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基于视觉恐惧反应的行为分析
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摘  要  对于生物个体的生存和繁衍来说，采取合适的防御行为及时应对不同危险刺激的能力至关重

要。模拟捕食者从上方快速逼近(Looming)可诱发小鼠产生冻结(Freezing)或逃跑(Flight)的本能防御

反应。在传统的动物行为学研究中，通常采取耗时耗力的手动调节方式来给予危险刺激，限制了动物

行为学研究效率的进一步提高。该研究运用光遗传技术及动物行为学对小鼠防御机制进行测试。具体

地，利用新研发的反馈式小鼠行为分析系统，对小鼠面对同一类型但不同强度的危险刺激(如灰度值大

小、光刺激频率高低)时的防御反应进行研究。结果显示，在较低灰度值的视觉刺激或低频率的光刺激

条件下，小鼠倾向于原地冻结；在较高灰度值的视觉刺激或高频率的光刺激条件下，小鼠趋向于逃跑

至安全区域。该反馈式小鼠行为分析系统的研发实现了在线实时分析小鼠行为和对小鼠的随机刺激，

提高了实验效率和准确性。
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Behavior Analysis of Fear Emotion
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Abstract The ability of animals to respond to different life-threatening stimuli and take the most adaptive 
defensive behavior is essential for survival and breeding. Studies have found that a gradually expanding black 
disk in the upper field which simulates the looming of natural predators approaching from above can induce 
different instinct defensive behaviors of mice, including freezing or flight. In conventional animal behavior 
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1 引  言 

  人类和动物的“基本情感”与生俱来，在

物种中广泛存在，并通过进化高度保守地刻印

在大脑中可能存在的本能情感环路中[1]。目前较

为公认的情感分类是 Ekman 在 1972 年提出的六

种基本情感理论，包括恐惧、愉悦、悲伤、愤

怒、厌恶和惊讶[2]。其中，恐惧情感是个体最必

不可少的基本情感：一方面，恐惧情感是物种进

化与生存过程中最重要和最不可或缺的基本情

绪表征之一，在生存和繁衍中起重要作用；另一

方面，在应用动物模型的实验室研究中，恐惧刺

激诱发的防御行为非常稳定，实验范式可靠且容

易建立[3]。视觉信息是自然界中一种重要的环境

线索输入，对动物感知恐惧至关重要。已有研究

表明，果蝇、啮齿目动物、非人灵长类动物和人

类都会对来自上视野的视觉刺激产生本能防御反

应[4-6]。2013 年，阴影逼近视觉刺激范式被建立并

发现该范式可诱发小鼠的逃跑或冻结防御反应[7]。

运用该范式和光遗传技术发现上丘(Superior 
Colliculus，SC)脑区与防御反应相关[8-9]。其中，

光激活上丘内侧神经元可以诱发冻结或逃跑的防

御行为[10-11]。然而，关于小鼠面对同类型但不同

强度危险刺激(如视觉刺激灰度值大小、光刺激

频率高低)的防御反应的差异却鲜有研究[12]。恐

惧神经环路对刺激信号的处理不当或调节异常，

将会带来很多与恐惧情绪相关的病症，如恐惧

症、焦虑症、自闭症、精神分裂症、创伤后压力

症和创伤后应激障碍等[13-14]。因此，解析恐惧形

成背后的大脑相关机制具有重要意义。

  小鼠行为表型主要取决于外界感觉信息输

入的种类和大脑中枢对这些信息的不同处理方

式[15]。科研人员通常给予小鼠光、图像、声音、

气味等刺激，深入解析小鼠行为。虽然现有的小

鼠行为分析系统或算法功能已经非常强大，能较

为准确地分析小鼠多种行为特征变量，但它们均

存在一个不足之处，即无法在线实时分析小鼠多

种行为特征变量并进行反馈调节。因此实验人员

只能在实验完成后，进行离线视频分析。但实际

情况是，大多数实验人员需要在实验过程中实时

分析小鼠的多种行为特征变量，并在它们达到阈

值时给予反馈调节，从而更好地研究小鼠行为。

本文自主研发的反馈式小鼠行为分析系统，不仅

能在线实时分析小鼠质心坐标位置、速度、头部

偏转角度、运动状态等行为特征变量，还可以在

小鼠多种行为特征变量值同时达到阈值时，给予

相应类型的随机刺激形成反馈调节。该系统刺激

种类多样化，可以更好地满足实验人员的需求。

实验人员通过图形用户界面就可以方便、可视化

地观察刺激过程中的各种变量，也可以调节刺激

阈值。当行为特征变量达到设定阈值时，自动触

发刺激[16]。反馈式小鼠行为分析系统不仅能在线

studies, time and labor-consuming manual operations are used to generate the stimuli, limiting the efficiency 
of animal behavior studies. In this paper, we have developed a closed-loop animal behavior regulation and 
analysis system. Based on this system, we have studied the defensive behavior of mice facing different stimuli. 
Looming with low gray value or low-frequency light stimulation would induce the freezing behavior of mice, 
which tend to escape to a safe area under looming with high gray value or high-frequency light stimulation. 
This study has demonstrated an automatic behavior regulation system capable of delivering random stimuli, 
which can further improve the efficiency and accuracy of the experiment. 

Keywords fear response; defensive behavior; random stimulation
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或离线分析动物的各种行为特征变量，还可以更

改反馈式小鼠行为分析系统程序中的参数值(实

验装置参数值、间隔帧数、时间等)和多种行为

变量的阈值，从而满足不同实验者的要求，降低

系统成本，实现对动物行为的精确分析。同时，

该系统还可以实现实验过程的全自动化。本文利

用该反馈式行为分析系统，探索小鼠在不同强度

视觉刺激及不同频率光刺激下的防御行为。

2 方  法

2.1 材料

  本文动物实验方案经中国科学院深圳先进

技术研究院动物伦理委员会审查通过(受理号

为 SIAT-IRB-150302-NS-WLP-A0126-4)。Etv1-
CreER 转基因小鼠为中国科学院深圳先进技术研

究院培育出的转基因品系，实验所用小鼠共 34 
只，年龄为 8～12 周。动物生存环境为无特定病

原体实验室，照明周期为 12 h 光照/12 h 黑暗，

期间给予充足的饲料和饮水。实验所用病毒为

本实验室自制 AAV-DIO-ChR2-mCherry，滴度为 
2.19×1012，每只小鼠于每个位点注射 500 nL。
2.2 动物手术实验

  本文动物实验包括病毒注射、光纤植入、

灌流及脑组织固定、脑组织切片及免疫组织化

学观察。

2.2.1 病毒注射

  首先，使用 10% 水合氯醛腹腔麻醉小鼠(注

射剂量为 0.04 mL/10 g)，麻醉好之后，采用剪

刀去除头部表面毛发，并使用立体定位仪固定

小鼠，接着使用消毒剪刀剪开头皮，暴露前囟

(Bregma)和后囟(Lambda)。然后，以前囟为坐

标原点，后囟(0, 0, 4.24)为参考点建立直角坐

标系，通过前囟前后(Anteroposterior，AP)、中

缝左右(Mediolateral，ML)、颅骨(硬脑膜)平面

向下(Dorsoventral，DV)确定坐标位置。接着，

调节小鼠颅骨处于同一水平面。最后，调节定

位仪，确定注射目标脑区，采用颅钻打孔后，将

预先吸好病毒的注射针缓慢下降至目标位置，以 
100 nL/min 的速度注射病毒。注射结束后停针

10 min，再缓缓将针头移出，用酒精或碘伏擦拭颅

骨，手术针进行缝合。其中，病毒注射位置坐标

为 SC(AP: 3.8 mm, ML: 0.6 mm, DV: －1.7 mm)。

2.2.2 光纤植入

  病毒注射 3 周后可植入光纤，重复病毒注射

步骤至确定注射位置后，使用颅钻打孔，并调节

立体定位仪，将光纤头缓慢下降至目标脑区，

再把采用牙科水调匀的牙科粉涂抹于颅骨表面

将光纤头包埋固定，待其冷却凝固。其中，光

纤植入坐标为 SC(AP: 3.8 mm, ML: 0.5 mm, DV: 
－1.3 mm)。手术 1 周后进行行为学实验。

2.2.3 灌流及脑组织固定

  行为学实验后，先将完全麻醉的小鼠四肢

固定于实验台，手术剪剪开小鼠胸腔，将灌注

针头插入左心室；然后，剪开右心耳，匀速

(20 mL/min)灌注磷酸盐缓冲液(Phosphate Buffer 
Solution，PBS)，待小鼠脑组织中的血液排除干

净，灌注多聚甲醛溶液，对脑组织进行固定；最

后，将固定好的鼠脑浸泡于 4% 多聚甲醛溶液固

定 1 天，再换 30% 蔗糖溶液脱水 3 天后，将鼠

脑包埋并放置于－20 ℃ 或－80 ℃ 备用。

2.2.4 切片及免疫组织化学观察

  将包埋好的鼠脑置于冰冻切片机并固定在

切片机的托盘上，收集目标脑区的脑片置于含

有 PBS 的 24 孔板中。其中，组织切片厚度为 
30 μm。采用 PBS 溶液洗涤脑片后贴于载玻片

上，封片后使用玻片扫描仪观察目标脑区病毒表

达情况及确认光纤埋植位置。

2.3 行为学分析

  本研究将统计给予视觉刺激或光刺激后小鼠

逃跑所用时间、冻结时间、在安全区域里的时间

和自由运动时间等。采用反馈式小鼠行为分析系
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统对同一类型(视觉刺激或光刺激)不同刺激强度下

小鼠的防御反应进行研究，以此来评估小鼠对于

视觉刺激或光刺激的恐惧程度及其采取的反应。

2.4 行为学装置搭建及系统调试

  反馈式小鼠行为分析系统由行为学实验箱、

小鼠行为分析系统、随机刺激系统三部分组成。

如图 1(a)所示，行为学实验箱由透明亚克力材料

制成，是一个底部直径为 50 cm 的圆柱形旷场装

置(高 45 cm)。其中一端开口 10 cm 并外接一长

为 50 cm 长方体，其底部和侧面均不透明，顶部

有可以拆卸的盖子，用于遮蔽顶部的视觉刺激，

可为动物提供一个安全区域。视觉呈现通过一块

置于行为实验箱装置正上方的 42 英寸液晶显示

器实现。在行为实验箱装置和液晶显示器之间，

圆柱形旷场装置正上方 38 cm 处为一个顶部摄像

头，用于拍摄小鼠行为视频。摄像头为自行购买

的 120°广角摄像头，表面积较小(2 cm×2 cm)，

保障了在不遮挡显示器呈现视觉刺激的同时，完

整地拍摄小鼠在圆形旷场中的行为视频，最终摄

像头通过 USB 接口将视频实时传输到小鼠行为

分析系统。

  为研究小鼠的本能恐惧，需要通过显示器模

拟天敌给予小鼠视觉刺激，进而分析小鼠在视

觉刺激下的行为变化。视觉刺激 Looming 范式

细节如图 1(b)所示，圆盘大小可以用度数来表

示，一半视角度数的正切值是黑盘半径与显示器

高度的比值。图 1(b)显示，一次完整的刺激中

共有 15 次视觉刺激(1 次/s)。其中，在每一次视

觉刺激时，黑盘从 0～250 ms 先均匀地从 2°增

大到 40°，然后在 40°持续 250 ms 后消失；显示

器则维持原有亮度 500 ms，随后进行下一次视觉

刺激。依此循环，直到给予小鼠 15 次视觉刺激

后，一次刺激完成。为避免小鼠适应环境从而无

法诱发本能恐惧反应，采用随机的方式给予小鼠

视觉刺激。其中，随机刺激是指随机给予小鼠灰

度值、黑盘大小、频率、时长等参数不同的视觉

刺激。

  反馈式小鼠行为分析系统如图 1(c)所示，

圆柱形旷场上方的摄像头实时采集小鼠行为视频

流，通过 USB 接口把数据传递给小鼠行为分析

系统——以 Bonsai 可视化编程框架为基础[17]，

搭建的一套自动化动物行为分析系统。该系统能

实时分析小鼠质心坐标位置、速度、头部偏转角

度等行为特征变量。当小鼠到达实验人员提前设

定的感兴趣区域，且行为变量达到阈值时，通过

串口将小鼠行为特征参数发送至随机刺激系统，

待系统收到完整命令后，通过内置程序进行串口

清零操作，以确保下次行为特征参数传递的准确

性。其中，随机刺激系统包括视觉刺激及随机序

列生成系统和其他刺激生成装置。实验人员通过

提前在 Matlab 平台编写程序，生成含有特定参

数的视觉刺激和光刺激，随后根据实验需要在系

统中生成多项刺激命令，同时通过提前编写随机

函数，随机选择刺激命令并给予小鼠相应刺激。

随机视觉刺激通过调用 Psychtoolbox 工具包，在

安装 Matlab 的电脑上生成并通过 42 英寸液晶显

示器进行显示。其他刺激通过该系统发送刺激命

令至相应刺激生成装置继而生成刺激。以光刺激

为例，生成装置采用 Arduino 开发板接收和处理

刺激命令，通过解析刺激命令程序生成对应的数

字信号发送给激光器，使激光器发出随机序列对

应的特定频率及特定脉冲宽度的激光，并通过光

纤刺激小鼠特定脑区。在给予刺激后，小鼠行为

分析系统继续捕获视频分析小鼠行为变化，同时

根据实验需要自动或手动更改行为变量阈值形成

闭环反馈。

  反馈式小鼠行为分析系统主要通过图像处理

算法对小鼠行为视频进行分析，进而得到小鼠各

种行为特征变量。图 2(a)为行为分析算法相应流

程，按照先后顺序依次为：①采用圆柱形旷场上

方 120°广角摄像头拍摄完整的小鼠行为视频。

②对视频进行视野裁剪操作，剪除视频中多余的
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部分。其中，使用圆外切矩形对视频进行裁剪。

这种裁剪方式可以根据裁剪区域像素长宽与圆柱

形旷场实际半径的比值，计算出小鼠特征变量值

实际大小，如小鼠运动速度和运动轨迹的真实数

值等。③对裁剪区域视频进行色彩平衡处理，目

的是将小鼠与旷场背景进行分离。④通过平滑去

噪处理，消除视频中的噪声信号。⑤对视频进行

形态学操作，主要为腐蚀和膨胀操作，用来消除

视频中光纤对行为分析的影响，使小鼠身体轮廓

更加平滑。⑥对视频进行自适应二值化操作，其

中像素值小于阈值的设为 1，其他像素值设为 0，
从而得到二值化视频。此时白色小鼠轮廓与黑色

背景形成鲜明对比。⑦对视频进行 Canny 算子边

缘提取，得到较为精确的小鼠身体轮廓，接着寻

找视频中小鼠轮廓的最大联通区域，得到小鼠质

心，进而得到小鼠质心位置坐标。

  通过检测视频中小鼠身体极大值点，得到小

鼠头部和尾部特征点，通过身体长轴和短轴夹角

计算出小鼠头部偏转角度，如图 2(b)所示。最

终，利用不同帧小鼠质心位置坐标间的欧式距

离来计算运动速度。本文中，采用 f1 表示视频

帧率，fn 表示间隔的帧数；(x1, y1)为前一帧小鼠

的质心位置坐标，(x2, y2)为间隔 fn 帧后小鼠质心

位置坐标；实验装置实际长度为 L1，实际宽度

为 W1。对于圆形旷场来说，L1 与 W1 均为旷场直

径，L3 和 W3 为经过图像裁剪、去畸变处理之后

的装置像素长和像素宽，则小鼠的运动速度的计

算公式为：

(c)反馈式小鼠行为分析系统示意图

图 1 小鼠行为分析和随机刺激系统

Fig. 1 Mouse behavior analysis and random stimulation system
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(1)

  结合速度和不同帧间像素累积和变化对动物

冻结行为、逃跑行为和正常状态进行分类。通过

小鼠质心位置得到小鼠轨迹矩阵，根据小鼠经过

相同位置的次数增加该位置权重，进而得到小鼠

轨迹热力图，如图 2(b)第 1 个热力图所示。将小

鼠在不同位置的速度大小映射到颜色空间，即可

得到小鼠的速度热力图，如图 2(b)第 2 个热力图

所示。

  如图 2(c)所示，反馈式小鼠行为分析系统

主要包括视频采集、图像处理、条件限制、串口

发送、实时显示、刺激、数据保存和离线分析等

模块。圆柱形旷场上方摄像头采集的小鼠行为视

频，经过图像处理模块对各种图形进行处理后，

得到小鼠多种行为特征变量值，随后由条件模块

对相应特征变量值与预设阈值进行大小判断，如

达到阈值则将刺激命令通过串口发送模块发送至

刺激模块，刺激模块解析命令后给予小鼠相应刺

激。实验人员可以通过实时显示模块观察小鼠行

为特征变量的变化情况，当刺激后小鼠行为特征

变量达到反馈阈值时，系统自动或实验人员手动

修改刺激参数值进行反馈调节。最终，通过数据

保存模块，将动物各种行为特征变量值保存到指

定路径，并采用离线分析模块对离线视频进行分

析。离线分析模块由探索区域、交互分析、状态

分析和热力图模块组成，其中探索区域模块可以

根据小鼠质心位置坐标，分析小鼠进入感兴趣区

域的次数和时间。对视频中图像进行二值化处理

后，背景将变成黑色，而小鼠身体轮廓则变成白

(a)图像处理模块流程图；(b)小鼠行为变量可视化；(c)行为分析系统流程图

图 2 行为分析系统流程图及行为变量可视化

Fig. 2 Flow chart of behavior analysis system and visualization of behavior variables
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色。因此，当小鼠进入感兴趣区域时，该区域像

素累加和将变高。利用统计函数记录小鼠位于感

兴趣区域的帧数 fn，帧数与帧率 f1 的比值即为小

鼠在感兴趣区域时间 t1，即：

                               (2)
  结合像素累积和与时间阈值关系，可求得小

鼠进入感兴趣区域的次数。交互分析模块可以分

析旷场中小鼠与笼中小鼠社交的时间和次数；状

态分析模块可以根据速度和不同帧像素的变化情

况，分析小鼠行为状态变化，如分析小鼠在刺激

前后行为状态的变化；热力图模块可以采用图像

处理算法分析小鼠轨迹热力图和速度热力图。综

上所述，反馈式小鼠行为分析系统能较为全面地

分析小鼠行为特征变量，并及时给予反馈调节。

  本系统将基础图像处理算法按照一定的逻辑

顺序组合起来，实现对小鼠多种行为特征变量的

分析，这些算法是其中必不可少的一个环节，基

于此实现了同时对小鼠多种行为特征变量分析的

强大功能。本系统的创新点主要有：(1)与传统分

析系统相比，系统基于摄像头模组拍摄小鼠行为

视频，完成对小鼠多种行为特征变量的分析，不

需要额外的传感器，成本较低。(2)通过不同帧间

的像素距离和实际行为学实验箱的尺寸来确定小

鼠运动速度，结合速度和不同帧图像的像素变化

来确定小鼠的运动状态(冻结或逃跑)。(3)通过

开发板编写的命令解析程序把光刺激命令转换为

数字信号，然后将激光器通过光纤连接到小鼠特

定脑区给予相应频率、时间、脉宽等特征的光刺

激。采用开发板替代价格昂贵的波形发生器，极

大地节约了成本。(4)虽然传统小鼠行为分析方

法功能很强大，但存在一个共同的缺点是无法对

小鼠多种行为特征变量进行实时分析。而与其

他传统小鼠分析软件和算法相比，本系统最大

的优点是能够实时低延迟地分析小鼠多种行为

特征变量，并在多种行为特征变量同时满足阈

值条件时，给予小鼠多种类型的随机刺激进行

反馈调节。

3 实验结果

3.1 不同强度视觉刺激诱发小鼠防御行为

  设定旷场底部中心半径 1/2 的同心圆区域为

感兴趣区域，当小鼠进入该区域且满足预设时间

速度等条件时，摄像装置捕捉上述信息并通过随

机刺激系统触发视觉刺激。为改变刺激的强度，

本文设置 5 个灰度值不同的圆盘(25%、45%、

60%、75% 和 100%)，由 5°逐渐扩散到 20°，

背景灰度值均保持一致，如图 3(a)所示。将小

鼠放入行为学箱体，随机不重复地给予 5 种灰度

视觉刺激各一次，记录并对行为学进行分析，结

果如图 3(b～c)所示(n=15)。当视觉刺激强度为 
25% 时，小鼠未表现出逃跑反应，冻结小鼠占

                  (a)小鼠行为装置图                                       (b)小鼠行为结果统计图                                               (c)小鼠行为分析图

图 3 行为学装置示意图及行为结果统计图

Fig. 3 Schematic diagram of behavior device and statistical graph of behavior results
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总数的 20%(n=3)、自由运动占 80%(n=12)；当

刺激强度为 45% 时，冻结小鼠占 40%(n=6)，较 
25% 时上升了 20%，逃跑小鼠占 6.7%(n=1)，
自由运动占 53.3%(n=8)；当刺激强度为 60% 
时，冻结小鼠占  4 0 % ( n = 6 )，逃跑小鼠占 
53.3%(n=8)，自由运动占 6.7%(n=1)；当刺激强

度为 75% 时，冻结小鼠占 26.7%(n=4)，逃跑小

鼠占 40%(n=6)，自由运动占 33.3%(n=5)；当刺

激强度为 100% 时，冻结小鼠占 46.7%(n=7)，逃

跑小鼠占 40%(n=6)，自由运动占 13.3%(n=2)。
这表明，随着刺激强度的增加，小鼠表现出逃跑

或冻结行为，其中逃跑行为倾向更显著，自由运

动占比降低；而在小鼠视觉刺激强度较低时，仅

易诱发小鼠产生冻结防御行为。

3.2 不同频率光刺激诱发小鼠防御行为

  本研究将 AAV-ChR2-mCherry 病毒注射在转

基因小鼠上丘脑区，利用光遗传学方法，结合

随机刺激系统，通过不同频率的光随机刺激小

鼠 SC 脑区，对得到的实验数据进行统计分析。

采用 20 Hz 频率光刺激瞬间，小鼠均表现出冻

结行为，但因个体差异，冻结时长从 3～10 s 不
等。在 8 次实验中，仅有 1 次小鼠在冻结 3 s 后
跑回窝。采用 60 Hz 频率光刺激瞬间，11 次实

验中有 7 次小鼠迅速反应逃跑回窝，如图 4(a)
所示。将实验后的小鼠进行灌流、鼠脑切片处

理以验证病毒表达情况。图 4(b)显示，在 SC 
脑区病毒表达良好，表明行为学实验有效。当

不同频率的光刺激小鼠时，小鼠表现出不同的

行为反应，如图 4(c)所示。其中，低频刺激更

容易诱发小鼠产生冻结反应(20 Hz 光刺激冻结

时间为(4.818±1.197)s，60 Hz 光刺激冻结时间

为(1.727±0.751 9)s，mean±SEM(均值±标准

误)，P＝0.040 8)；高频刺激下小鼠更倾向于逃跑

(20 Hz 光刺激逃跑时间为(0.090 91±0.090 91)s，
60 Hz 光刺激逃跑时间为(0.636 4±0.152 1)s，
P＝0.005 9)。此外，高频刺激下逃跑后小鼠偏向于

(a)小鼠行为统计图；(b)病毒表达图；(c)小鼠行为分析图(*P＜0.05，**P＜0.01，非配对 t 检验)

图 4 光刺激结果图

Fig. 4 The results of light stimulation
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回窝(20 Hz 光刺激回窝时间为(0.545 5±0.177 2)s，
60 Hz 光刺激回窝时间为(5.727±1.369)s，
P＝0.002 2)。
 

4 讨论与分析

  传统的小鼠行为分析中，常用的软件或算法

主要有 3 种：深度传感器、Any-maze 软件和红

外传感器，具体如图 5 所示。

  如图 5(a)所示，采用低成本深度传感器从下

方捕获小鼠的形状，可以在没有光学标记或透明

地板的情况下捕捉小鼠的足迹和 3D 爪尖位置。该

方法的优点是能准确地追踪小鼠的轨迹特征[18]。

目前已有研究采用商业化行为分析软件，如 Any-
maze 软件(图 5(b))对小鼠行为进行分析[19]。

A n y - m a z e  动物行为分析系统不仅可以用于 
Barnes(巴恩斯)迷宫、高架 Zero 迷宫[20-21]、

Morris 水迷宫、T-迷宫、Y-迷宫[22]、八臂迷宫[23]

和高架十字迷宫[20,24]等各类迷宫的小鼠行为分

析，还可以分析圆形旷场和方形旷场中小鼠行为

特征变量。该软件的优点是能分析小鼠多种行为

特征变量，并且适用实验装置范围广。但以上两

种方法都存在一个不足，即无法在线实时分析小

鼠多种行为特征变量并进行反馈调节，实验人员

无法在实验过程中实时分析小鼠的多种行为特征

变量。图 5(c)所示为使用红外踏板对小鼠进行行

为分析，虽然该方法能实时分析小鼠行为[25]，但

它是通过小鼠四肢对红外光的遮挡来确定小鼠位

置，由于小鼠四肢不间断地在不同位置遮挡红外

光，从而造成所求小鼠位置的不准确。

  反馈式小鼠行为分析系统除了能进行离线分

析外，相比于传统方法最大的优点是它能实时分

析小鼠速度、质心位置坐标、轨迹等多种行为特

征变量，并且在小鼠多种行为特征变量达到阈值

时自动给予反馈调节。经过人工对位置、距离、

速度等多种行为变量进行测量计算，与本系统对

多种行为变量分析结果对比发现，本系统与人工

统计结果的误差要远远小于不同人员测量结果间

的误差，证明了本系统的可用性。但在小鼠细节

捕捉方面，本文系统还存在一定的局限性，如尚

无法做到在实现实时刺激的基础上对小鼠行为

(如毛发梳理、肢体伸展、尾巴摆动)进行捕捉并

分析。因此，有待进一步提升和完善，使实验结

果更为精细化。

  关于逃跑和冻结防御行为，大部分研究聚焦

于防御行为与神经元的关系。例如，Salay 等[26]

发现腹中线丘脑脑区的两类神经元分别介导小

鼠产生逃跑和冻结防御行为；Shang 等[10]发现位

于上丘脑区不同层的同一神经元介导不同防御行

为。但对同一类型不同强度危险刺激诱发的防御

反应鲜有研究。本文基于反馈式动物行为分析系

统探讨了小鼠在不同灰度值或光刺激频率刺激时

采取的防御行为。其中，给予小鼠不同灰度值

的 Looming 视觉刺激，当灰度值较小时，小鼠

图 5 传统动物行为分析方法示意图

Fig. 5 Schematic diagram of traditional animal behavior analysis methods
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倾向于冻结，在躲避捕食者的同时最大程度保存

体力；当灰度值较大时，危险系数增大，小鼠逃

跑比例上升。采用光遗传学激活小鼠上丘脑区神

经元，当光刺激频率较低时，小鼠趋向于原地冻

结；当光刺激频率较高时，小鼠会采取迅速逃跑

至安全区域的防御行为。虽然小鼠对同种类型不

同强度的刺激表现出不同的防御反应，但其具体

神经机制和调控机理尚未清楚——不同防御反应

的产生是由于上丘脑区神经元投射的不同而形成

不同神经环路，还是上丘脑区内部一类或几类神

经元构成了微环路，进而介导不同的防御反应，

均有待进一步研究。

5 总  结

  本文提出一种自主研发的反馈式小鼠行为分

析系统。与其他软件和算法相比，该系统可以实

时分析小鼠多种行为特征变量，给予小鼠多种类

型的随机刺激并能进行反馈调节，实现了小鼠行

为学实验的全自动化操作。通过该系统对同一类

型不同刺激强度下小鼠的防御行为进行研究发

现，在低强度的危险刺激(低灰度值、低光刺激

频率)时，小鼠倾向于原地冻结；在高强度的危

险刺激(高灰度值、高光刺激频率)时，小鼠趋向

于逃跑至安全区域。这表明，反馈式小鼠行为分

析系统可以实现小鼠行为调控和分析的自动化，

节约成本的同时提高了实验效率和准确性，也丰

富了动物行为学研究工具库。此外，本研究发现

不同强度的刺激会诱发小鼠产生相应的防御行

为，加深了对大脑恐惧相关机制的理解，可为恐

惧相关疾病治疗提供理论依据。
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