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抗咪唑啉酮油菜种质的发现与鉴定

高建芹，浦惠明，戚存扣，张洁夫，龙卫华，胡茂龙，陈 松，陈新军，陈 锋，顾 慧
(江苏省农业科学院经济作物研究所，南京一210014)

摘要：在喷施豆施乐除草剂的大豆试验田。发现抗咪唑啉酮类除草荆的自生油菜突变株，经连续3年自交纯合和抗性鉴

定，该突变体抗咪唑啉酮类除草剂的浓度是除草荆有效杀草浓度的2倍以上，抗性性状稳定、抗性效应明显。该材料的发现对

于开发具有自主知识产权的抗除草剂新基因，选育不受环境释放限制的油菜新品种，均具有重大的理论和现实意叉。
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Identification of Imidazolidone-Resistant Oilseed Rape Mutant

GAO Jian-qin，PU Hui—ming，QI Cun—kou，ZHANG Jie·fu，LONG Wei·hua，

HU Mao—long，CHEN Song，CHEN Xin-jun，CHEN Feng，GU Hui，

(Institute ofIndustrial Crops，Jiangsu Academy ofAgricultural Sciences，Nanjing 210014)

Abstract：A rapeseed mutant resistant to imidazolidone was found as a volunteer in the soybean field treated by

spraying imidazolidone-herbicide．The resistance of this mutant was steadily inherited and effective，which had been

testified by consecutive assessment of several generations in 3 years．The mutant showed resistant to a dose of imid-

azolidone which was two times of the effective concentration of this herbicide．It is of great theoretical and practical

significance for the identification of new herbicide—resistant oilseed rape genes with independent intellectual proper-

ty，also for the development of new varieties against environmental release restrictions．
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自1983年世界首例转基因作物烟草问世以来，

转基因作物在全球范围内飞速发展，商业化种植面

积直线上升，据国际农业生物技术应用服务组织

(ISAAA)统计，2008年全球种植的转基因作物已达

到1．25亿hm2，其中转基因抗除草剂作物占63％，

2008年全球种植的转基因油菜为590万hm2，且以

抗除草剂油菜为主⋯。种植转基因抗除草剂油菜

相对于传统油菜有两大优势：一是农事操作简便、高

效，种植者只需在苗期喷施1—2次除草剂就能有效

地杀灭油菜田的杂草和杂株，省工省时；二是大幅度

降低油菜生产成本，如减少耕地次数、节约燃料等，

增加了种植者的效益旧J。可以预见，全球抗除草剂

油菜生产将继续保持强劲增长势头，种植面积将进

一步扩大。目前我国转基因抗除草剂油菜尚未获准

商业化种植，主要有以下两个原因：一是转基因作物

进入商业化生产须通过严格的安全性评价，油菜为

常异花授粉作物，花粉传播以风媒和虫媒为主，抗除

草剂基因可能会通过花粉漂移将抗性基因转移到油

菜可交配的近缘植物上并使其获得抗性，油菜是需

要特别关注的作物之一"4o；二是到目前为止，国内

关于转基因抗除草剂油菜的研究材料基本都引自国

外，抗性基因受国际知识产权保护，一旦商业化种

植，要向专利拥有者交纳昂贵的专利费，这将大幅度

提高油菜生产成本，从而违背了种植转基因作物的

初衷¨肌14o。因此，开发具有自主知识产权的抗除草

剂新类型，利用新型抗源选育抗除草剂油菜新品种，

是我国抗除草剂油菜早日进入商业化生产的必由之

路。2004年，我们在油菜和大豆多年轮作的试验田
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中发现了自然突变的抗咪唑啉酮类除草剂的油菜新

种质，经多年试验鉴定，该突变体抗性性状稳定、抗

性效应明显，为选育具有自主知识产权的抗除草剂

油菜新品种奠定了种质基础。

1材料与方法

1．1试验材料

抗眯唑啉酮油菜是在江苏省农科院每667m2喷

施20kg有效浓度为200mg／L豆施乐的试验田中发

现的抗性单株，经连续3年套袋自交，植株经济性状

和抗性性状纯合一致。眯唑啉酮类除草剂为山东先

达化工有限公司生产的5．O％豆施乐水剂。相关抗

性鉴定试验均在江苏省农业科学院温室和油菜隔离

繁殖区进行，严格控制花粉外漂，不对外界环境产生

污染。

1．2试验方法

1．2．1抗性稳定性鉴定试验于2005—2007年连

续3年分别在大田和温室进行，选择生长势强、植株

经济性状较好的抗性材料，正常秋播于大田和温室

盆钵，每个材料于大田播种2行，行长3．3m，每行留

苗25—30株；温室盆钵每个材料种5盆，每盆留苗

5株左右。待菜苗长到3—5叶期，喷施有效浓度为

200mg／L的豆麓乐用药量为20kg／667m2，喷药后观

测菜苗生长情况。

1．2．2抗性效应试验试验于2008年在本院油菜

隔离繁殖区进行。9月29日播种，10月4日出苗，

10月25日定苗，留苗密度为9000株／667m2，11月

3日喷施咪唑啉酮类除草剂豆施乐。试验共设5个

处理，有效浓度分别为0(CK)、100、200、300和

400mg／L，用药量20kg／667m2，小区面积20m2，3次

重复，随机区组排列。同时，对敏感型油菜品种宁杂

15号分别喷施有效浓度为0(CK)、25、50、75、100、

150和200mg／L豆施乐除草剂，用药量20kg／667m2，

小区面积20m2，不设重复。喷药当天天气晴朗，喷

药后10d内无异常天气，喷药后10、20、35、50和

65d取样考察，每个处理随机取苗10株，测定株高、

绿叶数、总叶数、最大叶面积及地上部和地下部干物

重等，分析比较不同类型油菜及同类型油菜不同用

药浓度对菜苗生长的影响。 ．

1．2．3咪唑啉酮类除草剂的除草效果 选择杂草

生长均匀一致、以阔叶类杂草为主的抗性油菜田块

作试验，设5个处理，每处理3次重复，随机区组排

列，小区面积20m2。油菜5时期分别喷施有效浓度

为0(CK)、100、200、300和400mg／L豆施乐除草剂，

用药量20kg／667m2。喷药前随机抽样调查杂草种

类，喷药后30d测定除草效果。

2结果与分析

2．1抗性材料的发现

2004年初夏，在本院油菜和大豆多年轮作的试

验田，喷施咪唑啉酮类除草剂豆施乐的大豆行中，发

现l株未被杀死的油菜植株，而其他油菜自生植株

均被除草剂杀灭，因此当时判断该植株可能为抗咪

唑啉酮除草剂的油菜突变体。将其移入HPG．320H

人工生长箱进行低温春化，昼夜变温处理，白天温度

控制在10℃左右、夜间温度控制在5。C左右，光照时

间16h／d；40d后温度控制调整为白天25％、夜间

20℃，光照肘间仍为16h／d，直至油菜开花成熟。收

获种子于当年秋播于大田，共种植了4行，每行20

一30株，菜苗长到3—5叶期，按山东先达化工有限

公司推荐的使用方法，每667m2喷施有效浓度为

200mg／L的豆施乐20kg，以常规油菜宁油12号和杂

交油菜苏优5号为对照。喷药20d后2个对照品种

全部死亡，而突变体除少数菜苗心叶略为变黄外，生

长正常，表明该材料确实具有抗咪唑啉酮类除草剂

特性。油菜苗期至抽苔前植株生长基本一致，抽薹

开花后生育进程和长势长相有不同程度的分离，故

对该材料进一步自交纯合。

2．2抗除草剂性状的稳定性鉴定

2005—2007年连续3年对抗性材料进行自交

纯合，选择生长势强、经济性状优良、成熟期适中的

植株套袋自交繁殖。在抗性材料自交纯合的同时，

对中选材料分别在大田和温室进行抗除草剂鉴定试

验。结果表明，该材料抗性性状稳定，所有鉴定材料

均未发现抗性性状的分离。2005年共鉴定80株，

其中大田55株，温室25株；2006年共鉴定85株，其

中大田61株，温室24株；2007年共鉴定82株，其中

大田57株，温室25株，均未发现对除草剂高度敏感

的植株，仅有部分植株在喷药10—15d后菜苗心叶

略为变黄，但所有材料喷药后生长均变缓，大田和温

室鉴定结果高度一致。在连续3年对抗性材料的自

交纯合过程中，不断淘汰喷药后菜苗心叶变黄的材

料，选育叶色较深、生长势较强的株系，强化材料的

抗性选择，至2008年夏获得一批植株经济性状稳定

的抗性材料。

2．3抗性材料的抗性效应研究

抗性效应研究表明，抗性材料对咪唑啉酮类除

草剂豆施乐有较强抗性，在100—400mg／L有效浓
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度范围内，所有处理小区的菜苗均未发现药害症状，

但随着喷药浓度增加，对油菜生长有轻微抑制作用，

表现为株高相应变矮，叶片、叶面积变小，地上部干

物重减少，而总叶数和地下部干物重变化不大。

喷药50d时取苗考查生长情况(表1)，结果表

明：喷药浓度从lOOmg／L增加到400mtg／L，株高由

43．8cm依次下降至33．1cm，分别比对照下降了

0．68％、14．74％、19．72％和24．94％。最大叶长、

宽由38．8cm和15．Ocm依次下降至30．3era和

13．4cm，叶长和叶宽分别比对照下降了0．26％、

11．3l％、14．65％、22．11％和5．66％、6．29％、

9．43％、15．72％。单株干物重由22．969依次下降

至19．449，分别比对照下降了6．93％、10．38％、

12．20％和21．20％，其中单株地上部干物重由

18．179依次下降至15．419，分别比对照下降了

8．83％、12．69％、12．39％和22．68％。上述性状不

同处理间均达到显著或极显著差异。而单株绿叶数

和地下部干物重在高浓度处理下才有显著变化，不

同处理间叶龄则均无显著变化。可见使用咪唑啉酮

类除草剂后，对抗性油菜株高及叶片的生长有一定

的抑制作用，即主要影响油菜地上部生长，而对油菜

出叶数、出叶速度及地下部干物质积累影响较小，因

此，可对喷药油菜采取追施速效肥料等措施，以减轻

使用除草剂后对油菜生长的不良影响。实收产量结

果表明，喷施lOOmg／L除草剂处理的小区产量最

高，对照产量其次，但两者差异不显著，同样对照与

喷施200mg／L和300mg／L除草剂处理的小区产量

亦无显著差异，可见在除草剂有效杀草浓度范围内

使用豆施乐对本研究发现的抗性油菜产量无显著影

响，该抗性材料具有实用价值。

表1 喷药50d时不同除草剂浓度对油菜生长的影响

Table 1 Affect of herbicide concentration on the growth of oilseed rape

采用邓肯氏新复极差检验，大、小写字母表示0．01、0．05水平差异显著

The result was tested by Duncan’s multiple range method．Diferent small and capital letters stood for significance at 0．01，0．05 level

本试验还湿示，抗性油菜喷药后lOd，各处理地

上部干物质积累已有明显差异，至20d干物质积累

差异达到最大值。且除草剂使用浓度越高对油菜生

长的抑制作用越大，喷药20d后菜苗开始缓慢恢复

磊
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图1 不同浓度处理对抗性油菜千物质积累的影响

Fig．1 Affect of herbicide concentration．on dry

matter accumulation in resistant oilseed rape

生长，至65d后地上部干物质积累量已接近对照。

值得指出的是，除草剂对抗性油菜根系的生长影响

较小，不同处理间及不同处理与对照问地下部干物

质积累无显著差异(图1—3)。

——卜o mg／L

—_c卜一100 mg／L

—，卜200mg／L
—j÷一300 mg／L

—和400me／L

喷药后天数(d)After ofdruging

图2 不同浓度处理对抗性油菜地上部千物质积累的影响

Fig．2 Affect of herbicide concentration．on dry matter

accumulation in above-ground part of resistant oilseed rape
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图3不同浓度处理对抗性油菜地下部干物质积累的影响

Fig．3 Affect of herbidde concentration．off dry matter

accumulation in underground part of resistant oilseed rape

而敏感型油菜喷施除草剂后，用药浓度为100～

200mg／t处理的小区，30d内油菜全部死亡，低浓度

(25—75mg／L)处理对油菜生长影响也较大(图4)。

同时，不同处理间对干物质积累影响差异显著，而且

对油菜地下部分的生长也有极显著的影响。

—◆一Om班
—扣25mg／L
—1卜50mg／L
—专÷_一75mg／L

—-I卜IOOmg／L
—_k 150mg／L

—--+一200 mg／L

喷药后天数(d)怂盯ofdrughg

国4不同浓度处理对敏感型油菜干物质积累的影响

Fig．4 Affect of herbicide concentration．on dry

matter accumulation in sensitive nibeed rape

2．4咪唑啉酮类除草剂豆施乐的除草效果

试验选择在前茬种植油菜、夏季轮闲杂草发生

时间早、密度较大的田块进行。喷药前取样调查表

明，主要杂草有婆婆纳、牛繁缕、猪秧秧、看麦娘和荠

菜等，碎米荠、小蓟、大巢菜、黄花苜蓿等亦零星发

生。喷药5—7d后，除小蓟、黄花苜蓿等少数杂草

外，大部分杂草叶片开始黄化；10—15d后杂草心叶

开始萎缩，并逐渐腐烂死亡；30d后调查除草效果，

结果表明在100—400mg／L浓度范围内，随着施药

浓度增加杂草数量显著降低，存活杂草生长量明显

减小，存活杂草鲜重由对照小区的37459下降到

400mg／L处理的509，存活杂草干重由对照小区的

575．49下降到400mg／L处理的9．49；少量存活杂草

也表现为叶色枯黄、茎秆葡匐、危害能力也大大

下降。

试验还表明，lOOmg／L有效浓度豆施乐除草效

果为89．99％，200mg／L有效浓度的除草效果达

91．78％，喷药浓度提高到300mg／L和400rng／L时，

除草效果仅分别提高了5．5％和6．88％(表2)。因

此应用豆施乐防治油菜田苗期早期杂草的有效浓度

以200mg／L、使用量以20kg／667m2为宜，这与豆施

乐除草剂生产厂家推荐使用方法基本一致。

表2 豆施乐不同处理浓度的杀草效果

Table 2 Effect of herbicide concentration on weeding

3讨论

咪唑啉酮类除草剂通过抑制植物体内支链氨基

酸生物合成关键酶乙酰乳酸合酶(ALS)，造成异亮

氨酸、缬氨酸和亮氨酸生物合成受阻，破坏植物体内

的蛋白质合成，进而使植物停止生长而死亡。咪唑

啉酮类除草剂活性高、用量低、杀草谱宽、选择性强、

使用方便，既可作土壤处理剂也可作茎叶处理剂。

豆施乐是咪唑啉酮类中的一种高效选择性除草

剂，苗期使用将药剂喷施叶面后通过内吸作用进入

杂草体内，致使杂草死亡，是大豆专用除草剂。豆施

乐可有效防除稗草、狗尾草、金狗尾草、马唐等禾本

科杂草，苘麻、藜、马齿苋、反枝苋、酸模叶蓼、苍耳等

阔叶草杂草，对鸭跖草(兰花菜)、小蓟(刺儿菜)、问

荆(节节草)、苣荬菜等杂草也有一定抑制作用，这

些杂草也是油菜田的常见杂草。本研究表明，在油

菜田苗期使用该类除草剂，每667m2喷施20kg有效

浓度为200mg／L的豆施乐，防治效果可达90％以

上，而抗性油菜能耐400mg／L以上浓度，其抗药浓

度是该类除草剂有效杀草浓度的2倍甚至更高，表

明该材料的抗性性状具有实用价值，使用该类除草

剂防治抗性油菜田杂草危害是可行的。

ALS作为生物支链氨基酸生物合成过程中第一

阶段的关键酶，生物化学和田间实际应用已证明它

是一种重要的除草剂作用靶标¨}17 1，以ALS为靶

标开发的结构不同的除草剂已达13类以上，如磺酰

脲类、磺酰胺类、咪唑啉酮类、三唑并嘧啶磺酰胺类、

嘧啶醚类等，具体的除草剂种类和商品名更是不计

其数¨””。。以ALS为目标基因开发的抗咪唑啉酮
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类除草剂作物，到目前为止已有玉米、油菜、水稻、小

麦和向日葵等作物。值得指出的是，所有已商品化

的抗咪唑啉酮类作物都是利用诱变等常规育种技术

选育的。另外在甜菜、棉花、大豆、莴苣、番茄和烟草

等作物也发现了抗咪唑啉酮除草剂的突变体Ⅲ≈1|。

本文获得的抗性材料是在油菜和大豆常年轮作、多

年喷施咪唑啉酮类除草剂豆施乐的大豆试验田中发

现的，亦有可能是在连续多年除草剂胁迫下诱变产

生的突变体，目前正在对该材料进行分子检测。

咪唑啉酮类除草剂在土壤中的残效期可长达1

年，对下茬轮作作物有一定影响，近年来我国东北大

豆主产区由于长期使用咪唑啉酮类除草剂，一定程

度上破坏了正常的作物轮作，使大豆的下茬作物难

以安排，导致大豆长期重茬，生理性病虫害加重，产

量与品质显著下降。选育和利用抗咪唑啉酮类除草

剂油菜新品种，在多年使用咪唑啉酮类除草剂的大

豆产区种植抗咪唑啉酮类除草剂油菜品种，可大大

减缓除草剂在土壤中的残留速率，并为大豆提供新

的轮作作物，一举多得。同时，本材料的发现也丰富

了我国油菜特异种质资源，对开发具有自主知识产

权的油菜抗除草剂基因，选育不受环境释放限制的

抗除草剂油菜新品种，均具有重大的理论意义和现

实意义。
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