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柿叶不同溶剂萃取物对糖尿病小鼠抗氧化能力的影响

邓航1,��2，温庆伟1，罗昱澜2，黄媛恒1，黄仁彬1

(1. 广西医科大学药学院，南宁 530021；2. 桂林医学院附属医院，广西 桂林 541001)

[ 摘要 ] 目的：研究柿叶不同溶剂萃取物对链脲佐菌素 (STZ) 糖尿病模型小鼠抗氧化能力的影响。方法：柿叶乙

醇总提物分别用氯仿、乙酸乙酯、正丁醇依次萃取，得到不同溶剂萃取物。经乙醇提取后得到柿叶残渣，经水煮乙

醇沉淀后得水提醇沉萃取物。将实验小鼠随机分成：正常对照组，模型组，格列本脲组 [25 mg/(kg.d)]，不同溶剂萃取

物低、高剂量组。连续灌胃给药 15 d，在相应时间采血测定丙二醛 (MDA)、超氧化歧化酶 (SOD) 等指标。结果：乙酸

乙酯萃取物和水提醇沉萃取物显著降低 STZ 所致糖尿病小鼠肝脏 MDA 含量和提高肝脏 SOD 活力 (P<0.01 或 0.05)，

提高肝脏抗氧化能力；氯仿萃取物和正丁醇萃取物对 STZ 所致糖尿病小鼠无抗氧化作用。结论：提高糖尿病小鼠机

体抗氧化能力可能是柿叶乙酸乙酯萃取物和水提醇沉萃取物降糖作用的机制之一。

[ 关键词 ]   柿叶；乙酸乙酯萃取物；水提醇沉萃取物；降血糖作用；SOD
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ABSTRACT Objective: To investigate the antioxidant effect of different solvent extracts from persimmon leaves 
(PL) in diabetic mice induced by streptozotocin (STZ).

 Methods: The total ethanol-extracted fraction of PL was further extracted with chloroform, ethyl 
acetate and n-butanol, in that order, the residues after ethanol extraction were water-extracted and 
alcohol-precipitated, and concentrated. The hypoglycemic effects of different solvents extracts from 
PL were evaluated in diabetic mice induced by STZ. The experimental mice were randomly divided 
into groups: control group, model group, glibenclamide group, low and high dosage groups of the 
various solvent extracts. The drugs were administrated to mice in every morning for 15 days. During 
this time period, the contents of malondialdehyde (MDA) and superoxide dismutase (SOD) were 
determined.

 Results: The water-extracted and ethanol-precipitated fractions and the ethyl acetate-extracted 
fraction markedly reduced the content of MDA and increased the activity of SOD in the livers of 
STZ-induced diabetic mice (P<0.01 or P<0.05). The chloroform-extracted and n-butanol-extracted 
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柿叶为柿科植物柿的树叶，全国大部分地区

均有分布。柿叶 [1–5] 可作为药用或有可能成为药物。

柿叶入药，始见于明代《滇南本草》，以后诸家

本草及医药书多有记载。近年来的研究 [1,4,6–7] 表明

其有降血糖的作用。本实验比较了柿叶不同溶剂

萃取物对链脲佐菌素 (streptozotocin，STZ) 糖尿病

模型小鼠血糖及抗氧化能力的影响，初步探讨柿

叶降血糖的作用机制，为进一步研究柿叶降血糖

的有效成分，开发和利用新的柿叶制剂用于糖尿

病的临床治疗提供实验依据。

1  材料与方法

1.1  柿叶不同溶剂萃取物的制备

柿叶 ( 经广西中医药研究所鉴定，产地：广

西 灵 山 县 )500 g 粉 碎， 粗 粉 用 70% 乙 醇 冷 浸 30 
min 后，回流提取 2 h，纱布过滤，滤液用布氏漏

斗抽滤后于旋转蒸发仪减压浓缩，浓缩液依次用

石油醚和氯仿 / 乙酸乙酯 / 正丁醇萃取，分别减压

浓缩氯仿、乙酸乙酯、正丁醇萃取液，真空干燥

后研碎得氯仿萃取物、乙酸乙酯萃取物、正丁醇

萃取物。

乙醇提取后柿叶残渣，加水煮沸，微沸 1.5 h，

过滤，滤渣加水煮沸，微沸 1.5 h，合并滤液，滤液

于 3000 r/min 离心 20 min，取上清液于微波干燥器

浓缩，浓缩液加 95% 乙醇，混匀、静置 24 h，抽滤，

滤渣依次用无水乙醇、丙酮各洗涤 5 次，挥干溶剂后，

得水提醇沉萃取物。

1.2  动物  
清洁级昆明种小鼠，雌雄兼有，体质量 (25±3) 

g， 购 自 广 西 医 科 大 学 实 验 动 物 中 心， 合 格 证 号

SCXK 桂 2003-0003；动物饲料为广西医科大学实

验动物中心生产 ( 标准饲料 )。

1.3  药物与试剂  
STZ 为 深 圳 晶 美 公 司 进 口 分 装，Product 

ID:380-010-G001。 格 列 本 脲 (Glibenclamide)

购 自 浙 江 南 洋 药 业 有限 公 司， 规 格 2.5 mg/ 片，

批号 20051101。血糖试剂盒为四川迈克科技股份

有 限 责 任 公 司 生 产， 批 号 1106121。 吐 温 -80 为

广 东 汕 头 市 西 陇 化 工 厂 生 产， 批 号：0507081。

丙 二 醛 (MDA) 测 定 试 剂 盒 ( 批 号 20061206)、 超

氧 化 物 歧 化 酶 (SOD) 测试盒 ( 批号 20070131)、考

马斯亮蓝蛋白测定试剂盒 ( 批号 20070103) 均购自

南京建成生物工程研究所第一分所。

1.4  仪器

722S 紫 外 分 光 光 度 计 为 上 海 精 密 科 学 仪 器

有限责任公司产品；RE-52 旋转式蒸发器为上海

安亭实验仪器有限公司产品；FJ-200 高速分散匀

质机为上海标本模型制造厂产品。高速冷冻离心

机 TGL-16G-A 为上海市金鹏分析仪器有限公司

产 品； 微 波 真 空 干 燥 机 WBZ-2 为 贵 阳 新 奇 微 波

工业有限责任公司产品。

1.5  小鼠糖尿病模型建立  

小鼠禁食 12 h，按文献 [6] 方法并做预试验后，

以 150 mg/kg STZ 行腹腔注射 (STZ 溶于 0.1mol/L，

pH4.2 的柠檬酸 / 柠檬酸钠缓冲液中，现配现用，

冰 浴 保 存 )。 正 常 对 照 组 小 鼠 腹 腔 注 射 等 量 上 述

缓冲液。72 h 后 ( 小鼠采血前禁食 12 h) 眼内眦采

血 50 μL， 用 生 理 盐 水 稀 释 5 倍， 于 离 心 机 3500 

r/min 离心 15 min，分离血清，用葡萄糖试剂盒测

定小鼠空腹血糖 (FBG)，凡 FBG ≥ 11.1 mmol/L 视

为糖尿病动物模型 [8]。

1.6  分组及给药   
将成模小鼠 110 只随机分为模型组、格列本

脲组、不同溶剂萃取物低、高剂量组 (n=10)。各组

fraction did not markedly reduce the content of MDA nor increase the activity of SOD in liver of 
STZ-induced diabetic mice (P>0.05).

 Conclusion: The ethyl acetate-extracted fraction, water-extracted and ethanol-precipitated fraction 
of persimmon leaves have potential value in the treatment of diabetes. The mechanism of action of 
the antioxidant is related to the hypoglycemic effects of extracts from persimmon leaves.

KEY WORDS persimmon leaves; ethyl acetate-extracted fraction; water-extracted and ethanol-precipitated 
fraction; hypoglycemic effect; superoxide dismutase
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小鼠自由饮水、每组小鼠每日分上午和下午 2 次

给予同样量饲料，以适当控制摄食。

灌胃给药：格列本脲组 [25 mg/(kg.d) ]，氯仿

萃取物低、高剂量组 [ 分别为 187.5，750 mg/(kg.d)]，

乙酸乙酯萃取物低、高剂量组 [ 分别为 62.5，250 

mg/(kg.d)]，正丁醇萃取物低、高剂量组 [ 分别为

31.25，125 mg/(kg.d)]，水提醇沉物低、高剂量组

[ 分别为 150，600 mg/(kg.d)]，用时配成等体积不

同浓度溶液 ( 每 10 g 小鼠灌胃 0.1 mL)。氯仿萃取

物、乙酸乙酯萃取物、正丁醇萃取物、水提醇沉

萃取物用无水乙醇、吐温 -80、蒸馏水按 1:1:10 的

比例配成溶液。成模后第 2 天开始给药，每天上

午空腹给药 1 次，连续灌胃 15 d。正常对照组和

模型组小鼠每 10 g 灌胃 0.1 mL 空白溶剂 ( 无水乙

醇 : 吐温 -80、蒸馏水按 1:1:10 比例配制 )。

1.7  指标测定

1.7.1��一般指标   

观察小鼠的精神活动、毛发改变、饮水量、

进食量、大小便等一般状态，并记录体质量变化

情况、死亡情况等。

1.7.2��血糖的测定 

造 模 第 3 天 用 采 血 针 刺 破 眼 内 眦， 取 血 50 

μL， 用 生 理 盐 水 稀 释 5 倍， 于 离 心 机 3500 r/min

离心 15 min，分离血清，用葡萄糖试剂盒测定小

鼠 FBG。成模小鼠分组后第 2 天开始分别给予空

白溶剂、格列本脲及高、低剂量柿叶不同溶剂萃

取物，以后分别在用药第 7 天，第 15 天用葡萄糖

氧化酶法测定各组 FBG。

1.7.3�肝组织中 MDA 和 SOD 测定

各组小鼠给药第 15 天采血后，处死，取肝组

织，用冰生理盐水清洗，滤纸吸干，称重后低温

冰箱冷冻保存，测定前取出用生理盐水配成 10％

肝组织液，用高速匀质机制成 10％肝组织匀浆，

于冷冻离心机 3000 r/min 离心 15 min，取上清液

按要求用生理盐水稀释一定倍数后用于肝组织蛋

白 含 量、 肝 组 织 MDA 和 SOD 测 定。 组 织 蛋 白 质

含量测定采用考马斯亮蓝蛋白测定法；MDA 含量

测定采用硫代巴比妥酸法；SOD 活性测定采用黄

嘌呤氧化酶法。

1.8  统计学处理  
采用 SPSS11.5. 统计软件进行统计分析，数据

采用均数 ± 标准差 (x±s) 表示，各组间比较采用方

差检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  各萃取物对 STZ 所致糖尿病小鼠的一般状况

和血糖的影响

正 常 小 鼠 造 模 成 功 后 出 现 小 鼠 精 神 萎 靡，

形体消瘦、多食、多饮和多尿等症状，成模小鼠

体质量下降较快。灌胃给药后，各组一般状况比

较：格列本脲组、乙酸乙酯萃取物高剂量组和水

提醇沉萃取物高剂量组较其他组小鼠状态有较明

显的改善，精神状态良好，病死率低，体质量增

长速度较糖尿病模型组稍快但差异无统计学意义

(P>0.05)。

给药两周，各组 FBG 均有不同程度的降低。

与同期糖尿病模型组 FBG 比较，格列本脲组，氯

仿萃取物高剂量组，乙酸乙酯萃取物低、高剂量

组，水提醇沉萃取物低、高剂量组血糖均显著降低。

降糖效果呈现一定的剂量依赖性和时间依赖性。

正丁醇萃取物低、高剂量组血糖水平与同期糖尿

病模型组比较差异无统计学意义 (P>0.05)。乙酸乙

酯萃取物高剂量组与格列本脲组降血糖作用差异

无 统 计 学 意 义 (P>0.05)。 各 萃 取 物 对 STZ 所 致 糖

尿病小鼠血糖水平的影响见表 1。

除氯仿萃取高剂量组外，其他各组降糖水平

与观察到的小鼠一般状况、病死率一致，血糖水

平显著降低者，糖尿病小鼠一般状态良好，糖尿

病症状有所改善、病死率低。

2.2  各萃取物对糖尿病小鼠肝组织 MDA 和 SOD
的影响

STZ 所致糖尿病各组小鼠肝组织中 MDA 值较

正常组有显著增高， SOD 值显著降低。用药 15 d 后，

与模型组比较，乙酸乙酯萃取物组、水提醇沉萃

取物组能有效降低肝组织 MDA 值，相应增高 SOD

活力 (P<0.01 或 0.05，表 2)。
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表 2   各萃取物对 STZ 所致糖尿病小鼠肝组织 MDA 和 SOD 的影响 (n=10,  x±s)

Table 2   Influence of different extracts from persimmon leaves on MDA and SOD in liver of STZ-induced diabetic mice (n=10,  x±s)
组别 肝组织 MDA 值 /(nmol/mgprot) 肝组织 SOD 值 /(U/mgprot)

正常组   9.63±0.70** 234.15±27.19**

模型组 15.18±3.35## △△ 108.00±10.47## △△

格列本脲组 10.34±1.43** 200.30±16.98**

氯仿萃取物

低剂量组 12.83±1.05# △ 116.39±11.10## △△

高剂量组 12.92±0.98# △ 116.11±13.00## △△

乙酸乙酯萃取物

低剂量组 11.04±1.24**# 174.37±26.68**#

高剂量组 11.21±1.15**# 171.59±17.63**#

正丁醇萃取物

低剂量组 13.90±1.13## △ 120.37±16.15## △△

高剂量组 12.46±2.15 ## △ 117.40±10.88 ## △△

水提醇沉萃取物

低剂量组 11.49±1.19**# 178.59±57.46**#

高剂量组 10.63±1.54** 198.51±32.20**

与模型组比较，** P<0.01；与正常组比较，# P<0.05，## P<0.01；与格列本脲组比较，△ P<0.05， △△ P<0.01。

3  讨  论

肝脏是胰岛素发挥作用的主要靶器官之一，

在调节机体糖代谢中发挥重要作用。据报道，在

糖尿病的发展过程中通常伴随自由基对肝组织的

氧化损伤 [9]。另据报道，STZ 诱导的糖尿病大鼠的

肝细胞肿大、轻度变形，肝窦变窄甚至消失，肝

脏抗氧化能力显著下降 [10]。自由基引起肝的损伤

主要是由于自由基在体内不断的产生，又由体内

存在的酶抗氧化体系和非酶抗氧化体系对自由基

进行清除，但是当机体在病理情况下产生过多的

自由基就会损害大分子，引起脂质过氧化和膜损

伤，造成细胞膜不完整，也可导致细胞骨架与细胞

膜的连接被破坏，从而导致肝细胞损伤 [11]。

表  1   各萃取物对 STZ 所致糖尿病小鼠血糖水平的影响 (n=10, x±s)

Table 1    Influence of different extracts from persimmon leaves on blood glucose levels in STZ - induced diabetic mice (n=10,  x±s)

组别 给药剂量 /[mg/(kg.d)]
血糖 /(mmol/L)

降糖率 /%
初始 7 d 15 d

正常组   3.93±1.34** △   3.53±1.48** △   3.59±1.15** △

模型组 17.08±2.79## 16.89±4.61## △ 15.69±3.31## △△   8.14

格列本脲组   25 17.11±3.24## 13.26±4.31##   9.35±2.36**## 45.35

氯仿萃取物

低剂量组 187.5 17.88±2.34## 15.12±1.64## 13.04±4.14## △ 27.07

高剂量组 750 17.25±2.15## 14.54±3.02## 11.53±3.59**## 33.16

乙酸乙酯萃取物

低剂量组   62.5 17.34±3.73## 13.21±3.96## 11.06±2.52**## 36.22

高剂量组 250 17.15±2.82## 13.02±2.11*##   9.36±1.96**## 45.23

正丁醇萃取物

低剂量组   31.25 16.99±2.43## 16.17±3.54## △ 15.60±2.98## △△   8.18

高剂量组 125 16.85±2.88## 16.67±4.48## △ 15.26±4.22## △△   9.44

水提醇沉萃取物

低剂量组 150 17.01±3.20## 15.14±2.39## 12.43±3.66*## △ 26.92

高剂量组 600 17.19±3.05## 15.17±3.33## 12.50±3.22*## △ 27.28

与模型组比较，*P<0.05，** P<0.01；与正常组比较，# P<0.05，## P<0.01；与格列本脲组比较，△ P<0.05， △△ P<0.01。
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肝脏损伤的指标除了谷丙转氨酶 (ALT) 和谷

草转氨酶 (GOP) 升高外，通常还可表现为肝组织

中 MDA 升高和 SOD 降低 [9,10-12]。而药物对肝脏的

保护作用则表现 MDA 的降低和 SOD 的升高 [11–12]。

本实验结果表明：乙酸乙酯萃取物组、水提醇沉萃

取物组能有效降低肝组织 MDA 值，相应增高 SOD

活力 (P<0.01 或 0.05)，提示其能提高抗氧化酶活性，

增强机体的抗氧化能力，清除活性氧自由基以解

除自由基对肝脏和胰岛 β 细胞的损伤，促进肝脏

功能的恢复，可能是柿叶降血糖作用的机制之一。

同时，本实验结果显示氯仿萃取物无抗氧化能力，

可能是该组虽降糖作用显著，但小鼠一般状况差、

病死率高的原因。Sakanaka 等 [3] 研究也显示柿叶

茶的水提物和甲醇提取物对超氧自由基、羟自由

基均有较好的清除能力，并证明柿叶黄酮具有明

显的抗氧化作用，可有效抑制脂质过氧化。

总之，本实验提示从柿叶分离得到的乙酸乙

酯萃取物、水提醇沉萃取物，可能通过提高小鼠

的抗氧化能力，减少氧自由基对机体的损害而改

善糖尿病小鼠机体状况，使糖尿病小鼠的血糖水

平降低、糖尿病症状改善及病死率降低，从而为

进一步研究柿叶降血糖的有效成分，以及为开发

和利用新的柿叶制剂用于糖尿病的临床治疗提供

实验依据。
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