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灰葡萄孢菌对啶菌口恶唑的敏感性基线及抗
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摘　要 :从河北省不同地区未使用过啶菌口恶唑的保护地中采集黄瓜或番茄灰霉病果、病叶 ,经单孢

分离获得 102株灰葡萄孢菌 ,采用菌丝生长速率法测定其对啶菌口恶唑的敏感性 ,所得 EC50值在

0. 046 0～0. 199 1μg /mL 之间 ,平均为 ( 0. 118 2 ±0. 036 3) μg /mL ,其敏感性呈连续单峰曲线分

布 ,可作为灰葡萄孢菌对啶菌口恶唑的敏感性基线。采用紫外线诱导获得了 7株抗药突变体 ,抗药突

变体的菌落直径、菌丝干重、产孢量和致病性明显低于其亲本菌株 ,继代培养 9代后抗药突变体的

抗药性倍数下降。
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Abstract: A to ta l of 102 s ing le2sp ore iso la tes w ere co llec ted from cucum ber o r tom ato infec ted by

B otrytis c inerea w ithou t exposu re to SYP2Z048 in p ro tec ted fie lds in d iffe ren t reg ions of H ebei

Prov ince. The sensitiv ity of the iso la tes w as dete rm ined by m ycelia l g row th ra te inh ib ition tests. The

EC50 va lue d is tribu ted as a un im oda l curve, w hich rang ing from 0. 046 0μg /mL to 0. 199 1μg /mL ,

w ith a m ean value of (0. 118 2 ±0. 036 3 ) μg /mL. The data cou ld be used as base line sensitiv ity of

B. c ine rea to SYP2Z048. Seven SYP2Z0482res is tan t m utan ts w ere ob ta ined th rough u ltrav io le t rad ia tion.

The co lon ies d iam ete r, m ycelia l w eigh t, sporu la tion and pa thogen ic ity ab ility of resistan t m utan ts w ere

sign ifican tly low er than tha t of pa ren ta l iso la tes. The resistance ra te of resistan t m utan ts receded afte r

n ine incuba tions.
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　　灰霉病是由灰葡萄孢菌 B o trytis c ine rea Pe rs.

引起的一种世界性病害 ,该病菌寄主范围广 ,可引

起多种作物的灰霉病。目前我国防治灰霉病的杀

菌剂主要为二甲酰亚胺类的腐霉利、N 2苯氨基甲

酸酯类的乙霉威和氨基嘧啶类的嘧霉胺 ,但灰葡

萄孢菌对上述药剂均已产生了不同程度的抗药

性 [ 1～4 ] 。

由沈阳化工研究院研制的啶菌口恶唑 [ N 2甲基 2
32( 42氯 )苯基 252甲基 252吡啶 232基 2口恶唑啉 ]是一种

结构新颖的杀菌剂。该药剂对于子囊菌、担子菌

和半知菌门真菌引起的病害有效 ,尤其是对灰葡

萄孢菌有特效 [ 5 ] 。目前已经有商品化药剂 25%菌

思奇乳油应用于灰霉病的防治。本研究建立了灰

葡萄孢菌对啶菌口恶唑的敏感性基线 ,并比较了抗

药突变体与亲本菌株的生物学性状 ,以评估其抗

药性风险。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

供试药剂 : 93. 2%的啶菌口恶唑 ( SYP2Z048 )原

药 (沈阳化工研究院提供 ) 。供试番茄品种 :佳粉

15,为易感灰霉病品种。供试菌株 :从河北省保

定、廊坊、承德、衡水 4地未使用过啶菌口恶唑的保护

地中采集黄瓜或番茄灰霉病果、病叶 ,经单孢分离

获得灰葡萄孢菌。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　灰葡萄孢菌对啶菌口恶唑的敏感性测定 　

　采用菌丝生长速率法 ,按文献 [ 6 ]的方法进行。

1. 2. 2　紫外线诱导灰葡萄孢菌对啶菌口恶唑的抗

药性 　参照 B ru in等 [ 7 ]的方法。将供试亲本菌株

的孢子悬浮液均匀涂于含啶菌口恶唑 20μg /mL 的

马铃薯葡萄糖琼脂 ( PDA )平板上 ,于 25 W 紫外灯

下 25 cm 处照射 120 s,每处理 3皿。把能在含药

平板上正常生长的菌碟挑到无药 PDA 平板上 ,培

养 4 d后测定其对啶菌口恶唑的敏感性。

1. 2. 3　抗药突变体与其亲本菌株的生物学特征

研究

1. 2. 3. 1　菌落直径、菌丝干重、产孢量及致病性

测定 　分别将抗药突变体和亲本菌株的菌碟置于

PDA 平板中央 ,每皿 1个菌碟 ,每处理 3次重复 ,

3 d后测量菌落直径 ; 分别将其菌碟接入装有

120 mL 马铃薯葡萄糖 ( PD )培养液的三角瓶中 ,

振荡培养 5 d后 ,过滤菌丝 ,真空抽滤称量菌丝干

重 ;在恒温培养 7 d的 PDA 平板上滴加 10μL 吐

温 280,洗下分生孢子 ,定容至 10 mL ,采用血球计

数板计算孢子悬浮液的浓度。采用离体叶片法 [ 8 ]

进行致病性测定。将其孢子悬浮液接种到番茄复

叶的叶片上 ,每片叶子接种 20μL。

1. 2. 3. 2　抗药遗传稳定性测定 　将抗药突变体

和其亲本菌株在无药 PDA 平板上以菌丝体继代培

养 9代 ,按 1. 2. 1节方法测定其敏感性。

2　结果与分析

2. 1　灰葡萄孢菌对啶菌口恶唑的敏感性

啶菌口恶唑对 102株灰葡萄孢菌的 EC50值最低

为 0. 046 0μg /mL ,最高为 0. 199 1μg /mL ,平均

EC50值为 ( 0. 118 2 ±0. 036 3 ) μg /mL ,敏感性呈

类似正态分布 ,可作为啶菌口恶唑对灰葡萄孢菌的

敏感基线 (图 1 ) 。

图 1　102株灰葡萄孢菌对啶菌口恶唑的敏感性的分布频率

Fig. 1　The sens itiv ity f requency of 102 iso la tes of

B o trytis c ine rea to SYP2Z048

2. 2　紫外线诱导抗药性

5个亲本菌株经紫外线照射后 ,分离获得 7个

突变菌株 , 经测定 , 其抗药性倍数分别为 9. 2、

16. 1、20. 3、39. 5、37. 1、14. 2和 13. 4 (表 1 ) ,表明

亲本菌株都产生了不同程度的变异 ,表现出相当

的抗性。

2. 3　菌落直径、菌丝干重和产孢量比较

通过表 2可以看出 ,抗药突变体的菌落直径、

菌丝干重及产孢量都明显低于其亲本菌株 ,说明

在离体条件下 ,抗药突变体的生长繁殖能力降低。

2. 4　致病性比较

由表 3可知 ,抗药突变体和亲本菌株都是在接

种 24 h后开始发病 , 接种 72 h后 , 除亲本菌株

B 2045发病率为 97. 22%外 ,其他 4株亲本菌株的

发病率达 100%。接种 96 h后病斑面积达到最大

值。在接种 144 h后 ,各菌株开始产孢 ,产孢量都

达到了 0. 9 ×10
7 个 /mL 以上 ,萌发率最低也达到

68%。

241



N o. 1 马建英等 :灰葡萄孢菌对啶菌口恶唑的敏感性基线及抗药突变体的诱导与生物学性状

表 1　紫外线诱导获得的抗啶菌口恶唑突变体的敏感性

Tab le 1　The sens itiv ity of SYP2Z048 res is tan t m u tan ts ob ta ind th rough u ltrav io le t rad ia tion to SYP2Z048

菌株 　　
Iso lates　　

抑制中浓度
EC50 / (μg /mL )

抗药性倍数
Resistance rate

菌株　　
Iso la tes　　

抑制中浓度
EC50 / (μg /mL )

抗药性倍数
Resistance ra te

B 2011 0. 070 7 2 B 2028 0. 070 4 2

B 20112uv208 0. 649 7 9. 2 B 20282uv215 2. 613 8 37. 1

B 20112uv213 1. 135 2 16. 1 B 2040 0. 079 4 2

B 2097 0. 060 6 2 B 20402uv209 1. 124 6 14. 2

B 20972uv205 1. 230 0 20. 3 B 2045 0. 082 4 2

B 20972uv211 2. 390 8 39. 5 B 20452uv220 1. 104 6 13. 4

　　注 :抗药性倍数 =抗药突变体菌株的 EC50值 /亲本菌株 EC50值。下同。

N ote: Resistance ra te = EC50 of resistan t m utan ts iso late / EC50 of paren ta l iso la te. The sam e as below.

表 2　灰葡萄孢菌对啶菌口恶唑的亲本菌株与抗药突变体的菌落直径、菌丝干重和产孢量的比较

Tab le 2　C om p a rison of co lon ies d iam e te r, m yce lia l w e igh t and sp o ru la tion of p a ren ta l iso la tes and resis tan t

m u tan ts of B o trytis c ine rea to S YP2Z048

菌株
Iso la tes

菌落直径
Colon ies

d iam eter /mm

菌丝干重
M ycelia l

w eigh t / g

产孢量
Sporu la tion

/ ( ×107 个 /mL )

菌株
Iso la tes

菌落直径
C olonies

d iam eter /mm

菌丝干重
M ycelia l

w eight / g

产孢量
Sporu la tion

/ ( ×107 个 /mL )

B 2011 74. 8 a 1. 853 4 a 1. 766 7 a B 2028 75. 7 a 1. 860 9 a 1. 866 7 a

B 20112uv208 64. 5 b 1. 375 5 b 0. 800 0 b B 20282uv215 61. 2 b 1. 420 5 b 1. 166 7 b

B 20112uv213 64. 2 b 1. 365 8 b 0. 866 7 b B 2040 74. 6 a 1. 947 2 a 1. 533 3 a

B 2097 71. 3 a 1. 953 5 a 1. 666 7 a B 20402uv209 60. 6 b 1. 496 2 b 0. 833 3 b

B 20972uv205 62. 9 b 1. 529 9 b 0. 600 0 b B 2045 74. 6 a 1. 753 9 a 1. 866 7 a

B 20972uv211 60. 6 c 1. 504 5 c 0. 500 0 b B 20452uv220 60. 6 b 1. 127 8 b 1. 133 3 b

　　注 :根据 D uncan′s最小显著性差异测定 ,同列中数值后标有不同字母表示数值之间差异显著 ( P = 0. 05 ) 。下同。

N ote: V alues in a co lum n fo llow ed by diffe ren t le tte rs a re sign if ican tly d iffe ren t acco rd ing to D uncan′s test ( P = 0. 05) . The sam e as be low.

表 3　灰葡萄孢菌对啶菌口恶唑的亲本菌株与抗药突变体的致病性比较

Tab le 3　Pa thogen ic ity com p a rison of p a ren ta l iso la tes and res is tan t m u tan ts of B o trytis c ine rea to SYP2Z048

菌株
Iso la tes

病斑直径
D iam eter of d isease spo t /mm

发病率
Infec tion ra tio ( % )

24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h

产孢时间
Sporu lation

tim e / h

产孢量
Sporu la tion

/ ( ×107 个 /mL )

孢子萌发率
Rate of spo re

gern ina tion
( % )

B 2011 4. 4 a 9. 6 a 18. 5 a 33. 3 a 63. 89 a 80. 55 a 100. 00 a 144 1. 8000 a 96. 11 a

B 20112uv208 3. 6 c 7. 1 b 11. 4 b 25. 4 b 36. 11 b 52. 78 c 86. 11 b 144 0. 9667 b 79. 56 c

b20112uv213 3. 5 b 7. 0 b 11. 7 b 20. 8 c 41. 67 b 63. 89 b 75. 00 c 144 0. 9000 b 81. 40 b

B 2028 4. 9 a 6. 5 a 10. 9 a 18. 9 a 69. 44 a 88. 89 a 100. 00 a 144 2. 1330 a 91. 80 a

B 20282uv215 3. 6 b 4. 4 b 8. 4 b 10. 8 b 44. 44 b 63. 89 b 75. 00 b 144 1. 4000 b 67. 99 b

B 2040 5. 0 a 6. 4 a 10. 3 a 16. 9 a 61. 11 a 86. 11 a 100. 00 a 144 2. 1333 a 88. 90 a

B 20402uv209 4. 4 b 5. 2 b 8. 3 b 12. 4 b 36. 11 b 63. 89 b 87. 33 b 144 1. 5667 b 73. 33 b

B 2045 3. 6 a 4. 4 a 7. 2 a 11. 3 a 75. 00 a 86. 11 a 97. 22 a 144 2. 0667 a 94. 78 a

B 20452uv220 3. 1 b 3. 9 b 5. 4 b 8. 8 b 47. 22 b 63. 89 b 80. 56 b 144 1. 1333 b 74. 45 b

B 2097 5. 0 a 5. 7 a 9. 4 a 17. 7 a 77. 78 a 88. 89 a 100. 00 a 144 2. 3000 a 89. 84 a

B 20972uv205 3. 5 b 4. 9 b 7. 3 b 11. 5 b 47. 22 b 63. 89 b 88. 89 b 144 1. 2667 b 74. 75 b

B 20972uv211 3. 5 b 4. 8 b 6. 9 c 10. 7 c 36. 11 c 61. 11 b 83. 33 b 144 1. 0 333 c 73. 36 c

2. 5　抗药遗传稳定性

测定结果表明 (表 4 ) , 随着培养代数的增

加 ,抗药突变体和亲本菌株对啶菌口恶唑的敏感性

也随之增加。继代培养到第 9代 ,抗药性倍数分

别降低到 1. 71、8. 66、19. 19、6. 33、7. 81、9. 10

和 22. 47。
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表 4　抗药突变体抗药遗传稳定性测定

Tab le 4　R es is tance descend ib ility of res is tan t m u tan ts of B o trytis c ine rea to S YP2Z048

菌株 　　
Iso la tes　　

[ EC 50 / (μg /mL ) ] /抗药性倍数 ( R esistance ra te)

第 1代
The f irs t gene ra tion

第 3代
The th ird gene ra tion

第 5代
The fif th gene ra tion

第 7代
The seven th genera tion

第 9代
The n in th gene ra tion

B 2011 0. 07 0. 07 0. 06 0. 05 0. 05

B 2011 2uv208 0. 65 /9. 19 0. 60 /8. 55 0. 43 /6. 60 0. 16 /2. 92 0. 08 /1. 71

B 2011 2uv213 1. 14 /16. 06 1. 00 /14. 33 0. 76 /11. 69 0. 59 /10. 90 0. 43 /8. 66

B 2028 0. 07 0. 07 0. 07 0. 06 0. 05

B 2028 2uv215 2. 61 /37. 13 2. 55 /36. 66 2. 01 /29. 84 1. 60 /25. 20 1. 02 /19. 19

B 2040 0. 08 0. 08 0. 07 0. 06 0. 04

B 2040 2uv209 1. 12 /14. 16 1. 11 /14. 10 0. 96 /13. 01 0. 64 /10. 32 0. 25 /6. 33

B 2045 0. 08 0. 07 0. 07 0. 06 0. 05

B 2045 2uv220 1. 10 /13. 41 0. 97 /13. 30 0. 85 /12. 37 0. 65 /10. 60 0. 36 /7. 81

B 2097 0. 06 0. 06 0. 06 0. 06 0. 06

B 2097 2uv205 1. 23 /20. 30 1. 21 /20. 18 0. 95 /15. 79 0. 75 /12. 89 0. 52 /9. 10

B 2097 2uv211 2. 39 /39. 45 2. 26 /37. 54 1. 96 /32. 61 1. 75 /29. 95 1. 30 /22. 47

3　讨论

植物病原菌对杀菌剂的抗药性风险因子多且

复杂 ,可来自药剂的选择压、药剂对病原菌的作用

机制 ,也可来自植物病原菌群体的变异、抗药突变

体的适合度、病原菌对不同作用机制药剂的交互

抗性等 [ 9 ] 。本研究以 7株灰葡萄孢菌对啶菌口恶唑

的抗药突变体 ,与其亲本菌株在菌落直径、菌丝干

重及产孢量等方面进行比较 ,再次证实了抗药突

变体竞争力明显低于其亲本菌株的结果 ,支持了

赵平和司乃国等 [ 10 ]用离体叶片法测定的结果 ,即

活体上抗药突变体明显弱于其亲本菌株 ,不利于

抗药群体的形成 ; 而抗药突变体的抗药水平均随

培养代数的增加而降低 ,说明突变体抗药遗传稳

定性比较差。由上述两方面可推测灰葡萄孢菌对

啶菌口恶唑抗药突变体在失去药剂选择压的情况

下 ,难以发展成为优势菌株 ,由此初步评价灰葡萄

孢菌对啶菌口恶唑具有较低或中等的抗性风险。

生产中单一和过量用药 ,病菌繁殖周期短、产

孢量大等都有利于病菌抗药性的产生。灰葡萄孢

菌是典型的易产生抗药性的病菌 [ 9 ]
,而啶菌口恶唑

又是防治该病的新型杀菌剂。在生产上尚未大量

应用前 ,应进一步探索其作用机制 ,明确该药是否

与其他不同类型的杀菌剂存在交互抗性 ,以便全

面评估其应用前景 ,为生产上科学用药提供理论

依据。
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