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摘要：目的 通过研究鲜食葡萄黑斑病害的致病病原菌分离和鉴定，为鲜食葡萄采后病害防控措施开发

提供理论支撑。方法 选用贮藏后的马奶等 4 个鲜食葡萄品种为研究对象，用组织分离法对引起黑斑病

害的病原菌进行分离纯化，在 PDA 培养基上，观察拟菌株形态以及菌丝和孢子形态特征，采用有伤和

无伤活体接种健康果实，并观察其发病特征，应用 ITS 通用引物对病原菌 DNA 进行扩增并测序。结果 分

离出 3 种优势致病菌（A，B 和 C），检出频率分别为 75.0%，32.0%和 42.11%。有伤和无伤活体接种均

具有致病性，且有伤大于无伤。对比《真菌鉴定手册》，初步确定拟菌株 A 为链格孢霉，拟菌株 B 为灰

葡萄孢霉，拟菌株 C 为拟茎点霉，采用 rDNA-ITS 序列分析法证实拟菌株 A 与 KJ489375.1、GU190188.1
的序列相似度达到 99%，结合两者结果确定主要致病病原菌为链格孢霉属小孢子种。结论 明确引起鲜

食葡萄贮运期黑斑病害的主要致病菌为链格孢霉属小孢子种。 
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ABSTRACT: The work aims to provide theoretical support for development of prevention and control measures for 
post-harvest disease of grape by isolation and identification of pathogenic bacteria of fresh grape black spot disease. The 
article used four table grapes (MANAI grape etc.) during storage as testing material to separate and purify pathogen-
ic bacteria which caused disease of black spot disease. The colonial morphology on PDA medium and microscopic cha-
racteristics of spores and hyphae morphology of every quasi strain was analyzed. The epidemiological characteristics 
on berry inoculated with and without wound. ITS universal primers were applied to amplify the genomic DNAs of patho-
genic bacteria and sequence the fragments. Three priori pathogenic pseudo strains (identified as A, B and C) were isolated 
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and the frequency of them was detected as 75.0%, 32.0% and 42.11% in sequence. Grape, inoculated with and without 
wound with three pseudo strains, were pathogenic, and there were higher pathogenicity in those with wound than those 
without wound. By comparison with the fungus identification manual, the article preliminarily judged that pseudo strain 
A, B and C was Alternaria, Botrytis cinereal and Phomopsis, respectively. The sequence analysis of rDNA-ITS confirmed 
that the sequence similarity between strain A and KJ489375.1 and GU190188.1 was 99%. The main pathogenic fungus 
was confirmed to be Alternaria alternata. The main pathogen causing the black spot disease in fresh grape during storage 
and transportation is Alternaria alternata. 
KEY WORDS: black spot; pathogen; isolation and identification; ITS sequences analysis; Alternaria 

葡萄（Vitis vinifera L.）含有大量的糖、有机酸、

氨基酸、矿物质、花青素及维生素等多种营养物质[1]，

具有很高的营养和食疗价值，味道甜美，营养丰富，

深受消费者喜爱。我国葡萄资源丰富，近年来栽培面

积不断增加，2017 年栽培总面积达 7033 km2，位居

世界第 2，产量达 1308.3 万 t，位居世界第一[2]。葡

萄树已经发展成为多个产地果农的主栽树种，对增加

当地经济收入具有十分重要的意义。葡萄果实含糖量

高、果皮薄、果肉软、果汁多，很容易在贮运销过程

中遭受病原菌的侵染，严重影响贮运和销售，制约葡

萄产业的发展。研究显示，引起葡萄采后腐烂的病害

有灰葡萄孢霉（Botrytis cinerea）、青霉（Penicillium 
sp.）、黑曲霉（Aspergillusuiger）、根霉（Rhizopus）、

链格孢霉（Alternaria sp.）、拟茎点霉（Phomopsis sp.）
等 6 个属的真菌[3—4]。其中灰葡萄孢霉是采后葡萄的

主要病害之一[5—7]，侵染后，果穗上会滋生灰白色菌

丝，还与其它病原菌相互作用，参与侵染寄主植物组

织过程，导致葡萄活细胞组织死亡，果实出现腐烂变

质现象[8]。笔者在生产调查中发现，部分果粒表皮上

发生了黑色斑病害症状，且贮藏后期明显增多，严重

影响果实的感官品质。有研究报道，生长在田间的葡

萄，其枝、叶、果实上会出现黑色、褐色侵染症状，

经分离鉴定有链格孢霉[9—11]，但在贮藏期果粒的黑斑

病害症状与其在田间的外观有较大区别，果实表面被

侵染后会滋生大量的黑色物质，针对该病害致病病原

菌是否与田间一致，以及病害症状的详细特征则鲜有

报道，有必要对其进行研究。 
文中采集贮藏期的鲜食葡萄，对其黑斑病害症状

情况和病原菌进行形态学分离和鉴定，并结合分子生

物学方法对其进行分析，明确致病病原菌，为后期开

展针对贮运病害的防控措施进行研究提供理论依据。 

1  实验 

1.1  材料与试剂 

主要材料：青果皮葡萄（马奶、保尔加尔）和紫

果皮葡萄（克瑞森、黑王）等 4 个葡萄品种，其中克

瑞森、马奶和保尔加尔于 2018 年 9 月 18 日采自河北

省张家口市涿鹿县东孤山村，黑王果实于 2018 年 9

月 16 日采自天津市西青区九百禾葡萄园。在贮藏过

程中，分别挑选出侵染黑斑病的果粒样品备用。 
主要试剂：市售新鲜马铃薯块，培养基；葡萄糖、

琼脂，天津科威试剂公司；Ezup 柱式真菌基因组 DNA
抽提试剂盒、SanPrep 柱式质粒 DNA 小量抽提试剂

盒、SanPrep 柱式 DNAJ 胶回收试剂盒、dNTP、DNA 
Ladder Mix maker、枪头、PCR 管、离心管等，生工

生物工程（上海）股份有限公司；pMD®18-T Vector
连接试剂盒，Takara，D101A；Dream Taq-TM DNA 
Polymerase，MBI，EP0702；琼脂糖，BBI，AB0014。 

1.2  仪器与设备 

主要仪器与设备：电子天平，LP1200S，德国赛

多利斯公司；超净工作台，SW-CJ-2FD，苏州净化设

备有限公司；高压蒸汽灭菌锅，SQ510，重庆雅马科

技有限公司；体式显微镜，显微镜，奥林帕斯；电子

数显卡尺，桂林量具刃具有限公司；测序仪，Applied 
Biosystems，3730XL；DNA 电泳槽，北京六一仪器

厂，DYCP-31DN；稳压电泳仪，北京六一仪器厂，

DYY-5；电热恒温水槽，上海一恒科学仪器有限公司，

DK-8D；凝胶成像仪，上海复日科技仪器有限公司，

FR980；恒温培养箱，太仓市科教器材厂，DHP-9162；
恒温摇床，太仓市实验设备厂，TH2-C；PCR 仪，

Applied Biosystems，2720 thermal cycler；冷冻高速离

心机，BBI，HC-2518R；Surf 系列精密单道可调移液

器，上海生工生物工程股份有限公司，SP10-1000。 

1.3  处理与方法 

1.3.1  马铃薯蔗糖培养基制备  

按照马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、琼脂 15 g 和蒸

馏水 1 L 的配方制作马铃薯蔗糖（PDA）培养基，灭

菌后倒入培养皿备用。 

1.3.2  葡萄贮藏期间病原菌的分离、纯化和形态鉴定 

分别选取了 4 个品种的被侵染典型黑斑病葡萄

果实，用 70 %（体积分数）酒精擦拭葡萄表面进行

灭菌，然后根据组织培养法[12]在果粒病健交接处切取

样品，置于 PDA 培养基上，每个培养皿接种 3 块果

样，重复做 5 个培养皿。在 25 ℃恒温培养箱中培养
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Dh 

Eh 

Fh 

Gh 

表示分离得到

、保尔加尔、

5 d 时，从马

个菌落，拟菌株

（42.11%）＞

离得到 4 种拟

检出频率较高

）。从克瑞森

纯化及形

出的各种病原

各菌落颜色、大

分离 5 d 时，统

见表 2。 

原菌种类及其检
ponding detect

with black sp

种类 

m 

m 

m 

m 

m 

 

m 

到的拟菌株；m
克瑞森和黑王

奶果实中分离

株 Am 和 Em 检

＞FEm（15.79
拟菌株，共 1
高，拟菌株 F
森果实中分离

形态鉴定 

原菌进行肉眼

大小和菌落形

统计菌种种类

检出频率 
tion frequency

pot  

检出频率/%

42.11 

10.53 

5.26 

10.53 

15.79 

5.26 

10.53 

75.00 

6.25 

18.75 

12.00 

8.00 

32.00 

4.00 

8.00 

4.00 

32.00 

17.24 

10.34 

13.79 

10.34 

3.45 

10.34 

27.59 

m，b，k 和 h 分

王等品种 

离得到 7 种拟

检出频率较高

9%）。从保尔

5 个菌落，拟

FAb（75.00%
离得到 7 种拟
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图 2
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再经形态学比

克瑞森果实中
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重新编号为拟

编号为拟菌株

F，经后期反

果显示，病害

明显不相似，

.2  拟菌株形

拟菌株 A
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期，出现黑色

先是灰色而后

起；分生孢子

据菌落特征以

B 确认为灰葡
 

      a 生长状

图 3 拟菌株
Fig.3 Growth

m
 
拟菌株 C

培养 5 d 时菌

20.33 mm。该

丝垫，边缘出
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不规整子囊孢

菌株 C 确认为

 

      a 生长状

图 4 拟菌株
Fig.4 Growth

m
 

2.3  拟菌株

由表 3 可

起葡萄果实发

株更易侵染葡

培养 3 d 和 5
致病率均为 1
率为 100%，

1 期 

色菌核，形状
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图 5  电泳图 
Fig.5 Electrophoretogram 

 
通过观察分析，SK8259（真菌）试剂盒提取的

样品菌株的基因组 DNA 条带清晰，可以用于下一步

的 PCR。 

2.4.2  rDNA-ITS PCR扩增 

以 NS1、NS6 为引物，经 PCR 扩增，得到的产

物条带特异性好，扩增的产物大小约为 1300~1500 bp
之间，见图 6。 

 

图 6  ITS PCR 产物电泳图 
Fig.6 Electrophoretogram of ITS PCR product 

 
 

2.4.3  rDNA-ITS序列测定与比对 

将扩增得到的各分离菌株的 ITS PCR 产物进行

纯化和测序，得到的序列与 GenBank 上的已知序列

进行 BLAST 比对。将拟菌株 A、B 和 C 的 ITS 序列

与 GenBank 中已有的相关菌株的 ITS 序列进行同源

性搜索。结果见表 5。 
 

表 5  拟菌株 rDNA-ITS 序列比对 
Tab.5 rDNA-ITS sequence alignment of quasi strains 

种类 结果描述 匹配分值 总体分值 覆盖率/% E 值 一致性/% 登录号 

拟菌株 A 
链格孢霉属 2606 2606 100 0.0 99 KJ489375.1 

链格孢霉属 2606 2606 100 0.0 99 GU190188.1

拟菌株 B 灰葡萄孢霉霉 2619 2619 100 0.0 100 CP009808.1

拟菌株 C 拟茎点霉属 2608 2608 100 0.0 99 AB252869.1

 
3 个拟菌株经过测序分析，确定拟菌株 A 的

rDNA-ITS PCR 扩增片段长度为 1417 bp；拟菌株 B
为 1418 bp；拟菌株 C 为 1418 bp。拟菌株 A 的 ITS
序列与 KJ489375.1、GU190188.1 的序列相似度为

99%，拟菌株 B 的 ITS 序列与 CP009808.1 的序列相

似度为 100%，拟菌株 C 的 ITS 序列与 AB252869.1
的序列相似度为 99%，因此，通过 rDNA-ITS 序列分

析与李朋华[16]的研究对比，确定拟菌株 A 为葡萄黑

斑病害处出现的真菌，其为链格孢霉属小孢子种

（Alternaria alternata）。此外，经检索调查显示，枣、

梨等果皮黑斑（黑点）病害症状[17—20]也主要由浸染

链格孢霉所致，该实验结果与文中结果相似。 

3  结语 

文中结合生产实际调查，利用组织分离法进行致

病病原菌的分离，从果肉中分离出 7 种拟菌株，其中

3 种为优势致病菌拟菌株 A，B 和 C，检出频率最

为 75.0%，32.0%和 42.11%，3 种菌株的有伤和无伤

活体接种均具有致病性，且浸染致病性有伤接种大于

无伤接种，对比《真菌鉴定手册》，初步确定拟菌株

A 为主要的病原菌（链格孢霉），拟菌株 B 为灰葡萄

孢霉，拟菌株 C 为拟茎点霉，再结合 rDNA-ITS 序列

分析法，证实拟菌株 A 与 KJ489375.1、GU190188.1
的序列相似度都达到 99%，确定主要致病菌为链格孢

霉属小孢子种（Alternaria alternata）。 
实验还显示，链格孢霉在浸染葡萄果实时，往

往伴随着其它病害交叉侵染其它健康果实，在有伤
接种后，个别果实接种后症状与贮藏期症状有一定
差异，因此，葡萄黑斑病致病菌是否存在复合侵染
的关系，致病病原菌的侵入顺序、发病时间以及环
境因子是否对黑斑病害的发病有影响还需要进一步
的深入研究，为了解该病害的发病规律以及防治提
供更多理论依据。 
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