
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报 　２０１７年１１月第３８卷第１１期 　犺狋狋狆：／／狑狑狑．犪犼狊犿犿狌．犮狀

ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎｏｖ．２０１７，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．１１

ＤＯＩ：１０．１６７８１／ｊ．０２５８８７９ｘ．２０１７．１１．１４６２ ·短篇论著·

［收稿日期］　２０１７０５１６　　　　［接受日期］　２０１７１１０９

［基金项目］　解放军总后勤部科研项目（１１ＤＪＺ２ｂ），上海市２０１６年度“科技创新行动计划”技术标准项目指南（１６ＤＺ０５０１４００）．Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙ

ＰｒｏｊｅｃｔｆｏｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＧｅｎｅｒａｌＬｏｇｉｓｔｉｃＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰＬＡ（１１ＤＪＺ２ｂ）ａｎｄ２０１６“ＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｎｏｖａｔｉｏｎＡｃｔｉｏｎＰｌａｎ”

ＴｅｃｈｎｉｃａｌＳｔａｎｄａｒｄＰｒｏｊｅｃｔＧｕｉｄｅｏｆＳｈａｎｇｈａｉ（１６ＤＺ０５０１４００）．

［作者简介］　汪家春，副研究员．Ｅｍａｉｌ：ｂｉｙａｎｊ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２５８３５９４０５９，Ｅｍａｉｌ：ｘｕｊｉｅｊｉｅ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

蝙蝠蛾拟青霉和中国弯颈霉蛋白质氨基酸分析及质量评价

汪家春１，张阵阵１，徐　军２，李兆兰３，栾　洁１，陈雅琳１

１．第二军医大学海军医学研究所科技计划处，医学科技信息中心，上海２００４３３

２．上海健康医学院医疗器械学院，上海２０００９３

３．南京大学生命科学学院藻菌工程室，南京２１００９３

　　［摘要］　目的　对蝙蝠蛾拟青霉（犘犪犲犮犻犾狅犿狔犮犲狊犺犲狆犻犪犾犻）和中国弯颈霉（犜狅犾狔狆狅犮犾犪犱犻狌犿狊犻狀犲狀犻狊）２种虫生真菌菌丝的

蛋白质氨基酸进行含量分析及质量评价，为２种真菌的其他相关研究和应用提供依据。方法　采用盐酸水解法水解菌

丝粉，用Ａｇｉｌｅｎｔ１２００高效液相色谱仪Ｃ１８反相柱梯度进行分离，上柱前加入邻苯二甲醛氯甲酸芴甲酯（ＯＰＡＦＭＯＣ）自动

衍生化。参照标准品氨基酸，计算待测样品的氨基酸含量。结果　测定了１７种蛋白水解氨基酸的含量，其中蝙蝠蛾拟

青霉中有４种氨基酸（天冬氨酸、缬氨酸、异亮氨酸、亮氨酸）的含量高于中国弯颈霉，中国弯颈霉中有１１种氨基酸（谷氨

酸、丝氨酸、甘氨酸、苏氨酸、精氨酸、丙氨酸、酪氨酸、胱氨酸、蛋氨酸、赖氨酸、脯氨酸）的含量高于蝙蝠蛾拟青霉。中国弯

颈霉氨基酸总量、必需氨基酸总量、非必需氨基酸总量高于蝙蝠蛾拟青霉，蝙蝠蛾拟青霉支链氨基酸含量高于中国弯颈

霉。两者必需氨基酸的模式均符合世界卫生组织和联合国粮农组织（ＷＨＯ／ＦＡＯ）提出的必需氨基酸模式谱和参考标准。

结论　蝙蝠蛾拟青霉与中国弯颈霉均具有较高的营养价值，但两者的蛋白质氨基酸含量并不等同。

［关键词］　蝙蝠蛾拟青霉；中国弯颈霉；氨基酸类；必需氨基酸类；氨基酸比值系数
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第１１期．汪家春，等．蝙蝠蛾拟青霉和中国弯颈霉蛋白质氨基酸分析及质量评价
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［犓犲狔狑狅狉犱狊］　犘犪犲犮犻犾狅犿狔犮犲狊犺犲狆犻犪犾犻；犜狅犾狔狆狅犮犾犪犱犻狌犿狊犻狀犲狀狊犻狊；ａｍｉｎｏａｃｉｄｓ；ｅｓｓｅｎｔｉａｌａｍｉｎｏａｃｉｄｓ；ｒａｔｉｏｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（１１）：１４６２１４６６］

　　蝙蝠蛾拟青霉（犘犪犲犮犻犾狅犿狔犮犲狊犺犲狆犻犪犾犻）和中国弯

颈霉（犜狅犾狔狆狅犮犾犪犱犻狌犿狊犻狀犲狀犻狊）都是从冬虫夏草的菌

核和子座的菌丝组织分离而得到的虫生真菌，有资

料表明中国弯颈霉的基因测序结果与基因数据库收

录的冬虫夏草的基因测序（登录号ＡＦ２９１７４９）进行

比对其相似性达９９％
［１］。我们前期研究发现天然

冬虫夏草、冬虫夏草菌丝和发酵液中游离氨基酸的

种类和含量并不相同［２］，但目前尚未见对蝙蝠蛾拟

青霉和中国弯颈霉２种虫生真菌菌丝的蛋白质氨基

酸分析和研究的报道。本研究采用世界卫生组织和

联合国粮农组织（ＷｏｒｌｄＨｅａｌｔｈＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ／Ｆｏｏｄ

ａｎｄＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，ＷＨＯ／ＦＡＯ）提出的

必需氨基酸模式谱作为评价的参考标准，对２种虫

生真菌菌丝的蛋白质氨基酸进行含量分析和质量评

价，并且与标准蛋白质的氨基酸模式［３７］进行比对，

为２种真菌的其他相关研究和应用提供依据。

１　材料和方法

１．１　供试菌种　蝙蝠蛾拟青霉和中国弯颈霉的菌种

均是从冬虫夏草的菌核组织和子座产孢组织中分离

获得的纯菌种［８］。试管母种通过人工发酵培养而获

得大量菌丝体，菌丝体经过冷冻干燥、粉碎，制成发酵

菌粉，保存在４℃以下，用于蛋白质氨基酸的分析。

１．２　试剂与仪器　氨基酸标准品购自美国Ｓｉｇｍａ

公司。甲醇、乙腈为色谱纯，其他试剂均为分析纯。

水为超纯水。Ａｇｉｌｅｎｔ１２００高效液相色谱仪购于美

国安捷伦公司，ＨｙｐｅｒｓｉｌＧｏｌｄＣ１８柱（２５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，５μｍ）购自美国赛默飞公司；Ｄ２９００型旋转

式振荡器购自江苏省太仓市强乐实验设备厂；

ＣＰ２２５Ｄ型电子分析天平购自德国赛多利斯公司；

ＪＬ型超声波清洗器购自上海杰理科技有限公司。

１．３　样品溶液的制备　 准确称取菌丝粉２００ｍｇ，

置于水解管中，加入２０ｍＬ６ｍｏｌ／Ｌ盐酸封管，在

１１０℃烘箱中水解２４ｈ后，冷却，启封，过滤，定容至

１０ｍＬ，待测样品液上样。上柱前，向样品液中加入

邻苯二甲醛氯甲酸芴甲酯 （狅ｐｈｔｈａｌａｌｄｅｈｙｄｅ

ｆｌｕｏｒｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍａｔｅ，ＯＰＡＦＭＯＣ），混合

均匀后自动衍生化，然后上柱，上样量１０μＬ。

１．４　 高效液相色谱 （ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）技术测定游离氨基酸的

含量［２］
　色谱柱为ＨｙｐｅｒｓｉｌＧｏｌｄＣ１８柱（２５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，５μｍ），柱温４０℃，检测波长３３８ｎｍ。流

动相 Ａ 为２０ｍｍｏｌ／ＬＮａＡｃ＋０．３％四氢呋喃、

０．０２％三乙胺，流动相Ｂ为１００ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸钠甲

醇乙腈（２００∶４５０∶３５０，体积比），ｐＨ２．２。梯度：

０～６０ｍｉｎ，Ｂ相５％升至５６％；６０～６４ｍｉｎ，Ｂ相

保持５６％；６４～６８ ｍｉｎ，Ｂ 相 １００％。流 速

１．０ｍＬ／ｍｉｎ。采用外标法定量，参照标准品氨基酸，

计算各种蛋白质氨基酸的含量。由于采用盐酸水解

法，色氨酸不稳定，本研究对色氨酸的分析不讨论。

１．５　蛋白质氨基酸的质量评价　根据 ＷＨＯ／ＦＡＯ

提出和推荐的必需氨基酸模式和计算方法［４６］，作为

蛋白质氨基酸质量评价的参考标准。

１．５．１　必需氨基酸的质量分数　即每一种必需氨

基酸占总氨基酸量的百分含量。ＷＨＯ／ＦＡＯ根据

氨基酸平衡理论设计了必需氨基酸模式谱，每一种

必需氨基酸的质量分数越接近 ＷＨＯ／ＦＡＯ模式谱

其质量就越优。

１．５．２　必需氨基酸的氨基酸比值（ｒａｔｉｏｏｆａｍｉｎｏ

ａｃｉｄ，ＲＡＡ）、氨基酸比值系数（ｒａｔｉｏｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆ

ａｍｉｎｏａｃｉｄ，ＲＣ）和比值系数分 （ｓｃｏｒｅｏｆＲＣ，

ＳＲＣ）　利用必需氨基酸模式计算样品中ＲＡＡ、ＲＣ

和ＳＲＣ。ＲＡＡ的含义为样品中蛋白质的某种必需

氨基酸含量相当于模式中相应必需氨基酸的多少

倍，计算公式：ＲＡＡ＝待测样品某必需氨基酸含量／

模式中相应必需氨基酸含量。由于不同的食品和药

品中各种必需氨基酸ＲＡＡ往往不相同，故可计算

ＲＡＡ的平均数，从而计算ＲＣ。ＲＣ＝待测样品某必

需氨基酸ＲＡＡ／ＲＡＡ的平均数。模式氨基酸的ＲＣ

为１，如果待测样品中蛋白质必需氨基酸组成含量

比例与模式氨基酸一致，则待测样品中各种必需氨

基酸的ＲＣ等于１；ＲＣ大于或小于１均表示偏离氨

基酸模式，ＲＣ＞１表明该种必需氨基酸相对过剩，

ＲＣ＜１则表明该种必需氨基酸相对不足。ＳＲＣ＝
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１００－ＣＶ×１００，其中ＣＶ为ＲＣ的变异系数（ＣＶ＝

标准差／平均数）。如果生物制品的必需氨基酸组成

比例与必需氨基酸模式一致，则ＣＶ＝０，ＳＲＣ＝１００；

生物制品蛋白质必需氨基酸的ＲＣ越分散，表明这

些必需氨基酸在氨基酸平衡生理方面所起的负作用

就越大，导致ＣＶ变大，ＳＲＣ变小，蛋白质的营养价

值越差；相反，ＳＲＣ越接近１００，其氨基酸组成就接

近人体需要，其利用率就越高。

１．５．３　每种必需氨基酸在必需氨基酸总量中的含

量　ＷＨＯ／ＦＡＯ设计了一种标准蛋白质的必需氨基

酸模式，该方法含义是：在标准蛋白质中每种必需氨

基酸在必需氨基酸总量中所占的含量（ｍｇ·ｇ－１），依

据标准蛋白质的模式含量为参考标准，对生物制品

蛋白质的营养价值进行评定。

２　结　果

２．１　２种虫生真菌菌丝的氨基酸组成　在２种虫

生真菌菌丝的氨基酸分析中共测出１７种氨基酸，其

中７种为必需氨基酸，２种为半必需氨基酸（精氨

酸、组氨酸）。２种真菌菌丝的蛋白质氨基酸含量差

异较大，蝙蝠蛾拟青霉有４种氨基酸（天冬氨酸、缬

氨酸、异亮氨酸、亮氨酸）含量超过中国弯颈霉，而中

国弯颈霉有１１种氨基酸（谷氨酸、丝氨酸、甘氨酸、

苏氨酸、精氨酸、丙氨酸、酪氨酸、胱氨酸、蛋氨酸、赖

氨酸、脯氨酸）含量超过蝙蝠蛾拟青霉。两者含量最

高的氨基酸是谷氨酸，分别为２０．６９ｍｇ／ｇ和２４．８３

ｍｇ／ｇ；含量最低的为蛋氨酸，分别为１．３０ｍｇ／ｇ和

２．２０ｍｇ／ｇ。中国弯颈霉的氨基酸总量（２０３．０５

ｍｇ／ｇ）、必需氨基酸总量（６８．０３ｍｇ／ｇ）和非必需氨

基酸总量（１３５．０２ｍｇ／ｇ）都高于蝙蝠蛾拟青霉（分别

为１７６．４０、６２．７１和１１３．６９ｍｇ／ｇ），蝙蝠蛾拟青霉

的支链氨基酸含量（３４．５９ｍｇ／ｇ）高于中国弯颈霉

（３２．００ｍｇ／ｇ），２种真菌支链氨基酸与芳香族氨基

酸的比值较接近（分别为２．２８和２．０８）。详见表１。

表１　２种虫生真菌菌丝的蛋白质氨基酸含量

狑Ｂ／（ｍｇ·ｇ－１）

氨基酸 蝙蝠蛾拟青霉 中国弯颈霉

天冬氨酸 １７．４４ １５．４５

谷氨酸 ２０．６９ ２４．８３

丝氨酸 １１．８４ １３．９５

组氨酸 ５．１７ ５．１４

甘氨酸 １０．７５ １８．５０

苏氨酸 ８．９４ ９．２０

精氨酸 １２．０７ １６．２５

丙氨酸 １３．６５ １５．７１

酪氨酸 ５．８２ ６．０４

缬氨酸 １１．３３ １０．６７

胱氨酸 ６．０７ ７．９６

蛋氨酸 １．３０ ２．２０

苯丙氨酸 ９．３２ ９．３３

异亮氨酸 ８．８３ ７．５０

亮氨酸 １４．４３ １３．８３

赖氨酸 ９．８６ １７．５０

脯氨酸 １０．１８ １１．１９

氨基酸总量 １７６．４０ ２０３．０５

必需氨基酸总量 ６２．７１ ６８．０３

非必需氨基酸总量 １１３．６９ １３５．０２

支链氨基酸总量 ３４．５９ ３２．００

芳香族氨基酸总量 １５．１４ １５．３７

支链氨基酸／芳香族氨基酸 ２．２８ ２．０８

２．２　各种必需氨基酸占总氨基酸含量的质量

分数　蝙蝠蛾拟青霉的各种必需氨基酸的质量分数

与ＷＨＯ／ＦＡＯ模式谱比对后，除蛋氨酸＋胱氨酸

略低于 ＷＨＯ／ＦＡＯ模式谱外，其他必需氨基酸均

高于ＷＨＯ／ＦＡＯ模式谱标准；中国弯颈霉除亮氨

酸略低于 ＷＨＯ／ＦＡＯ模式谱外，其他必需氨基酸

都高于 ＷＨＯ／ＦＡＯ模式谱的标准（表２）。说明

２种虫生真菌菌丝蛋白的必需氨基酸与推荐的人体

必需氨基酸模式相比，其营养比较均衡，有很高的营

养价值。

表２　２种虫生真菌菌丝各种必需氨基酸占总氨基酸的质量分数

％

氨基酸
质量分数

蝙蝠蛾拟青霉 中国弯颈霉
ＷＨＯ／ＦＡＯ模式谱

苏氨酸 ５．０１ ４．５３ ４．０

缬氨酸 ６．４２ ５．３０ ５．０

蛋氨酸＋胱氨酸 ３．４４ ３．９２ ３．５

异亮氨酸 ５．００ ４．２３ ４．０

亮氨酸 ８．１８ ６．８１ ７．０

苯丙氨酸＋酪氨酸 ８．５８ ７．４６ ６．０

赖氨酸 ５．６４ ８．６１ ５．５

２．３　ＲＡＡ、ＲＣ和ＳＲＣ　氨基酸的营养价值主要由 必需氨基酸的种类、数量和组成比例决定。蛋白质
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中所含必需氨基酸组成比例越接近人体必需氨基酸

比例，其质量越好。为了确定２种冬虫夏草中氨基

酸的营养价值，将其所含必需氨基酸与 ＷＨＯ／ＦＡＯ

推荐的氨基酸模式谱标准值进行比较，２种冬虫夏

草种各种必需氨基酸的ＲＡＡ、ＲＣ、ＳＲＣ结果见表３。

蝙蝠蛾拟青霉中的蛋氨酸＋胱氨酸ＲＣ最小，其次

为赖氨酸，缬氨酸最大。而中国弯颈霉中亮氨酸的

ＲＣ最小，其次为异亮氨酸，赖氨酸最大。

表３　２种虫生真菌菌丝必需氨基酸的犚犃犃、犚犆和犛犚犆分析

氨基酸
蝙蝠蛾拟青霉

ＲＡＡ ＲＣ ＳＲＣ

中国弯颈霉

ＲＡＡ ＲＣ ＳＲＣ

苏氨酸 １．２５２ １．０６７ １．１３２ ０．９７２

缬氨酸 １．２８４ １．０９４ １．０６０ ０．９１０

蛋氨酸＋胱氨酸 ０．９８３ ０．８３８ １．１２０ ０．９６２

异亮氨酸 １．２５０ １．０６５ １．０５７ ０．９０８

亮氨酸 １．１６８ ０．９５５ ０．９７３ ０．８３５

苯丙氨酸＋酪氨酸 １．２６３ １．０７６ １．２４３ １．０６６

赖氨酸 １．０１７ ０．８６７ １．５７２ １．３４９

９２．０６ ８８．１７

　　ＲＡＡ：氨基酸比值；ＲＣ：氨基酸比值系数；ＳＲＣ：比值系数分

２．４　每种必需氨基酸在必需氨基酸总量中的

含量　蝙蝠蛾拟青霉所有的必需氨基酸都高于标准

蛋白质模式含量；中国弯颈霉除了异亮氨基酸低于

标准蛋白质模式外，其他必需氨基酸在必需氨基酸

总量的含量都高于标准蛋白质的模式含量（表４）。

证实２种虫生真菌菌丝蛋白质氨基酸的优质性和营

养性。

表４　２种虫生真菌菌丝必需氨基酸与标准蛋白质模式比较

狑Ｂ／（ｍｇ·ｇ－１）

氨基酸
某种必需氨基酸量／必需氨基酸总量

蝙蝠蛾拟青霉 中国弯颈霉 标准蛋白质

异亮氨酸 １４１ １１１ １２９

亮氨酸 ２３０ ２０３ １７２

赖氨酸 １５７ ２５７ １２５

苯丙氨酸 １４８ １３７ １１４

苏氨酸 １４３ １３５ ９９

缬氨酸 １８０ １５７ １４１

３　讨　论

冬虫夏草是我国一味名贵的中药材，在我国西

藏、青海、云南、贵州、四川、甘肃、广东及广西都有出

产。其主要有效成分有虫草多糖、蛋白质和氨基酸、

甘露醇、脂肪和脂肪酸、抗菌活性物质、虫草素和生

物碱及微量元素等，其中氨基酸是虫草补益强壮、辅

助治疗消化系统和神经系统疾病及增强免疫功能的

物质基础之一［９１０］。

我们前期研究发现天然冬虫夏草、冬虫夏草菌

丝和发酵液中游离氨基酸的种类和含量并不等

同［２］，提示冬虫夏草不同部位的氨基酸含量和种类

有所差异。高观世等［７］对６种食用菌进行蛋白质评

价，发现食用菌因品种、来源不同，组成蛋白质的氨

基酸含量和几种必需氨基酸的组成比例与 ＷＨＯ／

ＦＡＯ模式谱有一定程度的差异，但可利用各品种之

间的氨基酸互补性以改善这种差异，从而提高食用

菌的营养价值。张登友等［１１］评价了４种金福菇菌

株子实体的蛋白质营养价值，发现菌盖总氨基酸和

ＲＣ均较菌柄的高，而各菌株菌柄的必需氨基酸指数

和生物价均高于菌盖［２］，这与我们前期在冬虫夏草

中得出的结论一致。

为了深入探讨冬虫夏草的营养价值和生物活

性，本研究对蝙蝠蛾拟青霉和中国弯颈霉２种来源

于冬虫夏草的虫生真菌菌丝的蛋白质氨基酸进行分

析，结果发现２种虫生真菌菌丝蛋白质氨基酸含量

较高，种类齐全，富含多种药效氨基酸，两者必需氨

基酸与ＷＨＯ／ＦＡＯ提出的蛋白质氨基酸参考模式

比较，结果显示蝙蝠蛾青霉略高于模式标准，中国弯

颈霉与模式标准相接近。采用氨基酸比值系数求得

ＳＲＣ，２种虫生真菌菌丝蛋白质的必需氨基酸ＳＲＣ

（蝙蝠蛾拟青霉９２．０６、中国弯颈霉８８．１７）相对接近

氨基酸模式（ＳＲＣ为１００），两者的ＳＲＣ均高于药用

真 菌 松 茸 菌 （犜狉犻犮犺狅犾狅犿犪 犿犪狋狊狌狋犪犽犲，ＳＲＣ 为

８０．４３）、食用菌真姬菇（犎狔狆狊犻狕狔犵狌狊犿犪狉犿狅狉犲狌狊，
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ＳＲＣ为８０．４３），更高于几种植物蛋白质的必需氨基

酸的ＳＲＣ，如大米的ＳＲＣ为７０．５，绿茶为７２．５，桑

叶为６９．７１，乌饭树叶为７７．０５
［１２１５］。说明２种虫生

真菌菌丝均具有较高的营养价值。但我们同时也发

现，蝙蝠蛾拟青霉中天冬氨酸、缬氨酸、异亮氨酸、亮

氨酸以及支链氨基酸的含量高于中国弯颈霉，中国

弯颈霉中谷氨酸、丝氨酸、甘氨酸、苏氨酸、精氨酸、

丙氨酸、酪氨酸、胱氨酸、蛋氨酸、赖氨酸、脯氨酸以

及氨基酸总量、必需氨基酸总量、非必需氨基酸的含

量则高于蝙蝠蛾拟青霉，说明两者的蛋白质氨基酸

含量并不等同。

综上所述，本研究发现蝙蝠蛾拟青霉与中国弯

颈霉２种来源于冬虫夏草的虫生真菌菌丝均具有较

高的营养价值，但二者的蛋白质氨基酸含量并不等

同，为进一步探讨冬虫夏草的辅助治疗功能提供了

实验依据。
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