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本发明公开了一种简易黑木耳菌种复壮的

方法，属于食用菌菌种复壮技术领域；在复壮培

养基上铺设玻璃纸，将待复壮菌种接种于玻璃纸

上，操作简单，可实现黑木耳衰退菌种的快速复

壮，复壮效果显著。
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1.一种简易黑木耳菌种复壮的方法，其特征在于，

在复壮培养基上铺设玻璃纸，将待复壮菌种接种于玻璃纸上。

2.根据权利要求1所述的一种简易黑木耳菌种复壮的方法，其特征在于，

所述玻璃纸在铺设之前经过无菌水浸泡和灭菌处理。

3.根据权利要求1或2所述的一种简易黑木耳菌种复壮的方法，其特征在于，包括如下

步骤：

(1)一代复壮培养：

将待复壮菌种接种于PDA培养基上，获得一代菌株；

(2)二代复壮培养：

选取无角变的一代菌株，分别接种于铺设有玻璃纸的PDA培养基上，获得二代菌株；

(3)三代复壮培养：

选取长势一致、菌落边缘整齐的二代菌株，分别接种于PDA加富培养基上，培养出的菌

丝再接种到铺设有玻璃纸的PDA培养基上，获得三代菌株；

所述PDA加富培养基为在PDA培养基的基础上，添加木屑汁18‑22v/v％、硫酸镁0.5‑

1.0g/L、磷酸二氢钾0.5‑1.0g/L、蛋白胨0.5‑1.0g/L；所述木屑汁为木屑煮后滤液；

(4)四代复壮培养：

选取长势好的三代菌株，分别接种于铺设有玻璃纸的PDA培养基上，获得四代菌株；

(5)母种保存：

选取长势一致、菌落边缘整齐的四代菌株作为母种保存。

4.根据权利要求3所述的一种简易黑木耳菌种复壮的方法，其特征在于，

步骤(1)(2)(4)，均使用打孔器取菌丝块进行接种；

步骤(3)中，二代菌株接种到PDA加富培养基上时，使用打孔器取菌丝块进行接种；当

PDA加富培养基上的菌丝接种到铺设有玻璃纸的PDA培养基上时，使用接种刀切取菌丝块进

行接种。

5.根据权利要求3所述的一种简易黑木耳菌种复壮的方法，其特征在于，

步骤(1)(2)(4)，选择距离菌落边缘0.3‑1.2cm范围内的菌丝接种；

步骤(3)中，二代菌株接种到PDA加富培养基上时，选择距离菌落边缘0.3‑1.2cm范围内

菌丝接种；当PDA加富培养基上的菌落半径达到2.5‑3cm时，选择距离接种点1.5‑2.5cm处的

菌丝接种到铺设有玻璃纸的PDA培养基上。

6.根据权利要求3所述的一种简易黑木耳菌种复壮的方法，其特征在于，

步骤(1)‑(4)中培养温度为25±0.3℃，

在PDA培养基上的培养时间为7‑10天。
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一种简易黑木耳菌种复壮的方法

技术领域

[0001] 本发明属于食用菌菌种复壮技术领域，具体涉及一种简易黑木耳菌种复壮的方

法。

背景技术

[0002] 菌种在培养或保藏过程中，由于自发突变的存在，出现某些原有优良性状的劣化、

遗传标记的丢失等现象，称为菌种衰退。菌种衰退不是突然发生的，而是从量变到质变的逐

步演变过程。开始时，在群体细胞中仅有个别细胞发生自发突变(一般均为负变)，不会使群

体菌株性能发生改变。经过连续传代，群体中的负变个体达到一定数量，发展为优势群体，

从而使整个群体表现为严重的衰退。

[0003] 黑木耳菌种通常会出现气生菌丝弱或不生长气生菌丝，角变等衰退现象，因此需

要进行菌种复壮。

[0004] 黑木耳菌种的复壮方法主要有纯种分离法、淘汰法、遗传育种法等。其中，纯种分

离法是从衰退菌种细胞群体中，将一部分仍保持原有典型性状的单细胞分离出来，经扩大

培养，就可复原菌株的典型性状。纯种分离法又分为“菌落纯”和单细胞法；“菌落纯”法主要

是在生长点选取菌丝，进行传代培养，通过大量的传代，才有可能筛选到原菌株的典型性

状，但是传代本身就是一个自发负突变的过程，如果传达不慎，将使菌种无法继续使用。而

单细胞法、淘汰法、遗传育种法操作繁琐，只适合科研人员，操作周期一般为6‑10个月，对于

黑木耳常规品种，耗费的人力财力远不如用于创制新品种。

[0005] 因此，如何提供一种简易黑木耳菌种复壮的方法是本领域亟待解决的问题。

发明内容

[0006] 本发明公开了一种简易黑木耳菌种复壮的方法，可实现黑木耳菌种的快速复壮。

[0007] 为了实现上述目的，本发明采用如下技术方案：

[0008] 一种简易黑木耳菌种复壮的方法，在复壮培养基上铺设玻璃纸，将待复壮菌种接

种于玻璃纸上。

[0009] 玻璃纸是一种半透性纤维素膜，将其铺设于复壮培养基上，在菌丝和培养基之间

起到起到缓冲作用。由于复壮培养基营养丰富、水分充足，但对于待复壮的菌种而言，直接

接受丰富的营养和充足的水分，反而会导致菌丝在萌发时呼吸效率减弱，造成缺氧；而玻璃

纸作为生物屏障，既可以提供湿润的生长环境，又可将营养缓慢地传递给菌丝体，使菌丝体

通过自身能力进行自我修复。玻璃纸的加入可减少传代次数，使菌丝快速复壮。

[0010] 优选地，玻璃纸在铺设之前经过无菌水浸泡和灭菌处理。

[0011] 经无菌水浸泡和灭菌处理的玻璃纸可更加贴合于培养基表面。

[0012] 进一步优选地，玻璃纸直径小于培养皿内径，以方便菌丝生长到无玻璃纸的培养

皿边缘位置时打孔取菌丝进行传代。

[0013] 一种简易黑木耳菌种复壮的方法，包括如下步骤：
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[0014] (1)一代复壮培养：

[0015] 将待复壮菌种接种于PDA培养基上，获得一代菌株；

[0016] (2)二代复壮培养：

[0017] 选取无角变的一代菌株，分别接种于铺设有玻璃纸的PDA培养基上，获得二代菌

株；

[0018] (3)三代复壮培养：

[0019] 选取长势一致、菌落边缘整齐的二代菌株，分别接种于PDA加富培养基上，培养出

的菌丝再接种到铺设有玻璃纸的PDA培养基上，获得三代菌株；

[0020] PDA加富培养基为在PDA培养基的基础上，添加木屑汁18‑22v/v％、硫酸镁0.5‑

1.0g/L、磷酸二氢钾0.5‑1.0g/L、蛋白胨0.5‑1.0g/L；木屑汁为木屑煮后滤液；

[0021] (4)四代复壮培养：

[0022] 选取长势好的三代菌株，分别接种于铺设有玻璃纸的PDA培养基上，获得四代菌

株；

[0023] (5)母种保存：

[0024] 选取长势一致、菌落边缘整齐的四代菌株作为母种保存。

[0025] 一代复壮培养未铺设玻璃纸，主要用于筛除95％以上的衰退菌株，提高后续复壮

效率；二代复壮培养接种于铺设有玻璃纸的PDA培养基上，可增加气生菌丝浓密度，提高菌

丝活力；三代复壮培养过程中先在PDA加富培养基上培养，增加营养，方便挑取顶端优势菌

丝，后接种到铺设有玻璃纸的PDA培养基上，进一步提高气生菌丝旺盛度并避免菌丝老化；

四代复壮培养过程中使用铺设有玻璃纸的PDA培养基，稳固菌丝浓密度性状，相较于PDA加

富培养基降低营养成分，便于保存和下次传代使用。

[0026] 优选地，步骤(1)(2)(4)，均使用打孔器取菌丝块进行接种；

[0027] 步骤(3)中，二代菌株接种到PDA加富培养基上时，使用打孔器取菌丝块进行接种；

当PDA加富培养基上的菌丝接种到铺设有玻璃纸的PDA培养基上时，使用接种刀切取菌丝块

进行接种。

[0028] 优选地，步骤(1)(2)(4)，选择距离菌落边缘0.3‑1.2cm范围内的菌丝接种；

[0029] 步骤(3)中，二代菌株接种到PDA加富培养基上时，选择距离菌落边缘0.3‑1.2cm范

围内菌丝接种；当PDA加富培养基上的菌落半径达到2.5‑3cm时，选择距离接种点1.5‑2.5cm

处的菌丝接种到铺设有玻璃纸的PDA培养基上。

[0030] 本发明所选择的用于接种的菌丝活力相对旺盛，有助于恢复气生菌丝浓密度，减

少角变的发生。

[0031] 进一步优选地，步骤(1)(2)(4)及步骤(3)第一次接种时，在距离菌落边缘0.3‑

1.2cm范围内周向多点取菌丝。

[0032] 优选地，步骤(1)‑(4)中培养温度为25±0.3℃，

[0033] 在PDA培养基上的培养时间为7‑10天。

[0034] 优选地，木屑汁的制备方法如下：选取硬杂木屑(柞树或阔叶树)，加入4‑6倍重量

的水，煮沸15‑25min后，用3层纱布过滤后备用。

[0035] 综上所述，本发明黑木耳菌种复壮方法所用材料简单易得，无需使用大型精密仪

器，操作方便，技术难度低，复壮周期短，效果显著。
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附图说明

[0036] 图1所示为接种打孔示意图；

[0037] 其中，由外至内依次为培养皿内边缘、菌落边缘、打孔位置；

[0038] 图2所示为各代菌株菌丝浓密度对比图；

[0039] 图3所示为各代菌株角变情况对比图；

[0040] 图4所示为菌种复壮后生长状态图；

[0041] 图5所示为采用常规“菌落纯”方法复壮后菌株生长状态图；

[0042] 由左至右依次为为原始菌株、复壮1次菌株、复壮2次菌株、复壮3次菌株；

[0043] 图6所示为不同培养基培养的菌株对比图；

[0044] 其中，左图为PDA培养基组；中图为PDA加富培养基2组；右图为CK组；

[0045] 图7所示为不同处理玻璃纸对比图；

[0046] 左图为经浸泡处理组，中、右图为未经浸泡处理组。

具体实施方式

[0047] 下面对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完整地描述，显然，所描述的实施例

仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于本发明中的实施例，本领域普通技

术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其他实施例，都属于本发明保护的范

围。

[0048] 实施例1

[0049] 以国审品种黑29为原始材料，经分离获得的衰退菌种为实验材料，进行复壮：

[0050] (1)一代复壮培养

[0051] 以“菌落纯”的方法为基础，将衰退的菌种采用直径为0.5cm的打孔器，在距离菌落

边缘0.5cm‑1.0cm处打孔，如图1所示，选取10个9cm培养皿，每个培养皿打20个孔。

[0052] 将0.5cm的圆形菌丝块菌丝面相上转接到PDA培养基培养皿上，放入培养箱中25

℃，倒置培养7～10d，当菌丝长至距离培养皿边缘0.5cm处，根据气生菌丝生长状态、菌落边

缘整齐度以及角变现象进行统计：

[0053] 菌丝生长旺盛、菌落边缘整齐、未发生角变记录为正常菌株，有气生菌丝生长弱、

菌落边缘不整齐、角变现象之一的记录为衰退菌株，统计其衰退率。

[0054] 进行平行试验，经统计，一代菌株的衰退率为95‑100％。

[0055] (2)二代复壮培养

[0056] 从一代菌种中选取10个长势最好的培养皿(以没有角变为主，气生菌丝弱可以忽

略不计)作为二代复壮培养的材料。

[0057] 准备铺有玻璃纸的PDA培养基：剪取直径为6cm的圆形玻璃纸，将其浸泡在无菌水

中，完全泡软后，放入高压灭菌锅中，121℃灭菌30min，取出在超净工作台上晾凉备用；配制

PDA培养基，将其倒入9cm培养皿后，过夜凝固备用；将处理好的玻璃纸平铺于装有PDA的培

养基上，尽量放置中间位置。

[0058] 按照步骤(1)的方法，将选取的培养皿打孔，转接到铺有玻璃纸的PDA培养基上，转

接量按1：20传代(第二代的数量在200皿)，培养条件与统计方法同步骤(1)。

[0059] 经平行试验验证，获得的二代菌株衰退率40‑50％。
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[0060] (3)三代复壮培养

[0061] 从二代菌株中选取长势一致、菌落边缘整齐的培养皿10个，按照步骤(1)的方法打

孔，以1：20传代比例接种到PDA加富培养基(在PDA培养基的基础上，添加木屑汁20v/v％、硫

酸镁0.5g/L、磷酸二氢钾0.5g/L、蛋白胨0.5g/L)上，当菌落半径达到2.5‑3.0cm时，挑取距

接种点2cm左右长势较好的菌丝，使用接种刀切取0.3±0.1cm×0.3±0.1cm的正方形小块，

菌丝面向上，接种到铺有玻璃纸的PDA培养基上，25℃倒置培养7～10d，当菌丝长距离培养

皿边缘0.5cm处，按照步骤(1)的方法统计衰退率。

[0062] 经平行试验验证，三代菌株的衰退率为35‑40％。

[0063] (4)四代复壮培养

[0064] 从三代菌株中选取长势最佳的10个培养皿，按照步骤(1)的接种方法，将选取的培

养皿打孔，再次转接到铺有玻璃纸的PDA培养基上，培养条件与统计方法同步骤(1)，经平行

试验验证，获得的四代菌株衰退率小于10％。

[0065] (5)母种保存

[0066] 从四代菌株中选取长势一致、菌落边缘整齐的培养皿，挑取菌丝保存于PDA斜面培

养基上作为母种，或整体将玻璃纸取出，风干玻璃纸上的菌丝后保存。

[0067] 对一代菌株、二代菌株、三代株菌的菌丝浓密度进行比较，如图2所示，随着复壮传

代，菌丝浓密度有显著提高。进一步地，对各代菌株角变情况进行比较，如图3所示，随着复

壮传代，角变现象恢复。复壮后的母种传代培养10d后如图4所示，无角变、气生菌丝生长旺

盛，菌落边缘整齐，性状稳定。

[0068] 实施例2

[0069] 按照实施例1步骤(1)进行“菌落纯”复壮培养，并且将培养获得正常菌株按照步骤

(1)方法传代3次，并未见气生菌丝浓密度有所改善(图5)。

[0070] 实施例3

[0071] 按照实施例1步骤(1)(2)对待复壮菌种进行菌种复壮，获得的二代菌株按照步骤

(1)接种方法分别接种到PDA培养基、PDA加富培养基(在PDA培养基的基础上，添加木屑汁

20v/v％、硫酸镁0.5g/L、磷酸二氢钾0.5g/L、蛋白胨0.5g/L)上；并以PDA培养基上培养的正

常菌种作为对照(CK)；培养15d后，结果如图6所示，PDA加富培养基有利于筛选出生长更为

旺盛的菌株，但培养时间较长时也更容易老化。

[0072] 实施例4

[0073] 按实施例1方法进行玻璃纸浸泡、灭菌处理，并设置不经浸泡直接121℃灭菌30min

的对照组，将灭菌获得的各组玻璃纸铺设于培养基上，如图7所示，未经浸泡处理的玻璃纸

发生变形。

[0074] 本说明书中各个实施例采用递进的方式描述，每个实施例重点说明的都是与其他

实施例的不同之处，各个实施例之间相同相似部分互相参见即可。

[0075] 对所公开的实施例的上述说明，使本领域专业技术人员能够实现或使用本发明。

对上述实施例的多种修改对本领域的专业技术人员来说将是显而易见的，本文中所定义的

一般原理可以在不脱离本发明的精神或范围的情况下，在其它实施例中实现。因此，本发明

将不会被限制于本文所示的这些实施例，而是要符合与本文所公开的原理和新颖特点相一

致的最宽的范围。
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