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高产黑木耳菌株的筛选及培养条件的优化研究
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　　摘　要：以黑龙江地区畅销的主要栽培菌种黑２９为对照，研究了产自黑龙江山区柞栎木上
经筛选获得的黑木耳野生ＬＹ５８菌株的生物学性状。结果表明：该菌株的适宜培养条件为温度
２８℃、ｐＨ　７．０；产量为（４５±５）ｇ／袋，生物学效率为９５．４，其各方面性状皆优于对照菌株黑２９，可用
于黑龙江省气候条件的袋料栽培菌株。
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　　黑木耳营养丰富，味美可口，常食有清肺、润肺、益
气补血、增强人体免疫力，防癌抗癌等功效，还能预防
血栓的形成，越来越受到人们的欢迎。黑木耳菌株对
其色泽、香气、感官质量和风格的影响很重要，开展野
生种质资源获得一株优质高产的新菌株势在必行。课
题组从自然界中发掘并分离出了６０株黑木耳菌株，按
照常规育种程序从中筛选出６株生产性能较好的菌
株，通过与当地畅销菌种的比较试验研究，最终获得了
各项性能皆优良的１株菌株，使之有希望成为适合黑
龙江气候条件的代料栽培菌株。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　培养基　母种培养基ＣＰＤＡ：马铃薯２００ｇ（用
浸出汁），葡萄糖２０ｇ，磷酸二氢钾２ｇ，硫酸镁０．５ｇ，
琼脂２０ｇ，水１．０Ｌ，ｐＨ 自然。原种和栽培培养基
（ｗ／ｗ）：硬杂树木屑６１％，玉米芯２０％，麦麸１５％，豆
饼粉２％，石膏粉１％，石灰粉１％，含水量６０％，ｐＨ自
然。使用１７ｃｍ×３３ｃｍ的聚丙烯塑料袋，料高为１８～
２０ｃｍ，袋的湿重量为（１．１±０．０５）ｋｇ。
１．１．２　菌株来源　试验菌株系来源于我国东北地区
黑龙江省西部山区富锦、嘉阴、牡丹江、大小兴安岭、漠
河、肇源等２２个地点，共６０株菌株，用锯木屑保存；对
照菌株黑２９（黑龙江地区畅销的主要栽培菌种）。
１．２　试验方法
１．２．１　初筛　将分离到的６０株野生黑木耳菌种和对
照菌株黑２９分别接种在ＰＤＡ培养皿和斜面试管上，
一起放入２８℃温箱中培养，次日观察这些菌株的菌丝
生长状况。同时分２批做拮抗试验。
１．２．２　复筛　将初筛中获得的优良的菌株作为原种
进行扩大培养。同时配制栽培基质，每个菌株接种１０

袋，于茹房中培养，３次重复。按常规方法进行管理，
定时观察记录并计算供试菌株的鲜重（ｇ／袋）、干重
（ｇ／袋）和生物学效率。
１．２．３　形态特征观察　利用稀释涂布法或来板划线
分离法接种将菌株接到ＣＰＤＡ培养皿培养，进行３次
重复，次日观察记录各菌株的菌丝生长状况，包括培养
温度、菌丝生长速度、菌丝长势等，并计算出菌丝
密度［１］。
１．２．４　拮抗试验　将测定菌接用ＰＤＡ液体培养基进行
活化、分离后，用ＣＰＤＡ琼脂扩散法［２］进行。在同一平
板上按品字形接种３个菌株，２８℃，５０％的相对湿度下培
养观察菌丝间的拮抗反应，从而确定是否是独立菌株。
１．２．５　测定纤维素酶活力　纤维素酶是一种复合酶，
多组成协同作用完成纤维素的降解。黑木耳菌株在出
茹阶段的纤维素酶活力测定方法用ＤＮＳ（３，５－二硝基
水杨）法进行［４］。
１．２．６　测定酯酶同工酶　酯酶同工酶谱［５］已成为对
食用菌菌种真实性鉴定的重要手段。采用聚丙烯酰胺
垂直板凝胶电泳法，电流１０ｍＡ／ｃｍ，分离胶浓度为
７．５％，浓缩胶浓度为２．５％，电极缓冲液为Ｔｒｉｓ＿Ｇｌｙ
系统（ｐＨ　８．０），用微量注射器加入样品１５μＬ。
１．２．７　比较试验　将ＬＹ５８号菌株和对照菌株黑２９号
分别接种在ＰＤＡ培养皿和栽培培养基上进行培养，作
３次重复。比较它们的菌丝生长情况和生长速率。并
通过酯酶同工酶测定确定这２株菌株是否为同一
菌株。
１．２．８　菌株栽培试验　配制袋栽基质，后冷却处理，
次日接种。每种菌株接种３０袋。按常规管理，定时观
察记录催芽温度湿度、菌长势、污染代数、长满袋的时
间、开口时间、从芽到耳片分化的时间、子实体生长状
况等。按《ＮＹ　５０９９－２００２无公害食品 食用菌栽培基质
安全技术要求》来评价产品性状和质量。
１．２．９　培养条件优化研究　将ＬＹ５８号菌株和黑２９号
菌株分别接种在ＰＤＡ培养基和栽培培养基上，３次重
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复。在４．５～８．５设置９个初始ｐＨ值，相隔０．５；在
１５～４０℃设置６个培养温度，间隔５℃，比较２种菌株
的菌丝生长速率。

２　结果与分析
２．１　初筛结果
通过比较６０株菌株在ＰＤＡ斜面试管和培养皿上

的生长情况，结果有３４株菌株的生长速度慢，菌丝不够
浓密，长势不健壮而被淘汰，有８株菌株因无拮抗现象（２
株菌株的菌丝相接，并呈镶嵌状）发生而被淘汰。对入
选的１８个初筛菌株的生长情况和培养特征与对照菌株进
行进一步观察比较［６］，结果有６株菌株（ＬＹ５、ＬＹ７、ＬＹ１２、
ＬＹ１９、ＬＹ３９、ＬＹ５８）的生长情况优于与对照菌株（表１）。

　　表１　 ６株菌株的菌落形态特征
菌株

号
菌丝密度

菌丝密度

类型
菌落特征

第１４天菌落

面积（ｓ）／ｍｍ２
面积指数

Ｔ
ΔＳ
／ｍｍ

生长指数

ｔ
ＬＹ５ ８０．５６ 中等 菌丝成放射状，表面绒状，外缘色素重 ５　５５１　 １．０８　 １　３４５　 １．１９
ＬＹ７ １１９．１９ 密 中部有褐色色素，菌丝成放射状 ４　３１８　 ０．８３　 １　３１３　 １．１７
ＬＹ１２　 １０４．６４ 密 菌丝白色，中心密绒状 ５　５２６　 １．０７　 ４７１　 ０．４２
ＬＹ１９　 １０７．５５ 密 微见色素，表面绒状，菌丝均一 ５　４１７　 １．０５　 １１０３　 ０．９８
ＬＹ３９　 ９５．５１ 密 中心有浅色素和褐斑，放射状 ４　４０４　 ０．８５　 １　２８９　 １．１５
ＬＹ５８　 ９７．６３ 密 无色素，较密，边缘菌丝放射状延伸 ４　３８２　 ０．８５　 １　３８９　 １．２４
黑２９　 ７９．８３ 中等 稍有色素，较密，边缘菌丝放射状延伸 ４　３８４　 ０．８５　 ９９７　 ０．８９

Ｓ
－
＝５　１５６　ΔＳ

－
＝１　１２０

　　注：Ｔ－用面积生长指数；ΔＳ－菌株生长到１２ｄ和１４ｄ菌落面积之差；ｔ－生长指数。

２．２　复筛结果
２．２．１　纤维素酶活力的测定结果　纤维素酶是一种
微生物活性制剂，黑木耳菌株有较强的分解木纤维素
的能力。由试验证实，菌株的纤维素酶的活力与产量
呈正相关。由表２可知，ＬＹ５　８号菌株纤维素酶活力为
５．６×１０３　Ｕ／ｇ，远远高于其它参试菌株。
　　表２　 ６株菌株的纤维素酶活力值
菌株号 酶活力／Ｕ·ｇ－１ 菌株号 酶活力／Ｕ·ｇ－１

ＬＹ５ ３．５×１０３　 ＬＹ１９　 ３．０×１０３
ＬＹ７ ５．２×１０３　 ＬＹ３９　 ３．４×１０３
ＬＹ１２　 ３．６×１０３　 ＬＹ５８　 ５．６×１０３

２．２．２　产量和生物学效率　产量是衡量菌株性能的
最直接的指标。生物学效率表达菌种对培养基质转化
利用能力。由表３可知，ＬＹ５８号菌株产量和生物学效
率居参试菌株之首，且远远高于对照菌株。
　　表３　 ６株菌株的产量和生物学效率

菌株号 生物学效率
产量

／ｇ·袋－１　ＤＷ
菌株号 生物学效率

产量

／ｇ·袋－１　ＤＷ
ＬＹ５ ２４．７　 ９．１ ＬＹ３９　 ９０．２　 ３１．１
ＬＹ７ ３５．３　 １２．９ ＬＹ５８　 ９５．４　 ４５．２
ＬＹ１２　 ３９．６　 １３．８ 黑２９　 ４７．８　 １６．９
ＬＹ１９　 ８８．７　 ２８．２

２．３　试验结果比较
２．３．１　形态特征　采用平板观察法。各平行培养的
ＬＹ５８号菌株在培养皿上的菌落生长情况均相同。由图１
可知，培养１２ｄ后，ＬＹ５８号和黑２９号菌株的菌丝都较浓
密，皆呈放射状延伸，但ＬＹ５８号菌株的菌丝呈白色无色
素，黑２９号稍有色素。

图１　ＬＹ５８号与黑２９菌株的菌落形态
注：ａ：ＬＹ５８号；ｂ：黑２９号。

２．３．２　生长速度　由表４可知，培养初期黑２９号菌
株在ＣＰＤＡ培养皿上菌落扩展速度比ＬＹ５８号菌株快，
但在生长１３ｄ后，ＬＹ５８号菌株的生长急速加速，达到
了６．７ｍｍ／ｄ，超过了对照株（６．５ｍｍ／ｄ）。

　　表４ ＬＹ５８与黑２９号菌株的菌落扩展速度 ｍｍ／ｄ

菌株号 日　　龄／ｄ
７　 ９　 １１　 １３　 １６　 １８

ＬＹ５８　 ３１．５／４．５　 ４２．３／４．７　 ６７．１／６．１　 ８７．１／６．７　 １０４／６．５　 １１７／６．５
黑２９　 ４２．７／６．１　 ５５．８／６．２　 ７０．４／６．４　 ８４．５／６．５　 ９９．２／６．２　 １１２／６．２

　　注：分子表示的是菌落每天扩展的速度，分母表示生长几天内菌落共达到的高度。

２．３．３　酯酶同工酶　酯酶同工酶谱已成为对食用菌
菌种真确性鉴定的重要手段。由图２可知，２个菌株
的谱带颜色很重，呈紫黑－黑色，由此看出供试菌株的
遗传上的同源性。与黑２９比较，ＬＹ５８号菌株基因点发
生了变化，说明这２株菌株不为同一菌株。综合上述
结果表明，ＬＹ５８菌株是最好的菌株。但若将其作为生
产母种进行广泛推广，还需对该菌株的最适宜的培养

条件进行研究，促进菌株生长。
２．４　培养条件优化研究
２．４．１　ｐＨ对ＬＹ５８号菌株菌丝生长速率的影响　每
种菌株生长都有一个适宜的ｐＨ。由图３可知，ｐＨ在
４．５～８．５之间，ＬＹ５８号菌株均可生长，其中最适宜ｐＨ
值为７．０左右，接近自然ｐＨ。
２．４．２　温度对ＬＹ５８号菌株菌丝生长速率的影响　温
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图２　ＬＹ５８号和黑２９号菌株的酯酶同工酶谱

图３　ｐＨ对ＬＹ５８号菌株菌丝生长的影响

度是影响ＬＹ５８菌株生长的一个重要因子。由图４可
知，在１５～４０℃，ＬＹ５８号菌株均可生长，其中最适宜生
长温度为２８℃，与对照菌株的适宜生长温度相近。

３　结论
从黑龙江省西部山区采集、分离到６０株野生黑木

图４　温度与ＬＹ５８号菌株菌丝生长的影响

耳菌株，经初筛、复筛、生理性能测定、栽培试验、生理
活性物质含量测定、产量和质量测定，筛选出一株优良
菌株，编号为ＬＹ５　８号。该菌株适宜培养条件为温度
２８℃、ｐＨ值７．０，具有高产（达（４５±５）ｇ／袋，生物学效
率９５．４）、商品价值高（出耳早、出耳齐、易开片、朵大、
耳片厚）等特点，建议可作为适用于黑龙江省气候条件
的代料栽培菌株进行推广使用。
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