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摘要：目的研究黄杞叶提取物对a一葡萄糖苷酶活性以及对正常小鼠糖耐量的影响。方法水煎黄杞叶，得黄杞

叶水提物，再经聚酰胺柱色谱分离，得到水洗脱组分(Fr-1)、20％乙醇洗脱组分(Fr-2)、95％乙醇洗脱组分(Fr一

3)和90％丙酮水洗脱组分(Fr一4)。采用体外a一葡萄糖苷酶活性筛选模型，测试黄杞叶水提物和各组分样品对a一葡

萄糖苷酶的抑制活性。通过测定小鼠空腹血糖以及糖耐量，评价样品对血糖水平的影响。结果 黄杞叶水提物和

Fr一3对体外a一葡萄糖苷酶活性具有明显的抑制作用，且呈良好的量效关系，Fr-3的抑制作用较黄杞叶水提物增强，

程度与样品浓缩倍数吻合。在小鼠体内实验中，黄杞叶水提物和Fr一3对小鼠空腹血糖没有显著影响，但使负荷高

糖的小鼠血糖水平显著降低。结论黄杞叶水提物和Fr一3能显著提高正常小鼠的糖耐量，其作用机制可能与抑制

口一葡萄糖苷酶活性相关。Fr一3富集黄杞叶水提物的活性成分，是代表黄杞叶水提物相关作用的有效部位。
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黄杞叶为胡桃科植物黄杞Engelhardtia

roxburghiana Wall．的干燥叶，具有清热止痛之功

效，用于治疗感冒发热、疝气腹痛，在民间常用作保

健茶饮用。黄杞茶含有大量的黄酮糖苷，具有良好的

抗氧化活性。动物实验表明黄杞叶在抗凝血、调血脂

等方面都有一定的效果[1]。黄杞总黄酮可降低四氧

嘧啶糖尿病小鼠的血糖[2一]，但是黄杞叶的降糖作用

及作用机制尚未有系统的研究。因此，本研究以a一葡

萄糖苷酶为作用靶向，探讨黄杞叶提取物对a一葡萄

糖苷酶活性以及对小鼠血糖水平的影响。

1材料

1．1药材：实验用黄杞叶于2007年5月采自广西桂

林山区，由广西资源甜茶种植园提供，经广西资源甜

茶种植园技术员曾珊珊鉴定。

1．2试剂与仪器：拜糖苹(阿卡波糖片，北京拜耳医

药保健有限公司，规格50 rag／片，批号110163)14-

硝基酚一a—D一吡喃葡萄糖苷(PNPG，美国Sigma公

司)；牛血清白蛋白、可溶性淀粉(上海生工生物工

程技术服务有限公司)；聚酰胺薄膜(浙江黄岩化学

实验厂)f化学试剂均为分析纯(北京化学试剂有限

公司)；葡萄糖试剂盒(中生北控生物科技股份有限

公司)；酶标仪(Spetramax M5型，Molecular

Devices Corporation)。

1．3动物：清洁级昆明种小鼠，雄性，6周龄，体质

量(22士2)g，由中国协和医科大学实验动物中心

提供。

2方法

2．1 黄杞叶的提取及制备：取干燥黄杞叶500 g，

粉碎，水煎提2次，每次用5 L水煎煮2 h，合并水煎

液，减压浓缩至小体积后冷冻干燥，得黄杞叶水提物

180 g。取黄杞叶水提物108 g，用适量水溶解，上聚

酰胺柱(4．6 cm×40 cm，保留体积550 mL)，依次
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用水一含水乙醇一含水丙酮溶剂洗脱，每个梯度各

收集4个保留体积的洗脱液，减压浓缩并冷冻干燥，

得4个聚酰胺柱色谱组分：水洗脱组分Fr一1(18．2

g)、20％乙酰洗脱组分F卜2(7．1 g)、95％乙酰洗

脱组分F卜3(6．59 g)、90％丙酮水洗脱组分Fr一4

(O．45 g)。

精密称取黄杞叶水提物或Fr一1适量样品，用蒸

馏水配成适宜浓度的样品溶液；精密称取Fr一2～

Fr-4适量样品，分别用3％聚山梨酯一80配制成适

量浓度的混悬液，供实验用。

2．2对体外a一葡萄糖苷酶的抑制作用

2．2．1小鼠小肠黏膜a一葡萄糖苷酶的提取[4]：取小

鼠上端小肠(包括十二指肠和空肠上部)20 g，加

4℃预冷的pH 6．8磷酸盐缓冲液60 mL，匀浆，

4℃，4 000 r／rain离心20 min，取上清液分装入试

管中，一20℃冷冻备用。Lowry法测定蛋白的量，

PNPG法测定小鼠小肠a一葡萄糖苷酶的活性[5]。

2．2．2 a一葡萄糖苷酶抑制活性的测定：取待测样品

200 pL，与300 pL小肠粗酶液(O．065 U／rag)混

合，37℃保温10 min。加入500弘L 1％可溶性淀

粉溶液，混合，37℃再反应60 min。100℃水浴

2～3 min终止反应。2 000 r／min离心5 min，取上

清，用葡萄糖氧化酶法测定490 am波长下的吸光

度(以)值，以葡萄糖的生成量计算a一葡萄糖苷酶抑

制活性；用蒸馏水取代样品作为阴性对照，拜糖苹

(1 mg／mL)作为阳性对照，同时设定空白对照，计

算酶活性抑制率[抑制率=(阴性对照酶活性一样品

酶活性)／(阴性对照酶活性一空白对照酶活性)×

100％]。同样条件重复3次实验。

2．3对小鼠糖耐量的影响

2．3．1 黄杞叶水提物对小鼠糖耐量的影响：取雄性

小鼠50只，按体重随机分为5组，对照组，拜糖苹

(20 mg／kg)组，黄杞叶水提物低、中、高剂量组。按

0．1 mL／lO g连续ig给药7 d。对照组给予等量的

蒸馏水。第7天禁食12 h后tlll取血测空腹血糖。

给药1 h后ig淀粉(3 g／kg)，于ig淀粉后0．5、1、

2 h眼眶静脉丛取血，离心分离血清，用血糖试剂盒

测定血糖值。

2．3．2黄杞叶分离组分对小鼠糖耐量的影响：取雄

性小鼠50只，体质量24～26 g，测空腹血糖，随机

分为5组。分别ig黄杞分离组分或拜糖苹(0．1

mL／lO g)，对照组给予等量的蒸馏水。10 min后ig

淀粉(3 g／kg)，分别于给淀粉后0．5、I、2 h取血测

血糖值。

2．4统计分析：采用SPSS 10．0统计软件，数据表

示为z士5，两组间比较采用t检验。

3 结果

3．1 黄杞叶水提物对a一葡萄糖苷酶及小鼠血糖的

影响

3．1．1 对a一葡萄糖苷酶的抑制作用：结果见表1。随

着黄杞叶水提物质量浓度的升高，对a一葡萄糖苷酶

的抑制作用逐渐增加。当质量浓度为75 mg／mL

时，抑制率达65．81％。阳性对照药拜糖苹1 rag／

mL时抑制率为99．48％，说明黄杞叶水提物在质量

浓度75 mg／mL时，具有较好的a一葡萄糖苷酶抑制

作用。

表1 黄杞叶水提物对a一葡萄糖苷酶的抑制作用

Table 1 Inhibition of water extract of E．roxburghiana

on a—glucosidase activity

3．1．2对小鼠糖耐量的影响：结果见表2。黄杞叶水

提物的低、中、高剂量组与对照组相比，空腹血糖均

无明显差异，说明黄杞叶水提物对正常小鼠空腹血

糖没有明显影响。正常小鼠给予淀粉0．5 h血糖显

著升高，黄杞叶水提物能够显著降低小鼠给淀粉后

0．5 h的血糖值，在2 h时黄杞给药组血糖仍然显著

低于对照组。体内实验表明黄杞叶水提物能够显著降

低小鼠口服淀粉后血糖峰值，延缓餐后血糖的升高。

表2黄杞叶水提物对正常小鼠糖耐量的影响(毒士s，一=10)

Table 2 Effect of water extract of E．roxburghiana on

glucose tolerance in normal mice(；士s，一=10)

组尉
剂量／ 空腹血糖／ 给淀粉后血糖／(mm01．L一1)

(g·kg一1)(retool·L-1)0．5 h 1 h 2 h

对照 一 3．59+2．37

拜糖苹0．02 3．48士2．05

黄杞叶0．50 z．54士1．25

水提物 1．00 3．40+1．36

1．50 2．47士0．56

与对照组比较：。尸<O．05 一P<O．oi ⋯P<O·001
。P<O．05。‘P<O．01。。‘P<O．001 vj control group

3．2黄杞叶分离组分对a一葡萄糖苷酶及小鼠血糖

的影响

3．2．1 黄杞叶分离组分对a一葡萄糖苷酶的抑制作

用：结果见表3。根据黄杞叶分离组分的得率计算黄

杞叶水提物质量浓度为50 mg／mL时黄杞各分离

●■

■

■

1

1

nv

6

6

；6
3

i
1

1士士士士士

i
9

1

i
l

8

i
5

5

}5
6

i
8

4

i
2

Z士士±士土

；O
1

8

6

nv

3

8

8

8

7

8

9

■

■

■

■

■

■

■

■

■

■

■

■

i
1

3

}l
Z

i
Z

3士士士士士

1

3

8

0

O

i
9

5

●i
7

0

1

l

 万方数据



·1698· 中草焉Chinese Traditional and Herbal Drugs第39卷第11期2008年11月

组分的质量浓度，Fr一3对Q一葡萄糖苷酶体外抑制活

性最高，抑制率为58．69％。

裹3黄杞分离组分Fr一1至Fr一4对a一葡萄糖苷酶

的抑制作用

Table 3 Inhibition of E．roxburghiana Fr-I to Fr-4

on cx-glucosidase activity

3．2．2 Fr一3对a一葡萄糖苷酶的抑制作用：结果见表

4。随着Fr．3质量浓度的增加，对a一葡萄糖苷酶的抑

制作用也明显增加。

表4 Fr一3对a一葡萄糖苷酶的抑制作用

Table 4 Inhibition of E．roxbur&hiana Fr一3

oa a—glucosidase activity

3．2．3 Fr-3对小鼠糖耐量的影响：根据体外生物

活性检测结果，选取有高抑制活性的Fr一3，观察其

对正常小鼠糖耐量的影响，结果见表5。对照组小鼠

给淀粉0．5、1 h后血糖显著升高，Fr一3高剂量组能

够非常显著降低小鼠给淀粉后0．5、1、2 h血糖值，

中剂量组能明显降低小鼠0．5、2 h血糖值。

裹5 Fr．3对正常小鼠糖耐■的影响G士s，n=10)

Table 5 Effect of E．roxburghiana Fr一3 on glucose

-tolerance in normal mice(；士墨．露=10)

．． 捌量／ 空虞血t／ 给淀粉后血糖／(础卜L一1)
组舅(啦．krx)(删．L-D—i丁——i—可

对照 一 Z．19+0．83

拜11tI 20．0 1．85+0．56

Fr-3 30．5 1．80+0．3I

61．0 1．78士O．30

122．0 1．82+0．35

与对照组比较：。P<O．05 一尸<0·01 ⋯P<O·001
。P<O．06。。P<0．01。’。P<0．001 US control group

4讨论

a一葡萄糖苷酶是一种在机体的代谢过程中起着

关键作用的酶，它能使复合碳水化合物分解成为可

被人体吸收的单糖。a一葡萄糖苷酶抑制剂能通过抑

制该酶的活性，延缓糖类的吸收，可有效降低餐后血

糖浓度峰值，提高糖耐量，预防并改善糖尿病及其并

发症的发生和发展[B]。

目前发现了许多天然的a一葡萄糖苷酶抑制剂，

按结构大致可分为：黄酮类、生物碱类、皂苷类u1。

Yoshikawa等[8]研究爱神木叶(巴西的一种传统的

抗糖尿病天然药物)时发现其能够显著抑制a一葡萄

糖苷酶的活性。该药物的降血糖活性成分为黄酮醇，

这些黄酮类物质可显著抑制小鼠小肠刷状缘近腔上

皮内a一葡萄糖苷酶活性，延缓并减少餐后血糖升高。

本实验以a一葡萄糖苷酶为作用靶点，采用体外

活性筛选模型，对黄杞叶水提物及其各色谱组分

Fr一1～Fr一4进行生物活性评价，并对活性部位采用

体内实验予以验证。结果表明黄杞叶水提物和Fr一3

对a一葡萄糖苷酶活性有明显的抑制作用，且呈良好

的质量浓度依赖性。Fr一3的作用比黄杞叶水提物明

显增强，程度与样品浓缩倍数吻合，表明Fr一3是代

表黄杞叶水提物相关活性的活性部位。经初步化学

鉴别Fr一3和Fr一4含有黄酮类成分。通过测定空腹

血糖以及糖耐量实验，评价了黄杞叶水提物和Fr-3

对小鼠体内血糖水平的影响，结果显示黄杞叶水提

物和Fr一3对小鼠空腹血糖没有显著影响，但却能显

著降低负荷高糖的餐后血糖水平。这一结果表明黄

杞叶水提物和F卜3的小鼠体内降糖作用机制可能

与a一葡萄糖苷酶活性直接相关，这与上述体外活性

测试结果也相吻合。虽然，黄杞总黄酮对四氧嘧啶高

血糖小鼠的降糖作用曾有文献记载[2矗]，但黄杞叶水

提物及其色谱组分通过抑制a一葡萄糖苷糖活性来发

挥降糖作用的实验结果未见报道。初步的化学分析

结果表明Fr一3中富含黄酮类成分，至于具体的活性

成分以及通过何种方式抑制a一葡萄糖苷酶活性，有

无其他降糖机制等有待进一步深入研究。
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