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　　摘要：以兔眼蓝莓（品种名为灿烂）为材料，采用组织分离法从自然腐败蓝莓中分离、纯化病原真菌，通过形态学
观察及分子生物学技术进行鉴定，并考察肉桂醛、柠檬醛、牛至精油、香芹酚和丁香酚等对４种病原菌的抑制效果。结
果表明，分离得到６株病原真菌，分别为１株稻黑孢霉（Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａｏｒｙｚａｅ）、１株青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．）、３株枝孢属
（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ．）和１株链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．）真菌，经致病性试验确定链格孢霉为主要病原菌。牛至精油对４
种病原真菌均具有较好的抑制效果，对链格孢霉的半最大效应浓度（ＥＣ５０）为３７ｍｇ／Ｌ。
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　　蓝莓是杜鹃花科越橘属植物。果实含多种功
能活性成分，具有抗癌、抗肥胖、预防退行性疾病、

抗炎、保护视力和肝脏、预防心脏病、抗糖尿病、改

善脑功能等功效［１］。蓝莓被国际粮农组织列为人

类五大健康食品之一，具有“浆果之王”的称

号［２－３］。蓝莓一般成熟于６—８月，属高温多雨季节
且果皮柔嫩易受机械损伤，为微生物的入侵和生长

繁殖提供了有利的条件，仅存放２～４ｄ就会发生腐
烂变质。郭晓月等从云南澄江地区的蓝莓中分离

鉴定出 ３株真菌，分别为枝孢菌属（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ
ｓｐ．）、链 格 孢 属 （Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．）和 匍 柄 霉 属
（Ｓｔｅｍｐｈｙｌｉｕｍｓｐ．）真菌［４］。秦士维等从辽宁省的８
个蓝莓品种中分离鉴定出相同的病原真菌［５］。随

着蓝莓种植面积的扩大，成熟期果实积压、易腐烂、

保存难等问题凸显，严重阻碍了蓝莓产业的发展。

研究发现，肉桂醛［６］、柠檬醛［７］、香芹酚［８］、丁

香酚［９］、牛至精油［１０］等对病原真菌有较好的抑制作

用，并能诱导果蔬内防御酶和抗氧化酶活性提高，

在很多品种的果蔬防腐保鲜方面具有较好的应用

前景，如杨梅［８］、圣女果［１１］、荔枝［１２］等。本试验旨

在分离和鉴定采后蓝莓中的病原真菌，并对其进行

抑制试验，以期为研发蓝莓保鲜技术、延长货架期

和预防微生物的危害供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
蓝莓（品种名为灿烂，属兔眼系列），于２０１９年

６月１７日采自江苏省南京市溧水区白马镇。肉桂
醛、柠檬醛、牛至精油、香芹酚和丁香酚等，均购自

江西金源天然香料有限公司，用乙醇溶解并配成

１０００ｍｇ／Ｌ母液。ＵＮＩＱ－１０柱式真菌基因组抽提
试剂盒，购自生工生物工程（上海）股份有限公司；

马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基、马铃薯葡萄糖肉
汤（ＰＤＢ）培养基，均购自北京奥博星生物技术有限
公司；ＧＩＳ－３５００成像仪，购自上海天能科技有限公
司；ＴＨ４－２００荧光倒置显微镜，购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司；ＪＹ３００Ｃ型电泳仪，购自北京君意东方电泳设
备有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　病原真菌分离　病原真菌的分离鉴定参照
白雪等的方法［１３］。选择无机械损伤和病虫害的成

熟果实，采后装入塑料包装盒中，当天运回实验室，

将其在室温下放置至腐败。采用组织块分离法从

腐烂蓝莓果实上分离病原菌，在无菌操作台中用刀

片在蓝莓病健交界处取约 ３０μｍ×３０μｍ的组织
块，将切取的组织块经７５％乙醇消毒３０ｓ，用无菌
水漂洗３次后置于 ＰＤＡ培养基平板上。将平板置
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于２８℃恒温箱培养３ｄ后，用接种针在培养出的菌
落边缘挑取少量菌丝移植到另一个 ＰＤＡ培养基平
板上培养，重复纯化至平板上只有单一菌落。

１．２．２　致病性试验　采用 Ｌａｃｈｈａｂ等的方法［１４］，

制备孢子悬浮液，以病原真菌的孢子悬浮液和菌丝

作为接种体对蓝莓进行致病性测定。选取无机械

损伤、无病害的蓝莓果实，先用７５％乙醇浸泡３０ｓ，
再用无菌水冲洗４次，晾干备用。用消毒接种针在
蓝莓果实上划出伤口，在伤口处分别接种孢子悬浮

液和菌丝体，以无菌水作为对照。接种２４ｈ后，每
隔 １～２ｄ观察蓝莓伤口处病原真菌的生长情况。
１．２．３　病原真菌的鉴定
１．２．３．１　形态学鉴定　将分离纯化的菌株接种在
ＰＤＡ培养基平板上于２８℃条件下培养，观察菌丝
生长状况、菌落颜色和质地。通过荧光倒置显微镜

观察病原真菌菌丝及孢子的形态并拍照。参照《真

菌鉴定手册》及相关文献，进行初步的鉴定。

１．２．３．２　分子生物学鉴定　将“１．２．２”节中孢子
悬浮液接入ＰＤＢ液体培养基中培养２４ｈ后收集菌
体，冻干，经液氮研磨后用真菌基因组 ＤＮＡ提取试
剂盒进行 ＤＮＡ提取。采用真菌扩增通用引物
ＮＳ１Ｆ：５′－ＧＴＡＧＴＣＡＴＡＴＧＣＴＴＧＴＣＴＣ－３′，ＮＳ８Ｒ：
５′－ＴＣＣＧＣＡＧＧＴＴＣＡＣＣＴＡＣＧＧＡ－３′，进行１８Ｓ
ｒＤＮＡ基因的聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增。ＰＣＲ反
应体系总体积为５０μＬ，包括模板 ＤＮＡ１．０μＬ，正
反向引物各 ２．０μＬ，ＰｒｅｍｉｘＴａｐ２５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
２０μＬ。ＰＣＲ扩增条件：９５℃预变性５ｍｉｎ后持续
变性３０ｓ，５５℃ 退火３０ｓ，７２℃延伸 ６０ｓ，共３８个
循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。反应结束后ＰＣＲ产物
经过１００００ｍｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检测。扩增产物
由生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序。

将测序结果进行ＢＬＡＳＴ比对，根据序列同源性从高
到低的次序选取模式菌株的序列，利用 ＭＥＧＡ软件

以距离矩阵法中的邻接法 （ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄ，ＮＪ法）构建系统发育树，并进行Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ分
析，重复次数为 １０００次［１５］。

１．２．４　不同精油对病原菌的抑制作用
１．２．４．１　生长速率法　采用生长速率法［１６］测定不

同精油对Ｂ２、Ｂ５和Ｂ８致病菌丝生长的影响。分别
吸取２ｍＬ肉桂醛、柠檬醛、牛至精油、香芹酚和丁香
酚等的母液加入到２００ｍＬＰＤＡ培养基中，使其终
浓度为 １００ｍｇ／Ｌ，混匀后倒入无菌培养皿，备用。
用直径为６ｍｍ的无菌打孔器从培养５ｄ的致病菌
菌落边缘位置切取菌饼，将菌丝面贴在含精油的平

板和对照平板中，对照平板的培养基不含精油。将

培养皿置于２８℃恒温培养箱内培养５ｄ后测量菌
落直径，并对其结果进行统计分析。

１．２．４．２　琼脂扩散法　由于青霉无蔓延性，采用琼
脂扩散法研究不同精油对 Ｂ４的抑制作用。吸取
２ｍＬ“１．２．２”节中 Ｂ４的孢子液于２００ｍＬ５０℃的
ＰＤＡ培养基中，摇匀，倒入无菌平皿中，待培养基凝
固后，使用直径为６ｍｍ的无菌打孔器在抑菌平板
上打孔。每孔加入８０μＬ１００００ｍｇ／Ｌ精油母液，以
８０μＬ９５％乙醇作为对照，于 ２８℃培养箱中培养
５ｄ后，通过测量透明圈大小观察抑菌效果。
１．２．５　牛至精油对链格孢霉的抑菌效果　分别吸
取０．４、０．８、１．２、１．６、２．０ｍＬ的牛至精油母液于
２００ｍＬＰＤＡ培养基中，使牛至精油的终浓度分别为
２０、４０、６０、８０、１００ｍｇ／Ｌ。参照“１．２．４．１”节中的方
法，研究不同浓度牛至精油对链格孢霉的抑制效

果。按公式（１）计算牛至精油对链格孢霉菌丝生长
的抑制率，每组处理重复３次，取其平均值。将抑制
率换算成概率值（ｙ），牛至精油浓度（ｍｇ／Ｌ）换成对
数值（ｘ），建立毒力回归方程（ｙ＝ａｘ＋ｂ），计算出牛
至精油对链格孢霉的半最大效应浓度（ＥＣ５０）。

生长抑制率＝（对照菌落直径－６ｍｍ）－（处理菌落直径－６ｍｍ）
对照菌落直径－６ｍｍ ×１００％。 （１）

１．３　数据处理
试验数据采用 ＤＰＳ软件整理并进行方差分析

及差异显著性检验（Ｐ＜０．０５），用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８．５软
件绘制图形。

２　结果与分析

２．１　病原真菌的分离与形态学观察
从自然腐烂的蓝莓果实上共分离出６株真菌，

分别记为Ｂ２、Ｂ４、Ｂ５、Ｂ６、Ｂ７、Ｂ８。
菌株Ｂ２在ＰＤＡ培养基上菌落质地疏松，初期

菌丝为白色绒毛状，呈放射状扩展，后由中央起渐

变成为黑色，最后菌落正反面均为黑色。病菌菌丝

分隔明显，初为无色，后为黑色，分生孢子梗单生，

直立，有时分枝，具隔膜。分生孢子顶生于一个无

色透明的瓶状细胞上，扁球状、近球形，后变黑色

（如图１中ａ－Ｂ２、ｂ－Ｂ２、ｃ－Ｂ２）。
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菌株Ｂ４在ＰＤＡ培养基上菌落呈绒状，圆形，基
本上无气生菌丝；菌丝开始为白色，逐渐变为青绿

色，菌落表面呈颗粒状，干燥；基质颜色为白色，后

变为黄绿色。显微镜观察其菌丝呈扫帚状；有分生

孢子梗和分生孢子，且分生孢子无色，近球形（如图

１中 ａ－Ｂ４、ｂ－Ｂ４、ｃ－Ｂ４）。
菌株Ｂ５、Ｂ６、Ｂ７在ＰＤＡ培养基上菌落呈绒状，

绿色，基质颜色由绿色变为黑灰色；镜检观察菌丝

具隔膜，孢子为卵形（如图 １中 ａ－Ｂ５、ｂ－Ｂ５、
ｃ－Ｂ５）。　

菌株Ｂ８在ＰＤＡ培养基上菌丝较长，呈棉絮状，
初期为灰白色，逐渐长满平皿，最终转为灰褐色至

黑色。镜检显示菌丝体不分枝或分枝较少，具隔

膜。孢子具有格纹，暗褐色（如图 １中 ａ－Ｂ８、
ｂ－Ｂ８、ｃ－Ｂ８）。　

２．２　分子生物学鉴定与系统发育树构建
将测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ上已登录的基因序列

进行比对，选取相近的参考菌株，利用ＭＥＧＡ７软件
基于１８ＳｒＤＮＡ序列采用 ＮＪ法构建系统发育树，结
果如图２所示。从系统发育树来看，Ｂ２菌株与稻黑
孢霉（Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａｏｒｙｚａｅ）亲缘关系较近，初步将 Ｂ２
菌株鉴定为 Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａｏｒｙｚａｅ；Ｂ４菌株与青霉属
（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．）聚在一起，亲缘关系较近，可将其
归为 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ．；Ｂ５、Ｂ６、Ｂ７菌株与枝孢属
（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ．）在亲缘关系上最近，将 Ｂ５、Ｂ６、
Ｂ７菌株在分类学地位上归于 Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ．；Ｂ８
菌株与链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．）的遗传距离最近，因
此，将其分别归为Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．。结合传统形态学特
征，综合鉴定结果为Ｂ２菌株为稻黑孢霉，Ｂ４菌株为
青霉，Ｂ５、Ｂ６、Ｂ７菌株为枝孢霉，Ｂ８菌株为链格孢霉。
２．３　菌株的致病性检测

Ｂ２菌株接种在蓝莓果实放置２ｄ后长出细长
的白色菌丝，之后在果皮表面迅速扩展，存放至第７

天时，菌丝颜色变深至深褐色。菌株 Ｂ４导致蓝莓
出现凹陷症状，后长出白色散点状菌落，继续培养

菌落变为绿色。菌株 Ｂ５、Ｂ６、Ｂ７侵染蓝莓果实后，
在蓝莓伤口处长出绿色菌丝，继续放置，菌丝颜色

加深但未扩展出伤口以外区域。菌株 Ｂ８从蓝莓伤
口处长出白色菌丝，继续放置５ｄ后，菌丝变成灰褐
色且铺满蓝莓表面。经与原始自然腐败蓝莓上菌

落的形态与颜色（图３－Ａ）进行对比，初步断定 Ｂ８
菌株是导致蓝莓腐烂的主要病原菌。

２．４　精油的筛选
根据菌株鉴定结果，Ｂ５、Ｂ６、Ｂ７菌株均为枝孢

属真菌，选择 Ｂ５菌株作为枝孢属真菌的代表进行
后续研究。由图 ４可知，通过显著性分析（Ｐ＜
００５）发现肉桂醛、柠檬醛、牛至精油、丁香酚和香
芹酚等对 Ｂ２、Ｂ４、Ｂ５、Ｂ８菌株的生长均有一定的抑
制作用，且４种病原菌对不同精油的敏感度不同。
通过比较菌落直径发现，相同浓度的精油对Ｂ２、Ｂ５、
Ｂ８菌株具有较好抑制作用的是牛至精油和香芹酚，
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透明圈大小显示 Ｂ４菌株对肉桂醛和牛至精油均敏
感，因此选择牛至精油作为抑菌剂并研究其对优势

病原菌的抑制效果。

２．５　牛至精油对链格孢霉菌丝生长的抑制作用
由表１可以看出，牛至精油对链格孢霉具有一

定的抑制效果，随着牛至精油浓度的提高抑制效果

逐渐增强。在较低浓度下，即牛至精油浓度为

２０ｍｇ／Ｌ时，就有明显抑制作用；当浓度为１００ｍｇ／Ｌ
时，菌落延伸量为０。通过计算各处理组的菌丝抑
制率，建立毒力回归方程为ｙ＝４．６０９３ｘ＋１５．７８９３
（ｒ２＝０．９９８４），根据方程计算出牛至精油对链格孢
霉的半最大效应浓度（ＥＣ５０）为３７ｍｇ／Ｌ。
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表１　牛至精油对链格孢霉菌丝生长的毒力测定

浓度

（ｍｇ／Ｌ）
浓度对数

（ｘ）
菌落平均直径

（ｍｍ）
抑制率

（％）
概率值

（ｙ） 毒力回归方程

对照 ４１．７６ａ

２０ －１．６９９ ３７．５５ｂ １１．７８２２ ３．８１４１ ｙ＝４．６０９３ｘ＋１５．７８９３

４０ －１．３９８ ２３．０７ｃ ５２．２７４３ ５．５０５７ ｒ２＝０．９９８４

６０ －１．２２２ １１．６６ｄ ８４．１７２３ ６．００１６ ＥＣ５０＝３７ｍｇ／Ｌ

８０ －１．０９７ ８．０８ｅ ９４．１８３４ ６．５７０４

１００ －１ ６．００ｆ １００．００００

３　讨论与结论

随着蓝莓种植生产面积的扩大，蓝莓采后真菌

病害引起的蓝莓品质下降及货架期缩短问题显得

越来越严重。研究蓝莓病害首先就要进行病原菌

的分离鉴定，传统形态学和分子生物技术对病原菌

进行鉴定已经成为常用且准确可靠的手段。本研

究根据分离出的６个菌株的形态和１８ＳｒＤＮＡ序列
的分析结果，将分离得到的菌株 Ｂ２、Ｂ４、Ｂ８分别确
定为黑孢属、青霉属和链格孢属真菌，Ｂ５、Ｂ６、Ｂ７确
定为枝孢属真菌。经致病性检测，链格孢霉为主要

病原菌。据报道，王晓等在枸杞采后贮藏过程中分

离鉴定出链格孢霉［１６］。吕禾等也在晚熟桃采后贮

藏过程中分离鉴定出链格孢霉［１７］。霉菌侵染果实

后，不仅对果实外观及品质产生一定的影响，甚至

还能产生毒素，危害到人体的健康，所以有效控制

链格孢霉侵染采后果蔬至关重要。由于链格孢霉

菌具有寄生和腐生性的特点，在－２～０℃条件下也
能够生存，通常使用的低温贮藏、气调保鲜等物理

手段不能彻底杜绝采前及采后蓝莓表面链格孢霉

菌对果实的侵害。本试验以不同精油处理４株病原
菌，结果表明，牛至精油对其均具有较好的抑制作

用，当浓度为１００ｍｇ／Ｌ时，能完全抑制链格孢霉菌
丝的生长，其ＥＣ５０为３７ｍｇ／Ｌ。余兴等以５００μＬ／Ｌ
萱衣草精油、薄荷精油和葡萄籽精油直接作用于链

格孢霉，其抑制率分别为 ９０．１８％、８７．０９％、
２０％［１８］，说明牛至精油在抑制链格孢霉生长方面

作用明显，可以作为一种有效的蓝莓采后防腐保鲜

剂，具有较大的商业应用前景。
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青冈树韧皮部木质部显微构造的比较

赵阅书１，薛晓明１，王艺蓉２

（１．南京森林警察学院，江苏南京２１００２３；２．长江航运公安局南京分局，江苏南京 ２１００００）

　　摘要：在光学显微镜下采用石蜡切片法对西双版纳青冈树在正常生长状态下和被围剥树皮１年后、被围剥树皮２
年后、被围剥树皮３年后的韧皮部和木质部横切面组织结构进行分析比较。结果表明，青冈树被围剥树皮后韧皮部和
木质部横切面的结构和组成无明显变化，显微结构下的筛孔直径、薄壁细胞群的面积、石细胞群的面积以及管孔直径

有规律性变化。森林公安可根据该结果定性此类树种被围剥树皮后的损害程度，同时结果可为围剥树皮能否导致树

木死亡提供理论依据，为打击破坏森林资源违法犯罪行为提供技术支持。
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　　云南省西双版纳傣族自治州（以下简称西双版
纳）是普洱茶的一个重要产地，为了追求经济利益，

获取茶树种植的巨额利润，老百姓常常对适合茶树

生长之处的野生乔木采用“围剥树皮”的方式进行

破坏［１］。由于森林公安在侦办案件过程中需要对

树木的损害程度进行认定，但由于缺乏相关文献和

数据，导致案件认定证据不充足、退侦率高，严重影

响了森林公安打击破坏森林资源的违法犯罪行为。

木本植物的树皮是指维管形成层以外的部分，

包括韧皮部、木栓层和木栓形成层，具有保护树木

不受微生物侵害、防止水分过分蒸发、运送和储存

有机养料等方面的功能［２］。围剥树皮即围绕树木

一圈将树干上的表皮深度剥除，是破坏树木的一种

作案手段。由于树皮对于植物的生命活动是举足

轻重的，围绕树木进行深度剥皮相当于剥除了整圈

韧皮部，阻断了光合作用产物的向下运输通道，从

而导致整株植物的死亡。该方法相对于其他毁林

的方法来说既隐蔽又方便省力，且作案者可以利用

树木尚存活的理由来逃避法律的严惩，因此，近些

年围剥树皮成了西双版纳地区老百姓毁林的首选
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