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两段培养冬虫夏草菌丝体中腺苷积累动态研究 

沈伟 。胡玲玲 ，李赫字 。胡高升 

(1．山东中医药高等专科学校，山东 烟台264199；2．即墨市第一人民医院，山东 即墨266219；3．天津市 

益倍建生物技术有限公司，天津 300457；4．沈阳药科大学 中药学院，辽宁沈阳 110016) 

摘 要：对冬虫夏草进行了两阶段培养，运用RP-HPLC法对菌丝体进行了腺苷和虫草素含量测定，重点考察起始静 

置培养时间对茵丝体中腺苷积累的影响，此外还比较了市售冬虫夏草药材和人工栽培北虫草子实体中腺苷和虫草素 

的含量。结果表明，当静置培养起始时间为第3天时，培养6 d得到的茵丝体中腺苷含量为全程振荡培养组的 1．5 

倍，起始静置培养时间越长，茵丝体中腺苷含量越低。培养茵丝体中腺苷含量为市售冬虫夏草药材的7倍左右，但两 

者的虫草素含量均显著低于人工栽培的北虫草子实体。 
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Studies on Adenosine Accumulation in Two-Stage Cultured Cordyceps sinens~ Mycelium 

SHEN Wei ，HU Ling-lingz，LI He-yu’，HU Gao-sheng4，’ 

(1．Shandong College ofTraditional Chinese Medicine，Yantai 264199，Shandong，China；2．The First 

Peoples"s Hospital ofJimo City，Jimo 266219，Shandong，China；3．Tianjin Ubasichealth Nutrition Co．，Ltd．， 

Tianjin 300457，China；4．School of Traditional Chinese Material Medica，Shenyang Pharmaceutical 

University，Shenyang 1 10016，Liaoning，China) 

Abstract：Two-stage culture process was applied in mycelium of Cordyceps sinensis．The contents of adenosine 

and cordycepin was determined using RP-HPLC method to investigate the effects of initiation static culture time 

on the accumulation of biomass and adenosine．The contents of two compounds in cultured mycelium and 

medicinal material of e sinensis and a~ificial cultured C militaris fruiting body was also determined and 

compared．Our results demonstrated that，when static culture was conducted on third day of culture and for 

6 days，the content of adenosine was 1．5 times of samples obtained in shaking condition．When the static 

initiation time was 5 and 7 day after culture．the content of adenosine was both lower than that in 3 day． 

Besides，content of adenosine in static cultured mycelium is about 7 times of that in medicinal material of 

C．sinensis．artificial cultured C militaris fruiting body contains much lower adenosine but higher cordycepin 

than c．sinensis mycelium and medicinal materia1． 

Key words：Cordyceps sinensis；two-stage culture；adenosine；Cordyceps militaris；content determ ination 

冬虫夏草是麦角菌科(Clavicepitaceae)真菌冬虫 

夏草菌[Cordyceps sinensis(Berk．Sacc．1寄生在蝙蝠蛾 

科昆虫蝙蝠蛾(Hepialus armoricnus Oberthur)幼虫上的 

子座和幼虫尸体的复合体【lJ，中国传统医学认为冬虫 

夏草性味甘、平，入肺、肾经，功能益肺肾，止咳嗽，补虚 

损、益精气，主要用于治疗久咳虚喘、劳嗽痰血、阳痿遗 
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精、腰膝酸痛等症[21。现代药理学研究表明它还有抑 

菌、抗癌、抗病毒、抗辐射、镇静、降血压等作用翻。 

冬虫夏草因其具备广泛的药理活性，从古至今就 

已广泛用做民间的滋补品，但因其生长环境严格和寄 

生条件特殊，加上人为采挖过渡，天然资源稀少，价格 

昂贵。近年来关于冬虫夏草的研究主要集中于无性形 

的确定、人工栽培、液体深层发酵培养、化学成分以及 

药理作用的研究。经大量研究表明人工发酵培养得到 

的菌丝体，经毒理、药效和植化等研究，证明与天然虫 

草化学组成、药理作用基本一致，且一些成分的含量 
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高于天然冬虫夏草 ，因此长期以来人们一直致力于 

深层发酵培养虫草菌丝体作为替代品[91。腺苷和虫草 

素是冬虫夏草的主要活性物质。腺苷(c，0H 3N 0 )，具 

有改善心脑血液循环【姗、防止心律失常、抑制神经递质 

释放和调节腺苷酸环化酶活性[111等药理作用，目前已 

作为冬虫夏草的质控指标[21。虫草素即3 一脱氧腺苷，具 

有免疫调节、抗菌、抗病毒、抗癌以及抗衰老等作用[12t。 

目前冬虫夏草的发酵培养形式主要为液体培养， 

而最近的研究表明，两阶段培养法(振荡培养+静置培 

养)被证明在多种药用真菌的培养中能显著提高有效 

成分的积累【13】，目前冬虫夏草的该方面研究较落后，仅 

见有对两阶段培养法中多糖积累的影Ⅱ向【 41，而未见该 

培养方法对腺苷和虫草素积累的影响，基于上述研究 

现状，本文在本课题组前期研究基础上【 ，对两阶段培 

养法中较重要的影 响因素——静 置培养起始时 

间——进行了优化，并对得到的冬虫夏草菌丝体进行 

了腺苷和虫草素的含量测定，同时与市售冬虫夏草药 

材、北虫草人工栽培品中两种成分的含量进行了比较。 

l 材料和方法 

1．1 菌株 

冬虫夏草(Cordyceps sinensis．)由沈阳药科大学中 

药学院中药生物技术研究室保藏，保藏形式为冻干 

管，I}缶用时接种至斜面种子培养基上进行活化培养。 

1．2 材料鉴定 

所用冬虫夏草药材和北虫草子实体均购自药店， 

经沈阳药科大学中药学院贾凌云副教授鉴定为冬虫 

夏草 (Cordyceps sinensis)药材和北虫草(Cordyceps 

militaris)干燥子实体。 

1．3 培养基 

1．3．1 斜面种子培养基 

固体 PDA培养基：马铃薯 25％，蔗糖 2％，琼脂 

1．8％。 

1．3．2 发酵培养基 

土豆 200 g／L+蔗糖 20 geL+MgSO4 1．0 g／L+ 

KH2PO 2．0 s／L+酵母提取物 2．0 geL+蛋白胨 3．0 s／L+ 

VB
．

0．01 s／L+VB 0．01g／L。 

1．4 发酵培养方法 

1．4．1 种子液的发酵培养 

在无菌条件下，用接种环在斜面培养基上刮取 

2 cm2的菌种，转入至 150mL三角烧瓶中，培养基装量： 

50 mL，培养温度：(25~1)oc；光照强度：58．4 mo1．nl · 

s ；光照时间：24 h／d；摇床转速：120 r／min，培养时间为 

7 d 

1．4．2 发酵培养与取样方法 

将种子液按体积接种量为5％进行接种至装有 

50 mL培养基的150 mL三角烧瓶，培养条件同1．3．1， 

在振荡培养开始的不同时间取出进行静置培养。静置 

培养环境温度(25~1)℃；光照强度：58．4 p．mol·m ‘； 

光照时间：24 h／d。静置培养的取样时间为振荡培养的 

第 3天，第 5天和第7天，隔一定时间进行取样，取样 

时用 60目不锈钢筛网滤取菌丝体，5O℃烘干至恒重， 

称取重量，用研钵研成细粉，装到离心管中，密封后置 

于干燥器中备用。考察周期为 19 d。取样示意图如图 1 

所示。 

0-5(3) 0-9(，J O-lbL J 
3-5(3) 3-9(3) 3-15(3) 
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7—9(3) 7-15(3) 
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图 1 两阶段培养法样品取样示意图 

Fig．1 Diagrammatic sketch of two--stage cultured mycelium 

sampHng 0fC sinensi~ 

1．5 仪器与试药 

1．5．1 仪器 

高效液相色谱仪 (L一2455 UV—VIS Diode—Array 

Detector，L -2420 Autosampler、L-2200 Pump，Heater 

AT一330，D2000色谱工作站 )(HITACHI)，PLATISIL 

C18色谱柱(4．6 mm~250 mm，5 m)：迪马科技有限公 

司；HDL-超净工作台：北京东联哈尔仪器制造有限公 

司；SPX一80BSH—II型生化培养箱：上海新苗医疗器械 

制造有限公司；LDZM立式压力蒸汽灭菌器：上海申安 

医疗器械厂；KH2200B型超声波清洗器：昆山禾创超 

声仪器有限公司；ZQLY一300F振荡培养箱：上海知楚 

仪器；TGL一18R冷冻高速离心机：珠海黑马医学仪器 

有限公司。 

1．5．2 试药 

高效液相分析中所用色谱纯乙腈，甲醇均购自百 

灵威科技有限公司，液相用水为娃哈哈纯净水；培养 

基配制过程中水为二次蒸馏水，所用无机盐、乙醇、酵 

母粉、琼脂、蛋白胨、维生素等试剂均为分析纯，购自山 

东禹王化学试剂有限公司，土豆为市售；所用腺苷和 

虫草素标准品购自中国生物制品检定院。 

1．6 分析条件 

参照2010年版《中华人民共和国药典》方法，并 

结合本研究室前期研究结果[151，采用反相高效液相色 

谱法测定菌丝体中腺苷和虫草素的含量。 
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检测方法：流动相为乙腈：水 ：甲醇=2：85：2(v： ： 

)；检测波长：260llm；流速：1．0mL／min；柱温：40℃，进 

样量 10 ，含量测定方法为标准曲线法。 

1．7 菌丝体干重及腺苷和虫草素的含量测定方法 

1．7．1 菌丝体干重测定 

将培养物用 60目不锈钢筛网过滤，滤出物用等 

体积蒸馏水洗涤，于50 oI=鼓风干燥箱中烘干至恒重， 

称定即为菌丝体干重。 

1．7．2 腺苷和虫草素标准品溶液的配制 

分别精密称取 3．0 mg腺苷和虫草素对照品，加入 

90％甲醇溶解，量瓶中定容至 25 mL，摇匀，用 90％甲 

醇依次稀释，最终分别得到浓度为0-3、0．9、1．5、3．0、 

6．0、9．0、15．0、30．0 咖 L的腺苷和虫草素系列对照品 

溶液，经0．45 m微孔滤膜过滤即得。 

1．7-3 标准曲线与线性范围考察 

取 1．7．2中得到的腺苷和虫草素标准品，分别进 

行标准曲线的制备，进样量 10 ，每个浓度重复进样 

3次，取平均值进行标准曲线的绘制，将对照品浓度 

(~g／mL)(Y)与峰面积(X)进行线性回归，得腺苷对照 

品标准曲线方程为：Y=0．000 072X+0．000 58(R2=0．999 6)， 

在所测试浓度范围内线性良好；虫草素标准曲线方程 

为：Y-0．000 089X+0．003 1(R2=0．999 8)，在所测试浓度 

范围内线性良好。 

1．7．4 供试品样品溶液配制 

精密称取 20 mg各组菌丝体粉末(8O目)，精密加 

入 1 mL90％甲醇，充分混悬后，称取重量，超声提取 

30min，补足失重，离心(13 000 r／rain，10min，室温)，取 

上清液，经 0．45 微孔滤膜过滤，将滤液进行分析， 

记录腺苷标准品的出峰时间和峰面积，记录样品溶液 

中与标准品保留时间一致的峰面积，利用 1．7-3中得到 

的标准曲线进行含量计算。冬虫夏草药材和北虫草干 

燥子实体均同法烘干，研成粉末(80目)，同法提取。 

1．7．5 精密度考察 

取 3．0 咖 L的腺苷和虫草素标准品溶液进样分 

析 5次，RSD均<3％。 

1．7．6 回收率考察 

平行称取 9份已知含量样品各2O mg，分别加入 

相当于样品中腺苷和虫草素含有量的80％，100％， 

120％对照品溶液，每组 3份，50℃挥干溶剂后，按 

1．7．4项下操作，将测得值减去已知量，再除以加入量， 

计算加样回收率，结果表明，腺苷和虫草素的加样回 

收率均在 95％ 105％范围内。 

1．7．7 重现性考察 

取同一批样品5份，按 1．7．4项下操作，分析后， 
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读取峰面积，求得样品中腺苷和虫草素的含量，计算 

RSD值，结果表明，两者的RSD值均<3％。 

2 结果与讨论 

2．1 静置培养对菌丝体形态的影响 

图2显示的为振荡培养3 d后取出，静置培养6 d 

的菌饼(3—9号样品)。 

图 2 静置培 养冬虫夏草菌饼(3-9号样品 )形态 

Fig．2 Characteristics of static cultured mycelium of C．sinensis 

(Sample number 3-9) 

由图2可见，静置培养对菌丝体外观具有显著影 

响，在振荡培养条件下，菌丝体为直径不超过 0．5 cm 

的菌球，肉眼可见表面触手状菌丝体，但是在静置培 

养中，在第三天，已经可见培养物表面呈现细密的白 

色茸毛，并互相连接在一起，形成一整块具有一定机 

械强度的菌饼，菌饼形态见图2，仅有少量菌丝体仍以 

菌球状态存在。 

2．2 不同培养方式对冬虫夏草菌丝体生物量的影响 

不同培养方式对冬虫夏草菌丝体生物量的影响 

见图 3。 

—  持续振荡培养组 
一13"振荡培养 3 d后取出静置培养组 

咖l 

1 
翘 

图 3 不 同培养方式对西丝体生物■的影响 

Fig．3 Effects ofstarting time ofstatic culture on biomass 

accumulation of cultured C sinensis mycelium 

在振荡培养条件下，菌丝体生物量最高点为培养 

的第 7天，达到 17．5 gDW／L，此生物量产量亦为所有 

培养条件下最高值，可见，振荡培养有利于得到更高 

的生物量。此后至 12 d，生物量缓慢减少，12d以后，生 



．1== 56 沈伟，等：两段培养冬虫夏草茵丝体中腺苷积累动态研究 分膏提取 

物量迅速降低，这与培养基中碳源已经基本消耗完 

毕，菌丝体生长进入衰亡期。在静置培养起始时间不 

同的条件下，生物量均在静置培养的第 3天有一明显 

下降趋势，随后生物量才开始上升。静置培养条件下 

的生物量最高值为第 3天开始静置培养 9 d时达到， 

为 13．9 g／L(以干重计)。此外，由图3可见，随着起始静 

置培养时间的延长，各处理组的最大生物量逐渐减小。 

2．3 不同培养方式对冬虫夏草菌丝体中腺苷含量的 

影响 

不同培养方式对冬虫夏草菌丝体中腺苷含量的 

影响见图 4。 

—  持续振荡培养组 
·  振荡培养 3 d后取出静置培养组 
-．振荡培养 5 d后取出静置培养组 

面 
钿  

垃 

导 

1 
翘 

3 5 7 9 l1 15 l9 

培养时间，d 

图4 不同培养方式处理组腺苷含量随时间变化趋势 

Fig．4 Effects of starting time of static culture on adenosine content 

in cultured C sinensis mycelium 

在振荡培养菌丝体中腺苷的含量最高点在培养 

的第五天，为0．105％，此后逐渐降低，而在静置培养 

条件下，最高值为起始静置培养时间为第 3天的处理 

组，其含量最高点在培养的第 9天，高达 0．14％，高于 

对照组的最高含量 40％左右，此外，在静置培养起始 

时间为第5天的处理组，腺苷含量的最高点相同，最高 

含量为0．132％，此后，两处理组中腺苷含量均呈显著 

下降趋势，起始时间为第7天的菌丝体中，腺苷含量持 

续下降，与全程振荡培养的处理组中趋势类似，几种 

培养条件下，在第 19天，菌丝体中的腺苷含量降到最 

低值。由此可见，合适的起始静置培养时间可显著提 

高冬虫夏草菌丝体中腺苷的积累。 

2．4 不同培养方式对冬虫夏草菌丝体中腺苷产量的 

影响 

为了得到优化的培养条件，合理的收获时间是重 

要考察指标，不同培养方式对冬虫夏草菌丝体中腺苷 

产量的影响见图 5。 

振荡培养条件下，菌丝体中腺苷的最大产量为培 

养的第7天，为 12．5 mg／L，而在两阶段培养条件下，起 

始静置培养为3 d和5 d的处理组中，腺苷产量的最高 

点均在培养的第 9天，分别达到18．5 m L和 16．1 ms／L， 

糨 

_e_持续振荡培养组 
心振荡培养 3 d后取出静置培养组 

3 5 7 9 1l l5 l9 

培养时间，d 

图 5 不同培养方式处理组腺苷产量随时间变化趋势 

Fig．5 Effects ofstarting time ofstatic culture on adenosine yield in 

culturedC sinensls mycelium 

较全程振荡培养组高48％和28．8％。由此可见，静置培 

养的确能显著提高培养体系中目标成分的积累。 

2．5 北虫草栽培品，冬虫夏草药材和菌丝体中腺苷和 

虫草素的含量测定 

在对冬虫夏草菌丝体进行含量测定的过程中，我 

们发现其中虫草素的含量极低，因此 ，我们对市场上 

常见的北虫草人工栽培品，药店中零售的冬虫夏草药 

材进行了两种成分的含量测定和比较，结果见图6。 

厂_] I 
3-9菌饼 冬虫夏草药材 北虫草子实体 

图 6 人工培养北虫草。冬虫夏草药材与冬虫夏草菌丝体提取物腺 

苷和虫草素含量比较 

Fig．6 Content determination of adenosine and cordycepin in bvo- 

stage cultured mycelium and medicinal material of C sinensis and 

artificial cultured C J，l谢细 fruiting body 

该结果表明，冬虫夏草菌丝体和药材中腺苷含量 

均能满足药典要求团(0．01％)，但虫草素含量远远低于 

北虫草子实体，而北虫草中虽然虫草素含量高，但是 

腺苷含量却又远低于冬虫夏草菌丝体和药材。 

3 结论 

两阶段培养法中，起始静置培养时间为该工艺中 

的重要影响因素，本文的研究结果表明，起始静置培 

养时间为第 3天时，菌丝体中的腺苷含量以及培养体 

系中的腺苷产量均显著高于全程振荡培养的菌丝体。 

与全程振荡相比，虽然培养时间稍长，但由于该过程 
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除光照外无需额外的能源消耗，因此，对于降低冬虫 

夏草菌丝体培养成本，得到腺苷含量更高的菌丝体具 

有实际应用价值。此外，培养菌丝体中的腺苷含量高 

于药店所售冬虫夏草药材6倍左右，人工栽培的北虫 

草中的腺苷含量极低，但其中的虫草素含量却远高于 

冬虫夏草药材及其培养菌丝体。我们将对该菌丝体的 

培养工艺进行进一步优化，以求其中腺苷和虫草素的 

含量均有显著积累。 
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