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摘要：哈密瓜在贮藏和运输过程中极易出现腐败，本研究采用组织分离法从贮藏过程中自然腐烂的哈密瓜分离纯化出致腐病原

菌 3 株，通过形态学观察、ITS 测序分析、表型分析的方法鉴定出菌株 CYS 为赭曲霉（Aspergillus ochraceus，JN942915.1），菌株 CJS

为粉红单端孢（Trichothecium roseum，KM877467.1），菌株 CWS 为娃儿藤内生真菌（Diaporthe sp.，LT965977.1）；采用 Biolog-FF

技术对 3 株致腐病原菌的生长和代谢能力进行分析，发现菌株 CYS 代谢的主要碳源有 44 种，对羧酸的代谢能力最强，其次为氨基酸

和糖；菌株 CJS 代谢的主要碳源有 22 种，对氨基酸的代谢能力最强，其次为羧酸和糖；菌株 CWS 代谢的主要碳源有 41 种，对糖的

代谢能力最强，其次为羧酸和氨基酸。由此可以分析，果蔬表面及环境中存在的病原菌会因为有利于其生长的物质（如糖类、氨基酸、

羧酸类物质）存在而加快代谢速度，从而会加速果蔬腐烂变质。通过本研究结论可以进一步揭示致腐病原菌侵染机制，并为果蔬贮藏

技术研究提供理论依据。 
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Abstract: Hami melon is extremely prone to spoilage during storage and transportation. In this study, 3 strains of pathogens were isolated 

and purified using the tissue separation method from the Hami melon that decayed naturally during storage. Based on the identification by 

morphological observation, ITS sequencing analysis and phenotypic analysis, the CYS strain was Aspergillus ochraceus (JN942915.1), CJS was 

Trichothecium roseum (KM877467.1), and CWS was Diaporthe sp. (LT965977.1). The analysis of growth and metabolism of 3 strains of 

rot-causing pathogens with the Biolog-FF technique revealed that there were 44 main carbon sources of CYS metabolism, with the strongest  
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ability to metabolize carboxylic acid followed by amino acids and sugars. There were 22 main carbon sources of CJS metabolism, with the 

strongest ability to metabolize amino acids followed by carboxylic acid and sugars. There were 41 main carbon sources of CWS metabolism, 

with the strongest ability to metabolize sugars followed by carboxylic acid and amino acids. Therefore, the metabolism of the pathogens existing 

on the surface and in the environment of fruits and vegetables could be accelerated due to the presence of substances conducive to the growth of 

these pathogens (such as sugars, amino acids and carboxylic acids), causing acceleration of the deterioration of fruits and vegetables. The 

conclusion of this study can further reveal the infection mechanism of pathogenic bacteria and provide a theoretical basis for the study of storage 

technology. 

Key words: Hami melon; pathogens; identification; analysis of the metabolic in the carbon source  

 
哈密瓜为葫芦科甜瓜属，通常指厚皮甜瓜

（Cucumis melo lvar）[1]，以新疆哈密地区最为著名。

由于哈密瓜含糖量较高，上市多为夏季，且种植区域

限制多以公路运输方式为主，所以在运输、贮藏过程

中较易出现病斑和腐烂。有报到指出导致哈密瓜贮藏

期品质下降的主要原因是其在生长发育过程中受病原

菌潜伏侵染，并在其网纹其侵染加重所致[2-4]。目前报

到的哈密瓜采后病害主要有果腐病、软腐病、褐腐病、

黑斑病、白霉病、青霉病等，发病的主要病原菌有根

霉属（Rhizopus）、镰孢属（Fusarium）、链格孢属

（Alternaria）、青霉属（apenicillium）[3,5-7]等丝状真菌。 
形态学观察法是传统的微生物分离鉴定方法，通

过进行微观和菌落形态的观察，与《真菌鉴定手册》

对照鉴定；ITS 测序是将真菌 DNA 提取后进行部分比

对，根据相似程度构建系统发育树确定亲缘关系[8-10]；

Biolog 微生物自动分析系统在真菌鉴定中是以微生物

对 95 种碳源利用的特异性和利用碳源增殖后产生的

浊度变化与系统中真菌库进行比对进一步鉴定[11-13]。

本文将这三种方法结合进行哈密瓜致腐病原菌的鉴

定，不仅得到了菌属内的亲缘关系，还阐明了几种真

菌在代谢过程中对碳源的利用情况。研究室前期已经

从哈密瓜分离出两种具有致腐作用的真菌，分别是链

格孢和镰孢[14-17]，本研究在原有基础上，运用以上三

种 鉴 定 方 法 再 次 确 定 了 赭 曲 霉 （ Aspergillus 
ochraceus）、粉红单端孢（Trichothecium roseum）和娃

儿藤内生真菌（Diaporthe sp.），同时对链格孢、赭曲

霉和粉红单端孢生长代谢情况进行分析，为进一步研

究致腐病原菌的细胞壁降解酶代谢机理研究提供理论

基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

哈密瓜，购于北京市果香四溢水果店（曙光花园

店）；PDA 培养基，北京奥博星生物技术有限责任公

司；ME培养基，美国Biolog；DNA提取试剂盒DP302，

北京天根生化科技有限公司；琼脂糖凝胶 DNA 回收

试剂盒，北京天根生化科技有限公司；DNA 扩增引物，

北京擎科生物技术有限公司；FF 板，美国 Biolog；FF
接种液，美国 Biolog。 

Gen III Microstation，美国 Biolog 公司；G154DW
型高压灭菌锅，美国致微；MJ-系列霉菌培养箱，上

海一恒科技有限公司；DL-CJ-2N 双人双面超净工作

台，北京东联哈尔仪器制造有限公司；BDS200-FL 倒

置荧光显微镜，郑州南北仪器设备有限公司；3730XL
测序仪，美国赛默飞 Applied Biosystems；2720 thermal 
cycler PCR 仪，美国赛默飞 Applied Biosystems；5810R 
5810R 板式离心机，德国 Eppendorf；JY04S-3C 凝胶

成像装置，北京君意东方电泳设备有限公司；JY300C 
Power Supply 电泳仪，北京君意东方电泳设备有限公司。  

1.2  病原菌分离和纯化[15,16] 

采用组织分离法，将哈密瓜病患交界处组织按照

5×5×5 mm 切取若干块，先用 75%无水乙醇浸泡 5 s，
然后用 10%次氯酸钠浸泡 4 min 后，再用无菌水冲洗

3 次，最后将组织接入 PDA 平板培养基上，于 26 ℃
培养 5~7 d，挑选有代表性的单一菌落，继续转接至

PDA 平板培养基进行分离培养，至形成大小、形态、

颜色、表面光滑程度、菌丝生长快慢、菌丝形态、产

孢情况、孢子颜色等一致的菌落为止。纯化后进行标

记，留存备用。 

1.3  病原菌鉴定 

1.3.1  形态学观察与分析 
首先观察纯化后菌株在培养基的表观形态、颜色，

然后从菌落边缘部分挑取菌丝，在显微镜下观察其微

观形态、孢子形态等特征，参照《真菌鉴定手册》进

行综合比对。 
1.3.2  ITS rDNA 测序和同源性鉴定 

用试剂盒提取 3 株真菌的 DNA，以 16S 通用 27-F
和 1492-R 为引物；反应体系：病原菌 DNA 1 µL，
2×TsingKE Master Mix 25 µL，27F Primer（10 µM） 1 
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µL，1492R Primer（10 µM）1 µL，dH2O 22 µL，同时

以 dH2O 做负对照；扩增条件：94 ℃预变性 5 min，
94 ℃变性 30 s，55 ℃退货 30 s，72 ℃延伸 1.5 min，
共 30 个循环，72 ℃最后延伸 10 min。PCR 产物用 1%
琼脂糖凝胶电泳检测目的条带回收纯化，北京擎科新

业生物技术有限公司测序，获得 ITS测序结果在NCBI
数据库中提交，在 GenBank 中通过 BLAST 进行序列

比对，根据同源性进行聚类，使用 MEGA 7.0 软件构

建系统发育树，进行同源性分析。 
1.3.3  Biolog 鉴定及碳源代谢分析 

将 3 种待测菌株在 ME 培养基、温度为 26 ℃培

养，5 d 后按照 Biolog 微生物鉴定真菌处理的方法：

制备菌体浓度为（75±2）% T 的菌悬液，然后接种 100 
μL 至 FF 微孔板于 26 ℃条件下培养，分别在第 24、
48、72、96、120、144、168 和 192 小时用 Biolog 
MicroStation 读数仪在 490 nm（95 种碳源代谢过程中

产生的氧化还原酶与显色物质发生反应导致的显色反

应的吸光度）和 750 nm（微生物生长造成的浊度）波

长下读取的数据与系统中结合碳源代谢情况和菌落表

观、微观数据库进行相似性比对。Biolog FF 板共计

95 种碳源可分为糖类、氨基酸、羧酸、多聚物、胺类

和其他六大类，分别有碳源 44、12、18、5、10 和 6
种。将读取数据结果进行平均吸光值法（AWCD）（见

公式），分别计算出每种碳源的平均吸光值，作图分析

菌株的碳源利用和菌株的生长趋势统计。 
( R)

n
Σ −iCAWCD =  

式中：Ci 是除对照孔外各孔吸光度值，R 是对照孔吸光度

值，n 为 95。 

1.4  数据处理与统计 

各菌株生长情况和碳源利用分析采用 Origin 9.1
和 HemI 软件进行制图。 

2  结果与分析 

2.1  病原菌筛选和形态学观察[17-19] 

经过分离纯化，在腐烂的哈密瓜表面筛选出 3 株

病原菌，分别标记为 CYS、CJS、CWS。各菌株在 PDA
培养基上生长正常，根据《真菌鉴定手册》对 5 种病

原菌菌落表观、微观菌丝和分生孢子等特征进行比对，

具体情况见表 1 和图 1，初步确定菌株 CYS（图 1a）
为赭曲霉（Aspergillus ochraceus），菌株 CJS（图 1b）
为粉红单端孢（Trichothecium roseum），菌株 CWS（图

1c）为娃儿藤内生真菌（Diaporthe sp.）。 

 

 

 

图1 菌株CYS、CJS、CWS在 PDA培养基上第6 d的菌落形态、

菌丝和孢子显微结构 

Fig.1 Colonial morphology, hypha and spore microstructure of 

the CYS, CJS, CWS strains for 6 days 

注：a：菌株 CYS；b：菌株 CJS；c：菌株 CWS。 

表1 菌株CYS、CJS、CWS的菌落特征及比对结果 

Table 1 Characteristics and the comparison of the CYS, CJS, CWS strains 

菌株编号 
病原菌特征 

比对结果 
菌丝颜色 菌丝状态 培养基背面颜色 分泌物 孢子颜色 孢子隔膜

CYS 白色 绒毛状 白色 有 绿色 无 赭曲霉 Aspergillus ochraceus 

CJS 白色 絮状 黄色 无 绿色 0-1 粉红单端孢 Trichothecium roseum

CWS 白色 絮状 白色 无 无色 无 娃儿藤内生真菌 Diaporthe sp. 
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2.2  病原菌 ITS rDNA序列同源性鉴定 

 

 

 

图2 基于菌株CYS、CJS、CWS的系统进化树 

Fig.2 The phylogenetic tree of the sequence of strain ITS r DNA 

gene of the CYS, CJS, CWS strains 

注：a：菌株 CYS；b：菌株 CJS；c：菌株 CWS。 

将 5 株病原菌的 DNA 提取后进行 PCR 扩增，将

得到的序列在 NCBI 中进行同源性比对，并构建系统 
发育树。从系统发育树的结果（图 2）可以看出，菌

株 CYS 与赭曲霉（Aspergillus ochraceus）在同一分支，

Bootsraps 置信度达 100%，对比形态学特征与赭曲霉

基本一致，可确定 CYS 为赭曲霉（图 2a）；菌株 CJS
与粉红单端孢（Trichothecium roseum）在同一分支，

Bootsraps 置信度达 77%，对比形态学特征与粉红单端

孢基本一致，可确定 CJS 为粉红单端孢（图 2b）；菌

株 CWS 与娃儿藤内生真菌（Diaporthe sp.）在同一分

支，Bootsraps 置信度达 98%，对比形态学特征与娃儿

藤内生真菌基本一致，可确定 CWS 为娃儿藤内生真

菌（图 2c）。 

2.3  病原菌 Biolog鉴定及代谢分析[11-13,18,20,21] 

通过各株真菌分别对 95 种碳源的利用情况读取

的吸光值和在Microlog系统中与真菌库对比的结果可

以确定发现菌株 CYS 为赭曲霉，相似度为 0.34，在培

养 72 小时可检出；菌株 CJS 为粉红单端孢，相似度

为 0.44，培养 72 小时可检出；菌株 CWS 为娃儿藤内

生真菌，相似度为 0.25，在培养 48 小时可检出（见表

2）。 
根据平均吸光值法将六类碳源的利用情况进行真

菌代谢分析。图 3a 表达的是菌株 CYS 的生长趋势，

由图可以看出，菌株 CYS 在 96 h 以后生长速率达到

平衡；图 3b 表达的是菌株 CYS 在生长过程中 95 种碳

源的利用情况，可以看出菌株 CYS 在 96 h 开始快速

代谢，主要代谢对象为羧酸、氨基酸和糖类等 44 种碳

源，碳源利用率为 46.31%。其中羧酸以 D-葡萄糖酸、

2-酮-D-葡萄糖酸、反丁烯二酸、α-酮戊二酸等 12 种

为主；氨基酸以 L-丙胺酸、L-丙胺酰-甘氨酸、L-天冬

酰胺、L-天冬氨酸等 11 种为主；糖以 N-乙酰-D-葡萄

糖胺、核糖醇、D-纤维二糖、赤藓糖醇等 10 种为主；

代谢过程中还会消耗部分 5 种多聚物，琥珀酰胺酸、

L-丙胺酰胺、2-氨基乙醇、腐胺 4 种胺类，还有丙三

醇和琥珀酸甲基酯。根据菌株 CYS 的代谢情况可以推

断在其在生长过程中优先消耗羧酸类，其次消耗氨基

酸类和糖类。 
图 4a 表达的是菌株 CJS 的生长趋势，在 96 h 以

后生长速率达到平衡；图 4b 表达的是菌株 CHS 在生

长过程碳源的利用情况，可以看出菌株 CJS 在 72 h 开

始快速代谢，主要代谢对象为氨基酸、羧酸和糖类等

22 种碳源，碳源利用率为 23.16%。其中氨基酸以 L-
丙胺酸、L-丙胺酰-甘氨酸、L-天冬酰胺、L-天冬氨酸

等 10 种为主；羧酸以 D-半乳糖醛酸、γ-氨基丁酸、

反丁烯二酸、L-苹果酸等 7 种为主；糖类有 N-乙酰-D-
葡萄糖胺、D-核糖、D 海藻糖、松二糖、D-木糖。根

据菌株CJS的代谢情况可以推断在其在生长过程中优

先消耗氨基酸类，其次消耗羧酸和糖类。 
表2 Microstation系统真菌鉴定比对信息 

Table 2 The information of the fungi to identify comparison with the Microstation system 

菌株名称 SIM DIST Species 首次检出时间/h 
CYS 0.34 11.214 Aspergillus ochraceus 72 

CJS 0.44 9.110 Trichothecium roseum 72 

CWS 0.25 22.21 Diaporthe sp. 48 
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图3 菌株CYS在不同时间的生长情况（a）和碳源代谢情况（b） 

Fig.3 Growth and carbon source metabolic situation of the CYS strains at the different time 

 

 
图4 菌株CJS在不同时间的生长情况（a）和碳源代谢情况（b） 

Fig.4 Growth and carbon source metabolic situation of the CJS strains at the different time 
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图5 菌株CWS在不同时间的生长情况（a）和碳源代谢情况（b） 

Fig.5 Growth and carbon source metabolic situation of the CHS strains at the different time 

图 5a 是表达的是菌株 CWS 的生长趋势，可以看

出在 120 h 以后生长速率基本达到平衡；图 5b 表达的

是菌株 CWS 的碳源的利用情况，可以看出菌株 CWS
在 120 h 以后开始快速代谢，主要代谢对象为糖、羧

酸和氨基酸 41 种碳源，碳源利用率为 43.16%。其中

糖类以 N-乙酰 D-半乳糖胺、N-乙酰-D-葡萄糖胺、N-
乙酰胺-ß-D-甘露糖胺、水苏糖、蔗糖等 12 种为主；

羧酸以 P-羟基苯乙酸、γ-氨基丁酸、D-苹果酸、D-葡
萄糖二酸等 11 种为主；氨基酸类以甘氨酰-L-谷氨酸、

L-鸟氨酸、L-苯基丙氨酸、L-脯氨酸等 10 种为主。根

据菌株CJS的代谢情况可以推断在其在生长过程中优

先消耗糖类，其次消耗羧酸和氨基酸类。 

3  结论 

3.1  本研究同时运用形态学观察、ITS 测序分析和

Biolog 表型分析三种方法，不仅可以将分离的致腐病

原菌进行准确鉴定，还可以通过真菌在生长代谢过程

中对碳源的利用情况观察出不同真菌的代谢特点。本

研究共鉴定 3 株真菌，真菌 CYS 呈白色绒状，菌丝末

端有大量黄色分泌物，镜下分生孢子呈球状，为赭曲

霉（Aspergillus ochraceus，JN942915.1）；真菌 CJS 呈

粉红色，菌丝白色，镜下孢子有有 1~2 个隔膜，为粉

红单端孢（Trichothecium roseum，KM877467.1）；真

菌 CWS 呈白色絮状，菌丝白色，无分生孢子，为娃

儿藤内生真菌（Diaporthe sp.，LT965977.1）。 
3.2  通过菌株 CYS、CJS 和 CWS 在生长过程中对 95
种碳源的利用和代谢情况可以观察到：赭曲霉在生长

过程中的主要利用碳源有 44 种，分别为氨基酸、羧酸

和糖类，碳源利用率为 46.31%；粉红单端孢株生长代

谢利用的主要碳源有 22 种，分别为羧酸、氨基酸和糖

类，碳源利用率为 23.16%；娃儿藤内生真菌的主要碳

源有 41 种，分别为糖、羧酸和氨基酸，碳源利用率为

43.16%。本研究对自然分离的 3 株哈密瓜腐败菌进行

碳源利用分析，掌握了其代谢和碳源利用规律，可以

为进一步研究哈密瓜在贮藏过程中致腐病原菌的侵染

机制提供基础。 
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