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大豆胶孢炭疽菌对苯醚甲环唑的抗性机制
及其抗性突变体的适合度

石妞妞 1 阮宏椿 1 陈文乐 2 陈巧红 3 陈福如 1 杜宜新 1*

（1. 福建省农业科学院植物保护研究所，福建省作物有害生物监测与治理重点实验室，福州 350013；

2. 三明市植保植检站，福建 三明 365000；3. 三明市农垦站，福建 三明 365000）

摘要：为明确大豆胶孢炭疽菌Colletotrichum gloeosporioides对苯醚甲环唑的抗性风险及其抗性机

制，采用药剂驯化法诱导获得其抗性突变体，并测定抗性突变体的适合度和交互抗性，同时分析抗

性突变体和敏感菌株 cyp51A和 cyp51B基因的 cDNA序列、启动区序列及相对表达量。结果表明：

从大豆胶孢炭疽菌2株敏感菌株中筛选获得7株低抗苯醚甲环唑的突变体，突变频率为1.75×10-4，

其抗药性可以稳定遗传。抗性突变体与亲本敏感菌株在对温度的敏感性、菌丝生长速率、产孢量和

致病力方面均存在一定差异。苯醚甲环唑与丙环唑之间存在中等交互抗性（相关系数为0.80，P<

0.05），苯醚甲环唑与咪鲜胺锰盐、多菌灵、氟啶胺和吡唑醚菌酯之间无交互抗性。抗性突变体

cyp51A 和 cyp51B 基因的 cDNA 序列未发生核苷酸突变，cyp51A 和 cyp51B 基因的启动区无插入片

段。经苯醚甲环唑处理后，4株抗性突变体 lq27-7-1、lq27-7-2、lq30-2-1和 lq30-2-2的 cyp51A基因相

对表达量被诱导上调倍数显著高于亲本敏感菌株；3株抗性突变体 lq27-7-2、lq30-2-2和 lq30-2-3的

cyp51B基因相对表达量被诱导上调倍数显著高于亲本敏感菌株。表明大豆胶孢炭疽菌对苯醚甲

环唑的抗性风险为低至中等，其抗性机制可能与cyp51基因的过表达有关。
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Abstract: In order to assess the resistance risk of anthracnose pathogen Colletotrichum gloeosporioides

to difenoconazole and clarify the underlying resistance mechanisms, difenoconazole-resistant mutants,

which were induced by fungicide-taming method, were studied on the fitness and the cross-resistance.

The full-length cDNA of resistance related genes cyp51A and cyp51B, and the promoter sequences were

compared between resistant mutants and sensitive isolates, and the relative expression of cyp51A and

cyp51B, were also investigated. The results showed that seven mutants with low resistance to difenocon‐
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炭疽菌属Colletotrichum真菌是一类变异快、种

类多、地理和寄主范围分布广泛且具有重要经济意

义的病原菌（Cannon et al.，2012；Yu et al.，2016；Shi

et al.，2021）。炭疽病是大豆生产上的重要真菌病害

之一，在世界范围内普遍发生，轻者减产，重者绝收

（李海云等，2017）。目前，福建省大豆炭疽病的病原

菌有 3 种，分别为平头炭疽菌 C. truncatum、胶孢炭

疽菌C. gloeosporioides和C. plurivorum。

目前，使用化学药剂是控制大豆炭疽病的主要

手段（詹家绥等，2014）。苯醚甲环唑是使用最广泛

的三唑类杀菌剂之一，其通过杂环上的氮原子与羊

毛甾醇14α脱甲基酶的血红素-铁活性中心结合，抑

制14α脱甲基酶的活性，从而阻碍麦角甾醇的合成，

最终起到杀菌作用（Shi et al.，2020）。苯醚甲环唑

具有高效、广谱、低毒、用量低、持效期长且相对安全

的特点，对锈病、炭疽病、斑点落叶病和纹枯病等多

种真菌病害具有良好的防治效果（徐建强等，2016；

Wang et al.，2019）。近年来，由于苯醚甲环唑的大

量推广应用，田间许多重要的病原菌对其产生了抗

性。如小麦赤霉菌Fusarium graminearum对苯醚甲

环唑已出现了抗性（Rekanović et al.，2010）；苹果轮

纹病菌 Botryosphaeria dothidea 已出现对苯醚甲环

唑敏感性降低的亚群体（刘保友等，2013）；河南省小

麦纹枯病菌Rhizoctonia cerealis对苯醚甲环唑的敏

感性下降（刘刚，2016）。

杀菌剂抗性行动委员会（fungicide resistance ac‐

tion committee，FRAC）从杀菌剂的作用机理角度将

苯醚甲环唑的固有抗性风险定为中等抗性风险

（FRAC，2021）。大豆胶孢炭疽菌具有繁殖速度快、

产孢量大和再侵染频繁的特性，FRAC从病原菌特

性的角度将胶孢炭疽菌固有抗性风险定为中等抗性

风险（FRAC，2019）。目前，大豆胶孢炭疽菌对苯醚

甲环唑的抗性风险和抗性机制尚不清楚。因此，本

研究通过药剂驯化法诱导大豆胶孢炭疽菌对苯醚甲

环唑的抗性突变体，测定抗性突变体的适合度，比较

抗性突变体和敏感菌株靶标基因的序列差异和相对

表达量，明确大豆胶孢炭疽菌对苯醚甲环唑的抗药

风险及其抗性机制，以期为合理使用苯醚甲环唑防

治大豆炭疽病提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株和大豆：大豆胶孢炭疽菌敏感菌株

lq27和 lq30，由福建省农业科学院植物保护研究所

植物病理研究室分离、鉴定并提供。大豆品种为毛

豆3号，由福建省农业科学院作物研究所提供，于温

室中种植，行株距为40 cm×30 cm，培育至大豆始荚

期供试。

培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose

agar，PDA）培养基成分为去皮马铃薯200 g、葡萄糖

20 g、琼脂 20 g、蒸馏水 1 L；马铃薯葡萄糖液体（po‐

tato dextrose broth，PDB）培养基为不添加琼脂的

PDA培养基。

药剂及试剂：96.1% 苯醚甲环唑（difenocon‐

azole）原药，江苏耕耘化学有限公司；96.5%咪鲜胺

锰盐（prochloraz-Mn）原药、98.0%吡唑醚菌酯（pyra‐

azole were generated from two sensitive isolates, with a mutation frequency of 1.75×10-4, and the resis‐

tance could be inherited steadily. Mycelial growth responses to temperature, mycelial growth rate, spor‐

ulation and pathogenicity differed between the mutants and the sensitive isolates. Moderate level cross-

resistance was detected between difenoconazole and propiconazole (correlation coefficient was 0.80, P<

0.05) in these isolates, but no cross-resistance was observed between difenoconazole and prochloraz-

Mn, carbendazim, fluazinam or pyraclostrobin. Sequence analysis of the full-length cDNA of cyp51A

and cyp51B, and promoter region showed that there was no point mutation on all mutants and no insert‐

ed fragment in the promoter region. After treatment with difenoconazole, the expression of cyp51A was

up-regulated more in four mutants lq27-7-1, lq27-7-2, lq30-2-1 and lq30-2-2 than that in their parent

isolates. The expression of cyp51B was also up-regulated more in three mutants lq27-7-2, lq30-2-2 and

lq30-2-3 than that in their parent isolates when exposed to difenoconazole. The results indicated that the

resistance risk of C. gloeosporioides to difenoconazole is likely to be low to moderate, and the up-regu‐

lated expression of cyp51 contribute at least partially to the resistance.

Key words: soybean anthracnose; Colletotrichum gloeosporioides; difenoconazole; resistance mutant;

fitness; resistance mechanism
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clostrobin）原药和98.1%多菌灵（carbendazim）原药，

江苏辉丰生物农业股份有限公司；95% 丙环唑

（propiconazole）原药，江苏七州绿色化工有限公司；

97%氟啶胺（fluazinam）原药，日本石原产业株式会社；

多菌灵使用 0.1 mol/L盐酸溶液配成 1.0×104 µg/mL

的母液，其余药剂均使用二甲基亚砜（dimethyl sulf‐

oxide，DMSO）配成 1.0×104 µg/mL 的母液，备用。

DNA提取试剂盒及真菌总RNA提取试剂盒，天根

生化科技（北京）有限公司；pTOPO-Blunt Simple载

体，Omega生物科技有限公司（广州）；ChamQ SYBR

qPCR Master Mix（Q311-02）、HiScript Ⅲ All-in-one

RT SuperMix，南京诺唯赞生物科技有限公司；大肠

杆菌Escherichia coli感受态细胞DH5α，北京全式金

生物技术股份有限公司；其余试剂均为国产分析纯。

仪器：C1000TM普通PCR仪、CFX ConnectTM实时

荧光定量 PCR 仪，美国 Bio-Rad 公司；GZX-300BS-

Ⅲ光照培养箱，帕瑞玛仪器设备有限公司。

1.2 方法

1.2.1 胶孢炭疽病菌抗苯醚甲环唑突变体的诱导

将胶孢炭疽病菌敏感菌株 lq27 和 lq30 分别在

PDA 平板上于 28℃恒温黑暗培养 5 d，从菌落边缘

打取直径为5 mm的菌饼，接种至含有1 µg/mL苯醚

甲环唑（前期预试验测得的EC90）的 PDA平板上于

28℃恒温黑暗培养，待长出扇形突变后，转接至新的

PDA平板上，于 28℃恒温黑暗培养 5 d后打取直径

为5 mm的菌碟，转接至下一浓度继续诱导突变体，

转接浓度逐步递增至5、10、50、100、200、500 µg/mL，

直至在含终浓度为500 µg/mL苯醚甲环唑的PDA平

板上长出菌落为止，测定突变体的EC50，并计算抗性

倍数和抗性突变频率，抗性倍数=抗性突变体EC50/

亲本敏感菌株 EC50；抗性突变频率=获得抗性菌株

数/接种全部菌饼数×100%。根据抗性倍数将各突

变体的抗性水平划分为敏感、低抗、中抗和高抗，其

中，抗性倍数≤3的为敏感菌株；3<抗性倍数≤10的为

低抗菌株；10<抗性倍数≤100的为中抗菌株；100<抗

性倍数的为高抗菌株（鲜菲等，2015）。

1.2.2 抗苯醚甲环唑突变体的适合度测定

抗药性遗传稳定性测定：将1.2.1获得的抗性突

变体和2株敏感菌株 lq27和 lq30在不含药剂的PDA

平板上于28℃恒温黑暗培养10代，采用菌丝生长速

率法分别测定第 1、5 及 10 代菌株对苯醚甲环唑的

EC50，计算突变体抗药性变化系数，分析突变体抗性

的遗传稳定性。抗药性变化系数=抗性突变体第

10代抗性倍数/抗性突变体第1代抗性倍数。

温度敏感性测定：将1.2.1获得的抗性突变体和

2 株敏感菌株 lq27 和 lq30 在 PDA 平板上于 28℃恒

温黑暗培养 5 d，从菌落边缘打取直径为 5 mm的菌

饼，将菌饼接种到新的PDA平板上，分别在 16、20、

25、28和37℃下黑暗培养7 d，采用十字交叉法测量

菌落直径，每个温度处理3个重复。

菌丝生长速率测定：将1.2.1获得的抗性突变体

和 2 敏感菌株 lq27 和 lq30 在 PDA 平板上于 28℃恒

温黑暗培养 5 d，从菌落边缘打取直径为 5 mm的菌

饼，将菌饼接种到新的PDA平板上，28℃恒温黑暗

培养 7 d，采用十字交叉法测量菌落直径，计算菌丝

生长速率，菌丝生长速率=菌落直径/菌落生长天数。

每株菌株3个重复。

产孢量测定：将 1.2.1获得的抗性突变体和 2株

敏感菌株 lq27和 lq30在PDA平板上于 28℃恒温黑

暗培养5 d，从菌落边缘打取直径为5 mm的菌饼，并

将菌饼接种至装有 100 mL PDB 培养基的三角瓶

中，每瓶接种 3个菌饼，于 28℃、150 r/min条件下黑

暗振荡培养 7 d，采用血球计数板测定分生孢子浓

度，计算产孢量，每株菌株3个重复。

致病力测定：将 1.2.1获得的抗性突变体和 2株

敏感菌株 lq27和 lq30在PDA平板上于 28℃恒温黑

暗培养 5 d，用打孔器在菌落边缘打取直径为 5 mm

的菌饼，将菌饼接种至装有 100 mL PDB 培养基的

三角瓶中，于 28℃、150 r/min条件下黑暗振荡培养

7 d，用血球计数板测定分生孢子浓度，制成浓度为

1×105个/mL的孢子悬浮液，备用。在温室内采用喷

雾接种法将 1×105个/mL 的孢子悬浮液（含 0.1%吐

温 80）喷雾接种于始荚期大豆幼嫩豆荚上，每株大

豆接种50 mL孢子悬浮液，每株菌株接种6株大豆，

于 25~30℃覆膜保湿 3 d后移去薄膜。接种 14 d后

进行病情调查，每个处理调查3株大豆的全部豆荚，

统计豆荚总数和发病豆荚数，确定发病豆荚病级。

大豆炭疽病病情分级标准参照大豆抗炭疽病鉴定技

术规范（DB35/T 1574—2016）确定：0 级，豆荚无病

斑；1级，豆荚上有褐点型小病斑，病斑面积占整个

豆荚面积的5%以下；3级，豆荚上出现典型病斑，病

斑面积占整个豆荚面积的 6%~10%；5级，豆荚上出

现典型病斑，病斑面积占整个豆荚面积的 11%~

25%；7级，豆荚上出现典型病斑，病斑面积占整个豆

荚面积的 26%~50%；9级，豆荚上出现典型病斑，病

斑面积占整个豆荚面积的 50%以上。同时计算病

情指数（disease index，DI），DI=∑（各病级代表数

值×各病级豆荚数）/（9×调查总豆荚数）×100。试验
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重复3次。

1.2.3 苯醚甲环唑与不同杀菌剂之间的交互抗性测定

采用菌丝生长速率法测定 1.2.1获得的抗性突

变体及2株敏感菌株 lq27和 lq30对不同杀菌剂的敏

感性。用DMSO 分别配制含系列质量浓度丙环唑

（0.1、0.5、1、5、10 µg/mL）、咪鲜胺锰盐（0.01、0.1、1、5、

10 µg/mL）、吡唑醚菌酯（0.01、0.05、0.5、5、10 µg/mL）、

氟啶胺（0.01、0.05、0.1、0.5、1 µg/mL）的 PDA 平板，

以加入相同体积分数DMSO的处理作为空白对照。

用 0.1 mol/L 盐酸溶液配制含有系列浓度多菌灵

（0.025、0.05、0.1、0.2、0.4 µg/mL）的 PDA平板，以加

入相同体积分数的 0.1 mol/L盐酸溶液作为空白对

照。将杀菌剂对供试菌株的EC50值转化为对数值，

以苯醚甲环唑对抗性突变体及敏感菌株的EC50对数

值作为 x轴、其他几种药剂对抗性突变体及敏感菌

株的EC50对数值分别作为 y轴进行线性回归分析，

采用 Spearman相关系数法分析苯醚甲环唑与其他

药剂的交互抗性（Du et al.，2021），计算相关系数 ρ，

并进行差异显著性分析。当 P<0.05 时，ρ<0.3 表示

存在较低等交互抗性；0.3≤ρ<0.5表示存在低等交互

抗性；0.5≤ρ≤0.8表示存在中等交互抗性；ρ>0.8存在

明显交互抗性。

1.2.4 靶标基因cyp51A和cyp51B的扩增与序列分析

将1.2.1获得的抗性突变体和2株敏感菌株 lq27

和 lq30在PDA平板上于28℃黑暗培养4 d后，从菌落

边缘打取6个直径为5 mm的菌饼，将菌饼接种至装

有50 mL PDB培养基的三角瓶中，于28℃、150 r/min

条件下黑暗振荡培养4 d，无菌条件下过滤获得各菌

株的菌丝体。按照石妞妞等（2022）方法采用DNA

提取试剂盒提取供试菌株的总 DNA，参照 Chen et

al.（2018）目标基因序列利用 Primer Premier 5 软件

设计引物CgAF1/CgAR1和CgBF2/CgBR1（表1），分

别扩增 cyp51A和 cyp51B基因序列。所有引物均由

生工生物工程（上海）股份有限公司合成。50 μL

PCR反应体系：2×Phanta Flash Master Mix 25 μL、上

下游引物各 2 μL、DNA 模板 1 μL、ddH2O 20 μL。

PCR 扩增条件：98℃预变性 30 s；98℃变性 10 s，

56℃退火5 s，72℃延伸15 s，共35个循环；72℃最终

延伸 1 min。PCR产物经纯化后，将其连接到 pTO‐

PO-Blunt Simple载体上，采用热激法将连接产物转

化至大肠杆菌感受态细胞DH5α中，选取阳性转化

子送生工生物工程（上海）股份有限公司测序。

表1 本研究所用的引物序列

Table 1 The primer pairs used in this study

引物 Primer

CgAF1

CgAR1

CgAF2

CgAR2

CgBF2

CgBR1

CgBF3

CgBR4

AF1

AR1

BF1

BR1

C5AF1

C5AR1

C5AF3

C5AR3

RT-TubGF

RT-TubGR

引物序列（5′-3′）Sequence (5′-3′)

CAACACCGTAGCAGACCAGAAG

CTTAGCCTTCGCTGTGGGTTG

ATGATGGAAGGCATAGAACT

ATCGCGTCGGGTCCACCTGA

GATATGCGAGATGCGCTTGAC

TCGACAGCGACCATCTTTAG

ATGGGTCTCCTGCAGGAG

CGCCTCACGCTTCTCCCAGTAAAT

ATCAGCAACAGTTCGTCCCG

GAAGACGGTTGGTGGTAAT

AATCATTCCCGTCTCCC

GGCTCGTTGGCGTTCTT

CGAGTTCTTCACGGATGCCA

TGACACCCAAGTTGAGATACGC

ACCTACAAGAACGGCACCAAG

ATCTGGGGGTACTGAGCGAGA

TCTCGATGTTATCCGCCG

TGAGCTCAGGAACACTGACG

目的 Purpose

扩增cyp51A基因
Amplication of the cyp51A gene

扩增cyp51A基因的编码区
Amplify the cyp51A coding sequence

扩增cyp51B基因
Amplication of the cyp51B gene

扩增cyp51B基因的编码区
Amplify the cyp51B coding sequence

扩增cyp51A基因5′-UTR区
Amplification of the partial upstream regions of cyp51A gene

扩增cyp51B基因5′-UTR区
Amplification of the partial upstream regions of cyp51B gene

荧光定量PCR扩增cyp51A基因
Real-time PCR primer for cyp51A

荧光定量PCR扩增cyp51B基因
Real-time PCR primer for cyp51B

内参β-tubulin基因
Real-time PCR primer for β-tubulin

抗性突变体和敏感菌株菌丝体的制备同上，采

用真菌总 RNA 提取试剂盒提取其 RNA，利用 HiS‐

cript Ⅲ All-in-one RT SuperMix将RNA反转录合成

cDNA，作为模板进行 PCR 扩增。利用引物对

CgAF2/CgAR2 和 CgBF3/CgBR4（表 1）分别扩增目

的基因 cyp51A和 cyp51B的 cDNA全长序列。扩增

条件、体系及PCR产物处理方式同上。利用DNA‐

MAN 5.2.2.0 软件比对分析抗性突变体 cyp51A 和

cyp51B基因的编码区核苷酸及氨基酸变化。

利用已制备的抗性突变体和敏感菌株 lq27 和
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lq30的总DNA作为模板，分别使用引物对AF1/AR1

和BF1/BR1（表1）扩增抗性突变体和敏感菌株靶标

基因 cyp51A 及 cyp51B 的 5′端非翻译区（5′-untrans‐

lated region，5′-UTR）。PCR反应体系同上。扩增条

件：98℃预变性 30 s；98℃变性 10 s，56℃退火 5 s，

72℃延伸 10 s，共 35 个循环；72℃最终延伸 1 min。

PCR产物经纯化后，将其连接到 pTOPO-Blunt Sim‐

ple载体上，采用热激法将连接产物转化至大肠杆菌

感受态细胞 DH5α，选取阳性转化子送生工生物工

程（上海）股份有限公司测序。利用DNAMAN 5.2.2.0

软件比对分析突变体5′-UTR的核苷酸序列变化。

1.2.5 靶标基因cyp51A和cyp51B的相对表达量分析

将1.2.1获得的抗性突变体和2株敏感菌株 lq27

和 lq30在 PDA平板上于 28℃恒温黑暗培养 5 d，从

菌落边缘打取直径为 5 mm的菌饼，将菌饼接种至

PDB培养基中，于 28℃、150 r/min条件下黑暗振荡

培养6 d，加入终浓度为3 μg/mL的苯醚甲环唑处理

24 h，收集菌丝，采用 1.2.4 方法提取不同菌株的

RNA。利用 HiScript Ⅲ All-in-one RT SuperMix 将

RNA反转录合成 cDNA，以 cDNA为模板，分别利用

引物对C5AF1/C5AR1及C5AF3/C5AR3（表 1）扩增

cyp51A 和 cyp51B 基因片段。20 μL 反应体系：2×

ChamQ SYBR qPCR Master Mix 10.0 μL、10 μmol/L

上下游引物各 0.4 μL、cDNA 1.0 μL、ddH2O 8.2 μL。

反应条件：95℃预变性 30 s；95℃变性 5 s，60℃退火

30 s，共 40个循环。以 β-tubulin基因为内参基因进

行定量分析。每个模板3次重复。试验重复3次。

1.3 数据分析

采用 DPS 9.5 软件对试验数据进行统计分析，

应用Duncan氏新复极差法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 胶孢炭疽菌抗苯醚甲环唑突变体的诱导及抗性

亲本敏感菌株 lq27 和 lq30 经苯醚甲环唑室内

驯化后共获得7株抗性突变体，分别为 lq27-1、lq27-

7-1、lq27-7-2、lq30-1、lq30-2-1、lq30-2-2 和 lq30-2-3，

抗性突变频率为1.75×10-4。抗性突变体的EC50介于

1.37~3.90 μg/mL之间，抗性倍数介于3.21~8.16倍之

间，7株抗性突变体均为低抗苯醚甲环唑菌株（表2）。

2.2 大豆胶孢炭疽菌抗性突变体的适合度分析

2.2.1 抗性突变体的抗性遗传稳定性

7 株抗性突变体经继代培养后，第 5 代和第

10 代的抗性倍数分别为3.44~8.16倍和3.42~7.97倍

（表 2）。7 株抗性突变体的抗药性变化系数介于

0.92~1.07之间（表 2），表明抗性突变体对苯醚甲环

唑的抗性能稳定遗传。

表2 大豆胶孢炭疽菌抗苯醚甲环唑突变体的抗性倍数及抗性稳定性

Table 2 Resistance factor and resistance stability in difenoconazole-resistant mutants of Colletotrichum gloeosporioides

亲本或突变体
Isolate or mutant

lq27*

lq27-1

lq27-7-1

lq27-7-2

lq30*

lq30-1

lq30-2-1

lq30-2-2

lq30-2-3

EC50/(µg/mL)

第1代
The first

generation

0.43

1.37

1.79

1.59

0.48

1.82

2.61

3.90

3.86

第5代
The fifth

generation

0.43

1.47

1.78

1.47

0.48

1.80

2.60

3.88

3.82

第10代
The tenth
generation

0.43

1.47

1.69

1.46

0.47

1.72

2.55

3.60

3.75

抗性倍数Resistance factor

第1代
The first

generation

/

3.21

4.19

3.71

/

3.82

5.47

8.16

8.06

第5代
The fifth
generation

/

3.44

4.17

3.44

/

3.79

5.47

8.16

8.04

第10代
The tenth
generation

/

3.43

3.94

3.42

/

3.66

5.42

7.65

7.97

抗药性
变化系数

Factor of sensi-
tivity change

/

1.07

0.94

0.92

/

0.96

0.99

0.94

0.99

抗性水平
Resistance level

低抗 Low resistance

低抗 Low resistance

低抗 Low resistance

低抗 Low resistance

低抗 Low resistance

低抗 Low resistance

低抗 Low resistance

*所示为亲本敏感菌株，其余菌株为抗性突变体。* indicates sensitive isolates, while the others are resistant isolates.

2.2.2 抗性突变体对温度的敏感性

抗性突变体与敏感菌株对温度的敏感性存在差

异。抗性突变体与敏感菌株的菌落直径均在 28℃

时最大，分别达73.00~78.33 mm和80.67~81.00 mm，

而均在 37℃最小，分别为 5.00~10.67 mm 和 11.33~

11.67 mm；在25℃时抗性突变体的菌落直径仅次于

28℃时，且均显著小于敏感菌株的菌落直径；在

16℃和 20℃时抗性突变体的菌落直径与敏感菌株

的菌落直径相当（表3）。

2.2.3 抗性突变体的生长速率、产孢量及致病力

抗性突变体 lq27-7-2 在 28℃时的菌丝生长速

率与敏感菌株 lq27 相当，分别为 11.19 mm/d 和
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11.52 mm/d，其他抗性突变体在 28℃时的生长速率

均显著低于敏感菌株。抗性突变体 lq27-1和 lq27-7-2

的产孢量均显著高于敏感菌株 lq27，分别达到9.24×

109个/mL和 9.38×109个/mL，而抗性突变体 lq27-7-1

的产孢量显著低于敏感菌株 lq27；抗性突变体 lq30-1、

lq30-2-1、lq30-2-2 和 lq30-2-3 的产孢量介于 12.13×

109~15.64×109 个/mL 之间，均显著高于敏感菌株

lq30 的产孢量。抗性突变体 lq27-7-2、lq30-1、lq30-

2-1、lq30-2-2 和 lq30-2-3 的致病力显著强于敏感菌

株，病情指数分别为 34.70、61.80、48.01和 50.24；而

抗性突变体 lq27-1和 lq27-7-1的致病力显著弱于敏

感菌株（表4）。

表3 大豆胶孢炭疽菌抗苯醚甲环唑突变体及其亲本敏感菌株对温度的敏感性

Table 3 Effects of temperatures on the mycelial growth of difenoconazole-resistant mutants

and their parent sensitive isolates of Colletotrichum gloeosporioides

亲本或突变体

Isolate or mutant

lq27*

lq27-1

lq27-7-1

lq27-7-2

lq30*

lq30-1

lq30-2-1

lq30-2-2

lq30-2-3

菌落直径Colony diameter/mm

16℃

33.00±1.00 b

29.00±0.00 c

36.33±0.58 a

27.33±0.58 d

34.00±1.00 a

28.00±0.00 c

33.00±0.00 b

33.00±0.00 b

34.33±0.58 a

20℃

57.00±1.00 a

29.33±0.58 c

55.67±1.15 a

46.33±0.58 b

57.00±1.00 a

56.00±2.00 a

52.00±1.73 b

55.00±1.00 a

55.00±0.00 a

25℃

76.33±1.53 a

68.00±1.00 c

71.67±0.58 b

71.00±1.00 b

77.33±1.15 a

67.00±1.00 d

70.00±0.00 c

68.00±0.00 d

73.00±0.00 b

28℃

80.67±0.58 a

75.33±1.15 b

75.00±3.46 b

78.33±3.21 ab

81.00±1.00 a

74.00±0.00 bc

73.67±1.15 bc

73.00±0.00 c

75.00±0.00 b

37℃

11.67±1.15 a

7.33±0.58 b

5.00±0.00 c

5.00±0.00 c

11.33±0.58 a

10.67±0.58 a

9.00±0.00 bc

9.67±0.58 b

8.67±0.58 c

表中数据为平均数±标准差。同列数据后不同小写字母表示经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。*所示为亲

本敏感菌株，其余菌株为抗性突变体。Data are mean±SD. Different lowercase letters in the same column indicate significant dif‐

ference by Duncan’s new multiple range test (P<0.05). * indicates sensitive isolates, while the others are resistant isolates.

表4 大豆胶孢炭疽菌抗苯醚甲环唑突变体及其亲本敏感菌株的生长速率、产孢量和致病力

Table 4 Growth rate, sporulation and pathogenicity of the resistant-mutants and their parent sensitive isolates

of Colletotrichum gloeosporioides

亲本敏感菌株或突变体
Isolate or mutant

lq27*

lq27-1

lq27-7-1

lq27-7-2

lq30*

lq30-1

lq30-2-1

lq30-2-2

lq30-2-3

生长速率
Growth rate/（mm/d）

11.52±0.08 a

10.76±0.17 b

10.71±0.50 b

11.19±0.46 ab

11.57±0.14 a

10.57±0.00 bc

10.52±0.16 c

10.43±0.00 c

10.71±0.00 b

产孢量
Sporulation/（×109个/mL）

7.69±0.05 c

9.24±0.03 b

1.76±0.02 d

9.38±0.01 a

10.64±0.01 e

14.25±0.02 b

12.76±0.01 c

15.64±0.01 a

12.13±0.01 d

病情指数
Disease index

24.00±0.64 b

18.29±0.33 d

22.29±0.82 c

34.70±1.07 a

34.36±2.79 d

61.80±1.41 a

41.14±0.54 c

48.01±0.86 b

50.24±1.09 b

表中数据为平均数±标准差。同列数据后不同小写字母表示经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。*所示为亲

本敏感菌株，其余菌株为抗药性突变体。Data are mean±SD. Different lowercase letters in the same column indicate significant

difference by Duncan’s new multiple range test (P<0.05). * indicates sensitive isolates, while the others are resistant isolates.

2.3 苯醚甲环唑与不同杀菌剂之间的交互抗性

抗性突变体及其敏感菌株对苯醚甲环唑的敏感

性与其对丙环唑的敏感性之间的相关系数为 0.80，

且P<0.05，表明抗性突变体对丙环唑的敏感性显著

下降，苯醚甲环唑与丙环唑之间存在中等交互抗

性。抗性突变体及敏感菌株对苯醚甲环唑的敏感性

与其对咪鲜胺锰盐、多菌灵、氟啶胺及吡唑醚菌酯的

敏感性之间的相关性不显著，表明苯醚甲环唑与咪

鲜胺锰盐、多菌灵、氟啶胺及吡唑醚菌酯之间无交互

抗性（图1）。

2.4 抗性和敏感菌株的cyp51A和cyp51B序列分析

大豆胶孢炭疽菌cyp51A基因序列全长1 658 bp

（GenBank序列号为OL845618），含有 3个外显子和

2个内含子，cDNA全长为 1 542 bp。敏感菌株和抗
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性突变体 cyp51A基因的 cDNA序列完全相同，未出

现核苷酸突变。大豆胶孢炭疽菌 cyp51B基因序列

全长 1 723 bp（GenBank序列号为OL845619），含有

3 个外显子和 2 个内含子，cDNA 全长为 1 581 bp。

敏感菌株和抗性突变体的 cyp51B 基因 cDNA 序列

完全相同，未出现核苷酸突变。敏感菌株和抗性突

变体的 cyp51A和 cyp51B基因启动子区序列均未出

现插入的序列片段。综上表明抗性突变体的抗性机

制与cyp51A和cyp51B基因的点突变无关。

图1 苯醚甲环唑与不同杀菌剂之间的交互抗性

Fig. 1 Cross-resistance between difenoconazole and some other fungicides

2.5 cyp51A和cyp51B基因的相对表达量分析

在无苯醚甲环唑诱导处理下，敏感菌株 lq27与

其抗性突变体的 cyp51A基因相对表达量无显著差

异，而抗性突变体 lq30-2-3的 cyp51A基因相对表达

量显著高于其亲本敏感菌株 lq30的相对表达量（图

2-A）。经苯醚甲环唑处理后，敏感菌株 lq27和 lq30

的 cyp51A 基因被诱导上调倍数分别为 2.88 倍和

2.80 倍；抗性突变体 lq27-1、lq27-7-1 和 lq27-7-2 的

cyp51A基因均被显著诱导上调表达，上调倍数分别

为2.14倍、5.39倍和43.70倍，其中，lq27-7-1和 lq27-

7-2的 cyp51A基因相对表达量被诱导上调倍数高于

其亲本敏感菌株 lq27。抗性突变体 lq30-1和 lq30-2-3

的 cyp51A基因相对表达量被诱导上调倍数分别为

1.63倍和 1.48倍，而抗性突变体 lq30-2-1和 lq30-2-2

的 cyp51A基因相对表达量被诱导上调倍数分别为

12.55倍和6.53倍，且高于其亲本敏感菌株 lq30被诱

导上调倍数（图2-A）。

在无苯醚甲环唑诱导处理下，敏感菌株 lq27的

cyp51B基因相对表达量显著高于抗性突变体 lq27-

7-2 的 cyp51B 相对表达量，而与抗性突变体 lq27-1

和 lq27-7-1的 cyp51B基因相对表达量差异不显著；

敏感菌株 lq30的 cyp51B基因相对表达量显著低于

抗性突变体 lq30-2-2和 lq30-2-3的 cyp51B基因相对

表达量，而与抗性突变体 lq30-1 和 lq30-2-1 的

cyp51B基因相对表达量差异不显著（图2-B）。经苯

醚甲环唑处理后，敏感菌株 lq27的 cyp51B基因相对

表达量被诱导上调倍数为4.75倍；抗性突变体 lq27-

7-2 的 cyp51B 基因相对表达量被诱导上调倍数为

28.15 倍，而其余抗性突变体的 cyp51B 基因相对表

达量被诱导上调倍数低于其敏感菌株；敏感菌株

lq30及其抗性突变体 lq30-1和 lq30-2-1的 cyp51B基

因相对表达量未被诱导表达，而抗性突变体 lq30-2-2

和 lq30-2-3的cyp51B基因被诱导上调表达倍数分别

为4.92倍和3.18倍（图2-B）。

3 讨论

植物病原菌对杀菌剂产生抗性是其适应环境的

结果，是病原菌长期进化过程中的一种必然现象，探



索产生抗药性的原因能有效规避抗性风险。三唑类

杀菌剂通过抑制麦角甾醇的合成起到杀菌作用，该

类杀菌剂的抗菌谱广，对大多数子囊菌、担子菌和半

知菌均有较好的抑制活性（王晓坤等，2017），是防治

作物炭疽病的主要杀菌剂。随着三唑类杀菌剂的大

量推广应用，田间许多重要的病原菌对其产生了抗

性（Rallos & Baudoin 2016；Lichtemberg et al.，2017；

李宝燕等，2021）。据报道，大田葡萄和草莓上的胶

孢炭疽菌已出现低抗苯醚甲环唑的亚群体（韩永超

等，2016；Wang et al.，2020）。

图2 大豆胶孢炭疽菌抗苯醚甲环唑突变体及其亲本敏感菌株cyp51A（A）和cyp51B（B）基因的相对表达量

Fig. 2 Relative expression levels of cyp51A (A) and cyp51A (B) in difenoconazole-resistant mutants of

Colletotrichum gloeosporioides and their parent sensitive isolates

图中数据为平均数±标准差。不同小写字母表示经Duncan氏新复极差法检验各突变体与其亲本敏感菌株之间差异显著

（P<0.05）。Data are mean±SD. Different lowercase letters indicate significant difference betweem mutants and their parent sensitive

isolates by Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

本研究通过室内药剂驯化筛选到7株低抗苯醚

甲环唑的大豆胶孢炭疽菌，且这些抗性突变体的抗

药性能稳定遗传。史晓晶等（2019）通过室内紫外诱

变筛选到中抗苯醚甲环唑的番茄早疫病菌Alternar‐

ia solani，但是这些抗性突变体的抗药性不能稳定遗

传，这可能与菌株自身特性相关。另外，本研究对抗

性突变体的适合度进行了测定，发现部分抗性突变

体的菌丝生长速率、产孢量及致病力强于其亲本敏

感菌株，适合度高则在田间群体竞争中具有优势。

交互抗性研究发现，抗性突变体在苯醚甲环唑与丙

环唑之间存在中等交互抗性，这与多种病原菌对三

唑类杀菌剂产生交互抗性的结果相符（Du et al.，

2021；李宝燕等，2021）。抗性突变体在苯醚甲环唑

与咪鲜胺锰盐之间无交互抗性，这可能与咪鲜胺锰

盐是咪唑类杀菌剂，其作用位点与苯醚甲环唑存在

差异有关，这在其他病原菌防治药剂的交互抗性研

究中也有类似报道（Zhang et al.，2017；Wei et al.，

2020）。另有研究表明，当田间抗性频率处于低抗频

率时，停止使用该杀菌剂或换用不同作用机制的杀

菌剂，可以降低该杀菌剂的选择压力，在一定程度上

可恢复病原菌对杀菌剂的敏感性（任璐等，2015）。

因此，将苯醚甲环唑与不同作用机制的杀菌剂轮换

或混配使用对延缓大豆胶孢炭疽菌对苯醚甲环唑的

抗性发展具有重要意义。

甾醇 14α-脱甲基化酶（sterol 14 alpha-demethy‐

las，CYP51）是生物体内甾醇生物合成所必需的物

质，是三唑类杀菌剂的作用靶标。在不同丝状真菌

中，CYP51的拷贝数存在差异，介于1~3个拷贝之间

（Becher et al.，2011；Du et al.，2021）。在具有多个

CYP51拷贝的真菌中，对三唑类药物的抗性通常与

CYP51A 的点突变相关（Délye et al.，1998；Song et

al.，2018）。烟曲霉Aspergillus fumigatus含有CYP51A

和CYP51B两个基因，与抗性相关的点突变只发生

在CYP51A上（Garcia-Effron et al.，2005）。但是，也

有报道表明，除CYP51A的点突变外，CYP51B的点

突变也与病原菌对三唑类杀菌剂产生抗性有一定的

关系。如辣椒胶孢炭疽菌对戊唑醇、葡萄胶孢炭疽

菌对苯醚甲环唑的抗性与CYP51A和CYP51B的点

突变都有关（Wang et al.，2020；Wei et al.，2020）。本

研究中，大豆胶孢炭疽菌低抗苯醚甲环唑突变体的

CYP51A 和 CYP51B 均未发生点突变，表明大豆胶

孢炭疽菌对苯醚甲环唑的抗性可能不是由靶蛋白的

点突变引起的。

靶标基因的过表达也是病原菌对三唑类杀菌剂

4期 石妞妞等：大豆胶孢炭疽菌对苯醚甲环唑的抗性机制及其抗性突变体的适合度 1029



1030 植 物 保 护 学 报 49卷

产生抗性的主要因素之一。如指状青霉Penicillium

digitatum对抑霉唑的抗性机制不仅与靶基因的点突

变相关，也与 cyp51 基因的过表达相关（Ghosoph et

al.，2007；Sun et al.，2011）。辣椒平头炭疽病菌 C.

truncatum对咪鲜胺、戊唑醇和苯醚甲环唑的抗性就

与 cyp51基因的过表达有关（Zhang et al.，2017）；平

头炭疽菌对三唑类杀菌剂的抗性可能与ABC（ATP

binding cassette transporter）转运蛋白或 MFS（major

facilitator superfamily）转 运 蛋 白 的 过 表 达 有 关

（Kretschmer et al.，2009）。本研究中，大豆胶孢炭疽

菌2株敏感菌株及其抗性突变体的cyp51A基因均被

诱导上调表达，且在抗性突变体中的表达量被诱导

上调的倍数显著高于其亲本敏感菌株被诱导上调的

倍数，表明大豆胶孢炭疽菌对苯醚甲环唑的抗性机

制可能与 cyp51基因的过表达有关，这有待于今后

进一步研究验证。
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