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摘要　目的：通过醛糖还原酶高通量模型对中药方剂平糖舒目散的筛选，探寻其治疗糖尿病的作用机制。方法：用高通量
醛糖还原酶筛模型来筛选平糖舒目散，研究方剂平糖舒目散对醛糖还原酶的抑制作用。结果：平糖舒目散对醛糖还原酶

有较强的抑制作用，其半数抑制浓度是０８ｇ／Ｌ。结论：中药方剂平糖舒目散治疗糖尿病慢性并发症的作用机制之一是抑
制醛糖还原酶活性。
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　　国际糖尿病联合会的数据显示，目前，全球糖尿
病患者接近２５亿人，到２０２５年将达３亿［１］。糖尿

病发展到中期以后，眼睛、外周神经、肾脏等多种易

损器官内发生的微血管病变，都与人体在长期高血

糖状况下，葡萄糖代谢分支路径被激活，醛糖还原酶

活性异常升高关联密切。醛糖还原酶就成了延缓和

防治糖尿病并发症的关键因素［２］。

张运华主任医师从医４０余载，熟谙岐黄，以平
糖舒目散加减（“治疗糖尿病慢性视网膜病变的中

药制剂及制备方法”，专利号：第２７０１２４号）治疗糖
尿病，对防治糖尿病性视网膜病变及其他慢性并发

症的如神经病变等也有很好的治疗作用。平糖舒目

散是用该专利核心方药物配伍制得的纯中药散剂，

在临床上治疗糖尿病慢性并发症，屡有效验。为探

寻平糖舒目散的作用机制，我们在国家科技部新药

筛选技术平台重大专项（编号：２００２ＡＡ２ＡＺ３４３Ｄ）、
国家“十五”重大攻关项目（编号：２００４ＡＡ２Ｚ３８７８４）
资助支持下，建立的糖尿病及其并发症评价体系中

的高通量药物筛选（ＨＴＳ）模型之糖尿病药物筛选模
型上做了平糖舒目散抑制醛糖还原酶活性的测试研

究，现做如下报道。

１　材料
１１　平糖舒目散药物组成　密蒙花９ｇ，天花粉１０
ｇ，桑叶９ｇ，菊花（杭白菊）８ｇ，山茱萸（去核生用）６
ｇ，红花５ｇ，木贼３ｇ，以上７味，混匀粉碎，收集药
粉，包装。规格：６ｇ／包。２次／ｄ，１包／次，口服。以
上药物均由河北赞皇张运华名老中医诊所提供，经

过河北省食品药品检定院中药室赵晓春主任药师鉴

定为正品。

１２　主要试剂　醛糖还原酶（从非电击致死猪眼睛
的晶状体中，实验参与人员自己提取，经硫酸铵分级

沉淀处理得到）；辅酶ＮＡＤＰＨ（南京奥多福尼生物科
技有限公司）；硫酸锂（南京化学试剂有限公司）；甘

油醛（德国Ｓｉｇｍａ公司）。槲皮素（河北省食品药品
检定院）。

１３　主要仪器　ＳＨＢШ Ｔ循环水式多用真空泵
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（郑州长城科工贸有限公司）；ＤＺＦ６０９３型真空干
燥箱 （天津天有利科技有限公司）；ＴＧＬ２０Ｍ型台
式冷冻离心机 （长沙湘仪离心机仪器有限公司）；

ＬＡＢＯＲＯＴＡ４０００型旋转蒸发器 （德国 ＨｅｉｄＬｐｈ公
司）；Ｃｈｒｉｓｔ牌 ＡＬＰＨＡＩＣＤ冷冻干燥机 （德国 ｍａ
ｒｉｎＣｈｒｉｓｔ公司）；ＳＺ１快速混匀器 （上海上登实验

设备有限公司）；Ｖｉｃｔｏｒ２１４２０多功能测定仪 （美国

ＰＦ公司）。
２　方法
２１　平糖舒目散筛选用的样品制备
２１１　预试验样品制备　平糖舒目散按成人日用
药量的１／５倍来备料配药，按平糖舒目散药量的２２
倍加６０％乙醇，分 ３次提取，提取时间分别 ２ｈ，
１５ｈ，４５ｍｉｎ，过滤合并３次提取的药液，浓缩至密
度１１２，加入２０ｍＬ纯净水振荡摇匀后，依次分别加
入２０ｍＬ乙酸乙酯、正丁醇萃取，将平糖舒目散分离
成３种：乙酸乙酯相、正丁醇相和水相，各吸取２ｍＬ
蒸干称量后，都用二甲基亚砜为溶剂，溶解成溶液，

按浓度梯度依次稀释成１／３倍、１／９倍、１／２７倍、１／
８１倍、１／２４３倍、１／７２９倍的药液，分别吸取２５μＬ
平行样３个、７５μＬ平行样３个，制得预实验筛选用
样品１０８个。
２１２　量效关系、与阳性对照药对比研究的试验样
品制备　用纯净水作溶媒提取，药液浓缩至稠膏后，
依次用９０％，６０％，３０％，５０％的浓度梯度的乙醇精
制过滤，４种药液加剩下的沉淀物，离心冷冻蒸干
后，得到平糖舒目散组分１、组分２、组分３、组分４、组

分５共５种组分，精密称量后，加二甲基亚砜溶解，分
别吸取２５μＬ平行样３个、７５μＬ平行样３个。共
有３６０个样品供筛选。
２２　醛糖还原酶活性测定原理及醛糖还原酶抑制

剂活性测定方法　在 ＮＡＤＰＨ的参与下，醛糖还原
酶将ＤＬ甘油醛催化还原成甘油，与此对应 ＮＡＤＰＨ
在同一时间被转化为 ＮＡＤＰ＋，而剩余的还原态
ＮＡＤＰＨ在３４０ｎｍ处仍有特征吸收［３］，醛糖还原酶

活性的测定就这样，通过测定３４０ｎｍ处光密度的下
降速率的变化值来间接地得以实现。采集非电击致

死１ｈ内的猪眼睛，冰块保存带回实验室，入冰柜保
存。筛选用醛糖还原酶，临时从采挖的猪眼睛晶状

体中提取。反应在多孔板中进行，样品孔中加入

ＮａＰｉ缓冲液（浓度：５０ｍｍｏｌ／Ｌ，酸碱度：ｐＨ６４）、适
量的酶液和样品液，共４６μＬ；对照孔以水代替样品
溶液；空白孔以水代替样品液并以ＮａＰｉ缓冲液代替
酶液，在３６５℃保温１２ｍｉｎ［３］。各孔加入３４μＬ的
Ｌｉ２ＳＯ４（浓度：１０ｍｏｌ／Ｌ），６５μＬ的 ＤＬ甘油醛（浓
度：４０ｍｍｏｌ／Ｌ）和 ５５μＬ的 ＮＡＤＰＨ（浓度：１８
ｍｍｏｌ／Ｌ），开始化学还原反应。每 ｍｉｎ被检测物吸
收掉的光密度值的减少量 ΔＡ，是用 Ｖｉｃｔｏｒ２１４２０多
功能测定仪测定３４０ｎｍ处被检测物吸收掉的光密
度数值变化获得。

抑制率＝［（ΔＡ对照 －ΔＡ样品）／（ΔＡ对照 －
ΔＡ空白）］×１００％。
３　结果
３１　预实验平糖舒目散样品研究结果　预实验平
糖舒目散分离得到的３个不同相，分别制备４８个样
品，确定各自的浓度后，在高通量药物筛选模型上进

行筛选，参照筛选化学药物数据的处理和分析方法

作初步的评价，结果：乙酸乙酯相组分、正丁醇相组

分对醛糖还原酶有抑制作用较强。（表１）
３２　平糖舒目散提取物抑制醛糖还原酶（ＡＲ）的量
效关系研究结果（表２）　表２中的平糖舒目散提取
物，是本文中“２１１量效关系、与阳性对照药对比

表１　预实验平糖舒目散样品研究结果

组分名称 浓度 第一次检测物吸收掉的光密度 第二次检测物吸收掉的光密度 总变化量 抑制率％ 平均抑制率％

乙酸乙酯组分 ２１ｇ／Ｌ ０９５９ ０９１５ ００４４ ６６１３％
０９０７ ０８６８ ００３９ ７４１９％
０９８６ ０９３７ ００４７ ６１２９％ ６７４１％

正丁醇组分 １８ｇ／Ｌ １０７６ １０３１ ００４５ ６４５２％
１０１８ ０９８１ ００３７ ７７４２％
１０９３ １０７１ ００２２ ８７１０％ ７６３４％

水组分 ３９ｇ／Ｌ １０８９ １０２８ ００６１ ３８７％
１０９３ １０３３ ００６０ ４０３％
１０９０ １０３２ ００５８ ４３５％ ４０８３％

平均值 ＳＤ Ｓ／Ｎ 信噪比

空白 ００２３ ０００１
对照 ００８５ ０００５ ３５２９
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研究的试验样品制备”法得到的平糖舒目散组分３。
结果显示平糖舒目散对醛糖还原酶的半数抑制浓度

是０８ｇ／Ｌ。
表２　平糖舒目散提取物抑制醛糖还原酶

　　（ＡＲ）的量效关系研究结果

平糖舒目散浓度（ｇ／Ｌ） １６ １２ ０８ ０４ ０２ ０１ ００５

对ＡＲ的抑制率／％ ９７ ６０ ４９ １１ ５ ４ ４

３３　与阳性对照药的对比研究结果　单一化合物
槲皮素能抑制醛糖还原酶的活性，多数研究者选择

其为阳性对照［４］。用水提取得到的平糖舒目散药

液浓缩物中用６０％浓度梯度的乙醇精制处理得到
的平糖舒目散组分３与阳性对照药槲皮素统一用甲
基亚砜做溶剂，配成浓度１ｇ／Ｌ、２０ｇ／Ｌ的溶液，共
４个样品。（表３）

表３　与阳性对照药的对比研究结果

测试样品 浓度 抑制率／％

槲皮素 １ｇ／Ｌ ９５％
槲皮素 ２ｇ／Ｌ １００％

平糖舒目散 １ｇ／Ｌ ５６％
平糖舒目散 ２０ｇ／Ｌ ７９％

４　讨论
中药成分复杂，即使只有一味药，常常也是多类

成分并存，也可看做是一个小复方［５］，方剂学常说

“单药不成方”。方剂是运用药物治病的进一步发

展和提高［６］。

罹患糖尿病时，在长期高血糖状态下，醛糖还原

酶活性会异常性增高，来代偿性分解人体血液中多

余的葡萄糖，多元醇通路就被激活，此代偿性的分解

路线的最终产物之一是山梨醇，它极性大，不易被人

体组织细胞转运出去，久而久之导致山梨醇在人体

组织晶状体、神经、肾脏、视网膜等糖尿病人体易损

器官细胞内堆积，使易损器官细胞的代谢与功能受

到损害，是导致糖尿病慢性并发症的重要原因之

一［７］，抑制醛糖还原酶就有可能有效延缓防止糖尿

病慢性并发症的发生。中医能治疗消渴症（糖尿

病）药物，在分子、细胞水平上必然表现出某种作

用［８］。张运华等人认为，治疗糖尿病不能拘泥于消

渴病“阴虚燥热”这一病机，一味使用阴柔滋补之品

养阴清热。糖尿病及其伴随的慢性并发症更多的是

火郁于内，主要郁滞在脾胃肠，是以邪实为主。在临

床治疗上采用清、下二法。据此，张运华等人以平肝

清热，活血养肝为治疗大法发明了平糖舒目散治疗

糖尿病。

现代药理药化研究［９］中已证实，密蒙花中的黄

酮类物质（密蒙花苷等）、苯乙醇苷类物质（洋丁香

苷等）和皂苷类成分均显示出醛糖还原酶抑制作

用，桑叶可通过增加胰岛素的释放和抑制 α糖苷酶
的活性，抑制血糖上升，可防治和治疗糖尿病［１０］。

天花粉具有胰岛素样作用，有五种降血糖有效成

分［１１］。平糖舒目散对糖尿病小鼠具有显著的降糖

作用，并能一定程度改善“三多”现象［１２］。

高通量药物筛选方法实现了药物筛选的快速、

微量［１３］。本文借助高通量药物筛选模型，尝试由微

观角度来研究平糖舒目散，寻找平糖舒目散的作用

靶点，探寻从反向药理学来阐明平糖舒目散发挥疗

效的化学物质基础。本次筛选结果显示：对醛糖还

原酶抑制作用平糖舒目散能呈较好的量效关系，其

对醛糖还原酶的半数抑制浓度是０８ｇ／Ｌ，从具体分
子和细胞功能变化上看，平糖舒目散发挥临床疗效

的作用机制可能与其抑制醛糖还原酶有关。
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