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山东蓬莱葡萄灰霉菌对７种杀菌剂的抗药性检测
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摘要　为了明确葡萄灰霉菌对啶酰菌胺、多菌灵、咯菌腈、异菌脲、腐霉利、嘧霉胺的抗药性和对抑霉唑的敏感性，本

试验采用菌丝生长速率法和孢子萌发法检测了采自山东蓬莱地区的６９株葡萄灰霉菌对上述前６种杀菌剂的抗药

性、对抑霉唑的敏感性及抑霉唑与其他６种杀菌剂的交互抗性关系。结果表明，抑霉唑对这６９株葡萄灰霉菌的ＥＣ５０

分布在０．４０３～２８．７６μｇ／ｍＬ之间，平均值为（９．３４±１０．３４）μｇ／ｍＬ；葡萄灰霉菌菌株中抗啶酰菌胺（ＢｏｓＲ）、多菌灵

（ＣａｒＲ）、咯菌腈（ＦｌｕＲ）、异菌脲（ＩｐｒＲ）、嘧霉胺（ＰｙｒＲ）、腐霉利（ＰｒｏＲ）的比例分别为１００％、１００％、９．４７％、

９７．１８％、１００％、８９．２０％，测试菌株的抗药性均为多抗类型，没有单抗菌株，其中对３种杀菌剂（啶酰菌胺、多菌灵、

嘧霉胺）、对４种杀菌剂（啶酰菌胺、多菌灵、异菌脲、嘧霉胺）、对５种杀菌剂（啶酰菌胺、多菌灵、异菌脲、嘧霉胺、腐

霉利或啶酰菌胺、多菌灵、咯菌腈、异菌脲、嘧霉胺）和对６种杀菌剂（啶酰菌胺、多菌灵、咯菌腈、异菌脲、嘧霉胺、腐

霉利）的抗性频率分别为２．３３％、９．３０％、７９．０７％、２．３３％、６．９７％，表明啶酰菌胺、多菌灵、嘧霉胺对测试葡萄菌株

完全丧失防效，建议在该葡萄产区停止使用这些药剂，测试菌株对腐霉利、异菌脲的抗性频率高，建议采取限制使

用、禁止单独使用等措施，测试菌株对咯菌腈的抗性频率较低，可以继续使用但需按照科学使用规则进行。抑霉唑

与其他６种杀菌剂间不存在交互抗性关系，说明其可以和其他药剂同时使用但建议减少使用。
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４５卷第１期 郑媛萍等：山东蓬莱葡萄灰霉菌对７种杀菌剂的抗药性检测

　　灰霉病已经发展成为一种重要的世界性植物真

菌类病害，由于其对经济造成严重影响，被列为世界

第二大重大植物病原真菌病害［１］。灰霉病发生普

遍，在经济作物的田间生长期及采后的贮藏、运输过

程中均有发生。其病原真菌灰葡萄孢可引起多种双

子叶农作物及包括葡萄在内的多种果蔬的灰霉病。

葡萄灰霉病在我国各葡萄主产区均有发生，是葡萄

成熟期和贮藏期的重要病害之一，在适宜的低温高

湿的环境下极易暴发，影响葡萄品质，造成葡萄严重

减产。目前，我国葡萄灰霉病的防控主要以化学防治

为主，葡萄生产和贮存上主要使用的药剂包括苯并咪

唑类的多菌灵、二甲酰亚胺类的腐霉利和异菌脲、苯

胺基嘧啶类的嘧霉胺、吡咯类的咯菌腈、烟酰胺类的

啶酰菌胺、咪唑类的抑霉唑、有机硫类的福美双等。

随着这些杀菌剂的高频次和大剂量使用，灰葡萄孢也

普遍产生了抗药性甚至多药抗性，造成葡萄生产和贮

存上严重的经济损失［２］。据报道，２０１４年日本大阪地

区温室番茄灰霉菌对多菌灵、异菌脲的抗性频率分别

达到了７４．２％和８６．４％
［３］；２０１５年中国浙江地区草

莓灰霉菌对腐霉利、嘧霉胺的抗性频率分别达到了

６９．２％和９３．７％
［４］，２０１７年德国东南部树莓灰霉

菌对咯菌腈、啶酰菌胺的抗性频率均高达１００％
［５］。

明确病原菌的抗药性及抗药性水平，是选择有效药

剂的基础。

１４α脱甲基酶抑制剂（１４αｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎ

ｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＤＭＩｓ）类杀菌剂是目前农业上广泛使用的

甾醇生物合成抑制剂类杀菌剂，包含三唑类、咪唑

类、嘧啶类和吡咯类［６］。ＤＭＩｓ通过抑制１４α脱甲

基酶，使真菌体内的麦角甾醇生物合成受阻而起到

抑菌作用［７］。抑霉唑（ｉｍａｚａｌｉｌ）是ＤＭＩｓ杀菌剂中咪

唑类的重要成员，是一种内吸性杀菌剂，该药剂除用

于水果、蔬菜和观赏植物的真菌病害的防治外，在防

腐、保鲜和延长水果货架期方面，例如预防采后果蔬

青霉病和绿霉病也具有卓越的功效［８１０］。自２０世

纪７０年代抑霉唑在国外被用于柑橘防腐保鲜以来，

研究者对其进行了大量研究。目前，该药剂的理化

性质、抑菌效率、抑菌效力、毒性试验、残留量测定等

均有报道［１１］。我国于２０世纪８０年代初引进抑霉

唑制剂，并进行了应用试验［１２］，于２０世纪９０年代

开始使用抑霉唑防治柑橘绿霉菌［１３］。

抑霉唑因其良好的杀菌和防腐保鲜作用也被广

泛用作我国果蔬如葡萄成熟期的杀菌剂和贮藏期的

保鲜剂，目前国内外尚无灰葡萄孢对抑霉唑敏感性

相关的研究报道，本研究旨在比较葡萄灰霉菌对抑

霉唑及其他６种供试药剂的敏感性，探究它们之间

是否存在交互抗性，同时检测山东葡萄灰霉菌对其

他６种杀菌剂的抗性情况，以期为指导杀菌剂的使

用及抗性检测提供依据，减少葡萄成熟期和贮藏期

灰霉病导致的损失。

１　材料与方法

１．１　菌株的采集、分离纯化及保存

２０１６年从山东蓬莱葡萄主要种植区采集了灰

霉病叶和病果样品１４９份，装入自封袋后用冰袋降

温保存。在实验室内对病样进行分离培养，培养基

上培养产孢后用接种环蘸取少量孢子进行划线分离

培养，１ｄ后挑取单个分生孢子进行培养，最终纯化

得到６９株，切取带菌培养基置于冻存管中，加入

４０％的甘油后保存于－８０℃备用。

１．２　供试药剂与培养基

９７％抑霉唑原药、９８％多菌灵原药、９８．４％腐霉

利原药、９７％异菌脲原药、９８％咯菌腈原药、９７％嘧

霉胺原药、９８．２％啶酰菌胺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。溶

于甲醇或盐酸，配制成２０、５０、１００ｍｇ／ｍＬ的母液，

密封保存于４℃冰箱备用。

ＰＤＡ培养基：将土豆去皮、洗净吸干水分然后

准确称取２００ｇ，切成厚度１．５ｃｍ的土豆片放入１Ｌ

ｄｄＨ２Ｏ中加热煮至熟透。之后用双层纱布过滤，弃

滤渣，并用ｄｄＨ２Ｏ将滤液定容到１Ｌ，加入２０ｇ葡

萄糖，搅拌至全部溶解后分装于含有３ｇ琼脂的

５００ｍＬ锥形瓶中，每瓶定容为３００ｍＬ，封口后

１２１℃高压灭菌２０ｍｉｎ，取出后摇匀，室温下保存待用。

１．３　葡萄灰霉菌对抑霉唑敏感性测定

采用菌丝生长速率法。抑霉唑的浓度梯度设置

为０．５、１、２．５、５、１０、２０、４０μｇ／ｍＬ，另设置空白对

照。使用前先将９７％抑霉唑原药溶解于适量甲醇

配成２０ｍｇ／ｍＬ的母液并置于４℃储存待用，试验

时按设置浓度稀释，加入到熔化后冷却至５０℃左右

的ＰＤＡ培养基中，并根据溶剂含量不得超过培养基

总体积的０．５％的标准进行试验。将分离纯化并保

存在－８０℃的６９株灰霉菌活化培养３ｄ后沿菌落边

缘打取直径为５ｍｍ的菌饼接种到含药ＰＤＡ平板中

央，以不加药的空白ＰＤＡ平板做对照，每次处理重复
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３次，置于２２℃培养３ｄ左右，对照组菌落直径达到平

板的３／４左右时，用十字交叉法测量菌落直径，利用

ＳＰＳＳ１９．０软件计算出抑霉唑对各菌株的ＥＣ５０。

１．４　葡萄灰霉菌对不同杀菌剂的抗药性

采用菌丝生长速率法和孢子萌发法检测葡萄灰

霉病菌对多菌灵、腐霉利、异菌脲、咯菌腈、啶酰菌胺

和嘧霉胺的抗性频率［１４］，根据Ｂａｒｄａｓ等
［１４］、Ｍｙｒｅ

ｓｉｏｔｉｓ等
［１５］的方法，设置多菌灵、腐霉利、异菌脲、咯

菌腈、啶酰菌胺和嘧霉胺的最小抑制浓度分别为

１０、５、５、１、５、１μｇ／ｍＬ。其中多菌灵、腐霉利、异菌

脲、咯菌腈、嘧霉胺抗药性测定采用菌丝生长速率

法。待熔化完全的ＰＤＡ培养基冷却至５０℃加入定

量的药剂，制成含药的ＰＤＡ平板，并设置不含药剂

的空白对照。用直径为５ｍｍ打孔器打取活化的灰

霉菌株菌落边沿的菌饼，将菌饼菌丝面朝下接种在

含药的平板上，置于２２℃光照培养箱中培养３ｄ，观

察菌丝生长状况。灰霉病菌对啶酰菌胺的抗性频率

采用孢子萌发法进行测定：吸取事先制备好的孢子悬

浮液均匀涂布在含药ＷＡ 平板上，２２℃培养８～１２ｈ

后用显微镜观察孢子的萌发情况。在空白培养基上

长势良好，不能在含药培养基上生长或萌发的菌株

为敏感菌株，而能在含药培养基上生长或萌发的菌

株为抗性菌株。统计敏感和抗性菌株的数量，计算

抗性频率。

１．５　葡萄灰霉菌对抑霉唑及不同作用机制杀菌剂

间的交互抗性

　　采用菌丝生长速率法测定６９株灰霉菌株对多

菌灵、腐霉利、异菌脲、咯菌腈、嘧霉胺的敏感性；采

用孢子萌发法测定各菌株对啶酰菌胺的敏感性，设

置空白对照。其中使用菌丝生长速率法测定抗药性

时，将活化好的菌株打制菌饼接种在含药培养基平

板上，２２℃培养３ｄ左右，待对照组菌落直径达到平

板的３／４左右后采用十字交叉法测量菌落直径；孢

子萌发法则是２２℃培养８ｈ左右，显微镜下随机取

３个视野观察１００个孢子的萌发数量，计算萌发率。

每个处理重复３次。利用ＳＰＳＳ１９．０软件计算出多

菌灵、腐霉利、异菌脲、咯菌腈、嘧霉胺、啶酰菌胺对

各菌株的ＥＣ５０。利用ＳＰＳＳ１９．０软件分析抑霉唑

对供试菌株的ｌｇＥＣ５０分别与多菌灵、腐霉利、异菌

脲、咯菌腈、嘧霉胺和啶酰菌胺对供试菌株的ｌｇＥＣ５０

之间的皮尔逊相关性。根据皮尔逊相关系数和显著

性来判断两种杀菌剂之间是否存在交互抗性。

２　结果与分析

２．１　葡萄灰霉菌对不同杀菌剂的抗药性

６９株葡萄灰霉菌中抗啶酰菌胺（ＢｏｓＲ）、多菌灵

（ＣａｒＲ）、咯菌腈（ＦｌｕＲ）、异菌脲（ＩｐｒＲ）、嘧霉胺

（ＰｙｒＲ）、腐霉利（ＰｒｏＲ）的比例分别为１００％、１００％、

９．４７％、９７．１８％、１００％、８９．２０％（图１），表明测试

菌株已对多菌灵、啶酰菌胺、嘧霉胺产生了完全的抗

药性，对腐霉利和异菌脲产生了严重的抗药性，而对

咯菌腈的抗性仍较低。对葡萄灰霉菌对这６种杀菌

剂的多药抗性分析结果（图２）显示，这６９株葡萄灰

霉菌株的抗性类型中不存在单抗类型，全部表现为

多药抗性，其中ＢｏｓＲ＿ＣａｒＲ＿ＰｙｒＲ（抗啶酰菌胺、多

菌灵、嘧霉胺），ＢｏｓＲ＿ＣａｒＲ＿ＩｐｒＲ＿ＰｙｒＲ（抗啶酰菌

胺、多菌灵、异菌脲、嘧霉胺），ＢｏｓＲ＿ＣａｒＲ＿ＦｌｕＲ＿

ＩｐｒＲ＿ＰｙｒＲ（抗啶酰菌胺、多菌灵、咯菌腈、异菌脲、

嘧霉胺），ＢｏｓＲ＿ＣａｒＲ＿ＩｐｒＲ＿ＰｙｒＲ＿ＰｒｏＲ和ＢｏｓＲ＿

ＣａｒＲ＿ＦｌｕＲ＿ＩｐｒＲ＿ＰｙｒＲ＿ＰｒｏＲ（抗啶酰菌胺、多菌

灵、咯菌腈、异菌脲、嘧霉胺、腐霉利）的频率分别为

２．３３％，９．３０％，２．３３％，７９．０７％，６．９７％，数据显示

山东蓬莱地区的葡萄灰霉菌菌群的多药抗性类型中

以抗啶酰菌胺、多菌灵、异菌脲、嘧霉胺、腐霉利这５

种杀菌剂的菌株为主。

图１　葡萄灰霉菌对６种杀菌剂的抗药性频率

犉犻犵．１　犚犲狊犻狊狋犪狀犮犲犳狉犲狇狌犲狀犮犻犲狊狅犳犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪

犳狉狅犿犵狉犪狆犲狋狅狊犻狓犳狌狀犵犻犮犻犱犲狊

２．２　抑霉唑对葡萄灰霉菌的犈犆５０测定

采用菌丝生长速率法测定了６９株野生葡萄灰

霉菌对抑霉唑的敏感性，抑霉唑对各菌株的ＥＣ５０最

高达２８．７６μｇ／ｍＬ，最低为０．４０３μｇ／ｍＬ，不呈连续

性单峰分布，使用ＳＰＳＳ软件进行 Ｗ法正态性检验，

得到犠＝０．８３３，犘＝０．０１８，犘＜０．０５，说明供试的６９
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株葡萄灰霉菌对抑霉唑的敏感性频率分布不符合正

态分布（图３）。其平均ＥＣ５０为（９．３４±１０．３４）μｇ／ｍＬ。

图２　葡萄灰霉菌对６种杀菌剂的抗药性类型频率

犉犻犵．２　犉狉犲狇狌犲狀犮犻犲狊狅犳犿狌犾狋犻犱狉狌犵狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲狅犳犅狅狋狉狔狋犻狊

犮犻狀犲狉犲犪犳狉狅犿犵狉犪狆犲狋狅狊犻狓犳狌狀犵犻犮犻犱犲狊

图３　６９株葡萄灰霉菌对抑霉唑的敏感性频率分布

犉犻犵．３　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔犳狉犲狇狌犲狀犮狔狅犳６９犻狊狅犾犪狋犲狊狅犳

犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪狋狅犻犿犪狕犪犾犻犾

２．３　葡萄灰霉菌对抑霉唑和６种杀菌剂的交互抗性

将抑霉唑对６９株葡萄灰霉菌的ＥＣ５０分别与多

菌灵、腐霉利、异菌脲、啶酰菌胺、咯菌腈及嘧霉胺的

ＥＣ５０的对数值运用ＳＰＳＳ软件进行皮尔逊相关性分

析，其皮尔逊相关系数狉分别为０．０４９（犘＞０．０５）、

０．０２５（犘＞０．０５）、０．１１６（犘＞０．０５）、０．１３４（犘＞

０．０５）、０．１２０（犘＞０．０５）、０．０１７（犘＞０．０５），数据显

示抑霉唑对葡萄灰霉菌的ＥＣ５０与其他６种类型杀菌

剂ＥＣ５０的相关性均未达到显著水平，表明抑霉唑与

多菌灵、腐霉利、异菌脲、咯菌腈、啶酰菌胺及嘧霉胺

之间均不存在交互抗性（图４）。

３　结论与讨论

３．１　葡萄灰霉菌对６种杀菌剂的抗药性

２０１４年日本大阪地区温室番茄灰霉菌对多菌灵、

异菌脲的抗性频率分别到达了７４．２％、８６．４％
［３］，

２０１５年中国浙江地区草莓灰霉菌对腐霉利、嘧霉胺的

抗性频率分别达到了６９．２％、９３．７％
［４］，２０１７年德

国东南部树莓灰霉菌对咯菌腈、啶酰菌胺的抗性频

率均高达１００％
［５］。这些数据说明，杀菌剂的长时

间和大剂量使用，国内外的灰葡萄孢均已经产生了

普遍的抗药性，由此导致的杀菌剂防效下降的现象

也日益严重。因此为减少灰霉病害引起的经济损

失，科学合理地使用杀菌剂已成为葡萄以及其他经

济作物生产上的迫切要求。

本研究表明，山东蓬莱地区葡萄灰霉菌对多菌

灵、啶酰菌胺、嘧霉胺、腐霉利、异菌脲、咯菌腈均产

生了抗药性且抗性频率分别为１００％、１００％、

１００％、８９．２０％、９７．１８％和９．４７％，表明啶酰菌

胺、多菌灵、嘧霉胺对测试葡萄菌株完全丧失防

效，建议在该葡萄产区停止使用这些药剂，腐霉

利、异菌脲对测试菌株的抗性频率高，建议采取限

制使用、禁止单独使用等措施，测试菌株对咯菌腈

的抗性频率较低，可以继续使用但需按照科学使用

规则进行。

３．２　葡萄灰霉菌对６种杀菌剂的多重抗药性

目前，国内外已经有很多关于灰霉病菌对多菌

灵、腐霉利、异菌脲、啶酰菌胺、咯菌腈及嘧霉胺的多

药抗性的报道［１６１８］，但是关于葡萄灰霉菌对主要杀

菌剂的多重抗药性（以下简称多药抗性）的报道还较

少。本研究结果表明，葡萄灰霉菌对上述杀菌剂的

抗性类型中不存在单抗类型而全部表现为多药抗

性，其中测试菌株对啶酰菌胺、多菌灵、异菌脲、嘧霉

胺和腐霉利的多药抗性所占比例最高，达７９．０７％，

但由于无法对该地区杀菌剂的使用情况进行准确的

统计，有关于抗性的发展和杀菌剂的使用量间是否

存在相关性的研究无法展开。
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３．３　葡萄灰霉菌对抑霉唑和６种杀菌剂的交互

抗性

　　本研究是首次关于葡萄灰霉菌对抑霉唑和其他

６种杀菌剂交互抗性情况的研究。测定了葡萄灰霉

菌对抑霉唑的ＥＣ５０，并对结果进行了统计分析。结

果表明，抑霉唑与多菌灵、腐霉利、异菌脲、咯菌腈啶

酰菌胺及嘧霉胺之间均不存在交互抗性。在实际葡

萄生产中，抑霉唑主要用于储存期病害的控制，与上

述６种杀菌剂的使用时间是不同的，且经过试验得

出抑霉唑与上述药剂不存在交互抗性，故其可以继

续作为葡萄储藏期的保鲜剂，且咪唑类的其他药剂

也可继续沿用。另外，如何通过药剂的科学使用来

减少葡萄灰霉菌对常用杀菌剂的交互抗性也是科研

工作者需要去深入研究的方向。

图４　葡萄灰霉菌对抑霉唑及不同机制杀菌剂的交互抗性

犉犻犵．４　犆狉狅狊狊狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲狅犳犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪狋狅犻犿犪狕犪犾犻犾犪狀犱狅狋犺犲狉犳狌狀犵犻犮犻犱犲狊狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿犲犮犺犪狀犻狊犿狅犳犪犮狋犻狅狀
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ＣａｒｓｔｅｎｓＶ［Ｊ］．Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ＆ＡｐｐｌｉｅｄＧｅｎｅｔｉｃｓ，２００４，１０８（３）：

５６７ ５７５．

（责任编辑：杨明丽）
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