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摘要: 以‘富士’果实为材料, 采用刺伤接种法, 研究外源褪黑素对苹果采后灰霉病的防效及其防病机制, 结果表明外源褪黑

素处理后再接种灰霉病菌, 病斑面积显著降低, 0.2 mmol·L-1
褪黑素处理后间隔72 h以上接种病原菌的处理, 防效高达83%

以上。0.1~0.4 mmol·L-1
褪黑素对灰霉病菌分生孢子萌发和菌丝生长均无明显的抑制作用, 但褪黑素可显著提高果实内过

氧化物酶(POD)、过氧化氢酶(CAT)、超氧化物歧化酶(SOD)、多酚氧化酶(PPO)和苯丙氨酸解氨酶(PAL)活性, 其峰值是

对照的1.86~8.73倍, 且在测定时间内始终显著高于对照。表明外源褪黑素通过持续提高果实内防御酶活性诱导苹果对灰

霉病的抗性。
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由灰葡萄孢菌(Botrytis cinerea)引起的灰霉病

是苹果采后贮藏期间的主要病害之一, 该病害在

苹果采后运输、贮藏等各个环节均可发生, 造成

严重经济损失(Shao等2010; 尹明安等2015)。果实

感病后在表面形成圆形或近圆形的水渍状软腐病

斑, 后期病斑上产生鼠灰色霉状物和分生孢子。

由于灰葡萄孢具有很强的耐低温能力, 即使在冷

藏条件下也可导致果实腐烂, 并且存在接触传染

(张晓晓等2015)。有效控制灰霉病对于提高苹果

采后贮藏保鲜具有重要意义。

目前, 生产上防治果实采后灰霉病的传统方

法主要是依赖化学杀菌剂(Romanazzi等2016), 但
是化学杀菌剂的药剂残留、病原菌易对其产生抗

性和环境污染严重等问题已日趋严重, 多种杀菌

剂已被限制或禁止使用(范青等2001; 袁仲玉等

2014)。因此, 寻求可替代化学杀菌剂的安全有效

防治措施已成为苹果采后贮藏中亟待解决的问

题。大量研究表明, 生物防治因其高效和无污染

的特点, 是解决农业可持续发展的有效途径, 有的

生防制剂已在生产中得到应用(Droby等1998; 
Usall等2001; Cao等2013; Zhang等2016)。

褪黑素又称松果体素, 是一种吲哚胺类物质, 
广泛存在于植物的果实组织中(Lei等2013; 王蕊等

2016)。Hernández-Ruiz等(2004)和Kim等(2016)先
后研究发现, 褪黑素可在植物组织内自由移动, 能
够清除自由基且具有抗氧化作用, 被认为是一种

新的植物生长调节剂。内源褪黑素含量增加可缓

解病原物、害虫等生物因子以及干旱、重金属、

低温等环境胁迫对植物造成的损伤(Tan等2012; 
Reiter等2015)。利用外源褪黑素处理, 可显著诱导

苹果叶片对褐斑病菌(Diplocarpon mali)的抗性

(Yin等2013), 最近, Aghdam和Fard (2017)发现外源

褪黑素处理可降低草莓的采后腐烂并维持草莓的

营养品质。

外源褪黑素在苹果防腐保鲜中的研究和应用

尚未见报道, 本研究拟以‘富士’果实为材料, 测定

外源褪黑素对苹果采后灰霉病的防效, 对病原菌

是否存在抑制作用, 及其对果实防御酶活性的影

响, 探讨外源褪黑素防治果实灰霉病的作用机制, 
旨在为苹果采后灰霉病的防治提供新途径, 并为

褪黑素在苹果采后保鲜中的应用提供理论依据。

材料与方法

1  供试材料

供试材料为健康成熟 ‘富士 ’苹果 ( M a l u s 
domestica Borkh. cv. Fuji), 采集自山东莱阳商品苹

果园 ,  选择大小一致的健康果实于低温保存备

用。灰霉病菌菌株分离自表现出典型灰霉病症状

的苹果果实, 单孢分离后于本实验室保存。褪黑

素(分析纯)购买自Sigma公司, 酶活性测定试剂盒

购自南京建成生物工程研究所有限公司。

灰霉病菌培养采用马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)
培养基: 马铃薯200.0 g、葡萄糖20.0 g、琼脂20.0 
g, 蒸馏水定容至1 000 mL。
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2  方法

2.1  灰霉病菌孢子悬浮液的制备

灰霉病菌LXS0101由本实验室分离并保存, 
于PDA培养基上活化培养2 d, 在菌落边缘打取直

径6 mm的菌饼, 再次接种在新的PDA培养基上, 于
25°C条件下恒温避光诱导产孢。培养7 d后, 用
0.05% Tween 20将菌丝上的分生孢子冲洗下来, 过
滤后用血球计数板计数, 并将分生孢子浓度调整

为106个·mL-1, 现配现用。

2.2  外源褪黑素对果实灰霉病的防效

挑选大小适中、色泽相近、无病虫害、果形

端正、成熟度一致的‘富士’苹果, 流水洗净后用

75%的酒精擦拭表面, 晾干(雍道敬等2014)。用无

菌接种针沿苹果赤道造成3处伤口, 每处针刺8下
深约1 mm, 伤口均匀分布在直径6 mm的圆形区域, 
待伤口晾干后分别滴入20 µL不同浓度的褪黑素溶

液(0.1~0.4 mmol·L-1), 以无菌水处理作对照。于

25°C恒温处理72 h后, 每伤口接种20 µL灰霉病菌

孢子悬浮液(106个·mL-1)。接种后果实置于密封保

鲜盒中, 于25°C培养, 定期统计果实发病率, 测量

病斑直径, 计算病斑面积和防治效果。防治效果= 
(对照组病斑面积–处理组病斑面积)/对照组病斑面

积×100%。

选取防效最佳的褪黑素浓度, 采用上述刺伤

方法, 于外源褪黑素处理不同时间6、12、24、
48、72、96和120 h后, 接种1×106个·mL-1的灰霉病

菌孢子悬浮液。定期观察果实发病和病斑扩展情

况, 测定病斑面积并计算防治效果, 确定褪黑素的

最佳处理时间。每处理接种3个果实, 以上试验重

复3次。

2.3  外源褪黑素对灰霉病菌孢子萌发和菌丝生长

的影响

采用玻片法观察褪黑素对灰霉病菌孢子萌发

的影响(王彩霞等2012), 用1%葡萄糖溶液制备灰

霉病菌孢子悬浮液。用不同浓度0.1~0.4 mmol·L-1

褪黑素将孢子悬浮液稀释至106个·mL-1, 各取25 µL
滴在凹玻片中央, 并置于铺有湿滤纸的培养皿中

于25°C恒温保湿, 以不加褪黑素的葡萄糖液作对

照。每隔12 h显微镜下观察孢子萌发情况, 每个处

理5个玻片。

采用平板法测定褪黑素对灰霉病菌菌丝生长

的影响, 制备含不同浓度褪黑素(0.1~0.4 mmol·L-1)
的PDA培养基, 接种活化的灰霉病菌菌饼, 以未

加褪黑素的PAD作对照。于25°C恒温暗培养, 定
期观察菌落生长并测量菌落直径, 每个处理接种3
个平皿。

2.4  外源褪黑素处理后果实内防御酶活性测定

按2.2中方法选取苹果后, 将其分别进行如下

处理: (1)无菌水处理作对照(Control); (2)外源褪黑

素处理(MT); (3)接种灰霉病菌(Pathogen); (4)褪黑

素处理72 h后接种灰霉病菌(MT+Pathogen)。每组

处理接种12个苹果, 每个果实刺伤3个点, 接种病

原菌后定期观察发病情况, 以接种点为中心取病

健交界处果肉组织, 于–80°C冰箱保存备用(Zhang
等2016)。每处理随机选取2个果实, 以接种点的混

合样作为1个重复, 以上试验重复3次。

取2 g果肉组织, 液氮充分研磨后, 加入8 mL
含1% PVP的0.1 mol·L-1磷酸缓冲液(pH 5.5~8.8), 
于4°C、10 000×g离心20 min, 所得上清液即为酶

粗提取液(朱学明等2015)。用南京建成试剂盒测

定过氧化物酶(peroxidase, POD)、过氧化氢酶(cat-
alase, CAT)和超氧化物歧化酶(superoxide dis-
mutase, SOD)的活性, 其中CAT活性测定采用钼酸

铵法, POD和SOD活性测定分别采用愈创木酚法和

黄嘌呤氧化酶法, 具体方法参考试剂盒说明书。

苯丙氨酸解氨酶(phenylalanine ammonia lyase, 
PAL)活性的测定参考Youssef等(2014)的方法, 多
酚氧化酶(polyphenol oxidase, PPO)活性的测定采

用邻苯二酚法(雍道敬等2014)方法。酶活性以每

克果肉组织鲜重表示[U·g-1 (FW)]。
2.5  数据分析

采用Microsoft Excel 2010作图, 用SPSS 19.0
软件进行数据统计分析。

实验结果

1  外源褪黑素对苹果灰霉病的防效

1.1  外源褪黑素浓度对防治灰霉病效果的影响

外源褪黑素预处理苹果果实后再接种灰霉病

菌孢子悬浮液, 相比无菌水处理的对照, 病斑面积

显著降低, 但不同浓度褪黑素对灰霉病的防治效

果存在明显差异(图1)。接种灰霉病菌后3 d, 病斑

开始明显扩展, 此时高浓度褪黑素的防效最差仅
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图1  不同浓度外源褪黑素对苹果灰霉病的防治效果

Fig.1  Control efficiency of exogenous melatonin at different concentrations against B. cinerea in apple fruit
图中不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著, 图2和图3同此。

图2  褪黑素处理不同间隔时间对苹果灰霉病的防治效果

Fig.2  Control efficiency of melatonin with different treatment time against B. cinerea in apple fruit
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为5.86%, 显著低于其他3个浓度, 其中0.1 mmol·L-1

褪黑素的防效为55.58%, 与0.3 mmol·L-1褪黑素的

防效相当, 但均显著低于0.2 mmol·L-1褪黑素的防

效。随接种时间延长, 对照果实病斑扩展迅速, 而
褪黑素处理后, 病斑扩展缓慢, 接种后5 d时, 仅0.1
和0.3 mmol·L-1褪黑素处理的防效略有下降, 但与3 
d时的防效无显著差异; 0.4 mmol·L-1褪黑素的防效

明显升高为27.71%, 此时0.2 mmol·L-1褪黑素的防

效仍显著高于其他3个浓度, 达83.01%。

1.2  间隔时间对褪黑素防治灰霉病效果的影响

褪黑素处理后接种病原菌的不同间隔时间, 
对灰霉病的防治效果也存在明显差异。图2结果

显示, 间隔时间在6~72 h内, 随间隔时间的延长, 对
灰霉病的防效逐渐升高, 但随接种病原菌时间的

延长, 其防效没有显著变化。褪黑素处理后间隔

6 h接种灰霉病菌, 其防治效果最低不足10%, 间隔

12 h和24 h的处理防效相当, 均显著低于间隔时间

48 h的处理; 间隔时间为72 h时, 对灰霉病的防效

最高达86%以上。间隔时间为96 h时, 其对灰霉病的

防效略有降低, 但与间隔72 h的防效差异不显著。

2  外源褪黑素对灰霉病菌孢子萌发和菌丝生长的

影响

灰霉病菌分生孢子在未添加褪黑素的葡萄糖

溶液中的萌发率为97.77%, 随添加褪黑素浓度的

升高, 孢子萌发率略有变化, 从97.43%逐渐降低至

96.03%, 但与对照相比均无显著差异(图3-A)。利

用平板法测定了不同浓度褪黑素对灰霉病菌菌丝

生长的影响, 图3-B结果显示, 灰霉病菌在添加不

同浓度褪黑素的PDA平板上培养3 d后, 菌落直径

无明显差别, 均在6.80 cm以上, 且与不添加褪黑素

的对照相比均不存在显著差异。以上结果表明, 
不同浓度褪黑素对灰霉病菌的孢子萌发和菌丝生

长均无明显的抑制作用。

3  外源褪黑素处理后苹果果实内防御酶活性的时

序变化

3.1  POD、CAT和SOD抗氧化酶活性

各处理果实内POD活性相比喷施无菌水的对

照均显著升高, 但不同处理诱导的酶活性变化趋

势存在明显差异(图4-A)。接种灰霉病菌的处理, 
1 d后POD活性开始显著升高, 于接种后3 d达到峰

值, 是对照酶活性的2.20倍, 随后酶活性水平快速

降低至对照水平。褪黑素(MT)单独处理和MT预
处理后再接种灰霉病菌的处理, 12 h后POD活性水

平已显著升高, 前者于处理后3 d酶活性最高为对

照的3.16倍, 随后酶活性缓慢下降, 但始终显著高

于对照; 后者于接种后1 d即到达酶活性高峰, 是对

照的3.94倍, 在接种后3 d时到达另一个活性高峰, 
随后酶活性略有降低, 但接种后5 d时酶活性水平

仍为对照的2.59倍。

由图4-B可见, 相比对照, 各处理均显著提高

了果实内CAT活性, 但酶活性变化存在明显差异。

MT处理后12 h, CAT活性开始快速升高, 于4 d达到

最大值, 为对照的2.04倍, 随后酶活性快速降低。

接种灰霉病菌和MT预处理后再接种病原菌的处

理, CAT活性分别于接种后3和4 d达到高峰, 分别

为对照的1.76和2.57倍; 前者酶活性随后急剧下降, 
在接种后5 d时, 已降低至对照水平, 而后者自接种

图3  不同浓度褪黑素对灰霉病菌孢子萌发和菌丝生长的影响

Fig.3  Effect of melatonin at different concentrations on conidial 
germination (A) and mycelial growth (B) of B. cinerea
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后1 d开始, 酶活性始终维持在较高水平, 接种后

5 d时仍为对照的2.50倍。

果实经无菌水处理后SOD活性没有明显变化, 
但其他处理酶活性均显著升高(图4-C)。接种灰霉

病菌的处理, SOD活性变化趋势与CAT和POD类

似, 呈现先升高后降低的单峰曲线, 接种后2 d达到

峰值为7.65 U·g-1 (FW), 随后酶活性快速降低至对

照水平。MT处理后12 h, SOD活性开始显著升高, 

于1 d达到活性高峰为8.63 U·g-1 (FW), 随后酶活性

缓慢下降; MT预处理后再接种灰霉病菌的处理, 
SOD活性呈现先升高后降低再升高的双峰曲线, 
于接种后12 h即达到活性高峰为10.20 U·g-1 (FW), 
随后酶活性有所降低, 于接种后3 d到达另一活性

高峰9.57 U·g-1 (FW)。上述结果表明, 外源褪黑素

提高‘富士’果实对灰霉病的抗性, 与其诱导果实内

抗氧化酶活性升高密切相关。

3.2  PAL和PPO的活性

‘富士’果实经无菌水处理后, PAL活性无明显

变化, 但其他3个处理均显著提高了PAL活性(图
5-A)。MT处理后接种或不接种灰霉病菌的处理, 
果实内PAL活性变化趋势一致, 于12 h后酶活性开

始显著升高, 于3~4 d后到达活性高峰, 分别是对照

的3.40和3.23倍, 随后酶活性始终维持在较高水平, 
5 d时酶活性仍为对照的2.7倍以上; 单独接种灰霉

图4  褪黑素处理对苹果果实中POD、CAT和SOD活性的影响

Fig.4  Effect of melatonin treatment on POD, CAT and SOD 
activities in apple fruit

图5  褪黑素处理对苹果果实中PAL和PPO活性的影响

Fig.5  Effect of melatonin treatment on PAL and PPO 
activities in apple fruit
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病菌的处理, 酶活性于接种后2 d达到活性峰值, 为
对照的2.01倍, 但随后酶活性快速降低, 接种后4 d
时已与对照无显著差异。

相比对照, 各处理均可显著提高果实内PPO
活性(图5-B)。单独接种灰霉病菌的处理, 于接种

后3 d酶活性水平最高, 为对照的3.96倍, 但随后酶

活性急剧下降至对照水平; MT处理后, PPO活性于

12 h显著升高, 但1 d时酶活性降低至对照水平, 随
后酶活性显著升高并始终维持在较高水平, 5 d时
酶活性为9.52 U·g-1 (FW); MT预处理后再接种灰霉

病菌的处理, 酶活性于接种后2 d到达峰值, 是对照

的8.73倍, 随后酶活性略有降低, 但接种后5 d时仍

高达13.74 U·g-1 (FW)。由此可见, 褪黑素可显著提

高‘富士’果实PAL和PPO活性, 以抑制灰霉病菌的

侵染和扩展。

讨　　论

褪黑素在植物组织内广泛存在, 具有特殊的

生物学功能, 且利用植物自身的物质进行病害防

控已成为目前研究的新趋势(黄小兰等2016; 王蕊

等2016)。本研究结果显示, 外源褪黑素对苹果灰

霉病具有显著的防治效果, 0.2 mmol·L-1褪黑素预

处理后间隔72 h以上接种灰霉病菌, 5 d后防效高达

83%以上。防病机制研究发现, 0.1~0.4 mmol·L-1褪

黑素对灰霉病菌分生孢子萌发和菌丝生长均无明

显的抑制作用, 但褪黑素可显著提高果实内防御

酶活性诱导果实对灰霉病菌的抗性。表明外源褪

黑素对果蔬采后病害防治具有重要意义。

苹果果实受到病原菌侵染后, 最初的防御反

应与活性氧的积累密切相关, 活性氧不仅可直接

杀死真菌, 而且可进一步激活果实的防御体系, 但
活性氧长期过量积累可导致果实细胞膜过氧化, 
膜结构及整个膜系统遭受严重破坏(Shao等2010; 
Zhang等2016)。大量研究已证实, 褪黑素具有极强

抗氧化能力, 可显著减少植物体内积累的活性氧

含量, 并且能够激活相关基因的表达, 提高植物体

内防御酶活性 (Yin等2013;  王伟香等2016)。
POD、CAT和SOD是植物体内重要的抗氧化酶, 具
有清除自由基的功能, 三者协同作用以维持植物

体内活性氧的正常代谢(朱学明等2015)。本研究

中, 外源褪黑素处理和接种灰霉病菌均可提高果

实内3种防御酶活性, 但不同处理诱导的酶活性时

序变化趋势存在显著差异。接种病原菌的处理, 
POD、SOD和CAT活性增幅最小, 且到达活性高峰

时间较晚, 于接种后2~3 d到达峰值, 随后酶活性快

速下降与对照无显著差异。而褪黑素预处理后再

接种病原菌的处理, POD和SOD分别于接种后1 d
和12 h到达活性高峰 ,  随后酶活性仅略有降低; 
CAT虽接种后4 d时活性最高, 但该处理中接种后

1~5 d酶活性变幅较小并无显著差异, 始终维持在

较高水平。结合果实接种灰霉病菌后的病斑扩展

情况, 对照果实病斑扩展迅速, 接种后5 d时病斑面

积达12.64 cm2, 而外源褪黑素处理后病斑扩展缓

慢, 病斑面积仅为2.14 cm2。表明外源褪黑素处理

可通过持续提高果实内POD、SOD和CAT活性, 维
持其抗氧化能力和活性氧代谢平衡, 从而诱导果

实的抗病性。

此外, POD还参与细胞壁的交联过程, 如促进

酚类物质的氧化、细胞壁木栓化或木质化作用等, 
其活性升高可有效抑制病原菌的侵染和扩展(郑文

宇等2013)。Yin等(2013)报道外源施加褪黑素后, 
苹果叶片中POD活性显著升高, 可有效阻止苹果

褐斑病菌的侵入与扩展。本研究中, 外源褪黑素

处理后再接种灰霉病菌, POD活性于接种后1 d到
达峰值, 最大酶活性是对照的3.94倍, 且测定时间

内一直维持在较高水平, 这与雍道敬等(2014)和
Zhang等(2016)利用生防菌A-1诱导苹果果实抵抗

轮纹病菌侵染的研究结果一致。

诸多研究表明, PPO和PAL活性变化是植物抗

病性的重要生理指标, PAL是苯丙烷代谢途径的第

一个关键酶, 对于参与植物抗病性酚类物质的合

成至关重要; PPO是植保素合成、酚类物质氧化成

醌、木质素积累等过程的关键酶, 可促使细胞壁

木质化, 减少病原菌侵染对植物造成的损伤(Dixon
等2002; Mishra等2012; Nikraftar等2013)。Aghdam
和Fard (2017)研究发现, 外源褪黑素处理后, 草莓

果实内PAL活性相比对照显著升高, 从而提高了草

莓的抗病性降低了果实采后腐烂; Zhang等(2016)
报道生防菌A-1显著提高了果实内PPO和PAL活性, 
对苹果的诱导抗病性有显著影响。本研究中, 接
种灰霉病菌后2 d, 果实内PPO和PAL活性开始明显

升高, 但增幅较小且持续时间短, 接种后4 d时酶活
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性已降低至对照水平; 而外源褪黑素处理后12 h, 
果实内两种酶活性已显著升高, 最大酶活性是对

照的3.40~8.73倍, 且始终维持在较高水平, 表明外

源褪黑素的诱导作用不仅能够阻止灰霉病菌对果

实的早期侵染, 同时具有一定的持效性可显著降

低病原菌在果实内的扩展。

总之, 外源褪黑素对苹果采后灰霉病具有显

著的防治效果, 其防病机制与抑菌作用无关, 而是

诱导果实的抗病性, 与果实内防御酶活性的时序

变化密切相关, 但褪黑素诱导植物抗病的分子机

制尚需深入研究。可见, 利用外源褪黑素防治果

蔬采后病害具有持续时间长、抗病谱广及不污染

环境等优点, 符合现代农业减少农药使用量, 降低

食品农药残留的发展战略, 必将成为植物病害安

全有效防控的新策略和可行途径。
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Control efficiency of exogenous melatonin against postharvest apple grey mold 
and its influence on the activity of defensive enzymes
CAO Jing-Jing*, YU Zi-Chao*, ZHANG Ying*, LI Bao-Hua, LIANG Wen-Xing, WANG Cai-Xia**

Key Lab of Integrated Crop Pest Management of Shandong, College of Plant Health and Medicine, Qingdao Agricultural Univer-
sity, Qingdao, Shangdong 266109, China

Abstract: In the present study, apple fruit (Malus domestica) ‘Fuji’ was used to investigate the control efficiency 
and biocontrol mechanism of exogenous melatonin against postharvest apple grey mold caused by Botrytis 
cinerea with the wound inoculation. The results showed that exogenous melatonin pretreatment significantly 
reduced the lesion areas compared with the treatment only inoculated with B. cinerea. When pretreated with 0.2 
mmol·L-1 melatonin for more than 72 h, followed by B. cinerea inoculation, the control efficiency was up to 
83%. Melatonin at different concentrations (0.1 to 0.4 mmol·L-1) had no significant inhibitory effect on conidial 
germination and mycelial growth of B. cinerea. However, the activities of defensive enzymes such as peroxi-
dase (POD), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), polyphenol oxidase (PPO) and phenylalanine 
ammonialyase (PAL) were significantly increased in exogenous melatonin treated fruit, which were all signifi-
cantly higher than the control in the determination time. The activity peaks of POD, CAT, SOD, PPO and PAL 
in fruit treated with melatonin were 1.86 to 8.73 times higher than those of controls. The results suggested that 
exogenous melatonin could induce apple fruit resistance against B. cinerea infection via increasing the activities 
of defensive enzymes.
Key words: melatonin; apple; Botrytis cinerea; defensive enzymes; induced resistance
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