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摘 要

I

摘 要

本研究以大豆副产物大豆豆渣为实验原料，通过响应面设计优化复合酶法提取大豆豆

渣中膳食纤维的工艺；以 2 型糖尿病模型大鼠为实验对象，探究大豆膳食纤维的降血糖效

果及其机制及对 2 型糖尿病导致的胰腺氧化损伤的修复效果及其机制；以雌性衰老模型大

鼠为实验对象，探究大豆膳食纤维对大鼠卵巢衰老的延缓作用及其机理，从而为大豆膳食

纤维在降血糖、修复机体氧化性损伤及延缓卵巢衰老等功能上提供理论研究基础。主要研

究结果如下：

（1）响应面设计优化复合酶法提取豆渣中大豆膳食纤维工艺的实验中，通过响应面

分析结合实际值确定复合酶法提取大豆膳食纤维最优的工艺条件：α-淀粉酶添加量 0.4%、

α-淀粉酶酶解时间 25 min、中性蛋白酶添加量 0.04%、中性蛋白酶酶解时间 30 min，膳食

纤维得率达到 72.43%。

（2）大豆膳食纤维对 2 型糖尿病大鼠的降血糖作用实验中，与模型组比较，中、高

剂量大豆膳食纤维组大鼠体重均较模型组显著升高（P<0.01）；各灌胃组大鼠空腹血糖值

均较模型组显著下降（P<0.05）；中、高剂量大豆膳食纤维组大鼠血清 GSP 含量显著程度

下降（P<0.01），INS 及 GLY 含量均较模型组大鼠显著上升（P<0.01），且胰腺组织病理

学切片观察得知，各灌胃组大鼠胰腺组织损伤程度明显减轻，胰岛细胞数目增多，且细胞

水肿变形程度减轻。

（3）大豆膳食纤维对糖尿病大鼠的氧化损伤修复作用实验中，中、高剂量大豆膳食

纤维组大鼠胰腺/体比较模型组大鼠显著下降（P<0.05）；中、高剂量大豆膳食纤维组大鼠

血清 GSH-Px 及 SOD 含量均较模型组大鼠不同程度上升（P<0.01），血清 MDA 含量均不

同程度下降（P<0.01），且由胰腺组织切片观察得知，各灌胃组大鼠胰腺组织损伤程度明

显减轻，胰岛细胞数目增多，且细胞水肿变形程度减轻。

（4）大豆膳食纤维对大鼠卵巢抗衰老作用实验中，各剂量组大鼠血清 FSH 及 LH 含

量均较模型组大鼠显著下降（P<0.05）；中、高剂量大豆膳食纤维组大鼠血清 E2及 AMH

含量均较模型组大鼠显著升高（P<0.05）。卵巢病理学切片结果表明，各灌胃组大鼠卵巢

组织衰老损伤程度明显减轻。

关键词：大豆膳食纤维；糖尿病；降血糖；胰腺；损伤修复；卵巢衰老
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Abstract

In this study, the bean dregs which produced after soybean processing were used as

experimental material, and the process of extracting dietary fiber from soybean dregs by

complex enzyme method was optimized by response surface design. The hypoglycemic effect of

soybean dietary fiber was explored by using type 2 diabetes model rats as experimental subjects.

The hypoglycemic effect and the mechanism of soybean dietary fiber and its repairing effect on

pancreatic oxidative damage caused by type 2 diabetes mellitus were explored. The female aging

model rats were selected as experimental subjects, to explore the delayed action and mechanism

of soybean dietary fiber on ovarian aging in rats. This study will provide a theoretical basis for

the study of soybean dietary fiber in reducing blood sugar, repairing oxidative damage in the

body and delaying the aging process of the ovaries. The main findings are as follows:

（1）In the experiment of optimizing the enzymatic extraction of soy dietary fiber in bean

dregs by response surface design, the optimal process conditions for extracting soybean dietary

fiber by complex enzyme method were determined by response surface analysis combined with

actual values. The α-amylase addition amount 0.4%, The enzymatic hydrolysis time of

α-amylase was 25 min, the amount of neutral protease was 0.04%, the time of neutral protease

hydrolysis was 30 min, and the yield of dietary fiber reached 72.43%.

（2） In the experiment of soybean dietary fiber on hypoglycemic in diabetic model rats,

compared with the model group, the weight of soybean dietary fiber in the type 2 diabetic rats

was significantly higher than that in the model group (P<0.01). The fasting blood glucose level

of the rats were significantly lower than that of the model group (P<0.05). The serum GSP

content of rats were significantly decreased (P<0.01), and the contents of INS and GLY were

significantly higher than those in the model group (P<0.01). Pancreatic histopathological

sections showed that the pancreatic tissue of rats in each group were damaged. The degree were

significantly reduced, the number of islet cells were increased, and the degree of cell edema

deformation were reduced.

（3） In the experiment of soybean dietary fiber on oxidative damage repair in diabetic

model rats, the ratio of pancreas and the weight of the medium and high dose soybean dietary

fiber group decreased significantly (P<0.05). The contents of serum GSH-Px and SOD in rats
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which from the medium and high dose soybean dietary fiber groups were increased in different

degrees compared with the model group (P<0.01). the MDA levels in serum were decreased in

different degrees (P<0.01), and it were observed from pancreatic tissue sections. The degree of

pancreatic tissue damage in rats were significantly reduced. The number of islet cells increased,

and the degree of cell edema deformation was alleviated.

（4）In the experiment of anti-aging effect of soybean dietary fiber on rat ovary, the FSH

and LH content of rats in serum in each dose group were significantly lower than those in the

model group (P<0.05). The serum E2 and AMH contents in the middle and high dose soybean

dietary fiber groups were significantly higher than those in the model group (P<0.05). The

results of ovarian pathology showed that the degree of aging damage of ovarian tissue in each

group were significantly reduced.

Keywords: Soybean dietary fiber; Diabetes; Hypoglycemic; Pancreas; Injury repair;

Ovarian senility
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1 文献综述

1.1 2 型糖尿病

1.1.1 2 型糖尿病概述

非传染性疾病（noncommunicable diseases，NCD）已成为当代社会最主要的致死原因，

平均每年因 NCD 死亡的人数超过 3600 万，其中 80%的人在发展中国家。NCD 主要包括

心脑血管疾病、糖尿病和恶性肿瘤[1,2]。糖尿病是目前对人类健康威胁最大的 NCD 之一，

预计在 2010～2030 年期间，发展中国家会增加 69%的糖尿病患者[3,4]。糖尿病是一组由胰

岛素分泌系统功能紊乱或缺陷导致的代谢疾病群，其特征是血糖慢性升高，脂肪和蛋白质

代谢障碍。糖尿病患者的典型病状为“三多一少”，即多食、多饮、多尿、体重减轻[5]。

但这些典型症状已越来越不典型，其表现越来越隐形化。

糖尿病可分为原发性糖尿病（包括 1 型糖尿病和 2 型糖尿病）和继发性糖尿病（包括

β细胞遗传缺陷型糖尿病在内的其他特殊类型糖尿病）[6]。2 型糖尿病是糖尿病中发病较高

的一种，约占糖尿病的 90%，多数患者终生不需要胰岛素治疗即可生存[7]。但如果血糖水

平长期得不到控制，会进一步引发全身各种严重的急、慢性并发症[8]。急性并发症主要有

糖尿病酮症酸中毒、非酮症高渗性昏迷、乳酸性酸中毒等。随着病程的延长，还可导致眼、

肾、神经、血管及心脏等器官的慢性损害，以致最终发生为双目失明、尿毒症、神经病变

等，严重感染甚至脑卒中或心肌梗死，这也是造成 2 型糖尿病患者致残、致死的主要原因

[9]。

1.1.2 2 型糖尿病病因

2 型糖尿病病因复杂，目前仍然认识不足，传统认知是遗传因素和环境因素共同作用

的结果，下列是导致 2 型糖尿病的几个重要因素。

（1） 肥胖

肥胖是诱发 2 型糖尿病最主要的因素之一，尤其是中心性肥胖[10]。肥胖会引起外周组

织对葡萄糖的利用率下降；抑制肝糖原合成，促进肝糖原分解和糖异生，导致体内游离脂

肪酸水平升高，胰岛素与结合受体能力减弱，产生胰岛素抵抗，从而导致胰岛β细胞功能

缺陷，引发 2 型糖尿病[11]。2 型糖尿病的患病风险随体重增加而线性升高，研究发现，未

患糖尿病的超重人群，每增加 1 公斤/年的体重，在随后的 10 年中，糖尿病发病率增加

49%[12]。
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（2） 年龄

年龄也是 2 型糖尿病的发病因素[13]。高龄患者更容易出现糖尿病，且其风险随着年龄

的增加同步增加。一方面与其体力活动逐渐减少，体内脂肪含量升高有关，尤其是女性患

者。另一方面高龄患者大脑认知能力下降及脑萎缩有关[14]。

（3） 生活方式

研究显示，饮食中含量偏高的碳水化合物（主要指糖类），如米、面等和长期大量食

用高脂肪的肉类；长期饮用含高糖饮料；体力活动频率降低、吸烟及饮酒等都是 2 型糖尿

病发病的危险因素[15]。同时，长期睡眠不足、精神应激及丙型肝炎病毒抗体（HCV）感染

等目前都认为与 2 型糖尿病的发病相关[16]。

1.1.3 糖尿病并发症

（1） 下肢动脉病变

下肢动脉病变（peripheral arterial disease，PAD）是糖尿病最常见的并发症，尤其是 2

型糖尿病[17]。具有突出的临床症状，主要表现为四肢动脉供血逐渐减少，并在此基础上合

并感染，导致下肢溃疡及坏疽。预后相当差，病程晚期患者需截肢，严重影响患者的生活

质量，发病率和死亡率相当高[18]。目前中国糖尿病患病率已飙升至 9.7%，糖尿病患者人数

已达 1 亿。糖尿病性下肢动脉病变的确切发病机制尚未阐明，目前认为是下肢血管损伤与

糖尿病神经病变的协同作用[19]。

（2） 糖尿病视网膜病变

糖尿病视网膜病变（diabetic retinopathy，DR）或视网膜血管损伤是糖尿病的严重并发

症[20,21]。随着糖尿病发病率的上升，糖尿病视网膜病变逐渐成为一种常见的眼底病变，是

导致失明和视力损害的主要原因之一[22,23]。全世界糖尿病视网膜病变患病率为糖尿病患者

的 30%～60%，中国患病率为 35.6%～63.5%[24]。除其本身的发病风险外，越来越多的医学

研究结果表明，糖尿病视网膜病变的存在，会增加患者其他糖尿病并发症的发病风险，包

括中风、冠心病、心力衰竭以及糖尿病肾病等[25]。

（3） 糖尿病肾病

糖尿病肾病是造成慢性肾衰竭及终末期肾病的常见原因，2 型糖尿病患者中约有 40%

会发生糖尿病肾病，也是导致糖尿病患者死亡的主要病因之一[26,27]。糖尿病肾病早期阶段

症状不明显，通常仅表现为尿微量白蛋白增加，很容易被忽略，进一步发展最终可导致尿

毒症，其患病风险是非糖尿病患者的 17 倍[28]。因此及时的发现、早期的诊断和治疗对糖
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尿病肾病患者的病情恢复极为重要[29-31]。

1.1.4 2 型糖尿病的治疗

（1） 2 型糖尿病防治中的三级预防

2 型糖尿病的一级预防目标是预防 2 型糖尿病的发生，主要是通过科学的饮食控制和

运动，长期保持良好的生活方式，定期测量血糖，以降低患病风险[32]。二级预防主要是对

已确诊为 2 型糖尿病的患者采取严格的血糖控制措施，同时坚持定期检查血压、血脂水平，

以降低糖尿病并发症的发生[33]。三级预防主要是对于糖尿病病程较长、年龄较大且同时患

有心脑血管病疾病的患者，通过药物控制其血糖、血脂及血压水平，以降低其他糖尿病并

发症的发生及死亡的风险[34,35]。

（2） 2 型糖尿病血糖水平的控制

赵磊等[36]研究四种植物提取物复方对四氧嘧啶糖尿病模型小鼠的降血糖作用，结果表

明，植物提取物复方可有效改善糖尿病模型小鼠的空腹血糖水平、糖化血清蛋白及糖化血

红蛋白浓度。李鹏程等[37]研究表明，荞麦壳黄酮提取物能显著改善链脲佐菌素糖尿病模型

大鼠的血糖水平，其机制为荞麦壳黄酮提取物对α-葡萄糖苷酶活性的抑制和对胰岛功能的

修复这一双重机制。朱科学等[38]研究证明，黑灵芝多糖对 2 型糖尿病大鼠具有显著的降血

糖、降血脂及缓解其多饮多食的症状。王颖等[39]研究结果表明，葡萄籽原花青素提取物可

显著降低实验小鼠血糖值，其机理可能与葡萄籽原花青素对小鼠体内胰岛素水平和抗氧化

能力的提高有关。

（3） 2 型糖尿病的氧化损伤修复

大量基础和临床研究表明，糖尿病体内的高血糖和高脂肪酸环境会导致人体产生大量

的氧自由基，诱发氧化应激反应，这也是造成胰岛β细胞功能损伤的重要原因[40,41]。王颖等

[42]研究葡萄籽提取物原花青素可有效降低 2 型糖尿病小鼠体内脂质过氧化产物含量，提高

抗氧化酶的活性，从而减缓糖尿病造成的氧化损伤。陶功华等[43]研究发现，α-硫辛酸可通

过改善 2 型糖尿病大鼠胰腺组织的氧化应激状态，并显著降低胰岛β细胞的凋亡率，增加

机体胰岛素的分泌水平。王建勇等[44]研究结果显示，灯盏细辛提取物对 2 型糖尿病造成的

小鼠肝脏及胰腺损伤具有一定保护作用。

1.2 卵巢衰老

1.2.1 卵巢早衰
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根据最后一次月经来衡量，女性进入绝经期的平均年龄为 50.74 岁，个体绝经年龄由

遗传因素和环境因素决定。卵巢早衰（premature ovarian failure，POF）[45]的情况通常指 40

岁之前进入绝经期的女性，常见临床症状有卵巢功能衰退、闭经、不孕不育，且伴随一系

列雌激素水平较低的反应，如面色潮红、性冷淡、多汗等[46]。卵巢衰老后由于性激素合成

分泌功能下降，可引起一系列严重并发症，如绝经后骨质疏松、绝经后综合症、心血管疾

病、肥胖症及糖尿病，会严重危害妇女的身心健康，并加重家庭、社会负担[47]。

1.2.2 卵巢早衰病因

（1） 卵泡异常

Bidet 等[48]认为 POF 最有可能是由于卵泡数量的减少而产生的，这是因为在发育期间

形成的卵母细胞数量减少或者在生殖期间卵母细胞闭锁率增加。这种卵泡闭锁率增加可能

有多种生理原因，包括染色体、遗传和自身免疫疾病等。同时，在一些 POF 病例中，当通

过活组织检查或超声检查女性卵巢时，发现它们都伴有所谓的“卵泡-抗卵巢综合征”，对

于患者体内促性腺激素的正常刺激，卵巢中的卵泡不会产生反应。然而，在明确了解其潜

在的分子机制之前，个体患者不太可能从任何特定的治疗策略中受益[49]。

（2） 卵巢受损

美国生殖医学学会[50]认为引发卵巢早衰的一个重要原因是卵巢受损，例如由化学治疗

或放射治疗等医源性药物引起的损伤，可减少卵泡数量，从而减少生殖寿命并引发 POF。

Farquhar 等[51]进行的相关研究也表明卵巢功能衰竭可能与盆腔手术有关，例如卵巢切除术

与子宫切除术均有可能诱发 POF，原因可能是由于外科手术造成的卵巢血管损伤。

（3） 自身免疫

Maclaran 等[52]认为 POF 的另一个诱因是自身免疫性疾病，但这一观点尚且存在争议，

两者之间的确切联系仍不清楚。大约 10%～20%的 POF 女性患有如艾迪生病、肌无力症或

甲状腺功能低下症等器官特异性自身免疫性疾病。自身免疫通常与患有 POF 的女性的肾上

腺疾病相关。

（4）遗传原因

①常染色体异常 Yik 等[53]已经在 POF 患者中观察到细胞遗传学原因，同时还注意到

部分患有 18 和 13 三体的患者伴有常染色体易位的现象，其中一个与染色体 2q32.3 上的抑

制素 a（INHA）基因非常接近，这与 POF 有关。

②X 染色体异常 Goswami 和 Conway 等[54]研究发现，由染色体异常引起的 POF 病
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例可能多达 5%。其中涉及 X 染色体缺失、易位和排列异常，如特纳综合征。特纳综合征

是由 45，XO 核型引起的，患有这种综合征的女性最初具有正常的卵巢卵泡补体，这些卵

泡在青春期前迅速丧失[55]。几乎任何涉及 X 染色体的结构缺陷都可能改变染色体动态，干

扰减数分裂期间正常的染色体配对，进而导致卵泡闭锁加速[56,57]。

1.2.3 卵巢早衰的治疗

（1） 激素替代疗法（HRT）

HRT 是目前临床上应用最广泛的治疗方法。大量临床实验结果表明，HRT 可以有效抑

制和缓解女性更年期的相应症状，并有在某种程度上增加女性的排卵率和妊娠率可能性

[58,59]，降低骨质疏松、乳腺癌、阴道萎缩的发病风险[60-63]。Elliott 等[64,65]通过对 503 例子宫

出血的女性进行研究，表明 HRT 能够较好改善 204 例女性子宫出血的现象，明显降低了子

宫内膜癌的发病率。晏文娉等[66]对 96 位女性进行治疗后发现，加味左归丸联合激素替代

疗法对改善 47 为女性的 POF 围绝经期症状、纠正性激素的紊乱、促进卵巢功能恢复方面

有较好临床疗效。

（2） 免疫治疗

理论而言免疫调节剂能够有效治疗自身免疫性 POF，有报道表明，临床上采用环孢菌

素等免疫抑制剂类药物可以轻度改善女性排卵及妊娠功能。常用 150～400 mg/d 的抗心磷

脂抗体阳性者予阿司匹林、5 mg/d 的强的松或 0.75 mg/d 的地塞米松治疗伴有自身免疫系

统疾病或伴有卵巢自身抗体阳性患者。李娜等[67]利用丙酸睾酮治疗自身免疫性 POF 小鼠模

型，将小鼠外周血清抗透明带抗体浓度、卵巢生长卵泡比例、卵巢 CD45 的表达以及胸腺

组织中 Foxp3 的表达状况作为观察及检测的指标，结果表明，自身免疫性 POF 小鼠可通过

丙酸睾酮的治疗而显著改善病情。

（3） 诱导排卵

伴随生殖内分泌领域的发展和现代辅助生殖技术的普及，POF 患者开始慢慢接受超促

排卵治疗，具体体现为绒膜促性腺激素（HCG）或促性腺激素（HMG）排卵法。目前研究

并未有明确数据能够支持 HMG 对 POF 患者的治疗效果，但雌激素确实可有效提高患者的

排卵率[68]。Green 等[69]研究表明黄体酮有利于促性腺激素诱导排卵，对 2842 名患者进行研

究分析发现能够较好地缓解临床妊娠，增加活产次数，最终较好地延缓女性早衰。

（4） 卵巢冷冻移植

该疗法包括程序化冷冻和玻璃化冷冻两种方式，着重用于有恶性卵巢肿瘤，必须采用
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化疗或放疗的重度患者，并较好地缓解疾病后重建卵巢功能[70]。Gumus 等[71]研究表明玻璃

化 OT 中所有卵泡类型的 EphrinB1 免疫表达均呈高表达，继发性卵泡和胃窦性卵泡免疫表

达明显增高，玻璃化和移植似乎会影响卵泡中 EphrinB1 和 PDGFA 的表达，且能够较好地

改善卵泡发育。

（5） 其他治疗

徐爱玲等[72]研究了 85 例过度减肥引起卵巢早衰患者，发现实验组的 55 例患者较 30

例阳性对照组有显著的疗效，实验结果表明中药能较好地延缓卵巢衰老，达到预防早衰的

目的。

Zhang 等[73]研究艾灸对雷公藤诱发的 SD 雌性大鼠卵巢早衰的保护作用，相比于阳性

对照组，血清雌二醇含量明显减少，血清中的抗苗勒管雌激素等指标明显增加，说明艾灸

能够较好地调节信号通路和血清激素，并延缓衰老。

此外，心理方面的影响极易促使早衰等症状，因此通过改善或减轻患者的不良情绪，

能够有效地缓解其症状，辅助药力能够更好地控制或预防卵巢早衰引起的一系列疾病。

1.3 膳食纤维

1.3.1 膳食纤维的定义

膳食纤维（dietary fibre，DF）这一名词最初是由 Hipsley 提出[74]，并将其作为由植物

细胞壁构成的不消化部分的缩写术语，当时仅包括了纤维素、半纤维素和木质素。1972 年，

Trowell 等人[75]经过长期大量的实验研究后，认为 DF 可用来概括一类不能被人类消化道酶

消化的植物组分，包括纤维素、半纤维素、木质素以及一些相关的微量组分如角质、蜡质

和软木脂。1976 年 DF 的定义已延伸到包括所有抗消化的多糖，如胶体物质、修饰纤维素、

合成多糖和微生物多糖等，并且重点强调了其可食性和抗消化性[76]。1992 年～1993 年，

针对 147 位国际专家的调查报告显示，有 65%的专家认为 DF 包括多聚糖、木质素和一些

相关成分的植物残渣，59%的专家建议将同样具有抗消化功能的低聚糖也并入 DF 的定义

中[77]。

目前相对权威且国际通用的 DF 定义是由 2001 年 AACC（美国谷物化学学会）下属的

膳食纤维委员会定义的，即无法被小肠消化吸收，但可被大肠部分或完全消化发酵的可食

的植物成分、碳水化合物和类似物质的总和，包括纤维素、半纤维素、木质素、果胶和抗

性淀粉等[78]（见表 1-1），由此膳食纤维一词有明确的适用范围，特指可食用的植物成分，

不包括动物成分。
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表 1-1 美国谷物化学家协会认定的膳食纤维成分

Table 1-1 Components of dietary fiber according to the American Association of Cereal

Chemists

分类 成分

非淀粉多糖和低聚糖

纤维素

半纤维素

阿拉伯木聚糖

阿拉伯半乳聚糖

多果糖

菊粉

低聚果糖

低聚半乳糖

齿龈

胶浆

果胶

类似碳水化合物

难消化的糊精

抗性麦芽糖糊精

抗性马铃薯糊精

合成的碳水化合物

聚葡萄糖

甲基纤维素

羟丙基甲基纤维素

抗性淀粉

与非淀粉多糖(NSP)和木质素复合物相关的木质素物质

蜡

植酸

角质

皂苷

木栓

1.3.2 膳食纤维的功能

（1） 膳食纤维与胃肠道健康

膳食纤维具有良好的持水性，可在消化道内与食物结合吸水膨胀，从而促进胃肠道的

蠕动，扩充粪便体积，改善消化速率[79]。Schneeman 等[80]研究报道指出，与低纤维膳食相

比，高膳食纤维食物需要更多的时间去咀嚼，而增加进食所需的时间可减缓胃的充盈速度，

提高饱腹感。而 Anderson 等[81]研究发现除了可缓解便秘外，部分可溶性膳食纤维还具备改

善腹泻的功效，其机制是膳食纤维在肠道发酵消化而分解生成的短链脂肪酸创造了结肠内

吸收水合 Na+的环境，从而降低排泄物的含水量，缓解腹泻状况。

Holscher 等[82]研究发现，在实验大鼠的饲料中添加瓜尔豆胶后，其肠内容物的湿重会

增加两倍。同时，各种来源的膳食纤维可有效降低并抑制肠道内胰蛋白酶的活性，从而减
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少对碳水化合物的消化；与无纤维试餐的大鼠相比，试餐中含有 20%膳食纤维的大鼠小肠

中甘油三酯被分解消化的时间延长，表明膳食纤维还可抑制肠道中脂肪酶的活性。

（2） 膳食纤维与血糖

大量临床研究结果证实，膳食纤维具有显著降低血糖水平、调节糖代谢紊乱、降低某

些慢性疾病发病风险的功能[83]。Ahmed 等[84]通过体外模拟胃肠道技术研究三种来源的膳食

纤维（燕麦、大麦和洋车前子壳）对葡萄糖的吸附、扩散和淀粉水解的影响，并与三种商

业来源膳食纤维（麦麸、阿卡波糖和瓜尔豆胶）进行对比。结果表明，三种受试样品的葡

萄糖结合能力均高于同等浓度的麦麸和阿卡波糖，各样品体系中葡萄糖的扩散速率显著降

低，推测膳食纤维可能与体内多种活性酶产生协同作用，抑制葡萄糖的吸收及扩散，从而

减低餐后血糖水平。Lu 等[85]采用含有 58.6%膳食纤维的豆渣粉制作焙烤食品，分别含有

25%，10%或 15%豆渣粉的面条、面包和馒头在体内实验中表现出比对照食品更低的血糖

指数，表明将膳食纤维添加进食品中，可有效降低食用者血糖。Jing 等[86]研究硫酸改性米

糠不溶性膳食纤维的体外降血糖活性。结果表明，三种不同硫酸改性后的米糠不溶性膳食

纤维均具有较强的葡萄糖吸附能力和对α-淀粉酶活性的抑制能力，从而降低体内血糖水平。

且随着随着改性后膳食纤维孔隙率和比表面积的增加，葡萄糖吸附容量增加。俞文[87]研究

表明，加入适量膳食纤维的饮食治疗中，能够显著降低 2 型糖尿病患者的餐前、餐后血糖

值及血脂水平，同时不影响其他营养指标值。Rasha 等[88]研究表明，连续 3 个月，每天服

用 30 克阿拉伯树胶的 2 型糖尿病患者，体脂指数下降 3.9%，能够效预防体重增加，并调

节脂肪组织功能障碍内脏脂肪指数和血压。Cai 等[89]通过对黑龙江省中医科学院 130 例 2

型糖尿病患者，随机分为两组后，进行饮食干预，发现高膳食纤维低血糖指数饮食能有效

改善 2 型糖尿病患者血糖水平，降低血清炎症反应，促进患者康复，此结果表明膳食干预

和糖尿病密切相关，并能有效地控制中国糖尿病患者的血糖。

（3） 膳食纤维与血脂

玉米皮[90]、米糠[91]、麦麸和燕麦麸[92]、糖用甜菜纤维[93]、果胶[94]、亚麻籽胶[95]等多种

来源的膳食纤维均在体内实验中被报道证实其具有降低血脂水平，预防高血脂并发症的发

生。膳食纤维影响血脂的作用机理类似于血糖方面。Ruiz 等[96]研究发现，可溶性膳食纤维

具备降低血清中低密度脂蛋白和总胆固醇的潜在价值。Artiss 等[97]研究了一种能够降低血

液中胆固醇、血脂、甘油三酯等指标的新型膳食纤维，并能够显著降低高脂饮食组大鼠的

体重。Talawar 等[98]研究指出麦麸提取物丙酮具有显著的抗氧化效果，可以通过猝灭降低

自由基诱导的损伤，并直接或间接地改善抗氧化防御系统，此外通过抑制还原酶与脂肪酶
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的活性能够达到降血脂的作用。Adrián 等[99]从角豆果纤维中提取浓缩单宁，发现其能显著

降低大鼠的胰脂肪酶活性、血浆甘油三酯和胆固醇区域的峰值延迟等指标最终达到降血脂

特性，即通过降低脂肪消化和吸收程度来改善餐后血脂。

（4） 膳食纤维的其他功能

膳食纤维除上述所提功能，还具有其他方面的作用[100]，如通过吸附亚硝酸盐而达到解

毒的功效[101]；吸附油脂、胆固醇和胆酸钠，预防肾脏疾病[102]；吸附丙烯酰胺，降低致癌

风险等[103]。

1.3.3 膳食纤维的提取方法

目前，膳食纤维的提取方法主要取决于原料的成分及性质，大致可分为以下 4 类：化

学法、酶法、微生物发酵法以及多方法复合提取等[104]。

（1） 化学法

化学法指的是对原料进行预处理后，采用酸、碱等化学试剂提取膳食纤维的方法，通

用的方法有酸提法、碱提法及水提法等。戴余军等[105]在用碱提法提取菠萝皮中 SDF，通

过单因素及正交试验优化最佳工艺，即料液比为 1:20、浸提液浓度 12 g/L、浸提温度 80 ℃、

时间为 90 min，在此条件下，SDF 得率为 23.58%。李泽珍等[106]以红薯渣为原料，借助碱

液提取法提 IDF，明确了最优工艺，即料液比、碱浓度、提取温度及提取时间分别为为 1:6、

10.0 g/L、75 ℃、45 min，IDF 得率为 70.25%。张怡等[107]采用酸提醇沉的方法提取干红辣

椒渣中的 SDF，通过响应面试验明确最优工艺，以果胶得率为参照指标，料液比、pH 值、

提取温度和提取时间分别为 1:15、1.48、86.5 ℃和 3.5 h，在此条件下得到果胶得率为

（12.74±0.03）%。化学法虽提取率较高，但因试剂残留，处理不净会产生安全性影响。

（2） 酶法

酶法是应用针对原料中含有的蛋白质、脂肪及淀粉等物质，选取相应的蛋白酶、脂肪

酶及淀粉酶等酶制剂，将这些物质逐一分解消除，从而提取出目标膳食纤维的方法[108]。李

建周等[109]采用复合酶法提取豆渣中的 IDF，其最佳工艺条件是最佳蛋白酶、α-淀粉酶以及

糖化酶的酶解温度分别为 50 ℃、70 ℃、50 ℃，时间分别为 5 h、1 h、0.5 h，用量分别为

25 mg/ g、6 mg/ g 与 5 mg/ g，最终得率为 80.13%。王磊等[110]选用的原料是椪柑渣，借助

纤维素酶来获取 SDF，利用响应面优化工艺参数加酶量 0.04%，酶解温度 50 ℃，pH 值 5.0，

酶解时间 8 h，该条件下 SDF 提取率高达 32.53%。酶法提取虽成本较高，但较安全且纯净

度极高。
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（3） 微生物发酵法

该方法通常指向原料中添加能够分解消耗蛋白质和淀粉等物质的相关菌种，如鼠李糖

乳杆菌等，发酵结束后对发酵产物进行洗涤、干燥，最终得到膳食纤维的方法。吴德智等

[111]利用复合菌系（保加利亚乳杆菌：嗜热链球菌=1:1）对葛根渣进行发酵，提取其中的膳

食纤维，提取工艺条件为接种量、发酵温度和发酵时间分别为 5%、35 ℃、23.5 h，膳食纤

维得率为（79.2±0.21）%。李静等[112]采取黑曲霉 A020 发酵制备香蕉皮可溶性膳食纤维，

通过单因素和正交试验优化了最佳工艺条件，发酵温度 28 ℃，接种量 10%，发酵时间 3 d，

pH 6.0，由此制得的可溶性膳食纤维提取率达到 12.83%。微生物发酵法的提取率较高，但

耗时长且菌种的培养条件不易控制。

（4） 多方法复合法

多方法复合法一般以酶－化学结合法为代表，指的是在通过化学试剂处理原料的同

时，借助譬如蛋白酶、α-淀粉酶等多类酶对膳食纤维中的其他杂质加以降解，以提高膳食

纤维的纯度及得率的方法。宋荣珍等[113]通过酶－碱结合法提取燕麦麸中膳食纤维，其最佳

工艺参数为：α-淀粉酶用量 0.3%，NaOH 用量 2.0%，水解时间 50 min，水解温度 70 ℃，

此条件下生姜渣中可溶性膳食纤维得率 28.58%，不溶性膳食纤维得率 66.21%。王顺民等[114]

采用单因素以及响应面试验优化酶－化学法提取菜籽皮中的 SDF 的工艺，最佳工艺条件为

纤维素酶添加量为 0.4%，酶解温度、时间及 pH 分别为 70 ℃、1 h 和 13.0，最终得到 SDF

得率为 7.18%。

1.4 课题研究目的和意义

大量研究表明，2 型糖尿病及其各类并发症的发生与发展过程，与患者体内氧化应激

状态的显著改变有关。患者体内抗氧化能力减弱，脂质过氧化反应增强，其体内大量的氧

自由基可对胰岛β细胞造成损伤，并降低机体对胰岛素的耐受性，从而诱发 2 型糖尿病

[115,116]。目前常用于糖尿病治疗的临床药物多为磺酰脲类等化学西药，虽然能较好的控制患

者的血糖水平，但其多伴有毒副作用，对患者的肝、肾功能等有较强的损伤，且对氧化损

伤的修复效果不显著[117]。因此，寻找一种安全、低毒并能有效修复机体氧化损伤的天然产

物替代西药，对治疗糖尿病具有深远意义。

对于卵巢衰老后引起的系列并发症，传统方法多用雌激素替代疗法用于临床辅助治疗

[118,119]。大量临床数据表明，长期外源性激素刺激会极大程度地增加子宫内膜癌、乳腺癌等

发病率的危险性[120,121]。如何研发安全、有效的药物，用以攻克更年期综合征，减缓卵巢
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功能衰退速度，保护卵巢正常功能，提高女性生活质量，是现阶段营养保健功能食品领域

的重要研究方向。膳食纤维具有良好的抗氧化、延缓衰老的功能，但国内对其功能验证，

尤其是在膳食纤维对卵巢衰老的延缓作用的动物实验及其机理研究的报道较少。

因此，本文对响应面设计优化复合酶法提取大豆豆渣中膳食纤维的工艺进行研究；以

2 型糖尿病模型大鼠为实验对象，探究大豆膳食纤维的降血糖效果及其机制；探究大豆膳

食纤维对 2 型糖尿病导致的胰腺氧化损伤的修复效果及其机制；建立雌性大鼠卵巢衰老模

型，探究大豆膳食纤维对大鼠卵巢衰老的延缓作用及其机理，旨在为大豆膳食纤维在降血

糖、修复机体氧化性损伤及延缓卵巢衰老等功能上提供理论研究基础。

1.5 课题研究的内容

1.5.1 响应面对复合酶法提取大豆膳食纤维工艺的优化

以大豆豆渣为原料，采用α-淀粉酶、中性蛋白酶、糖化酶三种酶复合酶解的方法制备

大豆膳食纤维，并利用响应面设计对其提取工艺进行优化；测定大豆膳食纤维的基本组成

成分、物化特性及其微观结构，以此为下一步对大豆膳食纤维的功能研究提供理论分析的

数据支持。

1.5.2 大豆膳食纤维对 2 型糖尿病模型大鼠降血糖作用研究

根据体重将实验大鼠随机分成 6 组，糖尿病大鼠模型由对实验大鼠腹腔注射链脲佐菌

素溶液（150 mg/kg）的方法构建，建模成功后，模型组和阳性对照组灌胃给予生理盐水，

各剂量组给予大豆膳食纤维，阳性对照组喂予格列本脲，连续灌胃给予大豆膳食纤维 42 d，

测定各组大鼠体重、空腹血糖值、胰腺/体比、血清中胰岛素（INS）、肝糖原（Glycogen）、

血清糖化蛋白（GSP）含量，并取胰腺组织制作 H&E 染色病理学切片进行观察，以探究大

豆膳食纤维对糖尿病大鼠的降血糖作用及其机理。

1.5.3 大豆膳食纤维对 2 型糖尿病模型大鼠胰腺氧化损伤修复作用研究

根据体重将实验大鼠随机分成 6 组，糖尿病大鼠模型构建方法同上，建模成功后，模

型组和阳性对照组灌胃给予生理盐水，剂量组给予大豆膳食纤维，阳性对照组喂予格列本

脲，连续灌胃给予大豆膳食纤维 42 d，测定各组大鼠体重、胰腺/体比、血清中超氧化物歧

化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）及丙二醛（MDA）含量，并取胰脏组织

制作 H&E 染色病理学切片进行观察，探究大豆膳食纤维对糖尿病对大鼠造成的氧化损伤

的修复效果及其机理。
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1.5.4 大豆膳食纤维对雌性大鼠卵巢衰老的影响作用研究

选择 6 只 12 月龄雌性大鼠作为模型组，其余 30 只 6 月龄雌性大鼠根据体重随机分成

5 组，模型组和阳性对照组灌胃给予生理盐水，各剂量组给予大豆膳食纤维，阳性对照组

喂予己烯雌酚，连续灌胃 28 d。测定各组大鼠体重、卵巢/体比、血清中促卵泡激素（FSH）、

促黄体生成素（LH）、雌二醇（E2）及抗苗勒氏管激素（AMH）含量，并取卵巢组织制

作 H&E 染色病理学切片进行观察，以探究大豆膳食纤维对雌性大鼠卵巢衰老的延缓作用

及其机制。

1.5.5 技术路线

大豆豆渣 大豆膳食纤维
复合酶解

工艺优化

成分测定

结构分析

降血糖作用 胰腺损伤修复 延缓卵巢衰老

体重

空腹血糖值

INS
Glycogen

GSP
胰腺组织切片

体重

胰腺/体比

SOD
GSH-Px

MDA
胰腺组织切片

体重

卵巢/体比

FSH
LH
E2

AMH
卵巢组织切片



材料与方法

13

2 材料与方法

2.1 材料

2.1.1 实验材料

新鲜豆渣，国家杂粮工程技术研究中心；耐高温α-淀粉酶、中性蛋白酶、糖化酶，上

海源叶生物科技有限公司；链脲佐菌素购自美国 Sigma 公司；优降糖格列苯脲片

（Glibenclamide）购自浙江嘉兴生化制药厂；己烯雌酚，合肥久联制药有限公司；基础饲

料（主料：玉米 42%、豆饼 28%、麸皮 26%、食盐 1%、其他营养物质如氨基酸、维生素

及微量元素等配比参考 GB 14924.3-2010《实验动物 配合饲料营养成分》[122]），辽宁长生

生物技术股份有限公司；大鼠血清胰岛素（Insulin，INS）测试盒、肝糖原（Glycogen）测

试盒及糖化血清蛋白（Glycosylated serum protein）测试盒、超氧化物歧化酶（SOD）测试

盒、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）测试盒、丙二醛（MDA）测试盒，促卵泡激素（FSH）

测试盒、促黄体生成素（LH）测试盒、雌二醇（E2）测试盒及抗苗勒氏管激素（AMH）

测试盒，苏州卡尔文生物技术有限公司；肝素钠、二甲苯、氨水、苏木精及伊红染液，南

京建成生物工程研究所；无水乙醇、盐酸、氢氧化钠（均为分析纯），辽宁泉瑞试剂有限

公司。

2.1.2 实验动物

清洁级 Wistar 纯系大鼠（雄性 50 只，雌性 36 只）：SCXK（吉）2016-0008，体重（250±10）

g，长春生物制品研究所有限责任公司提供。

2.1.3 主要仪器设备

试验所用到的主要仪器设备见表 2-1。

表 2-1 试验用仪器设备

Table 2-1 Instruments used in this study

仪器名称 生产厂家

JSM-5610LV 扫描电子显微镜 日本电子株式会社日本电子株式会社

D/Max-111A 型 X 射线衍射仪 日本 Rigaku(理学)公司

DL-5 型大容量低速离心机 上海安亭科学仪器制造厂

GDE-CSF6 意大利 VELP 膳食纤维测定仪 北京盈盛恒泰科技有限公司

K-360 全自动凯氏定氮仪 瑞士 Büchi 公司

6700 傅里叶红外光谱仪 美国 Thermo Nicolet 公司

BS224S 型电子天平 赛多利斯科学仪器有限公司

Administrator
高亮
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续表 2-1 试验用仪器设备

Continued table 2-1 Instruments used in this study

仪器名称 生产厂家

T6 新世纪紫外可见分光光度计 北京普析通用仪器有限责任公司

VORTEX-5 漩涡震荡仪 上海书培实验设备有限公司

YB-P50001 型电子天平 北京长拓锐新科技发展有限公司

KD-BM 生物组织包埋机 赛多利斯科学仪器有限公司

WD-2102A 自动酶标仪 北京六一生物科技有限公司

BS-330 全自动生化分析仪 深圳麦瑞有限公司

KD-TS3A 生物组织脱水机 赛多利斯科学仪器有限公司

MEK-6318K 全自动血细胞分析仪 日本光电工业有限公司

BT100-2J 蠕动泵 保定兰格恒流泵有限公司

KD-TS3A 生物组织脱水机 北京佳源兴业科技有限公司

KD-BM 生物组织包埋机 浙江省金华市科迪仪器设备有限公司

KD-P 摊片机 浙江省金华市科迪仪器设备有限公司

RM2016 轮转式切片机 德国 Leica 公司

2.2 响应面对复合酶法提取大豆膳食纤维工艺的优化

2.2.1 大豆膳食纤维的制备

精确称取脱脂豆渣粉末 10.000 g，按照 1:25 g/mL 的料液比加入蒸馏水，加入 500 μL

耐高温α-淀粉酶于反应体系中水浴酶解 20 min（酶解条件：pH 6.0，97 ℃）。第一步酶解

结束后，加入 50 mg 中性蛋白酶于反应体系中酶解 30 min（酶解条件：pH 7.0，60 ℃）。

最后再加入 500 μL 糖化酶于反应体系中酶解 30 min（酶解条件：pH 4.5，60 ℃）。将酶解

后的反应物过滤，将滤液浓缩后加入 4 倍体积的乙醇溶液（95%），醇沉 12 h 后，离心、

干燥得 SDF，滤渣用温水洗涤至中性，离心、干燥得 IDF[123-125]。

2.2.2 单因素试验设计

精确称取脱脂豆渣粉末各 5.000 g，以总膳食纤维得率（SDF+IDF）为考察指标，研究

料液比（1:10、1:15、1:20、1:25、1:30（g/mL））、α-淀粉酶添加量（0.1%、0.2%、0.3%、

0.4%、0.5%）、α-淀粉酶酶解时间（15、20、25、30、35 min）、中性蛋白酶添加量（0.01%、

0.02%、0.03%、0.04%、0.05%）、中性蛋白酶酶解时间（15、20、25、30、35 min）对总

膳食纤维得率的影响。

2.2.3 响应面试验设计

在单因素基础上，以总膳食纤维率为考察指标，进行响应面试验设计，如表 2-2 所示。

http://www.bio-equip.com/show1manufacture.asp?manuid=bj61
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表 2-2 复合酶法提取大豆膳食纤维响应面试验因素与水平

Table 2-2 Response factors and levels of response surface of dietary fiber extracted by compound
enzymatic method

水

平

因素

A：α-淀粉酶添加量

/%
B:α-淀粉酶酶解时间

/min
C:中性蛋白酶添加量

/%
D:中性蛋白酶酶解时间

/min
-1 0.2 20 0.03 25
0 0.3 25 0.04 30
1 0.4 30 0.05 35

2.2.4 膳食纤维的基本成分测定

总膳食纤维的测定：参照 GB 5009.88-2014[126] ；淀粉含量的测定：参照 GB

5009.9-2016[127]；脂肪含量的测定：参照 GB 5009.6-2016[128]；水分含量的测定：参照 GB

5009.3-2010[129]；蛋白质含量测定：参照 GB 5009.5-2016[130]；灰分含量的测定：参照 GB

5009.4-2016[131]。

2.2.5 膳食纤维的物化特征研究

（1） 持水力（WHC）测定

准确称取 1.000 g 样品于 50 mL 离心管中，加入 15 mL 蒸馏水，在室温下震荡均匀，

静止 24 h 后，离心（4800 r/min，20 min），弃去上清液并用滤纸吸干离心管壁残留水分，

称量，平行三次[132]。

m
mmmggWHC 01)/( 

 公式（1）

式中：m0———离心管的质量（g）；

m1———去除上清液后离心管的质量（g）；

m ———膳食纤维样品的质量（g）。

（2） 持油力（OHC）测定

准确称取 1.000 g 样品于 50 mL 离心管中，加入 15 mL 大豆油，在室温下震荡均匀，

静止 24 h 后，离心（4800 r/min，20 min），弃去上清液并用滤纸吸干离心管壁残留豆油，

称量，平行三次。

m
mmmggOHC 01)/( 

 公式（2）

式中：m0———离心管的质量（g）；

m1———去除上清液后离心管的质量（g）；

m ———膳食纤维样品的质量（g）。
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（3） 膨胀力（SW）测定

准确称取 0.500 g 样品于 10 mL 离心管中，加入 5 mL 蒸馏水，在室温下震荡均匀，4 ℃

条件下静止放置 18 h 后，记录溶胀后体积，平行三次。

m
VVSW 

 m)g/mL( 公式（3）

式中：Vm———溶胀后样品体积（mL）；

V ———初始样品体积（mL）；

m ———膳食纤维样品的质量（g）。

2.2.6 膳食纤维的结构测定

（1） 膳食纤维的红外光谱

准确称取 0.002 g 膳食纤维样品，在红外灯下将样品与 0.200 g KBr 粉末混合后研磨均

匀，置于真空压片机上将样品压片后，在红外光谱仪中对其进行扫描，扫描范围为 4000～

400 cm-1，待红外光谱测定结果图出现后标记并保存[123]。

（2） 膳食纤维的超微结构观察

取适量样品粉末均匀平铺于镀金板上盖有导电带的相应位置，将镀金版置于真空蒸发

皿中进行离子溅射镀金，镀金结束后取出，分别在 500、1300 和 3000 倍的扫描电镜下对

样品超微结构及形态进行观察、分析[133]。

（3） 膳食纤维的 X 射线衍射测试

将干燥后的膳食纤维样品粉碎、研磨、过筛后，置于 D/Max-111A 型 X 射线衍射仪内，

通过粉末衍射法进行 X 射线衍射测试[134]。

2.3 大豆膳食纤维对 2 型糖尿病模型大鼠降血糖作用

2.3.1 动物的分组及给药

选择 Wistar 大鼠 50 只，适应性饲养 1 周后，称量体重，按体重随机抽取 8 只作为空

白组，其余大鼠禁食 12 h 后，腹腔注射链脲佐菌素溶液（150 mg/kg），并恢复进食，进

食 72 h 后再次禁食 12 h，空腹尾部静脉取血测定其血糖值，选取空腹血糖值≥16.7 mmol/L

的大鼠作为高血糖模型大鼠[135]。将建立的大鼠模型分为 5 组：模型组、阳性对照组、大豆

膳食纤维低、中、高剂量组，每组 8 只。空白组及模型组灌胃给予 0.9%生理盐水，阳性对

照组灌胃给予格列本脲（10 mg/kg），大豆膳食纤维组分别灌胃给予低、中、高剂量大豆

膳食纤维溶液（用灭菌去离子水将大豆膳食纤维配制为 1.35、2.70、5.40 g/kg 溶液），灌
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胃体积均 2 mL，每日给药 1 次，连续灌胃 42 d。实验大鼠饲养于实验专用塑料鼠笼，各组

实验大鼠均以标准饲料饲喂，自由饮水，每周定时称量大鼠体重 1 次。室温环境（24±2）℃，

相对湿度（45±3）%，光照 12 h/d。实验期间观察实验大鼠日常行为状况并记录，末次给

药并禁食禁水 24 h 后，称量大鼠体重并按照实验组分别记录[136]。

2.3.2 动物指标的测定

经腹主动脉采血，部分血样样品采用血糖仪测量空腹血糖值，其余血液样本分离血清，

采用相应试剂盒测定血清中 INS、Glycogen 及 GSP 含量。取出大鼠胰腺组织并称重，计算

胰腺/体比，并将胰腺组织固定于 10%甲醛溶液中，用以制作 H&E 染色切片，光学显微镜

下观察胰腺组织胰岛区域病理学变化[137]。

2.4 大豆膳食纤维对 2 型糖尿病模型大鼠胰腺氧化损伤修复作用

2.4.1 模型建立与饲养

健康 Wistar 雄性大鼠 50 只（250±10）g，适应性饲养一周后，称重，按体重随机抽取

8 只作为空白组，其余大鼠禁食 12 h 后，腹腔注射链脲佐菌素溶液（2%）（150 mg/kg）[138]，

并恢复进食，进食 72 h 后，禁食 12 h，空腹尾部静脉取血测定其血糖值，选取空腹血糖值

≥16.7 mmol/L 的实验大鼠（40 只）作为高血糖模型大鼠[139]。共分为 5 组，每组 8 只，组

别为：模型组、阳性对照组、大豆膳食纤维低、中、高剂量组。各剂量组大鼠具体药剂分

配见表 2-3，连续灌胃 42 d。实验大鼠饲养于实验专用塑料鼠笼，实验期间各组实验大鼠

以基础饲料饲喂，自由饮水，室温环境（24±2）℃，相对湿度（45±3）%，光照 12 h/ d。

表 2-3 实验动物的药剂分配

Table 2-3 Reagent distribution of experimental animals

组名 药物名称 药物浓度 灌胃容量

模型组 生理盐水 0.9% 2 mL/只
空白组 生理盐水 0.9% 2 mL/只

阳性对照组 格列本脲 10 mg/kg 2 mL/只
低剂量组 大豆膳食纤维 1.35 g/kg 2 mL/只
中剂量组 大豆膳食纤维 2.7 g/kg 2 mL/只
高剂量组 大豆膳食纤维 5.4 g/kg 2 mL/只

2.4.2 动物指标测定

实验期间观察实验大鼠日常行为状况并记录，末次给药并禁食禁水 24 h 后，称量大鼠

体重并记录。腹主动脉取血法采血，部分血液样本用以测量空腹血糖值，采用实验室试剂
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盒（ELISA 法）测定 SOD、GSH-Px、MDA 含量。脊椎脱臼法处死实验大鼠后，取出大鼠

胰腺组织称重，并计算脏器比，并将其固定于 10%甲醛溶液中，用以制作 H&E 染色切片，

光学显微镜下观察胰腺组织胰岛区域病理学变化[140]。

2.5 大豆膳食纤维对雌性大鼠卵巢衰老的影响作用

2.5.1 实验动物分组与饲养

选择 6 月龄雌性 Wistar 大鼠 30 只，12 月龄 6 只，体重（300±20）g。实验大鼠饲喂普

通饲料，适应性喂养 7 d 后，分为 6 组，包括模型组（12 月龄）、空白组、阳性对照组、

低剂量组、中剂量组和高剂量组，每组 6 只，低、中、高剂量组灌胃给予不同剂量大豆膳

食纤维，模型组和空白组以生理盐水灌胃，阳性对照组喂予己烯雌酚。实验期间，大鼠单

笼饲养．每日定量喂予基础饲料。各组大鼠连续灌胃 28 d。每周定时称量大鼠体重 1 次，

自由饮水。动物室温度（20±2）℃，相对湿度（45±10）%，通风良好[141]。各组大鼠具体

药剂分配见表 2-4。

表 2-4 实验动物的药剂分配

Table 2-4 Reagent distribution of experimental animals

组名 灌胃物质 灌胃浓度 灌胃容量

模型组 生理盐水 0.9% 2 mL/只
空白组 生理盐水 0.9% 2 mL/只

阳性对照组 己烯雌酚 0.5 mg/kg 2 mL/只
低剂量组 大豆膳食纤维 1.35 g/kg 2 mL/只
中剂量组 大豆膳食纤维 2.7 g/kg 2 mL/只
高剂量组 大豆膳食纤维 5.4 g/kg 2 mL/只

2.5.2 实验动物指标测定

灌胃结束后，经阴道涂片确定动情周期，选择大鼠处于动情期时禁食不禁水 12 h 后，

用电子天平称重并记录后，乙醚吸入式麻醉，腹主动脉取血，离心分离（3000 r/min，20 min），

采用酶联免疫吸附法（ELISA）[142]测定大鼠实验前后血清中卵泡生成素（FSH）、促黄体

生成素（LH）、雌二醇（E2）、抗缪勒管激素（AMH）水平，并对各组的测定结果进行

比较分析。

剥离大鼠卵巢，称重，计算卵巢/体比值。卵巢称重后立即放入用 0.2 mol/L PBS 配制

的 4%多聚甲醛固定液中固定，制作 H&E 病理学组织染色切片观察卵巢组织形态[143]。
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应用统计学软件 SPSS 20 进行统计学分析，通过 Origin 软件绘制相关图表，试验数据

均采用均值±标准差（ x ± s）表示，组间比较采用两两比较方法，以 P<0.05 为差异有统计

学意义。

2.6 统计学分析
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3 结果与分析

3.1 响应面对复合酶法提取大豆膳食纤维工艺的优化

3.1.1 单因素试验结果

（1） 料液比对膳食纤维得率的影响

由图 3-1 可知，随着料液比的升高，大豆膳食纤维的得率呈先增长后降低的趋势。当

料液比为 1:25 g/mL 时，膳食纤维得率最高，料液比超过 1:25 g/mL 后，复合酶法提取大豆

膳食纤维的得率反而下降。这可能是因为溶剂用量过大会导致单位体积底物含量偏低，即

膳食纤维在溶液中的质量浓度变小，不易醇沉，同时造成醇沉过程中乙醇的浪费[144]。另一

方面溶剂用量过大使单位体积输入的能量下降，也会降低膳食纤维的得率。因此料液比 1:25

g/mL 为最适料液比。

图 3-1 料液比对膳食纤维得率的影响

Fig.3-1 The effects of solid-liquid ratio on extraction of dietary fiber

（2） α-淀粉酶添加量对膳食纤维得率的影响

由图 3-2 可知，增加α-淀粉酶添加量，膳食纤维得率呈先升高后降低的趋势。当α-淀

粉酶添加量为 0.3%时，膳食纤维得率最高。继续增加α-淀粉酶的添加量，膳食纤维得率反

而略有降低。分析原因可能为当α-淀粉酶达到一定添加量时，溶液中的淀粉基本被除去[145]。

因此α-淀粉酶最适添加量为 0.3%。
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图 3-2 α-淀粉酶添加量对膳食纤维得率的影响

Fig.3-2 The effects of alpha amylase added amount on extraction of dietary fiber

（3） α-淀粉酶酶解时间对膳食纤维得率的影响

由图 3-3 可知，随着α-淀粉酶酶解时间的延长，膳食纤维的得率先升高后降低，当酶

解时间为 25 min 时，膳食纤维得率最高。说明在反应 25 min 后，酶解已基本完全。因此，

α-淀粉酶的最适酶解时间为 25 min。

图 3-3 α-淀粉酶酶解时间对膳食纤维得率的影响

Fig.3-3 The effects of Enzymatic hydrolysis time of alpha amylase on extraction of dietary fiber

（4） 中性蛋白酶添加量对膳食纤维得率的影响

由图 3-4 可知，增加中性蛋白酶添加量，膳食纤维得率先升后降。当中性蛋白酶添加

量为 0.04%时，膳食纤维得率最高。分析原因可能为当中性蛋白酶达到一定添加量时，溶

液中可溶的蛋白质基本被除去。因此中性蛋白酶最适添加量为 0.04%。
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图 3-4 中性蛋白酶添加量对膳食纤维得率的影响

Fig.3-4 The effects of neutral proteinase added amount on extraction of dietary fiber

（5） 中性蛋白酶酶解时间对膳食纤维得率的影响

由图 3-5 可知，随着中性蛋白酶酶解时间的延长，膳食纤维的得率先升高后降低，当

酶解时间为 30 min 时，膳食纤维得率最高。分析其原因可能是中性蛋白酶在分解豆渣中蛋

白，暴露出膳食纤维的同时，还会分解出一些小分子蛋白，这些小分子蛋白会包埋在豆渣

的表面，从而导致膳食纤维得率的略微降低。

图 3-5 中性蛋白酶添加量对膳食纤维得率的影响

Fig.3-5 The effects of Enzymatic hydrolysis time of neutral proteinase on extraction of dietary fiber

3.1.2 响应面试验结果

（1） 响应面试验设计结果及方差分析

采用 Design-Expert 8.0.5.0 软件中的 Box-Behnken 程序进行试验设计，结果见表 3-1，

方差分析结果见表 3-2。
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利用 Design-Expert 8.0.5.0 软件，对表 3-2 中的数据进行二次响应面回归拟合分析，得

到编码回归方程为：DF 得率=72.52+0.37 A-0.15 B+0.14 C-0.12 D+0.073 AB+0.22 AC-0.20

AD+0.26 BC+0.063 BD-0.023 CD-0.43 A2-0.60 B2-0.44 C2-0.38 D2。

回归方程中各项系数绝对值的大小直接反映各因素对响应值影响程度，系数的正负反

映了影响的方向[146-148]。从表 3-2 可以看出，一次项 A 对膳食纤维得率的影响达到了极显

著水平，一次项 B、C、D 均达到了显著水平；二次项 A2、B2、C2、D2均达到极显著水平；

交互项 AC、AD、BC 达到了显著水平。由表 3-2 还可以看出，模型极显著（P<0.0001），

失拟项（P=0.2099>0.05）不显著，说明模型是合理的，模型决定系数 R2为 0.9349，校正

决定系数 R2Adj为 0.8697，说明该模型能较好地反映大豆膳食纤维得率与α-淀粉酶添加量、

α-淀粉酶酶解时间、中性蛋白酶添加量和中性蛋白酶酶解时间的关系，由此可见，此种试

验方法是可靠的。

表 3-1 复合酶法提取大豆膳食纤维响应面试验结果

Table 3-1 Experimental design and results for response surface analysis for complex enzymatic
extraction of dietary fiber from bean dregs

试验号
A:α-淀粉酶添

加量

B:α-淀粉酶酶

解时间

C:中性蛋白酶

添加量

D:中性蛋白酶

酶解时间
DF 得率

1 0.2 20 0.04 30 71.33
2 0.4 20 0.04 30 71.77
3 0.2 30 0.04 30 71.12
4 0.4 30 0.04 30 71.85
5 0.3 25 0.03 25 71.63
6 0.3 25 0.05 25 72.07
7 0.3 25 0.03 35 71.43
8 0.3 25 0.05 35 71.78
9 0.2 25 0.04 25 71.00

10 0.4 25 0.04 25 72.26
11 0.2 25 0.04 35 71.33
12 0.4 25 0.04 35 71.78
13 0.3 20 0.03 30 71.83
14 0.3 30 0.03 30 70.77
15 0.3 20 0.05 30 71.47
16 0.3 30 0.05 30 71.43
17 0.2 25 0.03 30 71.44
18 0.4 25 0.03 30 71.77
19 0.2 25 0.05 30 71.27
20 0.4 25 0.05 30 72.47
21 0.3 20 0.04 25 72.03
22 0.3 30 0.04 25 71.60



结果与分析

25

续表 3-1 复合酶法提取大豆膳食纤维响应面试验结果

Continued table 3-1 Experimental design and results for response surface analysis for complex
enzymatic extraction of dietary fiber from bean dregs

试验号
A:α-淀粉酶添

加量

B:α-淀粉酶酶

解时间

C:中性蛋白酶

添加量

D:中性蛋白酶

酶解时间
DF 得率

23 0.3 20 0.04 35 71.53
24 0.3 30 0.04 35 71.35
25 0.3 25 0.04 30 72.36
26 0.3 25 0.04 30 72.52
27 0.3 25 0.04 30 72.49
28 0.3 25 0.04 30 72.50
29 0.3 25 0.04 30 72.72

表 3-2 复合酶法提取大豆膳食纤维响应面试验结果方差分析

Table 3-2 Analysis of variance for the yield of dietary fiber from bean dregs

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

Model 6.66 14 0.48 14.35 <0.0001 significant
A-α-淀粉酶添

加量
1.62 1 1.62 48.91 <0.0001 **

B-α-淀粉酶酶解

时间
0.28 1 0.28 8.51 0.0112 *

C-中性蛋白酶

添加量
0.22 1 0.22 6.60 0.0223 *

D-中性蛋白酶

酶解时间
0.16 1 0.16 4.86 0.0447 *

AB 0.021 1 0.021 0.63 0.4390
AC 0.19 1 0.19 5.71 0.0315 *
AD 0.16 1 0.16 4.95 0.0430 *
BC 0.26 1 0.26 7.85 0.0141 *
BD 0.016 1 0.016 0.47 0.5035
CD 2.025E-003 1 2.025E-003 0.061 0.8083
A2 1.21 1 1.21 36.45 <0.0001 **
B2 2.30 1 2.30 69.36 <0.0001 **
C2 1.23 1 1.23 37.09 <0.0001 **
D2 0.94 1 0.94 28.49 0.0001 **

Residual 0.46 14 0.033
Lack of Fit 0.40 10 0.040 2.37 0.2099 not significan
Pure Error 0.067 4 0.017
Cor Total 7.12 28

注： **. P＜0.01，影响极显著； *. P＜0.05，影响显著。

（2） 响应面交互作用分析
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等高线的形状可以反映出各因素间交互作用的强弱，如果等高线为鞍型或椭圆形，则

表示两者交互作用显著；如果等高线为圆形，则表示两者交互作用不显著[149,150]。由图 3-6

可知，交互作用项α-淀粉酶添加量和中性蛋白酶添加量、α-淀粉酶添加量和中性蛋白酶酶

解时间、α-淀粉酶酶解时间和中性蛋白酶添加量的等高线均为椭圆形，说明三组交互作用

项的交互作用均显著，但α-淀粉酶酶解时间和中性蛋白酶添加量的交互作用比另两组的交

互作用更加明显，这与表 3-2 方差分析中回归模型系数显著性检验结果一致。从图 3-6 响

应面的最高点和等高线可见，在所选的范围内存在极值，即响应面的最高点。

图 3-6 各因素交互作用对膳食纤维得率影响的响应面及等高线图

Fig.3-6 Three-dimensional response surface and contour plots showing the interactive effects of various
extraction parameters on the yield of dietary fiber
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（3） 大豆膳食纤维最佳提取条件验证实验

利用 Design-Expert 8.0.5.0 软件对工艺条件进行优化，得到大豆膳食纤维最佳提取条件

为α-淀粉酶添加量 0.36%、α-淀粉酶酶解时间 24.75 min、中性蛋白酶添加量 0.04%、中性

蛋白酶酶解时间 28.42 min，在此工艺条件下，得到大豆膳食纤维得率的预测值为 72.67%，

为了便于工艺操作，将最佳提取条件修正为：α-淀粉酶添加量 0.4%、α-淀粉酶酶解时间 25

min、中性蛋白酶添加量 0.04%、中性蛋白酶酶解时间 30 min。为了证实预测值的准确性，

在最优条件下进行验证实验，得到大豆膳食纤维得率实测值为（72.43±0.22）%（n=3），

与预测值 72.67%非常接近，说明该模型可以较好地反映大豆膳食纤维提取条件，且用

Box-Behnken 法对大豆膳食纤维提取条件进行优化是可行的。

3.1.3 大豆膳食纤维的基本成分分析

从表 3-3 结果看出，大豆豆渣主要由粗膳食纤维、蛋白质和脂肪组成，其含量分别为

41.96%、25.73%和 13.85%，其次为淀粉 5.32%。因此在提取大豆膳食纤维时，首先对豆渣

进行脱脂处理，再采用复合酶法去除蛋白质及淀粉。此法得到的大豆膳食纤维，总膳食纤

维达 92.05%，蛋白质仅为 1.67%，淀粉仅为 1.26%。大豆膳食纤维纯度较高，可用于下一

步的动物实验。

表 3-3 大豆豆渣及大豆膳食纤维的基本化学组成

Table 3-3 Chemical composition of Soybean dregs and dietary fiber

蛋白质/% 脂肪/% 水分/% 灰分/% 淀粉/% 总膳食纤维/%

大豆豆渣 25.73±0.22 13.85±0.18 9.38±0.32 3.76±0.56 5.32±0.17 41.96±0.38

大豆膳食纤维 1.67±0.06 1.27±0.21 2.53±0.43 1.22±0.29 1.26±0.43 92.05±0.25

3.1.4 大豆膳食纤维的物化特征

持水能力、持油能力和吸水膨胀性的大小是衡量膳食纤维品质好坏的重要指标。由表

3-4 可知，大豆膳食纤维的持水性、持油性及膨胀性分别达到 6.72 g/g、4.69 g/g 和 4.71 g/g。

膳食纤维持水总量包括结合水、流动水及物理吸附水，相关研究认为，膳食纤维的表面积、

孔隙率及密度的大小不同造成其持水能力的差异[151]；膳食纤维持油力则取决于其表面性

质、电荷密度、厚度及颗粒的疏水性[152]；这些性质使得大豆膳食纤维更适合于作为功能性

食品辅料。膳食纤维的水合性质能扩充胃肠道内容物的体积，增加排泄物的含水量，改善
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便秘等状况。且膳食纤维对水的结合形式和良好持水能力有利于其在肠道内发挥一系列生

理功能[153]。

表 3-4 大豆膳食纤维的物化特性

Table 3-4 The physicochemical properties of dietary fiber

持水性（WHC-g/g） 持油性（OHC-g/g） 溶胀性（SW-g/mL）

大豆膳食纤维 6.72±0.12 4.69±0.18 4.71±0.04

3.1.5 大豆膳食纤维的结构分析

（1）大豆膳食纤维的超微结构观察

从图 3-7 中可看出，大豆膳食纤维颗粒性状各异，大小不一，内部独立颗粒的表面呈

疏松的片层状，结构不完整连续，细小碎片较多，原因是膳食纤维经酶解后，可增大颗粒

表面的接触面积，从而使膳食纤维具有良好的持水性及吸附性。

图 3-7 大豆膳食纤维的扫描电子显微镜图

Fig.3-7 SEM images of dietary fiber

（2） 大豆膳食纤维的红外光谱分析

图 3-8 为复合酶法提取的大豆膳食纤维和市售大豆膳食纤维样品（化学法提取）的红

外光谱图。由图可知，大豆膳食纤维具有纤维素类多糖的特征吸收峰。3738 cm-1处是分子

间或分子内的 O－H 的伸缩振动峰，说明膳食纤维中有较多羟基及结合水分子。2991 cm-1

处附近的小尖峰是糖环或支链上亚甲基的 C－H 伸缩振动峰，1714 cm-1处的吸收峰是半纤

维素羰基 C=O 的伸缩振动峰，1502 cm-1 处的吸收峰属于苯环骨架伸缩振动峰，说明膳食

纤维中可能含有具有芳香环这一特征结构的木质素。1296 cm-1 和 1202 cm-1 处的吸收峰是

纤维素和半纤维素结构中两种 C－O 伸缩振动峰，一种是属于 C－O－H，一种属于糖环上

C－O－C，这些吸收峰都为糖类的特征吸收峰。此外可以看出，与化学法提取的大豆膳食

纤维样品相比，复合酶法提取的大豆膳食纤维各特征吸收峰更加明显，原因可能是化学法
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会破坏大豆膳食纤维的结构，降解部分功能成分，而复合酶法的提取条件更加温和，会保

留更多的膳食纤维功能成分。

图 3-8 大豆膳食纤维的红外光谱图

Fig.3-8 FTIR spectrum of dietary fiber

注：1 为复合酶法提取大豆纤维；2 为化学法提取大豆膳食纤维

（3） 大豆膳食纤维的 X 射线衍射分析

由图 3-9 可看出，大豆膳食纤维在 23.42°、35.76°出现较为明显的衍射强度峰，其结晶

度为 30.57%，说明在复合酶法提取膳食纤维的过程中，酶解可能使膳食纤维的结晶度和聚

合度下降，使其结构更疏松，改善其持水性及吸附性，有利于膳食纤维在肠道内发挥其功

能。
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图 3-9 大豆膳食纤维的 X 射线衍射图

Fig.3-9 XRD spectra of dietary fiber
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3.1.6 小结

本研究采用 Box-Behnken 试验设计，通过响应面分析结合实际值确定复合酶法提取大

豆膳食纤维最优的工艺条件为α-淀粉酶添加量 0.4%、α-淀粉酶酶解时间 25 min、中性蛋白

酶添加量 0.04%、中性蛋白酶酶解时间 30 min，在此条件下，膳食纤维得率达到 72.43%。

与预测值 72.67%相比其相对误差为 0.24%，最优提取工艺准确可靠。通过红外光谱和 X 射

线衍射分析结果显示，大豆膳食纤维的结构具有明显的糖类特征吸收峰，通过扫描电镜结

果可知，膳食纤维的纤维颗粒微小，表面略有褶皱，结构疏松，带有明显的片状结构，颗

粒的表面出现蜂窝状结构，且分布均匀。与化学法及单一酶法的提取工艺相比，复合酶法

的膳食纤维得率有所提高，可供实际生产参考应用。且得到膳食纤维性质良好，各功能结

构也保留得更加完整，有利于后续功能性验证试验的进行。
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3.2 大豆膳食纤维对 2 型糖尿病模型大鼠降血糖作用

3.2.1 各组大鼠体重指标

糖尿病型大鼠建模成功后，体重显著低于空白组（P<0.01）。除低剂量大豆膳食纤维

剂量组外，中、高大豆膳食纤维组及阳性对照组大鼠体重均明显高于模型组（P<0.01），

且具有一定的量效关系，高剂量的大豆膳食纤维对糖尿病型大鼠体重指标改善效果最佳，

且与格列本脲对糖尿病型大鼠体重指标的改善效果相当。见图 3-10。

3.2.2 各组大鼠空腹血糖指标

模型组大鼠空腹血糖值明显高于空白组（P<0.01）。除低剂量大豆膳食纤维组外，中、

高剂量大豆膳食纤维组及阳性对照组大鼠的空腹血糖值均显著低于模型组（P<0.01），表

明大豆膳食纤维可显著降低糖尿病模型大鼠的空腹血糖值，且具有一定的量效关系。见图

3-11。
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图 3-10 各组大鼠的体重

Fig.3-10 The weight of experimental Rats

注：*与模型组相比存在显著差异（P<0.05），**与模型组相比存在极显著差异（P<0.01）。
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图 3-11 各组大鼠空腹血糖值

Fig.3-11 Fasting blood glucose of Rats

3.2.3 各组大鼠胰腺脏器比

模型组大鼠胰腺/体比均显著低于空白组（P<0.05）。各灌胃剂量组大鼠胰腺/体比均较

模型组大鼠有不同程度升高，阳性对照组及高剂量大豆膳食纤维组大鼠胰腺/体比明显高于

模型组（P<0.05），且高剂量组对糖尿病大鼠胰腺/体比的改善效果优于低剂量组。见图 3-12。
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图 3-12 各组大鼠胰腺/体比

Fig.3-12 The ratio of Pancreas to weight of Rats
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3.2.4 各组大鼠血清检测指标

与空白组比较，模型组大鼠血清中 Glycogen 及 INS 含量显著降低（P<0.01），GSP

含量显著升高（P<0.01）。除低剂量大豆膳食纤维组外，阳性对照组及中、高大豆膳食纤

维组大鼠血清 GSP 含量均显著低于模型组（P<0.01），且呈剂量依赖性。与模型组比较，

除低剂量大豆膳食纤维组外，其他各灌胃剂量组大鼠血清 INS 及 Glycogen 含量均明显高

于模型组（P<0.01）。见图 3-13。
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图 3-13 各组大鼠血清 GSP、INS 及 Glycogen 的含量

Fig.3-13 GSP, INS and Glycogen of serum level of Rats

3.2.5 各组大鼠胰腺组织病理形态学变化
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空白组大鼠的胰腺组织结构完整，胰岛细胞紧密且形态正常，大小均一；模型组大鼠

的胰腺组织损伤严重，胰岛萎缩，仅有少数胰岛细胞残留，且细胞水肿变形，细胞间隙存

在出血点及炎性细胞浸润现象；与模型组比较，各剂量大豆膳食纤维大鼠胰腺组织损伤程

度明显减轻，胰岛细胞数目增多，且细胞水肿变形程度改善，细胞间隙偶有炎性细胞浸润

现象。表明大豆膳食纤维可改善糖尿病对大鼠胰腺的损伤情况，且高剂量组改善效果优于

低剂量组。见图 3-14。

图 3-14 大鼠胰腺组织病理学观察结果（H&E，×100）

Fig.3-14 Pancreas tissue pathology observations of Rats（H&E，×100）

注：A 为模型组；B 为空白组；C 为阳性对照组；D 为低剂量大豆膳食纤维组；E 为中剂量大豆膳食纤

维组；F 为高剂量大豆膳食纤维组。

3.2.6 小结

探讨大豆膳食纤维对糖尿病模型大鼠的降血糖作用。结果显示，与模型组相比，除低

剂量大豆膳食纤维组外，各灌胃组大鼠体重均较模型组升高，差异极显著（P<0.01）；低

剂量大豆膳食纤维组较比模型组空腹血糖值显著下降（P<0.05），中、高剂量大豆膳食纤

维组及阳性对照组大鼠空腹血糖值均较模型组下降，差异极显著（P<0.01）；各灌胃组大

鼠胰腺/体比均较模型组大鼠不同程度升高，阳性对照组及高剂量大豆膳食纤维组大鼠胰腺

/体比较模型组大鼠升高显著（P<0.05）；各灌胃组大鼠血清 GSP 含量均不同程度下降，

血清 INS 及 Glycogen 含量均较模型组大鼠不同程度上升，且胰腺组织病理学切片观察得

知，各灌胃组大鼠胰腺组织损伤程度明显减轻，胰岛细胞数目增多，且细胞水肿变形程度

减轻。综上所述，大豆膳食纤维可显著降低糖尿病大鼠空腹血糖值、血清中 GSP 含量，提

高 INS、Glycogen 含量及胰腺/体比，且高剂量组改善效果优于低剂量组。
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3.3 大豆膳食纤维对 2 型糖尿病模型大鼠胰腺氧化损伤修复作用

3.3.1 各组大鼠体重指标

各组大鼠体重指标如图 3-15 所示：糖尿病型大鼠建模成功后，体重指标明显下降，与

空白组间存在极显著差异（P<0.01），经灌胃不同剂量的大豆膳食纤维及格列本脲后，除

低剂量大豆膳食纤维组外，各灌胃组大鼠体重均较模型组升高，差异极显著（P<0.01）。
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图 3-15 各组大鼠体重指标

Fig.3-15 The weight of experimental Rats

注：*与模型组相比存在显著差异（P<0.05），**与模型组相比存在极显著差异（P<0.01）。

3.3.2 各组大鼠胰腺脏器比

胰腺脏器比即大鼠胰腺湿重与大鼠体重的比值，可反映出糖尿病造成的大鼠胰腺组织

的氧化损伤情况。实验结束后，摘取各组大鼠的胰腺称量湿重，并计算其胰腺脏器比，结

果见图 3-16。模型组大鼠胰腺/体比与空白组大鼠相比显著降低（P<0.05），灌胃结束后，

与模型组相比，阳性对照组及中、高剂量大豆膳食纤维组大鼠胰腺/体比均有明显升高，差

异显著（P<0.05）。

file:///D:/Program%20Files%20(x86)/Youdao/Dict/6.3.69.8341/resultui/frame/javascript:void(0);


大豆膳食纤维对糖尿病大鼠血糖、胰腺损伤及卵巢衰老的影响

36

模型组 空白组 阳性对照组 低剂量组 中剂量组 高剂量组
0.00
0.02
0.04
0.06
0.08
0.10
0.12
0.14
0.16
0.18
0.20
0.22
0.24
0.26
0.28
0.30
0.32
0.34

*

*

*
*

胰
腺
/体

比
(%

)

组别

图 3-16 各组大鼠胰腺/体比

Fig.3-16 The ratio of Pancreas to weight of Rats

3.3.3 各组大鼠氧化应激指标

各组大鼠血清 GSH-Px、SOD 及 MDA 含量如图 3-16 所示：模型组大鼠较空白组大鼠

血清 GSH-Px 及 SOD 含量降低，血清 MDA 含量升高，差异极显著（P<0.01）。灌胃结束

后，血清 SOD 含量除低剂量大豆膳食纤维组较模型组差异显著（P<0.05）外，中、高剂量

大豆膳食纤维组大鼠血清 SOD 含量均较模型组大鼠上升，差异极显著（P<0.01）。除低剂

量大豆膳食纤维组外，阳性对照组及中、高剂量大豆膳食纤维组大鼠血清 GSH-Px 含量均

较模型组大鼠上升，差异极显著（P<0.01）。中、高剂量大豆膳食纤维组大鼠血清 MDA

含量均较模型组大鼠下降，差异极显著（P<0.01）。
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图 3-17 各组大鼠血清 SOD、GSH-Px 及 MDA 含量

Fig.3-17 SOD, GSH-Px and MDA of serum level of Rats

3.3.4 各组大鼠胰腺组织病理形态学变化

各组大鼠胰腺组织病理形态学变化如图 3-18 所示：空白组大鼠的胰腺组织结构及胰岛

细胞形态正常，胰岛结构完整细胞紧密，大小均一。模型组大鼠胰腺组织受到严重损伤，

胰岛结构缩小且仅有少数细胞残留，细胞间隙存在出血点及炎性细胞浸润现象；灌胃后，

与模型组大鼠相比，各剂量组大鼠胰腺组织损伤程度明显减轻，胰岛细胞数目增多，胰岛

结构趋于完整。结果表明，大豆膳食纤维可改善糖尿病对大鼠胰腺的损伤情况。

图 3-18 大鼠胰腺组织病理学观察结果（H&E，×100）

Fig.3-18 Pancreas tissue pathology observations of Rats（H&E，×100）

注：A 为模型组；B 为空白组；C 为阳性对照组；D 为低剂量大豆膳食纤维组；E 为中剂量大豆膳

食纤维组；F 为高剂量大豆膳食纤维组。
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3.3.5 小结

探究大豆膳食纤维对糖尿病造成的大鼠胰腺组织氧化损伤的修复作用。结果显示，与

模型组大鼠相比，各灌胃组大鼠体重均较模型组均显著升高（P<0.05）；各灌胃组大鼠胰

腺/体比均较模型组大鼠不同程度下降，中、高剂量组大鼠胰腺/体比均较模型组大鼠显著

下降（P<0.05）；除低剂量大豆膳食纤维组外，各灌胃组大鼠血清 GSH-Px 及 SOD 含量均

较模型组大鼠不同程度上升（P<0.01），血清 MDA 含量均不同程度下降（P<0.01），由

胰腺组织切片观察得知，各灌胃组大鼠胰腺组织损伤程度明显减轻，胰岛细胞数目增多，

且细胞水肿变形程度减轻。综上所述，大豆膳食纤维可显著降低血清中 MDA 含量，提高

SOD、GSH-Px 含量及胰腺/体比，有效减轻 2 型糖尿病大鼠胰腺组织损伤程度，且高剂量

组改善效果优于低剂量组。
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3.4 大豆膳食纤维对雌性大鼠卵巢衰老的影响作用

3.4.1 各组大鼠体重指标

各组大鼠体重指标如图 3-19 所示，灌胃结束后，模型组体重指标明显升高，与空白组

间存在极显著差异（P<0.01），经灌胃给予不同剂量大豆膳食纤维及己烯雌酚后，除低剂

量大豆膳食纤维组外，中、低剂量大豆膳食纤维组大鼠体重均较模型组显著下降（P<0.01），

且具有一定的量效关系，高剂量的大豆膳食纤维对雌性大鼠体重指标改善效果最佳，且与

己烯雌酚对于雌性大鼠体重指标的改善效果相近。
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图 3-19 各组大鼠体重指标

Fig.3-19 The weight of experimental Rats

注：*与模型组相比存在显著差异（P<0.05），**与模型组相比存在极显著差异（P<0.01）。

3.4.2 各组大鼠卵巢脏器比

灌胃结束后，摘取大鼠的卵巢称重，计算卵巢与体重的比值（百分比），结果见图 3-20。

模型组大鼠卵巢/体比较空白组大鼠显著下降（P<0.05），灌胃结束后，各灌胃组大鼠卵巢

/体比均较模型组有不同程度升高，阳性对照组较模型组差异极显著（P<0.01），高剂量大

豆膳食纤维组大鼠与模型组大鼠/卵巢体比差异极显著（P<0.01），且高剂量组大豆膳食纤

维对大鼠卵巢/体比的改善效果优于低剂量组。
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图 3-20 各组大鼠卵巢/体比

Fig.3-20 The ratio of Ovarian to weight of Rats

3.4.3 各组大鼠血清雌激素检测结果

模型组大鼠与空白组大鼠相比，血清中 FSH 及 LH 含量升高，E2及 AMH 含量降低，

差异极显著（P<0.01）。灌胃结束后，各灌胃组大鼠血清 FSH 及 LH 含量均较模型组大鼠

不同程度下降，阳性对照组及中、高剂量大豆膳食纤维组大鼠血清 FSH 及 LH 含量均较模

型组大鼠下降，差异极显著（P<0.01）。阳性对照组大鼠血清 E2和 AMH 含量较模型组大

鼠显著升高（P<0.01），高剂量大豆膳食纤维组大鼠血清 E2和 AMH 含量均较模型组大鼠

升高，差异极显著（P<0.01），且高剂量组升高程度优于低剂量组。结果见图 3-21。
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图 3-21 实验大鼠血清 FSH、LH、E2 及 AMH 含量

Fig.3-21 FSH, LH, E2 and AMH of serum level of Rats

3.4.4 各组大鼠卵巢组织病理学检查结果

各组大鼠胰腺组织病理形态学变化如图 3-22 所示，空白组大鼠的卵巢发育良好，卵泡

较大且形状规则。模型组大鼠的卵巢组织可见明显衰老损伤，卵泡严重缩小，卵泡内颗粒

层细胞明显增多；灌胃给药后，与模型组大鼠相比，各灌胃组大鼠卵巢组织衰老损伤程度

明显减轻，卵泡显著增大，且卵泡内颗粒层细胞数明显减少。卵巢病理学切片结果表明，

大豆膳食纤维可改善雌性大鼠衰老造成的卵巢损伤情况，且高剂量组改善效果优于低剂量

组。

图 3-22 大鼠卵巢组织病理学观察结果（×100）

Fig.3-22 Ovaries tissue pathology observations of Rats (×100)
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3.4.5 小结

探究大豆膳食纤维对雌性大鼠卵巢衰老的延缓作用。结果显示，灌胃后，各灌胃组大

鼠卵巢/体比较模型组有不同程度升高，阳性对照组较模型组差异极显著（P<0.01），高剂

量大豆膳食纤维组大鼠与模型组大鼠/卵巢体比差异极显著（P<0.01），阳性对照组及中、

高剂量大豆膳食纤维组大鼠血清 FSH 及 LH 含量均较模型组大鼠下降，差异极显著

（P<0.01），低剂量大豆膳食纤维组差异显著（P<0.05）；阳性对照组大鼠血清 E2及 AMH

含量较模型组大鼠显著升高，除低剂量大豆膳食纤维组外，不同剂量大豆膳食纤维组大鼠

血清 E2含量均较模型组大鼠升高，差异极显著（P<0.01）。卵巢病理学切片结果表明，各

灌胃组大鼠卵巢组织衰老损伤程度明显减轻，且高剂量组大豆膳食纤维对雌性大鼠衰老造

成卵巢损伤的改善效果优于低剂量组。综上所述，大豆食纤维对雌性大鼠卵巢衰老有良好

的抑制效果，可有效改善血清中雌性激素水平，降低 FSH 及 LH 含量，提高 E2、AMH 含

量及卵巢/体比水平，修复受损卵巢组织，且其高剂量组改善衰老大鼠机体指标的能力及修

复受损卵巢组织的效果优于低剂量组。
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4 讨论

4.1 大豆膳食纤维对 2 型糖尿病模型大鼠降血糖作用

有研究显示，膳食纤维摄入量是 2 型糖尿病发病的重要预测因子之一[154]。胰岛素是一

种蛋白质类激素，由胰腺内的胰岛β细胞分泌，其功能为控制人体内糖代谢正常进行，调

节平衡血糖水平[155,156]。在 2 型糖尿病患者体内，长期高血糖水平导致胰岛β细胞分泌功能

损坏，胰岛素不能参与正常的血糖代谢活动[157]。膳食纤维对胰岛素的分泌具有双向的调节

作用，即可避免胰岛素的过量分泌，又可防止胰岛素的分泌不足[158]。研究证实，低血糖指

数食物可降低空腹和餐后胰岛素及血糖，同时可改善胰岛素介导葡萄糖摄取，改善糖尿病

患者、肥胖者胰岛素敏感性。一般而言，食物的血糖指数与其膳食纤维含量成负相关趋势，

食物中膳食纤维含量越多，越不易导致人体血糖水平升高[159]。相关研究表明，摄入膳食纤

维可有效延缓和降低餐后血糖和血清胰岛素水平的升高，改善葡萄糖耐量曲线，维持餐后

血糖水平的平衡与稳定[160]。

本实验通过建立大鼠链脲佐菌素糖尿病模型，研究了大豆膳食纤维对糖尿病大鼠的影

响。研究结果显示，与模型组大鼠相比，除低剂量大豆膳食纤维组外，各剂量组大鼠体重

均较模型组升高，差异极显著（P<0.01）；低剂量大豆膳食纤维组较比模型组空腹血糖值

显著下降（P<0.05），中、高剂量大豆膳食纤维组及阳性对照组大鼠空腹血糖值均较模型

组下降，且差异极显著（P<0.01）。实验结果表明，大豆膳食纤维具有较好的降低糖尿病

大鼠空腹血糖的效果。分析其原因可能是膳食纤维进入机体后吸水膨胀，增加胃内容物的

黏度，延缓胃排空，使葡萄糖进入小肠上皮吸收细胞的速度下降，葡萄糖吸收速率被延缓，

从而避免血糖骤升[161]。

GSP 是血液中的蛋白分子结合葡萄糖产生的蛋白，能够反映短期血糖控制水平，是糖

尿病检测灵敏指标之一[162]。糖化血清蛋白水平偏高，表示糖尿病患者处于持续高血糖状态。

有研究指出，肝糖原合成减少，糖异生增多以及肝脂肪合成减少、分解增多是血糖增高的

主要原因之一。INS 能抑制体内葡萄糖的产生并刺激体内组织摄取葡萄糖，增加肝糖原的

合成能力从而降低血糖[163]。本实验结果显示，对糖尿病大鼠灌胃大豆膳食纤维 42 d 后，

中、高剂量大豆膳食纤维组大鼠与模型组相比，血清中 GSP 含量显著降低，INS 及 Glycogen

含量显著升高（P<0.05），且变化程度与灌胃剂量呈良好量效关系，进一步表明大豆膳食

纤维具有促进糖尿病患者体内肝糖原的合成，从而降低血糖水平的能力。观察胰腺组织病
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理学切片结果可知，各剂量组大鼠胰腺组织损伤程度明显减轻，胰岛细胞数目增多，细胞

水肿变形程度显著改善。脏体比即大鼠脏器湿重与大鼠体重的比值，可反映出糖尿病对各

脏器的损伤情况。结合大鼠胰腺/体比指标分析：各剂量组大鼠灌胃后，胰腺/体比均较模

型组大鼠不同程度升高，高剂量组升高程度显著（P<0.05）。证实了大豆膳食纤维对糖尿

病大鼠的胰腺组织损伤具有修复作用，可提升其细胞活力恢复胰岛细胞感受态。

4.2 大豆膳食纤维对 2 型糖尿病模型大鼠胰腺氧化损伤修复作用

大豆制品作为人们日常生活中的常见食品，消耗量极大，而其生产加工后的大量豆渣，

是难得的膳食纤维源。多糖是膳食纤维最主要的成分[164,165]，它是由一种或多种单糖分子

缩合而成的一类生物大分子，广泛存在于动植物细胞的细胞膜或细胞壁中[166]。大量研究表

明，膳食纤维中的多糖组分能够有效清除和猝灭机体内多种来源的自由基，同时可提高体

内超氧化物歧化酶（SOD）和谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）的活性，且能够抑制并减少

脂质过氧化产物丙二醛（MDA）的生成[167,168]。

目前有相关研究结果表明，2 型糖尿病患者体内氧自由基增多，导致体内葡萄糖无法

充分氧化分解，进而造成胰腺氧化应激损伤，胰岛β细胞受损，胰岛素分泌减少[169]。氧自

由基可对细胞的细胞膜、线粒体及 DNA 等功能结构造成损伤，导致细胞发生突变，衰老

甚至死亡[170]。另外，机体的氧化应激损伤现象又可以直接影响胰岛β细胞生理活性，降低

靶向细胞对胰岛素的敏感性，并诱导活性氧簇（ROS）大量积累，引起脂质过氧化，生成

MDA[171,172]。丙二醛（MDA）是随着脂质在细胞中的堆积，由酶系统或非酶系统所产生的

自由基氧化产物，它含量的高低是血管内皮细胞受损程度的重要指标，含量高则受损程度

大，含量低则受损程度小[173]。本实验中的糖尿病模型大鼠灌胃 42 d 后，各膳食纤维剂量

组大鼠血清中 MDA 含量均明显低于模型组大鼠，证明大豆膳食纤维能够显著降低体内

MDA 浓度，抑制糖尿病对胰腺的脂质过氧化损伤程度。

SOD 是体内重要的抗氧化酶，能有效清除氧自由基，降低或阻止其对机体细胞和组织

的损害[174]。而 GSH-Px 是机体广泛存在的一种重要的催化过氧化氢分解的酶，它能特异催

化还原型谷胱甘肽过氧化氢进行还原反应，清除体内低分子自由基、过氧化氢和脂质过氧

化物等，进而起到保护细胞膜结构和功能完整的作用，减少氧自由基对机体细胞或组织的

损伤[175]。因此血清中 SOD 和 GSH-Px 是评价机体抗氧化应激能力的重要指标。灌胃结束

后，其血清中 SOD 和 GSH-Px 的含量与模型组相比，均有显著升高，中、高剂量大豆膳食

纤维组差异极显著（P<0.01），证明大豆膳食纤维可以有效提高体内 SOD 和 GSH-Px 含量，
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增强机体的自由基清除能力。Hamden 等[176]和 Ikegami 等[177]的相关研究表明，膳食纤维对

大鼠胰腺组织具有良好的保护和修复作用。本实验中胰腺组织病理学切片观察结果显示，

各大豆膳食纤维组大鼠胰腺组织胰岛细胞减少、细胞水肿变形、细胞间隙存在出血点及炎

性细胞浸润等现象具有显著改善，研究结果与相关研究报道一致，证明大豆膳食纤维能够

修复糖尿病造成的大鼠胰腺氧化损伤。

4.3 大豆膳食纤维对雌性大鼠卵巢衰老的影响作用

围绝经期是女性从性成熟期过渡到老年期必经的生理过程，直接表现为女性卵巢功能

的衰退和减弱[178]，导致卵巢内卵泡激素分泌功能改变，FSH、LH 分泌量有代偿性增加[179]。

目前对于绝经期妇女多为激素治疗，即补充体内缺失的雌激素以改变卵巢衰老症状，然而

激素替代疗法虽然临床疗效显著，但其严重的不良反应和副作用，使其应用受到一定的限

制[180]。近年来有研究表明，女性进入围绝经期后的这一系列症状与饮食有关，尤其是和膳

食纤维的摄入量相关[181]，分析可能因为膳食纤维中的部分功效成分，具有与雌激素相似的

化学结构或生理功能，能与雌激素受体良好结合发挥作用，在一定程度上延缓了因雌激素

分泌减少而导致的卵巢衰老[182]。

FSH 作为传统的监测衰老卵巢血清激素改变常用的指标之一，在医药保健领域作用显

著。当 FSH 水平轻度升高，则可能处在卵巢功能衰退隐匿期。而 LH 会直接诱发机体排卵，

促进雄激素的合成，当雄激素分泌量过多，可能会和卵泡的生长发育呈正相关诱导关系，

最终影响排卵数量和质量，最终导致月经不调。对于 AMH，其具有能更早期、更准确地

预测卵巢储备变化的功能的检测指示功能，有助于临床医师评估卵巢功能。该实验对模型

组大鼠的血清激素水平检测结果可见，与空白组大鼠相比，模型组血清中 E2、AMH 水平

显著降低（P<0.01），FSH、LH 水平显著增高（P<0.01），表明成功地建立了衰老卵巢模

型。用大豆膳食纤维连续灌胃 28 d 后，明显降低了模型组大鼠血清 FSH、LH 含量，对血

清中 E2和 AMH 含量有显著增加或者促进分泌作用，表明膳食纤维对衰老大鼠卵巢激素分

泌失衡状态有明显的调节作用，为膳食纤维延缓卵巢衰老提供了理论依据和实验支撑。

女性步入围绝经期后，卵巢会出现自主性丧失器官功能的临床表征。如，正常卵泡闭

锁过程加快，或卵子被各种机制破坏，导致卵泡耗竭，卵母细胞萎缩，卵巢颗粒细胞凋亡

等表观变化，进而导致神经系统、循环系统、生殖系统、心血管系统等靶系统、靶器官某

种程度的功能低下，出现情绪改变，免疫力低下和植物神经功能紊乱等[183]。大量数据表明

卵泡合成分泌的性激素不足是卵巢衰老的根本原因，而颗粒细胞凋亡又是卵泡闭锁的主要
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机制，根据本实验中的大鼠卵巢组织病理学切片观察结果可以看出，膳食纤维剂量组的大

鼠卵巢卵泡体积有不同程度增大，闭锁卵泡减少，卵泡内颗粒细胞数也有不同程度改善，

且改善程度与剂量有关。结合卵巢/体比分析：灌胃给予膳食纤维后，各剂量组的卵巢/体

比较模型组相比均有显著升高（P<0.05），证实了膳食纤维对卵巢组织的改善有显著效果，

与报道的原因一致。
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5 结论

5.1 研究主要结论

本论文首先通过响应面设计对大豆膳食纤维的复合酶法提取工艺进行优化，并测定分

析其组成成分、物化特性及微观结构，之后探究了大豆膳食纤维对 2 型糖尿病大鼠的降血

糖及修复胰腺损伤效果，最后研究了大豆膳食纤维对雌性大鼠卵巢衰老的延缓作用。主要

结论如下：

（1）通过响应面分析结合实际值确定复合酶法提取大豆膳食纤维最优的工艺条件为：

α-淀粉酶添加量 0.4%、α-淀粉酶酶解时间 25 min、中性蛋白酶添加量 0.04%、中性蛋白酶

酶解时间 30 min，在此条件下，膳食纤维得率达到 72.43%。

（2）大豆膳食纤维在控制 2 型糖尿病模型大鼠空腹血糖水平、提高血清中 INS、

Glycogen 含量及大鼠胰腺/体比、降低血清中 GSP 含量的方面显示了良好的作用效果。

（3）本实验中，大豆膳食纤维可以显著提高体内 SOD 和 GSH-Px 的含量，降低脂质

过氧化产物 MDA 的含量，进而增强机体的自由基清除能力，达到抑制并修复胰腺组织氧

化损伤的效果。

（4）大豆膳食纤维可有效改善大鼠血清中雌激素水平，降低 FSH 及 LH 含量，提高

E2、AMH 含量，并修复卵巢组织因氧化衰老造成的应激损伤及功能衰退。

5.2 创新点

本实验以大豆副产物豆渣为实验原料，探究了大豆膳食纤维对 2 型糖尿病造成的胰腺

氧化损伤的抗氧化及修复效果，同时对大豆膳食纤维对雌性大鼠卵巢老化及功能衰退的延

缓及恢复作用，结论直观、明确，对大豆膳食纤维应用于防治糖尿病及抗衰老的研究提供

了可靠的理论依据及数据支持。

5.3 展望

本文研究了大豆膳食纤维对 2 型糖尿病造成的大鼠胰腺损伤的修复作用，但由于实验

任务量和时间的限制，导致本研究仍有一定的局限性，在大豆膳食纤维对 2 型糖尿病导致

的其他脏器，如肝脏、肾脏等的氧化损伤的抑制与修复作用及其机制方面，还有待更进一

步的深入和提高，可通过建立 2 型糖尿病肝、肾损伤动物模型的方式继续研究大豆膳食纤
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维的更多生理保健功能。
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