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西瓜蔓枯病菌啶酰菌胺抗性突变体的生物学特性研究

及其 Sdh B 基因位点检测

王少秋,    李    雨,    杨宇衡,    余    洋,    毕朝位*

(西南大学 植物保护学院，重庆 400715)

摘   要：为评价西瓜蔓枯病菌对啶酰菌胺的抗性风险，了解其抗性机理，室内通过药剂驯化方

法获得 2 株啶酰菌胺的抗性突变体 XF21-3 和 YC60-1，测定了抗性突变体的生物学特性，并通

过对 Sdh B 基因片段的测序比对，分析了西瓜蔓枯病菌对啶酰菌胺的抗性机理。生物测定结果

表明：啶酰菌胺对 2 株抗性突变体的 EC50 值分别为 108 和 124 μg/mL，抗性倍数 (RR) 分别为 1 007
和 1 347，均为高抗菌株；抗性突变体的菌丝生长速率和产孢量均大于亲本菌株，但其致病性

与亲本菌株无显著差异，对外界环境渗透压的敏感性低于亲本菌株；此外，啶酰菌胺与萎锈

灵、戊唑醇、乙霉威及醚菌酯之间均不存在交互抗性，但与噻呋酰胺之间存在交互抗性。Sdh B
基因片段测序及比对结果表明，高抗性突变体中 Sdh B 亚基 277 位上的氨基酸所对应的碱基由

CAC 突变为 TAC，即由组氨酸 (His) 突变为酪氨酸 (Tyr)。研究表明，西瓜蔓枯病菌在药剂选

择压力下容易形成啶酰菌胺的抗性群体，且抗性突变体的离体适合度高于亲本菌株，此外，啶

酰菌胺与同类型杀菌剂噻呋酰胺之间存在交互抗性，因此认为西瓜蔓枯病菌对啶酰菌胺具有中

等抗性风险；同时进一步验证了 Sdh B 亚基 277 位上的氨基酸突变 (His→Tyr，CAC→TAC) 是
西瓜蔓枯病菌对啶酰菌胺产生抗性的原因。
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Study on biological characteristics and resistance molecular mechanism of
Didymella bryoniae to boscalid
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(College of Plant Protection, Southwest University, Chongqing 400715, China)

Abstract: The resistance risk of Didymella bryoniae against boscalid was valuated and the resistance
mechanism was investigated. By using fungicide adaptation in door, the boscalid-resistant mutants
XF21-3 and YC60-1 were obtained, and their biological characteristics were investigated. The partial
Sdh B gene sequences of resistant mutants were sequenced to study the molecular mechanism of
resistance of D. bryoniae to boscalid. Results showed that the EC50 values of two resistant mutants,
XF21-3 and YC60-1, were 108 and 124 μg/mL, with corresponding resistance ratio of 1 007 and
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1 347, respectively. The mycelial growth rate and sporulation of two resistant mutants were better than
that of their corresponding parents. There is no significant difference in pathogenicity between resistant
mutants and their parents. However, resistant mutants showed reduced sensitivity to the high osmotic
pressure compared to parental strains. Besides, the resistant mutants had cross-resistance with
thifluzamid and had no cross-resistance with carboxin, diethofencrab, tebuconazole, and kresoxoim-
methyl. The comparison of Sdh B gene sequencing showed that resistant mutants harbored the point
mutation at position 277 in Sdh B subunit with amino acid changing from histidine to tyrosine. The
findings indicated that it is easy for D. bryoniae to produce boscalid-resistance under higher selection
pressure, and the in vitro fitness for resistant mutants was higher than that of sensitive strains. The
results also showed that boscalid was a medium resistance risk fungicide, because the boscalid-resistant
mutants showed cross-resistance between boscalid and thifluzamid. Finally, the point mutation at codon
277 (His→Tyr, CAC→TAC) in Sdh B may confer resistance of D. bryoniae to boscalid.

Keywords: Didymella bryoniae; boscalid; resistance; biological characteristics; Sdh  B gene; gene
mutation

西瓜蔓枯病致病菌为 Didymella bryoniae，是

危害西瓜生产的重要病害之一，可造成减产 15%~
30%，重病田块可减产 80% 以上，同时还会明显

影响果实品质，严重威胁西瓜生产[1]。中国有关瓜

类蔓枯病的研究起步较晚，且主要集中在甜瓜蔓

枯病方面[2-7]，而针对西瓜、黄瓜等的研究相对较

少[8-13]。适时施用多菌灵、百菌清、甲基托布津及

代森锰锌等药剂是目前防治西瓜蔓枯病最直接有

效的方法之一，但杀菌剂的长期大量使用将不可

避免地诱导田间抗性的产生，在生产上常常引起

药剂防效下降或失效等问题[14-16]。

啶酰菌胺 (boscalid, Scheme 1) 是由巴斯夫公

司于  1 9 9 2  年开发的琥珀酸脱氢酶抑制剂类

(SDHIs) 杀菌剂，作用机制主要是抑制病原菌琥珀

酸脱氢酶的活性，从而干扰其呼吸作用[17]。植物

病原菌对 SDHIs 杀菌剂的抗性在 Sdh B、Sdh C 和
Sdh D 亚基上均有发生[18-22]，现有的报道中，无论

是田间抗性菌株还是室内诱导获得的抗药性突变

体，突变位点均主要发生在 Sdh B 亚基上第 220 位
至第 290 位氨基酸之间[19, 23-24]。2007 年，Stammler

等[23]的研究表明，灰葡萄孢 Botrytis cinerea 对啶

酰菌胺的抗性是由于其 Sdh B 亚基第 225 位和 272
位上的氨基酸突变所致；而百合灰霉病菌 Botrytis
elliptica 在 Sdh B 亚基 272 位上的氨基酸由组氨酸

突变为酪氨酸或精氨酸，使得其对啶酰菌胺产生

了抗性。2008 年，Avenot 等[22]监测到了对啶酰菌

胺具有极高水平抗性的马铃早疫病菌 Alternaria
solani，并发现其对啶酰菌胺和萎锈灵之间存在

交互抗性，通过比对抗性和敏感菌株的  Sdh  B
亚基全序列，发现存在 2 种抗性突变型，分别为

277 位上的组氨酸 (His) 转变为酪氨酸 (Tyr) 或精

氨酸 (Arg)。同年，Ishii 等[19, 24]在日本的田间检

测到了抗啶酰菌胺的黄瓜褐斑病菌 Corynespora
cassiicola，并发现所有极高抗性菌株均是由于 Sdh
B 亚基 278 位上的氨基酸由组氨酸 (His) 突变为酪

氨酸 (Tyr) 所致。

目前已有关于啶酰菌胺用于西瓜蔓枯病防治

的报道[8, 12]，但尚未见有关该病原菌对啶酰菌胺抗

药性的分子机理及生物学特性方面的研究报道。

因此，研究西瓜蔓枯病菌对啶酰菌胺的抗性风

险，探究其可能的抗性机制，为啶酰菌胺在西瓜

蔓枯病防治上的应用、延缓其抗性的产生及延长

药剂使用寿命均具有重要的指导意义。

1    材料与方法

1.1    供试材料

菌株：西瓜蔓枯病菌 Didymella bryoniae 野生

N

Cl

C
OHNCl

Scheme 1
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菌株 XF21 和 YC60 分别分离自贵州省息烽市和重

庆市永川区。田间采集感病叶片，在实验室根据

蔓枯病菌的形态特征进行多次分离纯化[7, 9]获得。

原药：98% 啶酰菌胺 (boscalid)、98% 萎锈灵

(carboxin)、97% 噻呋酰胺 (thifluzamide)、97% 戊
唑醇  (tebuconazole)、97% 醚菌酯  (kresoxim-
methyl) 及 95% 乙霉威 (diethofencarb)，均购于湖

北康宝泰精细化工有限公司，用丙酮溶解配制成

1 × 104 μg/mL 的母液，于 4 ℃ 保存，备用。

马铃薯葡萄糖琼脂培养基 (PDA)：马铃薯 200 g、
葡萄糖 20 g、琼脂粉 20 g，加水定容至 1 L，用于

菌株的培养及保存；马铃薯磷酸二氢铵培养基：

马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、琼脂粉 20 g、磷酸二

氢铵 2 g，加水定容至 1 L，用于菌株产孢培养。

1.2    药剂驯化

参考陈杰[25]的方法进行药剂驯化获得抗性突

变菌株。随机选取一定数量的敏感菌株，于 PDA
平板上活化 4 d 后，接种于含有 EC50 浓度[26]啶酰

菌胺的平板上，25 ℃ 条件下培养，待菌落长满平

板 2/3 大小时，于边缘打取菌碟，转接至下一浓度

继续驯化培养。初始几代转接浓度成倍递增，待

后续生长速度加快时可适量增大转接浓度。以出

现扇形突变或在较高药剂浓度下依然可快速生长

的菌株为疑似抗性突变体，测定其 EC50 值，按

(1) 式计算抗性倍数 (RR)，保存备用。此过程耗时

约 8 个月。

抗性倍数 =

抗性突变体 EC50 值/亲本菌株 EC50 值 (1)

根据抗性倍数确定其抗性水平。抗性划分标

准[27]：RR ≤ 5 为敏感菌株；5 < RR ≤ 10 为低抗

菌株；10 < RR ≤ 100 为中抗菌株；RR > 100 为
高抗菌株。

1.3    抗性突变体生物学特性研究

1.3.1    抗性遗传稳定性测定    将抗性突变体在无

药 PDA 平板上连续转接 8 代，采用菌丝生长速率

法[28]分别测定第 2、4、6、8 代对啶酰菌胺的敏感

性。根据抗性倍数变化情况确定病原菌抗药性状

的遗传稳定性。

1.3.2    抗性突变体生长速率测定    采用菌丝生长

速率法[28]。于活化后的抗性突变体及其亲本菌株

菌落边缘打取直径  7 mm 的菌碟，接种于无药

PDA 培养基上，25 ℃下培养。分别于 24、48、72
及 96 h 后用十字交叉法测量菌落直径 (mm)。每菌

株 3 次重复。以时间为横坐标、平均菌落直径为

纵坐标绘制生长曲线。

1.3.3    温度对抗性突变体生长的影响    于活化后

的抗性突变体及亲本菌株菌落边缘打取直径 7 mm
的菌碟，接种于无药 PDA 培养基上，分别于 5、
10、15、20、25、30 和 35 ℃培养箱中培养，4 d
后采用十字交叉法测量菌落直径 (mm)。每菌株

3 次重复。以温度为横坐标、平均菌落直径为纵坐

标绘制生长曲线。

1.3.4    抗性突变体对渗透压的敏感性测定

1.3.4.1 抗性突变体在高盐条件下的生长　于活化

后的抗性突变体及其亲本菌株菌落边缘打取直径

7 mm 的菌碟，分别接种至含有 3、6、12、24、48
和 96 g/L 氯化钠的无药 PDA 培养基上，以空白

PDA 培养基为对照，25 ℃ 下培养 4 d 后，用十字交

叉法测量菌落直径 (mm)，按 (2) 式计算菌丝生长

抑制率。每菌株 3 次重复。以氯化钠质量浓度为

横坐标、菌丝生长抑制率为纵坐标绘制生长曲线。

菌丝生长抑制率/%=
[
1−(药剂处理菌落直径−7 mm)/

(对照菌落直径−7 mm)
]
×100 (2)

1.3.4.2 抗性突变体在高糖条件下的生长　于活化

后的抗性突变体及其亲本菌株菌落边缘打取直径

7 mm 的菌碟，分别接种至含有 0、10、20、40、
80、160、240 和 320 g/L 葡萄糖的无药 PDA 培养

基上，以葡萄糖质量浓度为 20 g/L 的 PDA 培养基

为对照，25 ℃ 下培养 4 d 后，用十字交叉法测量

各菌落直径 (mm)。每菌株 3 次重复。以葡萄糖质

量浓度为横坐标、菌丝生长抑制率为纵坐标绘制

生长曲线。

1.3.5    抗性突变体产孢量测定    于活化后的抗性

突变体及其亲本菌株菌落边缘打取直径 7 mm 的
菌碟，分别接种至马铃薯磷酸二氢铵琼脂培养基

上，25 ℃ 下培养 7 d 后，刮掉所有气生菌丝并用

灭菌纱布封口培养皿，保湿培养，培养过程中于

15 W 黑光灯下进行 12 h 光暗交替，诱导产孢。4 d
后用等量蒸馏水洗脱所有孢子，并用蒸馏水将孢

子悬浮液定容至 40 mL，通过血球计数板计算孢

子数。每处理 3 次重复。

1.3.6    抗性突变体致病性测定    选取大小一致的

西瓜叶片若干。用打孔器打取菌龄一致、直径 4 mm
的抗性突变体及亲本敏感菌株菌饼，菌丝面朝下

接种至离体西瓜叶片上，每菌株 3 次重复，以接
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种空白 PDA 的处理作为对照。于 25 ℃ 培养箱中

保湿培养 48 h 后，用十字交叉法测量病斑直径。

1.3.7    抗性突变体对其他药剂的交互抗性测定    参
照预试验结果，采用菌丝生长速率法[28]分别测定

敏感菌株及抗性突变体对同类型琥珀酸脱氢酶抑

制剂类杀菌剂萎锈灵 (敏感菌株处理浓度为：0.050、
0.299、1.047、4.785、21.867 和 100.000 μg/mL，
抗性突变体为：0.100、0.457、2.088、9.542、
43.607 和 199.284 μg/mL)、噻呋酰胺 (敏感：0.003、
0.030、0.300、3.000、30.000 和 300.000 μg/mL，
抗性：0.003、0.038、0.483、6.145、78.183
和 994.722 μg/mL)，甲氧基丙烯酸酯类杀菌剂醚

菌酯 (0.007、0.045、0.292、1.892、12.260 和
79.445 μg/mL)，三唑类杀菌剂戊唑醇  (0.003、
0.015、0.076、0.385、1.950 和 9.880 μg/mL) 以及

氨基甲酸酯类杀菌剂乙霉威 (0.100、0.209、0.437、
0.914、1.911 和 3.996 μg/mL) 的敏感性，分析其

交互抗性关系。

1.4    抗性分子机理分析

按照杨艳秋等[29]的方法提取西瓜蔓枯病菌的

DNA，参照 Avenot 等[30]设计引物对 WSQ1/WSQ2
( 5 ′ - C T T G T C C C T G A C A T G A C A C T T - 3 ′ / 5 ′ -
TCCTTGAGCAGTTGAGAATGG-3′)，用 TaKaRa
LA Taq 酶对 Sdh B 亚基进行 PCR 扩增 (扩增条

件：95 ℃ 4 min；95 ℃ 1 min，55 ℃ 30 s，72 ℃
21 s，25 个循环；72 ℃ 10 min)。所得 PCR 产物

经电泳分离并切胶纯化回收后，用 pMDTM19-T 克
隆载体试剂盒连接，采用热激法转化连接产物至

感受态细胞 DH5-α。分别选取 3~5 个成功的阳性

克隆菌液进行 DNA 测序，测序结果用 DNAMAN
软件进行序列比对分析。

2    结果与分析

2.1    室内抗药性突变菌株的获得

经过药剂驯化，共获得 2 株抗性突变体 XF21-3
和 YC60-1，其中 XF21-3 由 XF21 在啶酰菌胺终

浓度为 800 μg/mL 的 PDA 平板上汰选获得，YC60-1
由 YC60 在啶酰菌胺终浓度为 12 μg/mL 的 PDA
平板上发生扇形突变获得，经测定其 EC50 值分别

为 108.073 和 124.650 μg/mL，抗性倍数分别为

1 007 和 1 347，均为高抗菌株 (表 1)。
2.2    抗性突变体的生物学特性

2.2.1    抗性遗传稳定性    经过 8 次连续转代后，

抗性突变体 XF21-3 和 YC60-1 的 EC50 值分别为

73.0 和 91.9 μg/mL，抗性倍数分别为 680 和 994
(表 2)。连续转代后，XF21-3 的抗性倍数较 F1 代
而言虽然有所下降，但仍保持极高的抗性水平，

而 YC60-1 的抗性倍数与其 F1 代相比不仅未随转

接代数下降反而有所升高。由此推断，一旦西瓜

蔓枯病菌对啶酰菌胺产生了抗性，即便是长期脱

离药剂选择压，其抗药性也能稳定遗传，不易恢

复到敏感水平。

表 1    啶酰菌胺抗性突变体及其亲本菌株的 EC50 值及抗性倍数

Table 1    EC50 value of D. bryoniae boscalid-resistant strains and their parent strains and the resistance ratio of resistant strains

菌株
Isolates

毒力回归方程
Regression equation

相关系数
Relative coefficient, r EC50/(μg/mL) 抗性倍数

Resistance ratio, RR

XF21 y=6.416 7+1.461 2x 0.986 6 0.107 —

XF21-3 y=3.910 5+0.535 7x 0.965 2 108 1 007

YC60 y=6.691 6+1.636 4x 0.976 9 0.093 —

YC60-1 y=3.605 4+0.665 5x 0.967 4 125 1 347

表 2    啶酰菌胺抗性突变体连续转接培养后 EC50 值和抗性倍数的变化

Table 2    The changes of EC50 value and resistance ratio of boscalid-resistant strains after continuous transference

转接代数
Switching algebra

XF21-3 YC60-1

EC50/(μg/mL) 抗性倍数
Resistance ratio, RR EC50/(μg/mL) 抗性倍数

Resistance ratio, RR

2 111 1 033 66.5 718

4 55.7 519 74.2 801

6 95.1 886 108 1 174

8 73.0 680 91.9 994
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2.2.2       抗性突变体与敏感菌株菌丝生长速率比较

   从菌丝生长曲线  (图  1) 可看出：抗性突变体

YC60-1 生长速率最快，敏感菌株 XF21 生长速率

最慢。同时，抗性突变体 XF21-3 的生长速率快于

其亲本菌株 XF21，两者差异显著 (P<0.05)；而抗

性突变体 YC60-1 的生长速率与其亲本菌株 YC60
相近，未达到差异显著水平。

2.2.3    温度对抗性突变体生长的影响    图 2 表
明：两株抗性突变体及其亲本菌株的最适宜生长

温度有所差异，其中 XF21 和 XF21-3 的最适宜生

长温度在 20~25 ℃ 之间，YC60 和 YC60-1 在
25~30 ℃ 之间；但供试所有菌株最适宜的生长温

度仍为 25 ℃，未发生明显变化；在低于 15 ℃ 及
高于 30 ℃ 条件下，所有菌株的生长都十分缓慢，

菌丝生长速率急剧下降。

2.2.4    抗性突变体对渗透压的敏感性

2.2.4.1 抗性突变体在高盐条件下的生长状况　图 3
表明：低浓度氯化钠处理除对抗性突变体 YC60-1
的生长表现为抑制作用外，对其余 3 个菌株均表

现为促进作用；但当 PDA 培养基中氯化钠质量浓

度升至高于 25 g/L 时，对所有菌株均表现为抑制

作用，并且随氯化钠浓度进一步升高，其对敏感

菌株生长的抑制作用大于对抗性突变体。表明抗

性突变体对氯化钠浓度的敏感性低于敏感菌株。

2.2.4.2 抗性突变体在高糖条件下的生长状况　图 4
表明：当 PDA 培养基中葡萄糖质量浓度为 40 g/L
时，对抗性突变体 XF21-3 和敏感菌株 YC60 菌丝

生长的促进作用最为明显，当葡萄糖质量浓度为

80 g/L 时，对抗性突变体 YC60-1 和敏感菌株 XF21
生长的促进作用最明显。而当葡萄糖质量浓度小

于 20 g/L 和大于 160 g/L 时，则对除亲本菌株

YC60 外所有菌株的菌丝生长均表现为抑制作用，

且抑制率最大时的浓度各不相同。因此推测，菌

株对于葡萄糖浓度的敏感性与抗性的产生无关而

与菌株的特异性有关。

2.2.5    抗性突变体的产孢能力    结果 (表 3) 表
明，抗性突变体的产孢量均大于敏感菌株，其中，

XF21-3 的产孢量远高于其亲本菌株 XF21，差异

显著 (P<0.05)。由此推断，随着抗性的产生，菌

株的繁殖力有所增强。

2.2.6    抗性突变体的致病性    接种 48 h 后，抗性

突变体 XF21-3 及 YC60-1 处理组病斑面积与各自

的亲本菌株之间均无显著性差异，但在不同菌株

之间则差异显著 (表 4)。由此推断，西瓜蔓枯病菌

对啶酰菌胺的致病力与抗性的产生无关，而与菌

株之间的特异性差异有关。
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2.2.7    抗性突变体对其他药剂的交互抗性    啶酰

菌胺与其他 5 种杀菌剂之间的交互抗性测定结果

见表 5。其中，抗性突变体 XF21-3、YC60-1 及其

亲本敏感菌株对萎锈灵、乙霉威、戊唑醇和醚菌

酯均表现为敏感，表明啶酰菌胺与这 4 种药剂之

间不存在交互抗性；XF21-3 和 YC60-1 对噻呋酰

胺的抗性倍数分别为 1 233 和 57，说明啶酰菌胺

与噻呋酰胺之间存在正交互抗性。

2.3    突变体的抗性分子机理

利用引物对 WSQ1/2 对抗性突变体 XF21-3、

YC60-1 及其亲本菌株 XF21、YC60 的 Sdh B 亚基

基因进行 PCR 扩增，均得到了 337 bp 的 DNA 片
段，其中第 220 位氨基酸至第 291 位氨基酸所对

应的碱基序列比对如图 5 所示。从中可以看出，

277 位氨基酸残基所对应的碱基序列由 CAC 突变

为 TAC，即由组氨酸 (His) 突变为酪氨酸 (Tyr)，
其他氨基酸位点未发生变异，因此认为这两株西

瓜蔓枯病菌株对啶酰菌胺的抗性可能是由 Sdh B
亚基上 277 位点的氨基酸突变而导致的。

3    结论与讨论

抗药性的产生通常会伴随着生物学特性的改

变，因此生物学特性研究结果是抗药性风险评价

的重要指标之一[31]。多数研究者认为，病原菌产

生抗药性后，其自然适合度会降低，竞争力减

弱，无药条件下抗性菌株的相关生物学指标明显

低于敏感菌株[32-34]。而在实际生产自然环境条件

下，抗性菌株能否发展为优势群体即与其竞争力

有关，如果抗性群体的生命力较弱，不能在与敏

感群体的竞争中占优，将不能在田间形成优势群

体，抗性问题也就不易出现，反之则存在比较严

重的抗性风险[35-36]。

本研究结果表明：西瓜蔓枯病菌对啶酰菌胺

产生抗性后，其抗性能稳定遗传并保持较高水

表 3    抗性突变体与亲本菌株的产孢量比较

Table 3    Spore production between boscalid-resistance strains
and sensitive strains of D. bryoniae

菌株
Isolates

平均产孢量 (×106)/(个/mL)
Average product (× 106)

XF21 2.35 ± 0.26 B

XF21-3 7.39 ± 0.83 A

YC60 7.56 ± 0.11 A

YC60-1 8.67 ± 0.86 A

注：同列数据后不同字母表示采用  Duncan 氏新复极差法检验差

异显著 (P<0.05)。
Note: Data in the same column followed by the different letters are

significantly different by Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

表 4    抗性突变体与亲本菌株的致病力比较

Table 4    Ability of pathogenicity between boscalid-resistance
strains and sensitive strains of D. bryoniae

菌株
Isolates

病斑面积
Lesion area/mm2

XF21 31.81 ± 0.50 B

XF21-3 32.99 ± 0.82 B

YC60 31.91 ± 0.71 A

YC60-1 31.91 ± 0.71 A

注：同列数据后不同字母表示采用  Duncan 氏新复极差法检验差

异显著 (P<0.05)。
Note: Data in the same column followed by the different letters are

significantly different by Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

表 5    啶酰菌胺抗性突变体对不同药剂的 EC50 值

Table 5    EC50 value of D. bryoniae boscalid-resistance strains to different fungicides

菌株
Isolates

EC50/(μg/mL)

萎锈灵
carboxin

噻呋酰胺
thifluzamid

乙霉威
diethofencrab

戊唑醇
tebuconazole

醚菌酯
kresoxoim-methyl

XF21 8.593 S 0.150 S 0.667 S 0.407 S 0.272 S

XF21-3 18.108 S 185.243 R 1.016 S 0.312 S 0.612 S

YC60 8.346 S 1.754 S 0.697 S 0.162 S 0.449 S

YC60-1 11.433 S 100.285 R 0.889 S 0.068 S 0.337 S

注：R 表示抗性，S 表示敏感。

Note: R means resistance, S means sensitive.
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平。在无药剂胁迫的环境下，突变体的菌丝生长

随抗性水平增高而有所增加，且不同菌株间增加

幅度存在差异；抗性突变体的产孢量均大于敏感

菌株，其中 XF21-3 的产孢量与亲本菌株 XF21 相
比达到差异显著水平；抗性及敏感菌株在致病性

方面无显著差异。因此可推断，田间西瓜蔓枯病

菌一旦对啶酰菌胺产生抗性后，抗性菌株存活的

概率较大，利于形成优势群体。此外，虽然抗性

突变体的最适生长温度未发生变化，但其在最适

温度下的生长速率却有所增加，最适温度范围也

更宽，表明在适宜生长的温度条件下，抗性突变

体的生存竞争力比敏感菌株强，具备形成优势群

体的竞争优势。

在高渗透压环境胁迫下，微生物通常可以合

成或从环境中吸收一些低分子质量的物质，以调

节内外渗透压的平衡[37]。Ellis 等[38]认为，菌体在

高渗透压环境中需要不断合成甘油以维持细胞膨

压，消耗大量能量而使得生长受到抑制甚至不能

生长，故渗透压变化和抗药性突变可能是同源

的。本研究中，敏感菌株对氯化钠浓度的敏感性

高于抗性突变体，对葡萄糖浓度的敏感性则与抗

性的产生无关。分析可能是由于抗性突变体对渗

透压的敏感性下降，导致细胞膜透性降低，使药

物分子难以穿过细胞膜进入菌丝体内，从而表现

出一定的抗药性，同时也使得抗性突变体对外界

渗透压的变化具有相对较强的适应能力。该结论

与 Ellis 等[38]的结论一致。

实验室药剂驯化结果表明，西瓜蔓枯病菌对

啶酰菌胺较易产生抗药性。交互抗性研究发现，

啶酰菌胺与呋噻酰胺之间存在交互抗性，但与萎

锈灵、戊唑醇、乙霉威和醚菌酯之间无交互抗

性。这是首次发现啶酰菌胺与噻呋酰胺之间存在

交互抗性。此外，本研究结果与 Avenot 等[22]关于

对啶酰菌胺具极高水平抗性的 A. alternaria 菌株对

萎锈灵存在交互抗性的报道不同。在与啶酰菌胺

无交互抗性的药剂中，戊唑醇的 EC50 值最低，因

此戊唑醇可作为治理啶酰菌胺抗性的候选药剂。

目前关于啶酰菌胺抗性分子机理的研究较

多，且多集中于 Sdh 基因突变上。Stevenson 等[39]

在田间检测到了因 Sdh B 亚基上氨基酸由组氨酸

突变为酪氨酸而引起的西瓜蔓枯病菌对啶酰菌胺

的抗性菌株。Avenot 等[40]也发现，Sdh B 亚基上的

氨基酸由组氨酸突变为酪氨酸可引起田间西瓜蔓

枯病菌对啶酰菌胺的极高抗性菌株，突变为精氨

酸则可产生高抗菌株。本研究发现，抗性突变体

Sdh B 亚基 277 位氨基酸由组氨酸 (His) 突变为酪

氨酸 (Tyr)，其他位点未发生变异，与上述报道一

致。同时，也有报道表明，除 Sdh B 基因位点的

突变外，Sdh C 和 Sdh D 的基因突变也与啶酰菌胺

抗性的产生有一定关系。如开心果上抗啶酰菌胺

的链格孢 A. alternata 菌株即分别在 B 亚基上存在

2 个单一位点突变 (H227Y 和 H227R)，在 C 亚基

上存在 1 个单一位点突变 (H134R)，在 D 亚基上

存在 2 个单一位点突变 (HD3R 和 D123E) [ 1 8 ]。

Mallik 等 [ 4 1 ]发现，马铃薯早疫病菌  Alternaria
solani 田间抗啶酰菌胺菌株 Sdh B 亚基的第 278 位
组氨酸被酪氨酸或精氨酸替代 (H278Y/R)，且对

啶酰菌胺的抗性主要体现在 Sdh B 亚基的突变；

而 Sdh C 的突变 (H134R) 普遍出现在敏感、中

抗、高抗和极高抗性菌株中，Sdh D 突变 (H133R)
则在中抗和高抗菌株中出现，另外还检测到了 1 株
只存在 Sdh D 突变 (D123E) 的抗性菌株。但关于

西瓜蔓枯病菌抗啶酰菌胺菌株是否也在 Sdh C 和
Sdh D 位点上发生了突变还需进一步验证。

笔者对采自中国西南地区 7 个区、县的共 615 株
西瓜蔓枯病菌进行了抗性监测，并未发现啶酰菌

胺的田间抗性菌株[27]，因此尚无法测定田间抗性

菌株的生物学特性及其抗性分子机理。而田间抗

性监测是一个长期持续的过程，因此还需后续持

续跟进，以便及时掌握抗性的发生发展规律，制

定合理的用药策略。同时，应对田间检测到的抗

性菌株进行生物学特性测定及抗性分子机理研

究，以便对啶酰菌胺的应用进行综合评估。
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