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响应面法优化菌草灵芝多肽-硒螯合物的制备工艺
赵立娜1，陈紫红2，陈  濠2，花朋朋2，刘  斌1,2,*

（1.国家菌草工程技术研究中心，福建 福州 350002；2.福建农林大学食品科学学院，福建 福州 350002）

摘  要：采用响应面分析法优化菌草灵芝多肽-硒螯合物的制备工艺，以螯合物中硒含量为指标，考察亚硒酸

钠溶液与多肽溶液体积比、反应温度、反应时间和pH值对螯合反应的影响，同时建立螯合物制备工艺的二次项

数学模型并验证其可靠性，并利用红外光谱法对菌草灵芝多肽-硒螯合物进行表征。结果表明：影响菌草灵芝

多肽与硒离子螯合的因素主次顺序为pH值＞反应温度＞体积比＞反应时间，最佳的螯合工艺条件为反应时间

60 min、反应温度75 ℃、pH 9、亚硒酸钠溶液与多肽溶液体积比1∶2，最佳制备工艺条件下，螯合物中硒含量为

（2 985.89±10.59）μg/g。采用红外光谱法对螯合物进行表征，表明所得物质为菌草灵芝多肽与硒的螯合物。本研

究为合成有机硒化合物提供了一种新的原料，也为菌草灵芝的开发利用提供了一个新的思路。
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Optimization of Chelation of Juncao Ganoderma lucidum Peptides with Selenium by Response Surface Methodology
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Abstract: The purpose of the present study was to optimize the preparation of Juncao Ganoderma lucidum peptide-
selenium chelate using response surface methodology. The independent variables were pH, the ratio of sodium selenite 
solution to protein hydrolysate (V/V), reaction time, and temperature. The response was selenium content. A quadratic 
polynomial regression model was established and its reliability was validated. The chelate was characterized by infrared (IR) 
spectroscopy. The results showed that in decreasing order significance, pH, reaction temperature, the ratio of sodium selenite 
solution to protein hydrolysate and reaction time affected the selenium content of chelates, and the optimal values of these 
factors were 9, 75 ℃, 1:2 and 60 min, respectively. The selenium content of the obtained product was (2 985.89±10.59) μg/g.  
IR spectral analysis confirmed the chelation reaction between Juncao Ganoderma lucidum peptides and selenium ions 
and the generation of a new chelate. This study can provide a new approach for the development and utilization of Juncao 
Ganoderma lucidum. 
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灵芝属（G a n o d e r m a）真菌隶属于多孔菌科

（Polyporaceae）药食兼用菌，全世界共有108 种[1-2]。菌

草灵芝是用菌草代替木屑栽培出来的，其药用价值比单

纯用木屑栽培出的灵芝要高得多，其多肽所含的必需氨
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基酸丰富，营养价值高，易于被人体吸收，同时菌草灵

芝多肽具有降血脂、降血压、抗氧化、调节免疫力、抗

肿瘤等功效[3-5]。硒是维持生物体机能包括生长、发育、

繁衍等不可或缺的一类物质，虽然人体对硒的需求量极

少，但是对生物体的生理健康和有关生理疾病的预防都

与之密不可分。人体缺硒能造成体内重要器官的功能失

调，还会使得糖尿病、肿瘤、心血管疾病、白内障、克

山病等疾病的发病率提高[6-8]。由于人工合成的有机硒化

合物的生物安全性明显高于人工合成或天然的无机硒化

物，甚至有些功能活性优于无机硒[9]。因此，具有较高生

物活性和较低毒副作用的有机硒化合物具有更广阔的发

展空间。

目前国内外关于各种肽源与Fe、Zn、Ca等矿物质离

子螯合制备矿物质螯合物的研究较多[10-12]，而以菌草灵芝

为原料制备多肽-硒螯合物的研究鲜有报道。本研究利用

菌草灵芝蛋白水解后的菌草灵芝多肽与硒螯合，优化菌

草灵芝多肽硒螯合物的工艺条件，制备菌草灵芝多肽-硒
螯合物，可充分发挥多肽和矿质元素对人体的双重营养

功能特性，为菌草灵芝开发和应用提供了新的思路。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

菌草灵芝 江西井冈山井祥菌草生态科技股份有限

公司。

复合蛋白酶NS37119 诺维信（中国）生物技术有

限公司；亚硒酸钠、无水乙醇、氢氧化钠等所用试剂均

为分析纯。

1.2 仪器与设备

UV-1600型紫外-可见分光光度计 上海美谱达仪

器有限公司；KDC-40低速离心机 科大创新股份有限

公司中佳分公司；J-25I型高速离心机 美国Beckman 
公司；循环水式多用真空泵 郑州长城科工贸有限公司； 

FE20型精密pH计 梅特勒-托利多仪器（上海）有限 

公司；FD-3冷冻干燥机 北京博医康实验仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 菌草灵芝多肽的制备

菌草灵芝→粉碎→蒸馏水溶解（料液比1∶50）→调

pH 11.0→60 ℃水浴1.5 h→6 层纱布过滤→取上清液→抽

滤→调pH 2.5→4 500 r/min离心→ 沉淀冷冻干燥→灵芝蛋

白→配成底物质量分数3%→调pH 10.0→复合蛋白酶酶解

（温度50 ℃、酶/底物6 000 U/g）→50 ℃水浴1 h→沸水

浴10 min灭酶→4 500 r/min离心10 min→上清液（菌草灵

芝多肽溶液）

1.3.2 菌草灵芝肽-硒螯合物的制备

取一定量灵芝多肽溶液（取3 次平行），加入一

定体积比例的0.5 mol/L的亚硒酸钠溶液，充分搅拌，

待pH值调节到一定值后，将其放置于一定温度的水浴

摇床中充分反应一段时间，反应后置于室温冷却，在 

4 500 r/min、10 min的条件下离心取上清液，加入5 倍体

积的95%乙醇溶液，静置沉淀12 h，4 500 r/min、10 min
离心取沉淀，用无水乙醇对沉淀物洗涤数次，将其置于

烘箱中进行低温干燥处理使无水乙醇挥发，后进行冻干

获得多肽-硒螯合物粉末。

1.3.3 螯合条件单因素试验

1.3.3.1 体积比（亚硒酸钠溶液-多肽溶液）对螯合物中

的硒含量的影响  

体积比分别为1∶6、1∶3、1∶2、2∶3、5∶6，取菌草

灵芝多肽溶液2 mL，反应温度80 ℃，pH 8.0，反应时间

120 min。
1.3.3.2 反应温度对螯合物中硒含量的影响  

反应温度分别为30、40、50、60、70、80 ℃条件

下，取菌草灵芝多肽溶液2 mL，亚硒酸钠和多肽溶液体

积比为1∶2，pH 8.0，反应时间120 min。
1.3.3.3 反应时间对螯合物中硒含量的影响  

反应时间分别取10、20、30、60、90、120 min，取

菌草灵芝多肽溶液2 mL，亚硒酸钠和多肽溶液体积比为

1∶2，pH 8.0，反应温度60 ℃。

1.3.3.4 pH值对螯合物中硒含量的影响 

pH值分别取4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0，取

菌草灵芝多肽溶液2 mL，亚硒酸钠和多肽溶液体积比为

1∶2，反应温度60 ℃，反应时间60 min。
1.3.4 响应面试验

根据单因素试验结果，以硒含量为指标，对pH值、

反应时间、反应温度和体积比这4 个因素进行响应面优

化，因素与水平设计见表1，试验重复3 次。

表 1 响应面试验因素与水平

Table 1 Factors and their levels used in response surface design

因素
水平

－1 0 1
A反应温度/℃ 50 65 80

B pH 7 8 9
C反应时间/min 20 40 60

D体积比 1∶3 1∶2 2∶3

1.3.5 硒含量的测定

采用3,3’-二氨基联苯胺比色法[13]测定硒含量，计算

如下式所示：

硒含量/ µg/g ＝    
pV
mN

式中：p为从标准曲线中查得相当于硒的标准质量

浓度/（µg/mL）；V为甲苯萃取所得的样品体积/mL；         

m为样品的质量/g；N为用于测定的样品体积占总定容后

样品的体积分数/%。



※工艺技术	                            食品科学	 2017, Vol.38, No.14   189

1.3.6 红外光谱测定  

菌草灵芝多肽与菌草灵芝多肽-硒螯合物的红外光谱

图的测定采用KBr压片法[14]。取固体样品1 mg和干燥后的

KBr 100 mg，放入玛瑙研钵中混合研磨，研磨至粒度在

2.5～2.0 μm以下；装入压片装置中，加压至20 MPa，维

持1～2 min；取出压片，呈半透明状，利用傅里叶变换

红外光谱仪进行定性分析。

2 结果与分析

2.1 单因素试验结果

2.1.1 亚硒酸钠与多肽溶液体积比对螯合物中硒含量的

影响  

1 300

1 6 1 3 1 2 2 3 5 6

1 400

1 500

1 600
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/g

图 1 体积比对硒含量的影响

Fig. 1 Effect of the ratio of sodium selenite to peptides on selenium content

由图1可知，当亚硒酸钠溶液与多肽溶液体积比为

1∶2时，硒含量达到最高值，继续添加亚硒酸钠溶液，螯

合物中的硒含量逐渐趋于平衡。由此可见，亚硒酸钠溶

液与菌草灵芝多肽溶液体积比对螯合物中硒含量影响较

大，当亚硒酸钠溶液的添加量较小时，螯合物的硒含量

较低，可能是因为此时的硒离子含量较少，多肽过量，

使得部分多肽无法与硒离子形成稳定结构。最终选择亚

硒酸钠溶液与多肽溶液体积比1∶2。
2.1.2 反应温度对螯合物中硒含量的影响
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图 2 反应温度对硒含量的影响

Fig. 2 Effect of reaction temperature on selenium content

由图2可知，温度对螯合反应有一定的影响，螯合温度

到达60 ℃时硒含量最高，再继续升高温度硒含量略微降低。

此结果与张晓霞[15]、毛学英[16]等的结论类似，温度过高可能

会使氨基酸或者小肽发生羰氨反应，与硒离子形成竞争，导

致螯合能力降低，温度过低会使螯合反应速率变慢[17]。

2.1.3 反应时间对螯合物中硒含量的影响
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图 3 反应时间对硒含量的影响

Fig. 3 Effect of reaction time on selenium content

由图3可知，反应时间为10～60 min时，螯合物中的

硒含量随反应时间的延长而快速增高，当达至60 min时螯

合物中硒含量达到最高。但是，当反应时间再延长时，

硒含量却有略微下降，之后趋于稳定。此结果与马利华[18] 

和金文刚[19]等研究结果一致，螯合时间过长反而不利于

螯合反应的进行，易导致螯合物的结构变得不稳定，阻

碍了螯合反应的进行，从而使得硒螯合能力有所降低。

2.1.4 pH值对螯合物中硒含量的影响
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图 4 pH值对硒含量的影响

Fig. 4 Effect of pH on selenium content

由图4可知，反应在酸性条件下进行时，螯合物中

的硒含量较低。这可能是由于H＋与硒离子竞争供电子基

团[20]，阻碍了菌草灵芝多肽-硒螯合物的生成。当pH值在

4.0～9.0之间时，随着pH值的不断升高，硒螯合能力快速

提升，在pH 9.0时硒含量达到最高，但当pH值超过9.0后
硒含量反而下降，可能是因为在强碱条件下发生了一系

列的副反应，导致硒含量降低[21]。

2.2 螯合条件响应面试验结果

2.2.1 数学模型的建立及显著性检验

如表2所示，以菌草灵芝多肽-硒螯合物的硒含量为

响应值，采用Design-Expert回归分析软件分析表2中29 个
试验点的响应值，经软件综合分析后，各试验因素对菌

草灵芝多肽-硒螯合物的硒含量的影响可采用如下回归方

程表示：

硒含量/（µg/g）=2 487.84＋419.73A＋531.81B＋
205.44C＋230.46D＋193.87AB－205.60AC－62.59AD＋

385.68BC＋43.83BD－104.99CD－262.45A2－481.08B2－

222.15C2－438.21D2
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表 2 响应面试验设计和结果

Table 2 Experimental design and results for response surface analysis 

试验号
A反应
温度/℃ B pH C反应

时间/min D体积比
硒含量/
（µg/g）

1 50 8 20 1∶2 1 071.47

2 80 7 40 1∶2 1 384.37

3 50 8 60 1∶2 1 986.13

4 65 9 40 2∶3 2 758.94

5 50 9 40 1∶2 1 474.44

6 50 8 40 1∶3 1 299.29

7 50 8 40 2∶3 1 747.44

8 65 9 40 1∶3 1 821.91

9 65 7 40 1∶3 6 50.79

10 65 8 60 2∶3 1 959.27

11 65 8 20 2∶3 1 664.01

12 80 9 40 1∶2 2 661.97

13 65 8 60 1∶3 1 958.85

14 65 8 20 1∶3 1 243.62

15 65 8 40 1∶2 2 528.51

16 50 7 40 1∶2 972.30

17 80 8 60 1∶2 2 708.80

18 65 7 40 2∶3 1 412.51

19 80 8 40 2∶3 2 206.98

20 65 7 20 1∶2 1 565.79

21 65 8 40 1∶2 2 378.68

22 65 9 20 1∶2 1 836.62

23 80 8 40 1∶3 2 009.18

24 80 8 20 1∶2 2 616.52

25 65 8 40 1∶2 2 665.81

26 65 8 40 1∶2 2 478.46

27 65 9 60 1∶2 2 831.89

28 65 8 40 1∶2 2 387.74

29 65 7 60 1∶2 1 018.34

表 3 响应面二次模型方差分析

Table 3 Analysis of variance of quadratic response surface model

来源 平方和 自由度 均方 F值 P值
模型 1.01×107 14 7.19×105 13.34 ＜0.000 1

A反应温度 2.11×106 1 2.11×106 39.23 ＜0.000 1
B pH值 3.39×106 1 3.39×106 62.97 ＜0.000 1

C反应时间 5.07×105 1 5.07×105 9.4 0.008 4
D体积比 6.37×105 1 6.37×105 11.83 0.004 0

AB 1.50×105 1 1.50×105 2.79 0.117 1
AC 1.69×105 1 1.69×105 3.14 0.098 3
AD 15 668.78 1 15 668.78 0.29 0.598 2
BC 5.95×105 1 5.95×105 11.04 0.005 0
BD 7 683.4 1 7 683.4 0.14 0.711 4
CD 44 093.7 1 44 093.7 0.82 0.381 0
A2 4.47×105 1 4.47×105 8.29 0.012 1
B2 1.50×105 1 1.50×106 27.86 0.000 1
C2 3.20×105 1 3.20×105 5.94 0.028 7
D2 1.25×106 1 1.25×106 23.11 0.000 3
残差 7.55×105 14 53 893.14

失拟项 6.99×105 10 69 915.27 5.05 0.066 2
净误差 55 351.27 4 13 837.82
校正项 1.08×107 28

注：P＜0.05，影响显著。

回归方程的方差分析结果见表3。对菌草灵芝多肽-
硒螯合物的硒含量而言，其因变量和全体自变量之间存

在显著的线性关系，R2=0.930 3，说明该方程是高度显著

的，其中响应值的改变有93.03%源自于所选变量，即体

积比、pH值、反应温度、反应时间，因此该回归方程的

拟合性较好，所建模型是可行的。由表3可知，A、B、

C、D、BC、A2、B2、C2、D2项都对响应值有显著的影

响，其影响强弱的排序为：pH值＞反应温度＞体积比＞

反应时间。通过对该回归方程中的各项方差进行分析得出

以下结论：从一次项角度可以看出pH值和反应温度是影响

菌草灵芝多肽-硒螯合物硒含量的主要因素；对于二次项

除BC外都是由单因素中的显著因素变成不显著因素，进

而表明了各试验因素与该响应值之间的影响是由于其复杂

的线性关系。因此，可以利用该回归方程确定最佳螯合工

艺条件是可行的。

2.2.2 响应面试验分析及对菌草灵芝多肽硒-螯合物制

备的优化

通过Design-Expert软件综合分析得出所需的回归方

程，让各因素保持不变，只对回归模型进行降维处理，

从而考察各因素间的交互作用对菌草灵芝多肽-硒螯合物

硒含量产生的影响。通过对回归分析结果数据处理，作

出响应面和等高线图，如图5所示。响应值出现最大值，

各参数间的等高线呈椭圆形，具有显著的相互作用关

系，并且通过响应面图能够观察出最高点[22-23]。说明pH

值和反应时间之间存在着显著的相互作用。
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Fig. 5 Response surface plot showing the effect of reaction time and 

pH of selenium content
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利用Design-Expert软件由所建的数学模型进行参数

最优分析，得出菌草灵芝多肽-硒螯合物的硒含量最高

参数条件为：反应时间58.62 min、反应温度76.78 ℃、

pH 9、体积比3.15∶6。此优化工艺下硒含量的预测值为

3 075.29 μg/g，为适合实验操作，调整条件为反应时间

60 min、反应温度75 ℃、pH 9、体积比1∶2。对实验进行

验证得硒含量为（2 985.89±10.59）μg/g，该回归方程可

应用于实践。

2.3 菌草灵芝多肽和菌草灵芝多肽-硒螯合物的红外光

谱分析
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图 6 菌草灵芝多肽和菌草灵芝多肽-硒螯合物的红外光谱图

Fig. 6 IR spectra of bioactive peptides from Ganodorma lucidum and 

their selenium chelate

由于菌草灵芝多肽链中含有氨基和羧基，所以红外

光谱图中的吸收峰必然会随着氨基的伸缩振动、变角振

动和羧基的伸缩振动等的变化而发生改变，当硒离子与

多肽发生一系列的反应时，吸收峰的峰位也必然会随之

发生变化。图6是菌草灵芝多肽和菌草灵芝多肽-硒螯合物

的红外光谱图，可以明显看出，菌草灵芝多肽-硒螯合物

的红外光谱曲线不同于菌草灵芝多肽。对菌草灵芝多肽的

红外光谱图进行综合分析发现，在2 924 cm－1和2 852 cm－1 

处的吸收为C—H伸缩振动引起的特征吸收峰 [24]。而

1 649 cm－1和1 564 cm－1处出现的吸收峰属于酰胺Ⅱ带，

是由N—H面内弯曲振动和C—N伸缩振动所引起的[25]。 

1 410 cm－1属于菌草灵芝多肽氨基酸残基的羧基[26-27]，

560 cm－1是由C＝O的面外弯曲引起。与菌草灵芝多肽的

红外光谱图相比，当多肽与硒离子发生反应后，整个波

形发生了变化：菌草灵芝多肽-硒螯合物的红外光谱图在

2 852 cm－1处的N—H伸缩振动峰消失了，推测应是诱导

效应或者是偶极场效应导致其上面的电子云密度增大，

力常数增大，频率升高[28]，而在低波数1 075 cm－1处吸收

加强也证实了这一点，有可能是由于Se—N发生配位而

引起伸缩振动；与菌草灵芝多肽相比，多肽-硒螯合物在

875 cm－1处C—H的特征吸收峰发生了红移，是由C—H 
面外弯曲振动引起的，说明其参与了配位反应，并且在

560 cm－1出现C＝O的反对称振动吸收峰，推测应是硒离

子与多肽上的羧基进行了螯合反应，这与Palika[29]、Zhao 
Lina[30]等的结论类似。通过对菌草灵芝多肽和菌草灵芝

多肽-硒螯合物的红外光谱对比可以看出，菌草灵芝多肽

的氨基和羧基均参与了硒离子的配位，说明菌草灵芝多

肽与硒螯合后生成了新的物质。

3 结 论

利用响应面分析法优化菌草灵芝多肽与硒螯合的最

佳工艺条件为反应时间60 min、反应温度75 ℃、pH 9、
亚硒酸钠溶液与多肽溶液体积比1∶2，在此条件下制备的

螯合物中硒含量为（2 985.89±10.59）μg/g，与响应面模

型预测值3 075.29 μg/g无显著性差异，该模型可很好地

应用于螯合工艺条件的优化。由红外光谱分析可知，菌

草灵芝多肽和硒离子发生螯合反应，生成了一种新型物

质，即菌草灵芝多肽-硒螯合物，为合成有机硒化合物提

供了一种新的原料，同时也为菌草灵芝的开发利用提供

了一个新的思路。
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