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超声波辅助碱法提取黑木耳蛋白质及其性质研究 

李福利 1, 张  莉 2, 于国萍 2* 

(1. 黑龙江省森林工程与环境研究所, 哈尔滨  150040; 2. 东北农业大学食品学院, 哈尔滨  150030) 

摘  要: 目的  研究黑木耳蛋白的结构和性质, 为黑木耳蛋白的应用提供一定的理论基础。方法  以干黑木耳

粉末为原料, 通过超声波辅助碱法提取黑木耳蛋白质。采用氨基酸分析仪和圆二色光谱仪测定黑木耳蛋白质中

氨基酸和二级结构的含量。聚丙烯酰胺凝胶电泳和差示扫描量热仪测定黑木耳蛋白质的亚甲基分子量和热变

性温度。结果  最佳工艺条件为: 提取 pH值 11.0, 超声时间 20 min, 超声功率 200 W, 此时提取率为 66.32%。

确定了黑木耳蛋白质中氨基酸的总量达到 824.5 mg/g, 必需氨基酸可达到 361.0 mg/g; 黑木耳蛋白质的二级结

构的含量为 α-螺旋 18.3%, β-折叠 40.4%, β-转角 14.0%, 无规则卷曲 27.3%; 黑木耳蛋白质亚基分子量的分布范

围为 13.5 kDa~91.4 kDa, 主要有 9个条带; 黑木耳蛋白质的热变性温度(92.91 ℃)高于大豆蛋白质(74.57 ℃和

90.52 ℃)。结论  黑木耳蛋白质是一种营养全面、热稳定性高的蛋白质。 
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ABSTRACT: Objective  The structure and property of Auricularia auricular protein were investigated 

preliminarily to provide a theoretical basis for the application. Methods  The dried Auricularia auricular 

powder was used as the raw material. Auricularia auricular protein was extracted by ultrasonic assisted alkali 

distillation. Amino acids and secondary structure of the Auricularia auricular protein were detected by amino 

acid analyzer and circular dichroism spectrometer. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) and differential scanning calorimetry (DSC) were applied to detect methylene molecular weight 

and thermal denaturation temperature. Results  The orthogonal experiment results showed that: pH was 11.0, 

ultrasonic time was 20 min, and ultrasonic power was 200 W. Under these best conditions, the extraction rate of 
Auricularia auricular protein could reach to 66.32%.The results showed that amino acids content contained in 

Auricularia auricular protein was 824.5 mg/g, essential amino acids were 361.0 mg/g. The content of 

secondary structure of Auricularia auricular protein was: α-helix 18.3%, β-folding 40.4%, β-corner 14.0%, and 

random coil 27.3%. The molecular weight of its subunits were mainly 9 bands and its range was 13.5 kDa~91.4 

kDa. The thermal denaturation temperature of Auricularia auricular protein (92.91 ) was higher than that of ℃
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soy protein (74.57 and 90.52 ). ℃ ℃ Conclusion  Auricularia auricular protein is a kind of comprehensive and 

high thermal stability protein. 

KEY WORDS: Auricularia auricular; protein; ultrasonic-assisted; alkaline extraction; properties 

 
 

1  引  言 

黑木耳是一种药食兼用的真菌。具有延缓衰老, 

增强机体免疫力, 以及预防癌症发生等功效[1]。因其

独特的感官特性、富含营养成分, 大多数被用做蔬菜

进行烹饪处理。以黑龙江帽儿山产黑木耳为例, 其主

要成分是 : 蛋白质 9.4%, 脂肪 1.2%, 碳水化合物

65.5%, 每 100克黑木耳含钙、磷各 210 mg, 含铁 101 

mg。此外, 还含有钾、钠、维生素 B 族和胡萝卜素

等多种人体必需的营养成分。在东亚地区, 尤其是在

中国和韩国, 黑木耳已被广泛称为健康食品[2]。同时, 

以黑木耳为主要原材料的产品也相继问世[3]。例如: 

黑木耳苹果醋、黑木耳明胶软糖、黑木耳饮料等。 

较早对黑木耳的研究多集中于对多糖的提取及

其性质功效的开发[4]。经研究表明, 多糖被确定为主

要的活性成分并具有一些生物学功能。例如: 抗氧化
[5]、抗肿瘤、免疫生物活性等。而对黑木耳中蛋白质

的研究较少。张桂英等[6]对黑木耳超微粉蛋白质的营

养价值进行了研究, 结果表明黑木耳的高纤维含量

将成为控制体重、预防心血管疾病的有效保证。郝文

芳[7]对黑木耳中的胶原蛋白的提取和质构特性进行

了研究。黑木耳以其蛋白质含量高, 脂肪热量低等优

势, 成为植物蛋白质开发的新资源。 

目前, 蛋白质的提取方法有碱法提取[8]、酶辅助提

取[9]、微波辅助提取[10]、超声波辅助提取[11]等很多种。

本研究采用了超声波辅助碱法提取黑木耳中的蛋白质

组分。一方面借助超声波产生的“空穴”作用, 提供了较

大的穿透力, 同时, 也破坏了细胞壁使细胞内的目标物

质更容易渗透出来, 利于提高蛋白质的提取率[12]。 

在一些条件下, 蛋白质分子内部的次级键会断

裂, 固有的立体结构会展开, 而得到的蛋白质分子将

会聚集并相互交联, 形成较大的聚集体, 当浓度较高

时, 将会形成一个三维的立体的固相网状结构, 如凝

胶。因此, 在半固体食品中, 蛋白质可以作为主要的

添加物来进一步改善食品的机械性能。在液体食品中, 

蛋白质也可起到表面活性的作用, 在液体中稳定颗

粒状物质和油滴, 提高乳化液的稳定性[13]。蛋白质分

子在油-水界面可以降低表面张力, 使该物质具有较

好的热稳定性, 延长其货架期。蛋白质在食品中的应

用较为广泛,本研究结果为提高黑木耳深度开发利用

提供一定的理论基础。 

2  材料与方法 

2.1  材料与仪器 

原料: 黑木耳, 市购, 产于黑龙江省。 

试剂: 过硫酸铵, 天津市天力化学试剂厂; 甲醇, 

天津科密欧化学试剂有限公司; 乙二胺四乙酸, 天津

科密欧化学试剂有限公司; 冰乙酸, 国药集团化学试

剂有限公司; 高分子量标准蛋白样品, 上海生化研究

所 ; 甘氨酸 , Amersco 公司 ; 考马斯亮蓝 R250,  

Amersco公司; 丙烯酰胺, Amersco公司; β-巯基乙醇, 

Amersco公司; SDS, Sigma公司; Tris,  Sigma公司; 

TEMED,  Sigma公司; 甲叉双丙烯酰胺, Solarbio公

司; 以上试剂均为分析纯。 

设备: LD4-2A 型低速台式离心机, 北京京立离

心机有限公司; HJ-3型恒温磁力搅拌器, 江苏金坛市

中大仪器厂; GL-20G-Ⅱ型高速冷冻离心机, 上海安

亭科学仪器厂; PHS-3C型 pH计, 上海仪电科学仪器

股份有限公司; HYP-314型消化炉, 上海纤检仪器有

限公司; KDN-102C 型凯氏定氮仪, 上海纤检仪器有

限公司; KQ -400KDE 型高功率数控超声波清洗器, 

昆山超声仪器有限公司; PE Pyris 6差示扫描量热仪, 

美国 PULUS TA.XT; 电泳仪, 美国 Bio-RAD 公司; 

L-8800 型全自动氨基酸分析仪 , 日本日立公司 ; 

J-815圆二色光谱仪, Jasco 公司。 

2.2  实验方法 

2.2.1  黑木耳蛋白质的提取 

(1) 样品处理 

将干木耳进行粉碎后, 过 80 目筛, 得木耳粉。

装袋并贮存于 4 ℃冰箱中备用。 

(2) 蛋白质提取工艺流程 

干黑木耳     粉碎    过筛    调 pH值    

超声浸提   离心分离   上清液测蛋白含量 
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(3) 操作要点 

准确称取黑木耳粉末 2.000 g(凯氏定氮法测得黑

木耳中总蛋白质的含量为 11.94±0.12 g/100 g 黑木耳

粉末), 按料液比为 1:90(m:V)的比例与 180 mL蒸馏水

混合。用 0.1 mol/L的 NaOH和 0.1 mol/L的 HCl溶液

调体系的 pH值, 在 35 ℃的温度下, 在一定的超声功

率的条件下超声提取一段时间, 超声处理后, 在 4000 

r/min下离心 10 min, 收集上清液并测量体积, 同时吸

取一定量进行凯氏定氮, 从而计算蛋白质的提取率。 

(4) 蛋白质含量的测定   

按照凯氏定氮法测定 , 蛋白质的换算系数为

6.25(GB/T 15673-2009食用菌中粗蛋白含量的测定)。 

(5) 黑木耳蛋白质提取率的计算 

1 100% 
mX
m

 

其中,  X: 黑木耳蛋白质提取率(%) 

     m1:上清液中蛋白质含量(g) 

      m: 蛋白质总含量(g) 

(6) 黑木耳蛋白质提取的正交优化试验 

在前期单因素试验的基础上, 选取提取 pH 值, 

超声时间, 超声功率三个因素及适宜的水平值, 设计

了 3因素 3水平 L9(3
4)的正交试验, 以优化蛋白质的

提取条件。 

表 1  因素水平表 
Table 1  Factors and levels 

水平 

因素 

A 
超声体系 pH 

B 
超声时间/min 

C 
超声功率/W 

1 10.0 10 200 

2 10.5 20 240 

3 11.0 30 280 

 

2.2.2  黑木耳蛋白质等电点的测定 

准确称取 20.00 g黑木耳粉末, 按照 1:90的比例

加入 1800 mL 的蒸馏水, 搅拌均匀, 用浓度为 0.5 

mol/L NaOH溶液调节混合物的 pH为 10.5, 在恒温条

件下浸提 2 h后, 进行离心分离, 在 4000 r/min的条

件下离心处理 30 min, 收集上层清液, 混匀。取收集

的上层清液至烧杯中 , 用不同浓度的 HCl 溶液和

NaOH 溶液将 pH 分别调至 2.0、3.0、4.0、5.0、6.0

平行 3次, 于 4 ℃冰箱中冷沉 24 h后, 吸取下层的沉

淀进行定氮, 测定蛋白质的含量。 

2.2.3  黑木耳蛋白质性质的测定 

(1) 黑木耳蛋白质氨基酸组成的测定 

方法参照文献[14], 借助氨基酸分析仪来检测黑

木耳蛋白质中氨基酸的种类及各种氨基酸的含量。 

(2) 黑木耳蛋白质二级结构的测定 

取浓度为 1%的黑木耳蛋白质溶液, 用 pH为 7.0

的磷酸盐缓冲溶液将其浓度稀释为 0.03%左右, 取微

量样品注入样品池中, 利用圆二色光谱仪测定黑木

耳蛋白质的二级结构组成及各组成的含量。所使用的

参数如下 : 样品池的光径是 1 mm, 波长范围为

190~260 nm, 扫描速度为 100 nm/min, 步长 0.1 nm, 

温度为 25 ℃条件下进行扫描分析[15]。 

(3) 黑木耳蛋白质亚基分子量的测定 

参照 Laemmli[16]的方法并略作修改。采用聚丙烯

酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)测定黑木耳蛋白质中亚基

的分子量。试验中所配制的分离胶和浓缩胶的浓度分

别为 12%(W:V)和 5%(W:V)。黑木耳蛋白质样品溶液

浓度为 0.045%。样品在浓缩胶时的电压调为 60 V, 进

入分离胶时, 电压调为 90V直到电泳完成。 

(4) 黑木耳蛋白质热变性温度的测定 

参照文献[17], 借助差示扫描量热(DSC)仪测定黑

木耳蛋白质的热变性温度。称样量为 0.005 g黑木耳

蛋 白 质 溶 液 , 设 定 系 统 参 数 : 温 度 范 围 为

20 ~130 ℃ ℃, 速度为 10 /min℃ 。 

2.3  数据统计分析 

使用 IBM SPSS Statistics 19.0软件分析数据。采

用 Duncan 检验进行方差分析; 使用 Excel绘制图表, 

用字母标注显著性, 同字母表示不显著, 不同字母表

示显著(P＜0.05), n=3。 

3  结果与分析 

3.1  超声波辅助碱法提取黑木耳蛋白质 

在固定料液比为 1:90, 超声处理的温度为 35 ℃

的条件下, 由表 3中的极差直观分析结果显示, 所选

的三个因素对黑木耳蛋白质提取率的影响顺序依次

为: A>B>C, 即: pH>超声时间>超声功率。同时根据

K值的大小, 可以得到提取黑木耳蛋白质的理想组合

为 A3B2C1, 即 pH为 11.0, 超声时间为 20 min, 超声

功率为 200 W。此时, 黑木耳蛋白质的提取率可以达

到 66.32%, 高于前期试验碱法提取的 64.80%, 同时

将提取时间由原来的 2 h减小为 20min。 
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表 2  结果分析表 
Table 2  The results and analysis 

序号 No. A超声体系 pH B超声时间/min C超声功率/W D空列 蛋白质提取率(%) 

1 1(10.0) 1(10) 1(200) 1 54.65 

2 1(10.0) 2(20) 2(240) 2 55.14 

3 1(10.0) 3(30) 3(280) 3 55.72 

4 2(10.5) 1(10) 2(240) 3 56.72 

5 2(10.5) 2(20) 3(280) 1 62.10 

6 2(10.5) 3(30) 1(200) 2 59.64 

7 3(11.0) 1(10) 3(280) 2 62.21 

8 3(11.0) 2(20) 1(200) 3 66.32 

9 3(11.0) 3(30) 2(240) 1 62.17 

表 3  极差分析表 
Table 3  The range value analysis 

序号 No. A超声体系 pH B超声时间/min C超声功率/W D空列 

K1 165.51 173.58 180.61 178.92 

K2 178.46 183.56 174.03 176.99 

K3 190.70 177.53 180.03 178.76 

k1 55.17 57.86 60.20 59.64 

k2 59.49 61.19 58.01 59.00 

k3 63.57 59.18 60.01 59.59 

极差 R 8.40 3.33 2.19 0.64 

表 4  方差分析表 
Table 4  Analysis of variance table 

因素 平方和 自由度 均方 F值 显著性 

提取 pH 105.784 2 52.892 138.312 显著 

超声时间 16.840 2 8.420 22.019 显著 

超声功率 8.848 2 4.424 11.569 不显著 

误差 0.765 2 0.382   

 

由表 4所示, 进行的方差分析可以得出, pH和超

声时间对超声波辅助提取黑木耳中蛋白质的影响显

著, 而超声功率则影响不显著。 

3.2  黑木耳蛋白质等电点的测定结果 

测定结果如图 1所示。 

由图 1 可知, 黑木耳蛋白质溶液在不同 pH 条件

下所呈现的沉淀曲线中具有一个明显的波峰, 这一现

象说明黑木耳蛋白质具有一个等电点。由图可以看出, 

当溶液的 pH 为 3.0 时, 其下层所含的蛋白质最多,  

 

图 1  蛋白质含量随 pH变化曲线 

Fig. 1  Protein content change curve with pH 
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可达 1.221%。但随着 pH的不断变小或增大, 下层沉

淀中的黑木耳蛋白质的含量都有所下降, 这一现象

说明黑木耳蛋白质的等电点在 pH为 3.0左右。 

3.3  黑木耳蛋白质性质的研究 

3.3.1  黑木耳蛋白质氨基酸的测定结果 

蛋白质能为人类的生存和发展提供必需的营养

物质, 蛋白质中所含的氨基酸组分能为人体细胞组

织提供所需的营养元素。而蛋白质的含量和营养质量

则是决定其对人体提供营养价值的决定性因素, 而

其所含的氨基酸的组成以及各自的含量决定了该种

蛋白质的质量。 

黑木耳中蛋白质的各种氨基酸的组成和各自的

含量的测定结果如表 5所示:  

表 5  黑木耳蛋白质冻干粉的氨基酸组成 
Table 5  Amino acid composition of Auricularia auricular 

protein powder (freeze-dried) 

种类 含量(mg/g) 

天门冬氨酸 80.0 

苏氨酸* 45.0 

丝氨酸 43.0 

谷氨酸 101.5 

甘氨酸 42.0 

丙氨酸 65.5 

•胱氨酸* 6.5 

缬氨酸* 55.5 

•蛋氨酸* 50.0 

异亮氨酸* 33.0 

亮氨酸* 71.0 

※酪氨酸 24.5 

※苯丙氨酸* 51.0 

赖氨酸* 49.0 

组氨酸 22.0 

精氨酸 46.5 

脯氨酸 38.5 

•含硫氨基酸 56.5 

※芳香族氨基酸 75.5 

必需氨基酸* 361.0 

氨基酸总量 824.5 

注: 表中带“•”表示含硫氨基酸, 带“※”表示芳香族氨基酸, 带“*”

表示必需氨基酸。 

由表5可以看出, 经过氨基酸自动分析仪可检测

出来的黑木耳蛋白质中所含的各种氨基酸及其相对

含量, 其中具有健脑益智[18]的谷氨酸含量最高达到

101.5 mg/g, 它能够促进红细胞生成, 具有改善脑部

细胞和活跃思维的作用, 还可以用来治疗间接性的

神经衰弱和阶段性的记忆力减退[19]。天门冬氨酸次

之。经过分类计算可得, 其中所含的含硫氨基酸含量

为 56.5 mg/g, 芳香族氨基酸的含量为 75.5 mg/g, 必

需氨基酸的含量为 361.0mg/g。所含的氨基酸的总量

可高达 824.5 mg/g。另外, 黑木耳蛋白质所含的谷氨

酸和天门冬氨酸的含量相对较高, 为主要氨基酸。而

且从表中可以看出, 黑木耳蛋白质中含有人体必需

的 8种必需氨基酸。所以, 黑木耳所含的氨基酸种类

齐全, 含量较高, 具有较高的营养价值。 

3.3.2  黑木耳蛋白质二级结构的测定结果 

圆二色光谱法是分析蛋白质二级结构较为常见

的方法[20], 在室温下进行, 当酸碱度为中性(pH=7.0)

的条件下, 测定得到的用来表征黑木耳蛋白质中二

级结构的圆二色光谱分析图如图 2所示。 

 

图 2  黑木耳蛋白质的光谱图 

Fig. 2  Circular dichromic spectra of Auricularia auricular 
protein 

 

由图 2所示, 黑木耳蛋白质在 190 nm左右出现

一个较为明显的正向峰谱, 这表明蛋白质样品中含

有 α-螺旋结构, 同时, 在 208 nm和 222 nm左右处都

出现负向峰谱, 这一现象又证明了黑木耳蛋白质中

含有 α-螺旋结构。在 185 nm~200 nm之间存在两个

正向的峰谱, 这说明在这一波长范围内, 黑木耳蛋白

质内部的 α-螺旋和 β-折叠两种结构的特征峰发生部

分重合[21], 证实了样品中同时含有两种二级结构。另

外, 在波长为 206 nm 处出现正向峰谱, 说明含有 β-

转角。在 200 nm左右出现负向峰谱, 证明含有无规
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则卷曲结构[22]。由此可见在黑木耳蛋白质中同时含

有 4 种类型的二级结构组分, 即: α-螺旋、β-折叠、β-

转角和无规则卷曲。利用 CDpro 软件分析可知组成

分别为: α-螺旋 18.3%, β-折叠 40.4%, β-转角 14.0%, 

无规则卷曲 27.3%。 

3.3.3  黑木耳蛋白质亚基分子量的测定结果 

SDS-PAGE 凝胶电泳法是测定蛋白质亚基的一

种常见方法, 在室温条件下进行, 选用高分子量的蛋

白质标准品做对照, 在待测定的黑木耳蛋白质样品

中添加了 β-巯基乙醇。经过电泳得到的用来显示黑

木耳蛋白质中亚基分子量分布的电泳图如图 3所示。 

 

图 3  黑木耳蛋白质电泳图 

Fig. 3  Pattern of protein of Auricularia auricular 
 

黑木耳蛋白质各亚基分子质量的分布情况如图

3 所示, 由 SDS-PAGE 凝胶电泳图谱可知, 所用的黑

木耳蛋白质样品中所含蛋白质亚基的分子量主要显

示有 9个条带, 根据计算可得各条带的分子量分别为

91.4 kDa、75.5 kDa、59.0 kDa、53.7 kDa、34.2 kDa、

27.5 kDa、25.3 kDa、14.3 kDa和 13.5 kDa。由图可

见, 高分子量的条带(91.4 kDa、75.5 kDa)不是十分清

晰, 含量较少。而分子量为 34.2 kDa、27.5 kDa和 25.3 

kDa 的条带较为清晰, 且颜色较深, 说明黑木耳蛋白

质中所含的这一分子量范围的亚基含量较多, 所占

的比例较大。 

3.3.4  黑木耳蛋白质热变性温度的测定结果分析 

热变性温度是影响食品在加工过程中蛋白质变

化的一个重要参考指标, 由于蛋白质的变性反应会

直接导致蛋白质中的构象变化, 其高级结构的展开, 

致使部分加工的食品的功能性质显著降低或者丧失。

因此, 测定食品中所含的蛋白质的热变性温度则会

对于蛋白质的应用产生重要的指导作用。差示扫描量

热法(DSC)是测定蛋白质热变性温度的重要手段, 可

以通过测定得到的扫描图谱来提供一些有关蛋白质

热变性的信息, 近年来一直被广泛地应用在研究生

物大分子等方面。黑木耳蛋白质和大豆蛋白质的热变

性温度的测定结果如图 4所示:  

 

图 4  黑木耳蛋白质和大豆蛋白质的 DSC图 

Fig. 4  The DSC of Auricularia auricular protein and 
soybean protein 

 

当蛋白质在受热的条件下, 蛋白质自身内部所

含有的氢键会发生一定程度的断裂, 进而致使蛋白

质分子的结构发生展开, 这一过程的发生需要吸收

能量, 并在这一变化过程中的其他性质和能量的变

化, 也可以被广泛用在研究各种蛋白质变性的 DSC

扫描 [23]记录下来 , 黑木耳蛋白质和大豆蛋白质的

DSC扫描结果图如图7所示, 黑木耳蛋白质只具有一

个变性温度, 而大豆蛋白质则具有两个变性温度, 这

可能是由于自身结构所引起的。由图 4可以看出, 黑

木耳蛋白质的热变性温度为 92.91 ℃, 大豆蛋白质的

热变性温度分别为 74.57 ℃和 90.52 ℃[24]。表明黑木

耳蛋白质是一种营养全面、热稳定性高的蛋白质。 

4  结  论 

超声波辅助碱法提取黑木耳蛋白质的工艺条件

为: pH为 11.0, 超声时间为 20 min, 超声功率为 200 

W, 此时, 提取率为 66.32%。其等电点在 pH 3.0左右。 

黑木耳蛋白质中氨基酸总量为 824.5 mg/g, 必需
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氨基酸的含量为 361.0 mg/g; 二级结构的含量分别为

α-螺旋 18.3%, β-折叠 40.4%, β-转角 14.0%, 无规则卷

曲 27.3%; 亚基主要由 9 个条带组成, 分子量集中在

13.5 kDa到 91.4 kDa之间, 其中分子量为 34.2 kDa、

27.5 kDa和 25.3 kDa的组分含量较多; 热变性温度为

92.91 ℃。 
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