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董彩虹 

中国科学院微生物研究所研究员，博士生导师。现任中国菌物学会菌物产业分
会会长；中国菌物学会虫草产业分会会长，中国中药协会茯苓产业分会副秘书长。
从事珍稀食药用菌生物学研究，采用正、反向遗传学手段，结合多组学分析，揭示
食用菌生殖方式、子实体发育和逆境胁迫机制；基因编辑进行食用菌菌种改良。涉
及类群包括冬虫夏草、蛹虫草、茯苓、羊肚菌和绣球菌等。发表论文 100 余篇，授
权专利 8 项，参编《中国冬虫夏草》《食用菌栽培学》和《食用菌遗传育种学》。 
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摘  要：蛹虫草菌株在继代培养和低温长期保藏过程中极易退化导致子实体产量下降，对产业造成

重大影响。本研究以正常菌株、PDA斜面长期 4 ℃保藏导致退化的菌株和连续继代培养的菌株为材

料，观察其子实体、菌落、菌丝形态和分生孢子数量，对菌丝细胞核、线粒体、活性氧积累和芽生

孢子内脂滴进行染色观察；并对菌丝中虫草素、腺苷和麦角甾醇含量进行比较分析。结果表明

PDA斜面长期 4 ℃保藏和连续继代培养导致的蛹虫草菌株退化表型大多数一致，即退化菌株较正常

菌株子实体产量降低、菌丝粘连打结、分生孢子数量显著降低、菌丝活性氧含量升高、细胞内线粒

体数量减少、芽生孢子脂滴由弥散的小脂滴融合为大脂滴。然而，在菌落见光转色方面，长期低温

保藏退化菌株基本不转色，而继代培养退化菌株转色不稳定；长期保藏退化菌株菌丝细胞核数目无

明显变化，继代培养退化菌株细胞核数量明显减少；长期保藏退化菌株菌丝中虫草素、腺苷和麦角

甾醇含量较正常菌株降低 58%、41%和 70%，继代培养退化菌株麦角甾醇含量无明显变化。因此，

显微观察菌丝是否出现粘连打结及氮蓝四唑 NBT 检测菌丝活性氧含量，操作简单、用时较短，可

用于大规模生产中蛹虫草菌株退化的检测手段；线粒体和脂滴染色也可作为退化菌株的鉴别方法；

而生产中常用的通过菌落见光转色判断菌株优劣的方法需要慎重。继代培养菌株第 4 代开始出现明

显的退化特征，因此在生产中使用的菌株最好控制在继代培养 3 代以内。 

关键词：蛹虫草；退化；低温保藏；继代培养；活性氧 
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Abstract: Strain degeneration occurs often in Cordyceps militaris during subculture and long-term 
storage at low temperature, resulting in a decrease in yield and a great loss in income. In this study, 
normal strains and degenerated strains due to long-term storage at 4 °C PDA slant and continuous 
subculture of C. militaris were observed to survey the morphological variation of fruiting bodies, 
colonies and mycelia and sporulation capacity of conidia. The nuclei, mitochondria, reactive 
oxygen species accumulation in cell, and lipid droplets in blastospore were observed by staining 
method, and the content of cordycepin, adenosine and ergosterol in mycelia was analyzed. The 
results showed that most of the phenotypical variation of degenerated strains caused by long-term 
storage at 4 °C PDA slant and continuous subculture were consistently displayed as: the decrease of 
fruiting body yield, the presence of adhesive and knotted hyphae, significant decrease of conidia, 
increased level of reactive oxygen species, reduction of mitochondria in the mycelia, mergence of 
dispersed and small lipid droplets in the blastospores into large droplets. There is no color change 
after being exposed to light for the colony of degenerated strains caused by long-term storage at 
4 °C, whereas color change is unstable during the continuous subculture. The number of nuclei in 
the mycelia of degenerate strains undergoing continuous subculture is reduced whereas no change 
in that undergoing long-term storage at 4 °C. The content of cordycepin, adenosine and ergosterol in 
the mycelia of degenerated strains of long-term preservation was reduced by 58%, 41% and 70% as 
compared with that of the normal strains, but the ergosterol content of the degenerated strains of 
continuous subculture was unchanging. Microscopic observation of adhesive and knotted mycelia, 
and staining the mycelia by nitrogen blue tetrazolium (NBT) to detect the reactive oxygen species 
are easy to operate and not time-consuming. This method can be used to detect the degeneration of 
C. militaris strains on a large scale. Mitochondrial and lipid droplet staining can also be used to 
identify the degenerated strains. The commonly used method of judging the quality of spawn by 
color conversion after light irradiation needs to be cautious. Obvious degeneration of the strains 
usually appears in fourth generation during subculture, so the strains used for cultivation should be 
selected within three generations. 
Keywords: Cordyceps militaris; degeneration; cryopreservation; subculture; reactive oxygen species 
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蛹虫草 Cordyceps militaris (L.) Fr.，隶属子囊

菌门 Ascomycota、肉座菌目 Hypocreales、虫草

科 Cordycipitaceae、虫草属 Cordyceps，是一种重

要的食药用真菌，在我国形成了较大的产业。据

中国食用菌协会统计，2018 年我国蛹虫草年产量

90 559.7 t，2019、2020 年维持在 10 万 t 左右。

然而，蛹虫草菌株在继代培养和保藏过程中极易

发生退化，产量降低甚至不产子实体，对产业造

成重大损失(王熙等 2011；何晓红等 2012)。 

关于蛹虫草菌株退化表型的研究较多，如多

种酶活性降低，类胡萝卜素、胞外多糖、虫草素、

腺苷和脂质含量变化(李美娜 2003；Sun et al. 
2017；周思池等 2019)；对合成染料溴麝香草酚

蓝的脱色能力降低(林清泉等 2010)；细胞器和

胞内有害物质含量明显变化，并可观察到大量自

噬现象(于群 2020；姜宛岑等 2022)；线粒体结

构和数量上的改变可能是蛹虫草退化的重要原

因之一(姜宛岑等 2022)；菌株退化后分生孢子

交配型发生明显偏分离，随着继代培养次数的增

加分生孢子交配型为 MAT1-2 的比率依次增加，

甲基化相关基因和交配型基因在退化过程中发

挥协同作用(尹昕等 2022)；细胞自噬相关基因

Atg13、Atg18、Atg22 和 Atg22-2 表达量在退化

菌株中上升(周思池等 2019)。 

已有研究均集中于继代培养菌株的退化特

征，除多次继代培养之外，菌株冰箱长期保存也

会导致菌株退化。本研究对 PDA 斜面长期 4 ℃保

藏和正常继代培养导致退化的菌株进行观察，研

究蛹虫草菌株的退化特征，从继代培养和冰箱长

期保藏导致菌株退化的稳定表型中寻找早期种源

培养过程中鉴别菌株退化的方法，避免在生产中

造成损失，并为探究蛹虫草退化机制提供思路。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 
蛹虫草菌株 521 为企业生产用母种，2016 年

6 月 20 日采用 10%甘油冻存管保藏于−80 ℃超

低温冰箱，2021 年 6 月 3 日取出活化，菌株活

化按照 Liu et al. (2018)的方法进行，活化的菌株

栽培后子实体生长良好。菌株 521T 为栽培子实

体发育良好的菌株，于 2017 年 10 月采用马铃

薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)斜面，4 ℃冰箱长期

保藏，2020 年 11 月活化后栽培，发现菌株已

经退化。用于继代培养的蛹虫草 1532A 为企业

生产用母种，将 1532A 菌丝块接种于 PDA 平

板中心，每隔 10 d 在菌落边缘用 0.9 mm 打孔

器打孔接种至新的 PDA 培养基，20 ℃避光继

代培养，共 6 代，分别标记为 1532B、1532C、

1532D、1532E、1532F 和 1532G。 

1.2  菌落、子实体形态和生长速度 
将菌株 521、 521T 和继代培养的菌株

1532B–1532G 直径 0.9 mm 菌丝块接种于 PDA

平板中央，20 ℃避光培养 20 d，十字交叉法测

量菌落直径并计算生长速度；然后 500 lx 光照培

养 3 d 观察菌落转色情况。参照 Guo et al. (2016)

的方法进行蛹虫草子实体栽培，对整个栽培过程

跟踪观察，并统计不同菌株的子实体生长状况。 

1.3  菌丝形态观察和分生孢子计数 
将菌株 521、521T 和继代培养菌株 1532B– 

1532G 直径 0.9 mm 菌丝块接种于 PDA 平板中

央，在距离菌丝块 2 cm 处插入灭菌的盖玻片，

20 ℃避光培养，待菌丝覆盖玻片 1/2 时，取出进

行显微结构观察(Nikon Eclipse 80i)。 

将菌株 521、 521T 和继代培养的菌株

1532B–1532G 直径 0.9 mm 菌丝块转接于 PDA

平板中央，20 ℃避光培养 20 d 后，500 lx 光照

培养 3 d。10 mL 0.05%吐温冲洗平板菌丝，菌丝

和孢子悬液转移至 50 mL 离心管中，加入 20 颗

玻璃珠涡旋振荡 15 s，3 层擦镜纸过滤后收集分

生孢子滤液，血球计数板计数，每个菌株 3 个生

物学重复。 

1.4  菌丝线粒体、细胞核及芽生孢子脂滴染

色观察 
菌丝线粒体采用 Mito Tracker Green FM (碧
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云天生物技术有限公司)进行染色。二甲基亚砜

(DMSO)溶解 Mito Tracker Green FM，配置浓度

为 1 mmol/L 的储存液，于−20 ℃保存备用，磷

酸盐缓冲溶液(PBS)稀释至 200 nmol/L 用于菌丝

染色。插片培养附着菌丝的盖玻片浸没于染色液

染色 30 min，PBS 缓冲液冲洗 2 次后荧光显微

镜(Zeiss IMAGER A2)观察。 

细胞核采用 4ʹ,6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI) 

(北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司)进行染

色。0.01 mol/L pH 7.0 的 PBS 缓冲液溶解 DAPI，

配置浓度为 20 μg/mL 的工作液，插片培养附着

菌丝的盖玻片滴加 5 μL 染色液染色，置于荧光

显微镜观察。 

芽生孢子脂滴采用尼罗红[生工生物工程

(上海)股份有限公司]染色观察。取直径 0.9 mm

菌丝块接种于液体培养基内，150 r/min 避光培

养 4 d 后过滤获得芽生孢子悬浮液。丙酮溶解尼

罗红，配置浓度为 0.1 mg/mL 的工作液，芽生孢

子悬浮液与尼罗红染液 1:3 混合，移液枪吹打混

匀后，荧光显微镜下观察。 

1.5  菌丝活性氧染色观察 
菌丝活性氧染色采用氮蓝四唑(NBT) (北京

兰博利德生物技术有限公司)和 DCFH-DA 活

性氧检测探针(南京建成生物工程研究所)两种

方法。取平板培养基边缘直径 0.9 mm 菌丝块接

种于液体培养基内，150 r/min 避光培养 4 d，

过滤收集菌丝体并用 PBS 缓冲液冲洗 2 次，浸

没于 0.3 mmol/L NBT 染色剂中室温孵育 1 h，

PBS 缓冲液冲洗 2 次终止反应后体视镜(Nikon 

SMZ18)观察并拍照；使用 DCFH-DA 活性氧检

测探针，将探针与 PBS 缓冲液 1:1 000 稀释，

−20 ℃避光保存备用。将附着菌丝的盖玻片浸没

于染色液中室温染色 30 min，置于荧光显微镜

下观察。 

1.6  菌丝虫草素、腺苷和麦角甾醇含量 
虫 草 素 和 腺 苷 的 测 定 参 考 标 准 NY/T 

2116-2012。取0.5 g菌丝体粉末加水80 mL，45 ℃

超声提取 30 min 后加水定容至 100 mL。离心后

取上清液过 0.45 μm 水相滤膜，HPLC 检测虫草

素和腺苷含量，检测条件：色谱柱 Luna Omega 

5 μm Polar C18 100A，流动相：10%甲醇，流速：

1.0 mL/min，柱温：35 ℃，波长：260 nm。 

麦角甾醇测量参照霍理坚等(2021)的方法。

取菌丝体粉末 0.1 g 于 10 mL 容量瓶中，加甲醇

约 8 mL，置于超声仪中，50 ℃超声提取 30 min，

取出后用甲醇定容，有机相滤膜过滤，HPLC 检

测麦角甾醇含量。检测条件：流动相：95%甲醇；

流速：1.0 mL/min；柱温：40 ℃；进样体积：10 μL；

检测波长：282 nm。 

1.7  数据分析 
实验数据采用 SPSS 22.0 进行 ANOVA 统计

分析，Graphpad 软件进行 t 检验并作图，数据结

果以平均数±标准差表示，每个试验 3 个重复，

统计显著性水平设定为 P<0.05。 

2  结果与分析 

2.1  菌落、子实体形态及生长速度比较 
菌株 521 和 521T 光照后，菌落形态差异较

大。521 菌落呈橘黄色，521T 基本不转色(图 1A)；

子实体颜色无差异，但 521T 子实体矮小且相互

粘连、聚集成簇，出现形似掌形分叉，不形成单

根子实体，子实体产量显著降低(图 1B、2A)，

表现为明显的菌株退化。521T 菌丝生长速度显

著大于正常菌丝(P<0.001，图 2B)，但分生孢子

产量显著低于菌株 521，仅为菌株 521 的 7% 

(图 2C)。 

继代培养菌株 1532B 转色后呈深橘黄色，

1532C、1532D 菌落外周不转色，1532D 仅中心

为橘黄色，1532E、1532F 为淡黄色，1532G

为橘黄色(图 1A)，继代菌株光照后菌落颜色深

浅不一，不具规律。1532B 和 1532C 的子实体

形态无差异，1532D–1532G 的子实体高度逐渐
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降低(图 1B)，子实体鲜重随着继代次数增加先 

增多，至 1532E 陡然下降并持续降低(图 2D)。

1532B–1532D 菌丝生长速率无显著差异，从

1532E–1532G 生长速度显著增加(图 2E)。继代

菌株分生孢子产量呈现先增加后减少的趋势，

至 1532D 最大(3.0×107 个/平板)，之后随着继代

次数增加产孢量逐步减少，到 1532G 减少至

3.3×106个/平板(图 2F)。从子实体形态来看，1532D

已经表现出退化，而从子实体产量来看，1532E

开始表现出明显的菌株退化。 

 

 
 

图 1  蛹虫草不同菌株菌落及子实体形态   A：菌落形态；B：子实体形态. 标尺=3 cm 

Fig. 1  Cordyceps militaris colonies and fruiting bodies of different strains. A: Morphology of colonies; 
B: Morphology of fruiting bodies. Scale bars=3 cm. 

 

 
 

图 2  蛹虫草不同菌株子实体鲜重、菌丝生长速度和分生孢子数   A、D：子实体鲜重；B、E：菌丝生

长速度；C、F：分生孢子数. *P≤0.05；**P≤0.01；***P≤0.001. 不同小写字母表示 P=0.05 水平差异显著 

Fig. 2  Weight of fruiting bodies average growth rate and number of conidia of different strains of Cordyceps 
militaris. A, D: Weight of fruiting bodies; B, E: Growth rate; C, F: Number of conidia. * P≤0.05; ** P≤0.01; 
*** P≤0.001. Different lowercase letters indicate significant difference at P=0.05 level. 



 

怀美玉 等 /蛹虫草菌株退化特征及鉴别方法 Research paper 
 

菌物学报 1824 

 

2.2  菌丝形态观察 
菌株 521 菌丝大部分粗细均匀、分枝少、线

条流畅，菌丝间隔均匀、排列规律(图 3A)；521T

菌丝断裂(图 3B)、杂乱扭曲(图 3C)、相互粘连

和菌丝打结(图 3E、3F)，菌丝崩裂溶解、细胞

内容物流出(图 3D)。继代培养的菌株随着继代

次数的增加菌丝粘连数目增多，粘连面积增大，

少量菌丝扭结成团。菌丝相互粘连可能是子实体

畸形、不分化的前期表现(图 4A–4F)。 

2.3  菌丝活性氧染色 
NBT 䐶与超氧化物反应生成甲 ，通过颜色

的深浅判断活性氧的积累情况(Lara-Ortíz et al. 
2003)。染色结果发现菌株 521、1532B–1532D

菌丝体为淡紫色，521T、1532E–1532G 呈深紫

色，表明退化菌株的菌丝体较未退化菌株的菌丝

体内积累了更多活性氧(图 5)。 

 

 
 

图 3  菌株 521和 521T菌丝形态观察   A：菌株 521；B–F：菌株 521T；B、C：菌丝断裂和杂乱扭曲；

D：菌丝内容物流出；E、F：菌丝间相互粘连和打结. 标尺=10 μm 

Fig. 3  Mycelial morphology of strains 521 and 521T. A: Strain 521; B–F: Strain 521T; B, C: The ruptured and 
twisted hyphae; D: Efflux of cell inclusion; E, F: Adhesive and knotted hyphae. Scale bars=10 μm. 

 

 
 

图 4  继代培养菌株菌丝形态   A–F：1532B–1532G 菌丝形态. 标尺=10 μm 

Fig. 4  Mycelial morphology of different strains of subcultured Cordyceps militaris. A–F: Strains 
1532B–1532G. Scale bars=10 μm. 
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图 5  蛹虫草菌丝 NBT 染色   标尺=1.5 mm 

Fig. 5  NBT staining of Cordyceps militaris mycelia. Scale bars=1.5 mm. 
 

DCFH-DA 是通用的氧化应激指示剂，染色

后绿色荧光强度与活性氧含量成正比(朴英实和

林贞花 2015)。菌丝染色发现绿色荧光在菌株

521 菌丝中呈现点状分布，而在 521T 菌丝中连

续分布，呈现较强的荧光，表明较高的活性氧含

量。继代菌株菌丝活性氧含量随着继代次数增加

逐渐增多，1532E、1532F 和 1532G 的菌丝已经

呈现出较强的连续绿色荧光(图 6A)。DCFH-DA

探针染色与 NBT 染色呈现出相同的变化趋势。

可见，退化后菌株的菌丝活性氧含量明显多于正

常菌株的活性氧含量。 

2.4  线粒体染色 
菌株 521 菌丝细胞尖端线粒体数量充盈，而

521T 的菌丝线粒体分布稀疏。继代培养菌株

1532B–1532D 菌丝内线粒体无明显差异，

1532E、1532F 可见线粒体数量明显减少，1532G

线粒体数量大幅减少，随着退化程度加剧，线粒

体受损程度也相应增加，两种方式的退化菌株菌

丝内线粒体数量均减少(图 6B)。 

2.5  细胞核染色 
菌株 521 和 521T 菌丝内细胞核分布间隔都

很均匀，继代菌株 1532B–1532D 细胞核未见差

异，从 1532E 开始可见分布不均，1532F 菌丝细

胞核明显减少(图6C)，细胞核的变化较活性氧和

线粒体更难观察，退化程度增加至一定水平才能

观察到明显的细胞核变化。 

2.6  脂滴染色 
脂滴经尼罗红染色后呈红色，菌株 521

芽生孢子的脂滴数量多、分布密集、均匀布满

整个芽生孢子细胞质，留出的空隙较小；521T

芽生孢子内弥散的小脂滴融合为大脂滴，中间

空腔面积较大(图 7)，继代菌株 1532B–1532D

的脂滴未见差异，1532E–1532G 脂滴数量逐

渐减少，由分散变为聚集成团(图 7)，蛹虫草

退化后芽生孢子内的脂滴发生明显变化，且长

期保藏和继代培养引起退化的脂滴变化趋势

相同。 

2.7  菌丝虫草素、腺苷和麦角甾醇含量测定 
521 菌丝中虫草素、腺苷和麦角甾醇含量

均显著高于 521T，521 菌丝中虫草素含量为

521T 的 2 倍以上(图 8A)。521 菌丝中腺苷和麦角

甾醇平均含量分别为 1.45 mg/g 和 0.53 mg/g，而

521T 菌丝中腺苷和麦角甾醇平均含量分别为

0.86 mg/g 和 0.16 mg/g (图 8B、8C)，退化菌株
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521T 菌丝中的虫草素、腺苷和麦角甾醇含量较正

常菌株分别下降了 58%、41%和 70% (图 8A–8C)。 

继代菌株 1532D 菌丝中虫草素含量较前两

代大幅增加，随后呈逐渐降低趋势，第 6 代降低

至 0.25 mg/g (图 8D)，腺苷含量整体来看为下降

趋势(图 8E)，第 6 代菌丝虫草素和腺苷含量较第

1 代分别下降了 48%和 66%，但麦角甾醇含量呈

增加趋势(图 8F)。 

 

 
 

图 6  菌丝活性氧、线粒体和细胞核染色观察   A：菌丝内活性氧；B：菌丝线粒体；C：菌丝细胞核.

标尺=30 μm 

Fig 6  Fluorescence staining of reactive oxygen species (ROS), mitochondria and nuclei. A: ROS in mycelium; 
B: Mitochondria in mycelium; C: Nuclei in mycelium. Scale bars=30 μm. 
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图 7  蛹虫草不同菌株脂滴染色观察   标尺=10 μm 

Fig. 7  Lipid droplets of blastospore of different Cordyceps militaris strains. Scale bars=10 μm. 

 

 
 

图 8  菌丝虫草素、腺苷和麦角甾醇含量   A、D：虫草素；B、E：腺苷；C、F：麦角甾醇 

Fig. 8  The content of cordycepin, adenosine and ergosterol in mycelia of different Cordyceps militaris strains. 
A, D: Cordycepin; B, E: Adenosine; C, F: Ergosterol. 

 

3  讨论 

菌株退化是食用菌栽培中普遍存在的现象，

蛹虫草在低温保藏和继代培养过程中易发生退

化且这种退化是可遗传的，导致产量严重下降致

使产业遭受重大损失。已有关于蛹虫草菌株退化

的研究大多集中在继代培养的退化菌株中，但继

代培养导致的退化表型不稳定，不同的研究中继

代培养的部分表型结果不同。根据菌株退化后产

生稳定变化的表型特征进行蛹虫草菌株早期退

化的鉴别，对避免菌株退化导致大规模损失具有

重要作用。 

本研究发现长期低温保藏和继代培养导致

的退化菌株菌丝均观察到分枝增多、菌丝粘连和

打结的现象(图 3、图 4)，周思池等(2019)和姜宛

岑等(2022)也观察到退化菌株菌丝分枝增多的
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现象，菌丝粘连和打结为本研究首次报道，在退

化菌株菌丝中非常明显，并随着继代培养代数的

增加，粘连数目增多，粘连面积增大(图 3、图 4)，

因此，在有光学显微镜的情况下，通过观察菌丝

是否出现粘连和打结可以作为退化菌株的鉴别

方法之一。在菌落转色方面，低温保藏菌株表现

为菌落见光不转色或颜色较浅、色素积累减少，

但继代菌株在继代培养过程中转色情况不稳定，

虽然有报道继代培养的菌落颜色随着代数增大

逐渐变淡(王熙等 2011)，我们认为见光不转色

的菌落一定产生了退化，但是见光颜色正常的菌

落也可能产生了退化(图 1B，1532G)，因此生产

中常用的通过见光转色判断菌株优劣的方法需

要慎重。两种退化菌株菌丝生长速度均加快，与

于群(2020)的研究相一致，但在李闽锋(2007)和

王熙等(2011)的研究中退化的蛹虫草菌株较正

常菌株生长速度慢，可能是不同蛹虫草退化菌株

具有特异性，菌丝生长速度的变化不宜作为退化

菌株的判断标准。退化菌株菌丝中虫草素、腺苷

和麦角甾醇含量明显降低(殷娟 2018；刘娟等 

2020)，在本研究的低温保藏退化菌株中有相同

的结果，继代培养的退化菌株虫草素、腺苷含量

呈现减少的趋势，但麦角甾醇含量并没有随着退

化程度增加而降低(图 8F)。两种退化菌株的线粒

体数量明显减少(图 6B)，与姜宛岑等(2022)在继

代培养第五代菌株中线粒体数量明显减少的结

果相同；继代菌株从第五代可见细胞核分布不

均，而长期保藏的退化菌株细胞核分布未见明显

变化；芽生孢子的脂滴在正常菌株细胞质内均匀

分布，而退化菌株中则呈聚集分布，因此线粒体

和脂滴染色可以用于退化菌株的鉴别。 

正常生理条件下活性氧的生成和清除处于

动态平衡，活性氧的过量积累造成不受控的氧化

还原应激则可能导致严重的细胞损伤 (Zorov 

et al. 2000)。线粒体作为活性氧产生的主要来

源，尤其容易受到活性氧损害，使线粒体 DNA

比核 DNA 更容易受到氧化损伤(Yakes & van 

Houten 1997；Kim et al. 2007)。低温保藏和继代

培养退化菌株菌丝内的活性氧含量均高于正常

菌株，这可能是退化菌株线粒体数量明显减少的

原因。在禾谷镰刀菌、稻瘟病菌和尖孢镰刀菌等

丝状真菌中脂滴积累对于宿主产生的活性氧具

有抵抗作用(刘娜 2018)。脂滴的减少可能是与

活性氧对抗的结果，而活性氧作为细胞信号分子

可诱导自噬发生，自噬通过清除受损细胞器又能

够减少活性氧的积累(Li et al. 2015)。研究发现

在蛹虫草继代培养的菌株中第三代可见自噬现

象，第五代自噬现象多发，细胞逐渐凋亡，退化

菌株中多个自噬基因处于高表达状态(周思池 

2020；姜宛岑等 2022)。活性氧过量积累、自噬

调节紊乱是否为导致蛹虫草退化的原因，或二者

是蛹虫草退化后才产生的生理变化，这其中因果

关系和联系有待进一步研究。而蛹虫草退化菌株

中活性氧明显积累，可以用于退化菌株的早期检

测。采用 NBT 对液体培养菌丝球染色，操作简

单、用时较短，可以用于蛹虫草大规模生产中退

化菌株筛选的简便方法。活性氧作为细胞代谢的

正常产物在未退化菌株内也存在，随着培养时间

延长活性氧含量增加 (刘娟等  2020)，在采用

NBT 染色法筛选退化菌株时应注意培养时间、

菌丝球洗涤次数和染色时间，在蛹虫草培养过程

中清除或减少活性氧的产生可能会对延缓菌株

退化产生作用。 

总之，显微观察菌丝是否出现粘连和打结、

NBT 对液体培养菌丝球染色，操作简单、用时

较短，可以用于蛹虫草大规模生产中退化菌株筛

选的简便方法；有条件的情况下线粒体、脂滴染

色也可以作为退化菌株的鉴别方法。另外，本研

究发现继代菌株从第四代开始有明显的退化特

征，从子实体形态到菌丝、细胞器都发生相应的

变化，因此生产用菌株应控制在继代培养 3 代

以内。 
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