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冬虫夏草（Chinese cordyceps）是生长在青藏高原草甸土

壤草丛中的一种名贵药材[1]，被誉为中华医药瑰宝. 其中文

名源于其生长过程：冬天幼虫被真菌侵染后形成菌核即“冬

虫”，进入春夏子实体长出地面即“夏草”[2].  现代医学研究

发现，冬虫夏草内含有核苷、虫草多糖、虫草酸、麦角甾醇、

蛋白质、氨基酸、微量元素等活性成分，具 有抑制肿瘤、抗

癌、抗高血糖 [3]和显著提高人体免疫功能等独特功效 [4-5]，其

药用价值及在当地经济中发挥的作用已在世界范围内得到了

广泛认可[6-7]. 天然冬虫夏草生长环境特殊，种质资源十分稀

少，主要分布于我国青海、西藏、四川、甘肃和云南等地以及

印度、尼泊尔和不丹等国海拔3 000-5 000 m的高纬度地区 [5]. 

近年来，随着自然生态环境的恶化以及干旱缺 水等环境因

素，加之药材市场冬虫夏草价格的逐年攀升，人为乱采乱挖
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摘  要   以核苷类物质为目标产物筛选冬虫夏草内生真菌NS2-B1生产具有和冬虫夏草相似活性成分的培养基. 通过单

因素实验，分别从5种碳源（蔗糖、果糖、葡萄糖、麦芽糖、淀粉）和5种氮源（尿素、硝酸铵、牛肉膏、酵母膏、蛋白胨）

中各筛选出2种最佳碳源和氮源；然后通过4因素3水平正交实验L9(3
4)，以代谢产物总核苷（尿苷、鸟苷、腺苷和虫草

素）为指标筛选最佳的碳、氮源组合. 结果显示：NS2-B1液体发酵培养基组合为麦芽糖2%、淀粉1.5%、酵母膏1.5%、蛋

白胨1%，附加KH2PO4 0.8 g/L和MgSO4
.7H2O 0.8 g/L；利用该培养基在25 ℃、210 r/min条件下震荡培养，5 d后菌丝体发

酵液中总核苷的产量达到（92.62 ± 4.19）μg/mL. 综上，从天然冬虫夏草中分离的内生真菌NS2-B1具有替代冬虫夏草生

产核苷类物质的潜力. （图4 表4 参30）
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Screening of liquid fermentation media of an endophytic fungus NS2-B1 
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Abstract  Based on nucleosides as the target produces, the suitable liquid media for fermenting an endophytic fungus NS2-B1 
isolated from Ophiocordyceps sinensis was investigated to produce active ingredients which were similar to O. sinensis. 
Two optimum carbon sources and two optimum nitrogen sources were selected from five carbon sources (including sucrose, 
fructose, glucose, maltose and starch) and five nitrogen sources (including urea, beef extract, yeast extractand peptone) by one-
factor-at-a-time experiments. The suitable culture medium for producing the nucleosides was studied by orthogonal test. Table 
L9(34) was used to test four factors with three levels. The nucleosides (uridine, guanosine, adenosine, cordycepin) of O. sinensis 
metabolites in the mycelial fermentation broth were determined by HPLC. The results showed that the suitable liquid medium 
for the endophytic fungus isolated from O. sinensis consisted of 2% maltose, 1.5% starch, 1.5% yeast extract, 1% peptone, plus 
to 0.8 g/L KH2PO4 and 0.8 g/L MgSO4

.7H2O. The yield of the nucleosides in the mycelial fermentation broth reached to 92.62 ± 
4.19 μg/mL under the conditions of 25 ℃ and 210 r/min for 5 days. Therefore, the endophytic fungus NS2-B1 had the potential 
to replace the Ophiocordyceps sinensis in producing nucleosides.
Keywords  Ophiocordyceps sinensis; endophytic fungus; liquid media; orthogonal test; metabolites
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现象日趋严重，冬虫夏草野生资源逐年萎缩，巨大的环境压

力和生态问题引起了多方的关注 [8]. 因此，利用现代生物技术

研究冬虫夏草的内生菌（Endophyte），从内生菌中寻找新的

化合物或冬虫夏草类似代谢产物，已经成为研究冬虫夏草的

热点之一 [9-11]. 

植物内生菌是指那些在其生活史的一定阶段或全 部阶

段生存于植物各组织或器官内部的真菌或细菌. 生物学基础

理论研究已经证明，生活在同一环境中的生物在长期的进化

过程中会发生基因交流，产生某些结构类似的代谢产物 [12-

13].  例如，治疗乳腺癌的药物紫杉醇最初是从红豆杉树皮提

取的，后来从红豆杉树皮中分离到的内生真菌也可产生紫杉

醇 [13].  已有研究表明，存在于冬虫夏草的内生真菌也可以产

生与天然冬虫夏草相同或相似的化学成分并具 有相同的药

理作用[2, 14]. 对这种现象目前有两种理论认识，即“基因转移

理论”以及“内共生理论”. 前者 认为宿主与内生真菌长期

共同生活，可能会发生基因的遗传交换或基因片段的直接传

递，使内生菌也具有相同的次级代谢产物合成途径 [15]；后者

认为次生代谢过程中生物化学途径的连续演化会导致一些

物质进入到共 生体中，其基 本的生化 过程信息有时还会传

递到其他生物中去，在连续演化中形成与宿主相同的次 生

代谢产物合成途径 [16].  因此，冬虫夏草内生真菌的分离、无

性型的确定和无性型人工发酵培养已成为冬虫夏草的研究

热点 [17-19]，另涉及内生真菌所产生的药用成分也有报道 [20-24]. 

尽管冬虫夏草中有多种内生真菌，但目前研究和利用其代谢

产物产物的仅有Hirsutella sinensis、Paecilomyces hepialid、P. 
sinesis、Metarhizium anisopliae [25]等若干种. 关于冬虫夏草无

性型菌株分离培养方面的研究已有很多，并已应用于发酵产

业化、人工栽培冬虫夏草等方面，通过发酵工程手段生产天

然冬虫夏草相关药用成分对于发掘新型药用微生物资源替

代冬虫夏草和保护种质资源具有关键意义. 本研究对一株新

近从天然冬虫夏草中分离的镰刀菌属真菌NS2-B1的发酵培

养基进行优化筛选，以总核苷类物质产量为筛选标准，以期

建立NS2-B1的最适发酵条件. 

1  材料与方法

1.1  实验材料
1.1.1  菌株来源　　内生真菌NS2-B1分离自天然冬虫夏草，

由上海 交 通大 学 农 业与生物 学 院 植物生物 技 术研 究中心

鉴定. 内生菌的鉴定基于菌株NS2-B1菌落、菌丝的形态学

及产孢特征，结合核糖体DNA上的内转录间隔区（Internal 
transcribed spacer，ITS），确定该菌株与Fusarium torulosum的

亲缘关系最近，初步鉴定该菌株为Fusarium sp.（数据尚未发

表）. 
1.1.2  试 剂　　虫草素标准品购自北京仪化通标科技有限公

司；鸟苷、尿苷、腺苷标准品购自上海阿拉丁生化科技股份有

限公司；甲醇（色谱纯，美国Fisher）、超纯水. 蔗糖、果糖、

葡萄糖、麦芽糖、淀粉、尿素、硝酸铵、牛肉膏、酵母膏、蛋白

胨等试剂均购自购上海阿拉丁生化科技股份有限公司，均为

分析纯级别. 
1.1.3  培养基　　（1）固体PDA（Potato Dextrose Agar）培养

基：葡萄糖20 g、去皮土豆200 g（煮汁）、琼脂18 g，加超纯水

定容至1 000 mL，分装，121 ℃高温湿热灭菌20 min后备用. 

（2）液体PDA培养基，无琼脂加入. 

1.1.4  仪  器　　THZ-C恒温震荡器（江苏太仓市实验 设备

厂），Centrifuge 5810R离心机（德国Eppendorf公司），高效液

相色谱（High Performance Liquid Chromatography，HPLC）仪

（日本HITACHI公司）. 

1.2  研究方法
1.2.1  菌丝培养　　无菌条件下挑取斜面试管菌种NS2-B1菌

丝转接至数个PDA平板培养基上，25 ℃倒置培养5 d后，选取

菌斑生长良好的平板. 在无菌条件下挑取3个1 cm3 大小的菌

株NS2-B1的内生菌菌块，接入装液量为50 mL的250 mL锥形

瓶中. 在210 r/min、25 ℃恒温摇床中震荡培养5 d. 

1.2.2  菌丝收集　　发酵液中的菌丝体通过5 000 r/min离心10 
min，用吸水纸吸干多余水分后称重即为菌丝湿重. 

1.2.3  培养基碳源与氮源的筛选　　以液体PDA为基本培养

基，分别筛选碳源和氮源. 首先固定氮源为蛋白胨，筛选最

适碳源，分别选用蔗糖、果糖、葡萄糖、麦芽糖、淀粉；进而

固定碳源为麦芽糖，氮源分别添加尿素、硝酸铵、牛肉膏、

酵 母膏、蛋白胨 进行发酵 培养，分别观 察其对菌丝 生长的

影响，以菌丝湿重以及发酵液中总核苷类物质包括鸟苷、尿

苷、腺苷以及虫草素的产量为依据，选择最佳碳源及氮源[26]. 

1.2.4  正交试验优化复合碳氮源组合　　（1）正交试验的设

计：利用L9(34)正交试验筛选复合碳源和氮源组成的最优培

养基，其氮源和碳源分别使用1.2.3筛选的碳源和氮源结果，

正交实验的因素和水平如表1，正交实验设计如表2所示. 为

促进菌株生长，除上述4因素外，各培养基中再加入KH2PO4 

表1  不同碳源和氮源筛选正交试验的因素和水平（%，m/V）
Table 1  Factors and levels of the orthogonal test for selecting different 
carbon and nitrogen sources (%, m/V)

水平
Level

因素 Factor
碳源 Carbon source 氮源 Nitrogen source
A B C D

1 1   0.5 0.5 0.5
2 1.5 1   1   1   
3 2   1.5 1.5 1.5

表2  不同碳源和氮源筛选L9(3
4)正交实验表头设计

Table 2  Design of L9(3
4) table head for selecting different carbon and 

nitrogen sources 

组别
Group

碳源 Carbon source 氮源 Nitrogen source
A B C D

1 1 1 1 1
2 1 2 2 2
3 1 3 3 3
4 2 1 2 3
5 2 2 3 1
6 2 3 1 2
7 3 1 3 2
8 3 2 1 3
9 3 3 2 1

组别下方的数字表 示正交实验 设计不同的碳源和氮源组合；碳源与氮
源下方的数字代表各自3个不同的水平. 
The numbers below the group indicate the combination of different carbon 
and nitrogen sources in the orthogonal experiment; The numbers below the 
carbon and nitrogen sources represent three different levels.
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0.8 g/L和MgSO4×7H2O 0.8 g/L作为微量元素来源. 

（2）代谢产物样品的制备：把正交试验设计中各种组合

的液体培养基按1.2.1中方法培养菌种NS2-B1，培养结束后，

发酵菌液在4 ℃、5 000 r/min条件下离心10 min，取上清液. 将

沉淀在-80 ℃冰箱中反复冻融3次后，再倒入上清液，反复振

荡之后再次离心后取上清. 上清液经0.22 μm滤膜过滤后备用. 

（3）HPLC检测核苷类物质：本研究中高效液相色谱配

备的分析柱为YMC-Pack Pro C18（250 mm × 4.6 mm l.D.S-5 
μm.12 nm）柱. 色谱条件：流动相为甲醇/水（V/V = 15:85），流

速0.8 mL/min；柱温为35 ℃；紫外光检测器检测波长为260 
nm；进样量10 μL；采集时间20 min [27]. 以鸟苷、尿苷、腺苷以

及虫草素的标准样品以已知浓度混合后经HPLC上样测定，

依据检测结果绘制标准曲线. 发酵液中有效成分含量的计算

以标准曲线为基础，通过HPLC系统自带软件进行计算. 

1.2.5  数据处理　　文中数 据均为同一 条 件下3次 重复的

平均值. 采用SPSS19.0软件（International Business Machines 
Corporation）进行单因素分析. 实验数据以平均值±标准方差

表示，P < 0.05认为差异有统计学意义. 

2  结果与分析

2.1  培养基碳源与氮源的筛选结果
通过对不同碳源与氮源培养基的菌丝产量进行统计，筛

选菌株NS2-B1的最适碳源、氮源. 结果发现，若以蛋白胨作

为固定氮源，淀粉为最佳碳源，50 mL发酵液中菌丝湿重平均

可达到（6.41 ± 0.03）g，显著高于其他碳源（P < 0.05）（图1）；

麦芽糖次之，蔗糖、果糖、葡萄糖更次. 若以麦芽糖作为固定

碳源，酵母膏为最佳氮源，50 mL发酵液中菌丝湿重平均可达

到（9.77 ± 0.37）g，显著高于其他氮源类型（P < 0.05）（图1）；

蛋白胨与牛肉膏次之，硝酸铵与尿素更次. 综上，表1中优选

的碳源A、B分别为麦芽糖和淀粉，优选的氮源C、D分别为酵

母膏和蛋白胨. 

2.2  建立HPLC测定虫草内生菌核苷类物质含量的方法
通过HPLC对NS2-B1发酵液中尿苷、鸟苷、腺苷和虫草素

4种核苷类药用成分含量进行检测，建立标准曲线（图2）. 结

果表明，各种核苷类物质HPLC检测建立的标准曲线线性关

系良好（图3），说明HPLC检测体系稳定、准确，标准曲线可

以用于发酵液中相关药用成分浓度的检测. 依据建立的标准

曲线对菌株NS2-B1发酵液中尿苷、鸟苷、腺苷和虫草素4种药

用成分的含量进行计算，结果如表3所示. 总核苷类物质在

不同培养基组成条件下产量差别较大，产量最低只有（8.32 
± 1.46）μg/mL，最高可达（92.62 ± 4.19）μg/mL. 

图2  菌株NS2-B1发酵液中4种核苷类活性成分高效液相图. （A）4种核
苷类活性成分标准样品；（B）菌株NS2-B1发酵液中4种核苷类活性成分
HPLC图谱. ① 尿苷；② 鸟苷；③ 腺苷；④ 虫草素.
Fig. 2  HPLC profile of four nucleosides metabolites from NS2-B1 
fermentation broth. (A) The mixed stand samples of four nucleosides 
metabolites; (B) HPLC profil of four nucleosides metabolites in NS2-B1 
fermentation broth. ① Uridine; ② Guanosine; ③ Adenosine; ④ Cordycepin. 

2.3  正交试验结果
根据已经建立的HPLC检测核苷类物质的具体方法，将

计算所得的各种培养基组合发酵条件下，各个培养基配方中

核苷的含量（表3）带入L9(3
4)表中，确定适合于冬虫夏草内生

菌株NS2-B1发酵产生总核苷类物质的培养基. 正交试验分

析结果见表4，分析显示在影响菌株NS2-B1液体发酵生产核

苷类物质的培养基中，（1）按表1的正交实验因素，比较表4
中各考察因素的极差R，总核苷含量的顺序为RC > RD > RA > 
RB；所以各因素的主次顺序分别为C → D → A → B. 即酵母

膏是主要因素，蛋白胨次之，麦芽糖再次之，淀粉是次要因

图1  不同碳源（A）和氮源（B）对菌株NS2-B1菌丝体生物量的影响. 
Fig. 1  Effects of different carbon sources (A) and nitrogen sources (B) on 
mycelial biomass of NS2-B1.
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素. （2）以各因素不同水平下的均值对各水平作图（图4），对

于因素A，呈先上升后下降的趋势，因素B呈下降趋势，因素
C和D呈上升趋势. 经比较后发现，在A2、B1、C3、D3每一因素

的3个水平下（表4），总核苷含量最高. 上述分析结果表明，

菌株NS2-B1产核苷总量最佳的培养基配方为A2B1C3D3，即麦

芽糖1.5%、淀粉0.5%、酵母膏1.5%、蛋白胨1.5%、KH2PO4 0.8 
g/L、MgSO4

.7H2O 0.8 g/L. 

表4  复合碳源和氮源筛选的L9(3
4)实验结果

Table 4  The L9(3
4) trial results for selecting different carbon and 

nitrogen sources

试验号 
Experiment No. A B C D

K1 168.80 181.55 40.86 113.33
K2 169.54 165.47 178.55 174.48
K3 141.24 132.56 260.17 191.77
K1 56.27 60.52 13.62 37.78
K2 56.51 55.12 59.52 58.16
K3 47.08 44.19 86.72 63.92
KR 9.43 16.33 73.10 26.14

3  讨论与结论

冬虫 夏草是中国传 统的中药材，其中蕴含着丰富的 微

生物菌群 [28]，包括细菌和真菌 [29-30]，冬虫夏草菌（Ophiocord-
yceps sinensis）仅是其中的一个物种. 把冬虫夏草中分离的

真菌应用于药用成分生产，对于保护天然冬虫夏草种质资

源、发现潜在药用新型化合物以及西藏草地生态系统平衡

具有重要的意义. 尽管目前国内外开展了大量的分离真菌的

工作，然而目前仅有为数不多的几种真菌应用于发酵工程生

产冬虫夏草相关药效物质. 本研究中报道的镰刀菌属真菌
NS2-B1为首次报道冬虫夏草中存在的镰刀菌属也可以产生与

冬虫夏草相同的核苷类物质，并且经过优化培养基后，总核

苷类物质产量最高可达到（92.62 ± 4.19）μg/mL，其腺苷含量

为（21.70 ± 0.88）μg/mL（表1），也远远高于《中华人民共和国

药典》（2015版）中对冬虫夏草中腺苷含量（0.010%）的规定，

由此推断该真菌有潜力开发成为冬虫夏草的替代产品. 在先

前对冬虫夏草及其无性型活性成分的研究中，多数研究者把

冬虫夏草或其无性型的代谢产物局限在虫草素和虫草酸上，

自从提倡利用指纹图谱对中药产品进行质量评价以来，国内

外许多学者都致力于中药指纹图谱的方法学研究；而在冬

虫夏草研究和生产方面的应用仍处于初始阶段，尽管冬虫夏

草及其相关菌丝体发酵产品不论是在药品还是在保健食品上

都得到了一定程度的开发和利用，但总的来讲科技含量较

表3  菌株NS2-B1发酵液中核苷类代谢产物含量
Table 3  Nucleosides metabolites contents in NS2-B1 fermentation broth 

组别
Group

尿苷 Uridine
(ρ/μg mL-1)

鸟苷 Guanosine
(ρ/μg mL-1)

腺苷 Adenosine
(ρ/μg mL-1)

虫草素 Cordycepin
(ρ/μg mL-1)

总核苷 Nucleoside
(ρ/μg mL-1)

1    2.39 ± 1.07f  1.86 ± 0.08g  1.67 ± 0.24f 2.41 ± 033f  8.32 ± 1.46f
2 17.92 ± 0.62b 27.89 ± 3.73c 12.17 ± 1.91c 11.25 ± 0.85c 69.24 ± 4.17c
3 26.51 ± 1.47a 20.98 ± 1.66d 20.08 ± 1.09a 23.68 ± 1.27a 91.24 ± 1.73a
4 15.17 ± 0.08c 35.21 ± 2.93b 15.02 ± 3.60b 15.21 ± 1.25b 80.61 ± 3.01b
5 19.06 ± 2.01b 26.52 ± 0.35c 14.40 ± 1.58b 16.33 ± 1.42b 76.31 ± 3.56b
6  2.94 ± 0.44f    3.13 ± 0.32fg  2.91 ± 0.23f   3.64 ± 1.03ef 12.62 ± 1.42f
7   8.68 ± 0.70d 46.23 ± 4.21a 21.70 ± 0.88a 16.00 ± 1.06b 92.62 ± 4.19a
8   4.81 ± 0.31e  5.77 ± 0.20f  4.92 ± 0.21e    4.42 ± 0.28de 19.92 ± 0.57e
9   3.14 ± 0.63f 12.08 ± 0.07e   7.83 ± 0.08d  5.65 ± 0.45d 28.70 ± 0.82d

组别表示不同正交实验设计碳源和氮源的组合；数据为平均值±标准方差. 同列数据后字母不同表示具有显著性差异（P < 0.05）. 
The combination of different carbon and nitrogen sources in different orthogonal experiments; The data was mean ± standard deviation. The different letters in 
the same column indicate significant differences (P < 0.05).

图3  尿苷、鸟苷、腺苷、虫草素HPLC检测标准曲线. 尿苷标准方程：
Y = 20497X-17816，R2 = 0.9995；鸟苷标准方程：Y = 19870X-35245，R2 = 
0.9992；腺苷标准方程：Y = 26607X-57794，R2 = 0.9993；虫草素标准方
程：Y = 21686X-49361，R2 = 0.9994. 
Fig. 3  Standard curves of uridine, guanosine, adenosine and cordycepin 
detected by HPLC. The standard equation of uridine: Y = 20497X-17816, R2 
= 0.9995; The standard equation of guanosine: Y = 19870X-35245, R2 = 0.9992; 
The standard equation of adenosine: Y = 26607X-57794, R2 = 0.9993; The 
standard equation of cordycepin: Y = 21686X-49361, R2 = 0.9994.

图4  不同碳、氮源筛选正交实验各因素在不同水平下均值的变化. 
Fig. 4  Changes of mean values of factors at different levels in orthogonality 
experiment for selecting different carbon and nitrogen sources.
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低，大多是原始材料的简单加工，其产品的质量标准几乎
处于空白，《中国药典》中活性成分含量测定中仅用腺苷
（C10H13N5O4）一种成分指标来判定冬虫夏草的质量还有
待于进一步探讨. 该研究首次以冬虫夏草中存在的4种核
苷类活性成分 [5]（尿苷、鸟苷、腺苷、虫草素）的标准品的混
合样品、用HPLC来综合分析冬虫夏草内生菌中的活性成
分，为利用HPLC建立冬虫夏草化学指纹图谱进行了有益的

尝试，为冬虫夏草的品质评鉴和质量标准的建立具 有一定

的借鉴作用. 
在真菌的深层发酵过程中，完善的培养基设计是实验室

试验和生产规模放大中重要的一个步骤. 发酵过程中的目

标产品通常为菌体或菌体的代谢产物；发酵培养基是否适

合于菌体的生长或代 谢产物的积累，对最终产品的得率影

响较大 [2, 26]，在通常的培养基设计中，必须满足细胞生长和

代谢产物分泌所需要的元素，并提供细胞生物合成和维持

细胞活力所需要的能量. 本研究首先利用单因素实验，以菌

丝体的生物量为指标，分别从5种碳源和5种氮源中筛选了对

菌丝体生物量影响较大的2种碳源和2种氮源，然后选择相

对对菌丝生物量影响较大的2种碳源和2种氮源按L9(3
4)进行

正交试验 设计，以冬虫夏草中4种核苷类活性成分 [5]为指标

筛选出相对适用于该内生真菌生长和核苷类代谢产物积累

的培养基；这种利用菌丝体生物量和代谢产物的含量来选

择培养基的方法，对利用真菌发酵方法生产活性成分具 有

广泛的参考价值. 该研究仅仅针对内生真菌摇瓶发酵培养基

的碳氮源进行了筛选，筛选的碳氮源的范围也十分有限，影

响丝状真菌发酵的其他条件，如培养基的初始pH值、温度、

溶氧、前体饲喂等还有待进一步试验探索. 本研究中内生真

菌菌株NS2-B1产生核苷类物质的培养基配方组成为麦芽糖
1.5%、淀粉0.5%、酵母膏1.5%、蛋白胨1.5%、KH2PO4 0.8 g/L、
MgSO4

.7H2O 0.8 g/L. 从筛选出的培养基的组成来看，成分组

合相对简单，主要成分多为常见原料，来源方便也不失为该

内生真菌最初发酵或扩大培养的优良培养基. 
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