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摘要： 为了提高蛹草拟青霉 cmily-02 产虫草素得率，采用正交实验优化固体发酵培养基配方。以虫草素产量为指标，

通过高效液相色谱法检测，筛选出最优固体培养基为：大米粉 2.0%、青稞粉 0.5%、玉米粉 3.0%、黄豆粉 0.5%、粗麦

麸 30%、KH2PO3 0.05%、MgSO4 0.1%。从培养温度和干燥温度 2 方面，探讨了温度对虫草素产量的影响，得出产虫草

素的最佳培养温度为 28℃，最佳干燥温度为 30℃。通过固体发酵条件优化，虫草素产量可达到 1 850 μg·g-1。
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蛹 虫 草 Cordyceps militaris ( L.) Link， 隶 属 真 菌 界

（ Fungi） 、 子 囊 菌 门 （ Ascomycota） 、 子 囊 菌 纲 （ As-
comycetes）、 粪 壳 菌 亚 纲 （Sordariomycetidae）、 肉 座 菌 目

（ Hypocreales） 、 麦 角 菌 科 （ Clavicipitaceae） 、 虫 草 属

（Cordyceps) [1]。 别名北冬虫夏草、 北虫草。 在 1772 年巴黎

科学院 院 士 会上， 被 作 为 虫 草 属 的 模 式种， 正 式 命 名 为

Cordyceps militaris。
1951 年， Cunningham 等 [2，3]观 察 到 被 蛹 虫 草 寄 生的 昆

虫组织不易腐烂， 随后从中分离到一种腺苷类活性物质，

命名为虫草菌素 (Cordycepin)。 在此之后 Kaczka 等 [4]从无

冠 构 巢 曲 霉 （Aspergillus nidulans） 中 亦 可 分 离 出 这 种 物

质， 这是迄今在虫草属真菌以外惟一报道分离出虫草菌素

的菌种。 此后在虫草属一些其它种中也检测到了虫草菌素

的存在[5]。

虫草菌素又称虫草素、 蛹虫草菌素， 3’-脱氧腺苷， 它

是第 1 个从真菌中分离出来的核苷类抗菌素。 其分子式为

C10H13N5O3， 分子量为 251 D， 熔点 230℃~231℃， 溶于水、

热乙醇和甲醇， 不溶于苯、 乙醚和氯仿， 紫外光的最大吸

收波长为 259 nm[6，7]。 经研究表明虫草素具有抑制肿瘤、 抗

病毒、 免疫调节、 降血糖和抑制 mRNA 翻 译 的 作 用， 其

中治疗白血病已进入 II 期临床试验[8-11]。

刘祝等 [12]研究最好的培养基配比可将该菌株的虫草素

含量提高到 1.12%， 比用 Czapck 培养基提高 8.1 倍。 文庭

池 [13]报道液体培养蛹虫草生物量的最佳温度为 20℃， 而产
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Abstract: In order to increase the yield of cordycepin in the culture mycelia of Paecilomyces militaris cmily-02, the best solid

culture medium was screened by orthogonal tests and the content of cordycepin in the culture mycelia was determined by HPLC.

The results showed that the optimum medium components were rice flour 2.0%, highland barley flour 0.5%， indian meal 3.0%，

soybeans meal 0.5%， outerbran 30%， KH2PO4 0.05%， MgSO4·7H2O 0.1% and so on. The optimum culture conditions were

culture temperature 28℃, drying temperature 30℃ with the total yield of cordycepin reaching as high as 1 850 μg·g-1.
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生虫草素的最佳温度为 26℃。

采用正交设计， 以蛹草拟青霉 cmily-02 为实验菌株，

筛选出最优 固 体 培 养 基， 并 优 化 了其 培 养 温 度 及 干 燥 温

度。

1 材料与方法

1.1 材料

蛹草拟青霉 cmily-02 为云南云百草实验室保存菌。

1.2 培养基

1.2.1 斜面培养基

PDA 加 1%蛋白胨 （PPDA）。
1.2.2 种母摇瓶培养基

未加琼脂的 PPDA 营养液。

1.3 固体发酵条件优化

1.3.1 固体培养基配方

采用大米粉、 黄豆粉、 青稞粉、 玉米粉 4 个因素， 应

用 L9 (34) 正交表设计正交试验， 因素水平见表 1。

按正交设计组合配制 9 种培养基， 并装入 500 mL 三

角瓶中 （已装入粗麦 麸 30 g）； 按 KH2PO3 0.05%、 MgSO4

0.1%配制营养液， 每个三角瓶加入 50 mL 营养液， 用玻棒

搅拌均匀， 透气胶塞塞紧， 常规灭菌 35 min， 冷却待用。

每个处理设 3 次重复。

1.3.2 干燥温度

设 20℃、 30℃、 40℃、 50℃四个温度梯度， 干燥箱鼓

风干燥。

1.3.3 培养温度

设 10℃、 16℃、 20℃、 24℃、 28℃、 32℃六 个 温 度 梯

度， 第 16 天终止培养。

1.4 虫草素的 HPLC 检测

1.4.1 仪器

戴安 ULTIMATE 3000 高 效 液 相 色 谱 仪 ： LPG-3400A
四元梯度泵， WPS-3000SL 自动进样器， PDA-3000 二 极

管阵列检测器， TCC-3000 柱温箱， “变色龙” 控制分析

色谱工作站软件。

1.4.2 试剂

20%甲醇 （色谱纯）、 重蒸水、 虫草素对照品 购 自 中

国药品生物制品检定所， 纯度为 99%以上。

1.4.3 标准品溶液的制备

准确称取干燥至恒重的虫草素对照品 2.1 mg， 用 20%
甲醇溶解定容至 100 mL。

1.4.4 样品溶液的制备

准确称取干燥至恒重的样品 0.1 g 左右， 置 5 mL 离心

管中， 准确加 20%甲醇 2 mL， 盖紧， 超声 处 理 120 min，
冷却至室温 （22℃左右）， 离心 15 min， 吸取上清液， 用

0.45 μm 微孔滤膜过滤， 滤液供 HPLC 分析。

1.4.5 色谱条件

戴安原装 ACCLAIM C18 色谱柱， 5 μm， 4.6 mm×250
mm； 流 动 相 V (甲醇 ) ∶V (水 ) = 15∶85； 柱 温： 30℃； 流

速： 1.0 mL·min-1； 紫外检测波长 260 nm。

2 结果

2.1 体发酵培养基配方优化

本实验以虫草素产量为指标筛选培养基配方， 正交试

验结果经直观分析， 按极差大小决定因素的主次， 影响虫

草 素 产 量 的 主 次 顺 序 为 ： D ＞A ＞C ＞B， 最 优 组 合 为 ：

A2B1C3D1， 见表 2。

从表 2 可以看出， 生产虫草素最佳培养基配方为： 大

米粉 2.0%、 青稞粉 0.5%、 玉米粉 3.0%、 黄豆粉 0.5%、 粗

麦麸 30%、 KH2PO3 0.05%、 MgSO4 0.1%。

2.2 干燥温度对虫草素产量的影响

干燥温度对虫草素产量的影响见图 1。
适宜的干燥温度有利于保持虫草素不被降解。 干燥温

度过低， 会延长干燥时间， 降低虫草素产量； 随着干燥温

度升高， 干燥时间缩短， 但会导致虫草素降解。 选择 30℃
鼓风干燥， 虫草素产量最高达到 1 789 μg·g-1。
2.3 培养温度对虫草素产量的影响

培养温度对虫草素产量的影响见图 2。
培养温度对蛹草拟青霉产虫草素的影响较大。 在 10℃

水平
因素/%

A 大米粉 B 青稞粉 C 玉米粉 D 黄豆粉

3 3.5 1.5 3.0 1.5

2 2.0 1.0 2.0 1.0

1 0.5 0.5 1.0 0.5

表 1 正交试验因素水平

表 2 培养基正交试验结果及直观分析

试验号
影响因素/% 虫草素/（μg·g-1）

A B C D 重复 1 重复 2 重复 3 平均

4 2.0 0.5 2.0 1.5 1351 1701 985 1346

3 0.5 1.5 3.0 1.5 1332 1041 1299 1224

2 0.5 1.0 2.0 1.0 1306 1424 956 1229

1 0.5 0.5 1.0 0.5 1483 1196 1219 1299

5 2.0 1.0 3.0 0.5 1466 1062 1768 1432

9 3.5 1.5 2.0 0.5 1400 1440 1100 1313

8 3.5 1.0 1.0 1.5 1025 1031 1160 1072

7 3.5 0.5 3.0 1.0 1310 1063 1574 1316

6 2.0 1.5 1.0 1.0 1288 1242 1382 1304

K1 3752 3961 3675 4044 - - - -

极差 R 127 76 99 134 - - - -

k3 1234 1280 1324 1214 - - - -

k2 1361 1244 1296 1283 - - - -

k1 1251 1320 1225 1348 - - - -

K3 3701 3841 3972 3642 - - - -

K2 4082 3733 3888 3849 - - - -
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图 1 干燥温度对虫草素产量的影响
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培养时， 菌丝生长缓慢， 虫草素产量也低。 随着培养温度

的升高， 菌丝生长加快， 虫草素产量逐渐增加； 但培养温

度达到 32℃时， 菌丝生长明显缓慢， 并出现菌丝易老化的

现象， 虫草素产量急剧下降。 在 28℃培养， 约 7 d 左右，

菌丝布满整个三角瓶， 白色， 继续培养至 16 d， 菌丝颜色

由白色转成稍暗色， 镜检可看到有大量分生孢子产生， 此

时虫草素产量最高达到 1 850 μg·g-1。

3 讨论

为提高虫草素产量， 温鲁等 [14]优选出 20%豆粉为最佳

氮源； 最佳水料比值为 1.0； 经过光照实验， 虫草素产量

不因光照延长而提高， 相反， 光照有抑制作用。 王菊凤 [15]

研究蛹虫草 CM-C 菌株在不同温度条件下虫草素的产量，

发现温度能显著影响蛹虫草子实体虫草素的含量， 两者呈

正相关关系； 分别采用 40 W 日光灯以及自然光作为光源

发现， 自然光表现出对虫草素的形成有抑制作用， 自然光

强度与子实体虫草素含量呈负相关； 但日光灯光照强度与

蛹虫草子实体的虫草素含量呈正相关； 在生产实际中， 通

过光暗处理增加子实体重量， 再在强光下培养， 以提高虫

草素产量。 本 实 验 结果 支 持 温 度 对 虫 草 素 含量 的 正 相 关

性， 在 28℃时达到最高值， 温度超过 28℃， 虫草素含量急

剧下降。

固体培养蛹虫草菌丝体鲜品的干燥方法， 直接影响虫

草素得率。 高温干燥会导致虫草素的降解， 超过 30℃的干

燥方法， 都有不同程度的虫草素损失； 但干燥温度过低会

延长干燥时间， 菌丝在不良条件下继续生长， 也不利于高

产虫草素。 建议根据生产实际选择 30℃左右的干燥温度，

并通过鼓风、 增加干燥表面积等措施缩短干燥时间， 最大

限度减少虫草素的损失。

选择植物源碳氮营养， 固体发酵蛹草拟青霉以获得高

产虫草素， 具有成本低， 工艺简单， 产率相对高的优势，

值得在规模化生产中推广。
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图 2 培养温度对虫草素产量的影响
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