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摘要:为寻找抑制霉菌的植物源抗真菌肽(AMPs)的原材料,
 

选择了53种具有潜在抑菌特性的植物材料,
 

以黄曲

霉和黑曲霉为指示菌,
 

用硫酸铵沉淀法提取抗菌肽,
 

对其抑菌活性进行评定;
 

进一步选取桂皮为原材料,
 

从浸提液

种类、
 

料液比、
 

浸提时间和硫酸铵饱和度4个方面进行抗菌肽提取工艺的优化.
 

结果表明:
 

75.47%的供试样材料

含有抗菌肽,
 

籽实及根茎类含抗菌肽的比例为86.11%,
 

明显高于花叶类(50%).
 

抑菌圈直径达到15
 

mm以上的包

括大蒜、
 

丁香、
 

桂皮、
 

辣椒籽、
 

桑叶、
 

白芨、
 

木香等12种材料.
 

对桂皮提取工艺进行优化,
 

得出在浸提液为PBS,
 

料

液比为1∶5.11
 

g/mL,
 

浸提时间为39.29
 

h,
 

硫酸铵饱和度为81.74%的条件下抑菌效果最好,
 

抑菌圈直径可达到

33.74
 

mm
 

(p<0.05).
 

研究结果显示:
 

抗菌肽广泛存在于植物组织中;
 

植物本身可利用的部位中,
 

籽实及根茎是抗

菌肽分布的主要部位;
 

提取工艺优化后,
 

桂皮抗菌肽抑菌效果提高了21.41%.
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Abstract:
 

To
 

find
 

the
 

raw
 

materials
 

of
 

plant-derived
 

antifungal
 

peptides
 

for
 

inhibiting
 

mold,
 

53
 

plant
 

mate-
rials

 

with
 

potential
 

antifungal
 

peptides
 

were
 

selected
 

for
 

their
 

antifungal
 

activities
 

against
 

Aspergillus
 

fla-
vus

 

and
 

Aspergillus
 

niger
 

determined
 

by
 

inhibition
 

zone
 

diameter.
 

The
 

antifungal
 

peptides
 

were
 

extracted
 

with
 

ammonium
 

sulfate
 

precipitation
 

method.
 

Cinnamon
 

was
 

further
 

selected
 

as
 

the
 

raw
 

material
 

to
 

opti-
mize

 

the
 

extraction
 

process
 

of
 

antifungal
 

peptides
 

from
 

four
 

aspects:
 

the
 

type
 

of
 

extraction
 

solution,
 

the
 

ratio
 

of
 

solid
 

to
 

liquid,
 

the
 

extraction
 

time
 

and
 

the
 

saturation
 

of
 

ammonium
 

sulfate.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

75.47%
 

of
 

the
 

selected
 

53
 

samples
 

contained
 

antifungal
 

peptides.
 

The
 

proportion
 

of
 

seeds
 

and
 

rhizo-
mes

 

containing
 

antifungal
 

peptides
 

was
 

86.11%,
 

which
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

flowers
 

and
 

leaves
 

(50%).
 

There
 

were
 

12
 

materials
 

with
 

an
 

antifungal
 

zone
 

diameter
 

more
 

than
 

15
 

mm,
 

including
 

gar-
lic,

 

clove,
 

cinnamon,
 

pepper
 

seeds,
 

mulberry
 

leaves,
 

Bletilla
 

striata
 

and
 

Aucklandiae
 

radix.
 

The
 

ex-
traction

 

process
 

of
 

cinnamon
 

was
 

optimized.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

antifungal
 

activity
 

was
 

the
 

best
 

when
 

the
 

extraction
 

solution
 

was
 

PBS,
 

the
 

solid-liquid
 

ratio
 

was
 

1∶5.11
 

g/mL,
 

the
 

extraction
 

time
 

was
 

39.29
 

h
 

and
 

the
 

saturation
 

of
 

ammonium
 

sulfate
 

was
 

80.74%,
 

with
 

an
 

antifungal
 

zone
 

diameter
 

of
 

33.74
 

mm
 

(p<0.05).
 

Antifungal
 

peptides
 

widely
 

exist
 

in
 

plant
 

tissues.
 

Among
 

the
 

available
 

parts
 

of
 

plants,
 

seeds
 

and
 

rhizomes
 

were
 

the
 

main
 

parts
 

of
 

the
 

distribution
 

of
 

antifungal
 

peptides.
 

After
 

optimizing
 

the
 

extraction
 

process,
 

the
 

antifungal
 

activity
 

of
 

cinnamon
 

antifungal
 

peptide
 

was
 

increased
 

by
 

21.41%.
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粮食作物的霉菌污染以及由其引发的腐败变质,
 

为粮食的储存、
 

生产和销售带来了极大的困扰[1].
 

据

美国农业部估计,
 

世界上25%的粮食作物在生长或贮藏期间会受到霉菌污染,
 

造成巨额的经济损失[2];
 

且

霉变的粮食含有多种毒素,
 

对畜禽的养殖产生了巨大危害[3-4].
 

目前市场上用于防霉的制剂主要为化学药

剂,
 

常用的有丙酸及丙酸盐类、
 

甲酸、
 

乙酸及乙酸盐类等[5].
 

近年来,
 

化学制剂在饲料加工及后续生产链中

引发的安全问题日益受到食品加工等行业的关注,
 

特别是药物在畜产品中的残留和药物对人体的危害等问

题,
 

由此引发了人们对更安全、
 

更健康的食品防霉剂应用的思考[6].
植物中含有许多具有活性的抗菌物质,

 

包括为我们所熟知的黄酮类、
 

有机酸类、
 

生物碱类、
 

甾体皂苷

类等,
 

不同的抗菌物质对细菌、
 

真菌具有不同的抗菌效果和作用机制[7].
 

目前对植物源抗菌物的研究主要

集中在药用植物中,
 

对具体化学物质功能的研究主要集中在医药方面,
 

但应用还存在诸多限制[8].
 

作为广

泛存在于动植物体内的小肽类物质,
 

部分抗菌肽以稳定的特性展现出更好的杀菌效果[9,
 

10].
 

相对于传统的

抗生素而言,
 

植物源抗菌肽(AMPs)具有广谱、
 

高效的抗细菌、
 

抗真菌活性,
 

且不易产生耐药性.
 

此外,
 

抗

菌肽使用时绿色无污染,
 

可广泛用于食物保存[11]、
 

植物病害防治[12-13]等方面,
 

具有广阔的应用前景.
 

桂皮

指樟科植物的皮,
 

含有多种抗炎症、
 

抗肿瘤、
 

抗血栓以及抗菌的活性成分,
 

比如桂皮醛、
 

香豆素和异硫氰酸

酯等[14].
 

目前对于桂皮中挥发性物质的关注较多,
 

而桂皮中抗菌肽的研究还未有报道.
 

硫酸铵沉淀法可破

坏蛋白质表面的疏水结构,
 

使蛋白质沉淀且不会破坏其活性,
 

该方法可从植物浸提液中有效提取抗菌肽,
 

因此,
 

此技术的优化对桂皮抗菌肽的提取得率和活性具有重要意义.
目前国内外关于植物源抗菌肽的研究主要集中在中药材方面[15-16],

 

其分布及抑菌效果差异分析研究较

少.
 

本文将探究AMPs在53种价廉易得、
 

有潜在抑菌特性的植物材料中的分布情况,
 

以粮食和油料作物中

常见腐败菌黑曲霉和黄曲霉为指示菌,
 

根据抗菌肽的抑菌圈大小,
 

对不同植物中提取的抗菌肽的抗菌效果

和含量进行分析,
 

筛选出抑菌效果较好的植物源.
 

在前期实验的基础上,
 

对具有抗菌肽开发潜力的桂皮的

抗菌肽提取工艺进行优化,
 

以期为进一步在食品安全中的应用提供数据借鉴.
 

研究植物源抗菌肽的分布和

提取工艺,
 

可以扩大粮食作物生物防霉剂、
 

饲料安全添加剂的来源,
 

同时为AMPs的研究提供一定的实验

方法及理论参考.
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1 材料与方法

1.1 材料与试剂

硫酸铵,
 

重庆北碚化学试剂厂;
 

PBS,
 

PDA培养基,
 

上海博微生物科技有限公司;
 

黄曲霉和黑曲霉,
 

西

南大学牧草微生物实验室.
经查阅资料,

 

梳理出了21个科共53种价廉易得、
 

耐储存、
 

可能会含有植物源抗菌肽的原材料(表1).
 

除了部分材料直接从西南大学牧草基地获得,
 

其余植物材料均购于京东商场.
表1 植物材料

编号 样品名称 产地 科 利用部位 编号 样品名称 产地 科 利用部位

1 八角 重庆 八角科 果实 28 菊花 重庆 菊科 花序

2 薤白 重庆 百合科 鳞茎 29 木香 重庆 菊科 根

3 大蒜 重庆 百合科 鳞茎 30 艾叶 重庆 菊科 叶

4 洋葱 重庆 百合科 鳞茎 31 苦荬菜 西南大学牧草基地 菊科 叶

5 黄芩 重庆 唇形科 根 32 山奈 重庆 姜科 根茎

6 黄芪 重庆 豆科 根 33 生姜 重庆 姜科 根茎

7 甘草 重庆 豆科 根茎 34 白芨 重庆 兰科 块茎

8 绿豆 重庆 豆科 籽实 35 荞麦 重庆 蓼科 籽实

9 黑豆 重庆 豆科 籽实 36 连翘 重庆 木樨科 果实

10 豆粕 重庆 豆科 籽实 37 土豆 重庆 茄科 块茎

11 红豆 重庆 豆科 籽实 38 辣椒籽 重庆 茄科 籽实

12 黄豆 重庆 豆科 籽实 39 金银花 重庆 忍冬科 花蕾

13 拉巴豆 西南大学牧草基地 豆科 籽实 40 板蓝根 重庆 十字花科 根

14 拉巴豆 西南大学牧草基地 豆科 叶 41 白萝卜 重庆 十字花科 籽实

15 紫花苜蓿 西南大学牧草基地 豆科 叶 42 柴胡 重庆 伞形科 根

16 麦麸 重庆 禾本科 种皮 43 白芷 重庆 伞形科 根

17 糯高梁 重庆 禾本科 籽实 44 孜然 重庆 伞形科 果实

18 小黄米 重庆 禾本科 籽实 45 小茴香 重庆 伞形科 果实

19 薏仁 重庆 禾本科 籽实 46 商陆 重庆 商陆科 根

20 皇竹草 西南大学牧草基地 禾本科 叶 47 桑叶 西南大学牧草基地 桑科 叶

21 玉米 重庆 禾本科 籽实 48 鱼腥草 重庆 三白草科 叶

22 青贮玉米 西南大学牧草基地 禾本科 叶 49 丁香 重庆 桃金娘科 花蕾

23 墨西哥玉米 西南大学牧草基地 禾本科 籽实 50 苎麻 西南大学牧草基地 荨麻科 叶

24 饲用甜高粱 西南大学牧草基地 禾本科 籽实 51 花椒 重庆 芸香科 果皮

25 麦迪黑麦草 西南大学牧草基地 禾本科 籽实 52 香叶 广西 樟科 叶

26 麦迪黑麦草 西南大学牧草基地 禾本科 叶 53 桂皮 广西 樟科 树皮

27 牧童鸭茅 西南大学牧草基地 禾本科 籽实

1.2 仪器和设备

漩涡振荡器,
 

IKA 广州仪科实验室技术有限公司;
 

定时恒温磁力搅拌器,
 

上海沪西分析仪器厂;
 

THZ-C型空气恒温振动器,
 

江苏太仓市实验设备厂;
 

LRH生化培养箱,
 

上海一恒科学仪器有限公司;
 

牛津

杯,
 

北京先驱威峰技术开发公司;
 

冷冻干燥机,
 

松源华兴有限公司.
1.3 实验方法

1.3.1 抗菌肽的提取

将所选材料在65
 

℃下烘干至恒质量后,
 

用半自动粉碎机粉碎后过20目筛,
 

并用储物袋保存.
 

采用硫
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酸铵沉淀法提取植物源抗菌物[17-18],
 

使用PBS缓冲液(pH值为7.6,
 

0.02
 

mol/L)
 

200
 

mL进行浸提.
 

加

50
 

g磨碎的样品,
 

4
 

℃中浸泡12
 

h,
 

搅拌匀浆,
 

纱布过滤后,
 

在4
 

℃,
 

2
 

000
 

r/min离心20
 

min.
 

上清液中缓

慢添加硫酸铵,
 

使其饱和度达到80%,
 

磁力搅拌30
 

min后于4
 

℃静置4
 

h,
 

之后在4
 

℃,
 

10
 

000
 

r/min离心

20
 

min,
 

沉淀即为抗菌肽粗提物.
 

将沉淀冷冻干燥后,
 

放入干燥器备用.
 

使用时,
 

向每种粗提物中加25
 

mL
无菌水,

 

混匀制成抗菌肽溶液,
 

经10
 

KDa超滤管超滤后,
 

供抑菌实验检测用.
1.3.2 优化提取工艺

按照筛选实验选择优化材料和指示菌,
 

分别从浸提液种类、
 

料液比、
 

浸提时间和硫酸铵饱和度等方面

进行优化.
 

采用单因素实验法,
 

每个处理均设6个重复.
1.3.2.1 浸提液种类对抗菌粗提物的影响

浸提时分别使用Tris-HCl缓冲液(pH值为7.6,
 

0.02
 

mol/L),
 

PBS缓冲液(pH值为7.6,
 

0.02
 

mol/L)、
 

EDTA缓冲液(10
 

mmol/L
 

Na2HPO4,
 

15
 

mmol/L
 

NaH2PO4,
 

100
 

mmol/L
 

KCl,
 

1.5%
 

EDTA),
 

丙酮以

及无菌水.
 

3种盐溶液浸提性质较为温和,
 

丙酮具有良好溶剂效果且挥发性较强.
1.3.2.2 料液比对抗菌粗提物的影响

基于前一实验条件,
 

设置料液比分别为1∶3,
 

1∶5,
 

1∶7,
 

1∶9.
1.3.2.3 浸提时间对抗菌粗提物的影响

基于前一实验条件,
 

设置浸提时长分别为4
 

h,
 

8
 

h,
 

12
 

h,
 

16
 

h,
 

24
 

h,
 

36
 

h,
 

48
 

h.
1.3.2.4 硫酸铵饱和度对抗菌粗提物的影响

基于前一实验条件,
 

设置硫酸铵饱和度分别为50%,
 

60%,
 

70%,
 

80%,
 

90%.
1.3.2.5 响应面优化

经过单因素实验数据对比,
 

选取料液比、
 

浸提时间、
 

硫酸铵饱和度为自变量,
 

抑菌圈直径为响应

值,
 

采用Box-Behnken设计方法,
 

设计3因素3水平的Box-Behnken中心组合实验(表2),
 

并对实验

结果进行验证.
表2 响应面实验因素水平

因素
水平

-1 0 1

A 料液比/(g·mL-1) 1∶3 1∶5 1∶7

B 浸提时间/h 24 36 48

C 硫酸铵饱和度/% 70 80 90

1.3.3 分析方法

筛选实验和优化实验均采用牛津杯双层琼脂平板扩散抑菌圈法测定提取物的抑菌效果,
 

用游标卡尺测

量抑菌圈直径.
 

筛选实验以黄曲霉和黑曲霉为指示菌,
 

优化实验以黄曲霉为指示菌.
 

将保存的纯种霉菌活

化,
 

28
 

℃培养7
 

d,
 

加入灭菌水后刮取孢子,
 

配制成浓度为1×106 个/mL的孢子悬浮液.
 

吸取10
 

mL孢子

悬浮液至装有冷却到45
 

℃的200
 

mL
 

PDA培养基的无菌瓶中,
 

充分混匀孢子液和培养基,
 

然后倒20
 

mL
至培养皿(直径为90

 

mm)中,
 

制成含菌平板.
 

在灭菌的牛津杯里加入100
 

μL抗菌粗提物水解液,
 

做好标

记,
 

密封好后在4
 

℃的冰箱中浸润12
 

h,
 

以促使抗菌物有效浸入培养基内,
 

而后转置28
 

℃恒温培养,
 

48
 

h
后用游标卡尺测量抑菌圈直径,

 

设空白加无菌水为对照,
 

每个处理重复测6次,
 

结果取平均值.

2 结果与分析

2.1 植物源抗菌肽(AMPs)原材料的筛选

本实验对21个科共53种材料进行AMPs的提取,
 

并对其抑菌效果进行比较,
 

结果表明,
 

在53种实验

材料中共有40种表现出抑菌活性,
 

占比为75.47%(表3).
 

不同植物之间,
 

籽实、
 

根、
 

根茎、
 

鳞茎及块茎含

抗菌肽的比例为86.11%,
 

明显高于含抗菌肽比例为50%的花蕾、
 

花序、
 

叶片及茎叶.
 

相同植物不同部位之

间,
 

如拉巴豆、
 

黑麦草、
 

玉米的籽实都表现出抑菌效果,
 

而茎叶无抑菌效果.
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表3 53种植物源抗菌肽的抑菌圈大小

编号 样品名称
抑黑曲霉直径/

mm

抑黄曲霉直径/

mm
编号 样品名称

抑黑曲霉直径/

mm

抑黄曲霉直径/

mm
1 八角 9.42±0.72 8.21±0.81 28 菊花 0 0

2 薤白 10.44±1.14 7.98±0.65 29 木香 17.86±1.22 19.92±1.42

3 大蒜 41.96±2.14 41.16±2.01 30 艾叶 10.51±1.64 9.25±0.92

4 洋葱 12.52±1.58 15.98±1.32 31 苦荬菜 0 0

5 黄芩 21.50±0.87 22.64±1.09 32 山奈 10.82±1.81 16.15±1.55

6 黄芪 16.10±1.66 14.28±1.24 33 生姜 13.68±1.43 12.52±0.93

7 甘草 18.50±1.15 16.82±1.43 34 白芨 25.17±0.44 15.82±0.97

8 绿豆 0 0 35 荞麦 0 0

9 黑豆 15.44±1.38 13.46±1.53 36 连翘 9.94±0.72 8.04±0.82

10 豆粕 13.32±0.97 24.19±0.74 37 土豆 0 0

11 红豆 0 0 38 辣椒籽 27.25±1.51 26.19±1.43

12 黄豆 14.14±0.56 15.32±0.97 39 金银花 22.16±1.87 12.38±1.18

13 拉巴豆籽实 9.52±0.82 8.46±0.74 40 板蓝根 9.34±0.82 8.94±1.26

14 拉巴豆茎叶 0 0 41 白萝卜 21.42±1.22 20.94±1.91

15 紫花苜蓿 0 0 42 柴胡 11.30±1.03 9.83±1.12

16 麦麸 23.24±1.02 14.06±0.85 43 白芷 11.32±0.97 11.84±0.76

17 糯高梁 21.42±0.91 15.94±0.75 44 孜然 9.93±0.89 9.24±0.78

18 小黄米 0 0 45 小茴香 10.08±1.12 8.28±0.82

19 薏仁 10.31±1.02 12.12±1.14 46 商陆 10.38±1.78 14.00±1.31

20 皇竹草 25.09±1.71 14.70±1.32 47 桑叶 23.64±1.71 21.90±1.55

21 玉米 26.98±1.10 14.42±1.05 48 鱼腥草 13.33±0.98 9.42±0.86

22 青贮玉米 0 0 49 丁香 29.52±2.01 30.16±1.94

23 墨西哥玉米 19.20±0.83 15.64±0.77 50 苎麻 0 0

24 饲用甜高粱 18.13±1.36 14.87±1.42 51 花椒 0 0

25 麦迪黑麦草籽实 22.87±1.91 14.72±1.01 52 香叶 13.28±1.65 8.86±0.91

26 麦迪黑麦草茎叶 0 0 53 桂皮 29.08±1.84 27.79±1.73

27 牧童鸭茅 17.12±0.98 14.48±1.22

  注:
 

“0”表示没有抑菌效果.
在40种有抗菌效果的材料中,

 

同时抑制黄曲霉和黑曲霉的抑菌圈直径达到15
 

mm以上的材料共有

12种,
 

其中大蒜(3)、
 

辣椒籽(38)、
 

丁香(49)和桂皮(53)的抑菌效果尤为突出,
 

抑制黄曲霉和黑曲霉的

直径均在25
 

mm以上,
 

大蒜对两种菌的抑菌圈直径均达到了41
 

mm,
 

其次为丁香、
 

桂皮、
 

辣椒籽.
 

只对

黑曲霉的抑菌圈达到15
 

mm及其以上的材料共有9种,
 

只对黄曲霉的抑菌圈达到15
 

mm及其以上的材

料共有4种.
结合抗菌肽研究现状,

 

同时考虑实验效果、
 

取材的方便性和价格等多种因素,
 

最终选择桂皮为材料,
 

对其抗菌肽的提取工艺进行优化.
2.2 浸提液种类对抗菌肽提取效果的影响

浸提液不仅影响抗菌肽提取的数量和效率,
 

而且关系到提取成本的高低,
 

对实验研究和批次生产都起

着重要的作用.
 

由图1可知,
 

5种浸提液均能提出抗菌肽,
 

但浸提液丙酮和PBS的浸提物抑菌效果显著高

于其余3种浸提液(p<0.05),
 

PBS浸提的抑菌圈最大,
 

直径达到了27.41
 

mm.
 

无菌水的浸提物抑菌效果

显著低于其余4种浸提液(p<0.05),
 

抑菌圈直径只有23.41
 

mm,
 

表明浸提液的种类对于浸提物抑菌效果

的影响显著.
 

虽然PBS和丙酮的浸提物抑菌效果之间差异无统计学意义(p>0.05),
 

但与丙酮相比,
 

PBS
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价格更低廉且无毒,
 

所以优化实验中选择PBS作为浸提液.
2.3 料液比对抗菌肽提取效果的影响

料液比会影响抗菌肽的提取效率和效果,
 

影响所获得的蛋白沉淀物的数量,
 

与整个实验的操作效率和

复杂程度有关,
 

恰当的料液比可降低成本,
 

提高提取方法的可操作性.
 

由图2可知,
 

料液比为1∶5和1∶7
的抑菌效果显著高于其余两组(p<0.05),

 

料液比为1∶3的抑菌效果最差,
 

料液比1∶5之后抑菌效果

发生回落.
 

虽然料液比为1∶5和1∶7的抑菌效果之间差异无统计学意义(p>0.05),
 

但料液比为1∶5
的抑菌效果更好,

 

因此后续优化实验选用料液比为1∶5.

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义.

图1 不同浸提液对桂皮抗菌肽提取效果的影响

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义.

图2 不同料液比对桂皮抗菌肽提取效果的影响

2.4 浸提时间对抗菌肽提取效果的影响

合适的浸提时间才能保证抗菌肽从原材料中充分释放.
 

由图3可知,
 

浸提36
 

h和48
 

h的抑菌效果显

著高于其余5个处理(p<0.05),
 

4
 

h,
 

8
 

h,
 

12
 

h,
 

16
 

h,
 

24
 

h的抑菌效果间差异无统计学意义(p>0.05).
 

浸提36
 

h和浸提48
 

h二者的抑菌效果差异无统计学意义(p>0.05),
 

为了提高浸提效率,
 

在后续优化实验

中浸提时间选用36
 

h.
2.5 硫酸铵饱和度对抗菌肽提取效果的影响

由图4可知,
 

不同饱和度的硫酸铵对桂皮抗菌肽的抑菌效果影响明显.
 

饱和度为80%和90%的抑菌效

果显著高于其余3个处理(p<0.05),
 

饱和度为50%和60%之间差异无统计学意义(p>0.05),
 

效果低于

其余3个处理.
 

饱和度为80%和90%之间的抑菌效果差异无统计学意义,
 

但考虑成本和降低物耗以及环境

污染,
 

认为80%的硫酸铵饱和度更适合于植物源抗菌肽的提取.

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义.

图3 不同浸提时间对桂皮抗菌肽提取效果的影响

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义.

图4 不同饱和度对桂皮抗菌肽提取效果的影响
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2.6 桂皮抗菌肽提取响应面优化分析

2.6.1 响应面回归模型建立及结果分析

响应面实验设计和结果如表4,
 

获得桂皮抗菌肽的抑菌圈直径(Y)对料液比(A)、
 

浸提时间(B)、
 

硫酸

铵饱和度(C)的多元回归方程:

Y=33.74+0.92A+1.97B+0.46C+0.29AB+0.23AC+0.032BC-2.41A2-3.16B2-1.43C2

表4 中心组合实验设计及结果

试验号 料液比(A)/(g·mL-1) 浸提时间(B)/h 硫酸铵饱和度(C)/% 抑菌圈直径(Y)/mm

1 1∶3 24 80 25.94

2 1∶7 24 80 26.65

3 1∶3 48 80 29.11

4 1∶7 48 80 30.97

5 1∶3 36 70 28.64

6 1∶7 36 70 30.57

7 1∶3 36 90 28.77

8 1∶7 36 90 31.61

9 1∶5 24 70 26.49

10 1∶5 48 70 30.55

11 1∶5 24 90 27.68

12 1∶5 48 90 31.87

13 1∶5 36 80 33.54

14 1∶5 36 80 34.16

15 1∶5 36 80 33.83

16 1∶5 36 80 33.27

17 1∶5 36 80 33.92

  通过Design
 

Expert
 

8.0.6.1软件分析(图5),
 

桂皮抗菌肽最佳提取条件为料液比1∶5.11
 

g/mL,
 

浸

提时间39.29
 

h,
 

硫酸铵饱和度81.74%,
 

在此条件下抗菌肽的抑菌圈直径为34.20
 

mm.
2.6.2 回归模型验证

根据响应面的最优条件进行验证,
 

重复6次,
 

桂皮抗菌肽的抑菌圈直径平均值为33.74
 

mm,
 

与预测值

拟合率为98.65%,
 

优化模型可靠.
 

优化后抗菌肽活性比优化前(27.79
 

mm)提高了21.41%,
 

表明此优化

方案合理,
 

可提高桂皮抗菌肽的获得率.

3 讨论与结论

植物源抗菌肽被认为是一种有希望的、
 

绿色安全的生物防霉剂,
 

在食品、
 

医药、
 

畜牧方面有巨大的发

展潜能.
 

本研究选择的53种实验材料中,
 

含有抗菌肽的植物占被测总数的75.47%,
 

而Srinivasan等[19]研

究了50种药用植物,
 

其中有抗菌活性的植物占72%.
 

本研究优先选择了利用广泛、
 

具有消炎作用的植物材

料,
 

这些植物材料可能含有抑制霉菌的抗菌肽,
 

因此比例接近.
 

相同植物材料之间,
 

种子和茎叶的抗菌肽

含量不同,
 

例如麦迪黑麦草、
 

拉巴豆、
 

玉米种子中均能提取出抗菌肽,
 

而茎叶粗提物则无抗菌活性,
 

因此推

测抗菌肽主要分布在籽实及根茎部位,
 

53种植物材料中籽实及根茎所含抗菌肽的比例高达86.11%也可以

证明此结论.
 

根据抑菌圈的大小,
 

筛选出大蒜、
 

丁香、
 

桂皮、
 

辣椒籽对黑曲霉和黄曲霉抑菌效果最好.
 

此外

黄芪、
 

甘草、
 

豆粕、
 

麦麸、
 

黑豆、
 

木香、
 

白芨、
 

金银花、
 

黄芩、
 

洋葱、
 

饲用甜高粱等多种植物提取的抗菌肽都

有较好的抑制霉菌的作用.
 

目前除了辣椒籽、
 

黑豆等少数材料[17,20]研究过抗菌肽的抑菌活性,
 

其余材料的

抑菌研究主要集中于黄酮类[21]、
 

有机酸[22]、
 

内生菌[23]等方面,
 

鲜有关于其抗菌肽的相关研究.
 

另外,
 

本研

究还首次发现糯高粱、
 

皇竹草植物组织中含有抗菌物质———抗菌肽,
 

且对黄曲霉或黑曲霉有较好的抑菌效果.
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图5 各因素互作对桂皮抗菌肽抑菌圈直径的影响

桂皮是天竺桂、
 

阴香、
 

细叶香桂或川桂等树皮的通称,
 

桂皮中的活性物质———桂皮醛和桂皮醇也对多

种细菌、
 

真菌有抑菌效果[14,24],
 

但目前还没有关于桂皮抗菌肽的报道.
 

本实验提取抗菌肽时,
 

首先对桂皮

进行了烘干处理,
 

在此过程中可去除桂皮中的桂皮醛和桂皮醇等挥发性抑菌物质.
 

PBS萃取和硫酸铵沉淀

法是经典也是目前广泛采用的分离和提取抗菌肽的方法[25-26],
 

经10
 

KDa超滤管超滤后,
 

可去掉具有抗菌

效果的酶类等蛋白,
 

得到小分子量的抗菌肽.
 

采用此法得到的桂皮抗菌肽对黑曲霉和黄曲霉均具有较好的

抑菌效果,
 

抑菌圈直径分别为29.08
 

mm和27.79
 

mm,
 

经提取工艺优化后,
 

抑制黄曲霉的效果提升了

21.41%,
 

达到33.74
 

mm,
 

结果可对下一步桂皮抗菌肽的结构解析、
 

抑菌机理、
 

开发应用提供数据参考.
综上,

 

植物源抗菌肽是一种绿色安全的生物资源,
 

广泛分布于植物籽实及根茎部位.
 

合理利用植物源

抗真菌肽,
 

可减少粮食作物的霉菌污染.
 

对这些AMPs资源的挖掘,
 

可为扩大生物防霉剂和饲料添加剂来

源提供思路.
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