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摘要：【目的】建立基于液体培养金耳（Tremella aurantialba，T. aurantialba）菌丝体的高效硒生物强化策略，提

高金耳硒的生物富集能力。【方法】分析液体培养硒生物强化过程中，Na2SeO3对金耳菌丝体生长表型、代谢

及富硒特性的影响。【结果】添加质量分数分别为 5、10 mg/kg 的 Na2SeO3会促进金耳菌丝体生长，而 Na2SeO3

质量分数>10 mg/kg可明显抑制金耳菌丝体生长，且抑制作用随 Na2SeO3质量分数的升高而增强。因此，选择

Na2SeO3质量分数为 5 mg/kg 和 10 mg/kg，以金耳菌丝体富硒量和生物富集因子（bioconcentration factor，BCF）

为主要指标，通过单因素和正交试验对硒生物强化工艺参数进行优化。结果表明，Na2SeO3质量分数为 5 

mg/kg 时，金耳菌丝体的最佳培养条件为：Na2SeO3添加时间为第 4 天，接种体积分数为 2.25%，pH 为 6，转速

为 150 r/min；Na2SeO3质量分数为 10 mg/kg时，金耳菌丝体的最佳培养条件为：Na2SeO3添加时间为第 3天，接

种体积分数为 2.25%，pH 为 7，转速为 125 r/min。在 Na2SeO3质量分数分别为 5、10 mg/kg的最佳培养条件下，

金耳菌丝体富硒量分别为 148.24、239.47 mg/kg，较优化前分别提高了 26.45%、38.71%；BCF 分别为 68.42%、

51.05%，较优化前分别提高了 53.89%、55.31%。此外，富硒金耳菌丝体营养成分分析结果表明，硒元素主要

与蛋白质结合（>60%）；硒的添加不仅可以维持金耳菌丝体蛋白质的营养价值，还提高了鲜味氨基酸（天冬

氨酸和谷氨酸）水平；SeMet是金耳菌丝体的主要硒代氨基酸。【结论】该研究为金耳在食药用真菌富硒和开

发天然硒膳食补充剂领域提供了参考依据。
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[Method] The changes of growth phenotype, metabolic behavior, and selenium enrichment characteristics of 

T. aurantialba mycelia were analyzed during the Na2SeO3-induced selenium biofortification process in liquid 

culture. [Result] Addition of 5 mg/kg and 10 mg/kg Na2SeO3 promoted mycelium growth, whereas Na2SeO3 with 

the mass fraction exceeding 10 mg/kg significantly inhibited the growth of T. aurantialba mycelia, with the 

inhibitory effect intensifying as Na2SeO3 mass fraction increased. Therefore, 5 mg/kg and 10 mg/kg of Na2SeO3 

were selected. With the selenium-enrichment level and the bioconcentration factor (BCF) of the T. aurantialba 

mycelia as the primary indicators, single factor and orthogonal experiments were conducted to optimize the 

selenium biofortification parameters. The results demonstrated that in the case of the Na2SeO3 mass fraction being 

5 mg/kg, the optimal culture conditions for T. aurantialba mycelia were Na2SeO3 addition on the 4th day, 

inoculum volume fraction of 2.25%, pH 6, and rotational speed of 150 r/min. In the case of the Na2SeO3 mass 

fraction being 10 mg/kg, the optimal culture conditions were Na2SeO3 addition on the 3rd day, inoculum volume 

fraction of 2.25%, pH 7, and rotational speed of 125 r/min. Under these optimized conditions and the Na2SeO3 

mass fractions being 5 mg/kg and 10 mg/kg, T. aurantialba mycelia achieved selenium-enrichment levels of 

148.24 mg/kg and 239.47 mg/kg,  respectively, representing increases by 26.45% and 38.71% compared with 

those before optimization. Furthermore, the BCF reached 68.42% and 51.05%, which indicated improvements by 

53.89% and 55.31%. Additionally, the analysis of the nutrient composition of selenium-enriched T. aurantialba 

mycelia revealed that proteins were the primary binding agents for selenium (>60%). The addition of selenium 

not only preserved the nutritional value of T. aurantialba mycelial protein but also enhanced the levels of umami 

amino acids (aspartate and glutamate). Moreover, SeMet was found to be the predominant selenium form in 

T. aurantialba mycelia. [Conclusion] This study provides a reference for future endeavors in enriching selenium in 

T. aurantialba for both edible and medicinal purposes and developing natural dietary supplements containing selenium.

Keywords: Tremella aurantialba; selenium; biofortification; process optimization; selenium amino acid

硒元素是人体必需的微量元素，在生物体内

主要存在于一些含硒酶与含硒蛋白质中，在机体

新陈代谢中起着重要作用［1］。人体缺乏硒会使免

疫系统功能降低，引发克山病、大骨节病、脑血管

疾病等［2］。硒具有双重作用：适量补充硒是有益

的，但过量的硒也可能产生细胞毒性，导致不利的

健康影响，如肝损伤或硒中毒［3］。作为对人体健

康至关重要的微量元素，硒无法在人体内合成，只

有通过摄入含硒的营养物质才能满足人体对硒的

日常需求［4］。世界卫生组织（WHO）将健康成年人

的推荐硒摄入量设定为 60 μg/d［5］；为了预防硒缺

乏相关疾病，建议每天最低硒摄入量为 19 μg，上

限为每天 400 μg［6］。随着“健康中国 2030”战略的

实施，公众健康意识逐渐增强，对功能性膳食硒补

充产品的需求日益旺盛。

自然界中的硒元素有 2 种形态，一种是无机

硒，如亚硒酸盐和硒酸盐等中的硒元素，但其在低

浓度下具有高毒性；另一种是有机硒，有机硒具有

更低的毒性和更高的生物可及性［7］。因此，利用硒

生物强化技术将外源无机硒代谢转化为有机硒，进

而开发功能性补硒食品，已成为满足人体硒需求的

重要途径。目前，培育耐硒、聚硒微生物资源成为

硒生物强化的重要研究基础。食药用真菌不仅具

有丰富的营养价值和药用特性［8］，还具有较强的富

硒能力，是重要的硒生物强化资源［9］，用其富硒具

有成本低、周期短、产品稳定性高等优点［10］。已有

研究表明，黑木耳、真姬菇、香菇、金针菇、猴头菇和

蛹虫草的富硒量分别达 88.50、29.67、68.21、112.30、

111.80、128.10 mg/kg［11-16］。因此，食药用真菌是最

为理想的硒生物强化的微生物资源之一。

金耳是一种营养丰富、兼具降血糖、降血脂等

多种功效的珍稀食药用真菌，富含多糖、蛋白质、

氨基酸等多种生物活性代谢产物［17］。近年来，关

于金耳的研究主要集中在菌种选育、子实体栽培

及其主要代谢产物多糖的结构与功能等方面，凭

借其丰富的营养成分，金耳可开发为食品添加剂、

功能性食品等。但是，鲜有将金耳作为微量元素

富集载体开展硒生物强化的研究。因此，该研究

以金耳为研究对象，解析液体培养硒生物过程中，

Na2SeO3 的添加对金耳菌丝体生长及富硒规律的
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影响；通过单因素和正交试验优化液体培养硒生

物强化工艺条件；在此基础上，分析富硒金耳的主

要营养成分，并解析其硒赋存形态及硒代氨基酸。

该研究为开发营养丰富的金耳硒膳食补充剂提供

了重要基础。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌种　

金耳：作者所在实验室保藏。

1.1.2　主要试剂　

蛋白胨、酵母粉：英国 Oxoid 公司；KH2PO4、

MgSO4 ⋅7H2O、Na2SeO3、体积分数 95% 乙醇、三氯

甲烷、正丁醇、苯酚、硫酸：国药集团化学试剂有限

公司。

1.1.3　培养基　

1）固体培养基（g/L）：马铃薯  200、琼脂  20、葡

萄糖  20，pH 7。

2）种子、液体发酵培养基（g/L）：葡萄糖 20、酵

母粉 5、蛋白胨 5、KH2PO4 3、MgSO4 ⋅7H2O 2、维生

素 B1 0.1，pH 6。

1.2　仪器与设备

回转式恒温调速摇床：HYL-C 型，太仓市强文

实验设备有限公司；微波消解仪：MARS6 型，美国

CEM 公司；电感耦合等离子体质谱仪：ICP TQ 型，

美国 Thermo Fisher Scientific 公司；高效液相色谱

仪 ：安捷伦  1260 Infinity Ⅱ型 ，美国安捷伦科技

公司。

1.3　方法

1.3.1　金耳菌丝体 Na2SeO3耐受性的测定　

配制含不同质量分数（0、25、50、75、100、150、

200、300 mg/kg）Na2SeO3 的固体培养基  。将大小

一致的金耳菌球用无菌水清洗后接种至固体培养

基中心，发酵时间设置为 2、3、4、5、6、7、8 d，拍照

记录生长状态并测量菌落直径。

1.3.2　金耳菌丝体生长及富硒特性的测定　

配制含不同质量分数（0、5、10、15、20、25 mg/kg）

Na2SeO3的液体发酵培养基，以确定适合金耳菌丝体

生长的 Na2SeO3质量分数，并从培养第 3天开始测定

菌丝体生物量及富硒量，确定最佳的培养周期。

1）生物量：发酵液经离心后收集沉淀，用去离子

水洗涤 3 次，冷冻干燥，称重后计算金耳菌丝体生

物量。

2）富硒量：准确称取 50 mg冻干金耳菌丝体于

消解管中，加入 4 mL 硝酸冷消解过夜，再加入 5 

mL超纯水，放入微波消解仪中，在 1 700 W、150 ℃

的条件下进行微波消解，将消解液定容至 100 mL，

过膜后用电感耦合等离子体质谱法（ICP-MS）进行

测定。

3）BCF：用 BCF 比较硒富集效率，BCF 定义为

金耳菌丝体富硒量与相应液体发酵培养基添加的

硒质量分数的比值。

1.3.3　硒生物强化过程的优化　

1）Na2SeO3添加时间：分别在第 0、1、2、3、4、5、

6 天添加 Na2SeO3，测定金耳菌丝体生物量和富硒

量，确定最适 Na2SeO3添加时间。

2）接种体积分数：将金耳种子液分别按照接

种体积分数 0.75%、1.50%、2.25%、3.00%、3.75%、

4.50% 接种至液体发酵培养基中，测定金耳菌丝体

生物量和富硒量，确定最适接种体积分数。

3）pH：将液体发酵培养基的 pH 分别调成 4、

5、6、7、8，测定金耳菌丝体生物量和富硒量，确定

最适发酵 pH。

4）转速：将摇床转速分别设置为：125、150、

175、200 r/min，测定金耳菌丝体生物量和富硒量，

确定最适转速。

5）正交试验：根据单因素试验筛选出的最适

Na2SeO3 添加时间、接种体积分数、pH 和转速，设

计 L9（34）正交试验，每个试验重复 3 次，确定金耳

菌丝体富硒的最适液体发酵条件。

1.3.4　硒多糖和硒蛋白提取及其硒质量分数的测定

1）硒多糖提取及其硒质量分数的测定：参照

文献［18］的方法并稍加改动，对硒多糖进行提取

及测定。将冻干的金耳菌丝体沸水浴提取 3 h，离

心后取上清液，加入 3 倍体积的体积分数 95% 乙

醇，过夜，离心后弃去上清液，加入体积分数 75%

乙醇清洗 3 次，加水复溶沉淀，用 Sevag 法去除溶

液中蛋白质，冷冻干燥后得到金耳粗多糖，用 1.3.2

中的方法测定硒多糖中硒质量分数。

2）硒蛋白提取及其硒质量分数的测定：参照

文献［19］的方法并稍加改动，对硒蛋白进行提取

及测定。采用超声辅助碱提取法提取硒蛋白，超声

功率 100 W，超声时间 2 h，碱液浓度 0.1 mol/L，料

液比 1 g∶30 mL，提取温度 50 ℃ ，离心后取上清

液，调节 pH 至 4，沉淀经水洗后冻干，用 1.3.2 中的
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方法测定硒多糖中硒质量分数。

1.3.5　金耳菌丝体蛋白质、胞内多糖、胞外多糖质量

分数及氨基酸组成的测定　

1）总蛋白质：参照国标 GB 5009.5—2025中的

凯氏定氮法进行测定。

2）胞内多糖：将金耳菌丝体冻干后研磨成粉，

称取 20.00 mg 于 5 mL 离心管中，加入 4 mL 去离

子水，沸水浴提取 3 h，10 000 r/min 离心 10 min，上

清液加入 3 mL 体积分数 95% 的乙醇，置于 4 ℃冰

箱中过夜沉淀，10 000 r/min 离心 10 min，弃上清

液，沉淀用体积分数 75% 的乙醇清洗 3 次，晾干后

加 4 mL 水溶解，采用苯酚-硫酸法测定胞内多糖

质量分数。

3）胞外多糖：将金耳发酵液离心，取 1 mL 上

清液于 5 mL 离心管中，按照胞内多糖的提取方式

进行处理，得到胞外多糖溶液，采用苯酚-硫酸法

测定胞外多糖质量分数。

4）氨基酸组成：准确称取 100 mg 冻干金耳菌

丝体于水解管中，加入 8.0 mL HCl（6 mol/L），充氮

气 3 min，120 ℃水解 22 h，加入 4.8 mL NaOH（10 

mol/L）进行中和，用蒸馏水定容至 25 mL，过滤，滤

液于 15 000 r/min 离心 30 min，并用高效液相色谱

法（HPLC）进行测定。

1.3.6　硒代氨基酸分析　

准确称取 100 mg冻干金耳菌丝体于 20 mL 密

闭水解瓶中，加入 15 mL 30 mmol/L的 Tris-HCL溶

液（pH 8.5），依次向水解瓶中加入 10 mg 碱性蛋白

酶、胰蛋白酶、蛋白酶 K 和蛋白酶 E，在 45 ℃、400 

r/min 的条件下磁力搅拌 4 h，离心酶解液，取上清

液，将上清液过膜后采用高效液相色谱-电感耦合

等离子体质谱（HPLC-ICP-MS）进行测定。

2　结果与讨论

2.1　金耳菌丝体 Na2SeO3耐受性试验结果

不同质量分数 Na2SeO3处理下，金耳菌丝体在

平板上的生长状态及菌落直径见图 1~2。金耳菌

丝体呈白色，排列紧密，各处理组的菌落形状规

则，菌丝体外缘粗糙，且 Na2SeO3 的添加不会改变

金耳菌丝体密度，这与其他食药用真菌有所不同，

如真姬菇［20］、平菇［21］等富硒后会使菌丝体变薄、变

短。当 Na2SeO3质量分数为 25 mg/kg 时，金耳菌丝

体生长状态与对照组相似，菌落直径与对照组相

比无明显差异；Na2SeO3 质量分数为 50~75 mg/kg

时，金耳菌丝体生长速度变缓，菌落直径逐渐减

小；Na2SeO3 质量分数为 100~200 mg/kg 时，金耳菌

丝 体 生 长 受 到 抑 制 ，菌 落 直 径 明 显 减 小 ；当

Na2SeO3质量分数为 300 mg/kg时，金耳菌丝体的生

长被完全抑制，无菌丝体出现。

2.2　基于液体培养金耳菌丝体的硒生物强化条件的

确定

2.2.1　菌球宏观表型　

基于 2.1节中金耳菌丝体 Na2SeO3耐受性试验

结果，为利用金耳进行高效硒生物强化，在液体培

养过程中，选择 Na2SeO3 质量分数为 0~25 mg/kg。

如图 3 所示，不同质量分数的 Na2SeO3 对金耳菌

图 1　含不同质量分数 Na2SeO3的固体培养基平板上的金耳

菌丝体生长情况

Fig. 1　Mycelial growth characteristics of T. aurantialba on 

solid culture plates containing different mass fractions 

of Na2SeO3
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图 2　Na2SeO3处理下的金耳菌落直径

Fig. 2　Colony diameter of T. aurantialba cultured with Na2SeO3
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球宏观表型影响不同。分别添加 5、10 mg/kg 

Na2SeO3与不添加 Na2SeO3的金耳菌球，在颜色、菌

球直径上无明显差异；当 Na2SeO3 质量分数 >10 

mg/kg时，金耳菌球颜色变浅，直径变小，形状也逐

渐不规则化，且液体发酵培养基的芳香气味变淡，

但并未产生刺激性难闻气味。有研究表明，灵芝

在高硒发酵培养过程中会产生刺激性气味，且菌

丝体颜色由白色变为红色［22］。

2.2.2　菌丝体生长及多糖代谢　

如 图 4（a）所 示 ，当 Na2SeO3 质 量 分 数 为

0~25 mg/kg 时 ，金耳菌丝体均能生长 ，但随着

Na2SeO3质量分数的升高，其对金耳菌丝体生长的

影响由促进转为抑制；当 Na2SeO3 质量分数 >10 

mg/kg时，能明显抑制金耳菌丝体生长。相较于空

白 组（0 mg/kg），低 质 量 分 数（5、10 mg/kg）的

Na2SeO3 能促进金耳菌丝体生长，发酵 7 d 时金耳

菌丝体生物量分别增加了 7.78% 和 1.54%；而高质

量分数（15、20、25 mg/kg）的 Na2SeO3 会抑制金耳

菌丝体生长，发酵 7 d 时金耳菌丝体生物量分别降

低了 5.42%、6.14% 和 15.76%。

多糖是金耳重要的活性代谢产物，具有抗氧

化、抗炎、降血糖、降血脂等多种生物活性［23］。

Na2SeO3 对金耳菌丝体多糖生成的影响与对其生

长的影响结果基本一致 ，见图 4（b）~（c）。当

Na2SeO3质量分数为 5、10 mg/kg 时，金耳菌丝体胞

内多糖和胞外多糖质量分数的最大值与对照组相

比无明显差异，表明低质量分数的 Na2SeO3对金耳

菌丝体多糖的生成无明显负面影响；当 Na2SeO3质

量分数>10 mg/kg 时，金耳胞内多糖和胞外多糖的

质量分数明显减少，表明高质量分数的 Na2SeO3对

金耳菌丝体多糖的生成具有抑制作用。因此，在

金耳液体培养过程中，添加低水平的硒可以兼顾

促进其生长与代谢产物生成的作用，而高水平的

硒对其生长及代谢产物生成均会产生负面影响。

结果表明，金耳菌丝体可以耐受一定水平的硒，是

一种良好的硒生物强化载体。

2.2.3　菌丝体富硒特性　

如图 4（d）所示，当发酵时间为 3~9 d 时，金耳

菌丝体富硒量呈先上升后下降的趋势，一般在 6~7 

d时达到最大值。不同质量分数 Na2SeO3处理下的

金耳菌丝体的最大 BCF 为 32.20%~44.46%，最大

富 硒 量 为 117.23~823.23 mg/kg，且 富 硒 量 随

Na2SeO3质量分数增大而增加。当发酵时间为 7 d

时，Na2SeO3 质量分数为 5 mg/kg 时的金耳菌丝体

富硒量为 117.23 mg/kg，其相应的 BCF 为 44.46%；

Na2SeO3 质量分数为 10 mg/kg 时的金耳菌丝体富

硒量为 172.64 mg/kg，其相应的 BCF为 32.87%。

不同种类食药用真菌的富硒能力不同。松

茸 、杏 鲍 菇 、平 菇 子 实 体 的 富 硒 量 均 低 于 金

耳［24-26］，表明金耳吸收利用无机硒的能力较强，是

一种优质的硒生物强化微生物载体。

综合菌丝体生长状况及富硒水平，后续分别选

择 Na2SeO3质量分数为 5 mg/kg和 10 mg/kg，发酵时

间为 7 d，进行液体培养硒生物强化过程的优化。

2.3　硒生物强化过程的优化结果

2.3.1　Na2SeO3添加时间　

Na2SeO3 添加时间是影响金耳菌丝体富硒能

力的关键因素。由于菌丝体在不同时间的生理状

态不同，所以不同时间加硒，菌丝体的富硒量不

同。Na2SeO3添加时间对金耳菌丝体的影响见图 5。

当 Na2SeO3质量分数为 5 mg/kg时，Na2SeO3添加时

间对金耳菌丝体生物量无显著影响（P>0.05）；当

Na2SeO3质量分数为 10 mg/kg 时，金耳菌丝体生物

量随着 Na2SeO3 添加时间的延迟显著增加（P<

图 3　不同质量分数的 Na2SeO3对金耳菌球宏观表型的影响

Fig. 3　  Effects of different mass fractions of Na2SeO3 on the macroscopic phenotype of T. aurantialba pellets
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0.05），表明 Na2SeO3质量分数越大，其添加时间对

金耳菌丝体生长影响越大。金耳菌丝体的富硒量

和 BCF 随着 Na2SeO3添加时间的延迟先增加后减

少。在发酵第 3 天添加 Na2SeO3，Na2SeO3 质量分

数为 5、10 mg/kg的金耳菌丝体富硒量和 BCF均达

到最大值，分别为 129.47 mg/kg、51.67% 和 196.52 

mg/kg、48.06%；当 Na2SeO3添加时间为发酵第 5、6

天时 ，金耳菌丝体富硒量和 BCF 显著降低（P<

0.05）。这可能是由于金耳菌丝体在发酵第 3 天处

于对数生长期，此时菌丝体生长代谢旺盛，硒积累

能力最强。因此，选择第 3 天作为最适 Na2SeO3添

加时间。

2.3.2　接种体积分数　

基于菌群数量平衡原理，摇瓶发酵时，种子液

的接种体积分数直接决定了其菌群数量，进而影响

其富硒能力［27］。由图 6可知，在有限的发酵营养环

境中，Na2SeO3质量分数为 5、10 mg/kg时，金耳菌丝

体的生物量、富硒量和 BCF均随着接种体积分数的

增大先升高后降低。当接种体积分数<2.25% 时，

金耳菌丝体生长过慢，这可能是由于液体培养基中

的 Na2SeO3对其生长和代谢产生胁迫作用，导致其

生物量、富硒量与 BCF 较低；当接种体积分数为

3.00% 时，Na2SeO3质量分数为 5、10 mg/kg 的金耳

菌丝体生物量、富硒量、BCF均达到最大值，分别为

9.47 g/L、138.50 mg/kg、54.91% 以 及 9.43 g/L、

226.17 mg/kg、47.95%；随着接种体积分数的持续

提升，金耳菌丝体的生长速率较快，导致液体培养

基中营养减少和溶氧量不足，无法满足菌丝体的生

长代谢需求，致使其生物量、富硒量和 BCF随之下

降。因此，最适接种体积分数为 3.00%。

2.3.3　pH　

pH 是发酵中的一个综合性指标，其对食药用

真菌各种营养物质的提取和产物的生物合成等具

有重要影响［28］。由图 7 可知，金耳菌丝体的生物

量随 pH 的升高先增加后减少。当 pH 为 5 时，在

Na2SeO3 质量分数为 5、10 mg/kg 的金耳菌丝体生

物量达到最大值，分别为 10.22 g/L 和 11.08 g/L，明

显高于其他 pH 下的生物量；当 pH 为 6时，Na2SeO3

质量分数为 5 mg/kg 的金耳菌丝体富硒量和 BCF

均达到最大值，分别为 132.22 mg/kg 和 52.53%；当

pH 为 7时，Na2SeO3质量分数为 10 mg/kg的金耳菌

丝体富硒量和 BCF 均达到最大值，分别为 200.64 

mg/kg 和 49.55%，表明金耳菌丝体在弱酸性及中

性条件下的富硒能力较强；当 pH>7 时，金耳菌丝
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(a) 不同质量分数Na2SeO3下金耳菌丝体在液体培养
   过程中的生物量

(b) 不同质量分数Na2SeO3下金耳菌丝体在液体培养
   过程中的胞内多糖产量

 

(c) 不同质量分数Na2SeO3下金耳菌丝体在液体培养
   过程中的胞外多糖产量

  

(d) 不同质量分数Na2SeO3下金耳菌丝体在液体培养
   过程中的富硒量和BCF
 

0 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg
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图 4　金耳菌丝体在液体培养过程中的生物量、胞内多糖和胞外多糖质量分数以及富硒量和 BCF

Fig. 4　Biomass， mass fractions of intracellular and extracellular polysaccharides， selenium-enrichment level， and BCF of 

T.  aurantialba mycelia during liquid culture

82



Vol. 44 No. 9 张亚娜等： 基于液体培养金耳菌丝体的硒生物强化策略及其营养成分分析

体基本不生长，表明偏酸性的环境适合金耳菌丝

体的生长。因此，Na2SeO3 质量分数为 5 mg/kg 时

的最适 pH 为 6，Na2SeO3质量分数为 10 mg/kg时的

最适 pH 为 7。

2.3.4　转速　

溶氧量会影响食药用真菌的生长代谢，而摇

床转速是影响培养液中溶氧量的重要因素。转速

过低则溶氧量不足，导致菌丝体生长缓慢；转速过

高会使菌丝体无法缠绕形成菌球，甚至会发生菌

丝体自溶现象，从而影响其富硒能力［29］。如图 8

所示，金耳菌丝体生物量和富硒量随着转速的增

加呈先增加后减少的趋势，不同转速下的金耳菌

丝体生物量无显著差异（P>0.05），表明这些转速

均能满足金耳正常生长所需的溶氧量。当转速为

150 r/min 时，Na2SeO3质量分数为 5、10 mg/kg 的金

耳菌丝体生物量、富硒量和 BCF均达到最大值，分

别为 8.91 g/L、133.54 mg/kg、56.13% 以及 9.07 g/L、

242.01 mg/kg、49.38%；当转速持续增加，金耳菌丝

体生物量、富硒量和 BCF呈下降趋势。因此，选择

最适转速为 150 r/min。

2.3.5　正交试验及其结果验证　

根据单因素试验结果，正交试验的因素与水
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数为 10 mg/kg 时，同种指标在不同条件下的差异显著（P<0.05）。

图 5　Na2SeO3添加时间对金耳菌丝体生物量、富硒量和 BCF

的影响

Fig. 5　Effects of Na2SeO3 addition timing on biomass， 

selenium-enrichment level， and BCF of T. aurantialba 

mycelia
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不同小写字母代表当 Na2SeO3质量分数为 5 mg/kg 时，同种指标在不

同条件下的差异显著（P<0.05）；不同大写字母代表当 Na2SeO3质量分

数为 10 mg/kg 时，同种指标在不同条件下的差异显著（P<0.05）。

图 6　接种体积分数对金耳菌丝体生物量、富硒量和 BCF 的

影响

Fig. 6　Effects of inoculum volume fraction on biomass， selenium-

enrichment level， and BCF of T. aurantialba mycelia
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平见表 1。采用 SPSS 26 软件对正交试验结果进

行分析，见表 2~3。当 Na2SeO3质量分数为 5 mg/kg

时，对金耳菌丝体富硒量影响显著的因素顺序为：

D>B>C>A，最优组合是 A1B3C2D2，即添加时间第 4

天、接种体积分数 2.25%、pH 6、转速 150 r/min。当

Na2SeO3质量分数为 10 mg/kg 时，对金耳菌丝体富

硒量影响显著的因素顺序为：C>A>B>D，最优组

合是 A1B2C3D1，即添加时间第 3 天、接种体积分数

2.25%、pH 7、转速 125 r/min。根据 K 值分析得到

最优组合，对其实际效果进行验证。结果表明，采

用优化后的培养条件，当 Na2SeO3质量分数分别为

5 mg/kg 和 10 mg/kg 时，金耳菌丝体富硒量分别为

148.24 mg/kg 和 239.47 mg/kg，较优化前分别提高

了 26.45% 和 38.71%；BCF 分 别 为 68.42% 和

51.05%，较优化前分别提高了 53.89%和 55.31%。

影响食药用真菌富硒能力的因素有菌种资

源、培养条件、硒源和硒剂量，硒生物强化策略主

要是以 Na2SeO3 为硒源，见表 4。以 Na2SeO3 为硒

源进行固态培养的金针菇［14］、猴头菇［15］、杏鲍菇［30］

和蛹虫草［16］子实体的富硒量和 BCF明显低于本研

究中的金耳菌丝体；以 Na2SeO3为硒源进行液体培

养的黑木耳［31］、平菇［21］和黑皮鸡枞菌［32］菌丝体的

富硒量和 BCF 也明显低于本研究中的金耳菌丝
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图 7　pH 对金耳菌丝体生物量、富硒量和 BCF的影响

Fig. 7　Effects of pH on biomass， selenium-enrichment level， 

and BCF of T. aurantialba mycelia
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图 8　转速对金耳菌丝体生物量、富硒量和 BCF的影响

Fig. 8　Effects of rotational speed on biomass， selenium-

enrichment level， and BCF of T. aurantialba mycelia
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体；而灵芝［22］、松茸［18］、真姬菇［33］和大球盖菇［34］菌

丝体的富硒量虽高于本研究中的金耳菌丝体，但

BCF 均明显低于本研究中的金耳菌丝体。综上，

金耳的硒富集能力较强，可以吸收和转化更多的

无机硒，是硒生物强化的良好微生物载体，富硒处

理可进一步提升其开发利用价值，对拓展其实际

应用和推动相关创新研究具有重要意义。

2.4　富硒金耳菌丝体的营养成分测定结果

2.4.1　硒多糖和硒蛋白　

食药用真菌可以将无机硒在菌丝体细胞内转

化为多种有机硒代谢产物，如硒蛋白、硒多糖和硒

核酸等。硒代谢产物的分布因真菌种类的不同而

存在差异，如金针菇中与蛋白质和多糖结合的硒

占比分别为 60% 和 15%［14］，香菇中与蛋白质和多

糖结合的硒占比分别为 40.09% 和 27.83%［35］，灵芝

中与蛋白质和多糖结合的硒占比分别为 56% 和

11%［36］。金耳硒代谢产物分布的分析结果见表 5~6。

金耳菌丝体中的硒主要以硒蛋白的形式存在，当

Na2SeO3质量分数为 5、10 mg/kg 时，结合在硒蛋白

上的硒较多，分别占金耳菌丝体富硒量的 69.94%

和 64.21%，硒蛋白中硒质量分数分别为 243.18 

mg/kg 和 371.01 mg/kg，且硒蛋白中硒质量分数随

Na2SeO3 质量分数的增加显著提高（P<0.05）。结

合在胞内多糖上的硒较少，仅占菌丝体富硒量的

0.25% 和 0.42%。

此外，富硒金耳菌丝体的胞内多糖和总蛋白

质的质量分数与对照组相比均有所提高，其中总

蛋白质量分数显著提高（P<0.05）。推测硒元素可

能通过取代其他元素进行非特异性结合，从而参

与合成蛋白质，使得菌丝体蛋白质水平增加，这与

硒主要结合在蛋白质上的结果一致。

2.4.2　氨基酸组成　

金耳菌丝体氨基酸种类齐全，测定结果见表 7。

当 Na2SeO3质量分数为 5、10 mg/kg时，金耳菌丝体

的氨基酸总量（TAA）分别为（32.28±0.26） g/100g

和（32.65±0.37） g/100g，较未富硒的金耳菌丝体

（对照组）分别提高了 22.55% 和 23.96%，表明硒能

促进金耳菌丝体中氨基酸的合成，这与富硒姬松

表 2　当 Na2SeO3为 5 mg/kg时的正交试验设计及结果

Table 2　Design and results of orthogonal experiment with 

5mg/kg Na2SeO3

组号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

k1

k2

k3

R

水平

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

104.003

89.327

85.487

18.516

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

95.107

81.960

101.750

19.790

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

83.927

102.610

92.280

18.683

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

81.710

101.963

95.143

20.253

富硒量/

（mg/kg）

85.93

111.72

114.36

103.37

66.46

98.15

96.02

67.70

92.74

注：k1代表各个因素在水平 1下的各指标总和；k2代表各个因素在

水平 2下的各指标总和；k3代表各个因素在水平 3下的各指标

总和。

表 1　正交试验因素和水平

Table 1　Factors and levels of the orthogonal experiment

水平

1

2

3

因素

接种体积分数（A）

/%

2.25

3.00

3.75

添加时间

（B）

第 2天

第 3天

第 4天

pH

（C）

5

6

7

转速（D）/

（r/min）

125

150

175

表 3　当 Na2SeO3为 10 mg/kg时的正交试验设计及结果

Table 3　Design and results of orthogonal experiment with 10 

mg/kg Na2SeO3

组号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

k1

k2

k3

R

水平

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

181.903

163.943

147.167

34.736

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

158.900

173.790

160.323

14.890

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

121.113

153.827

218.073

96.960

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

166.597

161.183

165.233

5.414

富硒量/

（mg/kg）

135.50

177.69

232.52

148.89

229.39

113.55

192.31

114.29

134.90

注：k1代表各个因素在水平 1 下的指标总和；k2代表各个因素在

水平 2 下的指标总和；k3 代表各个因素在水平 3 下的指标

总和。
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茸［37］、松杉灵芝［38］菌丝体蛋白质中氨基酸含量变

化结果一致。此外，已有研究表明，硒富集培养可

以改变真菌的氨基酸组成和比例，如 Na2SeO3能显

著降低黑木耳子实体的必需氨基酸（EAA）、非必

需氨基酸（NEAA）和 TAA 水平［11］；富硒大球盖菇

菌丝体的 TAA 和 EAA 水平与对照组相比分别提

高了 13.5% 和 12.8%［32］。本研究结果表明，与对照

组相比，当 Na2SeO3质量分数为 5 mg/kg时，金耳菌

丝体的 EAA 和 NEAA 水平分别提高了 5.51% 和

32.19%；当 Na2SeO3质量分数为 10 mg/kg 时，金耳

菌丝体的 EAA 和 NEAA 水平分别提高 18.11% 和

27.16%。此外，对照组、Na2SeO3质量分数为 5 mg/kg

和 10 mg/kg 的金耳菌丝体的 EAA/TAA 分别为

（0.36±0.01）、（0.31±0.01）和（0.34±0.01），EAA/NEAA

分别为（0.56±0.01）、（0.45±0.01）和（0.52±0.01）。

FAO/WHO 提出的理想蛋白质标准中，EAA/TAA

为 0.40，EAA/NEAA 高于 0.60，说明富硒金耳菌丝

体中的蛋白质较为优质。

根据不同的味感特性，氨基酸可分为鲜味氨

基酸、甜味氨基酸、苦味氨基酸和无味氨基酸。其

中鲜味氨基酸对食用菌滋味的贡献较大，鲜味氨

基酸主要是天冬氨酸和谷氨酸［39］。结果表明，与

对照组相比，Na2SeO3质量分数为 5、10 mg/kg 的金

耳菌丝体的天冬氨酸质量分数分别提升了 6.91%

和 17.45%，谷氨酸质量分数分别提高了 91.52% 和

53.13%，该结果与富硒香菇相似［40］，表明添加

Na2SeO3可增强金耳的鲜味特性，富硒金耳具有作

为天然食品添加剂的潜力。

2.4.3　硒代氨基酸组成　

通过 HPLC-ICP-MS 分析金耳菌丝体的硒代

氨基酸组成 ，见图 9 和表 8。该研究鉴定到与

表 4　食药用真菌富硒能力

Table 4　Selenium enrichment capacity of typical edible and medicinal fungi

培养方式

固态培养（子实体）

液体培养（菌丝体）

食药用真菌种类

猴头菇

金针菇

杏鲍菇

蛹虫草

灵芝

平菇

松茸

黑木耳

黑皮鸡枞菌

真姬菇

大球盖菇

金耳

添加的硒化合物及其添加量

40 mg/kg Na2SeO3

20 mg/kg Na2SeO3

40 mg/kg Na2SeO3

40 mg/kg Na2SeO3

40 mg/kg Na2SeO4

10 mg/kg SeMet

200 mg/L Na2SeO3

1 mg/L Na2SeO3

30 mg/L Na2SeO3

60 mg/L Na2SeO3

5 mg/L Na2SeO3

3 mg/L Na2SeO3

150 mg/L Na2SeO3

5 mg/kg Na2SeO3

10 mg/kg Na2SeO3

富硒量/（mg/kg）

111.80

112.30

17.81

128.10

130.90

28.90

2 290.06

41.10

336.40

158.40

60.00

280.30

4 727.68

148.24

239.47

BCF/%

25.00

32.75

47.00

15.89

13.90

20.40

23.01

27.40

11.65

0.88

9.28

21.62

24.68

68.42

51.05

参考文献

［15］

［14］

［30］

［16］

［22］

［21］

［18］

［31］

［32］

［33］

［34］

本研究

表 5　金耳菌丝体的硒蛋白分析

Table 5　Analysis of selenprotein in T. aurantialba mycelia

Na2SeO3质量分数/

（mg/kg）

0

5

10

总蛋白质质量分数/

（mg/g）

347.53±1.84b

426.37±1.13a

414.42±6.34a

硒蛋白中硒质量分数/

（mg/kg）

243.18±18.13b

371.01±16.21a

注：同列不同字母代表数据差异显著（P<0.05）。

表 6　金耳菌丝体的硒多糖分析

Table 6　Analysis of selenium polysaccharides in T. aurantialba 

mycelia

Na2SeO3质量分数/

（mg/kg）

0

5

10

胞内多糖质量分数/

（mg/g）

19.72±0.18a

20.03±0.19a

20.15±0.02a

硒多糖中硒质量分数/

（mg/kg）

18.71±1.61b

49.77±2.64a

注：同列不同字母代表数据差异显著（P<0.05）。
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SeCys2、MeSeCys和 SeMet标准品保留时间相同的

3 个峰，当 Na2SeO3质量分数为 5 mg/kg 时，金耳菌

丝体中的 SeCys2、MeSeCys和 SeMet质量分数分别

为（4.66±0.18）、（0.13±0.06）和（26.46±1.98） mg/kg，

这 3 种 硒 代 氨 基 酸 总 质 量 分 数 占 富 硒 量 的

21.08%；当 Na2SeO3质量分数为 10 mg/kg 时，金耳

菌丝体中的 SeCys2、MeSeCys 和 SeMet 质量分数

分别为（27.81±1.08）、（0.89±0.19）和（75.24±2.77） 

表 7　金耳菌丝体氨基酸组成

Table 7　Amino acid composition of T. aurantialba mycelia

Na2SeO3质量分数/（mg/kg）

0

5

10

Na2SeO3质量分数/（mg/kg）

0

5

10

Na2SeO3质量分数/（mg/kg）

0

5

10

氨基酸质量分数/（g/100 g）

天冬氨酸

2.75±0.04c

2.94±0.04b

3.23±0.03a

氨基酸质量分数/（g/100 g）

酪氨酸

0.61±0.02c

0.65±0.01b

0.77±0.01a

氨基酸质量分数/（g/100 g）

脯氨酸

1.61±0.04a

1.39±0.27a

1.41±0.07a

谷氨酸

4.95±0.12c

9.48±0.01a

7.58±0.08b

半胱氨酸

0.05±0.01a

0.05±0.01a

0.03±0.01b

TAA

26.34±0.35b

32.28±0.26a

32.65±0.37a

丝氨酸

1.17±0.02c

1.25±0.01b

1.32±0.02a

缬氨酸*

1.57±0.01b

1.59±0.01b

1.79±0.02a

EAA

9.44±0.11c

9.96±0.05b

11.15±0.11a

组氨酸

0.69±0.03c

0.89±0.02b

0.98±0.01a

蛋氨酸*

0.31±0.02c

0.41±0.01b

0.48±0.01a

NEAA

16.90±0.23c

22.34±0.21a

21.49±0.26b

甘氨酸

1.39±0.01c

1.47±0.01b

1.69±0.01a

苯丙氨酸*

1.26±0.02b

1.25±0.01b

1.39±0.02a

比值

0.36±0.01a

0.31±0.01c

0.34±0.01b

EAA/TAA

苏氨酸*

1.24±0.02c

1.28±0.01b

1.38±0.02a

异亮氨酸*

1.29±0.01b

1.25±0.01c

1.46±0.01a

EAA/NEAA

0.56±0.01a

0.45±0.01c

0.52±0.01b

精氨酸

1.86±0.03b

2.37±0.01a

2.39±0.02a

亮氨酸*

2.08±0.01b

2.03±0.01c

2.30±0.02a

丙氨酸

1.83±0.04b

1.85±0.01b

2.09±0.03a

赖氨酸*

1.69±0.06c

2.15±0.04b

2.36±0.03a

注：“*”表示必需氨基酸；同列不同字母表示差异显著（P<0.05）。
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(a) 硒代氨基酸标准品的HPLC-ICP-MS图谱  
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(b) Na2SeO3质量分数为5 mg/kg时的金耳菌丝体中硒代氨基酸的HPLC-ICP-MS图谱 
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(c) Na2SeO3质量分数为10 mg/kg时的金耳菌丝体中硒代氨基酸的HPLC-ICP-MS图谱

SeMet

图 9　不同样品中的硒代氨基酸的 HPLC-ICP-MS图谱

Fig. 9　HPLC-ICP-MS chromatograms of selenium amino acids in different samples
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mg/kg，占富硒量的 43.40%，表明菌丝体中的硒代

氨基酸质量分数与的硒添加量呈正相关。不同食

药用真菌富含的硒代氨基酸类型不同。猴头

菇［15］、香菇［13］、黑木耳［11］子实体中的主要硒代氨基

酸是 SeMet；金针菇子实体中的主要硒代氨基酸是

SeMet、SeCys 和 MeSeCys［14］；真姬菇子实体的主

要硒代氨基酸是 SeMet 和 MeSeCys［12］；本研究中

金耳菌丝体中的主要硒代氨基酸是 SeMet。有研

究表明 ，SeMet 比多数其他有机硒化合物（如

SeCys2），具有更高的生物可及性［41］。MeSeCys 作

为 SeCys 的甲基化产物，是一种不参与蛋白质整

合 的 氨 基 酸 衍 生 物 。 在 硒 超 积 累 植 物 中 ，

MeSeCys 的生物合成能力与其硒耐受性呈正相

关，硒水平越高，其合成的 MeSeCys 越多，以缓解

高水平硒添加带来的负面影响。但在金耳菌丝体

中 ，MeSeCy 在 富 硒 量 中 占 比 不 到 1%，表 明

Na2SeO3 质量分数为 5、10 mg/kg 时不足以对金耳

菌丝体产生负面作用。综上，富硒金耳可以作为

一种合适的天然硒补充剂。

按照 WHO 推荐的成人硒摄入量（60 μg/d）计

算，每天摄入 400 mg 的 5 mg/kg Na2SeO3 处理的金

耳，或 250 mg 的 10 mg/kg Na2SeO3处理的金耳，即

可满足成人每日的硒需求量；在该条件下，可相应

分别摄入硒蛋白 282.24 mg 和 177.65 mg。综上，

摄入少量的富硒金耳菌粉即可满足人体对硒的需

求，因此可深入开展金耳补硒膳食补充剂的研发，

以缓解人群硒摄入不足的现状。

3　结论

该研究通过液体培养金耳菌丝体进行硒生物

强化，筛选出最适 Na2SeO3质量分数为 5 mg/kg 和

10 mg/kg，以及最适发酵时间为 7 d。通过单因素

试验及正交试验，探究了 Na2SeO3添加时间、接种

体积分数、pH 和转速对金耳菌丝体生物量、富硒

量和 BCF的影响。结果表明，当 Na2SeO3质量分数

为 5 mg/kg 时，金耳菌丝体的最佳培养条件为：

Na2SeO3 添 加 时 间 为 第 4 天 ，接 种 体 积 分 数 为

2.25%，pH 为 6，转速 150 为 r/min；当 Na2SeO3 质量

分数为 10 mg/kg 时，金耳菌丝体的最佳培养条件

为：Na2SeO3 添加时间为第 3 天，接种体积分数为

2.25%，pH 为 7，转速为 125 r/min。在 Na2SeO3质量

分数为 5、10 mg/kg 的最佳培养条件下，金耳菌丝

体富硒量分别为 148.24、239.47 mg/kg，较优化前

分别提高了 26.45%、38.71%；BCF 分别为 68.42%、

51.05%，较优化前分别提高了 53.89%、55.31%。

富硒金耳菌丝体的营养成分分析结果表明，硒主

要与蛋白质结合，与多糖的结合较少；低水平硒的

添加不仅可以维持金耳菌丝体蛋白质的营养价

值，还提高了其鲜味氨基酸水平；金耳菌丝体中的

主要硒代氨基酸是 SeMet。综上，金耳是一种优质

的硒生物强化载体，对无机硒的转化率较高且具

有丰富的营养价值，适用于开发补硒膳食补充剂。
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