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无线神经遥测技术在阿尔茨海默病转基因小鼠恐惧学习记忆

活动中的应用——海马Theta节律观察

胡梦明，闫旭东，张秀敏，白 羽，赵 芳，祁金顺*

山西医科大学生理学系，太原 030001

摘  要：APP/PS1/tau三转基因(3xTg)小鼠是国际公认的阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease, AD)动物模型，其6月龄时即可表现

出与海马相关的认知活动障碍及电生理指标异常，但同步记录AD小鼠行为学和脑电活动的研究仍鲜有报道。近年来，无线

遥测技术的发展为同步记录小动物行为和脑电活动创造了条件。本研究利用无线神经遥测技术，结合行为学检测手段，同

步记录了3xTg AD小鼠在恐惧记忆活动过程中的行为学表现和海马Theta节律变化，以期揭示AD时认知功能障碍与Theta节律

的关系。结果显示：(1)恐惧学习训练阶段，3xTg小鼠与野生型(wild type, WT)小鼠相比，行为学和脑电活动均无明显差异；

(2)记忆检测阶段，3xTg小鼠因条件刺激(conditioning stimulus, CS)引起的僵直比率显著低于WT小鼠；(3)条件刺激前(Pre-CS)
与CS期间3xTg小鼠海马Theta节律的峰值功率均明显低于WT小鼠；(4) CS可有效提高WT小鼠海马CA1区Theta节律的峰值频

率，而这一刺激对3xTg小鼠无效。以上结果表明，3xTg小鼠在认知行为障碍即恐惧学习记忆能力下降的同时，伴有海马

CA1区Theta节律的发放频率与发放功率降低。据此推测，Theta节律活动的衰减与3xTg小鼠恐惧记忆行为障碍有关，增强海

马Theta节律可能有助于认知行为的改善。
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Application of wireless neuronal recording system in fear conditioning of Alzheimer’s 
disease mice — hippocampal Theta oscillation observation
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Abstract: APP/PS1/tau triple transgenic (3xTg) mouse is a classical animal model of Alzheimer’s disease (AD), which has abnormal-
ities in recognition and electrophysiological properties at early 6-month-old age. However, few studies were performed by using 
simultaneously recording cognitive behavior and brain electrical activity in the conscious 3xTg mice. By using a new wireless recording 
system, we recorded hippocampal Theta oscillations in 3xTg mice during the process of fear conditioning test. The results showed 
that: (1) in training session, no significant difference in the fear behavior and hippocampal Theta activity was found between 3xTg 
mice and WT mice; (2) in test session, 3xTg mice showed a significant decrease in freezing ratio compared with WT mice when they 
were exposed to conditioning stimulus (CS); (3) the 3xTg mice showed lower peak power in Theta oscillation in both Pre-CS and CS 
duration compared with WT mice; (4) CS effectively induced an increase in the peak frequency of Theta oscillation in WT mice, but 
not in 3xTg mice. These results indicated that the impairment of cognition behavior in 3xTg mice was accompanied with the 
decreased peak power and peak frequency of Theta oscillation in the hippocampus, suggesting that a decline in Theta oscillation might 
be involved in the impairments of the fear conditioning, and the enhanced hippocampal Theta oscillation may be beneficial for 
improving AD cognitive function. 
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阿尔茨海默病 (Alzheimer’s Disease, AD) 多发于

老年人，是一种以进行性认知功能障碍、记忆减退

和精神行为异常为特征的神经退行性疾病，其严重

影响老年人的身心健康与生活质量，对家庭和社会

构成极大负担。AD 的主要病理改变包括脑内出现

高密度的老年斑 (senile plaque, SP) 和神经原纤维缠

结 (neurofibrillary tangle, NT)，前者以淀粉样 β 蛋白

(amyloid-β, Aβ) 为核心，后者是过度磷酸化 tau 蛋

白的聚集体。值得注意的是，在 SP 和 NT 这些病

理改变出现之前，脑内的神经环路活动以及受其支

配的神经行为已经出现异常。脑内突触活动的改变

和脑电活动 ( 如海马局部场电位 Theta 节律 ) 的紊

乱与认知记忆障碍的关联度可能比 SP 和 NT 本身

更为密切 [1]。因此，早期发现 AD 患者脑内突触活

动改变引起的脑电变化特别是伴随行为改变出现的

脑电活动异常可能具有特殊的意义。近年来，可供

清醒动物脑电记录的无线神经遥测技术和 Oddo
等 [2] 建立的 APP/PS1/tau 三转基因 (3xTg) AD 模型

小鼠为研究 AD 时认知障碍和脑电活动异常创造了

条件，但基于无线遥测技术同步记录 AD 小鼠行为

学和脑电活动的研究仍鲜有报道。本研究利用无线

神经遥测技术观察并同步记录了 6 月龄 3xTgAD 小

鼠条件恐惧记忆活动过程中的行为学表现和海马

Theta 节律变化，以期揭示 AD 时认知功能障碍与

Theta 节律发放之间可能的内在联系。

1  材料与方法

1.1  动物及分组　　6 月龄 SPF 级的雄性 APP/PS1/
tau 3xTg AD模型小鼠 (The Jackson Laboratory，美国 )
和同龄 C57 野生型 (wild type, WT) 小鼠，共 20 只，

分为 3xTg 实验组 (n = 10) 和 WT 对照组 (n = 10)。
两组小鼠的体重为 25~27 g，饲养在具有 IVC 独立

送风笼具的专用动物室中，每笼 4~5 只，自由饮食、

饮水。笼中温度为 20~25 °C，湿度为 30%~50%，

光照 / 黑暗周期为 12 h/12 h。动物饲养和使用均严

格遵守国家科学技术委员会发布的《实验动物管理

条例》和卫生部发布的《医学实验动物管理实施细

则》，实验方案获得山西医科大学实验动物中心动

物伦理委员会批准。所有的动物手术及操作流程均

根据山西省动物伦理协会指导原则执行。

1.2  无线神经遥测系统　　无线神经遥测系统

(W16)购于美国Triangle BioSystem International (TBSI)
公司。该系统的主要组成和连接包括：脑内植入电

极 → 微型前置放大 (Headstage)→ 无线发射 → 无

线接收 → 功率放大 → 计算机处理等 ( 图 1)。采集

到的神经电信号经系统自带软件 NeuroWare 实时采

集和初步处理。

1.3  动物手术及电极植入　　用 5% 水合氯醛 (8 
mL/kg 体重 ) 将小鼠麻醉后，颅骨开孔并用眼科镊

小心去除脑膜。在三维脑立体定位仪指引下，将 3
根自制的不锈钢记录电极 ( 尖端直径均为 0.1 mm，

阻抗 50~100 kΩ) 以紧密排列形式插入小鼠海马

CA1 区 ( 电极尖端到达位置的坐标为：前囟点后 2.5 
mm，中线旁开 1.8 mm，深度 1.5~1.8 mm)，并将参

比电极固定于对侧相应部位的颅骨内侧。电极的另

一端通过转接口连接至放大器，观察电极下插过程

中记录到的场电位信号。当给予夹尾刺激后出现明

显的 Theta 节律时表明电极已到达海马 [3]，此时用

牙科水泥将电极与周围颅骨固定。电极植入完成后，

将记录系统与电极脱开，待牙科水泥凝固后用碘伏

消毒伤口，腹腔注射青霉素，以防术后感染。

1.4  恐惧记忆的行为学检测　　电极埋置手术后一

周，开始同步进行恐惧记忆行为学实验和电生理信

号检测。恐惧记忆行为学测试采用恐惧学习记忆训

练箱 (Panlab，西班牙 ) 足底电刺激模式。箱底安装

有压力感应装置，用于检测小鼠处于安静或活动状

态时发生的压力变化。压力经换能、放大后，可在

计算机上显示为随时间变化的压力曲线。通过设定

压力阈值并借助软件分析，系统可自动识别小鼠所

图   1. 无线神经遥测系统的主要装置和连接示意图

Fig. 1. Schematic of the components and connection of wireless 
neuronal system.
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处的相对活跃 (active) 和僵直 (freezing) 状态 ( 图
2A)。训练和检测阶段的刺激方式见图 2B。在训练

阶段 (training session)，首先让小鼠在训练箱中自由

活动 90 s，然后给予声波刺激 ( 频率 2 900 Hz、强

度 90 dB、持续时间 30 s)，声波刺激的最后 2 s 给
予持续直流电刺激 ( 电流强度 0.3 mA，持续时间为

2 s) 进行强化 (reinforce)。声波刺激 + 直流电刺激重

复 5 次，间隔 90 s。训练过程中连续记录小鼠的活

动情况，统计每 30 s 内的僵直时间占比，即僵直比

率 (freezing ratio)，比较两组小鼠之间僵直比率的差

异。强化训练完成后 24 h，转入恐惧记忆检测阶段

(testing session)。这时，将小鼠放于与之前训练箱

颜色不同的新训练箱中，先让动物适应 150 s，并

记录这时的活动状况，作为条件刺激反应的对照；

然后给予 150 s 的条件刺激 (conditioning stimulus, 
CS)，即不加电刺激强化的声波刺激 ( 声波频率和

强度与训练阶段相同 )，记录 CS 期间的活动状况。

分别计算小鼠在条件刺激前 (pre-CS) 150 s 和 CS 期

间 150 s 的僵直比率，比较组间差异。

1.5  海马局部场电位 (local field potential, LFP) 的
遥测记录与处理　　恐惧学习记忆检测前，先将小

鼠麻醉 ( 异氟烷，3% 诱导，1.5% 维持 )，给其腰

背部佩戴电池，记录电极接上发射装置 Headstage 
( 图 1)，并接通电源。待动物清醒后适应 15~20 min，
开启信号处理系统 NeuroWare，将接收器检测到的神

经信号按照 LFP 特征进行采样 ( 采样频率 3 000 Hz，
带通 0.1~500 Hz) 和实时记录观察。LFP 原始数据

用 NeuroExplorer 5 进行离线时频图及功率谱分析。

1.6  数据统计与分析　　实验数据均以 mean ± SEM
表示，使用 SPSS 18 软件处理，采用配对样本 t 检验、

双因素方差分析和 LSD 事后检验处理，P < 0.05 表

示两组之间有显著差异。

2  结果

2.1  3xTg小鼠恐惧记忆能力下降

如图 3A 和 B 所示，在训练阶段，随着强化次

数的增加，WT 小鼠与 3xTg 小鼠僵直比率均逐渐

增加，分别由第一次强化前的 (25.655 6 ± 1.847 0)%
和 (24.758 3 ± 1.003 2)% 增加到第五次强化后的

(79.911 1 ± 2.293 5)% 和 (85.300 0 ± 2.641 2)%。训

练开始与结束时 3xTg 小鼠与 WT 小鼠之间的僵直

比率无明显差异，表明 3xTg 小鼠恐惧学习过程没

有受到影响。但在第二天恐惧记忆检测中两组小鼠

表现不同。如图 3C 和 D 所示，3xTg 小鼠由 CS 诱

发的僵直比率 [(55.349 0 ± 3.075 7)%] 较 WT 小鼠的

[(79.134 0 ± 3.188 3)%] 明显降低 ( 配对 t 检验，t(18) = 
11.543，P < 0.001)。图 3E 显示了不同组别的两例

小鼠典型的压力感受曲线，可见 3xTg 小鼠给予 CS
后保持冻结的时间明显短于 WT 小鼠。以上实验表

明， 3xTg 小鼠的 24 h 恐惧记忆受到明显伤害。

2.2  3xTg小鼠恐惧记忆伤害伴随着海马Theta节律

异常

在进行恐惧记忆检测实验的同时，我们同时记

录了小鼠海马 CA1 区的 LFP。图 4A 显示了 WT 小

鼠和 3xTg 小鼠在 Pre-CS 和 CS 期间典型的 LFP 变

化曲线。我们将原始的 LFP 用 NeuroExplorer 5 软

件做了频谱分析，重点比较了两组动物的 Theta 节

律 (4~10 Hz)。图 4B 显示了检测阶段实验中 Pre-CS
和 CS 期间各 150 s 内代表性的小鼠行为活动记录

( 上图 ) 和相应的海马 CA1 区场电位时频图 ( 下图 )，
图 4C 显示了 LFP 的频率功率谱，图 4D 和 E 比较

了两组小鼠 Theta 节律的峰值频率 (peak frequency, 

图  2. 恐惧记忆行为学检测模式图

Fig. 2. Schematic of fear conditioning test. A: A diagram show-
ing a pressure-sensing device at the bottom of fear testing box 
and a sample pressure trace with active and freezing status 
decided by two threshold lines in red. B: Schematic illustration 
of the fear conditioning test protocol.
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Hz) 和峰值功率 (peak power, dB)。可见，给予 CS
之后，WT 小鼠的行为活动由 Pre-CS 期间的活跃状

态迅速改变为持续冻结状态，而 3xTg 小鼠 CS 期

间的行为冻结时常被出现的行为活跃所打断 ( 图
4B)。与行为记录对应的 LFP 时频图和频率功率谱

显示了 CS 前后不同时间点 LFP 各个节律发放的峰

值频率和功率分布及变化情况。可见，给予 CS 后，

WT 小鼠的 Theta 节律峰值频率较 Pre-CS 明显升高

( 图 4B~D)，由 CS 前的 (4.276 7 ± 0.112 5) Hz 增加

到 CS 期间的 (5.576 5 ± 0.271 1) Hz (P < 0.05)，而

3xTg 小鼠 Theta 节律的峰值频率在 CS 前后没有明

显变化。同时，3xTg 小鼠 CS 期间 Theta 节律发放

的峰值频率 [(4.570 2 ± 0.255 0) Hz] 明显低于 WT
小鼠 [(5.576 5 ± 0.271 1) Hz] ( 图 4D，双因素方差

分析与 LSD 事后检验，3xTg ：F(1,39) = 4.549 9，P < 
0.05 ；CS ：F(1,39) = 12.237 3，P < 0.05 ；交互作用：

图  3. WT小鼠与3xTg小鼠在恐惧记忆的训练与检测阶段僵直比率比较

Fig. 3. Comparison of freezing ratio between WT and 3xTg mice in training and testing session. A: Freezing behavior plots showing the 
changes in freezing ratio during training session in WT and 3xTg mice. Grey bars represents paired auditory stimulus and foot shock. 
B: Histograms showing the freezing percentages in both two groups before the 1st reinforce and after the 5th reinforce. C: Freezing 
behavior plots showing the changes of freezing ratio in WT and 3xTg mice during pre-CS and CS in testing session. D: Histograms 
showing a significant decrease in freezing behavior in 3xTg mice during 150 s of CS in testing session. E: Representative pressure 
sensing traces in testing session. Mean ± SEM, ***P < 0.001, n = 10 for each group.
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图  4. 小鼠恐惧记忆检测阶段压力测定和海马CA1区LFP的同步记录 
Fig. 4. Simultaneous recording of the cognitive behavior and hippocampal electrical activity in the conscious 3xTg mice during fear 
conditioning test. A: Representative simultaneously recorded LFP of different session in WT and 3xTg mice. B: Representative LFP 
time-frequency spectrogram in 3xTg and WT mice during testing session. Notice the difference in the color scale of power. C: Rep-
resentative LFP power spectrum in 3xTg and WT mice in different phases of testing session. D and E: Histograms showing the peak 
frequency (D) and peak power (E) of Theta oscillation in CA1 during testing session. Data were expressed as mean ± SEM, *P < 0.05, 
n = 10 for each group.
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F(1,39) = 2.713 4，P > 0.05) ；3xTg 小鼠 Theta 节律的

发放峰值功率无论在 CS 前 [(27.033 2 ± 0.936 2) 
dB]、还是 CS 后 [(27.244 0 ± 0.898 1) dB] 都明显低

于 WT 小鼠 [( 31.115 2 ± 1.234 5) dB 或 (30.569 1 ± 
0.971 2) dB]( 图 4B 和 E，双因素方差分析与 LSD
事后检验，3xTg ：F(1,39) = 9.776 0，P < 0.05 ；CS ：

F(1,39) < 1，P > 0.05；交互作用：F(1,39) < 1，P > 0.05)。

此外，我们还注意到 3xTg 小鼠海马 LFP 中另

一个与认知活动相关的脑电节律即 Gamma 节律

(30~40 Hz) 的改变。无论在 Pre-CS ( 图 5 左 ) 还是

CS ( 图 5 右 ) 期间，3xTg 小鼠海马 CA1 区的 Gamma
节律功率都比 WT 小鼠要低。这提示，Gamma 节

律的变化可能也参与 AD 动物认知行为的调控，但

其变化规律可能与 Theta 节律有所不同。

图  5. 3xTg小鼠海马CA1区的Gamma节律(30~40 Hz)发放功率明显降低

Fig. 5. Representative spectral power distribution for 0–40 Hz oscillation in the hippocampal CA1 region in WT and 3xTg mice. 
Compared with WT, the power of Gamma oscillation (30–40 Hz) in 3xTg mice had significant decreases during pre-CS (left) and CS 
(right). 

3  讨论

AD 患者早期即可出现认知功能障碍，包括各

种形式的学习和记忆能力的下降。认知障碍的病理

学基础已有广泛报道，包括脑内出现以 Aβ 为核心

的 SP、以过度磷酸化 tau 蛋白形成的 NT 和胶质细

胞广泛参与的神经炎症等。这些 AD 病理改变的发

生与认知行为之间具有一定的联系，如 tau 蛋白的

磷酸化程度已经被认为与 AD 患者痴呆程度呈正相

关。本研究采用的 3xTg 小鼠无论在脑病理特征还

是认知行为上都被证实能够反映 AD 患者的各种表

型 [2]。然而，脑功能活动的最直接表现是神经电活

动，在 AD 发生和发展过程中，脑电活动的改变不

仅仅是伴随病理特征的出现而出现，很可能在病理

损害和行为紊乱之前就已经更早地表现出来。因为，

正常的脑功能活动是通过大量突触联系，并以区域

性或全脑性神经网络电活动的形式集中展现的。因

此有人认为，脑电图 (electroencephalogram, EEG) 可
以作为一种 AD 的早期诊断方法 [4] ；甚至有最新报

道试图通过改变脑电活动的特征性节律以改善 AD
的脑病理特征 [5]。然而，不同脑区的神经网络活动

具有各自的特征和意义，海马 LFP 与各种认知行为

之间可能具有更好的相关性，这正是本研究利用无

线神经遥测技术和行为学手段，同步记录 3xTg 小

鼠海马 Theta 节律和行为学表现的意义所在。

一般认为，恐惧记忆的形成由杏仁核、海马和

运动皮层共同参与 [6, 7]。而海马在恐惧记忆中主要

负责记忆的检索 [8]。本研究的恐惧记忆训练过程中，

WT 小鼠与 3xTg 小鼠经过 5 次电刺激强化后都表

现出较高的僵直比率。这表明，两组小鼠的恐惧学

习能力没有显著差异。但在随后的恐惧记忆检测实

验中，3xTg 小鼠表现出对 CS 的反应性 ( 僵直比率 )
下降，比 WT 小鼠明显降低。这说明 3xTg 小鼠在

6 月龄即可出现恐惧记忆能力障碍。我们实验室最

近的研究表明，9 月龄 3xTg 小鼠在其他认知功能

如水迷宫、Y 迷宫等学习记忆相关的行为学检测中，

可表现出学习记忆能力下降 [9]。这些结果表明，

3xTg 小鼠的海马相关认知功能包括恐惧记忆均有
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不同程度的损伤，但不同记忆损伤出现的时间是否

有差别仍需在同批动物上同时检测方能获知。

本研究重点是同步观察恐惧记忆行为与海马

Theta 节律的改变，以期了解两者之间可能存在的

内在联系。Theta 节律被认为是海马功能活动在电

信号上的重要体现，与学习记忆、运动、空间定位

等活动均有关联 [10]。当人进行学习和空间定位等活

动时，海马脑电波中 1~4 Hz 部分的发放会增强 [11]，

而鼠类清醒时进行类似活动时检测到的是 4~10 Hz
的 Theta 节律 [12, 13]，麻醉大鼠上也能记录到频率偏

低 (3~4 Hz) 的 Theta 节律 [14]。Theta 节律频率会受多

种因素影响而发生改变，例如，移动速度增加会导

致 Theta 节律频率升高 [15] ；空间定位时，随着动物

对环境的熟悉，Theta 节律发放频率会逐渐升高 [16]。

在本实验中我们观察到，当小鼠进行恐惧记忆

检测时，CS 期间 WT 小鼠的海马 Theta 节律峰值频

率比 Pre-CS 明显升高，这反映了小鼠海马“线索

提取”活动的增强，其意义可能与提取原先保留的

恐惧记忆信息有关。但对 3xTg 小鼠而言，CS 期间

Theta 节律的峰值频率没有发生明显的改变，且无

论 Pre-CS 还是 CS 期间其 Theta 节律峰值功率均小

于 WT 小鼠。这可能反映了 3xTg 小鼠的海马不能

有效“提取”恐惧记忆“线索”，从而导致记忆行

为缺陷。运动状态可以对 Theta 节律产生影响，表

现为小鼠运动速度越快，Theta 节律的峰值频率越

高 [15]。然而，本实验条件恐惧检测时两组小鼠的活

动都是明显减少的，尤其是 WT 小鼠几乎没有运动。

所以此时小鼠特别是 WT 小鼠出现的 Theta 节律峰

值频率增高不是运动所致 ( 如果是，理应表现为

Theta 节律减少 )，而是反映了条件反射形成后认知

功能活动的增强。作为支持性证据，有学者报道，

反映突触可塑性的重要电生理指标海马长时程增强

(long-term potentiation, LTP) 在 6 月龄的 3xTg 小鼠

已出现明显压抑 [2]。他们所用小鼠与本实验所用小

鼠的月龄是一致的。我们最近的研究也显示，3xTg
小鼠的海马LTP包括早期LTP (early-phase LTP, E-LTP)[17]

和晚期 LTP (late-phase LTP, L-LTP)[18] 都伴随着空间

学习记忆损伤而受到压抑。因此，本研究观察到的

小鼠海马 LFP Theta 节律改变为其同时发生的认知

行为学差异提供了进一步支持性的电生理学证据。

总之，鉴于之前研究已证实的海马在恐惧记忆

中具有记忆检索功能 [8, 19] 和本研究对 3xTg 小鼠恐

惧记忆行为和 LFP 的同步观察结果，我们认为：

3xTg 小鼠海马 CA1 区 Theta 节律的频率和功率改

变可能与其恐惧记忆行为障碍的发生有关。那么，

通过施加特定形式和频率的刺激以增强海马 Theta
节律的活动，是否能改变 AD 小鼠的脑病理特征甚

至改善其认知行为，仍是一个十分有趣且亟待研究

的课题。
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