
实验论著

大鼠外伤性视神经损伤的闪光电生理特性和 Ｔａｕ 蛋白及
其磷酸化研究

王鹏飞ꎬ申　 晨ꎬ喻哲昊ꎬ聂祖庆ꎬ李志伟ꎬ文　 婕ꎬ李　 萌ꎬ曹　 霞

引用:王鹏飞ꎬ申晨ꎬ喻哲昊ꎬ等. 大鼠外伤性视神经损伤的闪光
电生理特性和 Ｔａｕ 蛋白及其磷酸化研究. 国际眼科杂志 ２０２１ꎻ
２１(４):５８５－５９１

基金项目:国家自然科学基金项目(Ｎｏ.８２０６０３０６)ꎻ昆明医科大
学第二附属医院院内科技计划项目(Ｎｏ.２０１８ｙｋ０１３)ꎻ云南省应
用基础研究(昆医联合专项)项目[Ｎｏ.２０１７ＦＥ４６７(－０５７)]ꎻ云南
省重点研发计划—科技入滇(国际科技合作专项) 项目(Ｎｏ.
２０１７ＩＢ０１１)
作者单位:(６５０１０１)中国云南省昆明市ꎬ昆明医科大学第二附属
医院中心实验室
作者简介:王鹏飞ꎬ毕业于云南大学ꎬ博士ꎬ讲师ꎬ硕士研究生导
师ꎬ研究方向:神经免疫研究ꎮ
通讯作者:曹霞ꎬ毕业于昆明医科大学ꎬ博士ꎬ教授ꎬ硕士研究生
导师ꎬ研究方向:神经免疫学. １２４４８１５５０８＠ ｑｑ.ｃｏｍ
收稿日期: ２０２０－０７－０６ 　 　 修回日期: ２０２１－０３－０３

摘要
目的:运用闪光视觉诱发电位(ＦＶＥＰ)技术检测外伤性视
神经损伤( ＴＯＮ) 大鼠视觉通路障碍的变化情况ꎬ探究
ＴＯＮ 大鼠视网膜及视神经中 Ｔａｕ 及其磷酸化蛋白的变化ꎮ
方法:将 ３０ 只 ＳＤ 大鼠进行 ＦＶＥＰ 造模ꎬ１ｗｋ 后构建 ＴＯＮ
模型ꎬ左眼进行视神经夹持损伤ꎬ右眼进行视神经暴露假
手术ꎮ ＴＯＮ 模型鼠分别于视神经夹持损伤后 １、３、７、１４、
２８ｄ 进行 ＦＶＥＰ 检测ꎮ ＦＶＥＰ 检测完成后处死大鼠ꎬ分离
左眼视网膜及视神经ꎬ并采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测其中 Ｔａｕ
及其 Ｓｅｒ ３９６ / Ｓｅｒ ４０４ 位点磷酸化蛋白的表达水平ꎮ
结果:ＴＯＮ 模型大鼠假手术眼出现典型的 ＦＶＥＰ 波形ꎻ相
较于假手术眼ꎬ手术眼各检测时间点 ＦＶＥＰ 的 Ｎ２ 波发生
显著延迟ꎬＮ２－Ｐ２ 波振幅发生大幅缩减ꎬ但视神经夹持损
伤后各时间点 Ｎ２ 波潜伏期延迟时间和 Ｎ２－Ｐ２ 振幅缩减
差异不明显ꎮ ＴＯＮ 大鼠手术眼视网膜总 Ｔａｕ 含量在夹持
损伤 １ｄ 后急剧下降ꎬ７ｄ 时短暂恢复后直至 ２８ｄ 维持于略
低于正常水平ꎻｐＴａｕ－Ｓｅｒ３９６ / ４０４ 的变化与总 Ｔａｕ 的变化
一致ꎬ其中 Ｓｅｒ ３９６ 位点为 Ｔａｕ 蛋白主要磷酸化位点ꎮ
ＴＯＮ 大鼠手术眼视神经总 Ｔａｕ 含量逐渐增多ꎬ夹持损伤
１４ｄ 时达到高峰并维持至 ２８ｄꎬ ｐＴａｕ－Ｓｅｒ３９６ / ４０４ 的变化
与总 Ｔａｕ 的变化类似ꎬ７ｄ 时出现增长并抵达高峰ꎬ其中
Ｓｅｒ ４０４ 位点为主要磷酸化位点ꎮ
结论:ＦＶＥＰ 的 Ｎ２ 及 Ｐ２ 相关指标可用于检测 ＴＯＮ 大鼠视
觉功能障碍水平ꎬＴＯＮ 大鼠视网膜与视神经 Ｔａｕ 蛋白水平
的变化截然不同ꎬ不同部位 ｐＴａｕ－Ｓｅｒ３９６ / ４０４ 的变化跟随
总 Ｔａｕ 含量的变化而变化ꎬ但不同部位 Ｔａｕ 蛋白主要改变
的磷酸化位点不同ꎮ
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ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐＴａｕ － Ｓｅｒ３９６ / ４０４ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｔｈｅ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｔｏｔａｌ Ｔａｕ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｍａｉｎ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｏｆ Ｔａｕ ｗａｓ ｄｉｆｆｅｒｎｅｔ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ
ｌｏｃａｔｉｏｎｓ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｏｐｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙꎻ ｆｌａｓｈ ｖｉｓｕａｌ
ｅｖｏｋｅｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌꎻ ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅꎻ ｒｅｔｉｎａꎻ Ｔａｕ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎻ
Ｔａｕ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｗａｎｇ ＰＦꎬ Ｓｈｅｎ Ｃꎬ Ｙｕ ＺＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｆｌａｓｈ
ｖｉｓｕａｌ ｅｖｏｋｅｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｔａｕ ａｎｄ ｉｔｓ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｏｐｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ. Ｇｕｏｊｉ
Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２１ꎻ２１(４):５８５－５９１

０引言
外伤性视神经损伤( ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｏｐｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙꎬＴＯＮ)

是指外力作用导致的视神经功能障碍[１]ꎬ可分为直接性损
伤和间接性损伤ꎮ 直接性损伤指外力直接作用于视神经
造成的开放性视神经损伤[２－３]ꎻ间接性损伤多由于震荡力
经头部传递至视神经管ꎬ引发视神经病理性改变ꎬ严重者
可导致失明[３－４]ꎮ 目前 ＴＯＮ 无特效治疗方法ꎬ可通过视神
经管手术减压或皮质类固醇激素改善症状[５－８]ꎮ

ＴＯＮ 除可直接导致视神经轴突损伤外ꎬ还可继发诱
导视网膜病变ꎬ进一步加剧患者的视觉障碍[９]ꎮ 闪光视觉
诱发电位(ｆｌａｓｈ ｖｉｓｕａｌ ｅｖｏｋｅｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓꎬＦＶＥＰ)是评价视觉
通路功能的常用方法[１０]ꎬ闪光刺激导致的视觉电信号的
振幅强弱可反映黄斑的接收功能和参与兴奋的神经元数
量ꎻ而电信号的潜伏响应程度可反映神经传导和轴突髓鞘
的完整性[１１]ꎮ 标准 ＦＶＥＰ 电位包含 ５ 个组份ꎬ含 ３ 个正向
波 Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３ 和 ２ 个负向波 Ｎ１ 和 Ｎ２ꎬ其中 Ｎ２ 和 Ｐ２ 是成
人 ＦＶＥＰ 中最一致和稳健的组份[１２]ꎬＮ２－Ｐ２ 的振幅变化
常被临床运用于监测视神经功能的完整性和预后提
示[１３－１４]ꎬ异常的 Ｎ２ 和 Ｐ２ 波形可预测某些严重的退行性
疾病[１５]ꎮ 在大鼠缺血性神经病变模型中ꎬＮ２－Ｐ２ 波振幅
可用于评估体内视网膜神经节细胞( ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌꎬ
ＲＧＣ)的结构和功能ꎬＲＧＣ 损失可导致 Ｎ２ －Ｐ２ 幅度衰
减[１６－１７]ꎮ 同时有报道称颅内高压造成的脑缺血、缺氧和
乳酸沉积可减缓神经传导速度ꎬ病理进展与 ＦＶＥＰ 电位潜
伏期呈正相关ꎬ且 Ｎ２ 波潜伏期的延长可作为 ＴＯＮ 预测的
良好指标[１８－１９]ꎮ

Ｔａｕ 是一种微管相关蛋白ꎬ生理状态下主要分布于细

胞轴突ꎮ Ｔａｕ 通过选择性磷酸化发挥稳定和促进微管形
成的功能ꎬ可调节轴突运输ꎻ病理状态下ꎬＴａｕ 通过过度磷
酸化发生 Ｔａｕ 聚集ꎬ分布异常ꎬ毒性增加ꎬ使得稳定微管的
能力下降甚至丧失[２０]ꎮ 近期研究表明ꎬ在小鼠间接性
ＴＯＮ 模型中可出现内角膜水肿引起高眼压和 ＲＧＣ 丢失等
病理变化ꎬ其中 ＲＧＣ 出现 Ｔａｕ 过度磷酸化等病变[２１]ꎮ 在
大鼠青光眼模型中ꎬＴａｕ 异常分布于 ＲＧＣ 的树突中ꎬ视网
膜中 Ｔａｕ 的 Ｓｅｒ ３９６ / ４０４ 位表现出过度磷酸化现象[２２]ꎮ
在阿尔茨海默病转基因小鼠(３×Ｔｇ)中ꎬ视网膜 Ｔａｕ 的 Ｓｅｒ
３９６ / ４０４ 位点却没有发生过度磷酸化现象ꎬ相反在 Ｓｅｒ ２０２
和 Ｔｈｒ ２０５ 位点中发生了过度磷酸化[２３]ꎮ 因此ꎬ对于视网
膜轴突受损的 ＴＯＮ 来说ꎬＴａｕ 在其病理进展中发挥了关键
作用ꎬ但其磷酸化变化可能与在其他疾病模型中探索出的
改变模式有所不同ꎮ 本研究通过构建大鼠 ＴＯＮ 模型ꎬ运
用 ＦＶＥＰ 技术检测大鼠 ＴＯＮ 后视觉通路障碍的变化情
况ꎬ并分别探究大鼠 ＴＯＮ 后视神经轴突及视网膜中 Ｔａｕ
及 ｐＴａｕ－Ｓｅｒ ３９６ / ４０４ 的状态变化ꎮ
１材料和方法
１ １材料
１ １ １实验动物　 ＳＰＦ 级雌性健康成年 ＳＤ 大鼠 ３０ 只(昆
明医科大学实验动物中心提供)ꎬ双眼外观正常ꎬ检查双
眼屈光间质清ꎬ瞳孔等大等圆ꎬ对光反射灵敏ꎬ眼底无异
常ꎬ体质量约 １８０ ~ ２００ｇꎮ 动物实验方案考虑了实验动物
福利原则ꎬ但因 ＦＶＥＰ 检测对动物麻醉状态敏感ꎬ为提高
准确性和可重复性采取手术眼和假手术眼在同一个体上
进行实验的策略ꎮ 本研究经昆明医科大学动物实验伦理
审查通过ꎬ本实验操作人员具有云南省实验动物从业
资格ꎮ
１ １ ２ 主要试剂及仪器 　 主要试剂:一抗: Ａｎｔｉ － Ｔａｕ
( ｐｈｏｓｐｈｏ Ｓ３９６ ) Ａｂｃａｍ ａｂ１０９３９０ꎬ Ａｎｔｉ － Ｔａｕ ( ｐｈｏｓｐｈｏ
Ｓ４０４) Ａｂｃａｍ ａｂ９２６７６ꎻＡｎｔｉ－Ｔａｕ(Ｔａｕ－５) Ａｂｃａｍ ａｂ８０５７９ꎻ
ＧＡＰＤＨ Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ １０４９４－１－ＡＰꎮ 二抗:Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ－Ｒａｂｂｉｔ
ＩｇＧ (Ｈ＋Ｌ) Ａｎｔｉｂｏｄｙ ＫＰＬ(２１４－１５１６)ꎻＧｏａｔ Ａｎｔｉ －Ｍｏｕｓｅ
ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ) Ａｎｔｉｂｏｄｙ ＫＰＬ(２１４－１８０６)ꎮ 蛋白提取试剂盒:
ＭｉｎｕｔｅＴＭ Ｔｏｔａｌ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ａｎｉｍａｌ Ｃｕｌｔｕｒｅｄ
Ｃｅｌｌｓ ａｎｄ Ｔｉｓｓｕｅｓ Ｃａｔａｌｏｇ Ｎｕｍｂｅｒ: ＳＤ－００１ / ＳＮ－００２ꎮ 蛋白
酶抑 制 剂 Ｃｏｃｋｔａｉｌ ( 不 含 ＥＤＴＡꎬ １００ × ＤＭＳＯ 储 液ꎬ
ｂｉｍａｋｅ)ꎬ磷酸酶抑制剂 Ｃｏｃｋｔａｉｌ ( １００ × ｂｉｍａｋｅ)ꎮ 其他:
ＥｐｉＺｙｍｅ 科技 ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒(１０％)、义齿基
托树脂、盐酸奥布卡因、青霉素 Ｇ 钾ꎮ 主要仪器设备:瑞
沃德脑定位仪、瑞沃德手持钻孔器、眼科罗兰电生理测试
仪器(德国)ꎮ
１ ２方法
１ ２ １动物分组及造模 　 先将 ３０ 只 ＳＤ 大鼠行 ＦＶＥＰ 电
极植入ꎬ康复恢复 １ｗｋ 后随机分成 ５ 组ꎬ每组 ６ 只ꎬ各组大
鼠进行 ＴＯＮ 模型构建ꎬ左眼进行视神经夹持ꎬ右眼进行视
神经暴露假手术ꎮ
１ ２ １ １ ＦＶＥＰ模型构建　 (１)ＳＤ 大鼠碘伏消毒腹部ꎬ用
２％戊巴比妥钠腹腔注射(０ ４ｇ / ｋｇꎬ约 ０ ４ｍＬ)进行麻醉ꎬ
待大鼠角膜反射消失ꎬ仰卧位无法自主转身ꎬ呼吸深慢ꎬ且
用镊子轻夹下肢脚趾无反应时即麻醉成功ꎻ(２)用动物剃
毛器进行头部备皮ꎬ碘伏消毒ꎻ(３)将大鼠固定于脑定位
仪ꎬ用组织剪于颅顶正中做 ３~４ｃｍ 切口ꎬ用弯钳钝性分离
皮下组织ꎬ用棉签蘸取 ３％双氧水擦去颅骨表面筋膜ꎬ直
至清晰辨认前后囟门ꎻ(４)拨动定位仪以前囟为起点向前
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图 １　 ＦＶＥＰ电极植入示意图ꎮ

图 ２　 ＴＯＮ模型构建及视神经视网膜取材示意图　 Ａ:ＴＯＮ 视神经夹持示意图ꎬ箭头处所示为暴露的视神经ꎻＢ:摘取眼球后ꎬ分离暴
露的模型动物大脑ꎻＣ:缓慢抬起大脑ꎬ从颅底抽出视神经ꎬ箭头处所示为抽出的视神经ꎻＤ:取出的完整视神经ꎬ箭头处所示为左眼视
神经ꎻＥ:从冠状面分离出眼球角膜、虹膜及晶状体ꎻＦ:从杯状眼组织中钝性分离出视网膜ꎬ箭头处所示为分离出的完整视网膜ꎮ

３ｍｍ 为阴极电极点ꎬ向后 ７ｍｍ 后左右旁开 ３ｍｍ 为 ２ 个阳
极电极点(图 １)ꎬ用转孔机组合 ０ ８ｍｍ 颅骨钻头进行颅
骨打孔ꎬ用有齿钻头在光滑颅骨表面打磨ꎬ便于牙科义齿
树脂黏合(图 １ 左图)ꎻ(５)用有齿弯钳夹取 １ｍｍ 直径的
无菌不锈钢螺丝钉分别拧入 ３ 个钻孔ꎬ深约 ２ｍｍꎻ(６)按
照 １∶ １ 比例配取牙科义齿树脂ꎬ快速混合ꎬ用加样枪吸取
液态树脂置于手术区域ꎬ覆盖至手术切缘为止ꎬ待自然凝
固后ꎬ 取 下 固 定 中 的 大 鼠 ( 图 １ 右 图 )ꎻ ( ７ ) 配 制
２００ ０００ＩＵ / ｍＬ浓度的青霉素 Ｇ 钾ꎬ每只大鼠行大腿一次
性肌肉注射 ２００μＬꎮ 术后给予伤口恢复 １ｗｋꎬ期间查看是
否有感染迹象ꎮ
１ ２ １ ２ ＴＯＮ模型构建　 (１)大鼠麻醉同前ꎻ(２)麻醉成
功后ꎬ将大鼠取右侧卧位置于手术台上ꎬ用拇指和食指固
定其头部位置ꎬ两指稍用力将眼睑向两边提拉ꎬ左眼滴 ２~
４ 滴盐酸奥布卡因进行表面麻醉ꎻ(３)解剖显微镜下操作ꎬ

剪开左眼外眦约 ２ｍｍꎬ环形剪开左眼球结膜ꎬ避开大血
管ꎬ向后方钝性分离眼外直肌ꎬ然后提起球结膜向前稍牵
拉眼球ꎬ暴露视神经 ３~４ｍｍ(图 ２Ａ 箭头所示)ꎬ用夹持力
为 ５０ｇ 的视神经夹持镊在球后约 ２ｍｍ 处钳夹视神经 １０ｓ
造成夹持损伤ꎬ注意避免损伤血管ꎻ(４)大鼠右眼为假手
术眼ꎬ仅分离并暴露视神经ꎬ但不行钳夹损伤ꎻ(５)确定造
成视神经夹持损伤后ꎬ将眼球恢复原位ꎬ在眼睑上使用红
霉素眼膏敷眼ꎬ后将大鼠放回笼中ꎬ观察呼吸有无异常ꎻ
(６)术后第 ２ｄ 手术眼出现 Ｍａｒｃｕｓ－ｇｕｎｎ 瞳孔ꎬ眼球无明显
突出ꎬ检眼镜观察眼底无明显出血者为成功模型ꎮ
１ ２ ２ ＦＶＥＰ测量　 ＴＯＮ 模型构建完成后ꎬ５ 组大鼠依次
按夹持后 １、３、７、１４、２８ｄ 进行 ＦＶＥＰ 检测ꎮ ＦＶＥＰ 检测方
法:(１)大鼠麻醉后置于黑箱子中进行暗适应约 ３０ｍｉｎꎬ电
热毯保持大鼠体温ꎻ(２)检测时ꎬ检测眼滴入 １ 滴复方托
吡卡胺滴眼液扩瞳ꎬ对侧眼不透光黑眼罩进行遮罩ꎬ连接
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图 ３　 ＴＯＮ模型大鼠 ＦＶＥＰ检测结果　 左眼:手术眼ꎻ右眼:假手术眼ꎮ

相应电极ꎬ检查电阻情况ꎻ( ３) 眼科罗兰电生理测试仪
ＦＶＥＰ 参数设置:电极电阻低于 ５ｋΩꎬ频闪强度 ３ ０ｃｄ /
(ｓｍ２)ꎬ１Ｈｚ 频闪频率记录有效光刺激 ６０ 次ꎬ检测时间
２００ｍｓꎬ抽样率 ５ｋＨｚꎬ刺激响应放大 ２ 万倍ꎬ最高和最低
ｂａｎｄ－ｐａｓｓ 过滤频率分别为 １、１００Ｈｚꎻ(４)每个眼球重复测
量 ３ 次ꎬ查看 ＦＶＥＰ 检测图像ꎬ根据国际电生理标准
(ＩＳＣＥＶ)的标准峰型指导及既往关于大鼠 ＦＶＥＰ 检测波
型指导[２４]ꎬ结合仪器自动峰型识别确定实验大鼠 ＦＶＥＰ
的各项指标ꎮ
１ ２ ３取材　 ＦＶＥＰ 检测完成后将大鼠处死(过量 ２％戊
巴比妥钠 ２ｍＬ 腹腔注射ꎬ断颈处死)ꎮ 分离头部ꎬ去皮肤ꎬ
分离左眼眶处组织ꎬ剪断视乳头处神经ꎬ取出眼球ꎻ从枕骨
处正中分离顶骨ꎬ暴露大脑ꎬ从小脑处切断ꎬ用镊子缓慢抬
起大脑ꎬ暴露并抽取视神经(若视神经管内发生炎性黏
连ꎬ注 意 抽 取 视 神 经 的 完 整 性 )ꎬ 剪 取 左 眼 视 神 经
(图 ２Ｂ~Ｄ)ꎮ 取分离的左眼球ꎬ置于盛有 ＰＢＳ 的平板中ꎬ
用眼科剪在角膜上截一孔ꎬ随后沿冠状面剪去角膜、虹膜
及晶状体(图 ２Ｅ)ꎬ用镊子缓慢钝性分离视网膜(图 ２Ｆ)ꎮ
１ ２ ４视神经 /视网膜组织蛋白提取　 (１)按照蛋白提取
试剂盒说明书进行蛋白提取ꎬ将视神经 / 视网膜组织放入
试剂盒蛋白裂解液中ꎬ迅速依次加入蛋白酶抑制剂 ２μＬꎬ
磷酸酶抑制剂 Ａ ２μＬꎬ混匀后加入磷酸酶抑制剂 Ｂ ２μＬꎻ
(２) 用电动匀浆器进行冰浴匀浆ꎬ 高速离心机离心
１４ ０００ｒ / ｍｉｎꎬ４℃ꎬ５ｍｉｎꎻ(３)吹吸过滤液ꎬ每 ２００μＬ 过滤液
中加入 １００μＬ ３×ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒꎬ１０μＬ ＤＴＴꎬ沸水浴 １０ｍｉｎꎮ
１ ２ ５ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＯＮ 大鼠视神经及视网膜中
Ｔａｕ及 ｐＴａｕ－Ｓｅｒ３９６ / ４０４蛋白水平　 (１)按快速制备试
剂盒说明书配制 １０％ ＰＡＧＥ 凝胶ꎻ(２)上样并电泳ꎬ９０Ｖ
３０ｍｉｎ 后 １２０Ｖ ９０ｍｉｎꎬ电泳至溴酚蓝刚跑出即可终止电
泳ꎬ进行转膜 ９０Ｖ ９０ｍｉｎꎻ(３)转膜结束后切取内参及目的
条带ꎬ于摇床 ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎ 洗膜 ５×５ｍｉｎꎻ５％ ＢＳＡꎬ３７℃摇床
封闭 １ｈꎬ于摇床 ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎ 洗膜 ５×５ｍｉｎꎻ(４)于摇床 ４℃
过夜孵育一抗ꎬ ＧＡＰＤＨ ( １ ∶ １０００)ꎬ Ａｎｔｉ － Ｔａｕ ( ｐｈｏｓｐｈｏ
Ｓ３９６)(１∶ ２０００)ꎬＡｎｔｉ－Ｔａｕ(ｐｈｏｓｐｈｏ Ｓ４０４)(１∶ ２０００)ꎬＡｎｔｉ－
Ｔａｕ(Ｔａｕ－５)(１∶ ２０００)ꎻ(５)次日ꎬ于摇床 ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎ 洗膜
５×５ｍｉｎꎻ 二抗(１∶ ２００００)室温摇床孵育 １ｈꎬ于摇床 ＰＢＳ－

Ｔｗｅｅｎ 洗膜 ５×５ｍｉｎꎻＥＣＬ 化学发光试剂显影ꎮ 蛋白样本检
测进行独立 ３ 次重复实验ꎮ 运用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行灰度扫
描ꎬ经内参校准后进行蛋白表达差异分析ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２０ ０ 软件进行数据的统计分
析ꎬ采 用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软 件 制 图ꎮ 计 量 资 料 经
Ｓｈａｐｉｒｏ－Ｗｉｌｋ正态性检验结果均符合正态分布ꎬ满足方差

齐性ꎬ采用均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ手术眼与假手术眼之
间的比较采用配对样本 ｔ 检验ꎻ多组间比较采用单因素方
差(ＡＮＯＶＡ)分析ꎬ若差异有统计学意义ꎬ采用 Ｔｕｋｅｙ 法或
ＬＳＤ－ｔ 法进行两两比较ꎮ Ｐ < ０ ０５ 表示差异有统计学
意义ꎮ
２结果
２ １ ＴＯＮ 大鼠 ＦＶＥＰ 电生理信号变化 　 通过观察大鼠
ＦＶＥＰ 电生理图谱发现ꎬ各组大鼠 ３ 次重复测量均一性较
好ꎬ其中尤以 Ｎ２－Ｐ２ 峰识别性较高ꎬ故本研究统计分析围
绕 Ｎ２ 波潜伏期和 Ｎ２－Ｐ２ 波振幅进行ꎬ其他指标不予分
析ꎮ 检测结果发现ꎬＴＯＮ 模型大鼠假手术眼出现了典型
的 ＦＶＥＰ 波形ꎬ表明仅暴露右眼视神经并不会对 ＦＶＥＰ 的
各项指标产生严重影响(图 ３)ꎻ相较于假手术眼ꎬ手术眼
各检测时间点 ＦＶＥＰ 的 Ｎ２ 波均发生显著延迟ꎬ平均延迟
时间为 １４ ９８ｍｓꎬＦＶＥＰ 的 Ｎ２－Ｐ２ 波振幅均发生显著缩
减ꎬ平均缩减 ４２ ８５μＶ(表 １ꎬ图 ４)ꎬ且手术眼在检测时间
范围内(１ ~ ２８ｄ)均无法恢复至对侧假手术眼视觉水平ꎮ
此外ꎬＴＯＮ 大鼠双眼 Ｎ２－Ｐ２ 波振幅相对值和 Ｎ２ 波潜伏期
相对值在各时间点上总体均不存在显著差异(Ｆ ＝ １ ０２３ꎬ
Ｐ＝ ０ ４００ꎻＦ＝ １ ６１９ꎬＰ＝ ０ １７６)ꎬ但 Ｎ２ 波潜伏期相对值在
３~７ｄ 延迟幅度明显降低(图 ５)ꎮ 以上结果表明大鼠视神
经受到外伤性损伤之后视觉障碍加剧ꎬ７ｄ 时机体可能发
生了 Ｎ２ 波潜伏期改善ꎬ提示大鼠视神经脱髓鞘可能有所
缓解ꎮ
２ ２ ＴＯＮ大鼠视网膜 Ｔａｕ及其磷酸化变化　 ＴＯＮ 大鼠视
网膜 Ｔａｕ 及其磷酸化位点 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测泳道内可检测
到多个条带(与标准蛋白 ｍａｒｋｅｒ 比对ꎬ其阳性条带大小约
为 ４５、５５~７０、１２０ｋＤａ)ꎬ均为 Ｔａｕ 不同单体型ꎬ其中 ５５ ~
７０ｋＤａ 可见紧密重叠的两条主要 Ｔａｕ 单体型ꎬ故本研究围
绕此附近条带进行分析(图 ６)ꎮ 结果显示ꎬ夹持损伤后视
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图 ４　 ＴＯＮ后不同时间点手术眼与假手术眼 ＦＶＥＰ检测结果比较　 Ａ:Ｎ２ 波潜伏期ꎻＢ:Ｎ２－Ｐ２ 波振幅ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ 假手术眼ꎮ

图 ５　 ＴＯＮ后不同时间点手术眼相较于假手术眼 Ｎ２ 波潜伏期延迟和 Ｎ２－Ｐ２ 波振幅缩减情况　 Ａ:Ｎ２ 波潜伏期相对值ꎻＢ:Ｎ２－Ｐ２ 波
振幅相对值ꎮ

表 １　 ＴＯＮ后不同时间点手术眼与假手术眼 ＦＶＥＰ检测结果分析 ｘ±ｓ

时间 ｎ(只)
Ｎ２ 波潜伏期

延迟时间(ｍｓ) Ｐ正态检验 ｔ Ｐ
Ｎ２－Ｐ２ 波振幅

振幅缩减(μＶ) Ｐ正态检验 ｔ Ｐ
Ｄ１Ｌ－Ｄ１Ｒ ６ １３.７２±１２.８５ ０.７７０ ６.０４ <０.００１ ３５.３１±２１.１２ ０.１４０ ９.４５ <０.００１
Ｄ３Ｌ－Ｄ３Ｒ ６ １８.１６±２０.０５ ０.２３１ ６.６０ <０.００１ ４３.３０±３０.７２ ０.４１２ ７.１９ <０.００１
Ｄ７Ｌ－Ｄ７Ｒ ６ ９.２０±１２.０７ ０.１４４ ３.５０ ０.００２ ３６.９０±２０.７３ ０.７４７ ８.１６ <０.００１
Ｄ１４Ｌ－Ｄ１４Ｒ ６ １７.２７±１４.４７ ０.０２９ ４.３０ ０.００１ ４７.５９±２８.９４ ０.３６８ ５.９３ <０.００１
Ｄ２８Ｌ－Ｄ２８Ｒ ６ １６.５６±６.９９ ０.７５２ ６.２５４ ０.００１ ５１.１７±３６.５４ ０.６０７ ３.７０５ ０.０１０
Ｆ １.６１９ １.０２３
Ｐ ０.１７６ ０.４００

注:Ｄ１、Ｄ３、Ｄ７、Ｄ１４、Ｄ２８ 分别表示大鼠视神经夹持损伤后 １、３、７、１４、２８ｄꎻＬ 表示左眼(手术眼)ꎬＲ 表示右眼(假手术眼)ꎻ各组数据均
满足方差齐性ꎬ且经 Ｓｈａｐｉｒｏ－Ｗｉｌｋ 正态性检验结果均符合正态分布(仅 Ｄ１４Ｌ－Ｄ１４Ｒ 的 Ｎ２ 波潜伏期差值即延迟时间不符合正态分
布ꎬ存在一离群值ꎬ属于稍偏态分布)ꎮ

网膜总 Ｔａｕ 含量显著降低(Ｆ ＝ ８ ８０８ꎬＰ ＝ ０ ００１)ꎬ其中 １ｄ
内变化不明显ꎬ随后急剧下降ꎬ３ｄ 时达低谷ꎬ７ｄ 时存在一
定量的恢复随后继续下降ꎬ直至 ２８ｄ 稳定至略低于正常水
平ꎻｐＴａｕ－Ｓｅｒ３９６ / ４０４ 的含量与总 Ｔａｕ 的变化一致ꎬ均显著
降低( Ｆ ＝ ５ ９０１ꎬ Ｐ ＝ ０ ００６ꎻ Ｆ ＝ １６ ５４３ꎬ Ｐ < ０ ００１)ꎬ但
ｐＴａｕ－Ｓｅｒ３９６ / ４０４ 与总 Ｔａｕ 含量的相对比率变化则不同ꎬ
Ｓｅｒ ３９６ 位点在夹持损伤后的磷酸化比率更高 ( Ｆ ＝
１１ ９９９ꎬＰ<０ ００１)ꎬ而 Ｓｅｒ ４０４ 位点的相对磷酸化水平则
降低(Ｆ＝ ８ ９７０ꎬＰ<０ ００１)ꎬ表明夹持损伤后视网膜中 Ｔａｕ
的 Ｓｅｒ ３９６ 位点较 Ｓｅｒ ４０４ 位点更易发生磷酸化ꎮ
２ ３ ＴＯＮ大鼠视神经 Ｔａｕ及其磷酸化变化　 ＴＯＮ 大鼠视
神经 Ｔａｕ 及其磷酸化位点 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测较视网膜更难
以检测ꎬ但条带位置与视网膜结果所示位置一致(图 ７)ꎮ
结果显示ꎬ夹持损伤后视神经中总 Ｔａｕ 含量呈增多趋势
(Ｆ＝ ９ ４６９ꎬＰ＝ ０ ００１)ꎬ１４ｄ 时达最高值ꎬ直至 ２８ｄ 仍处于
一种略高于正常水平的状态ꎻｐＴａｕ－Ｓｅｒ３９６ / ４０４ 的变化与
总 Ｔａｕ 的变化大致相同ꎬ其中 ｐＴａｕ－Ｓｅｒ３９６ 表达呈增多趋

势(Ｆ＝ ６ １７６ꎬＰ ＝ ０ ００５)ꎬ而 ｐＴａｕ－Ｓｅｒ４０４ 表达明显增加
(Ｆ＝ １２ ４１９ꎬＰ<０ ００１)ꎬ７ｄ 时增长并抵达高峰随后回落至
高于正常水平值ꎻｐＴａｕ－Ｓｅｒ３９６ / ４０４ 与总 Ｔａｕ 含量的相对
比率分析显示ꎬＳｅｒ ３９６ 位点相对磷酸化程度降低(Ｆ ＝
３７ １７３ꎬＰ<０ ００１)ꎬ而 Ｓｅｒ ４０４ 位点 ７ｄ 时表现出相对磷酸
化程度增高的现象(Ｆ＝ １５ ０８８ꎬＰ<０ ００１)ꎮ
３讨论

本研究探讨了 ＦＶＥＰ 技术检测大鼠 ＴＯＮ 后视觉障碍
的变化情况ꎬ识别度较高的 Ｎ２ 及 Ｐ２ 相关指标可用于监
测大鼠视觉功能水平ꎮ ＦＶＥＰ 检测结果表明 ＴＯＮ 后大鼠
ＦＶＥＰ 波形明显紊乱ꎬ视觉功能发生严重障碍ꎬ且随着检
测时间的持续ꎬ该障碍的状态没有发生逆转ꎬ说明 ＴＯＮ 模
型构建对大鼠视觉功能的影响是不能短期自愈的ꎮ ＦＶＥＰ
检测结果中ꎬＴＯＮ 后 ７ｄ 时ꎬ模型鼠的视觉功能发生了小幅
度且短暂的改善现象ꎬ分析可能是视神经与视网膜中胶质
细胞活化清除受损细胞和部分修复受损轴突脱髓鞘所
致[２５]ꎮ 值得注意的是ꎬ上述改善未能获得很好的统计学
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图 ６　 ＴＯＮ后不同时间点大鼠手术眼视网膜 Ｔａｕ及其磷酸化蛋白相对表达情况　 对照组:大鼠视神经夹持损伤后 １ｄ 右眼(假手术
眼)视网膜组织ꎮ Ａ:视网膜总 Ｔａｕ 含量相对于对照组的变化情况ꎻＢ:视网膜 Ｔａｕ 磷酸化位点 Ｓｅｒ ３９６ 含量相对于对照组的变化情况ꎻ
Ｃ:视网膜 Ｔａｕ 磷酸化位点 Ｓｅｒ ４０４ 含量相对于对照组的变化情况ꎻＤ:视网膜总 Ｔａｕ、Ｔａｕ 磷酸化位点 Ｓｅｒ ３９６ 及 Ｔａｕ 磷酸化位点 Ｓｅｒ ４０４
的蛋白电泳图ꎻＥ:视网膜 Ｔａｕ 磷酸化位点 Ｓｅｒ ３９６ 含量与总 Ｔａｕ 含量比值相对于对照组的变化情况ꎻＦ:视网膜 Ｔａｕ 磷酸化位点 Ｓｅｒ ４０４
含量与总 Ｔａｕ 含量比值相对于对照组的变化情况ꎮａＰ<０ ０５ꎬｂＰ<０ ０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０ ０５ꎬｄＰ<０ ０１ ｖｓ 夹持损伤后 １ｄꎻｅＰ<０ ０５ ｖｓ 夹持
损伤后 ３ｄꎮ

图 ７　 ＴＯＮ后不同时间点大鼠手术眼视神经 Ｔａｕ及其磷酸化蛋白相对表达情况　 对照组:大鼠视神经夹持损伤后 １ｄ 右眼(假手术
眼)视神经组织ꎮ Ａ:视神经总 Ｔａｕ 含量相对于对照组的变化情况ꎻＢ:视神经 Ｔａｕ 磷酸化位点 Ｓｅｒ ３９６ 含量相对于对照组的变化情况ꎻ
Ｃ:视神经 Ｔａｕ 磷酸化位点 Ｓｅｒ ４０４ 含量相对于对照组的变化情况ꎻＤ:视神经总 Ｔａｕ、Ｔａｕ 磷酸化位点 Ｓｅｒ ３９６ 及 Ｔａｕ 磷酸化位点 Ｓｅｒ ４０４
的蛋白电泳图ꎻＥ:视神经 Ｔａｕ 磷酸化位点 Ｓｅｒ ３９６ 含量与总 Ｔａｕ 含量比值相对于对照组的变化情况ꎻＦ:视神经 Ｔａｕ 磷酸化位点 Ｓｅｒ ４０４
含量与总 Ｔａｕ 含量比值相对于对照组的变化情况ꎮａＰ<０ ０５ꎬｂＰ<０ ０１ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０ ０５ꎬｄＰ<０ ０１ ｖｓ 夹持损伤后 １ｄꎻｅＰ<０ ０５ꎬｆＰ<
０ ０１ ｖｓ 夹持损伤后 ３ｄꎻｇＰ<０ ０５ꎬｈＰ<０ ０１ ｖｓ 夹持损伤后 ７ｄꎻｊＰ<０ ０１ ｖｓ 夹持损伤后 １４ｄꎮ

支持ꎬ说明改善程度轻微或分组内个体不足导致了检验效
能不足ꎬ今后进行 ＦＶＥＰ 检测大鼠 ＴＯＮ 视觉通路变化情
况需要增大分组内个体数目ꎮ 尽管如此ꎬ这种短暂改善并
没有持续发生和进一步增强ꎬ表明在缺乏外界干预的情况
下ꎬＴＯＮ 大鼠视神经的自发修复有限ꎬ可能存在完整功能

的神经元发生了进一步凋亡的现象[２６]ꎮ
大鼠 ＴＯＮ 后ꎬ１~３ｄ 时视网膜中总 Ｔａｕ 的含量急剧降

低ꎬ这表明在神经元受损的早期ꎬ视网膜中的神经元胞体
死亡或受到干扰难以合成足量的 Ｔａｕ 进行微管稳定ꎬ存量
的 Ｔａｕ 逐渐被消耗ꎬ这与高眼压青光眼模型中的 Ｔａｕ 聚集
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在视网膜 ＲＧＣ 胞体内的情况不同[２２]ꎮ ＴＯＮ 后 ７ｄ 时视网
膜 Ｔａｕ 产生了一定量恢复ꎬ说明部分 ＲＧＣ 已经恢复功能
开始正常合成 Ｔａｕꎬ这与 ＦＶＥＰ 中观测到的 ７ｄ 改善现象一
致ꎮ 与视网膜中总 Ｔａｕ 含量变化不同的是ꎬ视神经总 Ｔａｕ
的含量却是逐渐增加的ꎬ其可能的原因是破损的轴突中多
聚化 Ｔａｕ 的清除机制降低ꎬ残留多聚化 Ｔａｕ 与眼球近端轴
突转运来的大量 Ｔａｕ 在损伤处形成神经纤维缠结[２７]ꎮ 此
外ꎬ受损轴突中伴随着 Ｔａｕ 增多ꎬ两个检测位点的磷酸化
水平也随之增高ꎮ 有研究表明ꎬ在人类阿尔茨海默病患者
的外周血中ꎬＴａｕ 的 Ｓｅｒ３９６ / ４０４ 过度磷酸化是潜在的疾病
诊断指标之一ꎬ因此 ＴＯＮ 后视神经中 ｐＴａｕ－Ｓｅｒ３９６ / ４０４ 的
增加可能对视神经的修复起到抑制作用[２８]ꎮ 此外ꎬＴＯＮ
后视网膜和视神经轴突中 ｐＴａｕ－Ｓｅｒ３９６ 和 ４０４ 两个磷酸
化位点发挥作用的程度也不同ꎬ在视网膜中主要的磷酸化
增量位点为 Ｓｅｒ ３９６ꎬ而在视神经中的增量磷酸化位点为
Ｓｅｒ ４０４ꎬ其原因可能是两个磷酸化位点对 Ｔａｕ 功能影响存
在差异ꎻ另一种可能是磷酸化次序因素ꎬＳｅｒ ３９６ 位点磷酸
化后 ４０４ 位点才进一步磷酸化ꎮ

总的来说ꎬＦＶＥＰ 技术可在活体状态下对模型动物的
视觉通路功能进行无创检测ꎬ这是研究某些视网膜或视神
经相关疾病损伤的优良终点指标ꎬ但是该技术对研究者电
极植入和 ＦＶＥＰ 波形的识别有一定的要求ꎬ且不同实验项
目对分组动物个体数目的要求也会不同ꎮ 近年来研究者
对神经退行性疾病中 Ｔａｕ 和 Ｔａｕ 磷酸化等相关指标的兴
趣倍增ꎬ本研究表明异常的 Ｔａｕ 聚集和 Ｔａｕ 过度磷酸化是
ＴＯＮ 后疾病发生发展的重要因素ꎬ探索 Ｔａｕ 与 ＴＯＮ 发展
的分子机制和研究视神经微管稳定与 ＴＯＮ 的关系是今后
开展治疗视神经损伤的坚实基础ꎮ
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２２ Ｃｈｉａｓｓｅｕ Ｍꎬ Ｃｕｅｖａ Ｖａｒｇａｓ ＪＬꎬ Ｄｅｓｔｒｏｉｓｍａｉｓｏｎｓ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｕ
Ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎꎬ Ａｌｔｅｒｅｄ Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ Ｍｉｓｓｏｒｔｉｎｇ Ｐｒｏｍｏｔｅ
Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ Ｇｌａｕｃｏｍａ. Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ ２０１６ꎻ ３６(２１): ５７８５－５７９８
２３ Ｃｈｉａｓｓｅｕ Ｍꎬ Ａｌａｒｃｏｎ － Ｍａｒｔｉｎｅｚ Ｌꎬ Ｂｅｌｆｏｒｔｅ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｕ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｅａｒｌｙ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐｒｅｃｅｄｅｓ ｂｒａｉｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｍｏｌ
Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒ ２０１７ꎻ １２(１): ５８
２４ Ｓａｎｔａｎｇｅｌｏ Ｒꎬ Ｃａｓｔｏｌｄｉ Ｖꎬ ＤＩｓａ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｖｉｓｕａｌ ｅｖｏｋｅｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ
ｃａｎ ｂｅ ｒｅｌｉａｂｌｙ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｕｓｉｎｇ ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ａｎｅｓｔｈｅｔｉｚｅｄ ｒａｔ. Ｄｏｃ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１８ꎻ １３６(３): １６５－１７５
２５ Ｆｉｓｃｈｅｒ Ｄꎬ Ｈａｒｖｅｙ ＡＲꎬ Ｐｅｒｎｅｔ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｐｔｉｃ ｎｅｒｖｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ
ｍａｍｍａｌｓ: Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｏｒ ｓｐａｒｅｄ ａｘｏｎｓ? Ｅｘｐ Ｎｅｕｒｏｌ ２０１７ꎻ ２９６: ８３－８８
２６ Ｚｈａｎｇ Ｓꎬ Ｗａｎｇ Ｄꎬ Ｈｕａｎｇ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｉｍ－１ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｒａｔ Ｒｅｔｉｎａ
ａｎｄ ｉｔｓ Ｃｈａｎｇｅｓ ａｆｔｅｒ Ｏｐｔｉｃ Ｎｅｒｖｅ Ｃｒｕｓｈ. Ａｎａｔ Ｒｅｃ(Ｈｏｂｏｋｅｎ) ２０１８ꎻ ３０１
(１１): １９６８－１９７６
２７ Ｍｅａｎｓ ＪＣꎬ Ｌｏｐｅｚ ＡＡꎬ Ｋｏｕｌｅｎ Ｐ. Ｅｓｔｒｏｇｅｎ Ｐｒｏｔｅｃｔｓ Ｏｐｔｉｃ Ｎｅｒｖｅ Ｈｅａｄ
Ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ Ａｇａｉｎｓｔ Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ Ｓｔｒｅｓｓ ｂｙ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ Ｃａｓｐａｓｅ－３ Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎꎬ
Ｔａｕ Ｄｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｔ Ｓｅｒ (４２２) ａｎｄ ｔｈｅ Ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔａｕ Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ. Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ ２０２０[Ｏｎｌｉｎｅ ａｈｅａｄ ｏｆ ｐｒｉｎｔ]
２８ Ｓｈｉ Ｙꎬ Ｇｕ Ｌꎬ Ｗａｎｇ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｌａｔｅｌｅｔ Ａｍｙｌｏｉｄ－β Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
(ＡβＰＰ) Ｒａｔｉｏ ａｎｄ Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ Ｔａｕ ａｓ Ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｆｏｒ Ｅａｒｌｙ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ Ｄｉｓｅａｓｅ. Ｊ Ｇｅｒｏｎｔｏｌ Ａ Ｂｉｏｌ Ｓｃｉ Ｍｅｄ Ｓｃｉ ２０２０ꎻ ７５ ( ４):
６６４－６７０
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Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２１ꎬ Ｎｏ.４ Ａｐｒ. ２０２１　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ


