
　　第４１卷　第２期　 吉首大学学报（自然科学版） Ｖｏｌ．４１　Ｎｏ．２　　

　　２０２０年３月 Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｊｉｓｈｏｕ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｎａｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｅｄｉｔｉｏｎ） Ｍａｒ．２０２０　　

文章编号：１００７－２９８５（２０２０）０２－００５４－０４

多穗柯提取物的α－葡萄糖苷酶抑制活性筛选
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　　摘　要：为了探究多穗柯不同提取物对α－葡萄糖苷酶的抑制活性，采用不同溶剂回流提取和不同极性剂溶剂萃取２种

方法得到多穗柯提取液，分别建立体外α－葡萄糖苷酶抑制模型，对提取液进行活性筛选，分析提取物浓度与抑制活性的关

系，筛选出抑制效果最佳的提取方法．结果表明，甲醇提取物（ＩＣ５０＝３４．３０ｍｇ／Ｌ）和正丁醇萃取物（ＩＣ５０＝３０．４７ｍｇ／Ｌ）的抑

制效果更接近于阿卡波糖（ＩＣ５０＝２５．２６ｍｇ／Ｌ）．
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糖尿病是一种常见的代谢性内分泌疾病，因为胰岛素分泌缺陷或胰岛素作用障碍所致，其中９５％以
上为２型糖尿病［１－２］．糖尿病是目前医治成本最高、负担最重的慢性病之一，并且可引发多种并发症，如糖
尿病肾病、糖尿病足、糖尿病酮症酸中毒、糖尿病视网膜病变等［３－４］．国际糖尿病联盟（ＩＤＦ）最新发布的数据
显示，目前全球有４．６３亿人患有糖尿病，预计到２０３０年，糖尿病患者总数将增至５．７８亿［５］．α－葡萄糖苷酶
是一类主要分布于小肠粘膜刷状缘上、能断裂非还原末端的α－葡萄糖苷键、水解食物中二糖及多糖的常见
酶．通过抑制α－葡萄糖苷水解酶的作用，能有效减少或抑制糖类的水解，延缓糖类的吸收，从而降低血糖浓
度［６－７］．目前临床治疗糖尿病的方法几乎都是利用药物来降低血糖含量．如二甲双胍、磺酰脲类、阿卡波糖等
药物，虽然控制血糖的效果很好，但是往往不能治疗由糖尿病引发的各种并发症，而且这类药物通常会有
严重的副作用，长期服用会对患者的机体造成一定的损害及耐药性［８－１１］．作为另一种选择，已有越来越多的
专业人士在探索利用天然产物来预防和治疗糖尿病．天然产物虽然见效慢，但由于是多种成分的组合，各
成分的作用机制不同，存在协同增效作用，往往能取得良好的治疗效果，因此，许多专家通过不同的实验筛
选出了降糖活性较好的中药［１２］．
多穗柯（Ｌｉｔｈｏｃａｒｐｕｓ　ｐｏｌｙｓｔａｃｈｙｕｓ　Ｒｅｈｄ．），别名胖稠、甜味茶等，壳斗科柯属常绿乔木，药食同源植

物，在我国主产于江西、广西及湖南等省，兼具茶、糖、药３种功能，民间俗称“甜茶”．其嫩叶具有甜味，属高
甜度、低热能的天然甜味剂［１３］．数百年来，“甜茶”一直被用作治疗多种疾病的传统中草药［１４］，以叶入药，具
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有清热利尿、滋润肝肾、润肺镇咳等功效，可用于防治温热痢疾、皮肤瘙痒、痈疽恶疮等症，同时还具有“三
抗”（抗氧化、抗过敏、抗癌变）、“三降”（降血压、降血糖、降血脂）作用［１５－１９］．在本研究中，笔者采用不同溶剂
（二氯甲烷、乙酸乙酯、甲醇、水）提取法和不同溶剂（乙酸乙酯、正丁醇、水层）萃取法得到多穗柯提取物，并
分别测定提取物对α－葡萄糖苷酶的抑制活性，筛选出具有最佳抑制效果的活性提取物，以便为后期降糖药
物的研制提供参考．

１　实验材料与仪器
１．１材料与试剂
材料：多穗柯叶，采集于湖南省邵阳市．试剂：石油醚（沸程６０～９０℃），二氯甲烷，乙酸乙酯，甲醇，正

丁醇，二甲双胍，购于国药集团；α－葡萄糖苷酶（Ｇ５００３－１００ＵＮ　Ｓｉｇｍａ公司），对硝基苯基－α－Ｄ－吡喃葡萄糖
苷（ＰＮＰＧ，Ｓｉｇｍａ公司），对硝基苯酚（ＰＮＰ，Ｍａｃｋｌｉｎ公司），阿卡波糖（Ａｃａｒｂｏｓｅ，拜耳公司），无水碳酸钠，
磷酸二氢钾，磷酸氢二钾．所有试剂均为分析纯．蒸馏水自制．
１．２仪器设备

ＫＱ－２５０Ｅ型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；ＨＨＳⅡ－２型电热恒温水浴锅（北京长安科学
仪器厂）；循环水式多用真空泵（郑州长城科工贸有限公司）；Ｈｉｄｏｌｐｈ　Ｈｅｉ－ＶＡＰ　Ｖａｌｕｅ旋转蒸发仪（德国海
道夫集团）；电子天平 ＭＥ２０４Ｅ（梅特勒－托利多仪器有限公司）；ＤＨＧ－９２４０Ａ立式电热鼓风干燥箱（上海博
讯实业有限公司）；万能粉碎机（德清拜杰电器有限公司）；Ｓｐｅｃｔｒａ　Ｍａｘ　Ｐｌｕｓ　３８４酶标仪（美国美谷分子仪
器有限公司）；高速台式离心机；索氏提取器．

２　实验方法
２．１多穗柯叶的预处理
多穗柯叶去除杂质和枝杆，晒干，用恒温干燥箱６０℃干燥４ｈ，再用粉碎机粉碎，过５０目筛备用．在圆

底烧瓶中用石油醚按料液比１∶１０（ｇ∶ｍＬ）９０℃回流提取２ｈ，冷却抽滤．滤液经旋转蒸发仪浓缩回收石
油醚，残渣干燥称重，得预处理样品用于活性成分的提取．
２．２多穗柯提取物的制备
取多穗柯预处理样品２份各５０ｇ，分别用溶剂提取法和萃取法制备提取物．一份按液料比１∶１０

（ｇ∶ｍＬ）的配比依次用二氯甲烷、乙酸乙酯、甲醇、蒸馏水提取，在８０℃恒温水浴锅中各回流提取２次，每
次２ｈ，趁热抽滤，合并相同溶剂滤液，浓缩分别得到二氯甲烷提取物、乙酸乙酯提取物、甲醇提取物、蒸馏
水提取物．另一份用７０％乙醇提取后，用旋转蒸发仪浓缩回收乙醇，然后依次用乙酸乙酯和正丁醇萃取，分
别得到乙酸乙酯层、正丁醇层萃取物和水层提取物．
２．３提取物对α－葡萄糖苷酶抑制活性测定
采用ＰＮＰＧ法进行α－葡萄糖苷酶抑制活性测定［２０］．将所得的活性物质用０．２ｍｏｌ／Ｌ　ＰＢＳ（ｐＨ值６．８）

溶解，置于４℃冰箱中备用．活性检测在９６孔板上进行．实验组加２５μＬ样品液和２５μＬα－葡萄糖苷酶（０．２
Ｕ／ｍＬ），对照组用等体积的ＰＢＳ代替样品液，背景组用等体积的ＰＢＳ代替α－葡萄糖苷酶溶液，空白组加

５０μＬ　ＰＢＳ．在３７℃恒温箱下培养１５ｍｉｎ后，每孔加５０μＬ　ＰＮＰＧ底物（２ｍｍｏｌ／Ｌ），再在３７℃恒温箱下
培养２０ｍｉｎ，每孔加１００μＬ浓度为０．２ｍｏｌ／Ｌ的Ｎａ２ＣＯ３终止反应并显色，在酶标仪４０５ｎｍ处测ＯＤ值
（Ａ），抑制活性用半抑制浓度ＩＣ５０表示．抑制率Ｉ按如下公式计算：

Ｉ＝
（Ａ对照－Ａ空白）－（Ａ实验－Ａ背景）

Ａ对照－Ａ空白 ×１００％．

５５第２期　　　　　　　　　　　　　方海莲，等：多穗柯提取物的α－葡萄糖苷酶抑制活性筛选



３　结果与分析

图１　不同极性提取物对α－葡萄糖苷酶的抑制曲线

Ｆｉｇ．１　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　Ｒａｔｅ　Ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　Ｐｏｌａｒ

Ｅｘｔｒａｃｔｓ　Ａｇａｉｎｓｔα－Ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ

３．１不同提取物对α－葡萄糖苷酶抑制活性的影响
测定不同质量浓度提取物对α－葡萄糖苷酶抑制

活性，以提取物质量浓度为横坐标、抑制率为纵坐标
制作抑制率曲线．以阿卡波糖（Ａｃａｒｂｏｓｅ）为阳性对
照，如图１所示，在一定范围内，抑制活性与质量浓度
呈正比例关系，但随着质量浓度超过一定范围，抑制
率变化较小并趋于稳定．阿卡波糖（Ａｃａｒｂｏｓｅ）对照组

ＩＣ５０为２５．２６ｍｇ／Ｌ，甲醇（ＭｅＯＨ）提取物ＩＣ５０为３４．
３０ｍｇ／Ｌ，与阳性对照组最为相近，抑制效果较好，适
于获取抑制活性物质．二氯甲烷（ＤＣＭ）提取物抑制效
果最差．

图２　不同极性萃取物对α－葡萄糖苷酶的抑制曲线

Ｆｉｇ．２　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　Ｒａｔｅ　Ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　Ｐｏｌａｒ

Ｅｘｔｒａｃｔ　Ｌｉｑｕｏｒ　Ａｇａｉｎｓｔα－Ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ

３．２不同萃取物对α－葡萄糖苷酶抑制活性的影响
将７０％乙醇溶液提取得到的总活性成分依次采

用不同极性溶剂进行萃取，分离活性部位，然后以阿
卡波糖（Ａｃａｒｂｏｓｅ）为阳性对照，测定不同质量浓度萃
取物对α－葡萄糖苷酶的抑制活性．实验结果如图２所
示．根据实验数据可以得出，正丁醇（ＮＢＡ）萃取物、乙
酸乙酯（ＥＴＡＣ）萃取物、水层（Ｗａｔｅｒ）都有不同程度
的抑制活性，其中正丁醇（ＮＢＡ）萃取物ＩＣ５０为３
０．４７ｍｇ／Ｌ，抑制效果最接近阿卡波糖（Ａｃａｒｂｏｓｅ）的

ＩＣ５０，适于获取用以抑制α－葡萄糖苷酶的活性物质．

４　结论
使用不同的方法制备了多穗柯提取物（萃取物），并比较了提取物（萃取物）对α－葡萄糖苷酶的抑制活

性，发现高极性溶剂提取物（萃取物）的抑制活性较好，说明高极性溶剂提取物（萃取物）是α－葡萄糖苷酶的
抑制活性部位．笔者初步筛选出抑制α－葡萄糖苷酶的多穗柯活性成分，甲醇提取物（ＩＣ５０＝３　４．３０ｍｇ／Ｌ）和
正丁醇萃取物（ＩＣ５０＝３０．４７ｍｇ／Ｌ）抑制效果更接近于阿卡波糖（ＩＣ５０＝２５．２６ｍｇ／Ｌ），为进一步研究多穗柯
提取物（萃取物）的降糖活性及其机制奠定基础．
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