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靶标基因突变导致入侵性杂草长芒苋对

咪唑乙烟酸产生抗性

吉美静＃，　黄兆峰＃，　崔海兰，　陈景超，　于海燕，　李香菊

（中国农业科学院植物保护研究所，北京　１００１９３）

摘要　长芒苋犃犿犪狉犪狀狋犺狌狊狆犪犾犿犲狉犻生长迅速，适应性广，繁殖系数高，具有很强的竞争性，已在我国多地定植，对作

物产量及生态环境构成潜在威胁。一旦其对除草剂产生抗性，将大大增加治理难度。本试验研究了采自不同地点

的长芒苋种群对除草剂咪唑乙烟酸的抗性水平和抗性机理。整株生物测定得出，长芒苋疑似抗性种群和敏感种群

对咪唑乙烟酸的ＧＲ５０分别为６５８４．１８ｇ／ｈｍ２和１９．３８ｇ／ｈｍ２，抗性指数（犚犐）高达３３９．７８。对抗性突变位点的分

子检测发现，疑似抗性种群部分植株犃犔犛基因５７４位色氨酸突变为亮氨酸（Ｔｒｐ５７４Ｌｅｕ），部分植株６５３位丝氨

酸突变为天冬氨酸（Ｓｅｒ６５３Ａｓｐ），除此之外，３５％的植株还发生了Ｔｒｐ５７４Ｌｅｕ和Ｓｅｒ６５３Ａｓｐ双位点突变。表

明我国已存在对咪唑乙烟酸产生高水平抗性的长芒苋种群，主要抗性机理为犃犔犛靶标位点突变。本研究首次在

我国发现了长芒苋种群对除草剂咪唑乙烟酸的靶标抗性。而入侵性杂草对除草剂产生抗性也对其治理提出了

新的挑战。
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犓犲狔狑狅狉犱狊　犃犿犪狉犪狀狋犺狌狊狆犪犾犿犲狉犻；　犻狀狏犪狊犻狏犲狑犲犲犱；　犻犿犪狕犲狋犺犪狆狔狉；　狉犲狊犻狊狋犪狀狋犾犲狏犲犾；　犃犔犛犵犲狀犲犿狌狋犪狋犻狅狀狊犻狋犲

　　长芒苋犃犿犪狉犪狀狋犺狌狊狆犪犾犿犲狉犻是一年生苋科

Ａｍａｒａｎｔｈａｃｅａｅ苋属犃犿犪狉犪狀狋犺狌狊异株苋亚属Ｓｕｂ

ｇｅｎ犃犮狀犻犱犪Ｌ．杂草。原产于墨西哥西北部和美国

的南加州至新墨西哥州到得克萨斯一带，后入侵至

世界各地，现欧洲、大洋洲、亚洲等均有分布［１］。其

植株生长迅速，适应性广泛，繁殖系数高，具有很强

的竞争性。长芒苋种子萌发速度快，萌发对环境条

件要求不严［２］；其根系发达，株高可达２～３ｍ
［３４］，

单株结实量达２０万～６０万粒
［２，４］；作为Ｃ４植物，它

具有ＣＯ２ 补偿点低，蒸腾效率高的特点；且植株具

有他感作用。因此，长芒苋能有效利用光能、水分、

营养和空间［５６］，对生境中的其他植物产生生物胁迫

影响［４］。目前长芒苋被美国列为棉田和大豆田１０

大难治杂草，也是最具破坏性和降低经济效益的抗

草甘膦杂草之一。

１９８５年，我国首次在北京市丰台区南苑乡发现

长芒苋［７８］。目前，北京、天津、山东、江苏等地有长

芒苋入侵报道，在耕地、荒地、河滩、沟渠边、村边、铁

路与公路边、仓库周围、加工厂、工地、港口、垃圾场

和饲养场周围等地长芒苋均可生长［７］，并且有多地

蔓延的趋势［９１０］。中东部地区及华北地区，如北京、

天津、河北、河南、山东中西部、山西南部、安徽北部

和陕西中部等地为长芒苋潜在适生区［１１］。与入侵

地的反枝苋犃．狉犲狋狉狅犳犾犲狓狌狊、绿穗苋犃．犺狔犫狉犻犱狌狊等

其他苋属杂草相比，长芒苋植株长势和可塑性更高、

对环境的适应能力更强，对水分、光照、营养的竞争

也更加激烈［６］，并易与本地植物种间杂交，把抗除草

剂基因转移到近缘杂草［１２］。对入侵地生境、农业生

产及生物安全带来潜在隐患。

我们在前期的农田杂草抗性监测工作中发现，

我国部分长芒苋种群对监测的靶标除草剂咪唑乙烟

酸产生抗性。咪唑乙烟酸为咪唑啉酮类除草剂，具

有除草效果好、使用剂量低、毒性小、使用方便等特

点［１３］，一般用于大豆播前土壤处理或苗后茎叶处

理，对长芒苋有较好的防治效果，但长期使用会导致

长芒苋对该药剂产生抗性。国外有多例长芒苋对咪

唑乙烟酸产生抗性的报道。１９９３年，美国的紫花苜

蓿田、大豆田、玉米田、高粱田均发现对咪唑乙烟酸

产生抗性的长芒苋［１４］。近几年，阿根廷、巴西、以色

列等国家也报道了抗 ＡＬＳ抑制剂的长芒苋种

群［１４１５］。目前我国对长芒苋的研究主要集中在扩散

范围［９１０］、分类鉴定［１６］及适生性分析［１７］等方面，尚

无长芒苋对咪唑乙烟酸产生抗性研究的相关报道。

基于此，我们以咪唑乙烟酸为靶标除草剂，采用

生物测定与分子生物学相结合的手段，对监测区域

采集的长芒苋疑似抗性种群进行研究，以明确长芒

苋对咪唑乙烟酸的抗性水平和抗性机理，为入侵性

杂草长芒苋的有效治理提供支撑。

１　材料与方法

１．１　材料

杂草种子：长芒苋疑似抗性种群（种群１）采自

山东省潍坊市，长芒苋敏感种群（种群２）采自北京

市昌平区。

供试药剂及试剂：５％咪唑乙烟酸水剂（ＡＳ），山

东先达农化股份有限公司；植物基因组ＤＮＡ提取

试剂盒、２ｘＰｆｕＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，天根生化科技（北

京）有限公司；犜狉犪狀狊２ＫＤＮＡｍａｒｋｅｒ，北京全式金

生物技术有限公司。

仪器设备：ＡＳＳ４型行走式喷雾塔，ＴｅｅＪｅｔ８００３

扇形喷头，由国家农业信息化工程技术研究中心研

制；ＰＣＲ仪，型号ＡＧ２２３３１，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；

低温离心机，型号Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１７Ｒ，德国Ｅｐｐｅｎ

ｄｏｒｆ公司；全自动数码凝胶图像分析系统，型号

Ｔａｎｏｎ１６００，上海天能科技有限公司；电泳槽，型号

ＪＹＣ６００Ｃ，北京君意东方电泳设备有限公司。

１．２　试验方法

１．２．１　长芒苋抗性水平研究

试验于２０２０年８月－１０月进行，采用盆栽法

培养长芒苋幼苗，自然光照，温度２５～３５℃。于直

径９ｃｍ的盆钵中分别种植疑似抗性种群（种群１）

和敏感种群（种群２），每盆撒播２０粒饱满一致的长

芒苋种子，覆土１～２ｃｍ。将盆钵放入装有水的托

盘中，以盆钵底部渗灌方式供水，每隔３ｄ浇水一

次，保持土壤湿度。幼苗长至２～３叶期间苗，每盆

保留６株分布均匀、长势基本一致的长芒苋植株。
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于长芒苋３～４叶期，以ＡＳＳ４型行走式喷雾塔喷施

除草剂咪唑乙烟酸，喷雾压力０．２７５ＭＰａ，喷液量

３６７．５Ｌ／ｈｍ２。根据前期预试验结果，种群１设８个

处理，分别为７５ｇ／ｈｍ２（１×，田间推荐剂量，按有效

剂量计，下同）、１５０ｇ／ｈｍ２（２×）、３００ｇ／ｈｍ２（４×）、

６００ｇ／ｈｍ２（８×）、１２００ｇ／ｈｍ２（１６×）、２４００ｇ／ｈｍ２

（３２×）、４８００ｇ／ｈｍ２（６４×）和９６００ｇ／ｈｍ２（１２８×）。

种群２设置６个处理，分别为９．３７５ｇ／ｈｍ２（１／８×）、

１８．７５ｇ／ｈｍ２ （１／４×）、３７．５ｇ／ｈｍ２ （１／２×）、

７５ｇ／ｈｍ２（１×）、１５０ｇ／ｈｍ２（２×）和３００ｇ／ｈｍ２

（４×）。每个处理设置３次重复。施药后２１ｄ，剪取

长芒苋地上部分，称量鲜重，计算相对鲜重。

１．２．２　长芒苋抗性机理研究

根据长芒苋犃犔犛基因序列（ＫＹ７８１９２３．１）设计

引物（表１），扩增片段包括犃犔犛基因保守区已报道

的８个突变位点。其中反犃犔犛１１９９ｆ／ｒ扩增片段长

度为１１９９ｂｐ，包括５７４、６５３、６５４等３个位点；反

犃犔犛９２１ｆ／ｒ扩增片段长度为９２１ｂｐ，包括１２２、１９７、

２０５、３７６、３７７等５个位点，引物由北京六合华大基

因科技有限公司合成。参照１．２．１幼苗培养方法种

植长芒苋，待植株长到３～４叶期，分别剪取种群１

和种群２单株的幼嫩叶片（每个种群２０株样本），置

于－８０℃冰箱内保存。

采用植物基因组提取试剂盒提取长芒苋全基因

组ＤＮＡ。ＰＣＲ扩增反应体系（２５μＬ）：２×ＰｆｕＰＣＲ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１０．５μＬ，上下游引物各

０．５μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ。ＰＣＲ程序：９５℃预变性

３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５３℃（犃犔犛９２１ｆ／ｒ）／５５℃（犃犔犛

１１９９ｆ／ｒ）退火３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延

伸１０ｍｉｎ。扩增产物于１％琼脂糖凝胶中进行电泳检

测，并送北京擎科生物技术有限公司进行序列测定。

利用ＳｅｑＭａｎ软件将测序后获得序列与ＧｅｎＢａｎｋ长

芒苋犃犔犛基因序列（ＫＹ７８１９２３．１）进行比对，比较序

列中８个被报道位点的差异性。

表１　扩增部分长芒苋犃犔犛序列引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉狆犪狉狋犻犪犾犃犔犛狅犳犃犿犪狉犪狀狋犺狌狊狆犪犾犿犲狉犻

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

包含位点

Ｃｏｖｅｒｅｄｓｉｔｅ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

扩增片段／ｂｐ

Ａｍｐｌｉｃｏｎｓｉｚｅ

反犃犔犛１１９９ｆ ＴＧＣＣＴＡＡＡＣＣＣＡＣＴＴＡＴＴＣＴＧＣ ５７４，６５３，６５４ ５５ １１９９

反犃犔犛１１９９ｒ ＡＴＣＴＣＣＡＡＣＣＡＡＣＴＡＡＴＡＡＧＣＣ

反犃犔犛９２１ｆ ＴＴＴＧＴＴＴＣＣＣＧＡＴＴＴＡＧＴＣＣＴ １２２，１９７， ５３ 　９２１

反犃犔犛９２１ｒ ＡＡＣＡＡＡＴＣＧＧＣＣＴＴＡＴＣＡＡＣＣ ２０５，３７６，３７７

１．３　数据处理与分析

采用ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１２．５软件进行双逻辑非线性回

归分析，得到剂量反应曲线、相关系数以及ＧＲ５０，并

求得抗性指数犚犐，具体公式如下。

双逻辑非线性回归模型：

犢＝Ｃ＋
Ｄ－Ｃ

１＋（犡／ＧＲ５０）ｂ
。

犢为不同除草剂剂量处理下长芒苋的地上部分

鲜重与对照地上部分鲜重的百分比；Ｃ为待测指标

下限，Ｄ为待测指标上限；犡为除草剂剂量；ＧＲ５０为

鲜重抑制中量，ｂ为斜率。

相对鲜重计算公式：

相对鲜重＝
处理杂草鲜重
对照杂草鲜重×１００％

；

抗性指数犚犐的计算公式：

犚犐＝
抗性种群ＧＲ５０
敏感种群ＧＲ５０

。

２　结果与分析

２．１　长芒苋对咪唑乙烟酸的抗性水平

施用咪唑乙烟酸后，随着施药量逐渐增加，两个

长芒苋种群的生长均受到不同程度的抑制（图１），

主要表现为植株生长停滞，叶片黄化、植株逐渐枯

死。施药后７ｄ，种群２在１／２×下，大部分植株死

亡；而种群１在６４×无植株死亡，１２８×处理，虽然

抑制了植株生长，但仅有１～２株植株死亡。将施药

剂量与药后２１ｄ两个长芒苋种群地上部鲜重利用

双逻辑非线性回归模型进行拟合，得到剂量 反应曲

线（图２），相关系数分别为０．９６、０．９９。由此计算出

种群１和种群２的ＧＲ５０分别为６５８４．１８ｇ／ｈｍ２和

１９．３８ｇ／ｈｍ，抗性指数（犚犐）为３３９．７８。初步得出，

长芒苋种群１对咪唑乙烟酸产生了高水平抗性，而

长芒苋种群２对咪唑乙烟酸敏感。
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图１　不同长芒苋种群对咪唑乙烟酸的敏感性

犉犻犵．１　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊狅犳犃犿犪狉犪狀狋犺狌狊狆犪犾犿犲狉犻狋狅犻犿犪狕犲狋犺犪狆狔狉

　

图２　不同长芒苋种群对咪唑乙烟酸的剂量 反应曲线

犉犻犵．２　犇狅狊犲狉犲狊狆狅狀狊犲犮狌狉狏犲狊狑犻狋犺犻犿犪狕犲狋犺犪狆狔狉

犻狀犃犿犪狉犪狀狋犺狌狊狆犪犾犿犲狉犻

　

２．２　长芒苋对咪唑乙烟酸的抗性机理

上述２对引物扩增长芒苋犃犔犛序列的部分片

段结果如图３所示。通过片段长度可看出，图中条

带为２对引物扩增的目标条带。将测序后长芒苋种

群１、２的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中长芒苋犃犔犛 序列

（ＫＹ７８１９２３．１）进行比对，结果发现种群１的５７４和

６５３位点均发生突变（图４）。进一步分析得出，该种

群基因突变类型为５７４位色氨酸（Ｔｒｐ）突变为亮氨

酸（Ｌｅｕ），６５３位丝氨酸（Ｓｅｒ）突变为天冬氨酸

（Ａｓｐ）；另外，在我们检测的２０株长芒苋植株中，还

发现有７株为Ｔｒｐ５７４Ｌｅｕ和Ｓｅｒ６５３Ａｓｐ的双突

变。种群２的犃犔犛序列未发生突变。可见，靶标突

变是长芒苋抗咪唑乙烟酸机制之一。

图３　长芒苋犃犔犛目的片段电泳图

犉犻犵．３　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狋狅犵狉犪犿狅犳狋犺犲犪犿狆犾犻犳犻犲犱犳狉犪犵犿犲狀狋狅犳犃犔犛犻狀犃犿犪狉犪狀狋犺狌狊狆犪犾犿犲狉犻
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图４　长芒苋犃犔犛基因５７４、６５３位点突变测序峰图

犉犻犵．４　犜犺犲犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狊狅犳犃犔犛犵犲狀犲犿狌狋犪狋犻狅狀狊犪狋５７４犪狀犱６５３犻狀犃犿犪狉犪狀狋犺狌狊狆犪犾犿犲狉犻

　

３　讨论

研究结果表明，目前我国已经存在对咪唑乙烟

酸产生抗性的长芒苋种群，并且为抗性水平较高的

靶标抗性。这也是我国首次发现入侵性杂草对除草

剂产生抗药性。推测种群１产生高水平抗性的原因

有三种可能。第一种可能，长芒苋对除草剂的抗性

基因系由我国本土归化苋属植物（如反枝苋）与长芒

苋杂交引入。长芒苋为雌雄异株植物，易进行种间

杂交。Ｍｏｌｉｎ等
［１２］通过杂交得到了长芒苋和刺苋

犃犿犪狉犪狀狋犺狌狊狊狆犻狀狅狊狌狊的杂交种，并发现抗ＡＬＳ除

草剂基因的转移。陈金奕等［１８］报道反枝苋对咪唑

乙烟酸产生抗性，犃犔犛基因存在３种突变类型，分

别为２０５位丙氨酸被缬氨酸取代，６５３位丝氨酸被

苏氨酸取代，５７４位色氨酸被亮氨酸取代。长芒苋

种群１的突变位点与我国前期报道的对咪唑乙烟酸

产生抗性的反枝苋突变有２个位点相同，这是否由

反枝苋的抗ＡＬＳ基因通过杂交转移到了长芒苋种

群中需进一步验证。第二种可能，长芒苋入侵我国

时便携带抗ＡＬＳ除草剂基因。我国是大豆进口国，

２０１９年，我国大豆进口８８５０万ｔ以上，主要来源于

美国、巴西、阿根廷等国家。目前，美国、阿根廷、巴

西等均发现抗 ＡＬＳ抑制剂长芒苋种群。Ｌａｒｒａｎ

等［１５］２０１７年在阿根廷首次发现了犃犔犛基因发生突

变的长芒苋，突变类型包括１２２位、５７４位和６５３位

三种类型，其中对咪唑乙烟酸的抗性指数达２０６。

Ｋｕｐｐｅｒ等
［１９］报道了 Ｗ５７４Ｌ和Ｓ６５３Ｎ两种突变类

型的巴西长芒苋种群。２０２０年西班牙报道了抗

ＡＬＳ抑制剂的长芒苋生物型
［２０］。由于长芒苋入侵

我国山东时间短，长期使用ＡＬＳ抑制剂使其进化产

生抗性的几率小，而进口大豆等粮食、货物夹带可能

是抗性长芒苋的来源。第三种可能，长芒苋入侵我

国后自然产生了靶基因突变，在ＡＬＳ抑制剂的选择

压下形成了抗性种群。

长芒苋作为外来入侵杂草，产生抗药性无疑会

使我国生态环境和农业生产受到严重影响。资料报

道，美国入侵性杂草造成的作物损失每年约为０．２７

亿美元［２１］。与其他入侵杂草不同的是，长芒苋作为

雌雄异株的植物，可以将抗除草剂基因转移到其他

近缘杂草上。除此以外，长芒苋自身可以进行基因

交换，也是对除草剂抗性增强的因素之一［２２］。国外

由于连续多年使用化学除草剂，使长芒苋产生了多

种抗性生物型。如美国内布拉斯加州报道长芒苋对

ＨＰＰＤ抑制剂（硝磺草酮、苯唑草酮、环磺酮）和光系

统Ⅱ抑制剂（莠去津）产生抗性
［２３］。堪萨斯州发现

了全球首例对草甘膦、氯磺隆、硝磺草酮、莠去津产

生多抗性的长芒苋种群［２４］。阿根廷报道了长芒苋

对三类ＡＬＳ抑制剂（氯嘧磺隆、双氟磺草胺、咪唑乙

烟酸）产生了交互抗性［１５］。巴西报道了对ＥＰＳＰＳ

抑制剂（草甘膦）、ＡＬＳ抑制剂（氯磺隆、甲嘧磺隆、

咪唑乙烟酸）产生多抗性的长芒苋［１９］。因此，为了

降低长芒苋在我国抗性遗传进化以及扩散的风险，

在其治理技术上，应于幼苗期至植株结实期前进行

人工拔除或机械铲除，防止种子成熟后扩散蔓延；加

强境内外植物检疫，杜绝长芒苋种子随农副产品调

运传入新的区域；除此之外，在使用化学除草剂治理

长芒苋时，应坚持多种除草剂科学混用及轮换使用

的原则。
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杂草抗性机理主要包括两类，一类为靶标突

变，一类为非靶标突变。其中靶标突变由于靶标基

因位点发生突变或是靶标酶过量表达［２５］。非靶标

突变则是由于杂草对除草剂的吸收代谢能力增

强，使到达作用靶点的除草剂剂量降低，最终导

致杂草抗药性的产生。本研究明确了我国入侵

性杂草长芒苋对咪唑乙烟酸的抗性水平及主要

抗性机理，发现我国长芒苋对咪唑乙烟酸产生高

水平抗性原因之一是犃犔犛基因发生靶标突变，至

于上述种群是否存在ＡＬＳ抑制剂非靶标抗性有

待进一步探讨。
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