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摘要  介绍了灰霉菌侵染葡萄的方式、果实采后的防治方法以及灰霉菌的传统检测法、快速检测法, 并将以ELISA 法为主的快速检测法
与传统检测法进行了比较。结果表明 ,ELISA 法灵敏度高、干扰小、安全性高、污染少 , 而且操作简便、快捷。
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Abstract  The infection way of Botrytis ci nerea , the prevention methods on postharvest fruit , and thetraditional detection methods and fast determination
methods for Botrytis cinerea were introduced . The traditional detection methods were compared with fast determination methods . Results showed that the
method of ELISA was characterized by high sensitivity , little interference , high safety and less pollution. And the method was si mple and fast .
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1  灰霉菌简介

灰霉菌、灰霉葡萄孢( Botrytis ci nerea) 属半知菌亚门葡萄

孢属, 其最适生长条件为pH 值5 ～6、温度18 ～26 ℃。灰霉

菌分生孢子梗细长 , 灰黑色, 大小为( 960 ～1 200) μm×( 16 ～

22) μm, 不规则树状分支 , 分支顶端细胞膨大成球形, 其上着

生许多小梗, 小梗上着生分生孢子 , 形似葡萄穗状。分生孢

子单胞无色, 椭圆形或卵圆形, 大小为( 8 ～14) μm×( 6 ～9)

μm, 孢子集生呈灰色。菌核褐色, 形状不规则, 大小为( 2 ～

4) mm×( 1 ～3) mm[ 1] 。灰霉菌能够侵染200 多种植物[ 2] , 是

引起葡萄采摘后病害的主要病原真菌之一。葡萄灰霉菌可

在田间潜伏侵染, 采后由健康果实携带进入销售市场。该菌

的明显致病症状为果实软腐和脱落。与葡萄的其他采后致

病菌相比, 灰霉菌不仅表现出明显的潜伏侵染优势, 而且具

有较强的低温( 4 ℃) 条件下的致病性。接种灰霉菌, 可造成

果粒软腐、干腐、裂果, 还可引起果粒脱落[ 3] 。灰霉菌能够自

身分泌或诱导寄主产生果胶酶, 具有能够长期潜伏侵染、适

应寄主生理状态和降低寄主产生防御反应的共生亲和功能 ,

因此灰霉菌具有比其他致病菌更强的致病优势。

2  灰霉菌侵染葡萄的方式

灰霉菌侵染葡萄的方式有3 种。①早期侵染葡萄开放

的花柱柱头, 并潜伏在坏死的柱头和花柱组织中。②随着

浆果的发育 , 灰霉菌仍然潜伏而无活性, 直到浆果成熟后发

展; 另一种潜伏侵染是孢子萌发侵入浆果果皮 , 停止发育, 直

到浆果成熟时恢复生长发育。③通过机械伤口侵入浆果的

角质层和表皮。该病有两个明显的发病高峰: 开花前、幼果

期, 主要为害花、幼果; 在果实着色至成熟期, 主要为害葡萄

浆果[ 1] 。

3  灰霉菌的检测方法

3 .1 传统检测法

3 .1 .1 琼脂培养基法。琼脂培养基法是将样品稀释后在琼

脂培养基上培养。该法采用的培养基需要实验室配制 , 培养

时间长达5 ～7 d , 培养温度采用特殊低温28 ℃。基层单位和

食品企业难以采用该方法[ 4] 。 �
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3 .1 .2 平板计数法( AFPA) 。霉菌和酵母常用的测定方法是

培养法。通过对样品进行稀释分离、培养以及鉴定、计算, 考

察污染程度和污染微生物种类。对于一些比较特别的农产

品如果蔬, 可以将表面消毒后的样品直接置于培养基上, 通

过观察微生物的生长考察内部的污染情况。该培养方法具

有准确、直观和结果可靠等优点, 但是费时、费力。为此 , 出

现了很多检测食源性真菌的快速检测方法, 免疫学方法就是

其中之一[ 7] 。

3 .2 快速检测法

3 .2 .1  霉菌快速检验纸片法。霉菌快速检验纸片是将滤油

纸裁成4 c m×4 c m 的正方形纸片 , 然后在培养基中浸泡, 晾

干, 用60Co 20 kGy 辐照灭菌制成。将不同稀释度的样品置于

霉菌快速检验纸片上 , 放入25 ℃生化培养箱, 培养48 h 后取

出观察。按照广东省地方标准 DB44/ T89-1997 , 计算出每克

或每毫升食品中霉菌的菌落数[ 5] 。

3 .2 .2 光谱检测( NI R) 。近红外光谱检测法具有取样量少、

准确、快速、便宜等优点。Ruan 等采用NIR 检测果仁疮痂病。

Aneshansley 等检测了苹果组织上的 Vent uri a i naequalis 感染 ,

发现在600 ～930 nm 波长下反射也减少。Monilini a fructi col a

引起的果实组织褐腐在700 ～800 nm 波长下反射也减少。

Hahn 采用傅立叶光谱信号检测西红柿 Fusariu m oxysporum , 准

确率达91 .31 % 。Federico 等采用近红外光谱扫描检测西红

柿根霉菌, 准确率达78 .00 % 。

3 .2 .3  酶联免疫法( ELISA) 。血清学是研究体液( 主要是血

液) 中抗体、抗原在体外各种免疫反应现象的科学。该方法

已被应用于生物学的各个领域。最近二三十年来 , 生物大分

子物质分离纯化技术的发展以及血清技术的完善, 特别是20

世纪70 年代初期酶联免疫吸附检测的提出和广泛应用 , 大

大地提高了血清学的灵敏度和安全性, 极大地推动了血清学

技术在真菌研究中的应用。

1971 年瑞典科学家Engvall 、Perl mann 和荷兰科学家 Van

Weeman、Schuurs 都报道了将免疫酶技术发展为检测体液中

微量物质的固相免疫测定方法, 并且称其为酶联免疫吸附试

验( Enzyme- Linked Immunosorbent Assay ,ELISA) 。把抗原抗体

的免疫反应与酶的高效催化作用原理有机地结合起来。其

突出优 点是敏感性高, 特异性强, 反应迅速, 结果定量。
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ELISA 不仅具有免疫荧光试验和放射免疫试验的优点, 而且

克服了上述两种方法的缺点[ 6] 。

从20 世纪80 年代中后期开始,Cousin 等运用 ELISA 进

行了大量有关食品中污染真菌快速特异检测的研究。一些

常见的植物病原菌( 如疫霉、腐霉、根霉、黑盘菌等) 和商品化

的检测试剂盒目前都有出售。1986 年Lin 等以西红柿汁中常

见的污染菌交链孢霉( Alternaria alternata) 、白地霉( Geotrichum

candi dum) 、匍枝根霉( Rhizopus stolonifer) 为研究对象 , 以其冷

冻干燥菌丝为抗原, 通过免疫兔子获得特异性抗体, 发现

ELISA 试验结果的交叉反应率小于10 % , 样品中最小检出量

达到1 μg 干菌丝/ g , 无背景干扰,ELISA 读数和西红柿汁中污

染真菌含量具有较好的相关性。通过把西红柿汁中常见的

污染菌交链孢霉、白地霉、匍枝根霉等菌种所获得的抗体与

污染果蔬产品、面包、奶酪、粮食等中得到的不同种属近30

个菌株进行交叉试验, 发现交叉反应率小, 特异性强 , 而且背

景影响小, 所以可以用于检测相应的污染真菌。将ELISA 的

结果与 Howard 计数结果相比较, 发现它们之间有很好的相

关性, 并且多糖为其特异性抗原。Notermans 等以真菌的胞外

多糖为抗原, 采用ELISA 检测了坚果、水果、果汁、蔬菜、粮食

中曲霉属( Aspergillus) 、根霉属( Rhizopus) 、分枝霉属( Cladospo-

ri um) 、毛霉 属( Mucor ) 、青霉 属( Penicillium) 等真 菌, 发 现

ELISA 能准确地反映食品中真菌的污染程度。1990 年Dewey

等以污染谷物的产毒青霉———岛青霉( Penicilli um islandicu m)

为研究对象, 发现变色粮食中印度尼西亚和菲律宾的岛青霉

检出率分别为32 % 和14 % [ 7] 。1991 年 Ricker 等采用 ELISA

方法定量分析了成熟葡萄中灰霉葡萄孢( Botrytis ci nerea) 的

污染情况。

3 .3 传统检测法和快速检测法的比较

传统检测法具有以下缺点 : ①操作繁琐, 处理样品时工

作量大; ②在检测过程中操作人员必须直接接触标准品, 从

而不仅危害操作人员的身体健康 , 而且对周围环境产生不利

的影响; ③灵敏度差 , 一般传统检测方法的最低检测限为5

μg/ kg , 与毒性安全剂量0 .01 μg/ kg 相差很大。为了提高灵敏

度, 首先必须改进样品的提取和净化方法, 同时必须提高薄

层色谱分析性能。这势必大大增加劳动强度和检测成本。

与传统方法相比, 快速检测法中的ELISA 方法应用了抗

原抗体免疫反应的特异性, 灵敏度高, 干扰小。目前用于食

品安全检测的方法有薄层色谱法( TLC) 、微生物法、气相色谱

法( GC) 、质谱法( MS) 、高效液相色谱法( HPLC) 和核酸探针技

术等。其中,TLC 法必须进行较为复杂的样品预处理和抽

提, 而且不能定量 , 灵敏度低; 微生物法不易筛选到特别敏感

的菌株, 只能定性 , 不能定量, 而且易受其他抗菌药物的影

响;GC 法和HPLC 法等虽然灵敏度高 , 但是设备昂贵, 样品预

处理复杂, 检测费用高, 难以推广使用 ; 核酸探针则在试验过

程中易受到污染。ELISA 法不仅灵敏度高、干扰小、安全性

高、污染少, 而且操作简便、快捷。所以,ELISA 法被广泛应用

于蔬菜产区、蔬菜批发市场和海关检测[ 8] 。

4  采后防治方法

灰霉菌是鲜食葡萄采后贮运中主要的病原菌, 尤其在

低温冷藏、运输中发病严重[ 9] 。果蔬采后病害的防治技术主

要采用冷藏结合化学杀菌剂的方法。

4 .1  SO2 控制  使用SO2 来抑制灰霉菌的生长, 可通过每

周熏蒸贮藏场所一次 , 或把SO2 发生药垫( 包) 与葡萄同时包

装于聚乙烯薄膜袋内[ 10] 。但是使用SO2 存在以下问题 : ①若

用量较大, 则易造成SO2 残留超标; ②若多次或大剂量熏蒸 ,

则会造成果实漂白伤害 ; ③有机食品标准规定 , 葡萄贮藏不

能使用SO2
[ 11] 。

4 .2 乙醇和山梨酸浸泡或熏蒸 果蔬通过乙醇和山梨酸浸

泡或熏蒸可抑制灰霉菌的生长。乙醇对霉菌孢子的抑制作

用随其浓度的增加而增强。乙醇浓度大于30 % 时 , 可以迅速

杀死灰霉葡萄孢子; 而乙醇浓度低于20 % 时, 不能使灰霉葡

萄孢子全部致死。亚致死浓度的乙醇结合山梨酸钾, 可以有

效抑制由灰霉菌孢子引起的葡萄采后病害。在允许使用的

防治霉菌的化合物中 , 乙醇和山梨酸钾的负面影响最小[ 11] 。

4 .3 大蒜乙醇提取液和乙酸乙酯提取液抑制 大蒜乙醇提

取液和乙酸乙酯提取液对番茄灰霉菌孢子的萌发有较强的

抑制作用; 大蒜乙酸乙酯提取液对番茄灰霉菌菌丝生长及其

在离体叶片上的侵染有较强的抑制作用[ 12] 。

4 .4 其他方法 由于对国外市场上水果用化学杀菌剂处理

有着严格的限制, 因此应开展减少杀菌剂用量以及采后病害

控制技术的研究, 如拮抗菌、诱抗剂等。

5  展望

灰霉菌与果蔬采后腐烂相关性的研究, 可以为新型无公

害果蔬保鲜剂的应用提供依据, 对减少化学杀菌剂的使用

量, 对人类、环境友好的新型保鲜技术的推广应用具有重要

意义。研制出专用于果蔬中灰霉菌快速检测的方法, 使得操

作过程简便快速、灵敏度高、检测成本低, 是现代分析检测技

术发展的方向。随着 McAb 技术的成熟, 新 ELISA 法的出现 ,

免疫试剂盒的商业化,ELISA 等快速检测方法将得到进一步

的应用和推广。
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