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摘要
!

采用实时荧光定量
R;EM*R

测定了田旋花不同组织$不同叶龄的
:#5#5

基因
LRPT

的相对表达量以及草

甘膦对
:#5#5

基因相对表达量的影响%结果表明"田旋花
:#5#5

基因在不同组织表达量差异显著&在叶的表达

量高于茎和根'该基因在
#

叶期的表达量最高&是
%

叶期的
$&"

倍'在草甘膦处理后&田旋花
:#5#5

基因的表达量

先升高后降低&在处理后
'!F

达最大值%随草甘膦剂量增加&该基因的表达量升高%研究结果可为深入解析田旋

花对草甘膦耐药性机理提供参考%
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烯醇式丙酮酸
E%E

磷酸莽草酸合成酶$

)MIMI

"

)*'&"&$&$#

%是莽草酸途径中的关键酶"莽草酸
E%E

磷酸$

I%M

%和烯醇式丙酮酸$

M)M

%在
)MIMI

的催化

下转化为
"E

烯醇式丙酮酸
E%E

磷酸莽草酸$

)MIM

%

*

$

+

'

草甘膦是目前应用最为广泛的广谱灭生性#内吸传

导型除草剂*

'

+

'它的作用方式是抑制
)MIMI

活性"

阻断芳香族氨基酸如色氨酸#酪氨酸和苯丙氨酸的

生物合成"从而达到除草的目的*

%

+

'由于草甘膦具

有高效#低毒#低残留#无污染等优良特性"使其迅速

成为耐除草剂转基因作物的首选药剂'随着耐草甘

膦转基因作物的大面积种植和草甘膦的广泛使用"

抗&耐草甘膦杂草将不断发生与发展"给农田杂草治

理带来严峻挑战*

!"

+

'到目前为止"全球已有
!'

种杂

草对草甘膦产生了抗药性*

0

+

'
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卷第
!

期 黄兆峰等!田旋花
:#5#5

基因表达特征及草甘膦对其表达的影响

杂草对草甘膦的抗药性可以分为靶标抗性和非

靶标抗性两方面*

.

+

'其中"靶标
:#5#5

突变或过

表达导致的抗药性占主要部分'

靶标
:#5#5

突变'草甘膦靶标
:#5#5

基因

关键部位核苷酸被取代"导致氨基酸类型改变"进而

引起
)MIMI

构象发生变化"致使草甘膦与
)MIMI

结合能力下降"最终导致药效降低*

/#
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'牛筋草

:&67?0<60<*0='

#多花黑麦草
1/&07((7&30
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&/%7(

的
)MIMI$-0

位氨基酸由脯氨酸突变为丝氨酸

$

M?<E$-0EI5?

%或苏氨酸$

M?<E$-0E;F?

%"导致对草甘膦

抗药性*

$-$$

+

'抗草甘膦牛筋草种群
)MIMI

同时存在

$-'

位$

;F?E$-'E3C5

%和
$-0

位$

M?<E$-0E;F?

%两个氨基

酸取代"该种群表现出对草甘膦高抗性*
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:#5#5

过表达'

:#5#5

基因拷贝数增加"过

表达的
)MIMI

提供了充足的酶来满足正常生长发

育的需要"从而表现出对草甘膦抗药性*
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'长芒

苋
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#意大利黑麦草
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#地肤
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等杂

草的
:#5#5

基因在多个染色体上成倍扩增"这些

杂草抗药性均是由于靶标
)MIMI

过表达导致*
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耐草甘膦的狗肝菜
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经草甘膦处理后"

:#5#5

在

转录水平上提高"过表达的
)MIMI

解除了草甘膦的

限制"增加了对草甘膦的耐药性*
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田旋花
!/<G/&G7&7?'%G6<?0?+&

属旋花科旋花

属杂草"该杂草具有庞大的根系"以地下根芽或种子

进行繁殖"生命力极强"防除困难*

'-

+

'已被联合国

粮农组织列为世界上
$/

种危害最严重的杂草之一'

同时"田旋花是最早报道的对草甘膦具有天然耐药

性的杂草之一*

'$

+

"但其耐药性机制至今尚不明确'

前期的研究发现田旋花
)MIMI

并无关键氨基酸位

点突变*

''

+

"由于
)MIMI

过表达是草甘膦抗&耐药性

的重要机理之一"为探究
)MIMI

过表达是否在耐草

甘膦田旋花中存在"本试验以田旋花为试材"比较了

不同组织
:#5#5

基因表达差异"分析了不同叶龄

田旋花
:#5#5

基因
LRPT

相对表达量以及草甘

膦对
:#5#5

基因表达的影响"以期为阐明田旋花

对草甘膦耐药性机理提供理论支撑'

$
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材料与方法

$"$

!

供试材料

田旋花种子采自北京市海淀区上庄镇$

$$0e$.f)

)

!-e$%fP

%'种子经
/-(

硫酸浸泡
%-L81

"洗净后清

水浸泡
'!F

"于恒温箱中
'/g

催芽
$'F

'选萌发长

势相同的种子"每个花盆$

/6L h$-6L

%中播种
0

粒"置于温室内培养$

'"g

&

''g

"相对湿度
!-(

"光

照
$'F

%'待出苗后
'

叶期进行间苗"每盆保留
!

株

长势一致的幼苗继续培养'研究
)MIMI

组织表达

差异时"在田旋花子叶完全展开后取子叶样品"在田

旋花
0

叶期时取根#茎和叶$植株顶部第
$

!

%

片叶%

样品)研究田旋花不同叶龄
)MIMI

表达差异时"取

植株顶部第
$

!

%

片叶)研究草甘膦对
)MIMI

表达

影响时"将田旋花幼苗培养至
0

叶期"用不同剂量

的草甘膦
!0$&'"

#

#''&"

#

$/!"

2

&

FL

'进行茎叶喷

雾处理"分别在处理后
$'

#

'!

#

%0

和
!/F

取样"取植

株顶部第
$

!

%

片叶$约
'--L

2

%"取样后用液氮迅

速冷冻"放入
:/-g

冰箱中保存备用'每个样品或

处理设生物学重复
%

次'

$"!
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引物设计与合成

根据
P*]3

$

F77
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!

"

YYY&16Z8&1CL&18F&
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&%

登录的田旋花
:#5#5

$

)̀ 0#/-%-

%和
$/I?RPT

$

TX'%0-$%&$

%基因序列设计两对特异性引物
)ME

IMIED

和
)MIMIE?

及
$/I?RPTED

和
$/I?RPTE?

$表
$

%'上述引物由北京六合华大公司合成'

表
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本试验所用引物

'()*+$

!

I9.D+94C4+5.307.440C5

1

引物名称

M?8L5?1BL5

序列

I5

@

A5165

$

"fE%f

%

产物长度&
Z

J

M?<9A67C51

2

7F

)MIMIED
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田旋花总
JKL

提取及
/FKL

的合成

按照离心柱式植物总
RPT

提取试剂盒$天根生

化科技公司%的说明提取田旋花不同组织及草甘膦处

理后叶片的总
RPT

'凝胶电泳检测合格后"用于
6,E

PT

的合成'以总
RPT

为模板"用
R;EM*R

试剂盒

$

;BSBRB

%反转录得到
6,PT

"于
:'-g

保存备用'

$"&

!

荧光定量
I?J

分析
4#5#5

表达

采用
T]3."--

实时定量
M*R

仪"以
6,PT

为

模板"按照
IN]R ?̂551M*RUB475?U8=

使用说明

进行
M*R

扩增'反应体系为!

$'&"

"

+'hIN]R

?̂551

"

$

"

+6,PT

"

-&"

"

+

引物"补水至总体积
'"

"

+

'

反应程序为!

#"g$"4

"

0'g'"4

"

%-

个循环'反应

结束后分析荧光值变化曲线和熔解曲线'

!3

值取

平均值'以
$$

!3

法来计算
:#5#5

的表达量'

$/I?RPT

在不同组织及草甘膦处理后表达稳定"

(

"-$
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故该基因被选作内参基因*

''

+

'

$";

!

数据统计与分析

试验数据采用
IMII

数据分析软件进行差异显

著性分析'

!

!

结果与分析

!"$

!

田旋花不同组织
4#5#5

基因表达特征

以田旋花根#茎#叶和子叶为试验材料"测定了
:#B

5#5

基因在不同组织的表达特征'如图
$

所示"

:#5#5

基因在田旋花不同组织中表达量差异显著'在叶中表

达量最高"显著高于在其他组织中的表达量"其次是茎

和子叶"在根中的表达量最低'

:#5#5

基因在茎和子

叶中的表达量与在根中的表达量差异也达显著水平'

图
$

!

田旋花不同组织中
4#5#5

相对表达量
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9+44.,3*+:+*,24#5#5.35.22+9+30

0.44C+4,22.+*5).35M++5
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!

4#5#5

基因在田旋花不同叶龄表达特征

田旋花在不同叶龄分别取顶部第
$

!

%

片叶用

于
:#5#5

基因表达量检测'结果如图
'

所示"田

旋花
:#5#5

基因在
%

#

0

#

#

#

$'

叶期表达量有差异'

在
#

叶期的相对表达量最高"是表达量最低的
%

叶

期的
$&"

倍"

:#5#5

基因在田旋花
#

叶期和
$'

叶

期的表达量差异不显著'

图
!

!

不同叶龄田旋花
4#5#5

相对表达量$

!
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草甘膦处理对田旋花
4#5#5

基因表达的影响

以不同剂量草甘膦处理过的田旋花叶片$

0

叶

期时顶部第
$

!

%

片叶%为试材"利用实时荧光定量

M*R

分析了草甘膦对
:#5#5

基因表达的影响'结

果显示"田旋花
:#5#5

基因在草甘膦$

#''&"

2

&

FL

'

%

处理后呈先升高后降低的趋势"在处理后
'!F

时表

达量达到最高"约为未处理时的
$'

倍"之后逐渐下

降$图
%

%'随着草甘膦剂量的提高"田旋花
:#5#5

基因表达呈增加趋势'

图
%

!

草甘膦处理对田旋花
4#5#5

表达的影响
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讨论

目前"化学除草仍是世界各国防控杂草的主要

方式之一'过度依赖化学除草不但造成抗药性杂草

的发生和发展"而且会对生态环境产生负面影响'

在倡导农药减量#环境保护和绿色发展的背景下"如

何防控抗药性杂草的发生和发展是当前杂草科学研

究的重要内容'而阐明杂草对除草剂抗药性的内在

机制"尤其是解析杂草对世界第一大除草剂草甘膦

的抗&耐药性机制是杂草抗药性研究的首要任务'

为阐明田旋花对草甘膦的天然耐药性机制"作

者在前人研究的基础上推测田旋花对草甘膦耐药性

可能与靶标
:#5#5

基因过表达相关'植物不同器

官对芳香族氨基酸的需求是不同的"而芳香族氨基

酸是莽草酸途径中的产物"

)MIMI

酶是莽草酸途径

中的关键酶"因此
:#5#5

基因在不同组织器官中

的表达量可能不一致*

'%

+

'本研究利用荧光定量方

法对田旋花
:#5#5

基因在不同组织中的表达模式

进行了分析'结果表明"

:#5#5

基因在田旋花根#

茎#叶和子叶均有表达"说明
:#5#5

基因的表达不

具有组织特异性'这一结果与在薤白*

'!

+中
:#5#5

的表达相一致'田旋花
:#5#5

基因在叶中表达量

最高"在陆地棉*

'%

+中也得到了同样的结果'

在外界因子胁迫下"植物体感受外界胁迫信号

(

0-$

(



!"

卷第
!

期 黄兆峰等!田旋花
:#5#5

基因表达特征及草甘膦对其表达的影响

而启动或关闭某些基因的表达"以抵御逆境的危害"

保证植物细胞的正常生理功能和植物体生长发育'

研究表明!植物体内
:#5#5

基因的过量表达可以

提高对草甘膦的耐受性*

$"$.

+

'棉花品系
N$/

在受

到草甘膦的胁迫作用时"植物体内的
)MIMI

酶表达

量呈现增加的趋势*

'"

+

'

IF

>

?

等*

'0

+发现"胡萝卜在

含有草甘膦的培养基上培养"

:#5#5

基因的转录水

平明显增加'此外在狗肝菜和麦冬等杂草中均发现

了草甘膦处理导致
:#5#5

基因表达上调的现

象*

$/$#

+

'但是"长芒苋的
:#5#5

基因表达不受草

甘膦处理的影响*

$"

+

'本研究表明!草甘膦处理可以

引起田旋花
:#5#5

表达量的提高"并且随着草甘

膦剂量的增加"

:#5#5

表达量也升高"这可能是田

旋花对草甘膦耐药性的分子机制'

基因的表达调控受启动子和转录因子调节'田

旋花在草甘膦处理后"

:#5#5

基因上调表达可能与

启动子顺式作用元件或相关转录因子有关'从
:#B

5#5

基因启动子和转录因子入手探究田旋花耐草甘

膦更深层次的机理将是下一步研究重点'
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Ǹ b&)K<CA78<181B678<1

!

J

CB174?54847B177<F5?E

Z868954

*

X

+

&T11ABCR5K85Y<DMCB17]8<C<

2>

"

'-$-

"

0$

!

%$. %!.&

*

/

+

!

*_)PX81

2

6FB<

"

_̀ TP̂ _<1

2d

AB1

"

c_TP̂ *FB<=8B1

"

57

BC&UA7B78<14B19BL

J

C8D86B78<1<D)MIMI

"

2

5156<1D5??54847B165

7<

2

C

>J

F<4B7581

2

<<45

2

?B44

$

:&67?0<60<*0='

%*

X

+

&MCB17B

"

'-$"

"

'!'

$

!

%!

/"# /0/&

*

#

+

!

SQQ,_

"

X̀ ^̀ +TU U

"

M̀ ;;TS

"

57BC&̂ 5159A

J

C86BE

78<1B19B15A

J

C<89

>

7?8

22

5??B

J

895K<CA78<1<DF5?Z86895?54847E

B165816<LL<1YB75?F5L

J

*

X

+

&MCB17MF

>

48<C<

2>

"

'-$/

"

$.0

$

%

%!

$#%' $#%/&

*

$-

+

]T)RIQPIR

"

RQ,R3̂ )̀cX

"

;RTPU

"

57BC&̂C

>J

F<4B75E

?54847B17

2

<<45

2

?B44895178D86B78<1<DBLA7B78<1817F57B?

2

57

51[

>

L5 "E51<C

J>

?AK

>

C4F8O8LB75E%E

J

F<4

J

FB75 4

>

17FB45

*

X

+

&

MCB17MF

>

48<C<

2>

"

'--'

"

$'#

!

$'0" $'."&

*

$$

+

a3,)+^;

"

XTi3)R^_aRTP*3I*Q]

"

57BC&;B?

2

574875

LA7B78<1B19?59A6597?B14C<6B78<1B?5

J

?5451781B

2

C

>J

F<4B75E

?54847B171/&07((7&30

A

&/%7( +BL&Z8<7

>J

5D?<LI

J

B81

*

X

+

&

MCB17MF

>

48<C<

2>

B19]8<6F5L847?

>

"

'-$'

"

"/

!

$0 ''&

*

$'

+
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