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摘$要!目的$研究吡咯喹啉醌 ( MGCCABAbP;=AB;=:bP;=A=:!‘hh)对受到氧化损伤的神经细胞的修复作用!探讨
‘hh在因衰老产生机体氧化损伤的大鼠体内’脑内的抗氧化作用!以及该抗氧化作用对衰老大鼠学习记忆能力产

生的影响" 方法$使用 7’X’ 诱导 ‘<%’ 神经细胞(大鼠肾上腺髓质嗜铬瘤分化细胞株)氧化损伤!随后用噻唑兰

法检测 ‘hh对 ‘<%’ 的修复作用" 用 ‘hh(&’%&’’&’*& JL0IL)灌胃 %" 月龄雄性 FY大鼠!* 周后用 [ACC;H水迷宫

试验测定大鼠的学习记忆能力!, 周后测定血清和脑组织的氧化损伤水平和抗氧化能力" 结果$’&& =JAB09的
‘hh使 ‘<%’ 细胞的存活率从 #/.%e增加到 /&.#e#与衰老模型组比较!‘hh中和高剂量组(’&’*& JL0IL)大鼠在
[ACC;H水迷宫试验中的 # E 潜伏期缩短’# E 游泳总路程减少!‘hh各剂量组(%&’’&’*& JL0IL)- E 穿越次数增加’

- E 第一次平台穿越时间减少" 同时 ‘hh各剂量组大鼠血清和脑组织中丙二醛’脑组织中脂褐素水平降低!中和

高剂量组(’&’*& JL0IL)血清和脑组织中超氧化物歧化酶水平’谷胱甘肽过氧化物酶活力以及脑组织中抗氧化能

力增强" 结论$‘hh可修复神经细胞的氧化损伤!证实了 ‘hh能够在体内与大脑中同样发挥抗氧化作用!增加衰

老大鼠学习记忆能力"
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$$吡咯喹啉醌" MGCCABAbP;=AB;=:bP;=A=:%‘hh#类
似水溶性 K族维生素%是甲醇脱氢酶的辅酶%几乎
存在于所有食品中, 动物和人类肠道中的微生物
都不能合成 ‘hh或合成量极少%人们只能通过饮食
途径获取 )%* , ‘hh结构类似醌类抗氧化剂%可以通
过清除活性氧自由基发挥抗氧化作用, 有研究 )’*

显示 ‘hh具有保护神经细胞免受氧化损伤的作用,
人口老龄化是世界面对的难题%预计到 ’&*& 年%
,# 岁以上的老年人将超过总人口的 ’&e, 大量的
研究已证实%随着年龄增加%认知功能会逐渐衰退,

虽然具体机制仍不明确%但自由基引起脑神经细胞
的氧化损伤假说%在一定程度上被科研学者所广泛
接受 )!* , 衰老会使机体出现氧化损伤%特别是氧化
还原反应活跃的脑部区域%受到氧自由基的攻击尤
为剧烈%导致老年人出现学习记忆能力减退的现
象, ‘hh作为一种强抗氧化剂%理论上应该能够缓
解自由基引起的脑神经细胞损伤%从而改善因老龄
化而引起的学习记忆能力减退现象, 但是目前采
用摄入 ‘hh的方式达到缓解大脑学习记忆能力衰
退方面的相关研究报道较少%因此本研究从细胞学
方面入手%通过 ‘hh修复被氧化损伤的神经细胞%

了解其抗氧化相关的修复能力, 通过试剂盒测定
大鼠体内与脑部的氧化水平的变化以及大鼠行为
学试验%证实摄入 ‘hh是否能够通过抗氧化途径对
大鼠学习记忆能力产生作用,

%$材料与方法
%.%$材料
%.%.%$实验动物

无特定病原体 " F‘D级# , 周龄雄性 FY大鼠
%’ 只%体质量 %"& f’&& L&%" 月龄雄性 F‘D级 FY大
鼠 *" 只%体质量 #!& f#"& L%均购自浙江省医学科
学院实验动物中心)生产许可证号$F<c]"浙#’&%*+
&&&%*, 饲养于浙江省医学科学院实验动物中心
)合格证号$ FZc]"浙 # ’&%%+&%,, *% 室温 ’& f
’# \%相对湿度 *&e f-&e,
%.%.’$主要仪器与试剂

酶标仪"美国美谷#+二氧化碳培养箱"美国赛
默飞#+[ACC;H水迷宫 "中国医学科学院药物研究
所#+电子天平+低速冷冻多管离心机,

吡咯喹啉醌 "‘hh#%纯度 //e%购自浙江省海
正药业股份有限公司%用蒸馏水配制成 %&+ ’&+
*& JL0IL! 种浓度 ‘hh储备液, D+%’]培养基"美
国 F;LJ>)BEC;35#%胎牛血清+马血清均购自天津润
泰生物科技有限公司%大鼠嗜铬细胞瘤细胞 ‘<%’+
噻唑兰"[SS#试剂盒+超氧化物歧化酶" FXY#测试

盒+丙二醛 "[Y)#测试盒+谷胱甘肽过氧化物酶
"VF7+‘a#测试盒+脂褐素测试盒+总抗氧化能力"S+
)X<#测试盒均购自南京建成生物工程研究所,
%.’$方法
%.’.%$[SS试验方法

解冻 ‘<%’ 细胞 "大鼠肾上腺髓质嗜铬瘤分化
细胞株#%用含体积分数 %&e胎牛血清+%e马血清
的 D+%’ 培养基作为传代培养基%每 *" 5 传代一次,
多次传代复壮后%取生长对数期的 ‘<%’ 细胞%# &&&
C0J;= 离心 # J;=%弃上清, 用血球计数板%将沉淀
用纯 D+%’ 培养液稀释成 " j%&* 个0JB的‘<%’ 细胞
工作液待用,

取 /, 孔板%第 % 列 " 孔为试剂空白组&第 ’ 列
" 孔为对照组%‘<%’ 细胞正常生长&第 ! 列 " 孔为
氧化模型组%使用过氧化氢"7’X’ #氧化建模&第 *

列 f第 %’ 列各 " 孔为 ‘hh修复作用测试组%使用
不同浓度 ‘hh修复被 7’X’ 氧化的细胞, 试验收集
‘<%’ 对数期细胞%第 % 列加入 D+%’]培养基 %&&
"B%第 ’ 列 f第 %’ 列加入 ‘<%’ 细胞工作液%&& "B,
#e <X’+!- \孵育%使细胞单层贴壁铺满 /, 孔板,
%" 5 后%分别在第 ! 列 f第 %’ 列加入! "B%& JJAB09

的 7’X’%形成终浓度为 &.! JJAB09的 7’X’ 溶液%

对 ‘<%’ 细胞进行氧化建模%随后在 #e <X’+!- \

条件下孵育, 培养 ’* 5 后弃去培养液%各孔加入 D+
%’]试验用培养液 %&& "B, 第 * 列 f第 %’ 列分别
另加入 ‘hh溶液%分别使 ‘hh在培养液中的浓度
达到 %&+’&+#&+%&&+’&&+*&&+,&&+"&&+% &&& =JAB09%
#e <X’+!- \孵育 ,& 5, 待 ‘hh充分发挥其抗氧
化以及对细胞修复作用之后%每孔加入 ’& "B[SS%

在 #e <X’+!- \条件下孵育 * 5 后弃去培养基%每
孔加入 %#& "B二甲基亚砜%振荡%& J;=%*/& =J测
定吸光度, 试验重复 ! 次,
%.’.’$动物分组及处理

所有 FY大鼠给予普通饲料%进行适应性喂养
- E, %’ 只 , 周龄雄性 FY大鼠作为青年对照组,
*" 只 %" 月龄 FY大鼠眼眶静脉丛采血%检测血清中
FXY+[Y)水平, 按照体质量和血清中 FXY+[Y)
水平分为 * 组%每组%’ 只%分别为衰老模型组+‘hh

高剂量组"*& JL0IL#+‘hh中剂量组"’& JL0IL#+
‘hh低剂量组 " %& JL0IL#%使组间体质量+ FXY+
[Y)水平无差异,

青年对照组+衰老模型组每日上午灌胃双蒸水
%次%灌胃量按照大鼠体质量进行计算%为 &.% JB0%& L%
连续灌胃 , 周&各剂量组每日灌胃相应受试药物%
‘hh高剂量组的浓度为 *& JL0IL&‘hh中剂量组的
浓度为 ’& JL0IL&‘hh低剂量组的浓度为 %& JL0IL%



吡咯喹啉醌对衰老大鼠学习记忆的影响及机制研究!!!唐靓%等 !*&/$$ !

灌胃量均为 &.% JB0%& L%每日上午灌胃 % 次%连
续, 周,

当所有大鼠灌胃至第 * 周时%使用 [ACC;H水迷
宫测试大鼠学习记忆能力, 灌胃到第 , 周结束
时%进行生化指标测试, 末次给药后禁食 %’ 5%腹
腔注射 %e戊巴比妥溶液进行麻醉%每 %&& L体质
量 &.# JB, 随后腹主动脉采血%血样按试剂盒操
作说明检测血清中 FXY+VF7+‘a活力和 [Y)含
量, 同时将大鼠放置于冰面上%迅速取右侧大脑
组织%制成质量比为 %&e的组织匀浆%按试剂盒操
作说明测定脑组织 FXY+S+)X<+VF7+‘a活力和脂
褐素+[Y)的含量,
%.’.!$[ACC;H水迷宫行为测试试验

[ACC;H圆形水迷宫主要由圆形不锈钢水池"直
径 %’& 3J%高 #& 3J#和隐藏平台 "直径 / 3J%高
’- 3J#组成%水池上空通过一个数字摄像机与计算
机相连接%对动物活动进行全程跟踪, 试验时将水
池内的水用黑色墨汁染色%以隐藏平台%水面高出
平台表面 % 3J%水温控制在"’’ i&.##\, 整个试
验过程分为隐藏平台获得试验和空间探索试验两
部分,

隐藏平台获得试验$旨在评价大鼠的学习和记
忆能力, 试验开始前%让大鼠自由游泳 ’ J;= 以适
应周围环境, 正式试验开始时%随机从东+西+南+
北 * 个入水点选择一个%将大鼠面向池壁放入水中%
记录其寻找并爬上平台所需时间即逃避潜伏期,
如果大鼠在 /& H内未找到平台%将其引至平台停留
!& H%潜伏期记为 /& H&若大鼠找到平台%需停留
%& H, 试验历时 # E%每天每只大鼠训练 ’ 次, 计算
每天各组 ’ 次寻找平台潜伏期和总路程的平均值记
为当天的寻找平台潜伏期和总路程 )** ,

空间探索试验$旨在评价大鼠空间位置记忆保
持的能力, 训练 # E 后%大鼠休息 ’* 5%于第 - 天去
除平台%任选一个入水点将大鼠放入水中%记录 ,& H
内%大鼠在目标象限"原平台所在象限#穿越目标次
数%记为穿越次数,
%.!$统计学分析

研究数据用 F‘FF ’&.& 软件统计并分析%计量
$$$

资料数据结果均采用均值 i标准差"#=i)#表示%组
间差异做两样本均数比较的 #检验%以 <l&.&# 为
差异有统计学意义,

’$结果
’.%$‘hh对过氧化氢诱导的 ‘<%’ 氧化损伤的修
复作用

表 % 可见%‘<%’ 神经细胞模型组经 7’X’ 氧化损
伤后%‘<%’ 细 胞存 活率 为 #/.%e, 而 在 ’&& f
*&& =JAB09浓度的 ‘hh作用下%‘hh能强力修复被
7’X’ 氧化的神经细胞%将细胞的存活率提高到
/&.#e, 大脑由大量的神经细胞构成%是氧化还原的
活跃区域%因此 ‘hh也可能会对大脑中的神经细胞
产生同样的修复作用%达到增加学习记忆能力的
效果,

表 %$‘hh对 7’X’ 诱导的 ‘<%’ 氧化损伤的修复作用
"" k!#

S>OB:%$(:M>;C>O;B;@;:HA4‘hhA= Aa;E>@;̂:E>J>L:E ‘<%’
‘hh浓度0" =JAB09# 细胞存活率0e 标准差0e <

对照组"&# %&& &.& !

氧化模型组"&# #/.% ’.- !

%& ,#.& %./ &.&##

’& ,/.&" %." &.&%!

#& -’.#"" %.- &.&&*

%&& "%.*"" *.* &.&&%

’&& /&.#"" ’.- &.&&&

*&& ""./"" ’.% &.&&%

,&& "&.%"" %.# &.&&%

"&& ,!.- %.- &.&/-

% &&& *,.!" ’./ &.&%%

注$"为与氧化模型组比较 <l&.&#&""为与氧化模型组比较 <l
&.&%&!为无数值

’.’$‘hh对衰老模型大鼠学习记忆能力的影响

表 ’ 可知%在隐藏平台获得试验中%与衰老模型
组比较%‘hh中剂量组和高剂量组 "’&+*& JL0IL#
# E潜伏期明显缩短+# E 总路程明显减少%均差异有
统计学意义"<l&.&##, 在空间探索试验中%与衰
老模型组比较%‘hh各剂量组的 - E 穿越平台次数
均有增加%- E 第一次平台穿越时间均有缩短%均差
异有统计学意义"<l&.&##,

表 ’$水迷宫试验中 ‘hh对大鼠的学习记忆能力的影响"#=i)%" k%’#

S>OB:’$T44:3@A= J:JACG>O;B;@GA4C>@H;= [ACC;HN>@:CJ>R:@:H@

组别
剂量

0"JL0IL#
# E 潜伏期

0H
# E 总路程

03J
- E 穿越平台次数

- E 第一次平台穿越时间
0H

青年对照组 ! %-."! i%’.!& ’*-."- i%##.’! *.-& i%."! %&.*- i*.&*

衰老模型组 ! !&.%% i%*.&!$ */#.%" i’!%.&#$ !.!& i%.,*$ %,.-/ i/.%!$

‘hh"低# %& ’*.%% i%%.-! !"#.&, i’!".*" #.&& i’.&#" %&.’/ i,.’!"

‘hh"中# ’& %/."’ i%%.’-" !’’.#" i’%%./’" *./& i’.!!" %&.,, i#.*,"

‘hh"高# *& %".*" i%&.-!" ’"-.’" i’*%.*," *.-& i%."!" -.," i!.*%"

注$$为与青年对照组比较 <l&.&#&"为与衰老模型组比较 <l&.&#&!为无剂量
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$$如图 % 所示%各组大鼠在水迷宫训练的第 # 天%
典型游泳轨迹具有明显的区别, 青年对照组大鼠
能快速辨认标志物并以最近的线路登上平台, 衰
老模型组大鼠表现为在池中随机穿梭寻找平台%不

能确切定位平台位置, ‘hh各个剂量组%随着给药
浓度增加%寻找平台的模式优于衰老模型组并逐渐
接近青年对照组,

图 %$各组大鼠在水迷宫试验最后一天"第 # 天#的典型游泳轨迹
D;LPC:%$(:MC:H:=@>@;̂:HN;JJ;=LM>@5HA4@5:E;44:C:=@C>@LCAPMHA= B>H@E>G"E>G## ;= @5:[ACC;HN>@:CJ>R:@:H@

’.!$‘hh对大鼠血清及脑组织氧化损伤指标的
影响
’.!.%$‘hh对大鼠血清中氧化损伤指标的影响

表 ! 可见%与衰老模型组比较%‘hh各剂量
组"%& +’& +*& JL0IL#血清中 [Y)含量均降低%
‘hh中和高剂量组 " ’& +*& JL0IL#血清中 FXY+
VF7+‘a活力升高%均差异有统计学意义 "<l
&.&## ,
’.!.’$‘hh对大鼠脑组织中氧化指标的影响

与衰老模型组比较%‘hh各剂量组的脑组织中
[Y)含量降低%VF7+‘a活力升高%S+)X<能力增
强%脂褐素含量降低%均差异有统计学意义 "<l
&.&##, ‘hh高剂量组 "*& JL0IL#大鼠脑组织中
$$$

表 !$‘hh对大鼠血清中 FXY+[Y)+VF7+‘a含量的

影响"#=i)%" k%’#

S>OB:!$T44:3@A= FXY% [Y)% VF7+‘a;= H:CPJA4

C>@HOG‘hh

组别
剂量

0"JL0IL#
FXY
0"809#

[Y)
0" =JAB0JB#

VF7+‘a
0"809#

青年对照组 ! %"%.%* i"./, -.#% i%.’! % &**.&/ i,-.-"

衰老模型组 ! %-*.&- i".’,$ /.-* i%.*’$$ /"’.%& i-#./&$

‘hh"低# %& %--.’- i%’.-’ ".!/ i%.,-" % &’%.*- i#%.*%

‘hh"中# ’& %"%.&& i/.&*" ".*/ i%.,’" % &!!.// i##.#,"

‘hh"高# *& %"!.&% i%’./," ".," i%.&/" % &-%.-% i,&.-%""

注$$为与青年对照组比较 <l&.&#&$$为与青年对照组比较 <l&.&%&"为
与衰老模型组比较 <l&.&#&""为与衰老模型组比较 <l&.&%&!为无剂量

FXY活力高于衰老模型组%差异有统计学意义"<l
&.&##, 结果见表 *,

表 *$‘hh对大鼠脑组织中 FXY+[Y)+VF7+‘a+S+)X<+脂褐素含量的影响"#=i)%" k%’#

S>OB:*$T44:3@A= FXY% [Y)% VF7+‘a% S+)X<% B;MA4PH3;= ;= OC>;= A4C>@HOG‘hh
组别 剂量0"JL0IL# FXY0"80IL# [Y)0" =JAB0L# VF7+‘a0"80IL# S+)X<0"80L# 脂褐素0" =L0L#

青年对照组 ! %&*.&# i-.’& -.*! i%.%, *’!.’, i!-.&’ ’.,& i&.-& ’.,! i&.%*

衰老模型组 ! /,.*# i-.#-$ ".** i%.!,$ !##.*& i!&.-"$$ %./% i&.#*$$ ’.-" i&.%"$

‘hh"低# %& /-.*, i".-* -.%, i%.#*" !-".!, i’,.’’" ’.*% i&.,"" ’.,’ i&.’%"

‘hh"中# ’& /-.’# i".!, ,."& i%.#%"" !"’.’- i!&.*"" ’.#! i&.-%" ’.,! i&.%-"

‘hh"高# *& %&’.’/ i,.*," ,.-% i%.%&"" *%!.#& i!/.-&"" ’.*! i&.-%" ’.#/ i&.’""

注$$为与青年对照组比较 <l&.&#&$$为与青年对照组比较 <l&.&%&"为与衰老模型组比较 <l&.&#&""为与衰老模型组比较 <l&.&%&!
为无剂量

!$讨论
大脑的老化会形成认知功能障碍并造成学习

和记忆能力的衰退, 因为氧自由基浓度增加%会使
生物膜的脂质发生过氧化反应并产生脂褐素%影响
神经细胞活性, 同时蛋白质也易受到氧自由基的
破坏%发生分子交联%影响抗氧化酶活性 )#* , 氧化
应激效应会破坏神经元+中断神经细胞信号传导%
最终导致神经细胞凋亡 ),* , 而大脑是人类最重要
的器官%它代谢所需的耗氧量占人体的 ’&e%氧自
由基含量远高于人体的其他器官%因而更容易受到
氧化损伤 )-* , ‘hh具有很强的抗氧化作用%试验采
用 ‘<%’ 神经细胞%用 7’X’ 诱导氧化 ‘<%’ 细胞建

立体外模型, 因为 7’X’ 是通过产生氧自由基发挥
氧化作用%与大脑时刻受到氧自由基攻击的环境条
件类似, 试验从细胞学角度证实 ‘hh能够有效修
复被 7’X’ 氧化损伤的 ‘<%’ 神经细胞%因此 ‘hh

也可能对大脑中密集的神经细胞产生作用%起到抗
氧化+修复氧化损伤的作用,

[ACC;H水迷宫是英国心理学家 [ACC;H于 ’& 世
纪 "& 年代初设计并应用于脑学习记忆机制研究的
一种试验手段%其在阿尔茨海默病研究中的应用非
常普遍, 试验中%衰老组大鼠的学习记忆能力弱于
青年组大鼠%‘hh灌胃 * 周后%衰老大鼠在隐藏平
台获得试验和空间探索试验中搜索平台的时间与
路程明显缩短%随着 ‘hh剂量浓度的增加%特别是
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高剂量组"*& JL0IL#大鼠对平台位置的记忆比衰
老模型组大鼠更加深刻%学习记忆能力有明显的提
高%证明 ‘hh具有提高衰老大鼠学习记忆能力+改
善记忆障碍的功能,

‘hh能够保护细胞免受氧化应激损伤%进而减
轻各种器官受到氧自由基的侵害 )"* , 大脑中含有
大量自由基%最容易受到氧化损伤%这也是导致老
年学习记忆能力减退的主要原因, 因为脑组织中
的不饱和脂质含量高%易被自由基氧化 )-* , [Y)的
浓度可反映机体内脂质过氧化的程度, FXY是消
除 X’ q毒性效应最重要的抗氧化酶%VF7+‘a是清除
脂类氢过氧化物的过氧化物分解酶%它们都是机体
抗过氧化能力指标, S+)X<是指酶与非酶的总体
抗氧化自由基的能力, 脂褐素是脑组织衰老细胞
中细胞氧化后的产物%沉积会引起智力和记忆力的
减退,

目前为止%‘hh在学习记忆能力方面%还未有
相关的文献报道, 本试验显示%摄入 ‘hh能明显提
高衰老大鼠血清及脑组织中 FXY+VF7+‘a活力%使
老年大鼠大脑与机体的抗氧化能力大大增强%延缓
了大脑因神经细胞氧化导致的学习记忆能力减退,
衰老大鼠血清中 [Y)及脑组织中 [Y)和脂褐素
含量明显降低%证明大鼠体内的不饱和脂质的氧化
过程被有效阻断%标志着 ‘hh的抗氧化作用得到了
充分发挥, ‘hh剂量组与衰老模型组的脑组织中
S+)X<的含量差异%反映了 ‘hh能增加老年大鼠大
脑总体抑制自由基的氧化反应能力%对因衰老导致
的脑组织氧化损伤具有积极的保护作用, 试验证
明%‘hh能够有效的从抗氧化途径发挥作用%增加
大鼠的学习记忆能力, 同时也有相关毒理学试
验 )/*报道%大鼠口服 *&& JL0IL的 ‘hh%经过 *% E
与 /% E 的喂养试验%证明该剂量是一个安全剂量%
未表现出相关的毒性危害,

综上所述%‘hh对被氧化损伤的神经细胞具有

很好的修复作用%能够修复大脑神经细胞因氧化损
伤导致的学习能力下降与认知功能衰退, 本试验
为开发抗衰老抗氧化%预防老年痴呆%提高学习记
忆能力的保健食品提供了理论依据,
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