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　　摘要：以红富士苹果为试验材料，在烟台、威海、临沂、泰安等山东苹果主产区采集成熟健康的红富士苹果，采用稀
释分离法从苹果样品果面分离纯化得到酵母菌株；依据核糖体２６ＳＤ１／Ｄ２区核苷酸序列的比较结果，并结合形态学特
征，得出酵母菌的分类地位，并对红富士果实表面酵母菌的多样性进行系统进化分析。结果表明，红富士果实表面蕴

含丰富的酵母菌资源，分离得到１６３株酵母菌菌株，经鉴定属于１３属２０种；在分离得到的菌株中，子囊菌占优势，共
分离到９５株子囊菌酵母，属于６属１０种，占酵母总数的５８．３％；共分离得到５３株担子菌酵母，属于６属９种，占酵母
总数的３２．５％；其余１５株酵母为普鲁兰短梗霉（Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍｐｕｌｌｕｌａｎｓ）等，占酵母总数的９．２％。由研究结果得出，
红富士果实表面酵母菌的优势属为毕赤酵母属（Ｐｉｃｈｉａ）（３种）、假丝酵母属（Ｃａｎｄｉｄａ）（３种）、隐球酵母属
（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）（３种），占总酵母种数的４５％。
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　　苹果（ＭａｌｕｓｄｏｍｅｓｔｉｃａＢｏｒｋｈ．）是山东省规模最
大、竞争力最强的优势果品产业，其中晚熟苹果品

种红富士占山东省栽培苹果品种的７０％。在苹果
生产过程中，其病虫害防治问题在很大程度上制约

着苹果产业的优质、高效及可持续发展［１－２］。苹果

在生长期及贮藏期因病原菌侵染而造成果实腐烂，

损失巨大。作为控制植物病害首选的化学杀菌剂，

存在农药残留、环境污染及病原菌抗药性等弊

端［３－４］。酵母菌具有抗逆性强、耐贫瘠、繁殖快、不

产生毒素等优点，因而被广泛用于植物病害生物防

治研究中，具有巨大的应用前景［５－７］。拮抗酵母

菌［８］单独或与水杨酸［９］、甜菜碱［１０－１１］、几丁质［１２］及

氯化钙［１３］等结合能有效抑制植物病害。

近年来的研究结果表明，果园生态环境中含有

丰富的酵母菌资源，酵母菌在系统发育上呈现多样

性，直接的分离源包括水果表面、叶面及土壤［１４－１５］。

Ｔｅｉｘｉｄｏ等对“金色美味”苹果园的微生物群落进行
研究发现，其主要的微生物群为真菌［枝孢属

（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）、链格 孢 属 （Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）和 酵 母
（ｙｅａｓｔｓ）］［１６］。鲜食水果表面分布着大量酵母菌群，
如 假 丝 酵 母 属 （Ｃａｎｄｉｄａ）、隐 球 酵 母 属

（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、德巴利酵母属（Ｄｅｂａｒｙｏｍｙｃｅｓ）、克勒
克 酵 母 属 （Ｋｌｏｅｃｋｅｒａ）、克 鲁 维 酵 母 属

（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ）、毕赤酵母属（Ｐｉｃｈｉａ）、红酵母属
（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ）、酿酒酵母属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）及接合
酵母属（Ｚｙｇｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）［１７－１８］。获得高效拮抗
酵母菌的首选方法是从与病原菌具有同一生境并

且适应能力强、能够有效定殖的酵母菌中进行筛

选［１９－２１］。苹果园这个特定生态环境中富含大量酵

母菌种资源［２２］，从中挖掘出的酵母新菌种［２３］有待

进一步开发利用。本研究从山东省苹果主产区采

集的健康红富士果实表面分离、鉴定并保藏酵母菌

种，分析红富士果实表面酵母菌的多样性，可为苹

果生长期及贮藏期病害的生物防治提供菌种资源，

对苹果产业的发展具有重要的理论和现实意义。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以红富士苹果为试验材料，于２０１６年１０月下

旬在山东烟台（栖霞、蓬莱、莱州、招远）、威海（文
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登、荣成）、临沂（蒙阴、沂水）、泰安（肥城、新泰）等

山东苹果主产区随机挑选生长状况及管理水平基

本一致并且处于盛果期的红富士苹果园，分别采集

成熟健康的红富士苹果，共采集红富士苹果样品５０
份（每份包含１５个苹果，每个苹果单独用保鲜袋密
封）。采后的苹果用保鲜盒保存，运输到实验室后

立即进行酵母菌的分离。

１．２　酵母菌株的分离与保藏
采用稀释分离法从不同来源的成熟健康的苹

果果实表面分离纯化得到酵母菌株［２２］。称取 １ｇ
苹果果皮放入５０ｍＬ三角瓶中，加入１０ｍＬ液体富
集培养基（含有１０．０ｇ／Ｌ酵母浸粉、２０．０ｇ／Ｌ蛋白
胨、２０．０ｇ／Ｌ葡萄糖、２００μｇ／ｍＬ氯霉素），摇匀，于
２５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ培养２ｄ后，稀释涂酵母膏胨葡萄
糖琼脂（ＹＰＤ）平板（含２００μｇ／ｍＬ氯霉素）。设５
个苹果为 １次重复，共重复 ３次。将涂布均匀的
ＹＰＤ平板置于２５℃培养箱中培养２～３ｄ，根据菌
落形态特点挑取大小、颜色、形态不同的菌落，纯化

后转接至斜面。根据 Ｙａｒｒｏｗ的方法［２４］对菌落质

地、颜色、边缘和表面特征等进行形态学的初步归

类。将纯化后的酵母菌活化后４℃短期保存，或置
于２０％甘油管中，于－８０℃冰箱中保存待用。
１．３　酵母菌的鉴定

ＤＮＡ的提取参照 Ｍａｋｉｍｕｒａ等的方法［２５］进行。

核糖体２６ＳＤ１／Ｄ２区核苷酸序列扩增［２６］的引物序列

为ＮＬ１：５′－ＧＣＡＴＡＴＣＡＡＴＡＡＧＣＧＧＡＧＧＡＡＡＡＧ－３′；
ＮＬ４：５′－ＧＧＴＣＣＧＴＧＴＴＴＣＡＡＧＡＣＧＧ－３′。２５μＬ
ＰＣＲ反应体系：２．５０μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，
含Ｍｇ２＋），２．００μＬｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），０．５０μＬ
ＮＬ１（１０μｍｏｌ／Ｌ），０．５０μＬＮＬ４（１０μｍｏｌ／Ｌ），
０．７５μＬＤＮＡ模板，０．２５μＬ（５Ｕ／μＬ）Ｔａｑ酶，
１８５０μＬ灭菌水。ＰＣＲ扩增反应在 ＢＩＯ－ＲＡＤ
Ｓ１０００ＴＭＰＣＲ扩增仪上进行。ＰＣＲ扩增程序如下：
９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃ ４５ｓ，５１℃ ４５ｓ，７２℃
１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ，４℃ 保存。将 ＰＣＲ
产物进行电泳检测、回收纯化后送至铂尚生物技术

（上海）有限公司测序。

１．４　数据处理
将所测菌株的 ２６ＳＤ１／Ｄ２区核苷酸序列提交

至 ＧｅｎＢａｎｋ核酸序列数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／），进行 ＢＬＡＳＴ分析，与相关序列进行
同源性比较，选取与试验菌株亲源关系较近的菌

株，用 ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行多重序列比对［２７］，用

ＭＥＧＡ５．１软件中的邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，简称
Ｎ－Ｊ）构建系统发育树进行系统进化分析，自展检
验重复１０００次［２８］。用 Ｂｉｏ－Ｄａｐ计算各样点酵母
菌的Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数［２９］。

２　结果与分析

２．１　红富士苹果果实表面酵母菌类群数量分布
由表１可知，从山东烟台、威海、临沂、泰安等盛

果期苹果园采集的成熟红富士苹果表面蕴含丰富

的酵母菌资源，共分离得到１６３株酵母菌菌株。进
一步结合表型特征的观察和生理生化特性，在

ＧｅｎＢａｎｋ中通过数据比对确定酵母菌株的分类地
位。结果表明，分离的酵母菌属于短梗霉属

（Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ）、隐 球 酵 母 属、假 丝 酵 母 属、
Ｄｉｏｓｚｅｇｉａ、地霉属（Ｇａｌａｃｔｏｍｙｃｅｓ）、有孢汉逊酵母属
（Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａ）、梅拉酵母属（Ｍｅｉｒａ）、梅奇酵母属
（Ｍｅｔｓｃｈｎｉｋｏｗｉａ）、毕赤酵母属、红酵母属、酿酒酵母
属、锁 掷 酵 母 属 （Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓ）、掷 孢 酵 母 属
（Ｓｐｏｒｏｂｏｌｏｍｙｃｅｓ）等１３属的２０种。优势属为毕赤酵
母属（３种）、假丝酵母属（３种）、隐球酵母属（３
种），其种数共占酵母总种数的４５％。

由表１还可以看出，从烟台地区苹果样品表面
共分离到６３株酵母菌（１１属１８种），从威海地区苹
果样品表面共分离到４０株酵母菌（１０属１５种），从
临沂地区苹果样品表面共分离到２８株酵母菌（１２
属１４种），从泰安地区苹果样品表面共分离到３２株
酵母菌 （１２属 １４种）。其中，普鲁兰短梗霉
（Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ ｐｕｌｌｕｌａｎｓ）、金 黄 隐 球 酵 母

（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）、橘 假 丝 酵 母 （Ｃａｎｄｉｄａ
ｑｕｅｒｃｉｔｒｕｓａ）、葡萄汁有孢汉逊酵母（Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａ
ｕｖａｒｕｍ）、 美 极 梅 奇 酵 母 （Ｍｅｔｓｃｈｎｉｋｏｗｉａ
ｐｕｌｃｈｅｒｒｉｍａ）、克鲁维毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａｋｌｕｙｖｅｒｉ）、黏
红 酵 母 （Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ ｇｌｕｔｉｎｉｓ）及 酿 酒 酵 母
（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）等８种的酵母菌在以上４
个地区的苹果样品中均有分布。对以上４个地区苹
果样品的酵母菌群落多样性进行分析的结果表明，

不同地区苹果样品上酵母菌的多样性存在差异，其

中烟台地区苹果样品的酵母菌多样性指数最高，为

２．７６。
２．２　分离酵母菌株的系统进化分析

选择有代表性的酵母菌株，将其基因序列提

交 ＧｅｎＢａｎｋ，获得登录号（表 １）后进行系统进化
分析。
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表１　红富士苹果果面酵母菌类群数量分布

菌种名称
数量（株）

烟台 威海 临沂 泰安
代表菌株编号 ＧｅｎＢａｎｋ登录号

Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍｐｕｌｌｕｌａｎｓ（普鲁兰短梗霉） ５ ４ ４ ２ ＹＧ１ ＭＦ０４５４４５

Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ（金黄隐球酵母） ２ １ １ １ ＹＧ２ ＭＦ０４５４４６

Ｃ．ｆｌａｖｅｓｃｅｎｓ（浅黄隐球酵母） ５ ３ ０ ０ ＹＧ３ ＭＦ０４５４４７

Ｃ．ｍａｇｎｕｓ（大隐球酵母） １ ２ ３ ０ ＹＧ４ ＭＦ０４５４４８

Ｃａｎｄｉｄａｇｅｌｓｅｍｉｉ ２ ３ １ ０ ＹＧ５ ＭＦ０４５４４９

Ｃ．ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ（间型假丝酵母） ３ ０ ０ ３ ＹＧ６ ＭＦ０４５４５０

Ｃ．ｑｕｅｒｃｉｔｒｕｓａ（橘假丝酵母） ４ ２ ２ ２ ＹＧ７ ＭＦ０４５４５１

Ｄｉｏｓｚｅｇｉａｚｓｏｌｔｉｉ ０ ０ ２ ２ ＹＧ８ ＭＦ０４５４５２

Ｇａｌａｃｔｏｍｙｃｅｓｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ（白地霉） ３ ２ ０ ０ ＹＧ９ ＭＦ０４５４５３

Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａｕｖａｒｕｍ（葡萄汁有孢汉逊酵母） ６ ３ ３ ４ ＹＧ１０ ＭＦ０４５４５４

Ｍｅｉｒａａｒｇｏｖａｅ（梅拉酵母） ０ ０ １ ２ ＹＧ１１ ＭＦ０４５４５５

Ｍｅｔｓｃｈｎｉｋｏｗｉａｐｕｌｃｈｅｒｒｉｍａ（美极梅奇酵母） ７ ４ １ ３ ＹＧ１２ ＭＦ０４５４５６

Ｐｉｃｈｉａｃａｒｉｂｂｉｃａ（卡里比克毕赤酵母） ５ ２ ０ １ ＹＧ１３ ＭＦ０４５４５７

Ｐ．ｋｌｕｙｖｅｒｉ（克鲁维毕赤酵母） ２ １ ４ ２ ＹＧ１４ ＭＦ０４５４５８

Ｐ．ｍｅｍｂｒａｎｉｆａｃｉｅｎｓ（膜醭毕赤酵母） ５ ５ ０ ０ ＹＧ１５ ＭＦ０４５４５９

Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａｇｌｕｔｉｎｉｓ（黏红酵母） ４ ５ ２ ３ ＹＧ１６ ＭＦ０４５４６０

Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ（酿酒酵母） ４ ２ ２ ２ ＹＧ１７ ＭＦ０４５４６１

Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓｐａｒａｒｏｓｅｕｓ（锁掷孢酵母） ３ ０ １ ３ ＹＧ１８ ＭＦ０４５４６２

Ｓｐｏｒｏｂｏｌｏｍｙｃｅｓｆｏｌｉｉｃｏｌａ（掷孢酵母） １ ０ １ ２ ＹＧ１９ ＭＦ０４５４６３

Ｓ．ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ（云南掷孢酵母） １ １ ０ ０ ＹＧ２０ ＭＦ０４５４６４

合计 ６３ ４０ ２８ ３２

Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数 ２．７６ ２．５９ ２．５０ ２．５８

由图１可以看出，从红富士果实表面分离到的酵母
菌主要分布于担子菌（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｅｔｏｕｓ）、子囊菌
（Ａｓｃｏｍｙｃｅｔｏｕｓ）及类酵母（Ｙｅａｓｔ－ｌｉｋｅ）等三大类
中。在红富士果实表面分离的酵母菌中，子囊菌酵

母占优势，共分离到 ９５株，占总酵母总数的
５８３％，属于６属１０种，分别为Ｃａｎｄｉｄａｇｅｌｓｅｍｉｉ、间
型假丝酵母（Ｃａｎｄｉｄａｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ）、橘假丝酵母、白地
霉（Ｇａｌａｃｔｏｍｙｃｅｓｇｅｏｔｒｉｃｈｕｍ）、葡萄汁有孢汉逊酵母、
美极 梅 奇 酵 母、卡 里 比 克 毕 赤 酵 母 （Ｐｉｃｈｉａ
ｃａｒｉｂｂｉｃａ）、克鲁维毕赤酵母、膜醭毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａ
ｍｅｍｂｒａｎｉｆａｃｉｅｎｓ）、酿酒酵母；共分离到５３株担子菌
酵母，占总酵母总数的３２．５％，属于６属９种，分别
为金黄隐球酵母、浅黄隐球酵母 （Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｆｌａｖｅｓｃｅｎｓ）、大隐球酵母 （Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｍａｇｎｕｓ）、
Ｄｉｏｓｚｅｇｉａｚｓｏｌｔｉｉ、梅拉酵母（Ｍｅｉｒａａｒｇｏｖａｅ）、黏红酵
母、锁掷孢酵母（Ｓｐｏｒｉｄｉｏｂｏｌｕｓｐａｒａｒｏｓｅｕｓ）、掷孢酵母
（Ｓｐｏｒｏｂｏｌｏｍｙｃｅｓｆｏｌｉｉｃｏｌａ）、云 南 掷 孢 酵 母 （Ｓ．
ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ）；分离到普鲁兰短梗霉（Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ
ｐｕｌｌｕｌａｎｓ）等类酵母１５株，占总酵母数的９．２％。

３　讨论与结论

酵母菌在自然界广泛存在，水果表面附着了具

有代表性的酵母菌群，其他的分离源包括叶片、根

系、土壤及海水［６，３０］。红富士果实表面含有大量酵

母菌种资源，本研究从山东省苹果主产区盛果期苹

果园采集的成熟红富士苹果表面分离得到１６３株酵
母菌株，分别鉴定为短梗霉属、隐球酵母属、假丝酵

母属、Ｄｉｏｓｚｅｇｉａ、地 霉 属、有 孢 汉 逊 酵 母 属
（Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａ）、梅拉酵母属、梅奇酵母属、毕赤酵
母属、红酵母属、酿酒酵母属、锁掷酵母属、掷孢酵

母属等１３属的２０种。其中，掷孢酵母属、红酵母属
及隐球酵母属等属的酵母菌同样也能在巴西的苹

果上分离到［３１］。同样的，假丝酵母属、隐球酵母属、

有孢汉逊酵母属、梅奇酵母属、毕赤酵母属、红酵母

属等属的酵母菌在葡萄牙南部的鲜切苹果上有大

量分布［３２］。

由于气候、土壤和管理方式等不同，即使是同

一品种上分布的酵母菌群组成也各不相同，优势菌
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种的类型也不相同［３３－３４］，从有机苹果园中分离到的

酵母菌数量要高于从传统苹果园中分离到的数

量［３１］。在同一生境的不同位点，酵母菌群的分布也

不完全一致［３５］。山东省苹果主产区不同地区红富

士果实表面的酵母菌群分布及多样性指数存在差

异，仅普鲁兰短梗霉、金黄隐球酵母、橘假丝酵母、

葡萄汁有孢汉逊酵母、美极梅奇酵母、克鲁维毕赤

酵母、黏红酵母及酿酒酵母等８种酵母菌在４个地
区的样品中均有分布。其中普鲁兰短梗霉、葡萄汁

有孢汉逊酵母、美极梅奇酵母、黏红酵母在意大利

北部果园的红富士和金帅果实表面也有分布［１５］。

不同地区的红富士果园酵母菌种构成存在明显差

异，但子囊菌酵母均占较大优势［２２］。本研究从红富

士果实表面共分离得到６属１０种子囊菌酵母９５株
（占５８．３％），共分离到６属９种的担子菌酵母５３
株（占３２．５％），其余为普鲁兰短梗霉等类酵母１５
株（占９．２％）。由此可见，红富士果实表面酵母菌

中同样是子囊菌酵母占优势。

酵母菌的拮抗机制主要有营养与空间竞争、直

接寄生作用和诱发寄主抗病性等［６－７］。前人研究表

明，卡里比克毕赤酵母、美极梅奇酵母、黏红酵母等

能有效抑制苹果果实病害［６，１０，３６－３７］。葡萄汁有孢汉

逊酵母广泛用于草莓［３８－３９］、葡萄［９］、橘子［４０］等采后

病害的生物防治。普鲁兰短梗霉主要的拮抗机制

是产生胞外多糖（ＥＰＳ）及水解酶等抑制病原菌［４１］，

还可通过营养和空间竞争有效抑制桃采后褐腐病

的发生［４２］。本研究同样从苹果果实表面获得了以

上有效拮抗植物病源菌的酵母菌种，为后期拮抗酵

母菌的筛选提供了大量菌种资源，但酵母菌对苹果

病害的生防机制还有待于进一步研究。
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文冠果种子快速催芽研究

刘春和

（北京市黄垡苗圃，北京大兴１０２６０１）

　　摘要：为了探索文冠果种子的快速催芽技术，以文冠果种子为材料，对其进行不同温度（５０、６０、７０、８０、９０℃）、去
种子外皮、不同粒径（≥１０ｍｍ、８～＜１０ｍｍ、６～＜８ｍｍ、４～＜６ｍｍ、＜４ｍｍ）及不同催芽方法的研究。结果表明：
（１）在选用高温处理文冠果种子时，适宜的水温为８０℃。（２）剥去外种皮后，文冠果种子发芽率、发芽势均明显提高。
开始发芽天数比对照提前１２ｄ；发芽率、发芽势达到８６．２３％、４３．１２％，比对照分别高出３０．５８、２０．３１百分点；发芽速
比对照提前１４ｄ；剥去外种皮能够起到快速催芽的作用。（３）粒径６ｍｍ及以上的文冠果种子，发芽率达到８６．１１％及
以上。（４）文冠果种子低温层积催芽，能够获得７６．６６％的发芽率。
　　关键词：发芽率；发芽势；催芽；文冠果种子
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作者简介：刘春和（１９６８—），男，北京海淀人，工程师，从事园林苗木

繁育研究工作。Ｅ－ｍａｉｌ：１１１３４１０１５２＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　文冠果（ＸａｎｔｈｏｃｅｒａｓｓｏｒｂｉｆｏｌｉｕｍＢｕｎｇｅ）为无患
子科文冠果属多年生小乔木［１］，分布于我国北部和

东北部的宁夏、甘肃、辽宁、内蒙古、河南等地，具有喜

光、耐寒、耐旱、耐贫瘠、耐盐碱、抗风沙等特征。文冠

果种子含油率 ３５％ ～４０％，种仁含油率 ６２．８％ ～
７２％［２］，是我国特有的食用、药用、保健等木本油料

树种。文冠果通常采用播种繁殖，由于外种皮坚

硬，含有蜡质不透水层，出苗率不高，发芽不整齐。

因此，笔者于２０１８—２０１９年对文冠果种子进行快速

催芽研究，找到了文冠果种子快速催芽的方法，为

培育优质文冠果苗木奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
在２０１８年９月下旬，采集成熟的文冠果种子若

干，选择颜色均匀、大小一致、直径０．８～１．０ｍｍ的
文冠果种子，约２０００ｇ备用。
１．２　方法
１．２．１　温度处理试验　将各３００粒文冠果种子，用
１％高锰酸钾溶液消毒１０ｍｉｎ，蒸馏水反复冲洗干
净，分成６份，每份５０粒，分别放入６个５００ｍＬ的
烧杯中，其中１份以自然室温水２０℃作对照（ＣＫ），
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