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摘要： 利用单因素筛选和响应面法对蛹虫草 Cordyceps militaris JN168 产虫草素的液态发酵培
养基进行优化，以确定蛹虫草产虫草素的最佳发酵培养基配方。结果表明，蛹虫草产虫草素的最
佳碳源为葡萄糖，最适质量浓度为 40 g/L；最佳氮源为牛肉膏，最适质量浓度 15 g/L；加入的无
机盐及其添加量分别为 MgSO4 0.76 g/L，K2HPO4 0.63 g/L，CaCl2 0.66 g/L ，Na2HPO4 0.67 g/L。 优
化后发酵液中虫草素质量浓度达到 633.47 mg/L，是优化前的 6倍。
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Abstract： The components for cordycepin production by Cordyceps militaris JN168 were optimized
with single factor experiment and response surface methodology. The purpose of this study is to
determine the best fermentation medium for cordycepin production by Cordyceps militaris JN168.
Results showed that glucose and beef extract are the appropriate carbon and nitrogen sources with
an optimal concentration of 40 g/L and 15 g/L，respectively. And adding inorganic salt is MgSO4，
K2HPO4，CaCl2 and Na2HPO4 with an optimal concentration of 0.76 g/L，0.63 g/L，0.66 g/L and 0.67
g/L respectively. The cordycepin concentration in the fermentation broth after optimization is 633.47
mg/L，which is 6 times before the optimization.
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蛹虫草学名为 Cordyceps militaris，俗称北冬虫

夏草、北蛹虫草、虫草等，属子囊菌亚门，麦角菌目，
麦角菌科、虫草属[1]。 蛹虫草是中国传统药用真菌中

的一种。 现代医药学研究证明，蛹虫草中含有虫草

素、虫草酸和虫草多糖等多种有效成分，可用于肺

结核、老人虚弱和贫血等疾病的治疗[2]。 虫草素是蛹

虫 草 有 效 成 分 中 的 重 要 活 性 物 质 。 虫 草 素

（cordycepin） 又 称 虫 草 菌 素、 蛹 虫 草 菌 素， 是 由

Cunningham 等在 1951 年首先 从 蛹 虫 草 Cordyceps
militaris 的培养滤液中分离得到， 是第一个从真菌

中 分 离 出 来 的 核 苷 类 抗 菌 素 [3]。 其 分 子 式 为

C10H13N5O3，结构式见图 1。 相对分子质量为 251，碱

性，针状或片状结晶[4]。 虫草素是一种天然来源的药

物，对 DNA 和 RNA 合成，hnRNA 和 mRNA 转录后

修饰以及腺苷酸环化酶等均具有抑制作用，具有抗

炎、抗真菌、抗癌及抗病毒等多种生理活性 [5]。 虫草

素在美国已进入临床实验研究，用于白血病的治疗
[2]。 目前虫草素的研究现正成为药物化学中一个极

其活跃的领域。 虫草素在自然界中被发现仅存在于

虫草属（cordyceps）真菌中，其中在蛹虫草中含量较

高，是目前生产虫草素的主要菌种 [6-7]。 蛹虫草能产

生虫草素，其菌丝体生长过程中 98%的虫草素分泌

到培养基中 [8]。 所以利用蛹虫草液态发酵生产虫草

素是一种较好的方法。 作者对蛹虫草产虫草素的液

态发酵条件进行了优化， 以期提高虫草素的产量，
为虫草素的工厂化生产和开发利用提供科学依据。

图 1 虫草素的结构式

Fig. 1 Structure of cordycepin

1.1 材料

1.1.1 菌种 蛹虫草 Cordyceps militaris JN168，保

藏于中国典型培养物保藏中心， 保藏号为 CCTCC
NO：M2011333。
1.1.2 培养基

1）斜面 PDA 培养基（组分 g/L）：马铃薯 200，葡

萄糖 20，琼脂 20；pH 值自然，121 ℃灭菌 20 min。
2）种 子 培 养 基（组 分 g/L）：葡 萄 糖 40，酵 母 膏

10，MgSO4 0.5；pH 值自然，121 ℃灭菌 20 min。
3）发酵培养基（组分 g/L）：蔗糖 30，蛋白胨 10；

pH 值自然，121 ℃灭菌 20 min。
1.2 方法

1.2.1 种子制备 将菌株 Cordyceps militaris JN168
接种于 PDA 斜面培养基，25 ℃光照培养 7 d， 用无

菌水洗下孢子， 转入带有玻璃珠的无菌三角瓶中，
振荡，充分打散孢子，用 4 层无菌镜头纸过滤除去

菌丝，制成孢子数为 106 倍的孢子悬液。 取制好的孢

子悬液，以 5%接种体积分数接种于 PDA 种子培养

基中，25 ℃、200 r/min 摇瓶培养 3 d，即可获得种子

培养液。
1.2.2 液态发酵 取种子培养液， 以 5%接种体积

分数接入发酵培养基中，装液量 50 mL，培养温度为

25 ℃，转速为 200 r/min，摇瓶培养 8 d。
1.2.3 生物量的测定 将得到的发酵原液以 8 000
r/min 离心 20 min，收集湿菌体，用蒸馏水洗涤 3 次

后，置于 60 ℃下恒温干燥至恒质量，用电子天平称

质量。
1.2.4 发酵液中虫草素质量浓度的测定 将得到

的发酵原液以 8 000 r/min 离心 20 min， 取上清液，
然后用 HPLC 法测定上清液中虫草素的质量浓度，
测定波长为 260 nm，流动相为 20%的甲醇。

2.1 碳源对 Cordyceps militaris JN168 菌体生长和

产虫草素的影响

基础培养基的配方为发酵培养基，分别以等质

量的葡萄糖、果糖、麦芽糖、乳糖、D-半乳糖、甘露

糖、山梨糖、可溶性淀粉或马铃薯淀粉来代替基本

培养基中的碳源蔗糖， 进行不同碳源对 Cordyceps
militaris JN168 菌体生长和产虫草素的影响实验。由

表 1 可知，产虫草素发酵培养基的最佳碳源为葡萄

糖；蛹虫草可以很好的利用单糖、二糖，而可溶性淀

粉和马铃薯淀粉则不利于菌体的生长。

材料与方法1

结果与分析2
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表 1 碳源对 Cordyceps militaris JN168 菌体生长和产虫草

素的影响

Table 1 Effect of carbon sources on cell growth and the
production of cordycepin

2.2 葡萄糖添加量对 Cordyceps militaris JN168 菌

体生长和产虫草素的影响

用选出的碳源葡萄糖， 设置其质量浓度为 20、
25、30、35、40、45、50、55 g/L， 进行不同质量浓度的

葡 萄 糖 对 Cordyceps militaris JN168 产 菌 体 生 长 和

虫草素的影响实验。 由图 2 可知，葡萄糖质量浓度

为 40 g/L 时虫草素的质量浓度最高，菌体质量浓度

达到最高时，葡萄糖的质量浓度为 30 g/L。

图 2 葡萄糖质量浓度对蛹虫草菌体生长和产虫草素的影响

Fig. 2 Effect of glucose concentration on cell growth and
the production of cordycepin

2.3 氮源对 Cordyceps militaris JN168 菌体生长和

产虫草素的影响

用选出的碳源葡萄糖 40 g/L， 分别用等氮量的

酵母浸粉、蛋白胨、牛肉膏、麦芽汁、酒石酸铵、乙酸

铵 、 （NH4）2SO4 或 NH4NO3 为 氮 源 ， 进 行 氮 源 对

Cordyceps militaris JN168 菌体生长和产虫草素的影

响实验。 由表 2 可知，有机氮源的效果明显比无机

氮源好；以牛肉膏为氮源时，虫草素的产量最高；以

蛋白胨、酵母浸粉为氮源时，虫草素的产量次之；以

麦芽汁和铵盐为氮源时，虫草素的产量最低；与无

机氮源相比， 有机氮源更可以满足菌体生长的需

要，其中蛋白胨、牛肉膏和酵母浸粉的效果较好。 由

上述可知，Cordyceps militaris JN168 产虫草素发酵

培养基的最佳氮源为牛肉膏。
表 2 氮源对 Cordyceps militaris JN168 菌体生长和产虫草

素的影响

Table 2 Effect of nitrogen sources on cell growth and the
production of cordycepin

2.4 牛肉膏添加量对 Cordyceps militaris JN168 菌

体生长和产虫草素的影响

用选出的最佳氮源牛肉膏，设置其质量浓度为

5、10、15、20、25、30、35、40 g/L， 进行不同浓度的牛

肉 膏 对 Cordyceps militaris JN168 菌 体 生 长 和 产 虫

草 素 的 影 响 实 验 。 由 图 3 可 以 看 出 ，Cordyceps
militaris JN168 产虫草素的牛肉膏最佳质量浓度为

15 g/L，菌体生长的最佳质量浓度为 10 g/L。

图 3 牛肉膏质量浓度对 Cordyceps militaris JN168 菌体生

长和产虫草素的影响

Fig. 3 Effect of beef extract concentration on cell growth
and the production of cordycepin

碳源
虫草素质量分数/

（mg/L）
菌体干重/
（mg/mL）

蔗糖（对照） 109.52±0.92 10.86±0.01

葡萄糖 147.43±1.03 12.12±0.03

果糖 87.64±0.83 9.32±0.01

D-半乳糖 94.14±0.91 10.11±0.02

甘露糖 84.30±0.87 8.23±0.03

山梨糖 57.64±0.90 9.63±0.02

麦芽糖 87.75±0.89 11.08±0.03

乳糖 132.73±0.98 8.24±0.01

可溶性淀粉 42.52±0.86 4.97±0.03

马铃薯淀粉 27.39±0.93 2.71±0.02

氮源
虫草素质量浓度/

（mg/L）
菌体干重/
（mg/mL）

蛋白胨 95.58±0.83 13.80±0.01

牛肉膏 266.43±0.96 11.41±0.03

酵母浸粉 158.47±0.89 10.93±0.04

麦芽汁 15.46±0.87 6.42±0.03

酒石酸铵 38.07±1.05 3.97±0.01

乙酸铵 35.11±0.93 2.09±0.02

硫酸铵 43.55±0.86 2.81±0.03

硝酸铵 46.23±1.01 2.46±0.01
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2.5 无机盐对 Cordyceps militaris JN168 菌体生长

和产虫草素的影响

以上述优化出的碳源和氮源为基本培养基，在

基 本 培 养 基 中 加 入 KCl、MgSO4、K2HPO4、Na2HPO4、
CaCl2 或 NaCl， 进 行 不 同 无 机 盐 对 Cordyceps
militaris JN168 菌体生长和产虫草素的影响实验。由

表 3 可 以 看 出， 在 培 养 基 中 加 入 MgSO4、K2HPO4、
CaCl2、Na2HPO4 可 以 促 进 虫 草 素 的 产 生 ， 而 加 入

KCl、NaCl 则 抑 制 虫 草 素 的 产 生 ；MgSO4、K2HPO4、
CaCl2、Na2HPO4 对 菌 体 得 生 长 影 响 较 小，KCl、NaCl
抑制菌体的生长。
表 3 无机盐对 Cordyceps militaris JN168 菌体生长和产虫

草素的影响

Table 3 Effect of inorganic salts on the production of
cordycepin and cell growth

2.6 响应面优化实验

依 据 无 机 盐 单 因 素 实 验 结 果 ， 应 用 Central
Composite Design （CCD） 实 验 原 理 ， 对 培 养 基 中

MgSO4、K2HPO4、CaCl2 和 Na2HPO4 进 行 了 四 因 素 三

水平响应面分析实验 [9]，试验设计与结果见表 4 和

表 5。
表 4 响应面分析试验因素水平表

Table 4 Factor and levels for response surface analysis

表 5 响应面中心组合设计及试验结果

Table 5 Response surface central composite design and
corresponding experiment results

由此实验的实际值用二次多项式进行回归，其

结果见表 6。

无机盐
虫草素质量浓度/

（mg/L）
菌体干重/
（mg/mL）

对照 239.13±1.01 10.92±0.01

氯化钾 160.52±0.93 9.07±0.03

磷酸氢二钾 273.26±1.02 11.28±0.02

氯化钠 132.13±0.97 9.02±0.01

磷酸氢二钠 241.03±0.83 10.98±0.03

硫酸镁 302.21±1.02 10.42±0.01

氯化钙 260.12±0.83 10.96±0.01

水平
X1 MgSO4

质量浓度/
（g/L）

X2 K2HPO4

质量浓度/
（g/L）

X3 CaCl2 质

量浓度/
（g/L）

X4 Na2HPO4

质量浓度/
（g/L）

-1 0.1 0.1 0.1 0.1

0 0.8 0.8 0.8 0.8

1 1.5 1.5 1.5 1.5

序

号

因素
虫草素质量

浓度/（mg/L）

X1

MgSO4

X2

K2HPO4

X3

CaCl2
X4

Na2HPO4
实际值 预测值

1 0 0 1 1 481.97 450.48

2 -1 0 0 1 556.18 567.38

3 0 -1 0 -1 594.01 591.83

4 0 1 1 0 479.69 490.37

5 -1 0 1 0 517.89 542.54

6 0 1 -1 1 509.93 525.11

7 0 0 -1 1 573.17 560.08

8 1 1 0 0 490.91 511.18

9 0 0 1 -1 539.69 557.66

10 -1 -1 0 0 606.54 591.15

11 0 1 0 1 484.55 479.69

12 0 0 0 0 640.58 660.24

13 1 -1 0 0 568.05 583.11

14 1 0 0 -1 608.59 599.55

15 0 -1 0 1 533.71 557.75

16 0 1 0 -1 594.17 563.09

17 1 0 0 1 480.98 495.17

18 0 0 0 0 660.58 660.24

19 0 0 0 0 669.73 660.24

20 0 0 -1 -1 534.03 570.39

21 1 0 -1 0 608.81 577.12

22 -1 1 0 0 566.48 556.30

23 0 -1 1 0 530.35 517.34

24 -1 0 -1 0 576.28 578.03

25 -1 0 0 -1 592.53 580.50

26 0 -1 -1 0 613.45 604.93

27 0 0 0 0 669.73 660.24

28 0 0 0 0 660.58 660.24

29 1 0 1 0 499.08 490.29
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表 6 试验结果的回归分析

Table 6 Regression analysis of the experiment results

由表 6 中的回归系数可以写出二次多项式回

归方程为：
Y =390.93 +192.80X1 +159.01X2 +222.56X3 +

237.70 X4-18.92X1X2-26.19X1X3-46.56X1X4+26.97X2X3-
25.16X2X4 -49.42X3X4 -89.03X1

2 -114.66X2
2 -

142.08X3
2-114.22X4

2

对该分析方程进行方差分析，方差分析结果见

表 7。 从方差分析中可以看出，模型 P＜0.05 表明该

模型是显著的。 同时模型中的参数 X2，X3，X4，X1
2，

X2
2，X3

2，X4
2 是显著的（P 值小于 0.05）。 模型失拟项

表示预测值与实际值不拟合的概率 [10-11]。 该模型失

拟项的 P 值为 0.0528， 表示有 5.28%的概率使得模

型偏差由噪音产生，因此模型失拟项不显著。 模型

的相关系数 R2 为 0.915 0，说明了 91.50%的响应值

是由该模型决定的。 R 值为 0.956 6 说明实验中虫

草素质量浓度的实际值与模型预测值有 95.66%的

一致性。 由此表明，该模型可对实验结果进行较准

确的预测。
利用 Design Expert 7.0 软件对试验结果进行分

析[12]，得到培养基中加入的 MgSO4、K2HPO4、CaCl2 和

Na2HPO4 的 最 适 质 量 浓 度 分 别 为 0.76、0.63、0.66、
0.67 g/L。在此条件下预测得到的虫草素质量浓度为

669.56 mg/L。
表 7 二次多项式回归模型的方差分析

Table 7 Analysis of variance for quadratic polynomial
model

2.7 优化前后 Cordyceps militaris JN168 菌体生长

和产虫草素的情况

优化前的发酵培养基为 PDA 液体培养基；优化

后的发酵培养基为：葡萄糖 40 g/L，牛肉膏 15 g/L，
MgSO4 0.76 g/L，K2HPO4 0.63 g/L，CaCl2 0.66 g/L，
Na2HPO4 0.67 g/L。 优 化 前 后 Cordyceps militaris
JN168 菌体生长和产虫草素的情况见图 4、5。 和优

化前相比，优化后 Cordyceps militaris JN168 菌体生

长及产虫草素有相同的趋势，菌体干重在第 4 天达

到最大，发酵液中虫草素的质量浓度在第 8 天达到

最高，故选择 8 d 为发酵时间最合适。优化前发酵液

中虫草素质量浓度为 106.03 mg/L，优化后发酵液中

虫草素浓度达到 633.47mg/L，是优化前的 6 倍。

因素 回归系数分析 标准偏差
95%置信区间

最低 最高

X1 -13.29 7.22 -28.77 2.19

X2 -26.70 7.22 -42.18 -11.21

X3 -30.58 7.22 -46.07 -15.10

X4 -29.37 7.22 -44.86 -13.89

X1X2 -9.27 12.50 -36.09 17.55

X1X3 -12.83 12.50 -39.65 13.98

X1X4 -22.82 12.50 -49.63 4.00

X2X4 13.22 12.50 -13.60 40.03

X2X4 -12.33 12.50 -39.15 14.49

X3X4 -24.22 12.50 -51.03 2.60

X1
2 -43.62 9.82 -64.68 -22.56

X2
2 -56.18 9.82 -77.24 -35.12

X3
2 -69.62 9.82 -90.68 -48.56

X4
2 -55.97 9.82 -77.03 -34.90

方差源 离差平均和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 94 246.45 14 6 731.89 10.76 <0.000 1

X1 2 119.49 1 2 119.49 3.39 0.086 9

X2 8 553.61 1 8 553.61 13.68 0.002 4

X3 11 224.08 1 11 224.08 17.95 0.000 8

X4 10 352.34 1 10 352.34 16.55 0.001 2

X1X2 343.73 1 343.73 0.55 0.470 7

X1X3 658.95 1 658.95 1.05 0.322 1

X1X4 2 082.10 1 2 082.10 3.33 0.089 5

X2X4 698.54 1 698.54 1.12 0.308 5

X2X4 608.12 1 608.12 0.97 0.340 8

X3X4 2 345.46 1 2345.46 3.75 0.073 3

X1
2 12 343.75 1 12 343.75 19.74 0.000 6

X2
2 20 475.03 1 20 475.03 32.74 <0.000 1

X3
2 31 440.39 1 31 440.39 50.27 <0.000 1

X4
2 20 316.81 1 20 316.81 32.48 <0.000 1

残差 8 756.35 14 625.45

失拟项 8 189.48 10 818.95 5.78 0.052 8

净误差 566.87 4 141.72

总和 1.030E+005 28
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图 4 优化前后 Cordyceps militaris JN168 菌体生长的情况

Fig. 4 Curves of cell growth before and after optimization

图 5 优化前后 Cordyceps militaris JN168 产虫草素的情况

Fig. 5 Curves of the production cordycepin before and
after optimization

随着对虫草素药用活性研究的深入，人们对虫

草素的需求逐渐增大，制备大量的虫草素就成了制

约虫草素研究和开发的瓶颈。 目前虫草素的生产主

要有化学合成和生物合成两种方法。 化学合成存在

很大的缺陷，得率低，合成过程中使用大量有机溶

剂（如氯仿等）对环境会造成污染，因此目前应用最

多的还是利用虫草属真菌进行生物合成来获得虫

草素[13]。 其中利用蛹虫草发酵生物合成虫草素具有

其它菌种不可比拟的优势，其虫草素合成量要远远

高于冬虫夏草等菌株。 蛹虫草发酵合成虫草素有寄

主培养、固态培养、代料栽培和液体培养等方式，与

其他方式相比蛹虫草液态发酵获得虫草素具有培

养条件易控制、 培养基成分来源广、 发酵产物易提

取等优点[14]，而产量低，发酵时间长是其不可忽略的

缺点。 国内外主要从培养基质、培养条件和菌种等

方面加以优化，从而提高虫草素含量，缩短发酵时

间。
通过研究，确定了蛹虫草液态发酵产虫草素的

优化条件为：
1）Cordyceps militaris JN168 发酵产虫草素最佳

培养基配方为葡萄糖 40 g/L， 牛肉膏 15 g/L，MgSO4

0.76 g/L，K2HPO4 0.63 g/L，CaCl2 0.66 g/L，Na2HPO4

0.67 g/L，发酵时间 8 d，此时该菌发酵液虫草素质

量浓度达到 633.47 mg/L。
2）Cordyceps militaris JN168 发酵产虫草素的发

酵时间为 8 d， 与刘艳芳等 （2010）， 和钟思敏等

（2011）报道的 28、9 d 相比，显著缩短了发酵时间。

结 语3
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