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摘要：目的 研究 4 种食药两用中草药对“贵长”猕猴桃软腐病主要致病菌的抑制活性。方法 以“贵长”猕

猴桃为实验材料，对猕猴桃软腐病进行分离纯化鉴定，采用抑制菌丝生长速率法，并采用 4 种食药两用

中草药粗提物对猕猴桃软腐病的抑制活性进行测试。结果 从“贵长”猕猴桃软腐病中分离鉴定出灰霉菌

(Botrytis cinerea)、拟茎点霉菌(Phomopsis sp.)、葡萄座腔菌(Botryosphaeria dothidea)和青霉菌(Penicillium 

sp.)。4 种食药两用中草药粗提物在 50 mg/mL 时对 4 株致病菌都具有一定抑制活性，其中八角茴香对 4

株致病菌都具有较好的抑制活性。结论 采用菌丝生长抑制速率法，发现八角茴香对霉菌(Botrytis ci-

nerea)、拟茎点霉菌(Phomopsis sp.)、葡萄座腔菌(Botryosphaeria dothidea)和青霉菌(Penicillium sp.)等具

有较好的抑制率。 
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ABSTRACT: The work aims to study the inhibitory activities of four Chinese edible and medicinal herbs against the main 

pathogenic bacteria of "Guichang" kiwifruit soft rot. The "Guichang" kiwifruit was used as the experimental material to 

isolate and purify the soft rot of kiwifruit. The inhibitory activity of crude extracts of four kinds of edible and medicinal 

herbs against kiwi soft rot was tested by inhibiting the growth rate of mycelium. Botrytis cinerea, Phomopsis sp., Botry-

osphaeria dothidea, and Penicillium sp. were isolated, purified and identified from "Guichang" kiwi soft rot. The four 

crude extracts of Chinese edible and medicinal herbs had certain inhibitory activities on the four pathogenic bacteria at 50 

mg/mL, among which Illicium verum had good inhibitory activity against four pathogenic bacteria. Through mycelial 

growth inhibition rate method, Illicium verum has good inhibitory effect against Botrytis cinerea, Phomopsis sp., Botry-

osphaeria dothidea, and Penicillium sp. 
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自 20世纪 90年代以来，我国猕猴桃产业经过几

十年的发展，主要分布于陕西、四川、贵州等地，其

中贵州猕猴桃种植面积逐年增加，到目前为止种植面

积达 3.5 万 hm2。随着种植面积的增多，产量也大幅

增加，猕猴桃贮藏量也越来越大。猕猴桃在贮藏期过

程中的软腐病问题成为贵州猕猴桃迫切需要解决的

技术难题[1]。近年来，从猕猴桃软腐病中分离鉴定的

主要致病菌为灰霉菌(Botrytis cinerea)、拟茎点霉菌

(Phomopsis sp.)、链格孢菌(Alternata alternara)、小孢

拟盘多毛孢菌(Pestalotiopsis microspora)、葡萄座腔

菌(Botryosphaeria dothidea)、青霉菌(Penicillium sp.)

和小新壳梭孢(Neofusicoccum parvum) [2—6]。由此可

见，猕猴桃的贮藏期软腐病成为一个迫切需要解决的

难题，解决和防治这一问题具有重要意义。 

目前，应用较多的化学农药残留易对人体造成危

害，而食药两用天然产物的提取成分对人体较安全，

可以应用于食品保鲜。食药两用植物提取物在采后保

鲜方面的应用越来广泛。例如，曾志红[7]报道了食药

两用丁香提取物含量为 3.125 mg/mL时，对水果采后

病害枝孢霉菌的抑菌率能达到 100%；丁仁惠[8]报道

了在丁香、肉桂和迷迭香的含量为 3.0 mg/mL时，对

柑橘果实的意大利青霉(Pencillium italicum)和指状青

霉(Pencillium digitatum)的抑制率均为 85%以上，具

有较好的抑制活性；曾令达[9]报道了丁香、细辛、黄

柏、苦参和花椒的乙醇提取物对荔枝霜疫霉菌

(Peronophythora litchii)的 EC50分别为 0.30，0.51，

0.58，1.21，1.48 mg/mL；张炜[10]报道了甘草和肉桂

提取液对李子采后褐腐病菌(Monilinia fructicola)的

最小抑菌含量分别为 7.81 mg/mL和 15.63 mg/mL。由

此可见，寻找安全无毒的食药两用植物源杀菌剂的开

发应用成为目前研究的热点之一。研究结果表明，药

食两用植物花椒、金银花、生姜和八角茴香对微生物

具有一定的抑制活性[11—13]。 

文中以贵州修文县猕猴桃主产区的猕猴桃采后

贮藏后软腐病病果为研究对象，对采后软腐病进行致

病菌分离纯化鉴定，同时筛选出对分离菌株有较强抑

制活性的食药两用中草药提取物，以期为猕猴桃贮藏

期软腐病的防治提供理论依据。 

1  实验 

1.1  材料与试剂 

实验用新鲜猕猴桃果实采摘于贵州修文县猕猴

桃主产区，然后贮藏于贵阳学院冷库中。试剂：

Trans2K DNA Marker，北京全式金生物技术有限公

司；DNA提取试剂盒，天根生化科技(北京)有限公司。

花椒、金银花、生姜和八角茴香均购于中药药房，其

他试剂均为分析纯。 

1.2  仪器与设备  

仪器和设备：YXQ-LS-50SII，压力蒸汽灭菌锅、

SPX-250B-Z 生化培养箱，上海博迅实业有限公司医

疗设备厂；YXQ-LS-75G超净台，苏州净化设备有限

公司；Microfuge20R 离心机，美国贝克曼库尔特有

限公司；梯度 PCR仪 BIO-RAD，深圳市宇德立生物

科技有限公司；GeIDoc XR+ 凝胶成像仪，成都百乐

科技有限公司；Compact M 电泳仪，深圳市宇德立

生物科技有限公司；CX21 生物显微镜南京江南永新

光学有限公司。 

1.3  试验方法  

1.3.1  病原菌的分离纯化及猕猴桃软腐病病原菌接

种实验 

用刀将猕猴桃采后贮藏感染软腐病的组织块切

下，将染病组织块放入体积分数为 70%的酒精溶液中

浸泡 30 s左右，快速放入无菌纸上，吸干酒精后，随

后用无菌水洗涤 3—4 次，将染病组织块植入倒好的

PDA培养基上，置于 28 ℃恒温箱中培养 2~3 d。将

不同形态的菌丝接种到 PDA 培养基上，分离纯化

4—5 次获得纯菌株，转移到试管中，置于 4 ℃冰箱

中保存。 

选取无病虫害的猕猴桃果实，对猕猴桃果实进行

刺伤接种实验[14—16]。将健康猕猴桃果实浸入体积分

数为 70%酒精溶液中泡 40~50 s，取出后用无菌水洗

涤 2—3 次，再放入无菌纸上，吸干无菌水后在果实

中部打孔，并进行标记接种。取在 PDA 培养基上继

代培养 2代后的菌株进行实验，做刺伤接种处理。猕

猴桃软腐病主要致病菌在 PDA 培养基上培养 3~4 d

左右，用打孔器取 4 mm的菌体接种到果实上，每株

菌分别接种到 9 个果实上，以接种无菌 PDA 培养基

果实对空白对照。接种后置于 28 ℃培养箱中诱导发

病，观察并记录发病情况。发病后，从染病组织块中

再次分离纯化病原菌，并与原接种菌株进行比较。 

1.3.2  病原菌鉴定 

观察猕猴桃软腐病分离纯化的主要致病菌在

PDA上的菌落情况，用无菌针挑取少量菌丝，在光学

显微镜进行镜检，观察菌落的形态特征。在猕猴桃软

腐病病害真菌总 DNA中提取 25 mg左右的菌落菌丝，

并在研钵中迅速磨成粉状，参照试剂盒说明书提取基

因组 DNA，将 DNA样品存放于−20 ℃下进行保存。 
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对通用真菌引物 ITS1：5’-TCC GTA GGT GAA 

CCT GCG G-3’和 ITS4：5’-TCC TCC GCA TAT TGA 

TAT GC-3’[17]进行 PCR扩增反应。20 µL的 PCR扩

增系总体积包括：2*PCR Master Mix 10 µL，10 

µmol/µL引物 ITS1和 ITS4各 1 µL，模板 DNA 1000 

ng，ddH2O补足 20 µL。PCR扩增反应条件为：94 ℃

变性 30 s、55 ℃复性 30 s、72 ℃延伸 10 min。在 PCR

扩增反应完成后，用扩增产物点样于质量分数为

1.0%琼脂糖凝胶中点样孔，在凝胶成像分析系统中观

察有无扩增后条带出现。 

1.3.3  4 种食药两用植物乙醇提取物及抑菌活性测试 

将精选花椒、金银花、生姜和八角茴香等原料切
碎后，各取 10 g。分别以体积分数为 95%乙醇为溶剂，
加热回流提取 4 h，将提取液过滤，然后减压回收乙
醇至无醇味，再用热水分散后放冷，水液浓缩，干燥
成干浸膏[7]。分别配制花椒、金银花、八角茴香和生
姜提取液母液 500 mg/mL 备用。采用菌丝生长速率   

法[18]将配制好的中草药提取液母液与 PDA 培养基混
合均匀制成质量浓度为 50 mg/mL含食药两用中草药
的培养基，将其倒入 9 cm 培养皿中，以相同量的无
菌水代替食药两用中草药母液作为对照[19]，将已经培
养好的猕猴桃软腐病致病菌，用打孔器取 4 mm致病
菌菌饼，放入培养基的中部，培养 3~4 d后，采用十
字交叉法测量培养基上猕猴桃软腐病菌落直径，按式
（1）进行计算。 

100%
0 4

C T
I

C .


 


             (1) 

式中：C为空白对照致病菌菌落直径；T为食药

两用中草药处理的致病菌菌落直径；I 为食药两用中

草药处理的菌丝生长抑制率。 

2  结果与分析 

2.1  猕猴桃采后腐烂病原菌的分离及致病

性测定 

从采后贮藏腐烂病果中共分离 4株菌，分别命名

为 A1，A2，A3 和 A4，通过菌落形态和电子显微镜

图对其病菌形态进行描述，将 4株菌进行刺伤并接种

到健康猕猴桃，对接种后发病的组织中的病原菌进行

分离纯化鉴定，得到 4株病菌培养后的菌落特征分别

与 A1，A2，A3和 A4一致。 

2.2  猕猴桃采后果实腐烂致病菌的形态学

特征 

对猕猴桃病果进行了病菌分离，分离出 4株菌，

分别命名为 A1、A2、A3、和 A4，其菌落和电子显

微镜图见图 1。 

1）A1。该菌株在 PDA 培养基上菌落呈圆形，

菌落呈灰褐色，上层表面绒毛呈灰色，菌落呈放射状

生长，且生长速度较快。 

2）A2。该菌株在 PDA 培养基上菌落呈圆形，

菌落呈白色，菌丝表面平整，呈粉状，菌丝边缘呈放

射状生长，生长适中，并且较规则。 

3）A3。该菌株在 PDA 培养基上菌落呈不规则

图形，菌落为白色，表面不平整，凸起，呈粉针状，

菌丝边缘生长不规则，且生长速度较快，随着培养时

间的延长，菌丝颜色逐渐变黑。 

4）A4。该菌株在 PDA 培养基上菌落呈不规则

图形，呈青灰色，表面粉针状，凸起，菌丝生长速度

适中，随着培养时间的延长，菌丝颜色逐渐加深。 

 

图 1  “贵长”猕猴桃采后贮藏软腐病形态 
Fig.1 Pathogen morphology of the soft rot in postharvest storage of "Guichang" kiwifruit 
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2.3  病原菌 rDNA-ITS 测序 

将分离纯化的 4 株猕猴桃采后贮藏软腐病原菌

提取基因组 DNA 后，稀释做成模板，通过引物 ITS1

和 ITS4 进 行 PCR 扩 增 反 应 ， 得 到 病 菌 的

ITS1-5.8SrDNA-ITS4 片段，通过琼脂糖凝胶电泳检

测发现有明显条带。基因测序结果显示，该 4 种病

菌的 rDNA-ITS 序列长度范围为 500~750 碱基对。

将 A1，A2，A3 和 A4 获得的基因序列分别与

GenBank 中已有序列进行比较和建树见图 2—5，结 

果发现，A1，A2，A3和 A4与灰霉菌(Botrytis cinerea, 

MF457480.1) 、 拟 茎 点 霉 菌 (Phomopsis sp., 

EF600961.1)、葡萄座腔菌(Botryosphaeria dothidea, 

EU441944.1)和青霉菌(Penicillium sp.，KT192310.1)

具有较高的同源性，相似性分别为 99%，99%，99%

和 99%。根据同对结果，将上述分离纯化的 A1，
A2，A3 和 A4 等病菌分别鉴定为灰霉菌(Botrytis 

cinerea)、拟茎点霉菌 (Phomopsis sp.)、葡萄座腔   

菌 (Botryosphaeria dothidea)和青霉菌 (Penicillium 

sp.)。 

 

图 2  A1真菌 ITS-rDNA基因系列分析发育树 
Fig.2 Phylogenetic tree of A1 mould based on ITS-rDNA sequence 

 

图 3  A2真菌 ITS-rDNA基因系列分析发育树 
Fig.3 Phylogenetic tree of A2 mould based on ITS-rDNA sequence 

 

图 4  A3真菌 ITS-rDNA基因系列分析发育树 
Fig.4 Phylogenetic tree of A3 mould based on ITS-rDNA sequence 
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图 5  A4真菌 ITS-rDNA基因系列分析发育树 
Fig.5 Phylogenetic tree of A4 mould based on ITS-rDNA sequence 

 

2.4  病菌回接及再分离 

依据柯赫氏法则，分别将猕猴桃果实中分离纯化

得 到 的 灰 霉 菌 (Botrytis cinerea)、 拟 茎 点 霉 菌

(Phomopsis sp.)、葡萄座腔菌(Botryosphaeria dothidea)

和青霉菌(Penicillium sp.)，编号为 A1，A2，A3 和

A4，分别对 4株病菌进行健康猕猴桃果实刺伤接种，

置于 28 ℃培养箱中培养 3~4 d，以诱导其发病，其发

病情况见图 6。从接种染病组织中分离的病原菌与自

然发病组织中分离的病原菌的形态基本一致。在刺伤

条件下，灰霉菌 (Botrytis cinerea)、拟茎点霉菌

(Phomopsis sp.)、葡萄座腔菌(Botryosphaeria dothidea)

和青霉菌(Penicillium sp.)等菌株都能使健康猕猴桃

果实染病，其致病性与空白对照显示出很强的致病

性，4株病菌的致病性大致相当。对接种后侵染的病

原菌，进行分离纯化后发现与原病菌形态一致。 

2.5  4种食药两用中草药提取物对4种致病

菌的抑菌情况 

通过生长抑制速率法，采用花椒、金银花、生姜

和八角茴香等乙醇粗提物等 4 种提取物对猕猴桃软

腐病主要致病菌灰霉菌(Botrytis cinersa)、拟茎点霉菌

(Phomopsis sp.)、葡萄座腔菌(B. dothidea)和青霉菌 

(Penicillium sp.)进行初步活性筛选，结果见表 1。从

结果发现，花椒、金银花、生姜和八角茴香乙醇粗提

物对灰霉菌(Botrytis cinersa)、拟茎点霉菌(Phomopsis 

sp.)、葡萄座腔菌(B. dothidea)和青霉菌(Penicillium 

sp.)均具有一定的抑制作用，其中花椒对灰霉菌

(Botrytis cinersa)、拟茎点霉菌(Phomopsis sp.)和青霉

菌 (Penicillium sp.)的抑制率分别为 72.6%，87.5%

和 76.9%；金银花对拟茎点霉菌(Phomopsis sp.)的抑

制活性为 66.3%；八角茴香对灰霉菌(Botrytis ciner-

sa)、拟茎点霉菌 (Phomopsis sp.)、葡萄座腔 (B. 

dothidea)和 青 霉 菌 (Penicillium sp.)分 别 抑 制 率

85.4%，90.1%，70.6%，78.5%。由此可见，对猕猴

桃软腐病主要致病菌均具有较好的抑制活性。 

由表 1可知，八角茴香对灰霉菌(Botrytis cinersa)

和拟茎点霉菌(Phomopsis sp.)具有较好的抑菌活性。
以商品药剂嘧霉胺为对照药剂，对八角茴香进行了灰
霉菌(Botrytis cinersa)和拟茎点霉菌(Phomopsis sp.)的
半最大效率浓度(EC50)值测定，结果见表 2。由表 2

可知，八角茴香对灰霉菌(Botrytis cinersa)和拟茎点霉
菌(Phomopsis sp.)的 EC50 值分别为 1.56 mg/mL 和
1.94 mg/mL，对猕猴桃软腐病主要致病菌灰霉菌
(Botrytis cinersa)和拟茎点霉菌(Phomopsis sp.)具有优
良的抑制活性。 

 

图 6  软腐病致病菌灰霉菌、拟茎点霉菌、葡萄座腔菌和青霉菌刺伤接种的发病情况 
Fig.6 Wound inoculation of Botrytis cinerea, Phomopsis sp., Botryosphaeria dothidea and Penicillium sp.  

on "Guichang" kiwifruit due to soft rot diseases 
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表 1  4 种食药两用中药粗提物对猕猴桃软腐病的室内毒力测试结果 
Tab.1 Determination of the indoor virulence of four Chinese edible and medicinal herb extracts for kiwifruit soft rot 

食药两用中草药 

提取物 

抑制率/% 

灰霉菌(Botrytis cinersa) 拟茎点霉菌(Phomopsis sp.) 葡萄座腔(B. dothidea) 青霉菌(Penicillium sp.) 

花椒 72.6±1.5 87.5±2.3 40.4±2.5 76.9±2.0 

金银花 27.5±1.7 66.3±1.9 34.8±1.0 40.8±2.4 

生姜 26.4±2.1 32.8±1.3 18.5±1.3 25.7±1.8 

八角茴香 85.4±0.9 90.1±1.6 70.6±1.9 78.5±1.7 

嘧霉胺 100±0.9 100±1.6 100±1.9 100±1.7 

 
表 2  八角茴香对灰霉菌(Botrytis cinersa)和拟茎点霉菌(Phomopsis sp.)的 EC50值 
Tab.2 EC50 values of the Illicium verum against Botrytis cinersa and Phomopsis sp. 

提取物 

灰霉菌(Botrytis cinersa) 拟茎点霉菌(Phomopsis sp.) 

毒力方程 负相关系数 
50%最大效应的

浓度/(mgꞏmL−1) 
毒力方程 负相关系数 

50%最大效应的

浓度/(mgꞏmL−1) 

八角茴香 y = 1.67x +3.54 0.98 1.56±3.1 y =1.49x + 3.17 0.99 1.94±1.7 

嘧霉胺 y = 1.46x +4.76 0.99 0.061±1.7 y = 2.18x + 8.25 0.99 0.032±2.0 

 

3  结语 

对贵长猕猴桃采后贮藏软腐病进行了分离纯化

鉴定，分别鉴定为灰霉菌(Botrytis cinersa)、拟茎点霉

菌(Phomopsis sp.)、葡萄座腔菌(B. dothidea)和青霉菌

(Penicillium sp.)等 4株病菌；通过柯赫氏法则，对灰

霉菌(Botrytis cinersa)、拟茎点霉菌(Phomopsis sp.)、

葡萄座腔(B. dothidea)和青霉菌(Penicillium sp.)进行

反接，发现 4 株病菌均为猕猴桃软腐病的主要致病

菌。研究了花椒、金银花、生姜和八角茴香粗提物对

猕猴桃软腐病主要致病菌灰霉菌(Botrytis cinersa)、拟

茎点霉菌(Phomopsis sp.)、葡萄座腔菌(B. dothidea)和

青霉菌(Penicillium sp.)的抑菌活性，发现八角茴香对

灰霉菌(Botrytis cinersa)和拟茎点霉菌(Phomopsis sp.)

具有优良的抑制活性。由此可见，八角茴香乙醇粗提

物对采后贮藏软腐病具有较好的抑制活性，可将用于

猕猴桃采后贮藏保鲜的应用。 
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