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　 　 糖尿病属于多病因的代谢性疾病ꎬ显著临床特征为慢性

高血糖ꎬ并常伴有糖、脂肪和蛋白质代谢紊乱ꎮ 随着患病时间

延长ꎬ若病人体内代谢紊乱得不到很好地控制ꎬ容易产生心脑

血管疾病、肾功能衰竭、肢体坏疽和昏迷等并发症[１] ꎮ 中草药

在治疗糖尿病上具有独特疗效[２] ꎬ从中草药资源中寻找治疗

糖尿病及其并发症的天然产物已成为研究热点[２] ꎮ
枇杷〔Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａ ｊａｐｏｎｉｃａ (Ｔｈｕｎｂ.) Ｌｉｎｄｌ.〕干燥叶为常用

中药材ꎬ具有清肺止咳和降逆止呕等作用ꎬ主要用于治疗呼吸

系统疾病[３] ꎮ 近年来ꎬ相关研究发现枇杷叶富含三萜酸类、黄
酮类及倍半萜苷类等活性成分[４－８] ꎬ具有显著的降血糖作

用[９] ꎮ 鉴于此ꎬ作者对枇杷叶中 ６ 个三萜酸类成分在体外抑

制与糖尿病及其并发症相关的 α－葡萄糖苷酶活性和非酶糖

化反应产物(Ａｍａｄｏｒｉ 和 ＡＧＥｓ)形成的能力进行了研究ꎬ以期

为应用枇杷叶治疗糖尿病及其并发症提供理论基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试的 ６ 个三萜酸类成分(包括蔷薇酸、委陵菜酸、马斯

里酸、科罗索酸、齐墩果酸和熊果酸)均为前期从枇杷叶中分

离获得[８] ꎬ纯度在 ９５％以上ꎮ
主要试剂:α－葡萄糖苷酶和牛血清白蛋白(ＢＳＡ)购自美

国 Ｓｉｇｍａ － Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎻ对硝基苯 － α － Ｄ － 葡萄糖吡喃苷

(ｐＮＰＧ)购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司ꎻ氯化硝基四

氮唑蓝(ＮＢＴ)购自上海恒星应用化学研究所ꎻ阿卡波糖购自

德国 Ｂａｙｅｒ 公司ꎻ葡萄糖、质量分数 ０.０２％叠氮化钠、磷酸二氢

钠和磷酸氢二钠均为分析纯ꎬ购自国药集团上海化学试剂有

限公司ꎮ
主要仪器有 Ｍｅｔｔｌｅｒ ＥＬ２０４ 电子天平(瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ
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公司 )、 ＭＤ ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｐｌｕｓ ３８４ 酶 标 仪 ( 美 国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司)、Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｎｎｐｉｐｅｔｔｅ 精密单通道加样器(美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)和 Ｖｏｒｔｅｘ－５ 旋涡混合器(海门市其林贝

尔仪器制造有限公司)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 样品溶液制备 　 精密称取蔷薇酸、委陵菜酸、马斯里

酸、科罗索酸、齐墩果酸和熊果酸各 ５.０ ｍｇꎬ先用无水乙醇定

容至 ５.０ ｍＬꎬ配制成质量浓度 １.０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１母液ꎬ再逐级稀释

成质量浓度 ５０、２０ 和 １０ μｇ􀅰ｍＬ－１样品溶液ꎮ
１.２.２　 对 α－葡萄糖苷酶活性的抑制率测定 　 参照左袁袁

等[１０]的方法测定ꎮ 在 ９６ 孔板中依次加入 ２ μＬ α－葡萄糖苷

酶液和 ７８ μＬ ６７ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１磷酸盐缓冲液(ｐＨ ６.８)ꎬ３７ ℃水

浴孵育 １０ ｍｉｎꎻ向溶液中加入 ２０ μＬ ｐＮＰＧꎬ３７ ℃ 水浴孵育

１０ ｍｉｎꎻ使用酶标仪在波长 ４０５ ｎｍ 条件下测定反应液的吸光

度(Ａ０)ꎮ 采用等体积磷酸盐缓冲液代替 α－葡萄糖苷酶液ꎬ按
照上述操作测定反应液的吸光度(Ａ０ ′)ꎮ

按照上述操作在 ９６ 孔板中依次加入 ２ μＬ α－葡萄糖苷酶

液、７７ μＬ 磷酸盐缓冲液和 １ μＬ 样品溶液ꎬ相同条件下测定反

应液的吸光度(Ａ１)ꎮ 采用等体积磷酸盐缓冲液代替 α－葡萄

糖苷酶液ꎬ按照上述操作测定反应液的吸光度(Ａ１ ′)ꎮ 以阿卡

波糖为阳性对照ꎬ每个样品溶液重复测定 ３ 次ꎮ α－葡萄糖苷

酶活性抑制率( ＩＲ)根据公式“ ＩＲ ＝ 〔(Ａ０ －Ａ０ ′) －(Ａ１ －Ａ１ ′)〕 /
(Ａ０ －Ａ０ ′) × １００％”计算ꎬ据此计算供试样品和阿卡波糖对

α－葡萄糖苷酶活性的半抑制浓度( ＩＣ５０)ꎮ
１.２.３　 对非酶糖化反应产物的抑制率测定

１.２.３.１　 非酶糖化反应体系的建立 　 参照文献[１１]中的方

法ꎬ将葡萄糖和 ＢＳＡ 先用浓度 ０. １ ｍｏｌ􀅰 Ｌ－１ ＰＢＳ 缓冲液

(ｐＨ ７.４)溶解ꎬ再加入质量分数 ０.０２％叠氮化钠和不同浓度

样品溶液ꎬ使葡萄糖终浓度为 ５００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬＢＳＡ 终浓度为

４０ ｇ􀅰Ｌ－１ꎻ摇匀ꎬ置于 ３７ ℃恒温培养箱中避光孵育 １５ ｄꎮ 设

置 ４ 个对照组ꎬ分别为 Ａ(加葡萄糖和 ＢＳＡ)、Ｂ(只加 ＢＳＡ)、
Ｃ(加样品和葡萄糖)和 Ｄ(加样品和 ＢＳＡ)ꎮ
１.２.３.２　 对 Ａｍａｄｏｒｉ 形成的抑制率测定　 取上述各组反应溶

液 ５０ μＬꎬ加入 ２.０ ｍＬ ０.１ｇ􀅰Ｌ－１ ＮＢＴ 溶液ꎬ涡旋混匀ꎬ３７ ℃水

浴孵育 １５ ｍｉｎꎻ向溶液中加入 ０.１ ｍＬ 体积分数 １５％乙酸溶

液ꎬ并置于冰水浴中终止反应ꎻ吸取 １５０ μＬ 溶液ꎬ在波长

５３０ ｎｍ条件下测定反应液的吸光度(Ａ)ꎮ 每个样品溶液重复

测定 ３ 次ꎮ 供试样品对 Ａｍａｄｏｒｉ 形成的抑制率( ＩＲ１)根据公

式“ ＩＲ１ ＝〔１－(Ａ样品－ＡＣ－ＡＤ) / (ＡＡ－ＡＢ)〕×１００％”计算ꎮ
１.２.３.３　 对 ＡＧＥｓ 形成的抑制率测定　 采取上述方法构建反

应体系ꎬ置于 ３７ ℃恒温培养箱中避光孵育 ６０ ｄꎻ采用酶标仪

分别在激发波长 ３７０ ｎｍ、发射波长 ４４０ ｎｍ、狭缝宽度 １ ｎｍ 条

件下测定反应液的荧光值(Ｆ)ꎮ 每个样品溶液重复测定 ３ 次ꎬ
结果取平均值ꎮ 供试样品对 ＡＧＥｓ 形成的抑制率( ＩＲ２)根据

公式“ ＩＲ２ ＝〔１－(Ｆ样品－ＦＣ－ＦＤ) / (ＦＡ－ＦＢ)〕×１００％”计算ꎮ

１.３　 数据统计分析

采用 ＳＰＳＳ ２１.０ 统计分析软件对实验数据进行统计分析ꎬ
采用单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)进行多重比较ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 对 α－葡萄糖苷酶活性的抑制作用

枇杷叶中不同三萜酸类成分对 α－葡萄糖苷酶活性的半

抑制浓度( ＩＣ５０)见表 １ꎮ 由表 １ 可见:枇杷叶中供试的 ６ 个三

萜酸类成分对 α－葡萄糖苷酶活性均有较强的抑制作用ꎬ且对

α－葡萄糖苷酶活性的抑制能力显著(Ｐ<０.０５)高于阿卡波糖ꎮ
各三萜酸类成分对 α－葡萄糖苷酶活性的抑制能力差异显著ꎮ
其中ꎬ熊果酸对 α－葡萄糖苷酶活性的抑制能力最强ꎬＩＣ５０值仅

０.７６ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎻ接下来依次为科罗索酸、齐墩果酸、马斯里酸、
委陵菜酸、蔷薇酸ꎬＩＣ５０值分别为 １.１４、１.２７、１.８６、１０.６８、３５.４５
μｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ

表 １　 枇杷叶中不同三萜酸类成分对 α－葡萄糖苷酶活性的半抑制浓
度(ＩＣ５０)(􀭺Ｘ±ＳＤ) １)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｍｉ￣ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (ＩＣ５０) ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅ
ａｃｉｄｓ ｆｒｏｍ ｌｅａｆ ｏｆ Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａ ｊａｐｏｎｉｃａ ( Ｔｈｕｎｂ.) Ｌｉｎｄｌ. ｏｎ
α￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ (􀭺Ｘ±ＳＤ) １)

三萜酸类成分 Ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅ ａｃｉｄｓ ＩＣ５０ / (μｇ􀅰ｍＬ－１)

蔷薇酸 Ｅｕｓｃａｐｈｉｃ ａｃｉｄ ３５.４５±０.０２ｂ
委陵菜酸 Ｔｏｒｍｅｎｔｉｃ ａｃｉｄ １０.６８±０.０３ｃ
科罗索酸 Ｃｏｒｏｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ １.１４±０.０１ｆ
马斯里酸 Ｍａｓｌｉｎｉｃ ａｃｉｄ １.８６±０.０１ｄ
齐墩果酸 Ｏｌｅａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ １.２７±０.０１ｅ
熊果酸 Ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ ０.７６±０.０１ｇ
阿卡波糖 Ａｃａｒｂｏｓｅ ５６９.２３±５.０２ａ

　 １)同列中不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ.

２.２　 对非酶糖化反应产物的抑制作用

不同质量浓度枇杷叶中三萜酸类成分对 Ａｍａｄｏｒｉ 形成的

抑制率见表 ２ꎮ 由表 ２ 可见:枇杷叶中供试的 ６ 个三萜酸类成

分均可抑制非酶糖化反应早期产物 Ａｍａｄｏｒｉ 的形成ꎬ且抑制

作用随着质量浓度降低而显著下降ꎮ 在不同质量浓度条件

下ꎬ６ 个三萜酸类成分表现为蔷薇酸对 Ａｍａｄｏｒｉ 形成的抑制率

最高ꎬ科罗索酸次之ꎬ委陵菜酸和马斯里酸居中ꎬ熊果酸较低ꎬ
齐墩果酸最低ꎮ 尤其在 ５０ μｇ􀅰ｍＬ－１条件下ꎬ蔷薇酸、科罗索

酸、委陵菜酸和马斯里酸对 Ａｍａｄｏｒｉ 形成的抑制率均在 ６５％
以上ꎮ

然而ꎬ这 ６ 个三萜酸类成分对非酶糖化反应终产物 ＡＧＥｓ
形成的抑制作用却较弱(数据表略)ꎬ在抑制能力最强的 ５０
μｇ􀅰ｍＬ－１条件下ꎬ蔷薇酸、委陵菜酸、科罗索酸、马斯里酸、齐
墩果酸和熊果酸对 ＡＧＥｓ 形成的抑制率仅分别为 １８. ７１％、
１０.１３％、１２.４３％、９.３２％、２.１３％和 ７.１４％ꎮ

９７
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表 ２　 不同质量浓度枇杷叶中三萜酸类成分对 Ａｍａｄｏｒｉ 形成的抑制
率(􀭺Ｘ±ＳＤ) １)

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅ ａｃｉｄｓ ｆｒｏｍ ｌｅａｆ ｏｆ Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａ
ｊａｐｏｎｉｃａ ( Ｔｈｕｎｂ.) Ｌｉｎｄｌ. ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ
Ａｍａｄｏｒｉ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ (􀭺Ｘ±ＳＤ) １)

三萜酸类成分
Ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅ ａｃｉｄｓ

不同质量浓度下的抑制率 / ％
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

５０ μｇ􀅰ｍＬ－１ ２０ μｇ􀅰ｍＬ－１ １０ μｇ􀅰ｍＬ－１

蔷薇酸 Ｅｕｓｃａｐｈｉｃ ａｃｉｄ ８３.６３±２.６０ａＡ ６４.６８±３.７５ａＢ ３２.４５±３.５３ａＣ
委陵菜酸 Ｔｏｒｍｅｎｔｉｃ ａｃｉｄ ６５.６９±３.８６ｂＡ ４６.７４±４.８６ｂＢ １４.６７±３.０９ｂＣ
科罗索酸 Ｃｏｒｏｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ ７０.２９±７.５９ｂＡ ５６.５７±４.８０ａＢ ２５.８５±５.８５ａＣ
马斯里酸 Ｍａｓｌｉｎｉｃ ａｃｉｄ ６５.５７±５.１３ｂＡ ４２.５７±７.４３ｂＢ １６.５７±６.７４ｂＣ
齐墩果酸 Ｏｌｅａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ ３５.２９±３.２１ｄＡ ２０.５７±４.６５ｃＢ ７.４６±２.６４ｃＣ
熊果酸 Ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ ５１.２０±６.０３ｃＡ ３８.４９±５.０１ｂＢ １１.４６±４.６０ｂＣ

　 １)同列中不同小写字母表示在同一质量浓度不同三萜酸类成分间
差异显著(Ｐ<０.０５)Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ
ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅ ａｃｉｄｓ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎻ 同行中不同大写字母表示在同一
三萜酸类成分不同质量浓度间差异显著 ( Ｐ < ０. ０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｕｐｐｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ( Ｐ < ０. ０５ )
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅ
ａｃｉｄｓ.

３　 讨　 　 论

竞争性抑制小肠黏膜刷状缘内的 α－葡萄糖苷酶活性可

使糖尿病人餐后的血糖峰值渐变低平、波动减小[１２] ꎮ 本研究

中ꎬ枇杷叶中 ６ 个三萜酸类成分对 α－葡萄糖苷酶活性的抑制

作用显著强于阿卡波糖ꎬ说明枇杷叶中的三萜酸类成分具有

降低糖尿病患者餐后血糖的潜在活性ꎮ
ＡＧＥｓ 大量产生是造成糖尿病人出现动脉粥样硬化、微血

管病变、视网膜病和糖尿病性肾病等并发症的重要原因ꎮ 非

酶糖化反应抑制剂可阻止 ＡＧＥｓ 形成ꎬ是预防糖尿病并发症

发生和发展的重要药物[１３] ꎮ 研究发现ꎬ多种中药成分(如葛

根素、槲皮素、川芎嗪和山莨菪碱等)具有抑制 ＡＧＥｓ 形成的

作用ꎬ其抑制机制主要有 ２ 种ꎬ分别为抑制非酶糖化反应早期

产物 Ａｍａｄｏｒｉ 的形成以及与 Ａｍａｄｏｒｉ 反应阻止非酶糖化反应

终产物 ＡＧＥｓ 的形成[１４] ꎮ 本研究结果表明:枇杷叶三萜酸类

成分对 Ａｍａｄｏｒｉ 形成有显著抑制作用ꎬ但对 ＡＧＥｓ 形成的抑制

作用较弱ꎮ

综上所述ꎬ枇杷叶中三萜酸类成分具有潜在的治疗糖尿

病及其并发症的作用ꎬ但由于本实验仅为体外实验ꎬ关于其体

内活性还有待进一步研究ꎮ
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