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摘要:目的:提高虎奶菇菌丝体抗菌肽得率和抑菌率.方

法:将抗菌肽的得率和对金黄色葡萄球菌及大肠杆菌的

抑菌率作为评价指标,在蛋白酶筛选的基础上,优化虎奶

菇菌丝体抗菌肽的提取工艺,并测定其抗菌肽的最低抑

菌浓度.结果:碱性蛋白酶酶解制备虎奶菇菌丝体抗菌

肽的最佳工艺条件为酶解温度３９．５ ℃、酶解时间３．２h、

pH 值１１．１,料液比１∶２０(g/mL),酶添加量６０００U/g,

此条件下虎奶菇菌丝体抗菌肽对金黄色葡萄球菌和大肠

杆菌的实际抑菌率分别为７４．１７％和８６．２２％,抗菌肽提

取率为２２．６７％.抗菌肽对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌

的 MIC值分别为５．０,２．５mg/mL.结论:虎奶菇菌丝体

抗菌肽具有显著的抑菌活性,尤其是对大肠杆菌的抑菌

作用更强.
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Abstract:Objective:Toimprovetheyieldandantibacterialrate

ofantimicrobialpeptidesfromPleurotustuberＧregium mycelium
(PTRMＧAMPs)．Methods:Takingtheyieldandtheantibacterial

rateofPTRMＧAMPsagainstStaphylococcusaureusandEscheＧ

richiacoliasevaluationindexes,onthebasisofproteasescreenＧ

ing,theextractionprocessofPTRMＧAMPswasoptimized,and

theminimuminhibitoryconcentrationofPTRMＧAMPswasdeＧ

termined．Results:Theoptimumtechnologicalconditionsforthe

preparationofPTRMＧAMPsbyalkalineproteasehydrolysiswere

asfollows:theenzymatichydrolysistemperaturewas３９．５ ℃,

theenzymatichydrolysistimewas３．２h,thepHvaluewas１１．１,

thesolidＧliquidratiowas１∶２０(g/mL),andtheenzymeaddition

was６０００U/g．Undertheseconditions,theactualantibacterial

ratesof PTRMＧAMPsagainstS．aureus and E．coli were

７４．１７％and８６．２２％respectively,andtheyieldofPTRMＧAMPs

was２２．６７％．TheMICvaluesofPTRMＧAMPsagainstS．aureus

andE．coli were５．０,２．５ mg/mLrespectively．Conclusion:

PTRMＧAMPshassignificantantibacterialactivity,especiallyaＧ

gainstE．coli．

Keywords:PleurotustuberＧregium mycelium;antimicrobialpepＧ

tide;enzymatichydrolysis;antibacterialactivity;yield

抗 菌 肽 (Antimicrobialpeptides,AMPs)是 含 有

１００个以内氨基酸残基的多肽抗菌物质,具有广谱抑菌效

果,对细菌、真菌、病毒以及寄生虫等均有抑制作用[１],被
广泛应用于生物医药、食品及动物饲料加工领域.抗菌

肽能够通过破坏微生物的细胞膜或靶向细胞内成分产生

抑菌作用[２].截至２０２２年５月,已有３０００多种抗菌肽

被收录至抗菌肽数据库(https://aps．unmc．edu)中.然而

这些抗菌肽主要来源于动物、植物和细菌,抗菌肽数据库

中真菌来源的抗菌肽＜１％.
虎奶菇(PleurotustuberＧregium)是一种既能形成菌

核又能形成子实体的高温食用菌,广泛分布于热带和亚

热带地区[３].然而虎奶菇菌核和子实体的生长周期长,
生物转化率低,因此常用液体深层发酵培养的菌丝体作

为试验材料[４].近年来,有关虎奶菇生物活性的研究主

要集 中 于 抗 氧 化 活 性[５]、抗 肿 瘤 活 性[６]、免 疫 调 节 活

性[７]、抗炎活性[８]、抑菌活性[９]以及降血糖和降血脂活

性[１０]等方面.虎奶菇菌丝体中含有丰富的蛋白质和氨基

酸[１１],是天然抗菌肽的优质来源.但目前尚未见从虎奶

菇菌丝体中提取抗菌肽的相关报道.
常见的抗菌肽制备方法主要包括酶解法、基因工程

法、化学合成法以及微生物发酵法[１２].由于专一性强、反
应条件温和以及过程易于控制等优点,酶解法成为目前

制备抗菌肽最常用的方法[１３].因此,研究拟以虎奶菇菌

丝体为原料,通过酶解法提取抗菌肽.在单因素试验的

基础上结合响应面试验优化提取工艺,并对其抑菌活性
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进行研究,以期提高虎奶菇菌丝体抗菌肽的提取率和抑

菌率,从而为虎奶菇菌丝体抗菌肽的进一步开发与利用

提供依据.

１　材料与方法

１．１　供试菌株与主要试剂

虎奶菇菌株、金黄色葡萄球菌(ATCC２５９２３)菌株、大
肠杆菌(ATCC２５９２２)菌株:华中农业大学食品科学技术

学院食品微生物实验室;

木瓜蛋白酶、中性蛋白酶、碱性蛋白酶、风味蛋白酶、

复合蛋白酶:上海源叶生物科技有限公司;

胰蛋白酶、牛血清白蛋白:德国Biofroxx公司;

福林酚:北京索莱宝科技有限公司;

乙醇、氢氧化钠、盐酸、四水合酒石酸钾钠:分析纯,

国药集团化学试剂有限公司.

１．２　主要仪器与设备

真空冷冻干燥机:Beta２Ｇ８LD型,德国Christ公司;

台式电热干燥箱:２０２Ｇ００AB型,天津市泰斯特仪器

有限公司;

数显恒温水浴锅:HHＧ４型,上海力辰邦西仪器科技

有限公司;

台式pH 计:ST２１００型,美国奥豪斯仪器有限公司;

超 速 冷 冻 离 心 机:AvantiJＧE 型,美 国 Beckman
公司;

超净工作台:VDＧ１３２０型,北京东联哈尔仪器制造有

限公司;

恒温培养摇床:KYCＧ１１０２C型,金坛市盛蓝仪器制造

有限公司;

全自动酶标仪:MultiskanSkyhigh型,美国 Thermo
公司.

１．３　培养基

(１)PDA培养基:马铃薯２００g,葡萄糖２０g,琼脂粉

１５g,加蒸馏水至１L,１２１℃高压灭菌２０min.
(２)发酵培养基:葡萄糖２０g,酵母提取物５g,磷酸

二氢钾１g,无水硫酸镁０．５g,加蒸馏水至１L,１２１℃高

压灭菌２０min.
(３)LB培养基:胰蛋白胨１０g,NaCl１０g、酵母提取

物５g,加蒸馏水至１L,１２１℃高压灭菌２０min.

１．４　试验方法

１．４．１　 液体深层发酵培养虎奶菇菌丝体 　 用孔径为

０．５cm 的打孔器将PDA 培养基上生长的虎奶菇菌丝体

打孔后,用灭菌的镊子取８个菌丝块接种至１００mL液体

发酵培养基中,３２℃、１２０r/min培养８d.培养结束后,

将其作为液体菌种,用灭菌的玻璃匀浆器磨匀,以５％的

接种量接种至新的发酵培养基中.相同条件下培养８d,

过滤洗涤,收集菌丝体,并冷冻干燥,获得干燥的虎奶菇

菌丝体.

１．４．２　样品脱脂　将冻干后的虎奶菇菌丝体研磨成粉

末,于索氏提取器中用无水乙醇浸提６h脱脂.脱脂后的

菌丝于５０℃烘干,粉碎过筛,即得到脱脂虎奶菇菌丝体

粉末.

１．４．３　 酶解法制备虎奶菇菌丝体抗菌肽 　 参照文献

[１４－１５]并修改.称取１g脱脂菌粉,以料液比(m菌粉 ∶
V水 )为１∶２０(g/mL)溶解后,添加蛋白酶于最适pH 及

温度下酶解３h,加酶量为 ８０００ U/g.每隔 １h使用

１mol/LNaOH 和１mol/L HCl溶液维持体系中的pH
恒定.反应结束,将虎奶菇菌丝体酶解液于沸水中水浴

１０min,１１０００r/min离心３０min,收集上清液.

１．４．４　 虎奶菇菌丝体抗菌肽的初步分离 　 根据文献

[１５－１６]并修改.向酶解上清液中加入４倍体积的无水

乙醇,使乙醇体积分数为８０％,以除去酶解上清液中的多

糖.混合液于４ ℃静置２４h,８０００r/min离心１５min.

将上清液旋转蒸发去除乙醇,加入一定体积的蒸馏水,

－２０℃放置过夜,真空冷冻干燥,获得虎奶菇菌丝体多肽

粉末.

１．４．５　最适蛋白酶的筛选　分别用木瓜蛋白酶、中性蛋

白酶、碱性蛋白酶、风味蛋白酶、复合蛋白酶和胰蛋白酶

于其最 适 pH 及 温 度 下 酶 解 制 备 虎 奶 菇 菌 丝 体 多 肽

(表１).将各蛋白酶酶解制备的虎奶菇菌丝体多肽粉末

于干燥皿中贮藏用于后续多肽得率及抑菌率的测定.

１．４．６　单因素试验　在蛋白酶筛选的基础上,根据其最

适蛋白酶的理论最适酶活范围,分别考察酶解温度(３０,

３５,４０,４５,５０℃)、酶添加量(６０００,８０００,１００００,１２０００,

１４０００U/g)、pH(９．５,１０．０,１０．５,１１．０,１１．５)、酶解时间

(１,２,３,４,５h)和料液比(V水 ∶m菌粉 )[１∶１０,１∶１５,１∶
２０,１∶２５,１∶３０ (g/mL)]对抗菌肽抑菌活性及得率的

影响.

１．４．７　响应面试验　在单因素试验的基础上,确定响应

面试验的三因素和三水平.并根据 DesignＧExpert１０．０．７
软件中的BoxＧBehnken中心组合设计原理设计响应面试

验,优化虎奶菇菌丝体抗菌肽的最佳酶解条件.

表１　不同蛋白酶的理论最适酶活条件

Table１　Theoreticaloptimalconditionsforenzyme
activityofdifferentproteases

种类 最适pH 最适温度/℃ 酶活/(U􀅰g－１)

木瓜蛋白酶 ７．０ ３７ ８．０×１０５

中性蛋白酶 ７．５ ４５ １．０×１０５

碱性蛋白酶 １０．５ ４０ ２．０×１０５

风味蛋白酶 ７．５ ５０ ０．２×１０５

复合蛋白酶 ７．０ ４０ １．２×１０５

胰蛋白酶　 ８．０ ３７ ２．８×１０５
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１．４．８　多肽得率测定　参照文献[１５]并修改.以牛血清

白蛋白标准品浓度为横坐标,吸光度值 OD５００nm为纵坐标

绘制标准曲线,得线性回归方程y＝０．７６９x＋０．０５３２
(R２＝０．９９８２).将多肽粉末加蒸馏水复溶,经５０倍稀释

后取１００μL于１．５mL离心管中,加入５００μL碱性铜试

液,２５℃反应１０min,随后加入５０μL福林酚试剂混匀后

继续反应３０min,用酶标仪测定５００nm 处吸光值.空白

组用超纯水代替多肽溶液,按式(１)计算多肽得率.

R１＝
C×n×V

m ×１００％, (１)

式中:

R１———虎奶菇菌丝体多肽得率,％;

C———稀释后多肽溶液的质量浓度,mg/mL;

n———多肽的稀释倍数;

V———虎奶菇菌丝体酶解后获得上清液的体积,mL;

m———脱脂菌粉样品的质量,mg.

１．４．９　总糖含量测定　采用苯酚—硫酸法[１７].以葡萄

糖含量为横坐标,OD４９０nm 为纵坐标,绘制总糖含量测定

的标准曲线为y＝７．００７４x＋０．０６７８(R２＝０．９９９７).并

按式(２)计算总糖含量.

R２＝
C×n×V

m ×１００％, (２)

式中:

R２———总糖含量,％;

C———稀释后酶解液中糖质量浓度,mg/mL;

n———酶解液的稀释倍数;

V———酶解液体积,mL;

m———脱脂菌粉样品的质量,mg.

１．４．１０　抑菌活性测定　参照文献[１８]的方法,按式(３)

计算抑菌率.

Y＝
A０－A１

A０
×１００％, (３)

式中:

Y———抗菌肽抑菌率,％;

A０———培养１２h后对照组混合液在 OD６００nm处的吸

光度;

A１———培养１２h后样品组混合液在 OD６００nm处的吸

光度.

１．４．１１　最小抑菌浓度(MIC)测定　采用微量稀释法[１９].

１．４．１２　数据处理　每组试验重复３次,采用 Origin２０２１
软件绘制图形,DesignExpert１０．０．７软件对响应面试验

结果进行分析.

２　结果与分析

２．１　虎奶菇菌丝体抗菌肽的初步分离

由图１可知,醇沉法脱糖后酶解液中总糖含量仅为

２．９５％,远低于多肽含量,从而保证了多肽作为酶解液中

图１　脱糖前后酶解液中多肽及总糖含量变化

Figure１　Changesofpolypeptideandtotalsugarcontents
inenzymatichydrolysatebeforeandafterdesＧ
ugarization

抑菌的主要活性成分.此外,脱糖处理对酶解液中多肽

含量的影响较小,脱糖处理前后酶解液中多肽含量分别

为２１．５５％和２０．４３％,损失量较低.

２．２　最适蛋白酶的筛选

由图２可知,相比于其他蛋白酶,风味蛋白酶酶解制

备的多肽得率最高,为１８．５９％.推测是因为风味蛋白酶

是经复配而成的一种复合型蛋白酶,含有内切蛋白酶和

外切肽酶,具有广泛的作用位点,水解更彻底,因此多肽

得率较高[２０].其次对虎奶菇菌丝体多肽得率影响较大的

是碱性蛋白酶(１７．０５％),是因为碱性蛋白酶主要作用于

CＧ端的某些疏水性氨基酸残基,导致蛋白质结构疏松,能
够获得较多的多肽[２１].林冰洁等[２２]研究发现,相比于中

性、复合和风味蛋白酶,碱性蛋白酶酶解制备的抗菌肽得

率最高为８８．８８％,与试验结果相似.

碱性蛋白酶酶解产生的多肽对金黄色葡萄球菌和大

肠杆菌均具有抑制作用,且抑菌活性最强,分别为６１．１０％
和７５．３０％,与马尚玄等[２３]的结论类似.利用木瓜蛋白

酶、中性蛋白酶和胰蛋白酶制备的多肽对金黄色葡萄球

菌和大肠杆菌的生长存在不同程度的促进作用,可能是

这些蛋白酶制备的多肽粉末中存在的含碳物质和含氮

物质能够促进金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的进一步生长

图２　不同蛋白酶对虎奶菇菌丝体多肽得率及

抑菌率的影响

Figure２　Effectsofdifferentproteasesontheyieldand
antibacterialrateofPTRMＧAMPs
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发育[１８－１９].宋伟光[２４]研究发现,碱性蛋白酶酶解产物中

分子量＜１kD的多肽比例最高,为８６．５％.而木瓜蛋白

酶和中性蛋白酶中分子量＜１kD的多肽比例相对较低,

分别为７３．１％和７２．４％.林贺等[２５]发现＜１kD 的多肽

组分对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌作用最显著.

综上,以多肽得率及多肽对金黄色葡萄球菌和大肠

杆菌的抑菌率为评价指标,与其他５种蛋白酶相比,碱性

蛋白酶酶解虎奶菇菌丝体得到的多肽不仅得率较高,其
抑菌活性也最强.因此,选取碱性蛋白酶用于制备虎奶

菇菌丝体抗菌肽.

２．３　单因素试验

２．３．１　酶解温度　由图３可知,当酶解温度为３０~５０℃
时,抗菌肽得率和抑菌率呈先增加后降低的趋势,并在

４０℃时达最高,是因为过低的温度不利于蛋白酶与底物

的结合,酶促反应延缓,因此得到的抗菌肽片段也相对较

少,抑菌活性降低.随着酶解温度的增加,蛋白酶分子与

底物分子之间自由碰撞概率增加,酶的催化效率也随之

增加,能够促使底物产生更多的抗菌肽.酶解温度过高,

蛋白酶的结构可能被破坏,酶活性降低,甚至失活,不利

于抗菌肽的生成.因此选择４０℃为最佳酶解温度.

图３　酶解温度对虎奶菇菌丝体抗菌肽抑菌率及

得率的影响

Figure３　Effectsofenzymatichydrolysistemperatureon
antibacterialrateandyieldofPTRMＧAMPs

２．３．２　酶解时间　由图４可知,当酶解时间为１~３h时,

虎奶菇菌丝体抗菌肽对金黄色葡萄球菌的抑菌率逐渐增

加,在３~５h酶解范围内变化趋势平缓.抗菌肽得率及

对大肠杆菌的抑菌率在酶解１~５h时先上升后下降,且
在酶解３h时达最大值,分别为１７．６７％和８４．７５％.继续

增加酶解时间,抗菌肽得率和抑菌率反而降低.这可能

是因为更长的酶解时间使得具有抑菌活性的多肽被继续

降解为氨基酸,进而导致抗菌肽减少,抑菌率下降.故选

择３h为最佳酶解时间.

２．３．３　pH　由图５可知,当pH 为９．５~１０．５时,抗菌肽

得率无明显变化,继续增大pH,抗菌肽得率变大.这是

因为碱性蛋白酶在碱性较高的环境下能够发挥更好的作

用,从而促进抗菌肽的生成.当pH 为９．５~１１．０时,抗菌

图４　酶解时间对虎奶菇菌丝抗菌肽抑菌率及

得率的影响

Figure４　EffectsofenzymatichydrolysistimeonantiＧ
bacterialrateandyieldofPTRMＧAMPs

图５　pH 对虎奶菇菌丝体抗菌肽抑菌率及得率的影响

Figure５　EffectsofpHonantibacterialrateandyieldof
PTRMＧAMPs

肽对金黄色葡萄球菌的抑菌率随pH 的增大逐渐增加,并
在pH 为１１．０时达最大值(７４．０３％),继续增大pH,抑菌

率反而下降,是因为过高的pH 易导致蛋白酶活性降低,

甚至失活.虎奶菇菌丝体抗菌肽对大肠杆菌抑菌率在

pH 为９．５~１０．５时随 pH 的增加逐渐增强,当 pH 为

１０．５,１１．０ 时,抑 菌 率 差 异 不 显 著,分 别 为 ８４．７５％ 和

８４．５４％.当pH＞１１．０时,抑菌率下降.因此选择１１．０
为最佳酶解pH.

２．３．４　料液比　由图６可知,当料液比为１∶１０~１∶
２０(g/mL)时,虎奶菇菌丝体抗菌肽得率逐渐增加,抗菌

肽对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌率也呈上升趋

势.这是因为料液比较低时,底物黏稠,不能充分接触蛋

白酶,不利于抗菌肽的提取.在一定水分含量范围内,随
着料液比的增加,溶剂完全浸润样品,底物与蛋白酶充分

接触,产生更多具有抗菌活性的多肽片段[２６].当料液比

从１∶２０(g/mL)继续增加至１∶３０(g/mL)时,抗菌肽得

率虽有所增加,但抑菌率降低,可能是随着料液比的进一

步增加,样品中其他水溶性物质溶解度增加,抗菌肽抑菌

率下降,甚至促进大肠杆菌的生长.因此,综合考虑,选

择１∶２０(g/mL)为最佳料液比.

２．３．５　酶添加量　由图７可知,抗菌肽对金黄色葡萄球

菌的抑菌率在加酶量为６０００~８０００U/g范围内平缓增
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图６　料液比对虎奶菇菌丝体抗菌肽抑菌率及

得率的影响

Figure６　EffectsofsolidＧliquidratioonantibacterialrate
andyieldofPTRMＧAMPs

图７　酶添加量对虎奶菇菌丝体抗菌肽抑菌率及

得率的影响

Figure７　Effectsofenzymeadditiononantibacterialrate
andyieldofPTRMＧAMPs

加,在８０００~１４０００U/g范围内呈下降趋势.而抗菌肽

得率 和 对 大 肠 杆 菌 的 抑 菌 率 在 加 酶 量 为 ６０００~
１４０００U/g时持续下降,是因为蛋白酶和底物的比例达

到平衡时,能够生成较多的抗菌肽.蛋白酶添加量继续

增加,底物质量保持不变,则会使得生成的抗菌肽进一步

水解成活性较低的小分子肽或者无活性的氨基酸,抗菌

肽含量及抑菌率下降.为节约成本,选择６０００U/g为最

佳酶添加量.

２．４　响应面优化

２．４．１　响应面试验设计与结果　根据单因素试验结果,

固定料液比为１∶２０(g/mL),酶添加量为６０００U/g,以
酶解时间、pH 和酶解温度为自变量,以抗菌肽对金黄色

葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌率为响应值,根据 DesignＧ
Expert１０．０．７软件中的 BoxＧBehnken中心组合设计原理

进行响应面设计,因素水平见表２,试验设计及结果见

表３.

２．４．２　响应面模型的建立及方差分析 　 通过 DesignＧ
Expert１０．０．７软件对试验结果进行多元回归拟合,得回

归模型方程:

Y１ ＝７４．２６＋０．７８A＋０．５１B－０．４０C－０．３４AB－

表２　响应面试验的因素和水平

Table２　Factorsandlevelsofresponsesurfacetest

水平 A酶解时间/h BpH C酶解温度/℃

－１ ２ １０．５ ３５

０ ３ １１．０ ４０

１ ４ １１．５ ４５

表３　响应面试验设计及结果

Table３　Experimentaldesignandresultsforresponse

surfacemethodology

试验

号
A B C

Y１对金黄色葡萄球

菌的抑菌率/％

Y２对大肠杆菌

的抑菌率/％

１ ０ －１ －１ ７１．７４ ８４．３３

２ ０ １ －１ ７２．５１ ８５．２６

３ －１ －１ ０ ７０．１２ ８３．２３

４ －１ １ ０ ７１．８２ ８４．７０

５ ０ ０ ０ ７４．２０ ８６．５７

６ ０ ０ ０ ７３．９５ ８６．２２

７ ０ １ １ ７１．８３ ８５．０１

８ ０ ０ ０ ７３．５３ ８６．４４

９ ０ ０ ０ ７４．６２ ８６．２１

１０ －１ ０ －１ ７０．４４ ８３．９６

１１ －１ ０ １ ７０．３４ ８３．５５

１２ １ １ ０ ７２．６９ ８５．３５

１３ １ －１ ０ ７２．３４ ８４．４５

１４ １ ０ －１ ７２．５８ ８５．０２

１５ ０ －１ １ ７０．５６ ８３．９９

１６ ０ ０ ０ ７４．９９ ８６．１２

１７ １ ０ １ ７１．３３ ８４．８９

０．２９AC＋０．１２BC－１．５０A２－１．０１B２－１．５８C２, (３)

Y２ ＝８６．３１＋０．５３A＋０．５４B－０．１４C－０．１４AB＋

０．０７AC＋０．０２３BC－１．０９A２－０．７９B２－０．８７C２. (４)

由表４可知,Y１模型P＜０．０１,失拟项P＞０．０５,说明

模型显著,失拟项不显著.即该模型拟合较好,能准确反

映酶解时间、pH 和酶解温度对虎奶菇菌丝体抗菌肽抑菌

率的影响.模型决定系数R２为０．９６４６,校正决定系数

R２
Adj为０．９１９１,说明该模型可靠,预测值和实际值之间误

差较小,能准确预测和分析虎奶菇菌丝体抗菌肽对金黄

色葡萄球菌的抑菌率.回归模型中一次项 A 和二次项

A２、B２和C２对虎奶菇菌丝体抗菌肽抑菌率的影响极显著

(P＜０．０１),一次项B和C对虎奶菇菌丝体抗菌肽抑菌率

的影响显著(P＜０．０５).各因素对虎奶菇菌丝体抗菌肽

抑菌率(针对金黄色葡萄球菌)的影响顺序为 A(酶解时

间)＞B(pH)＞C(酶解温度).
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表４　回归模型方差分析(Y１)†

Table４　Varianceanalysisofregressionmodel(Y１)

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 显著性

模型 ３６．１９ ９ ４．０２ ２１．２０ ０．０００３ ∗∗

A ４．８４ １ ４．８４ ２５．４９ ０．００１５ ∗∗

B ２．０９ １ ２．０９ １１．０２ ０．０１２８ ∗

C １．２９ １ １．２９ ６．７９ ０．０３５１ ∗

AB ０．４６ １ ０．４６ ２．４０ ０．１６５１

AC ０．３３ １ ０．３３ １．７４ ０．２２８３

BC ０．０６ １ ０．０６ ０．３３ ０．５８３９

A２ ９．４９ １ ９．４９ ５０．０４ ０．０００２ ∗∗

B２ ４．３３ １ ４．３３ ２２．８２ ０．００２０ ∗∗

C２ １０．５６ １ １０．５６ ５５．６９ ０．０００１ ∗∗

残差 １．３３ ７ ０．１９
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

失拟项 ０．０３ ３ ０．０１ ０．０３ ０．９９０５

纯误差 １．０３ ４ ０．３２

合计 ３７．５１ １６

　†　∗∗表示差异极显著(P＜０．０１),∗表示差异显著(P＜

０．０５);R２＝０．９６４６,R２
Adj＝０．９１９１.

　　由表５可知,Y２模型P＜０．０１,失拟项P＞０．０５,不显

著,拟合度高,能够较好地反映酶解时间、pH 和酶解温度

对虎奶菇菌丝体抗菌肽抑菌率(针对大肠杆菌)的影响.

模型决 定 系 数 R２ 为 ０．９８８５,校 正 决 定 系 数 R２
Adj 为

０．９７３８,说明该模型可用,能够针对虎奶菇菌丝体抗菌肽

对大肠杆菌的抑菌率拟合出真实的响应结果.该回归模

型中一次项 A、B和二次项 A２、B２及 C２对虎奶菇菌丝体

抗菌肽抑菌率的影响极显著(P＜０．０１),一次项 C对虎奶

菇菌丝体抗菌肽抑菌率的影响显著(P＜０．０５).各因素

对虎奶菇菌丝体抗菌肽抑菌率(针对大肠杆菌)的影响顺

序为B(pH)＞A(酶解时间)＞C(酶解温度).

２．４．３　响应面交互作用分析　由图８、图９可知,酶解时

间和pH 的交互作用对虎奶菇菌丝体抗菌肽抑菌率的影

响最显著,酶解时间、pH 和酶解温度３个因素中任意两

个因素之间的交互作用均不明显,与表４、表５中方差分

析结果相吻合.

２．４．４　双指数最优提取条件的确定及验证　根据模型分

析结果及试验操作的可行性,将最佳酶解条件确定为酶

解时间３．２h、pH 值１１．１、酶解温度３９．５℃,此时虎奶菇

菌丝体抗菌肽对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌抑菌率的预

测值分别为７４．４３％和８６．４６％.为了验证该模型的有效

性,连续进行３组重复实验,测得该条件下制备的虎奶菇

菌丝体抗菌肽对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌率平

均值分别为７４．１７％和８６．２２％,与模型预测结果接近.

因此,此模型准确可行.此时,抗菌肽得率为２２．６７％,比
优化前提高了５．６２％.

２．５　最小抑菌浓度(MIC)

由图１０可知,抗菌肽对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌

的 MIC值分别为５．０,２．５mg/mL.马尚玄等[２３]采用碱

性蛋白酶酶解制备的澳洲坚果多肽 MNPＧ８对金黄色葡

萄球球菌和大肠杆菌的 MIC分别为４．０,４．５mg/mL,与
试验结论相似.因此天然虎奶菇菌丝体抗菌肽具有广谱

抑菌活性,且抑菌作用较强,有望成为抗生素和食品防腐

剂的替代品.

表５　回归模型方差分析 (Y２)†

Table５　Varianceanalysisofregressionmodel(Y２)

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 显著性

模型 １６．９３ ９ １．８８ ６７．１１ ＜０．０００１ ∗∗

A ２．２８ １ ２．２８ ８１．３３ ＜０．０００１ ∗∗

B ２．３３ １ ２．３３ ８３．２５ ＜０．０００１ ∗∗

C ０．１６ １ ０．１６ ５．７０ ０．０４８４ ∗

AB ０．０８ １ ０．０８ ２．９０ ０．１３２４

AC ０．０２ １ ０．０２ ０．７０ ０．４３０６

BC ２．０３E－０３ １ ２．０３E－０３ 　０．０７ 　０．７９５８

A２ ４．９７ １ ４．９７ １７７．２１ ＜０．０００１ ∗∗

B２ ２．６５ １ ２．６５ ９４．６１ ＜０．０００１ ∗∗

C２ ３．１９ １ ３．１９ １１３．９９ ＜０．０００１ ∗∗

残差 ０．２０ ７ ０．０３
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

失拟项 ０．０６ ３ ０．０２ ０．５５ ０．６７３２

纯误差 ０．１４ ４ ０．０４

合计 １７．１２ １６

　　　　　　　　†　∗∗表示差异极显著(P＜０．０１),∗表示差异显著(P＜０．０５);R２＝０．９８８５,R２
Adj＝０．９７３８.
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图８　各因素交互作用对虎奶菇菌丝体抗菌肽抑菌率的影响(金黄色葡萄球菌)

Figure８　EffectsoftheinteractionofvariousfactorsonantibacterialrateofPTRMＧAMPs(AgainstS．aureus)

图９　各因素交互作用对虎奶菇菌丝体抗菌肽抑菌率的影响(大肠杆菌)

Figure９　EffectsoftheinteractionofvariousfactorsonantibacterialrateofPTRMＧAMPs(AgainstE．coli)

图１０　虎奶菇菌丝体抗菌肽的最小抑菌浓度

Figure１０　Minimuminhibitoryconcentrationof

PTRMＧAMPs

３　结论

碱性蛋白酶酶解制备虎奶菇菌丝体抗菌肽的最佳工

艺条件为酶解时间３．２h、酶解温度３９．５℃、pH 值１１．１,

此时虎奶菇菌丝体抗菌肽对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌

的抑 菌 率 分 别 为 ７４．１７％ 和 ８６．２２％,抗 菌 肽 得 率 为

２２．６７％.抗菌肽对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的最低抑

菌浓度分别为５．０,２．５mg/mL.后续可对虎奶菇菌丝体抗

菌肽进行分离纯化,并研究其作为抗生素及食品防腐剂的

潜在可能,从而提高虎奶菇菌丝体抗菌肽的利用价值.
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