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蛹虫草液体发酵培养基的优化
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摘要! 采用统计学方法对
$

株蛹虫草
6"$758+93 :-'-4&$-3 89#0

菌株进行液体发酵配方优化! 以期得到适合蛹虫草生

长的最佳培养基配方% 以菌丝体干质量浓度为指标! 首先采用单次单因子方法筛选出培养基中的最优碳源& 氮源

及无机盐和正交试验方法得出最佳的碳氮比"

:;<

'( 然后采用
=>?@ABCC#DEFG?5

)

D=

'设计筛选出影响菌丝体干质量浓

度的关键因素! 通过中心组合和响应面法确定关键因素的最佳浓度! 从而得到出菌株
89#0

的液体发酵最佳培养基

配方为$ 葡萄糖
0$H". I

*

J

%0

! 酵母浸膏粉
%H.. I

*

J

%0

! 硝酸钾
0H.. I

*

J

%0

! 硫酸镁
.H6. I

*

J

%0

! 磷酸二氢钾
0H1. I

*

J

%0

!

硫酸亚铁
.H.6 I

*

J

%0

% 经验证! 菌丝体干质量浓度为
#6H00 I

*

J

&0

! 与模型的预测值基本一致% 运用最佳培养基配方

进行液体发酵! 菌丝体干质量浓度较基础培养基提高了
"H06

倍% 图
#

表
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参
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蛹虫草
!"#$%&'() *+,+-.#+)

! 又称为北虫草! 北冬虫夏草! 隶属于真菌界的子囊菌门
861+'/1+)4

肉

座菌目
9/5+13(4-(6

麦角菌科
:-4;71757)41(4(

! 是世界性广布种 "

<

#

$ 其所含的虫草素比天然冬虫夏草

/"#0%1'() )+2'2)+)

还要高! 药效与天然冬虫夏草相似"

!

#

! 具有明显的抗疲劳% 抗肿瘤% 抗衰老等作用"

=!>

#

$

人工栽培蛹虫草子实体生产周期长! 产量有限! 国内外学者一直致力于蛹虫草液体发酵培养的研究"

%!?

#

$

研究表明! 采用液体培养的虫草菌丝体! 其所含的主要成分与天然子实体十分接近"

@

#

! 且具有培养条件

易控制% 产量高% 生长周期短且活性物质易于提取等特点! 有望成为野生虫草的替代品 "

A!<<

#

$ 因此! 液

体发酵生产蛹虫草菌丝体不仅具有重要的应用价值! 而且对保护有限的野生虫草资源也具有重要的意

义$ 近年来! 蛹虫草液体培养的研究取得了很大进展! 但由于蛹虫草菌株及培养基配方等原因! 使培养

产物有诸多差异B<!!<=

#

$ 目前! 对蛹虫草液体培养基配方的优化主要从单因素试验和正交试验两方面B<$!<A

#

!

对配方的优化方法的研究还不够深入! 不能确定各因素之间的协同关系$ 本研究分别采用单因素试验%

正交试验%

C-41D())"EF3'42

&

EC

'设计% 中心组合试验及响应面法系统全面地对蛹虫草液体培养的培养基

配方进行优化! 以菌丝体干质量浓度为响应值! 采用多元二次回归拟合方程! 通过求偏导获得主要影响

因子的最佳浓度配比! 筛选出最佳的培养基配方$

#

材料与方法

!"!

材料及主要试剂和仪器

蛹虫草菌株
GH"#

由四川省农业科学院蚕业研究所养蚕法研究室分离并保存$

所用试剂硫酸镁% 磷酸二氢钾% 磷酸氢二钾% 硫酸亚铁% 硝酸钾% 氯化钠等均为分析纯! 购自国药

集团药业股份有限公司! 试验用水为自制双蒸水和去离子水$

EC#!##I #J<&K

电子天平&德国赛多利斯有限公司'!

LM"@!8

型真空干燥箱&上虞市宏兴机械仪器制

造有限公司'!

MN"%&&

型超声波清洗器&苏州江东精密仪器有限公司'!

G9L"G8

恒温振荡培养箱&江苏

太仓仪器设备有限公司'!

OP#%"QI

台式离心机&湖南沪康离心机有限公司'(

HR$&&

高压蒸汽灭菌锅

&上海安锐自动化仪表有限公司'$

!"#

培养基配方

#S!S<

种子液培养基配方 土豆
!&&S&& .

! 葡萄糖
!&S&& .

! 蒸馏水
< &&&S&& 'T

! 自然
59

值$

<!< #

灭

菌
=& '72

! 备用$

<S!S!

基础培养基配方
U<

) 土豆
!&&S&& .

! 牛肉膏
>S&& .

! 硫酸镁
<S&& .

! 磷酸二氢钾
&S%& .

! 硫酸

铵
<S&& .

! 碳酸钙
=S&& .

! 蒸馏水
< &&&S&& 'T

(

U!

) 酵母粉
>S&& .

! 蛋白胨
<&S&& .

! 氯化钠
<&S&& .

!

蒸馏水
< &&&S&& 'T

(

U=

) 葡萄糖
!&S&& .

! 蛋白胨
<&S&& .

! 硫酸镁
<S>& .

! 磷酸二氢钾
<S>& .

! 蒸馏水

< &&&S&& 'T

(

U$

) 牛肉膏
=S&& .

! 蛋白胨
>S&& .

! 蔗糖
<&S&& .

! 酵母膏
<S&& .

! 蒸馏水
< &&&S&& 'T

(

U>

) 葡萄糖
<%S&& .

! 可溶性淀粉
!S>& .

! 蛋白胨
<&S&& .

! 豆饼粉
!%S&& .

! 玉米浆
<S&& .

! 氯化钠
?S>&

.

! 硫酸铵
$S&& .

! 蒸馏水
< &&&S&& 'T

$ 自然
59

值$ 培养基用聚乙烯膜封口!

<!< #

灭菌
=& '72

! 备用$

!"$

试验方法

<S=S<

菌株的活化方法 从固体斜面培养基上取
<S& 1'

!的菌丝块
!

块! 接种到已灭菌的装有
$&&S&& 'T

种子培养基的
< &&&S&& 'T

三角瓶中!

!! #

!

<@& 3

*

'72

!<

! 振荡培养
?! *

! 备用$

<S=S!

接种及培养方法 将
<&S&& 'T

活化的菌株孢子悬液接种于已灭菌的装有
<&&S&& 'T

基础培养基

的
>&&S&& 'T

三角瓶中&孢子浓度用血球计数板测定为
!S&$<&

%个*
'T

!<

'!

!! #

!

<@& 3

*

'72

!<

! 振荡培养

> ,

! 重复
!

次*处理!<

$

<S=S=

菌丝体生物量测定方法 采用菌丝体干质量法! 取发酵液
<&&S&& 'T

! 转速
= &&& 3

*

'72

!<离心
<>

'72

! 倾去上清液! 菌丝体于
@& #

烘干至恒量! 用分析天平称量! 取
!

次重复试验的平均值为菌丝体

质量$

!"%

培养基配方优化的方法

<S$S<

基础培养基的筛选 分别采用
<S!S!

节中的
>

种基础培养基对菌株
GH"<

进行液体发酵! 通

$%%



第
!"

卷第
!

期

过测定菌丝体干质量浓度! 筛选出干质量浓度最高的培养基配方! 在此基础上进行培养基配方的优

化"

"#$#%

单因素试验 所筛选出的基础培养基中的碳源采用葡萄糖# 蔗糖# 可溶性淀粉# 土豆# 玉米粉!

以
%&#&& '

$

(

!"添加! 以不含碳源的培养基为对照! 重复
%

次$处理!"

" 测定菌丝体干质量浓度! 比较不同

碳源对菌丝体干质量浓度的影响" 有机氮源分别选取蛋白胨# 牛肉膏# 黄豆饼粉# 酵母浸膏粉进行单因

素分析! 基础培养基以
"&#&& '

$

(

!"添加% 无机氮源分别选取硝酸钾# 硫酸铵# 氯化铵# 硝酸铵进行单因

素分析! 基础培养基以
"#&& '

$

(

!"添加% 其他方法同
"#$#%

节"

"#$#!

不同碳氮肥比!

)*+

"对菌株
,-""

菌丝体干质量浓度的影响 将筛选到的最佳碳源# 有机氮源和

无机氮源参照正交表
!

".

&

$

/

'进行正交试验设计! 其因素与水平的设置见表
"

! 重复
%

次$处理!"

" 测定菌

丝体干质量浓度! 比较不同
)0+

比对菌丝体干质量浓度的影响"

"#$#$

不同无机盐对菌株
,-""

菌丝体干质量浓度的影响 本研究首先进行了不同无机盐对
,-""

菌株

菌丝干质量浓度的单因素影响试验! 筛选出了对菌丝干质量浓度影响较大的
!

种无机盐硫酸镁# 磷酸二

氢钾# 硫酸亚铁" 本研究对这
!

种无机盐! 根据正交表
!

1

&

!

$

'进行正交试验设计! 其因素与水平的设置

见表
%

! 重复
%

次$处理!"

" 测定菌丝体干质量浓度! 比较不同
)0+

比对菌丝干质量浓度的影响"

处理
因素水平

0

&

'

$

(

!"

'

硫酸镁 磷酸二氢钾 硫酸亚铁

" &#%& "#&& &#&"

% &#/& "#/& &#&%

! "#&& !#&& &#&/

表
!

因素与水平的设置

23456 % 78839'6:69; <= =3>;<8? 39@ 56A65?

处理
因素水平

0

&

'

$

(

!"

'

葡萄糖 酵母浸膏粉 硝酸钾

" %#&& "#&& &#/&

% /#&& %#&& "#&&

! "&#&& /#&& %#&&

$ %&#&& "&#&& /#&&

表
"

因素与水平的设置

23456 " 78839'6:69; <= =3>;<8? 39@ 56A65?

"#$#/ B53>C6;;"DE8:39

!

DB

"试验设计 根据

以上试验结果! 选取
.

个影响显著的因子

进行试验! 其因素水平及编码见表
!

"

"#$#.

最陡爬坡试验 利用
FG9G;34 "$

软

件对试验数据进行一元线性回归分析! 根

据试验拟合的一次多项式方程找出主要影

响因子! 并确定最陡爬坡的方向及步长!

由此接近最大响应区域(

%&

)

"

"#$#H

中心组合试验 在部分因子试验和

最陡爬坡试验的基础上! 进行中心组合试

验设计" 本阶段试验设计# 数据分析及模

型的建立是借助于
,6?G'9 IJK68; H#&

和
L7L 1#&

辅助完成(

%"

)

"

"#$

数据处理

试验数据采用
L7L 1#&

数据分析软件进行统计分析"

%

结果与分析

!#"

单因素试验结果

由图
"

可知*

F!

培养基中菌丝体干质量浓度最高! 经
L7L 1#&

分析! 选择
F!

培养基作为基础培养

基进行其他因素的筛选" 筛选出的最佳碳源# 最佳有机氮源和最佳无机氮源分别为葡萄糖# 酵母浸膏粉

和硝酸钾"

!#!

不同
%&'

比对菌株
()""

菌丝体干质量浓度的影响结果

以葡萄糖为最佳碳源! 酵母浸膏粉# 硝酸钾为最佳有机氮源# 无机氮源! 进行正交试验" 采用
L7L

因素
因素水平

0

&

'

$

(

!"

'

!" & "

葡萄糖
/#&& "&#&& "/#&&

硫酸亚铁
&#"& &#%& &#!&

酵母浸膏粉
%#&& /#&& H#&&

硝酸钾
&#/& "#&& "#/&

硫酸镁
&#"& &#%& &#$&

磷酸二氢钾
&#/& "#/& %#&&

表
* +,-./011"2345-6

!

+2

"试验设计的因素及其编码值

23456 ! M3>;<8? 39@ ><@6@ A35E6? <= BD @6?G'9

叶晶晶等* 蛹虫草液体发酵培养基的优化 $.H
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'(&

数据分析软件对正交试验结果进行方差分析! 分

析结果见表
$

" 葡萄糖# 酵母浸膏粉# 硝酸钾对菌丝

体干质量浓度均有极显著影响" 分别分析
)

种因素

结果表明$ 葡萄糖
#&(&& *

%

+

!#

! 酵母浸膏粉
,(&& *

%

+

!#

!

硝酸钾
#(&& *

%

+

!#为最佳的
-./

比组合"

!"#

不同无机盐对菌株
$%"&

菌丝体干质量浓度的

影响结果

以
$

种不同无机盐对菌株
01"#

菌丝体干质量浓

度的影响进行正交试验" 经
232 '("

数据分析软件对

其结果进行方差分析! 结果见表
,

" 分析结果表明$

硫酸镁# 磷酸二氢钾和硫酸亚铁对菌丝体干质量浓

度的影响均达到显著水平" 分析可知影响菌丝体干质

量浓度最高的无机盐的组合为$ 硫酸镁
"(!" *

%

+

!4

! 磷酸二氢钾
4(," *

%

+

!4

! 硫酸亚铁
"("! *

%

+

!4

"

!"' ()*+,-..!/012*3

!

(/

"试验结果

根据上述试验可知! 对蛹虫草菌丝体具有显著影响作用的共有以下
%

个因素$ 葡萄糖# 酵母浸膏

粉# 硝酸钾# 硫酸镁# 磷酸二氢钾和硫酸亚铁" 采用
567689:

软件进行
;<

试验设计! 并对试验结果进

行方差分析! 得到各因素对菌丝体干质量浓度的影响效果&表
%

'" 由表
%

可以看出$ 影响菌丝体干质量

浓度的极显著因素有葡萄糖&

!=&(&&&

'和磷酸

二氢钾&

!=&(&&%

'" 其他因素如酵母浸膏粉&

!=

&(&''

'! 硝酸钾&

!=&(!4'

'! 硫酸镁&

!=&(4$4

'和

硫酸亚铁&

!=&(%)!

'等对菌丝体干质量浓度的影

响均不显著" 对试验数据进行分析! 并拟合一

次回归方程 ! 其模型为 $

"

>

#!%() $ !($#"

#

!

&($)'"

!

$ &()#!"

)

! &()?$"

$

$ &('&>"

,

! &(##%

"

%

" &其中$

"

#

代表葡萄糖(

"

!

代表酵母浸膏

粉(

"

)

代表硝酸钾(

"

$

代表硫酸镁(

"

,

代表磷

酸二氢钾(

"

%

代表硫酸亚铁(

"

>

代表菌丝体干

质量浓度'" 该方程的
#

!

&

9@A

'为
'&(>B

! 表明

该回归方程拟合良好)

!4

*

"

!"4

最陡爬坡试验结果

根据
;<

试验结果! 进一步选择葡萄糖!

磷酸二氢钾这
!

个显著因素进行最陡爬坡试

验 ! 当葡萄糖为
4,(&& *

%

+

!4

! 磷酸二氢钾为

4(>& *

%

+

!4 时 ! 菌丝体干质量浓度最高 ! 为

)!(&& *

%

+

!4

! 试验结果见表
>

"

!"5

中心组合试验结果

根据最陡爬坡试验结果可知$ 处理
)

的菌

丝体干质量浓度已接近最大! 故选用处理
)

的

培养基作为中心组合试验的中心点! 进行中心

组合试验设计" 其因素水平见表
?

" 利用
232

'(&

中的响应面回归命令对试验结果数据进行

分析! 建立以菌丝体干质量浓度为响应面的多元线性回归模型! 并且对模型系数和概率进行统计分析!

结果见表
'

" 响应面图及等高线见图
!

" 从等高线图可以直观的反映出两变量相互作用的显著程度! 圆

形表示
!

因素交互作用不显著! 而椭圆形与之相反" 图
!

中等高线呈近似圆形! 表明两因素的交互作用

不显著" 中心组合试验的失拟性分析结果见图
)

" 从图
)

中可以看出试验数据的拟合度较好! 试验数据

图
4

不同发酵培养基中菌丝体干质量浓度

C6*DEF # 0EG HF6*I8 JK LGMFN6DL 67 @6KKFEF78 LF@6D7O

表
5

各因素的主效应

P9:NF % PIF L967 FKKFM8O JK K9M8JEO

自变量 系数
$ !

常量
!%()"" 4!!(>" "("""

葡萄糖
!($4" 4"($4 "("""

酵母浸膏粉
!"($)' !4('" "("''

硝酸钾
"()4! 4(), "(!4'

硫酸镁
!"()?$ !4(%% "(4$4

磷酸二氢钾
"('"> )('! "(""%

硫酸亚铁
!"(44% !"(," "(%)!

表
'

不同
678

对菌株
$%"&

菌丝体干质量浓度的影响

P9:NF $ QKKFM8O JK @6KKFEF78 -./ J7 LGMFN6DL @EG HF6*I8 JK O8E967 01"4

因素 均方
%

值
!＞%

葡萄糖
4"(>>) 44(%> "(""% ,

酵母浸膏粉
,()>> ,(?) "("") )

硝酸钾
?(',$ '(>" "("4" !

表
4

不同无机盐对菌丝体干质量浓度的影响

P9:NF , QKKFM8 JK @6KKFEF78 67JE*976M O9N8O J7 LGMFN6DL @EG HF6*I

因素 均方
%

值
!＞%

硫酸镁
4!(,%? ),(%$ "("!> )

磷酸二氢钾
!%()$? >$(>! "("4) !

硫酸亚铁
44("4) )4(!) "(")4 "

$%?
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的可信度高! 由表
#

拟合的全变量编码水平的二次回归方程"

!

为菌丝体干质量浓度#$

!!!$%&'"&%''""&%()#"&%&#"$#"%*$%

$

$)%**$

$

!

其中$

"

代表葡萄糖%

$

代表磷酸二氢钾%

"$

代表葡萄糖与磷酸二氢钾的交互作用项!

表
!

最陡爬坡试验设计及结果

+,-./ ' 012/345/67,. 8/94:69 ,68 3/9;.79 <= 7>/ 97//2/97 ,??/67 /12/345/67

组合
规范变量 自然变量

@

"

:

&

A

$)

# 菌丝体干质量

浓度
B

"

:

&

A

$)

#葡萄糖 磷酸二氢钾 葡萄糖 磷酸二氢钾

) &%!C (%&& &%$&

原点
$! $) $&%!C (%&& )%!& $*%!*

原点
& & )&%&& )%(& $D%*(

原点
%! ) &%!C )(%&& )%'& !$%&&

原点
"$! $ &%'D $&%&& )%#& !&%D(

原点
"!! ! )%)* $(%&& $%)& $'%D'

原点
"*! * )%($ !&%&& $%!& $*%!$

原点
"(! ( )%#& !(%&& $%(& $$%!$

模型的可靠性可由方差分析及决定系数来检验'

&!&%&&) *

"

&＜&%&)

#说明模型是极显著的! 决定系数

'

$

"

,8E

#

!#'%**

' 这表明
#'%**F

的试验数据可用此模型解释' 因此' 回归方程拟合程度良好! 由方程可

知$ 由于二次项系数均为负值' 方程代表的抛物面开口向下' 因而该方程有极大值点! 对方程利用
GHG

#I&

进行分析' 得到模型的极值点"

%!&J$''

%

$!&%)CD

#' 即葡萄糖为
)D%*& :

&

A

$)

' 磷酸二氢钾为
)%C& :

&

A

$)

时' 菌丝体干质量浓度达到最高' 预测值达到
!$%$$ :

&

A

$)

' 实测值"

!$%)) :

&

A

$)

#与预测值基本相符!

表
"

中心组合试验设计的因素及其编码值

+,-./ C K,?7<39 ,68 ?<8/8 L,.;/9 <= ?/673,. ?<52<947/ 8/94:6

因素
水平

B

"

:

&

A

$)

#

M"J*"* M" & " M"J*"*

葡萄糖
'J#& "&J&& "(J&& N&%&& NN%)&

磷酸二氢钾
)%&& )%N& )%'& N%N& N%*&

来源 平方和 自由度 均方
(

值
&＞(

模型
!(%))* ( '%&N! )&#%'#! ＜&%&&& )

%&% *%''# ) *%''# '*%')( ＜&%&&& )

#&# N%&C( ) N%&C( !N%(#C &%&&& '

%# &%&!( ) &%&!( &%(*) &%*CD &

%

N

)*%#C# ) )*%#C# N!*%!!) ＜&%&&& )

#

N

)(%!#' ) )(%!#' N*&%')& ＜&%&&& )

残差
&%**C ' &%&D*

失拟值
&%*!C ! &%)*D (C%CN) &%&&& #

系统误差
&%&)& * &%&&!

总误差
!(%D'' )!

表
#

中心组合试验回归方程方差分析表

+,-./ # HOPQH =<3 7>/ 3/:3/994<6 /R;,74<6 <= ?/673,. ?<52<9474<6 8/94:6

说明$

%

代表葡萄糖'

#

代表磷酸二氢钾'

%#

代表葡萄糖与磷酸二氢钾的交互作用项!

!

讨论
通常优化培养基的方法主要包括单次单因子法和正交试验设计法! 单次单因子试验是讨论一种因素

的影响' 由于考察因素间经常存在交互作用' 所以该方法并非总能获得最佳的优化条件(

NN

)

% 而正交试验

不能给出整个区域上因素和响应值之间的一个明确的函数表达式即回归方程' 从而无法找到整个区域上

因素的最佳组合和响应值的最佳组合! 因此' 国内外不少学者(

N!$N*

)通过响应面分析法在培养基优化方面

叶晶晶等$ 蛹虫草液体发酵培养基的优化 *D#
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图
'

中心组合试验失拟性分析图

()*+,- ' ./,012 32/4 /5 ,-6)7+126

取得了良好效果!

通过响应面分析法建立各因素与响应值之间的

数学模型" 可以较直观看出不同因素之间的交互

作用" 进行有针对性的调整" 减少试验次数" 提

高效率" 在生产实际中有广泛的应用价值! 在本

研究中" 通过响应面分析法建立了葡萄糖和磷酸

二氢钾等
!

个影响显著的因素和响应值菌丝体生

物量之间的数学模型" 并通过直观的等高线图证

实
!

个影响显著因素的交互作用不显著! 通过试

验验证" 在响应面优化后所获得实际值与预测的

最大响应值间拟合程度良好" 模型的回归效果显

著" 能很好地预测蛹虫草菌丝的生长状况" 表明

中心组合设计和响应面分析法在培养基优化方面

的应用具有实际指导作用! 优化得到蛹虫草液体培养的最佳培养基配方为# 葡萄糖
8%9$& *

$

:

!#

" 酵母浸

膏粉
;9&& *

$

:

!#

" 硝酸钾
#9&& *

$

:

!#

" 硫酸镁
&9!& *

$

:

!#

" 磷酸二氢钾
#9<& *

$

:

!#

" 硫酸亚铁
&9 &! *

$

:

!#

% 在

此条件下" 通过验证菌丝体生物量达到
'!9!! *

&

:

!#

" 比单因素优化提高了
#9&#

倍" 较基础培养基提高了

$9#!

倍' 而蔡友华等(

!;

)

* 周广麒等 (

!%

)及李臖等 (

!=

)对虫草液体发酵培养基优化得到的菌丝体生物量均低

于此值%

在所试验的
%

种碳源中" 葡萄糖最有利于虫草菌的生长' 这与蔡友华等(

!;

)和刘苗苗等(

!<

)的研究一

致" 而周广麒等 (

!%

)筛选出的蛹虫草的最佳碳源是蔗糖" 这可能与蛹虫草菌株的性状不同有关系' 在所

选的氮源中" 酵母浸膏粉和硝酸钾能很好地促进菌丝体的生长" 碳氮源是微生物生长所必须的营养物

质" 碳氮源的种类不仅影响微生物的生长" 还会影响多糖等代谢产物的合成% 液体培养的周期比固体培

养时间大大缩短" 而生物量达到
'&9&& *

$

:

!#以上" 且发酵产生的菌丝体呈白色" 味清香" 可以加入到面

食糕点中" 提高营养价值%

利用最陡爬坡试验及响应面分析法" 对解决优化发酵工艺" 获得高产量的蛹虫草菌丝体的问题" 具

有十分重要的意义和广泛的应用前景" 同时这种工艺可在其他微生物发酵过程中得到广泛应用%
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