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蛹虫草富铁液体深层发酵条件的优化
李慧英

（南通理工学院，江苏南通 226002）

摘 要：蛹虫草和铁元素被证明对人体有着重要的生理作用。通过设计单因素和多因素正交试验，探讨蛹虫草富铁液
体深层发酵条件的优化。试验证实，蛹虫草富铁液体深层发酵的最佳培养基配方为：大豆粉 35 g/L、蔗糖 30 g/L、KH2PO4

1.5 g/L、MgSO4 1.5 g/L、硫胺素 5×10-5 g/L、FeSO4·7H2O 0.3 g/L。最佳培养条件为：pH6，温度 26℃，发酵 3 d，接种量 5 %，装
液量 100 mL/250 mL三角瓶。在此发酵条件下，测得富铁蛹虫草生物量为 18.93 g/L，富集铁为 16.01 mg/g。
关键词：蛹虫草；富铁；液体深层发酵；优化

The Optimization of Submerged Fermentation Condition of Iron-riched Cordyceps militaris
LI Hui-ying

（Nantong Polytechnic College， Nantong 226002， Jiangsu， China）
Ａｂｓｔｒａｃｔ： As Cordyceps militaris and iron element have been proved to have important physiological functions
to human body. Through designing the single factor and multi-factor orthogonal experiments to explore the opti－
mization of submerged fermentation condition of iron-riched Cordyceps militaris. The best culture medium for－
mula of submerged fermentation had been determined by experiments as follows ： soybean meal 35 g/L， sugar
30 g/L， KH2PO4 1.5 g/L， MgSO4 1.5 g/L， thiamine 5×10-5 g/L， FeSO4·7H2O 0.3 g/L. The best culture condition
had been achieved as follows： pH6， temperature 26 ℃， fermentation 3 days， inoculation quantity 5 %， fluid
volume 100 mL/250 mL of triangle flask. Under the optimal conditions of the submerged fermentation， it was
measured that the biomass of iron-riched Cordyceps militaris was 18.93 g/L， and the enrichment of iron was
16.01 mg/g.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Cordyceps militaris； iron-riched； submerged fermentation； optimization
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近年，冬虫夏草价格高涨，市场资源更加紧缺。 由
于其规模化人工培养还未实现，所以寻找冬虫夏草的
替代品成为一种弥补途径。 很多研究显示[1-2]，蛹虫草

中含有核苷类化合物（虫草素、腺苷、鸟苷、尿苷、肌苷
等）、虫草多糖、虫草酸（D-甘露醇）、氨基酸、SOD 酶等
多种生物活性物质，在抗炎、抗癌、抗菌、增强免疫等方
面与冬虫夏草具有相仿的功效。 目前，我国市场上已
有 200多家企业在开发和生产蛹虫草， 且不良反应报
道不多[3]，所以可用蛹虫草替代冬虫夏草。 对蛹虫草的

的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的的
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研究文献较多，但蛹虫草富铁的培养还鲜见报道。 铁
作为人体最重要的微量元素之一， 在体内含量最高。
一个成人每天需吸收 1 mg 以上的铁才可以满足生理
需求[4]。 本研究通过试验，优化蛹虫草富铁液体深层发
酵的营养及培养条件，为其放大培养提供借鉴。

1 材料
1.1 菌种

蛹虫草菌种来自中国科学院北京微生物研究所
菌种保藏中心。
1.2 培养基
1.2.1 斜面培养基

PDA 培养基（g/L）：土豆 200 g 煮沸 15 min 八层纱
布过滤，葡萄糖 20，硫胺素 5×10-5，MgSO4 1.5，KH2PO4

1.5，琼脂粉 20，调整初始 pH6。 121℃下灭菌 20 min。
1.2.2 种子培养基

PDA 优化培养基（g/L）：土豆 200 g 煮沸 15 min 八
层纱布过滤， 葡萄糖 20， 蛋白胨 20， 硫胺素 5×10-5，
KH2PO4 1.5，MgSO4 1.5，FeSO4·7H2O 0.3，调整初始pH6。
121℃下灭菌 20 min。
1.2.3 摇瓶发酵培养基

同 1.2.2种子培养基。

2 方法
2.1 蛹虫草培养

母种斜面培养： 接种环划线接种 PDA 斜面，26 ℃
培养 5 d~7 d。

液体种子培养： 接种环划线接种 PDA 平板，26 ℃
培养 5 d~7 d。 切取平板菌两小块（约 8 mm2）于装液量
100 mL/250 mL 三角瓶中，26 ℃、150 r/min 摇床培养
48 h至菌液清亮（出现稠密且大小均匀的菌丝球）。

发酵培养：接种量 5 %，在装液量 100 mL/250 mL
三角瓶中，26℃、150 r/min下，培养 3 d。
2.2 富铁蛹虫草菌丝生物量的测定及菌丝体粉的
制备

据前期蛹虫草耐铁试验结果，在发酵培养基中添
加 0.3 g/L FeSO4·7H2O进行蛹虫草液体深层发酵。发酵
液离心 5 min（转速 10 000 r/min），倾去上清液，将菌丝
球捣碎至泥状，加去离子水 10 mL，再离心 5 min（转速
10 000 r/min），如此反复 3次。 将收集的菌丝置于干燥
箱中烘干至恒重，称干重即为生物量。 粉碎菌丝过 60
目筛，得到的菌丝体粉用于其他有效成分测定。
2.3 菌丝铁含量测定

用邻二氮菲比色法测定[5]。

2.4 单因素试验
2.4.1 碳源种类及浓度对蛹虫草生物量和富集铁的
影响

在蛹虫草发酵培养基中， 分别添加 20 g/L的葡萄
糖、果糖、乳糖、糊精、蔗糖、麦芽糖、可溶性淀粉替代基
础培养基的碳源，发酵培养 3 d，测定菌丝体的生物量
和富集铁，确定出最优碳源。 设置最优碳源浓度分别
为 10、20、30、40、50 g/L进行试验，确定最佳浓度。
2.4.2 氮源种类及浓度对蛹虫草生物量和富集铁的
影响

菌种液体深层发酵时添加的氮源分无机氮和有
机氮，大多数菌种在无机氮中长势没有有机氮好 [5-7]。
蛹虫草培养基中添加最优碳源， 分别添加大豆粉、蚕
蛹粉、蛋白胨、酵母浸膏、玉米浆 5 种有机氮源，于
26 ℃， 转速 150 r/min 下发酵培养 3 d， 测定菌丝体的
生物量和富集铁，确定最优氮源。 调整培养基中最优
氮源浓度为 10、20、30、40、50 g/L进行试验， 确定最佳
浓度。
2.4.3 发酵温度对蛹虫草生物量和富集铁的影响

培养基中添加最优碳源、氮源，蛹虫草培养的初
始温度分别调整为 22、24、26、28、30 ℃， 在 150 r/min
转速下发酵 3 d，测定蛹虫草的生物量和富集铁，确定
最佳培养温度。
2.4.4 接种量对蛹虫草生物量和富集铁的影响

培养基中添加最优碳源、氮源，调整最佳培养温
度，分别在培养基中接入 l %、3 %、5 %、7 %、10 %的接
种量，150 r/min 转速下发酵 3 d，测定不同接种量下富
铁蛹虫草的生物量和富集铁，确定富铁蛹虫草的最佳
接种量。
2.4.5 装液量对蛹虫草生物量和富集铁的影响

在最优碳源、氮源、温度及接种量条件下，分别装
入 250 mL 三角瓶的 60、80、100、120、140 mL 容量的发
酵液，150 r/min 转速下发酵 3 d，测定不同装液量下富
铁蛹虫草菌丝体的生物量和富集铁，确定出富铁蛹虫
草培养的最佳装液量。
2.4.6 培养基 pH值对蛹虫草生物量和富集铁的影响

在最优碳源、氮源、温度、接种量及装液量条件下，
分别调整培养基的初始 pH 值为 4.0、5.0、6.0、7.0、
8.0，150 r/min转速下发酵 3 d， 测定不同初始 pH 值培
养基的蛹虫草的生物量和富集铁，确定出富铁蛹虫草
培养基的最佳初始 pH值。
2.5 多因素正交试验

根据单因素试验结果进一步设计正交试验以优
化蛹虫草的培养。
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3 结果与分析
3.1 碳源的影响

分别添加 20 g/L 的不同碳源培养富铁蛹虫草，测
定其菌丝生物量和富集铁结果见图 1和图 2。

如图 1和图 2所示， 不同碳源对蛹虫草富集铁的
影响不大，但对其生物量影响较大。 以生物量为考察
指标时，添加不同碳源富铁蛹虫草的生物量大小依次
为：蔗糖＞糊精＞可溶性淀粉＞葡萄糖＞乳糖＞果糖。 以富
集铁为考察指标时，添加不同碳源富铁蛹虫草的富集
铁大小依次为： 蔗糖＞糊精＞葡萄糖＞乳糖＞可溶性淀
粉＞果糖。

从菌丝球长势看， 蔗糖作为碳源菌丝球最大，菌
丝球密度高，发酵液也比较清澈。 而可溶性淀粉和糊
精做为碳源时，发酵液较黏稠，有较多碳源沉淀，影响
了虫草生物量的测定。 综上所述，选蔗糖作为最优
碳源。

富铁蛹虫草培养基中分别设置蔗糖浓度为 10、
20、30、40、50 g/L 进行试验，测定富铁蛹虫草的生物量
和富集铁结果如图 3和图 4。

由图 3所知，以生物量为考察指标时，添加不同浓

度蔗糖富铁蛹虫草的生物量依次为：30 g/L＞40 g/L＞
50 g/L＞20 g/L＞10 g/L。 由图 4所知，以富集铁为考察指
标时， 添加不同浓度蔗糖富铁蛹虫草的富集铁依次
为：30 g/L＞40 g/L＞20 g/L＞50 g/L＞10 g/L。 由图判断，蔗
糖浓度的变化对蛹虫草富集铁的影响不明显，对生物
量的影响相对明显。 综合考虑，选择蛹虫草富铁过程
中蔗糖浓度添加 30 g/L最佳。
3.2 氮源的影响

富铁蛹虫草培养基中添加 30 g/L不同种类的有机
氮源，测得生物量和富集铁如图 5和图 6所示。
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图 1 不同碳源对生物量的影响

Fig.1 Effect of different carbon sources on the biomass

***表示 p≤0.001。

图 2 不同碳源对富集铁的影响

Fig.2 Effect of different carbon sources on the enrichment of iron

*表示 p≤0.05。
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图 3 不同碳源浓度对生物量的影响

Fig.3 Effect of different concentrations of carbon sources on the

biomass

*表示 p≤0.05。

图 4 不同碳源浓度对富集铁的影响

Fig.4 Effect of different concentrations of carbon sources on the

enrichment of iron

*表示 p≤0.05。
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图 5 不同氮源对生物量的影响

Fig.5 Effect of different nitrogen sources on the biomass
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从试验结果可知，不同的氮源对发酵蛹虫草的生
物量影响比较大，但对蛹虫草富集铁元素的影响相对
较小。 从图 5来看，不同氮源对生物量的影响依次为：
大豆粉＞玉米浆＞蚕蛹粉＞蛋白胨＞酵母浸膏。 从图 6来
看， 不同氮源对富集铁的影响依次为： 大豆粉＞蚕蛹
粉＞蛋白胨＞酵母浸膏＞玉米浆。

观察蛹虫草的长势， 大豆粉为氮源时长势最好，
玉米浆为氮源时长势最差。 以玉米浆为氮源生物量较
高，因为发酵液较黏稠不能与菌丝球很好的分离造成
的。 综合考虑，判定以大豆粉为氮源最优。

为了考察大豆粉浓度变化对富铁蛹虫草的生物
量、富集铁和生长的影响，本试验在发酵培养基中分
别添加浓度为 10、20、30、40、50 g/L的大豆粉， 测定富
铁蛹虫草的生物量和富集铁，结果如图 7和 8所示。

由图 7所示，大豆粉浓度为 30 g/L时，蛹虫草的生
物量最大。 图 8所示，大豆粉浓度为 40 g/L时，蛹虫草
富铁量最高。 大豆粉浓度为 30 g/L或 40 g/L，蛹虫草的
富集铁相差不大，所以选择培养基中大豆粉的最佳浓
度为 30 g/L。

3.3 温度的影响
发酵液初始温度不同，富铁蛹虫草的生物量和富

集铁变化不大，结果如图 9和图 10。

如图 9 和 10 所示，发酵温度改变时，温度从 22 ℃
升高到 26℃时，蛹虫草菌丝的生物量和富集铁都趋缓
升高，继续升高温度，蛹虫草菌丝生物量和富集铁值
都逐渐下降，26 ℃时菌丝生物量和富集铁都达到最
大。 其中 24℃时，平行试验中有一组数据生物量和富
集铁都相对其他两组数据偏小，分析可能是菌种污染
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图 6 不同氮源对富集铁的影响

Fig.6 Effect of different nitrogen sources on the enrichment of iron

**表示 p≤0.01。
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图 7 不同氮源浓度对生物量的影响

Fig.7 Effect of different concentrations of nitrogen sources on the

biomass

***表示 p≤0.001。
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图 8 不同氮源浓度对富集铁的影响

Fig.8 Effect of different concentrations of nitrogen sources on the
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图 9 不同温度对生物量的影响

Fig.9 Effect of different temperature on the biomass

**表示 p≤0.01。

图 10 不同温度对富集铁的影响

Fig.10 Effect of different temperature on the enrichment of iron

*表示 p≤0.05。
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影响了蛹虫草的生长。因此，富铁蛹虫草培养确定 26℃
为最适温度。
3.4 接种量的影响

图 11 和图 12 为分别以 l %、3 %、5 %、7 %、10 %
的接种量培养富铁蛹虫草时的生物量和富集铁的变
化图。

由图 11 和图 12 可知，接种量达到 5 %时，富铁蛹
虫草的富集铁和生物量都达到最大值，而随着接种量
的降低或升高，生物量和富集铁都会不同程度的降低。
所以，蛹虫草富铁培养时选择 5 %的接种量最适合。
3.5 装液量的影响

在 250 mL 三角瓶中分别装入 60、80、100、120、
140mL的培养液培养富铁蛹虫草，结果如图 13和图14。

由图 13和图 14可知， 装液量的多少也会影响蛹
虫草生物量和富集铁，装液量 100 mL/250 mL 时，生物
量和富集铁达到最大值， 所以选择 100 mL/250 mL 的
装液量最适。
3.6 初始 pH值的影响

将蛹虫草的培养基初始 pH 值分别调整为 4、5、6、
7、8 时，结果蛹虫草培养的生物量和富集铁如图 15 和
图 16。
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图 11 接种量对生物量的影响

Fig.11 Effect of inoculum on the biomass

**表示 p≤0.01。

***表示 p≤0.001。
图 12 接种量对富集铁的影响

Fig.12 Effect of inoculum on the enrichment of iron
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图 13 装液量对生物量的影响

Fig.13 Effect of liquid volume on the biomass

图 14 装液量对富集铁的影响

Fig.14 Effect of liquid capacity on the enrichment of iron

**表示 p≤0.01；***表示 p≤0.001。

图 15 pH值对生物量的影响

Fig.15 Effect of pH on the biomass

*表示 p≤0.05；***表示 p≤0.001。

***表示 p≤0.001。
图 16 pH值对富集铁的影响

Fig.16 Effect of pH on the enrichment of iron

李慧英：蛹虫草富铁液体深层发酵条件的优化生物工程
157



蛹虫草富铁培养的生物量和富集铁的极差计算
结果见表 2，比较各 R 值大小，可见 RA>RB>RD>RC，所
以因素对试验指标影响的主→次顺序是 ABDC。 即大
豆粉影响最大，其次是蔗糖，再次是装液量，而接种量
的影响较小。 大豆粉、蔗糖、装液量是富铁蛹虫草培养
中生物量和富集铁的主要影响因素，而接种量是次要
因素。

见因素水平趋势图 17 和图 18， 以生物量为考察
指标，较优水平组合为 A3B2C2D2。 以富集铁作为考查指
标，较优水平组合为 A3B3C2D2。 正交试验的主要指标是
生物量，次要指标是富集铁，两指标都是越大越好。 对
照表 2， 最优组合 A3B2C2D2 在已做过的试验中未有出
现，与它比较接近的是第 8号和 9号试验。

表 3和表 4为生物量和富集铁的方差分析结果。

由图 15 和图 16 可知，当初始 pH 值在 4~6 时，蛹
虫草的菌丝体干重和富集铁含量随着初始 pH 的升高
而增大；当初始 pH值达到 6时，蛹虫草的菌丝体干重
和富集铁量均达到最大；当初始 pH值在 6~8时，蛹虫
草的菌丝体干重和富集铁量随着初始 pH 值的升高而
减小。 因此确定 pH6为最适 pH值。
3.7 多因素正交试验

蛹虫草富铁的单因素试验结果显示， 大豆粉、蔗
糖、接种量、装液量这 4个影响因素对富铁蛹虫草的生
物量和富集铁影响较显著。 为了进一步考察 4个因素
不同水平对蛹虫草富铁发酵的影响，确定出最佳培养
基组合，本试验采用每个因素设置 3个水平，其因素水

平如表 1，设计正交表 L9（34）安排正交试验。
L9（34）正交试验及其结果如表 2，生物量为考察指

标的各因素水平趋势图如图 17所示，富集铁为考察指
标的各因素水平趋势图如图 18所示。

水平
因素

A大豆粉/
（g/L）

B 蔗糖/
（g/L）

C 接种量/%
D装液量/

mL

1 25 20 4 90

2 30 30 5 100

3 35 40 6 110

表 1 正交试验因素水平表 L9（34）

Table 1 The L9（34） table of factors and levels of orthogonal

experiments

试验号
因素 生物量/（g/L） 富集铁/（mg/g）

A B C D Ⅰ Ⅱ Ⅲ 均 Ⅰ Ⅱ Ⅲ 均
1 1 1 1 1 3.56 3.78 4.17 3.84 11.25 13.38 12.98 11.87
2 1 2 2 2 6.38 6.07 5.87 6.11 13.31 13.18 13.35 13.28
3 1 3 3 3 5.11 5.29 5.42 5.27 12.03 12.98 13.04 13.02
4 2 1 2 3 12.06 13.08 13.10 12.75 13.59 13.85 13.61 13.68
5 2 2 3 1 15.08 14.86 14.83 14.92 13.76 13.86 14.13 13.92
6 2 3 1 2 14.28 14.66 14.91 14.62 14.98 15.17 15.07 15.07
7 3 1 3 2 15.20 15.08 15.34 15.21 15.19 15.21 15.25 15.22
8 3 2 1 3 16.75 16.69 16.96 16.80 15.57 15.81 15.64 15.67
9 3 3 2 1 16.80 16.29 16.69 16.59 16.02 15.73 15.97 15.91

生物量 K1 45.64 95.38 105.76 106.05
K2 126.86 113.48 106.34 107.79
K3 145.81 109.45 106.21 104.46
κ1 5.07 10.60 11.75 11.78
κ2 14.10 12.61 11.82 11.98
κ3 16.20 12.16 11.80 11.61

极差 11.13 2.01 0.06 0.37
主次顺序 A>B>D>C
较优水平 A3 B2 C2 D2

富集铁 K1 114.50 122.30 127.84 125.07
K2 128.02 128.61 128.60 130.71
K3 140.38 131.98 126.44 127.11
κ1 12.92 13.59 14.20 13.90
κ2 14.22 14.29 14.29 14.52
κ3 15.60 14.66 14.05 14.12

极差 2.88 1.08 0.08 0.40
主次顺序 A>B>D>C
优水平 A3 B3 C2 D2

表 2 L9（34）正交试验及其结果表

Table 2 The L9（34） table of orthogonal experiments and its results
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生物量和富集铁影响不大。 所以也不能通过方差分析
结果判断第 8 号试验和第 9 号试验哪个是最优方案。
为了进一步验证分析结果，重新安排最优方案 A3B2C2D2

的蛹虫草富铁培养试验，测的其生物量为 18.93 g/L，富
集铁为 16.01 mg/g，高于正交试验的全部结果。 得出，
蛹虫草富铁培养的最佳组合为：大豆粉 35 g/L，蔗糖
30 g/L，接种量为 5 %，装液量为 100 mL/250 mL。

4 结论
通过设计单因素、多因素试验，研究了蛹虫草富

铁液体摇瓶发酵过程中各营养条件和培养条件对蛹
虫草生物量和富集铁的影响，确定蛹虫草富铁的最佳
营养条件为：大豆粉 35 g/L，蔗糖 30 g/L，KH2PO4 1.5 g/L，
MgSO4 1.5 g/L，硫胺素 5×10-5 g/L， FeSO4·7H2O 0.3 g/L。
最佳培养条件为：pH 6，培养温度 26 ℃，培养时间 3 d，
接种量 5 %，装液量每 100 mL/250 mL三角瓶。 在此条
件下，进行蛹虫草富铁的摇瓶发酵试验，测得富铁蛹

虫草的生物量为 18.93 g/L，富集铁为 16.01 mg/g，高于
其他营养和培养条件下发酵的生物量和富集铁。 为蛹
虫草富铁大规模培养提供一定的借鉴。
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可以看出，大豆粉、蔗糖、装液量对于蛹虫草富铁
培养的生物量和富集铁都有显著的影响，大小依次为
大豆粉>蔗糖>装液量，而接种量对蛹虫草富铁培养的

表 3 生物量方差分析表

Table 3 The variance analysising table of biomass

表 4 富集铁方差分析表

Table 4 The variance analysising table of the enrichment of iron

注：表中 *表示显著；**表示高度显著。

方差来源 离差平方和 自由度 平均离差平方和 F值 F临界值 显著性 优方案

A
B
C
D

误差

629.030
20.107
0.021
0.616
1.540

2
2
2
2
18

314.515
10.054
0.011
0.308

3685.723
117.814
0.123
3.609

F0.05（2，18）=3.550
F0.01（2，18）=6.010

**
**
无
*

A3

B2

C2

D2

总和 651.314 26
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图 17 生物量为考察指标的因素水平趋势图

Fig.17 The level factor trend by biomass as index
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图 18 富集铁为考察指标的因素水平趋势图

Fig.18 The level factor trend by the enrichment of iron as index

方差来源 离差平方和 自由度 平均离差平方和 F值 F临界值 显著性 优方案

A
B
C
D

误差

37.292
5.354
0.269
1.805
2.090

2
2
2
2
18

18.646
2.677
0.135
0.903

160.818
23.089
1.160
7.793

F0.05（2，18）=3.550
F0.01（2，18）=6.010

**
*
无
*

A3

B3

C2

D2

总和 46.810 26

注：表中 *表示显著；**表示高度显著。
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