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摘  要: 目的  从自然腐败的紫薯上分离纯化紫薯腐败菌, 通过反接种确定其致腐性, 并将其鉴定到属。

方法   通过多次稀释涂布平板法进行单菌落形态学观察, 将菌株反接种到新鲜紫薯上, 筛选出腐败菌, 以真菌

ITS 序列、细菌 16S rDNA 序列构建发育树, 鉴定到属, 再将鉴定结果与分离的菌株的形态学鉴定结果对比, 验

证菌株鉴定结果。结果  从样品中分离出 6 种典型腐败菌, 有 4 种属, 分别为枝孢霉属、青霉属、曲霉属、芽孢

杆菌属。结论   确定紫薯的腐败菌为哥氏枝孢霉 (Cladosporium gossypiicola) 、基督青霉 (Penicillium 

christenseniae)、热带青霉(Penicillium tropicum)、黄曲霉(Aspergillus flavus)、贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)

和阿氏芽孢杆菌(Bacillus aryabhattai)。 
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ABSTRACT: Objective  To isolate and purify the spoilage bacteria from natural spoilage Solanum tuberdsm, then 

determine its spoilage by anti-inoculation, and then identify the genus. Methods  The morphology of single colony was 

observed by multiple dilution coating plate method. Then the strains were inoculated on fresh Solanum tuberdsm, and 

the spoilage bacteria were screened out. The phylogenetic tree was constructed with fungal sequence and bacterial 16S 

rDNA sequence, and the genus was identified. The identification results were compared with the morphological 

identification results of isolated strains to verify the identification results. Results  Six kinds of typical spoilage bacteria 

were isolated from the samples, including 4 kinds of genera: Cladosporium, Penicillium, Aspergillus and Bacillus. 

Conclusion  Cladosporium gossypiicola, Penicillium christensenae, Penicillium tropicum, Aspergillus flavus, Bacillus 

velezensis and Bacillus aryabhattai are identified as the spoilage bacteria of Solanum tuberdsm. 

KEY WORDS: Solanum tuberdsm; isolation; identification; spoilage bacteria 
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0  引  言 

紫薯(Solanum tuberdsm), 又称紫心甘薯、黑薯, 为 20

世纪日本培养出的新品种, 属于甘薯类的一种, 其果皮和

果肉均呈深紫红色。紫薯具有很高的营养价值[1‒3]和保健功

效[4‒6], 紫薯的块根中含有大量的淀粉、膳食纤维、矿物质、

花青素、维生素[7]等, 并且脂肪含量较低。其中花青素较

其他植物更稳定, 是天然色素的重要来源, 且富含硒, 有

抗癌的功效[8‒9]。 

近年, 四川、重庆、云南、贵州等省开始大规模发展

紫薯产业, 我国紫薯种植面积已达 277.5 万亩, 总产量在

455.1 万 t 左右[10]。但紫薯含水量高, 皮薄肉嫩、体积大, 贮

藏期易发生失水萎焉、内部组织出现糠心现象, 在收获时, 

易出现机械伤, 在较高温度条件下容易被腐败菌侵染, 产

生白色、绿色、黄色菌丝及透明黏状物或者绒状菌丝等[11], 

贮藏过程易发生腐败、霉烂, 损失率达 5%~10%, 且紫薯被

腐败菌侵染后会严重影响紫薯的出售、口感及食用安全, 

造成了巨大经济损失, 限制了产业发展。因此, 亟需有关

紫薯腐败菌方面的研究。 

目前对于紫薯的研究主要集中在紫薯新品种培育、紫

薯发酵酒、紫薯花青素类化妆品、保健食品、紫薯营养全

粉等的研究开发方面, 而关于紫薯腐败菌的研究鲜见报

道。对于薯类微生物的相关研究, 也只有少数病原菌的鉴

定, 如孙江丽等[12]从软腐的甘薯中分离病原菌, 以菌株形

态学观察、回接发病症及分子生物学等方法, 鉴定得出病

原菌为米根霉(Rhizopus oryzae); 段鹏等[13]从腐烂甘薯块

根中分离得到 4 株丝状真菌分别编号为 SP-1、SP-2、SP-3

和 SP-4, 通过形态学观察和分子生物学方法, 鉴定得出

SP-1 菌株是匍枝霉(Rhizopus stolonifer) SP-1、SP-2 是尖

镰孢 (Fusarium oxysporum) SP-2、SP-3 是康宁肉座菌

(Hypocreakoningii) SP-3、SP-4 是肉座菌属(Hypocrea), 命

名为 Hypocrea sp. SP-4; 高波等[14]对广东湛江采集的甘薯,

经对病原菌进行分离, 采用科赫氏法则回接验证, 依据病

原菌的形态特征和分子生物学方法, 确定该病害为甘薯爪

哇 黑 腐 病 , 病 原 菌 为 可 可 毛 色 二 孢 (Lasiodiplodia 

theobromae)。本研究对紫薯腐败菌进行分离纯化, 通过聚

合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)扩增, 找到

亲缘关系相近的菌株, 鉴定到属, 旨在分离与鉴定出导致

紫薯腐败的优势腐败菌, 为控制紫薯采收和贮藏时的腐败

菌侵染和后续抑制紫薯腐败菌实验提供理论依据, 也为紫

薯保鲜技术提供理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

新鲜健康紫薯: 共计 168 个, 取自四川省农业科学院

生物技术核技术研究所(原种植于金堂县转龙镇)。其中 42

个取回后, 模拟采后袋装擦伤(施加网袋磨损、自然摔、碰

伤等, 使其出现伤口), 于自然条件(室温)下贮藏 1 月后腐

烂, 无菌条件下取腐败紫薯进行实验; 另 126 个新鲜健康

紫薯待进行优势腐败菌致腐性验证实验。 

无水乙醇(分析纯, 成都金山化学试剂有限公司); 草酸

铵结晶紫液、路哥氏碘液(分析纯, 上海展云化工有限公司); 

氯化钠、二甲苯(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 马

铃薯葡萄糖琼脂培养基(potato dextrose agar, PDA)(上海博

微生物科技有限公司); 牛肉膏蛋白胨培养基(北京鸿润宝顺

科技有限公司); Sangon 真菌基因组 DNA 快速抽提试剂盒

(上海生工生物工程技术服务有限公司); 1×TSE101 金牌

mix、高纯度低电渗琼脂糖、DNA 凝胶回收试剂盒、Tsingke

细菌 DNA 提取试剂盒(通用型)、DL5000 Marker(擎科生物

成都分公司)。 

真菌通用引物 ITS1、ITS4, 细菌通用引物 27F、1492R

的合成及扩增产物的测序由擎科生物成都分公司完成。 

1.2  仪器与设备 

3730XL 测序仪、2720 thermal cycler PCR 仪(美国

Applied Biosystems 公司); Legend Micro17 离心机(美国

Thermo Fisher Scientific公司); JY300C电泳仪、JYDF(定制)

电泳槽、JY04S-3C 凝胶成像仪(北京君意东方电泳设备有

限公司); DGL-35B 立式压力蒸汽灭菌器(上海力辰邦西仪

器科技有限公司); Excella E24R 低温摇床(德国 Eppendorf

公司); HH-1S 电热恒温水浴锅(上海助蓝仪器科技公司); 

VD-650 超净工作台(西安尚光仪器有限公司); LRH-70 电

热恒温培养箱(上海易恒科学仪器有限公司); SC-196 透明

门立式冷藏箱(浙江星星冷链集成股份有限公司); EKUP 超

纯水机(四川宜科纯水设备有限公司); ZGJZQ-10 拍击式均

质器(上海梓桂仪器有限公司); 301M 双筒显微镜(深圳绿

康光学电子科技有限公司); HC2004 千分之一电子天平(上

海花潮实业有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品处理 

在无菌条件下切下腐败紫薯 50 g, 碾碎后放入装有

200 mL 无菌生理盐水的无菌均质袋中, 用拍击式均质器

拍打 3 min, 制成 1:5 (g:mL)的样品匀液[15]。 

1.3.2  取菌、纯化分离 

将匀液静置(5 min)后, 取 1 mL 上清液, 用无菌生理

盐水进行 10 倍梯度稀释。其中稀释梯度选择 10‒2、10‒4、

10‒6, 分别涂布于牛肉膏蛋白胨培养基和 PDA 培养基, 每

个梯度涂两个平板, 预留一个空白平板作对照。放置于恒

温培养箱中培养, 细菌培养条件为 37℃、24 h; 真菌培养

条件为 28℃、48 h。 

从上述培养基的平板中挑取各种具有不同形态的单
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菌落, 先在培养基上富集培养, 再反复平板划线分离, 至

少 3 次划线分离后, 再用稀释涂布法, 肉眼观察是否得到

纯化单菌落。由于细菌直径一般为 0.5~5 μm, 霉菌直径一

般为 2~10 μm, 因此, 一个平板内的单菌落数不能过多, 

需仔细观察每个单菌落的形态, 再将纯化的单菌落菌株接

种于试管斜面培养基, 保存于 4℃冰箱并编号备用。若得

到单菌落除了颜色外, 其余菌落形态学特征基本一致, 则

应延长培养时间 1~2 d, 观察是否为同一菌株。 

1.3.3  侵染实验 

将纯化的单菌落扩大培养 , 并制成一定浓度 (105~ 

106 CFU/mL)的菌悬液, 采用有伤接种方法进行侵染实验。

本研究采用切片接种, 切片接种是将紫薯对半切开, 喷洒

适量菌液(约 5 mL), 每组 5 个紫薯, 定期(2 d/次)喷洒适量

菌液(约 5 mL), 以未接种腐败菌的紫薯喷洒等量生理盐水

作对照, 3 次重复, 且套袋(聚乙烯薄膜袋)处理, 细菌于温

度 37℃、真菌于温度 28℃, 相对湿度为 90%贮藏, 每天观

察紫薯的腐败情况, 验证分离的菌株的致腐性, 总观察周

期为 8 d。 

1.3.4  菌种鉴定 

(1)镜检 

显微镜观察参考《伯杰细菌手册》[16]《真菌鉴定手册》
[17]和《常见常用真菌》[18], 对腐败菌进行初步的菌落形态

观察, 包括菌落的大小、边缘情况、正反面颜色、透明度、

隆起状态、是否易挑取、质地等。显微镜下观察菌株是否

有芽孢、形状、排列等。 

(2)分子生物学鉴定 

将分离纯化的菌株分别使用 Sangon 真菌基因组 DNA

快速抽提试剂盒和 Tsingke 细菌 DNA 提取试剂盒(通用型)

进行优势菌 DNA 提取。 

以细菌的通用引物 27F (5'-AGTTTGATCMTGGCTG-3')

和 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGAC-3')对细菌菌株进行

16S rDNA 扩增。 

以真菌的通用引物 ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACC 

TGCGG-3')和 ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')对

真菌菌株进行 ITS 扩增。 

PCR 扩增体系: 总体积 50 μL, 包括上游引物 2 μL、下

游引物 2 μL、1×TSE101 金牌 mix 45 μL、DNA 模板 1 μL。

PCR 反应程序: 98℃/2 min 预变性, 98℃/10 s 变性, 56℃/10 s

退火, 72℃/10 s 延伸, 35 个循环, 72℃/5 min 终延伸。将扩增

好的PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳, 300 V电压下12 min, 获

得凝胶电泳图, 由擎科生物成都分公司测序部进行测序, 获

得的序列用 ContigExpress 拼接测序结果, 去除两端不准的部

分, 将拼接序列在 NCBI 数据库中进行 Blast 同源性比对, 下

载多个同源性高的完整序列, 以 MEGA 11.0 软件进行菌株序

列和下载的完整序列的相似性排列, 得出排列结果, 将其用

N-J 法构建系统发育树, 分析发育树结构, 得到近缘菌株。 

2  结果与分析 

2.1  紫薯腐败细菌的初筛 

样品匀液制成后静置(5 min), 将上清液加入 PDA 培

养基于 28℃培养 48 h 得到真菌总菌群, 经过多次分离纯化, 

得到 6 种形态学不同的真菌, 编号为 A、B、C、D、E、F。 

样品匀液制成后静置(5 min), 将上清液加入牛肉膏

蛋白胨培养基于 37℃培养 24 h 得到细菌总菌群, 经过多次

分离纯化, 得到两种形态学不同的细菌, 编号为 G、H。 

2.2  侵染的反接种验证 

采用有伤接种(切片)的方法, 将菌株 A、B、C、D、E、

F 分别接种于完好的新鲜紫薯后, 套袋处理, 设置温度为

28℃, 相对湿度为 90%, 置于恒温培养箱中; 将菌株 G、H

分别接种于完好的新鲜紫薯后 , 套袋处理 , 设置温度为

37℃, 相对湿度为 90%, 置于恒温培养箱中, 并同时放置

添加了生理盐水的新鲜紫薯用于对照 , 分别观察其致腐

性。实验结果如图 1 所示, 其中 A、C、E、F、G、H 菌株

侵染的紫薯具有强烈的腐败气味, 表面出现菌体生长, 并

且出现软烂、发黑状况, B、D 菌株侵染的紫薯没有发生明

显腐败现象, 而对照组紫薯颜色、气味正常, 只有表面轻

微变干、有点发白。因此验证出 A、C、E、F、G、H 菌株

均为紫薯优势腐败菌。 

 

 

 
图 1  反接种腐败紫薯与对照组紫薯对比 

Fig.1  Comparison of anti-inoculation spolied Solanum tuberdsm 
and control group 

 

2.3  紫薯优势腐败菌形态学观察 

分离所得 6 株优势腐败菌的菌落形态学基本特征和单

菌落图, 分别见表 1、图 2 所示, 参照《真菌鉴定手册》《常

见常用真菌》和《伯杰细菌手册》, 初步判断菌株 A、C、E、

F、G、H 分别为枝孢霉属、青霉属、曲霉属、青霉属、芽

孢杆菌属、芽孢杆菌属。 
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表 1  优势腐败菌形态学基本特征 
Table 1  Morphological characteristics of dominant spoilage bacteria 

菌株编号 菌落形态特征 

A 
呈圆形, 边缘整齐, 颜色正面为深褐绿色, 反面

为黑色, 呈绒状 

C 
呈圆形, 边缘整齐, 颜色正面为青绿色, 反面为

黄色, 斑点状 

E 
呈圆形, 边缘整齐, 颜色正反面一致为草绿色, 

粉末状 

F 
呈圆形, 边缘整齐, 颜色正面为灰绿色, 反面为

红褐色, 边缘带白色绒毛 

G 

呈圆形, 边缘整齐, 颜色正反面一致为奶油色, 

不透明, 扁平, 不易挑取, 粗糙、表皮起皱, 显微

镜下可观察到菌株是带有芽孢的杆菌 

H 

呈圆形, 边缘整齐, 颜色正反面一致为乳黄色, 

透明度较差, 凸起, 易挑取, 湿润, 显微镜下可

观察到菌株是带有芽孢的杆菌 

 

 
 

图 2  优势腐败菌单菌落图 

Fig.2  Single colony diagrams of dominant spoilage bacteria 
 

2.4  PCR 扩增结果 

通过 Sangon 真菌基因组 DNA 快速抽提试剂盒和

Tsingke 细菌 DNA 提取试剂盒(通用型)将真菌和细菌 DNA

提取出后, 再取一定量稀释, 作为 PCR 扩增模板, 以擎科

1×TSE101 金牌 mix 进行扩增, 将扩增好的 PCR 产物进行

琼脂糖凝胶电泳, 300 V 电压下 12 min, 获取图 3 凝胶电泳

图, 细菌菌株 G、H 在 1500 bp 附近出现较强的条带, 说明

2 株细菌的 16S rDNA 均被成功扩增; 真菌菌株 F、E、C、

A 在 750 bp 附近出现较明显的条带, 说明 4 株真菌的 ITS

序列均被成功扩增。 
 

 
 

图 3  优势腐败菌 PCR 鉴定电泳结果图 

Fig.3  PCR identification and electrophoresis of dominant spoilage bacteria 

2.5  Blast 序列比对 

将擎科生物成都分公司测得的基因序列, 用 ContigExpress

拼接测序结果 , 并去除两端不准的部分 , 将拼接序列在

NCBI 数据库中进行 Blast 同源性比对, 得出与菌株 A 序列

相似度最高的菌株皆为枝孢霉属, 与菌株 C 序列相似度最

高的菌株皆为青霉属, 与菌株 E 序列相似度最高的菌株皆

为曲霉属, 与菌株 F 序列相似度最高的菌株皆为青霉属, 

与菌株 G 序列相似度最高的菌株皆为芽孢杆菌属, 与菌株

H 序列相似度最高的菌株皆为芽孢杆菌属, 且相似度皆达

99%以上。 

2.6  系统发育树的构建 

用 MEGA 11.0 软件构建出系统发育树, 发育树见图

4~5。从图 4 的发育树中可看出菌株 A 的近缘菌株是哥氏

枝孢霉(Cladosporium gossypiicola); 菌株 C 的近缘菌株是

基督青霉(Penicillium christenseniae); 菌株 E 的近缘菌株

是黄曲霉(Aspergillus flavus); 菌株 F 的近缘菌株是热带青

霉(Penicillium tropicum), 从图 5 的发育树中可看出菌株 G

的近缘菌株是贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis); 菌株 H

的近缘菌株是阿氏芽孢杆菌(Bacillus aryabhattai)。6 株菌

基因序列在NCBI数据库中的Blast同源性对比中与其近缘

菌株相似度皆达 99%以上, 最高可达 100%。 

3  讨论与结论 

3.1  讨  论 

黄曲霉(Aspergillus flavus)是普遍存在的腐生性真菌, 

全世界每年约有 1/4 的食品会受到黄曲霉毒素的污染, 本研

究表明紫薯在霉变后也有产生黄曲霉毒素的风险。对于哥氏

枝孢霉还未见相关报道, 但对于枝孢霉属的研究表明枝孢

菌(Cladosporium link)是广泛存在于自然界的一类真菌, 可

侵染植物叶片和根茎, 造成果蔬及粮食作物产量降低, 也是

苹果、生菜、猕猴桃、草莓等果蔬采后腐烂的主要致病菌[19]。

而热带青霉 (Penicillium tropicum)和基督青霉 (Penicillium 

christenseniae)属于青霉属 , 青霉属菌分布较广 , 在霉

变 的果实中 , 较为普遍 , 如意大利青霉菌 (Penicillium 

italicumwehmer)是柑橘青霉病的病原菌[20‒21]。对于本研究分

离到的热带青霉和基督青霉, 只有少量关于热带青霉基因

改造、代谢产物及功效的药物开发研究, 未见这两株菌引

起腐败方面的报道。这些相关研究结合本研究的致腐实验

表明所分离到的 4 株真菌是紫薯腐败菌。与本研究结论相

反, 相关研究表明贝莱斯芽孢杆菌和阿氏芽孢杆菌这两类

芽孢杆菌对某些植物具有抗病害的作用。如贝莱斯芽孢杆菌

对马铃薯的链霉菌有抗菌活性, 能保护双孢蘑菇作物免受

由 Trichoderma aggressivum 引起的绿霉病, 有效控制小麦白

粉病[22]、花生白绢病[23]、辣椒疫霉病菌[24]等。阿氏芽孢杆菌 
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图 4  紫薯真核腐败菌的系统发育树 

Fig.4  Phylogenetic tree of eukaryotic spoilage bacteria of Solanum tuberdsm 

 

 
 

图 5  紫薯原核腐败菌的系统发育树 

Fig.5  Phylogenetic tree of prokaryotic spoilage bacteria of Solanum tuberdsm 
 
 

可以防治水稻[25]、小麦[26]、烟草[27]等作物的病害, 还能改

善土壤养分等[25]。但也有报道阿氏芽孢杆菌可降解木质素, 

这可能与紫薯腐败有关。本研究将分离到的这两种菌株分

别单独反接种紫薯后, 出现菌体生长, 导致紫薯软烂、发

黑, 说明这两株菌确实能引起紫薯腐烂, 可能原因为本研

究分离到的与报道的菌株的基因组不完全相同, 代谢有差
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异; 另外微生物的生长代谢及影响因素是极其复杂的过程, 

除了微生物自身的遗传因素外, 还受到温度、湿度、空气

流速、环境微生物等外在因素影响 [28], 这些因素相互联

系、彼此作用, 而本研究只是在单菌株、特定条件下, 研

究菌株的致腐性 , 没有设定菌种的相互作用 , 所得到的

结论有一定的局限性, 菌种间会因竞争、共生等关系而改

变代谢途径, 从而抑制或加速紫薯的腐败。目前对于蔬菜

腐败机制的研究还较少, 本研究所分离出的腐败菌对紫

薯的致腐机制仍需进一步探究。 

本研究为后续紫薯防腐保鲜奠定了基础。相关研究

表明芽孢杆菌、乳酸菌、酵母菌、链霉菌和一些海洋微

生物, 对黄曲霉菌有一定抑制作用[29], 醛类、黄酮类、烯

类、醇及有机酸类等天然产物及植物精油对黄曲霉生长

及产毒有明显的抑制作用[30‒33]; 芽孢杆菌、短芽孢杆菌

等细菌对枝孢菌有明显的抑菌效果 [34], 土槿皮和黄连水

提物对枝孢样枝孢霉有抑菌和杀菌作用[35], 利用 O2/CO2

自发气调能显著降低从猕猴桃上分离到的枝孢菌的活

力和再生长能力, 并降低其致病能力 [19]; 牛至、桂皮、

丁香、百里香、鼠尾草和迷迭香等精油对柑橘主要致病

菌意大利青霉和指状青霉(Penicillium digitatum)有抑制

作用。本研究可借鉴这些研究成果 , 利用拮抗微生物、

植物精油等天然产物对紫薯进行综合防腐研究, 达到紫

薯保鲜的目的, 并进一步对这些腐败菌的致腐机制进行

研究 , 测定相关代谢产物 , 阐明这些菌株在紫薯腐败过

程中的作用。此外也有相关研究表明, 热带青霉、基督

青霉的代谢产物有独特的药理作用[36‒37], 如基督青霉具

有独特钙调蛋白和 β-微管蛋白[38], 对疾病治疗、植物的

生长和发育等过程起到重要作用, 因此也可以利用本次

分离到的菌种进行药物开发。 

3.2  结  论 

紫薯上的腐败菌会导致紫薯产生强烈的腐败气味 , 

表面出现菌体生长, 并且出现软烂、发黑状况, 影响销售

和食品安全, 甚至影响人类的身体健康。本研究通过对腐

败紫薯上的腐败菌进行分离, 最终分离出 6 株菌株, 这 6

株菌株在新鲜紫薯反接种时皆出现明显的腐败现象, 通过

反接种到新鲜紫薯上验证 6 种菌株的致腐性, 并且从系统

发育树得到的近源菌与分离菌株的形态学情况基本一致, 

最终得出菌株 A 是哥氏枝孢霉, 菌株 C 是基督青霉, 菌株

E 是黄曲霉, 菌株 F 是热带青霉, 菌株 G 是贝莱斯芽孢杆

菌, 菌株 H 是阿氏芽孢杆菌。 
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