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三种近交系小鼠自发行为图谱的构建与比较
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摘  要  小鼠被广泛应用于各类生理、病理和行为学实验。不同基因型小鼠的自发行为差异对实验设

计和结果的影响尚未明确。该文选择目前常用的 3 种近交品系小鼠 C57BL/6J、C57BL/6N、BALB/c(简

称 6J、6N、BC)，利用基于层次化三维动物行为特征的无监督学习框架，对其自发行为进行了客观评

估。实验结果表明，基因型显著影响小鼠的自发行为，影响因素造成的差异强度为：远基因型＞近基

因型＞雌雄对照。具体表现为，BC 与 6J 和 6N 的体态明显不同，且在“抬头”“梳理”“跑”3 种

运动模式上，BC 行为明显异于 6J 和 6N。6J 和 6N 的行为谱虽较为类似，但 6N 的嗅探行为明显多于 

6J。该研究结果可作为小鼠模型实验设计、品系选择和样本量确定的参考。
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Construction and Comparison of the Spontaneous Behavior Atlas 
in Three Inbred Mice
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Abstract Mice are widely used in various physiological, pathological and behavioral experiments. 

However, it is yet unclear whether or how much spontaneous behavior varies between mice with different 

genotypes, which may affect experiment design and outcome. In this study, three inbred mice C57BL/6J, 
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1 引  言 

  小鼠是实验中应用最广泛的动物，其易于

繁殖和饲养，具有与人类同源的解剖结构、胚胎

发育过程和代谢途径，其大部分脑结构、功能性

分区均与人类相对应，可以用于各类生理、病理

和涉及共同功能的行为学实验[1-3]。99% 的人类

编码基因都可以在小鼠基因组中找到对应的同源

基因，可以仿照人类的致病突变/基因多态性对

小鼠基因组进行直接的编辑、敲除，以构建各类

研究模型[4-6]。利用这些模型进行实验，有助于

揭示人类精神疾病的生理及病理机制，研发可能

的诊断、治疗工具。目前，小鼠模型已经越来越

多地应用于神经科学，尤其是神经精神类疾病的

研究中，因此，对其行为的客观解读尤为重要。

传统的行为学分析方法由于技术原因，比较简单

化，且参数单一，可能会造成对小鼠行为生物学意

义片面甚至错误的解读[7-9]。目前，研究中应用的

小鼠模型基因背景复杂多样，而不同基因背景的

动物，其自发行为表现的差异性，都很难用原有

的动物行为学分析方法进行有效的研究和量化分

析，这有可能会对实验设计和实验结果产生影响。

  近年来，随着数学、工程学、计算机科学

与动物行为学的深度交叉融合，计算行为学

(Computational Ethology)作为一门利用人工智能

方法对各种条件下的动物行为进行测量、描述和

分析的学科得以快速发展和完善，并逐渐得到学

界的重视。计算行为学主要基于能够模仿人类认

知功能的软硬件综合体[10]，对动物行为进行自

动化的定量分析，并挖掘研究对象未知的行为

特征[11-13]。Huang 等[14-15]提出了一个层次化三维

运动学习框架(Behavior Atlas，BeA)来对小鼠的

行为进行精细的量化分析——利用高效的多视角

三维动物运动捕获系统采集小鼠的行为视频，并

设计了一个并行、多阶段运动分解策略对层次结

构行为动力学进行分析；然后应用动态时间对齐

核方法对小鼠行为运动动力学进行精细化的分

析，形成一套度量运动序列之间相似性的客观参

数，建立了一个低维的行为表型。结果表明，该

框架能仅通过分析评估转基因小鼠的自发行为，

C57BL/6N, BALB/c (6J, 6N, BC) were selected, and objectively evaluated for their spontaneous behavior 
with a hierarchical unsupervised learning framework for 3D animal behavioral characteristics. The results 
showed that genotype is the most significant factors influencing mice, with the whole list presented as 
distant genotype＞near genotype＞gender difference. Behavior atlas varies greatly between BC and 6J/6N 
groups due to obvious differences in body posture, and BC have significantly lower movement speed than 6J 
and 6N. Although 6J and 6N behavior atlas were relatively similar, 6N sniffed significantly than 6J, and the 
anxiety levels at 6N were relatively high. The results of this study can be used as a reference for experiment 
design, strain selection, and determination of N value in future research using mouse model.

Keywords mice; spontaneous behavior; 3D motion capture; behavioral phenotype
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自动预测其疾病模型的特征。

  C57BL/6J、C57BL/6N、BALB/c(简称 
6J、6N、BC)为 3 种被广泛使用的近交系小鼠

品系[1-2,6]。本研究利用本课题组建立的 BeA 法对 
3 种近交系小鼠的自发行为进行了精细的量化评

估，构建和比较了 3 种近交系小鼠的行为谱。实

验结果表明，自发行为影响因素的差异程度为：

远基因型(6J/BC、6N/BC)＞近基因型(6J/6N)＞

雌雄差异(6JM/6JF、6NM/6NF、BCM/BCF)。

2 材料和方法

2.1 实验动物

  实验所用小鼠为 6J、6N 和 BC 3 种近交系小

鼠，雌雄各 10 只，年龄为 5～6 周的青年成鼠。

小鼠购自北京维通利华实验动物技术有限公司，

每个笼子 4～6 只，让小鼠在无特定病原体实验室

内适应环境 1 周左右，期间给予小鼠充足的饲料

和饮水，照明周期为 12 h 光照/12 h 黑暗。

2.2 旷场试验 

  将小鼠放置于一个自制的旷场试验装置中，

用视频记录其自发行为[14]。小鼠在直径为 50 cm、

高为 50 cm 的圆柱形空间内自由活动，该圆柱是

由圆形透明亚克力壁和磨砂材质的白色亚克力底

面组成，为了避免光反射，在其塑料底下面放置

一层黑色暗质抛光橡胶垫。4 个数码相机(Intel 
RealSense Camera D435)用支架正交放置，一台 
56 英寸的电视机面朝下水平放置，为实验装置提

供均匀稳定的白色背景光，图像采集平台的其他

硬件包括：PCI-E 多路 USB 扩展卡(可同时通过 
USB-3.0 采集 4 个摄像机的视频)，高性能计算

机(Intel 酷睿 i7-9700K、16 G RAM 配备 1 T SSD 
和 12 T 硬盘)。

  小鼠的行为学实验均在独立安静的行为实验

室内进行。实验开始前，先将小鼠放入实验环

境适应 30 min。每个小鼠测试完成后，取走小

鼠，并清理仪器装置中小鼠留下的尿液和粪便，

用 75％ 乙醇溶液擦拭，并用吸水纸擦去残余乙

醇，待挥发完全后再放入另一只小鼠进行测试，

确保小鼠之间不会因气味相互影响。根据小鼠生

物节律，旷场试验均在上午 8 时到 12 时之间进

行，允许小鼠先在装置中自由活动 10 min，然后

再对小鼠的自发行为记录 15 min，并对其自发行

为数据进行分析。

2.3 行为学分析

  基于 DeepLabCut 动物姿态估计工具包[16]，

采用 K-Means 算法从视频中抽取约 2 000 张图，

其中，6J 和 6N 各占 1/4，BC 占 1/2。人工标记

图中小鼠的 16 个部位：鼻尖、左耳、右耳、脖

子、左前肢、右前肢、左后肢、右后肢、左前

爪、右前爪、左后爪、右后爪、背部、尾根、尾

中部、尾尖，作为整体或分别训练集。对模型训

练后识别每帧视频中上述 16 个部位的坐标，建

立 2D 骨架数据，融合多视角的 2D 骨架姿态重

构，得到 3D 骨架数据，然后分解、聚类得到每

个样本 40 种运动模式的层次化结构行为数据，

称为行为谱[14]。

  用 3D 骨架数据计算小鼠体态参数和经典行

为学参数。体态参数：用从鼻尖、脖子、背部到

尾根的连线长度作为体长消除个体间差异，计算

小鼠躯干、头部、四爪和两耳相关的体态参数表

征其伸展程度；平均速度：以小鼠背部(x, y)坐
标轨迹计算小鼠旷场试验期间的速度平均值；位

移速度：位移速度高于 3 倍平均速度运动的平均

值；平均焦虑指数：小鼠背部位于 1/2 旷场半径

中心区域的权重。

3 结  果

3.1 小鼠体态与训练集

  小鼠 BeA 多视角图像采集和数据处理流程

如图 1 所示。
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图 1 BeA 多视角图像采集和数据处理流程

Fig. 1 Multi-perspective image acquisition and data 

processing in BeA

  将旷场试验中用多视角摄像机拍摄的所有小

鼠的自发行为数据进行自动识别，根据动作变化

和衔接关系进行分解、聚类[14]后共得到 40 种运

动模式。因此，每个样本的行为记录可以转换成

离散的 40 种运动模式序列编号(简称行为谱)。

3 种小鼠标记图整体作为训练集的处理结果如

图 2(a)所示，在 40 种运动模式中，BC 只表现

出其中 5 种，而 6J 和 6N 表现出另外 19 种行

为，只有一个小概率运动模式(编号 22)重叠，

即 6J/6N 与 BC 几乎不存在被识别为同类别的

行为。

  将视频慢放后反复观察，发现 6J/6N 和 BC 
两类小鼠体态有很大差异——BC 较为伸展。为

验证这一差异，将 6J/6N 与 BC 分别作为训练

集，识别处理得到 3D 骨架数据，计算出小鼠脖

子、背部、双耳和四爪相关的 5 种体态参数，表

征小鼠躯干、头部、四爪和两耳相关的体态伸展

程度。其中，A/L 体现躯干(背部)伸展程度，B/L 
体现整个身体(脖子和背部)伸展程度，C/L 体现

四爪伸展程度，D/L 和 E/L 体现鼻尖、两耳间的

特征。结果如图 2(b)～(f)所示，6J/6N 与 BC 之
间的 5 种体态参数都表现出显著性差异，BC 明
显较为伸展。这种体态差异很可能是导致 6J/6N 

注：体长 L 为鼻尖、脖子、背部到尾根连线长度，用于消除个体间差异；A 为鼻尖、脖子到尾根连线长度；B 为鼻

尖到尾根距离；C 为四爪间连线长度；D 为鼻尖与两耳间连线长度；E 为两耳间距离(*P＜0.05, ****P＜0.000 1, 非

参数 t 检验的秩和检验)

图 2 6J/6N 与 BC小鼠行为谱与体态参数差异

Fig. 2 Differences in both behavior atlas and body state parameters of 6J/6N and BC
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与 BC 组内差距的区分度较差、行为谱结果异常

的主要原因。因此，本实验采用 6J/6N 和 BC 组
分别作为训练集进行数据分析处理。

3.2 基因型与雌雄差异

  BC 与 6J/6N 基因型的小鼠自发行为谱是通

过无监督聚类独立构建的，从而导致其运动模式

编号无法与小鼠自发行为直接匹配，一些行为标

签的具体特征也无法直接对应，故 6J/6N 与 BC 
组之间只能根据经典行为标签进行统计分析，而

对同一训练集处理的 6N 和 6J 的行为差异分析可

以更深入。首先，对 6J 和 6N 的行为谱进行频率

统计(如图 3(a))和双因素方差分析。由分析结果

可知，6J 和 6N 自发行为的 40 种运动模式均无

显著性差异。进一步对同一种基因型的小鼠研究

雌雄因素对自发行为的影响。分别比较 6J、6N 
和 BC 中雌雄小鼠的自发行为谱差异，对比结果

如图 3(b)～(d)所示。由图可知，在 6J 和 BC 基
因型小鼠中，雌雄对照组也无显著性差异，而在 
6N 中，40 号行为模式表现出显著的性别差异，

雌性小鼠表现出更多的 40 号行为模式。总体来

图 3 近交系小鼠品系和雌雄对照组自发行为谱对比

Fig. 3 Spontaneous behavior atlas were compared between inbred mice lines and female/male groups
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看，6J 和 6N 小鼠的自发行为谱较为相似(见

图 2(a))，对比图 2(a)和图 2(d)可知，BC 与 
6J 和 6N 在 28～38 号运动模式区域差异明显，

3 种基因型小鼠的自发行为均表现出一定程度的

个体差异。

  通过视频慢放，参照文献定义的行为标签[14,17]，

标识自动识别的行为模式[18]，将 6 类主要行为

的运动模式汇总于表 1。6J/6N 组的 40 种行为模

式中，有“嗅探”类 9 种、“梳理”类 5 种、

“跑”类 5 种、“隆起”类 3 种、“行走”类 4 

种，同一大类行为中的不同子类行为模式在节

奏、持续时间、方向变化、衔接过渡动作等方面

有所区别，说明机器自动识别划分的行为模式

是客观、合理的。BC 组有“嗅探”类 11 种、

“跑”类 5 种、“隆起”类 3 种、“行走”类 6 
种，没有明显的“梳理”类行为，“梳理”作为

鼠类的标志性动作，BC 只是在 17 号行为模式中

伴随有少量的梳理动作。

  将以上 6 类行为按基因型(如图 4)和雌雄对

照组合并统计分析。由图 4 可知，6 类行为的总

表 1 6J/6N 和 BC 组 6 类主要行为标签汇总

Table 1 Summary of 6 major behavioral labels in the 6J/6N and BC groups

注：P 值总结 * 号右上角标 # 号为非参数 t 检验的秩和检验，其余为未配对样本 t 检验

 图 4 基因型对照组主要行为标签数量分数对比

Fig. 4 Comparison of fractions of the 6 major movement modules

注：同类行为的不同行为模式在节奏、持续时间、方向变化、衔接过渡动作等方面有所区别
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分数均超过 0.6，基因型相近的对照组为 6J/6N，

该对照组有“抬头”“嗅探”“梳理”和“隆

起”4 类行为表现出显著性差异；基因型差异较

大的对照组为 6J 和 BC、6N 和 BC，该对照组有

“抬头”“梳理”“跑”“隆起”和“行走”5 
类行为表现出显著性差异。6N 的“嗅探”行为

显著多于 6J，且数量分数高于 0.25，相对差异为 
19.0%。综合行为谱分析表明，基因型差异对小

鼠行为的影响大于雌雄因素，基因型差异程度也

很明显。通过 BeA 法得到的行为分类，能在更

多维度上评估基因型和雌雄对照组之间的行为差

异，进一步统计分析不同行为标签的类行为模式

数据，可在更宏观的层面评估对照组的行为。

3.3 经典行为学参数

  根据样本  3D 骨架数据计算经典行为参

数——平均焦虑指数、平均速度和位移速度，计

算结果如图 5 所示。由图 5 可知，在 3 个基因

型对照组中，6N 的平均焦虑指数显著低于 6J 和 
BC(焦虑指数高者焦虑程度低[19])，BC 的平均速

度和位移速度显著小于 6J 和 6N，而 6J 的平均

速度和位移速度小幅低于 6N，也表现为显著性

差异。在两个雌雄对照组中，平均焦虑指数，以

及 6JM 和 6JF 的位移速度表现出显著性差异。这

些宏观行为参数总体表现出基因型差异大于雌雄

差异，与第 3.2 节中行为谱的结论一致。BeA 法
可以同时得到精细的行为谱和宏观的经典行为参

数，对小鼠行为的评估更为全面和客观[20]。

4 讨论与分析

  关于小鼠行为分析方法，由于哺乳动物的行

为具有复杂性、高维性、时间动态和层次性[21]，

除位移运动外，非位移运动表现为动物肢体和器

官具有高维(如梳理、转弯)和较大的空间变化。

BeA 法利用多视角三维动物运动捕捉系统收集行

为视频，避免了单一摄像机俯视角记录导致的动

物身体部位遮挡和视角偏差；在机器学习中，本

实验采用了一种并行的、多阶段的运动分解策略

来进行层次行为动力学学习，改进了姿态估计效

果；运动分解和降维处理应用动态时间对齐核方

法来描述运动动力学，能够客观地度量运动序列

之间的相似性，并建立一个行为的低维表示，以

便进行动物行为的参数化描述。BeA 法能同时客

观地得到经典行为学参数和行为谱，进一步统计

分析不同行为标签数据，对小鼠行为的评估更为

全面[20]。

  本研究表明，BeA 法作为一种客观、精细化

的行为学分析方法，对组内差异较大的样本无法

 注：P 值总结 * 号右角标 # 号为非参数 t 检验的秩和检验，其余为未配对样本 t 检验

图 5 基因型和雌雄对照组典型行为参数对比

Fig. 5 Comparsing between genotype and female/male groups
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兼容，因此，要注意训练集的确定和选择，或采

用部分基因型的集合训练集。此外，BeA 法巨量

又准确的 3D 骨架数据可能具有潜在价值，本文

虽然未将 BC 小鼠与 6J/6N 组行为谱进行对比，

但通过计算小鼠的 5 种体态参数，量化分析了整

体训练集不能识别处理数据的原因：小鼠两耳距

离、鼻尖-脖子-尾根连线长度、鼻尖到尾根距离

和四爪连线长度与体长(鼻尖-脖子-背-尾根连线

长度)的比值，BC 组均显著大于 6J/6N 组(所有

小鼠年龄均控制在 5～6 周)，说明 BC 小鼠的躯

干和四肢呈更为伸展的体态，且 BC 的运动速度

显著小于 6N 和 6J。同一行为标签的差异，在以

往文献中有被描述过[22]，但过去的分析方法很难

对这些细微的差异进行定量评估，故其具体含义

尚未被明确定义。使用 BeA 法标签对公认有代表

性的疾病模型行为学分析进行后续研究，将使这

些数据发挥出新的价值。

  与 6J 小鼠相比，6N 小鼠的嗅探行为更多，

更具谨慎探索特征，传统行为学分析认为，这可

能是更焦虑的一种表现[23]，该行为与焦虑指数

提示的差异相同，故本研究认为 6N 小鼠焦虑程

度确实更高。6N 品系被公认为比 6J 好斗，鉴于 
6J 和 6N 两个品系显著的基因型差异[24]，这种

攻击性差异可能是原发性的，但本研究结果提示

了另外一种可能性，即 6N 较高的攻击性可能是

由于其过于胆小、焦虑程度更高而做出的代偿性

行为。早年，神经科学、精神疾病研究水平不足

时，临床上曾经使用“对症”的治疗方法对多动

症等疾病进行干预[25]，但若异常行为的病因为代

偿性的，“对症”治疗反而会加重病情。以 6N 
为模型对这一问题进行深入研究，或许可以为人

类暴力行为的干预提供新的思路。

  目前，由于雌鼠具有生理周期，大多数神经

科学的行为学研究只使用雄鼠进行研究，以避免

过多的激素影响研究结果。本研究的结果表明，

青年成鼠的自发行为在雌雄之间的差异并不是很

大，雌雄差异明显要小于品系间差异。未来的行

为学实验可以考虑既使用雄鼠也使用雌鼠，雌雄

鼠的 N 值不一定要相同，方差大的性别可增加动

物数量，当只使用方差大的性别且样本过少或显著

性不足时，试验结果更容易受偶然因素的影响。

5 结  论

  本文采用基于层次化三维动物行为特征的

无监督学习框架(BeA)，对 3 种近交品系 6J、
6N 和 BC 青年成鼠的自发行为进行评估。与已

有研究方法相比，BeA 可以自动完成数据采集、

机器学习、2D 行为数据识别、多视角姿态融合

重构获得 3D 骨架数据、行为分解、聚类降维得

到运动模式行为谱数据等一系列环节，更具客观

性，从而避免主观因素带来的实验偏差。根据 
3D 骨架数据可以进一步计算经典行为学参数，

行为谱还可以进一步标识、统计分析不同行为标

签，总体上更为客观、全面。对自发行为谱、行

为标签统计和经典行为参数结果进行综合分析

可知，自发行为影响因素差异程度为远基因型

(6J/BC、6N/BC)＞近基因型(6J/6N)＞雌雄差别

(6JM/6JF、6NM/6NF、BCM/BCF)，野生型小鼠

的自发行为表现出一定程度的个体差异。合并同

类行为和经典行为参数均表现出基因型差异大于

雌雄差异，6N 的嗅探行为显著多于 6J，BC 的体

态较为伸展，运动速度明显小于 6J 和 6N。BeA 
法能够获得多方面的行为学数据，需要注意训练

集的运用。本实验结果可作为小鼠模型实验设

计、选择品系、样本量确定的参考。
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