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黑木耳（Auricularia heimuer）是一种传统的药

食同源真菌，富含多糖、黑色素和多酚等生物活性

成分，具有抗氧化、降血糖、保护心血管、抗肿瘤和

提高免疫力等多种功能[1-6]。黑木耳以“黑”出名，黑

色素是其重要的功能活性成分之一。黑色素可分

为天然黑色素和合成黑色素。相较于合成黑色素

制备工艺复杂且具有一定毒性的特点，天然黑色素

广泛存在于动物、植物、真菌和细菌中，具有高度的

安全性[7-9]。真菌产生的黑色素是一种由吲哚或酚

类化合物通过氧化聚合而成的多功能色素。不仅

具备可持续生产和可生物降解的优势，还被证实能

够保护有机体免受生物与非生物胁迫的影响[8，10-12]。
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摘 要：黑木耳（Auricularia heimuer）是一种传统的药食同源真菌，富含的黑色素具有抗氧化、抗肿瘤及免疫调节等

多种生物活性。为促进黑木耳资源的高效开发与利用，本研究以黑色素得率、UV-Vis 光谱特征及抗氧化活性为指标

对不同提取工艺及来源获得的黑木耳黑色素进行综合分析评价。结果表明，酶解法是黑木耳子实体黑色素提取的

最佳方法，采用酶解法获得的黑色素得率最高（9.49%），体外抗氧化活性最强，2.0 mg · mL- 1 的黑色素对 DPPH、

ABTS+和O2
-·的清除率分别为 80.08%、82.87%、63.47%；从液体发酵液中提取的黑色素对 DPPH、O2

-·的清除率均最

高，样品浓度为 2.0 mg·mL-1时，清除率分别为 98.52%和 80.61%，UV-Vis 光谱与黑色素标准品相近。本研究可为黑

木耳黑色素的高效提取技术优化及功能产品开发提供重要的理论依据。
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Effects of extraction process and source of Auricularia heimuer melanin
on its UV-Vis spectrum and antioxidant activity
LI Yuling, CHEN Jiawen, LIU Kun’ang, MA Hong, ZHANG Genwei, LI Shusheng
（Institute of Biology, Hebei Academy of Sciences, Shijiazhuang 050000, Hebei, China）

Abstract: Auricularia heimuer is a traditional edible and medicinal fungus, and its melanin exhibits diverse biological

activities, including antioxidant, antitumor, and immunomodulatory properties. To promote the efficient development and

utilization of A. heimuer resources, this study systematically evaluated melanin extracted from different sources and by

various methods based on yield, UV-Vis spectral characteristics, and in vitro antioxidant activity. The results demonstrated

that enzymatic hydrolysis was the optimal method for extracting melanin from fruiting bodies, achieving the highest yield

（9.49%）and exhibiting the strongest antioxidant capacity. At a concentration of 2.0 mg · mL- 1, the melanin scavenged

DPPH, ABTS+, and O2
-·with efficiencies of 80.08%, 82.87%, and 63.47%, respectively. In contrast, melanin derived from

liquid fermentation broth exhibited superior scavenging activity against DPPH and O2
-·, when the sample concentration

was 2.0 mg · mL- 1, the scavenging rates were 98.52% and 80.61%, respectively, and displayed UV-Vis spectral features

most similar to those of the standard melanin reference. These findings provide a solid theoretical foundation for optimiz-

ing the extraction of A. heimuer melanin and advancing its application in functional product development.

Key words: Auricularia heimuer; Melanin; Extraction method; Melanin source; Antioxidant activity
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近年来，随着天然活性物质研究的不断深入，

黑木耳黑色素的多种生物学功能逐步被揭示，其在

基础研究与产业应用中的潜力已成为跨学科关注

的焦点。研究表明，黑木耳黑色素不仅具有抗氧

化、抗肿瘤和保肝等生物学活性，还因其安全、天然

的特性，在食品工业中展现出“天然色素+抗氧化

剂”的双重应用优势，在医学、功能食品以及化妆品

领域都具有广阔的应用前景[4，6，13-17]。

目前，黑木耳黑色素的提取方法多样。楚福英

等[18]采用“先酸沉后碱溶再酸沉”的工艺提取黑木耳

黑色素，并进一步研究其对小鼠肠道菌群的影响，

本研究中简称为“先酸后碱法”；Hou 等[16]则采用“先

碱溶后酸沉”的方法，从黑木耳子实体中提取黑色

素，并分析了其对小鼠肝功能的保护作用，本研究

中简称为“先碱后酸法”。然而在提取过程中，若反

应环境过酸或过碱，都会使反应过于强烈；此外，提

取时间过长不仅会影响黑色素的化学结构与功能，

甚至可能产生新物质[19]。相较强酸强碱直接提取方

式，酶解法可迅速破坏黑木耳细胞壁，提高黑色素

的提取率，实现活性物质高效提取[20]。基于此，本研

究旨在探究不同提取工艺对黑木耳子实体中黑色

素得率、抗氧化活性和 UV-Vis 光谱的影响，以筛选

出得率高且活性优的高效提取方法。

此外，黑木耳黑色素可来源于子实体、固体发

酵产物和液体发酵等途径，不同来源的黑色素在结

构、生物活性、螯合金属离子及药物负载特性等方

面可能存在差异[21]；若明确这些活性差异，即可根据

具体应用需求进行针对性筛选与工艺优化。本研

究通过对黑木耳的液体发酵液、液体发酵湿菌丝、

固体发酵产物及子实体等 4 种不同来源的黑色素

进行提取，并对其 UV-Vis 光谱及抗氧化活性进行

综合分析，为进一步优化和完善黑木耳黑色素的开

发与应用提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 供试菌株

黑木耳 Y9 为河北省科学院生物研究所食用菌

研究室通过诱变获得的黑木耳菌株。

1.2 主要试剂

溶壁酶购自广东省科学院微生物研究所；黑色

素标准品（M8631）购自西格玛奥德里奇（上海）贸易

有限公司；二甲基亚砜（D806645）、过硫酸钾

（P823296）均购自上海麦克林生化科技股份有限公

司；维生素 C（A8100）、1，1-二苯基-2-三硝基苯肼

（1，1-diphenyl-2-picrylhydrazyl，DPPH）（D9370）、

2，2'-联氮-双-3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸[2，2'-azi-

no- bis（3- ethylbenzothiazoline- 6- sulfonic acid），

ABTS]（A9590）、邻苯三酚（IP3200）均购自北京索

莱宝科技有限公司；HCl 购自北京化工厂有限责任

公司；NaOH、无水乙醇均为分析纯，购自天津欧博

凯化工有限公司；Tris-HCl（R21888）购自上海源叶

生物科技有限公司。

1.3 供试培养基

液体发酵培养基[22]：62.5 g 麦麸 60 ℃水浴 5 h，

煮沸 30 min，过滤得麸皮水，添加 1.6 g 酪氨酸粉

末、0.1 g 硫酸铜，定容至 1 L。固体发酵培养基[23]：

62.5 g 麦麸 60 ℃水浴 5 h，煮沸 30 min，过滤得麸皮

水，添加 1.6 g 酪氨酸粉末、0.1 g 硫酸铜、15 g 琼脂

粉，定容至 1 L。

1.4 方法

黑木耳 Y9 于 2024 年 1 月接种，同年 5－7 月

采摘，培养及采摘均在河北盛滨农业发展股份有限

公司进行。2024 年 8－10 月在河北省科学院生物

研究所食用菌室进行黑木耳子实体黑色素不同提

取工艺、体外抗氧化能力及 UV-Vis 扫描试验，以及

黑木耳不同来源黑色素提取、体外抗氧化能力和

UV-Vis 扫描试验。

1.4.1 黑木耳子实体黑色素的提取方法 将采下

的全部 Y9 鲜木耳平铺至晾晒网上，自然阳光晒干，

完全随机选取干木耳 400 g 磨粉过 80 目筛备用。

先碱后酸法：根据 Hou 等[16]的方法稍作调整，取

20 g 干燥子实体粉末，按料液比 1∶30 添加 1.5 mol·L-1

NaOH，200 W 超声提取 1 h，9000 r · min- 1 离心

10 min 取上清液；上清液添加 6 mol ·L-1 HCl 调 pH

至 1.5，80 ℃水浴 10 h，9000 r·min-1离心 10 min 取

沉淀，重复离心 2~3 次得粗黑色素，自然风干，得粗

黑色素粉末，3 次重复。

先酸后碱法：根据楚福英等[18]的方法稍作调整，

取 20 g 干燥子实体粉末，按料液比 1∶20 添加

3 mol · L- 1 HCl ，80 ℃水浴 1.5 h ；浸出液添加

1.5 mol · L-1 NaOH 调 pH 至 12，200 W 超声提取

1 h，9000 r · min-1 离心 10 min，取上清液；上清

液添加 6 mol·L-1HCl 调 pH 至 1.5，80 ℃水浴 10 h，

9000 r ·min-1 离心 10 min，取沉淀，重复离心 2~3 次

得粗黑色素，自然风干，得粗黑色素粉末，3 次重复。

酶解法：根据侯若琳等 [24] 的方法稍作调整，取

20 g 干燥子实体粉末，酶底占比 1.1% ，按料液

比 1∶20 添加醋酸钠缓冲溶液（pH=5），30 ℃酶解
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2 h，9000 r · min-1 离心 10 min，去上清液；沉淀按

料液比 1∶30 加入 1.5 mol · L- 1 NaOH 溶液，超声

200 W 下提取 1 h，9000 r·min-1离心 10 min，收集黑

色素提取液；提取液加 6 mol · L-1HCl 调 pH 至 1.5，

80 ℃水浴 10 h，9000 r·min-1离心 10 min，重复离心

2~3 次得粗黑色素，自然风干，得粗黑色素粉末，3

次重复。

1.4.2 黑木耳子实体黑色素清除能力的测定

DPPH 清除率的测定[24]：分别以不同浓度维生素 C

为阳性对照，吸取 100 μL 0.2 mmol·L-1 DPPH 无水乙

醇溶液和 100 μL 待测样品（将 2.1 所得黑色素粗品

稀释至 0.5、1.0、1.5、2.0 mg · mL-1，比较不同浓度样

品与维生素 C（VC）的 DPPH 清除率差异，以及

1 mg·mL- 1 样品与黑色素标准品 DPPH 清除率差

异，下同）于 96 孔板，混匀后避光室温保存 30 min，

使用酶标仪（SpectraMax Plus 384，美谷分子仪器有

限公司）于 517 nm 下测定样品吸光度（Dx）。同时，

将样品溶液和 DPPH 无水乙醇溶液分别替换为等

体积二甲基亚砜，测吸光度 D0 和 Dx0，每组 3 次重

复，计算清除率。

DPPH 清除率/%=[1-（Dx-Dx0）/D0]×100。

ABTS+清除率测定[17]：以不同浓度维生素 C 为

阳性对照，吸取 100 μLABTS+工作液（7 mmol·L-1ABTS

溶液与 2.45 mmol·L-1过硫酸钾溶液等体积混合，静

置 16 h 用乙醇溶液稀释至其在 734 nm 处吸光度为

0.70±0.02）和 100 μL 待测样品（0.5、1.0、1.5、

2.0 mg·mL-1）于 96孔板，混匀后避光室温保存 20 min，

于 734 nm 下测定样品吸光度 Dx。同时，将样品溶

液和 ABTS+工作液分别替换为等体积二甲基亚砜，

测吸光度 D0和 Dx0，每组重复 3 次，计算清除率。

ABTS+清除率/%=[1-（Dx-Dx0）/D0]×100。

O2
-·清除率测定[25]：以不同浓度维生素 C 为阳

性对照，取 1 mL 不同浓度（ρ，后同）（0.5、1.0、1.5、

2.0 mg · mL- 1）待测样品，添加 3 mL 50 mmol · L- 1

Tris-HCl 缓冲溶液（pH=8.2），混合后 25 ℃水浴加热

20 min，添加 25 ℃预热的 7 mmol · L- 1 的邻苯三酚

0.3 mL，迅速混匀，25 ℃水浴 4 min，添加 1 mL

3 mol·L-1 HCl 终止反应；以二甲基亚砜替代邻苯三

酚溶液矫零，于波长 318 nm 处测定样品吸光度，每

组 3 次重复。Dm为待测样品吸光值，Db为二甲基亚

砜替代待测样品的吸光值。

O2
-·清除率/%=（1-Dm/Db）×100。

1.4.3 黑木耳子实体黑色素紫外-可见光光谱的测

定 将 黑 木 耳 黑 色 素 样 品 稀 释 至 浓 度 为

1.0 mg · mL-1，使用微量分光光度计（DS-500，屹谱仪

器制造（上海）有限公司），在 200~600 nm 进行紫

外-可见光（UV-Vis）扫描，测定黑木耳黑色素的光谱

特性。

1.4.4 不同来源黑木耳黑色素的提取 液体发酵

液和湿菌丝样品制备：使用 Φ=5 mm 的打孔器从活

化后的菌株 Y9 上打取 10 个菌饼，接种至装有

20 mL 液体发酵培养基的瓶内，25 ℃黑暗静置 3 d

后转至 25 ℃ 180 r · min-1 摇床培养 4 d，后转至

装 有 220 mL 液 体 发 酵 培 养 基 的 瓶 内 ，

25 ℃ 180 r · min-1摇培 7 d，过滤分别获得液体发酵

液和湿菌丝样品。固体发酵样品制备：使用 Φ=5 mm

的打孔器从活化后的菌株 Y9 上打取菌饼，接种至每

皿定量 20 mL 的固体培养基中心，25 ℃黑暗培养

15 d，获得固体发酵样品。子实体干品制备同 2.1。

液体发酵液黑色素提取[26]：发酵液过滤除去菌

丝，取上清液加入 6 mol · L-1 HCl 调 pH 至 2，80 ℃

水浴 10 h，9000 r·min-1离心 10 min，取沉淀，重复离

心 2~3 次得粗黑色素，自然风干，得粗黑色素粉

末。湿菌丝黑色素提取：取 100 g 湿菌丝，按料

液比 1∶10 加入 1.5 mol · L- 1 NaOH，4 ℃冷藏过

夜，9000 r·min-1离心 10 min 去除菌丝，取上清液加入

6 mol·L-1HCl 调 pH 至 2，80 ℃水浴 10 h，9000 r·min-1

离心 10 min，取沉淀，重复离心 2~3 次得粗黑色素，

自然风干，得粗黑色素粉末。固体发酵产物黑

色素提取 [23]：将长满菌丝的培养基研磨至匀浆，

加入 1.5 mol · L-1 NaOH 200 W 超声提取 1 h ，

9000 r · min-1 离心 10 min，取上清液加入 6 mol·L-1

HCl 调 pH 至 2，80 ℃水浴 10 h，9000 r · min- 1 离心

10 min，取沉淀，重复离心 2~3 次得粗黑色素，自然风

干，得粗黑色素粉末。子实体黑色素提取：同 2.1 酶

解法。以上试验均 3 次重复。

1.4.5 不同来源黑木耳黑色素清除能力的测定

将液体发酵液、湿菌丝、固体发酵产物、子实体 4 种不同

来源的黑木耳黑色素进行体外抗氧化能力（DPPH、

ABTS+、O2
-·清除率）的测定，同试验方法 1.4.2。

1.4.6 不同来源黑木耳黑色素紫外-可见光光谱的

测定 测定方法同 1.4.3。

1.5 数据处理与分析

采用 SPSS 26.0 软件进行数据统计，采用单因

素方差分析（one-way ANOVA）结合 Duncan 多重

分析法检验不同处理间的差异显著性（P<0.05）；

采用 Excel 2021 绘制图表，试验数据均为 3 次重

复的平均值。
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体外抗氧化能力 （1）不同提取工艺所得黑色素对

DPPH 的清除能力如图 2-A 所示。不同提取工艺所

得黑色素对 DPPH 的清除率均随着黑色素样品浓

度的增加而增加，当样品浓度为 2.0 mg · mL-1 时对

DPPH 的清除率均最高，先碱后酸法为 52.94%、先

酸后碱法为 76.79%、酶解法为 80.08%，但均低于维

生素 C，清除率由高到低依次为维生素 C>酶解法>

先酸后碱法>先碱后酸法。

比较 1.0 mg·mL-1黑色素样品溶液与 1.0 mg·mL-1

黑色素标准品溶液对 DPPH 的清除能力，如图 2-B

所示。先碱后酸法、先酸后碱法、酶解法黑色素样

品溶液对 DPPH 清除率分别为 40.06%、63.80%、

68.97%，均显著低于黑色素标准品溶液的清除率

（97.89%）。

（2）黑木耳子实体不同提取工艺所得黑色素对

ABTS+的清除能力如图 3-A 所示。不同提取工艺所

得黑色素对 ABTS+清除率均随着黑色素样品浓度

的增加而增加，当黑色素样品浓度为 2.0 mg · mL-1

时清除率均最高，先碱后酸法为 75.03%、先酸后碱

法为 81.20%、酶解法为 82.87%，但均低于维生素

C，清除能力由强到弱依次为维生素 C>酶解法>先

酸后碱法>先碱后酸法。

比较 1.0 mg·mL-1黑色素样品溶液与 1.0 mg·mL-1

黑色素标准品溶液对 ABTS+的清除能力如图 3-B

所示。先碱后酸法、先酸后碱法、酶解法黑色素样

品溶液对 ABTS+的清除率分别为 69.23%、78.35%、

80.30%，其中先酸后碱法和酶解法清除率均显著高

于先碱后酸法，三者均显著低于黑色素标准品溶液

注：不同小写字母表示在 0.05 水平差异显著。下同。

Note: Different lowercase letters represent significant difference at 0.05 level. The same below.

图 1 黑木耳子实体不同提取工艺黑色素得率（A）及黑色素粉末颜色（B）

Fig. 1 A. heimuer fruiting body different extraction process melanin yield（A）and melanin powder color（B）

B

A

b

a
a

0

2

4

6

8

10

12

先碱后酸法
Alkali-Acid Method

先酸后碱法
Acid-Alkali Method

酶解法
Enzymatic hydrolysis 

method

子
实
体
黑
色
素
得
率

E
x
tr

ac
ti

o
n

 r
at

e/
%

样品名称 Sample name

先碱后酸法

Alkali-acid method
先酸后碱法

Acid-alkali method
酶解法

Enzymatic hydrolysis method

先碱后酸法

Alkali-acid method
先酸后碱法

Acid-alkali method
酶解法

Enzymatic
hydrolysis method

子
实

体
黑

色
素

得
率

Y
ie

ld
of

fr
ui

ti
ng

bo
dy

m
el

an
in

/%

12

10

8

6

4

2

0

b
a

a

2 结果与分析

2.1 黑木耳子实体不同提取工艺黑色素得率及其

生物学特性

2.1.1 黑木耳子实体不同提取工艺黑色素得率及

颜色 由图 1-A 可知，使用先碱后酸法、先酸后碱

法、酶解法提取黑木耳黑色素，得率分别为 7.25%、

8.73%、9.49%，由高到底依次为酶解法>先酸后碱

法>先碱后酸法，其中先酸后碱法和酶解法黑色素

得率均显著高于先碱后酸法，酶解法高于先酸后碱

法，但差异不显著。如图 1-B 所示，不同提取工艺

提取的黑色素粉末颜色有差异，先碱后酸法和酶解

法呈黄棕色，先酸后碱法呈棕色。

2.1.2 黑木耳子实体不同提取工艺所得黑色素的
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图 3 黑木耳子实体不同提取工艺所得黑色素对 ABTS+的

清除能力

Fig. 3 ABTS+ scavenging activity of melanin obtained

from A. heimuer fruiting body different extraction process
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Fig. 2 DPPH scavenging activity of melanin obtained from A. heimuer fruiting body different extraction process
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的清除率（97.87%）。

（3）黑木耳子实体不同提取工艺所得黑色素对

O2
-·的清除能力如图 4-A 所示。不同提取工艺所得

黑色素对 O2
-·清除率均随黑色素样品浓度增加而增

加，当样品浓度为 2.0 mg·mL-1时清除率均最高，先

碱后酸法为 58.02%、先酸后碱法为 62.08%、酶解法

为 63.47%，但均低于维生素 C，清除能力由强到弱

依次为维生素 C>酶解法>先酸后碱法>先碱后酸法。

比较 1.0 mg·mL-1黑色素样品溶液与 1.0 mg·mL-1

黑色素标准品溶液对O2
-·的清除能力，如图 4-B 所

示，先碱后酸法、先酸后碱法、酶解法黑色素样品

溶 液 对 O2
-·清 除 率 分 别 为 52.09% 、54.15% 、

57.65%，均显著低于黑色素标准品溶液的清除率

（79.75%）。

2.1.3 黑木耳子实体不同提取工艺所得黑色素

UV-Vis 扫描图 由图 5 可知，采用先碱后酸法、先酸

后碱法、酶解法获得的黑木耳黑色素样品最大吸收峰

在 238~257 nm 波长区间，与黑色素标准品一致。

2.2 不同来源黑木耳黑色素提取得率及生物学

特性

2.2.1 不同来源黑木耳黑色素提取得率 分别从

黑木耳液体发酵液、湿菌丝、固体发酵产物以及子

实体中提取黑色素，黑色素得率见表 1。黑色素粉

末如图 6 所示，液体发酵液中提取的黑色素呈黑

色，湿菌丝的呈棕色，固体发酵的呈棕黑色，子实体

的呈黄棕色。

2.2.2 不同来源黑木耳黑色素体外抗氧化能力

（1）不同来源黑木耳黑色素对 DPPH 的清除能力如
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图 7-A 所示。不同来源黑木耳黑色素对 DPPH 的

清除率均随着黑色素样品浓度的增加而增加，当样

品浓度为 2.0 mg · mL-1 时清除率最高，液体发酵液

为 98.52% 、湿菌丝 89.00% 、固体发酵产物为

58.10%、子实体为 80.08%，其中液体发酵液、湿菌丝

黑色素清除率均高于维生素 C（88.79%），固体发酵

产物和子实体黑色素的清除率均低于维生素 C，清

除能力由强到弱依次为液体发酵液>湿菌丝>维生

素 C>子实体>固体发酵产物。

比较 1.0 mg·mL-1黑色素样品溶液与 1.0 mg·mL-1

黑色素标准品溶液对 DPPH 的清除能力，如图 7-B

所示。液体发酵液、湿菌丝、固体发酵产物、子实

体黑色素样品溶液对 DPPH 的清除率分别为

92.28%、82.49%、51.70%、68.97%，均显著低于黑色
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图 4 黑木耳子实体不同提取工艺所得黑色素对 O2
-·的清除能力

Fig. 4 O2
- · scavenging activity of melanin obtained from A. heimuer fruiting body different extraction process
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图 5 黑色素标准品（A）和黑木耳子实体先碱后酸法（B）、先酸后碱法（C）、酶解法（D）所得黑色素 UV-Vis 图

Fig. 5 The UV-Vis spectra of melanin standard（A）and melanin obtained from A. heimuer fruiting body by alkali-acid

method（B）, acid- alkali method（C）, enzymatic hydrolysis method（D）
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表 1 不同来源黑木耳黑色素提取得率

Table 1 Extraction rate of A. heimuer melanin from

different sources

样品来源

Sample source

液体发酵液

Liquid fermentation broth

湿菌丝

Wet mycelium

固体发酵产物

Solid fermentation

products

子实体 Fruiting body

样品量

Sample

size

400 mL

100 g

400 mL

20 g

黑色素含量

Melanin

concentration/g

0.68±0.06 c

2.01±0.13 a

1.15±0.09 b

1.90±0.09 a

黑色素得率

Melanin

yield/%

0.17±0.02 c

2.01±0.13 b

0.29±0.03 c

9.49±0.43 a

注：不同小写字母表示在 0.05 水平上差异显著。

Note：Different lowercase letters represent significant difference

at 0.05 level.

液体发酵液

Liquid fermentation broth
湿菌丝

Wet mycelium
固体发酵产物

Solid fermentation products
子实体

Fruiting body

图 6 不同来源黑木耳黑色素粉末

Fig. 6 A. heimuer melanin powder from different sources

素标准品溶液清除率（97.89%）。

（2）不同来源黑木耳黑色素对 ABTS+的清除能

力如图 8- A 所示。不同来源黑木耳黑色素对

ABTS+的清除率均随着黑色素样品浓度的增加而增

加，当样品浓度为 2.0 mg·mL-1时清除率最高，液体

发酵液为 93.18%、湿菌丝为 97.43%、固体发酵产物

为 84.04%、子实体为 82.87%，但均低于维生素 C，

清除能力由强到弱依次为维生素 C>湿菌丝>液体

发酵液>固体发酵产物>子实体。

比较 1.0 mg·mL-1黑色素样品溶液与 1.0 mg·mL-1

黑色素标准品溶液对 ABTS+的清除能力，如图 8-B

所示。液体发酵液、湿菌丝、固体发酵产物、子实

体黑色素溶液对 ABTS+的清除率分别为 88.25%、

95.40%、76.29%、80.30%，其中湿菌丝黑色素溶液与

黑色素标准品溶液无显著差异，其余均显著低于黑
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图 7 不同来源黑木耳黑色素对 DPPH 的清除能力

Fig. 7 DPPH scavenging ability of A. heimuer melanin from different sources
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图 8 不同来源黑木耳黑色素对 ABTS+的清除能力

Fig. 8 ABTS+ scavenging ability of A. heimuer melanin from different sources

图 9 不同来源黑木耳黑色素对 O2
-·的清除能力

Fig. 9 O2
- · scavenging ability of A. heimuer melanin from different sources
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色素标准品溶液清除率（97.87%）。

（3）不同来源黑木耳黑色素对O2
-·的清除能力

如图 9-A 所示，不同来源黑木耳黑色素对O2
-·的清

除率均随黑色素样品浓度增加而增加，当样品浓度

为 2.0 mg · mL- 1 时清除率最高，液体发酵液为

80.61% 、湿 菌 丝 为 72.44% 、固 体 发 酵 产 物 为

70.22%、子实体为 63.47%。当样品浓度为 2.0 mg·mL-1

时液体发酵液对O2
-·的清除率高于维生素 C，其他

均低于维生素 C，清除能力由强到弱依次为液体发

酵液>维生素 C>湿菌丝>固体发酵产物>子实体。

比较 1.0 mg·mL-1黑色素样品溶液与 1.0 mg·mL-1

黑色素标准品溶液对O2
-·的清除能力，如图 9-B 所

示。液体发酵液、湿菌丝、固体发酵产物、子实

体 1.0 mg·mL-1黑色素样品溶液对O2
-·的清除率分别

为 74.57%、55.59%、61.20%、57.65%，其中液体发酵

液黑色素溶液与黑色素标准品溶液无显著差异，其

他均显著低于黑色素标准品溶液清除率（79.75%）。

2.2.3 不同来源黑木耳黑色素 UV-Vis 扫描图 不

同来源黑木耳黑色素 UV-Vis 扫描图如图 10 所

示。黑色素标准品与不同来源黑木耳黑色素的

UV-Vis 光谱均在 238~257 nm 处有最大吸收峰，体

现了光谱特性的一致性。
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图 10 黑色素标准品（A）和液体发酵液（B）、湿菌丝（C）、固体发酵产物（D）、子实体（E）黑色素 UV-Vis 扫描图

Fig. 10 The UV-Vis spectra of melanin standard（A）and melanin of liquid fermentation borth（B）, wet mycelium（C）,

solid fermentation products（D）, fruiting body（E）

C D

BA

E

3 讨论与结论

黑色素的制备通常基于其碱溶酸沉的特性，在

酸沉过程中，酸性条件还能水解去除部分碳水化合

物、脂质和蛋白质等杂质[27]。黑木耳细胞壁成分简

单，主要由几丁质（一种乙酰葡萄糖胺的多聚体）构

成，此外还包含少量纤维素以及名为葡聚糖的葡萄

糖多聚体 [28]。酶解法能够特异性地破坏细胞壁结

构，提高活性物质的释放效率[20]。超声辅助能极大

地缩短提取时间并显著提高目标物的得率[29]。

本研究采用超声辅助配合先碱后酸法、先酸后

碱法和酶解法，从黑木耳子实体中提取黑色素，其

得率分别为 7.25%、8.73%和 9.49%，这与已有文献

报道的数据相近。张艳荣等[30]和李琦等[31]采用超声

波辅助碱溶酸沉法提取黑木耳子实体黑色素得率

分别为 9.078%、9.107%；宋丹靓敏等[32]采用超声波、

微波联用辅助碱溶酸沉法提取黑木耳子实体黑色

素，得率为 9.10%；侯若琳等[24]利用纤维素酶-超声

波协同提取黑木耳子实体黑色素，得率达 10.48%。

当样品溶液浓度为 2.0 mg·mL-1时，3 种提取工艺所

得黑色素体外抗氧化能力分析显示，酶解法所得黑

色素对 DPPH、ABTS+及O2
-·清除能力均最强。这表

明酶解法不仅可以提高黑木耳子实体黑色素得率，

还能在一定程度上增强其抗氧化能力，这与侯若琳
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等[24]和袁源等[20]的研究结果一致。相较于依赖子实

体的传统提取模式，液体发酵、固体发酵具有周期

短、可控性强、不受原料采收季节限制等优势。

黑色素可分为呈黑色或棕色，含氮原子不含硫

原子的真黑色素；呈棕黑色、黄棕色或棕色，含氮和

硫原子的棕黑色素；呈黑色或棕色的异黑色素 [33]。

李琦[34]综合光谱特征（紫外-可见光谱、傅立叶红外

光谱）与元素分析，初步证实从黑木耳子实体中获

取的黑色素 MA.a 为棕黑色素。侯若琳[35]通过采用

光谱特征、元素分析、核磁共振氢谱和凝胶渗透色

谱及等多种方法证明黑木耳子实体黑色素为真黑

色素，同时发现纤维素酶-超声波协同提取工艺可以

提高黑色素得率。Sun 等[36]的研究表明，采用液体

发酵获的黑木耳黑色素主要为真黑色素，可能伴有

少量棕黑色素的混合物，酪氨酸可以促进黑色素的

产生。综上，不同来源的黑木耳黑色素类型存在差

异，通过发酵所获得的主要为真黑色素，而子实体

中提取的黑色素则多为棕黑色素和真黑色素[27]。

本研究分别从黑木耳液体发酵液、液体发酵湿

菌丝、固体发酵产物及子实体 4 种来源提取黑色

素，得率分别为 0.17%、2.01%、0.29%、9.49%。所得

黑色素粗品粉末分别呈黑色、棕色、棕黑色和黄棕

色。进一步分析不同来源黑色素的体外抗氧化能

力发现，样品浓度为 0~2.0 mg·mL-1时，液体发酵液

黑色素对 DPPH 和O2
-·的清除率均高于其他 3 种来

源，且对 ABTS+的清除能力高于固体发酵培养基和

子实体。综上所述，液体发酵液所得黑色素体外抗

氧化能力最强，这一结果与郭燕等[37]研究结果一致，

此外其清除能力与 UV-Vis 光谱特性最接近黑色素

标准品，可作为黑色素的优质来源。

综合分析表明，酶解法是黑木耳子实体黑色素

提取的最佳方法，兼具最高得率（9.49%）与最强体

外抗氧化活性，能有效保留黑色素的功能特性；液

体发酵产物可作为黑色素的优质替代来源，产物

中，发酵液和菌丝均可作为提取原料。其中采用发

酵液提取的黑色素不仅对 DPPH、O2
-·的清除率最

高，且 UV-Vis 光谱与黑色素标准品相近。本研究

为黑木耳黑色素功能产品的开发和高值化利用提

供了理论依据。
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