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干热处理对杏鲍菇蛋白抗氧化活性的影响 

陈怡静 1, 李  萍 1, 康雨薇 2, 崔桂友 1*, 许慧卿 1* 

(1. 扬州大学食品科学与工程学院, 扬州  225127; 2. 江苏旅游职业学院烹饪科技学院, 扬州  225500) 

摘  要: 目的  研究不同干热温度对不同质量浓度杏鲍菇蛋白抗氧化活性的影响。方法  用酶标仪测定经不同温

度(65、80、95、110、125℃)烤制 30 min, 不同质量浓度的杏鲍菇蛋白的抗氧化活性。结果  未进行干热处理的蛋

白, 蛋白质量浓度从 0.2 mg/mL 升至 1.0 mg/mL, 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-trinitrophenylhydrazine, 

DPPH)自由基清除率由18.00%增加至19.83%; 蛋白质质量浓度为1.0 mg/mL 时, 经 110℃干热处理的蛋白比未经

干热处理的蛋白 DPPH 自由基清除率增加了 0.93%, 还原力增加了 0.11%, 羟基自由基增加了 27.71%, Fe2+螯

合力增加了 21.78%, 超氧阴离子清除率增加了 15.76%。结论  经不同干热温度处理后的杏鲍菇蛋白抗氧化活

性得到不同程度的增强, 实验结果可为研究如何提高蛋白质抗氧化活性提供理论依据。 
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Effects of dry heat treatment on the antioxidation activities of  
Pleurotus eryngii protein 
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ABSTRACT: Objective  To study the effects of different dry heat temperatures on the antioxidation activities of 

Pleurotus eryngii protein with different mass concentrations. Methods  The antioxidant activities of Pleurotus 

eryngii protein at different mass concentrations after 30 min baking at different temperatures (65, 80, 95, 110, 125℃) 

was determined by using a microplate analyzer. Results  The 1,1-diphenyl-2-trinitrophenylhydrazine (DPPH) free 

radical scavenging rate of the protein without dry heating was increased from 18.00% to 19.83% when the protein mass 

concentration was increased from 0.2 mg/mL to 1.0 mg/mL; when the protein mass concentration was 1.0 mg/mL, 

compared with unheated protein, the temperature of the heat treated protein reaches to 110℃ increased its DPPH free 

radical scavenging rate, deoxidization, hydroxyl radical, Fe2+ chelating and superoxide radical scavenging activity by 

0.93%, 0.11%, 27.71%, 21.78% and 15.76%, respectively. Conclusion  The antioxidant activities of the Pleurotus eryngii 

protein after different dry heat temperatures have been improved of being enhanced to varying degrees, which can provide 

a theoretical basis for studying how to improve the antioxidation activities of the Pleurotus eryngii protein. 
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0  引  言 

杏鲍菇(Pleurotus eryngii)属真菌门、伞形目、侧耳

科[1], 是一种集食、药、医于一体的珍稀食用菌新品种[2]。

杏鲍菇口感鲜美、营养价值丰富, 具有抗衰老、抗氧化、

抗病毒、抗肿瘤等生理作用[3‒4], 营养丰富, 蛋白质含量较

高, 在我国含量丰富, 但人们利用完成品后剩余下脚料利

用率较低[5]。 

为使杏鲍菇能被充分利用, 近年来, 对杏鲍菇的研究

主要集中在其生物学特性和生物活性物质上[6], 而对杏鲍

菇蛋白质的研究并不充分。杏鲍菇蛋白质含有人体所需的

8 种必需氨基酸, 蛋白质分子量小, 容易被人体吸收, 是人

体所需的优质蛋白质[7]。蛋白质作为食品中主要的基本功

能成分, 在食品加工的物理性质中起着重要的作用[8‒9]。在

实际的食品生产加工过程中, 蛋白质的功能特性受多种因

素影响, 尤其是受温度变化影响较大[10‒11]。目前, 对热处

理后的杏鲍菇蛋白研究大多集中在 100℃以下的湿热处理, 

对干热处理后的杏鲍菇蛋白的研究较少。周小理等[12]虽对

荞麦蛋白采用了干热处理, 但温度均在 100℃以下, 并未

对 100℃以上进行研究。刘华勇等[13]以湿热方式对辣木籽

肽进行抗氧化研究时, 只做了 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼

(1,1-diphenyl-2-trinitrophenylhydrazine, DPPH)自由基清除

率这一指标, 并未对其他抗氧指标做检测。MESFIN[14]研

究了焙烤对鹰嘴豆分离蛋白理化性质和功能性质的影响, 

发现干热处理显著提高了鹰嘴豆分离蛋白的抗氧化性能。

以上研究虽对不同的蛋白进行了不同的热处理并研究了其

抗氧化特性, 但对杏鲍菇蛋白进行干热处理后对其抗氧化

活性的研究却鲜为报道, 为使其更利于抗氧化活性成品的

研发和杏鲍菇的充分利用, 本研究对干热温度对杏鲍菇蛋

白质抗氧化功能的影响进行探究, 并对其抗氧化活性进行

体外评价, 拓宽干热处理杏鲍菇蛋白在多种食品中的应用, 

为其开发新型工业化成品奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

1.1.1  材料与试剂 

新鲜杏鲍菇: 扬州市苏果超市。 

DPPH、菲咯嗪、三氯乙酸(分析纯, 合肥巴斯夫生物

科技有限公司); 磷酸盐缓冲液(分析纯, 上海博微生物科

技有限公司); 无水乙醇、水杨酸(分析纯, 国药集团化学试

剂有限公司); 铁氰化钾、硫酸亚铁(分析纯, 天津市北辰方

正试剂厂); 氯化铁(分析纯, 广州市科玛化学技术有限公

司); 氯化亚铁、焦性没食子酸(分析纯, 上海展云化工有限

公司); Tris-HCl(分析纯, 青岛高科技工业园海博生物技术

有限公司); 浓盐酸(分析纯, 天津市博林达科技有限公司); 

过氧化氢(分析纯, 江西草珊瑚消毒用品有限公司); 8-苯胺

-1-萘磺酸(分析纯, 上海阿拉丁生化科技股份有限公司)。 

1.1.2  主要仪器与设备 

FA1104 型电子天平(精度 0.0001 g, 上海精密科学仪

器有限公司); QL-901 型漩涡混合器(江苏海门市麒麟医用

仪器厂); HR2050 高速冷冻离心机(湖南湘仪离心机仪器有

限公司); Cary Eclipse 荧光分光光度计(美国瓦里安公司); 

DSC 8500 酶标仪(美国 Molecular Devices 公司); 756MC 紫

外-可见分光光度计(上海菁华科技有限公司)。 

1.2  方  法 

1.2.1  样品蛋白前处理 
通过采用碱提取和酸沉淀法 [15‒16]得到杏鲍菇蛋白 , 

后对蛋白质液进行冻干得到蛋白粉, 分别对蛋白粉进行

65、80、95、110、125℃不同温度的干热处理 30 min, 得

到样品蛋白。 

1.2.2  杏鲍菇蛋白的抗氧化活性 

(1) DPPH 自由基清除能力 

参考王莹等[17]和 HUANG 等[18]的方法, 对实验方法做

了如下更改。将 DPPH 溶解在无水乙醇中并稀释至终浓度为

0.2 mmol/L DPPH 来制备溶液。将热处理后的杏鲍菇蛋白质

粉溶解于去离子水中配制为 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL

的溶液, 取样品待测液与配制好的 DPPH 按 1:1 的体积比

进行加样混合, 在 96 孔酶标板中避光反应 30 min, 然后使

用酶标仪在 517 nm 的波长下进行扫描并记录其吸光度

A517 代入公式(1)计算:  

DPPH自由基清除率/%= 517 x

0

1 100%


 
A A

A
  (1) 

式(1)中: Ax 代表以乙醇代替 DPPH 试剂作为试剂组的吸光

度值; A0 代表乙醇代替样品作为空白对照的吸光值。 

(2)还原力 

以 İŞÇIMEN 等[19]和 PEROVI 等[20]的方法作参考, 将热

处理后的杏鲍菇蛋白粉分别溶于 pH 为 6.6 的 0.2 mol/L 磷酸

盐缓冲液中配制成 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL 的溶液

作为备用, 配制好的蛋白溶液与 10 mg/mL 的铁氰化钾溶

液分别取 1 mL 以 1:1 的体积比混合均匀后, 置于 50℃恒温

水浴锅中 20 min, 冷却至室温后吸取 1 mL 10 mg/mL 的三氯乙

酸溶液, 在高速离心机中以 3000×g 转速离心 10 min, 取 1 mL

的上清液和 1 mL 的去离子水以及 1 mg/mL 的氯化铁溶液

0.2 mL, 混合均匀后, 用移液枪取 20 µL 置于 96 孔酶标板

中, 反应 10 min 后, 在波长为 700 nm 的条件下, 测量其吸

光值, 记为 A1 代入公式(2)计算:  

总还原力/%= 1 2

3

1 100%


 
A A

A
       (2) 

式(2)中: A2: 试剂空白对照组的吸光值; A3: 以磷酸盐缓冲

液代替样品作为空白对照组的吸光值。 

(3) Fe2+螯合力 

以 ROSSI 等[21]的方法作参考, 将热处理后的杏鲍菇蛋白
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粉用去离子水配制成 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL 的蛋白溶

液, 分别取 0.5 mL 蛋白液、1.85 mL 的去离子水、0.2 mmol/L

的氯化亚铁 0.05 mL 和 5 mmol/L 的菲咯嗪 0.1 mL, 混合均

匀后, 用移液枪取 20 µL 加入酶标板, 反应 20 min 后, 在

562 nm 处测量其吸光值记为 As 代入公式(3)计算:  

Fe2+螯合力/%= s1 100%
对

 
A

A
        (3) 

式(3)中: A 对: 以去离子水代替样品蛋白作为对照组的吸

光值。 

(4)超氧阴离子清除能力 

在 25℃下使用酶标仪检测干热处理后杏鲍菇蛋白的超

氧阴离子自由基清除活性, 参考孙莉莉等[22]和 CHEN 等[23]

的方法并进行了一些修改。将不同处理温度的杏鲍菇蛋白

溶于去离子水配制成不同质量浓度(0.2~1.0 mg/mL)的蛋白

液后, 取 0.1 mL 蛋白样品, 溶解在 0.3 mL Tris-HCl 缓冲液

(50 mmol/L, pH 8.2)中。在 25℃下加热 20 min 后, 通过加

入 0.3 mL 焦性没食子酸(7 mmol/L)引发反应。反应 5 min

后, 加入 0.1 mL 的浓盐酸终止反应, 使用分光光度计在

325 nm处一式 3份测量所得溶液的吸光强度(A325), 代入公

式(4)计算:  

超氧阴离子清除/% 325 x01 100%
未


 

A A

A
   (4) 

式(4)中: Ax0: 为未加焦性没食子酸的吸光值; A 未: 为未加

样品蛋白的空白对照的吸光值。 

(5)羟基自由基清除能力 

参考渠宏雁等[24]和 KLAUDIA 等[25]的方法, 并做了如

下修改: 称取一定量的杏鲍菇蛋白加入去离子水配制成

0.2~1.0 mg/mL 不同质量浓度的溶液, 取蛋白液分别以 1:1

的体积比依次加入 6 mmol/L 的硫酸亚铁溶液和 6 mmol/L

的水杨酸乙醇溶液及 7.5 mmol/L 的过氧化氢溶液, 混匀。

在 37℃反应 1 h 后, 置于酶标仪中在 510 nm 处进行吸光度

值的测定, 记为 A510, 代入公式(5)计算:  

羟基自由基清除率/%= 5101 100%空

水


 

A A

A
    (5) 

式(5)中: A 空: 加入蛋白样未加试剂的空白组的吸光值; A 水: 

蒸馏水代替样品液的空白组的吸光值。 

1.2.3  杏鲍菇蛋白的内源性荧光强度 

参考史瑞婕[26]检测内源性光谱的方法, 结合 8-苯胺

-1-萘磺酸作为探针的原理, 在激发波长和发射波长为 390

和 470 nm 的条件下, 对不同热处理的杏鲍菇蛋白样品进

行检测。 

1.2.4  数据统计分析 

本研究所有实验数据采用 SPSS 16.0 软件进行邓肯多

重范围检验(Duncan’s multiple range test, DMRT)分析, 采用

Origin 2018 64Bit 作图。所有数据均以“均数±标准偏差”表

示。在这项研究中, 所有数据代表的是 3 个读数的平均值。 

2  结果与分析 

2.1  DPPH 自由基清除能力的测定结果 

DPPH 是评估体外抗氧化活性较为可靠的方法[27]。

由图 1 可知, 未进行干热处理的蛋白, 蛋白质量浓度从

0.2 mg/mL 升至 1.0 mg/mL, DPPH 自由基清除率由 18.00%

增加至 19.83%; 蛋白质质量浓度为 1.0 mg/mL 时 , 经

110℃干热处理的蛋白比未经干热处理的蛋白 DPPH 自由

基清除率增加了 0.93%。随着蛋白质量浓度的增加, 其

DPPH 自由基清除率显著升高; 随着干热温度的增加, 其

DPPH 自由基清除能力也逐渐增强, 说明干热处理使分子

内部的功能基团得以暴露, 从而与 DPPH 发生反应, 增加

了蛋白质分子 DPPH 自由基的清除能力。但加热温度达到

125℃时, 其清除能力却出现了下降现象。随着温度的升高

清除能力逐渐上升的现象在 100℃以内时与朱莹莹等[28]所

研究的湿热处理藜麦蛋白随着温度升高 DPPH 自由基清除

率也逐渐升高现象一致, 但 100℃以后的湿热处理朱莹莹

等并未研究。杏鲍菇蛋白在 110℃下的干热处理 DPPH 自

由基清除率逐渐升高, 但在 125℃时出现下降现象, 出现

该现象很可能是结构展开后的小分子蛋白重新发生聚合形

成大分子物质而引起的[29]。 

 

 
 

注: 图中不同小写字母代表同一浓度下、不同热处理之间差异显

著(P<0.05), 下同。 

图 1  不同温度下干热处理对 DPPH 自由基清除率的影响(n=3) 

Fig.1  Effects of dry heat treatments on DPPH free radical 
scavenging rates at different temperatures (n=3) 

 
2.2  还原力的测定结果 

干热处理对杏鲍菇蛋白还原力的影响如图 2 所示, 蛋

白质质量浓度为 1.0 mg/mL 时, 经 110℃干热处理的蛋白

比未经干热处理的蛋白还原力增加了 0.11%。随着蛋白质

量浓度的增大, 其还原力逐渐增强, 但随着温度的升高, 

其还原力在 125℃时出现下降。同一质量浓度下, 不同干
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热处理组间存在差异。该现象可能是随着温度的升高, 蛋

白质结构逐渐展开, 在 125℃时随着蛋白质质量浓度的升

高使蛋白质之间发生聚集, 形成大分子化合物使还原力下

降[30]。因此, 在本研究中干热处理温度在 110℃时, 其还原力

达到最佳。此现象与周小理等[12]所研究的以干热、湿热不同

热处理方式对苦荞蛋白的影响中得出在检测抗氧化活性中的

还原力时, 干热处理 80℃ 1 h 时还原力上升了 16.34%, 较为

相似。且该研究中表明与干热相比, 湿热的还原力则出现下

降现象。短时间内的干热会不同程度地提高其还原力, 但

时间过长或温度过高则会导致还原力的下降。 

 

 

 
图 2  不同温度下干热处理对还原力的影响(n=3) 

Fig.2  Effects of dry heat treatments onreducing power at different 
temperatures (n=3) 

 

2.3  Fe2+螯合力的测定结果 

某些蛋白螯合剂以改变过渡金属的物理位置形成不溶

化合物, 来降低二价铁离子在机体产生活性氧的反应[31]。如

图 3 所示, 蛋白质质量浓度为 1.0 mg/mL 时, 经 110℃干热

处理的蛋白比未经干热处理的蛋白 Fe2+螯合力增加了

21.78%。随着干热处理温度升高, 杏鲍菇蛋白质的螯合力以

不同程度进行增长。由此可见, 干热处理使得蛋白质的结构

和构象得以展开, 使蛋白质内部的氨基酸基团及多肽得以

暴露, 使二价铁离子与其充分接触, 增大混合程度[32]。但在

125℃时其螯合力下降, 则有可能与温度升高使蛋白质发

生分子聚合形成大分子有关 [33], 从而使得蛋白质分子在

110℃时达到了最大。 

2.4  超氧阴离子清除能力的测定结果 

超氧阴离子在正常状态下与蛋白质、脂质等物质发生

反应, 其通过与羟基反应而损坏机体功能[34]。如图 4 所示, 

蛋白质质量浓度为 1.0 mg/mL 时, 经 110℃干热处理的蛋

白比未经干热处理的蛋白超氧阴离子清除率增加了

15.76%。经过干热处理后, 自由基的清除能力总体而言得

到提升。其中在 110℃时, 清除能力达到最强。在 125℃时, 

相较于 110℃其超氧阴离子清除能力出现下降; 但经过干热

处理后的杏鲍菇蛋白清除力与未加热蛋白相比仍得到了提

升, 可见热处理可以增大蛋白分子内部超氧阴离子基团的

暴露率, 使蛋白基团与焦性没食子酸接触率得到提高[35]。 

 

 
 

图 3  不同温度下干热处理对 Fe2+螯合力的影响(n=3) 

Fig.3  Effects of dry heat treatments on chelating capacities of Fe2+ 
at different temperatures (n=3) 

 

 
 

图 4  不同温度下干热处理对超氧阴离子清除率的影响(n=3) 

Fig.4  Effects of dry heat treatments on superoxide anion removal 
rates at different temperatures (n=3) 

 

2.5  羟基自由基清除能力的测定结果 

如图 5 所示, 随着蛋白质量浓度的增加, 其羟基自由基

清除能力也逐渐增加。在同一蛋白质量浓度下, 干热温度升

高, 自由基清除率也显著升高。当蛋白质量浓度从 0.2 mg/mL

增加到 1.0 mg/mL 时, 未经加热的杏鲍菇蛋白自由基清除率

分别为 11.03%、13.16%、16.03%、20.80%、29.63%; 蛋白质

量浓度的增大也伴随着其自由基清除率由 11.03%加至

29.63%。从图 5 中可以看出, 当蛋白质量浓度为 1.0 mg/mL
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时, 干热温度在 110℃时羟基自由基清除力达到最大, 为

45.34%, 比未经干热处理的蛋白增加了 27.71%。张鑫[36]

在研究不同浓度牛胶原蛋白的羟基自由基清除率时, 蛋白

浓度由 1%到 5%时, 羟基自由基清除率由 28.29%增加至

42.8%。由此可见, 随着蛋白质量浓度的升高, 其羟基自由

基清除率也逐渐升高, 这是因为随着蛋白的增多, 其暴露

量逐渐增大, 与试剂接触率也逐渐增多。在本研究中干热

温度达到 110℃时, 其羟基自由基清除能力达到最佳。 

 

 
 

图 5  不同温度下干热处理对羟基自由基清除率的影响(n=3) 

Fig.5  Effects of dry heat treatments on hydroxyl radical scavenging 
rates at different temperatures (n=3) 

 
2.6  内源性荧光光谱分析 

荧光强度表明, 由于苯基丙氨酸、酪氨酸和色氨酸等

芳香族氨基酸的存在, 蛋白质的三级结构可能发生构象变

化。干热处理对杏鲍菇蛋白荧光光谱的影响如图 6 所示。

以未经热处理的蛋白作为对照组, 发现对照组与经干热处

理后的蛋白荧光强度均在 345 nm 左右。结果表明, 除

125℃处理的样品外, 热处理后的杏鲍菇蛋白的荧光强度

高于对照组蛋白。在所有干热处理的蛋白中, 最高的荧光

强度在 110℃加热 30 min 处, 125℃加热 30 min 的荧光强度

最低, 甚至低于未处理蛋白。这是由于热处理导致蛋白质

分子展开, 从而使蛋白核心中隐藏的疏水基团暴露出来, 

但在 125℃时由于温度升高使展开的蛋白聚集成为大分子, 

从而使荧光强度降低。REN 等[37]也观察了大豆分离蛋白在

不同热处理条件下的荧光现象, 发现在 121℃时其荧光强

度也出现了降低, 与本研究得出的结果一致。本研究结果

也与蒋姗姗等[38]对聚合乳清蛋白浓缩物的研究结果一致, 

随着温度的升高荧光强度均出现了下降现象, 但与之不同

的是他们的加热温度在 90℃时便出现了荧光强度降低的

现象, 而本文研究的结果是在 125℃时出现下降导致发生

荧光强度下降时的温度略有差异的原因, 除了是由于蛋白

的不同外, 还及有可能是因为两者的热处理方式不同。 

3  结  论 

本研究结果表明 , 干热处理改善了杏鲍菇蛋白在

DPPH 自由基清除能力、还原力、Fe2+螯合力、超氧阴离

子清除能力和羟基自由基清除能力方面的抗氧化活性。与

之前研究的以湿热方式对杏鲍菇蛋白质进行热处理, 其抗

氧化活性随着温度升高逐渐增大的结果略有差异。研究结

果表明随着干热处理温度的逐渐升高, 蛋白质分子的结构

得以展开, 内部基团与试剂接触的可能性随之增加, 使得

抗氧化活性也逐渐增大, 在 110℃加热 30 min 对杏鲍菇蛋

白的抗氧化活性达到最佳, 过度加热并不会改善其相关性

能, 反而可能会使结构展开的小分子物质聚合成为大分子

物质, 除此之外加热温度越高, 蛋白质生成其他副产物的

可能性也会越大。通过研究干热处理方式对杏鲍菇蛋白质

的影响, 可以利用其不同程度的抗氧化活性特点, 在将来

加强植物蛋白在产品中的应用, 以开发新型健康食品。 

 

 
 

图 6  不同温度下干热处理对荧光强度的影响(n=3) 

Fig.6  Effects of dry heat treatments on fluorescence intensities at 
different temperatures (n=3) 
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