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摘要" 为提高虫草素的产量!本实验对蛹虫草固态发酵产虫草素进行优化" 通过一系列单因素

实验!确定大米为发酵基质!葡萄糖和黄豆粉分别为最适碳源和氮源!得到最佳培养基组成和最

佳培养条件#大米
!" #

$粒径
"$%"&'$() **

%!料液比$

*+,

%

'!'$)

!葡萄糖
!-

$按基质算!下同%!

黄豆粉
(-

!麦麸
'-

!接种量
!"-

!种龄
( .

!发酵时间
'( .

& 优化后虫草素产量达到
/$0%-

!约

为优化之初$

"$1/-

%

0$!/

倍&
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研究论文

蛹虫草是一种众所周知的药食用真菌!属于虫

草属真菌!通常寄生于鳞翅目昆虫的幼虫或蛹' 蛹

虫草被广泛用作草药和补品!研究发现其具有多种

多样的生物活性!如抗肿瘤D'F

!抗病毒D(F

!辐射防护D!F

!

抗炎症 D/F

!抗氧化 D)F

!降血压 D0F

!增强免疫力 D1F

!以及抗

真菌活性D4F等' 在蛹虫草中发现了一系列药理活性

成分!包括虫草素)虫草酸)虫草多糖)类胡萝卜素)

溶栓酶D0F

!以及超氧化物歧化酶D%F等* 由于蛹虫草具

有吸引力的有益效果!在自然界很稀有!被认为是

一种非常昂贵的真菌!同时被添加到功能性食品和
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保健品中!"#$%&

!

虫草素在蛹虫草药理性质上起特别重要的作

用"其所具有的重要的药理价值被揭示"包括抗肿

瘤"免疫调节"抗炎症"抗氧化"降血脂"抗衰老"神

经保护功能"肾脏保护作用 !$$&

"抗菌活性 !$'&

"抗病毒

活性!$(&

"促进学习和记忆!$)&

"细胞凋亡!$*&

"和减轻类风

湿性关节炎!+,&

! 研究还将虫草素作为治疗白血病的

药物!+-&

!此外"虫草素和喷司他丁联合治疗二期非洲

锥虫病的临床前评估已进行!+.&

! 上述研究都预示着

虫草素在未来有着良好的应用前景"实现虫草素高

效合成才能满足大量的需求!

虫草素的合成主要有化学合成和生物发酵! 由

于化学合成得到的虫草素较难纯化"且成本较高于

生物发酵"所以主要研究集中到生物发酵上! 生物

发酵主要包括寄主培养#液态发酵和固态发酵! 寄

主培养主要用来获得蛹虫草子实体"但虫体感染成

功率低"生产周期长"且虫草素含量较低!+"&

!目前"液

态发酵虫草素产量最高达到
+)/( 012

!'3&

"但是其发酵

周期很长"生产效率较低! 用固态发酵法生产虫草

素的文献较少"且产量很低 !'+&

! 与其他发酵过程相

比"固态发酵具有以下有点$体积较小"耗水量更

低"减少污水处理成本"并能降低能耗! 此外"固态

发酵水活度低"不易染菌"产物浓度较高"下游处理

较易进行! 在自然条件下"蛹虫草在僵硬的昆虫上

生长"分解昆虫的尸体! 而固态发酵条件与蛹虫草

生长的自然条件有相似之处"是蛹虫草生长的理想

发酵方式! 本实验室前期进行了一系列液态发酵的

工作!''4')&

"且通过诱变获得一株性状稳定"具有高产

潜力的菌株!')&

!

综上所述" 本研究采用固态发酵培养蛹虫草"

对培养基组成和发酵条件进行优化"以期得到较高

的虫草素产量"为虫草素的大规模生产打下一定的

基础!

!"!

实验材料

!"!"!

菌种 蛹虫草
!"#$%&'() *+,+-.#+) 56+,.

$保

藏于中 国 典 型 培 养 物 保 藏 中 心 " 保 藏 号 为

7787769

$

:'3++(((

!

!"!"#

主要材料及试剂 大米#小米#玉米#高粱#

小麦#荞麦$市售食品级"作基质用%虫草素标准品$

购自中国药品生物制品检定所%其他试剂均为国产

分析纯!

!"!"$

培养基

+

&斜面培养基'

0;2

&$

<=>

培养基!

'

&种子培养基'

0;2

&$葡萄糖
(3

"酵母浸膏
+3

"

七水硫酸镁
+/3

"磷酸氢二钾
+/3

"磷酸二氢钾
+/3

!

(

&固态发酵培养基$组培瓶体积
(*3 ?2

"基质

'3 0

"料液比
+!+/'

!

实验中所用培养基均在
++* "

"

'3 ?@A

条件下

灭菌!

!"#

实验方法

!"#"!

菌种培养及发酵方法

+

&斜面菌种培养$取保藏的
7BCDEFGHI ?@J@KLC@I

56$,.

菌株" 挑
* ??

见方的菌块接种到斜面培养

基上"

'* "

避光培养至菌丝长满斜面"每天光照
$'

M

转色"选菌体颜色为橘黄色或橘红色的斜面备用!

'

&种子培养$用
$% ?2

无菌水冲洗斜面上的孢

子"得均匀的孢子悬液"按
$%N

的接种量接种到种

子培养基中"在
'* "

下"

'%% C;?@A

振荡培养
( D

"备

用!

(

&固态发酵$接种量
'*N

"

'* "

培养
$, D

"相对

湿度
.%N

左右"无通风!

!"#"#

虫草素含量的测定

$

&虫草素提取! 将发酵产物搅碎"

,% "

烘干至

恒重"粉碎过筛"准确称取
$/% 0

"加
(% ?2

蒸馏水"

)% "

水浴提取
$ M

"

. %%% C;?@A

离心的上清液!

'

&高效液相色谱检测条件! 色谱柱$江苏汉邦

:G0CGI 7$.

"

'*% ??#)/, ??#* !?

% 柱温
(% "

"紫

外检测器波长为
',% A?

"流速
$/% ?2;?@A

"进样量

'% !2

"流动相为
'%N

的甲醇"保留时间
(% ?@A

! 利

用外标法计算提取液中虫草素质量浓度!''&

!

(

&虫草素产量计算!

虫草素产量'

N

&

O/012#$%%N

'

$

&

式中$

/

为提取液中虫草素质量浓度"

0;?2

%

3

为提

取液体积"

?2

%

2

为发酵产物质量"

0

!

!"#"$

固态发酵优化

$

&培养基组成优化

'

$

& 基质筛选! 将
$/$/'

中基质粉碎过筛"选

%/.%P%/"% ??

粒径"进行固态发酵"根据虫草素产

量确定发酵基质!

'

'

&基质粒径优化! 根据上一步结果确定的基

质" 将其粉碎过筛" 粒径分别为
$/'*P$/,%

#

%/"%P

$/'*

#

%/.%P%/"%

#

%/,%P%/.%

#

%/(,P%/,% ??

"发酵选择

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
''''

'

%'
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最佳基质粒径!

"

!

#料液比优化! 将基质粉碎到上一步中的最

佳粒径$调节料液比分别为
"!"

%

"!"#$

%

"!"#%

%

"!"#&

%

"!$#"

进行发酵$选择最适料液比!

"

'

#碳源筛选! 在最佳发酵基质及最适料液比

的基础上$ 向培养基中分别加入
"(

的葡萄糖%果

糖%半乳糖%蔗糖%麦芽糖%乳糖和淀粉$以不加碳源

为对照$ 确定最佳碳源! 之后碳源浓度为
)

%

)#%(

%

"#)(

%

$#)(

%

!#)(

%

'#)(

%

%#)(

添加到培养基中$选定

最适浓度!

"

%

#氮源筛选! 选择最适碳源浓度后$在培养基

中分别添加
)#%(

蚕蛹粉%黄豆粉%酵母膏%牛肉膏%

硫酸铵%氯化铵%硝酸铵$以不加氮源为对照$以确

定最佳氮源! 添加最佳氮源$ 浓度分别为
)

%

)#%(

%

"#)(

%

$#)(

%

!#)(

%

'#)(

进行发酵$确定最适浓度!

"

*

#辅料筛选! 确定上述培养基后$选取稻壳%

甘蔗渣%麦麸%稻秆%玉米秆和木屑为辅料$添加量

)#%(

$不加辅料作为对照$选择最佳辅料! 以最佳辅

料添加量分别为
)

%

)#%(

%

"#)(

%

"#%(

%

$#)(

发酵$以

确定最适添加量!

$

#培养条件优化

!

装料量优化! 在最适培养基组成基础上$分

别称取
")

%

$)

%

!)

%

')

%

%) +

基质$其他成分按相同比

例添加$以确定最适装料量!

"

接种量优化! 在最适装料量上$分别加入
"

%

$

%

!

%

'

%

%

%

*

%

,

%

& -.

种子液$以确定最佳接种量!

#

种龄优化! 在种子培养的第
)

%

"

%

$

%

!

%

' /

取

种子液$按最佳接种量接种到固态发酵培养基上发

酵$选择最佳的接种时间!

$

发酵时间优化! 在培养基组成和培养条件最

适的情况下进行发酵$ 分别在第
$

%

'

%

*

%

&

%

")

%

"$

%

"'

%

"*

%

"&

%

$) /

取样$确定最适的发酵时间!

以上所有实验同一水平均做
!

次!

!"#

培养基组成优化

!"$%$

基质对虫草素产量的影响 在固态发酵过

程中$基质为微生物的生长提供营养$形成适宜微

生物生长的环境$同时基质还能为发酵产物的生物

合成提供条件$因此选择合适的基质是固态发酵优

化的基础$基质对虫草素产量的影响见图
"

! 由图
"

可知$

*

种基质中$以大米作基质时$虫草素产量为

)#,'(

$小麦和荞麦次之$小米%高粱和玉米都很低$

其中大米比高粱高出近
")

倍$且大米廉价易得$最

适合作为发酵基质!

图
$

基质对虫草素产量的影响

&'(% # )**+,-. /* .01.-23-+ /4 ,/256,+7'4 72/50,-'/4

!"$"!

大米粒径对虫草素产量的影响 基质粒径

的大小直接影响到微生物的生长! 只有基质表面能

接触空气$对于蛹虫草等好氧微生物$只能在基质

表面生长! 基质粒径过大不利于营养物质的利用$

较小的粒径有利于微生物分解基质$ 吸收营养物

质$但基质孔隙率下降$不利于氧的传递$同样影响

微生物的生长! 大米粒径对虫草素产量的影响见图

$

! 如图
$

所示$虫草素的产量在大米粒径为
)#0)1

"#$% --

左右时最高$达到
"#)%(

$随着粒径变小$

大米的粘度增大$基质结团严重$虫草素的产量明

显降低! 本文选择
)#0)1"#$% --

作为最佳大米粒

径!

图
!

大米粒径对虫草素产量的影响

&'(" ! )**+,- /* 2',+ 732-',8+ .'9+ /4 ,/256,+7'4 72/50,-'/4

!"$":

料液比对虫草素产量的影响 水分是固态

发酵培养基的重要组成! 水可以将营养物质溶解便

于微生物利用&水的比热容较高$能调节培养基的

温度!料液比对虫草素产量的影响见图
!

!由图
!

可

知$料液比过低或过高都会影响虫草素的生成! 料

液比过低$培养基过于干燥$不利于蛹虫草的生长&

结结结结结果果果果果与与与与与讨讨讨讨讨论论论论论
;;;;

;

7;
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料液比过高!物料结块严重!空气不流通!菌体不能

再基质内部生长!同样造成虫草素产量较低" 所以!

料液比定为
!!!"#

!虫草素产量约为
!"#$%

"

图
!

料液比对虫草素产量的影响

"#$% ! &''()*+ ,' +,-#./-#01#. 23*#, ,4 ),2.5)(6#4 62,.1)*#,4

7%8%9

碳源对虫草素产量的影响 碳源能够为微

生物的生长提供物质基础!能被微生物分解转化成

能量!同时也是微生物代谢产物中碳的来源" 碳源

对虫草素产量的影响见图
&

"如图
&

所示!与对照相

比! 单糖和双糖均能不同程度的提高虫草素的产

量 ! 其中葡萄糖的效果最明显 ! 虫草素产量为

!"''%

#而淀粉是多糖!分解利用较难!不利于虫草

素的合成" 故选择葡萄糖为发酵碳源"

图
9

碳源对虫草素产量的影响

"#$% 9 &''()*+ ,' )32:,4 +,12)(+ ,4 ),2.5)(6#4 62,.1)*#,4

7%8%;

葡萄糖浓度对虫草素产量的影响 葡萄糖

最容易被微生物分解利用!为微生物的生长提供能

量和物质来源!所以它常被添加到培养基中" 葡萄

糖不足!微生物生长缓慢!过多则会抑制微生物生

长!不利于产物生成" 图
#

反映了葡萄糖浓度对蛹

虫草产虫草素的影响! 随着葡萄糖浓度的升高!虫

草素产量逐渐增加!到
(%

时达到
$"()%

!之后由于

葡萄糖的抑制作用而迅速降低" 选择葡萄糖浓度为

(%

左右较合适"

图
;

葡萄糖浓度对虫草素产量的影响

"#$% ; &''()*+ ,' $-1),+( ),4)(4*23*#,4 ,4 ),2.5)(6#4

62,.1)*#,4

7%8%<

氮源对虫草素产量的影响 微生物生命活

动所需的蛋白质$酶$核酸及其他含氮物质的合成

都需要氮源作为物质基础" 氮源对虫草素产量的影

响见图
*

"通过图
*

对比发现!有机氮源对虫草素生

成有促进作用!而无机氮源则没有效果!甚至有抑

制作用" 有机氮源中!黄豆粉效果最佳!虫草素产量

为
$"*'%

!选作氮源进一步优化"

图
<

氮源对虫草素产量的影响

"#$% < &''()*+ ,' 4#*2,$(4 +,12)(+ ,4 ),2.5)(6#4

62,.1)*#,4

7%8%=

黄豆粉添加量对虫草素产量的影响 黄豆

粉中含有丰富的蛋白质!能被微生物分解成氨基酸

吸收利用" 此外!黄豆粉中还含有核黄素$硫胺素$

泛酸$尼克酸等重要物质!也能促进微生物生长代

谢"黄豆粉添加量对虫草素产量的影响见图
)

"如图

)

所示! 黄豆粉添加量为
$%

时! 虫草素产量达

("+$%

!确定黄豆粉最适添加量在
$%

左右"

7%8%>

辅料对虫草素产量的影响 固态发酵中大

多会选择添加合适的辅料! 因为辅料质地疏松!能

有效增加发酵界面! 有利于培养基的高效利用!提

高培养基中氧气含量!还能提供少量营养!促进微

生物的生长代谢"辅料对虫草素产量的影响见图
'

"

图
'

所列均是常用辅料! 可见除玉米秆和木屑外!

稻壳$甘蔗渣$麦麸和稻秆均有利于虫草素的产生!

%%
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且麦麸效果最优!虫草素产量为
!"!#$

!选择麦麸作

为辅料"

图
!

黄豆粉添加量对虫草素产量的影响

"#$% ! &''()*+ ,' +,-.(/0 1(/2 ),0)(0*3/*#,0 ,0

),34-)(5#0 53,46)*#,0

图
7

辅料对虫草素产量的影响

"#$% 7 &''()*+ ,' /68#2#/3- 1/*(3#/2+ ,0 ),34-)(5#0

53,46)*#,0

9%:%;

麦麸添加量对虫草素产量的影响 麦麸是

一种常用的辅料!其能形成较大的发酵界面!提高

培养基的利用率!而且含有一定量的淀粉#粗蛋白

等营养物质!使得微生物生长良好!提高产物产量"

麦麸添加量对虫草素产量的影响见图
%

"在图
%

中!

随着麦麸添加量的增加! 虫草素产量逐渐提高!在

&$

添加量时!虫草素产量为
!"'#$

!再增加添加量!

虫草素产量明显下降!故麦麸添加量
&$

左右为好"

图
;

麦麸添加量对虫草素产量的影响

"#$% ; &''()*+ ,' *<( =<(/* .3/0 /1,60* ,0 ),34-)(5#0

53,46)*#,0

9%9

培养条件优化

9%9%:

装料量对虫草素产量的影响 装料量的多

少影响培养基的多少! 在发酵容器不变情况下!培

养基的厚度会随之改变!会给发酵过程带来一系列

变化!如氧的传递#水分蒸发速率都不同!从而影响

产物的生成" 装料量对虫草素产量的影响见图
&(

"

如图
&(

所示!装料量为
&( )

时!培养基迅速干结!

蛹虫草停止生长!虫草素产量低$而装料量为
#( )

时!培养基底部含氧量低!蛹虫草无法生长!虫草素

产量也较低" 装料量为
!( )

时! 虫草素产量为

*"&+$

!最适合虫草素生成"

图
:>

装料量对虫草素产量的影响

"#$% :> &''()*+ ,' 1(4#61 /)),60* ,0 ),34-)(5#0

53,46)*#,0

9%9%9

接种量对虫草素产量的影响 接种量的大

小直接影响到菌体生长延滞期的长短" 较大的接种

量能大大缩短延滞期!产物迅速合成!发酵时间缩

短$但过多的接种量!会导致菌体提前衰老!使产物

合成减少" 另外!适当增加接种量还能抑制杂菌的

生长繁殖" 接种量对虫草素产量的影响见图
&&

" 如

图
&&

所示! 接种量为
!($

时! 虫草素产量达到

*"!%$

"接种量小于或大于
!($

!均导致虫草素产量

偏低!故接种量定在
!($

左右"

图
::

接种量对虫草素产量的影响

"#$% :: &''()*+ ,' #0,)62/*#,0 /1,60* ,0 ),34-)(5#0

53,46)*#,0
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杨 帆!等" 蛹虫草固态发酵产虫草素的优化

!"!"#

种龄对虫草素产量的影响 接种时!一般选

择处于对数生长期的菌体为好" 种龄过长!菌体衰

老!在培养基中不能正常生长!导致产量偏低#种龄

太短!增加发酵延滞期!菌体生长缓慢!增加发酵时

间" 种龄对虫草素产量的影响见图
!"

! 由图
!"

可

知! 种龄为
" #

时最适合虫草素的合成! 产量达到

$%&'(

! 明显高于其他种龄接种发酵后的虫草素产

量" 所以种子培养
" #

左右即可接种"

图
$!

种龄对虫草素产量的影响

%&'" (! )**+,-. /* .++0 1'+ /2 ,/304,+5&2 53/06,-&/2

!7!"8

发酵时间对虫草素产量的影响 合理的发

酵时间!就是在最短的时间内!用最低的成本!达到

最大的生产强度!获得最高的产物产量" 虫草素产

量随发酵时间的变化见图
!)

!自第
&

天起!虫草素

开始大量合成!至第
!"

天达到
$%&*(

!之后随时间

延长变化较小!故
!" #

是最佳发酵时间"

图
(#

发酵时间对虫草素产量的影响

%&'" (# )**+,-. /* -&9+ ,/63.+ /* *+39+2-1-&/2 /2

,/304,+5&2 53/06,-&/2

因为蛹虫草是好氧微生物! 也是异样微生物!

所以固态发酵过程实际上是为蛹虫草提供营养物

质和氧气" 例如!大米$麦麸都能为蛹虫草生长和虫

草素的合成提供营养物质!而大米粒径和麦麸添加

量都可以改变整个基质的空隙! 提高空气交换效

率!提供充足的氧气!利于蛹虫草生长代谢" 料液比

以另一种方式提供营养和氧气!因为水可以溶解营

养物质!同时适当的含水量不会阻挡氧气流通" 添

加葡萄糖和黄豆粉主要是提供营养!装料量和发酵

时间可以提高生产强度!接种量和种龄则影响菌株

生长和产虫草素的活力" 而温度$湿度等条件需要

培养箱等设备的控制" 可见!本文基本上是通过提

供营养和氧气两方面对蛹虫草固态发酵产虫草素

的条件进行优化!对后续的发酵研究具有一定的借

鉴意义"

通过对蛹虫草固态发酵产虫草素的研究!优化

了培养基组成及培养条件!得到最优条件%大米粒

径
+%*+,!%"- ..

!料液比
!!!%-

!葡萄糖
)(

!黄豆粉

"(

!麦麸
!(

!装料量
)+ /

!接种量
& .0

!种龄
" #

!

发酵时间
!" #

!虫草素产量达到
$%&*(

!约为优化前

的
&%)

倍" 另外!本文发现葡萄糖$黄豆粉和麦麸等

对虫草素产量有较显著的影响!将通过正交试验考

查这些因素的相互作用!进一步提高虫草素产量"

结结结结结 语语语语语
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