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摘  要: 虫草素作为药用真菌蛹虫草的主要活性成分，具有抗肿瘤、抗病毒等多种生理功能。现阶段虫草素主要

通过蛹虫草液体发酵生产，但发酵周期长、生产强度低，制约了其大规模开发利用。文中在酿酒酵母 Saccharomyces 

cerevisiae S288C 中异源表达虫草素合成关键基因 ScCNS1 和 ScCNS2，成功构建了产虫草素的酵母工程菌 SHC16，

发酵 240 h 虫草素产量可达 67.32 mg/L；基因表达分析显示，发酵后期磷酸戊糖途径、嘌呤代谢及虫草素合成途

径关键酶编码基因 ZWF1、PRS4、ADE4、ScCNS1 及 ScCNS2 表达水平显著上调。进一步地，通过优化发酵培养

基组成，确定以 50 g/L 葡萄糖为初始底物结合一次补料、添加 5 mmol/L Cu2+和 1.0 g/L 腺嘌呤为最适培养基组成。

基于此在 5 L 搅拌发酵罐中开展补料分批发酵，144 h 虫草素产量达到 137.27 mg/L，生产强度达 0.95 mg/(L·h)，

较未优化发酵体系提高 240%。 

关键词: 酿酒酵母，虫草素，蛹虫草，补料分批发酵，培养基优化 
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Abstract:  Cordycepin is the key active component of medicinal fungus Cordyceps militaris, and it shows multiple functional 

activities such as anti-tumor and anti-virus. Cordycepin was conventionally produced by liquid fermentation of C. militaris, 

but the long production cycle and the low productivity constrained its development and application. In this study, two key 

genes for cordycepin biosynthesis (ScCNS1 and ScCNS2) were introduced into Saccharomyces cerevisiae S288C, producing 

67.32 mg/L cordycepin at 240 h. Analysis of gene expression profiles indicated that ZWF1, PRS4, ADE4, ScCNS1 and ScCNS2 

which encode enzymes involved in pentose phosphate pathway, purine metabolism and cordycepin biosynthesis pathway, were 

significantly up-regulated in the late phage of fermentation. Optimization of fermentation medium determined that 50 g/L 

initial glucose followed by feeding, supplemented with 5 mmol/L Cu2+ and 1.0 g/L adenine were the best condition. Fed-batch 

fermentation using the engineered yeast in a 5 L stirred fermenter produced 137.27 mg/L cordycepin at 144 h, with a 

productivity up to 0.95 mg/(L·h) reached, which was 240% higher than that of the control. 

Keywords:  Saccharomyces cerevisiae, cordycepin, Cordyceps militaris, fed-batch fermentation, medium optimization 

 

虫草素  (Cordycepin)，又名 3′-脱氧腺苷

(3′-deoxyadenosine)，1951 年首次被 Cunningham

等从蛹虫草 Cordyceps militaris 发酵液中分离得

到[1]，是第一个从真菌中分离出来的核苷类抗生

素 [2]，因其具有抗癌 [3]、治疗白血病 [4]、免疫调

节 [5]、抗肺细胞纤维化[6]等医用价值，引起了学

术界和医学临床研究的高度关注。 

虫草素获取途径主要包括化学合成法和生物

法，其中生物法包括两种途径：直接从天然或人

工培育的蛹虫草子实体中提取，或经过液体发酵从

蛹虫草菌丝体和发酵液中提取。目前，虫草素多源

自蛹虫草液体发酵，但发酵周期长 (15–60 d)、生

产强度低，导致虫草素价格昂贵，不利于虫草素

的大规模应用。中国科学院上海植物生理研究所

王成树研究员团队利用比较基因组分析蛹虫草基

因组，挖掘了虫草素生物合成基因簇 (cns1–4)，

通过基因敲除、异源表达和代谢途径分析等技术

对 cns1–4 进行功能分析，明确了负责合成虫草素

的 两 个 关 键 基 因 ： 编 码 氧 化 还 原 酶 的 cns1 

(CCM_04436，NCBI 序列号：XM_006669584.1)

和编码磷酸水解酶的 cns2 (CCM_04437，NCBI

序列号：XM_006669585.1)。虽然虫草素生物合

成机制至今尚未完全阐明，但该团队提出了较合

理的虫草素生物合成途径假设[7]：通过 cns3 编码

的核苷酸激酶催化腺苷磷酸化形成 3′-磷酸腺苷

(3′-AMP)，进一步通过 cns2 编码的磷酸水解酶催

化 3′-AMP 去磷酸化生成 2′-羰基-3′-脱氧腺苷，最

后通过 cns1编码的氧化还原酶催化还原反应产生

虫草素 (图 1)。虫草素生物合成关键基因的确定

及代谢途径的初步解析，为基于酿酒酵母等底盘

细胞构建基因工程菌株实现虫草素高效生产奠定

了基础。 

酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 作为常用

的模式真菌，具有生物安全、遗传背景清晰、发

酵周期短、适于大规模工业生产等优点。目前，

在酿酒酵母中已经实现了多种代谢产物的异源合 
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图 1  蛹虫草中虫草素生物合成途径预测[7]  
Fig. 1  The possible biosynthesis pathway of cordycepin 
in C. militaris[7]. G6P: glucose-6-phosphate; 6PG: 
6-phospho-D-glucono-1,5-lactone; R5P: ribose 
5-phosphate; PRPP: 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate; 
PRA: 5-phosphoribosylamine; IMP: inosine 
monophosphate; AMP: adenosine monophosphate; 
3′-AMP: adenosine-3′-monophosphate; 2′-C-3′-dA: 
2′-carbonyl-3′-deoxyadenosine; 3′-dI: 3′-deoxyinosine; 
COR: cordycepin; PTN: pentostatin; ADK: adenosine 
kinase; ADA: adenosine deaminase; NK: an N-terminal 
nucleoside/nucleotide kinase; HisG: a C-terminal HisG 
family of ATP phosphoribosyltransferases; PPP: pentose 
phosphate pathway. 
 
成[8]，2006 年美国 Keasling 教授团队通过在酿酒

酵母中异源表达青蒿酸合成途径的关键酶基因：

紫穗槐二烯合成酶 (ADS)、细胞色素 P450 单加氧

酶及其天然氧化还原酶 (CYP71AV1/CPR)，并通过

过表达截短的 HMG-CoA 还原酶、下调 ERG9 基因

表达等方法增强法尼焦磷酸 (Farnesyl diphosphate，

FPP) 代谢通量、削弱由 FPP 向麦角固醇转化的代

谢通量、促进青蒿酸前体紫穗槐二烯的生成进而

高效合成青蒿酸，最终积累超过 100 mg/L 青蒿

酸，并通过发酵优化等手段将青蒿酸产量提高到

2.5 g/L[9]。该团队进一步通过改造酿酒酵母甲羟

戊酸途径、引入合成己酰 CoA 的代谢途径、表达

大麻酸生物合成的酶基因 CsTKs 和 CsOAC、大

麻酸酯香叶基转移酶基因 CsPT4 等多个外源基因

等手段，提高了酿酒酵母底盘细胞香叶基焦磷酸 

(Geranyl pyrophosphate，GPP) 的代谢通量，最终

实现了包括大麻萜酚酸  (Cannabigerolic acid，

CBGA)、四氢大麻酚  (Δ9-tetrahydrocannabinolic 

acid，THCA)、大麻二酚  (Cannabidiolic acid，

CBDA) 在内的多种主要大麻素及其衍生物的生

物全合成[10]。 

本研究拟在酿酒酵母 S. cerevisiae S288C 中构

建虫草素生物合成途径，虫草素合成关键基因 cns1

和 cns2 经密码子优化后在酿酒酵母 S. cerevisiae 

S288C 中异源表达，成功构建产虫草素的酵母工

程菌。随后在深层液体发酵体系进行了关键基因

表达分析，并对碳源、氮源、前体以及金属离子

等培养基组分进行优化进一步提高虫草素产量。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株 

酿酒酵母 S. cerevisiae S288C 作为出发菌株，

大肠杆菌 Escherichia coli DH5α 用于所有质粒的

克隆。实验所用菌株详见表 1。 

1.1.2  培养基 

LB 培养基 (g/L)：氯化钠 10，酵母浸粉 5，

胰蛋白胨 10 (pH 7.0–7.2)。 

YPD 培养基 (g/L)：葡萄糖 30，酵母浸粉 10，

蛋白胨 10。 

1.2  方法 

1.2.1  质粒构建 

参考蛹虫草菌 C. militaris CGMCC 3.14242

基因组中 cns1 和 cns2 序列信息，按酿酒酵母密

码子优化并合成 ScCNS1 和 ScCNS2 基因。以酿酒

酵母 S. cerevisiae S288C 基因组为模板，分别 PCR

扩增 TDH3 和 TEF1 启动子序列、CYC1 和 ADH1

终止子序列。将扩增得到的各片段按 TDH3p- 

ScCNS1-CYC1t 和 TEF1p-ScCNS2-ADH1t 构建基

因表达盒，通过无缝克隆技术连接至带有卡那霉
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素抗性基因的游离表达载体 pYES2-Kan 上，得到

重组质粒 pYES2-ScCNS。本研究涉及的质粒和引

物如表 1 和表 2 所示。 

1.2.2  酵母转化和阳性克隆筛选 

酿酒酵母转化采用 LiAc 化学转化法[11]。向

50 μL 感受态细胞中加入转化混合液  (250 μL 

PEG3350 (50%，W/V)、36 μL 1.0 mol/L LiAc、25 μL 

ssDNA (2 mg/mL)、50 μL ddH2O 和 5 μL 质粒

DNA)，42 ℃水浴 20–25 min，加入 700 μL YPD

培养基 30 ℃孵育 2 h，涂布于 YPD 固体平板 (含

250 μg/mL G418)，30 ℃培养 2–3 d 后挑选阳性克

隆。液体培养后提取质粒[11]，转化 E. coli DH5α

感 受 态 细 胞 ， 纯 化 质 粒  (MiniBEST Plasmid 

Purification Kit Ver.4.0，TaKaRa，大连) 进行 PCR

和酶切验证。 

1.2.3  摇瓶液体发酵 

将−80 ℃保藏的酵母甘油液体种子接种到新

鲜 YPD 培养基中 (1%，V/V)，30 ℃、150 r/min 活

化培养 14–16 h。按 1% (V/V) 接种量转接到装液量

为 100 mL 的 250 mL 三角瓶中，30 ℃、150 r/min

发酵 240 h，初始葡萄糖浓度为 30 g/L、50 g/L 或

100 g/L，测定生物量、残糖、乙醇及虫草素浓度。 

1.2.4  发酵罐补料分批发酵 

按 10% (V/V) 接种量将 300 mL 酵母液体活

化种子接入装有 2 700 mL YPD 培养基 (初始  

50 g/L 葡萄糖) 的 5 L 搅拌发酵罐中，30 ℃、   

300 r/min 进行深层液体发酵，通气量为 1.5 L/min。

采用补料策略，初始底物葡萄糖耗尽后，在第 48 h

进行补料 (补料后葡萄糖浓度为 25 g/L)，每隔 24 h

取样测定生物量、残糖、乙醇及虫草素浓度。 

1.2.5  基因表达分析 

取 4 mL 发酵液，12 000 r/min 离心 2 min，

弃上清，菌体用去离子水清洗 2 次，液氮速冻后

–80 ℃保存。样品经液氮和石英砂研磨，采用

TRIZOL 法提取总 RNA (TaKaRa，大连)，通过反

转录试剂盒 (EasyScript® One-Step gDNA Removal 

and cDNA Synthesis Super Mix，北京全式金生物

技术有限公司 ) 将其反转录成 cDNA，再利用

qPCR 定量试剂盒 (TransStart® Top Green qPCR 

Super Mix，北京全式金生物技术有限公司) 进行

qRT-PCR 分析，检测基因表达水平。以酿酒酵母

ACT1 基因为内参基因，采用 2–△△Ct 法计算基因

相对表达量[12]，相关引物如表 2 所示。 

1.2.6  生物量测定 

取 4 mL 发酵液，12 000 r/min 离心 2 min，

经去离子水洗 2 次后收集菌体，80 ℃烘干至恒重，

称重并计算生物量浓度。 

1.2.7  葡萄糖及乙醇浓度测定 

发酵液中葡萄糖及乙醇浓度采用 SBA 生物

传感分析仪 (山东省科学院生物研究所) 测定。 

1.2.8  发酵液中虫草素鉴定及定量分析  

发酵液中虫草素鉴定及定量分析分别选用液

相色谱-质谱联用 (LC-MS/MS) 法及高效液相色

谱 (HPLC) 法[13]。色谱条件：流动相为水︰甲醇

(80︰20) 梯度，柱温 25 ℃，流速为 0.5 mL/min，

检测波长范围为 210–400 nm，进样量 5 μL。质谱

条件：TSQ Quantum Ultra 三重四极杆液质联用仪

(Thermo Scientific，USA)，配有电喷雾离子源

(Electrospray ionization，ESI)，选择反应监测扫描

(Selected reaction monitoring，SRM) 模式。离子

源温度：380 ℃；喷雾气压 0.069 MPa；辅助气体

GS1 0.34 MPa，辅助气体 GS2 0.52 MPa；离子喷

雾电压 5 000 V；碰撞能量 20 V；出口电压 27 V；

质荷比 m/z 范围为 50–350。 

1.2.9  细胞存活率测定 

酵母细胞存活率采用美蓝染色法测定。取 

200 μL 发酵液，5 000 r/min 离心 2 min 收集菌体，

用生理盐水重悬菌体，1︰1 (V/V) 加入吕氏碱性

美蓝染液，染色 3 min 后，显微镜计数，计算细

胞存活率。 
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表 1  菌种和质粒 
Table 1  Strains and plasmids  

Strains/Plasmids Descriptions Sources 

Strains   

S. cerevisiae S288C MATα SUC2 gal2 mal2 mel flo1 flo8-1 hap1 ho bio1 bio6 Our lab 
S. cerevisiae SHC01 pYES2-Kan inserted This study 

S. cerevisiae SHC16 pYES2-ScCNS inserted This study 
E. coli DH5α Competent cells TaKaRa, Dalian 

C. militaris CGMCC 3.14242 With the gene cluster for cordycepin biosynthesis Donored by Prof. Chengshu 
Wang from Shanghai Institute 
of Plant Physiology & Ecology

Plasmids   

pYES2-Kan URA3 replaced by KanMX4 Our lab 
pYES2-ScCNS With cassettes TDH3p-ScCNS1-CYC1t and TEF1p-ScCNS2- 

ADH1 integrated into the plasmid pYES2-Kan 
This study 

 
表 2  本研究所用引物 
Table 2  Primers used in this study 

Primers Sequences (5′–3′) Cassettes involved

TDH3p-F TTCGGATCTTCCAGAGATATCCAGTTCGAGTTTATCATTATCAATACTGC TDH3 promoter 

TDH3p-R CGTTCTCGTTCATGGCCATTTTGTTTGTTTATGTGTGTTTATTCGA 

ScCNS1-F AATGGCCATGAACGAGAACGG ScCNS1 

ScCNS1-R CATGATTATCAGGCAATGCCAACCTTA 

CYC1t-F GGCATTGCCTGATAATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACA CYC1 terminator 

CYC1t-R CAACTGCCGTCGACGATATCGCAAATTAAAGCCTTCGAGCG 

TEF1p-F TTCGGATCTTCCAGAGATATCCCTTGCCAACAGGGAGTTCTT TEF1 promoter 

TEF1p-R GCTGAAGTTGGACAGGACATTTTGTAATTAAAACTTAGATTAGATTGCTATG 

ScCNS2-F ATGTCCTGTCCAACTTCAGCAGG ScCNS2 

ScCNS2-R TCGCTTATCACCTATGCTGGGTCCTGG 

ADH1t-F CCAGCATAGGTGATAAGCGAATTTCTTATGATTTATGATTTTTA ADH1 terminator 

ADH1t-R CAACTGCCGTTCGACGATATCCATGCCGGTAGAGGTGTGGT 

Fragment1-F  ATTAAGCTTGGTACCGAGCTCCAGTTCGAGTTTATCATTATCAATACTGC The combination 
of TDH3 promoter, 
ScCNS1 gene and 
CYC1 terminator  

Fragment1-R GGCAAGGGCAAATTAAAGCCTTCGAGCG 

Fragment2-F GGCTTTAATTTGCCCTTGCCAACAGGGAGTTCTT The combination 
of TEF1 promoter, 
ScCNS2 gene and 
ADH1 terminator 

Fragment2-R GTTACTAGTGGATCCGAGCTCCATGCCGGTAGAGGTGTGGT 

qACT1-F ACCATGTTCCCAGGTATTGC ACT1 for qPCR 

qACT1-R TGGACCACTTTCGTCGTATTC 

qCNS1-F CGACTACTTGAGGAGACCA ScCNS1 for qPCR 

qCNS1-R GCAAGATGGTCTTAACGCC 

qCNS2-F CAGACATCGTTGCTAAGCAC ScCNS2 for qPCR 

qCNS2-R CGACCTTTTGAGCGTCTTC 

qPRS4-F CTCCCATCCTGATTTGGCTG PRS4 for qPCR 

qPRS4-R CTCACCTATGGTGACAGAGG 

qADE4-F GCCCACTTGAGATATCCTACAG ADE4 for qPCR 

qADE4-R GTAACTCCGAATCACTGTCC 

qZWF1-F CGGCTATTTCGACTCTATAGGC ZWF1 for qPCR 

qZWF1-R CCTCAGATTTACCGTACTGGC 
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2  结果与分析 

2.1  产虫草素酿酒酵母工程菌的构建 

蛹虫草虫草素合成关键基因的功能验证为建

立基于酿酒酵母底盘细胞构建产虫草素的基因工

程菌株奠定了基础 [7]。本研究构建了游离表达

ScCNS1 和 ScCNS2 的重组质粒 pYES2-ScCNS  

(图 2A)。重组质粒经酶切及测序验证后转入酿酒

酵母 S288C 感受态细胞，获得的阳性克隆 PCR

验证后经液体发酵筛选得到一株发酵性能优异的

酵母工程菌株 SHC16 (图 2B，D)。工程菌 SHC16

发酵液经过 LC-MS/MS 分析 (图 2C)，存在与虫

草素标准品出峰时间及质荷比 (m/z) 一致的代谢

物，由此确认工程菌 SHC16 能发酵生产虫草素。 

为考察 ScCNS1 和 ScCNS2 表达对酵母细胞的

影响，本研究比较了原始宿主 S288C、工程菌

SHC01 (含空白质粒 pYES2-Kan) 以及 SHC16 (含

重组质粒 pYES2-ScCNS) 的发酵特性。 

如图 3 所示，发酵 12 h，S288C、SHC01 及 SHC16

发酵体系的残糖浓度分别为 (16.14±0.14) g/L、

(18.98±0.19) g/L 和  (23.12±0.44) g/L，生物量浓

度分别为 (1.88±0.033) g/L、(1.38±0.044) g/L 和

(0.38±0.15) g/L。发酵 48 h 后 S288C 和 SHC01 的

生物量浓度基本一致，但 SHC16 生物量浓度仅为

(4.08±0.13) g/L，较 S288C 降低 15.53%。实验结果 

 

 
 
图 2  重组质粒和菌株的构建及验证 
Fig. 2  Construction and verification of the recombinant plasmid and engineered yeast. (A) Schematic diagram for the 
construction of the recombinant plasmid. (B) Electrophoresis verification of the digestion product. 1: digestion of the 
recombinant plasmid by EcoR53KI; 2: the recombinant plasmid; M: DL 15 000 marker. (C) LC-MS/MS analysis of 
cordycepin in the supernatant during liquid fermentation by the engineered yeast SHC16. (D) Electrophoresis 
verification. 1: PCR product amplified from the recombinant plasmid with primers TDH3-F/ADH1-R; M: DL 10 000 
marker. 
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图 3  酵母 S288C、SHC01 和 SHC16 的底物消耗和菌

体生长曲线 
Fig. 3  Profile of substrate consumption and cell growth 
of S. cerevisiae S288C, SHC01 and SHC16. 
 
表明，外源基因 ScCNS1 和 ScCNS2 的表达增加了酵

母细胞的代谢负担，同时胞内虫草素积累增大了细

胞毒性，从而导致细胞生长及底物消耗速率降低。 

2.2  液体发酵体系酵母工程菌基因表达分析  

如图 1 所示，磷酸戊糖途径 (PPP) 及嘌呤代

谢与虫草素代谢密切相关，葡萄糖进入细胞后，

经 PPP 途径合成核糖-5-磷酸 (R5P)，R5P 可反应

生成为 5-磷酸核糖-1-焦磷酸 (PRPP) 进入嘌呤

代谢，参与合成腺苷等虫草素生物合成前体代谢

物。ZWF1 编码的葡萄糖-6-磷酸脱氢酶催化葡萄

糖-6-磷酸 (G6P) 生成 6-磷酸葡糖酸 (6PG)，是

PPP 途径的关键酶；PRS4 和 ADE4 编码的 PRPP

合成酶和酰胺转移酶是嘌呤代谢的两个关键酶，

催化合成嘌呤代谢的重要中间产物 PRPP 和 5-磷

酸核糖胺 (PRA)[14-15]。 

外源基因 ScCNS1 和 ScCNS2 的引入使得酵母

工程菌 SHC16 能够代谢合成虫草素，本研究以

SHC01 为对照体系，分析了深层液体发酵体系

SHC16 的 PPP 途径、嘌呤代谢及虫草素合成途径

关键基因 ZWF1、PRS4、ADE4、ScCNS1 及 ScCNS2

的表达情况。 

如图 4 所示，发酵过程中 SHC16 发酵液中虫

草素持续积累，而 SHC01 由于缺少虫草素合成关

键基因 ScCNS1 和 ScCNS2 而不合成虫草素。随着

虫草素持续积累，SHC16 中 ScCNS1 和 ScCNS2 基因

表达不断上调，168 h 后基因表达上调显著，240 h

时基因表达量分别是 30 h 的 26.86 倍和 9.14 倍。推

测可能随着发酵的进行底物葡萄糖耗尽，乙醇、有

机酸等高浓度初级代谢产物被细胞吸收利用，使其

对 ScCNS1 和 ScCNS2 基因表达的抑制得以解除。 

图 4D–F 显示，发酵后期 SHC16 与 SHC01

中 PPP 和嘌呤代谢途径关键酶编码基因 ZWF1、

PRS4 和 ADE4 表达水平显著上调，168 h 时 SHC16

中三者表达水平分别是 SHC01 的 1.61 倍、7.08 倍

和 1.55 倍。ZWF1、PRS4 及 ADE4 基因表达水平

上调表明 PPP 和嘌呤代谢途径通量可能增大，腺

苷、腺嘌呤等参与虫草素合成的前体代谢物因此

得到积累，进而有助于虫草素合成。PRS4 编码的

PRPP 合成酶催化 R5P 合成 PRPP，是嘌呤代谢第

一步反应，发酵后期 SHC16 中 PRS4 的高水平表

达显示 PRPP 的供给可能与虫草素代谢调控相关。 

2.3  碳源对酵母工程菌虫草素代谢的影响 

碳源作为培养基的主要成分，其选择对细胞

生长和产物代谢有较大影响，研究表明在蛹虫草

C. militaris 液体发酵体系中虫草素积累的最适碳

源为葡萄糖[16]。本研究以酵母工程菌 SHC16 深层

液体发酵体系为研究对象，探究了葡萄糖浓度以

及添加方式对虫草素代谢的影响。初始葡萄糖浓

度分别为 30 g/L、50 g/L 和 100 g/L，此外在 30 g/L

和 50 g/L 葡萄糖发酵体系分别进行两次补料，补

料时间分别为 (30 h、60 h) 和 (60 h、96 h)，补

料后葡萄糖浓度分别为 10 g/L 和 25 g/L。 

如图 5A 所示，30 g/L、50 g/L 和 100 g/L 葡萄糖

体系发酵240 h 虫草素产量分别为 (67.32±2.32) mg/L、

(63.59±0.96) mg/L 和 (53.37±0.41) mg/L，较 60 h

分 别 提 高 206.69% 、 119.81% 和 25.31% 。 在 

60–240 h 发酵期间，30 g/L 和 50 g/L 葡萄糖发酵

体系中虫草素产量持续积累，而 100 g/L 葡萄糖

发酵体系中虫草素积累较缓慢。 
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图 4  酵母 SHC01 和 SHC16 发酵参数比较及基因表达分析 
Fig. 4  Fermentation and transcription profiles of S. cerevisiae SHC01 and SHC16. (A) Residual glucose and biomass 
levels. (B) Cordycepin level. (C) Relative gene expression levels of ScCNS1 and ScCNS2 of S. cerevisiae SHC16. (D–F) 
Relative gene expression levels of ZWF1, PRS4, ADE4 of S. cerevisiae SHC01 and SHC16. 

 
比较 30 g/L 和 50 g/L 葡萄糖补料体系发现，

补料后虫草素浓度明显升高 (图 5A)，第一次补

料后虫草素产量较无补料体系分别提高 46.01% 

(60 h vs 30 h) 和 57.78% (96 h vs 60 h)，表明碳源

补料有利于虫草素积累。第二次补料后 30 g/L 葡

萄糖补料体系虫草素继续积累，而 50 g/L 葡萄糖

补料体系虫草素产量基本不变。50 g/L 葡萄糖补

料体系和 100 g/L 葡萄糖体系发酵终点酵母细胞

存活率仅为 71.37%和 87.27% (图 5C)，较其他低

糖发酵体系显著降低，可能是高糖厌氧发酵产生

高浓度乙醇导致细胞活性降低，进而降低虫草素

合成代谢通量。 

进一步地，本研究以 30 g/L 葡萄糖为基础碳源

设计了添加 1%、3%和 5% (V/V) 乙醇的发酵体系， 
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图 5  碳源对酵母工程菌 SHC16 细胞生长及虫草素代谢的影响 
Fig. 5  Effect of carbon source on cell growth and cordycepin production of S. cerevisiae SHC16. Cordycepin 
production and cell viability with different initial glucose concentrations (A&C) and ethanol supplementation (B&D) 
were compared. 
 

以考察乙醇浓度对虫草素代谢的影响。由图 5B 可

知，随着乙醇添加量增大，发酵终点虫草素产量

逐渐降低，同时细胞存活率也随之降低 (图 5D)，

当乙醇添加量为 5% (V/V) 时，发酵 240 h 虫草素

产量仅为 (49.33±2.79) mg/L，较无乙醇添加组降

低了 26.72%。实验结果表明，底物补料有利于产

物虫草素积累，但高浓度乙醇会降低细胞存活率，

不利于虫草素积累。因此，在酵母细胞乙醇耐受

范围内进行底物补料能够有效提高虫草素产量。 

虽然 30 g/L 葡萄糖体系发酵 240 h 虫草素产

量达到 (67.32±2.32) mg/L，高于其他发酵体系，

然而 50 g/L 葡萄糖补料发酵体系第一次补料后，

96 h 虫草素产量就达到了 (60.76±1.83) mg/L，生

产强度达到 0.63 mg/(L·h)，较 30 g/L 葡萄糖发酵

体系的 0.28 mg/(L·h) 提高了 124.60%。因此，将

50 g/L 初始葡萄糖并结合一次补料 (在 60 h 补料

至 25 g/L 葡萄糖) 确定为最适碳源策略。 

2.4  氮源对酵母工程菌虫草素代谢的影响 

本研究利用酵母工程菌 SHC16 开展深层液体

发酵，在发酵培养基中添加 5 mmol/L、10 mmol/L

或 15 mmol/L 无机氮源 (NH4)2SO4 或 NaNO3，以

考察氮源对虫草素代谢的影响 (图 6)。 
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图 6  氮源对酵母工程菌 SHC16 细胞生长及虫草素代

谢的影响  
Fig. 6  Effect of nitrogen source on cell growth and 
cordycepin production of S. cerevisiae SHC16. 

 
如图 6 所示，添加 (NH4)2SO4 和 NaNO3 后对

菌 体 生 长 没 有 显 著 影 响 ， 生 物 量 浓 度 均 在

4.93–5.17 g/L 范围内。然而随着添加量增大，虫

草 素 产 量 随 之 下 降 ， 其 中 添 加 15 mmol/L 

(NH4)2SO4 抑制较明显，240 h 虫草素产量仅为 

(45.17±4.73) mg/L，较对照组降低了 32.90%。虽

然氮是虫草素的基本组成元素，且流加铵盐能够

有效提高蛹虫草发酵体系的虫草素产量[17-18]，然

而在酵母工程菌 SHC16 发酵体系中高浓度氮源

明显抑制了其虫草素代谢，表明 NH4
+和 NO3

–不

直接参与虫草素合成，而可能通过其他代谢途径

影响虫草素合成。NH4
+作为糖酵解途径关键酶磷

酸果糖激酶的激活剂，其浓度升高可以提高糖酵

解途径通量[19]，致使 PPP 途径代谢通量降低，进

而降低虫草素产量。 

2.5  前体对酵母工程菌虫草素代谢的影响 

微生物代谢过程中前体物质能直接被结合到

产物分子中，添加合适的前体物质能够有效提高 

产物的产量。在蛹虫草液体发酵体系，Sari 等向

发酵培养基中添加 6.75 g/L 腺嘌呤，虫草素产量

提高了 360.13%，达到 6.24 g/L[20]；Masuda 等组

合添加 1 g/L 腺嘌呤和 16 g/L 甘氨酸后，虫草素

产量提高了 309.84%，达到 2.50 g/L[21]。基于此，

本研究选择了腺嘌呤 (0.5 g/L、1 g/L 和 2 g/L) 和

甘氨酸 (8 g/L、16 g/L 和 20 g/L) 两种前体物质，

考察其对 SHC16 发酵生产虫草素的影响。 

随着腺嘌呤添加量增大，生物量浓度逐渐升

高，当添加 2 g/L 腺嘌呤时，240 h 生物量浓度达

到 (6.83±0.25) g/L，较对照组提高 35.25%；虫草

素产量在添加 1 g/L 腺嘌呤时达到峰值，为 

(121.46±1.61) mg/L，较对照组提高 80.42% (图 7A)。

添加甘氨酸对细胞生长没有显著影响，但明显影

响虫草素合成，当添加 20 g/L 甘氨酸时，240 h

虫草素发酵产量仅为 (40.77±0.25) mg/L，较对照

组降低了 39.44% (图 7B)。研究表明，腺嘌呤作

为虫草素合成的前体物质，对酵母工程菌 SHC16

中虫草素积累有明显的促进作用。 

2.6  金属离子对酵母工程菌虫草素代谢的影响 

金属离子与细胞的生长和代谢有着密切的关

系，其过量或缺乏都会对细胞功能造成影响。本

研究在 YPD 培养基中分别添加 5 mmol/L Zn2+、

Mg2+、Fe2+和 Cu2+，以探究其对酵母工程菌 SHC16

液体发酵生产虫草素的影响 (图 8)。 

由图 8 可知，当添加 5 mmol/L Cu2+时，生物

量无显著变化，但对虫草素合成有积极影响，发酵

240 h 产量可达 (96.56±2.74) mg/L，较对照组提高

43.43%；添加 Fe2+和 Mg2+虽有利于细胞生长，但

虫草素产量明显降低，Fe2+添加组虫草素产量仅

为 (9.97±1.36) mg/L，较对照组降低了 85.19%。

在蛹虫草深层液体发酵体系中，添加 10 mmol/L 

Zn2+或 6.58 mmol/L Fe2+能将虫草素发酵产量分别

提高 588.30%和 70.45%[16,22]，然而在酵母工程菌

SHC16 中 Fe2+和 Zn2+却未表现出促进虫草素合成

的能力，表明 Fe2+和 Zn2+不直接参与虫草素合成 
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图 7  前体对酵母工程菌 SHC16 细胞生长及虫草素代

谢的影响 
Fig. 7  Effects of precursors on cell growth and 
cordycepin production of S. cerevisiae SHC16. (A) 
Adenine. (B) Glycine.  

 

 
 
图 8  金属离子对酵母工程菌 SHC16 细胞生长及虫草

素代谢的影响 
Fig. 8  Effects of metal ions on cell growth and 
cordycepin production of S. cerevisiae SHC16. 

关键酶活性调节，推测可能是蛹虫草富集胞外金

属离子诱发胞内氧化应激，进而调控虫草素合成

途径关键基因表达。 

2.7  酵母工程菌补料分批发酵生产虫草素 

通过对碳源、氮源、金属离子及前体物质的

优化，初步确定酵母工程菌 SHC16 液体发酵生产

虫草素的培养基组成：50 g/L 初始葡萄糖结合  

一次补料，并在培养基中添加 1 g/L 腺嘌呤和    

5 mmol/L Cu2+，其他成分与 YPD 培养基一致。为

进一步提高虫草素发酵产量，本研究在 5 L 搅拌

式发酵罐中利用酵母工程菌 SHC16 开展了补料

分批发酵，在 48 h 进行补料 (补料后糖浓度为  

25 g/L)，生物量、残糖、乙醇、虫草素浓度等参

数如图 9 所示。 

如图 9 所示，发酵 24 h 底物已基本耗尽，补

料后生物量积累不明显，然而虫草素产量明显增

加，144 h 虫草素产量达到 137.27 mg/L，生产强

度达到 0.95 mg/(L·h)，较未优化培养基的摇瓶发

酵体系提高 239.85%。乙醇浓度在 96 h 后逐渐降

低，144 h 乙醇浓度降到 5.07 g/L，与此同时虫草

素浓度逐渐升高，推测发酵后期由于底物葡萄糖

耗尽，碳源供应不足，代谢产物乙醇作为碳源进

入细胞代谢，乙醇消耗有助于恢复细胞活性，促

进虫草素代谢。 

 

 
 
图 9  酵母工程菌 SHC16 补料分批发酵生产虫草素 
Fig. 9  Fed-batch fermentation of S. cerevisiae SHC16 
for cordycepin production. 
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3  讨论 

虫草素作为一种核苷类抗生素，具有重要的医

用价值和应用前景，构建基因工程菌株高效生产虫

草素具有重要意义。本研究在酿酒酵母 S. cerevisiae 

S288C 中表达虫草素合成关键基因 ScCNS1 和

ScCNS2，成功获得产虫草素的酵母工程菌 SHC16。

基因表达分析显示，发酵后期 ScCNS1、ScCNS2、

ZWF1、PRS4 及 ADE4 基因表达显著上调，有助

于增加 PPP 途径、嘌呤代谢及虫草素合成途径的

代谢通量。通过优化发酵培养基中碳源、氮源、

前体物质及金属离子发现：50 g/L 初始葡萄糖并

结 合 一 次 补 料 发 酵 96 h 虫 草 素 产 量 达 到

(60.76±1.83) mg/L，生产强度达到 0.63 mg/(L·h)，

较 30 g/L 葡萄糖发酵体系提高 124.60%；添加   

1.0 g/L 腺嘌呤或 5 mmol/L Cu2+发酵体系 240 h

虫草素产量分别达到  (121.46±1.59) mg/L 和

(96.56±2.74) mg/L，较对照组分别提高 80.42%和

43.43%。进一步地，在 5 L 搅拌式发酵罐中开展了

补料分批发酵，144 h 虫草素产量达到 137.27 mg/L，

生产强度达 0.95 mg/(L·h)，较未优化培养基的摇

瓶发酵体系提高了 239.85%。 

现阶段虫草素主要通过蛹虫草液体发酵液获

得，包括静态液体发酵和深层液体发酵 (表 3)。

通过蛹虫草静态液体发酵可以获得较高产量的虫

草素[20,23-24]，但发酵周期长、空间利用率低、生

产强度低等劣势限制了其广泛应用。深层液体发

酵技术具有生产强度高、空间利用率高、易大规

模生产等优点，适合于目标产物的高效生产，但

在蛹虫草深层液体发酵体系中，虫草素产量较低

且发酵周期长[22,25-26]，难以实现工业化生产。因

此，构建高产量、高强度的基因工程菌是实现虫

草素高效生产的重要途径。 

虽然本研究构建的产虫草素的酿酒酵母工程

菌 SHC16 发酵产量暂不及蛹虫草发酵体系，但

SHC16 的发酵周期明显缩短，且虫草素生产强度

已超过部分蛹虫草深层液体发酵体系 (表 3)。酵

母工程菌 SHC16 仍然具有巨大的提升空间，可基

于代谢工程改造、过程工程优化等策略进一步提

高虫草素产量或生产强度，如强化虫草素前体供应 

(过表达 ZWF1、PRS4 及 ADE4 基因等)、弱化虫草

素分解途径 (调控腺苷脱氨酶表达)、发酵分离耦

合 (降低虫草素的细胞毒性) 等，酵母工程菌深层

液体发酵有望成为虫草素的主要供给途径。 

 
表 3  酵母工程菌与蛹虫草发酵体系生产虫草素的比较  
Table 3  Comparisons of cordycepin fermentation systems between the engineered S. cerevisiae and C. militaris 

Fermentation 
systems 

Strains Strategies 
Cordycepin 
titers (mg/L)

Periods 
(d) 

Cordycepin 
productivity 
(mg/(L·h)) 

References

Static liquid 
fermentation 

C. militaris NBRC 
10352-3 

Supplementation with 6.75 g/L 
adenosine 

6 200 24 10.76 [20] 

C. militaris CICC 
14014 

Supplementation with 20 g/L 
of peanut oil 

5 290 20 11.02 [23] 

C. militaris NBRC 
9787 

Optimization of 
carbon/nitrogen sources 

640 27 0.99 [24] 

Submerged 
liquid 
fermentation 

C. militaris  Supplementation with 1 g/L 
FeSO4 

596.59 20 1.24 [22] 

C. militaris Optimization of 
carbon/nitrogen sources 

345.40 21 0.68 [25] 

C. militaris Two-stage dissolved oxygen 
control 

201.10 18 0.47 [26] 

S. cerevisiae 
SHC16 

Heterologous expression of 
ScCNS1 and ScCNS2 

137.27 6 0.95 This study
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