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不同水平的大豆异黄酮拮抗β淀粉样肽介导的
大鼠空间学习记忆损伤作用
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摘 　要 :目的 　研究不同剂量大豆异黄酮 (SIF)对β淀粉样肽 1 - 42 (Aβ1 - 42) 介导的空间学习记忆损伤大鼠的神

经保护作用 ,并探讨其作用机制。方法 　按体重将 3 月龄雄性 Wistar 大鼠随机分为 5 组 :对照组、Aβ模型组、SIF 低

剂量组、SIF中剂量组、SIF高剂量组每组 12 只 ,SIF灌胃剂量分别为每天每公斤体重 40、80 和160 mg ,对照组和模型

组灌胃等量的 015 % CMC - Na ,连续灌胃14 d后 ,模型组和实验组大鼠双侧海马 CA1 区注射 Aβ1 - 42 ,制备大鼠学习

记忆损伤模型。对照组注射等量生理盐水 ,于术后7 d ,Morris 水迷宫检测学习记忆能力 ;术后14 d ,股动脉采血 ,断

头处死 ,测定血清 AOC、MDA、GSH - Px 等抗氧化指标和脑矿物元素钙、镁、锰、铁、锌和铜的水平。结果 　11 与 Aβ

模型组比 ,SIF各剂量组潜伏期和总路程明显缩短 ,在平台象限距离的百分比明显增高 ( P < 0105) ,SIF 高剂量组潜

伏期比低剂量组缩短明显 ( P < 0105) ;21 与 Aβ模型组比 ,SIF 各剂量组血清 AOC 水平和 GSH - Px 活力显著增高 ,

MDA 水平显著降低 ( P < 0105) ,SIF中和高剂量组血清 AOC水平高于低剂量组 ,SIF 高剂量组 MDA 水平低于低剂量

组 ,差异均有统计学意义 ( P < 0105) ;3. 与 Aβ模型组比 ,SIF低、中、高剂量组锌含量和铜Π锌值差异均有统计学意义

( P < 0105) ,SIF中、高剂量组铜含量显著减少 ( P < 0105) ,并且 SIF 高剂量组铜含量和铜Π锌值低于低剂量组。结论

　SIF可有效改善大鼠的空间学习记忆能力 ,可能是通过改善机体氧化还原状态 ,提高抗氧化水平 ,调节脑内矿物

元素的平衡 ,进而拮抗 Aβ介导的神经毒性 ,发挥其神经保护作用 ,并且在一定范围内表现出剂量 - 反应关系。

关键词 :异黄酮类 ;淀粉样β蛋白 ;大鼠 ,Wistar ;创伤和损伤 ;记忆

Protective Effects of Soybean Isoflavones on Spatial Learning and Memory Ability

Impairment in Rats Induced byβ2Amyloid Peptides 1242
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Abstract : Objective 　To study the neuroprotective effects of different doses of soybean isoflavone (SIF) on the spatial learning

and memory ability impairment induced by beta amyloid 1242 as well as the possible mechanism in rats. Method 　According to

body weight , all experimental rats (male , aged 3 months) were randomly divided into control , Aβtreatment , and low , middle

and high dose SIF groups , respectively , and each group including 12 rats. The rats in SIF low , middle and high dose groups

were treated by i. g. 40 , 80 or 160 mgΠkg·BW·d SIF daily for 14 days before Aβinjection , while the rats in control group and

Aβgroup were treated by 015 % CMC2Na. Morris Water Maze measured the abilities of rat learning and memory on the 7th day

after Aβinjection. On the 14th day after Aβ injection , the rats were killed and blood were sampled and centrifuged to obtain

serum. The levels or activity of AOC , MDA , GSH2Px in serum and the contents of Ca , Mg , Mn , Fe , Zn and Cu in brain

tissue were determined. Results 　11Comparing with the Aβtreatment group , the mean escape latencies and total distances of rats

in low , middle and high dose SIF groups were significantly shortened ( P < 0105) , the percentage of swimming in the quadrant

with the platform was significantly increased ( P < 0105) . The mean escape latency of rats in high dose SIF group was significantly

shortened than that of low dose SIF group ( P < 0105) . 21Comparing with the Aβ treatment group , the serum AOC level and

GSH2Px activity in SIF low , middle and high dose groups were significantly increased ( P < 0105) , and the level of serum MDA

was significantly decreased ( P < 0105) . The serum AOC levels both in middle and high dose SIF groups were much higher than

the AOC level in low dose SIF group ( P < 0105) . The serum MDA level in high dose SIF group was much lower than the MDA

level in low dose SIF group ( P < 0105) . 31Comparing with Aβ treatment group , the contents of Zn and CuΠZn ratio in brain
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tissue in low , middle and high dose SIF groups were significantly different ( P < 0105) . The contents of Cu in middle and high

dose SIF groups were much lower ( P < 0105) . The contents of Cu and CuΠZn ratio in high dose SIF group were lower than that in

low dose SIF group ( P < 0105) . Conclusion 　SIF could improve the spatial learning and memory ability in Aβ2induced neuro

damage rats. The ability of changing the redox state , increasing the antioxidative level and balancing the mineral ratio in brain are

the possible mechanisms that SIF exhibited neuro2protective effects in rats.

Key word : Isoflavones ;Amyloid beta2protein ;Rats ,Wistar ;Wounds and Injuries ;Memory

　　β淀粉样蛋白 (β- amyloid peptides ,Aβ)是脑组织

老年斑的主要成分[1 ] ,Aβ在脑内沉积是阿尔茨海默

病 (Alzheimerπs disease ,AD) 发生、发展的中心环节。

Aβ含量的增高与 AD 患者学习记忆与认知能力下

降密切相关[2 ] 。

目前证实 ,通过改善膳食因素等方式可达到早

期预防 AD 的目的。大豆异黄酮 (soybean isoflavones ,

SIF)是一类天然存在于植物中的含有多个酚羟基的

植物化合物 ,因其结构特点而表现出雌激素样效能

和抗氧化损伤作用 ,而氧化损伤是 AD 等神经退行

性病的病因学基础。流行病学研究显示[3 ] ,SIF 对老

年性痴呆高危人群学习记忆和认知功能减退具有一

定的防治作用 ,其作用靶点及作用机制是早期预防

学习记忆和认知功能减退的关键所在。

我们前期的研究结果证实 ,染料木黄酮 (异黄酮

主要成分)对β淀粉样蛋白诱致大脑皮质神经细胞

的神经毒性具有保护作用 ;SIF 联合叶酸 (folic acid ,

FA)可降低神经管畸形的发生率[4 ] 。本研究旨在通

过大鼠双侧海马注射 Aβ1 - 42 建立学习记忆损伤模

型 ,采用低、中、高剂量 SIF 灌胃干预处理 ,探讨不同

水平的 SIF 对 Aβ诱导的大鼠神经毒性作用的影响 ,

为 SIF 有效改善学习记忆能力提供基础理论与实验

数据 ,进而为早期预防和控制 AD 的发生发展提供

新思路。

1 　材料与方法

111 　试剂与仪器

11111 　试剂 　SIF (华北制药厂) ;Aβ1 - 42 (上海生

物工程技术有限公司) ;总抗氧化能力 (AOC) 、谷胱

甘肽过氧化物酶 ( GSH - Px) 和丙二醛 (MDA) 检测试

剂盒 (南京建成生物技术有限公司) ;羧甲基纤维素

钠 (国药集团化学试剂有限公司) ;钙、镁、锰、铁、锌、

铜标准品 (国家标准物质研究中心) 。

11112 　仪器 　大鼠脑立体定位仪 (美国 FOREDOM

公司) 、微量注射器 (美国 HAMILTON 公司) 、Morris

水迷宫系统 (上海吉量) 、电感耦合等离子体原子发

射光谱仪 ICPS - 7000 (日本岛津) 、WFJ - 7200 型分

光光度计 (上海尤尼科仪器有限公司) 。

112 　动物与处理

11211 　动物及饲养 　健康 Wistar 大鼠 (SPF 级别、雄

性、3 月龄 ,由军事医学科学院动物部提供) 。饲养

条件 :温度 20～23 ℃,湿度 50 %～55 % ,自然采光 ;

不锈钢笼架单笼饲养 ,自由摄食进水 ,饲以基础饲

料。动物实验符合国家《实验动物管理条例》,并经

首都医科大学动物伦理委员会认可。

11212 　动物分组与处理 　大鼠按体重随机分为 5

组 (对照组、Aβ模型组、SIF 低剂量组、SIF 中剂量组、

SIF高剂量组) ,每组 12 只 ,SIF 灌胃液用 015 %羧甲

基纤维素钠 (CMC2Na) 配制 ,SIF 干预组灌胃剂量分

别为每天每公斤体重 40、80 和160 mg ,对照组和模

型组灌胃等量的 015 % CMC2Na ,连续灌胃14 d后 ,用

1 %戊巴比妥钠腹腔注射麻醉 ,参照包新民等的《大

鼠脑立体定位图谱》向大鼠双侧海马 CA1 区 (以

Bregma 点为 0 点 ,AP - 312 mm ,ML - 210 mm ,DV -

312 mm)分别缓慢注入生理盐水5μl (对照组) 或 Aβ1

- 42 5μgΠ5μl (Aβ模型组、SIF 低剂量组、SIF 中剂量

组、SIF 高剂量组) ,留针5 min。术后第 2 天肌注青

霉素 8 万单位。于术后7 d ,Morris 水迷宫试验检测

大鼠学习记忆能力 ;术后14 d ,断头处死 ,检测血清

抗氧化指标的水平、脑中矿物元素的水平。

113 　观察指标及检测方法

11311 　Aβ对大鼠学习记忆能力的影响 - Morris 水

迷宫法 　水迷宫为直径130 cm ,高50 cm的水池 ,在

水池壁上标明 4 个入水点 ,由此将其等分为 4 个象

限 ,于第一象限中心置一圆形平台 ,平台低于水面

110 cm ,水温22 ℃,水池周围参照物保持不变。定

位航行试验 :训练4 d ,每天分别从 4 个不同入水点

将大鼠面向池壁放入水中 ,第 5 天正式试验 ,记录大

鼠2 min内找到平台所需时间 (即逃避潜伏期) 及活

动的总路程。空间探索试验 :第 5 天定位航行试验

结束后撤除平台 ,由第 3 象限放入水中 ,记录2 min

内大鼠在平台所在象限路程占总路程的比。

11312 　Aβ对大鼠抗氧化能力的影响 - 酶法 　大鼠

股动脉取血 ,离心 (3 500 rΠmin ,10 min) ,取上清液。

检测血清 AOC , GSH - Px 活力和 MDA 水平 ,严格按

照试剂盒操作说明书进行。

11313 　矿物元素的测定 　称取 012～015 g大脑组

织 ,湿式消化法处理消化样品 ,用电感耦合等离子体

原子发射光谱仪 ( ICPS - 7000) 测定钙、镁、锰、铁、

锌、铜矿物元素的水平。
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114 　数据处理

用 SPSS 1115 统计软件包进行单因素方差分析

(ANOVA) ,组间比较采用 LSD 法 , P < 0105 表示差

异有统计学意义。

2 　结果

211 　SIF 对 Aβ1 - 42 引起的大鼠学习记忆损伤的

保护作用

第 5 天最后一次撤除平台后 ,各组大鼠自同一

入水点入水后 ,对照组能依靠空间线索找到平台 ,运

动轨迹较集中于原平台所在象限 ,轨迹呈趋向式 ;

Aβ模型组大鼠较多地绕池壁游泳 ,较少游向原平台

附近 ,活动范围大 ,轨迹呈随机式 ; SIF 各剂量组大

鼠与 Aβ模型组相比 ,活动范围密集、集中 ,且频繁

穿越原平台所在位置 ,其轨迹呈明显的趋向式 ,见图

1。水迷宫试验模型组末次潜伏期和总路程明显长

于其他组 ( P < 0105) ;与 Aβ模型组比 ,SIF 各剂量组

潜伏期和总路程明显缩短 ( P < 0105) ;与 SIF 低剂量

组相比 ,高剂量组潜伏期缩短 ,差异有统计学意义

( P < 0105) ;Aβ模型组在平台象限游泳的距离的百

分比明显低于对照组 ( P < 0105) ,与 Aβ模型组比 ,

SIF 各剂量组百分比明显增高 ( P < 0105) ,见表 1。

A :对照组 ;B :Aβ模型组 ;C :SIF 低剂量组 ;D :SIF 中剂量组 ; E :SIF 高剂量组

图 1 　大鼠 Morris 水迷宫轨迹图

表 1 　SIF对大鼠空间学习记忆能力的影响

(Morris 水迷宫法) ( �x ±s , n = 12)

组别
潜伏期

(s)
总路程

(cm)
平台象限路程占
总路程比例 ( %)

对照 17116 ±2. 57b 294191 ±52. 35b 40123 ±2. 22b

Aβ1 - 42 24168 ±3. 83 466123 ±85. 33 34194 ±1. 38

SIF 低 12155 ±0. 98b 190185 ±22. 85b 45122 ±1. 27b

SIF 中 10167 ±0. 64ab 174157 ±13. 94b 45123 ±1. 89b

SIF 高 10157 ±0. 53abc 167185 ±20. 39b 45153 ±2. 07b

注 :a 与对照组比 P < 0105 ; b 与 Aβ1 - 42 组比较 P < 0105 ; c 与 SIF

低剂量组比较 P < 0105。

212 　SIF 对学习记忆损伤大鼠体内氧化还原状态的

影响

与对照组相比 ,Aβ模型组大鼠血清 AOC 水平

和 GSH - Px 活力显著降低 ( P < 0105) ,MDA 水平显

著升高 ( P < 0105) ;与 Aβ模型组相比 ,SIF 各剂量组

血清 AOC 水平和 GSH - Px 活力显著增高 ( P <

0105) ,MDA 水平显著降低 ( P < 0105) ,见表 2。SIF

中和高剂量组血清 AOC 水平高于低剂量组 ,SIF 高

剂量组 MDA 水平低于低剂量组 ,差异均有统计学意

义 ( P < 0105) ,见表 2。

表 2 　SIF对大鼠血清中 AOC、GSH - Px、MDA 活力或

水平的影响 ( �x ±s , n = 12)

组别
AOC

(UΠml)
GSH - Px

(U)
MDA

(nmolΠml)

对照 11173 ±0187b 1600100 ±39139b 3197 ±0115b

Aβ1 - 42 8155 ±0161 1462191 ±50172 4157 ±0122

SIF 低 12176 ±1150b 1622124 ±55119b 3122 ±0114ab

SIF 中 18183 ±1109abc 1625123 ±35102b 2186 ±0116ab

SIF 高 17172 ±0169abc 1663107 ±31153b 2163 ±0109abc

注 :a 与对照组比 P < 0105 ; b 与 Aβ1 - 42 组比较 P < 0105 ; c 与 SIF

低剂量组比较 P < 0105。

213 　SIF 对学习记忆损伤大鼠脑中矿物元素的影响
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与对照组相比 ,Aβ模型组大鼠组织镁、锌、铜含

量和铜Π锌值 ,差异有统计学意义 ( P < 0105) ,钙、锰、

铁含量差异无统计学意义 ( P > 0105) 。与模型组相

比 ,SIF 低、中、高剂量组锌含量和铜Π锌值差异均有

统计学意义 ( P < 0105) ,SIF 中、高剂量组铜含量显

著减少 ( P < 0105) 。SIF 各组间比较 ,SIF 高剂量组

铜含量和铜Π锌值低于低剂量组 ,差异均有统计学意

义 ( P < 0105) ,见表 3。

表 3 　SIF对大鼠脑组织中矿物元素的影响 ( �x ±s , n = 12)

组别 钙 (μgΠg) 镁 (μgΠg) 锰 (μgΠg) 铁 (μgΠg) 锌 (μgΠg) 铜 (μgΠg) 铜Π锌比值

对照 449166 ±25107 199186 ±1168b 0139 ±0101 28133 ±2186 15149 ±0149b 2105 ±0116b 0113 ±0101b

Aβ1 - 42 435131 ±27108 189133 ±2150 0135 ±0101 23182 ±2128 14105 ±0150 2169 ±0124 0118 ±0102

SIF 低 470187 ±22187 189198 ±2170a 0140 ±0102 25143 ±1135 16145 ±0153b 2156 ±0128 0116 ±0102

SIF 中 462115 ±18153 195185 ±2110 0141 ±0102 26121 ±1122 16149 ±0150b 2104 ±0115b 0112 ±0101b

SIF 高 449105 ±16134 187143 ±2100a 0142 ±0102 26132 ±4104 16146 ±0185b 1183 ±0122bc 0111 ±0101bc

注 :b 与 Aβ1 - 42 组比较 P < 0105 ;a 与对照组比 P < 0105 ;c 与 SIF 低剂量组比较 P < 0105。

3 　讨论

学习记忆和认知能力的进行性下降是阿尔茨海

默病 (Alzheimerπs disease ,AD)的主要临床特征。β淀

粉样肽 (β- amyloid peptides ,Aβ)是AD 主要病理改变

老年斑的主要成分。Hardy[5 ] 等提出的淀粉样蛋白

级联学说认为 ,Aβ在大脑皮层形成不可逆的沉积是

AD 病理发生的早期关键性事件。研究发现 ,Aβ与

学习记忆功能关系密切 ,脑内注射 Aβ可使动物产

生与 AD 相似的神经行为障碍和记忆缺损症状[6 ] 。

本课题组前期研究已证实 ,Aβ均可引起神经细胞毒

性作用 ,其作用机制与 Aβ介导的神经细胞及其线

粒体氧化损伤有关[7 ] ;同时 ,采用 Aβ侧脑室注射可

引起大鼠的空间学习记忆能力降低和脑组织淀粉样

蛋白的表达增加。

大豆异黄酮 ( soybean isoflavones , SIF) 因其结构

特点而表现出抗氧化作用 ,对多种神经退行性疾病

的神经保护作用得到了广泛关注。大鼠体外实验表

明 ,大豆中植物雌激素通过抑制 Caspase 酶级联式反

应和减少活性氧的产生发挥神经细胞保护作用[8 ] 。

动物研究也显示 ,对卵巢切除大鼠膳食补充 SIF 10

个月之后 ,大鼠的记忆力有明显的改善 ,且表现出了

剂量 - 反应关系[9 ] 。

Morris 水迷宫测试法中的定位航行实验通过检

测大鼠平均逃避潜伏期和总路程来反映其获取空间

信息和学习的能力 ,而空间探索实验检测大鼠跨越

原平台位置的次数可以判断动物记忆贮存能力及提

取再现能力。本研究结果显示 ,Aβ1 - 42 脑内定位

注射能使大鼠学习记忆能力明显降低 ,表现为大鼠

平均逃避潜伏期和总路程显著延长 ( P < 0105) ,在

平台象限游泳的距离的百分比显著减少 ( P < 0105) ,

而 SIF 改善了 Aβ 染毒大鼠的学习记忆能力

( P < 0105) ;SIF 各组间比较 ,SIF 高剂量组潜伏期比

低剂量组明显缩短 ,差异有统计学意义 ( P < 0105) 。

提示 SIF 可拮抗 Aβ的神经毒性作用 ,改善大鼠的空

间学习记忆能力 ,在一定范围内表现出了剂量 - 反

应关系。

研究发现 ,Aβ神经毒性机制可能主要是由 Aβ

本身可作为氧自由基供体或诱导活性氧的产生所决

定[10 ]
,大量自由基的产生而引起的脂质过氧化损伤

可能与学习记忆功能障碍有关。本研究结果显示 ,

SIF能提高血清 AOC 水平和 GSH - Px 活力 ,降低

MDA 水平 ,改善了机体的氧化还原状态 ,维持氧化

还原体系的平衡 ,提高了机体的抗氧化水平。SIF

中、高 剂 量 组 血 清 AOC 水 平 高 于 低 剂 量 组

( P < 0105) ,并且剂量 - 反应性降低 MDA 水平。提

示 SIF 可拮抗 Aβ引起的氧化损伤作用 ,且在一定的

范围内具有剂量 - 反应关系。

自由基的过量生成导致神经细胞的氧化损伤在

AD 发病中的作用已经得到了证实 ,其中矿物元素在

这个过程中的影响不容忽视。越来越多的证据表

明 ,矿物元素尤其是铜、锌和铁参与了 AD 的发病过

程[11 ,12 ] 。铜和铁能产生有氧化活性的物质从而损害

高分子物质的结构和功能 ;铜还能通过抑制 GSH -

Px 的活性而阻止体内过氧化物和自由基的清除[11 ]
;

锌可抑制脂肪的过氧化反应 ;缺锌和缺锰时 ,体内产

生的自由基不能被灭活或清除 ,导致细胞死亡 ,进一

步引发痴呆。上海地区老人流行病学调查 (2003) 结

果显示 ,缺乏钙和某些微量元素可导致机体抗氧化

水平较低 ,提示维持矿物元素在体内的正常水平对

于防治老年痴呆至关重要。本研究中 ,Aβ1 - 42 染

毒可对大鼠脑组织中的多种微量元素造成影响 ,SIF

各剂量组均表现出脑组织锌上升而铜下降的趋势。

另外 ,铜Π锌比值常用来评价老年性痴呆 ,本研究结

果显示 , SIF 各剂量组铜Π锌值比模型组显著降低

( P < 0105) 。这就提示了 SIF 能通过调节脑内矿物

元素的平衡 ,减轻 Aβ介导的脑神经细胞损伤 ,而发
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挥神经保护作用 ,并且表现出了一定的剂量 - 反应

关系。

综上所述 ,SIF 预防 Aβ介导的神经毒性作用 ,

可能是通过改善机体氧化还原状态 ,提高抗氧化水

平 ,调节脑内矿物元素的平衡 ,进而改善大鼠的空间

学习记忆能力 ,发挥其神经保护作用 ,并且在一定范

围内表现出剂量 - 反应关系。
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论著

国内外食品工业用加工助剂管理的比较研究

张俭波 　王竹天 　刘秀梅

(中国疾病预防控制中心营养与食品安全所 ,北京 　100021)

摘　要 :目的 　探询我国食品工业用加工助剂管理方面存在的不足 ,提出建议。方法 　收集国际食品法典委员

会、澳大利亚、美国、法国、日本、加拿大和我国食品工业用加工助剂管理规定进行比较研究。结果 　对收集到的法

规、标准从加工助剂的定义、使用规定、功能分类等方面进行了比较 ,发现我国食品工业用加工助剂的定义不够明

确、具体 ,缺乏对加工助剂的功能作用、使用范围和使用量 (或残留量) 的规定。结论 　需要参考其他国家管理法

规 ,结合我国加工助剂的实际应用情况 ,对我国加工助剂的管理规定进行完善。

关键词 :食品加工工业 ;食品添加剂 ;组织和管理
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