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免套袋栽培苹果采后真菌病害鉴定及精油抑菌研究

翟 浩，王金政，王 丹，李晓军，薛晓敏*

（山东省果树研究所，山东泰安 271000）

摘 要：【目的】苹果免套袋栽培是我国苹果产业发展的必然趋势，而在此模式下，苹果的病虫害发生较为严重。探究

免套袋苹果采后真菌的发病情况以及精油对其抑菌效果，为免套袋苹果病虫害的绿色防控奠定基础。【方法】分别调查

山东苹果主产区的免套袋、套袋2种栽培模式下苹果的采后发病情况；采用传统形态鉴定结合 ITS序列比对对免套袋

苹果致病真菌进行了分类统计及种属鉴定；熏蒸处理评价了肉桂精油对致病菌的离体抑菌效果，并通过电子显微镜分

析了其抑菌机制。【结果】免套袋苹果的采后发病率显著高于套袋苹果（p < 0.05），免套袋苹果果实上共分离鉴定出6种

病原真菌，分别为葡萄座腔菌（Botryosphaeria dothidea）、链格孢属（Alternaria）、粉红单端孢菌（Trichothecium roseum）、

韦司梅拟盘多毛孢菌（Pestalotiopsis vismiae）、胶孢炭疽菌（Colletotrichum gloeosporioides）及产核枝顶孢菌（Acremoni-

um sclerotigenum）。80 μL · L-1的肉桂精油对以上 6 种真菌的抑菌率均超过 80%。精油对苹果的活体防治试验表

明，80 μL·L-1肉桂精油可显著降低苹果果实的发病率（p < 0.05）。经显微镜分析可知，精油抑制了孢子萌发，改变了病

原菌的正常菌丝形态。【结论】肉桂精油作为免袋栽培苹果采后防腐抑菌剂有较好的应用前景。

关键词：免套袋苹果；病原真菌；肉桂精油；抑菌机制

中图分类号：S661.1 文献标志码：A 文章编号：1009-9980(2021)04-0549-11

收稿日期：2020-04-28 接受日期：2020-12-30

基金项目：国家现代农业（苹果）产业技术体系(CARS-27)

作者简介：翟浩，男，助理研究员，硕士，主要从事果树植保研究。Tel：0538-8260588，E-mail：zhaihao688@163.com

*通信作者Author for correspondence. Tel：0538-8266556，E-mail：xuexiaomin79@126.com

果 树 学 报 2021，38（4）：549-559

Journal of Fruit Science

Fungal pathogens identification of postharvest apples in bagging-free cul-
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Abstract:【Objective】Apple occupies a dominant position in fruit production of China. Growing inter-

ests exist in examining the potential of non-bagging-fruit cultivation pattern because of the decline of in-

ternal quality of bagging-apple fruits and the increase of labor cost as well as the environmental pollution.

It is recognized that apple-bagging free cultivation is an inevitable trend in the development of China’s ap-

ple industry. However, with non-bagging-fruit cultivation pattern, some problems still occur such as se-

rious pathogens and insects. In order to identify pathogens types and illuminate occurrence regularity of

postharvest fungal diseases of non-bagging apples, we aimed to investigate the incidence of postharvest

decay of bagging and non-bagging apple fruits in the main apple production areas of Shandong Prov-

ince, and evaluate the efficacy of essential oils as a green antibacterial method.【Methods】Traditional

morphological identification method combined with ITS analysis were performed for identification of

the pathogenic fungi strains isolated from rotten non-bagging apples. Then, based on the previous re-

sults, we optimally selected cinnamon essential oil to assess its antifungal activity by in vitro and in vivo

fumigation against such strains. Then, antifungal mechanism of cinnamon essential oil was assessed

through determining the main chemical components by gas chromatography/mass spectrometry (GC/

MS) analysis, and by observing spore germination, configuration of mycelia cells and ultrastructural al-

terations through scanning electron microscope (SEM) and transmission electron microscopy (TEM), re-
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苹果在我国水果生产中占据主要地位，是北方

最具代表性的水果，苹果产业也是支撑我国农村经

济发展的支柱产业之一[1]。套袋栽培对于提高苹果

外观品质、降低农药残留及预防和控制病虫害等发

挥了重要作用，但同时面临着农村劳动力缺乏、果袋

消耗纸张过多、套袋后次要害虫危害严重、果实内在

品质下降等问题[2-3]。因此，由套袋栽培向免套袋栽

培转化，是苹果栽培模式由劳动密集型向简约化生

产方式的转变，苹果免套袋栽培是我国苹果产业发

展的必然趋势[4-6]。

苹果免套袋栽培模式下，由于缺少果袋的隔离

保护作用，果实更易受到果园病虫害的危害，导致果

实采后病害发生严重，翟浩等[7]研究发现，免套袋苹

果果实的轮纹病、炭疽病发生率显著高于套袋果实，

因此，针对免套袋苹果采后病害特别是真菌病害的

种类鉴定及发生规律的研究是十分必要的，亦是制

定有效防治措施的前提，而此方面的研究尚未见报

道。近年来，已报道的苹果果实上较为严重的病害

包括轮纹病、炭疽病以及套袋果实黑点病[8]。由于

化学防治操作简单，使用方便，且在短时间内效果明

spectively.【Results】The postharvest infection incidence of non-bagging apples was significantly high-

er than that of the bagging apples (p <0.05). Six strains were isolated and identified as Botryosphaeria

dothidea, Alternaria, Trichothecium roseum, Pestalotiopsis vismiae, Colletotrichum gloeosporioides

and Acremonium sclerotigenum according to the analysis on morphology and molecular biology. The re-

sults of GC/MS analysis showed that there were two major kinds of compounds in cinnamon essential

oil we used, respectively, benzaldehyde (4.577 min) and trans-cinnamaldehyde (9.229 min), and the lat-

eraccounted for 69.5% . Cinnamon essential oil exhibited obvious antifungal effect on all of the six

strains, and the inhibitory rates could reach to 80% at 80 μL·L-1 concentration and 100% at 100 μL·L-1

concentration except for C. gloeosporioides. For T. roseum and Alternaria, the inhibitory rates of cinna-

mon essential oil were more than 90% at 20 μL·L-1 concentration. Based on the radial growth of myceli-

um on the medium, the fumgitoxic ability of cinnamon essential oil was observed in a dose-dependent

manner, which was not as dramatic as that under in vivo conditions. In the concentration range of 20-80

μL·L-1, with the increase of concentration, the decay rates showed a downward trend. The decay rate of

80 μL · L-1 treatment decreased by 33% compared with the control, while at 100 μL · L-1, the decay rate

was increased significantly compared with that at 80 μL · L-1 (p < 0.05), and we speculatde that the ex-

cessively high concentration of cinnamon essential oil would cause certain phytotoxicity to the fruits.

We choosed B. dothidea, which is a serious hazard for bagging-free apples before and after harvesting,

to analyze the effects of cinnamon essential oil treatments on its spore germination, hyphae morphology

and cell internal structures. Cinnamon essential oil effectively inhibited the germination of B. dothidea

spores and the elongation of thebud tubes. The germination rate of spores with 400 μL·L-1 treatment de-

creased to 6%, and the length of the bud tube was reduced by 94.51% at 600 μL·L-1 compared with the

control group. SEM of B. dothidea exposed to cinnamon essential oil showed irreversible deleterious

morphological such as lack loss of integrity and rigidity of the cell wall, folding of the cell, and shrink

in appearance on the surface of mycelium compared to those of the control group.【Conclusions】In the

non-bagging cultivation mode, the incidence of postharvest pathogenic fungi was significantly higher

than that of bagging apples. Cinnamon essential oil exhibited excellent antibacterial effect both in vitro

and in vivo, and was proved to be a promising candidate as safe and effective antifungal agent for post-

harvest fungal spoilage of non-bagging apples. It can be considered to further study the comprehensive

control efficiency of the cinnamonon the diseases during the postharvest storage of bagging-free apples

combining with cloves or other essential oils. In practical applications, it is recommended to innovate

the load form or embedding technology to further improve the stability of the essential oils.
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显，因此是防治苹果病害的主要方法之一。但是化

学杀菌剂具有使病原菌抗药性增强、污染环境等问

题，且大多要通过加大药剂使用量和施用次数才能

达到预期防治效果，而果实裸露，亦造成免套袋苹果

农药残留问题更加突出，对人体健康产生潜在危

害 [9]。利用生物拮抗菌防治不具有广谱的抑菌效

果，对于感病情况较为复杂的采后病害综合防治效

果较差。植物精油是从植物的花、叶、树皮、果实、种

子等不同器官萃取的具有芳香气味、易挥发的疏水

性液体，是由分子质量相对较小的简单化合物组成

的混合物，主要成分有萜烯类、倍半萜烯及其含氧化

合物，以及醛类、酯类、醇类等[10]。与化学药剂相比，

植物精油的优势在于来源丰富、食用安全、环境友

好，且多重组分使其具有广谱、多靶点的抑菌效

应[10]。近年来，国内外已有许多植物精油及主要功

能成分对果蔬病原菌抑制作用的相关报道，证明了

其能显著降低果蔬采前和采后病害的发生率[11-13]。

笔者于 2017—2018 年相继对山东省泰安、烟

台、威海 3个苹果主产区的免套袋苹果和套袋苹果

进行取样，调查了其采后发病情况，特别是对免套袋

苹果致病真菌进行了分类统计及分子生物学鉴定，

并选择肉桂精油，评价了其对致病菌的体外抑菌效

果，以期为免套袋苹果病虫害的绿色防控提供新的

研究思路和奠定理论基础。

1 材料和方法

1.1 试验材料

以红富士苹果为试验材料，分别取自威海荣成、

文登，烟台莱州，泰安市郊区的苹果种植基地或果

园。肉桂精油购自广州恒信香料有限公司。

1.2 试验方法

1.2.1 苹果采后病害统计调查 苹果采摘后置于常

温室内条件下放置，每组样品 35个果，设置 3次重

复。分别于20、40、60 d调查发病率。

1.2.2 免套袋苹果病原真菌的分离纯化 参照《植

物病原真菌学》[14]，采集自然发病果实上病健处约

2 mm组织，用 75%医用酒精表面消毒 30 s，然后用

无菌水冲洗 2~3次，将组织或无菌水释稀后的孢子

接种于PDA培养基上，26 ℃恒温培养，继续纯化至

连续3次纯化过程均无其他菌落出现。

1.2.3 形态鉴定 将纯化菌株接种于PDA培养基，

26 ℃恒温箱培养，光学显微镜下观察菌落颜色、形

状及菌丝疏密性。培养5~7 d，待产孢后观察并记录

孢子形态和结构，并测量孢子大小。

1.2.4 分子生物学鉴定 采用 CTAB 法提取菌株

DNA，应用真菌通用引物 [15]ITS1（5′-TCCGTAGGT-

GAACCTGCGG-3′）和 ITS4（5′-TCCTCCGCTTATT-

GATATGC-3′）对病原菌进行 PCR 扩增。扩增程

序：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 40 s，58 ℃退火

40 s，72 ℃延伸 1 min，35 个循环；72 ℃终延伸

10 min。

PCR产物经琼脂糖凝胶电泳检测后，由铂尚生

物技术（上海）有限公司进行测序，测序结果在

NCBI 数据库中进行 BLAST 比对分析，搜索同源性

较高的已知序列，用 DNAMAN 软件对已知序列计

算相似性；利用MEGA 5.2软件以NJ（Neighbor-Join-

ing）法构建系统发育树。

1.2.5 肉桂精油的GC-MS成分分析 色谱条件—

进样口温度：290 ℃；进样方式：不分流进样；色谱柱

类型：DB-5MS；柱流量：1.17 mL·min-1；升温程序：每

10 ℃·min-1，60 ℃（1 min）到300 ℃（15 min）；离子源

温度：230 ℃；接口温度：280 ℃；数据采集模式：

Scan，4—40 min采集离子范围为50~500。

1.2.6 肉桂精油离体抑菌效果研究 将培养 7 d的

直径7 mm的菌饼接种于玻璃培养皿（直径75 mm×

20 mm，加入 12.5 mL PDA 培养基后，可提供 37.5

mL空间），取灭菌的滤纸片（直径 30 mm）贴附于盖

子内表面中心，将不同量（1.5~4.5 μL·皿-1）滴加到纸

片上，然后快速盖上盖子。对照组除不加精油外，其

他一致。所有平板保持倒置，并在26 ℃下培养96 h。

每个处理3个重复。

抑菌率/%=［（对照菌落直径-处理菌落直径）/

（对照菌落直径-菌饼直径）］× 100

1.2.7 肉桂精油对苹果采后果实腐烂的抑制作用

分别采用20、40、60、80、100 μL·L-1肉桂精油进行密

闭熏蒸处理，室温下贮藏，于 60 d 统一调查发病

率。每个处理3次重复，每个重复30个果。

1.2.8 孢子萌发试验 吸取一定量的肉桂精油溶于

0.2%吐温80中，充分分散乳化，待用。在PDA平板

上刮取孢子，用血球计数法加PDB培养基稀释至浓

度2×105菌悬液。各取2 mL加入到15 mL玻璃试管

中，再将乳化后的精油加入（0.5 mL·管-1），使精油最

终体积分数为 100~800 μL · L-1，以未加精油为对照

组。所有试管置于 28 ℃、200 r·min-1恒温回转摇床
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培养20 h，于普通光学显微镜下观察，每个重复选取

至少200个孢子的样本量，每个处理3次重复。

1.2.9 利用电镜观察肉桂精油对病原真菌微观形态

的影响 参照Wang等[16]的分析方法。扫描电镜观

察：用锋利刀片切取离心收集的菌丝1~3 mm3，标识

并保护观察面，经 2.5%戊二醛和 4%多聚甲醛混合

固定液固定（4 h~7 d），0.1 mL磷酸缓冲液浸洗，1%

四氧化锇（OsO4）固定 2~4 h，双蒸水浸洗，乙醇梯度

脱水，叔丁醇真空干燥，离子溅射后用Sigma 300热

场发射扫描电镜（ZEISS，德国）观察记录。

1.3 数据分析

采用Excel 2010与数据处理软件DPS 16.05对

结果进行方差分析和显著性检验（Duncan新复极差

法）。试验结果为平均值（mean）±标准差（SD）。

2 结果与分析

2.1 不同栽培模式下苹果采后病害调查结果

从表 1可以看到，同一调查时间点，2种栽培模

式下果实发病率有所不同。其中，室温贮藏20 d后，

除威海 2、威海 3外，免套袋栽培其余 3个产地的采

后果实发病率均显著高于套袋栽培（p < 0.05）；40 d

时，除威海3外，免套袋栽培其余4个产地的发病率

均显著高于套袋栽培（p < 0.05）；在 60 d取样点时，

免套袋栽培下5个产地的发病率均显著高于套袋栽

表 1 不同产地两种栽培模式下苹果采后发病率

Table 1 Infection incidence of postharvest apples under two cultivation modes in different producing areas %

贮藏时间

Storage time/d

20

40

60

免套袋栽培 Bagging-free cultivation

威海1 Weihai 1

8.6 b

31.4 b

57.1 b

威海2 Weihai 2

2.9 c

31.4 b

40.0 c

威海3 Weihai 3

0.0 c

5.0 c

35.0 c

烟台 Yantai

22.9 a

34.3 b

57.1 b

泰安 Tai’an

7.5 b

45.0 a

66.0 a

套袋栽培 Bagging cultivation

威海 Weihai

0.0 c

3.0 c

11.0 d

烟台 Yantai

0.0 c

2.0 c

8.0 d

泰安 Tai’an

0.0 c

2.5 c

12.3 d

注：不同小写字母代表同一行差异显著（p < 0.05）。

Note: Different lowercase letters indicate significant difference in the same row (p < 0.05).

培（p < 0.05）。

2.2 免套袋苹果采后致病真菌的鉴定

2.2.1 形态鉴定 PG1形态特征（图 1-A），在 PDA

培养基上培养，菌落呈圆形，边缘呈放射状生长，菌

丝初为白色，气生菌丝发达，呈棉絮状，后变为深灰

色。菌丝透明，有分枝，有分隔。后期产生黑色球形

分生孢子器，单腔室。分生孢子纺锤形，近棒状，单

胞，无色，无隔，有油滴，大小为（15.0~29.5）μm×

（5.1~7.6）μm。

PG2形态特征（图1-B）：在PDA培养基上，菌落

呈圆形，边缘规则，菌落初为灰色绒毛状，后颜色变

为灰褐色。菌丝透明，有分隔，分生孢子褐色，单生

或 4个孢子形成短孢子链。分生孢子顶端微曲，大

小（9.3~26.6）μm×（7.0~15.3）μm，倒棒锤形或卵圆

形，有纵横分隔，纵隔或斜隔1~2个，横隔1~6个，分

隔处缢缩，具有圆锥状或圆柱状短喙，喙长（3.1~

5.9）μm。

PG3形态特征（图1-C）：在 PDA 培养基上，菌落

初期为白色绒毛状，后期逐渐变为粉红色，呈粉状或

絮状，菌落中部略凸起。25 ℃条件下极易产孢，分

生孢子梗无色、直立、不分枝，顶端稍膨大，分生孢子

顶生，粉红色，洋梨形，大小（12.4~21.5）μm ×（5.9~

9.7）μm，成熟时有一个隔膜，隔膜处稍缢缩，着生痕

在分生孢子的基端或一侧。

PG4形态特征（图1-D）：在 PDA 培养基上，菌落

为白色絮状，呈绒毛状向外辐射状生长，子实体墨汁

状。分生孢子长梭形，大小为（20.7~29.3）μm ×（5.5~

7.0）μm，成熟的孢子有 4隔 5细胞，隔膜处略缢缩。

中间 3个细胞淡褐色，近尾部的色胞较上部的两个

色胞颜色略浅，色胞长 12.1~17.2 μm。顶胞和尾胞

无色透明，圆锥形。顶胞着生2~3根无色附属丝，多数

着生 2根附属丝，向外弯曲，附属丝长 7.5~15.3 μm，

尾胞多着生一根基部附属丝，中生，长4.3~7.5 μm。

PG5形态特征（图1-E），在PDA培养基上，菌落

呈圆形，边缘规则，菌丝初为白色绒毛状，后颜色变

为浅灰色至深灰色，菌落表面产生橘色分生孢子

团。分生孢子无色，单胞，长椭圆形或短杆状，两端

钝圆，大小为（13~22.2）μm×（5.9~7.2）μm。

PG6形态特征（图1-F），在 PDA 培养基上，菌落

初期为白色圆形，后变为乳黄色，中部粉状，边缘绒

毛状，聚成绳索状的菌索或抱梗束。瓶梗直接从菌

丝上长出，锥形，多单生，大小为（10.2~19.6）μm×
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（1.9~2.8）μm。分生孢子无色、光滑，形成干燥的链，

球形或椭球形，两端尖，大小为（2.3~5.2）μm×（0.9~

2.5）μm。

2.2.2 ITS序列比对鉴定 将所测序列在GenBank

数据库中进行同源比对，将病原菌的序列及其相似

序列用 MEGA 5.2 软件的邻接法（Neighbor-joining

method）构建系统发育树，以明确病原菌分类地位。

从图 2中看出，菌株 PG1与分离自中国水蜜桃

的 葡 萄 座 腔 菌 （Botryosphaeria dothidea）

（KY788301.1和KY788299.1）聚在同一枝。结合孢

子形态特征，将菌株PG1鉴定为葡萄座腔菌（B. do-

thidea）。

菌株PG2与分离自中国刺萼龙葵、番茄的链格

孢 （Alternaria alternata） （MG211076.1 和

MG558002.1），以及分离自中国刺萼龙葵、荨麻的细

极链格孢菌（Alternaria tenuissima）（MG211084.1和

MG214858.1）的亲缘关系较近。由于Alternaria al-

ternata与Alternaria tenuissima 是不同的种 [17]，结合

A B C

D E F

A. PG1; B. PG2; C. PG3; D. PG4; E. PG5; F. PG6.

图 1 6 种病原菌的菌丝及分生孢子的特征形态

Fig. 1 The morphological characteristics of conidia and hyphae for the six pathogens
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