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核桃楸叶降血糖和抗氧化有效部位的筛选

及其成分分析
△

王会１，刘汇２，张楠茜１，张辉１，高文义１，孙佳明１
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［摘要］　目的：筛选核桃楸叶乙醇提取物降血糖和抗氧化有效部位并确定其活性成分。方法：制备核桃楸叶乙
醇提取物的不同溶剂萃取部位：二氯甲烷萃取部位、乙酸乙酯萃取部位、水饱和正丁醇萃取部位以及剩余水溶性成

分部位，采用体外α葡萄糖苷酶和α淀粉酶抑制活性筛选模型，测定核桃楸叶乙醇提取物各萃取部位降血糖活性，
以清除ＤＰＰＨ自由基能力研究其抗氧化活性，进而应用紫外分光光度法考察各萃取部位总黄酮含量，综合筛选并确
定核桃楸叶乙醇提取物降血糖和抗氧化的有效部位，最终通过超高效液相色谱法（ＵＰＬＣ）确定其活性成分。
结果：体外酶活性抑制试验显示，核桃楸叶乙醇提取物的乙酸乙酯萃取部位在体外有明显的抑制α葡萄糖苷酶和α
淀粉酶作用，其最大半数抑制浓度（ＩＣ５０）分别为００１４、０１３ｍｇ·ｍＬ

－１，均强于阳性药阿卡波糖（ＩＣ５０分别为００４４、

０１５８ｍｇ·ｍＬ－１）；ＤＰＰＨ自由基清除与黄酮含量测定实验结果表明，其乙酸乙酯萃取部位清除 ＤＰＰＨ自由基能力亦
强于其他萃取部位，其ＩＣ５０为６８９ｍｇ·ｍＬ

－１；乙酸乙酯活性部位中总黄酮质量分数为８６１１％，为该部位的主要成
分，经标品比对较好的３个活性成分为金丝桃苷、异槲皮素和紫云英苷。结论：核桃楸叶乙醇提取物乙酸乙酯萃取
部位应为核桃楸叶降血糖和抗氧化有效部位，主要活性成分为金丝桃苷、异槲皮素和紫云英苷。

［关键词］　核桃楸叶；α葡萄糖苷酶；α淀粉酶；ＤＰＰＨ；有效部位；活性成分
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核桃楸叶是胡桃科胡桃属植物核桃楸 Ｊｕｇｌａｎｓ
ＭａｎｄｓｈｕｒｉｃａＭａｘｉｍ的树叶。原植物核桃楸，又名胡
桃楸［１］，落叶乔木，生长在中国东北、华北、河北

等地区［２３］，其青果皮、茎、叶和树皮均可入药［４］。

糖尿病是近年来发病率迅速增加并严重危害人类健

康的疾病之一，糖尿病分为１型糖尿病和２型糖尿
病，后者是最常见的，占糖尿病患者的 ９０％以
上［５６］。α葡萄糖苷酶抑制剂对餐后高血糖和高胰岛
素血症有良好的防治效果，用于治疗由碳水化合物

代谢紊乱而引起的疾病；α淀粉酶抑制剂对唾液淀
粉酶和胰液淀粉酶活性具有良好的抑制作用，阻碍

食物中碳水化合物的代谢，降低体内的血糖和血脂

水平，防止餐后高血糖［７８］。

近年来对核桃楸其他部位的研究报道较多，但

是对核桃楸叶的研究报道较少。本文建立了 α葡萄
糖苷酶、α淀粉酶体外抑制和 ＤＰＰＨ自由基清除模
型［９１０］，用于研究核桃楸叶乙醇提取物不同极性萃

取部位对 α葡萄糖苷酶、α淀粉酶的抑制作用和
ＤＰＰＨ自由基清除活性，并采用紫外分光光度法测
定总黄酮含量，筛选核桃楸叶降血糖和抗氧化有效

部位，超高效液相色谱法（ＵＰＬＣ）分析确定其活性成
分，为研究其药理作用奠定基础，对核桃楸叶的开

发和应用具有指导意义［１１］。

１　材料

１１药材

核桃楸叶药材采于吉林省通化市，由长春中医

药大学张辉教授鉴定为核桃楸 Ｊｕｇｌａｎｓｍａｎｄｓｈｕｒｉｃａ
Ｍａｘｉｍ的干燥叶。

１２试剂与仪器

α葡萄糖苷酶、α淀粉酶、维生素Ｅ、阿卡波糖
（Ｓｉｇｍａ，美国），对硝基苯酚αＤ葡萄糖苷（ＰＮＰＧ，
Ｓｉｇｍａ，美国）；１，１二苯基２三硝基苯肼（ＤＰＰＨ，
Ｓｉｇｍａ，美国）；维生素Ｃ（Ｓｉｇｍａ，美国）；对照品芦
丁（纯度≥９８％）、金丝桃苷（纯度９３３％）、异槲皮
素（纯度≥９８％）和紫云英苷（纯度 ＞９９％），均购自
中国食品药品检定研究院；其余试剂均为分析纯。

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０Ｉｎｆｉｎｉｔｙ（美国安捷伦公司）；ＢＰ２１１Ｄ型
十万分之一电子天平（赛多利斯仪器有限公司）；酶

标仪（ＢｉｏＲａｄ）；ＫＱ３２００Ｂ型超声波清洗器（昆山市
超声仪器有限公司）；紫外可见分光光度计（Ｖａｒｉａｎ
公司）；ＤＳＨＺ３００Ａ型旋转式恒温振荡器（太仓市实

验设备厂）；９６孔板；各种型号移液枪及枪头等。

２　方法与结果

２１核桃楸叶各部位的提取与分离

称取适量的核桃楸叶，置于圆底烧瓶中，先用

９０％的乙醇水溶液回流提取１次，再用７０％的乙醇
水溶液回流提取２次，料液比均为１∶１０，每次１ｈ，
滤过，合并提取液。回收乙醇，减压浓缩。取

５００ｍＬ核桃楸叶乙醇提取液，挥至无醇味，剩余
３５０ｍＬ，取１００ｍＬ留为总提（Ａ），剩余的２５０ｍＬ依
次用二氯甲烷、乙酸乙酯、水饱和正丁醇萃取，获得

不同溶剂萃取部位，依次标记为Ｂ、Ｃ、Ｄ，萃取后溶
液作为水层（Ｅ），萃取方法为等体积萃取３次。收集各
层萃取液，减压浓缩、干燥至干膏，作为供试药物［１２］。

２２测定核桃楸叶不同萃取部位（Ａ～Ｅ）对α葡萄糖
苷酶抑制活性

　　根据已有方法改进［１３１４］，检测在 ９６孔板上进
行，先加入 ２０μＬ不同浓度样品，再加入 ４０μＬ
０５Ｕ·ｍＬ－１的α葡萄糖苷酶，３７℃恒温振荡孵育
５ｍｉｎ；加入２０μＬ３ｍｍｏｌ·Ｌ－１的底物 ＰＮＰＧ，３７℃
恒温振荡孵育１５ｍｉｎ，最后加入１００μＬ０１ｍｏｌ·Ｌ－１

Ｎａ２ＣＯ３，立即测定 ４０５ｎｍ处的吸光度（Ａ）值
［１５］。

每个浓度样品同时进行 ３个平行测定并取平均值。
实验均设定空白对照、背景对照、阴性对照，按公

式（１）计算抑制率，并计算相应的 ＩＣ５０值，Ａ～Ｅ的
α葡萄糖苷酶抑制活性如表１所示。

抑制率（％）＝
Ａ阴性 －（Ａ样品 －Ａ背景）

Ａ阴性 －Ａ空白
×１００％ （１）

表１　Ａ～Ｅ对α葡萄糖苷酶抑制活性
样品 质量浓度／ｍｇ·ｍＬ－１ 抑制率／％ ＩＣ５０／ｍｇ·ｍＬ－１

Ａ ００２５ １９７ ＞０１００

Ｂ ００２５ ３０７ ＞０１００

Ｃ ００２５ ６１５ ００１４

Ｄ ００２５ ８２ ＞０１００

Ｅ ００２５ ３５１ ００４０

阿卡波糖 ００２５ ３０４ ００４４

２３测定Ａ～Ｅ对α淀粉酶抑制活性

应用３，５二硝基水杨酸（ＤＮＳ）比色法测定α淀
粉酶活性［１７］，反应体系为０２ｍＬ的α淀粉酶溶液，
在３７℃下预热５ｍｉｎ后，加入０４ｍＬ淀粉溶液和

·３１３·
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０２ｍＬ柠檬酸柠檬酸钠缓冲液在 ３７℃下反应
３０ｍｉｎ。反应完成后加入２ｍＬＤＮＳ，在沸水中反应
１０ｍｉｎ，取出，冷却，取０５ｍＬ反应溶液置于５ｍＬ
容量瓶中，用蒸馏水定容至刻度，用紫外可见分光

光度计测定５４０ｎｍ处的Ａ值，实验均设有样品、背
景对照、空白和空白对照。按公式（２）计算抑制率，
并计算相应的ＩＣ５０值。反应体系见表２，抑制率结果
见表３。

抑制率（％）＝ １－
Ａ样品 －Ａ背景对照
Ａ空白 －Ａ( )

空白对照

×１００％ （２）

表２　Ａ～Ｅ对α淀粉酶活性反应体系

组别
酶液／
ｍＬ

样品／
ｍＬ

淀粉溶液／
ｍＬ

柠檬酸柠檬酸
钠缓冲液／ｍＬ

ＤＮＳ／
ｍＬ

空白组 ０２ — ０４ ０２ ２

空白对照组 — — ０４ ０２ ２

样品组 ０２ ０２ ０４ ０２ ２

背景对照组 — ０２ ０４ ０２ ２

　　注：—表示用同体积蒸馏水代替。

表３　Ａ～Ｅ对α淀粉酶抑制活性
样品 质量浓度／ｍｇ·ｍＬ－１ 抑制率／％ ＩＣ５０／ｍｇ·ｍＬ－１

Ａ ０２５ ３５４ ＞１０００

Ｂ ０２５ ７５ ＞１０００

Ｃ ０２５ ８６３ ０１３０

Ｄ ０２５ ６６５ ０２０５

Ｅ ０２５ ２３２ ＞１０００

阿卡波糖 ０２５ ７４４ ０１５８

２４测定Ａ～Ｅ对ＤＰＰＨ自由基清除活性

采用ＤＰＰＨ法［１７１８］对分离得到的核桃楸叶乙醇

提取物进行体外抗氧化活性评价。精密量取２ｍＬ质
量浓度为２６４ｍｇ·Ｌ－１的ＤＰＰＨ甲醇溶液，再分别加
入２ｍＬ不同浓度的用甲醇溶液制备的样品液，混合
均匀，避光条件下反应３０ｍｉｎ，测定其在５１７ｎｍ处
的Ａ值［１５，１９］。同时，用２ｍＬ甲醇溶液代替样品溶
液作为空白对照，将２ｍＬ样品溶液与２ｍＬ甲醇溶
液混合作为样品对照，将维生素 Ｅ作为阳性对照，
按公式（３）计算样品液对ＤＰＰＨ溶液清除率。

清除率（％）＝１－
Ａｉ－Ａｊ
Ａ( )
０

×１００％ （３）

式中：Ａｉ为与待测溶液混合后的 ＤＰＰＨ溶液的
吸光度；Ａｊ为与待测溶液混后的溶剂的吸光度；Ａ０
为溶剂和ＤＰＰＨ溶液混后的吸光度。

Ａ～Ｅ的 ＤＰＰＨ清除率如表４所示，结果可知，

Ｃ的清除率远高于其他４个部位，因此，Ｃ对 ＤＰＰＨ
自由基清除活性最好，表明 Ｃ是核桃楸叶抗氧化的
有效部位。

表４　Ａ～Ｅ的ＤＰＰＨ自由基清除活性
样品 质量浓度／ｍｇ·ｍＬ－１ 清除率／％ ＩＣ５０／μｇ·ｍＬ－１

Ａ ００１０ ２５４ １９５０

Ｂ ００１０ ２２５ ２２１３

Ｃ ００１０ ７３３ ６８９

Ｄ ００１０ ４０５ １２１３

Ｅ ００１０ １３２ ４２５２

维生素Ｅ ００１０ ７４４ １３７１

２５Ａ～Ｅ的总黄酮含量测定

运用紫外分光光度法［２０］，精密称取１１５ｍｇ（于
１０５℃干燥至恒重的）芦丁对照品，置于５０ｍＬ容量
瓶中，先加入适量６０％乙醇水溶液超声溶解，再用
适量的６０％乙醇水溶液稀释定容，制得芦丁对照品
溶液（０２０ｍｇ·ｍＬ－１）。精密吸取上述芦丁对照品溶液
０、１０、２０、３０、４０、５０ｍＬ，置于２５ｍＬ容量瓶
中，加入０４ｍＬ５％ ＮａＮＯ２溶液，混合均匀，静置
６ｍｉｎ，加入０４ｍＬ１０％ Ａｌ（ＮＯ３）３溶液，混合均匀，
静置 ６ｍｉｎ，加入 ４０ｍＬ４％ ＮａＯＨ溶液，最后用
５０％乙醇水溶液稀释至刻度，混合均匀，静置
１５ｍｉｎ［２１］。将５０％乙醇水溶液作为空白对照，运用
紫外分光光度法，测定５１２ｎｍ处不同质量浓度芦丁
对照品溶液的 Ａ值。以 Ａ值为纵坐标（Ｙ），以芦丁
对照品溶液的质量浓度为横坐标（Ｘ）进行线性回归，
制备标准曲线，得回归方程为 Ｙ＝０６５４３Ｘ－
００６１１（ｒ＝０９９９５，ｎ＝３），结果表明，芦丁质量
浓度在０２３～１１５ｍｇ·ｍＬ－１呈良好的线性关系。

吸取适量的 Ａ～Ｅ样品液置于不同的容量瓶中，
依上述方法，测定其５１２ｎｍ处的Ａ值，将不加供试
品的样品作为空白。结合标准曲线计算供试品中总

黄酮的含量，结果如表５所示。

表５　Ａ～Ｅ的总黄酮含量测定结果
样品 总黄酮质量分数／ｍｇ·ｇ－１

Ａ ２９８１５

Ｂ ２６４３７

Ｃ ８６１１４

Ｄ ４７２２６

Ｅ １５３９０

·４１３·
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２６ＵＰＬＣ分析

分析条件：ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８色谱柱（４６ｍｍ×

１００ｍｍ，１８μｍ），流动相为乙腈（Ａ）０１％甲酸水
溶液（Ｂ），梯度洗脱（０～１０ｍｉｎ：５％ ～２０％ Ａ；
１０～４０ｍｉｎ：２０％ ～２３％ Ａ；４０～４５ｍｉｎ：２３％ ～
２５％ Ａ；４５～７０ｍｉｎ：２５％ ～２５％ Ａ；７０～７５ｍｉｎ：
２５％～１００％Ａ；７５～９５ｍｉｎ：１００％ ～１００％ Ａ）。流
速为３００μＬ·ｍｉｎ－１，检测波长为 ２５４ｎｍ，柱温为
２５℃，溶液均为１ｍｇ·ｍＬ－１。混合标准品进样体积
为５μＬ，乙酸乙酯样品进样体积为１３μＬ。色谱图
显示有３个黄酮类成分的标准品与样品对应峰的保
留时间一致，表明样品中存在金丝桃苷、异槲皮素

和紫云英苷（见图１）。

注：Ａ对照品；Ｂ核桃楸叶乙酸乙酯样品；１金丝桃

苷；２异槲皮素；３紫云英苷。

图１　核桃楸叶及对照品ＨＰＬＣ图

３　讨论

核桃楸叶乙醇提取物对 α葡萄糖苷酶和 α淀粉
酶有一定的抑制作用，对 ＤＰＰＨ具有清除作用，但
没有具体深入的研究报道。因此，通过建立 α葡萄
糖苷酶和α淀粉酶的体外抑制模型，测定 ＤＰＰＨ自
由基清除活性和总黄酮含量，进行 ＵＰＬＣ分析，筛
选核桃楸叶的降血糖和抗氧化的有效部位及活性物

质。对核桃楸叶各部位进行 α葡萄糖苷酶和 α淀粉
酶的体外抑制活性以及 ＤＰＰＨ清除活性的实验，结
果表明核桃楸叶乙醇提取物的乙酸乙酯萃取部位在

体外对 α葡萄糖苷酶和 α淀粉酶有明显的抑制作
用，其ＩＣ５０分别为００１４、０１３ｍｇ·ｍＬ

－１，而阳性药

阿卡波糖的 ＩＣ５０分别为００４４、０１５８ｍｇ·ｍＬ
－１，其

对α葡萄糖苷酶和α淀粉酶的抑制作用均强于阳性
药阿卡波糖；其乙酸乙酯萃取部位比其他萃取部位

具有更明显的 ＤＰＰＨ自由基清除能力，其 ＩＣ５０为
６８９ｍｇ·ｍＬ－１，应该是核桃楸叶的降血糖和抗氧化
有效部位；乙酸乙酯活性部位中总黄酮质量分数为

８６１１％，是该部位的主要成分，其有效成分是金丝
桃苷、异槲皮素和紫云英苷。通过本实验，可以初

步确定该活性部位中主要活性物质为黄酮类化合物，

且主要活性成分是金丝桃苷、异槲皮素和紫云英苷。

该研究为进一步研究核桃楸叶的药理作用打下坚实

基础，也为深入研究核桃楸叶的应用价值提供理论

支持。
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