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大球盖菇可溶性蛋白制备、理化特性分析及 
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摘  要: 目的  探究大球盖菇可溶性蛋白的制备工艺、理化特性及其风味特征。方法  采用超声辅助法提取

大球盖菇可溶性蛋白, 通过单因素及响应面实验优化超声功率密度、提取时间、提取温度及料液比等关键工

艺参数; 采用氨基酸分析仪、圆二色谱、差示扫描量热仪及感官评价等方法, 表征蛋白提取物的氨基酸组成、

二级结构、热稳定性及鲜味强度。结果  通过工艺优化, 获得了可溶性蛋白提取物的最优制备工艺为: 超声

功率密度 375 W/L, 超声提取时间 10 min, 超声提取温度 30 ℃, 料液比 1:30 (g:L)。在此条件下, 提取物中

蛋白含量为 (431.20±2.67) mg/g, 蛋白中必需氨基酸含量为 (99.10±0.26) mg/g, 鲜味氨基酸谷氨酸占比为

27.56%。可溶性蛋白的 α-螺旋占比和无规则卷曲增加, 蛋白变性温度为 108.06 ℃。鲜味评价结果显示, 8 mg/mL

的可溶性蛋白提取物与 2 mg/mL 的谷氨酸钠具有等效鲜味强度。结论  本研究可为大球盖菇可溶性蛋白产

品的开发应用提供理论依据。 

关键词: 大球盖菇; 可溶性蛋白; 超声提取; 理化特性; 鲜味评价 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the preparation process, physicochemical properties and flavor 
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characteristics of soluble proteins from Stropharia rugosoannulata. Methods  Ultrasound-assisted extraction was 

employed to prepare soluble protein from Stropharia rugosoannulata. The key process parameters-including 

ultrasonic power density, treatment time, extraction temperature and solid-to-liquid ratio-were optimized using 

single-factor and response surface methodology. The resulting protein extracts were systematically characterized in 

terms of amino acid composition (analyzed with an amino acid analyzer), secondary structure (determined by circular 

dichroism), thermal properties (measured via differential scanning calorimetry) and umami intensity (evaluated 

through sensory analysis). Results  After process optimization, the optimal conditions for preparing the soluble 

protein extract were determined: An ultrasonic power density of 375 W/L, an ultrasonic treatment time of 10 minutes, 

an ultrasonic extraction temperature of 30 ℃, and a feedstock-to-liquid ratio of 1:30 (g:L). Under these conditions, 

the protein content in the extract reached (431.20±2.67) mg/g, with essential amino acids accounting for 

(99.10±0.26) mg/g, and the umami amino acid glutamate accounted for 27.56%. The proportion of α-helix and 

random coils increased, and the denaturation temperature was 108.06 ℃. Umami evaluation results showed that the 8 

mg/mL soluble protein extract exhibited equivalent umami intensity to 2 mg/mL monosodium glutamate. Conclusion  

The research can provide theoretical basis for the development and application of soluble protein products of 

Stropharia rugosoannulata. 
KEY WORDS: Stropharia rugosoannulata; soluble protein; ultrasonic extraction; physicochemical properties; 

umami evaluation 
 
 

0  引  言 

大球盖菇(Stropharia rugosoannulata), 又称皱环球盖

菇, 属担子菌门、层菌纲、伞菌目、球盖菇科、球盖菇属[1–2], 
是一种营养与风味兼备的食用菌。大球盖菇子实体干品中

粗蛋白含量为 20%~31%[3], 氨基酸种类齐全, 是开发高蛋

白食品和营养风味食品的重要菌菇资源。 
超声技术是一种高效环保的物理提取方法, 具有空

化效应、热效应和机械效应。超声技术能减少溶剂消耗, 
缩短成分提取时间, 有效保留及提升产品的活性和营养

价值[4–6]。LI 等[7]采用超声辅助提取大球盖菇活性肽, 获
得的降压肽含量达到 11.04%~23.02%, 证明了该技术在促

进功能性成分活性肽释放方面的潜力; SUN 等[8]采取超声

辅助碱提取花生蛋白, 花生蛋白提取时间缩短了 1.5 h, 体
现了其在提高蛋白提取效率上的显著效果; PURDI 等[9]对

螺旋藻蛋白进行超声辅助提取研究 , 蛋白含量提高至

76.83%, 并显著改善了蛋白的乳化性、稳定性和消化率, 
从多方面印证了超声技术对蛋白质提取率及理化特性的综

合提升作用。由于食用菌中纤维素含量高, 蛋白和纤维素

交联导致蛋白难释放, 提取率较低。利用超声物理场的空

化效应和机械效应, 可以有效促进蛋白释放[10], 同时该技

术的温和处理特性还有助于保持蛋白质的天然结构完整性

和功能活性[11–12]。因此, 本研究利用超声提取技术, 以蛋

白含量为评价指标, 优化超声提取大球盖菇可溶性蛋白工

艺条件, 并对得到的蛋白提取物中的成分组成和鲜味强度

进行评价, 以期为大球盖菇可溶性蛋白开发利用提供理论

支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

大球盖菇子实体鲜菇(上海国森生物科技有限公司)。 
二喹啉甲酸(bicinchoninic acid, BCA)蛋白含量测定试

剂盒(苏州梦犀生物医药科技有限公司); 谷氨酸钠(纯度≥

98%, 北京索莱宝科技有限公司); 总巯基含量测定试剂盒

(北京盒子生工科技有限公司); 氯化钾、氯化银、无水乙醇

(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 酒石酸(纯度 98%, 
上海安谱璀世标准技术服务有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

VCX-1500 超声波细胞破碎仪(宁波新芝生物科技有

限公司); L-8900-2 全自动氨基酸分析仪(美国日立公司); 
TG/TDTA7300 差示扫描量热分析仪(日本精工株式会社); 
Nano ZS90 Zeta 电 位 分 析 仪 ( 英 国 Malvern 公 司 ); 
ChirascanV100 圆二色光谱仪 [Applied Photophysics Ltd. 
(APL)公司]; SA402B 电子舌(北京盈盛恒泰科技有限责任

公司); SQP 电子天平(精度 0.1 mg, 赛多利斯科学仪器北京

有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  超声提取大球盖菇可溶性蛋白 
将新鲜大球盖菇清洗后置于 55 ℃烘箱中干燥至恒重, 

研磨机粉碎过 60 目筛网备用。设置超声处理功率密度

(225、300、375、450、525 W/L), 超声提取时间(5、10、
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15、20、25 min), 超声提取温度(20、30、40、50、60 ℃)
和料液比(1:15、1:20、1:25、1:30、1:35 g:L)四因素五水平

的蛋白提取实验组, 考察各个因素对大球盖菇可溶性蛋白

提取的影响。基于单因素结果选择响应面因素及设置水平

范围, 响应面 Box-Behnken Design 方法设计实验参数如表

1 所示。各实验组下超声处理样品量均为 1 L。超声提取蛋

白样品以 8000 r/min、4 ℃离心 15 min, 收集上清液定容至

1 L。取适量上清液进行蛋白含量分析, 余下样品冷冻干燥后

用于氨基酸组成及结构分析。以料液比 1:20 (g:L)、提取温度

30 ℃、提取时间 30 min 的水浴提取样品作为水提对照组。 
 

表 1  响应面实验因素与水平 
Table 1  Factors and levels of response surface experimental  

因素 编码 
水平 

–1 0 1 

超声功率密度/(W/L) A 300 375 450

超声提取时间/min B 5 10 15 

超声提取温度/℃ C 20 30 40 

料液比(g:L) D 1:25 1:30 1:35

 
1.3.2  大球盖菇可溶性蛋白含量测定方法 

大球盖菇蛋白质含量测定采用 BCA 法。根据试剂

盒方法配制工作液, 蛋白样品与试剂盒工作液 60 ℃反应

30 min 后, 于 562 nm 处测定样品吸光值。根据试剂盒方

法计算提取物中可溶性蛋白含量。 
1.3.3  大球盖菇可溶性蛋白粒径测定方法 

通过马尔文激光粒度分析仪进行大球盖菇可溶性蛋

白粒径测定。采用磷酸盐缓冲液(pH 7.4)配制 1 mg/mL 大

球盖菇可溶性蛋白溶液, 4500 r/min 离心 20 min, 上清液过

0.45 μm 膜, 上机测定。粒度设置范围: 0.1~10000.0 nm, 氦
氖激光器波长: 633 nm。蛋白分子粒径以平均粒径值表示。 
1.3.4  大球盖菇可溶性蛋白巯基含量测定方法 

按照试剂盒方法进行大球盖菇可溶性蛋白巯基含量

测定。称取 0.1 g 冻干样品, 加入 1 mL 试剂盒提取液后冰

浴匀浆, 10000 r/min、4 ℃离心 10 min。取上清液 30 μL, 加
入试剂盒反应液, 于 412 nm 处测定样品吸光值。根据试剂

盒方法计算可溶性蛋白中巯基含量。 
1.3.5  大球盖菇可溶性蛋白二级结构测定方法 

采用圆二色谱仪(circular dichroism spectrometer, CD)
对大球盖菇可溶性蛋白的二级结构进行测定。称取 5 mg 冻

干样品, 加入 1 mL 纯水溶解后, 4500 r/min 离心 20 min, 上
清液过 0.22 μm 膜后上机分析。样品池光径 1 mm, 扫描波

长范围 190~260 nm, 扫描速度 500 nm/min, 记录 CD 光谱

数据, 计算样品中蛋白不同二级结构的比例。 
1.3.6  大球盖菇可溶性蛋白变性温度测定方法 

采 用 差 示 扫 描 量 热 分 析 仪 (differential scanning 
calorimeter, DSC)进行大球盖菇可溶性蛋白热稳定性测

定。称取 10 mg 冻干样品, 溶解于 10 mmol/L 磷酸盐缓冲

液(pH 8.0), 密封于铝制坩埚中, 4 ℃冰箱中静置 12 h, 放
入差示扫描量热分析仪进行测试。氮气流量为 50 mL/min、
压力为 0.1 MPa, 10 ℃恒温 3 min 后, 程序升温至 200 ℃, 
升温速率 10 ℃/min, 记录 DSC 曲线, 分析样品变性温度。 
1.3.7  大球盖菇可溶性蛋白的氨基酸组成分析 

参考高琛等[13]的方法进行大球盖菇可溶性蛋白的氨

基酸组成及含量分析。称取 0.1 g 冻干样品, 酸水解后于全

自动氨基酸分析仪进行分析。样品水解条件及氨基酸分析

仪器设置参数同文献。 
1.3.8  大球盖菇可溶性蛋白提取物鲜味评价方法 

采用电子舌对大球盖菇可溶性蛋白提取物进行鲜味

评价。称取 5 g 冻干样品溶于 500 mL 蒸馏水, 逐级稀释为

质量浓度 10、8、6、4、2 mg/mL 的样品溶液, 相同浓度梯

度的谷氨酸钠溶液作为鲜味对照。 
1.3.9  大球盖菇可溶性蛋白提取物感官评价方法 

感官评价参照 CHEN 等[14]方法。感官小组由 11 名经

培训的评价员组成, 采用 0~10 分制对谷氨酸钠及样品鲜

味强度进行评分。谷氨酸钠质量浓度 2~10 mg/mL 分别匹

配到上述鲜味强度评分值后再进行样品鲜味感官评价打

分。样品与谷氨酸钠按 1.3.8 节方法配制。实验在(25±1) ℃
感官实验室内进行, 样品随机编号, 感官评价员每份样品

尝量≥5 mL, 于口中保留 10 s 后吐出, 品评间隔以超纯水

漱口并休息 2 min。 

1.4  数据处理 
采用 SPSS 27 软件分析进行实验检测数据方差分析, 

Graphpad prim 10 软件进行数据绘图, 所有实验均重复平

行 3 次。 

2  结果与分析 

2.1  大球盖菇可溶性蛋白的超声提取工艺研究结果 
由图 1A 可知, 不同超声功率密度(300~525 W/L)处理

的大球盖菇提取液中蛋白含量与水提对照组相比, 均具有

显著性差异(P<0.05), 且在 300 W/L 超声功率密度提取的

样品中, 蛋白含量最高, 达到 14.91 mg/mL。超声可以破坏

大球盖菇细胞壁, 加快胞内蛋白溶出, 提高提取液中蛋白

含量[15]。CAO 等[16]证实该功率能有效改善香菇蛋白的理

化特性。因此, 选择 300 W/L 作为后续超声提取时间筛选

的功率密度。 
如图 1B 所示, 不同超声时间(5、10、15 min)处理的

大球盖菇提取液中蛋白含量均较高, 与对照组相比具有显

著性差异(P<0.05)。在超声处理 10 min 时, 大球盖菇提取

液中蛋白含量最高。超声空化效应使大球盖菇蛋白在短时



第 2 期 蒲荣新, 等: 大球盖菇可溶性蛋白制备、理化特性分析及风味评价 137 
 
 
 
 
 

间内快速溶出, 蛋白含量提高明显; 进一步延长超声处理

时间, 溶出蛋白发生降解或聚集沉淀, 蛋白含量降低[17]。

PATRICIA 等[18]采用探头式超声在 40%振幅、配合 10 min
提取条件下, 实现了 Duckweed 蛋白的最佳释放。该结果与

本研究结果具有一致性。因此, 选择超声作用时间 10 min
进行后续超声提取温度水平筛选。 

由图 1C 可知, 与对照组相比, 在 20~40 ℃提取温度

下, 随着温度的升高, 大球盖菇提取液中可溶性蛋白含量

增加, 30 ℃下蛋白含量最高, 达到 14.42 mg/mL。在适宜提

取温度范围内, 升温可增强大球盖菇细胞壁通透性, 超声

机械作用加速分子运动, 使蛋白质更快向溶剂扩散, 蛋白

含量显著提高[19]。进一步增加提取温度, 蛋白分子无序性

增加, 聚集可能性上升[19]。上述提取温度对大球盖菇蛋白

释放变化规律的影响, 与文献[20]报道的在桑叶蛋白提取

中观察到的温度效应一致。因此, 选择 30 ℃进行后续超声

提取料液比水平筛选。 
如图 1D 图所示, 在料液比 1:15~1:30 (g:L)范围内, 大

球盖菇提取液中可溶性蛋白含量随着料液比增加而增加。

折算到与对照组同一水平投料量时, 可以发现, 在 1:30 (g:L)
料液比下, 可溶性蛋白含量达到最高, 为 16.08 mg/mL。由

此说明, 增加菇粉与水溶液接触面积, 有助于蛋白分子溶

出[21]。该料液比与白玉菇蛋白提取研究中所确定的料液比

条件一致[22]。 

2.2  Box-Behnken Design 响应面实验结果 

如表 2、图 2 所示, 经过响应面实验分析, 响应面模

型预测得到的大球盖菇可溶性蛋白超声提取最优制备工艺

条件为: 超声功率密度 375 W/L, 超声提取时间 10 min, 超
声提取温度 30 ℃, 料液比 1:30 (g:L)。采用上述工艺条件, 
验证实际工艺制备的提取物中蛋白含量与预测蛋白含量之

间的差异程度。经验证, 上述工艺条件制备的大球盖菇提

取液中实际蛋白含量平均值为(16.39±0.2) mg/mL, 与模型

预测理论蛋白含量相对误差为 0.9%。蛋白含量预测值与观

测值之间具有一致性, 模型预测最优超声提取可溶性蛋白

工艺参数可信。样品经冷冻干燥后测得的可溶性蛋白含量

为 (431.2±2.67) mg/g, 较水提样品中蛋白含量提高了

20%。本研究与文献[23]报道的超声辅助碱提大球盖菇蛋白

含量基本一致。 

 
 

注: 不同小写字母表示具有显著性差异(P<0.05)。 
图 1  不同超声提取因素对大球盖菇可溶性蛋白含量的影响(n=3) 

Fig.1  Effects of different ultrasonic extraction factors on soluble 
protein content of Stropharia rugosoannulata (n=3) 

 

2.3  大球盖菇可溶性蛋白结构表征分析结果 

由图 3A 可知, 与水提对照组相比, 超声提取的大球

盖菇可溶性蛋白粒径分布增加, 为(221.6±2.91) nm, 分散

指数为 0.13±0.03。蛋白分子粒径增加, 可能是由于超声处

理导致蛋白分子形成了聚集体[24]。采用低功率密度超声提

取蛋白时, 空化作用引起的湍流、微流作用, 加速了蛋白

分子的颗粒碰撞, 分子在非共价相互作用力驱动下, 形成

不稳定的聚集体, 分子粒径增大[25–26]。本研究与文献[27]
报道的超声处理蛋清蛋白样品结果具有一致性, 蛋白都呈

现粒径增大的趋势。 
如图 3B 可知, 与水提对照组相比, 超声提取的大球盖菇

可溶性蛋白质中巯基含量有所增加, 达到 0.35 μmol/g。超声提

取过程中产生的机械力影响了蛋白分子结构, 导致巯基暴露、

亚基解离和二硫键断裂, 引起蛋白质中巯基含量的增加[28–29]。 

 
表 2  响应面实验回归模型及显著性检验结果 

Table 2  Response surface experiment regression model and significance test results 

方差来源 平方和 自由度 均方 F P 

回归模型 43.75 14 3.1300 13.56 <0.0001 

残基 3.25 14 0.2324   

失拟项 2.99 10 0.2991 5.08 0.0655 

纯误差 0.2353 4 0.0588   

总和 46.98 28    
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图 2  超声提取大球盖菇可溶性蛋白响应面优化图 
Fig.2  Response surface optimization diagram of soluble protein extraction from Stropharia rugosoannulata by ultrasound 

 
表面疏水性是蛋白质分子与极性水环境接触时, 表

征表面疏水基团含量的重要指标。表面疏水性是蛋白质折

叠的主要驱动力, 影响蛋白质的结构和功能[30]。由图 3C
可知, 与水提对照组相比, 超声提取的大球盖菇可溶性蛋

白表面疏水性增大, 主要是由于超声空化作用促使蛋白质

分子内部的疏水基团和相关区域暴露在分子表面[31–32]。 
如图 3D 所示, 大球盖菇可溶性蛋白中以 β-折叠和无

规则卷曲为其主要二级结构, 超声提取促使蛋白的 α-螺旋

结构和无规则卷曲占比增加(占比分别为 1.89%、49.82%), 
β-折叠占比减少(占比为 42.38%)。超声提取大球盖菇可溶

性蛋白的 α-螺旋占比较水提样品略有增加, 可能与蛋白重

聚形成新的 α-螺旋结构有关。超声影响了蛋白分子内相互

作用力, 蛋白质折叠区域展开后导致无序性增加, 无规则

卷曲占比增加[33]。本研究与文献[34]报道的超声预处理重

组乳清蛋白产生的结构影响结果一致, 超声处理增加了重

组乳清蛋白的 α-螺旋占比, 减少了 β-折叠占比。 

在 DSC 图谱中, 最大峰对应的温度代表蛋白质变性

时的转化温度, 变性温度能反映蛋白质的热稳定性及蛋白

质分子的聚集程度。如图 3E 所示, 水提对照组和超声提取

样品组的蛋白质变性温度分别为 100.14 ℃和 108.06 ℃。

超声提高了大球盖菇可溶性蛋白的变性温度, 使得大球盖

菇蛋白变得更加稳定[35]。 

2.4  大球盖菇可溶性蛋白氨基酸组成分析结果 

由图 4A 可以看出, 大球盖菇可溶性蛋白中检出 17 种氨

基酸, 超声提取蛋白的水解氨基酸总量为(276.07±0.10) mg/g、
必需氨基酸含量为(99.10±0.26) mg/g, 均高于水提样品组[分别

为(220.02±2.78) mg/g 和(77.30±1.20) mg/g], 氨基酸含量与可溶

性蛋白含量结果趋势一致。鲜味氨基酸谷氨酸是大球盖菇可

溶性蛋白中的主要氨基酸(图 4B、C), 在超声提取的蛋白

样品中, 谷氨酸占比达到 27.56%, 略高于水提样品中谷氨

酸占比。本研究与文献[36–37]报道的大球盖菇蛋白氨基酸

结果一致, 鲜味氨基酸的占比较高。 
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注: 还原型谷胱甘肽(reduced glutathione, GSH)。 
图 3  大球盖菇蛋白质结构表征(n=3) 

Fig.3  Protein structure characterization of Stropharia rugosoannulata (n=3) 
 

 
 

注: *代表必需氨基酸。 
图 4  大球盖菇可溶性蛋白的氨基酸组成和含量(n=3) 

Fig.4  Amino acid composition and content of soluble protein in Stropharia rugosoannulata (n=3) 
 
 

2.5  大球盖菇可溶性蛋白提取物鲜味评价结果 
如表 3 所示, 超声提取的大球盖菇可溶性蛋白(4~ 

10 mg/mL)具有鲜味呈味特性 , 鲜味强度呈现浓度依赖

性。感官评价与电子舌评价分析结果一致, 在 10 mg/mL

的质量浓度下, 蛋白提取物鲜味评价值超过 4。鲜味等效

强度分析结果表明, 8 mg/mL 蛋白提取物与 2 mg/mL 谷

氨酸钠溶液的鲜味强度接近, 说明大球盖菇蛋白提取物

具备作为天然鲜味剂的开发潜力。 
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表 3  大球盖菇可溶性蛋白与谷氨酸钠的鲜味强度评价(n=3) 
Table 3  Evaluation of umami flavor intensity of soluble protein and monosodium glutamate in Stropharia rugosoannulata (n=3) 

组别 
质量浓度 

2 mg/mL 4 mg/mL 6 mg/mL 8 mg/mL 10 mg/mL 

谷氨酸钠电子舌响应值 3.64±0.10 5.79±0.20 6.55±0.18 7.08±0.16 7.48±0.13 

超声组电子舌响应值 –0.28±0.14 1.67±0.08 3.21±0.04 3.87±0.04 4.28±0.07 

谷氨酸钠感官评分 3.11±0.90 4.22±0.83 5.44±0.53 6.44±0.53 7.78±0.67 

超声组感官评分 1.67±0.97 2.78±0.67 3.56±0.53 4.33±0.50 4.89±0.60 

 

3  结  论 

本研究通过响应面法确定了超声提取大球盖菇可溶

性蛋白的最优工艺, 即超声功率密度 375 W/L, 超声提取

时间 10 min, 超声提取温度 30 ℃, 料液比 1:30 (g:L)。在此

条件下, 较水提样品组, 超声提取物中可溶性蛋白含量提

高了 20%。超声处理减少了蛋白的 β-折叠占比, 增加了 α-
螺旋和无规则卷曲占比。超声提取提升了大球盖菇可溶

性蛋白的稳定性, 蛋白变性温度达到 108.06 ℃。超声提

取的大球盖菇可溶性蛋白氨基酸种类齐全且必需氨基酸

含量增加, 鲜味氨基酸谷氨酸占比最高。鲜味评价结果显

示, 8 mg/mL 的大球盖菇蛋白提取物与 2 mg/mL 的谷氨酸

钠具有相同的鲜味强度。大球盖菇蛋白可作为开发兼具营

养与风味的蛋白产品原料。 
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