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反枝苋对氟磺胺草醚的抗性水平及分子机制
吴群ꎬ韦建国ꎬ郭嘉颖ꎬ张战战ꎬ冯致科ꎬ陈金奕∗

(南京农业大学除草剂毒理与抗药性实验室ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本研究旨在明确黑龙江省大豆田反枝苋(Ａｍａｒａｎｔｈｕｓ ｒｅｔｒｏｆｌｅｘｕｓ Ｌ.)种群对氟磺胺草醚的抗药性水平ꎬ并研究其产

生抗性及多抗性的分子机制ꎮ [方法]利用琼脂法快速测定采自黑龙江省嫩江县的 ３ 个反枝苋种群对氟磺胺草醚的抗性水

平ꎮ 通过盆栽法筛选出抗氟磺胺草醚 /噻吩磺隆的反枝苋植株ꎬ并进行原卟啉原氧化酶(ｐｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｏｇｅｎ Ⅸ ｏｘｉｄａｓｅꎬＰＰＯ)和
乙酰乳酸合酶(ａｃｅｔｏｌａｃｔａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＡＬＳ)的靶标基因测序ꎮ [结果]相比于敏感种群ꎬ黑龙江省 ３ 个种群对氟磺胺草醚的相对

抗性倍数(ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎｄｅｘꎬＲＩ)分别为 ８３.６、８３.８ 和 ９３.４ꎻ位于反枝苋 ＰＰＯ２ 高度保守区域编码 １２８ 位氨基酸的核苷酸由 ＡＧＧ
突变为 ＧＧＧꎬ导致精氨酸被替换为甘氨酸(Ａｒｇ￣１２８￣Ｇｌｙ)ꎮ ３ 个抗氟磺胺草醚的反枝苋种群均对 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂产生多

抗性ꎮ 对 ａｌｓ 基因测序后发现ꎬ与敏感种群相比ꎬ各抗性种群 １０ 个单株的 ＡＬＳ 保守区域均发生多个不同位点(Ａｌａ￣２０５￣Ｖａｌ、
Ａｓｐ￣３７６￣Ｇｌｕ、Ｔｒｐ￣５７４￣Ｌｅｕ 和 Ｓｅｒ￣６５３￣Ｔｈｒ)及组合的氨基酸取代方式ꎬ各种群突变位点和杂合度多样ꎮ [结论]ＰＰＯ２ 的 Ａｒｇ￣１２８￣
Ｇｌｙ 氨基酸取代可能是黑龙江 ３ 个反枝苋种群对氟磺胺草醚产生抗性的主要原因ꎬ３ 个种群同时对 ＡＬＳ 抑制剂类除草剂存在

靶标位点突变导致的多抗性ꎮ
关键词:反枝苋ꎻ氟磺胺草醚ꎻＰＰＯꎻＡＬＳꎻ突变
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ] Ｔｈｅ ｐａｐｅｒ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ａｍａｒａｎｔｈｕｓ ｒｅｔｒｏｆｌｅｘｕｓ Ｌ. ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｔｏ ｆｏｍｅｓａｆｅｎ
ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｓｏｙｂｅａｎ ｆｉｅｌｄｓ ｉｎ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬａｎｄ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｆｏｍｅｓａｆｅｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｔｈｒｅｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ Ｎｅｎｊｉａｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ ｉｎ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｆｏｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｌｅｖｅｌ ｔｏ ｆｏｍｅｓａｆｅｎ
ｂｙ ａｇａｒ￣ｂａｓｅｄ ｒａｐｉｄ ｂｉｏａｓｓａｙ. Ｔｈｅ ｐｌａｎｔｓ ｔｈａｔ ｓｕｒｖｉｖｅｄ ｆｏｍｅｓａｆｅｎ ｏｒ ｔｈｉｆｅｎｓｕｌｆｕｒｏｎ￣ｍｅｔｈｙｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ｐｏｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄ ｄｏｓｅ
ｗｅｒｅ ｓｕｐｐｏｓｅｄ ｔｏ ｂｅ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｏｎｅｓꎬａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｏｇｅｎ Ⅸ ｏｘｉｄａｓｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ａｃｅｔｏｌａｃｔａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ
ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎꎬｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎｄｅｘ(ＲＩ) ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｔｏ
ｆｏｍｅｓａｆｅｎ ｗｅｒｅ ８３.６ꎬ８３.８ ａｎｄ ９３.４ꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｔ １２８ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ＰＰＯ２ ｒｅｇｉｏｎ ｗｅｒｅ ｍｕｔａｔｅｄ ｆｒｏｍ ＡＧＧ ｔｏ ＧＧＧꎬｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｒｇｉｎｉｎｅ ｔｏ ｇｌｙｃｉｎｅ(Ａｒｇ￣１２８￣Ｇｌｙ) . Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙꎬａｌｌ ｔｈｒｅｅ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ＡＬＳ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ. Ｔｈｅ ａｌｓ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｓｉｎｇｌｅ ｏｒ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ａｔ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｉｔｅｓ(Ａｌａ￣２０５￣ＶａｌꎬＡｓｐ￣３７６￣ＧｌｕꎬＴｒｐ￣５７４￣Ｌｅｕꎬａｎｄ Ｓｅｒ￣６５３￣Ｔｈｒ)ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＡＬＳ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｔｈｒｅｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓꎬｗｉｔｈ ａ ｄｉｖｅｒｓｅ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]Ａｒｇ￣１２８￣Ｇｌｙ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｏｆ ＰＰＯ２ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｔｈｅ
ｍａｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ａ􀆰 ｒｅｔｒｏｆｌｅｘｕｓ Ｌ. ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｔｏ ｆｏｍｅｓａｆｅｎ. Ａｌｌ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ Ａ􀆰 ｒｅｔｒｏｆｌｅｘｕｓ Ｌ. ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｓｈｏｗｅｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ＡＬＳ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓꎬａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ ｄｕｅ ｔｏ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ ＡＬＳ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:Ａｍａｒａｎｔｈｕｓ ｒｅｔｒｏｆｌｅｘｕｓ Ｌ.ꎻｆｏｍｅｓａｆｅｎꎻＰＰＯꎻＡＬＳꎻｍｕｔａｔｉｏｎ

反枝苋(Ａｍａｒａｎｔｈｕｓ ｒｅｔｒｏｆｌｅｘｕｓ Ｌ.)别名西风谷、野苋菜、人苋菜ꎬ１ 年生草本ꎬ雌雄同株ꎬ自花授粉ꎬ染色

体 ２ｎ＝ ３４ꎮ 反枝苋原产于北美洲ꎬ于 １９０５ 年入侵我国ꎬ目前各省市均有分布[１]ꎮ 反枝苋适应性强ꎬ作为

一种伴人植物ꎬ可随作物种子、水流、风、有机肥、牲畜粪便以及鸟类等传播ꎮ 反枝苋入侵农田ꎬ与作物竞争

光、水、肥ꎬ侵占地上部分ꎬ２０１９ 年反枝苋在呼伦贝尔市发生面积 ２６.７６ ｈｍ２ꎬ成害面积 ９.３３ ｈｍ２ꎬ造成作物
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减产[２]ꎮ 我国东北是重要的粮食产地ꎬ是大豆和玉米的主产区ꎬ而反枝苋是大豆、玉米等旱田常见的杂

草ꎮ 氟磺胺草醚以及噻吩磺隆分别是大豆、玉米田防除反枝苋的常见除草剂ꎮ
氟磺胺草醚是由英国帝国化学工业有限公司推出的一种二苯醚类除草剂ꎮ １９９８ 年浙江嘉华化工有

限公司推出的氟磺胺草醚水剂在我国登记使用ꎬ主要用于花生、玉米、大豆等旱田作物的阔叶类杂草防除ꎬ
对于 禾 本 科 杂 草 也 具 有 一 定 的 抑 制 作 用[３]ꎮ 氟 磺 胺 草 醚 的 作 用 靶 标 为 原 卟 啉 原 氧 化 酶

(ｐｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎｏｇｅｎ Ⅸ ｏｘｉｄａｓｅꎬＰＰＯ)ꎬＰＰＯ 是四吡咯生物合成途径中高度保守的膜结合酶家族ꎬ是叶绿素

和血红素生物合成的关键酶[４－５]ꎮ 原卟啉原Ⅸ氧化酶由核基因编码ꎬ具有 ２ 种亚型ꎬ分别是 ＰＰＯ１ 和

ＰＰＯ２ꎻ其中 ＰＰＯ１ 由 ｐｐｘ１ 编码ꎬ定位于叶绿体膜上ꎻＰＰＯ２ 由 ｐｐｘ２ 编码ꎬ位于线粒体膜上[６]ꎮ 在一些原核

生物和植物中ꎬｐｐｘ２ 可以双重靶向叶绿体和线粒体[７]ꎮ 以二苯醚类为代表的 ＰＰＯ 抑制剂杀草谱广、药效

高、作用速度快、低毒、土壤残留期短ꎮ 除二苯醚类除草剂外ꎬ我国普遍使用的 ＰＰＯ 抑制剂还包括 Ｎ－苯
基－恶二唑酮类(Ｎ￣ｐｈｅｎｙｌ￣ｏｘａｄｉａｚｏｌｏｎｅｓ)如恶草酮ꎬＮ－苯基酰亚胺类(Ｎ￣ｐｈｅｎｙｌ￣ｉｍｉｄｅｓ)如丙炔氟草胺ꎬ
Ｎ－苯基－三唑啉酮类(Ｎ￣ｐｈｅｎｙｌ￣ｔｒｉａｚｏｌｉｎｏｎｅｓ)如唑草酮等除草剂ꎮ

除了 ＰＰＯ 抑制剂除草剂外ꎬ乙酰乳酸合酶(ａｃｅｔｏｌａｃｔａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＡＬＳ)抑制剂是另一类大豆田防除禾

本科和阔叶杂草的主要除草剂类别ꎮ 主要品种有噻吩磺隆、咪唑乙烟酸、唑嘧磺草胺等ꎬ自 ２０ 世纪 ８０ 年

代在我国大豆田广泛应用[８]ꎮ 靶标酶 ＡＬＳ 是由细胞核基因编码的定位于叶绿体的酶ꎬ由 Ｕｍｂａｒｇｅｒ 等[９]

在大肠杆菌中发现ꎬ是催化支链氨基酸生物合成途径中的第 １ 种酶ꎬ催化 ２ 分子丙酮酸缩合形成乙酰

乳酸ꎮ
随着除草剂的重复、广泛使用ꎬ杂草种群在除草剂的选择压下不断被筛选ꎬ产生抗药性进化ꎮ 杂草对

除草剂的抗性机制分为靶标位点抗性和非靶标位点抗性ꎮ 靶标位点抗性可以通过基因突变引起氨基酸改

变ꎬ影响靶标酶结构ꎬ从而阻止或改变酶催化中心与除草剂的结合ꎻ还可以通过靶标酶基因的过表达ꎬ产生

超过除草剂正常剂量结合范围的靶标酶[１０]ꎮ 非靶标位点抗性泛指除靶标位点抗药性之外的所有抗性机

制ꎮ 除草剂抗性行动委员会统计报道了全球范围内 １５ 种杂草(１１ 种双子叶杂草、４ 种单子叶杂草)对

ＰＰＯ 抑制剂产生抗性ꎻ而多达 １７２ 种杂草(１０５ 种双子叶杂草、６７ 种单子叶杂草)对 ＡＬＳ 抑制剂产生抗

性[１１]ꎮ 现已发现多种靶标位点突变赋予杂草对 ＰＰＯ 抑制剂的抗性ꎬ包括 ＰＰＯ２ 中 Ｇｌｙ￣２１０ 氨基酸缺

失[１２]ꎬＰＰＯ２ 中 Ａｒｇ￣１２８￣Ｇｌｙ / Ｍｅｔ、Ｇｌｙ￣３９９￣Ａｌａ 和 Ｖａｌ￣３６１￣Ａｌａ 氨基酸取代[１３－１５]ꎬ以及 ＰＰＯ１ 中 Ａｌａ￣２１２￣Ｔｈｒ
的取代[１６]ꎮ 杂草对 ＡＬＳ 抑制剂除草剂的抗性在国内外发展很快ꎬ现已报道了位于 ＡＬＳ 的 ５ 个高度保守

区的 ９ 个突变位点与抗药性的发生密切相关:Ａｌａ￣１２２、 Ｐｒｏ￣１９７、Ａｌａ￣２０５、 Ｐｈｅ￣２０６、Ａｓｐ￣３７６、Ａｒｇ￣３７７、
Ｔｒｐ￣５７４、Ｓｅｒ￣６５３ 和 Ｇｌｙ￣６５４[１７]ꎮ

反枝苋作为恶性杂草ꎬ已对多种不同作用机制的除草剂产生抗性ꎬ包括光系统Ⅱ(ｐｈｏｔｏｓｙｓｔｅｍ ｃｏｍｐｌｅｘ
ⅡꎬＰＳ Ⅱ) 抑制剂、 ＡＬＳ 抑制剂、 ＰＰＯ 抑制剂、 羟基苯基丙酮酸双氧化酶 ( ４￣ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌｐｙｒｕｖａｔｅ
ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅꎬＨＰＰＤ)抑制剂和草甘膦等[１１]ꎮ 与其他苋属杂草相比ꎬ反枝苋是最早发展出抗性的杂草之

一[１８－１９]ꎮ ２０１６ 年ꎬ我国首次报道了黑龙江反枝苋对氟磺胺草醚的抗性[２０]ꎮ 同时ꎬ反枝苋对噻吩磺隆、烟
嘧磺隆、咪唑乙烟酸等 ＡＬＳ 抑制剂已产生高水平抗性[２１]ꎮ 本文旨在明确我国黑龙江省嫩江县大豆田反枝

苋对氟磺胺草醚的抗性水平ꎬ研究抗性的分子机制ꎬ探究多抗性情况及机制ꎬ为田间抗性反枝苋的科学治

理提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试材料

反枝苋无用药史敏感种群采自江苏省连云港市赣榆区种群ꎬ待测种群采自黑龙江省嫩江县ꎬ种群详细

信息见表 １ꎮ ２５０ ｇ􀅰Ｌ－１氟磺胺草醚水剂购于吉林省八达农药有限公司ꎬ２５％噻吩磺隆可湿性粉剂购于安

徽丰乐农化有限责任公司ꎮ
１.２　 反枝苋对氟磺胺草醚的抗药性水平测定

在直径 ９ ｃｍ 的培养皿中垫 ２ 层滤纸ꎬ添加 ６ ｍＬ 蒸馏水ꎮ 将待测反枝苋种群播入培养皿中ꎬ在人工气

候培养箱中进行培养(温度 ３０ ℃ / ２５ ℃ꎬ光照 /黑暗培养时间 １２ ｈ / １２ ｈ)ꎮ ３ ｄ 后选取整齐露白(露白部分

长度约为 ５ ｍｍ)的种子待测ꎮ
根据预试验结果ꎬ确定氟磺胺草醚的浓度梯度:敏感种群为 ０、０.０６、０.１３、０.２５、０.５０ 和 １.００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎻ

４７８
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抗性种群为 ０、１、５、１０、２０ 和 ４０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎮ 配制氟磺胺草醚 ４ ０００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的母液并按比例稀释ꎬ将稀释

后的药液按照 １ ∶１００(体积比)与 １０ ｇ􀅰Ｌ－１的热琼脂溶液混合ꎬ倒入 １０ ｃｍ×１０ ｃｍ 的方形培养皿中(每皿

４０ ｍＬ)ꎬ得到含测试浓度药剂的琼脂板ꎬ室温冷却凝固待用ꎮ 将各种群整齐露白的种子线性均匀排列在

含不同浓度药剂的琼脂板上(每皿 １２ 颗ꎬ每个浓度 ４ 个重复)ꎬ加盖ꎬ用塑料膜封闭ꎮ 在人工气候培养箱

中进行培养(温度 ２８ ℃ / ２３ ℃ꎬ光照 /黑暗培养时间 １２ ｈ / １２ ｈ)ꎮ ７ ｄ 后测量并记录各皿中反枝苋的芽长ꎬ
计算芽长抑制率ꎮ

表 １　 供试反枝苋种群信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｍａａｒａｎｔｈｕｓ ｒｅｔｒｏｆｌｅｘｕｓ Ｌ. ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

种群名称
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

采集地点
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ

年份
Ｙｅａｒ

用药史
Ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

Ｓ 江苏省赣榆区徐山小学西
Ｗｅｓｔ ｏｆ Ｘｕｓｈａｎ Ｐｒｉｍａｒｙ ＳｃｈｏｏｌꎬＧａｎｙｕ ＤｉｓｔｒｉｃｔꎬＪｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ２０１８ 路边采集的无用药史种群

Ｒｏａｄｓｉｄｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎꎬｗｉｔｈｏｕｔ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ ｕｓａｇｅ

Ｒ１ 黑龙江省黑河市嫩江县第二管理区
Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｈｅｉｈｅ Ｃｉｔｙ Ｎｅｎｊｉａｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ ｓｅｃｏｎｄ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｔｒｉｃｔ ２０１７ 田间采集ꎬ用药史不详

Ｆｉｅｌｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎꎬｈｅｒｂｉｃｉｄｅ ｈｉｓｔｏｒｙ ｕｎｋｎｏｗｎ

Ｒ２ 黑龙江省黑河市嫩江县第四管理区
Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｈｅｉｈｅ Ｃｉｔｙ Ｎｅｎｊｉａｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ ｆｏｕｒｔｈ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｔｒｉｃｔ ２０１７ 田间采集ꎬ用药史不详

Ｆｉｅｌｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎꎬｈｅｒｂｉｃｉｄｅ ｈｉｓｔｏｒｙ ｕｎｋｎｏｗｎ

Ｒ３ 黑龙江省黑河市嫩江县第六管理区
Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｈｅｉｈｅ Ｃｉｔｙ Ｎｅｎｊｉａｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ ｓｉｘｔｈ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｔｒｉｃｔ ２０１７ 田间采集ꎬ用药史不详

Ｆｉｅｌｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎꎬｈｅｒｂｉｃｉｄｅ ｈｉｓｔｏｒｙ ｕｎｋｎｏｗｎ

１.３　 反枝苋原卟啉原氧化酶基因测序及突变分析

１.３.１　 测序材料　 将黄土与基质(江苏兴农基质科技公司)按照 １ ∶２(质量比)混合的营养土(ｐＨ６.３ꎬ有机

质含量 １１ ｇ􀅰Ｌ－１)填入 ７ ｃｍ×７ ｃｍ×８ ｃｍ 的塑料盆钵ꎬ将待测种群的反枝苋种子均匀播在土中ꎬ置于温室培

养ꎮ 培养条件:白天(３０±５)℃ꎬ夜间(２０±５)℃ꎮ 待植物长至 ２~３ 叶期间苗ꎬ定株至每盆 ８ 株ꎻ长至 ４ 叶期

时ꎬ各抗性种群用 ３ＷＰ－２０００ 行走式喷雾塔(农业农村部南京农业机械化研究所ꎬ其圆盘直径为 ５０ ｃｍꎬ喷
头孔径为 ０.３ ｍｍꎬ喷雾压力为 ０.３ ＭＰａꎬ雾滴直径为 １００ μｍꎬ喷头流量为 ９０ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎬ喷液距离 １ ３４０
ｍｍ)ꎬ按照喷雾体积 ３０ ｍＬ、喷液面积 ０.４６９ ｍ２ꎬ喷施田间推荐有效成分剂量 ４５０ ｇ􀅰ｈｍ－２的氟磺胺草醚ꎬ对
照植株喷施清水ꎮ 施药后 ２１ ｄꎬ黑龙江各种群植株与对照相比ꎬ仅少量植株枯死ꎬ存活植株正常生长ꎮ 取

存活状态较好的反枝苋叶片幼嫩组织ꎬ各抗性种群取样 ８ 株ꎬ敏感种群的清水对照取样 ８ 株ꎬ单株分装并

于－８０ ℃冰箱保存ꎮ
１.３.２　 ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 合成　 用球磨仪将上述样品在液氮条件下研磨成细粉ꎬ用总 ＲＮＡ 提取试剂盒

(ＤＰ４１９ꎬ天根生化科技有限公司)按步骤对样品进行总 ＲＮＡ 提取ꎮ 提取的抗性植株 ＲＮＡ 样品浓度为

１１４.７~７７１.５ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎬ敏感植株样品浓度为 ５５３.３６ ~ ２ １８６.７６ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎬ经琼脂糖凝胶电泳检测后发现

ＲＮＡ 基本无降解ꎮ 对提取的 ＲＮＡ 样品进行反转录ꎬ第 １ 链互补 ＤＮＡ(ｃＤＮＡ)按照 ＨｉＳｃｒｉｐｔ®Ⅲ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ(＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ)(ＶａｚｙｍｅꎬＲ３１２－０１)合成ꎮ 各样品的 ｃＤＮＡ 合成后于－２０ ℃冻存ꎮ
１.３.３　 靶标基因扩增及测序 　 使用已报道的 ２ 对引物 ｐｐｘ１￣Ｆ / ｐｐｘ１￣Ｒ 和 ｐｐｘ２￣Ｆ / ｐｐｘ２￣Ｒ 分别对反枝苋

ｐｐｘ１ 和 ｐｐｘ２ 基因进行扩增ꎬ引物由擎科生物科技有限公司合成ꎬ引物信息见表 ２ꎮ 聚合酶链式反应

(ＰＣＲ)在 Ａｐｐｌｉｅｄ ＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＴＭ热循环仪(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)中进行ꎬＰＣＲ 终反应量为 ５０ μＬꎬＰＣＲ 反

应条件:５ μＬ ｃＤＮＡ、 各引物 ２ μＬ 、２５ μＬ ２ × Ｔ５ Ｓｕｐｅｒ ＰＣＲ Ｍｉｘ(擎科生物科技有限公司)和 １６ μＬ 无酶
表 ２　 反枝苋基因的扩增引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ Ａ􀆰 ｒｅｔｒｏｆｌｅｘｕｓ Ｌ. ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒｓ

序列(５′→３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

退火温度 / ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

引物用途
Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｐｐｘ１￣Ｆ / ｐｐｘ１￣Ｒ ＣＴＣＣＧＡＣＡＴＣＴＣＧＴＴＣＣ /
ＡＣＣＣＴＣＴＡＴＡＣＡＣＣＴＣＣＣ ５８

扩增 ｐｐｘ１ 近全长基因(约 １ ５５５ ｂｐ)
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅａｒｌｙ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｐｐｘ１ ｇｅｎｅ

(ａｂｏｕｔ １ ５５５ ｂｐ)
[２２]

ｐｐｘ２￣Ｆ / ｐｐｘ２￣Ｒ ＧＧＴＡＣＣＡＴＧＧＴＡＡＴＴＣＡＡＴＣＣＡＴＴＡＣ /
ＴＣＴＡＧＡＴＴＡＴＧＣＧＧＴＣＴＴＣＴＣＡＴＴＣ ５８

扩增 ｐｐｘ２ 全长基因(１ ６０８ ｂｐ)
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｐｘ２ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｇｅｎｅ

(１ ６０８ ｂｐ)
[２３]

ａｌｓ￣Ｆ / ａｌｓ￣Ｒ ＣＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＧＴＣＣＡＣＴＴＣＴＴＣＡＡＡＣ /
ＧＧＣＣＣＧＧＧＣＴＡＡＴＡＡＧＣＣＣＴＴＣＴＴＣＣＡＴＣＡ ６５

扩增 ａｌｓ 全长基因(２ ０１０ ｂｐ)
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｓ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｇｅｎｅ

(２ ０１０ ｂｐ)
[２４]

５７８
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水ꎮ ＰＣＲ 反应程序:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ５８ ℃ １５ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ循环 ３５ 次ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 扩增产

物由擎科生物科技有限公司进行测序ꎮ 使用 ＳｎａｐＧｅｎｅ ６.０.２ 以及 Ｃｈｒｏｍａｓ 软件ꎬ对测序结果进行比对和

分析ꎮ
１.４　 反枝苋乙酰乳酸合酶基因测序及突变分析

１.４.１　 测序材料　 同 １.３.１ 节ꎬ噻吩磺隆田间推荐有效成分剂量为 ３０ ｇ􀅰ｈｍ－２ꎮ 每个种群取样 １０ 株ꎬ单株

分装并于－８０ ℃冰箱保存ꎮ
１.４.２　 ＤＮＡ 提取　 用球磨仪将上述样品研磨成细粉ꎬ用 ＣＴＡＢ 法提取 ＤＮＡꎮ
１.４.３　 靶标基因扩增及测序　 使用 ａｌｓ￣Ｆ / ａｌｓ￣Ｒ 引物(表 ２)进行扩增ꎬＰＣＲ 终反应量为 ４０ μＬꎬＰＣＲ 反应条

件条件:１ μＬ ＤＮＡ、各引物 ２ μＬ、２０ μＬ ２ × Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(诺唯赞生物科技有限公司)和 １５ μＬ 无

酶水ꎮ ＰＣＲ 反应程序:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ６２ ℃ １５ ｓꎬ７２ ℃ ７５ ｓꎬ循环 ３５ 次ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎮ 产物测序和

分析同 １.３.３ 节ꎮ
１.５　 数据统计

使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像处理软件测定植株芽长ꎬ芽长抑制率＝(１－处理芽长 /对照芽长)×１００％ꎮ

使用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ １４.０ 软件进行数据分析ꎬ选用 Ｌｏｇ￣Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 三参数模型拟合ꎬ方程:ｙ ＝ ａ / [１＋ ｘ
ＧＲ５０

æ

è
ç

ö

ø
÷

ｂ

]ꎮ

式中:ｘ 为除草剂剂量(μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎻｙ 为芽长抑制率ꎻｂ 为斜率ꎻａ 为芽长抑制率的上限ꎮ 根据不同反枝苋种

群的 ＧＲ５０值计算相对抗性倍数( ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎｄｅｘꎬＲＩ)ꎬＲＩ＝抗性种群 ＧＲ５０ /敏感性种群 ＧＲ５０ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 琼脂法测定不同反枝苋种群对氟磺胺草醚的抗性水平

与敏感种群相比ꎬ具有用药史的 ３ 个反枝苋种群均对氟磺胺草醚表现出高水平抗性ꎮ 由图 １ 可见ꎬ
随着药剂浓度的增加ꎬ反枝苋的芽长生长抑制逐渐增强ꎮ 江苏敏感种群 Ｓ 在 １ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１氟磺胺草醚处理

下芽长生长被完全抑制ꎻ而黑龙江抗性种群 Ｒ３ 在 １ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１氟磺胺草醚处理下芽长生长几乎不受影响ꎬ
４０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１时芽长生长被完全抑制(图 １)ꎮ 剂量响应曲线(图 ２)结果显示ꎬ敏感种群的 ＧＲ５０值为 ０.１
μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ远低于各抗性种群的 ＧＲ５０值(８.３６~９.３４ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎻ黑龙江 ３ 个反枝苋种群对氟磺胺草醚抗性

水平相似ꎬＲＩ 为 ８３.６~９３.４(表 ３)ꎮ

图 １　 琼脂法测定敏感 Ｓ 与抗性反枝苋代表种群 Ｒ３ 对氟磺胺草醚的浓度响应

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｄｏｓｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ Ｓ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ａ􀆰 ｒｅｔｒｏｆｌｅｘｕｓ Ｌ. ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ Ｒ３
ｔｏ ｆｏｍｅｓａｆｅｎ ｂｙ ａｇａｒ￣ｂａｓｅｄ ｂｉｏａｓｓａｙ

表 ３　 不同反枝苋种群对氟磺胺草醚的剂量响应曲线拟合参数及抗性水平

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｄｏｓｅ￣ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ａ􀆰 ｒｅｔｒｏｆｌｅｘｕｓ Ｌ. ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｔｏ ｆｏｍｅｓａｆｅｎ

种群名称
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

回归参数 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒ

ａ ｂ ｒ

抑制中浓度
５０％ ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ(ＧＲ５０)

相对抗性倍数
Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎｄｅｘ(ＲＩ)

Ｓ １０２.４８±２.１２ １.６６±０.６１ ０.９６８ ８ ０.１０±０.０３ １.０

Ｒ１ ９９.５８±３.２０ ０.９８±０.１１ ０.９９６ ６ ８.３６±０.９８ ８３.６

Ｒ２ ９９.８５±２.０８ ０.６２±０.０４ ０.９９８ ３ ８.３８±０.８６ ８３.８

Ｒ３ ９８.８７±２.７５ １.０４±０.１０ ０.９９７ ３ ９.３４±０.９１ ９３.４
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图 ２　 氟磺胺草醚处理反枝苋种群的浓度响应曲线

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｄｏｓｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｆｏｍｅｓａｆｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ Ａ􀆰 ｒｅｔｒｏｆｌｅｘｕｓ Ｌ. ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

２.２　 反枝苋 ｐｐｘ１ 和 ｐｐｘ２ 基因序列分析

比对敏感和抗性反枝苋种群的 ｐｐｘ１ 基因序列后未发现已报道的抗性相关 Ａｌａ￣２１２￣Ｔｈｒ 突变ꎻ将敏感

种群基因 ｐｐｘ２(ｐｐｘ２￣Ｓ)与反枝苋抗性种群基因(ｐｐｘ２￣Ｒ)进行比对后发现ꎬ抗性种群存在 １ 个 Ａ 到 Ｇ 的单

碱基突变ꎬ导致 １２８ 位点的精氨酸被甘氨酸取代(Ａｒｇ￣１２８￣Ｇｌｙ)ꎮ 各抗性种群测序的 ８ 个单株均发生此突

变ꎬ突变频率达 １００％ꎮ 此外ꎬ测序峰图显示各个抗性种群该位点均为单峰(图 ３)ꎬ表明该基因为纯合突变ꎮ

图 ３　 反枝苋种群 ｐｐｘ２ 基因部分测序图谱

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐａｒｔｉａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｏｆ ｐｐｘ２ ｉｎ Ａ􀆰 ｒｅｔｒｏｆｌｅｘｕｓ Ｌ. ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｃｏｄｏｎ ｏｆ Ｇｌｙ￣１２８
红框部分为编码取代位点 １２８ 位氨基酸的碱基ꎮ Ｔｈｅ ｒｅｄ ｂｏｘ ｉｓ ｔｈｅ ｂａｓｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｔｈｅ １２８￣ｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ａｔ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｓｉｔｅ.

２.３　 反枝苋 ａｌｓ 基因序列分析

将反枝苋敏感种群与抗性种群 ａｌｓ 基因测序结果进行比对发现ꎬ各抗性种群的 １０ 个测序单株均含有

靶标位点突变ꎬＲ１、Ｒ２ 和 Ｒ３ 种群分别存在 ６、５ 和 ２ 种突变类型(表 ４)ꎮ 从氨基酸取代方式的发生频率来

看ꎬ测序的 ３０ 个抗性单株中ꎬ５７４ 位的 Ｔｒｐ 被 Ｌｅｕ 取代发生频率最高ꎬ占总数的 ８３％ꎻ其次为 ６５３ 的 Ｓｅｒ 被
表 ４　 黑龙江反枝苋抗性种群 ａｌｓ 突变信息

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ａｌｓ ｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ａ􀆰 ｒｅｔｒｏｆｌｅｘｕｓ Ｌ. ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ

种群
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

突变位点
Ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ

取代氨基酸
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ

突变株数 / 总测序株数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ｐｌａｎｔｓ / ｔｏｔａｌ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｌａｎｔｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ

Ｒ１

ＴＧＧ￣５７４￣ＴＴＧ Ｔｒｐ￣５７４￣Ｌｅｕ ２ / １０
ＴＧＧ￣５７４￣ＴＧＧ / ＴＴＧ Ｔｒｐ￣５７４￣Ｔｒｐ / Ｌｅｕ １ / １０

ＡＧＣ￣６５３￣ＡＣＣ Ｓｅｒ￣６５３￣Ｔｈｒ ２ / １０
ＧＣＴ￣２０５￣ＧＣＴ / ＧＴＴꎬＴＧＧ￣５７４￣ＴＧＧ / ＴＴＧ Ａｌａ￣２０５￣Ａｌａ / ＶａｌꎬＴｒｐ￣５７４￣Ｔｒｐ / Ｌｅｕ １ / １０
ＧＣＴ￣２０５￣ＧＣＴ / ＧＴＴꎬＡＧＣ￣６５３￣ＡＧＣ / ＡＣＣ Ａｌａ￣２０５￣Ａｌａ / ＶａｌꎬＳｅｒ￣６５３￣Ｓｅｒ / Ｔｈｒ １ / １０
ＴＧＧ￣５７４￣ＴＧＧ / ＴＴＧꎬＡＧＣ￣６５３￣ＡＧＣ / ＡＣＣ Ｔｒｐ￣５７４￣Ｔｒｐ / ＬｅｕꎬＳｅｒ￣６５３￣Ｓｅｒ / Ｔｈｒ ３ / １０

Ｒ２

ＧＣＴ￣２０５￣ＧＴＴ Ａｌａ￣２０５￣Ｖａｌ １ / １０
ＧＡＴ￣３７６￣ＧＡＡ Ａｓｐ￣３７６￣Ｇｌｕ １ / １０
ＴＧＧ￣５７４￣ＴＴＧ Ｔｒｐ￣５７４￣Ｌｅｕ ６ / １０

ＴＧＧ￣５７４￣ＴＧＧ / ＴＴＧ Ｔｒｐ￣５７４￣Ｔｒｐ / Ｌｅｕ １ / １０
ＧＣＴ￣２０５￣ＧＣＴ / ＧＴＴꎬＴＧＧ￣５７４￣ＴＧＧ / ＴＴＧ Ａｌａ￣２０５￣Ａｌａ / ＶａｌꎬＴｒｐ￣５７４￣Ｔｒｐ / Ｌｅｕ １ / １０

Ｒ３
ＴＧＧ￣５７４￣ＴＴＧ Ｔｒｐ￣５７４￣Ｌｅｕ ９ / １０

ＴＧＧ￣５７４￣ＴＧＧ / ＴＴＧꎬＡＧＣ￣６５３￣ＡＧＣ / ＡＣＣ Ｔｒｐ￣５７４￣Ｔｒｐ / ＬｅｕꎬＳｅｒ￣６５３￣Ｓｅｒ / Ｔｈｒ １ / １０
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Ｔｈｒ 取代ꎬ以及 ２０５ 位点的 Ａｌａ 被 Ｖａｌ 取代ꎻ３７６ 位点 Ａｓｐ 被 Ｇｌｕ 取代发现频率相对最低ꎬ仅在 Ｒ２ 的 １ 个单

株中存在ꎮ 从突变的杂合性来看ꎬ测序结果主要分为 ３ 种类型:纯合取代(Ａｌａ￣２０５￣Ｖａｌ、Ａｓｐ￣３７６￣Ｇｌｕ、
Ｔｒｐ￣５７４￣Ｌｅｕ 和 Ｓｅｒ￣６５３￣Ｔｈｒ)共 ２１ 株ꎬ杂合取代(Ｔｒｐ￣５７４￣Ｔｒｐ / Ｌｅｕ)共 ２ 株ꎬ双杂合取代(２０５＋５７４、２０５＋６５３
和 ５７４＋６５３)共 ７ 株ꎮ 其中ꎬ含有 Ｔｒｐ￣５７４￣Ｌｅｕ 纯合突变的植株达 １７ 株ꎬ占总测序单株的 ５０％以上ꎮ

３　 结论与讨论

本研究通过琼脂法快速测定 ４ 个反枝苋种群对氟磺胺草醚的抗药性水平ꎮ 结果表明ꎬ相对于江苏敏

感种群ꎬ３ 个采自黑龙江省嫩江地区的反枝苋种群均对 ＰＰＯ 抑制剂氟磺胺草醚产生了高水平抗性(ＲＩ ＝
８３.６~９３.４)ꎮ 该结果与我国学者采用整株生物测定法测得的抗性结果[２０ꎬ２５]相似ꎮ 对氟磺胺草醚的靶标

酶基因 ｐｐｘ１ 及 ｐｐｘ２ 进行扩增和测序后发现ꎬ与敏感种群的 ８ 个单株相比ꎬ３ 个抗性种群的共 ２４ 株反枝苋

编码 ＰＰＯ２ 蛋白 １２８ 位氨基酸的核苷酸均发生 ＡＧＧ 到 ＧＧＧ 的纯合突变ꎬ导致精氨酸被甘氨酸取代ꎮ
Ａｒｇ－１２８ 位点是 ＰＰＯ２ 蛋白的保守催化区[２６]ꎬＡｒｇ￣９８￣Ｇｌｙ 被认为与 Ａｒｇ￣１２８￣Ｇｌｙ 突变同源ꎬ其差异在于 ３０
个氨基酸的靶向 /信号肽是否属于蛋白质的 Ｎ 端[２７]ꎮ Ａｒｇ￣１２８￣Ｇｌｙ 的氨基酸替换不仅赋予其他反枝苋种

群抗药性ꎬ还导致长芒苋(Ａ􀆰 ｐａｌｍｅｒｉ Ｓ.Ｗａｔｓｏｎ)对 ＰＰＯ 抑制剂的抗性[１３ꎬ２８－２９]ꎮ 高度一致的靶标位点抗性

机制与种群间接近的相对抗性倍数结果相对应ꎬ由此推测 ３ 个抗性种群存在差异显著的非靶标抗性机制

的可能性较低ꎮ 另外ꎬＨｕａｎｇ 等[２３]在 ２０２０ 年报道了另一个采自嫩江地区的 ＰＰＯ 抑制剂抗性反枝苋种群ꎬ
２０ 个抗性植株中有 １６ 株为 １２８ 突变杂合子ꎬ４ 株为纯合子ꎮ 相比于该种群ꎬ本研究中的 ３ 个抗性种群明

显具有更高的抗性进化程度ꎮ
ＡＬＳ 抑制剂单剂量筛选及测序结果表明ꎬ抗氟磺胺草醚的反枝苋种群对噻吩磺隆存在多抗性ꎬ且抗性

植株的靶标基因突变频率为 １００％ꎬ包含多个已知与抗性相关的纯合或双杂合突变位点ꎮ 根据相关报道ꎬ
３ 个抗性反枝苋种群中所发现的多种突变类型可对 ＡＬＳ 抑制剂中几乎所有化学结构类别产生抗药

性[１１]ꎮ 这种高频率多位点组合的突变方式在我国所报道的反枝苋种群中罕见[２４ꎬ３０]ꎮ 该结果表明ꎬ供试

的 ３ 个黑龙江反枝苋种群不仅对 ＰＰＯ 抑制剂除草剂抗性进化严重ꎬ而且 ＡＬＳ 抑制剂除草剂的多抗性发展

严重ꎮ 因此ꎬ对于黑龙江抗性反枝苋种群的综合治理迫在眉睫ꎮ
琼脂法因其价格及人力资源成本低、占用空间小且检测速度快等优点ꎬ已应用于多种作用机制的除草

剂抗性检测ꎮ 例如ꎬＧｏｎｚ􀅡ｌｅｚ￣Ｔｏｒｒａｌｖａ 等[３１]使用琼脂法测定长芒苋对氟乐灵的抗性ꎻ陈金奕等[３２]用琼脂法

测定了黑龙江反枝苋种群对咪唑乙烟酸的抗性水平ꎻＭｅｓｓｅｌｈäｕｓｅｒ 等[３３] 建立了琼脂法测定大穗看麦娘

(Ａｌｏｐｅｃｕｒｕｓ ｍｙｏｓｕｒｏｉｄｅｓ Ｈｕｄｓ.)对环庚草醚和氟噻草胺抗药性ꎻ澳洲杂草科学家使用琼脂法有效测定了硬

直黑麦草(Ｌｏｌｉｕｍ ｒｉｇｉｄｕｍ Ｇａｕｄ.)对精异丙甲草胺、氟乐灵、烯禾啶等一系列不同作用机制除草剂的抗药

性[３４]ꎮ 本研究首次用琼脂法成功快速检测了反枝苋对 ＰＰＯ 抑制剂除草剂的抗性水平ꎬ该方法将为苋属

杂草对 ＰＰＯ 抑制剂除草剂的抗性快速检测提供技术指导和支撑ꎮ
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