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摘要：试验研究了热处理对柑橘采后致病霉菌生活力和致病力的影响。生活力试验：分别对霉菌孢子悬液及脐橙皮与霉菌孢子

悬液进行热处理（52±1 ℃，10 min，下同），检测两组热处理后 5株霉菌（分别标记为A、B、C、D 和 E）孢子的生活力指标：孢

子死亡率、孢子形态、孢子悬液上清液电导率值和 OD260 nm值。致病力试验：以 A 菌为例，对比研究与脐橙分开进行热处理的霉菌

孢子及与脐橙共同进行热处理的霉菌孢子引起脐橙发病规律的变化情况。结果显示：单独进行热处理的霉菌孢子，其生活力有所下降，

但致病力未受到影响。与单独热处理的霉菌孢子相比，脐橙皮与热同时作用于致病霉菌孢子时，其结构受损伤程度加大，生活力和致

病力明显下降； A 菌孢子死亡率由 48%上升至 72%，脐橙出现典型病灶时间由单独热处理的 4 天推迟到了 7 天以上。 
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Abstract: This study investigated the effect of heat treatment on the vitality and pathogenicity of citrus pathogenic fungi after harvest. The 

vitality of the fungi was tested by heat-treatment of the fungal spore suspension as well as fungal spore suspension with navel orange skin at 52 ± 

1 ℃ for 10 min. Fungal spore viability indices, such as the mortality, morphology, suspension supernatant conductivity value, and OD260nm of 

five strains of fungus (marked A, B, C, D, and E) were examined after the two heat treatments, respectively. The pathogenicity of strain A (as an 

example) was determined by analyzing and comparing the changes in disease incidence in navel oranges, caused by contamination with fungal 

spores heat treated with or without navel orange skin. The results of these analyses revealed that heat-treatment without orange skins resulted in a 

decrease in fungal spore vitality, while not affecting its pathogenicity. However, simultaneous heat and navel orange peel treatment caused great 

structural damage to the pathological fungal spores, affecting a significant decrease in its vitality and pathogenicity, compared to fungal spores 

that were only subjected to heat-treatment. The mortality of strain A spores increased from 48% to 72%; in addition, the emergence time of 

typical disease lesions in navel oranges was delayed from 4 days to over 7 days. 
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在中国，柑橘是种植面积最广，也是我国南方最 
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重要的经济作物之一。在柑橘果品收获及贮运期间极

易遭受柑橘霉菌病害，尤其是青、绿霉病害。这两类

侵染性病害严重影响果品的商业价值，一般造成的经

济损失占柑橘采后病害损失的 30%~50%
[1]
。目前对于

柑橘霉菌病害防治的主要手段是使用化学杀菌剂进行

喷雾、浸泡等，虽然取得较好的防治效果，但仍然面

临着严峻的问题，如致病菌抗药性的产生，农药在柑

橘果实内大量残留，药效不能长期保持等[2,3]。 

在当前柑橘产业结构问题（全国范围内，柑橘主

要以鲜食为主）[4~5]尚未缓解之前，政府应对鲜销首要
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的策略就是降低损耗，延长贮藏时间，以提高利润。

目前水果霉菌病害，可替代化学杀菌剂的防治办法有

物理和生物等防治措施。作为一种环境友好且无残留

的新型贮藏保鲜技术，水果采后热处理已被应用于某

些果实的病虫害控制，热处理方法有热水、热蒸汽、

热空气、强力热风和热灰掩埋等方法。热水处理不但

时间短、便于操作、能耗低，而且热水喷淋还有消毒

和清洁果实的作用，所以热水处理适合于并已部分应

用于商业化生产。商业化应用采取的温度一般是

43~53 ℃，时间为数分钟到两小时[6~7]。热水处理可有

效预防柑橘类水果采后青、绿霉病害的发生[8]，而热

激处理抑制柑橘霉菌生长的机理还有待研究
[9~10]

。 

因此，本文以霉变柑橘类水果的优势霉菌为研究

对象，以 52±1 ℃（正文涉及试验操作内容，除特殊

说明外，热处理温度均指 52±1 ℃）热水处理霉菌孢

子，研究温度及柑橘皮对致病霉菌生活力及致病力的

影响，从而探究商业化生产所应用的热水处理法对柑

橘致病霉菌的作用机制，期望为柑橘类水果的保鲜技

术研究与开发提供科学的数据支持，降低贮藏损失，

为柑橘产业保值、增值提供更有效的病害防治措施。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验原料 

健康脐橙：购于江西农业大学后街，要求果实健

康，成熟度及大小较均匀，表面无伤口。 

分离材料：纽荷尔脐橙（自然霉变），南丰蜜桔（自

然霉变）。 

1.1.2  分离培养基 

PDA培养基：马铃薯200 g，葡萄糖 20 g，琼脂

20 g，水 1000 mL。 

1.1.3  主要仪器设备 

自动立式压力蒸汽灭菌器（LDZX-40B），上海

申安医疗器械厂；生化培养箱（SHP-160 型），上海

三发科学仪器有限公司；数显恒温水浴锅（HH-4），

国华电器有限公司；高速冷冻离心机（HC-2518R），

安徽中科中值科学仪器有限公司；电导率仪

（DDS-11A），上海虹益仪器仪表有限公司，紫外可

见分光光度计（UV752），上海佑科仪器仪表有限公

司，数码生物显微镜（BK5000），重庆奥特光学仪器

有限责任公司。 

1.2  方法 

1.2.1  柑橘霉菌的分离、纯化 

挑选自然霉变且有典型青、绿霉病灶的纽荷尔脐

橙和南丰蜜桔果实做分离材料，用无菌接种针沾取少

量霉菌孢子划线接种于 PDA 平板上，同时用无菌的

刀片切取果实病健交界处果肉，置于 PDA 平板，于

28±1 ℃生化培养箱中培养。以优势菌落为对象，结合

稀释法和划线法进一步分离纯化，以获得纯菌株。 

1.2.2  柑橘霉菌的形态观察 

将获得纯菌株点接于无菌的 PDA 平板上，置于

28±1 ℃生化培养箱中培养，每天观察记录其菌落形态

变化。霉菌个体形态观察采用载片培养法，定期于数

码生物显微镜下观察记录个体形态发育过程。 

1.2.3  供试菌悬液的制备 

将长满 PDA 斜面的各供试菌株，分别加入一定

量的无菌水，以无菌接种环轻轻将霉菌孢子刮下，用

血球计数板计数后，统一用无菌水将各菌株孢子悬液

浓度稀释至 n×10
6 个/mL（n<10）。 

1.2.4  不同热处方式理对柑橘霉菌生活力的影

响 

1.2.4.1  单独热处理对柑橘霉菌孢子生活力的影响 

将制备好的各供试菌悬液分别置于温度为

52±1 ℃的水浴锅中热处理 10 min，后置于冰水浴中

冷却待用。以未进行热处理的各菌株孢子悬液为对照

测定热处理后霉菌孢子的死亡率、形态特征、菌悬液

上清液的电导率值及 OD260nm值。 

1.2.4.2  与脐橙皮共同热处理对柑橘霉菌孢子生活力

的影响 

脐橙皮制备：选取健康脐橙，清洗干净，再以2%

次氯酸钠溶液浸泡 10 min，然后以无菌水（自来水敞

盖煮沸、晾凉）冲洗后自然晾干。取脐橙果皮，用无

菌模具将脐橙的果皮切成直径为 3 mm的圆片（厚度

约 2 mm）。 

热处理：将处理好上述脐橙皮 20 片分别加入到盛

有 4 mL各菌悬液试管中，均置于温度为52±1 ℃的水

浴锅中热处理 10 min，后置于冰水浴中冷却待用。以

未进行热处理的各菌株孢子悬液为对照测定热处理后

霉菌孢子的死亡率和形态特征；以加相应数量脐橙皮

热处理的无菌水为对照测定加脐橙皮各组菌悬液的电

导率及 OD260nm值变化情况。 

1.2.5  不同热处理方式对柑橘霉菌致病力的影

响 

1.2.5.1  致病菌单独热处理对其致病力的影响 

脐橙消毒：方法同 1.2.4.2。 

菌体热处理：取各菌株孢子悬液两份，一份不做

加热处理；另一份置于温度为 52±1 ℃的水浴锅中热

处理 10 min，后置于冰水浴中冷却待用。 
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接种脐橙：以相同规格移液枪枪头刺破果实表皮

（深度约 2 mm）获得接种伤口，将同一菌株的两份

孢子悬液分别接种 5 个脐橙果实，每个果实接种量为

20 μL。单个脐橙套袋，置于温度为28±1 ℃的生化培

养箱中保温，逐日观察并记录果实发病情况。 

1.2.5.2  致病菌和脐橙共同热处理对其致病力的影响 

选取健康脐橙，表面消毒方法同 1.2.4.2。无菌条

件下，移液枪分别取 20 μL孢子悬液接种于 5 个脐橙

上，用保鲜袋包装好，置于 52±1 ℃水浴锅中热处理

10 min，取出冰水浴中冷却后，置于 28±1 ℃的生化

培养箱中保温，逐日观察并记录果实发病情况。 

1.2.5.3  致病菌和脐橙分别热处理对其致病力的影响 

选取健康脐橙，表面消毒方法同 1.2.4.2。将备好

的孢子悬液和完好的脐橙同时置于 52±1 ℃水浴锅中

热处理 10 min，孢子悬液和脐橙取出，冰水浴中冷却

后，移液枪分别取 20 μL各菌株孢子悬液接种于 5 个

脐橙上，用保鲜袋包裹，置于 28±1 ℃的生化培养箱

中保温，逐日观察并记录果实发病情况。 

1.2.6  数据分析 

本文数据采用数据处理软件 Excel2010 进行分析

和处理。 

2  结果与讨论 

2.1  柑橘霉菌的分离纯化结果 

   

  

图 1 柑橘霉菌菌落形态 

Fig.1 Colony morphology of citrus fungi 

   

  
图 2 柑橘霉菌个体形态（16×40） 

Fig.2 The morphology of individual citrus fungus (16 × 40) 

从发病南丰蜜桔和纽荷尔脐橙表面及果肉中共分

离获得 5 株优势致病霉菌，分别标记为 A、B、C、D

和 E。28±1 ℃培养 4天，菌体发育完全（图 1、图 2）。 

A、B、C 这三个菌株在培养基上形态特征基本一

致，在 PDA 平板上菌落均为青色，呈粉粒状，生长

较快，有白色边缘，最后变褐色。随着培养时间的延

长出现同心环。显微镜观察其形态，菌丝先端具有 1~3

个分枝，分生孢子近球形，大小为 3.9 μm~5.5 μm。 

D、E形态特征基本一致，在 PDA平板上菌落呈

绒毛状，生长快，菌丝体初为白色，后形成蓝绿色霉

层，基质背面为淡黄色。显微镜观察发现，其分枝较

多，分生孢子椭圆形，大小为 2.2 μm~5.4 μm。 

2.2  不同热处理方式对柑橘霉菌生活力的影

响 

2.2.1  不同热处理温度下各柑橘霉菌的死亡率 

以试验获得的 5 株优势柑橘霉菌为对象，单纯对

其进行热处理，结果（表 1）表明随着温度的升高，

各菌株死亡率呈上升趋势，且在 62±1 ℃及 72±1 ℃

时，各菌株的死亡率均为 100%。而实践中应用的热

处理温度（43~53 ℃），并不能彻底杀死柑橘霉菌孢

子。后续试验将以热处理对霉菌孢子的死亡率，形态

变化及菌悬液上清电导率和 OD260nm 值为指标，进一

步探究温度（52±1 ℃）及柑橘对柑橘霉菌生活力的

影响。 

表 1 各菌株在不同温度处理下的死亡率（%） 

Table 1 Strain mortality (%) after heat treatment at different 

temperatures 

菌株 42±1 ℃ 52±1 ℃ 62±1 ℃ 72±1 ℃ 

A 33±1.55 48±1.20 100 100 

B 38±1.87 41±2.31 100 100 

C 29±1.46 52±3.20 100 100 

D 43±2.08 60±1.72 100 100 

E 50±1.64 53±2.30 100 100 

2.2.2  不同热处理方式对柑橘霉菌生活力的影

响 

试验分别对对 5 株柑橘霉菌孢子悬液进行

52±1 ℃热处理 10 min，每株菌同时做无菌水悬液和

含有脐橙皮的无菌水悬液处理，分别测定每株菌两种

热处理后的孢子死亡率、孢子形态变化及菌悬液上清

液电导率值和 OD260 nm值。结果显示（图 3~图 6），在

光学显微镜下，两种热处理后的各霉菌孢子与未进行

加热处理的霉菌孢子相比，形态和大小无明显变化，

但同一菌株加了脐橙皮进行热处理后，该菌株的孢子
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死亡率明显上升，5 株菌的死亡率数值达到了

69.8%~83.7%（未加脐橙皮的霉菌孢子悬液热处理后，

5 株菌的死亡率数值为 40.9~60.3%），且菌悬液上清的

电导率值和 OD260nm 值也明显升高，说明脐橙皮加强

了热对柑橘霉菌的抑杀作用，造成了柑橘霉菌生活力

的明显下降。 

 
图 3 热处理各柑橘霉菌孢子死亡率 

Fig.3 Mortality of fungal spores after heat treatment (with and 

without navel orange peel) 

 
图 4 热处理各柑橘霉菌孢子大小 

Fig.4 Size of fungal spores after heat treatment (with and 

without navel orange peel) 

 

图 5 热处理各柑橘霉菌孢子悬液上清电导率 

Fig.5 Conductivity of fungal spore suspension supernatant 

conductivity after heat treatment (with and without peel) 

2.3  V 不同热处理方式对柑橘霉菌致病力的 

 

影响 

 

图 6 热处理各柑橘霉菌孢子悬液上清 OD260nm 

Fig.6 Absorbance of fungal spore suspension supernatant at 

OD260nm after heat treatment (with and without orange peel) 

2.3.1  致病菌单独热处理对其致病力的影响 

   

   
图 7 单独热处理 A菌对脐橙的致病力 

Fig.7 Pathogenicity of heat-treated strain A (separately heated) 

on navel orange 

注：每组图上面一排是未经热处理霉菌孢子接种脐橙后的致

病力结果；下面一排是经热处理相应霉菌孢子接种脐橙后的致病

力结果。 

5 株霉菌孢子悬液 52±1 ℃热处理 10 min，冷却

后接种健康脐橙，套袋，28±1 ℃恒温保藏，与对照

相比，热处理对五株菌的致病力均无明显影响。图片

展示以 A菌为例，接种第 2 d，接种点形成褐色水渍

斑，第 3 d 长出白色菌丝，第 4 d 即长出青绿色霉层，

第 6~7 d 全果腐烂。 

2.3.2  致病菌和脐橙均进行热处理对其致病力

的影响 

图 8 和图 9 表明，菌体与脐橙均进行 52±1 ℃热

处理 10 min，28±1 ℃恒温套袋保藏，与菌体单独热

处理（图 7）相比，对脐橙发病的典型特征无明显影

响，但出现病症的时间明显延迟。直到第 7 d，菌体和

脐橙分别热处理的一组脐橙才长出典型的青绿色霉

层，而菌体与脐橙共同热处理的一组脐橙只长出白色

菌丝；到保温第10 d 菌体和脐橙分别热处理的一组脐 
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橙全果腐烂，而菌体与脐橙共同热处理的一组脐橙果

实，至保温第 16 d 全果软烂。这表明，孢子悬液与脐

橙都进行热处理对致病霉菌的致病力具有明显的抑制

作用；并且热（52±1 ℃）与脐橙共同作用于霉菌孢

子的过程中，可能导致霉菌孢子发生了某种不可逆的

损伤，致使其致病力出现了明显的下降。 

 

图 8 与脐橙均进行热处理，A菌对脐橙的致病力（7 d） 

Fig.8 Pathogenicity of strain A fungal spores heat treated with 

or without navel orange peel on navel oranges (7 Days) 

 
图 9 与脐橙均进行热处理，A菌对脐橙的致病力（10 d） 

Fig.9 Pathogenicity of strain A fungal spores heat-treated with 

and without orange peel on navel oranges (10 days) 

注：每组图第一排的 5 个脐橙是菌体与脐橙共同热处理的

结果，第二排的 5 个脐橙是菌体与脐橙分别热处理结果。 

3  结论 

3.1  热处理对柑橘霉菌生活力的影响 

以试验分离得到 5 株优势致病柑橘霉菌为对象，

研究热处理对其生活力的影响，结果表明，同一菌株

加了脐橙皮进行 52±1 ℃热处理的孢子悬液与单纯

52±1℃ 热处理的孢子悬液相比，相应菌株死亡率明

显升高，以 A 菌株为例，死亡率由 47.7%上升到了

71.8%。每株菌经两种热处理的孢子悬液上清液电导

率值和 OD260nm 值数据也进一步说明脐橙皮加强了热

对霉菌孢子的抑杀作用。 

3.2  热处理对柑橘霉菌致病力的影响 

为验证脐橙皮与热对柑橘霉菌确实对柑橘霉菌有

叠加的抑杀效应，试验进一步研究不同热处理方式对

柑橘霉菌致病力的影响，试验结果表明，同一柑橘霉

菌单独热处理后接种健康脐橙，与未进行热处理的对

照组相比，对其致病力无明显影响；柑橘霉菌与脐橙

都进行热处理后，与单独热处理柑橘霉菌组相比，其

致病力明显下降，以 A菌为例，出现典型病灶的时间

由第 4 天推迟到第 7 天。另外，柑橘霉菌与脐橙同时

进行热处理组与柑橘霉菌与脐橙分开进行热处理组相

比，前一处理方式，柑橘霉菌致病力相对有所下降，

至保藏第 7 天仍无明显病灶，只有白色菌丝长出。 

致病力试验结果进一步证实，脐橙皮与热共同作

用，抑制了柑橘霉菌的生活力，降低了柑橘霉菌的致

病能力；而未与热共同作用于霉菌孢子的脐橙皮可能

对热损伤的霉菌孢子有修复作用。孢子悬液上清液电

导率值和 OD260nm 值数据也说明了，有脐橙皮存在的

情况下，联合热对霉菌孢子细胞结构有明显破坏作用。 

作为环境友好型热处理水果保鲜技术，已应用于

柑橘类水果保藏实践，并取得了很好的预防控制青、

绿霉病害发生的效果。试验采用直观有效的柑橘霉菌

生活力和致病力指标，探究热处理预防柑橘类水果霉

菌病害的机制。研究结果表明，水果热处理后，不仅

可以提高其本身的抗病力[11]，水果中某种化学成分与

热共同作用，还可导致霉菌某种不可逆的损伤，这将

为揭示柑橘热处理预防其霉菌病害机制的研究提供新

思路和方向。具体作用机制，有待于进一步从细胞的

超显微结构及细胞凋亡的机理方面做深入探究，期望

能够获得更有效的柑橘热处理保鲜加工调控技术。 
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