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摘要：果腐病是导致采后橄榄果实腐烂的主要病害。为明确导致采后橄榄果实果腐病的病原菌种类，本文以福建省主栽橄榄品

种‘长营’果实为研究对象，试验采用组织分离法和传统纯化培养法分离采后橄榄果实果腐病病原菌，并用柯赫氏法则测定其致病性；

利用真菌基因组 DNA 提取试剂盒法提取橄榄果实果腐病病原菌 DNA，运用 PCR 技术对其 rDNA-ITS 基因序列进行扩增，并测定扩

增产物的核苷酸序列，再用局部序列比对基本检索工具(BLAST)方法对测序结果进行同源性分析；采用 MEGA 6.0 软件的邻接法

（Neighbor-joining，NJ）构建橄榄果实果腐病病原菌系统发育树，结合形态学、分子生物学及系统发育分析法鉴定橄榄果实果腐病病

原菌种类。结果表明，导致采后橄榄果实果腐病的病原菌为小孢拟盘多毛孢（Pestalotiopsis microspora）。本研究为进一步控制采后橄

榄果实果腐病、延长橄榄果实贮藏保鲜期提供科学依据。 
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Abstract: Fruit rot is a major disease symptom in harvested Chinese olive fruit. In order to clarify the chief pathogens causing fruit rot in 

harvested Chinese olives, the fruit of ‘Changying’ Chinese olive [Canarium album (Lour.) Raeusch ‘Changying’], a main Chinese olive cultivar 

in Fujian Province, was used for isolating pathogens causing fruit rot via tissue isolation and traditional pure culture, followed by pathogenicity 

verification of the isolated pathogen by Koch’s postulates. The DNA of the isolated pathogen was extracted by fungal genomic DNA-isolation 

methods, polymerase chain reaction (PCR) was used to amplify rDNA internal transcribed spacer-region sequences, and the amplified product 

was sequenced. The homologous nucleotide sequences of the pathogen were further analyzed using the basic local alignment search tool 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). The corresponding phylogenetic tree for the isolated pathogen was constructed using the 

neighbor-joining method combined with morphological, molecular biology, and phylogenetic analysis to identify the pathogenic bacterial 

species causing ‘Changying’ Chinese olive fruit rot. The results showed that Pestalotiopsis microspora was the pathogen causing fruit rot in 

harvested Chinese olives. These findings provide a scientific basis for fruit-rot control and extension of the storage life of Chinese olives. 
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橄榄[Canarium album (Lour.) Raeusch]，又名白

榄、青果、青橄榄等，属橄榄科(Burseraceae)橄榄属

(Canarium Linn.)常绿果树。中国是世界上橄榄栽培面

积最大、产量最多的国家，主要分布于福建、广东、 
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广西和台湾等省（区），在云南、浙江南部、四川等地

均有少量种植[1]。橄榄果实营养丰富，含有 17 种人体

所需要的氨基酸，鲜果具有生津润喉、去脂减肥、开

胃健脾、去除口嗅等功效。但采后橄榄果实不耐贮藏，

鲜果在室温下容易腐烂而引起采后橄榄果实大量损

失、严重影响其经济价值。因此，研究明确引起采后

橄榄果实腐烂变质的原因成为控制采后橄榄果实损

失、延长其保鲜期和提高其经济价值的关键。前人研

究认为，病原菌侵染是引起采后橄榄果实腐烂的主要

原因，其中果腐病是采后橄榄果实最主要的腐烂症状

之一[2,3]。目前，采后橄榄果实果腐病病原菌的鉴定只
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停留在传统的常规形态学特征观察上，但是橄榄果实

果腐病病原菌的菌丝、子实体和菌落等形态特征容易

受培养条件等因素的影响。因此，通过形态学特征观

察来鉴定橄榄果实果腐病病原菌不仅难度大，而且无

法准确鉴定到种的水平。 
前人研究发现，真菌的 rDNA-ITS区（核糖体DNA

转录间隔区）具有保守性和种间特异性[4]，可用于真

菌物种的分类鉴定。徐详彬等[5]利用真菌 rDNA-ITS
片段所具有的特性，快速、准确地鉴定出壶瓶枣缩果

病的主要病原菌为链格孢菌(Altemaria alternata)、青

霉菌(Penicilium expansum)和芽枝孢菌(Cladosporium 
tenuissimum)；徐成楠等[6]以 ITS-1 和 ITS-4 为引物，

利用 PCR（聚合酶链式反应，Polymerase chain 
reaction）技术对蓝莓炭疽病菌的 rDNA-ITS 特性片段

进行扩增，结合系统发育分析方法准确鉴定出蓝莓炭

疽病的主要病原菌为胶孢炭疽菌和尖孢炭疽菌。目前

国内外尚未见利用真菌 rDNA-ITS 特性片段来鉴定采

后橄榄果实果腐病病原菌的研究报道。因此，本文在

分离导致采后橄榄果实果腐病病原菌的基础上，结合

传统形态鉴定，应用 rDNA-ITS 对橄榄果实果腐病病

原菌进行分子鉴定，旨在明确导致采后橄榄果实果腐

病的病原菌种类，为进一步控制采后橄榄果实果腐病、

延长橄榄果实贮藏保鲜期提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  橄榄果实的采集及病原菌分离 

2014 年 10 月至 11 月，从福建省闽侯县白沙镇绿

百合农场随机挑选 10 棵橄榄树采集成熟橄榄果实 10
份。从 10 份橄榄果实中各挑选 50 个健康果实，用 75%
酒精浸泡 3 min 后再用 1% NaClO 溶液浸泡 10 min，
然后用无菌水清洗 5 次，晾干后置入灭菌广口瓶，并

置于人工气候箱（28 ℃、RH 95%）贮藏，待果实发

病后挑选具有明显果腐病症状的橄榄果实作为供试病

果。参考方中达[7]的方法，沿果实病健交界处切取大

小约为 1 cm×1 cm 的组织块若干，用 75%酒精浸泡 30 
s 后再用 1% NaClO 溶液浸泡 10 min，最后用无菌水

清洗 5~7 次。将经表面消毒的组织块移至混有 100 
µg/mL 青霉素和 100 µg/mL 链霉素的 PDA 培养基（马

铃薯葡萄糖琼脂培养基）上，28 ℃培养 48 h 后挑取菌

落边缘菌丝进行纯化。以取 1 mL 最后一次清洗的无

菌水均匀涂布于上述 PDA 培养基上，28 ℃培养 48 h
作为对照组。 

1.2  分离菌株致病性测定 

遵循科赫氏法则[6]对分离菌株进行致病性测定：

将纯化得到的分离频率最高的菌株接于 PDA 上 28 ℃
恒温恒湿培养 3 d 后，采用损伤接种（针刺）法将菌

饼（φ=5 mm）接种于经 75%酒精表面消毒、无菌水

清洗并晾干后的健康果实上，置于塑料托盘内密封包

装，28 ℃保湿培养，逐日观察并记录果实发病情况，

重复 3 次。以接种无菌 PDA 培养基块作为对照。对

回接后具有明显果腐病症状的病果进行致病菌分离、

纯化，观察分离得到的菌株与接种菌株的差异性。 

1.3  病原菌形态学特性分析 

参考 Sajeewa 等[8]、葛起新等[9]和 Jeewon 等[10]的

相关记载，根据病原菌在 PDA 培养基上的培养性状、

菌落颜色，分生孢子形态、大小、颜色等特征进行形

态鉴定。 

1.4  病原菌DNA提取、rDNA-ITS区扩增及系

统进化分析 

病原菌接种于铺有无菌玻璃纸的 PDA 培养基上

28 ℃培养 5 d 后刮取约 2 g 菌丝，参考柳涛等[11]、Lisa
等[12]的方法提取病原菌基因组 DNA。ITS 序列扩增引

物为：ITS-1（5'-TCCGTAGGTGAACTGCGG-3'）和

ITS-4（5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'）[13]。PCR
反应体系（20 μL）：10×Ex Taq buffer 2.0 μL，2.5 mM 
dNTP Mix 1.6 μL，引物各 0.8 μL，病菌 DNA(Template) 
0.5 μL，5u Ex Taq 0.2 μL，无菌超纯水 14.1 μL。PCR
扩增程序：95 ℃、5 min；95 ℃、30 s，55 ℃、30 s，
72 ℃、40 s，35 个循环；72 ℃、10 min。阴性对照为

无菌超纯水代替病原菌 DNA。扩增产物用 1.5%的琼

脂糖凝胶电泳检测、并送往上海生工生物技术有限公

司测序。 
将获得的 rDNA-ITS 序列提交到 GenBank，并运

用 BLAST 分析方法对病原菌 rDNA-ITS 序列的测序

结果进行同源性比较，并从数据库中选取相关物种的

rDNA-ITS 基因序列，然后用 MEGA 6.0[14]软件的邻位

加入（neighbor-joining，NJ）法构建系统发育树[15,16]。 

2  结果与分析 

2.1  病害症状及病原菌分离 

橄榄果腐病主要发生在贮藏期间，在发病初期，

橄榄果皮表面出现带有微量灰白色菌丝的不规则形状

黑褐色小斑点（图 1a）；发病中期菌丝快速生长（图

1b）；在发病后期，果实表面覆盖大量灰白色菌丝体，
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而菌丝体的表面常有黑色小粒点状的分生孢子盘，果

皮则发生凹陷，并伴有橘黄色晕圈（图 1c）。 
参考方中达的方法[7]，对导致采后橄榄果实果腐

病的病原菌进行分离，经纯化后得到分离频率最高的

菌株（编号为 GL-3）。本文对 GL-3 菌株进行属和种

的鉴定。 

  

 
图1 病害症状 

Fig.1 Disease symptoms 

注：a，发病前期；b，发病中期；c，发病后期。 

2.2  致病性测定 

  

  

  
图2 自然发病症状与人工接种发病症状 

Fig.2 Symptoms of natural and artificial inoculation 

注：d，人工接种前期；e，人工接种后期；f，人工接种

再分离菌落；a，自然发病前期；b，自然发病后期；c，自然发

病分离菌落。 

接种GL-3菌株菌丝块3 d后，橄榄果实全部发病。

初期接种点颜色变褐色并长有微量白色菌丝（图 2d），
之后病斑不断扩大、果皮凹陷、菌丝布满整个果实（图

2e），与自然状态下的发病症状相似（图 2a、图 2b），
对接种果实再次分离、纯化得到的菌株菌落形态特征

（图 2f）与自然状态下分离得到的菌落形态特征相似

（图 2c），据此判断 GL-3 菌株为橄榄果腐病的主导病

原菌。 

2.3  病原菌培养性状及形态学特征 

GL-3 菌株在 PDA 培养基上菌落白色，生长繁茂，

偶见花瓣式轮纹（图 3a），在菌丝层表面有黑色的小

粒点和霉状物，分别为分生孢子盘和散生的分生孢子，

也有黑色团粒状的分生孢子盘埋生于菌丝层下（图

3b）。分生孢子 5 细胞，纺锤形，直或稍弯曲，17.5~24.8 
μm×5.1~7.0 μm，中间 3 个细胞近同色，上 2 个细胞颜

色较深，第 3 个细胞颜色略浅；顶胞无色，具有 2~3
根顶端附属丝，长 8.5~23.8 μm；尾胞无色，锥形，具

有中生式柄 1 根，长 1.3~5.8 μm（图 3c）。结合培养

性状和形态学特征，参考 Sajeewa 等[8]、葛起新等[9]

和 Jeewon 等[10]的相关记载，初步鉴定 GL-3 菌株为小

孢拟盘多毛孢（Pestalotiopsis microspora）。 

  

 
图3 小孢拟盘多毛孢菌的形态特征 

Fig.3 Morphological characteristics of Pestalotiopsis microspora 

注：a，病原菌菌落形态；b，病原菌产孢菌落形态；c，

病原菌分生孢子。 

2.4  病原菌 rDNA-ITS序列分析 

以 ITS-1 和 ITS-4 为通用引物扩增 GL-3 菌株的

rDNA-ITS 序列，将得到的 PCR 扩增产物进行琼脂糖

凝胶电泳检测，检测结果显示单一条带，无非特异扩

增现象，菌株 ITS 序列片段大小为 600 bp 左右(图 4)。 
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图4 病原菌PCR扩增产物凝胶电泳检测 

Fig.4 Gel electrophoresis of pathogen PCR-amplification results 

注：A，GL-3；M，Marker dl2000。 

 
图5 GL-3菌株的rDNA-ITS的全序列 

Fig.5 The full-length sequence of rDNA-ITS derived from GL-3 

 

图6 基于rDNA-ITS序列构建的系统发育树(NJ法) 

Fig.6 Phylogenetic tree constructed using the neighbor-joining 

method based on rDNA-ITS sequences 

测序结果（图 5）表明，GL-3 菌株的 rDNA-ITS
序列的 600 个核苷酸序列得到有效扩增。将测序结果

提交到 GenBank（登录号为 KT372347），并进行

BLAST 分析，结果表明 GL-3 菌株 ITS 序列与小孢拟

盘多毛孢菌 ITS 序列同源性达 99%~100%。选取同源

性较高的真菌 ITS 序列与菌株 GL-3 的 ITS 序列进行

比较，建立系统发育树（图 6）。由系统发育树可知，

GL-3 菌株与 Pestalotiopsis microspora（登录号：

DQ001001.1，DQ000996.1）菌株属于系统发育树的同

一分支，亲缘关系最近，且同源性达 99%以上。 

3  结论 

3.1  果腐病是采后橄榄果实贮藏期的主要病害，引起

橄榄果实大量损失、严重影响其经济价值。本研究通

过对贮藏期具有明显果腐病症状的橄榄果实进行病原

菌的分离、筛选，结合形态学、分子生物学和系统发

育 学分 析方 法鉴 定其 为小 孢拟 盘多 毛孢 菌

（Pestalotiopsis microspora），与前人张绍升等[2]通过

形态学方法鉴定橄榄果腐病主要病原菌为尖孢镰刀菌

（Fusarium oxysporum Schlecht.）的结果不同，我们认

为本文通过形态学、分子生物学、系统发育学等方法

的鉴定结果更具科学性。国内外研究发现，小孢拟盘

多毛孢菌具有寄主多样性的特征，是全世界范围内许

多果树及经济作物上的重要致病菌，Lisa 等[12]研究发

现小孢拟盘多毛孢菌能够引起番石榴果实发生疮痂

病，严重影响其经济价值；张传清等[17]研究发现小孢

拟盘多毛孢菌在山核桃果实幼果至果实成熟期间导致

果实黑斑病，严重影响山核桃果实的产量和品质；Shen
等[18]在油棕叶片上发现小孢拟盘多毛孢菌是引起油

棕叶斑病的主要病原菌。 
3.2  小孢拟盘多毛孢菌的准确鉴定对于控制采后橄

榄果实果腐病，延长采后橄榄果实的贮藏期具有重要

意义。然而，基于形态学特征不能准确鉴定小孢拟盘

多毛孢菌，主要原因在于其种间形态学特征较为相似，

无法鉴定到种的水平。随着近年来分子生物学及分子

系统学分析方法的快速发展，为小孢拟盘多毛孢的准

确分类鉴定提供有力依据[12,18]。本研究结合形态学、

分子生物学及系统发育学分析方法，明确了采后橄榄

果 实 果 腐 病 的 病 原 菌 为 小 孢 拟 盘 多 毛 孢

（Pestalotiopsis microspora）。这一结果为研究采后橄

榄果实果腐病的发生发展规律、降低采后橄榄果实的

损失量提供了重要的参考依据。 
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