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新资源食品提取物辅助降血糖配方的确定

刘同方,摇 于燕波,摇 李淑娟,摇 沈起兵,摇 张国文,摇 李亦凡,摇 陈摇 斌*

(深圳市绿航星际太空科技研究院, 广东 深圳摇 518117)

摘摇 要: 以 琢鄄葡萄糖苷酶抑制剂体外模型实验筛选出 4 种具有较强活性的新资源食品提取物原

料,进行混料配方优化设计,获得较优配方比例为:青钱柳提取物 26郾 05% ,葡萄皮提取物 10郾 00% ,
桑叶提取物 22郾 13% ,枇杷叶提取物 41郾 82% 。 采用高浓度葡萄糖刺激 HepG2 细胞体外降血糖评

价模型对优化配方进行功能评价,结果显示配方可显著提高胰岛素抵抗模型的葡萄糖利用率,对造

成的胰岛素抵抗具有一定的改善作用,且呈现一定的浓度依赖效应。
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摇 摇 随着对糖尿病基础研究的深入,越来越多的治

疗药物研制成功并投入临床使用。 西药降血糖作用

明显、起效快,但往往缺乏整体的协调性,具有明显

的副作用,不利于糖尿病患者长期使用[1]。 近年

来,诸多研究表明中药对糖尿病具有多途径、多靶

点、多环节的综合治疗作用,且中药治疗疾病的毒副

作用较小[2 - 4]。 所以,从天然的植物中寻找降血糖

的有效成分是开发治疗糖尿病食品的一条重要的途

径。 已有研究表明,白子菜[5]、苦瓜[6]、青钱柳[7]、
桑叶[8]、甜茶叶[9]、玉竹[10]、葡萄皮[11]、枇杷叶[12]

等植物中的活性成分具有降低血糖和促进胰岛素分

泌等作用。 本研究主要通过对植物提取物进行筛

选,并进行配方优化,最后进行体外降血糖功能评价

实验,以期为研制具有辅助降血糖功能的配方提供

支持。

1摇 实验部分

1郾 1摇 材料与试剂

MTT 细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒(MTT
cell proliferation and cytotoxicity assay kit),美国 Am鄄

recso 公司;二甲基亚砜 ( dimethyl sulfoxide, DM鄄
SO),美国 Sigma 公司;4鄄硝基苯鄄琢鄄D鄄吡喃葡萄糖

苷(4鄄nitrophenyl鄄琢鄄D鄄glucopyranoside,pNPG),上海

晶纯生化科技股份有限公司;琢鄄葡萄糖苷酶(酵母

源),美国 Sigma 公司;阿卡波糖片,拜耳医药保健

有限 公 司; MEM 低 糖 培 养 基 及 胰 蛋 白 酶 ( 含

0郾 25%乙二胺四乙酸),美国 Gibco 公司;地特胰岛

素,丹麦诺和诺德公司;HepG2 细胞株购于北京协

和医院;葡萄糖测定试剂盒,南京建成生物工程研

究所;磷酸二氢钾、磷酸氢二钾、碳酸钠、葡萄糖等

均为分析纯,购于国药集团化学有限公司;提取物

原料为固体粉末状,由张家界至诚生物有限公司

提供。
1郾 2摇 仪器与设备

DK 8B 型电热恒温水浴锅,上海精宏试验设

备有限公司;UV 2600 型紫外 可见分光光度计,尤
尼柯(上海)仪器有限公司;AL204 型电子天平,瑞
士梅特勒 托利多仪器有限公司;BCL 1000A 型超

净工作台,北京亚太科隆公司;MCO 15AC 型 CO2

培养箱,美国 SANYO 仪器有限公司。
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1郾 3摇 实验方法

1郾 3郾 1摇 琢鄄葡萄糖苷酶活性抑制率的测定

取 10 mL 试管,依次加入 pH = 6郾 8 磷酸缓冲液

1郾 85 mL,0郾 40 U / mL 酶溶液 100 滋L,加入 100 滋L 样

品溶液,涡旋振荡混合均匀,37 益恒温水浴 15 min,
再加入 0郾 011 6 mol / L pNPG 溶液 50 滋L,涡旋振荡

混合均匀,37 益 恒温水浴 20 min,再加入 8郾 00 mL
0郾 20 mol / L Na2CO3溶液终止反应,405 nm 处测定吸

光度值,琢鄄葡萄苷酶活性抑制率计算见式(1)。

E抑制率 =
A空白 - (A样品 - A背景)

A空白

伊 100% 。 (1)

式(1) 中,E抑制率 为 琢鄄葡萄苷酶活性抑制率,
A空白为不加样品反应后的吸光度值,A样品为加入样

品反应后的吸光度,A背景为只加样品的吸光度值,设
阿卡波糖片为阳性对照组,每个样品做 3 个平行,取
平均值,计算抑制率。
1郾 3郾 2摇 不同提取物原料体外酶抑制率活性比较

通过对不同浓度桑叶提取物、苦瓜提取物、葡萄

皮提取物、甜茶叶提取物、白子菜提取物、玉竹提取

物、青钱柳叶提取物和枇杷叶提取物等 8 种植物提

取物原料(见表 1)进行体外酶抑制率活性比较,筛
选出活性较强的普通食品、新食品或药食同源原料

提取物进行配方优化设计。

表 1摇 用于降血糖配方设计的 8 种植物提取物

Tab. 1摇 8 plant extracts for hypoglycemic formular design

原料名称 类别

桑叶 药食同源(卫法监发也2002页51 号文)

苦瓜 普通食品

葡萄皮 普通食品

甜茶叶 新食品原料(卫食新申字(2017)第 0006 号)

白子菜
新资源食品(关于批准 DHA 藻油、棉籽低聚糖等7 种物品

为新资源食品及其他相关规定的公告(2010 年第3 号))

玉竹 药食同源(卫法监发也2002页51 号文)

青钱柳叶
新食品原料(国家卫生和计划生育委员会

公告 2013 年第 4 号)

枇杷叶
新资源食品(关于批准番茄籽油等 9 种新食品

原料的公告(2014 年第 20 号))

1郾 3郾 3摇 配方优化设计

通过不同原料活性比较实验,选取活性高于阳

性对照组的提取物原料,采用 Design Expert 8郾 0郾 6
中 D鄄optimal 限制成分上下界的方法,对组分用量范

围进行人为限制,然后通过对回归方程及各组分等

高线图和响应曲面的分析,确定最优配方。

1郾 3郾 4摇 HepG2 细胞体外模型降血糖效果评价

1郾 3郾 4郾 1摇 胰岛素抵抗 HepG2 细胞模型建立

参考文献[13]方法建立体外细胞模型,HepG2
细胞 1 伊 105个 / mL 接入细胞培养板,贴壁生长 24 h
后,加入终浓度为 30 mmol / L 的葡萄糖溶液,孵育 24
h,再加入终浓度为 1 伊 10 - 7 mmol / L 的胰岛素刺激

10 min,即建立高浓度葡萄糖诱导的胰岛素抵抗

HepG2 细胞模型。
1郾 3郾 4郾 2摇 细胞存活率的测定

采用 MTT 法测定细胞存活率[14],当细胞生长

至可传代后用胰蛋白酶溶液消化,用 MEM 低糖培

养基调整细胞密度为 1 伊 105个 / mL,接入 96 孔板,
每孔 180 滋L。 贴壁生长 24 h 后向细胞中加入 20 滋L
待测样品,同时设添加 20 滋L 磷酸盐缓冲液的细胞

孔作为空白对照组,做 6 个平行实验。 孵育 24 h 后

添加 20 滋L 5 mg / mL MTT,继续培养 4 h,随后吸尽

培养基并添加 150 滋L DMSO,室温放置 10 min 后于

570 nm 处测定吸光度值。 将空白组细胞存活率设

置为 100% ,细胞存活率计算见式(2)。

酌细胞存活率 =
A实验组

A空白组

伊 100% 。 (2)

式(2)中,酌细胞存活率为细胞存活率,A实验组为添加

待测样品处理后测得吸光度值,A空白组为添加磷酸盐

缓冲液处理后测得吸光度值。
1郾 3郾 4郾 3摇 葡萄糖利用率的测定

根据葡萄糖氧化酶 过氧化物酶法[15]测定葡萄

糖含量,实验组细胞同时添加葡萄糖溶液和样品溶

液,模型对照组添加葡萄糖溶液和等体积磷酸盐缓

冲液,空白组仅添加等体积无菌磷酸盐缓冲液,添加

葡萄糖终浓度为 30 mmol / L,继续孵育 24 h,添加胰

岛素(终浓度为 1 伊 10 - 7 mmol / L)刺激细胞 10 min,
随后立即吸取上层培养基,用葡萄糖测定试剂盒测

定葡萄糖浓度,葡萄糖利用率计算见式(3)。

茁葡萄糖利用率 =
c1 + c2 - c3
c1 + c2

伊 100% 。 (3)

式(3)中,c1 为原培养基中葡萄糖浓度,5郾 55
mmol / L,c2 为葡萄糖添加终浓度,0 或 30 mmol / L,c3
为上层培养基中葡萄糖浓度,mmol / L。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 不同提取物对 琢鄄葡萄苷酶抑制活性比较结果

分析

不同提取物原料对 琢鄄葡萄糖苷酶抑制活性的

比较结果见图 1。
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图 1摇 不同提取物原料对 琢鄄葡萄糖苷酶抑制活性的比较

Fig. 1摇 Comparison of inhibitory activities of
different extracts on 琢鄄glucosidase

由图 1 可知,在相同质量浓度条件下,桑叶提取

物、葡萄皮提取物、青钱柳叶提取物和枇杷叶提取物

对 琢鄄葡萄糖苷酶抑制率均大于阳性对照组,因此选

取以上 4 种提取物进行配方优化设计。
2郾 2摇 配方优化设计结果分析

2郾 2郾 1摇 混料设计方案及结果

运用 Design鄄Expert 8郾 0郾 6 数据统计分析软件,
得到实验方案,并按照实验方案进行实验,结果见表 2。

对表 2 测定结果进行数学模型拟合与回归分

析,得到模型 P < 0郾 05,达到显著的水平,失拟项的

P = 0郾 073 4,不显著。 多元相关系数 R2 = 0郾 841 9,
校正决定系数 R2

adj = 0郾 636 3,说明该模型对实际情

况拟合较好,拟合的三次回归方程比较合适,可以选

择此模型对混合配方进行分析预测。 分析结果显

示,枇杷叶提取物、青钱柳提取物和桑叶提取物的复

配比例对 琢鄄葡萄糖苷酶体外抑制率存在交互作用,
达到显著水平。

根据实验结果建立回归方程:
E抑制率 = 41郾 11A + 44郾 25B + 42郾 13C + 35郾 58D -
26郾 63AB + 17郾 66AC + 33郾 36AD + 17郾 97BC +
4郾 27BD + 8郾 92CD - 68郾 89ABC + 176郾 71ABD -

63郾 09ACD + 24郾 21BCD。
其中 A、B、C、D 分别表示枇杷叶提取物、青钱

柳叶提取物、葡萄皮提取物、桑叶提取物的质量分

数,由回归方程和方差分析可见,拟合的三次方程中

ABD 和 BCD 三次项的系数为正值,说明枇杷叶提取

物、青钱柳提取物、葡萄皮提取物和桑叶提取物对体

外抑制率起到贡献作用,二次项回归系数 AD 项绝

对值最大,说明在混料配方中枇杷叶提取物和桑叶

提取物复配液对 琢鄄葡萄糖苷酶的体外抑制率的贡

献最大。

表 2摇 混料设计方案及结果

Tab. 2摇 Mixture design scheme and results

序号

棕(枇杷叶

提取物) /
%

棕(青钱柳

叶提取

物) / %

棕(葡萄

皮提取

物) / %

棕(桑叶

提取

物) / %

E抑制率 /

%

1 30郾 00 30郾 00 20郾 00 20郾 00 44郾 13
2 40郾 00 30郾 00 20郾 00 10郾 00 41郾 82
3 30郾 00 20郾 00 10郾 00 40郾 00 35郾 09
4 30郾 00 20郾 00 40郾 00 10郾 00 42郾 12
5 45郾 00 20郾 00 25郾 00 10郾 00 46郾 86
6 33郾 75 38郾 75 13郾 75 13郾 75 43郾 09
7 30郾 00 50郾 00 10郾 00 10郾 00 44郾 34
8 33郾 75 23郾 75 13郾 75 28郾 75 46郾 23
9 30郾 00 35郾 00 25郾 00 10郾 00 47郾 87
10 37郾 50 27郾 50 17郾 50 17郾 50 47郾 18
11 30郾 00 20郾 00 10郾 00 40郾 00 35郾 09
12 40郾 00 20郾 00 20郾 00 20郾 00 43郾 91
13 48郾 75 23郾 75 13郾 75 13郾 75 38郾 54
14 45郾 00 35郾 00 10郾 00 10郾 00 36郾 27
15 30郾 00 20郾 00 40郾 00 10郾 00 42郾 12
16 30郾 00 20郾 00 25郾 00 25郾 00 40郾 61
17 45郾 00 35郾 00 10郾 00 10郾 00 36郾 71
18 60郾 00 20郾 00 10郾 00 10郾 00 39郾 38
19 30郾 00 50郾 00 10郾 00 10郾 00 44郾 34
20 30郾 00 35郾 00 10郾 00 25郾 00 40郾 62
21 33郾 75 23郾 75 28郾 75 13郾 75 43郾 91
22 60郾 00 20郾 00 10郾 00 10郾 00 44郾 13
23 40郾 00 30郾 00 10郾 00 20郾 00 48郾 21
24 45郾 00 20郾 00 10郾 00 25郾 00 46郾 96

2郾 2郾 2摇 较佳复配比例的确定与验证

当葡萄皮提取物添加比例固定在 10郾 00% 时,
不同比例枇杷叶提取物、青钱柳提取物和桑叶提取

物溶液对 琢鄄葡萄糖苷酶抑制率影响的等高线图及

3D 响应面图见图 2。 其中响应面图为曲面,表明因

素之间存在交互作用。 通过软件优化功能,对最优

配方进行优化,并对最优配方条件下的结果进行预

测,结果见图 3。
通过数据分析,确定较佳复配比例为:枇杷叶提

取物 41郾 82% ,青钱柳提取物 26郾 05% ,葡萄皮提取

物 10郾 00% ,桑叶提取物 22郾 13% ,体外抑制率的预

测值为 48郾 73% 。 按照最优的复配比例进行 3 次重

复验证实验,计算结果,得到配方溶液对 琢鄄葡萄糖

苷酶的体外抑制率为 49郾 32% 依 0郾 15% ,与响应面

的预测值无明显差异,说明响应面模型优化复配 4
种提取物的最佳复配比例的结果可靠。
2郾 3摇 HepG2 细胞体外模型降血糖效果分析

2郾 3郾 1摇 配方对 HepG2 细胞存活率的影响

采用 MTT 法测定了配方样品对 HepG2 细胞存
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图 2摇 不同比例提取物溶液对 琢鄄葡萄糖苷酶抑制率影响

Fig. 2摇 Effects of different proportions of extract solutions on inhibitory rate of 琢鄄glucosidase
摇

图 3摇 数据处理软件对较优配方比例的预测

Fig. 3摇 Prediction of proportion of better formular by
data processing software

摇

活率的影响,数据采用 Duncan蒺s multiple range test
方法分析,不同字母表示显著性差异,结果见图 4。
结果表明,配方样品在质量浓度 0郾 125 ~ 0郾 500 mg /
mL 范围内对细胞存活率均没有显著影响,说明配方

样品在质量浓度 0郾 500 mg / mL 及以下时对 HepG2
细胞没有细胞毒性。 因此,选定此浓度范围进行后

续实验。
2郾 3郾 2摇 配方样品对高糖诱导胰岛素抵抗 HepG2 细

胞内葡萄糖利用率的影响

当加入高浓度葡萄糖刺激后,与空白对照组相

比模型组的葡萄糖利用率显著降低,说明成功建立

了胰岛素抵抗模型。 采用葡萄糖氧化酶 过氧化物

酶法测定配方样品对高糖诱导胰岛素抵抗 HepG2
细胞内葡萄糖利用率的影响,结果见图 5。 而在添

字母代表差异性。

图 4摇 不同浓度配方样品对 HepG2 细胞存活率的影响

Fig. 4摇 Effects of different concentrations formula
sample on cytoactive of HepG2 cells

摇

加高浓度葡萄糖刺激的同时,加入不同浓度配方样

品处理,其中实验组 1 添加了 30 mmol / L 葡萄糖溶

液和 0郾 125 mg / mL 样品溶液,实验组 2 添加了 30
mmol / L 葡萄糖溶液和 0郾 250 mg / mL 样品溶液,实验

组 3 添加了 30 mmol / L 葡萄糖溶液和 0郾 500 mg / mL
样品溶液。 结果表明实验组显著提高胰岛素抵抗模

型的葡萄糖利用率,且促进作用呈现一定的浓度依

赖效应。 当样品终质量浓度为 0郾 500 mg / mL 时细

胞对葡萄糖的利用率最高,与模型组相比提高了

37郾 88% 。 结果表明配方样品对高浓度葡萄糖刺激

HepG2 细胞造成的胰岛素抵抗具有一定的改善

作用。
2郾 3郾 3 摇 配方对高糖和高脂联合诱导胰岛素抵抗

HepG2 细胞内葡萄糖利用率的影响

测定配方样品对高糖和高脂联合诱导胰岛素

抵抗 HepG2 细胞内葡萄糖利用率的影响,结果见

图 6。 当加入高浓度葡萄糖与棕榈酸刺激后,与空

白对照组相比模型组的葡萄糖利用率显著降低,
说明成功建立了胰岛素抵抗模型。 在添加高浓度
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不同字母代表差异显著。

图 5摇 配方样品对高糖诱导胰岛素抵抗 HepG2
细胞内葡萄糖利用率的影响

Fig. 5摇 Effects of formula samples on glucose utilization
in HepG2 cells induced by elevated glucose

摇

葡萄糖和棕榈酸刺激的同时,加入不同浓度配方

样品处理,其中实验组 1 添加了 30 mmol / L 葡萄糖

溶液、0郾 250 mmol / L棕榈酸和 0郾 125 mg / mL 样品

溶液,实验组 2 添加了 30 mmol / L 葡萄糖溶液、
0郾 250 mmol / L 棕榈酸和 0郾 250 mg / mL 样品溶液,
实验组 3 添加了 30 mmol / L 葡萄糖溶液、0郾 250
mmol / L 棕榈酸和0郾 500 mg / mL 样品溶液。 结果显

示实验组显著提高胰岛素抵抗肝细胞对葡萄糖的

利用率。 当配方样本终质量浓度为 0郾 500 mg / mL
时细胞对葡萄糖的利用率最高,与模型组相比提

不同字母代表差异显著。

图 6摇 配方样品对高糖和高脂联合诱导胰岛素

抵抗 HepG2 细胞内葡萄糖利用率的影响

Fig. 6摇 Effects of formula samples on glucose utilization
in HepG2 cells induced by elevated glucose and
free fatty acids

高了 25郾 63% 。 结果表明配方样品对高浓度葡萄

糖与棕榈酸联合刺激 HepG2 细胞造成的胰岛素抵

抗具有一定的改善作用。

3摇 结摇 论

本文通过对 8 种不同植物提取物原料进行体外

酶抑制率比较,筛选出 4 种活性较强的提取物原料

进行配方优化设计,对数据进行分析,得出 4 种提取

物具有交互作用,较佳复配比例为:枇杷叶提取物

41郾 82% ,青钱柳提取物 26郾 05% ,葡萄皮提取物

10郾 00% ,桑叶提取物 22郾 13% 。 HepG2 细胞体外模

型降血糖效果评价实验结果显示配方样品可提高高

糖诱导以及高糖 高脂联合诱导胰岛素抵抗 HepG2
细胞内葡萄糖利用率,降低细胞外的葡萄糖浓度,改
善胰岛素抵抗模型症状。

目前,本配方只进行了体外细胞模型评价降血

糖效果实验,辅助降血糖功能评价实验有待完善,可
望在此配方基础上,结合感官评价开发一款辅助降

血糖功能性食品。
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Determination of Hypoglycemic Formula Assisted by
New Resources Food Extracts

LIU Tongfang,摇 YU Yanbo,摇 LI Shujuan,摇 SHEN Qibing,摇 ZHANG Guowen,摇 LI Yifan,摇 CHEN Bin*

(SPACEnter Space Institute of Southern China, Shenzhen 518117, China)

Abstract: In vitro model experiment of 琢鄄glucosidase inhibitor was used to screen out 4 kinds of active
material, and the optimization design of the mixture formula was carried out. The optimal proportions of
formula were Cyclocarya paliurus leaves extract 26郾 05% , grape skin extract 10郾 00% , mulberry leaves
extract 22郾 13% , and loquat leaves extract 41郾 82% . The insulin resistant HepG2 cell model was induced
by the high concentration glucose. The results showed that the formula could significantly promote the
glucose utilization of the insulin resistant HepG2 cell to improve the insulin resistance, and the effect was
concentration鄄dependent.

Keywords: 琢鄄glucosidase; in vitro model experiment; HepG2 cells; glucose utilization; insulin
resistance
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