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草莓枯萎病菌抗多菌灵突变体 ZY-R的
生理生化特性研究

姜莉莉1， 顾春波2， 左一鸣3， 王开运* 1， 段海明1

( 1．山东农业大学 植物保护学院，山东 泰安 271018; 2．山东枣庄出入境检验检疫局，山东 枣庄 277100;
3．山东泰安出入境检验检疫局，山东 泰安 271000)

摘 要:为明确抗多菌灵草莓枯萎病菌( ZY-R) 菌株的生理生化特性，分析其可能的抗性机制，以课
题组获得的抗多菌灵达 53． 91 倍的 ZY-R菌株及其敏感菌株( ZY) 为研究材料，比较了 ZY-R与 ZY
在苯丙氨酸解氨酶( PAL) 和过氧化物酶( POD) 活力及相对渗率等方面的差异。结果表明: 以清水
和不同浓度多菌灵处理两菌株 1． 5 ～ 24 h后，ZY-R体内的 POD和 PAL活力始终高于 ZY的; 敏、抗
菌株间 POD活力的差异远大于 PAL。在处理时间内，PAL 活力先上升后下降，6 h 达到最高值; 而
POD活力一直处于上升状态，24 h达到最高值，且敏、抗菌株之间的差异达到最大，25 mg /L条件下
ZY-R的 POD活力为 ZY的 2． 26 倍; 此外，与 ZY相比，ZY-R可以渗出更多的电解质。
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Study on physiological and biochemical characteristics of
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Abstract: In order to find out the physiological and biochemical characteristics of Fusarium oxysporum f．
sp． fragariae and analyze its resistant mechanism，the comparisons were conducted between the
carbendazim-resistant isolate of F． oxysporum ( ZY-R) and the sensitive isolate ( ZY) on the activity of
phenylalanine ammonia lyase ( PAL) and peroxidase ( POD) ，and the relative leakage that definite the
physiological，biochemical characteristics of ZY-R． The results showed that the activity of POD and PAL of
ZY-R was higher than those of ZY after treated with double distilled water and carbendazim for 1. 5 － 24
h，and the differences of POD between the two isolates were higher than that of PAL． The PAL activity
increased first and reached the high peak at the 6th hour after treatment and then decreased; while the
activity of POD kept rising and reached the maximum at the 24 th hour，with the difference between the
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two isolates reached the maximum，and the POD activity of ZY-R was 2． 26 fold as that of ZY at the
concentration of 25 mg /L． Differences were also found in osmolarity between isolate ZY-R and ZY．
Moreover，isolate ZY-R could leak more electrolyte than ZY．
Key words: Fusarium oxysporum f． sp． fragariae; carbendazim; resistance; physiology and biochemistry
characteristics

草莓枯萎病是由半知菌亚门瘤座菌科尖孢镰刀

菌草莓专化型 Fusarium oxysporum f． sp． fragariae 引
起的一种重要的土传病害［1］。由于草莓特殊的栽
培条件和多年生种植方式，使得草莓枯萎病在各主

产区发生普遍且日趋严重［2］，目前该病已成为影响

草莓产量和品质的重要因素［3］。化学防治的常用
药剂有多菌灵、苯菌灵、戊唑醇等［4］。多菌灵
( carbendazim，MBC) 属苯并咪唑类杀菌剂，其作用
机制是与菌体的微管蛋白结合，从而影响与微管蛋

白有关的代谢和功能［5］。目前国内外已有番茄叶
霉病菌［6］、黄瓜黑星病菌［7］、小麦基腐病菌［8］、番茄
灰霉病菌和葡萄霜霉病菌［9］等病原菌对多菌灵产

生抗性的报道; 杨敬辉等［10］、李红霞等［11］也曾报道
过病原菌对多菌灵的抗性机制与微管蛋白基因的突

变有关。
过氧化物酶( peroxidase，POD) 和苯丙氨酸解氨

酶( phenylalanine ammonia lyase，PAL) 是生物体内普
遍存在的两种抗逆酶［12］。涉及抗逆性与 POD 和
PAL活性成相关性的报道较多，如夏晓明［13］、林才
华［14］报道了真菌体内 POD和 PAL活性与抗逆性相
关。Ellis等［15］报道，病菌对渗透压敏感是由于质膜
功能有缺陷所致，病原菌对杀菌剂产生抗性突变时

会伴随有渗透压突变; 丁中等［16］认为可以利用电导

率法来鉴定抗性和敏感菌株; 石志琦等［17］曾用菌丝

体细胞内电解质的渗漏情况描述其抗性机制。笔者
以草莓枯萎病菌抗多菌灵突变体( ZY-R) 和敏感菌
株( ZY) 为研究材料，比较其抗逆酶活力及相对渗率
变化情况，以明确草莓枯萎病菌对多菌灵可能的抗

性机制。

1 材料与方法

1． 1 供试材料
供试菌株: ZY为供试敏感菌株，采自山东省招

远市大棚草莓种植园。病原菌采用常规的组织分离
法［18］，在马铃薯葡萄糖琼脂培养基( PDA) 平板上
28 ℃培养。观察菌落形态及大、小型分生孢子和厚
垣孢子着生情况和形态特征，并依据 Booth 镰刀菌
分类标准［19］和张中义等［20］的方法，按照柯赫式法

则［21］确定所采菌株均为草莓枯萎病菌 Fusarium
oxysporum f． sp． fragariae。ZY-R 为多菌灵抗性菌
株，在前期研究中利用含有多菌灵的 PDA培养基进
行连续抗性选育，选择压保持在抑制菌丝生长的

50% ～ 60%，每选择 3 次用生长速率法测定 1 次
EC50值，经过 45 代抗性选育，多菌灵对该抗性菌株
的 EC50值达到 30． 258 mg /L，而对敏感菌株为 0. 561
mg /L，抗性倍数达 53． 91。将该抗性菌株在无药
PDA平板上连续转代培养，每 2 代测定 1 次其对多
菌灵的敏感性，经过 8 代培养其 EC50值为 29. 584
mg /L，无明显变化，抗性可以稳定遗传。
供试药剂及试剂: 95%多菌灵( carbendazim) 原

药( 山东华阳科技股份有限公司提供) ，以质量分数

为 3%的盐酸溶解后，以双蒸水定容得质量分数为
1%的多菌灵母液，然后用双蒸水稀释至各所需浓
度。β-巯基乙醇( 分析纯，北京夏斯生物科技有限公
司) ; 聚乙烯吡咯烷酮( 进口分装，上海伯奥生物科

技有限公司) ; L-苯丙氨酸( 分析纯，上海伯奥生物
科技有限公司) ，愈创木酚( 分析纯，天津巴斯夫化

工有限公司) ; 过氧化氢( 分析纯，上海桃浦化工

厂) ; 乙二胺四乙酸二钠( EDTA，分析纯，上海试剂
一厂) 。
主要仪器: UV-2201 紫外分光光度计( 日本岛

津) ; CR22 高速冷冻离心机( 日本日立) ; LQP-B-4
型制冰机( 上海安亭科学仪器厂) ; DDS-11A 型电导
仪( 上海雷磁仪器厂) 。
1． 2 酶活力测定
1． 2． 1 菌丝制备 将供试菌株在 PDA培养基上 28
℃下培养 7 d后制成直径 7 mm菌碟，分别接入 PDA
平板，培养 10 d后备用。用消毒的玻璃小刀从培养
皿中刮取新鲜菌丝，用重蒸水冲洗，真空抽滤近干后

称取菌丝鲜重 3． 0 g于三角瓶内，分别加入25 mL用
重蒸水稀释的质量浓度分别为 1． 0、5． 0、25． 0 mg /L
的多菌灵药液，于 28 ℃恒温水浴中在 120 r /min 下
分别振荡培养 0、1． 5、6、24 h。将不同试验设计处理
的菌丝用重蒸水冲洗 5 次，真空抽滤后冻干备用。
以不加药剂者为对照，每个处理重复 3 次。
1． 2． 2 酶液提取
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1． 2． 2． 1 苯丙氨酸解氨酶( PAL) 酶液提取 每份
样品取冻干菌丝 2． 0 g，置于预冷的研钵内，加入少
量液氮、石英砂和少许聚乙烯吡咯烷酮( PVP) ，在冰
浴中充分研磨，将所得粉末迅速转入塑料离心管中，

加入 10． 0 mL 0． 1 mol /L的硼酸缓冲液( pH 8. 7，内
含 1 × 10 －3 mol /L的 EDTA，20 × 10 －3 mol /L的 β-巯
基乙醇) ，平衡后于 1 × 104 r /min、4 ℃ 下离心
30 min，量取上清液( 酶液) 体积，置于冰浴中待用。
1． 2． 2． 2 过氧化物酶( POD) 酶液提取 操作方法
同 1． 2． 2． 1 节，只是以 10 mL 0． 1 mol /L、pH 5． 5 的
磷酸缓冲液( 内含 EDTA 和 β-巯基乙醇) 代替硼酸
缓冲液。
1． 2． 3 PAL 活力测定 参照 Souterton 等［22］的方
法，经多次预试验确定酶反应体系为: 硼酸缓冲

液( pH 8． 7) 2． 0 mL、酶液 0． 5 mL、L-苯丙氨酸( 0. 02
mol /L) 1． 0 mL。对照用等体积缓冲溶液代替酶液。
40 ℃下反应 60 min，用 0． 5 mL 6 mol /L的盐酸终止
反应，用紫外分光光度计在 290 nm处测定消光值的
变化( ΔA290 ) ，重复 3 次。通过测定 A290升高的速率

来计算 PAL活力，规定 1 h 内 A290增加 0． 01 为 1 个
PAL活力单位，PAL活力用 ΔA290 / ( h·g) FW 表示。

PAL 活力 =
ΔA290 × VT

W × VS × 0． 01
( 1)

式中: ΔA290为反应时间内吸光度的变化; W 为
菌丝总质量( g) ; VT 为提取酶液总体积( mL) ; VS 为

测定时取用酶液体积( mL) 。
1． 2． 4 POD 活力测定 按李合生［23］的方法，经多
次预试验确定酶反应体系为: 2． 0 mL 0． 1 mol /L 的
磷酸缓冲液( pH 5． 8) 、1． 0 mL质量分数为 3%的双
氧水、1． 0 mL 0． 05 mol /L 的愈创木酚及 1． 0 mL 酶
液。反应体系在 37 ℃水浴中反应 15 min 后迅速转
入冰浴中。对照以缓冲溶液代替酶液，重复 3 次。
用紫外分光光度计在波长 470 nm 下每隔 30 s 记录
1 次吸光度，共记录 6 次，以每分钟内 A470变化 0． 01
为一个酶活力单位。

POD活力 =
ΔA470 × VT

W × VS × 0． 01 × t ( 2)

式中: ΔA470为反应时间内吸光度的变化; W 为
菌丝总质量( g) ; t 为反应时间; VT 为提取酶液总体

积( mL) ; VS 为测定时取用酶液体积( mL) 。
1． 3 药剂对菌株细胞膜透性影响的测定
将供试菌株于 PDA平板上 28 ℃培养 5 d，制成

直径 7 mm的菌碟，再分别接入 PDA平板上 28 ℃下
培养 7 d，用消毒的玻璃小刀从培养皿中刮取新鲜菌

丝，用重蒸水冲洗，真空抽滤近干后称取菌丝鲜重

3． 0 g于三角瓶中，分别加入 25 mL 用重蒸水稀释的
质量浓度分别为 0． 1、1． 0、10． 0、50． 0、100． 0 mg /L 的
多菌灵药液。于 28 ℃恒温水浴中振荡( 120 r /min) ，
分别在 0、10、20、30、60、90、120、180、240、300、360、
420、540 min时以及最后煮沸( 死处理) 后测定电导
率。按( 3) 式计算每次测定的相对渗率，从而比较
细胞膜的透性。以菌丝加重蒸水为对照。每个处理
重复 3 次。

相对渗率( % ) =
Ct － C0

C死处理
× 100 ( 3)

Ct : 某一时刻的电导率值; C0 : 最初( 0 min) 时的
电导率值; C死处理: 死处理后的电导率值。
1． 4 数据分析
试验数据采用 SPSS 13． 0 统计软件进行分析，

利用 Duncan式新复极差检验法分析差异显著性。

2 结果与分析

2． 1 PAL的活力
结果 ( 见图 1 ) 表明: 用清水和质量浓度为

25 mg /L的多菌灵处理 ZY-R 和 ZY，ZY-R 在 1． 5 ～
24 h 的 PAL 比活力均略高于 ZY; 多菌灵质量浓度
为 1 和 5 mg /L的处理结果与之具有相同的趋势，故
省略两图。表明在清水和药剂处理条件下，抗多菌
灵菌株体内 PAL 活力较敏感菌株有所提高。当用
1、5 和 25 mg /L的多菌灵处理 ZY-R 与 ZY 后，其体
内 PAL活力在 6 h 内均逐渐升高并达到最高值，然
后随着时间的推移活力略有下降，但始终高于无药

对照。表明多菌灵可以诱导两菌株体内 PAL 活力
的升高，而抗性菌株体内的 PAL活力均高于敏感菌
株。
2． 2 POD活力
结果( 见图 2) 表明: 以清水和 25 mg /L 的多菌

灵处理 ZY-R和 ZY，在 0 h时两菌株体内的 POD活
力没有明显差异; 而在 1． 5 ～ 24 h时 ZY-R的比活力
均显著高于 ZY( P ＜ 0． 05) ，表明在清水和药剂处理
条件下抗多菌灵菌株体内 POD 活力较敏感菌株显
著提高; 1 和 5 mg /L的多菌灵处理结果与此趋势相
同，故省略两图，但其活力随着处理药剂浓度的降低

而有所降低。当用 0、1、5 和 25 mg /L的多菌灵处理
ZY-R与 ZY后，两菌株体内 POD活力在 0 ～ 24 h 内
持续升高; 至 24 h时达到最高值，两者差异最大，
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图 1 清水及多菌灵药液处理后抗多菌灵菌株( ZY-R) 与敏感菌株( ZY) 体内苯丙氨酸解氨酶( PAL) 的活力

Fig． 1 The activity of PAL of ZY-R and ZY strain of F． oxysporum after treatment of carbendazim

图 2 清水及多菌灵药液处理后 ZY-R与 ZY体内过氧化物酶( POD) 的活力

Fig． 2 The activity of POD of ZY-R and ZY strain of F． oxysporum after treatment of carbendazim

25 mg /L下 ZY-R的 POD活力为 ZY的 2． 26 倍。说
明草莓枯萎病菌遇到外界逆境时，其体内的 POD活
力升高，且抗多菌灵菌株体内 POD活力升高幅度更
大，其抗性与 POD的氧化代谢关系更为密切。

2． 3 多菌灵对菌株细胞膜透性的影响
不同浓度多菌灵药液对 ZY-R 和 ZY 细胞膜透

性的影响结果( 图 3 ) 表明: 利用不同浓度多菌灵药
剂处理不同时间后，ZY-R的相对渗率均显著高于

图 3 不同浓度多菌灵处理敏感和多菌灵抗性菌株后相对渗率的变化
Fig． 3 Change of relative leakage of resistant and sensitive strains of F． oxysporum after treatment

of different concentrations of carbendazim
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ZY，说明抗性菌株比敏感菌株渗出了更多的电解
质。
在较低的多菌灵质量浓度( 0 ～ 10 mg /L) 下，ZY

和 ZY-R的相对渗率随着时间的延长呈逐渐上升趋
势，这表明随着时间的延长，菌丝渗出的电解质逐渐

增多。质量浓度为 0． 1 和 1 mg /L 的多菌灵处理的
结果与 10 mg /L的处理具有相同的趋势，故省略两
图。在 30 min 之内，电解质的渗出速率增长缓慢;
30 min至 5 ～ 6 h为相对渗率迅速增大阶段，且 ZY-
R的相对渗率显著高于 ZY，分别为 ZY 的 3. 42、3．
37、2． 02 和 2． 11 倍; 在 6 h至 9 h 之间，相对渗率几
乎保持不变，细胞膜对电解质的渗出和吸收达到平

衡。在测定时间( 9 h) 内，ZY 和 ZY-R 的相对渗率
所能达到的最大值均随着处理浓度的升高而降低，

其中多菌灵抗性菌株相对渗率的降低幅度( 55．
88% ～ 28． 38% ) 远高于敏感菌株( 15． 70% ～ 12．
85% ) ，为敏感菌株的 9． 65 倍。表明菌丝细胞膜的
渗透性与处理药液的浓度有关。外界药液浓度低
时，细胞膜内外的渗透势较大，可以渗出较多的电解

质，以维持渗透压的平衡; 相反则渗出的电解质较

少。ZY-R细胞膜对外界药液浓度的渗透调节能力
远高于 ZY。
用较高质量浓度( 50、100 mg /L ) 的多菌灵处

理，随着处理时间的延长，ZY 和 ZY-R 的相对渗率
均呈现先下降后上升的趋势: 其中 ZY 的下降幅度
( 2. 46%、18. 79% ) 远高于 ZY-R ( 1. 09%、13. 26% ) 。
由此说明，在较高浓度的外界溶液中，两菌株均可以

吸收一定浓度的药剂，以降低外界渗透压，其中 ZY-
R对药剂的吸收远小于 ZY，说明抗性菌株 ZY-R 细
胞膜耐受外界药剂的能力也远高于 ZY。

3 小结和讨论

已知苯丙氨酸解氨酶 ( PAL ) 和过氧化物酶
( POD) 是植物次生代谢过程的关键酶［24］，PAL与植
物的抗病虫能力呈紧密的相关性［25］。当植物遭遇
逆境时表现为 PAL 活力的增加［26–27］。POD 与呼吸
作用、光合作用及生长素的氧化等都有密切关系，其
酶活力可反映某一时期生物体内氧化代谢变化［28］。
夏晓明［13］、林才华［14］报道在药剂作用或无营养的
饥饿状态下，病原菌敏感与抗性菌株体内的 PAL 活
力会在短时间内迅速上升，对于同一菌株 POD活力
与药剂浓度呈相关性，而在同一药剂浓度下 POD活
力与菌株的抗性水平也成正相关性; 石志琦等［17］、
陈彦等［29］、李新凤等［30］发现，抗药性病原菌体内的

PAL 活力始终高于敏感菌株，认为真菌在逆境( 如
饥饿、具活性的杀菌剂) 中，也会与植物一样表现出
PAL活力升高。本研究结果也表明，草莓枯萎病菌
的 PAL和 POD 活力与菌体抗逆性有关，这与石志
琦、陈彦等人研究结果一致，表明草莓枯萎病菌抗多
菌灵突变体抗药性的产生与其体内抗逆酶活力的增

加有关，PAL和 POD活力差异可作为田间菌株抗药
性快速检测的指标，其检测方法、判别标准及其适用
范围有待进一步研究。
石志琦等［17］和张永杰等［31］研究发现，与敏感

菌株相比，病原菌抗性菌株能够在较短的时间里渗

出更多的电解质。丁中等［16］研究发现，用多菌灵药
液处理后，敏感菌株和抗性菌株所在溶液电导率的

变化明显不同，其中敏感菌株的电导率随时间的延

长表现出下降趋势，而抗性菌株的电导率在经过短

暂的小幅下降后缓慢上升。本研究中在较低的多菌
灵质量浓度( 0 ～ 10mg /L) 下，ZY-R 和 ZY 的相对渗
率随着时间的延长均表现为逐渐上升的趋势，且上

升速度存在着“慢-快-慢”的规律。在较高质量浓度
( 50、100 mg /L) 的多菌灵处理条件下，随着处理时
间的延长，敏感菌株和抗性菌株的相对渗率均呈现

出先下降后上升的趋势。这与夏晓明［32］等的研究
结果有所不同，可能与菌株及诱导抗性所用的药剂

不同有关。本研究发现，利用不同浓度多菌灵处理
不同时间后，ZY-R的相对渗率均高于 ZY，说明 ZY-
R细胞膜对外界药液的渗透调节能力较强，能够渗
出更多的电解质，可以更快速地将杀菌剂排出体外。
由此表明，草莓枯萎病菌对多菌灵的抗性与菌株体

内防御酶活力的升高及细胞膜透性的改变相关，但

要全面揭示其抗性机制，尚需更进一步深入研究。
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