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　　摘要：为明确稗（Ｅｃｈｉｎｏｃｈｌｏａｃｒｕｓ－ｇａｌｌｉ）１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群对五氟磺草胺的靶标抗性机制，采用整株生物测定法，
以敏感稗１８－ＮＪ作为对照，明确稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群的抗性指数（ＲＩ），通过分子生物学方法测定分析了稗乙酰乳酸
合成酶（ＡＬＳ）基因序列及表达量，并测定稗ＡＬＳ离体活性。结果表明，五氟磺草胺对稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群的鲜质量抑

制中浓度（ＥＤ５０）为２０．５４ｇａ．ｉ．／ｈｍ
２，是敏感稗１８－ＮＪ种群ＲＩ的４２．７９倍；稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ的ＡＬＳ氨基酸基因序列

５７４位色氨酸（Ｔｒｐ）突变成了亮氨酸（Ｌｅｕ）；ＡＬＳ离体活性显著高于敏感稗１８－ＮＪ；五氟磺草胺处理１ｄ后，稗１８－
ＷＪＪ－Ｅｃ种群ＡＬＳ基因表达量极显著高于敏感稗１８－ＮＪ种群，ＡＬＳ基因表达量是对照的８．７２倍，总体结果表明稗
１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群对五氟磺草胺存在靶标抗性机制。
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　　稗属（ＥｃｈｉｎｏｃｈｌｏａＢｅａｕｖ．）杂草是我国稻田恶
性杂草之一，严重制约了我国水稻产量［１－３］。目前，

针对稻田稗属杂草主要以化学防治为主，国内用于

防治稻田稗属杂草的除草剂主要有五氟磺草胺、乙

草胺、丁草胺、丙草胺、二氯喹啉酸、双草醚、氰氟草

酯等，其中三唑并嘧啶磺酰胺类的五氟磺草胺是目

前较常用的除稗剂。五氟磺草胺是乙酰乳酸合成

酶（ＡＬＳ）抑制剂，由美国陶氏益农公司研发，于
２００８年进入我国市场，因其良好的除稗草效果而得
到广泛推广使用。近年来，由于五氟磺草胺的长期

单一使用导致多地稗草对其产生抗性，其中以湖北

省稗草高水平抗性比例最高［４］。２０１８年，马国兰等
对我国７省共７０个地区的稻田稗属杂草进行了五

氟磺草胺抗性检测，结果表明５０％地区稗属杂草对
五氟磺草胺达到了高抗水平，４７．１％地区稗属杂草
对五氟磺草胺达到了中抗水平，抵抗水平稗属杂草

地区只有２．９％，所有地区均无敏感稗属种群；其
中，湖北、安徽、宁夏和黑龙江等４个省份的高水平
抗性稗属种群发生情况最为严重［５］。

杂草抗性机制主要包括靶标抗性机制和非靶

标抗性机制［６］，靶标抗性机制一般与相关靶标基因

突变或过量表达有关，靶标基因的突变造成相关靶

标蛋白３Ｄ结构或者电化学性质改变，导致靶标酶
与除草剂亲和度降低，而靶标基因过量表达导致靶

标酶含量提高，从而补偿除草剂的抑制［７］；非靶标

抗性的作用机制主要包括杂草对除草剂的解毒代

谢增强、渗透减弱、吸收减少、传导变缓及屏蔽作用

等［８］。目前已报道的杂草 ＡＬＳ抗性突变位点有 ９
个，其中已报道的稗属杂草 ＡＬＳ氨基酸序列抗性突
变位点有Ａｌａ－１２２、Ｐｒｏ－１９７、Ａｌａ－２０５、Ｐｈｅ－２０６、
Ａｓｐ－３７６和Ｔｒｐ－５７４等，这６个位点的突变均使得
稗属杂草对 ＡＬＳ抑制剂类除草剂产生了抗性。例
如，Ｆａｎｇ等发现稗（Ｅｃｈｉｎｏｃｈｌｏａｃｒｕｓ－ｇａｌｌｉ）Ａｌａ－
１２２－Ｖａｌ和Ａｌａ－２０５－Ｇｌｙ等２种靶标位点突变生
物型均对五氟磺草胺产生了抗性，且２个突变型稗
ＡＬＳ离体活性均高于敏感种群［９］。此外，Ｆａｎｇ等还
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发现了抗五氟磺草胺稗 ＡＬＳ氨基酸序列 Ｐｈｅ－
２０６－Ｌｅｕ突变型，且该突变位点是１处新的ＡＬＳ突
变位点［１０］。Ｙａｎｇ等在研究稗对五氟磺草胺和氰氟
草酯的抗性机制中发现，稗 Ｔｒｐ－５７４－Ｌｅｕ突变生
物型对五氟磺草胺的抗性指数为６５．８４倍［１１］。Ｌｉｕ
等发现了水稗（Ｅｃｈｉｎｏｃｈｌｏａｐｈｙｌｌｏｐｏｇｏｎ）ＡＬＳ２氨基
酸序列拷贝 Ｐｒｏ－１９７－Ｓｅｒ突变型，且该突变型水
稗对部分ＡＬＳ抑制剂产生了交互抗性，同时ＡＬＳ离
体活性比敏感种群高１３．７倍［１２］。此外，２０２１年，
Ｌｂｍａｎｎ等首次发现并报道了稗ＡＬＳ氨基酸序列中
３７６位天门冬氨酸（Ａｓｐ）突变成了谷氨酸（Ｇｌｕ）［１３］。
Ｄａｌａｚｅｎ等在研究咪唑乙烟酸对稗降解增强相关基
因差异表达的影响中发现，抗咪唑乙烟酸稗生物型

细胞色素Ｐ４５０酶和谷胱甘肽 Ｓ转移酶相关基因表
达量均高于敏感种群，但 ＡＬＳ基因表达量与敏感种
群差异不显著，可能由非靶标抗性机制主导［１４］。

关于湖北省稗种群对五氟磺草胺靶标抗性机

制的研究鲜有报道，目前仅在湖北省荆州市公安县

发现ＡＬＳ氨基酸序列Ｔｒｐ－５７４－Ｌｅｕ突变型稗［１５］。

本研究拟通过测定稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群对五氟磺
草胺的敏感性及抗性机制，明确稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种
群的抗性水平及靶标抗性机制，以期为湖北省稻田

抗性稗的防除治理提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料
供试植物：抗性稗于２０１８年９月采自湖北省武

汉市江夏区金水试验农场水稻田；敏感型稗１８－ＮＪ
种子由江苏省农业科学院植物保护研究所李永丰

课题组提供。

供试药剂和试剂主要有２５ｇ／Ｌ五氟磺草胺乳
油［陶氏益农农业科技（江苏）有限公司］、９７．１％五
氟磺草胺原药（安徽星宇化工有限公司）、焦磷酸硫

胺素（ＴＰＰ，北京索莱宝科技有限公司）、黄素腺嘌呤
二核苷酸钠盐（ＦＡＤ，上海麦克林生化科技有限公
司）、１－萘酚（上海麦克林生化科技有限公司）、肌
酸（国药集团化学试剂有限公司）、乙偶姻（上海阿

拉丁生化科技股份有限公司）、ＮｕＣｌｅａｎＰｌａｎｔ
ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ（江苏康为世纪生物科技有限公
司）、Ｃｙｃｌｅ－ＰｕｒｅＫｉｔ（美国 ＯｍｅｇａＢｉｏ－Ｔｅｋ公司）；
ＴＲ２５１－５０小量ＲＮＡ提取试剂盒（北京天漠科技开
发有限公司）、ｉＴＡＰＴＭ ＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
Ｓｕｐｅｒｍｉｘ（美国 Ｂｉｏ－ＲａｄＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司）、５×

Ａｌｌ－Ｉｎ－ＯｎｅＭａｓｔｅｒＭｉｘ（加拿大 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ＭａｔｅｒｉａｌｓＩｎｃ公司）、ＺｅｒｏＢａｃｋｇｒｏｕｎｄｐＴＯＰＯ－ＴＡ
（北京艾德莱生物科技有限公司）、Ｔｒａｎｓ５α
ＣｈｅｍｉｃａｌｌｙＣｏｍｐｅｔｅｎｔＣｅｌｌ（上海唯地生物技术有限
公 司）、Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ－ Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（南京诺唯赞生物科技股份有限公司）。

仪器设备主要有ＯｐｔｉｍａＸＰＮ－１００超高速冷冻
离心机（美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）、东胜 ＥＴＣ８１１
ＰＣＲ扩增仪（北京东胜创新生物科技有限公司）、
ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＣｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５８１０Ｒ冷冻离心机 （德国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）、Ｂｉｏ－ｒａｄＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔ荧光定时定
量ＰＣＲ仪（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）、ＢｉｏｔｅｋＥｐｏｃｈ酶标
仪（美国 Ｂｉｏｔｅｋ公司）、ＬＡＣ－４００－Ｎ人工气候箱
（上海龙跃仪器设备有限公司）。

１．２　试验方法
１．２．１　剂量反应曲线测定　参照 ＮＹ／Ｔ１１５５．４—
２００６农药室内生物测定试验准则，将抗性稗 １８－
ＷＪＪ－Ｅｃ种群和敏感稗 １８－ＮＪ种群种子浸泡在
１００ｍｇ／Ｌ赤霉酸溶液中，并于２７℃光照培养箱中催
芽２４ｈ，然后分别播种在直径１５ｃｍ塑料盆（含４／５
基质土）中，每盆５０粒，均匀覆土１ｃｍ，置于温室内培
养，培养条件为白天温度 （２７±５）℃，夜间温度（２０±
５）℃，相对湿度（７５±５）％，自然光培养。稗２～３叶
期时，每盆保留长势一致植株２０株，待稗３叶１心时
期，对抗性稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群茎叶喷施４、８、１６、３２、
６４、１２８、２５６、５１２ｇａ．ｉ．／ｈｍ２共８个浓度的五氟磺草
胺，敏感稗１８－ＮＪ种群茎叶喷施五氟磺草胺浓度梯
度为 ０．２５、０５０、１．００、２．００、４．００、８．００、１６．００、
３２．００ｇａ．ｉ．／ｈｍ２，以清水处理作为对照，每个处理
４个重复，施药２１ｄ后测量每盆稗地上部分鲜质量。
１．２．２　稗 ＡＬＳ基因序列测定　将稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ
种群和１８－ＮＪ种群种子分别播种在１０ｃｍ×１０ｃｍ×
１０ｃｍ的塑料方盒中，于２８℃，光暗１∶１，３０００ｌｘ
人工气候箱中培养至３叶１心期，以五氟磺草胺田
间推荐剂量高量３０ｇａ．ｉ／ｈｍ２茎叶喷施处理稗１８－
ＷＪＪ－Ｅｃ种群，稗１８－ＮＪ种群不处理，１４ｄ后取存
活稗幼嫩组织，采用ＮｕＣｌｅａｎＰｌａｎｔＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ
提取稗总ＤＮＡ，每个种群提取１０棵稗单株总ＤＮＡ。
根据 ＮＣＢＩ登录的稗 ＡＬＳ基因序列，采用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０设计稗ＡＬＳ基因全长扩增引物序列（上
游引物：５′－ＧＴＣＡＴＣＧＣＣＡＡＣＣＡＣＣＴＣＴＴＣＣ－３′，下
游引物：５′－ＣＴＧＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＣＡＧＧＡＴＣ－３′）。
ＰＣＲ反应体系：ＤＮＡ模板 １μＬ；２×ＰｈａｎｔａＭａｘ
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Ｂｕｆｆｅｒ１２．５μＬ；ｄＮＴＰＭｉｘ０．５μＬ；ＰｈａｎｔａＭａｘ
Ｓｕｐｅｒ－ＦｉｄｅｌｉｔｙＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．５μＬ；１０μｍｏｌ／Ｌ
上、下游引物各１μＬ；ｄｄＨ２Ｏ补足至２５μＬ。ＰＣＲ
反应程序：９４℃预变性 ３ｍｉｎ；９４℃变性 １ｍｉｎ，
６３℃ 退火５０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃
终延伸 １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经凝胶电泳鉴定后，用
Ｃｙｃｌｅ－ＰｕｒｅＫｉｔ（ＯｍｅｇａＢｉｏ－Ｔｅｋ公司）进行产物纯
化回收，回收产物经过连接、转化、克隆至 ｐＴＯＰＯ
Ｖｅｃｔｏｒ，３７℃恒温培养１２ｈ后，每个 ＤＮＡ样本挑取
１０个单克隆菌株培养扩繁，新鲜菌液经ＰＣＲ扩增及
凝胶电泳鉴定后送至湖北武汉擎科生物科技有限

公司进行双向测序拼接。所测序列结果经 ＢＬＡＳＴ
比对验证后，用ＤＮＡＭＡＮ６．０软件进行比对分析。
１．２．３　稗ＡＬＳ活性测定　采用 Ｙｕ等的方法［１６］进

行测定，按“１．２．２”节方法培养稗至３叶１心期，每
个种群取幼嫩叶片３．０ｇ，液氮下研磨成细粉，准确
称量２．０ｇ细粉转入离心管中，加入１６ｍＬ酶提取
液（含 １０ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠，０．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，
０．５ｍｍｏｌ／ＬＴＰＰ，１０μｍｏｌ／ＬＦＡＤ的０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ
值为 ７．５的磷酸缓冲液），混匀后冰上放置１０ｍｉｎ，
用２层尼龙网纱布过滤，滤液于２７０００ｇ、４℃下离
心２０ｍｉｎ，将上清液转入新离心管中，缓慢加入硫酸
铵晶体（每１ｍＬ粗酶液加０．３１３ｇ硫酸铵晶体），缓
慢搅拌２０ｍｉｎ，于２７０００ｇ、４℃下离心 ２０ｍｉｎ，弃
上清液，沉淀加入４．５ｍＬ酶反应液（含２００ｍｍｏｌ／Ｌ
丙酮酸钠，２０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，２ｍｍｏｌ／ＬＴＰＰ，２０μｍｏｌ／Ｌ
ＦＡＤ的０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ值为７．５的磷酸缓冲液）充分
溶解得到粗酶液，并置于冰上备用。于１．５ｍＬ离心
管中，分别加入 １００μＬ上述粗酶液和 １００μＬ以
０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ值７．５磷酸缓冲液配制的五氟磺草
胺溶液（浓度梯度为 ０．０１、０．１０、１．００、１０．００、
１００００、１０００．００μｍｏｌ／Ｌ），充分混匀后３７℃水浴
暗反应１ｈ，加入８μＬ６ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４，６０℃水浴脱
羧１５ｍｉｎ终止反应，然后加入５．５％ １－萘酚（以
２．５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ配制）和０．５５％肌酸各１９０μＬ，
６０℃水浴显色１５ｍｉｎ，冰浴１ｍｉｎ后低速离心，取
２００μＬ上清液加入９６孔酶标板中，测定Ｄ５３０ｎｍ值，
以１００μＬ磷酸缓冲液代替五氟磺草胺作为空白
对照，以提前加入８μＬ６ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４的酶液作为
背景对照。试验生物学重复２次，技术重复３次。
以乙偶姻制作标准曲线，将反应液 Ｄ５３０ｎｍ值换算成
乙偶姻含量，计算五氟磺草胺对各种群稗离体ＡＬＳ
抑制中浓度（ＥＤ５０），并计算抗性指数（ＲＩ）。

１．２．４　稗 ＡＬＳ基因表达量测定　按“１．２．２”节方
法培养稗至３叶１心期，以五氟磺草胺田间推荐剂
量低剂量 １５ｇａ．ｉ．／ｈｍ２ 茎叶喷雾处理，采用
ＴＲＩＺＯＬ法，用ＴＲ２５１－５０小量 ＲＮＡ提取试剂盒提
取施药前和施药后 １、３、５、７ｄ稗单株总 ＲＮＡ，用
５×Ａｌｌ－Ｉｎ－ＯｎｅＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ反转录成 ｃＤＮＡ
后，采用 Ｂｉｏ－ｒａｄＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔ荧光定时定量 ＰＣＲ
仪进行稗ＡＬＳ基因相对表达量测定，以稗 ＡＬＳ基因
为模板设计ＲＴ－ｑＰＣＲ扩增引物（上游引物ＱＡＬＳ－
Ｆ：５′－ＡＴＣＣＧＣＡＴＴＧＡＧＡＡＣＣＴＣＣ－３′，下游引物
ＱＡＬＳ－Ｒ：５′－ＴＣＴＴＣＴＴＧＡＴＴＧＣＴＧＣＡＣＧＴ－３′），以
肌动蛋白Ａｃｔｉｎ作为内参基因（上游引物 ＡＣＴ－Ｆ：
５′－ＣＡＣＡＣＴＧＧＴＧＴＣＡＴＧＧＴＡＧＧ－３′，下游引物
ＡＣＴ－Ｒ：５′－ＡＧＡＡＡＧＴＧＴＧＡＴＧＣＣＡＧＡＴ－３′），采
用２－ΔΔＣＴ法以敏感稗１８－ＮＪ种群未用药处理组作
为对照组，分析计算稗ＡＬＳ基因相对表达量，试验生
物学重复２次，技术重复３次。
１．３　数据处理

所有数据经 Ｅｘｃｅｌ处理后，采用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１４．０
软件Ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型计算五氟磺草胺对各稗种群的抑
制中浓度（ＥＤ５０），拟合方程如式（１）：

Ｙ＝Ｃ＋ Ｄ－Ｃ
１＋（ｘ＋ＥＤ５０）

ｂ。 （１）

式中：ｘ表示除草剂剂量；Ｙ为药剂处理与空白对照
百分比；ｂ为斜率；Ｃ为剂量反应下限；Ｄ为剂量反
应上限。

抗性指数ＲＩ按公式（２）计算：

ＲＩ＝
ＲＥＤ５０
ＳＥＤ５０

。 （２）

式中：ＲＩ为抗性指数；ＲＥＤ５０为抗性生物型的抑制中
浓度；ＳＥＤ５０为敏感生物型的抑制中浓度。

抗性水平分级标准［１７］：敏感：ＲＩ≤２；低抗：２＜
ＲＩ≤６；中抗：６＜ＲＩ≤１２；高抗：１２＜ＲＩ。

２　结果与分析

２．１　剂量反应曲线测定
试验结果表明，五氟磺草胺对稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ

种群的抑制中浓度为２０．５４ｇａ．ｉ．／ｈｍ２，对１８－ＮＪ
的抑制中浓度为 ０．４８ｇａ．ｉ．／ｈｍ２，抗性稗 １８－
ＷＪＪ－Ｅｃ种群相对敏感稗１８－ＮＪ种群的抗性指数
达到４２．７９倍，属于高抗水平（表１、图１）。
２．２　稗ＡＬＳ基因序列测定

通过ＢＬＡＳＴ对稗ＡＬＳ基因序列与ＧｅｎＢａｎｋ收录
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表１　稗对五氟磺草胺的敏感性

种群 Ｄ Ｃ ｂ
ＥＤ５０

（ｇａ．ｉ．／ｈｍ２）
相关系数 抗性指数

１８－ＷＪＪ－Ｅｃ １００．０９４３ －５．８５６２ －０．７５３６ ２０．５４ ０．９９６１ ４２．７９

１８－ＮＪ １００．０５３８ －２．５０４３ －１．０２６０ ０．４８ ０．９９１３ １．００

的稗 ＡＬＳ基因不同拷贝序列（登录号：ＡＬＳ１：
ＫＹ０７１２０６．１；ＡＬＳ２：ＫＹ０７１２０７．１；ＡＬＳ３：ＫＹ０７１２０８．１）
进行比对，相似度均在９９％以上，扩增所得 ＡＬＳ基
因序列全部是稗ＡＬＳ基因序列。通过 ＤＮＡＭＡＮ６．０
软件将稗１８－ＮＪ种群各单株 ＡＬＳ基因序列不同拷
贝（１８－ＮＪ－ＡＬＳ１、１８－ＮＪ－ＡＬＳ２、１８－ＮＪ－ＡＬＳ３）
翻译成氨基酸后，与ＧｅｎＢａｎｋ收录的敏感稗 ＡＬＳ氨
基酸序列对应拷贝进行比对，未发现氨基酸位点突

变。然后将抗五氟磺草胺稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群各

单株ＡＬＳ基因不同拷贝序列（１８－ＷＪＪ－Ｅｃ－ＡＬＳ１、
１８－ＷＪＪ－Ｅｃ－ＡＬＳ２、１８－ＷＪＪ－Ｅｃ－ＡＬＳ３）翻译成
氨基酸后，与敏感稗１８－ＮＪ种群对应 ＡＬＳ氨基酸
序列拷贝进行比对，发现１处已报道过的氨基酸突
变位点，稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群的 ＡＬＳ氨基酸序列
５７４位（以拟南芥 ＡＬＳ氨基酸序列编号为模板）密
码子由ＴＧＧ突变成了ＴＴＧ，所编码的氨基酸由色氨
酸（Ｔｒｐ）突变成了亮氨酸（Ｌｅｕ），且在稗１８－ＷＪＪ－
Ｅｃ种群 ＡＬＳ氨基酸序列的不同拷贝上均发现
Ｔｒｐ－５７４－Ｌｅｕ突变位点（图 ２）。此外，稗 １８－
ＷＪＪ－Ｅｃ种群ＡＬＳ氨基酸Ｔｒｐ－５７４－Ｌｅｕ突变主要
发生在稗ＡＬＳ２基因序列拷贝上，稗 ＡＬＳ２基因序列
发生Ｔｒｐ－５７４－Ｌｅｕ突变频率为８７５０％，而 ＡＬＳ１
和ＡＬＳ３基因序列拷贝发生Ｔｒｐ－５７４－Ｌｅｕ突变频率
分别为５．８８％、８．５７％，结果表明稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种
群对五氟磺草胺的抗性是由靶标位点突变引起的。

２．３　稗ＡＬＳ活性测定
根据乙偶姻浓度梯度以及对应的 Ｄ５３０ｎｍ吸光

度，计算出乙偶姻的标准曲线（图 ３），线性拟合较
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好，可以将稗离体ＡＬＳ活性吸光度换算成乙偶姻浓
度，然后计算出五氟磺草胺对稗离体 ＡＬＳ的抑制中
浓度。结果表明，在离体条件下，未用五氟磺草胺

处理前，抗五氟磺草胺稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群的 ＡＬＳ
浓度（乙偶姻生成量）为 ３２．８２μｍｏｌ／Ｌ，而敏感稗
１８－ＮＪ种群的 ＡＬＳ浓度为１９．８３μｍｏｌ／Ｌ，稗１８－
ＷＪＪ－Ｅｃ种群的 ＡＬＳ浓度明显高于敏感稗１８－ＮＪ
种群。五氟磺草胺对抗性稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群离

体ＡＬＳ的抑制中浓度（ＥＤ５０）为１１．０９μｍｏｌ／Ｌ，对敏
感稗 １８－ＮＪ种群离体 ＡＬＳ的抑制中浓度为
１．２４μｍｏｌ／Ｌ，稗 １８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群相对敏感稗
１８－ＮＪ种群的抗性指数为８．２８倍（表２、图４），表
明稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群ＡＬＳ含量高于稗１８－ＮＪ种
群，且离体ＡＬＳ对五氟磺草胺的敏感性降低，靶标
酶浓度及活性的增加参与了稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群
对五氟磺草胺的抗性机制。

表２　五氟磺草胺对稗离体ＡＬＳ的抑制中浓度

种群 Ｄ Ｃ ｂ
ＥＤ５０

（μｍｏｌ／Ｌ）
相关系数 抗性指数

１８－ＷＪＪ－Ｅｃ ９９．６８９５ ５１．７５１０ －０．７８５２ １１．０９ ０．９９８３ ８．２８

１８－ＮＪ １００．０９９４ ４８．８７７７ －０．３５９０ １．２４ ０．９９１２ １．００

２．４　稗ＡＬＳ基因表达量测定
通过ＲＴ－ｑＰＣＲ荧光定量反应，用２－ΔΔＣＴ法以

敏感稗１８－ＮＪ种群未用药处理组作为对照组计算
分析各种群稗ＡＬＳ基因相对表达量，结果表明，经五
氟磺草胺处理后，稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ和１８－ＮＪ种群
的ＡＬＳ基因表达量均呈先升高后降低趋势。药剂处
理前，稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群 ＡＬＳ基因表达量是敏感
稗１８－ＮＪ种群的１．５８倍，ＡＬＳ基因表达量极显著
高于１８－ＮＪ种群。药剂处理１ｄ后，稗１８－ＷＪＪ－

Ｅｃ和１８－ＮＪ种群ＡＬＳ基因表达量均达到各自最大
值，分别是对照的 ８．７２倍和 ４．７５倍，且稗 １８－
ＷＪＪ－Ｅｃ种群 ＡＬＳ基因表达量极显著高于敏感稗
１８－ＮＪ种群，从处理３ｄ开始，稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种
群ＡＬＳ基因表达量显著低于敏感稗１８－ＮＪ种群，结
果表明稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群存在靶标酶基因过量
表达机制（图５）。

３　结论与讨论

由于五氟磺草胺作用位点单一，加上农户长期

反复单一使用，以及施用方法不当等因素，使得抗

五氟磺草胺稗属杂草的发生情况日益严重。本研

究结果表明稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群是１８－ＮＪ种群抗
性指数的４２．７９倍，属于高抗水平，该结论与马国兰
等的研究结果［５］相似。

靶标位点突变是杂草对除草剂产生抗性的直

接原因，不同突变位点使得杂草对不同作用机制的

除草剂产生抗性。本研究中，稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群
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ＡＬＳ氨基酸序列５７４位 Ｔｒｐ突变成了 Ｌｅｕ，导致稗
１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群对五氟磺草胺产生了抗性。
Ｔｒｐ－５７４－Ｌｅｕ是杂草常见的 ＡＬＳ基因突变方式，
目前有关稗ＡＬＳ氨基酸序列Ｔｒｐ－５７４－Ｌｅｕ突变生
物型已有较多研究报道［１１，１３，１８－１９］，其他稗属杂草有

关ＡＬＳ氨基酸序列Ｔｒｐ－５７４－Ｌｅｕ突变生物型的报
道较 少，目 前 报 道 的 有 水 田 稗 （Ｅｃｈｉｎｏｃｈｌｏａ
ｏｒｙｚｏｉｄｅｓ）［２０］和水稗［１２］等。此外，稗作为六倍体植

物，其ＡＬＳ基因序列存在３个不同的拷贝，即 ＡＬＳ１、
ＡＬＳ２和ＡＬＳ３，研究表明ＡＬＳ１和ＡＬＳ２基因拷贝是所
有物种的同源基因，而稗属杂草则是多了ＡＬＳ３基因
拷贝［１３］。稗属杂草的３个 ＡＬＳ基因拷贝均参与了
杂草的靶标抗性进化，而稗属杂草对除草剂抗性的

高低，可能与靶标基因不同拷贝发生抗性位点突变

频率有关［２１］。本研究结果表明，稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种
群 ＡＬＳ氨基酸 Ｔｒｐ－５７４－Ｌｅｕ突变主要发生在
ＡＬＳ２基因序列拷贝上。而 Ｔｒｐ－５７４－Ｌｅｕ突变位
点发生在稗ＡＬＳ基因不同序列拷贝上，是否会影响
稗对五氟磺草胺的抗性，有待进一步研究确认。

杂草抗药性的产生，也可能由靶标酶基因表达

量上调所介导［２２］，而在发生靶标抗性突变位点的杂

草生物型中，靶标酶基因过量表达现象鲜有报道，

此外有研究表明抗性种群靶标酶基因表达量也可

能低于敏感种群［１０］。本研究结果表明，稗 １８－
ＷＪＪ－Ｅｃ种群存在靶标酶基因过量表达机制，该结
论与Ｙｕ等研究结果相似［２３］。靶标酶基因过量表达

导致杂草靶标酶含量提高，从而对除草剂产生抗

性，同时靶标酶活性的增强，也会提高杂草的抗药

性。本研究结果表明，稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群ＡＬＳ含
量提高，与本研究中靶标酶基因过量表达结果相

符，此外，稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群离体 ＡＬＳ对五氟磺
草胺的敏感性降低，表明该种群 ＡＬＳ活性增强，该
结论与Ｙｕ等的研究结果［１６］一致。

为了确定稗１８－ＷＪＪ－Ｅｃ种群是否还存在非
靶标抗性机制以及对其他相同作用机制或不同作

用机制除草剂的抗性情况，后续可以开展对稗１８－
ＷＪＪ－Ｅｃ种群非靶标抗性机制以及交互抗性和多抗
性的相关探究。此外，稗对五氟磺草胺的抗性高

低，可能与抗性突变位点由稗 ＡＬＳ基因不同拷贝携
带有关，后续可以筛选出稗不同拷贝 Ｔｒｐ－５７４－
Ｌｅｕ纯合突变生物型，研究其相关抗性机制，同时探
究稗对五氟磺草胺抗性的高低是否与ＡＬＳ基因不同
拷贝的表达量以及稗ＡＬＳ基因不同拷贝携带 Ｔｒｐ－

５７４－Ｌｅｕ突变位点有关。
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　　黄花棘豆（ＯｘｙｔｒｏｐｉｓｏｃｈｒｏｃｅｐｈａｌａＢｕｎｇｅ）是豆科
棘豆属多年生草本植物，俗称马绊肠、团巴草，是我

国新疆、西藏、青海、甘肃等西部地区草场的一种毒

草［１］。马、牛、绵羊、山羊等牲畜连续采食３０～４０ｄ
即出现以运动机能障碍如摇头、眼睛呆滞、反应迟

钝、步态蹒跚、四肢无力、后肢麻痹等为特征的中毒

症状。出现中毒症状的牲畜最终将死亡，给当地畜

牧业造成了严重的经济损失。

黄花棘豆根系发达，抗旱、抗寒、耐盐碱能力及

繁殖能力强［２］，分布面积广，是优良的固沙、防风植

被。近年来，由于乱砍滥伐、土地荒漠化，该植物迅

速蔓延，成为草原优势种群，给草原生态和畜牧业

带来较大压力。前期从该植物中发现了结构新颖

的喹诺里西啶类生物碱，并合成槐定碱衍生物，相

关化合物表现出抗乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）、抗肿瘤和
对斜纹夜蛾幼虫的杀虫活性［３－７］。为进一步丰富黄

花棘豆生物碱成分的基础研究，为其资源化利用提

供依据，本研究继续对该植物的化学成分进行研

究，并评价相关化合物对斜纹夜蛾的杀虫活性。
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