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摘 要：在湖南省长沙市岳麓山采集到 1 株野生蘑菇，采用组织分离法获得纯培养菌株 HCS，以卵孢小奥德蘑 

(Oudemansiella raphanipes) 商业栽培菌株 H1 为对照，结合形态学和 ITS 序列分析对其进行鉴定，通过菌丝培养

确定 HCS 菌丝最适生长温度，测定菌丝漆酶与过氧化物酶活性，对其进行覆土栽培驯化，观测其出菇特性与子

实体农艺性状。结果表明：通过形态学分析，结合分子鉴定，确定 HCS 为卵孢小奥德蘑；HCS 菌丝最适生长温

度为 24 ℃，菌丝漆酶活性为 77.55 U/g，过氧化物酶活性为 4 680.15 U/g，均显著高于 H1 的，其中过氧化物酶活

性是 H1 的 2.56 倍；HCS 菌丝满袋时间为 37 d，覆土后第 38 天开始出现幼菇；HCS 整体菇形健壮，单菇鲜质量

14.75 g；子实体菌盖厚度 16.30 mm，菌盖直径 31.77 mm，菌柄长度 54.17 mm，菌柄直径 14.07 mm，菌柄基部直

径 19.87 mm，菌柄颜色为浅褐色；HCS 栽培过程中无菌包污染，其抗性强于栽培菌种 H1 的。综上可知，HCS

是一种优异的种质资源，具有进一步开发利用的价值。 
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Identification and domestication of a wild strain  
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Abstract: In this study, the HCS strain was isolataed from a wild fruiting body collected from Yuelu Mountain, Changsha 

City, Hunan, China. After morphology and ITS identification, the optimal growth temperature, laccase and peroxidase 

activities of HCS mycelium were determined. The fruiting characteristics and agricultural traits of HCS                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

were also evaluated by fruiting trial. Morphology and ITS analysis confirmed that HCS was Oudemansiella raphanipes. 

The optimal growth temperature of HCS mycelium was 24 °C. The activities of laccase and peroxidase of the HCS 

mycelium were 77.55 U/g and 4 680.15 U/g, respectively, which were significantly higher than those of commercial 

cultivated H1 strain, and the peroxidase activity was 2.5 times that of H1. Thirty-seven days were required for HCS 

mycelium to fully colonize the substrates in cultivated bags. With the conventional fruiting managements, thirty-eight 

days were required for primordia formation of HCS after casing soil. Overall, the fruiting bodies of HCS were robust, and 
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the single fruiting body weighted 14.75 g. For the size of of HCS fruiting body, the pileus thickness, pileus diameter, stipe 

(light brown) length, stipe diameter and stipe base diameter was 16.30, 31.77, 54.17, 14.07, 19.87 mm, respectively. No 

cultivated bags of HCS was contaminated, indicating its superior resistance to contaminants than the commercial 

cultivated strain H1. Taken together, HCS was an excellent germplasm of O. raphanipes, and it had the potential for 

further development and utilization. 

Keywords: Oudemansiella raphanipes; strain; isolation and identification; ITS analysis; enzymatic activity; domestication 

 

卵孢小奥德蘑(Oudemansiella raphanipes)隶属

于伞菌纲伞菌目膨瑚菌科小奥德蘑属[1–2]，又名长根

菇、长根金钱菌、露水鸡枞，因外形特征与野生鸡枞

菌相似，商品名又名黑皮鸡枞菌。卵孢小奥德蘑口感

爽脆滑嫩，子实体富含蛋白质、氨基酸、多糖、维生

素 C 及多酚等多种成分，具有丰富的营养价值[3–4]，

其多糖不仅具有较强的抗氧化能力，还能预防肠道

屏障损伤[5–6]，其石油醚萃取物可以有效抑制植物病

原菌活性[7]。卵孢小奥德蘑具有极高的营养价值及药

用价值，深受消费者的欢迎，市场潜力极大[8]。 

种质资源是食用菌菌种创制的重要物质基础，

开展食用菌野生种质资源的收集、鉴定和评价，挖

掘优良种质，对促进食用菌产业健康发展具有重要

意义。目前小奥德蘑属中热带小奥德蘑[9]、厚褶小

奥德蘑[10]、黏小奥德蘑[11]、拟黏小奥德蘑[12]均已实

现人工驯化栽培。卵孢小奥德蘑虽已实现工厂化栽

培，但商业化菌种十分单一，且产量低、质量不稳

定。菌种问题极大地限制了卵孢小奥德蘑的产业化

发展，野生种质的挖掘与驯化可为优良菌株的选育

提供种质资源。 

野生卵孢小奥德蘑主要分布在印度、日本、泰

国、韩国及中国的福建、广东、广西、湖北、江苏、

山东、四川、云南等地[2,13]，目前尚未见湖南省有

卵孢小奥德蘑野生种质资源分布的报道。笔者在湖

南省长沙市岳麓山采集到 1 株野生蘑菇，对其进行

组织分离纯化后，结合形态学与 ITS 序列分析进行

鉴定，并进行驯化栽培试验，以期为卵孢小奥德蘑

育种提供种质资源。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 菌株来源 

供试野生蘑菇采自湖南省长沙市岳麓山

(112.563°E，28.114°N，海拔高度 300.8 m)。通过

组织分离获得其纯培养物，并将其保存于湖南农业

大学食用菌研究所，菌株编号为 HCS。对照组为

卵孢小奥德蘑商业栽培菌株 H1，由湖南农业大学

食用菌研究所提供。 

1.1.2 主要试剂与仪器 

真菌基因组 DNA 提取试剂盒、通用引物 ITS4/ 

ITS5(5'–TCTCCGCTTATTGATATGC–3'，5'–GGAA 

GTAAAAGTCGTAACAAGG–3')、2×Taq PCR Master 

Mix 试剂均由北京擎科生物科技有限公司提供；

Veriti Pro PCR 扩增仪由ABI 公司提供；漆酶检测试

剂盒由上海茁彩生物科技有限公司提供；TECAN 

SPARK多功能酶标仪由瑞士 TECAN 公司提供。 

1.1.3 培养基配方 

固体培养基：20 g 葡萄糖、20 g 琼脂、1.5 g 硫

酸镁、3 g 磷酸二氢钾、0.01 g 维生素 B1，1 000 mL

去离子水。 

液体培养基：20 g 葡萄糖、1.5 g 硫酸镁、3 g

磷酸二氢钾、0.01 g 维生素 B1，1 000 mL 去离子水。 

栽培种培养基：38%（质量分数，下同）木屑、

40%棉籽壳、15%麦麸、3%玉米粉、2%豆粕、1%

石膏、1%石灰，培养基含水量为 55%～60%。 

1.2 菌株的鉴定 

1.2.1 菌株的形态学鉴定 

以《中国大型真菌原色图鉴》[14]为标准对野生

子实体进行宏观特征鉴定，用显微镜观察菌丝体、

孢子形态等微观特征。 

1.2.2 ITS序列鉴定与系统发育进化树构建 

菌株于固体培养基上 24 ℃避光恒温培养 8 d

后，刮取菌落边缘的新鲜菌丝。收集的菌丝体采用

真菌 DNA 提取试剂盒进行 DNA 提取，选用真菌通

用引物 ITS4 和 ITS5 进行 PCR 扩增。PCR 扩增反

应体系：2×Taq PCR Master Mix 12.5 μL，正反向引物 
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(10 μmol/L)各 1 μL，DNA 模版 1 μL，ddH2O 9.5 μL，

体系总体积 25 μL。PCR 反应程序如下：94 ℃预变

性 5 min；94 ℃变性 50 s，50 ℃退火 50 s，72 ℃延

伸１min，35 个循环；72 ℃延伸 8 min。PCR 扩增

产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测后，送至北京擎科

生物科技有限公司测序。将获得的序列在 NCBI 数

据库中进行 BLAST 比对，并从 GenBank 中下载多

条同源性较高的 rDNA ITS 参考序列，以无柄灵芝

Ganoderma sessile(ITS 登录号为 OP749428)作为外

源菌，运用 MEGA11.0 软件，采用邻接法构建系统

发育进化树。 

1.3 菌丝生长特性的测定 

1.3.1 温度试验 

将 HCS 置于 24 ℃活化 24 h 后进行转接，待菌

丝长满后，用直径为 7 mm 的打孔器取尖端菌丝块，

接种于固体培养基中，将接种后的培养皿分别置于

不同温度(18、21、24、27、30 ℃)的培养箱中，每

个梯度设 5 个重复，避光培养 8 d，观察菌落状态，

使用游标卡尺每隔 24 h 测量菌落直径，采用十字交

叉法计算菌丝生长速率[15]。 

1.3.2 菌丝酶活性测定 

菌株活化、转接同 1.4.1，于固体培养基上铺置

玻璃纸，将接种后的培养基置于 24 ℃恒温培养箱

中避光培养，收集培养 8 d 的菌丝，每个离心管选

取0.1 g菌丝，加入1 mL提取液进行冰浴匀浆；10 000g 

4 ℃离心 10 min，取上清置冰上待测。 

参照肖楚[16]的方法测定漆酶活性，用紫外分光光

度计测定样品在 420 nm处的吸光度。以每克样品每

分钟氧化 1 nmol 底物ABTS 所需的酶量为 1 个酶活

性单位。 

过氧化物酶活性采用愈创木酚法测定[17]。在有

过氧化氢存在的情况下，过氧化物酶能使愈创木酚

氧化，生成茶褐色物质，该物质在 470 nm 处有最

大光吸收，用紫外分光光度计测量生成物的含量，

以每分钟吸光度变化值表示酶活性大小。 

1.4 菌株的驯化栽培 

1.4.1 菌种制备 

液体菌种的制备：参照 1.1.3 的配方制备液体

培养基，使用 1 L 的三角瓶制作摇瓶。每个摇瓶装

入液体培养基 500 mL，接种直径为 5 mm 的菌块 8

个，每个菌株制作 3 个摇瓶，160 r/min、24 ℃恒温

震荡培养 7 d。 

栽培种的制备：参照 1.1.3 的栽培培养基配方

按比例称取干料后，将木屑与棉籽壳预湿 24 h 后，

再与其他培养料加水充分混合，使用 18 cm×36 cm

的聚丙烯栽培袋进行装袋，每袋装料 1.2 kg。装袋

完成后 121 ℃灭菌 2 h，待菌包冷却至室温再进行

接种。每袋接入液体菌种 25 mL，HCS 和 H1 菌株

各接种 50 个菌包，接种完成后置于 24 ℃培养室避

光培养。 

1.4.2 出菇管理 

菌包培养期间室内温度 24～25 ℃，空气相对

湿度低于 60%，CO2浓度高于 2 000 mg/L 时进行通

风。菌丝满袋后进行 60 d 后熟作用，其间将培养室

温度降至 22 ℃，其余培养条件不变。将达到生理

成熟的菌包移至出菇房，摆在床架上，采用开天窗

剥袋覆土模式覆土，浇湿土层，此后 7ｄ浇 1 次水，

空气相对湿度保持 80%～90%，每天定时通风，CO2

浓度低于 2 000 mg/L，出菇前不需要光照，温度为

26～28 ℃[18]。 

在栽培管理期间，观察并记录菌丝满袋期、现

蕾期、单菇鲜质量、菌包污染数量。  

1.4.3 子实体形态特性测定 

出菇期间，观测菌株颜色，参照曹雪莲等[19]

的方法，每个菌株选取 30 个子实体，用游标卡尺

测量菌盖厚度、菌盖直径、菌柄长度、菌柄直径和

菌柄基部直径。 

1.5 数据处理 

采用 Microsoft Excel 2007 对试验数据进行分

析；采用 SPSS Statistics 20.0 进行方差分析；采用

t 检验进行差异显著性检测。 

2 结果与分析 

2.1 菌株的鉴定结果 

2.1.1 形态学鉴定 

采集的野生子实体整体呈黄褐色(图 1)。菌盖直

径 2.4～3.6 cm，菌盖中央颜色较深，中部扁平状并

有辐射状皱褶，湿润时粘稠，表面光滑；菌肉较薄，

白色；菌褶白色，弯生，不等长，宽，稀。菌柄长
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5.6～9.8 cm，直径 0.4～0.8 cm，表皮被褐色鳞片，

无菌环，内部纤维质且松软，基部稍膨大。菌落边

缘整齐，菌丝白色贴生，表面致密绒毛状，有气生

菌丝，无锁状联合结构；孢子印白色，孢子直径

(14～21) μm×(9～14) μm，壁薄、无色透明，表面

光滑，卵形至椭圆形。基于形态学特征，初步鉴定

菌株 HCS 为小奥德蘑属。 

     

A 野生子实体形态；B 子实体背面；C 菌落形态；D 菌丝体；E 担孢子。 

图 1 菌株 HCS 的形态特征 

Fig.1 Morphological characteristics of HCS strain 
 

2.1.2 ITS序列鉴定 

通过测序获得野生子实体 ITS 序列，序列长度

为 773 bp (NCBI 登录号为 PP087391)。通过构建系

统发育树(图 2)，可知野生菌株 HCS 与已报道的卵

孢小奥德蘑在同一系统发育分支上，支持率为

99%。结合形态学鉴定结果，将菌株 HCS 鉴定为卵

孢小奥德蘑(O. raphanipes)。 

 

图 2 基于 ITS 序列构建的系统发育树 

Fig.2 Maximum likelihood tree constructed based on ITS sequences 
 

 

2.2 菌丝培养特性 

2.2.1 不同温度下菌株的生长情况 

不同温度对HCS菌丝生长有显著的影响(表 1、

图 3)。当温度较低时，菌丝较稀疏，贴生于培养基

上，随着温度升高，菌丝越来越密，且产生更多气

生菌丝。菌丝在 24 ℃时生长最快，为 0.50 cm/d，

当温度达到 30 ℃时，菌丝生长速率明显降低，仅

为 0.21 cm/d。 

表 1 不同温度下菌株 HCS 的菌丝生长速率和长势 

Table 1 Mycelial growth rate and length of HCS strain at 

different temperatures 

温度/℃ 菌丝生长速率/(cm·d–1) 菌丝长势 

18 (0.33±0.02)c + 

21 (0.44±0.01)b ++ 

24 (0.50±0.01)a +++ 

27 (0.48±0.02)a ++ 

30 (0.21±0.01)d + 

同列不同小写字母示处理间的差异有统计学意义(P < 0.05)。

菌落均匀、整齐、边缘菌丝浓密记为“+++”；菌落菌丝较密集记

为“++”；菌丝稀疏记为“+”。 
 

 

从左往右依次为 18、21、24、27、30 ℃条件下培养 7 d 的菌落形态。 

图 3 不同温度下菌株 HCS 的菌落形态 

Fig.3 Colony morphology of HCS strain at different temperatures 
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2.2.2 菌丝的酶活性 

从表 2 可以看出，野生菌株 HCS 的漆酶活性为

77.55 U/g，过氧化物酶活性为 4 680.15 U/g，均显著

高于商业栽培菌株 H1 的，其中过氧化物酶活性是

H1 的 2.56 倍。漆酶活性与过氧化物酶活性越高，对 

表 2 HCS 和 H1 菌丝的酶活性 

Table 2 Mycelial enzyme activies of HCS and H1   U/g     

菌株 漆酶活性 过氧化物酶活性 

HCS (77.55±2.11)a  (4 680.15±382.76)a 

H1 (48.55±5.15)b (1 827.69±64.67)b 

同列不同小写字母示菌株间的差异有统计学意义(P < 0.05)。 
 

基质的利用和转化能力越强，菌丝生长越快。 

2.3 驯化栽培效果 

2.3.1 出菇特性 

在菌株栽培阶段，菌株 HCS 与栽培菌株 H1 的

出菇特性如表 3 所示。菌株 HCS 接种后约 37 d 菌

丝满袋，菌丝满袋期较 H1 早约 6 d；菌丝满袋后进

行 60 d 后熟作用，菌株 HCS 第 38 d 出现菇蕾，较

栽培菌株 H1 晚 3 d；菌株 HCS 单菇鲜质量显著高

于菌株 H1 的，平均为 14.75 g；菌株 HCS 在覆土出

菇期无杂菌污染，较栽培菌株H1 具有更好的抗杂性。 

 

表 3 HCS 和 H1 的出菇特性 

Table 3 Fruiting characteristics of HCS and H1 

菌株 菌丝满袋期/d 现蕾期/d 单菇鲜质量/g 污染袋数 

HCS (37.68±3.18)b 38 (14.75±2.15)a 0 

H1 (43.40±3.84)a 35 (11.43±2.88)b 6 

同列不同字母示菌株间的差异有统计学意义(P < 0.05)。 
 

2.3.2 子实体的形态特征 

野生菌株HCS与栽培菌株H1的子实体形态如

图 4 所示，其农艺性状统计结果见表 4。栽培子实

体与野生子实体形态差异较大。菌株 HCS 的菌柄

颜色浅于 H1 的，为浅褐色；菌盖直径、菌柄直径、

菌柄基部直径均高于菌株 H1 的，分别为 31.77、

14.07、19.87 mm；菌柄长度的测量平均值比菌株

H1 的稍低，为 54.17 mm。HCS的整体菇形更健壮，

农艺性状均较好。 

  

A  HCS；B  H1。 

图 4 菌株 HCS 和 H1 的子实体形态 

Fig.4 Fruiting bodies of HCS and H1 strains 
 

表 4 菌株 HCS 和 H1 的子实体的农艺性状 

Table 4 Agronomic traits of the substrates of HCS and H1 strains 

菌株 菌盖厚度/mm 菌盖直径/mm 菌柄长度/mm 菌柄直径/mm 菌柄基部直径/mm 菌柄颜色 

HCS 16.30±1.71 (31.77±4.81)a (54.17±7.73)b (14.07±1.66)a (19.87±1.56)a 浅褐色 

H1 15.53±1.39 (26.26±3.62)b  (73.54±12.95)a (12.42±0.74)b (17.18±0.95)b 深褐色 

同列不同字母示菌株间的差异有统计学意义(P < 0.05)。  
 

3 结论与讨论 

中国小奥德蘑属菇类的人工栽培时间较晚，卵

孢小奥德蘑曾被鉴定为长根小奥德蘑[20]与鳞柄小

奥德蘑[21]，但随着系统分类学的完善，研究表明这

3 个菌种属于不同的物种[2]，长根小奥德蘑仅在欧

洲被发现，鳞柄小奥德蘑也仅存在于北美东部地

区。随着人们对卵孢小奥德蘑的深入认识以及持续 

的栽培研究，卵孢小奥德蘑已在部分地方实现工厂

化生产，但仍然面临产量低、质量不稳定、菌种单

一等问题。卵孢小奥德蘑野生种质资源的采集与利

用可以丰富遗传多样性，促进产业的可持续发展。

笔者在湖南省内采集到 1 株卵孢小奥德蘑野生资

源，通过野生子实体组织分离，获得菌株 HCS，对

其进行覆土驯化栽培试验后成功出菇，经形态学鉴

定与 ITS 序列分析，确定菌株 HCS 为卵孢小奥德

蘑(O. raphanipes)。 

酶活性的高低决定菌丝对营养物质的分解效

A B 
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率及对营养成分的吸收和利用程度，进而影响子实

体的产量和品质。漆酶是与木质素等大分子物质降

解有关的主要酚氧化酶，在木质素的分解过程中起

着重要的作用[22]，它的活性影响菌株降解木质素的

能力，进而影响菌丝生长所需营养物质的量。过氧

化物酶是清除机体内 H2O2的重要清除酶类，属于抗

氧化酶，其活性越高，抗氧化能力与抗逆性越强[23–24]。

ZHU 等[25]研究表明卵孢小奥德蘑对木质纤维素具

有较强的分解能力。菌丝酶活性测定结果显示，菌

株 HCS 的漆酶与过氧化物酶活力均显著高于商业

栽培菌株 H1 的；相较于 H1，菌株 HCS 的菌丝生

长更快，菌丝满袋期提早约 6 d，抗性更强，与菌

丝酶活性测定结果一致。菌株 HCS 现蕾期稍晚于

H1 的，推测本研究中的出菇条件与其不完全适配，

后期可进一步优化其最适出菇条件。不同食用菌对

木质纤维素的降解存在选择性[26]，后期还需分别测

定菌株 HCS 的木质素、纤维素和半纤维素含量，

便于选择合适的菌材，优化栽培配方。 

菌株HCS菌丝对温度的适应范围较广，在 24 ℃

条件下生长最快，可达 0.50 cm/d。栽培结果显示，

菌株 HCS 与 H1 子实体形态具有差异，菌株 HCS

子实体颜色较浅，菌柄较粗，基部直径均值可达

19.87 mm，整体菇形健壮，单菇鲜质量更高，农艺

性状较好。目前，卵孢小奥德蘑的栽培模式有覆土

出菇与免覆土出菇 2种方式，其中以覆土出菇为主要

模式，而杂菌侵染又是覆土出菇中最突出的问题[18]。

综合试验结果，菌株 HCS 在过氧化物酶活性和抗

杂性上均具有明显优势，可用作高抗性菌株选育的

优势材料，改善已有的栽培品种结构。 
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