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Plectania YM421胞内黑色素提取及其生物功能
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摘 要：对暗盘茵YM421菌株胞内黑色素的提取工艺、抗紫外线活性、抗卵磷脂氧化和抗油脂氧

化进行了研究。结果表明Plectania YM421胞内黑色素最佳提取条件是A。B。C2，即提取时间为

4 h，提取温度为90℃，料液质量比为1：200；该黑色素具有较强的抗紫外线能力，在质量浓度为

80 mg／mL时对卵磷脂抗氧化指数为56％，能显著抑制大豆油的氧化。
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Extraction Technology of Intracellular Melanin and

Its Biological Function from Plectania YM42 1

YE Ming， ZHU Li， YANG Liu，LI Shi—yan

(School of Biotechnology and Food Engineering，Hefei University of Technology，Anhui Hefei 230009，China)

Abstract：In this manuscript，the extraction process of melanin from Plectania YM4 2 1，and the

abilities of anti—ultraviolet ray irradiation，antioxidative on phosphatidylcholine and bean oil of the

melanin were studied．The optimal process parameters for melanin extraction from Plectania

YM421 was achieved：extraction times as 4 hours，extraction tempretrue as 90℃and ratio of

material to solution as 1：200．The melanin exhibits the strong ability of anti—ultraviolet ray

irradiation，and the oxygen radical absorbance capacity of phosphatidylcholine was 56％at 80mg／

mL of the melanin．Furthermore。the melanin can highly inhibit oxidative activity of bean oil．
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黑色素是一种结构较为复杂的多酚类聚合物，

它是生物体为抵抗紫外线和电离辐射等因素的伤

害逐渐进化而成的，可以被看成是生物体用来保护

自己的一道屏障，能够提高生物的生存和竞争能

力[1]。黑色素不仅能作为紫外线吸收剂、抗氧化

剂、自由基清除剂、阳离子螯合剂和新型天然的药

物载体[2-3J，也可用来治疗某些与黑色素缺乏有关

的神经系统疾病HJ。

近年来，陆续发现合成色素对人体存在伤害，

因此越来越多的天然色素用于食品和化妆品，在国

际市场上天然色素的产量正以每年lo％的速率递

增。目前，使用的天然色素主要来自植物，而这些

天然色素远远不能满足实际需求。真菌色素是世

界菌类资源的重要组成部分，具有极大的开发潜

力，目前国际上真菌色素的研发主要集中在医药和

食品着色方面。作者在国内首次对分离的一株暗

盘菌属真菌黑色素进行研究，以期为盘菌黑色素的

开发和应用奠定基础。
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1材料与方法

1．1 菌株

Plectania sp YM421菌株(采自安徽黄山)，合

肥工业大学微生物资源与应用研究室分离保藏。

1．2培养基

分离与保藏培养基[5]：PDA培养基+0．5 g／dL

蛋白胨；发酵培养基m]：蔗糖2．5 g／dL，K：HP04

0．05 g／dL，MgS04 0．03 g／dL，味精0．5 g／dL，酵母

膏0．4 g／dL；pH 6．5。

1．3实验方法

1．3．1黑色素发酵 用内径为6 mm打孔器接种

菌龄相同菌丝体块于装有30 mI。发酵培养基的

100 ml。的三角瓶中，25 oC、200 r／rain摇床培养

10 d，发酵液过滤得菌丝体，用蒸馏水洗涤3次后，

60℃干燥至恒重。

1．3．2胞内色素的提取

将干燥的菌丝体进行研磨，过60目筛。提取

详见文献[7-1。

1)胞内色素提取参数的单因素试验

单因素试验按下列处理方法进行：

(1)料液质量比为1：200，调节不同pH值，

90℃浸提3 h；(2)料液质量比为1：200，在最佳

pH值下于不同温度浸提3 h；(3)以不同料液质量

比，于最佳pH值和温度下浸提3 h；(4)以最佳料液

质量比，于最佳pH值和温度下每隔0．5 h取样；提

取结束后，5 000 r／min离心10 rain，取上清液，稀释

4倍后于286 am处测吸光度值。

2)胞内色素提取工艺的优化

在单因素试验的基础上，以温度、时间和料液

质量比为因素，各取3个水平，选择L。(34)正交表

对提取条件进行优化。

1．4黑色素对E．coil的光保护作用

参照文献E8]方法进行。制备菌浓度为108个／

mI。的E．coil菌悬液，分别用无菌水和0．1 g／L黑

色素溶液稀释至104个／mI。，取lo mL于平皿中，置

于20 W紫外灯下30 cm处分别照射0．5、1、2、

3 rain，取0．1 mL涂布牛肉膏蛋白胨平板，37℃培

养24 h，计算菌落数。

1．5黑色素抗卵磷脂氧化作用

参照文献[9]方法进行。取5支试管，分别加

入0．5 mL质量分数10％的蛋黄悬液，1 mL不同浓

度的黑色素溶液，1．5 mL体积分数20％醋酸，

1．5 mL质量分数0．8％硫代巴比妥酸溶液(含质量

分数1．1％的SDS)；振荡混匀后，95℃加热60 rain。

取出冷至室温，分别加入5 mL正丁醇，振荡混匀

后，以3 000 r／min离心10 min，于532 nm处测定

上清液的吸光度。同时测定不加黑色素溶液的吸

光度。按下式计算黑色素的抗氧化指数：A。一(1一

AT／Ac)×100％。式中A。为不含黑色素体系的吸

光度，A下为含黑色素体系的吸光度。

1．6黑色素抗油脂氧化作用

参照文献[t03方法进行。精确称取0．i g大豆

油于50 ml。容量瓶中，加2．5 mL氯仿一冰醋酸(体

积比2：3)溶解，然后加入0．25 mL饱和碘化钾溶

液，轻轻振荡0．5 min，然后在暗处放置3 rain，取出

后加显色剂至刻度，摇匀静置5 min后，于580 nm

处测吸光度。

2结果与分析

2．1胞内黑色素的提取

2．1．1 pH值对胞内黑色素提取的影响 由图1

可知，随着pH的增大，黑色素的提取量呈上升趋

势，在pill2时达到最大值，表明pill2有利于胞内

色素的溶出，故选择pill2为最佳提取pH值。
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图1 pH对黑色素提取的影响

Fig．1 Effect of pH on melanin extraction

2．1．2 温度对胞内黑色素提取的影响 由图2可

知，温度超过60℃时，色素的提取量迅速上升，并

在90℃时达到最大值，故以90℃为最佳提取温

度。
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米
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图2温度对黑色素提取的影响

Fig．2 Effect of temperature on melanin extraction

2．1．3 料液质量比对黑色素提取的影响 由图3

可知，当料液质量比为1：200时，黑色素的提取量达

到最大值。故选择1：200作为最佳料液质量比。
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图3料液质量比对黑色素提取的影响

Fig．3 Effect of pH on melanin extraction

2．1．4 时间对胞内黑色素提取的影响 由图4可

知，时间达到3．5 h时，黑色素的提取量达到最大

值。故选择最佳提取时间为3．5 h。

0 0．5 1．0 1．5 2．0 2．5 3．0 3．5 4．0 4．5 5．0

时间／h

图4提取时间对黑色素提取的影响

Fig．4 Effect of time on melanin extraction

2．1．5正交试验对提取条件的优化 在单因素试

验的基础上，选择L。(34)正交表对提取条件进行优

化。试验方案及结果见表l。

表1正交试验方案与结果

Tab．1 Orthogonal design and results

由表1极差尺值和表2方差分析可知，因素B

温度为黑色素提取的主要因素，各因素对黑色素提

取产生的影响程度顺序为B>C>A，可以确定最佳

提取组合条件为A。B。C。。同时，正交试验中最大

吸光度值出现在组合A。B。C2处，故选择最佳组合

条件为A。B。C：，即提取时间为4 h，提取温度为90

℃，料液质量比为l：200。

表2方差分析

Tab．2 Results of variance analysis

2．1．6提取次数对黑色素提取的影响 由图5可

知，在正交试验所得最佳工艺下，随着提取次数的

增加，黑色素的提取量显著下降，当提取次数达到

5次，吸光度为0．021，说明胞内黑色素几乎完全溶

出。因此提取4次，利用酸碱沉淀法沉淀黑色素。

4次得到的黑色素总量(干重)为0．015 9 g，总提取

率一(黑色素干重／菌丝体干重)×i00％一0．015 9／

0．099 6—15．96％。
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图5提取次数对黑色录提取的影响

Fig．5 Effect of times OUt melanin extraction

2．2黑色素的生物学功能

2．2．1 黑色素抗紫外线活性 由表3可知，随着

紫外照射时间的延长，无菌水组E．coil存活率急剧

下降，照射1 rain后，仅有零星菌落；照射2 min，

E．coil存活率为零；黑色素组菌落数随照射时间的

延长也有下降，但3 rain时，仍有1．07×103菌落出

现。此外，紫外照射8 rnin后，黑色素组仍有1．9×

102菌落出现。同时由表4可知，黑色素对E．coil

的保护作用随其质量浓度的增加而增强。

2．2．2 黑色素抗卵磷脂氧化 由图6可知，随着

黑色素质量浓度的增加其抗卵磷脂氧化活性呈上

升趋势，并表现出一定的量效关系。在质量浓度为

80 mg／mL时，抗氧化指数达到56％。
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表3 黑色素对E．coil紫外照射的保护作用

Tab．3 Protection of E．coil against UV light by melanin

表4不同质量浓度黑色素对E．coil紫外照射3 min的保

护作用

Tab．4 Protection of E．coil by different concentration mela—

nin after 3 min UV light irradiation

黑色素质最浓度／(g／I．) 菌落存活数

O．2

o．1

O．05

O．025
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o．26×103
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籁40
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O
；-_I lIl
16 32 48 64 80

黑色素质量浓?ffJ(mg／mL)

图6黑色素抗卵磷脂氧化

Fig．6 The antioxidative activities of melanin On phos-

phatidylchoIine
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2．2．3 黑色素抗油脂氧化 由图7可知，随着时

间的延长，添加黑色素的大豆油其氧化被显著抑

制，并在12 h后，其抑制作用保持恒定。
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图7黑色素抗油脂氧化

Fig．7 The antioxidative activities of melanin on bean oil

3 结 语

研究中采用物理(研磨菌丝体)和化学(调pH)

相结合的破胞法，其色素提取率较袁保红等[1嵋的色

素提取率高，说明该方法可能有利于细胞色素的溶

出。同时采用热水提取Plectania YM421胞内黑

色素，具有高效、操作简便、操作成本和原料处理成

本低等优点。

通过活细胞计数证明了Plectania YM421胞

内黑色素对E．coil具有紫外线防护作用，表明该黑

色素可望作为紫外敏感物质的光保护剂。本研究

结果还表明Plectania YM421黑色素能够很好地

抑制卵磷脂和油脂的过氧化作用，显示该黑色素可

望用于防止脂类因氧化造成的品质下降，以及抑制

体内脂肪的氧化导致癌症的发生和人体的老化，在

食品、化妆品、医药等行业具有较大的开发潜力与

良好的市场前景。
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