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杜仲叶树脂分离纯化产物的抗疲劳功效
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摘  要：为了评价杜仲叶分离纯化产物抗疲劳功效，测定经大孔吸附树脂分离纯化后两种分离纯化产物中多酚含

量，并采用动物实验评价纯化产物对小鼠负重游泳时间、血乳酸(LA)、血清尿素氮(SUN)、肝糖原和肌糖原以及乳

酸脱氢酶(LDH)的影响，比较各纯化产物的抗疲劳功效。结果表明：多酚含量最高的固体纯化产物为EU1Ⅰ (20%乙

醇洗脱液纯化产物)，多酚含量最低的固体纯化产物为EU1Ⅱ (60%乙醇洗脱液纯化产物)；EU1Ⅰ的抗疲劳功效强于

EU1Ⅱ；多酚类物质可能为杜仲叶树脂分离纯化产物表现抗疲劳功效的主要功效成分。
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Abstract：In order to explore the anti-fatigue effect of Eucommia ulmoides leaves, the polyphenols in the extract from 

Eucommia ulmoides leaves was separated and purified by resin. The anti-fatigue effect of the extract was investigated by 

determining weight-loaded swimming time, blood lactic acid (LA), serum urea nitrogen (SUN), hepatic glycogen, muscle 

glycogen and lactate dehydrogenase (LDH) in mice. The results showed that the content of polyphenols in EU1Ⅰ(20% 

ethanol eluted product) was higher than that in EU1Ⅱ(60% ethanol eluted product), and the anti-fatigue effect of EU1Ⅰ 

was better than EU1Ⅱ, suggesting that polyphenols might be major components of anti-fatigue capacity in Eucommia 
ulmoides leaves. 
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杜仲(Eucommia ulmoides)，为杜仲科杜仲属，在我

国有着悠久的药用历史，具有降血压[1-3]、调节血糖[4-5]、

保护肝脏[6]、强筋骨[7]等功效。杜仲作为中药材的使用部

位主要是杜仲皮，然而现代研究表明，杜仲叶与杜仲皮

的成分含量相近[8-9]，甚至某些成分含量较杜仲皮高[10]。

杨春霞等[11]的研究表明，杜仲叶具有抗疲劳功效，但另

一方面目前所见的相关报道大多是以杜仲叶粗提物为研

究对象，较少见对纯化产物分析研究的相关报道，导致

抗疲劳功效成分尚不十分明确。本研究采用大孔吸附树

脂分离纯化杜仲叶粗提物，并测定得到2种分离纯化产物

中多酚物质的质量分数，分别评价它们的抗疲劳功效，

分析多酚与各产物抗疲劳功效的相关性，以探索杜仲叶

抗疲劳作用机理。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

杜仲叶，由陕西略阳杜仲人工繁育基地提供。

XDA-8型大孔吸附树脂 西安蓝晓科技有限公司；

没食子酸标准品 中国药品生物制品检定所；福林-酚
试剂(Folin-Ciocalteu) 美国Sigma公司；全血乳酸(LA)测试

盒、血尿素氮(SUN)测试盒、肌糖原及肝糖原检测试剂盒、乳

酸脱氢酶(LDH)测定试剂盒 南京建成生物工程研究所。

1.2 仪器与设备

F W - 4 0 0 A粉碎机  北京科伟仪器有限公司；

DK-98-1电热恒温水浴锅 天津泰斯特仪器有限公司；

721可见分光光度计 上海精密科学仪器有限公司；

HL-2恒流泵 上海亚荣有限公司。
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1.3 实验动物

清洁级雄性昆明种小鼠，体质量(20±2)g，由西安交

通大学医学实验动物中心提供。

1.4 方法

1.4.1 杜仲叶粗提物的制备

杜仲叶洗净，用烘箱于50℃烘干，粉碎成粉，过60

目筛。将提取溶剂按照1:10的料液比与杜仲叶粉混合，

50℃恒温水浴锅中浸提1h，浸提3次，过滤，合并滤液，

离心分离，上清液为杜仲叶粗提溶液。

1.4.2 树脂分离

采用XDA-8型大孔吸附树脂对杜仲叶粗提物进行分

离。树脂经过预处理后按照规定的方法装柱，将1BV体积

的杜仲叶粗提液以1BV/h的流速流过树脂柱，然后依次用

4BV左右的20%、40%、60%和80%乙醇溶液以1BV/h的流

速进行梯度洗脱。收集各洗脱溶液，减压浓缩至干，真

空冷冻干燥成粉。

1.4.3 多酚含量测定

以没食子酸为标准品，用Folin-Ciocalteu[12]法对4种

洗脱液干燥后的固体纯化产物中多酚进行检测，计算各

样品中的多酚含量。选取多酚含量最高的固体纯化产物

为EU1Ⅰ，多酚含量最低的固体纯化产物为EU1Ⅱ，作为

后实验的研究对象。

1.4.4 动物实验方法

小鼠被随机分为对照组、EU1Ⅰ组和EU1Ⅱ组，每

组40只，分笼饲养。小鼠在SPF动物房中饲养，温度为

(23±1)℃，相对湿度为40%～60%，小鼠先在SPF动物房适

应3d。用纯水将EU1Ⅰ和EU1Ⅱ溶解成0.2g/mL的水溶液。

每组小鼠每天用灌胃针灌胃1次，对照组灌胃纯水，EU1Ⅰ

组灌胃EU1Ⅰ，EU1Ⅱ组灌胃EU1Ⅱ，按0.1mL/10g(以体质

量计)连续灌胃15d。小鼠每天定时进行20～30min的游泳训

练，在灌胃饲养期间自由饮水和进食。

1.4.5 抗疲劳评价

1.4.5.1 体质量测定

灌胃饲养前和末次灌胃后，分别称量各组小鼠的体

质量。

1.4.5.2 负重游泳实验

末次灌胃1h后，分别从对照组、EU1Ⅰ组和EU1Ⅱ组

取10只小鼠，然后在距小鼠尾尖1cm处负5%体质量的橡

皮泥，橡皮泥用保鲜膜包裹。将小鼠置于水深30cm、水

温(25.0±1.0)℃的水箱中，记录小鼠自游泳开始至沉入箱

底10s[11]不能浮上水面的时间为小鼠负重游泳时间。

1.4.5.3 LA测定实验[11]

末次灌胃1h后，分别从对照组、EU1Ⅰ组和EU1Ⅱ组

取10只小鼠，然后在距小鼠尾尖1cm处负5%体质量的橡

皮泥，橡皮泥用保鲜膜包裹。将小鼠置于水深30cm、水

温(25.0±1.0)℃的水箱中游泳30min，然后立即取出摘眼

球取血，血液被肝素抗凝后用分光光度法按照LA测试盒

说明测定LA含量。

1.4.5.4 SUN、LDH[13]和糖原的测定[14]

末次灌胃1h后，分别从对照组、EU1Ⅰ组和EU1Ⅱ组

取10只小鼠，将小鼠置于水深30cm、水温(25.0±1.0)℃

的水箱中游泳90min[11,14]，然后立即取出摘眼球取血，将

血液在4000r/min条件下离心10min后取血清，用分光光

度法按照SUN测试盒和LDH测试盒说明测定SUN含量和

LDH活力。取血后的小鼠被处死，解剖后取肝脏和大腿

处肌肉，用分光光度法按照肝糖原及肌糖原测试盒说明

测定肝糖原和肌糖原含量。

1.4.6 统计分析方法

实验数据用 ±s表示，t检验法检验，P＜0.05为显著

性差异，P＜0.01为极显著性差异。

2 结果与分析

2.1 多酚含量测定结果

经测定，20%、40%、60%和80%乙醇洗脱液干燥

以后的固体纯化产物中多酚含量分别为49.07、34.38、

12.24、12.36g/100g。20%乙醇洗脱液固体纯化产物中多

酚含量最高，60%乙醇洗脱液固体纯化产物中多酚含量

最低，所以选择前者为EU1Ⅰ、后者为EU1Ⅱ；60%和

80%乙醇洗脱液固体纯化产物中多酚含量相当。测定结

果显示，固体纯化产物中多酚含量总的变化趋势为随着

乙醇体积分数的降低而升高，表明杜仲叶多酚物质极性

较大，适宜用极性较大的溶液分离纯化。 

2.2 抗疲劳功效结果

2.2.1 小鼠体质量
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图 1 EU1Ⅰ和EU1Ⅱ对小鼠体质量的影响

Fig.1 Effect of EU1Ⅰ and EU1Ⅱ on body weights of mice

如图1所示，灌胃饲养前和灌胃饲养后，各组小鼠的

平均体质量相差范围在0.83～1.70g，3组间无明显差异，

说明EU1Ⅰ和EU1Ⅱ对小鼠体质量无显著影响(P＞0.05)。

2.2.2 小鼠游泳时间

如图2所示，对照组小鼠平均负重游泳为47.01min，

E U 1Ⅰ组和E U 1Ⅱ组小鼠平均负重游泳时间分别为

62 .52、59 .26min，比对照组分别延长了52 .23%、
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44.29%，且差异显著(P＜0.01)，表明EU1Ⅰ和EU1Ⅱ均

可以显著地延长小鼠负重游泳时间，即二者可以显著地

提高小鼠运动耐受力，表现了较强的抗疲劳能力。
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图 2 EU1Ⅰ和EU1Ⅱ对小鼠负重游泳时间的影响

Fig.2 Effect of EU1Ⅰ and EU1Ⅱ on weight-loaded swimming time of mice

2.2.3 小鼠血LA 含量
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图 3 EU1Ⅰ和EU1Ⅱ对小鼠血LA含量的影响

Fig.3 Effect of EU1Ⅰ and EU1Ⅱ on blood LA in mice

如图3所示，对照组小鼠平均血LA含量为4.65mmol/L，

EU1Ⅰ组和EU1Ⅱ组小鼠平均血LA含量分别为2.21mmol/L和

2.82mmol/L，比对照组分别降低了52.5%、39.4%，且差

异极显著(P＜0.01)，EU1Ⅰ对小鼠LA含量的降低幅度要

高于EU1Ⅱ。 

血液中的LA在机体处于无氧条件下剧烈运动会大量

产生，引起体内pH值降低，如果这时LA不能被及时地从

体内清除，大量聚集的LA会导致机体平衡失调，从而引

起疲劳。因此，防止LA的大量生成，或者加速LA的清

除，均可起到减缓疲劳的作用，EU1Ⅰ和EU1Ⅱ正是通过

降低血LA含量表现其具有抗疲劳的能力。

2.2.4 小鼠SUN含量
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图 4 EU1Ⅰ和EU1Ⅱ对小鼠SUN含量的影响

Fig.4 Effect of EU1Ⅰ and EU1Ⅱ on SUN in mice

如图4所示，对照组小鼠平均SUN含量为13.20mmol/L，

EU1Ⅰ组小鼠平均SUN含量为11.26mmol/L，比对照组

降低了14.7%，且差异显著(P＜0.05)，表明EU1Ⅰ可以

显著地减少SUN含量；EU1Ⅱ组小鼠平均SUN含量为

13.03mmol/L，比对照组只降低了1.28%，且无明显差

异，表明EU1Ⅱ不能显著地减少SUN含量。

机体内的能源物质是机体运动时产生能量的来源，

糖原和蛋白质就属于这些能源物质。糖原在机体运动之

初会首先被消耗，当糖原消耗殆尽后蛋白质就会随之被

代谢分解。蛋白质被消耗的产物就是SUN，因此SUN含

量的高低可以表明体内蛋白质被消耗的情况。如果机体

具有很好的运动负荷适应能力，那么机体内的SUN含量

就会比较低。实验结果表明，只有EU1Ⅰ可以显著地降

低SUN含量，表明EU1Ⅰ可以显著地提高机体对运动负

荷的适应性。

2.2.5 小鼠肝糖原和肌糖原含量
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图 5 EU1Ⅰ和EU1Ⅱ对小鼠肝糖原含量的影响

Fig.5 Effect of EU1Ⅰ and EU1Ⅱ on hepatic glycogen in mice
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图 6 EU1Ⅰ和EU1Ⅱ对小鼠肌糖原含量的影响

Fig.6 Effect of EU1Ⅰ and EU1Ⅱ on hepatic glycogen in mice

如图5、6所示，对照组小鼠平均肝糖原含量为

35 .46mg/g，EU1Ⅰ组和EU1Ⅱ组小鼠平均肝糖原含量分

别为57.72、49.67mg/g，比对照组分别提高了62.77%、40.07%，

且差异显著(P＜0.01)，表明EU1Ⅰ和EU1Ⅱ可以非常显著地增

加小鼠肝糖原含量；对照组小鼠平均肌糖原含量为3.57mg/g，

EU1Ⅰ组和EU1Ⅱ组小鼠平均肌糖原含量分别为5.07、

4.77mg/g，3组间无明显差异(P＞0.05)，说明EU1Ⅰ和

EU1Ⅱ并没有显著地影响肌糖原含量。

机体内的糖原分为肝糖原和肌糖原，肌糖原在运

动中会首先被大量消耗，当肌糖原被消耗尽后，为了

满足能量的需求，肝糖原就会开始被消耗，如果机体
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继续运动，肝糖原的储存量就会不断地减少，这时疲

劳就会产生。EU1Ⅰ和EU1Ⅱ可以显著地增加肝糖原的

含量，从而延缓疲劳的产生。然而，二者对肌糖原含

量的影响并不显著，说明二者通过增加肌糖原含量延

缓疲劳的作用有限。

2.2.6 小鼠LDH活力
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图 7 EU1Ⅰ和EU1Ⅱ对小鼠LDH活力的影响

Fig.7 Effects of EU1Ⅰ and EU1Ⅱ on LDH activity in mice

EU1I和EU1Ⅱ对小鼠LDH活力的影响见图7。对照组

小鼠平均LDH活力为10853.45U/L，EU1I组小鼠平均LDH

活力为11247.75U/L，比对照组提高了3.64%，且差异显著

(P＜0.05)，表明EU1Ⅰ可以显著地增强LDH活力；EU1Ⅱ

组小鼠平均LDH活力为9844.33U/L，EU1Ⅱ组小鼠的LDH

活力低于对照组，说明EU1Ⅱ没有增强LDH活力的功能。

LA可以通过LDH的作用而被氧化，从而使LA得到

清除，使体内pH值恢复正常，减缓疲劳的产生。EU1Ⅰ

提高了LDH活力，表明EU1Ⅰ可以通过提高LDH活力降

低血LA含量，表现抗疲劳功效。2.2.3节中结果显示，

EU1Ⅱ也可以显著降低血LA含量，但是本部分实验结果

显示EU1Ⅱ并不能提高LDH活力，即在EU1Ⅱ组中血LA

并不是通过LDH活力提高被降低，可能是通过其他途径

或被EU1Ⅱ中其他成分降低。

综合以上各项指标的测定结果，EU1Ⅰ具有更为明

显地延长小鼠负重游泳时间、降低LA含量、降低SUN含

量、提高肝糖原含量、增强LDH活力的能力，即具有明

显的抗疲劳功效。多酚含量实验结果表明，EU1Ⅰ中多酚

含量要高于EU1Ⅱ，而EU1Ⅰ的抗疲劳功效也较EU1Ⅱ显

著，表明杜仲叶树脂分离纯化产物的抗疲劳功效与多酚含

量有关，推测多酚物质可能为杜仲叶纯化产物表现抗疲劳

功效的主要功效成分，但尚不清楚是否还与杜仲叶的其他

成分有关，还有待于今后的进一步研究，如进一步分离纯

化EU1Ⅰ，以得到纯度更高、成分更明确的杜仲叶纯化产

物，确定杜仲叶抗疲劳功效成分等。

3 结 论

杜仲叶经过大孔吸附树脂分离纯化，得到20%乙醇

洗脱溶液(EU1Ⅰ)和60%乙醇洗脱溶液(EU1Ⅱ)，EU1Ⅰ中

多酚含量高于EU1Ⅱ。

杜仲叶树脂分离纯化产物表现了一定的抗疲劳功

效，并且EU1Ⅰ的抗疲劳功效强于EU1Ⅱ。杜仲叶树脂分

离纯化产物的抗疲劳功效与多酚含量有关，推测多酚物质

可能为纯化产物表现抗疲劳功效的主要功效成分。
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