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摘 　要 　为研究黄瓜霜霉病菌对烯肟菌酯的敏感性及室内抗药性风险 ,采用叶碟保湿法测定了 52 株黄瓜霜霉病

菌对烯肟菌酯的敏感性。结果表明 52 个菌株的 EC50 (抑制中浓度) 差异较小 ,平均 EC50为 (01010 1 ±01003 1)μg/

mL 。黄瓜霜霉病菌对烯肟菌酯的敏感性频率分布呈连续单峰曲线 ,接近正态分布 ,没有出现敏感性下降的抗药性

群体 ,这些病菌均为烯肟菌酯野生敏感菌株 ,因此可以采用其平均 EC50作为黄瓜霜霉病菌对烯肟菌酯的敏感基线。

室内药剂驯化和紫外线诱变试验 ,获得了 10 株黄瓜霜霉病菌对烯肟菌酯不同抗性水平的突变体 ,其 EC50为 1～5

μg/ mL ,抗性指数为 80～500 倍 ,抗药性稳定 ,致病力、适合度、竞争力与亲本菌株相比没有明显差异 ,或优于亲本菌

株。室内抗药性风险评估表明 ,黄瓜霜霉病菌对烯肟菌酯具有较高的抗药性风险 ,预示田间自然情况下抗药性菌

株可能形成优势菌群而导致药剂防治失败的潜在风险。
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Ba seline2sensitivity and a sse ssment of re sistance risk of

Pseudoperono spora cubensis to eno strobilurin

Wang Yan , Feng Mingming , Zhu Shusheng , Liu Xili
(College of Agronomy and Biotechnology , China Agricultural University , Beijing 100094 , China)

Abstract 　The bas eline2s ensitivity of the obligate p arasite p athogen Ps eudop eronospora cubensis to enostrobilurin was

s tudied. Determined by detached leaves in vitro , the mean EC50 values was (01010 1 ±01003 1)μg/ mL , and there was

no resis tant s ubpopulation among strains . Hence , this bas eline s ensitivity was s uitable for field resis tance monitoring.

Ten highly enostrobilurin2resis tant mutants were s elected with resis tance factors of 80 - 500 folds . The p athogenicity ,

fitness and comp etition of the enostrobilurin2resis tant mutants were not significantly different from thos e of their p arental

s trains . The level of resis tance of enostrobilurin2resis tant mutants was s table after 10 dis eas e cycles on healthy leaves

without enostrobilurin. Laboratory s tudies showed that resis tance of P. cubensis to enostrobilurin was a high risk.

Therefore , the epidemic development of the resis tant population of P. cubensis would be possible in the field.

Key words 　Ps eudop eronospora cubensis ; enostrobilurin ; bas eline2s ensitivity ; resis tance risk

　　甲氧丙烯酸酯类杀菌剂是 20 世纪 90 年代初开

发的一类新型谱广杀菌剂 ,能有效地防治多种病原

真菌和卵菌引起的病害 ,对环境和非靶标生物具有

安全性 ,并且具有全新的作用机制 ,与目前使用的

DM Is、苯酰胺类、二甲酰亚胺类和苯并咪唑类杀菌

剂无交互抗性 ,从而引起了全世界的关注 ,并得到广

泛应用 ,是继苯并咪唑类和三唑类杀菌剂后 ,具有广

泛影响的新颖杀菌剂。自第一个商品化的甲氧基丙

烯酸酯类杀菌剂 阿米西达 (腈嘧菌酯)问世 ,许多农

药公司都相继开发出新的甲氧丙烯酸酯类杀菌剂。
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1996 年在欧洲开始应用甲氧丙烯酸类杀菌剂苯氧

菌酯防治小麦白粉病 ,然而 ,1998 年在一些地区监

测到抗药性个体 ,抗药性倍数大于 500 ,所以目前认

为这类杀菌剂具有较高的抗药性风险[1 4 ] 。本试验

研究药剂烯肟菌酯 (enostrobilurin) ,是由沈阳化工

研究院 1997 年开发的国内第一个甲氧丙烯酸酯类

杀菌剂 ,药剂杀菌谱广、活性高 ,对由鞭毛菌、接合

菌、子囊菌、担子菌及半知菌引起的多种植物病害有

良好的预防治疗效果 , 目前已申请了中国专利

(CN1191670) 和美国、日本及欧洲专利 ,2002 年完

成农药临时登记 , 登记靶标对象为黄瓜霜霉病

菌[5 7 ] 。目前还未见有关黄瓜霜霉病菌对该药剂敏

感性和抗药性风险评估方面的报道 ,因此本试验旨

在评估黄瓜霜霉病菌对烯肟菌酯的抗性风险 ,建立

合理的抗药性治理措施 ,以避免和延缓抗药性的

产生。

1 　材料与方法

111 　供试材料

1) 供试黄瓜品种为长春密刺 (市售) ;

2)供试黄瓜霜霉病菌菌株 ,由中国农业大学种

子病理药理研究室从北京市郊区、天津、河北、内蒙、

湖北未施用过烯肟菌酯的黄瓜栽培地采集分离 ;

3) 供试药剂烯肟菌酯原药 (质量分数为

0198 %)由沈阳化工研究院提供。

112 　试验方法

1)孢子囊悬浮液配制。黄瓜霜霉病菌采用离体

叶片法 ,在 19 ℃、RH > 80 %、12 h 光暗交替的生长

间培养 ,待霉层形成后用 4 ℃灭菌水洗脱孢子囊 ,配

制成含有 1 ×105 个/ L 孢子囊的悬浮液。

2)供试药剂的配制。用丙酮将烯肟菌酯原药配

制成 1 ×104μg/ mL 的溶液作为母液 ,放置于 4 ℃冰

箱中备用。进行叶片处理时用无菌水稀释并加入

01005 mg/ mL 的吐温 20 ,试验以含有相同量吐温

20 和丙酮的无菌水为空白对照。

3)供试菌株敏感性测定。采用叶碟保湿法进行

毒力测定[8 9 ] 。先将叶龄相同的健康叶片制备直径

为 115 cm 叶盘 ,分别置于含有不同量烯肟菌酯的药

液中浸泡 1 h ,每个浓度 50 个叶盘 ,然后叶背面朝上

分别摆放于与浸泡叶盘相同药液润湿的吸水纸上 ,

将配制好的孢子囊悬浮液 10μL 接种于叶盘中央 ,

置于生长间培养。培养 7 d 后测量叶盘上的发病面

积 ,计算 EC50 ,测定黄瓜霜霉病菌对烯肟菌酯敏

感性。

4)抗药性突变体的获得。①药剂驯化获得抗药

性突变体。将孢子囊悬浮液接种于用 011μg/ mL

烯肟菌酯浸泡 1 h 的健康叶片背面 ,培养 7 d ,待产

生新的孢子囊后 ,将孢子囊洗脱并接种到新的健康

叶片上 ,每 7 d 转接一代 ,并逐渐提高药剂含量 ,转

接多代后 ,在未经药剂处理的叶片上培养一代 ,然后

测定其对烯肟菌酯的敏感性。②紫外诱变获得抗药

性突变体。将孢子囊悬浮液在距离 25W 紫外灯管

30 cm 处照射 10 min ,然后接种于 011μg/ mL 烯肟

菌酯处理过的叶盘上 ,置于培养间中培养 ,待产孢后

将孢子囊洗脱 ,接种于用相同药剂处理过的叶片上 ,

培养并观察其发病情况 ,确定其是否产生抗药性。

5)抗药性突变体对烯肟菌脂的抗性水平测定。

将经药剂驯化和紫外诱变获得的抗药性突变体在无

药的叶片上培养一代后 ,采用叶碟保湿法进行抗性

水平测定 ,方法与 3)相同。

6)抗药性突变体致病力。采用半叶法测定抗药

性突变体的致病力 ,将同一叶龄的健康叶片叶背朝

上置于吸水纸上 ,在叶片的一半接种亲本菌株孢子

囊悬浮液 ,另一半接种相同孢子囊含量的抗药性突

变体孢子囊悬浮液 ,每滴 10μL ,每个液滴之间间隔

2 cm ,置于生长间培养。7 d 后测量发病面积 ,比较

抗药性菌株和亲本菌株之间致病力差异。

7)抗药性突变体抗药稳定性测定。将经药剂驯

化和紫外诱变获得的抗药性突变体在没有用药剂处

理过的健康叶片上继代培养 10 代以上 ,然后采用叶

碟保湿法测定其对药剂的敏感性[10 11 ] 。

8)抗药性突变体的适合度测定。用液滴法将相

同浓度的亲本菌株和抗药性突变体的孢子囊悬浮

液 ,分别接种于用培养皿保湿培养的直径 115 cm 的

叶盘背面 ,每个叶盘接菌量为 10μL ,每个菌株接菌

50 个叶盘置于生长间培养[12 15 ] 。比较抗药性突变

体和亲本菌株的侵染频率 (叶片接菌后的发病率) 、

病斑面积 (叶片接菌后 7 d 产生的病斑面积) 和产孢

能力 (叶盘接菌 7 d 后 ,单位面积产生孢子囊的数

量) 3 个指标 ,并根据这 3 个指标计算菌株的适合度

指数 (综合适合度指数 = 侵染频率 ×病斑面积 ×产

孢能力) 。

9)抗药性突变体的竞争力测定。将抗药性突变体

的孢子囊悬浮液和相同浓度亲本菌株按 CK抗性菌株、

8∶2、5∶5、2∶8 和 CK敏感菌株的比例混合 ,采用液滴法

分别接种于未经药剂处理和用亲本菌株最小抑制浓
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度药剂处理的叶盘背面 ,每处理重复 50 个叶盘 ,置

于生长间中培养 ,7 d 后测量叶盘的发病面积 ,然后

将未经药剂处理的叶盘上的孢子囊洗脱 ,按上述方

法连续培养多代 ,根据用药剂处理过的叶盘发病情

况估算抗药性突变体在混合群体中的比例[16 17 ] 。

抗药性突变体的频率 = (药剂处理叶盘上的发病面

积/ 未用药剂处理叶盘的发病面积) ×100 %。

2 　结果与分析

211 　黄瓜霜霉病菌对烯肟菌酯敏感基线的建立

采用叶碟保湿法测定黄瓜霜霉病菌 52 个菌株

对烯肟菌酯的敏感性 , EC50差异较小 ,其中最大为

01031 3μg/ mL ,最小为 01003 0μg/ mL ,平均 EC50

为 (01010 1 ±01003 1)μg/ mL 。52 株病菌对烯肟菌

酯的敏感性频率分布呈连续单峰曲线 ,接近正态分

布 ,没有出现敏感性下降的抗药性群体 ,这些病菌均

为烯肟菌酯野生敏感菌株 ,因此可以采用这些菌株

的平均 EC50作为黄瓜霜霉病菌对烯肟菌酯的敏感

基线 (图 1) 。

图 1 　黄瓜霜霉病菌 52 个菌株对烯肟菌酯的
敏感性频率分布

Fig. 1 　Baseline sensitivity distribution of 52 strains of P.

cubensis to enostrobilurin

212 　抗药性突变体的获得和抗药性水平测定

通过紫外诱变和药剂驯化的方法共获得黄瓜霜

霉病菌抗药性突变体 10 株。采用叶碟保湿培养法

测定黄瓜霜霉病菌抗药性突变体对烯肟菌酯的敏感

性 ,试验结果表明 (表 1) ,黄瓜霜霉病菌抗药性突变

体对烯肟菌酯的敏感性都明显下降 , EC50为 1～5

μg/ mL ,抗药性倍数为 80～502 倍。

213 　抗药性突变体的致病力和抗性稳定性测定

经 SAS 软件分析 ,烯肟菌酯抗药性突变体的发

病面积与亲本菌株之间没有明显差异 (表 2、3) ,表

明烯肟菌酯抗药性突变体与亲本菌株之间致病力无

显著差异。抗性倍数较低的抗药性突变体 CR1、

CR2 在继代培养 10 代后 EC50和抗性倍数有所下降 ,

表 1 　黄瓜霜霉病菌抗药性突变体的抗药性水平

Table 1 　Resistance level of the enostrobilurin resistance mu2
tants of P. cubensis

菌

株

EC50/

(μg/ mL)

抗药性

倍数

CR1 4123 82170

CR2 4110 80121

CR3 1170 160126

CR4 1168 159108

CR5 2175 400178

菌

株

EC50/

(μg/ mL)

抗药性

倍数

CR6 3145 502105

CR7 1137 211159

CR8 2129 352166

CR9 1122 187121

CR10 2112 326177

　　注 :抗性倍数 = 抗药性突变体的 EC50/ 亲本菌株的 EC50

抗性倍数较高的抗药性突变体 CR5、CR6 在继代培

养 10 代后 EC50和抗性倍数有所上升 ,但经 SAS 软

件分析差异不显著 ,表明黄瓜霜霉病菌抗药性突变

体抗性稳定。

表 2 　黄瓜霜霉病菌抗药性突变体的致病力测定

Table 2 　Pathogenicity of patent and resistant strains to enos2
trobilurin on detached healthy leaves

亲本
菌株

病斑面积/

mm2

抗药性
突变体

病斑面积/

mm2

C3 (32191 ±5183) A CR3 (26167 ±7158) A 3

C4 (74158 ±19183) A CR4 (57192 ±21110) A

C5 (33181 ±3198) A CR5 (3215 ±3116) A

C6 (91107 ±2517) A CR6 (89129 ±4217) A

　　注 :相同字母代表 P = 0101 ,没有明显差异 ,下同。

表 3 　黄瓜霜霉病菌抗药性突变体的抗药稳定性测定

Table 3 　Stability of the resistant mutants of P. cubensis to
enostrobilurin

抗药性

突变体

EC50/ 抗药性倍数

第 1 代 第 10 代

CR1 4123 A/ 82170 2160 A/ 51193

CR2 4109 A/ 80121 2165 A/ 50197

CR5 2175 A/ 400178 3111 A/ 451186

CR6 3145 A/ 502105 3179 A/ 552160

　　注 : EC50为质量浓度 ,μg/ mL 。

214 　抗药性突变体的适合度测定

采用离体叶盘法测定亲本菌株和抗药性突变体

的适合度 ,试验结果 (表 4) 表明 ,在 4 株抗药性突变

体中 ,CR3、CR5、CR6 适合度综合指数均略低于亲

本菌株 ,经 SAS 分析 ,不存在显著差异 ;但抗药性突
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变体 CR4 的适合度综合指数明显高于亲本菌

株 C4。

表 4 　黄瓜霜霉病菌抗药性突变体的适合度测定

Table 4 　Fitness parameters of parent strains and resistant mu2
tants to enostrobilurin

菌株
适合度指数

侵染频率 病斑面积 产孢能力 综合适合度指数

C3 1100 A 202112 AB 123182 CD 25 762 BCD

CR3 0197 A 171176 AB 107145 D 18 385 CD

C4 0191 B 167119 AB 105182 D 17 472 D

CR4 1100 A 242135 A 162155 CD 32 456 AB

C5 1100 A 118113 B 317143 AB 36 684 AB

CR5 0191 B 146107 AB 241112 ABC 25 808 ABC

C6 0188 B 120148 B 351120 A 39 120 A

CR6 0194 A 150169 AB 218178 BCD 32 090 AB

　　注 :综合适合度指数 = 侵染频率×病斑面积×产孢能力。C3～

C6 为亲本菌株 ;CR3～CR6 为抗药性突变体。

215 　抗药性突变体的竞争力测定

烯肟菌酯亲本菌株与抗药性突变体按不同比例

混合接种 ,培养一代后 ,抗药性突变体的频率与孢子

囊混合液中抗药性突变体所占比例相似 ,培养 7 代

后 ,亲本菌株与抗性突变体以 8∶2 和 2∶8 和混合比

例接种的叶片上抗药性突变体的频率与接种前相比

明显升高 ,其余比例接种抗药性突变体的频率没有

明显变化 ,试验结果 (图 2) 表明 ,随转接次数增加 ,

部分混合比例中抗药性突变体的频率逐渐的提高 ,

说明黄瓜霜霉病抗药性突变体室内竞争力优于亲本

菌株或与亲本菌株相当。

图 2 　抗药性突变体与亲本菌株竞争力测定
Fig. 2 　Competition between parent strains and resistant

mutants

3 　结论与讨论

本试验采用叶碟保湿法测定 52 株黄瓜霜霉病

菌株对烯肟菌酯的敏感性 ,其敏感频率分布图接近

正态分布 ,敏感性最低和最高的菌株 EC50相差 10

倍 ,表明黄瓜霜霉病菌对烯肟菌酯的敏感性变化范

围很窄 ;因此本试验测定的敏感性基线适用于田间

抗药性检测和监测。

1)张舒亚等[1 ]曾报道病原菌对甲氧丙烯酸酯

类杀菌剂抗药性产生主要是由于病原菌线粒体的

cytb 基因发生单碱基突变 ,而且不同的突变位点代

表了不同的抗药水平。本试验通过药剂驯化和紫外

诱变在室内获得了抗药性水平不同的黄瓜霜霉病菌

抗烯肟菌酯突变体 ,其抗药性水平在 80～502 倍之

间 ,而且抗药突变体稳定性虽然没有显著差异 ;但是

变化趋势明显不同 ,抗药性水平较低的突变体 EC50

略有降低 ,抗药性水平较高的突变体 EC50有所升

高 ,可能是由于不同抗药水平突变体其 cytb 基因单

碱基突变位点不同 ,或是抗药性产生的机制不同 ,这

还有待于进一步研究病原菌抗药性产生的机制。

2)植物病原菌对杀菌剂的基本抗性风险是由药

剂和病害决定的 ,如药剂的选择压力、药剂的作用机

制和病害自身的抗药性突变频率、抗药性突变体的

适合度、交互抗性等。通过抗药菌株的致病力、遗传

稳定性、竞争性评估抗药性菌株形成田间优势菌群、

导致抗药性发生的可能性。本试验结果表明 ,在离

体条件下研究黄瓜霜霉病菌抗药性突变体致病力、

适合度和竞争力与亲本敏感菌株相比没有明显差

异 ,或优于亲本菌株 ;交互抗药性烯肟菌酯与腈嘧菌

酯之间存在正交互抗药性 ,与氟吗啉、霜脲氰和甲霜

灵之间无交互抗药性。综合分析表明 ,黄瓜霜霉病

菌对烯肟菌酯具有较高的抗药性风险 ,这可为田间

抗药性风险评估和指导科学施药提供依据和参考。

同时在使用该杀菌剂时 ,采取避免任意加大使用剂

量 ,减小药剂的选择压力 ;避免频繁用药 ,适当减少

用药次数 ;多用混剂或将烯肟菌酯与氟吗啉或其他

与之无交互抗药性的杀菌剂轮换使用 ,以避免或延

缓抗药性的产生。
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·科研简讯·

我校“棉花转基因抗黄萎病研究”取得突破性进展

我校植物病理系齐俊生博士在导师李怀方、马存教授的指导下 ,经过 10 年艰苦努力 ,从海岛棉中分离获

得了具有自主知识产权的抗黄萎病基因 At7。通过转基因研究 ,培育出了高抗黄萎病的丰产新品系。2006

年 8 月 26 日 ,“棉花转基因抗黄萎病研究成果现场观摩会”在山东省惠民县举行。与会专家、领导对这一成

果给予了高度评价 ,认为利用生物技术从海岛棉中克隆抗病基因导入陆地棉选育高抗黄萎病的棉花株系 ,是

棉花抗黄萎病育种的重大突破 ,这一国际领先水平的研究成果预示着“棉花癌症”———黄萎病 ———有望被控

制。1935 年传入我国的黄萎病是危害棉花最重要的病害 ,现被称为棉花第一大害 ,是继棉铃虫被控制之后

影响棉花产量和质量的最主要障碍。目前 ,我国有 50 %棉田受到黄萎病的危害 ,每年损失皮棉 1 亿 kg 以

上。在黄萎病防治中 ,化学方法难以凑效 ,而培育抗病新品种是主要防治方法。目前 ,陆地棉品种基本不具

备抗黄萎病资源 ,从抗黄萎病的海岛棉中分离克隆抗病基因 ,然后转入陆地棉 ,培育抗病丰产品种 ,成为解决

棉花抗黄萎病的有效途径。

(科学技术处供稿)
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