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摘要：采用商品蛋白酶Alcalase和Protamex对灵芝蛋白进行水解，并对灵芝蛋白水解前后抗氧化活性的变化进行了比较。结果表

明：灵芝蛋白经过蛋白酶Alcalase和Protamex水解10 h后，氨基酸态氮含量从酶解前的0.15 mg/mL分别增长到0.61 mg/mL和0.54 mg/mL；

Protamex酶解得到的游离氨基酸Lys、Val、Leu、Thr、Phe、Ala、Arg、Ile、Cys、His和Try含量较高，Alcalase酶解得到的游离氨基酸

Ala、Val、Glu、Leu、Arg、Try和Thr含量较高；灵芝蛋白经过蛋白酶Alcalase和Protamex水解后，清除羟自由基的能力显著增强，水

解前·OH自由基清除率为28.70%，水解后分别为39.10%和33.30%；还原力亦显著增强，水解前OD700值为0.21，水解后分别为0.35和

0.34。 
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Abstract: Commercial proteases Alcalase and Protamex were used to hydrolysis Ganoderma lucidum protein, the antioxidant activity of 

Ganoderma lucidum protein before and after hydrolysis were evaluated. The results showed that the free amino acid content increased from 0.15 

mg/mL to 0.61 and 0.54 mg/mL when use Alcalase and Protamex as catalyzer. The main free amino acid were Lys, Val, Leu, Thr, Phe, Ala Arg, 

Ile, Cys, His and Try when treated with Protamex, while the main free amino acid were Ala, Val, Glu, Leu, Arg, Try and Thr when treated with 

Alcalase. Before hydrolysis, the hydroxyl radical scavenging rate of Ganoderma lucidum protein was 28.70%, increased to 39.10% and 33.30% 

when treated with Alcalase and Protamex respectively. The reducing power also increased significantly and the OD 700 was 0.21 before 

hydrolysis, being increased to 0.35 and 0.34 after hydrolysis. 
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灵 芝 (Ganoderma lucidum) 属 于 担 子 菌 纲

(Basidiomycetes) 多 孔 菌 目 (Polyporales) 灵 芝 科

(Ganodermataceat)，是一种珍贵的药用真菌。灵芝的重

要活性物质主要有灵芝蛋白、灵芝多糖和三萜[1]。1989 
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年，Kino和Tanaka等[2,3]首次从灵芝中发现了一种具有

免疫活性的球蛋白，并将该蛋白命名为LZ-8，且蛋白

具有免疫调节功能。 

灵芝蛋白还具有较强的抗氧化活性。Lin和Yen[4,5]

等报道了灵芝水溶性蛋白和醇溶性蛋白都具有抗氧化

活性；赵镭等[6~9]比较了富硒灵芝蛋白和普通灵芝蛋白

的抗氧化活性，发现富硒灵芝蛋白的抗氧化活性比普

通灵芝蛋白的抗氧化活性强；杜明等[10~12]研究了几种

不同种类的灵芝粗蛋白的抗氧化活性，发现每种粗蛋

白·OH 自由基的清除率与蛋白的浓度之间的关系可以

用对数方程来表示；杜明等[13]从富硒灵芝蛋白中纯化
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出一种分子量为 36.6 kDa 的灵芝蛋白 Se-GL-P，发现

其具有较高的·OH自由基和超氧自由基清除活性。 

一般情况下，经过蛋白酶水解后的蛋白质其抗氧

化作用会增强，如大豆蛋白[14]。然而关于酶法水解灵

芝蛋白及其抗氧化效果的评价未见相关报道。本研究

采用 Alcalase和 Protamex两种商品蛋白酶对灵芝蛋白

进行水解并对水解后灵芝蛋白的抗氧化效果进行评

价。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

赤灵芝子实体，由浙江龙泉市科达农副产品有限

公司提供，产地浙江龙泉灵芝栽培基地；Protamex 蛋

白酶，酶活为87250 U/g，Alcalase 碱性蛋白酶，酶活

力为 68000 U/mL，均由丹麦 NovoNordisk公司提供，

所用试剂均为分析纯。 

注：蛋白酶活力单位的定义为：1 g Protamex酶粉（或 1 mL 

Alcalase 液体酶），在 50℃和 pH 7.5条件下，1 min 水解酪素产

生 1µg酪氨酸为一个活力单位，以U/g (U/mL)表示。 

1.2  主要仪器 

TDL-40B 台式离心机，上海安亭科学仪器厂；

DYY-4C 型电泳仪，北京市六一仪器厂；BIO-RAD 制

胶器，BIO-RAD 公司；KDN-04A 定氮仪，上海洪纪

仪器设备有限公司；722N可见分光光度计，上海精密

科学仪器有限公司；JA2003 电子天平，上海精科天平

仪器厂；HK-06B 摇摆式高速粉碎机，广州市旭郎机

械设备有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  灵芝蛋白的提取[6] 

准确称取 70.00 g 灵芝子实体，粉碎到 20 目，加

入 1000 mL 0.05 mol/L的磷酸缓冲液(pH 7.5)于 4 ℃的

展示柜中浸泡过夜，4000 r/min 离心 10 min，取上清

液缓慢添加硫酸铵至 85%饱和度，4 ℃静止过夜。4000 

rpm离心40 min，用40 mL 50 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)

缓冲液溶解，1000 mL 50 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)缓

冲液分 3 次在 4 ℃下透析 24 h，透析所得灵芝蛋白提

取液，冰箱冷藏备用。 

1.3.2  蛋白水解酶活力的测定 

QB/T 1803-1993工业酶制剂通用实验方法（福林

法）。 

1.3.3  蛋白质的含量测定 

凯氏定氮法（GB/T 5009.5-2003）。 

1.3.4  灵芝蛋白凝胶电泳 

电泳板厚度为 0.75 mm，胶浓度为12%。电泳前

取 500 µL灵芝蛋白样品，加 1000 µL无水乙醇，摇匀

后 14000 r/min 离心 3 min，用电吹风将沉淀吹干，然

后用 50 µL上样缓冲液溶解沉淀，即得浓缩 10 倍的灵

芝蛋白样品，将浓缩后的样品煮沸 3 min 再进行凝胶

电泳。 

1.3.5  灵芝蛋白酶法水解 

取制备好的灵芝蛋白提取液 5 mL于 10 mL的甘

油管中，预热到 45 ℃后分别加入 10 mg Protamex 和

10 µL Alcalase 蛋白酶，在 45 ℃的水浴摇床中进行水

解。 

1.3.6  氨基酸态氮的测定 

GB/T5009.39-96 甲醛值法。 

1.3.7  灵芝蛋白酶水解液中游离氨基酸含量的测定 

采用反向 HPLC 法[15]测定游离氨基酸含量。色谱

条件：Waters 高效液相色谱仪，PICO.TAG 氨基酸分

析柱，柱温为 38 ℃，检测波长为 254 nm，流速为 1 

mL/min。 

1.3.8  抗氧化活性测定 

1.3.8.1  羟自由基(·OH) 清除率的测定[14] 

取2 mL灵芝蛋白样品，依次加入2 mL 6 mmol/L的

FeSO4、2 mL 6 mmol/L的H2O2，混匀后静置10 min，再

加入2 mL 6 mmol/L水杨酸，混匀，静置30 min后，在

510 nm处测吸光值记为Ai，当用双蒸水代替水杨酸时测

得的吸光值记为Aj。空白对照组以双蒸水代替样品测得

的吸光值记为A0。则样品对羟自由基(·OH)的清除率(%)

可用E(·OH)表示为： 
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1.3.8.2  还原力的测定[16] 

取 1 mL的灵芝蛋白样品与 2.5 mL的磷酸缓冲液

(0.20 mol/L，pH 6.6)及2.5 mL的铁氰化钾(1%)混合，

于 50 ℃下保温 20 min。然后将 2.5 mL 10%的三氯乙

酸加入到上述混合液中，4000 r/min 离心 10 min。取

2.5 mL上清液，加入 2.5 mL的蒸馏水以及 0.5 mL的

FeCl3 (0.1%)混合后于 700 nm下读取吸光度。吸光度

越大，表明样品的还原力越强。 

2  结果与讨论 

2.1  灵芝蛋白凝胶电泳 

经测定，灵芝蛋白提取液中总蛋白含量为 5.06 

mg/mL，取按 1.3 制备的灵芝蛋白提取液进行凝胶电

泳，上样量为 15 µL。灵芝蛋白凝胶电泳结果如图 1

所示。 

从图 1 可以看出经硫酸铵沉淀，Tris-HCl 透析过

的灵芝蛋白提取液中含有 7 条清晰的蛋白条带，分子

量在 10~90 kDa 之间。 
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图 1 灵芝蛋白 SDS-PAG 凝胶电泳图 

Fig.1 SDS-PAG gel electrophoresis photo of Ganoderma 

lucidum protein 

2.2  酶解实验结果 

2.2.1  氨基酸态氮含量随酶解时间的变化 

 
图 2 酶解时间对灵芝蛋白酶解液中氨基酸态氮含量的影响 

Fig.2 Effect of enzymatic hydrolysis time on the content of 

amino nitrogen in hydrolysate of Ganoderma lucidum protein 

 
图 3 游离氨基酸标样的 HPLC 图谱 

Fig.3 HPLC Spectrum of free amino acid standard sample 

注：1.天门冬氨酸，2.谷氨酸，3.丝氨酸，4.甘氨酸，5.组

氨酸，6.精氨酸，7.苏氨酸，8.丙氨酸，9.脯氨酸，10.酪氨酸，

11.缬氨酸，12.蛋氨酸，13.半胱氨酸，14.异亮氨酸，15.亮氨酸，

16.苯丙氨酸，17.赖氨酸。 

酶解液中氨基酸态氮的含量随时间的变化如图 2

所示。从图 2 中可以看出，未酶解前，灵芝蛋白提取

液中的氨基酸态氮含量为 0.15 mg/mL，酶解液中氨基

酸态氮的含量随酶解时间的延长而增加。Alcalase 蛋

白酶作用 10 h 后基本达到平衡，氨基酸态氮含量为

0.61 mg/mL。Protamex 蛋白酶水解灵芝蛋白相对缓慢，

水解 10 h 后，水解液中氨基酸态氮含量为 0.55 

mg/mL。Alcalase 蛋白酶相对 Protamex 蛋白酶水解灵

芝蛋白的效率更高，可能的原因是 pH 8.0 的环境更有

利于碱性蛋白酶 Alcalase 对灵芝蛋白进行水解。 

2.2.2  游离氨基酸的组成随酶解时间的变化 

表1 Protamex蛋白酶酶解时间对灵芝蛋白酶解液中游离氨基酸

的含量的影响 (10-2 mg/mL) 

Table 1 Effect of Protamex enzymaetic hydrolysis time on the 

content of free amino acid in hydrolysate of Ganoderma 

lucidum protein 

游离 

氨基酸 

水解时间/h 

0 2 4 6 8 10 24 

天门冬氨酸 0.05 0.11 0.12 0.11 0.16 0.19 0.19 

谷氨酸 0.18 0.74 0.78 0.85 0.92 1.04 1.12 

色氨酸 0.42 1.54 1.57 1.67 1.88 2.07 2.30 

甘氨酸 0.18 0.68 0.75 0.77 0.81 1.00 1.10 

组氨酸 0.53 1.51 1.97 1.99 2.09 2.35 2.43 

精氨酸 0.76 1.86 2.08 2.20 2.39 2.62 2.75 

苏氨酸 0.80 2.19 2.41 2.57 2.78 3.11 3.21 

丙氨酸 0.71 2.04 2.46 2.62 2.78 3.03 3.12 

脯氨酸 0.14 0.48 0.51 0.55 0.68 0.82 0.96 

酪氨酸 0.19 0.53 0.67 0.72 0.93 1.14 1.24 

缬氨酸 0.92 2.19 2.66 2.70 2.92 3.29 3.60 

蛋氨酸 0.18 0.46 0.56 0.63 0.72 0.73 0.79 

半胱氨酸 1.47 1.71 1.95 2.13 2.34 2.35 2.44 

异亮氨酸 0.70 1.52 1.93 2.01 2.12 2.23 2.60 

亮氨酸 1.03 2.50 3.27 3.30 3.40 3.59 3.59 

色氨酸 0.20 0.52 0.72 0.75 0.80 0.81 0.82 

苯丙氨酸 0.83 2.10 2.44 2.50 2.65 2.78 3.19 

赖氨酸 1.18 1.78 2.96 3.20 3.60 3.87 4.27 

总量 10.47 24.48 29.82 31.27 33.97 37.03 39.72 

游离氨基酸标准样品的 HPLC 图谱如图 3 所示，

通过将样品的出峰时间同标准样品的出峰时间进行对

比，确定样品的峰对应的游离氨基酸的种类并计算其

含量。 

酶解液中游离氨基酸的组成随酶解时间的变化如

表 1 和表 2 所示。由表 1 可以看出，Protamex 蛋白酶

水解 12 h 后，Lys、Val、Leu、Thr、Phe、Ala、Arg、

Ile、Cys、His、Try 含量较高。由表 2 可以看出，Alcalase

蛋白酶水解 12 h后，Ala、Val、Glu、Leu、Arg、Try、

Thr 的含量较高。酶法水解灵芝蛋白产生的游离氨基
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酸的量同赵镭报道的灵芝蛋白总的氨基酸组成相比不

太一致[6]，可能的原因是酶对蛋白质的水解具有一定

的选择性，Alcalase 蛋白酶主要裂解Glu、Met、Leu、

Tyr、Lys 和 Gln 的羧端肽键[17]。 

表2 Alcalase蛋白酶酶解时间对灵芝蛋白酶解液中游离氨基酸

的含量的影响(10-2 mg/mL) 

Table 2 Effect of Alcalase enzymatic hydrolysis time on the 

content of free amino acid in hydrolysate of Ganoderma 

lucidum protein 

游离 

氨基酸 

水解时间/h 

0 2 4 6 8 10 12 

天门冬氨酸 0.34 0.61 0.74 1.03 1.37 1.62 1.76 

谷氨酸 1.30 3.68 4.51 5.03 5.44 5.58 5.63 

色氨酸 0.84 2.40 2.86 3.46 4.44 4.67 4.90 

甘氨酸 0.48 1.07 1.40 1.71 2.36 2.58 3.00 

组氨酸 0.45 1.11 1.84 2.28 2.82 3.33 3.40 

精氨酸 1.29 1.84 3.02 3.57 4.53 4.74 4.99 

苏氨酸 1.22 1.85 2.75 3.05 3.95 4.26 4.52 

丙氨酸 1.27 3.65 4.72 5.42 5.61 5.93 6.10 

脯氨酸 0.38 0.54 0.78 0.92 1.47 2.05 2.17 

酪氨酸 0.25 0.91 1.57 1.84 2.24 2.36 2.45 

缬氨酸 0.14 3.28 3.77 4.52 4.99 5.55 5.87 

蛋氨酸 0.51 0.96 0.98 1.13 1.24 1.74 1.86 

半胱氨酸 0.62 1.48 1.52 1.59 1.67 2.16 2.24 

异亮氨酸 0.95 1.42 1.56 1.76 2.31 2.89 3.02 

亮氨酸 1.50 3.64 3.95 4.36 4.80 5.07 5.19 

色氨酸 0.20 0.35 0.39 0.41 0.60 0.70 0.96 

苯丙氨酸 1.19 1.77 1.94 2.09 2.73 3.22 3.39 

赖氨酸 2.02 2.04 2.16 2.40 2.51 2.97 3.23 

总量 14.92 32.59 40.47 46.58 55.08 61.42 64.69 

2.3  灵芝蛋白及灵芝蛋白酶解物的抗氧化作用比较 

2.3.1  对·OH自由基的清除作用 

灵芝蛋白及灵芝蛋白酶解物清除·OH 自由基效果

如图 4 所示，对照组为不添加任何外源蛋白酶在相同

的条件下进行水解的灵芝蛋白。从图中可以看出，与

对照组相比，灵芝蛋白经过 Alcalase 蛋白酶和

Protamex 蛋白酶水解后，清除·OH自由基的能力显著

增加(p<0.05)，且采用 Alcalase 蛋白酶水解得到的灵芝

蛋白水解物清除·OH自由基的能力比采用Protamex蛋

白酶水解得到的灵芝蛋白水解物清除·OH 自由基的能

力更强，二者同样达到了显著水平(p<0.05)。杜明等[10]

报道灵芝蛋白的水提取物的浓度为0.2 mg/mL时，·OH

自由基的清除率为 18.65%，本研究的结果与其报道的

结果一致。 

 

图 4 灵芝蛋白酶解物对·OH自由基的清除作用 

Fig.4 Hydroxyl radical scavenging rate of Ganoderma lucidum 

protein hydrolysate 

2.3.2  还原力的比较 

 
图 5 灵芝蛋白酶解液的还原力 

Fig.5 Reducing power of Ganoderma lucidum protein 

hydrolysate 

灵芝蛋白及灵芝蛋白酶解物的还原力如图 5 所

示，从图中可以看出，灵芝蛋白经过 Alcalase 蛋白酶

和 Protamex 蛋白酶水解以后，还原力显著增加，与

对照组相比，都达到了显著水品(p<0.05)。Alcalase

酶解物在水解 4 h 以前还原力增长较快，4 h 以后增

长缓慢，酶解 10 h 后，OD 700值为 0.35。Protamex

酶解物的还原力随着酶解时间的延长而增加，当酶解

10 h 以后，OD 700 值为 0.34，与 Alcalase 酶解10 h

小时后的灵芝蛋白水解物还原力相当，二者差异不显

著(p>0.05)。总体上，Alcalase 蛋白酶水解得到的灵

芝蛋白酶解物的还原力比 Protamex 蛋白酶水解得到

的灵芝蛋白酶解物的还原力增长快，这跟灵芝蛋白酶

解液对清除·OH自由基的作用一致(图 4)。 

3  结论 

3.1  灵芝蛋白经Alcalase蛋白酶和Protamex蛋白酶水

解后，氨基酸态氮含量明显增加，水解前为 0.15 

mg/mL，水解 10 h 后分别为 0.61 mg/mL 和 0.54 

mg/mL。 

3.2  不同蛋白酶对灵芝蛋白的水解具有选择性。
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Protamex 蛋白酶水解 12 h后，Lys、Val、Leu、Thr、

Phe、Ala、Arg、Ile、Cys、His、Try含量较高；Alcalase

蛋白酶水解 12 h后，Ala、Val、Glu、Leu、Arg、Try、

Thr 的含量较高。 

3.3  灵芝蛋白经 Alcalase 蛋白酶和 Protamex 蛋白酶

水解后，清除羟自由基的能力显著增强，水解前·OH

自由基清除率为 28.70%，水解后分别为 39.10%和

33.30%。 

3.4  灵芝蛋白经 Alcalase 蛋白酶和 Protamex 蛋白酶

水解后，还原力显著增强，水解前 OD700 值为0.21，

水解后分别为 0.35 和 0.34。 
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