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响应面法优化草菇抗氧化肽的酶法制备工艺
王耀冉1,2，陈明杰2，查　磊2，魏晨颖1,2，李治平1,2，赵　妍2, *

（1.上海海洋大学食品学院，上海 201306；
2.上海市农业科学院食用菌研究所，上海市农业遗传育种重点开放实验室，上海 201403）

摘　要：以草菇为原料提取蛋白质，蛋白酶酶解蛋白制备抗氧化肽。以 DPPH 自由基清除率为指标，在单因素实验

基础上，结合响应面法优化草菇抗氧化肽的提取工艺。通过超滤分离纯化获得不同分子量的肽段，采用 DPPH 自

由基清除率、Fe2+螯合率和还原力法测定超滤组分的抗氧化活性。结果表明：中性蛋白酶为最优酶解蛋白酶，最佳

酶解工艺条件为酶解时间 3.70  h，加酶量 3.81%，底物质量浓度 3.11  g/100  mL，在此条件下，酶解产物的

DPPH 自由基清除率为 69.85%±2.52%。通过超滤分级制备所得分子量最小的肽段 F1（<3 kDa）具有最高的抗氧化

活性，其 DPPH 自由基清除率、Fe2+螯合率和还原力分别为 78.81%±1.56%、91.05%±1.65%、0.47±0.02。草菇抗氧

化肽可作为潜在的天然抗氧化剂来源得到开发利用。
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Abstract：The antioxidant peptides were prepared from Volvariella volvacea protein by protease hydrolysis. Based on the
single-factor test, the extraction conditions of antioxidant peptides from V. volvacea protein were optimized using response
surface methodology. At the same time, peptides with different retention molecular weights were isolated by ultrafitration,
and their antioxidant activity were detected through 2,2-dipheny1-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity, Fe2+

chelating ability and reducing power.  The results  showed that  the optimum enzyme for enzymatic hydrolysis  was neutral
protease, and the optimum process for antioxidant peptide was as follows: The enzymatic hydrolysis time was 3.70 h, the
enzyme  dosage  was  3.81%,  and  the  substrate  mass  concentration  was  3.11  g/100  mL.  Under  the  optimal  enzymalysis
conditions, DPPH free radical scavenging rate of the optimal hydrolysis products was 69.85%±2.52%. The F1 fraction with
the lowest  molecular  weight  (<3 kDa) exhibited the highest  antioxidant  activity.  DPPH free radical  scavenging rate,  Fe2+

chelating ability and reducing power of F1 were 78.81%±1.56%, 91.05%±1.65%, 0.47±0.02. The antioxidant peptides from
V. volvacea protein can be explored as a potential natural antioxidant.

Key words：V. volvacea；protease hydrolysis；antioxidant peptides；response surface methodology (RSM)；ultrafitration

 

草菇（Volvariella volvacea）隶属真菌界、担子菌 门、伞菌目、光柄菇科、小苞脚菇属[1]，是一种高价值
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食药用真菌，味道鲜美，口感滑嫩，营养丰富，具有提

高免疫力、抗癌和降压等功效[2−5]。草菇中含有蛋白

质、粗纤维、维生素和矿物质等多种功能活性成分，

其中，蛋白质约占 29%~41%（干重）[6−7]，是提供优质

蛋白质的合适来源。草菇人工栽培源自于中国，目

前，我国是全球最大的草菇生产国[8]。当前，对草菇

的研究主要集中在草菇多糖和多酚等方面，如钱礼

顺[9] 优化了超声辅助提取草菇子实体多糖工艺，通过

进一步分离纯化，获得一种新型的 α-葡聚糖；Kalava
等[10] 发现草菇菌丝体水提物中的多酚具有清除自由

基的能力。由于草菇蛋白酶解抗氧化肽研究相对较

少，所以开展草菇蛋白深加工和高附加值的生物活性

肽研究尤为必要。

多肽在抗氧化方面具有优异的活性，是天然的

抗氧化剂，能预防和减轻人体氧化应激引发的衰老、

免疫疾病及其他各类疾病[11−13]。当前已有许多动植

物源抗氧化肽的报道，如毛蚶蛋白[14]、鸡蛋清蛋白[15] 和

玉米蛋白[16] 等。蛋白酶水解蛋白可将高分子的蛋白

质转化为短链的多肽甚至是氨基酸，这些低分子量的

多肽具有比原蛋白更高的生物活性[17]。而蛋白水解

产物的抗氧化活性取决于蛋白质来源、蛋白酶类型，

水解条件等[18−19]，因此选择合适的条件水解蛋白具有

重要的意义。

本实验以草菇为原料，通过蛋白酶水解制备抗

氧化肽。经单因素实验和响应面试验对酶解条件进

行优化，通过超滤分离纯化最佳酶解条件下制备的抗

氧化肽，并测定其体外抗氧化活性，旨在为草菇抗氧

化肽制备提供科学依据，提高草菇蛋白综合利用率。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

草菇　上海市农业科学院；碱性蛋白酶（200 U/mg）、
胰蛋白酶（250 U/mg）　上海麦克林生化科技有限公

司；中性蛋白酶（100 U/mg）、木瓜蛋白酶（800 U/mg）
　上海源叶生物科技有限公司；DPPH 自由基清除能

力试剂盒   北京艾普希隆生物科技有限公司；甲醇　

国药集团化学试剂有限公司；其他试剂均为国产分

析纯。

Labconco Free Zone 冷冻干燥机　美国 Labco-
nco 公司；HWS-24 电热恒温水浴锅　上海一恒科技

有限公司；TECAN Infinite 200 Pro 多功能酶标仪　

瑞士 TECAN 公司；R-134 a 高速离心机　德国 Eppen-
dorf 公司；Milli-Q Reference A+超纯水机　MerckMi-
llipore 公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   草菇预处理　草菇子实体洗净、切片、冷冻干

燥、粉碎、过 60 目筛，于−80 ℃ 下保存备用。 

1.2.2   蛋白质提取工艺　将草菇粉与超纯水按照 1:

10（w/v）的比例混匀，超声（100 Hz）20 min，静置 4 h，
8000 r/min 下离心留上清液，采用 80% 硫酸铵于 4 ℃
沉淀，离心（6000 r/min, 20 min）留沉淀，将沉淀重新

溶解在少量蒸馏水中。重新溶解的提取物使用

10 kDa 的透析袋于 4 ℃ 下用超纯水透析 48 h，冻干

后保存于−80 ℃ 超低温冰箱内以备酶解使用。 

1.2.3   酶解工艺流程　将草菇蛋白冻干粉按一定料

液比加蒸馏水混匀，使用 0.5 mol/L 的 NaOH 调节至

酶最适的 pH，在酶最适合的温度平衡 30 min，加酶，

水浴酶解（使用 0.5 mol/L 的 NaOH 维持 pH 恒定）。

灭酶（90 ℃，15 min），冷却后离心（4 ℃，8000 r/min，
20 min），上清液冻干备用。 

1.2.4   蛋白酶的筛选　选用碱性蛋白酶、中性蛋白

酶、胰蛋白酶、木瓜蛋白酶、碱性-中性蛋白酶（顺序

酶解：首先加入碱性蛋白酶水解 2 h，灭酶，然后调节

温度和 pH 至第二种酶最适值，平衡 30 min，加入第

二种蛋白酶，水解 2 h，灭酶。其余同。），碱性-胰蛋

白酶、碱性-木瓜蛋白酶，在它们最佳酶解条件下对草

菇蛋白进行酶解（表 1），以 DPPH 自由基清除率、Fe2+

螯合能力和还原力作为指标，筛选出合适的蛋白酶。
  

表 1    不同酶酶解条件
Table 1    Hydrolysis conditions for the various enzymatic

hydrolyses

蛋白酶
温度
（℃） pH

酶解时间
（h）

加酶量
（%）

底物质量浓度
（g/100 mL）

碱性蛋白酶 50 10.0 4 4 3
中性蛋白酶 45 7.5 4 4 3
胰蛋白酶 37 8.0 4 4 3

木瓜蛋白酶 37 7.0 4 4 3
碱性-中性蛋白酶 50~45 10.0~7.5 4 4 3
碱性-胰蛋白酶 50~37 10.0~8.0 4 4 3

碱性-木瓜蛋白酶 50~37 10.0~7.0 4 4 3
  

1.2.5   单因素实验　采用 1.2.4 筛选出的最适酶水解

草菇蛋白制备抗氧化肽，以 DPPH 自由基清除率作

为指标进行单因素实验设计。固定加酶量 4%，底物

质量浓度 3 g/100 mL，探究酶解时间 1、2、3、4、5 h 对

草菇蛋白酶解效果的影响；固定酶解时间 4 h，底物

质量浓度 3 g/100 mL，探究加酶量 2%、3%、4%、5%、

6% 对草菇蛋白酶解效果的影响；固定酶解时间 4 h，
加酶量 4%，探究底物质量浓度 1、2、3、4、5 g/100 mL
对草菇蛋白酶解效果的影响。 

1.2.6   响应面优化试验　在单因素实验的基础上，

以 DPPH 自由基清除率为响应值，以酶解时间（A）、

加酶量（B）、底物质量浓度（C）为自变量。根据 Box-
Behnken 试验设计原理，设计三因素三水平响应面试

验，试验因素与水平设计见表 2。 

 

表 2    响应面试验因素水平

Table 2    Factors and levels of response surface experiment

因素
水平

−1 0 1

A 酶解时间（h） 3 4 5
B 加酶量（%） 3 4 5

C 底物质量浓度（g/100 mL） 2 3 4
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1.2.7   抗氧化活性测定　 

1.2.7.1   DPPH 自由基清除率　按照试剂盒方法进

行测定。在离心管中分别加入 150 μL 样品溶液，

150 μL 乙醇 DPPH 溶液，混匀后在室温下避光静置

30 min，12000 r/min 室温离心 5 min，使用酶标仪于

517 nm 处测定吸光度 A1。80% 甲醇代替乙醇 DPPH
溶液测得吸光度为 A2，80% 甲醇代替样品测得吸光

度为 A0 按照如下公式计算 DPPH 自由基清除率。

DPPH自由基清除率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

 

1.2.7.2   Fe2+螯合能力　参考马梦娇[20] 的方法测定

样品的 Fe2+螯合率。在 1 mL 样品溶液中加入双蒸水

3.7 mL、2 mmol/L 的 FeCl2 溶液 0.1 mL 和 5 mmol/L
菲咯嗪 0.2 mL，25 ℃ 下反应 10 min，在 562 nm 处

测定吸光度 A1。双蒸水代替样品测得吸光度为 A0，

双蒸水代替菲咯嗪测得吸光度为 A2。按照如下公式

计算 Fe2+螯合率。

Fe2+螯合率(%) =
(
1− A1 −A2

A0

)
×100

 

1.2.7.3   还原力　参考 Dong 等[21] 的方法略有修改

测定样品的还原能力。将 500 μL 样品添加到 500 μL
的 0.2  mol/L 磷酸缓冲液（pH6.6）和 500 μL 的 1%
（w/v）铁氰化钾的混合液中。将混合物于 50 ℃ 下水

浴 20 min，然后加入 500 μL 的 10%（w/v）三氯乙酸，

在 8000  r/min 下离心 10  min。将 500  μL 上清液、

500 μL 双蒸水和 100 μL 的 0.1%（w/v）氯化铁溶液

在室温下反应 10 min。在 700 nm 处测定溶液的吸

光度，吸光度越大说明样品的还原能力越强。 

1.2.8   超滤分级　将响应面优化最佳工艺条件下制

备的酶解液使用 10、3 kDa 的超滤离心管进行分离

纯化，得到 3 种不同分子量的多肽组分（F1<3 kDa；
F2 3~10 kDa；F3>10 kDa），冻干后储存于−80 ℃，通

过体外抗氧化试验评估其抗氧化活性。 

1.3　数据处理

所有数据均为 3 次重复试验平均值±标准差，使

用 SPSS19.0 软件进行统计学分析，Origin2019 进行

绘图，使用 Design-Expert8.0.6 进行响应面设计。 

2　结果与分析 

2.1　蛋白酶的筛选

蛋白酶水解蛋白是生产生物活性肽最常用的方

法。多肽的抗氧化活性和酶解所用蛋白酶种类有关，

不同蛋白酶具有不同的酶切位点，可产生具有不同氨

基酸和分子量的多肽[22]。因此筛选合适的蛋白酶是

制备高活性抗氧化肽的关键步骤。使用 4 种不同的

单酶和 3 种双酶酶解草菇蛋白，结果如图 1 所示，相

较于草菇蛋白，酶解后产物的抗氧化活性均提高。其

中中性蛋白酶酶解产物的 DPPH 自由基清除率和

Fe2+螯合率最大，酶解 4 h 后，其 DPPH 自由基清除率

为 61.35%±1.33%，Fe2+螯合率为 85.98%±0.38%，显

著高于其它蛋白酶酶解产物（P<0.05）。木瓜蛋白酶

酶解产物的还原力最大为 0.36±0.00，其次是中性蛋

白酶酶解产物 0.35±0.01。中性蛋白酶酶解产物活性

最高可能是因为它是内切酶[23]，主要水解羧基侧含有

色氨酸、酪氨酸、丙氨酸等芳香族氨基酸残基的肽

键，这些氨基酸的含量与抗氧化活性呈正相关[24]。综

合考虑，中性蛋白酶酶解产物具有较高抗氧化活性，

因此选择中性蛋白酶对抗氧化肽的酶解条件进行进

一步的优化研究。 

2.2　单因素实验结果 

2.2.1   酶解时间对酶解产物抗氧化活性的影响　酶

解时间对草菇蛋白酶解产物 DPPH 自由基清除率的

影响，结果如图 2 所示。随着酶解时间的增加，DPPH
自由基清除率呈先增后减趋势，酶解时间为 4 h 时，多

肽的 DPPH 自由基清除率达到峰值 64.19%±1.07%，
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图 1    酶种类对草菇蛋白酶解产物抗氧化活性的影响

Fig.1    Effect of enzyme types on antioxidant activity of V.
volvacea protein hydrolysates

注：VPI：草菇蛋白；AH：碱性蛋白酶水解产物；TH：胰蛋白酶
水解产物；NH：中性蛋白酶水解产物；PH：木瓜蛋白酶水解产
物；ATH：碱性-胰蛋白酶水解产物；ANH：碱性-中性蛋白酶水
解产物；APH：碱性-木瓜蛋白酶水解产物；不同小写字母表示
差异显著 P<0.05，图 2~图 4 同。
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显著高于其它处理组（P<0.05）。由于酶解初期，底物

含量高，可以充分与酶反应，产生具有较高活性的抗

氧化肽。随着时间的不断延长，抗氧化肽可能会进一

步酶解，从而导致抗氧化活性的降低[25]。因此，酶解

时间对草菇蛋白酶解产物的自由基清除能力具有重

要作用，选取 4 h 为最佳酶解时间进行下一步试验。

孙菁茹等[26] 从绿豆蛋白中制备抗氧化肽，抗氧化活

性随着时间的增加先增大后减小，其研究结果与本研

究一致。 

2.2.2   加酶量对酶解产物抗氧化活性的影响　由

图 3 可知，当加酶量为 4% 时，DPPH 自由基清除率

62.85%±1.20%，达到最大值,显著高于其它处理组

（P<0.05）。随着加酶量的增加抗氧化活性呈现先增

大后减小的趋势，这可能是因为随着加酶量的增加，

酶与底物反应速率增加，但是加酶量过大会使蛋白质

过度水解，产生分子量更小的肽段甚至是游离氨基

酸，导致具有抗氧化活性的多肽含量降低[27]。因此，

选取 4% 作为最佳加酶量。

  

1 2 3 4 5 6 7
45

50

55

60

65

70

D
PP

H
自

由
基

清
除

率
 (%

)

加酶量 (%)

d

b

a

c

e

图 3    加酶量对 DPPH 自由基清除率的影响
Fig.3    Effect of enzyme dosage on DPPH free radical

scavenging rate
  

2.2.3   底物质量浓度对酶解产物抗氧化活性的影响

　底物质量浓度对 DPPH 自由基清除率的影响如

图 4 所示，当底物质量浓度为 3 g/100 mL 时，蛋白酶酶

解产物对 DPPH 自由基清除率达到最大值 69.33%±
0.43%，显著高于其它处理组（P<0.05）。随着底物质

量浓度的增加，DPPH 自由基清除率呈现先增加后减

小的趋势，这可能是由于水在酶解反应中有利于其他

分子的运动和扩散，底物质量浓度小时，酶与底物无

法充分结合，而底物质量浓度过大，蛋白酶与底物接

触不充分，蛋白质水解不充分[28]，因此，选取最佳底物

质量浓度为 3 g/100 mL。
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图 4    底物质量浓度对 DPPH 自由基清除率的影响
Fig.4    Effect of substrate concentration on DPPH free radical

scavenging rate
  

2.3　酶解工艺的响应面试验 

2.3.1   响应面试验结果　综合单因素实验结果，以酶

解时间、加酶量、底物质量浓度这 3 个因素为自变

量，DPPH 自由基清除能力为响应值，根据 Box-
Behnken 试验设计原理进行响应面试验，试验设计方

案与结果如表 3 所示。
  

表 3    响应面试验设计方案与结果
Table 3    Experimental scheme and results of response surface

试验号
因素 响应值

A 酶解时间 B 加酶量 C 底物质量浓度 DPPH自由基清除率（%）

1 0 −1 −1 52.67
2 0 0 0 68.85
3 0 1 −1 46.42
4 0 1 1 49.03
5 −1 1 0 56.72
6 0 0 0 68.79
7 1 −1 0 48.46
8 −1 0 1 57.82
9 0 0 0 69.54
10 0 0 0 70.26
11 0 −1 1 53.15
12 −1 0 −1 43.50
13 0 0 0 68.81
14 −1 −1 0 60.77
15 1 0 1 37.65
16 1 0 −1 43.50
17 1 1 0 46.14

  

2.3.2   模型的建立与方差分析　利用软件 Design-
Expert11 进行多元回归拟合，得到回归模型方程：

Y=69.25−5.38A−2.09B+1.44C+0.4325AB−5.04
AC+0.5325BC−10.46A2−5.76B2−13.17C2

回归方程的方差分析结果见表 4。模型的显著

水平 P<0.0001，表明该回归模型极显著；实验所选

模型的决定系数 R2=0.9956，说明响应值的变化有

99.56% 来源于所选的变量，表明模型能有效地反映

实验条件的变化；校正决定系数 RAdj
2=0.9899，表明
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图 2    酶解时间对 DPPH 自由基清除率的影响

Fig.2    Effect of hydrolysis time on DPPH free radical
scavenging rate
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仅有总变异的 1.01% 不能由该模型来解释；失拟项

P 值为 0.0720>0.05，失拟项不显著，方程拟合度高，

可以用该数学模型来预测实验结果。模型中 A、B、

C、AC、A2、B2、C2 对 DPPH 自由基清除率影响极显

著（P<0.01），由表 4 可知，F（A）=197.56，F（B）=29.86，
F（C）=14.24，即各因素对草菇蛋白酶解产物抗氧化

活性的影响顺序为酶解时间>加酶量>底物质量

浓度。 

2.3.3   响应面优化试验结果　通过软件 Design-
Expert 11 分析得到的各因素交互作用的曲线图和等

高线图见图 5。酶解时间曲线变化最大，其次是加酶

量和底物质量浓度。当等高线趋于椭圆形时，表示两

因素交互作用显著，圆形则表示交互作用不显著[29]。

响应面坡度的陡峭程度也反映出处理条件的改变对

响应值的影响。图 5b 中酶解时间和底物质量浓度

的响应面弯曲程度最大，则其交互作用最显著，这一

 

表 4    回归模型方差分析及回归方程系数显著性检验

Table 4    Significance test for variance analysis and coefficient
constants of regression models

来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 1854.93 9 206.10 175.68 <0.0001 **
A 231.77 1 231.77 197.56 <0.0001 **
B 35.03 1 35.03 29.86 0.0009 **
C 16.70 1 16.70 14.24 0.0070 **

AB 0.7482 1 0.7482 0.6378 0.4508
AC 101.71 1 101.71 86.69 <0.0001 **
BC 1.13 1 1.13 0.9668 0.3582
A2 461.01 1 461.01 392.96 <0.0001 **
B2 139.88 1 139.88 119.23 <0.0001 **
C2 730.17 1 730.17 622.39 <0.0001 **

残差 8.21 7 1.17
失拟 6.54 3 2.18 5.23 0.0720 不显著

净误差 1.67 4 0.4174
总和 1863.14 16

决定系数R2 0.9956
校正决定系数RAdj

2 0.9899
注： *表示显著，P<0.05；**表示极显著，P<0.01。

 

(a) 酶解时间和加酶量

(b) 酶解时间和底物质量浓度

(c) 加酶量和底物质量浓度
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图 5    各因素交互作用的曲面图和等高线图

Fig.5    Surface maps and contour maps for each factor interaction
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结果与表 4 的方差分析中显著性检验结果一致。 

2.3.4   响应面优化验证　采用软件对酶解工艺进行

优化，得出理论最佳酶解条件为酶解时间 3.713 h、
加酶量 3.813%、底物质量浓度 3.106 g/100 mL 时，

此时的 DPPH 自由基清除率最高，其预测值为

70.294%。按照该条件进行验证实验，考虑实际操作

的可行性，选取酶解时间 3.70 h、加酶量 3.81%、底

物质量浓度 3.11 g/100 mL，验证试验重复 3 次，测

定 DPPH 自由基清除率为 69.85%±2.52%，与理论值

相近，证明拟合模型优化出的条件较为准确[30]。 

2.4　超滤组分的抗氧化活性

超滤法可根据分子量大小快速且有效的对酶解

产物进行分离纯化。因此使用 3 kDa、10 kDa 的超

滤管对草菇蛋白酶解液进行分离，得到 3 个组分。

表 5 可知，F1（<3 kDa）抗氧化活性显著高于 F2（3~
10  kDa）、F3（>10  kDa）和酶解产物（P<0.05)。其

DPPH 自由基清除率、Fe2+螯合率和还原力分别为

78.81%±1.56%、91.05%±1.65%、0.47±0.02。多肽的

抗氧化活性与其分子量大小和氨基酸组成种类及排

列顺序相关[31−32]，超滤分离后，分子量较小的多肽抗

氧化活性更高，这可能是由于超滤分子量小的多肽具

有较小的空间位阻，可以作为更好的电子供体，与自

由基发生反应，将其转化为更稳定的产物[33−34]。Yang
等[35] 从鸭血浆肽超滤所得 M1（<3 kDa）的 DPPH 自

由基清除率、O2
−·清除率和 ABTS 自由基清除活性

分别为 68.16%、18.95% 和 97.59 mmol/L TE/mg，显
著（P<0.05）高于组分 M2（3~10 kDa）和 M3（>10 kDa），
这一结果与本实验结果相似，表明分子量低的多肽具

有更高的抗氧化活性。
 
 

表 5    中性蛋白酶酶解产物及其超滤组分的抗氧化活性
Table 5    Antioxidant activities of neutral protease hydrolysates

and their ultrafiltration components

DPPH自由基清除率（%） Fe2+螯合率（%） 还原力

酶解液 69.85±2.52c 83.71±1.00b 0.35±0.03c

F1（<3 kDa） 78.81±1.56a 91.05±1.65a 0.47±0.02a

F2（3~10 kDa） 73.32±0.49b 83.18±1.16b 0.42±0.01b

F3（>10 kDa） 58.51±1.07d 74.06±1.95c 0.30±0.07d

注：同列不同的字母表示差异显著（P<0.05）。
  

3　结论
本实验以草菇蛋白为原料，通过蛋白酶酶解制

备抗氧化肽，在单因素实验的基础上，结合响应面法

优化草菇抗氧化肽的制备工艺。中性蛋白酶酶解草

菇蛋白的优化条件为：酶解时间 3.70  h、加酶量

3.81%、底物质量浓度 3.11 g/100 mL，此条件下，制

备所得抗氧化肽 DPPH 自由基清除率为 69.85%±
2.52%。经超滤分离纯化所得分子量小于 3 kDa 的

组分 F1 抗氧化活性显著高于分子量高的组分（P<
0.05)。本实验为草菇抗氧化肽的制备提供了一定的

理论基础，可通过对 F1 进行纯化、结构鉴定并探究

其可能的作用机制，进一步为草菇蛋白的高值化应用

提供一定科学依据。
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