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三七圆斑病菌槭菌刺孢对嘧菌酯、咪鲜胺和

苯醚甲环唑的敏感性及生存适合度分析

王慧玲**,    王    飞**,    靳百慧,    张    贺,    杨    宽,    
王文鹏,    杨    敏,    朱书生,    何霞红*

(云南农业大学 农业生物多样性与病害控制教育部重点实验室，昆明 650201)

摘   要：采用菌丝生长速率法测定了采自云南省 5 个三七主要产区的 34 株三七圆斑病原菌槭菌

刺孢 Mycocentrospora acerina (R. Hartig) Deighton 对嘧菌酯、咪鲜胺和苯醚甲环唑的敏感性，

并对不同敏感性菌株进行了生存适合度测定。结果表明：咪鲜胺、嘧菌酯及苯醚甲环唑对所有

供试槭菌刺孢的菌丝生长均有明显的抑制作用，3 种杀菌剂的 EC50 值分别在 0.03~1.91 mg/L、
0.18~2.36 mg/L 和 0.45~2.15 mg/L 之间，即该菌株对咪鲜胺的敏感性对高于嘧菌酯和苯醚甲环

唑；低敏感性菌株的致病力和菌丝生长速率与敏感性菌株间无显著差异，说明供试槭菌刺孢菌

株在当地均具有较高的生存适合度。
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Sensitivity and fitness analysis of round spot of Panax notoginseng
Mycocentrospora acerina to azoxystrobin, prochloraz and difenoconazole
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Abstract: The sensitivities of 34 strains of Mycocentrospora acerina to azoxystrobin, prochloraz and
difenoconazole were tested using the mycelium growth rate method, the strains were isolated from 5
major origins of Panax notoginseng in Yunnan Province. The survival fitness was also analyzed. The
results showed that those fungicides had high inhibition effect on the mycelium growth of strains. The
EC50 values of prochloraz, azoxystrobin and difenoconazole to all tested strains are in the range of 0.03-
1.91 mg/L, 0.18-2.36 mg/L and 0.45-2.15 mg/L, respectively. The sensitivities of all strains to
prochloraz were higher than that of azoxystrobin and difenoconazole. The difference of mycelial growth
for the sensitive and the insensitive strains was not significant, which demonstrated that all strains
showed high survival fitness in field.
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三七 Panax notoginseng 为中国名贵的中药材，

属于典型的多年阴生植物，其生长环境的特殊性

导致其在整个栽培过程中极易爆发多种病害[1]。其

中，由槭菌刺孢 Mycocentrospora acerina (R. Hartig)
Deighton 引起的三七圆斑病是三七栽培过程中严

重发生的叶部病害之一，如遇连续阴雨天气，槭

菌刺孢会随雨水传播，可造成三七园大面积的损

失，甚至毁园[2-3]。目前生产上对三七圆斑病仍以

化学防治为主，主要防治药剂有氟硅唑、代森锰

锌、碱式硫酸铜、咪鲜胺和嘧菌酯等[4]。杀菌剂能

够快速有效地防治病害，但是长期不合理使用将

会影响三七的品质及使药剂防病效果下降。近年

来，随着三七种植产区的扩大，三七圆斑病也受

到越来越多的关注[5-6]，但至今尚未见有关槭菌刺

孢对常用防治药剂敏感性的研究报道。

鉴于此，笔者采用菌丝生长速率法测定了从

云南省 5 个三七主要产区采集的 34 个槭菌刺孢菌

株对生产上常用的嘧菌酯、咪鲜胺和苯醚甲环唑

的敏感性，并对菌株敏感性频率分布及生存适合

度进行了分析。

1    材料及方法

1.1    供试菌株的采集与分离

于 2017 年 8 月从云南省 5 个三七主要产区红河

州、澜沧县、昆明市、曲靖市及文山州部分乡镇 (表 1)
的三七栽培大棚中随机摘取具有典型圆斑病症状的

病叶，选择病、健交界部位，用自来水清洗后于 75%
的酒精中浸泡 2~3 min，并以无菌水冲洗 3 次，置

于灭菌滤纸上吸干水分。将其置于马铃薯葡萄糖

琼脂 (PDA) 培养基平板上于 20 ℃下全光照培养[7]。

参照龙月娟等的方法对病原菌进行纯化鉴定[8-9]，

共分离到 34 个菌株，于 4 ℃ 冰箱保存，备用。

1.2    供试杀菌剂

97% 咪鲜胺 (prochloraz)、96% 苯醚甲环唑

(difenoconazole) 和 95% 嘧菌酯 (azoxystrobin) 原药

由中国农业大学植物保护学院杀菌剂药理学和抗

药性实验室提供，采用丙酮配制成 1 × 102 mg/L 的

母液，备用。

1.3    槭菌刺孢对 3 种杀菌剂的敏感性测定

采用菌丝生长速率法[10]。使用时根据培养基

体积换算后加入相应体积的母液，分别得到质量

浓度为 0.5、1.0、1.5、2.0 和 3.0 mg/L 的带药平

板。以加入等浓度丙酮的 PDA 平板作为空白对

照。于菌落边缘打取 5 mm 菌饼，置于带药平板

中央，并于 20 ℃、全光照条件下培养，4 d 后测

量菌落直径。以药剂质量浓度的对数为横坐标、

抑制率的几率值为纵坐标，计算得到毒力回归方

程及有效抑制中浓度 (EC50) 值。

1.4    不同地区槭菌刺孢对 3 种杀菌剂的敏感性分

布分析

根据药剂对不同菌株的 EC50 值将菌株分为

5 个区间：EC50 值在 0~0.5 mg/L、> 0.5~1.0 mg/L、
> 1.0~1.5 mg/L、> 1.5~2.0 mg/L、> 2.0~2.5 mg/L，
测定来自不同产区的槭菌刺孢菌株在不同区间的

分布频率，比较各地槭菌刺孢对不同杀菌剂的敏

感性差异。

1.5    供试菌株生长速率测定

于纯化后的供试菌株菌落边缘打取直径 5 mm
的菌饼，置于 PDA 平板上，于 20 ℃、全光照条

件下培养 5 d。每 24 h 测定一次菌落直径，按公

式 (1) 和 (2) 计算菌株生长速率 (R)[9]，每个菌株

4 次重复。进而分析菌丝生长速率 (R) 与药剂敏感

表 1    槭菌刺孢菌株来源

Table 1    Strain origins of Mycocentrospora acerina

采样地点
Sampling sites

海拔
Altitude/m

纬度
Latitude (N)

经度
Longitude (E)

菌株编号
Number of strain

云南红河
Honghe, Yunnan

石屏 Shiping 2 300 23°54′30″ 102°27′53″ SP5, SP12, SP41

建水 Jianshui 1 960 23°24′22″ 102°49′58″ JS1, JS2, JS3, JS1

泸西 Luxi 1 819 24°41′14″ 103°51′10″ LX2, LX4, LX6
云南澜沧
Lancang, Yunnan — 1 500 22°40′29″ 99°50′49″ LC20, LC36

云南昆明
Kunming, Yunnan — 1 871 25°44′48″ 103°21′ XD1, XD2, XD3, XD4

云南曲靖
Qujing, Yunnan

师宗 Shizong 1 860 24°75′44″ 103°91′78″ SZ1, SZ2, SZ3, SZ4

罗平 Luoping 1 515 24°47′47″ 104°17′36″ LP54, LP6, LP7, LP8, LP41
云南文山
Wenshan, Yunnan — 1 774 23°15′42″ 104°8′42″ WS1, WS2, WS3, WS4, WS5,

WS6, WS8, WS12, WS15
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性之间的相关性。

G = d1−d2 (1)

R =G/(2×N) (2)

式中：G 为菌丝纯生长量，mm；d1 为菌落平

均直径，mm；d2 为菌饼直径，mm；R 为菌丝生

长速率，mm/d；N 为培养天数。

1.6    槭菌刺孢致病力差异比较

选取长势一致的一年生三七叶片，于 75% 的

酒精中浸泡 1~2 min，用无菌水冲洗 2 次，置于铺

有湿润滤纸的培养皿中。在纯化后的菌落边缘打

取 5 mm 的菌饼，倒扣于已消毒的三七叶片上，

置于 20 ℃、全光照、相对湿度 75% 条件下培

养。每个菌株接种 10 片三七叶片，重复 3 次。5 d
后观察发病情况，采用十字交叉法测量病斑直径

(d)。根据病斑直径对发病情况进行定级[9, 11]：d =
0 cm 为 0 级；0 cm < d ≤ 0.5 cm 为 1 级；0.5 cm <
d ≤ 1 cm 为 2 级；1 cm < d ≤ 1.5 cm 为 3 级；1.5 cm <
d ≤ 2 cm 为 4 级；d > 2 cm 为 5 级，按 (3) 式计算

病情指数 (I)。数据用于分析菌株致病力与菌丝生

长速率、药剂敏感性之间的关系。

I = 100×
∑

(N1×S )/ (N2×S 1) (3)

式 (3) 中：N1 为各级病叶数，S 为各定级代表

值，N2 为调查总叶数，S1 为最高级代表值。

1.7    数据处理

数据均采用 SPSS18.00 及 Excel 2007 进行分析。

2    结果与分析

2.1    34 株槭菌刺孢对 3 种杀菌剂的敏感性频率分布

从云南省的三七主要产区共采集分离到 34 株

槭菌刺孢菌株。敏感性测定结果表明：嘧菌酯、

咪鲜胺和苯醚甲环唑对 34 株槭菌刺孢菌株的

EC50 值分别介于 0.18~2.36、0.03~1.91 和 0.45~
2.15 mg/L 之间。供试菌株对嘧菌酯的敏感性主要

分布于 EC50 值 0.4~1.2 mg/L 之间，其中 EC50 值

在 0.4~0.6 和 1.0~1.2 mg/L 两个区间的菌株分布频

率分别达到 29.41% 和 17.64%(图 1A)；大多数菌

株对咪鲜胺具有较高的敏感性，EC50 值在 0.03~
0.45 mg/L 之间，占供试菌株的 91%(图 1B)。供试

菌株对苯醚甲环唑较为敏感，其 EC50 值主要分布

于 0.5~1.05 mg/L 之间，菌株分布频率达 91.17%，

其中 EC50 值在 0.95~1.05 mg/L 间的菌株分布出现

峰值，占 26.47%(图 1C)。综合分析可知，供试

34 株槭菌刺孢菌株对咪鲜胺的敏感性高于对嘧菌

酯和苯醚甲环唑。

2.2    不同三七产区槭菌刺孢菌株对 3 种杀菌剂的

敏感性分布

采集自不同地区的槭菌刺孢菌株对 3 种杀菌

剂的敏感性分布存在较大差异 (表 2)，其中对嘧

菌酯的敏感性分布范围较广：由云南文山和澜沧

采集的菌株对嘧菌酯最为敏感，EC50 值均集中

在 0~0.5 mg/L 之间；红河的菌株对嘧菌酯的敏感

性较低，EC50 值在 2.0~2.5 mg/L 之间的菌株为

50%。供试菌株对咪鲜胺的敏感性较高，EC50 值
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图 1    槭菌刺孢对嘧菌酯 (A)、咪鲜胺 (B) 和苯醚甲环唑

(C) 的敏感性频率分布

Fig. 1    Frequency distribution of EC50 values of azoxystrobin
(A), prochloraz (B) and difenoconazole (C) to M. acerina
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集中在 0~2.0 mg/L 之间。昆明采集的菌株对咪鲜

胺的敏感性存在分化现象，50% 菌株 EC50 值分

布在 2.0~2.5 mg/L 之间。苯醚甲环唑对所有供试

菌株的 EC50 值均低于 2.0 mg/L，其中红河的菌株

对苯醚甲环唑表现出极高的敏感性，EC50 值均低

于 0.5 mg/L。

2.3    供试菌株生长速率与其对药剂敏感性的关系

菌株生长速率测定结果 (图 2) 表明，在 PDA
培养基上培养 5 d 后槭菌刺孢各菌株菌落的生长速

率间存在显著性差异 (P < 0.05)，分布在 2.29~

5.62 mm/d 之间。菌株生长速率与其对嘧菌酯 (R2 =
0.057 9)、咪鲜胺 (R2 = 0.026 2) 和苯醚甲环唑 (R2 <
0.001) 的敏感性之间无显著相关性 (P > 0.05)。
 

2.4    供试菌株致病力与其对药剂敏感性的关系

菌株致病性测定结果 (图 3) 表明，供试菌株

均为致病菌株，但致病能力存在显著差异 (P  <
0.05)。叶片接种病原菌 7 d 后，三七圆斑病病情

指数可高达 80%~99.33%。供试菌株的致病力与其

对嘧菌酯 (R2 = 0.004 5)、咪鲜胺 (R2 = 0.002 6) 和

苯醚甲环唑 (R2 = 0.003 9) 的敏感性之间无显著相

关性。

2.5    供试菌株生长速率与致病力之间的关系

不同供试菌株的生长速率与致病力分别表现

出显著性差异 (P < 0.05)，但生长速率与致病力之

间并无显著相关性 (R2 = 0.143 2)(图 4)。

表 2    不同三七产区槭菌刺孢对嘧菌酯、咪鲜胺和苯醚甲环唑的敏感性分布

Table 2    Frequency distribution of EC50 values of azoxystrobin, prochloraz and difenoconazole to M. acerina isolated from
different producing areas of Panax notoginseng

菌株来源(云南)
Strain origins(Yunnan)

杀菌剂
Fungicide

不同EC50区间菌株频率分布
Distribution frequency of strains with different EC50 value/%

0~0.5 mg/L > 0.5~1.0 mg/L > 1.0~1.5 mg/L > 1.5~2.0 mg/L > 2.0~2.5 mg/L

红河 Honghe 嘧菌酯 azoxystrobin 0.0 50.0 0.0 0.0 50.0

咪鲜胺 prochloraz 25.0 50.0 0.0 25.0 0.0

苯醚甲环唑 difenoconazole 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0

澜沧 Lancang 嘧菌酯 azoxystrobin 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0

咪鲜胺 prochloraz 0.0 100.0 0.0 0.0 0.0

苯醚甲环唑 difenoconazole 0.0 70.0 30.0 0.0 0.0

昆明 Kunming 嘧菌酯 azoxystrobin 0.0 75.0 25.0 0.0 0.0

咪鲜胺 prochloraz 0.0 50.0 0.0 0.0 50.0

苯醚甲环唑 difenoconazole 25.0 50.0 25.0 0.0 0.0

曲靖 Qujing 嘧菌酯 azoxystrobin 16.7 33.3 50.0 0.0 0.0

咪鲜胺 prochloraz 0.0 70.0 20.0 10.0 0.0

苯醚甲环唑 difenoconazole 41.7 16.7 25.0 16.7 0.0

文山 Wenshan 嘧菌酯 azoxystrobin 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0

咪鲜胺 prochloraz 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0

苯醚甲环唑 difenoconazole 0.0 50.0 0.0 50.0 0.0
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图 2    槭菌刺孢对嘧菌酯 (A)、咪鲜胺 (B) 和苯醚甲环唑 (C) 的敏感性与菌落生长速率相关性分析

Fig. 2    The correlation analysis of colony growth rate of M. acerina and fungicide sensitivities to
azoxystrobin (A), prochloraz (B) and difenoconazole (C)
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3    结论与讨论

嘧菌酯、咪鲜胺和苯醚甲环唑均为高效、广

谱性的杀菌剂，能够有效抑制植物病原菌的侵染

及病害的发展蔓延，对由子囊菌、担子菌、半知

菌等引起的叶部病害具有优异的防效[12-14]。杀菌剂

的不合理使用极易使病原菌产生抗药性。生产上

已经发现系列病原菌，如葡萄霜霉菌 Plasmopara
viticola、马铃薯晚疫病菌 Phytophthora infestans、
黄瓜霜霉病菌 Pseudoperonospora cubensis 及小麦

白粉病菌 Blumeria graminis f. sp. tritici 等植物病原

菌对嘧菌酯产生了中等或较高水平的抗药性[15-18]；

栗疫病菌 Endothia parasitica 及番茄灰霉病菌

Botrytis cinera 对苯醚甲环唑产生了低水平抗性[19-20]。

咪鲜胺在田间使用时鲜见出现抗性菌株，但是在

防治芒果炭疽病 Colletotrichum gloeosporioides 和
黄瓜枯萎病 Fusarium oxysporum f.sp.cucumerinum
时却存在潜在的抗药性风险[21]。本研究发现，槭

菌刺孢对嘧菌酯、咪鲜胺和苯醚甲环唑的敏感性

不同。虽然供试菌株中未发现对这 3 种药剂产生

中、高抗药性的菌株，但是在云南红河、昆明产

区已出现对嘧菌酯和咪鲜胺敏感性降低的菌株，

预示着抗药性风险的存在。

本研究通过比较云南不同三七产区槭菌刺孢

菌株对 3 种杀菌剂的敏感性分布发现，不同地区

槭菌刺孢菌株对 3 种药剂的敏感程度存在差异，

其中曲靖的菌株在药剂各浓度区间均有分布，而

昆明等其余 4 个产区的菌株对 3 种药剂均表现出

较低的敏感性。值得注意的是，尽管大多数供试

菌株对咪鲜胺最为敏感，但是也有部分菌株对其

的敏感性降低，说明不同地区用药水平不同可引

起病原菌对杀菌剂的敏感性发生变化。生产上应

密切监测不同地区槭菌刺孢菌株对这 3 种药剂的

敏感性变异情况。本研究结果还表明，供试菌株

的致病力与菌丝生长速率之间并无显著相关性，

其原因可能是菌丝生长的调控基因与致病性基因

并不相同或二者间不存在协同作用[22-23]，同时说明

菌株具有较高的生存适合度。

综上所述，嘧菌酯、咪鲜胺和苯醚甲环唑可

作为生产上三七圆斑病的高效防治药剂，但应科

学合理轮换或交替使用这 3 种杀菌剂，以延长杀

菌剂的使用年限，避免抗药性菌株的产生。
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