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蛹虫草新菌株 ZA10-C4的培养体系优化及

虫草素高效制备
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摘要：蛹虫草菌株 ZA10-C4是经杂交育种得到的高产虫草素的新菌株，为了获得适合其生长的培养基，提高

虫草素产量，作者通过响应面法优化培养基配方，并用大孔树脂 NKA-Ⅱ吸附法提取纯化发酵液中的虫草素。

ZA10-C4 菌株的最佳发酵培养基配方为：麦芽糖 17.99 g/L、酵母提取粉 41.13 g/L、L-丙氨酸 11.83 g/L、

KH2PO4 2.00 g/L、MgSO4 1.50 g/L、维生素 B1 12 mg/L。在此优化条件下，虫草素产量达到（4 503.14±15.54） 

mg/L，较优化前提高 1.66 倍。同时，得到最佳提取纯化工艺为：自然 pH、上样体积 600 mL、上样和洗脱流量

240 mL/h、乙醇（体积分数 70%）洗脱体积 800 mL。在此条件下得到的虫草素纯度为 94.89%，得率为

89.57%。该研究为蛹虫草新菌株 ZA10-C4的大规模生产及虫草素的高效制备提供了技术参考。
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Abstract: Cordyceps militaris strain ZA10-C4, a newly developed strain through hybrid breeding, exhibits high 

cordycepin production. In order to obtain a suitable medium formulation for its growth and further improve 

cordycepin yield, the fermentation medium need to be optimized and the response surface method was applied. 

Cordycepin was extracted and purified from the fermentation broth using the macroporous resin NKA-II. The 

optimal fermentation medium formulation was determined to contain maltose17.99 g/L, yeast extract powder 

41.13 g/L, L-alanine 11.83 g/L, KH2PO4 2.00 g/L, MgSO4 1.50 g/L, and vitamin B1 12 mg/L, respectively. Under 

these optimized conditions, the yield of cordycepin reached (4 503.14±15.54) mg/L, a 1.66-fold increase compared to 

before optimization levels. Meanwhile, the optimal extraction and purification process was identified as follows: 

natural pH, a sample loading volume of 600 mL, a sample loading and elution flow rate of 240 mL/h, and ethanol 

elution with 70% volume fraction at 800 mL. The resulting cordycepin achieved a purity of 94.89% with a yield 

of 89.57%. This study provides technical reference for the large-scale production of novel Cordyceps militaris 
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strain ZA10-C4 and the efficient preparation of cordycepin.
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蛹虫草（Cordyceps militaris）是一种珍贵的食

药用菌，富含多种生物活性成分，如虫草多糖、虫

草素、虫草酸、腺苷、甾醇、氨基酸和超氧化物歧化

酶等［1-2］。其中，虫草素是蛹虫草特有的核心活性

成分［3］，具有抗癌和抗炎［4-5］、抗病毒［6-7］、抗菌［8-10］、

调节免疫［11-13］、治疗伊氏锥虫感染［14］等多种功能。

因此，虫草素应用前景广阔。

虫草素可通过化学合成和生物法获取，其中

蛹虫草液体发酵是高效制备虫草素的途径之一。

目前，提高蛹虫草菌株大量合成虫草素的方法主

要有菌种选育［15-16］、发酵条件优化［17-18］、分离纯化

方法改良［19］和生物合成途径的探究［20-23］。刘金彬

等用离子束和亚硝基胍诱变法获得蛹虫草新菌

株，并优化该菌株液体发酵培养基组分，使虫草素

产量提高了 5 倍［24］。也有研究发现在葡萄糖 86.2 

g/L、酵母提取物 93.8 g/L 的培养条件下，蛹虫草突

变株 G81-3 发酵产生的虫草素比野生型提高 2.79

倍［25］。通过菌株筛选、诱变和育种得到的蛹虫草

新菌株对培养基要求不同。因此，为了提高新菌

株合成虫草素的能力，需要对其发酵培养基进行

优化。

该 研 究 中 的 蛹 虫 草 菌 株 ZA10-C4 是 以

ZGCM 菌株和 CM17 菌株为亲本，通过杂交育种

获得的高产虫草素新菌株。在杂交育种的过程

中，基因会发生重组，使亲本的不同优良性状集

中在同一个后代个体身上。因此新菌株与亲本

基因存在一定的差异，对物质的代谢和营养吸收

有所不同，为提高新菌株 ZA10-C4 的虫草素产

量，需要对培养基进行优化。另一方面，培养基

成分的选择对发酵产物有较大影响，碳源、氮源、

无机盐和生长因子等组分与细胞生长代谢密切

相关。虫草素作为次级代谢产物，由嘌呤中间代

谢产物在 Cns3、Cns2 和 Cns1 编码的磷酸转移

酶、磷酸水解酶和氧化还原酶的作用下转化形

成［26］，表明虫草素生物合成与细胞的初级代谢

有关。因此，培养基优化可使蛹虫草菌体更好地

生长和代谢。作者所在课题组首先探究了碳源、

氮源、无机盐、生长因子和促进剂的种类及质量

浓 度 对 新 菌 株 产 虫 草 素 的 影 响 ；然 后 通 过

Plackett-Burman（PB）试 验 、最 陡 爬 坡 试 验 和

Box-Benhnken 试验确定最优发酵配方；最后将

发酵液中的虫草素提取纯化，以期提高蛹虫草新

菌 株 ZA10-C4 的 虫 草 素 产 量 ，获 得 高 纯 度 虫

草素。

1　材料与方法

1.1　菌株和种子液

蛹虫草菌株 ZA10-C4：作者所在课题组选

育［27］，保存于-80 ℃冰箱。从活化的 PDA 培养基

中切割两块蛹虫草菌块，放入 100 mL PDB 培养

基，150 r/min摇床培养 5 d，制成种子液。

1.2　发酵培养基

起始发酵培养基配方：蔗糖 24.7 g、蛋白胨 20 g、

KH2PO4 0.9 g、MgSO4 1.11 g、维生素 B1 10 mg，纯水

定容到 1 000 mL，121 ℃灭菌 30 min。接种体积分

数 10%，装液量 100 mL，接种后置于 25 ℃避光静置

培养 14 d。

1.3　单因素试验

在起始发酵培养基的基础上，采用控制变量

的方法探究培养基成分及质量浓度对虫草素产量

的影响，单因素试验设计见表 1。

表 1　单因素试验设计

Table 1　Single factor experimental design

营养素分类

碳源

氮源

无机盐

生长因子

促进剂

成分

葡萄糖、蔗糖、果糖、乳糖、麦芽糖

蛋白胨、酵母提取粉、牛肉膏、蚕蛹粉、大豆蛋白胨

KH2PO4、MgSO4、FeSO4、ZnSO4、GaSO4、KCl

维生素 B1 、维生素 B2、维生素 C、萘乙酸

L-丙氨酸

质量浓度/（g/L）

5、15、25、35、45

10、25、40、55、70

0.5、1.0、1.5、2.0、2.5

0.004、0.012、0.016、0.020

0、4、8、12、16、20
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1.4　PB 试验和最陡爬坡试验

将单因素试验所得最优培养基用于 PB 试验，

得到显著影响的因素，通过合理计算爬坡步长，进

行最陡爬坡试验。

1.5　Box-Benhnken试验

根据 PB 试验得出显著影响虫草素产量的因

素。根据最陡爬坡试验得出曲面弯曲的大致范围，

运用 Design-Expert 软件进行 Box-Benhnken 试验，

设计三因素三水平响应面试验，并验证结果。

1.6　虫草素的提取纯化

参照文献［28-29］的方法并略加修改。用大

孔树脂 NKA-Ⅱ对发酵液中的虫草素进行提取纯

化，计算吸附容量、吸附率和解析率。同时，探究

pH、乙醇体积分数、上样和洗脱体积、上样和洗脱

流量对大孔树脂 NKA-Ⅱ吸附、解析虫草素的影

响。绘制吸附 -洗脱曲线，计算利用树脂纯化虫草

素的得率和纯度。

1.7　虫草素的测定

虫草素采用高效液相色谱  （HPLC） 法进行测

定［30］。将待测液稀释到合适浓度，过 0.22 μm 滤膜

于进样瓶中，进行 HPLC 测定，检测条件：色谱柱

C18；流动相为体积分数 85% 的 ddH2O 和体积分数

15% 的甲醇；流量 1 mL/min；柱温 30 ℃；检测波长

260 nm；进样体积 10 μL；出峰时间 10~11 min。虫

草素标品的质量浓度为 0.03~0.96 mg/mL，通过标

准曲线对发酵液中虫草素进行定量。

1.8　数据统计与分析

用 SPSS 20 软件进行数据分析和正交试验设

计，结果以平均值±标准误差表示，P<0.05 表示差

异显著，P<0.01 表示差异极显著。PB 试验和响应

面试验设计软件为 Design-Expert v8.0.6.1。制图

软件为  GraphPad v8.0.2.263。

2　结果与分析

2.1　单因素试验结果

2.1.1　碳源的筛选　将葡萄糖、蔗糖、果糖、乳糖和

麦芽糖进行对比，发现麦芽糖作为碳源时，发酵液

中虫草素产量最高，推测原因是麦芽糖水解能产

生两分子葡萄糖，菌丝能更好地利用，维持生长代

谢。如图 1（a）所示，当麦芽糖质量浓度为 15 g/L

时，虫草素达到最大产量（1 689.86±20.05） mg/L，

麦芽糖质量浓度继续增加时，虫草素产量反而下

降，这是因为培养基 pH 受到影响，且细胞外环境

浓度增加使其渗透失水，从而影响细胞代谢。因

此，15 g/L麦芽糖为最适宜的碳源质量浓度。

2.1.2　氮源的筛选　以酵母提取粉作为氮源进行发

酵时，虫草素产量显著高于以蛋白胨、牛肉浸膏、蚕

蛹粉和大豆蛋白胨等为氮源时的产量。如图 1（b）

所示，随着酵母提取粉质量浓度提高，虫草素产量

呈先上升后下降的趋势。在质量浓度为 10 g/L

时，氮源不足，菌体生长缓慢，繁殖量少，因而产生

的代谢物少；质量浓度为 40 g/L 时，虫草素产量达

到最高，为（2 855.00±358.95） mg/L；酵母提取粉质

量浓度更高时，由于氮源过剩，菌丝徒长，pH 偏高，

不利于代谢物的积累，导致虫草素产量下降。因

此，40 g/L酵母提取粉为最适宜的氮源质量浓度。

2.1.3　无机盐的筛选　将 KH2PO4、MgSO4、FeSO4、

ZnSO4、GaSO4、KCl作为无机盐分别添加到发酵液

中，发现添加 FeSO4和 ZnSO4后虫草素产量显著降

低，添加 KH2PO4、MgSO4和 GaSO4的发酵液中，虫

草素产量略有增加。考虑生产成本，最后选择

KH2PO4 和 MgSO4 作为无机盐添加到发酵培养基

中。如图 1（c）、1（d）所示，当 MgSO4 质量浓度为

1.5 g/L、KH2PO4 质量浓度为 2.0 g/L 时，虫草素产

量分别达到最大，但各质量浓度处理组间无显著

差异。因此，适宜的无机盐及质量浓度为 MgSO4 

1.5 g/L和 KH2PO4 2.0 g/L。

2.1.4　生长因子的筛选　采用维生素 B1、维生素

B2、维生素 C 和萘乙酸作为生长因子，探究其对虫

草素产量的影响。结果发现，生长因子对虫草素

合成虽有影响，但差异不显著。综合成本和常用

性考虑，选择维生素 B1作为生长因子。如图 1（e）

所示，随着维生素 B1质量浓度的增加，虫草素产量

逐渐升高，后略微下降。因此，选择维生素 B1的质

量浓度为 12 mg/L。

2.1.5　促进剂的筛选　根据文献报道，氨基酸能

够显著提高虫草素产量，如丙氨酸、赖氨酸、羟基

脯氨酸、脯氨酸、甲硫氨酸、甘氨酸、谷氨酸和谷

氨酰胺等［30-31］。Chen 等通过转录组分析发现，

L-丙氨酸能通过激活能量产生和氨基酸相互转

化的途径提高虫草素产量［32］。因此，选取 L-丙氨

酸作为促进剂，探究其对虫草素产量的影响。结

果如图 1（f）所示 ，相对于空白对照组 ，添加了

L-丙氨酸的培养基中，虫草素产量显著提高，呈
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先上升后下降趋势，在质量浓度为 12 g/L 时，虫

草素达到最大产量（2 933.63±13.14） mg/L。由

于 L-丙氨酸也是一种氮源，培养基中氮源过多会

导致菌丝生长过旺，代谢物积累减少。因此，选

取最适宜的 L-丙氨酸质量浓度为 12 g/L。

2.2　PB 试验结果

根据单因素试验得出最佳培养基配料，分别

是麦芽糖、酵母提取粉、KH2PO4、MgSO4、维生素 B1

和 L-丙氨酸。通过 PB 试验可从配料中得出影响

虫草素产量的显著因素，试验设计和结果见表 2。

不同字母表示差异显著（P<0.05）。

图 1　培养基组分及质量浓度对虫草素产量的影响

Fig. 1　Effect of media component and additive levels on the yield of cordycepin
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根据 PB 试验结果建立的模型具有显著性，P 为

0.037，说明 PB 试验结果可靠。回归分析结果如表

3 和公式（1）所示，A、B、D 和 G 具有正效应，C 和 E

显示负效应。其中，麦芽糖和酵母提取粉的 P分别

为 0.034 9 和 0.007 8，均小于 0.05，说明麦芽糖和酵

母提取粉是影响虫草素产量的显著因素。另外，

L-丙氨酸的 P 为 0.066 6，位于 0.05~0.08，表明 L-丙

氨酸对虫草素产量有影响。综合考虑，选取麦芽

糖、酵母提取粉和 L-丙氨酸作为虫草素产量的影

响因子，进行最陡爬坡试验和响应面试验。

由 PB 试验得到公式（1）。

Y =-422.61 + 34.76A + 28.90B - 179.53C +

      413.15D - 30.08E + 49.21G （1）

式中：

Y——虫草素产量，mg/L；

A——麦芽糖质量浓度，g/L；

B——酵母提取粉质量浓度，g/L；

C——KH2PO4质量浓度，g/L；

D——MgSO4质量浓度，g/L；

E——维生素 B1质量浓度，g/L；

G——L-丙氨酸质量浓度，g/L。

2.3　最陡爬坡试验结果

根据 PB试验所得公式（1）设计最陡爬坡步长，

得到各因素的步长分别为 8、11和 6。因选择的 3个

因素具有正效应，所以爬坡试验根据步长的增加进

行设计，结果如表 4所示。随着麦芽糖、酵母提取粉

和 L-丙氨酸质量浓度的增加，虫草素产量也逐渐增

加，直至营养物质过多，导致其产量降低。因此在

麦芽糖质量浓度为 13~53 g/L、酵母提取粉质量浓度

为 21~76 g/L、L-丙氨酸质量浓度为 10~40 g/L时，预

测有响应曲面。

2.4　Box-Benhnken试验和验证分析

根据单因素试验、最陡爬坡试验和预试验结

果，选取麦芽糖、酵母提取粉和 L-丙氨酸进行三因

素三水平的 Box-Benhnken 试验，试验设计及结果

见表 5。

以虫草素产量为响应值，得到二元多次方程。

Y =-5 252.82 + 132.39A + 270.69B + 526.70C +

              1.47AB-1.04AC-3.01BC-5.02A2-3.18B2-

      16.24C 2 （2）

式中：

表 2　PB 试验设计及结果

Table 2　Experimental design and results of the PB test

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

麦芽糖

质量浓度/（g/L）

5

35

35

5

35

5

5

35

35

5

35

35

酵母提取粉

质量浓度/（g/L）

10

60

10

60

10

10

60

10

60

60

10

60

KH2PO4

质量浓度/（g/L）

0.5

3.0

3.0

3.0

0.5

0.5

0.5

3.0

0.5

3.0

3.0

0.5

MgSO4

质量浓度/（g/L）

1.0

1.0

2.5

1.0

1.0

2.5

2.5

2.5

1.0

2.5

1.0

2.5

维生素B1

质量浓度/（mg/L）

5

5

5

20

20

5

20

20

5

5

20

20

L-丙氨酸

质量浓度/（g/L）

4

4

20

20

4

20

4

4

20

4

20

20

虫草素产量/

（mg/L）

393.04

2 363.67

2 710.28

1 498.56

628.48

1 572.47

2 834.57

1 142.92

4 038.88

1 719.90

1 705.75

3 323.69

表 3　PB 试验回归分析结果

Table 3　Regression analysis results from the PB test

因素

模型

麦芽糖  （A）

酵母提取粉  （B）

KH2PO4 （C）

MgSO4 （D）

维生素 B1 （E）

L-丙氨酸  （G）

残差

综合

平方和

1.14×107

2.72×106

6.06×106

5.85×105

1.12×106

5.91×105

1.80×106

1.65×106

1.30×107

自由度

6

1

1

1

1

1

1

5

11

均方

1.90×106

2.72×106

6.06×106

5.85×105

1.12×106

5.91×105

1.80×106

3.30×105

F

5.76

8.25

18.39

1.77

3.38

1.79

5.46

P

0.037 0*

0.034 9*

0.007 8*

0.240 3 

0.125 2 

0.238 1 

0.066 6 

注：*表示在 P<0.05水平上差异显著。
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Y——虫草素产量，mg/L；

A——麦芽糖质量浓度，g/L；

B——酵母提取粉质量浓度，g/L；

C——L-丙氨酸质量浓度，g/L。

结果如表 6 所示，响应面模型的 P 为 0.000 4

（P<0.01），表明该模型极显著，而失拟项不显著

（P>0.05），说明响应面模型拟合程度较好，得到的

回归方程可靠，试验中其他因素对试验结果影响

较小。同时，相关系数 R2=0.961 5也表明回归方程

能较好地拟合实际情况。校正系数 R2
adj=0.912 0，

表明 91.20% 的数据变异可用该响应面模型解释。

因此，可用该响应面模型确定最佳发酵配方。各

因素对虫草素产量的影响大小依次是酵母提取粉

（B）>L-丙氨酸（C）>麦芽糖（A），且二次项 A2、B2和

C2均表现出极显著影响（P<0.01）。另外，AB 和 BC

的交互作用能显著影响虫草素产量（P<0.05），

但 AC 交 互 作 用 对 虫 草 素 产 量 的 影 响 不 显 著

（P>0.05）。

经过响应面试验得到最佳发酵配方组合和预

测的响应值，即发酵配方为麦芽糖 17.99 g/L、酵母

提 取 粉 41.13 g/L、L- 丙 氨 酸 11.83 g/L、KH2PO4 

2.00 g/L、MgSO4 1.50 g/L 和维生素 B1 12 mg/L 时，

预测虫草素产量为 4 618.77 mg/L。此时，期望值

为 0.919（越接近 1说明结果可信度越高）。为了验

证模型的准确性，用最优配方按照同样的条件进

行 3 次发酵试验 ，虫草素产量达到（4 503.14±

15.54） mg/L，较优化前提高 1.66倍，且相对误差为

2.5%，由此说明该模型能够较好地预测实际发酵

情况。

相关研究中，孙翠等以蛹虫草 C-8 为出发菌

株，经 60Coγ-UV 复合诱变得到蛹虫草突变株 C1-7，

此时虫草素产量比出发菌株提高 79%，后通过固态

表 6　Box-Benhnken试验模型分析结果

Table 6　Model analysis results from the Box-Benhnken design

因素

模型

麦芽糖（A）

酵母提取粉（B）

L-丙氨酸（C）

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

总和

平方和

2.16×107

1.17×106

5.94×106

4.79×106

7.79×105

6.19×104

9.31×105

5.36×106

6.81×106

4.55×106

8.65×105

4.97×105

3.68×105

2.25×107

自由度

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方

2.40×106

1.17×106

5.94×106

4.79×106

7.79×105

6.19×104

9.31×105

5.36×106

6.81×106

4.55×106

1.24×105

1.66×105

9.21×104

F

19.44

9.45

48.11

38.77

6.31

0.50

7.53

43.42

55.13

36.83

1.8

P

0.000 4**

0.017 9*

0.000 2**

0.000 4**

0.040 3*

0.501 8

0.028 7*

0.000 3**

0.000 1**

0.000 5**

0.287 0

注：*表示在 P<0.05水平上差异显著；**表示在 P<0.01水平上差   

       异极显著。

表 4　最陡爬坡试验设计及结果

Table 4　Experimental design and results of the steepest climbing 

test

序号

1

2

3

4

5

6

7

麦芽糖

质量浓度/

（g/L）

5

13

21

29

37

45

53

酵母提取粉

质量浓度/

（g/L）

10

21

32

43

54

65

76

L-丙氨酸

质量浓度/

（g/L）

4

10

16

22

28

34

40

虫草素产量/

（mg/L）

851.89±69.59d

911.01±265.58d

1 171.36±188.51cd

2 102.09±6.05a

1 725.86±213.14ab

1 606.33±88.09abc

1 344.50±18.53bcd

注：上标不同字母表示差异显著（P<0.05）。

表 5　Box-Benhnken试验设计及结果

Table 5　Experimental design and results of the Box-Benhnken 

test

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

麦芽糖

质量浓度/

（g/L）

35

35

20

20

5

20

20

5

20

20

20

35

20

5

5

20

35

酵母提取粉

质量浓度/

（g/L）

40

40

40

20

60

20

60

40

20

40

40

20

40

20

40

60

60

L-丙氨酸

质量浓度/

（g/L）

4

20

12

20

12

12

20

4

4

12

12

12

12

12

20

4

12

虫草素

产量/

（mg/L）

2 486.66

2 171.71

4 884.35

2 617.30

2 587.72

4 471.77

1 866.14

2 425.31

1 728.77

4 946.89

4 301.40

910.88

4 351.35

2 918.23

2 608.11

2 907.09

2 345.67
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发酵优化提高至 132.9%［33］。有研究分别采用分离

筛选、诱变驯化等方法获得蛹虫草新菌株 HB8 和

新菌株 CGMCC 18581，经优化发酵后得到最适虫

草素生产的配方和工艺条件［34-37］。

2.5　虫草素的提取和纯化结果

2.5.1　静态吸附率和解析率　通过上述优化的培

养体系发酵可得到虫草素质量浓度为 4.5 g/mL 的

发酵液，且由于菌株特性，发酵液中的代谢物质和

含量不同，故有必要优化分离纯化工艺，以提高虫

草素的生产规模。当发酵液中的虫草素质量浓度

为 3 757.68 mg/L 时，大孔树脂 NKA-Ⅱ对虫草素的

吸附容量为 18.28 mg/g，吸附率为 97.32%，解析率

为 86.99%，与相关文献的结果相似［29， 38-39］。

2.5.2　影响动态吸附和解析的因素　

（1） pH：当上样发酵液 pH>4.5、洗脱剂 pH>

6.0 时，吸附率为 60%~80%，解析出的虫草素质量

浓度未增加。考虑强酸、强碱容易对树脂填料造成

破坏，同时为减少操作步骤，故选择原始发酵液，

洗脱剂 pH 为 6.0~9.0。

（2） 乙醇体积分数：将已吸附虫草素的树脂用

不同体积分数的乙醇洗脱。当乙醇体积分数为

70% 时，所得洗脱液中虫草素质量浓度明显高于

其他体积分数的乙醇洗脱液，说明体积分数 70%

的乙醇能够更好地破坏树脂与虫草素之间的作用

力。因此，选择乙醇体积分数 70% 作为虫草素洗

脱剂。

（3） 上样量：将虫草素质量浓度为 4 780.14 mg/L

的发酵液以 300 mL/h 的流量上样，每 200 mL 收集

1 次流出液，检测虫草素质量浓度。当上样量为

600 mL 时，流出液中几乎不含虫草素，说明树脂

将虫草素紧密吸附。当上样量为 800 mL 时，树脂

逐渐达到吸附饱和，虫草素随流出液溢出。当上

样量为 1 000~1 200 mL 时，虫草素大量溢出，树脂

达到吸附容量上限。因此，最适宜的上样量为

600 mL。

（4） 上样流量：一般而言，流出液中虫草素质

量浓度达到上样质量浓度的 10% 时，即为泄漏

点［27］。将 600 mL 发酵液以不同流量上样，测定流

出液中未被吸附的虫草素质量浓度，进而比较不

同上样流量下树脂对虫草素的吸附能力。即使在

最大上样流量 600 mL/h 时也未达到泄漏点，发酵

液中的虫草素基本被树脂完全吸附。同时，考虑

虫草素得率和损耗问题，最终选取上样流量为

240 mL/h。

（5） 洗脱流量和体积：采用体积分数 70% 乙

醇，分别以不同流量将吸附在树脂上的虫草素

洗脱下来，每 200 mL 收集 1 次洗脱液，测定虫草

素质量浓度。当洗脱流量为 120 mL/h 时，由于

流量过慢，可能将吸附在树脂上的其他杂质也

一并洗脱，导致洗脱液中的虫草素质量分数降

低。当洗脱流量为 240 mL/h 时 ，吸收峰最大 ，

且 洗 脱 液 中 虫 草 素 质 量 浓 度 达 到 最 大 值

（4 581.48±104.27） mg/L。当洗脱流量逐步增大

时，洗脱液会因来不及洗脱而流出柱外，造成吸

收峰逐渐下降、峰形变宽，收集到的虫草素质量

浓度减少。另外，在收集 800 mL 洗脱液后，树

脂上吸附的虫草素基本被解析出来。因此，选

取适宜的洗脱流量为 240 mL/h，且只需收集前

800 mL 的洗脱液。

2.5.3　动态吸附 -洗脱曲线　利用上述所得最佳条

件进行虫草素的提取纯化，即自然 pH、上样发酵

液质量浓度 4 000 mg/L、上样体积 600 mL、上样和

洗脱流量为 240 mL/h、洗脱剂为体积分数 70% 乙

醇、洗脱体积为 800 mL，所得的吸附 -解析曲线如

图 2 所示。将虫草素质量浓度为（4 820.16±55.35） 

mg/L 的发酵液过柱吸附，用 800 mL 超纯水洗脱杂

质，然后经过体积分数 70% 乙醇洗脱，洗脱液中的

虫草素质量浓度最高可达（9 228.69±260.27） mg/L，

得率为 89.57%。

图 2　大孔树脂 NKA-Ⅱ对虫草素的吸附-解析曲线

Fig. 2　Adsorption-analytical curve of macroporous resin NKA- Ⅱ 

for cordycepin
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2.5.4　虫草素结晶　参照文献［40］的方法，从大孔

树脂 NKA-Ⅱ上解析得到的虫草素平均质量浓度

较低，需要进一步浓缩。当乙醇完全蒸发，浓缩液

将要出现沉淀物的时候停止浓缩，将浓缩液置于

4 ℃冰箱，过夜冷却结晶。将虫草素结晶进行抽

滤，用 4 ℃超纯水洗去色素等杂质，然后经冷冻干

燥 36 h 得到虫草素粉末。经 HPLC 检测，测得冻

干品中虫草素纯度为 94.89%。

3　结  论

为了让蛹虫草新菌株 ZA10-C4 更好地生长

和代谢，进一步提高虫草素产量，将发酵培养基

和虫草素提取工艺进行优化，最后得到该菌株高

产虫草素的培养体系及虫草素高效制备体系。

结果表明，蛹虫草菌株 ZA10-C4 的最佳发酵培养

基配方为：麦芽糖 17.99 g/L、酵母提取粉 41.13 g/L、

L- 丙 氨 酸 11.83 g/L、KH2PO4 2.00 g/L、MgSO4 

1.50 g/L、维生素 B1 12 mg/L。此培养体系下，虫

草素产量达到（4 503.14±15.54） mg/L，较优化前

提高 1.66 倍。在新工艺条件下，即自然 pH、上样

体积 600 mL、上样和洗脱流量 240 mL/h、洗脱剂

为体积分数 70% 乙醇、洗脱体积 800 mL，从发酵

液中提取得到的虫草素纯度为 94.89%，得率为

89.57%。优化后的蛹虫草新菌株 ZA10-C4 培养

体系和虫草素提取工艺为后续大规模发酵、产品

开发和功能研究提供了依据，同时该发酵过程和

提取纯化方法简单，得到的虫草素纯度高，具有

一定的开发应用价值。
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