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摘 要：通过测定富硒木耳水提物（AESAA）对 DPPH自由基、羟自由基、超氧自由基的清除能力及还原能力，以普通木耳

水提物（AEAA）作为阴性对照，维生素 C（Vc）作为阳性对照，评价了 AESAA的体外抗氧化能力。结果表明：AESAA对
DPPH自由基、羟自由基、超氧自由基的清除能力和还原能力显著强于 AEAA，但弱于 Vc；且富硒木耳抗氧化活性与含硒

量呈正相关。
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Abstract：The antioxidant capacity of aqueous extract of Se-enriched A. auricula (AESAA) in vitro was evaluated in
this paper by measuring AESAA on DPPH free radicals, hydroxyl radicals, superoxide free radicals' scavenging abil⁃
ity and reducing ability with the aqueous extract of A. auricula (AEAA) as a negative control and vitamin C (Vc) as a
positive control. The results showed that: AESAA had stronger scavenging ability of DPPH free radicals, hydroxyl
free radicals and superoxide free radicals and reducing ability than AEAA, but weaker than Vc. The antioxidant ac⁃
tivity of AESAA was positively correlated with selenium content.
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硒（Selenium, Se）是人体必需微量元素，是内

源性抗氧化酶的重要组成成分，具有抗氧化、抗

肿瘤、增强免疫和预防心血管疾病等多种生物学

功能 [1-2]。人体主要通过摄入食物补充硒元素，植

物能将土壤中存在或肥料中添加的无机硒转化为

更易被人体所吸收的有机硒。我国土壤缺硒情况

导致我国居民日常通过食物摄取的硒量不能满足

机体的正常需求[3]。由此，国内外兴起一股补硒热，

特别在国内，近几年来，如富硒茶、富硒米、富硒食

用菌、富硒麦芽等各种各样的富硒食品和保健品被

开发。开发高效安全的补硒食品、探究硒的生物学

活性已成为食品和药品领域的热点之一。

木耳（Auricularia auricula）是我国传统的药食
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两用食用菌，属担子菌门，伞菌纲，木耳目，木耳

科，是高等担子菌的一个重要类群。它不仅富含

人体需要的多种营养成分，而且含有大量人体所

必需的氨基酸和微量元素 [4]。研究发现黑木耳对

硒具有良好的富集和转化能力，基质中适宜浓度

的硒可提高木耳产量并降低子实体粗纤维含量，

改善子实体品质 [5]。目前，对富硒木耳的研究主

要集中在富硒培育和营养成分富集上，对其活性

功能研究与评价较少，现有本团队关于富硒木耳

减轻糖尿病肝肾损伤、减轻神经系统认知缺陷，

氧化应激和神经炎症等作用的报道 [6-9]。本研究

继续以富硒木耳水提物为对象，研究其体外抗氧

化能力，为富硒木耳的开发提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

富硒木耳、普通木耳，当年收获干品，由沈阳
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春源康诚富硒技术开发有限公司提供。

1.2 试剂

1,1-二苯基苦酰基苯肼（DPPH）：购于上海阿

拉丁生化科技股份有限公司；抗坏血酸（Vc）、邻
苯三酚、三羟甲基氨基甲烷（Tris）和三氯化铁：购

于天津市光复精细化工研究所；过氧化氢、硫酸

亚铁、三氯乙酸、铁氰化钾、磷酸二氢钠、磷酸氢

二钠、无水乙醇、浓盐酸和浓硝酸：购于北京化工

厂；以上试剂均为分析纯。硒标准溶液（1 000
ppm），国家标准物质中心。实验用水：（1）超纯

水，电阻率为 18.2 M Ω/cm；（2）蒸馏水。

1.3 实验仪器

Agilent 7500a电感耦合等离子体质谱仪（ICP-
MS）：美国 Agilent公司；酶标仪：VersaMaxTM1510，
美国美谷分子；电子天平：感量 0.000 1 g，德国梅

特勒托利多公司；真空冷冻干燥机：北京松源华

兴科技发展有限公司；电热消解仪：DigiBlock，北
京 Lab Tech公司；台式高速离心机：美国 SCILO⁃
GEX公司；超纯水机：Milli-Q，美国Millipore公司；

数显恒温水浴锅：HH-4，国华电器；数显鼓风干燥

箱：上海博迅实业有限公司；粉碎机：天津市泰斯

特仪器有限公司。

1.4 方法

1.4.1 样品的制备

准确称取干燥样品，粉碎过 0.425 mm孔径样

品筛，按料液比 1∶50加水浸泡 1 h，60 °C加热 2
h，板框压滤机压滤，收集滤液，残渣重复上述操

作 2次，合并 3次滤液，减压蒸发至浸膏状，冷冻

干燥，得富硒木耳水提物（AESAA）冻干粉。对照

用普通木耳水提物（AEAA）冻干粉的制备过程同

上。

1.4.2 硒含量检测

1.4.2.1 硒标准系列溶液的配制

将硒标准溶液（1 000 ppm）用 5% HNO3溶液

稀释成浓度梯度分别为 0、0.2、0.5、1、2 ppb的硒

标准系列溶液，上机测定。以硒浓度（ppb）为横

坐标（x），离子计数（CPS）为纵坐标（y），绘制硒浓

度标准曲线。

1.4.2.2 样品前处理

准确称取 0.3 g AESAA和 AEAA粉末，分别置

于 50 mL带盖消解瓶中，加入 8 mL浓硝酸，盖上

盖子放置过夜。次日，电热消解仪加热至 110 ℃
进行预消解 0.5 h，之后升温至 160 ℃继续消解直

至消解瓶中的溶液澄清透明。开盖赶酸至消解瓶

中剩余 0.5 mL左右，恢复室温，加超纯水定容至

25 mL，摇匀，上机测定。每个样品重复 3次。

1.4.2.3 ICP-MS工作条件

ICP-MS仪器工作条件见表 1。
表 1 ICP-MS仪器工作条件

工作参数

功率

载气流量

补偿气流量

辅助气流量

设定条件

1 500 W
0.9 L/min
0.25 L/min
0.8 L/min

工作参数

数据采集次数

进样深度

蠕动泵速

S/C温度

设定条件

3次
8 mm
0.1 rps
2 ℃

1.4.3 DPPH 自由基清除能力测定

采用Mao等 [10]的方法。精确称取 30 mg的 AE⁃
SAA、AEAA和 Vc，分别用蒸馏水配制成 3 mg/mL
的储备液。临用前分别稀释成浓度为 0.5、1.0、
1.5、2.0、2.5、3.0 mg/mL的系列溶液。分别取 0.5
mL上述不同浓度的样品溶液于 5 mL离心管中，

加入 1.5 mL 0.2 mmol/L的 DPPH自由基无水乙醇

溶液，混匀，0.22 µm滤膜过滤。本底值测定用样

品，则取同体积的蒸馏水代替 DPPH自由基无水

乙醇溶液，平行操作。避光 37 ℃孵育 30 min后，

上酶标仪于 517 nm处测定各样品的吸收值 Ai和
本底吸收值 Aj。以相同浓度的 AEAA和 Vc作为对

照组，各样品溶液平行 3个复孔。同时以纯净水

代替待测样品溶液作为空白对照，并按式（1）计
算样品溶液对DPPH自由基的清除率。

DPPH自由基清除率 ( )% = é
ë

ù
û

1 - ( )Ai - Aj A0 × 100%
……………………………………………（1）

式中：Ai为样品溶液的吸收值，Aj为样品溶液

的本底吸收值，A0为空白对照。

1.4.4 羟自由基清除能力测定

采用 Chen等 [11]的方法。分别取 1.0 mL不同浓

度的待测样品溶液置于 5 mL离心管中，依次加入

1 mL FeSO4（9 mmol/L）和 1mL H2O2（8.8 mmol/L），
混匀，室温静置反应 10 min。各管分别加入 1 mL
水杨酸-乙醇溶液（9 mmol/L），37 ℃孵育 15 min。
本底值测定用样品，则取同体积的蒸馏水代替反

应试剂，平行操作。上酶标仪于 510 nm波长处测

待测样品吸收值 Ai和本底吸收值 Aj。以相同浓度

的 AEAA和 Vc作为对照组，各样品溶液平行 3个
复孔。按式（2）计算样品对羟自由基的清除率。

羟自由基清除率 ( )% = é
ë

ù
û

1 - ( )Ai - Aj A0 × 100%
…………………………………………………（2）

1.4.5 超氧自由基清除能力测定

采用 Zhu等 [12]的方法。4 mL 50 mM Tris-HCl
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（pH值 8.2）与 1 mL 25 mM的邻苯三酚溶液混合，

25 ℃孵育 10 min后，加入 1.0 mL样品溶液，25 ℃
孵育 5 min，1.0 mL 10 mM HCl溶液终止反应。本

底值测定用样品，则取同体积的蒸馏水代替反应

试剂，平行操作。上酶标仪于 320 nm处测样品吸

收值 Ai和本底吸收值 Aj。以相同浓度的 AEAA和
Vc作为对照组，各样品溶液平行 3个复孔。按式

（3）计算样品对超氧自由基的清除率。

超氧自由基清除率 ( )% = é
ë

ù
û1 - ( )Ai - Aj A0 × 100%

…………………………………………………（3）
1.4.6 还原能力测定

采用庞中好 [13]的方法。分别将 0.5 mL不同

浓度样品溶液与 1.25 mL PBS（pH值 6.6, 0.2 M）
缓冲液置于 5 mL离心管中混匀后，加入 1.25 mL
1%铁氰化钾，50 ℃培养箱孵育 20 min。冷却至

室温后，每管加入 1.25 mL10%三氯乙酸终止反

应，4 000 r/min离心 10 min，取上清液 1.25 mL于
5 mL离心管中，依次加入 1.25 mL纯净水和 0.25
mL 0.1% FeCl3，混匀后室温静置孵育 10 min。在

710 nm处测定待测样品的吸收值 Ai，蒸馏水做

空白对照（A0）。以相同浓度的 AEAA和 Vc作为

对照组，各样品溶液平行 3个复孔。按式（4）计
算样品的还原能力。

还原能力 = Ai - A0 ………………………（4）
1.4.7 统计分析

所有试验均至少 3次重复，用 Graphpad 7.0软
件进行数据处理。

2 结果与分析

2.1 硒含量测定结果

硒标准曲线见图 1，其回归方程为：Y=1.370E-
0.004X+3.805E-0.05。

计算可知，AESAA 总硒含量 31.79 mg/kg，
AEAA总硒含量 4.4 mg/kg。

2.2 DPPH自由基清除能力

DPPH自由基是一种合成的且以氮原子为中

心的自由基。DPPH自由基可被抗氧化剂还原，

乙醇溶液中的 DPPH自由基下降，溶液在 517 nm
处的吸收值降低，且吸收值降低情况与抗氧化剂

清除自由基能力呈线性关系 [14]，因而可以通过吸

收值的变化来判定抗氧化剂清除自由基的能力。

由图 2可知，AESAA及 AEAA均对 DPPH自由基具

有一定的清除能力，且随着浓度的升高清除能力

增强。浓度为 3 mg/mL 时，AESAA 及 AEAA 的

DPPH 自由基清除率分别为 66.85% 和 52.88%。
AESAA及 AEAA对 DPPH自由基清除的 IC50分别

为 1.916、2.865 mg/mL。 IC50 为自由基清除率在

50%时相应的样品溶液浓度。IC50值越小，表明清

除能力越强，说明在相同浓度下，AESAA较 AEAA
具有更强的DPPH自由基清除能力。

2.3 羟自由基清除能力

利用芬顿（Fenton）反应在体系中产生游离的

羟自由基：H2O2+Fe2+=·OH+Fe3++H2O。游离羟自由

基能与水杨酸发生反应生成 2,3-二羟基苯甲酸，

在 510 nm 波长处检测到最大吸收峰 [15]。当在

Fenton体系加入抗氧化剂后，体系中的羟自由基

被抗氧化剂清除，其与水杨酸反应生成的 2,3-二
羟基苯甲酸随之减少，在 510 nm处吸收值下降。

由图 3可知，清除率随浓度增加明显上升。AESAA
对羟自由基清除能力高于 AEAA，浓度为 3 mg/mL

 

图 1 硒标准曲线

 

图 2 AESAA、AEAA及 Vc对DPPH自由基的清除能力

图 3 AESAA、AEAA及 Vc对羟自由基的清除能力
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时，AESAA 及 AEAA 的羟自由基清除率分别为

64.69%、47.97%。IC50分别为 1.751、3.534 mg/mL。
2.4 超氧自由基清除能力

在 pH值 8.2~8.4条件下，邻苯三酚发生自氧

化反应，生成超氧自由基和有色中间产物，在 320
nm波长处检测到最大吸收峰。在体系中加入抗

氧化剂能抑制邻苯三酚发生自氧化反应，使超氧自

由基的产生受阻，在 320 nm波长处检测到吸收值降

低[16]。由图 4可知，在试验浓度范围内 AESAA及
AEAA虽然具有一定清除超氧自由基的能力，但清

除率很低。浓度在 3.0 mg/mL时，AESAA对超氧自

由基的清除率只有48.3%，尚未达到理想水平。

2.5 还原能力

抗氧化剂可通过将 Fe3+还原生成 Fe2+，Fe2+与
三氯化铁反应生成的普鲁士蓝，在 710 nm波长处

有特殊吸收峰。吸收值越大，还原能力越强，表

示样品抗氧化能力越强 [17]。由图 5可知，在 0.5~3
mg/mL浓度范围内，随着样品浓度增加，其吸收值

也不断增加。当水提物的浓度为 1.5 mg/mL时，AE⁃
SAA在 710 nm处的吸收值为 0.239，略高于 AEAA
的吸收值 0.176；当水提物的浓度为 3 mg/mL时，

AESAA在 710 nm处的吸收值为 0.554，高于 AEAA
的吸收值 0.375，显示出了较强的还原能力。

3 讨 论

研究表明，食用菌细胞壁上存在大量硫基、氨

基等离子基团，使其对硒元素有很强的富集能

力 [18]。生产上在培养基中添加适量硒肥，食用菌

通过代谢转化将基质中的无机硒转化为有机硒，

从而获得富硒食用菌。黑木耳是一种大众化食用

菌，作为富硒载体，在转化硒的同时不仅改善自

身子实体的营养成分，并在适宜的硒浓度下提高

产量。本研究通过水浸提法获得富硒木耳和普通

木耳提取物，并检测出本研究所采用的试验材料

水提物的含硒量是普通木耳水提物的 7倍以上。

活性氧自由基是人体通过有氧代谢过程产生

的中间产物。人体正常的生命活动需要适量的自

由基存在和参与，但是当机体内产生过量的自由

基，体内抗氧化系统不能完全清除多余的自由

基，会导致氧化/抗氧化防御能力失衡，引起氧化

损伤 [19]。孔沛筠等 [20]研究发现，木耳多糖具有良

好的天然抗氧化活性。也有研究发现，硒具有显

著的抗氧化能力，其抗氧化能力与谷胱甘肽过氧

化物酶的活性中心有关 [21]。植物中的硒可以通过

Se-H和 Se=O两种键合形式与多糖结合形成硒多

糖，是植物转化有机硒的主要形式之一 [22]。
本研究中，与阳性对照品相比，在相同浓度范

围内，富硒木耳水提物 AESAA对 DPPH自由基、羟

自由基和超氧自由基的清除率均低于 Vc的清除

率，是因为 Vc是最强天然抗氧化剂之一，而且试

验所用为纯品，而 AESAA仅仅是粗提物。与阴性

对照品相比，富硒木耳水提物 AESAA对 DPPH自

由基、羟自由基和超氧自由基的清除率均显著高

于相同浓度的普通木耳水提物 AEAA。推断原

因：（1）硒直接参与构成的硒酶活性中心增多，抗

氧化活性增强；（2）硒与木耳多糖形成的硒多糖

也同时发挥着清除自由基作用。

东北黑木耳产量占全国黑木耳总产量的 75%
以上，黑木耳生产是东北地区农民增收的最重要

产业之一，提升品质，从而增加产品附加值是黑

木耳产业发展必由之路 [23-25]，本研究所得结论富

硒木耳抗氧化能力显著增加，为黑木耳产业更多

生产富硒木耳、继续扩大优质黑木耳资源及开发

利用提供了理论依据。
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