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黑木耳多糖的制备纯化及降血糖功能研究 
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摘  要: 目的  从黑木耳中提取制备高活性降血糖多糖并评价其活性。方法  通过单因素与正交实验优化酶

解工艺, 获得最佳 α-葡萄糖苷酶抑制活性。粗多糖经三氯甲-正丁醇脱蛋白法脱蛋白后, 依次通过二乙氨基乙

基纤维素 52 阴离子交换填料柱和高分辨率丙烯葡聚糖凝胶 S-200 凝胶柱纯化, 得到精制黑木耳多糖组分

(AAPS4s)。结果  在最佳工艺条件下，粗多糖对 α-葡萄糖苷酶抑制率为 76.38%±0.94%。AAPS4s 多糖含量为

95.63%±1.46%, 对 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶的抑制率分别为 72.56%±2.12%和 41.90%±0.87, 抑制类型均为混

合型; 对 1,1-二苯基-2-三硝基苯基自由基、羟基自由基和超氧阴离子的清除率最大值分别为 57.39%±0.73%、

64.99%±2.65%和 38.41%±2.80%。结论  本研究成功获得活性明确的黑木耳多糖组分 AAPS4s, 该组分以混合

型抑制模式调控消化酶活性发挥体外降糖作用, 并具备良好抗氧化活性, 为黑木耳降糖功能产品开发及产业

化应用奠定基础。 
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Study on preparation, purification and hypoglycemic function of 
Auricularia heimuer polysaccharides 
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(1. Institute of Microbiology Heilongjiang Academy of Sciences, Harbin 150010, China; 2. Dongning Shanyou Edible 

Fungi Science and Technology Research & Development Co., Ltd., Dongning 157299, China) 

ABSTRACT: Objective  To extract and prepare highly active hypoglycemic polysaccharides from Auricularia 

heimuer and evaluate their activity. Methods  The enzymatic hydrolysis process was optimized through single-factor 

and orthogonal experiments to obtain the optimal α-glucosidase inhibitory activity. After deproteinization of the crude 

polysaccharides used the trichloromethane-n-butanol method, the polysaccharides were purified successively through a 

diethylaminoethyl cellulose 52 anion exchange packing column and a high-resolution sephacryl S-200 gel column. The 

refined Auricularia heimuer polysaccharide component (AAPS4s) was obtained. Results  Under the optimal 

conditions, the inhibition rate of crude polysaccharides on α-glucosidase was 76.38%±0.94%. The content of AAPS4s 
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polysaccharide was 95.63%±1.46%, and the inhibitory rates against α-glucosidase and α-amylase were 72.56%±2.12% 

and 41.90%±0.87, respectively. The inhibitory type was mixed; the scavenging rates of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 

free radicals, hydroxyl radicals and superoxide anions were 57.39%±0.73%, 64.99%±2.65% and 38.41%±2.80%, 

respectively. Conclusion  This study successfully obtains the highly active Auricularia heimuer polysaccharide 

component AAPS4s with clear activity. This component regulates digestive enzyme activity in a mixed inhibitory mode 

to exert in vitro hypoglycemic effects and possesses good antioxidant activity, laying a foundation for the development 

and industrial application of Auricularia heimuer hypoglycemic functional products. 
KEY WORDS: Auricularia heimuer; polysaccharide; hypoglycemic activity; preparation; purification 
 
 

0  引  言 

2 型糖尿病是全球高发的慢性代谢性疾病, 主要表现

为胰岛素分泌不足或胰岛素抵抗[1]。长期依赖化学降糖药

物易引发多种副作用, 开发安全无毒的天然降糖功能成分

已成为糖尿病辅助防控的研究热点[2–4]。天然多糖可通过抑

制糖代谢关键酶活性[5]、清除自由基[6]、缓解氧化应激[7]

等途径调控血糖, 且生物相容性好、无明显毒副作用, 具
备良好的研发与应用前景[7–8]。 

黑木耳作为食药用真菌的重要代表, 具有较高的营

养价值和功效作用[9]。黑木耳多糖是其主要功能性活性成

分, 已被证实具有抗氧化、调节糖脂代谢、免疫调节等多

种生物活性, 初步研究表明其具备潜在降血糖能力, 是天

然降糖功能制品的优质开发原料[10–12]。目前国内外相关研

究多集中于多糖常规提取工艺优化及抗氧化、降血脂等基

础活性探究[13], 关于黑木耳多糖降血糖的研究仍存在明显

短板。现有相关研究多以黑木耳粗多糖为研究对象, 仅开

展初步降糖活性验证, 缺乏高效、靶向性强的酶解精制工

艺体系, 难以分离制备高纯度、高降糖特异性的均一多糖

组分; 同时鲜有研究系统阐明其对 α-淀粉酶、α-葡萄糖苷

酶的抑制动力学机制, 其抗氧化与降血糖的协同作用机制

尚不明确, 整体研究体系较为零散, 严重限制了黑木耳降

糖多糖的深度开发与产业化应用[14–16]。 
基于此, 本研究以黑木耳子实体为原料, 突破传统提

取工艺的局限, 采用定向酶解技术有效保留多糖活性、富

集降糖特异性组分, 相较于传统粗多糖研究更具靶向性与

优越性。本研究系统探究精制多糖对 α-淀粉酶及 α-葡萄糖

苷酶的抑制动力学特征及其体外抗氧化活性, 阐明其降糖

与抗氧化的协同作用效果, 进一步完善了黑木耳多糖的体

外降糖理论体系, 可为黑木耳降糖功能产品研发及资源高

值化利用提供重要的实验依据与理论支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

黑木耳子实体(黑龙江省科学院微生物研究所栽培)。 
α- 葡 萄 糖 苷 酶 (4-nitrophenyl β-D-glucopyranoside, 

PNPG) (100 U/g)、对硝基苯基-α-D-吡喃葡萄糖苷、1,1-二
苯基-2-三硝基苯基(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH), 
3,5-二硝基水杨酸(3,5-dinitrosalicylic acid, DNS)试剂、阿卡

波糖、α-淀粉酶 (5000 U/g)、二乙氨基乙基纤维素 52 
(diethylaminoethyl cellulose 52, DEAE-52)、sephacryl S-200 
HR 丙烯葡聚糖凝胶(上海源叶生物科技有限公司); 纤维素酶

(60000 U/g)、果胶酶(7000 U/g)、木聚糖酶(25000 U/g)、糖化

酶 (43000 U/g)、复配蛋白酶 (343000 U/g)、β-葡聚糖酶

(161000 U/g)(南宁东恒华道生物科技有限责任公司); 正丁

醇、氯仿、氯化钠(NaCl)、浓硫酸、盐酸、水杨酸、苯酚、

碳酸钠、磷酸盐缓冲液、过氧化氢、邻苯三酚、三羟甲基

氨 基 甲 烷 - 盐 酸 (trihydroxymethylaminomethane- 
hydrochloric acid, Tris-HCl)缓冲液、硫酸亚铁、维生素 C 
(vitamin C, VC)、无水乙醇(分析纯, 中国医药集团有限公

司); BCA 蛋白浓度测定试剂盒(上海碧云天生物技术股份

有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

Infinite 200 多功能酶标仪(瑞士帝肯公司); Master-R
双级反渗透纯水 /超纯水机 (上海和泰仪器有限公司 ); 
ME204/02 电子天平[精度 0.001 g, 梅特勒-托利多仪器(上
海)有限公司]; CR21N 高速冷冻离心机(日本日立公司); 
XK 16/100 层析柱(美国 Cytiva 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  黑木耳降血糖多糖的制备 
(1)酶解多糖单因素实验 
将黑木耳多糖配成质量浓度 2 mg/mL的多糖溶液, 分

别在纤维素酶、α-淀粉酶、果胶酶、木聚糖酶、β-葡聚糖酶、

木瓜蛋白酶、糖化酶的最适温度和最适 pH 下进行酶解, 总加

酶量 100 U/mL, 酶解 60 min, 测定 α-葡萄糖苷酶抑制率, 确
定最佳酶种类后进行单因素实验。固定配方参数为: 酶解温

度: 50 ℃、酶解时间: 60 min、加酶量: 100 U/mL、酶解 pH
为 5.0。选择加酶量(50、100、150、200、250 U/mL)、酶

解温度(40、45、50、55、60 ℃)、酶解时间(30、45、60、
75 min)、酶解 pH (4.0、4.5、5.0、5.5、6.0)作为考察因素, 
通过对比不同考察因素对 α-葡萄糖苷酶抑制率的影响, 确
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定最佳单因素水平[17]。 
(2)酶解多糖正交实验 
以加酶量(A)、酶解温度(B)、酶解时间(C)、酶解 pH (D)

为影响因素, 设计 4 因素 3 水平正交实验(表 1), 根据多糖

得率指标确定多糖最佳水提条件。 
 

表 1  正交实验因素水平表 
Table 1  Factors and levels table of orthogonal 

水平 
因素 

A(加酶

量)/(U/mL) 
B(酶解温

度)/℃ 
C(酶解时

间)/min 
D(酶解

pH) 

1 150 45 45 5.0 

2 200 50 60 5.5 

3 250 55 75 6.0 

 
1.3.2  黑木耳降血糖多糖的分离纯化 

将粗多糖配制成质量浓度 10 mg/mL 溶液, 加入 1/5
体积的赛瓦格试剂（Sevage，氯仿：正丁醇=4:1 混合液）

进行蛋白脱除, 重复操作直至无明显沉淀生成[18]。将活化

处理后的 DEAE-52 阴离子交换填料均匀装填于 1.6 cm 
×100 cm 层析柱中备用。使用 AKTA go 系统, 以超纯水为

流动相, 通过不同流速装柱并测定柱效。然后将质量浓度

10 mg/mL 黑木耳多糖组分(AAPS)溶液经超纯水配制、0.45 μm
水系滤膜过滤后, 取 20 mL 上样; 以 1 mL/min 的流速, 依
次用 0、0.3、0.6、0.9 和 1.2 mol/L NaCl 溶液进行梯度洗

脱, 按 8 mL/管收集洗脱液, 采用苯酚-硫酸法测定各管多

糖含量, BCA 蛋白浓度测定试剂盒测蛋白含量。合并相应

管号后, 经浓缩、透析、冻干处理, 称量计算收率并密封

保存[19]。其中, 黑木耳多糖组分-4 (AAPS4)组分表现出主

要降糖活性。进一步采用凝胶柱层析法, 将 AAPS4 组分在高

分辨率丙烯葡聚糖凝胶 S-200 (sephacryl S-200 HR)凝胶柱纯

化柱(1.6 cm×100 cm)上进行分离, 以 0.5 mL/min 恒速超纯水

洗脱, 按 5 mL/管收集。通过测定 490 nm 处吸光度绘制洗

脱曲线, 合并目标峰管收集液。合并液经 60 ℃减压浓缩后, 
置于 3.5 kDa 透析袋中, 纯水透析 48 h, 冻干后称重计算得

率, 密封保存[20]。 
1.3.3  体外降糖活性研究 

(1) α-葡萄糖苷酶抑制实验 
将20 μL多糖样品溶液与40 μL PNPG底物溶液混合, 于

37 ℃反应10 min; 随后加入10 μL α-葡萄糖苷酶溶液(1 U/mL), 
继续在 37 ℃孵育 10 min; 最后加入 140 μL 碳酸钠溶液

(0.1 mol/L)终止反应, 于 405 nm 波长下测定吸光度。以等

体积阿卡波糖溶液代替多糖样品作为阳性对照, 以等体积

磷酸盐缓冲液代替多糖样品作为空白对照[21]。抑制率计算

如公式(1)所示。 

抑制率/%= 3 4

1 2
(1 ) 100%A A

A A
−− ×
−        (1) 

式中: A1 为空白对照组吸光度; A2 为空白对照背景组

吸光度; A3 为样品组吸光度; A4 为样品背景组吸光度。 
(2) α-淀粉酶抑制实验 
将 100 μL 多糖样品溶液与 100 μL α-淀粉酶溶液混合, 

于 37 ℃孵育 30 min; 后加入 200 μL 可溶性淀粉溶液, 
37 ℃继续反应 10 min。取 100 μL 上述反应液, 加入 400 μL 
DNS 试剂, 沸水浴加热 5 min 后冷却, 于 540 nm 波长下测

定吸光度。以阿卡波糖溶液为阳性对照, 以磷酸盐缓冲液

代替多糖样品为空白对照, 并设置以磷酸盐缓冲液代替 α-
淀粉酶的背景组[22]。抑制率按公式(1)计算。 

(3)抑制动力学分析 
本研究采用米氏动力学(Michaelis-Menten)方程结合

双倒数作图法(Lineweaver-Burk), 分析精制黑木耳多糖组

分(AAPS4s)对 α-葡萄糖苷酶和 α-淀粉酶的抑制动力学行

为。在 α-葡萄糖苷酶抑制实验中, 反应体系包含不同质量

浓度的 AAPS4s (0、1、2、3、4 mg/mL)与 PNPG 底物(0、
1、2、3、4 mg/mL), 并加入 1 U/mL α-葡萄糖苷酶启动反

应, 于 405 nm 波长下测定吸光度。在 α-淀粉酶抑制实验中, 
体系包含 AAPS4s (质量浓度为 0、2、4 mg/mL)与不同质

量浓度为淀粉溶液(0.5、1.0、2.0、4.0 mg/mL), 加入 0.5 U/mL 
α-淀粉酶进行反应, 于 540 nm 测定吸光度。通过测定各

条件下反应初速度 , 绘制酶动力学曲线 , 拟合计算米氏

常数(Km)和最大反应速率(Vmax), 并借助 Lineweaver-Burk
双倒数图进一步判断 AAPS4s 对两种酶的抑制类型及作

用机制[23]。 
1.3.4  体外抗氧化活性的测定 

(1) DPPH 自由基清除率测定 
向 10 mL 离心管中依次加入 2 mL 不同浓度的

AAPS4s溶液与 2 mL 0.5 mmol/L的 DPPH自由基乙醇溶液, 
混匀后避光反应 30 min, 于 517 nm 波长下测定其吸光度, 
记为 Aa; 对照组以等体积无水乙醇代替 DPPH 溶液, 测定

吸光度 Ab; 空白组以等体积无水乙醇代替 AAPS4s 溶液, 
测定吸光度(A0), 以 VC 作为阳性对照进行同步测定[24]。

DPPH 自由基清除率计算如公式(2)所示。 

DPPH 自由基清除率/%= a b

0
(1 ) 100%A A

A
−− ×   (2) 

(2)羟基自由基清除率测定 
向 10 mL 离心管中依次加入 1 mL 不同质量浓度的

AAPS4s 溶液、1 mL 6 mmol/L 水杨酸-乙醇溶液以及 1 mL  
6 mmol/L 硫酸亚铁溶液, 混匀后加入 1 mL 3%过氧化氢溶

液以启动反应。将混合体系于 37 ℃下避光孵育 30 min, 于
510 nm 波长处测定其吸光度, 记为 Ac; 对照组以 1 mL 去

离子水替代过氧化氢溶液, 测定吸光度 Ad; 空白组以 1 mL
去离子水替代AAPS4s溶液, 测定吸光度Ae, 以VC作为阳性

对照进行同步实验。羟基自由基清除率按公式(3)计算。 
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羟基自由基清除率/%= c d

e
(1 ) 100%A A

A
−− ×      (3) 

(3)超氧阴离子自由基清除能率测定 
将 4.5 mL Tris-HCl 缓冲液(25 °C 预热)加入离心管, 

随后依次加入 1 mL 不同质量浓度的 AAPS4s 溶液和 0.4 mL 
25 mmol/L邻苯三酚溶液。将混合体系于25 °C水浴反应4 min, 
加入 1 mL 8%的盐酸溶液终止反应, 于 320 nm 波长下测定

吸光度 Af, 对照组以去离子水替代邻苯三酚溶液, 测定吸

光度 Ag; 空白组以去离子水替代 AAPS4s 溶液, 测定吸光

度 Ah。以 VC 作为阳性对照。超氧阴离子自由基清除率按

公式(4)计算。 

超氧阴离子自由基清除率/%=
f g

h
(1 ) 100%

A A
A
−

− ×  (4) 

1.4  数据分析 
所有实验均重复 3 次, 数据以平均值±标准偏差表示。

采用 GraphPad Prism 9.5.1 软件进行数据分析及绘图。多组

间比较采用单因素方差分析。 

2  结果与分析 

2.1  酶解多糖单因素实验结果分析 

2.1.1  酶种类筛选 
7 种酶对黑木耳多糖的 α-葡萄糖苷酶抑制率如图 1A

所示, 不同酶对黑木耳多糖的酶切位点以及作用方式的不

同, 所得到的多糖片段对 α-葡萄糖苷酶抑制率存在显著差 

异, 纤维素酶和淀粉酶显著提高了黑木耳多糖的 α-葡萄糖

苷酶抑制率, 因此选择纤维素酶和淀粉酶进行组合实验。 
组合酶黑木耳多糖对 α-葡萄糖苷酶抑制率的影响如

图 1B 所示, 组合酶相较于纤维素酶显著提高了黑木耳多

糖的 α-葡萄糖苷酶抑制率, 但低于淀粉酶的效果, 可能原

因是组合酶对黑木耳多糖的酶解作用过度, 导致黑木耳多

糖中抑制 α-葡萄糖苷酶的活性位点遭到破坏, 使其生物活

性降低[25]。综上, 选择淀粉酶进行后续实验。 
2.1.2  酶解条件对 α-葡萄糖苷酶抑制率的影响 

加酶量、酶解温度、酶解时间及酶解 pH 均对黑木耳

多糖的 α-葡萄糖苷酶抑制率产生显著影响(图 2)。其中, 加
酶量为 200 U/mL 时抑制率达最大值 70.92%±1.41%, 酶降

解糖链暴露活性位点, 过量则会破坏活性位点; 酶解温度

50 ℃时抑制率最高 28.33%±0.42%, 40~50 ℃酶活力随温

度升高而增强, 酶分子吸收能量并增强其热运动, 使其酶

活力逐渐增加, 超 50 ℃酶结构改变致酶解不完全; 酶解

时间 60 min 时抑制率达 28.24%±0.28%, 酶解时间的延长

使黑木耳多糖糖链降解, 多糖分子量不断减小, 使多糖具

有更好的 α-葡萄糖苷酶抑制效果, 过长酶解会破坏多糖

活性结构; 酶解 pH 5.5 时抑制率最大 29.94%±0.66%, 可
能的原因是酶解 pH 影响了酶的空间构象。综上, 后续正

交实验选择加酶量 150、200、250 U/mL, 酶解温度 45、
50、55 ℃, 酶解时间 45、60、75 min, 酶解 pH 5.0、5.5、
6.0 为实验水平。 

 

 
 
 

注: ***表示差异强极显著(P<0.001)。 
图 1  酶种类筛选 

Fig.1  Screening of enzyme types 
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注: 不同小写字母代表组间存在显著性差异(P<0.05), 图 3、5、7 同。 
图 2  酶解条件对 α-葡萄糖苷酶抑制率的影响 

Fig.2  Effects of enzymatic hydrolysis conditions on the α-glucosidase inhibition rate 
 

2.1.3  酶解多糖正交实验结果分析 
酶解多糖正交实验结果如表 2 所示, 按照极差大小, 

影响 α-葡萄糖苷酶抑制率因素顺序为: A>B>D>C, 即加酶

量、酶解温度、酶解 pH 和酶解时间对黑木耳多糖的 α-葡
萄糖苷酶抑制率的影响依次减小。 

 
表 2  正交实验结果 

Table 2  Result of orthogonal experimental 

因

素 
A(加酶

量)/(U/ml) 
B(酶解

温度)/℃ 

C 
(酶解时

间)/min 

D(酶
解 pH) 

α-葡萄糖苷

酶抑制率/%

1 1 1 1 1 10.14 

2 1 2 2 2 32.09 

3 1 3 3 3 22.60 

4 2 1 2 3 50.86 

5 2 2 3 1 65.29 

6 2 3 1 2 72.76 

7 3 1 3 2 35.90 

8 3 2 1 3 46.40 

9 3 3 2 1 51.01 

K1 64.83 96.90 128.31 126.45  

K2 188.91 143.79 133.95 139.74  

K3 133.32 146.37 124.8 120.87  

k1 21.61 32.30 42.77 42.15  

k2 62.97 47.93 44.65 46.58  

k3 44.44 48.79 41.60 40.29  

R 41.36 16.49 3.05 6.29  
 

酶解多糖正交实验方差分析结果如表 3 所示, 加酶量

和酶解温度对 α-葡萄糖苷酶抑制率具有显著性影响

(P<0.05 或 P<0.001)。从正交实验分析结果可知, 多糖得率

最优因素组合为 A2B3C2D2, 即酶解多糖最佳条件为: 加酶

量 200 U/mL, 酶解温度为 55 ℃, 酶解时间为 60 min, 酶解

pH 为 5.5。在此条件下做 3 组平行验证实验, 黑木耳 α-葡
萄糖苷酶抑制率为 76.38%±0.94%。 

表 3  方差分析结果 
Table 3   Results of variance analysis  

因素 平方和 
自由

度 
均方 F 

显著

性 
A(加酶

量)/(U/ml)
3523.4 2 1761.70 43.00 ** 

B(酶解温

度)/℃ 
412.3 2 206.10 5.03 * 

C(酶解时

间)/min 
3.7 2 1.85 0.05  

D(酶解
pH) 

60.2 2 30.10 0.73  

误差 81.9 2 40.95   

注: *表示该因素对实验指标影响显著, P<0.05; **表示该因素对实

验指标影响极显著, P<0.01。 
 

2.2  黑木耳多糖纯化 
2.2.1  DEAE-52 纤维素柱层析及组分筛选 

采用 Sevage 法脱蛋白 4 次效果最佳, 此时的蛋白清

除率为 60.08%±0.80%, 多糖保留率为 62.99%±1.40%。

AAPS 经纤维素 DEAE-52 层析柱纯化, 结果如图 3 所示, 
共得到 4 个单一洗脱峰 , 依次为水洗脱组分命名为

AAPS1、0.2 mol/L NaCl 洗脱组分命名为 AAPS2、0.6 mol/L 
NaCl 洗脱组分命名为 AAPS3 和 0.8 mol/L NaCl 洗脱组分

命名为 AAPS4。收集各洗脱组分后, 经浓缩后, 离子水透

析 48 h, 期间不定期换水, 冷冻干燥处理后, 测定各组分

多糖纯度并计算得率, 结果如表 4。 
为统一活性评价标准, 本研究将 4 种多糖组分统一配

置为质量浓度 2 mg/mL 的样品溶液, 进行 α-葡萄糖苷酶抑

制活性检测, 结果如图 3B 所示。α-葡萄糖苷酶抑制率最高

的组分为 AAPS4, 抑制率为 76.35%±1.73%。选择 AAPS4
进行后续实验。 
2.2.2  Sephacryl S-200 HR 凝胶柱层析 

AAPS4经Sephacryl S-200 HR凝胶柱层析进一步纯化, 
洗脱结果如图 4 所示。洗脱过程中连续收集 10~25 号洗脱

管, 合并峰值区间洗脱液后透析、浓缩、冻干, 最终获得

AAPS4s, 该组分呈现均匀对称的单一洗脱 



184 食品安全质量检测学报 第 17 卷 
 
 
 
 
 

 

 
 

图 3  DEAE-52 纤维素柱洗脱曲线(A)和洗脱组分的体外降血糖活性(B) 
Fig.3  Elution curve of DEAE-52 cellulose column (A) and in vitro hypoglycemic activity of elution fractions (B) 

 

表 4  DEAE-52 柱层析各多糖组分得率、纯度结果 
Table 4  Results of yield and purity of polysaccharide fractions 

separated by DEAE-52 column chromatography 
分离多 
糖组分 

合并管号/管 多糖得率/% 多糖纯度/%

AAPS1 10~22 18.24 78.35 

AAPS2 28~40 15.68 81.62 

AAPS3 45~58 12.35 85.19 

AAPS4 62~75 21.76 89.43 
 

峰, 无杂峰拖尾现象。sephacryl S-200 HR 凝胶柱可依据分

子量差异实现多糖分级分离, 该均一单峰特征表明凝胶层

析可有效去除样品中的色素、杂蛋白及分子量不均一的多

糖片段, 成功获得分子量均一的均一多糖组分。经苯酚-硫
酸法与 BCA 法检测可知 , AAPS4s 的多糖纯度可达

95.63±1.46%, 且样品中未检出蛋白质残留, 多糖纯化效果

良好。获得的高纯度、分子量均一的 AAPS4s 可最大程度

规避杂质干扰, 保证后续体外降血糖、抗氧化及酶动力学

实验结果的准确性与可靠性。 
 

 
 

图 4  sephacryl S-200 HR 柱层析洗脱曲线 
Fig.4  Elution curve of sephacryl S-200 HR column 

chromatography 

2.2.3  体外降糖活性结果分析 
AAPS4s 体外降血糖活性结果如图 5 所示, AAPS4s 对 α-

葡萄糖苷酶抑制率和 α-淀粉酶抑制率均随浓度增加呈现上升

后趋于平缓的趋势, 当AAPS4s质量浓度为2 mg/mL时达到了

α-葡萄糖苷酶抑制率最大值, 为72.56%±2.12%, 当AAPS4s质
量浓度为 4 mg/mL 时达到了 α-淀粉酶抑制率最大值, 为
41.90%±0.87%。证明 AAPS4s 有很好的体外降血糖活性。 
2.2.4  抑制动力学结果分析 

采用 Michaelis-Menten 方程和 Lineweaver-Burk 双倒

数作图法分析了 AAPS4s 的抑制动力学, 结果见图 6。图 6A
显示, 不同抑制剂浓度下的拟合直线在第一象限交汇。随

着 AAPS4s 浓度增加, 直线在横轴(1/[s])上的截距左移(表
观 Km 增大), 且斜率呈浓度依赖性增加, 同时最大反应速

率(Vmax)发生改变。此动力学特征表明, AAPS4s 对 α-葡萄

糖苷酶的抑制作用为混合型抑制。同理, 图 6B 中直线交汇

于第二象限, 证实 AAPS4s 对 α-淀粉酶的抑制同样表现为

混合型模式。表明 AAPS4s 可同时竞争酶活性中心、改变

酶空间构象, 兼具竞争与非竞争抑制特征[26]。相较于单一

抑制方式, 该混合型抑制效应不易被高底物浓度逆转, 降
糖作用更为稳定, 可同步抑制淀粉与寡糖的水解进程、有

效缓解餐后高血糖 , 进一步从酶动力学层面阐明了

AAPS4s 的降糖作用机制[27]。 

2.3  体外抗氧化结果分析 

氧化应激介导的胰岛损伤、胰岛素抵抗是高血糖恶化

的关键病理环节, 多糖的自由基清除活性可从细胞保护层

面辅助阐释其降糖潜力[28–29]。为完善 AAPS4s 降糖相关活

性的综合评价体系, 本研究检测其体外抗氧化能力, 结果

如图 7 所示。AAPS4s 对 3 类自由基的清除能力排序为: 羟
基自由基大于 DPPH 自由基大于超氧阴离子自由基, 这一

差异可能源于不同自由基的反应活性和 AAPS4s 的作用靶
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点多样性[30]。AAPS4s 对 3 类自由基的清除效率均随浓度

增加呈先快速上升后趋于平缓的趋势, 在 2 mg/mL 时达到

了DPPH自由基清除率最大值57.39%±0.73%; 在3 mg/mL时

达到了羟基自由基清除率最大值 64.99%±2.65%, 在 4 mg/mL
时达到了超氧阴离子自由基清除率最大值 38.41%±2.80%, 
证明 AAPS4s 有很好的体外抗氧化活性。 

 

 
 

图 5  AAPS4s 体外降血糖活性 
Fig.5  In vitro hypoglycemic activity of AAPS4s  

 

 
 

图 6  抑制动力学结果 
Fig.6  Results of inhibition kinetics  

 

 
 

图 7  AAPS4s 体外抗氧化结果 
Fig.7  In vitro antioxidant results of AAPS4s 

 
3  结  论 

本研究针对当前黑木耳降糖多糖研究多依赖传统提

取工艺、粗多糖研究特异性差、酶学效应研究不够深入且

缺乏系统性动力学分析等不足, 开展了定向酶解优化、多

糖精制及活性效应探究的系统性研究。本研究优化所得酶

解工艺制备得到的粗多糖的降糖酶抑制活性显著优于常规

提取工艺。相较于传统提取工艺, 本研究采用多酶筛选结
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合定向提取技术, 可有效保护多糖活性结构、高效富集降

糖活性组分, 解决了传统工艺靶向性弱、活性组分利用率

低的技术问题 ; 同时通过多级柱层析纯化获得纯度达

95.63%±1.46%的高纯度均一多糖 AAPS4s, 规避了粗多糖

成分混杂、活性干扰强的缺陷。同时, 本研究明确 AAPS4s
对 α-淀粉酶与 α-葡萄糖苷酶呈混合型抑制特征, 抑制率分

别可达 41.90%±0.87%与 72.56%±2.12%, 对多种自由基具

有良好清除能力, 证实其可通过抑制碳水化合物降解、缓

解氧化应激的双重协同途径发挥降糖作用。 
综上所述, 本研究成功优化获得黑木耳多糖高效定

向制备工艺, 筛选得到高纯度、高活性的均一降糖多糖组

分 AAPS4s, 明确了其优异的体外降糖酶抑制活性与抗氧

化协同作用效果。研究突破了传统黑木耳多糖降糖研究的

技术局限, 弥补了相关研究内容不完善的问题, 进一步丰

富了黑木耳多糖体外降糖的研究体系, 可为黑木耳资源高

值化精深加工、天然降糖功能性食品的精准开发与产业化

应用提供重要的实验依据与理论支撑。 
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