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杀菌剂抗性分子检测技术的研究进展

李红霞,　王建新,　周明国3

(南京农业大学 植物保护学院,江苏 南京 210095)

摘　要: 靶标病菌基因突变是许多内吸性杀菌剂出现抗性的根本原因,检测与抗药性相关的靶标病菌基因突变对

阐明抗药性发生的分子生物学机制及进行早期诊断具有重要意义。目前已成功用于检测靶标病菌抗药性菌株的分

子检测技术有 6种: 等位基因特异性扩增、限制性片段长度多态性、等位基因特异性寡核苷酸杂交、单链构象多态

性、实时定量PCR、变性高效液相色谱分析。这些技术能够快速、灵敏地检测田间早期出现的抗药性或抗药性种群

的发展动态,在病害的可持续管理系统中科学使用杀菌剂方面发挥着重要作用。
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The Progress of D NA -based Approaches for

D etection of Fung ic ide Resistance
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(Colleg e of P lan t P rotection, N anj ing A g ricu ltu re U niversity , N anj ing 210095, Ch ina)

Abstract: Gene m u tat ion is the fundam en ta l reason w hy m any p lan t phytopathogen ic fungi show

the resistance to lo ts of system ic fungicides. It is impo rtan t to detect rela t ive gene m u tat ion to

reveal mo lecu lar m echan ism of fungicide resistance and earlier d iagno sis. Six mo lecu lar

techn iques have been successfu lly emp loyed to detect resistan t iso la tes of target fungu s, such as

A llele2Specif ic Amp lif ica t ion (A SA ) , R estrict ion F ragm en t L ength Po lymo rph ism (PCR 2R FL P) ,

A llele2Specif ic O ligonucleo t ide H yb rid iza t ion ( A SOH ) , Single2Strand Confo rm at ion

Po lymo rph ism ( SSCP ) , Q uan t ita t ive R eal2t im e PCR , D enatu ring H igh2Perfo rm ance L iqu id

Ch rom atography (DH PL C). T hese modern techn iques can detect earlier fungicide resistance o r

developm en t of resistan t sub2popu la t ion in field t im ely, qu ick ly and accu ra tely. T he increasing

u se of d iagno st ic too ls to detect fungicide resistance p lays an impo rtan t part in imp roving the

ra t ional u se of fungicides fo r su sta inab le d isease m anagem en t system s.

Key words: ta rget fungu s; gene m u tat ion; fungicide resistance; mo lecu lar detect ion

　　植物病原物抗药性是指本来对农药敏感的野生

型病原物,由于遗传变异而对药剂出现敏感性下降

的现象。群体中抗药性菌株的频率和抗药性程度达

到某一水平导致药剂常规使用剂量下的防治效果下
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降或失败, 说明此时田间病原菌可能已出现抗药

性[1 ]。在病原群体中不敏感的抗药性菌株比例很低

时,药剂一般不表现效果下降。由于传统的抗药性检

测技术 (如菌丝生长法、孢子萌发法等)耗费时间和

人力,尤其对难培养的病原菌和活体寄生菌的检测

过程很难把握,因此在抗药性个体频率低于1%以下

时,难以用传统的方法检测到抗药性菌株的存在[2 ]。

但是由于病原物的繁殖、传播速度一般都很快,在自

然界存在的数量又很大,因此再经过几次药剂选择

后,抗药性病原亚群体 (sub2popu la t ion)可能会成为

致病病原群体中的主体,造成突发性的抗药性病害

流行。

为了尽早检测出田间是否已出现了抗药性和了

解抗药性的发展动态,有必要针对抗药性机制建立

相应的特异和灵敏的检测方法; 而一种新产品的开

发也必须评价其作用机理及抗药性的产生机制[3 ]。

核酸水平的分子诊断技术[4 ]能够快速、准确、灵敏地

检测出田间早期出现的抗药性菌株和监测抗药性群

体的发展动态,及时指导农民和农药企业调整防治

策略,既可确保药剂的防治效果,又能延长杀菌剂的

使用寿命。

目前直接检测基因突变的方法有: 单链构象多

态性 (Single2Strand Confo rm at ion Po lymo rph ism ,

SSCP ) ,异源杂合双链技术 (H eterodup lex T echno2
logy, H TX) , 变性梯度凝胶电泳 (D enatu ring Gra2
dien t Gel E lectropho resis, D GGE ) , 化学裂解法

(Chem ical C leavage of M ism atch, CCM ) , 变性高

效液相色谱分析 (D enatu ring H igh2Perfo rm ance

L iqu id Ch rom atography, DH PL C ) , 毛细管电泳

(Cap illary E lectropho resis, CE) , 碱基切割序列扫

描 (Base Excision Sequence Scann ing, BESS) , 等

位基因特异性寡核苷酸杂交 ( A llele 2Specif ic

O ligonucleo t ide H yb rid iza t ion, A SOH ) ,直接测序

法 (D irect Sequencing, D S) , 等位基因特异性扩

增 (A llele 2Specif icAmp lif ica t ion , A SA ) , 限制性

片断长度多态性 ( R estrict ion F ragm en t L ength

Po lymo rph ism , PCR 2R FL P ) , 实 时 定 量 PCR

(Q uan t ita t ive R eal2t im e PCR ) ,单核苷酸引物延伸

(Single2N ucleo t ide P rim er Ex ten sion, SN uPEX )。

现将其中可用于快速检测杀菌剂抗性相关基因点突

变的方法列举如下。

1　等位基因特异性扩增 (A llele-Spec if ic

Am pl if ica tion , ASA )

　　该方法的原理是: 由于PCR (Po lym erase Chain

R eact ion)过程中引物延伸是 3′端开始的,所以 3′末

端的碱基对引物的延伸至关重要。因此在引物设计

中, 根据已知突变位点在引物 3′端或中间设计一个

错配碱基,使之仅能与敏感型或抗药型互补而只扩

增相应的敏感或抗药性基因。也可以将多个引物在

一个反应体系中进行 (多重A SA ) ,其产物通过毛细

管电泳完成多个点突变的检测。

作者根据油菜菌核病菌S clerotin ia sclerotiorum

对多菌灵 (carbendazim , M BC)产生抗药性是由于

Β2微管蛋白基因 198 位 Glu (GA G)点突变为A la

(GCG)所致[5 ] ,设计了以下的特异性引物[6 ]:

S2TR (5′TCGA GAA CTCT GA CGC 3′)

S2T S (5′TCGA GAA CTCT GA CGA 3′)

右翼引物SS21 (5′AA GA TA GCA GA GCA GGT 3′)

以油菜菌核病菌基因组 DNA 为模板, 当用

S2TR öSS21引物时,能够扩增出一条 373 bp 片段核

酸的菌株即为M BCHR (EC 50 > 100 ΛgömL ) ,无扩增

条带的菌株为M BCS (EC50< 1 ΛgömL ) ; 当用S2T Sö

SS21引物时,扩增出373 bp 片段核酸的是M BCS,无

扩增条带的为M BCHR菌株。因此通过A SA 方法能直

接鉴别M BCHR和M BCS 菌株。

L uck 等[7 ]根据灰霉病菌B otry tis cinerea 抗药

性菌株是由于Β2微管蛋白基因 198 位GA G 点突变

为GCG 引起的,设计了3个引物BCM、BCR 和BCF。

当引物对BCM 与BCR 一起扩增时,BCM 与敏感菌

株的 3′端A 产生错配, 故不能扩增出敏感菌株的

Β2微管蛋白基因,只能扩增出抗性菌株的基因片段

(281 bp )。当用引物BCM、BCR 和BCF 一起扩增时,

抗性菌株可产生381 bp 和281 bp 两条带,而敏感菌

株只产生一条381 bp 的条带。

等位基因特异性扩增方法已成功用于检测大麦

云纹斑病菌 R hy nchosp orium seca lis
[8 ]、马铃薯块

茎斑点病菌H elm in thosp orium solan i
[9 ]、苹果黑

星病菌V en tu ria inaequa lis、日本梨黑星病菌V .

nash icola
[4 ]、苹果褐腐病菌M on ilin ia f ructicola

[10 ]

对苯并咪唑类杀菌剂的抗药性; 小麦白粉病菌

E ry sip he g ram in is f. sp. tritici
[11 ]、香蕉黑斑病

菌M y cosp haerella f ij iensis
[12 ] 、黄 瓜 霜 霉 病 菌

P seud op eronosp ora cubensis
[13 ]、黄 瓜 白 粉 病 菌
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P od osp haera f usca
[13 ]、链格孢属A lterna ria spp. [14 ]

等对甲氧丙烯酸酯类杀菌剂的抗药性; 及 E.

g ram in is f. sp. hord ei
[15 ]、意大利青霉 P en icillium

ita licum 和葡萄白粉病菌 U ncinu la neca tor
[16 ]对

DM Is类杀菌剂的高水平抗药性菌株。

2　限制性片段长度多态性 (Restr ict ion

Fragm en t L ength Polym orph ism , PCR-

RFL P)

　　该方法根据单碱基突变会导致抗药性菌株获得

或丧失某些限制性酶切位点,进行定性检测。如S.

sclerotiorum 的M BCHR菌株Β2微管蛋白基因第197位

密码子GA C 与198位密码子GCG 形成一个T ha I限

制性酶切位点 (CGCG) [6 ] , 因此只有M BCHR菌株才

能被T ha I酶切,M BCS 菌株则不被酶切。用引物B 1ö

B 3 扩增出一段 874 bp 的片段, 用 T ha I 酶切后,

M BCHR菌株的核酸可产生 193 bp 和 681 bp 两个片

段,而M BCS 菌株只有一条874 bp 片段。

M cKay等[9 ]根据H . solan i对苯菌灵 (benom yl,

简写为ben)的抗药性是由于Β2微管蛋白基因198位

GA G (Glu)点突变为GCG (A la)或CA G (Gln) , benS

菌株 198ö199 位形成B sa I酶切位点 (3′CCA GA G

5′)。对于引物SS2fo r和SS2rev的PCR 产物, benS菌

株用B sa I酶切后有 420 bp、390 bp和 62 bp 三个片

段,而 benR 菌株只有 482 bp 和 390 bp 两个片段。

L uck 和 Ish ii 等也采用内切酶 T ha I 检测了 B .

cinerea
[7 ]和V . nash icola

[4 ]对苯菌灵的抗药性菌株。

目前已明确甲氧基丙烯酸酯类杀菌剂田间抗性

的产生多数是由于靶标病菌的细胞色素 b 基因

(Cy tb)第 143 位的氨基酸由谷氨酸突变为丙氨酸

(G143A )或第129位氨基酸由苯丙氨酸突变为亮氨

酸 (F129L )所致, G143A 和F129L 的突变位点又分

别形成了等位基因特异性内切酶 I ta1 (F nuH 4, GCN

3 GC ) 和 S ty 1 (C 3 CNN GG ) 的酶切位点。目前

已用 I ta1和 S ty 1成功检测出 E . g ram in is f. sp.

tritici
[12 ]、P. f usca、P. cubensis

[13 ]、M . f ij iensis
[12 ]、

A lterna ria spp. [17 ]、V . inaequa lis
[18 ] 和 灰 梨 孢

Py ricu la ria ory z ae、P. v iticola
[19, 20 ]对甲氧基丙烯酸

酯类杀菌剂的抗药性菌株。

3　等位基因特异性寡核苷酸杂交 (A llele-

Spec if ic O l igonucleotide Hybr id iza tion ,

ASOH)

　　该方法的原理是利用人工合成的寡核苷酸片段

(一般为 19个碱基)作为探针与经PCR 扩增获得的

靶DNA 进行杂交,在严格控制杂交条件的前提下,

通过斑点杂交检测,探针与靶DNA 片段之间只要有

一个碱基不相互配对或错配, 就能快速检出。

Koen raadt等[21 ]根据V . inaequa lis对苯菌灵的不同

抗药性表现型在Β2微管蛋白基因第 198和 200位氨

基酸不同的点突变情况,设计了 4 个A SO 探针,末

端用Χ232PA T P 标记,探针如下:

198 200

A SO S2LR　5′C TCT GA C GAG A CA T TC T G 3′

A SOM R 5′ C GAG A CA TAC T GC T GG A T T GA 3′

A SO HR 5′C TCT GA C AAG A CA T TC T G 3′

A SO VHR 5′C TCT GA C GCG A CA T TC T G 3′

　　将包含编码198至200位氨基酸密码子的PCR

产物用碱性溶液变性,将其斑点印迹结合在尼龙膜

上,再用以上 4个A SO 探针与尼龙膜上的斑点进行

杂交,根据杂交印迹,可鉴别相应的抗药性表型。最

佳的杂交和洗膜温度条件分别为64、61、61和63℃。

W heeler 等根据R. seca lis 对苯菌灵的抗药性

是由于Β2微管蛋白基因198位点突变使得Glu 被Gly

或L ys 替代引起的, 设计了 3 个包含 15 个碱基的

A SO 探针, 探针末端用 Χ232 PA T P 或生物素标记,

A SO 探针如下:

　　　　　　　　　　198

A SO S　5′TCT GA T GA G A CC T TC 3′

A SO R 1 5′TCT GA T GGG A CC T TC 3′

A SO R 2 5′TCT GA T AA G A CC T TC 3′

将PCR 扩增所得的DNA 碱变性后,斑点印迹

结合在尼龙膜上,再用A SO 探针杂交,此后通过严

格的洗膜温度 (40、48、50℃) ,除去有碱基错配的探

针。根据各个菌株的PCR 产物所结合的A SO 探针类

型,以检测抗性 (R 1和R 2)、敏感 (S)菌株。

3N o. 4 李红霞等:杀菌剂抗性分子检测技术的研究进展
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4　单链构象多态性 (Single-Strand Confor-

ma tion Polym orph ism , SSCP)

　　1989 年 O rita [22 ]等提出的单链构象多态性

(SSCP)作为一种检测基因突变的方法,经不断改进

和完善,更为简便、快速、灵敏,可用于检测基因点突

变及短序列的缺失和插入,是目前最常用的检测未

知点突变的方法。其原理是:在不含变性剂的中性聚

丙烯酰胺凝胶中,单链DNA 的迁移率除与DNA 长

度有关外,更主要决定于DNA 单链所形成的空间构

象,相同长度的单链DNA 因其顺序不同或单个碱基

差异,所形成的构象就会不同。PCR 产物经变性后

进行DNA 凝胶电泳时,每条单链处于一定的位置,

靶DNA 中若发生碱基缺失、插入或置换时,就会出

现泳动变位,从而提示该片段基因变异的存在。

PCR 2SSCP 技术的优点有:操作简单,不需要特

殊仪器, 技术容易掌握; 实验步骤少, 周期短; 费用

低,所用试剂均价格低廉; 可用非同位素法检测; 适

用于大样品筛选。如能采用本法筛选出所需测序的

样品,可大大避免盲目测序带来的人力、物力和时间

上的浪费,加快测序工作的进度。

PCR 2SSCP 技术的缺点是不能确定变异的位

置,检测时可能出现假阳性。其中单链DNA 片段越

小,检测的灵敏度越高。O rita 认为SSCP 能检出250

～ 300 bp DNA 片段中一个碱基的变异, H ayash i认

为SSCP 分析对于小于400 bp 的PCR 产物最有效。

Ish ii等[4 ]第一次将SSCP 用于检测日本梨黑星

病菌对苯并咪唑类杀菌剂的抗药性,并采用毛细管

电泳和荧光检测系统分离PCR 产物。

5　实时定量 PCR (Quan tita tive Rea l- t im e

PCR)

　　严格意义的实时定量 PCR 技术是指用 SYBR

Green I荧光染料和荧光探针 (如T aqM an 探针、分

子信标)通过监测PCR 过程 (扩增效率)达到精确定

量起始模板数的目的,同时以内参对照有效排除假

阴性结果。由于荧光标记物与扩增产物结合后,被激

发的荧光强度和扩增产物成正比,在反应体系和反

应条件完全相同时,样本含量应与扩增产物的对数

成正比,故在一定条件下荧光强度和样本含量成正

比。根据 PCR 扩增呈指数增长的原理, 实时定量

PCR 就是在指数增长期根据荧光信号的变化实现

对原始模板的准确定量。

SYBR Green I是一种只与DNA 双链结合的荧

光染料, 当它与DNA 双链结合时, 发出荧光, 从

DNA 双链上释放出来时,荧光信号急剧减弱。因此,

在一个体系内,其信号强度代表了双链DNA 分子的

数量。SYBR Green I荧光染料能与所有的DNA 双

链结合,对DNA 模板没有选择性,所以特异性不如

T aqM an 探针, 但成本低廉。 F raajie 等[23 ]用 Syb r

green I荧光染料的定量 PCR 诊断 E. g ram in is f.

sp. tritici和S ep toria tritici对甲氧基丙烯酸酯类杀

菌剂的抗药性, 同时建立了基于定量 PCR 和

T aqM an荧光染色探针微孔平板包埋技术的抗药性

相关基因点突变检测技术。 Sirven 等[24 ]用 Syb r

green I (Roche) 荧光染料结合定量 PCR 检测了

P lasm op a ra v iticola 对咪唑菌酮 (fenam idone)的抗

药性。

PCR 扩增时在加入一对引物的同时加入一个

特异性的荧光探针 (如 T aqM an 探针) , 该探针为

寡核苷酸 , 两端分别标记一个报告荧光基团

(R epo rter)和一个淬灭荧光基团 (Q uencher)。探针

完整时,报告基团发射的荧光信号被淬灭基团吸收,

仪器检测不到信号; PCR 扩增时, T aq 酶在链延伸

过程中遇到与模板结合的探针,其 5′→3′外切酶活

性将探针酶切降解,使报告荧光基团和淬灭基团分

离,能量不能被吸收,即产生荧光信号。所以每经过

一个 PCR 循环,荧光信号和目标片段一样,有一个

同步指数增长的过程。

定量 PCR 由于具有快速、灵敏、可靠和高通量

检测的优点,已被越来越多地用于检测田间抗药性

群体的发展动态。本实验室已开始使用T aqM an 探

针标记的定量PCR 方法监测田间S. sclerotiorum 抗

多菌灵的群体发展态势。

6　变性高效液相色谱分析 (D ena tur ing

H igh-Performance L iqu id Chroma tography,

D HPLC)

　　代表突变检测手段新进展的DH PL C 技术, 包

括突变位点的特异性扩增片段和用高压液体层析法
(H PL C)将异质性双链分开、半定量检测,适合于高

通量检测不同基因的多重作用。样本在变性条件下,

泳动于 55℃的吸收剂中,依靠双链碱基组成的构象

差异,只需泳动 5 m in,即可根据洗脱峰型的差异判

断目标基因有无发生突变。DH PL C 通过自动化程

序式操作即可完成对外显子大小片段的全部检测,
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该技术的最大优点是高效、简便、省时、无放射性污

染、可提高检测的灵敏度。DH FL P 已用于检测

B . g ram in is f. sp. tritici
[25 ]、V . inaequa lis 和 P.

v iticola
[18 ]对甲氧丙烯酸酯类杀菌剂的抗药性。由于

这种方法需要专门的仪器,目前在国内还未用于检

测田间病原菌的抗药性。

综上所述,使用分子方法检测杀菌剂的抗药性

适用于: 1)已知与抗药性相关的基因及其突变位点

和突变类型。2)抗药性菌株来自田间而非室内突变

体, 具有稳定的生物学特性, 最好是单孢分离的菌

株, 能够代表田间抗性群体。3)基因组上的碱基突

变与表现型之间关系明显。

最常用的分子检测方法是用限制性内切酶的

PCR 2R FL P,因为酶切过程和电泳检测是定性的,能

直接检测出是否存在突变的等位基因。普通A SO 2
PCR 法是半定量的, 但是通过定量 PCR 仪用

Syb rGreen 荧光染料或特异性探针T aqM an 能检测

出田间出现极低的抗性频率 (10- 4～ 10- 5)。SSCP 和

DH PL C方法在不知道该片段的准确序列时,也能检

测出1个或几个不同等位基因的差异。

但是,如果在病原菌群体中存在已知抗药性基

因以外的抗药性机制时,采用分子检测的方法会过

低估计或评价抗药性病原群体的发展态势。
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