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摘要：本文研究了摇瓶液体培养的不同培养条件对蛹虫草液体培养生产虫草素的影响。实验结果表明，蛹虫草液体培养生产虫

草素的最宜条件为：培养温度 25 ℃，转速 150 r/min，初始 pH 5.0。在此条件下，经摇瓶培养，获得的生物量和虫草素产量分别为 16.20 

g/L 和 264.00 mg/L。 
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Abstract: The influences of cultivation conditions on the cordycepin production via submerged cultivation of Cordyceps militaris in the 

shake flask, were investigated by single factor and orthogonal experiments. The results indicated that the optimal temperature, shaking speed and 

initial pH value for cordycepin production were 25 ℃, 150 r/min and 5.0, respectively, under which 16.20 g/L of biomass and 264.00 mg/L of 

cordycepin were achieved. 
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蛹虫草（Cordyceps militaris (L.) Link）是麦角菌

科虫草属真菌，从萌发到成草周期长，资源稀少。蛹

虫草中含有虫草菌素（cordycepin）、虫草多糖

（cordycepic polysaccharide）和虫草酸（cordycepic 
acid）等，是能提高人体免疫机能的生物活性物质。

它的主要化学成分如蛋白质、氨基酸、有机酸、生物

碱、甾醇及酚类和无机元素等，与冬虫夏草基本相同
[1-4]。虫草素（cordycepin）又称虫草菌素，即3′-脱氧

腺苷（3′-deoxyadenosine），是一种核苷类抗生素，具

有多种生理活性，如抑菌、抗肿瘤、抑制病毒，以及

增强免疫功能、防治心脑血管疾病等[5-6]。蛹虫草是虫

草素的主要产生菌，是获得虫草素的主要来源。 
通过液态深层培养可以快速生产蛹虫草菌丝体，

同时，还可以优化生产条件，提高其生物活性物质的

含量，方便提取目的组分[7-9]。因此通过深层液体培养

获得菌丝体和代谢产物是一种非常有前途的方法。 
本文对蛹虫草培养条件进行了研究，探讨了不同 
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培养条件对蛹虫草液体培养生产虫草素的的影响。 

1  材料和方法 

1.1  菌株 
蛹虫草（Cordyceps militaris (L.) Link），购自中

科院微生物研究所。 
1.2  培养基 

（1）斜面种子培养基：PDA 培养基。 
（2）种子培养基：蔗糖 40 g/L、蛋白胨 10 g/L、

KH2PO4 3.0 g/L、MgSO4·7H2O 1.5 g/L。 
（3）液体发酵培养基：蔗糖40 g/L、蛋白胨10 g/L、

KH2PO4 3.0 g/L、MgSO4·7H2O 1.5 g/L。 
1.3  仪器与设备 

YHG-Ⅱ迴转式恒温调速摇瓶柜；LD5-10 型低速

离心机；DGG 型电热鼓风干燥箱；PHSJ-4A 型数字

pH 计；Agilent-1100 型高效液相色谱。 
1.4  测定方法 
1.4.1  菌体量的测定方法 

取摇瓶发酵液，4000 r/min 离心 20 min，弃上清
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液，菌体用水洗、再离心，直至上清液不在带有发酵

液颜色为止。收集菌体，在 60 ℃恒温烘箱中烘干至恒

重，在干燥器中冷却到常温，称量。 
1.4.2  pH 值的测定 

pH 计测定。 
1.4.3  虫草素含量的测定 

虫草素含量通过 HPLC 分析[10]。HPLC 测定用

Agilent1100 型 HPLC 分析仪；色谱柱采用岛津

ODS-100S C18（4.6×250 mm）；检测波长为 254 nm；

柱温 30 ℃；流动相为含 10 mmol/L KH2PO4的甲醇双

蒸水溶液（v/v=15:85），流速为 l.0 mL/min；进样量为

20 μL。发酵液先经 0.45 μm 滤膜过滤除去固体杂质后

再检测其中的虫草素含量。 

2  结果与讨论 

2.1  蛹虫草发酵培养基的初始 pH 研究 
蛹虫草深层液体培养要求适宜的 pH 值。为考察

培养基不同初始 pH 对虫草素产量及生物量的影响，

将发酵培养基初始 pH 分别调至 2、3、4、5、6、7、8、
9、10，在 25 ℃，150 r/min 的条件下培养 15 d，测定

虫草素产量及生物量，结果见图 1。 
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图1 初始pH值对蛹虫草生物量和虫草素产量的影响 

Fig.1 Effect of initial pH on biomass and cordycepin production 

of Cordyceps militaris 

从图1可知，培养液的初始pH值对蛹虫草生物量

和虫草素的产量均有很大的影响。适于蛹虫草细胞生

长的最佳初始pH值为6.0，而产虫草素的最佳初始pH
值为5.0。 
2.2  蛹虫草培养温度研究 

温度会影响细胞的酶活和发酵液的溶氧量。很多

虫生真菌的最适生长温度都在 20 ℃~30 ℃之间。为考

察不同培养温度对蛹虫草生物量及虫草素产量的影

响。将培养温度分别定为 16 ℃、19 ℃、22 ℃、25 ℃、

28 ℃、31 ℃、34 ℃，在初始 pH 值为 5.0，150 r/min
的条件下培养 15 d，测定虫草素产量及生物量，结果

见图 2。 
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图2 培养温度对蛹虫草生物量和虫草素产量的影响 

Fig.2 Effect of cultivation temperature on biomass and 

cordycepin production of Cordyceps militaris 

从图 2 可知，培养温度对蛹虫草生物量和虫草素

的产量都有很大的影响。适于蛹虫草细胞生长的最佳

温度为 22 ℃，而产生虫草素的最佳温度为 25 ℃。 
2.3  摇床转速的研究 

摇床转速可以影响深层液体培养时发酵液的溶氧

量，进而影响真菌的生长和代谢产物的形成。为考察

适于蛹虫草产虫草素的摇床转速，同时也为放大生产

提供参考。将摇床转速分别设定为 100 r/min、125 
r/min、150 r/min、175 r/min、200 r/min，在初始 pH
值为 5.0，25 ℃的条件下培养 15 d，测定虫草素产量

及生物量，结果见图 3。 
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图3 转速对蛹虫草生物量和虫草素产量的影响 

Fig.3 Effect of rotation speed on biomass and cordycepin 

production of Cordyceps militaris 

从图 3 可知，当摇床转速为 175 r/min 时获得了最

大的生物量，而适于虫草素生产的摇床转速为 150 
r/min。 
2.4  蛹虫草培养条件正交试验[11] 

根据单因素试验结果，拟定影响蛹虫草液体培养

生产虫草素的3个主要因素即A（培养温度），B （摇

床转速）、C（初始pH值）为优选因素，每个因素三

个水平进行L9(34)正交试验。因素水平表见表1，结果
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和方差分析见表2和表3。 
表1 L9(3

4)正交试验因素水平 

Table 1 The factors and levels of the L9(34) orthogonal 

experiments 

因素 培养温度/  (A)℃  转速/r/min (B) 初始 pH 值(C)

1 22 125 4 

2 25 150 5 
3 28 175 6 

表 2 L9(34) 正交试验结果及极差分析 

Table 2 The results of the L9(34) orthogonal experiments and the 

analysis of range 

试验

批次 

试验因素 虫草素产量

/(mg/L) A B C 空白 

1 1 1 1 1 168.01 

2 1 2 2 2 236.21 

3 1 3 3 3 185.04 

4 2 1 2 3 261.12 

5 2 2 3 1 257.99 

6 2 3 1 2 175.01 

7 3 1 3 2 158.98 

8 3 2 1 3 148.10 

9 3 3 2 1 139.05 

K1 196.33 197.33 163.67 188.33  

K2 232.67 214.00 213.33 190.00  

K3 148.67 166.33 200.67 199.33  
R 84.00 47.67 49.67 11.00  

由表 2 可知，影响蛹虫草虫草素产量各因素的主

次顺序为 A、C、B；最优水平组合为 A2B2C2。即最

优培养条件为培养温度 25 ℃、转速 150 r/min、初始

pH 值 5.0。可知最优条件并不在表 2 之列，有必要对

其进行验证，实验结果见表 3。 
表3 验证试验结果 

Table 3 The results of verifying experiment 

验证实验 实验 1 实验 2 实验 3 平均值 

生物量/g/L 15.98 16.49 16.13 16.20 
虫草素产量/mg/L 262.98 263.28 265.74 264.00 

 
从表 3 知验证实验结果知，蛹虫草在最优培养条

件下获得的生物量和虫草素产量分别为 16.20 g/L 和

264.00 mg/L。其虫草素产量高于表 2 中含量最高的第

4 号实验的 261.12 mg/L。 
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