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超声-酶辅助碱法提取黑木耳膳食纤维及 

对糖尿病小鼠的降血糖作用 

杨  帆 1，孙孝帆 1，李德海 1,2*，王  璐 1，王楠楠 1，王  鹏 3 
（1. 东北林业大学 生命科学学院，黑龙江 哈尔滨  150040；2. 黑龙江省森林食品资源利用重点实验室，

黑龙江 哈尔滨  150040；3. 华迪计算机集团有限公司，北京  100195） 

摘要：以提取多糖后的黑木耳残渣粉末为原料，采用超声-酶辅助碱法提取黑木耳膳食纤维（AADF），通过单因

素实验和 Box-Behnken 设计确定了 AADF 的最佳提取工艺，进一步通过小鼠体内实验探究了 AADF 的降血糖功

效。结果表明，在料液比（g∶mL）1∶15、超声功率 350 W、超声时间 50 min、耐高温 α-淀粉酶用量 5.0%（以

黑木耳残渣粉末的质量为基准，下同）的最佳工艺下，AADF 提取率为 69.18%。28 d 经 AADF 干预糖尿病小鼠

饮食期间，模型高剂量组〔每天 AADF 灌胃量为 200 mg/(kg·bw)〕与模型对照组（每天灌胃生理盐水）的糖尿

病小鼠相比，空腹血糖值下降 13.72%、口服糖耐量降低 16.95%，血脂总胆固醇和甘油三酯含量显著降低，高密

度脂蛋白胆固醇和血清中谷胱甘肽过氧化物酶的水平升高，肝脏中的过氧化氢酶以及琥珀酸脱氢酶活力得到提

高，与模型阳性组〔每天二甲双胍灌胃量为 100 mg/(kg·bw)〕各项生理指标相近；肝脏组织病理学分析也表明，

AADF 对糖尿病小鼠肝损伤具有一定的修复作用。 
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Ultrasound-enzyme-assisted alkali method for extracting dietary fiber  
from Auricularia auricula and its hypoglycemic effect on diabetic mice 
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Abstract: Taking Auricularia auricula residue powder after polysaccharides extracted as raw materials, 

Auricularia auricula dietary fiber (AADF) was extracted by ultrasound-enzyme-assisted alkali method, and 

the optimal extraction process was determined by single-factor experiments and Box-Behnken design. The 

hypoglycemic effect of AADF was further explored by in vivo experiments in mice. The results showed that 

the extraction rate of AADF reached 69.18% under the optimal process of material liquid ratio (g∶mL) 1∶

15, ultrasonic power 350 W, ultrasonic time 50 min, and 5.0% α-amylase with high temperature resistance 

(based on the mass of Auricularia auricula residue powder, the same below). Data from in vivo experiments 

of diabetic mice with AADF intervention for 28 d indicated that, in comparison with those of the control 

group treated with normal saline per day, the fasting blood glucose value of the group treated with high 

dosage AADF [200 mg/(kg·bw) per day] decreased by 13.72%, oral glucose tolerance decreased by 16.95%, 

the contents of total cholesterol and triglycerides in blood lipids were significantly reduced, and the levels 

of high-density lipoprotein cholesterol and glutathione peroxidase in serum were increased. The activity of 

catalase and succinate dehydrogenase in the liver was improved, which was similar to the physiological 

中药现代化技术 
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indexes of the model-positive group [metformin gavage amount of 100 mg/(kg·bw) per day]. 

Histopathological analysis of the liver also demonstrated that AADF showed a certain repair effect on liver 

injury in diabetic mice. 

Key words: Auricularia auricula; dietary fiber; process optimization; mice; hypoglycemic activity; modern 

technology of Chinese medicine 

全球Ⅰ型糖尿病（ T1DM ）和Ⅱ型糖尿病

（T2DM）的患病率正在上升，其中 T2DM 的患病

率上升速度高于任何其他类型的糖尿病[1]。据糖尿

病联合会报告：截至 2021 年，世界范围内 20~79

岁群体中患有糖尿病的人数高达 5.37 亿，预计到

2030 年，这一数字将增至 6.43 亿，到 2045 年将增

至 7.83 亿[2]。糖尿病的发病率和患病率在全球范围

内迅速增长已成为现代社会严重的健康问题。

T2DM 是一种较为复杂的代谢性疾病，其特征为胰

岛素分泌不足或胰岛素抵抗所引发的高血糖和高血

脂症状[3]。中国是成人糖尿病患者最多的国家，成

人糖尿病患病率已增至 11.2%，其中，患 T2DM 的

病例占比 90%以上[4]。目前，已批准用于治疗 T2DM

的传统降糖药物有双胍类、磺脲类以及噻唑烷二酮

类等 12 类[5]。但传统降糖药物在临床应用中存在使

患者出现低血糖、胃肠道不良反应等弊端，且当患

者出现糖尿病并发症时，选择降糖药物存在局限性。

因此，寻找可以预防及治疗糖尿病症状同时又无副

作用的天然营养物质，对于糖尿病的预防及治疗具

有重要意义[6]。 

流行病学数据证实，膳食纤维（DF）摄入不足

与患 T2DM 的风险增加密切相关。膳食纤维是一种

可食用的非淀粉多糖，不能被人体小肠消化吸收[7]。

相关研究表明，膳食纤维对人体健康具有重要作用，

其生理功能主要有：控制体重、改善便秘、调节血

糖、降低胆固醇以及预防心脏病和癌症等[8]。膳食

纤维因其独特的生理保健功能被广泛研究和应用，

是功能食品研究领域的热点[9]。研究表明[10-12]，食

药用真菌中含有丰富的膳食纤维，是膳食纤维的良

好来源。黑木耳（Auriculariaauricula）是一种常见的

药食同源且肉质鲜美的真菌，其富含生物活性物质，

且表现出多种生物学和药理学特性[13]。中国的黑木耳

资源十分丰富，占全世界总产量的 90%以上[14]，从黑

木耳中提取多糖等有效活性成分后产生的大量残

渣，目前并没有被充分开发利用。膳食纤维是黑木

耳的主要成分之一，其质量分数约为干重的 30%，

通常残留在提取多糖后黑木耳残渣中，经提取后可

作为理想的膳食纤维原料[15]，但关于其膳食纤维的

高效制备技术和功能的研究报道较少。目前，提取

膳食纤维的方法主要有水提法、酶法、化学法、酶-

化学法以及超声波辅助等[16]。化学法中的碱提取法

可在热水提取法的基础上，加速细胞在碱性溶液中

的吸水、膨胀和破裂，从而提高膳食纤维的提取率。

该法成本低廉、操作简便，但提取率相对较低且强

碱排放有污染环境的风险[17-18]。酶法制备膳食纤维

专一性强、纯度高、节能环保，是近年来制备膳食

纤维的较有潜力的方法。超声辅助提取技术可增强

溶剂向原料细胞的渗透量并破坏细胞壁，提高提取

率[19-20]。 

本文拟以提取多糖后黑木耳残渣为原料，采用

超声-协同酶法于碱性条件下提取黑木耳膳食纤维

（AADF）；在单因素实验基础上，采用 Box-Behnken

设计结合响应面分析的方法，优化获得最佳提取

AADF 的工艺条件；建立糖尿病小鼠模型，通过

饲喂 AADF 饲料，探究 AADF 对糖尿病小鼠的降

血糖作用机制。旨在为更好开发、利用黑木耳资

源及为降脂功能保健食品的开发提供理论支撑。  

1  实验部分 

1.1  原料、试剂与仪器 

干黑木耳，家乐福超市（品牌：樟子松，生产

日期：2023 年 1 月 7 日，生产许可证编号：

SC11623270300968，生产商：北奇神集团大兴安岭

新林绿色产业有限责任公司）；清洁级昆明小鼠（雄

性），辽宁长生生物技术股份有限公司，生产和使用

许可证号：No. SCXK（辽）2020-0001，平均体质

量 (20±2) g；耐高温 α-淀粉酶（简称 α-淀粉酶）

（40000 U/g），北京索莱宝科技有限公司；链脲佐

菌素（STZ）、胰岛素酶联免疫检测试剂盒、总胆固

醇（TC）试剂盒、甘油三酯（TG）试剂盒、高密度

脂蛋白胆固醇（HDL-C）试剂盒、琥珀酸脱氢酶

（SDH）试剂盒、丙二醛（MDA）测定试剂盒、谷

胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）测定试剂盒、过氧化

氢酶（CAT）测定试剂盒、小鼠肝糖原测试盒，南

京建成生物工程研究所。 

7600P 拜耳血糖仪，上海健臻医疗科技有限责

任公司；Eclipse Ci-E 光学显微镜及成像系统，尼康

映像仪器销售（中国）有限公司；JR-E2001 超声波

分散仪，广州吉普超声波电子设备有限公司；

FD-1A-80 冷冻干燥机，上海比朗仪器有限公司。 
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1.2  实验方法 

1.2.1  超声-酶辅助碱法制备 AADF 的工艺考察 

以干黑木耳为原料，对李德海等[21]方法稍作修

改，得到去多糖的黑木耳残渣，烘干粉碎，过 60 目

筛后为黑木耳残渣粉末，贮藏备用。 

参照文献[22-23]方法，并稍作修改。首先，称

取一定量黑木耳残渣粉末，按照料液比（g∶mL）1∶

15 加入蒸馏水混合；再以 350 W 功率超声处理

50 min；接着，加入 5.0%添加量（以黑木耳残渣粉

末的质量为基准，下同）的耐高温 α-淀粉酶，于 95 

℃下酶解 35 min，沸水浴灭酶处理 10 min 后冷却至

60 ℃；然后，使用 0.5 mol/L NaOH 水溶液调节 pH

为 10，提取 1 h；再用 1 mol/L 盐酸调节 pH 至 6.5，

向所得溶液中加入 4 倍体积的体积分数 95%乙醇，

醇沉 2 h 后，4000 r/min 离心 10 min，收集沉淀，在

–80 ℃下预冻 24 h 后进行真空冷冻干燥，其中冷肼

温度为–50 ℃，真空度为 60 Pa，冷冻干燥 24 h，得

到 AADF，装入袋中–18 ℃避光储存，并按式（1）

计算 AADF 提取率： 

 Y/%=m1/m2×100 （1） 

式中：Y 为 AADF 提取率，%；m1 为提取的 AADF

质量，g；m2 为使用的黑木耳残渣粉末质量，g。 

1.2.2  AADF 对糖尿病小鼠降血糖作用测试 

1.2.2.1  Ⅱ型糖尿病小鼠建模 

动物实验依照《实验动物护理和使用指南》第

八版中的规定执行，并经东北林业大学动物实验道

德伦理委员会批准。清洁级昆明小白鼠自由进食和

饮水，适应性饲养 1 周，保持温度在(20±2) ℃，相

对湿度在 55%±5%，1 周后将小鼠随机分成两组，

空白组（15 只），模型组（≥50 只）。空白组给予普

通饲料喂养，模型组给予高糖高脂饲料喂养。自由

饮水、饮食 4 周后，两组都禁食不禁水 24 h 后，空

白 组 注 射 生 理 盐 水 ， 模 型 组 腹 腔 注 射 STZ

〔200 mg/(kg·bw)〕，两组连续注射 3 d 后再次禁食

不禁水 12 h。此后，对模型组空腹尾部静脉取血测

定其血糖值，小鼠空腹血糖>11.1 mmol/L 为建模成

功小鼠（≥50 只）[24]。 

1.2.2.2  建模小鼠分组及灌胃剂量设计 

除空白组 15 只小鼠外，将建模成功的 50 只小

鼠随机分为 5 组（称为模型 5 组，下同），即模型对

照组（灌胃生理盐水）、模型高剂量组〔AADF 灌胃

量为 200 mg/(kg·bw)〕、模型中剂量组〔AADF 灌胃

量为 100 mg/(kg·bw)〕、模型低剂量组〔AADF 灌胃

量为 50 mg/(kg·bw)〕和模型阳性组〔二甲双胍灌胃

量为 100 mg/(kg·bw)〕，每组小鼠 10 只。小鼠灌胃

相应的生理盐水或药物（AADF、二甲双胍），体积

为 0.25 mL/kg，每天灌胃 1 次，并观察饮水量、进

食量及体质量变化，持续 28 d。 

在模型 5 组灌胃第 0、7、14、21、28 d 时，对

所有 6 组小鼠（65 只）称体质量、测空腹血糖。28 

d 实验结束后，所有小鼠禁食过夜，乙醚麻醉下颈

椎脱位处死，立即收集血液样本、肝脏组织，并置

于–80 ℃贮藏，进行进一步分析。 

1.2.3  小鼠相关指标测定 

1.2.3.1  小鼠生存状态观察及体质量的测定 

实验期间，观察小鼠的生活状况，如小鼠饮食

量、饮水量变化、大小便的情况、精神状态、运动

状态、睡眠情况及毛发光泽度的状态等。 

每 7 d 将各组小鼠夜间禁食不禁水 12 h 称其体

质量，记录实验期间小鼠的体质量变化，并以每组

所有小鼠体质量的算术平均值为每组的体质量数据。 

1.2.3.2  小鼠脏器指数的测定 

28 d 后，分别计算每组小鼠的总质量 mt（g）。

然后，在乙醚麻醉下颈椎脱位处死小鼠，并进行

解剖，分别取出肝脏和肾脏。剔除脏器周围脂肪，用

生理盐水清洗后，滤纸吸干，分别称量各组肝脏总质

量 ml（g）、各组肾脏总质量 mk（g），按照式（2）和

（3）计算肾脏指数和肾脏指数： 

 肝脏指数=ml/mt  （2） 

 肾脏指数=mk/mt （3） 

1.2.3.3  空腹血糖值测定 

28 d 实验期间，测定各组小鼠空腹血糖水平。

在模型 5 组灌胃 0、7、14、21、28 d 后，将各组小

鼠夜间禁食不禁水 12 h，于第 2 d 上午 9 点用血糖

仪测定尾静脉血糖值，记录各组小鼠血糖值（算数

平均值，mmol/L）的变化。 

1.2.3.4  口服糖耐量测定 

动物模型建立成功后，测定各组小鼠的糖耐量[25]。

在实验期的最后一天进行，小鼠在测定前夜间禁食

12 h ， 然 后 灌 胃 无 菌 葡 萄 糖 溶 液 ， 剂 量 为

2.00 g/(kg·bw)。用血糖仪分别检测各组小鼠在灌胃

前（0 min）及灌胃后 30、60、90、120 min 的血糖

水平（算数平均值，mmol/L）。计算血糖浓度-时间

曲线下面积（AUC）。 

1.2.3.5  血生化、胰岛素及血清胰岛素的测定 

眼眶采血法收集血液，12000 r/min 离心 10 min

得到血清样品，于–20 ℃下保存。按照相应试剂盒

说明书操作步骤对小鼠的血清胰岛素（FINS）、TC、

TG、HDL-C、MDA 和 GSH-PX 进行测定[26-27]。 

1.2.3.6  肝脏生化指标的测定 

按照相应试剂盒说明书操作步骤对不同组别小

鼠的肝组织匀浆中肝糖原、CAT 和 SDH 含量进行测定。 

1.2.3.7  肝脏组织病理学分析 

取小鼠肝脏组织，经体积分数为 4%的多聚甲醛
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溶液固定，脱水处理后，制备石蜡切片，使用苏木

精-伊红（HE）染色，于光学显微镜下观察小鼠肝

组织病理变化[28]。 

1.3  单因素实验研究 
固定料液比（1∶15）、超声功率（350 W）、超

声处理时间（50 min）和 α-淀粉酶添加量（5.0%）

这 4 个因素中的 3 个，考察不同单因素，即料液比

（g∶mL）（1∶10、1∶15、1∶20、1∶25、1∶30）、

超声功率（200、250、300、350、400 W）、超声处

理时间（10、30、50、70、90 min）和 α-淀粉酶添

加量（3.0%、4.0%、5.0%、6.0%、7.0%）对 AADF

提取率的影响。实验重复 3 次，确定最佳条件。 

1.4  响应面设计实验研究 

根据单因素实验结果，以料液比（A）、α-淀粉

酶添加量（B）、超声功率（C）作为自变量，以 AADF

的提取率（Y）为评价指标，采用 Box-Behnken 中心

组合设计，对 3 个因素分别设置 3 个水平，用–1、0、

+1 表示，料液比、α-淀粉酶添加量、超声功率根据

单因素研究结果中心点取值。 

1.5  数据处理 

采用 Excel 2019 进行数据预处理，利用 Design- 

Expert 8.00 软件绘制三维曲面图，Origin 2023b 软件

绘制相关图表，SPSS 2.0 统计软件进行数据处理，

使用单因素方差分析（One-way ANOVA）确定组

间数据的显著性，P<0.05 表示差异显著。每个样

品平行测定 3 次，结果取平均值。 

2  结果与讨论 

2.1  超声-酶辅助碱法提取 AADF 工艺优化 

2.1.1  料液比对 AADF 提取率的影响 

按照 1.3 节实验方法，固定超声功率 350 W、

超声处理时间 50 min 和 α-淀粉酶添加量 5.0%，考

察料液比（g∶mL）对 AADF 提取率的影响，结果

见图 1。 
 

 
 

图 1  料液比对 AADF 提取率的影响 
Fig. 1  Effect of material liquid ratio on AADF extraction 

rate 

从图 1 可以看出，随着料液比的逐渐增大，

AADF 提取率呈先增后减的趋势。当料液比为 1∶

15 时，AADF 提取率达到最大，为 68.46%。当料液

比过大时，用于调节 pH 时所用的碱液会增加，碱

溶液过多，会导致纤维素等大分子降解成小分子糖

类物质，而过小的小分子糖类物质不能醇沉出来，

所以导致 AADF 提取率会逐渐降低。因此，后续实

验选取料液比为 1∶15。 

2.1.2  超声处理时间对 AADF 提取率的影响 

按照 1.3 节实验方法，固定料液比（g∶mL）1∶

15、超声功率 350 W 和 α-淀粉酶添加量 5.0%，考察

超声处理时间对 AADF 提取率的影响，结果见图 2。 

 

 
 

图 2  超声处理时间对 AADF 提取率的影响 
Fig. 2  Effect of sonication time on AADF extraction rate 

 
从图 2 可以看出，在超声处理时间为 30~50 min

时，AADF 提取率呈显著上升趋势，50 min 时 AADF

提取率最高，为 68.06%。此后，随着超声处理时间

的增加，AADF 提取率呈下降趋势。其原因可能为

随着超声处理时间的延长，AADF 结构被破坏和降

解，释放出小相对分子质量的单糖物质不能醇沉出

来，造成提取率下降[29]。因此，50 min 为最优超声

处理时间。 

2.1.3  超声功率对 AADF 提取率的影响 

按照 1.3 节实验方法，固定料液比（g∶mL）

1∶15、超声处理时间 50 min 和 α-淀粉酶添加量

5.0%，考察超声功率对 AADF 提取率的影响，结

果见图 3。  

从图 3 可以看出，在超声功率 200~350 W，

AADF 提取率随着超声功率的增加而逐渐增加，主

要是由于超声波产生的空化效应和机械作用使黑木

耳细胞壁的通透性增强，随着超声功率的增加，超

声作用对黑木耳外壳的物理作用逐渐加大，外壳破

碎程度加剧，膳食纤维更易溶出。而当超声功率>350 

W 后，黑木耳内部进一步破碎，导致其内部纤维断

裂程度加大，甚至导致体系的糊化，对原有提取出

的膳食纤维造成一定影响，从而降低 AADF 提取率。
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当超声功率为 350 W 时，AADF 的提取率达到最高，

为 68.21%。 

 

 
 

图 3  超声功率对 AADF 提取率的影响 
Fig. 3  Effect of ultrasonic power on AADF extraction rate 

 

2.1.4  α-淀粉酶添加量对 AADF 提取率的影响 

按照 1.3 节实验方法，固定料液比（g∶mL）1∶

15、超声功率 350 W 和超声处理时间 50 min，考

察 α-淀粉酶添加量对 AADF 提取率的影响，结果

见图 4。 

 

 
 

图 4  α-淀粉酶添加量对 AADF 提取率的影响 
Fig. 4  Effect ofα-amylase addition on AADF extraction rate 

 
从图 4 可以看出，AADF 提取率随着 α-淀粉酶

添加量的增加逐渐上升，在酶添加量为 5.0%时达到

最大。当继续增加酶添加量时，提取率反而开始下

降，其原因可能是：酶添加量过高增加了黑木耳残

渣中的淀粉水解程度，较多的小分子单糖物质释放

出来，但不能被乙醇沉淀出来，导致 AADF 提取率

下降。当 α-淀粉酶添加量为 5.0%时，AADF 提取率

最高，为 66.37%。 

2.2  响应面优化实验分析 

2.2.1  Box-Behnken 中心组合设计实验结果 

通过 Design-Expert 8.0.0 软件对表 1 中的数据

进行响应面回归分析，得到回归方程为：Y=68.95– 
0.4662A+0.2513B+0.2325C–0.2050AB–0.2925AC–
0.0825BC–2.2800A2–3.4000B2–2.4600C2（R2=0.9694）。 

表 1  响应面实验分析及结果 
Table 1  Response surface experimental analysis and results 

编码值 实际值 
序

号 A B C
料液比/ 

(g∶mL) 

α-淀粉酶添

加量/% 

超声 

功率/W

Y/%

1 –1 –1 0 1∶10 4.0 350 63.32

2 1 –1 0 1∶20 4.0 350 62.79

3 –1 1 0 1∶10 6.0 350 64.16

4 1 1 0 1∶20 6.0 350 62.81

5 –1 0 –1 1∶10 5.0 300 64.23

6 1 0 –1 1∶20 5.0 300 63.89

7 –1 0 1 1∶10 5.0 400 65.12

8 1 0 1 1∶20 5.0 400 63.61

9 0 –1 –1 1∶15 4.0 300 63.54

10 0 1 –1 1∶15 6.0 300 62.98

11 0 –1 1 1∶15 4.0 400 63.03

12 0 1 1 1∶15 6.0 400 63.77

13 0 0 0 1∶15 5.0 350 68.69

14 0 0 0 1∶15 5.0 350 68.24

15 0 0 0 1∶15 5.0 350 68.72

16 0 0 0 1∶15 5.0 350 68.76

17 0 0 0 1∶15 5.0 350 68.83
 

2.2.2  回归方程拟合及方差分析 

方差分析结果如表 2 所示。 
 

表 2  方差分析表 
Table 2  Analysis of variance table 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

Model 109.9100 9 12.2100 449.60 <0.0001 ** 

A 1.7400 1 1.7400 64.02 <0.0001 ** 

B 0.5050 1 0.5050 18.59 0.0035 ** 

C 0.4325 1 0.4325 15.92 0.0053 ** 

AB 0.1681 1 0.1681 6.19 0.0417 * 

AC 0.3422 1 0.3422 12.60 0.0094 ** 

BC 0.0272 1 0.0272 1.00 0.3501  

A2 21.8000 1 21.8000 802.6100 <0.0001 ** 

B2 48.6900 1 48.6900 1792.400 <0.0001 ** 

C2 25.4400 1 25.4400 936.5100 <0.0001 ** 

残差 0.1901 7 0.0272    

失拟项 0.0618 3 0.0206 0.6424 0.6269  

纯误差 0.1283 4 0.0321    

总和 110.1000 16     

注：“*”表示差异显著（P<0.05）；“**”表示差异极显著

（P<0.01），下同。 
 

由表 2 可知，模型 P 值极显著（P<0.0001），且

失拟项 P=0.6269>0.05 不显著，相关系数（R2）为

0.9694，表明模型拟合程度较好。变异系数（CV）

为 3.69%，较低值表明，实验可信程度和精准度较

高。模型一次项 A、B、C，二次项 A2、B2、C2 及交

互项AC对AADF提取率影响差异极显著（P< 0.01）；

交互项 AB 对 AADF 提取率影响差异显著（P<0.05）；

该模型对于 AADF 提取率的预测值和实际拟合度较
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好，可用其确定最佳提取条件。由表 2 中 F 值观察

可得出，各因素对 AADF 提取率的影响大小顺序为：

A（料液比）>B（α-淀粉酶添加量）>C（超声功率）。 

2.2.3  响应面分析 

采用 Design-Expert 8.00 软件绘制 AADF 提取

率、料液比、α-淀粉酶添加量、超声功率之间的三

维曲面图，结果如图 5~7 所示。 

从图 5 可以看出，在料液比 1∶14~1∶16、α-

淀粉酶添加量 5.0%~5.5%范围内，料液比 1∶14 附

近、α-淀粉酶添加量 5.0%附近对 AADF 提取率有重

要影响，两因素之间交互作用较显著，且料液比更

为显著。 

 

 
 

图 5  料液比与添加量的交互作用对 AADF 提取率影响

的响应面曲线 
Fig. 5  Response surface curves of the interaction between 

matrial liquid ratio and α-amylase addition on 
AADF extraction rate 

 
从图 6 可以看出，当料液比在 1∶14~1∶16、

超声功率 340~360 W 范围内，料液比 1∶14、超声

功率 350 W 对 AADF 提取率有重要影响，两因素交

互作用极显著，且料液比更为显著。 

从图 7 可以看出，在 α-淀粉酶添加量 5.0%~ 

5.5%、超声功率 340~360 W 范围内，α-淀粉酶添加

量 5.0%、超声功率 350 W 对 AADF 提取率有重要

影响，两因素之间交互作用不显著。 

 
图 6  料液比与超声功率的交互作用对 AADF 提取率影

响的响应面曲线 
Fig. 6  Response surface curves of the interaction between 

material liquid ratio and ultrasonic power on AADF 
extraction rate 

 

 
 

图 7  α-淀粉酶添加量与超声功率的交互作用对 AADF提

取率影响的响应面图 
Fig. 7  Response plots of the interaction between α-amylase 

addition and ultrasonic power on AADF extraction 
rate 
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2.2.4  模型的最优预测值 

由回归模型得出响应面实验的最优条件为：料

液比为 1∶14.459、α-淀粉酶添加量为 5.041%、超

声功率为 352.747 W，超声时间 50 min。此条件下

计算得到的 AADF 提取率为 68.983%。考虑实际操

作，在验证实验条件时将最佳工艺参数修正为：料

液比为 1∶15、超声功率为 350 W、超声时间为

50 min、α-淀粉酶添加量为 5.0%。在此条件下，经

3 次平行实验，测得 AADF 提取率分别为 69.27%、

69.24%、69.03%，3 次平行实验的平均值为 69.18%，

与模型理论预测值（68.983%）接近，可以较好地用

于AADF的提取。与1.2.1节中只使用碱法提取AADF

的提取率结果（39.25%）相比，此法显著提高。 

2.3  AADF 对糖尿病小鼠的影响 

2.3.1  AADF 对小鼠生长发育状态及体质量的影响 

实验期间，观察各组小鼠的生理生活状态，空

白组小鼠体型正常、体质量增长平稳，没有饮食量、

饮水量激增的情况，每日排泄正常，反应较为敏捷，

精神状态较好，皮毛光泽度正常。模型对照组小鼠

体质量呈下降趋势，精神萎靡，动作反应较空白组

略有迟缓，与糖尿病患者的“三多一少”典型症状

一致[30]。具体各组小鼠体质量情况如表 3 所示。 
 

表 3  各组小鼠体质量指标 
Table 3  Body mass indexes of mice in each group 

各测量时间点的体质量/g 
组别 数量/只 

灌胃第 0 d 灌胃第 7 d 灌胃第 14 d 灌胃第 21 d 灌胃第 28 d 

模型高剂量组 10 27.55±1.25dB 28.76±2.21cB 29.03±1.96cB 31.39±2.79bB 33.59±2.56aB 

模型中剂量组 10 25.27±2.70cC 26.62±3.12bC 27.57±2.09bC 29.03±2.87aC 29.52±1.92aD 

模型低剂量组 10 25.25±2.51cC 26.73±2.81bC 27.54±2.50bC 28.16±1.21aC 29.17±2.52aD 

模型阳性组 10 24.73±2.16dC 26.45±2.86cC 28.76±2.76bB 30.64±2.33aB 31.28±2.46aC 

模型对照组 10 28.07±2.48aA 27.45±2.34bB 24.96±2.13cD 25.68±2.59cD 24.97±2.47cE 

空白组 15 26.18±1.42eB 32.97±2.56dA 40.46±2.78cA 42.01±2.67bA 44.65±2.06aA 

注：不同大写字母表示差异显著（P<0.05）；不同小写字母表示差异显著（P<0.05），下同。 
 

由表 3 可知，在持续灌胃的 28 d 中，各组糖尿

病小鼠（模型 5 组）体质量均显著低于没有糖尿病

小鼠的空白组（P<0.05）。模型 5 组经灌胃二甲双胍

（模型阳性组）和 AADF（模型高、中、低剂量组）

后，各组小鼠体质量增长均较为平缓，表明二甲双

胍和 AADF 均可以减缓小鼠体质量负增长，且促进

其正增长；而灌胃生理盐水的模型对照组小鼠体质

量持续下降，表明糖尿病模型小鼠体质量出现负增

长。在灌胃第 28 d 时，模型高剂量组体质量显著高

于模型对照组（P<0.05），且优于模型阳性组。以上

结果表明，AADF 可以有效改善糖尿病小鼠的体质

量，其中高剂量 AADF 对小鼠体质量的恢复作用更

为明显。 

2.3.2  AADF 对小鼠空腹血糖值的影响 

空腹血糖值是糖尿病最常用的检测指标，反

映胰岛 β 细胞功能，一般表示基础胰岛素的分泌

功能 [31]。图 8 为各组小鼠空腹血糖值的变化。 

从图 8 可以看出，空白组小鼠血糖基本保持稳

定，证明所建的模型具有一定的可靠性。 

模型 5 组中，模型高剂量组小鼠血糖下降效果

最明显，第 28 d 时与模型对照组相比空腹血糖值下

降 13.72%，说明模型高剂量组降糖效果好于模型

中、低剂量组。模型对照组小鼠血糖不断增长，始

终处于较高的水平，说明模型建立成功且 STZ 药效

始终存在。此外，由图 8 还可以看出，在模型 5 组

中，除模型对照组外，其他 4 组小鼠的血糖均呈现

先升高后降低的走势，可能因为，灌胃初期，由于

灌胃剂量偏低，实验开始时无法与 STZ 药效抗衡，

所以在 0~7 d 血糖依旧处于上升趋势。随后，随着

灌胃天数的逐渐增加，血糖开始下降，说明模型中

剂量组和模型低剂量组也有降血糖效果[32]。 
 

 
 

图 8  AADF 对小鼠血糖的影响 
Fig. 8  Effect of AADF on blood glucose in mice 

 
2.3.3  AADF 对小鼠糖耐量的影响 

糖耐量实验是用于检查机体血糖调节机能的一

种方法。正常机体进糖后血糖会暂时升高，很快会

恢复正常，此为耐糖现象[33]。而当糖代谢紊乱时血
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糖升高后就不能恢复正常，称其为耐糖异常。图 9

和图 10 为各组小鼠进行耐糖量测试结果。 
 

 
 

图 9  灌胃葡萄糖后小鼠血糖变化 
Fig. 9  Changes in blood glucose in mice after gavage 

glucose 
 

 
 

图中不同大写字母表示差异显著（P<0.05） 

图 10  AADF 对小鼠口服糖耐量的影响 
Fig. 10  Effect of AADF on oral glucose tolerance in mice 

 

AUC 是用来衡量药物对糖尿病小鼠餐后血糖

升高抑制效果的重要指标。其值越低，表明药物在

相同时间内的抑制作用越强，而越高则意味着药物

的抑制效果越差。 

从图 9 和图 10 可以看出，各组小鼠在灌胃葡萄

糖后的 30 min 后，空腹血糖值达到峰值，随后均有

不同程度的下降。空白组在 60 min 时血糖就恢复至

正常范围内，在 120 min 时恢复到灌胃葡萄糖前的

空腹血糖值；模型对照组小鼠在糖负荷 60 min 后血

糖仍较高；模型阳性组及模型高剂量组在糖负荷 30 

min 后能较大幅度地降低血糖水平，到 120 min 时基

本恢复至初始的血糖水平，第 120 min 时高剂量组

与模型对照组相比血糖值降低 16.95%，且二者的

AUC 均显著高于空白组（P<0.05），低于模型对照

组，说明高剂量 AADF 和二甲双胍可有效改善Ⅱ型

糖尿病小鼠的糖耐量；模型中剂量组和低剂量组均

有下降趋势，二者 AUC 高于模型高剂量组和阳性对

照组，低于模型对照组（P<0.05），说明中、低剂量

的 AADF 对抑制小鼠餐后血糖升高也有效果，在一

定程度上也能够改善小鼠糖耐量异常[34]。 

2.3.4  AADF 对小鼠脏器指数的影响 

表 4 为各组小鼠肝脏指数、肾脏指数的结果。 

 
表 4  AADF 对小鼠脏器指数的影响 

Table 4  Effect of AADF on organ index in mice 

组别 肝脏指数 肾脏指数 

模型高剂量组 0.061±0.005B 0.018±0.002C 

模型中剂量组 0.063±0.004B 0.020±0.001B 

模型低剂量组 0.064±0.005B 0.021±0.002B 

模型阳性组 0.060±0.010C 0.017±0.002C 

模型对照组 0.068±0.011A 0.025±0.002A 

空白组 0.052±0.003D 0.015±0.001D 

 
从表 4 可以看出，模型 5 组小鼠的肝脏指数和

肾脏指数均高于空白组，说明模型组小鼠出现了肝

肿大、脂肪肝以及肾损伤等情况[35]。模型高、中、

低剂量组和模型阳性组小鼠的肝脏指数和肾脏指数

均低于模型对照组，说明 AADF 和二甲双胍对脏器

损伤具有一定的修复作用，其中模型高、中剂量组

和模型阳性组小鼠的肾脏指数与模型对照组均具有

显著性差异（P<0.05），且模型高剂量组和模型阳性

组小鼠的肝脏指数（0.061±0.005 和 0.060±0.010）、

肾脏指数（0.018±0.002 和 0.017±0.002）较为接近，

说明高剂量 AADF 对肝脏、肾脏损伤的修复作用与

二甲双胍效果相当，对糖尿病小鼠的肝脏和肾脏均

具有一定的保护作用。 

2.3.5  AADF 对小鼠血清胰岛素的影响 

血清胰岛素是一种蛋白质激素，是机体内唯一

降低血糖的激素。胰岛素是胰岛 β 细胞分泌的多肽

类激素，血糖升高可反馈性地使胰岛素分泌，Ⅱ型

糖尿病常有胰岛素耐受，故胰岛素分泌量增加[36]。

图 11 为各组小鼠血清胰岛素的监测结果。 

从图 11 可以看出，模型高、中、低剂量组小鼠

的血清胰岛素分泌量均低于模型对照组，而高于空

白组。模型对照组与其他组相比均具有显著性差异

（P<0.05），模型高、中、低剂量组与模型阳性组也

具有显著性差异（P<0.05），模型高、中、低剂量组

组间无显著性差异（P>0.05）。以上结果表明，灌胃

AADF 可在一定程度上调节糖尿病小鼠体内的血清

胰岛素水平，其中，模型高剂量组调节效果较好，

但并未能达到正常水平。灌胃 AADF 可调节糖尿病

小鼠血清胰岛素水平的原因可能为，实验小鼠经一

段时间的 AADF 灌胃后，增加了胰岛素受体数目，

提高了受体与胰岛素的亲和力，增强了葡萄糖转运

对胰岛素的敏感性，导致胰岛素抵抗降低[37]。 
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图 11  AADF 对小鼠血清胰岛素的影响 
Fig. 11  Effect of AADF on serum insulin in mice 

 

2.3.6  AADF 对小鼠血脂水平的影响 

表 5 为各组小鼠血脂的监测结果。 

 
表 5  AADF 对小鼠血脂的影响 

Table 5  Effects of AADF on blood lipids in mice 

组别 
TC 浓度/ 
(mmol/L) 

TG 浓度/ 
(mmol/L) 

HDL-C 浓度/
(mmol/L) 

模型高剂量组 2.68±0.59C 1.49±0.42C 1.31±0.33A 

模型中剂量组 2.87±0.94C 1.63±0.36B 1.22±0.34B 

模型低剂量组 3.22±0.77B 1.69±0.25B 1.22±0.30B 

模型阳性组 2.60±0.76D 1.48±0.25C 1.37±0.26A 

模型对照组 4.68±0.98A 2.84±0.48A 0.82±0.77C 

空白组 2.21±0.47E 1.44±0.41C 1.37±0.29A 

 
从表 5 可以看出，模型对照组的 TG、TC 浓度

显著高于空白组（P<0.05），而 HDL-C 浓度显著低

于空白组（P<0.05），表明建模时，高脂饲料喂养导

致了小鼠血脂水平异常[38]；模型高、中、低剂量组

和模型阳性组小鼠的 TC、TG 浓度均显著低于模型

对照组；模型高、中、低剂量组和模型阳性组与模

型对照组相比， HDL-C 浓度均存在显著差异

（P<0.05）；模型高剂量组、模型阳性组、空白组间

HDL-C 浓度无显著性差异（P>0.05），说明模型高

剂量组和模型阳性组能够显著提高血液中 HDL-C

水平（P<0.05），AADF 和二甲双胍有助于改善糖尿

病小鼠血脂状态维持在正常小鼠水平。 

2.3.7  AADF 对小鼠血清抗氧化指标的影响 

GSH-PX 是体内重要的自由基捕获酶，也是机

体抗过氧化能力指标之一。各组小鼠血清抗氧化指

标的监测结果见图 12。 

从图 12 可以看出，模型高、中、低剂量组小鼠

的血清 GSH-PX 均高于模型对照组，而均低于空白

组。模型高、中、低剂量组、模型阳性组、模型

对照组间均具有显著性差异（P<0.05）。结果表明，

灌 胃 AADF 可 以 显 著 提 高 糖 尿 病 小 鼠 血 清

GSH-PX 活力，其中模型高、中剂量组调节效果较

好，说明一定剂量的 AADF 可以起到体内抗氧化

的作用。  

 

 
 

图 12  AADF 对小鼠 GSH-PX 的影响 
Fig. 12  Effect of AADF on GSH-PX in mice 

 
2.3.8  AADF 对小鼠肝糖原指标的影响 

根据肝糖原的合成和分解可以观察到机体对葡

萄糖的吸收和利用情况[39]。图 13 为各组小鼠肝糖原

指标的监测结果。 

 

 
 

图 13  AADF 对小鼠肝糖原含量的影响 
Fig. 13  Effect of the subject on liver glycogen content in 

mice 

 
从图 13 可以看出，与空白组相比，模型对照组

肝糖原含量显著低于空白组（P<0.05）；与模型对照

组相比，模型高、中、低剂量组和模型阳性组肝糖

原含量显著增加（P<0.05），其中，模型高剂量组和

模型阳性组小鼠的肝糖原含量比较接近，说明高剂

量 AADF 有较好的恢复机体合成肝糖的能力，且可

以延缓和控制糖尿病小鼠肝糖原含量的降低。 

2.3.9  AADF 对小鼠肝脏中 CAT、SDH 指标的影响 

图 14 为各组小鼠 CAT、SDH 指标的监测结果。 
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图 14  AADF 对小鼠 CAT 和 SDH 含量的影响 
Fig. 14  Effects of AADF on CAT and SDH content in mice 

 
从图 14 可以看出，模型 5 组的糖尿病小鼠肝脏

中的 CAT 和 SDH 含量均低于空白组，说明糖尿病

小鼠的肝脏抗氧化能力均有所减弱。模型对照组小

鼠肝脏 CAT 含量相对于空白组显著降低（P<0.05），

而模型高、中、低剂量组和模型阳性组小鼠的 CAT

含量均高于模型对照组（P<0.05），由此证明，AADF

对提高糖尿病小鼠肝脏 CAT 含量，清除过氧化氢等

活性氧化物质带给机体的损伤起到重要作用。模型

高、中、低剂量组和模型阳性组小鼠的 SDH 含量高

于模型对照组，由此推断，AADF 通过提高三羧酸

循环中 SDH 的含量，增加糖的利用，从而改善糖代

谢[40]。总之，AADF 和二甲双胍对 CAT 和 SDH 含

量的下降有缓解作用，对机体抗氧化能力均有不同

程度的提高。 

2.3.10  肝脏组织病理学分析 

图 15 为各组小鼠肝脏组织 HE 染色后在放大

400 倍的光学显微镜下观察结果。 

从图 15 可以看出，空白组小鼠肝脏组织的形

态正常，肝细胞大小均匀，细胞核清晰；模型 5

组胞浆内存在许多大小不等的脂滴，肝细胞紊乱，

肝血窦变窄。与模型对照组相比，模型阳性组、模

型高剂量组和模型中剂量组肝细胞脂肪变性程度

减轻，肝细胞轻微紊乱。模型阳性组和模型高剂

量组间质出现不同程度的炎性细胞浸润，模型中

剂量组肝细胞核浓缩，但未发现炎性细胞浸润。

说明适宜剂量（高剂量）的 AADF 可减轻肝脏损

害程度 [41]。而模型低剂量组的肝细胞病变程度轻

于模型阳性组模型，但是还有一定面积的变性坏

死，说明低剂量的 AADF 对改善小鼠肝损伤不明

显，而必须达到一定剂量才能对肝细胞损伤有显著

的保护作用。 

 
 

a—空白组；b—模型对照组；c—模型阳性组；d—模型低剂量组；

e—模型中剂量组；f—模型高剂量组 

图 15  各组小鼠肝脏组织病理学分析 
Fig. 15  Histopathological analysis of livers of mice in 

each group 
 

3  结论 

以提取黑木耳多糖后的残渣为原料，采用超声-

酶辅助碱法提取 AADF 的最佳工艺为：料液比（g∶

mL）1∶15、耐高温 α-淀粉酶添加量 5.0%、超声功

率 350 W，超声处理时间 50 min，在此工艺条件下

AADF 提取率为 69.18%。 

糖尿病小鼠降糖研究结果表明，AADF 能够

改善糖尿病小鼠各项血糖水平，提高小鼠机体抗

氧化能力，并具有保护和修复糖尿病小鼠肝脏组

织的作用。  

本文确定了超声-酶辅助碱法制备 AADF 的最

佳工艺，为黑木耳资源的综合利用提供了新的途径，

将有助于提高黑木耳附加值产品开发及利用。对

AADF 降血糖作用进行了初步探究，后续可对其具

体分子机制和改善糖尿病的其他机制开展进一步深

入研究。 
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