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抗焦虑障碍药物非临床药效学评价体系探索
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摘要: 焦虑障碍 (anxiety disorder) 是常见的成人精神障碍, 其发病是遗传与环境因素共同作用的结果。基于焦

虑障碍的发病机制, 已经建立了一系列测量焦虑情绪水平和诱导焦虑情绪的动物模型, 并广泛应用于抗焦虑药物筛

选。本综述主要介绍了焦虑障碍的研究进展, 对典型的动物模型体系进行归纳, 包括既可以测量焦虑情绪水平也可

以诱导焦虑情绪的动物模型和只诱导焦虑情绪的动物模型。本文总结了规范化焦虑障碍动物模型在非临床研究中

需要注意的问题, 并对抗焦虑药物的非临床药效学研究方案的系统化和规范化提出建议。
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Abstract: Anxiety disorders are one of the most common mental disorders in adults, the cause of which derives

from a combination of genetics and environmental factors. A series of animal models have been established according

to their pathogenesis to measure the level of anxiety or induce anxiety only, and these models have been widely

applied in the non-clinical evaluation of anxiolytics. In this review, we present the current trends in the study of

anxiety disorders and summarize typical non-clinical anxiety animal models, including models that both measure

anxiety levels and induce anxiety, and models that induce anxiety only. This review summarizes the important

issues in standardized non-clinical research of anxiety disorders and proposes criteria for the selection of an appro‐

priate R&D model.
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焦虑是对未来威胁的预期, 恐惧则是对真实或感

知到的威胁的情感反应[1]。焦虑与恐惧都是正常的人

类情感, 但当其影响到行为或造成痛苦时则发展成为

焦虑障碍[2]。焦虑障碍表现为精神症状和躯体症状 ,

其中精神症状是指提心吊胆、恐惧和忧虑的内心体验,

伴有紧张不安; 躯体症状则是一系列如心悸、气短、胸

闷、口干、出汗、肌紧张性震颤、颤抖或颜面潮红、苍白

等的自主神经系统功能亢进症状[3]。美国精神病协会

诊断和统计手册对焦虑障碍的分类包括分离性焦虑障

碍、选择性缄默症、特定恐怖症、社交焦虑障碍 (社交

恐惧症)、惊恐障碍 (恐慌障碍)、惊恐发作、广场恐惧

症、广泛性焦虑障碍、物质/药物诱发的焦虑障碍、由于
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其他医疗条件所致的焦虑障碍以及其他特定和未特定

的焦虑障碍[1]。《中国精神障碍分类及诊断标准》则仅

包含惊恐障碍和广泛性焦虑两类。急性应激障碍和创

伤后应激障碍现已不再归入焦虑障碍[1]。

研究表明 , 全球普通人群中焦虑障碍发病率约

7.3%[4], 女性焦虑障碍的发病率显著高于男性[5]; 首次

全国性精神障碍流行病学调查结果表明, 焦虑障碍在

中国成人精神障碍中发病率最高, 接受调查前 12个月

内和终生患病率分别为 5.0%和 7.6%[6], 在癌症[7]、慢性

疼痛[8]、帕金森症[9]和脑卒中[10]等患者中的发病率则更

高。遗传流行病学研究表明, 焦虑障碍的发生存在中等

程度的家族聚集性和遗传度[11]。分子遗传学连锁研究

表明, 一些染色体区域与焦虑障碍有关[11]; 进一步的关

联研究, 尤其是全基因组关联分析通过对基因组的全

面分析给出了一些潜在的相关候选基因, 但尚未发现

与焦虑抑郁密切相关的常见变异; 目前的基础和临床

研究表明, 焦虑障碍是遗传与环境因素共同作用的结

果[11]。在遗传因素方面, 早期的研究主要关注脑内神

经递质, 认为神经突触间隙单胺类神经递质, 尤其是 5-

羟色胺 (serotonin, 5-HT) 及其受体和转运体的异常与

焦虑的发病有关, 多巴胺、去甲肾上腺素、γ-氨基丁酸

(GABA)、谷氨酸和神经肽Y (neuropeptide Y, NPY) 及

相关受体也均参与焦虑情绪的调节[12,13]。进一步研究

发现了神经内分泌功能与焦虑发病的相关性, 在应激

状态下, 下丘脑-垂体-肾上腺 (hypothalamic-pituitary-

adrenal, HPA) 轴的激活造成促肾上腺皮质激素释放激

素 (CRH) 的释放、促肾上腺皮质激素的分泌和糖皮质

激素的释放, 从而直接或间接地参与焦虑的发生[14], 下

丘脑-垂体-甲状腺轴[12,15]和下丘脑-垂体-性腺轴[12,13,16]

也通过对激素的调节参与调控焦虑情绪。近年来神经

解剖学和影像学的研究则发现大脑中杏仁核-前扣带

回-岛叶皮质的神经环路, 以及前额叶、下丘脑腹侧核、

杏仁核和海马的结构可塑性变化都参与焦虑、恐惧情

绪的发生[11]。此外, 神经营养因子系统 (如神经营养

因子 BDNF)[17]和免疫紊乱[12]也与焦虑的发生相关。

在环境因素方面, 目前认为心理因素和躯体因素均可

以造成焦虑障碍, 但其效果取决于个体独特的遗传构

成[18]。早期生活压力等环境风险因素可能通过表观遗

传修饰, 如DNA甲基化影响一系列基因的表达, 从而

参与焦虑障碍的发病[11]。在心理因素方面, 研究已经

表明应激和焦虑抑郁的相关性, 大多数焦虑患者都曾

经历严重的心理应激事件[19]。在躯体因素方面, 内分

泌疾病如甲状腺功能亢进和肾上腺皮质功能亢进可以

直接导致焦虑障碍的发生[20]。药物成瘾与戒断也同样

引起焦虑行为[21]。临床发现乳酸钠和肾上腺素能药物

等也可以直接诱导焦虑[22]。

目前, 对焦虑障碍的临床干预主要为心理治疗合并

药物治疗, 其预后与个体素质和临床类型有关[23]。在

临床用药方面, 第一代抗焦虑药为甲丙氨酯, 但患者对

其耐受性差, 并往往产生严重的戒断现象; 第二代抗焦

虑药物为地西泮等苯二氮卓类药物 (benzodizepines,

BDZs)[24], 与相应受体结合并通过GABA受体发挥作

用, 具有起效快和安全性好的优点, 但易产生耐受性,

长期使用产生依赖性, 可能产生神经运动功能障碍及

记忆和辨认功能障碍等不良反应; 第三代抗焦虑药物

为螺酮类药物, 如丁螺环酮等, 通过选择性激动突触后

膜的 5-HT1A受体抑制亢进的 5-羟色胺能神经活动, 使

5-HT与突触后膜的 5-HT1A和 5-HT2A受体的结合恢复

平衡状态, 从而发挥抗焦虑作用[24], 但其起效时间相对

缓慢而且耐受程度不一[25]。此外, 由于抗抑郁药具有

抗抑郁和抗焦虑的双重作用, 也被广泛应用于临床抗

焦虑治疗, 包括单胺氧化酶抑制剂、可逆性单胺氧化酶

A抑制剂、选择性 5-HT重摄取抑制剂 (SSRI)、5-HT和

去甲肾上腺素重摄取抑制剂 (SNRIs)、去甲肾上腺素及

特异性 5-HT能抗抑郁药、三环类和杂环类抗抑郁药和

其他抗抑郁药如安非他酮、米氮平等。此外, 抗癫痫药、

非典型抗精神病药以及肾上腺素 β受体阻滞药等其他

药物, 也有在临床抗焦虑治疗中的应用[25]。但是这些

药物均存在一定的不良反应, 急需开发不良反应小的

新型抗焦虑药物以满足临床需求。SSRI和 SNRIs由

于不良反应较小, 目前已成为临床用药首选[23,26]。

抗焦虑药物的研发历史较早, 基于焦虑障碍的发

病机制已经建立了大量的动物模型。鉴于抗焦虑药物

评价的动物模型数量庞大, 种类繁多, 不合适的动物模

型与不完善的试验方案可能导致临床转化困难。本综

述结合了近年来国内外焦虑动物模型的研发进展, 归

纳了不同类型的焦虑动物模型和药效评价指标, 以期

建立起严格规范化的抗焦虑药物的非临床药效学评价

体系, 提高临床转化的成功率。

1 焦虑障碍动物模型及评价指标

已报道的焦虑动物模型中有些既可以建立焦虑模

型, 也可以用来测量焦虑情绪的水平 (即作为评价指

标), 而有些只能建立焦虑模型, 需要使用上述模型进

行焦虑水平的评价。现将其分类综述如下。

1.1 可测量焦虑情绪水平的动物模型

1.1.1 非条件化焦虑模型

非条件化焦虑模型基于动物对无明确疼痛或不适

的压力或刺激的自然或自发反应[27]。这些模型也可以

用来测量焦虑情绪的水平, 因此也可以称之为“实验

(test)”。根据动物的行为方式, 可以分为行为性实验、
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社会行为实验、恐惧行为实验和其他行为实验4类。

1.1.1.1 行为性实验

这一类模型基于啮齿动物天性中对新环境的探究

习性和回避空旷、敞开的明亮空间的习性冲突建立, 也

称为趋近-回避冲突模型[14], 典型行为学实验用仪器如

图1所示。

1.1.1.1.1 旷场实验 由 Hall在 1934年首次建立 , 是

动物心理学中最常用的实验之一, 通过动物与群体的

分离和对陌生空旷环境的恐惧冲突造成焦虑行为[28]。

旷场饮水实验是旷场实验的变体, 通过动物对新异环

境的恐惧和对中央区的饮水或进食等动机形成冲突状

态[29]。小鼠常用 28 cm×28 cm至 55 cm×55 cm的正方

形敞箱 (底部划分为面积相等的若干方格)[30]; 大鼠使

用正方形 (100 cm×100 cm×50 cm[31], 底部划分为面积

相等的若干方格) 或圆形敞箱 (直径 80 cm, 高 30 cm,

中央区为直径 35 cm 的圆圈)[29]。敞箱上方照明或使

用透明底下方照明, 也可使用红光照明[28]。旷场饮水

实验在箱中央倒置悬挂一水瓶, 瓶嘴离地面 10 cm[29]。

动物按设计给药一定时间后置于中央区, 令其在敞箱

中自由活动一定时间 (通常为 5～10 min), 由顶部摄像

机捕捉动物的活动, 统计动物总活动次数、进入中央区

的次数和停留时间, 抗焦虑药物在不改变总运动和探

索行为的前提下增加动物在中央区的活动和停留时

间。对旷场饮水实验 , 前 3 天大鼠限制饮水 , 每天仅

15∶00～16∶00给予饮水 1 h, 同样给药后置于中央区,

自由活动 5～10 min观察动物开始饮水的潜伏期、饮

水时间、靠近水瓶的次数、站立数、排便和排尿次数等

指标, 低焦虑水平的动物具有较长的中央区域的饮水

时间。

1.1.1.1.2 高架十字迷宫实验 高架十字迷宫实验是

最常用的焦虑动物模型[32], 由于开臂和外界相通, 对动

物来说具有新奇性的同时又具有一定威胁性, 因此高焦

虑水平的动物会退缩到闭臂中, 低焦虑水平动物则在开

臂停留更多的时间, 对开臂的探究次数也增多[19]。该模

型对抗焦虑药和致焦虑药均敏感, 但仪器差异、实验过

程和动物品系均可能影响结果的重现性[33]。装置由两

个开臂和两个闭臂呈十字交叉状组成。大鼠迷宫开闭臂

均长50 cm, 宽10 cm, 闭臂高30～40 cm, 交叉区域形成

长宽均为 10 cm 的中间平台 , 装置离地面 50 cm[29,34]。

小鼠迷宫开闭臂均长 30 cm, 宽 5 cm, 闭臂高 15.25 cm,

中央平台长宽均为 5 cm, 装置离地面 40 cm[34]。实验

开始前, 动物按设计给药一定时间后在敞口动物盒内

任其自由活动 5 min, 立即置于高架十字迷宫的中央平

台处, 头朝固定的某一开臂, 用摄像头记录 5 min动物

的活动轨迹。分别统计各组动物进入开臂、闭臂的次

数和停留时间, 以及进入闭臂的潜伏期。同时计算进

入开臂次数和时间占总入臂次数和时间的百分比, 进

行统计分析。高焦虑水平的动物在开臂停留的次数和

时间显著低于低焦虑水平的动物。

1.1.1.1.3 高架 T 迷宫实验 T迷宫由高架十字迷宫

改进而来[29,35]。大鼠迷宫三臂各长 50 cm, 宽 12 cm, 离

地 50 cm。闭臂高 40 cm, 与两个开臂垂直, 开臂两侧

设有 1 cm高的边缘防止跌落。小鼠迷宫结构相似, 臂

长 30 cm, 宽 5 cm, 闭臂高 15 cm, 开臂高 1 cm, 离地

38.5 cm[29,35]。T迷宫可以通过不同实验程序分别评价

抗焦虑和抗惊恐药物。回避反应实验 (avoidance) 用

于评价抗焦虑药物: 大鼠给药后一定时间放入迷宫闭

臂, 面朝开臂, 记录其从放入迷宫到四足全部进入开臂

Figure 1 Typical ethological tests of unconditioned anxiety models
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的时间, 作为潜伏期基线; 取出该动物, 间隔 30 s再次

放入闭臂, 记录其四足全部进入开臂的时间为回避反

应潜伏期 1, 再次取出该动物并间隔 30 s放入, 记录其

四足全部进入开臂的时间为回避反应潜伏期 2。小鼠

实验与大鼠类似, 但放入检测的次数增加到 5次, 即记

录 5 个回避反应潜伏期[29,35]。逃避反应实验 (escape)

用于评价抗惊恐药物: 动物给药后一定时间放入开臂

面朝固定的某一闭臂, 记录其从放入迷宫到四足全部

进入闭臂的时间为逃避反应潜伏期。对比组间动物反

应潜伏期, 抗焦虑药物可以缩短回避反应的潜伏期, 抗

惊恐药物可以延长逃避反应潜伏期[29]。

1.1.1.1.4 圆形迷宫/O迷宫实验 O迷宫是在高架十

字迷宫基础上的改进, 由一个环形区域构成, 四等分交

替分为开臂和闭臂, 以避免动物停留于中心区既不属

于开臂也不属于闭臂的现象[36]。大鼠O迷宫为黑色硬

质塑料制成的内直径105 cm的圆环迷宫, 跑道宽10 cm,

等分为四份, 闭臂两侧设有高 27～40 cm的侧壁, 开臂

两侧高 1 cm, 防止动物掉落[29]。小鼠O迷宫与大鼠O

迷宫类似, 内直径 30 cm, 跑道宽 5 cm[37]。实验方法和

评价指标同高架十字迷宫实验, 但动物放置于O迷宫

的开闭臂交界处, 头朝固定的某一开臂。

1.1.1.1.5 明暗箱实验 由Crawley[38]利用动物对明亮

地方具有天然的厌恶和好奇倾向建立。明暗箱尺寸为

44 cm×21 cm×21 cm, 暗箱占 1/3, 顶部加盖避光, 明箱

占 2/3, 顶部亮光照明。两箱之间的隔板底部有一个

12 cm×5 cm或 7.5 cm×7.5 cm的门洞供动物穿过[29,30]。

动物给药后一段时间, 在敞口动物盒中自由探究10 min

后将其立即置于明箱中央, 背对洞口, 记录 5～10 min

内动物的活动行为[29]。统计动物进入暗箱的潜伏期,

穿箱次数, 在明暗箱的滞留时间, 进入明箱次数和时间

占总次数和停留时间的百分比。高焦虑水平的动物的

潜伏期、进入明箱次数和时间显著低于低焦虑水平的

动物。

1.1.1.1.6 爬梯实验[29] 基于啮齿类动物进入新异环境

时通常感到紧张不安, 表现为警觉和活动增加建立。实

验使用有机玻璃箱, 长45 cm、宽10 cm, 一端高12.5 cm、

另一端高 25 cm, 箱内有 5级高 2.5 cm、宽 10 cm的相同

楼梯, 保证动物在楼梯内都有相同的站立条件。实验

时环境安静、光线恒定, 将小鼠置于箱的底部, 使其背

朝楼梯, 记录 3 min内小鼠在楼梯上站立数 (两前肢完

全脱离地面计为一次) 和攀爬上阶梯的级数 (四肢都

停留在阶梯上才算为一级, 忽略下阶梯的级数)。以动

物的爬梯数作为评价动物探究行为或活动性的指标,

而站立数则作为动物焦虑状态的参数。抗焦虑药物在

不减少爬梯数的同时使站立数减少。

1.1.1.1.7 孔板实验 该实验由Boissier等[39]于1962年

首次建立, 动物的反复钻头行为反映了动物的新奇感与

逃避的冲突行为。小鼠实验箱为40 cm×40 cm×27 cm的

敞箱, 盒底均匀分布有4个直径为3.0 cm的圆孔, 每个孔

内壁光滑, 孔中心距离邻近的两个壁的距离为10 cm; 大

鼠实验箱为66 cm×56 cm×47 cm, 圆孔直径为3.8 cm[29]。

实验时将给药后的动物单独放置于实验箱孔板中央,

记录 5 min内的活动行为, 包括钻头次数和时间 (以动

物把头部伸入孔中直到双肩低于板平面时为一次; 在

一个圆孔探究一次后, 不离开该圆孔而继续探究该孔

的次数不计入, 离开该孔后重新回来探究, 算作另一

次) 和自主活动 (动物在实验箱内水平活动的时间)。

抗焦虑药物在不影响动物自主活动的同时, 增加钻头

次数和时间[29,40]。

1.1.1.1.8 高架小径实验 (Suok 实验) [41] 由 Kalueff

等[41]在 2005年基于经典的趋近-回避理论建立, 动物

在高架平衡木上活动同时受到高度 (同时被保持平衡加

强) 和新环境的威胁, 表现出对压力敏感的自发探究

活动和平衡能力的变化。小鼠使用长2～3 m, 直径2～

3 cm, 离地 20 cm的光滑铝管或铝棒, 正中 20 cm区域

为中央区; 大鼠使用 240 cm×5 cm×1 cm的铝制“小径”

或直径 5 cm 的裹有海绵的金属/塑料棒 , 离地 20 cm,

正中30 cm区域为中央区。常规Suok实验在普通照明

条件下进行; 明暗 Suok实验在暗室中进行, 在一半装

置上方 50 cm处悬挂 4～6个 45～60 W灯泡。动物在

给药一定时间后至于中央区自由活动 5～10 min, 由摄

像机捕捉动物的行为。记录动物的水平探索 (离开中

央区, 跨越分区, 移动距离和时间, 不动时间等)、垂直

探索 (直立, 靠墙行为)、定向探索 (钻头, 侧视)、风险评

价行为 (伸展姿势) 和植物性神经反应 (排便潜伏期,

粪便数量, 排尿点)。在常规 Suok实验中, 焦虑动物的

探索活动减少, 在明暗 Suok实验中, 焦虑动物进入明

亮区域的时间和在明亮区域内移动的距离均减少。

1.1.1.2 社会行为实验

社会行为模型基于动物的社会活动行为建立[14]。

天敌暴露、社会隔离和母爱剥夺模型也属于社会行为

模型, 但因不能评价焦虑水平, 将在“1.2仅建立焦虑反

应的模型”中进行介绍。

1.1.1.2.1 群居接触实验[29] 本方法为 1970年代末期

File和Hyde[42]建立, 基于孤养大鼠在陌生的环境相互

表现出渴望接触的动机, 但又对陌生环境和强光条件

产生恐惧形成的矛盾冲突状态, 表现为正常的主动接

触行为受到抑制。一般采用雄性大鼠单笼饲养 7日以

上, 实验时按体重随机编成成对小组 (体重一般相差

不超过 15 g), 给药后放回原笼。动物彼此不熟悉条件
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下, 将配对两只大鼠对角同时放入60 cm×60 cm×35 cm

的敝箱。分别测定 10 min内配对大鼠在强光 (350流

明左右) 和弱光 (30 流明左右) 下的主动接触累积时

间 (s), 主动接触包括: 嗅、舔、追尾、抓、咬、踢、打等行

为动作, 而被动的依靠则不计入在内。实验后将大鼠

单个放在箱内, 使之在自然光的条件下每天熟悉实验

箱 10 min, 连续 2天。接下来进行强光和弱光熟悉实

验, 观察时间和指标与第一阶段相同。未经药物处理

的大鼠, 其主动接触时间在弱光熟悉多于强光不熟悉,

而强光熟悉与弱光不熟悉则介于两者之间。不同类型

的抗焦虑药物在此模型上的表现不完全相同。如 :

BDZ类药物增加强光或不熟悉环境下大鼠的主动接

触时间, 而在弱光熟悉条件下的作用极小; 巴比妥类药

物则在4种条件下都使主动接触增多。

1.1.1.2.2 分离诱导超声波实验 啮齿类动物可以发

出并探测超声波用于交流 , 其频率与动物的情绪相

关[43]。幼年大鼠出生后前 14天内, 在与母亲、同巢幼

崽或巢穴分离时会发出超声波 , 该反应在幼崽出生

6～12天内最强[29], 可作为焦虑模型用于抗焦虑药物

评价[44]。实验使用出生后 9～11天的幼鼠, 保持室温

25 ± 1 ℃。实验前与母鼠正常合养, 实验当天, 幼鼠腹腔

给药后放回原笼, 按设计在一定时间后依次取出幼鼠,

放入隔音箱内的 20 cm×20 cm×17 cm有机玻璃箱或铺

有滤纸的 500 mL烧杯中并关闭隔音箱, 记录 5 min内

幼鼠发出 20～60 kHz之间超声波的发声次数, 超声记

录结束后记录动物的直肠温度[29,44]。抗焦虑药物在不影

响动物直肠温度的前提下减少动物的发声次数[29,44]。

1.1.1.2.3 期待性焦虑实验 基于实验动物在应激下

体温升高的现象建立, 该现象也在人类存在[45]。当群

居小鼠被从笼中依次取出时, 最后一只小鼠出现直肠

温度升高的现象, 是动物对反感事件的期待性焦虑造

成, 可以被提前给予的抗焦虑药物抑制[29,46]。雄性小

鼠在实验环境中适应饲养至少 7天以后随机分组, 每

笼 18～20只, 按设计给药一定时间后, 逐一取出小鼠

测温。只记录前 3只和最后 3只的体温。探头伸入的

长度和停留的时间保持一致[29,46]。计算后 3只和前 3

只动物的体温平均值之差作为体温的升高值。空白对

照的升高值一般为 1.1～1.3 ℃。实验结果用多因素方

差分析和Tukey's test[29,45,46]。

1.1.1.3 恐惧行为实验

1.1.1.3.1 僵住行为实验 基于啮齿类动物在遭受厌

恶刺激时会产生僵住的防御性行为建立[29]。实验使用

动物操作箱, 底部金属栅栏, 带有电击控制器[29,47]。雄

性大鼠给药后适当时间单独放入操作箱内任其自由探

究 2 min。然后给予 0.5 mA、0.5 s电击, 2～2.5 min后

再次电击, 进行观察, 记录动物的僵住时间、小范围探

究活动时间 (仅躯体和前肢活动)、活动时间 (后肢活

动、理毛、站立) 和站立次数[29,47]。

1.1.1.3.2 听觉惊跳反应实验 突然的声音刺激会引

起哺乳动物的惊吓反应[29]。惊跳反应系统包括小笼

(大鼠 8 cm×8 cm×16 cm[29], 可以限制其活动但不致束

缚)、扬声器和压力感受器, 置于隔音箱中。动物置于

小笼内适应 50 分贝 (dB) 白噪声 5 min, 实验噪声为 98

或124 dB, 持续 20 ms, 并测定动物200 ms内压力变化,

各噪声随机重复 12次, 间隔 20～40 s (同样随机), 给药

后再次以上述程序随机测定[29]。每次刺激后 200 ms

内最大重量变化为惊恐峰值, 每个刺激的 12个峰值取

均值。动物给药前作为对照, 结果以给药后的均值占

给药前均值的百分比表示[29]。

1.1.1.4 其他行为模型

1.1.1.4.1 新奇抑制摄食实验 1988 年由 Bodnoff

等[48]基于动物的吞噬行为建立, 禁食动物在新环境里

会产生类似焦虑的冲突反应[14,29]。大鼠使用 76 cm×

76 cm×46 cm[29]至 100 cm×100 cm×40 cm[49]的敞箱, 底

部铺有一层锯末 (每只动物更换), 中央区摆有 30个同

样大小的食丸或一定重量的食物 , 中央区有强光照

明[49]。小鼠使用较小的敞箱 (如 50 cm×50 cm×20 cm)

和较少的食物[29,50]。使用雄性动物, 测试前给药一至

多次, 实验前动物禁食 48 h后头朝外放入敞箱并开始

计时, 直到动物开始咀嚼食物而不是摆弄食物, 记为摄

食的潜伏期[49], 记录 5～10 min 内动物的摄食量[49]。

以摄食潜伏期和摄食量判断药物的抗焦虑作用, 抗焦

虑药物使动物的摄食潜伏期缩短, 摄食量增加[49]。

1.1.1.4.2 咬木塞实验 本模型基于啮齿动物的啃咬

习性 , 由 Pollard和 Howard[51]于 1991年首次报道。该

方法对丁螺环酮类药物敏感 , 因此有独到的价

值[29,46,51]。实验使用底部带金属丝网的不锈钢笼具, 大

小为 17 cm×18 cm×24 cm; 11号软木塞, 重 2～3 g[29,51]。

实验使用雄性大鼠, 每天上午单独与一个软木塞放入

笼具训练 30 min, 每周训练 5天, 训练 30次至软木塞丢

失量 (精确至 0.01 g) 稳定后开始给药实验, 记录给药

前数日的丢失量和给药后的实验日丢失量[29,51], 以给

药前数日的丢失量均值为基线, 与给药后的实验日丢

失量比较进行计算[29,51]。

1.1.2 条件化焦虑模型

条件化焦虑模型考察动物对条件化 (且往往是疼

痛, 例如电击) 刺激的焦虑行为反应[27]。典型的条件

化模型使用的仪器如下图2所示。

1.1.2.1 操作条件冲突实验

操作条件冲突实验指包含学习/惩罚反应的焦虑
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动物模型[52], 通常使用斯金纳箱, 也称条件操作箱 (图

2)[53], 尺寸一般为 30 cm×22 cm×27 cm, 放在隔音箱中,

箱中有通风和摄像头。底部为与电刺激器相连的不锈

钢栅栏, 上方照明, 一侧装有 1只扬声器和 2个刺激灯,

其下方 5 cm处各有 1个不锈钢水平压杆用于动物获得

食丸[29]。

1.1.2.1.1 Geller-Seifter 冲 突 实 验[29] 由 Geller 和

Seifter[54]建立, 通过给饥饿大鼠食物奖赏的同时给予电

击刺激, 使大鼠处于矛盾冲突状态。实验使用连接微

机的斯金纳箱, 选用健康雄性大鼠, 体重 250～300 g。

首先, 设置程序训练大鼠, 经典Geller-Seifter程序由变

动间期 (variable interval, VI) 和固定比率 (fixed ratio,

FR) 两部分组成。先对大鼠进行VI-2 min训练, 每日

训练大鼠至平均每 2 min的间隔获得一次食丸; 之后

变为FRl, 即在VI内的每个15 min内给予3 min的声刺

激。大约再过 7个训练间期 (7天), 在声刺激同时给予

电击 (电击强度为 0.6～0.85 mA), 即在声音出现时每

次压杆产生一次强化和一次电击。程序可缩写为“组

合VI-2 min (食) + FR1 (食＋电击)”, FR1称为冲突部

分。分别记录FR和VI期动物压杆数。抗焦虑药物增

加 FR期压杆次数, 而不影响 VI期反应; VI期压杆反

应次数的降低可能与药物的镇静作用有关。在此基础

上调整时间和刺激等条件 , 发展出 Davidson-Cook、

Pollard-Howard 和 Kennett-Pittaway-Blackburn 等训练

程序, 可参见相关文献[29], 本文不一一详述。

1.1.2.1.2 安全信号撤除实验[29] 此实验基于在经过

训练、与安全信号建立了条件反射的大鼠, 在安全信号

消失后会产生焦虑的原理建立。实验分训练和实验两

个阶段。训练阶段大鼠禁食 24 h, 每天训练 18 min, 约

12 天内学会从 FR1 到 FR8 的压杆强化操作 (参见

1.1.2.1.1和文献[29]), 期间保持右灯亮 (安全信号), 压右

杆给予食丸, 压左杆无反应。12天后在第 4 min和第

11 min分别加入 4 min的电击惩罚期, 期间左灯亮 (惩

罚信号), 压右杆给予食物强化同时按 50%的随机比率

给予不超过 9次的电击, 并逐渐增加强度至每只大鼠

产生类似的反应抑制 (0.5～1.5 mA), 记录大鼠获得的

食丸数和电击数。大约 20个训练间期后所有大鼠都

表现出稳定的非惩罚和惩罚反应速率, 此时开始药物

实验。实验间期共 11 min, 1段 (4 min) 和 3段 (3 min)

为FR8非惩罚期, 右灯亮 (安全信号); 2段 (4 min) 左右

灯均关闭 (安全信号撤除), 室灯亮, 按FRl给予强化但

不加电击, 记录各段动物的压杆强化数。抗焦虑药在

不增加1、3段强化数的剂量下增加2段的强化数。

1.1.2.1.3 戊四氮鉴别刺激实验 五甲烯四氮唑, 即戊

四氮 (pentylenetetrazol, PTZ) 是一种 GABA 受体拮抗

剂和致焦虑剂, 广泛应用于动物焦虑模型的建立。本

模型通过固定比率食物强化程序使动物对PTZ和某个

特定的条件 (如正确压杆或钻洞) 建立条件反射, 并不

断强化 , 形成 PTZ 辨别 , 抗焦虑药物可以使动物 PTZ

判别正确率下降[46,55]。实验装置为斯金纳箱或钻洞触

Figure 2 Typical apparatus for conditioned response models
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鼻训练箱[46,55]。雄性大鼠单笼饲养, 禁食至体重下降

20%并保持控制食物使体重维持在这一水平, 开始进

行压杆奖赏实验, 给予戊四氮 20 mg·kg-1后, 动物压A

杆有食丸奖赏, B杆不给奖赏; 注射生理盐水则反之。

每天进行一次 5 min训练, 随机给予戊四氮或生理盐

水, 但连续给同一刺激不超过 2次; 最终使动物能够完

成连续 8次的正确辨认 (所注射的是生理盐水或是戊

四氮), 进入测试阶段。给药后每 2天进入训练箱 1次,

当天提前1 h给予受试药物或溶剂对照, 之后腹腔注射

戊四氮或生理盐水, 观察动物的压杆行为[46,55]。记录

测试阶段动物压杆的正确和错误行为次数, 给予抗焦

虑药物的动物压错杆才记为正确行为, 连续 4次正确

行为可以认为受试药物具有抗焦虑活性。每只动物统

计是否体现抗焦虑活性, 得出百分比并用 χ2检验比较

组间差异[46,55]。

1.1.2.2 Vogel饮水冲突实验[29]

由Vogel等[56]于 1971年建立的非操作条件冲突实

验, 主要利用禁水动物饮水时受到电击的恐惧形成矛

盾状态, 抗焦虑药物会使惩罚期舔水次数增多。实验

箱为 45 cm×24 cm×21 cm的有机玻璃箱, 底部为不锈

钢栅栏, 顶部为不锈钢网盖, 插入绝缘的带有不锈钢嘴

的水瓶, 水瓶和底部栅栏一起通过导线与刺激-记录仪

相连。实验分两阶段进行。第一阶段为训练期, 动物

禁水 24 h后被单独置于操作箱, 直到发现瓶嘴并开始

舔水, 计数器自动记录其在 3 min内的舔水次数, 对舔

水少于 300次的动物予以淘汰; 第二阶段为惩罚期, 将

未被淘汰的动物继续禁水 24 h后给药, 再次单独置于

操作箱, 动物舔水 20次起仪器自动开始计时并给予一

次电击 (舔水与电击次数之比为 20∶1), 电击强度一般

为 0.2～0.5 mA, 持续 2 s, 但动物可通过脱离瓶嘴来解

除电击。记录 3 min动物的舔水次数和电击次数。也

可以通过多次饮水电击造成焦虑模型。

1.1.2.3 电击探头埋藏实验

也称为条件性防御掩埋模型, 基于动物对恐惧刺

激产生的防御反应建立, 该反应不需要训练, 经历一次

电击即可出现[29]。一些神经松弛剂也表现出阳性效果,

但抗焦虑药物仅在低电流时有效, 神经松弛剂在电流

较高 (如10 mA) 时仍有效[46]。实验使用40 cm×40 cm×

30 cm有机玻璃盒, 底部均匀覆盖 5 cm厚垫料。四壁

安装有 4个电击探头 (长 6.5 cm, 直径 0.5 cm), 均高于

垫料 2 cm, 电流设为 1～2 mA, 盒上方连接摄像头用于

观察[29,57]。实验前, 每天将大鼠 5～6只为一组放入实

验盒适应 30 min, 共适应 4天。实验当日给药后适当

时间, 大鼠单独放入实验箱中央, 背对电击探头, 待动

物第一次接触探头被电击后开始计时 15 min, 探头保

持充电[29,57]。记录大鼠被电击后 15 min内掩埋动作的

持续时间、电击的总次数、动物的不动时间 (定义为大

鼠除了呼吸外身体完全不动) 和电击反应行为评分。

评分标准为: 1分 = 只有头或前爪退缩, 2分 = 全身退

缩, 包括/不包括缓慢远离探头, 3分 = 全身退缩及立即

远离探头, 包括/不包括跳跃, 4分 = 全身退缩和跳跃

(四爪离地) 并立即逃向实验箱对侧[29,57]。

1.1.2.4 小鼠四板实验[29]

四板实验以被动回避为基础, 小鼠渴望探究, 但又

因害怕足部电击而使探究活动受到抑制, 抗焦虑剂可

缓解或解除这种抑制状态, 使小鼠电击次数增多。实

验使用 25 cm×18 cm×16 cm 的长方形箱 , 底部有 4 块

8 cm×11 cm的金属板, 各板间均有 4 mm宽的间隙, 均

与电刺激器相连, 电流强度为 0.2～0.8 mA, 处于对角

线的 2块板同极, 使小鼠每当跨越上下或左右金属板

时受到一次电击。给药后一定时间将小鼠置于板上,

让其探究 15 s后打开电刺激器。当小鼠受到电刺激时

产生明显的逃避反应, 通常穿过 2块到 3块板便会停

下, 计为 1次。如小鼠继续移动, 3 min内不予电击; 如

小鼠不停移动则予以淘汰。记录 10 min内每分钟的

电击数。

1.1.2.5 应激诱导超声波

啮齿动物在面对厌恶事件, 如电击、与同窝幼仔分

离、固定尾部和冷板等时发出超声波, 这一反应不会被

止痛类药物抑制 , 可以用于抗焦虑药物的评价[58,59]。

与分离发声实验不同, 电击等应激条件下的超声发声

实验属于条件化焦虑模型[58]。实验使用连接有超声测

量仪器的隔音箱。使用 200 g左右的青年雄性Wistar

大鼠, 适应环境饲养 7天以上。在训练期, 每只大鼠每

天单独放置于隔音箱中接受电击或天敌暴露、社交失

败、声音惊吓和慢性温和应激等刺激[59,60], 经过一段时

间的训练 (如电击 5天), 最后一次应激后立即记录超

声波 5 min。连续两天发出超过 150 s超声波的动物为

造模成功, 可用于后续的药效评价[58]。统计动物发出

超声波的时长 (s) 和平均发声水平 (以测试期间的超

声信号平均值表示), 抗焦虑药物能够剂量依赖地减少

超声波时长和平均发声水平[58,59]。

1.1.2.6 其他条件性焦虑实验

其他条件性焦虑模型包括条件恐惧实验和条件味

觉厌恶等。条件恐惧实验基于巴普罗夫的条件反射建

立, 如条件性情绪反应[61], 将较弱刺激通过训练与厌恶

刺激建立条件反射, 在没有刺激的情况下测量动物的

行为, 以评价其焦虑或恐惧的强度[62]; 恐惧增强惊跳实

验因不测量对焦虑或恐惧的抑制状态[62], 而是考察对

象对训练场景的惊跳反射变化, 目前在 PTSD研究中
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较为常用[63]。条件性味觉厌恶是味觉刺激与不适内脏

刺激导致的厌恶情绪之间的条件反应[64], 抗焦虑药物

可以对抗通过训练建立起的条件厌恶反应[65]。这两类

实验目前在焦虑药物的临床前评价中应用较少, 本文

不再详述。

1.2 仅建立焦虑反应的模型

此类型模型只建立焦虑反应 , 焦虑水平可通过

“1.1可测量焦虑情绪水平的动物模型”中的方法进行

评价。

1.2.1 应激焦虑模型

应激是焦虑相关障碍的诱发因素, 也是目前造成

抑郁等各种精神障碍的主要因素之一[66]。通过各种应

激条件刺激动物可以模拟人类在应激下的焦虑反应,

相关模型包括不同的压力源 (包括躯体应激和社会心

理应激)、不同的应激时间 (单次或慢性多次应激)、单

一压力源多次应激或不同压力源多次应激等[66]。

1.2.1.1 躯体应激

躯体应激通过对机体结构和/或功能完整性的破

坏而刺激中枢神经产生焦虑反应[67]。强迫游泳等无法

逃避的应激条件更适用于造成抑郁模型, 不在此详述。

1.2.1.1.1 足部电击 使用具有电击控制器不锈钢栅

栏的实验箱, 可参考僵住实验等实验的电击条件, 如大

鼠电击0.5 mA、0.5 s[29]。

1.2.1.1.2 束缚/固定应激 大鼠可使用适当大小的矿

泉水瓶, 小鼠则可以使用 50 mL离心管, 并在鼠头位置

开洞制成通气良好的塑料束缚管, 将动物置于束缚管

中, 尽量避免生理性压迫和疼痛的发生, 大鼠每次束缚

时间一般为每天 120～180 min, 小鼠则可延长至 8 h。

固定应激使用胶带将动物四肢用胶带固定, 头部用金

属环限制活动[52]。急性应激可在 1～2天内造成焦虑

模型, 慢性模型则需要7～21天[52,68]。

1.2.1.1.3 低温诱导应激[52] 体温变化会激活机体的

温度调节中心 , 并随后激活 HPA 轴从而诱发应激反

应。将动物放于 15～18 ℃的冷水中 15～30 min, 或在

4 ℃环境中放置 15～30 min, 可进行急性单次应激或

慢性应激 (7～14天)。

1.2.1.1.4 噪音应激 噪音作为环境中的压力源可以

导致睡眠障碍、焦虑、抑郁等精神障碍以及高血压、心

律不齐等一系列不良反应[52,69]。将 15 W 扬声器置于

动物笼具上方 30 cm 处 , 连接 0～26 kHz 白噪音生成

器[52], 给予动物 100 dB 或以上的噪音。单次刺激 4 h

可造成急性应激, 每日 4 h刺激, 持续 14天可以造成慢

性应激[52]。

1.2.1.1.5 慢性温和不可预期应激 慢性温和不可预

期应激, 又称慢性温和应激、慢性不可预期应激或慢性

可变应激[66], 慢性应激反应和不可预测性增加的不确

定性可以造成动物的焦虑和抑郁样反应, 引发皮质酮

分泌、HPA 轴功能异常和氧化应激等一系列反应[17]。

实验使用雄性大鼠孤养, 每日随机选取一种刺激, 连续

两天内刺激方法不重复, 包括整晚光照、禁食、笼具倾

斜、低温、强迫游泳、束缚、高架、振动等 , 持续 3～4

周[17,66]。

1.2.1.1.6 皮质酮诱导的焦虑模型 动物躯体应激后

激活HPA轴, 刺激糖皮质激素等激素分泌并诱导动物

的焦虑行为[70]。通过注射啮齿类动物最主要的糖皮质

激素——皮质酮, 同样可以影响杏仁核神经元并诱导

焦虑行为。雄性Wistar大鼠单次注射 10 mg·kg-1皮质

酮 12 天可造成急性焦虑模型[71]; 雄性大鼠每天束缚

4 h后皮下注射皮质酮 30 mg·kg-1持续 21天[72]可造成

慢性焦虑和抑郁样模型[73]; 雄性CL级中缅树鼩 (130～

150 g) 皮下注射皮质酮 (27 mg·kg-1), 持续 21天也可造

成慢性焦虑模型[74]。

1.2.1.2 心理应激

心理应激模型基于动物存在与人类相似的情绪、

心理冲突等反应, 通过施加一些心理应激因素建立[67]。

1.2.1.2.1 天敌暴露 基于啮齿类动物在遇到天敌时

的四处逃窜、动作僵硬、蹲伏、不自主排泄等焦虑行为

而建立[75]。将大鼠与猫同时放入有阻挡的铁丝笼中,

每次时间持续 45 min, 大鼠可通过视觉、嗅觉、听觉体

验到天敌的存在但不会受到直接攻击。同时每天让猫

仅进食 30 g 小鼠 1 只 , 使处于饥饿状态 , 以维持其攻

击性[75]。

1.2.1.2.2 社会隔离 啮齿类动物的社会隔离可以诱

导动物的神经化学和神经内分泌功能变化和抑郁/焦

虑样行为, 建立焦虑和抑郁模型[76]。该模型在群居的

大小鼠雌雄动物上均可成功建立、但不适于大仓鼠等

独居动物[77]。早期社会隔离模型一般采取离乳大鼠

(3周左右) 单笼饲养至成年[78]; 成年社会隔离模型则

采取单笼饲养4～10周造模[76,77,79]。

1.2.1.2.3 昼夜节律变化[52] 昼夜节律由松果体分泌

褪黑素调节, 光照节律变化同时涉及躯体和心理两个

方面, 啮齿动物接受不可预期光照变化后表现出急性

应激反应, 可通过昼夜颠倒光照, 或在正常的昼夜光照

循环中增加数个黑暗时段建立。但由于动物能够适应

长期的节律改变, 该应激只适用于急性模型。

1.2.1.2.4 不确定性空瓶饮水应激 空瓶饮水刺激模

型是一种慢性心理应激模型, 通过 2周左右应激可以

诱导动物的焦虑反应和肾上腺素、去甲肾上腺素及皮

质酮的升高[3,19,80]。大鼠或小鼠均对此应激敏感。应

激动物单笼饲养 , 先进行 7 天饮水训练 , 每天早晚各
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10 min定时给水, 两次饮水间隔 12 h, 其余时间撤去水

瓶。训练后开始 2周应激, 每天的饮水时间段内, 随机

选取 1～2个时间段给予空瓶刺激, 共饮水 12次, 空瓶

16次[68,81]。

1.2.1.2.5 慢性社会挫败应激 基于雄性动物之间的

社会从属关系建立, 通过长期暴露于处于主导的“居留

者”动物造成应激, 动物表现出社交回避、焦虑、抑郁、

多动等多种行为学变化和持续的 HPA 轴激活效

应[82,83]。实验采取“居留者-入侵者”模式建立, 入侵者

体重小于居留者, 事先筛选去除攻击性不足 (5 min内

无攻击行为) 或过强 (导致入侵者躯体损伤) 的居留动

物。小鼠模型使用 7～8周C57BL/6J雄性小鼠作为入

侵者, 使用退役雄性CD-1种鼠单笼饲养作为居留者,

将C57BL/6J小鼠放入CD-1小鼠饲养箱中进行直接或

隔网接触 5～10 min, 每天接触一次, 共接触 10天[83]。

大鼠模型可采用雄性 Long-Evans 或 Lister Hooded 大

鼠作为居留者, 雄性Wistar或 SD大鼠作为入侵者, 隔

网接触时间延长至每天1 h, 共接触5周[84,85]。

1.2.1.3 发育模型

1.2.1.3.1 产后应激 啮齿动物产后早期的应激经历

会导致其终生应激反应, 也会造成成年动物HPA轴的

过度活化, 与人类的童年创伤导致成年后的焦虑、抑郁

等精神障碍相似[66]。幼仔从出生后早期 (3～4天) 与

母亲分离一段时间可造成急性应激 , 可通过超声波

(1.1.1.2.2) 进行评价; 出生后 2～9天仅给带仔母鼠极

少垫料和纸巾, 可以造成母鼠对幼仔护理的不稳定和

碎片化的慢性模型[66]。

1.2.1.3.2 产前应激 孕期应激造成子代HPA轴功能

和行为的异常, 包括童年和成年期易怒, 睡眠和饮食障

碍及较高水平的情绪问题[66]。通过对动物整个孕期进

行慢性温和应激[86], 或在孕期最后一周每日对动物进

行束缚或电击 1～3次可以建立产前应激模型。孕期

感染造成的固有免疫激活模型也同样可以在子代造成

焦虑样行为[66]。

1.2.2 药物诱导的焦虑模型

药物诱导的焦虑模型基于临床发现的致焦虑药物

建立, 通常用于焦虑的神经生物学研究, 也被用于抗焦

虑药物的评价[22]。

1.2.2.1 1-(3-氯苯基) 哌嗪单盐酸盐 (间氯苯哌嗪, meta-

chlorophenylpiperazine, mCPP) 诱导的焦虑模型

mCPP最早在临床上发现可致焦虑, 并可以导致

动物脑内 5-HT系统的变化[22], 研究表明mCPP是5-HT

受体激动剂 , 对 5-HT1B和 5-HT2C等均有激动作用[87]。

通过雄性大鼠或小鼠适应饲养后按 2 mg·kg-1皮下注

射mCPP建立模型, 30 min后使用明暗箱测试其焦虑

行为[46,88]。

1.2.2.2 其他药物诱导的焦虑模型

除了上述药物以外, 以往的研究表明肾上腺素能

药物 (如肾上腺素、去甲肾上腺素、育亨宾等)、拟胆碱

药 (如槟榔碱)[22]、GABA受体激动剂[89]、胆囊收缩素、

二氧化碳、乳酸钠、咖啡因和氟马西尼等[22]可以诱导焦

虑模型的建立, 成瘾药物的戒断也同样可以造成动物

的焦虑模型, 但这些模型均多用于药物作用机制的研

究, 并不常见于药效学评价, 因此不在此详述。

1.2.2.3 药物诱导的惊厥模型[46]

由于苯二氮卓类抗焦虑药物通过增强抑制性神

经递质 GABA 和甘氨酸发挥抗焦虑作用 , 通过阻断

GABA能或者甘氨酸能神经传递诱导的动物惊厥模型

也可以用于抗焦虑药物的筛选。常用的诱导惊厥的药

物包括士的宁、印防己毒素、戊四氮、异烟肼和育亨宾

等, 通常以动物出现惊厥的时间 (潜伏期)、第一次达到

V级发作的潜伏期、发作例数、一定时间内的死亡数和

时间等作为评价指标。

1.2.3 遗传动物模型

在探究焦虑障碍的病因、神经生物学和新药研发

方面, 遗传动物模型是一种独特而全面的工具[90]。目

前已建立了多种焦虑或焦虑样转基因动物和基因敲除

动物, 用于对药物的药效评价及作用机制研究。已经

报道的焦虑动物遗传模型主要基于 5-HT系统、GABA

系统、HPA轴等与发病机制密切相关的基因建立。鉴

于焦虑与抑郁在发病机制中的相关性, 这些转基因动

物模型往往也可以应用于抑郁研究。

1.2.3.1 单胺神经递质系统相关遗传动物模型

单胺类神经递质如 5-HT、去甲肾上腺素 (norepi‐

nephrine, NE) 和多巴胺等对中枢神经系统的调节起

重要作用, 并与焦虑等情绪障碍的发生有密切关系。

已经建立了一系列与 5-HT 分泌、转运和受体相关的

动物模型 , 包括 5-HT 受体 (5-HT1A、5-HT1B、5-HT2C和

5-HT5A) 5-HT转运体 (SERT) 的空突变、敲除和杂合子

动物, 一般用于SSRI等药物的作用机制研究[90]。其中

5-HT1A敲除小鼠具有良好的表型, 是目前研究最广泛

的焦虑相关敲除动物之一[91], SERT 敲除大鼠[92]与小

鼠[91]同样表现出焦虑样行为。值得注意的是, 同一基

因不同遗传背景的动物可能表现出不同的焦虑水平和

对抗焦虑药物的反应, 如C57BL6的 5-HT1A敲除小鼠

在旷场实验和 EPM 实验中的焦虑反应强于 Swiss

Webster 和 129 sv 品系的敲除小鼠 , Swiss Webster 的

5-HT1A敲除小鼠对地西泮不敏感[93]。在NE系统也建

立了类似的转基因动物模型, 儿茶酚-O-甲基转移酶敲

除小鼠表现出典型的雌雄差异, 仅雌性敲除小鼠在明
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暗箱实验中表现出焦虑样行为的增加; α2-肾上腺素能

受体敲除小鼠中, Adra2a亚型敲除小鼠表现出对盐水

注射的焦虑升高行为[91]。

1.2.3.2 GABA能相关基因小鼠模型

GABA 是中枢神经系统的抑制性神经递质 ,

GABA 能网络在焦虑症的发病机制和临床治疗中都

发挥着重要作用[94]。GABA A受体亚单位GABAAγ2、

GABAAα1和GABAAα2的敲除小鼠在BDZs的作用机

制研究中发挥了重要作用 [94]。参与GABA合成的谷

氨酸脱羧酶GAD65的无效突变小鼠则出现杏仁核和

海马体的过度兴奋以及焦虑样行为[95]。

1.2.3.3 HPA轴相关基因动物模型

HPA轴主要通过激素水平调节动物在应激状态下

的焦虑样行为[96], 促肾上腺皮质激素释放激素 (corti‐

cotropin-releasing hormone, CRH) 在其中起重要作用,

因此相关转基因动物也可以用于建立焦虑动物模型。

CRH受体 2敲除小鼠表现出焦虑样行为[94], CRH结合

蛋白 (CRH-BP) 基因缺失的小鼠焦虑行为增多[91], 过

表达CRH小鼠表现出焦虑样行为和运动功能障碍[97]。

盐皮质激素受体敲除小鼠[98]与糖皮质激素受体过表达

小鼠[99]也表现出焦虑行为的增强, 但一般均用于机制

研究, 而不作为药效评价的模型使用。

1.2.3.4 其他基因动物模型

除了以上与焦虑障碍发病机制相关的遗传动物模

型以外, NPY敲除动物在惊跳实验中表现出焦虑反应

的增强[100], 可作为 NPY 相关的焦虑动物模型。脑神

经营养因子 BDNF 的 Val66Met 突变小鼠 BDNFMet/Met

表现出不能被氟西汀缓解的焦虑样行为[101]。SERT和

BDNFMet/Met双转的雄性小鼠也表现出焦虑样行为的增

加[102]。肾素-血管紧张素-醛固酮系统的遗传动物模

型也有焦虑样行为的报道 , 小鼠 ren-2 转基因大鼠

TGR (mREN2) 27脑中血管紧张素Ⅱ升高, 焦虑行为增

加[103], 表达血管紧张素原反义 RNA 的转基因大鼠

TGR (ASrAOGEN) 680也表现出显著高于野生型大鼠

的焦虑行为, 可能与血管紧张素原的低水平引发的 5-

HT系统功能紊乱相关[104]。

1.3 非人灵长类动物焦虑模型

非人灵长类动物与人类系统发育相近, 且对诱发

人类焦虑的条件产生相似的生理和行为反应, 这是啮

齿类动物模型所不能比拟的。其中狨猴 (Callithrix

jacchus) 由于体型小、易圈养, 且不属濒危动物, 常用

于非人灵长类动物焦虑模型的研究[105]。与啮齿类动

物模型相似, 非人灵长类动物模型也包括条件化焦虑

模型如冲突模型[105], 非条件化焦虑模型如旷场实

验[106]、明暗箱[107]等行为性模型, 非自愿社会隔离、群

居接触、人类威胁、天敌对抗等社会行为模型以及PTZ

等药物诱导的焦虑模型等[105], 目前已经建立了超过 30

种非人灵长类焦虑模型, 但由于实验成本和操作等问

题, 其应用仍受到一定限制[105]。

2 规范化抗焦虑药物非临床研究需要注意的问题

2.1 实验动物和品系的选择

大鼠和小鼠是临床前焦虑研究中最常用的模型动

物[90]。在药效学评价实验设计中, 首先应尽量同时考

察药物在大小鼠的抗焦虑作用, 对于存在物种敏感差

异的模型则仅选用敏感物种, 如大鼠对社会学行为较

为敏感, 因此群居接触实验一般优先使用大鼠[29]。其

次, 应考虑在同一物种内, 不同品系的动物对焦虑模型

的敏感程度: 不同品系的大鼠和小鼠对同一模型的敏

感度均存在一定差异; 如C57BL/6小鼠在慢性温和应

激中表现出焦虑和抑郁样行为, 而 ICR小鼠仅表现出

抑郁样行为[108]; Wistar 大鼠在群居接触实验中较 SD

大鼠更为敏感[109]。在基因敲除动物中, 不同品系动物

的焦虑程度和对药物的敏感度也同样存在差异 (详见

1.2.3.1单胺神经递质系统相关遗传动物模型)。因此

在抗焦虑药物非临床药效学评价的实验设计中, 首先

应选择焦虑敏感的动物品系; 其次为增加动物遗传背

景的复杂性, 优先选用远交系动物; 在此基础上, 应同

时覆盖大小鼠, 并在条件允许下进行多品系比较, 以期

获得更全面的药效学评价结果。

2.2 动物性别差异

目前大多数动物模型都以雄性动物为主, 一般是

出于简化实验条件的目的, 避免雌性动物激素周期等

对行为反应的干扰[110]。但是, 焦虑行为中的性别差异

是一个公认且被广泛报道的现象: 内分泌系统参与焦

虑障碍的发病机制, 女性焦虑障碍的发病率显著高于

男性, 并且经常在激素波动时, 包括青春期、经前、怀孕

或产后以及更年期过渡时期加剧或加重[5]。因此, 仅

使用雄性动物往往不能反映药物真正的药效学作用。

近年来的研究表明, 基于行为学的焦虑模型在雌性动

物上同样适用: 与雄性动物相比, 雌性动物在高架十字

迷宫[110]、孔板实验[111]和旷场实验[112]中表现出更低的

焦虑水平, 但在Vogel饮水冲突实验和天敌暴露等威胁

中焦虑水平较高[112], 且受到发情周期、生殖周期和性

腺激素等因素的影响[110]; 而在遗传动物模型中, 雌性

动物往往表现出更高的焦虑水平, 例如雌性SERT KO

大鼠对于焦虑和抑郁相关疾病的易感性高于雄性, 与

临床结果一致[92]。因此在此类模型中, 将雌性动物和

雄性动物分别统计可能是较好的研究方式。

对基于社会行为的焦虑模型, 涉及社会等级和从

属关系的模型一般只在雄性动物中建立, 雌性动物之
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间很难建立起等级从属关系[19,112], 因此在慢性社会挫

败应激和拥挤等模型中只使用雄性动物; 与之相反, 雌

性动物对社会隔离模型 (孤养) 较雄鼠更为敏感[112]。

此外, 已经基于雌性动物的生理机制建立了一些焦虑

模型, 例如使用黄体酮和电击探头埋藏共同建立的雌

性大鼠经前综合征焦虑模型[113], 药物诱导的大鼠围绝

经期动物模型[114]等。但是, 在雌性动物上很难模拟人

类女性产生情绪障碍的心理社会因素, 目前尚没有建

立起公认的标准化雌性动物的焦虑模型。鉴于女性焦

虑障碍的高发病率以及相应模型和药物的缺乏, 亟待

进一步开展女性焦虑障碍模型的研究。

2.3 需要排除的作用

在对药物进行抗焦虑作用的非临床药效学评价

时, 应注意到其他药理作用对抗焦虑作用的干扰, 例如

药物的镇静、催眠和肌松作用以及木僵效应等均可能

使动物在开放区域的活动减少, 药物的镇痛作用可以

使其对电击等刺激更加耐受, 此外, 药物对学习记忆的

影响和抗精神分裂症效应等作用均可能干扰对其抗焦

虑药效的评价。因此在抗焦虑药物的药效学评价中,

需要设计相应的实验以排除以上作用。自主活动实

验、睡眠时间、阈下睡眠时间和脑电图等实验可以考察

药物潜在的镇静-催眠作用[115]。对肌力的潜在作用可

以通过转棒实验、牵引力实验、斜坡/攀网实验和攀登

测试[116,117]等考察。可能的镇痛作用可以通过扭体实

验、福尔马林实验、热板实验、电刺激等考察[118,119]; 对

学习记忆的影响可以通过避暗实验、跳台实验等考

察[29]; 抗精神分裂症作用可以通过木僵作用和小鼠隔

离打架实验评价[120,121]。药物在抗焦虑的剂量对上述

作用无显著影响, 才能表明其抗焦虑作用。

2.4 给药方式的规范性

在非临床药效学评价中, 除了模型选择和设计的

规范性外, 还需要考虑动物给药的规范性。对待测药

物, 应考察不同给药方式的作用。虽然在临床前研究

中经常使用腹腔注射给药, 但考虑到后期的临床转化

与应用, 应尽量考察口服给药的药效。此外, 抗焦虑药

物的动物实验研究往往以单次给药为主, 但临床前研

究中应包含长期给药方案, 一方面避免遗漏慢性有效

的药物如抗抑郁药物 SSRI等[122], 另一方面则需要考

虑长期用药造成的药物耐受性。

2.5 实验实施的规范性

由于抗焦虑药物药效学评价模型中广泛涉及动物

的行为学指标, 因此实验操作的规范性直接决定了结

果评价的准确性与一致性。

2.5.1 动物的提前适应

一般而言, 动物在操作间内应适应两天以上。对

一些实验仪器, 例如听觉惊跳反应, 动物需要提前适应

仪器。但对旷场等基于动物对新奇环境探究行为的实

验则要保持实验设施的新奇性, 仅对实验环境进行适

应。在动物进行环境适应的同时, 实验人员应每日手

握动物接触一段时间使动物适应操作。

2.5.2 实验条件与实验人员的规范性

在实验测试中, 每只动物进入仪器前应使用 75%

乙醇擦拭仪器以去除上一只动物在仪器中遗留气味的

影响。在需要使用垫料的实验如电击探头埋藏实验等

中, 每只动物应更换新的垫料。在行为学仪器和操作

人员之间设置帘子避免人员的干扰和光线变化对软件

识别等的影响。实验人员在操作中应避免使用香水和

有气味的化妆品和其他物品。实验人员应保持稳定,

避免在实验中更换人员, 避免无关人员在操作期间穿

行。考虑昼夜节律的影响, 啮齿类动物在下午活动较

少, 而较多地处于睡眠状态, 因此行为学检测一般在上

午 8:00～12:00之间进行。此外, 在条件允许下应采用

盲法设计, 行为学测试人员对分组信息不知情。

2.5.3 实验操作的规范性

动物放入仪器位置和动物头的方向需一致, 一般

背向操作人, 面向开臂、旷场中心等造成焦虑冲突的位

置, T迷宫则按设计而定; 实验人员的给药、放置等操

作应轻柔快速且稳定, 尽量避免造成疼痛不适和冲击。

2.6 动物分组的规范性

鉴于动物个体差异的影响和行为学指标的特点,

每组同性别动物应不少于 15只, 在雌雄兼用的实验中

应做到性别平衡。待测药物在药效学评价设计中应至

少设置3个剂量组, 动物分组应按体重随机分布。

3 选择规范化研发模型的建议

目前对焦虑障碍及其发病机制的研究表明, 焦虑

障碍是环境和遗传因素共同作用的结果, 涉及神经和

内分泌等多个系统共同的作用。临床研究表明, 不同

类别焦虑障碍存在不同的神经生物学基础, 很难为特

定的焦虑障碍指定特定的动物模型, 单个模型往往只

能反映焦虑的某一个方面或焦虑障碍的某一类型。以

往各方面研究均表明, 单一焦虑模型不足以全面评价

药物抗焦虑的作用, 更为适合的评价方式是选择一组

模型对应一类焦虑障碍[27]。因此, 研究者开发了大量

的焦虑动物模型, 例如群居接触实验反映了类似社交

恐惧症的症状, 而高架十字迷宫则反映了类似恐高症

的症状[27]。药物评价研究表明, 不同焦虑模型常常表

现出对于不同药物的敏感度差异, 例如条件操作冲突

模型对BDZs和抗抑郁药物较敏感而对丁螺环酮敏感

度较低, 恐惧增强惊跳和防御掩埋实验对于 5HT1A和

BDZs同样敏感, 而超声波对目前的各种抗焦虑药物都
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表现出较好的敏感性[123]。

但是, 大量的焦虑模型为药效评价人员在选择模

型上造成了困难, 例如在本综述中列举了超过 40种研

究者经常使用的焦虑模型 (图 3)。在抗焦虑药物非临

床药效学评价的研究中, 应涵盖已有模型的不同类别,

例如尽量同时涵盖非条件模型和条件化模型。在非条

件模型中, 应同时包含探究行为模型和社会行为模型;

在应激模型中, 同时包括急性和慢性应激。在此基础

上, 应选择一些对不同药物均具有较好敏感性的模型,

从而尽可能对药物的抗焦虑作用进行全面评价, 同时,

应该设计排除其他精神神经作用的实验, 具体的推荐

模型参见表1。

4 中国抗焦虑药物研究现状

近年来, 我国焦虑障碍治疗药物的临床研究主要

针对中药复方制剂和帕罗西汀、坦度螺酮等已上市药

物开展。目前国内抗焦虑药物的临床前研究, 一方面

基于传统中医药中的复方制剂, 如逍遥散等[124], 一方

面集中于对天然产物及结构类似物的研究, 如对黄酮

Figure 3 Models used in non-clinical pharmacodynamics evaluation of anxiety disorder

Table 1 Recommendations for the pre-clinical animal model selection of anxiolytics assessment

Anxiety related model
Unconditioned

anxiety model

Conditioned

anxiety model

Stress induced

anxiety model

Medicine induced convulsion

Ethological tests

Social tests

Other behavior tests
Conditioned conflict model
Other conditioned models

Physical stress

Psychological stress

Open field test
Elevated plus maze test
Light/dark exploration test
Holeboard test
Social interaction test
Anticipatory anxiety test
Novelty suppressed feeding
Vogel's drinking conflict test
Four plate test
Shock probe burying test
Electric foot shock stress
Chronic unpredictable mild stress
Social isolation
Uncertain empty water bottle stress

Model to exclude other effect
Sedative-hypnotic effect

Muscle relaxant effect

Analgesic effect

Learning and memory
Antipsychotic effect

Locomotor activity
Electroencephalogram
Pentobarbital-induced sleeping
Sub-threshold pentobarbital action
Rotarod test
Inclined/vertical screen test
Traction test
Climbing test
Hot plate test
Writhing test
Formalin test
Electrical stimulation
Step-through test
Catalepsy
Isolation-induced fighting test
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类单体化合物研究表明, 一系列黄酮、黄酮醇与二氢黄

酮均在动物模型上表现出抗焦虑作用, 且在结构上有

一定的相关性, 其作用机制与GABA受体和 5-HT神经

递质通路相关[125]; 荜拨明碱、甜菜碱和小檗碱等生物

碱类成分[126]以及菲类、黄酮类和苯丙素类等小分子

酚[127]也都有临床前抗焦虑作用的报道; 基于沉香化学

成分沉香呋喃及其衍生物, 中国医学科学院药物研究所

尹大力研究员课题组开发了抗焦虑障碍的1.1类新药布

格呋喃, 其在动物模型上抗焦虑作用效果与地西泮相

当, 较丁螺环酮强, 在中枢神经系统的其他作用较弱。

毒理研究结果显示布格呋喃毒性低, 无依赖性和耐受

性, I期临床试验结果表明其不良反应均为轻中度, 耐

受性良好[128], IIa期临床试验也已完成, 获得了 III期临

床批件, 其作用机制尚在研究中[129,130]。另一方面, 由

于焦虑与抑郁在发病机制上的相关性, 以及抗抑郁药

物抗抑郁和抗焦虑的双重作用, 以快速起效抗抑郁-焦

虑的靶标为研究策略, 军事医学科学院毒物药物研究

所李云峰研究员开发了 2个 1.1类抗抑郁化学新药盐

酸羟哌吡酮 (YL-0919) 和盐酸阿姆西汀(071031B), 以

及 1.1类抗焦虑-抑郁、抗 PTSD候选新药YL-IPA08等,

提示了抗焦虑药物研发的新思路[131]。

5 小结

焦虑障碍是常见的成人精神障碍, 当下新冠肺炎

疫情造成了广泛的紧张与焦虑情绪, 使其得到广泛的

关注。目前对焦虑障碍的发病机制已经有了较为深入

的认识, 基于其发病机制建立了一系列相关的动物模

型。鉴于焦虑动物模型的数量庞大, 涉及行为学指标,

部分实验操作复杂, 对其进行规范化一方面可以提高

模型的成功率、有效性和可重复性, 另一方面可以增加

药物进入临床试验的成功率。规范化的抗焦虑药非临

床效学评价体系对抑郁等情绪障碍的临床前动物实验

研究也有很好的参考价值。
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