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　　摘要：从山东临沭花生田表现焦斑病症状的花生叶片上分离病原菌，对该地及其他地方采集的焦斑病病原菌
进行ｒＤＮＡ－ＩＴＳ区的核苷酸序列分析，测定多菌灵和其他杀菌剂对焦斑病菌的抑制能力，比较了不同焦斑病菌分
离物在ＰＳＡ培养基上的生长速率。结果表明，焦斑症状的病原菌为落花生小光壳菌（Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｕｌｉｎａａｒａｃｈｉｄｉｃｏｌａ）。
１２株临沭分离物中３株对多菌灵具有抗药性，抗药性比例达２５％。在ＰＳＡ平板上，３３．３３～１６６６．７ｍｇ／Ｌ的多菌灵
对临沭多菌灵抗性分离物的抑菌率为９．４％～１４．２％，３３３３．３ｍｇ／Ｌ的多菌灵对抗性菌的抑菌率为４５．２％。多菌
灵抗性菌对２０％戊唑醇＋烯肟菌胺悬浮剂，３０％ 醚菌酯和７０％代森联同样具有抗药性，但是对７０％丙森锌可湿性
粉剂、３０％戊唑醇悬浮剂、２５％代森锰锌＋８％三唑酮可湿性粉剂、丙环唑乳油等敏感。在ＰＳＡ培养基上培养１２ｄ，
临沭多菌灵抗性菌的生长速率曲线呈直线，与其他多菌灵敏感菌的生长速率无显著差异。
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　　花生焦斑病是花生上广泛存在的一种病害，在
很多国家都有发生［１～５］。该病通常产生焦斑和胡麻

斑两种类型的症状。其中焦斑类型症状最为常见，

通常在叶尖发生，偶尔也在叶缘发生。病斑扩展的

边缘有一明亮的黄带，坏死组织变成暗褐色并沿小

叶边缘变成碎片，呈被扯碎状。当病原菌不是自叶

尖端或边缘侵染而是在叶片中心侵染时，便产生密

密麻麻的小黑点，故名胡麻斑［５］。焦斑病和胡麻斑

病在田间一般零星发生，是花生的次要病害。

由于花生上叶斑病、网斑病和锈病等叶部病害

经常发生在花生的生长后期，因此一般种植区人们

习惯性将病害造成的落叶当成是花生成熟的标志，

很少进行药剂防治。只有少数花生种植面积大的省

份如山东等对花生病害进行防治，通常所用的杀菌



剂为多菌灵［６］。该药剂属于苯并咪唑类杀菌剂，通

过抑制病原真菌β－微管蛋白的生物合成而影响有
丝分裂，具有内吸性和广谱性，被广泛应用于多种病

害的防治。由于该药剂作用位点单一，长年使用会

诱发田间病原菌突变成抗药性的菌株，导致多菌灵

对病害的防效下降。目前已有多种作物的病原菌产

生多菌灵抗药性菌株，如小麦赤霉病、水稻恶苗病、

油菜菌核病等［７～１０］。花生褐斑病也有多菌灵抗药

性菌株的产生［１１］，但是其他花生病原菌尚无抗药性

菌株的报道。为了考察花生焦斑病病原菌是否存在

多菌灵抗性，对进行多菌灵防治的省份和不防治省

份的花生焦斑病病原菌分别进行分离，并在室内进

行了多菌灵以及其他杀菌剂抑制率的鉴定，为今后

合理进行花生病害的药剂防治提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　花生焦斑菌的分离和培养

从山东临沭（花生田常规进行药剂防治），湖北

红安、大悟和江苏泰兴（花生田未进行药剂防治）田

间采集表现花生焦斑病症状的叶片，清水冲洗干净，

在实验室剪切带有病斑１ｃｍ见方的叶片，７０％的乙
醇消毒５ｓ，转入０．１％次氯酸钠溶液中消毒２ｍｉｎ，无
菌水清洗３次，置于灭菌滤纸上晾干，剪切病健交界
处１～２ｍｍ叶片接种于ＰＳＡ培养基上（马铃薯２００ｇ
煮沸２０ｍｉｎ后的滤液，蔗糖 ２０ｇ，琼脂 １５ｇ，加水至
１Ｌ），２８℃黑暗培养３～７ｄ，挑取菌丝尖端转接到新
鲜的ＰＳＡ培养基上，２８℃黑暗培养２周后，观察菌
落的形态特征。

１．２　焦斑分离物ＩＴＳ间区序列测定和比较
将纯化后的真菌接种于 ＰＳ（马铃薯蔗糖）液体

培养液中，２８℃振荡培养，１周后将菌丝利用无菌接
种针挑出，菌丝烘干后参照刘少华等的方法［１２］提取

真菌ＤＮＡ，提取的 ＤＮＡ进行１％琼脂糖凝胶电泳，
并利用紫外分光光度计测定其浓度，稀释至 ２０～
５０ｎｇ／μＬ备用。根据真菌核糖体ＩＴＳ通用引物ＩＴＳ１
（５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＴＧＣＧＧ－３′）和ＩＴＳ４
（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）序列合
成引物［１３］。以真菌 ＤＮＡ为模板，扩增反应体系
为：２μＬ１０×Ｔａｑ扩增缓冲液，１ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶，
１０ｐｍｏｌ正向、反向引物各 １μＬ，２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ
１μＬ，补灭菌水至２０μＬ，同时以无菌水作为阴性对
照。扩增条件为：９４℃变性 ３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５１℃
３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环；７２℃ ７ｍｉｎ延伸。扩增产
物在１％琼脂糖凝胶上电泳。利用 ＴａＫａＲａＤＮＡ凝
胶回收试剂盒回收目的片段，连接入 ＴａＫａＲａ

ｐＭＤ１８－Ｔ载体，经鉴定为阳性的克隆送交上海 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司进行序列分析。所有菌株测定的序列
利用ＤＮＡｓｔａｒＬａｓｅｒｇｅｎｅ７．１ＭｅｇＡｌｉｇｎ软件与其他焦
斑菌分离物的核苷酸序列进行一致性的比较。

１．３　多菌灵敏感性测定
称取一定量的５０％多菌灵可湿性粉剂（深圳诺

普信农化股份有限公司生产）利用灭菌水配制成

１６６７ｍｇ／Ｌ的母液（该浓度为多菌灵的田间使用浓
度，培养基测定浓度为该浓度的１／５０，即３３ｍｇ／Ｌ），
待融化后的ＰＳＡ培养基温度为５０～６０℃时，取多菌
灵母液１．２ｍＬ加入５８．８ｍＬ的培养基中，充分混匀
后倒入灭菌培养皿，得到多菌灵浓度为３３ｍｇ／Ｌ的
含药平板；取等量的灭菌水加入 ＰＳＡ培养基中得到
对照培养平板。将所有焦斑分离物新鲜的菌碟接入

含药平板和对照平板的中央，每个处理３皿，３次重
复，２８℃黑暗培养２周后，十字交叉法测量菌落的直
径，计算多菌灵对焦斑病菌菌丝生长的抑菌率。

１．４　抗药性浓度测定
按照 １．３的方法分别配制多菌灵浓度为 ３３、

１６７、３３３、８３３、１６６７和３３３３ｍｇ／Ｌ的含药培养平板
和对照平板。将焦斑菌临沭多菌灵抗性分离物菌碟

分别接入平板中央，每个浓度 ３个皿，３次重复，
２８℃黑暗培养２周，同１．３测量菌落的直径。
１．５　不同分离物的生长曲线

利用无菌打孔器分别将保存于 ＰＳＡ培养基上
的花生焦斑菌山东临沭抗多菌灵分离物、江苏泰兴、

湖北大悟和红安分离物进行取样，０．６ｍｍ的菌碟接
种于新鲜的 ＰＳＡ培养基上，每个分离物分别接种３
个皿，３次重复，２８℃黑暗培养，每２ｄ利用十字交叉
法测量菌落的直径，一共测量１２ｄ的菌落直径，绘制
不同分离物的生长曲线。

１．６　多菌灵抗性分离物对其他杀菌剂的敏感性
测定

将杀菌剂７０％丙森锌可湿性粉剂（商品名喜多
生，台湾兴农股份有限公司生产）、７０％代森联水分
散粒剂（商品名品润，法国巴斯夫公司生产）、１０％
苯醚甲环唑水分散粒剂［商品名世高，先正达（中

国）投资股份有限公司生产］、３０％戊唑醇悬浮剂
（商品名金库，江苏徐州润泽化工有限公司生产）、

２５％代森锰锌 ＋８％三唑酮可湿性粉剂（商品名锰
锌·唑酮，山东亿嘉农化集团生产）、丙环唑乳油

（商品名娇美，山东亿嘉农化集团生产）、３０％嘧菌
酯悬浮剂（商品名华星百美，安徽华星化工股份公

司生产）、２０％戊唑醇＋烯肟菌胺悬浮剂（商品名爱
可，沈阳科创化学品股份有限公司生产），利用灭菌

１２５晏立英等：山东临沭花生焦斑菌株多菌灵抗药性的研究



水配制推荐田间使用浓度１０倍的母液，将 ＰＳＡ琼
脂融化后凉至５０～６０℃，加入不同杀菌剂的母液，
配制含药ＰＳＡ培养基平板，使终浓度为这些药剂的
推荐田间使用浓度，分别为２００、１６６６、１５００、１０００、
４００、６６６、４００和５００ｍｇ／Ｌ。将山东临沭抗性分离物
新鲜菌碟分别接种到这些含药平板中央，每种药剂

３次重复，２８℃黑暗培养２周后，同１．３测量菌落的
直径，观察菌丝的生长情况。

１．７　统计分析
采用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１０和ＳＰＳＳ１１．５软件，统

计与分析花生焦斑菌不同分离物在 ＰＳＡ培养基上
菌落的直径和不同分离物在含药剂培养基上菌落的

直径的数据，并进行方差分析。

２　结果与分析
２．１　花生焦斑菌形态特征

在ＰＳＡ培养基上，焦斑病的病原菌菌丝生长缓
慢，菌落呈灰白色或灰黑色，菌落表面干燥，近圆形，

背面黑色，无可溶性色素分泌到培养基中；菌丝绒毛

状，边缘白色、深绿色或暗褐色，具隔分枝，１４ｄ后菌
落直径为７０ｍｍ左右（图１）。

图１　ＰＤＡ培养基上的花生焦斑病菌
Ｆｉｇ．１　ＬｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｕｌｉｎａａｒａｃｈｉｄｉｃｏｌａｉｓｏｌａｔｅｏｎＰＤＡｍｅｄｉｕｍ

２．２　焦斑菌分离物ＩＴＳ间区序列比较
利用ＩＴＳ１和ＩＴＳ４引物分别扩增不同焦斑病菌

的分离物。在１％琼脂糖凝胶上，这些分离物的扩
增片段大小一致，均为５００ｂｐ左右（图２）。连接至
ｐＭＤＴ－１８载体上的阳性克隆经测序后均得到
５４０ｂｐ的核苷酸序列，经 ＤＮＡＳｔａｒＬａｓｅｒｇｅｎｅ７．１
ＭｅｇＡｌｉｇｎ软件分析，这些分离物的序列完全一致，并
且与ＮＣＢＩ登录的落花生小光壳菌（Ｌｅｐｔｏｓｈａｅｒｕｌｉｎａ

注：Ｍ：ＤＬ２０００；１－１２：临沭分离物；１３－１５：红安分离物；１６－１９：大悟分离物；１９－２１：泰兴分离物；２２：水对照
Ｎｏｔｅ：Ｍ：ＤＬ２０００；１－１２：Ｌｉｕｓｈｕｉｓｏｌａｔｅｓ；１３－１５：Ｈｏｎｇａｎｉｓｏｌａｔｅｓ；１６－１９：Ｄａｗｕｉｓｏｌａｔｅｓ；１９－２１：Ｔａｉｘｉｎｇｉｓｏｌａｔｅｓ；２２：ｗａｔｅｒｃｏｎｔｒｏｌ

图２　不同地方的焦斑菌分离物ＩＴＳ区的ＰＣＲ扩增
Ｆｉｇ．２　ＰＣＲｆｒａｇｍｅｎｔｏｆＩＴＳｒｅｇｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＬｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｕｌｉｎａａｒａｃｈｉｄｉｃｏｌａｉｓｏｌａｔｅｓ

ａｒａｃｈｉｄｉｃｏｌａ）的序列具有 １００％的相似度。山东临
沭焦斑菌Ｌｉｎｓｈｕ１的序列登录号为ＫＪ６１２０７０。
２．３　焦斑分离物对多菌灵的敏感性测定

在含有３３ｍｇ／Ｌ多菌灵的ＰＳＡ培养基、２８℃条件
下黑暗培养１２ｄ后，大悟、红安和泰兴等地获得的分
离物菌丝几乎不生长，接种块上菌丝变黑；而１２株山
东临沭分离物中有３株生长良好，与无药对照平板上
菌丝的直径相近，对照无药平板菌落直径为７６ｍｍ，在
３３ｍｇ／Ｌ多菌灵平板上菌落直径为７０ｍｍ左右。
２．４　不同浓度多菌灵对焦斑病菌菌丝生长的影响

取这３株抗多菌灵的山东临沭焦斑菌分离物菌
丝块放置在含有不同浓度多菌灵的 ＰＳＡ培养基平
板上。２周后这些菌株都有不同程度的生长，方差

分析表明，在多菌灵浓度为３３～１６６７ｍｇ／Ｌ培养基
上，菌落直径之间不存在显著性差异，但是与不含杀

菌剂平板及含３３３３ｍｇ／Ｌ多菌灵的平板上的菌落直
径存在显著差异。３３～１６６７ｍｇ／Ｌ的多菌灵对抗药
性菌的抑制效果相近，抑制率均低于 １５％。在 ３
３３３ｍｇ／Ｌ的高浓度下（相当于田间喷施浓度的 ２
倍），菌丝仍能生长良好，在此浓度下，多菌灵对抗

性菌的抑制率为４５．５％（表１）。
２．５　花生焦斑菌生长曲线

花生焦斑菌山东临沭多菌灵抗性分离物、江苏

泰兴、湖北红安和大悟分离物在ＰＳＡ培养基上２８℃
下１２ｄ内近乎直线生长。临沭、红安、泰兴和大悟分
离物平均生长速率为５．６８、５．４３、５．８２和５．３５ｍｍ／ｄ

２２５ 中国油料作物学报　２０１５，３７（４）



（图３），方差分析表明，临沭抗性分离物、红安和泰
兴分离物生长速率不存在显著性差异，但与大悟分

离物的生长速率存在显著性差异。

表１　不同浓度的多菌灵对临沭焦斑病
分离物的抑制作用

Ｔａｂｌｅ１　ＳｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｕｌｉｎａａｒａｃｈｉｄｉｃｏｌａ
Ｌｉｎｓｈｕｉｓｏｌａｔｅｂｙｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

多菌灵浓度
Ｃｏｎ．ｏｆｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ

／（ｍｇ／Ｌ）

菌落的直径
Ｃｏｌｏｎｙｄｉａｍｅｔｅｒ

／ｃｍ

抑制率
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｉｏ

／％
ＣＫ ７．６８±０．３３ａ ０
３３ ６．９２±０．１３ｂ １０．４
１６７ ６．７８±０．０６ｂｃ １２．９
３３３ ７．００±０．１０ｂ ９．４
８３３ ６．８５±０．０ｂ １１．５
１６６７ ６．５２±０．１０ｃ １４．２
３３３３ ４．３２±０．１８ｄ ４５．５

图３　不同焦斑病菌分离物在ＰＳＡ
培养基上不同天数菌落的直径

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｌｏｎｙｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ＬｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｕｌｉｎａａｒａｃｈｉｄｉｃｏｌａｉｓｏｌａｔｅｓｏｎＰＳＡ

２．６　多菌灵抗性分离物对其他杀菌剂的敏感性
８种其他杀菌剂对抗多菌灵焦斑菌临沭分离物

菌丝的生长存在不同程度的抑制作用。７０％丙森

注：１：２５％代森锰锌＋８％三唑酮可湿性粉剂；２：３０％戊唑醇悬浮剂；３：丙环唑乳油；４：７０％丙森锌可湿性粉剂；
５：１０％苯醚甲环唑水分散粒剂；６：２０％戊唑醇＋烯肟菌胺悬浮剂；７：３０％嘧菌酯悬浮剂；８：７０％代森联水分散粒剂；９：３３ｍｇ／Ｌ多菌灵；１０：对照

Ｎｏｔｅ：１：２５％ ｍａｎｃｏｚｅｂ＋８％ ｔｒｉａｚｏｌｅｎｅ；２：３０％ ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ；３：ｐｒｏｐｉｃｏｎａｚｏｌｅ；４：７０％ ｐｒｏｐｉｎｅｂ；５：１０％ ｄｉｆｅｎｏｃｏｎａｚｏｌｅ；
６：２０％ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ＋ｈｅｙｏｘｉｍｅａｍｉｎｅａｎｄｐｏｌｙｒａｍ；７：３０％ ａｚｏｘｙｓｔｏｂｉｎ；８：７０％ｐｏｌｙｒａｍ；９：３３ｍｇ／Ｌｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ；１０：ｃｋ

图４　８种杀菌剂对临沭多菌灵抗性分离物菌丝生长的抑制作用
Ｆｉｇ．４　ＳｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｙｃｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｏｆＬｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｕｌｉｎａａｒａｃｈｉｄｉｃｏｌａＬｉｎｓｈｕｉｓｏｌａｔｅｂｙ８ｆｕｎｇｉｃｉｄｅｓ

锌可湿性粉剂、３０％戊唑醇悬浮剂、２５％代森锰锌
＋８％三唑酮可湿性粉剂、１０％苯醚甲环唑水分散粒
剂和丙环唑乳油完全抑制了该分离物菌丝的生长，

菌丝块上的菌丝发黑，没有生长，抑制率达１００％。
７０％代森联水分散剂对菌丝的抑制作用较强，菌落
周围有褐黄色晕圈，菌丝生长缓慢，抑制率为

８２．９％；２０％戊唑醇＋烯肟菌胺悬浮剂对菌丝生长
的抑制率达５８．６％；３０％嘧菌酯悬浮剂对该分离物
菌丝生长的抑制率为４９．８％（图４）。

３　小结与讨论
早在２０世纪７０年代，多菌灵已经在我国生产

和应用［１４，１５］，到目前已经有４０多年的历史。由于
其为广谱内吸性杀菌剂，可防治多种植物病害，在生

产上广泛应用［１４］，但因作用位点单一，田间连续使用

多年后，防效因抗药性的产生而显著下降［７～１０，１６］。

由于花生在我国是小作物，农民较少对其进行

化学防治，只在种植大省如山东省比较重视花生病

害的化学防治，多菌灵是防治花生病害的重要药剂

之一。２０世纪９０年代一些研究者发现花生叶斑病
病原产生了多菌灵抗药性［１１］，但是花生其它病害的

病原是否存在多菌灵抗药性，目前尚未见报道。

本试验从经常进行花生叶部病害防治的山东省

和其他不进行药剂防治的省份分离得到２１个花生
焦斑病分离物，在含多菌灵的平板上，发现经常施用

多菌灵的山东省临沭的焦斑病部分分离物对多菌灵

存在抗药性，而其他的分离物表现对多菌灵敏感。

利用含３３ｍｇ／Ｌ多菌灵的ＰＳＡ平板对不同地方来源

３２５晏立英等：山东临沭花生焦斑菌株多菌灵抗药性的研究



的２１个花生焦斑分离物进行抗药性测定的时候，发
现该浓度的多菌灵对其他３个地方９个分离物均具
有抑制作用，菌丝块发黑，菌丝不生长；但１２个临沭
分离物中有３个生长良好，与对照未施药平板上菌
落生长差别不大，抗药性比例达２５％，与杨叶等报
道海南芒果炭疽菌对多菌灵的抗性比例为２１．７％类
似［１７］。刘勇等虽然建立了花生褐斑病菌对多菌灵

的抗药性的测试方法，但是未报道抗性菌株所占的

比例和抗药性的强度［１１］。杨叶等报道的芒果炭疽

病菌能在含 １２００μｇ／ｍｌ多菌灵的 ＰＤＡ上生长良
好［１７］；詹儒林等报道芒果炭疽病抗性菌株在

５００μｇ／ｍｌ多菌灵下生长良好［１８］；与这些抗性菌株

相比，我们分离得到的焦斑病的病原菌对多菌灵的

抗药性更强，在含多菌灵为３３３３ｍｇ／Ｌ的 ＰＳＡ培养
基上还能生长，菌落直径接近对照菌菌落的１／２左
右，表明临沭焦斑抗性分离物对多菌灵具有高度的

抗药性，这种高抗多菌灵菌株的存在会降低多菌灵

的田间防治效果。

将多菌灵抗药性临沭分离物与多菌灵敏感的江

苏泰兴、湖北红安和大悟分离物菌落的生长速率进

行比较，发现临沭抗性分离物菌落的生长曲线呈直

线。方差分析表明，其在培养基上的菌落直径与敏

感的江苏泰兴和湖北红安、大悟分离物除在初始阶

段存在显著性差异，后期不存在显著性差异，表明抗

多菌灵的临沭分离物在田间能形成优势菌群的潜在

威胁，会导致多菌灵施用的防治效果降低。

抗多菌灵临沭分离物对其他８种杀菌剂敏感性
存在差异，在２０％戊唑醇 ＋烯肟菌胺、３０％嘧菌酯
和７０％代森联的平板上，菌丝能生长，但对另外 ５
种杀菌剂（７０％丙森锌可湿性粉剂、３０％戊唑醇悬
浮剂、２５％代森锰锌＋８％三唑酮可湿性粉剂和丙环
唑乳油）敏感，菌丝发黑，不生长。这与詹儒林等报

道，芒果炭疽病菌对甲基硫菌灵、苯菌灵、喀菌灵表

现正交互抗性，而对乙霉威和咪鲜胺敏感类似［１８］。

因此在常年施用多菌灵的花生种植区，由于长期使

用相同的药剂，导致病原菌产生了抗药性。但是这

些病原菌对一些药剂存在抗药性的同时，对其他一

些药剂仍然敏感，因此进行药剂选择时，应选择菌株

敏感的杀菌剂进行使用，并且最好是不同杀菌剂交

替施用，延缓抗药性病原菌的产生。
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