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　　摘要：通过蝉花僵虫体、子座芽、孢子３个部分的分离培养，利用单因素和正交试验，优化生产虫草酸各营养因子
的最佳种类和配比，以达到蝉花真菌的分离及液体发酵培养基的优化效果。结果表明，分离得到的蝉花真菌为拟青霉

属蝉拟青霉［Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｃｉｃａｄａｅ（Ｍｉｑｕｅｌ．）Ｓａｍｓｏｎ］；工艺优化后得出蝉花液体发酵最佳培养基配方为蔗糖４０ｇ／Ｌ、
蛋白胨１５ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４１．５ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ；生物量和虫草酸总产量能分别提高１．８５２ｇ／Ｌ、１７．７７４ｍｇ／ｇ。
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　　蝉花（Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓｃｉｃａｄａｅ）别称蝉虫草、蝉茸、胡蝉等，主要
产于江浙一带丘陵竹林中，云南和四川等地也有分布。蝉花

药性甘寒、无毒，《本草纲目》记载“蝉花可治疗惊痫，夜啼心

悸，功同蝉蜕”。蝉花中含有丰富的氨基酸、蛋白质、真菌多

糖等生理活性物质，具有镇痛退热、镇静明目、降低血压、抗疲

劳、抗肿瘤及提高免疫力的功效［１］。蝉花一般生长在针阔混

交林带，山峦平缓起伏，生态环境优良，分布满山遍野的毛竹

林，阴蔽较好的林地都有金蝉花，尤其在向阳坡地的竹林下，

落叶和腐殖层很厚，透气、透水、保温，密布粗壮、浓白的菌

丝体［２－４］。

由于野生蝉花生长环境被破坏及滥采现象严重，导致当

前野生蝉花资源日益减少，另外人工采集野生蝉花劳动强度

大，其作为中药材走向国际市场存在功能活性组分不明、原料

不纯等问题［５－６］。本研究通过用蝉拟青霉［Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓ
ｃｉｃａｄａｅ（Ｍｉｑｕｅｌ．）Ｓａｍｓｏｎ］的分离培养，优化液体发酵工艺来
生产菌丝体，旨在解决以上资源短缺及产品品质等问题。

１　材料与方法

１．１　蝉花来源
蝉花标本采集于江苏省句容市磨盘山海拔高度 ２００～

４００ｍ的竹林中，冰袋低温保存新鲜金蝉花，２４ｈ内处理。
１．２　试剂与仪器
１．２．１　试剂　甘露醇标准品、Ｎａｓｈ（乙酸铵、冰醋酸、乙酰丙
酮）、高碘酸钠、Ｌ－鼠李糖、葡萄糖、麦芽糖、蔗糖、乳糖、麸
皮、蛋白胨、酵 母 膏、豆 粉、酪 蛋 白、ＫＨ２ＰＯ４、Ｋ２ＨＰＯ４、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＫＣｌ、ＣａＣｌ２。
１．２．３　仪器　水浴恒温振荡器（ＳＨＺ－２８Ａ，江苏省太仓市华
美生化仪器厂）；电子天平（ＫＦ６１０２，浙江凯丰集团有限公
司）；千分之一精密电子天平（ＪＡ５００３Ｎ，上海精密科学仪器有
限公司）；立式压力蒸汽灭菌器（上海博讯实业有限公司医疗

设备厂）；数显恒温水浴锅（ＨＨ－４，江苏省金坛市杰瑞尔电
器有限公司）；可见分光光度计（ＷＦＪ－７２００，上海尤尼柯仪器
有限公司）。

１．３　方法
１．３．１　培养基
１．３．１．１　分离培养基　土豆１５．００％，葡萄糖２．００％，蛋白
胨０．２０％，ＫＨ２ＰＯ４０．１０％，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％，琼脂粉
１．５０％；ｐＨ值自然，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ。
１．３．１．２　母种培养基　土豆２０．００％，葡萄糖２．００％，蛋白
胨０．１５％，ＫＨ２ＰＯ４０．１０％，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％，琼脂粉
１．５０％～２．００％；ｐＨ值自然，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ。
１．３．１．３　液体菌种培养基　土豆２０．００％，蔗糖５．００％，豆
粉０．５０％，ＫＨ２ＰＯ４０．５０％，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％；ｐＨ值自
然，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ。
１．３．２　蝉花真菌的分离培养
１．３．２．１　僵虫体分离　无菌水浸泡虫体１０ｍｉｎ搅拌出泥
沙，０．１％氯化汞溶液浸泡２～３ｍｉｎ，７５％乙醇棉球擦拭，无菌
水漂洗３次；取虫体前段，切开外壳，取血腔菌丝３～４ｍｍ，接
入分离培养基［２］；于２８℃培养４８ｈ，分离培养去杂菌，移入试
管斜面培养并低温保存。

１．３．２．２　子座芽分离　取子座芽，无菌水洗净，０．１％氯化汞
溶液浸泡２～３ｍｉｎ，无菌水洗净，取中间３～４ｍｍ组织块接
入培养基，置于２８℃培养４８ｈ，挑取少量菌丝分离培养去杂
菌，移入试管斜面培养并低温保存。

１．３．２．３　孢子分离　取无菌纸袋套住蝉花（花蕾），反复振
荡，使孢子黏附到袋壁上，将纸浸入 ２５％葡萄糖液中，洗孢
子，混匀。取 ０．１ｍＬ原液，加入 １．０ｍＬ无菌水，１．０ｍＬ
０１％ ＮａＯＨ，２～３ｍｉｎ后加入无菌水，离心洗涤 ３次，加入
２５％葡萄糖溶液，２８℃培养。每天镜检，孢子萌发后，微吸管
吸取单个孢子滴于平板中培养。

１．３．３　种子发酵液培养
１．３．３．１　菌种活化　将保藏的金蝉花菌种无菌操作接种至试
管斜面上，２５℃下培养５～７ｄ，此时菌丝长满斜面，即可使用。
１．３．３．２　种子液制备　从斜面上取大小相近的０．５ｃｍ×
０．５ｃｍ的母种块，接种于液体培养基中（菌块要薄，稍带培养
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基，尽量使菌块漂浮在液面上），每瓶接种 ３块。装液量为
４０％，培养温度为２５℃，转速为１８０ｒ／ｍｉｎ，一级种培养３ｄ，
二级种在与一级种同样条件下培养２ｄ。
１．３．３．３　发酵培养　装液量为４０％，接种量为１０％，培养温
度为２５℃，转速为１８０ｒ／ｍｉｎ，培养４８ｈ，静置１６ｈ。每个试
验３次重复。２５０ｍＬ三角瓶分装，１００ｍＬ／瓶。
１．３．４　液体培养基优化工艺
１．３．４．１　碳源筛选　以豆粉 ２．００％、ＫＨ２ＰＯ４０．１０％、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％为基础培养基，分别加入３．００％的葡萄
糖、麦芽糖、蔗糖、乳糖、甘露醇５种碳源，ｐＨ值自然，于 ２５
℃、１８０ｒ／ｍｉｎ恒温水浴摇床培养５ｄ，分别对比这５种碳源对
生物量及虫草酸含量的影响。其中，豆粉煮沸２０ｍｉｎ，经过滤
取滤液加入。

１．３．４．２　氮源筛选　以蔗糖 ２．００％、可溶性淀粉１．００％、
ＫＨ２ＰＯ４０．１０％、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％为基础培养基，分别将
蛋白胨、酵母膏、麸皮、酪蛋白、豆粉５种氮源以２．００％的量
加入，ｐＨ值自然，于２５℃、１８０ｒ／ｍｉｎ恒温水浴摇床培养５ｄ，
分别对比这５种碳源对生物量及虫草酸含量的影响。其中，
麸皮经煮沸水解１０ｍｉｎ后，经过滤取滤液加入。
１．３．４．３　无机盐筛选　以蛋白胨２．００％、蔗糖２．００％为基
础培养基，分别加入 ０．０５％的 ＫＨ２ＰＯ４、Ｋ２ＨＰＯ４、ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ、ＫＣｌ、ＣａＣｌ２５种无机盐，ｐＨ值自然，于２５℃、１８０ｒ／ｍｉｎ
恒温水浴摇床培养５ｄ，分别对比这５种碳源对生物量及虫草
酸含量的影响。

１．３．４．４　生物量的测定　采用细胞干重法［７］，取液体培养后

发酵液，用１００目尼龙纱网过滤得菌丝体和胞外液，并用蒸馏
水反复冲洗，至滤出液澄清为止，收集菌丝体，６０℃烘干至恒
质量，称质量。

１．３．４．５　虫草酸含量测定　取样品液１ｍＬ，用高碘酸钠比
色法［８－９］在４２０ｎｍ处测吸光度，制作甘露醇标准曲线见图１，
并计算样品中的虫草酸含量（ｍｇ／ｇ）＝Ｃ×５０／ｍ。式中：Ｃ为
提取液中的虫草酸含量（ｍｇ／ｍＬ）；５０是样品提取液体积
（ｍＬ）；ｍ为称取样品的质量（ｇ）。

１．３．４．６　不同因素和水平正交试验优化研究　培养温度
２５℃、初始ｐＨ值自然、接种量１０％、接种菌龄４ｄ、摇床转速
１８０ｒ／ｍｉｎ、培养时间５ｄ，在碳源、氮源、无机盐单因素试验基
础上，进行４个因素４个水平［Ｌ１６（４

４）］正交试验设计考察，

具体设计见表１。发酵结果经极差和方差分析，找出各种培
养基成分的最佳浓度和它们对蝉花生物量和虫草酸含量的影

响程度。

表１　液体培养基的Ｌ１６（４４）正交试验设计

水平

因素

Ａ：蔗糖含量
（ｇ／Ｌ）

Ｂ：蛋白胨
含量（ｇ／Ｌ）

Ｃ：ＫＨ２ＰＯ４
含量（ｇ／Ｌ）

Ｄ：ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
含量（ｇ／Ｌ）

１ １０ １０ ０．５ ０．５
２ ２０ １５ １．０ １．０
３ ３０ ２０ １．５ １．５
４ ４０ ２５ ２．０ ２．０

１．３．４．７　验证试验　将正交试验所获得的最佳培养工艺条
件进一步验证，并设置对照，比较优化培养基与基础培养基同

条件下蝉花真菌生物量及虫草酸含量的差异。

１．３．４．８　数理统计方法　试验数据用 ＳＰＳＳ进行统计分析，
并进行显著性分析。

２　结果与分析

２．１　蝉花真菌的分离与鉴定
僵虫体、子座芽和孢子３种来源的组织材料均可以分离

得到蝉花真菌。子座芽和孢子的分离效果较好，杂菌污染率

较低，菌落生长４８ｈ左右即可见，起初星状放射生长、菌丝平
伏，菌丝逐渐呈白色绒毛状，菌落白色、圆形隆起，表面有细小

水珠，之后中间颜色加深，呈紫色，初步鉴定为拟青霉属的蝉

拟青霉。僵虫体分离染菌率较高，分离效果略差。

２．２　蝉花真菌液体培养基优化结果
２．２．１　蝉花真菌液体培养基的碳源筛选　由表２可知，在５
种碳源中，葡萄糖、麦芽糖、甘露醇、蔗糖和乳糖都能得到较高

的生物量，而虫草酸含量最高的是甘露醇，由于标准品的主要

成分是甘露醇，所以适合的碳源是蔗糖，虫草酸的含量是

２８１４８ｍｇ／ｇ。

表２　不同碳源对蝉花液体发酵生物量及虫草酸含量的影响

碳源 生物量（ｇ／Ｌ） 虫草酸含量（ｍｇ／ｇ）
葡萄糖 １．３０５ １９．０１２
麦芽糖 ２．０１４ ２７．２２２
甘露醇 １．８３９ ６１．１７３
蔗糖　 １．７５７ ２８．１４８
乳糖　 １．２４５ ２１．１７３

２．２．２　蝉花真菌液体培养基的氮源筛选　由表３可知，不同
氮源对虫草酸含量及生物量的影响较大。在５种氮源中，蛋
白胨和豆粉对蝉花液体发酵虫草酸含量的影响比较明显，但

是豆粉在碳源筛选中作为基础培养基中的氮源，对氮源筛选

有一定干扰，所以合适的氮源是蛋白胨，其生物量为

１．３６１ｇ／Ｌ，虫草酸含量为３２．２８４ｍｇ／ｇ。

表３　不同氮源对蝉花液体发酵生物量及虫草酸含量的影响

氮源 生物量（ｇ／Ｌ） 虫草酸含量（ｍｇ／ｇ）
麸皮　 ０．９３３ ３１．４３２
蛋白胨 １．３６１ ３２．２８４
酵母膏 １．３７２ ２５．３０９
豆粉　 １．８４８ ３２．０８４
酪蛋白 ２．５７７ １４．９３８

２．２．３　蝉花真菌液体培养基的无机盐筛选　由表４可以看
出，５种无机盐对生物量的影响不是很大，但根据虫草酸含量
可以看出，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ和 ＫＨ２ＰＯ４、Ｋ２ＨＰＯ４能同时获得高
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产量的虫草酸。值得注意的是，ＣａＣｌ２的添加反而抑制了虫
草酸的产生。基于钾（Ｋ）、磷（Ｐ）、硫（Ｓ）、镁（Ｍｇ）作为微生
物生长所需的营养元素和虫草素产量考虑，同时选用

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＫＨ２ＰＯ４为培养基中的无机盐组分，保证微生
物能更好生长。

表４　不同无机盐对蝉花液体发酵生物量及虫草酸含量的影响

氮源 生物量（ｇ／Ｌ） 虫草酸含量（ｍｇ／ｇ）
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ １．８１０ ２３．９５１
Ｋ２ＨＰＯ４ １．６３４ ２０．９８８
ＫＨ２ＰＯ４ １．６３６ ２１．７９０
ＣａＣｌ２ １．５１２ １８．０２５
ＫＣｌ １．０１１ １８．５８０

２．３　蝉花真菌液体培养基的正交试验结果
从表５直观分析可以看出，培养基的成分对蝉花液体发

酵产生生物量的影响顺序为蔗糖 ＞蛋白胨 ＞ＫＨ２ＰＯ４ ＞
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，最优水平为Ａ３Ｂ４Ｃ１Ｄ１，即蔗糖３０ｇ／Ｌ、蛋白胨
２５ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ。

表５　蝉花真菌液体发酵产生物量和虫草酸含量正交试验结果

试验号

Ａ：蔗
糖含

量

Ｂ：蛋
白胨

含量

Ｃ：
ＫＨ２ＰＯ４
含量

Ｄ：ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ
含量

生物

量

（ｇ／Ｌ）

虫草素

含量

（ｍｇ／ｇ）

１ １ １ １ １ １．３９５ １０．４３２
２ １ ２ ２ ２ ０．３９９ １７．９６３
３ １ ３ ３ ３ ０．４３９ １４．２５９
４ １ ４ ４ ４ ２．４０５ ８．４５７
５ ２ １ ２ ３ ２．０１５ １８．３９５
６ ２ ２ １ ４ ２．１０１ １６．３５８
７ ２ ３ ４ １ ２．７４４ １７．０９９
８ ２ ４ ３ ２ １．８７１ ２１．７２８
９ ３ １ ３ ４ ２．９００ ２３．０２５
１０ ３ ２ ４ ３ ３．９１６ ３３．８８９
１１ ３ ３ １ ２ ３．６９８ ２４．３８３
１２ ３ ４ ２ １ ３．７７６ ２９．３２１
１３ ４ １ ４ ２ ２．０２５ １５．２１３
１４ ４ ２ ３ １ ２．５８５ ４３．８２７
１５ ４ ３ ２ ４ ２．１３７ ３５．８０２
１６ ４ ４ １ ３ ４．０８２ ２４．３８３

ｋ１（生物量） １．１５９ ２．０８４ ２．８１９ ２．６２５
ｋ２（生物量） ２．１８３ ２．２５０ ２．０８２ １．９９８
ｋ３（生物量） ３．５７２ ２．２５５ １．９４９ ２．６１３
ｋ４（生物量） ２．７０７ ３．３０４ ２．７７２ ２．３８６
Ｒ１（生物量） ２．４１３ ０．９５０ ０．８７０ ０．６２７
ｋ１（虫草酸含量） １２．７７８ １６．７６６ １８．８８９ ２５．１７０
ｋ２（虫草酸含量） １８．３９５ ２８．００９ ２５．３７０ １９．８２２
ｋ３（虫草酸含量） ２７．６５４ ２２．８８６ ２５．７１０ ２２．７３２
ｋ４（虫草酸含量） ２９．８０６ ２０．９７２ １８．６６５ ２０．９１０
Ｒ２（虫草酸含量） １７．０２８ １１．２４３ ７．０４５ ５．３４８

　　培养基成分对蝉花液体发酵产生虫草酸含量的影响顺序
为蔗糖 ＞蛋白胨 ＞ＫＨ２ＰＯ４＞ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，最优水平为
Ａ４Ｂ２Ｃ３Ｄ１，即蔗糖４０ｇ／Ｌ、蛋白胨１５ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４１．５ｇ／Ｌ、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ。在上述优化条件下，蝉花生物量和
蝉花虫草酸含量都要比正交试验最高组（第１０组）高。由以
上分析可知，蝉花生物量和虫草酸含量呈正相关，生物量的大

量产生是虫草酸积累的基础。

２．４　基础培养基和改良培养基验证试验结果
从表６可知，在验证试验中，工艺优化后蝉花生物量和虫

草酸含量都有所提高，优化后生物量提高１．８５２ｇ／Ｌ，虫草酸
含量提高１７．７７４ｍｇ／ｇ。说明优化后各种适宜浓度的营养因
子能更好地促进生物量和虫草酸的产生。

表６　基础培养基和改良培养基验证结果比较

培养基 生物量（ｇ／Ｌ） 虫草酸含量（ｍｇ／ｇ）
基础培养基 ２．９５９ ２６．５４３
改良培养基 ４．８１１ ４４．３１７

３　结论与讨论

碳源优化试验中培养基中加入豆粉、麸皮效果较好，可能

与向真菌寄主体内提供类似的激素等促进因子有关。在本研

究中，蝉花菌株的生长和虫草酸产生的最佳碳源是蔗糖，也有

用葡萄糖作为小试发酵碳源的报道，但从生产成本来看，蔗糖

更适合工业生产。氮是有机体的重要组成元素，本试验中有

机氮源比无机氮源能获得更高的生物量和代谢产物，优化后

以１５ｇ／Ｌ蛋白胨添加量作为氮源获得总的虫草酸含量达到
４４．３１７ｍｇ／ｇ，说明适量的蛋白胨可促进虫草酸的产生。有报
道发现，添加ＮＨ４

＋不仅能够成倍地增加虫草酸含量，同时还

在一定程度上提高了胞外多糖的产量［１０］。无机盐在蝉花的

生长和虫草酸的产生中起着重要作用。本试验中添加的几种

无机盐均能提高虫草酸的产量，Ｃａ２＋效果较不明显，可能影响
虫草酸的积累。

从蝉花液体发酵过程分析可知，蝉花真菌的分离、菌种的

纯化、液体菌种的培养等因素对生物量和虫草酸的总产量都

有很大的影响，更重要的是液体发酵培养基的优化对培养的

碳源、氮源、无机盐、温度、摇床的转速等必要因素的考察更具

有价值，这也为进一步提高蝉花发酵生产虫草酸和优质菌丝

体的生产效率提供参考，对提高经济效益有重要的意义。
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