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摘  要：【背景】灰葡萄孢(Botrytis cinerea)是引起植物灰霉病的病原菌，严重威胁着各种重要经济

作物的产量。化学防治是最有效的一种防治措施，其中，琥珀酸脱氢酶抑制剂类 (succinate 
dehydrogenase inhibitor, SDHI)杀菌剂是防治灰霉病的一类常用杀菌剂，但目前灰葡萄孢已对其产

生抗性。【目的】建立一种能快速检测对 SDHI 杀菌剂产生抗性的灰葡萄孢菌株的方法。【方法】以

SdhBP225F 点突变为材料，通过设计特异性引物，优化 PCR 体系退火温度和内参引物浓度、评价

等位基因特异性 PCR (allele-specific PCR, AS-PCR)的灵敏度和特异稳定性，最后以快速提取的田

间菌株的 DNA 为模板进行 AS-PCR 检测，并将检测结果与测序结果进行比对。【结果】AS-PCR
引物对 P225F-3F/P225F-R 在退火温度为 58 ℃，内参引物浓度为 2.5 μmol/L 时可稳定区分抗性和

敏感菌株，灵敏度为 10 fg/μL，粗提田间菌株的 AS-PCR 检测结果与测序结果一致。【结论】该

AS-PCR 检测方法操作简单、灵敏度高、特异性强，可为田间灰葡萄孢对 SDHI 抗性菌株的快速检

测提供一种较为可行的方法。 
关键词：灰葡萄孢；琥珀酸脱氢酶抑制剂类；等位基因特异性 PCR；抗药性 
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Abstract: [Background] Botrytis cinerea is a pathogen causing gray mold, posing a serious 
threat to the yields of various important economic crops. Chemical control is an effective 
prevention and control measure, and succinate dehydrogenase inhibitor (SDHI) are commonly 
used fungicides for controlling gray mold. However, B. cinerea has developed resistance to 
SDHI. [Objective] To establish a method for rapidly detecting B. cinerea strains with resistance 
to SDHI. [Methods] We designed specific primers based on the point mutation SdhBP225F and 
optimized the annealing temperature and internal reference primer concentration of the PCR 
system. We then evaluated the sensitivity, specificity, and stability of allele-specific PCR 
(AS-PCR). Finally, AS-PCR detection with rapidly extracted DNA from field strains as 
templates was conducted, and the detection results were compared with sequencing results. 
[Results] The AS-PCR with primers P225F-3F/P225F-R stably distinguished between resistant 
and sensitive strains at an annealing temperature of 58 ℃ and an internal reference primer 
concentration of 2.5 μmol/L, with the sensitivity of 10 fg/μL. The AS-PCR detection results of 
strains in the field were consistent with the sequencing results. [Conclusion] The AS-PCR 
detection method has simple operation, high sensitivity, and strong specificity, serving as a 
feasible method for rapid detection of B. cinerea strains with resistance to SDHI in the field. 
Keywords: Botrytis cinerea; succinate dehydrogenase inhibitor (SDHI); allele-specific PCR; 
drug resistance 
 
 

灰葡萄孢(Botrytis cinerea)可以引起灰霉病

的发生，在植物整个生育期皆可发病，其寄主

范围广泛，低温高湿条件下灰霉病加重，并伴

有灰色霉层产生，发病面积扩大，严重影响经

济作物的产量与质量[1-3]。 
灰霉病的防治主要以选育抗病品种和化学

防治为主，但由于抗病品种选育难度大，化学

防治仍是最常用的措施。化学防治中常用的杀

菌剂有苯胺基嘧啶类、苯并咪唑类、二甲酰亚

胺 类 和 琥 珀 酸 脱 氢 酶 抑 制 剂 类 (succinate 
dehydrogenase inhibitor, SDHI)等[4-5]。由于灰葡

萄孢具有寄生适合度高、遗传变异强及繁殖快

速等特点，加上杀菌剂的大面积频繁使用，使

得其抗药性问题也日益凸显；目前，灰葡萄孢

已对多种类型的杀菌剂产生了严重的抗性[6]。 
SDHI 杀菌剂是一种内吸性杀菌剂，代表性

种类主要有氟唑菌酰胺、氟吡菌酰胺和啶酰菌

胺等，该类杀菌剂最早的品种是 1967 年生产的

萎锈灵，但该药剂防治范围较窄[7]。2003 年上

市的啶酰菌胺是目前使用量最大、杀菌谱较广

的 SDHI 杀菌剂，对灰霉病的防治效果优异[8]。

氟唑菌酰胺具有高效、防治范围广、持效期长

等特点，对灰葡萄孢引起的病害具有特效[9]。

但由于该类药剂普遍大量使用且其作用位点比
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较单一，灰葡萄孢已经对该类杀菌剂产生了抗

药性，如 2014 年西班牙地区灰葡萄孢对啶酰菌

胺抗性频率为 7.6%[10]，2015 年意大利地区抗性

频率高达 59%[11]，在我国的上海、江苏和重庆的

抗性频率分别达到29.74%、42.6%和92.25%[12-14]。 
SDHI 杀菌剂通过作用于病原菌电子呼吸

传递链中的复合物Ⅱ (琥珀酸脱氢酶复合体)抑
制植物病原真菌泛醌还原酶的活性使电子传递

受到干扰，从而阻碍病原菌的生长和 ATP 的合

成[15]。琥珀酸脱氢酶由 4 个亚基(A, B, C, D)组
成，泛醌的结合位点位于由 B、C、D 亚基形成

的疏水结构域中，该结构域中及附近氨基酸的替

换会影响杀菌剂与琥珀酸脱氢酶的结合能力，从

而导致抗药性的产生[16-17]。在灰葡萄孢中，SdhB
亚基中已报道的突变方式有 P225F/T/L、N230I
和 H272R/L/Y，SdhD 亚基有 H132R，这些位点

的突变导致了灰葡萄孢对啶酰菌胺不同程度的

抗性[18-20]。有报道显示，SdhC 亚基的不同亚型

也可能导致抗性[21-22]，但还需要进一步探究来证

明。重庆地区灰葡萄孢对该药剂抗性 SdhBP225F

点突变占 53.3%，为主要的抗性突变方式[14]。 
为了及时发现和处理病原菌对杀菌剂的抗

药性问题，进行植物病原真菌抗药性检测是必要

的，因此，掌握病原菌抗药性的快速检测方法

也显得尤为重要。传统方法检测周期长、操作

烦琐[23-26]，而分子检测方法具有高效、操作简单

等优点。其中，等位基因特异性 PCR (allele-specific 
PCR, AS-PCR)是一种高通量检测单核苷酸突

变的分子技术，该方法操作简单、特异性强、

成本相对较低。Ma 等[27]、罗梅等[28]和郭东锋

等 [29] 利 用 该 技 术 成 功 检 测 了 桃 褐 腐 病 菌

(Monilinia fructicola)对苯并咪唑、多菌灵，以及

马铃薯晚疫病菌(Phytophthora infestans)对甲霜

灵的抗性菌株，同时，也有研究者成功检测了灰

葡萄孢的 Quinone outside inhibitor (QoIs)类抗性

群体[30]。本研究基于灰葡萄孢 SDHI 抗性突变靶

标 SdhBP225F 点突变，建立一种可快速检测抗性菌

株的 AS-PCR 技术，并将其初步应用于田间抗性

检测，以期为实践中检测灰葡萄孢对 SDHI 杀

菌剂抗性菌株提供更为便利和快速的方法。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

SDHI 抗性 SdhBP225F 点突变菌株 B10、B27、
B31、CS3 和 B1，SDHI 敏感菌株 B05.10、B8、
B4、B7 和 LP1，本实验室保存；田间检测灰霉

病菌样本为重庆市北碚区本勋农业园采集。 
1.2  培养基 

马铃薯葡萄糖琼脂培养基参考文献[31]配制。 
1.3  主要试剂和仪器 

2×Taq Master Mix、NaOH，成都市科隆化

学品有限公司；Tris-HCl 缓冲液 (pH 8.0)，
Coolaber 公司。全自动样品快速研磨仪，上海净

信实业发展有限公司；核酸浓度测定仪，成都

立德赛科技有限公司；PCR 仪、电泳仪、凝胶

成像仪、净化工作台，Bio-Rad 公司。 
1.4  AS-PCR 引物设计 

根据抗性菌株 SdhBP225F (突变位置见图 1)
设计引物，对相应的突变方式分别设计相应的

正向特异性引物，将突变位点设计在正向引物

的 3′末端，在突变点前后 1–2 个碱基处设计错

配进而提高引物的特异性，引物序列如表 1 所示。

以CTAB 法[32]提取的灰葡萄孢敏感菌株和SdhBP225F

点突变菌株的 DNA 为模板进行扩增 Bos1 基因片

段，扩增 PCR 产物预期大小为 251 bp。 
1.5  AS-PCR 反应退火温度的确定 

为在上述设计的引物中筛选出能够特异性

扩增出抗性菌株的引物对，同时确定每对引物

的最适退火温度，分别以 SdhBP225F 点突变菌株

B10 和标准菌株 B05.10 的 DNA 为模板进行扩

增。每组引物设置 8 个(52、54、56、58、59、
61、63 和 65 ℃)退火温度进行 PCR 扩增。反应

体系：DNA 模板约 70 ng，正、反向引物(表 1) 
(10 μmol/L)各 1 μL，2×Taq Master Mix 12.5 μL，

ddH2O 补足 25 μL。反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 
30 s，退火 30 s，72 ℃ 1 min，共 34 次循环； 
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图 1  AS-PCR 引物设计模式图 
Figure 1  AS-PCR primer design model. 
 
表 1  根据 P225F 核苷酸突变位点设计的 AS-PCR
引物 
Table 1  AS-PCR primers were designed based on 
P225F nucleotide mutation site  
引物 
Primer 

序列 
Sequence (5′→3′) 

P225F-1F CTCTGCGCATGCTGCTCGACATCTTGCTT 
P225F-2F CTCTGCGCATGCTGCTCGACATCTTGCTTG 
P225F-3F CTCTGCGCATGCTGCTCGACATCTTGCTTT 
P225F-4F CTCTGCGCATGCTGCTCGACATCTTGCTTA 
P225F-5F CTCTGCGCATGCTGCTCGACATCTTGCTTCA 
P225F-6F CTCTGCGCATGCTGCTCGACATCTTGCTTCC 
P225F-7F CTCTGCGCATGCTGCTCGACATCTTGCTTCG 
P225F-R GCCATTTCCTTCTTAATCTCCGCA 
ITS1 CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 
加粗为突变碱基；划线为错配碱基。 
Bold represent mutated bases; Underlined represent 
mismatched bases. 
 
72 ℃ 10 min。PCR 反应后用 1%琼脂凝胶电泳

并记录结果。 
1.6  多重AS-PCR特异性引物与内参引

物浓度的确定 
为避免假阴性出现，本研究引入通用引物

作为内参进行多重 AS-PCR 扩增。通用引物选

用真菌的通用 ITS 引物 ITS1/ITS4 (表 1)。内参

引物和特异性引物的浓度比例分别设置为 1:1、
1:2、1:4 和 1:5，即特异性引物浓度为 10 μmol/L，

内参引物浓度分别为 10、5、2.5 和 2 μmol/L。

反应体系同 1.5，反应条件中退火温度为最适

退火温度。 
1.7  多重AS-PCR反应体系灵敏度的检测 

将提取的抗性菌株 DNA 模板分布梯度稀

释为原浓度(100 ng/μL)的 100–10–16。得到 17 个

DNA 浓度梯度并进行 AS-PCR 反应灵敏度检

测。反应体系和反应条件同 1.6。 
1.8  AS-PCR 检测体系的验证 

本研究采用实验室保存菌株进行检测体系

的验证，即 P225F 突变方式抗性菌株 B27、B31、
CS3 和 B1，以及敏感菌株 B8、B4、B7 和 LP1
的 DNA 为模板，反应体系和反应条件同 1.6。 
1.9  AS-PCR 检测体系的田间应用 

挑取在重庆市北碚区采集的草莓灰霉病病

果表面的菌丝和孢子，采用 NaOH 裂解法[33]直

接快速提取病原菌 DNA，反应体系中 DNA 量

相应改为 8 μL，其他成分和反应条件同 1.6。将

AS-PCR 检测结果为阳性的部分菌株 PCR 扩增

的 SdhB 基因产物送至生工生物工程(上海)股份

有限公司测序，将测序结果翻译成蛋白序列，利

用 DNAMAN 软件与 NCBI 中标准菌株 B05.10
进行氨基酸比对。 

2  结果与分析 
2.1  AS-PCR 特异性引物 

利用根据突变位点设计的 7 对引物，分别

以P225F抗性菌株B10和标准菌株B05.10的DNA
为模板进行 PCR 扩增，扩增结果各不相同，其

中引物对 P225F-1F/P225F-R、P225F-5F/P225F-R
和 P225F-6F/P225F-R 在敏感菌株为模板的

条件下仍能扩增出条带 (图 2A–2C)，引物对

P225F-4F/P225F-R 在抗性和敏感菌株为模板

的条件下均不能扩增出条带 (图 2D)，引物对

P225F-3F/P225F-R (图 2E)、P225F-2F/P225F-R 
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图 2  检测灰葡萄孢 P225F 突变方式特异性引物筛选电泳图   A−G 引物对分别为 P225F-1F/P225F-R、

P225F-5F/P225F-R、P225F-6F/P225F-R、P225F-4F/P225F-R、P225F-3F/P225F-R、P225F-2F/P225F-R
和 P225F-7F/P225F-R。*图表示成功检测 P225F 点突变的特异性引物。M：DL2000 DNA marker；1：ddH2O
对照；2−9：B05.10 DNA 为模板；10−17：B10 DNA 为模板。 
Figure 2  Screening of specific primers for detecting P225F mutation mode in Botrytis cinerea using 
electrophoresis map. The A−G primer pairs are P225F-1F/P225F-R, P225F-5F/P225F-R, P225F-6F/P225F-R, 
P225F-4F/P225F-R, P225F-3F/P225F-R, P225F-2F/P225F-R, and P225F-7F/P225F-R. *: The figure shows the 
specific primers for successfully detecting the P225F point mutation. M: DL2000 DNA marker; 1: ddH2O 
control; 2−9: Sensitive strain B05.10 DNA as template; 10−17: Resistant strain B10 DNA as template.  
 
和 P225F-7F/P225F-R (图 2F、2G)均只能在以抗

性菌株为模板条件下才可以扩增出条带，但后

两者条带较浅，说明该引物扩增效率低。综上，

最终选择 P225F-3F/P225F-R 引物进行后续优化

实验。 
2.2  最适退火温度 

以 P225F 抗性菌株 B10 和敏感菌株 B05.10
的 DNA 为模板，利用引物对 P225F-3F/P225F-R
在不同退火温度下进行扩增，电泳检测结果如

图 3 所示，在退火温度为 52–65 ℃时均能扩增出

条带，不同温度下条带亮度相差不大，所以选

择中间温度值即 58 ℃进行后续实验。 

2.3  多重 AS-PCR 内参引物浓度 
选用 ITS1/ITS4 作为内参进行并利用其与

特异性引物进行多重 AS-PCR 扩增，当内参引

物与特异性引物浓度比例为 1:5 时，敏感菌株

扩增出的内参条带较微弱，但当比例为 1:4 时，

敏感和抗性菌株内参条带扩增条带较亮且更加

稳定(图 4)，所以最终确定内参引物与特异性引物

浓度比例为 1:4，即内参引物浓度为 2.5 μmol/L。 
2.4  多重 AS-PCR 的灵敏度 

将抗性菌株模板(100 ng/μL)梯度稀释后进

行扩增，电泳结果见图 5，由图 5 可知，在稀释

度为 10–7 时仍能扩增出特异性条带，即引物对 
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图 3  成功检测灰葡萄孢 P225F 突变方式电泳图   
引物对为 P225F-3F/P225F-R。*表示检测 P225F
特异性引物最适退火温度。M：DL2000 DNA 
marker；1：ddH2O 对照；2–9：B05.10 DNA 为模

板，退火温度分别为 52、54、56、58、59、61、
63 和 65 ℃；10–17：B10 DNA 为模板，退火温度

为 52、54、56、58、59、61、63 和 65 ℃。 
Figure 3  Electrophoretic patterns of B. cinerea 
P225F mutations were successfully detected. Primer 
pairs are P225F-3F/P225F-R. * indicates the optimal 
annealing temperature for detecting P225F specific 
primers. M: DL2000 DNA marker; 1: ddH2O control; 
2–9: The DNA of the sensitive strains was used as 
the template, and the annealing temperatures were 
52, 54, 56, 58, 59, 61, 63 and 65 ℃, respectively; 
10–17: The resistant strain DNA was used as the 
template, and the annealing temperatures were 52, 54, 
56, 58, 59, 61, 63 and 65 ℃. 
 
P225F-3F/P225F-R 的灵敏度达 10 fg/μL，说明

该引物的灵敏度高。 
2.5  验证 AS-PCR 检测体系 

本研究分别选用敏感菌株 B8、B4、B7、LP1
和抗性 P225F 点突变菌株 B27、B31、CS3、B1 

 
 
图 4  内参引物浓度筛选   *表示特异性与内参引

物的最适浓度比例。M：DL2000 DNA marker；1：
ddH2O 对照；2–5：模板均为敏感菌株；6–9：模

板为抗性菌株且内参引物与特异性浓度比例分别

为 1:1、1:2、1:4 和 1:5。 
Figure 4  Internal reference primer concentration 
screening. * indicates the optimal concentration 
ratio of specificity to internal reference primers. M: 
DL2000 DNA marker; 1: ddH2O control; 2–5: All 
templates were sensitive strains; 6–9: The template 
was resistant strain and the ratio of internal 
reference primers to specific concentrations is 1:1, 
1:2, 1:4 and 1:5. 
 
检测引物特异性和稳定性，电泳结果见图 6。
由图 6 可知，在以抗性菌株为模板的条件下均能

扩增出 2 条带，以敏感菌株为模板只能扩增出  
1 条带，说明该体系能够区分抗性和敏感菌株。 
2.6  田间应用 AS-PCR 检测体系 

将田间采集的样本取样 23 个并用粗提

DNA 为模板进行 PCR 检测，发现其中 10 个样本 
 

 
 
图 5  灰葡萄孢对琥珀酸脱氢酶类杀菌剂抗性 AS-PCR 检测体系的灵敏度检测   *表示该体系下可检

测出抗性菌株最低 DNA 浓度。M：DL2000 DNA marker；1：ddH2O 对照；2–18：稀释度为 100–10–16。 
Figure 5  Detection of sensitivity of B. cinerea to SDHI resistance by AS-PCR. * indicates the lowest DNA 
concentration that can detect resistant strains in this system. M: DL2000 DNA marker; 1: ddH2O control; 
2–18: Dilution of 100–10–16. 
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图 6  同种间灰葡萄对琥珀酸脱氢酶抑制剂杀菌

剂抗性 AS-PCR 检测体系的特异性检测   *表示

在该反应体系下检测出的抗性菌株。M：DL2000 
DNA marker；1：ddH2O 对照；2–5：模板为敏感

菌株 B8、B4、B7 和 LP1；6–9：模板为抗性菌株

B27、B31、CS3 和 B1。 
Figure 6  Specific detection of AS-PCR system for 
resistance to SDHI in B. cinerea. * indicate the 
resistant strains detected in the reaction system. M: 
DL2000 DNA marker; 1: ddH2O control; 2–5: The 
templates were sensitive strains B8, B4, B7 and LP1; 
6–9: The templates were resistant strains B27, B31, CS3 
and B1.  

 
可以在 P225F 检测体系中检测出 2 条 PCR 产物

(图 7)，抗性菌株比例为 43.5%，说明这 10 株样

本中可能为 P225F 突变方式抗性菌株。扩增比

对AS-PCR检测为阳性的部分菌株的 sdhB基因，

测序比对结果表明其抗性突变方式为 P225F 
(图 7)。以上结果说明本 AS-PCR 检测体系可快

速准确地应用于田间灰葡萄孢 SDHI 杀菌剂抗

性检测。 

3  讨论 
化学防治是防治植物病害的重要手段，目

前，灰霉病的防治也以化学防治为主，但灰葡萄

孢的抗药性是灰霉病治理的重要阻碍，抗性检

测技术的建立是防治的基础，因此，建立抗性

检测技术是非常必要的。传统检测方法检测周

期长、效率低，分子检测方法提高了检测抗性频

率的效率和准确率，常用抗性分子检测方法有

实时荧光定量 PCR、PCR-限制性片段长度多态

性(PCR-restriction fragment length polymorphism, 
PCR-RFLP)和环介导等温扩增(loop-mediated 
isothermal amplification, LAMP)等技术，这些方

法各有优缺点，可根据具体情况进行选择。其

中，实时荧光定量 PCR 技术准确度高，但仪器

较精密且试剂比较昂贵；PCR-RFLP 技术需突 
 

 
 
图 7  利用 AS-PCR 检测体系对田间菌株 P225F 突变方式进行检测   *表示田间菌株在该体系下检测出抗

性菌株。A–B 中 1 为 ddH2O 对照；2–24 为 23 个田间菌株；C 为采集的田间样本；D 为 P225F 检测引物

对扩增后的测序结果。 
Figure 7  The mutation mode of field strain P225F was detected by AS-PCR. * indicates that resistant 
strains have been detected in the field under this system. 1 in A–B is ddH2O control; 2–24 are 23 field strains; 
C is the collected field sample; D is the sequencing result of P225F detection primer pair amplification. 
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变点附近存在合适的酶切位点，应用于不同的

突变位点具有局限性；LAMP 技术可在恒温条

件下检测且结果可视化，但该技术假阳性干扰

严重，引物设计困难。AS-PCR 技术具有通量

高、操作便捷、灵敏度高、成本相对低等优点，

如 Miles 等[34]利用该技术成功检测了白粉病菌

对嘧菌酯的抗性菌株，罗梅等[28]检测了桃褐腐

病菌对多菌灵的抗性菌株，郭东锋等[29]检测了

马铃薯晚疫病菌对甲霜灵的抗性菌株，Ma 等[27]

检测了桃褐腐病菌对苯并咪唑的抗性菌株。因

此，我们选择 AS-PCR 技术建立灰葡萄孢抗性

检测方法。 
根据本实验前期研究发现，重庆地区的灰

葡萄孢对 SDHI 抗性菌株的 B 亚基上突变方式

包括 P225F、N230I、H272R，其中有 53.3%都

为 SdhBP225F 点突变方式[22]，因此，本研究以

SdhBP225F 点突变菌株为材料，建立可快速检测

灰葡萄孢对 SDHI 抗性的 AS-PCR 技术。 
在设计 AS-PCR 引物时，需在其中一条引

物的 3′末端对突变前后 1–2 个碱基进行错配，

不同的错配碱基会影响扩增效率和特异性。在

本研究中，当引物 CT 碱基不错配或错配为 CA
和 CC 时，敏感和抗性菌株为模板都能扩增出

条带，说明该引物不能有效区分敏感和抗性菌

株，特异性不够强；当 CT 错配为 AT 时，敏感

菌株和抗性菌株均不能扩增出条带，说明该组

引物根本不能扩增该基因片段；当 CT 错配为

TT、GT 和 CG 时，都只能在抗性菌株中扩增出

条带，说明该引物特异性强，但后两者的扩增效

率略低。综上，只有 CT 错配为 TT 时大大提升

了检测特异性和扩增效率。 
在进行体系优化时，引入真菌通用引物

ITS1/ITS4 作为内参，这样既能排除假阴性干

扰，还可以节省试剂、DNA 模板等原料的使用。

然而，鉴于不同引物在扩增效率上各不相同，

并且在同一体系中同时扩增存在竞争关系，因

此，在多重 PCR 扩增过程中，特异性引物和内

参引物浓度比例的调整显得尤为关键。当内参

引物与特异性引物浓度比为 1:5 时，虽能在抗

性菌株为模板扩增出 2 种条带，但扩增浓度较

低，因此，本研究最终选择 1:4 作为最优比例，

即内参引物浓度为 2.5 μmol/L。 
最后，本研究将 CTAB 法提取 DNA 的方

法替换为 NaOH 裂解法，将田间菌株在不进行

分离纯化的条件下粗提 DNA 作为模板进行

PCR 检 测 ， 扩 增 出 特 异 性 条 带 的 菌 株 为

SdhBP225F 点突变并且该检测结果与测序结果一

致，即扩增出特异性条带的菌株为 P225F 突变

方式，同时，说明该菌株为 SDHI 抗性菌株。

最终确定引物对 P225F-3F/P225F-R 可有效地区

分出 SDHI 杀菌剂 SdhBP225F 突变方式的抗性菌

株。从而说明本方法能更方便、快速、准确地

检测出田间抗药性菌株。 
利用该 AS-PCR 技术检测到的 SdhBP225F 突

变方式占比为 43.5%，与我们利用传统方法筛

选抗性菌株后并测序得到 P225F 点突变占比

45.4%无显著差异，也与本研究室 2023 年利用

传统方法测得的该突变方式占比为 53.3%[14]的

结果基本一致，充分说明在实际生产中利用本

AS-PCR技术检测田间灰葡萄孢 SDHI抗性是准

确可靠的。此外，因重庆地区灰葡萄孢 SDHI
抗性菌株中 P225F 为主要突变方式，所以，该

数据结果可在田间检测 SDHI 抗性菌株中起重

要作用。 

4  结论 
本研究最终确定引物对 P225F-3F (5′-CTC 

TGCGCATGCTGCTCGACATCTTGCTTT-3′) 和

P225F-R (5′-GCCATTTCCTTCTTAATCTCCG 
CA-3′)可以成功区分灰葡萄孢 SdhBP225F点突变菌

株，后经过反应条件和体系的优化，最终确定最

适退火温度为 58 ℃，内参引物浓度为 2.5 μmol/L，
经验证该体系灵敏度高达为 10 fg/μL，并成功

检测田间样本，该检测方法简化了实验步骤，
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缩短了试验周期，同时该技术灵敏度高，更加

适于田间应用。因此，本研究建立的多重

AS-PCR体系对于监测灰葡萄孢对 SDHI杀菌剂

产生的抗性频率具有一定的应用价值。 
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