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摘要　为了解决猕猴桃真菌病害导致的贮运难题，作者从湖南、陕西两个猕猴桃主产区采集的病果中分离获得青霉

菌株Ｑ１，应用ｒＤＮＡＩＴＳ分子标记、ＢＬＡＳＴｎ比对，结合传统真菌形态学鉴定，确定该致病菌为草酸青霉犘犲狀犮犻犾犾犻

狌犿狅狓犪犾犻犮狌犿。利用带药培养基法筛选出对侵染猕猴桃的青霉菌有最佳抑制作用的中草药提取物，猕猴桃果实采后

刺伤接种Ｑ１，研究中草药提取物对果实病斑直径的影响。结果表明：川芎、肉桂、高良姜的乙醇提取物对青霉均有

较好的抑制效果，菌丝生长相对抑制率分别达到９２．７９％、７７．６７％、７８．４９％，其中以川芎的抑菌效果最佳。猕猴桃

果实在贮藏期接种Ｑ１菌株后，中草药提取物处理可显著抑制果实病斑扩大。
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　　猕猴桃是一种深受消费者喜爱的水果，营养极

为丰富。维生素Ｃ含量高，同时还含大量的糖、蛋白

质、氨基酸等多种有机物和人体必需的多种矿物质。

猕猴桃果实青霉病是我国猕猴桃贮藏期的主要病

害，在湖南、陕西等猕猴桃主产区发生比较普遍，症

状为在果面受损伤处呈现青绿色霉层，易于识别。
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病原为多种青霉，主要由伤口侵入，引起腐烂。青霉

不仅引起猕猴桃腐烂，还危害柑橘、苹果、梨、哈密瓜

等的叶片和果实，引起各种贮藏病害［１２］。常用于水

果贮藏保鲜的抗真菌作用较强的中草药成分主要有

丁香、木香、大黄、荆芥、肉桂、茵陈蒿、川芎、肉豆蔻、

黄连、黄芩、紫草和黄柏等［３７］。本研究从湖南、陕西

两大猕猴桃主产区采集了青霉危害的样本，对该病

菌的致病力、形态学、分子生物学特性进行比较分

析，同时筛选出对分离菌株有较强抑菌作用的中草

药提取物，以期为猕猴桃贮藏期真菌病害的防治提

供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

猕猴桃青霉病病果采自湖南永顺、凤凰，陕西眉

县、周至４个猕猴桃主产区的５个果园，每个果园分

别采集样品６份，共计３０份。

马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ）：马铃薯２００ｇ、

葡萄糖２０ｇ、琼脂２０ｇ、蒸馏水１Ｌ。

试剂及仪器：ＰＣＲ扩增仪为ＴａＫａＲａＢｉｏＩｎｃ．生

产的ＴａＫａＲａＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＤｉｃｅＴＰ６００；核酸电泳仪

为ＡＤＶＡＮＣＥＢＩＯＣｏ．，Ｌｔｄ生产的Ｍｕｐｉｄ；蛋白质电

泳仪为上海天能生产的ＥＰＳ３００；电泳成像装置采用

ＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ ＶＤＳ；ＤＮＡ测序仪

为 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ 生产的 ＡＢＩＰＲＩＳＭ ＴＭ

３７３０ＸＬＤＮＡＳｅｑｕｅｎｃｅｒ；循环测序试剂盒采用Ｂｉｇ

Ｄｙｅ ＴｅｒｍｉｎａｔｏｒＶ３．１ＣｙｃｌｅＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇＫｉｔ；川

芎、肉桂、高良姜原料均购于安徽蜀中医药有限

公司。

１．２　方法

１．２．１　病原菌的分离纯化、致病性测定及柯赫氏法

则验证

　　将发病的果实表皮用清水清洗干净，切取５ｍｍ

×５ｍｍ的病组织数块，用７５％的乙醇消毒１０ｓ，随

后放入０．１％升汞消毒５ｍｉｎ，取出后用无菌水冲洗

３次，将病组织放入马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）平板

中，在２８℃黑暗培养，分离纯化得到供试菌株。将

分离纯化的菌株在ＰＤＡ平板上２８℃培养３～５ｄ后

用打孔器打取直径４ｍｍ的菌丝块。每个处理选取

健康的猕猴桃果实１０个，用接种针在果实腰部将果

实刺伤后将菌饼有菌丝的一面紧贴于果实伤口处，

菌丝块表面覆盖湿棉球，放入瓷盘中密封保湿，逐日

观察各处理的发病情况。以接种不含菌ＰＤＡ为对

照。从接种后发病的果实上再次分离、纯化和培养

病原菌，并与原菌株进行比较。

１．２．２　病原菌的形态学观察

将菌株接种到ＰＤＡ平板上于培养箱中２８℃避光

培养２ｄ，在显微镜下观察病原菌的分生孢子形态。

１．２．３　病原菌的分子生物学鉴定

从ＰＤＡ平板上用牙签挑取少量菌体于５０μＬ

裂解缓冲液（ＴａＫａＲａＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒｆｏｒＭｉｃｒｏｏｒｇａｎ

ｉｓｍｔｏＤｉｒｅｃｔＰＣＲ，ＣｏｄｅＮｏ．９１６４）中，在８０℃下，

变性１５ｍｉｎ，变性后离心取上清作为模板。使用

ＴａＫａＲａＦｕｎｇｉＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎＰＣＲＫｉｔ（ＣｏｄｅＮｏ．

ＲＲ１７８）扩增目的片段。ＰＣＲ反应体系为５０μＬ，其

中，ＤＮＡ模板（变性反应液）１μＬ，ＰＣＲＰｒｅｍｉｘ２５μＬ，

ＩＴＳＦｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（２０ｐｍｏｌ／μＬ）０．５μＬ，ＩＴＳ

Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（２０ｐｍｏｌ／μＬ）０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２３μＬ。

扩增程序为：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃

１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃５ｍｉｎ；扩增完毕，取１０μＬ

扩增产物用１．２％琼脂糖凝胶进行电泳检测
［８］。

ＰＣＲ产物送宝生物工程（大连）有限公司测序。将

所得的序列提交到ＧｅｎＢａｎｋ核酸序列数据库中，获

得登录号。同时将序列作同源相似性差异分析，确

定该菌株的分类地位，用 ＮＪ法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ

ｍｅｔｈｏｄ）构建系统进化树。

１．２．４　中草药提取物对青霉的抑菌作用

精选川芎、高良姜、肉桂原料切碎后，取肉桂粗

粉各１０ｇ。分别以乙醇为溶剂，索氏法提取３．２ｈ，

提取液过滤，减压回收乙醇至无醇味，热水分散后

放冷，石油醚（６０～９０℃）脱脂３次，水液浓缩，

８０℃干燥成干浸膏，粉碎成细粉供试
［９］。分别配制

肉桂、高良姜、川芎提取液母液３３０ｍｇ／ｍＬ备用。

取配制好的中草药提取液母液与ＰＤＡ培养基混合

均匀制成浓度为８．２５ｍｇ／ｍＬ的带药培养基，将其

倒入９ｃｍ培养皿中，以相同量的无菌水代替中草药

母液作为对照［１０］。提取物对青霉的抑菌效果采用

改良的菌丝生长速率法［１１１３］，即在含药培养基中央

用直径为４ｍｍ的打孔器打孔，注入５０μＬ１．０×

１０６个／ｍＬ的青霉孢子悬浮液，培养箱２８℃培养７２ｈ

后观察试验结果。采用十字交叉法测量各菌落直
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径，计算各处理菌落直径的平均值和菌丝生长相对

抑菌率。

抑菌率＝
犮犽－犮
犮犽

×１００％；

公式中犮犽为对照组菌落的净生长量，犮为中草

药处理组菌落的净生长量。

１．２．５　中草药提取物对猕猴桃果实损伤接种青霉

的抑菌效果

　　选取外观整齐、无病虫害和机械损伤的猕猴桃用

７５％乙醇消毒，晾干备用。用接种针在果实表面穿刺

接种，对照组只接种Ｑ１病原菌，处理组先接种孢子

浓度为１０６～１０
７个／ｍＬ的青霉孢子悬浮液５０μＬ，稍

晾干后接种中草药提取物处理液，同时设有空白对

照。伤口晾干后将果实放在包装盒中，外套塑料袋保

湿，于２６℃贮藏。每隔２ｄ观察发病率和病斑直径。持

续观察７ｄ。每个处理设３次重复，每重复８个果实，果

实损伤接种后病斑直径测量采用十字交叉法［１４］。

２　结果与分析

２．１　猕猴桃青霉病病原菌的筛选分离及致病性测定

从３０份样品中共分离到６株具有较强致病性

的青霉，健康猕猴桃接种这６株青霉后，其发病症状

与自然发病症状一致，所有对照均无发病症状。对

接种后发病的组织进行再次分离均能得到与原来接

种的菌落特征相同的分离物［１５］。后续试验取菌株

Ｑ１进行。

图１　犙１菌株对猕猴桃的致病性

犉犻犵．１　犘犪狋犺狅犵犲狀犻犮犻狋狔犪狊狊犪狔狅犳犙１狋狅犽犻狑犻犳狉狌犻狋

２．２　猕猴桃果实上分离青霉的形态学特征

如图２ａ所示，菌株Ｑ１在ＰＤＡ培养基上的

菌落为暗青色，粉粒状，生长速度较快，边缘呈白

色。从背面观察培养基，发现培养基由浅黄色慢

慢变为黄褐色，并随着培养时间的延长而逐渐加

深。分生孢子呈念珠状串生，单孢无色，近球形

（图２ｂ）。

图２　猕猴桃果实上分离的青霉犙１的形态特征

犉犻犵．２　犕狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿狊狆．狊狋狉犪犻狀犙１犳狉狅犿犽犻狑犻犳狉狌犻狋

２．３　猕猴桃果实上分离青霉的分子生物学鉴定

将菌株Ｑ１的ＩＴＳ基因序列提交至ＧｅｎＢａｎｋ，

获得登录号 ＭＦ６６９７２４。病原菌的琼脂糖凝胶电

泳结果见图３。菌株Ｑ１和菌株Ｌ１为作者从猕

猴桃感病果实中分离出的具有代表性的菌株。将

所得序列作同源相似性分析，确定了该菌株的分类

地位，构建了系统进化树，结果（图４）表明，菌株Ｑ１

与登录号ＫＰ７３５９３５．１和登录号ＫＸ６７４６３５．１的同

源性最高，综合比较病原菌的形态学特征结合序列

比对结果可以得出，菌株Ｑ１为草酸青霉犘犲狀犻犮犻犾犾犻

狌犿狅狓犪犾犻犮狌犿
［１６］。

图３　病原菌的犘犆犚产物电泳结果

犉犻犵．３　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狋犻犮狉犲狊狌犾狋狊狅犳犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳

犐犜犛犵犲狀犲犻狀狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀
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图４　犙１菌株的系统发育树

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犻犮狋狉犲犲狅犳犙１狊狋狉犪犻狀

２．４　几种中草药提取物对青霉的抑菌情况

表１结果可以看出肉桂、高良姜和川芎提取物

均对Ｑ１的抑菌效果良好，尤其是川芎提取物对Ｑ

１的抑菌率最高，达到了９２．７９％。

表１　几种中草药提取物对犙１的抑菌作用
１）

犜犪犫犾犲１　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀犲犳犳犲犮狋狅犳狊犲狏犲狉犪犾犆犺犻狀犲狊犲犺犲狉犫

犲狓狋狉犪犮狋狊狅狀犿狔犮犲犾犻犪犾犵狉狅狑狋犺狅犳犙１

中草药提取物

Ｃｈｉｎｅｓｅｈｅｒｂａｌｍｅｄｉｃｉｎｅ

菌落直径／ｃｍ

Ｃｏｌｏｎｙｄｉａｍｅｔｅｒ

抑菌率／％

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅ

肉桂提取物

Ｃｉｎｎａｍｏｎｅｘｔｒａｃｔ
（１．９２±０．０６）ｂＢ （７７．６７±０．７３）ｂＢ

高良姜提取物

Ｇａｌａｎｇａｌｅｘｔｒａｃｔ
（１．８５±０．０４）ｂＢ （７８．４９±０．４７）ｂＢ

川芎提取物

Ｒｈｉｚｏｍａｌｉｇｕｓｔｉｃｉｗａｌｌｉｃｈｉｉｅｘｔｒａｃｔ
（０．６２±０．１０）ｃＣ （９２．７９±１．２０）ａＡ

ＣＫ （８．６０±０）ａＡ －

　１）同一列数据后标示的大写和小写字母分别表示０．０１和０．０５差

异显著水平。下同。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌａｎｄｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉ

ｃａｔｅｄｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ１％ａｎｄ５％ｌｅｖｅｌｓ，ｒｅｓｐｅｃ

ｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

２．５　中草药提取物对猕猴桃果实采后刺伤接种犙１

的病斑直径的影响

　　猕猴桃果实接种Ｑ１菌株４ｄ后，病斑直径不

断增加，但中草药提取物处理显著抑制了果实病斑

的扩大（图５）。综合比较川芎、高良姜、肉桂三种提

取物的处理结果，川芎提取物的抑制效果最突出，高

良姜提取物其次，最后为肉桂提取物。

图５　中草药提取物对果实采后接种犙１的病斑直径的影响

犉犻犵．５　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犆犺犻狀犲狊犲犺犲狉犫犪犾犿犲犱犻犮犻狀犲犲狓狋狉犪犮狋狊狅狀犾犲狊犻狅狀

犱犻犪犿犲狋犲狉狅狀犽犻狑犻犳狉狌犻狋狊犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱犫狔犙１

３　结论与讨论

中草药提取物具有良好的杀菌作用，对人体和

环境无危害，增加了水果食用的安全性，用于水果保

鲜有很好的效果。将中草药提取物应用到食品防腐

的最大优点就是腐烂率低，很少甚至不影响食品的

原有风味。同化学合成的防腐剂相比，中草药提取

物不仅无毒，对人体健康也有裨益。再者，中草药简

单易得、取材容易、经济实惠，中草药提取物替代化

学合成保鲜剂用于水果贮藏保鲜有着广阔的发展前

景。本研究对猕猴桃青霉病病原菌进行了筛选、鉴

定，应用ｒＤＮＡＩＴＳ分子标记分析、ＢＬＡＳＴｎ比对，

结合传统真菌形态学鉴定，确定致病菌Ｑ１为草酸

青霉犘犲狀犮犻犾犾犻狌犿狅狓犪犾犻犮狌犿。作者从众多中草药提

取物中筛选出川芎、高良姜、肉桂三种中草药提取物

对猕猴桃青霉病病原菌抑菌效果较好，将三种抑菌

效果较好的中草药提取物用于猕猴桃果实采后刺伤

接种青霉的防腐，发现对病斑直径的扩大仍有较好

的抑制作用。在后续的试验中作者会进一步验证在

本试验中发挥抑菌作用的几种中草药提取物的主要

抑菌成分，力争将本试验结果可以直接应用于生产

实践、解决猕猴桃贮运难题。
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综合以上试验研究结果，从防治效果、增产效果

及投入成本等多因素考虑，建议从发病初期开始施

药，使用３００ｇ／Ｌ苯甲·丙环唑ＥＣ３０００倍液配施

０．１３６％赤·吲乙·芸苔８０００倍液１次，随后连续

喷施３００ｇ／Ｌ苯甲·丙环唑ＥＣ３０００倍２次，间隔

约１０ｄ，可在减少农药使用量的同时，有效防治花生

网斑病并能提高花生荚果产量。此外，在不同时期

进行杀菌剂交替使用，以延缓抗药性的产生，降低防

治成本，达到有效控制病害的目的。
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