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禾谷丝核菌对井冈霉素的抗性风险预测
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摘  要:采用菌丝生长速率法,测定了 4个麦区的 5个禾谷丝核菌 Rh izo ctonia cerea lis菌株对井冈

霉素的抗药性;在含井冈霉素的 PDA平板培养基上对禾谷丝核菌进行继代培养,以诱导抗药性菌

系;测定了抗性菌系对其他杀菌剂的交互抗性,并比较了抗性和敏感菌系对渗透压的敏感性及药剂

处理后两种菌系培养液内还原糖和可溶性蛋白的含量差异。结果表明,田间禾谷丝核菌菌株对井

冈霉素分别产生了 7. 26、7. 75、10. 46、14. 92和 23. 31倍的抗性。室内继代培养 36代,禾谷丝核菌

对井冈霉素的抗性达 49. 24倍,形成了抗井冈霉素菌系。抗井冈霉素菌系对口恶醚唑、福美双、三唑

酮、丙环唑、戊唑醇和咯菌腈分别产生了 48. 58、21. 78、17. 62、10. 95、2. 55和 1. 78倍的交互抗性。

抗性菌系在较低和较高渗透压下其生长抑制率均大于敏感菌系, 用井冈霉素处理抗性和敏感菌系

后,其体内的电解质都严重外渗,且抗性菌系在 10 h内的外渗量明显大于敏感菌系。
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Abstract: Resistance o f 5 stra ins o fRhizo cton ia cerea lis to validam ycin co llected f rom 4 w hea-t g row ing

areas w as m easured by using m yce lium g row th rate m ethod. A sensit iv e strain o f the fungus w as

subcu ltured on the m edia conta in ing va lidam yc in to induce the resistance dev elopm en t of the stra in o f

R. cerea lis, the cro ss resistance o f the resistant strain to o ther fung icides w as stud ied. The sensitiv ity o f

R-stra in and S-stra in to osm o larity, a lso the dif ference o f reduc ing sugar and so lub le pro tein in culture

liqu id o f R-strain and S-stra in af ter treatm entw ith va lidam yc in, w ere com pared. The results show ed tha t

the re sistance lev el o f 5 stra ins ( L2, L1, TA, TW , and JZ ) to va lidam yc in w as 7. 26-, 7. 75-, 10. 46-,
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14. 92- and 23. 31- fo ld, respectiv ely. A fter 36 subcu ltured on PDA conta in ing validam yc in in labo ratory,

the resistance lev el ofRhizo ctonia cerea lis reached 49. 24-fo ld to va lidam yc in, the R-va lidam yc in stra in

w as g ained. The resistance leve l o f resistant stra in o fR. cerea lis to difenoconazo le, th iram, tr idim efon,

prop iconazo le, tebuconazo le, f ludioxon il w as 48. 58-, 21. 78-, 17. 62-, 10. 95-, 2. 55- and 1. 78-fo ld,

respectiv ely. Inh ib it ion rate o f R-strain w as higher than S-strain in the PDA con taining 1% and 4%

dex tro se. In addit ion, the results o f electro ly te leakag e show ed that the e lectro ly te o f R-stain and

S-stra in w as seriously exo sm o sised af ter treatm ent w ith va lidam yc in, and the R-stra in could leak m o re

electro ly te than the S-stra in in 10 h.

Key words:Rhizoctonia cerea lis; va lidam yc in; re sistance; cro ss-resistance

  小麦纹枯病又称小麦尖眼斑病 (W heat sharp

ey espo t) ,是一种世界性分布的土传真菌病害
[ 1, 2]

,

主要由禾谷丝核菌 Rh izocton ia cerea lis引起。目

前,该病害已成为影响我国冬小麦稳产高产的障碍
[ 3]
。

井冈霉素是由吸水放线菌所产生的一种葡萄

糖苷类化合物,主要用于防治水稻纹枯病, 对小麦

纹枯病也有较好的防治效果
[ 4]
。但近年来, 由于

小麦纹枯病在全国各地大发生, 导致井冈霉素的

使用量加大, 使用次数增多, 增加了对病原菌的选

择压力,使得井冈霉素对小麦纹枯病的防治效果

明显下降
[ 5, 6]
。张穗等

[ 7]
研究表明, 田间的立枯丝

核菌 Rh izocton ia so lani已经对井冈霉素表现出了

明显的抗药性。但是国内外尚未见有关禾谷丝核

菌对井冈霉素抗性的相关报道。

本试验采用菌丝生长速率法,测定了 4个小麦

产区的 5个禾谷丝核菌菌株对井冈霉素的抗药

性; 通过室内药剂筛选获得了抗井冈霉素的禾谷

丝核菌菌系, 研究了抗性菌系对其他药剂的交互

抗性;并比较了抗性菌系和敏感菌系对渗透压的

敏感性及药剂处理后两菌系培养液内还原糖和可

溶性蛋白的含量。

1 材料与方法

1. 1 供试材料
1. 1. 1 供试亲本敏感菌株 ( S菌株 )  从山东泰

山中天门发病的狗尾草上分离后接种到温室盆栽

小麦上,再从发病植株上分离纯化,经分离鉴定确

定为禾谷丝核菌 Rh izo cton ia cerea lis, 从未使用过

化学药剂, 对井冈霉素敏感
[ 8 ]
。

1. 1. 2 田间菌株  分别采自山东省泰安市郊区

( TA菌株 ) , 山东省滕州市望庄镇 ( TW 菌株 ) , 山

东省聊城市郊区东一村 ( L 1菌株 )、聊城市郊区东

二村 ( L 2菌株 )和江苏省镇江市郊区 ( JZ菌株 )麦

田,经分离鉴定确定为禾谷丝核菌。上述 4地均

为我国的小麦主产区, 田间水肥条件好, 产量高,

小麦纹枯病发生较重, 因防治小麦纹枯病的用药

时间较长, 已发现多种常用杀菌剂对该病的防治

效果明显降低。

1. 1. 3 供试药剂  97%戊唑醇 ( tebuconazo le)原

药及 96. 5% 丙环唑 ( prop iconazo le )原油 (山东华

阳科技股份有限公司 ) ; 95%三唑酮 ( trid im efon)

原药 (山东大成农药工业股份公司 ) ; 95% 口恶醚唑

( difeno conazo le)原药及 95%咯菌腈 ( f ludioxon il)

原药 (农业部农药检定所提供 ) ; 60% 井冈霉素

( va lidm yc in SPX )可溶性粉剂 ( A体, 山东威海农

药厂 ) ; 96. 5%福美双 ( th iram )原药 (青岛第二农

药厂 )。

1. 2 毒力测定方法
采用 FAO推荐的菌丝生长速率法

[ 9]
。在超净

工作台上将供试药剂稀释成一系列浓度后, 准确

移取 1 m L药液加入到 9 m L 50e 左右融化的 PDA

培养基中,混合均匀, 迅速倒入预先灭菌的 Á 9 cm

的培养皿中, 冷却后即成含药的培养基平板。测

定前 3 d, 用经 75% 酒精灭菌的 Á 7 mm 的打孔器

沿菌落边缘切取带菌丝的菌饼, 将其接入含药培

养基平板上培养。每个培养皿接 1个, 每处理重

复 4次。在 25e 恒温培养箱中培养 72 h, 采用十

字交叉法测量菌落直径, 取其平均值, 根据下面的

公式计算平均抑制生长百分率。所得数据经

Finney机率分析法用 DPS统计软件求出毒力回归

方程及 EC50值。

生长抑制率 (% ) =
对照菌落直径 -处理菌落直径

对照菌落直径
@ 100
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1. 3 抗性菌系的诱导
待供试敏感菌株 ( S)稳定培养后, 测定其对井

冈霉素的敏感基线。每代以药剂抑制菌丝生长

50% 以上的浓度, 在含药的 PDA培养基上对 S菌

系进行诱导选择培养, 每选择 3代用菌丝生长速

率法测定 1次 EC50值, 检测诱导菌系对药剂的抗

性变化,建立抗井冈霉素菌系 ( R)。

1. 4 抗性菌系的交互抗药性测定

当抗性诱导至第 36代, 禾谷丝核菌对井冈霉

素的抗性达 49. 24倍时, 分别制成含系列浓度三

唑酮、戊唑醇、咯菌腈、福美双、口恶醚唑、丙环唑的

PDA培养基平板, 利用菌丝生长速率法测定各药

剂对抗井冈霉素菌系的 EC50值。

1. 5 抗性菌系对渗透压的敏感性测定

将抗性菌系和敏感菌系的菌碟分别接入含葡

萄糖质量分数为 1%、2%、4%、8%的 PDA培养基

上, 25e 培养 3 d后测量菌落直径, 以 2%葡萄糖

PDA平板上生长的菌落直径为对照, 计算不同质

量分数葡萄糖培养基上的菌丝生长抑制率。试验

重复 4次, 每个重复 1皿。

1. 6 电解质渗漏情况测定

将抗井冈霉素菌系和敏感菌系的菌碟分别接

入 29 m L高温消毒后的 PD培养液中, 25e 恒温

振荡培养 4 d后加入 1 m L 30 Lg /m L 的井冈霉

素, 25e 恒温振荡培养 10 h后滤去菌丝, 以斐林

试剂比色法
[ 10]
和考马斯亮蓝 G-250

[ 10]
染色法分

别测定滤液中还原糖和可溶性蛋白的含量。以不

加井冈霉素者为对照,重复 3次。

2 结果与分析

2. 1 4个麦区的禾谷丝核菌对井冈霉素的抗性

测定结果 (表 1)表明, 与 S菌系相比, 4个麦

区田间菌株对井冈霉素均产生了不同程度的抗

性。 JZ 菌株对井冈霉素的抗性程度最高, 达

23. 31倍; TW 菌株和 TA菌株次之, 分别为 14. 92

和 10. 46倍; L1和 L2的抗性程度较低, 分别为

7. 75和 7. 26倍。井冈霉素在江苏等地使用较早,

现每年使用次数已经从 1 ~ 2次增加到 3 ~ 4次,

使用量也从以前的 1. 5 kg /hm
2
增加到了 4. 5 ~

610 kg /hm
2
; 而山东等地目前井冈霉素的用药量

和用药次数仅为江苏等地的一半左右。表明各麦

区禾谷丝核菌对井冈霉素的抗性差异与该地区使

用井冈霉素的水平和历史有关。

T ab le 1 Resistance o fR 1cerea lis to v alidam y cin

S train s Regression equation r
EC 50 ( 95% CL )

/ ( Lg /m L )

Resistance level

( R /S )

JZ Y = 5. 0 09 2 + 0. 768 5x 0. 995 0 0. 973 0( 0. 519 ~ 1. 8 23 2 ) 23. 31

TW Y = 5. 3 06 7 + 1. 492 2x 0. 962 4 0. 622 9( 0. 071 ~ 0. 9 53 1 ) 14. 92

TA Y = 5. 5 36 6 + 1. 134 5x 0. 994 1 0. 436 5( 0. 328 ~ 0. 5 95 9 ) 10. 46

L1 Y = 5. 4 04 7 + 0. 831 5x 0. 980 9 0. 323 6( 0. 228 ~ 0. 4 57 9 ) 7. 75

L2 Y = 5. 2 89 2 + 0. 557 6x 0. 971 0 0. 302 9( 0. 162 ~ 0. 5 65 4 ) 7. 26

S Y = 8. 2 69 5 + 2. 370 2x 0. 998 4 0. 041 7( 0. 035 ~ 0. 0 49 4 ) 1. 00

  N o te: S for sen sitive strain. JZ w as co llected f rom Zh en jiang o f Jiang su prov in ce, TW w as co llected from Tengzhou of Sh andong p rov ince, TA

w as co llected from T aican of Sh andong prov ince, L1 and L2 w ere co llected from L iaocheng of Shandon g p rov ince.

2. 2 抗井冈霉素禾谷丝核菌菌系的选育
禾谷丝核菌对井冈霉素的抗性发展规律 (表

2)表明, F0 ~ F9代之间为抗性缓慢增长阶段,

EC50值由 0. 041 7增加到 0. 212 4 Lg /m L, 抗性为

5. 09倍; F9 ~ F21代为抗性突增阶段, EC50值由

0. 212 4增加到 1. 134 7 Lg /m L,抗性由 5. 09倍突

增到 27. 18倍; F21~ F30代为抗性发展平缓阶段,

EC50值由 1. 134 7增加到 1. 416 6 Lg /m L, 抗性由

27. 18倍增长到 33. 94倍, 连续诱导 10代抗性仅

提高 6. 76倍; 从 F30代开始, 抗性又出现突增现

象, 至 36代时, EC50值为 2. 053 5 Lg /m L, 抗性达

49. 24倍, 形成了高水平的抗井冈霉素菌系。

2. 3 抗井冈霉素菌系的交互抗药性

交互抗药性测定结果 (表 3)表明, 抗井冈霉素

菌系对口恶醚唑、福美双、三唑酮和丙环唑的抗性分

别达 48. 58、21. 78、17. 62和 10. 95倍, 交互抗性

程度较高; 对戊唑醇和咯菌腈的抗性分别为 2. 55

和 1. 78倍, 交互抗性不明显。口恶醚唑、三唑酮、丙

环唑和戊唑醇均为三唑类杀菌剂, 该抗性菌系与

前 3种药剂有显著的交互抗性, 而对后者的交互

抗性却不明显, 其原因尚待进一步研究。
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T ab le 2 Resistance deve lopm ent o fR1cerea lis to va lidam yc in in labo rato ry

G en era tion
Regression equation

r
EC 50 ( 95% CL )

/ ( Lg /m L )

Resistance level

( R /S )

F0 Y = 8. 2 69 5 + 2. 370 2x 0. 995 9 0. 041 7 ( 0. 0 35 3 ~ 0. 049 4) 1. 00

F3 Y = 7. 7 48 3 + 2. 545 0x 0. 988 2 0. 081 5 ( 0. 0 38 5 ~ 0. 097 0) 1. 95

F6 Y = 5. 5 93 9 + 0. 767 0x 0. 984 6 0. 168 2 ( 0. 1 03 0 ~ 0. 274 6) 4. 03

F9 Y = 5. 7 05 1 + 1. 047 9x 0. 977 1 0. 212 4 ( 0. 1 52 0 ~ 0. 296 9) 5. 09

F12 Y = 5. 3 27 9 + 1. 167 5x 0. 996 2 0. 503 8 ( 0. 4 00 4 ~ 0. 685 3) 12. 07

F15 Y = 5. 1 38 8 + 1. 113 7x 0. 960 0 0. 750 6 ( 0. 5 78 0 ~ 0. 974 9) 17. 98

F18 Y = 5. 0 25 0 + 1. 716 9x 0. 975 2 0. 917 0 ( 0. 7 98 8 ~ 1. 170 6) 21. 98

F21 Y = 4. 5 73 1 + 1. 784 5x 0. 996 4 1. 134 7 ( 1. 1 08 3 ~ 1. 300 1) 27. 18

F24 Y = 4. 8 61 4 + 1. 450 4x 0. 983 1 1. 246 0 ( 1. 0 13 5 ~ 1. 531 9) 29. 85

F27 Y = 4. 9 55 1 + 1. 909 7x 0. 999 8 1. 355 6 ( 0. 7 71 2 ~ 1. 945 1) 32. 48

F30 Y = 4. 8 76 3 + 1. 156 7x 0. 998 0 1. 416 6 ( 0. 9 97 6 ~ 1. 963 5) 33. 94

F33 Y = 4. 6 36 5 + 0. 931 8x 0. 998 3 1. 655 3 ( 1. 4 93 0 ~ 2. 162 2) 39. 66

F36 Y = 4. 6 76 1 + 1. 036 6x 0. 999 3 2. 053 5 ( 1. 5 53 4 ~ 2. 714 7) 49. 24

Tab le 3 C ro ss re sistance o f va lidam yc in resistan t stra in o fR. cerea lis to o ther fung icides

Fung icid es
EC 50 ( 95% CL ) / ( Lg /m L )

S-strain R- val idam y cin

Resistance level

( R /S )

V alidam yc in 0. 041 7 ( 0. 03 5 3 ~ 0. 049 4) 1. 655 3 ( 1. 493 0~ 2. 162 2) 49. 2 4

D ifen oconazo le 0. 054 1 ( 0. 03 7 6 ~ 0. 065 0) 2. 628 3 ( 1. 615 7~ 4. 275 5) 48. 5 8

T h iram 0. 050 3 ( 0. 01 9 8 ~ 0. 127 2) 110 96 5 ( 0. 906 9 ~ 1. 398 2) 21. 7 8

T rid im efon 0. 036 5 ( 0. 02 7 4 ~ 0. 047 4) 0. 643 0 ( 0. 487 5~ 1. 132 3) 17. 6 2

Prop icon azo le 0. 051 2 ( 0. 03 4 4 ~ 0. 076 4) 0. 560 7 ( 0. 437 8~ 0. 718 1) 10. 9 5

T ebuconazo le 0. 012 0 ( 0. 00 2 6 ~ 0. 015 1) 0. 030 6 ( 0. 001 7~ 0. 004 7) 2. 5 5

F lud ioxon i 0. 050 0 ( 0. 03 9 9 ~ 0. 074 0) 0. 089 1 ( 0. 056 5~ 0. 140 4) 1. 7 8

2. 4 抗性菌系对渗透压的敏感性

在 PDA培养基中葡萄糖质量分数为 1%的低

渗透压下, 葡萄糖对敏感菌系和抗性菌系的菌丝

生长均有促进作用, 但抗性菌系比敏感菌系更敏

感;在 4%中等渗透压环境中, 敏感菌系的生长抑

制率达 34. 2% , 较抗性菌系 ( 7. 9% )敏感; 在 8%

的高渗透压下, 抗性菌系的生长抑制率明显高于

敏感菌系,其敏感性显著高于敏感菌系 (表 4)。

T ab le 4 Inh ib it ion ra te(% ) o f sensitive and resistan t stra in in PDA m ed ium w ith

d if ferent concen tra tio ns o f dex tro se

S train s
C on cen trat ions of dex tro se

1% 2% 3% 4%

R (V al idam y cin) - 75. 0 b 0 7. 9 b 81. 6 a

S ( S ens itive) - 56. 2 a 0 34. 2 a 66. 0 b

  N o te: D ata in the tab le w ere tested by Duncanps tes.t D ata in th e sam e row fo llow ed by d if feren t letters show s ign if ican t d ifference at 0. 05 leve.l

T he sam e as be low.

2. 5 药剂对敏感和抗性菌系电解质渗漏的影响
可溶性蛋白和还原糖在生物体内具有多种生

理功能,可以作为细胞质渗透的调节物质, 稳定生

物大分子结构, 降低细胞酸度以及作为能量库调

节细胞氧化还原势等
[ 11 ]
。张学君等

[ 12]
研究发现,

当用麦丰宁 B 3处理禾谷丝核菌后, 菌丝溶液中的

电解质渗漏与溶液中的可溶性蛋白和还原糖呈明

显正相关性。本研究结果 (表 5)表明, 用井冈霉

素处理 R菌系和 S菌系 10 h后, 两菌系体内还原

糖和可溶性蛋白的渗出量差异较大, R菌系渗出物
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的质量明显高于 S菌系。当用井冈霉素处理 R菌

系和 S菌系后, 其体内的电解质都严重外渗, 但前

者在 10 h内的外渗量明显大于后者。

T ab le 5 Ex uda tion of tw o stra ins trea ted

w ith va lidam yc in

S train s
Exud ation / ( Lg /m L )

R educing sugar S o lub le p rotein

R (V al idam y cin) 0. 107 0 a 0. 012 6 a

S ( S ens itive) 0. 09 2 0 b 0. 010 4 b

3 讨论

1973年上海农药研究所研究人员从江西井冈

山等地土壤中定向筛选到了一株吸水链霉菌井冈变

种 ( Streptom yces hygro scop icus var. jinggangensis ) ,

井冈霉素即是从该菌的发酵液中分离得到的与有

效霉素同属一类的抗生素
[ 13]
。井冈霉素对纹枯病

菌无致死作用, 它通过使病菌菌丝体形成不正常

分枝而影响病菌的致病力, 因此,一般认为田间很

难形成其抗药性菌株
[ 14]
。但本研究发现, 采自江

苏省镇江市、山东省滕州市和泰安市的 5个禾谷

丝核菌菌株对井冈霉素均产生了 10倍以上的抗

性,其中 JZ菌株对井冈霉素的抗性高达 23. 31倍,

证明在田间条件下禾谷丝核菌对井冈霉素也容易

产生抗性。室内抗性诱导结果也进一步证明, 该

病菌对井冈霉素的抗性发展比较迅速, 选育至

36代,抗性高达 49. 24倍, 抗性风险大。因此在防

治中应合理轮换使用药剂, 以延缓抗药性的进一

步发展。

交互抗药性研究发现, 抗井冈霉素菌系对三

唑类杀菌剂戊唑醇的抗性仅为 2. 55倍, 交互抗性

不明显。前期试验已证明, 抗戊唑醇菌系对井冈

霉素存在较高程度的交互抗性, 当抗戊唑醇菌系

的抗性达 33. 4倍时, 对井冈霉素的抗性可达

16. 9倍
[ 8]
。由此说明禾谷丝核菌在井冈霉素和戊

唑醇之间表现的交互抗性是单向的。药剂间的单

向交互抗性现象在杀虫剂研究中也已有发现
[ 15]

,

其结果可为在禾谷丝核菌抗井冈霉素的小麦产区

推广使用戊唑醇提供重要参考。本研究结果还表

明, 抗井冈霉素菌系对同属三唑类的戊唑醇、丙环

唑、三唑酮和口恶醚唑之间所表现的交互抗性也存

在十分显著的差异, 其对戊唑醇的交互抗性不明

显, 但对丙环唑、三唑酮和口恶醚唑的交互抗性程度

较高 ( 10. 95、17. 62和 48. 58倍 )。该抗性菌系还

对有机硫类的福美双表现出高水平的交互抗性

( 21. 78倍 ) , 对吡咯类杀菌剂咯菌腈则无交互抗

性现象。说明研究分析药剂间的交互抗性现象时

不应仅局限在药剂的类别之间, 还应扩大到品种

之间。

在高渗透压环境的胁迫下, 微生物大多可以

合成或从环境中吸收一些低分子量物质来调节自

身的渗透压以平衡外界渗透压的增高
[ 16 ]
。而 E llis

等
[ 17]
认为,菌体在高渗透压环境中需要不断合成

甘油来维持细胞膨压而消耗大量能量, 故生长受

到抑制甚至不能生长, 渗透压突变和抗药性突变

可能是同源的。本研究结果表明, 抗井冈霉素菌

系在较低和较高渗透压下的生长抑制率均大于敏

感菌系, 这与张永杰
[ 18]
和石志琦

[ 19]
的研究结果相

符。

前文
[ 20 ]
报道, 当用戊唑醇处理禾谷丝核菌抗

性和敏感菌系后, 抗性菌系能在较短的时间里渗

出更多的电解质。本研究也发现, 当用井冈霉素

处理抗性和敏感菌系后, 抗性菌系在短时间内能

够渗出更多的可溶性蛋白和还原糖, 由此推测禾

谷丝核菌对井冈霉素的抗药性与杀菌剂的迅速排

出机制有关。因还原糖大量存在于病原菌的细胞

壁中, 还原糖的大量渗出, 也说明抗性菌系细胞壁

的渗透性发生了一定的变化。有关禾谷丝核菌对

井冈霉素的详细抗性机制还有待于进一步研究。
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