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The Methodics of Inyestigation of Alimentary Instrumental Reflexes 
with Direct Intragastric Reinforcement

Badanie pokarmowych odruchów warunkowych jest jedną z najstarszych i naj­
częściej stosowanych metod doświadczalnych w fizjologii wyższych czynności ner­
wowych. Posługując się tą procedurą zgromadzono wiele faktów, pozwalających na 
sformułowanie praw czynności odruchowo-warunkowej (9, 10, 13, 14), przy czym 
domeną polskiej neurofizjologii stały się odruchy warunkowe II typu, zwane rów­
nież odruchami instrumentalnymi, opisane po raz pierwszy przez Konorskiego 
i Millera (11). W procedurze tej na bodziec warunkowy zwierzę wykonuje okreś­
lony akt ruchowy, jeśli jest on wzmacniany pokarmem lub innym atrakcyjnym 
bodźcem bezwarunkowym, ewentualnie jeśli dzięki temu ruchowi uniknąć może 
bezwarunkowego bodźca awersyjnego. W ten sposób swoją świadomą działalnością 
ruchową decyduje ono o otrzymaniu wzmocnienia. Ponieważ wytworzenie oraz wy­
konanie reakcji instrumentalnej możliwe jest tylko przy równoczesnym działaniu 
odpowiedniego napędu, wobec tego metodyka odruchów instrumentalnych została 
w ostatnich latach szeroko wykorzystana do badania funkcjonalnej organizacji 
struktur mózgowych zarządzających czynnościami napędowymi.

Jak dotąd, w badaniach instrumentalnych odruchów pokarmowych stosuje się 
niemal wyłącznie wzmocnienie doustne. Przy tej procedurze doświadczalnej odruch 
wykształca się bardzo łatwo i, jak wykazał Cytawa (1, 2, 3), charakteryzuje się 
dużą trwałością i opornością na zjawisko znużenia. Natomiast warunkowanie instru­
mentalne o bezpośrednim wzmocnieniu dożołądkowym, opisane przez E p s t e i n a

* Praca niniejsza była całkowicie finansowana przez Polską Akademię Nauk 
w ramach umowy o wykonanie tematu 09.4.1.1.4.2. pt. „Ośrodkowa regulacja czyn­
ności pokarmowych”.
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(6) oraz Epsteina i Teit elbauma (7), jest nadal metodyką niemal całkowicie 
nie znaną w pracowniach doświadczalnych. Chociaż Teitelbaum (16, 17, 18) 
w wielu artykułach wykazał olbrzymie możliwości zastosowania tej metody do 
badań nad ośrodkową regulacją pobierania pokarmu, to jednak niewątpliwie duże 
trudności techniczne i brak dokładnego opisu metody spowodowały, że nie znalazła 
ona dotychczas szerszego zastosowania.

Przystępując do realizacji cyklu badań nad ośrodkową regulacją czynności po­
karmowych, przekonaliśmy się, że wskazówki metodyczne zawarte w piśmiennictwie 
(6, 7, 12, 15, 21) są niekompletne i niewystarczające do pomyślnego prowadzenia 
doświadczeń. Ponieważ dopiero po licznych niepowodzeniach w ciągu ponadrocz­
nego eksperymentowania udało nam się pomyślnie rozwiązać wszystkie trudności 
z wprowadzeniem tej metody badawczej, dlatego też w pracy niniejszej uznaliśmy 
za celowe podać szczegółowy opis zastosowanej aparatury, techniki operacyjnej, 
płynnej diety oraz procedury doświadczalnej.

APARATURA

W metodzie instrumentalnych odruchów pokarmowych o bezpośred­
nim wzmocnieniu dożołądkowym zwierzę wykonać ma określony ruch, 
w naszym przypadku naciśnięcie dźwigni, co uruchamia odpowiednią apa­
raturę, która w sposób automatyczny wprowadza bezpośrednio do żołądka, 
poprzez chroniczną sondę żołądkową, ściśle określoną porcję płynnego po­
karmu, stanowiącą wzmocnienie. Zestaw przyrządów służących do tego 
celu składa się z następujących części: 1) klatka doświadczalna z odcią­
żającym systemem bloczkowym, 2) przekaźnikowe urządzenie sterujące, 
3) łaźnia wodna, 4) mikropompa dozująca, 5) ruchome połączenie wodo­
szczelne, 6) chroniczna sonda żołądkowa.

Ad 1. Klatkę doświadczalną sporządzono z dwóch pojedynczych kla­
tek, wykonanych z siatki drucianej o długości i szerokości 215 mm oraz 
wysokości 240 mm. Po usunięciu podłogi w jednej z nich i połączeniu 
uzyskiwano klatkę doświadczalną o podwójnej wysokości. Górną jej po­
łowę wyłożono od wewnątrz płytkami z pleksiglasu w celu uniemożli­
wienia zwierzęciu wydostania się z niej. Od góry pozostawiono klatkę 
otwartą, co pozwoliło na swobodne wprowadzanie do jej wnętrza drenu 
doprowadzającego pokarm do sondy żołądkowej, implantowanej szczu­
rowi na stałe. Dla zabezpieczenia drenu przed przegryzieniem przez 
zwierzę zastosowano odciążający system bloczkowy. W tym celu dren 
podwieszano na nici i poprzez system dwóch bloczków (ryc. 1) odciążano 
go tak, by zapewnić odpowiednie naciągnięcie drenu doprowadzającego 
pokarm, równocześnie nie utrudniając swobodnego poruszania się zwie­
rzęcia. Najczęściej stosowano w tym celu ciężarek 25 g.

Na wysokości 100 mm od podłogi, w połowie szerokości ścianki umiesz­
czono przycisk wykonany z zestyków średnioprądowych, wymontowanych 
z przekaźnika. Dźwignię .tego przycisku wprowadzono do wnętrza klatki
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Ryc. 1. Schemat aparatury doświadczalnej 
Diagram of experimental apparatus

na głębokość 30 mm. Aby ułatwić szczurowi manipulowanie dźwignią, 
zakończono ją płytką metalową o wymiarach 40X20 mm.

Naprzeciw dźwigni, tuż nad podłogą umieszczono na stałe karmnik, 
umożliwiający ewentualne podawanie pokarmu w przypadku stosowania 
wzmocnienia doustnego.

Ad 2. Urządzenie sterujące wykonano z trzech przekaźników, dwóch 
liczników telefonicznych oraz elementów elektronicznych, takich jak 
dioda, oporniki oraz kondensator. Wszystkie przekaźniki oraz liczniki po­
łączono na stałe z biegunem dodatnim prądu stałego o napięciu 24 V. Po­
łączenia między poszczególnymi elementami dokonano według schematu 
podanego na ryc. 1.

W momencie wykonania przez szczura reakcji instrumentalnej, pole­
gającej na naciśnięciu dźwigni, przekaźnik A połączony zostaje z biegu­
nem ujemnym źródła prądu stałego poprzez zestyki dźwigni, diodę oraz 
własne zestyki 3 i 4, zwarte, gdy przekaźnik nie działa. Po zadziałaniu 
przekaźnika A i rozwarciu zestyków 3 i 4 dalsze podtrzymanie jego dzia­
łania zachodzi poprzez opornik R dopóty, dopóki szczur naciska dźwignię.

Z chwilą zadziałania przekaźnika A włączony zostaje przekaźnik C 
poprzez zestyki 7 i 8 przekaźnika A, zwarte, gdy on zadziała, oraz zestyki 
3 i 4 przekaźnika B, zwarte, gdy przekaźnik ten nie działa. Przekaźnik 
C włączony jest dopóty, dopóki nie zadziała przekaźnik B.

Zadziałanie przekaźnika B następuje przez zestyki 10 i 11 przekaźni­
ka A, zwarte po jego zadziałaniu. Zachodzi ono jednak z pewnym opóźnie­
niem w stosunku do przekaźnika A, wynikającym ze stałej czasowej ła­
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dowania kondensatora C. W efekcie na zestyku 3 przekaźnika B otrzymuje 
się impuls standardowy, o czasie trwania niezależnym od czasu naciska­
nia dźwigni i zawsze równym stałej czasowej kondensatora C. Impuls ten 
powoduje zadziałanie przekaźnika C oraz licznika reakcji.

W momencie zadziałania przekaźnika C następuje zamknięcie obwo­
du elektrycznego mikropompy dozującej przez zestyki 4 i 5 przekaźnika 
C, które zwierają się przy jego zadziałaniu.

Ponieważ naciśnięcia dźwigni wykonane w momencie działania mikro- 
pcmpy nie uruchamiają jej ponownie, dlatego też przy dużej liczbie szyb­
ko następujących po sobie reakcji zwierzęcia liczba wzmocnień nie od­
powiada liczbie wykonanych ruchów instrumentalnych. Z tego powodu 
w celu rejestrowania liczby wzmocnień zastosowano jeszcze jeden licznik, 
uruchamiany przez zestyki zamocowane na mikropompie i zwierane przez 
trzpień tłoka mikropompy przy każdorazowym jej zadziałaniu.

Ad 3. Wykorzystać można dowolny typ łaźni wodnej z urządzeniem 
termostatycznym, umożliwiającym utrzymanie stałej temp. 40°C.

Ad 4. Do odmierzania i wprowadzania do żołądka niewielkich porcji 
pokarmu zastosowano mikropompę dozującą typu 335, produkowaną przez 
Zakłady Doświadczalne Budowy Aparatury Naukowej „Unipan” w War­
szawie. Do tego celu można również zastosować inne typy pomp dozują­
cych lub też wykonać pompę rolkową po niewielkiej przeróbce kimografu, 
według opisu podanego przez Zająca (21). Wymaga to jednak dodat­
kowego zastosowania przekaźnika czasowego, aby dopasowując czas uru­
chomienia pompy rolkowej, odpowiednio regulować objętość przetłacza­
nej cieczy.

Ad 5. Ruchome połączenie wodoszczelne jest niezbędnym elementem 
w badaniach odruchów instrumentalnych o bezpośrednim wzmocnieniu 
dożołądkowym. Zapewnia ono swobodne poruszanie się zwierzęcia przy 
połączeniu mikropompy dozującej poprzez dren doprowadzający pokarm 
z chroniczną sondą żołądkową, implantowaną szczurowi na stałe. Połą­
czenie to zapobiega skręcaniu drenu w czasie ruchów zwierzęcia, co spo­
wodowałoby niedrożność drenu. Równocześnie zapewnia ono szczelność 
całego układu. W tym celu stosowane mogą być różne typy ruchomych 
połączeń wodoszczelnych (8, 20). Stosowane przez nas ruchome połącze­
nie wodoszczelne, szczegółowo opisane przez Zająca (21), wydaje się 
najkorzystniejszym rozwiązaniem, ponieważ nie wymaga zastosowania 
smarów uszczelniających, które mogłyby się łączyć z pokarmem.

Ad 6. Sondę dożołądkową wykonano opierając się na opisie podanym 
przez Epsteina i Teitelbauma (7) z wprowadzeniem własnej 
modyfikacji. Stosowana przez nas sonda składa się z kolanka zewnętrzne­
go, sporządzonego z rurki stalowej o długości 20 mm i przekroju ze­
wnętrznym 0,8 mm, uzyskanej z igły iniekcyjnej, oraz odpowiednio wy-
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modelowanego drenu polietylenowego o średnicy wewnętrznej 0,6 mm 
i długości ok. 150 mm. Wykorzystując właściwość polietylenu, polegającą

Ryc. 2. Rentgenogram szczura z chronicznie implantowaną sondą żołądkową po 
wypełnieniu jej siarczanem baru

Roentgenogram of a rat with chronically implanted gastric tubę injected with 
barium sulphate

na jego dużej plastyczności w podwyższonej temperaturze, nadawano 
rurce polietylenowej odpowiedni profil, dopasowany do czaszki szczura. 
Modelowanie sondy wykonywano w temperaturze wrzącej wody, po czym 
nadany kształt utrwalano przez szybkie ochładzanie. Profil sondy żołąd­
kowej oraz jej przebieg w ciele zwierzęcia przedstawia zdjęcie rentge- 
nograficzne (ryc. 2).

TECHNIKA OPERACYJNA

Implantacji sondy żołądkowej dokonywano w narkozie ewipanowej, 
podawanej w dawce 100 mg/kg ciężaru ciała. Sondę wprowadzano przez 
otwór nosowy zewnętrzny, gardziel i przełyk do żołądka. Przeprowadza­
nie drenu przez jamę nosową wykonywano ze szczególną ostrożnością, by 
uniknąć uszkodzenia błony śluzowej, mogącego spowodować silne krwa­
wienie. Następnie głowę zwierzęcia mocowano w uchwycie aparatu ste-
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reotaktycznego, przecinano skórę i czepiec ścięgnisty w linii strzałkowej 
na długości od ok. 20 mm do przodu do ok. 10 mm ku tyłowi od bregmy. 
Preparując na boki odsłaniano kości sklepienia czaszki. W przednim i tyl­
nym odcinku cięcia wkręcano w kości czaszki po dwie śruby jubilerskie 
ze stali nierdzewnej o przekroju 1 mm. Unikając obszernych cięć, prze­
wlekano pod skórą na powierzchni grzbietowej kości nosowych odcinek 
drenu polietylenowego długości 30 mm, wystający z otworu nosowego 
i zagięty ku tyłowi. W tym celu wkłuwano igłę iniekcyjną o średnicy 0,8 
mm tuż nad kośćmi nosowymi w linii strzałkowej, od uprzednio wykona­
nego cięcia w kierunku do nozdrzy, tak aby koniec jej wyszedł zewnętrz­
nym otworem nosowym. Na wystający koniec igły nasuwano dren i ru­
chem posuwisto-obrętowym w prawo i w lewo cofano igłę, przeciągając 
równocześnie dren. Po usunięciu igły, na jej miejsce nasuwano metalowe 
kolanko, które następnie wraz z nasuniętą częścią drenu i wkręconymi 
w czaszkę śrubami zalewano durakrylem. Po stwardnieniu durakrylu 
skórę zszywano. Tak wykonana implantacja chronicznej sondy żołądko­
wej umożliwiała zwierzęciu swobodne oddychanie oraz pobieranie po­
karmu per os, przy równoczesnej możliwości dodatkowego podawania po­
karmu bezpośrednio do żołądka, z pominięciem jego działania na zakoń­
czenia czuciowe jamy ustnej, nosowej, gardła i przełyku.

PŁYNNA DIETA

Ze względu na chroniczny typ doświadczenia, w którym w ciągu wielu tygodni 
jedynym źródłem pokarmu jest płynna dieta, podawana bezpośrednio do żołądka, 
skład jej musi być tak dobrany, by zawierała ona wszystkie elementy odżywcze, 
nieodzowne dla zwierzęcia, przy równoczesnym zapewnieniu płynnej konsystencji 
w równomiernej zawiesinie. W tym celu wykorzystaliśmy dietę opisaną przez 
Epsteina i Teitelbauma (7) z wprowadzeniem własnej modyfikacji. Dietę 
sporządzano ad hoc tuż przed doświadczeniem w ilości 200 ml, według następują­
cego przepisu:

1) mleko kondensowane — 100 ml
2) jaja (jedno całe) — 50 ml 5) chlorek sodu — 1,5 g
3) woda destylowana — 24 ml 6) multiwitamina — 0,1 g
4) cukier — 24 g 7) formalina 10% — 0,4 ml

Wszystkie wymienione składniki dokładnie mieszano przy pomocy miksera. Do­
datek niewielkiej ilości formaliny był czynnikiem konserwującym, który zapobiegał 
rozkładowi pokarmu, umieszczanego na okres 6 godz. w łaźni wodnej o temp. 40°C.

PROCEDURA DOŚWIADCZALNA

Jak wynika z dotychczas przeprowadzonych przez nas badań (4, 5), 
wykształcenie instrumentalnych odruchów pokarmowych o bezpośrednim 
wzmocnieniu dożołądkowym jest niemożliwe przy zastosowaniu normal­
nej procedury warunkowania. Aby otrzymać pozytywne wyniki, należy
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zastosować metodę transferu uprzednio uwarunkowanej reakcji instru­
mentalnej, wzmacnianej doustnie na odruch o wzmocnieniu dożołądko­
wym. Ze wzmianek w piśmiennictwie należy wnioskować, że sposób ten 
w istocie znany był wszystkim autorom stosującym technikę warunko­
wania dożołądkowego (6, 7, 12, 15, 19). Typowy przebieg warunkowania 
z zastosowaniem metody transferu przedstawia ryc. 3. Materiałem do­
świadczalnym były białe szczury, samce szczepu Wistar o ciężarze ciała 
od 200 do 250 g. Grupę doświadczalną stanowiło 10 zwierząt z chronicz­
nie implantowaną sondą żołądkową, natomiast grupę kontrolną — 11 szczu­
rów. Zwierzęta grupy doświadczalnej, uprzednio pozbawione pokarmu 
w ciągu 24 godz., umieszczano w urządzeniu do badania instrumentalnych 
odruchów pokarmowych, gdzie przebywały codziennie przez 6 godz. w 
ciągu 15 kolejnych dni. W czasie doświadczenia zwierzęta miały dostęp do 
dźwigni, której naciśnięcie powodowało uwolnienie 0.5 ml płynnego po­
karmu.

____e grupa Closwiaaczalria. wzmacniana, n-!Q
o-) ezperimental. rem/orceo group n=IO

i>___ o grupa kontra^p^iewzmamana. n-11
(X contro!, nonreinforcea group ; n=11

Ryc. 3. Warunkowanie instrumentalne przy różnym sposobie wzmacniania (0,5 ml 
płynnego pokarmu); mediana ± średnie odchylenie ćwiartkowe 

Instrumental conditioning with different way of reinforcement (0.5 ml of liąuid 
diet); median ± mean ąuadrilla deviation

Warunkowanie instrumentalnych odruchów pokarmowych przebiegało 
w trzech etapach, trwających po 5 dni i różniących się między sobą sposo­
bem wzmacniania reakcji instrumentalnej. W okresie pierwszych 5 dni 
sprawdzano możliwość spontanicznego wykształcenia się odruchu instru­
mentalnego o bezpośrednim wzmocnieniu dożołądkowym. Każda reakcja 
zwierzęcia uruchamiała system przekaźnikowy i mikropompę dozującą 
i w efekcie wzmacniana była podaniem do żołądka 0,5 ml płynnego po-

14 Annales UMCS, sectio C, vol. XXIX
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karmu, ogrzanego w łaźni wodnej do temperatury ciała. Gdy odruch wa­
runkowy się nie wykształcił, w następnym etapie, przez kolejne 5 dni, 
naciśnięcie dźwigni uwalniało wzmocnienie w tej samej objętości, lecz 
podawane do karmnika. Dopiero po wykształceniu i utrwaleniu się odru­
chu o wzmocnieniu doustnym możliwe było przekształcenie go na odruch 
o wzmocnieniu dożołądkowym. W tym celu w ciągu ostatnich 5 dni każda 
reakcja instrumentalna wzmacniana była infuzją pokarmu bezpośrednio 
dc żołądka, analogicznie jak w pierwszej fazie doświadczenia.

Aby przekonać się, czy reakcje naciskania dźwigni są rzeczywistymi 
odruchami instrumentalnymi, czy też reakcjami przypadkowymi, będą­
cymi wynikiem działalności eksploracyjnej, przeprowadzono badanie kon­
trolne na 11 naiwnych szczurach, które umieszczano w klatkach doświad­
czalnych na okres 6 godz. dziennie w ciągu kolejnych 5 dni. Zwierzęta te 
miały również dostęp do dźwigni, jednakże reakcje ich nie były nigdy 
wzmacniane pokarmem.

W przebiegu całego doświadczenia w okresie między badaniami zwie­
rzęta przebywały w swoich klatkach, otrzymywały jedynie wodę ad libi- 
tum, natomiast pokarm podawano im w ilościach ograniczonych, tak aby 
utrzymać je na stałym poziomie deprywacji, wynoszącym 75% początko­
wego ciężaru ciała.

WYNIKI

Jak wynika z ryc. 3, w pierwszym etapie doświadczenia poziom wy­
konania reakcji naciśnięcia dźwigni był bardzo niski. Wartości medialne 
i średniego odchylenia ćwiartkowego kształtowały się w granicach od 4,0 
±1,5 do 6,0 ±1,5, a więc na poziomie niemal identycznym jak w grupie 
kontrolnej, która nie otrzymywała żadnego wzmocnienia i u której te sa­
me wartości wahały się w granicach od 2,0 ± 2,0 do 6,0 ± 2,0. Świadczy to 
o całkowitym braku warunkowania w przypadku stosowania normalnej 
procedury doświadczalnej. Nieliczne reakcje wykonywane w tym okresie 
były rezultatem działalności eksploracyjnej zwierząt oraz wzmożonej ak­
tywności ruchowej, spowodowanych zwiększonym napędem głodowym.

W drugim etapie doświadczenia, w którym wzmocnienie podawano do 
karmnika, już w pierwszym dniu po przeniesieniu zwierząt na wzmocnie­
nie doustne liczba wykonanych reakcji gwałtownie wzrosła do wartości 
medialnej 37,0 ± 12,0. W ciągu następnych 4 dni kształtowała się ona na 
poziomie jeszcze wyższym, w granicach od 52,5 ± 12,5 do 62,5 ± 11,0. Wy­
niki te świadczą o natychmiastowym wykształceniu się odruchu instru­
mentalnego w przypadku stosowania wzmocnienia doustnego.

W ciągu ostatnich 5 dni doświadczenia, po ponownym przeniesieniu 
zwierząt na procedurę wzmocnienia dożołądkowego, poziom wykonania
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instrumentalnych reakcji pokarmowych był nadal wysoki, nieznacznie 
tylko niższy w porównaniu z poprzednim okresem — wartości medialne 
liczby wykonanych reakcji i ich średnie odchylenia ćwiartkowe zawiera­
ły się w granicach od 46,0 ±5,0 do 53,0 ±11,0. Świadczy to, że wyuczo­
ny poprzednio odruch instrumentalny utrzymywał się nadal po jego tran­
sferze ze wzmocnienia doustnego na dożolądkowe. Obserwowany nie­
znaczny spadek liczby wykonanych reakcji przy wzmocnieniu dożołądko­
wym jest zgodny z obserwacjami Snowdona (15), który stwierdził 
zmniejszenie o ok. 25% ilości pobieranego pokarmu u szczurów jedzących 
dożołądkowo w porównaniu ze zwierzętami pobierającymi pokarm per os. 
Fakt ten należy tłumaczyć zniesieniem torującego wpływu bodźców oro- 
faryngealnych na napęd głodowy.

Ponieważ na podstawie dotychczasowych danych można wnioskować, 
ż? jedynym sposobem wykształcenia instrumentalnych odruchów pokar­
mowych o bezpośrednim wzmocnieniu dożołądkowym jest procedura 
transferu z odruchu o wzmocnieniu doustnym, więc też celem przyśpie­
szenia warunkowania można pierwszy etap postępowania ominąć i roz­
począć warunkowanie od procedury wzmocnienia doustnego.
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PE3IOME

ld3-3a OTcyrcTBMH onncM TexHMKM BbipaSoTKM ycnoBHoro MHCTpyMeHTanb- 
woro pecpneKca c HenocpeflCTBeHHbiM jKenyaoMHbiM noflKpenneHMeM, b Ha- 
CTOsmeiS paóoTe npeflCTasneHO pa3pa6oT«y MeTOflMKM nccneflOBaHMM 3Toro 
Tnna ycnoBHbix petpneKcoB. OriMcaHO annapaTypHbiń cociaB, onepaifMOHHyto 
TexHMKy, a T3K>Ke onbiTHyio npoueflypy.

Tan k3k cpopMMpoBaHMe MHCTpyMeHTanbHoro pecpneKca c HenocpeflCTBeH- 
HbiM >KenyflOMHbiM noflKpenneHMeM HeBO3Mo>KHo b cnynae npMMeHeHMH Hop- 
ManbHOM npoiąeflypbi BbipaóoTKM ycnoBHoro petpneKca, noaTOMy 6bin npw- 
MeHeH MeTOfl TpaHccpepa M3 pecpnenca c noflKpenneHMeM per os.

SUMMARY

Because of the lack of description of technics of instrumental con- 
ditioning with direct intragastric reinforcement, an elaborated methodics 
of investigation of this type of conditional reflexes, namely the set of
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apparatus, surgery and experimental procedurę have been presented in 
this paper.

Because the formation of the instrumental reflex with intragastric 
reinforcement is impossible in the case of applying the normal procedurę 
of conditioning, the method of transfer from the reflex with orał rein­
forcement was applied.

A
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