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黑龙江和云南葡萄产区灰霉病菌对多菌灵和

异菌脲的抗性检测

贾爽爽，　黄晓庆，　孔繁芳，　周连柱，　王忠跃，　张　昊，　刘永强

（中国农业科学院植物保护研究所，植物病虫害生物学国家重点实验室，北京　１００１９３）

摘要　为明确黑龙江省和云南省葡萄灰霉病菌对多菌灵和异菌脲的抗性频率，从两省分别采集、分离到葡萄灰霉病

菌犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪３９株和３８株，利用菌丝生长速率法测定其对多菌灵和异菌脲的敏感性，并分别检测上述菌株两

种药剂靶标基因β狋狌犫狌犾犻狀和犅狅狊１的突变情况。结果表明，黑龙江省葡萄灰霉病菌对多菌灵和异菌脲的抗性频率

以及对两种杀菌剂的多药抗性频率分别为１００．０％、５１．３％和５１．３％；云南省葡萄灰霉病菌对多菌灵和异菌脲的抗

性频率以及对两种杀菌剂的多药抗性频率均为９７．４％。两地区的多菌灵抗性菌株的β狋狌犫狌犾犻狀基因上均发生了

Ｅ１９８Ａ或Ｅ１９８Ｖ突变。异菌脲抗性菌株的犅狅狊１基因存在Ｉ３６５Ｎ、Ｉ３６５Ｓ、Ｑ３６９Ｐ＋Ｎ３７３和Ｑ３６９Ｐ等４种突变类

型。研究结果表明，在上述两个地区不宜单独使用多菌灵和异菌脲防治葡萄灰霉病，应使用其他作用机制不同且抑

菌效果好的杀菌剂。
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　　由灰葡萄孢犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪引起的葡萄灰霉

病不仅是葡萄生产中的常见病害，更是产后贮藏期

的毁灭性病害，严重影响葡萄的产量和质量，对葡萄

产业造成严重的经济损失［１］。目前生产上用于防治



２０２１

该病害的杀菌剂主要有苯并咪唑类、二甲酰亚胺类、

烟酰胺类、苯氨基嘧啶类等［２］。葡萄灰霉病菌产孢量

大、易变异，适应性强，随着杀菌剂的频繁、大量使用，

该病菌已对多种杀菌剂产生不同程度的抗药性［３］。

多菌灵属于苯并咪唑类内吸性杀菌剂，作用于

真菌β微管蛋白，抑制孢子芽管分隔和菌丝生长。

该杀菌剂自２０世纪６０年代问世以来被广泛用于灰

霉病的防治，但其作用位点单一，具有较高的抗性风

险。随着该药剂的频繁使用，灰霉病菌已对其产生

严重的抗药性。日本、巴西、希腊以及我国多个地区

的番茄及草莓上的灰霉病菌均出现了大量抗性菌

株［４７］。大量研究表明，灰葡萄孢对多菌灵的抗性主

要与其靶标基因β狋狌犫狌犾犻狀 上的 Ｅ１９８Ａ、Ｅ１９８Ｖ、

Ｅ１９８Ｋ、Ｅ１９８Ｇ或Ｆ２００Ｙ突变有关，各个国家或地

区检测出的抗性突变类型和比例存在不同，但总体

上以Ｅ１９８Ａ和Ｅ１９８Ｖ两种抗性突变类型为主
［７１０］。

异菌脲属于二甲酰亚胺类杀菌剂，该杀菌剂可

以激活丝状真菌中参与调控菌株对渗透压敏感性的

双组分组氨酸激酶信号途径（ＴＣＨＫ信号途径）。

研究表明，该途径中的组氨酸激酶ＯＳＩ元件为二甲

酰亚胺类杀菌剂的作用靶标［１１］。二甲酰亚胺类杀

菌剂的作用位点较多，可使灰霉病菌菌丝和芽管生

长受阻，畸形或涨破，从而起到抑制病原菌的作

用［１２１３］。随着异菌脲的不断重复使用，灰霉病菌对

该杀菌剂逐渐产生了抗药性。美国灰霉病菌的异菌

脲抗性频率从２０１４年的２０．０５％上升至２０１５年的

６２％
［１４１５］。我国很多地区也发现了大量抗异菌脲灰

霉菌株，例如，２００６年浙江、江苏、山东和辽宁４省

的蔬菜灰霉病菌对异菌脲的平均抗性频率为２０％

左右［１６］；２０１２年江苏草莓灰霉病菌对异菌脲的抗性

频率达到６４．６％
［１７］；北京市草莓灰霉病菌对异菌脲

的抗性频率由２０１３年的４０．４％上升至２０１４年的

４５．３％，且不同采样点的抗性频率存在明显的不

同［１８］。随着对灰霉病菌异菌脲抗性机理研究的不

断深入，发现灰霉病菌对异菌脲的抗性主要与犅狅狊１

基因的 Ｉ３６５Ｓ、Ｉ３６５Ｎ、Ｉ３６５Ｒ、Ｑ３６９Ｐ、Ｖ３６８Ｆ＋

Ｑ３６９Ｈ、Ｑ３６９Ｐ＋Ｎ３７３Ｓ和Ｎ３７３Ｓ突变有关
［１９］。

上述灰霉病菌对多菌灵和异菌脲的抗性报道主

要集中在蔬菜及草莓病害上，目前葡萄灰霉病菌相

关抗药性研究较少。２０１９年，郑媛萍等发现山东蓬

莱地区的葡萄灰霉病菌对多菌灵和异菌脲的抗性频

率均高达９０％以上
［２０］。黑龙江省哈尔滨市和云南省

宾川县是我国的主要葡萄产区，多菌灵和异菌脲在这

两个地区已使用多年，明确该地区葡萄灰霉病菌对这

两种杀菌剂的抗性频率及抗性突变类型，为进一步建

立针对这两种药剂抗性的快速分子检测技术及指导

当地葡萄灰霉病的有效防控奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　菌株的采集、分离纯化和保存

２０１７年从黑龙江省哈尔滨市和云南省宾川县

葡萄主要种植区采集葡萄灰霉病果装入自封袋并用

冰袋降温带回实验室。在实验室对病样进行分离培

养，产孢后使用接种环蘸取少量孢子划线进行分离

培养，１ｄ后挑取单个菌落进行培养，两个地区共分

离纯化得到葡萄灰霉病菌７７株，其中采集自黑龙江

省哈尔滨市的菌株共３９株，采集自云南省宾川县的

菌株共３８株，将培养好的菌株打取直径为５ｍｍ的

菌饼置于４０％甘油中于－８０℃保存备用。

１．２　供试药剂与培养基

９８％多菌灵原药和９８．４％异菌脲原药均由中

国农业科学院植物保护研究所农药应用工艺学研究

组提供。多菌灵溶于０．１ｍｏｌ／Ｌ的盐酸溶液中，配

制成５ｍｇ／ｍＬ的母液；异菌脲溶于１００％的甲醇，

配制成１０ｍｇ／ｍＬ的母液。

马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基：土豆去皮洗

净切成约１ｃｍ３的小块，准确称取２００ｇ，加入１Ｌ

ｄｄＨ２Ｏ煮至熟透，过滤后定容至１Ｌ，加入２０ｇ葡

萄糖和２０ｇ琼脂粉，加热并搅拌至完全溶解，用锥

形瓶分装后１２１℃高压灭菌２０ｍｉｎ。

１．３　葡萄灰霉病菌对多菌灵和异菌脲的抗性频率测定

　　测定葡萄灰霉病菌对多菌灵和异菌脲的抗性频

率，其中多菌灵的鉴别浓度为１０μｇ／ｍＬ，异菌脲的鉴

别浓度为５μｇ／ｍＬ
［２０］。在培养２ｄ的菌落边缘打取直

径为５ｍｍ的菌饼，接种于含药和对照ＰＤＡ平板上，每

个处理重复３次。２２℃培养箱Ｌ∥Ｄ＝１２ｈ∥１２ｈ光暗

交替培养２ｄ后，观察并记录菌株生长情况。分别

统计两个地区葡萄灰霉病菌对多菌灵和异菌脲的抗

性频率。抗性频率＝抗性菌株数／所测菌株总数

×１００％。

１．４　β狋狌犫狌犾犻狀基因和犅狅狊１基因序列测定

使用 ＥＺ９６真菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒

（Ｄ３３９００２）（ＯＭＥＧＡ）提取供试菌株的基因组

ＤＮＡ。使用引物 ＴｕｂＡ Ｆ／Ｒ：ＣＧＣＧＡＧＧＡＧＴＴＣ
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ＣＣＡＧＡＴＣＧ／ＧＡＣＧＧＣＧＧＡＡＡＣＣＡＡＧＴＧＧ和Ｂｏｓ１

Ｆ／Ｒ：ＡＧＣＣＣＡＧＧＧＴＧＡＧＡＴＡＣＴＣＣ／ＴＴＴＧＣＧＡＣ

ＡＧＣＴＧＴＴＧＴＧＡＣ
［２］分别扩增上述菌株的β狋狌犫狌犾犻狀

和犅狅狊１基因。引物由上海生工生物有限公司合成。

ＰＣＲ扩增体系为４０μＬ，包括１４μＬｄｄＨ２Ｏ、２０μＬ

２×犜犪狇Ｍｉｘ，上下游引物各２μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ。

ＰＣＲ反应程序为：９５℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃变性

３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；最

后７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物的测序由生工生物

工程（上海）股份有限公司完成，测序结果使用ｇｅ

ｎｅｏｕｓ软件进行整理和分析。

２　结果与分析

２．１　葡萄灰霉病菌对多菌灵和异菌脲的抗性频率

黑龙江省的３９株葡萄灰霉病菌均对多菌灵产

生抗性，抗性频率为１００．０％，有２０株对异菌脲产

生抗性，抗性频率为５１．３％，对多菌灵和异菌脲的

多药抗性频率为５１．３％。云南省的３８株葡萄灰霉

病菌中有３７株对多菌灵和异菌脲均产生了抗性，抗

性频率均为９７．４％（表１）。

表１　黑龙江和云南产区葡萄灰霉病菌对多菌灵和异菌脲的抗性频率

犜犪犫犾犲１　犚犲狊犻狊狋犪狀犮犲犳狉犲狇狌犲狀犮狔狅犳犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪狋狅犮犪狉犫犲狀犱犪狕犻犿犪狀犱犻狆狉狅犱犻狅狀犲犻狀犵狉犪狆犲狏犻狀犲犪狉犲犪狊狅犳犎犲犻犾狅狀犵犼犻犪狀犵犪狀犱犢狌狀狀犪狀

采集区域

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇａｒｅａ

菌株数量／株

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ

多菌灵ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ

抗性菌株数量／株

Ｒｅｓｉｓｔａｎｔｉｓｏｌａｔｅ

抗性频率／％

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

异菌脲ｉｐｒｏｄｉｏｎｅ

抗性菌株数量／株

Ｒｅｓｉｓｔａｎｔｉｓｏｌａｔｅ

抗性频率／％

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

黑龙江 Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ ３９ ３９ １００．０ ２０ ５１．３

云南Ｙｕｎｎａｎ ３８ ３７ ９７．４ ３７ ９７．４

２．２　葡萄灰霉病菌对多菌灵的抗性突变

对供试菌株的测序结果表明，所有多菌灵敏感

菌株均未检测到β狋狌犫狌犾犻狀基因上的突变，在所有多

菌灵抗性菌株中均检测到了Ｅ１９８Ａ或Ｅ１９８Ｖ突

变。两个地区的多菌灵抗性突变类型分布不同。在

黑龙江省的３９株多菌灵抗性菌株中，Ｅ１９８Ａ突变株

有３５株，占比为８９．７％，Ｅ１９８Ｖ突变株有４株，占

比为１０．３％。云南省的３７株多菌灵抗性菌株中，

Ｅ１９８Ａ突变株有１８株，占比为４８．６％，Ｅ１９８Ｖ突变

株有１９株，占比为５１．４％（图１）。

图１　黑龙江和云南产区葡萄灰霉病菌多菌灵

抗性突变类型及分布

犉犻犵．１　犉狉犲狇狌犲狀犮狔犪狀犱犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狉犲狊犻狊狋犪狀狋犿狌狋犪狋犻狅狀狊狅犳

犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪狋狅犮犪狉犫犲狀犱犪狕犻犿犻狀犵狉犪狆犲狏犻狀犲犪狉犲犪狊

狅犳犎犲犻犾狅狀犵犼犻犪狀犵犪狀犱犢狌狀狀犪狀

　

２．３　葡萄灰霉病菌对异菌脲的抗性突变

对供试菌株的测序结果表明，所有异菌脲敏感

菌株均未检测到犅狅狊１基因上的突变，在所有异菌脲

抗性菌株中均检测到了Ｉ３６５Ｎ、Ｉ３６５Ｓ、Ｑ３６９Ｐ＋

Ｎ３７３Ｓ或Ｑ３６９Ｐ突变。两个地区的异菌脲抗性突

变类型分布不同。２０株采自黑龙江省哈尔滨市异

菌脲抗性菌株中，共有Ｉ３６５Ｎ、Ｉ３６５Ｓ、Ｑ３６９Ｐ＋Ｎ３７３Ｓ

和Ｑ３６９Ｐ４种突变类型，占比分别为４５．０％、２０．０％、

３０．０％和５．０％。云南省宾川县的３７株异菌脲抗性

菌株只有Ｉ３６５Ｎ、Ｉ３６５Ｓ和Ｑ３６９Ｐ＋Ｎ３７３Ｓ３种抗性突

变，占比分别为１０．８％、５９．５％和２９．７％（图２）。

图２　黑龙江和云南产区葡萄灰霉病菌异菌脲

抗性突变类型及分布

犉犻犵．２　犉狉犲狇狌犲狀犮狔犪狀犱犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狉犲狊犻狊狋犪狀狋犿狌狋犪狋犻狅狀狊狅犳

犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪狋狅犻狆狉狅犱犻狅狀犲犻狀犵狉犪狆犲狏犻狀犲犪狉犲犪狊狅犳

犎犲犻犾狅狀犵犼犻犪狀犵犪狀犱犢狌狀狀犪狀
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３　结论与讨论

根据文献报道，国内外灰霉病菌已对多菌灵产生

较普遍的抗药性。１９８７年我国就已经发现该病菌对

多菌灵具有高度耐药性［２１］，且随着多菌灵的频繁使

用，抗性频率逐渐上升。２０１２年－２０１３年湖北省草

莓灰霉病菌对多菌灵的抗性频率为４９．３２％
［７］。２０１３

年－２０１４年长三角地区果蔬灰霉病菌对多菌灵的抗

性频率为７０．４８％
［２２］。２０１５年山西省灰葡萄孢对多

菌灵的抗性频率为９０．３２％
［４］。国外也对灰葡萄孢的

多菌灵抗性进行了诸多报道。２００８年－２００９年希腊

灰葡萄孢对多菌灵的抗性频率为６０．５％
［５］。本研究

结果表明，黑龙江省和云南省的葡萄灰霉病菌对多

菌灵的抗性频率分别到达１００．０％和９７．４％，表明

多菌灵对这两个地区的葡萄灰霉病菌几乎丧失防

效。鉴于对多菌灵抗的抗药性可稳定遗传［２１］，建议

生产上停止多菌灵的使用，改用其他作用机制不同

于多菌灵且抑菌效果好的杀菌剂。

二甲酰亚胺类杀菌剂异菌脲也是生产上防治灰

霉病的常用杀菌剂，自２０世纪７０年代开始使用，到

目前为止多地区的多种作物上的灰霉病菌均对该杀

菌剂产生了抗药性［２３２６］。国外的异菌脲抗性灰霉病

菌发现的较早，在１９８６年英国的灰霉病菌对异菌脲

的抗性频率就已经达到４５．３％
［２６］。美国灰霉病菌

的异菌脲抗性频率从２０１４年的２０．０５％上升至

２０１５年的６２％
［１４１５］。我国很多地区也发现了大量

抗异菌脲灰霉病菌株。本研究结果中黑龙江省和云

南省的葡萄灰霉病菌对异菌脲的抗性频率分别达到

５１．３％和９７．４％，表明上述两个地区的葡萄灰霉病

菌对异菌脲抗性频率较高，尤其是在云南宾川县，该

药剂几乎失去防效。据报道，灰霉病菌对异菌脲的

抗性并不稳定，持久性弱，它可以产生对异菌脲敏感

的孢子，使得菌株对异菌脲再次敏感［２７］。所以，建

议暂停异菌脲的使用或与其他作用机制不同的杀菌

剂交替使用，以便使葡萄灰霉病菌恢复对异菌脲的

敏感性，延长异菌脲的使用寿命。

对多菌灵和异菌脲的多药抗性研究结果表明，黑

龙江省的葡萄灰霉病菌对多菌灵和异菌脲的多药抗

性频率达到了较高的水平，为５１．３％。云南省的多药

抗性频率更高，达到了９７．４％，几乎所有的葡萄灰霉

病菌对多菌灵和异菌脲均具有抗性。因此，建议生产

上两省葡萄产区避免多菌灵和异菌脲同时使用。

本研究发现，黑龙江省和云南省葡萄灰霉病菌

的多菌灵抗性突变仅发生在β狋狌犫狌犾犻狀基因的第１９８

位上，有Ｅ１９８Ａ和Ｅ１９８Ｖ两种类型，未检测到其他

突变。并且Ｅ１９８Ａ和Ｅ１９８Ｖ抗性突变在这两个地

区的分布存在明显差异，其中，黑龙江省的大部分多

菌灵抗性菌株为Ｅ１９８Ａ突变（８９．７％），而云南省这

两种突变类型所占的比例相似，推测这可能与南、北

地区的气候差异导致不同突变类型菌株的适合度不

同有关。犅狅狊１基因上与灰霉病菌对异菌脲的抗性

有关的突变较多，其中Ｉ３６５Ｎ和Ｉ３６５Ｓ出现的频率

相对较高，并且不同地区检测到的抗性突变类型存在

差异［１０，１４１５，１８，２８３０］。而黑龙江省哈尔滨市葡萄灰霉

病菌对异菌脲的抗性突变有Ｉ３６５Ｎ、Ｉ３６５Ｓ、Ｑ３６９Ｐ＋

Ｎ３７３Ｓ和Ｑ３６９Ｐ４种类型，云南省宾川县有Ｉ３６５Ｎ、

Ｉ３６５Ｓ和Ｑ３６９Ｐ＋Ｎ３７３Ｓ３种。两个地区不同抗性

突变类型的分布存在差异，其中黑龙江省Ｉ３６５Ｎ突

变类型所占的比例最大，达到４５％；而云南省宾川

县的抗性突变类型主要为Ｉ３６５Ｓ（５９．５％）。

综上所述，黑龙江省和云南省的葡萄灰霉病菌

对多菌灵和异菌脲的抗性频率均很高。其中，多菌

灵的药效基本丧失，建议生产上立即停止使用；而对

异菌脲，建议暂停或者与其他药剂交替使用。这两

个地区多菌灵抗性菌株β狋狌犫狌犾犻狀 基因存在Ｅ１９８Ａ

和Ｅ１９８Ｖ两种突变类型；引起异菌脲的抗性突变主

要有Ｉ３６５Ｎ／Ｓ和Ｑ３６９Ｐ３种，可依据上述靶标突变

位点建立相应的抗药性快速分子检测技术，为更大

范围内进行葡萄灰霉病菌对多菌灵和异菌脲抗性的

检测或监测以及病害的防治奠定理论基础。
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