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北京地区草坪草夏季斑枯病菌对嘧菌酯的敏感性

及其 Cytb 序列分析

胡    健,    杨静雅,    李    婕,    杨高文,    任海彦*

(南京农业大学 草业学院，南京 210095)

摘   要：采用菌丝生长速率法，测定了水杨肟酸 (SHAM) 对草坪草夏季斑枯病菌 Magnaporthe
poae 菌丝生长及其对嘧菌酯敏感性的影响，并在此基础上测定了采自北京地区的 114 株夏季斑

枯病菌对嘧菌酯的敏感性；扩增并分析了夏季斑枯病菌细胞色素 b 基因 (Cytb) 部分序列，以期

探寻该病原菌对嘧菌酯敏感性下降的分子机制。结果显示：不同浓度 SHAM 对菌丝生长的抑制

作用差异显著 (F = 20.812，P < 0.000 1)；添加 SHAM (40 μg/mL) 与否，嘧菌酯对菌丝生长的

抑制中浓度 (EC50) 无显著差异 (F = 0.041 0，P = 0.842 3)。嘧菌酯对供试 114 株菌株的 EC50 值

范围为 0.001 0~0.146 5 μg/mL，平均值为 (0.017 4 ± 0.026 1) μg/mL。供试夏季斑枯病菌对嘧菌

酯的敏感性频率不符合正态性分布 (W = 0.499 7, P < 0.05)，表明群体中已出现对嘧菌酯敏感性

下降的亚群体；连续单峰频次分布为 70.18% 的菌株 (W = 0.970 8，P = 0.064 0 > 0.05) 的平均

EC50 值为 (0.007 8 ± 0.003 7) μg/mL，该值可作为夏季斑枯病菌对嘧菌酯的相对敏感性基线。比

对分析获得夏季斑枯病菌 Cytb 的部分序列 (8 639 bp)，进一步扩增发现对嘧菌酯敏感性存在差

异的 12 株菌株均在该序列上紧临 143 位密码子处插入了一段长 1 956 bp 的内含子，且在

Cytb 的 129、137 和 143 位密码子上未出现与抗性相关的点突变。上述结果可为草坪草夏季斑

枯病的有效防治提供依据，同时可为深入探寻病原菌对甲氧基丙烯酸酯类 (QoIs) 杀菌剂敏感性

下降的分子机制提供参考。
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Azoxystrobin sensitivity in Magnaporthe poae populations collected from
turfgrass in Beijing and analysis of its cytochrome b (Cytb) gene sequence
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(College of Agro-grassland Science, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China)

Abstract: The effect of salicylhydroxamic acid (SHAM) on mycelial growth of Magnaporthe poae
from turfgrass and in vitro azoxystrobin sensitivity were determined by mycelial growth rate method.
Thereafter, the sensitivities of 114 M. poae isolates to azoxystrobin were determined by the same
method. The partial sequence of M. poae cytochrome b (Cytb) gene was cloned and analyzed to
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investigate the molecular mechanism of the decreased sensitivity to azoxystrobin in M. poae. The results
showed that the inhibition of mycelial growth by SHAM solution of different concentrations was
significantly different (F = 20.812, P < 0.000 1). Sensitivity of M. poae to azoxystrobin amended with
SHAM (40 μg/mL) was not significantly different from that without SHAM (F = 0.041 0, P = 0.842 3).
The effective concentration for 50% inhibition of mycelial growth (EC50) values of the tested isolates
ranged from 0.001 0-0.146 5 μg/mL, and the average of EC50 values was (0.017 4 ± 0.026 1) μg/mL.
The frequency of azoxystrobin sensitivity in M. poae was not normally distributed (W = 0.499 7, P <
0.05), suggesting that sub-populations of decreased sensitivity to azoxystrobin in M. poae emerged. The
majority of M. poae isolates (70.18%) have the frequency of EC50 values with unimodal curve
distribution (W = 0.970 8, P = 0.064 0 > 0.05), and the mean EC50 value of these isolates was (0.007 8 ±
0.003 7) μg/mL, which can be used as a relative sensitivity baseline. A partial sequence of M. poae Cytb
gene (8 639 bp) was obtained by aligning to the reference mitochondrial genome of M. poae. Sequence
analysis revealed the presence of a 1 956 bp intron immediately downstream of codon 143. The intron
was identified in all 12 isolates of M. poae Cytb with different sensitivity to azoxystrobin, and no point
mutations were observed at codons 129, 137 and 143, which were responsible for azoxystrobin
resistance reported previously. The results will lay a scientific basis for the effective management of
summer patch disease and provide a useful reference for further investigating the molecular mechanism
of the decreased sensitivity to QoIs in M. poae.

Keywords:  turfgrass;  summer  patch;  Magnaporthe  poae;  azoxystrobin;  sensitivity;  resistance;
cytochrome b

夏季斑枯病是草坪上一种重要的根部病害，

常引起草坪草叶尖枯死及根部坏死，最终在草坪

上形成大小不一的圆形或蛙眼状黄褐色斑块，由

于该病害主要发生在高温高湿的夏季，因此得名

夏季斑[1]。夏季斑枯病主要由真菌 Magnaporthe
poae Landschoot & Jackson 引起，称为夏季斑枯病

菌，该菌主要侵染冷季型草坪草，包括一年生早

熟禾 Poa annua L.、草地早熟禾 Poa pratensis L.、
羊茅 Festuca spp.和匍匐翦股颖 Agrostis palustris
Huds.[2-5]。在中国，草地早熟禾被广泛应用于城市

绿化及高尔夫球场球道中，而匍匐翦股颖则是高

尔夫球场果岭的常用草种，目前在这两个草种上

均已发现夏季斑枯病菌为害[6-7]。化学药剂仍是防

治夏季斑枯病最有效的方式，其中甲氧基丙烯酸

酯类杀菌剂 (QoIs) 嘧菌酯的防效较好[8]，在该病害

防治上已使用多年，但目前尚未见有关夏季斑枯

病菌群体对嘧菌酯敏感性的研究报道。

QoIs 主要作用于电子传递链的复合物 III，阻

止电子传递，抑制能量合成。一些植物病原菌可

通过旁路氧化呼吸  (AOX) 途径抵抗 QoIs 的抑

制[9]，而病原菌的 AOX 途径可被水杨肟酸 (SHAM)

等抑制[10]，因此，SHAM 常被用于植物病原菌对

QoIs 的敏感性测定中，以消除 AOX 途径对敏感

性测定的影响[11]。但也有研究显示，添加或不添

加 SHAM，一些植物病原菌对 QoIs 的敏感性并无

明显变化[11-12]；在添加 SHAM 后，QoIs 对有些植

物病原菌的 EC50 值甚至较不添加时反而有所升

高[10, 13-14]；表明不同植物病原菌在受到 QoIs 选择

压力时启动 AOX 途径的水平存在差异[10]。而有关

夏季斑枯病菌在 Q o I s 药剂选择压力下利用

AOX 途径的能力尚不明确。

嘧菌酯是由先正达公司开发的第一个 QoIs 杀
菌剂，对植物病原菌孢子及菌丝阶段均具有良好

的抑制活性[9]，但病原菌极易对其产生抗性，属于

高抗药性风险杀菌剂[15]。已有研究表明，病原菌

对 QoIs 抗性的产生主要与其细胞色素 b 基因

(Cytb) 上的点突变相关，目前发现主要有 3 种点

突变可引起对 QoIs 的抗性：143 位密码子由甘氨

酸突变为丙氨酸 (G143A)，129 位密码子由苯丙氨

酸突变为亮氨酸 (F129L)，以及 137 位密码子由甘

氨酸突变为精氨酸 (G137R)。其中 G143A 突变最

为常见，在多种病原菌中均可导致高抗性，而
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F129L 和 G137R 突变则较少，且主要导致低水平

抗性[11, 16]。然而，也有研究显示，一些对 QoIs 敏
感性下降的植物病原菌在 Cytb 基因上并未发生任

何突变，其抗性机制尚不明确[14, 17-18]。

基于以上背景，本研究测定了 SHAM 对夏季

斑枯病菌菌丝生长的影响，以及添加 SHAM 对病

原菌对嘧菌酯敏感性的影响，以评估旁路氧化呼

吸途径在夏季斑枯病菌对嘧菌酯敏感性测定中的

作用；在此基础上，测定了北京地区不同地理及寄

主来源夏季斑枯病菌对嘧菌酯的敏感性，建立了

相对敏感性基线，以监测该病原菌对嘧菌酯的敏

感性变化；比对分析并克隆了夏季斑枯病菌 Cytb
基因部分序列，探寻是否存在与抗药性相关的点

突变。以期为夏季斑枯病的有效防治及抗药性治

理提供依据，同时为 QoIs 抗性机制的研究提供参考。

1    材料与方法

1.1    供试菌株

2015—2016 连续两年于北京地区 8 个地块采

集具有典型夏季斑枯病症状的草地早熟禾和匍匐

翦股颖病样，其中 7 个采集地为高尔夫球场球道

或果岭 (分别用符号 BX、TX、APEC、JH、JSH、

QHW 和 TA 表示)，均有 QoIs 施用历史，1 个采

集地为城市绿化草坪 (用 CAU 表示)，无 QoIs 施
用历史，该采样点的夏季斑枯病菌群体被认为是

对 QoIs 敏感的群体。室内条件下采用 Bassoriello
等[2]报道的方法进行病原菌的分离，获得具有一致

菌落形态的真菌分离物，经形态鉴定确定其为夏

季斑枯病菌 M. poae[19]。切取菌丝块转至灭菌的

2 mL 冻存管，加入 1.5 mL 灭菌的 20% 甘油，使

菌丝块完全浸入甘油中，菌株置于 10 ℃ 培养箱中

进行长期保存。供试菌株信息见表 1。
1.2    供试药剂

98% 的嘧菌酯 (azoxystrobin) 原药，由江苏省

农业科学院植物保护研究所刘永锋实验室提供，

用甲醇溶解，配成 1 × 104 μg/mL 的母液；99% 的

水杨肟酸 (SHAM)，购自美国 Sigma-Aldrich 公

司，用甲醇溶解，配成 1 × 105 μg/mL 的母液。所

有母液于 4 ℃ 保存，备用。TSINGKE master mix，
擎科生物有限公司 (南京)。
1.3    水杨肟酸对菌丝生长的影响

随机选取 9 株夏季斑枯病菌，采用菌丝生长

速率法[20]测定 SHAM 对菌丝生长的影响。用甲醇

将 SHAM 母液稀释成系列浓度并制成含药 PDA
平板，使 SHAM 最终质量浓度分别为 1、10、20、
40、60、80 和 100 μg/mL，以加入等体积甲醇

(0.1%) 的平板为对照。供试菌株在 PDA 培养基上

生长 7 d 后，沿菌落边缘打取直径 5 mm 的菌饼并

转接至含药平板中心，置于 25 ℃、黑暗条件下培

养 5 d，测量菌落直径。每处理重复 3 次。按公式 (1)
求出不同浓度 SHAM 对菌丝生长的抑制率 (%)。

菌丝生长抑制率/% =
对照菌落直径−处理菌落直径
对照菌落直径−菌饼直径

×100 (1)

表 1    北京地区草坪草夏季斑枯病菌菌株信息

Table 1    The information of M. poae isolates from turfgrass in Beijing

采样点
Sampling site

简写
Abbreviation

菌株数
No. of isolates

采样时间
Year of collection

寄主
Host species

QoIs 杀菌剂施用
Exposed to QoIs

宝兴高尔夫俱乐部
Baoxing golf course

BX 11 2016 草地早熟禾
P. pratensis

是
Yes

天星高尔夫俱乐部
Tianxing golf course

TX 11 2016 草地早熟禾
P. pratensis

是
Yes

APEC 会都高尔夫俱乐部
APEC Huidu golf course

APEC 10 2016 草地早熟禾
P. pratensis

是
Yes

京辉高尔夫俱乐部
Jinghui golf course

JH 39 2016 草地早熟禾
P. pratensis

是
Yes

匍匐翦股颖
A. palustris

净山湖高尔夫俱乐部
Jingshanhu golf course

JSH 4 2015 草地早熟禾
P. pratensis

是
Yes

清河湾高尔夫俱乐部
Qinghe Bay golf course

QHW 21 2016 匍匐翦股颖
A. palustris

是
Yes

天安高尔夫俱乐部
Tian’an Holiday golf course

TA 9 2016 匍匐翦股颖
A. palustris

是
Yes

中国农业大学
China Agricultural University

CAU 9 2016 草地早熟禾
P. pratensis

否
No
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1.4    水杨肟酸在菌株对嘧菌酯敏感性测定中的作用

随机选取 12 株夏季斑枯病菌，以 1.3 节试验

确定的对病原菌菌丝生长影响较小 (抑制率 < 20%)
的 SHAM 浓度进行处理，确定 SHAM 在菌株对嘧

菌酯敏感性测定中的影响。用甲醇将嘧菌酯母

液稀释成系列浓度，制成嘧菌酯终浓度分别为

0.000 1、0.001、0.01、0.1、1 及 10 μg/mL 的含药

平板；用甲醇将 SHAM 母液稀释后与上述系列浓

度嘧菌酯一起添加至 PDA 培养基中，制得同时含

SHAM 及相同系列终浓度嘧菌酯的含药平板。分

别以仅添加等体积甲醇和 SHAM 的 PDA 培养基

为对照，每处理重复 3 次。同 1.3 节采用菌丝生长

速率法测定各处理菌落直径，计算药剂对菌丝生

长的抑制率。

1.5    菌株对嘧菌酯的敏感性测定

参照 1.4 节方法，测定嘧菌酯对所有供试

114 株夏季斑枯病菌的 EC50 值。

1.6    夏季斑枯病菌 Cytb 部分序列分析

选取对嘧菌酯敏感性存在差异的 12 株夏季斑

枯病菌，用于探寻病原菌对嘧菌酯抗性的分子机

制。采用同属稻瘟病菌 M. grisea 的 Cytb 部分序列

(KP877608.1) 在夏季斑枯病菌线粒体基因组 (M.
poae ATCC 64411 mitochondrial supercontigs) 数据

库中进行 BLAST 同源性搜索[21]，得到夏季斑枯病

菌 Cytb 部分核苷酸序列，其包含了编码与对嘧菌

酯抗性产生相关的 129、137 及 143 位氨基酸[11]的

碱基序列。利用 Primer 3 设计引物 (MpCytb_F:
AAATCGGCACAGACTCAATCG，MpCytb_R:
GGCTACAAAACCTCAGAAAAC) 扩增与对嘧菌

酯抗性相关区域。PCR 反应总体系为 30 μL，包

含 1 × TSINGKE master mix，200 nmol/L 前引物和

后引物，以及 50~100 ng 的基因组 DNA。PCR 反

应程序为：94 ℃ 2 min；94 ℃ 15 s，62 ℃ 30 s，
72 ℃ 1 min，30 个循环；最后于 72 ℃延伸 10 min。
用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测，将割胶纯化回收后

的 PCR 产物送至上海生工生物有限公司进行测

序。通过 BioEdit 软件进行序列比对分析。

1.7    数据统计分析

以菌丝生长抑制率几率值为纵坐标 (y)，添加

和不添加 SHAM 条件下嘧菌酯系列浓度的对数为

横坐标 (x)，得到毒力回归方程 y = bx + a 及相关

系数 (r)，计算 EC50 值。采用 DPS 7.05 软件比较

不同 SHAM 添加浓度对夏季斑枯病菌菌丝生长抑

制率的差异显著性 (α = 0.05)，比较添加和不添加

SHAM 时 EC50 值在 α = 0.05 水平的差异显著性。

通过 DPS 7.05 软件分析供试 114 株夏季斑枯病菌

对嘧菌酯的敏感性频率分布，绘制敏感性频率分

布图，并进行 Shapiro-Wilk 正态性检验，同时采

用最小显著性差异法 (LSD) 比较不同地理及寄主

来源夏季斑枯病菌对嘧菌酯敏感性的差异显著性

(α = 0.05)。

2    结果与分析

2.1    水杨肟酸对菌丝生长及其对嘧菌酯敏感性的

影响

结果 (表 2) 显示：SHAM 对夏季斑枯病菌菌

丝生长具有明显的抑制作用，且不同浓度下抑制

率差异显著 (F = 20.812，P < 0.000 1)。其中，当 SHAM
质量浓度为 1、10 和 20 μg/mL 时，其对菌丝生长

的影响与对照相比并无显著差异；当 SHAM 质量

浓度为 40 μg/mL 时，抑制率在 6.08%~14.42% 之

间；当 SHAM 超过 40 μg/mL 时，对部分菌株的

抑制率超过 20%，且随其浓度升高抑制率可进一

步升到 36.90%。根据已有研究中通常以对病原菌

菌丝生长有一定抑制作用但抑制率小于 30% 的

SHAM 浓度作为适宜的添加浓度[22]，本研究确定

了后续试验中 SHAM 的添加水平为 40 μg/mL。结

果 (表 3) 表明：添加和不添加 SHAM条件下，嘧

表 2    不同浓度水杨肟酸对 9 株夏季斑枯病菌菌丝

生长的抑制作用

Table 2    Mycelial growth inhibition of 9 isolates of M. poae
with salicylhydroxamic acid (SHAM) at different

concentrations

水杨肟酸质量浓度
Conc. of SHAM/

(μg/mL)

抑制率1

Mycelial growth inhibition/%

范围 Range 均值 Mean ± SD

100 11.25~36.90 23.62 ± 9.22 a

80 7.50~34.52 21.97 ± 9.95 a

60 0.00~23.81 14.14 ± 7.94 b

40 6.08~14.42 9.72 ± 2.72 bc

20 2.43~7.19 4.43 ± 1.79 cd

10 –0.04~2.51 1.34 ± 1.13 d

1 0.00~3.70 1.08 ± 1.29 d

0 0 0 d
1表中抑制率均值后不同小写字母表示经最小显著性差异法检验

在 P≤0.05 水平差异显著。
1The different lowercase letters in the same column after mean EC50

values indicate significant difference according to t test (least significant
difference [LSD], P≤0.05).
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菌酯对 1 2 株夏季斑枯病菌的 E C 5 0 值仅 1 株

(LT122) 存在显著差异，其余均无显著差异；嘧菌

酯对 12 株夏季斑枯病菌的平均 EC50 值也无显著

差异 (F = 0.041 0，P = 0.842 3)。
2.2    夏季斑枯病菌对嘧菌酯的敏感性

嘧菌酯对 114 株夏季斑枯病菌的 EC50 值范围

为 0.001 0~0.146 5 μg/mL，平均 EC50 值为 (0.017 4 ±
0 .026  1 )  μg /mL，EC 5 0 最大值和最小值相差

146.5 倍。Shapiro-Wilk 正态性检验结果显示，夏

季斑枯病菌对嘧菌酯的敏感性频率不符合正态分

布 (W = 0.499 7, P < 0.05)(图 1)。
分析不同地理来源夏季斑枯病菌对嘧菌酯的

敏感性，结果 (表 4) 显示：无 QoIs 施用历史地区

采集的病原菌敏感群体 (CAU) 的平均 EC50 值为

(0.011 8 ± 0.009 3) μg/mL；有 QoIs 施用历史地

区病原菌夏季斑枯病菌群体的平均 EC 5 0 值为

(0.017 9 ± 0.027 0) μg/mL，其中，最大值为 (0.043 8 ±
0.068 6) μg/mL，来自北京净山湖高尔夫球场 (JSH)，
最小值为 (0.010 3 ± 0.007 1) μg/mL，来自北京天

安假日高尔夫球场 (TA)。LSD 检验结果显示，来

自 APEC 会都高尔夫俱乐部和净山湖高尔夫球场

的夏季斑枯病菌的平均 EC50 值与敏感群体 (CAU)
相比存在显著差异 (表 4)。进一步分析不同寄主来

源病原菌群体对嘧菌酯的敏感性差异 (表 5)，发现

嘧菌酯对草地早熟禾和匍匐翦股颖上夏季斑枯病

菌的平均 EC50 值亦无显著差异 (F = 0.404 0，P =
0.526 5)。

供试菌株对嘧菌酯的敏感性虽然呈现一定程

度的分化，但仍有 70.18% 的菌株位于图 1 中相应

的主峰范围，Shapiro-Wilk 正态性检验结果显示，

这部分菌株对嘧菌酯的敏感性频率呈近似正态分

布 (W = 0.970 8，P = 0.064 0 > 0.05)，其平均

EC50 值为 (0.007 8 ± 0.003 7) μg/mL，因此可将此

EC50 平均值作为夏季斑枯病菌对嘧菌酯的相对敏

感性基线。

表 3    添加及不添加水杨肟酸条件下夏季斑枯病菌对

嘧菌酯的敏感性

Table 3    Sensitivity of M. poae isolates to azoxystrobin with
or without salicylhydroxamic acid (SHAM)

菌株编号
Isolate number

EC50 值1

EC50 value/(μg/mL)

不添加水杨肟酸
Without SHAM

添加水杨肟酸
With SHAM

LT122 0.009 6 a 0.003 3 b

MP16 0.033 7 a 0.037 6 a

MP107 0.013 3 a 0.031 8 a

MP1 0.009 3 a 0.006 6 a

MP10 0.032 1 a 0.023 6 a

MP131 0.044 1 a 0.024 8 a

MP50 0.116 4 a 0.164 1 a

LT108 0.011 4 a 0.015 3 a

LT145 0.010 0 a 0.009 7 a

LT223 0.002 2 a 0.005 7 a

LT174 0.007 5 a 0.004 1 a

LT98 0.039 2 a 0.040 0 a

平均值 Mean 0.027 4 a 0.030 5 a
1表中平均 EC50 值后不同小写字母表示经最小显著性差异法检验

在 P≤0.05 水平差异显著。
1The different lowercase letters in the same column after mean EC50

values indicate significant difference according to t test (least significant
difference [LSD], P≤0.05).

表 4    不同寄主来源夏季斑枯病菌对嘧菌酯的敏感性

Table 4    Sensitivity of M. poae isolates from different
turfgrass species to azoxystrobin

采样点
Sampling site

菌株数
No. of isolates

EC50 值1

EC50 value/(μg/mL)

范围 Range 均值 Mean ± SD

BX 11 0.003 4~0.030 3 0.012 2 ± 0.008 1 bc

TX 11 0.004 1~0.120 6 0.011 2 ± 0.004 4 c

APEC 10 0.001 8~0.798 7 0.036 2 ± 0.043 4 ab

JH 39 0.001 0~ 0.136 3 0.016 3 ± 0.024 8 bc

JSH 4 0.005 9~0.146 5 0.043 8 ± 0.068 6 a

QHW 21 0.002 3~0.119 7 0.016 9 ± 0.025 1 bc

TA 9 0.001 1~0.024 0 0.010 3 ± 0.007 1 c

CAU 9 0.002 2~0.032 6 0.011 8 ± 0.009 3 c

1表中平均 EC50 值后不同小写字母表示经最小显著性差异法检验

在 P≤0.05 水平差异显著。
1The different lowercase letters in the same column after mean EC50

indicate significant difference according to t test (least significant difference
[LSD], P≤0.05).
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图 1    供试 114 株夏季斑枯病菌对嘧菌酯的敏感性

频率分布

Fig. 1    Frequency distribution of the sensitivity of 114
M. poae isolates to azoxystrobin
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2.3    Cytb 序列分析

BLASTN 分析显示，夏季斑枯病菌线粒体

基因组上有 4 个区域 (分别为 311、165、200 和

66 bp) 与稻瘟病菌 Cytb 参考序列的相似度达到了

82%~87%(E 值 < 4 × 10–13)，通过比对分析，从夏

季斑枯病菌线粒体基因组中获得了该菌 Cytb 的部

分序列 (8 639 bp)，该序列包含了编码与嘧菌酯抗

性相关的 3 个密码子 (F129、G137 和 G143) 碱基

序列，进一步分析显示，其 143 位和 144 位密码

子之间插入了一段长为 1 956 bp 的内含子 (图 2A)。
根据内含子 5′ 剪切位点上游外显子最后一个碱基

为 T，以及内含子 3′ 剪切位点为 G 的特点，认为

该内含子为 I 型内含子[23]。通过设计引物 MpCytb_F/
MpCytb_R，用于扩增供试菌株中包含 3 个抗性位

点及 143 和 144 位密码子间部分内含子的序列，

比对结果显示，所有菌株均含有 I 型内含子，且

在上述 3 个位点上碱基序列一致，未出现与抗性

相关的点突变 (图 2B)。

3    结论与讨论

嘧菌酯是 1996 年诞生的第一个 QoIs 产品，

目前已广泛应用于多种农业植物病害的防治[9]，且

已在草坪病害防治中使用多年[24-25]。本研究测定了

北京地区 114 株不同地理和寄主来源草坪草夏季

斑枯病菌对嘧菌酯的敏感性，发现不同菌株间敏

感性存在显著差异，EC50 最大值与最小值相差

146.5 倍，其中与无 QoIs 药剂施用历史地区的夏

季斑枯病菌群体 (CAU) 相比，部分有 QoIs 药剂施

用历史地区的菌株群体 (APEC 和 JSH) 对嘧菌酯

的敏感性存在显著差异，表明北京地区夏季斑枯

病菌群体已出现对嘧菌酯敏感性下降的现象，因

此应密切关注其田间抗性发展动态。本研究同时

建立了夏季斑枯病菌对嘧菌酯的相对敏感性基

线，可为夏季斑枯病菌对嘧菌酯的田间抗性监测

提供参考。

Cytb gene partial sequence containing codon 129, 137 and 142

MpCytb_F

Intron

1 956 bp

A

B
Isolate EC50 /(μg/mL)

MP121
MP127
MP123
MP130
MP145
MP68
MP159
MP136
MP154
MP50
MP155
MP164

0.002 3
0.002 4
0.003 4
0.004 2
0.012 8
0.014 7
0.015 1
0.027 0
0.110 5
0.116 4
0.120 6
0.146 5

MpCytb_R

注：A 为细胞色素 b 部分序列中外显子和内含子结构示意图，方框表示外显子，线型表示内含子，黑色粗线表示包含与 QoIs 抗性相关的 3 个密码

子部分序列；B 为对嘧菌酯敏感性存在差异的 12 株夏季斑枯病菌 Cytb 基因部分序列比对结果，129、127 和 143 位密码子在图中用粗体字标识。

Note: A, structure at the exon-intron junction in the partial Cytb fragment, boxes indicate exons and line indicates intron, bold black line illustrates the amplified
region containing the three codons conferring QoIs resistance. B, alignment of the partial nucleotide sequences of the Cytb gene from 12 M. poae isolates,

codon 129, 137 and 143 are in bold.

图 2    夏季斑枯病菌细胞色素 b 基因部分序列信息

Fig. 2    Partial characterization of the M. poae cytochrome b (Cytb)

表 5    不同寄主来源夏季斑枯病菌对嘧菌酯的敏感性

Table 5    Sensitivity of M. poae isolates from different
turfgrass species to azoxystrobin

寄主
Host

菌株数
No. of isolates

EC50 值1

EC50 value/(μg/mL)

范围 Range 均值 Mean ± SD

匍匐翦股颖
A. palustris

29 0.001 1~0.119 7 0.014 7 ± 0.021 8 a

草地早熟禾
P. pratensis

85 0.001 0~0.146 5 0.018 3 ± 0.027 5 a

1表中平均 EC50 值后不同小写字母表示经最小显著差异法检验在

P ≤ 0.05 水平差异显著。
1The different lowercase letters in the same column after mean EC50

values indicate significant difference according to t test (least significant
difference [LSD], P ≤ 0.05).
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SHAM 作为 AOX 途径的抑制剂，常被用于

QoIs 的室内敏感性测定中[11, 16]，但针对不同病原

菌，SHAM 的添加浓度存在差别[10-11, 22, 26]。本研究

通过比较 SHAM 不同添加水平下对夏季斑枯病菌

菌丝生长的影响，发现随着 SHAM 浓度升高，其

对菌丝生长的抑制作用趋于明显，其中，当 SHAM
添加水平为 40 μg/mL 时，抑制作用较明显，但抑

制率未超过 20%，该浓度可作为敏感性测定中适

宜的 SHAM 添加浓度[22]。SHAM 对菌丝生长的抑

制作用在其他植物病原真菌上也有报道[10, 22, 26]。本

研究还比较了添加和不添加 40 μg/mL SHAM 条件

下，夏季斑枯病菌对嘧菌酯的敏感性，发现二者

间并不存在显著差异。综上，我们认为，夏季斑

枯病菌在受到嘧菌酯胁迫时，不会启动 AOX 途

径，因此，在进行夏季斑枯病菌对嘧菌酯的敏感

性测定时，可不用添加 SHAM。

已有研究表明，病原菌 Cytb 基因上的点突变

可引起对 QoIs 的抗性，目前已报道 3 种相关的点

突变，其中 G143A 的突变可引起高抗性，而 F127L
及 G137R 的突变可引起低或中等抗性[23, 27]。本研

究通过同源比对分析获得夏季斑枯病菌的部分

Cytb 序列，结果显示，该菌 Cytb 序列的 143 位密

码子下游插入了一段 1 956 bp 的内含子，这是首

次发现夏季斑枯病菌 Cytb 基因在 143 位密码子下

游有内含子插入。根据已有报道，该内含子属于

I 型内含子[23]。I 型内含子具有自我剪切功能，而

在外显子和内含子连接区发生的碱基突变可能会

破坏其剪切过程，造成 Cytb 转录及表达水平下降

以及细胞色素 bc1 复合物产能的降低，并最终影

响病原菌的呼吸功能[23]。因此，在下游有内含子

插入的情况下，G143A 位点的突变可能会降低病

原菌的田间生存适合度，使得该突变群体更容易

被自然淘汰[23, 28]。Cytb 基因 143 位密码子下游插

入内含子的现象在其他病原菌中也有报道，如锈

菌属真菌  ( P u c c i n i a  s p p . )、链格孢属真菌

(Alternaria spp.)、灰霉病菌 Botrytis cinerea、山核

桃疮痂病菌 Fusic ladium e f fusum、褐霉病菌

Monilinia fructicola 以及柑橘黑斑病菌 Guignardia
citricarpa 等[10, 23, 29-34]，但目前并未见具有该内含子

的病原菌发生 G143A 突变的报道，G143A 的突变

仅发生在 Cytb 基因 143 位密码子下游无内含子插

入的病原菌中[28]。由此推测夏季斑枯病菌不易对

QoIs 产生高水平抗性。敏感性测定结果也显示，

田间尚未出现夏季斑枯病菌对 QoIs 产生高抗性的

菌株。进一步选取对嘧菌酯敏感性不同的夏季斑

枯病菌，设计引物、扩增并比对了包含上述 3 个

位点以及部分内含子的核苷酸序列，结果显示，

所有菌株均在 Cytb 143 位密码子下游插入了 I 型
内含子，且在与 QoIs 抗性相关的 3 个位点均未发

生突变，进一步证明了上述推测。

有研究认为，植物病原菌对 QoIs 抗性的产生

除了 AOX 途径的启动、Cytb 基因上的点突变

外，可能还存在其他未知的机制 [ 1 4 ]。本研究显

示，夏季斑枯病菌对嘧菌酯的敏感性呈现下降，

但在嘧菌酯胁迫下该菌并未启动 AOX 途径，且在

分子水平上未发现与嘧菌酯抗性相关的点突变，

因此，笔者推测夏季斑枯病菌对嘧菌酯敏感性的

降低可能也涉及其他分子机制。类似结果在其他

一些植物病原菌中已有报道，如芸薹生链格孢 A.
brassicicola 和桃褐腐病菌 M. fructicola 对嘧菌酯

表现为敏感性下降，但在其 Cytb 基因上与嘧菌酯

抗性相关的 3 个位点均未检测到突变，且抗性的

产生与 AOX 途径无关[17, 31]。进一步发现，所有芸

薹生链格孢和部分桃褐腐病菌菌株 Cytb 基因

143 位密码子下游同样也出现了内含子的插入[17, 34]。

研究者认为，植物病原菌对 QoIs 的抗性，除了由

Cytb 基因点突变引起的质量抗性外，还存在其他

未知机制引起的数量抗性，且质量抗性可能会紧

随数量抗性之后而发生[17-18]。本研究中，夏季斑枯

病菌对嘧菌酯敏感性下降的准确机制还需进一步

研究确定，同时应密切关注夏季斑枯病菌对嘧菌

酯的敏感性变化动态，及时避免或延缓抗药性的

发生、发展。
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