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研究报告 

沈阳地区北虫草野生与市售菌株人工培育子实体的蛋白质

组学比较 
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摘  要：【背景】北虫草作为冬虫夏草的代用品，具有与冬虫夏草类似的药理活性，其富含的蛋白质

和氨基酸通常作为衡量真菌营养价值的重要指标，从中分离纯化具有潜在临床应用价值的蛋白质或

多肽，已成为一个研究热点。【目的】检测沈阳北虫草野生与市售菌株人工培育子实体的蛋白质组成，

分析相同培育条件下获得的蛋白种类、数量及其功能的差异，为深入研究鉴定沈阳地区北虫草药用

蛋白和针对性驯化提供了蛋白质组学数据基础。【方法】采集沈阳棋盘山野生北虫草菌株，与市售人

工栽培北虫草菌株同期分别经组织分离、液体发酵后培育获得子实体，通过蛋白提取、胰酶酶解

后，采用非标定量技术液相色谱-质谱联用方法，对野生和市售来源培育的子实体样本进行定量蛋白

组的研究。【结果】共鉴定到 9 233 条特异性肽段和 1 923 个蛋白，其中含有 1 163 个可定量蛋白，野

生来源培育子实体有 214 个蛋白表达发生上调，181 个蛋白表达发生下调，对这些差异蛋白进行功

能富集分析发现，其主要参与能量生产/转换、氨基酸转运/代谢、抗氧化功能。在相同的营养摄取

条件下，野生来源培育菌种在各个能量代谢、氨基酸代谢功能中的相关蛋白表达量高于市售来源培

育的菌种。野生来源培育菌种的一种抗氧化重要蛋白(Gene Name：ISF_02112)表达量远远高于(Fold 

Change>9)市售来源培育菌种。同时与抗氧化和代谢功能相关的差异蛋白有 22 个。【结论】沈阳地区

北虫草野生菌株经适当人工培育会保留部分优良的生物学特性，2 种来源菌株培育的子实体具有丰

富及优异抗氧化功能的蛋白，子实体蛋白的抗氧化能力与其整体代谢能力相关。本研究结果为深入

研究鉴定北虫草药用蛋白和针对性驯化提供蛋白质组学数据基础。 
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Abstract: [Background] As a substitute of Cordyceps sinensis, Cordyceps militaris has similar 
pharmacological activities with Cordyceps sinensis. It is rich in protein and amino acids, which is usually 
used as an important index to measure the nutritional value of fungi. It has become a research focus to isolate 
and purify proteins or peptides with potential clinical application value from Cordyceps militaris. 
[Objective] The protein composition of fruiting bodies of wild and commercial strains of Cordyceps 
militaris in Shenyang were detected, and the differences of protein types, quantities and functions under the 
same cultivation conditions were analyzed, which provided the proteomic data basis for further study and 
identification of protein for medicinal use and targeted domestication of northern caterpillar in Shenyang 
area. [Methods] Wild Cordyceps militaris strains were collected from Qipan Mountain of Shenyang. Fruiting 
bodies of wild and artificially cultivated Cordyceps militaris strains were obtained by tissue isolation and 
liquid fermentation respectively at the same time. The quantitative proteome of fruit body samples from wild 
and commercial sources was studied by non-standard quantitative technology liquid chromatography-mass 
spectrometry after protein extraction and trypsin enzymolysis. [Results] A total of 9 233 specific peptide 
fragments and 1 923 proteins were identified, including 1 163 quantifiable proteins. 214 proteins were 
up-regulated and 181 proteins were down-regulated in fruit bodies cultured from wild sources. After 
functional enrichment analysis, these differential proteins were mainly involved in energy 
production/conversion, amino acid transport/metabolism and antioxidant function. Under the same 
nutritional conditions, the expression of protein related to energy metabolism and amino acid metabolism of 
wild-type strains was higher than that of commercial strains, and the expression of an important antioxidant 
protein (Gene Name: ISF_02112) from wild cultivated strains was much higher than that in commercial 
strains (fold change>9). There were 22 differentially expressed proteins related to both antioxidant and 
metabolic functions. [Conclusion] Some excellent biological characteristics of wild Cordyceps militaris in 
Shenyang can be preserved by proper artificial cultivation. The fruiting bodies cultivated by the two strains 
have rich and excellent antioxidant proteins, and the antioxidant capacity of fruiting body proteins is related 
to their overall metabolic capacity. The results of this study provide the basis of proteomics data for further 
study and identification of the herbal protein and targeted domestication of Cordyceps militaris. 

Keywords: Cordyceps militaris, fruiting bodies, proteomics 
 

北虫草(Cordyceps militaris)为麦角菌科、虫草

属真菌，又名北冬虫夏草、蛹虫草[1]。野生菌种来

源于鳞翅目昆虫的蛹体上，也可用人工代料培育。

其具有与冬虫夏草类似的药理活性，较易栽培，常

被当作冬虫夏草的代用品[2]。北虫草为药食两用真

菌，含有极其丰富的蛋白质和氨基酸，而从中分离

纯化获得具有临床应用价值的成分已成为北虫草

研究的一个热点，目前分离获得了为数不多的具有

功效的蛋白质和肽的组分，如蛋白肽 Cordymin，

具有提高机体抗氧化能力，缓解氧化应激状态，起

到抗炎作用；虫草环肽 Cordycepeptide A，具有免

疫增强和抗癌作用；北虫草蛋白 CMP，具有抗癌

和抗真菌作用[3-5]。有研究显示野生虫草和人工虫

草在化学成分上完全一致，含量上有所差异[6]。目

前有研究对冬虫夏草子实体形成的相关蛋白、子实

体蛋白和菌丝体鉴定了差异表达蛋白，也有研究对
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人工培育的北虫草菌丝体及子实体进行了蛋白质

组的测序[7-8]。沈阳地区北虫草野生菌株经分离培

育的子实体的蛋白质组学未见报道。针对沈阳地区

的北虫草野生菌株与市售菌株的人工培育子实体

进行蛋白质组学研究，以期获得活性蛋白质成分，

对推动相关产业的健康发展具有科学和产业意义。

本研究通过对沈阳棋盘山野生北虫草子实体和市

售北虫草子实体进行组织分离获得活体菌株，经人

工培育出子实体后对其进行定量蛋白组的研究，对

鉴定到的蛋白质进行蛋白功能注释，并对所有差异

表达蛋白进行功能分类、功能富集及基于功能富集

的聚类分析。本研究补充丰富了沈阳地区北虫草的

数据库，为人工传代培育方法可能影响北虫草生长

过程及生物学活性提供了有用的信息，为进一步探

究鉴定北虫草药用蛋白和针对性驯化提供了蛋白

质组学数据基础。 

1  材料与方法 

1.1  北虫草菌种   

野生北虫草菌种由本实验室分离自沈阳棋盘

山的野生北虫草子实体(wc 组)，对比菌种为沈阳周

边新鲜市售北虫草子实体(ac 组)。 

1.2  主要试剂和仪器  

BCA 蛋白浓度测定试剂盒，上海碧云天生物

技术有限公司；蛋白酶抑制剂，Calbiochem 公司；

胰酶，Promega 公司；尿素、二硫苏糖醇、碘代乙

酰胺，Sigma 公司；乙腈，Fisher Chemical 公司；

三氟乙酸，Sigma-Aldrich 公司；甲酸，Fluka 公司。

超高效液相-质谱仪，Thermo Fisher Scientific 公司；

酶标仪，北京凯奥科技发展有限公司；电泳仪，北

京六一生物科技有限公司；超净工作台，苏州净化

设备有限公司；−80 °C 冰箱，中科美菱低温科技

有限责任公司。 

1.3  方法  

1.3.1  北虫草培育    

(1) 菌种分离纯化 

配制斜面培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，琼脂 20.0，

葡萄糖 20.0，磷酸氢二钾 0.1，硫酸镁 0.1，pH 6.0。

全溶后灭菌备用。75%酒精进行子实体表面消毒，

无菌水冲洗，水分吸干，置于无菌培养皿中备用。

无菌剪刀在子实体上部 1.5 cm 以内剪切长度为

0.1−0.2 cm 的小段，用无菌镊子取组织块接种于斜

面上。置于 22 °C 条件下培养。选择无污染且生长

健壮的菌丝，接入新的斜面培养基上，进行纯化培

养，23−25 °C 条件下培养 10 d，菌丝长满斜面。 

(2) 液体菌种发酵 

选用菌丝洁白、见光后转色的菌种，配制液体

营养液成分：蛋白胨 5.0 g，葡萄糖 10.0 g，500 mL

纯化水。无菌操作，接种铲切取试管斜面直径

0.1−0.2 cm 母种菌块接入液体培养基中。22 °C 静

置培养 24 h，以利于菌丝恢复生长。然后放入摇

床 22 °C、160 r/min 振荡培养 7 d，得到长满菌丝

球的液体菌种。 

(3) 栽培 

配制栽培营养液：磷酸二氢钾 75.0 g，硫酸镁  

38.0 g，蛋白胨 75.0 g，葡萄糖 500.0 g，VB1 0.5 片，

蒸馏水 500 mL，小麦与水比例 1:1.5。1×105 Pa 灭

菌 30 min。液体菌种与营养液比例 1:4.5，接种枪

喷洒已稀释好的菌液，温度保持 18 °C 遮光培养。

当菌丝生长至培养基 1/2 时，温度 22 °C、湿度 60%

培养。培养基上部出现菌丝突起时，给予 10 °C 的

温差刺激，见光转色。封口薄膜上打小孔通气，温

度范围保持在 18−22 °C 之间，空气相对湿度范围

保持在 80%−90%之间。 

(4) 采收干燥 

子实体不再生长时开始采收，于阴凉处自然风

干 72 h，得干燥品。平均每 100 g 子实体得到 14 g

干燥品。−80 °C 冷冻。 

1.3.2  样品蛋白提取、浓度测定 

2 组样品从−80 °C 冰箱取出，研钵液氮预冷，

称取 0.5 g 组织样品，研磨成粉末。然后分别加入

粉末 4 倍体积量的含 10 mmol/L 二硫苏糖醇、1%

蛋白酶抑制剂的缓冲液，经 30%功率超声波 4 °C
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裂解 5 min 后，加入等体积的 pH 8.0 三羟甲基氨

基甲烷饱和的苯酚溶液，4 °C 条件下 5 500 r/min

离心 10 min 后取上清，加入 5 倍体积的 0.1 mol/L

乙酸铵/甲醇沉淀过夜，分别用甲醇和丙酮进行洗

涤[9-11]。8 mol/L 尿素复溶，取 5 μL 蛋白样品，使

用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒，按照说明书操作，

用酶标仪测定波长 570 nm 处的吸光度；然后根据

标准曲线计算样品蛋白浓度。  

SDS-PAGE：分别吸取等量蛋白样品于离心管

中，加入 5 μL 蛋白上样缓冲液(4×)和适量 2%十二

烷基磺酸钠溶液，使总体积为 20 μL；依次上样   

1 μL 预染蛋白 Marker 和 20 μL 蛋白样品，样品相

邻空白孔上样 20 μL 蛋白上样缓冲液(1×)封闭；沸

水浴加热 5 min，以充分变性蛋白。置冰上 5 min，

使用前 10 000 r/min 离心 1 min。电泳时，在浓缩

胶中电流控制为 15 mA，电泳 15 min，使蛋白样

品浓缩成一条线；在分离胶中电流控制为 30 mA，

凝胶板上的样品溴酚蓝条带至距凝胶底端 1 cm

时，停止电泳；取出凝胶，室温下染色 2 h，脱色

液脱色并间隔一段时间更换脱色液，脱色至凝胶背

景无色、蛋白条带清晰。 

1.3.3  胰酶酶解 

取 120 μg 样品蛋白进行酶解，用裂解液将体

积调整至一致，缓慢加入终浓度 20%三氯乙酸，

涡旋混匀，4 °C 沉淀 2 h。4 500 r/min 离心 5 min，

弃上清，用预冷的丙酮洗涤沉淀 2−3 次。晾干沉

淀后加入终浓度 200 mmol/L 的四乙基溴化铵，超

声打散沉淀，以 1:50 的体积比(蛋白酶:蛋白)加入

胰 蛋 白 酶 ， 酶 解 过 夜 。 先 后 加 入 二 硫 苏 糖 醇

(Dithioth-Reitol，DTT)和碘乙酰胺(IAA)分别至终

浓度为 5 mmol/L、11 mmol/L，期间 56 °C 条件下还

原 30 min，然后室温条件下避光孵育 15 min 备用。 

1.3.4  液相色谱-质谱联用分析  

使用超高效液相系统进行分离肽段，首先采用

液相色谱流动相 A 相[0.1% (体积分数)甲酸水溶液]

条件下溶解肽段。流动相 A：2%乙腈和 0.1%甲酸

的水溶液；流动相 B：90%乙腈和 0.1%甲酸的水

溶液 [9]。液相色谱的梯度分别为：0−90 min，

5%−25%B；90−112 min，25%−35%B；112−116 min，

35%−80%B；116−120 min，80%B，流速为 500 nL/min。 

经分离后的肽段进入 NSI 离子源中电离，然后

进入质谱分析。离子源电压设置为 2.1 kV，采用高

分辨 Orbitrap 对肽段母离子及其二级碎片进行检

测。设置一级质谱扫描范围 350−1 800 m/z，扫描分

辨率 70 000；二级质谱扫描范围起点 100 m/z，扫描

分辨率 17 500。一级扫描后选择前 10 个信号强度最

高的肽段母离子依次进入 HCD 碰撞池进行碎裂，同

法操作二级质谱分析。自动增益控制设置为 5E4，最

大注入时间设置为 100 ms，串联质谱扫描的动态排

除时间设置为 30 s，信号阈值设置为 40 000 ions/s。 

1.3.5  数据库搜库   

使用 Maxquant (V1.5.2.8)对二级质谱数据进

行 检 索 。 参 数 如 下 ： 数 据 库 为 Cordyceps_ 

fumosorosea_ARSEF_2679_1081104_PR_20191223 

(10 050 条序列)，添加反库和常见的污染库，计算

误发现率(False Discovery Rate，FDR)和消除鉴定

结果中污染蛋白的影响，FDR 设置为 1%。参数设

置：漏切位点数为 2；酶切方式为 Trypsin/P；最小

肽段长度为 7 个氨基酸残基；肽段最大修饰数为 5；

一级母离子质量误差容忍度各为 20 ppm、5 ppm，

二级碎片离子质量误差容忍度为 0.02 Da。 

1.3.6  质谱质控检测 

肽段基本均为 7−20 个氨基酸，长度分布符合

基于 Trypsin 酶解和 HCD 碎裂方式规律。同时   

10 kD 以上蛋白的分布比较均匀，表明蛋白样品制

备没有产生明显偏倚。在真菌全蛋白组中绝大多数

为中低丰度蛋白，在质谱的鉴定结果中覆盖率较

低。大部分蛋白的覆盖度在 20%以下，与之相符。

谱图的一级质量误差在 10 ppm 以内，符合质谱的

高精度特性。 

1.3.7  生物信息学分析 

对鉴定到的蛋白采用 InterProScan 进行 GO 功

能注释；亚细胞定位采用 WoLFPSORT/CELLO 

(V.1.5.2.8)分析；KEGG 通路分析采用 KAAS/KEGG 
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Mapper (V.2.0/V2.5)；聚类热图采用 R Package 

Pheatmap (V.2.0.3)；富集分析采用 Perl Module 

(V.1.31)；蛋白互作采用 BLAST/R Package NetworkD3 

(V.2.2.26)。 

2  结果与分析  

2.1  北虫草培育结果及蛋白浓度 

野生来源北虫草经分离、培育的子实体干

燥品呈长棒状，橙黄色，长 5−10 cm，外形上略

呈宽平，而市售来源北虫草经分离、培育的子

实体干燥品特点是顶部膨大明显。培育结果见

图 1。野生来源与市售来源北虫草培育的子实体

蛋白浓度检测分别为 5.88 μg/mL 和 6.68 μg/mL。 

2.2  数据定量分析 

通过谱图解析共鉴定到 9 233 条特异性肽段，

共计鉴定到 1 163 个可定量蛋白。以 1.5 倍为差异

表达变化阈值，以统计学检验 t-test P<0.05 为显著

性阈值，其中 wc/ac 比较组有 214 个蛋白表达发生

上调，181 个蛋白表达发生下调(图 2)。 

 

 
 

图 1  北虫草培育结果 
Figure 1  Cultivation results of Cordyceps militaris   
注：A：野生菌株；B：斜面菌种；C：子实体；D：野生来源

培育的子实体干燥品；E：市售来源培育的子实体干燥品  

Note: A: Wild Cordyceps strains; B: Slant strain; C: Cultivating 
fruiting bodies; D: Dried wild fruit bodies; E: Dried products of 
cultivated fruit bodies on the market 

 
 
图 2  北虫草蛋白表达的火山图(野生来源组/市售来 

源组) 
Figure 2  Volcano maps of differential proteins (wc/ac) 

 

2.3  GO 二级注释分类 

对差异蛋白进行基因本论(Gene Ontology，GO)

注释，从生物进程(Biological Process)、分子功能

(Molecular Function) 和 细 胞 组 成 (Cellular 

Component)这 3 个角度阐释差异蛋白的生物学作

用(图 3)。在生物进程中，有机物代谢过程(Organic 

Substance Metabolic Process) 、 细 胞 代 谢 过 程

(Cellular Metabolic Process)对应蛋白较多，分别 

为 188 个、185 个。细胞组成中，细胞内功能

(Intracellular)、细胞内细胞器(Intracellular Organelle)

对应蛋白较多，分别为 239 个、202 个。分子功能

中，转运酶活性(Transferase Activity)、有机环化合

物结合(Organic Cyclic Compound Binding)对应蛋

白较多，皆为 60 个。对 GO 功能进一步挖掘后，

具有氧化还原酶活性、氧化还原酶复合物功能的差

异蛋白分别有 27 个、4 个。 

2.4  亚细胞结构定位分类 

为了探究差异蛋白在细胞中的定位情况，进行

了亚细胞结构定位分析。发现它们在胞浆和线粒体

中定位的比例占 60.00% (图 4)。 
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图 3  差异蛋白的注释分类 
Figure 3  Distribution of differential proteins 
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图 4  差异表达蛋白的亚细胞定位 
Figure 4  Subcellular localization of differentially expressed proteins 
 

2.5  差异蛋白功能聚类分析 

为了发现差异蛋白是否存在某些功能的显著

性富集趋势，根据其差异表达倍数将其分成了   

4 个部分(Q1<0.667，0.667<Q2<0.769，1.3<Q3<1.5，

1.5<Q4)，并对每一组 GO 分类，KEGG 通路进行

富集，寻找不同变化区间的蛋白功能相关性。结果

中发现，GO 分类层面(图 5A、5B)，生物进程中，

野 生 培 育 高 表 达 的 蛋 白 (Q4) 糖 代 谢 (Glucose 

Metabolic Process)、己糖分解代谢的过程(Hexose 

Catabolic Process) 、 葡 萄 糖 分 解 代 谢 的 过 程

(Glucose Catabolic Process)等和能量代谢相关的功

能富集程度较高。分子功能中，野生培育低表达的

蛋 白 (Q1) 的 乙 醛 脱 氢 酶 (NAD) 活 性 [Aldehyde 

Dehydrogenase (NAD) Activity]和高表达的蛋白

(Q4)酶激活剂活性(Enzyme Activator Activity)、激

酶活化剂活性(Kinase Activator Activity)等和氧化、

代谢相关的酶活性功能富集程度较高。KEGG 通路

层面(图 6)，在野生培育低表达蛋白(Q1)缬氨酸、

亮 氨 酸 和 异 亮 氨 酸 的 降 解 (Valine， Leucine and 

Isoleucine Degradation)，以及高表达蛋白(Q4)酪氨

酸代谢(Tyrosine Metabolism)、半胱氨酸和蛋氨酸

代谢(Cysteine and Methionine Metabolism)等，它们

和氨基酸代谢相关的通路富集程度较高。 

2.6  蛋白互作网络 

对所有差异蛋白进行蛋白网络互作分析，并重

点关注具有代谢、抗氧化、氨基酸代谢等相关功

能的蛋白的互作情况。结果(图 7)显示，同时与抗

氧化和代谢功能相关的蛋白有 22 个，主要包括过

氧化氢酶-过氧化物酶、Arg-6 蛋白、谷氨酸-5-半醛

脱氢酶、异柠檬酸脱氢酶、烯醇化酶、磷酸转移酶、

磷酸甘油酸激酶等。 

3  讨论    

北虫草是一种富含高蛋白、氨基酸的药食两用

真菌。近年来有关从虫草中寻找具有功效的蛋白质

和肽的组分受到关注。人工代料栽培菌种的使用普

遍，但野生菌种资源相对缺乏。本研究结果发现，

在相同的营养条件下，野生菌株经分离培育后子实

体与市售菌株培育子实体在外形、蛋白浓度等方面

有所区别，在蛋白质组学上两者也有差异。本研究

采用基于液相色谱-质谱的非标记定量技术进行蛋

白质组定量，该方法现已用于临床来源样本比对、

实验室生物信号通路研究等方面，可检出低丰度的

蛋白，而且分离蛋白能力强[12-13]。野生来源菌株培

育子实体在能量代谢、氨基酸代谢功能中的相关蛋

白表达量高于市售来源菌株传代栽培的子实体，原

因可能是野生菌株生长环境恶劣，其能量和氨基酸 
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图 5  GO 功能分类生物过程(A)和分子功能(B)中聚类差异表达蛋白富集 
Figure 5  Cluster differential expression protein enrichment map in GO functional classification (biological process) (A) and 
(molecular function) (B) 
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图 6  KEGG 通路中聚类差异表达蛋白富集 
Figure 6  Enrichment of cluster differentially expressed proteins in KEGG pathway 
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代谢能力强于市售菌株，而野生菌株被分离纯化后

经适当人工培育会保留其部分优良的生物学特性。 

文献[14-17]报道北虫草具有较强的抗氧化能

力。研究表明蛹栽培的子实体中超氧化物歧化酶

(Superoxide Dismutase，SOD)含量高于小麦栽培的

子实体，而小麦栽培的菌核中 SOD 含量与相应的

子实体相比无显著差异[18]。SOD 是第一个被发现

以超氧阴离子为其作用底物的酶，超氧阴离子自由

基是生物体内正常的代谢产物，积累到一定程度可

使细胞膜脂质发生过氧化而引起细胞损伤甚至死

亡，SOD 通过催化超氧阴离子自由基发生歧化反

应进而减轻或消除机体代谢过程中产生的过多的

超氧阴离子自由基，从而起到抗氧化作用[19-20]。本

研究重点关注了野生来源和市售来源北虫草菌株

经小麦培养基栽培的子实体抗氧化相关的蛋白及

其基因，差异蛋白功能分析显示，本研究中 2 种来

源的北虫草菌株培育的子实体具有氧化还原酶

活性、氧化还原酶复合物功能的差异蛋白分别有 

27 个、4 个。乙醛脱氢酶(NAD)活性相关蛋白(Gene 

Name：ISF_08138)在野生来源菌株中表达较低，

乙醛脱氢酶在生物体内可将乙醛氧化成乙酸，这可

能说明野生菌种的机体氧化能力较弱。进一步挖掘

数据，发现一种抗氧化重要蛋白(Gene Name：

ISF_02112)具有 SOD 活性，在野生菌株培育子实

体中的表达量远远高于市售菌株培育子实体(Fold 

Change>9)； 具 有 过 氧 化 氢 酶 活 性 的 蛋 白 (Gene 

Name ： katG) 表 达 量 高 于 市 售 来 源 菌 种 (Fold 

Change>2)，说明在此种抗氧化能力方面野生菌株

培育子实体优于市售菌株培育子实体。接着对所有

差异蛋白进行网络互作分析，结果显示，同时与抗

氧化和代谢功能相关的蛋白有 22 个，从较为宏观

的蛋白调控角度揭示了子实体蛋白的抗氧化能力

与其整体代谢能力相关。 

北虫草菌株容易变异已是不争的事实，虫草

从业者一般会通过选择优良野生北虫草菌株进行

分离纯化及栽培试验选育优良的生产菌种。本研

究提供了沈阳地区野生菌株与市售菌株采用小麦

培养基培育子实体获得不同功能蛋白的相对表达

量、抗氧化功能蛋白及基因信息，丰富了北虫草

菌种、功能相关蛋白研究等数据库。为进一步培

育优良菌种、扩大北虫草产业化发展、开发药用

功能蛋白或小肽提供了蛋白质组学数据基础。如

何获得预期功能的菌种及功能蛋白的提取仍有待

进一步深入研究。 
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