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设施蔬菜灰霉病菌对不同类型
杀菌剂的抗性检测

张传清 1, 2
, 　张　雅 2

, 　魏方林 1
, 　刘少颖 1

, 　朱国念 13

(11浙江大学 农业与生物技术学院 ,浙江 杭州 310029; 21杭州市农业科学研究院 ,浙江 杭州 310024)

摘　要 :为了明确设施蔬菜灰霉病菌 B otryo tin ia fuckeliana的抗药性现状 ,采用菌丝生长速率法检

测了 2005～2006年采自浙江、江苏、山东和辽宁 4省的 144个菌株对 6种常用防治药剂的敏感性。

结果表明 ,灰霉病菌对百菌清已经产生了低水平的抗性 ,频率为 5. 56% ,其对多菌灵的抗性非常严

重 ,总的抗性频率为 43. 05% , 高抗 ( HR )频率为 27. 08% ; 乙霉威的 EC50值在 0. 137 ～

728. 9μg /mL之间 ,平均为 40. 06μg /mL。其中多菌灵 2乙霉威双抗频率为 36. 11% ,且首次检测到

了两种新的双抗类型。二甲酰亚胺类杀菌剂在生产上已经应用近 20年 ,但灰霉病菌对异菌脲和腐

霉利只有频率为 20%左右的低水平抗性 ,没有检测到高抗菌株 ;苯胺嘧啶类杀菌剂嘧霉胺虽然只

应用几年时间 ,但已经产生了抗性 ,其抗性菌株频率为 4. 16%。研究表明 ,设施蔬菜灰霉病菌对常

用的 6种防治药剂均产生了不同程度的抗性。
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Abstract: For understand ing the sta tus of fung ic ide resis tance in B otryo tin ia fuckeliana of p ro tec ted

vege tab les, the sensitiv ities of 144 iso la tes co llec ted from Zhe jiang, J iangsu, L iaon ing and Shandong

during 2005～2006 to s ix fung ic ides w ere evalua ted. R esu lts show ed tha t low 2leve l of resis tance to

ch lo ro tha lon il em erged w ith a frequency of 5. 56%. Serious resis tance of B. fuckeliana to carbendazim

w as detec ted w ith a frequency of h igh ly2res is tan t sub2popu la tion of 27. 08% and to ta l res is tance

frequency of 43. 05%. M eanw hile, m ed ium effec tive concen tra tions ( EC50 ) of inh ib iting rad ia l g row th

for d ie thofencarb ranged from 0. 137μg /mL to 728. 9μg /mL w ith a m ean value of 40. 06μg /mL.

Frequency of doub le2resistance to carbendazim and d ie thofenca rb w as as h igh as 36. 11%. M eanw hile,

tw o new pheno types of doub le2res is tance w ere reported. O nly low 2leve l resis tance to ip rod ione or

p rocym idone w ith frequency of abou t 20% w as detec ted and no h igh ly resis tan t iso la tes w ere detec ted
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a lthough the d ica rbox im ides had been used in p rac tice fo r abou t 20 years in C hina. M oreover, res is tance

to pyrim ethan il occurred w ith a frequency of 4. 16% just a few years af te r its app lica tion in the sam p led

reg ions. The resu lts ind ica ted tha t serious and com p lex resis tance p rob lem to the six fung ic ides had

em erged in B. fucke liana of p ro tec ted vege tab les.

Key words: p ro tec ted vegetab les; B o tryo tin ia fucke liana; fung ic ide; resistance detec tion; f ie ld resis tance

　　灰霉病是由葡萄孢属真菌引起 (主要为灰葡

萄孢霉 B o trytis c ine rea,有性世代为富克尔核盘菌

B o trytin ia fucke liana )的一种世界性的重要病

害 [ 1 ]。迄今为止 ,尚未发现对灰霉病具有抗性的

作物品种 ,因此生产上一直依赖于化学防治 [ 2 ]。

目前 ,用于防治灰霉病的药剂主要有苯并咪唑类

(包括多菌灵和甲基硫菌灵 )、二甲酰亚胺类 (包括

腐霉利和异菌脲等 )、N 2苯氨基甲酸酯类 (主要为

乙霉威 )、百菌清和苯氨基嘧啶类杀菌剂 (主要为

嘧霉胺 ) [ 3 ]。其中苯并咪唑类的应用历史最长 ,二

甲酰亚胺类次之 ,乙霉威与苯并咪唑类杀菌剂间

负交互抗性的应用 [ 4 ]也有近 10年的历史 ,百菌清

是最重要的非专化性药剂 ,嘧霉胺则是 20世纪末

才投入使用 [ 5 ]的。二甲酰亚胺类和乙霉威是目前

防治灰菌霉病的骨干药剂。

灰霉病菌因具有寄主范围广、繁殖快和遗传

变异频繁等特点 ,使其极易对杀菌剂产生抗性 [ 2 ]。

自 1971年荷兰首次报道仙客来灰霉病菌对多菌

灵已产生抗性以来 [ 6 ]
,欧洲各国和以色列对葡萄

及花卉上灰霉病的抗药性作了系统及时的报

道 [ 2, 7～9 ]
,但大多是以葡萄、花卉和果树上的灰霉

病菌为研究对象 ,尚未见对蔬菜尤其是设施蔬菜

上灰霉病抗药性的系统研究报道。国内自周明国

等 1987年首次检测到多菌灵抗性菌株以来 [ 10 ]
,已

先后报道了其对苯并咪唑类、二甲酰亚胺类、N 2苯
胺基甲酸酯类和苯氨基嘧啶类杀菌剂的抗

性 [ 3, 11, 12 ]。但已有研究往往局限于一种或少数几

种化合物 ,而市场上可供选择的药剂单剂就有 10

余种 ,对生产的指导意义有很大的局限性。作者

以百菌清、多菌灵、腐霉利、异菌脲、乙霉威和嘧霉

胺为对象 ,全面地检测了灰霉病菌的抗药性。

1　材料与方法

1. 1　供试菌株及其培养

144株灰霉病菌 B o tryo tin ia fucke liana为 2005

～2006年采自浙江、江苏、辽宁和山东 4地设施蔬

菜上的单分生孢子菌株 ,在 4℃下保存于 PDA (马

铃薯葡萄糖琼脂 )斜面上。

1. 2　供试药剂

95%百菌清 ( ch lo ro tha lon il )、98%多菌灵

( carbendazim )、98. 1%腐霉利 ( p rocym idone)、96%

异菌脲 ( ip rod ione)、95. 2%乙霉威 ( d ie thofenca rb)

和 98%嘧霉胺 ( p y rim e than il )原药 ,均由农业部农

药检定所提供。除多菌灵用 0. 1 m o l /L的盐酸溶

解外 ,其余均用丙酮溶解 ,配制成 10 m g /mL的母

液备用。

1. 3　抗性的定性测定

采用区分剂量法 [ 8 ]。多菌灵和乙霉威的区分

剂量设置为 5、10和 100μg /mL;腐霉利和异菌脲

设置为 5μg /mL。各平板上最终所含丙酮质量分

数均小于 1. 0%。以不含药剂者为对照 ( C K ) ,每

处理重复 3次。各菌株先分别在 PDA平板上培养

5 d,再在同一圆周上制取菌丝块 (直径 0. 5 cm ) ,并

将其转移到含不同浓度药剂的 PDA平板中央。培

养 3 d后观察生长情况 :不能在 5μg /mL的多菌

灵或乙霉威平板上生长的为敏感菌株 ,能在

5μg /mL 而不能在 10μg /mL上生长的为多菌灵

或乙霉威低水平抗性菌株 ,能在 10μg /mL而不能

在 100μg /mL上生长的为中等水平抗性菌株 ,能

在 100μg /mL上生长的为高水平抗性菌株 ;不能

在 5μg /mL腐霉利或异菌脲平板上生长的菌株为

腐霉利或异菌脲敏感菌株 ,反之则为抗性菌

株 [ 2, 3, 8 ]。

1. 4　抗性的定量测定

1. 4. 1　有效抑制中浓度 ( EC50 )的测定　根据 1. 3

节的结果相应设置乙霉威、腐霉利和异菌脲 5～7

个测试浓度 ;百菌清的浓度设置为 30. 00、15. 00、

5. 00、1. 25、0. 31和 0. 08μg /mL;嘧霉胺的浓度设

置为 1. 00、0. 50、0. 25、0. 13、0. 06、0. 03 和

0. 02μg /mL。其余同 1. 3节。除嘧霉胺的测定采

用 L 2A sn合成培养基 ( K2 H PO 4 1 g, M gSO 4·7H2 O

1 g, KC l 0. 5 g, FeSO 4·7H2 O 0. 01 g, L 2A sn 2 g,

葡萄糖 20 g,琼脂 20 g,去离子水 1 L )外 ,其他测

定都采用 PDA 培养基于 23℃下在黑暗中进行。
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培养 3 d后测量各处理的菌落直径 ( cm ) ,取平均

值由 ( 1 )式计算抑制率 ( % ) ,通过浓度对数值 ( X)

和抑制率机率值 ( Y) 之间的线性回归关系求出毒

力回归方程和 EC50值。

抑制率 ( % ) = [ ( C K的菌落直径 -处理的菌落直径 ) / ( C K的菌落直径 - 0. 5 ) ] ×100 ( 1 )

1. 4. 2　敏感性分布图的制作 　将病菌群体对供

试药剂的敏感性 ( EC50值 )从低到高分成 10个左

右的区间 ,统计 EC50值在各个区间的菌株占整个

群体的百分比 ( % ) ,即频率 ( f requency)。以 EC50

值为 X轴 ,相应的频率 ( % )为 Y轴 ,即得病原菌

群体对该药剂的敏感性分布图。

1. 5　数据处理

数据处理与分析采用 EXC EL和 D PS软件进

行。

2　结果与分析

2. 1　灰霉病菌群体对百菌清的敏感性

病原菌群体对百菌清的敏感性出现了明

显的分化 , 144 个 菌 株 的 EC50值 在 0. 004 ～

30. 37μg /mL之间 ,平均为 3. 38μg /mL (图 1 )。

结果表明 ,灰霉病菌对百菌清已产生了低水平抗

性 [ 13 ] ( EC50值大于平均值的 5倍 ,即 15μg /mL ) ,

抗性频率为 5. 56%。

　

Fig. 1　Sens itiv ity of B. fucke liana p op u la tion

to ch lo ro tha lon il

2. 2　灰霉病菌群体对多菌灵的敏感性

病原菌群体对多菌灵的抗性非常严重 (图 2 ) ,

总的抗性频率为 70. 83% ,其中高抗 ( HR )频率达

27. 08%。

2. 3　灰霉病菌群体对乙霉威的敏感性

供试群体对乙霉威的敏感性差异显著 , EC50值

在 0. 1～728. 9μg /mL之间 ,平均为 40. 10μg /mL。

可以划分成 3种类型 [ 8 ]
:敏感菌株———不能在

5μg /mL上生长 ;中抗菌株———能在 5μg /mL 上

生长 , EC50值在 20～ 50 μg /mL 之间 ; 高抗菌

株———EC50值大于 50μg /mL (图 3,表 1 )。

　

F ig. 2　R esis tance of B. fucke liana to ca rbendaz im

N o te: The le tte rs“S”, “R”,“L R”,“M R ”and“HR”

ind ica ted sensitive, res is tan t, low ly res is tan t,

m ode ra te ly res is tan t and h igh ly res is tan t, resp ec tive ly1

　

Fig. 3　Sensitiv ity of B. fucke liana p op u la tion

to d ie thofenca rb

2. 4　灰霉病菌群体对多菌灵 2乙霉威的双重抗性
病原菌群体中多菌灵 2乙霉威双重抗性亚群体
的比例已经非常高 , 频率为 36. 11%。包括

C a rM R 2D ieM R、C arM R 2D ieHR和 C a rHR 2D ieHR 3

种类型 ,频率分别为 4. 17%、13. 19%和 18. 75% ,

没有检测到表型为 C arL R 2D ieR和 C arHR 2D ieM R

的双抗菌株 (表 1 )。

2. 5　灰霉病菌群体对异菌脲和腐霉利的敏感性

异菌脲对病原菌群体的 EC50值在 0. 06～

3. 76μg /mL之间 ,平均为 1. 08μg /mL (图 4 ) ,腐

霉利的 EC50值在 0. 18～5. 35μg /mL之间 ,平均

为 1. 57μg /mL (图 5 )。说明病菌群体对异菌脲

的敏感性要略高于对腐霉利的敏感性。

　　根据各菌株在 5μg /mL的药剂本板上能否生

长及其 EC50值 ,可将供试的 1 4 4株灰霉病菌对异
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Tab le 1　D oub le2res is tance to ca rbendaz im and d ie thofenca rb in B. c ine rea

Pheno types3 N o. of iso lates
Frequency

( % )

Range of EC50 values

/ (μg /mL )

M ean EC50 values

/ (μg /mL )

CarS 2D ieS 4 2. 78 1. 7～16. 2 6. 2 ±5. 43 3

CarS 2D ieM R 5 3. 47 26. 8～51. 3 30. 1 ±11. 9

CarS 2D ieHR 20 13. 89 52. 6～165. 4 102. 9 ±13. 4

CarM R 2D ieS 6 4. 17 2. 3～6. 9 3. 2 ±1. 6

CarM R 2D ieM R 6 4. 17 29. 1～63. 7 44. 3 ±9. 5

C arM R 2D ieHR 19 13. 19 79. 1～728. 9 134. 5 ±54. 7

CarHR 2D ieS 57 39. 58 0. 1～5. 1 2. 7 ±1. 3

CarHR 2D ieM R 0 0. 00 — —

CarHR 2D ieHR 27 18. 75 99. 8～140. 2 113. 2 ±13. 5

Total 144 100. 00 0. 1～728. 9 40. 1 ±30. 6

　3 Car = carbendaz im , D ie = diethofencarb. 3 3 A verage ±SD.

菌脲和腐霉利的敏感性划分为两种类型 [ 8 ]
:敏感

菌株———不能在 5μg /mL上生长 , EC50值小于

2μg /mL (异菌脲 )或 1. 5μg /mL (腐霉利 ) ;低水

平抗性菌株———能在 5μg /mL上生长 , EC50值介

于 2. 00～3. 76μg /mL之间 (异菌脲 )或介于 2. 30

～5. 35μg /mL之间 (腐霉利 )。异菌脲和腐霉利

低水平抗性的频率分别为 22. 92%和 18. 06%

(图 4,图 5 )。

　

Fig. 4　Sens itiv ity of B. fucke liana p op u la tion

to ip rod ione

　

Fig. 5　Sens itiv ity of B. fucke liana p op u la tion

to p rocym idone

2. 6　灰霉病菌群体对嘧霉胺的敏感性

根据贾晓华建立的敏感基线、抗性划分标准

和本研究中的敏感性分布 [ 3 ]
,共检测到 3种类型

的菌株 : S ( EC50 < 0. 60μg /mL )、L R ( EC50值介于

0. 60～1. 20μg /mL )和 M R ( EC50值介于 1. 20～

1. 73μg /mL ) ,总的抗性频率为 4. 16%。整个群

体的 EC50值在 0. 004～1. 730μg /mL之间 ,平均

为 0. 20μg /mL (图 6 )。

　

Fig. 6　Sensitiv ity of B. fucke liana p op u la tion

to p y rim e than il

3　讨论

本研究针对有关灰霉病菌抗药性研究中药剂

种类少、病原菌样本缺乏足够的代表性等情

况 [ 10～12 ]
,全面地研究了采自浙江、江苏、辽宁和山

东 4地病菌群体对目前常用的 6种药剂的敏感性。

结果表明 ,灰霉病菌对多菌灵已产生非常严重的

抗性 ,其中高水平抗性 ( HR )亚群体已经成为优势

群体。鉴于多菌灵、甲基硫菌灵和苯菌灵等之间

具有正交互抗性 [ 2, 6, 8 ]
,笔者认为苯并咪唑类药剂已

经失去使用价值 ,继续使用这类药剂 ,不但会显著增

加经济和环境成本 ,也无法获得满意的防治效果。

某些病原菌对苯并咪唑类药剂产生高水平抗
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性的同时却对乙霉威非常敏感。乙霉威在苯并咪

唑类抗性治理中的应用 ,是最为成功的负交互抗

性事例 [ 4 ]。但本研究发现病原菌群体中多菌灵 2乙
霉威双重抗性亚群体的比例已高达 36. 11%。国

内外也有过类似的报道 [ 2, 8 ]。根据这一结果 ,笔者

认为应该限制单独使用乙霉威 ,减少多菌灵 2乙霉
威复配制剂的使用 ,更多地考虑乙霉威与其他类

型药剂的轮用。同时 ,国外有关多菌灵 2乙霉威双
重抗性是指双高抗 ( C arHR 2D ieHR ) [ 2, 8 ]

,本研究

首次报道了多菌灵中抗 ( C arM R ) 2乙霉威中抗
(D ieM R )和多菌灵中抗 ( C a rM R ) 2乙霉威高抗
(D ieHR )这两种双重抗性类型。对其分子遗传学

基础还有待进一步的研究。

二甲酰亚胺类杀菌剂在生产上已经应用了近

20年 ,但已有的研究表明 ,只有频率为 20%左右

的低水平抗性 ,且这些低水平抗性菌株的 EC50值

仍然比较低 ,说明这类药剂的田间抗性风险比较

低 [ 2 ]。虽然在实验室条件下很容易获得其高水平

抗药性 ( HR )突变体 ,但这些 HR突变体对渗透压

具有高的敏感性而表现出低的适合度 [ 2, 3 ]。与此

一致的是 ,本研究中也没有检测到 HR菌株。但

是 ,这类杀菌剂继续在生产上大量使用是否会使

抗性频率增加 ,是否会选择出高水平抗性亚群体

还有待继续进行监测。这一结果同时提醒我们 :

在进行杀菌剂抗性风险评估时 ,要综合考虑抗性

突变频率、突变体的适合度和病害的发生特点 ,并

结合活体研究才能给出比较合理的结论 [ 13 ]。

嘧霉胺是最新的灰霉病防治药剂 ,在以后相

当长的一段时间内可能是当家药剂 [ 2, 3 ]。本研究

表明嘧霉胺虽然只应用了几年的时间 ,但已经产

生了抗性问题 ,这与已有报道一致 [ 7～9, 12 ]。已知灰

霉病菌对嘧霉胺的抗性是由单个质量基因控制

的 [ 5 ]。应格外注意其使用的科学合理性 ,以避免

抗性群体的快速发展。

另外 ,作者首次检测到了灰霉病菌对百菌清

的低水平抗性 ,说明多位点的非专化性杀菌剂也

会出现抗性问题 ,只是发展较慢而已。其抗性机

制还有待进一步研究。

致谢 :南京农业大学周明国教授、浙江大学李

红叶教授、沈阳农业大学祁之秋博士提供部分菌

株 ,特此致谢 !
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