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低能离子束修饰蛹虫草菌株高产虫草素 
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摘  要: 虫草素具有抗肿瘤、免疫调节、抗炎等多种功效。为了更好地开发蛹虫草资源, 选择合适剂量的低能离子束注

入蛹虫草, 优化虫草素的提取工艺条件, 采用紫外分光光度法检测注入前后菌株中虫草素的含量。结果表明: 最佳注入

剂量为 2.60×1015 ions/cm2, 虫草素最佳的微波-超声波提取工艺为: 乙醇浓度 70%, 提取功率 200 W, 提取时间 110 s, 料

液比 1:240。选育出虫草素含量较高的 15 株菌株, 最高含量达(11.924±0.063) mg/g, 比原始菌株增长了近 30%。 
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Abstract: Cordycepin has the effect of anti-tumor, immunomodulation, anti-inflammation and so on. In order to make use of 

Cordyceps militaris better, we implanted different doses of low-energy ion beam into C. militaris, chose best cordycepin extracting 

technology , and determined cordycepin content in strains before and after ion beam implantation by UV spectrophotometry. Results 

showed that the best dose of low-energy ion beam was 2.60×1015 ions/cm2, the best conditions of microwave assisted ultrasonic 

extraction technology were as follows: 70% ethanol as the solvent, microwave power as 200 W, extraction time as 110 s, Material - liquid 

ratio as 1: 240. We chose 15 strains with high-yielding cordycepin, of which cordycepin content was up to (11.924±0.063) mg/g, which 

was a nearly 30% increase compared with the original strain. 
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蛹虫草又名北冬虫夏草、北虫草等, 与冬虫夏

草同属异种, 属于子囊菌类的肉座菌目麦角菌科虫

草属真菌[1-3]。近年来的研究表明, 蛹虫草的药理作

用与冬虫夏草相似, 对神经系统及心血管等疾病具

有治疗效果, 并有抗肿瘤和抗衰老等作用[4]。虫草素

是第一个从真菌中分离出来的核苷类抗菌素, 具有

免疫调节的作用、抗肿瘤、抗炎作用等生物活性, 近

年来已成为研究的热点[5-8]。 
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余增亮于 1995 年发现了低能离子束注入生物

体 , 可以对受体生物产生遗传学效应 [9], 如染色体

畸变与基因突变。离子注入生物体时同时存在能量

沉积、质量沉积及电荷交换效应, 对生物体的诱变

作用具有损伤小、突变率高、突变谱广等特点[10], 已

成功地应用到多种农作物、工业微生物的诱变育种

中。虞龙、许安等使维生素 C 的发酵水平创国内外

新高, 糖-酸克分子转化率高达 97%[11-12]; 花生四烯

酸(AA)新菌株在 50 吨罐上发酵比国际上水平最好

的美国和德国还高 20% [13-14]; 离子束在酵母、米根

霉、柠檬酸生产菌等方面也有重要的研究结果[15-17]。

但是尚未见到利用低能离子束注入蛹虫草菌株选育

高产虫草素的报道。因此, 本研究拟通过离子注入

修饰蛹虫草菌株 , 从注入菌种的存活率曲线入手 , 

找到最佳注入剂量, 并在虫草素最佳提取工艺条件

下, 大量筛选突变菌株, 以期找到虫草素高产菌株, 

从而提高蛹虫草的综合利用价值。  

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 

蛹虫草(Cordyceps militaris)13号菌株, 由徐州

工程学院食品工程学院实验室保存, 通过反复优化

培养, 其生物量是实验室现有菌株中最多的。  

1.2  培养基 

1.2.1  固体培养基 

SDAY 培养基(葡萄糖 4%, 蛋白胨 1%, 酵母浸

膏 1%, 琼脂 2%)。 

1.2.2  液体培养基 

SDY培养基(去掉琼脂的 SDAY培养基)。 

1.2.3  筛选培养基 

去皮马铃薯 150 g, 葡萄糖 20 g, 蛋白胨 10 g,  

硫酸锌 1 g, 琼脂 30 g, 磷酸二氢钾 1 g, 硫酸镁 1 g,

蒸馏水 1000 mL。 

1.3  主要仪器设备 

离子注入机: 中国科学院离子束生物工程学重

点实验室，中国科学院等离子体物理研究所研制。 

1.4  培养方法 

1.4.1  斜面培养 

将接种后的斜面于 22oC培养 7 d。 

1.4.2  液体培养 

22oC、200 r/min培养 3 d。装液量: 250 mL三角

瓶装入 50 mL液体培养基。 

1.4.3  发酵培养 

接种量 5%, 22oC、200 r/min振荡培养 5~7 d。 

1.5  诱变方法 

1.5.1  样品的制备 

在含玻璃珠的三角瓶内放置 50 mL 生理盐水, 

再装入由斜面上刮取的孢子块, 摇匀、打散, 后经双

层灭菌纱布滤过 2 次, 再在振荡器上振荡混匀, 即

成单孢悬液。孢子浓度的计算采取血球计数板法。 

将孢子悬液, 按照 10-1稀释后取 0.1 mL菌液均

匀涂布于无菌平皿上, 以在显微镜下观察无相互重

叠的细胞为宜, 于超净台风干后进行离子注入。 

1.5.2  离子注入条件  

注入靶室的真空度为 10-3 Pa, 束流量为 1 mA。

注入能量: 10 keV, 注入剂量: (10、40、70、100、130、

160、190)×2.6×1013 ions/cm2。注入离子种类: N+。 

1.5.3  突变菌株的筛选 

经离子注入处理后的靶样用无菌水冲洗, 10 倍

稀释法稀释后涂布于筛选培养基上分离 ,于恒温培

养箱 22oC培养 7 d。挑取长势较好的单菌落中心附

近直径 0.6 cm同等大小菌丝体接种于斜面培养基上

培养 7 d, 种子液中培养 5 d, 再接种于摇瓶发酵液

中培养 7 d。测定虫草素的含量, 筛选高产菌株。 

1.6  分析检测方法 

1.6.1  生物量的测定 

通过低温离心分离收集菌体, 将菌体冷冻干燥

至恒重, 称量得生物量。 

1.6.2  诱变菌株存活率的测定 

经离子注入诱变处理后的靶样放入无菌水冲洗, 

稀释 10倍后涂布于筛选培养基上分离, 于恒温培养

箱 22oC培养 7 d后进行菌落计数, 每个剂量做 3次

平行, 统计其平均存活率, 已注入菌株的存活率为

其在固定平板培养基生长的菌落数与同样条件下生

长的对照菌株菌落数的比值。  

1.6.3  虫草素的提取 

精确称取 0.1250 g蛹虫草菌粉溶于 50 mL 50%

的乙醇, 选用微波-超声波协同提取虫草素。微波时

间为 60 s, 功率为 200 W, 提取后离心过滤, 稀释定
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容至 250 mL。 

1.6.4  虫草素的检测 

精确称取 10 mg 虫草素标准品, 加入超纯水, 

并用超声波清洗机加速溶解, 稀释定容至 100 mL, 

制备成 100 mg/L标准储备液。利用 100 mg/L的虫

草素母液, 分别配制 0、1.0、2.0、3.0、4.0、5.0 mg/L

的虫草素溶液 , 紫外分光光度计全波段扫描     

1.0 mg/L的虫草素标准品, 在 259 nm处有最大吸收

峰。以虫草素浓度(mg/L)为横坐标 X, OD259吸光值

为纵坐标 Y制作虫草素标准曲线(图 1), 得 

y=0.0688x＋0.0128  R=0.9977 

将提取好的样品测定其吸光度, 根据标准曲线, 

计算虫草素的浓度。 

 

图 1  虫草素标准曲线 
Fig. 1  Standard curve of cordycepin. 

 

2  结果与讨论 

2.1  离子注入对菌株的真空效应 

离子注入必须在真空状态下进行, 而蛹虫草菌

株是需氧真菌, 其孢子在离子束注入过程中会处于

严重缺氧的状态, 并且无大气压, 因此考查离子注

入对菌株存活率的影响之前, 研究了菌株的真空效

应, 其结果见表 1。 

由表 1 可以看出, 真空条件下, 菌株的死亡率

都在 10%以下, 并且在真空中存放时间越久, 死亡

率越高, 说明真空效应在离子束注入效应中不是主

要效应。同时, 汤明礼研究发现真空干燥组的突变

率是自发突变的突变率 1.7 倍左右, 说明真空干燥

不仅对大肠杆菌的存活有影响, 也引起一定的突变, 

但与离子注入相比, 其对突变的贡献仍然不大[18]。

为了使整个注入过程保持在相对低的温度环境中 , 

同时避免时间效应对离子注入生物效应的影响, 采

取间歇式注入, 即每注入一定剂量间隔 5~10 s。 

2.2  离子注入合适剂量的选择 

忽略真空效应, 10 keV不同剂量氮离子注入后, 

蛹虫草菌株孢子存活率曲线见图 2, 可以看出, 以 0

剂量即真空干燥对照的存活为 100%, 注入剂量达

2.60×1014 ions/cm2时, 存活率急剧下降。可能是由于

大部分离子到达细胞膜, 膜上离子的能量和质量的

沉积可能直接导致了细胞骨架的破坏, 间接诱导了

核仁的损伤, 细胞死亡; 随着离子注入剂量的提高, 

当注入剂量为 1.82×1015 ions/cm2时, 存活率相应提

高, 可能激活了细胞修复系统; 而当离子注入剂量

达 2.60×1015 ions/cm2 时, 存活率又开始缓慢下降, 

可能是由于过多的离子能量和质量沉积破坏了细胞

的修复系统, 菌种的修复出错使得其突变率大大提

高。由此可以看出, 随着剂量的增加, 存活率呈现先

减小、后增大、再下降的趋势, 这为典型的“马鞍

型”剂量-效应曲线, 与黄卫东等[19]利用小分子研究

质量沉积效应时得到的“马鞍型”剂量效应曲线大

致相同, 与一般电离辐射造成的“指数型”剂量-效

应曲线明显不同。现代育种理论认为: 被诱变的微

生物致死率在 75%左右即存活率在 25%左右时 

表 1  离子注入对菌株的真空效应 

Table 1  Effect of vacuum on strain during ion beam implanting 

Group Concertraion of viable spores (number/mL) Vacuum pressure (Pa) Vacuum time (min) Death rate (%) 

1 5.43×103 1.0×103 5 3.04 

2 5.36×103 1.0×103 10 4.39 

3 5.24×103 1.0×103 15 6.43 

4 5.16×103 1.0×103 20 7.96 

5 5.09×103 1.0×103 25 9.11 

CK 5.60×103    
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图 2  N+离子注入菌株的存活率曲线  
Fig. 2  Surviving curve of strains after N+ ion beam implanting. 

 

产量性状的正突变率较高 , 当在更高的致死率下 , 

虽然突变率可能较高, 但是负突变往往很高, 而正

突变却很低[20]。因此, 本研究选择最佳注入剂量为: 

2.60×1015 ions/cm2 峰值间的剂量, 这样既保证一定

的存活率, 又有一定的突变率。 

2.3  离子注入后部分突变子照片 

在最佳注入剂量下, 利用 10 keV的N+进行了大

批量的诱变实验, 在 PDA筛选培养基上得到了大量

的单菌落, 见图 3。并对长势较好、菌落大的单菌落

进行纯培养 , 进而发酵培养 , 测定其生物量 , 提取

虫草素。 

 

图 3  离子束注入后得到的单菌落 
Fig. 3  Colonies after N+ implantation. 
 

2.4 正交实验确定虫草素最佳提取条件 

结合单因素实验结果, 选择不同乙醇浓度、微

波功率、微波超声波协同作用时间及料液比为影响

因素, 选用 L9 (34)正交表进行实验, 以确定虫草素

最佳提取条件。因素水平表如表 2 所示, 正交实验

结果如表 3 所示。由表 3 可知, 各因素对虫草素含

量的影响次序为 D>C>B>A, 即料液比>微波时间>

微波功率>乙醇浓度, 其最优方案为 D3C2B2A2, 即

蛹虫草菌丝体以 70%乙醇溶液为提取溶剂、料液比

1: 240 (W/V)、微波功率 200 W的条件下提取 110 s。

但是由于最佳组合不在实验设计中 , 需做验证实

验。 

按照正交实验优选工艺 D3C2B2A2 和实验设计

中的最优组合 D3C2B1A2, 平行 3 次 , 进行验证 , 

D3C2B2A2工艺的虫草素含量平均达 9.228 mg/g, 而

D3C2B1A2 工艺才 8.759 mg/g。通过差异显著分析,  

T＝4.554＞t0.05/2(4)=2.776, 表明在 α＝0.05水平 2种

提取工艺有显著性差异 , 因此 , 最优提取工艺为

D3C2B2A2。 

2.5  离子束注入前后生物量的测定 

对离子束修饰后在筛选培养基上生长的单菌落

进行纯培养, 后发酵培养, 每个平皿取 5 个单菌落, 

分别测定其生物量, 取平均, 部分结果见图 4。可以

看出, 经离子束诱变后大多数菌株的生物量比对照

多, 最高多 1.0154 g。可见离子束对微生物的诱变作

用可首先表现在对菌株生长方面的影响, 可能是注

入的离子激活了细胞的快速分裂。 

2.6  虫草素含量的测定 

按照优化后的虫草素提取工艺条件, 对近 200

个离子束修饰后的单菌落进行虫草素提取, 利用紫

外分光光度法测定其含量, 虫草素含量较多的 15株

菌株及增长比例见表 4。 

可以看出, 通过离子束这种新诱变源修饰蛹虫

草菌株后, 筛选得到了虫草素含量较高的菌株, 最

多达(11.924±0.063) mg/g, 比对照高了近 30%。这可

能是由于离子束的质量沉积、能量交换和电荷转移

三因子效应的综合作用[21], 使得蛹虫草中相关遗传

物质发生了变异, 从而刺激菌体的生长, 有利于虫

草素的积累。对高产虫草素的菌株在斜面培养基上

进行了 6 次传代培养, 每次检测得到的虫草素含量 
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表 2  正交实验因素水平表 

Table 2  Factors and levels of orthogonal test 

Factor 
Level Ethyl alcohol concentration (%) 

A 
Microwave power (W) 

B 
Exacting time (s) 

C 
Material - liquid ratio (W/V) 

D 

1 50 150 50 1:160 

2 70 200 110 1:200 

3 90 250 130 1:240 

表 3  正交实验结果与分析 

Table 3  Results and analysis of orthogonal test 

Number of test A B C D Cordycepin content (mg/g) 

1 1 1 1 1 7.455 

2 1 2 2 2 7.787 

3 1 3 3 3 7.896 

4 2 1 2 3 8.757 

5 2 2 3 2 8.004 

6 2 3 1 1 7.069 

7 3 1 3 2 7.350 

8 3 2 2 3 7.851 

9 3 3 1 1 7.491 

K1 7.713 7.854 7.458 7.650 

K2 7.943 7.881 8.012 7.402 

K3 7.564 7.485 7.750 8.168 

 

R 0.379 0.396 0.554 0.766  

Importance of factors D>C>B>A  

Best combination D3C2B2A2  

 

 

图 4  离子束注入前后菌丝体生物量 
Fig. 4  Biomass of mycelia before and after ion beam. 
implantaion. 1: CK; 2: selective plate 1; 3: selective plate 2; 4: 
selective plate 3; 5: selective plate 4, 6: selective plate 5, 7: 
selective plate 6, 8: selective plate 7, 9: selective plate 8, 10: 
selective plate 9, 11: selective plate 10. 

表 4  离子束注入前后菌丝体虫草素含量 

Table 4  Cordycepin content before and after ion beam 
implantaion 

Group Cordycepin content (mg/g) Increase percentage (%)

CK 9.220±0.026  

1 11.896±0.037 29.0 

2 10.888±0.281 18.1 

3 9.576±0.333 3.9 

4 9.546±0.200 3.5 

5 10.024±0.601 8.7 

6 10.634±0.307 15.3 

7 10.43±0.410 13.1 

8 11.05±0.226 19.8 

9 10.11±0.321 9.7 

10 9.994±0.063 8.4 

11 10.11±0.142 9.7 

12 11.924±0.063 29.3 

13 10.604±0.231 15.0 

14 10.314±0.387 11.9 

15 9.546±0.117 3.5 
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均在 11.80 mg/g, 与对照相比, 增幅均在 27%左右, 

见表 5。可以看出这些菌株的遗传稳定性较好, 可以

进行下一步的研究。 

表 5  传代后虫草素的含量比较 

Table 5  Comparison of cordycepin content between 
different generation 

Generation Cordycepin content (mg/g) Increase percentage (%)

F1 11.784±0.062 27.6 

F2 11.901±0.059 28.8  

F3 11.872±0.149 26.9  

F4 11.769±0.093 27.5 

F5 11.836±0.059 28.4  

F6 11.803±0.075 27.7 

 

3  结论 

采用能量为 10 keV的N+注入蛹虫草, 真空效应

在离子束注入效应中不是主要效应, 可以忽略不计; 

N+对菌株的存活率呈比较典型的马鞍型曲线, 最佳

注入剂量为: 2.60×1015 ions/cm2, 这样既保证一定的

存活率 , 又有一定的突变率。优化微波-超声波提  

取虫草素的工艺条件 : 乙醇浓度 70%, 提取功率   

200 W, 提取时间 110 s, 料液比 1:240。经过大量的

离子注入发现: 低能离子束对生物体的诱变效应首

先表现在对菌体生长上, 生物量比对照提高。筛选

得到了几株虫草素含量较高的菌株 , 最多达 

(11.924±0.063) mg/g, 比对照提高近 30%。对高产

虫草素的菌株在斜面培养基上进行了 6 次传代, 每

次检测得到的虫草素含量均在 11.80 mg/g 左右, 可

以看出这些菌株的遗传稳定性较好, 为生产综合开

发利用蛹虫草资源奠定了一定的基础。离子注入微

生物体内所发生的反应有物理、化学、生物等反应, 

作用过程十分复杂, 因此, 离子束修饰蛹虫草菌株

的诱变机理以及注入后其他生物活性物质的变化还

有待于进一步的研究。 
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