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ＨＰＬＣＤＡＤ法评价青钱茶对 α葡萄糖苷酶的抑制活性

张　勇　高桂花△

（济宁医学院药学院，日照 ２７６８２６）

　　摘　要　目的　建立高效液相色谱法二极管阵列检测器（ＨＰＬＣＤＡＤ）法评价青钱茶对α葡萄糖苷酶抑制
活性的方法。方法　依据α葡萄糖苷酶抑制剂可抑制 α葡萄糖苷酶对４硝苯基αＤ吡喃葡萄糖苷酶解的原
理，以乙腈０．３％乙酸为流动相，梯度洗脱测定 ４硝苯基αＤ吡喃葡萄糖苷酶解产物对硝基酚，检测波长
３１５ｎｍ，流速１．０ｍｌ·ｍｉｎ－１，柱温３５℃。结果　对硝基酚在１７．４２～３４８．４μｇ·ｍｌ－１范围内线性关系良好，回收率
为９８．８％。结论　所建立的方法测定结果准确，重现性好，可用于评价青钱茶对α葡萄糖苷酶的抑制活性。
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　　α葡萄糖苷酶能催化α１，４糖苷键水解，使小
肠内麦芽糖、蔗糖等寡糖水解。通过抑制该酶的活

性，可减缓葡萄糖的生成及吸收，调整血糖水平。

青钱茶是青钱柳叶、黄芪、山药及绿茶制成的泡茶

饮，具有降糖作用。其降糖机制可能为竞争性抑制

α葡萄糖苷酶，故评价其对 α葡萄糖苷酶的抑制
活性具有十分重要的意义。

目前关于α葡萄糖苷酶抑制剂体外评价方法
主要采用紫外分光光度法［１２］。但当抑制剂本身在

测定波长下具有紫外吸收时，会对测定产生干扰，

影响结果的准确度。本实验采用高效液相色谱法
二极管阵列检测器（ＨＰＬＣＤＡＤ）法，将干扰物质与
产物分离后［３４］，对产物进行准确测定，从而达到精

准评价α葡萄糖苷酶抑制剂活性的目的。现报道
如下。

１　仪器与材料

１．１　仪器
ＳｈｉｍａｄｚｕＬＣ２０ＡＴ高效液相色谱仪（日本岛

津）；ＢＰ２１１Ｄ电子天平（北京赛多利斯科学仪器有
限公司）；ＫＱ５００ＤＢ型超声波清洗器（昆山市超声
仪器有限公司）；酸度计（上海精密科学仪器有限

公司）；台式高速离心机（湘仪仪器厂）。
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１．２　试药
α葡萄糖苷酶（北京百灵威科技有限公司）；４

硝基苯基αＤ吡喃葡萄糖苷（ＰＮＰＧ）（北京百灵
威科技有限公司，纯度９８％）；对硝基酚（ＰＮＰ）（北
京百灵威科技有限公司，纯度９９％）；米格列醇（山
东西亚化学工业有限公司，纯度≥９８％）；乙腈（色
谱纯，Ｂｕｒｄｉｃｋ＆Ｊａｃｋｓｏｎ）；青钱茶（江西省修水神
茶实业有限公司）；其他试剂均为分析纯。

２　方法与结果

２．１　试液的制备
１）０．１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）。精密称

取 ０．６８ｇ磷酸二氢钾和 ０．７０５ｇ磷酸氢二钠置
１００ｍｌ容量瓶中，加水溶解并稀释至刻度，摇匀。

２）２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＰＮＰＧ溶液。精密称取ＰＮＰＧ
１８．８１ｍｇ，置２５ｍｌ容量瓶中，加水溶解并稀释至刻
度，摇匀。现用现配。

３）１Ｕ·ｍｌ－１α葡萄糖苷酶溶液。精密称取 α
葡萄糖苷酶１００Ｕ，置１００ｍｌ容量瓶中，加水溶解并
稀释至刻度，摇匀。于冰箱中冷藏保存。

４）０．２ｍｏｌ·Ｌ－１反应终止液。精密称取无水
碳酸钠０．２１６ｇ，置１００ｍｌ容量瓶中，加水溶解并稀
释至刻度，摇匀。

５）５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＰＮＰ对照品溶液。精密称取
ＰＮＰ１７．４２ｍｇ，置２５ｍｌ容量瓶中，加磷酸盐缓冲液
溶解至刻度，摇匀。

２．２　供试品溶液的制备
１）青钱茶提取物。取青钱茶 ３．０ｇ，加沸水

２５０ｍｌ，室温浸泡１５ｍｉｎ，滤过，再同法浸泡两次，滤
液浓缩，蒸干，即得。

２）青钱茶供试品溶液。取青钱茶水提取物适
量，溶于磷酸盐缓冲液中，得青钱茶供试品溶液。

３）米格列醇供试品溶液。取米格列醇适量，
溶于磷酸盐缓冲液中，得米格列醇供试品溶液。

２．３　α葡萄糖苷酶活性抑制试验
α葡萄糖苷酶抑制剂体外活性筛选是以

ＰＮＰＧ作为底物，ＰＮＰＧ在 α葡萄糖苷酶的作用下
可分解产生 ＰＮＰ，以 ＰＮＰ作为检测物评价 α葡萄
糖苷酶抑制剂的活性［５８］，按照表１取ＰＢＳ、α糖苷
酶试液，米格列醇供试品溶液及青钱茶供试品溶

液，混匀，３７℃孵育 １０ｍｉｎ。再分别加入 ＰＮＰＧ溶
液，混匀，３７℃反应 ９０ｍｉｎ后，加反应终止液混匀，
终止反应，制得空白对照溶液、阳性对照溶液及样

品溶液。采用高效液相色谱法测定生成的 ＰＮＰ，

按下式计算抑制率。

抑制率＝
Ｃ空白－Ｃ样品
Ｃ空白

×１００％

表１　反应液体积／μｌ

溶液 空白对照溶液 阳性对照溶液 样品溶液

ＰＢＳ ５０ — —

α糖苷酶 ５０ ５０ ５０
青钱茶供试品 — — ５０
米格列醇供试品 — ５０ —

ＰＮＰＧ ５０ ５０ ５０
反应终止液 １００ １００ １００

２．４　色谱条件
色谱柱为 ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２）柱（２００×４．６ｍｍ，

５．０μｍ）；流动相：０．３％乙酸（Ａ）乙腈（Ｂ），梯度洗
脱程序为０～２５ｍｉｎ，１０％～９０％Ｂ；２５～２７ｍｉｎ，９０％
～１０％Ｂ；２７～３５ｍｉｎ，１０％ Ｂ；流速 １ｍｌ·ｍｉｎ－１；柱
温３５℃；检测波长为３１５ｎｍ；进样量１０μｌ。
２．５　含量测定方法学验证
２．５．１　专属性试验　取样品溶液、阳性对照溶液
及空白对照溶液各１０μｌ，按“２．４”项下色谱条件进
样分析。结果显示，空白对照、ＰＮＰＧ及杂质均不
干扰ＰＮＰ的测定。色谱图见图１。

注：Ⅰ样品溶液；Ⅱ阳性对照溶液；Ⅲ空白对照溶液

图１　高效液相色谱图

２．５．２　线性关系考察　取 ＰＮＰ溶液，逐级稀释制
成１７．４２、３４．８４、６９．６８、１３９．３６、３４８．４μｇ·ｍｌ－１的
溶液。经０．４５μｍ滤膜过滤后，进样１０μｌ。以浓度

·１８·
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为横坐标，峰面积为纵坐标，计算回归方程。结果

ＰＮＰ在１７．４２～３４８．４μｇ·ｍｌ－１范围内线性良好，
回归方程为Ｙ＝５２９９９２０Ｘ＋５９３６１８（ｒ＝０．９９９７）。
２．５．３　精密度试验　取 ＰＮＰ标准溶液，按“２．４”
项下色谱条件，连续进样６次，记录峰面积，结果，
ＰＮＰ峰面积ＲＳＤ为０．５２％，表明仪器精密度良好。
２．５．４　稳定性试验　取同一份青钱茶样品溶液，
按“２．４”项下色谱条件，分别在０、２、４、６、８、１０ｈ进
样，记录峰面积，结果 ＰＮＰ峰面积 ＲＳＤ为 ０．６％，
表明对照品溶液在１０ｈ内稳定性良好。
２．５．５　检测限和定量限　取 ＰＮＰ对照品溶液，逐
级稀释，制备对照品溶液进样１０μｌ，以Ｓ／Ｎ＝３∶１时
ＰＮＰ的质量为检测限，Ｓ／Ｎ＝１０∶１时ＰＮＰ的质量为
定量限。结果 ＰＮＰ的检测限为 ０．１ｎｇ，定量限为
０．２ｎｇ。
２．５．６　加样回收率及重复性试验　取青钱茶提取
物５０．１２ｍｇ，置１０ｍｌ容量瓶中，加磷酸盐缓冲液溶
解并稀释至刻度，得５．０１２ｍｇ·ｍｌ－１的青钱茶提取
物溶液。分别取青钱茶提取物溶液 ２５、２５、２５μｌ，
ＰＮＰ溶液１１、１４、１７μｌ，ＰＢＳ溶液１４、１１、８μｌ混匀作
为供试品溶液，按照“２．３”方法制备抑制样品溶
液，每个水平平行 ３份。按“２．４”项下色谱条件，
测定ＰＮＰ浓度，计算回收率，结果见表２，平均回收
率为９８．８％，ＲＳＤ为１．５％。

取上述青钱茶提取物溶液 ２５μｌ、ＰＢＳ溶液
２５μｌ混合作为重复性供试品溶液，平行 ６份，按
“２．３”项下方法制备抑制样品溶液，按“２．４”项下
色谱条件，测定ＰＮＰ浓度，计算抑制率。青钱茶提
取物的抑制率重复性试验的ＲＳＤ为１．９％，表明方
法重复性良好。

表２　回收率试验结果（ｎ＝９）

序号
测得量
／μｇ

加入量
／μｇ

样品中含
量／μｇ

回收率
／％

平均值
／％

ＲＳＤ
／％

１ １５．１７ ７．６６ ７．６８ ９７．７
２ １５．３０ ７．６６ ７．６８ ９９．４
３ １５．４５ ７．６６ ７．６８ １０１．４
４ １７．３５ ９．７６ ７．６８ ９９．１
５ １７．４６ ９．７６ ７．６８ １００．３ ９８．８ １．５
６ １７．１６ ９．７６ ７．６８ ９７．１
７ １９．４４ １１．８５ ７．６８ ９９．２
８ １９．３１ １１．８５ ７．６８ ９８．１
９ １９．１７ １１．８５ ７．６８ ９７．０

２．６　样品测定
精密称取米格列醇及青钱茶提取物，按“２．３”

项下方法制备抑制样品溶液，按“２．４”项下色谱条

件进样测定，结果表明青钱茶提取物对 α葡萄糖
苷酶抑制作用，且具有浓度依赖性。见表３。

表３　样品测定结果（ｎ＝３）

序号

青钱茶提取物 米格列醇

浓度

／ｍｇ·ｍｌ－１
抑制率
／％

ＲＳＤ
／％

浓度

／ｍｇ·ｍｌ－１
抑制率
／％

ＲＳＤ
／％

１ ０．５ １０．４ １．６ ０．３１３ ４２．２ ２．４
２ １．０ ３０．７ ２．７ ０．６２５ ６１．４ １．８
３ ２．５ ６８．３ １．８ １．２５ ８３．４ ３．１
４ ５．０ ８１．４ １．２ ２．５ ９３．７ ２．９
５ １０．０ ９３．１ ２．８ ５．０ ９９．８ ３．３

３　讨论

３．１　色谱条件的选择
本实验采用液相色谱法测定 ＰＮＰ的优势在于

经色谱柱分离后，中药提取物中组分不再干扰

ＰＮＰ的测定。鉴于青钱茶提取物中成分较多，采
用梯度洗脱方式，以确保 ＰＮＰ测定不受干扰。分
别考察了甲醇与乙腈作为有机相时的分离情况，在

保留时间相近的情况下，使用乙腈时分离效果更

好。添加乙酸能够改善峰形，减小拖尾。

３．２　酶促反应时间的优化
按照２．３确定的条件，以青钱茶提取物为抑制

剂，分别在３０、５０、７０、９０、１１０、１３０ｍｉｎ加入反应终
止液终止反应，测定产物 ＰＮＰ的变化。结果在
９０ｍｉｎ时 ＰＮＰ的产量已经足够，适宜高效液相色
谱仪测定，确定反应时间为９０ｍｉｎ。
３．３　青钱茶α糖苷酶抑制活性

米格列醇是一种高效的 α葡萄糖苷酶抑制
剂，对各种α葡萄糖苷酶均有较强的抑制作用，尤
其是对蔗糖酶和葡萄糖淀粉酶有更强的抑制作用。

青钱柳叶其主要功能性成分为黄酮、多糖及三萜等

类物质［９１２］，由青钱茶α糖苷酶抑制活性实验结果
可知，青钱茶提取物对 α葡萄糖苷酶抑制作用具
有浓度依赖性，等量 １０ｍｇ·ｍｌ－１的青钱茶提取物
与２．５ｍｇ·ｍｌ－１的米格列醇的体外抑制作用相当，
其ＩＣ５０为１．７ｍｇ·ｍｌ－１。

综上所述，本文采用ＨＰＬＣ法成功将干扰物质
与ＰＮＰ分离，并准确测定 ＰＮＰ的含量，所建立的
方法定量准确，操作简便，能够用于精准评价青钱

茶对α糖苷酶的抑制活性。同时，实验结果表明，
青钱茶具有显著的抑制 α糖苷酶活性的能力，其
抑制作用具有浓度依赖性，这为青钱茶进一步开发

和利用提供了一定的依据。

·２８·
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