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上海地区草莓灰霉病菌对啶酰菌胺的敏感性

检测及抗性机制分析
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摘   要：为明确上海地区草莓灰霉病菌 Botrytis cinerea Pers. 对主要防治药剂啶酰菌胺的敏感性

水平及抗性机制，采用平皿法检测了采自上海市 6 个区县的 195 株草莓灰霉病菌株对啶酰菌胺

的敏感性，并分析了其中 20 株不同敏感型菌株的琥珀酸脱氢酶基因序列。结果显示：啶酰菌

胺对上海地区草莓灰霉病菌菌丝生长的 EC50 最小值为 0.15 μg/mL，最大值大于 110 μg/mL；对

孢子萌发的 EC50 最小值为 0.19 μg/mL，最大值大于 50 μg/mL。上海地区草莓灰霉病菌对啶酰

菌胺的抗性频率为 29.74% (抗性水平大于 10)，高抗频率为 20.51% (抗性水平大于 100)。该抗

性的产生与琥珀酸脱氢酶 SdhB 亚基发生 H272R 或 P225F 突变有关，其中 H272R 突变发生较

为普遍。研究表明，上海地区草莓灰霉病菌对啶酰菌胺的抗性水平及抗性频率较高，主要抗性

机制为病原菌琥珀酸脱氢酶 SdhB 亚基上的 H272R 突变。
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Sensitivity and resistance mechanism to boscalid of Botrytis cinerea
from strawberry in Shanghai
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Abstract: In order to evaluate the sensitivity and the resistant mechanism of Botrytis cinerea Pers. (the
causal agent of gray mold disease) from strawberry to boscalid, the sensitivity of 195 isolates in 6
districts in Shanghai were tested with petri plate. And the succinate dehydrogenase subunits genes of 20
isolates with different sensitivity were sequenced. The results showed that the lowest EC50 value of
mycelial growth inhibition was 0.15 μg/mL, and the highest value was over 110 μg/mL. The lowest
EC50 value of conidial germination was 0.19 μg/mL, while the highest value was over 50 μg/mL. In
Shanghai, the resistance frequency was 29.74% (resistance factor >10), and the frequency of high
resistance was 20.51% (resistance factor >100). Resistance mechanism analysis indicated that the
resistance to boscalid could be attributed to point mutations at codon 272 or 225, which would lead to
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the substitution of histidine to arginine (H272R), or proline to phenylalanine (P225F) in SdhB subunit of
succinate dehydrogenase. And the H272R substitution was more common. This study showed the high
resistance level and frequency to boscalid of B. cinerea from strawberry in Shanghai, and revealed that
the H272R substitution in SdhB could be the main cause of the resistance.

Keywords: strawberry;  gray mold;  boscalid;  sensitivity;  resistance mechanism; Botrytis  cinerea;
succinate dehydrogenase

由灰葡萄孢 Botrytis cinerea Pers.导致的灰霉

病 (gray mold disease) 是草莓生产和储藏过程最重

要的病害之一[1]，草莓极易感染该病，严重时可导

致全果腐烂，造成大规模减产[2-3]。化学防治是目

前防治草莓灰霉病最常见的措施之一[4]。

啶酰菌胺属烟酰胺类内吸性杀菌剂，对多种

植物病害高效，且低毒[5]。已有研究表明，啶酰菌

胺对 B. cinerea 抑制活性高，对草莓灰霉病的田间

防治效果可达 90% 以上[6]，现已有 50 多个啶酰菌

胺单剂产品被登记用于防治灰霉病[7]。啶酰菌胺在

上海市作为草莓灰霉病的推荐防治药剂，近 10 年来

已在各区县草莓种植地被广泛使用。由于 B. cinerea
繁殖速度快、孢子数量大且较易产生遗传变异，

属易对药剂产生抗性的一类植物病原真菌[8]。同

时，啶酰菌胺作用位点单一，病原菌基因组的单

核苷酸突变就可能对其产生抗性，已被国际杀菌

剂抗性委员会 (FRAC) 认定为产生抗性风险较高的

杀菌剂[8-9]，B. cinerea-啶酰菌胺也被 FRAC 认定为

是具有高度抗性风险的病原菌-杀菌剂组合[8]。美

国、德国等国家均已出现田间 B. cinerea 对啶酰菌

胺产生抗性的报道[1, 10-11]。啶酰菌胺作用位点为琥

珀酸脱氢酶 (SDH)，该酶为线粒体呼吸链电子传

递体系的蛋白复合体Ⅱ，具有 4 个亚基，其中

SdhA 为黄素蛋白，SdhB 为 3 个铁硫蛋白簇，

SdhC 和 SdhD 为膜结合蛋白[12]。据报道，B. cinerea
对啶酰菌胺抗性的产生与 SdhB 亚基 225、230、
272 位点及 SdhD 亚基 132 位点的氨基酸发生突变

有关，但各研究报道中的突变类型均有不同，分

别涉及 SdhB 上的 P225L/F/T、N230I 和 H272Y/
R/L，以及 SdhD 上的 H132R 等[10-11, 13]。

目前有关上海地区草莓灰霉病菌对啶酰菌胺

的敏感性现状及抗性突变机制等均尚不明确。为

此，本研究采用菌丝生长速率法和孢子萌发法，

分别测定了采自上海市 6 个草莓种植区 (县) 13 个

基地的 195 株单孢 B. cinerea 菌株不同生长阶段对

啶酰菌胺的敏感性，同时，随机选取 20 株抗性水

平不同的菌株，检测并分析了病原菌与抗性发生

相关的突变位点及其与抗性水平的关系，以期为

啶酰菌胺在草莓灰霉防治中的合理使用，以及其

抗性监测及治理提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    供试菌株

于 2017 年 2—4 月，从上海市崇明县、奉贤

区、嘉定区、金山区、浦东新区及青浦区的共计

13 个草莓生产基地，采集具典型症状的灰霉病病

果，通过孢子液稀释分离法[1]分离获得单孢菌株。

将单孢菌株接种于 PDA 培养基上，24 ℃ 下培

养，通过形态学特征[3]鉴定，保留与 B. cinerea 形

态相符的菌株。来源于同一病果的病原菌保留

1 株，每个采样点保留 15 株，共获得 195 株单孢

菌株。将单孢菌株转接至 PDA 试管斜面，24 ℃
培养 2 d 后，于 4 ℃ 保存，待用。

1.2    药剂、试剂及培养基

98% 啶酰菌胺 (boscalid) 原药购自上海悦联化

工有限公司；分析纯丙酮购自国药集团化学试剂

有限公司。马铃薯葡萄糖琼脂培养基 (PDA) 购自

美国 BD 公司，用于菌株培养及菌丝生长抑制试

验；水琼脂培养基  (WA)：琼脂 15 g、无菌水

1 000 mL，用于病原菌孢子萌发抑制试验。PCR
SuperMix Easy Taq 酶、pEASY-T1 载体及大肠杆

菌感受态 (Trans-T1)，购自北京全式金生物技术有

限公司，用于目的基因克隆。

1.3    菌丝生长抑制试验

采用菌丝生长速率法[14]测定。将啶酰菌胺原

药溶于丙酮，配成 50 mg/mL 的母液。根据预试验

结果，再用丙酮将母液梯度稀释， 配成药剂最终

质量浓度分别为 0.1、0.2、0.5、1、2 及 5 μg/mL
的含药 PDA 平板，用于敏感菌株测定；配制 2、
5、20、50 及 110 μg/mL 的含药 PDA 平板，用于
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抗性菌株测定 (因浓度过高药剂易从培养基中析

出，因此最高质量浓度设为 110 μg/mL)。除 110 μg/mL
培养基平板中丙酮的添加量为体积分数 0.22%
外，其余处理丙酮的添加量均为 0.1%，因此分别

以添加 0.22% 和 0.1% 丙酮的 PDA 平板作为空白

对照。在 24 ℃ 下培养 5 d 的菌落边缘打取直径

5 mm 的菌饼，接种到上述系列浓度的含药平板中

央，24 ℃ 黑暗倒置培养 3 d 后，用十字交叉法测

量菌落直径，每个菌株、每个浓度重复 3 次。以

Zhang 等[15]报道的 2004—2006 年中国浙江及江苏

省黄瓜、番茄等温室蔬菜上从未接触过啶酰菌胺

的 B. cinerea 群体的敏感性基线 (1.07 ± 0.11 μg/mL)
作为参照标准，计算抗性水平 (R)：抗性水平=菌
株 EC50/1.07 μg/mL。抗性分级标准[16]：R <10 为

敏感 (S)；10 ≤ R < 50 为低抗 (LR)；50 ≤ R <
100 为中抗 (MR)；R ≥ 100 为高抗 (HR)。
1.4    孢子萌发抑制试验

采用孢子萌发法[17]，按病原菌菌丝生长抑制

试验中所得抗性分级比例，随机选取 40 株敏感菌

株 (S)、3 株低抗菌株 (LR)、3 株中抗菌株 (MR)
及 12 株高抗菌株 (HR) 进行测定。将啶酰菌胺母

液用丙酮稀释后配成药剂最终质量浓度分别为

0.1、0.2、0.4、0.8、1.6、5 及 50 μg/mL 的含药

WA 平板 (为避免药剂在培养基中析出而影响对孢

子萌发的观察，最高质量浓度设为 50 μg/mL)，空

白对照加等量丙酮。从培养皿上刮取新鲜的分生

孢子于无菌水中，调节浓度至每 1 mL 约 106 个。

取 100 μL 孢子悬浮液均匀涂布于含药 WA 平板

上，24 ℃ 黑暗条件下倒置培养 18 h 后，在光学显

微镜下记录萌发的孢子数及观察孢子总数，以芽

管长度超过孢子宽度视为萌发。每菌株每个浓度

重复 3 次，每个重复观察孢子总数不低于 200 个。

1.5    琥珀酸脱氢酶基因序列测定及比对

从敏感性不同 (S、LR、MR 和 HR) 的菌株

中各随机选择 5 株，对其琥珀酸脱氢酶  (SDH)
的 4 条亚基编码基因 SdhA、SdhB、SdhC 与

SdhD 序列进行测定。菌丝预处理及总 DNA 提取

参考 Har ju 等 [ 1 8 ]报道的方法。SdhA、SdhB、

SdhC 与 SdhD 基因扩增引物分别为：SdhA-F：
A T G T C T T C A T T T G C T A T G C G，S d h A - R：

C T A T C C A T T T T C A T C T T T A； S d h B - F：

TCGAACCTACTCGCCCTATCCAATT，SdhB-
R：GACTTCTTAGAAAGCCATTTCCTTC；

SdhC-F：ATGTTTTCACAGAGAGCAA，SdhC-
R：CTACAAGAAAGCAACCAACG；SdhD-F：
ATGGCTTCATTCATCAAACCATCCG，SdhD-
R：TTATGCGCGCCAAATTCTTTTGATA。由生

工生物工程 (上海) 公司对扩增产物进行测序。采

用 NCBI 网站 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) 的
BLAST n 工具对敏感及抗性菌株的 SDH 亚基序列

进行比对，并以 NCBI 数据库中相关序列作为参

考。参考序列 GenBank 序号分别为：KR705916.1
(BcSdhA)、KR866382.1 (BcSdhB)、KR705923.1
(BcSdhC) 和 KR705930.1 (BcSdhD)。
1.6    数据处理

应用 SPSS 19.0 统计软件对试验数据进行分

析，采用该软件描述统计模块进行 S h a p i r o -
Wilk 法 (W 法) 正态性检验；通过 probit 模块计算

药剂抑制病原菌菌丝生长及孢子萌发的 EC50 值；

根据抗性分级标准，将抑制病原菌孢子萌发及菌

丝生长的 EC50 值转化为有序分类变量；将 SdhB
基因突变与否及突变类型分别转化为分类变量，

用 Kendall’s tau-b 法，分别对病原菌孢子萌发与菌

丝生长对药剂的敏感性、病原菌敏感性与突变的

发生以及病原菌敏感性与突变类型的相关性进行

分析。用 Office Excel 软件绘制频率分布直方图及

正态分布曲线。

2    结果与分析

2.1    灰霉病菌菌丝生长与孢子萌发对啶酰菌胺的

敏感性

菌丝生长抑制试验表明：上海地区草莓灰霉

病菌对啶酰菌胺的敏感性差异较大，195 株菌株

中，抑制菌丝生长的 EC50 最小值为 0.15 μg/mL，
最大值大于 110 μg/mL。经 W 法正态性检验，

195 株菌株菌丝生长的 EC50 值频次分布 W=0.60，
P < 0.001，呈非连续性分布 (图 1)，表明病原菌自

然群体对啶酰菌胺的敏感性存在一定分化，部分

菌株已产生抗药性。其中，58 株菌株的 EC50 值 ≥
16.58 μg/mL，呈非连续性分布  (图 1)；其余

137 株菌株的 EC50 值介于 0.15~2.45 μg/mL 之间，

呈连续性正态分布，其 W=0.96，P = 0.15 > 0.05
(图 2)。

分生孢子萌发抑制试验表明：啶酰菌胺对

4 0 株敏感菌株孢子萌发的 E C 5 0 值为 0 . 1 9 ~
1.21 μg/mL，经 W 法正态性检验，呈连续性正态
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分布，EC50 均值为 0.58 μg/mL(图 3)，而 18 株抗

性菌株的 EC50 值均大于 50 μg/mL(表 1)。经非参

数检验，58 株菌株孢子萌发与菌丝生长阶段对啶

酰菌胺的抗性表现呈强正相关性 (Kendall’s tau-b =
0.948，P < 0.001)。

2.2    2017 年上海地区草莓灰霉病菌对啶酰菌胺的

抗性情况

菌丝生长抑制试验 (表 2) 表明：2017 年从上

海各区 (县) 草莓生产基地采集的灰霉病菌对啶酰

菌胺的抗性水平较高，其 EC50 最大值大于 110 μg/mL，
最高抗性水平大于 100，且抗性频率较高，总体抗

性频率为 29.74%，高抗频率为 20.51%。各区 (县)
中，病原菌抗性频率较高的地区为浦东新区与嘉

定区，分别达 46.67% 和 40.00%；来源于崇明县

的病原菌抗性频率较低，其 90% 的菌株均仍对啶

酰菌胺敏感。

2.3    抗性突变位点

菌株 SdhA、SdhB、SdhC 与 SdhD 基因序列比

对分析结果表明，20 株不同敏感性菌株的 SdhA、
SdhC 与 SdhD 3 个基因均未发生突变；5 株敏感菌

株的 SdhB 基因未发生突变而 15 株抗性菌株的

SdhB 亚基均发生了单氨基酸突变。经非参数检

验，突变的发生与抗性产生之间存在较显著的正

相关性 (Kendall’s tau-b = 0.60，P = 0.02 < 0.05)。
所检测的 15 株抗性菌株中，有 13 株菌株的

SdhB 亚基 272 位组氨酸突变为精氨酸 (H272R，

CAC 突变为 CGC)，2 株菌株的 225 位脯氨酸突变

为苯丙氨酸 (P225F，CCC 突变为 TTC)，且突变

类型与抗性水平之间不存在相关性 (Kendall’s tau-b =
± 0.45，P = 0.13)。其中 H272R 突变在上海草莓灰

霉病菌中发生最普遍，处于优势地位，低抗

(LR)、中抗 (MR) 及高抗 (HR) 菌株中均检测到了

该突变；而 P225F 突变发生较少，仅在高抗性病

原菌中被检测到 (表 3)。

3    小结与讨论

病原菌对杀菌剂的敏感性检测是制定病害科

表 1    草莓灰霉病菌分生孢子萌发对啶酰菌胺的敏感性

Table 1    Sensitivity of the conidial germination of B. cinerea
from strawberry to boscalid

病原菌菌丝生长抗性表型
Resistance phenotype

(mycelial growth)

菌株数量/株
Number of

strains/plant

EC50/(μg/mL)

范围
Range

均值 ± 标准差
Mean ± SD

敏感 (S)
Sensitive(S)

40 0.19~1.21 0.58 ± 0.25

低抗 (LR)
Low resistance(LR)

3 >50 >50

中抗 (MR)
Medium resistance(MR)

3 >50 >50

高抗 (HR)
High resistance(HR)

12 >50 >50
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图 1    供试 195 株菌株菌丝生长 EC50 值频率分布

Fig. 1    Frequency distribution of EC50 values for the mycelial
growth of 195 B. cinerea isolates
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Fig. 2    Frequency distribution of EC50 values for the mycelial
growth of 137 sensitive isolates of B. cinerea
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Fig. 3    Frequency distribution of EC50 values for the conidial
germination of 40 sensitive isolates of B. cinerea
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学防控策略的重要基础工作[19]。本研究表明，上

海地区 6 个草莓主产区的灰霉病菌对啶酰菌胺的

敏感性已出现一定分化，抗性频率达 29.74%。其

中，啶酰菌胺对 20.51% 的菌株菌丝生长的 EC50 值 >
110 μg/mL，且对随机选取的 18 株抗性菌株孢子

萌发的 EC50 值均大于 50 μg/mL，表明啶酰菌胺已

几乎丧失对这部分菌株的抑制效果。因此，对于

抗性菌株频率较高的浦东新区、嘉定等地区的草

莓种植基地，应及时调整施药方案，减少啶酰菌

胺的用药频次，可轮换使用其他负交互抗性的药

表 2    上海市各区 (县) 草莓灰霉病菌菌丝生长对啶酰菌胺的敏感性水平及频率

Table 2    Sensitivity and resistance frequency of the mycelial growth of B. cinerea from strawberry in different districts in Shanghai

菌株来源
Source of strains

抗性分级
Resistance scales

敏感 (S)
Sensitive(S)

低抗 (LR)
Low resistance(LR)

中抗 (MR)
Medium resistance(MR)

高抗 (HR)
High reistance(HR)

EC50 范围
Range of

EC50/(μg/mL)

频率
Frequency/

%

EC50 范围
Range of

EC50/(μg/mL)

频率
Frequency/

%

EC50 范围
Range of

EC50/(μg/mL)

频率
Frequency/

%

EC50 范围
Range of

EC50/(μg/mL)

频率
Frequency/

%

崇明县
Chongming County

0.60~2.45 90.00 16.58 3.33 96.90 3.33 >110 3.33

奉贤区
Fengxian District

0.44~1.74 73.33 – 0 78.12 3.33 >110 23.33

嘉定区
Jiading District

0.58~2.28 60.00 20.11~37.38 6.67 73.92~94.26 10.00 >110 23.33

金山区
Jinshan District

0.15~1.63 70.00 23.24~29.84 6.67 55.98~61.97 6.67 >110 16.67

浦东新区
Pudong New District

0.40~1.74 53.33 – 0 – 0 >110 46.67

青浦区
Qingpu District

0.33~2.01 73.33 28.88~39.95 6.67 55.51~84.87 6.67 >110 13.33

总计
Total

0.15~2.45 70.26 16.58~39.95 4.10 55.51~94.26 5.13 >110 20.51

表 3    20 株草莓灰霉病菌对啶酰菌胺的抗性及 SdhB 亚基突变类型

Table 3    Resistance to boscalid and mutation types in SdhB subunit of 20 B. cinerea isolates

病原菌菌丝生长抗性表型
Resistance phenotype (mycelial growth)

菌株编号
No. of strains

抑制菌丝生长 EC50 值 (均值 ± 标准差)
EC50 value of mycelial growth/

(μg/mL)(Mean ± SD)
SdhB 突变类型

Mutation type in SdhB

敏感 (S)
Sensitive(S)

2017BCCMQP0106 1.33 ± 0.13 无 None

2017BCCMQP0101 1.21 ± 0.25 无 None

2017BCCMCM0206 1.41 ± 0.11 无 None

2017BCCMPD0101 1.09 ± 0.20 无 None

2017BCCMFX0101 0.68 ± 0.08 无 None

低抗 (LR)
Low reistance(LR)

2017BCCMCM0106 16.58 ± 3.32 H272R(CAC to CGC)

2017BCCMJD0104 20.11 ± 4.43 H272R(CAC to CGC)

2017BCCMJS0202 23.24 ± 2.87 H272R(CAC to CGC)

2017BCCMJD0114 37.38 ± 4.55 H272R(CAC to CGC)

2017BCCMJS0105 29.84 ± 6.02 H272R(CAC to CGC)

中抗 (MR)
Medium resistance(MR)

2017BCCMCM0101 96.9 ± 7.80 H272R(CAC to CGC)

2017BCCMFX0114 78.12 ± 9.56 H272R(CAC to CGC)

2017BCCMJD0107 81.22 ± 10.22 H272R(CAC to CGC)

2017BCCMJS0112 61.97 ± 9.89 H272R(CAC to CGC)

2017BCCMQP0103 84.87 ± 6.58 H272R(CAC to CGC)

高抗 (HR)
High resistance(HR)

2017BCCMPD0208 >110 P225F(CCC to TTC)

2017BCCMJD0101 >110 H272R(CAC to CGC)

2017BCCMJS0102 >110 H272R(CAC to CGC)

2017BCCMQP0301 >110 H272R(CAC to CGC)

2017BCCMPD0201 >110 P225F(CCC to TTC)
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剂种类，并密切监测病原菌对啶酰菌胺的敏感性

变化动态，以避免防治失败。

本研究中，啶酰菌胺对符合正态分布的 137 株

病原菌菌丝生长的 EC50 均值为 (1.11 ± 0.44) μg/mL，
对 40 株敏感菌株孢子萌发的 EC50 均值为 (0.58 ±
0.25) μg/mL。与 Zhang 等针对中国浙江和江苏

番茄、黄瓜等温室蔬菜上灰霉病菌建立的菌丝生

长和孢子萌发敏感基线 [(1.07 ± 0.11) 和 (0.42 ±
0.05) μg/mL] 较为接近[15]，而与 Myresiotis 等针对

希腊克里特岛番茄、茄子等蔬菜上灰霉病菌建立

的敏感基线 (2.09 和 2.14 μg/mL) 有一定差别[20]，

其差异可能由不同病原菌种群的不同地理位置和

寄主条件等所造成[21]。本研究获得的啶酰菌胺对

草莓灰霉病菌敏感群体菌丝生长和孢子萌发的

EC50 均值及频率分布，可作为上海及附近地区草

莓灰霉病菌种群对啶酰菌胺抗性监测的参考数据

之一。

本研究中，病原菌孢子萌发与菌丝生长对啶

酰菌胺的抗性表现一致，且孢子萌发对啶酰菌胺

的抑制更为敏感 (敏感菌株 EC50 值 < 1.21 μg/mL，
抗性菌株 EC50 值 > 50 μg/mL)。参照 Fernández-
ortuño 等[1]将在 50 μg/mL 啶酰菌胺下孢子能正常

萌发的菌株归为抗性菌株这一观点，笔者认为，

孢子萌发抑制法 (含 50 μg/mL 啶酰菌胺的 WA 培

养基) 更适用于 B. cinerea 对啶酰菌胺抗性的快速

检测。

目前，美国、意大利、德国等多个国家田间

已发现 B. cinerea 对啶酰菌胺的抗性突变菌株[1, 11, 22]。

据现有研究报道，多数情况下病原菌对啶酰菌胺

的抗性与其线粒体上琥珀酸脱氢酶 SdhB 亚基氨基

酸链上 225 及 272 等位点的氨基酸发生突变有

关，包括 P225L/F/T 和 H272Y/R/L [10 ,  13]，其中

H272Y 与 H272R 突变较为常见[11]。本研究中对

20 株菌株 SdhB 序列的比对结果显示，H272R 突

变在上海草莓灰霉病菌中发生最普遍，另有少数

菌株发生了 P225F 突变。突变发生  (H272R 或

P225F) 与抗性产生有强相关性，而抗性水平与突

变类型无显著相关性。除了靶标位点基因发生突

变外，Kretschmer 等[23]与 Leroux 等[11]研究发现，

膜转运蛋白基因的过表达同样会导致 B. cinerea 对

包括啶酰菌胺在内的多种氧化呼吸链抑制剂产生

低到中等水平抗性，例如，调控 ABC (ATP-
binding cassette) 家族 AtrB 转运蛋白的转录因子

(Mrr1) 发生突变，以及编码 MFS (major facilitator
superfamily) 家族膜转运蛋白基因 mfsM2 的启动子

区因转座子插入而激活表达等。这种机制或许能

够解释本研究中 13 株抗性菌株虽然均有 H272R
突变发生，但却表现出不同抗性水平的现象。关

于本研究中的抗性菌株是否存在两种抗药机制的

叠加作用等仍有待进一步研究。
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