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　 　 摘要：　 为深入揭示稗草中谷胱甘肽转移酶（ＧＳＴ）对除草剂的解毒机理，本研究通过 ＰＣＲ 方法从多抗性稗草

中获得了 ｐｈｉ 类 ＥｃＧＳＴＦ１ 和 ｚｅｔａ 类 ＥｃＧＳＴＺ１ 基因，并进行生物信息学、基因表达研究及酶活性测定。 系统进化树分

析结果显示稗草 ＧＳＴ 家族成员与禾本科植物的亲缘关系较近；将 ＥｃＧＳＴＦ１ 和 ＥｃＧＳＴＺ１ 分别插入 ｐＥＴ２８ｂ 载体中进

行 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 诱导表达，蛋白质分子量大小为２６ ０００；实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示 ＥｃＧＳＴ 在多抗性稗草中

的表达量高于在敏感性稗草，其中 ＥｃＧＳＴＦ１ 基因表达量比 ＥｃＧＳＴＺ１ 高；ＧＳＴ 酶比活力分析显示表明未施药处理的

多抗性稗草 ＧＳＴ 酶比活力高于敏感性稗草，施药 ７ ｄ 后多抗性稗草 ＧＳＴ 酶比活力高于敏感性稗草。 综上所述，稗
草中 ＧＳＴ 酶对除草剂有解毒作用，其中 ｐｈｉ 类 ＧＳＴ 更为突出。
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　 　 谷胱甘肽转移酶（ＧＳＴ）是一类由超基因家族编

码的古老的多功能酶类，以同源或异源二聚体形式

的可溶性蛋白广泛存在于微生物和动植物中。 目前

ＧＳＴ 至少分为 １３ 个种类，在植物中仅发现 ７ 种，即
ｐｈｉ （Ｆ）、ｔａｕ （Ｕ）、ｔｈｅｔａ （Ｔ）、ｌａｍｂｄａ （Ｌ）、ｚｅｔａ （Ｚ）、
谷胱甘肽依赖的抗坏血酸还原酶（ＤＨＡＲ）和四氯代

氢琨脱卤素酶（ＴＣＨＱＤ） ［１］。 除 ｔｈｅｔａ 和 ｚｅｔａ 在动物
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中存在外，其他 ＧＳＴ 家族为植物中所特有。 ｐｈｉ 类
和 ｔａｕ 类是种类最多、含量最为丰富的植物 ＧＳＴ 基

因，利用 Ｇ 位点含有保守的丝氨酸残基将还原型谷

胱甘肽与外源亲电子物质相结合，进行催化作用，从
而达到解毒作用［２⁃３］；ｌａｍｂｄａ 类与植物耐药性相关，
如水稻中的 ＯｓＧＳＴＬ１ 和 ＯｓＧＳＴＬ２［４⁃５］；ｚｅｔａ 类在酪氨

酸催化机制中起功能；ｔｈｅｔａ 类在解毒氧化脂类中起

作用［６］。 植物体中 ＧＳＴ 除对包括除草剂在内的异

源物质具有解毒功能外［７⁃９］，还发现其在抗氧化胁

迫、抗逆反应、抗病、细胞信号转导、跨膜运输定位等

方面也有重要作用［１０⁃１３］。
稗草（Ｅｃｈｉｎｏｃｈｌｏａ ｃｒｕｓ⁃ｇａｌｌｉ）是全球农业生产中

的重要恶性杂草之一，同时也是中国稻田恶性杂草

之首，严重影响水稻的生长发育和产量［１４⁃１５］。 使用

除草剂防控杂草是广大农户最简单、有效的措施，但
是由于长时间连续使用单一作用机理的除草剂，加
速了农田杂草产生抗药性，目前已报道了中国稻田

稗草对禾草丹、丁草胺、精喹禾灵、精恶唑禾草灵及

二氯喹啉酸等除草剂产生了抗药性［１６⁃１７］。 前期研

究中，江苏省农业科学院植物保护研究所草害与农

药研究室已筛选获得具有兼抗二氯喹啉酸、五氟磺

草胺和双草醚等多种除草剂的多抗性稗草［１８⁃１９］。
本研究拟从多抗性稗草中克隆抗性基因，通过原核

表达、荧光定量 ＰＣＲ 和酶比活力测定等方法进行功

能分析，研究稗草的抗药性机制和 ＧＳＴ 解毒机理，
为改良作物抗逆性、开发新型除草剂提供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 供试材料与供试药剂

供试材料：多抗性和敏感性稗草（Ｅｃｈｉｎｏｃｈｌｏａ
ｃｒｕｓ⁃ｇａｌｌｉ）种子均于 ２０１０ 年 ７ 月采集于安徽省庐江

县稻田。
供试药剂：５０％二氯喹啉酸可湿性粉剂（Ｑｕｉｎ⁃

ｃｌｏｒａｃ，浙江新安化工集团股份有限公司产品），
２􀆰 ５％五氟磺草胺油悬浮剂（Ｐｅｎｏｘｓｕｌａｍ，商品名为

稻杰，美国陶氏益农公司产品）和 ２０％双草醚可湿

性粉剂（Ｂｉｓｐｙｒｉｂａｃ⁃ｓｏｄｉｕｍ，江苏省激素研究所有限

公司产品）。
１􀆰 ２　 稗草总 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 的合成

在装有土的塑料盆钵中分别播种多抗性和敏感

性稗草种子，置于人工气候箱（光照 １６ ｈ ／黑暗 ８ ｈ、
白天 ３０ ℃ ／夜间 ２５ ℃）中培养。 待稗草苗长至 ２～３

叶期时，分别收获多抗性和敏感性的稗草叶片进行

总 ＲＮＡ 提取，提取方法参照 ＲＮＡ 提取试剂盒（原平

皓生物技术有限公司产品）说明书进行。 以 １ μｇ
ＲＮＡ 为模板，采用反转录试剂盒（ＧＢＴ 公司产品）进
行稗草 ｃＤＮＡ 第一链的合成，反应条件为 ２５ ℃ １０
ｍｉｎ，４２ ℃ ３０ ｍｉｎ，８５ ℃ ５ ｍｉｎ。
１􀆰 ３　 ＥｃＧＳＴ 基因的克隆及生物信息学分析

根据前期稗草转录组测序数据中得到的 ＧＳＴ
基因序列为探针，登陆 ＮＣＢＩ 网站（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ． ｇｏｖ）进行 Ｂｌａｓｔｎ 搜索，分析其他物种已知

ＧＳＴ 同源基因序列，设计基因克隆的引物。 扩增

ＥｃＧＳＴＦ１ 基因的正向引物 ５′⁃ＧＡＡＧＡＧＡＧＡＴＣＡＴＧ⁃
ＧＣＴＣＣＧＡＴ⁃３′和反向引物 ５′⁃ＣＣＡＣＴＴＣＡＡＧＣＡＧＡＴ⁃
ＧＧＣＴＴＣ⁃３′；扩增 ＥｃＧＳＴＺ１ 基因的正向引物 ５′⁃
ＣＡＣＣＴＧＡＣＣＴＡＣＴＧＣＴＧＣＡＴＣＴ⁃３′和反向引物 ５′⁃
ＧＡＴＧＧＣＴＣＧＧＴＡＡＴＣＴＴＧＡＴＴＣ⁃３′。 分别以多抗性

和敏感性稗草 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增，５０ μｌ
反应体系中包括：ｃＤＮＡ １ μｌ，５×ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｂｕｆｆｅｒ
（Ｍｇ２＋ ） １０ μｌ， ｄＮＴＰ ｍｉｘｔｕｒｅ （ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ４ μｌ，
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １ μｌ，正、反向引物

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ２ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ ３０ μＬ。 ＰＣＲ 反应程序

为 ９５ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎ；９５ ℃变性 ３０ ｓ，５６ ℃退火 ３０
ｓ，７２ ℃ 延伸 １ ｍｉｎ， ３３ 个循环。 将 ＰＣＲ 产物经

１􀆰 ０％琼脂糖凝胶电泳后用胶回收试剂盒（ＢＩＯＭＩＧＡ
公司产品）进行回收纯化。 然后将 ＰＣＲ 纯化产物进

行 ３′端加 ｐｏｌｙＡ 尾，７０ μｌ 反应体系为：１０ ×Ｂｕｆｆｅｒ
（Ｍｇ２＋） ７ μｌ，Ｔａｑ 酶 ４ μｌ，ｄＮＴＰ （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ７ μｌ，
ＰＣＲ 纯化产物和 ｄｄＨ２Ｏ ５２ μｌ。 ７２ ℃ 延伸 ３０ ｍｉｎ
后于冰上冷却，反应产物进行胶回收纯化。 将纯化

好的已加 ｐｏｌｙＡ 尾的片段连接至 ｐＭＤ⁃１８Ｔ 载体

（ＴａＫａＲａ 公司产品），筛选阳性单克隆送英潍捷基

（上海）贸易有限公司进行测序。 采用 ＢｉｏＸＭ ２􀆰 ６
软件对测序得到的基因序列进行开放阅读框

（ＯＲＦ）分析，翻译得到相应的氨基酸序列，以其氨

基酸序列为探针，在 ＮＣＢＩ 网站上进行 ＢＬＡＳＴＰ 搜

索，获得其他物种的同源蛋白质氨基酸序列，利用

ＭＥＧＡ５􀆰 ０５ 程序的 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ （ＮＪ）模型对这

些 ＧＳＴ 家族成员进行系统发生树分析。
１􀆰 ４　 载体构建及其原核表达

采用 ＢｉｏＸＭ ２􀆰 ６ 软件对 ＥｃＧＳＴＺ１ 和 ＥｃＧＳＴＦ１
的 ＯＲＦ 序列进行酶切位点分析，结合原核表达载体

ｐＥＴ⁃２８ｂ 多克隆位点限制性内切酶类型，设计基因
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Ｃ 端和 Ｎ 端分别含 ＮｄｅⅠ和 ＸｈｏⅠ酶切位点。 其中

ＥｃＧＳＴＺ１ 基因的载体构建引物为 ＥｃＧＳＴＺ１⁃Ｎｄｅ⁃Ｆ：
５′⁃ＧＧＴＡＴＡＴＡＣＡＴＡＴＧＧＣＧＡＣＧＧＣＧＡＡＡＣＣ⁃３′ （ 划

线处为 Ｎｄｅ Ｉ 位点），ＥｃＧＳＴＺ１⁃Ｘｈｏ⁃Ｒ：５′⁃ＧＧＣＴＣＴ⁃
ＣＡＣＴＣＧＡＧＴＣＡＴＴＡＴＧＡＴＧＧＴＧＣＡＴＣＴＧＧ⁃３′ （ 划 线

处为 ＸｈｏⅠ位点）；ＥｃＧＳＴＦ１ 基因的载体构建引物为

ＥｃＧＳＴＦ１⁃Ｎｄｅ⁃Ｆ：５′⁃ＧＧＴＡＴＡＴＡＣＡＴＡＴＧＧＣＴＣＣＧＡＴ⁃
ＧＡＡＧＣＴＧＴＡＣ⁃３′（划线处为 Ｎｄｅ Ｉ 位点），ＥｃＧＳＴＦ１⁃
Ｘｈｏ⁃Ｒ： ５′⁃ＧＧＣＴＣＴＣＡＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＣＡＡＧＣＡＧＡＴＧ⁃
ＧＣＴＴＣＡＴＣＡＧ⁃３′（划线处为 ＸｈｏⅠ位点）。 ＥｃＧＳＴＺ１
基因以 ＥｃＧＳＴＺ１⁃Ｎｄｅ⁃Ｆ 和 ＥｃＧＳＴＺ１⁃Ｘｈｏ⁃Ｒ 为两端引

物，ＥｃＧＳＴＦ１ 以 ＥｃＧＳＴＦ１⁃Ｎｄｅ⁃Ｆ 和 ＥｃＧＳＴＦ１⁃Ｘｈｏ⁃Ｒ
为两端引物，分别扩增 ＥｃＧＳＴＺ１ 和 ＥｃＧＳＴＦ１ 的 ＯＲＦ
序列。 用 ＮｄｅⅠ和 ＸｈｏⅠ酶双酶切 ＰＣＲ 扩增产物，
同时用相同的酶双酶切含有 ＨＩＳ 标签的原核表达载

体 ｐＥＴ⁃２８ｂ，分别回收基因片段和线性载体，经 Ｔ４⁃
ＤＮＡ 连接酶（ＴａＫａＲａ 公司产品） １６ ℃ 连接过夜后

转化大肠杆菌 ＤＨ５α，在含有卡那霉素（Ｋｍ＋）的 ＬＢ
固体培养基上 ３７ ℃过夜培养。 经 ＰＣＲ 和双酶切鉴

定出阳性单克隆后进行测序验证。
将测序正确的重组质粒转化大肠杆菌菌株

ＢＬ２１ 接种到含 Ｋｍ＋的 ＬＢ 固体培养基上 ３７ ℃过夜

培养后，挑取单菌落接种到 １０ ｍｌ 含 Ｋｍ＋（５０ ｍｇ ／ Ｌ）
的 ＬＢ 液体培养基中，３７ ℃培养过夜。 按 １ ∶１００ 的

比例接种至新鲜的含 Ｋｍ＋的 ＬＢ 培养基中，３７ ℃培

养至 ＯＤ６００ 约 ０􀆰 ６ 时，加入 ＩＰＴＧ 至终浓度为 ０􀆰 ４
ｍｍｏｌ ／ Ｌ，３７ ℃诱导 ０ ｈ、１ ｈ、２ ｈ、３ ｈ、４ ｈ 和 ５ ｈ，并依

次取样。 ４ ０００ ｇ 离心收集菌体， 用缓冲液 （ ２０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ、 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＥＤＴＡ）悬浮后，１３ ０００ ｇ离心 １０ ｍｉｎ 后，取上清液分

别加入 ５×ＳＤＳ 上样缓冲液，进行 １２％ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋

白质表达检测。
１􀆰 ５　 实时荧光定量 ＰＣＲ

取 ３ 叶期多抗性和敏感性稗草喷施 ５０％二氯喹

啉酸可湿性粉剂（制剂用药量为 ４５０ ｇ ／ ｈｍ２）、２􀆰 ５％
五氟磺草胺悬浮剂（制剂用药量为１ ２００ ｍｌ ／ ｈｍ２）和
２０％双 草 醚 可 湿 性 粉 剂 （ 制 剂 用 药 量 为 ２００
ｇ ／ ｈｍ２），并设喷施清水为空白对照。 药剂喷施处理

２４ ｈ 后收获植株，提取 ＲＮＡ 并反转录为 ｃＤＮＡ。 以

ｃＤＮＡ 为模板进行实时荧光定量 ＰＣＲ 分析，设 β⁃
ａｃｔｉｎ 基因为内参，内参的特异性引物为 ５′⁃ＣＡ⁃
ＣＡＣＴＧＧＴＧＴＣＡＴＧＧＴＡＧＧ⁃３′ 和 ５′⁃ＡＧＡＡＡＧＴＧＴＧ⁃

ＡＴＧＣＣＡＧＡＴ⁃３′。 目标基因 ＥｃＧＳＴＺ１ 的特异性引

物 为： ５′⁃ＡＧＧＣＴＡＴＧＣＣＧＴＴＡＴＴＧＧＴＴ⁃３′ 和 ５′⁃ＴＴ⁃
ＧＡＴＧＧＣＴＣＧＧＴＡＡＴＣＴＴＧ⁃３′；目标基因 ＥｃＧＳＴＦ１ 的

特异性引物为：５′⁃ＴＴＣＣＡＧＴＧＣＣＴＣＡＴＣＡＧＴＣＣ⁃３′和
５′⁃ＣＣＡＴＣＣＧＣＡＴＴＡＧＧＡＡＡＡＣＣ⁃３′。 实时定量 ＰＣＲ
在 ＡＢＩ⁃Ｓｔｅｐｏｎｅ ｐｌｕｓ 实时定量 ＰＣＲ 仪上进行，反应

体系及程序参照 ＴａＫａＲａ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ ＥＸ ＴａｑＴＭ
Ⅱ说明书操作。 ３ 次重复，对 ＥｃＧＳＴ 基因在施药前

敏感性稗草（ＳＣ）、施药处理后敏感性稗草（ＳＴ）、施
药前多抗性稗草（ＲＣ）和施药处理后多抗性稗草

（ＲＴ）进行荧光定量 ＰＣＲ，利用 ２－ΔΔＣＴ方法对不同抗

性稗草施药前后 ＥｃＧＳＴ 基因的相对定量进行计

算［２０］。 以 ＳＣ 为对照，其 ＥｃＧＳＴ 基因的表达量定义

为 １ 个单位，对其他基因的表达量进行定量分析。
１􀆰 ６　 ＧＳＴ 酶比活力测定

多抗性和敏感性稗草 ２～３ 叶期，同时以 ５０％二

氯喹啉酸可湿性粉剂（制剂用药量为 ４５０ ｇ ／ ｈｍ２）、
２􀆰 ５％五氟磺草胺悬浮剂 （制剂用药量为 １ ２００
ｍｌ ／ ｈｍ２）和 ２０％双草醚可湿性粉剂（制剂用药量为

２００ ｇ ／ ｈｍ２）进行喷施处理，收获处理第 ０ ｄ、１ ｄ、２ ｄ、
３ ｄ、５ ｄ 和 ７ ｄ 的叶片于－８０ ℃保存，每次处理重复

３ 次。 参照 Ｐａｍｅｌａ 等的方法提取酶液［２１］，参照

Ｇｅｒａｒｄ 等方法测定酶活力［２２］，参照 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 考马斯

亮蓝 Ｇ⁃２５０ 方法测定蛋白质含量［２３］。 酶比活力

［ｎｍｏｌ ／ （ｍｉｎ·ｍｇ）］ ＝酶活性单位 ／蛋白质含量。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＥｃＧＳＴ 基因的克隆与序列分析

以稗草 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增，ＥｃＧＳＴＺ１
基因扩增大小为 ７５０ ｂｐ 左右，ＥｃＧＳＴＦ１ 基因扩增大

小为 ６５０ ｂｐ 左右（图 １）。 将回收纯化后的 ＰＣＲ 产

物连接至 ｐＭＤ⁃１８Ｔ 载体中进行测序，测序结果分别

获得了 ＥｃＧＳＴＺ１ 和 ＥｃＧＳＴＦ１ 基因扩增的全长序列

及其对 应 编 码 的 氨 基 酸 序 列 （ 图 ２ 和 图 ３ ）。
ＥｃＧＳＴＺ１ 的核苷酸序列长度为 ７４７ ｂｐ，在第 ８６ 个核

苷酸处有起始密码子 ＡＴＧ，在 ７２５ 个核苷酸处有终

止密码子 ＴＧＡ，其编码区为 ６３９ ｂｐ，编码 ２１２ 个氨基

酸残基；ＥｃＧＳＴＦ１ 的核苷酸序列长度为 ６６１ ｂｐ，在第

１２ 个核苷酸处有起始密码子 ＡＴＧ，在 ６５４ 个核苷酸

苷酸处有终止密码子 ＴＧＡ，其编码区为 ６４５ ｂｐ，编
码 ２１４ 个氨基酸残基。 将 ＥｃＧＳＴＺ１ 和 ＥｃＧＳＴＦ１ 基

因登陆至 ＮＣＢＩ 网站， ＧｅｎＢａｎｋ 登录号分别为：
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ＪＸ１２２８５７ 和 ＪＸ１２２８５８。 同时，以敏感性稗草 ｃＤＮＡ
为模板，ＰＣＲ 扩增出的 ＥｃＧＳＴＺ１ 和 ＥｃＧＳＴＦ１ 基因的

序列与从多抗性稗草中 ＰＣＲ 扩增出的序列完全

一致。

图 ２　 ＥｃＧＳＴＺ１ 基因的核苷酸序列及其所编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ．２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｐｕｔａｔｉｖｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＥｃＧＳＴＺ１

Ｍ：分子量标准 ＤＬ ２０００；１：ＥｃＧＳＴＺ１ 基因的 ＰＣＲ 扩增产物；２：
ＥｃＧＳＴＦ１ 基因的 ＰＣＲ 扩增产物。
图 １　 ＥｃＧＳＴＺ１ 和 ＥｃＧＳＴＦ１ 基因的 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ．１　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＥｃＧＳＴ ｇｅｎｅｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ

２􀆰 ２　 ＥｃＧＳＴ 基因的生物信息学分析

将 ＥｃＧＳＴ 氨基酸序列通过 ＮＣＢＩ 的 ＰＳＩ⁃ＢＬＡＳＴ
搜索，对其进行保守结构域分析，ＥｃＧＳＴＺ１ 属于 ｚｅｔａ
类 ＧＳＴ；ＥｃＧＳＴＦ１ 属于 ｐｈｉ 类 ＧＳＴ。 这两类 ＥｃＧＳＴ
均有 ２ 个保守的结构域，Ｎ 端为类似硫氧还蛋白超

家族结构域，Ｃ 端为 ＧＳＴ 超家族结构域。
选取单子叶植物高粱（ Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ）、玉米

（ Ｚｅａ ｍａｙｓ ）、 二 穗 短 柄 草 （ Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ
ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ）、粳稻（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｊａｐｏｎｉｃａ Ｇｒｏｕｐ），双子

叶植物油桃（Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ）、毛果杨（Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏ⁃
ｃａｒｐａ）、大豆 （ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ） 和昆虫纲柑桔全爪螨

（Ｐａｎｏｎｙｃｈｕｓ ｃｉｔｒｉ）、帝王蝶（Ｄａｎａｕｓ ｐｌｅｘｉｐｐｕｓ）的 ＧＳＴ
家族成员与稗草中的 ＥｃＧＳＴＺ１ 和 ＥｃＧＳＴＦ１ 进行多

重序列比较，并构建系统进化树。 结果显示，ＧＳＴ 家

族归为两类，即 ｐｈｉ 类 ＧＳＴ 和 ｚｅｔａ 类 ＧＳＴ。 ＥｃＧＳＴ 和

单子叶植物的高粱、玉米、二穗短柄草和粳稻的 ＧＳＴ
聚为一枝，亲缘关系较近；双子叶植物油桃的 ＧＳＴ
和毛果杨的 ＧＳＴ 聚为一枝，亲缘关系较近；昆虫纲

的帝王蝶的 ＧＳＴ 和柑橘全爪螨的 ＧＳＴ 聚为一枝（图
４）。
２􀆰 ３　 ＥｃＧＳＴ 的原核表达分析

将 ＥｃＥＳＴＺ１ 和 ＥｃＧＳＴＦ１ 的 ＯＲＦ 序列插入至含

ＨＩＳ 标签的 ｐＥＴ２８ｂ 载体中， 对重组质粒 ＨＩＳ：：
ＥｃＧＳＴｓ 进行双酶切和测序验证，结果显示 ＥｃＧＳＴ 基

因序列无缺失和突变，表明 ＨＩＳ：：ＥｃＧＳＴ 载体构建

成功。
以空载体 ｐＥＴ２８ｂ 为阴性对照， ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

ＩＰＴＧ 诱导 ＨＩＳ：：ＥｃＧＳＴ 的表达产物经 １２％ ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 电泳分析结果显示，蛋白质大小约２６ ０００左
右，与预测蛋白质分子量接近，表明 ＨＩＳ：：ＥｃＧＳＴ 经
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图 ３　 ＥｃＧＳＴＦ１ 基因的核苷酸序列及其所编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ．３　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｐｕｔａｔｉｖｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＥｃＧＳＴＦ１

图 ４　 邻接法构建的 ＧＳＴ 家族成员的系统进化树

Ｆｉｇ．４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＧＳＴ ｆａｍｉｌｙ ｆｒｏｍ ｖａｒｉｏｕｓ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

ＩＰＴＧ 诱导后能够在大肠杆菌 ＢＬ２１ 中成功表达（图
５）。
２􀆰 ４　 ＥｃＧＳＴ 基因的实时荧光定量分析

实时荧光定量 ＰＣＲ 分析结果显示，ＥｃＧＳＴＺ１ 和

ＥｃＧＳＴＦ１ 基因在多抗性和敏感性稗草中均有表达，
且在处理前的稗草中表达量无显著性差异。 而在喷

药处理后，ＥｃＧＳＴＺ１ 和 ＥｃＧＳＴＦ１ 基因在多抗性稗草

中表达量均最高，相对表达量分别为 ６􀆰 ２５ 和 ８􀆰 ７９，
比其在喷药处理后的敏感性稗草中的表达量高（图

６）。
２􀆰 ５　 稗草 ＧＳＴ 酶比活力

图 ７ 显示在处理前多抗性稗草的 ＧＳＴ 酶比活

力高于敏感性稗草。 多抗性稗草 ＧＳＴ 酶比活力在

药剂处理第 １ ｄ 降低到最低值后开始持续上升；敏
感性稗草的 ＧＳＴ 酶比活力在药剂处理后持续下降 ２
ｄ 后才开始上升，并在处理第 ５ ｄ 达到最高值后开始

呈现下降趋势。 在处理第 ７ ｄ 时多抗性稗草的 ＧＳＴ
酶比活力高于敏感性稗草。
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Ｍ：蛋白质分子量标准；１～６：空质粒 ｐＥＴ２８ｂ 经 ＩＰＴＧ 诱导 ０～５ ｈ；７～１２：ＨＩＳ：：ＥｃＧＳＴＺ１ 经 ＩＰＴＧ 诱导 ０～ ５ ｈ；１３～ １８：ＨＩＳ：：ＥｃＧＳＴＦ１ 经 ＩＰＴＧ
诱导 ０～５ ｈ。

图 ５　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分析 ＨＩＳ：：ＥｃＧＳＴｓ的诱导表达

Ｆｉｇ．５　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＩＳ：：ＥｃＧＳＴｓ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ＩＰＴＧ

ＳＣ：施药前敏感性稗草；ＳＴ：施药处理后敏感性稗草；ＲＣ：施药前

多抗性稗草；ＲＴ：施药处理后多抗性稗草。
图 ６　 ＥｃＧＳＴ 基因在多抗性和敏感性稗草施药前后的相对表达

水平

Ｆｉｇ．６ 　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＥｃＧＳＴ ｂｅｆｏｒｅ ｏｒ ａｆｔｅｒ
ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｎｄ
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｂａｒｎｙａｒｄｇｒａｓｓ

３　 讨 论

本研究通过 ＰＣＲ 扩增获得了稗草中 ＧＳＴ 家族

的 ２ 个不同成员，即 ｚｅｔａ 类 ＥｃＧＳＴＺ１ 和 ｐｈｉ 类 ＥｃＧ⁃
ＳＴＦ１，通过生物信息学方法分析了其基因序列。 结

果显示 ＥｃＧＳＴＦ１ 和 ＥｃＧＳＴＺ１ 分别在多抗性和敏感

性稗草中碱基序列没有差异；原核表达分析结果显

示 ＨＩＳ：： ＥｃＧＳＴ 融合蛋白质的分子量大小约为

２６ ０００，与推测理论值相一致。 构建的系统进化树

结果显示，ｐｈｉ 类 ＧＳＴ 和 ｚｅｔａ 类 ＧＳＴ 分别聚为一大

图 ７　 抗性及敏感种群叶片谷胱甘肽转移酶比活力

Ｆｉｇ．７　 ＧＳＴｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｎｄ ｓｕｓ⁃
ｃｅｐｔｉｂｌｅ ｂａｒｎｙａｒｄｇｒａｓｓ

簇，其中稗草 ＧＳＴ 与禾本科植物高粱、玉米、二穗短

柄草和粳稻的 ＧＳＴ 聚为一大簇，具有较高的同源

性，推测禾本科植物在进化上具有相似性，形态特征

与系统进化关系紧密，形态相同的禾本科植物亲缘

关系较近。
实时定量 ＰＣＲ 分析结果显示，ＥｃＧＳＴＺ１ 和 ＥｃＧ⁃

ＳＴＦ１ 基因在施药前的多抗性稗草中的表达量（１􀆰 １８
和 １􀆰 ７３）均高于其在敏感性稗草中的表达量（１􀆰 ００
和 １􀆰 ００）；在施药后的多抗性稗草中的表达量（６􀆰 ２５
和 ８􀆰 ７９）均比其在施药后的敏感性稗草中的表达量

（３􀆰 ３３ 和 ６􀆰 １８）要高，这与稗草 ＧＳＴ 酶比活力测定

结果一致，施药前多抗性稗草的 ＧＳＴ 酶比活力高于

敏感性稗草，施药 ７ ｄ 后敏感性稗草的 ＧＳＴ 酶比活
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力明显低于多抗性稗草。 同时施药 １ ｄ 后 ＧＳＴ 酶比

活力在多抗性和敏感性稗草中先呈下降趋势，随后

多抗性稗草首先出现上升趋势，虽然敏感性稗草也

出现上升趋势，但最终仍明显低于多抗性稗草，这与

高效氟吡甲禾灵处理日本看麦娘后 ＧＳＴ 酶的活性

趋势［２４⁃２５］相一致。 而荧光定量 ＰＣＲ 结果显示施药

１ ｄ 后 ＧＳＴ 酶基因表达量均得到提高，表明在施药

初期 ＧＳＴ 酶比活力与酶表达量并非呈正相关，从基

因激活、转录到翻译成蛋白质需要一段时间进程，从
而导致 ＧＳＴ 酶比活力存在一定的滞后性。

实时荧光定量 ＰＣＲ 分析结果还发现，无论施药

前还是施药后，ＥｃＧＳＴＦ１ 在多抗性稗草中的表达量

均比 ＥｃＧＳＴＺ１ 要高，推测 ｐｈｉ 类 ＧＳＴ 在催化谷胱甘

肽（ＧＳＨ）与除草剂共轭作用过程中可能比 ｚｅｔａ 类更

为显著，有力地支撑了 ｐｈｉ 类 ＧＳＴ 的强解毒功能。
国际上已对 ｐｈｉ 类 ＧＳＴ 做了深入的研究，发现其对

包括除草剂在内的外源化学物质有广泛的解毒能

力［２６］，因此稗草中的 ｐｈｉ 类 ＧＳＴ 可以作为植物抵抗

除草剂能力的一个重要指标。 ｚｅｔａ 类 ＧＳＴ 酶具有异

构酶活性，在苯丙氨酸 ／酪氨酸分解代谢中作为马来

酰乙酰乙酸异构酶（ＭＡＡＩ）将 ＧＳＨ 可逆地与马来酰

乙酰乙酸（ＭＡＡ）的顺式双键结合，形成延胡索乙酰

乙酸（ＦＡＡ），是苯丙氨酸 ／酪氨酸降解代谢的关键

步骤。 康乃馨的 ２ 个 ｚｅｔａ 家族启动子上存在乙烯响

应元件，能被乙烯或逆境诱导表达，在芳香族氨基酸

的分解代谢中起作用［２７］。 本试验得到的 ｚｅｔａ 类

ＧＳＴ 在除草剂处理后的多抗性和敏感性稗草中表达

量增加，说明此类 ＧＳＴ 产生解毒能力可能与异构酶

活性有一定的关系。
ＧＳＴ 介导的除草剂代谢解毒功能的研究结果可

应用于除草剂安全剂、增效剂的筛选以及抗药性杂

草治理和改良作物抗逆性方面，如精恶唑禾草灵除

草剂的安全剂吡唑解草酯和解草唑诱导了鼠尾看麦

娘中 ＧＳＴＦ１ 活性，导致 ＧＰＯＸ 活性加倍，类黄酮保

护类物质增加［２８］；多抗性鼠尾看麦娘 ＡｍＧＳＴＦ１ 转

基因拟南芥植株表现出了多药抗性，在次生代谢、外
源物质代谢和抗氧化代谢方面与多抗性鼠尾看麦娘

有着相似之处［２９］。 因此，拟通过 ｐｈｉ 类 ＥｃＧＳＴＦ１ 和

ｚｅｔａ 类 ＥｃＧＳＴＺ１ 的转基因植株，分析供试除草剂的

降解动力学和催化效率，从而深入阐明多抗性稗草

的 ＧＳＴ 介导的除草剂代谢解毒机制，为改良作物抗

逆性及开发新型除草剂提供理论基础。
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