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新疆吐鲁番葡萄及葡萄干表皮真菌多样性分析
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摘要：【目的】探究新疆吐鲁番葡萄干制过程中可能存在的影响葡萄干品质的有害真菌，分析品种与葡萄及

葡萄干表皮真菌群落组成及其多样性的关系。【方法】选取吐鲁番某葡萄园区的 4种热销葡萄品种（‘无核白’

‘博尔特’‘香妃’‘黑无核’）为研究对象，采用高通量测序技术分析葡萄和葡萄干表皮真菌群落多样性。

【结果】葡萄和葡萄干表皮真菌群落中，在真菌门水平上，Ascomycota和 Basidiomycota占据了主导地位，其中

Ascomycota 在葡萄干中的平均相对丰度（92.24%）高于葡萄（81.43%），而 Basidiomycota 在葡萄中的平均相

对丰度（9.35%）高于葡萄干（2.44%）；在真菌属水平上 ，葡萄中的优势真菌属主要包括 Aspergillus、

Cladosporium、Alternaria 和 Hanseniaspora，Aspergillus 在葡萄干中的平均相对丰度（61.75%）高于葡萄

（43.97%），而 Cladosporium 在葡萄中的平均相对丰度（8.61%）高于葡萄干（5.76%）。此外，作者还发现了

Aspergillus carbonarius、Cladosporium cladosporioides 和 Aspergillus versicolor 等优势真菌。【结论】从物种的

各 分 类 注 释 水 平 来 看 ，葡 萄 和 葡 萄 干 表 皮 中 ，存 在 可 能 产 生 真 菌 毒 素 的 Aspergillus carbonarius、

Cladosporium cladosporioides、Aspergillus versicolor 和未知分类等潜在污染菌，且在各分类水平上均存在差

异。污染菌在葡萄干制前后均存在，且无明显变化，表明其持续存在于葡萄的干制过程中。
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Abstract: [Objective] This study aims to understand the potential harmful fungi that may affect the quality of 

raisins during the drying process of grapes from Turpan, Xinjiang and to explore the relationships between 

varieties and the fungal community structure and diversity on the surfaces of grapes and raisins. [Method] Four 

popular grape varieties (‘Thompson Seedless’, ‘Boerte’, ‘Xiangfei’, and ‘Seedless Black’) in a grapery in Turpan 

were selected as research objects. The fungal diversity on the surfaces of grapes and raisins was analyzed via 

high-throughput sequencing. [Result] The dominant fungal phyla on the surfaces of grapes and raisins were 

Ascomycota and Basidiomycota. The average relative abundance of Ascomycota on the surfaces of raisins 

(92.24%) was higher than that on the surfaces of grapes (81.43%), while Basidiomycota had higher average 

relative abundance on the surfaces of fresh grapes (9.35%) than that on the surfaces of raisins (2.44%). At the 

genus level, the dominant fungal genera on the surfaces of grapes were Aspergillus, Cladosporium, Alternaria, 

and Hanseniaspora. The average relative abundance of Aspergillus on the surfaces of raisins (61.75%) was higher 
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than that on the surfaces of grapes (43.97%), while the average relative abundance of Cladosporium on the 

surfaces of grapes (8.61%) was higher than that on the surfaces of raisins (5.76%). Additionally, dominant fungal 

species such as Aspergillus carbonarius, Cladosporium cladosporioides, and Aspergillus versicolor were 

identified. [Conclusion] At various taxonomic annotation levels of species, the surfaces of grapes and raisins may 

harbor pathogenic fungi such as Aspergillus carbonarius, Cladosporium cladosporioides, Aspergillus versicolor, 

and unclassified taxa which potentially produce mycotoxins. These fungi varied between grapes and raisins at 

different taxonomic levels. Pathogenic fungi were present before and after grape drying with no significant 

change, indicating their persistence throughout the drying process.

Keywords: grape surface; high-throughput sequencing; microbial community; diversity

近年来，我国葡萄种植面积和产量持续提升，

已成为全球葡萄生产和消费的重要市场。这一趋

势不仅反映了国内葡萄产业的蓬勃发展，也体现

了葡萄及其加工产品（葡萄干、葡萄酒等）的市场

需求在不断增加。中国最大的葡萄产区位于新

疆，且主要集中在吐鲁番地区，该地区葡萄年产量

超 100 万 t，产品远销国内外［1-2］。葡萄富含水分、

糖分、维生素等多种营养物质，其中糖质量分数高

达 73%，维生素 C质量分数可达 5.5~6.0 mg/100 g［3］。

葡萄表皮作为与外界环境接触的第一道屏障，承

载着丰富多样的微生物群落。然而，经过自然晾

晒或人工干燥等加工处理后，葡萄干的水分含量

大幅降低，理化性质发生显著变化，其表皮微生物

的组成和多样性也可能随之发生明显改变。

真菌作为微生物群落的重要组成部分，在水

果的生长、贮存及后续加工产品的品质形成和稳

定性维持中发挥着关键作用。一方面，某些真菌

能够与葡萄共生，参与其生理代谢过程，例如，一

些酵母菌可以利用葡萄中的糖分进行发酵，在适

宜条件下有利于葡萄酒等产品的风味形成；另一

方面，某些真菌在特定环境下可能成为致病菌，产

生真菌毒素，导致葡萄及其制品腐败变质，影响其

食用安全性和商业价值［4］。

长期以来，为了控制葡萄及葡萄干表皮的微生

物污染，提高品质与卫生安全性，葡萄干的卫生状

况被视为衡量其品质的重要指标。研究表明，葡萄

干中存在真菌毒素污染问题，如 Wang 等［5］采集了

中国 4个不同气候区种植的 10种坚果和干果，从中

检测到了黄曲霉毒素。Sharma 等［6］调查了印度勒

克瑙市的葡萄干卫生状况，发现其微生物污染较严

重，葡萄干上的菌落总数达 105~<106 CFU/g，其中

还检出了致病菌。尽管已有大量关于葡萄干表皮

微生物的研究，但关于葡萄在干制过程中的真菌多

样性变化及其与葡萄干真菌群落关系的研究仍较

为缺乏，同时也缺乏针对真菌毒素污染防控方法的

系统性分析。

随着现代分子生物学技术的快速发展，高通

量测序技术已被广泛应用于水果及其制品的微生

物多样性鉴定。作者探究了葡萄和葡萄干表皮微

生物群落的结构组成及其真菌多样性，明确了葡

萄表皮优势菌群的分布特征，解析了葡萄及葡萄

干表皮真菌群落的组成和动态变化规律，以期为

葡萄的病害控制、保鲜策略，以及葡萄干加工过程

的质量控制、相关产品的微生物安全性保障提供

理论依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

1.1.1　样本　

选取新疆吐鲁番某葡萄园区的 4 种适宜干制

的葡萄品种（‘无核白’‘博尔特’‘香妃’‘黑无核’）

作为样本。

1.1.2　试剂　

十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）：北京诺莱博

德科技有限公司；酶：美国纽英伦生物技术公司；

通用 DNA 纯化试剂盒：天根生化科技（北京）有限

公司。

1.1.3　仪器与设备　

高 速 冷 冻 离 心 机 ：Hettich380R 型 ，德 国

Hettich 公司；均质器：SMASHER 型，法国生物梅

里埃公司；PCR 仪：BIO-RAD T100型，美国伯乐公

司；核酸电泳仪：琼脂糖水平电泳仪：DYCP-32C

型，北京六一仪器厂；生物分析仪：Agilent 5400

型，美国安捷伦公司。
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1.2　方法

1.2.1　样本采集　

样本采集分为 2 个阶段：2023 年 8 月完成 4 种

葡萄（B 组）的采集；2023 年 10 月完成 4 种葡萄干

（A 组）的采集。‘无核白’‘博尔特’‘香妃’‘黑无

核’葡萄样本的编号分别定义为：Bwx、Bbx、Bxx、

Bhx，其对应葡萄干样本的编号分别定义为：Awg、

Abg、Axg、Ahg。

1）葡萄样本的采集：各取 10 株生长良好的葡

萄植株，用无菌剪刀分别采集每株葡萄树 3个部位

（上、中、下）的成熟、无虫害果实，混合均匀，置于

无菌袋中，每组 3 个重复，冷链快速运输至实验室

进行葡萄表皮微生物的采集。

2）干葡萄样本的采集：各取 10 株生长良好的

葡萄植株，用无菌剪刀分别采集每株葡萄树 3个部

位（上、中、下）的成熟、无虫害果实，通过传统的晾

晒方法进行干制，干制后将其混合均匀，置于无菌

袋中，每组 3 个重复，冷链快速运输至实验室进行

葡萄干表皮微生物的采集。

1.2.2　样本预处理　

分别称取 100 g 葡萄和葡萄干样本于无菌袋

中 ，用 无 菌 棉 拭 子 多 次 擦 拭 葡 萄 ，然 后 加 入

400 mL 0.1 mol/L 磷 酸 盐 缓 冲 液（phosphate 

buffered solution，PBS）（pH 7.5）；将 100 g 葡萄干

置于 400 mL PBS 中浸泡 20 min，轻微振荡。最终

获得葡萄和葡萄干的菌悬液，将菌悬液少量多次

地转移至 50 mL 无菌离心管中，12 000 r/min 离心

10 min，弃去上清液，将沉淀置于新的无菌离心管

中，于-20 ℃保存备用。

1.2.3　DNA 提取和 PCR 扩增　

用 CTAB 法提取样本 DNA，用 1 g/dL 琼脂糖

凝胶电泳测定样本 DNA 的纯度和浓度，用无菌水

将样本质量浓度稀释至 1 ng/µL。用真菌 ITS1F 区

引物 F（5′-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3′）和

R（5′-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3′）［7］可变区

进行 PCR 扩增。

以稀释后的基因组 DNA 为模板 ，使用带

Barcode 的特异引物和 Phusion® High-Fidelity PCR 

Master Mix with GC Buffer，使用高效和高保真的

酶进行 PCR 扩增 ，确保扩增的效率和准确性。

PCR 反应体系（30 µL）为：Phusion Master Mix（2×）

15 µL、Forward Primer（1 µmol/µL）1 µL、Reverse 

Primer（1 µmol/µL）1 µL、gDNA（1 ng/µL）10 µL、

H2O 3 µL。 PCR 扩 增 程 序［8］为 ：98 ℃ 预 变 性

1 min；98 ℃变性 10 s，50 ℃退火 30 s，72 ℃延伸

30 s，进行 30个循环；72 ℃延伸 5 min。

1.2.4　PCR 产物的纯化和混样　

根据 PCR 产物浓度进行等体积混样，用琼脂

糖凝胶电泳纯化 PCR 产物，再进行纯化回收。

1.2.5　高通量测序　

使用 NEB Next® Ultra DNA Library Prep Kit

建库试剂盒进行文库构建，再使用生物分析仪进

行检测，用 qPCR 进行定量，使用 Illumina 平台进

行测序［9］。

1.2.6　数据处理与分析　

将原始序列的 fastQ 文件转换为可用 QIIME2

软件进行后续处理的文件格式，再用该软件进行

质控、修剪、去噪、拼接及去除嵌合体，得到最终特

征序列表格［10］。后续在 UNITE 数据库中进行比

对，得到物种的分类信息表［11］。可操作分类单元

（operational taxonomic units，OTU）是一种在微生

物学和生态学研究中，用于将微生物序列聚类为

群落的基本单位，常用于统计分析扩增特征的序

列在丰度、多样性指数、物种注释水平等群落组成

上的特征。

2　结果与讨论

2.1　数据质控和 OTU 分析

高通量测序结果见表 1，葡萄干表皮真菌群落

共产生 610 388 条有效序列 ，葡萄干 Abg、Ahg、

Awg 和 Axg 的有效序列分别为 154 332、152 621、

152 488、150 947 条 ；葡萄表皮真菌群落共产生

569 499条有效序列，葡萄Bbx、Bhx、Bwx和Bxx的有

效序列分别为 142 195、146 272、132 119、148 913条。

此外，每个重复样本测序通量为 13 万~18 万条，这

表明测序深度能够充分覆盖样本中的真菌，且可

清晰呈现样本的真菌组成情况。

2.2　不同品种葡萄和葡萄干表皮真菌群落归类分析

由表 2~3和图 1~2可知，4种葡萄干 Abg、Ahg、

Awg 和 Axg 表皮真菌中共同注释到 5 个界、11 个

门、28 个纲、66 个目、139 个科、245 个属、375 个种

和 1 404 个 OTU。4 种葡萄 Bbx、Bhx、Bwx 和 Bxx

表皮真菌中共同注释到 1个界、7个门、24个纲、60个

目、139 个科、262 个属、406 个种和 1 558 个 OTU。
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从样本的真菌分类水平来看，不同品种葡萄和葡

萄干表皮真菌在分类水平上存在差异，葡萄表皮

的真菌注释水平相对较高、种类更丰富，葡萄干表

皮的真菌注释水平相对较低。

2.3　不同品种葡萄及葡萄干表皮真菌群落OTU分析

Venn图可用于统计多个样本中独有和共有的

OTU，且可直观地表现样本的 OTU 组成相关性及

重叠情况［12］。由图 2 可知，4 种葡萄干表皮真菌群

落共注释到 1 755个 OTU，Abg、Ahg、Awg和 Axg表

皮真菌群落中分别注释到表皮真菌 721、367、368、

299 个。4 种葡萄表皮真菌群落共注释到 2 115 个

OTU，Bbx、Bhx、Bwx 和 Bxx 表皮真菌群落中分别

注释到 441、492、589、593个。

此外，葡萄干Abg、Ahg、Awg、Axg中，特有的表

皮真菌 OTU分别为 561、240、232、187个，分别占总

OTU 的 31.97%、13.68%、13.22%、10.66%，共有的表

皮真菌 OTU 为 59 个 ，占总 OTU 的 3.36%；葡萄

Bbx、Bhx、Bwx 和 Bxx 中，特有的表皮真菌 OTU 分

别 为 261、266、370、364 个 ，分 别 占 总 OTU 的

12.34%、12.58%、17.49%、17.21%，共有的表皮真

菌 OTU 为 98个，占总 OTU 的 4.63%。综上，4种葡

萄和葡萄干表皮真菌的 OTU 及其占比均存在

差异。

2.4　基于门、属、种水平的样本表皮前 10 个真菌群

落结构分析

2.4.1　真菌门水平的结构分析　

由图 3 可知，4 种葡萄和葡萄干表皮的真菌群

落 中 ，优 势 真 菌 门（ 相 对 丰 度 >1%）包 括

Ascomycota、 Basidiomycota 及 未 知 分 类

（unclassified）。 Mortierellomycota、Mucoromycota、

Glomeromycota、Chytridiomycota、Rozellomycota 的

相对丰度<1%。

在 Abg、Ahg、Awg、Axg、Bhx、Bbx、Bwx、Bxx

中 ，Ascomycota 的 相 对 丰 度 分 别 为 87.58%、

88.28%、94.91%、98.19%、81.81%、85.89%、75.03%、

82.98%；Basidiomycota 的相对丰度分别为 5.50%、

2.72%、1.10%、0.43%、8.42%、8.13%、10.50%、

10.36%。4 种葡萄干中 Ascomycota 的相对丰度均

高于 4种葡萄；而 4种葡萄中 Basidiomycota的相对

表 1　样本的高通量测序结果

Table 1　High-throughput sequencing results of samples 单位：条

样本编号

Abg

Ahg

Awg

Axg

Bbx

Bhx

Bwx

Bxx

原始序列数

182 605

182 911

185 068

183 556

177 876

185 876

184 273

186 002

过滤后的序列数

160 966

159 432

163 023

164 378

154 096

156 516

143 633

160 258

去噪后的序列数

160 630

159 077

162 757

164 130

153 785

156 023

143 201

159 661

拼接后的序列数

157 044

156 651

157 234

157 592

144 141

148 572

137 212

155 824

有效序列数

154 332

152 621

152 488

150 947

142 195

146 272

132 119

148 913

表 2　样本各水平物种数量注释表

Table 2　Number of annotated taxa at different levels for 

samples 单位：个

样本

编号

Abg

Ahg

Awg

Axg

Bbx

Bhx

Bwx

Bxx

各水平物种注释数量

界

2

5

2

3

1

1

1

1

门

9

6

5

4

5

5

5

6

纲

23

17

16

14

19

16

21

21

目

55

37

36

30

41

41

50

45

科

109

68

74

56

84

97

100

91

属

174

98

103

82

125

154

161

156

种

261

128

155

118

161

215

212

231

OTU

721

367

368

299

441

492

589

593

表 3　样本各水平物种数量共同注释表

Table 3　Number of common annotated taxa at different levels 

for grape samples and raisin samples 单位：个

组别

A 组

B 组

各水平物种共同注释数量

界

5

1

门

11

7

纲

28

24

目

66

60

科

139

139

属

245

262

种

375

406

各水平物种共同

注释的OTU

1 404

1 558
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丰度均高于 4 种葡萄干 ，表明在干制过程中 ，

Ascomycota 的 真 菌 更 适 应 低 水 分 环 境 ，而

Basidiomycota的真菌可能因水分变化而减少。

结果表明 ，不同样本中的优势真菌门（如

Ascomycota）基本相同，而相对丰度存在差异。有

研究表明 ，Ascomycota 是葡萄表皮的优势真菌

门［13-16］。此外，圆叶葡萄‘Warden’表皮的五大优

势 真 菌 门 分 别 为 Ascomycota、Basidiomycota、

Mucorales、Dematiomycota 和 Cryptomycota［17-18］。除

了上述五大优势真菌门外，本研究中还注释到了

Glomeromycota、Chytridiomycota，这可能与葡萄

品种、产地等因素有关。

2.4.2　真菌属水平的结构分析　

由图 4 可知，在葡萄和葡萄干表皮真菌群落

中，优势真菌属（相对丰度>1%）包括 Aspergillus、

Cladosporium、Alternaria 和 Hanseniaspora。其中 ，

图 3　葡萄和葡萄干表皮真菌门水平的结构分析

Fig. 3　Structural analysis of fungal communities at the 

phylum level on the surfaces of grapes and raisins

图 1　葡萄和葡萄干表皮真菌群落的分类单元注释结果

Fig. 1　Fungal community taxonomic annotation results on the surfaces of grapes and raisins

图 2　葡萄和葡萄干表皮真菌 OTU Venn图

Fig. 2　Venn diagram of OTU on the surfaces of grapes 

and raisins
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部 分 样 本（如 Ahg、Awg、Bwx 等）还 注 释 到 了

Pichia和 Lasiodiplodia这 2个属。

在 Abg、Ahg、Awg、Axg、Bhx、Bbx、Bwx、Bxx

中 ，Aspergillus 的 相 对 丰 度 分 别 为 49.80%、

40.63%、66.18%、90.39%、42.63%、60.88%、29.47%、

42.89%；Cladosporium 的相对丰度分别为 8.17%、

12.34%、2.00%、0.53%、12.51%、8.59%、8.03%、

5.32%。 4 种葡萄干中 Aspergillus 的相对丰度大

部分高于 4 种葡萄，4 种葡萄中 Cladosporium 的相

对 丰 度 大 部 分 高 于 4 种 葡 萄 干 。 葡 萄 干 中

Aspergillus 相对丰度的增加可能与干制过程中样

品水分减少、糖分浓缩有关，这种环境更有利于

Aspergillus 真菌的生长。

2.4.3　真菌种水平的结构分析　

由图 5 可知，在葡萄和葡萄干表皮真菌群落

中 ，优 势 真 菌（ 相 对 丰 度 >1%）为 Aspergillus 

carbonarius、 Cladosporium cladosporioides 和  

Aspergillus versicolor。 在 Abg、Ahg、Awg、Axg、

Bhx、Bbx、Bwx、Bxx 中，Aspergillus carbonarius 相

对 丰 度 最 高 ，分 别 为 21.12%、9.63%、15.47%、

62.32%、39.27%、33.76%、24.84%、13.15%。结果表

明，Aspergillus carbonarius 在葡萄和葡萄干中均

存在，且 Aspergillus carbonarius 在葡萄干中的平

均相对丰度为 27.14%，在葡萄中的平均相对丰度

为 27.76%，且 葡 萄 和 葡 萄 干 中 Aspergillus 

carbonarius 的水平无显著差异。

结果表明，葡萄干中 Aspergillus 的相对丰度

普遍高于葡萄。有研究指出，来源于 Aspergillus

的赭曲霉毒素污染情况是全球关注的热点问

题［19］；葡萄中 Cladosporium 的相对丰度高于葡萄

干，结合上述结果可知，葡萄在生长发育阶段易发

生相关病害。

2.5　α多样性分析结果

Chao1 指数、Simpson 指数和 Shannon 指数常

被用来评估样本的物种多样性［20］。Chao1 指数主

要用于评估样本中物种的丰富度，即物种数量；

Shannon 指数和 Simpson 指数主要反映样本的物

种多样性［21-23］。

样本的 Chao1 指数、Shannon 指数和 Simpson

指数结果见图 6。结果表明，葡萄的真菌多样性

显著高于葡萄干。葡萄的 Chao1 指数（179~241）

普遍高于葡萄干（119~260），表明葡萄的真菌群

落更为丰富。然而，Kruskal Wallis 分析显示，葡

萄 与 葡 萄 干 之 间 的 α 多 样 性 无 显 著 差 异

（P>0.05），说明干制过程中真菌群落的多样性变

化较小。

此外，同一品种葡萄和葡萄干的 Chao1 指数

图 4　葡萄和葡萄干表皮真菌属水平的结构分析

Fig. 4　Structural analysis of fungal communities at the genus 

level on the surfaces of grapes and raisins

图 5　葡萄和葡萄干表皮真菌种水平的结构分析

Fig. 5　Structural analysis of fungal communities at the species 

level on the surfaces of grapes and raisins
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（P=0.79>0.05）、Shannon 指 数（P=0.53>0.05）和

Simpson 指数（P=0.46>0.05）均无显著性差异，说

明葡萄在干制过程中真菌群落的丰富度和多样性

变化较小。

2.6　葡萄和葡萄干表皮真菌的主成分分析（PCA）

PCA 是一种用方差分解对多维数据进行降

维，从而提取出数据中最主要的元素和结构的方

法［24］。样本间的距离越小，即样本越聚集，表明其

相似度越高［25］。由图 7 可知，主成分 1（PC1）的贡

献 率 为 10.74%，主 成 分 2（PC2）的 贡 献 率 为

8.20%，主成分 3（PC3）的贡献率为 8.08%，除个别

组内样本点没有重叠外，其余样本间距离较近，出

图 6　α多样性分析结果

Fig. 6　α-Diversity analysis results

图 7　基于 OTU 的真菌群落 PCA 分析

Fig. 7　PCA analysis of fungal communities based on OTU
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现聚集、重叠现象，说明葡萄和葡萄干表皮真菌群

落结构差异不显著。PCA 分析结果与 α 多样性结

果具有一致性，均说明葡萄在干制过程中真菌群

落的稳定性。

3　结论

从物种的各分类注释水平来看，葡萄与葡萄

干在各分类水平上均存在差异且复杂多样，不同

样本中，可能存在会产生真菌毒素的潜在污染菌，

包 括 Aspergillus carbonarius、 Cladosporium 

cladosporioides、Aspergillus versicolor 和未知分类

等。生物多样性指数、分类学统计等分析结果表

明，污染菌在葡萄干制前后无明显变化，说明污染

菌的风险因子一直伴随。Aspergillus 是葡萄干霉

菌污染及影响其食品安全的潜在威胁因子，葡萄

干样本中 Aspergillus 的相对丰度普遍高于葡萄

样本。

该研究有助于提升对不同品种葡萄及葡萄干

表皮真菌多样性的认知，但不足以代表葡萄干的

整体污染情况，结论仍具有局限性，为进一步控制

葡萄及葡萄干表皮的微生物污染，提高其品质及

安全性，还需深入研究其他品种的葡萄干真菌污

染情况。
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