*  收稿日期：2026-06-03修回日期：
   资助项目：国家自然科学基金(No.31901183)；重庆市自然科学基金面上项目(No.CSTB2023NSCQ-MSX0754)
第一作者简介：夏梦，男，硕士研究生，研究方向为水环境与鱼类生理生态学，E-mail：Xiam2002@126.com；通信作者简介：陈启亮，男，教授，博士，E-mail：xncql@126.com
中华倒刺鲃幼鱼联想学习能力研究
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[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK6][bookmark: OLE_LINK43][bookmark: OLE_LINK40][bookmark: OLE_LINK41][bookmark: OLE_LINK42]摘要：为探究中华倒刺鲃（Spinibarbus sinensis）幼鱼的联想学习能力及联想学习训练对其社会性的影响，本研究以社会奖励作为强化条件，构建了“视觉线索—社会奖励”联想学习模式。将20尾实验幼鱼随机分为训练组和对照组，训练组接受为期30 d的联想学习训练，期间记录其学习表现的相关行为学指标。训练结束后，比较两组实验鱼的学习表现指标以评估联想学习效果，同时测定两组鱼的社会性指标以评估训练对社会性的影响。结果显示：训练组的首次出门时间、首次选择时间及首次选择正确时间均随训练天数呈统计学意义上的缩短（p<0.01）；累计选择正确率与首次选择正确率均随训练天数增加呈统计学意义上的提高（p<0.05），表明中华倒刺鲃具备联想学习能力。社会性测试结果显示，训练组仅平均游泳速度高于对照组，差异具有统计学意义（p=0.04）；而距刺激鱼群平均距离及靠近刺激鱼群的偏好时间占比这两项核心社会性指标的组间差异均不具有统计学意义（p>0.05）。上述结果表明，中华倒刺鲃幼鱼能够通过训练建立稳定的关联记忆，但短期联想学习训练尚不足以改变其社会性的核心特征。
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学习是动物适应环境的重要机制，动物能够通过学习经验获取环境线索，并建立外界刺激与结果之间的关联，从而优化自身行为策略[1]。鱼类的学习机制与其他脊椎动物相似，可表现为印记行为、习惯化以及条件反射等多种形式[2]。其中，联想学习（associative learning）是动物适应环境的重要学习方式之一，指动物将原本无生物学意义的中性刺激与具有生存意义的非条件刺激（如食物）建立关联的过程[3]。已有研究表明，斑马鱼（Danio rerio）[4]、锦鲤（Cyprinus carpio）[5]、德玛森小岩鲷（Chindongo demasoni）[6]及金鱼（Carassius auratus）[7]等多种硬骨鱼类均具有较强的联想学习能力。该能力有助于个体提高觅食效率、快速定位庇护场所，并进一步提升其生存率、繁殖成功率及环境适应能力[8-10]。在已有鱼类联想学习研究中，多采用“刺激—食物奖励”模式，即通过建立特定刺激与食物获取之间的关联来评估鱼类的学习能力[11]。然而，对于胆小、群居性较强或单次摄食量有限的鱼类而言，该模式往往存在学习效率较低、实验驱动力不足等问题，难以准确反映其真实认知水平。在此背景下，以社会互动为强化条件的“刺激—社会奖励”模式，可能更适用于此类鱼种联想学习能力的评估。但目前基于该模式的研究仍较为有限，例如完成特定学习任务所需的训练时长等关键参数仍缺乏系统研究。
个性（personality）是指同一物种内不同个体在面对相似刺激时，能够在不同时间和环境条件下持续表现出稳定且可重复的行为差异[12]。目前，动物个性的研究已广泛涉及哺乳类[13]、鸟类[14]及鱼类[15]等多个类群。鱼类个性通常包括活跃性（activity）、勇敢性（boldness）、社会性（sociability）、探索性（exploration）和攻击性（aggressiveness）等维度[16]。其中，社会性是指个体对同种个体表现出的非攻击性亲近倾向及群体依赖特征，主要体现为主动接近同类和维持群体联系的行为[17]，其核心指标包括与群体之间的距离等[18]。积极的社会互动是塑造群体内个体行为、驱动个体生长发育的关键因素[19]，探究社会奖励的表现、影响因素及其机制具有重要的研究价值[20]。社会奖励型联想学习是指以同种个体的社会互动、同伴在场或群体接纳等社会性刺激作为强化条件，使个体在中性条件刺激（如特定空间区域、视觉信号）与社会奖励之间建立稳定联结的学习过程，隶属于经典条件反射与操作性条件反射框架下的社会认知研究范畴[21-22]。在行为生态学研究中，常需同时测定多个行为指标，但不同测定过程之间潜在的相互影响却常被忽视。例如基于“刺激—社会奖励”模式的联想学习训练，由于社会奖励涉及持续的同种个体接触与社会刺激，长期训练过程可能不仅影响学习能力，还可能改变鱼类的社会性等稳定行为特征。然而，目前关于社会奖励型联想学习训练对鱼类社会性的影响仍缺乏相关研究。因此，探究该训练模式对鱼类社会性的潜在影响，对于深入理解鱼类认知与社会行为之间的关系具有重要意义。
[bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK39]中华倒刺鲃（Spinibarbus sinensis），属鲤形目（Cypriniformes）、鲤科（Cyprinidae）、倒刺鲃属（Spinibarbus），营底栖生活，常栖于水流较急而底质多乱石或沙质的天然水体中，是我国的特有鱼类，主要分布于我国长江上游水系。中华倒刺鲃喜好集群生活，有较强的生理和行为可塑性，具有重要的研究和经济价值[23]。在联想学习能力层面，现有研究表明中华倒刺鲃具备联想学习与环境适应潜力，在空间认知任务中，中华倒刺鲃表现出非特异性习惯化学习特征，可通过经验积累优化环境探索效率，其学习策略高度依赖环境地标线索，与生境复杂度相适应[24]。同时，作为典型的群居性物种，中华倒刺鲃具有稳定的社会性，核心表现为主动趋近同种个体、偏好维持群体空间联结的行为倾向[25-26]。本研究以中华倒刺鲃幼鱼为实验对象，展开了“刺激—社会奖励”模式的联想学习训练和测定，探究其联想学习表现，并进一步验证“刺激—社会奖励”模式的联想学习训练是否会导致其社会性发生改变。本研究有望为鱼类行为生态学相关领域的研究提供基础资料，同时为珍稀特有鱼类增殖放流前的野化训练等提供理论支撑。
1  材料与方法
1.1  实验鱼的来源与驯养
[bookmark: OLE_LINK2]实验用中华倒刺鲃幼鱼购于重庆市永川区鱼类养殖基地，共购入200尾。运输至实验室后，放入循环水养殖系统（鱼缸尺寸：40 cm×32 cm×30 cm）内驯养30 d以上。驯养期间，每日9:00和18:00饱足投喂颗粒饲料（通威股份有限公司）两次，投喂结束30 min后使用虹吸管清理残饵及粪便。实验用水为经充分曝气后的自来水，每日换水量约为总水体的20%。驯养期间水温保持在（25±1）℃，溶解氧保持在7 mg/L以上，光周期为12 h光照：12 h黑暗。
1.2  实验设计
[bookmark: OLE_LINK3]驯养结束后，选取规格相近的健康个体20尾（体质量为（6.12±0.61）g、体长为（6.86±0.27）cm），随机分为训练组（n=10）与对照组（n=10）。其余个体继续喂养用于组成联想学习中的社会奖励（同类鱼群）和社会性测定中的刺激鱼群。为实现个体识别，两组个体均在麻醉（MS-222，80 mg/L）后使用荧光染料（visible implant fluorescence，VIF）注射于其腹部皮下进行颜色标记。在实验鱼静养1周后，开始正式实验。正式实验包括：（1）联想学习能力测定，即建立人工塑料水草与社会奖励关联的联想学习训练和测定；（2）社会性测定，即通过陌生刺激鱼群诱导实验鱼，检测其集群、趋近同类的社交偏好特征的行为测定。
1.3  实验方案
[bookmark: _Hlk229853339]1.3.1  联想学习训练与测定
[bookmark: OLE_LINK8][bookmark: OLE_LINK12]使用长×宽×高为55 cm×35 cm×30 cm的矩形实验水槽作为联想学习训练和测定装置[27]。该装置由透明有机玻璃板组合而成，底部和四周使用无毒的白纸覆盖，以隔绝外部环境干扰（图1）。该装置由起始室、选择室、奖励室和社交刺激室共4部分构成。起始室作为实验鱼的初始放置区域，通过可升降的闸门与选择室相连。实验鱼从选择室进入奖励室有两条对称的通道可供选择：一条通道采用不透明挡板阻挡，实验鱼无法通过该侧通道进入奖励室；另一条通道打开，实验鱼可由此通道进入奖励室，并透过透明有机玻璃板接触社交刺激室内的社会奖励鱼群（5尾仅作为社交刺激、不参与数据分析的中华倒刺鲃幼鱼。利用群居性鱼类对同种个体的天然趋近偏好，以同类视觉接触作为强化刺激，建立“视觉线索-社会奖励”的稳定联系[21-22]），该侧通道外部放置有塑料水草为实验鱼提供联想学习的视觉线索。装置正上方安装一台摄像头（罗技 C920，720 p，15帧/s）对实验鱼的行为进行记录。
联想学习训练流程如下：将单尾实验鱼放入起始室内适应5 min，随后打开闸门，使实验鱼自由探索10 min，期间使用摄像头进行视频拍摄。实验鱼成功进入奖励区记为正确选择，进入被阻挡的通道而无法进入奖励区则记为错误选择。为排除方位的影响，每天训练结束后将正确通道（连同水草一起）与错误通道对调。训练组每天对实验鱼进行两次训练，连续训练30 d。30 d的训练结束后，分别对训练组和对照组进行联想学习训练效果测定，连续测定3 d。测定流程与训练流程相同，且训练组和对照组在测定期间社交刺激室内均放置有社会奖励鱼群。通过人工分析视频记录以下指标以评估中华倒刺鲃在联想学习训练和测定过程中的表现：首次出门时间（首次游出起始室的时间，s）、首次选择时间（游出起始室后开始计时至首次进入任一通道入口的时间，s）、首次选择正确时间（游出起始室后开始计时至首次进入正确通道并到达奖励室的时间，s）、首次选择正确率（%）和累计选择正确率（%）。
[image: ]
A. 起始室；B. 选择室；C. 奖励室；D. 社交刺激室
A. Adaptation compartment; B. Choice compartment; C. Reward chamber; D. Social stimulus chamber
图1  联想学习能力训练与测定装置示意图（俯视）
Fig. 1  Schematic diagram of the associative learning ability training and testing apparatus (top view)
1.3.2  社会性测定
社会性的测定采用“鱼类行为二元选择装置”（70 cm×35 cm×30 cm，水深10 cm）进行，实验装置如图2所示。该装置由两块透明隔板将整个装置划分为三个区域：中间为选择区（50 cm×35 cm×30 cm），两侧为刺激区（均为10 cm×35 cm×30 cm）。测定时，在任意一侧刺激区放入不纳入数据分析的5尾中华倒刺鲃幼鱼作为刺激鱼群，另一侧刺激区保持空白。将单尾实验鱼放入选择区适应10 min后，开始视频拍摄，持续20 min。采用行为学分析软件EthoVision XT 9（荷兰Noldus公司）提取实验鱼运动轨迹并分析以下社会性指标：实验鱼的平均游泳速度（cm/s）、实验鱼距刺激鱼群的平均距离（cm）以及实验鱼靠近刺激鱼群的偏好时间占比（%）。其中，偏好时间占比（%）指中华倒刺鲃与刺激鱼群距离小于15 cm的累计时间占拍摄时间（20 min）的百分比[25]。
[image: ]
[bookmark: OLE_LINK13]A. 选择区；B、C. 刺激区；D. 透明隔板
A. Choice zone; B、C. Stimulus zones; D. Transparent partition
图2  社会性观测装置示意图
Fig. 2  Schematic diagram of the sociality observation apparatus
1.4  数据统计与分析
本研究的数据采用Excel 2024进行常规计算后，使用统计软件SPSS 26.0进行分析。使用广义线性混合模型（GLMM）分析训练天数对实验鱼联想学习指标的影响（训练天数和鱼的体重为固定效应）。使用独立样本t检验比较对照组和训练组的差异。使用GraphPad Prism 9软件作图。所有统计值均用平均值±标准误（mean±SE）表示，当p<0.05时，差异显著。
2  结果
2.1  中华倒刺鲃在联想学习训练阶段的动态学习表现
[bookmark: OLE_LINK15][bookmark: OLE_LINK11][bookmark: OLE_LINK17]中华倒刺鲃幼鱼联想学习训练阶段首次出门时间随训练天数的增加而下降，从（20.25±4.17）s下降至（1.65±0.52）s，差异具有统计学意义（F₁,₂₇₈=99.242，p<0.001；图3a）；首次选择时间随训练天数的增加而下降，从（23.60±3.77）s下降至（7.90±0.91）s，差异具有统计学意义（F₁,₂₉₇=33.578，p<0.001；图3b）；首次选择正确时间随训练天数的增加而下降，从（29.55±2.73）s下降至（16.75±4.37）s，差异具有统计学意义（F₁,₂₉₇=15.026，p<0.001；图3c）；累计选择正确率随训练天数的增加而上升，从（74.48±2.29）%上升至（78.33±4.35）%，差异具有统计学意义（F₁,₂₉₇=24.268，p<0.001；图3d）；首次选择正确率随训练天数的增加而上升，从（60±5）%上升至（67±4）%，差异具有统计学意义（F₁,₂₉₇=3.974，p=0.047；图3e）。此外，体重对首次出门时间（F₁,₂₉₇=22.701，p<0.001）和累计选择正确率（F₁,₂₉₇=7.058，p=0.008）的影响具有统计学意义（p<0.05）。
[image: ]
图3  中华倒刺鲃幼鱼联想学习训练阶段学习表现随训练天数的动态变化（平均值±标准误）
[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK46]Fig. 3  Dynamic changes in learning performance during associative learning training in juvenile S. sinensis with training days（mean±SE）

2.2  训练组与对照组中华倒刺鲃联想学习表现的差异
[bookmark: OLE_LINK33][bookmark: OLE_LINK32]如图4所示，训练组中华倒刺鲃的首次出门时间（p=0.001）、首次选择时间（p=0.018）和首次选择正确时间（p=0.007）均短于对照组，差异具有统计学意义；此外，训练组的累计选择正确率高于对照组，差异具有统计学意义（p=0.032）；而首次选择正确率组间差异不具有统计学意义（p=0.182）。
[image: ]
   注：*表示训练组与对照组的差异具有统计学意义。
[bookmark: OLE_LINK14]   * indicates a statistically significant difference between the training group and the control group.
[bookmark: OLE_LINK4]图4  中华倒刺鲃幼鱼训练组与对照组联想学习表现的差异（平均值±标准误）
Fig. 4  Differences in associative learning performance between training and control groups of juvenile S. sinensis (mean±SE)
2.3  联想学习训练对中华倒刺鲃社会性的影响
如图5所示，经联想学习训练后的中华倒刺鲃幼鱼平均游泳速度高于对照组，差异具有统计学意义（p=0.04）；但其距刺激鱼群的平均距离（p=0.127）和靠近刺激鱼群的偏好时间占比（p=0.535）与对照组相比差异不具有统计学意义。
[image: ]
   注：*表示训练组与对照组相比存在显著差异。
   * indicates a statistically significant difference between the training group and the control group.
图5  联想学习训练对中华倒刺鲃幼鱼社会性的影响（平均值±标准误）
Fig. 5  Effects of associative learning training on sociability of juvenile S. sinensis（mean±SE）
3  讨论
[bookmark: OLE_LINK34]3.1  中华倒刺鲃幼鱼的联想学习能力及其生态适配意义
[bookmark: OLE_LINK7]联想学习是动物通过识别环境线索之间的关联并据此优化行为策略的重要认知能力[28]，也是鱼类适应复杂自然生境、提高环境适应能力的重要机制。本研究结果显示，在30 d联想学习训练过程中，中华倒刺鲃幼鱼的首次出门时间、首次选择时间及首次选择正确时间均随训练天数增加而显著缩短，同时累计选择正确率和首次选择正确率均显著提高。上述结果表明，中华倒刺鲃幼鱼能够识别人工水草这一视觉刺激，并成功建立其与社会奖励之间的关联记忆，进而基于习得经验优化行为决策，最终表现为正确选择效率和准确性的提升，说明该物种具备一定的联想学习能力。本研究结果与已有鱼类联想学习研究结论基本一致。已有研究表明，斑马鱼、麦穗鱼（Pseudorasbora parva）等鲤科鱼类，以及德玛森小岩鲷、多斑丽鲷（Neolamprologus multifasciatus）等慈鲷科鱼类，均能够通过训练建立视觉线索与食物奖励或社会奖励之间的关联，表现出典型的联想学习能力[9,29-31]。对于中华倒刺鲃这类栖息于流水生境中的鱼类而言，其自然生境通常具有水流条件复杂、空间异质性强以及食物和天敌分布不均等特点。因此，较强的联想学习能力可能有助于其快速识别庇护场所、食物资源及同类聚集区域等关键环境信息，从而提高觅食效率和风险规避能力。
本研究还发现，中华倒刺鲃幼鱼的首次出门时间和首次选择时间在训练前5 d内下降幅度最为明显，表明实验鱼能够在较短时间内适应实验装置，并完成由陌生环境下的谨慎状态向稳定探索状态的行为转变。随后，首次选择正确时间在训练前10 d内持续下降，且选择正确率逐渐稳定在70%以上，说明实验鱼在此阶段已基本建立“视觉线索—社会奖励”之间的稳定联想关系。因此，10 d左右可能是中华倒刺鲃幼鱼完成基础联想学习所需的最短时间阈值。训练10 d后，各行为时间指标趋于稳定，正确率维持在较高水平，表明学习过程进入平台期，继续延长训练时间对学习效率的提升作用有限，后期行为波动则可能更多反映个体间的正常行为差异。
训练组与对照组的比较进一步表明，联想学习训练能够显著影响中华倒刺鲃幼鱼的行为决策。经过30 d训练后，训练组的首次出门时间、首次选择时间及首次选择正确时间均显著短于对照组，累计选择正确率亦显著高于对照组，说明联想学习训练能够提高实验鱼对陌生环境的主动探索能力，并增强其依据视觉线索进行正确行为决策的能力[32]。训练组个体表现出的主动探索行为，可能与其在前期训练过程中形成了对环境中潜在社会奖励的预期有关。值得注意的是，两组间首次选择正确率并无显著差异，而累计选择正确率存在显著差异，表明中华倒刺鲃幼鱼的联想学习更倾向于一种依赖重复强化的渐进式学习过程，而非单次试错完成。首次选择更多反映鱼类进入陌生环境后的初始探索行为，易受活跃性、勇敢性等个性特征影响[32-33]；而累计选择正确率则能够更真实地反映实验鱼在多次探索过程中，通过持续接受“视觉线索—社会奖励”正反馈而逐步强化关联记忆并优化行为决策的过程。这一结果也与在慈鲷、斑马鱼等硬骨鱼类中的相关研究结果一致，即鱼类联想学习的提升更多体现在重复决策稳定性的增强，而非单次选择准确性的提高[34-35]。
3.2  联想学习训练对中华倒刺鲃社会性特征的影响
社会性反映了集群性鱼类对同种个体的亲和倾向及群体依赖程度，是影响其生态适应的重要行为特征[36]。本研究以同种鱼群作为社会奖励，进一步探究了联想学习训练对中华倒刺鲃幼鱼社会性的影响。结果显示，训练组仅平均游泳速度显著高于对照组，而距刺激鱼群的平均距离及靠近刺激鱼群偏好时间占比等社会性核心指标均未表现出显著差异，说明在本研究的训练强度和周期条件下，中华倒刺鲃幼鱼的集群偏好并未发生明显改变，其社会性可能具有较强的稳定性。中华倒刺鲃属于典型的集群鱼类，在自然生境中，集群行为对于其规避天敌、提高觅食效率及维持繁殖活动具有重要意义[37]。本研究中，无论是否接受联想学习训练，实验鱼均表现出稳定的集群倾向。同时，已有研究发现，光照周期、庇护所及短期环境胁迫等环境因素[38-40]均难以显著改变中华倒刺鲃的社会性特征，也进一步说明该物种的社会性较为稳定。
训练组平均游泳速度的提高更可能是联想学习训练产生的间接效应，而非社会性改变的直接结果[41]。长期联想学习训练可能在一定程度上增强了实验鱼的环境探索能力、活跃性及空间决策能力，使训练组个体在陌生环境中表现出更高的主动性和活动水平。然而，这种活动水平的提升并未伴随社会趋近行为的增强，说明中华倒刺鲃幼鱼社会性的核心特征仍保持相对稳定。上述结果表明，中华倒刺鲃的认知能力与社会性之间既存在一定联系，又具有相对独立性：一方面，先天社会性能够为“视觉线索—社会奖励”联想学习提供行为驱动力；另一方面，短期联想学习能力的增强并不会同步改变其稳定的社会性特征，提示两类行为可能具有相对独立的调控机制。
综上所述，中华倒刺鲃具有一定的联想学习能力，能够通过30 d系统性训练建立稳定的“视觉线索—社会奖励”关联记忆，从而显著提高行为决策效率与选择准确性。同时，本研究进一步揭示了中华倒刺鲃联想学习的行为特征，即其学习过程更依赖多次探索与重复强化，累计选择正确率相比单次首次选择更能真实反映其学习效果。此外，中华倒刺鲃幼鱼的社会性表现出较高稳定性，短期联想学习训练虽能够提高其环境探索能力和运动活性，但并未改变其社会趋近偏好的核心特征。
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Study on the Associative Learning Ability of Juvenile Spinibarbus sinensis

XIA Meng, WANG Wen, DENG Linyan, WANG Zuwei, FU Cheng, CHEN Qiliang*
(Chongqing Key Laboratory of Conservation and Utilization of Freshwater Fishes, Animal Biology Key Laboratory of Chongqing Education Commission of China, Chongqing Normal University, Chongqing 401331, China)
Abstract: To investigate the associative learning ability of juvenile Spinibarbus sinensis and the effects of associative learning training on their sociality, this study established a "visual cue-social reward" associative learning paradigm using social reward as the reinforcement condition. Twenty experimental juvenile fish were randomly divided into a training group and a control group. The training group received 30 days of associative learning training, during which relevant behavioral indicators of their learning performance were recorded. After the training, the learning performance indicators of the two groups were compared to evaluate the effect of associative learning, and the sociality indicators of both groups were measured to assess the impact of training on sociality.The results showed that the first exit time, first choice time, and first correct choice time of the training group decreased significantly with training days (p<0.01). Both the cumulative choice accuracy and first choice accuracy increased significantly with the increase of training days (p<0.05), indicating that S. sinensis possesses associative learning ability. The sociality test results showed that only the average swimming speed of the training group was significantly higher than that of the control group (p=0.04). However, there were no statistically significant intergroup differences in the two core sociality indicators: the average distance from the stimulus fish school and the proportion of time spent preferentially approaching the stimulus fish school (p>0.05).These results indicate that juvenile S. sinensis can form stable associative memory through training, but short-term associative learning training is insufficient to alter the core characteristics of their sociality.
Keywords: associative learning; sociality; shoaling; Spinibarbus sinensis
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