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摘要 目的目的：：探讨阿尔茨海默病（AD）P301L-Tau模型小鼠内嗅皮层-海马神经纤维改变与学习记忆功能的

相关性及相关分子机制，为 AD 患者 Tau 蛋白靶向治疗提供依据。方法方法：：选择 16 只 3 月龄雄性 C57BL/6 小

鼠，按随机数字表法分为空载病毒对照组（对照组）和 P301L-Tau模型组（模型组），每组 8只。麻醉后，对照

组小鼠双侧内嗅皮层注射空载病毒；模型组小鼠双侧内嗅皮层注射 AAV-P301L-Tau 病毒。注射完成后常

规饲养至 12月龄。采用Morris水迷宫测试评估小鼠学习记忆功能；采用 9.4 T磁共振行弥散张量成像（DTI）
扫描检测小鼠双侧内嗅皮层和海马的神经纤维变化情况；采用 Western blot 法检测小鼠内嗅皮层、海马 t-
Tau、p-Tau（Ser262）和糖元合成激酶-3β（GSK3β）蛋白的表达水平；采用 Pearson 相关性分析法分析小鼠内

嗅皮层、海马各向异性分数（FA）与学习记忆功能的相关性。结果结果：：① 学习记忆功能测试：与对照组比较，模

型组小鼠学习记忆功能明显下降，逃避潜伏期明显增加，穿越平台次数和目标象限时间占比明显降低（P＜
0.05）。② 小鼠内嗅皮层和海马脑区中神经纤维结构：与对照组比较，模型组小鼠内嗅皮层和海马 FA 值均

明显下降，内嗅皮层平均弥散率（MD）明显增加（P＜0.05），而海马MD值差异无统计学意义（P＞0.05）。③ 小
鼠内嗅皮层、海马脑区FA值与学习记忆功能的相关性分析：2 组小鼠内嗅皮层、海马 FA 值与穿越平台次数

均呈正相关关系（r＝0.76，P＜0.05；r＝0.62，P＜0.05）。④ 小鼠内嗅皮层、海马脑区 t-Tau、Ser262和 GSK3β
蛋白表达：与对照组比较，模型组内嗅皮层和海马 t-Tau、p-Tau（Ser262）和 GSK3β 蛋白含量均明显增加

（P＜0.05）。结论结论：：P301L-Tau 模型小鼠内嗅皮层、海马脑区 Tau 蛋白过度磷酸化，导致小鼠内嗅皮层、海马

脑区神经纤维结构遭受破坏和学习记忆功能障碍，其学习记忆功能障碍程度与内嗅皮层、海马神经纤维受

损程度呈正相关。

关键词 阿尔茨海默病；磷酸化Tau蛋白；弥散张量成像；内嗅皮层-海马；学习记忆

阿尔茨海默病（Alzheimer's disease，AD）是一种

与年龄相关的神经退行性疾病，可表现为学习和记

忆功能进行性下降［1］。Tau蛋白过度磷酸化形成的

神经纤维缠结和淀粉样蛋白 Aβ 沉积是 AD 的神经

病理学标志［2］。Tau蛋白作为一种轴突微管结合蛋

白，可促进轴突微管的形成和维持其稳定，是神经

纤维结构的重要组成蛋白［2-3］。在 AD病理状态下，

Tau 蛋白过度磷酸化，其病理性产物随着时间推移

不断累积和扩散，引起突触功能障碍和神经退行性

病变，严重影响AD患者认知功能［4］。研究显示，Aβ
靶向疗法治疗 AD 患者的临床试验多以失败告终，

且与Aβ淀粉样蛋白沉积比较，Tau蛋白病理改变与
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AD 患者认知功能障碍的发生、发展具有更强的相

关性［5-7］。因此，近年来 AD 的 Tau 靶向疗法受到了

越来越多的关注［7］。
Tau 蛋白磷酸化好发于脑部内侧颞叶结构，始

于大脑内嗅皮层，可逐渐累及海马等脑区［8］。内嗅

皮层-海马环路是脑内执行空间学习记忆功能的关

键结构［9］，内嗅皮层内具有表征特定空间坐标的“网

格细胞”，可将空间信息输入至海马，共同完成空间

学习记忆的过程。GOYAL等［10］研究发现，通过脑电

刺激内侧颞叶结构（内嗅皮层和海马）可破坏受试

者记忆编码的时间和空间结构，表现为使有序内容

回忆变得杂乱无序，并且使远距离物体的记忆能力

下降。

弥散张量成像（diffusion tensor imaging，DTI）是

一种利用水分子在组织中弥散的各向异性成像的

磁共振扫描技术，可立体观察神经纤维的走行方

向、空间位置、数量以及纤维间的连接关系。目前

关于 AD 的 Tau模型小鼠内嗅皮层和海马神经纤维

变化及其与学习记忆功能之间的关系缺乏相关研究

佐证。因此，本研究通过建立AD P301L-Tau模型小

鼠，利用 9.4 T磁共振 DTI扫描技术探讨 AD P301L-
Tau模型小鼠内嗅皮层和海马神经纤维的变化与学

习记忆功能的相关性及相关分子机制，为 AD 患者

Tau蛋白靶向治疗提供依据。

1 材料与方法 
1.1　实验动物　

从南京大学-南京生物医药研究院购买 16 只

3月龄雄性C57BL/6小鼠［实验动物生产许可证号：

SCXK（苏）2018-0008］，饲养于福建中医药大学实验

动物中心 SPF 级动物实验室［许可证号：SCXK（闽）

2019-0007］。本实验经福建中医药大学动物实验

伦理委员会批准（审批号：FJTCM IACUC2019031），

实验动物的处理均严格按照动物伦理准则和指南

的相关条例执行。

1.2　主要实验试剂与设备　
BCA蛋白浓度测定试剂盒（美国赛默飞世尔科

技公司）；磷酸蛋白酶抑制剂（北京普利莱基因技术

有限公司）；t-Tau小鼠单克隆抗体（美国 Proteintech
公司，66499-1-Ig）；p-Tau（Ser262）兔多克隆抗体（英

国 Abcam 公司，ab131354）；GSK3β 兔多克隆抗体

（美国 Proteintech 公司，22104-1-AP）；AAV9-CAG-
Tau（P301L）-EGFP-WPRE-pA 病毒（武汉枢密脑科

学技术有限公司）；9.4 T小动物磁共振（德国布鲁克

公司，型号：94/20）；脑立体定位仪（中国 RWD生命
科技有限公司）；Morris 水迷宫（中国上海市欣软信
息科技有限公司）；高速冷冻离心机（德国Eppendorf
公司）；凝胶成像系统（美国 Bio-Rad 公司，型号：
GelDoc 2000）。
1.3　实验方法　
1.3.1　动物模型制备　采用随机数字表法将 16 只
3 月龄雄性 C57BL/6 小鼠分为空载病毒对照组（对
照组）和P301L-Tau模型组（模型组），每组 8只。采
用 3% 异氟烷将小鼠麻醉后，将其固定于脑立体定
位仪上。剪开头皮暴露前囟、后囟，以前囟为坐标原
点，内嗅皮层定位坐标为前囟后 5.28 mm，左右旁开
2.82 mm，颅骨平面向下 3.85 mm。在坐标上方颅骨
钻孔，使用微量注射泵以0.05 μL/min的速度分别将
1 μL 空载病毒和 AAV9-CAG-Tau（P301L）-EGFP-
WPRE-pA病毒注射到对照组和模型组小鼠的目标
脑区［11］，注射结束后停针 10 min 再缓慢拔出，缝合
伤口。随后常规饲养至 12月龄（喂养 9个月），然后
进行相关指标检测。
1.3.2　观察指标　
1.3.2.1　小鼠学习记忆功能评估　采用Morris 水迷
宫测试评估 2组小鼠学习记忆功能。Morris 水迷宫
水池直径为 120 cm，水深 30 cm，共分为 4个象限，逃
生平台放置于第3象限。水迷宫测试包括第1～4天
定向航行测试、第 5天空间探索测试。实验开始前
1 天将小鼠放置于水池中自由游泳 2 min 以适应环
境和人的抓握等相关操作。实验第 1天进行定向航
线测试时将小鼠依次放入 4个象限中，记录其寻找
逃生平台的时间（逃避潜伏期），测试时间为 90 s，并
在平台上停留 15 s。进行空间探索测试前，移除第
3象限逃生平台，将小鼠从第 1象限放入，测试 90 s，
记录其穿越原逃生平台所在位置的次数，检测其学
习记忆能力。
1.3.2.2　小鼠内嗅皮层和海马神经纤维的变化情况
检测　使用 9.4 T 小动物磁共振进行 DTI 扫描成像
检测 2 组小鼠内嗅皮层和海马神经纤维的变化情
况。扫描前，用 3%异氟烷将小鼠麻醉后，采用牙杆
和双侧耳杆将小鼠俯卧位固定于磁共振扫描床上，
将专用表面线圈固定在小鼠头部，利用水循环加热
系统维持小鼠体温相对恒定，实时监测小鼠体温、
呼吸和心率。DTI 扫描参数如下：弥散敏感因子
b0＝1 000 s/mm2，弥散敏感梯度为 64 个方向，层厚
为 0.6 mm，扫描层数为 25，重复时间（time of repeti⁃
tion，TR）＝3 750 ms，回波时间（time of echo，TE）＝
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32.6 ms，体素＝0.16 mm ×0.16 mm，采集矩阵为

78×78。扫描完成后，利用 FSL 6.0（http：//fmrib.ox.
ac.uk/fsl）和 ITK-SNAP 3.6.0 软件进行数据分析，包

括涡流校正、颅骨剥离，得到全脑掩膜图像，计算小

鼠全脑各向异性分数（fractional anisotropy，FA）和平

均弥散率（mean diffusivity，MD）参数图，手动确定海

马和内嗅皮层感兴趣区，提取感兴趣区FA和MD平

均值。与对照组比较，模型组小鼠 FA值降低或MD
值升高可提示神经纤维结构损伤。

1.3.2.3　Western blot法检测小鼠海马和内嗅皮层组

织 t-Tau蛋白、p-Tau（Ser 262）、糖元合成激酶-3β蛋

白的表达水平　用 3% 戊巴比妥钠对 2组小鼠进行

深度麻醉，快速取出双侧海马和内嗅皮层，先置于

液氮中，后放入-80 ℃冰箱中冻存。检测时取出双

侧小鼠海马和内嗅皮层组织，按 1 mg∶10 μL加入含

有蛋白酶抑制剂的裂解液，用超声仪裂解组织 2次，

10 s/次，间隔 10 s。4 ℃离心 15 min，14 000 r/min，
取上清液到新的离心管，使用BCA法定量后将浓度

调至一致，加入5×蛋白上样缓冲液，95 ℃变性5 min。
SDS-Page 电泳后，转移至 PVDF 膜，5% 脱脂牛奶封

闭 1 h 后，加入浓度均为 1∶1 000 的一抗［t-Tau、p-
Tau（Ser 262）、糖元合成激酶-3β（glycogen synthase 

kinase-3β，GSK3β）］，在 4 ℃摇床孵育过夜，回收一

抗后，室温孵育相应二抗 1 h。使用ECL显影液覆盖

PVDF膜，在Bio-Rad成像仪中进行显影，采用 Image-
lab软件分析处理。

1.4　统计学方法　
采用 SPSS 24.0 统计软件进行数据分析。计量

资料服从正态分布用（x̄±s）表示，组间比较采用两独

立样本 t检验。2 组水迷宫测试不同时间点的逃避

潜伏期数据采用重复测量方差分析，若方差齐性，

两两比较采用 LSD-t 法；若方差不齐，则采用 Dun⁃
nett's T3法。小鼠内嗅皮层和海马脑区FA值与学习

记忆功能的相关性采用 Pearson 相关分析法。P＜
0.05为差异具有统计学意义。

2 结　果 
2.1　2组学习记忆功能比较　

Morris 水迷宫定位航行测试显示，与对照组比

较，在第 4天时模型组小鼠逃避潜伏期明显延长，差

异具有统计学意义（P＜0.05）。空间探索实验结果

显示，与对照组比较，模型组小鼠穿越平台次数和

目标象限时间占比均明显减少，差异均具有统计学

意义（P＜0.05）。见表1和表2。

2.2　2组内嗅皮层和海马脑区中神经纤维结构完整
性比较　

DTI扫描结果表明，与对照组比较，模型组小鼠

内嗅皮层和海马中 FA值均明显下降，内嗅皮层MD
值明显增加，差异具有统计学意义（P＜0.05），海马

MD值差异无统计学意义（P＞0.05）。见表3。

2.3　小鼠内嗅皮层和海马脑区FA值与学习记忆功
能的相关性分析　

FA 值是 DTI 最常见的反映神经纤维完整性的

参数，而穿越平台次数是 Morris 水迷宫中检测学习

记忆功能的重要指标。Pearson相关分析结果显示，

2 组内嗅皮层 FA 值与其穿越平台次数呈正相关关

系（r＝0.76，P＜0.05），海马脑区FA值与其穿越平台

次数同样呈正相关关系（r＝0.62，P＜0.05）。见图1。
2.4　2组小鼠内嗅皮层和海马脑区 t-Tau、Ser262、
GSK3β蛋白表达水平比较　

Western blot 结果显示，与对照组比较，模型组

内嗅皮层和海马脑区 t-Tau、Ser262、GSK3β 蛋白表

达含量均明显增加，差异均具有统计学意义（P＜
0.05）。见表4、图2。

表1　2组逃避潜伏期比较（x̄±s）                                                                              s
Table 1　Comparison of escape latency between two groups （x̄±s）                                                    s

组 别
对照组

模型组

n
8
8

第1天

68.67±14.20
77.80±10.45

第2天

56.53±11.06
60.05±12.43

第3天

41.74±12.11
47.61±11.84

第4天

25.36±6.80
36.32±6.361）

注：与对照组比较，1） P＜0.05。
Note: Compared with the control group, 1) P<0.05.
表2　2组穿越平台次数和目标象限时间占比比较（x̄±s）

Table 2　Comparison of crossing platforms times and tar⁃
get quadrant time ratio between two groups （x̄±s）

组 别
对照组

模型组

n
8
8

穿越平台次数/次
4.34±1.60
1.80±0.701）

目标象限时间占比/%
35.13±8.75
18.21±4.641）

注：与对照组比较，1） P＜0.05。
Note: Compared with the control group, 1) P<0.05.

138



陈晓程等：P301L-Tau模型小鼠内嗅皮层-海马神经纤维变化与记忆功能障碍的相关性及其分子机制研究

表3　2组内嗅皮层和海马脑区FA、MD值比较（x̄±s）
Table 3　Comparison of FA，MD values of the entorhinal cortex and hippocampus between two groups （x̄±s）

组 别

对照组

模型组

n

8
8

内嗅皮层

FA
0.15±0.01
0.13±0.011）

MD
0.77±0.05
0.84±0.031）

海马

FA
0.14±0.01
0.13±0.001）

MD
0.78±0.05
0.79±0.03

注：与对照组比较，1） P＜0.05。
Note: Compared with the control group, 1) P<0.05.

图1　2组内嗅皮层和海马FA值变化与穿越平台次数相关性分析

Figure 1　Correlation analysis between FA values variation of the entorhinal cortex and hippocampus and the number
of crossing platforms between two groups

表4　2组内嗅皮层和海马 t-Tau、Ser262、GSK3β蛋白表达比较

Table 4　Comparison of t-Tau，Ser262，GSK3β protein expression of the entorhinal
cortex and hippocampus between two groups                             

组 别

对照组

模型组

n

8
8

内嗅皮层

t-Tau
0.38±0.07
0.64±0.111）

Ser262
0.54±0.14
1.12±0.021）

GSK3β
0.64±0.13
1.04±0.161）

海马

t-Tau
0.48±0.08

1.10±0.131）

Ser262
0.56±0.11
1.39±0.151）

GSK3β
0.81±0.04
1.28±0.111）

注：与对照组比较，1） P＜0.05。
Note: Compared with the control group, 1) P<0.05.
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图2　2组内嗅皮层和海马中 t-Tau、Ser262和GSK3β蛋白表达

Figure 2　Protein expression of t-Tau，Ser262 and GSK3β of the entorhinal cortex and hippocampus between two groups
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3 讨　论 
内嗅皮层-海马环路是大脑执行学习记忆功能

的关键结构［10］。ASAI 等［12］通过向 C57BL/6 野生小

鼠双侧内嗅皮层注射 AAV-P301L-Tau 病毒，只需

4周时间便可建立快速诱导内嗅皮层磷酸化 Tau蛋

白通过小胶质细胞传播至海马的模型。目前大量

体内外研究支持“Tau蛋白传播”这一概念，Tau蛋白

病理性产物可随时间推移在脑内进一步传播［8］。临

床研究表明，AD患者Tau蛋白病理性产物的长期积

累，对其认知功能造成了严重影响［13］。为了探讨内

嗅皮层和海马长期Tau蛋白磷酸化对其神经纤维结

构和学习记忆功能的影响，本研究通过向 C57BL/6
野生小鼠双侧内嗅皮层注射了 AAV9-P301L-Tau
病毒构建AD Tau病理模型，进而通过应用DTI扫描

观察 12 月龄 P301L-Tau 模型小鼠内嗅皮层和海马

神经纤维结构的变化与学习记忆功能的关联性，以

及相关分子机制。

3.1　P301L-Tau模型小鼠学习记忆障碍与内嗅皮

层和海马脑区神经纤维结构破坏有关　

Morris水迷宫结果显示，与对照组比较，模型组

小鼠逃避潜伏期明显延长，穿越平台次数和目标象

限时间占比均明显减少，提示模型组小鼠出现学习

记忆功能障碍。表明在非转基因小鼠上通过注射

AAV-P301L-Tau 病毒构建 AD Tau 病理模型，能够

模拟AD记忆功能障碍，与先前研究显示P301L-Tau
突变转基因小鼠出现记忆功能缺陷的结果一致［14］。

本研究DTI扫描结果显示，与对照组比较，12月

龄模型组小鼠内嗅皮层 FA 值显著降低，MD 值增

加，表明模型组小鼠内嗅皮层的神经纤维的完整性

遭到破坏，其结果与目前临床研究结果一致［15］。此

外，本研究中P301L-Tau模型小鼠海马脑区FA值下

降，与MASSALIMOVA等［14］研究发现，P301L转基因

小鼠海马和丘脑脑区 FA值较野生组显著下降的结

果一致。为了进一步探讨内嗅皮层和海马神经纤

维变化是否影响小鼠的学习记忆功能，本研究Pear⁃
son相关性分析结果显示，P301L-Tau模型小鼠内嗅

皮层和海马脑区 FA值与学习记忆功能呈正相关关

系，即 FA 值越小，神经纤维结构受损越严重，学习

记忆障碍越明显。这与先前临床研究显示AD患者

神经纤维受损程度与记忆功能具有一定相关性的

结果一致［16］。

3.2　P301L-Tau模型小鼠内嗅皮层和海马脑区神
经纤维结构的破坏可能与GSK3β介导的Tau蛋白
过度磷酸化有关　

研究发现，认知功能障碍患者双侧内嗅皮层
MD 值增加与该脑区较高水平的 Tau 蛋白沉积有
关［17］。Tau蛋白磷酸化受各种蛋白激酶和磷酸酶的
共同调控，GSK3β 是目前介导 Tau 蛋白磷酸化的关
键激酶，其在AD患者脑内表达含量明显增加［18］，可
促使 Ser262 在内的多个 Tau 蛋白氨基酸位点磷酸
化。因此，本研究进一步采用Western blot法分别检
测内嗅皮层和海马脑区 t-Tau、Ser262、GSK3β 蛋白
的表达水平。结果显示，与对照组比较，模型组小
鼠内嗅皮层和海马脑区的 t-Tau、Ser262、GSK3β 蛋
白表达含量均增加，这表明 P301L-Tau 模型小鼠内
嗅皮层和海马脑区神经纤维结构的破坏可能与
GSK3β介导的Tau蛋白过度磷酸化有关。

4 小　结 
通过向 C57BL/6 野生小鼠双侧内嗅皮层注射

AAV-P301L-Tau病毒可成功复制AD模型，模拟AD
学习记忆障碍。P301L-Tau模型小鼠内嗅皮层和海
马神经纤维结构遭受破坏，且破坏程度与学习记忆
障碍呈正相关关系，其机制可能与 GSK3β 介导的
Tau蛋白过度磷酸化有关，这可为临床 AD 患者 Tau
蛋白靶向治疗提供理论依据。
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Correlation Analysis of the Entorhinal Cortex-Hippocampus Nerve Fiber Changes 
and Memory Dysfunction in P301L-Tau Mouse Model and Molecular Mechanism
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ABSTRACT  Objective: To observe the correlation between the changes of entorhinal cortex-hippocampus nerve fibers and 
learning and memory function in the P301L-Tau mouse model of Alzheimer's disease (AD) and related molecular mechanism, so as 
to provide the evidence for Tau-targeted treatment in AD patients. Methods: A total of 16 3-month-old male C57BL/6 mice were ran‐
domly divided into non-vector virus control group (control group) and P301L-Tau model group (model group), with eight mice in 
each group. After anesthesia, non-vector virus was injected into the bilateral entorhinal cortex of mice in the control group, and AAV-
P301L-Tau virus was injected into the bilateral entorhinal cortex of mice in the model group. After the injection, they were routinely 
fed to 12 months of age. Morris water maze test was used to detect the learning and memory function. Diffusion tensor imaging 
(DTI) scanning was used to detect the changes of nerve fibers in the bilateral entorhinal cortex and hippocampus. Western blot was 
used to detect the expression levels of t-Tau, p-Tau (Ser262), and glycogen synthase kinase-3β (GSK3β). Pearson correlation analy‐
sis was used to analyze the correlation between fractional anisotropy (FA) values in different brain regions of the entorhinal cortex-
hippocampus and their corresponding learning and memory functions. Results: (1) Learning and memory function test: compared 
with the control group, the learning and memory function of the model group significantly decreased, the escape latency significantly 
increased, the number of platform crossings and time ratio of target quadrant significantly decreased (P<0.05). (2) Structure of nerve 
fibers in the entorhinal cortex and hippocampus: compared with the control group, FA values of the entorhinal cortex and hippocam‐
pus in the model group decreased more significantly, MD values of the entorhinal cortex in the model group increased more signifi‐
cantly, while there was no significant difference in the MD values of the hippocampus in the model group (P>0.05). (3) Correlation 
analysis between FA values in the entorhinal cortex-hippocampus and learning and memory function: FA values in the entorhinal cor‐
tex and hippocampus were positively correlated with the number of platform crossings (r=0.76, P<0.05; r=0.62, P<0.05). (4) Expres‐
sion of t-Tau, Ser262 and GSK3β protein in the entorhinal cortex-hippocampus: compared with the control group, the expression of t-
Tau, p-Tau (Ser262) and GSK3β protein of entorhinal cortex and hippocamp increased more significantly in the model group (P<
0.05). Conclusion: The Tau protein in the entorhinal cortex-hippocampus of the P301LTau mouse model was hyperphosphorylated, 
which leads to destruction of the nerve fiber structures in the entorhinal cortex-hippocampus and learning and memory dysfunctions. 
The degree of learning and memory dysfunction was positively correlated with the nerve fiber damage of entorhinal cortex and hip‐
pocampus.
KEY WORDS Alzheimer's disease; phosphorylated Tau protein; diffusion tensor imaging; entorhinal cortex-hippocampus; learn‐
ing and memory
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