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摘要　为明确上海地区草莓灰霉病菌犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪对琥珀酸脱氢酶抑制剂类（ｓｕｃｃｉｎａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｉｎｈｉｂｉ

ｔｏｒｓ，ＳＤＨＩｓ）杀菌剂氟吡菌酰胺的敏感性水平及抗性机制，本研究采用菌丝生长速率法测定了２０１９年上海市５个

草莓主产区的９０个灰葡萄孢菌株对氟吡菌酰胺的抗性，并分析了菌株的琥珀酸脱氢酶（ＳＨＤ）亚基序列。结果显

示：敏感性频率分布基线呈一个连续单峰曲线，符合正态分布，平均ＥＣ５０为（１．６８±０．９１）μｇ／ｍＬ，氟吡菌酰胺对上

海地区草莓灰霉病菌菌丝生长的ＥＣ５０最低值为０．０９μｇ／ｍＬ，最高值为７５．９１μｇ／ｍＬ。根据新建立的抗性划分标

准，发现上海奉贤区已存在抗氟吡菌酰胺的菌系，抗性频率７２．７７％，抗性菌株的最高抗性倍数为４５．１８，其他地区

抗性频率较低，浦东新区和嘉定区分别为２５．００％和４．７６％，崇明、青浦区菌株的抗性频率均为０。已有抗性的菌群

抗性突变位点在犛犱犺Ｂ亚基的Ｎ２３０Ｉ位和Ｐ２２５Ｆ位这二个位点，突变后分别导致低抗、中抗菌株的产生。
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２０２１

　　由灰葡萄孢犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪引起的灰霉病是

一种难以防治的世界性的重要病害，可危害观赏植

物、蔬菜、水果（例如草莓）等２３０余种作物
［１］。灰霉

病菌可危害植物果实、叶片、茎叶和花等［２］，该菌具

有寄主范围广、产孢量大、遗传变异频繁、传播能力

强等特点［３］，所以非常难防治，且极易产生抗药性。

草莓灰霉病主要发生在采果期，采后果实常迅速腐

烂，造成非常严重的损失。

氟吡菌酰胺是由德国拜耳公司研发的一种琥珀

酸脱氢酶抑制剂类（ｓｕｃｃｉｎａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｉｎｈｉｂｉ

ｔｏｒｓ，ＳＤＨＩｓ）杀菌剂，２０１２年在我国获得登记。氟

吡菌酰胺具有高效、广谱和持效久等特性，常用于防

治霜霉病、灰霉病、白粉病和菌核病等［４］。其通过抑

制病原菌内呼吸链中琥珀酸脱氢酶活性，阻碍线粒体

呼吸作用，从而抑制病原菌孢子萌发、菌丝体生长，进

而控制病害发展［５］。

上海市属亚热带海洋性季风气候，极适宜草莓

灰霉病的发生，国内常用的酰胺类杀菌剂有啶酰菌

胺，许多地区均已出现田间自然发生的灰霉病菌对

啶酰菌胺产生抗性的报道［６８］，但关于草莓灰霉病菌

对氟吡菌酰胺的抗性研究鲜有报道。因此，本研究

通过氟吡菌酰胺对上海５个区的草莓灰霉病的抗药

性检测，建立敏感性基线，研究抗性分子机制以及了

解抗性分布，为未来氟吡菌酰胺的合理使用提供数

据支持，为推动农药减量提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌株

于２０１９年１月－３月，从上海市５个地区（崇明

区、嘉定区、青浦区、奉贤区及浦东新区）的草莓生产

基地，随机采集已感染发病的灰霉病病果，参考刘欣

等［６］的方法进行单孢分离、鉴定和保存，来源于同一

病果的病菌保留１株，共获得９０株单孢灰葡萄孢菌

株。将所有菌株转接至ＰＤＡ试管斜面，编号（地点

缩写＋序号），保存于４℃备用。

１．２　药剂、试剂与培养基

９８．８％氟吡菌酰胺原药，南通泰禾化工股份有

限公司提供（自制）；丙酮，国药集团化学试剂有限公

司；马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ），青岛高科技工

业园海博生物技术有限公司，用于菌株培养以及毒力

测定；ＰＣＲＥａｓｙ犜犪狇ＳｕｐｅｒＭｉｘ，北京全式金生物技术

有限公司；琼脂糖，上海翊圣生物科技有限公司。

１．３　菌丝生长抑制试验

采用菌丝生长速率法［９］进行测定。氟吡菌酰胺

原药用丙酮溶解，配成１００００μｇ／ｍＬ的母液，设置

鉴别浓度分别为０、０．２５、０．５、１、２、４、８、１６、３２、

６４μｇ／ｍＬ及１２８μｇ／ｍＬ。将待测菌株接入ＰＤＡ平

板活化，于（２５±１）℃ 黑暗培养７２ｈ后，在菌落边

缘打取直径为７ｍｍ的菌饼，接种到上述系列浓度

的含药平板中央，以加入等量丙酮平板为对照，每处

理重复３次，（２５±１）℃黑暗倒置培养７２ｈ后，用十

字交叉法测量菌落直径。

抑制率＝
（对照菌落直径－处理菌落直径）

（对照菌落直径－７）
×１００％；

抗性水平（ＲＦ）＝
菌株ＥＣ５０

敏感基线ＥＣ５０
。

１．４　琥珀酸脱氢酶基因序列测定及比对

菌株菌丝 ＤＮＡ 的提取采用改良的 ＣＴＡＢ

法［１０］。根据灰葡萄孢琥珀酸脱氢酶基因（犛犱犺Ａ，

犛犱犺Ｂ，犛犱犺Ｃ与犛犱犺Ｄ）序列，采用刘欣等
［６］的４对引

物：ＳｄｈＡＦ：ＡＴＴＴＧＧＡＡＡＣＧＣＣＣＴＴＧＧＡＣ，ＳｄｈＡ

Ｒ：ＣＡＴＴＡＣＣＧＡＡＣＡＡＴＣＣＣＧＣＡ；ＳｄｈＢＦ：ＡＣ

ＣＴＡＣＴＣＧＣＣＣＴＡＴＣＣＡＡＴ，ＳｄｈＢＲ：ＡＧＡＣＴＴＡＧＣＡ

ＡＴＡＡＣＣＧＣＣＣ；ＳｄｈＣＦ：ＧＣＣＡＧＡＴＴＴＣＣＴＴＡＧＴＣ

ＡＧ，ＳｄｈＣＲ：ＧＣＴＧＧＡＣＴＣＴＧＡＡＴＧＴＧＡＴ；ＳｄｈＤ

Ｆ：ＡＧＣＣＡＡＴＣＡＡＡＴＣＣＧＴＴＣＣＧ，ＳｄｈＤＲ：ＣＡＡＡＣ

ＴＣＣＴＣＣＣＴＧＣＣＣＴＣＴ，对全部菌株的４条亚基编码

基因进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ体系为２０μＬ：包含２×

ＰＣＲＥａｓｙ犜犪狇ＳｕｐｅｒＭｉｘ１０μＬ、上下游引物各

０．５μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ）、ＤＮＡ 模板 ２０ｎｇ，最后用

ｄｄＨ２Ｏ补足。ＰＣＲ程序：９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃变

性２０ｓ，５５℃退火２０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３２个循环；

７２℃延伸５ｍｉｎ。

取５μＬＰＣＲ扩增产物于２％琼脂糖凝胶进行

电泳检测，凝胶成像系统对胶片进行拍照记录，有条

带ＰＣＲ产物送生工生物工程（上海）公司进行测序。

１．５　数据处理

利用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ软件计算药剂对菌丝生

长的抑制率、有效抑制中浓度ＥＣ５０值；利用ＳＰＳＳ

２２．０统计软件对试验数据进行分析，采用该软件描

述统计模块进行ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ法（犠）法正态性检验，

犘＞０．０５则符合正态分布，反之则为非正态分布；最

后根据整个测定种群的ＥＣ５０分布加以分析，绘制频率

分布直方图及正态分布曲线。测序结果使用ＤＮＡ

·６１２·
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ＭＡＮ软件对敏感及抗性菌株的ＳＤＨ亚基序列进

行比对分析，并以ＮＣＢＩ网站（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．

ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）数据库中相关序列作为参考。参考

ＧｅｎＢａｎｋ基因登记号：ＫＲ７０５９１６．１ （犅犮犛犱犺犃）、

ＫＲ８６６３８２．１（犅犮犛犱犺犅）、ＫＲ７０５９２３．１（犅犮犛犱犺犆）和

ＫＲ７０５９３０．１（犅犮犛犱犺犇）。

２　结果与分析

２．１　草莓灰霉病菌对氟吡菌酰胺的敏感性基线

在上海市５个地区，共采集并成功分离到９０个

草莓灰霉病菌菌株。敏感性测定结果显示：氟吡菌

酰胺对９０个菌株的ＥＣ５０介于０．０９～７５．９１μｇ／ｍＬ，

表明上海不同地区之间草莓灰霉病菌对氟吡菌酰胺

的敏感性差异较大。经ＳｈａｐｉｒｏＷｉｌｋ正态性检验，结

果显示：ＥＣ５０频次分布犠＝０．４９，犘＜０．００１，呈非连

续性分布（图１），表明不同菌株对氟吡菌酰胺的敏感

性出现了分化，已出现敏感性降低的亚群体甚至抗性

菌株。其中，２２株菌株的ＥＣ５０≥６．５４μｇ／ｍＬ，呈非连

续性分布（图１）；其余６８株菌株的ＥＣ５０介于０．０９～

４．８０μｇ／ｍＬ，呈连续性正态分布，其犠＝０．９７，犘＝

０．０５４＞０．０５（图２）。该６８株菌株平均ＥＣ５０为

（１．６８±０．９１）μｇ／ｍＬ，呈现一个连续单峰曲线，符合

正态分布，故可作为敏感性基线参考值。

图１　氟吡菌酰胺对供试９０个草莓灰霉病菌菌株菌丝

生长犈犆５０频率分布

犉犻犵．１　犉狉犲狇狌犲狀犮狔犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犈犆５０狏犪犾狌犲狊狅犳犳犾狌狅狆狔狉犪犿犳狅狉

狋犺犲犿狔犮犲犾犻犪犾犵狉狅狑狋犺狅犳９０犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪犻狊狅犾犪狋犲狊

　

图２　氟吡菌酰胺对６８株草莓灰霉病菌菌株菌丝

生长犈犆５０频率分布

犉犻犵．２　犉狉犲狇狌犲狀犮狔犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犈犆５０狏犪犾狌犲狊狅犳犳犾狌狅狆狔狉犪犿犳狅狉

狋犺犲犿狔犮犲犾犻犪犾犵狉狅狑狋犺狅犳６８犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪犻狊狅犾犪狋犲狊

　２．２　菌株序列对比分析

对全部９０株菌株进行犛犱犺Ａ，犛犱犺Ｂ，犛犱犺Ｃ与

犛犱犺Ｄ基因测序。结果显示：全部菌株的犛犱犺Ａ、

犛犱犺Ｃ与犛犱犺Ｄ３个基因均未发生突变（结果未展

示）；犛犱犺Ｂ基因：４１株菌株未发生突变，４９株菌发生

突。４１株未突变的ＥＣ５０范围为０．２６～３．２４μｇ／ｍＬ，

２７株２７２位组氨酸突变为精氨酸（ＣＡＣ突变为

ＣＧＣ，Ｈ２７２Ｒ），菌株ＥＣ５０范围为０．０９～４．８０μｇ／ｍＬ，与

未突变菌株的ＥＣ５０值存在交叉；１４株２３０位天冬酰胺

突变为异亮氨酸（ＡＡＣ突变为ＡＴＣ，Ｎ２３０Ｉ），菌株

ＥＣ５０范围为６．５４～１６．４５μｇ／ｍＬ，８株２２５位脯氨酸

突变为苯丙氨酸（ＣＣＣ突变为ＴＴＣ，Ｐ２２５Ｆ），菌株

ＥＣ５０范围为２２．９８～７５．９１μｇ／ｍＬ（表１）。

２．３　上海地区草莓灰霉病菌对氟吡菌酰胺的抗性

水平

　　参照表１的菌株突变类型、ＥＣ５０和抗性水平范

围，定义敏感性划分标准：ＲＦ＜３为敏感（Ｓ）；３≤ＲＦ

＜１０为低抗菌株（ＬＲ）；１０≤ＲＦ＜５０为中抗菌株

（ＭＲ）；ＲＦ≥５０为高抗菌株（ＨＧ）。根据上述划分标

准，灰霉病菌犛犱犺Ｂ亚基未发生突变和２７２位突变的

菌株属于敏感菌株；２３０位突变的菌株属于低抗菌株，

２２５位突变的菌株属于中抗菌株（表１）。上海地区灰

霉病菌菌株对氟吡菌酰胺的敏感性检测结果（表２）

表１　草莓灰霉病菌犛犱犺犅亚基突变类型与抗性水平

犜犪犫犾犲１　犕狌狋犪狋犻狅狀狋狔狆犲狊犻狀犛犱犺犅狊狌犫狌狀犻狋狅犳９０犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪犻狊狅犾犪狋犲狊犪狀犱狉犪狀犵犲狅犳狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犾犲狏犲犾

犛犱犺Ｂ突变类型

Ｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅｉｎ犛犱犺犅

菌株数／株

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｔｒａｉｎｓ

ＥＣ５０范围／μｇ·ｍＬ
－１

ＲａｎｇｅｏｆＥＣ５０

抗性倍数范围

ＲＦｒａｎｇｅ

－ ４１ ０．２６～３．２４ ０．１５～１．９３

Ｈ２７２Ｒ（ＣＡＣＣＧＣ） ２７ ０．０９～４．８０ ０．０５～２．８６

Ｎ２３０Ｉ（ＡＡＣＡＴＣ） １４ ６．５４～１６．４５ ３．８１～９．８５

Ｐ２２５Ｆ（ＣＣＣＴＴＣ） ８ ２２．９８～７５．９１ １３．６８～４５．１８
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显示，全市抗性菌株频率２４．４４％，不同地区菌株的

抗性频率差异较大，奉贤区抗性菌株频率最高，为

７７．２７％，浦东新区和嘉定区分别为２５．００％和

４．７６％，崇明区和青浦区未检测到抗性菌株，抗性频

率均为０。不同地区菌株对氟吡菌酰胺的敏感性差异

较大，奉贤区菌株出现最大ＥＣ５０为７５．９１μｇ／ｍＬ，而

青浦区菌株出现最小ＥＣ５０为０．０９μｇ／ｍＬ，两者之

间相差８４３倍（表２）。２２个抗性菌株中低抗菌株占

６３．６３％、中抗占３６．３６％，其中抗性最高的菌株抗

性倍数达４５．１８（表３）。

表２　不同地区草莓灰霉病菌菌菌株对氟吡菌酰胺敏感性

犜犪犫犾犲２　犉犾狌狅狆狔狉犪犿狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狅犳犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪犮狅犾犾犲犮狋犲犱犳狉狅犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋狉犲犵犻狅狀狊犻狀犛犺犪狀犵犺犪犻

采集地

Ｒｅｇｉｏｎ

菌株总数／株

Ｔｏｔａｌｓｔｒａｉｎｓ

ＥＣ５０范围／

μｇ·ｍＬ
－１

ＲａｎｇｅｏｆＥＣ５０

ＥＣ５０均值／μｇ·ｍＬ
－１

ＡｖｅｒａｇｅｏｆＥＣ５０

敏感菌株数／株

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ

抗性菌株数／株

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ

抗性频率／％

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

崇明区Ｃｈｏｎｇｍｉｎｇ １６ ０．２６～３．０１ １．５８±０．８９ １６ ０ ０．００

奉贤区Ｆｅｎｇｘｉａｎ ２２ １．３１～７５．９１ ２３．０８±２２．６８ ５ １７ ７７．２７

嘉定区Ｊｉａｄｉｎｇ ２１ ０．４８～７．０６ １．７９±１．４０ ２０ １ ４．７６

浦东新区Ｐｕｄｏｎｇｎｅｗａｒｅａ １６ ０．３４～３０．４１ ４．２１±７．５３ １２ ４ ２５．００

青浦区Ｑｉｎｇｐｕ １５ ０．０９～３．２４ １．７３±０．８６ １５ ０ ０．００

总计Ｔｏｔａｌ ９０ ０．０９～７５．９１ ７．４１±１４．９４ ６８ ２２ ２４．４４

表３　２２个草莓灰霉病菌抗性菌株的来源和抗性水平

犜犪犫犾犲３　犗狉犻犵犻狀狊犪狀犱狉犲狊犻狊狋犪狀狋犾犲狏犲犾狊狅犳２２犳犾狌狅狆狔狉犪犿狉犲狊犻狊狋犪狀狋狊狋狉犪犻狀狊狅犳犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪

抗性菌株

Ｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎ

来源

Ｓｏｕｒｃｅ

ＥＣ５０／

μｇ·ｍＬ
－１

抗性倍数

Ｒｅｓｉｓｔａｎｔｆａｃｔｏｒ

犛犱犺Ｂ突变类型

Ｍｕｔａｔｉｏｎｔｙｐｅｉｎ犛犱犺Ｂ

抗性表现型

Ｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｙｐｅ

ＰＤ１３ 浦东新区 ６．５４ ３．８９ Ｎ２３０Ｉ（ＡＡＣＡＴＣ） ＬＲ

ＪＤ１２ 嘉定区 ７．０６ ４．２０ Ｎ２３０Ｉ（ＡＡＣＡＴＣ） ＬＲ

ＦＸ１１ 奉贤区 ７．３８ ４．３９ Ｎ２３０Ｉ（ＡＡＣＡＴＣ） ＬＲ

ＰＤ１１ 浦东新区 ７．５０ ４．４６ Ｎ２３０Ｉ（ＡＡＣＡＴＣ） ＬＲ

ＰＤ３２ 浦东新区 ７．７４ ４．６１ Ｎ２３０Ｉ（ＡＡＣＡＴＣ） ＬＲ

ＦＸ１６ 奉贤区 ８．３１ ４．９５ Ｎ２３０Ｉ（ＡＡＣＡＴＣ） ＬＲ

ＦＸ４１１ 奉贤区 ８．３９ ４．９９ Ｎ２３０Ｉ（ＡＡＣＡＴＣ） ＬＲ

ＦＸ１３ 奉贤区 ９．０８ ５．４０ Ｎ２３０Ｉ（ＡＡＣＡＴＣ） ＬＲ

ＦＸＪＳ３１０ 奉贤区 ９．４６ ５．６３ Ｎ２３０Ｉ（ＡＡＣＡＴＣ） ＬＲ

ＦＸＺＨ１７１ 奉贤区 １２．３３ ７．３４ Ｎ２３０Ｉ（ＡＡＣＡＴＣ） ＬＲ

ＦＸ１１０ 奉贤区 １３．１６ ７．８３ Ｎ２３０Ｉ（ＡＡＣＡＴＣ） ＬＲ

ＦＸ１９ 奉贤区 １４．９１ ８．８７ Ｎ２３０Ｉ（ＡＡＣＡＴＣ） ＬＲ

ＦＸ１１３ 奉贤区 １６．３７ ９．７４ Ｎ２３０Ｉ（ＡＡＣＡＴＣ） ＬＲ

ＦＸＺＨ１７４ 奉贤区 １６．４５ ９．７９ Ｎ２３０Ｉ（ＡＡＣＡＴＣ） ＬＲ

ＦＸ１１５ 奉贤区 ２２．９８ １３．６８ Ｐ２２５Ｆ（ＣＣＣＴＴＣ） ＭＲ

ＰＤ１７ 浦东新区 ３０．４１ １８．１０ Ｐ２２５Ｆ（ＣＣＣＴＴＣ） ＭＲ

ＦＸ１７ 奉贤区 ３１．０５ １８．４８ Ｐ２２５Ｆ（ＣＣＣＴＴＣ） ＭＲ

ＦＸ１１１ 奉贤区 ５１．４８ ３０．６４ Ｐ２２５Ｆ（ＣＣＣＴＴＣ） ＭＲ

ＦＸ１８ 奉贤区 ６０．４４ ３５．９８ Ｐ２２５Ｆ（ＣＣＣＴＴＣ） ＭＲ

ＦＸ１１２ 奉贤区 ６１．５８ ３６．６５ Ｐ２２５Ｆ（ＣＣＣＴＴＣ） ＭＲ

ＦＸ１２ 奉贤区 ６６．５４ ３９．６１ Ｐ２２５Ｆ（ＣＣＣＴＴＣ） ＭＲ

ＦＸ１４ 奉贤区 ７５．９１ ４５．１８ Ｐ２２５Ｆ（ＣＣＣＴＴＣ） ＭＲ

３　结论与讨论

本研究采用菌丝生长速率法测定了２０１９年采

自上海市５个草莓种植基地共计９０株灰霉病菌株

对氟吡菌酰胺的敏感性，其中的６８株菌株ＥＣ５０符

合正态分布，所得曲线呈现一个连续单峰，均值为

（１．６８±０．９１）μｇ／ｍＬ，与张晓柯等
［４］针对江苏省草

莓灰霉病菌建立的菌丝生长敏感基线（１．９４±

１．５５）μｇ／ｍＬ接近，故可作为草莓灰霉病菌对氟吡菌

酰胺的敏感基线参考值评估田间整体抗性情况。此

外，结合菌株ＥＣ５０和基因突变位点，对已报道的
［４，１１］

草莓灰霉病菌对氟吡菌酰胺抗药性标准（ＲＦ＜２为

·８１２·
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敏感；２≤ＲＦ＜１０为低抗；１０≤ＲＦ＜５０为中抗；ＲＦ

≥５０为高抗）进行了优化，新定义了更适用的草莓

灰霉病菌对氟吡菌酰胺抗性划分标准（ＲＦ＜３为敏

感；３≤ＲＦ＜１０为低抗；１０≤ＲＦ＜５０为中抗；ＲＦ≥

５０为高抗）。

研究表明，上海市５个区灰霉病菌对氟吡菌酰

胺的敏感性已产生分化，全市灰霉病菌抗性菌株频

率２４．４４％，但是以低、中抗为主，而奉贤区抗性菌

株频率已达较高水平，崇明、嘉定、浦东以及青浦草

莓生产区草莓灰霉病对氟吡菌酰胺抗性频率较低，

甚至为０，变异系数较小，说明这４个区对氟吡菌酰

胺目前还处在敏感水平，未发现敏感性下降的群体。

因此，在上海奉贤地区草莓灰霉病防治，应及时调整

施药方案，减少氟吡菌酰胺的用药频次，建议优先选

用其他作用机制或类型的新型杀菌剂，如与咯菌腈

等［２］轮换使用，并密切监测病原菌对氟吡菌酰胺的

敏感性变化动态，以避免防治失败。

本研究通过对供试菌株犛犇犎 基因的核苷酸序

列的对比分析，发现犛犱犺Ａ、犛犱犺Ｃ与犛犱犺Ｄ３个基

因均未发生突变，而犛犱犺Ｂ亚基２７２位密码子ＣＡＣ

突变为ＣＧＣ，引起组氨酸（Ｈ）突变为精氨酸（Ｒ），但

并不影响菌株的敏感性，这一结论与张晓柯等［４］报

道的抗性可能主要是由Ｂ亚基的２７２位突变引起不

一致；２３０位密码子ＡＡＣ突变为ＡＴＣ，引起天冬酰

胺（Ｎ）突变为异亮氨酸（Ｉ），菌株表现为低抗；２２５位

密码子ＣＣＣ突变为ＴＴＣ，引起脯氨酸（Ｐ）突变为苯

丙氨酸（Ｆ），菌株表现为中抗，这一结论与 Ａｍｉｒｉ

等［１１］的一致，Ｈｕ等
［１２］和Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ等

［１３］也报道草

莓灰霉病菌株犛犱犺Ｂ的Ｎ２３０Ｉ和Ｐ２２５Ｆ突变导致

其对氟吡菌酰胺产生抗性。

琥珀酸脱氢酶抑制剂类杀菌剂作用靶标为线粒

体复合体Ⅱ（三羧酸循环过程中的关键复合体），通

过完全或者部分占据底物泛醌的位点，抑制电子从

琥珀酸传递到辅酶Ｑ（泛醌），干扰呼吸链上复合体

Ⅱ电子传递，阻断其能量代谢，最终导致病原菌死

亡［１４１５］。结构包括３部分：酸片段（Ａ）、胺片段（Ｂ）

和酰胺键链接部分（Ｃ）（图３），Ｃ部分是固定基团，Ａ

和Ｂ部分为活性基团
［１６］。啶酰菌胺和氟吡菌酰胺

同为琥珀酸脱氢酶抑制剂类杀菌剂，具有不同的活

性基团（图４）。许多研究发现灰霉菌犛犱犺Ｂ亚基的

Ｈ２７２Ｒ突变可产生对啶酰菌胺的抗性
［６，１１，１７１８］，本

研究发现Ｈ２７２Ｒ突变的灰霉菌株对氟吡菌酰胺仍

旧敏感，两种杀菌剂对灰霉菌犛犱犺Ｂ亚基Ｈ２７２Ｒ突

变表现出不同的生物活性。ＳＤＨ杀菌剂的抑菌活

性主要取决于它们与靶标位点的对接能力和亲和

力，这种亲和力受到杀菌剂化学结构的高度影

响［１１］。已有报道，氟吡菌酰胺的活性基团３氯５三

氟甲基２吡啶基被２氯４三氟甲基２苯基取代时，

导致其抗子囊菌活性显著下降，而被正交苯基取代

时，抗担子菌活性增强［１９］。

图３　琥珀酸脱氢酶抑制剂类（犛犇犎犐狊）杀菌剂的结构通式

犉犻犵．３　犌犲狀犲狉犪犾犮犺犲犿犻犮犪犾狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳狊狌犮犮犻狀犻犮犪犮犻犱

犱犲犺狔犱狉狅犵犲狀犪狊犲犻狀犺犻犫犻狋狅狉狊犳狌狀犵犻犮犻犱犲

　

图４　啶酰菌胺（犪）与氟吡菌酰胺（犫）化学结构式

犉犻犵．４　犆犺犲犿犻犮犪犾狊狋狉狌犮狋狌狉犪犾犳狅狉犿狌犾犪狅犳

犫狅狊犮犪犾犻犱（犪）犪狀犱犳犾狌狅狆狔狉犪犿（犫）

　
病原菌对ＳＤＨＩｓ的抗性主要由琥珀酸脱氢酶

复合体亚基上氨基酸突变所致，氨基酸突变，改变了

药剂与药靶的亲和力，进而影响病菌的抗药性［１６］。

犛犱犺Ｂ亚基２３０位点的天冬酰胺是亲水性的，异亮氨

酸是高度疏水性，蛋白质疏水性的改变是否会影响琥

珀酸脱氢酶的形成或氧化还原电位，从而有利于与其

他氨基酸的对接形成Ｑ位点（琥珀酸脱氢酶泛醌结合

位点，ｑｕｉｎｏｎｅｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓ）还有待进一步研究
［１１］。

同样，犛犱犺Ｂ亚基２２５位点的脯氨酸被体积较大的苯

丙氨酸替代，使得２２５位点附近的空间构型发生改

变，从而降低了杀菌剂结合Ｑ位点的亲和性
［２０２１］。

本研究发现犛犱犺Ｂ亚基Ｎ２３０Ｉ和Ｐ２２５Ｆ突变与氟

吡菌酰胺抗性程度高低具有相关性，为将来草莓灰

霉病菌对氟吡菌酰胺的抗性检测技术的研究奠定了

·９１２·
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一定的理论基础。此外，由于本研究抗性菌株群体

数量的局限性，上海市草莓灰霉病病菌抗氟吡菌酰

胺的菌群是否还存在其他基因突变类型，以及氟吡

菌酰胺与其他药剂交互抗性关联性等方面有待进一

步研究。
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