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摘 要：利用液体通气发酵培养蛹虫草菌种，分析培养所得不同蛹虫草的有效成分。以体积分数

2％的接种量，在pH 7．o、20℃下培养96 h即可达到最佳发酵效果；菌种冷藏时间对发酵效果无显

著影响；培养基料量占培养容器体积的1／5，添加5％的营养素为最经济是培养基料配方。利用缫

丝后的干蚕蛹成功培养出蛹虫草。对不同培养基(大米、鲜蚕蛹、干蚕蛹)培养的蛹虫草营养成分

进行了比较研究：干蛹虫草中虫草素的含量和超氧化物歧化酶(s0D)的酶比活力最高；腺苷的含

量以鲜蛹虫草最高；大米虫草多糖含量最高，茵丝体中虫草酸含量最高；4个虫苹样品中矿物质元

素含量都较丰富，而镉、铅、砷重金属元素含量较低，汞元素未检测到。
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Abstract：The target of this study was to estabnsh and optimize high effective Iiquid fermentation

technology of Cordyce户5 7竹iZi￡口ris． CordyfP户5，，ziZi￡口ris strain cultured by liquid medium with

ventilation，and analysis the active components of Co，一d_)，cP户s，"iZif口ris cultured from different

mediums．The results demonstrated that the optimum fermentation conditions were pH 7．O，20

℃and 96 h．To the best of our knowledge，this is the first report described that the dried pupa

could be one of medium to culture the CD，-dyfP户s研iZi￡n，．is properly． The nutritional components

of Co，oyfP户5，规iZi￡口ris cultured by different medium(rice，fresh pupa and dried pupa)haVe been

analysed and shown that the highest cordycepin content and superoxide dismutase(SOD)actiVity

can be achieved at the dried pupa，the adenosine level in fresh pupa was the highest，and the

highest polysaccharide content was found in rice． The content of【)-mannitol in mycelium was

higher than that of other mediums． 4 Cordyceps samples were rich in minerals． The content of
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heavy metal elements，cadmium，lead and arsenic were low，but no mercury was detected．

Key words：liquid fermentation，CordyfP户s miZi地一5，culture，components

冬虫夏草(Cord了fPps 5i规P行sis(Berk)Sacc)是

我国特有的名贵中药材之一，产于海拔3500 m以

上、雪线以下，可谓生长条件苛刻、珍贵稀少。近年

来，随着人们野外活动的增加，生态环境日益变得

脆弱，冬虫夏草的生长环境受到严重破坏，虫源锐

减；加上冬虫夏草生长周期长(3～4年)，虫草药源

日趋紧张，难以满足市场需求。所以，人们试图用

人工栽培方法取代野生虫草资源。经研究，证实人

工培育的蛹虫草(Co，．dyfP户s mizi￡口ris L．)具有天

然冬虫夏草的主要功效，已成为其替代品开发利

用‘1—2|。

野生蛹虫草以夜蛾科昆虫蛹提供营养，人工栽

培则利用蛋白胨、酵母粉、蚕蛹粉、马铃薯、玉米浆

等有机氮作为氮源，利用糖、淀粉等小分子糖类作

碳源，米饭、高粱、小米、马铃薯煮汁作为培养基可

培养出子实体。但人工栽培所用的菌种几乎都是

以斜面培养基培养所得的固体菌种菌苔来接种，菌

种量有限，培养周期较长，不利于规模化生产，且成

本较高。液体通气发酵菌种是将固体菌种转接到

液体培养基上，经液体通气发酵而成，是近年来发

展起来的一种先进的食用菌栽培技术。与常规的

固体菌种相比有独特的优点：一是发菌速度快，三

级制种(母种、原种、栽培种)时间不超过15 d，而固

体菌种则愈百天；其次是接种速度快，比固体常规

接种快10倍以上；再次是液体菌种具有污染低、菌

龄齐、产量高等。

作者建立和优化了液体通气发酵菌种(栽培

种)的培养技术，利用液体发酵菌种在不同的培养

基上(大米，鲜蚕蛹，干蚕蛹等)培养蛹虫草的技术

条件，比较分析培养所得的不同蛹虫草有效成分的

差异，为工业化生产蛹虫草提供理论依据。

1材料与方法

1．1 材 料

蛹虫草(CordyfPps m砒￡口一s)菌种：由作者所

在实验室引进保存；冬虫夏草：市售，北京同仁堂亳

州药材发展有限责任公司提供；腺苷标准品和鼠李

糖等：上海化学试剂公司进口分装；虫草素标准品：

常州大康保健药品有限公司提供；其余均为国产分

析纯试剂。

1．2方法

1．2．1 培养基的制备

1)固体培养基的制备：固体培养基为常用的马

铃薯琼脂培养基(PDA培养基)，主要用于蛹虫草母

种和原种的培养。

2)液体培养基的制备：100 mL马铃薯汁，葡萄

糖10 g，K2 HP04 5 g，MgSO。·7H2 O 3 g，VBl微

量，调pH 7．o，配成350 mI．，装入发酵罐中，以

1．03×104 Pa高压灭菌30 min。液体培养基主要

用于蛹虫草栽培中的培养。

1．2．2 液体通气发酵菌种培养条件的优化

1)不同培养温度和时间对液体菌种发酵效果

的影响：取成熟的斜面培养基原种菌苔，制成悬浊

液菌种，分别接种于9个含350 mI。液体培养基

(500 mL容量)的培养瓶中，每瓶接种体积分数为

2％，约7 mL，加抗生素少许。按不同的温度(15、

20、25℃)和不同培养时间(72，96，124 h)下进行通

气发酵培养，正交试验。培养结束后，4 ooO r／min

离心lo min，收集菌丝体，60℃干燥，称取菌丝体生

物量。

2)不同pH值对液体菌种发酵效果的影响：5

瓶组成相同的液体培养基，分别调pH值至5．5、

6．o、6．5、7．o、7．5，在20℃和通气环境下培养96

h。4 OOo r／min离心10 min，收集菌丝体，60℃干

燥后，称取菌丝体生物量。

3)菌种不同冷藏时间对液体发酵效果的影响：

取成熟的斜面培养基原种菌苔，制成悬浊液菌种，

分装于3个离心管中，每管1 mL，加抗生素少许。

取一瓶接种到液体培养基中，进行发酵通气培养，

另两管在4℃环境下分别冷藏5 d和lO d，在恒定

的培养条件：pH 7．o、20℃、通气环境下进行液体

发酵培养5 d，离心收集菌丝体，称取菌丝体生物

量。

1．2．3接种与培养

1)大米培养基的接种与培养：量取15 mL的

液体发酵菌种，接种于已灭菌的大米复合培养基

上，用聚丙烯塑料薄膜封口。先在18～20℃恒温

下避光培养3～5 d，培养基表面长满白色菌丝。然

后转入20～22℃感光培养，至培养基表面长出许

多圆丘状隆起——菌蕾，即进入有氧环境下，保持
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一定的湿度，继续培养40 d左右，即得4～5 cm长

的蛹虫草子实体。

2)鲜蚕蛹的接种与培养：在无菌条件下，将蛹

虫草菌液接种到蛹体内。然后将蛹体置于无菌培

养盒内，按上述培养条件进行蛹虫草培养。

3)干蚕蛹的接种与培养：缫丝后的蚕蛹，50℃

烘干，经高压灭菌，在无菌条件下，加一定量的液体

发酵菌种与之接触感染。然后置于无菌培养盒内，

按上述培养条件进行蛹虫草培养。

1．2．4 蛹虫草有效成分的测定

1)虫草素与腺苷的测定：采用高效液相色谱

法[3-4]。色谱柱：N()VA—PAK C18反相柱，

3．9 mm×300 mm，4”m；流动相：o．01 mol／L KHz

P04一K：HP04缓冲液，pH 6．86，1 g／dL四氢呋喃；流

量：1 mL／min；进样量：10“L；检测波长：260 nm。

样品中腺苷或虫草素含量(mg／g)=

10．00×S×Co×10。3／So×m

式中，lO．oo为试样微波浸提用水量(mL)，S

为试样峰面积，C0为标样含量(肛g／mL)，S。为标样

峰面积，优为试样准确质量(g)。

2)虫草多糖的提取与测定：多糖提取参照文献

[5]的方法。

3)虫草酸的提取与测定：准确称取适量样品，置

于50 mL碘量瓶中，加25 mL蒸馏水，置80℃水浴

中浸提1 h，离心除沉淀，上清液转入50 mL容量瓶

中，残渣用水洗涤2次，离心除沉淀后并入容量瓶中，

定容，得到样品液。按测试需要，用蒸馏水稀释至所

需浓度待测。用分光光度法测定虫草酸的含量[7]。

4)超氧化物歧化酶(S()D)的提取与测定：参照

潘新法[8o略有改进。称取一定数量的鲜样品，用无

菌水冲洗后，切碎研磨，加入适量O．05 mol／L、pH

7．8的磷酸缓冲液(含O．1 mmol／L EDTA)，充分匀

浆后，超声波破碎细胞20 min，11 oOO r／min离心

20 min，得上清液，即为SOD粗提液。整个过程均

在4℃下操作。采用SOD试剂盒进行检测(南京建

成生物工程研究所提供)。

5)矿物质元素的测定：样品委托南京师范大学

分析测试中心检测，．检测依据JY／T015—1996ICP

通则。

2 结 果

2．1 液体通气发酵菌种培养条件的优化

2．1．1 不同温度和时间对液体菌种发酵培养效果

的影响 由图1可见，以体积分数2％的接种量，在

恒定的通气条件下，随着温度的升高，菌丝体生物

量干重呈增加趋势。在15℃，随着培养时间的延

长，菌丝体生物量干重随之增加；在20℃时，培养4

d时菌丝体生物量最高，培养5 d菌丝体生物量干

重呈下降趋势。在25℃时，培养3 d时菌丝体生物

量最高，随着培养时间的延长，菌丝体生物量干重

逐渐减少，呈下降趋势。总体来说，随着培养温度

的升高，菌丝又呈现上升趋势。最适温度和时间为

20℃培养4 d。
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图l 不同温度和时间对液体面种培养效果的影响

Fig．1 Effect 0f temperatu他and cuIture time on the Iiq。

uid fermentation of C小ififn，fs

2．1．2 不同pH值对液体茵种发酵培养效果的影

响 为了解液体培养基pH值对发酵效果的影响，

试验选择了5．5，6．0，6．5，7．o，7．5等5个pH梯

度，在相同温度(20℃)和通气环境下培养4 d，比较

其菌丝体生物量，结果见图2。pH值在5．5～7．0

时，随着pH值的升高，菌丝体生物量逐渐增加，从

3．611 g增加到4．06 g，当pH值到7．5时，菌丝体

生物量降低到3．28 g，提示液体培养基的最适pH

值为7．0。
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图2 pH值对菌丝体生物量的影响

Fig．2 Effect of pH on the mycelium weight

2．2培养基料对蛹虫草生物转化效率的影响

2．2．1 虫草素与腺苷的质量分数 经微波辅助提

取，采用高效液相法进行测定，测得4个虫草样品

中虫草素与腺苷的质量分数，见表1。干蛹虫草的
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虫草素质量分数最高，是大米虫草的2．69倍，是鲜

蛹虫草的3．79倍，是菌丝体的150．83倍。腺苷的

质量分数是鲜蛹虫草最高，大米虫草次之，干蛹虫

草仅为鲜蛹虫草中质量分数的1／2左右。菌丝体

中虫草素和腺苷的质量分数皆最低。

表l 不同虫草样品虫草素和腺苷的质量分数

Tab．1 E“．ect 0f medium蚰the content Of cordycepin and a—

denosine by C mⅢfn，括

(mg／g)

2．2．2 虫草多糖 采用热水浸提、乙醇沉淀进行

分级提取，得到不同组分的蛹虫草粗多糖一50

((为rdycP户s，咒irif口，．is polysaccharide一50， CMPS一

50)和蛹虫草粗多糖一90(CordyfP户s优Ⅲf口ri5 poly—

saccharide一90，CMPS一90)。经苯酚硫酸法测定并

计算得蛹虫草各粗多糖组分的总多糖质量分数，大

米虫草多糖质量分数最高，50％粗多糖和90％粗多

糖的质量分数分别为30．17 pg／g和19．27 pg／g。

50％粗多糖的质量分数是于蛹虫草最低，为大米虫

草多糖的3．4％。90％粗多糖以菌丝体的质量分数

最低，为大米虫草的18．01％。大米和菌丝体的不

同多糖组分质量分数为CMPS-50>CMP孓90，而蚕

蛹(鲜蛹、干蛹)的不同多糖组分质量分数为CMP孓

90>CMP孓50，见表2。

表2蛹虫草多糖的质量分数

Tab．2 COntent of poIysaccharide in CDrdycPps小ffifⅡrls cuI_

tured by different medium

(川g／g)

2．2．3 虫草酸虫草酸以p甘露醇为指标，结果

显示：以菌丝体中n甘露醇的质量分数最高，达到

67．19弘g／g，于蛹虫草和鲜蛹虫草中的D甘露醇质

量分数接近，分别为43．2l弘g／g和39．53 pg／g。大

米虫草中最低，仅为28．73肛g／g，见图3。

大米虫草 干蛹虫草 鲜蛹虫草 菌丝体

培养基

图3蛹虫草中虫草酸的质量分数

Fig．3 The content Of D-mannitoI in(TDrdycPps mi“f口·

rls

2．2．4 超氧化物歧化酶(SOD) 从图4可以看

出，干蛹虫草中SOD的酶比活力最高，达到846．35

U／g，以后依次为鲜蚕蛹虫草470．01 U／g，大米虫

草386．15 U／g，而菌丝体中的S()D比活最低，只有

16．59 U／mL。

大米虫草 干蛹虫草 鲜蛹虫草 菌丝体

培养基

图4蛹虫草中超氧化物歧化酶的活性

Fig．4 Superoxide dismutase activity jn CbrdycPps小fff—

f口，is

2．2．5 矿物质元素 作者中共检测16种矿物质

元素，见表3。

表3不同虫草样品矿物质元素的质量分数

Tab．3 Content of minerals in different Ie D，dycPps sampIes

(扯g／g)
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续表3

NL)：未检测出

其中，钙、镁、磷、钾和钠含量比较丰富。鲜蛹

虫草中磷、钾的含量最高，分别达到l 370扯g／g和

1 820弘g／g。大米虫草中钙的含量最高，达到270

弘g／g。钠含量最高的是菌丝体，达到274肛g／g。实

验还检测到人体所必需的7种微量元素，分别是

锰、铁、铜、锌、铬、铝和硒。其中干蛹虫草中锌、锰、

铜、硒的质量分数最高。镉、铅、砷和汞属于重金属

元素，对机体具有一定的危害，在所测的4个虫草

样品中，质量分数都较低，而汞未检测到。

3 结 语

借助食品工业液体发酵技术培养菌种来实现

蛹虫草的工业化生产，具有方法先进，成本低廉，劳

动效率高，减少污染环节等优点。以前报道的蛹虫

草液体菌种实验[9-1们都是将菌种与液体培养基装

人三角瓶，在振荡器中完成，其培养方式是培养容

器三角瓶在振荡器中振荡，菌种与液体培养基之间

无法达到充分接触。作者通过将气体通人到液体

发酵灌内，真正实现菌种和液体培养基间的充分、

循环接触，从而达到快速发酵的目的。结果表明，

发酵效率明显高于“振荡器”培养。在20℃下培养

96 h即可达到最好的发酵效果，而报道的“振荡器”

培养(李信等，郑婷婷等)最佳发酵环境为24～28

℃下培养96 h。

栽培蛹虫草的培养基较多，张显科[11]比较了大

米、高粱、小米和玉米培养基栽培蛹虫草试验。结

果表明，大米栽培蛹虫草的培养效果最好，菌丝生

长较快，子实体产生和成熟最早，生长周期最短，生

物转化率高。蚕蛹(一般都指活体蚕蛹)是蛹虫草

的理想培养基，但由于活体蚕蛹的来源受到养蚕季

节、运输、蚕蛹的发育期等影响，要想实现其工业化

生产困难很大。而缫丝后的干蚕蛹具有成本低、运

输储存方便、不受季节影响等诸多优点，可实现工

业化栽培蛹虫草的目的。作者尝试了利用缫丝后

的干蚕蛹培养蛹虫草的栽培技术，结果表明，缫丝

后的干蚕蛹可作为蛹虫草的培养基进行深加工开

发利用，这是利用干蚕蛹培养蛹虫草的首次报道。

蛹虫草中含有丰富的营养成分，如虫草素(3’一

脱氧腺嘌呤核苷)、虫草酸(n甘露醇)、多糖、超氧

化物歧化酶(SOD)、多种人体必需氨基酸、微量元

素及维生素等。

研究结果表明，所测4个虫草样品中虫草素的

含量都高于天然冬虫夏草的含量，这与已报道的结

果一致[1 2‘14]。研究表明，活体蛹虫草腺苷的含量最

高，大米虫草次之，干蛹虫草仅为鲜蛹虫草中含量

的1／2左右，菌丝体中虫草素和腺苷的质量分数皆

为最低。

虫草多糖是蛹虫草的重要活性物质之一，含量

丰富。作者分50％粗多糖和90％粗多糖两组，比较

了4个虫草样品中多糖质量分数差异。结果显示，

蛹虫草的多糖含量高于冬虫夏草¨5|。虫草酸(胁甘

露醇)是真菌类主要药效成分之一，所测4个虫草

样品中的虫草酸含量都低于冬虫夏草虫草酸的

77．27“g／gLl 6|。

干蛹虫草中SOD的酶比活力最高，分别为鲜

蚕蛹虫草的1．8倍，大米虫草的2．2倍，菌丝体的

51倍。研究表明，人工培养的蛹虫草SOD酶比活

力是天然冬虫夏草的数倍，是菌丝体的几十倍[1“，

结果验证了这一结论。干蛹虫草中SOD酶比活力

高，提示干蚕蛹经感染虫草菌后其转化效率较高。

蛹虫草对人体有广泛的医疗保健作用，其中微

量元素可能是在治疗某些疾病中产生疗效的基本

成分之一。作者共检测得16中矿物元素，其中镁、

磷、钙、钾和钠含量比较丰富。鲜蛹虫草中磷、钾的

质量分数最高；大米虫草中钙的质量分数最高，达

到270肛g／g；钠质量分数最高的是菌丝体。据研究

报道，冬虫夏草中P、Mg的含量最高，其抗癌作用

与含P、Co、Fe、Cu有关[6]。实验还测得人体所必

需的微量元素7种，分别是锰、铁、铜、锌、铬、铝和

硒。镉、铅、砷和汞为重金属元素，对机体具有一定

的毒害。而在作者所测的4个样品中，重金属元素

含量都较低，其中汞元素未检测到，提示本研究所

培养的蛹虫草符合食品安全要求。
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