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摘要: 在真菌培养过程中, 对其个体形态与群体(菌落)形态进行实时观察与鉴定是很必要的。本文利用半培养基培养法结

合显微操作技术, 对丝状真菌个体与群体进行形态学观察。结果表明, 该方法无需染色与制片, 不破坏菌丝正常生长状态, 
可实时进行形态学检测, 对多个菌种在自然生长状态下的菌丝与菌落特征进行观察, 操作简单、方便、快捷, 从而降低了

成本及工作量。

关键词: 丝状真菌; 形态观察; 鉴定

A Convenient Culture Method for Observing Filamentous Fungi 
SUN Jian-Guang1, ZHOU Xin1, XIAO Jia-Lei2, YIN Jing1,*, ZHAN Ya-Guang1, ZHAN Yan1, JIANG Li-Chao1, GONG Yuan1 
1College of Life Sciences, Northeast Forestry University, Harbin 150040, China; 2Farming and Cultivation Research Institute, 
Heilongjiang Academy of Agricultural Sciences, Harbin 150086, China

Abstract: It is important to observe and identify the morphology of individual form and group (colony) during 
the cultivation of fungi. In this study, half medium combined with micromanipulation technique was used to 
observe the morphological changes in individual and group of filamentous fungi. The results showed that this 
novel method could be used to make real-time measurements of the morphology of filamentous fungi without 
dyeing and slicing, and does not affect the normal growth of mycelia. In addition, it can be applied to many 
strains for observing the mycelium undergoing natural growth and the colony characteristics simultaneously. 
Overall, in this experiment, a simple and rapid method is designed for the observation of individual and colony 
morphology of filamentous fungi, which needs a low cost and workload.
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由于植物内生真菌物种丰富, 数量庞大, 而且

与其他生物之间具有紧密的生态关系, 为天然活

性物质的丰富来源, 因而引起人们的广泛关注, 成
为目前国内外研究的热点之一(官珊等2005; Kumar
等2012; Zhang等2011; 周芳等2003; Deng等2013), 
因此, 如何快速、有效地观察和鉴定数量庞大的

内生真菌种属分类及其生长特性显得尤为重要(彭
钧2010; 龚国利等2012)。对于丝状真菌的鉴定, 通
常采用宏观特征观察与分子鉴定相结合的方法(杜
连祥和路福平2006; 魏超等2012; 刘烁等2012)。根

据丝状真菌的形态特征, 宏观特征鉴定方法又分

为个体形态和群体形态特征的鉴定(沈平和陈向东

2007)。因此, 同时获得较好的菌丝显微特征与菌

落特征对真菌鉴定至关重要。

然而, 在研究丝状真菌形态特征的传统方法

中, 个体与群体的形态观察往往分开进行, 在个体

形态观察中以制片观察为主, 包括菌丝挑取制片

法 (杜连祥和路福平2006)、插片法 (苏鸿雁等

2006)、载片培养法(林启美1997; 沈平和陈向东

2007)、琼脂槽培养法(林启美1997; 杜连祥和路福

平2006)、仪器设备自动制片法(刘烁等2012; 翁秀

琴等2012)等。这些方法有以下不足之处: (1)菌丝

挑取制片往往出现菌丝重叠、菌丝自然生长状态

遭到破坏的现象, 不能获取正常的真菌显微形态; 
(2)载片培养法需要制作湿室, 操作过程繁琐复杂, 
对操作人员以及实验器材要求较高; (3)仪器设备

自动制片法要求样本在压力差作用下, 待检样品

通过选择性过滤膜的筛选后进行制片和观察, 该
方法仅局限于细胞、细菌、花粉等颗粒材料, 无
法对丝状材料进行制片, 且处理过程中有外力作
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用, 无法使材料保持自然状态, 同时, 仪器设备较

为昂贵。以上方法在获取真菌显微特征的同时, 
均不能获得菌落层次上的形态特征, 在丝状真菌

观察鉴定中增加了工作量。因此, 在丝状真菌观

察鉴定工作中有必要建立新的方法。本实验方法

将丝状真菌个体形态观察与群体(菌落)形态观察

相结合, 无需制片, 操作简便、高效, 在以往的文

献中尚未见报道。

材料与方法

材料为从黑龙江省野生大豆(Glycine soja 
Sieb. et Zucc.)分离出来的内生真菌: 黑附球菌

(Epicoccum nigrum)菌株Y-5-L-5和Ysy-s 21-3、锐

顶镰刀菌(Fusarium acuminatum)菌株Sys1、尖孢

镰刀菌(Fusarium oxysporum)菌株Y2r 23。
采用刘尹强等(1993)的方法配制PDA (potato 

dextrose agar)培养基, 灭菌后备用。使用前将培养

基融化, 在无菌、干燥的培养皿中加入10~15 mL, 
待其冷凝后制成2~3 mm厚度的平板; 用无菌手术

刀沿培养基直径垂直于培养皿底部进行切割, 移
去一半培养基, 并用刀片清理干净培养基碎片; 将
带有一半培养基的培养皿正面开口朝上放在超净

工作台内, 蒸发多余水分使其微干; 用接种针挑取

待鉴定的真菌培养物, 接种于培养基与培养皿交

界处, 盖上培养皿盖子, 用石蜡膜密封后标记, 于
28 

℃下黑暗中培养。根据丝状真菌的生长特点, 
选取不同培养时间进行观察。以在完整培养基平

板上培养的菌丝为对照。

真菌菌落外观形态特征采集采用日本佳能

60D相机(18~200 mm IS), 技术参数为: APS-C规格

数码单反, 1 800万有效像素, 10倍光学变焦。对菌

落的显微观察使用德国蔡司公司的正立生物显微

镜Axioskop 2 plus FL, 技术参数: 消色差-消球差多

功能聚光镜; 照明系统为100 W卤素灯, 柯勒照明; 
五档荧光分光器; HB050, HB0103光源。采用Ax-
ioplan 2 imaging MOT软件进行图像采集与分析。

结果与讨论

图1显示, 纯化培养20 d的黑附球菌Y-5-L-5在
完整培养基与半培养基上生长的菌落特征差异不

大, 菌落平坦, 中央呈橙黄色, 菌落外围呈现白色

菌丝, 菌落生长过程中出现同心圆和放射纹, 其质

地呈毡状, 分泌橙黄色物质到培养基中。采用半

培养基培养时, 由于无培养基的一侧营养匮乏, 以
致菌落生长缓慢, 菌丝稀疏, 无黄色物质分泌, 培
养皿底层透明, 透光度良好, 可清晰辨别正在生长

的白色菌丝, 便于菌丝菌落特征的显微观察; 在有

培养基的一侧, 菌丝生长正常, 可对菌落特征进行

观察和描述, 获得不同生长时期的菌落特征, 包括

大小、颜色、表面的纹饰、质地、高度、边缘、

基面着色以及外渗物情况等, 可作为分类鉴定的

依据。

采用蔡司Axioskop 2 plus FL荧光显微镜的不

同放大倍数, 对半培养基中黑附球菌Y-5-L-5的菌

落进行显微结构观察。结果显示, 半培养基一侧

的菌落显微结构清晰, 菌丝呈透明状, 有隔和显著

的分枝, 菌丝生长过程中相互连接, 形成梯状或网

格状, 菌丝中部分隔间充满黄色分泌物(图2-C), 且
有渗出(图2-C), 菌丝分隔处有多个细胞核聚集(图
2-C), 暂无孢子着生。

真菌孢子的形成是生殖循环的终结, 是真菌

的休眠体, 观察孢子萌发在某些真菌的分类鉴定

上有一定的价值。图3显示的为半培养基上不同

菌落孢子的显微结构(蓝色滤光片下), 可清晰地观

察到锐顶镰刀菌由气生菌丝特化而形成的真菌孢

子头, 其中孢子排列规则(图3-A); 同时还可观察到

尖孢镰刀菌菌丝生长后期游离的棒状或颗粒状的

孢子(图3-B和C)及黑附球菌菌丝聚集在一起形成

的子囊壳(图3-D)。可见, 采用半培养基法, 可对真

菌孢子形态、结构、数量、着生方式及菌丝的特

图1  黑附球菌Y-5-L-5在完整培养基(A)与
半培养基(B)中菌落生长的比较 

Fig.1  Growth comparison of E. nigrum Y-5-L-5 colony on 
complete culture medium (A) and half culture medium (B)



孙建广等: 一种便于丝状真菌显微观察的培养方法 231

化结构(如菌丝束、子座和菌核等)进行显微观察, 
有助于菌种的鉴定。

本文的方法将丝状真菌个体与群体(菌落)的
形态观察相结合, 无需染色与制片, 操作简单, 能
保证真菌生长的稳定性, 更好地反映样品的实际

情况, 而常规的真菌菌丝观察方法需挑菌、制片

或染色, 加盖玻片, 很难使菌丝保持良好的结构, 
且操作繁琐、费时费力(林启美1997; 马天等2011; 
张媛等2012; 蒋莲秀等2013)。另外, 本文的方法可

更准确鉴定真实状态下菌丝的生长长度及结构特

征, 为微生物学菌落特征的鉴定提供了一种简单

而快速的新方法。但该方法也有不足之处。首先, 
由于培养皿有一定厚度(1 cm左右), 用培养皿直接

对生长在皿中的菌丝进行观察和照相时, 物镜最

大倍数仅能调节到40×进行观察, 不能进行100×物
镜的显微观察, 因此, 如需研究更为精细的特征, 
还要进一步结合显微制片的方法。其次, 菌株培

养过程中, 由于菌种不同, 可能在培养后期会有液

体分泌物存在, 若分泌物过多, 培养皿表面会存在

水蒸气, 不利于观察; 但如能在菌丝生长过程的不

同时期及时观测, 可避免此现象发生。另外, 采用

半培养基进行真菌培养时, 由于无培养基的一侧

营养不足, 菌丝体生长受到影响, 如色素积累量、

生长速率等均显著低于有培养基的一侧, 这不利

于真菌分泌产物和生长量的鉴定。然而, 根据我

们用此法对从野生大豆中分离的100余株内生真

菌菌落进行观察和测序鉴定的结果来看, 其对培

养早期菌丝生长、孢子形态、结构、数量、着生

方式及菌丝的特化结构影响并不大, 因为一般在

5~8 d已完成产孢及菌丝特化结构的形成(真菌接

种在半培养基中有培养基一侧的边缘, 前期营养

可供应菌丝生长), 在此期间进行菌丝形态学观察, 
能够反映出真菌的正常生长状态而不影响分类的

形态学鉴定。如在形态学鉴定的同时还需分析生

长量和次生产物, 可利用半培养法中有培养基一

侧的菌丝体进行检测。
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