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Abstract: 【Objective】 Breeding rice varieties with resistance to ALS-inhibiting herbicide is the most economical and 

effective method to prevent weeds in direct-sowing field, and molecular marker-assisted selection can improve its 

efficiency. 【Method】The dominant molecular marker, designed for genotypic detection in different varieties and an F2 

population derived from Huaidao 5/Huanghuazhan M-1(mutant with resistance to ALS-inhibiting herbicide) was 

developed with Tetra-primer ARMS-PCR technique, based on the clarified mutation in CDS of ALS gene. 【Result】 The 

sequence alignment analysis of ALS gene encoding region showed that only the mutation from T1642G1643 to A1642T1643 

leading to the 548th amino acid substitution from tryptophan to methionine in highly conserved region was the critical 

factors to produce resistance to ALS-inhibiting herbicide in Huanghuazhan M-1, despite the existence of multiple base 

differences between different indica and japonica rice varieties. The results of PCR detection indicated that three 

different genotypes could be accurately distinguished by electrophoretic bands, and it was exactly consistent with the 

phenotype of herbicide resistance at the seedling stage. 【Conclusion】 The genotype associated with two continuous base 

mutations could be rapidly detected by Tetra-primer ARMS-PCR technique, and the efficiency for varieties with 

resistance to ALS-inhibiting herbicide could be improved in breeding process.  
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摘 要：【目的】培育具有乙酰乳酸合酶(ALS)抑制剂类除草剂抗性的品种是防治水稻直播田杂草危害最经济、

有效的途径之一，而利用分子标记辅助选择有助于提高其品种选择效率。【方法】在明确除草剂抗性突变体黄华

占 M-1 ALS 基因编码区碱基差异的基础上，利用四引物扩增受阻突变体系 PCR(Tetra-primer ARMS-PCR)技术，设

计引物对不同品种(品系)和淮稻 5 号/黄华占 M-1 的 F2群体进行基因型检测，并结合除草剂的田间试验对标记的

准确性进行验证。【结果】ALS 基因编码区序列比对分析表明，尽管籼、粳稻之间具有多处差异碱基，但只有第

1642 和 1643 碱基 TG 到 AT 的变异能导致位于高度保守域的第 548 位编码氨基酸由色氨酸突变为甲硫氨酸，进

而使水稻产生对 ALS 抑制剂类除草剂的抗性。依据 PCR 扩增产物的电泳带型，可以准确区分出 3 种不同的基因

型，其基因型与苗期除草剂抗性的表型完全一致。【结论】利用 Tetra-primer ARMS-PCR 技术，可以实现对两个

连续变异碱基位点基因型的快速检测，从而加快 ALS 抑制剂类除草剂抗性水稻品种的选育进程。 
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直播稻作为水稻轻简栽培的一种重要方式，由

于省工节本效果明显，深受广大农户的欢迎，种植

面积迅速扩大。近年来，随着机插秧技术的快速推

广以及严控直播稻盲目发展措施的落实，其迅猛增

长的趋势有所缓和，但仍是水稻种植的重要方式。

据统计，2016 年全国有超过 30%的水稻种植面积采

用直播技术[1]。长期以来，田间杂草危害一直是困

扰直播稻生产的技术难题，尽管除草剂能有效防治

草害发生，但施用不当常常会对水稻造成不同程度

的药害。因此，培育具有除草剂抗性的水稻品种是

防治直播田杂草危害最经济、有效的途径。 

近年来，各种以乙酰乳酸合成酶(Acetolactate 

Synthase, ALS)为靶标的除草剂，如咪唑啉酮类

(Imidazolinones, IMs) 、磺酸脲类 (Sulfonylureas, 

SUs)、三唑并嘧啶类(Triazolopyrimidines, TPs)、嘧

啶硫代苯甲酸酯类(pyrimidinyhhiobenzoate, PTBs)、

磺酰胺羰基三唑啉酮类 (sulfonylamino carbonyl 

triazolinone, SCTs)除草剂等，由于除草谱广、低毒

高效、选择性强等优点，被广泛用于防除各种作物

种植田的杂草[2]。该类除草剂的作用机理主要是通

过与植物体内的乙酰乳酸合酶形成复合物阻断底

物进入酶活性位点通路，抑制 ALS 活性，使支链氨

基酸如亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸的合成受阻，导

致植物死亡。抗性机制研究表明，植物 ALS 基因保

守区发生错义突变会导致酶结构或空间构象发生

变化，降低对除草剂的亲和力，进而产生抗性[3]。 

美国是最早开展 ALS 抑制剂类除草剂抗性品

种选育的国家。1993 年路易斯安那州立大学农业中

心利用甲磺酸乙酯(Ethyl Methanesulfonate, EMS)诱

变水稻品种 AS3510，M2代喷洒咪唑乙烟酸，筛选

出具有咪唑啉酮类除草剂抗性的突变系 93AS3510，

并进一步与品种 Cocodrie 和 MayBelle 杂交，选育

出抗性品种 CL121 与 CL141，并于 2002 年首次在

美国进行商业化种植[4]。为进一步提高品种的丰产

性，该中心利用相同的方法对美国优质籼稻品种

Cypress 进行诱变，筛选出抗性品系 PWC16，系统

选育出品种 CL161，并逐步取代 CL121 和 CL141
[5]。

此后，阿根廷学者也从当地品种 IRGA 417 的 EMS

诱变后代中筛选出抗性材料并育成品种 Puita’ 

Intacl
[6]。分子生物学研究表明，虽然 AS3510、

PWC16 和 Puita’ Intacl 等材料都具有相似的除草剂

抗性，但基因的变异位点则完全不同。AS3510 的

抗性源自 ALS 基因第 628 位甘氨酸(Gly, G)转变为

谷氨酸(Glu, E)；PWC16 的抗性是由第 627 位丝氨

酸(Ser, S)突变为天冬氨酸(Asp, D)造成的；而 Puita’ 

Intacl 出现抗性则是由第 96 位缬氨酸(Val, V)到苏

氨酸(Thr, T)的变异所致[6]。目前，由于上述位点均

已申请相关专利，而我国想在此基础上开展商业化

育种，不仅会受到国外研究机构的诸多限制，而且

还必须承担昂贵的专利使用费。深圳兴旺生物种业

有限公司利用化学诱变的方法处理广东优质常规

籼稻品种黄华占，通过苗期大规模咪唑啉酮类除草

剂的筛选，获得了一批抗性突变植株。其中一个突

变体的 ALS 基因在编码区第 1642 和 1643 碱基发生

TG 到 AT 的突变，导致第 548 位编码氨基酸由色氨

酸(Trp, W)突变为甲硫氨酸(Met, M)，进而产生抗

性。这是我国首次在水稻中发现具有自主知识产权

的抗 ALS 抑制剂类除草剂新位点和新材料[7]。 

利用目标基因存在的碱基差异，开发共显性的

功能标记进行辅助选择可以提高 ALS 抑制剂类除

草剂抗性品种选育的效率。四引物扩增受阻突变体

系 PCR 技术(Tetra-primer amplification refractory 

mutation system PCR, Tetra-primer ARMS-PCR)是

近年来在等位基因特异扩增 PCR 基础之上发展起

来的，专门针对单核苷酸突变的一种新的检测方

法。通过四条引物的一次 PCR 扩增、电泳即可达到

区分不同基因型的目的，具有快速、简便、费用低

等特点，并在水稻分子育种中得到广泛应用[8-9]。其

技术原理是依据 Taq DNA 聚合酶缺少 3′→5′外

切酶活性，对于 3′末端错配的引物，以低于正常

末端配对引物的速度延伸，当错配碱基的数目达到

一定程度或者条件达到一定的严谨程度时，3′末

端碱基则因磷酸二酯键的形成困难而不能继续延

伸，反应终止，不能得到特异长度的扩增条带[10]。

因此，从理论上讲，该技术能够实现对两个连续单

核苷酸变异的检测。 

为提高 ALS 抑制剂类除草剂抗性品种的选育

效率，有效解决水稻直播田的杂草危害，本研究在

分析 Tetra-primer ARMS-PCR 原理的基础上，根据

突变位点的碱基差异，设计相关引物对 ALS 基因的

变异进行快速检测，并结合除草剂的田间试验对其

准确性进行验证，以期为 ALS 抑制剂类除草剂抗性

品种的高效选育提供技术手段。 

1 材料与方法 

1.1 供试材料 

供试水稻材料包括广东常规籼稻品种黄华占

及其 ALS 抑制剂类除草剂抗性突变材料(简称黄华

占 M-1)，江苏常规粳稻新品种(品系)南粳 2728、淮
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稻 5 号、镇稻 99，分离群体是以淮稻 5 号为母本，

黄华占 M-1 为父本进行杂交、自交获得的 280 个

F2 单株。2016 年 5 月将上述材料浸种催芽后，将亲

本和 F2 群体分别均匀点播在长、宽、高规格分别为

60 cm×30 cm×15 cm 的塑料周转箱中，并放置在露

天网室。当叶龄为 1叶心和 3叶 1心期时，按 10 g/m
2

施用尿素，同时，为直观反映 F2 群体基因型与其除

草剂抗性表型是否一致性，在 4 叶 1 心期时将 F2

群体单株按 ALS 基因的 3 种基因型分类移栽在同一

周转箱中。 

1.2 试验方法 

1.2.1 除草剂抗性鉴定 

当水稻在塑料周转箱中生长到 5 叶 1 心期，将

5%咪唑乙烟酸水剂(山东先达农化股份有限公司)

稀释 1000 倍，使用小型喷雾瓶按 300 L/hm²的用量

进行喷雾处理，10 d 后调查除草剂抗性，无明显症

状的记为抗，叶片全部黄化枯死的记为感。 
1.2.2 序列对比和引物合成 

从水稻基因组注释数据库网站 (http://rice. 

plantbiology.msu.edu/)下载粳稻品种日本晴位于第 4

染色体 ALS 基因的编码区序列(Coding Sequence, 

CDS)，与深圳兴旺生物种业有限公司提供的抗 ALS

抑制剂类除草剂籼稻突变体黄华占 M-1 及其野生

型的 CDS 序列进行比对。根据编码区第 1642 和

1643 位 点 发 生 的 突 变 ， 采 用 Tetra-primer 

ARMS-PCR 技术并结合 Primer Premier 5.0 软件

(http://www.premierbiosoft.com/)设计相应的引物

(表 1)
[11]。引物由上海英骏生物技术有限公司合成。 

1.2.3 DNA 提取、PCR 扩增和电泳检测 

水稻 3 叶 1 心期 F2 群体分类移栽前，收集水稻

品种(品系)、F1 杂种、F2 群体的微量新鲜叶片，按

CTAB 法提取基因组 DNA
[12]。PCR 根据 Chen 等[13]

的报道进行，略作修改。20 μL PCR 体系包括 DNA 

(10 ng/μL) 2.0 μL，四条引物(4 pmol/μL)各 0.5 μL，

10×缓冲液(含 MgCl2) 2.0 μL，dNTP (2.5 mmol/L) 

0.4 μL，Taq(5 U/μL) 0.5 μL，ddH2O 13.1 μL。反应

程序如下：95℃下预变性 5min；95℃下变性 30 s，

59℃下复性 30 s，72℃下延伸 1 min，循环 35 次；

72℃下延伸 7 min，10℃冷却 10 min。将扩增产物

加溴酚蓝指示剂后备用。反应产物用加入 DuRed

核酸染料 3%的琼脂糖凝胶 130V 电泳 30 min，在凝

胶成像系统下观察记载。 

2 结果与分析 

2.1 ALS 基因序列分析和引物设计 

水稻 ALS 基因编码区序列全长为 1935 bp，仅有

一个外显子，编码 644 个氨基酸[14]。通过比较粳稻

品种日本晴和籼稻品种黄华占的相关序列，发现上

述籼、粳稻 ALS 编码区序列存在 29 处核苷酸变异，

其中绝大多数点突变为同义突变，并不影响其编码

的氨基酸序列，仅有 4 处能导致氨基酸序列变异的

错义突变，分别在第 11、273、548 和 604 位氨基

酸位点。通过对拟南芥、玉米、油菜、大豆编码

ALS 蛋白的氨基酸序列进行同源性比对，发现除第

548 位氨基酸位点比较保守外，其他 3 处位点都存

在序列变化(数据未列出)。在此基础上，进一步比

较黄华占野生型与黄华占 M-1 的相关序列，发现它

们仅在编码区第 1642 和 1643 位点存在 TG 到 AT

的变异，并导致第 548 位氨基酸由色氨酸突变为甲

硫氨酸(图 1)。该位点正好处于植物 ALS 基因 5 个

高度保守结构域 B(QWED)中，是目前已报道的能

导致植物对 ALS 抑制剂除草剂产生抗性的 20 个重

要氨基酸位点之一[15-19]。下载日本晴 ALS 基因的全

长序列，根据 Tetra-primer ARMS-PCR 技术原理，

先确定正向(ALS-I-F)和反向内引物(ALS-I-R)，其中

正向内引物的 3′末端与黄华占突变体 M-1 1642 位

碱基相同，反向内引物与黄华占野生型 1643 位碱

基互补，同时为增强内引物的特异性，在 3′端第 3

位各引入一个人工错配碱基，即 ALS-I-F 由 A 变为

T，而反向内引物则由 C 变为 T。同时，利用 Primer 

Premier 5.0 软件设计出多对正向和反向外引物，综

合考虑四条引物的 Tm(Melting Temperature)值、引

物之间的互补情况以及差异片段是否能在琼脂糖

凝胶电泳中得到有效区分等多种因素，选择出最合

适的外引物对进行搭配(图 1、表 1)。根据各引物在

ALS 基因序列中的位置，从理论上讲无论是否具有

目标位点的碱基变异都能被正反向外引物扩增出

具有阳性对照作用的 646 bp 条带。除此之外，含

表 1 四引物扩增受阻突变体系 PCR 技术检测水稻 ALS

基因碱基变异的引物序列 

Table 1. Sequences of primer to detect the base variation 

by tetra-primer ARMS-PCR system in rice. 

引物名称 

Primer 

引物序列(5′-3′) 

Sequence (5′-3′) 

ALS-O-F AGGTGAGGCAATCATCGCTAC 

ALS-O-R ATGGGTCTATTCAGGTCAAACA 

ALS-I-F AACCAACATTTGGGTATGGTTGTGCTAA 

ALS-I-R CTATTTGCCTTGTAAAACCTATCCTTCC 
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ALS 基因突变纯合基因型的水稻还能扩增出 381 bp

的特征条带，不含 ALS 基因突变纯合基因型水稻则

能扩增出 321 bp 的特征条带，而杂合材料能同时扩

增 646 bp、381 bp 以及 321 bp 三条特征条带。 

2.2 不同品系 ALS 基因型检测和除草剂抗性鉴定 

在除草剂处理前 3 d，提取黄华占、黄华占 M-1、

南粳 2728、淮稻 5 号和镇稻 99 等 5 个籼、粳稻品

种(品系)的DNA进行Tetra-primer ARMS-PCR扩增，

产物经 3%琼脂糖凝胶电泳可显示两种类型的条带

(图 2)，被正向外引物 ALS-O-F 和反向外引物

ALS-O-R扩增起阳性对照作用的 646 bp的条带在每

个检测材料中均出现，这表明所有样本的 DNA 都

得到了有效扩增。除 646 bp 的条带外，南粳 2728、

淮稻 5 号、镇稻 99 和黄华占中还能检测出一条约

为 321 bp 的条带，它是由正向外引物 ALS-O-F 和反

向内引物 ALS-I-R 扩增产生的，其特异扩增 ALS 基

因编码区序列中第 1643位核苷酸为G的等位位点。

而突变体黄华占 M-1 虽不能扩增出 321 bp 的条带，

却能扩增出一条 381 bp 的条带，该条带是由正向内

序列中黑色碱基表示外显子, 蓝色碱基表示基因的非编码区序列, 红色碱基表示引物序列, 阴影表示差异碱基, 阴影斜体表示产生ALS抑制剂类除草

剂抗性的关键碱基。 

The exon, non-coding regions and primers are showed in black, blue and red bases, respectively. The differential bases in sequences are in shadow and the key 

bases involving in the resistance to ALS inhibitor herbicides are in italic and shadow.  

图 1  用于检测水稻 ALS 基因连续双碱基变异的 Tetra-primer ARMS-PCR 体系的设计策略 

Fig. 1. Strategy for Tetra-primer ARMS-PCR system to detect the two continuous base mutations for ALS gene in rice. 

 

M－DNA 分子量标准(DL2000)；1－黄华占 M-1；2－黄华占；3－南

粳 2728；4－淮稻 5 号；5－镇稻 99。 

M, DNA marker (DL2000); 1, Mutant of Huanghuazhan M-1; 2, 

Huanghuazhan; 3, Nanjing 2728; 4, Huaidao 5; 5, Zhendao 99. 

图 2  Tetra-primer ARMS-PCR 对不同水稻品种 (品

系)ALS 基因型的检测 

Fig. 2. Electrophoresis detection of ALS genotypes by 

Tetra-primer ARMS-PCR in different rice varieties 

or lines. 
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引物 ALS-I-F 和反向外引物 ALS-O-R 扩增产生的，

其特异扩增 ALS 基因编码区第 1642 位核苷酸为 A

的等位变异位点。为验证基因型和表型是否具有一

致性，当上述品种(品系)生长到 5 叶 1 心期时进行

除草剂喷雾处理。除黄华占 M-1 没有表现出明显症

状外，其他材料叶片全部黄化枯死(图 3)。这说明利

用该方法可以对 ALS 基因编码区第 1642 和 1643 位

点发生 TG 到 AT 突变的抗除草剂水稻进行快速、

准确的鉴定。 

2.3 F2分离群体 ALS 基因型检测和除草剂抗性鉴

定 

为进一步验证 Tetra-primer ARMS-PCR 引物

对杂合基因型的检测效果，在 4 叶 1 心期时，提取

淮稻 5 号/黄华占 M-1 F2群体 280 个单株的 DNA 并

对其进行 PCR 扩增。结果表明，所有 F2 单株的电

泳产物只出现三种类型的条带，其中 67 株能扩增

出 646 bp 和 381 bp 的条带，60 株能扩增出 646 bp

和 321 bp 的条带，其余 153 株则能扩增出 646 bp、

381 bp 和 321 bp 的条带(图 4)。三种带型对应的基

因型比例为 1∶2∶1，符合 1 对基因的分离规律

(χ
2
=2.764<χ

2
0.05,2，0.25<P<0.50)。为直观反映基因

型和表型是否一致，将群体单株按不同基因型进行

移栽，待苗恢复正常后进行除草剂喷雾处理。除不

含 ALS 基因突变纯合基因型水稻全部黄化枯死外，

其他两种基因型的单株都不出现除草剂危害的症

状(图 5)。这不仅说明该引物可以有效对杂合基因型

进行准确鉴定，同时也说明突变所产生的除草剂抗

性由一对显性基因所控制。 

3 讨论 

3.1 植物对 ALS 抑制剂类除草剂的抗药性机理 

自 1990 年 Mallory-Smith 首次报道毒莴苣对磺

酰脲类除草剂出现抗药性以来，国际上发表了大量

关于植物对 ALS 抑制剂除草剂产生抗性的研究报

道[20-21]。研究表明，植物在 ALS 抑制剂除草剂的选

A―黄华占 M-1；B―南粳 2728。 

A, Huanghuazhan M-1; B, Nanjing 2728. 

图 3  不同品种(品系)对 ALS 抑制剂类除草剂咪唑乙烟酸

的抗性测试 

Fig. 3. Resistance test of different varieties or lines to ALS 

inhibitor herbicide imazethapyr. 

M－DNA 分子量标准(DL2000)；1―黄华占 M-1；2―淮稻 5 号；3―淮稻 5 号/黄华占 M-1 F1；4~17―部分 F2分离单株。 

M, DNA Marker (DL2000); 1, Huanghuazhan M-1; 2, Huaidao 5; 3, F1 (Huaidao 5/ Huanghuazhan M-1); 4-17, Parts of plants from F2 population. 

图 4  Tetra-primer ARMS-PCR 对淮稻 5 号/黄华占 M-1 F2群体部分单株 ALS 基因型的电泳检测 

Fig. 4. Electrophoresis detection of ALS genotype by Tetra-primer ARMS-PCR in F2 population derived from Huaidao 

5/Huanghuazhan M-1. 

A－不含 ALS 基因突变纯合基因型单株；B－含 ALS 基因突变纯合

基因型植株；C－含 ALS 基因突变杂合基因型单株。  

A, Plants without homozygous genotype containing mutant ALS gene; 

B, Plants with homozygous genotype containing mutant ALS gene; C, 

Plants with heterozygous genotype containing mutant ALS gene.  

图 5  淮稻 5 号/黄华占 M-1 F2群体对 ALS 抑制剂类除草

剂咪唑乙烟酸的抗性测试 

Fig. 5. Resistance test of F2 population derived from 

Huaidao 5/Huanghuazhan M-1 to ALS inhibitor 

herbicide imazethapyr. 
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择压下，能进化出不同机制的抗性。根据作用方式

的不同，目前主要分为非靶标抗性和靶标抗性。非

靶标抗性机制是指植物通过降低 ALS 抑制剂除草

剂的吸收和转运，限制其到达作用部位以及提高与

除草剂代谢相关酶类如谷胱甘肽还原酶、过氧化物

歧化酶、细胞色素 P450 单加氧酶等含量和活性，

使除草剂代谢为无毒化合物的能力增强。此类抗性

的产生一般是多基因共同作用的结果，其分子机制

尚不明确；靶标抗性则主要是通过基因作用位点突

变、过量表达以及拷贝数增加导致靶标蛋白有所修

饰进而产生抗性[22-24]。因此，靶标抗性存在抗谱相

对狭窄、抗药性易于丧失等缺陷，但由于涉及基因

单一、遗传方式简单、抗性程度高等特点，便于除

草剂开发和抗性育种利用。 

ALS 基因碱基突变造成氨基酸残基位点变化，

导致靶标蛋白发生修饰，进而引起除草剂与 ALS 

酶结合方式的变化是水稻产生靶标抗性的重要方

式之一。已有研究发现，ALS 蛋白中至少存在着 20

个能导致植物对 ALS 抑制剂除草剂产生抗性的氨

基酸位点，以模式植物拟南芥 ALS 基因氨基酸序列

为标准分别为 Gly 121、Ala 122、Met 124、Gly162、

Val 196、Pro 197、Arg 199、Ala 205、Phe 206、Lys 

256、Met 351、His 352、Asp 376、Arg 377、Met 570、

Leu 571、Trp 574、Phe 578、Ser 653、Gly654
[15-19]。

目前，水稻中已报道的抗 ALS 抑制剂除草剂突变位

点主要包括 Gly 95、Ala 96、Pro 171、Trp 548、Ser 

627、Gly 628，分别对应拟南芥的 Gly121、Ala 122、

Pro 197、Trp 574、Ser 653 和 Gly 654
[6,19,25]。这些

位点大多分布在 ALS 蛋白 5 个不连续的高度保守

区，结构域 A (AITGQVPRRMIGT)、结构域 B 

(QWED)、结构域 C (VFAYPGGASMEIHQALTRS)、

结构域 D (AFQETP)和结构域 E (IPSGG)中。 

由于不同 ALS 抑制剂除草剂在化学结构上存

在差异，不同取代位点、替换氨基酸类型以及物种

间的差异均会导致其抗药性范围和强弱的变化。

Ala 122 的突变一般只产生对咪唑啉酮类的抗性，

对磺酸脲类、三唑并嘧啶类、嘧啶羧酸类除草剂则

不太敏感，当其突变为 Tyr 时则对三唑并嘧啶类、

磺酸脲类和咪唑啉酮类都产生不同程度的抗性；Pro 

197 位点的突变类型较多，可突变成 His、Arg、Leu、

Gln、Ser、Ala、Ile、Thr、Asn 等，主要产生对磺

酸脲类的抗性，而突变成 Glu 后则会产生对 4 种除

草剂的广谱抗性[26]。在不同物种中同一位点同一氨

基酸突变也会产生不同效果，如地肤中 Pro197 位点

突变成 Leu，仅产生磺酸脲类的抗性，而同样突变

在反枝苋中则可产生对磺酸脲类、咪唑啉酮类等多

种除草剂的抗性[27-28]。本研究中所述 Trp 548 位点

位于 ALS 基因高度保守结构域 B 中，主要产生 Leu

和 Gly 两种突变类型，与上述 4 种类别的除草剂的

抗性都密切相关[29]。综上所述，ALS 基因与除草剂

之间的作用方式和机理相当复杂，一些新的抗除草

剂位点、氨基酸替换类型以及与除草剂的抗性关系

还有待进一步研究。 

3.2 Tetra-primer ARMS-PCR 检测碱基变异的技

术优势 

利用分子标记辅助选择是提高 ALS 抑制剂类

除草剂抗性水稻品种育种效率的重要手段。ALS 基

因产生抗性大多是其保守区域上发生单核苷酸突

变导致氨基酸序列变化产生的。针对这些变异，

Kadaru 等、Roso 等和 Rosas 等分别利用等位基因特

异 PCR(Allele-Specific PCR，AS-PCR)和竞争性等

位基因特异性 PCR 的方法 (Kompetitive Allele 

Specific PCR，KASP)，对造成G654E、S653D、A122T

氨基酸变异的碱基位点开发相应的分子标记，实现

了对上述差异位点准确的鉴定[30-32]。然而，传统

AS-PCR 虽然能够避免 CAPS(Cleaved Amplified 

Polymorphism Sequences)标记检测过程中酶切等繁

琐的操作，但结果假阴性偏多，且不能对杂合基因

型进行一次性检测；而 KASP 技术尽管具有高通量

的特性，但对引物和检测设备的要求较高，国内大

多数育种单位目前还难以应用。与上述方法相比，

Tetra-primer ARMS-PCR 具有简单、快速、准确、

易操作等特点，因而在实际应用中具有明显的优

势。本研究根据 ALS 抑制剂类除草剂抗性水稻突变

体黄华占M-1在ALS基因编码区存在两个连续的变

异碱基设计相应的 Tetra-primer ARMS-PCR 引物，

实现了对不同基因型快速、准确的检测，可广泛应

用于相关资源鉴定和分子标记辅助选择育种工作。 

3.3 抗 ALS 抑制剂类除草剂水稻存在的问题和解

决途径 

抗除草剂特性是水稻适合直播的一种重要性

状，对其进行利用能有效解决直播田的草害问题。

由于种植水稻 ALS 抑制剂类除草剂抗性品种不仅

具有省本节力的优势，而且其本身不属于转基因作

物，其产品贸易和食品安全不受限制，因此具有广

阔的市场应用前景。据统计，该类水稻在世界许多

水稻生产国如美国、巴西、乌拉圭、阿根廷、意大

利、马来西亚等都有广泛种植，其中美国超过 76%

的杂交水稻组合都具有ALS抑制剂类除草剂抗性[4]。

然而，此类除草剂抗性水稻在生态、环境安全方面
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也存在一些问题。首先，通过异花授粉产生的基因

飘移和除草剂选择压的作用下，杂草稻也会产生抗

性。自 ALS 抑制剂类除草剂水稻推广以来，各种植

国都有抗性杂草稻发生的报道。抗性杂草稻喷施除

草剂不死亡，不仅能通过竞争性生长使水稻产量下

降，而且严重影响稻米品质，降低其商品性。据统

计，2008 年，美国水稻主产区阿肯色州 62%的水稻

田块都出现抗性杂草稻，由此造成的经济损失平均

达 300 美元/hm
2。而在意大利，在随机抽查的种植

过抗 ALS 类除草剂的 9 块水稻田中，其中 8 块也发

现了抗性杂草稻[33-34]；其次，长期单一施用同类型

的除草剂产生的强选择压会导致杂草出现基因变

异，产生抗药性，降低除草效果。迄今，在 159 种

杂草中都出现过 ALS 类除草剂抗性，包括 97 种双

子叶杂草和 62 种单子叶杂草，如常见的稗草、鸭

舌草、千金子等[35]。此外，ALS 抑制剂类除草剂在

土壤中的降解期较长，过量施用而造成的农药残留

极易造成后茬作物受害[36]。针对这些问题，国内外

学者也提出了许多对策，比如加强种子繁育和直播

田管理，避免杂草稻混入或萌发；开发新的非转基

因除草剂作物如乙酰辅酶 A 羧化酶(Acetyl CoA 

carboxylase, ACCase)类抑制剂除草剂抗性和羟基

苯基丙酮酸双氧化酶 (4-hydroxyphenylpyruvate 

dioxygenase, HPPD)类抑制剂除草剂抗性作物等，通

过相互轮作减轻选择强度，减低抗性杂草和杂草稻

出现的几率；选育具有 ALS 抑制剂类除草剂抗性的

小麦、油菜、玉米等其他农作物品种以保证正常的

轮作或套作以及发现降解相应除草剂的微生物菌

株等[37-39]。 

与国外相比，我国对此类水稻的品种研发和推

广应用则显得非常滞后。除缺乏自主知识产权的基

因位点和相关育种材料外，最重要的因素是除草剂

残留对轮作或套作农作物产生的药害问题，这在我

国水旱轮作的单季稻地区尤其值得注意。如何在生

产中避免这一问题，提高安全程度，可以从两个方

面进行考虑。一方面，必须选择在集约化、规模化、

机械化程度高的稻区进行示范种植，并配套高效、

低残留、易降解的除草剂产品进行科学化、定量化

喷施管理，并在轮作和套作时尽量种植对该类除草

剂不敏感的农作物，以免出现不必要的损失；另一

方面，持续加大对其他 ALS 抑制剂类除草剂抗性农

作物的研发力度和经费投入，为农作物的多样化种

植提供物质基础。目前，我国在玉米、油菜、棉花、

谷子等作物中已筛选或创制出相应的抗性种质资

源，并开始在育种中得以利用[40-43]。因此，随着技

术的发展和不断完善，相信这些问题一定会得到有

效解决，我国抗 ALS 抑制剂类除草剂水稻研发也会

迎来新的契机并在生产中发挥重要价值。 
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