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　 　 摘要:　 近年来ꎬ稻田抗性杂草的发生日益加剧ꎬ培育抗除草剂水稻新品种ꎬ是高效解决抗性杂草问题的措施

之一ꎮ 原卟啉原Ⅸ氧化酶(ＰＰＯ)是植物生长过程中叶绿素和血红素合成的关键酶之一ꎮ 据报道ꎬ植物中 ＰＰＯ 存

在 ２ 种异构体ꎬ即质体靶向(ＰＰＯ１)和线粒体靶向(ＰＰＯ２)ꎮ 本研究以 ＰＰＯ２ 基因为研究对象ꎬ通过构建表达载体

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０９￣ＯｓＰＰＯ２ꎬ利用农杆菌介导法将来自镇稻 １８ 的 ＰＰＯ２ 基因导入秀水 １３４ (作为野生型ꎬ即 ＷＴ)中ꎮ 通

过筛选和鉴定ꎬ成功获得了过表达 ＯｓＰＰＯ２ 的转基因株系 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥꎮ 通过除草剂封闭喷施和茎叶喷雾处理ꎬ检
测 ＷＴ 和 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 对丙炔氟草胺的抗性ꎮ 封闭喷施处理结果表明ꎬ过表达 ＯｓＰＰＯ２ 的水稻株系比 ＷＴ 对丙炔氟

草胺有更好的耐受性ꎬ约为 ＷＴ 的 ２ 倍ꎮ 茎叶喷雾处理结果显示ꎬ在低浓度除草剂条件下ꎬＷＴ 生长受到了明显抑

制ꎬ植株矮化ꎬ而过表达 ＯｓＰＰＯ２ 株系表现出更好的耐受性ꎮ 双逻辑非线性回归模型分析结果表明ꎬ在丙炔氟草胺

处理下ꎬＷＴ 和过表达 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 株系的鲜重抑制中量(ＧＲ５０)分别为 ４３􀆰 １７ ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.和 ８８􀆰 ２５ ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.ꎬ抗性指

数(ＲＩ)均为 ２􀆰 ０４ꎮ 此外ꎬ叶绿素含量测定结果显示ꎬ转基因株系与 ＷＴ 相比没有显著差异ꎮ 本研究结果证明了水

稻内源基因 ＯｓＰＰＯ２ 在提高水稻耐 ＰＰＯ 类除草剂方面的可行性ꎬ并为未来培育耐除草剂水稻新品种提供了重要的

理论依据和实践参考ꎮ
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　 　 水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)作为中国三大粮食作物

之一ꎬ在国民经济中占有举足轻重的地位ꎮ 随着中

国人口增长和居民消费水平升级ꎬ人们对稻米的需

求量和食用品质要求持续提高ꎮ 然而ꎬ在全球范围

内ꎬ杂草危害导致水稻产量和品质下降的问题日益

严重ꎮ 杂草通过与农作物竞争营养、光照、空间和水

分ꎬ严重影响作物的生长ꎬ降低作物产量和农产品质

量[１]ꎮ 研究结果表明ꎬ在水稻、玉米、大豆等常见农

作物中ꎬ杂草的影响导致作物平均产量损失达

６０％~７０％[２]ꎮ 因此ꎬ解决稻田杂草危害问题已成

为当务之急ꎮ 目前主要采取以生物控草为辅、化学

防除为主的综合防治措施ꎮ 其中ꎬ化学除草剂因其

高效快捷的特点成为主要手段ꎮ 然而ꎬ随着除草剂

用量的增加ꎬ杂草抗性问题日益突出[３￣４]ꎬ增加了杂

草防治的难度ꎮ 培育具有抗除草剂特性的水稻品

种ꎬ成为应对稻田杂草危害和减缓杂草抗性问题的

有效策略ꎮ
原卟啉原氧化酶(ＰＰＯ)是四吡咯生物合成途

径中的一种通用酶ꎬ是叶绿素和血红素合成途径的

关键酶[５]ꎬ在分子氧存在的条件下催化原卟啉原Ⅸ
生成原卟啉Ⅸ[６]ꎮ ＰＰＯ 在动物、植物及微生物中广

泛存在ꎬ具有重要生物功能[７]ꎮ Ｓａｓｓａ 等[８] 研究发

现ꎬ当人类的卟啉原活性降低时会引起多种卟啉病ꎻ
Ｂｏｙｎｔｏｎ 等[９]在大肠杆菌中敲除 ＰＰＯ 同源 ｈｅｍＧ 基

因ꎬ结果导致大肠杆菌生长受到抑制ꎮ 对于绿色植

物来说ꎬＰＰＯ 活性被抑制会导致植物光合作用受

阻ꎬ最终导致植物干枯、卷曲、死亡[１０]ꎮ 由于这一特

性ꎬＰＰＯ 被用作常用的除草剂靶标位点之一ꎬ而对

应的除草剂也被称为光漂白除草剂或过氧化物除草

剂[１１]ꎮ ＰＰＯ 类除草剂被广泛应用于单子叶和双子

叶杂草防治ꎬ在低浓度下有效ꎬ对哺乳动物低毒ꎬ且
对环境安全友好[１２]ꎮ 针对该靶标位点ꎬ目前已经开

发出二苯醚(ＤＰＥ)类除草剂、Ｎ￣苯基酞酰亚胺类除

草剂、口恶二唑酮类除草剂和噻二唑酮类除草剂

等[１３]ꎮ ＤＰＥ 类除草剂主要为早期 ＰＰＯ 抑制剂ꎬ如
乙氧氟草醚、三氟羧草醚和氰氟草酯等ꎻＮ￣苯基酞酰

亚胺类除草剂包括氟胺草酯、丙炔口恶草酮和丙炔氟

草胺等ꎻ口恶二唑酮类除草剂有口恶草酮ꎻ噻二唑酮类

除草剂有氟噻乙草酯和噻二唑草胺ꎮ 在这些 ＰＰＯ
抑制剂中ꎬ乙氧氟草醚、氟胺草酯、口恶草酮与丙炔口恶

草酮在中国已使用多年ꎮ 其中ꎬ丙炔氟草胺是 Ｎ￣苯
基酞酰亚胺类中一种活性很强的触杀型选择性除草

剂[１４]ꎬ广泛用于小麦、玉米、棉花和水稻等大田作物

杂草防治ꎬ主要防除一年生阔叶杂草和部分禾本科

杂草ꎬ具有用量少、效果好的特点ꎮ
在 ２１ 世纪初ꎬ编码 ＰＰＯ 的基因已从细菌、人类

和植物中被成功克隆ꎬ用于开发转基因作物ꎬ如水

稻、玉米和番茄等[１５￣１７]ꎮ 目前ꎬ众多植物如拟南芥、
菠菜、烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ)等 ＰＰＯ 原生基因已

被鉴定[１５ꎬ１７￣１９]ꎮ 原卟啉原Ⅸ氧化酶最初分别在大肠

杆菌和枯草芽孢杆菌中被鉴定ꎬ其编码基因分别命

名为 ｈｅｍＧ 和 ｈｅｍＹ[２０￣２１]ꎮ 此后ꎬ拟南芥、烟草和菠

菜中的 ＰＰＯ 基因通过在大肠杆菌 ｈｅｍＧ 突变体中的

功能互补试验被成功分离和鉴定[１９]ꎮ 近年来ꎬＰＰＯ
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基因的克隆与功能研究为抗除草剂作物品种育种提

供了新思路ꎮ Ｗａｒａｂｉ 等[２２] 在大豆细胞系中增加线

粒体 ＰＰＯ 活性使大豆产生了对氧氟芬的抗性ꎮ Ｈａ
等[２３]研究发现过表达枯草芽孢杆菌 ＰＰＯ 基因的转

基因水稻也对氟氧芬具有抗性ꎮ 据报道ꎬ将拟南芥、
人、黄杆菌和黄黏球菌的 ＰＰＯ 基因导入水稻后ꎬ也
对氟氧芬产生抗性[２４￣２７]ꎮ 然而ꎬＪｕｎｇ 等[２８] 研究发

现ꎬ导入人类 ＰＰＯ 基因的水稻株系虽表现出除草剂

抗性ꎬ但出现了严重的叶斑和生长迟缓现象ꎮ 这种

负面表型可能源于异源 ＰＰＯ 基因过表达ꎬ使原卟啉

Ⅸ(Ｐｒｏｔｏ Ⅸ)水平升高ꎬ进而引发强烈的光动力反

应ꎬ导致 Ｐｒｏｔｏ Ⅸ蛋白积累以及对活性氧解毒能力

的不足ꎬ最终引起细胞死亡ꎮ 相比之下ꎬＬｉｕ 等[２９]发

现ꎬ过表达 ＯｓＰＰＯ１ 基因水稻对氟氧芬具有高度抗

性ꎬ并且对植株生长和产量无显著负面影响ꎮ 但是

当 ＯｓＰＰＯ１ 基因发生缺失突变时ꎬ会导致水稻坏死

病变ꎮ 此外ꎬ研究结果表明ꎬＰＰＯ１ 基因缺失会导致

拟南芥植株死亡ꎬ而 ＰＰＯ２ 基因缺失则无致死效应ꎬ
这表明ꎬ尽管 ＰＰＯ１ 和 ＰＰＯ２ 在功能上具有相似性ꎬ
但它们在植物生长发育过程中分别承担着独特的生

物学作用ꎮ
迄今为止ꎬ仅有单子叶植物 ＰＰＯ１ 基因突变的

报道ꎬ而针对 ＰＰＯ２ 基因的研究相对较少ꎬ尤其是关

于其在水稻中的功能及其在对除草剂抗性中的应用

潜力鲜见报道ꎮ 目前的研究主要集中于利用异源基

因构建 ＰＰＯ 过表达材料ꎬ以提高植物对除草剂的耐

受性ꎬ而针对内源基因过表达后的作用机理方面的

研究很少ꎮ 本研究拟以水稻品种秀水 １３４ 为初始材

料ꎬ利用农杆菌介导法将镇稻 １８ 的内源 ＯｓＰＰＯ２ 基

因导入秀水 １３４ 中ꎬ利用丙炔氟草胺对过表达材料

进行抗性筛选ꎬ获得能够稳定遗传且具有 ＰＰＯ 除草

剂抗性的转基因植株ꎬ并对其抗性作用机理进行初

步探究ꎮ 本研究结果旨在为抗 ＰＰＯ 抑制剂类除草

剂的水稻种质资源创新研究提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

本研究以水稻品种秀水 １３４ 为受体材料(作为

野生型ꎬ即 ＷＴ)ꎬ用于遗传转化试验ꎮ 同时ꎬ利用镇

稻 １８ 扩增 ＯｓＰＰＯ２ 基因的 ｃＤＮＡ 序列ꎮ 通过农杆

菌介导的遗传转化方法ꎬ成功获得了 ＯｓＰＰＯ２ 基因

过表达的水稻阳性植株ꎬ命名为 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥꎮ 以上

材料均由本实验室保存ꎮ
本研究所用除草剂为丙炔氟草胺ꎬ购自四川利

尔作物科学有限公司ꎬ推荐剂量为１２０~ １８０ ｇ / ｈｍ２ꎬ
有效成分含量为 ５１％ꎮ 本研究使用剂量为 １２０
ｇ / ｈｍ２ꎮ

高保真 ＤＮＡ 聚合酶、ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ Ｑ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
ｆｏｒ ｑＰＣＲ 试剂盒、农杆菌 ＥＨＡ１０５、大肠杆菌感受态

ＤＨ５α、ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ Ｕｌｔｒａ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ、ＲＮＡ
提取试剂盒均购自南京诺唯赞生物科技股份有限公

司ꎻＢ￣９６ 型梯度 ＰＣＲ 仪购自杭州博日科技股份有

限公司ꎻＨＰＤ￣２１０２Ｃ 恒温摇床购自常州市华普达有

限公司ꎻＤＹＹ￣１１ 电泳仪购自北京六一生物科技有

限公司ꎻＳｐａｒｋ 多功能酶标仪购自瑞士 Ｔｅｃａｎ 有限公

司ꎮ 其他化学试剂均为实验室常用试剂ꎮ 基因测序

及引物合成由南京擎科生物科技有限公司完成ꎮ
１.２　 过表达材料的构建及筛选

１.２.１　 过表达材料的构建　 以镇稻 １８ 的 ｃＤＮＡ 为

模板ꎬ设计引物 ＯｓＰＰＯ２￣Ｆ:５′￣ＴＴＡＣＴＴＣＴＧＣＡＣＴＡＧ￣
ＧＴＡＣＣＡＴＧＣＴＣＴＣＴＣＣＴＧＣＣＡＣＣＡＣ￣３′ꎻ ＯｓＰＰＯ２￣Ｒ:
５′￣ＣＴＴＡＧＡＡＴＴＣＣＣＧＧＧＧＡＴＣＣＣＴＡＡＴＴＧＴＣＣＴＧＡ￣
ＴＣＴＧＴＧＣＡＡＧＡＴＴＣＡＡＧ￣３′ꎬ使用超高保真 ＤＮＡ 聚

合酶进行 ＰＣＲ 扩增反应ꎮ 通过琼脂糖凝胶电泳验

证ꎬ对符合要求的条带进行回收纯化ꎬ获得 ＯｓＰＰＯ２
基因扩增产物ꎮ 将纯化产物利用一步法克隆试剂盒

进行无缝克隆反应ꎬ连接至 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０９ 载体中ꎬ
转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ挑取单克隆进行 ＰＣＲ 验证ꎬ
筛选阳性克隆ꎬ送南京擎科生物科技有限公司进行

测序鉴定ꎮ 然后利用农杆菌介导法将 ＯｓＰＰＯ２ 基因

导入水稻愈伤组织中ꎬ待出苗后ꎬ进行鉴定ꎮ
１.２.２ 　 阳性植株的筛选 　 设计特异性扩增引物

１３０９Ｕｂｉ￣Ｆ / １３０９ＮｏｓＴ￣Ｒꎬ引物序列如下 １３０９Ｕｂｉ￣Ｆ:
５′￣ＣＧＧＴＣＧＴＴＣＡＴＴＣＧＴＴＣＴＡＧ￣３′ꎻ １３０９ＮｏｓＴ￣Ｒ: ５′￣
ＡＡＴＴＣＣＣＧＡＴＣＴＡＧＴＡＡＣＡＴＡＧ￣３′ꎮ 采用十六烷基

三甲基溴化铵法(ＣＴＡＢ) [３０] 提取水稻总 ＤＮＡꎬ利用

１３０９Ｕｂｉ￣Ｆ / １３０９ＮｏｓＴ￣Ｒ 对 过 表 达 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 和

ＷＴ 植株的 ＤＮＡ 进行聚合酶链式反应(ＰＣＲ)ꎮ 利

用琼脂糖凝胶电泳对 ＰＣＲ 产物进行分析ꎬ确认目标

条带的大小是否符合预期ꎬ并进行测序ꎬ据此获得阳

性植株ꎮ
１.２.３　 植株 ＰＰＯ２ 基因表达水平分析　 取三叶期水

稻幼苗叶片ꎬ用液氮迅速冷冻处理ꎬ使用诺唯赞的

ＲＮＡ 提取试剂盒提取总 ＲＮＡꎮ ＷＴ 和 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ
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每种样本均取 ３ 份独立样本ꎬ并进行 ３ 次技术重复ꎬ
以确保试验结果的可靠性ꎮ 提取的 ＲＮＡ 经 ＨｉＳｃｒｉｐｔ
ⅡＱ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 试剂盒反转录生成 ｃＤＮＡ
后ꎬ利用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)分别对

ＷＴ 和 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 中的 ＰＰＯ２ 基因表达水平进行检

测ꎬ以水稻泛素基因(ＯｓＵＢＱ)作为内参基因ꎬ对应

内参扩增引物为 ＯｓＵＢＱ￣Ｆ＿ＹＨ:５′￣ＧＣＴＣＣＧＴＧＧＣＧＧ￣
ＴＡＴＣＡＴ￣３′ꎻＯｓＵＢＱ￣Ｒ＿ＹＨ:５′￣ＣＧＧＣＡＧＴＴＧＡＣＡＧＣＣＣ￣
ＴＡＧ￣３′ꎮ ＰＰＯ２ 特 异 性 扩 增 引 物 为 ＰＰＯ２￣Ｆ２: ５′￣
ＴＧＴＴＴＣＣＡＧＡＴＣＧＡＧＣＴＣＣＴ￣３′ꎻＰＰＯ２￣Ｒ２:５′￣ＴＧＴＣＣＣ￣
ＴＣＡＡＣＡＣＣＣＡＡＧＡＧ￣３′ꎮ
１.３　 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 对丙炔氟草胺的抗性鉴定

１.３.１　 种子萌发试验 　 参考 Ｌｅｅ 等[２５] 的方法ꎬ在
１ / ２ ＭＳ 培养基中添加不同浓度的丙炔氟草胺用于

筛选抗性转基因株系ꎮ 选取秀水 １３４(ＷＴ)和过表

达株系(ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ)均匀饱满的种子ꎬ去壳后ꎬ采
用 ７５％乙醇和次氯酸钠溶液进行消毒ꎬ并点播于

添加了不同浓度丙炔氟草胺的 １ / ２ ＭＳ 培养基上ꎬ
培养基中丙炔氟草胺浓度分别为 ０ ｎｍｏｌ / Ｌ、１０
ｎｍｏｌ / Ｌ、 ２０ ｎｍｏｌ / Ｌ、 ４０ ｎｍｏｌ / Ｌ、 ８０ ｎｍｏｌ / Ｌ、 １６０
ｎｍｏｌ / Ｌꎬ每个处理重复 ３ 次ꎬ７ ｄ 后观察种子的萌

发情况ꎮ
１.３.２　 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 对丙炔氟草胺抗性水平的鉴定　 依

据«农药室内生物测定试验准则　 除草剂　 第 ４ 部分:
活性测定试验　 茎叶喷雾法»(ＮＹ/ Ｔ １１５５.４－２００６)[３１]ꎬ
测定 ＷＴ 和 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 对丙炔氟草胺的抗性水平ꎮ
取ＷＴ 和 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 种子催芽萌发后ꎬ播种于盛有基

质营养土的 ２５０ ｍＬ 一次性塑料杯中ꎮ 待生长至三叶

期时ꎬ选取生长状态相似的植株幼苗ꎬ采用茎叶喷雾的

方式ꎬ分别使用不同浓度的丙炔氟草胺对 ＷＴ 和 ＯｓＰ￣
ＰＯ２￣ＯＥ 进行处理ꎮ 处理浓度分别为推荐剂量的 ０ 倍、
０􀆰 ２５ 倍、０􀆰 ５０ 倍、１􀆰 ００ 倍、２􀆰 ００ 倍、４􀆰 ００ 倍、８􀆰 ００ 倍ꎬ即 ０
ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.、 １５􀆰 ３ ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.、 ３０􀆰 ６ ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.、 ６１􀆰 ２
ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.、１２２􀆰 ４ ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.、 ２４４􀆰 ８ ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.、 ４８９􀆰 ６
ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.ꎬ每个处理设 ３ 个重复ꎮ 于茎叶喷雾处理 ２１
ｄ 后观察植株表型ꎬ对其地上部株高进行测量ꎬ计算株

高抑制率ꎬ计算方法见公式(１)ꎻ并称取地上部鲜重ꎬ计
算各品种的鲜重抑制率ꎬ计算方法见公式(２):

株高抑制率＝对照组株高￣处理组株高
对照组株高

×１００％

(１)

鲜重抑制率＝对照组鲜重￣处理组鲜重
对照组鲜重

×１００％

(２)
根据鲜重抑制率计算结果ꎬ采用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ ４.０

进行数据分析ꎬ用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 方程拟合不同处理下过表

达株系和野生型水稻除草剂剂量与鲜重抑制率的关

系ꎬ进行鲜重抑制中量(ＧＲ５０)的计算ꎻ根据计算出

的ＧＲ５０ꎬ按公式(３)计算抗性指数(ＲＩ)ꎮ

ＲＩ＝
抗性种群ＧＲ５０

敏感种群ＧＲ５０
(３)

１.４　 叶绿素含量的测定

采用丙酮乙醇混合液法[３２] 对 ＷＴ 和 ＯｓＰＰＯ２￣
ＯＥ 的叶绿素含量进行测定ꎮ 待获得的过表达植株

和野生型植株种子萌发ꎬ露白时种于穴盘中ꎬ在水稻

幼苗期取样测定叶绿素含量ꎮ 首先称取 ０.１ ｇ 发芽

１４ ｄ 后的新鲜水稻叶片ꎬ清除叶脉ꎬ剪碎成细丝状

放入离心管中ꎬ向 ５０ ｍＬ 离心管中加入 ２０ ｍＬ 丙酮、
无水乙醇和水(４.５ ∶ ４.５ ∶ １􀆰 ０ꎬ体积比)的混合液ꎬ
盖紧摇匀ꎬ混合液避光处理 ２４ ｈꎮ 至混合液中水稻

叶片丝呈白色ꎬ将叶绿素提取液加入比色皿中ꎬ以丙

酮乙醇混合液为空白对照ꎬ分别在波长 ６６３ ｎｍ 和

６４５ ｎｍ 处测定吸光度ꎬ设置 ３ 次重复ꎬ计算叶绿素

含量ꎮ 根 据 Ａｒｎｏｎ[３３] 的 方 法 计 算 叶 绿 素 含 量

(ｍｇ / ｇ):
叶绿素 ａ 含量＝(１２.７０×Ｄ６６３－２.５９×Ｄ６４５)×Ｖ /Ｗ

(４)
叶绿素 ｂ 含量＝(２２.９０×Ｄ６４５－４.６８×Ｄ６６３)×Ｖ /Ｗ

(５)
叶绿素总含量＝(２０.２９×Ｄ６４５＋８.０４×Ｄ６６３)×Ｖ /Ｗ

(６)
式中ꎬＤ６６３、Ｄ６４５分别为 ６６３ ｎｍ 和 ６４５ ｎｍ 波长

下的吸光值ꎬＶ 为提取液的体积(ｍＬ)ꎬＷ 为叶片重

量(ｍｇ)ꎮ
１.５　 数据处理与分析

使用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 进行水稻数据处理及

图表制作ꎮ 通过 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 方程拟合不同处理条件下

野生型和突变体水稻的除草剂剂量与鲜重抑制率之

间的关系ꎬ计算鲜重抑制中量和抗性指数ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 过表达材料的获取

本研究成功克隆了镇稻 １８ 的 ＰＰＯ２ 基因ꎬ并
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构建了含有镇稻 １８ 的 ＰＰＯ２ 基因的重组载体

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０９￣ＯｓＰＰＯ２ꎮ 通过 ＰＣＲ 技术从镇稻 １８
基因 组 中 扩 增 出 ＰＰＯ２ 基 因ꎬ 将 其 与 ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ１３０９ 载体进行连接ꎬ并将连接产物转化至大肠

杆菌感受态细胞后ꎬ经抗生素筛选和菌落 ＰＣＲ 鉴

定ꎬ筛选出阳性克隆ꎬ并进行测序ꎮ 根据测序结果

选择 正 确 的 阳 性 菌 株 提 取 质 粒ꎬ 将 质 粒 转 入

ＥＨＡ１０５ 农杆菌感受态细胞ꎬ并通过农杆菌介导法

将重组载体导入 ＷＴ 的愈伤组织中ꎬ待出苗后ꎬ鉴
定并获得目的条带大小为２ ５００ ｂｐ 的阳性植株ꎬ野
生型植株没有明显条带(图 １)ꎮ

１、２、３ 为过表达 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥꎬＷＴ 为野生型植株(秀水 １３４)ꎬＭ
为 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎮ

图 １　 部分阳性植株鉴定结果

Ｆｉｇ.１　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｌａｎｔｓ

２.２　 植株 ＰＰＯ２ 基因相对表达水平分析

实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示ꎬ过表达株系中

ＯｓＰＰＯ２ 基因的表达水平显著高于野生型对照ꎬ
ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 的 ＰＰＯ２ 基因相对表达量为 ＷＴ 的 ２􀆰 １
倍(图 ２)ꎮ

ＷＴ 为野生型植株(秀水 １３４)ꎬＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 为过表达株系ꎻ ∗表

示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ２　 ＯｓＰＰＯ２ 基因过表达水稻的相对表达量

Ｆｉｇ.２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＯｓＰＰＯ２ ｇｅｎｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｒｉｃｅ

２.３　 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 对丙炔氟草胺抗性的鉴定

２.３.１　 种子萌发试验　 本研究通过培养基用药萌

发试验评估了野生型 ＷＴ 和过表达 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 水

稻种子对丙炔氟草胺的耐受性ꎮ 结果 (图 ３) 表

明ꎬ当丙炔氟草胺浓度为 ０ ~ １０ ｎｍｏｌ / Ｌ时ꎬＷＴ 和

ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 种子均能正常萌发ꎬ萌发率及芽长无

明显差异(图 ３ａ、图 ３ｂ、图 ３ｇ、图 ３ｈ)ꎻ当丙炔氟草

胺浓度增加至 ２０ ｎｍｏｌ / Ｌ时(图 ３ｃ、图 ３ｉ)ꎬＷＴ 萌

发率下降至 ６０％ꎬ而 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 种子仍能全部萌

发ꎬ但生长受到了抑制ꎬ芽长明显变短ꎻ当丙炔氟

草胺浓度提高至 ４０ ｎｍｏｌ / Ｌ时(图 ３ｄ、图 ３ｊ)ꎬＷＴ
种子全部死亡ꎬ而 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 种子仍能正常萌

发ꎬ表现出良好的耐受性ꎮ 当丙炔氟草胺浓度提

高至 １６０ ｎｍｏｌ / Ｌ时(图 ３ｇ、图 ３ｌ)ꎬＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 种

子全部死亡ꎬ此时 ＷＴ 和 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 种子胚芽处

呈褐色ꎬ表现出明显的药害症状ꎮ 在相同的丙炔

氟草胺浓度下ꎬＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 比 ＷＴ 表现出更好的

耐受性ꎬ耐受性约为 ＷＴ 的 ２ 倍ꎮ
２.３.２　 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 对丙炔氟草胺抗性水平的鉴定　 图

４ 显示ꎬ当丙炔氟草案用量为０~３０􀆰 ６ ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.时ꎬ茎
叶喷雾 ２１ ｄ 后ꎬＷＴ 和 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 植株均可正常生长

(图 ４Ａ、图 ４Ｂ)ꎬ随着丙炔氟草胺用量加大ꎬ植株的株高

受到了不同程度的抑制ꎻ用量增加至 ６１􀆰 ２ ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.
时ꎬ即推荐剂量时ꎬＷＴ 植株受到明显抑制ꎬ株高抑制率

达 ３５.００％(图 ４Ｃ)ꎬ而此用量下 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 植株矮化

的并不明显ꎬ株高抑制率为 ２０􀆰 １４％(图 ４Ｃ)ꎻ当丙炔氟

草胺用量达到 １２２􀆰 ４ ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.时ꎬＷＴ 部分植株发黄

枯萎ꎬ无法正常生长ꎬ而过表达株系生长情况明显好于

野生型ꎮ 当丙炔氟草胺用量为 ２４４􀆰 ８ ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.时ꎬ野
生型植株全部枯萎死亡ꎬ此时 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 植株受到明

显抑制ꎬ但仍呈现出绿色ꎻ当用量为 ４８９􀆰 ６ ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.
时ꎬＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 植株全部枯萎死亡ꎮ
　 　 称量各处理浓度下 ＷＴ 与 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 植株地

上部鲜重ꎬ结果(图 ５)显示ꎬ在低浓度丙炔氟草胺处

理下ꎬＷＴ 植株鲜重已经受到抑制ꎬ且随着除草剂浓

度的增加所受到的抑制越明显ꎬ直至植株死亡ꎻ而
ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 植株在低浓度丙炔氟草胺处理下ꎬ植株

鲜重并未受到明显抑制ꎮ 利用双逻辑非线性回归模

型计算出丙炔氟草胺处理下 ＷＴ 和 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 的

鲜重抑制中量(ＧＲ５０)ꎬ结果(表 １)显示ꎬＷＴ 的 ＧＲ５０

值为 ４３􀆰 １７ ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.ꎬ ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 的 ＧＲ５０ 值为

８８􀆰 ２５ ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.ꎬ抗性指数(ＲＩ)为 ２􀆰 ０４ꎮ
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Ａ:ＷＴ 种子在不同丙炔氟草胺浓度下的出芽情况ꎻＢ:ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 在不同丙炔氟草胺浓度下的出芽情况ꎮ ＷＴ 为野生型植株(秀水 １３４)ꎬ
ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 为过表达株系ꎮ

图 ３　 ＯｓＰＰＯ２ 过表达植株对丙炔氟草胺抗性的测定

Ｆｉｇ.３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＯｓＰＰＯ２ ｐｌａｎｔ ｔｏ ｆｌｕｍｉｏｘａｚｉｎ

Ａ:ＷＴ 处理 ２１ ｄ 后的表型ꎻＢ:ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 处理 ２１ ｄ 后的表型ꎻＣ:ＷＴ 与 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 处理 ２１ ｄ 的株高抑制率ꎮ ＷＴ 为野生型植株(秀水

１３４)ꎬＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 为过表达株系ꎮ ∗表示 ＷＴ 和 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 不用小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ４　 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 对丙炔氟草胺抗性水平的分析

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｌｅｖｅｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ ｔｏ ｆｌｕｍｉｏｘａｚｉｎ

ＷＴ 为野生型株系ꎬＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 为过表达株系ꎮ
图 ５　 植株丙炔氟草胺剂量￣反应曲线

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｄｏｓｅ￣ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｐｌａｎｔｓ ｔｏ ｆｌｕｍｉｏｘａｚｉｎ

表 １　 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 对丙炔氟草胺的抗性水平

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ ｔｏ ｆｌｕｍｉｏｘａｚｉｎ

种群　 　 生物型　 鲜重抑制中量
(ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.)

相关系数
( ｒ) 抗性指数

ＷＴ 敏感种 ４３.１７±２.７８ ０.９９７ ３

ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 抗性种群 ８８.２５±５.４５ ０.９９９ ０ ２.０４
ＷＴ 为野生型植株(秀水 １３４)ꎬＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 为过表达株系ꎮ

２.４　 ＯｓＰＰＯ２ 过表达材料叶绿素含量分析

在本试验中ꎬ采用有机溶剂提取法ꎬ从磨碎的叶

片中提取叶绿素ꎬ并利用酶标仪在特定波长下测定

吸光值ꎮ 通过计算得出ꎬＷＴ 的总叶绿素含量为

１􀆰 ８９ ｍｇ / ｇꎬ其中叶绿素 ａ 含量为 １􀆰 ４３ ｍｇ / ｇꎬ叶绿素
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ｂ 含量为 ０􀆰 ４６ ｍｇ / ｇꎬ而 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 总叶绿素含量

为 １􀆰 ７４ ｍｇ / ｇꎬ其中叶绿素 ａ 含量为 １􀆰 ３２ ｍｇ / ｇꎬ叶
绿素 ｂ 含量为 ０􀆰 ４２ ｍｇ / ｇ(图 ６)ꎮ 差异显著性分析

结果表明ꎬＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 总叶绿素含量、叶绿素 ａ 含

量、叶绿素 ｂ 含量与野生型没有显著差异ꎮ 说明ꎬ
ＷＴ 植株ꎬ即秀水 １３４ 在插入镇稻 １８ 的 ＯｓＰＰＯ２ 基

因后ꎬ并未对其叶绿素含量造成明显的影响ꎮ

ＷＴ 为野生型植株(秀水 １３４)ꎬＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 为过表达株系ꎮ 相同

小写字母表示差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎮ
图 ６　 野生型和突变体株系叶绿素含量

Ｆｉｇ.６　 Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ

３　 讨 论

原卟啉原Ⅸ氧化酶(ＰＰＯ)作为生物体内一种

关键的代谢酶ꎬ在植物叶绿素生物合成和光合作用

中发挥着重要作用ꎬ其功能异常可能导致植物死

亡[３４]ꎮ 因此ꎬＰＰＯ 作为一种关键的酶ꎬ已成为除草

剂研发和抗除草剂作物培育中的重要靶点ꎮ 然而ꎬ
长期依赖和过度使用 ＰＰＯ 抑制剂类除草剂会导致

杂草出现抗药性ꎮ 截至 ２０１５ 年ꎬ６ 种双子叶植物已

对乙氧氟草醚产生抗性[３５]ꎮ 根据国际抗除草剂杂

草协会的报告ꎬ目前已有 １３ 种杂草对 ＰＰＯ 抑制剂

类除草剂表现出抗药性ꎮ 与其他类型除草剂相比ꎬ
ＰＰＯ 抑制剂类除草剂的抗性问题虽然尚未达到普

遍程度ꎬ但其潜在威胁不容忽视[３６]ꎮ 杂草抗性的产

生不仅增加了杂草防除的难度和生产成本ꎬ对作物

的生长也造成了威胁ꎮ 随着开发新型除草剂越来越

困难ꎬ培育具备除草剂抗性的水稻品种ꎬ扩大其配套

除草剂的应用范围ꎬ也是解决杂草抗性问题的措施

之一ꎮ 丙炔氟草胺属于 Ｎ￣苯基酞酰亚胺类除草剂ꎬ
主要用于大豆田、花生田中ꎬ目前未在水稻上登记使

用ꎮ 本研究以秀水 １３４ 为试验材料ꎬ通过过表达水

稻 ＰＰＯ２ 基因ꎬ构建了对丙炔氟草胺具有抗性的水

稻 ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥꎬ为丙炔氟草胺在水稻上的使用及抗

除草剂水稻育种提供了一定的理论依据ꎮ
针对植物产生除草剂抗性的现象ꎬ科学家通过

对抗性机理的研究ꎬ将其分为靶点抗性(ＴＳＲ)和非

靶点抗性(ＮＴＳＲ) [３７￣３８]ꎮ ＮＴＳＲ 机制包括减少除草

剂的吸收和转运、增加除草剂的螯合ꎬ以及增强对除

草剂降解或将其代谢为毒性较小的化合物[３９]ꎮ ２０
世纪末 Ｌｅｒｍｏｎｔｏｖａ 等[４０] 和 Ｌｅｅ 等[４１] 分别将枯草芽

孢杆菌 ＰＰＯ 基因和拟南芥 ＰＰＯ１ 基因导入烟草中

进行过表达ꎬ分别产生了对 ＤＰＥ 除草剂氧氟芬和乙

酰氟芬的抗性ꎮ ２１ 世纪初ꎬ科学家将人体 ＰＰＯ 导

入水稻基因中ꎬ使水稻对乙氧氟草醚产生抗性[４２]ꎮ
本研究构建了 ＰＰＯ２ 基因过表达载体ꎬ并将其转入

水稻中ꎬ使其对丙炔氟草胺产生抗性ꎮ 由此可以看

出ꎬ无论是对 ＰＰＯ１ 还是对 ＰＰＯ２ 基因进行过表达ꎬ
均可使植株产生抗性ꎮ ＰＰＯ２ 基因过表达显著增强

了水稻对 ＰＰＯ 抑制剂的耐受性ꎬ这主要是通过增加

ＰＰＯ 的表达量ꎬ加速原卟啉原Ⅸ的氧化ꎬ从而减少

其在细胞内的积累ꎬ避免光毒性反应的发生[４３]ꎮ 这

表明 ＰＰＯ２ 基因的过表达为植物提供了代谢冗余ꎬ
使其在除草剂胁迫下仍能维持正常的生理功能ꎮ 此

外ꎬＹｕｎ 等[４４]发现 ＰＰＯ２ 过表达的转基因植物在干

旱胁迫下表现出更好的生长状态ꎬ这表明 ＰＰＯ２ 可

能在植物的逆境响应中发挥重要作用ꎮ
在对 ＯｓＰＰＯ２ 过表达(ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ)株系和野生

型植物叶绿素含量进行比较时ꎬ发现两者之间叶绿

素含量无显著差异ꎮ 这表明ꎬＯｓＰＰＯ２ 基因过表达

并未对叶片中叶绿素的合成或积累造成明显影响ꎮ
这一结果与 Ｌｅｒｍｏｎｔｏｖａ 等[４０] 的研究结果一致ꎮ 他

们将一个编码拟南芥质体原卟啉原氧化酶的基因引

入烟草进行过表达ꎬ结果显示ꎬ过量 ＰＰＯ 活性并没

有显著提高原卟啉Ⅸ的合成量ꎬ也没有造成叶绿素

含量的增加ꎮ 叶绿素合成是一个复杂的酶促反应过

程ꎬ涉及多个酶的协同作用及多个基因的调控ꎮ
ＰＰＯ 虽在这一过程起着关键催化作用ꎬ但是若底物

中原卟啉Ⅸ没有增加ꎬ过表达则不影响植物的生化

反应ꎬ叶绿素含量也不会产生显著变化ꎮ
尽管本研究取得了相应的成果ꎬ但仍存在一些

局限性ꎮ 首先ꎬ试验中仅测试了丙炔氟草胺一种除

草剂ꎬ其他 ＰＰＯ 抑制剂类除草剂的效果尚需进一步

验证ꎮ 其次ꎬ虽然转基因植株在实验室条件下表现

０８６１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２５ 年 第 ４１ 卷 第 ９ 期



出良好的耐受性ꎬ但在田间环境中的长期表现仍需

进一步研究ꎮ 此外ꎬＰＰＯ２ 基因过表达对植物其他

生理过程的影响仍需深入研究ꎬ以确保其在实际应

用中的安全性和有效性ꎮ 未来的研究可以进一步探

索 ＰＰＯ２ 基因在不同环境条件下的表达调控机制ꎬ
以及其在植物逆境响应中的具体作用ꎮ 此外ꎬ可以

在田间条件下对转基因水稻进行长期种植试验ꎬ以
评估其在实际农业生产中的应用潜力ꎮ 同时ꎬ可以

考虑通过基因编辑技术进一步优化 ＰＰＯ２ 基因的表

达ꎬ以提高其在不同环境条件下的稳定性和耐受性ꎮ

４　 结 论

本研究以水稻品种秀水 １３４ 为受体材料ꎬ利用

农杆菌介导的遗传转化技术ꎬ成功将镇稻 １８ 中的内

源 ＯｓＰＰＯ２ 基因导入水稻基因组中ꎬ并通过丙炔氟

草胺筛选获得了具有稳定遗传性的除草剂抗性植株

(ＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ)ꎮ 抗性测试结果表明ꎬＯｓＰＰＯ２￣ＯＥ 株

系对 ＰＰＯ 除草剂的耐受性显著增强ꎬ其抗性水平约

为野生型的 ２ 倍ꎮ 进一步的 ｑＰＣＲ 分析结果显示ꎬ
ＯｓＰＰＯ２ 基因在过表达株系中的相对表达量是野生

型的 ２ 倍ꎬ表明 ＯｓＰＰＯ２ 基因的过表达是植株获得

除草剂抗性的关键因素ꎮ 此外ꎬ叶绿素含量测定结

果表明ꎬ过表达株系与野生型的叶绿素含量无显著

差异ꎬ说明 ＯｓＰＰＯ２ 基因的过表达并未对植株的光

合作用产生负面影响ꎮ 这些结果表明ꎬ通过过表达

ＯｓＰＰＯ２ 基因ꎬ可以有效提高水稻对 ＰＰＯ 抑制剂类

除草剂的耐受性ꎬ同时保持植株的正常生长发育ꎮ
本研究结果为培育抗 ＰＰＯ 抑制剂类除草剂的水稻

品种提供了关键的技术手段和理论支持ꎬ为农业生

产中的杂草防治提供了新的策略ꎮ
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