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摘　要: 目的　研究冬虫夏草菌的生长速度和动态产孢量 ,揭示产孢规律和条件 ,探索人工繁殖的可能及评估其在

对虫害生物防治中的应用潜力 ;测定它的抗异活性和抗菌谱 ,为对其活性产物的性质研究打下基础。方法　测量虫

草菌株在真菌培养基生长时的菌落直径变化 ,用孢子计数法跟踪测定普通培养基和水琼脂上单菌落的动态产孢量

并与相近虫草菌进行对比分析 ,用琼脂块法测定培养菌丝对致敏菌的抗异活性 ,测量比较抗菌圈大小和总结抗菌

谱。结果　在 PDA等 3种常规真菌培养基上 , CY-8202的菌落扩展与时间呈线性关系。动态产孢量的测定表明 ,

该菌株在适宜培养基上的单菌落产孢量可达 107以上 ,并随着时间的延长而增长 ,大约 200 h后增长趋于平缓。 对

22个致敏菌株的抗菌实验显示 , CY-8202培养菌丝对革兰氏阳性的枯草杆菌、四联球菌、白色葡萄球菌以及革兰
氏阴性的普通变形杆菌、伤寒杆菌、产气杆菌和沙门氏菌等 7株细菌有较强的抑制能力 ,对 3株霉菌和 1株放线菌

有轻微抑制 ,对酵母菌未见抑制影响。结论　虫草菌丝的生长和产孢力是有效侵染寄主的两个重要因素 ,但菌丝生

长速度不宜作为生长力强弱的唯一判断指标 ,菌丝的穿透力更加重要 ;具有超量产孢能力是虫草菌株强侵染力的

一个重要标志。 抗异活性表明冬虫夏草菌具有分泌比虫草菌素更广谱的抗生素的能力。
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Abstract: Object　 To study the grow th speed and dynamic spo re production of CY-8202, which is an

asexua l st rain of entomopa thogenic fungi isloated f rom Cordyceps sinensis ( Berk. ) Sacc. , to explo re the

method o f artificial culture of CY-8208 st rain, to assay i ts antibiotic activ ity and spect rem and to provide

the experimental ba sis fo r studies of it s activ e components. Methods　V aria tions in colony diameter o f the

cordyceps hypha cultured on the fungi media w ere measured. The spo re-count was used to determine the

dynamic colony spo re outputs of the hypha on several fungi media and w ater aga r. The agar-piece method

w as used to test i ts antibio tic activi ty. Results　 There w ere linear rela tionships between the colony ex ten-

sions and the culture times on common fungi media such as PDA medium , etc. . The amounts of spo re pro-

duced by the single co lony of th e fungi w ere mo re than 107 and g radually increased, but the ra tes o f in-

crease tended to be gent le af ter 200 h. Antimicrobial tests against 22 microbial strains showed st rong inhi-

bi tion of g ram positv e bacteria including Bacillus subtil is , Micrococcus tetragenus and Staphylococcus albus,

and to g ram negative bacteria, including Proteus vulgaris , Salmonella typhi , Aerobacter aerogenes and

Salmonella sp. , as w ell as w eak inhibition of three mold strains and one actinomycetes st rain, but no inhi-

bi tion was observ ed in four yeast tested. Conclusion　 The g row th activi ty and the spore-production abili ty

o f Cordyceps hypha a re two impor tant facto rs to infect v alidly it s insect-host. For the grow th activi ty , i ts

st rong penet ration seems mo re important than its fast g row th. The ability to product numerous spo res of

Cordyceps hypha may be an impo rtant ma rk of i ts st rong infectiv ity to insect-host. The antimicrobial tests

show that CY-8202 may secrete some metabo li tes w hich have a mo re broad-spectrum antibacterial activi ty

than co rdycepin iso lated ini tially f rom Cordyceps mil itaris.

Key words: Cordyceps sinensis ( Berk. ) Sacc. ; Verticill ium sp. ; dynamic spore output; antibiosis; in-

fectivi ty; cordycepin

　　中药冬虫夏草的真菌为中国虫草 Cordyceps sinensis ( Berk. ) Sacc. , 是虫草属 Cordyceps ( Fr. )
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Link中一个产于高海拔雪线附近的中国特有种

( endemic species)虫生真菌 ,是传统的名贵药材 ,现

代药理研究发现具提高机体免疫功能、抗肿瘤、促生

血、降血压、血脂、平喘祛痰、中枢镇静、抗病原微生

物及改善肾功能等多种作用 [ 1] ,因而近十多年来 ,围

绕冬虫夏草药用价值和保健目的的应用研究十分活

跃 ,文献甚多。与此同时 ,在形态、分类、发育以及寄

主和生境等方面的基础研究也有一定的开展。 近两

年 ,一些分子生物学的手段已开始用于种属鉴别和

研究种属间的遗传分化。但是另一方面 ,冬虫夏草的

培育技术一直没有突破 ,客观上制约了冬虫夏草分

离菌与它的天然有性态之间的同一性确定 ,从冬虫

夏草有性态分离到无性型菌株一度多达十余种 [2 ] ,

成为在生物多样性和遗传多样性方面最具有代表性

的物种之一
[3, 4 ]
。冬虫夏草的这种生物多样性也构成

一个内含丰富的资源宝库 ,有望从中发掘出传统药

物价值之外的新用途以及新的功能性代谢产物。

本文对一株采自云南丽江高寒山地的冬虫夏草

分离菌株 (编号为 CY-8202)进行分生孢子的动态

产孢量统计 ,同时以多个属的细菌、放线菌、酵母菌

和丝状真菌测定其培养生长中的抗异活性 ,以期为

近一步揭示其动态产孢规律和抗菌谱 ,评估其在人

工侵染昆虫、人工繁殖及虫害生物防治中的应用潜

力 ,以及对其活性产物的性质研究提供科学依据。

1　材料和方法

1. 1　菌种: 冬虫夏草供试菌株 CY-8202系重复分

离该虫草所得的一株丝状真菌 ,是轮枝孢型 (Verti-

cillium sp. )昆虫病原菌的无性株。

其余测定用的 22株包括细菌、放线菌、酵母菌

和丝状真菌的致敏菌株 ,均为本室保存菌种。

1. 2　培养基: PDA、查氏 ( Czapek 's)、萨氏 ( Sabo-

uraud 's) (以上用于培养真菌 )、高氏 ( Gause 's ) 1

号琼脂 (培养放线菌 ) 和葡萄糖牛肉膏蛋白胨培养

基 (培养细菌 )按常规方法配制 ,水培养基按 1. 8%

(W /V)浓度加琼脂。以上培养基经 121℃ 灭菌处理。

1. 3　单菌落培养及生长速度测定: 取培养皿的 2

次活化菌丝 ,用接种环挑取少量在另一 PDA平板

上作划线分离 , 于 22. 5℃ 最适温度下培养 2 d至

形成单菌落 ,然后用刮铲取单菌落转移到供试的培

养基平板中央 ,于 22. 5℃下培养并每隔 24 h测量

记录菌落直径 ,观察菌落形态。

1. 4　动态孢子量测定: 挑取同步萌发的多个单菌

落 ,分别转至试管斜面供试培养基上 , 22. 5℃ 统一

条件下培养 ,每隔 24 h分取各培养基试管 2支 ,用

定量的无菌蒸馏水冲洗斜面 ,充分洗脱混匀成孢子

悬浮液 ,通过显微计数板统计各管孢子液中单位容

积的孢子量 ,取平均数 ,从而得出单菌落在相应发育

时间内的总孢子数及连续时间内孢子量的增长变化。

1. 5　抗异性测定: 切取边长约 5mm带有 CY-8202

供试菌丝的琼脂块于无菌空培养皿中 22. 5℃ 下保

湿培养 ,至整个琼脂块长满菌丝。另用无菌移液管吸

取各致敏菌液 (或孢子悬浮液 ) 0. 2 mL分别涂布

培养基平板 ,然后将长满供试菌丝的琼脂块移入 ,每

皿均匀放 4块 , 24℃～ 30℃ 下培养 , 2 d后开始观

察 ,记录拮抗情况 ,测量比较各抗菌圈的大小。用于

涂布的平板琼脂培养基选用适合各致敏菌生长的牛

肉膏蛋白胨琼脂、高氏 1号琼脂及 PDA培养基。

2　结果

2. 1　生长速度:图 1。

1-PDA　 2-查氏　 3-萨氏

图 1　CY-8202的生长速度及在不同培养基上的长速变化

　　结果显示 , CY-8202菌落的扩展与时间基本呈

线性关系。 表明在一定时间内 , CY-8202菌落生长

呈匀速增长态势。在 3种培养基上的生长速度由快

到慢依次是: PDA> 查氏> 萨氏。该菌株在 PDA培

养基上生长最快 ,在萨氏培养基上生长最慢 ,但致密

度却最高。

2. 2　不同培养基条件下分生孢子的动态产孢量:图 2。

1-PDA　 2-查氏　 3-萨氏　 4-自来水　 5-蒸馏水

图 2　 CY-8202产分生孢子的动态产孢量曲线 ( 2. 00 E

+ 09= 2. 00× 109 ,其余数据以此类推 )

　　该菌株单菌落的分生孢子产孢量在适宜培养

基上可达 107以上 (表略 ) ,并随时间的增长而增

长 ,但后期的增长曲线趋于平缓 ,增长速率逐渐有所

降低 ,尤见菌株于 PDA培养基上的产孢量在 200 h
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左右时增长曲线开始趋于平缓 (图 2) 。从不同培养

基曲线比较可以看出不同营养成分对产孢量的影

响 , PDA培养基有利于产孢总量提高 ,查氏培养基

稍次 ,萨氏培养基则较弱 ,这表明相对丰富和比较完

整的营养条件 (糖、氨基酸、蛋白胨、维生素和一些

金属阳离子 )是维持和促进产孢所必需的 ,寡营养

的条件不利于大量形成分生孢子。同时 ,自来水比纯

蒸馏水稍有利于孢子形成。 这可能是因为自来水中

矿物质和无机盐所促进的结果。 CY-8202在天然材

料培养基上的产孢量高于完全配制型培养基 ,揭示

其在自然生境中能产生超量的孢子 ,能有效的感染

宿主。

2. 3　抗异能力: CY-8202对四大类微生物的抗菌效能:

细菌 ( G
+ ):白色葡萄球菌 (+ )、苏云金杆菌 ( - )、枯

草杆菌 (+ + )、四联球菌 (+ )

细菌 ( G
-
):产气杆菌 (+ + )、大肠杆菌 ( - )、普通变

形杆菌 (+ + + )、伤寒杆菌 (+ + )、沙

门氏菌 (+ + )、灵杆菌 (- )

酵母菌: 膜醭毕赤酵母 ( - )、酿酒酵母 ( - )、热带假

丝酵母 ( - )、深红酵母 (- )

霉菌:宛氏拟青霉 (+ )、黄曲霉 ( - )、球孢毛霉 ( - )、

黑根霉 ( - )、串珠镰孢霉 ( - )、黄绿青霉

(+ )、绿色木霉 (+ )

放线菌:细黄放线菌 (+ )

“+ ”表示抑菌 ,“ - ”表示没有抑菌或抑菌表现不明显

　　 CY-8202对 10种细菌 ( 4种革兰氏阳性菌及 6

种革兰氏阴性菌 )、 4种酵母菌、 7种霉菌和 1种放

线菌共 22株致敏菌的活性抗菌实验表明 ,该菌种

对细菌的抗异性比较突出 ,对霉菌和放线菌的部分

种类有轻微抑制 ,对酵母菌则基本未见抑制影响。其

中对革兰氏阳性的枯草杆菌、四联球菌、白色葡萄球

菌 ,以及革兰氏阴性的普通变形杆菌、伤寒杆菌、产

气杆菌和沙门氏菌的生长表现出比较强的抑制能

力 ,表明 CY-8202具有比较广谱的抗细菌活性 ,其

抗菌的有效活性物为分泌型产物。

3　讨论

3. 1　自然野生状态下 ,虫草菌丝的生长力和繁殖产

孢力是有效侵染寄主的两个重要因素。本实验菌株

在 PDA培养基上生长最快 ,暗示着自然基质或者

接近天然的培养材料可能更有助于冬虫夏草菌的生

长发育。 实验中丰富的氮源 (萨氏培养基 )并未使

生长速度提高 ,似乎没有起到明显的促进生长效应 ,

但丰富氮源下的生长菌丝往往具有较高的致密度和

穿透力 ,这对虫草菌所必须具备的侵染力而言似乎

也是一种菌丝强势的表现。这一结果至少表明 ,反映

虫草菌丝生长力的指标目前仍未确立 ,不宜单纯依

据生长速度来判定冬虫夏草菌丝的生长力并由此而

来研究它的影响因子。

冬虫夏草菌的寄主以蝙蝠蛾属 ( Hepialus

spp. )昆虫为主 ,具有相对严格的寄主专一性。由于

对冬虫夏草进行人工培育的努力多次失败 ,推测虫

草菌在虫体内的正常发育并得以向有性阶段过渡 ,

必须依赖其专一性寄主体内外的某些特殊成分 ,而

这些独特的促进成分在其它的昆虫品种中可能比较

罕见 ,由此认为该菌必须而且也只能在此类专化性

的寄主体内才能完成整个世代交替。但同样不能忽

视的是 ,寄主专一性的事实是建立在大量昆虫种在

冬虫夏草原产地高海拔的恶劣条件下已难以存活这

一生态情形之上的
[5 ]
,因而造成寄主专一性的事实

可能是因为环境选择而不是真菌本身生长选择的结

果 ,这或许暗示着冬虫夏草菌在昆虫体内的发育和

转性仍然是昆虫体内常规的多因子协同促进的结果

(尤其是一些小分子物质的作用 ) ,并非某个特殊的

寄主才有 ,只是由于生境生态的限制使寄主的专化

性凸现出来。由此推测 ,冬虫夏草菌在人工条件下感

染其它昆虫并实现无性阶段和有性阶段的互变应是

可能的 ,只是实现这种转变的条件目前还不清楚。

就产孢力而言 , CY-8202的表现似乎不错 ,有

比较高的产孢量和增长量 ,但增长的速率随培养时

间的延长有放缓的趋势 ,这倒可能是菌株侵染力的

一个真正的制约因素。我们在粤北发现一株新种虫

草 Cordyceps ruyuanensis Wang sp. nov . ,寄主是一

种体形很大的枯叶蛾 Lasiocampidae或灯蛾 Arct i-

idae类的幼虫 ,金黄色的子座布满整个虫体多达百

余个 ,其菌种的侵染力和繁殖力均十分旺盛。研究该

虫草无性分离菌株 ( CR-9511)的产孢量 ,发现其初

始产孢量绝对值稍低于 CY-8202,但培养中后期却

呈现产孢量加速上升的趋势 ,初步表明这种先缓而

后加速的超量产孢能力可能是反映该菌株强侵染力

的一个重要标志。我们推测 ,冬虫夏草菌在寒带高海

拔条件下的存在并维持一个相当高的产孢量 ,以及

同样条件下仅存的少量冬眠昆虫的抵御力弱 ,可能

是该菌在野生状态下得以有效侵染昆虫的两个彼此

相关的先决条件和内在原因 ,是虫和菌长期地相互

适应与进化的结果 ;而在低海拔地区产孢优势的削

弱及各昆虫种相对强的抵抗力 ,就成为目前一般人

为条件下有效侵染的制约因素。如是 ,则实现人工侵

染和冬虫夏草人工繁殖 ,应在探索促进产孢力的条
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件上下功夫。

另一方面 ,本实验中菌株的产孢情况及长速情

况在几种培养基上并没有显著的差异 ,提示我们要

改善菌丝生长力和产孢力以达到一个较大的飞跃 ,

可能要跳出常规培养寻求特殊培养条件才行。 本实

验中 CY-8202所显示的巨量产孢和良好传代繁殖

能力 ,仍有可能成为虫害生物防治的一个潜在优势

菌株。

3. 2　对于虫草类真菌所产生的抗生素 ,一直以来研

究并不多 ,主要有虫草素 (co rdycepin) [ 6]、环孢菌素

( cyclosporin)
[7 ]
、蛇形虫草素 ( ophiocordin)

[8 ]
及另

外的三两个腺苷类抗菌素 [9 ]。 其主要抗细菌的是分

离自蛹虫草 Cordyceps mili taris , 成分为 3’ -脱氧腺

苷的虫草素 (六七十年代亦报道过虫草素的抗癌作

用 )。虫草素以抑制枯草杆菌、鸟结核杆菌和牛型结

核杆菌为特点 ,但不能抑制金黄色葡萄球菌、 藤黄

八叠球菌、 大肠杆菌、 魏氏芽孢杆菌、变形芽孢杆

菌、溶血链球菌、粪链球菌或败血巴斯德氏菌 等细

菌的生长 [6 ]。在冬虫夏草 [10, 11 ]及其培养菌丝 [ 12]的醇

提物中已分离到腺嘌呤和腺苷 ,但至今未有得到虫

草素的报道
[13 ]
。本实验菌株除具备对枯草杆菌的抗

菌活性外 ,还对多个革兰氏阳性和阴性的细菌菌株

有强力抗性 ,具有相对广泛的抗菌谱 ,而且抗菌物为

分泌型。初步表明 ,这株冬虫夏草分离菌除了可能具

有产虫草菌素的活性以外 ,还具有分泌产出其它更

广谱抗生素的能力。

关于 CY-8202菌株的活性广谱抗细菌机制 ,

及其抗菌有效成分与虫草素的异同 ,正在深入研究

之中。
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良种银杏幼苗叶质量分析 (Ⅱ )

杨义芳 ,夏野鹰 ,王　晖 ,陈优生 

(江西省药物研究所 ,江西 南昌　 330029)

摘　要:目的　进行良种银杏幼苗叶质量分析。方法　采用 RP-HPLC-ELSD法测定良种银杏幼苗叶内酯含量。结

果　总内酯含量 , 6月份高于 8月份 , 11月份含量明显下降 ;嫁接苗高于实生苗 ,雄性高于雌性。结论　活性成分含
量与生长季节、树龄、培育方式、生长环境、立地条件等诸因素有关。由主要活性成分 BB与 GB综合评价:江西良种

银杏幼苗叶优于文献报道的银杏叶的质量。
关键词: 良种银杏幼苗叶 ;银杏内酯 ; RP-HPLC-ELSD;质量分析
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