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一株用于菌糠发酵的木霉菌株的筛选及其培养工艺

钟丽娟，赵新海

（辽宁省微生物科学研究院，辽宁朝阳１２２０００）

　　摘要：以污染香菇菌棒和黑木耳菌棒的木霉为来源，筛选到一株适用于菌糠发酵的木霉菌株 Ｘ－０５，对峙培养试
验结果表明，菌株Ｘ－０５对番茄灰霉病病菌和黄瓜枯萎病病菌均具有较好的抑菌效果。以废弃香菇菌糠、黑木耳菌
糠作为培养基质，测定外源氮源、水分及ｐＨ值对木霉菌丝生长及产孢的影响，结果表明，香菇菌糠、黑木耳菌糠均适
合木霉生长，在尿素添加量为３％、料液比为１ｇ∶２．５ｍＬ、初始ｐＨ值为４．５～５．０的条件下，于３０℃培养７ｄ后香菇

菌糠、黑木耳菌糠的产孢量可达３．６７×１０９～７．００×１０９ＣＦＵ／ｇ。
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　　菌糠是指食用菌菌棒采收后废弃的固体培养
料，其成分主要为尚未被完全利用的纤维素、木质

素、粗脂肪和食用菌菌丝体等。目前，食用菌产业

已经成为我国第六大种植产业，产量已超过３０００
万ｔ，同时产生了大量废弃菌糠。近年来，研究人员
针对菌糠的综合利用开展了大量研究，主要集中在

将其用作畜禽饲料、有机肥料、蔬菜基质、生物质颗

粒、食用菌培养料等方面［１－３］，积极推动了食用菌产

业链条的延长。此外，生物防治土传病害的潜力和

效果越来越得到重视，其中利用木霉菌防治作物各

类病害的效果及其作用机制已有大量相关报道，美

国、以色列、中国、印度、瑞典等多个国家已经实现

木霉制剂的商品化应用［４－６］。但在实际生产中，生

物防治常存在使用成本高、见效慢、产品货架期短

等问题，其中见效慢是由生物防治与化学防治的作

用机制不同造成的，而使用成本高、产品货架期短

归根结底其实是由生防菌剂生产成本高、菌株抗逆

性和定植能力差等导致的［７－８］。开展利用废弃菌糠

培养木霉的研究，一方面可以解决木霉等生防菌定

植难的问题，另一方面可有效资源化利用废弃菌

糠，对于推广植物病害的生物防治和农业废弃物的

资源化循环利用具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　菌株来源
木霉菌株来源于喀左县尤杖子乡香菇种植基

地的香菇染菌棒和喀左县大营子乡黑木耳种植基

地的黑木耳染菌棒。
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番茄灰霉病病菌（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ）、黄瓜枯萎病
病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）由沈阳农业大学植物保
护学院吴元华教授馈赠。

１．２　培养基
综合马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基配方：

２００．０ｇ马铃薯（去皮），２０．０ｇ葡萄糖，１．５ｇＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ，３．０ｇＫＨ２ＰＯ４，１８．０ｇ琼脂，１０００ｍＬ蒸馏
水，ｐＨ值为６．０。菌糠培养基配方：取粉碎后过６０
目筛的香菇菌糠细粉１００．０ｇ，加入１０００ｍＬ蒸馏
水煮沸１５ｍｉｎ，再加入琼脂２０．０ｇ至完全溶化，定
容至１０００ｍＬ后，分装到５００ｍＬ三角瓶中。马丁
氏培养基配方：５．０ｇ蛋白胨，１０．０ｇ葡萄糖，１．０ｇ
ＫＨ２ＰＯ４，０．５ｇＭｇＳＯ４· ７Ｈ２Ｏ，２０．０ｇ琼脂，
１０００ｍＬ蒸馏水，ｐＨ值自然。每１０００ｍＬ培养基
中加 ３．３ｍＬ１％孟加拉红水溶液。临用时在每
１００ｍＬ培养基中加０．３ｍＬ１％链霉素溶液。上述
培养基于１２１℃灭菌３０ｍｉｎ，冷却后备用。
１．３　原料来源

黑木耳菌糠取自辽宁省朝阳市喀左县大营子

乡大营子村黑木耳种植基地，培养基配方如下：７８％
木屑、１９％麸皮、１％石灰、１％石膏，出耳５潮后，自
然风干、粉碎并混合均匀备用，经测定，ｐＨ值为
５６９。香菇菌糠取自辽宁省朝阳市喀左县尤杖子乡
后钢沟村香菇种植基地，培养基配方如下：７８％木
屑、１９％麸皮、１％石灰、１％石膏，出菇５潮后，自然
风干、粉碎并混合均匀备用，经测定，ｐＨ值为４．８３。
１．４　菌株分离

在无菌条件下用剪刀将染菌棒剪开，用接种针

挑取木霉产孢浓密部位的培养料，接种至事先倒好

的综合ＰＤＡ培养基上，每个样品设５次重复。将接
种后的培养皿于２８℃培养，定期观察菌落形态并进
行镜检，挑取目的菌落边缘的菌丝，接种至综合

ＰＤＡ平皿中央进行纯化，根据菌落来源进行编号，
纯化２～３次后，分别将菌种转接至斜面综合 ＰＤＡ
培养基上，于２８℃培养至斜面长满菌丝后，于４℃
冰箱保存。

１．５　菌株筛选
１．５．１　菌株的初筛　挑取冰箱中保藏的、大小约为
０．５ｃｍ×０．５ｃｍ的各菌株组织块，接种至综合 ＰＤＡ
平板培养基中央，于２８℃恒温培养４８ｈ后，分别用
６．０ｍｍ打孔器打取菌落边缘菌丝，将菌苔分别接种
至事先倒好的含有菌糠培养基的平皿中央，于２８℃
恒温培养，定期观察菌落的生长情况。培养 ７２ｈ

后，用游标卡尺采用十字交叉法测定木霉菌落的直

径，挑选出３株在菌糠培养基上生长良好的木霉菌
株并标记清楚，培养１２０ｈ后分别用２０ｍＬ无菌水
洗涤平板上的木霉孢子，制成孢子悬浮液，适当稀

释后采用计数器计数法测定孢子数量［９］。

１．５．２　菌株复筛　分别将初筛得到的３株木霉、番
茄灰霉病病菌和黄瓜枯萎病病菌接种至事先倒好

的综合ＰＤＡ平皿中央，于２８℃培养７２ｈ（黄瓜枯萎
病病菌需培养１２０ｈ）后，用６．０ｍｍ打孔器沿菌落
边缘打取菌落，将木霉接种至综合 ＰＤＡ平皿中央，
番茄灰霉病病菌或黄瓜枯萎病病菌按等边三角形

接种３点，通过对峙培养进行抑菌效果的测定。待
木霉菌丝与病原菌菌丝接触后，用游标卡尺测定木

霉和病原菌的菌落半径。通过初筛、复筛，确定１株
木霉作为菌糠发酵用木霉菌株。

１．６　菌株鉴定
将复筛获得的木霉接种至综合 ＰＤＡ培养基上，

用于观察菌落形态。另取平板，距离接种点约

２ｃｍ，用灭菌镊子各斜插入４片灭菌盖玻片，用于观
察菌丝、孢子等显微形态。将平板于２８℃培养，定
期观察菌落生长情况，及时进行分生孢子梗、分生

孢子及菌丝的显微观察。

真菌的形态学鉴定参照魏景超的《真菌鉴定手

册》［１０］和Ｇａｍｓ、Ｂｉｓｓｅｔｔ的分类系统检索表［１１］。

１．７　菌株生物学特性测定方法
１．７．１　温度试验　设置１５、２０、２５、３０、３５、４０℃等
６个温度处理，培养基为综合ＰＤＡ。
１．７．２　ｐＨ值试验　用１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ、１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ
分别将综合 ＰＤＡ培养基的 ｐＨ值调至３、４、５、６、７、
８，制成不同ｐＨ值的培养基。将４℃冰箱保藏的菌
株转接至综合 ＰＤＡ平板上，培养４８ｈ备用。用直
径为６ｍｍ的打孔器将准备好的菌落平板制备成菌
苔。将各培养基制备成平板并做好标记，用移植针

将菌苔转接至平板中央，在进行温度试验时，分别

将各处理放入１５、２０、２５、３０、３５、４０℃培养箱中，在
进行其他处理时，将平板置于３０℃恒温培养箱中进
行倒置培养。定期观察并使用游标卡尺测量，采用

十字交叉法测定菌落的直径。

１．８　菌株产孢培养工艺的研究
在菌株生物学特性研究的基础上，以香菇菌

糠、黑木耳菌糠为主要培养基质，以木霉分生孢子

产生量作为检测指标，测定外源氮、水分及 ｐＨ值对
木霉菌丝生长及产孢的影响。在试验设计中结合生
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产的可操作性，作如下设计：（１）料水比试验。Ａ１处
理添加１００％香菇菌糠，料液比为１ｇ∶１．５ｍＬ；Ａ２处
理添加１００％香菇菌糠，料液比为１ｇ∶２ｍＬ；Ａ３处理
添加１００％香菇菌糠，料液比为１ｇ∶２．５ｍＬ；Ａ４处理
添加１００％香菇菌糠，料液比为１ｇ∶３．０ｍＬ。（２）ｐＨ
值试验。Ｂ１处理添加１００％香菇菌糠，用 １ｍｏｌ／Ｌ
ＨＣｌ调节ｐＨ值至４．０，料液比为１ｇ∶２．５ｍＬ；Ｂ２处
理添加１００％香菇菌糠，用１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调节 ｐＨ值
至４．５，料液比为１ｇ∶２．５ｍＬ；Ｂ３处理添加１００％
香菇菌糠，用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节ｐＨ值至５．０，料液
比为１ｇ∶２．５ｍＬ，Ｂ４处理添加１００％香菇菌糠，用
１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ 调节 ｐＨ 值至 ６．０，料液比为
１ｇ∶２．５ｍＬ。（３）氮源试验。Ｃ１处理添加９７％香
菇菌糠、３％尿素，ｐＨ值自然；Ｃ２处理添加 ９７％香
菇菌糠、３％硫酸铵，ｐＨ值自然；Ｃ３处理添加 ９７％
香菇菌糠、３％磷酸铵，ｐＨ值自然。（４）黑木耳菌糠
试验。Ｄ１处理添加１００％黑木耳菌糠，ｐＨ值自然；
Ｄ２处理添加１００％黑木耳菌糠，用１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调
节ｐＨ值至４．５；Ｄ３处理添加９７％黑木耳菌糠、３％
尿素，ｐＨ值自然。

将上述各处理三角瓶于３０℃恒温培养７ｄ，定
期观察菌丝生长及产孢情况，培养７ｄ时将物料取
出，自然风干后备用。采用奥立龙 ＳＴＡＲ－Ａ２１１测
定各培养料初始 ｐＨ值及风干样品 １０倍液的 ｐＨ
值，并在马丁氏培养基上采用稀释涂平板法测定各

样品的分生孢子数，在进行样品稀释时，用灭菌擦

镜纸过滤孢子悬浮液以除去木霉菌菌丝。

２　结果与分析

２．１　菌株分离与筛选结果
木霉感染食用菌菌棒后期会产生大量绿色分

生孢子，较容易鉴别，从１２棒香菇染菌棒、５棒黑木
耳染菌棒上共分离到１９株木霉，以香菇菌糠作为唯
一营养源，测定各菌株在含１０％香菇菌糠平板上的
生长速度。由表１可知，木霉菌菌株在香菇菌糠培
养基上的生长速度存在差异，但均可良好生长；相

比较而言，菌株 Ｘ－０５、Ｘ－０８、Ｍ－０３的生长速度
较快。采用血球计数板镜检法对３株木霉的产孢能
力进行初步测定，由表２可以看出，３株木霉均具有
较强的产孢能力，２８℃培养１２０ｈ时，产孢量可达
１０９～１０１０ＣＦＵ／皿。
　　由表３、图１和图２可以看出，３株木霉对供试２
株病原菌均具有较好的重寄生作用，接种２ｄ后木

表１　木霉菌株在香菇菌糠培养基上的生长情况

菌株编号 来源
菌落直径

（ｍｍ）菌株编号 来源
菌落直径

（ｍｍ）

Ｘ－０１ 香菇染菌棒 ６７．３１

Ｘ－０２ 香菇染菌棒 ５４．９３

Ｘ－０３ 香菇染菌棒 ７０．２２

Ｘ－０４ 香菇染菌棒 ６９．８４

Ｘ－０５ 香菇染菌棒 ７８．４８

Ｘ－０６ 香菇染菌棒 ７１．６０

Ｘ－０７ 香菇染菌棒 ６８．２９

Ｘ－０８ 香菇染菌棒 ８０．４６

Ｘ－０９ 香菇染菌棒 ７２．５７

Ｘ－１０ 香菇染菌棒 ６９．４３

Ｘ－１１ 香菇染菌棒 ６３．１４

Ｘ－１２ 香菇染菌棒 ７０．０９

Ｘ－１３ 香菇染菌棒 ６５．８７

Ｍ－０１ 黑木耳染菌棒 ６９．２８

Ｍ－０２ 黑木耳染菌棒 ７０．１９

Ｍ－０３ 黑木耳染菌棒 ７９．１１

Ｍ－０４ 黑木耳染菌棒 ５８．７８

Ｍ－０５ 黑木耳染菌棒 ６９．１７

Ｍ－０６ 黑木耳染菌棒 ７５．６６

　　注：表中数据为３次重复的平均值。

表２　３株木霉菌株产孢能力的测定

菌株编号
产孢量

（ＣＦＵ／皿）

Ｘ－０５ ８．１１×１０９ｂ

Ｘ－０８ ９．５６×１０９ａ

Ｍ－０３ ６．３３×１０９ｃ

　　注：采用Ｄｕｎｃａｎｓ法进行差异显著性分析。同列数据后标有不

同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。

表３　木霉与病原菌对峙培养试验结果

菌株编号
病原菌菌落半径（ｍｍ）

番茄灰霉病病菌 黄瓜枯萎病病菌

Ｘ－０５ １５．７９ａ １３．２２ｃ

Ｘ－０８ １６．５６ｂ １５．７３ａ

Ｍ－０３ １８．９４ｃ １４．５１ｂ

霉菌与病原菌菌丝接触，随后病原菌受木霉拮抗而

停止生长，木霉继续向病原菌菌落上生长、产孢，最

后覆盖整个菌落。通过比较可以看出，菌株 Ｘ－０５
对供试２株病原菌的拮抗效果最好，与其对峙培养
的病菌菌落直径小，并且产孢略早。
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２．２　菌株Ｘ－０５的形态学鉴定结果
菌株Ｘ－０５在综合ＰＤＡ平板上生长较快，在生

长初期菌落为白色，培养 ７２ｈ后开始变稀疏并产
孢，后期因产生大量分生孢子而使菌落呈深绿色，

产孢后常出现同心轮纹状。菌落背面初期无色，后

期略呈浅黄色。菌丝透明，直径为１．８～３．２μｍ，有
隔，细胞壁光滑，分生孢子梗由菌丝直立生出，无

色，分支多，对生或互生２～３级分支；分支与分生孢
子梗间近似呈直角，末端为小梗，小梗呈瓶形，顶部

缢缩，分生孢子无色，球形或椭圆形，大小为（２．２～
２．９）μｍ×（２．４～３．５）μｍ，分生孢子常在孢子梗
顶端聚集成团状（图３）。参照魏景超的《真菌鉴定
手册》和Ｇａｍｓ、Ｂｉｓｓｅｔｔ的分类系统检索表，鉴定菌株
Ｘ－０５为绿木霉（ＴｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｖｉｒｉｄｅＰｅｒｓ．ｅｘＦｒ．）。
２．３　菌株的生物学特性研究
２．２．１　温度对菌株Ｘ－０５菌丝生长的影响　由表
４可以看出，菌株Ｘ－０５在１５～４０℃范围内均可生
长，温度对其生长的影响显著，最适生长温度范围

为２５～３０℃；当温度低于２０℃时或高于３５℃时，
菌丝生长缓慢。

表４　温度对菌株Ｘ－０５菌丝生长的影响

温度

（℃）
平均菌落直径

（ｍｍ）

１５ ２２．１０ｅ

２０ ４０．６２ｃ

２５ ６４．１８ｂ

３０ ７３．８６ａ

３５ ３６．９３ｄ

４０ １２．７８ｆ

２．２．２　ｐＨ值对菌株 Ｘ－０５菌丝生长的影响　结
合菌糠初始ｐＨ值及生产上的可操作性，测定ｐＨ值
为３～８对菌株Ｘ－０５菌丝生长的影响。由表５可

以看出，菌株Ｘ－０５菌丝在供试 ｐＨ值条件下均生
长良好，其中酸性环境更适于木霉菌菌丝的生长与

产孢，最适ｐＨ值为４～５。

表５　ｐＨ值对Ｘ－０５菌落直径的影响

ｐＨ值 菌落直径

（ｍｍ）

３ ５３．５０ｅ

４ ８１．６８ｂ

５ ８６．７２ａ

６ ７４．３４ｃ

７ ６８．１７ｄ

８ ６６．０７ｄ
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２．４　菌株Ｘ－０５产孢培养工艺研究
以香菇菌糠、黑木耳菌糠作为培养基质，研究

料液比、外加氮源及 ｐＨ值对木霉菌丝生长及产孢
的影响。由表６可以看出，当料液比为１ｇ∶２．５ｍＬ
时，培养料含水量适宜，表层不易失水，三角瓶底部

无积水，木霉菌丝生长旺盛，培养料的产孢量更大，

原因可能是培养时间长时，料液比过低易导致表层

失水干燥，而含水量过高易造成瓶底积水，出现染

菌。外加氮源对木霉菌菌丝生长有促进作用，其中

添加尿素、硫酸铵的效果明显优于添加磷酸铵的效

果。试验结果表明，初始 ｐＨ值对木霉菌菌丝生长
及产孢具有明显影响，当培养料的初始 ｐＨ值为
４．０～５．０时，木霉菌菌丝生长更旺盛，产孢时间早，
产孢量大。

表６　菌株Ｘ－０５产孢培养工艺

处理名称
培养料初始时

ｐＨ值 样品ｐＨ值 分生孢子数

（ＣＦＵ／ｇ）

Ａ１ ４．８０ ４．３９ ０．８３×１０９ｆｇ

Ａ２ ４．８６ ４．４２ １．３３×１０９ｆ

Ａ３ ４．７９ ４．２８ ３．３３×１０９ｅ

Ａ４ ４．８３ ４．５２ ０．６７×１０９ｆｇ

Ｂ１ ４．０７ ４．０１ ３．６７×１０９ｄｅ

Ｂ２ ４．５６ ４．２３ ６．３３×１０９ｂ

Ｂ３ ５．０４ ４．７０ ６．００×１０９ｂ

Ｂ４ ６．０３ ４．９５ ４．６７×１０９ｃ

Ｃ１ ４．７８ ４．２１ ７．００×１０９ａ

Ｃ２ ４．６５ ４．１９ ５．６７×１０９ｂ

Ｃ３ ４．９１ ４．２０ ３．３３×１０９ｅ

Ｄ１ ５．６９ ４．７２ ０．３３×１０９ｇ

Ｄ２ ４．５２ ４．０９ ３．６７×１０９ｄｅ

Ｄ３ ５．６７ ４．３６ ４．３３×１０９ｃｄ

３　结论与讨论

木霉是食用菌生产中比较常见的杂菌，严重危

害了食用菌生产。从另一个角度看，木霉是生物防

治土传病害的主力军，特别是对于设施蔬菜生产而

言，常年大量使用化肥农药而导致的不良后果已经

受到人们的关注，生物防治理念及其相关产品的推

广应用将成为热点。在实际生产中，有机肥的销售

半径受限，受经济收益的限制，很多菌糠利用技术

尚未得到有效应用，因此在菌糠利用时，应尽可能

考虑就近消化利用。针对县域种植业、养殖业和食

用菌产业的特点，拟探索适合区域应用的菌糠利用

模式，构建农业废弃物循环经济模式。喀左县的食

用菌产业以香菇和黑木耳为主，设施蔬菜生产以黄

瓜、辣椒、茄子、番茄等为主。近年来，随着种植年

限的延长，土传病害问题日益凸显，本研究以喀左

县主栽食用菌香菇、黑木耳菌糠为基础，筛选得到

一株既可以在菌糠上良好产孢又兼具生防效果的

木霉菌株。模拟培养试验结果表明，菌糠粉碎后，

在尿素添加量为３％、料液比为１ｇ∶２．５ｍＬ、初始
ｐＨ值为４．５～５．０、３０℃条件下培养７ｄ，产孢量可
达３．６７×１０９～７．００×１０９ＣＦＵ／ｇ，符合农用微生物
制剂菌数高于０．５亿／ｇ的产品要求，具有较好的应
用前景。但应注意的是，香菇、黑木耳菌糠及木霉

培养物的ｐＨ值均为酸性，直接施用于土壤存在使
土壤酸化的风险，其使用方法及施用量还需要深入

研究。
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