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摘要：探究模拟胃肠消化对蛹虫草蛋白质理化性质及抗氧化活性的影响。分别采用 SDS-PAGE 和酸水解法分析模拟胃肠消化前

后的蛋白质分子量分布及氨基酸组成。通过体外化学评价方法，测定模拟胃肠消化前后蛹虫草蛋白质及其消化产物的抗氧化活性。构

建 H2O2诱导氧化损伤的 PC12 细胞模型，使用 CCK-8 试剂盒测定经蛹虫草蛋白质消化产物处理后细胞模型中的细胞活力。结果表明，

经模拟胃肠消化后，蛋白质分子量的主要分布范围由 10~120 ku 变为 8~15 ku；模拟胃肠消化前后 DPPH 自由基清除力的 IC50值分别

为 1.55 mg/mL和 1.06 mg/mL，Fe2+螯合力的 IC50值分别为 1.32 mg/mL和 0.18 mg/mL，0.3 mg/mL样品的ORAC 值分别为 467.27±46.53 

μmol TE/g 和 948.80±24.02 μmol TE/g；100 μg/mL 消化产物预保护 H2O2损伤的 PC12 细胞后，细胞活力显著提高（p<0.05）。蛹虫草

蛋白质模拟胃肠消化前后均具有较强的抗脂质过氧化能力及较低的 Fe3+还原能力。蛹虫草蛋白质经模拟胃肠消化后产生了更多小分子

量多肽，抗氧化活性显著提高，因此可对消化产物中的抗氧化肽进行进一步的研究和开发。 
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Abstract: Physicochemical properties and antioxidant activity of Cordyceps militaris proteins and their simulated gastrointestinal 

digestive products were investigated. Molecular weight distribution and amino acid composition of the proteins and digestive products were 

measured by SDS-PAGE and acid hydrolysis method, respectively. Antioxidant activity of Cordyceps militaris proteins and their simulated 

gastrointestinal digestive products was evaluated by in vitro chemical methods. Oxidative damaged PC12 cell model induced by H2O2 was 

established. After treatment with the digestive products, cell viability was measured by CCK-8. The results showed that after digestion, the 

molecular weight distribution shifted from 10~120 ku to 8~15 ku; the IC50 values of DPPH clearance rate of Cordyceps militaris proteins and 

their digestive products were 1.55 and 1.06 mg/mL, respectively. The IC50 values of Fe2+ chelating power were 1.32 and 0.18 mg/mL, 

respectively. The ORAC values were 467.27±46.53 and 948.80±24.02 μmol TE/g respectively when the sample concentration was at 0.3 mg/mL. 

The cell viability of PC12 cells injured by H2O2 was significant improved (p<0.05) after pre-treated with 100 μg/mL digestive products. Both of 

Cordyceps militaris proteins and their digestive products possess high lipid per-oxidation inhibition ability and low ferric reducing power. Thus, 

more peptides with lower molecular weight were generated after simulating gastrointestinal digestion of Cordyceps militaris proteins. Of note, 

the antioxidant activity improved significantly. It is therefore plausible to further purify and characterize the antioxidant peptides in simulated 

gastrointestinal digestive products of Cordyceps militaris proteins. 
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氧化应激（oxidative stress，OS）是活性氧自由基

水平升高与抗氧化机能活性降低的失衡状态，OS 的

增加可引起细胞结构的损伤，甚至导致组织破坏，与

癌症、神经退行性疾病、糖尿病等疾病的发生息息相

关[1]。开发抗氧化活性物质是解决体内氧化应激的有

效手段之一。天然食品来源的抗氧化活性物质具有低

毒的优点，相对于合成的抗氧化物质更为安全。蛹虫

草（蛹虫草子实体）属于食用真菌的一种，富含虫草

素、虫草酸、虫草多糖、蛋白质、维生素等营养物质
[2]，在 2009 年被批准为我国新资源食品[3]（2014 年改

称为新食品资源[4]），具有多种生理活性，其抗氧化活

性成分的研究主要集中在虫草素[5]与虫草多糖[6]。目

前，已有学者对蛹虫草蛋白及酶解多肽抗氧化活性进

行了相关研究。徐鸿雁等制备了具有一定清除自由基、

抗脂质过氧化能力的蛹虫草多肽[7]。宗静采用双酶酶

解分离得到具有还原能力、可清除羟基自由基和超氧

阴离子的蛹虫草子实体活性多肽[8]。食物进入人体经

过胃肠道消化后，能产生更多利于吸收的抗氧化活性

成分[9]。但蛹虫草蛋白质经模拟胃肠消化后，其抗氧

化活性变化的研究还鲜见报道。因此，本文采用双酶

分步酶解法体外模拟胃肠消化，制备蛹虫草蛋白质消

化产物。对蛹虫草蛋白质及其消化产物的 DPPH 自由

基清除力、Fe
2+螯合力、ORAC、还原力以及抗脂质

过氧化能力进行测定。建立了 H2O2 诱导氧化损伤的

PC12 细胞模型，测定了蛹虫草消化产物对 H2O2诱导

氧化损伤 PC12 细胞的预保护作用。本研究旨在获得

经胃肠消化后抗氧化活性显著提高的多肽，为蛹虫草

抗氧化多肽的分离纯化及功能作用研究提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  原料与试剂 

蛹虫草由广东省微生物研究所提供。新鲜蛹虫草

清洗干净，风扇吹干表面水分后放于 60 ℃电热鼓风

干燥箱烘干，粉碎后的蛹虫草干粉用干燥瓶密封保存，

置于干燥器中备用。 

过氧化氢、硫氰酸铵、荧光素钠、AAPH、1,10-

菲咯啉、菲啰嗪、氯化铁、L-还原型谷胱甘肽（GSH）、

DPPH、水溶性维生素 E（Trolox）、亚油酸、胃蛋白

酶，均购自 Sigma-Aldrich（上海）贸易有限公司；胰

酶购自上海源叶生物技术有限公司；2,6-二叔丁基对

甲酚（BHT）、三氯乙酸，购自国药集团化学试剂有

限公司；铁氰化钾购自广州化学试剂厂；氯化亚铁，

购自上海麦克林生化科技有限公司；BCA 蛋白浓度测

定试剂盒，购自碧云天生物技术有限公司；PC12 大鼠

肾上腺髓质嗜铬细胞瘤分化细胞株（高分化），购自中

科院上海细胞库；DMEM 细胞培养基、胎牛血清、青

霉素-链霉素溶液、0.05%胰酶-EDTA、PBS 缓冲液，

购自赛默飞世尔生物化学制品有限公司 Life- 

Technologies 试剂部；CCK-8 试剂盒，购自上海翊圣

生物科技有限公司。 

1.2  主要仪器设备 

DHG-9076 电热鼓风恒温干燥箱，广东环凯微生

物科技有限公司；HCJ-8D 恒温磁力搅拌水浴锅，常

州高德仪器制造有限公司；YB-2000A 高速多功能粉

碎机，浙江永康市速锋工贸有限公司；1658001 小型

垂直电泳装置，美国 Bio-Rad 公司；160i 细胞培养箱，

美国赛默飞世尔科技公司；BSC-1300ⅡA2 生物安全

柜，苏州安泰空气技术有限公司；Epoch2 微孔板酶标

仪，美国伯腾仪器有限公司；LBC7670071 真空冷冻

干燥机，美国 Labconco 公司；L-8900 氨基酸分析仪，

日本株式会社日立制作所。 

1.3  试验方法 

1.3.1  蛹虫草蛋白及消化产物的制备 

蛹虫草蛋白质及消化产物的制备参考文献[9,10]中

的制备方法，稍作修改。 

称取 40 g 蛹虫草干粉，加入 600 mL 提取液（5%

乙酸，0.1% β-巯基乙醇），4 ℃磁力搅拌 3 h 提取蛹虫

草蛋白；10,000 r/min，4 ℃离心 15 min 收集上清液；

向上清液中缓慢加硫酸铵至饱和度为 75%，4 ℃静置

过夜；12,000 r/min，4 ℃离心 20 min，收集蛋白沉淀。

蛋白沉淀加少量蒸馏水复溶，用截留分子量为 1 ku 的

透析袋透析 24 h，每 4 h 更换一次蒸馏水，透析好的

蛋白液真空冷冻干燥后即得蛹虫草蛋白质干粉

（Cordyceps militaris proteins，CMP），置于-20 ℃密封

保存。 

称取蛹虫草蛋白质干粉，加入一定量的蒸馏水，

配置成 3%的蛋白溶液。1 mol/L HCl 调节 pH 到 2.0 后

加入胃蛋白酶（4%，与 CMP 的质量比），37 ℃水浴

磁力搅拌水解 2 h。胃蛋白酶酶解结束后用 0.9 mol/L 

NaHCO3调 pH 到 5.3，随后用 1 mol/L NaOH 调 pH 到

7.5，加入胰酶（4%，与 CMP 的质量比），37 ℃水浴

磁力拌水解 2 h；酶解结束后沸水浴灭酶 10 min，冷

却至室温后 10,000 r/min 离心 15 min，收集上清液，
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即为模拟胃肠消化的蛹虫草消化产物（gastrointestinal 

digestion products of Cordyceps militaris proteins，GI）。 

CMP和GI溶液经0.22 μm滤膜过滤后，利用BCA

试剂盒测定蛋白浓度。 

1.3.2  水解度的测定 

水解度的测定参考文献[11]中的方法，稍作修改。 

TCA 的终浓度为 10%，蛋白浓度用 BCA 蛋白浓

度测定试剂盒进行测定。 

1.3.3  SDS-PAGE 和 Tricine-SDS-PAGE 

SDS-PAGE 和 Tricine SDS-PAGE 参考文献[10,12]

中的方法，稍作修改。 

SDS-PAGE 分 离 胶 浓 度 为 12% ， Tricine 

SDS-PAGE 的分离胶浓度为 16% 6 mol/L 尿素。 

1.3.4  氨基酸组成分析 

氨基酸组成分析参考国标GB 5009.124-2016方法

进行测定，稍作修改。 

将复溶后的蛋白质上清液及模拟胃肠消化后的消

化液统一浓度为 3 mg/mL，取 1 mL 液体样品与 1 mL

浓盐酸（12 mol/L）于水解管中，115 ℃消化 22 h 结

束后定容到10 mL。过滤后取1 mL于80 ℃水浴干燥，

蒸干后再加 1 mL水再次蒸干，最后加 1 mL 0.02 mol/L

盐酸溶解，过 0.45 μm 的滤膜后用氨基酸分析仪进行

测定。 

1.3.5  体外抗氧化活性评价 

1.3.5.1  DPPH 自由基清除能力的测定 

DPPH 自由基清除力测定参照参考文献[13]中的方

法，稍作修改。 

DPPH 浓度为 0.20 mmol/L，分别取 500 μL 样品

与 500 μL DPPH 进行反应。 

1.3.5.2  氧自由基吸收能力（ORAC）的测定 

ORAC 参照参考文献[14]中的方法进行测定，稍作

修改。 

荧光素钠（80 nmol/L）的反应量为每孔 120 μL；

AAPH（150 mmol/L）的反应量为每孔 60 μL；每隔 2 

min 测定一次荧光值，连续测定 2 h。标准曲线用 0~480 

μmol/L 的 Trolox 进行绘制。样品稀释及试剂配置均用

75 mmol/L pH 7.4 的磷酸钾缓冲液，GSH 作为阳性对

照。 

1.3.5.3  金属离子（Fe
2+）螯合力的测定 

Fe
2+螯合力参照参考文献[10]中的方法进行测定。 

1.3.5.4  还原力的测定 

还原力测定参照参考文献[10]中的方法进行。 

1.3.5.5  抗脂质过氧化能力的测定 

抗脂质过氧化能力测定参考参考文献[15]中的方

法，样品制备方法稍作修改。 

1 mL 样品（10 mg/mL）加 9 mL pH 7.0 的磷酸盐

缓冲液（50 mmol/L）稀释；称取 10 mg BHT 作为阳

性对照，加入 1 mL 蒸馏水和 9 mL 上述缓冲液；空白

组为 1 mL 蒸馏水和 9 mL 缓冲液。 

1.3.6  蛹虫草消化产物预保护 H2O2 诱导氧化

损伤的 PC12 细胞能力 

1.3.6.1  细胞培养及实验分组 

用含有 10%胎牛血清、2%青霉素-链霉素溶液的

DMEM 细胞培养基培养 PC12 细胞，置于 37 ℃，5% 

CO2的培养箱中，2~3 d 更换一次培养基，3~4 d 进行

传代。以 1×10
4个/孔为接种密度，将 PC12 细胞接种

于 96 孔板中，培养 24 h，细胞生长进入对数期，实验

组将原培养液换成含有不同浓度（100、200、300 

μg/mL）的样品培养基，孵育 12 h 后，吸弃旧培养液，

并用 PBS 洗一遍，对照组更换成新鲜培养基，损伤组

及实验组加入 H2O2处理 1 h 后用于后续测定。 

1.3.6.2  CCK-8 测定 PC12 细胞活力 

PC12 细胞经 H2O2 处理后，PBS 清洗一遍，用

DMEM 将 CCK-8 稀释 10 倍，每个孔加入 100 μL 稀

释好的 CCK-8 溶液，37 ℃孵育 1 h 后在 450 nm 的波

长下测定吸光值，根据以下公式计算细胞活力： 

细胞活力%=(A 样品-A 空白)×100/(A 对照-A 空白)    （1） 

其中：A 样品为添加样品预保护的吸光值，A 对照为未加样品

和 H2O2孵育的吸光值，A 空白为未接种细胞，只有 CCK-8 试剂

的吸光值。 

1.3.6.3  H2O2诱导氧化损伤 IC50值的测定 

将PC12细胞接种于96孔板中，接种密度为1×10
4

个/孔，培养 24 h，使细胞生长进入对数期，吸弃旧培

养基，加入新鲜的培养基，培养 12 h 后加不同浓度的

H2O2（0.07、0.1、0.2、0.3、0.4 mmol/L）孵育 1 h。

H2O2孵育结束用 PBS 洗 1 次，按照 1.3.6.2 的方法测

定细胞活力。 

1.3.7  数据处理与分析 

化学分析测定均做 3 次平行实验，细胞试验做 3

次独立重复试验，采用 SPSS 软件进行单因素方差分

析（p<0.05），结果均用均值±标准差表示，并采用

OringinLab 公司的 OriginPro 9.0.0 软件进行绘图。 

2  结果与讨论 

2.1  模拟胃肠消化后水解度、氨基酸组成及蛋

白质分子量分布变化 

蛋白质的水解度是衡量酶解效率的一项指标。

TCA 是蛋白质沉淀剂，能将大分子蛋白沉淀，而小分
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子多肽，尤其是小于 7 个氨基酸残基组成的多肽能够

溶于 10%的 TCA 中[16]，因此可以根据多肽指数

（TCA-SN%）来表示水解的程度。本实验中用胃蛋白

酶及胰酶模拟胃肠消化酶解蛹虫草蛋白的水解度为

45.19%，与徐鸿雁[17]用双酶酶解的多肽指数 47.02%

接近。本实验测得的蛋白质分子量的分布如图 1 所示。

大分子胶中（图 1a），CMP 分子量主要分布在 17~120 

ku，且有 8 条较清晰的条带，而经模拟胃肠消化后的

GI 未见明显条带。小分子胶中（图 1b），CMP 仍呈现

多条分子量较大（>20 ku）的条带，在 10 ku 附近条

带比较清晰，与大分子胶结果较一致。而小分子胶中

GI 主要分布在 8~20 ku，在 8、10 及 15 ku 附近条带

清晰。以上结果表明，经过模拟胃肠消化后，CMP 分

子量大于 20 ku 的蛋白质均被酶解成为了小分子量的

多肽。 

  

图1 蛹虫草蛋白质及其胃肠消化产物的电泳图 

Fig.1 Gel electrophoretogram of CMP (Cordyceps militaris 

proteins) and GI (Gastrointestinal digestion products of 

Cordyceps militaris proteins) 

注：a 为大分子胶，表示蛋白质和多肽在分子量 16~180 ku

范围内分布情况；b 为小分子胶，表示蛋白质和多肽在分子量

4.6~40 ku 范围内分布情况。 

多肽的抗氧化活性与多肽链的氨基酸组成、排列

顺序、暴露的氨基酸残基相关[18]。本研究中蛹虫草蛋

白质及其消化产物的氨基酸组成如表 1 所示。在 CMP

中，Glu 含量最高，为 28.91 mg/100 mL，其次分别是

Asp、Arg、Pro、Ser、Thr；在 GI 中，Asp 含量最高，

为 41.54 mg/100 mL，其次分别是 Glu、Pro、Thr、Arg、

Ala。疏水性氨基酸由于疏水作用力相互作用，易进入

细胞内与自由基反应，从而具有较好的抗氧化活性
[19]。同浓度下 CMP 和 GI 的疏水性氨基酸含量分别为

98.76 mg/100 mL 和 140.16 mg/100 mL；芳香族氨基酸

能提供质子，稳定缺失电子的自由基，同时通过共振

结构保持其自身的稳定性，从而增强自由基清除活性

的效力[18]。同浓度下 CMP 和 GI 的芳香族氨基酸含量

分别为 31.02 mg/100 mL 和 43.15 mg/100 mL，此外，

消化产物中必需氨基酸含量丰富，含量为 140.44 

mg/100 mL。 

表1 蛹虫草蛋白质及其消化产物的氨基酸组成 

Table 1 Amino acid composition of the proteins and digestive 

products of Cordyceps militaris  

氨基酸种类 
氨基酸含量/(mg/100 mL) 

CMP GI 

Asp 28.68±0.97 41.54±2.73 

Thr 20.34±0.64 28.37±1.87 

Ser 20.76±0.47 24.66±3.87 

Glu 28.91±0.82 37.17±3.89 

Gly 19.31±0.67 25.83±1.23 

Ala 17.87±0.62 26.18±0.79 

Cys 16.55±1.10 16.89±0.39 

Val 16.80±0.65 23.49±1.07 

Met 3.92±0.58 5.82±1.05 

Ile 10.32±0.44 15.35±0.74 

Leu 17.62±0.74 25.77±1.00 

Tyr 16.65±0.79 22.90±0.95 

Phe 14.36±0.74 20.25±0.67 

Lys 13.82±0.59 21.39±0.77 

His 7.17±0.23 10.25±0.41 

Arg 23.49±0.85 27.76±1.12 

Pro 21.80±0.98 29.11±0.58 

疏水性氨基酸 98.76±3.93 140.16±4.71 

芳香族氨基酸 31.02±1.51 43.15±1.61 

必需氨基酸 97.18±3.97 140.44±6.89 

2.2  模拟胃肠消化前后化学抗氧化活性的比较  

2.2.1  DPPH 自由基清除活性 
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图2 蛹虫草蛋白质及其消化产物的抗氧化活性（a）DPPH自由

基清除率；（b）ORAC；（c）Fe
2+
螯合力；（d）抗脂质过氧化能力；

（e）还原力 

Fig.2 Antioxidant activity of CMP and GI (a) DPPH radical 

scavenging activity; (b) ORAC; (c) Fe2+ chelating activity; (d) 

inhibition of lipid peroxidation; (e) reducing power; (n=3, 

*p<0.05) 

实验测定了样品在 0~1 mg/mL 浓度范围下的

DPPH 自由基清除能力，测定结果如图 2a 所示，随着

样品浓度的增加，DPPH 自由基清除能力增强。CMP

和 GI 的 DPPH 自由基清除力 IC50 值分别为 1.55 

mg/mL 和 1.06 mg/mL。DPPH 自由基清除反应中，空

间位阻决定了反应倾向，小分子化合物由于更易接近

自由基而拥有相对较高的抗氧化能力。此外，DPPH

为脂溶性自由基[20]，疏水性氨基酸含量越多的多肽，

越容易与 DPPH 自由基发生反应，表现出更高的

DPPH 自由基清除力。同浓度下，GI 比 CMP 含有更

多小分子多肽，且疏水性氨基酸含量更高。因此，GI

具有更强的 DPPH 自由基清除能力。 

2.2.2  ORAC 

ORAC 表示的是氧自由基吸收能力，能够有效地

测定抗氧化剂抗氧化的延滞期，初始速率及总抑制程

度[21]。以 Trolox 为定量标准计算 ORAC 值，ORAC

值越高则说明抗氧化活性越好。由图 2-B 可知，样品

浓度与 ORAC 值成正比，当浓度为 0.3 mg/mL 时，GI

的 ORAC 值为 948.80±24.02 μmol TE/g，显著高于

CMP（467.2±46.53 μmol TE/g），模拟胃肠消化后抗氧

化活性得到了显著的提升。与阳性对照 GSH 相比，

GI 的 ORAC 值显著高于同等浓度下的 GSH，而 CMP

的 ORAC 值与 GSH 并无显著差异。分子量越小，抗

氧化肽的 ORAC 值越高[21]。经模拟胃肠消化后，Chen

等[22]测定<1 ku 多肽的 ORAC 值最高。本实验中 CMP

经模拟胃肠消化后，产生了更多小分子量多肽，因此

GI 的 ORAC 值显著高于 CMP。此外，经模拟胃肠消

化后，GI 暴露了更多的疏水性氨基酸，使得氧自由基

更容易被捕获而表现出较高的 ORAC 值[23]。GSH 由

亲水性氨基酸组成，与其他由疏水性氨基酸组成的小

分子多肽相比，捕获氧自由基的能力更弱，因此ORAC

值比 GI 低。 

2.2.3  Fe
2+螯合力 

铁对于维持正常细胞功能至关重要，并且是许多

铁金属酶的辅助因子，而过量的游离铁可引起 Fenton

反应产生活性氧，进而造成毒性氧化物的产生和生物

膜的破坏[24]。Fe
2+是各种金属离子中最强的促氧化剂，

因此 Fe
2+的螯合力与抗氧化活性有密切联系[25]。样品

对 Fe
2+的螯合能力如图 2c所示，随样品浓度升高，Fe

2+

螯合能力升高，CMP 和 GI 的 Fe
2+螯合力的 IC50值分

别为 1.32 mg/mL 和 0.18 mg/mL。与 CMP 相比，GI

的 Fe
2+螯合能力显著提高（p<0.05）。GI 浓度为 0.4 

mg/mL 时，Fe
2+螯合率达到了 82.12%，与阳性对照

EDTA 的螯合率（87.43%）接近。氨基酸侧链的残基

可对多肽螯合金属离子的能力产生影响。在多肽链中，

酸性与碱性氨基酸残基均能促进其螯合 Fe
2+的能力

[26]。由此推测，GI 较 CMP 可能暴露了更多的酸性氨
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基酸残基与碱性氨基酸残基，进而获得更强的 Fe
2+螯

合能力。 

2.2.4  抗脂质过氧化活性 

脂质过氧化是指脂类的多不饱和脂肪酸与自由基

反应，通过一系列链式反应形成脂质过氧化自由基的

反应过程。除了造成食物酸败，脂质过氧化还可造成

细胞膜功能及结构的损伤。抗脂质过氧化测定结果如

图 2-D 所示，实验空白组在 500 nm 处的吸光值随着

实验天数的增加逐渐上升，并最终达到 1.85，说明在

未加入抗氧化剂时体系中的亚油酸发生了氧化反应。

随着氧化反应的进行，CMP 和 GI 处理组的吸光值均

处于较低的水平，说明不同处理组均能显著抑制亚油

酸的氧化反应。实验前3 d，GI的抑制率显著高于CMP

（p<0.05），随后两者的抑制率无显著差异。实验进行

到第 7 d，CMP 和 GI 的抑制率分别为 93.19%和

92.77%，接近阳性对照 BHT 的抑制率 94.58%，因此，

CMP 和 GI 均具有良好的抗脂质过氧化活性。 

2.2.5  还原力 

本研究测定了浓度在 1~3 mg/mL 范围内 CMP 和

GI 的还原力。由图 2-E 还原力测定结果可知，还原能

力随样品浓度的增加而增强，3 mg/mL 时，CMP 和

GI 在 700 nm 处的吸光值分别为 0.04 和 0.06。还原力

测定反映抗氧化剂的电子转移能力，本实验的测定结

果说明CMP和GI几乎没有电子转移能力。结合DPPH

自由基清除能力与 ORAC 的测定结果，GI 中抗氧化

多肽的主要作用方式应为氢转移而非电子转移。 

2.3  H2O2诱导氧化损伤的 IC50值 

 
图3 不同浓度H2O2对PC12细胞活力的影响 

Fig.3 Effects of H2O2 at different concentration on the cell 

viability of PC12 cells 

通过H2O2诱导氧化损伤PC12来建立离体氧化损

伤细胞模型，其 IC50 结果如图 3 所示。H2O2 浓度为

0.07 mmol/L时的细胞活力为78.35%，浓度增加到0.10 

mmol/L 时的细胞活力为 26.26%，说明 H2O2的半致死

剂量（IC50）在 0.07~0.10 mmol/L 内。进一步的实验

证明，H2O2的 IC50为 0.085 mmol/L，此时的细胞活力

为 45.66%，故后续损伤使用的 H2O2 浓度为 0.085 

mmol/L。 

2.4  细胞毒性实验 

进行样品预保护活性测定前先对样品的细胞毒性

进行测定。测定结果如图 4 所示，当 CMP 的浓度为

100 μg/mL 时，细胞活力显著下降（p<0.05），细胞活

力与对照组相比为49.89%，浓度增加到400 μg/mL时，

细胞活力为 8.57%，说明 CMP 本身对 PC12 细胞的生

长有显著的抑制作用，而 100、200、400 μg/mL GI 处

理12 h后的细胞活力分别为90.28%、93.80%、92.79%，

对 PC12 细胞的生长均无显著影响。故选用 GI 进行下

一步预保护活性测定。凝集素是一类非免疫起源、非

酶的、可促使细胞凝集的简单蛋白或糖蛋白，具有抑

制肿瘤细胞生长的活性[27]。近年来研究人员从不同的

食用菌中分离出多种具有抑制肿瘤细胞增殖活性的凝

集素[28]。本实验中CMP的蛋白纯度为63.40%±0.45%，

其中可能存在功能类似凝集素的蛋白质，表现出抑制

肿瘤细胞（PC12 细胞）增殖的活性。经模拟胃肠消化

后，蛋白质的活性结构被破坏而丧失原有抑制肿瘤细

胞增殖的功能。 

 
图4 不同浓度CMP 和 GI对 PC12细胞活力的影响 

Fig.4 Effects of CMP and GI at different concentration on the 

cell viability of PC12 cells 

2.5  蛹虫草蛋白质消化产物对 H2O2 诱导氧化

损伤的 PC12 细胞的预保护能力 

PC12 是大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤，表达神经生长因

子（NFG）受体，已被广泛用于神经细胞生理机制的

研究[29,30]。H2O2属于活性氧自由基的一种，在机体内

能诱导氧化损伤。在 PC12 细胞中，H2O2能诱导细胞

内 ROS 水平的升高，从而造成氧化损伤，最终导致细

胞凋亡。不同浓度 GI 预保护后进行 H2O2诱导氧化损

伤的 PC12 细胞活力如图 5 所示，H2O2损伤组细胞活
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力为 44%；100、200、300 μg/mL 的样品孵育 12 h，

再进行 H2O2 氧化损伤的细胞活力分别 83%、91%、

96%。样品处理组的细胞活力与 H2O2损伤组相比显著

提高（p<0.05），说明 GI 预保护可显著降低 H2O2 对

PC12 细胞的损伤作用。 

 
图5 不同浓度GI预保护后H2O2损伤的PC12细胞活力 

Fig.5 Cell viability of PC12 cells injured by H2O2 after 

pre-protected by GI at different concentration 

3  结论 

蛹虫草蛋白质经模拟胃肠消化后DPPH 自由基清

除力、Fe
2+螯合力及 ORAC 显著提高（p<0.05）；

100~300 μg/mL蛹虫草蛋白消化液孵育12 h后对PC12

细胞的生长均无显著的抑制作用。100 μg/mL 蛹虫草

蛋白质消化产物孵育 12 h 后，显著提高了 H2O2诱导

氧化损伤的 PC12 细胞活力（p<0.05），说明蛹虫草蛋

白质消化产物对H2O2诱导氧化损伤的PC12细胞具有

显著的预保护作用。由于蛹虫草蛋白质消化产物是一

个混合组分，目前的研究并不能阐明其中具体的活性

组分及其作用机制，因此有必要对其进行进一步的分

离纯化，获得抗氧化活性多肽单体，对其抗氧化及其

机制进行进一步探讨。 
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