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獐子菌蛋白提取及水解蛋白肽抗氧化活性研究
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摘  要：以獐子菌作为原料，采用超声波微波辅助方法提取獐子菌蛋白，将提取的獐子菌蛋白进行酶解，制备蛋白肽，

并通过 DPPH 和羟自由基清除率和还原力的测定，研究其抗氧化活性。正交试验设计得出獐子菌蛋白的最佳工艺条件，

料液比（W/V）1 ∶ 30，超声温度 50℃，超声时间 70min，pH11.0，超声功率 100W，微波功率 100W，獐子菌蛋白

的得率为 15.22%。蛋白酶解得到蛋白肽，通过还原力的测定，确定獐子菌水解蛋白肽有一定的抗氧化活性，DPPH
和羟自由基（·OH）清除测定抗氧化活性对比，DPPH 自由基清除能力较强，·OH 清除能力比较稳定。
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Abstract: Saarcodon imbricatum Karst was used as raw material to extract protein by ultrasonic-assisted method. The 
extracted Saarcodon imbricatum Karst protein was enzymolized to prepare protein peptide, and its antioxidant activity was 
studied by measuring the scavenging rate of DPPH and hydroxyl free radical and reducing power. The optimal process 
conditions to produce water Saarcodon imbricatum Karst protein were obtained through orthogonal experimental design. 
solid-liquid ratio (W/V)1:30, ultrasonic temperature 50℃, ultrasonic time 70 min, pH 11.0, ultrasonic power 100 W, 
microwave power 100 W, the yield of Saarcodon imbricatum Karst protein was 15.22%. The protein peptide was obtained 
by enzymolysis. Through the determination of reducing power, it can be determined that the hydrolyzed protein peptide of 
Saarcodon imbricatum Karst has certain antioxidant activity. Compared with the scavenging ability of DPPH and hydroxyl 
free radical (·OH), the scavenging ability of DPPH free radical was stronger, and the scavenging ability of ·OH was stable.
Keywords: Saarcodon imbricatum Karst; protein extraction; ultrasonic microwave; hydrolyzed protein peptide; antioxidant activity

1 引言

獐子菌又名翘鳞肉齿菌、仲帽、獐头菌、黑虎掌菌，

生长于高山针叶林中，属于一种树木的生菌根 [1]。中国分布

于云南、西藏、甘肃、新疆、青海等地区，四川主要分布

在甘孜地区，国外在德国和日本分布范围较广 [2]。獐子菌含

钾，磷，硫，铁和钙等矿物质较高，是一种高蛋白，低脂肪

的营养食品，并且含有人体必需的 7 种氨基酸，总量可达 

208.7g/kg[3-5]。獐子菌不仅味道鲜美，而且富含氨基酸、蛋白

质、维生素、膳食纤维及多糖等生物活性物质，具有免疫调节、

抗菌、抗氧化、抗肿瘤、解毒、清除自由基和降血糖等多种

功能，是一种具有良好经济价值和开发前景的食用菌 [6-9]。

水解蛋白肽是活性肽的一种，具有特殊人体生理功能

的肽类物质，这种肽相比与蛋白质，其结构小，且利于消化

和吸收 [10,11]；蛋白酶解物及其活性肽类物质，能作为氨基酸

供体，并且在体内可作为生物调节剂，在体内参与机体的免

疫调节，具有降血压和抗血栓等作用 [12]。目前，关于蛋白

酶解物及活性肽的产品研究、开发比较深入，越来越多的生

物活性肽已被发现、分离并确定其结构。在日本以活性肽为

功能因子，已经开发了各种低抗原食品，如流动食品、婴儿

食品、运动食品、促钙吸收食品、降压食品等一系列的产品，

取得了良好的社会效益、经济效益 [13,14]。

目前，国内外关于獐子菌蛋白的提取与抗氧化肽制备

的研究较少，本研究通过碱溶酸沉的原理，采用超声波微波

辅助提取的方法，对獐子菌蛋白进行提取，通过单因素和正

交实验确定最佳提取条件，最大程度的提高獐子菌蛋白的得

率。獐子菌蛋白通过碱性蛋白酶酶解得到獐子菌水解多肽，

分析其抗氧化活性。

2 材料与方法

2.1 材料与试剂
原料：人工栽培的獐子菌，购自四川省甘孜州。

试剂：氯仿、正丁醇、2.2 联苯基 -1.1- 苦基肼基（DP 

PH）、维生素 C、无水乙醇、ABTS 溶液、过硫酸钾、盐酸、

磷酸缓冲液、硫酸亚铁、过氧化氢、水杨酸、碱性蛋白酶（酶

活 200000u/g）、考马斯亮蓝、牛血清蛋白、铁氰化钾、磷
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酸氢二钠、磷酸二氢钠。

2.2 仪器与设备
FW177 中草药粉碎机，天津市泰斯特仪器有限公司；

XH-300B 微波 - 超声波组合萃取仪，北京祥鹄科技发展有

限公司；HC-3018R 高速冷冻离心机，安徽中科中佳科学仪

器有限公司；RE-2000B 旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂。

SCIENTZ-12N 冷冻干燥机，宁波新芝生物科技股份有限公

司；UV6100S 扫描型紫外风光光度计，上海美谱仪器有限

公司。

2.3 实验方法

2.3.1 獐子菌蛋白的提取工艺
獐子菌子实体烘干、粉碎并过 80 目筛，按料液比 1 ∶ 30

的混合均匀，1mol/L NaOH 调节 pH 为 10.0，在超声功率

200W，微波功率 150W，温度为 50℃条件下，超声时间为

1h。离心取上清液用 1mol/L HCl 调节 pH 为 4.3，离心得到

沉淀，反复水洗 3 次后将得到的獐子菌蛋白冷冻干燥，得到

獐子菌蛋白粉末。

2.3.2 獐子菌蛋白的提取单因素实验
以獐子菌蛋白得率为指标，设定料液比 1 ∶ 30、超声

功率 200W、微波功率 150W、提取温度 50℃、提取时间

60min、pH10.0 为基准条件，固定其他因素及相应水平，考

察料液比（1 ∶10g/mL、1 ∶20g/mL、1 ∶30g/mL、1 ∶40g/mL、 

1 ∶ 50g/mL）、微波功率（100W、150W、200W、250W、

300W）、超声功率（100W、150W、200W、230W、280W）、

提取温度（20℃、30℃、40℃、50℃、60℃）和提取时间

（40min、50min、60min、70min、80min）、pH（8、9、

10、11、12）对獐子菌蛋白得率的影响。

2.3.3 正交试验
根据单因素实验结果，以料液比、提取温度、提取时间、

pH 值、超声功率、微波功率为自变量，以蛋白得率为指标，

确认最佳提取工艺，正交实验因素水平设计见表 1。

表 1 正交实验因素水平设计表

水

平

因素

A 料液比

（g/mL）

B 温度

（℃）

C 时间

（min）
D pH

E 超声功

率（W）

F 微波功

率（W）

1 1:20 20 40 10 100 100

2 1:30 50 70 11 230 200

3 1:40 60 80 12 280 250

2.3.4 蛋白质含量的确定 [15]

取 0.5mL 待测液，加水 0.5mL，加入 5mL 考马斯亮蓝

G-250 溶液摇匀，放置 2min，于波长 595nm 处测吸光度值，

以牛血清蛋白（BSA）为标准溶液。按式（1）计算蛋白质含量：

( ) 100
10001

0
×

××
×−

=
m

VccX                          （1）

式中，X 为试样中蛋白质的含量，单位为克每百克

（g/100g）；c 为从标准曲线中得到的蛋白质浓度，单位为

毫克每毫升（mg/mL）；c0 为空白试验中蛋白质浓度，单位

为毫克每毫升（mg/mL）；V 为最终样液定容体积，单位为

毫升（mL）；m 为测试所用试样质量（g）。

2.3.5 獐子菌蛋白酶解工艺条件
将獐子菌蛋白粉末按照 1.5% 浓度复溶，用 0.1mol/L 的

NaOH 调节至 pH 为 9.0，添加碱性蛋白酶（4000u/g），在

50℃酶解下进行超声酶解 2h 时间，沸水浴灭酶 10min，冷

却后，在 5000r/min 离心 15min，得到水解蛋白肽溶液。

2.3.6 水解度测定 [16]

取 8.0mL 的蛋白酶解液，加入 60mL 蒸馏水，0.05mol/L 

的 NaOH 调节 pH 为 8.2，加入 10mL 甲醛溶液，用 0.5mol/L 

的 NaOH 调节 pH 为 9.2，记录消耗的 0.5mol/L 的 NaOH 的

体积为 V。取未酶解的相同浓度的蛋白质溶液重复以上步骤，

记录消耗的 0.5mol/L 的 NaOH 的体积为 V0。

              （2）

式中，C——氢氧化钠标准溶液的浓度；

V——酶解液消耗氢氧化钠标准溶液的体积（mL）；

V0——空白消耗氢氧化钠标准溶液的体积（mL）；

0.014——氮的毫克当量；

N——底物样品总氮含量（g）。

2.3.7 水解蛋白肽的抗氧化活性
① DPPH 自由基清除 [17]。

取 不 同 浓 度 的 样 品 溶 液 1mL 与 1mL 0.1mmoL/L 的

DPPH 溶液混合、振荡，在温室下避光放置 30min，然后在

波长 517nm 处测定吸光度值，以维生素 C 作为阳性对照。

DPPH 自由基清除率计算公式如下：

（3）

式中，Ac 为对照组吸光值；Ai 为样品组吸光值；Aj 为

空白组吸光度值。

②羟自由基（·OH）清除 [18]。

取 0.5mL 9mmol/L 的 FeSO4 溶 液 和 1.0mL 8.8mmol/L 

H2O2 溶液混合，使其发生 Fenton 反应，生成·OH。取 1.0mL

不同浓度样品溶液加入 Fenton 反应体系中，再加入 9mmol/L 

水杨酸溶液 1mL，混合均匀，37℃水浴 1h，于 510nm 处测

定吸光度。以维生素 C 作对照，按下式计算·OH 清除率：

            （4）

式中，A0 为对照组的吸光度；A1 为样品组的吸光度；

A2 为空白溶液的吸光度。

③还原能力 [19]。

不同浓度的样品溶液与 2.5mL 磷酸缓冲溶液（0.2m，

pH 为 6.6），再加入 1% 铁氰化钾 2.5mL，50℃水浴中反应

20min，冷却至室温，加入 10% 三氯乙酸溶液 2.5mL。取 
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2.5mL 反应液，再加入 2.5mL 蒸馏水和 0.1% 氯化铁溶液

0.5mL，波长 700nm 处测定吸光度，以抗坏血酸作为对照。

2.3.8 统计分析
采用 Origin 8.5 软件作图，IBM SPSS Statistics 26.0 进

行正交试验设计，采用 Design Expert 13 软件进行响应面

分析。

3 结果分析

3.1 蛋白提取单因素实验结果

3.1.1 料液比对蛋白得率的影响
由图 1 可知，随着料液比的升高，獐子菌蛋白的得率

整体呈上升趋势后下降的趋势，料液比较低时，样液浓度高，

蛋白质溶出率较低，故而降低了蛋白的得率。随着料液比增

加，样液浓度下降，蛋白的溶出率提高，在 1 ∶ 30 时达到

最高 11.58%，此时溶质的扩散动力最大，易于从原料扩散

到提取液中，当大于此范围时，蛋白已基本溶出，继续增加

料液比，会使蛋白质部分结构被破坏，致使蛋白的提取率

降低。
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图 1 料液比对蛋白得率的影响

3.1.2 提取温度对蛋白得率的影响
提 取 温 度 对 蛋 白 得 率 的 影 响 如 图 2 所 示， 在

40℃ ~60℃的范围内，蛋白质得率随着提取温度的升高先增

大再减小，在浸提温度 50℃时，到达最大得率 11.13%。由

于提取温度的升高，有利于蛋白质分子和水分子的相互作

用，增加了蛋白质的溶解性，从而提高了蛋白质的得率；但

提取温度过高会导致蛋白质受热变性，使部分已溶出的蛋白

质发生交联和聚合，降低蛋白质的溶解度，使提取率下降 [20]。

图 2 提取温度对蛋白得率的影响

3.1.3 提取时间对蛋白得率的影响
如图 3 所示，随着浸提时间增加，獐子菌蛋白得率缓

慢升高后又明显降低，在浸提时间为 70min 时，蛋白得率

达到最大为 11.28%。浸提时间较短獐子菌蛋白未充分溶解；

随着浸提时间逐渐增加，獐子菌蛋白的溶出率增加，蛋白得

率增加；而当浸提时间过长时獐子菌蛋白得率降低，是因为

蛋白质出现凝聚沉淀 [21]。
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图 3 提取时间对蛋白得率的影响

3.1.4 pH 对蛋白得率的影响
pH 对獐子菌蛋白提取率的影响如图 4 所示，随着 pH

的增加，獐子菌蛋白质的得率也缓慢升高，在 pH 为 11.0 时

蛋白质的得率达到最大 10.30%，这是由于高浓度碱液破碎

了獐子菌的细胞壁，使内部大量的蛋白分子溶出；pH 大于

11.0 后，蛋白得率反而降低，可能因为 pH 过高破坏蛋白质

结构，使蛋白质变性或水解，从而使蛋白沉淀，降低蛋白

得率。

图 4 pH 对蛋白得率的影响

3.1.5 超声功率对蛋白得率的影响
如图 5 所示，蛋白质得率随超声功率的增大先增

加后降低，在超声功率为 230W 时，蛋白得率达到最大

14.63%。由于超声波可直接作用于分子，随着超声功率的

增大，样液中的各分子运动加剧，快速破坏细胞壁，使蛋白

质能更迅速的被分离出来。当超声功率过大时，蛋白质溶解

度降低，可能是因为过度展开的 SPI 分子之间通过疏水相互

作用，形成部分不溶性的聚集体，进而导致蛋白溶解度的下

降 [22]，从而影响蛋白得率。
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图 5 超声功率对蛋白得率的影响

3.1.6 微波功率对蛋白得率的影响

微波功率对獐子菌蛋白得率的影响如图 6 所示，蛋白

质得率随微波功率的增大呈先增加后降低的趋势，在微波功

率 250W 时，蛋白得率达到最大 13.79%。在微波的作用下，

蛋白分子中的肽键和某些氨基酸侧链等极性基团会产生相

关、有序地振动，使蛋白质的结构变得松散，有利于蛋白质

的溶出，使蛋白得率增加。但随着微波功率的增加，蛋白质

变性程度加深，疏水基团暴露出来，疏水残基相互作用形成

网络结构，使蛋白质溶解度降低；进而使蛋白得率降低 [23]。
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图 6 微波功率对蛋白得率的影响

3.2 正交实验结果及分析
在单因素实验结果的基础上，采用正交实验确定獐子

菌蛋白最佳提取工艺，正交实验结果与分析见表 2。

经极差分析可知，RD ＞ RC ＞ RE ＞ RF ＞ RA ＞ RB，

因此影响蛋白提取得率大小的因素依次为：D ＞ C ＞ E ＞

F ＞＞ A ＞ B，即 pH 值＞提取时间＞微波功率＞超声功

率＞料液比＞提取温度。提取獐子菌蛋白质的最佳条件为

A2B2C2D2E1F1，即料液比（W/V）1 ∶ 30，超声温度 50℃，

超声时间 70min，pH 为 11.0，超声功率 100W，微波功率

100W。经验证实验，该处理条件下，提取獐子菌蛋白的最

高得率为 15.22%，为最佳提取工艺条件。

表 2 提取条件优化正交实验结果与分析

序号 A 料液比（g/ml） B 温度（℃） C 时间 （min） D pH E 超声功率（W） F 微波功率（W） 得率

1 1 1 1 1 1 1 0.0929

2 1 1 2 1 2 3 0.1111

3 1 2 1 3 3 2 0.1199

4 1 2 3 3 1 3 0.1283

5 1 3 2 2 3 1 0.1297

6 1 3 3 2 2 2 0.0834

7 2 1 2 3 3 2 0.1242

8 2 1 3 3 2 1 0.1484

9 2 2 1 2 2 3 0.0349

10 2 2 2 2 1 1 0.1522

11 2 3 1 1 1 2 0.1401

12 2 3 3 1 3 3 0.117

13 3 1 1 2 3 3 0.1112

14 3 1 3 2 1 2 0.1161

15 3 2 2 1 2 2 0.1326

16 3 2 3 1 3 1 0.1376

17 3 3 1 3 2 1 0.1352

18 3 3 2 3 1 3 0.1482

K1 0.111 0.117 0.106 0.122 0.13 0.133

K2 0.119 0.118 0.133 0.105 0.108 0.119

K3 0.13 0.126 0.122 0.134 0.123 0.108

R 0.019 0.009 0.027 0.029 0.022 0.025

SS 0.001 0 0.002 0.003 0.002 0.002

排序 D ＞ C ＞ F ＞ E ＞ A ＞ B
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3.3 獐子菌蛋白水解蛋白肽
蛋白的水解度为 11.72%，水解度与酶种类、添加量、

酶解时间、酶解温度、pH 等因素有关。蛋白质水解度越大，

样液中的水解蛋白肽越多，可用于开发具有抗氧化、降压、

抗菌等改善生物功能的营养食品或功能性食品。

3.4 獐子菌蛋白的抗氧化能力的测定
由图 7 可知，随着獐子菌蛋白溶液浓度增大，对 DPPH

自由基的清除率、羟自由基的清除率增加。因为獐子菌蛋白

溶液浓度增大，水解度越大，这时具有抗氧化作用的活性

肽段不断的暴露出来，DPPH 自由基和羟自由基清除能力增

强，即抗氧化作用增强。还原力曲线呈现缓慢上升状态，说

明獐子菌蛋白溶液浓度越大，吸光度值越大。而样品吸光值

与样品的总还原力呈正相关，同样也与样品抗氧化性呈正相

关。因此，可以推测水解蛋白肽含量越多，总还原力越强，

而抗氧化性也越强。由 DPPH 自由基清除、·OH 自由基清

除和还原力试验可知，獐子菌水解蛋白肽具有一定的抗氧化

活性。

图 7 不同浓度獐子菌蛋白肽溶液对抗氧化能力测定

4 结语

采用碱溶酸沉超声 - 波微波辅助方法提取獐子菌蛋白，

以獐子菌蛋白得率为指标，通过单因素和正交实验确定了最

佳工艺条件为：料液比（W/V）1 ∶ 30，超声时间 70min，

超声温度 60℃，pH 为 12.0，超声功率 280W，微波功率

100W。在此条件下制得獐子菌蛋白。将提取的獐子菌蛋白

用碱性蛋白酶进行酶解得到蛋白肽，通过 DPPH 自由基清

除率、羟自由基（·OH）清除能力和还原力的测定，发现

水解蛋白肽具有抗氧化活性。研究獐子菌水解蛋白肽并将其

应用于食品工业，为食品行业提供一种新的可利用资源。
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