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摘要# 目的!制备翻白草9)+$/+633’ 5671)3)*TVHN6总黄酮微乳& 并评价其对糖尿病小鼠的治疗作用’ 方法!(’!乙醇和
大孔树脂提取纯化翻白草总黄酮后& 制备微乳’ 以油相( 乳化剂( 助乳化剂种类和用量( 总黄酮加入量为影响因素&
载药量( 包封率( 粒径( +6U;电位为评价指标& 通过绘制伪三元相图优化处方’ 建立链脲佐菌素 "15+# 结合高脂饲
料诱导糖尿病小鼠模型& 考察所得微乳对小鼠空腹血糖( 口服糖耐量 "d*5#( 胰岛素( 糖化血清蛋白 "*1‘#( 甘油
三酯 "5*#( 总胆固醇 "5K#( 低密度脂蛋白 "IbI#( 高密度脂蛋白 "ObI#( 超氧化物歧化酶 " 1db#( 丙二醛
"Rb3# 的影响’ 结果!最佳处方为肉豆蔻酸异丙酯 "油相# 用量 -’’ :N& KX6:@MB@XCO-’ "乳化剂# 用量 -’’ :N&

聚乙二醇 -’’ "助乳化剂# 用量 #’’ :N& 总黄酮加入量 .’ :N’ 所得微乳呈类球形& 大小均一& 平均载药量 "(D#. e
’D"##!& 包封率 "4"D(4 e"D’##!& 粒径 "$8D(4 e’D"(# H:& +6U;电位 " o"&D(( e#D.4# :a’ 它们能显著降低糖
尿病小鼠空腹血糖水平& 促进胰岛素分泌& 调节血脂& 提高 1db活性& 降低Rb3水平’ 结论!翻白草总黄酮制成微
乳后& 可显著增强其降血糖的作用’
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5671)3)*A6:@HGUX;U6;H @\[<@VG7W6HB;H?6A ;?U<[<UW<H X6AV?<HN\7@@A N7V?@G6%
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!!糖尿病是以持续高血糖为特征的内分泌代谢性
疾病& 已成为危害公众健康的主要疾病之一& 其中
以 # 型糖尿病最为常见& 占糖尿病患者总数的
4’!以上)"* ’ 目前& 用于治疗糖尿病的药物主要
有磺脲类( 双胍类( ")葡萄糖苷酶抑制剂( 胰岛素
增敏剂等& 大多针对某个局部用药& 降血糖作用
强( 起效快& 但往往缺乏整体协调性& 易引起低血
糖( 水肿( 体重增加( #细胞衰竭等副作用)#)$* &
不利于患者长期使用’ 中药治疗糖尿病具有多途
径( 多靶点特性& 研究表明许多中药 "如葛根(
桑叶( 黄芩等# 中的黄酮类化合物在治疗糖尿病
及其并发症方面疗效显著& 主要是通过促使胰岛细
胞恢复( 降低血糖和血清胆固醇( 改善糖耐量等作
用来改善糖尿病症状)-)(* ’

翻白草为蔷薇科委陵菜属植物翻白草 9)+$/N
+633’ 5671)3)*TVHN6的干燥带根全草& 民间长期用
于治疗糖尿病).* & 其降血糖主要有效成分为翻白
草总黄酮)4)""* & 但其溶解性较差& 口服生物利用
度低’ 微乳作为一种载药系统& 能同时增溶水溶
性( 脂溶性成分& 提高药物生物利用度)"#)"$* & 包
载抗肿瘤药物时可显著提高其疗效)"-* & 但包载黄
酮类化合物用于治疗糖尿病的研究较少’ 因此&
本实验以翻白草总黄酮为模型药物& 构建中药多
组分微乳& 以期为该类成分在糖尿病治疗中的应
用提供新的策略’
KL仪器’ 试药与动物
"D"!仪器!RV7U<Ĝ;H GM6?UXV:"&’’ 全波长酶标仪
"美国 5B6X:@1?<6HU<Y<?公司#$ 5B6X:@976?UX@:
K@XM@X;U<@H紫外可见分光光度计 "上海凤凰光学仪
器有限公司#$ 56?H;<"# 透射电子显微镜 "荷兰
‘B<7<MG公司#$ 0;H@)+1 激光散射粒径测定仪 "英
国马尔文公司#$ KC#"*$高速冷冻离心机 "日本
日立公司#$ .&)# 恒温磁力搅拌仪 "巩义市英裕予
华仪器厂#$ 1?<6HUc)"’0冷冻干燥机 "宁波新芝生
物科技股份有限公司#$ 血糖仪 "美国罗氏公司#$
生化全自动分析仪 "美国 T6?̂:;H公司#’
"D#!试药!翻白草购自亳州药材有限公司& 经第

四军医大学药学院专家鉴定为正品’ 链脲菌素 "美
国 1<N:;公司#$ 1db( Rb3抗氧化试剂盒 "南京
建成生物研究所#$ 小鼠胰岛素检测试剂盒 "上海
晶抗生物工程有限公司#’ 盐酸二甲双胍片 "中美
上海施贵宝制药有限公司#’ 芦丁 "批号 "’’.’)
#’"-’.& 含有量 4$D8!& 中国食品药品检定研究
院#$ 所用试剂均为分析纯$ 水为 R<77<M@X6超
纯水’
"D$!动物!JKC小鼠 &’ 只& 雄性& 体质量 "$’ e
## N& 由第四军医大学实验动物中心提供& 合格
证号 1K/f "军# #’’#)’’&& 饲养于 "#’ e##j动
物房内& 自由摄食和饮水& 室内采取 "# B 光照E黑
暗循环& 分笼饲养’ 实验前& 常规饲养 " 周’
ML方法与结果
#D"!翻白草总黄酮制备!参考文献 )"&*& 并进
行适当调整’ 取翻白草干燥全草适量& "# 倍量
(’!乙醇回流提取 $ 次& 每次 # B& 合并提取液浓
缩& 上 b"’" 型大孔树脂& 上样质量浓度为
"’D’ :NE:I& 8 Ta水洗涤至无色& & Ta$’!乙醇
洗去杂质& & Ta(’!乙醇洗脱& 收集洗脱液&
8’ j减压浓缩回收乙醇& 冷冻干燥& 得棕褐色粉
末& 即为总黄酮’ 参照文献 )"8*& 以芦丁为对
照& 采用紫外分光光度法测得其含有量约为 (’!’
#D#!翻白草总黄酮微乳制备!精密称取 J‘R
-’’ :N( KX6:@MB@XCO-’ -’’ :N( ‘9*-’’ #’’ :N
置于西林瓶中& 加入翻白草总黄酮 .’ :N& 搅拌
# B& 混合均匀& 水滴定法逐滴加水至形成澄清透
明的溶液& 搅拌均匀& 即得’
#D$!含有量测定方法建立
#D$D"!对照品溶液制备!精密称取芦丁对照品
#D’ :N& 置于 "’ :I量瓶中& 甲醇溶解并定容至刻
度& 摇匀& 即得 ’D# :NE:I对照品溶液’
#D$D#!供试品溶液制备!取微乳适量& 加 4 倍量
甲醇稀释& 超声 "#’’ L( -’ ^Oc# "’ :<H 以破坏
其结构& 取上清液& ’D-& !:微孔滤膜滤过& 取续
滤液& 即得’
#D$D$!方法学考察!精密吸取芦丁对照品溶液 "(
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#( $( -( & :I& 置于 "’ :I量瓶中& 参照文献
)"8* 进行显色’ 按照 #’"& 版 .中国药典/ 方法
测定吸光度’ 以芦丁质量浓度为横坐标 "W#& 吸
光度为纵坐标 "O# 进行回归& 得回归方程为 Oh
&D-.Wo’D’#"*h’D444 "#& 在 ’D’# k’D#" :NE:I
范围内呈良好的线性关系’
#D$D-!包封率及载药量测定!将所得微乳于
"# ’’’ XE:<H 离心 "’ :<H& 取离心前后溶液按
+#D$D#, 项下方法制备供试品溶液& 按 +#D$D$,
项下方法测定总黄酮含有量& 计算包封率’ 再取适
量离心后微乳上清液& 冷冻干燥& 称定质量& 适量
甲醇溶解& ’D-& !:微孔滤膜滤过& 按 +#D$D$,
项下方法测定总黄酮含有量’ 计算公式如下’

包封率h离心后微乳中‘b52浓度i稀释体积投入‘b52i稀释体积
i"’’!

载药量h微乳冻干物复溶后‘b52浓度i冻干复溶后体积微乳冻干物质量
i"’’!

#D-!微乳处方筛选
#D-D"!油相!选择中链三甘油酯 "RK5#( 肉豆
蔻酸异丙酯 "J‘R#( 橄榄油 "IK5#( I;\X;Y<7R
"4-- K1作为油相& 置于具塞试管中& 加入过量总
黄酮& $( j恒温气浴振荡 " "’’ XE:<H# 8 B&
"$ ’’’ XE:<H离心 "’ :<H& 取上清& 甲醇稀释至一
定浓度& 测定各样品中总黄酮含有量& 结果见表
"’ 由表可知& 总黄酮在 J‘R中溶解度最大& 故选
择其作为油相’

表 KL总黄酮溶解度测定结果
<&NOKL=3,124,"-,"21N#2#4* !343’(#+&4#"+"-4"4&2-2&8"+"#!,

组成 介质 总黄酮溶解度E":N-:Io"#

油相 RK5 "D(#

J‘R #D4.

IK5 #D#-

I;\X;Y<7R"4-- K1 #D-8

乳化剂 吐温 .’ "#D$&

KX6:6MB@X9I "-D-8

KX6:@MB@XCO-’ "8D-8

d‘)"’ "&D""

助乳化剂 ‘9*-’’ "-D8#

乙醇 4D#&

异丙醇 8D$’

丙三醇 .D.-

#D-D#!乳化剂!选择吐温 .’( KX6:6MB@X9I( KX6)
:@MB@XCO-’( d‘)"’ 作为乳化剂& 按 +#D-D", 项
下方法操作& 结果见表 "’ 由表可知& 总黄酮在CO
-’中溶解度最大& 故选择其作为乳化剂’

#D-D$!助乳化剂!选择‘9*-’’( 乙醇( 异丙醇(
丙三醇作为助乳化剂& 按 +#D-D", 项下方法操
作& 结果见表 "’ 由表可知& 总黄酮在 ‘9*-’’ 中
溶解度最大& 故选择其作为助乳化剂’
#D-D-!伪三元相图绘制!按乳化剂和表面活性剂
质量比 " g"( # g"( $ g" 得到混合表面活性剂&
将油相与混合表面活性剂按 " g4( # g.( $ g( k
4 g" 比例混合& 室温下混匀后滴加水& 记录体系
进入凝胶区( 退出凝胶区和微乳形成临界点时的加
水量& 计算油相( 混合表面活性剂和水相在临界点
的质量分数’ 根据各成分比例& 采用 dX<N<H (D& 软
件绘制伪三元相图& 确定微乳区& 结果见图 "’ 由
图可见& 当 #:值为 # g" 和 $ g" 时& 微乳区面积
大于#:值 " g" 时& 并且前者略大于后者& 故本实
验采用#:值为 # g"’

R%微乳区!*%凝胶区
R%:<?X@6:V7G<@H ;X6;!*%N67;X6;

图 KL微乳伪三元相图
X#POKL$3,1!"943’+&’* 7%&,3!#&P’&(,"-(#)’"3(12,#"+,

#D-D&!处方确定!取 J‘R-’’ :N( CO-’ -’’ :N(
‘9*-’’ #’’ :N& 纯化水滴定& 即可得到澄清透明
的微乳’
#D-D8!药载比优化!精密称取 J‘R-’’ :N( KX6)
:@MB@XCO-’ -’’ :N( ‘9*-’’ #’’ :N置于西林瓶
中& 加入总黄酮 #’( -’( .’( "’’ :N" #! k
"’!#& 每份重复 $ 次& 在磁力搅拌器下搅拌 " B&
混合均匀& 即得非水相’ 采用水滴定法逐滴加水至
非水相中& 直至形成澄清透明的溶液& 搅拌均匀&
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于量瓶中加水定容至 - :I& 即得微乳’ 对其载药
量( 包封率( 粒径及 +6U;电位进行测定& 结果见
表 #& 可知随着药物质量增加& 包封率呈减小趋
势& 当质量大于 .’ :N时低于 4’!$ 在 .’ :N时&

包封率与载药量均较高& 而且微乳粒径较小&
#& j下放置 $’ A后仍澄清透明& 粒径大小无显著
变化& 稳定性较好’ 因此& 最终选择总黄酮加入量
为 .’ :N".!#’

表 ML微乳粒径’ U34&电位’ 包封率’ 载药量测定结果 $!R"% #SQ&
<&NOML=3,124,"-7&’4#)23,#c3% U34& 7"43+4#&2% 3+)&7,12&4#"+3--#)#3+)* &+!!’1P 2"&!#+P !343’(#+&4#"+"-(#)’"3(12,#"+,

$!R"% #SQ&

总黄酮E:N 粒径EH: ‘bJ +6U;电位E:a 包封率E! 载药量E!
#’ $&D## e’D"8 ’D’4 e’D’" o"$D#4 e’D.4 4-D$8 e"D#. "D.& e’D’8
-’ $8D-. e’D#- ’D’( e’D’" o"-D". e"D#- 4#D4. e#D’- $D.# e’D’(
.’ $8D(4 e’D"( ’D’4 e’D’# o"&D(( e#D.4 4"D(4 e"D’# (D#. e’D"#
"’’ $(D-& e’D-# ’D"’ e’D’" o"&D4. e’D48 .-D"’ e"D8. .D#& e’D#-

#D-D(!最优工艺确定!精密称取 J‘R -’’ :N(
KX6:@MB@XCO-’ -’’ :N( ‘9*-’’ #’’ :N置于西
林瓶中& 加入翻白草总黄酮 .’ :N& 搅拌 # B& 混
合均匀& 采用水滴定法逐滴加水& 直至形成澄清透
明的溶液& 搅拌均匀& 于容量瓶中加水定容至
- :I& 即得微乳’ 其平均粒径为 "$8D(4 e’D"(#
H:& 包封率为 "4"D(4 e"D’# #!& +6U;电位为
" o"&D(( e#D.4# :a& 载药量为 "(D#. e’D"##!’
#D&!形态学研究!将所得微乳滴于覆有支持膜的
铜网上& "!磷钼酸染色剂染色& 滤纸吸走多余的
液体& 自然晾干后& 通过透射电子显微镜观察& 结
果见图 #’ 由图可知& 其粒径在 $’ k-’ H:左右&
呈类球形& 大小均一’

图 ML微乳透射电镜 $<A@& 照片
X#POML<A@ #(&P3"-(#)’"3(12,#"+,

#D8!降血糖活性评价
#D8D"!动物分组( 造模和给药!将 &’ 只小鼠按体
质量随机分成 # 组& 即空白组 ". 只& 给予基础饲
料# 和模型组 "-# 只& 给予高脂饲料)"(* #& 自由
饮食 - 周后& 禁食不禁水 "# B& 空白组腹腔注射
’D" :IE"’ N生理盐水& 模型组腹腔注射同体积现

配 "’’ :NÊN链脲佐菌素"15+& 溶于- j ’D" :@7EI
无菌柠檬酸缓冲液& MO-D##& & A 后测定其空腹
血糖 "2T*#& 以 2T*m""D" :@7EI为造模成功’
再取 $# 只高血糖模型组小鼠& 随机分成 - 组& 即
模型组( 总黄酮组( 微乳组和二甲双胍组& 模型组
每天灌胃给予 ’D" :IE"’ N生理盐水& 总黄酮组灌
胃给予 ’D" :IE"’ N相应KRK)0;溶液"#’ :NE:I#&
微乳组给予同剂量相应溶液 "#’ :NE:I#& 二甲双
胍组给予同剂量相应溶液 "#’ :NE:I#’ 连续给药
8 周& 最后一次给药 # B后测定其空腹血糖’
#D8D#!对糖尿病小鼠空腹血糖水平的影响!小鼠
饲养期间& 每隔 # 周测定其空腹血糖& 结果见表
$’ 由表可知& 模型组小鼠血糖水平明显升高& 与
空白组比较有显著差异 "9l’D’’"#$ 经总黄酮和
微乳治疗后& 小鼠血糖水平在第 -( 8 周时与模型
组比较均有显著差异 "9l’D’&#& 同时后者显著
优于前者 "9l’D’&#& 并略优于二甲双胍’
#D8D$!对糖尿病小鼠口服糖耐量 "d*55# 的影
响!给药结束前 " A小鼠禁食 "# B& 按 # NÊN剂量
灌胃 -’!葡萄糖溶液& 灌胃前后 $’( 8’( "#’ :<H
从小鼠尾静脉丛取血 &’ !I& 测定血糖水平& 结果
见表 -’ 由表可知& 口服葡萄糖后各组血糖均有一
定程度升高& 在 8’ :<H 达到最高& 微乳组和二甲
双胍组在 8’ k"#’ :<H 时能显著抑制血糖水平升
高& 与 ’ :<H时比较无显著差异 "9m’D’&#’
#D8D-!对糖尿病小鼠胰岛素和糖化血清蛋白
"*1‘# 的影响!给药 8 周后& 从小鼠尾静脉丛取
血& $ ’’’ XE:<H 离心 "’ :<H& 分离血清& 按照试
剂盒说明书测定血清中胰岛素和 *1‘水平& 结果
见图 $’ 由图可知& 与模型组比较& 总黄酮组和微
乳组小鼠胰岛素水平均显著升高 "9l’D’&& 9l
’D’"#& 表明微乳可促进胰岛素分泌& 并可调节其
接近正常水平’ 同时& 与模型组比较& 微乳组小鼠
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!!!! 表 QL空腹血糖水平测定结果 $!R"% #S\&
<&NOQL=3,124,"--&,4#+P N2""!P21)",323832!343’(#+&4#"+$!R"% #S\&

组别
剂量E

":N-̂No"#
空腹血糖E"::@7-Io"#

’ 周 # 周 - 周 8 周
空白组 % -D-# e’D8" -D8# e’D-8 -D&. e’D.’ -D(- e’D("

模型组 % #’D-& e"D-’!!! ##D(- e’D4#!!! ##D4- e"D#"!!! #$D.# e"D-#!!!

二甲双胍组 "’’ #"D#. e"D"# "(D-& e#D’"n "8D.8 e"D.$nn "-D48 e"D88nnn

总黄酮组 "’’ "4D4# e"D#- ".D8( e"D(- "(D#- e’D4#nn "&D-( e"D$#nnn

微乳组 "’’ #’D#- e"D-’ "(D#- e"D#.n "&D.& e’D48nnn "$D"4 e"D8-nnn

!!注! 与空白组比较&!!!9l’D’’"$ 与模型组比较&n9l’D’&&nn9l’D’"&nnn9l’D’’"

表 VLC0<<测定结果 $!R"% #S\&
<&NOVL=3,124,"-C0<<!343’(#+&4#"+$!R"% #S\&

组别
剂量E

":N-̂No"#
d*55E"::@7-Io"#

’ :<H $’ :<H 8’ :<H "#’ :<H
空白组 % -D(# e’D(# &D&’ e’D8"! 8D"" e’D-’!! -D.4 e’D$#
模型组 % #$D.$ e"D-& #&D#- e"D$-! #(D-# e"D4$!! #8D#’ e"D#&!!

二甲双胍组 "’’ "-D48 e"D8’ "8D#. e"D-’ "8D4( e"D"8! "&D#& e"D8$
总黄酮组 "’’ "&D-$ e"D$$ "8D48 e"D#(! "(D84 e"D-’!! "8D(# e"D’"!

微乳组 "’’ "$D"’ e"D8- "-D(- e"D#8! "&D$- e"D-&! "$D4’ e#D"’

!!注! 与 ’ :<H时比较&!9l’D’&&!!9l’D’"

*1‘水平显著降低 "9l’D’&#& 而总黄酮组无显
著差异 "9m’D’&#’
#D8D&!对糖尿病小鼠各血脂指标的影响!给药 $’
A后& 小鼠禁食 "# B& 去眼球取血& 按试剂盒说明
书方法测定甘油三酯 "5*#( 总胆固醇 "5K#( 低
密度脂蛋白 "IbI#( 高密度脂蛋白 "ObI# 水
平& 结果见图 -& 由图可知& 与模型组比较& 总黄
酮组和微乳组小鼠 5*( 5K( IbI水平均显著降低
"9l’D’&& 9l’D’"& 9l’D’’"#& 同时后者 ObI
水平显著提高 "9l’D’&#& 但前者无显著差异
"9m’D’&#’
#D8D8!对糖尿病小鼠 1db( Rb3的影响!1db
作为清除自由基的一种酶& 可以保护机体免受自
由基及脂质过氧化的侵害)".* $ Rb3是由细胞膜
磷脂受到氧自由基的毒性而产生& 可反映体内氧
化水平的高低)"4* ’ 图 & 显示& 与模型组比较& 各
给药组小鼠 1db含有量均显著增加& 而 Rb3含
有量均显著降低& 其中微乳组作用最为明显
"9l’D’&& 9l’D’"& 9l’D’’"#’ 总黄酮中含
有大量羟基结构& 故具有较强的抗氧化能力& 可
以清除体内多余自由基& 并降低 Rb3水平& 表
明总黄酮及其微乳可能是通过促进糖尿病小鼠胰
岛 #细胞的修复来刺激胰岛素分泌& 从而发挥降
血糖的作用’
QL讨论和结论

本实验以民间常用的糖尿病治疗药物翻白草为
研究对象& 采用b"’" 大孔树脂得到纯度为 (’!左

注! 与空白组比较&!!9l’D’"&!!!9l’D’’"$ 与模型组比较&
n9l’D’&&nn9l’D’"

图 QL微乳对糖尿病小鼠胰岛素和 0;$水平的影响
$!R"% #S\&

X#POQLA--3)4,"-(#)’"3(12,#"+,"+#+,12#+&+!0;$
23832,#+!#&N34#)(#)3$!R"% #S\&
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注! 与空白组比较&!!!9l’D’’"$ 与模型组比较& n9l’D’&&
nn9l’D’"&nnn9l’D’’"

图 VL微乳对糖尿病小鼠血脂指标的影响 $!R"% #S\&
X#POVLA--3)4,"-(#)’"3(12,#"+,"+N2""!2#7#!#+!#)3,#+

!#&N34#)(#)3$!R"% #S\&

注! 与空白组比较&!!!9l’D’’"$ 与模型组比较&n9l’D’&&nn9l

’D’"&nnn9l’D’’"

图 YL微乳对糖尿病小鼠 ;CD和 @D:含有量的影响
$!R"% #S\&

X#POYLA--3)4,"-(#)’"3(12,#"+,"+;CD&+!@D:)"+9
43+4,#+!#&N34#)(#)3$!R"% #S\&

右的总黄酮& 进而以其为模型药物构建中药多组分
微乳& 筛选最佳处方& 该方法简单& 所得微乳大小
均一( 稳定性好( 载药量高’ 药效学实验结果表
明& 其能显著降低糖尿病小鼠空腹血糖水平& 改善
其糖耐量& 促进胰岛素分泌& 提高 1db活性& 降
低Rb3水平& 增强机体抗氧化能力& 有利于保护
和修复胰岛 #细胞& 从而进一步增强胰岛素的
分泌’

另外& 翻白草总黄酮微乳在降血糖( 调节血
脂( 促胰岛素分泌方面的作用均强于总黄酮& 表明
将该成分剂型改造后& 有利于提高其口服吸收及生
物利用度& 进而更好地调节血糖血脂代谢’ 本实验
为翻白草总黄酮用于糖尿病治疗提供研究基础& 有
利于开发疗效好( 副作用小的相关制剂’ 今后& 将
对翻白草总黄酮微乳在细胞及体内水平的作用靶点
进行考察& 进一步探索其降血糖功能的机制’
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