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　 　 枇杷叶又名巴叶、芦桔叶，为蔷薇科（Ｒｏｓａｃｅａｅ）枇杷属

（Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａ Ｌｉｎｄｌ．） 常绿小乔木枇杷 〔 Ｅ． ｊａｐｏｎｉｃａ （ Ｔｈｕｎｂ．）
Ｌｉｎｄｌ．〕的干燥叶，主产于江苏、浙江、安徽、江西、福建等地，为
中国传统民间中草药，味苦，性微寒，具有清肺止咳、降逆止呕

的作用［１］２０４，主要用于治疗呼吸系统疾病［２］ 和糖尿病［３－５］ 等

疾病。 枇杷叶含有三萜酸类［６－７］ 、黄酮类［８］ 及倍半萜类［９］ 等

成分，其中，三萜酸类为主要活性成分。
在实际生产中，枇杷的成熟叶和落叶均可炮制为枇杷叶

中药材。 吕寒等［１０］认为，枇杷叶的三萜酸类成分总含量在 １１
月份最高。 鉴于此，以 １１ 月份采自江苏苏州西山岛的枇杷成

熟叶和落叶为实验材料，分别对 ２ 种枇杷叶生品和炮制品的

总灰分和浸出物含量进行比较，并采用 ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ 法对其

三萜酸类成分含量进行比较，同时，还比较了枇杷成熟叶和落

叶生品和炮制品对 α－葡萄糖苷酶的抑制活性，以期为采收优

质枇杷叶提供实验依据。

１　 材料和方法

１ １　 材料

供试的枇杷成熟叶和落叶均于 ２０１５ 年 １１ 月采自江苏苏

州西山岛，经江苏省中国科学院植物研究所李维林研究员鉴

定。 将叶片洗净，晒干，切丝，备用。 分别取成熟叶和落叶 ５００
ｇ，加入 １２５ ｇ 蜂蜜，拌匀，文火炒制 １０ ｍｉｎ 后，置于 ６０ ℃烘箱

中烘干至恒质量，备用。
主要仪器包括 ＥＬ２０４ 万分之一电子天平〔梅特勒－托利

多仪器（上海）有限公司〕、ＵｌｔｉＭａｔｅ－３０００ 液相色谱仪（戴安中

国有限公司）、３３００ 蒸发光散射检测器（美国 Ａｌｌｔｅｃｈ 公司）、
５８１０Ｒ 多功能台式离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）和 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ
Ｐｌｕｓ３８４ 光吸收酶标仪（美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）。 使用

的蜂蜜购自南京老山药业股份有限公司；α－葡萄糖苷酶（批
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号 ０５０Ｍ７４１５）购自美国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；对硝基苯－α－Ｄ－
葡萄糖吡喃苷（ｐＮＰＧ，批号 Ｈ１４２５００７）购自上海阿拉丁生化

科技股份有限公司；阿卡波糖（批号 ＢＪ１３６３４）购自德国 Ｂａｙｅｒ
公司；乙醇和乙酸铵为分析纯；乙腈和甲醇为色谱纯；齐墩果

酸（批号 ０８０９－９８０３）和熊果酸（批号 １１０７４２－２００５１６）购自中

国食品药品检定研究院；蔷薇酸、委陵菜酸、马斯里酸和科罗

索酸为实验室自制（纯度高于 ９８ ０％）。
１ ２　 方法

１ ２ １　 总灰分和浸出物含量测定 　 将供试叶片粉碎，过 ６０
目筛，采用文献［１１］２０４ 中的方法测定总灰分含量，采用热浸

法［１１］２０２测定浸出物含量，各指标重复取样测定 ３ 次。
１ ２ ２　 ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ 分析条件　 色谱柱：Ａｃｃｌａｉｍ １２０ Ｃ１８（１５０
ｍｍ×４ ６ ｍｍ， ５ ０ μｍ）；流速 １ ０ ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温 ２５ ℃；进
样量 １０ μＬ。 流动相 Ａ 为乙腈、流动相 Ｂ 为体积分数 ０ ５％乙

酸铵，梯度洗脱流程：０～５ ｍｉｎ，５０％Ａ；５～２３ ｍｉｎ，５０％～５４％Ａ；
２３～４８ ｍｉｎ，５４％ ～ ９０％Ａ；４８ ～ ５０ ｍｉｎ，９０％ ～ １００％Ａ。 漂移管

温度 ７０ ℃，载气为 Ｎ２，体积流量 １ ５ Ｌ·ｍｉｎ－１。
１ ２ ３　 对照品溶液配制及标准曲线绘制　 精密称取蔷薇酸、
委陵菜酸、马斯里酸、科罗索酸、齐墩果酸和熊果酸对照品，
用甲醇分别配制成质量浓度为 ０ ５３３ ３、０ ５１６ ７、０ ５５０ ０、
０ ６３３ ３、０ ６３３ ３ 和 ０ ６６６ ７ ｍｇ·ｍＬ－１的对照品溶液；取各对

照品溶液 ０ １ ｍＬ，混匀，配成对照品混合溶液。
精密吸取对照品混合溶液 ０ １、０ ２、０ ４、０ ６、０ ８ 和 １ ０

ｍＬ，用甲醇补足至 １ ０ ｍＬ，按照上述分析条件进样 ２０ μＬ，以
峰面积为纵坐标 ｙ、对照品质量为横坐标 ｘ 绘制标准曲线。 其

中，蔷薇酸质量与峰面积的线性回归方程为 ｙ ＝ ３ ６× １０６ｘ－
３５０ ８５３（ ｒ＝ ０ ９９９ ９），线性范围为 １ ０６～ １０ ６０ μｇ；委陵菜酸

质量与峰面积的线性回归方程为 ｙ ＝ ３ ７×１０６ｘ－２９２ ８０５（ ｒ ＝
０ ９９９ ９），线性范围为 １ ０３～ １０ ３０ μｇ；科罗索酸质量与峰面

积的线性回归方程为 ｙ＝ ６ ９×１０６ｘ－１ ０２８ ５２０（ ｒ＝ ０ ９９９ ３），线
性范围为 １ １０～ １１ ００ μｇ；马斯里酸质量与峰面积的线性回

归方程为 ｙ ＝ ５ ９× １０６ｘ－ ６９６ ０３６（ ｒ ＝ ０ ９９９ ５），线性范围为

１ ２７～１２ ７０ μｇ；齐墩果酸质量与峰面积的线性回归方程为

ｙ＝ ３ ３×１０６ｘ－１４６ ３２４（ ｒ ＝ ０ ９９９ １），线性范围为 ０ ６３ ～ ６ ３０
μｇ；熊果酸质量与峰面积的线性回归方程为 ｙ ＝ ４ ４× １０６ｘ－
８６６ ３７３（ ｒ＝ ０ ９９９ ７），线性范围为 １ ３３～１３ ３３ μｇ。
１ ２ ４　 供试品溶液提取及测定　 取样品粉末约 ２ ０ ｇ，精密称

量后，加入体积分数 ８０％乙醇 １００ ０ ｍＬ；称量后，加热回流提

取 ２ ｈ；冷却，用体积分数 ８０％乙醇补足质量；过滤，量取滤液

５０ ０ ｍＬ，减压浓缩后用甲醇定容至 ２０ ０ ｍＬ；用微孔滤膜（孔径

０ ４５ μｍ）过滤，滤液即供试品溶液。 按照上述分析条件进行检

测，进样量 １０ μＬ。 每种样品 ３ 份，每份样品测定 ３ 次。
１ ２ ５　 方法学考察　 精密吸取对照品混合溶液 １０ μＬ，按照

上述分析条件重复进样 ６ 次，峰面积 ＲＳＤ 值分别为 １ ３４％、
０ ９６％、１ ５３％、１ ６４％、０ ６５％ 和 １ ０１％，表明仪器精密度

良好。

取落叶生品的供试品溶液，分别于 ０、２、４、８、１２ 和 ２４ ｈ 按

照上述分析条件进样，２４ ｈ 内蔷薇酸、委陵菜酸、科罗索酸、马
斯里酸、齐墩果酸和熊果酸的峰面积 ＲＳＤ 值分别为 １ ０４％、
１ ６８％、０ ６９％、０ ６４％、０ ９１％和 ０ ２１％，表明这 ６ 种三萜酸

类成分在 ２４ ｈ 内稳定性较好。
分别称取落叶生品 ６ 份，采用前述方法制备供试品溶液，

并按照上述分析条件进样，蔷薇酸、委陵菜酸、科罗索酸、马斯

里酸、齐墩果酸和熊果酸的峰面积 ＲＳＤ 值分别为 ０ ５４％、
１ ２１％、１ ７６％、０ ９１％、１ ０４％和 １ ４３％，表明该方法重复性

较好。
称取约 １ ０ ｇ 已知三萜酸类成分含量的样品粉末 ９ 份，平

均分成 ３ 组，每组视为 １ 个重复。 精密称量后，分别加入蔷薇

酸对照品溶液 ２ ４、３ ０ 和 ３ ６ ｍＬ，委陵菜酸对照品溶液 ３ ７、
４ ７ 和 ５ ６ ｍＬ，科罗索酸对照品溶液 １ ６、２ ０ 和 ２ ４ ｍＬ，马斯

里酸对照品溶液 ４ ４、５ ５ 和 ６ ６ ｍＬ，齐墩果酸对照品溶液

０ ７、０ ９ 和 １ １ ｍＬ，熊果酸对照品溶液 ９ ０、１１ ２ 和 １３ ４ ｍＬ，
采用前述方法制备供试品溶液，并按照上述分析条件进样，蔷
薇酸、委陵菜酸、科罗索酸、马斯里酸、齐墩果酸和熊果酸的加

样回收率分别为 ９８ ８３％、９９ ０７％、９８ ９５％、９９ ４４％、９８ ２０％
和 １００ ２８％， 加样回收率 ＲＳＤ 值分别为 ０ ２７％、 ０ ６７％、
１ ５４％、０ ４５％、１ １４％和 １ ０４％。
１ ２ ６　 α－葡萄糖苷酶活性抑制实验　 在 ９６ 孔板中依次加入

α－葡萄糖苷酶 ２ μＬ、磷酸盐缓冲液（６７ ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ ６ ８）７８
μＬ，３７ ℃保温 １０ ｍｉｎ；加入 ０ １ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｐＮＰＧ ２０ μＬ，３７ ℃保

温 １０ ｍｉｎ；测定波长 ４０５ ｎｍ 处吸光度（Ａ０）。 用等体积磷酸盐

缓冲液代替 α－葡萄糖苷酶，测定波长 ４０５ ｎｍ 处吸光度（Ａ０′）。
在反应孔中依次加入 α－葡萄糖苷酶 ２ μＬ、磷酸盐缓冲液

７７ μＬ、供试品溶液或阿卡波糖 １ μＬ，３７ ℃保温 １０ ｍｉｎ；加入

０ １ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｐＮＰＧ ２０ μＬ，３７ ℃保温 １０ ｍｉｎ；测定波长 ４０５ ｎｍ
处吸光度（Ａ１）。 用等体积磷酸盐缓冲液代替供试品溶液，测定

波长 ４０５ ｎｍ 处吸光度（Ａ１′）。 每个供试品溶液重复检测 ３ 次。
根据公式“抑制率＝〔１－（Ａ１ －Ａ１ ′） ／ （Ａ０ －Ａ０ ′）〕 ×１００％”计

算供试品溶液对 α－葡萄糖苷酶活性的抑制率，并计算其半抑

制浓度（ ＩＣ５０）值。
１ ３　 数据统计分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 软件对数据进行差异显著性分析。

２　 结果和分析

２ １　 不同类型枇杷叶总灰分和浸出物含量的比较

检测结果表明：枇杷成熟叶和落叶生品的总灰分含量分

别为（６ ８４０±０ １９５）％和（７ ９６３±０ ２６１）％，炮制品的总灰分

含量分别为（６ ３３０±０ １５４）％和（６ ８８７±０ １５６）％；并且，炮制

品的总灰分含量显著（Ｐ＜０ ０５）低于生品，落叶的总灰分含量

显著高于成熟叶。 枇杷成熟叶和落叶生品的浸出物含量分别

为（２２ ３７±０ ５０）％和（１９ ８３±０ ３１）％，炮制品的浸出物含量
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分别为（２８ ５７±０ ８７）％和（２５ ４０±０ ６０）％；并且，炮制品的浸

出物含量显著高于生品，落叶的浸出物含量显著低于成熟叶。
２ ２　 不同类型枇杷叶三萜酸类成分含量的比较

检测结果（表 １）表明：４ 个类型枇杷叶的三萜酸类成分含

量均以熊果酸最高、齐墩果酸最低。 落叶的 ６ 种三萜酸类成

分含量总体显著（Ｐ＜０ ０５）高于成熟叶；成熟叶炮制品的委陵

菜酸、科罗索酸和马斯里酸含量以及落叶炮制品的 ６ 种三萜

酸类成分含量低于或显著低于各自生品，而成熟叶炮制品的

蔷薇酸、齐墩果酸和熊果酸含量则高于或显著高于其生品。
由表 １ 还可见：三萜酸类成分总含量在落叶生品中最高，

在落叶炮制品中较高，在成熟叶炮制品中较低，在成熟叶生品

中最低；并且，落叶的三萜酸类成分总含量显著高于成熟叶，
成熟叶炮制品的三萜酸类成分总含量略高于其生品，而落叶

炮制品的三萜酸类成分总含量却显著低于其生品。

表 １　 不同类型枇杷叶三萜酸类成分含量的比较（Ｘ±ＳＤ） １）

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａ ｊａｐｏｎｉｃａ （Ｔｈｕｎｂ．） Ｌｉｎｄｌ． ｌｅａｖｅｓ （Ｘ±ＳＤ） １）

材料２）

Ｓａｍｐｌｅ２）

三萜酸类成分含量 ／ ％　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

蔷薇酸
Ｅｕｓｃａｐｈｉｃ ａｃｉｄ

委陵菜酸
Ｔｏｒｍｅｎｔｉｃ ａｃｉｄ

科罗索酸
Ｃｏｒｏｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ

马斯里酸
Ｍａｓｌｉｎｉｃ ａｃｉｄ

齐墩果酸
Ｏｌｅａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ

熊果酸
Ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ

总计
Ｔｏｔａｌ

Ｌ１ ０ １６２ ９±０ ００９ ８ａ ０ ２４１ ７±０ ０１０ ６ａ ０ １１３ ８±０ ００３ ６ａ ０ ３４８ ２±０ ０１０ ２ｂ ０ ０５５ ４±０ ００１ ２ａ ０ ７４７ ２±０ ０１１ ９ａ １ ６７１ ０±０ ００９ ６ａ
Ｌ２ ０ ２０３ ２±０ ００４ ９ｂ ０ ２２２ ２±０ ０１２ ２ａ ０ １０２ ６±０ ０１１ ７ａ ０ ２６５ ５±０ ００９ ３ａ ０ ０５９ ２±０ ００１ ９ａ ０ ８１６ ５±０ ０１５ ２ｂ １ ６９０ ０±０ ０２６ ４ａ
Ｌ３ ０ ６４５ ０±０ ００４ ８ｄ １ ０６４ ６±０ ０３４ ８ｃ ０ ３６３ ５±０ ０１３ ９ｃ ０ ４６３ ０±０ ００５ ９ｄ ０ ０９４ ２±０ ００４ ６ｃ １ １４３ ６±０ ００８ ６ｃ ３ ７７４ １±０ ０３４ ３ｃ
Ｌ４ ０ ４８３ ０±０ ０１２ １ｃ ０ ７５４ ４±０ ００１ ８ｂ ０ ２５４ ３±０ ０１０ ７ｂ ０ ３８６ ７±０ ００２ ０ｃ ０ ０７４ ７±０ ００１ １ｂ ０ ８０４ ２±０ ０１３ ２ｂ ２ ７１７ ５±０ ０１３ ０ｂ

　 １）同列中不同的小写字母表示差异显著（Ｐ＜０ ０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ＜０ ０５） ．
　 ２） Ｌ１： 成熟叶生品 Ｃｒｕｄｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｍａｔｕｒｅ ｌｅａｖｅｓ； Ｌ２： 成熟叶炮制品 Ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｍａｔｕｒｅ ｌｅａｖｅｓ； Ｌ３： 落叶生品 Ｃｒｕｄｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｆａｌｌｅｎ

ｌｅａｖｅｓ； Ｌ４： 落叶炮制品 Ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｆａｌｌｅｎ ｌｅａｖｅｓ．

２ ３　 不同类型枇杷叶对 α－葡萄糖苷酶活性抑制作用的比较

检测结果表明：阿卡波糖对 α－葡萄糖苷酶活性的半抑制

浓度（ ＩＣ５０）为（５６０ ０００±０ ０２１） μｇ·ｍＬ－１；４ 个类型枇杷叶对

α－葡萄糖苷酶活性的抑制作用显著（Ｐ＜０ ０５）优于阿卡波糖，
且彼此间的抑制作用差异显著。 其中，落叶生品对 α－葡萄糖

苷酶活性的抑制作用最强，其 ＩＣ５０ 值为 （ ６４ １７０ ± ０ ０２１）
μｇ·ｍＬ－１；然后依次为成熟叶生品、落叶炮制品和成熟叶炮制

品，其 ＩＣ５０ 值分别为（８６ １６０ ± ０ ０２６）、（１０６ ２００ ± ０ ０２５） 和

（１２２ ６００±０ ０２３） μｇ·ｍＬ－１。

３　 讨　 　 论

本研究结果显示：枇杷成熟叶和落叶生品及炮制品的总

灰分和浸出物含量均符合《中华人民共和国药典》 ［１］２０４中关于

枇杷叶中药材的有关标准；不同类型枇杷叶的三萜酸类成分

含量存在一定差异，并且，落叶的三萜酸类成分含量总体上显

著高于成熟叶，这可能与枇杷叶三萜酸类成分的积累随叶片

发育进程不断增大有关。 齐墩果酸和熊果酸总含量是《中华

人民共和国药典》 ［１］２０５中规定的枇杷叶有效成分的质控指标，
根据本研究结果落叶的有效成分优于成熟叶。 另外，落叶的

三萜酸类成分含量高于成熟叶，且对 α－葡萄糖苷酶活性的抑

制效果优于成熟叶，表明枇杷叶的药理活性与三萜酸类成分

含量有关。 综上所述，落叶是枇杷叶作为降血糖中药材的

首选。
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