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葡萄白腐病菌对抑霉唑的敏感基线
及其与不同杀菌剂的交互抗性
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摘要：为明确山东省胶东地区葡萄白腐病菌Coniella diplodiella对抑霉唑的敏感性及抑霉唑与常规

杀菌剂之间的交互抗性，采用菌丝生长速率法测定葡萄白腐病菌对抑霉唑等杀菌剂的敏感性，并通过

分析抑霉唑与戊唑醇、吡唑醚菌酯、福美双、多菌灵、代森锰锌毒力的相关性，判断抑霉唑与各药剂之

间是否存在交互抗性。结果表明，供试69株葡萄白腐病菌菌株对抑霉唑的EC50在0.13~55.53 μg/mL之

间，最高值与最低值相差427.15倍；其频数分布图呈多峰曲线，第一主峰内EC50平均值为6.34 μg/mL，

可作为胶东地区葡萄白腐病菌对抑霉唑的敏感基线。与敏感基线相比，田间已出现抑霉唑低抗菌

株，占检测总株数的8.70%，未检测到中、高抗菌株。选择3个抗性菌株连续继代培养10代后，其对

抑霉唑的敏感性明显提高，说明其抗药性不能稳定遗传。抑霉唑 EC50对数值与戊唑醇、吡唑醚菌

酯、福美双、多菌灵、代森锰锌的EC50对数值之间的相关系数分别为0.799、-0.143、-0.089、-0.268和

0.159，说明抑霉唑与戊唑醇存在一定的交互抗性，但与其他4种药剂之间不存在交互抗性。表明抑

霉唑可用于胶东地区田间葡萄白腐病的有效防控。
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Abstract: To evaluate the sensitivity to imazalil and the cross-resistances with tebuconazole, pyraclos‐

trobin, thiram, carbendazim, and mancozeb, in isolates of grapevine white rot pathogen Coniella di‐

plodiella collected from Jiaodong, Shandong Province, the EC50 of these isolates to each of the six fungi‐

cides was determined using the mycelial growth rate method and correlation analysis was conducted be‐

tween the EC50 of paired fungicides. The results showed that the EC50 of 69 C. diplodiella isolates to

imazalil ranged from 0.13 μg/mL to 55.53 μg/mL with a 427.15 fold difference between the highest and

lowest values. The frequency distribution of EC50 showed a multiple peak curve, and the average value

in the first peak was 6.34 μg/mL, which was used as a sensitivity baseline of C. diplodiella to imazalil

in the subsequently analyses. The results from the sensitivity test revealed that 8.70% of the total tested
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strains had a low imazalil-resistance. No isolate was moderately or highly imazalil-resistant. The sensi‐

tivity of three resistant strains to imazalil increased significantly after ten generations of continuous sub‐

culture, indicating that the resistance to imazalil could not be inherited stably. The correlation coeffi‐

cients were 0.799, -0.143, -0.089, -0.268 and 0.159, respectively, in linear regression analysis between

the logarithms of EC50 values of imazole and tebuconazole, pyraclostrobin, thiram, carbendazim and

mancozeb, which indicated that there was moderate cross resistance between imazole and tebuconazole,

but no cross resistance between imazalil and other four fungicides. The results indicated that imazalil

could be used for effective control of grape white rot in the orchards.

Key words: Coniella diplodiella; imazalil; baseline-sensitivity; cross-resistance

由白腐垫壳孢菌 Coniella diplodiella 寄生引起

的葡萄白腐病在我国葡萄各产区普遍发生（王忠跃，

2017），是引起葡萄果实腐烂的主要病害，流行年份

果实损失率可达60%以上（符丽珍和党攀峰，2019；

张颖等，2019）。目前，防治该病害的主要措施是化

学防治，常用药剂以多菌灵、福美双、代森锰锌、戊唑

醇等单剂或混剂为主（武泽民等，2009；蔡欣楠等，

2014；李宝燕等，2014）。常年连续用药容易引起病

原菌产生抗药性，导致药剂防治效果降低甚至丧

失。如梁春浩等（2007）和张博等（2005）分别报道了

葡萄白腐病菌对多菌灵及福美双的敏感基线，并且

均已发现高抗菌株；而葡萄白腐病菌对其他药剂的

敏感性目前尚未见报道。

抑霉唑属于咪唑类内吸性杀菌剂，通过抑制麦

角甾醇的生物合成，破坏病原菌细胞膜的正常功能

来发挥杀菌作用（Li et al.，2019；虞婕等，2019）。抑

霉唑作为一种重要的果品防腐保鲜剂，多用于果蔬

类储存期病害的控制（李鸿筠等，2014；章豪等，

2017；齐明星等，2019）。2013 年，抑霉唑在我国获

得对葡萄炭疽病的登记认证，其单剂或混剂产品开

始用于葡萄生长期病害如葡萄炭疽病和灰霉病的防

治（郑媛萍等，2019），但在山东省胶东地区，抑霉唑

尚未大面积使用。本课题组前期试验发现抑霉唑对

葡萄白腐病菌具有良好的抑制效果，但截至目前，国

内外尚无抑霉唑对葡萄白腐病菌的抑制活性及与其

他杀菌剂间交互抗性的研究报道。

咪唑类杀菌剂属于中度抗性风险药剂（王文桥

等，2001），需及时加强对该类药剂的抗药性监测，因

此，本研究通过测定葡萄白腐病菌对抑霉唑的敏感

性，建立葡萄白腐病菌对抑霉唑的敏感基线，分析并

确定抑霉唑与其他防治葡萄白腐病的杀菌剂之间是

否存在交互抗性，以期为田间抗药性监测、抗药性治

理及化学农药的科学使用提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株：2017年从山东省胶东地区（蓬莱市、

龙口市、海阳市、莱阳市、栖霞市、莱山区和威海市）

葡萄主要种植区且未使用抑霉唑的葡萄园采集葡萄

白腐病病果，通过分离纯化共获得69株葡萄白腐病

菌菌株。

培养基：马铃薯葡萄糖（potato dextrose agar，

PDA）培养基成分为马铃薯200 g、葡萄糖20 g、琼脂

15 g、蒸馏水1 L。

供试药剂、试剂和仪器：98%抑霉唑（imazalil）

原药，江苏仁信作物保护技术有限公司；98%吡唑醚

菌酯（pyraclostrobin）原药，江苏恒隆作物保护有限

公司；95%福美双（thiram）原药，天津市农药研究

所；95%戊唑醇（tebuconazole）原药，拜耳股份公司；

95%多菌灵（arbendazim）原药，山东华阳农药化工

集团有限公司；88%代森锰锌（mancozeb）原药，山

东省农业科学院植物保护研究所。本试验所用试剂

均为国产分析纯。SPX-250B-G 恒温培养箱，北京

六一仪器厂。

1.2 方法

1.2.1 葡萄白腐病菌对不同杀菌剂的敏感性

随机从供试69株葡萄白腐病菌中选择6株菌株

BF8、BF11、BF21、BF36和BF39，采用菌丝生长速率

法测定其对不同杀菌剂的敏感性（张博等，2005）。

首先将抑霉唑溶于丙酮中配成 10 000 μg/mL母液，

用无菌水稀释后分别加入 50℃左右的PDA培养基

中混匀，制成抑霉唑终浓度分别为0.781 25、1.562 5、

3.125、6.25、12.5、25、50、100 μg/mL 的含药平板；采

用相同方法，将吡唑醚菌酯用丙酮溶解并配制成终

浓度为 0.312 5、0.625、1.25、2.5、5、10、20、40 μg/mL

的含药平板；戊唑醇用异丙醇溶解并配制成终浓度

为 0.312 5、0.625、1.25、2.5、5、10、20、40 μg/mL的含
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药平板；福美双用氯仿溶解并配制成终浓度为

3.125、6.25、12.5、25、50、100、200 μg/mL 的含药平

板；多菌灵用丙酮溶解并配制成终浓度为 1.562 5、

3.125、6.25、12.5、25、50、100 μg/mL 的含药平板；代

森锰锌用乙二胺四乙酸溶解并配制成终浓度为

3.125、6.25、12.5、25、50、100、200 μg/mL 的含药平

板。供试6株菌株分别在PDA平板上于28℃、相对

湿度 80%条件下暗培养 3 d后，沿菌落边缘打取直

径 5 mm的菌饼并转接至上述含药PDA平板中心，

置于相同培养条件的恒温培养箱中暗培养3 d后，采

用十字交叉法测量菌落直径。每个浓度处理3次重复。

利用DPS 18.10软件计算每个浓度杀菌剂对菌丝生

长的抑制率，得到毒力回归方程及EC50。抑菌率=（对

照菌落直径-处理菌落直径）/对照菌落直径×100%。

1.2.2 葡萄白腐病菌对抑霉唑的敏感基线建立

采用菌丝生长速率法测定 69株葡萄白腐病菌

菌株对抑霉唑的敏感性，抑霉唑的配制方法以及测

定方法同 1.2.1，最终获得抑霉唑对 69 株菌株的

EC50。将供试 69 株葡萄白腐病菌菌株对抑霉唑的

EC50从低到高排列，以 2 μg/mL 为区间间隔将其分

区间，统计供试菌株EC50在各个区间的出现频率，绘

制 69株葡萄白腐病菌菌株对抑霉唑的敏感性频率

分布图，并用SPSS 18.0软件进行Shapiro-Wilk正态

性检验，若符合正态分布，则可将供试菌株对抑霉唑

的EC50平均值作为山东省胶东地区葡萄白腐病菌对

抑霉唑的敏感基线（代玉立等，2018）。

1.2.3 葡萄白腐病菌抗药性水平划分

根据杀菌剂抗性行动委员会（Fungicide Resis‐

tance Action Committee，FRAC）关于植物病原菌对

杀菌剂敏感性的划分方法，将供试菌株的 EC50 与

1.2.2确定的敏感基线相比，比值≤5为敏感菌株，5<

比值≤10 为低抗菌株，10<比值≤40 为中抗菌株，比

值>40为高抗菌株，分析供试菌株对抑霉唑的抗性

（毕秋艳等，2017）。同时，按照划分结果统计各地区

抗性菌株的频率，抗性频率=抗性菌株数/测定总菌

株数×100%。

1.2.4 田间抗性菌株抗药性遗传稳定性

基于1.2.3结果，选取3株抗性菌株BF-10、BF-18

和BF-34进行抗药性遗传稳定性测定。首先将供试

菌株采用1.2.1方法制备菌饼，然后分别接种到PDA

平板上，以菌丝体继代培养10代，采用1.2.1方法测

定继代培养前后的抗性菌株对抑霉唑的敏感性。每

处理重复3次。

1.2.5 抑霉唑与其他不同杀菌剂的交互抗性

参照马建英等（2009）方法测定抑霉唑与其他不

同杀菌剂的交互抗性，基于 1.2.3结果，选取对抑霉

唑敏感菌株13株、抗性菌株3株，分别测定其对福美

双、多菌灵、戊唑醇、代森锰锌、吡唑醚菌酯的EC50，

杀菌剂配制浓度及测定方法同 1.2.1。采用 DPS

18.10软件分析供试菌株对抑霉唑的EC50对数值与

对吡唑醚菌酯、福美双、多菌灵、戊唑醇、代森锰锌的

EC50对数值之间的皮尔逊相关性。根据皮尔逊相关

系数和P值来判断2种杀菌剂之间是否存在交互抗

性，当相关系数 r>0.6且P<0.05时，说明两者之间存

在正交互抗性（Lu et al.，2010；Zhou et al.，2016）。

1.3 数据分析

通过 DPS 18.10 软件进行皮尔逊相关性分析，

采用Duncan氏新复极差法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 不同杀菌剂对葡萄白腐病菌的敏感性

不同杀菌剂对6株葡萄白腐病菌的毒力由高到

低依次为戊唑醇、吡唑醚菌酯、抑霉唑、福美双、多菌

灵、代森锰锌。其中戊唑醇和吡唑醚菌酯对葡萄白

腐病菌的 EC50平均值小于 5 μg/mL，抑霉唑对葡萄

白腐病菌的EC50为 12.55 μg/mL，优于福美双、多菌

灵和代森锰锌3种常规杀菌剂（表1），因此可以用于

葡萄白腐病的田间防治。

表1 葡萄白腐病菌对6种杀菌剂的敏感性

Table 1 The sensitivity of Coniella diplodiella isolates to six fungicides

杀菌剂

Fungicide

戊唑醇 Tebuconazole

吡唑醚菌酯 Pyraclostrobin

抑霉唑 Imazalil

福美双 Thiram

多菌灵 Carbendazol

代森锰锌 Mancozeb

抑制中浓度 EC50/（μg/mL）

BF8

0.52

7.44

2.16

8.72

4.19

27.93

BF11

7.66

1.37

3.86

6.42

59.69

47.31

BF19

3.88

1.34

34.65

29.07

3.18

40.34

BF21

0.68

5.41

2.56

25.56

59.81

37.52

BF36

2.76

3.87

3.04

17.27

3.11

25.31

BF39

2.41

7.32

29.05

36.11

1.82

48.77

平均值

Average/（μg/mL）

2.99

4.46

12.55

20.53

21.97

37.86
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2.2 葡萄白腐病菌对抑霉唑的敏感基线

抑霉唑对供试 69株葡萄白腐病菌的EC50差异

较大，最低值为0.13 μg/mL，最高值为55.53 μg/mL，

相差427.15倍。且抑霉唑对来自各个地区的葡萄白

腐病菌菌株的EC50也有一定差异，抑霉唑对69株葡

萄白腐菌株的EC50平均值为12.01 μg/mL（表2）。

表2 胶东地区不同市区葡萄白腐病菌对抑霉唑的敏感性

Table 2 The sensitivity to imazalil in Coniella diplodiella isolates from different regions of Jiaodong Peninsula

采集地区

Collection region

蓬莱市Penglai City

龙口市Longkou City

海阳市Haiyang City

莱阳市Laiyang City

栖霞市Qixia City

莱山区Laishan District

威海市Weihai City

总计Total

菌株数

No. of isolates

15

11

10

10

9

6

8

69

抑霉唑EC50值 EC50 for imazalil/（μg/mL）

范围Range

2.86-55.53

2.16-54.42

2.56-24.81

3.04-29.05

0.13-18.31

2.96-23.90

0.56-50.90

0.13-55.53

平均值Average

14.01

12.90

11.99

12.72

8.94

10.47

10.73

12.01

抗性菌株 Resistant strain

菌株数No. of isolate

4

1

0

0

0

0

1

6

比例 Rate/%

26.67

9.09

0.00

0.00

0.00

0.00

12.50

8.70

抑霉唑对不同葡萄白腐病菌菌株EC50的频数分

布图呈现多峰曲线，曲线右侧具有长拖尾现象，不符

合正态分布（W=0.724，P=0.000<0.05），表明葡萄白

腐病菌菌株对抑霉唑的敏感性已产生了分化（图 1-

A）。供试69株菌株中有55株菌株集中位于主峰范

围内，占到总数的 79.71%，这表明大多数葡萄白腐

病菌菌株对抑霉唑仍很敏感；并且这些葡萄白腐病

菌菌株对抑霉唑的EC50的频数分布图符合正态分布

（W=0.961，P=0.073>0.05）（图1-B），第一主峰内EC50

平均值为 6.34 μg/mL，可将此值作为山东省胶东地

区葡萄白腐病菌对抑霉唑的敏感基线。

A：69株葡萄白腐病菌；B：55株葡萄白腐病菌。A: 69 isolates of Coniella diplodiella; B: 55 isolates of C. diplodiella.

图1 胶东地区葡萄白腐病菌对抑霉唑的敏感性频率分布

Fig. 1 Frequency distribution of imazalil sensitivity in Coniella diplodiella isolates from Jiaodong Peninsula

基于上述敏感基线，采自蓬莱市、龙口市、威海

市的编号分别为BF-10、BF-13、BF-14、BF-18、BF-19

和BF-34的6株葡萄白腐病菌菌株对抑霉唑的敏感

性有所降低，表现出 5.13~8.75倍的低水平抗性，总

抗性频率为 8.70%，抗性菌株分别占当地采集菌株

的 26.67%、9.09%和 12.50%，海阳市、莱阳市和栖霞

市等地未检测到对抑霉唑产生抗性的葡萄白腐病菌

菌株（表2）。

2.3 田间抗性菌株的抗药性遗传稳定性

从龙口市、蓬莱市、威海市各选取1株抗性菌株

BF-10、BF-18 和 BF-34，分别在 PDA 平板上继代培

养10代后其对抑霉唑的敏感性有一定程度的提高，

抑霉唑对这3株菌株第1代与第10代的EC50分别相

差4.65倍、2.08倍和4.04倍（表3）。表明田间抗性菌

株在没有药剂选择压力下，其抗性逐渐降低，即抗药

性不能稳定遗传。

2.4 抑霉唑与不同作用机制杀菌剂的交互抗性

线性回归分析结果表明，抑霉唑与戊唑醇、吡唑

醚菌酯、福美双、多菌灵、代森锰锌药剂的相关系数

分别是0.799、-0.143、-0.089、-0.268和0.159（图2），

F 检验的显著水平 P 值分别为 0.019、0.039、0.343、

0.713和0.000 2，因此抑霉唑与戊唑醇存在一定的交
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互抗性，与其他4种药剂之间不存在交互抗性。

表3 葡萄白腐病菌田间抗性菌株对抑霉唑的抗药性遗传稳定性

Table 3 Sensitivity to imazalil in progenies of three relatively resistant isolates of Coniella diplodiella

抗性菌株

Resistant isolate

BF-10

BF-18

BF-34

有效抑制中浓度 EC50/（μg/mL）

第1代 First generation

54.42

32.56

50.90

第5代 Fifth generation

39.05

24.37

34.69

第10代 Tenth generation

11.70

15.62

12.60

图2 抑霉唑与不同杀菌剂在防治葡萄白腐病菌时的交互抗性

Fig. 2 Cross-resistance between imazalil and other five fungicides in Coniella diplodiella

3 讨论

抑霉唑是葡萄、柑橘和脐橙等果蔬贮藏期的主

要保鲜剂（李鸿筠等，2014；章豪等，2017；齐明星等，

2019）。本研究采用菌丝生长速率法测定了山东省

胶东地区葡萄白腐病菌对抑霉唑的敏感性，建立了

该地区葡萄白腐病菌对抑霉唑的敏感基线，以期为

葡萄白腐病菌对抑霉唑的田间抗性监测提供依据。

分析表明，抑霉唑对葡萄白腐病菌具有较好的抑制

活性，田间已出现对抑霉唑产生低水平抗性的葡萄

白腐病菌菌株，占比约为8.70%，但这些抗性菌株的

抗药性遗传并不稳定，这与番茄早疫病菌Alternaria

solani 对苯醚甲环唑（史晓晶等，2019）、灰霉病菌

Botrytis cinerea 对啶菌恶唑（马建英等，2009）的抗

药性不能稳定遗传的结论相同，但是对于抑霉唑抗

性菌株和敏感菌株的生物学性状是否存在差异仍需

要深入研究。

国内外已有多种病原菌对三唑类杀菌剂产生了

交互抗性，如Kunz et al.（1997）发现氟硅唑与苯醚甲

环唑、戊唑醇等其他三唑类杀菌剂存在交互抗性；张

驰等（2003）研究明确了氟硅唑与腈菌唑、三唑酮等

三唑类杀菌剂间存在交互抗性；刘保友等（2013）对
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苹果轮纹病的研究结果表明三唑类杀菌剂苯醚甲环

唑、氟硅唑和戊唑醇之间具有交互抗性。上述报道

多局限于不同三唑类杀菌剂之间交互抗性的研究。

本研究分析了葡萄白腐病菌对抑霉唑和其他5种杀

菌剂的交互抗性，发现抑霉唑与三唑类杀菌剂戊唑

醇的交互抗性相关系数为0.799，表明抑霉唑和三唑

类杀菌剂戊唑醇存在交互抗性，这应是抑霉唑虽然

未在葡萄上使用却产生抗性白腐病菌菌株的主要

原因。

咪唑类和三唑类杀菌剂同属于 14-α-脱甲基酶

抑制剂，通过使真菌体内的麦角甾醇生物合成受阻

而起到抑制作用（de Waard，1996；李红叶等，2003），

由于 2类杀菌剂作用机理相同，存在交互抗性的可

能，但是三唑类和咪唑类间交互抗性的相关研究较

少，且结论不同。如谢清云（2002）发现对抑霉唑产

生抗性的指状青霉Penicillium digitatum菌株对咪鲜

胺、氟硅唑、三唑酮均表现正交互抗药性；邓维萍等

（2011）对葡萄胶孢炭疽菌 Colletotrichum gloeospo‐

rioides抗性的研究结果显示咪鲜胺与烯唑醇和腈菌

唑之间无显著相关性；周俞辛等（2016）研究结果显

示咪鲜胺与三唑类及2-氰基丙烯酸酯类杀菌剂之间

均无交互抗性。本研究结果表明抑霉唑与戊唑醇存

在一定的正相关性，也证明了植物病原菌对杀菌剂

的抗性风险是由杀菌剂和病害共同决定的（王文桥

等，2001）。因此，建议在田间应用抑霉唑防治葡萄

白腐病时，应尽量避免与戊唑醇同时或混合使用。

另外，抑霉唑与其他三唑类杀菌剂是否存在交互抗

性有待进一步研究。抑霉唑与甲氧基丙烯酸酯类的

吡唑醚菌酯、苯并咪唑类的多菌灵、有机硫类的福美

双以及代森锰锌之间均不存在交互抗性，这也从侧

面证明作用机理不同的杀菌剂，植物病原菌对其产

生抗药性的概率更低。在葡萄白腐病菌对供试药剂

未产生抗性的情况下，抑霉唑可以与吡唑醚菌酯、多

菌灵、福美双和代森锰锌及其同类药剂交替或轮换

使用。
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