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Morris水迷宫逃避潜伏期阈值设定对检测结果的影响 *
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摘要 目的：探讨Morris水迷宫不同逃避潜伏期阈值的设定是否影响阿尔茨海默病（Alzheimer's disease，AD）转基因小鼠及其同窝

同龄野生型（Littermates，LM）小鼠学习和记忆能力的检测结果。方法：将雄性 AD转基因鼠与雌性 C57BL/6J野生型（Wild-Type，

WT）鼠按 1:4比例合笼繁育，获得子代小鼠，饲养至 3周后进行 AD基因表型鉴定。继而选取 4月龄雌性 AD转基因阳性小鼠 17

只为 AD组，同窝同龄 LM雌性小鼠 15只为 LM组，分析将逃避潜伏期阈值分别设定为 90 s和 60 s时，AD组和 LM组采用

Morris水迷宫检测小鼠学习和记忆能力障碍的检出率和可靠性。结果：60 s到 90 s期间，AD组小鼠跨越平台次数占比中位数

50.0 %（0.0 %，75.0 %），明显高于 LM组小鼠跨越平台次数占比中位数 16.7 %（0.0 %，28.6 %）（P<0.05）；60 s到 90 s期间，AD组

小鼠目的象限停留时间占比中位数 45.2 %（37.6 %，52.8 %），显著高于 LM组小鼠目的象限停留时间占比中位数 31.7 %（28.7 %，

40.9 %）（P<0.05）。AD转基因鼠在潜伏期阈值设定为 60 s时较设定为 90 s时将损失更多客观实验信息。结论：应用Morris水迷

宫检测认知功能障碍时，将逃避潜伏期阈值设定为 90 s相较于 60 s更能反映出 AD鼠空间学习记忆能力的受损程度。
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Effect of Threshold Setting of Different Escape Latency
in Morris Water Maze on Experimental Results *

To investigate whether the threshold setting of different escape latencies of Morris water maze affects the

cognitive behavior of Alzheimer's disease (AD) transgenic mice and their littermate (LM) mice. Two-month-old male AD mice

were mated with three-month-old C57BL/6J Wild-Type (WT）female mice in a 1:4 ratio to obtain progeny mice. When the newborn mice

were raised to 3 weeks, they were identified for AD gene phenotype. In progeny mice, four-month-old female mice were selected. 17

female AD transgenic positive mice were selected as AD group, while 15 female LM mice were selected as LM group. The detection

ability and reliability of cognitive impairment in AD group and LM group were tested by Morris water maze when the threshold of escape

latency set to 90s or 60s respectively. During the period of 60 s to 90 s, the median proportion of platform crossing times number

was 50.0% (0.0%, 75.0%) in the AD group, which was significantly higher than that in the LM group 16.7 % (0.0%, 28.6 %) (P<0.05);
during the period of 60s to 90s, the median proportion of target quadrant residence time was 45.2% (37.6 %, 52.8 %) in the AD group,

which was significantly higher than that in the LM group 31.7 % (28.7 %, 40.9 %) (P<0.05). The AD group mice could obtain more

reliable objective experimental information in the incubation period of 90s compared with 60s. When Morris water maze was

used to detect the cognitive dysfunction of AD transgenic mice, setting the escape latency threshold to 90 s rather than 60 s could reflect

the impairment of spatial learning and memory ability better.
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前言

阿尔茨海默病（Alzheimer's disease，AD）是痴呆中最常见

的一种类型，也是现代医学研究的热点[1]。5XFAD (Transgenic

Mice with Five Familial Alzheimer's Disease Mutations) 转基因

小鼠是 AD研究中广泛采用的模型动物[2]。研究表明，该鼠在 4

月龄后空间认知能力逐渐下降，并可用Morris水迷宫评估其下

降程度 [3-5]。而 AD转基因鼠同窝同龄的 LM鼠（Littermates，
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LM）则常被作为其野生型对照[6，7]。

Morris水迷宫是评价动物学习记忆能力的经典方法，常用

于神经系统认知功能受损的机制研究[8-10]。水迷宫训练的方案

对实验结果有重要影响，首先需要设定最大逃避潜伏期，以确

定当实验鼠在该时间段仍未找到平台时，及时给予干预和引

导，帮助其形成对于平台位置的记忆。为便于理解，下文将最大

逃避潜伏期统称为潜伏期阈值。对于 AD转基因鼠而言，由于

其本身已存在一定程度的认知功能障碍，因此逃避潜伏期阈值

的设定更为重要。但在国内外现有报道中，众多学者采用的标

准各不相同，如 Zhong 等 [11]采用 60 s，而 Cho 等 [12]采用 90 s，

Takane等[13]则选用 100 s，Schneider等[14]选用 120 s。逃避潜伏

期阈值的不同设定对 Morris水迷宫实验结果有无影响以及如

何避免由此造成的偏倚亟待深入研究。为此，本研究采用 4月

龄 AD 转基因鼠及其同窝同龄 LM 鼠为实验对象，探讨将

Morris水迷宫逃避潜伏期阈值分别设定为目前常用的 60 s和

90 s两个不同时间时，对两类小鼠学习和记忆能力检测结果的

影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物扩群

本研究严格遵循实验动物保护原则、福利原则、伦理原则

和综合性科学评估原则。

2月龄雄性 SPF级 5XFAD小鼠 8只，体重 20～24 g，购自

昭衍（苏州）新药研究中心有限公司[SCXK(苏)2018-0006]，该

动物源于美国 Jackson Laboratory 公司。3 月龄雌性 SPF级

C57BL/6J野生型（Wild-Type，WT）小鼠 16只，体重 18～23 g，

购自上海西普尔 - 必凯实验动物有限公司 [SCXK (沪 )

2018-0006]。将上述动物按照雌雄比例 1：4合笼，置于复旦大学

实验动物中心 SPF级环境中饲养繁育。饲养环境相对温度维持

在 22 ℃ ~ 28 ℃，相对湿度维持 40 % ~60 %，每日昼夜明暗交

替时间为 12 h/12 h。

1.2 转基因鼠基因型鉴定

1.2.1 主要试剂和仪器 组织裂解试剂盒（KG205）购自天根

生化科技有限公司，PCR扩增使用的 2× Taq PCR预混试剂Ⅱ

（KT211）购自天根生化科技有限公司。配置琼脂糖凝胶采用的

琼脂糖（A9539）购自 Sigma 公司、50× TAE Buffer（RT204）购

自天根生化科技有限公司和 GeneRed核酸染料（RT211）购自

天根生化科技有限公司）。

PCR所用 Tg (APP)引物长度为 377 bp，引物序列为上游

5'-AGGACTGACCACTCGACCAG-3'，下游 5'-CGGGGGTC-

TAGTTCTGCAT-3；PCR所用 Tg (PS1)引物长度为 608 bp，引

物序列为上游 5'-AATAGAGAACGGCAGGAGCA -3'，下游

5'-GCCATGAGGGCACTAATCAT -3'；PCR所用内参引物长度

为 324 bp，引物序列为上游 5'-CTAGGCCACAGAATTGAAA-

GATCT -3'，下游 5'-GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC

-3'。以上引物均购自上海生工生物工程有限公司。

PCR 扩增仪（ProFlex，购自 Applied Biosystems 公司）；台

式冷冻离心机（Microfuge20R，购自 Beckman公司）；漩涡混合

仪（S1010E，购自 Scilogex 公司）；凝胶电泳系统（170-4406，购

自 Bio-Rad公司）。

1.2.2 基因鉴定方法 5XFAD 雄鼠与 C57BL／6J 野生型雌

鼠交配繁殖产生子代，待子代鼠饲养至 3周龄时，采用 PCR法

进行基因鉴定。首先用无菌手术剪剪取鼠尾 0.5 cm置于 1.5 mL

的 EP管中备用，用消毒棉球按压鼠尾防止出血过度。继而在

EP管中加入组织裂解液 48 滋L离心震荡，于 65℃消化 30 min

后取出涡旋震荡使组织充分裂解，再于 100 ℃煮沸 5 min后

置于 4 ℃，采用 10000 rpm离心 20 min。取上清液 1 滋L作为
模板，加入引物。PCR 反应体系总体积为 20 滋L，其中含 2×

Taq PCR Master Mix 10 滋L，模板 DNA 1 滋L，各引物混合物
2.4 滋L和 RNase-free水 6.6 滋L。体系混匀后采用 PCR仪进行扩

增，反应条件为预变性 94 ℃持续 3 min，变性 94 ℃持续 30 s，

退火 56 ℃持续 60 s，延伸 72 ℃持续 60 s，循环 35次后置于

72 ℃，持续 5 min后终止反应。制备 1.6 ％琼脂糖凝胶，并按照

1：20000 加入 GeneRed 核酸染料备用。PCR程序结束后，取

PCR产物加入凝胶孔中，将凝胶电泳参数设置为电压 110 V，

持续 30 min。电泳结束后观察 PCR产物长度并置于凝胶成像

仪中进行成像分析。

当 PCR引物扩增产物长度同时存在 377 bp和 608 bp时，

表明该动物同时表达 APP 和 PS1 两种基因，即被判定为

5XFAD转基因鼠；而 PCR引物扩增产物长度仅为 324 bp时，

说明该动物不表达 APP和 PS1两种基因，即被判定为同窝同

龄 LM鼠。

1.3 实验分组

基因表型鉴定成功后，将其按表型分类，并继续置于 SPF

级环境内饲养至 4月龄。选取雌性 AD转基因小鼠 17只为 AD

组，雌性同窝同龄 LM小鼠 15只为对照组进行后续研究。

1.4 Morris水迷宫行为学训练及测试

本实验使用的水迷宫为直径 1.2 m，高 0.5 m的不锈钢圆

形水池，分为 4 个象限：SW (southwest)、NW(northwest)、NE

(northeast)和 SE(southeast)。在池水中加入无毒钛白粉混匀呈

乳白色以使动物利用视觉无法辨认池内平台位置。维持池内水

温恒定为 22± 2℃。使用遮光帘围起水池的四周及顶部，遮光

帘顶部中央安放摄影系统并连接电脑主机用于监测小鼠在水

池中的游泳情况。实验期间保持周围环境固定不变，避免噪音，

以免影响实验结果。全程通过 Ethovision13.0软件（Noldus公

司，荷兰）追踪并获取实验小鼠的各项实验数据。

本研究的水迷宫实验方案为将实验鼠训练 7 d，在第 7 d

训练结束后 1h进行检测。具体方案如下：在定位航行实验阶

段，将平台放在水池的 SW象限并隐藏于水面下 1 cm处。将小

鼠面朝池壁放入水中，入水点按照 SW、NW、NE和 SE顺序依

次进行，每天均训练 4次，训练间隔时间为 45 min。每次训练过

程中，平台位置保持不变。分别将逃避潜伏期阈值设定为 90 s

或 60 s，记录每次实验中 90 s内或 60 s内小鼠寻找到平台所用

的时间即为逃避潜伏期实际测定值。若小鼠在相应的逃避潜伏

期阈值时间内未能找到平台，便缓慢引导小鼠至平台并停留

15 s。第 7 d训练结束后进入空间探索实验阶段。实验中，首先

撤去平台，继而将小鼠从水迷宫 NE方向放入水中，检测小鼠

凭记忆寻找原平台位置的能力。分别记录实验鼠在 90 s和 60 s

内的运动轨迹，穿越原平台次数和目的象限停留时间占比并进
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图 1 PCR法基因鉴定部分结果示意图

Fig.1 Schematic diagram of partial results of PCR geno-typing

注：M为Marker，AD为阳性参照，WT为阴性参照。数字表示样品编号，其中，5、7、9、11、13、14、15、16和 19被判定为 5XFAD转基因鼠；1、2、3、

4、6、8、10、12、17、18被判定为 LM鼠。

Note: M is Marker, AD is as a positive reference, and WT is as a negative reference. The numbers indicate the sample numbers, wherein 5, 7, 9, 11, 13, 14,

15, 16 and 19 were judged to be 5XFAD transgenic mice; 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 17, 18 was judged as LMmouse.

图 2逃避潜伏期阈值设定为 90 s和 60 s时两组潜伏期实测值的比较

Fig.2 Comparison of the two groups of measured values of incubation period when the threshold of escape incubation period is set at 90s and 60s

行比较。

1.5 统计分析

采用 GraphPad Prism6.0软件 (Graph Pad Software I公司，

美国)进行数据分析。潜伏期实测值以均数± 标准误( x ± sem )

表示，采用重复测量方差分析进行组间比较。60 s到 90 s期间

内穿越平台次数及目的象限停留时间占比用 M（P25，P75）表

示，采用Mann-Whitney U检验进行组间比较。P<0.05表示差异
有统计学意义。

2 结果

2.1 扩群繁育

本研究发现 2月龄 5XFAD小鼠与 3月龄 C57BL／6J野

生型小鼠交配后，雌鼠受孕率高达 100 %，平均 20天可繁殖新

生小鼠 4~6只，性别随机。各小鼠毛发及体重的生长将新生小

鼠饲养至 4月龄时，随机抽取 32只雌鼠以备后续实验。

2.2 实验鼠基因表型鉴定结果

本研究中用于鉴定子代小鼠基因型的 PCR 方法稳定可

靠，可重复性强，表型鉴定成功率达 100 %。其中，携带

APP/PS1两种基因即为 5XFAD转基因鼠；此两种基因均不携

带则为 LM鼠。PCR鉴定部分结果如图 1所示，图中阳性参照

为购买的已确认为 5XFAD的转基因鼠，阴性参照为 WT野生

型小鼠。

2.3 逃避潜伏期实测值

在定位航行实验中，当逃避潜伏期阈值设定为 60 s或 90 s

时，随着训练时间的延长，均可以观察到潜伏期实测值逐渐缩

短，但 AD鼠和 LM鼠组间比较结果提示两组差异无统计学意

义（P>0.05），如图 2所示。

2.4 运动轨迹

在空间探索实验中，逃避潜伏期阈值分别设定为 60 s和

90 s时，AD鼠和 LM鼠寻找平台的运动轨迹如图 3所示。总体

可见，相对于 LM鼠，AD鼠的运动轨迹更密集，活动范围几乎

遍布整个水池。LM鼠的运动轨迹则主要集中在水池中央，总

跨越平台次数较 AD鼠有所增加。

在逃避潜伏期阈值设定为 90 s时（图 3B），AD鼠在目的

象限寻找平台的轨迹和停留的频率增加，穿越平台次数也较逃

避潜伏期阈值设定为 60 s时(图 3A)增多。说明 60 s到 90 s的

时间段内，AD鼠寻找平台的尝试次数增加。但对 LM鼠在逃避

潜伏期阈值设定为 90 s时（图 3D）和逃避潜伏期阈值设定为

60 s时(图 3C)进行比较的结果发现，LM鼠在目的象限寻找平

台的轨迹、停留的频率和穿越平台次数未发生明显改变。

2.5 跨越平台次数占比

比较 60 s至 90 s期间内两组小鼠跨越平台次数占总跨越

平台次数的占比，结果提示 60 s到 90 s时段内，AD鼠跨越平

台次数占比中位数 50.0 %（0.0 %,75 %），明显高于 LM鼠跨越

平台次数占比中位数 16.7 %（0.0 %,28.6 %），AD鼠跨越平台次
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图 3 逃避潜伏期阈值设定为 90 s和 60 s时两组测试运动轨迹示意图

Fig.3 Schematic diagram of two groups of test movement tracks when the escape latency threshold is set at 90s and 60s

注：图中 E、W、S和 N分别代表东、西、南、北四个方向，● 示原平台所在位置，目的象限为 SW象限。A：AD组阈值为 60 s的运动轨迹图；B：AD

组阈值为 90 s的运动轨迹图；C：LM组阈值为 60 s的运动轨迹图；D：LM组阈值为 90 s的运动轨迹图。

Note: E, W, S and N represent the east, west, south and north directions respectively, ● showing the location of the original platform and the target

quadrant is the SW quadrant. A: the movement tracks of the AD group of 60s; B: the movement tracks of the AD group with a threshold of 90s; C: the

movement tracks of the LM group of 60s; D: the movement tracks of the LM group of 90s.

图 4 两组 60 s至 90 s期间跨越平台次数占总次数比值

Fig.4 The proportion of platform crossing times between the two groups

in 60 s-90 s

图 5 两组 60 s至 90 s期间目的象限停留时间占比

Fig.5 The proportion of Time in target quadrant between the two groups

in 60 s-90 s

数占比相对 LM鼠更大（P<0.05），如图 4所示。

2.6 目的象限时间占比

比较 60 s至 90 s期间两组小鼠目的象限停留时间占总停

留时间的比值，结果发现 60 s到 90 s时段内，AD鼠目的象限

停留时间占比中位数 45.2 %（37.6 %，52.8 %），显著高于 LM鼠

目的象限停留时间占比中位数 31.7 %（28.7 %，40.9 %），AD鼠

较 LM鼠具有更大的停留时间占比（P<0.05），如图 5所示。

3 讨论

本研究采用的 5XFAD转基因鼠是 AD疾病中常用的实验

动物。该鼠表达 5个家族性 AD的突变基因，包括 APP695基

因的 K670N／M671L、1716V 和 V717I 三个位点突变及 PS1

基因的M146L、L286V两个位点突变。5XFAD转基因鼠在 1.5

月龄时即有淀粉样斑块的形成，并随年龄增加而逐渐出现神经

元变性和损伤，在 4-5月龄时出现空间认知能力下降，6月龄时

该鼠海马区出现神经纤维缠结并逐渐累及皮层，9月龄时突触

和皮质区的神经元减少，与 AD 疾病发生发展相似。因此

5XFAD转基因鼠能够较好地模拟 AD患者脑内主要的神经病

理过程及行为学表现，常被用于 AD发病机制和治疗效果的实

验研究[2，15，16]。

本研究成功对 5XFAD鼠进行了繁育和扩群，雌鼠受孕率

达到 100 %。在合笼期间，研究者每日称取雌鼠体重并观察有

无阴栓和腹部隆起，从多方面判断雌鼠是否受孕。若合笼 7天

后仍未受孕，即更换笼位以保证雌鼠受孕率。本研究发现，孕鼠

平均 20天产出一批小鼠，每批 4~6只不等。雌鼠哺乳期间添加

灭菌的鸡蛋和葵花籽增加孕鼠营养，可避免食仔情况发生。在

扩群期间，小鼠的基因表型、数量、出生日期、断乳日期、父母代

基因型、来源鼠笼都进行详细记录。

本研究在子代鼠饲养至 3周时使用 PCR法对其进行基因

鉴定，无一只子鼠出现鉴定结果不确定或鉴定失败，鉴定成功

率达 100%。该方法可获得基因表型明确为阳性的 5XFAD小

鼠和同窝同龄基因表型明确为阴性的 LM小鼠。

Morris水迷宫主要用于评估海马相关的认知功能损害及

其程度，也是研究 AD转基因动物空间记忆能力的经典方法。

水迷宫实验通常分为定位航行实验和空间探索实验 2个阶段。

其中，定位航行实验历时数天，目的是训练小鼠使之产生空间

学习记忆；空间探索实验则是考察小鼠对原平台的记忆能
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力[17，18]。据报道，Morris水迷宫用于评价 5XFAD转基因小鼠空

间记忆能力时，其定位航行实验的训练方案各不相同，如

Zhong等[10]逃避潜伏期阈值为 60 s，连续训练 7天；而 Cho等[11]

逃避潜伏期阈值为 90 s，连续训练 5天。另有研究者将逃避潜

伏期阈值设定长于 90 s，如 Takane等[12]采用 100 s，连续训练 4

天；而 Schneider等[13]则采用 120 s，连续训练 4天。以上水迷宫

训练方案的不同造成实验结果检出的 AD鼠学习和记忆能力

受损程度的效力不同，不能排除实验结果存在一定程度的偏

倚。考虑到 4月龄 5XFAD本身已存在一定程度的学习记忆能

力受损，本研究采用了将实验鼠训练 7d，在第 7d训练结束后

1 h再进行检测的方案。

Morris水迷宫检测得出的实验数据主要包括逃避潜伏期、

跨越平台次数和目的象限停留时间占比，通过上述指标可充分

反映动物的空间记忆能力[19-21]。其中，跨越平台次数和目的象限

停留时间占比受逃避潜伏期阈值设定的影响。应用Morris水

迷宫检测 AD鼠的认知功能障碍时，潜伏期阈值的设定需谨慎

考量，如潜伏期阈值设定较短，可能不足以使已有一定程度认

知损害的 AD鼠产生空间记忆，无法准确比较干预前后认知能

力的差异，导致实验结果准确性降低；如潜伏期阈值时间设定

较长，又可能由于实验鼠被迫游泳时间过长，耗费体力过多而

影响其找到平台的成功率，对实验结果仍会造成偏倚。因此，如

何针对特殊的 AD转基因鼠设置合适的逃避潜伏期阈值值得

深入研究。

综合上述因素，本研究选取目前常用的 60 s和 90 s两种

逃避潜伏期阈值设定标准进行了探讨。研究结果发现，在定位

航行实验阶段，无论将逃避潜伏期阈值设定为 60 s还是 90 s，

随着训练时间的延长，均可观察到 AD鼠和 LM鼠的逃避潜伏

期实际测定值呈下降趋势，但 AD鼠和 LM鼠两种品系之间无

统计学差异。

在撤去平台后的空间探索实验阶段，我们测试了逃避潜伏

期阈值设定为 60 s和 90 s时两种实验鼠的运动轨迹，结果发

现 AD鼠寻找平台的总体运功轨迹较 LM鼠更密集。且与 LM

鼠不同，随着时间的增加，AD鼠在 90 s内目的象限的轨迹、停

留的频率和穿越平台次数较 60 s内均有所增加。进一步比较发

现，在 60 s到 90 s这一时间段内，AD鼠跨越平台次数占比明

显比 LM鼠大；同时，AD鼠在目的象限的停留时间占比较 LM

鼠也同步增大，两组比较差异均有统计学意义（P < 0.05）。这说

明在 60 s到 90 s这一时段内，AD鼠寻找平台的尝试增加，这

可能与 4月龄 AD鼠在训练之前就已存在一定程度的学习和

记忆能力障碍有关[21-23]。上述结果表明，与 LM鼠相比，60 s到

90 s期间即潜伏期的后 30 s时间对于 AD鼠的行为学观察和

检测有更为重要的意义。AD鼠在潜伏期阈值设定为 60 s时较

设定为 90 s时损失更多客观实验信息，并可能由此导致水迷宫

对于其认知能力下降的检出率降低，产生假阴性结果。

综上所述，本研究发现，采用Morris水迷宫评估 5XFAD

鼠的空间记忆能力时，潜伏期阈值的设定标准对检出的效力将

产生重要影响。潜伏期阈值设定为 90 s较 60 s能更客观地反

应 AD鼠的学习和记忆能力，有望降低实验评估的假阴性率。

在未来的 AD疾病的基础研究中，Morris水迷宫的潜伏期阈值

设定为 90 s更有优势。
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