
收稿日期: 2011 － 07 － 26
基金项目: 国家科技基础条件平台建设子项目( 2005DKA21006) ;海南省教育厅高等学校科研资助项目( Hjkj

200614)
作者简介: 刘国民( 1955 － ) ，男，湖南祁东人，海南大学农学院教授，博士，博士生导师． E-mail: 13005082258@

163． com

第 2 卷 第 3 期 热 带 生 物 学 报 Vol． 2 No． 3
2011 年 9 月 JOURNAL OF TROPICAL ORGANISMS Sep. 2011

文章编号:1674 － 7054( 2011) 03 － 0209 － 05

野生喜热灵芝菌种分离技术研究

刘国民，李娟玲，周经阳
( 海南大学 苦丁茶研究所，海南 海口 570228)

摘 要: 采用类似于植物组织培养中对外植体进行表面消毒的处理方法，对野生喜热灵芝的子实体进行表

面消毒，然后取小块子实体进行离体培养，继而用小容器栽培检测法检测菌种是否分离提纯。结果表明，通
过该方法，现已从 9 个野生喜热灵芝子实体中获得了纯化的菌种。这种分离纯化野生喜热灵芝菌种的方法
是行之有效的。
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自 1948 年 Donk建立灵芝科以来，全世界已报道了该科的有效种类 200 余种［1］。中国利用现代科学
方法研究灵芝这一类群真菌始于 20 世纪 30 年代。《中国的真菌》［2］中记载了灵芝属和假灵芝属 29 种、1

变种、1 变型。《中国真菌总汇》［3］中详细记载了灵芝 27 种，假芝属 11 种。《中国灵芝图鉴》［4］中记载了
中国已知的灵芝 4 属、3 亚属、103 种。海南岛的灵芝资源种类较为丰富，在中国已报道的 103 种灵芝中，

海南岛已发现了 72 种，约占全国灵芝总数种类的 70%［1 － 4］。

喜热灵芝( Ganoderma calidophilum) 原产中国海南［4 － 5］，隶属于真菌门( Eumycoda) 、担子菌亚门( Ba-
sidiomyaotina) 、层菌纲 ( Hymenomyhcetes) 、无隔担子菌亚纲 ( Holobasidiomycetae) 、非褶菌目 ( Aphyllopho-
rales) 、灵芝科( Canodermataceae) 、灵芝属( Canoderma) ［2 － 4，6 － 7］。因其通常生长于竹林下富含腐熟竹叶的
地表，故在海南民间通常称之为“竹灵芝”。喜热灵芝具有多种药用功效和保健作用，故在海南深受人们
欢迎，野生喜热灵芝干品的价格约高达 700 元·kg －1。由于受经济利益的驱使，大批村民进山采集野生喜
热灵芝，使其野生资源濒于灭绝。正是由于近年来人们对野生灵芝的过度采摘，以及生态环境条件的破
坏或恶化，野生灵芝( 也包括野生喜热灵芝) 的数量已日趋减少。笔者拟通过本课题的工作，研发出一套
用于大型真菌喜热灵芝菌种分离和人工商业化栽培的新方法、新工艺，从而使人们从单独依靠采摘野生
喜热灵芝的状态过渡到人工商业化栽培喜热灵芝。这项工作对于灵芝科大型真菌及其他大型真菌相关
的应用性基础研究( 特别是菌种分离、鉴定和驯化栽培技术体系的研发) 有重要的借鉴意义，而且在森林
生态条件和生物多样性的保护以及真菌系统演化研究等方面均具有重要意义。

1 材料与方法

1． 1 试验时间及地点 于 2006 年 5 月下旬进行野外取样; 菌种分离及小容器栽培检测等室内工作于
2006 年 5 月至 2007 年 6 月上旬在海南大学苦丁茶研究所科研基地内进行。
1． 2 试验材料 野生喜热灵芝新鲜子实体( 图版 1) 采自海南省儋州市八一农场 1 分场的竹林，经表面消
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毒灭菌后，切取子实体小块作为试验材料。

图版 1 用于分离菌种的喜热灵芝子实体材料

及已分离纯化的菌株

1，2 为子实体材料( 编号为 0637) ，用于分离菌种，并

获得成功。其中 1 和 2 系分别从菌盖上方和下方 2

个不同角度拍摄的照片; 3，4 为分离获得的一批已纯

化的菌株。

1． 3 试验方法
1． 3． 1 菌种分离纯化
1． 3． 1． 1 子实体表面消毒 切取子实体较新鲜的部
分，先用 φ = 5%的清洁精溶液清洗去表面粘附的杂
质，然后用清水冲洗干净，并在超净工作台上无菌条

件下，将较幼嫩的子实体切成约 3． 0 cm ×3． 0 cm的小
块，用 φ = 75%的酒精消毒 1 min;倒去酒精消毒液，接
着用 w = 0． 15% 的 HgCl2 溶液浸泡并轻摇 12 min( 加
入几滴吐温) ;倒去 HgCl2 溶液，再用无菌水冲洗消毒
好的喜热灵芝子实体 4 ～ 5 遍，放在无菌盘中切取大
小约为 0． 5 cm ×0． 5 cm的小块，并接种到初代培养基
上进行培养。
1． 3． 1． 2 初代培养基配方 MS 无机盐 + 肌醇 100
mg·L －1 +烟酸 0． 5 mg·L －1 +盐酸硫胺素 2． 0 mg·
L －1 +盐酸吡哆素 1． 0 mg·L －1 +甘氨酸 2． 0 mg·L －1 +
2，4 －D 2． 0 mg·L －1 +6 －BA 0． 1 mg·L －1 +w(蔗糖) =
2． 5% +w(卡拉胶粉) =0． 7%，pH 5． 8。
1． 3． 1． 3 用小容器栽培检测法检测菌种是否分离提
纯 待初代培养基上的菌丝体长满培养基表面时，首

先用目测法对每瓶菌种菌丝体进行初筛，淘汰明显有

杂菌或有污染的菌瓶。通常，所有灵芝科灵芝属的新
鲜菌丝体均是纯白色的，故凡不是白色菌丝体的菌

瓶，以及明显有杂菌的菌瓶，可全部淘汰。留下来的
纯白色菌瓶，尚不能确切地证明都是喜热灵芝的菌

种，要通过代料栽培法进一步验证是否提纯。因为，并非所有白色的菌丝都是灵芝。

本研究工作中采用小容器栽培检测法是自行设计的检测方法。具体做法:在 1 个容积只有 200 mL的
小玻璃瓶中装满代料，经高温高压灭菌后，按菌株将分离出的菌丝体分别接入到小容器盛装的代料中。

经过一段时间的培养( 70 d左右) ，凡是长出了子实体的( 无论其大小如何) ，便可证明该菌株是提纯的菌
种，否则为杂菌，应弃去。

小容器栽培检测法所采用的代料配方: w = 70%的木屑、w = 10%的麦麸、w = 5%的玉米粉、w =
13. 9%的油棕渣、w = 0． 1%的 KH2PO4、w = 1%的氢氧化钙; 其含水量为 w = 65%，将各种成分充分混匀
后，装入 250 mL培养瓶中。
1． 3． 2 初代培养基成分 初代培养基用于菌种分离，其成分为: MS 无机盐 +肌醇 100 mg·L －1 +烟酸
1． 0 mg·L －1 +盐酸硫胺素 2． 0 mg·L －1 +盐酸吡哆素 1． 0 mg·L －1 +甘氨酸 2． 0 mg·L －1 + NAA 1． 0 mg·

L －1 +6 － BA 0． 5 mg·L －1 + w( 蔗糖) =2． 5% + w( 卡拉胶粉) =0． 7%，pH 5． 8。

1． 3． 3 继代增殖培养基配方 继代增殖培养基用于已分离纯化的菌种之扩大繁殖以及为驯化栽培制备
菌种，其配方与初代培养基的配方完全相同。
1． 3． 4 小容器栽培检测法中的装料、灭菌及接种方法 采用植物组织培养常用的 200 mL 玻璃培养瓶装
料，用母指向瓶的四周压实;往代料中间插入直径约为 1． 0 cm的木棒并整平代料，然后拔出木棒，预留小
孔洞以便于下一步的接种操作。注意，填料的松紧度要适宜。填料过松，前期菌丝体生长快，但易于老
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化，后期营养不足;反之，透气性差，菌丝生长缓慢，出芝晚。代料装好后用无菌耐高压薄膜封口并用麻绳
扎紧。在 0． 14 MPa、121 ℃条件下灭菌 80 min，冷却后备用。瓶装培养料冷却到 35 ℃左右抢温接种。接
种时，在超净工作台上打开瓶盖，把菌种从预留的小孔洞中接入培养料中，接种后仍按原方式盖紧瓶盖。
1． 3． 5 培养条件 菌种分离及扩大繁殖期间，于植物组织培养实验室内进行培养，培养室内温度为
( 25 ± 2) ℃ ;每天光照 10 h( 8: 00 ～ 18: 00) ，用日光灯照明，光照强度约 1 500 lx。小容器栽培过程中，接
种后初期 30 d内将菌瓶置于植物组织培养室内培养，以后转入盖有双层 70%遮阳网的荫棚下的培养架
上，并用塑料膜罩覆培养架保湿。每 2 d揭开膜罩喷雾 1 次，将空气湿度控制在 90%左右。

2 结果与分析

2． 1 菌种分离(初代培养)试验结果 供试的子实体样品切片接种到初代培养基( 菌种分离培养基) 上
4 ～ 5 d后，可用肉眼看到子实体切片周围有白色菌丝体出现。如为纯净的喜热灵芝菌丝，一般不会夹有杂
色。由于灵芝是在杂菌繁生的环境中生长的，其子实体切片上不仅有自身的菌丝体，常常还有粘附或夹
杂着多种杂菌( 包括真菌和细菌等) 。因此，每个子实体材料，尽管都接种了 25 ～ 30 瓶，但是大部分都被
杂菌污染了。例如，编号 0638 的子实体，一共接了 25 瓶，最后只有 3 瓶是未被污染。笔者以这 3 瓶分别
作为菌株的株系，编号分别为 0638 － 1，0638 － 2 和 0638 － 3，再进行扩大繁殖，并将每个株系编号至少保
留 10 瓶，提交中国西南地区生物种质资源库永久保存。其他各个供试的子实体材料的分离纯化结果详
见表 1。

在实验过程中，一共用了 11 个喜热灵芝的子实体进行菌种分离试验，其中有 9 个子实体获得成功。

目前，这些菌种已保存在实验室。
表 1 用于分离纯化的喜热灵芝子实体编号及试验结果

子实体编号 接种瓶数 /瓶 纯化瓶数 /瓶 污染率 /% 备 注

0629 30 11 63 获得 11 瓶初代纯化菌种。按初代菌瓶号分别扩繁和保存。

0630 25 2 92 获得 2 瓶初代纯化菌种。按初代菌瓶号分别扩繁和保存。

0631 25 4 84 获得 4 瓶初代纯化菌种。按初代菌瓶号分别扩繁和保存。

0632 25 3 88 获得 4 瓶初代纯化菌种。按初代菌瓶号分别扩繁和保存。

0633 25 1 96 获得 1 瓶初代纯化菌种。按初代菌瓶号分别扩繁和保存。

0634 25 1 96 获得 1 瓶初代纯化菌种。按初代菌瓶号分别扩繁和保存。

0635 25 5 80 获得 5 瓶初代纯化菌种。按初代菌瓶号分别扩繁和保存。

0636 25 0 100 全部污染，弃去。

0637 25 0 100 全部污染，弃去。

0638 25 3 88 获得 3 瓶初代纯化菌种。按初代菌瓶号分别扩繁和保存。

0639 25 4 84 获得 4 瓶初代纯化菌种。按初代菌瓶号分别扩繁和保存。

2． 2 小容器栽培检测法检测结果 经初代培养后，淘汰了一大批初代材料，留下的纯白色菌瓶，尚不能
百分之百地充分肯定都是喜热灵芝的已纯化的菌种。为了验证是否为纯化的菌种，将每个菌瓶作为一个
株系繁殖 10 瓶，从每个株系中取 1 瓶作菌种，接到代料上( 用 250 mL培养瓶盛装) 。经过 70 d的培养，如
果是纯化的菌种，则可以长出子实体来。一般每个小代料培养瓶只长一个子实体，形态上与野外采回的
相近，只是由于所用的是小容器，代料较少，故子实体个体很小( 图版 2，图版 3) 。
目前，通过上述方法，已从 9 个喜热灵芝的子实体中分离纯化出菌种，共得到 34 个株系。这些株系均

已用小容器栽培检测法证明是纯化的喜热灵芝菌种。已将每个株系繁殖 20 瓶，准备近期内提交中国西
南野生生物种质资源库长期保存。
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3 讨 论

笔者采用类似于植物组织培养中初代培养时对外植体进行表面消毒的方法来分离和提纯喜热灵芝

菌种，而不是像其他科研工作者那样在进行大型真菌的分离提纯化时，采用传统的单孢分离法。单孢分
离法虽然简单易行，但是容易受杂菌污染，故往往导致分离纯化的效率较低。本研究中采用的组织分离
法从 9 个子实体中，获得 34 个株系的纯净的喜热灵芝菌种，因而被证明是行之有效的。另外，如果采用单
孢分离法，必须首先要采集到正处于孢子粉散布时期的子实体，后续的工作才能展开。而野外工作中，很
难遇到样本材料处于孢子粉散布时期。基于以上 2 个方面的原因，笔者认为，灵芝科大型真菌的菌种分
离，采用组织分离法反而比单孢分离法更方便得多。

图版 2 小容器栽培法检测过程
1．将分离所得的菌株，经初步筛选淘汰后，分株接种到
用小培养瓶盛装的代料中置于培养室下培养; 2．在培养
室内经 3 周培养后，菌丝体已长满整个小容器中的代
料。然后移入荫棚下管理;夏季期间，如经 60 ～ 70 d 荫
棚管理可出菌( 子实体) ; 3． 编号为 0638 的菌株所形成
的子实体。

图版 3 4 个分离成功的菌株
1．编号为 0629 的菌株所形成的子实体; 2． 编号为 0631
的菌株所形成的子实体; 3． 编号为 0632 的菌株所形成
的子实体; 4．编号为 0634 的菌株所形成的子实体。
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Study on the Spawn Isolation of Wild Anoderma Calidophilum

LIU Guo-min，LI Juan-li，ZHOU Jin-yang
( The Kudingcha Research Institute of Hainan University，Haikou 570228，China)

Abstract: The surface sterilization of fruit body was performed via a method which was similar to the surface
sterilization for the explants in plant tissue culture to treat wild Anoderma calidophilum，and the little pieces of
the fruit body were cut down and used for the in vitro culture，and the“small-container-cultivation”method was
applied to determine the isolation and purification results of spawn． The result showed that the method for the
spawn isolation of G． calidophilum was rapid，simple and effective，by which purified spawn were successfully i-
solated from 9 fruit bodies of G． calidophilum，respectively．
Key words: Ganoderma; Ganoderma calidophilum; spawn separation
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