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旷场实验在小鼠行为分析中的应用
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摘要      旷场实验是一个研究小鼠自发活动与探索行为的实验。该文以GAT1基因敲除小鼠为

例介绍了旷场实验的原理和实验步骤。将小鼠置于箱型的旷场装置中, 通过录像记录并分析小鼠

在旷场中的活动。结果发现, GAT1基因敲除小鼠的自发活动与野生型小鼠无明显差异, 而GAT1敲
除小鼠的趋避性及焦虑水平较低。旷场实验简单、有效, 是一项重要的行为学实验。
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专题介绍

小鼠动物实验方法系列专题(七)
小鼠是生命科学研究和医学研究的重要模式生物。随着小鼠基因组测序计划的完成, 国际上明显加速

了在这方面研究的投入和部署。从2005年起, 美国、欧盟、加拿大等批准了一系列重大科学计划, 开展基因

工程小鼠的大规模研制, 这些项目包括美国国立卫生院的小鼠基因剔除计划(KOMP, http://www.nih.gov/sci-
ence/models/mouse/knockout)、欧盟第七框架的欧洲小鼠条件性剔除计划(EuCOMM, http://www.eucomm.org)
和加拿大的北美小鼠条件性剔除计划(NorCOMM, http://norcomm.phenogenomics.ca/index.htm)等。中国也在

2006年由科技部立项、上海南方模式生物研究中心牵头启动了中国的小鼠条件性基因敲除计划, 该计划支

持了国内几十个高校和研究所150种条件性基因敲除小鼠模型的建立。随着这些研究计划的快速进展, 大量

基因工程小鼠模型成为科学界的共同资源, 这将对功能基因组和人类疾病治疗的机制以及新药的研发产生

重大而深远的影响。为帮助读者能更好地利用这些小鼠资源开展研究, 我们以专栏形式陆续刊登介绍小鼠

动物实验技术的文章, 也欢迎读者能够踊跃投稿, 把自己手头正在做的小鼠动物实验技术方法和心得体会介

绍给大家, 一起来分享实验过程中的得失和快乐。

旷场实验(open field test, OFT)是一个常用的小鼠

行为学实验。OFT可以检测小鼠自发活动行为(loco-
motor activity)和探索行为(exploratory behavior)。该

实验历史悠久, 是1934年由Hall等[1]研究者发明, 最初

应用在大鼠中, 后推广到小鼠及其他动物上。其原

理基于动物有畏惧空旷场地的天性, 其活动具有趋

避性(thigmotaxis)[2]; 而另一方面, 面对新事物又会产

生好奇心去探究新场所。目前, 常用的OFT系统是一

个方形的箱子(也有实验者设计为圆形“斗兽场”样), 
小鼠在旷场(open field, OF)内可以自由活动, 箱子顶

部置摄像机来记录小鼠活动[3]。OFT是用于评价动

物自发活动以及焦虑状态的经典行为学实验。

目前, OFT的应用非常广泛, 贯穿于小鼠行为学

研究中, 并推广到神经学与精神药理学研究中[4], 以
抗精神病药物为例, OFT一般用来检测药物的副作

用(如对行动的影响、睡眠等)[5]。目前, 在行为学研

究中, OFT往往是用来做对照, 以反映实验动物的自

发活动行为[6]。因其实验操作简单, 所得数据量丰富, 
一次实验就可以对动物的自发活动、探索行为及焦
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虑、抑郁状态进行定量评价, 在药物的研究与开发

中得到广泛应用。

GABA转运蛋白 (GABA transporters, GATs)分
布在细胞膜上 , 主要与突触中神经递质 γ-氨基丁

酸 (γ-aminobutyric acid, GABA)的再摄取有关 [7]。

GABA是中枢神经系统主要的抑制性神经递质[8]。

GABA能神经系统在焦虑与抑郁等心理疾病的发病

中起到重要作用[9]。目前的研究发现, GAT有4个亚

型, GAT1是最重要的亚型, 分布在神经突触及突触

外[10]。为了系统研究GAT1基因功能, 本课题组前期

制作了GAT1基因敲除小鼠并在酒精依赖[11]及焦虑

抑郁[12]等方面做了一些研究, 发现了小鼠因GAT1基
因敲除而产生了丰富的行为学表型, 是一个较佳的

研究模型。本文使用OFT对GAT1基因敲除小鼠的

自发活动进行初步研究。

1   材料与方法
1.1  试剂和仪器

旷场实验动物行为学分析系统(上海移数信息

科技有限公司)。该仪器主要由一个尺寸为25 cm× 

25 cm×38 cm的封闭箱子组成, 箱子顶部中央安置有

摄像机, 与记录系统相联接, 记录小鼠在旷场中的行

为, 小鼠进入OF后, 关闭上盖以使OF内光线较暗(星
光条件), 箱子底部被划分为左上、左下、右上、右

下约6 cm×6 cm面积的四个角(corner), 上、下、左、

右约12 cm×6 cm面积的四个边(wall), 箱子中央区约

12 cm×12 cm区域为中央区(central area), 四个角与

四个边组成周边区(out ring), 软件可在图像上区分

上述区域, OFT系统示意图见图1。实验数据由OFT
记录和采集相关软件分析记录。

1.2  实验动物

健康GAT1基因敲除小鼠及其同窝野生型对照

小鼠由上海南方模式生物研究中心提供, 各20只, 
均为雄性, 10周龄, 体重23~28 g。小鼠饲养在恒温

(21~22 ºC)房间, 每隔12 h光暗循环。实验选取的时

间段为 9:00~12:00, 非实验期间小鼠自由进食标准

鼠粮及饮水。

1.3  实验步骤

首先, 实验开始前确认OF装置是清洁、无味道

的(尤其注意彻底清理上次实验留下的小鼠的粪便、

左: 系统为封闭箱型, 箱子顶部置摄像机记录动物行为; 右: 旷场被分为四角、四边和中央区。

Left: OF system is a closed box with camera on its ceiling; Right: schematic representation of the open field showing the three different areas (corners, 
walls and central area) in which the various behaviors were recorded.

图1　旷场系统示意图

Fig.1　System of the open field system
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尿液等), 实验者在操作软件中记录小鼠的编号、日

期、状态; 其次, 实验动物提前运送到行为学实验室

专用临时笼架, 适应环境3小时左右, 减少动物紧张; 
将小鼠从笼内取出(小鼠背向实验者), 将小鼠放置

在OF装置中央, 实验者迅速、轻柔关闭OF上盖; 打
开录像记录系统, 记录小鼠在OF内的活动, 总时间

15分钟; 最后, 实验结束后将小鼠放回笼内; 以75%
乙醇擦拭EPM实验装置, 并用纸巾擦干。

1.4  实验数据的统计分析

用Origin 8.0软件(Origin Lab公司)进行统计分

析, 使用One way ANOVA方法统计, 并作图。数据

表示为均数±标准误。

2   结果
现以GAT1基因敲除小鼠(GAT1-/-)及其同窝野生

型对照(GAT1+/+)为例, 应用OF实验检测两种基因型

小鼠的自发活动。

2.1  总体活动情况

GAT1-/-在OF中15分钟内活动总路程为(5 992.82± 
351.63) cm, GAT1+/+总路程为(5 596.00±424.43) cm, 二
者无显著差异(P>0.05, 图2A)。两者在OF中的平均速

度分别为(6.66±0.39) cm/s和(6.22±0.47) cm/s (P>0.05,  
图2B)。
2.2  周边区活动情况

四个角和四个边共同组成周边区。GAT1-/-小

A: 总路程; B: 平均速度。数据表示为均数±标准误, n=20。
A: total distance moved; B: average movement speed. Data expressed as means±SEM, n=20.

图2　旷场内小鼠活动整体情况

Fig.2　Activity in the OFT

A: 四角活动时间; B:四边活动时间。数据表示为均数±标准误, n=20。
A: duration of movement through corners; B: duration of movement along walls. Data expressed as means±SEM, n=20.

图3　边、角活动情况

Fig.3　Activity in the corners and walls
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鼠在四个角活动时间为(415.60±24.53) s, GAT1+/+为

(362.28±27.45) s, 两者无显著差异(P>0.05, 图3A), 四
个边活动时间GAT1-/-为(405.58±19.92) s, GAT1+/+为

(412.12±11.74) s, 两者无显著差异(P>0.05, 图3B)。
2.3  中央区活动情况

GAT1-/-中央区活动时间 (125.59±18.77) s显著

(P<0.05)大于GAT1+/+ (78.82±10.62) s (图4A); 周边区

活动时间GAT1-/-为(774.41±18.77) s, 显著(P<0.05)小于

GAT1+/+ (821.18±10.62) s (图4B)。两种基因型小鼠的

中央区路程分别为GAT1+/+ (598.77±79.31) cm, GAT1-/- 

(831.57±135.45) cm两者无显著差异(P>0.05, 图4C)。
两者周边区路程分别为GAT1+/+ (5 394.04±328.30) cm, 
GAT1-/- (4 764.44±360.20) cm, 两者无显著差异(P>0.05, 
图4D)。

A: 中央区活动时间; B: 周边区活动时间; C: 中央区路程; D: 周边区路程。*P<0.05, 数据表示为均数±标准误, n=20。
A: duration of movement in the central area; B: duration of movement in the out ring; C: distance in the central area; D: distance in the out ring. 
*P<0.05. Data expressed as means±SEM, n=20.

图4　中央区与周边区活动

Fig.4　Activity in the central area and out ring

3   讨论
本文以GAT1基因敲除小鼠及其同窝野生型小

鼠为例介绍了OFT的应用。总路程和平均速度被视

为反映小鼠自发活动的主要数据[13], 两种基因型在

OF中无明显差异(P>0.05, 图1), 说明两种基因型小

鼠自发活动无明显差异。OFT的设计原理是基于小

鼠的趋避性, 指的是小鼠畏惧开阔、未知、可能存

在潜在危险的场所, 因而其有“贴墙”活动的天性[14]。

OFT中对趋避性的研究结果, 可以给研究者提示进

行深入的焦虑、抑郁相关实验研究(如高架十字迷

宫等行为学实验)[15]。趋避性是以小鼠在OF周边区

(四个角和四个边)活动的总时间来评价的[16]。本实
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验发现, GAT1-/-小鼠与GAT1+/+在OF的边、角区域活

动无明显差异(P>0.05, 图3); 而对于反映趋避性的

周边区活动时间上看, GAT1-/-小鼠较野生型要显著

(P<0.05, 图4B)减少, GAT1-/-小鼠更富有“冒险”倾向, 
在中央区活动时间显著增多(P<0.05, 图4A)。这说

明GAT1-/-小鼠趋避性及焦虑水平较低。而中央区和

周边区活动路程两种小鼠无明显差异(P>0.05, 图4C
和图4D)。GAT1主要功能为GABA的再摄取[17], 基
因敲除之后, GABA再摄取减少, 从而影响了小鼠焦

虑与抑郁状态, 达到抗抑郁效果, 与地西泮(减少或

拮抗GABA的合成)的作用效果类似[12]。

OFT实验操作简单, 应用广泛, 但同样需要注意

其结果易受到以下因素影响。小鼠相关因素: 实验

前动物饲养环境、动物性别、背景、是否伴随应激(饮
水及食物剥夺)及昼夜节律等。由于目前基因工程

小鼠在繁育过程中涉及不同小鼠背景, 因此必须注

意实验中的小鼠背景, 必要的时候需繁殖育种进行

背景纯化, 为了实验结果的可信, 本实验中的GAT1
基因敲除小鼠是与C57BL/6J背景小鼠回交10代以上

得到的杂合子(GAT1+/-)小鼠的后代。实验中小鼠的

周龄和性别需要保持一致, 因雌鼠有动情周期, 激素

水平可能会影响行为, 故本实验选择的是成年雄鼠。

最后, 实验前一定仔细检查小鼠的健康状态, 避免小

鼠疾病影响实验结果。实验装置相关因素: OF的形

状、体积、实验持续时长、数据采集方式(摄像系

统或红外系统)等[3]。本实验所得平均速度和总路程

与Liu等[12]得到结果不一致, 可能因为采用了不同的

实验装置, OF尺寸、照明情况、实验时长、数据采

集软件都不同。本实验中的OF装置使用了微光(OF
上盖关闭), 可以减少强光给予小鼠的应激, 更符合

小鼠在自然界的照明条件; Liu在实验中选择的是较

明亮的照明, 易导致野生型小鼠焦虑而减少活动, 而
GAT1-/-焦虑状态较轻, 可能因此所得结果与本文不

一致。实验者相关因素: 实验前注意小鼠在行为学

研究房间的适应, 并注意小鼠的昼夜节律, 尽量选择

同一时间段进行实验。同一批实验由同一实验者操

作, 使用同样的方式抓取小鼠, 手势轻柔, 放置在OF
中, 迅速安静关闭OF上盖, 离开实验环境。以上因

素在OFT实验时值得注意。

OFT实验历史悠久, 用来检测抗抑郁与焦虑药

物时, 具有很好表面效度(face validity)[18], 其结果与

高架十字迷宫具有一致性, 两者的结果可以相互印

证。自发明以来, OFT得到了广泛的应用, 可以作为

其他行为学实验的对照实验、研究焦虑和抑郁的实

验、研究探索行为的实验。研究者根据不同的需要, 
设计了原理一致但具体方法不同的实验。对于小鼠

来说, 通常OF尺寸为25 cm×25 cm, 实验时间从10分
钟到1小时, 一般每只小鼠只能做一次OFT[3]。所得

到的数据除了文中所述之外尚有后腿直立(rearing)、
梳毛(grooming)等更精细的行为数据(本实验由于软

件功能所限, 无法获得上述数据)。因OFT对小鼠各

方面影响较小, 而其他行为学实验(比如强迫游泳、

水迷宫实验等)对小鼠影响较大, 故在同一批小鼠进

行不同行为学实验时, 应先进行OFT实验。

综上, 本文简要介绍了旷场实验的方法, 该实

验可以研究小鼠自发活动行为、焦虑行为, 是小鼠

行为学研究的重要工具。
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The Use of Open Field Test in the Behavior Analysis of Mice
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Abstract        The open field test (OFT) is a simple and reliable behavior test for rodents.  Here we used it 
for the behavior analysis of GAT1 mutant mice to illustrate its basic principle and protocol. Each mouse was put 
into the open field and its behaviors were recorded for further analysis.  We found that GAT1 knockout mice do not 
show any abnormalities in their locomotive activities, but they manifest lower levels of depression and anxiety-
related behaviors compared to their wild type littermates. These results suggest that GAT1 could potentially be used 
as a therapeutic target for the treatment of depression and anxiety.
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