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摘要 :由松乳菇子实体经组织分离得到纯化菌丝体 ,对其在

固体平板培养基上进行培养 ,结果表明 :松乳菇菌丝体生长

的适宜条件是 PDA培养基、温度 28 ℃、培养基 pH5、无光照

培养。研究发现添加马尾松不同组织的提取液对菌丝生长

无明显影响。
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Abstract: Purified mycelium was obtained from the fruit body of Lactarius

deliciosus through tissue separating. Conditions for L. deliciosus on solid

culture medium were studied. It was found that L. deliciosus growed very

well on PDA medium of pH 5 at 28 ℃without light. The addition of the

extracts from different p ine tissues had no significant effect on the growth

of L. deliciosus.

Keywords: Edible fungi; Fruit body of L. deliciosus; Solid culture; Tissue
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松乳菇 [Lactarius deliciosus] ,其肉质鲜美 ,营养丰富 ,具

有清爽愉快的香气和甜味 [ 1、2 ]。松乳菇通常与马尾松共生繁

殖 ,在其他种类松 , 如国外松等未见其生长。其菌丝体、子

实体大量繁殖季节处于春秋两季 ,产量受湿度、温度和雨量

等因素影响 ,故产量不稳定 [ 3 ]。因为松乳菇生长习性的复杂

性 ,当前人工栽培未能成功。为了使这味道鲜美 ,营养丰富

的珍贵食药兼用的真菌规模化生产 ,刘建成 [ 4 ]初步研究了松

乳菇深层发酵的条件 ,筛选出以马铃薯为主料的培养液 ,能

获得较高产量的松乳菇菌球。Fernando等 [ 5 ]分析松乳菇菌

丝体生长习性 ,探讨了液体发酵的条件。周国英等 [ 6 ]研究了

松乳菇深层培养所需的碳源、氮源、矿质元素和维生素等营

养因子 ,以及发酵的温度和 pH值。李文艺 [ 7 ]也探讨了不同

培养基对松乳菇菌丝生长的影响。

由于采用液体培养基培养时 ,多次取样测定菌丝生长量

容易导致发酵液的杂菌感染 ,也会导致菌丝生长的不稳定

性。故在培养条件的前期筛选中 ,采用固体平板培养基培

养 ,通过测量菌落圈直径来量化菌丝生长状况。

1　材料与方法
1. 1　材料

松乳菇子实体 :购置于株洲市农贸市场 ;

BHC - 1300A /B型生物安全柜 (洁净度等级 100级 ) :江

苏安泰空气技术有限公司 ;

MJQ259 - 1型台式快速压力蒸汽灭菌器 :上海医疗设备

厂 ;

SB - CJ - 2B标准型净化工作台 :江苏安泰空气技术有

限公司 ;

HPG - 280B型光照培养箱 :哈尔滨市东联电子技术开发

有限公司制造 ;

LRH - 250型生化培养箱 :广东省医疗器械厂。

1. 2　培养基

文献报道 [ 4 ]的几类真菌常用培养基 :

配方 1: PDA培养基 ,马铃薯 200 g (去皮 ,切片 ,煮沸

20 m in,用 4层纱布过滤 ,取滤液 ) ,葡萄糖 20 g,蒸馏水

1 000 mL。

配方 2:蛋白胨 3 g,葡萄糖 20 g, KH2 PO4 0. 5 g,

MgSO4·7H2O 0. 5 g,琼脂 18 g,蒸馏水 1 000 mL。

配方 3:葡萄糖 20 g, KH2 PO4 0. 5 g, MgSO4 · 7H2O

0. 5 g,琼脂 18 g,蒸馏水 1 000 mL。

配方 4:蔗糖 20 g, KH2 PO4 0. 5 g,MgSO4·7H2O 0. 5 g,

琼脂 18 g,蒸馏水 1 000 mL。

配方 5:酵母粉 10 g,葡萄糖 20 g,琼脂 18 g,蒸馏水

1 000 mL。

1. 3　方法

1. 3. 1　组织分离与菌种制备　取经消毒后的松乳菇子实体

于生物安全柜中在无菌条件下用组织分离刀分离菌盖与菌

柄交界处组织 ,置于斜面或平板 PDA培养基中 ,轻压使其陷

入培养基内 ,于 25～28 ℃培养 10 d直至组织表面长出白色
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绒毛状菌丝 ,如有染菌的组织块则去除染菌的组织 ,经固体

培养基多次分离与转接即得纯菌种。

1. 3. 2　松乳菇菌丝生长量的测定　取长势良好的松乳菇菌

丝按统一定量接种于直径 70 mm培养皿 (培养皿内已倒入经

熔化灭菌的培养基 ,并冷却到室温 )。按规定要求接种进行

培养 ,于不同培养时间测定菌丝菌落圈直径 ,以此直径的大

小作为菌丝的生长量评价指标。

2　结果与分析
2. 1　不同培养基的比较试验

为了探讨 1. 2中确定的 5种培养基对松乳菇菌丝生长

的影响。以液体培养基培养的菌球为种源 ,接种时菌球直径

2 mm,每一培养基设 3个重复 ,培养温度 28 ℃。于固体平板

培养基中分别培养 10, 13, 15 d后测其菌落圈的生长直径 ,取

其平均值 ,结果见图 1。由图 1可以看出 ,以配方 1能较好地

促进松乳菇菌丝的生长 ,当培养 15 d后测得的菌落圈直径最

大 (25. 5 mm) ,菌丝在后期 ( > 10 d)具有较快的生长速度。

配方 3前期能使菌丝生长较快 ,后期 ( > 10 d)的生长较为缓

慢。据分析其可能原因是配方 1中的马铃薯可提供充足的

维生素类 ,能满足菌丝体持续的旺盛生长 ,配方 3中无外源

维生素 ,导致菌丝在后期因维生素的缺乏而生长缓慢。以配

方 5的培养基对菌丝的生长最为不利。通过配方 2与配方 3

的菌丝生长状况相比较发现 ,配方 2中存在的蛋白胨明显抑

制松乳菇菌丝的生长 ,其原因有待进一步的探讨。配方 5与

配方 1相比 ,马铃薯比酵母粉更能促进松乳菇菌丝的生长 ,

据分析这可能与马铃薯中可提供丰富的维生素和糖类有关。

图 1　不同培养基组成对菌丝生长量的影响

2. 2　不同培养温度对菌丝生长的比较研究

以 PDA为培养基 ,每皿培养基接种 1×1菌丝块 ,分别置

于 20, 25, 28, 30, 32 ℃的温度 ,每一温度重复 3次 ,分别培养

5, 10, 15 d后测得培养皿内菌落圈的直径 ,取平均值。其结

果见图 2。

图 2　培养温度对菌丝生长量的影响

由图 2可知 ,松乳菇菌丝生长的最适宜温度是 28 ℃,在

该温度下 ,菌丝的生长速度最快 ( 15 d,直径 23 mm )。25 ℃

或 30 ℃的培养温度菌丝长势稍差 ,低于 20 ℃或高于 32 ℃

的培养温度则明显对菌丝生长不利。这与松乳菇易于生长

在春夏之交季节及秋季的生长习性相符。据报道 [ 8, 9 ] ,灵芝

菌丝生长的最适温度是 28 ±1 ℃。香菇菌丝生长的适宜温

度是 25 ℃。灰树花菌丝适宜于 25 ℃下生长。可见 ,松乳菇

菌丝的生长温度与其它真菌相似。

2. 3　不同 pH对菌丝生长的影响

以 PDA为培养基 ,用 0. 5 mol/L的 HCl和 NaOH调节培

养基 pH分别为 : pH 4、pH 5、pH 6、pH 7、pH 8,不同 pH设 3

个重复 ,每培养皿分别接种 7 ×7的菌丝块 ,于 28 ℃温度下

分别培养 5, 10, 15 d后测菌落圈直径 ,取其平均值。其结果

见图 3。图 3表明 ,当培养基 pH为 4、5、6时 ,松乳菇菌丝都

具有较好的生长趋势 ,且以 pH 5时菌丝生长最快 ,培养 15 d

后的菌丝生长直径达到 42 mm。当培养基 pH值大于 7时则

菌丝不易生长 ,松乳菇菌丝在 pH 8以上的培养基上则完全

不能生长。野生松乳菇的生长环境一般处于马尾松林下的

红壤酸性土中 ,该土质的 pH一般在 6以下 , pH5的生长环境

符合松乳菇菌丝的生长习性。 Fernando等 [ 5 ]也报道 ,在

MMN培养基上 ,松乳菇菌丝适宜的 pH是 5. 5。

图 3　不同 pH对菌丝生长量的影响

2. 4　不同光照强度对菌丝生长的影响

以 PDA为培养基 ,调节 pH为 5,置于光照培养箱中 ,接

种 7×7菌丝块 ,以不同光照强度照射 ,于 28 ℃培养 ,分别于

5, 10, 15 d后测菌落圈直径 ,其结果见图 4。

图 4　不同光照强度对菌丝生长的影响
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图 4表明 ,松乳菇菌丝在不同光照条件下均可生长 ,光

照对菌丝的生长影响不甚明显 ,但菌丝在黑暗环境 (光强度 :

0 LX)中的生长状态比在光照环境 (光强度 : 3000～9000 LX)

中长势要好。其菌落圈直径分别是 43, 35. 5 mm (培养 15 d

测定结果 )。这与松乳菇的生长环境一般处在阴暗的马尾松

林下有关。可以认为松乳菇菌丝的生长适宜于黑暗的环境。

2. 5　松针、干枝、腐松针、腐质土提取液对菌丝生长的影响

因松乳菇为生长在马尾松下的共生菌 ,马尾松的某些组

分可能会对松乳菇菌丝的生长产生影响 ,故分别选取马尾松

的鲜松针 ,干松针 ,落于地表的腐针 ,地表下面的腐质土 ,干

枝条各 10 g,捣碎后加 200 mL蒸馏水浸泡 10 h后再打浆 ,过

滤。分别取上述滤液 5 mL于 25 mL PDA培养基中 ,调 pH至

5,并灭菌。取以上不同培养基 ,以 PDA培养基作对照 ,接种

7 ×7菌丝块 ,于 28 ℃培养 ,各设 3个重复 ,分别于 5, 10, 15 d

后测菌落圈直径 ,取平均值 ,结果见图 5。

图 5　不同松针提取物对菌丝生长量的影响

由图 5可见 :干松针、干枝、腐松针、腐质土提取液对松

乳菇菌丝的生长无明显的促进作用 ,而鲜松针对菌丝的生长

有明显的抑制作用。但野生松乳菇在马尾松林下的土壤中

环境却能迅速生长 , 3～5 d可产生大量子实体。添加的提取

物没有达到应有的促进作用 ,推测其原因如下 :促进因子没

有被提取出 ,或添加于培养基中的促进因子在高温杀菌时被

破坏 ,这有待于今后进一步的探索。鲜松针的提取液对菌丝

的生长有明显的抑制作用 ,这可能与鲜松针中存在较多的挥

发性物质有关 ,据肖靖萍、任宇红 [ 11 ]报道松针提取物的抑菌

作用确实存在。

3　结论
以野生松乳菇子实体为材料经组织分离可得到纯化的

菌丝体。影响松乳菇在固体平板培养基上生长的因素有培

养基组成、培养温度、培养基 pH、环境的光照强度等。

比较松乳菇菌丝体在 20～32 ℃的温度范围的生长状

态 ,结果表明菌丝体在 28 ℃生长最快 ,培养 15 d,菌落圈直

径达到 23 mm,温度低于 20 ℃或高于 32 ℃菌丝生长缓慢 ,

15 d仅为 8～9 mm。

采用常用的几类真菌培养基进行松乳菇菌丝的培养 ,比

较发现菌丝体在以配方 1确定的 PDA培养基上长势最好

(15 d,菌落圈直径 27 mm ) ,结果也表明蛋白胨明显抑制菌

丝体的生长 ,酵母粉不利于菌丝的生长 ,而葡萄糖比蔗糖更

适宜于菌丝体的培养。

在 pH 4～8的范围内松乳菇菌丝表现不同的生长趋势。

以 pH 5时菌丝生长最快 (15 d,菌落圈直径 42 mm) , pH高于

7时菌丝生长受阻。结果也表明菌丝在黑暗环境中的生长状

态比在光照环境中长势要好。

松乳菇作为马尾松林下的一种菌根菌 ,马尾松的某些成

分可能对其生长有促进作用 ,然而研究结果发现提取的马尾

松不同组分 (鲜松针、干松针、腐松针、林下腐质土 )并未起到

预期的促进菌丝生长的作用。其原因有待进一步的探讨。
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