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　　摘要：测定湖北省不同地区水稻纹枯病病菌对多菌灵的敏感性，结果发现，抗性菌株的抗药性水平不高。根据常
见植物病原真菌β－微管蛋白基因设计引物，从水稻纹枯病病菌对多菌灵的敏感和抗性菌株中扩增 β－微管蛋白基
因，均获得了大小为６９５ｂｐ的基因片段，其中含有１个５３ｂｐ的内含子，与粗糙脉孢菌具有较高的同源性。序列分析
结果表明，水稻纹枯病病菌抗性菌株β－微管蛋白基因的第２７１、第４５３、第６１２位碱基发生了突变，分别由Ｔ、Ｔ、Ｔ突变
为Ｇ、Ｃ、Ｃ，但这３个位点相对应的氨基酸却没有发生变化。此外，内含子的第１５位碱基由Ｇ突变为Ａ。由此可见，水
稻纹枯病病菌对多菌灵抗药性的产生与β－微管蛋白基因的变异有一定的关系。
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　　水稻是我国主要的粮食作物之一，在全球的粮食生产和
供应中占有重要地位。在水稻生长和生产过程中，水稻纹枯

病的发生严重影响了其质量和产量，给我国及世界各国的经

济造成了巨大损失。水稻纹枯病由立枯丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ
ｓｏｌａｎｉＫüｈｎ）侵染引起，该病原菌寄主范围广、变异快、易产生
抗药性。目前，主要采用化学药剂防治水稻纹枯病，却也导致

了病原菌抗药性的产生并呈上升趋势。

苯并咪唑类杀菌剂能够通过与病原菌 β－微管蛋白结
合，影响微管的形成或使已形成的微管解聚，阻止细胞的有丝

分裂［１］，从而达到抑制病原菌的生长繁殖和侵入。但由于该

类杀菌剂作用位点单一、选择性强，使得病原菌在药剂选择压

力下易产生抗药性［２］。其中，多菌灵是一种应用广泛的广谱

性杀菌剂，对多种作物由真菌引起的病害具有良好的防治效

果，但也产生了不同程度的抗药性。近年来研究发现，大多数

植物病原菌抗多菌灵菌株的突变位点发生在 β－微管蛋白的
第１９８、第２００位氨基酸上［３－５］，使氨基酸的三维结构发生了

改变，降低了药剂的亲和力［６］。但也有因为 β－微管蛋白其
他位点突变而引起病原菌抗多菌灵的研究报道［７－１２］。更有

研究表明，β－微管蛋白不同氨基酸位点的突变可以引起病
原菌对多菌灵敏感性的差异［１３］。目前尚未见到有关水稻纹

枯病病菌对多菌灵抗药性的研究报道，本研究以筛选到的多

菌灵敏感性和抗性菌株为试验材料，对 β－微管蛋白基因进

行克隆和测序，以明确β－微管蛋白是否发生基因突变，探索
水稻纹枯病病菌对多菌灵产生抗药性的分子机制。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌株　２０１４年从湖北武汉、荆州、宜昌等地区采
集水稻纹枯病病株并进行分离纯化，共获得１３４株菌株。在
含有１．０μｇ／ｍＬ多菌灵的ＰＤＡ培养基（２００ｇ马铃薯、２０ｇ葡
萄糖、２０ｇ琼脂、１０００ｍＬ蒸馏水）上进行抗性和敏感性菌株
的筛选，随机选取３株抗性菌株 ｗｋｂ２、ｗｋａ３、ｗｋｄ３和３株敏
感性菌株ｗｋａ２、ｗｋｂ３、ｗｋｃ１用于本研究。
１．１．２　主要试剂　大肠杆菌感受态ＤＨ５α和ｐＥＡＳＹ－Ｔ１载
体，均购自北京全式金生物技术有限公司；氨卡青霉素

（Ａｍｐ）、Ｘ－ｇａｌ、ＩＰＴＧ、ｄＮＴＰ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶和Ｔａｑ酶，均购自
宝生物工程（大连）有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　药剂敏感性测定　将３个敏感菌株分别接种在含０、
０．２、０．４、０．６、０．８、１．０μｇ／ｍＬ多菌灵的 ＰＤＡ培养基上，再将
３个抗性菌株分别接种在含０、１．０、１．２、１．４、１．６、１．８μｇ／ｍＬ
多菌灵的 ＰＤＡ培养基上，２５℃条件下培养２ｄ，十字交叉法
测量各菌落的直径。通过对菌丝生长抑制率和药剂的有效浓

度对数值之间的线性回归分析，求出药剂的 ＥＣ５０，测定供试
菌株对多菌灵的敏感性表型。

１．２．２　基因组ＤＮＡ的提取　将供试菌株菌块接种到 ＰＤ液
体培养基（２００ｇ马铃薯、２０ｇ葡萄糖、１０００ｍＬ蒸馏水）中，
２５℃振荡培养，５ｄ后无菌过滤收集菌丝，冻干，液氮研磨。
采用十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法提取基因组 ＤＮＡ，并
进行１％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．２．３　ＰＣＲ扩增及测序　根据已知植物病原真菌 β－微管
蛋白基因序列设计１对引物为Ｒｓ－Ｆ（３′－ＧＴＧＡＧＴＧＡＧＡＡＣ
ＣＡＣＣＴＣＣＡ－５′）和Ｒｓ－Ｒ（３′－ＡＣＧＴＴＧＴＴＧＧＧＧＡＴＣＣＡＣＴＣ－
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５′），以供试菌株基因组ＤＮＡ为模板，进行 ＰＣＲ扩增，扩增条
件：９４℃４ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３０个循环；
７２℃延伸１０ｍｉｎ。将 ＰＣＲ扩增产物进行回收，与 ｐＥＡＳＹ－
Ｔ１载体连接，转化大肠杆菌 ＤＨ５α。在含 Ａｍｐ、Ｘ－ｇａｌ、ＩＰＴＧ
的ＬＢ平板（１０ｇ胰蛋白胨、５ｇ酵母提取物、５ｇＮａＣｌ、１５ｇ琼
脂、１０００ｍＬ蒸馏水）上筛选白色菌落，提取质粒 ＤＮＡ进行
ＰＣＲ验证，阳性克隆送至济南博尚生物科技公司测序。
１．２．４　序列分析　采用 ＤＮＡｃｌｕｂ软件分析序列，用
ＤＮＡＭＡＮ软件进行序列同源性比较，比较水稻纹枯病病菌
抗、感菌株β－微管蛋白基因片段的核苷酸和氨基酸序列，找
出突变位点。

２　结果与分析

２．１　水稻纹枯病病菌对多菌灵的敏感性测定
测定从湖北省分离获得的水稻纹枯病病菌菌株对多菌灵

的敏感性，发现２３．１３％的菌株在含有１．０μｇ／ｍＬ多菌灵的
ＰＤＡ培养基上能够正常生长，表明产生了一定的抗药性［１４］。

分别测定供试６个菌株对多菌灵的敏感性，结果如表１所示，
敏感性菌株对多菌灵的 ＥＣ５０平均值为０．３０１２μｇ／ｍＬ，抗性
菌株对多菌灵的 ＥＣ５０平均值为０．６１３４μｇ／ｍＬ，说明菌株的
抗药性水平不高，多菌灵可以继续用来防治水稻纹枯病。

表１　水稻纹枯病病菌对多菌灵的敏感性测定

菌株 菌株类型 毒力回归方程 相关系数 ＥＣ５０及其９５％置信区间（μｇ／ｍＬ）
ｗｋａ２ 敏感性 ｙ＝６．５２＋１．８４ｘ ０．９１４６ ０．３１０５（０．０２６１～０．４２４３）
ｗｋｂ３ 敏感性 ｙ＝６．８４＋０．８７ｘ ０．９６６８ ０．２９３１（０．０１０５～０．２８３０）
ｗｋｃ１ 敏感性 ｙ＝６．２１＋１．００ｘ ０．９３９９ ０．３００１（０．０１５０～０．５４５５）
ｗｋｂ２ 抗性　 ｙ＝６．４８＋２．６０ｘ ０．８０９６ ０．５６６１（０．００６１～０．８９７５）
ｗｋａ３ 抗性　 ｙ＝６．５４＋３．５３ｘ ０．９２７４ ０．６４５７（０．２３５２～０．８５８６）
ｗｋｄ３ 抗性　 ｙ＝６．６１＋３．４６ｘ ０．９２１５ ０．６２８４（０．２０６７～０．８５２４）

２．２　序列分析
通过引物Ｒｓ－Ｆ和Ｒｓ－Ｒ对供试水稻纹枯病病菌的β－

微管蛋白基因进行ＰＣＲ扩增，测序结果表明，６个菌株均获得
了同等大小的基因片段，片段长度为６９５ｂｐ，其核苷酸序列与
菌株ＡＧ－１－ＩＡ的 β－微管蛋白基因同源性达９９．９％。同
时，通过与典型模式菌粗糙脉孢菌（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａｃｒａｓｓａ）的 β－
微管蛋白基因比较发现，供试水稻纹枯病病菌 β－微管蛋白

基因片段均含有５３ｂｐ的内含子，其位置与粗糙脉孢菌的内
含子６相似［１５］，可以明确该片段为β－微管蛋白基因。由图１
可知，抗性菌株β－微管蛋白基因的第２７１、第４５３、第６１２位碱
基发生了突变，即敏感菌株中分别为Ｔ、Ｔ、Ｔ，抗性菌株中分别
突变为Ｇ、Ｃ、Ｃ，且突变率为１００％，但这３个位点相对应的氨
基酸却没有发生变化。此外，内含子的第１５位碱基由Ｇ突变
为Ａ。而报道较多的第１９８、第２００位氨基酸并未发生突变。

３　讨论与结论

大多数研究表明，植物病原真菌对多菌灵的抗药性与

β－微管蛋白基因变异有关，且由个别碱基突变导致氨基酸
变异，从而产生抗药性。报道最多的是 β－微管蛋白的第

１９８、第 ２００位氨基酸发生突变。例如，粗糙脉孢菌（Ｎ．
ｃｒａｓｓａ）抗性菌株中β－微管蛋白的第１９８位氨基酸由甘氨酸
变成了谷氨酸，第２００位氨基酸由苯丙氨酸变成了酪氨酸［３］；

油菜菌核病病菌（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）β－微管蛋白的第
１９８位氨基酸由谷氨酸突变为丙氨酸［１６］；胶孢炭疽菌
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（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）抗性菌株 β－微管蛋白的第
２００位氨基酸由苯丙氨酸突变成了酪氨酸［１７］；小麦赤霉病病

菌（Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａｚｅａｅ）Ｊｓ４８４菌株的第２００位氨基酸由苯丙氨酸
变为酪氨酸，Ｊｓ５１９菌株的第１９８位氨基酸由谷氨酸变为谷氨
酰胺［１８］等。除此之外，芒果炭疽病病菌（Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）
抗性菌株β－微管蛋白的第１８１、第２３７、第３６３位氨基酸发生
了突变，而其他位置（如第１９８位或第２００位）均不变［１９］。也

有研究表明，一些植物病原真菌对多菌灵抗药性的产生与

β－微管蛋白基因无关，如水稻恶苗病病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｆｕｊｉｋｕｒｏｉ）［２０］、禾谷镰孢菌（Ｆ．ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ）［２１］等。

本研究通过测定水稻纹枯病病菌对多菌灵的敏感性发现

抗药性水平不高，可以将多菌灵和井冈霉素交替使用来防治

水稻纹枯病，防止抗药性的产生和提高。比较了抗、感菌株的

β－微管蛋白基因序列，发现第２７１、第４５３、第６１２位碱基发
生了突变，敏感菌株中分别为 Ｔ、Ｔ、Ｔ，而抗性菌株中分别为
Ｇ、Ｃ、Ｃ，但这３个位点碱基的突变却没有导致相应氨基酸发
生变化。而且报道较多的第１９８、第２００位氨基酸也未发生
突变。此外，内含子的第１５位碱基由Ｇ突变为Ａ。这些突变
均有可能导致水稻纹枯病病菌对多菌灵产生抗药性，也说明

该病原菌对多菌灵产生抗药性的分子机制与其他真菌可能相

同，但还有待于进一步确认这３个位点突变与多菌灵抗药性
之间的关系。

上述研究结果表明，在对多菌灵产生抗药性的植物病原

真菌中，β－微管蛋白基因的突变没有表现出一定的规律。
本研究中水稻纹枯病病菌β－微管蛋白基因碱基的突变没有
引起氨基酸的变化，可能与多菌灵的抗药性水平有一定的关

系。此外，设计引物时主要考虑了第１９８、第２００位的氨基酸
位点，获得的β－微管蛋白基因没有包含全部突变位点，使本
研究结果与以往报道不一致。为此，在本研究的基础上通过

单核苷酸多态性（ＳＮＰ）分子标记技术［２２］进一步分析水稻纹

枯病病菌β－微管蛋白基因单个碱基的突变与多菌灵抗药性
之间的关系，建立一种快速、准确、灵敏的检测抗性菌株和监

测抗性群体发展动态的方法，这对于治理抗药性、延长药剂的

使用寿命及降低生产成本等具有重要意义。
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ｄｉｅｔｈｏｆｅｎｃａｒｂｔｏａｂｅｎｚｉｍｉｄａｚｏｌｅ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔｍｕｔａｎｔｉｎＮｅｕｒｏｓｐｏｒａ
ｃｒａｓｓａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｅｓｔｉｃｉｄｅＳｃｉｅｎｃｅ，１９９２，１７（４）：２３７－２４２．

［２］周明国，叶钟音．植物病原菌对苯并咪唑类及相关杀菌剂的抗药
性［Ｊ］．植物保护，１９８７（２）：３１－３３．

［３］ＫｏｅｎｒａｄｔＨ，ＪｏｎｅｓＡＬ．Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｂｉｎｏｍｙｌｃｏｎｆｅｒｒｅｄｂｙｍｕｔａｔｉｏｎ
ｉｎｃｏｄｏｎ１９８ｏｒ２００ｏｆｔｈｅｂｅｔａ－ｔｕｂｕｌｉｎｇｅｎｅｏｆＮｅｕｒｏｓｐｏｒａｃｒａｓｓａ
ａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏｄｉｅｔｈｏｆｅｎｃａｒｂｃｏｎｆｅｒｒｅｄｂｙｃｏｄｏｎ１９８［Ｊ］．
Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｌｏｇｙ，１９９３，８３（８）：８５０－８５３．

［４］ＹａｎｄｅｎＯ，ＫａｔａｎＴ．Ｍｕｔａｔｉｏｎｓｌｅａｄｉｎｇｔｏｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓａｔａｍｉｎｏａｃｉｄｓ
１９８ａｎｄ２００ｏｆｂｅｔａ－ｔｕｂｕｌｉｎｔｈａｔｃｏｒｒｅｌａｔｅｗｉｔｈｂｅｎｏｍｙｌ－ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆｆｉｅｌｄｓｔｒａｉｎｓｏｆＢｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，
１９９３，８３（１２）：１４７８－１４８３．

［５］ＫｏｅｎｒａａｄｔＨ，ＳｏｍｅｒｖｉｌｌｅＳＣ，ＪｏｎｅｓＡＬ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｍｕｔａｔｉｏｎｓ
ｉｎｔｈｅｂｅｔａ－ｔｕｂｕｌｉｎｇｅｎｅｏｆｂｅｎｏｍｙｌｒｅｓｉｓｔａｎｔｆｉｅｌｄｓｓｔｒａｉｎｓｏｆ
Ｖｅｎｔｕｒｉａ ｉｎａｅｐｕａｌｉｓａｎｓ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ［Ｊ］．
Ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，１９９２，８２（１１）：１３４８－１３５４．

［６］黄世文，黄雯雯，王　玲，等．水稻主要病虫害“傻瓜”式防控技术
理论与实践（１）［Ｊ］．中国稻米，２００９（４）：１３－１６．

［７］ＭａｙＧＳ，ＴｓａｎｇＬＳ，ＳｍｉｔｈＨ，ｅｔａｌ．Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｄｕｌａｎｓβ－ｔｕｂｕｌｉｎ
ｇｅｎｅｓａｒｅｕｎｕｓｕａｌｌｙｄｉｖｅｒｇｅｎｔ［Ｊ］．Ｇｅｎｅ，１９８７，５５（２）：２３１－２４３．

［８］ＢｕｒｌａｎｄＴＧ，ＳｃｈｅｄｌＴ，ＧｕｌｌＫ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏ
ｂｅｎｚｉｍｉｄａｚｏｌｅｓｉｎＰｈｙｓａｒｕｍ：ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆβ－ｔｕｂｕｌｉｎ
ｇｅｎｅｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，１９８４，１０８（１）：１２３－１４１．

［９］ＮｅｆｆＮＦ，ＴｈｏｍａｓＪＨ，ＧｒｉｓａｆｉＰ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅβ－ｔｕｂｕｌｉｎ
ｇｅｎｅｆｒｏｍｙｅａｓｔａｎｄｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｔｓｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｖｉｖｏ
［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，１９８３，３３（１）：２１１－２１９．

［１０］ＴｈｏｍａｓＪＨ，ＮｅｆｆＮＦ，ＢｏｔｓｔｅｉｎＤ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ
ｍｕｔａｔｉｏｎｉｎｔｈｅβ－ｔｕｂｕｌｉｎｇｅｎｅｏｆＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ［Ｊ］．
Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，１９８５，１１１（４）：７１５－７３４．

［１１］ＭａＺ，ＭｉｃｈａｉｌｉｄｅｓＴＪ．Ａｄｖａｎｃｅｓｉｎｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｆｕｎｇｉｃｉｄｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ
ｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｏｔｙｐｅｓｉｎｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｆｕｎｇｉ［Ｊ］．ＣｒｏｐＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎ，
２００５，２４（１０）：８５３－８６３．

［１２］ＫａｗｃｈｕｋＬＭ，ＨｕｔｃｈｉｓｏｎＬＪ，ＶｅｒｈａｅｇｈｅＣＡ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
β－ｔｕｂｕｌｉｎｇｅｎｅａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｉａｂｅｎｄａｚｏｌｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎ
Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａｐｕｌｉｃａｒｉｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌｏｇｙ，２００２，２４（２）：２３３－２３８．

［１３］仇剑波．禾谷镰孢菌β－微管蛋白基因定点突变及敲除对多菌
灵敏感性和基因表达谱的影响［Ｄ］．南京：南京农业大学，
２０１２：３９－５９．

［１４］袁梦思，李建文，孙文秀．苯并咪唑类杀菌剂对水稻纹枯病菌的
室内毒力测定［Ｊ］．湖北农业科学，２０１６，５５（７）：１７１０－１７１２．

［１５］ＥｄｅｌｍａｎｎＳＥ，ＳｔａｂｅｎＣ．Ａｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅｆｅａｔｕｒｅｓ
ｗｉｔｈｉｎｇｅｎｅｓｆｒｏｍＮｅｕｒｏｓｐｏｒａｃｒａｓｓａ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＭｙｃｏｌｏｇｙ，
１９９４，１８（１）：７０－８１．

［１６］李红霞，陆悦健，周明国，等．油菜菌核病菌β－微管蛋白基因与
多菌灵抗药性相关突变的研究［Ｊ］．中国油料作物学报，２００３，
２５（２）：５６－６０．

［１７］邓维萍，梅馨月，杨　敏，等．胶孢炭疽菌及两种疫霉菌对苯酰
菌胺的敏感性与β－微管蛋白氨基酸突变的相关性分析［Ｊ］．
农药学学报，２０１２，１４（２）：１４３－１５０．

［１８］曾凡松，尹合兴，史文琦，等．β１－和 β２－微管蛋白基因在赤霉
病菌抗多菌灵中的作用［Ｊ］．中国农业科学，２０１５，４８（４）：６９５－
７０４．　

［１９］詹儒林，郑服丛．芒果炭疽病菌β－微管蛋白基因的克隆及其与
多菌灵抗药性发生的关系［Ｊ］．微生物学报，２００４，４４（６）：
８２７－８２９．　

［２０］马晓伟，邢春杰，于金凤，等．水稻恶苗病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｆｕｊｉｋｕｒｏｉ）
β－微管蛋白基因克隆及与多菌灵抗药性关系［Ｊ］．微生物学
报，２０１２，５２（５）：５８１－５８７．

［２１］李红霞，陆悦健，王建新，等．禾谷镰孢菌β－微管蛋白基因克隆
及其与多菌灵抗药性关系的分析［Ｊ］．微生物学报，２００３，４３
（４）：４２４－４２９．

［２２］谢海强，孙岩岩，盘道兴，等．贵州本地山羊 ＳＴＡＴ５Ａ基因第１０
外显子ＳＮＰ研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（７）：３０－３３．
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