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检索的方法对滇重楼生长年限进行鉴别是一种基于植物光谱

信息的统计分类方法。重楼主根的化学成分及含量受品种、生

态环境、栽培技术等因素的影响，本研究结果虽然有比较好的

效果，但由于试验中全部样品均来自同一产地且样品数量较

少，因此所用鉴别方法的有效性还需进一步研究。尽管如此，

本研究仍然为重楼药材生长年限的鉴别提供了一种新思路。
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红枣贮藏期间主要病原真菌的分离、鉴定

与 ＩＴＳ序列分析
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　　摘要：为了解红枣贮藏期间主要病原真菌的污染情况，首先对红枣表面的真菌进行分离，然后经过形态观察，并结
合 ＩＴＳ序列扩增、测序和序列比对，对分离的相关病原菌进行鉴定。结果显示，有８种真菌菌系在红枣表面上出现。
其中，链格孢菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐｐ．）和青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐｐ．）是主要的菌株，而链孢霉属（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａｓｐｐ．）、纸葡萄穗霉
（Ｓｔａｃｈｙｂｏｔｒｙｓｃｈａｒｔａｒｕｍ）是在红枣贮藏期间新发现的２种真菌。本研究结果为控制红枣采后病害提供了依据。
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　　枣属于鼠李科枣属植物。枣树品种多、适应性强，其果实
具有丰富的营养，受到消费者的青睐，但鲜枣在自然条件下不

耐贮藏。目前，由于对贮藏期间枣中病原菌种类及侵染原因

缺乏了解，不能采取有效的控制措施，导致病害现象时有发

生，因真菌病害侵染而导致的腐烂率达到３０％以上，引起红
枣品质变差，难以食用，造成严重的损失［１－４］。因此，研究引

起红枣病害的病原菌，从而控制其采后病害，具有重要的意

义。近年来，已有研究从贮藏的红枣鲜果中分离并采用形态

学的方法鉴定出贮藏过程中引起腐烂病害的一些主要病原真

菌［５－８］，但采用ＩＴＳ序列分析红枣表面真菌的研究还少见报
道。因此，本研究对红枣表面的真菌进行分离，通过 ＩＴＳ序列
扩增、测序和序列比对，对分离的相关病原菌进行鉴定。为针

对性地采取措施对致腐病原菌进行控制提供依据［９－１０］。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
１．１．１　材料　干红枣产自河南省新郑市，放在无菌样品袋
中，室温放置１个月。Ｔａｑ酶和 ｄＮＴＰ购于 ＴａＫａＲａ公司。真
菌ＤＮＡ提取试剂盒购于Ｏｍｅｇａ公司。
１．１．２　培养基　孟加拉红培养基（蛋白胨 ５ｇ／Ｌ、葡萄糖
１０ｇ／Ｌ、磷酸二氢钾 １ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ／Ｌ、孟加拉
红 ０．０３３ｇ／Ｌ、氯霉素０．１ｇ／Ｌ、琼脂２０ｇ／Ｌ），用蒸馏水溶解
以上成分，然后及时加入孟加拉红溶液。氯霉素先用少量乙

醇溶解后再加入到培养基中，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
马铃薯蔗糖琼脂培养基（ＰＤＡ）：先称取２００ｇ马铃薯，洗

净去皮切成小块，加水１０００ｍＬ煮沸３０ｍｉｎ，纱布过滤后再
加 ２％ 葡萄糖和２％琼脂，１２１℃灭菌１５ｍｉｎ。
１．１．２　实验仪器　ＰＣＲ仪产自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，电泳仪
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和电泳槽产自北京六一生物科技有限公司，微量移液器产自

德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，洁净工作台产自江苏苏净集团有限公
司，立式自动电热压力蒸汽灭菌器产自合肥华泰医疗设备有

限公司，恒温培养箱产自上海鸿都电子科技有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　干枣贮藏期间病原菌的分离、纯化　分别从３批样品
袋中各随机选取２０颗干枣。将每个干枣放入盛有１００ｍＬ无
菌水的２５０ｍＬ三角瓶中，置摇床上振荡３０ｍｉｎ。从每瓶混合
液中取１ｍＬ溶液加入灭菌平皿中，倒入适量的孟加拉红培
养基混匀制成平板，每瓶混合液做３个平行平板，凝固后的平
板置于２８℃培养箱中培养，隔天进行观察。当培养出的菌落
直径达到约１ｃｍ时，用接种针挑取少量菌丝接入另一个含
ＰＤＡ培养基的培养皿内进行培养；重复以上操作２～３次后
可以得到纯化的菌种，保存备用。

１．２．２　病原真菌总ＤＮＡ的提取　将试验菌株的菌丝接种到
ＰＤＡ液体培养基中，２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养２ｄ。过滤收
集菌丝体，经过洗涤和干燥倒入液氮进行研磨，将匀浆液吸到

１．５ｍＬ灭菌离心管中，按照试剂盒的操作步骤进行基因组
ＤＮＡ的提取，０．８％琼脂糖凝胶电泳法检测 ＤＮＡ。提取的
ＤＮＡ定量后稀释，作为ＰＣＲ反应的模板。
１．２．３　ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列的扩增　真菌 ＩＴＳ区扩增通用引物
为 ＩＴＳ－５（５′－ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ－３′）和
ＩＴＳ－４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）。ＰＣＲ反应体

系为５０μＬ（１０×缓冲液５μＬ），ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，引
物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 ２μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．４μＬ，
用无菌水补足至总体积５０μＬ。ＰＣＲ反应程序为：９５℃预变
性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，
３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应结束后取５μＬＰＣＲ产物
加 １μＬ ６×上样缓冲液，在２％琼脂糖凝胶上 １２０Ｖ电泳
３５ｍｉｎ，用凝胶成像仪进行拍照。引物合成、ＰＣＲ产物纯化及
测序由生工生物工程（上海）股份有限公司完成。

１．２．４　主要病原真菌的形态　显微镜观察真菌形态。
１．２．５　序列比对和系统发育树的构建　将测序结果输入
ＮＣＢＩ基因数据库，进行同源序列搜索，比较未知菌株与已知
菌株相应序列的同源性。同时，提取相关菌株的 ＩＴＳ区基因
序列，与试验菌株序列一起用 ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行排列，用
ＭＥＧＡ６．０软件按照相关参数和模型构建进化树。

２　结果与分析

２．１　菌株的分离纯化
干枣表面分离的病原菌样品在ＰＤＡ培养基中２８℃培养

４ｄ后生成的菌落，在颜色大小和菌落形态特征上都存在差
异。２８℃培养条件下 ＸＺＪ２、ＸＺＪ３、ＸＺＪ４、ＸＺＪ７、ＸＺＪ１０菌株在
ＰＤＡ培养基上生长较好，在５ｄ内大量生长，可以看到较为密
集的菌丝薄层，其中 ＸＺＪ３和 ＸＺＪ７开始分泌色素。而 ＸＺＪ９
在ＰＤＡ培养基上生长缓慢，５ｄ内仍然没有大量生长（图１）。

２．２　基因组ＤＮＡ的提取
采用试剂盒提取真菌基因组ＤＮＡ，经琼脂糖凝胶电泳分

析（图２）。
　　利用ＤＮＡ试剂盒提取的真菌基因组 ＤＮＡ条带比较清

晰，能够用于下一步的ＰＣＲ。
２．３　ｒＤＮＡ－ＩＴＳＰＣＲ扩增

以ＩＴＳ５、ＩＴＳ４为引物，经ＰＣＲ得到的产物条带特异性好，
约６００ｂｐ（图３）。
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２．４　红枣贮藏期真菌菌系
将扩增的各个分离菌株的ＩＴＳＰＣＲ产物送上海生工生物

技术有限公司进行纯化和测序，得到的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ上的
已知序列进行比对（表１）。试验结果表明，在红枣干果表面
出现的真菌菌系主要有链格孢菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐｐ．）、青霉
（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐｐ．）、木霉菌（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐｐ．）链孢霉属
（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａｓｐｐ．）、毛壳属（Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍｓｐｐ．）、棱孢壳属
（Ｔｈｉｅｌａｖｉａｓｐｐ．）。其中，链格孢菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐｐ．）和青霉
（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐｐ．）是红枣干果贮藏期的优势菌株，平均每个

表１　提交菌株的ＩＴＳ序列登录号和序列比对信息

编号 登录号 综合得分最高菌株
同源性

（％）

ＸＺＪ１ ＫＭ３９６４１７ 链格孢菌Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ． １００
ＸＺＪ２ ＫＭ３９６４１８ 芸薹链格孢Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ ９９
ＸＺＪ３ ＫＭ４５７６２７ 构巢裸胞壳Ｅｍｅｒｉｃｅｌｌａｎｉｄｕｌａｎｓ ９９
ＸＺＪ４ ＫＭ４５７６２８ 淡紫拟青霉Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓｓｐ． ９６
ＸＺＪ５ ＫＭ４５７６２９ 绳状青霉菌Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｆｕｎｉｃｕｌｏｓｕｍ ９９
ＸＺＪ６ ＫＭ４５７６３０ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｒｕｓｔｏｓｕｍ １００
ＸＺＪ７ ＫＭ４５７６３１ 绿色木霉Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｌｏｎｇｉｂｒａｃｈｉａｔｕｍ ９９
ＸＺＪ８ ＫＭ４５７６３２ Ｔｈｉｅｌａｖｉａｓｕｂｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌａ ９９
ＸＺＪ９ ＫＭ４５７６３３ 纸葡萄穗霉Ｓｔａｃｈｙｂｏｔｒｙｓｃｈａｒｔａｒｕｍ ９９
ＸＺＪ１０ ＫＭ４５７６３４ Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａｔｅｔｒａｓｐｅｒｍａ １００
ＸＺＪ１１ ＫＭ４５７６３５ 毛壳菌Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍｓｐ． ９９

红枣表面上检出的菌落数分别是２２、１．５个。
２．５　ＩＴＳ区ｒＤＮＡ同源性比对与系统发育分析

由于链格孢菌是主要的优势菌株，将分离得到的菌株

ＸＺＪ１和ＸＺＪ２的ＩＴＳ区 ｒＤＮＡ基因部分序列与 ＮＣＢＩ基因数
据库内登录的已知菌株（表２）的相应序列进行比对，序列通
过ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行排列，然后利用 ＭＥＧＡ６．０软件以 ＮＪ
法构建系统发育树（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｓ＝１０００）（图４）。从链格孢菌
的系统发育分析结果可以看出菌株ＸＺＪ１和ＸＺＪ２与Ａｌｔｅｒｎａｒ
ｉａｓｐ．、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓ
ｓｉｍａ等处于同一分枝。

表２　用于序列比对与发育分析的链格孢属菌株信息

菌种名 登录号 菌种名 登录号

链格孢菌Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ． ＫＣ１７８６２１ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ ＪＮ６１８０７６
芸薹链格孢Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ ＪＦ４３９４４１ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｐｏｒｒｉ ＪＦ４２２７２１
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｒｂｏｒｅｓｃｅｎｓ ＡＦ４０４６６７ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ ＪＮ５４２５１９
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｃｉｔｒｉ ＤＱ３３９１０４ 胡萝卜链格孢Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｄａｕｃｉ ＫＣ５８４１９２
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｏｌａｎｉ ＥＵ６１７７１７ 粗链格孢Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｃｒａｓｓａ ＡＢ６７８２１５
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｅｓａｍｉ ＪＦ７８０９４０ 番茄链格孢Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｏｍａｔｏ ＪＸ４１８３５９
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｍａｃｒｏｓｐｏｒａ ＫＣ５８４２０４ 曼陀罗生链格孢Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｄａｔｕｒｉｃｏｌａ ＡＹ３７２６８５
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｓｔｒｏｅｍｅｒｉａｅ ＡＢ６７８２１４ 梨黑斑链格孢Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｇａｉｓｅｎ ＡＦ３１４５８１
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｌｏｎｇｉｐｅｓ ＫＪ７２２５３５ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｄａｕｃｉｆｏｌｉｉ ＫＣ５８４１９３
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｏｍａｔｏｐｈｉｌａ ＪＮ５４２５５７ 感染链格孢Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｉｎｆｅｃｔｏｒｉａ ＡＪ２７６０５８
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｒａｄｉｃｉｎａ ＡＦ３０７０１５ 百日菊链格孢Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｚｉｎｎｉａｅ ＡＹ３７２６８２
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｍｙｒｎｉｉ ＡＦ２２９４５６ 万寿菊链格孢Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔａｇｅｔｉｃａ ＫＣ５８４２２１
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｄｉａｎｔｈｉ ＡＹ１５４７０２ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｐｅｔｒｏｓｅｌｉｎｉ ＡＦ２２９４５４
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｘｉａｅｒｉｉｓｐｏｒｉｆｅｒａ ＫＣ５８４１８４ 链格孢Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｃａｒｏｔｉｉｎｃｕｌｔａｅ ＡＦ２２９４６５
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｅｌｌｉｐｓｏｉｄｅａ ＫＣ５８４１９６ 纸链格孢Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｃｈａｒｔａｒｕｍ ＥＦ５６８０９８
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｇｙｐｓｏｐｈｉｌａｅ ＫＣ５８４１９９ 桂竹香链格孢Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｃｈｅｉｒａｎｔｈｉ ＡＦ２２９４５７
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｃｉｎｅｒａｒｉａｅ ＡＹ１５４７００ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｎｏｂｉｌｉｓ ＫＣ５８４２０８
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｌｉ ＤＱ３２３６８３ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｖａｃｃａｒｉａｅ ＫＣ５８４２２３
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓａｐｏｎａｒｉａｅ ＫＣ５８４２１５

３　结论

通过形态学并结合ｒＤＮＡＩＴＳ序列分析，从干枣中分离出
７种真菌，分别是链格孢菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐｐ．）、青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｓｐｐ．）、木霉菌 （Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐｐ．）链孢霉属（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ
ｓｐｐ．）、毛壳属 （Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ ｓｐｐ．）、棱孢壳属 （Ｔｈｉｅｌａｖｉａ
ｓｐｐ．）、纸葡萄穗霉（Ｓｔａｃｈｙｂｏｔｒｙｓｃｈａｒｔａｒｕｍ）、构巢裸孢壳
（Ｅｍｅｒｉｃｅｌｌａｎｉｄｕｌａｎｓ）。其中，链格孢菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐｐ．）和青

霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐｐ．）是红枣干果贮藏期的优势病原菌，也是
引起红枣鲜果病害的主要病原菌。同时，通过构建链格孢菌

的系统进化树，发现本研究鉴定出的２个菌株 ＸＺＪ１和 ＸＺＪ２
与Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ、Ａｌｔｅｒ
ｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ处于同一分枝，而这些链格孢菌菌株也在别
的品种的红枣中发现［１，５，７－８，１１－１３］。除已经报道的真菌以外，

本研究从红枣中还鉴定出２种新的真菌，即链孢霉属（Ｎｅｕ
ｒｏｓｐｏｒａｓｐｐ．）和纸葡萄穗霉（Ｓｔａｃｈｙｂｏｔｒｙｓｃｈａｒｔａｒｕｍ），这在以
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前的红枣贮藏期真菌研究中未见报道。关于这２种真菌的作
用还需进一步研究。同时，根据已经鉴定的引起红枣病害的

真菌种类，对它们的 ＩＴＳ序列进行比对、分析，从而设计特异
性引物，对不同的病原菌种类进行 ＰＣＲ鉴定，从而建立红枣
病原菌的快速检测方法［１４－１５］。
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