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抗戊唑醇禾谷丝核菌的渗透压敏感性
及相对渗率变化研究

夏晓明 , 　王开运 3
, 　范　昆 , 　胡　燕 , 　刘振龙

(山东农业大学 植物保护学院 农药科学系 ,山东 泰安 271018)

摘 　要 :经药剂筛选和 UV 诱导 ,分别获得了抗戊唑醇的禾谷丝核菌 Rhizoc ton ia cerea lis菌株 ,比较

了其与敏感菌株对渗透压的敏感性和经不同浓度戊唑醇处理后的相对渗率变化。在相同的渗透压

环境下 ,敏感菌株对渗透压较抗性菌株更为敏感。不同抗性菌株间对渗透压的敏感性在低渗和中

渗环境下差异不大 ,在高渗环境下有一定的差异 ;而敏感菌株只对低渗透压 ( 1%葡萄糖 )和高渗透

压 (8%葡萄糖 )相对较为敏感。用不同浓度的戊唑醇处理后 ,与敏感菌株相比 ,抗性菌株能在较短

的时间里 (1 h)渗出更多的电解质 ,但最终前者的相对渗率要明显高于后者。用高浓度的戊唑醇处

理抗性菌株后 ,其相对渗率明显高于低浓度处理。

关键词 : 禾谷丝核菌 ;戊唑醇 ;渗透压 ;相对渗率
中图分类号 : S481. 4　　　　文献标识码 : A 　　　　文章编号 : 100827303 (2005) 0220126205

Changes of Rela tive L eakage and O sm olar ity Sen sitiv ity to
Tebuconazole2resistan t Stra in s of R h izoc ton ia ce rea lis

X IA X iao2m ing, 　W AN G Kai2yun
3

, 　FAN Kun, 　HU Yan, 　L IU Zhen2long

(D ep a rtm en t of Pes tic ide Sc ience, C o llege of P lan t P ro tec tion,

Shandong Agricu ltu ra l U nivers ity, Ta iπan 271018, C h ina )

Abstract: The m u tan ts in d iffe ren t res is tance leve l of Rh izoc ton ia ce rea lis to tebuconazo le w e re

se lec ted on PDA m ed ium am ended w ith the fung ic ide and irrad ia ted by UV resp ec tive ly. Then

changes of the sens itiv ity to osm o la rity and re la tive leakage a t d iffe ren t concen tra tions of tebuconazo le

in d iffe ren t tim es w ere com p a red be tw een resis tan t s tra ins and sens itive stra in resp ec tive ly. In the

sam e concen tra tions of dex trose, the sensitive stra in w as inh ib ited m o re than a ll res is tan t s tra ins. A ll

the res is tan t s tra ins had no obv ious d iffe rence on the PDA con ta in ing 1% and 4% dex trose, bu t have

som e d iffe rence on the 4% dex trose m ed ium in m yce lium g row th. H ow ever, the sens itive s tra in w as

m o re sensitive to 1% and 8% dex trose com p a red w ith 4% dex trose m ed ium. The resu lts of re la tive

leakage show ed tha t, the resis tan t s tra ins cou ld leak m o re e lec tro ly te than the sens itive s tra in in 1 h

af te r trea tm en t w ith d iffe ren t concen tra tions of tebuconazo le. H ow eve r, the re la tive leakage of

sensitive stra in w as h ighe r than tha t of resis tan t s tra ins f ina lly. In add ition, the re la tive leakage of

res is tan t s tra ins trea ted w ith h igh concen tra tions of tebuconazo le w as h ighe r than trea ted w ith low

concen tra tions.
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　　小麦纹枯病 Rh izoc ton ia ce rea lis (又称小麦尖

眼斑病 )是一种在世界各地小麦上广泛发生、分布

的土传真菌病害 [ 1～4 ]
,由丝核菌属引起 ,早在 1934

年国外就有报道。在我国 ,小麦纹枯病的病原主

要是禾谷丝核菌 Rh izoc ton ia ce rea lis
[ 5～7 ] 。1973年

以来 ,此病在我国发生并逐年加重 ,近年来在鲁、

豫、陕、苏、皖等小麦种植区发生较为普遍 ,已成为

影响小麦高产稳产的重大障碍 [ 8～13 ] 。戊唑醇是德

国拜耳公司于 20世纪 80年代开发的一种三唑类

杀菌剂 ,属于麦角甾醇合成抑制剂 ,对小麦纹枯病

具有很好的防治效果 ,同时也能兼治麦类黑穗病

U stilago ko lle ri、散黑粉病 U stilago tritic i
[ 14～17 ] 。作

者已经在田间发现抗戊唑醇的小麦纹枯病菌菌

株 ,且室内研究也证明禾谷丝核菌对戊唑醇的抗

性风险性较大 ,易产生高水平的抗性 ,抗性菌系对

其他药剂的交互抗性范围较广 [ 18 ] 。

杨谦 [ 19 ]认为 ,病原菌细胞膜透性的改变 ,导致

杀菌剂不能进入病原菌或者病原菌能高速排泄杀

菌剂 ,从而表现为抗药能力的增强。石志琦等 [ 20 ]

曾测定并比较了对菌核净敏感和产生抗性的核盘

菌 Sc le ro tin ia sc le ro tio rum菌丝体浸出液的电导率

及其对渗透压的敏感性 ,用菌丝体细胞内电解质

的渗漏情况来描述其抗性机制。丁中等 [ 21 ]认为可

以运用电导率法来鉴定抗性和敏感菌株。张永杰

等 [ 22 ]研究发现 , 抗腐霉利的灰霉病菌 B o trytis

c ine rea菌株的细胞膜透性和对渗透压的敏感性要

明显高于敏感菌株。而戊唑醇本身就能够引起小

麦纹枯病菌细胞膜透性发生变化 ,使细胞内物质

向外渗漏、沉积 ,从而导致细胞壁加厚 ,最终导致

菌丝细胞解体死亡 [ 23, 24 ] 。

作者通过药剂筛选和 UV 诱导 ,分别获得了抗

戊唑醇的禾谷丝核菌菌株 ,并与敏感菌株的电导

率和对渗透压的敏感性进行了比较 ,用以检验抗

性和敏感菌株之间细胞膜透性是否发生变化 ,以

分析其可能的抗性生理机制。

1　材料与方法

1. 1　供试菌株

WW 为供试敏感菌株 ,采自山东泰山中天门

狗尾草上 ,从未使用过化学药剂 ,敏感度较高 ,经

分离鉴定确定为禾谷丝核菌 R1 ce rea lis,小麦接种

后其发病症状与田间一致 ; WW L 为药剂连续选择

获得的高抗菌株 ; W X1、W X2为 UV 诱导获得的

中抗菌株。

1. 2　药剂和主要仪器

97%戊唑醇 ( tebuconazo le )原药 (山东华阳科

技股 份 有 限 公 司 生 产 ) , 用 丙 酮 溶 解 , 配 成

1 000μg /mL的戊唑醇母液 ,然后用重蒸水稀释至

各所需浓度。

DD S 211A 型电导仪 (上海雷磁仪器厂 ) 。

1. 3　禾谷丝核菌抗药突变体诱导方法

1. 3. 1　药剂连续选择 　将 WW 菌株稳定培养后 ,

测定其毒力基线。然后每代以抑制菌丝生长 50%

以上的药剂浓度在含药的 PDA 培养基上诱导选择

培养 4 d,连续选择 35代 ,获得稳定的 WW L 高抗

菌株。试验重复 4次 ,每个重复 1皿。

1. 3. 2　紫外诱变 　WW 菌株经 25℃培养 4 d后 ,

制成直径 5 mm 的菌碟 (以下简称菌碟 ) ,接入含

0. 05μg /mL 戊唑醇的 PDA 平板上 ,培养 24 h后 ,

置于已预热 15 m in的紫外灯 ( 25 W , 250 nm )下

20 cm 距离处照射 8 m in,然后于 25℃下黑暗培养

7 d。将 PDA 平板上长出的扇形角突变体转移到

W A 平板上 ,菌丝生长稀疏。显微镜下切取单细胞

菌丝片段进行菌株纯化。试验重复 3次 ,每个重

复 16皿 ,共 48皿 ,以不照射处理为对照。

1. 4　抗药突变体对渗透压的敏感性测定

将禾谷丝核菌对戊唑醇的敏感菌株和抗性菌

株在 PDA 平板上、25℃培养 4 d后 ,制成 5 mm 菌

碟 ,分别接入到含有质量分数为 1%、2%、4%、8%

葡萄糖的 PDA 培养基上 , 25℃培养 4 d后 ,测量菌

落直径。以 2%葡萄糖 PDA 平板上生长的菌落直径

为对照 ,计算不同质量分数葡萄糖培养基上菌丝的生

长抑制率。试验重复 4次 ,每个重复 1皿。

　　生长抑制率 ( % )

= 1 -
处理菌落直径 - 菌饼直径
对照菌落直径 - 菌饼直径

×100

1. 5　药剂对抗药突变体细胞膜透性的影响测定

将上述供试菌株于 PDA 平板上、25℃培养 4 d

后 ,制成 5 mm 菌碟分别接入 PD 培养液中 ,振荡

( 120 r /m in)培养 4 d后取菌丝备用。新鲜菌丝用

重蒸水冲洗 ,真空抽滤后称取菌丝鲜重 2 g放入锥

形瓶中 ,分别加入由 25 mL 重蒸水稀释的戊唑醇

药 液 (浓 度 分 别 为 0、0. 5、1. 0、5. 0、10. 0、

25. 0μg /mL ) 。25℃恒温水浴中振荡 ( 120 r /m in)

不同时间后 ,用电导仪测定电导率。以菌丝加重

蒸水为对照。同时测定各浓度药剂分别在 0、5、

10、15、30、60、90、120、180、240、300、360、420、

540 m in时的电导率 ,最后煮沸 (死处理 ) ,测定电
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导率。据此计算每次测定的相对渗率 ,然后根据

渗漏情况比较细胞膜的透性。每个处理重复 3次。

相对渗率 ( % ) =
C t - C0

C死处理
×100

C t ———某一时刻的电导率值 ; C0 ———最初
( 0 m in)的电导率值 ; C死处理 ———死处理后的电导率

值。

2　结果与分析

2. 1　抗性菌株的获得

将敏感菌株在含药培养基上连续培养至第

35代 ,其对戊唑醇的 EC50值由 0. 012 0μg /mL增加

到 0. 400 4μg /mL ,抗性达 33. 4倍 ,形成了较高水

平的抗性菌系。敏感菌株经 UV 诱变后 ,在第 7 d

时共获得 3株扇形角突变体 ,在 PDA 上转移培养

8代后 ,共获得 2株能在 0. 5μg /mL 戊唑醇浓度

下生长的稳定的抗药突变体 , 菌落突变频率为

4. 2% ,获得的抗药突变体分别编号为 W X1 和

W X2,其 EC50值分别为 0. 122 6和 0. 377 5μg /mL。

2. 2　抗性菌株对渗透压的敏感性

由表 1可以看出 ,禾谷丝核菌对戊唑醇的敏感

和抗性菌株在低渗透压 ( 1%葡萄糖 )下 ,其生长抑

制率分别为 22. 76%和 11. 12%、13. 37%、13. 69% ,

敏感和抗性菌株间差异显著 ,说明在低渗透压环

境下敏感菌株比抗性菌株更敏感。在中等渗透压

( 4%葡萄糖 )环境中 ,敏感菌株和抗性菌株的生长

抑制率差别不大。而在高渗透压 ( 8%葡萄糖 )下 ,

抗性菌株与敏感菌株的生长抑制率都高于其在低

等和中等渗透压环境下的抑制率 ,且相互间差异

较大 :敏感菌株的生长受抑制最明显 ,生长抑制率

达 44. 72% ; 其次为 W X2 菌株 , 其生长抑制率

为 32. 14% ; WW L 和 W X1的生长抑制率分别为

27. 02%和 18. 02%。所有抗性菌株对高渗透压均较

为敏感 ,但对低渗透压和中等渗透压敏感性相对较

低 ;而敏感菌株对低渗透压和高渗透压都较为敏感。

Tab le 1　Inh ib ition of a ll iso la tes in cu ltu re m ed ium

w ith d iffe ren t concen tra tions of dex trose ( % )

Iso la tes
Concen trations of dex trose

1% 2% 4% 8%

WW 22. 76 a 0 19. 90 a 44. 72 a

W X1 11. 12 c 0 11. 12 b 18. 02 d

W X2 13. 37 b 0 17. 33 a 32. 14 b

WW L 13. 69 b 0 17. 04 a 27. 02 c

　N ote: D ata in the tab le w ere tested by D uncanπs test, da ta in the

sam e raw fo llow ed by d ifferen t le tte rs show significan t d iffe rence a t

0. 05 leve l. The sam e as be low.

2. 3　药剂对抗性菌株细胞膜透性的影响

由图 1可以看出 ,用不同浓度的戊唑醇处理

后 ,各菌株在 1 h内相对渗率上升迅速 ,且抗性菌

株的相对渗率明显高于敏感菌株。表明不同菌株

的菌丝细胞在药剂处理 1 h内电解质迅速渗漏 ,且

抗性菌株较敏感菌株渗出的电解质更多。

用不同浓度的戊唑醇处理 1 h后 ,所有抗性菌

株的相对渗率都呈下降趋势 ,而敏感菌株的相对

渗率变化趋势有一定的差异 : 用相对低浓度

( 0. 5、1μg /mL )和较高浓度戊唑醇 ( 5μg /mL )处

理敏感菌株 1 h后 ,其相对渗率呈下降趋势 ; 而用

高浓度的戊唑醇 ( 10、25μg /mL )处理 1 h后 ,其相

对渗率呈先下降后上升的变化规律。6 h后 ,各处

理抗性菌株的相对渗率明显低于敏感菌株 ,说明

最终敏感菌株要比抗性菌株渗出更多的电解质。

从图 1中还可看出 ,用不同浓度的戊唑醇处理

抗性菌株 9 h后 ,相对渗率有明显的差异。不用

( 0μg /mL )及用低浓度的戊唑醇 ( 0. 5、1μg /mL )

处理 ,所有抗性菌株的相对渗率都小于零 ; 用较高

浓度的戊唑醇 ( 5μg /mL )处理 9 h,只有 W X 1的

相对渗率小于零 , W X 2和 WW L 的相对渗率都大

于零 ;但当用高浓度的戊唑醇 ( 10、25μg /mL )处

理 9 h后 ,所有抗性菌株的相对渗率都明显大于

零。抗性菌株的相对渗率表现出随戊唑醇处理浓度

的提高而增大的规律。

3　讨论

通过药剂连续选择和 UV 诱导 ,获得了 3株对

戊唑醇具有不同抗性水平的禾谷丝核菌突变体 ,

证明在一定的选择压力下 ,禾谷丝核菌极易对戊

唑醇产生抗性。且在药剂连续选择过程中发现 ,

其抗性水平可以随着药剂选择压的提高而不断提

高 ,抗性具有累加效应。证明禾谷丝核菌对戊唑

醇的抗性风险性较大 ,应及早重视其合理使用和

抗性治理问题 ,以延长该药剂的使用寿命。

微生物在高渗透压环境的胁迫下 ,大多都可

以合成或从环境中吸收一些低分子质量的物质来

调节自身的渗透压以平衡外界渗透压的增高 [ 25 ] 。

而 E llis等 [ 26 ]认为 ,菌体在高渗透压环境中需要不

断合成甘油来维持细胞膨压而消耗大量能量 ,故

生长受到抑制甚至不能生长 ,渗透压突变和抗药

性突变可能是同源的。张永杰等 [ 22 ]研究并比较了

灰霉病菌高抗腐霉利菌株和敏感菌株对渗透压的

敏感性 ,发现抗性菌株对渗透压更敏感。石志琦
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Fig. 1　The change of relative leakage in different concentrations of

tebuconazole between resistant strains and sensitive strains in different times

\等 [ 20 ]在研究核盘菌抗菌核净突变菌株性质时 ,也

发现抗性菌株在较低和较高渗透压下其生长抑制

率均大于敏感菌株。本研究结果与文献报道的不

同 ,作者发现在相同的渗透压环境下 ,敏感菌株对

渗透压更为敏感 ,说明抗性菌株的渗透调节能力

要大于敏感菌株。但所有抗性菌株之间对渗透压

的敏感性在低渗和中渗环境下差异不大 ,在高渗

环境下有一定的差异 ,说明抗性菌株之间的抗逆

性也有一定的差异。对抗性菌株的生长抑制率随

渗透压提高而逐渐增大 ,即抗性菌株对渗透压的

敏感性随渗透压提高而增大 ; 而敏感菌株只对低

渗透压 ( 1%葡萄糖 )和高渗透压 ( 8%葡萄糖 )相对

较为敏感。

石志琦等 [ 20 ]和张永杰等 [ 22 ]分别测定了核盘

菌抗菌核净突变菌株及灰霉病菌高抗腐霉剂菌株

的电导率 ,并将其与敏感菌株进行了比较 ,他们都

发现抗性菌株能够在较短的时间里渗出更多的电

解质。已有的研究表明 ,戊唑醇本身就能够引起

小麦纹枯病菌细胞膜透性发生变化 ,使细胞内物

质向外渗漏、沉积 ,从而导致细胞壁加厚 ,最终导

致细胞死亡 [ 6, 23 ] 。本研究发现 :当用不同浓度的戊

唑醇处理后 ,与敏感菌株相比 ,抗性菌株能在较短

的时间里 ( 1 h)渗出更多的电解质 ;但进一步的测

定结果表明 ,最终 ( 6 h后 )敏感菌株的相对渗率要

明显高于抗性菌株 ,敏感菌株要比抗性菌株渗出

更多的电解质 ; 并且高浓度的戊唑醇处理抗性菌

株后 ,其相对渗率要明显高于低浓度处理。

本研究结果说明 ,当用戊唑醇处理敏感和抗

性菌株后 ,所有菌株细胞膜的透性都发生了变化 ,

使得细胞内物质向外渗漏。最终敏感菌株的相对

渗率要明显高于抗性菌株 ,说明抗性菌株适应戊

唑醇的能力明显高于敏感菌株 ,其细胞膜受损伤

的程度相对较小 ,使其细胞膜的透性相对低于敏

感菌株 ,且这种适应能力随着戊唑醇处理浓度的

增大而降低。对渗透压的研究结果也证实了这一

点。但与敏感菌株相比 ,抗性菌株能在较短的时
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间里 ( 1 h)渗出更多的电解质 ,说明在较短的时间

里 ,抗性菌株能够更快速地将杀菌剂排出体外。

所以 ,禾谷丝核菌细胞膜透性的改变和短时间内

高速排泄杀菌剂的机制可能是其对戊唑醇产生抗

性的主要生理机制 ,但是否与亲和性降低有关尚

有待进一步研究。

在以前的研究中 ,电导率的测定时间相对较

短 ,大都在 2 h之内 ,在本研究中笔者将测定时间

延长到 9 h,结果发现 ,在 2 h之内电导率的变化规

律与前人的研究结果相符 ,但这并不能反映其完

整的变化规律 ,适当延长测定时间更能体现电导

率的发展变化趋势 , 6 h后其变化基本趋于稳定 ,

因此建议今后在进行敏感菌株和抗性菌株电导率

比较研究中 ,测定时间应延长至 6 h。
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