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[摘要] 　 为了评价 40%丙硫菌唑-戊唑醇悬浮剂( SC)对人参黑斑病的防治效果,以期为人参黑斑病菌抗药性的治理奠定基

础,该文在测定其对 3 种人参黑斑病菌 Alternaria
 

alternata、A.
 

panax、A.
 

tenuissima 的抑菌活性和对 A.
 

alternata 生化活性的基

础上,测定了离体条件下其对人参黑斑病的保护和治疗作用,通过 1 年 3 地的田间试验评价其对人参黑斑病的田间防治效果,
采用 Spearman 相关性分析进一步评价其与防治人参黑斑病常用的 8 种杀菌剂的交互抗性。 结果表明丙硫菌唑-戊唑醇对 3 种

人参黑斑病的菌丝生长和孢子萌发均有较好的抑制作用,且对菌丝生长的抑制作用要好于孢子萌发;0. 1、1. 0、10. 0
 

μg·mL-1

的丙硫菌唑-戊唑醇可导致 A.
 

alternata 菌丝畸形、分生孢子萌发芽管变短,DNA 和可溶性蛋白含量减少,细胞膜的通透性下

降;离体条件下,50~ 150
 

μg·mL-1的 40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC 对人参黑斑病的保护和治疗效果分别为 65. 45% ~ 100. 00%和

65. 58% ~ 96. 36%,明显优于相同浓度的戊唑醇且差异有统计学意义。 丙硫菌唑-戊唑醇与在人参上常用于防治黑斑病且已对

黑斑病菌产生抗药性的杀菌剂苯醚甲环唑、丙环唑、戊唑醇、异菌脲、吡唑醚菌酯、嘧菌酯、醚菌酯和代森锰锌之间无交互抗

性;1 年 3 地的田间试验结果表明 40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC 末次施药后 7、15、30
 

d 对人参黑斑病的防治效果明显高于苯醚甲

环唑、丙环唑、戊唑醇、异菌脲,且持效期较长。 总之,40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC 对人参黑斑病菌有较高的抑菌活性和生化活

性,田间防治效果明显优于已经产生抗性的常用防治黑斑病杀菌剂且与之无交互抗性,可以用于治理黑斑病菌的抗药性。
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[Abstract]　 Forty
 

percent
 

prothioconazole-tebuconazole
 

suspension
 

concentrate
 

( SC)
 

has
 

been
 

registered
 

to
 

control
 

multiple
 

crop
 

diseases
 

in
 

China.
 

This
 

study
 

aims
 

to
 

evaluate
 

its
 

efficacy
 

for
 

the
 

control
 

of
 

Alternaria
 

leaf
 

spot
 

of
 

ginseng,
 

so
 

as
 

to
 

lay
 

the
 

foundation
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for
 

the
 

management
 

of
 

resistance
 

of
 

Alternaria
 

spp.
 

causing
 

Alternaria
 

leaf
 

spot
 

of
 

ginseng
 

to
 

fungicides.
 

The
 

study
 

first
 

detected
 

its
 

antifungal
 

activity
 

against
 

three
 

species
 

(A.
 

alternata,
 

A.
 

panax,
 

and
 

A.
 

tenuissima)
 

and
 

biochemical
 

activity
 

against
 

A.
 

alternata
 

and
 

then
 

determined
 

its
 

efficacy
 

against
 

Alternaria
 

leaf
 

spot
 

of
 

ginseng
 

in
 

vitro.
 

Field
 

experiments
 

lasting
 

for
 

one
 

year
 

at
 

three
 

locations
 

were
 

conducted
 

to
 

evaluate
 

its
 

field
 

efficacy
 

against
 

Alternaria
 

leaf
 

spot
 

of
 

ginseng.
 

Spearman′s
 

correlation
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

cross-resistance
 

of
 

40%
 

prothioconazole-tebuconazole
 

SC
 

with
 

eight
 

commonly
 

used
 

fungicides.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

prothioconazole-
tebuconazole

  

had
 

a
 

good
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

mycelial
 

growth
 

and
 

spore
 

germination
 

of
 

the
 

three
 

Alternaria
 

species,
 

and
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

mycelial
 

growth
 

was
 

stronger
 

than
 

that
 

on
 

spore
 

germination.
 

The
 

treatment
 

with
 

prothioconazole-tebuconazole
  

at
 

the
 

concentrations
 

of
 

0. 1,
 

1. 0,
 

and
 

10. 0
 

μg·mL-1
 

resulted
 

in
 

deformity
 

of
 

mycelia,
 

shortened
 

germ
 

tubes
 

of
 

conidia,
 

reduced
 

content
 

of
 

DNA
 

and
 

soluble
 

proteins,
 

and
 

decreased
 

permeability
 

of
 

cell
 

membrane
 

of
 

A.
 

alternata.
 

Under
 

in
 

vitro
 

conditions,
 

the
 

protective
 

and
 

curative
 

effects
 

of
 

40%
 

prothioconazole-tebuconazole
 

SC
 

in
 

the
 

concentration
 

range
 

of
 

50-150
 

μg·mL-1
 

on
 

Alternaria
 

leaf
 

spot
 

of
 

ginseng
 

were
 

65. 45%-100. 00%
 

and
 

65. 58%-96. 36%,
 

respectively,
 

which
 

were
 

significantly
 

better
 

than
 

those
 

of
 

tebuconazole
 

at
 

the
 

same
 

concentration.
 

There
 

was
 

no
 

cross-resistance
 

between
 

prothioconazole-tebuconazole
 

and
 

the
 

eight
 

fungicides
 

( difenoconazole,
 

propiconazole,
 

tebuconazole,
 

iprodione,
 

pyraclostrobin,
 

azoxystrobin,
 

kresoxim-methyl,
 

and
 

mancozeb).
 

These
 

eight
 

fungicides
 

were
 

widely
 

used
 

to
 

prevent
 

and
 

control
 

Alternaria
 

leaf
 

spot
 

of
 

ginseng,
 

and
 

A.
 

panax
 

causing
 

Alternaria
 

leaf
 

spot
 

of
 

ginseng
 

had
 

resistance
 

to
 

them.
 

The
 

results
 

of
 

the
 

field
 

experiments
 

at
 

three
 

locations
 

showed
 

that
 

40%
 

prothioconazole-tebuconazole
 

SC
 

was
 

more
 

effective
 

than
 

difenoconazole,
 

propiconazole,
 

tebuconazole,
 

and
 

iprodione
 

7,
 

15,
 

and
 

30
 

d
 

after
 

its
 

last
 

application
 

and
 

had
 

long
 

effective
 

duration.
 

In
 

conclusion,
 

40%
 

prothioconazole-tebuconazole
 

SC
 

had
 

high
 

antifungal
 

activity
 

and
 

biochemical
 

activity
 

against
 

Alternaria
 

spp.
 

and
 

better
 

efficacy
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

Alternaria
 

leaf
 

spot
 

of
 

ginseng
 

in
 

the
 

field
 

than
 

the
 

commonly
 

used
 

fungicides
 

to
 

which
 

Alternaria
 

spp.
 

were
 

resistant,
 

and
 

no
 

cross-resistance
 

was
 

found
 

between
 

40%
 

prothioconazole-tebuconazole
 

SC
 

and
 

the
 

fungicides.
 

It
 

can
 

be
 

used
 

for
 

resistance
 

management
 

of
 

Alternaria
 

spp.
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人参 Panax
 

ginseng
 

C.
 

A.
 

Mey. 是五加科人参

属的多年生宿根草本植物,被誉为“百草之王” [1] 。
人参病害的发生一直是限制人参产业可持续发展的

关键因素,人参黑斑病是由 Alternaria
 

spp. 引起人参

生产中发生最为严重的地上部病害之一[2] ,常年发

病率为 20% ~ 30%,严重时高达 70%[3] ,可在人参各

个部位发病,导致叶片大量干燥枯死、植株倒伏甚至

死亡,侵染果实时可造成种子带菌等问题[4] 。 目前

人参黑斑病的防治主要以化学药剂防治为主,已经

登记防治人参黑斑病的药剂有异菌脲、嘧菌酯、醚菌

酯、戊唑醇、苯醚甲环唑、丙环唑等,研究表明人参链

格孢 A.
 

panax 对嘧菌酯、醚菌酯、吡唑醚菌酯和代

森锰锌均已经产生抗药性群体[5] 。 抗药性产生后,
为保持其防治效果不得不增加施药量和次数,其后

果必将增加农残超标和环境污染的风险,导致人参

品质下降,国际市场竞争力降低,最终制约人参产业

的高质量发展。
丙硫菌唑(prothioconazole)和戊唑醇( tebucona-

zole)是由德国拜耳股份公司研发的三唑类杀菌

剂[6] ,可用于防治多种作物叶部病害和根部病

害[7-9] 。 其合剂 40%丙硫菌唑-戊唑醇悬浮剂( SC)
具有很好的内吸作用及优异的保护、治疗和铲除活

性,对作物安全,目前在防治小麦病害上应用较

多[10-12] ,其对人参黑斑病的防治效果未见报道。 为

此开展本研究,以期为 40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC 用

于防控人参黑斑病及黑斑病菌的抗药性治理奠定

基础。
1　 材料

1. 1　 杀菌剂

98%戊唑醇原药(货号 20201204)、40%丙硫菌

唑-戊唑醇 SC(货号 PD20230189) 购自海利尔药业

集团股份有限公司; 96% 苯醚甲环唑原药 ( 货号

20201201)购自湖北久丰隆化工有限公司;95%丙环

唑原药(货号 20201214)、25%丙环唑乳油(EC) (货

号 PD20070296)购自浙江禾本科技股份有限公司;
97%异菌脲原药(货号 20201220)、43%戊唑醇 SC
(货号 PD20140150)购自山东省联合农药工业有限

公司;98%嘧菌酯原药(货号 20201211)、97%醚菌

酯原药(货号 20201218)、96%吡唑醚菌酯原药(货

号 20201203) 购自河北锐药生物科技有限公司;
2115
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97%代森锰锌原药(货号 20201219) 购自江苏利民

化工 有 限 公 司; 25% 苯 醚 甲 环 唑 EC ( 货 号

PD20080730)购自瑞士先正达作物保护有限公司;
50%异菌脲 SC(货号 PD20082563)购自江苏蓝丰生

物化工股份有限公司。 以上原药使用前用丙酮和

0. 1%聚山梨酯 80 水溶液或无菌水配制成 1 × 104
 

μg·mL-1的母液,4
 

℃保存;制剂用于田间药效试验。
1. 2　 菌株

于 2015—2021 年从不同地区采集人参黑斑病

样本,组织分离法分离,单孢纯化后,经柯赫法则致

病性验证后,于-80
 

℃ 保存。 使用前在马铃薯葡萄

糖琼脂(PDA)平板上活化,包含 112 株 A.
 

alterna-
ta、27 株 A.

 

panax 和 31 株 A.
 

tenuissima。
1. 3　 仪器

DL-CJ-1N 超净工作台(北京东联哈尔仪器制造

有限公司),SPX 恒温培养箱(宁波东南仪器有限公

司),BXM-7. 5VE 高压蒸汽灭菌锅(上海博讯医疗

生物仪器股份有限公司),UV2300 紫外分光光度计

(上海天美科学仪器有限公司),BA210 光学显微镜

(厦门麦克奥迪光学仪器有限公司),NHWY-200B
振荡培养摇床(常州诺基仪器有限公司),JXFST-
PRP-64 细胞研磨破碎仪(上海净信实业发展有限公

司),雷磁 DDS-11A 电导率仪(上海仪电科学仪器股

份有限公司),BS300S-Wei 电子天平(北京赛多利斯

天平有限公司),100 ~ 1
 

000
 

μL 微量移液器(德国

Eppendorf 公司 ), Axio
 

Imager
 

A2 显 微 镜 ( 德 国

ZEISS 公司), NanoDrop-2000 分光光度计 ( 美国

Thermo 公司), CT15RE 冷冻离心机 ( 日本 Hitachi
公司)。
2　 方法

2. 1　 丙硫菌唑-戊唑醇对 3 种人参黑斑病菌的抑菌

活性测定

采用菌丝生长速率法测定丙硫菌唑-戊唑醇对

A.
 

alternata、A.
 

panax、A.
 

tenuissima 菌丝生长的影

响[13] 。 将配制的各浓度药液与融化至 50
 

℃的 PDA
 

培养基按 1 ∶ 9 混匀,制成 100. 0、10. 0、5. 0、1. 0、0. 1
 

μg·mL-1丙硫菌唑-戊唑醇的含药平板,将供试菌株

用 8
 

mm 无菌打孔器在菌落边缘打取菌饼,菌丝面

朝下接入含药培养基中央,每个浓度重复 3 次,以加

入等量聚山梨酯 80 的培养基平板作为空白对照,在
28

 

℃ 恒温培养箱中黑暗培养 7
 

d,采用十字交叉法

测量各药剂不同浓度处理的菌落直径,并根据公式

(1)计算菌丝生长抑制率。

抑菌率=对照菌落直径-处理菌落直径
对照菌落直径-菌饼直径

×100% (1)

采用孢子萌发法[14] 测定丙硫菌唑-戊唑醇对产

孢菌株 A.
 

alternata
 

和 A.
 

tenuissima 孢子萌发的影

响。 首先将供试菌株接种到 PDA 平板上,在黑暗条

件下 25
 

℃培养 5
 

d,用 0. 1%聚山梨酯 80 溶液冲洗

菌落表面,将洗脱下的孢子通过双层无菌擦镜纸过

滤后配制成每毫升 1×106 个孢子的悬浮液;在凹玻

片中加入孢子悬浮液和供试药剂(0. 01、0. 1、5. 0、
10. 0、20. 0

 

μg·mL-1)各 30
 

μL,25
 

℃ 恒温保湿条件

下培养 3
 

h,观察不同浓度处理下孢子的萌发情况。
当孢子芽管长度超过孢子短半径时视为萌发,每个

处理 3 次重复,随机观察 3 个视野,调查孢子总数不

少于 100 个,记录视野孢子总数及孢子萌发数,利用

公式(2)、(3)分别计算孢子萌发率(R)和分生孢子

相对萌发抑制率( I)。

R= 孢子萌发数
调查的孢子总数

×100% (2)

I=空白对照孢子萌发率-处理孢子萌发率
空白对照孢子萌发率

×100% (3)

2. 2　 丙硫菌唑-戊唑醇对 A.
 

alternata 菌丝形态和

芽管伸长的影响

2. 2. 1　 对菌丝形态的影响　 将不同抗药性的菌株

A.
 

alternata
 

SJHJ2、JY4、JN15 分别接种到 100
 

mL
 

马

铃薯葡萄糖( PDB)培养基中,25
 

℃
 

静置培养 24
 

h
后,在培养基内分别加入不同浓度的丙硫菌唑-戊唑

醇,使其终浓度为 0、0. 1、1. 0、10. 0
 

μg·mL-1,25
 

℃ 、
150

 

r·min-1摇床培养 48
 

h,挑取单根菌丝,于显微镜

下观察菌丝顶端变化情况,并进行拍照。
2. 2. 2　 对分生孢子芽管伸长的影响　 采用凹玻片

法,具体方法同 2. 1 项。 观察 A.
 

alternata
 

SJHJ2、
JY4、JN15 的分生孢子在丙硫菌唑-戊唑醇终浓度为

0、0. 1、10. 0
 

μg·mL-1 的凹玻片内萌发 10
 

h 后的分

生孢子及芽管形态,并在显微镜下利用自带的标尺

测量孢子萌发后从孢子到芽管顶端的直线长度,统
计芽管长度的变化。
2. 3　 丙硫菌唑-戊唑醇对 A.

 

alternata 生化活性的

影响

2. 3. 1　 对 DNA 合成的影响 　 参考文献方法[15] 并

略有改进,菌株选择与菌丝处理方法同 2. 2. 1 项,将
处理好的菌丝过滤,各称量 0. 1

 

g,采用十六烷基三

甲基溴化铵( CTAB)法提 DNA,测量各个处理 DNA
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浓度。
2. 3. 2　 对蛋白质合成的影响　 参照文献方法[16] 建

立牛血清蛋白标准曲线,菌株选择与菌丝处理方法

同 2. 2. 1 项,将收集到的菌丝各称量 0. 2
 

g 加入到 2
 

mL 离心管,在冷冻球磨仪下研磨,再加入 1. 5
 

mL
 

pH
 

7. 0 磷酸盐缓冲液,转移到 10
 

mL 离心管中并定

容至 10
 

mL,4
 

℃ ,4
 

000
 

r·min-1离心 15
 

min,吸取上

清液备用。 取上一步提取的各浓度药剂处理的上清

液即粗蛋白质液 1
 

mL 加入 5
 

mL 考马斯亮蓝 G-250
溶液,静置反应 2

 

min 后,在 595
 

nm 条件下利用紫

外分光光度计测定吸光度(A)与牛血清白蛋白标准

曲线进行比较。
2. 3. 3　 对核酸泄露的影响　 将 A.

 

alternata
 

SJHJ2、
JY4、JN15 分别接种到 100

 

mL
 

PDB 培养基中,于 25
 

℃ 、150
 

r·min-1摇床培养 3
 

d,取 2
 

g 菌丝悬浮于 0、
0. 1、1. 0、10. 0

 

μg·mL-1的丙硫菌唑-戊唑醇药液中,
每个处理重复 3 次。 于 0、1、2、3、4

 

h 时取样,对菌

丝进行过滤,通过检测 A260
 

nm 来确定核酸的漏出

量[17] 。
2. 3. 4　 对细胞膜通透性的影响　 菌丝的处理方式

同 2. 2. 1 项。 分别称取各处理的菌丝鲜重 0. 3
 

g,并
悬浮于 20

 

mL 蒸馏水中,每隔 30
 

min 对电导率进行

测量,测量至 180
 

min
 

结束。 完成电导率测量后,再
用沸水加热 15

 

min,以达到杀死病菌组织的目的,然
后流水冷却 10

 

min,于室温下再次测量电导率,用公

式(4)求得电解质相对电导率[18] 。

相对电导率=
C-C0

C致死 -C0
×100% (4)

C 为各时间点溶液中的电导率;C0 为 0
 

h 溶液

中的初始电导率;C致死为煮沸处理后的电导率,
 

单

位为 μS·cm-1。
2. 4　 丙硫菌唑-戊唑醇对人参黑斑病的防治效果

评价

2. 4. 1　 离体条件下对人参黑斑病保护和治疗作用

测定　 取新鲜无病长势良好的 4 年生人参叶片,于
75%的乙醇中浸泡 30

 

s 进行表面消毒,再用无菌水

冲洗 3 次,取出晾干。 保护作用的测定先将叶片分

别均匀喷洒 100 ~ 200
 

μL 系列浓度梯度的丙硫菌

唑-戊唑醇和戊唑醇(150、100、50
 

μg·mL-1 )药液,以
喷洒等量无菌水作为对照处理。 在接种盘中铺上 3
层无菌滤纸,并加无菌蒸馏水将其浸湿,保证湿度,
把不同处理的叶片放置其中,24

 

h 后,避开主脉,在

叶片一侧,用灭菌的挑针针刺,轻微破坏叶片表皮,
打取不同敏感性水平菌株 A.

 

alternata
 

(SJHJ2、JY4、
JN15)菌落边缘菌饼接种于针刺部位;治疗作用则

相反,先接种病原菌后喷不同浓度的药液;每个处理

3 次重复。 培养 7
 

d 后,用十字交叉法测定病斑直

径,利用公式(5)计算丙硫菌唑-戊唑醇对黑斑病的

防治效果[19] 。

防治效果=对照病斑面积-处理病斑面积
对照病斑面积

×100% (5)

2. 4. 2　 田间防治效果评价　 2024 年于吉林省长春

市净月区(E
 

125°41′,
 

N
 

43°80′),吉林省抚松县松

江河镇(E
 

127°45′,
 

N
 

42°21′),吉林省敦化市雁鸣

湖镇(E
 

128°60′,
 

N
 

43°69′)3 个地区进行田间药效

试验;试验共设 8 个处理(表 1),试验作物为 4 年生

人参,品种为大马牙,小区随机区组排列,长春市净

月区小区面积为 2
 

m2,4 次重复,其余两地小区面积

为 3
 

m2,3 次重复;在人参黑斑病发生前进行第一次

喷药(无病情),采用茎叶喷雾的处理方法,用水量

为每亩 30
 

L(1 亩≈667
 

m2 ),用药间隔期 7 ~ 10
 

d,
试验期间共施药 3 次,在末次施药后 7、15、30

 

d 各

调查 1 次。 每小区随机选择 5 点调查,每点调查 10
株的所有叶片,以每一掌状复叶单一叶片上病斑面

积占整个单叶面积的百分率来分级,记录总叶片数、
各级病叶数。

表 1　 田间试验药剂使用剂量信息

Table
 

1　 Dose
 

information
 

of
 

fungicides
 

for
 

field
 

experiments

分组 处理
每亩制剂

用量 / mL

有效成分用量

/ g
 

a. i.·hm-2

试验 40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC 20 120
25 150
30 180

对照 25%苯醚甲环唑 EC 35 131
25%丙环唑 EC 30 112
43%戊唑醇 SC 22 142
50%异菌脲 SC 150 1

 

124
空白对照 清水 0 0

　 注:SC.
 

悬浮剂;EC.
 

乳油(表 4、5 同)。 g
 

a. i.·hm-2 表示克有效

成分 / 公顷。

　 　 分级方法 ( 以叶片为单位) ( NY / T
 

1464. 64-
2017):0 级,无病斑;1 级,病斑面积占整个叶面积

的 5%以下;3 级,病斑面积占整个叶面积的 5. 1% ~
10%;5 级,病斑面积占整个叶面积的 10. 1% ~ 20%;
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7 级,病斑面积占整个叶面积的 20. 1% ~ 50%;9 级,
病斑面积占整个叶面积的 50%以上。 计算病情指

数和防治效果并计算药剂持效期,按公式(6)、(7)
计算。

病情指数 =
∑(各级病株数 × 相对级数值)

调查总株数 × 9
× 100 (6)

防治效果 =

空白对照区施药后病情指数 - 药剂处理区施药后病情指数
空白对照区施药后病情指数

×

100% (7)

2. 5　 交互抗药性分析

基于菌株的来源和对丙硫菌唑-戊唑醇的敏感

性水平选取 56 株人参交链孢菌。 采用菌丝生长速

率法(具体方法同 2. 1 项),分别测定人参交链孢菌

对苯醚甲环唑、丙环唑(100. 0、10. 0、5. 0、1. 0、0. 1
 

μg·mL-1 );戊唑醇(100. 0、10. 0、5. 0、1. 0、0. 5
 

μg·
mL-1 ); 异 菌 脲 ( 10. 0、 5. 0、 1. 0、 0. 1、 0. 01

 

μg·
mL-1);嘧菌酯、醚菌酯、吡唑醚菌酯(1

 

000. 0、100. 0、
10. 0、1. 0、 0. 1、 0. 01

 

μg·mL-1 ); 代森锰锌 (2
 

500、
1

 

000、500、100、50、10
 

μg·mL-1 ) 8 种杀菌剂的敏感

性,并比较其与丙硫菌唑-戊唑醇之间的交互抗性。
2. 6　 统计分析

所有数据均采用 Microsoft
 

Excel
 

2024、SPSS
 

26
软件和 GraphPad

 

Prism
 

9. 5. 0 进行处理分析及绘

图。 把不同药剂浓度作为横坐标(X),菌丝生长抑

制率和分生孢子相对萌发抑制率的几率值作为纵坐

标(Y),计算毒力回归方程 Y = a+bX
 

和有效抑制中

浓度
 

EC50、EC90 以及相关系数( r)。 通过对丙硫菌

唑-戊唑醇和其他药剂的 lg
 

EC50 进行 Spearman 相关

性分析,通过相关系数(ρ)和
 

P 来确定杀菌剂间是

否存在交互抗性[20] 。 采用 Duncan 新复极差法进行

统计学比较。
3　 结果

3. 1　 丙硫菌唑-戊唑醇对人参黑斑病菌的抑菌活性

测定

丙硫菌唑-戊唑醇对 A.
 

alternata、 A.
 

panax、
A.

 

tenuissima
 

菌丝生长的抑菌效果差异无统计学意

义,对 A.
 

tenuissima 孢子萌发的抑制效果更强(表

2)。 整体看丙硫菌唑-戊唑醇对病菌菌丝生长的抑

制作用要好于孢子萌发。

表 2　 丙硫菌唑-戊唑醇对人参黑斑病菌 Alternaria
 

spp. 的抑菌活性( �x±s,n= 3)
Table

 

2　 Antifungal
 

activity
 

of
 

prothioconazole-tebuconazole
 

against
 

Alternaria
 

spp.
 

( �x±s,n= 3)

方法　 种类 菌株数 / 个 EC50 / μg·mL-1 EC50 平均值 / μg·mL-1

菌丝生长速率 Alternaria
 

alternata 83 1. 163
 

5 ~ 42. 023
 

2 4. 752
 

5±0. 653
 

7c
A.

 

panax 27 0. 826
 

3 ~ 4. 524
 

6 2. 015
 

7±0. 179
 

0c
A.

 

tenuissima 31 0. 467
 

9 ~ 18. 555
 

2 3. 466
 

0±0. 751
 

2c
孢子萌发　 　 A.

 

alternata 70 1. 192
 

4 ~ 29. 295
 

8 11. 466
 

0±0. 809
 

2a
A.

 

tenuissima 17 1. 911
 

7 ~ 23. 676
 

1 7. 717
 

6±1. 486
 

6b

　 注:同一列不同小写字母表示差异显著,P<0. 05(表 3 ~ 5 同)。

3. 2　 丙硫菌唑-戊唑醇对 Alternaria
 

alternata 菌丝形

态和芽管伸长的影响

3. 2. 1　 对菌丝形态的影响　 不同浓度丙硫菌唑-戊
唑醇处理后,A.

 

alternata
 

SJHJ2、JY4、JN15 的菌丝形

态均有变化(见中国知网本文增强出版附加材料)。
随着丙硫菌唑-戊唑醇浓度的增加,菌丝畸形程度逐

渐增大,分枝增多且较短;不经药剂处理的菌丝表面

光滑、细长且分枝较少,这表明丙硫菌唑-戊唑醇对

人参交链孢菌菌丝形态有一定的影响。
3. 2. 2　 对分生孢子芽管伸长的影响　 不同浓度丙

硫菌唑-戊唑醇处理人参交链孢菌的分生孢子 10
 

h
后,A.

 

alternata
 

SJHJ2、JY4、JN15 分生孢子萌发的芽

管长度随着浓度的提高而变短,且菌株敏感性越低,
芽管长度越长,这表明丙硫菌唑-戊唑醇对 A.

 

alter-
nata 的芽管伸长具有抑制作用,并且芽管长度随敏

感性水平的升高而降低(表 3 及中国知网本文增强

出版附加材料)。
3. 3　 丙硫菌唑-戊唑醇对 A. alternata 生化活性的影响

3. 3. 1　 对 DNA 合成的影响 　 经丙硫菌唑-戊唑醇

处理 24
 

h 后菌株 A.
 

alternata
 

SJHJ2、JY4、JN15 菌丝

内
 

DNA
 

含量有明显变化(图 1),JY4 菌株 DNA 含

量变化较大,其余 2 株未出现大幅度变化,但与空白

对照相比,3 株菌 DNA 含量随药剂浓度的递增呈下

降趋势,说明药剂能够减少病菌 DNA 的合成,从而
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　 　 　表 3　 不同浓度丙硫菌唑-戊唑醇处理 Alternaria
 

alternata 分生孢子 10
 

h 时的芽管长度( �x±s,n= 100)
Table

 

3　 Germ
 

tube
 

length
 

of
 

conidia
 

of
 

Alternaria
 

alternata
 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

prothioconazole-tebuconazole
 

for
 

10
 

h( �x±s,n= 100)

质量浓度 / μg·mL-1 SJHJ2 长度 / μm JY4 长度 / μm JN15 长度 / μm 平均长度 / μm
0 221. 27±65. 62a 204. 10±66. 55a 146. 09±54. 89a 190. 49±32. 17a
0. 1 114. 90±26. 59b 89. 72±28. 41b 81. 95±24. 60b 95. 52±14. 06b

10. 0 82. 72±17. 98b 80. 73±20. 14b 70. 49±22. 83b 77. 98±5. 36b

削弱其繁殖能力和致病潜力。

∗∗∗P<0. 001(图 2 同)。

图 1　 不同浓度丙硫菌唑-戊唑醇处理下菌丝中
 

DNA
 

合成的

差异( �x±s,n= 3)
Fig. 1　 Differences

 

in
 

DNA
 

synthesis
 

in
 

mycelia
 

of
 

Alternaria
 

al-
ternata

 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

prothioconazole-
tebuconazole( �x±s,n= 3)

3. 3. 2　 对蛋白质合成的影响　 蛋白含量标准曲线

为 y= 0. 006
 

1x+0. 102
 

5(R2 = 0. 995
 

4)。 与空白对

照相比, 经过丙硫菌唑-戊唑醇不同浓度处理后

A.
 

alternata
 

SJHJ2、JY4、JN15 菌株的可溶性蛋白含

量均降低,且随着浓度的增加,病菌可溶性蛋白含量

呈下降趋势(图 2)。

图 2　 不同浓度丙硫菌唑-戊唑醇处理下 Alternaria
 

alternata
菌丝中可溶性蛋白合成的差异( �x±s,n= 3)
Fig. 2 　 Differences

 

in
 

soluble
 

protein
 

synthesis
 

in
 

mycelia
 

of
 

Alternaria
 

alternata
 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

pro-
thioconazole-tebuconazole( �x±s,n= 3)

3. 3. 3　 对核酸泄露的影响通过测定
 

　 用 A260
 

nm 来

评估不同浓度丙硫菌唑-戊唑醇处理后人参交链孢

菌的核酸泄露情况(见中国知网本文增强出版附加

材料)。 经不同浓度丙硫菌唑-戊唑醇处理,各菌株

的 A260
 

nm 均随着药剂浓度和时间的增加而提高且高

于对照组;与不加药处理组相比,药剂浓度的增加对

高敏感菌株 JN15
 

A260
 

nm 的影响高于其余 2 株,低敏

感菌株菌丝对药剂的破坏有着更强的抵抗作用。 说

明丙硫菌唑-戊唑醇处理能破坏菌丝细胞膜,使病菌

体内核酸泄露。
3. 3. 4　 对细胞膜通透性的影响　 以不同浓度的丙

硫菌唑-戊唑醇处理 3 株人参交链孢菌,其细胞膜透

性的结果表明,随着药剂浓度和时间的增加菌株电

导率也随之提高,但不同敏感性水平菌株的相对电

导率间略有差异(见中国知网本文增强出版附加材

料)。 不加药处理下低敏感菌株 SJHJ2 电导率最大,
0. 1

 

μg·mL-1低浓度药剂处理后的结果与不加药处

理一致,随着药剂浓度的增加,3 株菌的电导率逐渐

趋近一致。 说明丙硫菌唑-戊唑醇不同浓度处理能

够破坏菌丝细胞膜使细胞内容物渗漏;不同敏感性

水平菌株比较发现,低敏感菌株电导率随处理浓度

的增加变化幅度小于高敏感菌株,其对外界药液的

渗透调节能力更强。
3. 4　 40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC 对人参黑斑病的防

治效果评价

3. 4. 1　 离体条件下对人参黑斑病保护和治疗作用

　 测定 40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC 和 43%戊唑醇 SC
单剂对人参黑斑病的保护和治疗效果随着处理浓度

的增加而增强(表 4 及中国知网本文增强出版附加

材料)。 40% 丙硫菌唑-戊唑醇 SC 在 50、100、150
 

μg·mL-1剂量下,保护作用效果均高于 43%戊唑醇

SC,150
 

μg·mL-1的 40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC 治疗效

果 ( 96. 36%) 与 同 等 浓 度 的 43% 戊 唑 醇 SC
(99. 31%)的治疗效果相当且差异无统计学意义,在
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100、150
 

μg·mL-1剂量下,其治疗作用效果高于 43%
戊唑醇 SC。 不同抗性水平菌株比较发现,低敏感菌

株对药剂有更强的抗性,从而使药剂对病害的保护

和治疗效果也随着敏感性的降低而减弱。

表 4　 40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC 和 43%戊唑醇 SC 对 Alternaria
 

alternata 引起的黑斑病的保护与治疗效果( �x±s,n= 3)
Table

 

4　 Protective
 

and
 

curative
 

effects
 

of
 

prothioconazole-tebuconazole
 

40%
 

SC
 

and
 

tebuconazole
 

43%
 

SC
 

on
 

Alternaria
 

leaf
 

spot
 

caused
 

by
 

A.
 

alternata( �x±s,n= 3)

药剂
质量浓度

/ μg·mL-1

保护效果 / %

SJHJ2 JY4 JN15

平均保护

效果 / %

治疗效果 / %

SJHJ2 JY4 JN15

平均治疗

效果 / %

40%丙硫菌 150 100. 00 100. 00 100. 00 100. 00±0a　 　 91. 09 97. 98 100. 00 96. 36±3. 81a
唑-戊唑醇 SC 100 81. 05 88. 10 90. 12 86. 45±3. 91b 84. 16 90. 91 90. 00 88. 36±2. 99b

50 58. 95 66. 07 71. 60 65. 45±5. 59c 61. 39 68. 69 66. 67 65. 58±3. 08d
43%戊唑醇 SC 150 90. 71 89. 58 91. 33 90. 54±0. 72ab 97. 94 100. 00 100. 00 99. 31±0. 97a

100 56. 64 62. 50 76. 46 65. 20±8. 32c 75. 22 75. 00 84. 52 78. 25±4. 43c
50 50. 44 51. 04 41. 78 47. 75±4. 23d 59. 73 58. 33 65. 16 61. 08±2. 94d

3. 4. 2　 田间防治效果及安全性评价　 2024 年长春

市净月区、抚松县松江河镇、敦化市雁鸣湖镇三地田

间试验结果表明 40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC、25%苯

醚甲环唑 EC、25%丙环唑 EC、43%戊唑醇 SC、50%
异菌脲 SC 这 5 种杀菌剂均对人参黑斑病均有一定

的防治效果,不同剂量处理之间有一定差异。 综合

3 个地点的平均防效,发现 40%丙硫菌唑-戊唑醇悬

浮剂,每亩制剂用量为 30
 

mL 时对人参黑斑病防治

效果最好,优于 25% 苯醚甲环唑 EC、25% 丙环唑

EC、43%戊唑醇 SC、50%异菌脲 SC
 

4 种对照药剂。
末次施药 7

 

d 后调查的结果显示三地 40%丙硫

菌唑-戊唑醇 SC 中、高剂量每亩 25、30
 

mL 下的防效

高于 4 种对照药剂的防效(表 5);末次施药 15
 

d 和

30
 

d,所有杀菌剂的防效随着时间的延长其防治效

果逐渐降低,但其病情指数依旧低于清水处理组,且
3 个地区在每亩 25、30

 

mL 剂量下的 40%丙硫菌唑-戊
唑醇 SC 的平均防效仍然高于 4 种对照药剂;说明

40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC 的持效期较长。 在上述药

量下 40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC 对人参安全,未见药害

发生。
3. 5　 交互抗药性分析

采用菌丝生长速率法测定 56 株 A.
 

alternata 对

丙硫菌唑-戊唑醇与吡唑醚菌酯、嘧菌酯、醚菌酯、代
森锰锌、苯醚甲环唑、丙环唑、戊唑醇和异菌脲的敏

感性,并以各杀菌剂 lg
 

EC50 进行 Spearman 相关性

分析,结果表明 A.
 

alternata 对丙硫菌唑-戊唑醇与

上述药剂的敏感性无显著相关性,不存在交互抗性

(表 6)。

4　 结论与讨论

由于黑斑病目前在人参生产上造成的危害日益

严重,且随着人参生长年限的增加、人参植株抗性降

低导致病害逐年加重[21] 。 相关研究表明已有不同

寄主来源(烟草、番茄、华重楼、马铃薯、枣、大蒜、柑
橘、开心果等)的链格孢菌 Alternaria

 

spp. 对苯醚甲

环唑[22-26] 、 戊唑醇[27-28] 、 嘧菌酯[29-31] 、 吡唑醚 菌

酯[32]和异菌脲[33-36] 出现敏感性降低或产生抗药性

的现象,国际杀菌剂抗性委员会也将戊唑醇等脱甲

基抑制剂列为中等抗性风险[37] 。 因此迫切需要筛

选一些新的杀菌剂来防治黑斑病和治理抗药性。
人参黑斑病是由链格孢属的 3 个种即人参交链

孢菌 A.
 

alternata、人参链格孢菌 A.
 

panax 和细极链

格孢菌 A.
 

tenuissima 侵染所引起的[38] ,本研究测定

了丙硫菌唑-戊唑醇对这 3 种病原菌的菌丝的抑菌

活性,由于 A.
 

panax 在人工培养条件下不易产生孢

子,所以测定了丙硫菌唑-戊唑醇对 A.
 

alternata 和

A.
 

tenuissima 分生孢子的敏感性,结果表明丙硫菌

唑-戊唑醇对 Alternaria
 

spp. 菌丝生长的抑制作用要

强于孢子萌发,这与前人研究结论一致[39] 。
有研究显示人参交链孢菌 A.

 

alternata 在一些

地区和人参特定部位的分离频率较高,且该病原菌

超过半数菌株都能够产生孢子,所以选择 A.
 

alter-
nata 进行生化活性的相关研究[38] 。 结果显示,丙硫

菌唑-戊唑醇对 A.
 

alternata 病菌菌丝形态有明显的

破坏,对芽管伸长也有明显的抑制,随着药剂浓度的

提高,芽管长度逐渐变短,说明丙硫菌唑-戊唑醇对

A.
 

alternata 分生孢子的抑制作用主要体现在芽管
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　 　 　表 5　 不同杀菌剂对人参黑斑病的田间防效( �x±s,n= 3)
Table

 

5　 Field
 

efficacy
 

of
 

different
 

fungicides
 

on
 

Alternaria
 

leaf
 

spot
 

of
 

ginseng( �x±s,n= 3)

地区 药剂

每亩

制剂

量 / mL

末次施药后 7
 

d
 

末次施药后 15
 

d
 

末次施药后 30
 

d
 

病情指数
防治效果

/ %
病情指数

防治效果

/ %
病情指数

防治效果

/ %

　 长春市 40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC 20 2. 34±0. 94ab 59. 23±16. 35a 8. 07±0. 27b 47. 28±1. 80a 16. 20±1. 00b 43. 45±3. 49a

净月区 25 1. 03±0. 77b 82. 12±13. 34a 5. 67±0. 96b 62. 96±6. 26a 14. 53±2. 71b 49. 27±9. 47a

30 0. 78±0. 42b 86. 50±7. 30a 6. 07±1. 73b 60. 35±11. 33a 12. 13±2. 62b 57. 65±9. 13a

25%苯醚甲环唑 EC 35 1. 58±0. 48ab 72. 55±8. 31a 8. 67±1. 76b 43. 36±11. 48a 17. 53±1. 98b 38. 80±6. 93a

25%丙环唑 EC 30 1. 24±0. 41b 78. 45±7. 19a 7. 93±0. 76b 48. 15±5. 00a 16. 80±3. 65b 41. 36±12. 76a

43%戊唑醇 SC 22 2. 34±0. 59ab 59. 25±10. 29a 7. 73±2. 28b 49. 46±14. 91a 15. 73±3. 39b 45. 08±11. 82a

50%异菌脲 SC 150 1. 36±0. 76b 76. 29±13. 21a 9. 47±2. 07b 38. 13±13. 51a 19. 73±2. 94ab 31. 12±10. 26a

CK 0 5. 75±2. 67a - 15. 30±1. 59a - 28. 65±3. 93a -

　 抚松县 40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC 20 4. 98±0. 79b 49. 00±8. 09ab 7. 73±0. 53b 42. 91±3. 94a 13. 24±1. 05b 36. 97±4. 99a

松江河镇 25 1. 96±0. 99b 79. 96±10. 14a 5. 07±0. 94b 62. 60±6. 92a 9. 16±2. 45b 56. 43±11. 64a

30 2. 67±0. 71b 72. 68±7. 23ab 5. 16±0. 85b 61. 94±6. 26a 8. 27±1. 20b 60. 66±5. 72a

25%苯醚甲环唑 EC 35 2. 76±0. 94b 71. 77±9. 64ab 5. 60±1. 26b 58. 66±9. 30a 12. 09±1. 74b 42. 47±11. 25a

25%丙环唑 EC 30 3. 73±0. 71b 61. 75±7. 23ab 6. 31±1. 00b 53. 41±7. 40a 10. 76±2. 54b 48. 82±12. 09a

43%戊唑醇 SC 22 3. 82±0. 24b 60. 84±2. 41ab 6. 76±0. 18b 50. 13±1. 31a 11. 82±0. 69b 43. 74±3. 30a

50%异菌脲 SC 150 5. 16±1. 45b 47. 18±14. 91b 7. 47±1. 34b 44. 88±9. 91a 14. 40±2. 85b 31. 47±13. 57a

CK 0 9. 76±1. 57a - 13. 55±1. 57a - 21. 01±4. 66a -

　 敦化市 40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC 20 2. 67±0. 62b 51. 61±11. 17a 3. 47±0. 92a 46. 11±14. 36a 5. 07±0. 81a 39. 36±9. 75a

雁鸣湖镇 25 1. 78±0. 15b 67. 74±11. 61a 3. 02±0. 79a 53. 02±12. 28a 4. 36±0. 44a 47. 87±5. 32a

30 1. 51±0. 62b 72. 58±11. 29a 2. 49±1. 29a 61. 31±20. 07a 3. 91±1. 11a 53. 19±13. 33a

25%苯醚甲环唑 EC 35 2. 76±0. 94b 50. 00±17. 07a 3. 56±0. 69a 44. 73±10. 79a 4. 89±0. 76a 41. 49±9. 09a

25%丙环唑 EC 30 1. 96±0. 31b 64. 52±3. 23a 3. 29±0. 39a 48. 88±6. 02a 4. 80±0. 86a 42. 55±10. 26a

43%戊唑醇 SC 22 2. 04±0. 09b 62. 90±1. 61a 3. 20±0. 56a 50. 26±8. 63a 4. 98±0. 62a 40. 43±7. 45a

50%异菌脲 SC 150 2. 31±0. 90b 58. 06±16. 37a 3. 47±0. 82a 46. 11±12. 66a 5. 16±1. 16a 38. 30±13. 83a

CK 0 5. 51±1. 33a - 6. 43±2. 91a - 8. 36±1. 56a -

表 6　 丙硫菌唑-戊唑醇与其他 8 种杀菌剂之间的交互抗性

Table
 

6 　 Cross-resistance
 

analysis
 

between
 

prothioconazole-
tebuconazole

 

and
 

other
 

eight
 

fungicides

药剂　
丙硫菌唑-戊唑醇

ρ P

吡唑醚菌酯 0. 023 0. 867

嘧菌酯 0. 026 0. 850

醚菌酯 -0. 082 0. 548

代森锰锌 0. 064 0. 638

苯醚甲环唑 -0. 089 0. 516

丙环唑 0. 052 0. 702

戊唑醇 -0. 224 0. 097

异菌脲 -0. 008 0. 951

　 注:ρ. 相关系数;当 P<0. 05 且 ρ>0 时说明 2 种药剂间存在正交互

抗性,P<0. 05 且 ρ<0 时存在负交互抗性。

伸长阶段;菌株敏感性水平的高低对药剂的抑菌作

用有影响,敏感性越低的菌株对药剂的抗性越强,低
敏感菌株体内 DNA 和蛋白含量高,渗透调节能力

强,能够在一定程度上抵抗药剂对病菌的抑菌作用;
但从整体结果分析,虽然不同菌株自身的一些物质

含量有差异,比较后发现丙硫菌唑-戊唑醇处理能使

病菌 DNA 和可溶性蛋白含量减少,改变细胞膜通透

性使核酸和电解质外渗,说明一定浓度的丙硫菌唑-
戊唑醇削弱了病菌繁殖能力,降低其数量,能改变细

胞膜的通透性,增加了药剂进入病菌细胞的机会和

浓度,进而达到杀死病菌的目的。 以上研究结果表

明丙硫菌唑-戊唑醇对人参交链孢菌有较强的生化

活性,这些结果从某种程度上说明 40%丙硫菌唑-戊
唑醇 SC 对黑斑病菌可能存在多种作用机制。
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于慧等:40%丙硫菌唑-戊唑醇悬浮剂用于治理人参黑斑病菌抗药性的潜力评价

杀菌剂的保护和治疗作用效果也是评判杀菌剂

是否有效的一个重要指标[40] ,本研究在人参离体叶

片上测定了 40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC 和 43%戊唑

醇 SC 对人参黑斑病的防治效果,发现与已经在人

参生产上应用多年的杀菌剂戊唑醇相比,丙硫菌唑-
戊唑醇的保护和治疗效果均较好,尤其在 50、100

 

μg·mL-1下其保护和治疗作用优于同样浓度下的戊

唑醇且存在显著差异。
田间试验更能全面准确地评估杀菌剂对病原菌

的防治效果,因此选择了长春市、抚松县、敦化市 3
个地区喷施不同浓度的 40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC 和

4 种对照药剂(25%苯醚甲环唑 EC、25%丙环唑 EC、
43%戊唑醇 SC、50%异菌脲 SC)对人参黑斑病的防

治效果进行进一步的验证,3 个地区的试验结果表

明与 4 种在人参生产上使用多年的杀菌剂相比,
40%丙硫菌唑-戊唑醇悬浮剂在中、高剂量浓度下均

表现出更好的防治效果, 最高防效分别能达到

86. 50%、79. 96%、72. 58%,尽管随着调查时间的增

加防治效果有所下降,但其平均防效仍高于 4 种对

照药剂,说明 40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC 能够有效控

制黑斑病的发生,同时也说明其防治人参黑斑病有

巨大的潜力,能够治理人参黑斑菌的抗药性。
各类杀菌剂间的交互抗性关系对于田间杀菌剂

的轮换用药和延缓抗药性的发生有着关键作用[41] ,
分离自番茄的 A.

 

solani 对戊唑醇与代森锰锌的敏

感性之间存在正交互抗性[39] ,苯醚甲环唑与啶菌噁

唑存在交互抗性[22] ;分离自马铃薯的 A.
 

alternata
对苯醚甲环唑和代森锰锌的敏感性之间存在正交互

抗性[42] ,暂未发现丙硫菌唑-戊唑醇与其他药剂存

在交互抗性的相关报道,但据 DUTRA
 

P
 

S
 

S 等[43]报

道分离自巴西果的 Monilinia
 

fructicola 对丙硫菌唑

的敏感性与戊唑醇之间交互抗性较弱;SYKES
 

E
 

M
等[44]报道小麦的 Zymoseptoria

 

tritici 对丙硫菌唑的

敏感性与丙环唑之间无交互抗性,本研究结果表明

丙硫菌唑-戊唑醇与目前已登记防治黑斑病的 8 种

杀菌剂间无交互抗性,说明应用该杀菌剂到田间可

规避和治理现有杀菌剂抗药性。
40%丙硫菌唑-戊唑醇 SC 对人参黑斑病菌有较

好的抑菌活性和生化活性,且在离体和田间条件下

对人参黑斑病有较好的防效,优于目前生产上广泛

使用的药剂戊唑醇、丙环唑、苯醚甲环唑和异菌脲

等,是治理黑斑病菌抗药性的有效药剂。
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