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人工培养蛹虫草 C19 提取液的体外抗氧化活性研究 
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摘要：探讨人工培养的蛹虫草 C19 的生物学活性，采用化学比色法分别测定蛹虫草提取物的抗氧化活性。实验结果表明，蛹虫

草 C19 提取液具有很强还原能力。提取液为 0.12%时，对 DPPH·的清除率达到(49.74±1.83)%，对 MDA 生成的抑制率为（88.67±2.59）%；

提取液为 0.6%时，对 O2
-·的清除率为(83.22±3.07)%；提取液为 1%时，对·OH 的清除率为(69.59±2.24)%。表明人工培养的蛹虫草子

C19 可作为一种潜在的天然抗氧化剂。 
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Abstract: The biological activity of fruiting bodies of cultured Cordyceps militaris C19 was examined and the antioxidant activity of the 

extract from Cordyceps militaris was investigated by using the chemical colorimetry. The experimental results showed that the extract from C19 

fruiting bodies of cultured Cordyceps militaris had potent reducing power. When the concentration of the extract was 0.12%, its scavenging 

effect on DPPH· reached (49.74±1.83)%, and its inhibitory effect on the generation of MDA was (88.67±2.59)%. When the concentration of the 

extract was 0.6%, its scavenging effect on O2
-· reached (83.22±3.07)%. And its scavenging effect on ·OH reached (69.59±2.24)% with its 

concentration being of 1%. It was indicated that the C19 fruiting bodies of cultured Cordyceps militaris was a potential natural antioxidant. 
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活性氧（Reactive oxygen species，ROS）自由基

是一些处于激发态的含氧基团，如超氧阴离子自由基

（O2
-·）、羟基自由基（·OH）、氧有机自由基（RO·）、

有机过氧自由基（ROO·）、脂过氧自由基（LOO·）等
[1]，它们具有强烈的氧化能力，使体内的多种大分子

产生氧化变化、交联或断裂，使酶的活性丧失，损伤

DNA 可导致基因突变，引起细胞结构和功能的破坏，

导致组织损害和机体进行性退化[2]。当生物体内的自

由基产生过多或清除过慢，就会攻击各种细胞、器官

并使之受到损伤，加速机体的衰老过程并诱发各种疾

病[3]。目前抗氧化、抗自由基活性物质的研究已成为 
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生命科学研究的热门课题[2,4]。从植物和真菌等天然资

源中研究开发天然成分的抗氧化剂以取代化学合成的

抗氧化剂已成为必然趋势。 
蛹虫草(Cordyceps militaris L; Sp, PL)也称北冬虫

夏草，为子囊菌亚门（Ascomycotina）麦角菌科

（Clavicipitales）虫草属（Cordyceps）真菌[4]。从蛹虫

草中提取的活性物质具有降血压、抗氧化、抗肿瘤、

抗流感病毒及调节免疫功能等重要作用[5]。其中，多

糖是蛹虫草的主要活性成分，已经被证实可作为自由

基的清道夫，在体内防止氧化损伤中起着重要作用[5]。

近年来，由于天然蛹虫草产量有限，药源紧缺，许多

研究人员致力于人工蛹虫草的研究与开发。但由于使

用的菌株不同，栽培工艺不同，人工蛹虫草的药效也

各异。本实验采用华南农业大学食品学院石木标教授

培育的蛹虫草 C19 菌株，提取蛹虫草 C19 子实体有效

成分，采用体外实验方法，研究蛹虫草 C19 子实体提

取液在体外对超氧阴离子自由基（O2
-·）、有机自由基
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（DPPH·）、羟自由基（OH·）和脂质过氧化的清除作

用，进一步探讨蛹虫草C19抗氧化功效及其作用机理，

为开发其保健功能食品提供实验依据。 

1  材料 

1.1  仪器 
UV-2000PC-紫外可见分光光度计(上海尤尼柯仪

器有限公司)、高速冷冻离心机(德国 Eppendorf 公司)、
DUR530-核酸蛋白质自动分析仪(美国 BECKMAN)、
Eppendrof 移液器。 
1.2  材料与试剂 

蛹虫草(Cordyceps militaris)C19 菌株：华南农业大

学食品学院石木标教授提供；蛹虫草(C. militaris)C19
子实体由深圳澎源生物科技有限公司提供；

DPPH·(1,1-二苯基苦基苯肼，1,1-diphenyl-2-picry- lhy- 
drazyl)：生化试剂，Sigma；硫代巴比妥酸(TBA)、氯

化硝基四氮唑蓝(NBT)等其它试剂均为进口分装或国

产的分析纯。 
1.3  蛹虫草 C19 子实体提取液的制备 

准确称取 5 g 蛹虫草子实体粉末于三角瓶中，按

料水比(m/V)为 1:40 加入纯水 200 mL，于 100 ℃沸水

浴中回流浸提 1 h，冷却，10000 r/min 离心 10 min，
取蛹虫草上清液保存于-18 ℃，根据不同测试指标进

行不同倍数的稀释，进行体外抗氧化作用的研究。 

2  方法 

2.1  提取液对 DPPH·自由基清除作用的研究 
精确称量 1.97 mgDPPH·粉末，以无水乙醇溶解并

定容至 50 mL，即为 0.1 mmol/L DPPH 溶液，避光保

存。 
取试管数支，分别加入0.1 mmol/L DPPH·溶液1.5 

mL，分别加入稀释的蛹虫草提取液：0.2 mL、0.4 mL、
0.6 mL、0.8 mL、1.0 mL、1.2 mL，使各实验组的浓

度（m/V）为：0.02%、0.04%、0.06%、0.08%、0.10%、

0.12%，各组补加纯水至 3.0 mL。调零管为 1.5 mL 无

水乙醇加纯水至 3.0 mL。对照管为 1.5 mL 0.1 mmol/L 
DPPH·溶液加纯水至 3.0 mL。然后将各管置于 25 ℃
水浴反应 30 min，分别测 A517nm。与对照组的 A517nm

比较，便能测定提取液对 DPPH·的清除作用[6]。实验

重复三次。DPPH·自由基清除率(E%)=[(A 对照-A 样品)/A
对照] ×100%。 
2.2  提取液的还原能力测定 

实验根据物质具有的还原能力，使 Fe3+/氰化铁络

合物还原成 Fe2+形式，呈现蓝绿色[7]。取数支试管，

分别加入稀释的蛹虫草提取液：0.1 mL、0.2 mL、0.4 
mL、0.6 mL、0.8 mL、1.0 mL、1.2 mL，使各实验组

的浓度（m/V）为：0.05%、0.1%、0.2%、0.3%、0.4%、

0.5%、0.6%。各组分别加入 2.5 mL pH 6.6 的 PBS，
并加纯水至 5.0 mL。再加入 2.5 mL 1%的铁氰化钾溶

液。充分混匀，50 ℃水浴 20 min，迅速冷却。加入

2.5 mL 10%的三氯乙酸溶液，3000 r/min，离心 10 min
后，取上清液2.5 mL，补加纯水2.5 mL，加0.5 mL 0.1% 
FeCl3 溶液。充分混匀，静止 10 min。调零管为不加

FeCl3的反应液。测定吸光值 A700nm，A700nm值越大，

测定物的还原力越强。 
2.3  提取液对超氧阴离子自由基(O2·-)清除作用研究 

取数支干燥试管，分别加入稀释的蛹虫草提取

液：0.4 mL、0.6 mL、0.8 mL、1.0 mL、1.2 mL，使各

实验组的浓度（m/V）为：0.2%、0.3%、0.4%、0.5%、

0.6%。各管再分别加入 65 mmol/L 甲硫氨酸(Met) 1.2 
mL，1.273 mmol/L EDTA-Na2 溶液 0.4 mL，375 µmol/L
氯化硝基四氮唑蓝(NBT)0.67 mL，120 µmol/L 核黄素

0.7 mL。最后加 50 mmol/L pH 7.8 的 PBS 至 5.0 mL。
各组的调零管为该组同剂量的蛹虫草提取液，补加 50 
mmol/L pH 7.8 的 PBS 至 5.0 mL。分别于 4000 lx 日光

灯光照 30 min。校正管为不加样品的反应液及不进行

光照处理。对照管为不加样品的反应液于 4000 lx 日

光灯光照 30 min。各管在 560 nm 处测定吸光值（A）
[8]。实验重复三次。超氧阴离子自由基(O2·-)抑制率

（E%）＝(A 对照-A 样品)×100%/ (A 对照-A 校正)。 
2.4  提取液对羟自由基(· OH)清除作用的研究 

参考 Fenton 反应体系模型[9]。取数支试管，分别

加入稀释的蛹虫草提取液：0.25 mL、0.5 mL、1.0 mL、
2.0 mL、2.5 mL，使各实验组的浓度（m/V）为：0.125%、

0.25%、0.50%、1.0%、1.25%。各管分别加入 60 mmol/L 
H2O2溶液 0.2 mL，9 mmol/L FeSO4溶液 0.2 mL，9 
mmol/L 水杨酸-乙醇溶液 0.2 mL，补加纯水至 5.0 mL，
混匀。并以 5.0 mL 纯水为调零管，对照组为不加蛹虫

草提取液的反应液，各管于 37 ℃水浴反应 30 min，
在 510 nm 处测定 A510nm，实验做三次重复。羟自由基

(· OH)清除率（E%）=(A 对照-A 样品)×100%/A 对照。 
2.5  提取液抑制鸡肝微粒体脂质过氧化产物MDA生

成的测定 
2.5.1  鸡肝微粒体的制备 

迅速去血后的新鲜鸡肝，用生理盐水洗净后称取

适量于冰浴中研磨，0.25 mol/L 蔗糖制成 10%（m/V）
的匀浆悬浮液，5000 r/min 离心 10 min 取上清液，沉

淀再加 0.25 mol/L 蔗糖离心洗涤 1 次，合并上清液，
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于 4 ℃、10000 r/min 离心 40 min，取沉淀，悬浮于生

理盐水中。蛋白含量采用考马斯亮蓝 G250 染色法测

定[10]，使其悬液含微粒体蛋白 0.2~0.4 g/L[6]。 
2.5.2  MDA 的测定 

MDA 采用硫代巴比妥酸分光光度法测定[6]。取数

支试管，分别加入稀释的蛹虫草提取液：0.4 mL、0.6 
mL、0.8 mL、1.0 mL、1.2 mL，使各实验组的浓度（m/V）
为：0.04%、0.06%、0.08%、0.10%、0.12%。各组分

别加入 1 mL 鸡肝微粒体悬液，6 mmol/L EDTA-Fe（乙

二胺四乙酸铁钠盐）200 µL，60 mmol/mL H2O2 100 
µL，补加纯水至 2.6 mL。调零管为 2.6 mL 纯水，对

照管为不加蛹虫草提取液的反应液，校正管为 10%肝

匀浆 1.0 mL 加水至 2.6 mL。各管于 37 ℃水浴 1 h，加
15% TCA（三氯乙酸）1.0 mL 终止反应。加入 0.5% 
TBA（硫代巴比妥酸）1.0 mL，充分摇匀，于沸水浴

中显色反应 15 min，取出冷却后，离心 10000 r/min，
10 min，分别测吸光值 A532nm，实验重复三次。MDA
生成的抑制率（E%)=(A 对照-A 样品)×100%/(A 对照-A 校正)。 
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2.6  实验数据处理 
实验数据均以平均值±标准误( x ±S.E.)表示，采用

SPSS 13.0 统计软件进行邓肯氏新复极差检验，对各处

理组实验数据的统计学分析。 

3  结果与分析 

3.1  提取液对 DPPH·自由基清除作用 
稳定的 DPPH·体系是一种广泛用于评价抗氧化

剂自由基清除能力的方法。其主要原理为：溶于甲醇

的 DPPH·呈紫色，在 517 nm 处有特征性吸收峰。当

有抗氧化剂存在时，DPPH·的孤电子被配对，使其颜

色变浅，A517nm 的吸光值变小，且这种颜色的变浅程

度与配对电子数呈化学计量关系。因此，可通过 A517nm

值的测定来评价自由基的清除情况[6]。 

 
图1 蛹虫草提取液对DPPH·的清除作用 

Fig.1 DPPH·scavenging effect of extracts from C. militaris 
从图 1 可知，蛹虫草提取液对 DPPH·有一定的清

除作用。在反应体系中，蛹虫草提取液稀释后，各组

的浓度（m/V）为 0.02%、0.04%、0.06%、0.08%、0.10%、

0.12%时，对 DPPH·自由基清除率随提取液浓度的增

加而增加。当提取液的剂量为 0.12%时，对 DPPH·的
清除率达到(49.74±1.83)%。 
3.2  蛹虫草子实体提取液还原能力的测定 

在实验中，通过测定使 Fe3+/氰化铁络合物还原成

Fe2+，证实抗氧化剂的还原能力来反映其抗氧化能力。

通常样品的还原能力与其抗氧化能力呈正相关[11]。根

据还原能力的测定方法，在波长 700 nm 处测定的吸

光度越大，则样品的还原能力越强。 

 
图2 蛹虫草提取液还原能力的测定 

Fig.2 Determination of the reducing power of extracts from C. 

militaris 

从图 2 可见，在提取液的剂量为 0.05%、0.10%、

0.20%、0.30%、0.40%、0.50%、0.60%范围内，反应

体系的光吸收值 A700nm呈线性增大，表明蛹虫草子实

体提取液的还原能力逐渐增强。蛹虫草子提取液剂量

为 0.60%时，光吸收值 A700nm为 0.435±0.035。这说明

了蛹虫草子提取液的还原能力很强。 

3.3  提取液对超氧阴离子自由基(O2
-·)的清除作用 

 
图3 蛹虫草提取液对超氧阴离子(O2

-·)的清除作用 

Fig.3 O2
-· scavenging effect of extracts from C. militaris 

从图 3 可知，蛹虫草提取液对 O2
-·有清除作用，

在提取液的剂量为 0.2%、0.3%、0.4%、0.5%、0.6%
范围内，对 O2

-·清除作用的强度随提取液剂量的增加



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2011, Vol.27, No.1 

而增加，其中，蛹虫草提取液为 0.3%时，对 O2
-·的清

除率为（40.19±3.78）%；当蛹虫草提取液为 0.6%时，

对 O2
-·的清除率为（83.22±3.07）%。 

3.4  提取液对羟自由基(·OH)清除作用的研究 
从图 4 可知，蛹虫草提取液对·OH 有清除作用，

且清除作用的强度随提取液浓度增加而增加。当提取

液的剂量分别在 0.25%时，对 ·OH 的清除率为

（35.79±3.63）%；当提取液的剂量为 1%时，对·OH
的清除率为(69.59±2.24)%。 

 
图4 蛹虫草提取液对羟基自由基(·OH)的清除作用 

Fig.4 ·OH scavenging effect of extracts from C. militaris 

3.5  提取液对 FeSO4和 H2O2诱导的鸡肝微粒体脂质

过氧化物 MDA 生成的影响 
脂质过氧化是自由基损伤组织的重要方式，MDA

是脂质过氧化反应的主要产物。本实验利用 Fenton 反

应产生·OH 自由基诱导肝微粒体发生脂质过氧化反

应，而其产物 MDA 可通过硫代巴比妥酸（TBA）法
[1]测定。 

 
图5 蛹虫草提取液对MDA的抑制作用 

Fig.5 Inhibition effect of extracts of C. militaris on MDA 

由图 5 可知，加入蛹虫草提取液后，由于 Fenton
反应体系生成的·OH 导致脂质过氧化产物 MDA 的量

减少，说明蛹虫草提取液能显著抑制 Fenton 的

Fe2+-H2O2反应体系产生·OH，从而抑制鸡肝微粒体脂

质过氧化反应的进行。当提取液的剂量分别为 0.1%、

0.12% 时 ， 对 MDA 生 成 的 抑 制 率 分 别 为

（75.02±5.23）%、（88.67±2.59）%。 

4  结论 

DPPH· (1,1-二苯基苦基苯肼；1,1-diphenyl-2- 
picrylhydrazyl)是一种脂溶性的稳定自由基，DPPH·可
以接受自由基清除剂提供的电子或氢，从而形成稳定

分子。DPPH·分析法被广泛用于检测自由基清除的研

究，评价实验样品的抗氧化能力[2]。吕国英等[12]研究

表明蛹虫草无性型菌丝体的水提取液对 DPPH·清除

率为 89.20%。顾宇翔等[13]研究表明天然和发酵蛹虫草

水提物 DPPH·自由基清除率分别为 82.4%和 90.6%，

然而它们相应的醇提物却基本没有清除 DPPH·自由

基活性。本实验结果显示蛹虫草 C19 子实体提取液对

DPPH·的清除率为(49.74±1.83)%（图 1），这说明人工

栽培蛹虫草子实体提取物具有一定的清除 DPPH·自
由基的能力。蛹虫草提取液中的主要成分是多糖，多

糖化合物中含有多羟基团，具有氧化还原性质，在反

应中可作为氢原子供体，使 DPPH·还原为 DPPH-H。

在吸取与中和自由基中发挥重要作用，可淬灭单线氧

和三线氧，分解过氧化物，从而使多糖等提取物具有

抗氧化活性[14]。 

O2
-·、·OH 是体内最活泼的活性氧，可损伤蛋白

质、核酸、脂质等多种生物大分子，尤其对脂质过氧

化的作用最强。通常以 MDA 作为脂质过氧化物和氧

化应激的指标，检测 MDA 的生成量就可以衡量脂质

过氧化的程度[2]。据报道，蛹虫草无性型菌丝体水提

物对 O2
-·清除率为 5%[12~13]，表明蛹虫草无性型菌丝

体的水和醇提取物清除 O2
-·能力均较弱。而对·OH 的

清除率有的为 89.6%[12]，有的为 44.5%[13]；天然冬虫

夏草和天然蛹虫草水提物的 ·OH 清除率分别为

70.9%、84.9%[13]。本实验中，蛹虫草 C19 子实体提取

液对 O2
-·的清除率为（83.22±3.07）%（图 3），对·OH

的清除率为（69.59±2.24）%（图 4），同时能够抑制·OH
所致的 MDA 生成，其抑制率为（88.67±2.59）%（图

5）。表明蛹虫草 C19 子实体提取液具有较高清除自由

基 O2
-·、·OH 的活性，有效抑制脂质过氧化作用。蛹

虫草 C19 子实体提取液具有清除 O2
-·、·OH 自由基活

性与其的抗氧化活性有关。其抗氧化作用的机理：提

取液中多糖等的碳氢链上氢原子可与·OH 快速地结合

成水，多糖的碳原子上则留下一个单电子，成为碳自

由基，进一步氧化形成过氧自由基，最后分解成对机

体无害的产物。同时在 Fenton 反应体系中，多糖可与

金属离子如 Fe2+络合，降低具有催化活性的中间态金

属离子的含量，从而抑制·OH 产生[15]。多糖可与 O2
-·发

48 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2011, Vol.27, No.1 

49 

生氧化反应，以达到清除的目的。 
研究表明具有抗氧化活性的物质如黄酮、黄酮醇

类、多糖及聚合酚类等在还原力试验过程中，通过提

供电子可阻断 Fe2+向 Fe3+的转变，表现出一定的还原

能力；同样也可以通过提供电子或氢原子给自由基，

自身成为较稳定的共振自由基又可去结合其他自由

基，表现出抗氧化活性[7]。还原能力是抗氧化剂提供

电子能力的重要指标，还原能力与抗氧化活性之间有

着密切的关系。本实验结果显示蛹虫草 C19 子实体提

取液具有较强的还原力（图 2），同时也具有较强的清

除自由基 O2
-·、·OH 和抑制脂质过氧化的能力（图 3、

图 4、图 5）。可见，蛹虫草 C19 子实体提取液富含多

种活性成分如虫草多糖、虫草素、虫草酸等，其抗氧

化作用模式主要是通过终止自由基的产生能力，抑制

脂质过氧化物的生成，以及提供氢离子从而起到还原

作用的能力共同实现的。因此，蛹虫草 C19 子实体提

取物的良好抗氧化性能，是一种天然的抗氧化剂，具

有广阔的应用前景。 
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