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嘧菌酯对油菜菌核病菌的抗菌活性及抗菌机制研究

冯希杰 ,　马慧霞 ,　陈长军 ,　周明国 3

(南京农业大学 农药系 ,南京 210095)

摘　要 :测定了嘧菌酯对油菜菌核病菌 Sclerotin ia sclerotiorum菌丝生长、菌核产生和菌丝呼吸作用

的影响。结果表明 ,嘧菌酯对油菜菌核病菌菌丝生长具有明显的抑制作用 ,且药剂处理浓度在

1. 0μg/mL时能显著抑制其菌核产量。旁路氧化酶专化抑制剂水杨肟酸 ( SHAM )对嘧菌酯的抗菌

活性有显著的协同作用 ,协同增效系数达到 3. 27～14. 13倍。药剂处理后 48 h内 ,嘧菌酯抑制菌

丝生长的剂量曲线与抑制菌丝呼吸的耗氧速率曲线趋势相似 ; 48 h以后 ,单位质量菌丝耗氧速率

上升 ,且高于空白对照 ,而菌丝的生长量并没有增加 ,表明菌丝体正常呼吸作用受嘧菌酯抑制 48 h

后会发生耗氧增强的生理应急反应。水杨肟酸在嘧菌酯处理后 1 h内对菌丝呼吸没有抑制作用 ,

但在嘧菌酯处理 1 h后对菌丝呼吸表现为抑制作用 ,表明油菜菌核病菌菌丝在以细胞色素为载体

的呼吸链的电子传递受到嘧菌酯阻断后 ,可以诱导耗氧更高的旁路氧化途径。
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FEN G X i2jie, 　M A H ui2x ia, 　CH EN C hang2jun, 　ZHOU M ing2guo
3

(D epa rtm ent of Pestic ide, N an jing Agricu ltu ra l U nivers ity, N an jing 210095, China )

Abstract: The ac tiv ity of azoxystrob in inh ib iting m ycelia l g row th of Scle ro tin ia sc lero tio rum w as tested

by m ycelia l g row th ra te m ethod and the effec t of azoxystrob in on the sc lero tin ia y ie ld and resp ira tion in

m yce lia l g row th of S. sc le ro tio rum w as assessed. The resu lts show ed tha t azoxystrob in strong ly inh ib ited

the m yce lia l g row th, and 1. 0μg /mL azoxystrob in cou ld inh ib it sc le ro tin ia p roduc tion obv iously.

Synerg is tic in te rac tion aga inst S. sc le ro tio rum existed betw een sa licy lhydroxam ic ac id ( SHAM ) , a

spec if ic inh ib ito r of a lte rna tive ox idase, and azoxystrob in. The syne rg is tic ra tio ranges from 3. 27 to

14. 13. The dose2response curves of azoxystrob in inh ib iting m ycelia l g row th w ere a lm ost pa ra lle l to tha t

of oxygen consum p tion ra te of the fungus w ith in 48 h. H ow ever, h ighe r oxygen consum p tion ra te in

m yce lia than the un trea ted w as found 48 hou rs af te r trea ted w ith azoxy trob in, and the m ycelia l g row th

d id no t inc rease. It suggested tha t som e urgen t reac tion of m ycelia occurred in resp onse to the inh ib ition

of azoxystrob in in S. sc le ro tio rum after 48 h. SHAM d id no t show the inh ib ito ry ac tiv ity against the

m yce lia l resp ira tion of S. sc le ro tio rum w ith in 1 h un til the m ycelia w as trea ted w ith azoxystrob in afte r

1 h, ind ica ting tha t the a lte rna tive ox idase pa thw ay cou ld be induced w hen m itochondria l e lec tron

transferring in cyt bc1 com p lex w as p reven ted by azoxystrob in.
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　　由 Sc le ro tin ia sc le ro tio rum引起的菌核病是危

害我国油菜生产的重要病害 ,多年来一直使用多

菌灵 ( ca rbendaz im )和甲基硫菌灵 ( th iop hana te2
m ethy l)等苯并咪唑类杀菌剂进行防治。许多研究

表明 ,油菜菌核病菌已对苯并咪唑类杀菌剂产生

了高水平抗性 [ 1 ]。近年来选用二甲酰亚胺类杀菌

剂如菌核净 ( d im e tach lone ) 、腐霉利 ( p rocym i2
done)、异菌脲 ( ip rod ione)等替代多菌灵防治油菜

菌核病取得了显著效果。但是 ,石志琦等 [ 2 ]通过

紫外光和药剂直接驯化 ,均能筛选获得对菌核净

具有不同抗性水平的油菜菌核病菌抗药突变体 ,

有些抗性突变体可达极高抗性水平 ,表明病原菌

对菌核净存在潜在高抗性风险。马慧霞等 [ 3 ]通过

连续多年田间抗性监测也发现了油菜菌核病菌对

菌核净的抗性菌株 ,且其对其他的二甲酰亚胺类

药剂具有交互抗药性。因此 ,筛选新的具有不同

作用机制的杀菌剂 ,对于有效治理油菜菌核病菌

的抗药性极为重要。嘧菌酯 ( azoxystrob in)是甲氧

基丙烯酸酯类 (Q o I)杀菌剂 ,通过与线粒体复合物

III中细胞色素 b ( cyt b )的 Q o位点结合而阻止线

粒体中的电子传递 ,抑制病原菌的呼吸作用 [ 4～6 ]。

由于其具有杀菌活性高、杀菌谱广、持效期长、对

非靶标作物安全且与环境相容性好等优点 ,该药

剂目前在国内外已被登记用于防治 400多种作物

真菌病害 [ 7～9 ]
,但尚未见嘧菌酯在防治油菜菌核病

菌方面的研究报道。笔者研究了嘧菌酯在离体条

件下对油菜菌核病菌菌丝生长和菌核形成的抑制

活性及其对病原菌呼吸作用的抑制机制 ,旨在为

推广应用嘧菌酯防治油菜菌核病提供依据。

1　材料和方法

1. 1　药剂、培养基及菌株

97. 8%的嘧菌酯 ( azoxystrobin,简写为 azo) 原

药 ,由先正达公司提供 ,用甲醇配制成 1. 0 ×

10
4μg /mL的母液 ; 99%的水杨肟酸 ( SHAM ) ,由美

国 S igm a公司生产 ,用甲醇配制成 5. 0 ×10
4μg /mL

的母液。

A EA 培养基 :酵母提取物 5 g, N aNO 3 6 g,

KH2 PO 4 1. 5 g, KC l 0. 5 g, M gSO 4 0. 25 g,丙三醇

20 mL ,琼脂粉 20 g,去离子水 1 L。

A EB培养基 :酵母提取物 5 g, N aNO 3 6 g,

KH2 PO 4 1. 5 g, KC l 0. 5 g, M gSO 4 0. 25 g,丙三醇

20 mL ,去离子水 1 L。

PDA培养基 :马铃薯 200 g,葡萄糖 20 g,琼脂

粉 20 g,水 1 L。

供试菌株 : C Z07、C Z57、C Z294、C Z130、C Z2
162、ZJ2281、ZJ2288,于 2007年分别采自从未使用

过甲氧基丙烯酸酯类药剂的江苏常州、镇江两地

受病原菌侵染的油菜茎杆中 ,室内常规组织分离 ,

单菌落纯化后于实验室保存 ,经鉴定其致病性未

发生变化。菌株 SF42R为实验室先前保存的对嘧
菌酯敏感的菌株。所有菌株均为多菌灵高抗菌

株。

1. 2　主要仪器

H ansa tech oxyg rap h p lus氧电极 (英国汉莎公

司 ) , ZHW Y22102型摇床 (智诚分析仪器公司 )。

1. 3　菌丝生长对嘧菌酯的敏感性

参照菌丝生长速率法 [ 10 ]
,于在 PDA培养基上

培养 2 d的油菜菌核病菌菌落边缘取新鲜菌碟 (直

径 5 mm )分别接种于含有 0、0. 031 3、0. 062 5、

0. 125、0. 25、1、4μg /mL 嘧菌酯和含有 0. 004、

0. 007 8、0. 015 6、0. 031 3、0. 062 5、0. 25μg /mL

的嘧菌酯 + 100μg /mL SHAM 的 A EA培养基平

板上 , 25℃下培养 2 d后测量菌落直径 ,分别与不

含药剂的空白对照和仅含 100μg /mL SHAM的对

照比较 ,计算菌丝生长抑制率。每处理重复 4次 ,

试验重复 2次。采用机率值分析法计算药剂对靶

标菌菌丝生长的有效抑制中浓度 ( EC50 ) ,设无

SHAM时求得的 EC50值为 EC50 Q ,当 SHAM 浓度

为 100μg /mL时求得的 EC50值为 EC50 (Q + S ) ,按

公式 ( 1 )计算旁路氧化的贡献值 F
[ 11, 12 ]

:

F =
EC50 Q

EC50 (Q + S )
( 1 )

1. 4　嘧菌酯对油菜菌核病菌菌核产生的影响

参照 1. 3节方法取直径为 5 mm的新鲜菌碟

接种于含有 0、0. 04、0. 15、1μg /mL 嘧菌酯的

A EA培养基平板上 , 25℃下培养 30 d后 ,取出菌

核晾干、称重。每个处理重复 4次 ,取平均值。所

有实验均重复 2次。

1. 5　嘧菌酯对菌丝生长和呼吸的抑制作用测定

1. 5. 1　不同浓度嘧菌酯对菌丝生长和呼吸的影

响　按 1. 3节方法培养 SF42R菌株 , 2 d后取 10个

新鲜菌碟于 A EB培养基内 , 25℃、175 r /m in条
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件下摇培 36 h后加入嘧菌酯 ,使药剂浓度分别为

0、0. 5、5和 50μg /mL。每浓度处理 6瓶 ,再摇培

24 h后 ,过滤收集菌丝。将各处理的其中 3瓶菌

丝放入 80℃烘箱中烘干 12 h至恒重 ,称量菌丝干

重 ;各处理的另 3瓶菌丝用蒸馏水冲洗 3次 ,每

10 m g鲜重菌丝悬浮于 2 mL 0. 1 m o l /L 的葡萄

糖磷酸缓冲溶液 ( pH = 7. 2 )中 , 在 H ansa tech

oxyg rap h p lus氧电极上测定不同浓度嘧菌酯对菌

丝呼吸的抑制作用 ,每处理重复 3次。

1. 5. 2　嘧菌酯对菌丝生长量的抑制作用 　选取

SF42R菌株 ,在 PDA上培养 2 d后于菌落边缘取

直径为 5 mm的新鲜菌碟 ,加入 24个装有 100 mL

A EB液体培养基的 250 mL三角瓶中 ,每瓶 8个菌

碟。36 h后向其中 12瓶加入嘧菌酯至浓度为

50μg /mL ,其余 12瓶为空白对照。分别在 24、

48、72、96 h后用纱布过滤收集菌丝并挑出琼脂

块 ,将每个时间的 3瓶空白对照和 3瓶药剂处理的

菌丝放入 80℃烘箱中烘干 12 h至恒重 ,称量菌丝

干重。

1. 5. 3　嘧菌酯处理不同时间对菌丝呼吸作用的

影响　按 1. 4. 1节方法摇培油菜菌核病菌菌丝

16瓶 , 36 h后向其中 8瓶加入嘧菌酯至最终浓度

为 50μg /mL ,另外 8瓶为空白对照。继续摇培 ,

分别于 0. 2、0. 5、1、6、12、24、48、96 h后收集菌

丝 ,用蒸馏水冲洗 3次 ,取每个处理中一半的菌丝

用 100μg /mL 的 SHAM 处理 1 h,分别各取 10 m g

(鲜重 )经 SHAM处理和未经 SHAM 处理的菌丝悬

浮于 2 mL 0. 1 m ol /L的葡萄糖磷酸缓冲溶液 ( pH

= 7. 2 )中 ,于氧电极上测定处理不同时间嘧菌酯

及嘧菌酯 2SHAM对菌丝呼吸作用的影响 ,每处理

重复 3次。

1. 6　数据处理

采用 SA S软件进行毒力回归分析求 EC50值 ,

并采用 L SD方法对两次试验结果和菌核质量数据

进行差异显著性分析。

2　结果与分析

2. 1　油菜菌核病菌对嘧菌酯的敏感性

表 1中数据表明 ,嘧菌酯对 5株野生型菌株菌

丝生长均有很强的抑制作用 ,且在有专化性旁路

氧化酶抑制剂 SHAM 存在的情况下 ,其对菌丝生

长的 EC50值为 0. 034～0. 063μg /mL ,是无 SHAM

时的 3. 27～ 14. 13倍 ,平均为 9. 21倍。表明

SHAM在抑制菌丝生长过程中与嘧菌酯具有很强

的协同增效作用。0. 062 5μg /mL的嘧菌酯对不

同菌株菌丝生长的抑制率为 26. 54%～38. 43% ,而存

在 SHAM时其抑制率上升为 40. 44%～57. 50% ,表明

在油菜菌核病菌菌丝生长过程中存在旁路氧化途

径 ,并且 SHAM与嘧菌酯的协同效应大小在不同

菌株之间存在差异。

表 1　油菜菌核病菌菌丝生长对嘧菌酯的敏感性

Tab le 1　Sens itiv ity of S. sc le ro tio rum t to azoxys trob in du ring m yce lia l g row th

菌株
Iso lates

抑制中浓度
EC50 / (μg /mL )

+ SHAM - SHAM

协同系数
Synerg istic

ra tio

抑制率 ( 0. 062 5μg /mL浓度下 )

Inh ib ition ra te a t 0. 062 5μg /mL azoxystrob in ( % )

+ SHAM - SHAM

C Z94 0. 045 8C 0. 504 8A 11. 02 47. 09C 34. 10B

CZ162 0. 034 0D 0. 480 5A 14. 13 57. 50A 35. 18B

ZJ2281 0. 050 5BC 0. 544 2A 10. 78 44. 92D 28. 57C

ZJ2288 0. 054 3B 0. 372 1B 6. 85 40. 44E 26. 54C

SF42R 0. 063 0A 0. 206 1C 3. 27 52. 93B 38. 43A

　　注 :同一列数据后带有相同字母表示数据之间无显著差异 ( P = 0. 01 )。下同。

N ote: D ata in a co lum n follow ed by the sam e lette rs ind ica te no sign ifican t d ifference be tw een the data ( P = 0. 01) . The sam e as fo llow ing.

2. 2　嘧菌酯对油菜菌核病菌菌核产量的影响

如表 2所示 ,在嘧菌酯浓度为 1μg /mL时 ,所

有测定菌株的菌核产量均显著低于空白对照 ,表

明 1. 00μg /mL的嘧菌酯可抑制油菜菌核病菌菌

核的产生。随着处理浓度的降低 ,嘧菌酯对菌核

产生的影响逐渐减弱 ,这与其抑制菌丝生长的情

况一致。菌株 ZJ281、ZJ288、C Z162在 0. 04和

0. 15μg /mL两个浓度下的菌核产量与空白对照

无明显差异 ,这可能是由于不同菌株对嘧菌酯的

反应不同造成的。
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2. 3　嘧菌酯对菌丝生长量和呼吸的抑制作用

2. 3. 1　嘧菌酯处理浓度与抑制菌丝生长和呼吸

作用的关系　嘧菌酯抑制菌丝生长的剂量曲线与

抑制菌丝呼吸的耗氧速率曲线趋势相似 (见

图 1 )。随着嘧菌酯浓度的升高 ,其对菌丝生长量

和耗氧速率的抑制率均有所提高 ,但各浓度嘧菌

酯对菌丝耗氧速率的抑制率均高于对菌丝生长量

的抑制率。当嘧菌酯浓度升高到 5μg /mL以后 ,

其对菌丝生长的抑制率趋于平稳 ,该结果表明通

过提高嘧菌酯的处理浓度来控制其对菌丝生长的

抑制作用价值较低。

表 2　不同浓度嘧菌酯对菌核产量的影响

Tab le 2　The effec t of S. sc le ro tio rum t to d iffe ren t

concen tra tion of azoxys trob in in

the y ie ld of sc le ro tin ia

菌株
Iso lates

菌核重 The w eight of sc le ro tin ia / g

嘧菌酯浓度 C onc. of azoxystrob in / (μg /mL )

0 0. 04 0. 15 1

ZJ281 0. 224 7CD 0. 207 6B 0. 116 2CD 0. 025 7CD

ZJ288 0. 365 8A 0. 346 0A 0. 302 8A 0. 068 2B C

CZ07 0. 276 1AB 0. 226 0B 0. 190 5B C 0. 082 2B

CZ57 0. 288 4AB 0. 239 6B 0. 155 3B CD 0. 080 3B

CZ94 0. 241 9B C 0. 208 7B 0. 169 6B CD 0. 145 1A

CZ130 0. 192 2D E 0. 168 6B 0. 132 7CD 0. 044 0B C

CZ162 0. 268 2ABC 0. 230 2B 0. 228 8B 0. 060 3B C

SF42R 0. 188 1E 0. 164 4B 0. 093 1D 0D

图 1　嘧菌酯处理 24 h后对油菜菌核病菌菌

丝生长和呼吸的影响

Fig. 1　Inh ib ito ry effec ts of azoxystrob in on g row th

and oxygen consum p tion of m yce lium

of S. sc le ro tio rum t

2. 3. 2　嘧菌酯处理不同时间对菌丝生长量的影

响　由图 2可知 ,在 72 h之前 ,两个处理的菌丝生

长量都随处理时间延长而不断增加 , 72 h之后趋

于平稳。96 h内 , 50μg /mL的嘧菌酯对油菜菌核

病菌菌丝生长一直保持抑制作用。

图 2　50μg /mL的嘧菌酯对油菜菌核病

菌菌丝干重的影响

Fig. 2　Effec t of azoxys trob in on m yce lia l g row th

of S. sc le ro tio rum a t 50μg /mL

2. 3. 3　药剂处理不同时间对菌丝耗氧速率的影

响　单独用嘧菌酯处理后 1 h时 ,菌丝体的耗氧速

率最低 ,随时间延长 ,耗氧速率逐渐升高 ,并在 48 h

时高于对照 ,表明在菌丝培养早期其呼吸作用受

嘧菌酯抑制 (图 3 )。从处理后至 1 h前 ,嘧菌酯单

独处理组的耗氧速率与嘧菌酯 2SHAM共同作用的

相同 ;但在 1 h时 ,共同作用的耗氧速率明显低于

嘧菌酯单独处理组 ; 1 h后 ,嘧菌酯 2SHAM 共同作

用与嘧菌酯单独处理组耗氧速率的变化趋势相

同。表明嘧菌酯处理后至 1 h前 ,菌丝体的旁路氧

化途径并没有启动 , 1 h时 ,旁路氧化途径开始启

动 ,随后表现为平稳的旁路氧化耗氧。推测油菜

菌核病菌菌丝的旁路氧化途径可能属于诱导型。

图 3　嘧菌酯抑制菌丝体呼吸耗氧的时间效应

Fig. 3　R ea l2tim e of oxygen consum p tion
in m yce lia l g row th of S. sc le ro tio rum

inh ib ited by azoxys trob in

3　讨论

　　已有研究报道病原菌的电子传递被 Q o Is类杀

菌剂抑制后 ,旁路氧化这一替代途径会被活性氧
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诱导表达 [ 13 ]。旁路氧化作用使得电子传递绕过

Q o Is的作用靶标细胞色素 b ( cyt b ) [ 14 ]
,从而对

Q o Is类杀菌剂表现为抗性 [ 15～17 ]。后来的研究发

现 ,寄主体内的黄酮类抗氧素能阻止活性氧诱导

旁路氧化作用 [ 18 ]
,从而使 Q o Is类杀菌剂在植物活

体上表现出很高的抗菌活性。

本研究结果表明 ,嘧菌酯在离体条件下对油

菜菌核病菌的菌丝生长速率及菌丝生长量均有很

强的抑制作用 ,并且在低剂量下就能明显抑制菌

核的产生。嘧菌酯和水杨肟酸协同作用对油菜菌

核病菌菌丝生长和呼吸的抑制作用均比嘧菌酯单

独处理效果好。水杨肟酸的作用是抑制菌丝的旁

路氧化途径 ,但在嘧菌酯处理后 1 h之内水杨肟酸

的抑制作用表现并不明显 ,而在嘧菌酯处理 1 h之

后 ,水杨肟酸对旁路氧化呼吸的抑制作用加强 ,表

明在处理前期菌丝体并没有启动旁路氧化途径来

补救正常呼吸的被抑制作用 ,而处理一段时间当

旁路氧化途径启动后才被水杨肟酸所抑制。

L am bow ia等 [ 19 ]通过对乙醇氧化酶 (AO X )水平的

检测发现 ,在粗糙脉孢霉 N eu rop o ra c rassa中 AO X

酶水平很低或不能被检测到 ,但如果其以细胞色

素介导的呼吸途径被阻断或线粒体蛋白质合成受

抑制后 ,旁路氧化途径即被诱导表达。而本实验

中水杨肟酸对旁路氧化呼吸的抑制效果 ,亦表明

油菜菌核病菌菌丝的旁路氧化途径可能是被诱导

表达的 ,具体还需更进一步的实验证实。

本研究表明 ,嘧菌酯能够抑制油菜菌核病菌

菌丝生长和菌丝的呼吸作用 ,并且抑制菌丝生长

的剂量曲线和抑制菌丝呼吸的耗氧速率曲线趋势

相同 ,但用嘧菌酯处理 48 h后 ,处理组菌丝体的耗

氧速率高于对照 ,而此时处理组菌丝的生长量并

没有显著的提高。M izu tan i等 [ 18 ]猜测认为此类呼

吸作用的恢复可能是旁路氧化途径的贡献或呼吸

抑制剂与靶标的结合能力下降所致。而本实验通

过嘧菌酯和水杨肟酸的协同抑制作用和嘧菌酯对

菌丝干重的抑制研究 ,表明呼吸的恢复并非

M izu tan i等人的猜测。笔者认为处理 48 h后耗氧

速率的增加可能并非完全用于提供菌丝体的生

长 ,也可能是菌丝体内的其他生理生化反应在高

浓度有毒物质胁迫下开始恢复对氧的需求所致。
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