
 

梁朋光，蒙晓琳，杜昱忻，等. 动态超高压微射流辅助提取银耳多糖的工艺优化、结构特性及抗炎作用 [J]. 食品工业科技，2026，
47（17）：286−296. doi: 10.13386/j.issn1002-0306.2025080072
LIANG  Pengguang,  MENG  Xiaolin,  DU  Yuxin,  et  al.  Process  Optimization,  Structural  Characterization,  and  Anti-inflammatory
Activity of Tremella fuciformis Polysaccharides Extracted by Dynamic High-pressure Microfluidization[J]. Science and Technology of
Food Industry, 2026, 47(17): 286−296. (in Chinese with English abstract). doi: 10.13386/j.issn1002-0306.2025080072

 · 工艺技术 · 

动态超高压微射流辅助提取银耳多糖的
工艺优化、结构特性及抗炎作用
梁朋光1，蒙晓琳2，杜昱忻3，李欣怡3，马　珂2，韦　珍2，唐雅园2，牙丽娜2，何雪梅2, *

（1.山东城市服务职业学院，山东烟台 264670；
2.广西壮族自治区农业科学院，广西果蔬贮藏与加工新技术重点实验室，广西南宁 530007；

3.西南林业大学生物与食品工程学院，云南昆明 650224）

摘　要：为提高银耳多糖的提取效率并探究其结构特性及抗炎活性，本文采用动态超高压微射流（DHPM）技术辅

助提取银耳多糖（TP），并通过单因素实验及 Box-Behnken响应面法优化提取工艺参数。运用高效凝胶渗透色谱

法（HPGPC）、离子色谱（IC）及傅里叶变换红外光谱仪（FT-IR）对 TP进行结构表征，并建立脂多糖（LPS）
诱导的 RAW264.7巨噬细胞炎症模型评价其抗炎活性。结果显示，在单因素实验基础上，以微射流压力、料液比

和提取时间为自变量建立的回归模型拟合良好，得到的最佳提取条件为：微射流压力 140 MPa、料液比 1:40 g/mL、
提取时间 90 min，在该条件下 TP得率为 36.01%。化学成分分析显示，TP总糖含量为 86.12%，糖醛酸含量达

33.11%，未检测到游离蛋白质和游离单糖，表明该样品为高纯度酸性多糖。结构分析结果显示，TP分子量为

568385 Da，单糖组成由木糖、岩藻糖、甘露糖、葡萄糖醛酸、半乳糖及葡萄糖构成，其中较高比例的葡萄糖醛酸

进一步证实了其酸性多糖特性；FT-IR分析表明 TP为典型的 β-吡喃型糖苷键连接的多糖结构。在细胞实验中，

TP在 100~200 μg/mL浓度范围内未见细胞毒性，且显著降低 LPS诱导的 RAW264.7细胞中 NO、TNF-α 和 IL-
1β 的分泌水平，并上调抗炎因子 IL-10的表达（P<0.05），表现出良好的抗炎潜力。综上，通过 DHPM技术可高

效制备结构明确、纯度较高的银耳多糖，其表现出的显著抗炎活性表明其具有作为天然抗炎功能性成分的开发

价值。
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Abstract：To improve the extraction efficiency of Tremella fuciformis polysaccharides (TP) and to investigate their struc-  
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tural characteristics and anti-inflammatory activity, dynamic high-pressure microfluidization (DHPM) was employed as an
auxiliary  extraction  technique,  and  the  extraction  parameters  were  optimized  using  single-factor  experiments  and  Box-
Behnken response surface methodology. TP was structurally characterized by high-performance gel permeation chromatog-
raphy (HPGPC), ion chromatography (IC), and Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), and its anti-inflammatory
activity was evaluated in a lipopolysaccharide (LPS)-induced RAW264.7 macrophage inflammation model. Results showed
that  a  regression  model  with  microfluidization  pressure,  solid-liquid  ratio,  and  extraction  time  as  independent  variables
exhibited good fitness. The optimal extraction conditions were determined to be a microfluidization pressure of 140 MPa, a
solid-liquid ratio of 1:40 (g/mL), and an extraction time of 90 min, under which the TP yield reached 36.01%. Chemical
composition analysis revealed that TP contained 86.12% total sugars and 33.11% uronic acids, with no detectable free pro-
teins or monosaccharides, indicating that TP was a highly purified acidic polysaccharide. Structural analyses further showed
that  TP had an average molecular  weight  of  568385 Da and was composed of  xylose,  fucose,  mannose,  glucuronic  acid,
galactose, and glucose, in which the relatively high proportion of glucuronic acid confirmed its acidic characteristics. FT-IR
spectra demonstrated that TP was mainly composed of β-pyranose-linked polysaccharide chains. In vitro experiments indi-
cated  that  TP  exhibited  no  cytotoxicity  within  the  concentration  range  of  100~200  μg/mL  and  significantly  reduced  the
LPS-induced secretion of NO, TNF-α, and IL-1β, while increasing the production of the anti-inflammatory cytokine IL-10
(P<0.05), demonstrating its notable anti-inflammatory potential. In conclusion, TP prepared by DHPM exhibits clear struc-
tural features, high purity, and remarkable anti-inflammatory activity, highlighting its potential as a natural functional ingre-
dient for inflammation-related applications.

Key words：Tremella fuciformis polysaccharides；dynamic high-pressure microfluidization；response surface optimization；

structural characteristics；anti-inflammatory activity

银耳（Tremella fuciformis），又称雪耳、白木耳，

素有“菌中之冠”美誉[1]，是一种重要的食药同源真

菌，富含多糖、蛋白质（包括 17种氨基酸，其中约 7

种为人体必需氨基酸）、膳食纤维、脂肪及钙、铁、镁、

钾等多种微量矿物元素，具有滋阴润肺、益气补脑等

传统功效[2−3]。其中，银耳多糖（Tremella polysaccha-
rides，TP）是其主要活性成分之一，以葡萄糖、木糖、

甘露糖等为主的杂多糖，分子量较大，结构复杂，具备

良好的水溶性和生物相容性，在免疫调节、抗氧化、

降血脂、抗肿瘤、保肝护肾及抗炎等方面均表现出显

著生物活性[4−6]。

炎症是机体对有害刺激产生的免疫应答反应，

但持续性炎症反应可能引发慢性疾病，如糖尿病、动

脉粥样硬化、类风湿性关节炎等[7]。研究发现，天然

多糖类物质具有调节炎症因子表达、缓解氧化应激、

抑制炎症信号通路等多重抗炎机制[8−9]，成为功能食

品和天然药物研究的热点。魏炜等[10] 研究发现沙枣

花均一多糖能有效抑制 IL-6等炎症因子的过度分

泌，并促进 IL-10抗炎因子的表达，从而发挥显著抗

炎活性。倪立颖等[11] 发现金针菇菇脚多糖能显著降

低脂多糖诱导 RAW264.7细胞中 NO的产生，表现

出良好的抗炎活性。然而，关于银耳多糖的抗炎机制

研究仍不系统，尤其缺乏基于结构特性关联的细胞模

型实验证据。

天然多糖结构复杂，其生物活性受提取方法

和工艺条件影响显著。传统热水提取法虽操作简

便，但存在得率低、耗时长、能耗高及易降解等问题，

多糖得率通常仅在 10%~20%之间[12]；超声波、微

波和酶法等辅助技术虽能在一定程度上可提升至约

20%~30%，但在规模化应用中仍受成本和稳定性限

制[13−16]。近年来，动态超高压微射流（Dynamic High-
Pressure Microfluidization，DHPM）技术在天然产物

提取中备受关注，其通过高剪切、空化与冲击力等作

用，可更高效地破碎细胞壁，促进细胞内活性成分的

释放，加快传质速率，从而提高多糖的得率[17]。已有

研究采用该技术对石榴、多种植物或真菌多糖进行

优化提取[18−20]，显著提高了得率和活性。然而，目前

DHPM在银耳多糖中的应用仍缺乏系统性研究，尤

其是其对银耳多糖得率提升及结构特征可能产生的

影响尚未被深入探讨。因此，有必要基于 DHPM构

建高效提取工艺，并在此基础上对所得多糖进行结构

特征分析及生物活性评价。

本研究以银耳为原料，采用动态超高压微射流

辅助提取技术，结合响应面法优化多糖的提取工艺，

分析其结构特性，并通过 LPS诱导的 RAW264.7巨

噬细胞炎症模型，评价 TP对 NO、TNF-α、IL-1β 及

IL-10等关键炎症因子的调控作用。研究结果旨在

揭示 TP的抗炎潜力及其结构基础，为其作为天然抗

炎功能成分的开发利用提供理论依据与数据支持。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

银耳　由广西壮族自治区农业科学院提供；

16种单糖标准品（岩藻糖、盐酸氨基半乳糖、鼠李

糖、阿拉伯糖、盐酸氨基葡萄糖、半乳糖、葡萄糖、

N-乙酰-D氨基葡萄糖、木糖、甘露糖、D-果糖、D-核
糖、半乳糖醛酸、L-古罗糖醛酸、葡萄糖醛酸、D-甘
露糖醛酸）　江苏博睿糖生物科技有限公司；总

NO试剂盒　碧云天生物技术有限公司；RAW264.7
细胞、胎牛血清　武汉普诺赛生命科技有限公司；脂

多糖（LPS）、双抗（青霉素、链霉素）、PBS 缓冲液　
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索莱宝生化科技有限公司；DMEM高糖培养基、胰

酶（225 USP/mg）　Gibco公司；细胞计数试剂 CCK-8
　广州硕谱生物科技有限公司；小鼠白细胞介素 IL-6
ELISA试剂盒、小鼠肿瘤坏死因子 TNF-α ELISA试

剂盒、小鼠白细胞介素 IL-10 ELISA试剂盒　江苏

酶免实业有限公司；无水乙醇、浓硫酸、苯酚、溴化

钾、三氯乙酸、三氟乙酸　成都金山化学试剂有限公

司；所有试剂均为分析纯。

GYB40-10S均质机　上海东华高压均质机厂；

M-110EH型微射流均质机　美国 Microfluidics公
司；PILOT10-15M真空冷冻干燥机　北京博医康实

验仪器有限公司；RE-52AA旋转蒸发器　上海亚荣

生化仪器厂；3-18ks型台式高速冷冻离心机　美国

Sigma公司；SQ510C高温灭菌锅　雅马拓科技贸易

（上海）有限公司；DK-6D恒温水浴锅　常州万顺仪

器制造有限公司；UV-1800PC紫外分光光度计　上

海美析仪器有限公司；Waters1525高效凝胶渗透色

谱　美国 Waters公司；Nicolet iS50傅里叶红外光

谱、ICS5000 离子色谱仪　美国 Thermo Fisher公
司；UGC-24Mz 氮吹仪　力辰科技（上海）有限公司；

EPDCH酶标仪　美国伯腾仪器有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   动态超高压微射流法提取银耳多糖　参考秦

令祥等[21] 的方法并作适当修改。称取 5 g干银耳按

1:10~1:60 g/mL的比例分散于蒸馏水中，通过微射

流均质机均质 5 min后进行热水浴浸提。将提取液

于 4000 r/min离心 10 min，保留上清液并进行浓缩，

再加入 3倍体积的 95%乙醇，于 4 ℃ 静置 24 h，在
4000 r/min离心 10 min，去掉上清液，沉淀物冻干后

得到银耳粗多糖（CTP）。
为与 DHPM辅助提取进行对比，设置传统热水

提取作为对照组。称取 5 g干银耳，按 1:40 g/mL
的料液比加入适量蒸馏水，于 100 ℃ 水浴中提取

90 min。提取结束后，以 4000 r/min离心 10 min，保
留上清液并进行浓缩，再加入 3倍体积的 95%乙醇，

于 4 ℃ 静置 24 h，在 4000 r/min离心 10 min，去掉

上清液，沉淀物冻干后得到热水提取银耳多糖样品，

其提取得率用于与 DHPM提取组进行比较。多糖

得率计算公式如下：

多糖得率(%) =
提取所得多糖质量(g)
原料质量(g)

×100

式（1）

 1.2.2   单因素实验设计　在单因素实验中，为考察不

同因素对银耳多糖得率的影响，试验过程中每次仅

改变其中一个因素，其余条件均按预实验结果设定为

固定值（微射流压力 120  MPa、微射流处理次数

1次、料液比 1:40 g/mL、提取温度 90 ℃、提取时

间 90 min）。在此基础上，分别考察微射流压力（60、
80、100、120、140、160 MPa）、微射流处理次数（1、

2、 3、 4次 ） 、料液比 （ 1:10、 1:20、 1:30、 1:40、
1:50、1:60 g/mL）、提取温度（50、60、70、80、90、
100 ℃）及提取时间（30、60、90、120、150、180 min）
对银耳多糖得率的影响。多糖得率按式（1）计算。

 1.2.3   响应面法试验设计　在单因素实验基础上，根

据 Box-Behnken试验设计原理，优选微射流压力、料

液比、提取时间建立 3因素 3水平试验，以提取得率

为响应值，每组实验重复 3次，总共 17组，获取

TP的最佳提取条件，试验设计见表 1。
  

表 1    响应面试验因素及水平
Table 1    Factors and levels of response surface experiment

水平
因素

A微射流压力（MPa） B料液比（g/mL） C提取时间（min）

1 100 1:30 30

2 120 1:40 60

3 140 1:50 90
 

 1.2.4   化学成分分析　在响应面优化确定提取条件

后，参照彭云飞[22] 的方法对粗多糖（CTP）进行除杂

纯化。将 CTP以 1:30（m/v）溶于蒸馏水，加入体积

分数 10%的三氯乙酸（TCA）溶液调 pH至 2.5，于
4 ℃ 静置 12 h后以 5000 r/min离心 10 min去除蛋

白质。取上清液加入其 1/4体积的 AB-8大孔树脂，

于 50 ℃、1000 r/min脱色 2 h，抽滤除树脂后装入

8000~14000 Da透析袋，在 4 ℃ 透析 3 d（每 6 h换

水）。透析液经浓缩、95%乙醇醇沉后冻干，即得纯

化银耳多糖（TP）。本研究后续所有结构测定、化学

成分分析及抗炎活性评价均采用响应面优化条件下

提取得到并经纯化处理后的 TP作为测试样品。

TP的化学成分按常规方法测定：总糖采用苯酚-
硫酸法[23]，还原糖采用 DNS法[24]，糖醛酸采用间羟

基联苯法[25]，蛋白质采用考马斯亮蓝法[26]，均通过相

应标准曲线换算，按照公式（2）计算相关含量。

含量(%) =
C×V×N
m×1000 ×100 式（2）

式中，C为银耳多糖的总糖、还原糖、糖醛酸、

蛋白质质量浓度，mg/mL；V为反应体系中银耳多糖

溶液的总体积，mL；N为稀释倍数；m为称取银耳质

量，g。

 1.2.5   分子量测定　参考刘鑫[27] 的方法，采用高效

凝胶渗透色谱法（HPGPC）来测定银耳多糖的分子

量，称取银耳多糖样品配制成 2.0 mg/mL的多糖溶

液，经 0.22 μm无菌滤膜过滤后备用。所用色谱柱

为 Agilent PL aquqgel-OH Mixed（300 mm×7.5 mm，

8 μm），进样量 50 μL，柱温 35 ℃，流动相为超纯水，

设定 0.6 mL/min的流速。

 1.2.6   单糖组成测定　使用 IC测定 TP样品的单糖

组成[28]。准确称取 5 mg TP样品置于安瓿瓶中，后

向瓶中加入 2 mL 3 mol/L的三氟乙酸，于 120 ℃ 条

件下水解 3 h。将水解后的样品溶液转移至 10 mL
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离心管中，用氮吹仪吹干，后加入 5 mL超纯水，涡旋

混匀。接着，吸取 50 μL混匀后的样品溶液，加入

950 μL超纯水，以 12000 r/min转速离心 5 min。取

上清液进 IC分析。

 1.2.7   红外光谱分析　采用 FT-IR 650型傅里叶变

换红外光谱仪测定银耳多糖红外吸收，扫描波数范

围：500~4000 cm−1。称取银耳多糖样品 2 mg，混合

200 mg的溴化钾，并压制成片进行红外分析。

 1.2.8   细 胞 培 养 及 活 力 测 定 　 细 胞 培 养 ： 将

RAW264.7细胞解冻复苏后置于完全培养基（DMEM
高糖培养基+10%胎牛血清+1%双抗）中，细胞培养

箱设置为 37 ℃、5% CO2，待细胞贴壁且覆盖培养瓶

70%左右时进行传代，传代比例为 1:5。
CCK-8法测定细胞活力：参考吴聪等[29] 的方法

并作适当修改，将正常生长期细胞从培养瓶中吹落，

离心并重悬后用细胞计数板自动计数，配制成浓度

为 1×105 cells/mL的细胞溶液，按每孔 100 μL接种

于 96板中，37 ℃ 培养 24 h，吸出上清液，每孔加入

100 μL完全培养基配制的不同浓度银耳多糖溶液

（50、100、200、500 μg/mL），同时，以不同浓度的透

明质酸（HA）溶液作为参比对照组，每组设置 3个重

复。另外设置没有细胞的空白组和只加完全培养基

的空白对照组。37 ℃ 培养 24 h，吸出上清液，每孔

加入 10% CCK-8溶液 100 μL，37 ℃ 培养 1.5 h后

在 450 nm波长测定 OD值，按照以下公式计算细胞

活力：

细胞活力(%) =
OD实验 −OD空白
OD空白对照 −OD空白

×100 式（3）

 1.2.9   细胞 NO分泌水平测定　配制成浓度为 1×
105 cells/mL的细胞悬液，每孔加入 100 μL接种于

96孔板中，于 37 ℃、5% CO2 条件下培养 24 h以

贴壁。弃去上清液后，按下列分组进行处理：空白

对照组（仅加完全培养基）、LPS模型组（完全培养

基+10 μg/mL LPS）、低剂量组（100 μg/mL银耳多

糖溶液+10 μg/mL LPS）、高剂量组（200 μg/mL银

耳多糖溶液+10  μg/mL LPS）、HA参比低剂量组

（100 μg/mL透明质酸溶液+10 μg/mL LPS）和 HA
参比高剂量组（200 μg/mL透明质酸溶液+10 μg/mL
LPS）。在正式诱导前，所有组均先加入 100 μL对应

培养基（对照组和模型组为不含样品的完全培养基，

其余组为含样品的培养基），于 37 ℃ 下预孵育 2 h
后弃去上清。随后，除对照组外，其余各组均加入

100  μL含 10  μg/mL LPS的完全培养基继续孵育

24 h，将上清液吸入新的 96孔板中，按照 NO试剂盒

说明书测定细胞中产生的 NO含量。

 1.2.10   TNF-α、IL-1β 和 IL-10释放量测定　将配制

成浓度为 1×105 cells/mL的细胞悬液，按每孔 100 μL
接种于 96板中，37 ℃ 培养 24 h，吸出上清液，按

1.2.9节中方法进行分组和处理，收集培养上清液，按

照联酶免疫检测试剂盒说明书测定炎症因子 TNF-
α、IL-1β 和 IL-10的含量。

 1.3　数据处理

所有实验均设置 3组平行实验，并计算平均值

±标准差。数据通过 Origin 2019和 GraphPad Prism
9.4.1软件进行分析和绘图，通过使用 SPSS 16.0软

件对实验数据进行单因素方差分析（ANOVA），采用

Duncan检验进行显著性分析，P<0.05被认为具有统

计学意义。

 2　结果与分析

 2.1　单因素实验结果

不同微射流压力对银耳多糖得率的影响如

图 1A所示，在 60~160 MPa范围内，银耳多糖得率
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图 1    不同提取因素对多糖得率的影响

Fig.1    Effects of different extraction factors on the yields of polysaccharides
注：A-微射流压力；B-微射流处理次数；C-料液比；D-提取温度；E-提取时间；不同字母表示组间差异显著（P<0.05），图 6~图 8同。
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随微射流压力的增大先升高后趋于平稳，在 120 MPa
时达到最大值，得率为 25.03%。当微射流压力超过

120 MPa后，多糖得率差异不显著（P>0.05），这可能

是由于微射流压力在一定范围内能够有效促进细胞

破碎并增强物质传质，从而提高多糖得率，但过高压

力可能导致部分脆弱多糖降解，导致得率下降，这与

高岳等[30] 关于石榴皮多糖的结果一致。因此，选择

微射流压力 100、120、140 MPa进行后续实验。

不同微射流处理次数对银耳多糖得率的影响如

图 1B所示，随着处理次数的增加，得率未见显著变

化（P>0.05），表明一次处理即可满足细胞壁破碎需

求。后续响应面试验无需考察处理次数对银耳得率

的影响。

不同料液比对银耳多糖得率的影响如图 1C所

示，在 1:40 g/mL时达到最大值，得率为 27.16%，当

料液比进一步增加时，得率未见明显提升。有研究表

明溶剂不足会限制溶出，而过量溶剂可能引入杂质并

影响醇沉效率[31−32]，进而影响得率。因此，选择料液

比 1:30、1:40、 1:50 g/mL进行后续实验。

不同提取温度对银耳多糖得率的影响如图 1D
所示，当提取温度逐渐升高，银耳多糖得率呈上升趋

势，在 100 ℃ 时达到最大值，得率为 25.16%。这可

能是由于随着溶剂分子与溶质分子间的运动加快，高

温使得银耳子实体细胞壁软化，从而有分子利于扩

散，使多糖得率升高[33]。因此，提取温度选择 100 ℃
为宜，后续响应面实验无需考察提取温度对银耳得率

的影响。

不同提取时间对银耳多糖得率的影响如图 1E
所示。在 30~60 min内得率显著升高，由 17.37%增

加至 24.97%，这可能是随着提取时间延长，溶剂可

以更完全地渗入物料中，促进多糖从组织细胞中溶

出[34]。当时间延长至 180 min时，得率变化不明显。

因此，提取时间选取 30、60、90 min进行后续实验。

综合分析表明，单因素实验结果为后续响应面优化提

供了参数依据。

 2.2　响应面优化试验结果

通过软件 Design Expert 11对表 2中数据进行

拟合分析，得到线性回归方程：Y=31.08+1.88A+
1.86B+3.36C−1.24AB+0.715AC+1.31BC+0.7777A2−
0.6547B2−1.20C2。由表 3可知，模型的 F 值为 82.25，
P<0.001，失拟项 P>0.05，差异不显著（P=0.0616），说
明该模型可靠。R2 为 0.9906，说明该模型拟合性

好。由 F 值可知，各个因素对多糖得率的影响顺序

为：C>A>B，其中，一次项 A、B、C，交互项 AB、
BC和二次项 C2 对多糖得率具有极显著影响

（P<0.01），交互项 AC和二次项 A2、B2 对多糖得率

具有显著影响（P<0.05）。图 2反映了各因素（微射流

压力、液料比、提取时间）之间的交互作用对多糖得

率的影响，AB、AC、BC的曲面坡度陡峭，等高线密

集呈椭圆形，表示两两交互作用显著。

 2.3　响应面最优条件验证

运用 Design Expert 11软件由模型分析得出，动

态超高压微射流辅助提取银耳多糖的最佳工艺参数

为：微射流压力 139.61 MPa、料液比 1:40.87 g/mL、

提取时间 89.36  min，此条件下银耳多糖得率为

36.58%。为了在实际中可操作，将最佳工艺参数调

整为：微射流压力 140 MPa、料液比 1:40 g/mL、提

取时间 90 min。根据调整后的最佳工艺进行 3次验

证实验，银耳多糖得率为 36.01%±0.08%，达到理论

预测值的 98.44%，表明响应面法优化的提取工艺

可行。

此外，为验证 DHPM辅助提取的优势，设置传

统热水提取对照组。如表 4所示，热水提取得率为

15.61%，显著低于 DHPM辅助提取的 36.01%（P<

0.05），提升约 2.3倍。

 

表 2    Box-Behnken响应面试验设计结果

Table 2    Design and results of Box-Behnken response
surface test

试验号
A微射流压力

（MPa）
B料液比
（g/mL）

C提取时间
（min）

得率
（%）

1 120 50 90 36.02
2 100 50 60 32.15
3 140 50 60 34.01
4 140 40 90 36.04
5 140 30 60 32.75
6 120 40 60 31.25
7 100 30 60 25.91
8 140 40 30 28.45
9 120 40 60 30.91
10 120 40 60 31.45
11 100 40 90 31.43
12 120 30 90 29.71
13 100 40 30 26.7
14 120 40 60 31.05
15 120 30 30 25.05
16 120 50 30 26.11
17 120 40 60 30.75

 

表 3    回归模型方差分析

Table 3    Analysis of variance of regression model

来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 171.73 9 19.08 82.25 <0.0001 **
A-微射流压力 28.35 1 28.35 122.21 <0.0001 **
B-料液比 27.64 1 27.64 119.15 <0.0001 **
C-提取时间 90.38 1 90.38 389.62 <0.0001 **

AB 6.20 1 6.20 26.73 0.0013 **
AC 2.04 1 2.04 8.82 0.0208 *
BC 6.89 1 6.89 29.70 0.0010 **
A2 2.55 1 2.55 10.98 0.0129 *
B2 1.81 1 1.81 7.78 0.0269 *
C2 6.11 1 6.11 26.34 0.0013 **

残差 1.62 7 0.2320
失拟项 1.32 3 0.4398 5.78 0.0616
纯误差 0.3045 4 0.0761
总离差 173.35 16

注：**表示差异极显著（P<0.01）；*表示差异显著（P<0.05）。
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 2.4　银耳多糖的化学成分分析

TP的基本化学成分如表 5所示。经 TCA脱蛋

白、大孔树脂脱色及透析处理后，CTP得到的纯化银

耳多糖（TP）呈现较高的多糖纯度，其中，总糖含量为

86.12%，糖醛酸含量为 33.11%，表明 TP中含有一定

比例的酸性糖残基，具有典型的酸性多糖特征。另

外，TP中未检测到游离蛋白质和游离单糖，进一步证

明经纯化处理后的样品杂质含量较低，可用于后续结

构表征与功能活性研究。
 
 

表 5    TP的基本化学成分
Table 5    Basic chemical composition of TP

测定指标 数值结果（%）

总糖含量 86.12±0.15
还原糖含量 ND
糖醛酸含量 33.11±4.04
蛋白质含量 ND

注：ND 表示未检测到。
 

 2.5　银耳多糖的相对分子质量

TP的分子量测定结果如图 3所示，样品仅出现

单一主峰，表明其分子量分布均一。主峰对应的保留

时间约为 33.4 min，根据标准曲线方程 y=−0.1961x+
12.35（R2=0.9934）计算，TP平均分子量为 568385 Da，
与魏正勋 [35] 分离获得的均一银耳多糖分子量

（5.6×105 Da）基本一致。46.5 min处的小峰经与流

动相空白（0.05 mol/L NaCl）对照，其保留时间一致，

确认为流动相本底信号，与样品成分无关，不影响分

子量计算。

 2.6　银耳多糖的单糖组成

采用离子色谱（IC）对 TP的单糖组成进行测定，

结果如图 4所示。在所选条件下，各标准单糖实现

了有效分离，并通过保留时间进行定性分析。结果表

明，TP主要由木糖（Xyl）、岩藻糖（Fuc）、甘露糖

（Man）、葡萄糖醛酸（GlcA）、葡萄糖（Glc）和半乳糖

（Gal）等 6 种单糖组成（表 6）。其中木糖含量最高，

其次为岩藻糖和甘露糖，半乳糖与葡萄糖含量较低。

根据峰面积计算的相对摩尔比为 0.423:0.362:

0.137:0.053:0.013:0.011。TP中检测到一定量的葡
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图 2    两因素间交互作用响应面图

Fig.2    Response surface plots of interaction between two factors
注：A-微射流压力与料液比；B -微射流压力与提取时间；C-料液比与提取时间。

 

表 4    不同提取方法对银耳多糖得率的影响

Table 4    Effects of different extraction methods on the yield
of Tremella polysaccharide

提取方法 提取条件 得率（%）

DHPM辅助提取 140 MPa，1:40（g/mL），90 min，100 ℃ 36.01±0.08a

热水提取 1:40（g/mL），90 min，100 ℃ 15.61±0.03b

注：同列不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。
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图 3    TP的分子量图谱

Fig.3    Molecular weight map of TP
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图 4    混合单糖标准品和 TP的离子色谱图

Fig.4    IC chromatograms of monosaccharide standards and TP
注：Fuc-岩藻糖、GalN-盐酸氨基半乳糖、Rha-鼠李糖、Ara-阿
拉伯糖、GlcN-盐酸氨基葡萄糖、Gal-半乳糖、Glc-葡萄糖、
GlcNAc-N-乙酰-D氨基葡萄糖、Xyl-木糖、Man-甘露糖、Fru-
果糖、Rib-核糖、GalA-半乳糖醛酸、GulA-古罗糖醛酸、
GlcA-葡萄糖醛酸、ManA-甘露糖醛酸。
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萄糖醛酸，其相对摩尔比例与前述化学组成分析中获

得的较高糖醛酸含量（33.11%）相吻合。已有研究表

明，银耳多糖普遍富含葡萄糖醛酸、半乳糖醛酸等酸

性糖结构，是其形成螺旋结构及发挥生物活性的关键

结构基础之一[36]。
 
 

表 6    TP的单糖组成及相对摩尔比
Table 6    Monosaccharide composition and relative molar ratio

of TP

名称 保留时间 （min） 摩尔比 峰面积

岩藻糖 5.984 0.362 11.292
半乳糖 16.075 0.013 0.507
葡萄糖 18.275 0.011 0.82
木糖 21.484 0.423 18.893

甘露糖 22.484 0.137 6.575
葡萄糖醛酸 48.959 0.053 2.816

 

 2.7　银耳多糖的外光谱分析

TP的红外光谱结果如图 5所示 ，在 3600~
3200 cm−1 范围内出现宽广的吸收峰，为羟基（-OH）

伸缩振动的特征吸收[37]；2929 cm−1 的吸收峰对应 C-
H的伸缩振动，表明样品中存在-CH和-CH2 基团[38]；

1635 cm−1 吸收峰主要来源于结合水分子的 H-O-
H弯曲振动，同时也可能部分来源于羧基（-COOH）

中 C=O的伸缩振动[38]；1558 cm−1 和 1540 cm−1 吸收

峰则可归属于羧酸盐（-COO−）的不对称伸缩振动[39]，

与单糖组成中检测到葡萄糖醛酸（GlcA）相吻合，进

一步证明 TP属于酸性多糖[40]；在 1455~1066 cm−1

区域内出现多个中等强度吸收带，为 C-O-C、C-O-
H及 C-O键的弯曲与伸缩振动，是多糖糖环结构的

典型特征吸收[38]；低波数区中，917 cm−1 与 894 cm−1

的特征吸收分别对应吡喃环结构的环振动以及 β-构
型糖苷键的 C-H变角振动[41]，表明 TP以 β-型糖苷

键连接的吡喃糖残基为主。综上，TP的红外光谱特

征表明其属于酸性多糖，具有丰富的羟基和羧基/羧
酸盐基团，以 β-型糖苷键连接的吡喃糖残基构成了

其典型的多糖结构。DHPM辅助提取所得 TP仍完

整呈现这些关键吸收峰，说明该工艺在提升提取效率

的同时并未造成主链结构或官能团的明显破坏，保持

了多糖固有的结构完整性。这一结构稳定性为后续

功能活性研究提供了可靠基础。
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图 5    TP的红外光谱图
Fig.5    Infrared spectrogram of TP

 

 2.8　银耳多糖对 RAW264.7细胞活力的影响

为评估 TP及参比物 HA在不同浓度下对

RAW264.7细胞活力的影响，采用 CCK-8法进行检

测，结果如图 6所示。TP在 50~200 μg/mL范围内

对细胞无抑制作用，其中 100和 200 μg/mL浓度下

细胞活力显著提升（P<0.05），表明 TP在该区间具有

良好的生物相容性。已有研究指出，多种食药用真菌

多糖在适中浓度下均可促进巨噬细胞增殖，被认为与

其提供可利用的代谢底物、改善细胞能量代谢或微

环境相关[42]。TP的单糖组成中含有一定比例的葡萄

糖、木糖和甘露糖，这些单糖残基具备一定生物可利

用性，可能在一定程度上被细胞摄取并参与代谢，从

而增强细胞增殖能力[43]。相反，浓度升至 500 μg/mL
时，细胞活力下降，可能与高浓度条件下的渗透压或

成分堆积有关，与文献报道的真菌多糖高浓度效应一

致[44]。此外，HA在中等浓度下促进细胞活力的效果

略强于 TP，表明其在促进细胞增殖方面具有更高的

敏感性。综上，TP在 100~200 μg/mL浓度范围内对

RAW264.7细胞无明显毒性，适合作为后续实验的使

用浓度。
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图 6    TP对 RAW264.7细胞存活率的影响
Fig.6    Effect of TP on the survival rate of RAW264.7 cells

注：C为空白对照组，TP为银耳多糖处理组，HA为透明质酸
参比对照组。
 

 2.9　银耳多糖对 RAW264.7细胞 NO分泌水平的影响

NO是 RAW264.7细胞在受到刺激后释放的重

要炎症介质，其在免疫调节中发挥关键作用。然而，

过量的 NO可引发氧化应激，导致组织损伤并进一步

加剧炎症反应[45]。如图 7所示，与空白对照组相比，
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图 7    TP对 RAW264.7细胞 NO分泌水平的影响

Fig.7    Effect of TP on NO secretion levels of RAW264.7 cells
注：C为空白对照组，M为模型组（LPS模型组），TP为银耳多
糖处理组，HA为透明质酸参比对照组。
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模型组在 LPS诱导下 NO分泌水平显著升高（P<
0.05），说明炎症模型建立成功。与模型组相比，TP
处理组在 100 μg/mL和 200 μg/mL浓度下显著降

低 NO的分泌水平 （P<0.05） ，分别降低 65.37%
和 58.49%。此外，HA组的 NO抑制作用与 TP组相

近。已有研究表明，多种真菌多糖可通过调节 iNOS
表达或阻断相关炎症信号通路而降低 NO的过量

生成，从而减轻炎症反应[46−47]。TP能有效抑制 NO
的产生，表明其具有抑制巨噬细胞过度活化的能力。

 2.10　银耳多糖对 RAW264.7细胞 TNF-α、IL-1β 和

IL-10释放量的影响

机体的炎症反应取决于促炎因子与抗炎因子间

的平衡，其中 TNF-α 和 IL-1β 是主要的促炎介质，而

IL-10是具有代表性的抗炎细胞因子[48−50]。如图 8
所示，与空白对照组相比，LPS诱导的模型组 TNF-α

和 IL-1β 分泌水平显著升高（P<0.05），表明炎症模型

建立成功。经不同浓度的 TP及参比物 HA处理后，

TNF-α 和 IL-1β 的分泌水平均不同程度下降，其中

200 μg/mL组抑制作用更为显著（P<0.05）。此外，

TP和 HA均可促进 IL-10的分泌，其中 100 μg/mL

处理组升幅最明显（P<0.05）。已有研究显示，真菌来

源的多糖通常能通过“抑制促炎+提升抗炎”的双向

调节方式发挥抗炎作用。Chan等 [51] 报道绒革菌

（Amauroderma rugosum）子实体提取物可在 LPS刺

激的 RAW264.7细胞中降低 TNF-α 与 NO的水平，

并促进 IL-10分泌。Suabjakyong等 [52] 研究发现

桑黄 （Phellinus  linteus）与火木层孔菌 （Phellinus
igniarius）多糖同样可同时抑制 TNF-α、IL-1β 并上

调 IL-10。TP在本研究中的调节模式与上述真菌多

糖较为一致，表明其具备良好的细胞抗炎潜力。
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图 8    TP对 RAW264.7细胞分泌 TNF-α（A）、IL-1β（B）、IL-10（C）水平的影响

Fig.8    Effect of TP on the secretion levels of TNF-α (A), IL-1β (B), and IL-10 (C) in RAW264.7 cells
注：C为空白对照组，M为模型组（LPS模型组），TP为银耳多糖处理组，HA为透明质酸参比对照组。

 

食药用真菌多糖的免疫调节与抗炎作用往往受

到多种结构因素的共同影响，包括分子量范围、单糖

组成、酸性结构单元含量、糖链构象、糖苷键类型及

支化特征等 [53]。已有研究表明，分子量位于 105~

106 Da区间的真菌多糖更易形成稳定的螺旋或柔性

卷曲构象，有利于其与巨噬细胞表面的免疫识别受体

结合，从而参与炎症介质的调控[53−54]。此外，富含葡

萄糖醛酸或半乳糖醛酸等酸性单元的多糖被报道具

有更显著的免疫调节倾向，可通过影响 iNOS、NF-

κB或 MAPKs等通路降低 NO、TNF-α 和 IL-1β 的

过度产生，并促进 IL-10的表达[47]。β-构型糖苷键是

多数真菌多糖的共同特征，被认为与其免疫活性密切

相关，特别是在调节巨噬细胞活化和炎症因子的双向

调节方面[55]。另外，含木糖、甘露糖或岩藻糖的糖链

残基也被报道可增强多糖与甘露糖受体（MR）或其

他识别蛋白的结合能力，从而参与巨噬细胞的免疫调

控[56−57]。结合这些研究结果可推测，本研究中 TP在

RAW264.7细胞中表现出的抑制 NO、TNF-α、IL-

1β 并促进 IL-10的双向调节作用，很可能与其所具

有的酸性糖残基、β-型糖苷键结构特征以及真菌多

糖常见的糖链构象等综合结构因素相关，从而在细胞

水平实现显著的抗炎活性。

 3　结论
本研究基于动态超高压微射流技术建立了银耳

多糖的高效提取工艺，并对其结构特征与细胞水平抗

炎活性进行了系统解析。响应面优化结果表明，微

射流压力 140 MPa、料液比 1:40（g/mL）、提取时间

90  min为最佳提取条件，在此条件下 TP得率达

36.01%，显著高于传统热水提取。经纯化所得 TP为

高纯度酸性杂多糖，总糖含量为 86.12%，糖醛酸含量

为 33.11%，平均分子量约 5.68×105 Da，单糖组成以

木糖、岩藻糖和甘露糖为主，红外光谱显示其主要由

β-吡喃型糖苷键构成，并具有丰富的羟基与羧基结

构。抗炎结果显示，TP在 100~200 μg/mL浓度范围

内表现出良好生物相容性，能显著抑制 LPS诱导的

RAW264.7巨噬细胞中 NO、TNF-α 和 IL-1β 的过量

生成，同时上调 IL-10的分泌，呈现典型的“双向调

节”抗炎特征。结合现有研究，TP的抗炎作用可能与

其中等分子量、较高比例的酸性单元及 β-构型糖苷

键等结构因素相关。本研究结果表明，通过 DHPM

可实现结构完整、纯度较高且具有显著抗炎潜力的

银耳多糖制备。未来可从 TP与 TLR4、MR、Dectin-

1等免疫识别受体的相互作用机制、基于多组学的信

号通路解析、体内抗炎验证以及与其他功能成分的
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协同效应等方面进一步深入，为其在天然抗炎剂和功

能食品领域的开发提供更坚实的科学依据。

© The Author(s) 2026.  This  is  an  Open  Access  article   dis-
tributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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