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摘要:
 

【目的】开发蛹虫草组合发酵产品并探索珍稀药材高效利用的新路径。 【方法】采用液态发酵法结合

中药-菌种双向发酵技术制备蛹虫草单菌及分别与甘草、人参茎叶、三七茎叶、铁皮石斛组合的 5 种发酵液,
通过 DPPH 和 ABTS+自由基清除实验和弹性蛋白酶抑制实验,结合 UVB 诱导的人包皮成纤维细胞(HFF)光

老化模型和裸鼠皮肤光老化模型,评价发酵液体外抗氧化、抗皱紧致及光老化修复能力。 【结果】蛹虫草-甘

草发酵液(Y2)的 DPPH 和 ABTS+自由基清除率及弹性蛋白酶抑制率均显著优于其他发酵液;该发酵液可显

著上调 UVB 损伤 HFF 细胞中Ⅰ型胶原蛋白(COL-Ⅰ)合成,下调基质金属蛋白酶 1(MMP-1)分泌;在裸鼠皮

肤光老化模型中,Y2 能减轻皮肤组织病理损伤,改善胶原纤维排列。 【结论】蛹虫草-甘草发酵液兼具良好

的抗氧化与光老化修复活性,可为蛹虫草功能产品开发及珍稀药材的高效利用提供新方向。
关键词:蛹虫草;甘草;深层双向发酵;抗氧化;抗皱紧致;光老化
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0　 引言

蛹虫草(Cordyceps
 

militaris),又称北冬虫夏草或

北虫草,是子囊菌亚门麦角菌科的食药用真菌,其
子实体及发酵产物富含虫草素、虫草腺苷、虫草多

糖等多种生物活性物质[1] ,具备显著的抗氧化与延

缓衰老功效[2] 。 在工业化生产层面,蛹虫草菌丝体

具有生长速度快、菌球密度高且体积小的优势,为
规模化发酵生产奠定了坚实的生物学基础[3] 。 凭

借优异的生物活性,蛹虫草在天然化妆品原料开发

领域极具应用潜力,目前已有研究将其提取物应用

于保湿、抗皱类化妆品配方[4] 。 然而,现有成果多

聚焦于传统子实体提取物,基于中药深层双向发酵

技术制备的蛹虫草产物在皮肤光老化防护中的应

用探索仍较为薄弱。
皮肤光老化是最主要的外源性皮肤衰老形式,

日光中的紫外线( UV)辐射是其核心诱发因素[5] 。
UV 照射可诱导皮肤细胞内活性氧( ROS) 过量蓄
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积,打破机体氧化与抗氧化系统的动态平衡,引发

氧化应激损伤,进而介导细胞凋亡、DNA 损伤、线粒

体功能障碍、炎症反应、色素异常沉积等多种病理

效应[6-8] 。 在分子机制层面,ROS
 

蓄积可通过氧化

应激信号通路上调基质金属蛋白酶( MMPs) 的分

泌;MMPs 可特异性降解真皮层Ⅰ型胶原蛋白及真

皮表皮交界处的
 

Ⅵ、Ⅶ
 

型胶原蛋白,破坏皮肤细胞

外基质的结构稳定性,最终导致皮肤出现皱纹、松
弛等典型老化特征[9] 。 当前天然抗光老化原料研

发中,单一活性成分普遍存在作用通路有限、功效

强度不足的问题,亟需通过新型生物转化技术实现

多靶点协同增效。
中药深层双向发酵技术是实现药用真菌与中

药材协同增效的核心技术手段,该技术以蛹虫草等

真菌为发酵菌株,以中药材为复合基质开展固态或

液态发酵,可有效破解传统子实体生产周期长、成
本高的产业瓶颈[10] 。 其核心优势在于双重增效机

制:一方面,中药材可为菌丝体生长提供碳源、氮源

及特异性活性成分,促进目标代谢产物的合成与富

集;另一方面,菌株分泌的胞外酶系可对中药材成

分进行生物转化,生成新的活性物质,最终实现珍

贵药用资源的高值化利用[11] 。 鉴于中药深层双向

发酵技术在提升活性成分功效、可实现多成分协同

方面的突出优势,结合皮肤光老化防护对高效天然

原料的迫切需求,开展蛹虫草-中药双向发酵产物

的光老化调控作用研究具有重要的理论与实践

意义。
基于此,本研究拟以蛹虫草为发酵菌种,分别配

伍甘草(Glycyrrhiza
 

uralensis)、人参茎叶、三七茎叶及铁

皮石斛(Dendrobium
 

officinale) 4 种代表性中药材,采
用液态双向发酵技术制备复合发酵液,利用

 

DPPH
自由基清除率、ABTS+自由基清除率、弹性蛋白酶抑

制率等体外抗氧化指标,系统评价蛹虫草双向发酵

液的抗皱紧致功效。 在此基础上,通过建立中波紫

外线(UVB)诱导的人包皮成纤维细胞( HFF) 光老

化模型,系统分析 5 种发酵液(Y1—Y5)对Ⅰ型胶原

蛋白(COL-Ⅰ)合成的促进作用及基质金属蛋白酶

1(MMP-1)分泌的抑制效应,以期为阐明蛹虫草与

中药协同发酵的功效物质基础、实现中药资源的高

值化利用提供参考。

1　 材料与方法

1. 1　 主要材料与试剂

主要材料:蛹虫草菌株,编号 CICC14013,中国

工业微生物菌种保藏管理中心;甘草,北京京仟草

中药饮片有限公司;人参茎叶(五加科、人参属人参

(Panax
 

ginseng)的地上茎叶干燥品),三七茎叶(五

加科、人参属三七(Panax
 

notoginseng) 的地上茎叶

干燥品),上善若水中药材有限公司;铁皮石斛,中
国云南省中宛供应链管理云南有限公司。

主要试剂:KH2PO4、MgSO4、CuSO4,佛山西陇化

工有限公司;无水葡萄糖(生化试剂级)、蛋白胨(生

化技术级),北京博奥拓达科技有限公司; MMP-1
 

ELISA 试剂盒、细胞计数试剂盒-8(CCK-8),上海碧

云天生物技术有限公司;COL-Ⅰ
 

ELISA 试剂盒、弹
性蛋白酶试剂盒,上海酶联生物科技有限公司;无
水乙醇,天津福晨化学试剂有限公司;ABTS,上海麦

克林生化科技有限公司;DPPH,梯希爱(上海)化成

工业发展有限公司;HFF,浙江美森细胞科技有限公

司;磷酸盐(PBS)缓冲液,武汉博士德生物工程有限

公司;DMEM 培养基、胎牛血清(FBS)、青霉素-链霉

素混合液(PS),上海欲立生物科技有限公司。 除特

别标注外,其余试剂均为分析纯。

1. 2　 主要仪器与设备

HeracellTM 型
 

150
 

L
 

CO2 培养箱,美国 Thermo

公司;SW-CJ-1F 型超净工作台,苏州安泰空气技术

有限公司;Biostat􀅺
 

A 型生物反应器,德国赛多利斯

公司;SB-1200 型水浴锅,上海爱朗仪器有限公司;
CKX41 型倒置显微镜,日本 Olympus 公司;infiniteM-

200PRO 型酶标仪,德国 TECAN 公司;MH - 1 型微

量振荡器,海门市其林贝尔仪器制造有限公司;
MPA580

 

CK 型皮肤测试仪,Courage+Khazaka
 

electronic
 

GmbH(CK)公司;ZLWY-100D 型台式恒温摇床,上
海助蓝科技有限公司。

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 蛹虫草发酵液制备　 蛹虫草种子液培养:从
蛹虫草菌株平板培养基中挑取约 1

 

cm2、菌丝长势

饱满均匀的菌落,接种至经 121
 

℃ 高压蒸汽灭菌
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20
 

min 的液体基础培养基(葡萄糖 20
 

g / L、蛋白胨

30
 

g / L、KH2PO4
 0. 5

 

g / L、MgSO4
 1. 5

 

g / L),于 28
 

℃ 、
150

 

r / min
 

恒温摇床中振荡培养 96
 

h,即得蛹虫草种

子液。
蛹虫草双向发酵培养基制备:在 5 组(Y1—Y5)

发酵罐中分别加入基础培养基,其中第 1 组作为空

白对照,第 2—5 组分别添加 2
 

g 甘草、人参茎叶、三
七茎叶和铁皮石斛粉末,5 组发酵罐均置于 121

 

℃
下灭菌 20

 

min,得到添加不同药材的蛹虫草双向发

酵培养基。
发酵培养:待蛹虫草双向发酵培养基冷却至室

温后,以 10%(若无特指,百分数均指体积分数)接

种量接入蛹虫草种子液,于 28
 

℃ 、150
 

r / min 条件下

发酵培养 5
 

d。
发酵液制备:将上述发酵液在 8000

 

r / min 条件

下离心 20 min 去除菌丝体,上清液经 121
 

℃ 灭菌

20
 

min 后,于 4
 

℃ 低温静置 1 ~ 2
 

d 后,抽滤获得澄

清滤液,即为 Y1—Y5
 

5 种蛹虫草发酵液。
1. 3. 2　 抗氧化活性测定 　 1) DPPH 自由基清除率

测定。 参考薛燕等[12] 的方法测定蛹虫草发酵液对

DPPH 自由基的清除效果。 取经无水乙醇稀释的

1%、3%、5%、10%
 

Y1—Y5 样品液,与等体积无水乙

醇混合,作为 A 组;无水乙醇与等体积 0. 2
 

mmol / L
 

DPPH-乙醇溶液混匀,作为
 

B 组;将上述不同体积

分数的 Y1—Y5 无水乙醇稀释液分别与等体积

0. 2
 

mmol / L
 

DPPH -乙醇溶液混匀,作为 C 组。 将

各组置于避光环境中反应 30
 

min,于波长 517
 

nm 处

测定吸光度(平行实验 3 次,取平均值),并以维生素

C 为阳性对照。 DPPH·清除率计算公式为:
DPPH 自由基清除率 = [(B′ + A′ - C′) / B′] × 100%
式中,A′、B′、C′分别为各对应组的吸光度。

2)ABTS+ 自由基清除率测定。 参考秦令祥等[13]

的方法测定蛹虫草发酵液对 ABTS+ 自由基的清除效

果。 预先将 7
 

mmol / L
 

ABTS 溶液与 2. 45
 

mmol / L
 

K2S2O8 溶液等体积混合,室温避光反应 12
 

h,使用

前用去离子水稀释至 734
 

nm 波长处吸光度为

0. 70±0. 02,即为 ABTS 工作液。 分别取 0. 2
 

mL 不

同体积分数的 Y1—Y5 发酵液,与 0. 8
 

mL
 

ABTS 工

作液充分混匀,在室温条件下避光反应 30
 

min,用

酶标仪测定其在 734
 

nm 处的吸光度 A1 。 使用

0. 2
 

mL 蒸馏水代替样品溶液,其他条件不变,测定

其吸光度 A0 ,并以维生素 C 为阳性对照。 ABTS+

自由基清除率计算公式为:
ABTS + 自由基清除率 = [(A0 - A1) / A0] × 100%

1. 3. 3　 弹性蛋白酶抑制率测定　 按照弹性蛋白酶

试剂盒说明书进行实验操作。 分别配制 2 mmol / L
 

Tris-HCl 缓冲液、1
 

U/ mL 弹性蛋白酶溶液、0. 5
 

mg / mL
底物溶液,用缓冲液稀释待测样品。 设置 3 组体系,
总体系均为 150 μL:样品组(酶液+待测液+底物+缓
冲液)、样品空白组(酶液+待测液+缓冲液)、酶对照

组(酶液+缓冲液+底物)。 先加入酶液与待测液或

对应缓冲液孵育 15
 

min,再加入底物与剩余缓冲液,
继续孵育 50

 

min。 用酶标仪在 410
 

nm 波长处测定

各孔吸光度。
弹性蛋白酶抑制率 = [1 - (D - E) / F] × 100%

式中,D、E、F 分别指样品组、样品空白组和酶对照

组的吸光度。
1. 3. 4　 UVB 诱导的 HFF 细胞光老化模型建构及光

老化修复能力测定 　 1) CCK-8 安全浓度检测与

UVB 安全剂量筛选。 将 HFF 细胞以 1 × 105 个 / mL
的密度接种于

 

96
 

孔板,每孔
 

100
 

μL,边缘孔用无菌

PBS 填充,于 5%
 

CO2、37
 

℃培养箱中孵育 24
 

h。 吸

出完全培养基( DMEM 培养基+ 10% FBS + 1% PS),
用 PBS 缓冲液冲洗 2 次后,空白组与实验组均加入

100
 

μL 基础培养基,继续孵育 6
 

h。 随后,实验组接

受不同剂量的 UVB 照射,空白组不予照射,2 组均

返回培养箱孵育 18
 

h。 弃去基础培养基,用 PBS 缓

冲液冲洗 2 次,每孔加入 110
 

μL 含 10
 

μL
 

CCK-8 的

基础培养基,孵育 1
 

h 后,于 450
 

nm 波长处测定

OD,据此筛选 UVB 安全剂量。 细胞存活率计算公

式为:
细胞存活率 = (OD实验组 / OD空白组) × 100%

　 　 Y1—Y5 样品的安全浓度检测参照上述 CCK-8
方法进行。

2)光老化模型构建与样品处理。 取 HFF 细胞以

2. 0×105 个 / mL 密度接种于 24 孔板,每孔 1
 

mL,孵育

12
 

h 至细胞贴壁。 弃去完全培养基,用 PBS 缓冲液

清洗 2 次,空白组(BC)和模型组(MG)各加入 1
 

mL
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基础培养基,孵育
 

6
 

h。 模型组照射 UVB 安全剂量,
空白组不照射,继续孵育 18

 

h。 收集细胞上清液,于
-80

 

℃ 冻存,待测 COL-Ⅰ和 MMP-1 含量。 由此筛

选出 UVB 模型剂量,构建光老化模型。
随后增设样品组,空白组(不含样品的 DMEM

培养基+不照射 UVB)、模型组(不含样品的 DMEM
培养基+照射 UVB 模型剂量)、样品组(含样品的

DMEM 培养基+照射 UVB 模型剂量)。 收集细胞上

清液,按照 COL-Ⅰ及 MMP-1
 

ELISA 试剂盒说明书,
对各组的细胞上清液进行检测,分析各组细胞外基

质代谢相关蛋白的表达水平,以评估样品的光老化

修复能力。
1. 3. 5　 UV 诱导的裸鼠皮肤损伤模型构建及表征

测试　 1) 建模方法及实验条件。 所有动物实验均

已通过北京联合大学应用文理学院保健食品功能检

测中心伦理委员会批准(批准编号:JCZX11-2310-

7),实验操作严格遵循《中国实验动物管理条例》及

美国国立卫生研究院《实验动物饲养与使用指南》
的相关规范。

动物分组:选取体重在 18 ~ 22
 

g 之间的 SPF 级

2~4 周龄 Balb / c 裸鼠,分为空白对照(Ctrl)组、模型

(UV) 组、空白基质( NC) 组、蛹虫草-甘草发酵液

(YCC)组,每组各 6 只。 各组裸鼠的处理方式见表 1。

表 1　 各组裸鼠的处理方式
Table

 

1　 Grouping
 

and
 

treatment
 

methods
 

for
 

Balb / c
 

nude
 

mice
组别 处理方式

Ctrl 组 不做特殊处理

UV 组 进行 UV 刺激,不涂抹任何基质

NC 组 进行 UV 刺激,涂抹未添加蛹虫草-
甘草发酵液的基础配方

YCC 组 进行 UV 刺激,涂抹添加 5%(质量分数)
蛹虫草-甘草发酵液的基础配方

实验条件:环境温度为 22 ~ 24
 

℃,相对湿度为

40% ~50%,明暗交替各 12
 

h。 每日上午 9:00 ~ 11:00
间,消毒后同时照射长波紫外线 ( UVA) 和 UVB,
UVA 照射剂量为 100. 8

 

J / cm2 左右,UVB 照射剂量

为 10. 8
 

J / cm2 左右,共照射 4 周。
涂抹方式:使用 1

 

mL 针孔注射器,按照 0. 04 ~
0. 05

 

mL / cm2 使用量,均匀涂抹 NC 组和 YCC 组每

只裸鼠背部所有皮肤。

　 　 测试项目:每周一进行经皮水分散失量(TEWL、
g / (h·m2))、角质层水分含量(SCH,a. u. )和皮肤弹

性指标(R2,总弹性率 / %)检测。
2)皮肤生理参数测定。 在为期 4 周的 UV 光老

化建模期间,每周一使用皮肤测试仪检测裸鼠皮肤

SCH、TEWL 和 R2,对比各组间皮肤数据差异。

1. 4　 数据处理

采用 Excel
 

2021 及 Graphpad
 

Prism
 

10. 1. 2 软件

分析数据并绘图。 每组实验均设置 3 次平行实验,
实验数据均以(平均值±标准差)表示。 采用 t 检验

分析 2 组数据之间的差异,∗(P< 0. 05)、∗∗(P<
 

0. 01)、∗∗∗(P<0. 001)、∗∗∗∗(P<0. 000
 

1)表示在

不同置信区间内差异具有统计学意义。

2　 结果与讨论

2. 1　 发酵液抗氧化活性分析

皮肤氧化应激是由于体内 ROS 过度累积,引发

脂质过氧化、蛋白质交联及 DNA 损伤,进而破坏皮

肤细胞外基质(如胶原蛋白、弹性蛋白)的合成与降

解平衡, 是诱发皱纹形成与弹性下降的核心诱

因[14-15] 。 而抗氧化物质可通过清除过量 ROS,缓解

氧化应激对皮肤的损伤, 进而介导抗皱紧致效

应[16] 。 因此,为筛选具有抗皱紧致潜力的蛹虫草-

中药组合发酵液,本研究考查了 5 组发酵液样品对

DPPH 和 ABTS+自由基的清除效果,结果见图 1 和

图 2。 由图 1 和图 2 可知,发酵液样品的抗氧化活

性呈浓度依赖性,且不同样品的抗氧化活性存在明

显差异,其中,Y2 的抗氧化活性最突出,在 10%
 

体

积分数下对 DPPH 和 ABTS+ 自由基的清除率均在

90%以上,显著高于其他样品,说明 Y2 能同时高效

清除体内脂溶性与水溶性过剩自由基,更充分地降

低氧化应激水平。 这与文献[17]报道的结果较一

致。 当甘草与蛹虫草配伍时,二者的代谢产物可能

发生交互作用,如蛹虫草的核苷类物质与甘草的黄

酮类物质协同增效,进而提升发酵液的抗氧化活

性。 这一发现为后续探究其抗皱紧致功效的物质

基础与作用机制提供了方向。

2. 2　 发酵液弹性蛋白酶抑制活性分析

皮肤弹性依赖弹性蛋白的完整结构,弹性蛋白
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酶可特异性降解弹性蛋白,是诱发皮肤松弛、皱纹

形成的核心酶学机制[18] 。 因此,弹性蛋白酶抑制率

是评估样品抗皱潜能的关键指标。 蛹虫草-中药组

合发酵液样品对弹性蛋白酶抑制率的影响见图 3,
其中∗表示与 Y1 对比,P< 0. 05;∗∗表示与 Y1 对

比,P<0. 01。 由图 3 可知,各样品对弹性蛋白酶的

抑制活性差异显著,组合发酵液( Y2—Y5) 的弹性

蛋白酶抑制率显著高于单一发酵液( Y1),其中 Y2
的弹性蛋白酶抑制率最高,达 69%。 已有研究[19] 表

明,蛹虫草在发酵过程中可产生多糖、活性肽等多

种具有生物活性的代谢产物,其中部分成分能够通

过竞争结合酶活性位点或改变酶构象等方式抑制

蛋白酶活性,而蛹虫草与中药的组合发酵可能通过

底物互补、代谢调控等协同作用,进一步促进这类

活性成分的合成与释放[20] ,因此 Y2 的组合方式可

能更有利于产生高活性的弹性蛋白酶抑制成分。

2. 3　 UVB 诱导 HFF 光老化模型实验结果分析

2. 3. 1　 CCK-8 安全浓度检测结果　 通过 CCK-8 法

筛选 UVB 对 HFF 的安全剂量,选择细胞存活率大

　 　

图 1　 蛹虫草-中药组合发酵液样品
对 DPPH 自由基清除率的影响

Fig. 1　 DPPH
 

free
 

radical
 

scavenging
 

rate
 

of
 

Cordyceps
 

militaris-Chinese
 

herbal
 

combination
 

fermented
 

broth

图 2　 蛹虫草-中药组合发酵液样品

对 ABTS+自由基清除率的影响

Fig. 2　 ABTS+
 

free
 

radical
 

scavenging
 

rate
 

of
 

Cordyceps
 

militaris-Chinese
 

herbal
 

combination
 

fermented
 

broth

于 80%的 UVB 辐射剂量用于后续细胞建模,结果见

图 4。 由图 4 可知,UVB 辐射剂量在 0. 13
 

J 以下时,
对 HFF 基本无细胞毒性,因此本文选择 UVB 安全

剂量 0. 10
 

J 和 0. 13
 

J 进行后续实验。
2. 3. 2 　 COL-Ⅰ及 MMP-1 含量检测结果 　 COL-Ⅰ
作为皮肤细胞外基质( ECM)的核心结构蛋白,其含

量稳态是维持皮肤结构完整性与弹性韧性的关键

基础;MMP-1 可特异性降解 COL-Ⅰ等胶原蛋白,打
破 ECM 合成与降解的动态平衡,加速皱纹形成[21] 。
因此,COL-Ⅰ合成与 MMP-1 分泌变化是评估皮肤

光老化损伤及抗皱紧致功效的关键指标。 UVB 诱

导 HFF 光老化模型的 COL-Ⅰ和 MMP-1 含量检测

结果见表 2。 由表 2 可知,与空白组相比,当 UVB 辐

射剂量为 0. 10
 

J 或 0. 13
 

J 时, COL-Ⅰ含量降低,
MMP-1 含量升高,说明 UVB 可以对 HFF 造成损伤,
且当辐射剂量为 0. 13

 

J 时,COL-Ⅰ和 MMP-1 含量变

化较明显。 因此,后续实验选择 0. 13
 

J 作为 UVB 模

型剂量。
发酵液样品中 COL-Ⅰ和 MMP-1 含量检测结果

图 3　 蛹虫草-中药组合发酵液样品
对弹性蛋白酶抑制率的影响

Fig. 3　 Elastase
 

inhibition
 

rate
 

of
 

Cordyceps
 

militaris-
Chinese

 

medicinal
 

combination
 

fermentation
 

broth

图 4　 UVB 诱导 HFF 光老化模型的
CCK-8 安全浓度检测结果

Fig. 4　 Results
 

of
 

CCK-8
 

safety
 

concentration
 

assay
 

for
 

UVB-induced
 

HFF
 

photoaging
 

model
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表 2　 UVB 诱导 HFF 光老化模型的 COL-Ⅰ和
MMP-1 含量检测结果

Table
 

2　 Detection
 

results
 

of
 

COL-Ⅰ
 

and
 

MMP-1
 

contents
 

in
 

UVB-induced
 

fibroblast
 

model

组别 COL-Ⅰ含量 /
(ng·mL-1 )

MMP-1 含量 /
(ng·mL-1 )

空白组 15. 62±2. 24 0. 14±0. 04
UVB 辐射剂量 0. 10

 

J 10. 88±0. 75 0. 27±0. 10
UVB 辐射剂量 0. 13

 

J 7. 34±1. 34 0. 45±0. 09

见图 5 和图 6,其中∗表示与 MG 对比,P<0. 05;∗∗
表示与 MG 对比,P<0. 01。 与 BC 相比,MG 细胞中

COL-Ⅰ含量降低,MMP-1 含量升高,说明建模成功。
与 MG 相比,样品组细胞中 COL-Ⅰ含量显著升高,
MMP-1 含量显著降低,这表明蛹虫草-中药双向发

酵液可通过双重调控 COL-Ⅰ合成与 MMP-1 分泌,即
促进 COL-Ⅰ合成并抑制 MMP-1 过度分泌,恢复

ECM 的合成-降解平衡,进而发挥抗皱紧致作用,这
与天然产物可通过调节胶原代谢、抑制 MMPs 活性、
发挥抗皱效应的研究规律相符[22] 。 样品组中,Y2
表现出最优调节效果,这可能与 Y2 中甘草酸、甘草

黄酮等甘草活性成分与虫草多糖、腺苷等蛹虫草代

谢产物的协同作用有关。 甘草西定可通过清除

ROS,抑制 MMP-1 分泌发挥抗氧化作用[23] ;虫草多

糖则能通过干预 NF-κB 通路来抑制 UVB 诱导的基

质金属蛋白酶表达,促进 COL-Ⅰ的合成与分泌[24] 。
二者交互作用能强化对胶原代谢的调控,为 Y2 的

抗皱潜能提供细胞层面的实验证据。

2. 4　 UV 诱导的裸鼠皮肤损伤模型表征测试结

果分析

TEWL 是反映皮肤屏障完整性的核心指标。 皮

肤屏障由角质层脂质双层-角质细胞结构构成,光
老化通过诱导角质层脂质过氧化、破坏细胞间脂质

排列秩序,使水分经表皮异常散失,导致 TEWL 升

高。 SCH 代表角质层保水能力,依赖皮肤天然保湿

因子(NMF,如氨基酸、尿素) 与脂质屏障的协同作

用,而光老化会通过氧化应激减少 NMF 合成,并破

坏脂质屏障的锁水功能,进而降低 SCH。 皮肤弹性

与弹性纤维网络及胶原交联程度直接相关。 光老

化通过激活基质金属蛋白酶(如 MMP-1、MMP-9)降

解弹性纤维与胶原,同时阻碍胶原交联过程,最终

导致皮肤弹性下降[25] 。

图 5　 发酵液样品中 COL-Ⅰ含量
Fig. 5　 COL-Ⅰ

 

content
 

in
 

the
 

fermentation
 

broth
 

samples

图 6　 发酵液样品中 MMP-1 含量
Fig. 6　 MMP-1

 

content
 

in
 

the
 

fermentation
 

broth
 

samples

UV 处理对小鼠 TEWL、SCH 和皮肤弹性的影响

见图 7—图 9。 由图 7—图 9 可知,Ctrl 组在 4 周内

TEWL、SCH 和皮肤弹性均基本维持稳定,体现正常

皮肤的屏障功能、保水能力和弹性稳态。 而 UV 组、
NC 组和 YCC 组随 UV 照射时间延长,TEWL 呈梯度

上升,组间差异为 UV 组>NC 组>YCC 组,SCH
 

持续

降低,皮肤弹性显著下降,这与 UV 光老化可通过触

发氧化应激、炎症反应,破坏皮肤屏障结构与 ECM 稳

态,进而引发 TEWL 升高、SCH 下降、弹性降低的经典

机制一致[26] ,验证了 UV 光老化模型构建成功。 YCC
组的 TEWL

 

升高幅度明显低于 UV 组和 NC 组,说明

Y2 可通过抑制光老化诱导的角质层脂质过氧化,维
持脂质屏障的完整性与有序排列,减少皮肤水分的异

常散失,具有修复皮肤屏障功能;SCH 下降幅度明显弱

于 NC 组,说明 Y2 能促进天然保湿因子的合成或减少

其流失,维持角质层的水分储存能力,减轻保水功能损

伤;皮肤弹性较 NC 组有明显改善,结合前期体外实验

中 Y2 对 MMP-1 分泌的抑制及 COL-Ⅰ合成的促进作用,
推测其可能在体外通过抑制 MMPs 活性,促进胶原与

弹性纤维的合成及交联,从而改善皮肤弹性。
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图 7　 UV 刺激对小鼠 TEWL 的影响
Fig. 7　 Effects

 

of
 

UV
 

stimulation
 

on
 

TEWL
 

in
 

mice

图 8　 UV 刺激对小鼠 SCH 的影响
Fig. 8　 Effects

 

of
 

UV
 

stimulation
 

on
 

SCH
 

in
 

mice

图 9　 UV 刺激对小鼠皮肤弹性指标的影响
Fig. 9　 Effects

 

of
 

UV
 

stimulation
 

on
 

mice
 

skin
 

elasticity
 

parameters

3　 结论

本研究以蛹虫草为发酵菌种,分别配伍甘草、
人参茎叶、三七茎叶、铁皮石斛 4 种中药材,采用液

态双向发酵技术制备得到 5 种蛹虫草发酵液(Y1—
Y5),并依次通过 DPPH 和 ABTS+自由基清除实验、
弹性蛋白酶抑制实验、UVB 诱导 HFF 光老化模型及

裸鼠皮肤光老化模型,系统评价 5 种蛹虫草发酵液

的抗氧化、抗皱紧致及光老化修复功效。 结果表

明,蛹虫草-甘草发酵液( Y2)在各评价体系中均表

现出最优活性,对 DPPH 和 ABTS+ 自由基的清除率

显著高于其余 4 组样品;对弹性蛋白酶的抑制作用

最为突出;可显著上调 UVB 损伤 HFF 细胞中 COL-Ⅰ
的合成水平,下调 MMP-1 的分泌量;在裸鼠光老化

模型中可降低 TEWL、提升 SCH 并改善皮肤弹性,有
效缓解 UV 诱导的皮肤屏障损伤与老化。 该发酵液

可作为天然功能组分应用于抗皱修护、抗光老化类

功能性化妆品的配方开发,为护肤产品提供多功效

的新型天然原料选择。 中药深层双向发酵技术实

现了蛹虫草与中药材的活性协同提升,拓展了蛹虫

草在护肤领域的应用形式,为珍稀食药用真菌及中

药材的高值化利用提供了可行的技术路径,也为同

类发酵护肤原料的产业化开发提供了参考。
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Evaluation
 

of
 

the
 

antioxidant,anti-wrinkle / skin-firming
 

and
 

photoaging
 

repair
 

activities
 

of
 

Cordyceps
 

militaris
 

bidirectional
 

fermentation
 

combinations
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Abstract:【Objective】 To
 

develop
 

fermented
 

combinatorial
 

products
 

of
 

Cordyceps
 

militaris
 

and
 

explore
 

a
 

novel
 

strategy
 

for
 

the
 

efficient
 

utilization
 

of
 

rare
 

Chinese
 

medicinal
 

herbs. 【 Methods】 Five
 

fermentation
 

broths
 

were
 

prepared
 

by
 

submerged
 

liquid
 

fermentation
 

combined
 

with
 

the
 

bidirectional
 

fermentation
 

technique
 

of
 

Chinese
 

herbal
 

medicines
 

and
 

fungal
 

strains.
 

These
 

included
 

a
 

C. militaris
 

monoculture
 

broth
 

and
 

its
 

combinatorial
 

broths
 

with
 

Glycyrrhiza
 

uralensis,
 

Panax
 

ginseng
 

stems
 

and
 

leaves,
 

Panax
 

notoginseng
 

stems
 

and
 

leaves,
 

and
 

Dendrobium
 

officinale.
 

The
 

antioxidant,
 

anti-wrinkle / firming,
 

and
 

photoaging
 

repair
 

capacities
 

of
 

these
 

broths
 

were
 

evaluated
 

using
 

DPPH
 

and
 

ABTS+
 

free
 

scavenging
 

assays,
 

an
 

elastase
 

inhibition
 

assay,
 

a
 

UVB-induced
 

human
 

skin
 

fibroblast
 

(HFF)
 

photoaging
 

model,
 

and
 

a
 

nude
 

mouse
 

skin
 

photoaging
 

model. 【 Results】 The
 

C. militaris-G. uralensis
 

fermentation
 

broth
 

(Y2)
 

significantly
 

outperformed
 

the
 

other
 

broths
 

in
 

DPPH
 

and
 

ABTS+
 

free
 

scavenging
 

activities
 

and
 

elastase
 

inhibition
 

rate.
 

This
 

broth
 

significantly
 

upregulated
 

the
 

synthesis
 

of
 

type
 

Ⅰ
 

collagen
 

( COL-Ⅰ)
 

and
 

downregulated
 

the
 

secretion
 

of
 

matrix
 

metalloproteinase-1
 

( MMP-1)
 

in
 

UVB-damaged
 

HFF
 

cells.
 

In
 

the
 

nude
 

mouse
 

skin
 

photoaging
 

model,
 

Y2
 

alleviated
 

skin
 

tissue
 

pathological
 

damage
 

and
 

improved
 

the
 

arrangement
 

of
 

collagen
 

fibers. 【Conclusion】 The
 

C. militaris-G. uralensis
 

fermentation
 

broth
 

exhibits
 

excellent
 

antioxidant
 

and
 

photoaging
 

repair
 

activities,
 

thus
 

providing
 

a
 

new
 

direction
 

for
 

the
 

development
 

of
 

functional
 

C. militaris
 

products
 

and
 

the
 

efficient
 

utilization
 

of
 

rare
 

medicinal
 

herbs.
Key

 

words:Cordyceps
 

militaris;Glycyrrhiza
 

uralensis;submerged
 

bidirectional
 

fermentation;antioxidant;anti-wrinkle
 

and
 

skin-firming;photoaging　
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