
书书书

邹　拓，杜　琪，耿雷跃，等．抗除草剂水稻耐药性及后代筛选方法的研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０２２，５０（１３）：１３６－１４０．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２２．１３．０２２

抗除草剂水稻耐药性及后代筛选方法的研究

邹　拓，杜　琪，耿雷跃，张　薇，孟令启，张启星
（河北省农林科学院滨海农业研究所／唐山市水稻育种重点实验室，河北唐山０６３２９９）

　　摘要：为了解抗除草剂水稻与常规水稻对咪唑啉酮类除草剂的耐药性差异以及探索一种针对抗除草剂水稻育种
过程中快速筛选杂交后代抗性材料的方法。通过配制不同浓度的咪唑乙烟酸溶液对抗除草剂水稻品种滨稻Ｋ１及常
规水稻品种垦育６０的根与叶片喷施后，测量计算其生长率及浸种后计算种子出苗率。结果表明，常规水稻的根和叶
片的生长率及出苗率随着咪唑乙烟酸溶液浓度的提高迅速降低，并在较低浓度下停止生长和出苗；抗除草剂水稻的根

和叶片的生长率及出苗率随着咪唑乙烟酸溶液浓度的提高先缓慢均匀降低，达到较高浓度后快速下降直至停止生长

和出苗。分析数据得出抗除草剂水稻的种子、根和叶片对除草剂的耐药能力分别是常规水稻的２０、９０、１５．７倍，抗除
草剂水稻种子、根和叶对除草剂的耐力极限浓度分别为１．０００％、０．９００％、１．１００％，２种水稻的不同部位间的耐药能
力均为叶片＞种子＞根；利用０．０３％咪唑乙烟酸溶液浸种７２ｈ，或用０．０７％咪唑乙烟酸溶液在水稻３叶１心期进行
叶面喷施，可快速杀死全部不具有除草剂抗性的后代材料。
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　　水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）是我国乃至世界上最重
要的粮食作物之一。水稻的稳产、高产对保障世界

粮食安全具有重要意义。近年来，随着我国新型城

镇化和现代农业的发展，水稻生产正在向集约化、

规模化、机械化发展，机插秧、直播等轻简栽培已成

为发展趋势。随着机种、机收面积的增加，导致田

间的杂草和杂草稻更容易繁殖［１］。

在我国，水稻播种面积中杂草稻实际发生面积

约占２０％，产量平均损失在１０％左右，年损失超过
１００亿元，被称为“水稻杀手”。其中，江苏省为重灾
区，发生量大，危害最严重，有的田块甚至颗粒无

收；杂草稻发生面积６６．７万ｈｍ２，年损失６７万ｔ，造
成的直接经济损失在２０亿元左右［２］。杂草稻已经

严重危及国家粮食安全。

国内主要通过深耕、灌水诱发灭杀、轮作换茬、

人工拔除等方法来防治杂草稻。上述方法存在防

治措施成本高、效率低且不易实施等问题［３］。利用

除草剂治理杂草稻是一条最有效的途径。但由于

杂草稻与栽培稻的生理过程相似［４］，至今还没有研

究出专门针对杂草稻的选择性除草剂，使杂草稻的

防治难于其他杂草。因此，亟需培育抗除草剂水

稻，以便大田杂草稻的控制［５］。

抗咪唑啉酮类除草剂水稻种质是由于乙酰乳

酸合成酶（ＡＬＳ）发生碱基变异，导致 ＡＬＳ蛋白的结
构变化，降低对咪唑啉酮类除草剂的敏感性［６］。此

类抗除草剂水稻种质是从自然变异株以及人工诱

变群体中筛选出来的，可以在国内生产中应用［７］。

咪唑啉酮类除草剂能有效防除一年生禾本科杂草、

阔叶杂草及杂草稻，适用于水稻田间杂草的防治。

目前抗咪唑啉酮类除草剂水稻在美国和中南

美洲广泛种植，美国 ＲｉｃｅＴｅｃ公司目前主推的品种
有 Ｃｌｅａｒｆｉｅｌｄ ＸＬ７２９、Ｃｌｅａｒｆｉｅｌｄ ＸＬ７４５、Ｃｌｅａｒｆｉｅｌｄ
ＸＰ７５６和ＣｌｅａｒｆｉｅｌｄＸＰ４５３４，其均为非转基因抗除草
剂的杂交水稻。ＲｉｃｅＴｅｃ公司的抗除草剂杂交水稻
占美国杂交稻市场份额的７６％，占中南美洲市场份
额的９０％［８］。国内抗咪唑啉酮类除草剂水稻的育

种进度较慢，目前报道较多的为天津市水稻所育成
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的金粳８１８，它是利用津稻９６１８和津稻１００７杂交
经多年系谱法选育而成的常规品种，在水稻资源进

行除草剂筛选过程中发现它具有咪唑啉酮除草剂

抗性［９］。对其基因序列进行分析发现 ＡＬＳ的基因
编码区第 １８８０ｎｔ由Ｇ突变为Ａ，使第６２７位的丝
氨酸突变为天冬酰胺，导致水稻对咪唑乙烟酸除草

剂不敏感，表现为抗除草剂［１０］。

目前，非转基因抗除草剂水稻品种远远不能满

足我国市场以及大田生产的需要，水稻抗除草剂性

状已愈来愈受到水稻育种家和种业公司的重视。

培育非转基因抗除草剂水稻应是目前水稻育种工

作的一个重要部分。为了加速抗 ＡＬＳ抑制剂类除
草剂水稻种质在新品种选育过程中的应用，先后有

学者开发了针对这些 ＡＬＳ突变型的功能标
记［１１－１２］。但利用分子标记选择需等杂交分离群体

移栽至本田后单株取样检测基因，再去除无抗性基

因单株后进行选种，费时费力，也容易出现假阳性。

为了解抗除草剂水稻的耐药能力及方便抗除

草剂水稻育种过程中对后代材料的抗除草剂性状

的筛选，本研究通过比较非转基因抗除草剂水稻与

常规水稻的根、叶和种子对除草剂（咪唑乙烟酸）的

耐药能力，明确抗除草剂水稻与常规水稻的抗性差

异、抗性极限并找到一种利用合适的除草剂浓度浸

种和苗期喷施，快速筛选抗除草剂后代材料的方法。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验于２０２０年３—９月在河北省农林科学院滨

海农业研究所实验基地智能温室进行，试验中药品

配制及数据收集和分析在河北省农林科学院滨海

农业研究所综合实验室完成。

本研究中水稻试验材料为滨稻Ｋ１（河北省农林
科学院滨海农业研究所选育的抗除草剂品系，品种

来源为金粳８１８×垦育６０）及垦育６０（非抗除草剂
水稻）；除草剂为咪唑乙烟酸（５％水剂，商品名为普
施特，由巴斯夫欧洲公司生产）。

１．２　试验方法
１．２．１　抗除草剂水稻与常规水稻不同部位耐药性
研究　分析抗除草剂水稻与常规稻的根和叶对不
同浓度的咪唑乙烟酸的耐受性，设置 ０、０．００１％、
０００３％、０．００５％、０．００７％、０．００９％、０．０１０％、
００３０％、０．０５０％、０．０７０％、０．０９０％、０．９００％、
１１００％这１３个除草剂浓度（在保持除草剂浓度的

条件下，加入一定量的水稻营养液）。在培养皿中

利用适量浓度的水稻营养液让种子发芽，发芽７ｄ
后把１叶１心的水稻苗移栽入盛有沙土的培养皿
中，灌根或喷叶不同浓度的咪唑乙烟酸溶液，喷叶

时沙土表面覆盖塑料薄膜，防止除草剂滴落土中，

对根有影响，每天记录根和叶的生长情况。所有指

标最终以生长率作为衡量指标，其计算方法为生长

率＝（Ｌｎ－Ｌ０）／Ｌ０×１００％。Ｌ０为第７天根或叶的长
度，Ｌｎ为处理后第几天根或叶的长度。
１．２．２　除草剂浓度及浸种时间对水稻种子出苗率
的影响　为明确不同除草剂浓度和浸种时间对抗
除草剂品种与普通品种水稻种子发芽的影响。设

置０、０．０００５％、０．００１０％、０．００３０％、０．００５０％、
０．００７０％、０．００９０％、０．０１００％、０．０３００％、
０．０５００％、０．０７００％、０．０９００％、０．１０００％、
０．３０００％、０．５０００％、０．７０００％、０．９０００％和
１００００％这１８个咪唑乙烟酸除草剂溶液浓度梯度
和４８、７２、９６ｈ的浸种时间梯度进行试验，计算不同
梯度下的出苗率。

２　结果与分析

２．１　滨稻Ｋ１与垦育６０的根在不同浓度除草剂浸
泡下的生长率

由图１可知，滨稻 Ｋ１在不同浓度的除草剂下
第８天的生长率为１５．９９％ ～６８．２４％。在所有浓
度间，０．００１％浓度处理与对照相比，滨稻 Ｋ１的根
在第８天的生长率降低最多，下降１４．１％。除草剂
浓度在０．００１％ ～０．０５０％范围内，根的生长率均匀
下降，第８天的生长率保持在３０％以上，且具有继
续伸长的势头。从０．０７０％ ～０．０９０％浓度下，生长
率开始明显降低，分别为２２．６％、１６．０％。继续增
大浓度直至０．９００％，抗除草剂水稻的根部几乎不
再生长，施药后第８天与第２天根的长度无明显伸
长，第８天的生长率小于５％。

—７３１—江苏农业科学　２０２２年第５０卷第１３期



　　试验中不同浓度的除草剂下，垦育６０的根在施
药第８天的生长率范围是０．２％ ～３０．３％。所有除
草剂浓度间，０．００１％浓度处理与对照相比，垦育６０
的根在第８天的生长率变化最大，下降１６．４％。在
除草剂浓度为０．００１％～０．００５％的条件下，垦育６０
的根仍具有一定的伸长量，在第８天的生长率分别
为１３．９％、１２．１％、９．１％。在０．０１０％～０．０９０％的
除草剂浓度下，垦育６０的根几乎不再生长，根部开
始溃烂死亡，施药后第８天与第２天根的长度无明
显伸长，第８天的生长率均小于２％（图２）。

２．２　抗除草剂水稻与垦育６０的叶片在不同除草剂
浓度喷施下的生长率

滨稻Ｋ１在试验设定浓度下，叶片在第８天的
生长率从１１８．１％降至２６．５％，滨稻Ｋ１叶片的生长
率在 ０．００１％ ～０．００７％、０．００９％ ～０．０３０％以及
００５０％～０．０９０％这３个除草剂浓度区间内均匀下
降。所有浓度间，０．００７％与０．００９％相比，滨稻 Ｋ１
叶片的生长率下降最大，降低２４．１％。在除草剂浓
度为０．０９０％时，滨稻Ｋ１的叶片仍具有一定的生长
势头，施药后第８天较第２天伸长１２．０％。继续增
加除草剂浓度到１．１％后，滨稻Ｋ１的叶片停止了生
长（图３）。

　　试验中利用不同浓度的除草剂对水稻叶面进
行喷施，垦育６０的叶片在施药后第８天生长率从
１７１．６％降至１６．９％。所有浓度间，０．００１％处理浓
度喷施下叶片的生长率与对照相比在第８天下降最
快，降低了 ７７．１％。在除草剂浓度为 ０．００１％、
０００３％时，垦育６０的叶片仍有较强的伸长势头，施
药第８天比第２天分别伸长５８．５％、４８．３％。在除
草剂浓度大于 ０．０７０％后，叶片不再生长，叶片黄
死，０．０７０％、０．０９０％浓度处理施药第８天较第２天
叶仅伸长了６．６％、４．２％（图４）。

２．３　不同浓度的咪唑乙烟酸溶液及时间浸种对抗
除草剂水稻与普通水稻出苗率的影响

对滨稻 Ｋ１和垦育６０使用不同浓度的咪唑乙
烟酸溶液浸种４８ｈ。播种２０ｄ后（对照苗长至３叶
１心时）计算出苗率。垦育 ６０在除草剂浓度为
０００１０％时出苗率开始降低，在０．０５００％的浓度
下已经不再出苗，可认定种子全部失活。滨稻 Ｋ１
在除草剂浓度为０．０５００％时，出苗率开始下降，直
至浓度大于０．１０００％时，出苗率已经小于５０％，增
大除草剂浓度直至１．００００％，抗除草剂水稻仍有
１％的种子可以出苗（表１）。观察２种水稻长势，普
通水稻在除草剂浓度大于０００５０％，抗除草剂水稻
在除草剂浓度大于０．０７００％时，水稻秧苗与对照相
比明显变矮并出现黄叶（图５）。
　　进一步利用０．０１％、０．０３％、０．０５％、０．０７％等
４个浓度的咪唑乙烟酸进行浸种４８、７２、９６ｈ，分析
不同浸种时间对出苗率的影响。结果（表２）表明，
利用００３％的咪唑乙烟酸浸种７２ｈ，普通品种全部
不出苗，抗除草剂品种出苗正常、整齐，秧苗无黄叶

及变矮现象。

２．４　２种水稻的种子及根和叶对咪唑乙烟酸的耐
药性分析

滨稻Ｋ１与垦育６０在不同浓度除草剂溶液下浸
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表１　不同浓度浸种下２个水稻品种出苗率

咪唑乙烟酸溶液浓度

（％）
出苗率（％）

垦育６０ 滨稻Ｋ１

０ １００ １００
０．０００５ １００ １００
０．００１０ ８０ １００

０．００３０ ７４ １００
０．００５０ ５６ １００

０．００７０ ４４ １００
０．００９０ ２１ １００
０．０１００ １０ １００

０．０３００ ２ １００
０．０５００ ０ ９３
０．０７００ ０ ７６

０．０９００ ０ ６９
０．１０００ ０ ５２

０．３０００ ０ ２５
０．５０００ ０ １６
０．７０００ ０ １５

０．９０００ ０ ３
１．００００ ０ １

种４８ｈ，２种水稻种子分别在０．０５００％、０．００１０％
的浓度下开始降低出芽率，普通水稻的种子对除草

剂的敏感度是抗除草剂水稻种子的５０倍。在大于
００５００％的浓度下垦育６０不再出苗，种子全部失
活，而抗除草剂水稻品种滨稻 Ｋ１在１００００％浓度
下仍有１％左右的种子出苗，因此抗除草剂水稻的
种子最大耐药量分别是常规水稻的２０倍以上。

滨稻 Ｋ１与垦育６０的根分别在除草剂浓度为
０．９００％、０．０１０％下停止生长，滨稻Ｋ１根的耐药能
力是垦育 ６０的 ９０倍。２种水稻的叶片分别在
１１００％、００７０％的除草剂浓度下逐渐死亡，滨稻
Ｋ１叶片的耐药能力是垦育６０的１５．７倍。

通过以上数据的比较可以得出，同一种水稻中

叶的耐药能力高于根的耐药能力，种子的耐药能力

介于根和叶片之间。利用浓度为０．０３％的咪唑乙
烟酸溶液浸种 ７２ｈ或０．０７％的咪唑乙烟酸溶液对
稻苗进行喷施可杀死全部不抗除草剂的材料，抗性

材料可以正常生长。

表２　４个浓度梯度３个时间梯度下２个水稻品种的出苗率

浸种时间

（ｈ）
咪唑乙烟酸溶液浓度

（％）
出苗率（％）

垦育６０ 滨稻Ｋ１

４８ ０．０１ ２２ １００

０．０３ １１ １００

０．０５ ４ １００

０．０７ ０ ９０

７２ ０．０１ ５ １００

０．０３ ０ １００

０．０５ ０ ９０

０．０７ ０ ８０

９６ ０．０１ ２ １００

０．０３ ０ ８２

０．０５ ０ ８０

０．０７ ０ ７０

３　讨论与结论

咪唑啉酮类除草剂是目前应用较广泛的一类

除草剂，具有杀草谱广、用量低、除草效率高等优

点，深受广大农户喜爱［１３］。目前绝大部分抗ＡＬＳ抑
制剂作物的抗性机制是源于ＡＬＳ基因碱基突变造成
氨基酸残基位点变异，引起ＡＬＳ抑制剂（除草剂）与
ＡＬＳ蛋白结合性降低，从而使得突变体对该除草剂
体现为不敏感或耐受性［１４－１５］。

对具有ＡＬＳ基因抗除草剂水稻，前人大多开展
了ＡＬＳ基因分子标记的开发、碱基突变位点变异等
分子方面的研究。鲜有针对抗除草剂水稻对比常

规水稻对咪唑啉酮类除草剂耐药性表型的研究。

本研究通过设定一系列的除草剂浓度梯度对２种水
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稻的种子、根和叶片进行浸种或喷施，发现抗除草

剂水稻与常规水稻的种子、根和叶片对除草剂的反

应是一致的，耐药能力均为叶片 ＞种子 ＞根。２种
水稻之间，抗除草剂水稻的种子、根和叶片对除草

剂的耐药能力分别是常规水稻的 ２０、９０、１５．７倍。
抗除草剂水稻种子、根和叶片对咪唑乙烟酸的耐力

极限分别为１．０００％、０．９００％、１．１００％，因此在田
间施药过程中注意不要超过此浓度，以防水稻出现

药害。

近年来我国育种家不断通过诱变等方法筛选具

有ＡＬＳ变异基因的抗除草剂种质，例如深圳兴旺生
物种业有限公司用甲基磺酸乙酯（ＥＭＳ）诱变黄华
占和黄丝占，以咪唑啉酮类除草剂筛选，获得３个抗
性突变体［１６］。江苏省农业科学院利用甲咪唑烟酸

筛选经 ＥＭＳ诱变的多个粳稻、籼稻品种，获得多个
抗除草剂突变体［１７－１９］。但是育成品种的数量及类

型仍然不能满足种子市场及水稻生产的需要，急需

加快抗除草剂水稻品种的选育。利用除草剂溶液

浸泡作物种子验证其是否对应除草剂具有抗性的

方法前人已经在棉花和谷子上进行了尝试，效果

明显［２０－２１］。

本研究利用抗除草剂水稻与常规水稻种子、根

和叶片对除草剂耐药性的差异，在种子萌发期及苗

期通过表型筛选快速完成对具有抗除草剂基因后

代材料的选择。主要方法为利用０．０３％咪唑乙烟
酸溶液浸种７２ｈ，或用０．０７％咪唑乙烟酸溶液在水
稻３叶１心期喷施，可全部杀死不具有除草剂抗性
的后代材料。此种方法较目前流行的分子标记辅

助选择具有更高的效率，在正常的播种育秧期间即

可完成对抗性材料的筛选。本研究结果规范了除

草剂的使用剂量以防止田间药害的产生，加速抗除

草剂水稻后代群体抗除草剂性状的鉴定及筛选，提

高了抗除草剂水稻的育种效率。
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