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摘　要　从牛蒡根中提取纯化获得牛蒡多糖ＡＬＰ１，通过体外α葡萄糖苷酶抑制试验和体内糖尿病模型小鼠试验研究
其降血糖活性。体外实验表明，ＡＬＰ１具有良好的α葡萄糖苷酶抑制活性，ＩＣ５０为０５１８４ｍｇ／ｍＬ；体内实验发现ＡＬＰ１能显
著降低链脲霉素诱导的糖尿病模型小鼠的血糖水平，明显改善糖耐量及胰岛组织的病变状况，降低一氧化氮合成酶的酶活

力、氧自由基和丙二醛含量，提高超氧化物歧化酶的酶活力。ＡＬＰ１对糖尿病小鼠显示出较好的降血糖效果，其降血糖机制
可能与抑制α葡萄糖苷酶的活性，延缓糖类在肠道内的吸收，及通过体内抗氧化作用，减少糖尿病鼠体内氧化损伤有关。
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　　糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）已成为严重威
胁人类健康的慢性疾病。目前临床使用的化学类

降糖药物虽有效果好、见效快等优点，但长期使用

会产生抗药性和继发性失效，并伴随肝毒性、肾毒

性及血糖波动频繁等不良反应［１－２］。从动植物中

寻找疗效更好、毒性更低的降血糖天然产物已成为

药物研发的一个重要方向。牛蒡（Ａｒｃｔｉｕｍｌａｐｐａ

Ｌ）系菊科两年生草本植物，是一种药食两用的植
物［３］。据文献报道，牛蒡根含有蛋白质、牛蒡酸、

醛类、多炔类及聚糖类等物质，具有明显的降血糖、

降血脂、补肾壮阳、抑制肿瘤细胞滋生等作用，在保

健食品、医药工业中有广泛的应用前景［４］。本研

究通过体外和体内试验研究了牛蒡根中提取的牛

蒡多糖的降血糖活性，为牛蒡植物的深度开发提供

５５４
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科学依据。

!

　材　料

１１　试　剂
链脲霉素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｔｏｉｎ，ＳＴＺ），α葡萄糖苷酶

（ＥＣ２３２６０４７）、４硝基苯αＤ吡喃葡萄糖苷（ｐ
ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌαＤｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，ＰＮＰＧ）（美国 Ｓｉｇ
ｍａ公司）；拜糖平（阿卡波糖片，德国拜耳公司）；
二甲双胍（ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ，ＭＥＴ，浙江亚太药业有限公
司）；葡萄糖测试盒（上海荣盛生物技术有限公

司）；活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）检测试
剂盒、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）
检测试剂盒、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）检测
试剂盒、一氧化氮合成酶（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，
ＮＯＳ）检测试剂盒（南京建成生物工程研究所）；其
余试剂均为市售分析纯。

１２　仪　器
相差显微镜（厦门Ｍｏｔｉｃ公司）；Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ全波

长酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；电子分析天平（北
京赛多利斯天平有限公司）；ＳＬＳＴ３摇板机（韩国
ＳｅｏｕｌｉｎＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）。
１３　药材与动物

干燥牛蒡根切片，购自江苏顺德果菜食品有限

公司，经中国药科大学中药学院秦民坚教授鉴定为

菊科（Ｃｏｍｐｏｓｉｔａｅ）植物牛蒡 ＡｒｃｔｉｕｍｌａｐｐａＬ的干
燥根，存放于中国药科大学第二实验大楼２３１１室。
清洁级Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（体重１８～２０ｇ，雄性）购自
扬州大学动物实验中心，合格证号：ＳＣＸＲ（苏）
２００７０００１。动物实验由中国药科大学动物伦理委
员会批准实施。

"

　方法与结果

２１　牛蒡多糖ＡＬＰ１的制备
本课题组前期对牛蒡多糖的热水提取法进行

了优化，工艺流程如下：将干燥牛蒡根切片粉碎，过

６０目筛。按４０ｍＬ／ｇ料液比６０℃热水提取２次，
每次３ｈ。合并两次上清液，浓缩后，用４倍体积的
９５％乙醇醇沉过夜。离心获得沉淀，真空减压干燥
获得粗品。粗品复溶后经过ＤＥＡＥ３２离子交换纤
维柱和ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００凝胶柱色谱后获得单一组
分多糖ＡＬＰ１。对获得的 ＡＬＰ１进行了相对分子质
量、单糖组成、红外光谱、核磁波谱等分析，发现其

相对分子质量为 ４６００，由 Ｄ葡萄糖和 Ｄ果糖
（１∶１２９）组成，结构与文献［５－６］报道相近。
２２　牛蒡多糖 ＡＬＰ１体外抑制 α葡萄糖苷酶的
活性

参照文献［７－９］，以 ４硝基苯αＤ吡喃葡萄糖
苷（ＰＮＰＧ）为底物，测定 α葡萄糖苷酶的活性。优
化酶促反应后，得到最佳反应条件为：ｐＨ６８ＰＢＳ
缓冲液，ＡＬＰ１（００３９～５ｍｇ／ｍＬ）和阿卡波糖
（００３９～５ｍｇ／ｍＬ）分 别 与 α葡 萄 糖 苷 酶
（１Ｕ／ｍＬ）２０μＬ混匀，３７℃孵育１０ｍｉｎ，再加入底
物 ＰＮＰＧ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）２０μＬ，混匀，３７℃反应
３０ｍｉｎ后，加入 ０２ｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３终止反应。反
应产物于４０５ｎｍ处测定吸收度。以等体积溶剂
ＰＢＳ作为空白对照，阿卡波糖作为阳性对照。样品
对α葡萄糖苷酶的抑制率（％）＝（１－Ａ０／ＡＳ）×
１００，式中：Ａ０为以等量 ＰＢＳ代替样品溶液的吸收
度；ＡＳ为加入ＡＬＰ１或阿卡波糖溶液反应后的吸收
度，使用Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓｔ检验分析组间差异。

结果如表１所示，ＡＬＰ１对 α葡萄糖苷酶的抑
制活性随质量浓度增加而增大，在５ｍｇ／ｍＬ时达
到８９６８％。计算得到阿卡波糖的 ＩＣ５０为０４１６７
ｍｇ／ｍＬ，与文献［１０］报道相近；ＡＬＰ１与阿卡波糖的
ＩＣ５０较为接近，为０５１８４ｍｇ／ｍＬ。在本实验条件
下，ＡＬＰ１具有良好的α葡萄糖苷酶抑制活性。

Ｔａｂｌｅ１　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆＡｒｃｔｉｕｍｌａｐｐａ．Ｌ．ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅＡＬＰ１
ａｎｄａｃａｒｂｏｓｅｏｎαｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

ｃ／（ｍｇ／ｍＬ）
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅ／％

Ａｃａｒｂｏｓｅ ＡＬＰ１
００３９ １１５８±０４９ ０７８±１２５
００７８ ２１１０±２７５ １２０５±２５５

０１５６ ３５０８±１３３ ２４８２±１９５

０３１３ ４８９７±０８１ ３４４３±１１９

０６２５ ６０９５±１１０ ７０５３±２３１

１２５０ ７１５０±０８５ ８５２６±０３５

２５００ ７９００±０５０ ８８７２±０２０

５０００ ８４２０±０２１ ８９６８±０１５

ＩＣ５０ｏｆＡＬＰ１ａｎｄａｃａｒｂｏｓｅｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｔｏｂｅ０５１８４ｍｇ／ｍＬａｎｄ
０４１６７ｍｇ／ｍＬ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｂｌａｎｋ

２３　牛蒡多糖ＡＬＰ１体内降血糖活性
２３１　动物实验设计［１１－１２］　小鼠适应性饲养
１周后，随机分成两组，空白组 １０只，模型组
５０只。空白组喂养普通饲料，模型组喂养高脂饲
料，饲养８周。模型组禁食过夜后，腹腔注射 ＳＴＺ

６５４
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（５０ｍｇ／ｋｇ），ＳＴＺ溶于０１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液中
（ｐＨ４５）使用，连续１周。血糖稳定１周后，监测
空腹血糖（ｆａｓｔｉｎｇｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ，ＦＢＧ），认为ＦＢＧ大
于１６５０ｍｍｏｌ／Ｌ者为糖尿病模型建造成功。统计
造模成功的有４０只，随机等分成５组，每组８只。
分别为模型组、阳性对照组（ＭＥＴ，２００ｍｇ／ｋｇ）、
ＡＬＰ１低剂量组（１５０ｍｇ／ｋｇ）、ＡＬＰ１中剂量组
（３００ｍｇ／ｋｇ）、ＡＬＰ１高剂量组（６００ｍｇ／ｋｇ）。灌胃
给药，每天１次，连续７周。模型组和空白组按同
样方法给予相同体积生理盐水。

从给药治疗开始，每周眼眶采血５μＬ，监测血
糖１次，连续监测７周。治疗的第７周考察糖耐
量，即禁食１４ｈ后１次给予葡萄糖（２ｇ／ｋｇ），分别
在给药前（０ｍｉｎ），给药后 １５，３０，６０，９０，１２０ｍｉｎ
眼眶采血测定血糖。最后１次给药后，禁食过夜，
采血，４℃、４０００ｒ／ｍｉｎ离心制备血清样本。解剖

摘取胰腺组织，１０％中性甲醛固定保存待测。按试
剂盒方法测定血清中血糖、ＲＯＳ、ＭＤＡ的含量及
ＮＯＳ和ＳＯＤ活力。胰腺组织进行常规石蜡包埋、
ＨＥ染色，制作组织切片。
２３２　牛蒡多糖ＡＬＰ１对糖尿病模型鼠血糖的影
响　空腹血糖（ＦＢＧ）监测结果如表２：ＳＴＺ小剂量
连续给药１周（１～７ｄ），再稳定１周后（８～１４ｄ），
测定空腹血糖约为 １８ｍｍｏｌ／Ｌ，均高于 １６５０
ｍｍｏｌ／Ｌ，说明模型构建成功。之后开始给予 ＡＬＰ１
治疗（１５～６２ｄ），测定结果表明各个剂量组的空腹
血糖大体呈下降趋势，第 ４２天、４９天、５６天、６２
天 ＡＬＰ１３个剂量组治疗组的空腹血糖均低于模
型组（数据未给出），第 ６２天，低、中、高剂量组
ＦＢＧ分别为１５６６，１４１５，１３５７ｍｍｏｌ／Ｌ，低于模
型组（１７８９ｍｍｏｌ／Ｌ），高于阳性药组（１１４１
ｍｍｏｌ／Ｌ）。

Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＬＰ１ａｎｄｍｅｔｆｏｒｍｉｎ（ＭＥＴ）ｏｎｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｌｅｖｅｌｏｆｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ／（ｍｇ／ｋｇ）
Ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ／（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ｄ０ ｄ７ ｄ１４ ｄ６２
Ｃｏｎｔｒｏｌ － ５１６±０１８ ５６０±０４８ ５４８±０３４ ５３７±０８３
Ｍｏｄｅｌ － ５５４±０１６ １３７７±０１６＃＃ １８３５±１３１＃＃ １７８９±０９１＃＃

ＭＥＴ ２００ ５５１±０２２ １３７５±０７２ １８００±１３９ １１４１±１７９

ＡＬＰ１ １５０ ５４１±０１８ １３７５±１６８ １８００±１０５ １５６６±１５３
ＡＬＰ１ ３００ ５６１±０２７ １３５１±１７５ １８１３±１１８ １４１５±２４４

ＡＬＰ１ ６００ ５５２±０１５ １３５６±１３５ １７９９±１３３ １２６３±０７２

１７ｄ：ＳＴＺｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；８１４ｄ：ｓｔａｂｌｅｆｏｒａｗｅｅｋ；１５６２ｄ：ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＡＬＰ１ａｎｄＭＥＴ
＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

　　第６２天给药后，禁食１４ｈ，测定口服糖耐量
（ＯＧＴＴ），结果如表３。给予２ｇ／ｋｇ葡萄糖后，１５～
３０ｍｉｎ内出现最高血糖，模型组小鼠各个时间点的

血糖浓度均高于１６５０ｍｍｏｌ／Ｌ，糖耐量严重受损。
而阳性组，ＡＬＰ１高、中剂量组小鼠的血糖显著低于
模型组，糖耐量能力得到了提高。

Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＬＰ１ａｎｄＭＥＴｏｎｇｌｕｃｏｓｅｔｏｌｅｒａｎｃｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ
Ｄｏｓｅ／
（ｍｇ／ｋｇ）

Ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ／（ｍｍｏｌ／Ｌ）
０ １５ ３０ ６０ ９０ １２０ｍｉｎ

ＡＵＣ

Ｃｏｎｔｒｏｌ － ５８４±１４２ ８１０±１３９ ９１７±１５１ ８０６±１０２ ７２６±０８６ ６７９±１１７ ９３２８１±２０００
Ｍｏｄｅｌ － １８０６±１９３＃＃ ２６３７±１９３＃＃ ２５８５±２３９＃＃ ２１５１±１９９＃＃ １７３７±１２３＃＃ １７２９±１５１＃＃ ２５３８２０±４０００＃＃

ＭＥＴ ２００ １１９８±０９３ ２２８９±２８５ ２２３６±１７８ １５２０±１６７ １３８２±０５７ １３２３±０３１ ２００５４４±１２５８

ＡＬＰ１ １５０ １５４３±１１６ ２６０４±１８９ ２４９３±３０４ ２１４８±２６０ １９６０±０７９ １６７３±１７９ ２５５０７３±４５０９
ＡＬＰ１ ３００ １４３２±１４５ ２７２２±０７４ ２３５２±２５０ １９４７±２２６ １６７５±２７３ １４１６±２５７ ２３４４２６±４０４１

ＡＬＰ１ ６００ １３３８±１９８ ２５７７±２４６ ２２５５±２９０ １７７８±１６９ １４２２±１６８ １３４１±２６６ ２１５５８７±９１６５

＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１，Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

　　以上结果说明，ＡＬＰ１高剂量和中剂量治疗糖
尿病模型鼠，能有效地降低血糖水平，对糖耐量损

伤有一定的治疗作用，且 ＡＬＰ１高剂量治疗效果优
于 ＡＬＰ１中剂量组。ＡＬＰ１低剂量组治疗效果不

明显。

２３３　牛蒡多糖ＡＬＰ１对糖尿病模型鼠抗氧化活
性的影响　ＡｌａｒｃｏｎＡｇｕｉｌａｒ等［１３］研究发现糖尿病

的发展及其后期并发症过程中伴随着活性氧的增

７５４
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加，加重机体的氧化损伤。另有文献报道，糖尿病

发病时，一氧化氮合成酶活性异常，诱导 ＮＯ的合
成，增加对胰岛 β细胞的氧化侵袭［１４］。可见糖尿

病与机体氧化过程密切相关。

由表４可见，模型组血清中 ＳＯＤ活力比空白
组低（Ｐ＜００５），ＮＯＳ、ＲＯＳ高于空白组（Ｐ＜

００５），ＭＤＡ高于空白组（Ｐ＜００１），表明糖尿病
小鼠体内的氧化程度显著增加，而 ＡＬＰ１各组可提
高ＳＯＤ活力，降低ＲＯＳ与ＭＤＡ含量及ＮＯＳ活力，
其中高剂量组显示出了显著性差异，说明 ＡＬＰ１可
显著降低糖尿病小鼠的氧化应激压力。

Ｔａｂｌｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＬＰ１ａｎｄＭＥＴｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＮＯＳ，ＳＯＤ，ＲＯＳａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆＭＤＡ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ／（ｍｇ／ｋｇ） ＮＯＳ／（Ｕ／ｍＬ） ＳＯＤ／（Ｕ／ｍＬ） ＲＯＳ／（Ｕ／ｍＬ） ＭＤＡ／（ｎｍｏｌ／ｍＬ）
Ｃｏｎｔｒｏｌ － １４６４±４５７ ９５０２±１７８ １４８±０４３ ７０２±１０１
Ｍｏｄｅｌ － ２４１０±４４３ ８１０４±２５９＃ ２３０±０７２＃ ８６２±１４６＃＃

ＭＥＴ ２００ ３８０８±６５２ ８２８２±１２３０ １４８±０３８ ６８３±０６７

ＡＬＰ１ １５０ ３２９４±４７８ ８５８６±６８０ ２０９±０６８ ８６３±１３８
ＡＬＰ１ ３００ ２５９１±４６２ ８７９０±１６１ １６６±０６３ ７４０±１１０
ＡＬＰ１ ６００ １９７５±１３０ ９１５０±４５０ １２７±０５１ ４８１±１０６

ＮＯＳ：ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ；ＳＯＤ：ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ；ＲＯＳ：ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ；ＭＤＡ：ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ
＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

２３４　牛蒡多糖ＡＬＰ１对糖尿病模型鼠胰岛的影
响　对摘取的胰腺组织进行常规石蜡包埋、ＨＥ染
色、光镜检查及摄影后获得组织切片图（图１）。观
察胰岛的病理组织学变化：空白组的胰腺组织结构

清楚，外分泌部胰腺上皮细胞无变性、坏死，内分泌

部胰岛为椭圆形细胞团，形态规则，界限清楚，胰岛

无空泡存在；与空白组比较，模型组胰岛结构紊乱

疏松，形态不规则，可见不同程度的萎缩，胰岛面积

明显变小且边缘不整齐，胰岛内细胞排列紊乱，数

目明显减少，部分细胞胞浆空泡化，部分细胞核固

缩、少量细胞核溶解、消失，部分区域细胞间隙增

大；阳性药组胰岛结构轻度恢复，萎缩程度好转，边

缘清晰，病变程度较模型组轻；ＡＬＰ１高、中和低各
剂量组部分胰岛见不同程度萎缩，胰岛细胞水肿，

有空泡样病变，个别细胞坏死，但病变程度较模型

组明显减轻。综上所述，ＡＬＰ１和阳性药组都可明
显改善胰腺的病理损伤。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＬＰ１ａｎｄＭＥＴｏｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｔｉｓｓｕｅ（×４００，ＨＥ）
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：Ｍｏｄｅｌ；Ｃ：ＭＥＴ；Ｄ：ＡＬＰ１（１５０ｍｇ／ｋｇ）；Ｅ：ＡＬＰ１（３００ｍｇ／ｋｇ）；Ｆ：ＡＬＰ１（６００ｍｇ／ｋｇ）

#

　讨　论

糖苷酶抑制剂可抑制消化道尤其是十二指肠

中的 α葡萄糖苷酶的活性，因此可减少或延缓进

入消化道的多糖水解为单糖，使单糖的吸收减少而

降低血糖浓度，从而可降低糖尿病病人餐后血糖，

减轻胰岛 β细胞负荷，改善胰岛素抵抗（ｉｎｓｕｌｉｎ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＩＲ）［１５－１６］。已有报道显示，多糖类物质
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具有体外糖苷酶抑制作用。郭凤霞等［１７］研究发现

沙棘多糖对 α葡萄糖苷酶具有明显抑制作用，且
其抑制效果明显优于阿卡波糖。本文通过体外试

验表明ＡＬＰ１具有较强的α葡萄糖苷酶抑制活性，
其 ＩＣ５０为 ０５１８４ｍｇ／ｍＬ，与阿卡波糖的 ＩＣ５０
（０４１６７ｍｇ／ｍＬ）相近。体内实验结果显示，ＡＬＰ１
对糖尿病小鼠有一定的治疗作用，可显著降低糖尿

病模型鼠空腹血糖水平，改善糖耐量能力和胰腺损

伤，增强糖尿病小鼠的抗氧化能力。

体内外实验结果均显示，ＡＬＰ１具有良好的降
血糖活性。其药效发挥形式可能是 ＡＬＰ１原型，因
为ＡＬＰ１是一种由β糖苷键相连的果聚糖，在胃和
小肠中不被消化吸收。其降血糖活性机制可能为：

①通过抑制 α葡萄糖苷酶的活性，延缓糖类在肠
道内的吸收，从而降低血糖；②通过抗氧化作用，改
善体内自由基对机体损伤，从而间接发挥降血糖

作用。

近年来国内外对植物多糖降血糖作用进行了

较为广泛的研究，发现了多个具有降血糖活性的植

物多糖，例如人参多糖、知母多糖、紫草多糖、刺五

加多糖、薏苡仁多糖等，开辟了降血糖新药源的开

发。牛蒡是近年来研究较多的一种植物，从中发现

了一些生物活性物质，包括具有抗菌、抗肿瘤活性

的多酚类物质及具有抗感染作用的木质素等，然而

就其降血糖活性的组分报道较少。本文发现牛蒡

多糖具有降血糖活性，为牛蒡的开发和应用提供了

一定实验依据，也扩展了新的降血糖药源。后续研

究将围绕牛蒡多糖作为 α葡萄糖苷酶抑制剂的抑
制类型，以及是否还通过其他途径降血糖及降血糖

机制等内容进一步开展。
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