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蛹虫草退化梯度的建立及退化过程中 

相关分子机制的变化 
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摘要：该研究以实验室人工栽培模拟工业生产工艺，对蛹虫草菌株 ZGCM 进行重复传代培养，人为建立了 1 至 7 代的菌种退化

梯度株系，以探究蛹虫草退化过程中的形态变化规律及其内在分子机制的变化。实验结果表明，ZGCM 菌株自第 2 代开始退化，至

第 6 代基本不产生子实体。培养基残糖含量随退化梯度菌种代际数目的上升而呈下降趋势，第 5 代与第 1 代相比下降了 62.40%。培

养基残余蛋白质含量在第 2 代下降后出现回升，提示蛹虫草菌株随着传代次数的上升，吸收外界氮源的能力持续下降。以 qRT-PCR

法测定过往报道中发现的 14 个转录水平变化趋势与蛹虫草退化代际数目呈线性相关的基因，结果表明仅有 CCM_04090 基因的表达

量呈上升趋势，第 5 代与第 1 代相比提高了 39.60%，与过往报道一致。其他基因均无显著变化。以 HPLC 法测定静臵液体发酵液中

的虫草素含量，发现其随着传代次数的上升而下降。静臵发酵 30 d 时，第 5 代与第 1 代相比虫草素产量下降了 74.56%。结果表明蛹

虫草菌株退化会对子实体产量和虫草素含量等两大产品品质核心因素造成负面影响。 
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Abstract: Repeated subculture of the Cordyceps militaris strain ZGCM was performed in the laboratory to simulate strain degeneration during 

industrial cultivation. A gradually degenerated strain line was built over seven generations to explore the morphological changes and internal 

molecular mechanisms of degeneration. The results showed that strain ZGCM degenerates from the second generation, with no fruiting bodies 

observed by the sixth generation. The residual sugar in the culture medium is reduced over each generation, with sugar content decreasing by 62.40 % 

in the fifth generation as compared to the first generation. Furthermore, the residual protein content of the medium increased after the second 

generation, suggesting that the ability of C. militaris to absorb nitrogen from external sources declines continuously. The transcription levels of 14 

differentially expressed genes that were linearly related to C. militaris generation were measured using qRT-PCR. However, only the CCM_04090 

gene showed increased expression with each generation, increasing by 39.60 % in the fifth generation as compared to the first generation, which is  
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consistent with previous reports, and no significant changes were observed for other target genes. According to the HPLC results, cordycepin 

production exhibited a general decline over each generation and, after 30 days of fermentation, fifth generation cordycepin production decreased by 

74.56 % as compared to the first generation. The results indicated that strain degeneration has a negative impact on not only the production of fruiting 

bodies, but also on cordycepin production, both of which are core quality indicators of C. militaris products. 

Key words: Cordyceps militaris; degeneration gradient; cordycepin; quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

 

蛹虫草（Cordyceps militaris）是一种有着长久食

用历史的珍贵食药用真菌，在中国及周边东南亚国家

被广泛使用[1]。蛹虫草子实体含有丰富的虫草素、喷

司他丁、虫草多糖[2,3]、蛋白质、虫草酸、甾醇类、核

苷类化合物、类胡萝卜素以及微量元素[4]。其中，虫

草素是蛹虫草中特有的核心生物活性物质，具有抗肿

瘤、抗氧化等功效[5,6]。对于新冠肺炎，虫草素也有很

好的抗病毒活性[7]。人工培育的蛹虫草中含量较高[8]，

可以达到 12.82 mg/g
[9]，目前主要以固体发酵和液体静

置发酵为主[10]。此外，蛹虫草所含有的虫草多糖具有免

疫调节、抗肿瘤、抗氧化、抗炎等生物活性[11]，且蛹虫

草所含的氨基酸种类包含人体所有必需氨基酸[12,13]。 

目前蛹虫草已实现人工栽培，人工栽培的蛹虫草

子实体与野生蛹虫草形态和有效成分一致，且培养效

率高，技术难度小，投资成本低，产量高，能够代替

野生蛹虫草更好地满足市场对蛹虫草日益增长的需  

求[14]。然而，蛹虫草在人工继代培养和菌种保存过程

中普遍存在退化现象，严重制约了蛹虫草产业的发展，

并且带来巨大的经济损失和资源浪费[15]。退化的蛹虫

草菌种通常表现出气生菌丝旺盛[16,17]、生长速度减  

慢[18]、见光不转色[19]、形成黄色渗出液[20]、形成扇形

突变区[21]、分生孢子产生减少、原基数量减少、菌丝

和分生孢子形态发生改变、次生代谢产物含量减少等

现象[22]。另外，蛹虫草退化菌株的纤维素酶活性、淀

粉酶活性以及胞外多糖含量都低于蛹虫草正常菌株，

但退化菌株的胞内多糖含量高于正常菌株[18]。与未退

化菌株相比，退化菌株的脱色率下降、液体培养基的

pH 值升高[23]。菌种退化是一个复杂，由多因素作用

下的过程。迄今为止，蛹虫草退化这一难题尚未解决，

其退化的分子机制尚不清楚。其中遗传背景是决定因

素，表型变异和活性物质含量降低是菌种退化的主要

表现形式[18]。 

本研究以实验室人工栽培模拟蛹虫草工业生产，

建立了实验室蛹虫草品种ZGCM的1至7代梯度退化

菌种库。通过测定蛹虫草在退化过程中对培养基中糖

类和蛋白质类的吸收和利用能力的变化，14 种已报道

与蛹虫草退化相关基因的表达水平变化，以及虫草素

产量的变化，探究蛹虫草退化产生的表观现象及其内

在机制，为解决蛹虫草产业中的菌种退化现象提供新

的研究思路。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

ZGCM菌株购自山东省宁阳县海鑫生物有限公司。 

1.2  仪器与设备 

T20 PCR 仪，杭州朗基科学仪器有限公司；

JJ1000Y 电子天平，广州绿向生物科技有限公司；

ME104E/02 电子分析天平，梅特勒-托利多仪器（上海）

有限公司；DYY-6C 电泳仪，北京六一生物科技有限

公司；GelDoc XR+凝胶成像仪，美国伯乐（BIO-RAD）

公司；MK-20 金属浴锅，杭州奥盛生物科技有限公司；

PB-10 pH 计，德国赛多利斯；ND-1000 Nanodrop，美

国 Nanodrop 公司；XW-18DL 涡旋振荡器，杭州齐威

仪器有限公司；MICRO STAR 17R 小型冷冻离心机，

美国VWR公司；Eppendorf/5804R大型台式冰冻离心，

德国艾本德生物科技有限公司；LTX-320 生化培养箱，

上海一恒科学仪器有限公司；SKJH-1109 超净工作台，

上海苏坤实业有限公司；ULT1386-3-V6 -80 ℃冰箱，

美国赛默飞世尔（ThermoFisher）公司；YX-280D 手

提式压力蒸汽灭菌锅，合肥华泰医疗设备有限公司；

LC-2030 高效液相色谱仪，日本岛津制作所。 

1.3  实验方法 

1.3.1  退化梯度的建立 

取 100 μL 第一代的 ZGCM 菌株平板取得的孢子

液涂布于 PPDA 平板，暗培养（25 ℃）2~3 d 后，明

暗交替培养 5~7 d（33%光照强度，单个明暗培养循环

包含 12 h 的光照培养和 12 h 的暗培养），获得第二代

菌株平板。取 200 μL 孢子液于 PSDB 液体培养基震荡

培养 4~5 d，待液体呈粘稠状，取 3 mL 接种至大米培

养基栽培。25 ℃暗培养 2~3 d 后，待平板表面覆盖一

层白色菌丝，转移至光照培养箱继续进行明暗交替培

养（25 ℃，33%光照强度，单个明暗培养循环包含 12 h

的光照培养和 12 h 的暗培养）。3 周后获得第三代蛹虫

草子实体。重复以上步骤，得到蛹虫草全部 1~7 代的

菌株平板和子实体。 
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1.3.2  蛹虫草子实体 RNA 的提取 

用灭菌的剪刀剪取子实体，加入液氮研磨后，尽

快用药勺取半勺子实体粉末至 1.50 mL 离心管。加入

300 μL 抽提液（10×STE Buffer，m=10% SDS，dd H2O

按 2:1:7 的比例混合）和 600 μL PCI，涡旋 30 s，冷冻

离心处理（4 ℃，14 000 r/min，5 min）。吸取 220 μL

上清液至新的 1.50 mL 离心管，加入等量 PCI，涡旋

20 s，冷冻离心（4 ℃，14 000 r/min，5 min）。吸取

200 μL 上清液至新的 1.50 mL 离心管，加入 20 μL 的

NaAc，轻轻混匀，再加入 440 μL 无水乙醇，用移液

枪吹打混匀，于-20 ℃沉淀 30 min。沉淀结束后，冷

冻离心（4 ℃，14 000 r/min，5 min）。去上清，加入

200 μL φ=70%乙醇进行洗涤，冷冻离心（4 ℃， 

14 000 r/min，5 min）。去上清，放置在空气中挥发乙

醇，加入适量超纯水溶解后，通过琼脂糖凝胶电泳检

测提取效果。 

1.3.3  残余总糖测定 

依照国标方法（GB/T 15672-2009）测定残余总糖：

将培养基放置在玻璃平板中，置于 101~105 ℃烘箱中，

加热 1 h 后，在干燥器中冷却 0.50 h。用剪刀剪成小块，

在 80 ℃干燥箱中烘至发脆，冷却后立即粉碎。称取

约 0.25 g 样品，使其恒重，计算其含水率。加入浓硫

酸和水在 100 ℃中水解 3 h，冷却过滤后将滤液和洗液

用水定容至 250 mL 作为样品测试液。分别吸取 0、

0.20、0.40、0.60、0.80、1 mL 的葡萄糖标准溶液补水

至 1 mL。向试管加入 1 mL m=5%苯酚溶液，快速加入

5 mL 浓硫酸，反应静置 10 min。涡旋混合后置于 30 ℃

中反应 20 min。取适量反应液在 490 nm 处测吸光度，

以葡萄糖质量浓度为横坐标，吸光度为纵坐标，制定

标准曲线。准确吸取样品测试液 0.20 mL，补水至 

1 mL，按照以上步骤操作，以空白溶液调零，测得吸

光度，以标准曲线计算总糖含量。 

样品中总糖含量以质量分数 W 计，数值以百分率

（%）表示，按下式计算。 

 

-6

1 1

2 2

10
= 100%

1-

m V
W

m V 

 


 
                 （1）

 

式中： 

W——总糖含量质量分数，%； 

V1——样品定容体积，mL； 

V2——比色测定时所移取样品测定液的体积，mL； 

m1——从标准曲线上查得样品测定液中的含糖量，µg； 

m2——样品质量，g； 

ω——样品含水量，%。 

1.3.4  残余总蛋白质测定 

考马斯亮蓝 G250 法测定蛋白质的含量：取 6 只

试管，分别加入浓度为 0、0.10、0.20、0.30、0.40、

0.50 mg/mL 的标准蛋白质溶液（0.50 mg/mL 牛血清白

蛋白溶液）0.10 mL，然后加入 5 mL 考马斯亮试剂，

振荡混匀，2 min 后于 595 nm 测定吸光值。以蛋白质

浓度为横坐标，光吸收值为纵坐标绘制标准曲线。再

取 0.10 mL 样品溶液，加入 5 mL 考马斯亮蓝，振荡

混匀，2 min 后于 595 nm 处测定吸光值。从标准曲线

中查出相应的浓度。 

1.3.5  qRT-PCR 

表1 14个差异表达基因及其表达产物 

Table 1 14 differentially expressed genes and their expression products 

基因 基因 ID RNA 或蛋白质 

CCM_04549（内参基因） 18166572 甘油醛-3-磷酸脱氢酶 

CCM_00152 18162187 链丝菌素乙酰转移酶 

CCM_00249 18162284 DNA 切除修复蛋白 

CCM_02812 18164839 丝状蛋白(Rhf1)，推定 

CCM_03369 18165395 假设蛋白质 

CCM_03489 18165515 胰蛋白酶样丝氨酸蛋白酶 

CCM_04090 18166113 α-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶，推定 

CCM_04231 18166254 α-1,3-甘露糖基转移酶(Alg3)，推定 

CCM_04567 18166590 DNA 双链断裂修复蛋白 

CCM_04531 18166554 性发育激活因子 VeA 

CCM_05237 18167256 Phosducin 家族蛋白 

CCM_06821 18168832 30 kDa 热休克蛋白 

CCM_07990 18170000 醋酸转运蛋白，推定 

CCM_08733 18170738 甘露糖苷酶 

CCM_09220 18171223 假设蛋白质 
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Yin 等[19]在用 Hiseq4000 测序系统对所种植的蛹

虫草 F1 至 F6 代进行基因测序的实验中，使用了

qRT-PCR 对部分差异表达基因（Differentially Expressed 

Genes，DEGs）进行了检测。参照其实验方法，本研

究在蛹虫草退化过程中，以蛹虫草甘油醛-3-磷酸脱氢

酶 （ Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase ，

GAPDH）为内参基因[24]，选取了可能会产生线性变

化的 14 个差异表达基因（见表 1）作为基因位点进行

检测。所有基因引物委托天一辉远基因科技有限公司

合成。 

表2 靶基因qRT-PCR检测引物 

Table 2 qRT-PCR primers for target genes 

Primer 名称 序列(5'~3') 碱基数 

Cm-GAPDH-1 GCCGAGGAAACAACAGAA 18 

Cm-GAPDH-2 GCAGTCGTGGCAAGGAT 17 

CCM_00152_F CGACAGTGTCACCACCATGAGC 22 

CCM_00152_R GGTATTGGCCGTGTTTGAAAGG 22 

CCM_00249_F ACCACCTACGACACCTACAAGAAC 24 

CCM_00249_R CGTGCCAGTCAGCCCAAT 18 

CCM_02812_F AGGTGGGCTGGTTGATGAGA 20 

CCM_02812_R TGGTTGGGTTGAAAGGTTGC 20 

CCM_03369_F TCGGGCAGCGGAGAACTA 18 

CCM_03369 _R AGAACAGCGTCCAAAGACAAAA 22 

CCM_03489_F GCTCCCTCACCGAGACACCCAA 22 

CCM_03489_R ACCTTGCCGCCAGTCACCAGAG 22 

CCM_04090_F TACCAATGGAGCGACTGGGAGAA 23 

CCM_04090_R GCCCTTGATGTTGCCGAAGC 20 

CCM_04231_F GCCGCATCTACTACCCTGTCC 21 

CCM_04231_R CGTCACGTTATCGGTCGAGTTT 22 

CCM_04567_F GCGCCCGTCAAGGAGGAAGA 20 

CCM_04567_R CGAAGCCGTCGCCTCTGTTG 20 

CCM_04531_F AAGCCTTGCCTCGTCTGCC 19 

CCM_04531_R CGTGGGTTGCTCCTGTAGTG 20 

CCM_05237_F CCCCGTGTTTGTCAACCTTAC 21 

CCM_05237_R TGATGTCGCCGTACTCTTGC 20 

CCM_06821_F AAGAGCGACGTGAGCATCGAGTT 23 

CCM_06821_R CGACAGCGGGAATGGATACAG 21 

CCM_07990_F ATCGGTGCGTTTGCCACGAC 20 

CCM_07990_R CCACTGGGCGGAAATGAGG 19 

CCM_08733_F CCTGGCGGGGCTTCAACTC 19 

CCM_08733_R CTGGACGGGCGTGTCATCG 19 

CCM_09220_F CAGCAACGCCGCAGAAAGTCA 21 

CCM_09220_R GCGGTCGTCGCTCTGTGGATT 21 

以提取的 RNA 作为起始模板，在同一反应体系

中合成第一链 cDNA。RT-qPCR 实验步骤参照

TransScript® One-Step gDNA Removal and cDNA 

Synthesis SuperMix 高特异性方法，合成引物，引物序

列如，按照配方进行 qPCR 液的混合（20 μL）：

2×TransStart Top 10 mL，各基因引物 1.20 μL，cDNA

模板 1 μL，ddH2O 7.80 μL。振荡混匀或使用移液枪吸

打均匀，42 ℃孵育 15 min。针对其高特异性，实验

选择两步法进行 qPCR。 

1.3.6  虫草素含量测定 

取孢子液 200 μL 接种到装有 70 mL Basal 培养基

（蛋白胨 20 g/L，维生素 B1 10 mg/L，蔗糖 24.70 g/L，

MgSO4·7H2O 1.11 g/L，KH2PO4·3H2O 0.90 g/L）的  

250 mL 三角瓶中，置于 25 ℃（150 r/min）摇床中震

荡培养 8 d，得到菌丝球。将 1 mL 移液枪枪头嘴部约

三分之一剪去，灭菌，取 5 mL 含菌丝球菌液接种到

装有 50 mL addition 培养基（Basal 培养基中加入 8 g/L 

L-丙氨酸）的 250 mL 组培瓶中。将发酵瓶置于 25 ℃

黑暗培养箱中，静置发酵 30 d。每隔 10 d 时间进行取

样，用移液枪从菌丝饼的边缘深入发酵液中，吸取 2 mL

发酵液转移到 2 mL离心管中，做好标记并保存于 4 ℃

冰箱中备用。 

HPLC 条件：色谱柱采用月旭（Welch）公司的

Ulimate ® AQ-C18，流动相（甲醇:水=80:20），流速为

1 mL/min，检测波长为 260 nm，进样体积为 20 µL，

柱温为 30 ℃。样品先经过离心（8 000×g，5 min），

将上清液过膜处理至样品瓶待用。将发酵液进行

HPLC 检测，测定虫草素产量。精确称取 10 mg 虫草

素标品（Sigma-Aldrich，USA），溶于 10 mL 容量瓶

中，定容至刻度，即为 1 mg/mL 虫草素溶液。再分别

取 0.40、0.60、0.80、1 mL 上述溶液于 10 mL 容量瓶

中，定容至刻度，经 0.20 μm 微孔滤膜压滤后进行测

定。以虫草素标准溶液质量浓度（μg/mL）为 X 轴，

峰面积为 Y 轴，绘制标准曲线。样品经 0.20 μm 微孔

滤膜压滤后进行测定。从标准曲线中查出相应的浓度。 

1.3.7  数据分析 

数据使用 Graphpad Prism 9 绘图及 SPSS 24 进行

单因素方差分析（Duncan Test，P＜0.05）。 

2  结果与讨论 

2.1  建立蛹虫草菌种退化梯度 

以同样温度、相等培养时长传代培养蛹虫草菌株

ZGCM，获得包含母本（D1）和子代（D2 至 D7）共

7 代的传代培养菌株，建立了蛹虫草 ZGCM 菌株的梯

度退化菌种库。如图 1 所示，蛹虫草在 D1 代生长状

态良好，其菌株子实体长势较为均匀和密集，颜色鲜
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艳。然而，自 D2 起，菌株出现退化。与 D1 对比，

D2 子实体数量急剧减少，出现形态畸形的子实体，并

且个别子实体头部出现分叉，部分表面出现“白脸”和

绒状菌丝。D5、D6 代菌株与 D4 代相比，子实体几不

可见，培养基表面大部分泛白。D7 代菌株无子实体形

成，培养基表面泛黄。这一整体趋势与 Juan 等[19]的报

道是基本一致的。然而，子实体仅能在完成菌丝体扩

大培养等步骤后出现，属于生产末端的可检测参数，

对生产计划的指导意义相对滞后。因此，获得可在菌

丝期测定的与子实体形成状况强关联的检测参数，才

是解决蛹虫草菌种在子实体形成方面不稳定的问题的

前期可行研究方向。 

 
图1 蛹虫草D1至 D7梯度退化菌种子实体培养情况 

Fig.1 Fruiting body of D1-D7 C. militaris degeneration gradient 

2.2  发酵液虫草素产量测定 

配置浓度分别为 40、60、80、100 μg/mL 的虫草

素标准溶液，通过 HPLC 测定，以峰面积对虫草素的

浓度作标准曲线，得出回归方程为 y=60 663x-157 516，

回归系数为 0.99。对 D1~D7 代进行静置液体发酵。通

过 HPLC 分别测定 D1 至 D7 菌株虫草素含量变化。

结果如图 2 所示。随着菌株所经历的传代次数的上升，

其虫草素含量曲线整体下移。其中发酵 10 d 的 D5 代

菌株的虫草素产量出现了回升可能是因为发酵时间太

短，虫草素产量还在上升阶段。静置发酵 30 d 时，第

5 代与第 1 代相比虫草素产量下降了 74.56%，符合前

期研究的结果[25]。 

 
图2 HPLC测定ZGCM D1至 D7发酵虫草素10、20、30 d的产量 

Fig.2 The yield of cordycepin fermented by strains ZGCM D1 

to D7 for 10, 20, 30 days 

2.3  初步测定培养基残余总糖及残余总蛋白质 

由于 D6、D7 代无法形成子实体，对培养 D1 至

D5 代中的大米谷物培养基的残糖量进行测定。结果如

图 3 所示。表示蛹虫草退化菌株 D1 至 D4 的大米谷物

培养基的残糖含量的 OD490值分别为 1.79、0.86、0.75

和 0.67，呈显著下降趋势。D4 与 D1 相比，OD490值

下降 62.40%。而 D5 的残糖含量较 D4 却略有回升，

吸光值达 0.73。除 D5 略有回升外，其总体趋势为下

降。推测该现象可能是细胞对糖转化实现细胞生长的

效率下降，导致需要通过增加糖类代谢量来代偿。蛹

虫草在自然界主营腐生，具备对多种单糖的主动运输

载体蛋白。因此，菌丝培养基的残糖含量和单糖转运

蛋白的表达水平可能可被开发为判断菌种退化程度的

前置靶点。 

 

图3 不同退化代数蛹虫草菌株培养基中残糖和残蛋白的含量 

Fig.3 Contents of residual sugars and proteins in the media of 

different C. militaris degeneration strains 

注：D1：残糖含量为 13.05%，残蛋白含量为 1.23%；D2：

残糖含量为 6.09%，残蛋白含量为 0.66%；D3：残糖含量为

5.32%，残蛋白含量为 8.39%；D4：残糖含量为 4.72%，残蛋白

含量为 1.09%；D5：残糖含量为 5.17%，残蛋白含量为 1.10%。 

另一方面，对培养 D1 至 D5 代菌株的大米谷物培

养基的残蛋白量进行测定，结果如图 2 所示，蛹虫草

ZGCM 五代菌株的培养基含蛋白量差异明显，呈 U 型

曲线。D1 代含量较高，D2 代含量显著下降，为各代

菌株中的最低值。D3 至 D5 代残蛋白量出现回升，其

中 D4 与 D5 的含量无显著差异，与预期的线性变化趋

势不符。前期总残蛋白含量大幅下降可能是由于退化

而导致细胞对蛋白质的利用率降低，需要通过增加蛋

白质代谢量来代偿；后期总残蛋白含量的回升则可能

是由于蛹虫草菌株退化导致酶的表达量减少，从而导

致蛋白质的消耗量减少。在侵染初期，蛹虫草主要通

过菌丝生长的物理侵入和虫草素合成及分泌的胃毒性
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作用而杀死虫蛹[26]。这两种途径都需要合成大量的蛋

白，但这与退化菌株的培养基残蛋白质含量随传代次

数上升而快速下降的前期趋势不符，提示背后的代偿

机制可引入蛋白组分析以深入挖掘内在机制。 

由于退化后期的菌种出现严重的污染，本研究未

能获得所有退化梯度菌株的三次重复数据，因此此部

分数据仅为初步探索，后续仍需重复该部分实验，从

而获得具有生物学重复的测定数据。 

2.4  实时荧光定量 qPCR结果 

由于 D6、D7 代无法形成子实体，因此同样只选

取D1至D5代菌株的子实体样品进行qRT-PCR实验。

由图 4 可知，14 种目标基因在 D1 至 D5 菌株的转录

水平各有差异。只有 CCM_04090 基因转录水平随代

际数目上升而连续上升，第 5 代与第 1 代相比提高了

39.60%。根据过往生信分析研究报道，CCM_04090

基因编码 α-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶[27]。该酶主要在

生物体中催化碳水化合物的水解解[28]。该反应在蛹

虫草的生命过程中起重要作用。因此，CCM_04090

基因的转录水平与代际数目的关系提示，蛹虫草种质

退化过程中，可能发生菌体代谢紊乱，导致碳源利用

率下降。相似的是，CCM_07990 基因编码醋酸转运

蛋白[27]。该蛋白与碳源的转运密切相关。由于在本

研究中，随着代际数目的增加，蛹虫草菌株不但子实

体产量显著下降，且其培养基残糖水平也呈下降趋

势。现有生化研究已知，醋酸（乙酸）一般经活化变

成乙酰辅酶 A 进入三羧酸途径，因此也被部分微生

物作为碳源利用[29]。因此，CCM_07990 基因的转录

水平与代际数目的关系提示，蛹虫草退化菌种的碳源

充分转化利用能力可能随代际数目增加而下降，使得

单个细胞需要从培养基获取更多的碳源物质，进一步

导致培养基中残糖含量随代际数目增加而下降。编码

热休克蛋白的CCM_06821基因转录水平同样随代际

数目上升而上升，但其样本中的最高值远低于

CCM_04090 基因，提示热休克蛋白的表达水平可能

并不是蛹虫草菌种退化的核心因素。 
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图 4 ZGCM各代各基因表达量图 

Fig.4 Expression map of each gene in each generation of 

ZGCM  

注：同一个柱状图中带有不同字母的数据之间差异显著

（P<0.05），带有相同字母的数据之间差异不显著。 

除 CCM_04090 基因外，其余基因的转录水平不

存在连贯的上升或者下降趋势。其中，CCM_03369、

CCM_04231、CCM_04567、CCM_04531、CCM_05231、

CCM_06821 、 CCM_07990 、 CCM_08733 和

CCM_09220 基因整体随代际数目上升而上升，但趋势

不连贯。其中 CCM_03369 和 CCM_04567 基因（分别

编码假设蛋白质和 DNA 双链断裂修复蛋白）[27]转录

水平整体较高，且均在 D3 至 D4 代之间出现转录水平

急剧下降的现象，可作为判定蛹虫草菌种是否发生退

化的潜在分子靶点。CCM_04231 与 CCM_04567 基因

（分别编码α-1,3-甘露糖基转移酶和DNA双链断裂修

复蛋白）呈现相似的转录水平波动，在 D3 至 D4 代出

现转录水平急剧下降的现象，二者可能处于代谢通路



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2023, Vol.39, No.6 

77 

上下游基因的关系。CCM_00152、CCM_04531、

CCM_05231、CCM_06821 和 CCM_08733 基因（分别

编码乙酰基转移酶、性发育激活因子 VeA、Phosducin

家族蛋白、30 ku 热休克蛋白、甘露糖苷酶 MsdS）转

录水平远低于整体受检测基因的平均水平，同样提示

其可能并不是蛹虫草菌种退化的核心因素。基因

CCM_03489 编码胰蛋白酶样丝氨酸蛋白酶，其转录水

平先升后降，未呈现出线性的变化趋势。 

蛹虫草工业化大规模栽培工艺已在我国多个省份

推广，如能获得可在种子液阶段预测菌种产能的靶点

基因，将有助于规避蛹虫草自然菌种退化特性对工业

生产中的影响。与 Yin 等[19]研究报道相比，本研究在

q-PCR 上做了 3 次重复的情况下，所测定的 14 个靶基

因的转录水平中仅有 CCM_04090 基因转录水平变化

趋势相对一致，其余靶基因转录水平变化趋势差别较

大。这一结果既提示 CCM_04090 基因的潜在研究价

值，也反映解析蛹虫草菌种退化机制的技术难度。靶

基因测得结果与预期的不一致性，可能由 4 方面的因

素造成：（1）菌株差异性；（2）菌丝形态结构及纠缠

模式可能影响靶基因的转录水平；（3）单核的分生孢

子难以与双核的子实体细胞区分，对 mRNA 含量测定

造成叠加干扰；（4）mRNA 易自发降解，影响低丰度

mRNA 分子的测定结果。然而，随着蛹虫草基因组代

谢网络的深入解析[30]及合成生物学研究工具[31-33]的

开发，通过开发基于荧光蛋白偶联表达的对靶基因表

达水平的可视化跟踪技术，有望更为高效地破译子实

体产能预测靶点，解析蛹虫草退化分子机制。 

3  结论 

本研究对蛹虫草菌株 ZGCM 进行重复传代培养，

人为建立了 1 至 7 代的梯度退化菌种库，以探究蛹虫

草退化过程中的形态变化规律及其内在分子机制。实

验结果表明，ZGCM 菌株自第 2 代开始退化，至第 6

代基本不产生子实体。子实体作为目前蛹虫草的主要

产品形态，随着菌种传代数目的上升，其具体形状畸

变严重，形成率显著下降。而作为核心活性成分的虫

草素，以 HPLC 法测定静置液体发酵液中的含量，发

现其随着传代次数的上升而下降，与子实体产生趋势

相似。提示菌株退化在子实体形成和虫草素合成方面

均会发生负面变化，因此对蛹虫草生产确实是致命的。

培养基残糖含量随退化梯度菌种代际数目的上升而呈

下降趋势。培养基残余蛋白质含量在第 2 代下降后出

现回升，提示蛹虫草菌株随着传代次数的上升，吸收

外界营养物质的能力持续下降。以 qRT-PCR 法测定过

往报道中发现的 14 个转录水平变化趋势与蛹虫草退

化代际数目呈线性相关的基因，结果表明仅有

CCM_04090 的表达量呈上升趋势。其他基因均无显著

变化。蛹虫草工厂化栽培已在我国绝大部分省份实现，

是我国产量和消费量较大的人工栽培食用菌品种之

一。然而，蛹虫草菌种在传代过程中易退化的特点，

严重制约了其种质资源的深度开发，使得大部分蛹虫

草产品停留在子实体浅加工的状态，不利用该行业的

长远发展。本研究通过建立梯度退化菌种库，并对其

子实体生长、培养成分消耗、核心化合物产量变化、

关键靶基因转录水平进行分析测定，为蛹虫草菌种退

化分子机制的揭示打下了基础。 
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