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　　摘要：以榆耳为原料，经提取、纯化、酶解，获得２．０～１０．６μｍ超滤膜截留范围的低聚肽，通过邻苯三酚法测其抗
氧化活性，对氨基苯磺酸法测定对亚硝酸盐的清除率。结果表明，榆耳蛋白及低聚肽对超氧自由基和亚硝酸盐都有较

强清除效果，但缓冲溶液提取的榆耳蛋白最强，而对于２种提取方法得到的榆耳蛋白水解的低聚肽的对超氧自由基和
亚硝酸盐都有较强清除效果比榆耳蛋白的清除效果要差很多，其中缓冲溶液提取的低聚肽清除效果最低。说明榆耳

蛋白具有很强的抗氧化活性，是天然的抗氧化剂，在食品领域及化妆品产业均有很高的开发利用价值。
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　　榆耳是分布于我国长白山区的一种食药兼用珍贵食用菌
品种，属多孔菌目伏革菌科胶韧革菌，又称榆蘑，它的浸出液

对痢疾和肠胃系统疾病亦有奇效［１］。低聚肽可以改善肝功

能，缓解血液芳香族氨基酸浓度过高导致肝昏迷；可以提供能

量，缓解疲劳，可以改善手术后病人营养状态，广泛应用于烧

伤、外科手术等病人及消化酶缺失患者的肠道营养剂和蛋白

营养食品；也可用作高强度劳动者及运动员的食品营养剂，能

及时补充能量、消除疲劳、增强体力；还具有抗氧化活性，同时

具有良好风味［２］。

本研究以榆耳为原料，通过碱法、缓冲液提取法对其蛋白

质进行提取、纯化，以酶解法制备高Ｆ值低聚肽，并对不同提取
物进行活性分析，为榆耳的深加工及产品开发提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
榆耳子实体。

１．２　仪器与试剂
ＬＣ－１０ＡＴ氨基酸自动分析仪（检测器 Ｓ－ＴＤ－１０Ａ

ＶＴＰｌｕｓ）；７５６ＰＣ紫外／可见分光光度计；ＹＰ２００１Ｎ电子天平；
ＴＤＬ－５台式离心机；ＪＪ－５恒温电动搅拌器；超滤装置（超滤
膜孔径：２．０μｍ）；高速万能粉碎机；紫外 －可见分光光度计；
离心机；恒温干燥箱；烧杯；量筒；ＣａＣｌ２固体；０．２％苯酚，
６．０ｍｏｌ／Ｌ盐酸；０．４％对氨基苯磺酸；０．２％盐酸萘乙二胺；
ＮａＯＨ溶液；盐酸溶液；ＮＨ４Ｃｌ溶液；牛血清白蛋白；考马斯亮
蓝Ｇ－２５０；８５％磷酸；乙醇。
１．３　试验方法
１．３．１　榆耳蛋白质的提取与纯化
１．３．１．１　ＮａＣｌ的碱性溶液提取榆耳蛋白质　称取２０ｇ榆耳
粉末，加入 ０．５ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ溶液，ｐＨ值为 １０．０（料液比
１ｇ∶３０ｍＬ），在４０℃下浸泡４．０ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ
后，上清液即为榆耳蛋白质粗提取液。
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１．３．１．２　缓冲液提取榆耳蛋白质　称取２０ｇ榆耳粉末，加入
到１．０ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－Ｈｃｌ（ｐＨ值为８．０）、甘油、聚乙烯吡咯烷酮
混合定容，并经高压灭菌的缓冲液里（料液比１ｇ∶３０ｍＬ），在
４℃ 下浸泡４．０ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后，上清液即为榆
耳蛋白质粗提取液。

１．３．１．３　纯化　（１）去多糖：将所得的榆耳蛋白提取液减压
浓缩，并加入３倍体积的 ９５％乙醇，进行醇沉除去多糖，离
心，将所得溶液减压浓缩除去乙醇，得到除去多糖的榆耳蛋白

溶液。（２）盐析：向去多糖的蛋白质提取液中按氯化铵
６０ｇ／２００ｍＬ固液比缓慢加入氯化铵粉末，盐析后，４℃静置
过夜，待沉淀完全后再离心（４０００ｒ／ｍｉｎ，４０ｍｉｎ），弃上清，
ＮａＣｌ碱性溶液提取的榆耳蛋白质沉淀物用蒸馏水溶解；缓冲
液提取的榆耳蛋白质沉淀物用缓冲液溶解。

１．３．１．４　透析　取１０倍以上蛋白质体积的去离子水，将装
好样品的透析袋悬于大烧杯中部。在烧杯底部放一个磁子，

缓慢搅拌以促进溶液交换。更换洗脱溶液数次 （约

３０ｍｉｎ／次），至达到透析平衡为止（洗出液中无Ｃｌ－），获得榆
耳蛋白质。

１．３．２　蛋白质含量测定———考马斯亮蓝法
１．３．２．１　蛋白质标准溶液配制　用牛血清白蛋白配制成
０．１ｍｇ／ｍＬ的标准蛋白溶液。
１．３．２．２　染色液（考马斯亮蓝Ｇ－２５０溶液）　称取０．１ｇ考
马斯亮蓝Ｇ－２５０，溶于５０．０ｍＬ９０％乙醇中，加入８５％的磷
酸１００．０ｍＬ，蒸馏水定容至１Ｌ，贮存在棕色瓶中。
１．３．２．３　蛋白质标准曲线的制作　用考马斯亮蓝法测定蛋
白质含量方法绘制标准曲线［３］。得回归方程：

Ｄ＝０．３４２Ｃ＋０．０３６４，ｒ２＝０．９９９９。
式中：Ｄ表示吸光值，Ｃ表示蛋白质浓度。
１．３．２．４　样品中蛋白质含量测定　取２支试管（１个为重
复）Ａ和 Ｂ，加入样品提取液 １．０ｍＬ，考马斯亮蓝溶液
５．０ｍＬ，按“１．３．２．３”节方法进行测定。
１．３．３　低聚肽的制备　分别取ＮａＣｌ碱性溶液提取的榆耳蛋
白质提取液和缓冲液提取的榆耳蛋白质提取液各１０．０ｍＬ，
取１ｇ蛋白质样品加２０．０ｍＬ蒸馏水，在 ３５℃条件下预热
１５ｍｉｎ后，加凝乳蛋白酶酶解４．０ｈ后备用。
１．３．４　维生素Ｃ溶液的制备　称取含量分别与ＮａＣｌ碱性溶
液提取的榆耳蛋白质提取液和缓冲液提取的榆耳蛋白质提取

液具有相同含量的维生素Ｃ粉末制备溶液备用。
１．３．５　超氧自由基抑制率测定　超氧自由基测定采用改良
的邻苯三酚自氧化法［３］。在试管中按表１加入缓冲液和蒸馏
水，于２５℃恒温１５ｍｉｎ后加入２５℃预热过的样本和邻苯三
酚，迅速摇匀，立即倾入比色皿中，在波长３２５ｎｍ处每３０ｓ测
定１次吸光度Ｄ。

超氧自由基清除率＝（Ｄ０－Ｄｆ）／Ｄ０×１００％。
式中：Ｄ０表示试剂空白液的吸光值；Ｄｆ表示分别加入各种样
品和邻苯三酚后的吸光值。

表１　超氧自由基测定中试剂用量

试剂

０．１ｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
（ｍＬ）

蒸馏水

（ｍＬ）
样品

（ｍＬ）
１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＨＣｌ（ｍＬ）

邻苯三酚

（ｍＬ）
总体积

（ｍＬ）

对照组 ４．５ ４．２ ０ ０．３ ０ ９．０
样品管 ４．５ ３．９ ０．３ ０ ０．３ ９．０

１．３．６　对亚硝酸盐的抗氧化性的测定［４－８］　分别精确吸取
５．０００μｇ／ｍＬ的ＮａＮＯ２标准液１．２ｍＬ于６支１５．０ｍＬ试管
中，再分别加含量为 ０．３００μｇ／ｍＬ（缓冲液提取）或
０．３００μｇ／ｍＬ（碱提）的榆耳蛋白提取液１．２、１．８、２．４、３．０、
３６、４．８ｍＬ，３５℃恒温反应１０ｍｉｎ。加入质量分数０．４％的
对氨基苯磺酸１．２ｍＬ摇匀，静置 ５ｍｉｎ后再加入质量分数
０．２％ 盐酸萘乙二胺０．６ｍＬ，用蒸馏水稀释至刻度，摇匀静置
１０ｍｉｎ后，在５３８ｎｍ处测定吸光度，分别进行２次平行试验，
取平均值为Ｄ。样本空白管用来调零的试剂空白管即样本用
蒸馏水代替测得值为Ｄ０。

清除率（ＳＲ）＝（Ｄ０－Ｄ）／Ｄ０×１００％。
式中：Ｄ０表示未加试样后 ＮａＮＯ２的吸光度；Ｄ表示加试样时
ＮａＮＯ２的吸光度。

２　结果

２．１　样品中蛋白质含量的测定
　　按“１．３．２．３”节方法测得样品中蛋白质含量的结果为
ＮａＣｌ碱性溶液提取的榆耳蛋白质含量为０．３１２μｇ／ｍＬ，缓冲
液提取的榆耳蛋白质含量为０．２９７μｇ／ｍＬ。
２．２　样品中蛋白质对超氧自由基清除效果研究结果
　　取等浓度和体积的ＮａＣｌ碱性溶液提取的榆耳蛋白质、缓
冲液提取的榆耳蛋白质溶液，分别对邻苯三酚的抗氧化活性

进行研究。由图１可见，这２种方法提取的榆耳蛋白对邻苯
三酚超氧自由基都具有清除作用。缓冲液提取的榆耳蛋白质

比ＮａＣｌ碱性溶液提取的榆耳蛋白质对超氧自由基的清除效
果要好得多，１８０ｓ时缓冲液提取的榆耳蛋白质对超氧自由基
的清除率达９３％，而 ＮａＣｌ碱性溶液提取的榆耳蛋白质对超
氧自由基的清除率为７８％。

２．３　样品中蛋白质水解产物对超氧自由基清除效果研究结果
　　分别取等质量的 ＮａＣｌ碱性溶液提取的榆耳蛋白质水解
产物和缓冲液提取的榆耳蛋白质水解产物，研究水解产物对

邻苯三酚的抗氧化活性。由图２可知，２种方法提取的榆耳
蛋白水解产物对邻苯三酚超氧自由基都具有一定的清除作

用，但比原液清除效果低很多，说明榆耳蛋白质水解产物比榆

耳蛋白质的抗氧化活性要弱得多，在应用时最好直接应用榆

耳蛋白质。１８０ｓ时缓冲液提取的榆耳蛋白水解产物对超氧
自由基的清除率为４３％，而 ＮａＣｌ的碱性溶液提取的榆耳蛋
白水解产物对超氧自由基的清除率仅为２９％。
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２．４　样品中蛋白质与维生素Ｃ对亚硝酸盐清除作用的比较
研究

　　取等浓度和体积的ＮａＣｌ碱性溶液提取的榆耳蛋白质、缓
冲液提取的榆耳蛋白质和维生素 Ｃ溶液，分别对亚硝酸盐清
除作用进行研究，由图３可知，这２种方法提取的榆耳蛋白及
维生素Ｃ对亚硝酸盐都有一定的清除作用，随着浓度的提高
清除率都加强。但缓冲液提取的榆耳蛋白质对亚硝酸盐的清

除效果最好，当浓度为０．０９６μｇ／ｍＬ时，清除率达９３％。而
ＮａＣｌ碱性溶液提取的榆耳蛋白质对亚硝酸盐的清除效果次
之，当浓度为０．０９６μｇ／ｍＬ时，清除率达５１％。维生素 Ｃ对
亚硝酸盐的清除效果最差，当浓度为０．０９６μｇ／ｍＬ时，清除
率仅２８％。由此可知，榆耳蛋白对亚硝酸盐的清除效果强于
维生素Ｃ，在应用时最好选择缓冲液提取的榆耳蛋白质清除
亚硝酸盐类。

２．５　样品中蛋白质水解产物低聚肽与维生素 Ｃ对亚硝酸盐
清除作用的比较研究

分别取等质量的ＮａＣｌ碱性溶液提取的榆耳蛋白质和缓
冲液提取的榆耳蛋白质６份进行水解，研究水解产物低聚肽
对亚硝酸盐清除效果，结果再与相应浓度的维生素 Ｃ溶液对
亚硝酸盐清除效果进行对比，这２种方法提取的榆耳蛋白水
解产物低聚肽及维生素Ｃ对亚硝酸盐都有一定的清除作用，
随着浓度的提高清除率都增强（图４）。缓冲液提取的榆耳蛋
白质水解产物低聚肽对亚硝酸盐的清除效果最好，当浓度为

０．０９６μｇ／ｍＬ时清除率为６７％。ＮａＣｌ碱性溶液提取的榆耳
蛋白质水解产物低聚肽对亚硝酸盐的清除效果次之，当浓度

为０．０９６μｇ／ｍＬ时清除率为４１％。维生素 Ｃ对亚硝酸盐的
清除效果最差，当浓度为０．０９６μｇ／ｍＬ时清除率仅２９％。由
此可知，榆耳蛋白水解产物低聚肽对亚硝酸盐的清除效果强

于维生素Ｃ，但榆耳蛋白对亚硝酸盐清除效果要好于水解产
物低聚肽，因此，在应用时最好选择缓冲液提取的榆耳蛋白质

清除亚硝酸盐类。

３　小结

　　由试验结果可知，ＮａＣｌ碱性溶液和缓冲液２种方法提取
的榆耳蛋白含量分别为０．３１２、０．２９７μｇ／ｍＬ。榆耳蛋白质及
其水解产物对超氧自由基和亚硝酸盐都有很好的清除效果，

但缓冲液提取的榆耳蛋白质对超氧自由基和亚硝酸盐清除效

果最好。由此可知，榆耳蛋白应用时最好选择缓冲溶液提取

的榆耳蛋白质。榆耳蛋白质具有很强的抗氧化性能，本研究

可为榆耳的进一步开发和利用奠定理论基础和数据支持。
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