
植物资源与环境学报摇 2013, 22(1): 112-114
Journal of Plant Resources and Environment

以 琢-葡萄糖苷酶活性抑制率为指标优化山茱萸果肉的提取条件
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Abstract: Taking an inhibition rate of 琢鄄glucosidase activity as index, four factors including solid鄄liquid ratio, volume ratio
of ethanol, time and temperature of ultrasonic treatment were selected to carry out single factor and orthogonal L9(34 )
experiments, extraction condition of Cornus officinalis Sieb. et Zucc. flesh were optimized and selected. The results show
that ultrasonic treatment temperature is the most factor related to inhibition rate of ethanol extract from C. officinalis flesh to
琢鄄glucosidase. The optimization extraction condition is solid鄄liquid ratio 1 颐 15 (W 颐 V), 50% ethanol ( volumn ratio),
ultrasonic treatment temperature 70 益 and ultrasonic treatment time 30 min. And inhibition rate of flesh extract obtained
under the optimization extraction condition is the highest (98. 5% ). The hemi鄄inhibitory concentration ( IC50 ) of extract
from C. officinalis flesh to 琢鄄glucosidase is 409. 30 mg·L-1, which is much more lower than that of the control of acarbose
(890. 48 mg·L-1).
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摇 摇 山茱萸(Cornus officinalis Sieb. et Zucc.)的干燥成熟果肉

是三大名贵木本药材之一[1] 。 新鲜山茱萸果肉中含有单糖、
多糖、有机酸、苷类、环烯醚萜类、黄酮、蒽醌、甾体和内酯等成

分[2] ,临床上多用山萸肉和酒山萸肉;山茱萸是常用的降血糖

药物[3] ,常出现在中医降血糖的组方中。 现代药理研究结果

表明:山茱萸所含的糖蛋白、熊果酸、齐墩果酸、多糖、苷类、鞣
质和环烯醚萜类等成分都具有降血糖效果[4-11] 。 琢-葡萄糖苷

酶抑制剂通过抑制小肠黏膜刷状缘 琢-葡萄糖苷酶对食物中淀

粉和糖类的降解,延迟并减少葡萄糖的吸收,从而降低餐后血

糖;目前常用的此类降糖药物有阿卡波糖、伏格列波糖和米格

列醇,但价格高、副反应和毒副作用较大,因此从天然动植物

和矿物中寻找低毒、高效的 琢-葡萄糖苷酶抑制剂具有广阔的

应用前景。
作者采用 琢-葡萄糖苷酶抑制剂微孔板高通量筛选模型,

用单因素和正交实验设计相结合的方法对山茱萸果肉中 琢-葡
萄糖苷酶抑制剂的提取工艺进行优化,为山茱萸果肉中降血

糖活性成分的提取及深入开发利用提供理论依据。

1摇 材料和方法

1. 1摇 实验材料

供试山茱萸果肉于 2011 年 10 月至 11 月采集于陕西佛

坪,经陕西师范大学植物学教研室鉴定为山茱萸的干燥成熟

果肉,标本存放于陕西师范大学生命科学学院。 称取去核的

果肉 400 g,粉碎并过 40 目筛后备用。
供试的二甲基亚砜(DMSO)、琢-葡萄糖苷酶(EC3. 2. 1.

20)和 4-硝基苯-琢-D-吡喃葡萄糖苷(PNPG)均为美国 Sigma
公司出品,其余试剂均为分析纯。 Anthos Zenyth 3100 酶标仪

产自北京惠安泽泰科技有限公司,RE-52AA 型旋转蒸发仪产

自上海亚荣生化仪器厂,XH-B 型旋涡混合器产自姜堰市康健

医疗器具有限公司,KQ-600DB 台式数控超声波清洗器产自昆

山市超声仪器有限公司。
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1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 山茱萸果肉提取液的基础制备流程摇 准确称取果肉粗

粉 0. 5 g,根据不同实验设计的要求按料液比(W 颐V)1颐10 加入

体积分数 40%乙醇,振荡摇匀,放置 3 h 后在 30 益、420 W 条

件下超声处理 20 min,抽滤,滤液经旋转蒸发浓缩至 10 mL,加
入乙醚萃取油脂后静置 10 min,旋转蒸发至无乙醚味,即为果

肉提取液,可直接用于 琢-葡萄糖苷酶活性抑制率的测定。
1. 2. 2摇 琢-葡萄糖苷酶活性测定摇 参照文献[12]的方法略加

优化。 在 96 微孔板上每孔加 0. 1 mmol·L-1 磷酸钾缓冲液

(pH 6. 8)180 滋L,及 琢-葡萄糖苷酶 15 滋L 和提取液 4 滋L,混
匀后于 37 益恒温处理 15 min;加入 10 mmol·L-1 PNPG 30 滋L,
混匀后于 37 益 恒温反应 15 min;于波长 405 nm 处测 OD 值

(ODc)。 每个样品重复测定 3 次,取平均值,计算抑制率。 另

设对照组 a(用缓冲液代替样品提取液)、空白对照组 b(用缓

冲液代替 琢-葡萄糖苷酶和样品提取液)和样品对照组 d(用缓

冲液代替 琢-葡萄糖苷酶和底物),其余测定流程均相同,分别

获得 ODa、ODb和 ODd,按以下公式计算抑制率:抑制率( I)=
也1-(ODc -ODd) / (ODa -ODb)页 伊100% 。 此外,设置阿卡波糖

阳性对照组 e,测定阿卡波糖对 琢-葡萄糖苷酶活性的抑制率。
1. 2. 3摇 单因素实验设计摇 根据上述基础流程,分别设置料液

比、乙醇浓度、超声处理温度和处理时间 4 个单因素实验。 其

中料液比(W 颐V)分别为 1颐5、1颐10、1颐15、1颐20、1颐25 和 1颐30;乙
醇体积分数分别为 10% 、20% 、40% 、60% 、80%和 100% ;超声

处理温度分别为 20 益、30 益、40 益、50 益、60 益和 70 益;超声

处理时间为 10、20、30、40、50 和 60 min。 每一单因素实验中除

涉及的因素外,其余提取流程均与上述基本流程相同,并按上

述方法测定提取液对 琢-葡萄糖苷酶活性的抑制率。
1. 2. 4摇 正交实验设计摇 在单因素实验基础上,采用 L9(34)正
交实验设计。 料液比(W 颐V)为 1颐10、 1颐15 和 1颐25;乙醇体积分

数为 30% 、40% 和 50% ;超声处理时间为 30、40 和 50 min;超
声处理温度为 50 益、60 益和 70 益。 按上述基础流程制备提

取液并测定对 琢-葡萄糖苷酶活性的抑制率;并对获取的最优

条件进行验证实验,3 次重复。
1. 3摇 数据处理和分析

用 Origin 软件计算果肉提取液对 琢-葡萄糖苷酶的半抑制

浓度( IC50),并与阳性对照阿卡波糖的 IC50 进行对比。 采用

SPSS 17. 0 统计分析软件进行数据处理和分析。

2摇 结果和分析

2. 1摇 单因素实验结果

在料液比、乙醇浓度、超声处理温度和时间不同的条件下

获得的果肉提取液对 琢-葡萄糖苷酶活性的抑制率见图 1。
由图 1-A 可知:随提取过程中料液比的增大,山茱萸果肉

提取液对 琢-葡萄糖苷酶活性的抑制作用增强。 其中,料液比

1颐5 至 1颐15,获得的提取液的抑制率明显升高;此后,抑制率趋

于平稳。 从成本角度考虑,料液比 1颐15 比较适宜。
由图 1-B 可知:提取过程中加入体积分数 10% ~ 40% 乙

醇,获得的果肉提取液对 琢-葡萄糖苷酶活性的抑制率随乙醇

体积分数的提高逐渐增加;用体积分数40%乙醇提取,获得的

图 1摇 在不同提取条件下获得的山茱萸果肉提取液对 琢-葡萄糖苷酶活性的抑制率
Fig. 1摇 Inhibition rate of extract from Cornus officinalis Sieb. et Zucc. flesh obtained under different

extraction conditions to 琢鄄glucosidase activity

311摇 第 1 期摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 李慧敏, 等: 以 琢-葡萄糖苷酶活性抑制率为指标优化山茱萸果肉的提取条件



提取液抑制率最大。 因此,最适宜的乙醇体积分数约为 40% 。
由图 1-C 可知:随提取过程中超声处理时间的延长,获得

的果肉提取液对 琢-葡萄糖苷酶活性的抑制率逐渐增大;处理

时间超过 40 min,获得的提取液的抑制率趋于平缓。 因此,最
佳超声处理时间约为 40 min。

由图 1-D 可知:随提取过程中超声处理温度的升高,获得

的果肉提取液对 琢-葡萄糖苷酶活性的抑制作用逐渐增强;处
理温度高于 60 益,获得的提取液的抑制率趋于平缓。 所以,
最适宜的超声处理温度约为 60 益。
2. 2摇 正交实验结果及最佳提取条件的验证

正交实验结果表明(表 1):不同提取因素与山茱萸果肉提

取液对 琢-葡萄糖苷酶活性抑制率有不同程度的关系,其中超

声处理温度对 琢-葡萄糖苷酶活性抑制率的影响程度最大,而
超声处理时间的影响程度最小。 根据 K 值推测山茱萸果肉的

最优提取条件为 D3C2A3B1,即料液比 1颐15(W 颐V)、乙醇体积

分数 50% 、超声处理温度 70 益、超声处理时间 30 min。

表 1摇 山茱萸果肉提取液不同提取条件的正交实验结果
Table 1 摇 Result of orthogonal experiment of different extraction
conditions of extract from Cornus officinalis Sieb. et Zucc. flesh

编号
No.

因素与水平1) 摇 Factor and level1)

A B C D
抑制率 / % 2)

Inhibition rate2)

1 50 30 1 颐10 30 58. 8
2 50 40 1 颐15 40 73. 7
3 50 50 1 颐25 50 60. 9
4 60 30 1 颐15 50 98. 5
5 60 40 1 颐25 30 71. 6
6 60 50 1 颐10 40 79. 2
7 70 30 1 颐25 40 83. 7
8 70 40 1 颐10 50 87. 2
9 70 50 1 颐15 30 89. 8

K1 64. 4 80. 3 75. 1 73. 4
K2 83. 1 77. 4 87. 3 78. 9
K3 86. 9 76. 6 72. 1 82. 2
R 22. 5 3. 7 15. 2 8. 8

摇 1) A: 超声处理温度 Ultrasonic treatment temperature (益); B: 超声处
理时间 Ultrasonic treatment time (min); C: 料液比 Solid鄄liquid ratio
(W 颐V); D: 乙醇体积分数 Volume ratio of ethanol (% ).

摇 2)果肉提取液对 琢-葡萄糖苷酶活性的抑制率 Inhibition rate of flesh
extract to 琢鄄glucosidase activity.

根据前述最优提取条件重复提取 3 次,获得的果肉提取

液对 琢-葡萄糖苷酶活性的抑制率分别为 98. 39% 、98. 43% 和

98. 40% ,平均值为 98. 41% ,RSD 为 0. 021% ,说明该提取条件

稳定,且重现性良好。
将山茱萸果肉提取液配制成不同浓度并测其对 琢-葡萄糖

苷酶活性的抑制率,其 IC50为 409. 30 mg·L-1,远低于阳性对

照品阿卡波糖的 IC50(890. 48 mg·L-1),说明采用最佳提取条

件获得的果肉提取液对 琢-葡萄糖苷酶活性抑制作用明显。

3摇 结摇 摇 论

正交实验结果表明:在料液比 1颐15、加入体积分数 50%乙

醇、超声处理温度 70 益和超声处理时间 30 min 的条件下获得

的山茱萸果肉提取液对 琢-葡萄糖苷酶活性的抑制率最高,达
98. 5% 。 该提取条件稳定且重现性好。

山茱萸营养与药用价值均较高;山茱萸醇提物对糖尿病

大鼠有明显的降糖作用,但对正常大鼠血糖无明显影响,且山

茱萸总萜可以提高正常小鼠糖耐量,降低四氧嘧啶糖尿病模

型小鼠的血糖值,提高血清胰岛素水平[11] 。 因而,对山茱萸降

糖作用的深入研究将有广泛的应用前景。
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