
石榴（Punica granatum L.）原产阿富汗、伊朗等

中亚地区国家，之后经丝绸之路传至我国，至今在我

国已经有2 000多年的栽培历史[1]。其果实中含有独

特、丰富的天然活性物质，具有很强的延缓衰老、抗
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摘 要:【目的】对凉山彝族自治州会理县石榴贮藏期病害进行系统研究，明确其病原菌种类。【方法】按照柯赫氏法则

对冻库中采集的病果进行组织分离与纯化、单孢分离、接种试验、再纯化等步骤，依据其形态学特征并结合 rDNA-ITS
序列分析方法对病原菌种类进行鉴定。【结果】根据凉山州石榴贮藏期病害病果的症状将其分为干腐和软腐，软腐又分

为 3类，从 4种病害类型中分离出 4株优势菌株，分别记为A、B、C、D。通过形态学特征并结合 rDNA-ITS序列分析方

法，结果表明，凉山州石榴贮藏期病害病原菌主要有4类，即垫壳孢（Coniella granati）、光孢青霉(Penicillium glabrum)、
黑曲霉(Aspergillus niger)、灰葡萄孢(Botrytis cinerea)。【结论】结合形态学特征和 rDNA-ITS序列分析，将采自凉山州石榴

贮藏期干腐病的病原菌鉴定为垫壳孢（Coniella granati），软腐病的病原菌鉴定为光孢青霉（Penicillium glabrum)、黑曲

霉(Aspergillus niger)、灰葡萄孢(Botrytis cinerea)。
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Identification of pathogenic bacteria in the storage period of pomegran⁃
ate in Liangshan state
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Abstract:【Objective】In order to systematically study the disease of pomegranate storage in Huili County
of Liangshan Yi Autonomous Prefecture, and clarity the pathogen species.【Methods】The isolates were
collected and purified according to the Koch’s law, separation, inoculation and re-purification. The patho⁃
gen was identified according to its morphological characteristics and rDNA-ITS sequence analysis.【Re⁃
sults】According to the symptoms of pomegranate storage in Liangshan Prefecture, it was divided into
three types: dry rot and soft rot, and soft rot was divided into three groups. Four dominant strains were iso⁃
lated from four disease types, B, C, D. The morphological characteristics and the rDNA-ITS sequence
analysis showed that there were four major pathogens in the pomegranate storage period in Liangshan Pre⁃
fecture, namely, Coniella granati, Penicillium glabrum, Aspergillus niger, and Botrytis cinerea.【Conclu⁃
sion】Combining morphological characteristics and rDNA-ITS sequence analysis, the pathogens of dry rot
from Liangshan state were identified as Coniella granati, and the pathogens of soft rot were identified as
Penicillium glabrum, Aspergillus niger, and Botrytis cinerea.
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氧化、减缓癌变进程的作用，因此具有很高的开发与

利用价值，给当地石榴产业和发展带来了巨大的经

济效益，从而栽培面积逐步增大，截止 2015年我国

石榴中的 5个重要产区栽培面积已达 79 300 hm2。

其中凉山州会理县是我国最大的石榴产区，到2015
年，石榴种植面积已达到20 000 hm2，总产量达44.37
万 t，种植规模占全国总栽培面积的1/4，石榴产业已

成为促进当地农村经济发展、增加人民收入的支柱

产业[2]。

随着当地石榴栽培面积的不断扩大，产量增加，

石榴果实贮藏率也随之逐年增大，但在石榴贮藏过

程中，果实腐烂病害的发生日益严重，贮藏期冻库病

果率一般为17%~60%，发病严重的冻库病果率甚至

超过90%，已经严重威胁到了贮藏果品的商品性，而

贮藏期病害则是造成石榴贮藏期烂果的最主要原

因。因此，对石榴贮藏期病害进行系统研究，明确病

原菌种类，将对凉山州石榴产业的可持续发展具有

重要意义。

为了系统地研究石榴贮藏期病害病害的病原物

种类，笔者从凉山州会理县不同冻库中采集石榴，严

格按照柯赫氏法对其进行组织分离与纯化、单孢分

离、接种试验、再纯化等步骤，依据其形态学特征并

结合 rDNA-ITS序列分析方法对病原菌种类进行鉴

定，以期为有效地防治石榴贮藏期病害提供一定的

依据。

1 材料和方法

1.1 供试材料

石榴品种为‘青皮软籽石榴’，选择凉山州会理

县冻库贮藏期发病的病果。

1.2 病原菌的分离与纯化

参照方中达[3]的植病研究方法。挑选具有典型

症状的果实，擦拭清洗并剪取病健交界处 5 mm×
5 mm的组织块，依次放入 75%无水乙醇、0.1%升汞

中消毒处理，用无菌水浸泡清洗后放置于PDA平板

上，25 ℃的恒温培养箱恒温培养 7 d，再从中挑选出

优势菌落，经多次分离得到纯化菌株。将纯化菌株

保存于PDA斜面试管中，于4 ℃贮存备用。

1.3 病原菌形态学特征观察

将不同纯化分离株的PDA平板置于 25 ℃恒温

培养箱培养，观察菌落的颜色、形状、气生菌丝的疏

密程度，并用解剖针挑取病原菌于光学显微镜下观

察菌丝、分生孢子梗、分生孢子的形态学特征，采用

一体化显微摄像系统对相关数据测量和图像采集，

最后根据观察的结果并参考相关文献对病原菌的种

类进行初步形态鉴定[4-7]。

1.4 病原菌单孢分离

将分离纯化好的菌株分别在 PDA 上培养 7~
10 d，待产生大量孢子后，用5 mL无菌水洗脱，配置

成孢子悬浮液，用U型玻璃棒蘸取孢子悬浮液涂抹

在划好小方格的水琼脂培养基中，在光学显微镜中，

用 10倍的物镜观察标记只有 1个孢子的小方块，并

用接种针挑取标记好的小方块放置在 PDA培养基

上，标记好后放置于25 ℃的恒温培养箱中培养[8-11]。

1.5 病原菌致病性测定

1.5.1 接种病原菌孢子悬浮液的配置 将单孢分离

的菌株分别在 PDA上培养 7 d后取出，在无菌条件

下注入 5 mL无菌水混匀，获得均匀的孢子悬浮液，

用无菌的4层纱布过滤转移到10 mL刻度试管中，用

血球计数板计数，逐渐添加无菌水调整至所需浓度

（每mL 1×106个），待用。

1.5.2 病原菌接种试验 用75%无水乙醇对石榴果

实进行表面消毒，再用无菌水擦洗3次，用脱脂棉擦

干后，将配置好的孢子悬浮液采用针刺法接种健康

石榴果实，用塑料膜封口保湿培养放入25 ℃恒温恒

湿培养箱中，每24 h观察发病情况。

接种果实试验采用针刺法处理，在成熟果实腰

部等距离 3处做针刺伤接种试验，垫壳孢（Coniella

granati）、光孢青霉（Penicillium glabrum）、黑曲霉

（Aspergillus niger）、灰葡萄孢（Botrytis cinerea）4种病

原菌分别各选择3个健康石榴接种，每个菌株设9次
重复，2个石榴接种无菌水作空白对照，6次重复。

1.6 菌株rDNA-ITS序列分析

1.6.1 DNA的提取 将单孢分离的菌株在 PDA平

板上培养10 d后，刮取菌丝用真菌基因组DNA快速

抽提试剂盒（上海生工生物有限公司）提取DNA，按

说明书操作。

1.6.2 基因序列的测定 以石榴贮藏期病害病原菌

单胞分离的菌株基因组DNA为模板进行 rDNA-ITS
基因的 PCR扩增。采用的引物为真菌基因组转录

间隔区通用引物 ITS1和 ITS4，ITS1：5’-TCCGTAG⁃
GTGAACCTGCGG-3’与 ITS4：5’-TCCTCCGCTTAT⁃
FGATATGC-3’。使用诺唯赞的高保真酶 Phanta®

Max Super-Fidelity DNA Polymerase 扩增 rDNA-ITS
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区域，PCR反应体系：2×Phanta Max Buffer 12.5 μL、
dNTP Mix（10 mmol·L-1）0.5 μL、模板 DNA 0.5 μg、引
物 各 1 μL、Phanta Max Super- Fidelity DNA Poly⁃
merase 0.5 μL，加 ddH2O 补齐至 25 μL。扩增程序：

95 ℃ 3 min，95 ℃ 15 s，54 ℃ 15 s，72 ℃ 1 min，共 20
个循环，72 ℃ 10 min。将PCR扩增产物送往上海生

工生物有限公司进行DNA测序。

1.6.3 同源性分析 将测序所得结果进行 BLAST
比对，利用MEGA软件将测序所得序列与GeneBank
中选取的参比菌株的 18S rDNA基因序列进行同源

性分析，并构建系统发育树进化树。

2 结果与分析

2.1 石榴贮藏期病害症状

从凉山州会理县冻库中采集到的病果，根据其症

状将其分为干腐和软腐，软腐又分为3类：Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ。

干腐病病害通常在果实的萼筒处首先产生豆粒

大小的浅褐色病斑，后逐渐向外扩展，直到整个果实

腐烂、干缩。发病初期病斑呈黄褐色，之后迅速扩

大，果肉内部大量腐烂，籽粒间松散；后期果实逐渐

失水，形成僵果，表面密集丛生许多小黑点（图1-A、

B）。
软腐Ⅰ型病害发病初期果面出现黄褐色的湿润

状病斑，之后迅速扩展至全果，对发病果实稍加用力

按压，即流出大量黄褐色汁液；发病后期籽粒与隔膜

腐烂，伴有酒糟味出现，萼筒及果实表面可观察到大

量暗绿色孢子（图1-C）。
软腐Ⅱ型病害初期果面出现黄褐色的湿润状病

斑，之后病斑扩展迅速；发病后期果实内部腐烂，果面

布满熟褐色的分生孢子和白色的菌丝体（图1-D）。
软腐Ⅲ型病害初期出现褐色的病斑，与健部交

界不规则，在潮湿条件下病斑扩展迅速，果面出现灰

白色的霉层；发病后期果实内部完全糜烂，果面布满

一层灰白色的霉层（图1-E）。

A. 干腐病幼果发病症状；B. 干腐病成熟果实发病症状；C~E. 软腐Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型病害的症状。

A. Dry rot disease young fruit symptoms; B. Dry ripening ripe fruit disease symptoms; C-E. Soft rot Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ type disease symptoms.
图 1 石榴果实贮藏期病害的症状

Fig. 1 Pomegranate fruit storage disease symptoms

2.2 优势菌的分离和形态学观察

从4种病害类型中分离出4株优势菌株，分别记

为A、B、C、D。

菌株A在PDA培养基上菌丝初期白色，呈放射

状向四周扩展，菌丝近圆形，边缘波浪状，培养半个

月后第 1圈菌丝边缘开始产生黑色颗粒，即分生孢

子器，半埋于基质中并逐渐向外扩展（图 2-A、B）。

镜检观察分生孢子器近球形，淡褐色，单生，半埋生，

器壁较薄，产孢区呈垫状隆起，大小为（54~143）μm
×（63~132）μm。产孢细胞圆柱形，无色，光滑，内壁

A、B. 在 PDA 培养基上的培养性状；C. 分生孢子(比例尺为 20 μm)；D. 分生孢子器（比例尺为 50 μm）。
A，B. Culture properties on PDA medium; C. Conidia (scale 20 μm); D. Pycnidium (scale 50 μm).

图 2 A菌株的形态学特征

Fig. 2 Morphological characteristics of strain A

A B C D E

A B C D

孙 劲 163



果 树 学 报 第34卷

A、B. 在 PDA 培养基上的培养性状；C. 分生孢子(比例尺为 10 μm)；D. 分生孢子梗（比例尺为 50 μm）。
A，B. Culture properties on PDA medium; C. Conidia (scale 10 μm); D. Conidiophore (scale 50 μm).

图4 C菌株的形态学特征

Fig. 4 Morphological characteristics of strain C

芽生瓶体式产孢，从基部垫状隆起伸出。分生孢子

纺锤形或镰刀形，无色或淡褐色，无隔膜，表面光滑，

两端细尖中间粗或微弯，（9~13）μm ×（3~4）μm（图

2-C、D）。
菌株B初期长满暗绿色小颗粒，之后逐渐向外

扩展，形成近圆形菌落，边缘形成一圈布满茸状的白

色气生菌丝（图3-A、B）。镜检观察分生孢子梗从菌

丝上垂直生出，无足细胞，有横膈膜，光滑，顶端排列

成帚状间枝，分枝多次，对称，分枝顶端产生瓶状小

梗，其上着生成串的内壁芽生式分生孢子。分生孢

子无色，单孢，圆形表面光滑，直径为 2 μm，聚集时

多呈青色（图3-C、D）。

菌株C初期产生熟褐色的孢子，并不断向外扩

展，形成近圆形菌落，边缘产生 1圈气生菌丝（图 4-
A、B）。镜检观察菌丝有隔，淡色。分生孢子梗直

立，大小为（95~116）μm ×（108~128）μm，顶端膨大

成球形或椭圆形，从泡囊的全部表面放射状的生出

小梗，小梗再分枝成 2个至多个的小梗。分生孢子

串生于小梗顶端，作辐射状排列，褐色，单孢，圆形，

直径为3 μm（图4-C、D）。

A、B. 在 PDA 培养基上的培养性状；C. 分生孢子(比例尺为 10 μm)；D. 分生孢子梗（比例尺为 20 μm）。
A，B. Culture properties on PDA medium; C. Conidia (scale 10 μm); D. Conidiophore (scale 20 μm).

图 3 B菌株的形态学特征

Fig. 3 Morphological characteristics of strain B

菌株D初期长满较长的茸毛状菌丝，并不断向

外扩展，菌丝生长速度较快，后期菌丝上布满灰白色

的孢子（图 5-A、B）。镜检观察菌丝匍匐，灰色。分

生孢子梗细长，稍有色，不规则的呈树形状，分枝，顶

A、B. 在 PDA 培养基上的培养性状；C. 分生孢子(比例尺为 20 μm)；D. 分生孢子梗（比例尺为 20 μm）。
A，B. Culture properties on PDA medium; C. Conidia (scale 20 μm); D. Conidiophore (scale 20 μm).

图 5 D菌株的形态学特征
Fig. 5 Morphological characteristics of strain D

A B C D

A B C D

A B C D
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端细胞膨大成球形，上生小梗，梗上生分生孢子。分

生孢子聚集成葡萄穗状，无色，单孢，卵圆形，大小为

（6~10）μm ×（7~14）μm（图5-C、D）。
根据其形态特征，鉴定A菌株为垫壳孢属（Con⁃

iella），B菌株为青霉属（Penicillium），C菌株为曲霉

属（Aspergillus），D菌株为葡萄孢属（Botrytis）。

2.3 菌株致病性检测

A菌株采用针刺法处理的 3个果实、9次重复

均发病，接种初期伤口处形成椭圆形病斑，中期病

斑进一步扩大，扩展迅速，并有大量水渍侵出，病斑

呈深褐色边缘伴有 1圈黄色晕圈，后期果实整个内

部糜烂，有酒糟味。取感病的组织块重新进行组织

分离培养，成功分离出与接种前相同的病原菌（图

6-A）。B菌株采用针刺法处理的 3个果实、9次重

复均发病，接种初期和中期与干腐病同时期发病症

状相同，但发病速度较干腐病稍慢，后期果实除了

表现干腐病的症状外，病斑表面还会产生大量暗蓝

色霉层，果实内部也会产生暗蓝色的霉层。取感病

的组织块重新进行组织分离培养，成功分离出与接

种前相同的病原菌（图6-B）。C菌株采用针刺法处

理的 3个果实、9次重复均发病，接种初期伤口周围

出现红褐色病斑，中期病斑迅速向外扩展，果实内

部出现腐烂有大量汁液侵出，病斑颜色变暗，呈深

褐色，果面密集大量熟褐色的颗粒，后期整个果实

腐烂，果面被霉层覆盖。取感病的组织块重新进行

组织分离培养，成功分离出与接种前相同的病原菌

（图 6-C）。D菌株采用针刺法处理的 3个果实、9次
重复均发病，接种初期伤口处出现不规则深褐色的

病斑，病斑中心颜色发黑，接种中期病斑迅速扩展，

果实内部部分腐烂，果面产生大量灰白色的菌丝，

后期整个果实完全腐烂，果面被菌丝覆盖，菌丝上

产生大量灰黑色的颗粒。取感病的组织块重新进

行组织分离培养，成功分离出与接种前相同的病原

菌（图6-D）。

A. 接种 A 菌株发病症状；B. 接种 B 菌株发病症状；C. 接种 C 菌株发病症状；D. 接种 D 菌株发病症状；E. 对照。

A. Inoculation of A strain of the disease symptoms; B. Inoculation of B strains of the symptoms; C. Inoculation of C strains of disease symptoms; D. In⁃
oculation of D strains of disease symptoms; E. Control.

图 6 接种病原菌后发病的病果

Fig. 6 Inoculation of pathogens after the disease

2.4 菌株的rDNA-ITS序列分析

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MEGA4.1软件

基于 18S rDNA序列采用NJ法构建系统发育树，确

定其进化地位，结果如图7所示。

从系统发育进化树来看，A与垫壳孢（Coniella

granati）聚在一起，与 Genbank中的基因序列比对

后，A 与垫壳孢（Coniella granati）（KF560320.1）的

相似率为 99%，因此，初步将A鉴定为垫壳孢Coni⁃

ella granati；B 与光孢青霉（Penicillium glabrum）聚

在一起，与 Genbank中的基因序列比对后，B与光

孢青霉（Penicillium glabrum）（KJ775634）的相似率

为 99%，因此，初步将 B鉴定为光孢青霉（Penicilli⁃

um glabrum）；C与黑曲霉（Aspergillus niger）亲缘关

系最近，与 Genbank中的基因序列比对后，C与黑

曲 霉（Aspergillus niger）（EF661186）的 相 似 率 为

99%，因此，初步将 C鉴定为光孢青霉（Penicillium

glabrum）；D与灰葡萄孢（Botrytis cinerea）的亲缘关

系最近，与 Genbank中的基因序列比对后，D与灰

葡萄孢（Botrytis cinerea）（KR080290）的相似率为

99%，因此，初步将 D鉴定为灰葡萄孢（Botrytis ci⁃

nerea）。

结合传统形态学特征，综合鉴定结果为：A为垫

壳孢（Coniella granati），B 为光孢青霉（Penicillium

glabrum），C为黑曲霉（Aspergillus niger），D为灰葡萄

孢（Botrytis cinerea）。

A B C D E
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3 讨 论

该研究结果与Kwon等 [12]报道的发生在韩国石

榴果实的腐烂病害及 Tziros[13]报道的在希腊石榴果

实的腐烂病害的结果较一致，但与国内周又生等[14]

研究鉴定结果认为是石榴鲜壳孢（Zythia versoniana

Sacc）的结果不一致，而陆家云[15]则认为石榴壳座月

孢（又名垫壳孢）是石榴鲜壳孢的异名，但 2者之间

关于无性态的描述不同，其中对于分生孢子大小的

叙述则差异明显[16]。

目前国内外对于石榴贮藏期软腐病病原菌的鉴

定结果存在很大的分歧。李喜宏[17]研究认为，造成

果实烂果的病原菌为曲霉菌属（Aspergillus sp.）。

Labuda等[18]报道引起石榴果实软腐的主要病原菌是

纠缠青霉（Penicillium implicatum Biourge）。张润光

等[19]发现低温条件下石榴品种‘净皮甜’在贮藏期的

主要病原菌为小刺青霉（Penicillium spinulosum）和

富氏葡萄核盘菌（Botryotinia fuckeliana）。Loukas等[20]

提出灰葡萄孢属菌（Botrytis spp.）是导致希腊和塞

浦路斯地区果实贮藏期病害腐烂的主要病原菌种

类。然而由于各地石榴贮藏环境条件、温湿度、栽培

品种的不同，加之菌物的形态多样、种类繁多复杂，

以及在石榴果实腐烂病害的鉴定上大多仍然采用传

统的形态学特征的方法进行判定，因此鉴定结果分

歧较大。

在本研究中观察到垫壳孢（Coniella granati）与

光孢青霉（Penicillium glabrum）具有复合侵染致病的

现象，但具体的发病机制还有待进一步的研究。

4 结 论

结合形态学特征和 rDNA-ITS序列分析，将采自

凉山州石榴贮藏期干腐病的病原菌鉴定为垫壳孢

（Coniella granati），软腐病的病原菌鉴定为光孢青霉

（Penicillium glabrum）、黑曲霉（Aspergillus niger）和灰

葡萄孢（Botrytis cinerea）。
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