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蛹虫草液体发酵产物冻干粉的抗氧化活性及保肝作用 

侯金鑫，张金秀，赵晓静，段硕楠，刘红霞，管振龙，王立安* 
河北师范大学 生命科学学院，河北 石家庄  050024 

摘  要：目的  研究蛹虫草液体发酵产物冻干粉的抗氧化活性及保肝作用。方法  采用真空冷冻干燥的方法将蛹虫草液体发

酵产物制成干粉并对冻干粉主要成分进行分析测定，通过 DPPH 自由基清除实验和衰老小鼠模型验证蛹虫草发酵产物冻干

粉的抗氧化活性，通过小鼠急性肝损伤实验研究冻干粉的保肝作用，采用急性毒性试验验证冻干粉的安全性。结果  蛹虫草

发酵产物冻干粉含丰富的粗纤维、粗多糖、粗三萜及黄酮类物质。蛹虫草发酵产物冻干粉对 DPPH 自由基的半数有效浓度

（EC50）为 8.12 mg/mL，在 16 mg/mL 时对 DPPH 自由基的清除率为 61.56%，与 0.02 mg/mL 的维生素 C（Vc）清除能力相

当；蛹虫草发酵产物能显著提高衰老模型小鼠血清和肝脏中的总超氧化物歧化酶（T-SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-px）
活力水平，降低丙二醛（MDA）含量，高剂量组的抗衰老效果与阳性药 Vc 组的抗氧化能力相当。小鼠急性肝损伤试验结果

显示，冻干粉能有效降低模型组小鼠血液中门冬氨酸氨基转移酶（AST）与丙氨酸氨基转移酶（ALT）水平（P＜0.05）。冻

干粉的半数致死量（LD50）远大于国家无毒标准 15 g/kg，属于无毒级别。结论  蛹虫草发酵产物具有良好的抗氧化活性和

保肝作用，且安全无毒。 
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Anti-oxidative activity and hepatoprotective effect of lyophilized powder of liquid 
fermentation products from Cordyceps militaris 
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Abstract: Objective  To test the anti-oxidative activity of lyophilized powder of liquid fermentation products from Cordyceps 
militaris. Methods  The lyophilized powder of liquid fermentation products from Cordyceps militaris was prepared by freezing and 
drying process, then, the anti-oxidative capacity of lyophilized powder was measured by DPPH tests in vitro and the aging mouse 
model was induced by D-galactose in vivo. Results  The results indicated that the EC50 value of the lyophilized powder on scavenging 
DPPH free radical activity was 8.12 mg/mL, comparing to Vitamin C (Vc), and the scavenging DPPH activity of the lyophilized 
powder with the concentration of 16 mg/mL was equal to that of 0.02 mg/mL Vc; The aging mice model tests indicated the lyophilized 
powder could effectively improve the levels of total superoxide dismutase (T-SOD) and glutathione peroxidase (GSH-px), reduce the 
level of malondiadehyde (MDA) in serum and liver of aging mice (P < 0.05). The acute liver injury test results showed that the 
lyophilized powder could effectively reduce the contents of aspartate transaminase (GOT) and glutamic-pyruvic transaminase (GPT) in 
serum of mice with acute liver injury (P < 0.05). Toxic tests indicated that the lyophilized belonged to the Non-toxic level. Conclusion  
The Cordyceps militaris liquid fermentation products as a safety food have strong anti-oxidative activity and hepatoprotective effect. 
Key words: Cordyceps militaris; lyophilized powder; anti-oxidation; mouse model; hepatoprotection; acute toxicty 
 

蛹虫草 Cordyceps militaris L. Link 是一种优质

的食药用真菌，其子实体不仅营养成分丰富，还含

有虫草素[1]、虫草多糖[2]、腺苷[3]等天然活性成分，

具有抗氧化、抗衰老、益肾、抗癌等功效[4-6]，与冬

虫夏草的药效相当，是冬虫夏草良好的替代品[7]。

随着液体发酵技术在食用菌领域的应用，通过液体 
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发酵蛹虫草可以在短时间内获得大量的蛹虫草液体

发酵产物。研究表明，蛹虫草发酵液、菌丝体中含有

多种功能性成分，如虫草多糖、虫草素、腺苷等[8-10]。

如用液体发酵产物作原料开发保健产品，不仅可克

服子实体原料来源复杂、产品质量难以保证的不足，

而且生产成本更低。本文参照保健食品注册管理办

法[13]，以蛹虫草液体发酵产物冻干粉为材料，通过

DPPH 自由基清除试验和衰老小鼠模型试验检测了

冻干粉的抗氧化活性；通过 CCl4 致小鼠急性肝损伤

实验检测了冻干粉的保肝作用；通过小鼠急性毒理

实验检测了冻干粉的食用安全性。 
1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  供试小鼠与菌种  蛹虫草 Cordyceps militaris
菌种由河北师范大学真菌生化与分子生物学实验室

保藏。 
昆明种小鼠购自河北医科大学动物中心，合格

证编号：1310064。体质量 18～20 g，健康、雄性。 
1.1.2  试剂  大豆蛋白粉（食品级，镇江市尚谷食

品有限公司提供）；葡萄糖、DPPH、CCl4、无水乙

醇、无水乙醇、D-半乳糖、亚硝酸钠、硝酸铝、氢

氧化钠、苯酚、浓硫酸均为国产分析纯；芦丁

（≥91.7%，中药固体制剂研究中心）、齐墩果酸

（≥98%，中药固体制剂研究中心）、T-SOD、

GSH-px、MDA、GOT、GPT 试剂盒购于南京建成

生物工程研究所。 
1.1.3  仪器  FA1104 型电子天平（上海精密科学仪

器有限公司），ZHQ—100 型 100 L 气升式发酵罐（镇

江中恒生物工程设备有限公司），JM—L50 型胶体

磨（浙江惠合机械设备有限公司），GJJ 型均质机（浙

江惠合机械设备有限公司），ALPHA Ⅰ—6 型真空

冷冻干燥机（西德 CHRIST 公司），B—260 型恒温

水浴锅（上海亚荣生化仪器厂）。MK3 酶标仪（美

国 Thermo），756MC 型紫外可见分光光度计（上海

菁华科技有限公司）。 
1.2  方法 
1.2.1  蛹虫草液体发酵产物冻干粉的制备 

（1）蛹虫草液体发酵产物制备  按常规方法获

得液体菌种后，以 3.5%接种量接种于 100 L 发酵罐

中发酵培养。发酵培养基为：葡萄糖 20 g/L、大豆

蛋白粉 8 g/L。发酵参数为：装料系数 0.7，温度 25 
℃，通气量 1∶0.4，培养 5 d。 

（2）发酵产物破碎条件  获得的含菌丝体发酵

产物经胶体研磨处理（2 900 r/min，0.3 L/min），再

经高压均质机处理（40 MPa，体积流量 0.5 L/min），
得发酵产物匀浆。 

（3）冻干粉的制备  将发酵产物匀浆离心（5 000 
r/min，10 min）处理后，上清液经减压蒸馏（45 ℃）

浓缩获得蒸馏产物。与离心获取的沉淀混合后，于

真空冷冻干燥机中冻干处理（−50 ℃，72 h）。冻干

物研磨后即得冻干粉。 
（4）计算冻干粉的产率。 
冻干粉产率＝冻干粉质量/发酵液体积 

1.2.2  DPPH自由基清除能力实验[14]  用D2O将冻

干粉配制成 16 mg/mL 的母液，超声 20 min 后离心

（10 000 r/min，10 min），取上清液进行检测。 
在 96 孔板内分为：样品空白组加 100 μL 不同

浓度的样品液和 100 μL 无水乙醇；药品空白组加

100 μL 纯水和 100 μL DPPH 溶液。实验组每组设置

5 个梯度（1、2、4、8、16 mg/mL）分别加入 100 μL
不同浓度的样品溶液和 100 μL 浓度为 2×10−4 
mol/L 的 DPPH 溶液，混合均匀，暗反应 30 min，
517 nm 下测定各组吸光度（A）值。每组做 3 个重

复。同时以 Vc（0.01、0.02、0.04、0.08、0.16 mg/mL）
做阳性对照，按以下公式计算清除率。 

清除率＝（A0−Ai−Aj）/A0 

式中：A0为 DPPH 对照组吸光度值；Ai 为实验组吸光度

值；Aj 为样品空白组吸光度值。 

1.2.3 小鼠抗衰老实验[15]  选用 18～22 g 雄性昆明

小鼠 60 只，适应性饲养一周后随机分为空白对照

组、模型组、阳性对照组（Vc）和蛹虫草冻干粉高、

中、低剂量（400、200、100 mg/kg）组，每组 6 只。

空白对照组每日 sc 等量生理盐水；模型组和给药组

sc 剂量为 300 mg/(kg·d)的 D-半乳糖。Vc 组给予 100 
mg/kg，小鼠每天 ig 1 次。空白对照组和模型组每

日 ig 等量生理盐水，连续 4 周。摘眼球取血，生理

盐水灌流后取肝脏。按照试剂盒的方法检测小鼠血

清和肝脏组织中的 T-SOD、GSH-pX 和 MDA 的量。 
1.2.4  CCl4 致小鼠急性肝损伤实验[16]  取健康小

鼠 60 只，适应性饲养一周后随机分为空白对照组、

模型组、阳性对照组（联苯双酯）和高、中、低剂

量组，每组 10 只。空白对照组和 CCl4 模型组每天

ig 等量的生理盐水溶液；阳性对照组每天 ig 联苯双

酯滴丸 150 mg/kg，高、中、低剂量组 ig 样品剂量

分别为 400、200、100 mg/kg，每日 ig 给药 1 次，

连续 7 d，末次给药 1 h 后，CCl4 组 ip 0.1% CCl4 油
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溶液 0.1 mL/10 g，20 h 后摘眼球取血。微板法检测

血清中的 ALT 和 AST。 
1.2.5  急性毒性试验  取体质量在18～20 g雄性小

鼠 30 只，随机分为 10、15、20 g/kg 3 个剂量组，

每组 10 只，适应性饲养 1 周后。分两次 ig 给药，

间隔 0.5 h，观察两周，记录中毒和死亡情况。 
1.3  统计学处理 

采用 SPSS17.0 软件进行统计学分析。 
2  结果与分析 
2.1  蛹虫草液体发酵产物冻干粉得率 

获得的蛹虫草液体发酵产物冻干粉得率为

18.481 g/L。 
2.2  DPPH 自由基清除率实验结果 

采用 DPPH 自由基清除实验验证蛹虫草液体发

酵产物冻干粉体外抗氧化活性，结果见表 1。随着

冻干粉的浓度增大清除自由基能力越来越强，并呈

现一定的量效关系。说明冻干粉在较高浓度下具有

较强的清除自由基能力。在实验浓度范围内，冻干粉

在浓度为 16 mg/mL 时，自由基清除率高达 61.56%，

相当于阳性对照 Vc 剂量 0.02 mg/mL 的清除作用。

冻干粉清除 DPPH 自由基的 EC50 为 8.12 mg/mL。 

2.3  蛹虫草液体发酵产物冻干粉体内抗氧化活性 
蛹虫草液体发酵产物冻干粉 ig 给予 D-半乳糖

模型小鼠后，小鼠血清、肝脏中 T-SOD、GSH-px
活力以及 MDA 水平变化测定结果分别见表 2、3。 

表 1  蛹虫草发酵产物冻干粉对 DPPH 自由基的清除率 
( ± = 3x s n, ) 

Table 1  DPPH· scavenging activity of lyophilized powder  
of C. militaris liquid fermentation product  
( ± = 3x s n, ) 

组别 
质量浓度/ 

(mg·mL−1) 
清除率/% EC50/(mg·mL−1)

1 28.69±1.18 8.120 

2 30.89±1.41  

4 34.80±3.49  

8 50.81±2.00  

蛹 虫草 冻

干粉 

16 61.56±2.95  

Vc 0.01 49.79±1.46 0.007 

 0.02 73.52±1.94  

 0. 04 82.63±1.20  

 0.08 86.33±0.32  

 0.16 88.67±1.20  

表 2  对小鼠血清中 T-SOD、GSH-px 活力及 MDA 水平的影响 ( ± = 10x s , n ) 
Table 2  Activities of T-SOD andGSH-px and content of MDA in serum of mice in each group ( ± = 10x s , n ) 

组 别 剂量/(mg·kg−1) T-SOD/(U·L−1) GSH-px/(U·L−1) MDA/(nmol·mL−1) 

对照 — 104.31±5.06 360.70±34.32# 2.68±0.51 

模型 — 49.45±16.09* 204.11±27.78 4.49±0.61* 

阳性对照 100 108.92±12.99# 438.56±64.60# 2.81±0.70# 

冻干粉 400 109.36±18.36# 413.20±35.57*# 2.95±0.42# 

 200 95.98±13.62# 346.39±52.52#∆ 3.45±0.56# 

 100 75.56±8.18*#∆ 259.17±34.37#∆ 3.90±0.48*# 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与高剂量组比较：∆P＜0.05，下表同 
*P < 0.05 vs control group; #P < 0.05 vs model group; ∆P < 0.05 vs high dose group, same as below 

表 3  对小鼠肝脏中 T-SOD、GSH-px 酶活力及 MDA 水平的影响 ( ± = 10x s , n ) 
Table 3  Activities of T-SOD and GSH-px and content of MDA in liver of mice in each group ( ± = 10x s , n ) 

组 别 剂量/(mg·kg−1) T-SOD/ (U·mgprot−1) GSH-px/ (U·mgprot−1) MDA/ (nmol·mgprot−1)

对照 — 402.80±38.36 263.84±15.79 2.75±0.74 

模型 — 238.83±25.46* 206.31±8.03* 4.88±1.04* 

阳性对照 100 389.68±37.18# 323.56±58.11*# 3.83±0.66# 

冻干粉 400 406.81±44.84# 325.12±45.94*# 3.67±0.61# 

 200 351.02±49.48*# 287.72±68.68# 3.93±0.83*# 

 100 291.38±36.07*#∆ 273.62±37.31#∆ 4.55±0.87*#∆ 
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模型组与空白对照组相比，小鼠血清、肝脏中

的 T-SOD、GSH-px 的酶活力均显著下降，MDA 水

平显著上升，且差异显著（P＜0.05），说明造模成

功。模型组与 Vc 组相比，差异显著（P＜0.05），
说明 Vc 能抵抗由 D-半乳糖引起的衰老现象。由表

2 可知，与模型组相比，冻干粉中、高剂量组均能

使血清中 T-SOD 的酶活力显著提高；冻干粉 3 个剂

量组均能使血清中 GSH-px 的酶活力显著提高，使

MDA 含量显著降低。高、中、低 3 个剂量组组间

相比，高剂量组在提升小鼠血清中 T-SOD 方面显著

高于低剂量组（P＜0.05），GSH-px 酶活力显著高于

中、低剂量组（P＜0.05）；降低小鼠血清中 MDA 水

平方面，高、中、低剂量组之间无显著差异。由表 3
可知，冻干粉高、中、低 3 个剂量组均能使肝脏中的

T-SOD、GSH-px 活力显著提高，使 MDA 水平明显

降低（P＜0.05）。3 个剂量组相比，高剂量小鼠肝

脏中 T-SOD、GSH-px 酶活力显著高于低剂量组；

MDA 含量高剂量组显著低于低剂量组（P＜0.05）。 
高剂量组与 Vc 组比较，试验组小鼠血清中

T-SOD，肝脏中 T-SOD、GSH-px 酶活力水平高于

Vc 组，肝脏中 MDA 含量低于 Vc 组，说明蛹虫草

高剂量组在提高体内抗氧化活力方面优于 Vc 剂量

在 100 mg/kg 时的抗氧化能力。 
2.4  冻干粉的保肝作用 

表 4 结果表明，不同剂量蛹虫草液体发酵产物

冻干粉对 CCl4 致急性肝损伤小鼠的保护作用。小鼠

经过注射 CCl4 后，血清中的 AST 和 ALT 的量明显

升高，与空白对照组比较差异显著（P＜0.05），说

明小鼠急性肝损伤模型造模成功。模型组与阳性对

照组（联苯双酯滴丸）相比，联苯双酯滴丸能明显

的降低小鼠血清中 AST 和 ALT 水平（P＜0.05），
说明联苯双酯滴丸具有较好的保肝作用，但各实验

组与空白组相比，小鼠血清中 AST 和 ALT 水平均

高于空白组，说明由 CCl4造成的肝损伤很难恢复原

状。实验组与模型组相比，高、中、低 3 个剂量组

均能有效降低小鼠血清中 AST 和 ALT 水平（P＜
0.05），并且随着剂量的增加作用逐渐加强，呈现一

定的量效关系。与阳性对照组对比，AST 冻干粉各

个剂量组与阳性组相比，差异显著，说明蛹虫草液

体发酵产物的保肝效果没有联苯双酯的效果好。 

表 4  对小鼠血清中 AST 与 ALP 酶活力的影响 ( ± = 10x s , n ) 
Table 4  Activities of AST and ALT in serum of mice in each group ( ± = 10x s , n ) 

组 别 剂量/(mg·kg−1) AST/(U·L−1) ALT/(U·L−1) 

对照 — 33.03±8.62 15.62±7.50 

模型 — 198.05±55.71* 167.54±47.87* 

联苯双酯滴丸 150 48.69±16.09*# 48.60±7.123* 

冻干粉 400 53.10±27.81*# 82.48±15.06*#∆ 

 200 93.61±31.85*#∆▲ 109.92±32.63*#∆ 

 100 184.59±59.49*#▲▼ 149.31±6.70*∆▲ 

与对照组比较：*P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与阳性对照组比较：∆P＜0.05。与高剂量组比▲P＜0.05；与中剂量组比▼P＜0.05 
*P < 0.05 vs control; #P < 0.05 vs model; ∆P < 0.05 vs Vc. ▲P < 0.05 vs high dose group; ▼P < 0.05 vs middle dose group 

2.5  急性毒性试验结果 
3 个剂量组小鼠均无中毒、死亡现象，蛹虫草

发酵产物的 LD50 大于国家无毒标准 15 g/kg，属于

无毒级别，说明蛹虫草液体发酵产物安全可食用。 
3  讨论 

此前有报道蛹虫草子实体能有效提高 D-半乳

糖衰老小鼠脑组织中 SOD、GSH-px 酶活性的作用

从而验证了蛹虫草子实体的抗氧化作用[17]。本研究

通过体外实验和衰老小鼠实验证明了蛹虫草液体发

酵产物具有较强的抗氧化活性，冻干粉质量浓度在

16 mg/mL 时对 DPPH 自由基的清除率为 61.65%，

与 Vc 浓度在 0.02 mg/mL 时的清除能力相当；青年

小鼠长期注射 D-半乳糖能够导致小鼠代谢紊乱，器

官、系统功能减退从而导致小鼠产生衰老现象[18]，

当衰老小鼠 ig 蛹虫草液体发酵产物冻干粉后，能有

效提高衰老小鼠血清及肝脏中的 T-SOD 和 GSH-px
活力水平，降低 MDA 含量，从而达到抗衰老的   
作用。 

本研究还证实了蛹虫草液体发酵产物冻干粉具

有抵抗 CCl4致小鼠急性肝损伤的作用。冻干粉剂量

在 400 mg/kg 时能有效抵抗 CCl4致小鼠的肝损伤，

降低小鼠血清中的 ASP 和 ALT 的量，且与阳性组
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差异不显著。这一结果与朱雅红等[19]研究的蛹虫草

多糖对 CCl4 诱导大鼠原代肝细胞损伤具有直接保

护作用基本相同。 
研究结果证实了以大豆蛋白粉为培养基发酵的

蛹虫草液体发酵产物是安全无毒可食用的，符合保

健品注册管理办法的要求。蛹虫草液体发酵产物可

以作为抗氧化保健品的原料，在功能性饮料和保健

胶囊方面具有较好的应用前景。 
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