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基于 PC12细胞模型分析大豆蛋白水解物对 

神经元氧化损伤的保护作用 
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摘要：本文基于 PC12细胞模型研究大豆蛋白水解物（Soybean protein isolate hydrolysates，SPIHs）对神经元氧化损伤的保护作

用。以大豆蛋白为原料，经过酶解和膜分离得到四种分子量不同的水解物，我们首先检测了 SPIHs 的抗氧化能力；然后用H2O2刺激

P12细胞，建立神经元氧化损伤模型，并以适当浓度的 SPIHs 处理细胞，通过检测各种生物学指标评价对细胞氧化损伤的保护作用。

结果显示，低分子量的 SPIHs 表现出最强的抗氧化活性；能够提高损伤细胞的存活率和抗氧化酶活力，减少乳酸脱氢酶（LDH）的

释放量和丙二醛（MDA）的生成，抑制细胞活性氧（ROS）的累积（p<0.05 或 p<0.01），且变化呈现一定的剂量依赖关系。研究认为，

低分子量的 SPIHs 对神经元氧化损伤具有保护作用，可以作为功能性成分用于保护神经元氧化损伤相关的功能食品和保健品的开发。 

关键词：大豆蛋白水解物；PC12细胞；氧化应激；细胞毒性 

文章篇号：1673-9078(2015)4-8-12                                              DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2015.4.002 

Neuroprotective Effects of Soybean Protein Isolate Hydrolysates against 

Neuronal Oxidative Damage in PC12 Neuronal Cells 
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Abstract: The neuro-protective effects of soybean protein isolate hydrolysates (SPIHs) against neuronal oxidative damage were 

investigated in a PC12 cell model in this study. Four hydrolysates with different molecular weights were obtained from soybeans (raw material) 

through enzymatic hydrolysis and membrane separation. The antioxidant properties of the SPIHs were also investigated. Subsequently, a 

neuronal oxidative damage model was constructed by stimulating PC12 cells with H2O2. SPIHs at appropriate concentrations were used to treat 

the damaged cells; the effect of SPIHs on cellular oxidative damage was evaluated using various biological indices. The results of these analyses 

indicated that low molecular weight SPIHs exhibited the most potent antioxidant activities, and caused a dose-dependent improvement in the 

neuronal cell viability, reduction in lactate dehydrogenase (LDH) release and malondialdehyde (MDA) formation, and suppression of 

intracellular accumulation of reactive oxygen species (ROS) (p < 0.05 or p < 0.01). Based on the results of this study, low molecular weight 

SPIHs were believed to protect neuronal cells against neuronal oxidative damage, and could be utilized as a functional component in functional 

food and health products to protect against neuronal oxidative damage.  
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阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease，AD)和帕金森

（Parkinson’s disease，PD)等是严重危害人类健康的一

类神经退行性疾病[1]，给家庭、社会和医疗界带来了

沉重的负担。大脑是人类重要的生命器官，脑部具有

高的代谢率和高浓度的不饱和脂肪酸，而且大量的铁

离子和弱的抗氧化酶系统使得脑组织更容易受到活性

氧（Reactive oxygen species，ROS）的损伤
[2]
。机体内 
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氧化与抗氧化之间的平衡对细胞的生存和功能起着至

关重要的作用，当两者失衡会造成细胞内 ROS 大量堆

积[3]。过量的 ROS会造成脂质过氧化反应，进而损伤

细胞膜，诱导细胞内的相关信号通道改变，破坏 DNA

和细胞组件等
[4]
。从而导致神经元的损伤和凋亡，引

起相关的神经退行性疾病。目前，大量的研究证明内

源性和外源性的抗氧化物质都可以保护神经组织免受

氧化应激损伤[5]，于是，开发和探索天然的神经元保

护剂引起了大家的广泛关注。 

大豆是中国重要的传统食物，同时大豆蛋白是一

种重要的潜在的生物活性肽资源库，酶解蛋白可以释
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放出多种具有特殊活性的肽段。天然蛋白源的酶解产

物，因其具有低分子量、高活性、易吸收和低副作用

等特点，受到越来越多人的研究和开发
[6]
。大豆蛋白

酶解物（Soybean protein isolate hydrolysates，SPIHs）

已经被研究证明其具有降血压、抗血栓、抗淀粉样蛋

白和抗氧化等多种生物活性[7]，正因其具有较高的抗

氧化和抗淀粉样蛋白的特点，预示其可能具有较强的

神经元保护作用，但还没有被具体研究。 

本研究以H2O2诱导PC12细胞建立神经元氧化损

伤模型，通过检测各种生物学指标评价 SPIHs 的神经

元保护作用并初步分析其作用机制，为深入研究其在

神经退行性疾病中的作用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

大豆分离蛋白，哈高科大豆食品有限责任公司；

2.4L Alcalase 蛋白酶，丹麦Novozymes公司；大鼠肾

上腺髓质嗜铬细胞瘤（PC12 细胞），购自中国科学院

细胞库；乳酸脱氢酶（LDH）、丙二醛（MDA）、过氧

化氢酶（CAT）、超氧化物歧化酶（SOD）和 BCA试

剂盒，购自中国海门碧云天公司；DMEM 培养基、胎

牛血清，购自美国 Gibco公司；EDTA，Fluorescein，

AAPH，Trolox 和 DCFH-DA，购自美国 Sigma 公司；

MTS，购自美国 Promega 公司；其他化学试剂均购自

中国北京化工厂。 

1.2  主要仪器与设备 

CR20B2 型高速冷冻离心机，日本日立公司；ZD-2

型电位滴定仪，上海精密科学仪器公司；AG-204 型

电子天平，瑞士 Mettler Toledo 公司；多功能酶标仪，

美国 Bio-Tek 公司；超净工作台，上海精密实验仪器

设备有限公司；CO2 细胞培养箱，上海力申科学仪器

有限公司；-80 ℃超低温冰箱，青岛 Haier 医用低温

科技有限公司；倒置生物显微镜，重庆奥特光学仪器

有限公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  SPIHs的制备 
大豆分离蛋白配制为质量分数10%的溶液，90 ℃

预处理 10 min；在 60 ℃、pH 8.0、加酶量5.18×10
-2
 

AU/g 的条件下，用 Acalcase 碱性蛋白酶酶解 4 h，水

解过程中持续加入 0.5 mol/L NaOH，控制 pH 8.0；酶

解液 90 ℃水浴处理10 min 灭酶，1 mol/L HCl调 pH

至 4.4，10000 r/min 离心 15 min 除去沉淀；将上清液

进行透析脱盐，透析袋截留分子量100 u。将上述得到

的大豆蛋白酶解液在恒流蠕动泵的压力作用下进入膜

分离系统，依次经过 30 ku、10 ku 和3 ku 三块超滤膜，

得到四种分子量不同的大豆蛋白水解组分 SPIHs1（> 

30 ku）、SPIHs2（10 ku~30 ku）、SPIHs3（3 ku~10 ku）

和 SPIHs4（0~3 ku）冷冻干燥后保存备用。 

1.3.2  SPIHs的抗氧化活力测定 
1.3.2.1  Fe

2+螯合法 

采用 Fe
2+螯合法检测 SPIHs 的螯合能力，参考

Dinis
[8]等人的方法，SPIHs 的螯合能力以 EDTA 当量

（mg EDTA equivalents per gram dried weigh，mg 

EDTA/g）来表达。 

1.3.2.2  ORAC 法 

用 ORAC 法检测 SPIHs 的抗氧化能力，参考 D. 

Huang
[9]等人的方法进行，SPIHs 的 ORAC 值以Trolox

（μmol Trolox equivalent per gram dried weigh，μmol 

TE/g）来表达。 

1.3.2.3  抑制亚油酸自氧化法 

SPIHs 抑制亚油酸自氧化能力的测定参考 Osawa 

& Namiki
[10]的方法，并做适当修改。0.5 mg的样品溶

解于 5 mL的 50 mM磷酸盐缓冲液（pH 7.0），在棕色

玻璃瓶中依次加入 5 mL的样品溶液，5 mL的无水乙

醇，65 μL的亚油酸，再加蒸馏水调整到 12.5 mL，在

混合器上混合均匀，用硅胶塞密封，放在 60 ℃恒温

培养箱中保温，每隔 24 h 测定吸光度。吸光度值的测

定方法参考 Mitsuda
[11]等人试验方法，计算抑制率。 

1.3.3  细胞培养及细胞活力的测定 

PC12 细胞株使用 DMEM 培养基（含 10%的胎牛

血清，青霉素 100 U/mL，链霉素 100 μg/mL，pH 

7.2~7.4），在 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养，所有

试验均在细胞接种培养 24 h 生长稳定后进行。 

采用 MTS法检测细胞活力，PC12 细胞接种于 96

孔板中（1×10
5
 cells/mL，80 μL/well），待细胞生长稳

定后加入 SPIHs 继续培养24 h，H2O2刺激细胞 12 h；

各孔加入 20 μL的 MTS (0.5 mg/mL)，继续培养 1 h 后

测 490 nm 处吸光度，计算细胞活力。细胞形态变化

通过倒置生物显微镜观察并拍照。 

1.3.4  细胞培养液中 LDH 活性测定 

PC12 细胞(1×10
5
 cells/mL，800 μL/well)接种于 24

孔板中，待细胞生长稳定后加入 SPIHs 或 VE培养 24 

h，200 μM的 H2O2 刺激细胞12 h；收集各孔培养液于

96 孔板中，按 LDH试剂盒说明书测定 LDH含量。 

1.3.5  细胞内CAT、SOD和 MDA 含量测定 

PC12 细胞(2×10
5
 cells/mL，2.5 mL/well)接种于 6

孔板中，待细胞生长稳定后加入 SPIHs 或 VE培养 24 
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h，200 μM的 H2O2刺激细胞 12 h；细胞裂解后 10000 

r/min 离心 5 min，收集上清液，蛋白含量、CAT 和 SOD

活力、MDA含量通过相应试剂盒进行检测。 

1.3.6  细胞内 ROS 的测定 

细胞内活性氧的测定参考 Hong & Joseph
[12]
的试

验方法。简单来说，PC12细胞接种于24 孔板中(1×10
5
 

cells/mL，800 μL/well)，细胞生长稳定后加入 SPIHs

或 VE培养 24 h。移除培养液，PBS 清洗两遍，在含

有 100 μM 的 DCFH-DA 的无血清培养基中继续培养

30 min。移除DCFH-DA后，加入200 μM H2O2 的PBS

溶液中继续培养，并开始计时连续检测细胞的荧光强

度（Excitation，485±20 nm；Emission，530±20 nm）。

细胞内 ROS 的增加率计算公式，(Ft30-Ft0)/Ft0×100，

Ft0 是0 min 时的荧光值，Ft30 是 30 min 时的荧光值。 

1.3.7  统计学处理 
数据表示为平均值±标准偏差，用 SPSS 13.0软件

对数据进行统计分析，组间比较采用单因素方差分析，

以 p<0.05 为差异具有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  SPIHs 的抗氧化能力 

许多研究已表明，神经元氧化损伤的保护作用与

保护剂的抗氧化能力有直接关系[4]。本研究通过 Fe
2+

螯合、ORAC 和抑制亚油酸自氧化试验评价 SPIHs 的

抗氧化能力，结果见表 1。试验结果与先前的研究结

果相符合，抗氧化能力与分子质量程负相关，低分子

量的 SPIHs4 具有最强的抗氧化能力。 

表 1 SPIHs的抗氧化活性 

Table 1 Antioxidant activities of SPIHs 

 
Fe2+螯合/ 

(mg EDTA/g) 

ORAC/ 

(μmol TE/g) 

亚油酸自氧化 

抑制率/% 

SPIHs1 1.80±0.05 81.8±14.9 9.58±2.55 

SPIHs2 4.00±0.14 129.6±11.7 25.07±3.13 

SPIHs3 6.18±0.12 171.6±15.4 60.00±3.38 

SPIHs4 7.37±0.15 235.1±23.6 76.31±2.39 

注：Means±SD，n=6。 

2.2  H2O2 及 SPIHs 对 PC12 细胞活力的影响 

H2O2 是一种重要的 ROS，能够诱导氧化应激导致

PC12 细胞的凋亡和坏死[2]。在初期试验时，为了建立

合适的细胞模型，以不同浓度的 H2O2 刺激细胞 12 h，

随着浓度的增加细胞活力逐渐降低（Fig.1a），H2O2

浓度为200 μM时细胞活力为42.9%，所以选取200 μM

的 H2O2 制作氧化损伤模型。 

经筛选确定采用 0.1~1.0 mg/mL 的 SPIHs，与

PC12 细胞共同培养 24 h。结果显示，在此浓度范围的

SPIHs 对细胞的活力不会产生影响，不具有细胞毒性

和促增殖作用（Fig.1b）。但是不同浓度的SPIHs 预保

护 24 h后经 H2O2处理 12 h，其对 PC12细胞活力具有

明显的作用效果，如图 1C，1 mg/mL的 SPIHs4与 H2O2

损伤组相比细胞活力显著增加（p<0.01）。结果表明，

SPIHs 对 PC12 细胞的氧化损伤具有保护作用，SPIHs4

的作用效果最强。 

 

 

 
图 1 H2O2及SPIHs 对PC12 细胞活力的影响 

Fig 1 The effects of SPIHs and H2O2 on the viability of PC12 

cells 

注：Means±SD，n=6，##p<0.01 vs对照组，**p<0.01，*p<0.05 

vs H2O2损伤组。 

2.3  SPIHs4 对 H2O2 诱导 PC12 细胞膜损伤的

影响 
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图 2 SPIHs 对 H2O2诱导 PC12细胞膜损伤的影响 

Fig 2 Effect of SPIHs on H2O2-induced cell membrane damage 

in PC12 cells 

注：Means±SD，n=3，##p<0.01 vs对照组，**p<0.01，*p<0.05 

vs H2O2损伤组。 

LDH是细胞内一种稳定的细胞质酶，当细胞膜受

到损伤后，LDH 释放进入细胞培养液中，所以 LDH

释放量是评价细胞膜完整性和细胞毒性的一项重要指

标
[13]

。H2O2 诱导的模型组 LDH 释放量相对正常组明

显增加（p<0.01），不同浓度的SPIHs4能显著降低H2O2

诱导的 LDH 释放，且成浓度依赖性（Fig.2a）。通过

倒置生物学显微镜可以更清晰的观察到细胞形态的变

化。正常组细胞为梭形，大小基本相同，具有清晰的

轮廓；H2O2 损伤组细胞发生扭曲变成圆形，突触变短，

细胞边缘仍然清晰；SPIHs4 和 VE保护组较损伤组贴

壁细胞增加，圆形细胞数量减少，部分突触恢复正常。

结果表明，SPIHs4 对 H2O2诱导的 PC12 细胞膜损伤

具有保护作用。 

2.4  SPIHs 对 H2O2 诱导 PC12 细胞内 CAT、

SOD 活性和 MDA 含量的影响 

ROS 诱导的细胞毒性通常伴随着脂质过氧化增

加，细胞膜流动性下降，一些生物酶活性降低等[4]。

CAT 和 SOD 形成了一种重要的保护系统来对抗氧化

应激损伤，SOD 可以催化超氧化物自由基生成 H2O2，

CAT 负责清除产生的 H2O2，同时，MDA是一种重要

的氧化损伤指标[14]。如图 3所示，H2O2可以明显抑制

细胞内CAT和SOD的活性，提高MDA水平（p<0.01）；

SPIHs4 和 VE 保护组较损伤组能够显著提高 CAT 和

SOD 的活性，降低 MDA 水平(p<0.01)。结果表明，

SPIHs4 可能是通过促进抗氧化酶的表达保护PC12 细

胞对抗 H2O2 诱导的氧化损伤，同时，抑制脂质的过

氧化反应阻止 ROS 进入细胞。 

 

 

 
图 3 SPIHs对 H2O2诱导 PC12细胞内 CAT、SOD 活性和MDA含量

的影响 

Fig 3 Effect of SPIHs4 on the CAT and SOD activities, and 

MDA content in H2O2-injuried PC12 cells 

注：Means±SD，n=6，##p<0.01 vs对照组，**p<0.01，*p<0.05 

vs H2O2损伤组。 

2.5  SPIHs 对 H2O2 诱导 PC12 细胞内 ROS 的
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影响 

 
图 4 SPIHs对 H2O2诱导PC12细胞内 ROS 的影响 

Fig.4 The effect of SPIHs on H2O2-induced intracellular 

accumulation of ROS in PC12 cells 

注：Means±SD，n=4，##p<0.01 vs对照组，**p<0.01，*p<0.05 

vs H2O2损伤组。 

使用 DCFH-DA探针检测细胞内的 ROS，本身没

有荧光的 DCFH-DA 可穿过细胞膜进入细胞，在胞内

生成 DCFH，DCFH被活性氧氧化生成荧光物质 DCF，

荧光强度与细胞内的 ROS 水平成正比[12]。H2O2作用

PC12 细胞 30 min 后，与对照组相比 ROS 水平明显增

加（p<0.01）；SPIHs4 和 VE 保护组较 H2O2损伤组细

胞内 ROS 水平显著降低(p<0.01)。结果表明，SPIHs4

可能通过降低胞内 ROS 的产生起到保护细胞的作用。 

3  结论 

本研究以H2O2诱导PC12细胞建立神经元氧化损

伤模型，结果表明低分子量的 SPIHs 能够提高损伤细

胞的存活率，降低细胞膜的氧化损伤，增加细胞内抗

氧化酶活性，清除细胞内的 ROS，从而减少 ROS 所

诱导 PC12细胞的凋亡，实现保护 PC12细胞的作用。

低分子量 SPIHs 具有强的抗氧化能力，其表现出来的

神经元保护作用可能是通过酶解物中的某些肽类中和

自由基和其他的一些 ROS，促进抗氧化酶的表达和抑

制毒性化合物的积累等途径发挥作用。所以，进一步

的研究重点将是对蛋白酶解物进行深入的分离和纯

化，鉴定出活性肽的组成，澄清结构和功能之间的关

系，这对开发和研究天然的神经元保护剂具有重要意

义。 
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