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　　摘要：近年，随着人工栽培蛹虫草面积逐年扩大，迫切需求大规模培育蛹虫草菌种，尤其是液体菌种来满足日益扩
大的再生产的需要。采用正交试验设计，选取ｐＨ值、温度、通气量３个因素，每个因素设置３个水平，进行液体菌种发
酵工艺试验，分析蛹虫草子实体生长影响及生物转化率变化情况。通过试验得到人工栽培蛹虫草液体菌种发酵的最

佳组合条件。不同处理对蛹虫草子实体生长有明显变化，３种因素对蛹虫草的生物转化率影响为：温度＞通气量＞ｐＨ
值，其最优组合为温度２０℃、ｐＨ值５．５、通气量２Ｌ／ｍｉｎ。
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　　近年来，由于野生虫草（Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓｍｉｌｉｔａｒｉｓ）过度
开采造成产量急剧下降且使其生长环境遭到破坏，

人工栽培蛹虫草面积逐年扩大，这就迫切需求大规

模培育蛹虫草菌种，尤其是液体菌种来满足日益扩

大的再生产的需要。国外已进行了蛹虫草人工栽

培相关技术的研究，采用仿生栽培、固体培养基栽

培、液体培养基培养等多种方式进行了人工培养并

得到了蛹虫草的子实体［１－２］。深层发酵技术目前已

运用到食品、药剂等产品生产方面，Ｋｉｔａｋａｚｅ等和
Ｖｉｎａｄé等在蛹虫草液体培养方面做了大量的工
作［３－４］。国内学者对蛹虫草液体发酵技术进行了相

关研究，任昕雯等以大米、啤酒糟共培养的蛹虫草

固态发酵产物为原料，利用响应面法优化提取条件

研究了液体发酵条件对蛹虫草产虫草素的影响［５］。

张楠等对蛹虫草深层发酵产虫草素培养基进行了

优化［６］。秦鹏等研究了不同添加物对蛹虫草液体

发酵虫草素的影响，确定了３种生长素使用的最佳
质量浓度，并对各质量浓度下蛹虫草生长情况进行

了分析与讨论［７］。蛹虫草液体发酵相关研究大多

是针对其某一影响因素进行了探讨，但针对蛹虫草

菌种资源用于液体发酵的研究仍较少。结合新疆

伊犁当地实际，本研究利用新疆蛹虫草菌种，采用

正交试验设计，选取ｐＨ值、温度、通气量３个因素，
每个因素设置３个水平，研究液体菌种发酵对蛹虫
草产子实体生长的影响，分析蛹虫草生长情况及生

物转化率。进一步掌握蛹虫草液体菌种扩大发酵

的最佳工艺条件，提供优质蛹虫草液体发酵菌种，

满足伊犁乃至新疆地区大面积规模化人工栽培蛹

虫草的需要。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　供试菌株　供试菌株均来源于笔者实验室，
人工筛选获得的ＭＡＴ１－１和ＭＡＴ１－２不同交配型
代表菌株［８］。

１．１．２　供试培养基　改良 ＰＤＡ固体培养基：参照
努尔买买提［９］等所述方法。

改良ＰＤ液体培养基（ｇ／Ｌ）：马铃薯２００ｇ、葡萄
糖２０ｇ、蛋白胨３ｇ、磷酸二氢钾（ＫＨ２ＰＯ４）２ｇ、七水
硫酸镁（ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ）１ｇ和复合维生素Ｂ２５ｍｇ，
ｐＨ值６．５～７．０。

种子发酵培养基采用改良ＰＤ液体培养基。
１．１．３　供试培养设备与介质　ＬｉｆｌｕｓＧＸ多功能生
物发酵系统、组培玻璃瓶（规格：３５０ｍＬ，高１０８ｍｍ，
直径７５ｍｍ，口径６９ｍｍ）、人工栽培基质大米等。
１．２　液体菌种发酵
１．２．１　种子液制备　将不同遗传交配型代表菌株
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无菌接种至改良 ＰＤＡ培养基，于２１℃下恒温光照
培养１５ｄ后，用灭菌牙签挑取分生孢子，接种至含
有 ５０ｍＬ改良 ＰＤ液体培养基的锥形瓶中，
１７０ｒ／ｍｉｎ，２１℃恒温下摇培３～４ｄ后备用。
１．２．２　发酵罐调试与灭菌　进行溶氧电极
（ＩＮＰＲＯ６８００）准备；按照要求配制不同 ｐＨ值校准
液对ｐＨ值电极４０５－ＢＰＡＳＰＨ值进行校准；将每个
相关部件都安装到发酵罐对应位置上，１２１℃下灭
菌２０～３０ｍｉｎ，再快速移至无菌操作台下备用。
１．２．３　发酵培养　在无菌条件下先倒入灭菌的ＰＤ
培养基于发酵罐中，将不同遗传交配型的种子液等

体积混合，再按发酵液体培养基 ∶种子液 ＝（１０～
１５）∶１（体积比）的比例，加入适量的混合种子液于
发酵罐中；开通各个电源，通过蠕动泵调节对应条

件的酸、碱量；按不同处理的发酵条件分别进行发

酵培养，每个处理培养３～４ｄ，当发酵罐中菌丝球布
满培养液时发酵完成。

１．２．４　发酵液保存　将不同处理的发酵液体菌种
无菌条件下倒入已灭菌的玻璃容器内现用，或放入

４℃冰箱暂时保存备用。
１．３　人工栽培
１．３．１　栽培培养基灭菌　参照努尔买买提等的方
法［９］，每个组织培养瓶装入２０ｇ大米，加入１５ｍＬ
改良 ＰＤ培养基，摇均加盖后放入大灭菌锅内，
１１５℃ 下灭菌３ｈ后备用。
１．３．２　人工培养　无菌条件下分别吸取７．５ｍＬ不
同处理的发酵液体菌种接种于每瓶栽培培养基中，

并将接种好的不同处理的组织培养瓶放置于（２１±
１）℃的人工栽培室培养架上培养５５～６０ｄ，直至蛹
虫草子实体成熟。每个处理设置３个重复，每个重
复接种１００瓶。
１．３．３　观测与分析　定期对不同处理的蛹虫草菌
丝体、子实体生长情况进行观测，并对不同处理所

收获的蛹虫草子实体长度、鲜质量、干质量、生物转

化率以及产量等指标进行分析与评价。

１．４　试验方法
１．４．１　试验设计　根据预试验结果，本试验采用正
交试验设计，选取ｐＨ值（Ａ）、温度（Ｂ）、通气量（Ｃ）
３个因素，每个因素３个水平，即３因素３水平进行
优化，计９个处理（表１）。
１．４．２　数据处理　本试验数据以平均值为依据，采
用Ｅｘｃｅｌ软件、ＳＰＳＳ软件（Ｖｅｒｓｉｏｎ１１．５，ＵＳＡ）进行
数据处理和正交分析。

表１　蛹虫草液体菌种发酵正交试验处理

处理 Ａ：ｐＨ值 Ｂ：温度
（℃）

Ｃ：通气量
（Ｌ／ｍｉｎ）

１ ５．５ ２０ １
２ ５．５ ２５ ２
３ ５．５ ３０ ３
４ ６．５ ２０ ２
５ ６．５ ２５ ３
６ ６．５ ３０ １
７ ７．５ ２０ ３
８ ７．５ ２５ １
９ ７．５ ３０ ２

２　结果与分析

２．１　蛹虫草菌丝生长分析
通过对不同发酵条件处理的蛹虫草菌丝生长

情况进行观察与记录，获得相关数据。不同处理经

接菌、人工栽培后，刚开始各处理的蛹虫草菌丝生

长情况均表现较好态势，接种后３～５ｄ蛹虫草菌丝
体布满整个培养基质，呈白色。但随时间推移，不

同处理的蛹虫草菌丝在菌丝密度、菌丝转色及菌饼

变黄时间情况开始出现明显差异。其中，处理１、处
理４组蛹虫草菌丝密度最好，菌丝转成橘黄色速度
最快，菌饼变黄时间最短，为９ｄ；处理２、３、５、８、９组
蛹虫草菌丝密度较好，变黄时间短及菌丝转成橘黄

色速度较快；处理６、７组蛹虫草菌丝密度最差，菌丝
转成橘黄色速度慢且菌饼变黄时间最长，为 １２ｄ
（表２）。　
２．２　蛹虫草子实体生长分析

对不同处理的蛹虫草子实体生长情况进行观

察与记录，获得相关结果。不同处理的蛹虫草子实

体生长及生物学指标各不相同。除处理６和处理７
外，其他各处理的蛹虫草子实体均生长良好。其

中，处理１及处理４组表现最好，子实体形成时间最
早、子座粗长、均匀、子实体正常，橘红色、有子囊

壳、出草质量好；处理２、３、５、８、９组均表现较好，出
草时间较早、子座较粗长、均匀、子实体较正常，橘

红色、有子囊壳、出草质量较好；处理６和处理７出
草较晚、子座粗而短、仅部分出草，橘红色、出草质

量一般（表３、图１）。
２．３　蛹虫草出草比较

待子实体成熟后，对不同处理蛹虫草子实体的

相关生物学指标进行记录分析，可以看出不同处理

蛹虫草在子实体长度、鲜质量、干质量、鲜干比和生

物转化率方面均呈显著性差异（Ｐ＜０．０５）。
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表２　不同处理蛹虫草的菌丝生长情况比较

处理
菌丝长满时间

（ｄ） 菌丝密度 菌丝转色
菌饼变黄时间

（ｄ）

１ ３ ＋＋＋＋ 白色变橘黄色快　 ９

２ ４ ＋＋＋ 白色变橘黄色较快 １１

３ ４ ＋＋＋ 白色变橘黄色较快 １１

４ ３ ＋＋＋＋ 白色变橘黄色快　 ９

５ ４ ＋＋＋ 白色变橘黄色较快 １１

６ ５ ＋ 白色变橘黄色慢　 １２

７ ５ ＋＋ 白色变橘黄色慢　 １２

８ ４ ＋＋＋ 白色变橘黄色较快 １１

９ ４ ＋＋＋ 白色变橘黄色较快 １１

　　注：“＋＋＋＋”密度最好；“＋＋＋”密度较好；“＋＋”密度好；“＋”密度差。

表３　蛹虫草的子实体生长情况比较

处理 出草时间 子座生长 子实体生长及色泽 子囊壳 出草质量

１ ２６ 子座粗长，均匀 出草早，正常，橘红色 有 ＋＋＋＋

２ ２９ 子座较粗长，均匀 出草较早，较正常，橘红色 有 ＋＋

３ ２９ 子座较粗长，均匀 出草较早，较正常，橘红色 有 ＋＋＋

４ ２６ 子座较粗长，均匀 出草较早，较正常，橘红色 有 ＋＋＋＋

５ ２９ 子座较粗长，均匀 出草较早，较正常，橘红色 有 ＋＋

６ ３２ 子座较粗短，不均匀 出草晚，较差，仅部分出草，橘红色 有 ＋

７ ３２ 子座较粗短，不均匀 出草晚，较差，仅部分出草，橘红色 有 ＋

８ ２９ 子座较粗长，均匀 出草较早，较正常，橘红色 有 ＋＋＋

９ ２９ 子座粗长，均匀 出草早，正常、橘红色 有 ＋＋＋

　　注：“＋＋＋＋”表示８０％的子实体直径≥３ｍｍ，长度≥７ｃｍ；“＋＋＋”表示８０％的子实体直径≥２ｍｍ，长度≥６ｃｍ；“＋＋”表示８０％的子实

体直径≥１ｍｍ，长度≥５ｃｍ。“＋”表示８０％的子实体直径＜１ｍｍ，长度＜５ｃｍ。
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其中，处理４蛹虫草的各项指标最好，子实体平均长
度为６．０１ｃｍ、鲜质量为１０．１９ｇ、干质量为１．４８ｇ、
鲜干比为７．０２、生物转化率为５０．９３％；处理１蛹虫
草的各项指标表现略次于处理４，除鲜质量、鲜干比
及生物转化率指标外，子实体长度和干质量指标均

低于处理４，且呈显著性差异；处理６和处理７蛹虫
草的各项指标均表现较差，这２个处理之间除子实
体长度呈显著性差异外，其他指标如鲜干质量、鲜

干比、生物转化率方面未呈现显著性差异（表４）。
　　由表４可知，不同处理在子实体长度、鲜质量、
干质量、鲜干比和生物转化率方面均有差异。图２
以生物转化率为例，发现不同处理的蛹虫草生物转

化率均有差异。其中，处理４组表现最好，生物转化
率最高，为５０．９３％；处理１、２、３、５、８、９组生物转化
率较高；处理６和处理７生物转化率较低，分别为
１１．２３％和１６．４％。

表４　不同处理的蛹虫草子实体相关指标分析

处理
子实体长度

（ｃｍ）
鲜质量

（ｇ／瓶）
干质量

（ｇ／瓶） 鲜干比
生物转化率

（％）

１ ４．５２±０．６９ａ ７．９７±１．６５ａｂ １．２５±０．１８ａｂ ６．１５±０．４１ａｂ ３９．８３±８．２３ａｂ

２ ４．１０±０．２５ａｂｃ ４．８２±０．４６ｃｄ ０．８５±０．０９ｃｄ ５．７３±０．３１ｂ ２４．９９±２．６２ｃｄ

３ ４．５０±０．３４ａｂ ６．１８±０．７３ｂｃ １．０６±０．１１ｂｃ ５．８４±０．２６ａｂ ３０．８９±３．９３ｂｃ

４ ６．０１±０．２９ａ １０．１９±０．７４ａ １．４８±０．１７ａ ７．０２±０．５５ａ ５０．９３±５．３０ａ

５ ３．０５±０．４５ａｂｃ ４．１８±０．６８ｃｄｅ ０．９７±０．１３ｃｄ ５．４９±０．５５ｂ ２０．８９±１．８４ｃｄｅ

６ ２．６８±０．５１ｃ ２．２５±０．６３ｅ ０．３８±０．０５ｅ ５．９６±０．３３ａｂ １１．２３±１．３９ｅ

７ ４．６３±０．３８ａｂ ３．２７±０．５９ｄｅ ０．５９±０．０６ｄｅ ５．４５±０．１５ｂ １６．４０±１．１５ｄｅ

８ ３．３８±０．３３ｂｃ ５．１０±０．５５ｃｄ ０．７８±０．０９ｃｄ ６．５７±０．４９ａｂ ２６．５８±１．１４ｃｄ

９ ３．９２±０．４１ａｂｃ ４．７８±０．５２ｃｄ ０．９０±０．０５ｃｄ ５．３４±０．２９ｂ ２３．９２±１．１２ｃｄ

　　注：数据为平均值±标准误差。数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

　　以生物转化率为例对不同处理的蛹虫草子实
体数据进行正交分析，发现不同发酵条件对蛹草菌

生物转化率影响为：温度（Ｂ）＞通气量（Ｃ）＞ｐＨ值
（Ａ），３个因素均不显著（Ｐ＜０．０５）。最优组合为
Ａ１Ｂ１Ｃ２，即温度 ２０℃，ｐＨ值 ５．５，通气量 ２Ｌ／ｍｉｎ
（表５、表６）。

３　讨论

目前，国外在蛹虫草液体深层发酵方面也进行

了摸索［１０－１２］，并取得了一定的成果。国内大都对其

液体发酵某一影响因素进行相关研究，如杨杰等研

究以蛹虫草菌丝生物量为指标，通过单因素试验从

装液量、通气量、发酵起始 ｐＨ值和接种量４个方面

进行优化，结果表明装液量为 ３５Ｌ／罐，通气量为
０９ｍ３／ｈ，起始 ｐＨ值 ６．４５，接种量 ２０瓶（每瓶
５００ｍＬ）／罐（６０Ｌ）为最佳［１３］。周广麒等研究发现

使用３０Ｌ大型生物反应器中进行发酵菌丝体，通气
量为１．２１ｍ３／ｈ较好［１４］，与杨杰等研究的结果［１３］

相似。本研究采用３因素３水平正交试验，结果表
明，不同处理对蛹虫草生长有一定的影响，不同温

度、不同ｐＨ值和不同通气量对蛹虫草子实体生长
有明显影响，３种因素对蛹虫草子实体的生物转化
率影响为：温度（Ｂ）＞通气量（Ｃ）＞ｐＨ值（Ａ），其最
优组合为温度 ２０℃、ｐＨ值 ５．５、通气量 ２Ｌ／ｍｉｎ。
进一步明确了蛹虫草液体菌种发酵的不同影响因

素和最佳工艺条件，这为蛹虫草液体发酵技术提供

了技术依据和支撑。当然不同体积的发酵罐，以及

在不同小试、中试生产阶段对蛹虫草液体发酵工艺

条件均有影响，还需要以此为基础做进一步分析与

研究。此外，还需要对发酵罐进行优化，实现液体

发酵与接种有机统一，节本增效，用于规模化生产。

４　结论

采用正交试验法进行了蛹虫草液体菌种发酵

工艺优化，３个因素影响其生物转化率顺序为温
度＞通气量＞ｐＨ值，得到了最优发酵组合条件，即

—６４１— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第５期



表５　不同处理的蛹虫草子实体正交法分析

处理 ｐＨ值 温度

（℃）
通气量

（Ｌ／ｍｉｎ）
虫草长度

（ｃｍ）
鲜质量

（ｇ／瓶）
干质量

（ｇ／瓶） 鲜干比
生物转化率

（％）

１ ５．５ ２０ １ ４．５２ ７．９７ １．２５ ６．１５ ３９．８３

２ ５．５ ２５ ２ ４．１０ ４．８２ ０．８５ ５．７３ ２４．９９

３ ５．５ ３０ ３ ４．５０ ６．１８ １．０６ ５．８４ ３０．８９

４ ６．５ ２０ ２ ６．０１ １０．１９ １．４８ ７．０２ ５０．９３

５ ６．５ ２５ ３ ３．０５ ４．１８ ０．９７ ５．４９ ２０．８９

６ ６．５ ３０ １ ２．６８ ２．２５ ０．３８ ５．９６ １１．２３

７ ７．５ ２０ ３ ４．６３ ３．２７ ０．５９ ５．４５ １６．４０

８ ７．５ ２５ １ ３．３８ ５．１０ ０．７８ ６．５７ ２６．５８

９ ７．５ ３０ ２ ３．９２ ４．７８ ０．９０ ５．３４ ２３．９２

均值１ ３１．９０ ３５．７２ ２５．８８

均值２ ２７．６８ ２４．１５ ３３．２８

均值３ ２２．３０ ２２．０１ ２２．７３

极差 ９．６０ １３．７１ １０．５３

最优水平 Ａ１ Ｂ１ Ｃ２

表６　正交试验方差分析

因素 偏差平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｆ临界值
ｐＨ值 １３９．０１３ ２ ６９．５０６ ０．１８１ １９．００

温度　 ３２６．２４０ ２ １６３．１２０ ０．４２５ １９．００

通气量 １７６．０７６ ２ ８８．０３８ ０．２２９ １９．００

误差　 ５２２．３５８ ２

最优组合为Ａ１Ｂ１Ｃ２，即温度２０℃，ｐＨ值５．５，通气
量２Ｌ／ｍｉｎ。
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