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摘要　近年来，野慈姑犛犪犵犻狋狋犪狉犻犪狋狉犻犳狅犾犻犪Ｌ．在中国东北稻区发生和危害日趋严重，部分稻区使用苄嘧磺隆已无法

有效防除该杂草。为了明确野慈姑抗药性发生的根本原因，本试验从分子水平上对野慈姑抗苄嘧磺隆的机理进行

了研究。通过对抗药性（Ｈ４）和敏感性（Ｓ）野慈姑种群靶标酶乙酰乳酸合成酶（ＡＬＳ）基因片段进行扩增和克隆，比

较其ＤＮＡ序列的差异，确定导致抗药性产生的ＡＬＳ氨基酸突变位点。结果表明，与敏感性野慈姑ＡＬＳ基因相比，

Ｈ４种群第１９７位脯氨酸（Ｐｒｏ）突变为苏氨酸（Ｔｈｒ），该位点的突变可能是Ｈ４野慈姑种群对苄嘧磺隆产生抗药性的

主要原因。ＡＬＳ第１９７位Ｐｒｏ突变为Ｔｈｒ致使对苄嘧磺隆产生抗药性是第一次在野慈姑种群中报道。
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　　野慈姑犛犪犵犻狋狋犪狉犻犪狋狉犻犳狅犾犻犪Ｌ．，泽泻科慈姑属

多年生水生或沼生草本植物，主要分布于热带以及

亚洲的温带地区［１］，是水稻田常见的阔叶杂草之一，

以球茎进行营养繁殖为主。苄嘧磺隆（ｂｅｎｓｕｌｆｕｒｏｎ

ｍｅｔｈｙｌ）属磺酰脲类除草剂，通过抑制植物体内的乙

酰乳酸合成酶ＡＬＳ酶活性，阻止支链氨基酸的合

成，从而导致植物蛋白质合成受损，最终杀死植

物［２３］。自２０世纪８０年代中后期，由于苄嘧磺隆具

有活性高、选择性强、毒性低等特点，在我国东北水

稻产区开始广泛使用，使野慈姑得到了有效防治。

而由于苄嘧磺隆作用位点单一和大量连续使用，导

致了抗苄嘧磺隆的野慈姑大量出现。２０００年前后，

苄嘧磺隆对野慈姑的防效明显下降，野慈姑的发生

和危害日趋严重［４］，相继在吉林省［５］和辽宁省［６］发

现了抗磺酰脲类除草剂的野慈姑种群。

在大多数情况下，杂草对ＡＬＳ抑制剂产生抗药

性是由ＡＬＳ基因一个或几个位点突变所引起
［７］。目

前，在抗ＡＬＳ抑制剂的杂草中，靶标酶上已发现有８

个突变位点（Ａｌａｌ２２，Ｐｒｏｌ９７，Ａｌａ２０５，Ａｓｐ３７６，Ａｒｇ３７７，

Ｔｒｐ５７４，Ｓｅｒ６５３，Ｇｌｙ６５４）发生２８种氨基酸替换，其

中任何一个位点发生突变，均可大幅度降低除草剂品

种与杂草靶标的亲和力［８１０］。Ｇｕｔｔｉｅｒｉ等
［１１］在１９９２年
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对ＡＬＳ抑制剂的抗性是由１９７位脯氨酸突变所引

起，首次从分子水平上研究了杂草抗药性机理。随

着研究技术的发展，更多杂草的ＡＬＳ基因被克隆、

测序、分析，抗药性机理得到更好的解释。

我国东北地区使用苄嘧磺隆防治水稻田杂草具

有较早的历史，根据田间调查和农民的反映，大多数

稻田的野慈姑已经对苄嘧磺隆产生了抗药性。研究

野慈姑对苄嘧磺隆的抗药性问题，对抗药性野慈姑

的治理以及指导农民正确使用除草剂具有重要意

义。本研究从分子水平上确定野慈姑对苄嘧磺隆的

抗药性是由于ＡＬＳ基因突变所引起，并初步明确其

产生抗药性突变的基因位点。为延缓野慈姑抗药性

种群的发展提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料

抗药性野慈姑球茎（Ｈ４）于２０１５年５月采自黑

龙江省双鸭山市宝清县方盛村多年连续使用磺酰脲

类除草剂苄嘧磺隆的稻田，野慈姑已对苄嘧磺隆产

生抗药性。将采集的球茎种植于无孔的塑料花盆内

（２３ｃｍ×１５ｃｍ），置于室外正常水分管理，待其长至

２～３叶期用３０％苄嘧磺隆可湿性粉剂（上海杜邦农

化有限公司）１２０ｇ／ｈｍ２茎叶喷雾处理，处理后存活

的植株继续培养。

对照敏感性野慈姑幼苗（Ｓ）于２０１５年６月采自

辽宁省沈阳市棋盘山风景区远离稻田的湖边（未使

用过除草剂）。将采集的幼苗种植于无孔的塑料花

盆内（２３ｃｍ×１５ｃｍ），置于室外正常水分管理。随

机挑选２０株用３０％苄嘧磺隆可湿性粉剂３０ｇ／ｈｍ２

茎叶喷雾处理，２１ｄ后全部死亡，未处理植株继续培

养。２０１５年１１月上旬从花盆中挖出抗药性和敏感

性球茎分别保存于４℃冰箱中，待用。

取冰箱中保存的大小一致的抗药性（Ｈ４）和敏

感性（Ｓ）野慈姑球茎分别放置于装有清水的培养皿

中，在２８℃光照培养箱内催芽３ｄ后，每盆３个球

茎，分别种植于无孔的塑料盆内（２３ｃｍ×１５ｃｍ）。种

植深度３ｃｍ，保持水层３～５ｃｍ。试验用土为未使用

过除草剂的稻田土。放置于温室中，生长条件为白天

（２５±５）℃，夜间（１４±５）℃。待植株长至３～４叶期，

取幼嫩叶片，放入－８０℃冰箱中保存，待用。

１．２　试验方法

１．２．１　野慈姑ＤＮＡ的提取

用 Ｔｉａｎｇｅｎ 生化科技 （北京）有限公司的

ＤＮＡｓｅｃｕｒｅＰｌａｎｔＫｉｔ提取抗药性（Ｈ４）和敏感性

（Ｓ）野慈姑的ＤＮＡ，各取１０个叶片进行提取。用紫

外分光光度计法检测 ＤＮＡ 的浓度和纯度。用

ＯＤ２６０／ＯＤ２８０衡量ＤＮＡ纯度，比值大于１．９，表明有

ＲＮＡ污染；小于１．６，表明有蛋白质、酚等污染。

１．２．２　野慈姑ＡＬＳ基因片段的扩增和克隆

用表１所列两对引物分别扩增Ｈ４和Ｓ野慈姑

ＤＮＡ，产物包含已报道的８个突变位点。２５μＬ的

ＰＣＲ反应体系中包括：叶片总ＤＮＡ（６０ｎｇ／μＬ）１．０μＬ，

上游和下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１．０μＬ，２×犈狊犜犪狇

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｄｙｅ）１２．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ。ＰＣＲ扩增

反应条件为：９４℃预变性４ｍｉｎ，然后９４℃变性３０ｓ，在

每个引物的最佳退火温度下退火３０ｓ（表１），７２℃延

伸９０ｓ，共３５个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

表１　扩增野慈姑犃犔犛基因片段的引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犪犮犲狋狅犾犪犮狋犪狋犲狊狔狀狋犺犪狊犲犵犲狀犲犻狀犛犪犵犻狋狋犪狉犻犪狋狉犻犳狅犾犻犪

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

扩增片段大小／ｂｐ

Ａｍｐｌｉｃｏｎｓｉｚｅ

已报道的突变位点

Ｔａｒｇｅｔｅｄｍｕｔａｔｉｏｎ

Ｆ１ ＡＧＡＧＧＧＡＧＧＧＴＧＴＣＡＡＡＧＡＣＧ
６４ ９２６ Ａｌａ１２２，Ｐｒｏ１９７，Ａｌａ２０５，Ａｓｐ３７６，Ａｒｇ３７７

Ｒ１ ＴＴＴＣＡＧＧＴＣＧＣＣＡＣＡＧＡＴＡＧＡＧ

Ｆ２ ＴＣＴＧＴＧＧＣＧＡＣＣＴＧＡＡＡＣＴＧ
６２ ７３４ Ｔｒｐ５７４，Ｓｅｒ６５３，Ｇｌｙ６５４

Ｒ２ ＡＣＣＴＣＣＡＣＴＣＧＧＡＡＴＣＡＴＣＧ

　　ＰＣＲ反应结束后，取５μＬ产物，用１．０％琼脂

糖凝胶电泳检测。采用生工生物工程（上海）股份有

限公司ＳａｎＰｒｅｐ柱式ＤＮＡ胶回收试剂盒对ＰＣＲ产

物进行回收纯化，将回收片段与ｐＵＣＴ载体连接，

然后转到大肠杆菌感受态细胞ＤＨ５α中，均匀涂布

于含有Ｘｇａｌ／ＩＰＴＧ的氨苄青霉素抗性的ＬＢ固体培

养基上培养过夜，选择白色菌落挑至含氨苄青霉素的

液体培养基，振荡培养过夜，用生工生物工程（上海）

股份有限公司ＳａｎＰｒｅｐ柱式质粒ＤＮＡ小量抽提试剂

盒提取质粒。对重组质粒按上述ＰＣＲ条件进行扩

·３４１·
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增，并进行电泳检测，出现目的片段的为阳性克隆。

１．２．３　测序及序列分析

阳性克隆的序列测定采用美国 ＡＢＩ公司的

３７３０ＸＬ测序仪和双脱氧链终止法进行，由生工生物

工程（上海）股份有限公司完成。每个种群选取１０

株单个植株用做突变检测，每个片段测序５个阳性

克隆。将测序的序列进行ＢＬＡＳＴｘ比对，然后用

ＤＮＡＭＡＮ８．０对抗药性和敏感性野慈姑ＡＬＳ基

因片段序列进行比对。

２　结果与分析

２．１　犃犔犛基因片段的扩增与克隆

提取的野慈姑Ｈ４和Ｓ种群的ＤＮＡ经紫外分

光光度计检测，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０在１．７～１．９范围内，表

明ＤＮＡ的纯度达到了要求。用两对引物扩增野慈姑

不同种群的ＤＮＡ，分别得到大约９２０ｂｐ和７３０ｂｐ的

片段（图１）。对ＰＣＲ产物进行切胶回收后的产物与

ｐＵＣＴ载体连接、转化，对重组的质粒进行ＰＣＲ鉴

定，获得的片段与最初的两个ＰＣＲ产物大小相同。

２．２　犃犔犛基因片段测定结果

用ＤＮＡＭＡＮ８．０将测序后的两段序列拼接，

得到的序列总长度为１６３４ｂｐ，编码５４７个氨基酸，

在ＮＣＢＩ中进行ＢＬＡＳＴ，与已经登记的野慈姑ＡＬＳ

基因序列同源性达到９９％，证明扩增得到的野慈姑

ＡＬＳ基因序列是正确的。这段序列中不存在内含

子，并且包含了在其他杂草中已经报道的８个氨基

酸突变位点。将得到的抗药性和敏感性野慈姑ＡＬＳ

基因片段和拟南芥 ＡＬＳ基因片段用ＤＮＡＭＡＮ

８．０进行对比，结果（表２）显示，与敏感性野慈姑

种群Ｓ相比，抗药性种群 Ｈ４在第１９７位脯氨酸

都发生了突变，此位点由ＣＣＣ突变成ＡＣＣ（图２），

编码苏氨酸（Ｔｈｒ），所测得的１０个植株在Ｐｒｏ１９７

位都有相同的突变，在已经报道的Ａｌａ１２２、Ａｌａ２０５、

Ａｓｐ３７６、Ａｒｇ３７７、Ｔｒｐ５７４、Ｓｅｒ６５３、Ｇｌｙ６５４位点均没

有产生突变。

图１　两对引物扩增与克隆抗药性和敏感性

野慈姑种群犃犔犛基因片段

犉犻犵．１　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犮犾狅狀犲狅犳犃犔犛犳狉犪犵犿犲狀狋狊犳狉狅犿

狉犲狊犻狊狋犪狀狋犪狀犱狊狌狊犮犲狆狋犻犫犾犲犛犪犵犻狋狋犪狉犻犪狋狉犻犳狅犾犻犪

狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊犫狔狋狑狅狆犪犻狉狊狅犳狆狉犻犿犲狉狊

表２　抗药性与敏感性野慈姑犃犔犛基因及其氨基酸的比较１
）

犜犪犫犾犲２　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋犺犲犃犔犛犵犲狀犲犪狀犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊犳狉狅犿狋犺犲狉犲狊犻狊狋犪狀狋犪狀犱狊狌狊犮犲狆狋犻犫犾犲犛犪犵犻狋狋犪狉犻犪狋狉犻犳狅犾犻犪狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊

种群

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

氨基酸的位置和碱基及相应的氨基酸序列

Ａｍｉｎｏａｃｉｄｐｏｓｉｔｉｏｎ，ｒｅｌａｔｉｖｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄｄｅｒｉｖｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄ

１２２ １９７ ２０５ ３７６ ３７７ ５７４ ６５３ ６５４

Ａ ＧＣＡ ＣＣＴ ＧＣＧ ＧＡＴ ＣＧＴ ＴＧＧ ＡＧＴ ＧＧＴ

Ａｌａ Ｐｒｏ Ａｌａ Ａｓｐ Ａｒｇ Ｔｒｐ Ｓｅｒ Ｇｌｙ

Ｓ ＧＣＧ ＣＣＣ ＧＣＧ ＧＡＴ ＣＧＣ ＴＧＧ ＡＧＴ ＧＧＡ

Ａｌａ Ｐｒｏ Ａｌａ Ａｓｐ Ａｒｇ Ｔｒｐ Ｓｅｒ Ｇｌｙ

Ｈ４ ＧＣＧ ＡＣＣ ＧＣＧ ＧＡＴ ＣＧＣ ＴＧＧ ＡＧＴ ＧＧＡ

Ａｌａ Ｔｈｒ Ａｌａ Ａｓｐ Ａｒｇ Ｔｒｐ Ｓｅｒ Ｇｌｙ

　１）Ａ拟南芥；文中所有氨基酸和基因碱基的编码皆以拟南芥氨基酸和基因碱基编码为标准。

Ａ犃狉犪犫犻犱狅狆狊犻狊狋犺犪犾犻犪狀犪；Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｅｑｕｅｎｃｅｆｏｒｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄｃｏｄｏｎｎｕｍｂｅｒｉｎｇｉｓｔｈｅｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ犃狉犪犫犻犱狅狆狊犻狊狋犺犪犾犻犪狀犪ＡＬＳ

ｇｅｎｅ（ＮＭ１１４７１４．２）．

３　结论与讨论

目前，被研制开发出来的不同结构的ＡＬＳ抑制

剂类除草剂最主要有五大类，即磺酰脲类（ｓｕｌｆｏｎｙ

ｌｕｒｅａ，ＳＵ）、咪唑啉酮类（ｉｍｉｄａｚｏｌｉｎｏｎｅ，ＩＭＩ）、嘧啶硫

代苯甲酸酯类（ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｙｌｔｈｉｏｂｅｎｚｏａｔｅ，ＰＴＢ）、三唑
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并嘧啶类（ｔｒｉａｚｏｌｏｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ，ＴＰ）和磺酰胺羰基三唑

啉酮类（ｓｕｌｆｏｎｙｌａｍｉｎｏｃａｒｂｏｎｙｌｔｒｉａｚｏｌｉｎｏｎｅ，ＳＣＴ），其

中磺酰脲类、三唑并嘧啶类和咪唑啉酮类品种多，被

广泛推广和应用［１２１５］。由于该类除草剂作用位点单

一和大量的重复使用，抗该类除草剂杂草大量出

现［１６］。截至目前，世界各地已有１５９种杂草对ＡＬＳ

抑制剂类除草剂产生了抗药性［１７］。

图２　抗药性和敏感性野慈姑种群测序峰图

犉犻犵．２　犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵狊犲狇狌犲狀犮犲犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狊狅犳狉犲狊犻狊狋犪狀狋

犪狀犱狊狌狊犮犲狆狋犻犫犾犲犛犪犵犻狋狋犪狉犻犪狋狉犻犳狅犾犻犪狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊

国内外有关野慈姑对ＡＬＳ抑制剂类除草剂抗

性机制的研究主要集中在高水平抗性的靶标位点突

变上。Ｉｗａｋａｍｉ等
［１８］研究发现，日本秋田县野慈姑

Ｒ１和Ｒ２两个种群对磺酰脲类除草剂产生了抗药

性，Ｒ１和Ｒ２对苄嘧磺隆及Ｒ１对吡嘧磺隆均表现

高抗，其中抗药性野慈姑种群Ｒ１与敏感性种群Ｓ１

相比，ＡＬＳ基因第１９７位氨基酸由脯氨酸（ＣＣＣ）突

变为丝氨酸（ＴＣＣ），属于靶标抗药性（ｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｒｅ

ｓｉｓｔａｎｃｅ，ＴＳＲ）。Ｗｅｉ等
［６］测定了东北地区两个水

稻田野慈姑种群对苄嘧磺隆的抗药性水平，并通过

与敏感种群ＡＬＳ基因序列进行比较，确定ＡＬＳ基

因Ｐｒｏ１９７Ｌｅｕ和Ｐｒｏ１９７Ｓｅｒ突变引起抗药性野

慈姑ＡＬＳ对该药剂的敏感性降低，是引起其产生抗

药性的原因。

本研究通过对抗药性及敏感性野慈姑ＡＬＳ基

因进行扩增、测序和对比后发现，抗药性Ｈ４野慈姑

种群的ＡＬＳ基因第１９７位脯氨酸（Ｐｒｏ）被苏氨酸

（Ｔｈｒ）取代，这是第一次在野慈姑种群中被发现。

ＡＬＳ基因Ｐｒｏ１９７Ｔｈｒ取代导致杂草对ＡＬＳ抑制

剂类除草剂产生抗药性在前人的研究中已得到证

实。例如：野萝卜犚犪狆犺犪狀狌狊狉犪狆犺犪狀犻狊狋狉狌犿Ｌ．、萤蔺

犛犮犻狉狆狌狊犼狌狀犮狅犻犱犲狊（Ｒｏｘｂ．）、播娘蒿犇犲狊犮狌狉犪犻狀犻犪狊狅狆犺犻犪

Ｌ．和看麦娘犃犾狅狆犲犮狌狉狌狊犪犲狇狌犪犾犻狊Ｓｏｂｏｌ．等，该突变是其

对磺酰脲类除草剂产生抗药性的分子基础［１９２２］。因

此，Ｐｒｏ１９７Ｔｈｒ是导致Ｈ４野慈姑种群对苄嘧磺隆

产生抗药性的重要原因之一。
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４４卷第３期 李绍建等：花生网斑病不同病斑类型及其病原菌致病力差异

对花生叶部病害的抗性［１５］，袁虹霞等测定了河南１３

个花生品种（系）对褐斑病、黑斑病和网斑病的抗

性［１６］，结果均表明供试品种中缺乏免疫和高抗花生

网斑病的花生品种（系）。近年来，花生网斑病的发

生危害规模逐渐增大，危害程度逐年加深，加之抗性

品种（系）相对缺乏，因此生产上急需一批抗性良好

的花生品种（系）来改善花生生产现状。本文结合花

生网斑病病斑类型分布特点，分病斑类型进行花生

抗性品种（系）的筛选，将为花生抗性品种（系）选育

及品种推广提供一种新的思路。

本文研究结果明确了田间花生网斑病的３种不

同病斑类型以及其在河南省各地区的分布情况，这

极大地方便了花生网斑病的田间识别调查。同时还

创造性地对３种不同病斑类型病原菌菌株开展了致

病力差异研究，为更好地研究花生网斑病发生发展

规律、田间防治及花生品种推广提供了重要的理论

依据。
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