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人工培殖冬虫夏草僵虫颜色变化初探* 
邓小书**  卫秋阳  贺元川  石  萍  邢康康  陈仕江*** 

（重庆市中药研究院，重庆 400065） 

摘  要  【目的】 分析人工培殖冬虫夏草 Ophiocordyceps sinensis 颜色变化的成因，为提升人工培殖冬虫

夏草商品规格等级奠定基础。【方法】 以野生冬虫夏草僵虫、人工培殖冬虫夏草僵虫为试验材料，利用苏

木精-伊红染色法（Hematoxylin-eosin staining，HE）结合光学显微镜观察组织细胞学变化，采用 ELISA

方法测定冬虫夏草僵虫的丙二醛（MDA）、过氧化氢（H2O2）含量以及多酚氧化酶（PPO）、过氧化物酶

（POD）、过氧化氢酶（CAT）、超氧化物歧化酶（SOD）、胰蛋白酶（TRY）、淀粉酶（AMY）、蔗糖酶（INV）、

脂肪酶（LIP）、抗菌肽（ATT）酶活性变化。【结果】 组织细胞学鉴定发现，与野生虫草僵虫（WT）相

比，重庆室内培殖虫草僵虫（CQ）和饲喂胡萝卜虫草僵虫（H）的组织细胞及细胞密度均变大。人工培殖

虫草活性氧代谢相关酶活性、免疫耐受力相关酶活性及 MDA 和 H2O2 含量变化具有显著差异。与野生虫

草僵虫（WT）相比，重庆室内培殖虫草僵虫（CQ）和饲喂胡萝卜虫草僵虫（H）的 PPO、SOD、POD 酶

活性增加，而 CAT 酶活性降低，其中 SOD 酶活力显著增加；H 的活性氧代谢相关酶酶活性变化最显著，

尤其是 PPO 与 SOD 酶活性分别增加 37.19%、23.98%；CQ 和 H 的 MDA 和 H2O2 含量显著降低；CQ 和 H

的 TRY、AMY、INV、LIP、ATT 酶活性均增加，其中 AMY 与 LIP 酶活力显著增加。【结论】 人工培殖

冬虫夏草僵虫颜色变化与活性氧代谢、免疫耐受力代谢相关，为提高人工培殖冬虫夏草的商品规格等级提

供了理论指导。 

关键词  冬虫夏草；僵虫；活性氧；免疫耐受力；色素沉积；褐变 

Color formation in artificially cultivated Ophiocordyceps sinensis 

DENG Xiao-Shu**  WEI Qiu-Yang  HE Yuan-Chuan  SHI Ping   
XING Kang-Kang  CHEN Shi-Jiang*** 

(Chongqing Academy of Chinese Materia Medica, Chongqing 400065, China) 

Abstract  [Objectives]  Color formation in artificially cultivated Ophiocordyceps sinensis was investigated in order to 

improve the quality of this economically important product. [Methods]  The sclerotium of wild and artificially cultivated O. 

sinensis were observed before stroma development with HE staining, and tested to determine its malondialdehyde (MDA) and 

hydrogen peroxide (H2O2) content. In addition, polyphenol oxidase (PPO), peroxidase (POD), catalase (CAT), superoxide 

dismutase (SOD), trypsin (TRY), amylase (AMY), invertase (INV), lipase (LIP) and attacin (ATT) activity levels, were 

assessed using ELISA-based methods. [Results]  Before the stroma development stage, sclerotium cell size and cell density 

were highest in Chongqing artificially cultivated O. sinensis (CQ), followed by carrot fed O. sinensis (H), and lowest in wild 

type O. sinensis (WT). In artificially cultivated O. sinensis, significant differences were observed in the activity of enzymes 

involved in the reactive oxygen metabolism, immune tolerance metabolism and MDA and H2O2 content regulation. Compared 

to the WT, PPO, SOD and POD activities were higher in the CQ and H treatment groups, whereas CAT activity was lower. 

However, of these changes, only the increase in SOD activity was significant. The activities of enzymes involved in reactive 

oxygen metabolism in the H group underwent significant changes, especially PPO and SOD activity, which increased by 
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37.19%, and 23.98%, respectively. MDA and H2O2 content in the CQ and H groups decreased significantly, whereas the TRY, 

AMY, INV, LIP, and ATT activity increased, although only the increases in AMY and LIP were significant. [Conclusion]  

Color formation in artificially-cultivated O. sinensis is related to the reactive oxygen metabolism and immune tolerance 

metabolism. These findings provide information that can improve the quality of artificially cultivated O. sinensis.  

Key words  Ophiocordyceps sinensis; sclerotium before stroma development; reactive oxygen species; immunity; 

pigmentation; browning 

冬虫夏草 Ophiocordyceps sinensis 是名贵中

药材，含有多种活性成分，如核苷、多糖、甾醇、

蛋白质及氨基酸等（Zhao et al.，2014；钱正明

等，2016）。由于冬虫夏草具有独特的药用价值，

因而备受我国消费者的推崇。目前，市场对虫草

的需求仍然旺盛，导致其价格居高不下。长期以

来，由于人们对野生虫草资源的疯狂攫取，导致

天然虫草资源日渐匮乏，市场上的虫草需求缺口

也越来越大（Li et al.，2011；Wei et al.，2021）。

随着室内人工培殖虫草技术的进步，能培殖并诱

导出有子实体的冬虫夏草，但人工培殖虫草虫体

颜色明显异于野生型天然虫草，影响了人工培殖

冬虫夏草的外观性状和商品规格等级（Wei et al.，

2021）。因此，研究人工培殖冬虫夏草虫体颜色

变化的成因对提升冬虫夏草的外观品质具有重

要的指导意义。 

冬虫夏草为虫菌复合体，对于虫而言，与颜

色变化相关的研究主要是鳞翅目昆虫体色变化，

根据颜色产生的原因，其体色可分为色素色和结

构色（Shamim et al.，2014；高云等，2020）；对

于菌而言，截止目前，尚未有关于冬虫夏草颜色

变化的相关文献报道，仅涉及食药用菌（如双孢

蘑菇、金针菇、猴头菇等菇类）的褐变导致菌颜

色变化（Magae and Sunagawa，2010；Dokhaniehand 

Aghdam，2016；Kim，2020），褐变主要分为两

类，酶促褐变和非酶促褐变。研究表明，活性氧

（Reactive oxygen species，ROS）在黑色素生成

过程中起着重要作用（Cunha et al.，2012；Jenkins 

and Grossman，2013），而黑色素是昆虫体色多

样性形成过程中至关重要的色素，黑色素的合成

是通过酚氧化酶激活系统实现的，在许多生物过

程中都是至关重要的，包括先天免疫、硬化和色

素沉积途径（Zhan et al.，2010）。影响 ROS 的

酶类主要有：多酚氧化酶（Polyphenol oxidase，

PPO）、过氧化物酶（Peroxidase，POD）、过氧

化氢酶（Catalase，CAT）和超氧化物歧化酶

（Superoxide dismutase，SOD）（Marusek et al.，

2006）。其中，PPO 在黑化过程中具有重要作用，

它包含 3 种酶：酪氨酸酶、漆酶、儿茶酚酶。对

于食药用菌的褐变主要表现为酶促褐变，底物

（酚类物质）、酶和 ROS 是酶促褐变形成的 3 个

关键因素。与酶促褐变相关的酶类主要有 PPO、

POD、CAT、SOD（Khettal et al.，2017；Moon et al.，

2020）。此外，丙二醛（Malondialdehyde，MDA）

和过氧化氢（H2O2）也影响活性氧代谢及酚类物

质代谢，H2O2 是影响细胞膜透性的主要因子，

而 MDA 含量通常作为脂质过氧化的指标，是氧

化应激引起的，反映膜结构损伤和组织衰老水

平。由于冬虫夏草为虫菌共同体，因此昆虫免疫

耐受力相关酶也可能影响冬虫夏草虫体颜色变

化。其中，昆虫免疫耐受力相关酶主要有胰蛋白

酶（Trypsin，TRY）、淀粉酶（Amylase，AMY）、

蔗糖酶（Invertase，INV）、脂肪酶（Lipase，LIP）、

抗菌肽（Attacin，ATT）。本研究通过对人工培

殖冬虫夏草僵虫进行组织细胞学观察、活性氧代

谢相关酶活性及昆虫免疫耐受力相关酶酶活性

的检测，探究冬虫夏草僵虫颜色变化相关生理指

标变化，为进一步解析冬虫夏草虫体颜色变化成

因和解决人工培殖过程中的品质问题提供理论

指导。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

野生冬虫夏草僵虫（WT），于四川康定采集

获得。重庆常规人工培殖冬虫夏草僵虫（CQ）

和重庆人工培殖饲喂胡萝卜冬虫夏草僵虫（H），

均由重庆市中药研究院冬虫夏草研究所实验室
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冬虫夏草人工培殖提供，饲养温度为（8±1）℃，

湿度为 50%±5%，无光照。重庆常规人工培殖冬

虫夏草僵虫（CQ）是重庆室内人工模拟天然冬

虫夏草产区环境所培殖，重庆人工培殖饲喂胡萝

卜冬虫夏草僵虫（H）是重庆室内人工模拟天然

冬虫夏草产区环境用胡萝卜饲喂所培殖。 

1.2  试验方法 

1.2.1  组织细胞学鉴定  取野生冬虫夏草僵虫

（WT）、重庆常规人工培殖冬虫夏草僵虫（CQ）

和重庆人工培殖饲喂胡萝卜冬虫夏草僵虫（H）

经 1 mol 几丁质酶浸泡降解表皮角质层、几丁质

层 30 min，置于 2%戊二醛固定液中固定 24 h，

经梯度酒精（70%、75%、85%、90%和 100%酒

精各 30 min）脱水，再放入酒精与二甲苯混合液

（体积比 1∶1）中浸泡 15 min，随后放入二甲

苯中浸泡 30 min。待样品完全透明后，将其放入

二甲苯与石蜡混合液中浸泡 10 min，最后放入软

蜡和硬蜡中各 30 min，冷却凝固。将石蜡包埋的

样品经石蜡切片机进行切片，每个组织切片厚度

为 5-7 μm，放于载玻片制片、37 ℃过夜烤片、HE

染色，树胶封片、光学显微镜（Nikon microscope）

下观察样品的组织细胞学结构并拍照。 

1.2.2  待测液提取  将﹣80 ℃保存的待测僵虫

置于已用液氮预冷过的研钵中，加入液氮研磨成

粉末状，准确称取 0.1 g 粉末，加入 900 μL PBS

缓冲液进行匀浆，8 000 g 4 ℃离心 10 min，取

上清液用于酶活性及相关含量分析，置冰上待测。 

1.2.3  抗氧化酶活性、免疫耐受力相关酶活性、

MDA 及 H2O2含量测定  PPO 酶活性、SOD 酶

活性、CAT 酶活性、POD 酶活性、TRY 酶活性、

AMY 酶活性、INV 酶活性、LIP 酶活性、ATT

活性、MDA 含量及 H2O2 含量测定，均按照上海

臻科生物科技有限公司 ELISA 检测试剂盒说明

书进行。即按照试剂盒说明书步骤检测待测上清

液样品的酶活性、MDA 及 H2O2 含量，重复 3

次，在 Excel 工作表中，以标准品浓度为横坐标，

对应 OD 值为纵坐标，绘制出标准品线性回归曲

线，根据样品的 OD 值由标准曲线获得相应的浓

度，再乘以稀释倍数，即为样品的实际浓度。 

1.3  数据分析 

采用 Microsoft Excel 2020 进行数据整理及

作图，运用 SPSS19.0 软件对数据进行显著性分

析。统计分析采用 Student’s T-test，数据值为平

均值±标准误。 

2  结果与分析 

2.1  人工培殖虫草僵虫组织细胞学分析 

对重庆室内不同饲喂方式培殖的虫草僵虫

和四川康定采集到的野生僵虫进行组织细胞学

鉴定，重庆室内培殖虫草僵虫颜色深于野生僵虫

和饲喂胡萝卜虫草僵虫（图 1：A）。对僵虫纵切，

经 HE 染色后发现，与 WT 相比，CQ 和 H 的细

胞间隙增大、组织结构更加松散（图 1：B，D，

F）。对 WT、CQ 和 H 的虫体浅表层细胞组织

HE 染色发现，与 WT 相比，CQ 和 H 的细胞组

织密度变大（图 1：C，E，G）。 

2.2  人工培殖虫草僵虫活性氧代谢相关酶活性

变化 

对重庆室内不同饲喂方式培殖的虫草僵虫

和四川康定采集到的野生僵虫体内活性氧代谢

相关酶活性（PPO、SOD、CAT、POD）进行检

测。结果表明，与野生虫草僵虫相比，重庆室内

培殖虫草僵虫和饲喂胡萝卜虫草僵虫的 PPO、

SOD、POD 酶活性增加，而 CAT 含量降低，其

中 SOD 酶活力显著增加（图 2）。与野生虫草僵

虫活性氧代谢相关酶活性相比，重庆人工培殖饲

喂胡萝卜冬虫夏草僵虫活性氧代谢相关酶酶活

性变化最显著，PPO 与 SOD 酶活性分别增加

37.19%和 23.98%（图 2：B，C）。由此表明，不

同饲喂方式的虫草僵虫活性氧代谢相关酶活性

变化具有显著差异（P < 0.01）。 

2.3  人工培殖虫草僵虫 MDA 和 H2O2含量变化 

重庆室内不同饲喂方式培殖的虫草僵虫及

四川康定采集到的野生僵虫的 MDA 和 H2O2 含

量如图 3 所示。与野生虫草僵虫相比，重庆室内

培殖虫草僵虫和饲喂胡萝卜虫草僵虫的 MDA 和

H2O2 含量显著降低。 
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图 1  人工培殖虫草僵虫组织细胞学分析 

Fig. 1  Histological analysis of the artificially-cultivated Ophiocordyceps sinensis  
at the sclerotium before stroma development stage 

A. 人工培殖虫草僵虫表型鉴定；B. WT 组织纵切 HE 染色；C. WT 虫体浅表层细胞组织 HE 染色；D. CQ 组织纵切

HE 染色；E. CQ 虫体浅表层细胞组织 HE 染色；F. H 组织纵切 HE 染色；G. H 虫体浅表层细胞组织 HE 染色。 

WT: 野生冬虫夏草僵虫；CQ: 重庆常规人工培殖冬虫夏草僵虫；H: 重庆人工培殖饲喂胡萝卜冬虫夏草僵虫。下图同。 

A. Phenotypic analysis of the artificially-cultivated Ophiocordyceps sinensis at the sclerotium before stroma development 
stage; B. Longitudinal sections (HE staining) of WT; C. The HE staining of body wall surface of WT; D. Longitudinal 

sections (HE staining) of CQ; E. The HE staining of body wall surface of CQ; F. Longitudinal sections (HE staining) of H;  
G. The HE staining of body wall surface of H. 

WT: The sclerotium before stroma development of wild Ophiocordyceps sinensis; CQ: The sclerotium before stroma 
development of Chongqing artificially cultivated Ophiocordyceps sinensis; H: The sclerotium before stroma development of 

carrot fed Chongqing artificially cultivated Ophiocordyceps sinensis. The same below. 
 

2.4  人工培殖虫草僵虫免疫耐受力相关酶活性

变化 

利用 ELISA 方法检测重庆室内不同饲喂方

式培殖的虫草僵虫及四川康定采集到的野生僵

虫的昆虫免疫耐受力相关酶活性（TRY、AMY、

INV、LIP、ATT）。研究发现，与野生虫草僵虫

相比，重庆室内培殖虫草僵虫和饲喂胡萝卜虫草

僵虫的 TRY、AMY、INV、LIP、ATT 酶活性均

增加，其中 AMY 与 LIP 酶活力显著增加（图 4）。

由此表明，人工室内培殖的虫草僵虫的免疫耐受

力有所提高。 

3  讨论 

冬虫夏草是一种富含多种营养和活性成分

的珍稀食药用真菌，而人工培殖的冬虫夏草颜色

呈棕褐色，其颜色变化问题亟待解决。由于冬虫

夏草为虫菌共同体，其颜色变化可能受虫和菌共

同调控（Moon et al.，2020；高云等，2020）。目 
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图 2  人工培殖虫草僵虫活性氧代谢相关酶活性变化 

Fig. 2  Changes of the enzyme activity related to reactive active oxygen metabolism of the  
artificially cultivated Ophiocordyceps sinensis at the sclerotium before stroma development stage 

A. 多酚氧化酶（PPO）；B. 过氧化物酶（POD）；C. 超氧化物歧化酶（SOD）； 

D. 过氧化氢酶（CAT）。**代表差异极显著（P < 0.01）。 

A. Polyphenol oxidase (PPO); B. Peroxidase (POD); C. Superoxide dismutase (SOD);  
D. Catalase (CAT). ** stands for extremely significant difference (P < 0.01). 

 

 
 

图 3  人工培殖虫草僵虫丙二醛和过氧化氢含量变化 

Fig. 3  MDA and H2O2 content of the artificially-cultivated Ophiocordyceps sinensis  
at the sclerotium before stroma development stage 

A. 丙二醛（MDA）；B. 过氧化氢（H2O2）。**代表差异极显著（P < 0.01）。 

A. Malondialdehyde, (MDA); B. Hydrogen peroxide, (H2O2).  
** stands for extremely significant difference (P < 0.01). 
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图 4  人工培殖虫草僵虫免疫耐受力相关酶活性变化 

Fig. 4  Changes of the enzyme activity related to immune tolerance of the artificially-cultivated  
Ophiocordyceps sinensis at the sclerotium before stroma development stage 

A. 胰蛋白酶（TRY）；B. 淀粉酶（AMY）；C. 蔗糖酶（INV）；D. 脂肪酶（LIP）； 

E. 抗菌肽（ATT）。**代表差异极显著（P < 0.01）。 

A. Trypsin, (TRY); B. Amylase, (AMY); C. Ivertase, (INV); D. Lipase, (LIP); E. Attacin, (ATT).  
** stands for extremely significant difference (P < 0.01). 

 
前关于昆虫体色研究机制的解释较为清楚的是

鳞翅目家蚕 Bombyx mori。家蚕作为鳞翅目昆虫

的代表，已有多个黑色素合成信号通路基因的功

能被报道，如 TH（酪氨酸羟化酶）、DDC（多巴

脱羧酶）、yellow/laccase2（漆酶）、AA-NAT（芳

基烷基胺 -N-乙酰基转移酶）等（Hiruma and 

Riddiford，2009；Liu et al.，2010；高云等，2020）。

对于食药用菌（如双孢蘑菇、金针菇、猴头菇等

菇类）褐变的解释为酶促褐变，酶促褐变是组织

中的酚类物质在 PPO 的作用下氧化形成醌类，

醌类聚合形成褐色物质从而导致组织变色

（Moon et al.，2020）。PPO 属于含有 2 个铜原

子的氧化还原酶，当氧分子存在时，它作为底物

催化酚类化合物，PPO 催化 2 种不同的反应，一

种是单酚羟基化反应生成邻苯二酚，另一种是邻

苯二酚氧化生成邻醌，从而形成黑色或棕色的色

素（Marusek et al.，2006；Gawlik-Dziki et al.，

2007）。根据前人研究发现，无论是探究昆虫颜

色变化涉及的色素沉积，还是探究食药用菌颜色

变化涉及的酶促褐变，这些都与活性氧代谢密切

相关（Marusek et al.，2006；Cunha et al.，2012；

Jenkins and Grossman，2013）。本研究利用 ELISA

方法检测人工培殖冬虫夏草僵虫活性氧代谢相

关酶酶活性、MDA 及 H2O2 含量，与野生虫草僵

虫相比，重庆室内培殖虫草僵虫和饲喂胡萝卜虫

草僵虫的 PPO、SOD、POD 酶活性增加，而 CAT

含量降低，其中 SOD 酶活力显著增加，由此表

明人工培殖虫草僵虫的褐变程度高于野生虫草

僵虫，SOD 可能是人工培殖冬虫夏草僵虫褐变

的关键酶；MDA 和 H2O2 含量显著降低，由此表

明，人工室内培殖虫草僵虫的氧化应激反应更

弱，反映出的膜结构损伤和组织衰老水平更低。 
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冬虫夏草为虫菌共生体，昆虫免疫耐受力相

关酶也可能影响冬虫夏草褐变（Zhan et al.，

2010；Wei et al.，2019）。本研究以胰蛋白酶

（TRY）、淀粉酶（AMY）、蔗糖酶（INV）、脂

肪酶（LIP）、抗菌肽（ATT）作为评价僵虫免疫

耐受性指标。胰蛋白酶是蛋白水解酶，属于丝氨

酸蛋白酶家族，胰蛋白酶专一作用于精氨酸赖氨

酸的羧基所形成的肽键，研究表明胰蛋白酶对类

黄酮（酚类物质）清除自由基能力的削弱作用，

可能也会引起其他相关生物活性的减弱（赵红

辉，2012）。淀粉酶和蔗糖酶均是将糖类大分子

物质分解为易于吸收的葡萄糖小分子，淀粉酶和

蔗糖酶活性的变化影响酶促反应的效率（孙文颖

等，2019）。脂肪酶是催化甘油酯水解的一类酶

的总称，大部分脂肪酶的活性部位是由一个丝氨

酸、一个组氨酸和一个天冬氨酸的残基（Ser-His- 

Asp）组成的“催化三联体”（Houde et al.，2004）。

抗菌肽可作为免疫效应分子来启动、调节宿主免

疫防御体系，发挥免疫功能，抗菌肽能够提抗氧

化能力的报道很多。抗菌肽发挥其作用主要通过

2 种途径，一种是胞膜渗透作用，形成跨膜孔道，

破坏细胞膜的完整性；另一种是抗菌肽直接进入

细菌胞内，作用于胞内的特定靶点（Chen et al.，

2006；康媛媛等，2021）。利用 ELISA 方法检测

人工培殖冬虫夏草僵虫免疫耐受力相关酶酶活

性，研究发现，人工室内培殖虫草僵虫免疫耐受

力相关酶的酶活性均增加，其中 AMY 与 LIP 酶

活力显著增加，由此表明人工室内培殖的虫草夏

草僵虫的免疫耐受力有所提高，进而影响酶促反

应效率，改变虫草颜色。综合分析，人工培殖冬

虫夏草僵虫褐变与活性氧代谢、免疫耐受力代谢

相关。 
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