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香椿叶多酚的提取分离及其体外对糖尿病 

关键酶活性的抑制作用 
 

扶雄 1，张伟 1，朱思明 1，李超 1，游丽君 1，赵振刚 1，刘瑞海 1,2 

（1.华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640）(2.康奈尔大学食品科学系，纽约伊萨卡 14853-7201) 

摘要：本研究从香椿叶中提取分离多酚，研究多酚对糖尿病关键酶（猪胰腺 α-淀粉酶、鼠小肠蔗糖酶和麦芽糖酶）活性的影响。

采用活性追踪法，运用多种分离纯化技术和色谱学分析，逐级筛选活性强的部位以及单体化合物。研究发现香椿叶多酚粗提物具有显

著的酶抑制作用，猪胰腺 α-淀粉酶、鼠小肠蔗糖酶和麦芽糖酶的半数抑制率（IC50）值分别为 0.45 mg/mL、1.29 mg/mL 和 1.41 mg/mL。

乙酸乙酯萃取后的 70%乙醇洗脱部位为主要活性部位，其对猪胰腺 α-淀粉酶、鼠小肠蔗糖酶和麦芽糖酶抑制作用的 IC50值分别为 0.091 

mg/mL、0.97 mg/mL 和 1.00 mg/mL。从活性部位分离出 2 个单体化合物，分别鉴定为：1, 2, 3, 4, 6-O-五没食子酰葡萄糖（PGG）和

没食子酸乙酯（EG），其中 PGG 具有显著的 α-淀粉酶抑制活性，IC50值为 0.069 mg/mL；EG 对蔗糖酶和麦芽糖酶具有一定的抑制活

性，IC50值分别 0.82 mg/mL 和 0.81 mg/mL。研究表明多酚化合物是香椿叶的有效降血糖功能成分之一，PGG 和 EG 是主要的活性成

分。 
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Abstract: To clarify the postprandial glucose suppression effects of phenols from Toona sinensis leaves, its inhibitory effects against key 

enzymes (porcine pancreatic α-amylase, rat intestinal sucrase and maltase) linked to type 2 diabetes were investigated. Results showed that the 

crude extract of Toona sinensis leaves had significant enzyme inhibitory activities. Its IC50 values for the three key enzyme activities were 0.45, 

1.29, and 1.41 mg/mL, respectively. The 70% ethanol sub-fraction of the ethyl acetate fraction was mainly responsible for enzymes inhibitory 

activities, which showed the strongest enzyme inhibitory activities with IC50 values of 0.091, 0.97, and 1.00 mg/mL, respectively, on porcine 

pancreatic α-amylase, rat intestinal sucrase and maltase. PGG (1, 2, 3, 4, 6-penta-O-galloyl-β-D-glucopyranose) and EG (ethyl gallate) isolated 

from 70% ethanol sub-fraction were identified as the active monomer compounds. PGG exhibited significant  enzyme inhibitory activity against 

α-amylase with IC50 value of 0.069 mg/mL. The EG had inhibitory effects on sucrase and maltase to some extent. Its IC50 value for sucrase and 

maltase were 0.82 and 0.81 mg/mL, respectively. This study revealed that Toona sinensis leaves may be helpful to develop drug and functional 

foods for diabetes and related symptoms.  

Key words: Toona sinensis leaves; phenols; α-amylase; sucrase; maltase; diabetes 

 

近几十年来，糖尿病的发病率逐年递增，已成 
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为继心脑血管疾病、恶性肿瘤之后严重威胁人类健康

的第三大慢性疾病。糖尿病患者以Ⅱ型糖尿病为主，

Ⅱ型糖尿病已占糖尿病患者总数的 90%以上，患者表

现为餐后血糖持续升高，常引起大血管、微血管和神

经并发症[1]。随着我国经济的迅猛发展，糖尿病患者

也飞速增长，中国疾病预防控制中心的调查结果显示，

我国已成为世界上糖尿病人口最多的国家。糖尿病的

防治已成为我国最主要公共卫生问题之一。糖尿病关
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键酶（α-淀粉酶、蔗糖酶和麦芽糖酶）抑制剂是近年

来开发的一类新型口服降糖药物，它通过可逆性地抑

制胰脏 α-淀粉酶以及肠道蔗糖酶和麦芽糖酶的活性，

从而抑制碳水化合物水解为单糖，减慢葡萄糖的吸收

速度，降低餐后血糖，改善糖尿病患者糖代谢紊乱[2]。

然而，目前临床上使用的酶抑制剂存在引起肠道明显

不适等副作用，研究表明，这是由于酶的过度抑制引

起的[3]。为了寻找有效且副作用小的糖尿病关键酶抑

制剂，国内外专家学者把目标转向了作用温和、多种

降糖成分并存的中草药天然产物[4~5]。 

香椿为双子叶植物纲芸香目楝科植物，原产于我

国，主要分布于东亚与东南亚地区。香椿已有两千多

年的栽培历史，是我国著名的药食两用木本植物，其

根皮、树皮、芽、叶、果实均可作为中药，始收载于

《唐本草》。中医认为，香椿味苦涩、性寒，具有清热

解毒、润肠止血、杀虫固精等功效，可用于治疗久泄

久痢、肠风便血、崩漏带下、遗精白浊、疳积、白秃、

疔疽、疥疮等疾病[6]。香椿嫩芽作为人们食用已久的

时令蔬菜，脆嫩甘美，香味浓郁，营养成分丰富。研

究发现，香椿叶含有丰富的多酚类物质，香椿叶多酚

提取物具有抑制四氧嘧啶糖尿病小鼠血糖升高的功效
[7]。而且，民间流传着香椿叶泡水代茶饮可预防糖尿

病的说法。目前对于香椿叶多酚降血糖活性的报道只

停留在多酚粗提物上，对于降糖活性部位以及降糖因

子的研究尚未见报道，值得开展进一步研究。 

本文探究香椿叶多酚的抗糖尿病功效，从糖尿病

关键酶（α-淀粉酶、蔗糖酶和麦芽糖酶）体外抑制活

性方面，考察香椿叶多酚对糖尿病关键酶的抑制作用，

通过逐级筛选与分离，结合色谱学分析，确定多酚中

酶抑制活性较高的部位以及主要活性成分。 

1  材料与方法 

1.1  材料与设备 

1.1.1  材料与试剂 

香椿叶购自中国江苏省南通市，风干后粉碎备

用；阿卡波糖片（批号：19990205，规格：50 mg/片），

购自拜耳医药保健有限公司；Type VI-B α-amylase 

from porcine pancreatic（猪胰腺 α-淀粉酶），rat small 

intestinal acetone powder（鼠小肠丙酮粉），购自

Sigma-Aldrich 公司；Glucose C-Ⅱ Test Wako kit（葡

萄糖检测试剂盒），购自Wako Pure 公司；聚酰胺树脂

（30~60 目，柱层析用），购自上海化学试剂站分装厂；

其它化学试剂均为国产分析纯。 

1.1.2  仪器与设备 

高效液相色谱仪（配 XBridgeTMC18 分析柱，

Waters600泵，以及 DAD 检测器），美国Waters 公司；

EZ Purifier 快速中压制备液相色谱系统，利穗科技（苏

州）有限公司；LCQ-Fleet 质谱仪，美国 Thermo 

Scientific 公司；DMX-500 核磁共振波谱仪，德国

Bruker Biospin GmbH公司；Multiskan MK3 型多功能

多功能荧光/化学分析仪，美国 Thermo Scientific 公司；

UV-2300 紫外-可见分光光度计，日本日立公司；

RE-52A 型旋转蒸发仪，上海亚荣仪器有限公司；

DHG-9240A型恒温鼓风干燥箱，上海一恒科技有限公

司；SB-500 型超声波清洗器，宁波科技生物技术有限

公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  香椿叶多酚的提取分离 

称取 2.5 kg 香椿叶粉末，以 70%乙醇(料液比为 1 

g:30 mL)超声辅助提取（70 ℃，320 W，100 min），

提取液经过滤、浓缩、冷冻干燥后，得到香椿叶多酚

粗提物 482 g。将粗提物混悬于 1.0 L蒸馏水中，依次

采用石油醚（5×1 L）、氯仿（5×1 L）、乙酸乙酯（5×1 

L）、正丁醇（5×1 L）进行萃取。萃取液经过浓缩、

真空干燥后，分别制得不同萃取部位的干燥样品。经

实验得出乙酸乙酯萃取部位的酶抑制活性最强，因此

将乙酸乙酯部位萃取的样品用聚酰胺柱层析（6 

cm×80 cm）进行分离纯化，采用不同体积分数的乙醇

溶液（0，10，20，30，50 和 70%）进行洗脱，流速

为 10 mL/min，洗脱 10 倍柱体积。分别收集洗脱液，

经浓缩、冷冻干燥得不同洗脱部位的粉末。酶抑制活

性实验表明 70%乙醇洗脱部位活性最强，因此选择此

部位进一步分离纯化单体化合物，采用制备液相色谱，

甲醇-水梯度洗脱分离得到化合物 1（32.8 mg）和化合

物 2（37.6 mg）。制备色谱柱为美国Symmetry PrepTM 

C18 柱（5 μm, 250 mm×4.6 mm)；流动相为水和甲醇，

线性梯度洗脱程序：0~30 min，5%水~30%水；30~120 

min，30 水~90%水；120~150 min，100%水；流速为

15 mL/min。流动相在使用前需经 0.45 μm 微孔滤膜抽

滤，超声脱气；进样量为 2 mL，检测波长为 254 nm。 

1.2.2  香椿叶多酚对 α-淀粉酶抑制活性的测定 

α-淀粉酶抑制活性的测定参考文献[8]方法并稍作

修改。分别将 NaCl、多酚样品和可溶性淀粉用 100 mM

磷酸盐缓冲溶液（pH 6.9）配成所需浓度，淀粉酶溶

液用 6.7 mM NaCl溶液配成所需浓度。取 250 µL α-

淀粉酶溶液（1 units/mL）于 10 mL比色管中 ，加入

250 µL待测液，在 37 ℃水浴中活化10 min。添加底

物 250 µL可溶性淀粉溶液（1.0 g/100mL），在 25 ℃
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室温下反应 10 min。最后，加入 500 µL DNS 试剂（A

液(12.0 g 四水合酒石酸钾钠溶于 8.0 mL 2 mol/L 

NaOH)与B液(0.88 g的3, 5-二硝基水杨酸溶于46 mL

去离子水)体积比为 1:1)）。将比色管放入沸水浴，5 

min 灭酶。冷却后，加入5 mL去离子水稀释，在 520 

nm 波长下检测吸光度。 

参照上述方法，在反应体系中加入 250 µL不同浓

度的抑制剂溶液，阳性对照为阿卡波糖，空白对照为

不加抑制剂，其他与抑制剂组操作相同。背景对照为

对应浓度的抑制剂溶液，不加酶液，其他与抑制剂组

操作相同。反应终止后用 5 mL 去离子水稀释于波长

520 nm 处测其吸光值。 

抑制剂对 α-淀粉酶的抑制率： 

抑制率=(1–A00/A01)×100% 

A00=A3-A4，A00=A1-A2 

注：式中 A1，A2，A3，A4分别为 520 nm 处空白、空白

对照、抑制剂组和背景对照组的吸光值[9]。 

1.2.3  香椿叶多酚对蔗糖酶和麦芽糖酶抑制作

用的测定 

蔗糖酶和麦芽糖酶抑制活性的测定参考文献 [10]

方法并稍作修改。取 1 g 鼠小肠丙酮粉用 10 mL 0.9% 

NaCl 溶解，依次进行超声（1 min×3），离心（3000 

r/min×30 min）处理，取上清液用水稀释 4 倍作为酶

溶液备用。蔗糖、麦芽糖和样品均用 100 mM 磷酸盐

缓冲溶液（pH 6.9）配成所需浓度。取底物（0.2 mL

的 3.5 mM 麦芽糖溶液或0.4 mL的 56 mM 蔗糖溶液）

于 10 mL比色管中，加入 50 µL待测液，于 37 ℃的

水浴中孵化 5 min。然后，添加 0.2 mL酶溶液，37 ℃

继续反应 20 min。最后，将比色管放入沸水浴，5 min

进行灭酶。冷却后用葡萄糖检测试剂盒检测样品吸光

度。以阿卡波糖为阳性对照，同时设定空白组（缓冲

液+酶液+底物），空白对照组（缓冲液+缓冲液+底物），

样品测定组（样品+酶液+底物），样品对照组（样品+

缓冲液+底物） 

蔗糖酶/麦芽糖酶抑制率＝[1–(A1-A0)/(A3-A2)] 

×100% 

注：式中A0、A1、A2、A3分别为 505 nm处空白对照组、

空白组、样品对照组和样品测定组的吸光值。 

1.3  数据分析处理 

采用 Origin 8.0 进行作图，各组实验数据均为 3

次重复测定之后的平均值。 

2  结果与讨论 

 

2.1  单体化合物结构鉴定 

化合物1为黄色粉末，ESI-MS m/z: 939 [M-H]-. 1H 

NMR (500 MHz, CD3OD): δ 6.89, 6.94, 6.97, 7.04, 7.10 

(each 2H, s, galloyl H-2, 6); glu: 6.23 (1H, d, J = 8.4 Hz, 

H-1), 5.58 (1H, dd, J = 8.4, 9.6 Hz, H-2), 5.90 (1H, dd, 

J = 9.5, 9.6 Hz, H-3), 5.60 (1H, t, J = 8.7, 9.5 Hz, H-4), 

3.78 (1H, m, H-5), 4.40-4.52 (2H, m, H-6); 13C NMR 

(100 MHz, CD3OD)。以上数据与文献[11]报道一致，

确定化合物 1 为 1,2,3,4,6-O-五没食子酰葡萄糖

（1,2,3,4,6- penta-O-galloyl-β-D-glucopyranose）。 

化合物 2 为无色粉末，ESI-MS: m/z 197.3 [M-H]-. 

1H-NMR (CD3OD, 400 MHz) δ: 6.99 (2H, s, H-2, 6), 

4.21 (2H, q, J = 7.2 Hz, -OCH2CH3), 1.28 (3H, t, J = 7.2 

Hz, -OCH2CH3). 13C-NMR (CD3OD, 100MHz) δ: 

121.8 (C-1), 110.0 (C-2, C-6), 146.5 (C-3, C-5), 

139.7(C-5),168.6 (C-7), 61.7 (-OCH2CH3), 14.6 

(-OCH2CH3)。以上数据与文献[12]报道基本一致，确

定化合物 2 为没食子酸乙酯（ethyl gallate）。两种单体

化合物的分子结构式如图 1 所示。 

 

 
图 1 香椿叶多酚单体化合物的分子结构式。 

Fig.1 Compounds and their chemical structures isolated from 

Toona Sinensis leaves 

注：a：PGG(1,2,3,4,6-O-五没食子酰葡萄糖)；b：EG(没

食子酸乙酯)。 

2.2  香椿叶多酚粗提物对糖尿病关键酶抑制

活性的影响 
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图 2 为香椿叶多酚粗提物对糖尿病关键酶的抑制

率，阿卡波糖作为阳性对照。 

 

 

 

图 2 香椿叶多酚粗提物对糖尿病关键酶的抑制率曲线 

Fig.2 Inhibition effects of phenols from Toona Sinensis leaves 

on key enzymes linked to type 2 diabetes 

香椿叶多酚对三种酶具有显著的抑制效果，呈剂

量依赖型，随着其浓度的增加，酶的抑制活性也随之

增强。多酚粗提物对 α-淀粉酶的抑制活性最强，当浓

度增加至 2 mg/mL时，抑制率为 90.1%，仅次于同浓

度下，阿卡波糖对 α-淀粉酶的抑制率（96.84%）。香

椿叶多酚粗提物对蔗糖酶的抑制作用比对 α-淀粉酶

弱，当浓度为 2 mg/mL 时，抑制率为 48.99%，相同

浓度下，阿卡波糖对蔗糖酶的抑制率为91.65%。香椿

叶多酚粗提物对麦芽糖酶的抑制作用最弱，当浓度为

2 mg/mL时，抑制率为41.55%，相同浓度下，阿卡波

糖对麦芽糖酶的抑制率为 90.42%。结果表明香椿叶多

酚粗提物对糖尿病关键酶具有一定的抑制作用，其中

对 α-淀粉酶抑制率最强，蔗糖酶次之，麦芽糖酶最弱。

采用活性追踪法，对香椿叶多酚进一步分离纯化，评

价不同分离部位的糖尿病关键酶抑制活性。 

2.3  香椿叶多酚粗提物的不同萃取相对糖尿

病关键酶抑制活性的影响 

 

 

 
图 3 香椿叶多酚不同萃取部位对糖尿病关键酶的抑制率曲线 

Fig.3 Inhibition effect of each fraction isolated from phenols of 

Toona Sinensis leaves on key enzymes linked to type 2 diabetes  

图 3 为香椿叶多酚粗提物进一步萃取分离得的不

同极性部位对糖尿病关键酶的抑制率，阿卡波糖作为

阳性对照。由图可见，各极性部位中乙酸乙酯部位的

酶抑制活性最强，在浓度为 2 mg/mL时，对 α-淀粉酶、

蔗糖酶、麦芽糖酶的抑制率分别为 90.58、64.11 和

65.13%。氯仿部位、正丁醇部位和石油醚部位的酶抑

制率相似，但低于乙酸乙酯部位；水部位对 α-淀粉酶

的抑制活性最低，在浓度为 2 mg/mL时，对 α-淀粉酶

的抑制率为 23.56%；水部位对于蔗糖酶和麦芽糖酶的
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抑制活性与石油醚部位相似。乙酸乙酯部位抑制三种

酶活性的 IC50 值分别为 0.21、1.09 和 1.16 mg/mL，

低于多酚粗提物（0.45、1.29 和 1.41 mg/mL），高于阳

性对照阿卡波糖（0.029、0.13 和 0.177 mg/mL）。结果

表明通过萃取分离处理，对香椿叶活性成分起到了一

定的富集作用，富集后的部位对糖尿病关键酶抑制作

用增强。 

2.4  香椿叶多酚的乙酸乙酯萃取相的不同乙

醇洗脱部位对糖尿病关键酶抑制活性的影响 

 

 

 
图 4 香椿叶多酚的乙酸乙酯萃取部位用聚酰胺柱分离的不同

的乙醇洗脱部位对糖尿病关键酶的抑制率曲线 

Fig.4 The key enzymes linked to type 2 diabetes inhibitory 

effects of the different eluents from the ethyl acetate fraction 

乙酸乙酯部位经过聚酰胺柱层析进一步分离纯

化，得到不同乙醇浓度洗脱部位，分别考察各洗脱部

位在不同浓度下的糖尿病关键酶抑制情况，阿卡波糖

作为阳性对照，结果如图 4 所示。各洗脱部位中 70%

乙醇部位的酶抑制活性最强，在浓度为 1 mg/mL时，

对 α-淀粉酶，蔗糖酶和麦芽糖酶的抑制率分别为

90.44、53.54 和 38.63%；70%乙醇部位对 α-淀粉酶抑

制作用最强，仅稍低于阿卡波糖在相同浓度下的 α-淀

粉酶抑制率（95.19%）。50%乙醇的部位、20%乙醇的

部位和30%乙醇的部位对糖尿病关键酶的抑制率依次

下降，但比乙酸乙酯部位低。70%乙醇部位抑制糖尿

病关键酶活性的 IC50 值分别为 0.091，0.97 和 1.00 

mg/mL，低于乙酸乙酯部位（0.21、1.09 和 1.16 

mg/mL），高于阳性对照阿卡波糖（0.029、0.13 和 0.177 

mg/mL）。结果表明乙酸乙酯部位经聚酰胺吸附后，再

用70%乙醇洗脱对香椿叶中糖尿病关键酶抑制活性成

分有富集作用。 

2.5  香椿叶多酚单体对糖尿病关键酶抑制抑

制活性的影响 

表 1 抑制剂对糖尿病关键酶的半数抑制浓度（IC50） 

Table 1 IC50 values of inhibitor in inhibiting key enzymes linked 

to type 2 diabetes 

抑制剂 
IC50/(mg/mL) 

猪胰腺 α-淀粉

酶 

鼠小肠蔗糖

酶 

鼠小肠麦芽糖

酶 阿卡波糖 0.029 0.130 0.077 

多酚粗提物 0.450 1.290 1.410 

乙酸乙酯部

位 

0.210 1.090 1.160 

70%部位 0.091 0.970 1.000 

PGG 0.069 >5.000 >5.000 

EG 1.640 0.820 0.810 

70%乙醇部位制备出来的多酚单体化合物的糖尿

病关键抑制率曲线，如图 5 所示。由上述结构鉴定的

两种单体化合物为 1,2,3,4,6-O-五没食子酰葡萄糖

（PGG）和没食子酸乙酯（EG），PGG 和 EG 是香椿

叶多酚主要的单体化合物，分子结构式如图 1 所示。

前期的研究中已证明了EG和PGG均具有较高的抗氧

化活性，并且由于 PGG 中含有的较多数目的羟基，

导致其抗氧化活性远强于 EG[13]。本实验研究了这两

种化合物对于糖尿病关键酶活性抑制的影响，PGG 具

有显著的 α-淀粉酶抑制作用，在浓度为 1 mg/mL时，

对 α-淀粉酶的抑制率为 86.27%，仅次于同浓度下，阿

卡波糖对 α-淀粉酶的抑制率（95.1%）。EG 对于 α-淀

粉酶活性的抑制作用一般，在同浓度下抑制率为

45.54%。EG 对于蔗糖酶和麦芽糖酶的抑制作用明显

高于PGG，EG对于蔗糖酶和麦芽糖酶抑制作用的 IC50

值分别为 0.82 和 0.81 mg/mL，高于阳性对照对于两种
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酶的 IC50值（0.13 和 0.077 mg/mL）。然而，PGG 与

EG 对于糖尿病关键酶活性的抑制作用的机理还未见

报道。孙平阳等人在研究与 EG 结构类似的没食子酸

对 α-淀粉酶活性影响时，推测没食子酸对 α-淀粉酶的

作用机制可能是通过与α-淀粉酶催化所必需的三个酸

性氨基酸残基相结合来实现的[14]。 

 

 

 
图 5 从 70%乙醇洗脱部位分离出的单体化合物对糖尿病关键酶

的抑制率曲线 

Fig.5 Inhibition effects of compounds isolated from 70% 

fraction on key enzymes linked to type 2 diabetes 

3  结论 

3.1  香椿叶多酚粗提物具有显著的糖尿病关键酶活

性抑制作用，α-淀粉酶、蔗糖酶和麦芽糖酶抑制活性

的 IC50 值分别为 0.45、1.29 和 1.41 mg/mL。 

3.2  香椿叶多酚粗提物中筛选出乙酸乙酯萃取后的

70%乙醇洗脱部位具有显著的酶抑制作用，α-淀粉酶、

蔗糖酶和麦芽糖酶 IC50 值分别为 0.091、0.97 和 1.00 

mg/mL。 

3.3  分离纯化制得两种单体化合物 1,2,3,4,6-O-五没

食子酰葡萄糖 (PGG)和没食子酸乙酯（EG）。PGG

对于 α-淀粉酶抑制作用最强，当浓度为 1 mg/mL时，

对 α-淀粉酶的抑制率为 86.27%，仅次于同浓度下，阿

卡波糖对 α-淀粉酶的抑制率（95.1%）。EG 对于蔗糖

酶和麦芽糖酶有一定的抑制作用，EG 对于蔗糖酶和

麦芽糖酶抑制作用的 IC50 值分别为 0.82 和 0.81 

mg/mL。 

3.4  结果表明香椿叶多酚类对于降低餐后血糖水平，

防治糖尿病具有一定的功效。作为天然活性降血糖物

质，香椿叶值得进一步研究开发。 
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