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　 　 摘要:　 为创制抗乙酰乳酸合成酶(ＡＬＳ)抑制剂类除草剂水稻种质、促进 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂在水稻生产中的

应用ꎬ本研究以连粳 １５ 为试验材料ꎬ利用甲磺酸乙酯(Ｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅꎬＥＭＳ)诱变和甲咪唑烟酸除草剂喷施

处理ꎬ筛选获得抗甲咪唑烟酸的水稻突变体ꎬ通过遗传分析和基因克隆明确突变体的突变位点及类型ꎬ并对野生型

植株和突变体植株进行喷施无菌水(ＣＫ)和 ５ 种常用的 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂(甲氧咪草烟、甲咪唑烟酸、咪唑乙烟

酸、甲基二磺隆和烟嘧磺隆)处理ꎬ分析突变体的抗性水平ꎮ 结果表明ꎬ共筛选获得 １ 个抗甲咪唑烟酸的水稻突变

体ꎬ突变体 ＡＬＳ 基因核苷酸序列在第１ ８８０位的碱基由 Ｇ 突变为碱基 ＡꎬＡＬＳ 蛋白氨基酸序列中第 ６２７ 个氨基酸由

丝氨酸突变为天冬酰胺ꎮ 喷施咪唑啉酮类除草剂甲氧咪草烟、甲咪唑烟酸和咪唑乙烟酸处理ꎬ野生型植株 ＡＬＳ 活

性、茎叶鲜重和根系鲜重、叶片叶绿素总含量均显著低于喷施无菌水对照(ＣＫ)ꎬ突变体植株 ＡＬＳ 活性、茎叶鲜重和

根系鲜重、叶片叶绿素总含量与 ＣＫ 无显著差异ꎮ 喷施磺酰脲类除草剂甲基二磺隆和烟嘧磺隆处理ꎬ野生型植株和

突变体植株 ＡＬＳ 活性、茎叶鲜重和根系鲜重、叶片叶绿素总含量均显著低于 ＣＫꎮ 因此ꎬ本研究获得的突变体对咪

唑啉酮类除草剂具有较强的抗性ꎬ但对磺酰脲类除草剂抗性相对较差ꎮ
关键词:　 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂ꎻ 水稻突变体ꎻ 咪唑啉酮类除草剂ꎻ 磺酰脲类除草剂ꎻ 乙酰乳酸合成酶(ＡＬＳ)
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ｔａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ (ＡＬＳ)

　 　 水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)是全球最重要的粮食作

物之一ꎮ 全球约 ４０％人口以稻米为主粮[１￣２]ꎮ 近年

来ꎬ随着水稻直播生产方式的推广ꎬ稻田杂草的问题

日益严重ꎮ 稻田杂草能够与水稻竞争土壤养分、水
分和光能ꎬ严重影响水稻产量[３￣４]ꎮ 由于喷施除草剂

是目前稻田杂草防治的主要手段之一ꎬ且除草剂对

水稻植株普遍具有毒害作用ꎬ因此ꎬ研发抗除草剂水

稻品种就显得尤为重要[５￣７]ꎮ
乙酰乳酸合成酶(ＡＬＳ)是植物合成支链氨基酸

(缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸)过程中的第一个关键

酶ꎮ ＡＬＳ 能催化 ２ 分子丙酮酸生成乙酰乳酸ꎬ催化 １
分子丙酮酸与 １ 分子 ２￣酮丁酸生成 ２￣乙酰基￣２￣羟基

丁酸ꎬ再经过进一步的生化反应ꎬ进而合成支链氨基

酸[８￣１０]ꎮ ＡＬＳ 抑制剂类除草剂以乙酰乳酸合成酶为靶

标ꎬ通过与乙酰乳酸合成酶的结合抑制酶活性ꎬ进而

减少或阻止支链氨基酸的合成ꎬ影响植物正常生长发

育ꎬ最终导致其死亡[１１]ꎮ 目前ꎬ科研人员已成功研发

出 ５０ 多种以 ＡＬＳ 蛋白为作用靶标的除草剂ꎬ包括咪

唑啉酮类(Ｍｉｄａｚｏｌｉｎｏｎｅｓꎬ ＩＭＩ)、磺酰脲类( Ｓｕｌｆｏｎｙ￣
ｌｕｒｅａｓꎬＳＵ)、嘧啶水杨酸类 ( Ｐｙｒｉｍｉｄｙｌｏｘｙｂｅｎｚｏａｔｅｓꎬ
ＰＴＢ)、三唑并嘧啶类(ＴｒｉａｚｏｌｏｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅｓꎬＴＰ)和磺酰

胺基羰基三唑啉酮类(Ｓｕｌｆｏｎｙｌａｍｉｎｏ￣ｃａｒｂｏｎｙｌｔｒｉａｚｏｌｉｎ￣
ｏｎｅｓꎬＳＣＴ)等多种类型[１２￣１３]ꎮ 此类除草剂具有用量

低、效率高、除草谱广等优点ꎬ且由于乙酰乳酸合成酶

只存在于微生物和植物中ꎬ对动物和人体而言具有较

高的生物安全性ꎮ 目前ꎬＡＬＳ 抑制剂类除草剂在玉

米、花生、大豆等作物的生产中得到广泛应用ꎮ
Ｙｕ 等[１４]的研究结果表明ꎬ作物 ＡＬＳ 基因个别

碱基的突变能够使物种获得对 ＡＬＳ 抑制剂类除草

剂的抗性ꎮ 水稻 ＡＬＳ 基因编码的蛋白质氨基酸序

列中第 ９５ 个、９６ 个、１２２ 个、１７１ 个、１９７ 个、３７６
个、５４８ 个、６２７ 个和 ６２８ 个氨基酸的突变能使水

稻突 变 体 获 得 对 ＡＬＳ 抑 制 剂 类 除 草 剂 的 抗

性[１５￣１６] ꎮ 上述突变中ꎬ第 ６２７ 个氨基酸的突变研

究较为广泛ꎬ且针对该突变已研发出多个抗性水

稻品种ꎮ Ｇｅａｌｙ 等[１７] 利用甲磺酸乙酯(Ｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈ￣
ａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅꎬＥＭＳ)诱变的方法获得抗性水稻品种

ＣＬ１６１ꎮ 王芳权等[１８]从７ ０００多份水稻材料中筛选

获得自然变异的水稻抗性品种金粳 ８１８ꎮ 陈天子

等[１９]通过 ＥＭＳ 诱变籼稻 ９３１１ꎬ获得第 ６２７ 个氨基

酸突变的抗性水稻材料ꎮ Ｒａｊｇｕｒｕ 等[２０] 、毕俊国

等[２１]研究结果表明ꎬ第 ６２７ 个氨基酸突变的水稻

突变体对咪唑啉酮类除草剂具有较强的抗性ꎬ但
对磺酰脲类除草剂的抗性相对较差ꎮ

本研究以连粳 １５ 为材料ꎬ利用 ＥＭＳ 诱变获得

抗甲咪唑烟酸的突变体ꎬ通过遗传分析和基因克隆

明确 ＡＬＳ 基因突变位点及类型ꎬ并进一步利用连粳

１５ 野生型和突变体进行喷施咪唑啉酮类的甲氧咪

草烟、甲咪唑烟酸和咪唑乙烟酸以及磺酰脲类的甲

基二磺隆和烟嘧磺隆处理ꎬ分析不同处理对野生型

和突变体植株 ＡＬＳ 活性、表型和苗期农艺性状的影

响ꎬ以期为不同 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂田间管理策略

及抗性品种的抗性机制研究提供基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料和试剂

本研究中的野生型水稻材料连粳 １５ 来自于连

云港市农业科学院ꎬ杂交亲本嘉花 １ 号、淮稻 ５ 号、
苏秀 ８６７ 均来自于江苏省农业科学院农业种质资源

保护与利用平台ꎮ ５ 种供试除草剂分别为 ４０ ｇ / Ｌ甲
氧咪草烟水剂(江苏省农用激素工程技术研究中心

有限公司产品)、２４０ ｇ / Ｌ甲咪唑烟酸水剂(巴斯夫欧

洲公司产品)、１００ ｇ / Ｌ咪唑乙烟酸水剂(山东胜邦绿

野化学有限公司产品)、４０ ｇ / Ｌ烟嘧磺隆可分散油悬
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浮剂(中国农业科学院植物保护研究所廊坊农药中

试厂产品)、３０ ｇ / Ｌ甲基二磺隆可分散油悬浮剂(江
苏省农用激素工程技术研究中心有限公司产品)ꎮ
１.２　 抗甲咪唑烟酸除草剂水稻突变体的筛选

抗甲咪唑烟酸除草剂水稻突变体筛选试验于

２０１６ 年在江苏省南京市六合区进行ꎮ 首先取野生

型连粳 １５ 水稻种子２５~ ３０ ｋｇꎬ在自来水中浸泡 ３ ｈ
后ꎬ将种子置于 ０􀆰 ５％含量的 ＥＭＳ 溶液中ꎬ室温下浸

泡 １５ ｈꎬ加入终质量浓度为 ２５ ｇ / Ｌ的硫代硫酸钠中

和反应 １５ ｍｉｎꎬ然后将种子置于自来水中浸泡清洗

５~６ 次ꎬ每次５~ １０ ｍｉｎꎬ将清洗完毕的水稻种子撒

播田间ꎬ混收得 Ｍ１代植株种子ꎬ２０１７ 年 ６ 月于南京

播种 Ｍ１种子ꎬ收获获得 Ｍ２种子ꎬ２０１７ 年 １１ 月于海

南播种 Ｍ２代种子ꎬ待幼苗长至 ３ 叶 １ 心时ꎬ喷洒有

效成分为 ８６􀆰 ４ ｇ / ｈｍ２的甲咪唑烟酸ꎬ１４ ｄ 后选择正

常生长的植株移栽ꎬ单株收取得 Ｍ３代种子ꎬ２０１９ 年

６ 月在江苏省农业科学院试验基地种植ꎬ７ 月通过喷

洒有效成分 ８６􀆰 ４ ｇ / ｈｍ２甲咪唑烟酸对 Ｍ３代植株的

抗性性状进行鉴定ꎬ选取无分离株系收取种子并连

续自交 ３ 代ꎬ每代均使用有效成分 ８６􀆰 ４ ｇ / ｈｍ２甲咪

唑烟酸进行抗性鉴定ꎬ最终培育获得稳定遗传的抗

甲咪唑烟酸除草剂的水稻突变体材料ꎮ
１.３　 突变体与野生型水稻的杂交试验

２０１９ 年于海南ꎬ分别使用嘉花 １ 号、淮稻 ５ 号

和苏秀 ８６７ 等水稻地方品种与具有稳定遗传的抗性

突变体进行杂交ꎬ以突变体为母本ꎬ野生型为父本ꎮ
混收 Ｆ１代种子ꎬ于第 ２ 年种植 Ｆ１代ꎬ单株收 Ｆ２代种

子ꎮ 将单 株 收 获 的 Ｆ２ 代 种 子 种 植 于 １２５ ｍｍ×
８５ ｍｍ×１１５ ｍｍ 的植物培养盒中ꎬ每个品种种植 ４
个培养盒ꎬ每盒种植 ４８ 株ꎬ使用改良型霍格兰营养

液(北京酷来搏科技有限公司产品)培养ꎮ １４ ｄ 后

使用有效成分 ８６􀆰 ４ ｇ / ｈｍ２甲咪唑烟酸对水稻植株进

行喷洒处理ꎬ使用清水继续培养 １４ ｄꎬ统计各处理生

长情况ꎮ 利用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２７.０ 和卡方检验

进行杂交后代的抗性分离分析ꎮ
１.４　 突变体与野生型水稻的生长试验

试验于江苏省农业科学院试验基地进行ꎮ
２０２３ 年 ６ 月将足量连粳 １５ 野生型与突变体水稻

种子在 ３７ ℃恒温箱中进行催芽至露白ꎬ然后将种

子均匀种植在１２５ ｍｍ×８５ ｍｍ×１１５ ｍｍ 植物水培

盒和 ３２ 孔育苗盘中ꎬ每个水培盒播 ２４ 粒种子ꎬ育
苗盘每孔播２ ~ ３ 粒种子ꎬ使用改良型霍格兰营养

液(北京酷来搏科技有限公司产品)培养并置于人

工气候室中生长ꎮ 人工气候室白天与夜间温度分

别设置为 ２７ ℃ 和 ２０ ℃ꎬ光照 １６ ｈ / ｄꎮ 育苗盘中

秧苗长至 ２ 叶 １ 心时ꎬ取野生型和突变体材料叶片

进行 ＡＬＳ 基因克隆与序列分析ꎮ 同时进行喷施无

菌水以及有效成分为 ４８􀆰 ００ ｇ / ｈｍ２ 甲氧咪草烟、
８６􀆰 ４０ ｇ / ｈｍ２甲咪唑烟酸、１０５􀆰 ００ ｇ / ｈｍ２咪唑乙烟

酸、１５􀆰 ７５ ｇ / ｈｍ２甲基二磺隆、６０􀆰 ００ ｇ / ｈｍ２烟嘧磺

隆处理ꎬ喷施处理后 １ ｄ 和 ３ ｄꎬ分别取不同处理植

株叶片 ４ ℃ 保存ꎬ用于 ＡＬＳ 活性测定ꎮ 水培盒中

秧苗培养 １０ ｄ 后进行喷施无菌水以及有效成分为

４８􀆰 ００ ｇ / ｈｍ２ 甲氧咪草烟、８６􀆰 ４０ ｇ / ｈｍ２ 甲咪唑烟

酸、１０５􀆰 ００ ｇ / ｈｍ２咪唑乙烟酸、１５􀆰 ７５ ｇ / ｈｍ２甲基二

磺隆、６０􀆰 ００ ｇ / ｈｍ２烟嘧磺隆处理ꎬ处理后 ７ ｄ、１４ ｄ
进行拍照记录表型ꎬ处理后 １４ ｄ 统计野生型与突

变体不同处理单株茎叶鲜重与根系鲜重ꎬ并进行

叶片叶绿素含量测定ꎮ
１.５　 ＡＬＳ 基因克隆和序列分析

采用 ＣＴＡＢ 法[２２] 提取野生型和突变体植株叶

片 ＤＮＡꎬ在 ＮＣＢＩ 网站搜索水稻 ＡＬＳ 基因的保守序

列ꎬ利用 ＮＣＢＩ 的 Ｐｒｉｍｅｒ￣ＢＬＡＳＴ 在线软件(ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｔｏｏｌｓ / ｐｒｉｍｅｒｂｌａｓｔ / ｉｎｄｅｘ.￣ｃｇｉ?
ＬＩＮＫ＿ＬＯＣ ＝ ＢｌａｓｔＨｏｍｅ)设计特异引物 ＯｓＡＬＳ￣Ｆ:５′￣
ＴＣＧＣＣＣＡＡＡＣＣＣＡＧＡＡＡＣＣＣ￣３′ 和 ＯｓＡＬＳ￣Ｒ: ５′￣
ＣＴＣＴＴＴＡＴＧＧＧＴＣＡＴＴＣＡＧＧＴＣ￣３′ꎮ 以野生型和突

变体 ＤＮＡ 为模板ꎬ分别进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 反应

体系 ５０ μＬ:２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｂｕｆｆｅｒ ２５ μＬ、１０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ｄＮＴＰ Ｍｉｘ １ μＬ、Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ￣Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌ￣
ｙｍｅｒａｓｅ １ μＬ、１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｐｒｉｍｅｒ 各 １ μＬ、ＤＮＡ 模板

１ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ２０ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增程序为 ９５ ℃预变性

２ ｍｉｎꎻ ９５ ℃变性 １５ ｓꎬ ５５ ℃退火 １５ ｓꎬ７２ ℃延伸 ２
ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎮ ＰＣＲ 产物经过 １％琼脂糖凝胶电泳

检测ꎬ将扩增片段大小正确的 ＰＣＲ 产物用 ＰＣＲ 清

洁试剂盒[生工生物工程(上海)股份有限公司产

品]回收ꎬ连接至 ｐＥＳＩ￣Ｂｌｕｎｔ 载体上ꎬ然后转化至大

肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞ꎮ 挑取 ８ 个大肠杆菌菌落

进行菌落 ＰＣＲ 验证ꎬ将阳性单菌落 ＰＣＲ 产物送至

擎科生物科技有限公司进行测序ꎮ 测序结果使用

ＢｉｏＥｄｉｔ 软件进行分析比对ꎮ
１.６　 ＡＬＳ 活性测定

取冻存的不同处理水稻植株叶片各 ０􀆰 ４ ｇꎬ分别

加入 １􀆰 ２ ｍＬ ＡＬＳ 提取液(含 １００􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ磷酸缓
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冲液、５􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２、０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ焦磷酸硫胺

素、１􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ二硫代苏糖醇ꎬｐＨ ７􀆰 ８)ꎬ４ ℃研磨 １０
ｍｉｎꎬ迅速将匀浆液转移至 ２ ｍＬ 预冷离心管中ꎬ４
℃、１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３０ ｍｉｎꎬ吸取上清液至新的 ２
ｍＬ 预冷离心管中ꎬ获得的粗酶液置于 ４ ℃冰箱中保

存ꎮ 参照文献[１９]的方法测定 ＡＬＳ 活性:在样品管

中依次加入 ７５０ μＬ 反应缓冲液(含 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ磷酸

缓冲液、１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２、１ ｍｍｏｌ / Ｌ焦磷酸硫胺素ꎬ
ｐＨ ７􀆰 ０)ꎬ３􀆰 ６ ｍｏｌ / Ｌ丙酮酸钠 ５０ μＬꎬ粗酶液 １００
μＬꎮ 对照管中依次加入 ８００ μＬ 反应缓冲液、 ３
ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４ ５０ μＬ 和粗酶液 １００ μＬꎮ 混匀后置于

３７ ℃ 水浴 １ ｈꎮ 然后在样品管中加入 ３ ｍｏｌ / Ｌ
Ｈ２ＳＯ４ ５０ μＬꎬ６０ ℃孵育 １５ ｍｉｎꎮ 最后各管依次加

入 ０􀆰 ８３ ｇ / Ｌ肌酸 ５００ μＬ 和 ８􀆰 ３ ｇ / Ｌ １￣萘酚 ５００ μＬꎬ
混匀后 ６０ ℃ 水浴 １５ ｍｉｎꎬ３７ ℃ 水浴 １５ ｍｉｎꎮ 再

５ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ６ ｍｉｎꎬ以空白管作为空白对照组ꎬ
吸取各样品管的上清液用酶标仪测定 ５３０ ｎｍ 波长

下吸光值ꎮ 以乙偶姻作为标准品ꎬ按照对照处理的

方法构建标准曲线ꎬ根据标准曲线计算 ＡＬＳ 活性ꎮ
总蛋白含量用 ＢＣＡ 试剂盒[生工生物工程(上海)
股份有限公司产品]测定ꎮ
１.７　 叶绿素总含量的测定

取不同除草剂处理后 １４ ｄ 的水稻叶片ꎬ参照李得

孝等[２３]的混合液浸提法测定叶片叶绿素总含量:首先

准确称量水稻叶片 ５０ ｍｇꎬ将叶片剪碎后放入 ２０ ｍＬ 体

积比１ ∶ １ 的丙酮与无水乙醇混合液中ꎬ置于黑暗条件

下浸提至叶片完全脱绿变白ꎬ中间混匀２~３ 次ꎮ 以丙

酮与无水乙醇混合液作为空白对照组ꎬ利用酶标仪测

定各浸提液在 ６４５ ｎｍ 和 ６６３ ｎｍ 波长下吸光值ꎬ根据下

式计算叶片叶绿素总含量[２４]:
叶绿素总含量 ＝ (８.０４×ＯＤ６６３ ＋２０.２９×ＯＤ６４５) ×

Ｖ / Ｗ×１ ０００ (１)
其中ꎬＶ 为丙酮与无水乙醇混合液体积ꎬＷ 为叶

片鲜重ꎬＯＤ６６３ 为 ６６３ ｎｍ 处的吸光度ꎬＯＤ６４５ 为 ６４５
ｎｍ 处的吸光度ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 抗性材料的获得

使用 ＥＭＳ 诱变连粳 １５ꎬ通过对 Ｍ２代水稻喷洒

有效成分 ８６􀆰 ４ ｇ / ｈｍ２甲咪唑烟酸进行抗性筛选ꎮ 喷

洒甲咪唑烟酸 １４ ｄ 后ꎬ抗性植株生长正常ꎬ叶片绿

色ꎻ非抗性植株叶片发黄、枯萎ꎬ生长停滞(图 １)ꎮ

连续自交 ３ 代后ꎬ经甲咪唑烟酸除草剂处理后无性

状分离现象ꎬ证明突变体具有稳定的遗传抗性ꎮ

图 １　 喷施甲咪唑烟酸后 １４ ｄ 的 Ｍ２代抗性植株

Ｆｉｇ.１ 　 Ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｌａｎｔｓ ｉｎ Ｍ２ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ａｔ １４ ｄ ａｆｔｅｒ

ｓｐｒａｙｉｎｇ ｗｉｔｈ ｉｍａｚａｐｉｃ

２.２　 突变体和野生型水稻杂交后代的抗性分离

３ 个杂交组合 Ｆ２代植株喷施甲咪唑烟酸处理后

１４ ｄꎬ各材料抗性植株与非抗性植株数量统计结果

如表 １ 所示ꎮ 从表中可以看出ꎬ嘉花与突变体杂交

Ｆ２代中ꎬ总共有 １４２ 株正常生长ꎬ有 ５０ 株死亡ꎻ淮稻

５ 号与突变体杂交 Ｆ２代中ꎬ总共有 １４３ 株正常生长ꎬ
有 ４９ 株死亡ꎻ苏秀 ８６７ 与突变体杂交 Ｆ２代中ꎬ总共

有 １４６ 株正常生长ꎬ有 ４６ 株死亡ꎮ ３ 个 Ｆ２代抗性植

株与非抗感性植株的比例均约为３ ∶ １ꎬ用 ３ 个杂交

组合嘉花×突变体、淮稻 ５ 号×突变体、苏秀 ８６７×突
变体 Ｆ２代群体的抗性株数与感性株数进行卡方检

验ꎬ χ２ 分 别 为 ０. １１１、 ０. ０２８、 ０. １１１ꎬ 均 低 于 χ２
０.０５

(３􀆰 ８４１)ꎬ说明本研究得到的抗性突变体受显性单

基因控制ꎬＦ２群体单性状分离比满足３ ∶ １ 的规律ꎮ

表 １　 杂交组合 Ｆ２代水稻抗性分离

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｉｎ Ｆ２ ｈｙｂｒｉｄ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

组合　 抗性
株数

非抗性
株数 总株数 卡方值 Ｐ 值

嘉花×突变体 １４２ ５０ １９２ ０.１１１ <０.０５

淮稻 ５ 号×突变体 １４３ ４９ １９２ ０.０２８ <０.０５

苏秀 ８６７×突变体 １４６ ４６ １９２ ０.１１１ <０.０５

２.３　 ＡＬＳ 基因序列

野生型和突变体 ＡＬＳ 基因克隆结果表明ꎬ水稻

ＡＬＳ 基因是由单一的外显子组成ꎬ内部没有内含子
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区域ꎬ基因全长２ ３５２ ｂｐꎬ编码序列(ＣＤＳ)全长１ ９３５
ｂｐꎬ编码 ６４４ 个氨基酸ꎮ 突变体和野生型的核苷酸

序列和氨基酸序列比对分析发现ꎬ突变体 ＡＬＳ 基因

核苷酸序列在第１ ８８０位的碱基由 Ｇ 突变为碱基 Ａꎬ
ＡＬＳ 蛋白氨基酸序列中第 ６２７ 个氨基酸由丝氨酸突

变为天冬酰胺(图 ２)ꎮ

图中箭头处为 ＡＬＳ 蛋白氨基酸序列中第 ６２７ 个氨基酸ꎮ
图 ２　 野生型和突变体水稻材料 ＡＬＳ 基因编码氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.２　 Ｐａｉｒｗｉｓｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＡＬＳ ｇｅｎｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ｒｉｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

２.４　 突变体水稻对不同 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂的

抗性

　 　 喷施 ５ 种不同 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂后植株的表

型如图 ３ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ喷施咪唑啉酮类

除草剂甲咪唑烟酸、甲氧咪草烟和咪唑乙烟酸处理

后 ７ ｄꎬ野生型植株均出现生长停滞、叶片和茎秆发

黄等现象ꎻ处理后 １４ ｄꎬ野生型植株全部死亡(图
３Ａ)ꎮ 而喷施咪唑啉酮类除草剂甲咪唑烟酸、甲氧

咪草烟和咪唑乙烟酸处理后 ７ ｄ 和 １４ ｄꎬ突变体植

株都能保持正常生长(图 ３Ｂ)ꎮ 喷施磺酰脲类除草

剂烟嘧磺隆处理后 ７ ｄꎬ野生型植株和突变体植株都

出现生长停滞现象ꎻ处理后 １４ ｄꎬ野生型植株死亡ꎬ
突变体植株出现叶片、茎秆发黄(图 ３Ｂ)ꎮ 同样ꎬ喷
施同属于磺酰脲类除草剂的甲基二磺隆处理后 ７ ｄ

和 １４ ｄꎬ野生型植株和突变体植株均出现生长停滞ꎬ
但处理后 １４ ｄ 植株未死亡ꎬ说明当前使用浓度的甲

基二磺隆除草剂尚未能导致水稻植株死亡(图 ３)ꎮ
上述结果表明ꎬ水稻 ＡＬＳ 蛋白氨基酸序列中第 ６２７
个氨基酸的突变会导致植株对甲咪唑烟酸、甲氧咪

草烟和咪唑乙烟酸除草剂产生较强的抗性ꎬ而对甲

基二磺隆和烟嘧磺隆除草剂的抗性相对较差ꎮ
２.５　 ＡＬＳ 活性

喷施 ５ 种不同 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂后 １ ｄ 和 ３
ｄꎬ野生型和突变体叶片 ＡＬＳ 活性如图 ４ 所示ꎮ 从图

中可以看出ꎬ野生型植株喷施 ５ 种不同除草剂后 １ ｄ
和 ３ ｄꎬ植株叶片 ＡＬＳ 活性均极显著低于喷施无菌水

对照ꎮ 喷施甲咪唑烟酸、甲氧咪草烟、咪唑乙烟酸、
甲基二磺隆、烟嘧磺隆后 １ ｄꎬ野生型植株叶片 ＡＬＳ
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活性分别为喷施无菌水对照的 ３２􀆰 ０％、 ３６􀆰 １％、
２９􀆰 ４％、６１􀆰 ３％、３２􀆰 １％ꎻ喷施甲咪唑烟酸、甲氧咪草

烟、咪唑乙烟酸、甲基二磺隆、烟嘧磺隆后 ３ ｄꎬ野生

型植株叶片 ＡＬＳ 活性分别为喷施无菌水对照的

４２􀆰 １％、３６􀆰 ５％、３５􀆰 ７％、６３􀆰 ２％、３５􀆰 ８％ꎮ 突变体植

株喷施甲咪唑烟酸、甲氧咪草烟、咪唑乙烟酸后 １ ｄ
和 ３ ｄꎬ植株叶片 ＡＬＳ 活性与喷施无菌水对照无显著

差异ꎬ而喷施甲基二磺隆、烟嘧磺隆后 １ ｄꎬ叶片 ＡＬＳ

活性分别为喷施无菌水对照的 ６５􀆰 ７％、７６􀆰 ９％ꎬ喷施

甲基二磺隆、烟嘧磺隆后 ３ ｄꎬ叶片 ＡＬＳ 活性分别为

喷施无菌水对照的 ６９􀆰 ０％、７７􀆰 １％ꎮ 上述结果说明ꎬ
５ 种 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂对野生型植株 ＡＬＳ 活性均

有较大影响ꎬ而喷施甲咪唑烟酸、甲氧咪草烟和咪唑

乙烟酸等除草剂对突变体植株 ＡＬＳ 活性影响不大ꎬ
喷施甲基二磺隆和烟嘧磺隆除草剂对突变体植株

ＡＬＳ 活性有一定影响ꎮ

Ａ:野生型水稻ꎻＢ:突变体水稻ꎻ１:喷施无菌水处理ꎻ２:喷施甲氧咪草烟处理ꎻ３:喷施甲咪唑烟酸处理ꎻ４:喷施咪唑乙烟酸处理ꎻ５:喷施甲基二

磺隆处理ꎻ６:喷施烟嘧磺隆处理ꎮ
图 ３　 野生型和突变体水稻材料喷施不同 ＡＬＳ 抑制类除草剂后的表型

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ｒｉｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｆｔｅｒ ｓｐｒａｙｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＡＬＳ￣ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅｓ

Ａ:野生型ꎻＢ:突变体ꎮ 图柱上∗∗表示喷施除草剂处理与喷施无菌水对照差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ ＡＬＳ 相对活力:喷施除草剂处理与喷施无

菌水对照 ＡＬＳ 活性比值ꎮ
图 ４　 喷施 ５ 种不同 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂对野生型和突变体叶片乙酰乳酸合成酶(ＡＬＳ)活性的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｐｒａｙｉｎｇ ｆｉｖｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＡＬＳ￣ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅｓ ｏｎ ａｃｅｔｏｌａｃｔａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ (ＡＬＳ) ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ
ｐｌａｎｔｓ

２.６　 水稻植株鲜重

喷施不同 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂后 １４ ｄꎬ野生型

连粳 １５ 植株及突变体植株茎叶鲜重和根系鲜重如

表 ２ 所示ꎮ 从表中可以看出ꎬ喷施 ５ 种 ＡＬＳ 抑制剂

类除草剂后ꎬ野生型植株茎叶和根系鲜重均显著低

于喷施无菌水对照(ＣＫ)ꎮ 其中ꎬ甲氧咪草烟处理后

野生型的茎叶鲜重比 ＣＫ 减少 ８４􀆰 ７％ꎬ咪唑乙烟酸

处理后野生型植株根系鲜重比 ＣＫ 减少 ８１􀆰 ３％ꎮ 甲
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基二磺隆处理后野生型植株茎叶和根系鲜重分别比

ＣＫ 减少 ５１􀆰 ７％和 ５４􀆰 ６％ꎬ损失最小ꎮ 喷施甲咪唑

烟酸、甲氧咪草烟、咪唑乙烟酸后ꎬ突变体植株茎叶

和根系鲜重与 ＣＫ 无显著差异ꎻ喷施甲基二磺隆处

理后ꎬ突变体植株茎叶和根系鲜重分别比 ＣＫ 下降

５４􀆰 １％和 ５２􀆰 ２％ꎻ喷施烟嘧磺隆处理后ꎬ突变体植株

茎叶和根系鲜重分别比 ＣＫ 下降 ４７􀆰 ５％、３７􀆰 ４％ꎮ
上述结果说明ꎬ使用当前浓度的 ３ 种咪唑啉酮类除

草剂对突变体水稻的生长影响较小ꎮ 因此ꎬ利用该

突变体可以在生产上培育一些抗咪唑啉酮类除草剂

的水稻品种ꎬ为水稻抗除草剂育种提供基础ꎮ

表 ２　 水稻茎叶和根系鲜重

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｈｏｏｔｓ ａｎｄ ｒｏｏｔｓ

处理　 　

野生型

单株茎
叶鲜重
(ｍｇ)

单株根
系鲜重
(ｍｇ)

突变体

单株茎
叶鲜重
(ｍｇ)

单株根
系鲜重
(ｍｇ)

喷施无菌水对照(ＣＫ) ５８８ａ ２６０ａ ５１２ａ ２３０ａ
喷施甲氧咪草烟 ９０ｃ ５９ｃ ４９３ａ ２１２ａ
喷施甲咪唑烟酸 ９６ｃ ５６ｃ ４５０ａ １９５ａ
喷施咪唑乙烟酸 ９５ｃ ４９ｃ ４５４ａ ２０３ａ
喷施甲基二磺隆 ２８４ｂ １４２ｂ ２３５ｂ １１０ｂ
喷施烟嘧磺隆 １１７ｃ ５０ｃ ２６９ｂ １４４ｂ
同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

２.７　 叶绿素总含量

喷施不同 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂后 １４ ｄꎬ野生型

连粳 １５ 植株及其抗除草剂突变体植株叶片叶绿素

总含量如图 ５ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ喷施无菌水

对照(ＣＫ)的野生型植株和突变体植株叶片叶绿素

含量分别为２ １６４ μｇ / ｇ和２ １７８ μｇ / ｇꎮ 喷施甲咪唑

烟酸、甲氧咪草烟和咪唑乙烟酸处理的野生型植株

叶片叶绿素含量分别为 ８６ μｇ / ｇ、１１２ μｇ / ｇ和 ７１
μｇ / ｇꎬ均极显著低于 ＣＫꎮ 喷施甲咪唑烟酸、甲氧咪

草烟和咪唑乙烟酸处理的突变体植株叶片叶绿素含

量分别为２ ０７５ μｇ / ｇ、２ １３９ μｇ / ｇ和２ ０４８ μｇ / ｇꎬ与
ＣＫ 无显著差异ꎮ 喷施甲基二磺隆处理的野生型植

株和突变体植株叶片叶绿素含量分别为 ９４３ μｇ / ｇ
和 ７９３ μｇ / ｇꎬ分别比 ＣＫ 下降 ５６􀆰 ４２％和 ６３. ５９％ꎮ
喷施烟嘧磺隆处理的野生型植株和突变体植株叶片

叶绿素含量分别为 ２６１ μｇ / ｇ和 ８３９ μｇ / ｇꎬ分别比

ＣＫ 下降 ８７.９４％和 ６１.４８％ꎮ 上述结果说明ꎬ本研究

构建的突变体植株叶片在喷施甲氧咪草烟、甲咪唑

烟酸和咪唑乙烟酸处理后仍然保持较高水平的叶绿

素含量ꎬ而喷施甲基二磺隆和烟嘧磺隆处理均对突

变体植株叶片叶绿素含量造成显著影响ꎮ

图柱上∗∗、∗分别表示喷施除草剂处理与喷施无菌水对照存在极显著差异(Ｐ<０.０１)和显著差异(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ５　 喷施不同 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂对野生型连粳 １５ 和突变体叶片叶绿素含量的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｐｒａｙｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＡＬＳ￣ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅｓ ｏｎ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ Ｌｉａｎｊｉｎｇ １５ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｕｔａｎｔｓ

３　 讨 论

目前ꎬ植物对除草剂抗性机制大致可分为靶标

抗性 ( Ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬ ＴＳＲ) 和非靶标抗性

(Ｎｏｎ￣ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬＮＴＳＲ)两类[１４ꎬ２５￣２７]ꎮ 靶标

抗性是通过靶标基因作用位点的突变阻止酶与除草

剂的结合ꎬ从而使植物对除草剂产生抗性[２８]ꎮ 目前

大多数 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂抗性材料都是通过诱导

植物 ＡＬＳ 基因中碱基突变而得到[２９￣３０]ꎮ 本研究构

建的突变体材料ꎬ正是由于 ＡＬＳ 基因碱基突变导致

ＡＬＳ 蛋白氨基酸序列中第 ６２７ 个氨基酸由丝氨酸突

变为天冬酰胺而获得对咪唑啉酮类除草剂的抗性ꎮ
本研究结果表明ꎬ喷施咪唑啉酮类除草剂后的 １ ｄ
和 ３ ｄꎬ野生型植株 ＡＬＳ 活性显著低于喷施无菌水对
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照(ＣＫ)ꎬ而突变体植株 ＡＬＳ 活性与 ＣＫ 无显著差

异ꎬ其原因可能是天冬酰胺比丝氨酸具有更大空间

位阻ꎬ能阻止咪唑啉酮类除草剂与 ＡＬＳ 结合ꎬ从而保

持植物 ＡＬＳ 活性及其合成支链氨基酸能力ꎮ
非靶标抗性的产生是通过减少除草剂吸收和转

运、增强除草剂的植物体内代谢降解等方式来实现ꎮ
这些过程通常与植物一些特定的基因家族相

关[３１￣３２]ꎮ 细胞色素 Ｐ４５０ 单加氧酶基因 ＣＹＰ７２Ａ３１、
ＣＹＰ８１Ａ６ 能提升拟南芥和水稻植株的代谢水平ꎬ从
而加速植株吸收到体内的除草剂降解[３３￣３４]ꎮ 谷胱

甘肽 Ｓ￣转移酶、葡萄糖基和芳基酰化酶以及其他转

移酶等亦具有类似的功能[２６]ꎮ 白苞猩猩草 (Ｅｕ￣
ｐｈｏｒｂｉａ ｈｅｔｅｒｏｐｈｙｌｌａ Ｌ.)突变体植株 ＡＬＳ 基因碱基突

变导致 ＡＬＳ 蛋白氨基酸序列中第 ６５３ 个氨基酸(同
水稻 ＡＬＳ 蛋白氨基酸序列中第 ６２７ 个氨基酸)由丝

氨酸突变为天冬酰胺后ꎬ突变植株对咪唑啉酮类除

草剂抗性比野生型植株提升约 １６ 倍ꎻ喷施甲氧咪草

烟处理后 ９６ ｈꎬ突变体植株和野生型植株体内的除

草剂积累量无显著差异ꎬ但野生型植株根系和茎叶

中除草剂含量占比为３０ ∶ ７０ꎬ而突变体根系和茎叶

中除草剂含量占比为７６ ∶ ２４ꎬ这说明植物吸收的除

草剂体内分配模式对植物的除草剂耐受性有较大影

响[３５]ꎮ 本研究虽然获得了对 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂

抗性较好的水稻突变体材料ꎬ但其对除草剂的吸收、
分配及体内降解机制尚有待进一步分析ꎮ

４　 结 论

本研究以连粳 １５ 为材料ꎬ利用 ＥＭＳ 诱变和喷

施甲咪唑烟酸处理ꎬ筛选获得了可稳定遗传的抗性

突变体材料ꎮ 突变体 ＡＬＳ 蛋白氨基酸序列中第 ６２７
个氨基酸由丝氨酸突变为天冬酰胺ꎮ 突变体对咪唑

啉酮类除草剂有较强抗性ꎬ但对磺酰脲类除草剂抗

性相对较差ꎮ
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