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香菇蛋白的分级纯化和结构分析
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摘 　要 :香菇粉经 10 ℃ pH 10的水提取制备香菇蛋白 ,得率 13. 1% ,其蛋白含量 47. 5% ,多糖含量 24. 2%。香

菇蛋白经 DEAE Sepharose CL26B柱层析分级得 5个级分 ,收集级分 F1、F2、F3、F4,它们都是由蛋白和多糖构成

的复合物。Sepharose CL26B凝胶色谱显示 , F2和 F4的分子量分布较为均匀 ,且以蛋白为主 ,多糖含量很低 ; F3

主要由两个分子量不同的蛋白级分构成 ,含有一定的多糖 ; F1中多糖含量较高 ,蛋白含量较少 ,且多糖分子量分

布均匀。香菇蛋白的分子量主要集中在 20 kDa～40 kDa之间。F1、F3、F4都属于酸性蛋白质 ,含有除色氨酸之

外的 7种必需氨基酸 ,除蛋氨酸含量较低外 ,其余必需氨基酸含量接近 ,且赖氨酸含量较高。红外光谱分析表

明 ,香菇蛋白的二级结构主要为α2螺旋和无规卷曲。
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Abstract: Powder of L entinus edodes was treated with water of 10 ℃ and pH 10 to extract the p rotein of Len tinus edodes

( PLE). The yield of PLE was 13. 1% , and its p rotein content was 47. 5% and polysaccharide content was 24. 2%. PLE

was graded into five fractions by chromatography on a DEAE Sepharose CL26B Column. Fractions F1, F2, F3 and F4

were collected, which all were the comp lex of p rotein and polysaccharide. Gel filtration chromatography of Sepharose CL2
6B showed that molecular weight (Mw) distribution of F2 and F4 was symmetrical, and they contained mainly p rotein

and little polysaccharide. F3 was composed of two p rotein fractions with different Mw and contained some polysaccha2
ride. F1 contained more polysaccharide and less p rotein and itsMw distribution was symmetrical. Mw of PLE was mainly

between 20240 kDa. F1, F2 and F3 were belonged to acidic p roteins. They contained seven kinds of essential am ino acids

excep t Trp. Besides ofMet with less content, other am ino acids had almost content and the content of Lys was higher. IR

spectra showed that secondary structure of PLE mainly wasα2helix and random coil.
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　　香菇 (L en tinus edodes)是我国的特色食用菌 ,产

量居世界第一位。香菇富含多种营养保健成分 [ 1 ]
,

目前国内外对香菇多糖的研究报道较多 [ 2 ]
,而对香

菇中其他功能成分的研究开发很少。根据我们的分

析结果 ,香菇干粉的蛋白含量为 21. 8% (凯氏定氮

法 )。如果在提取香菇多糖的同时 ,能够将蛋白等

功能成分一并提取出来 ,则能充分利用香菇原料资

源 ,提高产品的附加值 ,促进香菇产业的快速发展。

本文利用香菇蛋白与多糖溶解性的差异 ,先将

蛋白提取出来 ,残余物用于提取多糖。对提取出的

香菇蛋白 ,采用离子交换和凝胶过滤柱层析进行了

分级纯化 ,并对各级分的分子量、氨基酸组成和红外

光谱进行了分析。

1　材料与方法

1. 1　材料

鲜香菇 (申香 5号 )购自新乡市李庄村香菇生

产基地 ,经干燥、粉碎后备用。

Agilent 1100氨基酸自动分析仪 , B ruker TEN2
SOR227傅立叶变换红外光谱仪 ,尤尼柯 7200可见

分光光度计。柱层析系统 (梯度混合仪、恒流泵、紫

外检测器、自动收集器、记录仪 )为上海沪西分析仪



器厂产品。DEAE Sepharose CL26B和 Sepharose CL2
6B ( GE Healthcare B io2Sciences AB 公司 )。透析袋

(8000～12000,宝信生物科技有限公司 )。所用试

剂均为分析纯。

1. 2　方法

1. 2. 1　香菇蛋白的提取

取 100 g香菇粉 ,加 pH 10的水 1000 mL,在 10

℃提取 30 m in,离心分离 (3000 r/m in, 15 m in) ,收集

上清液 (沉淀可用于提取香菇多糖 )。上清液减压

浓缩后 ,加乙醇至 83%乙醇浓度 , 4 ℃放置过夜。离

心分离 ,沉淀依次用乙醇、丙酮洗涤沉淀后 ,于 40 ℃

烘干 ,得香菇蛋白。

1. 2. 2　香菇蛋白的分级纯化

取 0. 5 g香菇蛋白 ,用 50 mL磷酸盐缓冲液 (pH

7, 0. 02 mol/L)溶解后 ,离心 (4000 r/m in, 20 m in) ,

取上清液 ,经 DEAE Sepharose CL26B 柱 ( 2. 6 ×20

cm)层析 ,用磷酸盐缓冲液 (pH 7, 0. 02 mol/L )洗脱

出第一个级分后 ,进行 0. 2～1. 0 mol/L NaCl2磷酸

缓冲液 400 mL 线性梯度洗脱 , 最后用 2 mol/L

NaCl2磷酸缓冲液 200 mL进行洗脱。洗脱液流速为

1 mL /m in,每管收集 9 mL。以苯酚 2硫酸法检测多

糖 (490 nm) [ 3 ]
,紫外 280 nm检测蛋白。

洗脱液透析脱盐浓缩后 ,冷冻干燥 ,得离子交换

各级分。各级分用磷酸盐缓冲液溶解后 ,经 Sepha2
rose CL26B柱 (1. 6 ×100 cm )层析 ,用 0. 1 mol/L的

NaCl2磷酸缓冲液 (pH 7, 0. 02 mol/L )洗脱。洗脱液

流速为 15 mL /h,每管收集 4 mL。

1. 2. 3　分子量测定

Sepharose CL26B柱 (1. 6 ×100cm)层析方法 ,用

已知分子量的标准蛋白制作标准曲线 , 0. 1 mol/L

的 NaCl2磷酸缓冲液 (pH 7, 0. 02 mol/L)洗脱。

1. 2. 4　氨基酸组成分析

样品经 6 mol/L盐酸在 110 ℃水解 24 h,用氨

基酸自动分析仪测定。

1. 2. 5　红外光谱分析

采用 KB r压片法。

1. 2. 6　蛋白含量测定

香菇蛋白中的蛋白质含量测定采用凯氏定氮

法。

2　结果与讨论

2. 1　香菇蛋白的提取

100 g香菇粉经提取制备 ,可得香菇蛋白 13. 1

g,其蛋白含量为 47. 5% ,多糖含量为 24. 2%。同

时 ,可得到香菇多糖 5. 6 g,其多糖含量为 69. 5% ,

蛋白含量为 18. 3%。

2. 2　香菇蛋白的分级纯化

香菇蛋白溶解后 ,用阴离子交换色谱 DEAE

Sepharose CL26B进行分级。样品经磷酸盐缓冲液

洗脱出级分 F1,然后经 0. 2～1. 0 mol/L NaCl线性

梯度洗脱出级分 F2、F3、F4,最后经 2 mol/L NaCl洗

脱出级分 F5 (图 1)。由于 F5含量很少 ,所以仅收

集了 F1、F2、F3、F4这四个级分。由图可看出 ,在蛋

白出峰的位置也存在多糖的峰 ,表明这四个级分的

蛋白和多糖是以结合形式存在的 ,这可能也是香菇

蛋白中含有 24%多糖的原因之一。 F1多糖含量较

高 , F4蛋白含量较高。

图 1　香菇蛋白的 DEAE Sepharose CL26B柱层析

Fig11　Chromatogram of PLE on a DEAE Sepharose CL26B

column

　　凝胶过滤色谱可根据蛋白分子的大小和形状不

同而将其进行分离。级分 F12F4的 Sepharose CL26B

图 2　级分 F1～F4的 Sepharose CL26B柱层析

Fig12　Chromatogram of fractions F12F4 on a Sepharose CL26B column
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柱色谱 (图 2)显示 , F4和 F2的分子量分布较为均

匀 ,且以蛋白为主 ,多糖含量很低 ; F3主要由两个分

子量不同的蛋白级分构成 ,含有一定的多糖 ; F1中多糖

含量很高 ,而蛋白含量较少 ,且多糖分子量分布均匀。

2. 3　不同级分的分子量

经 Sepharose CL26B 凝胶柱层析测定 , F1的分

子量为 26515 Da, F2为 22683 Da, F3为 42355和

322329 Da, F4为 30996 Da。结果显示 ,香菇蛋白的

分子量主要集中在 20～40 kDa之间 ,另有 1级分分

子量较大 ,超过 300 kDa。

2. 4　不同级分的氨基酸组成

表 1显示 ,三种级分中天冬氨酸和谷氨酸含量

较高 ,它们属于酸性氨基酸。二者之和与赖氨酸、精

氨酸、组氨酸 (均为碱性氨基酸 )之和的比值分别

为 : F1 = 1. 664, F3 = 2. 587, F4 = 3. 474。因此 ,三种

级分都属于酸性蛋白质 ,且在 pH 7时蛋白质所带负

电荷的大小为 F4 > F3 > F1,所以在阴离子交换柱层

析时 F1最先被洗脱出来 , F4最后被洗脱出来。三

种级分中丝氨酸和苏氨酸含量较高 ,二者易与糖链

形成 O2糖苷键的连接 ,这可能是香菇蛋白中结合有

较多糖链的一个原因。三种级分含有除色氨酸之外

的 7种必需氨基酸 ,除蛋氨酸含量较低外 ,其余必需

氨基酸含量接近 ,且赖氨酸含量较高 ,而赖氨酸是大

米、小麦等谷物食品的第一限制氨基酸。因此香菇

蛋白对平衡膳食中的氨基酸比例具有重要意义。

2. 5　不同级分的红外光谱

蛋白质在红外区有若干特征吸收带 ,其中酰胺

I带 (1600～1700 cm
21 )的谱峰指认目前比较成熟 ,

1650～1658 cm21为α2螺旋 , 1610～1640 cm21为β2折
叠 , 1660～1700 cm

21为β2转角 , 1640～1650 cm
21为无

规卷曲 [ 4, 5 ]。香菇蛋白的红外光谱 (图 3)在酰胺

表 1　级分 F1、F3、F4的氨基酸组成

Table 1　Am ino acid composition of F1, F3 and F4

氨基酸
Am ino acid

质量分数 /% w /w

F1 F3 F4

A sp 1. 387 0. 743 2. 100

Glu 1. 721 0. 817 2. 816

Ser 0. 859 0. 422 0. 918

H is 0. 310 0. 094 0. 268

Gly 0. 800 0. 310 0. 849

Thr 0. 709 0. 391 0. 708

A la 0. 926 0. 275 0. 787

A rg 0. 742 0. 223 0. 455

Tyr 0. 417 0. 138 0. 221

Val 0. 716 0. 283 0. 565

Met 0. 117 0. 010 0. 075

Phe 0. 470 0. 183 0. 318

Ile 0. 542 0. 247 0. 391

Leu 0. 813 0. 371 0. 604

Lys 0. 816 0. 286 0. 692

Pro 0. 453 0. 409 0. 904

Cys 0. 014 0. 036 0. 091

I带呈现很强的吸收峰 ,各级分在酰胺 I带的谱峰

为 : F1—1656、1648、1642 cm
21

; F2—1657、1649、1641

cm
21

; F3—1650 cm
21

; F4—1659、1653、1647 cm
21。据

此分析 , F1的二级结构为α2螺旋和无规卷曲 ,且后

者比例稍多 ; F2与 F1类似 ; F3只有一个 1650 cm
21

峰 ,恰恰位于α2螺旋与无规卷曲的交界处 ,暗示 F3

的二级结构可能比较均一 ; F4也存在α2螺旋和无规

卷曲 ,且前者比例稍多。

图 3　香菇蛋白各级分的红外光谱

Fig13　 IR spectra of PLE fractions

3　结论

100 g香菇粉经 10 ℃ pH 10的水提取 ,可得香

菇蛋白 13. 1 g,其蛋白含量为 47. 5% ,多糖含量为

24. 2%。香菇蛋白经 DEAE Sepharose CL26B 柱层

析分级 ,可得 5个级分。收集级分 F1、F2、F3、F4,它
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们都是由蛋白和多糖构成的复合物 ,蛋白和多糖之

间存在较强的结合作用力。

Sepharose CL26B凝胶色谱显示 , F4和 F2的分

子量分布较为均匀 ,且以蛋白为主 ,多糖含量很低 ;

F3主要由两个分子量不同的蛋白级分构成 ,含有一

定的多糖 ; F1中多糖含量较高 ,蛋白含量较少 ,且多

糖分子量分布均匀。香菇蛋白的分子量主要集中在

20～40 kDa之间 ,另有 1级分分子量较大 ,超过 300

kDa。

级分 F1、F3、F4都属于酸性蛋白质 ,天冬氨酸

和谷氨酸含量较高。三种级分含有除色氨酸之外的

7种必需氨基酸 ,除蛋氨酸含量较低外 ,其余必需氨

基酸含量接近 ,且赖氨酸含量较高。红外光谱分析

表明 ,香菇蛋白的二级结构主要为α2螺旋和无规卷

曲。
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