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　　摘要：利用蝉拟青霉（Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｃｉｃａｄａｅ）菌株进行液体发酵，并进行单因素和正交试验，以实现蝉花真菌液态发
酵条件包括ｐＨ值、温度、摇床转速、培养基装液量的优化。结果表明，蝉花液体发酵的最优条件为 ｐＨ值７．４、摇床转
速１５０ｒ／ｍｉｎ、温度２８℃、装液量４０％；在此条件下，测得的真菌多糖含量为１０７．４５ｍｇ／ｇ，虫草酸含量为９５．８２ｍｇ／ｇ，
真菌多糖、虫草酸含量皆高于天然蝉花。
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　　蝉花（Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓｃｉｃａｄａｅ），别称大虫草，属虫生
真菌，与冬虫夏草有非常接近的亲缘关系，属麦角

菌科（Ｃｌａｖｉｃｉｐｔｔａｃｅｕｓ）虫草属（Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ），在我国，
蝉花主要分布在四川省、江苏省、浙江省、福建省

等地［１］。

国内外多项研究成果表明，蝉花具有多种保健

作用，包括提高人体自身免疫力、抗疲劳、养肾、养

肝、改善睡眠、抗肿瘤、抗辐射和明目等，是一味具

有神奇效果的古老中草药［２］。李时珍在《本草纲

目》中记载的药效为：“蝉花可治疗惊痫，夜啼心悸，

功同蝉蜕”。蝉花的天然成分与冬虫夏草类似，具

有相同的药用价值，且尚未检测出有毒重金属如

碘、汞、铅等，在安全性方面蝉花显然优于冬虫夏

草，同时蝉花的价格相对于冬虫夏草而言较低，因

此蝉花常作为冬虫夏草的替代品。

蝉花对生长条件要求比较严格，需要特定的生

态环境和寄主昆虫（金蝉）［３］，这是蝉花资源稀少的

主要原因。近几年随着生态环境的破坏，蝉花的生

长区域大范围缩小；同时人们开始认识到蝉花的价

值，使蝉花遭到了疯狂的采摘，导致蝉花资源迅速

减少。本试验的目的是利用蝉拟青霉（Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓ
ｃｉｃａｄａｅ），在经优化的液态培养条件下生产蝉花菌丝

体，并对菌丝体的生物活性物质进行提取及测定分

析，以期通过菌丝体发酵来获得天然蝉花含有的药

用活性物质，为规模化生产提供参考。

１　材料与方法

１．１　蝉花菌种来源
蝉花（Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓｃｉｃａｄａｅ）菌株来自江苏省食用

菌研究所。

１．２　试剂与仪器
１．２．１　试剂　甘露醇标准品、乙酸铵、冰醋酸、乙酰
丙酮、高碘酸钠、Ｌ－鼠李糖、葡萄糖、蔗糖、蛋白胨、
酵母膏、琼脂、孟加拉红染色剂、氯霉素、Ｋ２ＨＰＯ４、
ＫＨ２ＰＯ４、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、高碘酸钾、苯酚、浓硫酸、无
水乙醇。

１．２．２　仪器　水浴恒温振荡器；电子天平；立式压
力蒸汽灭菌器；数显恒温水浴锅；可见分光光度计；

冷冻真空干燥机。

１．３　培养基
１．３．１　菌种保藏培养基　ＰＤＡ斜面试管培养基：
马铃薯 ２００ｇ、葡萄糖２０ｇ、琼脂２０ｇ，加水至１Ｌ，
ｐＨ值自然，在１２１℃下灭菌３０ｍｉｎ备用。
１．３．２　种子培养基　土豆２００ｇ、蔗糖５０ｇ、豆粕
５ｇ、ＫＨ２ＰＯ４５ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，加水至１Ｌ，
ｐＨ值自然，在 １２１℃ 下灭菌３０ｍｉｎ备用。
１．３．３　发酵培养基　蔗糖 ４０ｇ、蛋白胨 １５ｇ、
ＫＨ２ＰＯ４１．５ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，加水至１Ｌ，在
１２１℃下灭菌３０ｍｉｎ备用。
１．４　发酵种子的制备
１．４．１　菌种活化　将试验分离所得到的在低温保
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藏的蝉花菌种通过无菌操作接种于 ＰＤＡ平板培养
基上，在温度为 ２８℃ 条件下培养 ２～３ｄ进行活
化，当菌丝长满整个培养皿时，即可使用［４］。

１．４．２　孢子悬浮液的制备　在无菌条件下，用接种
钩从培养基上取大小约０．３ｃｍ×０．３ｃｍ的母种块，
接种于盛有１００ｍＬ种子培养基的２５０ｍＬ三角瓶中
（菌块稍带培养基且要薄，以能浮在培养液表面为

最佳），在温度为２８℃，转速为１８０ｒ／ｍｉｎ的恒温摇
床中培养７２ｈ［５］。
１．５　液体发酵条件的确定
１．５．１　发酵温度的优化　取５ｍＬ菌悬液，接入装
液（发酵培养基）量为４０％的２５０ｍＬ三角瓶中，将
恒温摇床的温度分别设为２２、２５、２８、３１、３４℃，摇床
转速设为１５０ｒ／ｍｉｎ，培养５ｄ后测其生物量。
１．５．２　发酵 ｐＨ值的优化　取５ｍＬ菌悬液，接入
初始ｐＨ值分别为６．５、６．８、７．１、７．４，培养基装液量
为４０％的２５０ｍＬ三角瓶中，置于温度为２８℃的摇
床中以转速为１５０ｒ／ｍｉｎ的速率进行培养，培养５ｄ
后测其生物量。

１．５．３　发酵摇床转速的优化　取５ｍＬ菌悬液，接
入装液量为三角瓶中，将摇床的转速分别设为１１０、
１３０、１５０、１７０、１９０ｒ／ｍｉｎ，在温度为 ２８℃条件下恒
温培养５ｄ后测其生物量。
１．５．４　发酵装液量的优化　在装液量分别为２０％、
４０％、６０％、８０％的三角瓶中接入５ｍＬ菌悬液，置于
温度为２８℃的恒温摇床中以转速为１５０ｒ／ｍｉｎ的速
度培养５ｄ后测其生物量。
１．５．５　正交试验的确定　选择温度、摇床转速、ｐＨ
值和装液量为试验因素，进行 ４个因素 ３个水平
Ｌ９（３

４）正交试验设计，对发酵结果进行极差和方差

分析，探讨各种培养条件对蝉花液态发酵所获得的

生物量和虫草酸含量的影响程度。

１．６　测定方法
１．６．１　生物量测定方法　采用细胞干质量法［６］测

定蝉在液态发酵所获生物量，具体操作为在发酵液

培养完成后，用１００目筛过滤得到菌丝体和胞外液，
用蒸馏水反复冲洗菌丝体直至所出滤液澄清为止，

将所收集的菌丝体置于玻璃纸上，放入烘箱中，在

温度为 ６０℃条件下烘干至恒质量，称质量得生
物量。

１．６．２　虫草酸含量测定　通过微波提取法［７］提取

菌丝体中的虫草酸。利用高碘酸钠比色法［８］测定

虫草酸含量。

１．６．２．１　微波提取法　取０．０５ｇ干燥液体发酵菌
丝体加入１０ｍＬ蒸馏水中在微波炉中通过中火加热
２ｍｉｎ进行微波处理。处理完毕后在３０００ｒ／ｍｉｎ下
离心２５ｍｉｎ，取上清液加入到５０ｍＬ容量瓶中，并用
蒸馏水定容。

１．６．２．２　高碘酸钠比色法　取５０ｍｇ甘露醇加入
到５０ｍＬ蒸馏水中配置成１ｍｇ／ｍＬ甘露醇溶液，分
别取１、２、３、４、５ｍＬ甘露醇溶液于１００ｍＬ容量瓶
中，并用蒸馏水定容，得到１０、２０、３０、４０、５０μｇ／ｍＬ
样液，取样液各 １ｍＬ，加 １ｍＬ高锰酸钾溶液（加
０１５ｍｏｌ高锰酸钾于１００ｍＬ０．１２ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液
中混匀）。室温放置１０ｍｉｎ，加入２ｍＬ０．１％ Ｌ－鼠
李糖溶液除去过多的高碘酸盐。混合后加４ｍＬ新
配ＮａＳＨ试剂（１５０ｇ乙酸铵，２ｍＬ冰乙酸，２ｍＬ乙
酰丙酮，用蒸馏水稀释至 １０００ｍＬ），５３℃水浴加
热１５ｍｉｎ使其呈色，冷却，用蒸馏水代替甘露醇标
准液。在波长为４１２ｎｍ处测吸光度（Ｄ４１２ｎｍ），将测
得的吸光度通过回归方程进行计算，然后通过下式

计算菌丝体中虫草酸的含量［８］。

Ｒ＝Ｃ×Ｖ×１０１０００×ｍ。

式中：Ｒ为菌丝体中虫草酸含量，ｍｇ／ｇ；Ｃ为提取液
中虫草酸含量，μｇ／ｇ；１０为试样浸提后定容体积，
ｍＬ；Ｖ为提取液体积，ｍＬ；ｍ为试样的准确质量，ｇ。
１．６．３　真菌多糖含量的测定　将干燥后的菌丝体
进行前处理。步骤：热水提取、乙醇沉淀、脱色、去

蛋白、低温干燥。采用硫酸 －苯酚法［９］测定真菌多

糖含量。

１．６．３．１　前处理　取２ｇ干燥液体发酵菌丝研磨
成粉末，用水提醇法提取，即加１０倍量的蒸馏水，
１００℃水浴煎煮 １ｈ，重复３次，过滤提取液，浓缩至
１ｇ∶１ｍＬ，加 ３倍量的 ９５％乙醇进行沉淀，
５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液，继续加９５％乙醇
放置，倾出上清液，沉淀依次用９５％乙醇、无水乙醇
洗涤、过滤，低温干燥２４ｈ，即得多糖粗品。
１．６．３．２　硫酸－苯酚法测定真菌多糖　将提取的
多糖样品置于１０ｍＬ容量瓶中，加双蒸水溶解，并稀
释到刻度线位置，摇匀，备用。标准曲线的制作：吸

取葡萄糖标准液（１００μｇ／ｍＬ）０、０．１、０．２、０．３、０．４、
０．６、０．８、１．０ｍＬ，分别加入到各试管中，用双蒸水补
足至每管２ｍＬ，使各管葡萄糖含量分别为０、１０、２０、
３０、４０、６０、８０、１００μｇ。向各管中分别加入０．０５ｍＬ
８０％苯酚溶液，再加入 ５ｍＬ浓硫酸（勿沿管壁加
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入，以便使样品与硫酸快速混匀），静置 １０ｍｉｎ，
３０℃ 水浴１５ｍｉｎ。在４９０ｎｍ波长处测各管的吸光
度，以糖浓度为横坐标，各管的吸光度为纵坐标作

标准曲线，作回归方程曲线，通过以下公式计算真

菌多糖含量。

Ｒ′＝ Ｃ′×Ｖ′１０００×ω
。

式中：Ｒ′为菌丝体中真菌多糖含量，ｍｇ／ｇ；Ｃ′为提取
液中真菌多糖含量，μｇ／ｇ；Ｖ′为提取液体积，ｍＬ；ω
为干菌丝体质量，ｇ。

２　结果与分析

２．１　蝉花生物量的获得
２．１．１　发酵温度对生物量的影响　蝉花真菌在不
同温度下进行液态发酵培养的结果见图１。对于微
生物液态发酵培养来说，温度的影响是双方面的：

随着温度升高，可以加速微生物的生长代谢，但是

温度过高不仅会导致微生物体内的酶失活还容易

使菌体老化，从而影响微生物的正常生长以及代谢

产物的积累；温度过低则导致菌体生长缓慢，因而

积累的代谢产物较少。蝉花真菌菌株在温度为

２２～３４℃ 条件下均能生长，在温度为２８℃条件下
所获得的生物量最大，为５．６３ｇ／Ｌ。

２．１．２　发酵ｐＨ值对生物量的影响　不同ｐＨ值对
生物量的影响见图２。在正常条件下，ｐＨ值过低菌
体容易衰老，而 ｐＨ值过高则会导致菌体自溶。本
试验通过设置不同的ｐＨ值来考察蝉花液体发酵培
养的最佳ｐＨ值。蝉花真菌在ｐＨ值为 ６．５～７．７条
件下均能生长，生物量随着 ｐＨ值的上升出现了先
增加后减少的现象，在 ｐＨ值为７．１时所获生物量
最大，为４．６８ｇ／Ｌ。
２．１．３　发酵摇床转速对生物量的影响　蝉花真菌
属于好氧微生物，菌丝的生长需要消耗氧气，提高

摇床的转速，不仅可以增大液体接触空气的面积，

还对蝉花真菌的生长有促进作用；转速太小影响通

气量，从而影响溶氧量，不利于菌丝生长；摇床转速

超过最佳转速时，由于剪切力增加，菌丝被切断导

致菌丝体难以成形，因此难以维持正常的生长，导

致获得的生物量减少（图 ３）。在摇床转速为
１５０ｒ／ｍｉｎ时所获生物量最大，为４．６８ｇ／Ｌ。

２．１．４　发酵装液量对生物量的影响　不同装液量
对生物量的影响结果见图４。装液量主要影响发酵
过程中的通气情况，从而影响菌丝体的生长，装液

量过小导致培养基水分蒸发较快，代谢物浓度较

大，溶氧量下降；装液量过大会使振荡效果减弱，溶

氧量降低。蝉花真菌液态发酵最佳装液量为４０％，
此时生物量为５．３７ｇ／Ｌ。
２．２　蝉花真菌最佳液态发酵培养条件

选择温度、装液量、摇床转速、ｐＨ值为试验因
素，因素水平表见表１。
　　正交试验优化结果见表２，影响蝉花真菌液态
发酵生物量的各因素主次为 Ａ＞Ｃ＞Ｄ＞Ｂ，即温度
对蝉花真菌液态发酵过程中生物量的影响最大，摇

床转速次之，ｐＨ值再次之，装液量对生物量的影响
最小。根据表 ２直观分析最 佳 发 酵 条 件 为
Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ３，该条件下发酵液中的生物量为６．１３ｇ／Ｌ。
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表１　蝉花真菌发酵培养条件正交试验因子水平

水平
Ａ：温度
（℃）

Ｂ：装液量
（％）

Ｃ：摇床转速
（ｒ／ｍｉｎ） Ｄ：ｐＨ值

１ ２５ ４０ １３０ ６．８
２ ２８ ６０ １５０ ７．１
３ ３１ ８０ １７０ ７．４

表２　正交试验结果的极差分析

试验号 Ａ：温度 Ｂ：装液量 Ｃ：摇床转速 Ｄ：ｐＨ值 生物量

（ｇ／Ｌ）

１ １ １ １ １ ４．７９
２ １ ２ ２ ２ ４．８５
３ １ ３ ３ ３ ５．１１
４ ２ １ ２ ２ ６．１３
５ ２ ２ ３ １ ５．６７
６ ２ ３ １ ２ ５．２６
７ ３ １ ３ ２ ５．４３
８ ３ ２ １ ３ ５．０９
９ ３ ３ ２ １ ５．３２
ｋ１ ４．９１７ ５．４５０ ５．０４７ ５．２６０
ｋ２ ５．６８７ ５．２０３ ５．４３３ ５．１８０
ｋ３ ５．２８０ ５．２３０ ５．４０３ ５．４４３
Ｒ ０．７７０ ０．２４７ ０．３８６ ０．２６３

蝉花真菌液体发酵培养的最佳条件：温度为２８℃，
摇床转速为 １５０ｒ／ｍｉｎ，ｐＨ值为 ７．４，装液量
为４０％。
２．３　蝉花菌丝体中的活性成分测定
２．３．１　虫草酸含量标准曲线的制备　根据高碘酸
钠比色法，作虫草酸（Ｄ－甘露醇）含量的标准曲线
（图５）。虫草酸含量的回归方程：ｙ＝０．００４０ｘ＋
０００３２。根据“１．６．２”节中的方法得到的样品吸光
度为 ０．５７２，虫草酸含量为９５．８２ｍｇ／ｇ。
２．３．２　蝉花真菌多糖含量标准曲线的制备　根据
硫酸－苯酚法，作真菌多糖标准曲线（图６）。真菌
多糖含量的回归方程：ｙ＝０．０６７５ｘ－０．０１４０。根据
“１．６．３”节中的方法得到的样品吸光度是０．４９７，真
菌多糖含量为１０７．４５ｍｇ／ｇ。

３　结论与讨论

本研究通过对蝉花真菌进行液体发酵工艺优

化试验发现，蝉花真菌液体发酵培养的最佳条件是

温度为２８℃，摇床转速为１５０ｒ／ｍｉｎ，ｐＨ值为７．４，
装液量为４０％。

文欣等发现，在改良的液体发酵条件下得到的

蝉花菌丝生物量为 ５．７２ｇ／Ｌ，真菌多糖含量为
８６７１ｍｇ／ｇ，虫草酸含量为 ９０．１３ｍｇ／ｇ［１０］。黄小忠
等在改良的液体发酵培养基条件下，得到的蝉花菌丝

生物量为５．６３ｇ／Ｌ，真菌多糖含量为８８．７３ｍｇ／ｇ，虫
草酸含量为８２．５８ｍｇ／ｇ［２］。本研究在使用改良液
体发酵培养基的基础上，优化了发酵工艺，所获得的

生物量为 ６．１３ｇ／Ｌ，真菌多糖含量为１０７．４５ｍｇ／ｇ，
虫草酸含量为 ９５．８２ｍｇ／ｇ。３项指标皆明显提高，
在发酵中所获得的蝉花菌丝体活性物质与天然蝉

花中活性物质相同，但蝉花菌丝体中的天然有益物

质真菌多糖和虫草酸的含量均高于天然蝉花，天然

蝉花真菌多糖含量为 ３３．２ｍｇ／ｇ，虫草酸含量为
５３６ｍｇ／ｇ［１１］。因此将蝉花液体发酵菌丝体用于保
健用品开发，以替代天然蝉花的使用不无可能，此

方法不仅可以降低生产成本，也可减少对天然蝉花

资源的破坏。
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　　本研究对蝉花液体发酵条件进行了考察，优化
了蝉花液体发酵工艺条件。后续还将会对蝉拟青霉

菌种进行选育考察，同时将继续研究和改良发酵培

养基的配方，在打破传统配方的基础上，寻找更适合

蝉花发酵的碳源、氮源等材料，从而进一步优化蝉花

发酵工艺。
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基于微型可见光谱仪的茶汤色差的研究

任　凯，陈　通，陆道礼，陈　斌
（江苏大学食品与生物工程学院，江苏镇江２１２０１３）

　　摘要：旨在基于可见光谱技术建立１种茶汤色差的快速分析检测方法。以大闽食品（漳州）有限公司提供的速溶
绿茶样品为研究对象，采用微型可见光谱仪采集样品原始光谱数据，分别使用 ＣＩＥ（ＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｅｄｅ
ｌ′Ｅｃｌａｉｒａｇｅ，国际照明委员会）１９７６Ｌａｂ、ＣＭＣ（ｌ∶ｃ）、ＣＩＥＤＥ２０００共３种色差计算方法，对被测样品的色差进行测定和
分析。结果表明：（１）不同浓度茶汤之间的原始光谱在波长４００ｎｍ处有较为明显的吸收差异，该点对应黄绿色溶液
的特征吸收波长点，表明可应用于茶汤浓度的区分；（２）对茶汤原始透射率使用上述３种色差方法进行色差分析，经
过对比发现，ＣＩＥ１９７６Ｌａｂ色差标准较适用于分析评判绿茶汤的色差值。利用可见光谱分析技术结合ＣＩＥ１９７６Ｌａｂ色
差标准方法可实现快速、准确评判速溶绿茶汤的颜色差异。
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　　我国是茶叶的故乡，茶道亦是我国悠久文化的
代表项目之一，从古至今在人们的日常生活中都扮

演着重要角色，茶叶也是我国对外贸易的大宗饮料

原料之一［１］。随着现代医学与科学的发展，越来越

多的研究表明，茶叶中含有的多酚类物质（如茶多

酚、儿茶素、类黄酮等）对人体具有抗氧化、抗癌、抑

制心血管疾病等功效［２－３］。因此，日常饮茶受到越

来越多人的重视。在继承传统茶业的同时，随着人

们口感要求的提升和保健功效要求的提出，促进了

茶饮料产业的快速发展。

与传统的茶业不同，茶饮料更多是以经过茶叶

浸泡的提取液浓缩液或速溶茶粉为原料，经加工、

调配等工序制成茶汤饮料或调味茶饮料［４－５］。随着

现代工业的进步和市场需求的提高，如何保证不同

批次产品品质相近或相同，特别是茶汤色泽一致性

的控制，是目前企业生产中普遍存在的一个难题。

而实际生产过程中使用的检测方法仍然停留在感

官评定上，即将待测产品与企业标准品相对比，进
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