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硒是人体中重要的微量元素袁作为多种酶的活性中心

参与人体代谢遥具有提高机体免疫能力尧抗肿瘤尧清除体内

自由基尧降低某些重金属毒性的生理功能袁另外还具有保护

心肌和防治克山病尧大骨节病尧肝病及降低多种癌症发病危

险等功能[1]遥在生物体中袁硒主要以含硒氨基酸的形式存在[2-3]遥
在富硒灵芝中袁蛋白质结合的硒占有机硒的 64.6%~69.8%[4-5]袁
富硒蛹虫草中蛋白硒占总硒的 63.34%渊王歆睿袁2005 年冤遥

猴头菌渊Hericium erinaceus渊Bull.院Fr.冤Pers.冤属担子菌亚

门袁异隔担子菌纲袁无隔担子菌亚纲袁无褶菌目袁猴头菌科袁猴
头菌属遥含有多肽尧多糖和酰胺等高分子化合物袁对肿瘤 [6]尧
溃疡[7]及神经[8]疾患有显著疗效遥研究猴头硒蛋白的提取工

艺袁对进一步研究猴头中硒存在形式尧硒蛋白的分布和结

构以及开发新型高效补硒食品[9-10]有着重要意义遥
1 材料与方法

1.1 试验材料

试验材料为富硒猴头菇子实体冻干样品袁由安徽农业

大学微生物防治重点实验室提供渊硒含量渊312.02依18.30冤
滋g/g冤遥
1.2 试验方法

1.2.1 蛋白含量的测定遥采用考马斯亮蓝 G-250 法袁用标准

牛血清蛋白渊BSA冤作标准品遥于 595 nm 处检测吸光度值袁
Y=245.456 2 X-1.960 0袁相关系数 R2=0.993 5遥
1.2.2 硒含量的测定 [11]遥采用 3袁3-二氨基联苯胺渊DAB冤显
色法遥在酸性条件下袁硒与 3袁3-二氨基联苯胺渊DAB冤反应袁
形成稳定的 Se要DAB 黄色络合物袁在中性及碱性时袁通过甲

苯萃取袁有机层中络合物最大吸收波长为 420 nm遥在 100

mL 凯氏烧瓶中加入 10 mL 消化液袁随后加入 5 mL 提取液袁
瓶口放置小漏斗袁低温消化至样液呈无色透明为止遥冷却后袁
加蒸馏水稀释至 40 mL袁用 40%的 NaOH 溶液调节值 pH
至 2.2袁加入 4 g 盐酸羟铵尧10 mL 5% EDTA-2Na 溶液袁摇匀曰
加入 2 mL 0.5%DAB 溶液袁置于暗处反应 50 min袁取出袁
用10%和 5%的 NaOH 调节 pH 值至 7.0~7.3曰准确加入 10
mL甲苯袁振摇 2 min袁静置分层袁吸取甲苯层置于分光光度计

波长 420 nm 处测其吸光度遥硒含量标准曲线为 y=0.006 7x+
0.000 1袁相关系数 R2=0.990 9遥
2 结果与分析

2.1 不同提取液对蛋白量提取的影响

选择蒸馏水尧Tris-HCl渊0.05 moL/L袁pH 值 8.0冤尧PBS 渊0.2
moL/L袁pH 值 8.0冤尧NaOH 溶液渊0.1 moL/L NaOH冤尧0.5 moL/L
NaCl 溶液尧75%乙醇等溶剂袁在 60 益下浸提 8 h袁提取料液比

为 1颐2袁所得产物过滤除去沉渣袁用考马斯亮蓝法测上清中

的蛋白质含量遥结果如图 1 所示遥
以蛋白质总量为判断标准袁在试验选择的 6 种溶剂中袁

NaOH 溶液和乙醇的提取效果最好遥水尧缓冲溶液尧盐溶液提

取效果较差渊图 1冤遥推测猴头蛋白中偏酸性蛋白较多袁使蛋

白在亲核性离子较多的溶液中有较好的溶解效果遥
2.2 不同溶剂对硒提取率的影响

将不同溶剂提取后所得的含硒蛋白溶液袁用 1.2.2 所述

方法测定其硒含量袁根据溶液体积计算所提取物中的硒含

量袁结果如表 1 所示遥由表 1 可知袁在相同提取条件下袁不同

溶剂对富硒猴头中蛋白质提取率为院NaOH 溶液>乙醇溶液>
Tris-HCl>PBS>NaCl>水遥硒的提取率为院NaOH 溶液>乙醇溶

液>PBS>Tris-HCl>NaCl>水遥

摘要 以富硒猴头为原料袁采用蒸馏水尧Tris-HCl尧PBS尧NaOH 溶液尧NaCl尧乙醇对富硒猴头中硒蛋白的提取分离工艺进行了初步研究袁
结果表明袁NaOH 溶液的蛋白提取量和硒提取率最优遥进而以 NaOH 溶液作为浸提液袁对富硒猴头中可溶性硒蛋白的提取工艺进行了系统
的研究袁通过单因素试验确定的富硒猴头中硒蛋白的提取工艺为院提取温度 60 益袁料液比 1颐20袁碱液浓度 0.100 moL/L袁提取时间 10 h袁提取
3 次袁等电点沉淀蛋白溶液 pH 值调节至 3~4遥在单因素试验基础上袁进行了 4 因素 3 水平的正交试验袁得出了提取的最佳条件为院提取温度
70 益袁料液比 1颐20袁NaOH 溶液浓度 0.07 moL/L袁提取时间 8 h袁在此条件下硒蛋白质的提取率为 67.47%遥
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2.3 蛋白质等电点的测定

称取 10 g 猴头菌粉袁用 0.1 moL/L NaOH 溶液袁在 60 益
下料液比 1颐20渊w/v冤浸提 8 h袁然后离心过滤除去沉渣袁采用

1颐10 的 HCl 调节提取液的 pH 值至 2.5尧3.0尧3.5尧4.0尧4.5 和

5.0袁在 12 000 r/min 下离心 10 min 沉淀蛋白袁然后取其上清

液袁用考马斯亮蓝法检测其中蛋白质含量遥上清中残留量最

小的点确认为蛋白质的等电点遥由图 2 可知袁pH 值在 3.5 左

右时袁吸光值最小袁表明上清液中蛋白质残留浓度最低袁推
测猴头中大部分含硒蛋白的等电点在 3.5 左右遥

2.4 单因素试验

2.4.1 碱液浓度对蛋白量提取的影响遥称取猴头样品 10 g袁
在 60 益温度下以料液比 1颐20渊w/v冤提取 8 h遥所用 NaOH 溶

液浓度分别为 0.025尧0.050尧0.075尧0.100尧0.125尧0.150 moL/L袁
所得产物过滤除去沉渣袁上清液用考马斯亮蓝法检测蛋白质

含量遥由图 3 可知袁随着NaOH 溶液浓度的增加袁提取液中

蛋白质含量不断提高曰但是当 NaOH 溶液浓度超过 0.100
moL/L袁提取液中的蛋白质含量不再继续升高遥因此袁提取时

NaOH 溶液浓度在 0.100 moL/L 时最佳遥
2.4.2 温度对蛋白量提取的影响遥称取猴头样品 10 g袁以料

液比 1颐20 加入 0.1 moL/L 的 NaOH 溶液,分别选择 40尧50尧
60尧70 益提取袁提取时间为 8 h袁滤除去沉渣袁上清液用考马

斯亮蓝法检测蛋白质含量结果遥由图 4 可知袁温度越高袁碱
提效果越好遥但温度超过 60 益以后袁蛋白质的含量随温度

变化的趋势减小袁并且蛋白质的活性在高温下降低遥确定

实际提取温度以 60 益为宜遥

2.4.3 料液比对蛋白量提取的影响遥称取猴头样品 10 g袁以
0.1 moL/L 的 NaOH 为溶剂袁在 60 益的温度下提取 8 h遥各组

料液比渊w/v冤分别为 1颐10尧1颐20尧1颐30尧1颐40袁所得产物过滤除

去沉渣袁上清液用考马斯亮蓝法检测蛋白质含量遥由图 5 可

知袁开始时随料液比的增加袁提取出的蛋白质含量不断提

高袁但在 1颐20 以后袁随料液比的增加蛋白质的含量提高不明

显袁并且料液比过大会给随后的浓缩步骤造成负担袁故确定

料液比为 1颐20遥

2.4.4 提取时间对蛋白提取量的影响遥称取猴头样品 10 g袁
在 NaOH 浓度为 0.1 moL/L尧温度为 60 益尧料液比为 1颐20 的

条件下袁分别选择 4尧6尧8尧10尧12尧14 h 进行提取袁所得产物过

滤除去沉渣袁上清液用考马斯亮蓝法检测蛋白质含量遥由图

6 可知袁随提取时间的增加袁提取出的蛋白质含量逐渐增加遥
但 10 h 之后袁提取量随时间的增加趋于平缓遥因此袁选择 10
h 为提取时间的提取工艺最为高效遥
2.4.5 提取次数对蛋白提取量的影响遥称取猴头样品 10 g袁
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溶剂 蛋白质mg 蛋白硒量滋g 蛋白质提取率% 硒提取率%
水 280.00依1.35 1 253.90依3.65 10.94 40.19
Tris-HCl 456.00依2.28 1 361.00依2.26 17.81 43.62
PBS 398.00依1.06 1 362.20依3.49 15.55 43.66
NaOH 1 294.00依2.11 1 542.70依1.88 50.55 49.44
NaCl 354.00依0.54 1 355.70依2.92 13.83 43.45
乙醇 1 162.00依1.96 1 390.70依1.41 45.39 44.57

表 1 不同溶剂提取的蛋白硒量和硒提取率

图 1 不同溶剂对富硒猴头硒蛋白的提取效果
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图 2 猴头硒蛋白等电点的测定
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在 NaOH 浓度 0.1 moL/L尧料液比 1颐20尧温度 60 益条件下进

行提取袁第1 次提取 4 h 过滤收集上清袁沉渣加入 10 倍体积

的 0.1 moL/L NaOH 溶液遥60 益下再次提取 2 h袁取其上清液遥
用考马斯亮蓝法检测蛋白质含量遥以后每次均在上次残渣

中加入 10 倍体积的 0.1 moL/LNaOH 溶液 60 益下再次提取

2 h袁检测上清蛋白质含量遥由图 7 可知袁提取 3 次可以有效

地将蛋白基本提取出来袁3 次以后上清中蛋白质含量极少遥
而多次提取将增加后期浓缩的工作量袁因此提取 3 次最好遥

2.5 正交试验

根据单因素分析的试验结果袁采用正交试验进行组合

设计袁考察提取体系中提取时间尧料液比尧温度和碱液浓度

对富硒猴头中硒蛋白提取的影响遥为了得到最佳的提取效

果袁以蛋白的提取率为指标袁对单因素试验中得到的工艺参

数进行正交优化试验遥采用正交表 L9渊34冤作正交试验袁以硒

蛋白提取率为参考指标袁确定猴头硒蛋白提取的最佳工艺条

件遥正交试验因素水平见表 2遥

由表 3 可知袁处理 5 试验条件得出的蛋白质含量最高遥
由极差分析可知袁A2B2C3D1 是最好的组合袁即提取时间 8 h尧
料液比为 1颐20尧温度为 70 益尧碱液浓度为 0.07 moL/L 时袁
为可溶性蛋白的最佳提取条件遥4 个因素对于得率的影响

程度是院B>D>C>A袁即料液比对猴头含硒蛋白提取率影响

最大袁其次是 NaOH 溶液浓度袁然后是温度和提取次数遥蛋
白得率随着提取时间的加长而上升袁这与单因素试验中 10 h
以上趋于稳定有所不同袁但并不矛盾袁多因素试验中袁因素间

往往具有强烈的搭配效果曰碱液浓度在 0.13 moL/L 时得率最

小曰料液比和碱液浓度的波动范围都比较大袁可以认为二者

对于得率有着显著的影响曰提取 8 h 有相对较高的得率袁其
波动范围并不是很大袁因此看出袁提取时间并不是影响得率

的最主要的因素曰提取温度在 70 益时袁得率相对较高遥因
此袁在猴头含硒蛋白的提取工艺中袁适宜的料液比和 NaOH
溶液浓度最为关键遥高温虽可以使蛋白的提取率增高袁但在

高温条件下蛋白结构常常受到破坏袁使其活性降低或失活袁
因此应根据生产或试验的具体要求选择合适的提取温度袁
选择尽量低的温度保持含硒蛋白的活性遥
3 结论

通过对蛋白提取效率和硒提取率的考察袁从 6 种溶剂中

选择蛋白提取量最高袁硒提取率最高的 NaOH 溶液进行提

取工艺优化遥通过单因素试验分析袁得出猴头含硒蛋白的最

佳提取工艺为院提取时间为 10 h袁料液比为 1颐20袁提取温度

为 60 益袁碱液浓度为 0.1 moL/L袁提取次数为 3 次遥在此基础

上进行正交试验袁对提取参数进行优化袁并确定富硒猴头硒

蛋白提取的最佳工艺条件为院提取时间为 8 h袁料液比为 1颐
20袁提取温度为 70 益袁碱液浓度为 0.07 moL/L袁提取次数为 3
次袁该法提取的蛋白含量达到样品总蛋白的 67.47%遥
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1 6 1颐10 50 0.07
2 8 1颐20 60 0.10
3 10 1颐30 70 0.13

表 2 正交试验因素水平

图 7 提取次数对硒蛋白提取量的影响
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处理
因素 蛋白质得

率椅%A B C D
1 1 1 1 1 41.31依3.35
2 1 2 2 2 52.75依8.173 1 3 3 3 47.32依2.21
4 2 1 2 3 33.62依3.65
5 2 2 3 1 67.47依4.25
6 2 3 1 2 51.69依9.50
7 3 1 3 2 47.66依2.38
8 3 2 1 3 46.75依0.53
9 3 3 2 1 54.72依0.97
K1 47.13 40.86 46.58 53.50
K2 49.93 54.66 48.53 50.70
K3 49.71 51.24 53.15 42.56
R 2.80 13.80 6.57 10.94

表 3 正交试验结果

图 6 提取时间对硒蛋白提取量的影响
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