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松茸蛋白抗氧化肽制备及构效关系研究 
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有限公司, 赣州  341100; 3. 江西广来健康产业有限公司, 樟树  331200) 

摘  要: 目的  制备松茸(Tricholoma matsutake)蛋白抗氧化肽, 并探究其构效关系。方法  利用响应面试验优

化松茸蛋白提取工艺, 并进行氨基酸分析, 质谱鉴定超滤后的松茸蛋白模拟胃肠消化产物, 固相合成两条肽

评分最高的肽段, 通过化学方法和 H2O2 诱导建立氧化损伤 HepaRG 细胞模型, 评价松茸多肽抗氧化活性, 同

时结合红外光谱和圆二光谱分析其构效关系。结果  松茸蛋白提取较佳工艺参数为提取温度 48℃、提取时间

120 min、pH 10, 此条件下的松茸蛋白提取率高达(72.56±0.45)%; 松茸蛋白氨基酸种类齐全, 必需氨基酸占总

量氨基酸的 27.65%; SHSFFLP 的 1,1-二苯基苦基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自由基和 2,2-联氮-

二 (3-乙基 -苯并噻唑 -6-磺酸 )二铵盐 [2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) ammonium salt, 

ABTS]阳离子自由基清除率显著高于 SFPPIWQ (P<0.05), SHSFFLP 和 SFPPIWQ 能显著降低受氧化损伤

HepaRG 细胞中活性氧和丙二醛含量, 提升细胞内超氧化物歧化酶活力。结论  本研究采用优化的松茸蛋白提

取工艺筛选出两条抗氧化肽 HSFFLP 和 SFPPIWQ, SHSFFLP 抗氧化能力强于 SFPPIWQ 可能与二级结构 β折

叠的相对含量较高有关。 
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Research on preparation and structure-activity relationship of Tricholoma 
matsutake protein antioxidant peptide 
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ABSTRACT: Objective  To prepare matsutake (Tricholoma matsutake) antioxidant peptides and explore thier 

structure-activity relationship. Methods  Matsutake protein extraction was optimized by response surface and amino 

acids content was analyzed, then 2 peptides were synthesized after mass spectrum identification on matsutake protein 

simulated gastrointestinal digestion product with ultrafitration. Antioxidant activity of 2 peptides were evaluated by 

chemical method and oxidative damaged cell model induced by H2O2. And structure-activity relationship was 

analysed by infrared spectroscopy and circular binary spectroscopy. Results  The optimized parameter of matsutake 

protein extraction technology was extraction temperature 48℃, extraction time 120 min, pH 10. Under these 

conditions, the extration rate of matsutake protein was (72.56±0.45)%. Matsutake protein had a variety of amino 
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acids and essential amino acid content was 27.65%. 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) free radical and 

2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) ammonium salt (ABTS) cationic free radical scavenging rates 

of SHSFFLP were better than SFPPIWQ significantly (P<0.05). Both SHSFFLP and SFPPIWQ could reduce reactive 

oxygen species and malondialdehyde content and increase superoxide dismutase activity in oxidative damaged 

HepaRG cells. Conclusion  In this study, 2 antioxidant peptides, HSFFLP and SFPPIWQ, have been screened by 

optimized matsutake protein extraction technology. The antioxidant capacity of SHSFFLP was stronger than 

SFPPIWQ, which may be related to the higher relative content of secondary structure β-pleated sheet. 

KEY WORDS: Tricholoma matsutake protein; antioxidant peptide; structure-activity relationship 
 
 

0  引  言 

松茸[Tricholoma matsutake (Ito et Imai) Sing], 学名松

口蘑[1], 因生长条件要求苛刻, 故而十分珍稀, 具有极高

的食药用价值和浓郁的香气, 被誉为“菌中之王” [1‒2]。松茸

含有丰富的松茸双链多糖、蛋白质和不饱和脂肪酸[3], 对

改善人体健康大有裨益, 具有抗氧化、抗肿瘤、增强免疫、

保护肝脏等多种功效[4]。目前, 对松茸的加工应用研究主

要以高附加值产品开发和松茸多糖功能研究为主[5]。例如, 

安全等[6]从松茸中分离的多糖具有良好的美白作用; DING

等[7]发现松茸多糖 TMP-A 能激活 NF-κB 信号通路从而发

挥抗肿瘤作用; 沈成龙等[8]从松茸中分离的多糖有一定的

抗氧化活性。相比之下, 目前虽已有优化松茸蛋白提取工

艺的报道, 然而松茸蛋白肽资源并未充分开发, 且松茸蛋白

多肽的资源利用没有引起足够的重视。杜汉廷等[9]从松茸水

提物中所得蛋白具有免疫活性, LI 等[10]发现从松茸水提物

中所得肽 SDLKHFPF 和 SDIKHFPF 可减轻葡聚糖硫酸钠盐

(dextran sulfate sodium salt, DSS)诱导小鼠结肠炎作用, 松茸

蛋白多肽序列尚未充分研究。近 30 年来, 随着生物活性多

肽研究地不断深入, 已有研究表明生物活性多肽在机体内

的吸收利用效率比氨基酸高 2.0~2.5 倍, 具有抗菌、抗氧化、

降血压等多种生物活性, 被广泛应用于食品、医药及美容等

行业[11]。此外, 生物活性肽的活性因来源不同而有所差异, 

而含有优质蛋白的松茸是未知生物活性肽的宝库, 探究松

茸蛋白多肽序列的组成能为其生物活性的研究奠定基础。 

目前蛋白质提取方法主要包括超声辅助法、酶法、盐

析法、碱提酸沉法等[12]。超声波提取未形成规模化, 酶法

提取蛋白反应条件温和但生产成本高于碱法提取[13]。彭倩

等[14]发现碱提酸沉方法较盐析法更能暴露腰果蛋白疏水

基团, 所得蛋白质溶解性和起泡性较好。碱提酸沉法在工

业生产应用广泛, 具有操作便捷、蛋白质得率高等优点[15]。 

因此本研究以吉林长白山野生松茸为原料, 采用碱

提酸沉法, 通过响应面试验设计优化松茸蛋白提取工艺参

数, 筛选合成潜在生物活性高的两条松茸肽, 通过化学方

法和体外细胞模型结合光谱结构解析评价其抗氧化活性与

空间结构的关系, 期望对松茸蛋白加工生产和松茸生物活

性肽的筛选和制备提供一定的理论依据, 为松茸多肽资源

的生物活性研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

松茸购于吉林延吉市顺鑫松茸贸易有限公司。 

胃 蛋 白 酶 (500 U/mg) 、 聚 氰 基 丙 烯 酸 正 丁 酯

(butyleyanoacrylate, BCA)蛋白浓度测定试剂盒(PC0020)(北

京索莱宝科技有限公司); 胰蛋白酶(250 U/mg, 上海源叶生

物科技有限公司); HepaRG 肝癌细胞(中国科学院上海细胞

所 ); 0.25%胰酶 -乙二胺四乙酸 (ethylenediaminetetraacetic 

acid, EDTA)、DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium)

高糖培养基(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 青霉

素-链霉素双抗(以色列 BioInd 公司); 1,1-二苯基苦基苯

肼 (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)、2,2-联氮 -二

(3- 乙 基 - 苯 并 噻 唑 -6- 磺 酸 ) 二 铵 盐 [2,2’-azino-bis (3- 

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) ammonium salt, ABTS] 
(北京宝希迪有限公司); CCK-8试剂盒(C0038, 碧云天生物

技术有限公司); 活性氧(reactive oxygen species, ROS)试剂

盒 (E004-1-1) 、丙二醛 (malondialdehyde, MDA) 试剂盒

(A003-1-1)、超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)

试剂盒(A001-1-2)(南京建成生物工程研究所)。 

1.2  仪器与设备 

UFC900396 超滤管(默克密理博公司); ZXNC518040 电

热恒温水浴锅(上海一恒科技有限公司); JJ-1 精密定时电动

搅拌器(常州荣华仪器制造有限公司); SH220N 石墨消解仪、

K9840 自动凯氏定氮仪 (山东海能科学仪器有限公司 ); 

SCIENTZ-10ND 冷冻真空干燥机(宁波新芝生物科技股份有

限公司); L-8800 氨基酸分析仪(日本日立有限公司); TECAN 

infinite M200 多功能酶标仪 (瑞士 TECAN 公司 ); IR 

Prestige-21 傅里叶变换红外光谱仪(日本岛津公司); J-1500 

圆二色光谱仪(日本 Jasco 公司)。 

1.3  方  法 

1.3.1  松茸粉粗蛋白含量 

参考 KUMAKURA 等[16]的方法, 清理掉松茸表面污
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垢, 于 60℃干燥至恒重后粉碎松茸过 60目筛出松茸粉, 参

考 GB 5009.5—2016《食品安全国家标准 食品中蛋白质的

测定》方法一, 测定松茸粉中粗蛋白含量。 

1.3.2  松茸蛋白提取工艺 

称取 2.5 g 松茸粉, 在一定的液料比条件下, 用 0.1 mol/L

氢氧化钠调节 pH, 在恒温水浴锅中机械搅拌提取液, 离心

分离收集上清液(6000 r/min, 20 min), 利用 BCA 试剂盒测定

蛋白质浓度, 调上清液 pH 至其松茸蛋白等电点, 静置 2 h

后离心分离(6000 r/min, 20 min), 收集沉淀进行真空冷冻

干燥, 得到粗品松茸蛋白。松茸蛋白提取率计算按公式(1):  

松茸蛋白提取率/%=(c×v)/(m×w)       (1) 

式中: c 为上清蛋白质量浓度, mg/mL, v 为上清体积, mL; m

为松茸干粉质量, mg; w 为松茸粗蛋白质量分数, %。 

1.3.3  碱提酸沉法优化试验设计 

(1)单因素试验设计 

在提取温度为 30℃、提取时间 60 min、pH 7 条件下, 

考察液料比(20:1、30:1、40:1、50:1、60:1, mL/g, 下同)对

蛋白提取率的影响。在液料比为 40:1、提取时间 60 min、

pH 7 条件下, 考察提取温度(20、30、40、50、60℃)对蛋

白提取率的影响。在液料比为 40:1、提取温度 40℃、pH 7

条件下, 考察提取时间(30、60、90、120、150 min)对蛋白

提取率的影响。在液料比为 40:1、提取温度 40℃、提取时

间 120 min 条件下, 考察 pH (8、9、10、11、12)对蛋白提

取率的影响。 

(2)响应面优化试验设计 

在单因素试验的基础上, 以蛋白提取率为指标进行

三因素三水平响应面试验, 因素与水平设计见表 1。 
 

表 1  响应面试验因素及水平 
Table 1  Coded levels of independent variables used for  

response surface methodology 

因素 
水平 

-1 0 1 

A 提取温度/℃ 30 40 50 

B 提取时间/min 90 120 150 

C pH 9 10 11 

 
1.3.4  松茸蛋白氨基酸分析 

参照 GB 5009.124—2016《食品安全国家标准 食品中

氨基酸的测定》方法测定松茸蛋白氨基酸的含量和组成。 

1.3.5  松茸抗氧化肽的制备、鉴定和合成 

调节 pH 为 2.0, 37℃条件下用 40 mg/mL 的胃蛋白酶

按照酶与松茸蛋白 1:100 (m:m)进行 2 h 的模拟胃消化, 然

后调节 pH 为 7.5, 用 2 mg/mL 的胰蛋白酶按照酶与松茸蛋

白 1:400 (m:m)的比例进行 3 h 的模拟肠消化, 结束后煮沸

10 min 停止消化。将消化液离心(10000 r/min, 30 min), 收

集上清, 用 75%乙醇于 4℃静置 24 h 除去蛋白质和糖类物

质, 离心(10000 r/min, 30 min), 收集上清, 用超滤管分离

出小于 3 kDa 的组分, 冷冻干燥。委托昆山欧米克斯生物

科技有限公司采用纳升高效液相色谱 - 串联质谱法

(nano-high performance liquid chromatography-tandem gas 
chromatography, nano-HPLC-MS/MS)鉴定, 再使用肽评分

网站(http://distilldeep.ucd.ie/PeptideRanker/)对肽段进行评

分排序, 委托合肥赛曼诺生物科技有限公司对评分最高的

两条肽链序列进行合成(纯度>0.98)。 

1.3.6  体外化学方法评价肽抗氧化能力 

参考 ZHANG 等[17]方法, 加入 100 µL 样液和 100 µL

的 0.1 mmol/L的DPPH溶液于96孔板中, 于黑暗室温环境中

孵育 30 min, 在 517 nm 下用酶标仪检测吸光度。同时, 参考

HU 等[18]方法, 制备含有 7 mmol/L 的 ABTS 与 2.45 mmol/L

的过硫酸钾的 ABTS 试剂, 于室温黑暗环境中孵育 16 h, 

然后使用 80%乙醇稀释 ABTS 试剂, 使得吸光度在 734 nm

下为 0.700±0.005。将 0.2 mL 的肽溶液与 4 mL 稀释后的

ABTS 试剂混合, 室温孵育 6 min 后, 于 734 nm 下检测吸

光度。自由基清除率计算按公式(2)。 

自由基清除率/%=(自由基溶液吸光度-样品处理组吸

光度)/自由基溶液吸光度×100%                    (2) 

1.3.7  体外细胞模型评价肽抗氧化能力 

(1) HepaRG 细胞培养和毒性试验 

HepaRG 细胞是常用于建立氧化损伤细胞模型的肝癌

细胞。细胞培养条件如下: 将细胞置于含有 1%双抗和 10%

胎牛血清的 DMEM 高糖培养基中, 培养于 37℃、5% CO2

培养箱, 待细胞贴壁率达到 80%以上时, 用胰酶进行消化, 

用 100 µL 质量浓度分别为 0、50、100、200、400、800 µg/mL

的肽溶液于 96 孔板培养细胞 24 h 后, 检测细胞存活率, 确

定松茸肽的无毒性浓度。同时, 按密度 8×103 个/孔接种于

96 孔板内, 培养 24 h。移去旧培养基, 用 100 µL 浓度范围

为 0~500 µmol/L 的 H2O2 培养细胞 6 h, 诱导氧化应激损

伤。移去培养基, 每孔加入 90 µL 培养基和 10 µL CCK-8

试剂, 继续培养 1 h 后用酶标仪于 450 nm 检测吸光度, 计

算细胞存活率来确定合适的 H2O2 浓度用于建立氧化应激

损伤模型。此外, 细胞接种后, 样品组给以 100 µL 质量浓

度分别为 50、100、200 µg/mL 的肽溶液, 对照组和损伤组

加入 100 µL 完全培养基, 培养 24 h 后移去培养基, 空白组

加入 100 µL 培养基, 模型组和样品组每孔加入 100 µL 浓

度为 400 µmol/L 的 H2O2 溶液培养 6 h, 检测细胞存活率, 

研究肽对细胞的保护作用。细胞存活率计算按公式(3)。 

细胞存活率/%=样品组 OD 组/对照组 OD 值×100%  (3) 

(2)细胞内 ROS、MDA 含量和 SOD 活力测定 

参考刘先皓等 [19]方法 , 将 HepaRG 细胞按密度

1×105 个/孔接种于 24 孔板内对照组、损伤组和样品组。

对照组和损伤组每孔加入 800 µL 培养基, 样品组每孔

加入 800 µL 质量浓度分别为 50、100、200 µg/mL 的肽溶

液, 培养 24 h 后弃去培养基, 对照组每孔加入 800 µL 培养



12 食品安全质量检测学报 第 14 卷 
 
 
 
 
 

 

基, 损伤组和样品组每孔加入 800 µL 的 400 µmol/L 的

H2O2 继续培养 6 h。培养结束后按照试剂盒说明书检测细

胞内 ROS、MDA 和 SOD 活力。 

1.3.8  两条肽的结构分析 

(1)傅里叶变换红外光谱分析 

参考王丽波等[20]方法, 称取 1 mg 样品, 加入 100 mg

溴化钾进行压片, 扫描范围在 4000~400 cm‒1, 进行傅里叶

变换红外光谱 (Fourier transform infrared spectroscopy, 

FI-TR)测定。 

(2)圆二色谱分析 

参考陈振家等[21]方法, 配制 0.25 mg/mL 样品溶液, 

波长扫描范围在 190~260 nm, 进行圆二色谱测定, 测定肽

二级结构并计算相对含量。 

1.4  数据统计 

每个试验均重复 3 次, 采用 Design-Expert 8.0.6 软件

分析响应面数据, SPSS 22 软件分析差异显著性, Graphpad

软件绘图。其中**P<0.01 代表差异极显著, *P<0.05 代表差

异显著, P>0.05 代表差异不显著。 

2  结果与分析 

2.1  单因素试验结果 

松茸干粉中粗蛋白含量测得为(15.29±0.19)%, 表明松

茸蛋白含量丰富。随液料比升高, 蛋白提取率呈显著增大的

趋势, 当液料比增至 40:1 (mL/g)时, 蛋白提取率增速减缓, 

蛋白提取率为 60.34%。过高液料比会增大提取液浓缩难度, 

提升生产成本, 因而选取合适液料比为 40:1 (mL/g)。蛋白提

取率随温度升高先增大后降低, 其原因可能是: 当提取温度

较低时, 分子运动速率随提取温度升高而加快, 有利于蛋白

质的浸出[22]; 当提取温度较高时, 蛋白质因热变性结构展开

暴露疏水基团, 从而使蛋白质溶解度降低[23], 蛋白提取率于

40℃达到最大值 53.29%, 因而选择提取温度为 40℃。蛋白提

取率随提取时间的延长而显著增大, 提取时间 120 min 时蛋

白提取率为 59.12%, 超过 120 min 蛋白提取率增速减缓。其

原因可能是: 提取时间 90 min 时蛋白质已充分浸出, 但是

继续延长提取时间, 松茸中其他物质的浸出阻碍蛋白质的

浸出[24], 所以蛋白提取率增大速率减缓[25], 因而选择最佳

提取时间为 120 min。蛋白提取率随 pH 增大呈现先显著增

大后显著降低的趋势, 蛋白提取率于 pH 10 达到最大值

70.08%, 这可能是由于蛋白质分子氢键受到破坏, 蛋白质

因表面电荷相近而相互排斥, 促进了蛋白质的溶出, 使得蛋

白提取率升高[26]; 然而碱性过强, 蛋白质会发生一定程度

的碱水解而变性, 空间结构受损严重, 使得蛋白提取率降低, 

同时会生成对人体有害的物质[27], 因而选择 pH 为 10。 

2.2  响应面试验结果与模型方差分析 

根据单因素试验结果, 选择提取温度、提取时间、pH

为因素, 按照 Box-Behnken 原理进行响应面优化试验, 方

案及结果见表 2。对表 2 数据进行二次多元回归拟合, 得

到蛋白提取率(Y)对温度(A)、提取时间(B)、pH (C)的二次

多 项 回 归 方 程 : Y=+75.55‒0.56A+0.27B‒0.21C‒2.81AB+ 

0.66AC+0.31BC‒4.18A2‒0.94B2‒4.68C2。通过 Design Expert 

8.0.6 软件分析得出松茸蛋白提取较优理论工艺参数为提

取温度 48.38℃、提取时间 120.00 min、pH 10.00, 蛋白提

取率为 73.29%。考虑到操作可控性, 将较优组合优化为提

取温度 48℃、提取时间 120 min、pH 10, 通过 3 次平行试

验验证, 较优工艺条件下的蛋白提取率为(72.56±0.45)%, 

与预测值接近。 

 
表 2  响应面试验设计及结果 

Table 2  Box-Behnken design with experimental results 

试验号 A/℃ B/min C 
蛋白提取率/% 

实测值 预测值

1 0 (40) -1 (90) -1 (9) 70.05±0.79 70.18 

2 0 0 (120) 0 (10) 75.84±0.63 75.55 

3 0 1 (150) 1 (11) 70.44±1.12 70.31 

4 0 1 -1 69.94±0.93 70.09 

5 -1 (30) -1 0 66.64±0.74 67.91 

6 1 (50) 0 1 65.18±1.52 66.58 

7 0 0 0 75.87±0.61 75.55 

8 0 0 0 74.93±0.92 75.55 

9 0 -1 1 69.29±0.58 69.14 

10 -1 1 0 72.82±0.72 74.07 

11 1 1 0 68.59±1.34 67.32 

12 1 0 -1 64.55±1.76 65.67 

13 1 -1 0 73.66±0.88 72.41 

14 -1 0 1 67.50±0.67 66.38 

15 -1 0 -1 69.52±0.78 68.12 

 

由表 3 可知, 模型的 F 为 7.14 而 P<0.05, 失拟误差 F

为 15.02, P>0.05, 说明模型显著, 失拟项不显著, 该试验

误差主要为随机误差, 结果准确可靠。该模型的决定系数

R2=0.9278, 表明实际数据能较好对应响应面的二次多项

回归方程。根据 F 的大小可知, 各因素对蛋白提取率影响

的主次顺序为提取温度(A)>提取时间(B)>pH (C)。该模型变

异系数为 2.33, 说明该试验结果可靠性较高, 该模型能较

准确地预测碱提酸沉法松茸蛋白提取率, 一定程度上具有

指导实际意义。 

响应面 3D 图的陡峭程度可以反映响应值随自变量的

交互作用而变化的幅度, 响应面 3D图越陡, 表明响应值受

自变量交互作用影响大[28]; 等高线图的椭圆程度可以反映

不同因素交互作用的强度, 等高线椭圆形状越明显, 两影

响因素交互作用越强[29]。由图 1 可知, 响应面 3D 图开口

均向下, 等高线图呈明显椭圆形, 表明提取温度和提取时

间两因素有明显交互作用, 与方差分析结果一致。 



第 9 期 葛  麒, 等: 松茸蛋白抗氧化肽制备及构效关系研究 13 
 
 
 
 
 

 

表 3  拟合二次多项式模型的方差分析 
Table 3  Analysis of variance for the fitted quadratic  

polynomial model 

方差来源 平方和 自由度 均方 F P 显著性

模型 172.63 9 19.18 7.14 0.0217 * 

A 2.53 1 2.53 0.94 0.3763  

B 0.58 1 0.58 0.22 0.6623  

C 0.34 1 0.34 0.13 0.7364  

AB 31.64 1 31.64 11.78 0.0186 * 

AC 1.76 1 1.76 0.65 0.4556  

BC 0.40 1 0.40 0.15 0.7165  

A2 64.54 1 64.54 24.02 0.0045 ** 

B2 3.25 1 3.25 1.21 0.3214  

C2 80.81 1 80.81 30.08 0.0027 ** 

残差 13.43 5 2.69    

失拟误差 12.86 3 4.29 15.02 0.0631  

纯误差 0.57 2 0.29    

2.3  松茸蛋白氨基酸分析 

由表 4 可知, 松茸蛋白氨基酸种类齐全, 必需氨基酸

含量达 27.65%, 疏水性氨基酸占比 29.23%。相关研究表明, 

疏水性氨基酸与多肽抗氧化活性密切相关[30], 而松茸蛋白

较高疏水氨基酸含量表明松茸蛋白是制备抗氧化肽的潜在

资源。 

2.4  松茸肽序列评分 

使用肽评分网站对质谱鉴定的肽段序列进行评分 , 

肽评分越高, 多肽潜在生物活性越强[31], 评分排名前 20 的

肽段序列如表 5 所示 , 其中肽评分前两位序列分别为

SHSFFLP 和 SFPPIWQ。SHSFFLP 含有疏水性氨基酸(苯丙

氨酸、亮氨酸、脯氨酸), SFPPIWQ 含有疏水性氨基酸(苯

丙氨酸、脯氨酸、异亮氨酸、色氨酸), 较高的肽评分与两

条肽较高的疏水性氨基酸含量相吻合。 

 
 

 
 

图 1  提取温度和提取时间交互作用的响应面及等高线图 

Fig.1  Response surface plots showing the interactive effect of extraction temperature and time 
 

表 4  松茸蛋白氨基酸含量分析 
Table 4  Analysis of amino acids content of  

Tricholoma matsutake protein 

氨基酸种类 百分比/% 氨基酸种类 百分比/%

天冬氨酸 Asp 11.07±0.05 蛋氨酸 Met 1.11±0.07

苏氨酸 Thr  5.28±0.03 异亮氨酸 Ile 2.94±0.02

丝氨酸 Ser  5.89±0.04 亮氨酸 Leu 4.61±0.02

谷氨酸 Gln 20.19±0.10 酪氨酸 Tyr 2.34±0.02

甘氨酸 Gly  9.01±0.06 苯丙氨酸 Phe 3.58±0.05

丙氨酸 Ala 11.21±0.02 赖氨酸 Lys 4.35±0.02

半胱氨酸 Cys  0.77±0.02 组氨酸 His 2.09±0.14

缬氨酸 Val  5.78±0.04 精氨酸 Arg 4.66±0.03

必需氨基酸 EAA 27.65±0.07 脯氨酸 Pro 5.12±0.05

疏水氨基酸 HAA 29.23±0.09 / / 

注: /表示无此项。 

表 5  肽评分 
Table 5  Peptides scores 

编号 序列 评分 编号 序列 评分

1 SHSFFLP 0.95 11 EGPWNHSF 0.77

2 SFPPIWQ 0.94 12 GLPFDPYD 0.76

3 AQGWIQW 0.88 13 AGLQFPVGR 0.76

4 PSPGLLPP 0.87 14 TVLPLFIML 0.76

5 SSLPPPGSMGP 0.86 15 LDPGGAPF 0.75

6 ATPPPPGP 0.84 16 GLFPGIT 0.75

7 GFIPNGGR 0.80 17 GFINPLIY 0.75

8 KDEVPWFG 0.79 18 LPTPPGPP 0.73

9 SSAYPAPGGP 0.79 19 ASALPVF 0.72

10 HGSLGFLPR 0.78 20 GPVAIFI 0.68
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2.5  肽体外化学抗氧化能力 

DPPH 自由基和 ABTS 阳离子自由基的清除能力常用

来评价天然抗氧化剂的抗氧化活性[32]。如图 2A 所示, 随松

茸多肽质量浓度的增加, DPPH 自由基清除率呈上升的趋势, 

表现出剂量依赖性, 质量浓度为 5 mg/mL 时, 肽 SHSFFLP 的

DPPH 自由基清除率(44.80%)显著高于肽 SFPPIWQ 的 DPPH

自由基清除率(14.63%)。与之相似, 松茸多肽 ABTS 阳离子自

由基清除能力也呈剂量依赖性, 质量浓度为 5.0 mg/mL 时, 

肽 SHSFFLP 的 ABTS 阳离子自由基清除率(66.16%)显著高

于肽 SFPPIWQ 清除率(4.64%)。综上, 两条肽均有一定体

外抗氧化能力。值得注意的是, SHSFFLP 对 DPPH 自由基

和 ABTS阳离子自由基的清除能力明显强于 SFPPIWQ, 表

明两条肽虽然疏水性氨基酸组成相似, 但是抗氧化活性差

别较大, 这可能与它们的空间结构有关。 

2.6  细胞毒性试验 

当细胞存活率在 90%以下时, 即可认为对细胞具有

毒性[33]。由图 3A 可知, 当多肽质量浓度超过 200 µg/mL

时, 细胞存活率显著低于 90%, 说明质量浓度 50、100、

200 µg/mL 的松茸多肽对 HepaRG 细胞无明显毒害作用, 

可用于后续试验。由图 3B 可知, 与对照组相比, 当 H2O2

浓度为 400 µmol/L 时, 细胞存活率显著降低至 51.36%, 

表明 H2O2 诱导 HepaRG 细胞氧化损伤建模成功。由图 3C

可知 , 随着多肽质量浓度增加 , 细胞存活率逐渐上升。

200 µg/mL的 SHSFFLP处理组细胞存活率为 73.41%, 而同

剂量 SFPPIWQ 处理组细胞存活率为 59.12%, 均显著高于

损伤组, 表明 SHSFFLP 和 SFPPIWQ 均对 H2O2 诱导的氧

化损伤 HepaRG 细胞有一定保护作用, 且 SHSFFLP 对

HepaRG 细胞保护能力强于 SFPPIWQ, 这可能与它们的清

除细胞内自由基能力有关。 

2.7  细胞内 ROS、MDA 含量及 SOD 活力 

由图 4A 可知, 与空白组相比, 模型组细胞内 ROS 相

对含量显著升高至 339.69%, 说明 HepaRG 细胞氧化损伤

模型建立成功; 随着多肽质量浓度的增加, 细胞内 ROS 水

平显著下降, 说明 H2O2 能诱导细胞内 ROS 产生从而损伤

细胞, 而松茸多肽可通过降低细胞内活性氧水平起到保护

细胞的作用。由图 4B 可知, 与对照组相比, 损伤组细胞内

MDA 含量显著升高至 2.87 µmol/mg prot; 随着多肽质量浓

度的增加, 细胞内 MDA 含量逐渐降低, 说明 H2O2 可通过 

 

 
 

注: SH 代表肽 SHSFFLP, SF 代表肽 SFPPIWQ; 不同小写字母代表差异显著, 下同。 

图 2  松茸多肽体外化学抗氧化能力 

Fig.2  Chemical antioxidant capacity of matsutake polypeptides in vitro 
 

 
 

注: A 图表示不同质量浓度的松茸多肽对 HepaRG 细胞存活率的影响; B 图表示不同浓度的 H2O2对细胞存活率的影响; C 图表示松茸多肽

对受 H2O2 损伤细胞存活率的影响; B 图中不同小写字母表示组间差异显著, P<0.05; C 图中使用的 H2O2 浓度为 400 µmol/L; C 图中不同大

写字母表示 SF 组间差异显著, 不同小写字母表示 SH 组间差异显著, **表示 SF 和 SH 组间差异极显著, P<0.01, 下同。 

图 3  不同浓度下松茸多肽和 H2O2 细胞存活率 

Fig.3  Cell viability under different peptide and H2O2 mass concentrations 
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诱导细胞内 MDA 的积累损伤细胞, 而松茸多肽可通过降低细

胞内 MDA 含量起到保护细胞的作用。由图 4C 可知, 与对照

组相比, 损伤组细胞内 SOD 活力显著降低至 79.41 U/mg prot; 

随着多肽质量浓度的增加, 细胞内 SOD 活性显著上升, 说明

H2O2 能通过降低细胞内 SOD 活性损伤细胞, 而松茸多肽可

通过提升细胞内 SOD 活性起到保护细胞的作用。 

综合松茸多肽对氧化损伤细胞内 ROS、MDA 水平及

SOD 活性的影响结果可知, SHSFFLP 和 SFPPIWQ 可能是

通过降低细胞内 ROS 和 MDA 水平, 提高 SOD 活力来抑

制细胞凋亡。SHSFFLP 对氧化损伤 HepaRG 细胞保护作用

强于 SFPPIWQ, 这与 SHSFFLP 的抗氧化活性强于

SFPPIWQ 的结果相一致。 

2.8  松茸肽的二级结构分析 

由于抗氧化肽的氨基酸序列和结构不同, 其抗氧化

活性存在差异[34]。松茸蛋白肽 SHSFFLP 和 SFPPIWQ 疏水

性氨基酸组成相似, 然而两条肽的抗氧化活性存在明显差

异, 这可能与它们的空间结构有关。由图 5A 可知, 酰胺带

吸收峰频率和振幅的差异, 表明两种肽的二级结构存在差

异。由图 5B 可知, 与 SFPPIWQ 相比, SHSFFLP 二级结构

中 β-折叠相对含量图增长至 29.53%, β 转角相对含量图降

至 17.17%, 无规则卷曲相对含量图增长至 53.20%。研究表

明, β-折叠代表分子有序性, β折叠使得肽链展开, β转角和

无规则卷曲是柔性构象, 用于连接多肽元件[35]。SHSFFLP

二级结构含有更高的 β 折叠, 而 SHSFFFLP 抗氧化能力优

于 SFPPIWQ, 可能与 SFPPIWQ 结构更伸展从而能暴露更

多与自由基作用位点有关。 

3  结  论 

本研究以蛋白提取率为指标, 基于响应面法确定了

松茸蛋白提取较佳工艺参数为提取温度 48℃、提取时间

120 min、pH 10, 此条件下蛋白提取率高达(72.56±0.45)%。

通过构建细胞模型和比较制备的松茸蛋白肽 SHSFFLP 和

SFPPIWQ 二级结构 , 发现 SHSFFLP 抗氧化能力强于

SFPPIWQ 的原因可能与 SHSFFLP 的 β折叠相对含量较高

有关, 这需要进一步的研究论证。未来, 可基于动物模型

的相关细胞信号通路展开对松茸抗氧化肽作用机制进行更

深入探索, 为松茸蛋白和抗氧化肽的开发利用提供更充分

的理论依据。 

 

 
 

注: H2O2 作用浓度为 400 µmol/L。 

图 4  松茸多肽对氧化损伤 HepaRG 细胞内 ROS 含量(A)、MDA 含量(B)和 SOD 活性(C)的影响 

Fig.4  Effects of matsutake peptides on ROS content (A), MDA content (B) and SOD activity (C) in oxidative damaged HepaRG cells 

 

 
 

注: A 图为红外光谱图; B 图为圆二色谱图, B 中小图为多肽二级结构相对含量图。 

图 5  松茸多肽红外光谱和圆二色谱分析 

Fig.5  Infrared spectroscopy and circular dichroism analysis of matsutake peptides 
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