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　 　 摘要:　 稻田杂草严重威胁水稻生长ꎬ培育抗除草剂水稻新品种ꎬ是高效解决稻田杂草危害的重要途径之一ꎮ
本研究利用甲基磺酸乙酯(ＥＭＳ)对华占水稻进行化学诱变ꎬ创建突变体ꎬ利用乙酰乳酸合成酶(ＡＬＳ)抑制剂类除草

剂甲咪唑烟酸(２０ ｇ / ｈｍ２ꎬ有效成分)对突变体进行筛选ꎬ获得抗甲咪唑烟酸突变体材料ꎬ并对上述突变体的 ＯｓＡＬＳ
基因序列进行分析ꎬ明确其突变类型ꎮ 最后对不同突变类型对甲氧咪草烟和甲基二磺隆的交互抗性进行分析ꎮ 结

果表明ꎬ华占水稻经 ＥＭＳ 诱变和甲咪唑烟酸筛选后共获得 １１ 株抗甲咪唑烟酸突变体材料ꎬ其突变类型为

Ｐｒｏ１７１Ｌｅｕ、Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ、Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ 和 Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ ４ 种ꎮ 其中ꎬＳｅｒ６２７Ｃｙｓ 为首次发现的突变类型ꎮ ４ 种突变类型对甲

咪唑烟酸的抗性水平存在一定的差异ꎬＳｅｒ６２７Ａｓｎ、Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ、Ｐｒｏ１７１Ｌｅｕ、Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ 突变类型的抗性指数分别为

８􀆰 ７１、５􀆰 １６、３􀆰 ２８ 和 ３􀆰 ６９ꎮ ４ 种突变类型对甲氧咪草烟和甲基二磺隆的抗性亦存在显著差异ꎮ 其中ꎬＳｅｒ６２７Ａｓｎ 突

变类型对甲氧咪草烟的抗性最高ꎬ抗性指数为 ２０􀆰 ５７ꎬＧｌｙ６２８Ｇｌｕ 对甲基二磺隆抗性最高ꎬ抗性指数为 ５􀆰 １１ꎮ 综上ꎬ
本研究通过 ＥＭＳ 诱变获得了 ４ 种抗 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂的华占水稻突变类型ꎬ并鉴定了其对甲咪唑烟酸的抗性差

异及对甲氧咪草烟和甲基二磺隆的交互抗性ꎬ为进一步的抗除草剂水稻品种培育和除草剂轮换使用提供依据ꎮ
关键词:　 水稻ꎻ ＡＬＳ 抑制剂类除草剂ꎻ ＥＭＳ 诱变ꎻ 抗除草剂突变体
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　 　 水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)是全球最重要的粮食作物

之一ꎮ 稻田杂草与水稻争夺生长发育所需的营养成

分是制约水稻生产的重要生物因子ꎬ且同为稻属的杂

草稻不受现有稻田除草剂影响ꎬ严重影响水稻的产量

和品质[１￣２]ꎮ 目前稻田杂草防除主要通过化学除草的

方法实现ꎮ 化学除草具有效率高、成本低的特点ꎬ但
单一除草剂的长期使用容易导致杂草产生抗药性ꎬ同
时除草剂的过量使用还会对水稻造成药害[３]ꎮ 目前

生产中ꎬ常通过除草剂的轮换和混合使用延缓杂草对

除草剂抗性的产生ꎮ 近年来ꎬ抗除草剂水稻种质的培

育为稻田杂草的防除提供了新的手段[４￣５]ꎮ
缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸等支链氨基酸

(Ｂｒａｎｃｈｅｄ ｃｈａｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎬＢＣＡＡ)是植物生长发育

必需的氨基酸ꎬ乙酰乳酸合酶(ＡＬＳ)是合成 ＢＣＡＡ 的关

键酶[６]ꎮ ＡＬＳ 抑制剂类除草剂能与植物 ＡＬＳ 形成复合

物ꎬ阻碍其与底物结合ꎬ抑制 ＡＬＳ 活性ꎬ从而减少支链

氨基酸的合成ꎬ最终导致植物死亡ꎮ ＡＬＳ 抑制剂类除草

剂主要包括咪唑啉酮类(ＩｍｉｄａｚｏｌｉｄｉｎｏｎｅｓꎬＩＭＩ)、磺酰脲

类(ＳｕｌｆｏｎｙｌｕｒｅａｓꎬＳＵ)、三唑并嘧啶类(Ｔｒｉａｚｏｌｅ ｐｙｒｉｍｉ￣
ｄｉｎｅｓꎬＴＰ)、嘧啶水杨酸类(Ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｙｌｔｈｉｏ￣ｂｅｎｚｏａｔｅｓꎬ
ＰＴＢ)、磺酰胺基羰基三唑并嘧啶类(Ｓｕｌｆｏｎｙｌａｍｉｎｏ￣ｃａｒ￣
ｂｏｎｙｌｔｒｉａｚｏｌｉｎｏｎｅｓꎬＳＣＴ)[７￣８]ꎮ

ＡＬＳ 氨基酸突变能使植物获得对 ＡＬＳ 抑制剂类

除草剂的抗性ꎮ 水稻 ＡＬＳ 基因第 ９６、１２２、１７１、１９７、
５４８、６２７ 和 ６２８ 位点突变能使水稻对 ＡＬＳ 抑制类除

草剂产生抗性[９￣１０]ꎮ Ｃｒｏｕｇｈａｎ[１１] 和 Ｐｏｗｌｅｓ 等[１２] 通

过化学诱变 ＡＳ３５１０ 和 Ｃｙｐｒｅｓｓ ２ 个水稻品种ꎬ分别

用咪唑乙烟酸和甲咪唑烟酸对 Ｍ２代进行筛选ꎬ获得

ＡＬＳ 基因第 ６２７ 位点突变(编码的氨基酸由丝氨酸

突变为天冬酰胺) 的抗除草剂水稻品种 ＣＬ１２１、
ＣＬ１４１ 和第 ６２８ 位点突变(编码的氨基酸由甘氨酸

突变为谷氨酸)的抗除草剂水稻品种 ＣＬ１６１、ＸＬ８ꎬ
并用于商业化生产ꎮ Ｓｈｏｂａ 等[１３] 通过 ＥＭＳ 诱变旱

稻品种 Ｎ２２ꎬ获得第 １５２ 位点突变(编码的氨基酸由

甘氨酸突变为谷氨酸)的抗咪唑啉酮类除草剂咪草

烟材料 ＨＴＭ￣Ｎ２２ꎮ Ｇｅａｌｙ 等[１４] 通过 ＥＭＳ 诱变水稻

品种 ＩＲＧＡ４１７ꎬ获得第 ９６ 位点突变(编码的氨基酸

由丙氨酸突变为苏氨酸)的抗咪唑啉酮类除草剂水

稻品种 ＰＵＩＴÁ ＩＮＴＡ ＣＬꎮ Ｏｋｕｚａｋｉ 等[１５]利用双草醚

筛选水稻花药衍生的愈伤组织ꎬ获得第 ９５ 位点突变

(编码的氨基酸由甘氨酸突变为丙氨酸)的抗磺酰

脲类除草剂水稻品种ꎮ Ｃｈｅｎ 等[１６]通过 ＥＭＳ 诱变水

稻品种黄华占获得第 ５４８ 位点、第 ９６ 位点、第 ６２７
位点、第 ６２８ 位点突变的抗除草剂水稻系列品种ꎬ其
中ꎬ第 ５４８ 位点突变的材料经过回交和除草剂筛选

获得能稳定遗传的抗除草剂水稻品种 ＪＴＤ￣００１ꎮ Ｐｉ￣
ａｏ 等[１７]利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术定点突变南粳 ９１０８
的 ＯｓＡＬＳ 基因ꎬ获得第 ６２８ 位点突变(编码的氨基酸

由甘氨酸突变为色氨酸)的抗除草剂水稻品种ꎻ王
芳权等[１８]利用除草剂对７ ０００多个水稻品种进行筛

选ꎬ获得 １ 个抗咪唑乙烟酸除草剂水稻品种金粳

８１８ꎬ其 ＡＬＳ 基因突变类型为 Ｓｅｒ６２７Ａｓｎꎮ
目前对于抗 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂水稻的研究主

要集中在材料创制方面ꎬ而同一突变位点对不同

ＡＬＳ 抑制剂类除草剂是否存在交互抗性、同一遗传

背景下的 ＡＬＳ 不同突变位点对 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂

的抗性是否存在差异的研究较少ꎮ 本研究利用甲基

磺酸乙酯(ＥＭＳ)对恢复系水稻品种华占进行化学

诱变ꎬ构建突变体库ꎬ并利用甲咪唑烟酸对突变体库

进行筛选ꎬ获得抗甲咪唑烟酸突变体材料ꎬ并对上述

突变体的 ＯｓＡＬＳ 基因序列进行分析ꎬ明确其突变类

型ꎮ 最后分析不同类型突变体对甲咪唑烟酸、甲氧

咪草烟、甲基二磺隆的抗性ꎬ为抗 ＡＬＳ 抑制剂类除草

剂水稻种质的培育和除草剂轮换使用提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

供试水稻材料为籼稻品种华占 (品种权号:
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ＣＮＡ２００８００５９.０)ꎮ 化学诱变剂甲基磺酸乙酯(ＥＭＳ)
购自 Ｓｉｇｍａ￣ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎬ４％甲氧咪草烟(咪唑啉酮类

除草剂)购自江苏省农用激素工程技术研究中心有限

公司ꎬ３０ ｇ / Ｌ甲基二磺隆(磺酰脲类除草剂)购自富美

实农业科技有限公司ꎬ２４０ ｇ / Ｌ甲咪唑烟酸(咪唑啉酮

类除草剂)购自德国巴斯夫公司ꎮ ＤＮＡ 提取和 ＰＣＲ
扩增所用试剂购自南京诺维赞科技有限公司ꎬ引物由

南京金斯瑞生物科技有限公司合成ꎬＤＮＡ 测序由南

京擎科生物科技有限公司完成ꎮ
１.２　 抗甲咪唑烟酸除草剂水稻突变体筛选

华占突变体种子库的构建:选取颗粒饱满华占

水稻种子 ２００ ｋｇ 晾晒后用清水浸种 ２ ｈꎬ再用质量

浓度 ５ ｇ / Ｌ的 ＥＭＳ 溶液常温浸种 １４ ｈꎬ然后加入 ２５
ｇ / Ｌ的硫代硫酸钠进行中和反应 １５ ｍｉｎꎬ倒掉废液ꎬ
用自来水清洗种子 ５ 次ꎬ每次清洗 ５ ｍｉｎꎮ ＥＭＳ 诱

变处理后的种子按 ６０ ｋｇ / ｈｍ２播种量直播在大田ꎬ
正常肥水管理ꎬ于成熟期混收种子ꎬ收获的种子即为

华占突变体种子库ꎮ
从 ＥＭＳ 诱变获得的华占突变体种子库中随机选

取 ２４３ ｋｇ 种子ꎬ以 ９００ ｋｇ / ｈｍ２高密度撒播于大田苗

床ꎬ播种面积为 ０􀆰 ２７ ｈｍ２ꎮ 于秧苗 ３ 叶期全田喷施有

效成分为 ２０ ｇ / ｈｍ２的甲咪唑烟酸ꎬ喷药后 １４ ｄ 观察

苗床植株存活情况ꎬ生长正常的植株作为具有抗性的

突变体单株移栽至温室ꎬ单株收种用于后续试验ꎮ
１.３　 抗除草剂水稻突变体 ＯｓＡＬＳ 基因序列分析

　 　 单株剪取筛选得到的突变体及野生型华占植株

叶片 １ ｇꎬ使用 ＤＮＡ 试剂盒提取突变体及野生型

ＤＮＡꎮ 根据在 ＮＣＢＩ(美国国家生物信息中心)网站

上检索得到的水稻 ＯｓＡＬＳ 基因保守序列ꎬ设计特异

性引物 ＯｓＡＬＳ￣Ｆ 和 ＯｓＡＬＳ￣Ｒꎬ引物序列分别为 ５′￣
ＴＣＧＣＣＣＡＡＡＣＣＣＡＧＡＡＡＣＣＣ￣３′ 和 ５′￣ＣＴＣＴＴＴＡＴ￣
ＧＧＧＴＣＡＴＴＣＡＧＧＴＣ￣３′ꎮ 利用 Ｂ￣９６ 型梯度 ＰＣＲ 仪

(杭州博日科技股份有限公司产品)对突变体和野

生型植株的 ＯｓＡＬＳ 基因进行 ＰＣＲ 扩增ꎬＰＣＲ 扩增体

系为:ＤＮＡ １􀆰 ０ μＬ、引物 ＯｓＡＬＳ￣Ｆ、ＯｓＡＬＳ￣Ｒ 各 １􀆰 ０
μＬ、Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ 高保真 ＤＮＡ 聚合酶 １􀆰 ０ μＬ、２×
Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｂｕｆｆｅｒ ２５􀆰 ０ μＬ、ｄＮＴＰ Ｍｉｘ(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)
１􀆰 ０ μＬ、５％ 二甲基亚砜 (ＤＭＳＯ) ２􀆰 ５ μＬ、双蒸水

(ｄｄＨ２Ｏ)补至 ５０􀆰 ０ μＬꎮ 扩增程序为预变性 ９５ ℃ ２
ｍｉｎꎻ变性 ９５ ℃ １５ ｓꎬ退火 ５８ ℃ １５ ｓ ꎬ延伸 ７２ ℃ ２
ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎮ 扩增产物送南京擎科生物科技有

限公司测序ꎬ采用 ＳｎａｐＧｅｎｅ ４.１.８ 软件对测序结果

进行分析比对ꎮ
１.４　 抗性突变体对甲咪唑烟酸的抗性鉴定

参照文献[１９]的方法对突变体和野生型水稻

对甲咪唑烟酸的抗性水平测定ꎮ 选取均匀一致的突

变体种子、野生型水稻种子ꎬ播种到盛有土壤的穴盘

中ꎬ每穴播种 １０ 粒ꎮ 在水稻 ２ 叶期间苗ꎬ每穴保留

生长一致的幼苗 ５ 株ꎮ 于水稻 ３ 叶期时ꎬ利用 ３ＷＰ￣
２０００ 型行走式喷雾塔进行甲咪唑烟酸喷雾处理ꎬ喷
液压力 ０􀆰 ２７５ ｍＰａꎬ喷液量 ４５０ Ｌ / ｈｍ２ꎮ 野生型水稻

喷施甲咪唑烟酸剂量(有效成分)分别为 ０ ｇ / ｈｍ２、
１４􀆰 ４ ｇ / ｈｍ２、２１􀆰 ６ ｇ / ｈｍ２、３２􀆰 ４ ｇ / ｈｍ２、４８􀆰 ６ ｇ / ｈｍ２、
７２􀆰 ６ ｇ / ｈｍ２、１０９􀆰 ４ ｇ / ｈｍ２ 、１６４􀆰 ０ ｇ / ｈｍ２ ８ 个处理ꎬ
突变体喷施甲咪唑烟酸剂量(有效成分)分别为 ０
ｇ / ｈｍ２、１４􀆰 ４ ｇ / ｈｍ２、２１􀆰 ６ ｇ / ｈｍ２、３２􀆰 ４ ｇ / ｈｍ２、４８􀆰 ６
ｇ / ｈｍ２、 ７２􀆰 ６ ｇ / ｈｍ２、 １０９􀆰 ４ ｇ / ｈｍ２、 １６４􀆰 ０ ｇ / ｈｍ２、
２４６􀆰 ０ ｇ / ｈｍ２、３６９􀆰 １ ｇ / ｈｍ２ 、５５３􀆰 ６ ｇ / ｈｍ２共 １１ 个处

理ꎬ每个处理 ４ 个重复ꎮ 施药后 ２１ ｄ 时剪取各处理

的植株地上部存活组织ꎬ称取鲜重[２０]ꎮ
１.５　 抗性突变体和野生型植株对甲氧咪草烟和甲

基二磺隆的交互抗性鉴定

　 　 参照抗性突变体对甲咪唑烟酸的抗性水平测定

方法ꎬ于水稻 ３ 叶期开展突变体和野生型水稻对甲

氧咪草烟和甲基二磺隆的交互抗性鉴定ꎮ 甲氧咪草

烟和甲基二磺隆有效成分的梯度处理如表 １ 所示ꎮ
每个处理设 ４ 个重复ꎮ

表 １　 甲氧咪草烟和甲基二磺隆有效成分的梯度剂量

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｉｍａｚａｍｏｘ ａｎｄ

ｍｅｓｏｓｕｌｆｕｒｏｎ￣ｍｅｔｈｙｌ

除草剂名称　 　
梯度剂量(ｇ / ｈｍ２ꎬ有效成分)

突变体 野生型

４％甲氧咪草烟 ０、６、１２、２４、４８、９６、１９２、３８４、
７６８、１ ５３６、３ ０７２、６ １４４

０、６、１２、２４、４８、９６、１９２

３０ ｇ / Ｌ 甲基二磺隆 ０、４.５、９􀆰 ０、１８􀆰 ０、３６􀆰 ０、７２􀆰 ０、
１４４􀆰 ０、２８８􀆰 ０

０、４.５、９􀆰 ０、１８􀆰 ０、３６􀆰 ０、
７２􀆰 ０、１４４􀆰 ０、２８８􀆰 ０

１.６　 数据处理及分析

利用 Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ １４. ０ 软件进行图、表的制作ꎮ 利

用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 方程拟合不同处理下突变体和野生型水稻

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ꎬ并根据的突变体材料的 ＧＲ５０与野生

型水稻的 ＧＲ５０比值ꎬ计算不同突变体材料的抗性指

数(ＲＩ)ꎬ以明确突变体水稻对除草剂的抗性强弱ꎮ

５５１１周佳伟等:ＥＭＳ 诱变的水稻不同位点突变体对 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂抗性差异



２　 结果与分析

２.１　 抗性突变体的筛选获得

华占突变体群体喷施甲咪唑烟酸后ꎬ植株生长

受抑制ꎬ１４ ｄ 后非抗性植株基本死亡ꎬ本次筛选共

得到 １１ 个存活单株ꎬ如图 １ 所示ꎮ 对存活单株进行

移栽和单株收种ꎬ用于进一步的突变类型及除草剂

抗性鉴定试验ꎮ
２.２　 抗性突变体 ＯｓＡＬＳ 基因序列分析

获得的 １１ 个抗性突变体与野生型 ＯｓＡＬＳ 基因

序列差异结果如图 ２ 所示ꎮ １１ 个突变体单株 ＯｓＡＬＳ
基因的突变类型有 ４ 种ꎬ其中有 ３ 个抗性单株的 Ｏｓ￣
ＡＬＳ 基因第 ５１２ 碱基由 Ｃ 突变为 Ｔꎬ１ 个抗性单株的

ＯｓＡＬＳ 基因第１ ８７９碱基由 Ａ 突变为 Ｔꎬ４ 个抗性单

株的 ＯｓＡＬＳ 基因第１ ８８０碱基由 Ｇ 突变为 Ａꎬ３ 个抗

性单株的 ＯｓＡＬＳ 基因第１ ８８３碱基由 Ｇ 突变为 Ａꎮ
１１ 个突变体对应的氨基酸突变类型分

别为 Ｐｒｏ１７１Ｌｅｕ、Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ、Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ、Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ ４
种ꎮ 其中ꎬＳｅｒ６２７Ｃｙｓ 为本研究发现的新突变类型ꎮ

图 １　 华占突变群体喷施甲咪唑烟酸后筛选的抗性单株

Ｆｉｇ.１　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｌａｎｔ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｈｕａｚｈａｎ ｍｕｔａｎｔ ｐｏｐｕ￣
ｌａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｓｐｒａｙｉｎｇ ｗｉｔｈ ｉｍａｚａｐｉｃ

Ｐｒｏ１７１Ｌｅｕ、Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ、Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ、Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ 为突变类型ꎻＷＴ 为野生型华占ꎮ
图 ２　 突变体水稻的 ＯｓＡＬＳ 基因序列分析

Ｆｉｇ.２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｓＡＬＳ ｇｅｎｅ ｉｎ ｍｕｔａｎｔ ｒｉｃｅ

６５１１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２４ 年 第 ４０ 卷 第 ７ 期



２.３　 抗性突变体对甲咪唑烟酸的抗性水平

与野生型相比ꎬ ４ 种华占 ＡＬＳ 突变类型均对甲

咪唑烟酸表现出明显的抗性(图 ３、图 ４、表 ２)ꎮ 野

生型华占对甲咪唑烟酸的 ＧＲ５０值为 １８􀆰 ８８ ｇ / ｈｍ２ꎬ
Ｐｒｏ１７１Ｌｅｕ 突变类型对甲咪唑烟酸的 ＧＲ５０ 值为

６１􀆰 ８６ ｇ / ｈｍ２ꎻＳｅｒ６２７Ｃｙｓ 突变类型对甲咪唑烟酸的

ＧＲ５０值为 ９７􀆰 ４９ ｇ / ｈｍ２ꎻＳｅｒ６２７Ａｓｎ 突变类型对甲咪

唑烟酸的 ＧＲ５０值为 １６４􀆰 ５０ ｇ / ｈｍ２ꎻＧｌｙ６２８Ｇｌｕ 突变

类型对甲咪唑烟酸的 ＧＲ５０值为 ６９􀆰 ７１ ｇ / ｈｍ２ꎮ ４ 种

突变类型中ꎬ以 Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ 突变类型对甲咪唑烟酸

的抗性最好ꎬ抗性指数为 ８􀆰 ７１ꎻ其次是 Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ 突

变类型ꎬ抗性指数为 ５􀆰 １６ꎻＰｒｏ１７１Ｌｅｕ 与 Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ
两种突变类型对甲咪唑烟酸的抗性水平相当ꎬ抗性

指数分别为 ３􀆰 ２８ 和 ３􀆰 ６９ꎮ

Ｐｒｏ１７１Ｌｅｕ、Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ、Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ、Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ 为突变类型ꎻＷＴ 为野生型华占ꎮ Ａ~Ｋ 分别表示甲咪唑烟酸剂量(有效成分)为 ０ ｇ / ｈｍ２、１４􀆰 ４

ｇ / ｈｍ２、２１􀆰 ６ ｇ / ｈｍ２、３２􀆰 ４ ｇ / ｈｍ２、４８􀆰 ６ ｇ / ｈｍ２、７２􀆰 ６ ｇ / ｈｍ２、１０９􀆰 ４ ｇ / ｈｍ２、１６４􀆰 ０ ｇ / ｈｍ２、２４６􀆰 ０ ｇ / ｈｍ２、３６９􀆰 １ ｇ / ｈｍ２、５５３􀆰 ６ ｇ / ｈｍ２ꎮ
图 ３　 不同剂量甲咪唑烟酸处理 ２１ ｄ 后 ４ 种突变类型的表型

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｍｕｔａｎｔ ｔｙｐｅｓ ａｆｔｅｒ ２１ ｄａｙｓ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｉｍａｚａｐｉｃ

Ｐｒｏ１７１Ｌｅｕ、Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ、Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ、Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ 为突变类型ꎻＷＴ 为

野生型华占ꎮ
图 ４　 华占 ４ 种突变型水稻对甲咪唑烟酸的剂量响应曲线

Ｆｉｇ.４　 Ｄｏｓｅ￣ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｍｕｔａｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｈｕａｚｈａｎ
ｒｉｃｅ ｔｏ ｉｍａｚａｐｉｃ

２.４　 ４ 种抗性突变体对甲氧咪草烟和甲基二磺隆的

交互抗性

　 　 与野生型相比ꎬ ４ 种华占 ＡＬＳ 突变类型均对甲

氧咪草烟和甲基二磺隆表现出不同的抗性水平(如
图 ５、图 ６ 和表 ３)ꎮ 野生型华占对甲氧咪草烟和甲

基二磺隆的 ＧＲ５０ 值分别为 ８􀆰 ５５ ｇ / ｈｍ２ 和 １３􀆰 １８
ｇ / ｈｍ２ꎬＰｒｏ１７１Ｌｅｕ 突变类型对甲氧咪草烟和甲基二

磺隆的 ＧＲ５０值分别为 ４５􀆰 ９３ ｇ / ｈｍ２和 ４６􀆰 ６９ ｇ / ｈｍ２ꎻ
Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ 突变类型对甲氧咪草烟和甲基二磺隆的

ＧＲ５０ 值 分 别 为 ３１􀆰 ５９ ｇ / ｈｍ２ 和 ５６􀆰 ６１ ｇ / ｈｍ２ꎻ
Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ 突变类型对甲氧咪草烟和甲基二磺隆的

ＧＲ５０ 值 分 别 为 １７５􀆰 ９１ ｇ / ｈｍ２ 和 ４３􀆰 ７８ ｇ / ｈｍ２ꎻ
Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ 突变类型对甲氧咪草烟和甲基二磺隆的

ＧＲ５０值分别为 ３９􀆰 ４１ ｇ / ｈｍ２和 ６７􀆰 ３８ ｇ / ｈｍ２ꎮ ４ 种突

变类型中ꎬＳｅｒ６２７Ａｓｎ 突变类型对甲氧咪草烟的抗

性最高ꎬ抗性指数为 ２０􀆰 ５７ꎻ其次是 Ｐｒｏ１７１Ｌｅｕ 和

Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ 突变类型ꎬ抗性指数为 ５􀆰 ３７ 和 ４􀆰 ６１ꎻ
Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ 突变类型对甲氧咪草烟的抗性水平最低ꎬ
抗性 指 数 为 ３􀆰 ６９ꎮ 甲 基 二 磺 隆 喷 施 处 理 下ꎬ

７５１１周佳伟等:ＥＭＳ 诱变的水稻不同位点突变体对 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂抗性差异



Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ 突变类型的抗性最高ꎬ抗性指数为 ５􀆰 １１ꎬ
其次为 Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ 突变类型ꎬ抗性指数为 ４􀆰 ２９ꎻ
Ｐｒｏ１７１Ｌｅｕ 与 Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ 两种突变类型对甲基二磺

隆的抗性水平相当ꎬ抗性指数分别为 ３􀆰 ５４ 和 ３􀆰 ３２ꎮ

表 ２　 华占 ４ 种突变类型对甲咪唑烟酸的抗性水平

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｈｕａｚｈａｎ ｔｏ
ｉｍａｚａｐｉｃ

材料　 　 　
甲咪唑烟酸抗性水平

ＧＲ５０(ｇ / ｈｍ２) 抗性指数

野生型 １８.８８±０.７７ －

Ｐｒｏ１７１Ｌｅｕ ６１.８６±４.５１ ３.２８

Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ ９７.４９±７.７７ ５.１６

Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ １６４.５０±９.８０ ８.７１

Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ ６９.７１±５.８２ ３.６９
Ｐｒｏ１７１Ｌｅｕ、Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ、Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ、Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ 分别为突变类型ꎮ

３　 讨 论

ＡＬＳ 抑制剂类除草剂是一种低毒、高效的除草

剂ꎬ常用于水稻、小麦、玉米等作物中各类杂草的防

治ꎮ 但田间长期使用单一除草剂会导致抗除草剂杂

草大量产生ꎬ严重危害作物的生长发育以及产量ꎮ
不同类型除草剂的轮换使用对于延缓抗除草剂杂草

产生和控制抗除草剂杂草进化具有重要意义ꎮ 甲氧

咪草烟属于咪唑啉酮类( ＩＭＩ)除草剂ꎬ主要用于大

豆田ꎬ甲基二磺隆是磺酰脲类(ＳＵ)除草剂ꎬ主要用

于小麦田ꎬ这 ２ 种除草剂主要用于苗后除草ꎬ可以防

除多种禾本科以及阔叶类杂草ꎬ目前这 ２ 种除草剂

并未在稻田杂草上登记使用[２１￣２２]ꎮ 本研究通过检

验抗除草剂水稻突变体对这 ２ 种除草剂的交互抗性

水平为这 ２ 种除草剂在水稻田上的使用以及抗除草

剂水稻育种提供一定的理论依据ꎮ
　 　 随着除草剂的大量应用ꎬ研究人员对抗除草剂

水稻新品种的创制越发重视ꎮ 水稻对除草剂产生耐

受性的机制主要包括 ２ 个方面:靶点抗性(Ｔａｒｇｅｔ￣
ｓｉｔｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬＴＳＲ)和非靶点抗性(Ｎｏｎｔａｒｇｅｔ￣ｓｉｔｅ ｒｅ￣
ｓｉｓｔａｎｃｅꎬＮＴＳＲ)ꎮ 目前ꎬ抗除草剂水稻新品种的研

究主要集中于 ＴＳＲ[２３]ꎮ 本研究利用除草剂对 ＥＭＳ
诱变的 Ｍ２代水稻进行筛选ꎬ获得 ４ 种抗除草剂突变

类型ꎬ并对其相关 ＯｓＡＬＳ 基因序列进行克隆分析ꎬ鉴
定到 Ｐｒｏ１７１Ｌｅｕ、Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ、Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ、Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ ４
种 ＡＬＳ 突 变 类 型ꎮ 其 中ꎬ Ｐｒｏ１７１Ｌｅｕ、 Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ、
Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ ３ 种突变类型已有报道ꎬ而 Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ 为

Ｐｒｏ１７１Ｌｅｕ、Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ、Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ、Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ 分别为突变类型ꎻ
ＷＴ 为野生型华占ꎮ ａ~ ｌ 分别表示甲氧咪草烟剂量(有效成分)

为 ０ ｇ / ｈｍ２、６ ｇ / ｈｍ２、１２ ｇ / ｈｍ２、２４ ｇ / ｈｍ２、４８ ｇ / ｈｍ２、９６ ｇ / ｈｍ２、

１９２ ｇ / ｈｍ２、３８４ ｇ / ｈｍ２、７６８ ｇ / ｈｍ２、１ ５３６ ｇ / ｈｍ２、３ ０７２ ｇ / ｈｍ２、

６ １４４ ｇ / ｈｍ２ꎻＡ~Ｈ 分别表示甲基二磺隆剂量(有效成分)为 ０

ｇ / ｈｍ２、 ４􀆰 ５ ｇ / ｈｍ２、 ９􀆰 ０ ｇ / ｈｍ２、 １８􀆰 ０ ｇ / ｈｍ２、 ３６􀆰 ０ ｇ / ｈｍ２、 ７２􀆰 ０

ｇ / ｈｍ２、１４４􀆰 ０ ｇ / ｈｍ２、２８８􀆰 ０ ｇ / ｈｍ２ꎮ
图 ５　 不同剂量的甲氧咪草烟和甲基二磺隆处理 ２１ ｄ 后 ４ 种突

变类型的表型

Ｆｉｇ.５　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｍｕｔａｎｔ ｔｙｐｅｓ ａｆｔｅｒ ２１ ｄａｙｓ ｏｆ ｔｒｅａｔ￣
ｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｉｍａｚａｍｏｘ ａｎｄ ｍｅｓｏｓｕｌｆｕ￣
ｒｏｎ￣ｍｅｔｈｙｌ
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Ｐｒｏ１７１Ｌｅｕ、Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ、Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ、Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ 为突变类型ꎻＷＴ 为野生型华占ꎮ
图 ６　 ４ 种华占突变体对甲氧咪草烟和甲基二磺隆的剂量响应曲线

Ｆｉｇ.６　 Ｄｏｓｅ￣ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｆ Ｈｕａｚｈａｎ ｒｉｃｅ ｔｏ ｉｍａｚａｍｏｘ ａｎｄ ｍｅｓｏｓｕｌｆｕｒｏｎ￣ｍｅｔｈｙｌ

表 ３　 ４ 种华占突变类型对甲氧咪草烟和甲基二磺隆的抗性水平

Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｈｕａｚｈａｎ ｔｏ

ｉｍａｚａｍｏｘ ａｎｄ ｍｅｓｏｓｕｌｆｕｒｏｎ￣ｍｅｔｈｙｌ

材料　 　
甲氧咪草烟

ＧＲ５０

(ｇ / ｈｍ２)
抗性指数

甲基二磺隆

ＧＲ５０

(ｇ / ｈｍ２)
抗性指数

野生型 ８.５５±０.１５ － １３.１８±０.１４ －

Ｐｒｏ１７１Ｌｅｕ ４５.９３±３.６５ ５.３７ ４６.６９±０.３３ ３.５４

Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ ３１.５９±３.８２ ３.６９ ５６.６１±０.２４ ４.２９

Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ １７５.９１±３７.３６ ２０.５７ ４３.７８±０.２５ ３.３２

Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ ３９.４１±４.６７ ４.６１ ６７.３８±０.１４ ５.１１
Ｐｒｏ１７１Ｌｅｕ、Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ、Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ、Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ 为突变类型ꎮ

新发现的突变类型[４]ꎮ Ｐｏｗｌｅｓ 等[１２] 研究认为水稻

对除草剂产生耐受性与 ＡＬＳ 活性变化有关ꎬ即基因

突变导致 ＡＬＳ 结构发生变化ꎬ从而使得植株与除草

剂的结合能力有所改变ꎮ 由于不同类型的 ＡＬＳ 抑制

剂与酶的结合位点不同ꎬ导致不同突变位点对于不

同类型 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂耐受性具有差异ꎮ
Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ 突变类型对 ＩＭＩ 类除草剂的耐受性更强ꎬ
而 Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ 突变类型对 ＳＵ 类除草剂的耐受性更

强[１０ꎬ２４￣２５]ꎬ这与本研究的结果基本一致ꎬ但这 ４ 种突

变类型的 ＡＬＳ 活性差异以及突变位点导致的酶结构

差异还需进一步进行研究ꎮ
　 　 目前使水稻产生除草剂抗性的主要手段包括化

学诱变、转基因及基因编辑技术[２６￣２７]ꎮ 转基因技术

可以赋予作物新性状ꎬ在植物抗逆性研究中广泛应

用ꎮ Ｄｏｎｇ 等[２８]将荧光假单胞菌(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｆｌｕｏ￣
ｒｅｓｃｅｎｓ)中的 Ｇ２￣ＥＰＳＰＳ 基因转入水稻中花 １１ 中ꎬ转
基因水稻对草甘膦的耐受性比野生型提高 １００ 倍以

上ꎮ 但由于转基因作物对人体和环境的安全性还缺

乏全面认证ꎬ一定程度上限制了转基因作物的推广ꎮ
通过化学诱变得到的水稻突变体ꎬ比转基因水稻更

加安全ꎬ接受程度更高ꎮ 目前ꎬ一些通过诱变获得的

水稻突变体材料已经得到推广并用于商业化种植ꎬ
如 ＡＬＳ 突变类型 Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ、Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ 等ꎮ 这些水

稻品种与其他一些商业化非转基因抗除草剂作物是

Ｃｌｅａｒｆｉｅｌｄ 生产系统的基础[２９]ꎮ Ｃｌｅａｒｆｉｅｌｄ 生产系统

中通过非转基因抗除草剂作物品种和对应抗性的广

谱除草剂相结合应用ꎬ可更加高效地控制田间杂草ꎬ
防止除草剂残留对作物造成的伤害ꎬ保证水稻的产

量和质量ꎮ 本研究创制的抗除草剂水稻突变体来源

于 ＥＭＳ 诱变ꎬ无外源基因插入ꎬ可以为 Ｃｌｅａｒｆｉｅｌｄ 生

产系统提供新的抗除草剂水稻材料ꎬ为水稻生产和

杂草管理提供新的种质资源ꎮ

４　 结 论

本研究利用化学诱变华占水稻ꎬ创建突变体ꎬ并
用甲咪唑烟酸筛选获得 Ｐｒｏ１７１Ｌｅｕ 、 Ｓｅｒ６２７Ｃｙｓ、
Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ 和 Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ ４ 种突变类型ꎮ 除草剂抗

性水平试验结果表明ꎬ４ 种突变类型中以 Ｓｅｒ６２７Ａｓｎ
突变类型对 ＩＭＩ 类除草剂甲氧咪草烟的抗性最高ꎬ
而 Ｇｌｙ６２８Ｇｌｕ 突变类型对 ＳＵ 类除草剂甲基二磺隆

的抗性最高ꎮ 本研究结果为培育抗除草剂水稻品种

提供新的种质资源ꎬ对稻田杂草的高效防治ꎬ稻田效

益提高具有重要作用ꎮ
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