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食品外包装材料的真菌抑制剂
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摘　要：目的：筛选和优化食品外包装材料真菌抑制剂的配方及浓度，为食品包装材料领域真菌污染控制提供参

考。方法：针对食品外包装和环境中常见的芽枝状枝孢霉、黑曲霉、金灰青霉和多主枝孢霉，分析了有机硅季铵

盐（OQAS）、脱氢乙酸钠盐（SD）和聚六亚甲基双胍盐酸盐（PHMB）共 3 种适用于食品包装材料的抑菌剂单

独对 4 种真菌的菌丝生长抑制效果，在探明 3 种抑菌剂的有效使用浓度范围之后，将 3 种抑菌剂进行三元复配优

化。结果：完全抑菌时（抑菌率 100%）的复合配方为，有机硅季铵盐浓度为 0.38 mg/mL，脱氢乙酸钠盐浓度为

0.69 mg/mL，聚六亚甲基双胍盐酸盐浓度为 0.49 mg/mL，复合抑菌剂总浓度为 1.56 mg/mL。结论：有机硅季铵

盐、脱氢乙酸钠盐和聚六亚甲基双胍盐酸盐通过复配可以明显减少单一抑菌剂的用量，从而使抑菌剂变得更为安

全高效。

关键词：食品包装，抑菌剂，筛选，复配

中图分类号：TS201.6               文献标识码：A               文章编号：1002−0306（2021）16−0083−08
DOI: 10.13386/j.issn1002-0306.2020120067

Selection and Compounding Preparation of Fungus Inhibitor for Food
Outer Packaging Materials

DONG Chen1，LI Dandan1，ZHANG Zhiyong1，MA Yuhua1，LI Lei2, *

（1.Sport Nutrition and Intelligent Cooking Laboratory, School of Sport Social Science,
Shandong Sport University, Jinan 250102, China；

2.Department of BioMedical Engineering, University of Groningen, Groningen 9713, Netherlands）

Abstract：Objective: The formulation and concentration of fungal inhibitors in food packaging materials were screened and
optimized  to  provide  reference  for  the  control  of  fungal  contamination  in  food  packaging  materials.  Methods:  Three
bacteriostatic agents, which were suitable for food packaging materials, including organosilicon quaternary ammonium salt
(OQAS),  sodium  dehydroacetate  (SD)  and  polyhexamethylene  biguanidine  hydrochloride  (PHMB)  were  selected  as  the
target  disinfectants  and  tested  on  four  kinds  of  fungi  including Cladosporium  cladosporioides, Aspergillus  niger,
Penicillium  aurantiogriseum and Cladosporium  herbarum.  The  mycelial  growth  inhibition  effects  of  these  three
disinfectants  on  the  four  fungi  were  tested  separately.  Results:  The  effective  concentration  range(100%)  of  the  three
disinfectants  were  determined.  Then  these  three  disinfectants  were  combined  to  get  a  new  compound  bactericides,
consisting  of  OQAS  (0.38  mg/mL),  SD  (0.69  mg/mL)  and  PHMB  (0.49  mg/mL),  in  which  the  total  concentrations  of
bactericides  were  1.56  mg/mL.  Conclusion:  The  dosage  of  OQAS,  SD and PHMB could  be  significantly  reduced by  the
combination, which would make the antimicrobial agent more safe and efficient.  
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2020 年以来，随着新冠肺炎病毒在全球的肆虐，

越来越多的食品外包装样本检出新冠病毒核酸阳性，

真菌、细菌、病毒互作互生复杂，食品包装材料微生

物污染问题引起了各国的广泛关注和重视[1−2]。目

前，食品外包装材料抑菌剂多种多样，主要有效成分

为双季铵盐抑菌剂或过氧化氢及其他混合物等[3−4]。

然而，由于长期使用单一抑菌剂使得微生物产生耐药

性的可能性大大提高。研究表明，交替使用不同的抑

菌剂或复合抑菌剂在一定程度上可以减缓微生物对

于抑菌剂的耐药性[5]。为了能够减轻微生物的耐药

性，开发新型的抑菌剂（包括成分新配方）就成为了食

品包装材料领域微生物污染控制的重要一环[6−7]。

结合食品外包装材料特点、微生物种类及人员

安全因素，适用于食品包装材料的抑菌剂应主要具备

高效、低毒、广谱、无味、稳定性好等特点，且对人的

皮肤及眼睛无刺激性，对食品包装材料及设备表面不

产生腐蚀[8−9]。有机硅季铵盐是一种理想的抑菌剂，

具有良好的综合性能，对人体皮肤无刺激性、无致癌

作用[10]。季铵盐化合物能吸附各种带有负电荷的微

生物，抑菌效果优良，并且抑菌谱广，能有效抑制诸多

不同类型的微生物，在世界各国应用十分广泛[11−12]。

脱氢乙酸钠盐是一种安全的食品型抑菌剂，可按照国

家标准剂量添加在食物中避免霉变引起的产品变质

和经济损失[13−14]。食品级抑菌剂脱氢乙酸钠盐应用

于食品包装材料表面抑菌，可保证在发挥其高效广谱

的抑菌能力的同时，又不会对人员的健康带来任何威

胁。聚六亚甲基双胍盐酸盐等含有胍基官能团的聚

合物是一种具有抑制微生物生长活性的有机化合

物[15]，在医疗卫生、农业生产、服装等领域使用非常

普遍[16]，广泛被用于衣物和纺织品的抑菌除臭，也是

食品中综合抑菌性能优良的防腐剂之一[17]。本试验

选用的有机硅季铵盐、脱氢乙酸钠盐和聚六亚甲基

双胍盐酸盐均是安全性高的生物抑菌剂，将三者单独

用于抑菌保鲜研究已见报道，且取得了较好效果，但

将上述三种抑菌剂复配用于食品外包装材料的应用

尚未见报道。

本研究选择日常食品外包装和环境样本中大量

存在的芽枝状枝孢霉、黑曲霉、金灰青霉和多主枝孢

霉这四种代表性真菌作为试验测试菌株[18−21]，通过有

机硅季铵盐、脱氢乙酸钠盐和聚六亚甲基双胍盐酸

盐三种抑菌剂的施用筛选及复配，为食品包装领域微

生物控制提供参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

有机硅季铵盐 AEM-5700（CAS：27668-52-6，以
异丙醇为溶剂，活性物含量 60%）、聚六亚甲基双胍

盐酸盐（CAS：32289-58-0（USA）/27083-27-8（Europe）/
133029-32-0（INCI），活性物含量 98%）　长沙研邦

化工科技有限公司；脱氢乙酸钠盐（CAS：64039-28-
7，活性物含量 98%）　梯希爱（上海）化成工业发展

有限公司；黑曲霉菌种（Aspergillus niger 3.3928）　
中国普通微生物菌种保藏管理中心；芽枝状枝孢菌种

（Cladosporium cladosporioides CICC 2477）、多主枝

孢霉菌种（Cladosporium herbarum CICC 2443）和金

灰青霉菌种（Penicillium aurantiogriseum CICC 40651）
　中国工业微生物菌种保藏管理中心。

CX33 生物显微镜　奥林巴斯（中国）有限公司

（苏州）；HCB-900V 超净台　青岛海尔生物医疗股份

有限公司；YXQ-LS-50A 灭菌锅　上海博迅医疗生

物仪器股份有限公司；101-2AB 微生物培养箱　天

津泰斯特仪器有限公司；FJY1002-UVF-P 超纯水制

作设备　青岛富勒姆科技有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   实验菌种处理　购自菌种保藏中心的菌种为

安瓿管封装的冻干菌种，用移液枪在安瓿管中加入

3~5 mL 合适的液体培养基，缓慢振荡摇匀使冻干菌

粉溶解呈悬浮状态。用移液枪吸取菌液，将其接入到

两支斜面培养基试管中，置于 28~31 ℃ 环境下培养

2 d，对冻干菌种进行恢复培养。培养 2 d 后，取出复

壮后的第二代真菌斜面培养基。再将二代菌种转入

平板培养基，在 28~31 ℃ 恒温培养 3 d，得到第三代

工作菌作为本研究用菌种。 

1.2.2   抑菌试验方法　将抑菌剂加水溶解，之后添加

到灭菌后的马铃薯葡萄糖琼脂培养基（Potato Dex-
trose Agar，PDA）培养基中，通常按 1:9 比例配制抑

菌剂琼脂平板，根据需要来选择抑菌剂浓度范围。在

抑菌剂和 PDA 培养基充分混合至均匀之后，将混合

物倾倒至灭菌平皿（直径 9 cm），每个无菌培养平板

中需倒入 20~25 mm 的培养基。对照组为不含抑菌

剂的 PDA 培养基。将直径约为 5 mm 的第三代工

作用菌种接种到 PDA 培养基中心。将培养皿用封

口膜封存并在 28 ℃ 下培养 5 d，分别测量对照组和

试验组的平均菌丝直径，以此计算得出抑菌剂对于菌

种的菌丝生长抑制率。本研究所有的抑菌相关试验

均做了三组重复，并且所呈现的结果是三组平行试验

结果的均值，实验浓度如表 1 所示。

试验组相对于对照组的相对菌丝生长抑制用百

分比表示，通过以下公式进行计算：

抑制率(%) =
dc−dt

dc
×100

式中：dc 和 dt 分别表示对照组和试验组三组重

复的平均菌丝半径，mm。 

1.2.3   三种抑菌剂的复配研究方法　通过对单一抑菌

剂的抑菌试验，确定了三种抑菌剂的有效浓度范围。

根据响应曲面法设计原理，采用 Design-Expert.8.05
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软件中 Box-Behnken 设计三因素三水平实验。制备

三元复合抑菌剂。主要影响因素（自变量）为有机硅

季铵盐（X1）、脱氢乙酸钠（X2）和聚六亚甲基二胍盐

酸盐（X3）的用量，并以+1、0、−1 分别代表自变量的

高、中、低三因素水平，三个自变量根据以下方程进

行编码。

xi =
Xi−X0

∆X
×100

式中：xi 是本研究中自变量的编码结果；Xi 是本

研究中自变量的实际选取浓度结果，X0 是本研究中

自变量在位于中心点处的实际浓度水平值，ΔX 是本

研究中自变量的波动区间。

根据单一抑菌剂抑菌试验结果，确定复合抑菌

剂对芽枝状枝孢霉的试验各因素编码的水平见表 2。
 
 

表 2    Box-Behnken 试验设计因素编码及水平
Table 2    Box-Behnken test design factor coding and level

因素 编码 水平

Xi −1 0 +1

有机硅季铵盐（mg/mL） X1 0.18 0.37 0.56
脱氢乙酸钠盐（mg/mL） X2 0.5 0.6 0.7

聚六亚甲基双胍盐酸盐（mg/mL） X3 0.3 0.4 0.5
  

1.3　数据处理

每组实验都重复了 3 次，并进行了 2 次平行测

量。6 次测量的平均值±标准差作为最终的结果，运

用 SPSS 18.0 软件 ANOVA 分析，并应用 Origin 8.5

进行作图。 

2　结果与分析 

2.1　单一抑菌剂抑菌试验结果 

2.1.1   四种真菌自然生长状况　如图 1 所示，为四种

真菌在不添加任何抑菌剂的平板上，在 28 ℃ 下培

养 5 d 的生长状况。可以看出，芽枝状枝孢霉和多主

枝孢霉长满了整个平板，其次黑曲霉的生长能力也比

较旺盛，而金灰青霉在同样条件下的生长能力最弱，

在图 1c 中可以看到大部分培养基都没有利用。

  

(a) (b)

(c) (d)

图 1    培养 5 d 后空白对照组芽枝状枝孢霉（a）、黑曲霉（b）、
金灰青霉（c）和多主枝孢霉（d）的菌丝生长情况

Fig.1    After 5 days, mycelium growth states of Cladosporium
cladosporioides (a), Aspergillus niger (b), Penicillium

aurantiogriseum (c) and Cladosporium herbarum
(d) in the control group

  

2.1.2   有机硅季铵盐对四种真菌的抑制效果　如图 2
所示，有机硅季铵盐对四种真菌菌丝生长的抑制率随

着用量的增加而增加，有机硅季铵盐对四种真菌的实

际作用效果有所差异，对多主枝孢霉抑制率最高。经

培养 5 d 后实验分析验证，当达到菌丝生长完全抑制

时，芽枝状枝孢霉所需有机硅季铵盐的最少用量为

48.1 mg/mL，黑曲霉所需有机硅季铵盐最少用量为

46.3 mg/mL，金灰青霉所需有机硅季铵盐的最少用

量为 44.4 mg/mL，多主枝孢霉所需有机硅季铵盐的

最少用量为 16.7 mg/mL。
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图 2    培养 5 d 后不同浓度的有机硅季铵盐对
四种真菌菌丝生长的抑制率

Fig.2    Inhibition rate of different concentrations of OQAS on
mycelial growth of fungi after 5 days incubation

 
如图 3 所示，四种真菌对有机硅季铵盐的反应

有明显不同。尽管当达到菌丝生长完全抑制时，芽枝

 

表 1    有机硅季铵盐、脱氢乙酸钠盐和聚六亚甲基双胍
盐酸盐抑菌实验设计

Table 1    Experiment design of OQAS, SD and PHMB

杀菌剂及浓度
芽枝状
枝孢霉

黑曲霉 金灰青霉
多主枝
孢霉

有机硅季铵盐浓度
（mg·mL−1）

0 0 0 0
3.7 0.5 0.5 0.5
9.3 3.7 0.9 0.9
18.5 18.5 3.7 3.7
37 37 13.9 13.9

脱氢乙酸钠盐浓度
（mg·mL−1）

0 0 0 0
0.5 0.01 0.01 0.01
1 0.1 0.05 0.05

1.5 0.2 0.1 0.1
2 1.5 0.2 0.2

聚六亚甲基双胍盐酸盐浓度
（mg·mL−1）

0 0 0 0
0.5 0.01 0.01 0.01
1 0.1 0.05 0.05

1.5 0.2 0.1 0.1
2 0.3 0.2 0.2
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状枝孢霉、黑曲霉和金灰青霉所需的有机硅季铵盐

用量上差异不是十分明显，但在实际抑菌作用效果变

化上有明显不同，以有机硅季铵盐用量为 3.7 mg/mL
时为例，可以看出芽枝状枝孢霉的菌丝半径要明显大

于其他三种真菌。同时，多主枝孢霉菌丝半径随着有

机硅季铵盐用量的增多迅速减小，并且使用较小剂量

的有机硅季铵盐就可以达到很好的抑制效果。在对

纺织品、医用伤口敷料的研究中，有机硅季铵盐在

1~50 mg/mL 都表现出了良好的抑菌效果，不仅对真

菌具有很强的抑菌效果，对金黄色葡萄球菌及绿脓杆

菌的抑制率也均超过 97%[22−23]。有机硅季铵盐具有

良好的综合性能，对人体皮肤无刺激性，能吸附各种

带有负电荷的微生物，抑菌效果优良，并且抑菌谱广[3]。
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图 3    培养 5 d 后不同浓度的有机硅季铵盐对
菌丝生长抑制作用效果

Fig.3    Antifungal activity of different concentrations of OQAS
on mycelial growth after 5 days incubation

注：芽枝状枝孢霉（a）、黑曲霉（b）、金灰青霉（c）和多主枝孢
霉（d）；数字表示抑菌剂浓度，单位为 mg/mL；图 5、图 7 同。
  

2.1.3   脱氢乙酸钠盐对四种真菌的抑制效果　如图 4
所示，脱氢乙酸钠盐对四种真菌菌丝生长的抑制率随

着用量的增加而增加，脱氢乙酸钠盐对四种真菌的实

际作用效果有所差异。经实验分析验证，当达到菌丝

生长完全抑制时，芽枝状枝孢霉所需脱氢乙酸钠盐的

最少用量为 2.52 mg/mL，黑曲霉所需脱氢乙酸钠盐

最少用量为 1.62 mg/mL，金灰青霉所需脱氢乙酸钠

盐的最少用量为 0.96 mg/mL，多主枝孢霉所需脱氢

乙酸钠盐的最少用量为 0.22 mg/mL。
图 5 展示了培养 5 d 后不同浓度的脱氢乙酸钠

盐对四种真菌菌丝生长的抑制作用效果图，可以看

出 4 种真菌对有机硅季铵盐的反应有明显不同，多

主枝孢霉对脱氢乙酸钠盐非常敏感，随着抑菌剂用量

的增加，多主枝孢霉菌丝半径迅速减小，而芽枝状枝

孢霉只有在抑菌剂浓度较大时才表现出明显的抑制效

果，这也和图 4 折线图相吻合。有研究表明，0.4 mg/mL

脱氢乙酸钠盐对柑橘指状青霉抑菌率达到 99%[24]。

此外，脱氢乙酸钠盐不仅有抗菌效果，还具有防腐效

能，添加质量分数为 2% 脱氢乙酸钠的改性 PVA 薄

膜对蛋糕的保鲜效果较好，应用于食品材料及设备表

面抑菌，可保证在发挥其高效广谱的抑菌能力的同

时，又不会对人员的健康带来任何威胁[13−14]。 

2.1.4   聚六亚甲基双胍盐酸盐对四种真菌的抑制效

果　如图 6 所示，聚六亚甲基双胍盐酸盐对四种真

菌菌丝生长的抑制率均随着用量的增加而增加，聚六

亚甲基双胍盐酸盐对四种真菌的实际作用效果有所

差异。经实验与分析验证，当达到菌丝生长完全抑制

时，芽枝状枝孢霉所需聚六亚甲基双胍盐酸盐的最少

用量为 2.9 mg/mL，黑曲霉所需聚六亚甲基双胍盐酸

盐最少用量为 0.4 mg/mL，金灰青霉所需聚六亚甲基
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图 4    培养 5 d 后不同浓度的脱氢乙酸钠盐对
四种真菌菌丝生长的抑制率

Fig.4    Inhibition rate of different concentrations of SD on
mycelial growth of fungi after 5 days incubation
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图 5    培养 5 d 后不同浓度的脱氢乙酸钠盐对
菌丝生长抑制作用效果

Fig.5    Antifungal activity of different concentrations of SD on
mycelial growth after 5 days incubation
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双胍盐酸盐的最少用量为 0.56 mg/mL，多主枝孢霉

所需聚六亚甲基双胍盐酸盐最少用量为 0.52 mg/mL。

如图 7 所示，可以看出四种真菌对聚六亚甲基

双胍盐酸盐的反应有明显不同，随着抑菌剂用量的增

加，黑曲霉、金灰青霉和多主枝孢霉对聚六亚甲基双

胍盐酸盐反应敏感，菌丝半径迅速减小，而芽枝状枝

孢霉只有在抑菌剂浓度较大时才表现出明显的抑制

效果，这也和图 6 折线图相吻合。相似的，2 mg/mL

聚六亚甲基双胍盐酸盐在纺织物上的抑菌效果可达

95% 以上[25]，此外，在食品包装薄膜上应用聚六亚甲

基双胍盐酸盐母粒 4% 时，抗菌薄膜对大肠杆菌、金

黄色葡萄球菌和杂菌样品的抗菌率分别为 99.1%、

99.2% 和 83.4%，且存放 6 个月后抗菌薄膜仍保持较

强的抗菌作用[15]。含有胍基官能团的聚合物是一种

具有特殊生物活性的有机化合物，在医疗卫生、农业

生产、服装等领域使用非常普遍，并对食品的抑菌、

除臭具有一定的效果[16]。
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图 7    培养 5 d 后不同浓度的聚六亚甲基双胍盐酸盐
对菌丝生长抑制作用效果

Fig.7    Antifungal activity of different concentrations of PHMB
on mycelial growth after 5 days incubation

单一抑菌剂抑菌实验结果的图 2、图 4 和图 6

表明，抑菌率随着抑菌剂用量的增加而增加，但是四

种真菌对三种抑菌剂的反应明显不同。参照三种抑

菌剂对四种真菌的抑制作用效果图（图 3、图 5、图 7）

及空白对照组（图 1），可以看出在相同的培养条件

下，芽枝状枝孢霉生长繁殖能力强，对抑菌剂敏感度

低，需要最多剂量的抑菌剂来完全抑制菌丝生长；而

多主枝孢霉虽然生长繁殖能力强，但对抑菌剂敏感度

略高，用较小剂量的抑菌剂就可以完全抑制菌丝生

长。这从一定角度也揭示了芽枝状枝孢霉、黑曲霉

的生长繁殖能力强。此外，已有大量研究表明，不同

的微生物对抑菌剂的反应会有明显的差异[26]。这也

很好的解释了在本研究中芽枝状枝孢霉和黑曲霉需

要较高剂量的抑菌剂来完全抑制菌丝生长的原因。

本研究通过单一抑菌剂对 4 种测试菌株的抑菌

试验，确定了单一抑菌剂的有效浓度使用范围。试验

结果表明，对于有机硅季铵盐，其需要使用更大的剂

量来实现对四种测试菌株的完全抑制。对于抑菌剂

的使用，应尽可能减少抑菌剂的使用剂量，从而保证

减少对人体及环境的危害。复合抑菌剂通过将不同

抑菌机理的抑菌剂复合，可以使复合抑菌剂的抑菌机

理更为复杂，从而使其更为高效，且减缓微生物对抑

菌剂的耐药性。 

2.2　三元复合抑菌剂研究结果

从单一抑菌剂抑菌试验结果中可以得出，芽枝

状枝孢霉达到菌丝完全抑制时所需的三种抑菌剂的

浓度显著高于其他三种真菌，说明芽枝状枝孢霉是这

四种真菌中存活能力最强的。本着研制高效安全复

合的原则，本研究在进行三元复合抑菌剂的复配时，

期望通过增加脱氢乙酸钠盐和聚六亚甲基双胍盐酸

盐的相对比例，来降低有机硅季铵盐在复合抑菌剂的

相对用量，从而降低复合抑菌剂的使用剂量。同时，

根据大量同类研究表明，在复合抑菌剂中单一组分的

含量一般要低于其单独使用的用量[27]。所以，本研究

在响应面法水平选取中，不单要结合单一抑菌剂抑菌

试验结果，还要从复合抑菌剂的角度加以综合考虑。

因此在复合抑菌剂研究中，先以复合抑菌剂对芽枝状

枝孢霉的抑菌率进行考量，得出最佳复配比例后，再

对其他三种真菌进行验证。 

2.2.1   复合抑菌剂试响应面实验结果　采用 Design-

Expert.8.05 软件设计并进行 Box-Benhnken 试验，结

果如表 3 所示。

复合抑菌剂抑菌率方差分析表明（表 4），对复合

抑菌剂抑菌率所建立的回归模型极显著（P<0.01），有

机硅季铵盐、脱氢乙酸钠盐和聚六亚甲基双胍盐酸

盐的用量对芽枝状枝孢霉抑菌率均有极显著影响

（P<0.0001），以复合抑菌剂抑菌率为响应指标，利用

Design-Expert.8.05 软件对表 3 的试验结果进行二次
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图 6    培养 5 d 后不同浓度的聚六亚甲基双胍盐酸盐
对四种真菌菌丝生长的抑制率

Fig.6    Inhibition rate of different concentrations of PHMB on
mycelial growth of fungi after 5 days incubation
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多元回归拟合分析，得到复合抑菌剂抑菌率对编码自

变量 X1（有机硅季铵盐使用浓度）、X2（脱氢乙酸钠

盐的使用浓度）、X3（聚六亚甲基双胍盐酸盐的使用

浓度）的二次多项回归方程：

Y=144.38−102.12X1−94.74X2−141.08X3+85.26
X1X2+95X1X3+125.25X2X3+30.69X1

2+46.03X2
2+

83.03X3
2

回归分析表明，该回归模型 P<0.0001，F 为 92.31，
决定系数（R2）=0.9916，说明该方程的拟合程度和可

靠性很高，可用于预测复合抑菌剂的抑菌率。CV，

即 Y 的变异系数，代表实验的准确度，CV 值越高，说

明实验的可靠性越差。在本研究中，CV 值为 0.67%，

这表明本研究所采用的研究方法及试验流程是可靠

的。此外，在回归方程交互项和二次项 X1
2、X3

2 的

P 值小于 0.001，具有极其显著的统计学差异。而

X2
2 的 P 值小于 0.05，有统计学差异。因此，本研究

得到的二次多项回归方程可以很好地解释三种单一

抑菌剂浓度的变化对复合抑菌剂的抑菌率产生的

影响。

为了更直观地解释各种因素及其相互作用对复

合抑菌剂抑菌率的影响，并表征其响应函数特征，借

助于 Design-Expert.8.05 软件在固定其他因素不变

的情况下，得到任意两个因素及其相互作用对复合抑

菌剂抑菌率的响应面图，结果如图 8 所示。在响应

面分析中，如果响应面的斜率相对平坦，则表明在一

定范围内，该抑菌剂使用浓度对复合抑菌剂的抑菌率

影响不大；相反，假如一个响应面斜率非常大，则说明

复合抑菌剂抑菌率对于该组分的浓度变化十分敏

感[28]。有机硅季铵盐、脱氢乙酸钠盐和聚六亚甲基

双胍盐酸盐的用量三因素彼此之间存在比较显著的

交互作用，对复合抑菌剂抑菌率的影响显著性依次

是：脱氢乙酸钠盐用量>聚六亚甲基双胍盐酸盐用

量>有机硅季铵盐用量。这可能与三种抑菌剂的抑

菌机理相关，有机硅季铵盐以有机硅作为媒介，将具

有抑菌功能的铵阳离子基团强有力地吸附于微生物

 

表 3    Box-Behnken 试验结果

Table 3    Test results of Box-Behnken

实验号
编码

抑菌率Y（%）
X1 X2 X3

1 −1 1 0 93.15
2 0 0 0 90.56
3 1 0 −1 88.52
4 0 0 0 88.98
5 −1 −1 0 87.22
6 0 0 0 90.28
7 0 1 −1 91.11
8 1 1 0 100
9 −1 0 1 92.59

10 1 −1 0 87.59
11 0 −1 −1 85.93
12 1 0 1 100
13 −1 0 −1 88.33
14 0 −1 1 89.81
15 0 0 0 90.47
16 0 0 0 90.82
17 0 1 1 100

 

表 4    回归方程方差分析

Table 4    Regression equation analysis of variance

方差来源 自由度 均方差 F P

模型 9 34.53 92.31 <0.0001
X1 1 27.45 73.39 <0.0001
X2 1 142.05 379.72 <0.0001
X3 1 101.60 271.61 <0.0001

X1X2 1 10.50 28.06 <0.0001
X1X3 1 13.03 34.84 <0.0001
X2X3 1 6.28 16.77 0.0003

X1
2 1 5.17 13.81 0.0005

X2
2 1 0.89 2.38 0.0218

X3
2 1 2.90 7.76 0.0020

失拟项 1 0.018 0.1818 0.6918
纯误差 4 0.099
总和 16

决定系数R2 0.9916
CV（%） 0.67

注：P<0.05表示有显著差异；P<0.01表示差异极显著。
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图 8    各因素交互影响抑菌率的响应面图

Fig.8    Response surface curves of the interactions between any
two factors on the inhibition rate
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细胞壁的表面，通过改变微生物细胞壁的通透性，使

微生物呼吸作用所需的物质溢出，这使得微生物停止

呼吸作用而导致死亡[29]；脱氢乙酸钠盐通过改变膜的

通透性来影响微生物的能量代谢，来达到抑制微生物

生长的目的[30]；聚六亚甲基双胍盐酸盐的阳离子官能

团能够裂解微生物细胞壁，并使细胞膜破裂[31]。 

2.2.2   复合抑菌剂配方　本研究基于以上获得的响

应面回归方程作为目标函数，采用二次规划法（Quadra-
tic Programming），对各个因素的水平进行优化，由于

只有 3 个因素，因此这里采用的是它的中型优化算

法，通过类似求解线性规划问题来获得初始可行解，

再通过投影法确定最终的优化结果。二次规划法的

数学模型为：

min
1
2

xTHx+ fTx(目标函数 :响应面方程)

目标函数满足以下约束：

A ·x ⩽ b (不等式约束)

Aeq ·x = beq (等式约束)

lb ⩽ x ⩽ ub (变量的取值范围)

在 Matlab/Optimization Toolbox 中对以上模型

进行求解，得到 3 种抑菌剂用量的最优配比方案

（表 5），抑菌率的理论优化值为 99.75%。通过该配方

得到复合抑菌剂中有机硅季铵盐的用量为 0.38 mg/mL，
脱氢乙酸钠盐的用量为 0.69 mg/mL，聚六亚甲基双

胍盐酸盐的用量为 0.49 mg/mL，三种抑菌剂的总用

量为 1.56 mg/mL，达到的实际抑菌率为 100%。
  

表 5    复合抑菌剂配方优化方案
Table 5    Formulation optimization of compound

bacteriostatic agent

序号 X1 X2 X3 总量 抑菌率Y（%）

1 0.38 0.69 0.49 1.56 100
 

将基于芽枝状枝孢霉分析得到的抑菌剂优化配

方对其它三种真菌进行验证。将优选得到的抑菌剂

配方添加到 PDA 培养基中，并将试样在温度为 28 ℃
的条件下培养 5 d。从图 9 可以看出，优化得到的抑

菌剂配方可以完全抑制黑曲霉、金灰青霉和多主枝

孢霉的生长。

本研究经优化得到的复配抑菌剂，对四种真菌

均呈现出良好的抑制效果（图 9）。在优化配方中，抑

菌剂的总用量为 1.56 mg/mL（在安全使用浓度范围

之内），并且值得注意的是，其中有机硅季铵盐的用量

为 0.38 mg/mL，相对于其单独使用时的用量有了显

著的降低。同时，就四种真菌中生长繁殖能力最强的

芽枝状枝孢霉而言，优化配方中抑菌剂总用量，要明

显低于三种抑菌剂单独作用时的用量（表 6）。可以

说，本研究通过复配得到一种高效的复合抑菌剂。此

前有研究表明，通过将几种不同的抑菌剂复配使用，

可以减少抑菌剂的用量，并且可以达到协同或互补作

用，从而使抑菌剂更为高效[32−33]，同时可以减缓耐药

性的产生。
 
 

表 6    完全抑菌时三种抑菌剂单独作用时的用量
Table 6    The dosage of three kinds of bacteriostatic agents

acting alone in complete bacteriostasis

抑菌剂浓度（mg/mL） 芽枝状枝孢霉 黑曲霉 金灰青霉 多主枝孢霉

有机硅季铵盐 48.1 46.3 44.4 16.7
脱氢乙酸钠盐 2.52 1.62 0.96 0.22

聚六亚甲基双胍盐酸盐 2.9 0.4 0.56 0.52
  

3　结论
抑菌率随抑菌剂量的增加而升高，但四种真菌

对三种抑菌剂的反应明显不同。本研究经优化得到

的复配抑菌剂，对四种真菌均呈现出良好的抑制效

果。完全抑菌时（抑菌率 100%），复合抑菌剂中有机

硅季铵盐的用量为 0.38 mg/mL，脱氢乙酸钠盐的用

量为 0.69 mg/mL，聚六亚甲基双胍盐酸盐的用量为

0.49 mg/mL，三种抑菌剂的总用量为 1.56 mg/mL。

通过复配可以明显减少单一抑菌剂的用量，从而使抑

菌剂变得更为安全高效。有机硅季铵盐、脱氢乙酸

钠盐和聚六亚甲基双胍盐酸盐的用量三因素彼此之

间存在比较显著的交互作用，对复合抑菌剂抑菌率的

影响显著性依次是：脱氢乙酸钠盐用量>聚六亚甲基

双胍盐酸盐用量>有机硅季铵盐用量。

 

(a) (b) (c)

图 9    在 28 ℃ 培养 5 d 后优化配方对黑曲霉（a）、金灰青霉（b）和多主枝孢霉（c）的菌丝生长抑制效果图

Fig.9    Effect of the optimized formula on mycelial growth inhibition of Aspergillus niger (a), Penicillium aurantiogriseum (b) and
Cladosporium herbarum (c) cultured after 28 ℃ for 5 d
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