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油菜种质M196对ALS类除草剂的交互抗性评价
与抗性基因BnAHAS1-3R的表达分析
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摘要： 为明确抗ALS类除草剂油菜新种质M196的除草剂交互抗性效应及其抗性基因BnAHAS1-3R的功能，本研究以抗

性油菜M196及野生型N131为材料，在油菜苗期3~5叶期，按照田间推荐使用浓度0×、1/4×、1/2×、1×、2×、4×的磺酰脲（SU）、磺

酰胺羧基三唑啉酮（SCT）、咪唑啉酮（IMI）、三唑嘧啶（TP）和嘧啶水杨酸（PB）等5种ALS抑制剂除草剂进行喷施处理，鉴定评

价M196对各类除草剂的抗性效应。结果表明，M196对SU和SCT除草剂交互抗性最强，对 IMI、TP和PB抗性较低。大田鉴

定进一步验证了温室交互抗性结果。转抗性基因BnAHAS1-3R拟南芥功能验证表明，转基因阳性植株对各除草剂交互抗性与

油菜M196的抗性趋势一致。qRT-PCR分析与转基因拟南芥体外酶活抑制试验结果均表明，M196对ALS类除草剂交互抗性

的产生，是由突变靶基因BnAHAS1-3R的表达量增加以及突变靶标酶对除草剂的敏感性下降导致。研究结果为预防和解决利

用抗性基因选育的品种大面积推广后可能带来的杂草抗药性以及抗性基因漂移等问题提供了理论依据。
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Abstract：In order to identify effects of the cross-resistance and the function of resistant genes BnAHAS1-3R 

in germplasm M196， this study examined the resistance effect of rapeseed M196 and N131 （wild type） by 

spraying sulfonylurea， sulfonlyaminocarbonyl-triazolinone， imidazolinone， triazolopyrimidine， and pyrimidyl-

收稿日期： 2024-03-19  网络出版日期： 2024-10-15

URL： https：//doi.org/10.13430/j.cnki.jpgr.20240319002

第一作者主要从事油菜分子遗传学研究，E-mail：1665292344@qq.com；郭月为共同第一作者

通信作者： 胡茂龙，主要从事油菜遗传与分子育种研究，E-mail：huml@jaas.ac.cn

基金项目： 科技创新2030—重大项目 （2023ZD0404203）；国家自然科学基金青年科学基金项目（31901503）；江苏省农业科技自主创新资金项

目（CX（23）1001-1）；江苏省农业生物学重点实验室重大自主科研项目（JKLA2021-ZD02）；国家农业现代产业技术体系建设专项

（CARS-12）；江苏省重点研发计划项目（BE2021405）

Foundation projects： Science and Technology Innovation 2030—Major Program （2023ZD0404203）；Youth Fund of the National Natural Science 

Foundation of China（31901503）；Jiangsu Province Agricultural Science and Technology Independent Innovation Fund Project

（CX（23）1001-1）；Major Independent Research Project of Jiangsu Provincial Key Laboratory of Agricultural Biology

（JKLA2021-ZD02）；National Agricultural Modern Industrial Technology System Construction Project（CARS-12）；Jiangsu 

Province Key Research and Development Project（BE2021405）



植 物 遗 传 资 源 学 报 25 卷

benzoate with different concentration gradients （0， 1/4， 1/2， 1， 2 and 4 times the recommended concentration of 

herbicides in the field）， respectively， at 3-5 leaf stage. Based on the greenhouse and field results， the cross-

resistance of SU and SCT was observed simultaneously to be the strongest， while IMI， TP and PB were lower. 

Results of qRT-PCR and in vitro enzyme inhibition experiments in transgenic Arabidopsis indicated that the cross-

resistance of ALS herbicides was caused by the elevated expression of the mutated allele of BnAHAS1-3R and the 

decrease on enzyme sensitivity to herbicides. The study provides a theoretical basis for preventing and resolving 

the potential problems about weed resistance and drift of resistance gene that may arise from the widespread 

promotion of resistant varieties.

Key words： Brassica napus L.；herbicide resistant new germplasm；cross-resistance；function analysis

油菜是世界四大油料作物之一，是我国第一大

油料作物，菜籽油占我国国产食用植物油来源的半

数以上。然而，田间杂草伴随油菜整个生长周期，

与之争夺阳光、水分、养分、携带病虫害，可导致油

菜减产 15%~50%，同时带来品质下降，严重危害了

油菜产业的高质量发展［1-3］。油菜田间杂草主要包

括阔叶型杂草、禾本科杂草及其他杂草。在农业现

代化进程中，除草剂的化学防治是应用最为广泛的

杂草防控方法［4］，其中ALS类除草剂具有较高的市

场占有率，已成为世界应用最广泛的除草剂之一。

ALS除草剂以乙酰乳酸合酶（ALS，acetolactate 

synthase）为靶标。除草原理主要是阻碍植物支链氨

基酸合成，破坏蛋白质代谢，此外除草剂胁迫还能

造成植物体内 2-酮丁酸或 2-氨基丁酸的积累，重

要代谢通路中间产物的耗尽以及光合、呼吸作用

的破坏等，最终会导致植物死亡从而达到除草目

的［5］。ALS 除草剂以茎叶吸收为主，兼有封闭作

用，具有选择性强、低量高效、杀草谱广、控草期

长、对哺乳动物和环境安全等优点，在作物大田和

非耕地广泛使用［6］。ALS除草剂按化学结构可分为

5 类［7］：磺酰脲（SU，sulfonylurea）、磺酰胺羧基三唑

啉酮（SCT，sulfonlyaminocarbonyl-triazolinone）、咪

唑 啉 酮（IMI，imidazolinone）、三 唑 嘧 啶 类（TP，

triazolopyrimidine）、嘧 啶 水 杨 酸（PB，pyrimidyl-

benzoate）。其中，SU类主要种类有苯磺隆、噻吩磺

隆和苄嘧磺隆等，多用于稻、麦和玉米田，用于阔叶

杂草的防除；SCT类主要种类有噻酮磺隆和氟唑磺

隆等，用于麦田对野燕麦和看麦娘等禾本科杂草和

部分阔叶杂草的防除；IMI类主要种类有咪唑乙烟

酸、咪唑烟酸、甲咪唑烟酸、甲氧咪草烟等，主要作

用于大豆田；TP类主要有五氟磺草胺和双氟磺草胺

等，分别用于稻田和麦田，其对已产生SU抗性的杂

草也有较好的防效；PB类种类有双草醚和嘧啶肟草

醚等，用于稻田防除一年生和多年生杂草。

除草剂交互抗性是一种由于遗传因素改变造成

的，能使植物对不同类型除草剂产生抗性的能力［8］。

多数情况下作物及杂草中ALS除草剂抗性的产生，

与基因突变导致ALS靶标酶氨基酸残基改变，进而

引起植物对除草剂的敏感性下降有关，或者与ALS

基因表达量增加有关。目前已鉴定出的与ALS 除

草剂抗性产生有关的突变位点主要有：Ala122、

Ala205、Asp376、Arg377、Gly654、Pro197、Ser653 和

Trp574（以拟南芥ALS的氨基酸位置计算，下同）［4］。

并且植物对ALS抑制除草剂交互抗性水平的差异

与ALS靶基因发生突变对应的蛋白氨基酸突变类

型有关［9］，如Pro197、Trp574位点突变通常会产生较

高的 SU抗性，但在有些植物中发现其对 IMI和TP

除草剂［10-12］表现为低抗性。Arg377位点改变能使杂

草同时获得 SU、TP 和 SCT 除草剂抗性，而 Asp376

位点突变甚至使野慈姑具有 5 种 ALS 除草剂

抗性［13-14］。

M196 是从高抗 SU 除草剂双位点突变新种质

DS3和野生型N131杂交得到的F2代群体中分离出

的单位点突变抗性新种质［15］。油菜中有BnAHAS1

和BnAHAS3两个高度同源的ALS除草剂抗性靶基

因［6］，M196 抗性源于靶基因 BnAHAS1 对应蛋白的

197位点脯氨酸被亮氨酸替换［15］。前期研究表明，

M196对SU除草剂苯磺隆抗性水平为除草剂推荐

使用剂量的 2~3 倍，对甲基二磺隆抗性水平为 1

倍的推荐使用剂量，但其对其他几种 ALS 除草剂

抗性还不清楚。本研究以油菜种质 M196 为研究

对象，比较鉴定 M196 对 5 类 ALS 抑制除草剂的

交互抗性效应差异，并通过拟南芥转基因试验分

析抗性基因 BnAHAS1-3R 功能。研究结果对进一

步筛选抗性材料适用除草剂范围以提高除草效

果，以及防治未来抗性品种推广利用可能产生的

杂草抗药性和抗性基因漂移等问题都具有重要

意义。
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1　材料与方法

1.1　试验材料

供试野生型油菜N131和抗ALS类除草剂油菜

M196［15］种子，皆由江苏省农业科学院经济作物研

究所提供。

ALS抑制除草剂共选取10种，属于5个不同大

类，每类选取代表性除草剂2种。SU除草剂为苄嘧

磺隆和噻吩磺隆，SCT除草剂为噻酮磺隆和氟唑磺

隆，IMI 除草剂为咪唑乙烟酸和甲氧咪草烟，TP 除

草剂为双氟磺草胺和五氟磺草胺，PB除草剂为双草

醚和嘧啶肟草醚。各除草剂的有效成分含量、田间

推荐使用浓度、制造商等信息详见表1，并将田间推

荐使用浓度记为1×喷药浓度。

1.2　除草剂配比及喷施方法

生长室内处理：于2023年6月江苏省农科院生

长室萌发油菜N131及M196后，移栽至营养土中，

置于人工气候室（光照周期 14 h 光/10 h 暗，温度

23 ℃）中培养至3~5叶期，分别按照10种除草剂田间

推荐使用浓度的0、1/4×、1/2×、1×、2×、4×对油菜幼苗

进行茎叶喷施（表1），每个处理3盆重复，每盆4株。

田间处理：于 2023 年 10 月在江苏省农科院区

试田种植油菜N131及M196。两种材料分区种植，

每个小区分为 5行。每种材料 6个小区对应 5类除

草剂处理（5小区）以及 0×处理组，各除草剂处理小

区每个5行分别对应1/4×，1/2×，1×，2×和4× 不同除

草剂浓度。行长 2 m，行距 0.4 m，每行移栽 20株四

叶一心期油菜幼苗，用一种除草剂的一个浓度进行

处理。移栽 2周后，茎叶喷施噻吩磺隆、噻酮磺隆、

咪唑乙烟酸、双氟磺草胺和双草醚5类除草剂，同类

同种浓度除草剂喷施一行，喷施过程中使用挡板进

行隔离，避免喷洒到相邻行油菜。

1.3　ALS类除草剂交互抗性鉴定

待 N131 及 M196 生长至 3~5 叶期喷施各除草

剂，3周后，采用整株测定法和目测法鉴定油菜抗性

水平。将抗性效应等级分为3类：抗性（植株长势良

好无明显药害）；中抗（植株受到药害叶片褪绿变

黄，但最终未死亡）；敏感（植株死亡）［13］。

1.4　实时荧光定量PCR（qRT-PCR）分析

对室内生长至3~5叶期的N131及M196喷施4×

田间推荐使用浓度的噻吩磺隆、噻酮磺隆、咪唑乙烟

酸、双氟磺草胺和双草醚等除草剂，并在喷施除草剂

后的0 h、12 h、24 h摘取新鲜油菜叶片，液氮速冻后保

存于-80℃冰箱备用。液氮研磨后使用OminiPlant 

RNA Kit（全能型植物RNA提取盒）提取叶片RNA，并

将RNA浓度统一稀释到 500 ng/μL，根据HiFiScript 

gDNA Removal RT MasterMix（快速去基因组逆转录

预混液）试剂盒说明书逆转录得到cDNA。由于油菜

ALS1和ALS3基因编码区序列同源性极高，采用探针

法进行qRT-PCR分析以提高准确性，内参基因选用真

核翻译起始因子 4B（EIF4B）基因［15］。20 μL扩增体

系：3 μL cDNA、10 μL Mix、共3.6 μL扩增引物、0.8 μL

探针引物（p）、2.6 μL ddH2O。扩增程序：95 ℃预变性

5 min；95 ℃变性10 s，60 ℃ 延伸30 s，40个循环。试

验过程包含3个生物学重复及3个技术重复。

qRT-PCR采用ABI7500实时PCR系统（美国应

用生物系统公司），涉及引物及探针序列见表 2，由

南京金斯瑞生物科技有限公司合成，OminiPlant 

表1　除草剂类别、使用浓度及制造商

Table1　Herbicide categories， concentrations and manufacturer

除草剂类别

Herbicide 

category

SU

SCT

IMI

TP

PB

除草剂

Herbicide

10 % 苄嘧磺隆

25 % 噻吩磺隆

99.5 % 噻酮磺隆

70 % 氟唑磺隆

5 % 咪唑乙烟酸

4 % 甲氧咪草烟

50 g/L 双氟磺草胺

25 g/L 五氟磺草胺

10 % 双草醚

5 % 嘧啶肟草醚

田间推荐使用浓度

Recommended concentration 

for field use

20 g/667 m2

8 g/667 m2

4 g/667 m2

20 g/667 m2

133 mL/667 m2

80 mL/667 m2

6 mL/667 m2

80 mL/667 m2

20 mL/667 m2

50 mL/667 m2

对应国标单位浓度

Corresponding to the 

national standard unit 

concentration

0.16 mmol/L

0.17 mmol/L

0.34 mmol/L

1.12 mmol/L

0.72 mmol/L

0.35 mmol/L

2.78 μmol/L

0.34 mmol/L

0.15 mmol/L

0.14 mmol/L

制造商

Manufacturer

江苏快达农化股份有限公司

安徽丰乐农化有限责任公司

美国 TMstandard 公司

爱利思达生物化学品北美有限公司

山东先达化工有限公司

江苏中旗科技股份有限公司

江苏华农生物化学有限公司

科迪华农业科技公司

海特农化有限公司生产

稻农信-青岛闲农抗性杂草防治有限公司
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RNA Kit（全能型植物 RNA 提取盒）和 HiFiScript 

gDNA Removal RT MasterMix（快速去基因组逆转

录预混液）试剂盒购于江苏康为世纪生物科技股份

有限公司，结果采用Origin 2021软件绘制。

1.5　M196的遗传基因抗性转化及PCR鉴定

根据M196的基因序列BnAHAS1-3R［15］，用引物

ALS1-F2*/R2*进行PCR扩增，PCR扩增体系：1.0 μL 

DNA 模板、 10 mmol/L 引物 ALS1-F2*/R2*各 1 μL、

11.0 μ L H2O 、2.0 μ L 10×PCR Buffer 、2.0 μ L 

2 mmol/L dNTPs（2 mmol/L dATP，dGTP，dCTP，

dTTP each）、1.2 μL 25 mmol/L Mg2+、0.8 μL 1 U/L 

KOD Plus Taq 酶。PCR 程序：94 ℃预变性 5 min；

94 ℃变性30 s，60 ℃退火60 s，72 ℃延伸45 s，35个

循环；72 ℃延伸5 min。用Kpn I和Spe I双酶切PCR

回收产物获得目的片段，通过T4连接酶连接到同样

经过双酶切的载体上，获得重组载体 pBnAHAS1-

3R。转化大肠杆菌 DH5α，挑取单菌落测序鉴定。

将测序正确的菌液扩繁、保菌后提取质粒并转入根

癌农杆菌EHA105菌株，采用农杆菌侵染花序法转

化拟南芥，筛选得到纯合株系。

取转基因拟南芥纯合植株新鲜叶片，提取基

因组 DNA。使用特异性引物 UA1-F/R［16］，进行

PCR 鉴定（表 2）。PCR 扩增体系：1.0 μL DNA 模

板、10 mmol/L 引物 UA1-F/R 各 1 μL、13.0 μL H2O、

2.0 μL 10×PCR Buffer、2.0 μL 2 mmol/L dNTPs

（2 mmol/L dATP，dGTP，dCTP，dTTP each）、1.2 μL 

25 mmol/L Mg2+ 、0.8 μL 1 U/L KOD Plus Taq 酶。

PCR程序：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，55 ℃

退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，35 个循环；72 ℃延伸

5 min。PCR扩增产物采用琼脂糖凝胶电泳法进行

鉴定［17］，纯水作为阴性对照。

1.6　转基因拟南芥ALS类除草剂交互抗性鉴定

选用T3代拟南芥转基因阳性株系，编号为T2、

T3、T4，进行交互抗性鉴定。转基因拟南芥培养 3

周后，茎叶喷施田间推荐使用浓度的1/4×、1/2×、1×、

2×、4×的各类ALS除草剂（噻吩磺隆、噻酮磺隆、咪

唑乙烟酸、双氟磺草胺和双草醚）。

1.7　转基因拟南芥体外酶活试验

参照Yoon等［18］方法提取ALS粗酶液进行体外酶

活试验，以丙酮酸钠为底物，添加浓度梯度0、1、10、

50、100、300、500和700 μmol/L的除草剂标准品（噻吩

磺隆、噻酮磺隆、咪唑乙烟酸、双氟磺草胺和双草醚），

在波长530 nm处测定产物乙偶姻OD值，并根据乙偶

姻标准曲线计算相应OD值处乙偶姻的浓度［16，19］，试

验包含3个生物学及3个技术重复。除草剂标准品

99.3 %噻吩磺隆、98 %咪唑乙烟酸、98 %双氟磺草胺、

98 %双草醚均购于上海阿拉丁生化科技股份有限公

司；99.5 %噻酮磺隆购于美国TMstandard公司。

结果采用Microsoft Excel 2007软件进行分析，

Origin 2021软件进行绘制。酶活计算公式为：相对

酶活（%）=处理组乙偶姻浓度/对照组乙偶姻×100 %。

2　结果与分析

2.1　5类ALS抑制类除草剂交互抗性鉴定

2.1.1　M196室内交互抗性　野生型油菜 N131 在

喷施 5类ALS除草剂 3周后植株均死亡，抗性种质

M196在喷施 5类ALS除草剂后表现出不同程度的

抗性（图1）。M196在喷施田间推荐使用浓度的1/2

表2　本研究中所用到的引物序列

Table 2　The primers sequences used in study

引物

Primer

ALS1-F1

ALS1-R1

ALS1-F2*

ALS1-R2*

ALS1-F2

ALS1-R2

ALS1-P

EIF4B-F

EIF4B-R

EIF4B-P

UA1-F

UA1-R

引物序列 （5´→3 ）́

Sequence （5´→3 ）́

AGAACAGTTAGATCCAC

CAGCTTCATCTCTCAGTA

CGCGGTACCTCATCTCTCTCTCCTCTAACC

CGCACTAGTGATCACCAGCTTCATCTCTC

TTCTCCTTAACCCCACAGAAAGA

GGGAGCGTAGCGGGAGAC

CCGTCAATGTCGCACCTCCTTCC

GTGAGCTGGACGACAAAGTC

CTCTGATCATCGGCAGGTCT

TGCCTGCACCAGACCCGGGT

GCCCTGCCTTCATACGCTAT

TCTGCTAACCCGCTGACGAG

用途

Use

基因克隆

基因克隆

载体构建

载体构建

qRT-PCR

qRT-PCR

qRT-PCR探针

qRT-PCR

qRT-PCR

qRT-PCR探针

转基因植株PCR鉴定

转基因植株PCR鉴定
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M196 N131

M196 N131 M196 N131

M196 N131 M196 N131

M R S M R S M R

S M R S M R S M R

S M RS M R

S M R S M R

SU SCT IMI

TP PB

M196 N131

S表示经除草剂处理后植株表现敏感；M表示经除草剂处理后植株表现中抗；R表示经除草剂处理后植株表现抗性；0×、1/4×、 1/2×、1×、 2×和

4× 分别表示为0、1/4、1/2、1、2和4倍田间推荐施用除草剂浓度，对应国标单位浓度详见表1；下同

S indicates that the plants are sensitive to herbicide treatment； M indicates that plants exhibit mid-resistance after herbicide treatment； R indicates 

plants confer resistance to herbicide treatment； 0×， 1/4×， 1/2×， 1×， 2× and 4× represent 0， 1/4， 1/2， 1， 2 and 4 times the recommended field 

concentrations， the corresponding national standard unit concentrations are shown in Table 1 in details； The same as below

图1　M196和N131室内喷施5类ALS除草剂3周后交互抗性鉴定结果

Fig. 1　Cross-resistance evaluation of M196 and N131 by spraying five ALS herbicides after 3 weeks in room
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倍及更低剂量的5类除草剂时，植株生长不受影响，
表现出较好的抗性；当 5类除草剂浓度提升至田间
推荐使用浓度的 4 倍时，植株全部死亡。M196 对
SU 及 SCT 除草剂具有较高的抗性水平，在喷施田
间推荐使用浓度的 2倍及以下浓度的 2种 SU除草
剂（噻吩磺隆、苄嘧磺隆）及2种SCT除草剂（噻酮磺
隆、氟唑磺隆）时，植株能够正常生长。M196 对
IMI、PB及TP除草剂的抗性水平基本一致，在喷施
田间推荐使用浓度的1/2倍及以下浓度时植株正常
生长，未受到抑制；当 IMI除草剂（咪唑乙烟酸、甲氧
咪草烟）、PB除草剂（双草醚、嘧啶肟草醚）及TP除
草剂（双氟磺草胺）浓度提升至田间推荐使用剂量
的 1倍时，植株部分叶片退绿，生长缓慢，明显受到
药害，但并未死亡，而TP除草剂五氟磺草胺田间推
荐剂量 1倍浓度处理后的植株死亡；当施药浓度提
升至田间推荐使用浓度的 2倍及以上浓度时，植株
均死亡，表现与敏感型油菜一致。综上，油菜抗性
种质M196对上述5类ALS除草剂抗性水平存在差
异，对 SU 及 SCT 除草剂抗性较强，而对 IMI、TP 和

PB除草剂抗性较弱。
2.1.2　M196 田间交互抗性　结合油菜抗性种质
M196室内交互抗性鉴定结果，分别选用SU除草剂
（噻吩磺隆）、SCT 除草剂（噻酮磺隆）、IMI 除草剂
（咪唑乙烟酸）、TP除草剂（双氟磺草胺）、PB除草剂
（双草醚）进行喷施处理，设置5个浓度梯度：田间推
荐使用浓度的0×，1/4×、1/2×、1×、2×（表1）。在喷施
除草剂 3周后，对油菜表型进行鉴定。野生型油菜
N131在喷施1/4倍及以上浓度的除草剂后均死亡，
M196则表现出不同程度的交互抗性（图2~3）。结果
表明在喷施 1/2倍田间推荐使用浓度的各类除草剂
后，M196均能够在田间正常生长不受药害影响。在
浓度提升至田间推荐使用浓度的1倍时，双草醚、双氟
磺草胺及咪唑乙烟酸对M196植株产生药害，植株叶
片变紫但植株未死亡；当喷施田间推荐使用浓度的2

倍除草剂时，M196对噻吩磺隆及噻酮磺隆表现抗性，
喷施其他3类除草剂的植株均死亡。大田试验结果与
室内实验结果基本一致，M196对5类除草剂的交互抗
性水平并未因环境的改变而受到较大影响。

2.2　抗性基因BnAHAS1-3R的表达分析

为研究油菜抗性种质M196交互抗性的产生与抗
性突变基因BnAHAS1-3R表达量之间的关系，分别取
喷施4× 各除草剂后0、12、24 h的油菜叶片进行qRT-

PCR分析。结果如图4所示，相较于0 h，在喷施5类
除草剂24 h时，敏感型油菜N131靶基因表达量均显
著下降；而M196靶基因表达量，除SCT除草剂处理组
略高（图4B），其余除草剂处理组均下降，但降幅均小
于N131，且24 h时 M196的表达量均高于N131。对5

类ALS抑制除草剂，M196靶基因表达量的响应程度
存在差异。M196对SCT除草剂响应最强（图 4B）， 

24 h表达量约为 0 h时的 1.93倍；其次是SU除草剂
（图4A）；喷施 IMI、PB、TP除草剂24 h时，M196靶基
因的表达量相对于12 h显著下降（图4C~E），但表达
量仍高于同时间点的N131。这些结果与上述交互抗
性鉴定实验的结果基本一致（图1~3），这说明M196

对5类ALS除草剂抗性的产生很有可能与其靶基因
表达量的上调存在相关性。

A

0×

Thifensulfuron

����

����

�����

����

���

Imazethapyr

Florasulam

Bispyribac-sodium

Thiencarbazone-

methyl

1/4× 1/4×1/2× 1/2×1× 1×2× 2×0×

B

图2　5大类ALS抑制除草剂处理3周后N131（A）和M196（B）田间表型

Fig. 2　Phenotype of N131（A） and M196（B） treated with five ALS-inhibiting herbicides after 3 weeks in field
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图3　M196和N131田间喷施5类ALS除草剂3周后交互抗性鉴定结果

Fig. 3　Cross-resistance evaluation of M196 and N131 by spraying five ALS herbicides after 3 weeks in field
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图4　油菜N131及M196 ALS1基因对5类ALS除草剂处理后的表达量响应

Fig. 4　Expression of ALS1 genes in N131 and M196 after treated with five ALS herbicides
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2.3　转抗性基因的拟南芥交互抗性鉴定

对获得的纯合转基因株系T2、T3、T4进行PCR

鉴定（图5），结果表明T2、T3、T4的PCR产物均可扩

增到目的片段。进一步通过交互抗性鉴定验证突

变体M196中突变基因BnAHAS1-3R的交互抗性功

能，野生型拟南芥（Col）在喷施除草剂后株系均死

亡，T2、T3、T4抗性结果如图6所示。在喷施田间推

荐使用浓度的1/2×及以下浓度的除草剂时，转基因

株系均存活，没有受到药害。在喷施田间推荐使用

浓度 1×的除草剂时，转基因株系对SU及SCT除草

剂表现出抗性，而 IMI、PB及TP除草剂处理的株系

均死亡。2×和 4×浓度处理的所有转基因株系均没

有抗性，均死亡。结果与油菜的室内和田间抗性鉴

定结果基本一致（图1~3），所以M196中抗性突变基

因BnAHAS1-3R具有对5类ALS抑制除草剂的交互

抗性功能。

1 2 3 4 5 Col M

5000 bp
3000 bp

2000 bp

1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

+ �

2、3、4为纯合株系T2、T3、T4；1、5为转基因阴性株系；Col为野生型拟南芥，下同；+为阳性对照质粒；-为阴性对照纯水；

M为5000 bp的DNA Marker

2， 3， 4 are homozygous plants T2， T3， T4； 1，5 are transgenic negative plants； Col is wild type of Arabidopsis，the same as below；

+：Plasmid of positive control； -：Pure water for negative control； M is DNA Marker of 5000 bp

图5　转基因拟南芥T2、T3、T4纯合株系的PCR分子鉴定

Fig. 5　PCR molecular identification of T2， T3 and T4 homozygous plants of transgenic Arabidopsis
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图6　喷施5类ALS类除草剂3周后转基因拟南芥T2、T3、T4交互抗性鉴定

Fig. 6　Cross-resistance identification in transgenic Arabidopsis T2， T3 and T4 plants after 3 weeks， 

by spraying with five ALS herbicides
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2.4　除草剂处理对转基因拟南芥体外ALS酶活性影响

为了研究转基因拟南芥阳性株系除草剂抗性

与ALS酶对各类除草剂的敏感度关系，对野生型拟

南芥（Col）和转基因阳性株系T3进行ALS体外酶活

抑制试验。从图7中可以看出施加除草剂后，Col及

转基因植株的ALS活性都受到了不同程度的影响。

使用最高剂量（700 μmol/L）处理后，Col的ALS相对

酶活分别为未添加除草剂时的 37.24%~59.17%，而

T3 的 ALS 相对酶活分别为未加除草剂处理时

的 61.1%~79.52%，10~700 μmol/L 噻吩磺隆、1~

700 μmol/L噻酮磺隆、100~700 μmol/L咪唑乙烟酸、

10~700 μmol/L 双氟磺草胺、50~700 μmol/L 双草醚

处理组ALS的酶活性皆显著高于其对应Col的酶活

性。从图7中可以看出，转基因株系T3的颜色在相

同除草剂处理浓度下，均较Col的颜色浅。丙酮比

色实验中反应液颜色会随OD530值升高而颜色逐

渐变深，颜色越深可以从一定程度上表明其抗性能

力越强。结果表明，转基因植株ALS对SCT类除草

剂敏感性最低，其次是 SU，再次是 TP、PB 和 IMI。

以上结果说明，在拟南芥中过表达抗性基因

BnAHAS1-3R 导致其对各大类除草剂的敏感性下

降，最终表现出对5类ALS除草剂的交互抗性。

（图7）
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3　讨论

除草剂使用是目前田间防治杂草危害最为广

泛的手段之一，但农户在生产过程中滥用、乱用的

现象屡见不鲜。除草剂的不合理使用会对油菜等

作物生产造成减产、品质降低等问题，进而危害其

经济效益［20］。通过对已有抗性油菜种质的交互抗

性研究，补充其抗性谱，可以帮助规范除草剂的用

量及喷施种类。此外，筛选对不同类型除草剂具有

同等抗性水平的油菜种质，可以实现不同类型除草

剂之间的交替使用，降低杂草抗药性产生，进而延

长抗性品种的使用寿命。本研究对自主创制的油

菜M196抗性种质进行5类ALS除草剂的抗性效应

和表达模式研究，结果表明M196对SU及SCT除草

剂具有较高水平的抗性，可以进行除草剂之间的交

替使用。抗性基因遗传转化拟南芥后，阳性纯合株

系交互抗性鉴定得到了与油菜基本一致的结果。

抗性基因的表达模式分析与转基因拟南芥的体外

酶活抑制实验表明，ALS除草剂交互抗性的产生是

突变靶基因BnAHAS1-3R的表达量增加以及突变靶

标酶对除草剂的敏感性下降导致。目前，本单位利

用M196、M342、DS3和 5N等抗性种质中的基因作

为抗性供体，已育成宁R101、宁R201、惠农油、金地

油 1 号和苏 R001 等系列油菜抗性新品种，它们对

SU抗性水平均达田间推荐使用浓度的4倍以上，目

前在生产上大面积示范推广应用。

植物对ALS除草剂的交互抗性效应与靶标酶

突变位点的氨基酸取代突变密切相关。萤蔺草的

ALS靶蛋白197位点脯氨酸被组氨酸或丝氨酸取代

时，对苄嘧磺隆和噻吩磺隆（SU）产生抗性，但对

IMI和PB敏感；但当 197位点脯氨酸被亮氨酸取代

时，对SU和PB产生交互抗性，但对 IMI敏感［21］。野

生芥菜ALS靶蛋白的574位点色氨酸被亮氨酸取代

后，对 IMI和SU产生交互抗性［22］，播娘蒿ALS靶蛋

白的197位点脯氨酸被组氨酸、丝氨酸、苏氨酸和亮

氨酸取代后，对 SU、TP 和 SCT 产生交互抗性，对

5种ALS除草剂（噻吩磺隆、噻酮磺隆、咪唑乙烟酸、双氟磺草胺和双草醚）对野生型拟南芥（Col）和阳性纯合株系T3的ALS体外酶活性抑制

实验（左）和丙酮比色反应（右）；*和**分别表示Col和T3间差异显著（t检验P<0.05）和差异极显著（t检验P<0.01）

In vitro ALS inhibition experiments （left） and acetone colorimetric reaction （right） of wild-type （Col） and positive homozygous T3 plants after 

treated with five ALS herbicides （Thifensulfuron， Thiencarbazone-methyl， Imazethapyr， Florasulam and Bispyribac-sodium）； * and ** indicate 

significant difference between Col and T3 （P<0.05 Student’s t-test） and extremely significant difference （P<0.01 Student’s t-test）， respectively

图7　不同浓度梯度5类ALS除草剂对拟南芥体外ALS酶活性影响

Fig. 7　In vitro ALS activity response to five ALS herbicides with different concentrations in Arabidopsis plants
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IMI和PB敏感；而播娘蒿的 574位点色氨酸突变成

亮氨酸后，对 5类ALS抑制剂除草剂均能产生交互

抗性［23］。前期对自主创制的抗性突变体PN19的研

究表明，ALS靶蛋白 574位点色氨酸突变成亮氨酸

后，PN19 对 SU 和 SCT 交互抗性较强，为推荐除草

剂用量的2倍左右；IMI和TP其次，为推荐除草剂用

量的 1倍左右；PB最低为推荐除草剂用量的 1/2倍

左右［24］。而本研究中油菜抗性种质M196的 197位

点脯氨酸被亮氨酸取代后，对 SU和 SCT交互抗性

最强，为推荐除草剂用量的 2倍左右；而对 IMI、TP

和PB的交互抗性较差，为推荐除草剂用量的 1/2~1

倍左右。此外，PN19和M196都是油菜BnAHAS1靶

基因上发生不同位置的单点突变，但是在对ALS除

草剂的各大类型之间产生的交互抗性表型存在较

大差异，此种现象的产生可能是突变位点在靶蛋白

的三级结构中的位置差异以及突变前后的氨基酸

差异所导致［8，15］。

油菜与很多近缘种杂草具有不同程度的天然杂

交亲和性，导致具有除草剂抗性的油菜在种植过程

中有可能发生基因漂移［25］。这种现象会导致抗性基

因在近缘种间流动，可能诱发生态风险。抗性基因

转移至近缘种杂草后，受体杂草很可能演变为空间内

优势种群，导致植物种群单一以及田间生态脆弱。并

且抗性基因进入杂草后，一旦出现对除草剂的免疫，

变为“超级杂草”，会严重危害农业生产，将造成巨大

经济损失［26］。而通过交互抗性的研究，可以利用突变

基因响应较弱的除草剂种类，防除发生基因漂移的受

体杂草。本研究表明M196对 IMI、TP、PB除草剂抗

性水平较低，可以将喷施这 3大类除草剂作为解决

BnAHAS1-3R基因漂移问题的有效手段。
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