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我国葡萄白粉病菌对吡唑醚菌酯的敏感性分析

高 琪，张 玮，刘 梅*，周 莹，邢启凯，彭军波，李兴红，燕继晔

（北京市农林科学院植物保护研究所·北方果树病虫害绿色防控北京市重点实验室，北京 100097）

摘 要：【目的】建立我国葡萄白粉病菌对QoI类杀菌剂吡唑醚菌酯的敏感基线，明确葡萄白粉病菌对吡唑醚菌酯的抗

性水平。【方法】采用孢子萌发法测定了吡唑醚菌酯对来自我国北京、湖南、宁夏、云南、江苏5个葡萄种植地区的145株

葡萄白粉病菌的EC50值，并利用荧光定量PCR法检测 cytb基因上G143A的突变情况。【结果】吡唑醚菌酯对43株当年

未施用过化学杀菌剂的葡萄白粉病菌菌株EC50值呈连续性单峰且符合正态分布，其均值（1.387±0.107）μg·mL-1作为

葡萄白粉病菌对吡唑醚菌酯的敏感基线。采用孢子萌发法分析的结果表明，供试菌株对吡唑醚菌酯的抗性频率为

45.52%，采用荧光定量PCR（G143A）法分析的结果显示供试菌株对QoI类杀菌剂的抗性频率为57.69%。在RF＞2时，

采用荧光定量PCR检测结果与孢子萌发法测定结果趋势一致，Pearson相关性分析结果显示二者存在显著相关性。【结

论】我国葡萄白粉病菌对吡唑醚菌酯的抗药性发生较为普遍，应注意与不同作用机制的药剂轮换使用或混用，以延缓

抗药性发展。
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Sensitivity analysis of Erysiphe necator to pyraclostrobin in China
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(Institute of Plant Protection, Beijing Academy of Agricultural and Forestry Sciences/Beijing Key Laboratory of Environment Friendly

Management on Fruit Diseases and Pests in North China, Beijing 100097, China)

Abstract:【Objective】Grape powdery mildew (Erysiphe necator) is a worldwide fungal disease occur-

ring in all grape-growing regions around the world. At present, the effective way to prevent powdery

mildew is spray of fungicides. Strobilurin (QoI) fungicides are commonly applied on this disease. How-

ever, the frequent use of fungicides can lead to increase of fungicide resistance, inducing a decline of

control efficacy. At present, pyraclostrobin is often used in vineyards for controlling grape powdery mil-

dew in China, whereas the sensitivity of grape powdery mildew to pyraclostrobin keeps unclear. The

purpose of this study was to determine the sensitivity baseline and resistance level of E. necator to the

QoI fungicide pyraclostrobin.【Methods】145 isolates of E. necator were collected, isolated and puri-

fied from 5 areas in Beijing, Hunan, Ningxia, Yunnan and Jiangsu. Among them, the 51 isolates collect-

ed from the wine yards where chemical fungicides had never been applied were used to establish the

baseline sensitivity of E. necator to pyraclostrobin. The isolates EC50 value was determined by the spore

germination method, The conidia were spread onto a serial concentration gradient (0.1, 0.5, 1, 5, 10, 25,

50, 100 μg · mL-1) of pyraclostrobin-containing plates with 100 μg · mL-1 of SHAM to reduce the effects

of bypass respiration. The Q- PCR (G143A) method was used to detect the mutation information of

G143A on cytb. The G143A mutation was detected by point mutation detection using the Amplification

Retention Mutation System (ARMS) including wild-type allele primers, mutant allele primers and uni-

versal reverse primers. The DNA of grape powdery mildew was diluted to 5-10 ng ·μL- 1 for detection.

The EC50 value of each isolate and the percentage of G143A in total mitochondrial DNA were calculat-



，等：我国葡萄白粉病菌对吡唑醚菌酯的敏感性分析第12期

葡萄白粉病（grape powdery mildew）是一种世

界性的真菌病害，在全球各葡萄种植区均有发生[1]，

病原菌为Erysiphe necator Schwein。葡萄白粉病可

以危害葡萄的多个部位，其中最易被感染的是幼嫩

器官组织[2]，发病严重时，病斑可扩展至整张叶片使

之变得卷曲随后造成干枯和脱落，阻碍果实生长，加

重其他果实病害的发生，带来严重的产量损失。除

了直接的病害损失，葡萄白粉病会影响叶片的光合

作用，减少葡萄汁中糖和花青素含量，导致可溶性固

形物含量降低，严重影响葡萄酒品质[3-5]。

目前栽培的绝大多数葡萄品种对葡萄白粉病菌

没有遗传抗性，田间对葡萄白粉病表现为中到高度

感病[6-8]。为有效地防控葡萄白粉病，化学杀菌剂在

葡萄园中被大量使用，而吡唑醚菌酯作为一种广谱、

高效的甲氧基丙烯酸酯类（QOI）杀菌剂，能够与病原

菌的特定部位（细胞色素 b的泛醌氧化中心，即Qo

部位）相结合以阻碍电子向细胞色素 c1转移，破坏

线粒体正常供应ATP，进而抑制真菌孢子萌发和菌

丝生长[9]，在我国葡萄园病害中被频繁使用[10]。单一

杀菌剂的大量频繁使用易导致抗药性的发生，目前

已有多种植物病原真菌对吡唑醚菌酯敏感性下降或

已产生抗药性。研究显示，海南杧果蒂腐病菌

（Lasiodiplodia theobromae）[11]、桃炭疽病菌（Colletot-

richum fructicola）[12]、草莓等果实灰霉病菌（Botrytis

cinerea）均对吡唑醚菌酯存在抗药性[13]。美国学者

相继检测到了对QoI类杀菌剂产生抗药性的葡萄白

粉病菌菌株 [14-17]，Wong等 [18]测定了 256株葡萄白粉

病菌对嘧菌酯的敏感性，田间嘧菌酯防治效果下降

40%，证实葡萄白粉病菌对嘧菌酯的敏感性降低。

另外，研究显示，与病原菌对QoI类杀菌剂产生抗药

性相关的突变有3种（F129L, G137R, G143A），对于

葡萄白粉病菌而言G143A的突变被普遍报道[16-17]，

Miles等[16]用荧光定量PCR法检测了密歇根州的葡

萄白粉病菌对吡唑醚菌酯的抗性频率，对于EC50值＞

1 μg·mL-1的抗性菌株，该方法可以检测到所有菌株

均存在G143A的突变。

通过前期调研发现我国葡萄园经常使用含有吡

唑醚菌酯的农药来防治葡萄白粉病，而国内葡萄白

粉病菌对吡唑醚菌酯的敏感性尚未见研究报道。笔

者在本研究中以5个葡萄种植区的葡萄白粉病样为

研究对象，经单斑、纯化，采用孢子萌发法测定了供

试菌株对吡唑醚菌酯的敏感性，同时采用荧光定量

PCR法检测了 cytb基因上G143A的突变情况，并对

两种检测方法的相关性进行比较，旨在进一步明确

我国葡萄白粉病菌对QoI类杀菌剂的抗性水平，为

葡萄白粉病的科学防治提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 供试菌株 供试菌株为2020年间从北京、湖

ed using Microsoft Excle2016 software. For the determination of EC50 values of the 51 isolates, the nor-

mality test was carried out using the Shapiro-Wilk method of SPSS software to establish the sensitive

baseline of E. necator to pyraclostrobin, and classify the level of E. necator resistance in China.【Re-

sults】The EC50 range of the 51 isolates against pyraclostrobin was 0.034-13.219 μg·mL-1. Among them,

the EC50 values of the 43 isolates showed a continuous single peak and conformed to a normal distribu-

tion, the average value of 1.387±0.107 μg · mL- 1 was used as the sensitivity baseline of E. necator to

pyraclostrobin. The spore germination method showed the resistance frequency of the isolates to pyra-

clostrobin was 45.52%, and the qPCR (G143A) method showed the frequency was 57.69%. When RF＞

2, the results of qPCR (G143A) was consistent with the results of the spore germination method, and

the Pearson correlation was significantly correlated.【Conclusion】At present, the resistance frequency

of E. necator to pyraclostrobin is relatively high in China, and the total resistance frequency detected by

the two detection methods is about 50%, indicating a high level of resistance risk. In order to prevent

and control grape powdery mildew effectively and delay the occurrence of fungicide resistance, the

monitoring of the resistance level of grape powdery mildew to pyraclostrobin should be strengthened in

the future, and the usage of fungicides should be optimized by mixing and rotating of fungicides, coordi-

nating with agronomic measures and biological control to formulate comprehensive control strategies.

Key words: Grape; Erysiphe necator; Pyraclostrobin; Sensitivity
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南、宁夏、云南、江苏5个葡萄种植地区采集、分离纯

化得到的145株葡萄白粉病菌菌株。其中在当年未

施用过化学杀菌剂的葡萄园共采集了 51个葡萄白

粉病单斑病样，用于建立葡萄白粉病菌对吡唑醚菌

酯的敏感基线。

1.1.2 供试药剂及试剂盒 吡唑醚菌酯（原药98%，

巴斯夫欧洲公司）、水杨肟酸（SHAM）（原药99%，上

海麦克林生化科技有限公司），吡唑醚菌酯用丙酮配

制质量浓度为10 mg·mL-1的母液，水杨肟酸用甲醇

配制质量浓度为10 mg·mL-1的母液。

真菌基因组 DNA 提取试剂盒（D1090- 02，

OMEGA公司）。

1.1.3 供试接种材料 选取温室盆栽夏黑葡萄的自

上而下第2~4枚嫩叶，整张新鲜嫩叶在 l%次氯酸钠

溶液里消毒30 s后，用无菌水冲洗3次，用无菌滤纸

片吸干叶片表面残留的水分，斜切叶柄插入1.5%水

琼脂平板中备用，并在当天完成接种。

1.2 方法

1.2.1 供试菌株的分离与纯化 对田间采集到的葡

萄白粉病叶在室内进行保湿培养，将叶片正面朝上

放置于铺有湿滤纸的保鲜盒中，每张叶片需单独处

理，置于人工气候箱中[温度（25±1）℃、湿度（60±

10）%，12 h·d-1的光周期]培养1~2 d。待叶片长出新

鲜的霉层，在体式显微镜下观察分生孢子状态。选

择分生孢子新鲜、成串直立的单个病斑，剪下备用。

葡萄白粉病菌单斑纯化扩繁参考贾静怡等[19]的

方法稍有改进，使用整张叶片进行接种扩繁。将剪

下的单个病斑用小毛刷将霉层刷至 300~600 μL无

菌水中，制成浓度 105个孢子·mL-1的孢子悬浮液。

取出先前已插入水琼脂的、经表面消毒的叶片，每个

叶片滴 2~4 滴孢子悬浮液，每滴 20 μL，接种后 3~

5 min内吸干叶片表面残余液滴。使用封口膜封口，

置于人工气候箱中培养[温度（25±1）℃、湿度（60±

10）%，12 h·d-1的光周期]。待接种10~14 d叶片长出

新鲜的霉层时备用。

1.2.2 含药培养基制备 采用系列稀释法，在预试

试验的基础上，用无菌水稀释成适宜的有效成分浓

度梯度，选用水琼脂做培养基，取 600 μL的药剂加

入 60 mL的水琼脂中混匀倒板，制备成 0.1、0.5、1、

5、10、25、50、100 μg · mL-1系列质量浓度梯度的含

药平板。所用供试培养基均加入终质量浓度为

100 μg·mL-1的水杨肟酸（SHAM），以降低旁路呼吸

的影响。以加入SHAM和无菌水为对照。

1.2.3 葡萄白粉病菌对吡唑醚菌酯的敏感性测定

（1）孢子萌发法：将经纯化扩繁后的新鲜霉层上的分

生孢子均匀抖落在含药水琼脂平板和对照培养基平

板上。每个浓度梯度重复 3皿，置于 25 ℃、相对湿

度为 60%±10%、12 h · d-1的光周期的人工气候箱中

培养 24 h（对照孢子萌发率在 90%以上时），调查各

处理的分生孢子萌发情况，当芽管长度超过孢子短

半径的一半时视为萌发。每菌株3次重复试验。

（2）荧光定量PCR法：采用真菌基因组DNA提

取试剂盒。使用核酸浓度测定仪测定DNA浓度，剔

除不合格样品。采用Baudoin等[15]开发的突变阻滞

扩增系统（ARMS）引物组检测葡萄白粉病菌 cytb基

因上G143A的突变。将葡萄白粉病菌DNA稀释至

5~10 ng·μL-1，荧光定量PCR反应体系为20 μL，具体

操作程序如下：利用野生型等位基因引物（5'-TAC-

GGGCAGATGAGCCTATGCGG -3'）、突变型等位基

因引物（5'- TACGGGCA GATGAGC CTATGCGC-

3'）与通用反向引物（5'- ACCTACTTAAAGCTT-

TAGAAG TTTCC-3'）进行点突变检测。20 μL反应体

系：TB GREEN 10 μL、RoX Reference Dye II 0.4 μL、

10 μmol·L-1正反向引物各0.4 μL、RNase Free ddH2O

6.8 μL、DNA模板 2 μL。荧光定量PCR反应选择可

获得高特异性的两步法，反应条件：60 ℃反应前处理

1 min；95 ℃预变性1 min；95 ℃变性45 s，60 ℃退火

45 s，共 40个循环；60 ℃反应后处理 1 min。抗药性

检测反应结束后，检测每1株病菌DNA的扩增曲线

和解离曲线，记录循环阈值（Ct值）。

1.2.4 数据处理 根据公式计算各处理的分生孢

子相对萌发抑制率，采用Microsoft Excle2016软件，

以药剂浓度对数数值为横坐标，相对分生孢子萌发

抑制率的概率值为纵坐标，进行回归分析，计算各

菌株的毒力回归方程、相关系数，根据回归方程计

算EC50值。

R（%）=Ng / Nt ×100。

R为孢子萌发率；Ng为孢子萌发数；Nt为调查的

孢子总数。

I（%）=（R0－Rt）/ R0 ×100。

I为孢子萌发相对抑制率；R0为空白对照孢子萌

发率；Rt 为处理孢子萌发率。

对来自未施用过化学杀菌剂的葡萄园的 51个

葡萄白粉病菌菌株的EC50值，采用SPSS软件进行正
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图 1 43 株菌株 EC50值连续性正态分布

Fig. 1 The continuous normal distribution of EC50 values of 43 isolates

EC50/（μg·mL-1）

态性、方差齐性检验，将符合连续性正态分布的菌株

的EC50值均值作为我国葡萄白粉病菌对吡唑醚菌酯

的敏感基线。

抗性水平以葡萄白粉病菌对吡唑醚菌酯的敏感

基线为参照，根据抗药类型分级标准划分抗性水平

（RF）[16，20]。RF=供试菌株EC50值/敏感基线EC50值，

RF≤2时，为敏感菌株；2＜RF≤10时，为低抗菌株；

10＜RF≤100，为中抗菌株；当RF＞100倍时，为高抗

菌株。

采用Microsoft Excle2016软件记录和整理荧光

定量PCR数据。根据每一株葡萄白粉病菌DNA经

过扩增得到的突变型引物和野生型引物的Ct值，使

用下列公式计算每个分离株的总线粒体 DNA 中

G143A的百分比：100×{1/[1+2（突变型Ct－野生型Ct）]} [16]。若

菌株中G143A等位基因百分比高于95%，视为阳性

结果，即发生突变。

2 结果与分析

2.1 病原菌分离、纯化

2020年从北京、湖南、宁夏、云南、江苏等葡萄

种植地区采集葡萄白粉病病叶，经分离纯化获得

145株菌株。

2.2 葡萄白粉病菌对吡唑醚菌酯的敏感基线

获得当年未施用过化学杀菌剂的 51个葡萄白

粉病菌菌株的 EC50 值，EC50 值范围分布在 0.034~

13.219 μg · mL- 1 之 间 ，平 均 EC50 值 为（1.661 ±

0.296）μg · mL-1。使用SPSS软件Shapiro-Wilk方法

进行正态性检验，发现51个葡萄白粉病菌菌株对吡

唑醚菌酯的敏感性频率不符合正态分布（W=0.624，

p＜0.05），存在对吡唑醚菌酯敏感性较低的亚群体。

经对比，其中43个菌株的敏感性频率分布呈现连续

性单峰曲线且为正态分布（W=0.957，p=0.109＞

0.05），EC50值为0.034~3.328 μg·mL-1，平均EC50值为

（1.387±0.107）μg · mL-1，取该值作为葡萄白粉病菌

对吡唑醚菌酯的敏感基线。以EC50值为横坐标、菌

株分布频数为纵坐标绘制频数分布直方图（图1）。

2.3 采用孢子萌发法测定葡萄白粉病菌对吡唑醚

菌酯的抗性水平

采用孢子萌发法，依据建立的葡萄白粉病菌对

吡唑醚菌酯的敏感基线，按照抗药类型分级标准，对

我国葡萄白粉病菌抗药水平进行划分，结果如图2，

测定的145株葡萄白粉病菌中，低抗菌株60株，中抗

菌株6株，抗性频率分别为41.38%和4.14%，总的抗

性菌株66株，总的抗性频率为45.52%；敏感菌株79

株，占比54.48%。

2.4 采用荧光定量PCR法检测葡萄白粉病菌对吡

唑醚菌酯的抗性水平

采用荧光定量 PCR分子检测技术对葡萄白粉

病菌 cytb基因上G143A的突变进行检测。研究结

果显示，测定的130株葡萄白粉病菌菌株（15株质检

不合格去除）中，抗性菌株为 75 株，抗性频率为

57.69%；敏感菌株55株，占比42.31%。
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54.48%

41.38%

4.14%

敏感 Sensitive 低抗 Low-resistant 中抗Medium-resistant

图 2 葡萄白粉病菌对吡唑醚菌酯不同抗性水平的

菌株比例

Fig. 2 Proportion of isolates with different resistance

levels of E. necator to pyraclostrobin
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图 3 不同 RF 值范围内 G143A 突变频率

Fig. 3 G143A mutation frequency in different

RF value ranges

2.5 生物学检测与Q-PCR（G143A）检测之间的关

系

将孢子萌发法的检测结果和Q-PCR G143A检

测结果进行关联分析，随着RF值范围的增加，具有

G134A突变的菌株比例逐渐增加。根据葡萄白粉

病菌对吡唑醚菌酯的敏感基线及抗药性倍数，划分

了RF值1倍、2倍、10倍、大于10倍4个范围（图3）。

在 RF 值＜1 倍（0~1.387 μg · mL- 1）的 49 株病菌中，

DNA发生G143A有9株，占18.37%；在RF值1~2倍

（1.387~2.774 μg · mL- 1）的 19 株病菌中，DNA 发生

G143A 有 14 株占 73.68%；在 RF 值 2~10 倍（2.774~

13.87 μg·mL-1）的 47株病菌中，DNA发生G143A有

39株，占82.98%；在RF值10倍以上（13.87 μg·mL-1）

的 15 株病菌中 ，DNA 发生 G143A 有 13 株 ，占

86.67%。同时检测了两种方法结果的相关性，将抗

性菌株赋值为 1，敏感菌株赋值为 0，使用 SPSS 中

Pearson相关性分析检测相关性，结果表明 Pearson

相关系数为 0.503**，在 0.01 水平（双侧）上显著相

关。

3 讨 论

葡萄白粉病（Erysiphe necator）是葡萄生产中最

重要的真菌病害之一，可危害葡萄叶片、茎、果实等，

引起叶片褪绿变黄，果实生长受损。随着保护地栽

培、避雨栽培面积的扩大，白粉病的发生有加重趋

势，部分葡萄品种抗病性较弱，白粉病发生严重，严

重影响葡萄的产量和品质[21]。对于葡萄白粉病的防

治，化学杀菌剂的使用是主要的技术手段。

吡唑醚菌酯作为甲氧基丙烯酸酯类杀菌剂的一

种，具有广谱、高效、低毒、低残留的特点[22]，在葡萄

种植区常被作为推荐药剂用于白粉病、霜霉病等的

田间防治。但由于其作用位点单一、长期大量使用

易导致病原菌产生抗药性，增加防治难度。建立敏

感基线是进行抗药性监测、制定抗性治理策略的重

要内容。目前国内许多病原菌已经建立了对吡唑醚

菌酯的敏感基线，如水稻纹枯病菌 [23]、水稻稻瘟病

菌[24]、梨树褐斑病菌[25]、苹果腐烂病菌[26]、辣椒炭疽病

菌[27]、杧果蒂腐病菌[11]、葡萄白腐病菌[28]、火龙果溃疡

病菌等[29]。病原菌的敏感性数值变化的范围越宽，

在药剂选择压力存在的情况下产生抗药性的概率越

大，这些信息对预测田间抗药性的发生和制定科学

的病害管理方案具有重要意义。

吡唑醚菌酯可破坏线粒体正常供应ATP，导致

细胞死亡，但旁路呼吸途径中交替氧化酶（AOX）

的存在会降低QoI类杀菌剂的抑制活性，而此过程

对水杨肟酸（SHAM）敏感，试验含药平板中添加了

100 μg · mL-1的 SHAM以减少影响。现阶段已有大

量数据表明葡萄白粉病菌对 QoI 类杀菌剂抗药性

的产生是由于病菌 cytb基因第143位碱基由G突变

为 A（G143A），导致相应蛋白质由甘氨酸（Gly）被

丙氨酸（Ala）替代，根据此原理，笔者使用孢子萌发

法及突变阻滞扩增系统 2 种方法检测葡萄白粉病

菌抗药性。

采用孢子萌发法测定了吡唑醚菌酯对未施用过

化学杀菌剂的 51株葡萄白粉病菌菌株的EC50值并

敏感 Sensitive 低抗 Low-resistant 中抗 Medium-resistant

＜1 1~2 2~10 10
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进行检测分析，其中43个菌株的敏感性频率分布呈

现连续性单峰曲线且为正态分布，平均值为（1.387±

0.107）μg·mL-1，将此作为葡萄白粉病菌对吡唑醚菌

酯的敏感基线。其余8株葡萄白粉病菌由于不符合正

态分布规律且EC50值较大，不作为敏感基线数据参

考，其 EC50值分布如下：3.657、4.009、4.615、4.743、

5.324、6.495、11.966、13.219 μg·mL- 1，暗示未使用过

吡唑醚菌酯的葡萄白粉病菌群体中可能已经存在抗

药性的遗传分化。

Q-PCR（G143A）检测结果与孢子萌发法结果

相互验证，但又不完全相同。采用孢子萌发法测定

的结果显示，145株病菌总的抗性频率为45.52%，Q-

PCR（G143A）检测结果显示除去15株不合格样品，

剩余的130株病菌总抗药性频率为57.69%。结合抗

药性倍数（RF）结果，在 RF＜1 倍、RF＞2 倍时，Q-

PCR检测结果与孢子萌发检测结果差异较小，不超

过 20%，在 1倍＜RF＜2倍时差异较大，RF＜2倍抗

药性分级标准为“敏感”，在Q-PCR检测结果中，此

范围内超 70%菌株存在G143A突变，与Miles等 [16]

的部分检测结果一致。敏感表型的菌株在Q-PCR

检测中被判定为抗性菌株，以及在RF＞2倍时，20%

以上的菌株未检测到 G143A 突变，这些现象说明

G143A位点突变不是影响抗性的唯一机制，还有其

他机制影响葡萄白粉病菌对此药剂的敏感性，不排

除可能有其他的位点突变导致了抗药性产生，Gisi

等 [30]认为 cytb 基因 F129L、G137R 突变也会导致病

原菌对QoI类杀菌剂产生低到中等程度的抗药性，

但这种情况不如G143A突变普遍，供试葡萄白粉病

菌是否存在另外的突变位点还需后续进一步确

认。2种检测方法结果虽存在差异，但结果显著相

关。因此上述 2 种方法均可用于葡萄白粉病菌对

吡唑醚菌酯抗药性的检测。

4 结 论

目前我国葡萄白粉病菌对吡唑醚菌酯的抗药

频率已较高，两种检测方法菌株总抗性频率已在

50%左右，抗药风险水平较高。为有效防控葡萄白

粉病菌，延缓杀菌剂的抗药性，今后应加强葡萄白

粉病菌对吡唑醚菌酯的抗性水平监测，通过混配、

轮换用药等多种方式优化杀菌剂的使用，并与农艺

措施、生物防治相协调，制定综合的葡萄白粉病抗

药治理策略。
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