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灰树花多糖提取副产物中蛋白的分离和 

理化性质研究 
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摘要：对灰树花多糖提取副产物中的蛋白进行了分离、酶解多肽和部分功能性质研究。采用 5.0 ku 膜超滤分离灰树花多糖

醇沉上清液中的蛋白，测定其氨基酸组成和营养评价；蛋白经酶解和二次超滤得多肽，分析比较了分离蛋白和酶解多肽的溶解

性、起泡性和抗氧化等功能性质。结果显示：超滤能够有效地实现蛋白质的分离纯化，分离后的蛋白纯度可达 70.24%，得率 7.26%，

必需氨基酸/总氨基酸（EAA/TAA）为 40.5%，必需氨基酸/非必须氨基酸（EAA/NEAA）为 68.0 %，是一种优质食用蛋白。分

离蛋白经三种蛋白酶酶解后均能显著增强溶解性和抗氧化性，其中木瓜蛋白酶的水解度最高（DH 为 8.94 %），其酶解多肽抗氧

化效果也较好，对 DPPH·、ABTS+、羟基自由基的最高清除率分别达到 65.78%、98.95%、66.14%，而分离蛋白仅为 44.01%、

72.74%、50.88%。 
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Abstract: Proteins in the by-products of Grifola frondosa polysaccharides extraction were isolated and their functional properties 

were studied. Proteins in the supernatant obtained after ethanol precipitation of Grifola frondosa polysaccharide extract were isolated by 

ultrafiltration membrane with a molecular weight cut-off of 5.0 ku. Polypeptides were obtained by enzymolysis and secondary 

ultrafiltration of the isolated protein. Functional properties of the polypeptides and proteins, including solubility, foaming capacity, and 

antioxidant activities,were analyzed and compared. The results indicated that ultrafiltration could effectively isolate and purify the 

protein, with a purity of 70.24% and a yield of 7.26%. The isolated protein was found to be a high-quality edible protein, with essential 

amino acids/total amino acids (EAA/TAA) and nonessential amino acids/total amino acids (EAA/NEAA) values of 40.5% and 68.0%, 

respectively. The solubility and antioxidant activities of the isolated protein were significantly increased after enzymolysis by each 

enzyme tested. Of these enzymes, papain yielded the highest degree of hydrolysis (DH = 8.94%). The polypeptide showed relatively 

good antioxidant activities, with scavenging rates for hydroxyl radical (·OH), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH·), and 

[2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)] (ABTS)· + free radical, of 66.14%, 65.78%, and 98.95%, respectively, while 

those of the isolated protein were 50.88%, 44.01%, and 72.74%, respectively.  
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灰树花（Grifola frondosa）属担子菌亚门、层菌

纲、非褶菌目、多孔菌属中的一种大型食药两用真菌，

主要分布在亚热带至温带森林中，外观灰白色。其子

实体干品富含蛋白质（ 31.5%）、碳水化合物

（49.69%）、粗纤维（10.7%），以及少量的脂肪、

维生素和无机微量元素等营养成份[1]。其中含有的多

糖是灰树花中主要的活性成分，具有显著的抗肿瘤
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[2]、增强免疫[3]和抗氧化[4]等功效。 

目前，对灰树花的研究和利用也主要集中在多糖

方面，绝大多数食药用菌多糖生产企业采用传统的

“水提醇沉工艺”提取其中的粗多糖物质。然而，粗多

糖提取过程中通常会伴随大量副产物产生，如水提后

的滤渣以及醇沉后的上清液均含有一定量的蛋白质；

尤其是醇沉上清液中的蛋白就占多糖水提液蛋白总

量三分之一左右。但是现有多糖生产时却大多将其当

作废液直接处理掉，不仅增加企业“三废”处理成本，

而且也造成优质蛋白资源浪费。因为灰树花蛋白也具

有一定的功能性，如 Tsao 等人[5]从灰树花子实体原

料中分离得到的一种分子量为 83 kD 的蛋白，能激活

自然杀伤细胞和树突状细胞，显著增强患瘤小鼠的免

疫活性。此外，蛋白经适宜的蛋白酶酶解后，得到的

小分子多肽往往具有更好的生物活性。如王天明等[6]

研究发现海地瓜酶解多肽能明显降低 H2O2 对

HePG-2 及 HEK293 细胞的氧化损伤作用。 

目前，关于食药用菌多糖提取副产物中蛋白的研

究和利用报道还十分缺乏。本文以灰树花为例，对多

糖生产副产物进行了蛋白分离和氨基酸营养评价，分

析比较了蛋白与酶解多肽的溶解性、起泡性和抗氧化

等性能，为今后食药真菌原料的综合利用和新产品开

发提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

灰树花子实体原料由杭州百山祖生物科技有限

公司提供。经粉碎后过60目筛，聚乙烯袋密封包装后

4 ℃冷藏。DPPH[(1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl 

radical 2,2-Diphenyl-1-(2,4,6-trinitrophenyl) hydrazyl)、

ABTS[2,2'-Azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-  

sulphonate)]、脱氧核糖、牛血清蛋白，购于美国Sigma

公司；木瓜蛋白酶、胃蛋白酶和中性蛋白酶（酶活均

为3000 U/g），购自阿拉丁试剂（上海）有限公司；

其它试剂均为分析纯。 

1.2  主要仪器与设备 

RE-2000A 旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；

CR21GII型高速冷冻离心机，日本日立仪器；ALPHA 

2-4 LD冷冻干燥机，德国Christ公司；UV-2450紫外-

可见分光光度计，日本岛津公司；默克密理博Labscale

小型切向流超滤仪，德国Merck公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  工艺路线 

灰树花多糖提取工艺： 

灰树花子实体粉末→称量→95%乙醇浸泡脱脂→加入原

料重量 30 倍的水，沸腾搅拌提取→5000 r/min 离心去渣→上

清液旋转蒸发浓缩至原有提取液体积 1/4→70%终浓度乙醇醇

沉→沉淀（粗多糖）和副产物（醇沉上清液） 

副产物蛋白研究工艺： 

灰树花多糖提取醇沉上清液→一次超滤→分离蛋白→蛋

白酶酶解→二次超滤→多肽 

其中主要步骤说明如下： 

1.3.1.1  一次超滤 

醇沉上清液，使用截留分子量为 5.0 KD 的超滤

膜进行超滤处理，收集浓缩液，然后冻干。 

1.3.1.2  酶解 

3 种蛋白酶（木瓜蛋白酶、胃蛋白酶、中性蛋白

酶）在各自推荐 pH 和温度条件下对分离蛋白进行酶

解，其中胃蛋白酶，pH 2.5，37 ℃；木瓜蛋白酶，pH 

6.0，45 ℃，中性蛋白酶 pH 6.5，50 ℃；加酶量为底

物（蛋白质）质量的 10%，反应时间 4.0 h。 

1.3.1.3  二次超滤 

使用截留分子量为 5.0 kD 的超滤膜进行二次超

滤处理，得到的滤过液即为所需的多肽，将其冻干。 

1.3.2  蛋白、多肽含量的测定 

蛋白和多肽含量均采用福林酚法（Lowry 法）[7]

测定。 

1.3.3  总糖的测定 

总糖采用苯酚-硫酸法[8]测定。 

1.3.4  氨基酸含量与水解度测定 

采用三硝基苯磺酸（TNBS）法[9]测定氨基酸含

量与水解度。取一定量的亮氨酸标准品，将其配制成

浓度依次为 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mg/mL 的溶液。

取 6 个 10 mL 试管，分别加入 0.2 mL 标准液、1.0 mL 

pH 8.2 的磷酸盐缓冲液，混匀后加入 1.0 mL 0.1%的

TNBS 溶液。将反应液置于 50 ℃恒温水浴锅中，避

光反应 1 h 后，再加入 2.0 mL 0.1 mol/L 的 HCl 溶液

终止反应，于 420 nm 下测定吸光值。同时，蒸馏水

作空白对照。以亮氨基酸的浓度为横坐标，吸光值为

纵坐标，绘制标准曲线。 

水解度的测定：取 5.0 mL 10.0 mg/mL 蛋白质溶

液，分别加入木瓜蛋白酶、胃蛋白酶、中性蛋白酶

5.0 mg，混合均匀，置于 3 种酶的最适条件下反应 4 h。

取等量的分离蛋白与酶解液，按上述方法测定，得到

酶解液与分离蛋白中的氨基酸含量，分别为 C 酶解与 C

蛋白，各种酶的水解度（DH）计算公式如下： 
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其中，d-稀释倍数，C-分离蛋白中的蛋白浓度。 

1.3.5  溶解性的测定 

将分离蛋白与酶解多肽用不同 pH 值（4.0、7.0、

11.0）的缓冲液配制成浓度分别为 20 mg/mL 与 100 

mg/mL 的溶液，于 10000 r/min 离心 10 min。取上清

液，测定蛋白或多肽含量，其溶解指数 NSI=水溶性

蛋白含量/样品中蛋白含量×100%
[10]。 

1.3.6  起泡性的测定 

将分离蛋白与 3 种酶解多肽配制成 10.0 mg/mL

的溶液。取 5.0 mL 溶液于 10 mL 量筒中，用保鲜膜

封住量筒口，上下用力振荡 30 s，立即读取此时的总

体积 V。然后再每隔 5 min 读取一次，其起泡性

FC=[(V-5)/5]×100%。以时间为横坐标，起泡性为纵

坐标作图。 

1.3.7  清除 DPPH 自由基能力的测定 

将分离蛋白与3种酶解多肽配制成6种不同的浓

度，依次为 8 mg/mL、4 mg/mL、2 mg/mL、1 mg/mL、

0.5 mg/mL 和 0.25 mg/mL。取 2.0 mL 样品和 1.0 mL 

0.2 mmol/L 的 DPPH 溶液于 10 mL 试管中，混匀后

反应液置于 25 ℃恒温水浴锅中，避光反应 1 h，然后

置于 517 nm 处测吸光值 Ai
[11]。同时，以蒸馏水作空

白对照 Ac，乙醇代替 DPPH 溶液作为样品对照组 Aj，

试验平行 3次，DPPH 自由基清除能力计算公式如下： 

DPPH 自由基清除率（%）= [1-(Ai-Aj)/Ac]×100% 

1.3.8  清除 ABTS 自由基活性测定 

将 176 μL 140 mmol/L 的过硫酸钾溶液加入到

10.0 mL 7.0 mmol/L 的 ABTS 溶液中，混合均匀后，

于常温下避光反应 12~16 h 以制备 ABTS 储备液。测

定前，用 0.01 mol/L 磷酸缓冲液（pH 7.4）将上述储

备液稀释至吸光值为 0.7±0.02（734 nm）并避光保存。

将蛋白与多肽配制成 5 mg/mL、2.5 mg/mL、1 mg/mL、

0.5 mg/mL、0.25 mg/mL 和 0.1 mg/mL 的溶液，取样

液 1.0 mL 与 3.0 mLABTS 自由基溶液避光反应 30 

min，测定其吸光值 Ax
[12]。以蒸馏水作空白对照 A0，

以缓冲液代替 ABTS 作对照组 Ay，试验平行 3 次，

ABTS 清除能力计算公式为： 

ABTS 清除率（%）= [1-(Ax-Ay)/A0] ×100%。 

1.3.9  清除羟基自由基活性测定 

将分离蛋白与各多肽配成不同浓度的溶液，依次

为 5 mg/mL、2.5 mg/mL、1.0 mg/mL、0.5 mg/mL、

0.25 mg/mL 和 0.1 mg/mL。 

反应缓冲液：由 0.2 mol/L pH 7.4 磷酸缓冲液、

2.67 mmol/L 脱氧核糖、0.13 mmol/L EDTA 混合组

成。取各浓度样液 0.1 mL 与 0.6 mL反应缓冲液混合，

再向其中加入 0.2 mL 0.4 mmol/L 的硫酸亚铁铵、0.05 

mL 2.0 mmol/L 的抗坏血酸、0.05 mL 20 mmol/L 的

H2O2，充分振荡混匀后，将反应液置于 37 ℃的恒温

水浴锅中反应 15 min。最后，再加入 1%的硫代巴比

妥酸和 1.0 mL 20%的三氯乙酸，混匀后放入沸水浴

中反应 15 min，冷却，于 532 nm 下测定吸光值[13]。

羟基自由基清除率计算公式同 ABTS。 

1.3.10  氨基酸成分分析 

参照 GB/T5009.124-2003，分析分离蛋白中的氨

基酸成分。 

1.4  数据处理与分析 

数据均为 3 次重复试验结果，均以（平均值±标

准偏差）表示，不同水平间差异采用 SPSS 16.0 进行

ANOVA（Analysis of Variance）差异显著性分析，以

P<0.05 确定是否具有统计学意义。 

2  结果与讨论 

2.1  超滤、酶解前后成分研究 

超滤、酶解前后各组分经冷冻干燥后得到粉末，

成分分析结果如表 1 所示。 

表 1样品成分和含量 

Table 1 Composition and contents of the samples 

 蛋白(多肽)/% 总糖/% 氨基酸/% 水/% 蛋白(多肽)得率/%B 

醇沉上清液蛋白 35.63±1.41c 48.75±2.11a 2.14±0.05c 7.25±0.32a 7.94±0.32a 

分离蛋白 A 70.24±3.31a 21.43±0.67b 0.76±0.02d 6.94±0.31a 7.26±0.23a 

木瓜蛋白酶多肽 66.56±4.36ab 16.64±0.73c 8.38±0.46a 6.87±0.26a 1.55±0.05b 

胃蛋白酶多肽 64.83±2.07ab 20.12±0.40b 6.49±0.25b 7.43±0.21a 1.24±0.04c 

中性蛋白酶多肽 62.98±2.60b 19.65±1.24b 9.15±0.33a 7.21±0.35a 0.96±0.04d 

注：A “分离蛋白”为一次超滤后的蛋白；B“蛋白（多肽）%”是指各组分重量与灰树花原料相除的百分比。同一列数据的不

同字母表差异显著（P<0.05）。 

由表 1 可知，醇沉上清液冻干品的蛋白纯度仅有 35.63%，经截留分子量为 5.0 KD 的超滤膜超滤后，
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其蛋白纯度可达 70.24%，且总糖含量也从最初的

48.75%下降到 21.43%。分离蛋白（7.94%）与醇沉上

清液蛋白（7.26%）相比下降较少，说明超滤对目标

蛋白总量损失较少，5.0 KD 超滤能有效透过醇沉上

清液中的一些低分子糖和色素类杂质，而蛋白透过较

少。分离蛋白经过蛋白酶酶解、二次超滤之后，得到

的多肽中仍含有少量的糖类成分，可能是一次超滤不

彻底，或部分糖蛋白中的小分子糖链经酶解解离下

来，与小分子多肽一同被超滤透过。另外多肽的得率

在 0.96~1.55%之间，若提高得率，可采用复合酶或

多步酶解工艺继续优化研究。 

如表 1 的三种蛋白酶酶解效果比较，木瓜蛋白酶

酶解多肽具有更高的多肽纯度和得率。另外，各酶的

水解度结果如表 2 所示。 

表 2各种酶的水解度 

Table 2 Degree of hydrolysis by different enzymes 

 木瓜蛋白酶 胃蛋白酶 中性蛋白酶 

水解度 DH/% 8.94±0.12a 5.67±0.05c 6.39±0.10b 

注：同一行数据的不同字母表差异显著（P<0.05）。 

从表 2 可见，与表 1 的多肽纯度和得率一致，木

瓜蛋白酶的水解度要显著高于胃蛋白酶和中性蛋白

酶。与木瓜蛋白酶相比，中性蛋白酶水解度较低的原

因可能是分离蛋白中的酶解位点更加适合与木瓜蛋

白酶反应。而胃蛋白酶的水解度最低，其原因可能是

胃蛋白酶的最适 pH 在 2~3 左右，此时，分离蛋白会

有部分沉淀析出，从而导致该部分蛋白不易被水解。 

2.2  蛋白氨基酸成分分析 

分离蛋白经酸水解，氨基酸成分分析结果如表 3

所示。 

表 3分离蛋白的氨基酸组成 

Table 3 Amino acid compositions of the isolated protein 

必需氨基酸/% 非必需氨基酸/% 

苏氨酸 Thr 6.81±0.23 天冬氨酸 Asp 2.65±0.22 

缬氨酸 Val 0.58±0.08 丝氨酸 Ser 4.89±0.17 

甲硫氨酸 Met 0.84±0.07 谷氨酸 Glu 9.48±0.27 

异亮氨酸 Ile 0.79±0.10 甘氨酸 Gly 4.36±0.09 

亮氨酸 Leu 1.99±0.15 丙氨酸 Ala 0.96±0.21 

苯丙氨酸 Phe 0.39±0.09 半胱氨酸 Cys 5.20±0.06 

赖氨酸 Lys 13.43±0.19 酪氨酸 Tyr 0.64±0.05 

EAA/TAA 40.49 组氨酸 His 2.93±0.18 

EAA/NEAA 68.03 精氨酸 Arg 5.34±0.19 

  脯氨酸 Pro 0.06±0.01 

从表 3 可知，除酸水解破坏的色氨酸外，分离蛋

白中其余的 17 种氨基酸齐全，其氨基酸总量（TAA）

为 61.33%。其中，必需氨基酸（EAA）和非必需氨

基酸（NEAA）分别占分离蛋白的 24.83%和 36.5%。

据 FAO/WHO 提出的参考蛋白质模式，食品中必需

氨基酸总量应占总氨基酸（EAA/TAA）的 40%左右，

必需氨基酸与非必需氨基酸的比值（EAA/NEAA）

应该大于 0.6。因此，灰树花多糖副产物中得到的分

离蛋白（EAA/TAA 为 40.5%，EAA/NEAA 为 68.0%）

符合 FAO/WHO 提出的蛋白质参考模式，是一种营

养丰富的优质食用蛋白。 

2.3  溶解性与起泡性 

从分离蛋白与酶解多肽的溶解性结果（图 1）可

以看出，酶解后的多肽与灰树花多糖醇沉上清液中分

离蛋白相比，其溶解性得到了显著的提高。在浓度

20 mg/mL 的条件下，蛋白仍然未完全溶解，尤其是

在 pH 4.0 的情况下，分离蛋白仅有 50%左右溶解。

经蛋白酶酶解、超滤处理之后，得到的小分子多肽溶

解性显著增加，在该浓度条件下均能够完全溶解。灰

树花分离蛋白的溶解性与其他一些蛋白相比，其溶解

性要高出不少，如江晨等[14]提取的花生蛋白在 10 

mg/mL 浓度下已无法完全溶解，当 pH 值为 4.0 时，

其溶解指数甚至只有 10%左右。 

 

图 1样品浓度 20 mg/mL 的溶解性 

Fig.1 Solubility of the samples at a concentration of 20 

mg/mL 

当多肽浓度达到 100 mg/mL 时（图 2），三种蛋

白酶酶解多肽均未完全溶解，但是各多肽的溶解指数

仍高达 90%左右。其中，以胃蛋白酶酶解得到的多肽

溶解性最好，其次是木瓜蛋白酶多肽，而中性蛋白酶

所得多肽的溶解性最差。三种多肽与分离蛋白的溶解

性之间呈显著关系（R
2 
= 0.994~0.999，p<0.05）。 

分离蛋白与酶解后多肽各组分的起泡程度如图

3 所示。与分离蛋白相比，小分子多肽的起泡性与起

泡稳定性整体较差，尤其是胃蛋白酶酶解后得到的多

肽，其产生的泡沫少，在 15 min 左右就完全消失。

这在一定程度上表明胃蛋白酶酶解多肽的溶解性要
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优于其他几种多肽。随时间延长，分离蛋白和酶解多

肽的起泡性之间呈显著关系（R
2
=0.969~0.979，

p<0.05）；此外，其溶解性与起泡性之间也存在显著

关系（R
2
=0.810~0.929，P<0.05）。 

 
图 2样品浓度 100 mg/mL 的溶解性 

Fig.2 Solubility of the samples at a concentration of 100 

mg/mL 

 
图 3样品的起泡性 

Fig.3 Foaming properties of the samples 

2.4  分离蛋白与多肽的抗氧化活性 

2.4.1  DPPH 自由基清除率 

 
图 4 各样品的 DPPH 清除能力对比 

Fig.4 Comparison of DPPH radical scavenging activities of 

the samples 

从图 4 中可以看出，随样品浓度增加，分离蛋白

与酶解多肽对 DPPH 自由基的清除率均不断提高。当

浓度超过 4.0 mg/mL 时，其抑制作用逐渐趋缓。其中，

胃蛋白酶多肽对 DPPH 的清除效果与木瓜蛋白酶类

似，其 IC50 分别为 2.62 mg/mL 和 2.72 mg/mL，中性

蛋白酶酶解多肽清除效果较差， IC50 值为 4.27 

mg/mL，分离蛋白对 DPPH 的清除效果最差。可能是

酶解后的多肽小分子侧链有更多的氢供体与 DPPH

发生反应，因而具有更好的抗氧化效果。 

2.4.2  ABTS 自由基清除率 

分离蛋白与多肽对 ABTS 自由基清除率的结果

如图 5 所示。各样品对 ABTS
+的清除能力均比较显

著，且随浓度增加而清除率提高，在 5.0 mg/mL 浓度

时，各多肽对 ABTS 的清除率均接近 100%；然而，

分离蛋白在该浓度时的清除率只有 80%左右。木瓜蛋

白酶多肽、胃蛋白酶多肽、中性蛋白酶多肽以及分离

蛋白的 IC50 值分别为 0.49 mg/mL、0.76 mg/mL、0.58 

mg/mL 和 1.52 mg/mL。 

 
图 5各组分的 ABTS清除能力对比 

Fig.5 Comparison of ABTS radical scavenging activities of 

the samples 

2.4.3  ·OH 自由基清除率 

 
图 6各组分的羟基自由基清除能力对比 

Fig.6 Hydroxyl free radical scavenging activities of the 

samples 

从图 6 的分离蛋白与多肽清除·OH 自由基结果

可知与 DPPH 和 ABTS 方法结果类似，均随浓度增

加而效果增强。在 5.0 mg/mL浓度时，不同多肽对·OH

自由基的清除率比较接近，达 60%左右，而分离蛋白

的清除率显著偏低，不到 50%。其中木瓜蛋白酶多肽
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对·OH 自由基的清除效果最佳，其 IC50 值为 1.55 

mg/mL。 

综合以上抗氧化结果，胃蛋白酶多肽对 DPPH 清

除率最好，木瓜蛋白酶对 ABTS
+和·OH 自由基的清

除效果较好，同一个样品对不同自由基的清除能力存

在一定差异性。因此，为了全面评价样品的抗氧化活

性，往往需要采用多种抗氧化体系进行综合评价。木

瓜蛋白酶多肽对 DPPH、ABTS、羟基自由基的最高

清除率分别可以达到 65.78%、98.95%、66.14%，而

分离蛋白对这三种自由基的最高清除率分别仅有

44.01%、72.74%、50.88%。此外，其它两种多肽的

清除率要远高于蛋白，说明分离蛋白质经酶解后，能

够显著提高抗氧化活性。 

3  结论 

3.1  本文对灰树花多糖提取醇沉上清液中的蛋白进

行了分离和部分功能性质研究。采用 5.0 KD 的超滤

膜浓缩醇沉后上清液中的蛋白质，目标物中的蛋白含

量由 35.63%上升到了 70.24%，得率为 7.26%。 

3.2  因酸水解未检出色氨酸外，分离蛋白中其余 17

种氨基酸种类齐全，含 7 种必需氨基酸，且必需氨基

酸与总氨基酸的比值在 0.4 左右，必需氨基酸与非必

需氨基酸的比值为 0.68，符合 FAO/WHO 推荐的蛋

白质模式。 

3.3  通过分离蛋白与酶解后多肽的部分性质比较，

多肽具有更好的溶解性和抗氧化活性，但多肽的抗氧

化机理及其他生物活性还有待进一步研究。本文对灰

树花多糖提取副产物中的优质蛋白进行了有效分离

和部分功能性质研究，为食药真菌多糖提取副产物的

开发和利用提供参考。 
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