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黑木耳蛋白提取工艺优化及其功能特性研究
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摘　要：为了提高黑木耳蛋白提取率，采用超声波-酶法提取黑木耳蛋白并对其在不同 pH 下的功能特性进行研究。

通过单因素实验，结合 Plackett-Burman 试验设计和 Box-Behnken 试验设计，确定超声波-酶法提取黑木耳蛋白最适

提取工艺，并在不同 pH 下对所得蛋白功能特性进行测定。结果表明，黑木耳蛋白的最适提取工艺参数为：料液比

1:88（g/mL）、超声时间 30.5 min、酶解 pH8.5、酶解温度 65.8 ℃，在该条件下，蛋白提取率为 57.11%±0.12%。

pH 对黑木耳蛋白功能特性的影响显著。pH3.5 时蛋白泡沫稳定性最好，达到 74.90%；随 pH 增大（3.5~9.5），溶

解性、起泡性、乳化性、乳化稳定性、持水性和吸油性显著提高（P<0.05），泡沫稳定性显著（P<0.05）下降。

本研究结果为黑木耳蛋白的提取利用和综合开发提供理论依据。
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Abstract： The  aim  of  this  work  was  to  enhance  of  the  protein  extraction  yield  of Auricularia  auricula by  ultrasonic-
enzymatic  method  and  its  functional  properties  under  different  pH  were  studied.  Through  single  factor  experiments,
combined with Plackett-Burman experiment design and Box-Behnken experiment design, the optimum extraction process
for  the  ultrasonic-enzymatic  method of Auricularia  auricula protein  was determined,  and the functional  properties  of  the
protein  were  measured  under  different  pH.  The  results  showed  that  the  optimum  extraction  process  parameters  of
Auricularia  auricula protein  were  as  follows:  Solid-to-liquid  ratio  1:88  (g/mL),  ultrasonic  time  30.5  min,  enzymolysis
pH8.5,  enzymolysis  temperature 65.8 ℃,  under  these conditions,  the protein extraction rate  was 57.11%±0.12%. The pH
had significant effects on the functional properties of Auricularia auricula protein. The protein foam stability was the best
at  pH3.5,  reached  74.90%.  With  the  increasing  of  pH  (3.5~9.5),  solubility,  foaming,  emulsifying,  emulsifying  stability,
water  holding  capacity  and  oil  absorption  increased  significantly  (P<0.05),  and  foam  stability  decreased  significantly
(P<0.05).  The  results  would  provide  a  theoretical  basis  for  the  extraction,  utilization  and  comprehensive  development  of
Auricularia auricular protein.
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黑木耳（Auricularia auricula），又名树鸡、光木

耳、木蕊等，木耳科木耳属胶质真菌，在我国主要栽

培于黑龙江、四川、广西和云南等地。黑木耳子实体

胶质含量较高，质地柔软平滑，味道鲜美[1]。中医学

认为，黑木耳具有润肺止咳、滋肾养胃、润燥、补气

养血等作用，黑木耳富含蛋白质、矿物质、多糖、维

生素、膳食纤维和氨基酸等物质，是我国珍贵的药食

兼用真菌[2]。黑木耳蛋白含量为 10.0~16.2 g/100 g[3]，

其蛋白质中含有 17 种氨基酸，尤以谷氨酸和天门冬

氨酸为主[4]。研究表明，黑木耳蛋白具有抗肿瘤[5] 功效。

黑木耳因蛋白质含量高、脂肪热量低等特点，已

成为获取植物蛋白的新兴资源[1]。依据黑木耳蛋白

的凝胶特性，将其添加到半固体食品中，可以改善食

品的机械性能；在液体食品中可以提高乳化液的稳定

性，还可以降低油-水界面的张力，提高该物质的热稳

定性，延长其货架期[4]。目前，提取植物蛋白常规的

方法有酶法、超声波法、碱法和复合法等[2]。左莹等[6]

采用酶法水解玉米淀粉糖渣蛋白，提取率为 39.77%，

酶法提取反应条件温和，能耗低，但提取率低，成本

高；姚兴存等[7] 采用超声波辅助提取条斑紫菜蛋白，

提取率为 37.6%，超声波法耗能少、时间短，但对仪

器设备要求高；李晓明等[8] 采用碱法提取白玉菇蛋

白，提取率为 43.19%，碱法操作简单，成本低，但高碱

条件易使蛋白变性。近年来，国内外的研究成果表明，

超声辅助酶法的提取技术具有很大的研究前景[9−10]。

超声辅助酶法是近年来发展较快的新型提取方法，由

于超声波在溶液中迅速产生空化、剪切、剧烈搅拌等

作用，同时结合酶高效、专一的特点，能够降解植物

细胞壁及组织，提高细胞壁和细胞膜通透性并加速蛋

白的溶出[11]。许新月等[12] 采用超声辅助酶法提取杏

鲍菇蛋白，提取率为 75.7%；Hildebrand 等[13] 使用超

声波辅助溶菌酶提取小球藻蛋白，回收率从 33% 提

高至 42%，使用超声波辅助蛋白酶提取可促进蛋白

质的恢复率（58%~82%）。因此，相比于传统的蛋白

提取方法，超声波-酶法具有省时、节能和高效等优

点，已广泛应用于生物活性成分等的提取[14−15]。

国内外关于黑木耳蛋白的研究鲜有报道，主要

集中在黑木耳碳水化合物的提取和功能性质研究[16−17]，

且运用超声波-酶法优化黑木耳蛋白提取工艺的研究

尚未见报道。本实验拟研究超声波-酶法提取黑木耳

蛋白，通过单因素实验，结合 Plackett-Burman（PB）试

验设计和 Box-Behnken 试验设计，确定黑木耳蛋白

最适提取工艺，并在不同 pH 下对所得蛋白功能特性

进行测定，以期为黑木耳蛋白的提取利用与综合开发

提供理论指导。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

黑木耳　市购，产地黑龙江省；菜籽油　市购，

产地安徽芜湖金龙鱼工厂；无水乙醇　天津市大茂化

学试剂厂；牛血清蛋白（BSA）　上海源叶生物科技有

限公司；碱性蛋白酶（15 万 U/g，最适作用温度 65 ℃、

pH8.5）　河南万邦实业有限公司；考马斯亮蓝 G-250
上海强顺化学试剂有限公司；硫酸铜、硫酸钾、硼

酸、磷酸均为分析纯。

K-355 凯氏定氮仪　瑞士步琪有限公司；SB-
3200DTD 超声波清洗仪　宁波新芝生物科技股份有

限公司；WFJ 2100 可见分光光度计　尤尼科（上海）

科学仪器有限公司；Q500B 高速多功能粉碎机　上

海冰都电器有限公司；SF-GL-20 高速冷冻离心机　

上海菲恰尔分析仪器有限公司；T-25 basic 高速分散

机　艾卡（广州）仪器设备有限公司；BSA124S 电子

天平　赛多利斯科学仪器（北京）有限公司；便携式

pH 计　上海大普仪器有限公司；BYXX-50 烘箱　

杭州艾博科技工程有限公司；Scientz-10N 冷冻干燥

机　宁波新芝生物科技股份有限公司； 

1.2　实验方法 

1.2.1   样品预处理　挑选无霉烂虫蛀、无机械损伤

的黑木耳清洗除杂，于烘箱 60 ℃ 烘干 4 h，冷却后粉

碎，过 100 目筛，得到黑木耳粉，置于干燥环境下保

存，备用。 

1.2.2   黑木耳蛋白提取工艺流程　黑木耳粉→称量→
溶解→超声处理→调 pH→酶解→灭酶→离心分离→
取上清液（蛋白提取液）→测蛋白含量→等电点沉淀→
离心分离→沉淀水洗至中性→真空冷冻干燥→黑木

耳蛋白。 

1.2.3   操作要点　黑木耳按 1.2.1 方法预处理，称取

一定量的木耳粉末，按料液比 1:80（g/mL）进行溶解，

然后在超声功率 180 W，50 ℃ 超声 30 min，之后用

0.1 mol/L NaOH 溶液调溶液 pH 为 10.5，再添加 5%
的碱性蛋白酶，40 ℃ 水浴加热酶解 2 h，90 ℃ 灭酶

15 min，10000 r/min 离心 15 min，收集上清液，得到

蛋白提取液，用 0.1 mol/L HCl 溶液调 pH 至 3.5，于
4 ℃ 冰箱中冷沉 24 h 后，12000 r/min 离心 15 min，
收集沉淀，水洗至中性，真空冷冻干燥，得黑木耳蛋白。 

1.2.4   单因素实验　在超声波-酶法提取黑木耳蛋白

工艺中，首先对木耳粉进行超声波预处理，处理结束

后进入酶解反应，研究各参数对蛋白提取率的影响。

以蛋白提取率为指标，分别考察料液比（1:50、1:60、
1:70、1:80、1:90、1:100 g/mL）、超声时间（10、20、
30、40、50、60 min）、超声温度（30、40、50、60、70、
80 ℃）、酶添加量（1.0%、2.0%、3.0%、4.0%、5.0%、

6.0%）、酶解 pH（8.0、8.5、9.0、9.5、10.0、10.5）、酶

解温度（45、50、55、60、65、70 ℃）、酶解时间（0.5、
1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 h）共计 7 个因素对黑木耳蛋

白提取率的影响。每个水平重复 3 次，取均值，试验

过程中固定超声功率为 180 W，不变水平值为：超声

时间 30 min、超声温度 50 ℃、酶解 pH 为 10.5、料

液比 1:80（g/mL）、酶解时间 2 h、酶添加量 5%、酶

解温度 40 ℃。 
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1.2.5   Plackett-Burman（PB）试验设计　PB 设计中，

将 1.2.4 中 7 个单因素依次编码为 X1、X2、X3、X4、

X5、X6 和 X7。对于每个因素，均设定高（+）、低（−）
2 个水平，以蛋白提取率（Y）为响应值，X1~X7 影响因

素为自变量，共进行 12 次试验。因素和水平如下表 1。
 
 

表 1    PB 试验设计因素与水平
Table 1    PB experiment design factors and levels

因素 低水平（−） 高水平（+）

X1料液比（g/mL） 1:80 1:100

X2超声时间（min） 20 40
X3超声温度（℃） 50 70
X4酶添加量（%） 4 6

X5酶解pH 8 9
X6酶解温度（℃） 60 70

X7酶解时间（min） 60 120
  

1.2.6   Box-Behnken 试验设计　根据 PB 试验结果，

选取料液比（A）、超声时间（B）、酶解 pH（C）和酶解

温度（D）作为 Box-Behnken 试验设计（见表 2）的
4 个自变量，建立响应值与自变量之间的函数关系，

进而寻求黑木耳蛋白提取工艺的最优组合。
 
 

表 2    Box-Behnken 试验设计因素与水平
Table 2     Factors and levels of Box-Behnken experiment design

因素
水平

−1 0 1

A料液比（g/mL） 1:80 1:90 1:100
B超声时间(min) 20 30 40

C酶解pH 8 8.5 9
D酶解温度(℃) 60 65 70

  

1.2.7   黑木耳蛋白提取率的计算　 

1.2.7.1   黑木耳总蛋白含量的测定　参照 GB 5009.5-
2016《食品中蛋白质的测定》[18] 凯氏定氮法，测得黑

木耳粉末中总蛋白含量为（11.38±0.25）g/100 g。 

1.2.7.2   黑木耳提取液中蛋白含量的测定　首先配

制不同质量浓度的牛血清蛋白标准溶液，采用考马斯

亮蓝法[19] 测定 595 nm 处的吸光度值，并做空白对

照，分别以蛋白含量与吸光度值为横纵坐标，绘制牛

血清蛋白标准曲线：y=4.6925x+0.0808（R2=0.9992）。
另外，取黑木耳蛋白提取液，按照上述方法，测定上清

液蛋白含量。

按照式（1）计算黑木耳蛋白提取率：

黑木耳蛋白提取率(%)=
上清液中蛋白含量

黑木耳总蛋白含量
×100

式（1）
 

1.2.8   黑木耳蛋白等电点（pI）的测定　称取 6.0 g 木

耳粉于 500 mL 烧杯中，加入 480 mL 的蒸馏水，搅

拌溶解，用 0.1 mol/L NaOH 溶液调 pH 至 9.0，40 ℃
水浴加热提取 2 h 后，8000 r/min 离心 30 min，取上

清液 20 mL 分装于 50 mL 烧杯中，用 HCl 调 pH 分

别为 2.0、2.5、3.0、3.5、4.0、4.5、5.0、5.5、6.0，重复

试验 3 次，于 4 ℃ 冰箱中冷沉 24 h 后，12000 r/min
离心 15 min，取上清液于 595 nm 处测定吸光值，吸

光值最低时的 pH 即为黑木耳蛋白等电点。 

1.2.9   黑木耳蛋白功能特性的测定　 

1.2.9.1   起泡性及泡沫稳定性的测定　参照张思思

等 [20] 的方法并做调整。配制浓度为 2% 的样品

40 mL，调节不同 pH 为 2.0、3.5、5.0、6.5、8.0、9.5，
快速分散 2 min（9500 r/min），倒出分散液，及时读取

均质停止时泡沫体积以及均质停止 30 min 后的泡沫

体积。计算公式如下。

起泡性(%) =
搅拌停止时泡沫体积(mL)
蛋白溶液体积(mL)

×100

式（2）

泡沫稳定性(%) =
30 min后泡沫体积(mL)
初始泡沫体积(mL)

×100

式（3）
 

1.2.9.2   溶解性的测定　参照李晓明等[8] 的方法并

做调整。称量一定质量的蛋白样品，配制质量浓度

为 10 g/L，分别量取 20 mL 待测样液，调节不同 pH
为 2.0、3.5、5.0、6.5、8.0、9.0，使之充分溶解，室温条

件下搅拌 45 min，4000 r/min 离心 20 min，沉淀不溶

蛋白，采用考马斯亮蓝法测定上清液中蛋白含量。计

算公式如下。

溶解性(%) =
上清液蛋白含量

样品中蛋白含量
×100 式（4）

 

1.2.9.3   乳化性及乳化稳定性的测定　参照薛蕾等[21]

的方法并做调整。配制 1% 蛋白溶液，量取 25 mL
样品于烧杯中，调节不同 pH 为 2.0、3.5、5.0、6.5、
8.0、9.5，加入相同比例的菜籽油，快速分散 2 min
（9500 r/min），快速移取 25 mL 乳化液离心 15 min
（2500 r/min），将离心管取出立于水平桌面迅速读取

乳化层高度及液体总高度。再将上述乳化液 80 ℃
水浴 30  min，用自来水冷却至室温，离心 15  min
（2500 r/min），取出读取并记录剩余乳化层高度。计

算公式如下。

乳化性(%) =
乳化层高度(mm)
液体总高度(mm)

×100 式（5）

乳化稳定性(%)=
30 min后乳化层高度(mm)
初始乳化层高度(mm)

×100

式（6）
 

1.2.9.4   持水性的测定　参照杨希娟等[22] 的方法并

做调整。先对 25  mL 离心管进行称重，再称取

0.5 g 黑木耳蛋白样品于离心管中，加入 10 mL 蒸馏

水配成蛋白待测液，调节不同 pH 为 2.0、3.5、5.0、
6.5、8.0、9.5，振荡、混匀，常温下静置 30 min，使之
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充分吸水，3000 r/min 离心 20 min，除去上层水液，称

取离心管和残留物总质量。计算公式如下。

持水性(g ·g−1) =
离心管残留物质量(g)−样品质量(g)

样品质量(g)

式（7）
 

1.2.9.5   吸油性的测定　参照张艳荣等[23] 的方法并

做调整。先对 10 mL 的离心管进行称重，再称取 0.5 g
黑木耳蛋白样品于离心管中，随后加入 10 mL 菜籽

油，调节不同 pH 为 2.0、3.5、5.0、6.5、8.0、9.5，振
荡、混匀，静置 30 min，3000 r/min 离心 20 min，除去上

层油液，称取离心管和残留物总质量。计算公式如下。

吸油性(g ·g−1) =
离心管残留物质量(g)−样品质量(g)

样品质量(g)

式（8）
 

1.3　数据处理

使用 Design  expert  11.0 进行 PB 试验和 Box-
Behnken 试验设计及响应面试验数据优化，试验重

复 3 次，通过 SPSS 20.0 进行数据分析，采用新复极

差法（Duncan’s）进行显著性分析（P<0.05 表示有显著

差异，P<0.01 表示有极显著差异），Origin 2018.0 进

行绘图处理。 

2　结果与分析 

2.1　单因素实验结果

探究各因素对黑木耳蛋白提取率的影响，如图 1

所示。

从图 1A 可以看出，随料液比的增大黑木耳蛋白

的提取率呈先上升后下降的趋势。当料液比为

1:90（g/mL）时，蛋白提取率最大。这是因为随溶液

体积增大，木耳粉在溶液中的分散度和接触面积随之

增大，加速蛋白的溶出，提取液用量继续增加，超声破

碎不充分[2]，蛋白提取率下降显著（P<0.05）。故选取

料液比 1:90（g/mL）进行下一步优化。

图 1B 显示，黑木耳蛋白提取率随超声时间的延

长呈先上升后下降的趋势，在 30 min 破碎效果达到

最佳（P<0.05）。原因可能是超声波所产生的机械效

应和空化效应大大加强了细胞破碎程度，显著增大了

蛋白溶出速率。30 min 后，蛋白提取率开始下降，可

能是破碎时间过长，细胞内降解蛋白的酶溶出，破坏

了蛋白的结构，机器产生大量热使蛋白质降解和变

性[24]。所以选取超声时间为 30 min 进行下一步优化。

由图 1C 可以看出，黑木耳蛋白提取率随超声温

度的升高呈先上升后下降的趋势，蛋白提取率在超声

温度达到 60 ℃ 时最高，超声温度继续升高，蛋白提

取率下降显著（P<0.05）。原因可能是超声温度和超

声过程中产生的热效应共同作用使溶液体系温度过

高，引起物料糊化和蛋白质变性[25]，提取率下降明

显。所以选取超声温度为 60 ℃ 进行下一步优化。

图 1D 中，黑木耳蛋白提取率随酶添加量的增加

逐渐升高，当酶添加量达到 5% 时，蛋白提取效果最
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图 1    各因素对黑木耳蛋白提取率的影响

Fig.1    Effects of various factors on the extraction rate of Auricularia auriculata protein
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好（P<0.05），然而当酶添加量大于 5% 时，蛋白提取

率开始缓慢下降。原因可能是酶在适宜浓度范围内，

伴随酶添加量的增大，酶加速细胞壁的降解，使原料

中的蛋白更易溶出。当酶溶度达到饱和时，由于所有

底物均已和酶形成中间产物继续提高酶的浓度，反而

会使酶促反应降低，且酶本身具有竞争性抑制作用，

故当酶添加量超过一定范围时，黑木耳蛋白提取率反

而会降低[26]。所以选取酶添加量为 5% 进行下一步

优化。

由图 1E 所示，黑木耳蛋白提取率随酶解 pH 的

增大迅速升高，当 pH 到达 8.5 时酶的破壁效果最

好，蛋白提取率最高，pH 继续增大，蛋白提取率下降

显著（P<0.05）。由此可知，黑木耳蛋白提取率随

pH 的增大而明显升高，表明碱性 pH 能够疏松蛋白

结构，提高蛋白溶解性，但碱性过强则会致使蛋白变

性，从而破坏蛋白品质[25]。故选取酶解 pH 为 8.5 进

行下一步优化。

由图 1F 可知，黑木耳蛋白提取率随酶解温度的

升高呈先上升后下降趋势。酶活性在温度为 65 ℃
时，达到最大值，蛋白溶出速率也达到最大。温度继续

升高，酶活性遭到破坏，破壁效果显著下降（P<0.05），
蛋白提取率也随之降低[27]。所以选取提取酶解温度

65 ℃ 进行下一步优化。

图 1G 显示，黑木耳蛋白提取率随酶解时间的延

长，呈现先上升后下降的趋势。当反应时间为 1.5 h

时，蛋白提取率最大，此后，延长酶解时间提取率下降

显著（P<0.05），原因可能是底物随酶解时间的延长而

不断减少，酶解产物的积累抑制了酶的活力，同时部

分溶出蛋白被水解，导致蛋白提取率下降[28]。故选取

酶解时间为 1.5 h 进行下一步优化。
 

2.2　PB 试验设计结果

根据表 3 试验结果，利用 Design-Expert 11.0 软

件进行多元回归方程拟合和方差分析，得到以黑木耳蛋

白提取率为响应值的最优回归方程为：Y=131.42842−

0.230957X1+0.236742X2+0.111009X3+0.497741X4−

5.37870X5−0.690105X6+4.26641X7。

根据表 4 方差分析结果可知，该模型差异极显

著（P<0.01），R2=0.9713，即有 97.13% 的试验数据可

用该模型解释。对黑木耳蛋白提取率的影响极显著

（P<0.01）的因素依次为 X6>X5，影响显著（P<0.05）的

因素依次为 X2>X1>X7，X3、X4 影响不显著（P>0.05）。

因此，选取酶解温度、酶解 pH、超声时间和料液比

4 个因素进行 Box-Behnken 试验。 

 

表 3    PB 试验设计方案及结果

Table 3    Design scheme and results of PB experiment

实验号 X1料液比（g/mL） X2超声时间（min） X3超声温度（℃） X4酶添加量（%） X5酶解pH X6酶解温度（℃） X7酶解时间（h） 蛋白提取率（%）

1 1 1 −1 −1 −1 1 −1 37.05
2 1 1 1 −1 −1 −1 1 52.13
3 −1 1 −1 1 1 −1 1 51.08
4 −1 1 1 −1 1 1 1 52.31
5 1 1 −1 1 1 1 −1 34.42
6 −1 1 1 1 −1 −1 −1 42.48
7 1 −1 1 1 −1 1 1 37.75
8 −1 −1 −1 −1 −1 −1 −1 38.63
9 1 −1 −1 −1 1 −1 1 36.17
10 −1 −1 1 −1 1 1 −1 42.83
11 1 −1 1 1 1 −1 −1 41.96
12 −1 −1 −1 1 −1 1 1 45.82

 

表 4    PB 试验设计方差分析结果

Table 4    Analysis of variance results of PB experiment design

项目 平方和 df 均方 F值 P值

模型 433.30 7 61.90 19.34 0.0062**
X1 64.01 1 64.01 19.99 0.0111*
X2 67.26 1 67.26 21.01 0.0102*
X3 14.79 1 14.79 4.62 0.0981
X4 2.97 1 2.97 0.9286 0.3898
X5 86.79 1 86.79 27.11 0.0065**
X6 142.87 1 142.87 44.63 0.0026**
X7 54.61 1 54.61 17.06 0.0145*

残差 12.81 4 3.20
总离差 446.10 11

R2=0.9713 R2
Adj=0.9211

注：*表示对结果影响显著（P<0.05）；**表示对结果影响极显著（P<0.01）；表6同。
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2.3　Box-Behnken 试验设计结果

根据 Box-Benhnken 中心组合试验设计原理[24]，

综合单因素实验和 PB 试验结果，以黑木耳蛋白质提

取率作为响应值，考察料液比、超声时间、酶解 pH
和酶解温度 4 个因素对于结果的影响，以得出最优

试验条件。Box-Behnken 试验方案与结果见表 5，方
差分析结果见表 6。
  

表 5    Box-Behnken 试验设计方案及结果
Table 5    Design scheme and results of Box-Behnken

experiment

实验号
A料液比
（g/mL）

B超声时间
（min）

C酶解
pH

D酶解温度
（℃）

Y蛋白提取率
（%）

1 0 0 0 0 57.20
2 1 0 0 1 44.89
3 −1 0 0 1 50.15
4 −1 0 1 0 50.33
5 0 1 0 −1 46.70
6 0 0 0 0 57.17
7 0 1 1 0 49.62
8 1 0 1 0 42.30
9 0 0 1 1 49.51

10 1 0 −1 0 46.10
11 −1 1 0 0 48.75
12 1 0 0 −1 45.10
13 0 0 0 0 57.34
14 0 0 1 −1 46.70
15 0 0 −1 −1 45.58
16 0 −1 0 1 49.27
17 −1 0 −1 0 45.50
18 0 −1 0 −1 48.20
19 1 −1 0 0 45.35
20 0 0 −1 1 48.35
21 −1 −1 0 0 49.30
22 −1 0 0 −1 46.12
23 0 0 0 0 56.40
24 0 −1 1 0 46.82
25 0 1 0 1 50.50
26 1 1 0 0 47.52
27 0 0 0 0 56.60
28 0 1 −1 0 46.90
29 0 −1 −1 0 47.69

 

对表 5 中的数据，采用响应面方法分析试验结

果，得到黑木耳蛋白提取率（Y）的二次回归方程为：

Y=56.94−1.57A+0.28B+0.43C+1.19D+0.68AB−
2.16AC−1.06AD+0.8975BC+0.6825BD+0.01CD−
5.68A2−3.78B2−5.18C2−4.47D2。

由表 6 可知，该模型差异极显著（P<0.01），决定

系数 R2 为 0.9926，说明模型拟合程度良好，能较好

地拟合试验结果。失拟项不显著（P>0.05），说明模型

误差较小，校正决定系数 R2
Adj 为 0.9851，说明模型

的相关性和解释度都很好，可以用此模型进行理论分

析和预测。模型一次项 A、D，交互项 AC、AD、BC，

二次项 A2、B2、C2、D2 对黑木耳蛋白提取率的影响

极显著（P<0.01），一次项 C，交互项 AB、BD 影响显

著（P<0.05）。4 个影响因素中，对黑木耳蛋白质提取

率影响最大的为料液比，其次为酶解温度和酶解 pH，

影响最小的为超声时间。 

2.4　各因素之间交互作用和响应面分析

由 Design-Expert 11.0 软件对试验结果进行响

应面图的绘制，通过 3D 响应面图能直观地反映出各

因素及因素之间的交互作用对黑木耳蛋白提取率的

影响[29]。响应面分析结果见图 2。
由图 2a、图 2e 可以看出，AB、BD 响应面曲面

较陡峭，料液比和酶解温度的变化曲线比超声时间的

变化曲线陡峭，说明料液比和酶解温度比超声时间的

影响都更显著一些；由图 2b、图 2c、图 2d 可知，

AC、AD、BC 响应面曲线陡峭，根据曲面的陡峭程

度，可得出料液比和酶解温度的交互作用对蛋白提取

率的影响最大，料液比和酶解 pH 次之，超声时间和

酶解 pH 两者相差不大且影响较小；由图 2f 可知，

CD 响应面曲面相对平缓，两者交互作用对蛋白提取

率的影响不显著，与方差分析结果一致。 

2.5　最佳工艺条件的确定及验证实验

Design-Expert 11.0 软件对试验的优化结果为料

液比 1:88.34（g/mL）、超声时间 30.45  min、酶解

pH8.54、酶解温度 65.78 ℃，该条件下的蛋白提取率

预测值为 57.19%。采用优化后的参数进行验证实

验，为方便操作，条件参数设为料液比 1:88（g/mL）、
超声时间 30.5 min、酶解 pH8.5、酶解温度 65.8 ℃，

该条件下重复试验 3 次，测得黑木耳蛋白质平均提

取率为 57.11%±0.12%，与模型预测值 57.19% 无明

显差异，说明该模型优化得到的黑木耳蛋白提取工艺

参数可靠。 

2.6　黑木耳蛋白等电点

探究黑木耳蛋白等电点，如图 3 所示。

由图 3 可知，随着溶液 pH 的增大，蛋白吸光度

 

表 6    Box-Behnken 试验方差分析结果

Table 6    Variance analysis results of Box-Behnken experiment

变异来源 平方和 df 均方 F值 P值

模型 474.37 14 33.88 133.53 <0.0001**

A 29.74 1 29.74 117.19 <0.0001**

B 0.9408 1 0.9408 3.71 0.0747

C 2.22 1 2.22 8.74 0.0104*

D 16.97 1 16.97 66.88 <0.0001**

AB 1.85 1 1.85 7.29 0.0173*

AC 18.62 1 18.62 73.38 <0.0001**

AD 4.49 1 4.49 17.71 0.0009**

BC 3.22 1 3.22 12.7 0.0031**

BD 1.86 1 1.86 7.34 0.0169*

CD 0.0004 1 0.0004 0.0016 0.9689

A² 209.28 1 209.28 824.77 <0.0001**

B² 92.63 1 92.63 365.05 <0.0001**

C² 174.14 1 174.14 686.29 <0.0001**

D² 129.76 1 129.76 511.38 <0.0001**

残差 3.55 14 0.2537 　 　

失拟项 2.86 10 0.2865 1.67 0.3289
误差项 0.6877 4 0.1719 　 　

总离差 477.92 28 　 　 　

R2=0.9926 　 R2
Adj=0.9851 　 　 　
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值呈先下降后上升趋势，当 pH 为 3.5 时，蛋白吸光

度值达到最低值，此时蛋白正、负电荷数相等，净电

荷为零，这可能是因为蛋白-水间相互作用和蛋白-蛋

白间静电排斥作用均降低，从而引发了蛋白聚合沉

淀[30]。即 pH3.5 为黑木耳蛋白的等电点。 

2.7　黑木耳蛋白的功能特性 

2.7.1   pH 对黑木耳蛋白起泡性与泡沫稳定性的影响

　蛋白起泡性是指蛋白样品在高速搅打过程中通过

降低水的表面张力，并扑捉气体最终形成泡沫的能

力；保持蛋白泡沫产生后的稳定能力即蛋白的泡沫稳

定性[31]。由于蛋白起泡性与蛋白溶解性有很大的关

系，较高的溶解性、表面膜的强度和表面粘度、分子

柔性、亲水性基团能够增强蛋白分子与空气的交互

作用，故而对起泡能力产生一定的影响。

图 4 显示，黑木耳蛋白起泡性随 pH 的增大先下

降后上升，而泡沫稳定性正好相反。当 pH 为 3.5

时，黑木耳蛋白的起泡性最差（17.10%），泡沫稳定性

最好（74.90%），随 pH 的不断增大，起泡性和泡沫稳

定性呈相反趋势逐渐靠近，当 pH 达到 9.5 时，黑

木耳蛋白的起泡性（65.34%）高于其泡沫稳定性

（58.60%）。这可能是因为当 pH 在蛋白等电点附近

时，蛋白容易聚集沉淀，参与形成泡沫的蛋白质量浓

度较低，使其起泡能力最弱，起泡性最差，此时，由于

溶液中不溶性颗粒通过静电作用不断吸附于气-液界

面，从而增大蛋白膜的黏性和厚度，泡沫稳定性随之

增加[21]。 

2.7.2   pH 对黑木耳蛋白溶解性的影响　可溶性蛋白

在吸水后分散成胶体的性质即为蛋白溶解性[21]。不

同 pH 下蛋白溶解性又有很大差异，蛋白的溶解性对

其在食品工业中的稳定性、风味等有直接的影响。

从图 5 可以看出，蛋白溶解性随 pH 逐渐增大呈

 

(a) 料液比与超声时间 (b) 料液比与酶解pH (c) 料液比与酶解温度

(d) 超声时间与酶解pH (e) 超声时间与酶解温度 (f) 酶解pH与酶解温度
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图 2    各因素交互作用对黑木耳蛋白提取率影响的响应面图

Fig.2    Response surface plots showing the interaction effects of various factors on the extraction rate of Auricularia auriculata protein
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图 3    黑木耳蛋白等电点

Fig.3    Isoelectric point of Auricularia auricular protein
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图 4    pH 对黑木耳蛋白起泡性性及泡沫稳定性的影响

Fig.4    Effect of pH on the foaming capacity and foam stability
of Auricularia auricular protein
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先下降后上升的 U 形线。当 pH 为 3.5 时蛋白溶解

性最低（10.72%），归因于在等电点附近蛋白发生聚

集沉淀，容易析出；当溶液体系 pH 大于或小于 3.5
时，黑木耳蛋白-蛋白以及蛋白-水分子之间相互作用

增强，凝聚力下降，促进溶解，蛋白溶解性随溶液酸性

或碱性的增强不断增大。
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图 5    pH 对黑木耳蛋白溶解性的影响
Fig.5    Effect of pH on the solubility of Auricularia

auricular protein
  

2.7.3   pH 对黑木耳蛋白乳化性及乳化稳定性的影响

　在高速搅拌下，蛋白使油被均匀分散在水中形成乳

状液的能力叫蛋白乳化性；维持蛋白乳化液稳定且不

出现油水两项明显分离的能力即蛋白乳化稳定性，溶

液 pH、离子浓度、温度和蛋白质浓度都对蛋白乳化

性及乳化稳定性有不同程度的影响。

从图 6 可知，黑木耳蛋白的乳化性和乳化稳定

性都随 pH 的增大呈先下降后上升的趋势。这是由

于当 pH 为 3.5 时即黑木耳蛋白的等电点，此时净电

荷为零，蛋白之间静电排斥力最小，蛋白溶解性最低，

乳化性（20.56%）和乳化稳定性（54.56%）的能力都最

小；但当 pH 在远离蛋白的 pI 时，黑木耳蛋白乳化性

和乳化稳定性呈相同趋势增强，前者较后者增幅更明

显，由于黑木耳蛋白与水分子之间相互作用增强，溶

于体系溶液的能力增强，静电斥力增大，油/水界面的

吸附能力增强，界面张力降低，蛋白乳化性和乳化稳

定性都随之增强[32]。
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图 6    pH 对黑木耳蛋白乳化性及乳化稳定性的影响
Fig.6    Effect of pH on the emulsifying property and
emulsifying stability of Auricularia auricular protein

  

2.7.4   pH 对黑木耳蛋白持水性的影响　蛋白中亲水

性基团与水结合即吸附水的能力为蛋白持水性，溶液

体系的 pH 和温度对蛋白的持水性有一定的影响；良

好的持水性有助于食品贮藏过程中的“保鲜”和“成

型”，保持食品足够的水分，从而降低水分损失，防止

食品收缩[32]。

图 7 可见，黑木耳蛋白的持水性随 pH 的增大呈

先下降后上升的趋势。pH 在蛋白等电点 3.5 时，持

水性（2.7 g/g）最小，这是因为处于等电点时的蛋白总

电荷为零，分子间相互作用最大，缔合和收缩的蛋白

质呈现最低的水化和膨胀[21]；而当 pH 远离等电点

时，蛋白以离子形式存在，使蛋白溶胀性能和黏度增

加，持水性增强。
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图 7    pH 对黑木耳蛋白持水性的影响
Fig.7    Effect of pH on the water holding capacity of

Auricularia auricular protein
  

2.7.5   pH 对黑木耳蛋白吸油性的影响　蛋白的吸油

性是指在一定条件下，蛋白与油脂按一定比例混合后

吸附油脂的能力。影响蛋白吸油性的因素有很多，

如：蛋白种类、温度及油品，同时蛋白良好的吸油性

在肉制品的加工生产中起着很重要的作用。

由图 8 可知，黑木耳蛋白的吸油性随 pH 的增大

呈先下降后上升并趋于平缓的趋势。当 pH 为 3.5
时蛋白吸油性最小（2.38 g/g），pH 继续升高，蛋白吸

油性上升显著（P<0.05），当 pH 为 9.5 时达到最大值

（2.90 g/g），原因可能是当 pH 在蛋白等电点附近时，

蛋白容易聚集沉淀，吸油性最小；随 pH 升高，蛋白分

子发生伸展、解离，内部非极性键暴露且油脂结合能

力增大。pH 继续升高，部分蛋白发生变性，结构发生

改变，分子间的相互作用减小，吸附能力减弱[33]。
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图 8    pH 对黑木耳蛋白吸油性的影响
Fig.8    Effect of pH on the oil absorption capacity of

Auricularia auricular protein 
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3　结论与讨论
各因素对蛋白提取率影响的主次顺序为料液

比>酶解温度>酶解 pH>超声时间；最适提取工艺参

数为料液比 1:88（g/mL）、超声时间 30.5 min、酶解

pH8.5、酶解温度 65.8 ℃，获得的理论值为 57.19%，

该条件下，经验证实际值为 57.11%±0.12%，证明该

模型准确可靠。张莉等[1] 采用碱溶酸沉法提取黑木

耳蛋白，提取率为 64.8%；林洋[34] 采用超声辅助碱法

提取黑木耳蛋白，提取率为 48.3%；与之相比，采用超

声波-酶法提取黑木耳蛋白，提取率居中，由于实验条

件限制，未能探究超声功率高于 180 W 以后对黑木

耳蛋白提取率的影响，但依据结果可以认为超声波-
酶法是一种有效的蛋白提取方法。

pH 对黑木耳蛋白功能特性的影响显著。pH3.5
时蛋白泡沫稳定性最好，达到 74.90%；随 pH 增大

（3.5~9.5），溶解性、起泡性、乳化性、乳化稳定性、持

水性和吸油性显著提高（P<0.05），泡沫稳定性显著下

降（P<0.05）。在适宜的 pH 条件下，黑木耳蛋白具有

较好的溶解性、乳化性、乳化稳定性、泡沫稳定性，

可将其添加至饮料、蛋糕、汤料等食品中。

后期实验可从以下几方面展开：探究黑木耳蛋

白功能特性与温度、离子强度、蛋白质量浓度的关系

和影响规律；通过脱色、超滤、离子交换色谱等技术

分离纯化蛋白，以获得更高纯度的蛋白，进行其结构

鉴定、理化性质研究；进一步研究黑木耳蛋白的抗氧

化活性、功能性产品的开发等。本研究结果为今后

黑木耳蛋白的提取工艺以及在食品加工中的应用提

供了相应的实验支撑，同时也为黑木耳的精深加工提

供新的思路，尽而有效的提升黑木耳的附加值。
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