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$摘要%$目的$观察大豆卵磷脂!9(:-4612H1+" K\#和大豆异黄酮!9(:19(.-,8(+4" KEL#改善大鼠学习记忆损伤及脑血管保护的联

合作用"探讨二者的最佳联合剂量"为明确大豆活性物质的神经保护作用及其联合效应提供科学依据$ 方法$本研究使用 KNL

级的成年雄性]192,*大鼠"采用两因素三水平正交实验设计分为对照组'

!

淀粉样肽!

!

F,R:-(15" ^

!

#模型组和 @ 个不同的K\_

KEL剂量组合干预组$ 应用水迷宫'脑血管 T̀染色'酶联免疫吸附测定!4+a:R4F-1+[45 1RR)+(9(*J4+2,99,:" T\EK #̂以及酶法试

剂盒等方法"对大鼠学习记忆能力'脑血管病理损伤'体内氧化损伤水平以及氧化还原平衡体系等相关指标进行检测$

结果$^

!

模型组大鼠逃避潜伏期显著延长!!b"<"C#"脑血管组织形态异常改变明显"并且伴有体内丙二醛!R,-(+51,-54H:54"

3;̂ #和 BF硝基酪氨酸!BF+12*(2:*(91+4"BF>G#显著上升!!b"<"C#"谷胱甘肽与氧化型谷胱甘肽的比值!*,21((.Q-)2,2H1(+4Z(V151a45

Q-)2,2H1(+4" MK`ZMKKM#显著下降!!b"<"C#$ 相反"K\_KEL各干预组与^

!

模型组比较"二者对上述改变均有不同程度的保护作

用$ K\!%" RQ([Q

X#

(5

X#

# _KEL!C" RQ([Q

X#

(5

X#

# 是改善大鼠学习记忆'保护脑血管以及调节体内氧化还原平衡体系的最佳

联合剂量$ 结论$K\_KEL可以显著改善^

!

介导的大鼠学习记忆损伤"其神经保护作用可能与二者发挥抗氧化活性拮抗^

!

介

导的脑血管损伤有关$ 二者的神经保护作用具有协同效应"K\!%" RQ([Q

X#

(5

X#

# _KEL!C" RQ([Q

X#

(5

X#

#是大鼠神经保护

的最佳联合剂量$

$关键词%$ 大豆卵磷脂&大豆异黄酮&联合&学习记忆损伤&
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64*4J*(8,96)-,*5,R,Q41+ *,29I12H -4,*+1+Q,+5 R4R(*:1R0,1*R4+2" ,+5 2(4V0-(*42H4J4926(RJ1+45 5(9,Q41+ (*54*2(0*(8154
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#

Q*()0 ,+5 +1+451..4*4+25(946(RJ1+,21(+9(.KEL_K\I4*4(J2,1+45UE54:"!-$K)6H ,9I,24*R,a4" 64*4J*(8,96)-,*̀ T92,1+1+Q"

4+a:R4F-1+[45 1RR)+(9(*J4+2,99,:!T\EK #̂" ,+5 4+a:R,216[129I4*4)945UGH4*,2f9-4,*+1+Q,+5 R4R(*:,J1-12:" 64*4J*(8,96)-,*

0,2H(-(Q16,-5,R,Q4" 2H4-484-(.(V15,21845,R,Q4" ,+5 2H4*45(VJ,-,+649:924RI4*4249245UF5-B94-$/(R0,*45 I12H 2H46(+2*(-

Q*()0" 2H4496,04-,24+6:(.2H4^
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R(54-Q*()0 *,29I,991Q+1.16,+2-:0*(-(+Q45 !!b"<"C#" ,+5 2H4R(*0H(-(Q16,-6H,+Q49(.
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# 192H4J4926(RJ1+45 5(942(1R0*(842H4*,2f9

-4,*+1+Q,+5 R4R(*:1R0,1*R4+2" 0*(24622H464*4J*,-J-((5 84994-9,+5 *4Q)-,242H4*45(VJ,-,+649:924RUG".79B-#".$K\_KEL6,+

91Q+1.16,+2-:1R0*(84̂

!

FR451,245 -4,*+1+Q,+5 R4R(*:1R0,1*R4+21+ *,29" ,+5 129+4)*(0*(24621844..462R,:J4*4-,245 2(2H4,+21(V15,+2

,621812:(.2H42I(2(,+2,Q(+1a4̂
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FR451,245 64*4J*(8,96)-,*1+O)*:" ,+5 2H41*+4)*(0*(24621844..4629(.K\!%" RQ([Q

X#

(5

X#

# _KEL

!C" RQ([Q

X#

(5

X#

# 192H4J4926(RJ1+45 5(94.(**,29U

)H58 I"?!-*J9(:-4612H1+& 9(:19(.-,8(+4& 6(RJ1+,21(+& -4,*+1+Q,+5 R4R(*:1R0,1*R4+2&

!

F,R:-(15 0402154

$$学习记忆损伤是阿尔茨海默病! -̂aH41R4*f9519F

4,94" ;̂#等神经退行性疾病的典型临床症状"脑血

管损伤在 ;̂的发生和发展中发挥了重要作用$ 研

究+# X!,显示"在 ;̂患者中存在颅内动脉损伤和毛细

血管损害的现象"这种脑血管损伤可能归因于体内严

重的氧化损伤及其诱导的慢性脑血流灌注不足"最终

导致神经变性和认知功能障碍的发生+B,

$ 因此"寻找

简便易行且安全有效的防控脑血管损伤的办法"无疑

是预防和改善认知功能障碍相关神经退行性疾病的

关键所在$

大豆卵磷脂!9(:J4,+ -4612H1+"K\#和大豆异黄酮

!9(:19(.-,8(+4" KEL#是我国居民膳食中常见的大豆

活性成分$ 研究+%,显示"K\和 KEL均具有诸如调节血

脂'抗氧化'提高免疫等多种生理功能$ 研究+C X&,显

示"灌胃给予大鼠 KEL可以改善
!

淀粉样肽!

!

F,R:F

-(15" ^

!

#介导的大鼠学习记忆下降以及拮抗大鼠的

脑组织和脑血管损伤$ 然而目前的研究大多针对单

一物质"虽然可以发挥上述调节作用"但对疾病的预

防及改善效果较弱"且长期大剂量使用也存在安全风

险$ 因此"本研究通过建立学习记忆损伤大鼠模型"

使用正交实验设计"探讨不同剂量 K\和 KEL的联合

补充对 ;̂大鼠学习记忆能力'脑血管病理损伤'体

内氧化损伤水平以及氧化还原平衡体系的影响"明确

K\联合 KEL对大鼠学习记忆和脑血管的保护作用"并

探索其最佳联合剂量$

$J材料与方法

$&$J实验动物

]192,*大鼠 #B! 只"KNL级'雄性"体质量!!C" h

B"# Q"购于北京维通利华实验动物技术有限公司"实

验动物许可证号%K/dD!京#!"#!F"""#$ 饲养条件%

温度 !" i j!B i"湿度 C"k jCCk"自然采光&不锈

钢笼饲养"自由摄食进水"饲以基础饲料$ 动物实验

通过首都医科大学动物伦理委员会批准"伦理审查编

号% T̂TEF!"#AF""!$

$&2J主要仪器与试剂

酶标仪 !G46,+ 公司"E+.1+1243!"""瑞士#&^

!

#F%"

购自 K1QR,F̂-5*16H 公司!美国#"K\购自上海太伟药

业有限公司"丙酮不溶物 为 @B<@k!质量分数#"主要

化学成分包括 ?%<!k !质量分数#的磷脂酰胆碱'

!<%k!质量分数#的磷脂酰胺和无磷脂酰肌醇&KEL

购自正和通科技!北京#有限公司"其中大豆异黄酮的

总含量为 @!<#Ck!质量分数#"主要化学成分包括

#A<&%k!质量分数#的染料木黄酮'CB<!%k!质量分

数#的黄豆苷元和 !#<!Ak!质量分数#的黄豆黄素&

酶联免疫吸附测定!4+a:R4F-1+[45 1RR)+(9(*J4+2,9F

9,:" T\EK #̂试剂盒 '硫代巴比妥酸测试试剂盒'谷胱

甘肽 !Q-)2,2H1(+4" MK #̀和氧化谷胱甘肽 !(V151a45

Q-)2,2H1(+4" MKKM#测定试剂盒均购自南京建城生物

工程研究所并严格按照制造商的说明执行实验程序$

试剂配制%K\和 KEL溶解在 "<Ck!质量分数#羧

甲基纤维素钠!9(51)R6,*J(V:-R42H:-64--)-(94" /3/F

>,#中&^

!

#F%" 溶解于 "<@k!质量分数#氯化钠注射

液!以下简称生理盐水#后 BA i孵育 B 5$

$&'J动物模型制作

用 #k!质量分数#戊巴比妥钠!C" RQZ[Q#腹腔

注射麻醉"参照包新民等+A,的-大鼠脑立体定位图

谱."采用大鼠脑立体定位仪!>,*19H1Q4公司"日本#向

大鼠侧脑室以 S*4QR,点为 " 点"前囟后!,+24*(0(924F

*1(*" N̂# #<B RR" 中 线 旁 开 ! R451(-,24*,-" 3\#

#<? RR"水平向下 ! 5(*9(84+2*,-";=# B<% RR注射

^

!

#F%" 溶液!#"

"

QZC

"

\#或生理盐水各 C

"

\"微量

注射器缓慢注射 B R1+"留针 C R1+"注射完毕缓慢抽

出$ 术后第 ! 天"给予每只大鼠肌注青霉素 ? 万单

位"预防感染$

$&KJ动物分组与处理

实验分组%通过两因素三水平正交实验设计"所有

大鼠根据体质量分为 ## 组"包括^组% 对照组+"<Ck

!质量分数#/3/F>,灌胃 _侧脑室注射生理盐水,"

S组% ^

!

组+"<Ck!质量分数#/3/F>,灌胃_侧脑室

注射 ^

!

#F%",和 @ 个KEL_K\干预组!不同剂量的

KEL_K\灌胃_侧脑室注射^

!

#F%"#" 具体包括/组%
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组& M组%

K\!?" RQ([Q
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# _KEL!C" RQ([Q

X#

(5
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# _

^
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组& `组%K\!?" RQ([Q
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# _KEL!#"" RQ(

[Q
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# _^
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组& E组% K\!#&" RQ([Q

X#

(5

X#

# _

KEL!!C RQ([Q

X#

(5

X#

# _̂

!

组& '组% K\!#&" RQ(

[Q

X#

(5

X#

# _KEL!C" RQ([Q

X#

(5

X#

# _̂

!

组& D组%

K\!#&" RQ([Q

X#

(5

X#

# _KEL!#"" RQ([Q

X#

(5

X#

# _

^

!

组$

实验处理%造模手术前"每天按各组 KEL_K\或

"<Ck!质量分数#/3/F>,的剂量给大鼠灌胃"连续

#% 5"然后进行手术"术后维持相同的灌胃干预 !? 5$

实验期间"于术后第 !# 天"进行 3(**19水迷宫训练

!C 5#及测试!# 5#"测试完毕后收集脑组织及血液样

本进行其他检测$

$&1JE"??#-水迷宫

3(**19水迷宫为一个不锈钢的圆柱形水池"水池

壁标明 % 个入水点"并以此将水池分为 % 个象限"即

第 #'!'B 和 % 象限$ 平台位于第 # 象限中间位置"水

深为高出平台 # 6R"水温控制在 !! i j!C i$ 定位

航行实验%实验历时 & 5"前 C 5学习记忆训练"每天将

大鼠面向池壁分别从不同象限的入水点放入水中"记

录其找到平台所需的时间"即为逃避潜伏期$ 如果在

#!" 9内找不到平台" 则将其引导至平台并停留 !" 9"

逃避潜伏期记为 #!" 9$ 第 & 天为正式实验"并记录

测试的逃避潜伏期$

$&)J脑血管苏木精/伊红&:5=;4"L89#./5"-#.' MN(

染色

$$每组采用数字表法随机选择 & 只大鼠"将麻醉大

鼠的大脑迅速暴露"立即将解剖后的大脑浸入 %k

!体积分数#甲醛溶液中固定 %? H"移入 A"k!体积分

数#乙醇中脱水"并用石蜡包埋切片!片厚 !"

"

R#$

采用 T̀对切片进行染色并观察大鼠大脑皮质海马

区脑血管组织形态变化$

$&0J大鼠体内氧化损伤水平与氧化还原平衡体系

检测

$$每组采用数字表法随机选择 & 只大鼠"从麻醉大

鼠心脏收集T;Ĝ 抗凝血液"在 % i以 B """ *ZR1+离

心 #" R1+"收集血浆$ 采用T\EK^法检测大鼠血浆中

BF硝基酪氨酸!BF+12*(2:*(91+4" BF>G#浓度"采用硫代

巴比妥酸测试试剂盒测定丙二醛!R,-(+51,-54H:54"

3;̂ #浓度$

每组采用数字表法随机选择 & 只大鼠"采用酶法

试剂盒检测血浆MK`和MKKM浓度"并根据说明计算

MK`ZMKKM比率"以评估大鼠体内氧化还原平衡

状态$

$&OJ统计学方法

采用 KNKK #C<C 统计学软件对数据进行处理分

析"所有数据以均值 h标准差!CD>#表示"组间均数

比较使用单因素方差分析! >̂g=̂ #"两两比较采用

\K;法检验$ 以!b"<"C 为差异有统计学意义$

2J结果

2&$J大豆卵磷脂联合大豆异黄酮对 CP大鼠学习记

忆能力的影响

$$各组间逃避潜伏期的总体比较"差异无统计学意

义!1l#<BB"" !m"<"C#"但两两比较组间差异有统

计学意义"与^组比较"S组大鼠逃避潜伏期显著延

长&但与S组比较"@ 个 K\_KEL干预组的逃避潜伏期

分别有不同趋势的下降"即 K\_KEL各干预组中 T'

L'M' '̀''D组大鼠的逃避潜伏期下降差异有统计学

意义!!b"<"C#$ 同时"大鼠游泳的总路程与逃避潜

伏期一致!1l#<###" !m"<"C#"T'L' '̀''D组与 S

组相比"总路程缩短差异有统计学意义!!b"<"C#"

详见图 #$

2&2J大豆卵磷脂联合大豆异黄酮对 CP大鼠脑血管

病理损伤的影响

$$S组大鼠脑血管内皮和平滑肌萎缩"毛细血管壁

畸变严重"毛细血管直径变窄甚至发现大鼠脑微血管

减少$ 但这些病理变化在 K\_KEL干预组"尤其是T'

L'M'E组大鼠中较少出现!图 !#$

2&'J大豆卵磷脂联合大豆异黄酮对 CP大鼠氧化损

伤的影响

$$各组间大鼠血浆中 BF>G和 3;̂ 浓度差异有统

计学意义 !1l!<#!#"!b"<"C& 1l%<##""!b

"<"C#$ 两两比较结果显示"与^组比较"S组大鼠血

浆中 BF>G和3;̂ 浓度显著升高"差异均有统计学意

义!!b"<"C#&BF>G浓度检测"L组与^组比较"差异

无统计学意义!!m"<"C#&其他各组趋势与 S组一

致"依然显著高于对照组"差异有统计学意义!!b

"<"C#&K\_KEL各组的 3;̂ 浓度检测显示"与 S组

比较"L组和`组浓度显著降低"差异有统计学意义
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图 $J大豆卵磷脂联合大豆异黄酮对CP大鼠学习记忆能力的影响
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!!b"<"C#"详见图 B$

2&KJ大豆卵磷脂联合大豆异黄酮对 CP大鼠氧化还

原平衡体系的影响

$$各组之间大鼠MK`ZMKKM水平比较"差异有统计

学意义!1l%<AA!"!b"<"C#$ 两两比较结果显示"

与^组比较"S组大鼠的 MK`ZMKKM比率明显降低&

与S组比较"MK`ZMKKM比值在 /';'T'L'M'`和 E

组中显著升高!!b"<"C#"但 ''D组的干预效果不明

显"差异无统计学意义!!m"<"C#"详见图 %$

通过正交实验设计以及上述结果的综合比较"可

以明确 @ 组 K\_KEL干预组中"最佳联合剂量为L组"

即 K\!%" RQ([Q

X#

(5

X#

# _KEL!C" RQ([Q

X#

(5

X#

#$

'J讨论

学习记忆损伤是 ;̂发生和发展过程中的主要

临床表现"而血管因素在 ;̂的发展进程中扮演着重

要角色+&"?,

$ 研究+? X@,显示" ;̂患者脑内的 ^

!

可能

是导致脑血管壁细胞发生氧化损伤的重要物质之一$

并且"S4++422等+#",的研究提出"血管损伤可能是 ;̂

发展的初始因素$ 鉴于认知功能障碍的不可逆性"在

;̂发生和发展早期寻找有效的干预措施就显得尤为

重要$ 诸多研究+## X#B,显示"膳食活性物质"如 K\'

KEL'番茄红素'姜黄素等植物活性成分对动脉粥样硬

化"心血管疾病和 ;̂都有不同程度的改善作用$ 但

是"目前的研究大多针对单一物质"而鉴于单一膳食

活性物质的日常摄入量较为有限"因此上述的生理作

用较弱$ 尤其对于神经系统的保护及改善作用"探索

膳食活性物质的联合作用则势在必行$ 已知 K\和

KEL是大豆及其制品中的主要活性成分"但不同豆制

品中该两种成分的含量差异较大"且因膳食吸收率的
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图 2J大豆卵磷脂联合大豆异黄酮对CP大鼠脑血管病理损伤的影响
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影响"市场上已较多出现单一或复合含有 K\和 KEL

的保健食品及补充剂+#%,

$ 鉴于上述原因"本研究通

过正交试验实验设计"观察 K\联合 KEL对学习记忆

损伤大鼠的改善作用"并探索其最佳联合剂量"为后

续的人群干预研究提供科学数据$ 本研究结果显示"

K\_KEL处理可以显著缩短 ^

!

#F%" 介导的学习记忆

损伤大鼠的逃避潜伏期和游泳总路程"提示 K\和 KEL

的联合干预可以有效预防^

!

#F%" 引起的大鼠空间学

习记忆能力损伤$ 这与本课题组+C X&,前期研究发现的

单独使用 KEL对^

!

#F%!介导的大鼠学习记忆能力的改

善作用一致"且与 KEL单独干预剂量?" RQ([Q

X#

(5

X#

比较"联合干预中 KEL的最佳剂量C" RQ([Q

X#

(5

X#较

低"安全性更强$ 研究+#C,显示"给予大豆磷脂酰丝氨

酸 & 个月治疗可以增强记忆障碍老年人的记忆功能"

本研究结果提示 K\_KEL可能具有同样的应用价值$

同时"为了进一步观察 ^

!

#F%" 诱导的大鼠脑血

管损伤情况"本研究通过 T̀染色法观察了各组大鼠

的脑血管组织病理改变$ ^

!

组大鼠的脑血管组织病

理损伤较为严重"而 K\_KEL干预可以保护脑血管组

织保持完整$ 提示 K\联合 KEL对脑血管组织具有保

护作用$

那么"K\联合 KEL对脑血管的神经保护作用又有

怎样的机制呢0 已知 K\和 KEL均具有抗氧化及改善

血脂的作用$ 研究+#& X#A,显示"作为蛋白质氧化损伤
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图 'J大豆卵磷脂联合大豆异黄酮对CP大鼠氧化损伤的影响
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图 KJ大豆卵磷脂联合大豆异黄酮对CP大鼠氧化还原平衡

体系的影响
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的标志物 BF>G在 ;̂患者大脑中的星形胶质细胞'神

经元和脑血管内皮细胞中均有所增加$ 同时"T8,+9

等+#!,的研究证明"给健康的绝经后妇女补充大豆异

黄酮蛋白!!C QZ5#联合大豆卵磷脂!!" QZ5#可以显

著提高其血清高密度脂蛋白胆固醇Z低密度脂蛋白胆

固醇的比率"而上述血脂变化正是脑血管的保护因

素$ 在本研究发现"^

!

模型组大鼠血浆中"蛋白质氧

化产物 BF>G和脂质氧化产物3;̂ 均显著升高"而这

种升高可被 K\_KEL干预所拮抗"因此提示"K\_KEL

可能通过其发挥抗氧化能力来保护脑血管组织的细

胞免受或少受^

!

介导的氧化损伤$

为了验证上述推论"本研究进一步检测了各组大

鼠的血浆MK`ZMKKM比率"以反映大鼠体内的氧化还

原平衡状态"结果不仅明确了 K\_KEL改善大鼠体内

氧化还原状态的作用"同时还反映了高剂量联合补

充对体内的氧化损伤水平无改善作用$ 这与本课

题组 +#?,前期体外研究发现"高剂量!!""

"

R(-Z\#

的染料木黄酮会导致星形胶质细胞活力降低"具有

毒性作用的结论一致$ 因此提示"适宜的最佳联合

剂量对健康有益"但大剂量补充则可能存在安全性

问题$

综上所述"本研究提示"K\联合 KEL可通过其抗氧

化作用拮抗^

!

介导的大鼠脑血管损伤"进而发挥对大

鼠学习记忆的改善作用"并且 K\!%" RQ([Q

X#

(5

X#

# _

KEL!C" RQ([Q

X#

(5

X#

#是发挥大鼠神经保护作用的最

佳联合剂量$ 本研究得出的 KEL和 K\有效联合剂量

比其他研究+#C"#@,中报道的 KEL或 K\的单一有效治疗

剂量较低"安全性更强"提示 K\和 KEL的联合补充可

能适合在 ;̂高危中老年人中长期补充"但这种推论

需要更多的证据和人群研究的支持$
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