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Abstract: Intracellular melanins from Lachnum YM404 (LIM404) were obtained by the methods of alkali solution and 
acid isolation precipitation, ultrasonic-assisted extraction, enzyme hydrolysis, respectively. Based on the single factor 
experiments, Box-Behnken experiment was designed to obtain the optimum ultrasonic-assisted extraction conditions of 
LIM404: NaOH 1.5 mol·L−1, ultrasonic power 82 W, ultrasonic temperature 75˚C and ultrasonic time 33 min. Under 
these conditions, the yield of melanin (LIM404-b) was 12.5%, and increased 5.04%, 12.15% than that by alkali solution 
and acid precipitation, enzyme hydrolysis, respectively. FT-IR results showed that the structural characteristics of 
LIM404-b were similar to that of LIM404-a, LIM404-c. When the LIM404-b concentration was 500 mg·L−1, its total 
antioxidant capacity was equivalent to α-tocopherol of 1.4251 mmol·mL−1, and the ·OH, DPPH·and · scavenging 

rates were 64.43%, 76.05%, 68.43%, respectively, suggesting that the antioxidant activity of LIM404-b was strong. 
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摘  要：采用碱溶酸沉法、超声波辅助提取法以及酶解法提取粒毛盘菌 YM404 胞内黑色素(LIM404)，并在单因

素实验的基础上，运用响应面法优化获得超声波辅助法的最佳提取条件为：NaOH 浓度 1.5 mol·L−1、超声功率

82 W、提取温度 75℃、提取时间 33 min，在此条件下提取的黑色素(LIM404-b)得率最高，为 12.50%，较碱溶酸

沉法获得的黑色素(LIM404-a)、酶解法获得的黑色素(LIM404-c)得率分别提高了 5.04%、23.76%。红外光谱显示，

LIM404-b 的结构特征与 LIM404-a、LIM404-c 的基本相似。LIM404-b 浓度为 500 mg·L−1时，与 1.4251 mmol·mL−1 

α-生育酚的总抗氧化能力相当，对·OH、DPPH·、 2O ·的清除率分别为 64.43%、76.05%、68.43%，表明 LIM404-b

具有较强的抗氧化活性。 
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1. 引言 

黑色素是通过多羟基酚氧化而成的构造不规则

的类多酚聚合体[1]，存在于动物、植物以及微生物中，

对温度、pH、光照等均较稳定[2]。由于大多黑色素可

溶于碱性溶液，却在酸性溶液中以沉淀形式析出，因

此碱溶酸沉法是天然黑色素常用的提取方法之一[3,4]。但

由于碱溶酸沉法具有提取时间长、提取效率低，并可造

成黑色素形态与结构的损伤等缺点[5]，因此近年来研

究者主要采用超声波辅助提取法[6,7]、酶解法[8]、超临界

二氧化碳萃取[9]等方法提取天然黑色素，旨在提高黑色

素的得率，获得在形态和化学结构较完整的黑色素。 

粒毛盘菌是一类分布广泛的腐生性真菌，经深层

发酵可产生黑色素，研究发现该黑色素具有清除自由

基、抗脂质过氧化等多种生物活性[10]，具有广泛的应

用前景。粒毛盘菌胞内黑色素的提取，主要采用碱溶

酸沉法，但该提取方法得率较低，其它提取方法尚未

见报道。本研究采用碱溶酸沉法、超声波辅助提取法

以及酶解法提取粒毛盘菌 YM404 胞内黑色素(LIM 

404)，比较三种提取工艺获得的黑色素得率，并分别

对获得的黑色素进行红外光谱检测和抗氧化活性研

究，以期为粒毛盘菌黑色素工业化生产提供科学依据。 

2. 材料与方法 

2.1. 菌株 

粒毛盘菌 YM404，合肥工业大学微生物资源与应

用研究室分离保藏。 

2.2. 发酵培养基 

麦芽糖 25 g·L−1，酵母膏 6 g·L−1，氯化铁 1 

mmol·L−1，L-DOPA 1.25 mmol·L−1，蒸馏水 1000 mL。 

2.3. 粒毛盘菌 YM404 的发酵及菌丝体的获得 

用打孔器接种直径 6 mm、菌龄一致的 YM404 菌

块于各三角瓶中，26℃，160 r·min−1恒温振荡培养 10 

d。发酵液离心后收集菌丝体，60℃烘干，研碎，过

50 目筛，收集菌粉备用。 

2.4. 粒毛盘菌 YM404 胞内黑色素的提取 

2.4.1. 碱溶酸沉法 

取 10 g YM404 菌粉，参照 Ye 等[11]方法提取、纯

化其胞内黑色素，获得 LIM404-a。 

2.4.2. 超声波辅助提取法 

1) 单因素实验 

取 0.1 g 菌粉，加入 20 ml NaOH 溶液，选取不同

因素水平的超声波功率(0、20、40、60、80、100 W)、

提取温度(20℃(室温)、40℃、50℃、60℃、70℃、80℃)、

提取时间(0、20、30、40、50、60 min)以及 NaOH 溶

液浓度(0、0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 mol·L−1)对超声波

辅助提取 YM404 胞内黑色素进行单因素实验。反应

结束后，5000 r·min−1离心 10 min 获得上清液，测其

在 520 nm 处的吸光度值，吸光度值越大表示黑色素

得率越高。 

2) Box-Behnken 实验 

以提取功率、温度、提取时间为自变量，以提取

液上清液在 520 nm 处的吸光度值为响应值，设计三

因素三水平 Box-Behnken 实验，实验因素和取值见表

1。采用 Design Expert 7.5 软件对实验结果进行多元回

归拟合求解，二次多项式模型 

0 1 1 1 1 1 1 1

2 2 2
1 1 11 11 11

Y A B C AB AC

BC A B C

       

    

     

   
， 

采用 F 检验对数据进行方差分析，评价二次多项式模

型及其回归系数的显著性。 

3) YM404 胞内黑色素的提取 

取 10 g 粒毛盘菌 YM404 菌粉，采用 Box-Behnken 

实验获得的最佳提取条件对其胞内黑色素进行提取，

反应结束后抽滤收集滤液，其余方法同 2.4.1，获得

LIM404-b。 

2.4.3. 酶解法 

取 10 g 粒毛盘菌 YM404 菌粉，在 4%中性蛋白

酶液，液料比为 20:1，37℃下提取 4 h，反应结束后

抽滤收集滤液，其余方法同 2.4.1，获得 LIM404-c。 
 

Table 1. Analytical factors and levels for Box–Behnken design 
表 1. Box-Behnken 实验分析因素与水平 

因素  
水平  

功率(W) 提取温度(℃) 提取时间(min) 

−1 70 60 20 

0 80 70 30 

1 90 80 40 
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2.5. 红外光谱检测 

取 2 mg LIM404-a、LIM404-b、LIM404-c 分别与

400 mg 干燥的 KBr 混匀、压片，采用 FT-IR 6700 傅

立叶变换红外光谱仪进行红外光谱分析，扫描区间为

4000~500 cm−1。 

2.6. 抗氧化活性 

2.6.1. 总抗氧化能力 

参考 Ye 等[12]的方法测定的总抗氧化能力。取

0.1mL 不同浓度(50、100、…、450、500 mg·L−1)的黑

色素溶液与 1 mL 反应试剂(含 4 mmol·L−1 钼酸铵、0.6 

mmol·L−1 H2SO4以及 28 mmol·L−1 Na3PO4)混匀，80℃下

水浴 90 min，流水冷却至室温。于 695 nm 下测溶液

的吸光度值。总抗氧化能力以当量 α-生育酚表示：A = 

0.011C + 0.0049(R2 = 0.987)，式中 A 表示在 695 nm 下

的吸光度值，C 表示 α-生育酚的当量浓度(mmol·L−1)。 

2.6.2. 对·OH 的清除作用 

参照 Wang 等[13]的方法略作修改，0.05mol·L−1的

PBS (pH7.4) 2.0 mL、邻二氮菲溶液 1.5 mL (5 × l0−3 

mol·L−1)混合液与不同浓度的黑色素溶液 1 mL、1.0 

mL FeSO4溶液(7.5 × 10−3 mol·L−1)混匀，添加 0.1% 1 

mL 的双氧水，蒸馏水稀释至 10 mL，混匀后于 37℃

恒温水浴 l h，紫外分光光度剂测定 536 nm 时的吸光

值(A1)。空白样以 1 mL 蒸馏水代替黑色素，测其吸光

度值为(A0)，Vc 溶液作为对照样品。·OH 清除率 

=  0 1 0 100%A A A  - 。 

2.6.3. 对 DPPH·的清除作用 

参照 Turkoglu 等[14]的方法方法略作修改，1 mL 

DPPH 无水乙醇溶液(0.1 mmol·L−1)与 3 mL 不同浓度

的黑色素溶液混匀，置于黑暗环境下 30 min，稀释，

在 5l7 nm 下测定混合液的吸光度值(A1)，测定无水乙

醇溶液作为空白对照的吸光度值(A0)，BHT(2,6-二叔

丁基-4-甲基苯酚)作为对照，DPPH·清除率 

=  0 1 0 100%A A A  - 。 

2.6.4. 对 的清除作用 2O 

采用邻苯三酚氧化法[15]。1 mL 不同浓度的黑色

素溶液与 3 mL pH 为 8.2 的 Tirs-HCl 缓冲液混匀，室

温下静置 20 min，加入 0.3 mL 邻苯三酚溶液(7 

mmol·L−1)，摇匀，反应 4 min 后，加入 1 mL HCl(10 

mmol·L−1)终止反应，稀释，在 318 nm 下测定混合液

的吸光度值 A1，测定蒸馏水代替反应试剂的吸光度值

(A1′)及蒸馏水代替样品溶液作为空白对照的吸光度值

(A0)，Vc 溶液作为对照样品。 清除率 

=
2O 

 0 1 01 10A A A   - 0%。 

3. 结果与分析 

3.1. 超声波辅助提取 YM404 胞内黑色素 

3.1.1. 单因素实验结果 

1) 超声波功率对黑色素得率的影响 

当提取温度为 25 ℃、提取时间为 10 min、NaOH

溶液浓度为 1 mol·L−1时，不同超声波功率对胞内黑色

素得率的影响如图 1 所示。在一定范围内，随着超声

波功率的增加，溶液的吸光度值增大，这是由于超声

空化作用[16]，在细胞表面产生较大的渗透压，增加了

溶剂进入细胞的几率。同时微射流和冲击波还会对细

胞组织产生强烈的物理剪切作用，使细胞损伤、破裂

并释放出黑色素[17]。然而，超声功率过高时，溶液的

吸光度值减小，这可能是由于过高的超声能量会破坏

黑色素的结构，导致得率降低。因此，选择 80 W 为

最佳超声波功率。 

2) 提取温度对黑色素得率的影响 

当超声波功率为 80 W、提取时间为 10 min、NaOH

溶液浓度为 1 mol·L−1时，不同提取温度对胞内黑色素

得率的影响如图 2 所示，黑色素溶液吸光度值随着提

取温度的增加先增大后略减小。提取温度为 70℃时溶

液的吸光度值最大(0.124)，略高于 80℃时溶液的吸光

度值，明显高于低温时溶液的吸光度值，表明较高的 
 

吸光度值

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0.14

0.16

0.18

0.2

0 20 40 60 80 100

功率（W）  

Figure 1. Effects of ultrasonic power on yield of LIM404-b 
图 1. 超声波功率对黑色素得率的影响 
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Figure 2. Effects of extraction temperature on yield of LIM404-b  
图 2. 提取温度对黑色素得率的影响 

 

温度更有利于黑色素溶于萃取液中。然而，温度过高

会导致溶液中分子过于活跃，可能造成黑色素结构的

破坏。因此，选择 70℃为最佳提取温度。 

3) 提取时间对黑色素得率的影响 

当超声波功率为 80 W、提取温度为 70℃、NaOH

溶液浓度为 1 mol·L−1时，不同提取时间对超声辅助提

取黑色素的影响如图 3 所示，在一定范围内，随着超

声时间的增加，溶液的吸光度值增大，提取时间为 30 

min 时吸光度值最大(0.115)。但当时间继续延长时，

其吸光度值缓慢下降，这可能是由于较长时间超声处

理造成了色素的部分降解[18]。汽蚀空泡的数量随着超

声时间的延长而增加，汽蚀空泡在微生物表面附近碎

裂，可以分解细胞，同时也会对物质的结构造成一定

的破坏[16]。因此，选择 30 min 为最佳提取时间。 

4) NaOH 溶液浓度对黑色素得率的影响 

如图 4 所示，与空白对照组相比，以 NaOH 溶液

为萃取剂，有利于黑色素的提取，NaOH 溶液浓度为

1.5 mol·L−1时吸光值最大。因此，选择 1.5 mol·L−1为

最适 NaOH 溶液浓度。 

单因素实验表明，粒毛盘菌 YM404 胞内黑色素

适宜的提取条件为：NaOH 浓度 1.5 mol·L−1、超声时

间 30 min、超声温度 70℃、超声功率 80 W。 

3.1.2. Box-Behnken 实验结果 

基于单因素实验结果，选取超声功率(A)、温度(B)

以及提取时间(C)设计三因素三水平 Box-Behnken 实

验，对每一因素选择三个水平：A(70、80、90 W)，

B(60℃、70℃、80℃)，C(20、30、40 min)。完整的设

计包括 17 种组合，对中心点 5 次重复，实验设计及结 
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Figure 3. Effects of extraction time on yield of LIM404-b 
图 3. 提取时间对黑色素得率的影响 
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Figure 4. Effects of NaOH concentration on yield of LIM404-b 
图 4. NaOH 浓度对黑色素得率的影响 

 

果见表 2。 

对所获得的实验数据使用 Design-expert 7.5 软件

程序进行回归分析，得出 YM404 胞内黑色素提取得

率的回归方程如下： 

2 2 2

Y 0.21 0.015A 0.018B 0.00975C

0.010AB 0.015AC 0.00425BC

0.031A 0.015B 0.020C

   

 



-

- -

 

对回归方程作显著性检验与方差分析，结果如表

3 所示。由方差分析结果可知，模型 P 值为 0.0032，

差异显著，其决定系数 R2 = 0.9270，表明因变量与所

有自变量之间的线性关系显著，回归模型拟合良好，

能够较好的描述实验结果[4]。功率与黑色素得率具有

显著的线性效应(P < 0.5)和极显著的二次效应(P < 

0.1)，温度与黑色素得率具有极显著的线性效应和显

著的二次效应，时间与黑色素得率的线性效应不显

著，但二次效应显著。功率与时间的交互项显著。Y 
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Table 2. Results and response of Box-Behnken experimental design 
表 2. Box-Behnken 实验设计与响应值 

A B C Y 
Run 

功率(W) 温度(℃) 提取时间(min) 吸光度值 

1 80.00 60.00 20.00 0.143 

2 80.00 80.00 40.00 0.214 

3 80.00 70.00 30.00 0.213 

4 80.00 60.00 40.00 0.154 

5 70.00 70.00 20.00 0.156 

6 80.00 70.00 30.00 0.201 

7 70.00 70.00 40.00 0.145 

8 90.00 70.00 20.00 0.142 

9 90.00 60.00 30.00 0.187 

10 90.00 80.00 30.00 0.185 

11 80.00 70.00 30.00 0.215 

12 70.00 80.00 30.00 0.161 

13 80.00 70.00 30.00 0.216 

14 90.00 70.00 40.00 0.192 

15 70.00 60.00 30.00 0.122 

16 80.00 70.00 30.00 0.206 

17 80.00 80.00 20.00 0.186 

 
Table 3. Estimated regression coefficients for the quadratic 

polynomial model and the analysis of variance for the 
experimental results 

表 3. 二次多项式模型回归系数估计和试验结果方差分析 

 平方和 自由度 均方 F 值 Pr > F 显著性

模型 0.014 9 1.558 × 10−3 9.88 0.0032 ** 

A-功率 1.861 × 10−3 1 1.861 × 10−3 11.80 0.0109 * 

B-温度 2.450 × 10−3 1 2.450 × 10−3 15.54 0.0056 ** 

C-时间 7.605 × 10−4 1 7.605 × 10−4 4.83 0.0641  

AB 4.203 × 10−3 1 4.203 × 10−4 2.67 0.1465  

AC 9.303 × 10−4 1 9.303 × 10−4 5.90 0.0455 * 

BC 7.225 × 10−5 1 7.225 × 10−5 0.46 0.5201  

A2 4.040 × 10−3 1 4.040 × 10−3 25.63 0.0015 ** 

B2 1.008 × 10−3 1 1.008 × 10−3 6.40 0.0393 * 

C2 1.765 × 10−3 1 1.765 × 10−3 11.20 0.0123 * 

总离差 1.103 × 10−3 7 1.576 × 10−4    

失拟项 9.365 × 10−4 3 3.122 × 10−4 7.49 0.0406 * 

误差 1.668 × 10−4 4 4.170 × 10−5    

总残差 0.015 16     

注：*代表 5%显著水平；**代表 1%显著水平。 

的回归系数的检验可知，对 YM404 胞内色素提取得

率影响最大的因素为温度(B)，其次为功率(A)，时间

(C)对黑色素得率的影响最小。 

利用 Design- Expert 7.5 软件分析二次回归模型，

将回归方程中的任意一个因素固定在零水平，对余下

的两个因素绘制响应面分析立体图(见图 5)。对回归方

程进行分析得到超声辅助提取 YM404 胞内黑色素的

最佳条件为超声功率 82.54 W、提取温度 75.34℃、提

取时间 33.88 min，提取液的最大吸光度值的预测值为

0.218。以超声功率 82 W、提取温度 75℃、提取时间

33 min 的提取条件进行验证试验，获得的吸光度值为

0.216，基本吻合模型预测最大响应值，说明模型合理

有效。 

3.2. 三种提取工艺的黑色素得率 

在超声波辅助法的最佳提取条件下，LIM404-b

得率最高，为 12.5%，较碱溶酸沉法提取获得的

LIM404-a 得率(11.9%)提高了 5.04%，较酶解法提取

提取获得的 LIM404-c 得率(10.1 %)提高了 23.76%。 

3.3. 三种提取工艺获得黑色素的红外光谱分析 

LIM404-a、LIM404-b 和 LIM404-c 均具有吡咯或

吲哚的 N-H 伸缩振动峰(3200 cm−1附近)和 C=O 收缩

振动峰(1600 cm−1附近)，为真菌黑色素的特征吸收峰
[19](图 6)。在 1500 cm−1和 1400 cm−1附近具有-NH 弯

曲振动峰和 C-N 伸缩振动峰，表明其有黑色素典型的

吲哚结构[13]。此外，在 1300 cm−1处具有 C-O-C 不对

称收缩振动峰，在 900~650 cm−1处具有 N-H 键面外摇

摆振动峰，在 700-600 cm−1 处具有 C-S 伸缩振动峰[20]。

三图中各特征峰位置基本一致，吸收波形及峰宽基本

相似，表明三种提取方法获得的黑色素结构特征基本

相似。 

3.4. 抗氧化活性 

3.4.1. 总抗氧化能力 

目前 α-生育酚作为一种抗氧化剂被广泛应用，可

以通过与其的比较来反映待测物质的抗氧化能力[21]。

如图 7 所示，LIM404-b 总抗氧化能力随其浓度的增加

而增大，并呈现较好的量效关系 (y = 2.8413x + 

4.4367，R2 = 0.9986)。500 mg·L−1的 LIM404-b 相当

于 1.4251 mmol·mL−1 α-生育酚。 
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Figure 5. Response surface curve sensory score showing the interaction between ultrasonic power (A), ultrasonic temperature (B) and 
ultrasonic time (C) 

图 5. 超声功率(A)、超声温度(B)和超声时间(C)交互作用相应面 
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Figure 6. Infrared spectra of LIM404-a, LIM404-b and LIM404-c 
图 6. LIM404-a、LIM404-b 和 LIM404-c 的红外光谱图 

 

 
 

Figure 7. Total antioxidant capacity of LIM404-b 
图 7. LIM404-b 的总抗氧化能力 Figure 8. ·OH scavenging activity of LIM404-b 

图 8. LIM404-b 对·OH 的清除能力 
 

3.4.2. 对·OH 的清除作用 nm 波长处有强吸收。在 DPPH·反应体系中加入抗氧

化剂后，抗氧化剂可与 DPPH·单电子配对而使其吸收

逐渐消失，溶液颜色逐渐变浅，因此在 517 nm 处检

测抗氧化剂对 DPPH·的清除效果[23]。LIM404-b 对

DPPH·的清除作用随其浓度的增大而增强(图 9)，并呈

现良好的线性关系，浓度为 500 mg·L−1时，LIM404-b

对 DPPH·的清除率达到 76.05%。 

H2O2在 Fe2+的作用下产生·OH，加入抗氧化剂后，

氧化还原指示剂有颜色的变化，根据其吸光度值的变

化来检测抗氧化剂对·OH 的清除作用[22]。LIM404-b

对·OH 的清除作用随其浓度的增大而增强(图 8)，浓

度为 500 mg·L−1时，LIM404-b 对·OH 的清除率达到

64.43%，其·OH 清除活性略高于对照组 Vc。 

3.4.4. 对 2O 的清除作用 3.4.3. 对 DPPH·的清除作用 

DPPH·有单电子，在醇溶液中呈紫色，并在 517 邻苯三酚在碱性条件下能够迅速自氧化，生成吸 
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Figure 9. DPPH· scavenging activity of LIM404-b 
图 9. LIM404-b 对 DPPH·的清除能力 

 

 

Figure 10. · scavenging activity of LIM404-b. 2O

图 10. LIM404-b 对 ·的清除能力 2O

 

收波长在 318 nm 附近的系列有色中间产物，同时释
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