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水稻乙酰乳酸合酶Ala179Val突变赋予ALS

抑制剂类除草剂广谱抗性

安 晨 1，韶 也 2，彭 彦 2，毛毕刚 1，2，赵炳然 1，2

（1湖南大学生物学院隆平分院，长沙 410125； 2湖南杂交水稻研究中心杂交水稻全国重点实验室，长沙 410125）

摘要： 为了鉴定新型水稻突变体ALS179对乙酰乳酸合酶（ALS，acetolactate synthase）抑制剂类除草剂的抗性，本研究以野

生型水稻华航31（HH31）、耐咪唑啉酮除草剂水稻ALS627突变体和甲基磺酸乙酯（EMS，ethyl methyl sulfone）诱变的新型水稻突

变体ALS179为试验材料，通过不同浓度下的4类乙酰乳酸合酶抑制剂类除草剂包衣浸种和苗期喷施处理，进一步测定表型及相

关酶活性指标来探究突变体ALS179的抗性。结果表明，经过除草剂包衣浸种以及苗期喷施处理后，突变体ALS179对苯磺隆、咪

唑乙烟酸、双草醚及啶磺草胺具有不同程度的抗性，且乙酰乳酸合酶、过氧化物酶、过氧化氢酶和超氧化物歧化酶的活性随除

草剂浓度的升高呈下降趋势。除了20×，30×的咪唑乙烟酸处理条件下过氧化氢酶和过氧化物酶的酶活性低于野生型HH31

外，其他处理条件下ALS179的乙酰乳酸合酶、超氧化物歧化酶、过氧化氢酶和过氧化物酶的酶活性均高于野生型HH31。因此，

本研究发现Ala179Val突变赋予了对ALS抑制剂类除草剂的广谱抗性，为后续ALS类除草剂广谱抗性水稻品系的培育提供遗

传种质资源。
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Ala179Val Mutation in Rice Acetolactate Synthase Confers 
Broad-spectrum Resistance to ALS Inhibitor Herbicides
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Abstract：To characterize the resistance of the novel rice mutant ALS179 to acetolactate synthase （ALS） 

inhibiting herbicides， this study analyzed the Ethyl Methyl Sulfone （EMS）-mutagenized novel rice mutant 

ALS179， together with wild-type Huahang31 （HH31）， imidazolinone-tolerant rice ALS627 mutant， treated by four 

types of ALS-inhibiting herbicides by either seed coating or seedling spray treatment at different concentrations. 

The phenotypes and enzyme activity indexes were further determined to investigate the resistance of the mutant 

ALS179. The results showed that the mutant ALS179 showed various degrees of resistance to benensulfuron， 

imazethapyr， bispyribac-sodium and pyroxsulam after herbicide coating for seed soaking and seedling spraying， 

and the activities of acetolactate synthase， peroxidase， catalase and superoxide dismutase tended to decrease 

with increasing herbicide concentration. The enzyme activities of acetolactate synthase， superoxide dismutase， 

catalase， and peroxidase were higher in ALS179 than in wild-type HH31 under all treatment conditions， except for 

imidazoleisonicotinic acid treatment condition at high concentration where the enzyme activities of catalase and 

peroxidase were lower than those of wild-type HH31. Collectively， we found that the Ala179Val mutation 

conferred broad-spectrum resistance to ALS-inhibiting herbicides and provided genetic germplasm resources for 
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the subsequent breeding of ALS-inhibiting herbicide broad-spectrum resistant rice lines.

Key words： rice；acetolactate synthase；ALS-inhibiting herbicides；broad-spectrum tolerance

水稻（Oryza sativa L.）是世界范围内最重要的

粮食作物之一，而田间杂草是全球粮食生产的一大

重要威胁，影响水稻正常生长发育进而导致产量损

失［1］。随着中国劳动力成本的增加，劳动力从农村

流向城市，中国的水稻种植方式逐渐从密集细致的

移栽转变为轻简栽培［2］，包括直播种植，使得田间杂

草的问题变得越来越严重［3-4］。因此，人们开发了多

种化学除草剂来应对这种问题。然而，化学除草有

着严格的管控，需要在不损害作物的情况下选择性

地杀死杂草。如若操作不当，就会产生药害，导致

作物减产甚至植株死亡［5］。培育具有抗化学除草剂

的水稻是解决该问题的一种有效途径［6］。此外，通

过用除草剂包衣种子的方法可以有效地防除杂草

并杀除自交不育系等种苗，在不伤害农作物的同时

保障两系杂交稻种子的纯度［7-8］。

目前，研究人员主要通过转基因、基因编辑、突

变体筛选等方法获得除草剂抗性水稻［9-11］。例如，

将编码丝菌素乙酰转移酶（PAT，phospinothricin 

acetyl transferase）的吸湿链霉菌基因 pat 转化进水

稻创制的草甘膦抗性水稻 Liberty Link［12］，以及通

过替换 5-烯醇丙酮莽草酸-3-磷酸合成酶（EPSPS，

5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase）的 内

源基因 OsEPSPS（C519T + C528T）获得的草甘膦

抗性水稻突变体 TIPS［13］。前人还通过理化诱变

方法获得了一些除草剂抗性水稻，如对原卟啉原

IX 氧化酶（PPX，protoporphyrinogen oxidase）抑制

剂除草剂的抗性水稻OE2和OE15［14］、抗咪唑啉酮

类除草剂水稻 Clearfield®（CL121 和 CL141） ［15］、对

乙酰辅酶 a 羧化酶（ACCase）抑制剂精喹禾灵具

有抗性的水稻 Provisia™（PV） ［16-17］以及邓兴旺团

队利用 EMS 诱变培育出的具有多种优良性状的

抗除草剂水稻品种洁田稻 001［18］。此外，日本科

学家在天然水稻资源中发现一种新的水稻基因

HIS1可以赋予水稻对 4-羟基苯基丙酮酸双加氧酶

（HPPD，4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase）除

草剂的抗性［19］。

乙酰乳酸合酶（ALS，acetolactate synthase）是

植物合成支链氨基酸（如缬氨酸、亮氨酸和异亮氨

酸）的关键酶，也是植物支链氨基酸生物合成第一

步的催化酶［20］。乙酰乳酸合酶抑制剂类除草剂也

称 ALS 类除草剂，其主要通过抑制 ALS 活性，干

扰 ALS 编码蛋白与底物结合来阻止植物支链氨

基酸的生物合成，从而达到灭杀杂草的目的［17］。

ALS 类除草剂具有活性高、选择性强、生物安全

性高等特点，按照不同的结构可以将其划分为 5

大类，分别是磺酰脲类（SU，sulfonylureas）、咪唑

啉酮类（IMI，imidazolinone）、三唑嘧啶磺酰胺类

（TP，triazolopyrimidines）、嘧 啶 水 杨 酸 类（PTB，

pyrimidinylthio-benzoates）和磺酰氨羰基三唑啉酮

类（SCT，sulfonylamino-carbonyl-triazolinones）［21］。

截至目前，已在栽培稻、野生稻和杂草稻中发现一

系列具有 ALS 抗性的突变位点，主要包含 Ala-96、

Ala-122、Pro-197、Ala-205、Asp-376、Trp-548、Trp-

574、Ser-627、Gly-628、Ser-653 和 Gly-654 等位点的

氨基酸突变。上述大部分位点突变主要分布于

ALS蛋白的高度保守结构域内，可以对多种ALS类

除草剂产生抗性［22-25］。美国利用 Ser-627 培育的抗

咪唑啉酮类除草剂水稻在多个国家进行了商业化

种植［26］，但咪唑啉酮类除草剂（如咪唑乙烟酸）在土

壤残留较长。因此，发掘对ALS类除草剂具有广谱

抗性的水稻，对未来用于大田生产或者通过包衣实

现种子保纯具有重要意义。

前期通过 EMS 诱变获得了两种抗咪唑啉酮

类 除 草 剂 的 水 稻 突 变 体 ALS179 和 ALS627，其 中

ALS627 是目前已知抗性突变位点（Ser-627）抗咪唑

啉酮类除草剂的突变体，而ALS179是一个新的突变

位 点 ，其 第 179 位 氨 基 酸 由 Ala 突 变 为 Val

（Ala179Val）。本研究在对 ALS179进行分子特征鉴

定的基础上，进一步通过除草剂包衣浸种鉴定、苗

期喷施试验以及相关酶活性检测，分析突变体

ALS179对 ALS 不同化学家族中代表性除草剂的抗

性，以期为 ALS 类除草剂广谱抗性水稻的培育提

供新的遗传种质。

1　材料与方法

1.1　试验材料

供试材料为甲基磺酸乙酯（EMS，ethyl methyl 

sulfone）诱变华航 31（HH31，由华南农业大学提供）

获得的耐咪唑啉酮类除草剂抗性水稻突变体ALS627

和ALS179，以及野生型HH31。

1.2　ALS179KASP分子标记的共分离验证

2021 年春在湖南杂交水稻研究中心三亚海棠
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湾南繁基地以抗咪唑啉酮类除草剂水稻ALS179作父

本，以野生型HH31作母本进行杂交，获得 F1；2021

年夏在湖南杂交水稻研究中心长沙金鼎山试验基

地种植 F1，收获 F2种子；F2种子在实验室利用 96孔

板水培，幼苗长至两叶一心期，用咪唑啉酮类除草

剂喷施处理，分别编号取嫩叶，提取 DNA，放入

-20 ℃冰箱保存。

参考水稻基因数据库（https：//www.ricedata.cn/

gene/）中ALS的序列数据，在第 536位碱基处（C-T）

设计KASP分型引物，包括两个特异性正向引物F1-

FAM 和 F2-HEX，以及一个通用反向引物 179-

Reverse。序列信息详见表1。KASP PCR反应体系

（10 μL）：2× Taq Parms PCR Mix 5 μL，DNA 提取

液 1 μL，F1-FAM（10 μmol/L）0.15 μL，F2-HEX

（10 μmol/L）0.15 μL，179-Reverse（10 μmol/L）

0.4 μL，加 ddH2O 补至 10 μL。阴性对照以等量 

ddH2O 代替 DNA 提取液。设置3次生物学重复和3

次技术重复。

KASP标记的PCR反应共需4个阶段，第1 阶段

95 °C 变性持续 10 min；第 2 阶段 95 °C 持续变性

15 s，61 °C 退火 60 s，共 10 个循环（每次循环降低

0.6 °C）；第3阶段95 °C扩增15 s，55 °C退火60 s，共

28个循环；第 4阶段 30 °C读板 30 s。KASP反应使

用Applied Biosystems QuantStudio7进行。

1.3　不同种类ALS除草剂模拟包衣浸种试验

挑取籽粒度饱满的HH31、ALS179和ALS627种子，

浸没在含有 2%的次氯酸钠溶液中消毒 30 min，冲

洗干净后滤出。按照除草剂推荐浓度（1×）配置好5

个梯度（1×、5×、10×、20×、30×）包衣除草剂，在包衣

除草剂溶液下浸种 48 h，使药剂完全渗透进水稻种

子中，滤出，对照组正常清水浸种48 h。之后放置在

37℃恒温培养箱中催芽过夜，在96孔播种板上进行

播种，每种水稻播种 3列，各 24粒，水稻之间留 1~2

列间隙。所有种子均在营养液下水培。待水稻培

养约 10 d后进行拍照，对根系长度、植株高度等数

据进行统计处理，3次生物学重复。所用水培溶液

采用国际水稻所水稻营养液试剂盒配制。因预实

验发现ALS179对氟唑磺隆除草剂不具有抗性，故使

用其他4种ALS类除草剂进行后续试验。包衣除草

剂溶液种类及推荐浓度配置详见表2。

表1　ALS基因KASP标记引物序列

Table 1　ALS gene KASP marker primer sequences

引物名称

Primer

F1-FAM

F2-HEX

179-Reverse

KASP引物序列（5′-3′）
KASP primer sequences（5′-3′）

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCTATGGGCGTCTCCTGGAAGG

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCTATGGGCGTCTCCTGGAAGA

CGCATGATCGGCACCGAC

携带位点

Carrier site

C

T

表2　ALS类代表性除草剂包衣/喷施浓度及稻田土壤消解半衰期

Table 2　Representative herbicide coating/spraying concentration of ALS class and degradation half-life of paddy soil

除草剂类别

Herbicide category

磺酰脲类SU

咪唑啉酮类 IMI

嘧啶水杨酸类PTB

磺酰氨羰基三唑啉酮类SCT

三唑嘧啶磺酰胺类TP

除草剂

Herbicide

10%苯磺隆（可湿性粉剂）

苜草净（5%咪唑乙烟酸水剂）

双草醚（灵跃®15%悬浮剂）

氟唑磺隆（10%可分散油悬浮剂）

啶磺草胺（优先®4%可分散油悬浮剂）

除草剂包衣/喷施浓度（1×）

Herbicide coating/spraying 

concentration（1×）

17.50 mg/L

0.60 mL/L

0.50 mL/L

0.14 mL/L

0.60 mL/L本（4%啶磺草胺）+0.80 mL/L

助（聚醚改性的七甲基三硅氧烷）

土壤消解半衰期（d）

Half-life of soil 

digestion

8.61~10.34

25.66~133.29

1.6~4.3

2.5~4.4

2~13

参考文献

Reference

［27］

［28］

［29］

［30］

［31］

SU： Sulfonylureas； IMI： Imidazolinone； PTB： Pyrimidinylthio-benzoates； SCT： Sulfonylamino-carbonyl-triazolinones； TP： Triazolopyrimidines； 

The same as below
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1.4　4种ALS类除草剂苗期喷施试验

将消毒后的水稻种子浸种 48 h 后催芽。挑选

发芽状况良好的水稻种子播种在96孔播种板中，做

好标记，放置在 1 L的黑色水培盒中置于宁波东南

仪器有限公司生产的人工气候箱中培养，培养条

件：光照条件下，温度 28 ℃，时间 14 h，相对湿度

70%，光照强度43000 lx；黑暗条件下，温度26 ℃，时

间 8 h，相对湿度 65%。将HH31，ALS179，ALS627培养

至两叶一心期（约 15 d），利用苯磺隆、咪唑乙烟酸、

双草醚、啶磺草胺对水稻进行梯度喷施处理，对照

组均匀喷施清水，处理组均匀喷施相同体积、不同

处理浓度的除草剂溶液，总计喷施一次，喷施浓度

为大田推荐浓度下的1×、5×、10×、20×、30×。在处理

后的第 0 d、15 d、25 d时进行拍照。所用除草剂喷

施具体浓度及其土壤消解半衰期详见表2。

1.5　不同除草剂不同浓度下酶活性的测定

采用整株测定法测量水稻的各项酶活性指

标［32］。选取经不同 ALS 类除草剂处理的 HH31 和

ALS179 在处理后的 24 h 进行乙酰乳酸合酶（ALS，

acetolactate synthase）、超 氧 化 物 歧 化 酶（SOD，

superoxide dismutase）、过氧化氢酶（CAT，catalase）、

过氧化物酶（POD，peroxidase）的活性测定，3 次生

物学重复。

1.6　数据收集与分析

利用Microsoft 2019进行数据收集与整理；统计

分析软件 IBM®SPSS®Statistics 26.0 进行单因素

（ANOVA）方差分析及Waller Duncan检验进行多重

比较；Graphpad Prism 8软件进行分析作图。分析所

得柱状图为所示数据的平均值，所得的标准差用误

差线表示。

2　结果与分析

2.1　ALS179突变体抗性共分离验证

根据 ALS179变异位点设计 KASP 分子标记，并

用于杂交 F2群体的基因型分析，结果显示，群体植

株的抗性基因型可以清晰地分成 3类（图 1）。靠近

横坐标位置的蓝色信号仅检测到FAM信号，为野生

型基因型CC，表现为除草剂敏感；靠近纵坐标的绿

色信号仅检测到HEX信号，为纯合抗性植株基因型

TT，中间位置红色信号表示同时检测到 FAM 和

HEX信号，为杂合抗性基因型CT，TT型与CT型均

表现为除草剂抗性，表型统计结果符合孟德尔遗传

定律 3∶1 分离比。因此，该标记可以有效地区分

ALS179群体F2植株的抗性基因型。

图1　KASP标记鉴定F2代分离群体

Fig.1　KASP marker identification of F2 

generation segregating populations

表3　ALS179突变体抗性共分离表型统计

Table 3　Phenotypic statistics of ALS179 mutant resistance 

co-segregation

基因型

Genotypes

CC

CT

TT

表型

Phenotypes

敏感

抗

抗

植株数量

Number of plants

131

247

122

2.2　利用ALS类除草剂模拟除草剂包衣种子研究

2.2.1　4种ALS类除草剂模拟除草剂包衣梯度的研

究　本研究首先利用5种ALS类除草剂进行除草剂

模拟包衣浸种试验，结果显示ALS179对氟唑磺隆不

具有抗性，对其他 4种除草剂具有一定的抗性。因

此，为探究ALS179的抗性水平，本研究利用除氟唑磺

隆外的4种ALS类除草剂进行模拟除草剂包衣梯度

浸种。当培养 10 d 后，ALS179在浸种后均可正常萌

发生长，而HH31的生长受到了明显抑制甚至死亡。

比对ALS179在 4种除草剂的植株长势发现，ALS179对

苯磺隆、咪唑乙烟酸、双草醚的抗性明显强于啶磺

草胺。在 4 种除草剂处理下对 ALS179和 ALS627进行

比较，发现在 10×苯磺隆、10×双草醚以及 5×啶磺草

胺处理下ALS179幼苗还可保持一定的植株长势，但

ALS627却生长受阻或不再发芽。在咪唑乙烟酸梯度

处理下ALS179的幼苗长势与ALS627虽大体一致，但在

30×浓度处理下稍弱于ALS627。这表明两种抗性突

变材料都能在 4种除草剂处理下生长，但随着处理

浓度的升高，植株长势都会受到不同程度的抑制但

均明显强于野生型HH31。且ALS179的受抑制程度

要弱于ALS627。结果表明在苯磺隆、双草醚、啶磺草

胺处理下 ALS179 的抗性水平强于 ALS627，而在 1×、

5×、10×、20×咪唑乙烟酸下两种抗性材料的抗性水

平基本相同（图2）。
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2.2.2　4种ALS类除草剂处理对ALS179幼苗高度和

根系长度的影响　为研究不同除草剂对突变植株

幼苗发育的影响，本研究测定了ALS179的根系长度

和植株高度两种指标。与正常营养液培养的植株

相比，经 1×、5×、10×、20×、30×除草剂包衣后的

ALS179株高与正常培养的ALS179存在显著性差异；在

5×、10×、30×苯磺隆，5×咪唑乙烟酸，20×、30×双草

醚，5×、10×、20×、30×啶磺草胺下ALS179的根系长度

与正常营养液培养的ALS179差异显著，表明除草剂

包衣浸种会对ALS179地上和地下部的生长产生抑制

作用。且随着 4 种 ALS 除草剂浓度的不断升高，

ALS179 的植株高度在不同浓度之间也存在显著差

异。此外，除草剂梯度处理的ALS179根系长度均短

于对照的根系长度，且不同浓度之间存在一定的差

异。表明在进行除草剂包衣浸种后对ALS179地上部

的抑制强于地下部（图3）。

2.3　ALS类除草剂喷施条件下对水稻生长的影响

及酶活性的变化

2.3.1　4种ALS类除草剂喷施对水稻生长的影响　

待培养至两叶一心期时，对3种水稻（HH31，ALS179，

ALS627）进行不同 ALS 类除草剂的梯度喷施处理

（图 4）。在苯磺隆梯度处理 15 d 可以发现，与

ALS179和ALS627相比HH31生长受到较强抑制；处理

25 d 后，HH31、ALS179、ALS627均可正常生长，在 1×、

5×浓度时，HH31 长势与 ALS179基本相同，但在 30×

浓度下，HH31生长受到强烈抑制，ALS627的生长也

暂缓且植株高度明显低于ALS179。在咪唑乙烟酸梯

度处理15 d后，1×和5×条件下HH31开始叶片发黄，

而ALS179和ALS627仍能正常生长；在处理25 d后无论

在何种梯度下，HH31均发黄枯死，而ALS179和ALS627

在 1×和 5×仍能存活，且 ALS627 的高度明显高于

ALS179。在双草醚梯度处理15 d后，HH31从5×浓度

处理下叶片开始发黄，而ALS179和ALS627仍能正常生

长；处理第25 d后，在1×浓度处理下HH31的生长受

到一定抑制，在 5×以上的浓度处理条件下HH31叶

片发黄或植株枯死，而ALS179和ALS627在所有浓度处

理下仍能保持正常的生长，且二者的株高基本一

致。此外，在啶磺草胺梯度处理第 15 d，10×以上的

HH31、ALS179、ALS627均死亡；处理第 25 d，10×、20×、

30×条件下的HH31、ALS179、ALS627基本枯死，而较低

浓度的1×和5×条件下3种水稻仍能存活，且1×条件

下 ALS179的株高明显高于 HH31 和 ALS627。由此可

96孔播种板含3种水稻；虚线最左侧为HH31，两条虚线中间为ALS179，虚线最右侧为ALS627

The 96-well seeding plate contains 3 types of rice； The leftmost dashed line is HH31， the middle of the two dashed lines is ALS179， 

and the rightmost dashed line is ALS627

图2　不同种类不同浓度ALS类除草剂包衣幼苗长势

Fig.2　Seedling development of ALS herbicide coated with different species and concentrations
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见，经梯度喷施25 d后，ALS179和ALS627都对4种除草

剂表现出对不同程度的抗性。其中在30×苯磺隆以

及 1×啶磺草胺处理下 ALS179抗性强于 ALS627；在 5×

咪唑乙烟酸处理时，ALS179抗性要弱于ALS627；而在5

个浓度的双草醚处理下发现 ALS179的抗性水平与

ALS627基本相同。

2.3.2　 4 种 ALS 类除草剂对 HH31 和 ALS179 的

ALS、POD、CAT、SOD酶活性的影响　经过不同浓

度除草剂处理 24 h后，随着 4种除草剂处理浓度的

增加，野生型HH31和ALS179的酶活性在一定程度呈

现下降的趋势（图5）。其中，与HH31相比，随着苯磺

隆和咪唑乙烟酸浓度的增加，ALS179的ALS酶活性下

降趋势相对较缓，而随着双草醚和啶磺草胺浓度的

增加，HH31和ALS179的ALS酶活性快速下降且趋势

基本一致，表明抗性突变体ALS179对于ALS类除草剂

敏感性的下降可能是抗性产生的一个主要原因。

但总体来看经过苯磺隆处理后ALS179的各项酶

活性仍然高于野生型 HH31，表明 ALS179 相较于

HH31对于清除体内活性氧、自由基等物质的能力

较强，能快速恢复正常的新陈代谢。然而，在咪唑

乙烟酸处理下，ALS179 的 SOD 酶活性整体均高于

HH31，但在 20×和 30×下 CAT、POD 的酶活性却低

于 HH31，表明过高浓度的除草剂胁迫会引起水稻

体内保护酶系统的失衡，进而导致植株死亡。此

外，在双草醚处理下ALS179的CAT、SOD酶活性普遍

高于野生型 HH31 且在 1×和 5×处理下呈显著性差

异，但是在高浓度的 20×和 30×处理时差异不显著；

ALS179的 POD 虽总体高于 HH31，但除了 1×下差异

显著，其他处理浓度下均不存在显著性差异。在啶

磺草胺处理下ALS179的各项保护酶的酶活性虽总体

高于HH31，但仅在较低浓度下差异显著，酶活性在

其他处理浓度下均不存在显著性差异。

A、E：苯磺隆；B、F：咪唑乙烟酸；C、G：双草醚；D、H：啶磺草胺；不同字母表示在P＜0.05水平上差异显著，下同

A，E： Tribenuron-methyl； B，F： Imazethapyr； C，G： Bispyribac-sodium； D，H： Pyroxsulam；

Different letters indicated significant difference at P < 0.05，the same as below

图3　不同除草剂处理下ALS179植株高度与根系长度分析

Fig.3　Analysis of plant height and root length of ALS179 under different herbicide treatments
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96孔播种板含3种水稻；每个播种板虚线最左侧为HH31，两条虚线中间为ALS179，虚线最右侧为ALS627

The 96-well seeding plate contains 3 types of rice； In each seeding plate，the leftmost dashed line is HH31， the middle of the two dashed lines is 

ALS179， and the rightmost dashed line is ALS627

图4　3种水稻对不同ALS类除草剂的抗性鉴定

Fig.4　Identification of resistance of three rice varieties to different ALS herbicides

（图5）
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3　讨论

多项研究表明ALS基因上一个或多个位点的突

变会导致ALS结构的改变，从而引起ALS与除草剂

的结合能力变弱，降低植株对除草剂的敏感性［33-34］。

本研究通过EMS诱变获得了除草剂抗性水稻新种

质ALS179。发现其不仅对 IMI类除草剂具有一定抗

性，而且也对SU、PTB、TP类除草剂具有交互抗性。

除草剂喷施结果显示，在咪唑乙烟酸和啶磺草胺的

1×推荐浓度下可保持植株正常生长，在浓度高达

30×的苯磺隆和双草醚处理下也无明显药害反应。

为此，本研究认为ALS179是对多种ALS类除草剂具

有交互抗性的新型水稻材料。

模拟除草剂包衣浸种试验发现，ALS179对 4 种

ALS 类除草剂表现出不同的抗性水平。其中，

ALS179在咪唑乙烟酸、苯磺隆、双草醚处理下表现为

高抗，而对啶磺草胺表现出一定的抵抗；比较两种

水稻突变体发现，除了在 30×咪唑乙烟酸处理下

ALS179的抗性弱于ALS627之外，在其余处理下ALS179

的抗性水平明显强于ALS627。说明ALS627可能对苯

磺隆、双草醚、啶磺草胺的除草剂包衣浸种更加敏

感，而 ALS179在 4 种 ALS 类除草剂包衣后仍能保持

一定的耐受能力。结果表明， ALS179不论是在除草

剂包衣剂的选择还是在种子萌发活力上相较于

ALS627都具有明显优势。

利用除草剂控制田间杂草，提高了劳动效率，

但其引发的环境残留危害不容忽视。在我国南方，

稻田通常一年种植2~3次水稻等作物，包括玉米、油

菜、瓜果等。本研究发现，Ala179Val 突变赋予对

ALS类除草剂广谱抗性。这其中包含有比 IMI类残

留周期时间短、除草效率高的除草剂，例如 SU类、

PTB 类、TP 类等。若利用这些类型除草剂与具有

Ala179Val 突变的 ALS 类除草剂抗性水稻结合使

用，可在一定程度上缓解除草剂残留问题，提高后

茬作物种植的安全性。并且，在实际生产过程中，

由于除草剂的重复喷洒或机械喷施的问题，很容易

造成局部施用超过推荐剂量的情况，导致作物受损

影响产量。本研究发现，Ala179Val赋予的对SU和

PTB 类除草剂抗性是田间推荐剂量的几倍甚至几

十倍。因此，Ala179Val在某种程度上也可提高田间

实际生产应用的安全性。此外，本研究所采用的模

拟除草剂包衣试验对杂交种子除杂保纯的同时减

少土壤中除草剂的药害残留也提供了参考。

ALS 是植物体内支链氨基酸生物合成途径的

关键酶，也是植物体内ALS类除草剂的唯一作用位

点［35］。体外酶活性测定发现，ALS与植物对除草剂

抗性的关系在一定程度上可以通过ALS对除草剂

的敏感程度来进行反映。前人的研究表明ALS对

除草剂敏感性下降可以使得植物产生对ALS类除

草剂的抗性［6，36-37］。本研究也通过体外酶活性试验

测定了ALS酶的活性，发现苯磺隆和咪唑乙烟酸梯

度处理后，野生型HH31的ALS酶活性下降趋势强

于ALS179。由此推测，ALS179的抗性是一种靶位点抗

性机制，是由于ALS对于这两种除草剂敏感性下降

图5　4种ALS类除草剂在不同处理浓度下对水稻ALS、POD、CAT、SOD酶活性的影响

Fig.5　Effects of four ALS herbicides on the activities of ALS， POD， CAT and SOD enzymes in rice under different 

treatment concentrations
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从而产生靶标抗性。

植物体内存在一个多种抗氧化酶相互协调作

用的防御体系，可以抑制活性氧对细胞产生的伤

害［38-40］。本研究发现除草剂处理浓度与保护酶活性

呈负相关，随着除草剂处理浓度的不断提高，HH31

和 ALS179 的 SOD、CAT、POD 酶活性也随之不断降

低，这与马春英［41］在扑草净处理 Jingu21和 Jingu29

下的结果基本一致。此外，在苯磺隆、咪唑乙烟酸、

双草醚处理下发现，ALS179的各项保护酶活性总体

高于 HH31，说明更高的酶活性对活性氧有更强大

的抵御能力，有助于清除水稻体内产生的过氧化离

子，从而减轻除草剂胁迫。研究发现，不同逆境条

件下保护酶体系中发挥主要功能的酶也是不一样

的，它们的活性变化在一定程度上反映了植株受胁

迫的程度［42］。本研究中，ALS179的SOD酶活性整体

均高于HH31，或可表明在受到除草剂胁迫时，SOD

在保护酶系统中发挥着主要功能［43］。然而，在受到

10×以上的咪唑乙烟酸处理时，ALS179体内SOD酶活

性虽高于 HH31，但 CAT、POD 的酶活性却低于

HH31，这可能是处理浓度过高，使得 ALS179无法产

生抗性，与HH31一样死亡，造成酶活性出现差异。

因此，当除草剂施用量超过一定限度时，并不利于

植物的正常生长，甚至会引起生物体内保护酶系统

的失调［44］。

综上，本研究发现了乙酰乳酸合酶 Ala179Val

突变可以赋予水稻对ALS类除草剂的广谱抗性，为

后续ALS类除草剂广谱抗性水稻品系的培育提供

了遗传种质资源。
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