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海水酵母菌的分离鉴定及其在果实贮藏 
保鲜中的应用 
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摘要：本文研究了海水酵母菌对果实腐烂病的防治效果以及其在梨和苹果果实采后贮藏保鲜中的作用。通过显微观察结合分子

生物学方法对分离的菌株进行鉴定，结果表明该菌与酵母菌(Galactomyces geotrichum)同源性相近，属于酵母菌类。通过平板抑菌试

验及活体试验研究该菌对腐烂病菌的拮抗作用，发现该菌对腐烂病菌具有明显的拮抗作用，活体试验结果表明，5×107 CFU/mL 该菌

对接种了 5×104 spores/mL 病原菌的梨和苹果果实腐烂病具有良好的防治效果。经该菌悬浮液浸泡处理的采收后的梨果实，贮藏 20 d

时的腐烂率比对照少 20%，贮藏 60 d 苹果的腐烂率比对照减少了 30%。另外，该菌处理能够延缓梨和苹果果实的软化速率，保持果

实较高的营养品质。本研究表明，从海水中分离的酵母菌在果实腐烂病的生物防治和果实保鲜方面具有极大的应用潜力。 

关键词：生防菌；果实；腐烂病菌；贮藏 

文章篇号：1673-9078(2017)12-115-119                                         DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2017.12.019 

Separation of Bio-antagonists from Sea and the Application in Fruit 

Postharvest Fresh-keeping 
ZHANG Shu-xuan1,2, YUAN Yong-bing1, ZHANG Xin-fu1, WANG Yu-ling1, YANG Shao-lan1 

(1.College of Horticulture, Qingdao Agricultural University, Qingdao 266109, China) 
(2.College of Agriculture, Guizhou University, Guiyang 550025, China) 

Abstract: The effects of bio-antagonists on the prevention of Valsa ceratosperma and the application in fruit postharvest fresh-keeping of 

apple and pear were analyzed in this paper. The fungus was classified into Galactomyces geotrichum by microexamination combined with 

molecular biology. The antagonistic effect of fungus on the fruit Valsa ceratosperma was studied based on the plate bacteriostasis and in vivo 

experiments, which indicated that the fungus could inhibit Valsa ceratosperma and 5×107 CFU/mL of the fungus had good effect on the 

prevention of pear and apple rot inoculated with 5×104 spores/ml pathogenic bacteria. Compared with the control fruit, the rot rate of pear treated 

by the fungi solution decreased 20% after storage 20 d and the apple decreased 30% after storage 60 d. Furthermore, the softening of fruit could 

be delayed and the fruit maintained good nutritional quality after treated by the fungus. The experiments showed that the fungus separated from 

sea had high potential in biological control of fruit disease and could be applied in the fruit preservative and fresh-keeping. 

Key words: bio-antagonists; fruit; Valsa ceratosperma; storage 

 
果蔬是我们日常生活的必需品，但由于地域限制，

果蔬产品的生产地大多远离城市，运输不便。因此，

合理调节果蔬贮藏与运输周期非常重要。在果品的贮

运过程中，由于微生物侵染引起的腐烂已造成惊人的

损失，发达国家约有 10~30%的新鲜果品腐烂是由于 
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采后病害引起的，而发展中国家果蔬腐烂损失率更高
[1]。据报道，我国每年有近 8000 万吨水果因采后病害

无法销售，损失近 800 亿元，严重影响我国水果产业

的发展[2]。长期以来，具有高效、迅速、局部经济效

益高的化学防治广泛用于防治果实病害[3]。然而，随

着人们对食品安全的重视，农药的大量使用已经引起

人们的担忧。化学杀菌剂的持续使用不仅会导致病原

菌产生耐药性，而降低杀菌剂的杀菌效果，也会导致

众多食品安全问题和环境污染问题[4]。 
近年来利用生物拮抗菌防治水果采后病害已被证

明是安全有效的新方法之一[4]。水果采后生物防治即

选择对水果有益或无危害的拮抗微生物来抑制病原菌

http://www.baidu.com/link?url=scNNVILxWduHelNwj_v8-IzXj_hD1S5Yk1YlLhk2pWVAxpDezFeYSQki-Mvh4oWLV7lN2C4gwvyiRC-waPrJfiijn2aUnb8uQtN95gHrpB8SPC7WMnvF4_WcZUIkTUZi
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的生长[5]。而拮抗酵母是研究最多的拮抗菌，它主要

是通过与病原菌进行营养与空间竞争来防治病害，且

多数酵母是由果蔬表面分离得到的，具有较高的安全

性[6]，是理想的水果采后保鲜剂。但拮抗酵母资源有

限，且应用条件受限，因此探究菌株分离与筛选的新

方法，获得新型、高效的生防菌株对果蔬的生产和保

鲜有重要意义。 
海洋酵母多处于低温高盐环境中[7]，具有耐低温

与耐高渗透压胁迫等优良特性，在果蔬采后病害的生

物防治方面具有其他微生物所不能比拟的优点[8]。本

试验从海水中筛选出具有生防效果的菌株，初步开展

其生防效应的研究，以期获得具有高效生防效果的海

洋酵母菌株。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

本试验所用海水取自青岛仰口海域（东经

120°40.158′，北纬 36°14.322′），于水面以下 1.5 m 的

水层采集水样。成熟茌梨和红富士苹果果实分别于

2013 年 10 月 12 日和 10 月 10 日采自青岛农业大学莱

阳试验基地，采收当天运抵实验室，挑选大小均匀、

无病虫害且成熟度相对一致的果实供试验用。果实预

冷后置于 0 ℃、相对湿度 90~95%的条件下贮藏，0 ℃
贮藏 5 个月后移至 20 ℃环境中进行接种试验。 

1.2  试验方法 

1.2.1  海水酵母菌的分离纯化 
将采集的水样置于无菌采样瓶中，用精密滤纸对

海水进行抽滤。随后剪取 1 cm2 抽滤后的滤纸置于

PDA 培养基（马铃薯 200 g/L，葡萄糖 20 g/L，琼脂

15 g/L）中，28 ℃条件下培养 2 d。用接种环挑取生长

良好的白色菌落进行纯培养，连续纯培养 3 次。 
1.2.2  分离菌株的形态观察 

观察纯培养后菌落的形状、大小和增殖方式等宏

观性状。将配好的菌悬液稀释至 1×106 CFU/mL，制

成玻片标本，采用光学显微镜（Nikon ECLIPSE 80i）
观察，并用 ACT-2U 软件进行图像的采集、处理、测

量和分析。 
1.2.3  26S rDNA 序列分析与分子生物学鉴定 

采用 Ezup 柱式基因组 DNA 抽提试剂盒（真菌，

上海生工）提取基因组 DNA。菌株 26S rDNA D1/D2
区域序列的 PCR 扩增引物为：Yea-26S rDNA up: 
5’GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG3’，Yea-26S 
rDNA down: 5’GGTCCGTGTTTCAAGACGG3’。PCR

反应条件如下：94 ℃预变性 4 min，94 ℃变性 60 s，
60 ℃退火 60 s，72 ℃延伸 60 s，共 35 个循环，72 ℃
延伸 10 min。PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳检测后，采

用凝胶回收试剂盒（上海生工）割胶回收纯化。随后

进行 pMD-18T 载体的连接，转化感受态细胞，并进

行菌液 PCR 鉴定，送至上海生工进行测序。将测得的

26S rDNA D1/D2 区域序列通过 NCBI 数据库中的 
Blast 程序与 GenBank 数据库中已登录的序列进行同

源性分析（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast）。 
1.2.4  分离菌株对果实腐烂病菌的抑制作用 

通过平板对峙法观察菌株对果实腐烂病菌的抑菌

效果，在 PDA 培养基两侧分别接种腐烂病病原菌与

酵母菌，以只接种病原菌的培养基为对照，于 28 ℃培

养 2 d，观察酵母菌株的抑菌情况，重复 3 次。抑制效

果通过抑菌圈的有无来表示。 
1.2.5  活体试验 

菌悬液的配制方法如下：YPD 培养基（1%酵母

膏，2%蛋白胨，2%葡萄糖）于 121 ℃下灭菌 15 min，
将分离出的酵母菌接种至 YPD 培养基中，于振荡培

养箱中 28 ℃，200 r 摇菌 36~40 h。将摇好的菌分装配

平后于12000 r/min离心10 min，收集菌体，并用10 mL
无菌水洗涤酵母菌，将洗下的的菌液倒入已灭菌的三

角瓶中制成菌悬液，取出 1 mL，稀释 50 倍后参照郭

军英[9]的方法用血球计数板计数，并计算出菌悬液的

浓度。本试验所用血球计数板为 25×16 型，计数完毕

后，依下列公式计算： 
细胞个数/mL=80 个小方格细胞总数/80×400× 

10000×稀释倍数 
用 2%的 NaClO 浸泡挑选好的梨果实，2 min 后取

出用蒸馏水冲洗干净，晾干备用。用无菌打孔器在梨

果实赤道部扎 3 mm（深）×5 mm（直径）的伤口，伤

口晾干后先接种 20 μL 不同的处理液，分别为无菌水、

5×107 CFU/mL 菌 1 菌悬液、5×106 CFU/mL 菌 1 菌悬

液。40 min 晾干后分别接种同体积的 5×104 spores/mL
的腐烂病菌的悬浮液，果实晾干后贮藏于 10 ℃，并保

持 90%左右的相对湿度，每个处理选取 10 个果实，

重复 3 次。 
1.2.6  酵母菌液在果实贮藏保鲜中的处理方法 

茌梨和红富士苹果果实于 2014 年 3 月 10 日于

0 ℃贮藏环境移至 20 ℃条件下。采用 107 CFU/mL 和

106 CFU/mL 的菌悬液（蒸馏水处理为对照）浸泡茌梨

果实 2 min，随后取出晾干，置于 20 ℃贮藏，相对湿

度为 90%。贮藏期间对茌梨果实品质相关指标进行测

定。 
1.2.7  数据统计分析 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.12 

 

采用 DPS 和 Excel 进行数据分析和作表。采用

DPS中完全随机二因素有重复试验统计分析进行显著

性差异分析。 

2  结果与讨论 

2.1  海水酵母菌的分离及形态观察 

 

图3 分离菌株的26S rDNA PCR扩增产物 

Fig.3 The PCR amplification products of 26S rDNA 

注：M 表示 DL2000 DNA marker；1 表示分离菌株 26S 

rDNA。 

测序后得到该菌株 26S rDNA 的序列大小为 588 
bp。将所测得序列与 GenBank 数据库中的已有序列进

行 Blast 分析，与 Galactomyces geotrichum 的序列相似

性高达 99%以上，因此我们初布判定该菌可能为

Galactomyces geotrichum。 

图1 海水中分离纯化的菌株 

Fig.1 The colony morphology of the strain separated from sea 

water 

 

2.3  分离菌株对腐烂病菌的抑菌效果 

利用平板对峙法观察海水分离菌株对腐烂病菌的

抑菌效果，结果如图 4 所示。对照组在培养 2 d 后，

其菌丝生长几乎蔓延至整个平板，而海水分离菌株和

腐烂病菌对峙培养 2 d 后，在两菌株之间有明显拮抗

带，表明该菌株抑制了腐烂病菌的蔓延生长，结果为

拮抗阳性。 

图2 海水菌株的显微结构 

Fig.2 The microstructure of strain separated from sea water 

海水样品经抽滤后培养纯化，在 28 ℃培养箱培养

2 d 后进行纯化培养，获得类似酵母的菌类，菌落质地

均匀，正反面和边缘、中央部位的颜色都很均一，为

乳白色。如图 1 所示。该菌细胞为球形，是出芽生殖

（图 2）。 

   2.2  提取菌株的序列分析 
图4 海水分离菌株对腐烂病菌的拮抗作用 

对分离菌株菌 26S rDNA D1/D2 区域序列进行

PCR扩增，产物经琼脂糖凝胶电泳后结果如图 3所示。 
Fig.4 The antagonism effects of the strain separated from sea 

water on the Valsa ceratosperma 

表1 海水分离菌与GenBank中其它已知菌26s rDNA序列相似性比较 

Table 1 The sequences homology comparison of 26S rDNA between the separated fungus from sea and the other known fungus 

菌株 登录号 相似性/% 

Galactomyces geotrichum strain LMA-70 JQ668740.1 99 

Galactomyces geotrichum strain LMA-20 JF262181.1 99 

Galactomyces geotrichum strain LMA-21 JQ668739.1 99 

Pichia anomala strain TJY9d EU327111.1 73.42 

Pichia anomala strain VTT C-04565 DQ377650.1 71.96 

Pichia anomala strain LGMG 8.B EF694618.1 69.47 
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2.4  海水酵母菌对果实腐烂病的生防效果 

 
图5 海水分离菌对梨果实腐烂病的生防效果 

Fig.5 The bio-control effects of fungus on pear fruit Valsa 

ceratosperma 

注：a, 对照 b, 接种 5×106 CFU/mL 分离菌株 c, 接种

5×107 CFU/mL 分离菌株 

 
图6 海水分离酵母菌对苹果果实腐烂病的生防效果 

Fig.6 The bio-control effects of fungus on apple fruit Valsa 

ceratosperma 

注：a, 对照 b, 接种 5×107 CFU/mL 分离菌株 c, 接种

5×106 CFU/mL 分离菌株 

活体实验结果如图 5 所示，梨果实在采用腐烂病

菌接种处理 10 d 后，对照组在梨果实致病伤口处有明

显腐烂，而接种 5×107 CFU/mL、5×106 CFU/mL 菌悬

液的分离菌株的梨果实腐烂程度则较轻，并且随着分

离菌株含菌量的升高腐烂程度变小，说明该分离菌株

对梨果实腐烂病菌有很明显的抑制作用。 
由图 6 可以看出对照果实腐烂严重，而接种菌悬

液后病斑直径小于对照，并且随着浓度的增加，接种

了 5×107 CFU/mL 的菌悬液效果优于接种 5×106 
CFU/mL 的菌悬液。 

2.5  菌悬液处理对果实贮藏效果的影响 

采用 107 CFU/mL 的菌悬液对茌梨果实进行采后

浸泡处理，贮藏 20 d 后的果实贮藏品质如表 2 所示。

其中，经菌悬液处理的茌梨果实的腐烂率比对照少

20%，表明菌处理能够明显抑制果实在贮藏期间的腐

烂；处理的茌梨果实硬度亦明显高于对照果实，说明

菌处理延缓了茌梨果实的软化衰老过程；另外，处理

果实的失重率、可溶性固形物含量及可滴定酸含量均

低于对照果实，从而表明菌处理能够抑制果实的失水

和糖酸的降解，维持果实较好外观品质和营养品质。 
菌悬液处理后贮藏60 d苹果的腐烂率比对照减少

了 30%；果实硬度比对照增加了 5.09%；可溶性固形

物的含量要比对照组增加 9.65%，可滴定酸的含量增

加了 28.21%；失重率比对照组减少了 28.19%，说明

菌悬液处理后的果实可保持良好的外观品质，可明显

延长货架期。 
 

表2 107 CFU/mL菌悬液对茌梨果实贮藏特性的影响 

Table 2 The effects of 107 CFU/mL fungus suspension on the Chili pear storage characters 

贮藏时间/d 处理组 腐烂率/% 硬度/(kg·cm-2) 失重率/% 可溶性固形物/% 可滴定酸/% 

0 对照 0 9.47±0.86a 0 16.00±1.25a 0.16±0.01a 

20 对照 40 4.24±0.32b 6.41±0.42a 11.78±0.58b 0.06±0.02c 
20 菌悬液处理 10 4.92±0.44b 5.51±0.58b 12.83±0.81b 0.10±0.01b 

注：同列不同小写字母表示差异显著(p<0.05)，下同。 

表3 107 CFU/mL菌悬液对苹果果实贮藏特性的影响 

Table 3 The effects of 107 CFU/mL fungus suspension on the apple storage characters 

贮藏时间/d 处理组 腐烂率/% 硬度/(kg·cm-2) 失重率/% 可溶性固形物/% 可滴定酸/% 

0 对照 0 7.91±1.21a 0 11.72±1.22a 0.10±0.01a 

60 对照 40 4.69±1.33b 14.65±2.11a 10.26±0.58a 0.08±0.00b 
60 菌悬液处理 10 7.27±0.65a 10.52±1.23b 11.25±1.46a 0.10±0.01a 

3  结论 

3.1  近年来，酵母菌用于果蔬采后生物防治越来越受

到人们的重视。然而，拮抗酵母菌的分离方法单一，

多数从果蔬表面自然生长的微生物中分离得到。一方

面拮抗酵母菌对果蔬表面的微生态环境比较适应；另

一方面它一般对人、畜无毒[10]，但这也限制了拮抗酵

母菌的发展。而海洋酵母已经广泛应用到海水养殖、

食品加工、制药、化工业和环境保护等各大领域[11]。

与陆生酵母相比，海洋酵母耐性更强，较易适应贫瘠

的环境。因此本试验从海水中筛选出具有生防效果的

酵母菌株，对果蔬采后生物病害的防治是有一定效果

的。目前，众多具有生防效果的酵母菌种被发现。如

季也蒙假丝酵母(Candida guilliermondii)，卡利比克毕

118 
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赤酵母(Pichia caribbica)，掷孢酵母(Sporobolomyces 
roseus)等[12]。在现有报道中，Galactomyces geotrichum 
Y25 常用作脂肪酶的产生菌[13]。 
3.2  本研究鉴定的海水酵母菌对于果蔬的抑菌效果

和保鲜皆具有明显作用。平板对峙法的结果显示，其

对于果实腐烂病菌具有明显的拮抗作用，进一步通过

苹果和梨的接种试验发现，不同浓度的菌悬液处理对

腐烂病菌的抑菌效果不同。且随着分离菌株含菌量的

升高果实的腐烂程度变小。酵母菌在果蔬表面能够定

殖，耐受不良环境，拮抗效果好[14]。果实采后贮藏试

验中发现，该分离菌株菌悬液浸泡后，苹果和梨果实

的贮藏期延长，其硬度下降减缓，且失重率和腐烂率

明显降低，从而维持了果实的较好品质。这可能是由

于酵母菌在果实表面形成一个生物屏障[15]，从而降低

了果实的蒸腾作用，延缓了果实的水分和营养物质的

损失。 
3.3  本研究鉴定出了对果蔬采后病害具有拮抗作用

的菌株，并对果实采后贮藏具有一定的保鲜作用。但

目前关于酵母菌抑制病原菌生长的机制并不清楚，可

能通过营养竞争，空间竞争，或是分泌物起到了抗菌

作用，这都需要我们后续进一步深入研究。 
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