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摘要　葡萄霜霉病是葡萄最重要的病害之一，目前防治霜霉病主要依赖化学药剂，其中羧酸酰胺类杀菌剂是一类重

要药剂，然而病原菌抗药性对其防效有重要影响。２０１５年本实验室首次在中国检测到抗烯酰吗啉的葡萄霜霉菌，

并开发了ＴｅｔｒａＰｒｉｍｅｒＡＲＭＳＰＣＲ快速检测法来检测抗药性。本研究利用此技术对采自山西省清徐县６０株葡萄

霜霉菌进行了烯酰吗啉抗性检测，结果显示其中１株具有抗药性，其他５９株均为敏感菌株，说明该地区霜霉菌已经

开始产生烯酰吗啉抗性，但尚未大范围扩展，需要进行持续监测以指导杀菌剂的使用，这也是首次报道山西省葡萄

霜霉菌存在烯酰吗啉抗性菌株。
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犮狅犾犪（Ｂｅｒｋ犲狋Ｃｕｒｔｉｓ）Ｂｅｒｌ．ｅｔｄｅＴｏｎｉ引起的。该病原

菌为专性寄生菌［１］，属于卵菌门、卵菌纲、霜霉目、霜

霉科、单轴霉属［２］。葡萄霜霉菌可以侵染葡萄的任

何绿色部分或组织，如叶片、嫩梢、幼果等，造成品质

降低、产量下降，严重时绝产绝收，对我国的葡萄种

植业和葡萄酒酿造业产生严重影响［３］。目前，葡萄

霜霉病的防治措施有：选用抗性品种、预报预警、化

学防治、生物防治、切断侵染途径的避雨栽培措施

等，其中化学防治是最主要的防治手段。

羧酸酰胺类杀菌剂是防治霜霉病的主要化学药

剂之一，是一类单靶标位点的化学农药，包括烯酰吗



２０１８

啉、双炔酰菌胺和氟吗啉等，其中烯酰吗啉是该类杀

菌剂中最早被研发成功并投入市场的。研究发现烯

酰吗啉对霜霉病有特效且与甲霜灵和苯酰胺类杀菌

剂无交互抗性，因此被广泛使用［４］。羧酸酰胺类杀

菌剂主要作用机理是抑制孢子囊形成。纤维素合酶

３（ＣｅｓＡ３）是其作用的靶标
［５］。目前，葡萄霜霉菌对

羧酸酰胺类杀菌剂的抗性机制已经明确，抗性菌株

犆犲狊犃３基因的１１０５位密码子出现单碱基突变
［６］。

葡萄霜霉病对杀菌剂的抗性检测通常采用叶盘

法［７］，这种方法存在检测周期长、效率低、工作量大

且稳定性差等缺点。随着对羧酸酰胺类杀菌剂抗性

机制的解析，采用分子方法进行病原菌对其抗性频

率检测成为可能。基于引起羧酸酰胺类杀菌剂抗性

的单核苷酸点突变，Ａｏｋｉ等报道了ＰＣＲＲＦＬＰ方

法［８］，显著提高了检测效率，但此方法也存在一些固

有的弊端，比如在聚合酶链式反应扩增后需要一步

额外的限制性内切酶溶解来区分抗药型和敏感型等

位基因。针对这一问题，本实验室建立了基于抗性

突变的ＴｅｔｒａｐｒｉｍｅｒＡＲＭＳＰＣＲ检测法
［９］，该方法

在一个聚合酶链式反应中加入两对引物，其中一对为

针对抗性和敏感等位基因的内引物，另一对为外引

物。在反应中外引物和内引物可以相互反应扩增出

不同长度的产物并通过凝胶电泳将其区分。Ｔｅｔｒａ

ｐｒｉｍｅｒＡＲＭＳＰＣＲ方法可以通过一个反应区分抗

性和敏感的纯合子菌株以及敏感杂合子，快速准确。

病原菌对杀菌剂的抗性频率监测对于指导田间

杀菌剂的合理使用、提高防效具有重要意义。近年

来，由于化学药剂的连续频繁使用，病原菌抗药性越

来越强，导致防效逐年下降，严重影响我国葡萄产业

的发展［１０］。ＴｅｔｒａｐｒｉｍｅｒＡＲＭＳＰＣＲ是目前检测

葡萄霜霉菌对烯酰吗啉抗性最简便高效的方法之

一，利用该方法，本实验室于２０１５年在我国广西首

次检测到了烯酰吗啉抗性菌株，但其他产区的抗性

情况尚不明确。本研究利用此方法对２０１６年采集

自山西省清徐县葡萄霜霉菌进行了烯酰吗啉抗药性

检测，研究结果将为该地区防治葡萄霜霉病的杀菌

剂的合理使用及霜霉菌抗药性治理措施的制定提供

科学依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌株的纯培养

供试葡萄霜霉病菌株于２０１６年采自山西省清

徐县马峪乡西迎南风村的‘龙眼’葡萄品种。田间采

集新鲜、未使用杀菌剂的发病叶片，用无菌水冲洗３

～４次后将叶背面向上置于１％的水琼脂培养基上，

放于温度为２１℃，光照条件为Ｌ∥Ｄ＝１６ｈ∥８ｈ，湿

度为１００％的光照培养箱内保湿培养，待重新长出

新鲜菌丝之后，在显微镜下挑取单孢子囊，将其接种

在直径为１５ｍｍ的‘里扎马特’叶盘上，然后置于培

养箱中保湿培养，待叶盘上重新长出的新鲜霉层即

为纯培养的葡萄霜霉菌，将采摘的６０株菌株均进行

单孢分离纯培养。

１．２　犇犖犃的提取

用小毛刷将纯培养的霉层刷至２ｍＬ离心管

中，置于－８０℃冰箱冻存２４ｈ后放于５５～８０℃烘箱

中将其烘干。在干燥后的菌丝体内加入适量的石英

砂和玻璃珠，后将其放入ＭｉｎｉＢｅａｄｂｅａｔｅｒ９６研磨仪

模块，加入液氮冷冻，装入研磨仪研磨１ｍｉｎ。将研

磨好的菌丝利用ＯＭＥＧＡ公司的ＥＺ９６真菌基因

组ＤＮＡ提取试剂盒（Ｄ３３９００２）提取ＤＮＡ。

１．３　犜犲狋狉犪狆狉犻犿犲狉狊犃犚犕犛犘犆犚检测抗药性

引物［９］Ｃｅｓａ３ＯＦ：５′ＧＣＡＣＡＧＣＡＧＡＣＡＴＧＧ

ＴＴＴＴＣＣＴＴ３′，Ｃｅｓａ３ＯＲ：５′ＧＴＣＣＡＡＡＡＧＴＧＣＡ

ＡＡＧＴＣＣＡＡＣＧ３′，Ｃｅｓａ３ＩＷ：５′ＴＡＣＣＴＴＴＡＣＧＧＣ

ＡＡＡＴＧＴＧＴＧＣＧ３′，Ｃｅｓａ３ＩＭ：５′ＧＡＣＡＡＴＧＴＡＧＡ

ＣＡＡＣＣＡＧＣＡＡＣＧＡＴＣＴ３′。两条外引物Ｃｅｓａ３ＯＦ

与Ｃｅｓａ３ＯＲ用来扩增敏感菌株与抗性菌株等位基

因，目的条带６１２ｂｐ，Ｃｅｓａ３ＩＷ针对敏感菌株等位基

因，与Ｃｅｓａ３ＯＲ一起扩增可得到２３８ｂｐ的目的条

带，Ｃｅｓａ３ＩＭ 针对抗性菌株等位基因，与Ｃｅｓａ３ＯＦ

一起扩增可得到３７８ｂｐ的目的条带。

ＰＣＲ体系（２０μＬ）：１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，（ｐＨ８．３），

５０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，２００μｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰｓ，引物Ｃｅｓａ３ＯＦ和Ｃｅｓａ３ＯＲ各０．２５μｍｏｌ／Ｌ，

引物Ｃｅｓａ３ＩＷ和Ｃｅｓａ３ＩＭ各０．５μｍｏｌ／Ｌ，０．５ｕｎｉｔ聚

合酶（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ），２０ｎｇ基因组ＤＮＡ。

ＰＣＲ反应体系：９５℃预变性２ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，

６３℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个循环；最后７２℃

延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用１．５％的琼脂糖凝胶电泳

检测。

２　结果与分析

将分离自山西省清徐县的６０株样本进行纯培

养后提取其ＤＮＡ。采用ＴｅｔｒａｐｒｉｍｅｒＡＲＭＳＰＣＲ
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检测其对烯酰吗啉的抗性。结果显示有５９株同时

含有６１２ｂｐ和２３８ｂｐ的扩增条带，只有一株样本同

时含有６１２ｂｐ和３７８ｂｐ的扩增片段。

表１　山西省清徐县葡萄霜霉菌对烯酰吗啉的抗性检测１
）

犜犪犫犾犲１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犱犻犿犲狋犺狅犿狅狉狆犺狉犲狊犻狊狋犪狀狋犻狊狅犾犪狋犲狊狅犳

犘犾犪狊犿狅狆犪狉犪狏犻狋犻犮狅犾犪犳狉狅犿犙犻狀犵狓狌，犛犺犪狀狓犻犘狉狅狏犻狀犮犲

菌株编号

Ｓｔｒａｉｎｎｏ．

抗性情况

Ｓ／Ｒ

菌株编号

Ｓｔｒａｉｎｎｏ．

抗性情况

Ｓ／Ｒ

ＳｈＸ１ Ｓ ＳｈＸ３１ Ｓ

ＳｈＸ２ Ｓ ＳｈＸ３２ Ｓ

ＳｈＸ３ Ｓ ＳｈＸ３３ Ｓ

ＳｈＸ４ Ｓ ＳｈＸ３４ Ｓ

ＳｈＸ５ Ｓ ＳｈＸ３５ Ｓ

ＳｈＸ６ Ｓ ＳｈＸ３６ Ｓ

ＳｈＸ７ Ｓ ＳｈＸ３７ Ｓ

ＳｈＸ８ Ｓ ＳｈＸ３８ Ｓ

ＳｈＸ９ Ｓ ＳｈＸ３９ Ｓ

ＳｈＸ１０ Ｓ ＳｈＸ４０ Ｓ

ＳｈＸ１１ Ｓ ＳｈＸ４１ Ｓ

ＳｈＸ１２ Ｓ ＳｈＸ４２ Ｓ

ＳｈＸ１３ Ｓ ＳｈＸ４３ Ｓ

ＳｈＸ１４ Ｓ ＳｈＸ４４ Ｓ

ＳｈＸ１５ Ｓ ＳｈＸ４５ Ｓ

ＳｈＸ１６ Ｓ ＳｈＸ４６ Ｓ

ＳｈＸ１７ Ｓ ＳｈＸ４７ Ｓ

ＳｈＸ１８ Ｓ ＳｈＸ４８ Ｓ

ＳｈＸ１９ Ｓ ＳｈＸ４９ Ｓ

ＳｈＸ２０ Ｒ ＳｈＸ５０ Ｓ

ＳｈＸ２１ Ｓ ＳｈＸ５１ Ｓ

ＳｈＸ２２ Ｓ ＳｈＸ５２ Ｓ

ＳｈＸ２３ Ｓ ＳｈＸ５３ Ｓ

ＳｈＸ２４ Ｓ ＳｈＸ５４ Ｓ

ＳｈＸ２５ Ｓ ＳｈＸ５５ Ｓ

ＳｈＸ２６ Ｓ ＳｈＸ５６ Ｓ

ＳｈＸ２７ Ｓ ＳｈＸ５７ Ｓ

ＳｈＸ２８ Ｓ ＳｈＸ５８ Ｓ

ＳｈＸ２９ Ｓ ＳｈＸ５９ Ｓ

ＳｈＸ３０ Ｓ ＳｈＸ６０ Ｓ

　１）Ｓ和Ｒ分别代表敏感菌株与抗性菌株。

ＳａｎｄＲｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄｒｅｓｉｓｔａｎｔｉｓｏｌａｔｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

本实验室前期研究［９］显示，同时含有６１２ｂｐ和

２３８ｂｐ以及同时含有６１２ｂｐ和３７８ｂｐ的菌株均为

纯合体，同时含有６１２ｂｐ、２３８ｂｐ及３７８ｂｐ的菌株

为杂合体。本实验室通过传统叶盘法验证了纯合的

突变体对烯酰吗啉具有抗性，而具有敏感等位基因

的纯合体和杂合体对烯酰吗啉是没有抗性的。山西

省清徐县的６０株样本均为纯合体，其中５９株含有

葡萄霜霉菌纤维素合酶３的敏感等位基因，其对烯

酰吗啉敏感、无抗性，１株菌株对烯酰吗啉具有抗

性，这说明虽然该地区的抗性频率不高，但已经出现

对烯酰吗啉具有抗性的葡萄霜霉菌株。

３　讨论

葡萄霜霉病是葡萄种植中的重要病害，几乎存

在于我国所有的葡萄生产园中，由于目前抗病的栽

培品种较少，所以控制葡萄霜霉病主要依赖杀菌剂。

然而，随着杀菌剂的连续频繁使用，葡萄霜霉菌逐渐

产生抗药性，导致杀菌剂防效下降。烯酰吗啉在２０

世纪８０年代开始投入市场，１９９４年Ｃｈａｂａｎｅ等在

法国葡萄园中首次发现了抗烯酰吗啉的葡萄霜霉菌

菌株［１０］，随后在意大利、瑞士等国也相继发现抗性

菌株［７，１１］，抗性产生初期，由于抗性频率较低，并未

明显影响防效，但随着羧酸酰胺类杀菌剂种类和使

用量不断增加，菌株抗性频率急剧上升［１２］。１９９６年

烯酰吗啉在中国登记，至今已经使用２０多年，是我

国葡萄霜霉病防治最主要的杀菌剂之一。在中国，

葡萄霜霉菌杀菌剂抗性相关研究较少，２０１０年Ｓｕｎ

等对采自全国７个省１１个地区的葡萄霜霉菌进行

烯酰吗啉敏感性测定，未发现抗性菌株［１３］。至２０１６

年中国未见有关葡萄霜霉菌对烯酰吗啉具有抗药性

的报道。２０１５年本实验室在广西资源县的葡萄霜

霉菌菌株中发现了对烯酰吗啉具有抗药性的菌株，

这是国内首次关于葡萄霜霉病菌对烯酰吗啉具有抗

性的报道［９］，但我国其他葡萄产区，是否存在抗性菌

株，抗性频率如何尚不清楚。抗药性的产生严重影

响了药剂的选择，因此，检测葡萄霜霉菌的抗性频率

对于田间杀菌剂的合理使用具有指导作用。

葡萄霜霉菌为专性寄生菌，它的生长需要寄主，

培养条件较为严苛，用传统方法检测其抗性频率，既

耗费时间且其结果易受培养条件和药剂质量的影

响。随着部分杀菌剂抗性机制的明确，分子检测技

术被广泛应用于抗性频率的检测，比如突变阻滞扩

增系统（ＡＲＭＳ）、ＰＣＲＲＦＬＰ等
［１４１７］。本实验室在

前期工作中，根据已报道的引起烯酰吗啉抗性的突

变位点，开发了ＴｅｔｒａｐｒｉｍｅｒＡＲＭＳＰＣＲ检测方

法，在一个反应中运用两对特异引物进行扩增，通过

扩增的片段大小来区分抗性菌株和敏感菌株的等位

基因，该方法快速简单，精确省时，并且通过叶盘法

进行验证，准确率达到１００％
［９］。

烯酰吗啉属于低中等抗性风险的药剂，抗烯酰

吗啉菌株出现后，若连续单独使用羧酸酰胺类杀菌

剂数年，抗性频率将急剧上升至近１００％，其防效可

·１４１·
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能会完全丧失，但停止使用两年后，抗性频率会迅速

下降。因此抗药性监测是指导此类杀菌剂的合理

使用，对抗性群体进行有效治理以延长杀菌剂使用

寿命的有效手段。本试验所用的６０株菌株中，检

测到一株抗性菌株，且未出现杂合菌株，表明该地

区存在对烯酰吗啉具有抗性的菌株。这一结果说

明在此地区，烯酰吗啉仍然具有优秀的防效，推荐

作为霜霉病的防治药剂。对于抗性菌株的出现，虽

然抗性频率较低，并未影响烯酰吗啉的防效，但仍

然应该引起足够重视，对抗性频率进行连续监测，

在抗性频率上升时，及时采取轮换用药措施，防止

抗性基因的扩展及抗性频率的进一步上升，以减少

霜霉病造成的损失。
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ｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅｉｓｏｌａｔｅｓｏｆ犘犾犪狊犿狅狆犪狉犪狏犻狋犻犮狅犾犪，ｔｏｍｅｔａｌａｘ

ｙｌａｎｄｄｉｍｅｔｈｏｍｏｒｐｈ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，２０１０，

１５８（６）：４５０ ４５２．

［１４］ＣＨＡＴＺＩＤＩＭＯＰＯＵＬＯＳＭ，ＧＡＮＯＰＯＵＬＯＳＩ，ＭＡＤＥＳＩＳＰ，

ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍｅｌｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｏｆｅｎｈｅｘ

ａｍｉｄａｎｄｂｏｓｃａｌｉｄ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌｏｇｙ，２０１４，６３（６）：１３３６ １３４３．

［１５］ＦＵＲＵＹＡＳ，ＳＵＺＵＫＩＳ，ＫＯＢＡＹＡＳＨＩＨ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄｍｅｔｈｏｄ

ｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏａＱｏＩｆｕｎｇｉｃｉｄｅｉｎ犘犾犪狊犿狅狆犪狉犪狏犻狋犻犮狅犾犪

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＰｅｓｔＭａｎａｇｅｍｅｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２００９，６５（８）：８４０ ８４３．

［１６］ＬＩＵＹｅ，ＣＨＥＮＸｉａｎｇ，ＪＩＡＮＧＪｉｎｈｕａ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄ

ｄｙｎａｍｉｃｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｃｏｎｆｅｒｒｉｎｇβｔｕｂｕ

ｌｉｎｖａｒｉａｎｔｓｏｆＧｉｂｂｅｒｅｌｌａｚｅａｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｉｎｆｅｃｔｅｄｗｈｅａｔ

ｈｅａｄｓａｎｄｒｉｃｅｓｔｕｂｂｌｅｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＰｅｓｔＭａｎａｇｅｍｅｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，

２０１４，７０（８）：１２２８ １２３６．

［１７］ＬＩＵＸｉｎ，ＹＩＮＹａｎｎｉ，ＷＵＪｉａｎｂｉｎｇ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍｒｅｓｉｓｔａｎｔｉｓｏｌａｔｅｓｏｆＧｉｂｂｅｒｅｌ

ｌａｚｅａｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＤｉｓｅａｓｅ，２０１０，９４（９）：１１３７ １１４２．
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