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　 　 摘要:　 创制非转基因抗除草剂水稻种质资源对于稻田杂草防控具有重要价值ꎮ 本研究以甲基磺酸乙酯(ＥＭＳ)
水溶液诱变镇糯 １９ 水稻种子ꎬ获得 １ 株能稳定遗传的可耐受乙酰辅酶 Ａ 羧化酶(ＡＣＣａｓｅ)抑制剂类除草剂高效盖草

能的Ｍ３代水稻幼苗(突变体)ꎮ 分别扩增镇糯 １９ 野生型和突变体的基因组ＤＮＡ 并进行测序和序列比对ꎬ发现突变体

ＡＣＣａｓｅ 基因的开放阅读框(ＯＲＦ)的第５ ３７４位碱基发生了点突变ꎬ导致编码的第１ ７９２位氨基酸由异亮氨酸突变为亮

氨酸ꎮ 镇糯 １９ 野生型和突变体分蘖盛期大田喷施 ３ 种田间推荐剂量的 ＡＣＣａｓｅ 抑制剂类除草剂后农艺性状调查结果

表明突变体对高效盖草能、精喹禾灵和唑啉草酯抗性明显高于野生型ꎮ 本研究获得了能稳定遗传的非转基因抗 ＡＣ￣
Ｃａｓｅ 抑制剂类水稻新种质ꎬ具有一定的应用价值ꎬ为抗除草剂水稻育种提供了种质资源ꎮ
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中图分类号:　 Ｓ３３５.３　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０２３)０２￣０３０５￣０８

ＥＭＳ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｔｏ ｃｒｅａｔｅ ｒｉｃｅ ａｎｔｉ￣ａｃｅｔｙｌ￣ＣｏＡ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣ｈｅｒ￣
ｂｉｃｉｄｅ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ

ＪＩＡＮＧ Ｑｕｎ１ꎬ　 ＬＩＮＧ Ｘｉ￣ｔｉｅ２ꎬ　 ＴＡＮＧ Ｚｈａｏ￣ｃｈｅｎｇ２ꎬ　 ＺＨＯＵ Ｚｈｅｎ￣ｚｈｅｎ２ꎬ　 ＺＨＡＮＧ Ｂａｏ￣ｌｏｎｇ１ꎬ２

(１.Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｔｒｏｐｉｃａｌ Ｃｒｏｐｓ / Ｓａｎｙａ Ｎａｎｆａｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ Ｈａｉｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈａｉｋｏｕ ５７０２２８ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ Ｂｉｏ￣
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ / Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｇｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｎｇ ｎｏｎ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｒｉｃｅ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｉｓ ｏｆ ｇｒｅａｔ ｖａｌｕｅ ｆｏｒ ｗｅｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｉｎ ｒｉｃｅ ｆｉｅｌｄｓ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ Ｚｈｅｎｎｕｏ １９ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｓ ｗｅｒｅ ｍｕｔａｇｅｎｉｚｅｄ ｂｙ ｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｎａｔｅ (ＥＭＳ) ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ａ Ｍ３

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗｉｔｈ ｓｔａｂｌｅ ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ ａｎｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ａｃｅｔｙｌ￣ＣｏＡ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ (ＡＣＣａｓｅ) ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅｓ
ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ. Ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｗｅｒｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ５ ３７４ｔｈ ｂａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｒｉｃｅ ＡＣＣａｓｅ ｇｅｎｅꎬ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ａ
ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｃｏｄｅｄ １ ７９２ｔｈ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｆｒｏｍ ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ ｔｏ ｌｅｕｃｉｎｅ. Ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ＡＣＣａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅｓ ｗｅｒｅ
ｓｐｒａｙｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ａｎｄ ｔｈｅ ａｇｒｏｎｏｍｉｃ ｔｒａｉｔｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｔｏ ｈａｌｏｘｙ￣
ｆｏｐ￣Ｒ￣ｍｅｔｈｙｌꎬ ｑｕｉｚａｌｏｆｏｐ￣Ｐ￣ｅｔｈｙｌ ａｎｄ ｐｉｎｏｘａｄｅｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ａ ｎｅｗ ｎｏｎ￣

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒｉｃｅ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｗｉｔｈ ＡＣＣａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｈａｄ ｃｅｒｔａｉｎ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ ａｎｄ
ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｆｏｒ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｒｉｃｅ ｂｒｅｅｄｉｎｇ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: 　 ｒｉｃｅꎻ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｇｅｒｍｐｌａｓｍꎻ
ｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｎａｔｅ (ＥＭＳ)ꎻ ａｃｅｔｙｌ ＣｏＡ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ

５０３



　 　 水稻是中国三大粮食作物之一ꎬ培育高产稳产

的优质水稻是解决粮食问题的关键ꎮ 稻田杂草严重

影响水稻的产量和品质ꎬ杂草导致中国稻谷每年亏

损率超过 １５％ꎬ部分地区甚至超过 ５０％[１]ꎮ 化学除

草是当今世界使用最多的稻田除草方法ꎮ 然而ꎬ过
度使用除草剂不仅会导致杂草对除草剂产生抗性ꎬ
还会对作物产生药害、降低水稻产量和品质ꎬ严重时

甚至造成水稻颗粒无收[２]ꎮ 因此ꎬ培育抗除草剂的

水稻品种可以经济有效地解决稻田的杂草防除问

题ꎮ
乙酰辅酶 Ａ 羧化酶(ＡＣＣａｓｅ)是植物初级代谢

中脂肪酸合成的关键酶之一ꎬ其主要功能是将乙酰

辅酶 Ａ 羧化为丙二酰辅酶 Ａꎮ 该反应是脂肪酸合成

的第一步ꎬ也是限速的关键步骤[３]ꎮ 脂肪酸不仅是

功能物质甘油三脂的组成成分ꎬ还能转化为作为细

胞膜组成成分的磷脂[４]ꎮ 自 １９５８ 年发现乙酰辅酶

Ａ 羧化酶可作为除草剂的作用靶标后ꎬ针对该靶标

已开发了三大类除草剂并商品化应用ꎬ分别是芳氧

苯氧基丙酸酯类(ＡＰＰ) [５]、环己烯酮类(ＣＨＤ) [６] 和

新苯基吡唑啉类(ＤＥＮ) [７￣８]ꎮ 其中ꎬＡＰＰ 类除草剂

包括高效氟吡甲禾灵(Ｈａｌｏｘｙｆｏｐ￣Ｒ￣ｍｅｔｈｙｌꎬ又称高效

盖草能)、精喹禾灵(Ｑｕｉｚａｌｏｆｏｐ￣Ｐ￣ｅｔｈｙｌ)、精恶唑禾

草灵( Ｆｅｎｏｘａｐｒｏｐ￣Ｐ￣ｅｔｈｙｌꎬ又称骠马)、恶唑酰草胺

(Ｍｅｔａｍｉｆｏｐ)和氰氟草酯(Ｃｙｈａｌｏｆｏｐ￣ｂｕｔｙｌ)等ꎮ ＣＨＤ
类除草剂包括烯禾啶 ( Ｓｅｔｈｏｘｙｄｉｍ)、噻草酮 ( Ｃｙ￣
ｃｌｏｘｙｄｉｍ)和环苯草酮(Ｐｒｏｆｏｘｙｄｉｍ)等ꎻＤＥＮ 类除草

剂有唑啉草酯(Ｐｉｎｏｘａｄｅｎ)ꎮ 乙酰辅酶 Ａ 羧化酶抑

制剂类除草剂主要被用于控制禾本科杂草ꎬ具有高

效、低毒、对后茬作物安全等特点[９]ꎮ 目前ꎬ水稻生

产中登记并许可使用的乙酰辅酶 Ａ 羧化酶抑制剂

类除草剂仅有氰氟草酯、恶唑酰草胺和环苯草酮ꎬ这
极大限制了水稻生产中杂草的防治ꎮ 因此培育抗乙

酰辅酶 Ａ 羧化酶抑制剂类除草剂水稻ꎬ不仅可以拓

宽稻田除草剂的选择和使用范围ꎬ还可有效控制稻

田杂草的发生与危害ꎮ
化学诱变是培育和筛选抗性除草剂作物种质资

源的重要方法ꎮ ＥＭＳ 是非常有效且负面影响小的

化学诱变剂ꎬ被广泛应用于构建优良性状的水稻突

变体[１０￣１２]ꎮ 顾佳清等利用 ＥＭＳ 处理粳稻品种中花

１１ꎬ从诱变的水稻群体中筛选出高产的突变体ꎬ经过

后代的纯化ꎬ得到了一个可以直接推广应用的水稻

突变新品系申化一号[１３]ꎮ 陈忠明等通过 ＥＭＳ 处理

籼稻 ９３１１ꎬ筛选出了大粒的突变体 Ｍ３１６ 和长穗突

变体 ９３１１ｅＲ[１４￣１５]ꎮ 本课题组用 ＥＭＳ 诱变处理包括

９３１１ 在内的多个水稻品种ꎬ成功筛选到多个抗咪唑

啉酮类除草剂的突变体ꎬ进一步鉴定结果表明突变

均发生在编码乙酰乳酸合成酶 ( ＡＬＳ) 靶标基因

上[１６]ꎮ
本研究通过 ＥＭＳ 诱变糯稻品种镇糯 １９ 构建突

变群体ꎬ用 ＡＰＰ 类除草剂高效盖草能去筛选诱变处

理后的 Ｍ２代幼苗ꎬ获得能稳定遗传的抗性植株ꎬ并
对抗性植株的 ＡＣＣａｓｅ 基因位点突变、氨基酸序列变

异进行鉴定ꎬ最后就 ３ 种不同 ＡＣＣａｓｅ 抑制剂类除草

剂对获得的抗除草剂材料农艺性状影响进行分析ꎬ
旨在为水稻抗除草剂育种提供依据和材料ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

供试水稻材料镇糯 １９ 由江苏丘陵地区镇江农

业科学研究所提供ꎮ 试验所用除草剂的种类及相关

信息见表 １ꎮ

表 １　 本试验所用除草剂

Ｔａｂｌｅ １　 Ｈｅｒｂｉｃｉｄｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

名称　 类别 来源
推荐田间
施用剂量

(ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.)

高效盖草能 ＡＰＰ 江苏中旗科技股份有限公司 ６４.８

精喹禾灵 ＡＰＰ 天津中农立华农用化学品有限公司 ６０.０

唑啉草酯 ＤＥＮ 瑞士先正达作物保护有限公司 ４５.０

　 　 生物试剂甲基磺酸乙酯(ＥＭＳ)购自美国 Ｓｉｇｍａ￣
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎬ２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ
Ｓｕｐｅｒ￣Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 聚合酶购自南京诺唯

赞生物科技有限公司ꎬＣＴＡＢ 购自北京鼎国昌盛生

物技术有限责任公司ꎮ
１.２　 镇糯 １９ 水稻种子的 ＥＭＳ 诱变及抗 ＡＣＣａｓｅ
抑制剂类除草剂突变体的筛选

　 　 镇糯 １９ 种子(Ｍ１ 代)清水浸泡 ２ ｈ 后ꎬ用质量

浓度 ５􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ的 ＥＭＳ 水溶液浸种处理 １４ ｈꎬ硫代

硫酸钠中和 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ将种子捞出并用清水冲洗５~
６ 遍ꎮ 将诱变处理后的种子播种于大田ꎬＭ１代植株

成熟后ꎬ种子混收(Ｍ２ 代)作为突变群体库ꎮ 从突

变群体库中取 Ｍ２代种子播种于大棚苗床ꎬ待水稻幼

苗长至３~ ４ 叶期时喷施 ６４􀆰 ８ ｇ / ｈｍ２ꎬａ.ｉ.高效盖草
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能ꎬ施药后 ２１ ｄ 观察记录水稻表型并将正常生长的

水稻苗移栽至盆钵内ꎬ单株收获种子得到突变体种

子(Ｍ３代)ꎬＭ３代种子播种后得到 Ｍ３代幼苗ꎮ
１.３　 抗除草剂突变体 ＡＣＣａｓｅ 基因的 ＰＣＲ 鉴定和

碱基序列分析

　 　 从国家水稻数据中心数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｒｉｃｅ￣
ｄａｔａ.ｃｎ / )获得水稻 ＡＣＣａｓｅ 基因(ＯｓＡＣＣꎬ 序列号为

ＬＯＣ＿Ｏｓ０５ｇ２２９４０)的碱基序列ꎮ 根据 ＯｓＡＣＣ 基因

的保守序列使用 ＳｎａｐＧｅｎｅ ６.０.２ 软件进行特异性引

物设计ꎬ共设计了 ８ 对引物ꎬ分别是 ＯｓＡＣＣ￣Ｆ１ ~ Ｏｓ￣
ＡＣＣ￣Ｆ８ 和 ＯｓＡＣＣ￣Ｒ１~ＯｓＡＣＣ￣Ｒ８ (表 ２)ꎮ

表 ２　 本试验所用引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 序列(５′→３′) ＰＣＲ 产物
长度(ｂｐ)

ＯｓＡＣＣ￣Ｆ１ ＧＴＣＡＧＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＴＣＴＧＧＧ １ ４２２

ＯｓＡＣＣ￣Ｒ１ ＣＡＧＧＧＧＣＡＣＡＡＡＴＡＡＴＧＴＡＣＴ

ＯｓＡＣＣ￣Ｆ２ ＡＡＡＡＡＧＣＴＧＣＧＴＧＡＡＧＴＡＴＧＣ １ ６１４

ＯｓＡＣＣ￣Ｒ２ ＴＣＴＣＧＡＣＴＧＴＧＡＡＧＴＧＣＴＧＣ

ＯｓＡＣＣ￣Ｆ３ ＣＣＣＴＡＴＴＧＡＡＧＡＣＡＴＣＣＴＧＡＴＴＧ １ ５９７

ＯｓＡＣＣ￣Ｒ３ ＡＡＣＡＧＡＡＡＴＧＧＣＡＴＧＡＴＧＧＡ

ＯｓＡＣＣ￣Ｆ４ ＣＡＡＡＣＧＴＡＧＡＣＴＡＣＡＣＡＧＴＴＧＡＣ １ ６４１

ＯｓＡＣＣ￣Ｒ４ ＴＧＴＴＴＧＧＣＡＣＣＡＴＴＡＴＧＡＧＡＡ

ＯｓＡＣＣ￣Ｆ５ ＴＴＧＡＣＡＡＧＧＴＡＡＡＣＡＴＣＡＴＧＴＣＣ １ ６３５

ＯｓＡＣＣ￣Ｒ５ ＡＡＡＡＧＧＴＣＡＴＴＧＡＡＡＡＡＴＴＣＡＣＧ

ＯｓＡＣＣ￣Ｆ６ ＴＣＴＡＴＣＣＡＡＡＴＣＣＴＧＣＴＧＣＣ １ ６３１

ＯｓＡＣＣ￣Ｒ６ ＡＡＴＧＧＣＣＡＧＴＴＣＴＡＡＴＴＧＣＧ

ＯｓＡＣＣ￣Ｆ７ ＡＧＴＴＴＴＣＴＴＣＧＧＧＣＣＡＧＡＴＴ １ ６３４

ＯｓＡＣＣ￣Ｒ７ ＧＧＣＴＧＧＴＣＡＡＧＡＣＧＣＴＧＴＡＴ

ＯｓＡＣＣ￣Ｆ８ ＣＡＴＧＧＡＡＧＴＧＣＴＧＣＴＡＴＴＧＣＣＡＧ １ ８６６

ＯｓＡＣＣ￣Ｒ８ ＣＡＧＡＣＴＴＧＣＡＣＴＴＴＣＡＴＣＴＧＧＣＡ

　 　 采用 ＣＴＡＢ 法[１４] 提取水稻的基因组 ＤＮＡꎬ取
Ｍ３代三叶一心期的叶片 ０􀆰 ５ ｇ 放在带有 １ 颗小钢珠

的 ２ ｍｌ 离心管中ꎬ放到液氮中冷冻至叶片组织变

脆ꎬ再将离心管放到频率为 ６０ Ｈｚ 的组织研磨机研

磨 ２ ｍｉｎꎬ然后加入 ４００ μｌ ＣＴＡＢ 提取液ꎬ离心管 ６５
℃水浴 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ在通风橱中加入 ４００ μｌ 氯仿ꎬ充
分混匀至提取液呈乳绿色ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０
ｍｉｎꎬ在离心期间标记好管号ꎬ将 ６００ μｌ 无水乙醇加

入到已经标记好的 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管中ꎬ移液枪吸取上

清液 ３００ μｌ 加到已经准备好的离心管中ꎬ上下颠倒

混匀再沉淀 １ ｈ 以上ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ倒
掉上清液ꎬ开盖ꎬ室温下风干 １２ ｈ 至离心管底部有

明显的白色 ＤＮＡ 沉淀ꎬ风干后加入灭菌蒸馏水 ２００
μｌꎬ于－２０ ℃保存ꎮ

以 Ｍ３ 代的基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ采用２×Ｒａｐｉｄ
Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 或 Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ￣Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 聚合酶扩增 ＯｓＡＣＣ 基因的 ８ 个片段ꎮ 用

１％ 琼脂糖凝胶进行电泳检测ꎮ 将条带大小正确的

ＰＣＲ 产物送南京擎科生物科技有限公司进行测序ꎻ
使用 ＳｎａｐＧｅｎｅ ６.０.２ 软件分析测序结果ꎬ明确野生

型和突变体的 ＯｓＡＣＣ 基因碱基序列差异性ꎮ
１.４　 喷施除草剂后水稻农艺性状调查

２０２２ 年在江苏省农业科学院试验基地进行镇

糯 １９ 野生型和突变株系对 ３ 种乙酰辅酶 Ａ 羧化酶

抑制剂类除草剂耐受性试验ꎮ ５ 月中旬播种ꎬ６ 月中

旬插秧ꎮ 试验设分别喷施高效盖草能、精喹禾灵、唑
啉草酯及清水对照 ４ 个处理ꎬ每处理２.５ ｍ×４􀆰 ０ ｍꎮ
移栽行距为 ０􀆰 ２５ ｍꎬ株距为 ０􀆰 １５ ｍꎮ 按照常规大田

生产进行浇水和施肥等田间管理ꎮ
镇糯 １９ 野生型和突变体幼苗移栽大田 ２７ ｄ

后ꎬ进行高效盖草能、精喹禾灵、唑啉草酯及清水

(ＣＫ)的喷施处理ꎮ 除草剂的用量见表 １ꎮ 各处理

选择连续的 ２０ 株ꎬ在水稻喷施除草剂前以及喷施除

草剂后 ３０ ｄ、９０ ｄ 进行茎蘖数、株高、主茎旗叶长度

等农艺性状调查 ꎮ 其中ꎬ喷药后 ９０ ｄꎬ水稻已进入

成熟期ꎬ统计的茎蘖数为成穗数ꎮ
１.５　 数据处理与统计分析

采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 进行数据处理ꎬ用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０.１ 软件进行统计分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 抗除草剂突变体筛选

高效盖草能是一种内吸传导型除草剂ꎬＥＭＳ 诱

变的镇糯 １９ Ｍ２代水稻幼苗在３~４ 叶期喷施高效盖

草能 ７ ｄ 后ꎬ绝大部分水稻幼苗叶片颜色变成浅绿ꎻ
喷施高效盖草能 ２１ ｄ 后ꎬ敏感植株叶片几乎完全失

去绿色、部分已经枯死ꎻ具有抗性的植株能继续正常

生长ꎮ 经大量筛选后ꎬ最终获得 １ 株具有高效盖草

能抗性的 Ｍ２单株(图 １)ꎬ成熟后收获单株种子ꎬ得
到 Ｍ３代抗性突变体ꎮ
２.２　 ＯｓＡＣＣ 突变位点

已知高效盖草能的作用靶标是 ＡＣＣａｓｅꎬ植物对
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图 １　 喷施高效盖草能后筛选到的 Ｍ２代抗性水稻植株

Ｆｉｇ.１　 Ｍ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｒｉｃｅ ｐｌａｎｔ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ａｆｔｅｒ ｓｐｒａ￣

ｙｉｎｇ ｗｉｔｈ ６４.８ ｇ ａ.ｉ. / ｈｍ２ ｈａｌｏｘｙｆｏｐ￣Ｒ￣ｍｅｔｈｙｌ

高效盖草能的抗性主要源于 ＡＣＣａｓｅ 基因的突

变[１７￣１９]ꎮ 为了确定突变体中靶标基因是否发生突

变ꎬ我们用了 ８ 对引物对野生型(镇糯 １９￣ＷＴ)和抗

性 Ｍ３单株(镇糯 １９￣１７９２)的基因进行扩增ꎬ全部都

获得了与预期大小相符合的条带(图 ２)ꎮ
　 　 上述 ＰＣＲ 扩增的产物经测序和碱基序列比对ꎬ
发现相对于野生型 ＯｓＡＣＣ 的 ＯＲＦꎬ突变体 ＯｓＡＣＣ 基

因中存在一个点突变ꎬ其开放阅读框(ＯＲＦ)的第

５ ３７４位碱基由 Ａ 突变成 Ｔꎬ从而引起编码的第１ ７９２
位氨基酸由异亮氨酸(Ｉｌｅ)突变为亮氨酸(Ｌｅｕ) (图
３Ａ)ꎮ ＯｓＡＣＣ 蛋白的全长有２ ３２７个氨基酸ꎬ将 Ｏｓ￣
ＡＣＣ 蛋白全长氨基酸序列在 ＮＣＢＩ 的 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏ￣
ｍａｉｎ 数据库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃ￣
ｔｕｒｅ / ｃｄｄ / ｗｒｐｓｂ.ｃｇｉ)进行保守结构域分析ꎬ发现其包

含了 ４ 个结构域(Ｄｏｍａｉｎ):生物素羧化酶(ＢＣ)、生
物素羧基载体蛋白(ＢＣＣＰ)、乙酰辅酶 Ａ 羧化酶中

心(ＡＣＣ ｃｅｎｔｒａｌ)和羧基转移酶(ＣＴ)(图 ３Ｂ)ꎮ 进一

步的氨基酸序列分析结果表明ꎬ突变体中第１ ７９２位
氨基酸的突变位于 ＣＴ 结构域ꎬ该突变类型与已报

道的大穗看麦娘(Ａｌｏｐｅｃｕｒｕｓ ｍｙｏｓｕｒｏｉｄｅｓ)的抗性位

点突变类型是一致的ꎬ对应于其 ＡＣＣａｓｅ 氨基酸序列

第１ ７８１位点ꎻ突变类型也相同ꎬ均由 Ｉｌｅ 突变为 Ｌｅｕ
(图 ３Ｂ 和 ３Ｃ) [１７]ꎮ 因此ꎬ突变体抗除草剂功能的获

得是由 ＯｓＡＣＣ 氨基酸序列第１ ７９２位氨基酸由异亮

氨酸突变为亮氨酸引起的ꎮ
２.３　 突变体的农艺性状

在分别喷施高效盖草能、精喹禾灵和唑啉草酯

１４ ｄ 后ꎬ野生型植株生长均受到了显著影响ꎬ大部

分植株叶片出现枯黄症状ꎮ 突变体植株在分别喷施

以上 ３ 种除草剂后ꎬ叶片仍然是绿色且可以正常生

长ꎬ表明突变体对这 ３ 种除草剂均具有抗性(图 ４)ꎮ
　 　 分蘖期分别喷施 ３ 种不同除草剂后ꎬ野生型和

突变体株高、分蘖数及旗叶长度的变化如图 ５ 所示ꎮ
结果显示ꎬ在喷施清水处理的情况下ꎬ野生型和突变

体植株的株高在处理前(０ ｄꎬ即幼苗移栽到大田 ２７
ｄ)基本没有差异ꎬ但在处理后 ３０ ｄ 和 ９０ ｄꎬ突变体

的株高显著低于野生型的株高(图 ５Ａ)ꎻ两者在处

理前、后的单株茎蘖数均无明显差异(图 ５Ｅ)ꎮ 在分

别喷施 ３ 种不同除草剂前(０ ｄ)ꎬ野生型和突变体植

株的株高和单株分蘖数都没有明显差异ꎬ但是在喷

施处理后ꎬ两者受除草剂的影响表现出明显差异

(图 ５Ｂ~图 ５Ｄ、图 ５Ｆ ~图 ５Ｈ)ꎮ 其中ꎬ在喷施高效

盖草能 ３０ ｄ 和 ９０ ｄ 后ꎬ突变体的株高均显著高于野

生型(图 ５Ｂ)ꎬ单株茎蘖数也显著多于野生型(图
５Ｆ)ꎮ 野生型对精喹禾灵和唑啉草酯都非常敏感ꎬ
喷施田间推荐剂量后水稻植株均死亡ꎬ因此未统计

喷药后的株高和分蘖数ꎬ而突变体对这两种除草剂

表现出较强的抗性ꎬ所有植株存活且能正常生长ꎬ株
高随时间逐渐增加(图 ５Ｃ 和 ５Ｄ)ꎮ 突变体的单株

茎蘖数在精喹禾灵处理后随时间呈先增后减趋势ꎬ
但经唑啉草酯处理后变化不明显ꎬ未出现明显增加

现象(图 ５Ｇ 和 ５Ｈ)ꎮ
喷施清水处理的突变体旗叶长度显著短于野生

型ꎻ高效盖草能处理后ꎬ突变体的旗叶长度显著长于

野生型(图 ５Ｉ)ꎮ 由于野生型在喷施田间推荐剂量

的精喹禾灵和唑啉草酯后植株已经枯死ꎬ因此未能

进行旗叶长度统计ꎮ
综合以上结果ꎬ在田间推荐剂量下ꎬ突变体对高

效盖草能、精喹禾灵和唑啉草酯的抗性水平均高于

野生型ꎮ

３　 讨 论

植物对除草剂的抗性机制包括非靶标和靶标抗

性两大类ꎮ 其中ꎬ非靶标抗性是由靶标基因以外的

突变引起的ꎬ使植物对除草剂的吸收或转运率降低、
螯合或代谢作用增强ꎻ靶标抗性是由除草剂的靶标

基因发生突变引起的[２０]ꎮ 现在已发现的大部分植

物抗 ＡＣＣａｓｅ 抑制剂类除草剂的抗性机制是由于

ＡＣＣａｓｅ 基因碱基突变引起氨基酸位点发生变异ꎬ这
也是导致杂草抗药性产生的主要原因[２１￣２２]ꎮ 截止
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Ｍ 表示 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ泳道 １ 表示野生型ꎻ泳道 ２ 表示突变体ꎮ Ｆ１~ Ｆ８、Ｒ１~Ｒ８ 为引物ꎬ见表 ２ꎮ
图 ２　 镇糯 １９ 野生型和突变体中 ＯｓＡＣＣ 基因的 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＯｓＡＣＣ ｉｎ Ｚｈｅｎｎｕｏ １９ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ

Ａ:突变体(镇糯 １９￣１７９２)中 ＯｓＡＣＣ 基因的 Ｓａｎｇｅｒ 测序色谱图ꎻＢ:ＯｓＡＣＣ 蛋白结构域示意图ꎻＣ:野生型(镇糯 １９￣ＷＴ)和突变体(镇糯 １９￣
１７９２)的羧基转移酶(ＣＴ)结构域氨基酸序列比对ꎮ

图 ３　 镇糯 １９ 突变体中突变基因 ＯｓＡＣＣ 及其编码氨基酸序列分析

Ｆｉｇ.３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ｇｅｎｅ ＯｓＡＣＣ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ Ｚｈｅｎｎｕｏ １９ ｍｕｔａｎｔ
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镇糯 １９￣ＷＴ、镇糯 １９￣１７９２ 分别表示镇糯 １９ 野生型和突变体ꎻＧＣＮ、ＪＫ、ＺＬ 和 Ｈ２Ｏ 分别表示喷施高效盖草能、精喹禾灵、唑啉草酯及清水处理ꎮ

图 ４　 镇糯 １９ 野生型和突变体田间喷施不同除草剂后的表型

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｚｈｅｎｎｕｏ １９ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ａｆｔｅｒ ｓｐｒａｙｉｎｇ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ

目前ꎬ杂草中已报道了十几种 ＡＣＣａｓｅ 氨基酸置换与

其抗药性相关ꎬ分别对应于大穗看麦娘 ＡＣＣａｓｅ 的 ７
个氨基酸位点(均位于 ＣＴ 结构域内):第１ ７８１位、
第１ ９９９位、第 ２ ０２７位、第 ２ ０４１位、第 ２ ０７８位、第

２ ０８８位和第２ ０９６位[２２￣２５]ꎮ 在以上这些突变中ꎬ以
第１ ７８１位氨基酸由 Ｌｅｕ 突变成 Ｉｌｅ 最为普遍ꎬ对三

大类不同的 ＡＣＣａｓｅ 抑制剂类除草剂都表现出高抗

性ꎬ却没有适合度代价(Ｆｉｔｎｅｓｓ ｃｏｓｔ) [２６￣２８]ꎮ 本研究

通过筛选 ＥＭＳ 诱变的镇糯 １９ 水稻突变体ꎬ鉴定到

了 １ 个能稳定遗传的抗除草剂突变体ꎮ 对突变体进

行了基因鉴定ꎬ确定其编码靶标蛋白 ＯｓＡＣＣ 的第

１ ７９２位氨基酸由 Ｌｅｕ 突变成 Ｉｌｅꎮ 该突变类型与已

报道的突变类型一致ꎬ对应于大穗看麦娘 ＡＣＣａｓｅ 第

１ ７８１位氨基酸突变ꎮ 这是该突变类型使水稻获得

多种 ＡＣＣａｓｅ 抑制剂类除草剂抗性的首次报道ꎮ
ＥＭＳ 是最常见的化学诱变剂ꎬ在植物的诱变育

种中被广泛应用[２９]ꎮ 本试验通过 ＥＭＳ 诱变镇糯 １９
种子ꎬ筛选到了抗 ＡＣＣａｓｅ 抑制剂类除草剂的水稻植

株ꎬ突变体能耐受田间推荐剂量的高效盖草能、精喹

禾灵和唑啉草酯ꎮ 其中ꎬ喷施了田间推荐剂量的唑

啉草酯后ꎬ镇糯 １９ 野生型植株在处理 ３０ ｄ 后几乎

全部死亡ꎻ喷施了田间推荐剂量的精喹禾灵后ꎬ野生

型的植株在喷施 ３０ ｄ 后全部死亡ꎻ而突变体在分别

喷施 ３ 种除草剂后ꎬ均未出现死亡现象ꎬ基本可以正

常生长ꎮ 所获得的抗性突变体对高效盖草能、精喹

禾灵、唑啉草酯的抗性水平均明显强于野生型ꎮ 突

变体和野生型的最小致死剂量或 ５０％抑制浓度

(ＧＲ５０)、ＯｓＡＣＣ 酶活性的差异尚有待进一步明确ꎮ
大豆、棉花和玉米等转基因作物已在全球范围

内进行了商品化生产ꎬ产生了巨大的社会效益和经

济效益ꎮ 目前为止ꎬ中国虽然有多种转基因作物已

经被正式批准商品化生产ꎬ但进行大面积种植的仅
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Ｈ２Ｏ、ＧＣＮ、ＪＫ、ＺＬ 分别表示喷施清水、高效盖草能、精喹禾灵、唑啉草酯处理ꎻ∗表示在 ０.０５ 水平上显著ꎬ∗∗表示在 ０.０１ 水平上极显著ꎮ

ＮＤ 表示没有数据ꎬｎｓ 表示没有显著差异ꎮ
图 ５　 不同除草剂处理下的水稻株高、分蘖数和旗叶长度

Ｆｉｇ.５　 Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔꎬ ｔｉｌｌｅｒ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｆｌａｇ ｌｅａｆ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｒｉｃｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

有番木瓜和棉花ꎮ ２００９ 年ꎬ农业部颁发了中国拥有

自主知识产权的转 Ｂｔ 基因抗虫水稻生产应用安全

证书ꎬ但目前中国尚未批准转基因水稻的商业化生

产ꎮ 因此ꎬ培育非转基因的抗除草剂水稻品种具有

重要价值ꎮ 上世纪 ９０ 年代晚期ꎬ美国路易斯安那州

州立大学稻米研究中心通过 ＥＭＳ 诱变技术育成了

一系列耐咪唑啉酮类除草剂(ＡＬＳ 抑制剂类除草剂)
的非转基因水稻品种ꎮ ２００２ 年ꎬ巴斯夫公司开发了

非转基因抗咪唑啉酮类除草剂的水稻品种 Ｃｌｅａｒｆ￣
ｉｅｌｄ 在美国进行了商业化推广ꎬ解决了水稻种植的

杂草稻危害问题[３０]ꎮ ２０１８ 年ꎬ巴斯夫又在美国上

市了非转基因水稻品种 Ｐｒｏｖｉｓｉａꎬ可以抗精喹禾灵ꎬ
拟与抗咪唑啉酮类除草剂水稻品种 Ｃｌｅａｒｆｉｅｌｄ 进行

轮作并交替使用两种不同作用机理的除草剂ꎬ实现

对杂草稻和其他一年生杂草的可持续性防控[３１]ꎮ
本研究通过 ＥＭＳ 诱变筛选到的抗 ＡＣＣａｓｅ 抑制剂类

除草剂突变体ꎬ具有与抗除草剂精喹禾灵水稻品种

Ｐｒｏｖｉｓｉａ 类似的抗除草剂性状ꎬ可为中国非转基因抗

除草剂水稻育种提供重要材料ꎮ

４　 结 论

本研究通过 ＥＭＳ 诱变筛选获得了可稳定遗传的

抗 ＡＣＣａｓｅ 抑制剂类除草剂的水稻突变体材料ꎬ可耐

受 ３ 种不同田间推荐剂量的除草剂ꎬ具有一定的生产

应用价值ꎮ 野生型在喷施田间推荐剂量的高效盖草

能、精喹禾灵、唑啉草酯后ꎬ株高和分蘖均受到严重抑

制甚至死亡ꎬ但突变体基本能正常生长ꎮ 突变体中

ＯｓＡＣＣ 突变基因编码蛋白质的第１ ７９２位氨基酸由 Ｉｌｅ
变成 Ｌｅｕꎬ使其对 ＡＣＣａｓｅ 抑制剂类除草剂的耐受性显

著提高ꎮ 在当前中国转基因水稻尚未放开、公众对转

基因作物品种存在疑虑的大背景下ꎬ本研究获得的非

转基因抗除草剂材料具有良好的应用前景ꎮ
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