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摘  要：啶酰菌胺被广泛用于草莓灰霉病的防治，然而灰葡萄孢菌（Botrytis cinerea）对啶酰菌胺存

在较大的抗性风险，抗性出现主要与 SdhB 基因突变有关。AS-PCR（Allele-specific PCR）方法常用于检

测基因点突变。为明确上海地区草莓灰霉病菌对啶酰菌胺的抗性机制，2018 年测定了 126 株草莓灰霉病

菌中的 61 株抗性菌株与 5 株随机选取敏感菌株的 SdhB 基因序列。结果表明，上海地区草莓灰霉病菌目

前已存在 4 种抗性突变类型：P225F、N230I、H272R 和 H272Y，其中 H272R 和 P225F 为优势突变类型。

基于 AS-PCR 原理，设计及筛选了包含 2 条特异性引物的三引物组，优化了反应体系，建立了可通过 1

轮 PCR 反应即可区别啶酰菌胺敏感菌株与 4 种抗性突变菌株的快速检测方法。 
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Abstract：Boscalid is widely used in control of strawberry gray mold disease. However，it is at a high 

risk of resistance development for Botrytis cinerea to boscalid. The resistance was mainly caused by 

mutations of SdhB gene. The method of AS-PCR（Allele-specific PCR）is always used to detect point 

mutations in DNA. In order to evaluate the resistance mechanism to boscalid of Botrytis cinerea from 

strawberry in Shanghai，resistance strains in 126 isolates of 2018 were SdhB-sequenced. The results 

showed 4 types of mutations associated to boscalid resistance in Shanghai，P225F，N230I，H272R and 

H272Y. Among then，H272R and P225F were the dominant type. Therefore，for rapid detection，the 

tri-primer including 2 specific primers was designed and selected based on AS-PCR principle，and the PCR 

system was optimized to develop the method，by which the 4 types of mutations could be distinguished 

from the wild sensitive type in one PCR reaction.  
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草莓灰霉病（Gray mold disease）是危害草莓生产和储藏最严重的病害之一（Fernandez-ortuno et 

al.，2012）。其病原灰葡萄孢（Botrytis cinerea Pers.）还可侵染葡萄、黄瓜、番茄等 200 余种作物，

产生软腐、黑腐、霉变等症状，造成重大经济损失（Williamson et al.，2007）。琥珀酸脱氢酶抑制剂

（Succinic acid dehydrogenase inhibitor，SDHIs）是一类含酰胺基团的杀菌剂，其通过抑制病菌线粒

体的电子传递链蛋白复合体Ⅱ（琥珀酸脱氢酶，SDH）活性而起到杀菌效果（FRAC，2019a）。啶

酰菌胺（Boscalid）是 2003 年进入市场的吡啶酰胺类 SDHI，低毒，对核盘菌属（Sclerotinia spp.）、

链格孢属（Alternaria spp.）、葡萄孢属（Botrytis spp.）、球腔菌属（Mycosphaerella spp.）等的病原真

菌均具较好的抑制活性（Stammler et al.，2008）。啶酰菌胺对 B. cinerea 孢子萌发、芽管伸长、附着

胞形成、菌丝生长等均具有高效的抑制作用，且在植物叶片及茎中具有较好的内吸传导特性

（Stammler et al.，2008），对草莓灰霉病的田间防治高度有效（张颂函 等，2015）。作为草莓灰霉

病推荐防治药剂，啶酰菌胺在上海草莓种植地已有近 10 年的使用历史。 

然而，国际杀菌剂抗性委员会评估认为，B. cinerea 对啶酰菌胺产生抗性的风险较大（FRAC，

2019b）。目前中、美、法、德等多个国家均已发现田间条件下产生的啶酰菌胺高度抗性 B. cinerea

群体，啶酰菌胺的防治效果降低（Leroux et al.，2010；Fernandez-Ortuño et al.，2012；赵建江 等，

2018）。2017 年抗性监测结果显示，上海地区草莓种植园中约 30%的 B. cinerea 对啶酰菌胺产生抗性，

且以高度抗性菌株为主（刘欣 等，2018）。已有研究表明，B. cinerea 对啶酰菌胺的抗性产生主要与

病原菌琥珀酸脱氢酶 SdhB 亚基发生位点突变有关，最常见的突变位点为 225 位点的脯氨酸（P）与

272 位点的组氨酸（H），包括 P225L/F/T 与 H272Y/R/L 等突变类型（de Miccolis Angelini et al.，2010；

Leroux et al.，2010；Panebianco et al.，2015），其中 H272Y 及 H272R 最常见（Veloukas et al.，2011；

Yin et al.，2011），且突变多数情况下导致菌株对啶酰菌胺产生中度到高度抗性（Leroux et al.，2010；

Fernandez-ortuno et al.，2012；刘欣 等，2018）。AS-PCR（Allele-specific PCR）是目前病原菌对杀

菌剂抗性突变分子检测中常用的方法之一。AS-PCR 的原理是通过特异位点处的 PCR 引物 3′端与模

板完全及不完全配对的扩增效率差异，确定该特异位点的突变情况（Ye et al.，1992）。通常运用 1

个包含多条引物的 PCR 反应对 1 个特异位点的 1 种突变或 1 个单核苷酸多态性（SNP）进行检测（Liu 

et al.，1997）。此方法具有简单、快速、准确等优点，被用于葡萄霜霉病菌（Plasmopara viticola）

对烯酰吗啉（Dimethomorth）、葡萄灰霉病菌（B. cinerea）对苯并咪唑类药剂（Benzimidazole）等抗

性的快速检测（Muñoz et al.，2009；Zhang et al.，2017）。 

对上海市 6 个主要草莓生产区域来源的抗性 B. cinerea 的 SdhB 基因进行测序，以明确抗性机制，

并根据已发现的 4 种抗性突变类型，基于 AS-PCR 的技术原理，分别设计及筛选得到 2 条特异性引

物，并对 PCR 反应体系进行优化，建立通过 1 轮 PCR 反应鉴别出 4 种抗性突变类型的快速检测方

法，以期为 B. cinerea 对啶酰菌胺抗性的快速检测提供理论依据及技术方法。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株、试剂及培养基 

2018 年 1—5 月，从上海市浦东新区、青浦区、金山区、奉贤区、嘉定区和崇明区的多年施用
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啶酰菌胺的 14 个草莓种植基地采集具典型灰霉病症状的草莓病果（其中崇明区的种植基地较少使用

啶酰菌胺）。采用孢子液稀释分离法（Fernandez-ortuno et al.，2012）得到纯化的单孢菌株，来源于

同一病果的病菌保留 1 株。病菌于马铃薯葡萄糖琼脂培养基（Potato dextrose agar，PDA，美国

BD 公司）上 24 ℃黑暗培养，7 ~ 10 d 产生分生孢子，共计获得 126 株产孢病菌用于试验。 

啶酰菌胺（Boscalid，上海悦联化工有限公司）为 98%原药。丙酮（国药集团化学试剂有限公司）

为分析纯。水琼脂培养基（Water agar，WA）：琼脂 15 g、无菌水 1 000 mL，用于病菌孢子萌发抑制

试验。PCR EasytaqSuperMix（北京全式金生物技术有限公司）用于目的基因克隆及点突变检测

AS-PCR 扩增。琼脂糖（上海翊圣生物科技有限公司）用于琼脂糖凝胶电泳。 

1.2  草莓灰霉病菌对啶酰菌胺的敏感性测定 

将啶酰菌胺原药溶于丙酮配成 50 µg · µL-1 母液，用丙酮梯度稀释配成终浓度为 1、5 和

50 µg · mL-1 的含药 WA 平板。于 PDA 培养基 24 ℃培养菌株产孢后（约 7 d），从培养皿上刮取新

鲜的分生孢子于无菌水中，调节孢子悬浮液浓度至 106 个 · mL-1，取 100 µL 均匀涂布于含药 WA 平

板上。24 ℃黑暗条件下倒置培养 18 h 后，在光学显微镜下记录萌发的孢子数及观察孢子总数。以

芽管长度超过孢子宽度为萌发。每菌株每个浓度重复 2 次，每个重复观察的孢子总数不低于 200 个。

以添加等量丙酮（1%）的 WA 平板为空白对照。根据 Fernández-Ortuño 等（2012）的标准，将分

生孢子在含 50 µg · mL-1 啶酰菌胺的 WA 平板上能正常萌发的菌株（萌发抑制率 < 50%，EC50 > 50 

µg · mL-1）归为抗性菌株（R）；反之（萌发抑制率 ≥ 50%，EC50 ≤ 50 µg · mL-1）则为敏感菌株（S）。

应用 IBM SPSS 19.0 软件对萌发抑制率进行均值及标准差的计算，对数据进行邓肯氏新复极差法多

重比较。 

1.3  草莓灰霉病菌对啶酰菌胺的抗性机制研究 

对已鉴定出的全部 61 株抗性菌株，及随机选取的 5 株敏感菌株的琥珀酸脱氢酶 B 亚基编码基因

（SdhB）序列进行测定。菌丝预处理及总 DNA 提取参考 Harju 等（2004）的方法。PCR 扩增引物

为 SdhB-F：5′-TCGAACCTACTCGCCCTATCCAATT-3′，SdhB-R：5′-GACTTCTTAGAAAGCCATTTC 

CTTC-3′。PCR 产物由生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序。测序结果用 NCBI 网站（https：// 

www.ncbi.nlm.nih.gov）BLASTn 进行比对，得出突变碱基。 

1.4  抗药性分子检测体系的优化与建立 

1.4.1  引物设计 

基于 AS-PCR 原理（Ye et al.，1992；Liu et al.，1997），设计针对 3 个位点的 4 种突变类型（P225F、

N230I、H272R 和 H272Y）的三引物 PCR 检测体系，使该体系能特异性扩增未发生突变位点处的条

带。将 SdhB 亚基的 225（Phe，CCC）及 272（His，CAC）位点分别设置在引物 3′端，初步得到两

条长度为 24 bp 的特异性下游引物，其中以 225 位点为 3′端的引物序列中包括 230 位点（Asn，AAC）。

两条下游引物包含 3 个突变位点的完整的密码子碱基。使用 NCBI 网站 Primer-Blast 模块，筛选与下

游引物退火温度相近的一条可共用的上游引物。上游引物（EX-F）序列为：5′-CTTCAACA 

CACCGACCCAGC-3′，位于 225 氨基酸位点上游 98 ~ 117 bp 处，在 272 位点上游 239 ~ 258 bp 处。 

1.4.2  引物优化与筛选  

为提高引物特异性，在两条初步设计的下游引物中的 225、230 及 272 位点附近设置额外的错配

位点，进行试验。引物设计时，保持 225 及 272 位点处的氨基酸的第一和第二位密码子保持与野生
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型相同，以避免这两处高频突变位点的其他突变类型的干扰。 

从 126 株病菌中，选取 8 株不同抗性机制的病菌及 2 株野生敏感型病菌，用于分子检测体系的

验证（表 1）。 

 

表 1  用于分子检测体系建立的灰霉病菌菌株 

Table 1  Botrytis cinerea strains for validation of the molecular detection system 

菌株来源 
Source of strain 

菌株代号 
Strain code 

抗性表型 
Resistance phenotype 

SdhB 亚基突变类型 
Subsititutions in SdhB 

浦东新区 Pudong New District PD31 抗性 Resistance P225F（CCC to TTC） 
青浦区 Qingpu District QP61 抗性 Resistance P225F（CCC to TTC） 
浦东新区 Pudong New District PD32 抗性 Resistance N230I（AAC to ATC） 
浦东新区 Pudong New District PD33 抗性 Resistance N230I（AAC to ATC） 
金山区 Jinshan District JS41 抗性 Resistance H272R（CAC to CGC） 
金山区 Jinshan District JS44 抗性 Resistance H272R（CAC to CGC） 
奉贤区 Fengxian District FX35 抗性 Resistance H272Y（CAC to TAC） 
奉贤区 Fengxian District FX37 抗性 Resistance H272Y（CAC to TAC） 
崇明区 Chongming District CM41 敏感 Sensitive 无 None 
崇明区 Chongming District PD41 敏感 Sensitive 无 None 

 

首先，对 272 位点处下游引物进行筛选。当 272 位点未突变菌株能扩增出 282 bp 条带，而 H272R

及 H272Y 抗性突变菌株不能扩增出条带，或条带明显较暗时，认为该引物特异性较高。在此基础上，

在上游引物 EX-F 及 272 特异引物体系中，再加入 225 及 230 位点特异下游引物，进行筛选。仅当

P225F 及 N230I 抗性突变菌株的 DNA 模板扩增出一条 282 bp 条带，H272R 及 H272Y 抗性突变菌株

扩增出一条 141 bp 条带，而野生型敏感病菌能同时扩增出 141 bp 和 282 bp 条带时，认为该引物组

特异性较高。 

引物筛选的 PCR 体系为 20 µL，含 1/2 体积的 2× PCR SuperMix、引物各 0.25 µmol 及 DNA 20 ng。

PCR 程序为：预变性 95 ℃ 3 min； 95 ℃ 20 s，55 ℃ 20 s，72 ℃ 30 s，32 个循环；72 ℃延伸 5 

min。PCR 产物进行 2%琼脂糖凝胶电泳。 
1.4.3  体系的优化与建立  

用表 1 中 10 株病菌对引物对、PCR 退火温度及循环数进行优化试验，选择较优引物组合进行试

验。退火温度分别为 51、53、55 和 57 ℃，从中选择最优温度；并根据条带亮度，调整循环数。从

中选取最优组合及扩增条件建立检测方法。 

PCR 体系及其他程序与上述相同。每个试验至少重复两次。应用此方法检测其余草莓灰霉病菌，

用孢子萌发敏感性及测序数据进行验证。 

2  结果与分析 

2.1  上海地区草莓灰霉病菌对啶酰胺的抗性及 SdhB 基因的序列差异 

2018 年采集的 126 株草莓灰霉病菌的孢子萌发敏感性检测结果（表 2）表明，其中 65 株病菌对

啶酰菌胺敏感，61 株病菌对啶酰菌胺表现为抗性，且抗性与敏感病菌孢子萌发敏感性差异较大。在

对啶酰菌胺敏感的 65 株病菌中随机选取 5 株，对其 SdhB 进行测序，结果表明，均未发生突变；61

株抗性病菌的 SdhB 基因均发生突变，其中 30 株菌株 SdhB 亚基 272 位组氨酸突变为精氨酸（H272R，

CAC 突变为 CGC），23 株菌株 225 位脯氨酸突变为苯丙氨酸（P225F，CCC 突变为 TTC），6 株菌
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株 230 位天冬酰胺突变为异亮氨酸（N230I，AAC 突变为 ATC），2 株菌株 272 位组氨酸突变为酪氨

酸（H272Y，CAC 突变为 TAC）（图 1）。H272R 与 P225F 突变发生普遍且频率高，占优势地位（表 3）。 

 
表 2  126 株灰霉病菌对啶酰菌胺的敏感性 

Table 2  Sensitivity of 126 Botrytis cinerea strains to Boscalid 

啶酰菌胺/（µg · mL-1） 
Boscalid 

分生孢子萌发抑制率/% 
Inhibition of conidial germination 

抗性表型 
Resistance phenotype 

菌株数 
Sum of stain 

1 1.6 ± 2.4 d 抗性 Resistance 61 
5 2.3 ± 2.0 cd 抗性 Resistance 61 

50 4.0 ± 4.4 c 抗性 Resistance 61 
1 93.6 ± 12.3 b 敏感 Sensitive 65 
5 100.0 a 敏感 Sensitive 65 

50 100.0 a 敏感 Sensitive 65 

注：萌发率数据为平均值 ± 标准差，数据间不同字母表明存在 P < 0.05 水平的显著性差异，显著性由邓肯氏新复极差法分析得到。 

Note：Date is mean ± SD，the different letters in the column indicate significant different at P < 0.05 level by Duncan’s new multiple range test. 

 

 

图 1  草莓灰霉病菌 SdhB 基因序列差异 

突变位点标记为斜体加粗。 

Fig. 1  The difference of SdhB of Botrytis cinerea strains from strawberry 

The mutation sites are marked in italic bold. 

 

表 3  上海地区草莓灰霉病菌对啶酰菌胺的抗性突变及分布 

Table 3  Resistance mutations and distributions of Botrytis cinerea isolates from strawberry to Boscalid in Shanghai 

菌株来源 

Source of strain 

菌株数 

Sum of  

strain 

抗性菌株数 

Number of 

resistant strain 

SdhB 亚基突变类型 Substitutions in SdhB 

P225F 

（CCC to TTC）

N230I 

（AAC to ATC）

H272R 

（CAC to CGC） 

H272Y 

（CAC to TAC）

浦东新区 Pudong New District 14 5 1 4 0 0 

青浦区 Qingpu District 36 24 12 0 12 0 

金山区 Jinshan District 32 10 0 1 9 0 

奉贤区 Fengxian District 18 15 10 1 2 2 

嘉定区 Jiading District 14 7 0 0 7 0 

崇明区 Chongming District 12 0 0 0 0 0 

总计 Total 126 61 23 6 30 2 

 

2.2  三引物 PCR 抗药性检测体系的优化与建立 

通过 SdhB 亚基 272 位点特异性引物的设计和筛选（表 4），得到特异性较高、目的产物条带较

明亮的引物 272-R4（图 2）。 

在上游引物及 272 位点特异性引物 272-R4 的体系中，加入 225 及 230 位点的备选引物进行筛选

（表 4），得到较理想的 225 与 230 位点特异性引物（225-R10）。 
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表 4  SdbB 基因点突变的特异性引物的设计与筛选 

Table 4  Design and selection of primers specific to point mutation of specific codons on SdhB 

目标密码子 
Codon 

PCR 试验体系中其他引物 
Other primers in PCR system 

试验引物 
Testing primer 

引物序列（5′–3′）Sequence 
特异性 
Specificity 

产物 
Yield 

272 EX-F 272-R1 CCTCGAGCAGTTGAGAATAGAGTG – – 
272-R2 CCTCGAGCAGTTGAGAATACAGTG – – 
272-R3 CCTCGAGCAGTTGAGAATCGAGTG + + 
272-R4 CCTCGAGCAGTTGAGAATAGACTG + + + + + 
272-R5 CCTCGAGCAGTTGAGAATAGGTTG + + + + 
272-R6 GTCCTCGAGCAGTTGAGAATAGACTG + + 
272-R7 GTCCTCGAGCAGTTGAGAATAGGTTG + + 

225，230 EX-F，272-R4 225-R1 CCTCACTGTTCCACCAGTTGCAGG – – 
225-R2 CTCACTGTACCACCAGTTGCAGGG – – 
225-R3 CTCACTGTACGACCAGTTGCAGGG – – 
225-R4 CTCACTGTACGACCAGAACGTGGG – – 
225-R5 CTCACTGTGACACCAGGAGGAAGG – – 
225-R6 CTCACTTTGAGACCAGTAGCAAGG – – 
225-R7 CTCACTTTGACACCTGTAGCAAGG – – 
225-R8 CTCA CTTTGACACCAGTAGCAAGG – – 
225-R9 CTCA CTCTTGCACCAGTAGCAAGG + + 
225-R10 CTCA CTGTTGCACCAGTAGCAAGG + + + + 
225-R11 CTCA CTGTTCCACCAGTAGCAAGG – – 

注：引物中灰色阴影部分为抗性突变位点，具下划线的斜体字为引物中设计的错配位点。特异性指该引物组是否能扩增出正确条带的

特性，“–”条带不正确，“+”具正确条带但出现明显的错误条带，“+ +”具正确条带但出现微弱的错误条带，“+ + +”条带完全正确。产

物指正确条带的相对亮度，“–”无条带，“+”条带微弱，“+ +”条带较明亮，“+ + +”条带十分明亮。下同。 

Note：The sequences of primers with gray shadow are the position of mutations for resistance. Italics characters with underlines are the extra 

mismatchs introduced. The specificity is defined as amplification of only the expected band“–”，completely false amplification“+”，the expected 

bands with remarkable false bands. “+ +”，the expected bands，with weak or vague wrong bands.“+ + +”，only the expected band. The yield is 

directed to the relative yield of the specific products.“–”，no band.“+”，weak band.“+ +”，strong band.“+ + +”，very strong band. The same 

below. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 2  SdhB 亚基蛋白 272 突变检测引物（272-R4）的特异性 

Fig. 2  The specificity of the primer（272-R4）for mutations detection of 272 codon on SdhB 

 

将三引物体系的引物对、退火温度和循环数进行优化，结果表明引物 EX-F、225-R10 与 272-R4，

在退火温度为 53 ℃，PCR 循环数为 32 时，检测特异性最高，产物条带最明亮（表 5，图 3）。在此

三引物 PCR 体系下，能够成功检测 3 个突变位点的 4 种抗性突变类型，P225F 及 N230I 抗性突变菌

株（PD31、QP61 及 PD32、PD33）的 DNA 模板仅能扩增出一条 282 bp 条带，H272R 及 H272Y 抗

性突变菌株（JS41、JS44 及 FX35、FX37）仅能扩增出一条 141 bp 条带，而野生型敏感病菌（CM41、

PD41）能同时扩增出 141 和 282 bp 两条带（图 3）。 
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表 5  用于草莓灰霉病菌对啶酰菌胺抗性检测的三引物 PCR反应

体系的优化与建立 

Table 5  Optimization and establishment of the tri-primer PCR 

system for boscalid resistance detection 

特异性引物 Specific primers 
退火温度/ 

℃ 

Tm 

循环数 

Cycles 

特异性 

Specificity

产物

Yield 

上游引物 

Forward 

primer 

225 &  

230  

codons 

272 

codon 

EX-F 225-R9 272-R4 55 34 + + 

EX-F 225-R9 272-R5 55 34 - - 

EX-F 225-R10 272-R4 57 32 - - 

EX-F 225-R10 272-R4 55 32 + + + + 

EX-F 225-R10 272-R4 53 32 + + + + + +

EX-F 225-R10 272-R4 51 32 + + + 

EX-F 225-R10 272-R4 53 30 + + + + 

EX-F 225-R10 272-R4 53 34 + + + + +

EX-F 225-R10 272-R5 55 34 + ++ 

EX-F 225-R10 272-R5 55 32 + ++ 

EX-F 225-R10 272-R5 53 34 + + + 

EX-F 225-R10 272-R5 53 32 + + + + 
应用此体系检测 2018 年上海地区采集的

126 株草莓灰霉病菌，结果表明此体系能有效

检测抗性突变位点，从而鉴别抗性及敏感病菌，且得到的结果与病菌孢子萌发敏感性及测序结果完

全一致，表明此方法准确、稳定，适合用于灰霉病菌的啶酰菌胺抗性检测。 

3  讨论 

本研究对 2018 年采自上海地区的 61 株啶酰菌胺抗性 B. cinerea 的 SdhB 测序结果表明，存在 4

种抗性突变类型：P225F、N230I、H272R 和 H272Y，其中 H272R 和 P225F 占优势，且这 4 种突变

B. cinerea菌株的分生孢子萌发对啶酰菌胺的敏感性均较低，啶酰菌胺抑制其孢子萌发的EC50值均 > 

50 µg · mL-1。已有研究表明，B. cinerea 的 SdhB 基因 225 和 272 位点为啶酰菌胺抗性突变热点，较

易在人工紫外条件下诱导的抗性突变（Stammler et al.，2008）。225 位点的脯氨酸（P）是琥珀酸脱

氢酶泛醌结合位点（Quinone-binding site，Q-site，Q 位点）中疏水残基的组成部分。当发生 P225L、

P225F 或 P225T 突变时，被推测由于脯氨酸疏水残基被体积较大的亮氨酸、苯丙氨酸，或被体积较

小的苏氨酸替代，使得 225 位点附近的空间构型发生改变，从而降低了啶酰菌胺结合 Q 位点的亲和

性（Stammler et al.，2008；Scalliet et al.，2011）。272 位点的组氨酸（H）侧链位于 Q 位点。SDHIs

通过组氨酸的氢键与 Q 位点的结合，因此 272 位点处组氨酸的突变也被预测与 SDHIs 结合的亲和性

降低有关（Horsefield et al.，2006；Stammler et al.，2008；Scalliet et al.，2011）。本研究中发现 3 种

225 或 272 位点的抗性突变之外，还发现较少见的 N230I 突变。 

病原菌对杀菌剂的敏感性检测是制定病害科学防控策略的重要基础工作（FRAC，2019c）。目

前最常用的抗性检测手段为传统的平皿法，通过检测病原菌菌丝生长或孢子萌发对杀菌剂的敏感性，

并对比敏感基线，得到病原菌抗性表型。但平皿法涉及病原菌的菌丝培养、产孢诱导等，步骤繁琐，

耗时较长，且需要敏感基线、抗性分级等作为参考标准（FRAC，2019c）。AS-PCR、限制性长度多

态性（PCR-restriction fragment length polymorphism，RFLP）、熔解曲线分析法（High resolution melting 

assay，HRM-PCR）等基于抗性突变检测的分子生物学技术也常用于杀菌剂抗性检测。Luck 和 Gillings

（1996）使用 RFLP 及 AS-PCR 法成功建立了基于 β–微管蛋白 E198A 突变检测的 B. cinerea 苯菌

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3  三引物 PCR 的草莓灰霉病菌对啶酰菌胺 

抗性检测体系 

Fig. 3  Tri-primer PCR detection system for  

boscalid resistance  
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灵（Benomyl）抗性检测体系。Chatzidimopoulos 等（2014）运用 HRM-PCR 法，根据野生菌株与突

变菌株的实时定量 PCR 熔解曲线形状的差异，建立了 B. cinerea 琥珀酸脱氢酶 SdhB 亚基上啶酰菌

胺与环酰菌胺（Fenhexamid）抗性突变 H272R、H272Y 的鉴别方法。 

为快速检测上海地区已发现的 P225F、N230I、H272R 和 H272Y 抗性突变，根据 AS-PCR 的原

理，建立了上述 4 种抗性突变的 PCR 检测法，且其检测结果与菌株抗性表型或测序结果完全一致。

常规的 AS-PCR 或在其基础上建立的 ARMS-PCR（Tetra-primer amplification refractory mutation 

system）中，1 个反应仅能检测 1 种突变类型或 SNP（Ye et al.，1992；Liu et al.，1997）。ARMS-PCR

法具更高的准确度，且在检测突变的同时具有识别纯合子和杂合子的功能（Zhang et al.，2017）。

AS-PCR 与其他分子检测方法相比，操作更简单，仅使用常规 PCR 的实验操作及仪器就能实现（Liu 

et al.，1997）。而本研究建立的方法与常规的 AS-PCR 或 ARMS-PCR 相比更具有一定的优势。第一，

此方法能同时检测多个位点突变，应用范围更广，体系包含的 2 条特异引物涉及多个抗性突变位点，

且经过反应体系的优化，能在一轮反应中同时发生特异性扩增反应。第二，此体系的特异引物设计

具有检测这两个高频突变位点上其他突变类型的潜力，特异引物针对野生型敏感菌株 SdhB 的 225

及 272 位点，其他突变的发生亦可能导致该位点的特性条带无法被成功扩增，从而检测到该突变。

第三，此方法的引物设计更精简，使检测结果更简洁明了，体系共具 3 条引物，检测结果可仅由电

泳图上条带的数量进行判断（2 条为敏感菌株，1 条为抗性菌株）。而 ARMS-PCR 体系共含 4 条引

物，结果需通过电泳图上条带的不同大小进行鉴别（Liu et al.，1997；Zhang et al.，2017）。与

ARMS-PCR 相比，不足之处为，仅适用于单孢纯化的 B. cinerea，混合菌样可能导致条带重叠，出

现假阴性。 

为了草莓灰霉病的高效防治及杀菌剂的科学使用，B. cinerea 对啶酰菌胺的敏感性监测工作仍需

要在更多生产果园中进行。对于是否存在未检测到的抗性突变类型，以及本检测方法是否适用于更

多突变类型的检测等，仍有待进一步验证。 
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