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杏鲍菇多肽的制备及体外活性研究 

赵换维* 
(西安海棠职业学院, 西安  710038) 

摘  要: 目的  制备杏鲍菇多肽, 并研究其体外活性。方法  以杏鲍菇菇脚为原料, 采用超声辅助的碱提酸沉

法提取出杏鲍菇蛋白, 比较 3 种蛋白酶酶解后的多肽得率, 选定水解酶。基于单因素实验、正交实验确定多肽

最优酶解工艺, 并依托体外抗氧化活性实验实现对多肽体外活性的测定。结果  杏鲍菇多肽液在分子量为

5~10 kD、1~5 kD 及低于 1 kD 的 3 种情况下均可成功还原铁离子, 具备抗氧化能力, 同时可清除·OH 与

DPPH·自由基, 多肽溶液浓度越高、清除效果越好。结论  本研究可充分利用杏鲍菇菇脚, 形成高效的杏鲍菇

蛋白提取、酶解以及多肽制备工艺, 有助于进一步提升杏鲍菇的利用价值与经济效益, 并且能够为多肽保健品

的制备工艺研究提供重要借鉴意义。 
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Study on the preparation and in vitro activity of polypeptides from  
Pleurotus eryngii 

ZHAO Huan-Wei* 
(Xi’an Haitang Vocational College, Xi’an 710038, China) 

ABSTRACT: Objective  To prepare polypeptides of Pleurotus eryngii and study their activity in vitro. Methods  

The protein was extracted from the foot of Pleurotus eryngii by ultrasonic assisted alkali extraction and acid 

precipitation. The polypeptide yield of 3 proteases was compared and the hydrolase was selected. Based on single 

factor experiment and orthogonal experiment, the optimal enzymatic hydrolysis process of polypeptides was 

obtained, and the in vitro activity of polypeptides was determined by antioxidant activity experiment. Results  

Under the molecular weight of 5‒10 kD, 1‒5 kD and less than 1 kD, the polypeptide solution of Pleurotus eryngii 

was able to reduce the iron ion and had the antioxidant ability. At the same time, the scavenging effect of •OH and 

DPPH• free radicals was better with higher concentration of polypeptide solution. Conclusion  This study can make 

full use of the foot of Pleurotus eryngii to form efficient protein extraction, enzymolysis and polypeptide preparation 

technology, which is helpful to further enhance the utilization value and economic benefits of Pleurotus eryngii, and 

can provide important reference for the research on the preparation technology of polypeptide health products 
KEY WORDS: Pleurotus eryngii; preparation of polypeptides; in vitro activity 
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0  引  言 

多肽是一种具备抗氧化、抗菌活性的有机化合物 ,
人体内天然多肽含量不足以完全抵消自由基对细胞

膜、线粒体膜造成的损伤 , 故人工提取、制备多肽工艺

的研究较多 [1]。杏鲍菇既可药用 , 也可食用 , 近年来因

其具备极好的抗菌、抗氧化、增强免疫力等功效 , 已经

成为一种被广泛种植的可食用菌 , 由于其干品中的蛋

白质含量高达 21.44%, 远超出同质量的香菇、银耳等

干品菌类的蛋白质含量 , 受到人们广泛欢迎。随着生物

技术的不断发展 , 从杏鲍菇中提取多肽已成为顺应科

研与市场发展的新方向 [2]。  
人工提取、制备多肽的工艺存在提取效率低、分离纯

化工艺复杂、工艺成本高等缺陷, 生物技术的发展与应用

促使水解蛋白工艺逐渐得到广泛应用, 如何实现水解酶的

科学选取与工艺优化成为当前亟待解决的问题[3]。本研究

以杏鲍菇菇脚作为原料, 采用超声辅助碱提酸沉法从菇脚

中提取杏鲍菇蛋白、确定最佳提取条件, 通过单因素实验

与正交实验确定杏鲍菇蛋白酶酶解的温度、pH 值、加酶量、

酶解时间等最优工艺指标, 并分别针对杏鲍菇多肽的体外

抗氧化活性进行测定与研究, 以期进一步扩大杏鲍菇菇脚

的应用前景及其经济价值, 为多肽制备工艺的优化、推广

提供理论依据及实践指导价值[4]。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与设备 

选用市售新鲜杏鲍菇为实验原材料(其成分如表 1
所示)。 

氢氧化钠 (分析纯 , 天津市科密欧化学试剂有限公

司); 氯化氢(分析纯 , 西陇化工股份有限公司); 无水乙

醇、磷酸(分析纯, 天津市致远化学试剂有限公司); 牛血

清蛋白 BSA标准品(广州赛国生物科技有限责任公司); 5×
考马斯亮蓝 G-250(上海海宝曼生物科技有限公司); 中性

蛋白酶、碱性蛋白酶、木瓜蛋白酶(试剂参数如表 2 所示)、
硫酸铜(天津化学试剂厂); 氢氧化钠(分析纯 , 天津科密

欧化学试剂有限公司); 酒石酸钾钠(分析纯 , 北京化工

厂); 硫酸亚铁(分析纯, 天津博迪化工有限公司); 水杨酸

(分析纯, 上海麦克林化工有限公司); 过氧化氢(分析纯, 
重庆北碚精细化工厂); 盐酸 (分析纯 , 西安化工有限公

司); 无水乙醇(分析纯, 四川西陇化工有限公司); 1,1-二
苯基-2-苦肼基(上海化成工业发展有限公司); 铁氰化钾

(分析纯, 西安化学试剂厂); 氯化铁(分析纯, 国药集团化

学试剂有限公司); 磷酸氢二钠(分析纯, 北京市化学试剂

研究所); 磷酸二氢纳和三氯乙酸(分析纯, 天津市福晨化

学试剂厂)。 
DHG-9140A 电热恒温鼓风干燥箱(上海一恒科技有限

公司); KQ-50DB 超声波清洗机(昆山超声仪器有限公司); 
RE-52AA 旋转蒸发器(上海亚荣生化仪器厂); W201 恒温水

浴锅(上海申生科技有限公司); MiLLi-Q 超纯水仪(美国

Bedford 公司); UV-2500 岛津紫外分光光度计(日本岛津公

司); SPS202F 电子天平(美特斯-托利称量设备公司); 循环

水式多用真空泵(郑州长城科工贸有限公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品的制备 
杏鲍菇蛋白质提取实验中 , 取杏鲍菇菇脚进行脱

水、烘干处理 , 送入粉碎机内制成粉末 , 筛选 60 目粉

末作为本次实验所用材料 , 放入自封袋内进行密封处

理 , 并置于干燥皿中保存。在杏鲍菇蛋白酶解实验中 , 
选取杏鲍菇蛋白质提取实验中制备出的杏鲍菇蛋白粗

品作为实验材料。  
 
 

表 1  杏鲍菇基本成分含量 
Table 1  Basic ingredients of Pleurotus eryngii 

基本成分 水分 粗蛋白 粗脂肪 总灰分 总糖 粗纤维 

含量/% 91.83±1.04 2.17±0.13 0.11±0.07 1.05±0.02 3.76±0.01 0.64±0.01 

 
 

表 2  3 种蛋白酶试剂的基本参数 
Table 2  Basic parameters of 3 protease reagents 

试剂名称 酶活力/(U/mg) 最适 pH 值 最适温度/℃ 

中性蛋白酶 100 6.0~7.5 40~55 

碱性蛋白酶 200 9.0~11.0 40~55 

木瓜蛋白酶 600 7.0~8.0 50~55 
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1.2.2  杏鲍菇蛋白的提取工艺流程 
(1)绘制蛋白质含量测定标准曲线 
本研究采用考马斯亮蓝法测定蛋白质的含量, 选取

50 mL 95%乙醇与 100 mL 85%磷酸混合制成溶剂, 称取

100 mg 考马斯亮蓝 G-250 加入溶剂中充分搅拌, 待溶质与

溶剂均匀混合后加入蒸馏水定容至 1 L, 制备成考马斯亮

蓝 G-250 试剂[5]。称量 10 mg BSA 标准品加入 100 mL 蒸

馏水中, 制备成浓度为 0.1 mg/mL 的标准蛋白水溶液。测

定蛋白质含量, 选取编号为 1~7 的洁净试管, 取 1 号试管

向其中加入 1 mL 蒸馏水作为对照组, 将 BSA 标准溶液与

蒸馏水以 1:4 (V:V)的比例分别加入其余 6 个试管中, 各试

管内的溶液体积均为 1 mL、BSA 标准溶液含量由 0.2 mL
依次递增至 1.0 mL; 再量取 5 mL 考马斯亮蓝试剂依次加

入各试管中, 待其均匀混合后静置 2 min, 利用紫外分光光

度计测定波长为 595 nm 时的 OD595 nm 值, 并将测定数值进

行记录, 绘制标准曲线。 
(2)杏鲍菇蛋白提取 
称量 5 g 杏鲍菇菇脚进行粉碎处理, 加入蒸馏水制备

成水料比为 20:1 的水溶液, 浸泡 30 min, 选取 1 mol/L 的

氢氧化钠溶液将杏鲍菇浸泡液的 pH 值调至 8; 再在 50 ℃
温度条件下针对溶液进行超声波处理, 待溶液冷却后, 以
4000 r/min 的转速进行离心处理, 取上清液, 测定蛋白含

量, 并将 3 组平行实验结果取平均值作为最终测量值[6]。

杏鲍菇的蛋白提取率计算公式为:  

(%) 100%
(g) 0.154

 


提取液中蛋白质的含量
蛋白提取率

杏鲍菇粉末的重量
 

(3)单因素实验 
功率 100 W、频率 40 kHz 条件下超声辅助法进行单

因素实验, 重复杏鲍菇蛋白提取流程与方法, 分别以 pH
值、超声波提取时间、料液比、提取次数作为变量, 取 3
组平行实验结果作为测量值[7]。 

(4)正交实验 
利用正交方法进行实验步骤的简化, 基于统计学原

理进行实验数据分析。 
当杏鲍菇水料比为 20:1、溶液 pH 值为 11、提取时间

为 1 h, 提取 2 次的情况下, 杏鲍菇的蛋白提取率达到最高

值 45.1%。 
1.2.3  杏鲍菇多肽的制备工艺 

(1)蛋白质中多肽含量的测定方法 
双缩脲法测定杏鲍菇粗蛋白中的多肽含量 , 称取 

0.15 g的硫酸铜粉末与0.6 g的酒石酸钠粉末, 将其与50 mL
蒸馏水、30 mL 10%的氢氧化钠溶液混合均匀, 并将混合后

形成的双缩脲试剂储存于棕色瓶中备用; 称取 100 mg 牛

血清蛋白, 牛血清蛋白溶液的溶解定容调制 100 mL, 配制

成 1 mg/mL 的标准蛋白溶液; 分别在 2~7 号试管内加入  
4 mL 的双缩脲溶液, 将其充分混合均匀后, 静置 30 min, 

并利用紫外分光光度计在波长为 540 nm 处对 6 个试管进

行比色测定, 记录结果[8]。 
(2)杏鲍菇粗蛋白酶解流程 
将杏鲍菇粗蛋白粉溶于蒸馏水进行水浴加热, 当溶

液温度达到 75 ℃时, 在溶液中加入蛋白酶; 将水浴温度升

高至 95 ℃, 保持 20 min左右后冷却; 将酶解溶液放置在离

心机中, 以 4000 r/min 的速度离心 20 min; 将离心后的上

清液分离出来, 测定杏鲍菇粗蛋白中的多肽浓度。 
(3)单因素实验 
蛋白酶的选择: 分别利用 3 种活性酶对杏鲍菇蛋白进

行水解, 测定多肽得率, 筛选出多肽得率最高的蛋白酶应

用于实验中;  
酶解底物浓度的设计: 选取在特定酶解条件下的活

性酶, 分别针对浓度不同的酶解底物进行酶解实验, 后在

95 ℃水浴中灭活酶解液 20 min, 待冷却后加入三氯乙酸清

除残留蛋白, 离心后取上清液测定多肽含量[9]。重复上述

流程, 分别测定酶解温度、加酶量、酶解液 pH 值、酶解时

间对于杏鲍菇多肽含量的影响。 
(4)正交实验 
依据单因素实验结果进行正交实验设计, 记录在 3 种

水平下酶解温度、酶解时间、酶解液 pH 值与加酶量的对

应数值。 
1.2.4  杏鲍菇多肽的分离与不同浓度多肽液的制备 

本研究主要利用 10、5、1 kD 3 种不同孔径的膜, 在
压强 20 MPa 的条件下进行滤膜, 分离上文制备的多肽溶

液, 得到分子量处于 10 kD 以上、处于 5~10 kD 之间、处

于 1~5 kD 之间以及 1 kD 以下的 4 种组分多肽溶液[10]。一

般情况下, 分子量大于 10 kD 的多肽溶液属于未被酶解的

蛋白质溶液, 因此, 本研究所选用的多肽溶液为处于 5~  
10 kD 之间、1~5 kD 之间以及 1 kD 以下的 3 种不同分子量

的多肽溶液进行体外抗氧化活性实验[11]。利用旋转蒸发仪

浓缩处于 5~10 kD、1~5 kD 以及 1 kD 以下的 3 种多肽溶液, 
并利用双缩脲试剂测出浓缩后溶液的浓度, 进而得到浓度

分别为 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL 的多肽液, 为多肽

体外活性研究打下良好的基础[12]。 

2  结果与分析 

2.1  杏鲍菇蛋白质提取实验结果 

基于考马斯亮蓝法绘制蛋白质含量测定的标准曲线

(如图 1 所示), 线性关系良好, 可作为标准曲线。 
使用超声辅助提取法的情况下分析单因素实验结果

可知, 在 pH 值为 11 时蛋白质提取率达到最大值, 其主要

原因是蛋白质在碱性环境下出现脱氨、脱氢、肽键断裂的

现象, 当酸量增加使蛋白产物中盐的含量增多, 影响蛋白

质的纯度, 因此确定最佳 pH值为 11; 提取时间方面, 蛋白
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质提取率随提取时间的增加呈增大趋势, 但持续一段时间

后其增速逐渐下降, 其主要原因是易溶蛋白已实现基本溶

解, 后期增加量基本保持不变, 因此将最佳提取时间设为

1 h; 料液比方面, 蛋白质提取率随料液比的增加呈先升后

降趋势, 其原因为水溶性蛋白已基本被完全浸提出来, 因
此将最佳料液比设为 15:1; 提取次数方面, 蛋白质提取率

随提取次数的增加呈逐渐升高趋势, 但第 3 次的提取率增

幅较小, 基于生产成本, 将最佳提取次数设为 2 次[13]。在

完成单因素实验的基础上进行正交实验, 收集正交实验数

据结果进行方差分析(如表 3 所示), 由此确定杏鲍菇蛋白

质的最佳提取工艺参数为: pH 值为 11、提取时间为 1 h、
水料比为 20:1、提取次数为 2 次, 可保障多肽提取率为最

大值。 
 
 

 
 
 

图 1  蛋白质含量测定标准曲线 
Fig.1  Standard curve of protein content determination 

 
 

表 3  正交实验方差分析结果 
Table 3  Analysis of variance of orthogonal test results 

因素 自由度 偏差平方和 均差 F 值 显著性

A 2 326.04 163.02 230.33 ** 

B 2 1.415 0.708 1 - 

C 2 262.2 131.1 185.23 ** 

D 2 2666.9 1333.4 1883.97 ** 

误差 2 1.415 0.708 - - 

 
 

2.2  杏鲍菇多肽制备实验结果 

基于双缩脲法进行多肽含量测定, 生成标准曲线(如
图 2 所示), 线性关系良好, 符合标准曲线要求[14]。 

 
 

图 2  多肽含量测定标准曲线 
Fig.2  Standard curve of polypeptide content determination 

 
针对杏鲍菇多肽制备实验结果进行分析,确定多肽的

最优制备条件为: 中性蛋白酶、蛋白含量为 14 mg/mL、酶

解温度为 50 ℃、加酶量为 5000 U/g、酶解液 pH 值为 6.5、
酶解时间为 4 h。 

2.3  杏鲍菇多肽体外抗氧化活性实验 

2.3.1  杏鲍菇多肽对-OH 自由基的清除率 
比较多肽液与 Fenton 反应后的溶液在波长 510 nm

照射后的吸收峰值 ,可以有效得出-OH 自由基的清除率

(如图 3 所示)。分子量为 1~5 kD 时,多肽对自由基的清除

效果最好。 
 

 
 

图 3  杏鲍菇多肽对-OH 自由基的清除率(n=3) 
Fig.3  Scavenging rate of -OH free radical by polypeptide of 

Pleurotus eryngii (n=3) 
 

2.3.2  杏鲍菇多肽 DPPH·自由基的清除率 
本研究主要以 1,1-二苯基-2-苦肼基(DPPH·)自由基为

清除对象 , 探究杏鲍菇多肽的抗氧化活性。在含有

DPPH·自由基的溶液中加入多肽液, 并将其混合振荡均匀, 
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测出混合液在波长为 517 nm 处的吸光度 A, A 值的大小在

一定程度上可以反映多肽对 DPPH·自由基的清除能力, 具
体结果如图 4 所示。由图 4 可知, VC 对自由基的清除能力

较强 , 清除率随浓度的增加呈持续上升趋势 , 在浓度为 
0.2 mg/mL 时清除率超过 94%; 同时, 在分子量为 1~5 kD
时 , 多肽液对自由基的清除能力最强 , 当浓度提高至    
1 mg/mL 时各组分的清除率均超过 80%。 

 
 

 
 
 

图 4  杏鲍菇多肽 DPPH·自由基的清除率 
Fig.4  Free radical scavenging rate of polypeptide DPPH• in 

Pleurotus eryngii 
 
 

2.3.3  杏鲍菇多肽液对铁离子的还原能力 
由于物质的抗氧化性与其还原性呈正相关, 在实验

过程中, 可以通过测试多肽液还原能力的方式, 了解其抗

氧化能力的强弱, 实验结果如图 5 所示。由图 5 可知, 还
原能力随多肽液浓度的提高呈不断增大趋势, 当分子量为

1~5 kD 时, 多肽液对铁离子的还原能力达到最强水平。 
 
 

 
 

图 5  杏鲍菇多肽还原铁离子的情况 
Fig.5  Polypeptide reduction of iron ions in Pleurotus eryngii 

3  结论与讨论 

研究结果表明, 杏鲍菇蛋白的最佳提取工艺条件为: 
pH 值为 11、水料比为 20:1、提取时间为 1 h、提取次数为

2 次, 蛋白提取率的最大值为 45.1%。杏鲍菇多肽最佳制备

工艺为: 中性蛋白酶酶解液的底物蛋白含量为 14 mg/mL、

酶解温度为 50 ℃、酶解时间为 4 h、pH 值为 6.5、加酶量

为 5000 U/g, 多肽得率最大值为 43.8%。当杏鲍菇多肽液

的分子量为 1~5 kD 时, 多肽对·OH 自由基、DPPH·自由基

的清除率及对铁原子的还原能力达到最佳水平, 3 种不同

分子量的多肽液均可实现对自由基活性的有效清除, 由此

证明杏鲍菇多肽具备良好的体外抗氧化活性, 能够为保健

品开发提供重要价值[15]。 
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