the black box for training，and after the train-
ing，the mice were tested for their memory preference for the black and white boxes ( movement time of different bo-
xes) ． ② A naloxone conditional position aversion ( CPA) training paradigm was conductedbased on the results of
the CPP training paradigm．③ Behavioral sensitization training paradigm，heroin addiction rating scale was estab-
lished based on the statistical results of 3 behavioral experiments and the lethality of experimental animal disease
mice after drug administration． Three different doses of heroin ( 5. 0，10. 0，20. 0 mg /kg) were selected to induce
heroin addiction，and the most appropriate heroin concentration was selected by the results on the rating scale． Ｒe-
sults In the CPP training paradigm，CPP was observed in all heroin groups ( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 001，P ＜ 0. 05) ． In
the CPA training paradigm，the CPA induction rate was highest in the 10. 0 mg /kg heroin group compared to the
control group ( P ＜ 0. 01 ) ． In the behavioral sensitization training paradigm，all heroin groups caused behavioral
sensitization changes ( P ＜ 0. 001) ; but the 5. 0 and 10. 0 mg /kg heroin groups did not cause animal mortality． O-
verall，the 10. 0 mg /kg heroin group had the highest dose score on the rating scale． It could be used as a concen-
tration to establish a stable experimental animal model of heroin addiction． Conclusion The study was effective in
establishing a heroin addiction model in mice，and it was suitable for modeling drug concentration screening，with
high animal survival rate and simple and practical． The combined learning mechanism can effectively shorten the
model establishment period．
Key words heroin; behavioral paradigm; animal model
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