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甘蓝型油菜抗苯磺隆突变体 ＡＬＳ基因分析与 ＳＮＰ标记
孙妍妍１，２，曲高平１，２，§，黄谦心１，２，吕金洋１，３，郭　媛１，２，胡胜武１，２

（１．旱区作物逆境生物学国家重点实验室，陕西 杨凌，７１２１００；２．西北农林科技大学农学院，陕西 杨凌，７１２１００；
３．西北农林科技大学生命科学学院，陕西 杨凌，７１２１００）

　　摘要：为筛选新型甘蓝型油菜抗苯磺隆除草剂的等位基因特异分子标记，以ＥＭＳ诱变的甘蓝型油菜中双９号
Ｍ２群体（约３００００单株）为材料，通过苯磺隆喷药处理筛选到３株抗除草剂突变体（分别记为 Ｋ１、Ｋ４、Ｋ５）。利用
ＰＣＲ技术克隆到抗性突变体相应的ＢｎＡＬＳ１、ＢｎＡＬＳ２、ＢｎＡＬＳ３基因，序列分析结果表明，Ｋ１和 Ｋ４的 ＢｎＡＬＳ３基因序
列发生碱基突变，其中第＋５３５位Ｃ碱基突变为Ｔ，导致其编码的ＢｎＡＬＳ３蛋白第１９７位氨基酸由Ｐｒｏ突变为Ｓｅｒ；而
Ｋ５的ＢｎＡＬＳ１基因序列第＋５４４位Ｃ突变为 Ｔ，导致其编码的 ＢｎＡＬＳ１蛋白发生了 Ｐｒｏ１９７Ｓｅｒ的改变（均以拟南芥
ＡＬＳ氨基酸序列为准）。其中Ｋ５抗性位点ＢｎＡＬＳ１∶Ｐｒｏ１９７Ｓｅｒ的改变属于首次报道。基于突变的基因序列设计了
８对等位基因特异性ＰＣＲ引物组合，有６对能用于区分抗性突变体和野生型材料，其中可检测 Ｋ５的 ＢｎＡＬＳ１基因
ＳＮＰ位点的引物有２对，可检测Ｋ１、Ｋ４突变体ＢｎＡＬＳ３基因ＳＮＰ位点的引物有４对。
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　　杂草的综合有效治理是实现油菜轻简化、机械
化的重要技术环节。选育抗除草剂油菜品种是防除

油菜田杂草最为经济有效的措施。抗除草剂油菜包

括转基因和非转基因油菜两大类。目前，加拿大已



登记的抗除草剂甘蓝型油菜品种有７６个，其中转基
因油菜品种 ７１个（９３．４２％）（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃａｎｏｌａ
ｃｏｕｎｃｉｌ．ｏｒｇ／）。通过转基因技术获得的抗除草剂油
菜，抗性彻底，但公众对转基因油菜的安全性尚存在

争议。目前，欧洲［１］及中国尚不允许转基因油菜品

种的推广种植。Ｓｗａｎｓｏｎ等［２，３］通过诱变剂乙基亚

硝基脲诱变油菜小孢子，选择获得了对咪唑啉酮类

除草剂具有抗性的油菜 Ｐ１（或记为 ＰＭ１）和 Ｐ２（或
记为 ＰＭ２）。Ｐ１的抗性突变位点为 ＢｎＡＬＳ１的
Ｓｅｒ６５３Ａｓｐ，Ｐ２的抗性突 变 位 点 是 ＢｎＡＬＳ３的
Ｔｒｐ５７４Ｌｅｕ，Ｐ２的抗性水平比Ｐ１高。目前国外已商
业化的抗咪唑啉酮 Ｃｌｅａｒｆｉｅｌｄ油菜都是由这２个突
变体转育而成［４，５］。Ｍａｇｈａ等［６］在油菜原生质体培

养后代中也发现了自然突变的磺酰脲类（ＳＵ）和咪
唑啉酮类（ＩＭＩ）除草剂抗性突变体 ＲＣＳ－５，但未揭
示其突变位点。我国江苏省农业科学院在油菜和大

豆多年轮作的试验田中发现了１株抗咪唑啉酮油
菜，培育出抗性稳定的株系 Ｍ９，该抗性株系的突变
位点是 ＢｎＡＬＳ１基因的 Ｓｅｒ６５３Ａｓｐ突变［７～９］。华中

农业大学报道从油菜 ＥＭＳ突变后代群体中鉴定出
几株苯磺隆抗性突变体，测序表明它们的突变位点

均为ＢｎＡＬＳ３的Ｐｒｏ１９７Ｓｅｒ／Ｌｅｕ突变［１０］。

苯磺隆是我国麦田广泛使用的阔叶除草剂之

一，属乙酰乳酸合成酶（ａｃｅｔｏｌａｃｔａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＡＬＳ，
ＥＣ４．１．３．１８）抑制剂类除草剂家族，内吸传导型，
能被植物叶片和根系吸收，可阻断底物进入 ＡＬＳ酶
活性位点通路而抑制酶活性。该类除草剂具有杀草

谱广、活性高、选择性强，对哺乳动物毒性低等优

点［１１］，是世界上使用最多的一类除草剂［１２］。研究

表明，乙酰乳酸合成酶（ＡＬＳ），也叫乙酰羟基酸合酶
（ａｃｅｔｏｈｙｄｒｏｘｙａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ，ＡＨＡＳ，ＥＣ２．２．１．６）是磺
酰脲类除草剂的靶标酶，它同时催化２个平行反应，
催化两分子丙酮酸缩合形成２－乙酰乳酸并释放出
ＣＯ２，最终生成缬氨酸和亮氨酸；催化一分子丙酮酸
和一分子２－氧丁酸缩合形成乙酰羟基丁酸，最终
生成异亮氨酸［１３］。由于 ＡＬＳ抑制剂类除草剂对植
物ＡＬＳ酶的抑制，使支链氨基酸—亮氨酸、异亮氨
酸与缬氨酸的生物合成受阻，导致蛋白质合成停止，

最终植株死亡［１４］。植物典型的中毒症状为：叶片失

绿或变紫，节间缩短，顶芽死亡，最终全株死亡。此

外，α－丁酮酸的累积及光合产物转运系统的崩溃
等也是引起植物死亡的重要原因［１５］。

目前，我国油菜田杂草防除采取的主要措施是

播后苗前利用乙草胺等进行封闭除草。适于苗期防

除油菜田阔叶杂草的除草剂种类较少［１，１６］，只有草

除灵和二氯吡啶酸。苯磺隆是我国麦田广泛使用的

阔叶除草剂，如能选育出抗苯磺隆的油菜品种，将苯

磺隆和现有油菜田单子叶除草剂混合使用，可为油

菜田杂草的有效防除提供一条新的途径。本课题组

从油菜中双９号的ＥＭＳ突变的Ｍ２群体２５５８个株
系中筛选得到３株苯磺隆抗性突变体［１７］。本研究

将以该３株苯磺隆抗性突变体为材料，对其 ＡＬＳ基
因进行克隆测序，以期揭示其 ＡＬＳ基因的序列变化
情况；并开发检测抗性位点的 ＳＮＰ标记，为我国油
菜苯磺隆抗性育种提供理论和技术支撑。

１　材料与方法
１．１　材料

３株苯磺隆抗性油菜（ＢｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓＬ．）突变
体，分别记为 Ｋ１、Ｋ４、Ｋ５，它们是中双 ９号油菜经
ＥＭＳ处理得到的２５５８个 Ｍ２株系用苯磺隆溶液筛
选得到的［１７］，以及中双９号、中双７号、中双１１号、
ＳＨ１１、秦油三号、新型甘蓝型油菜和 Ｄａｌｉｂｏｒ。上述
材料均由西北农林科技大学油菜研究中心提供。

ＥｘＴａｐ酶、ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ、１０×ＥｘＴａｐＢｕｆｆｅｒ由
大连宝生物 ＴａＫａＲａ公司生产；６×ＤＮＡＬｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒、ＤＨ５α大肠杆
菌感受态细胞购自天根生化科技有限公司（北京）；

ＰＭＤ１９－ＴＶｅｃｔｏｒ购自ＴａＫａＲａ公司。引物ＢｎＡＬＳ１
－Ｆ１／Ｒ１、ＢｎＡＬＳ２－Ｆ１／Ｒ１和ＢｎＡＬＳ３－Ｆ１／Ｒ１序列
参见文献［７］。引物和测序均由上海立菲生物技术
有限公司完成。７５％苯磺隆水分散粒剂由陕西上格
之路生物科学有限公司生产。

１．２　Ｍ２处理方法
２０１２年１０月１７日，油菜５叶期，喷施２ｍｇａｉ／Ｌ

×３００Ｌ／ｈｍ２（ａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ，ａｉ）苯磺隆溶液筛选
油菜抗苯磺隆突变体［１８］。２０１２年１１月１日，对初
次筛选得到的抗性突变株再次喷施苯磺隆溶液

（２ｍｇａｉ／Ｌ×２０ｍＬ／株），进行抗性重复鉴定。
１．３　Ｍ３处理方法

２０１３年１０月２９日，油菜４～５叶期，对上年获
得的油菜苯磺隆抗性突变株系（来自 Ｋ４、Ｋ５单株自
交后代）喷６ｍｇａｉ／Ｌ×３００Ｌ／ｈｍ２苯磺隆溶液。
１．４　ＡＬＳ基因克隆

油菜叶片全基因组 ＤＮＡ采用 ＣＴＡＢ法提
取［１９］。利用胡茂龙等［７］设计的３对引物ＢｎＡＬＳ１－
Ｆ１／Ｒ１、ＢｎＡＬＳ２－Ｆ１／Ｒ１和ＢｎＡＬＳ３－Ｆ１／Ｒ１分别扩
增中双９号、Ｋ１、Ｋ４、Ｋ５材料的 ＡＬＳ１、ＡＬＳ２和 ＡＬＳ３
基因。ＰＣＲ反应体系：模板 ＤＮＡ２．０μＬ，ＥｘＴａｑ
（５Ｕ／μＬ）０．１５μＬ，１０×ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ２．０μＬ，上下游

０９５ 中国油料作物学报　２０１５，３７（５）



引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 ０．７５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足 ２０μＬ。
ＰＣＲ循环参数：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 ４０ｓ，
５７℃退火４０ｓ，７２℃延伸２．５ｍｉｎ，３４个循环；７２℃延
伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经１．０％（ｍ／Ｖ）琼脂糖凝
胶电泳分离，然后将目的条带切下，用离心柱型琼脂

糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒（天根）回收纯化（具体步
骤参照试剂盒内说明书）。回收产物经 ＰＭＤ１９－Ｔ
Ｖｅｃｔｏｒ连接、ＤＨ５α大肠杆菌感受态转化、蓝白斑筛
选、菌落 ＰＣＲ鉴定克隆后，每个样品每个基因分别
随机选取３～５个阳性克隆送至公司测序。
１．５　基因突变位点特异分子标记的开发
１．５．１　特异性引物设计　特异性引物的３′末端与

ＳＮＰ位点对应的等位碱基完全匹配，需要人为地在
３＇末端的倒数第３位或第４位引入１个错配碱基。
理论上每个位置应该引入３种错配碱基以获得多态
性标记，但 Ｚｈａｎｇ［２０，２１］、Ｈａｙａｓｈｉ［２４］和胡茂龙等［８］研

究结果表明，在特异性引物３′末端的倒数第３位引
入Ｃ／Ａ类型错配的引物特异性较高，所以本试验只
设计了此种类型错配的引物（表 １）。另外，由于
ＡＬＳ１和 ＡＬＳ３基因的序列相似度高达９８％，所以公
用引物锚定在ＡＬＳ１和ＡＬＳ３基因核苷酸序列的４个
ＳＮＰ位点上。理论上，若样品中的 ＳＮＰ位点与特异
性引物的３′末端相匹配，便能进行有效 ＰＣＲ扩增，
反之则不能进行有效的ＰＣＲ扩增。

表１　检测抗性基因ＳＮＰ位点的ＡＳ－ＰＣＲ引物
Ｔａｂｌｅ１　ＡＳ－ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒａｓｓａｙｉｎｇｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｏｆｈｅｒｂｉｃｉｄｅ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列（５′→３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

位置
Ｌｏｃａｔｉｏｎ ＧｅｎＢａｎｋ 目的片段／ｂｐ

Ｅｘｐｅｃｔｅｄｓｉｚｅ
适宜退火温度／℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

Ｍ－ＡＬＳ１－Ｆ１ ＴＧＴＣＧＣＣＡＴＴＡＣＡＧＧＡＣＡＧＧＡＣＴ ３０３０～３０５２ Ｚ１１５２４ ６０４ ６７．４
Ｍ－ＡＬＳ１－Ｆ２ ＴＧＴＣＧＣＣＡＴＴＡＣＡＧＧＡＣＡＧＧＣＣＴ ３０３０～３０５２ Ｚ１１５２４ ６０４ －
ＮＭ－ＡＬＳ１－Ｆ３ ＴＧＴＣＧＣＣＡＴＴＡＣＡＧＧＡＣＡＧＧＡＣＣ ３０３０～３０５２ Ｚ１１５２４ ６０４ ６７．０
ＮＭ－ＡＬＳ１－Ｆ４ ＴＧＴＣＧＣＣＡＴＴＡＣＡＧＧＡＣＡＧＧＣＣＣ ３０３０～３０５２ Ｚ１１５２４ ６０４ －
Ｍ－ＡＬＳ１－Ｒ１ ＴＴＴＡＧＣＣＣＴＧＣＴＡＧＣＧＡＡＡＧ ３６１４～３６３３ Ｚ１１５２４ ６０４
Ｍ－ＡＬＳ３－Ｆ５ ＣＧＴＣＧＣＣＡＴＣＡＣＡＧＧＡＣＡＧＧＡＣＴ ７７０～７９２ Ｚ１１５２６ ６０４ ６６．２
Ｍ－ＡＬＳ３－Ｆ６ ＣＧＴＣＧＣＣＡＴＣＡＣＡＧＧＡＣＡＧＧＣＶＣＴ ７７０～７９２ Ｚ１１５２６ ６０４ ６８．０
ＮＭ－ＡＬＳ３－Ｆ７ ＣＧＴＣＧＣＣＡＴＣＡＣＡＧＧＡＣＡＧＧＡＣＣ ７７０～７９２ Ｚ１１５２６ ６０４ ６８．４
ＮＭ－ＡＬＳ３－Ｆ８ ＣＧＴＣＧＣＣＡＴＣＡＣＡＧＧＡＣＡＧＧＣＣＣ ７７０～７９２ Ｚ１１５２６ ６０４ ６７．０
Ｍ－ＡＬＳ３－Ｒ２ ＣＴＴＡＧＣＣＣＴＧＣＴＣＧＣＡＡＡＣＧ １３５４～１３７３ Ｚ１１５２６ ６０４

　　注：Ｍ－ＡＬＳ１－Ｒ１为公用引物，它分别与 Ｍ－ＡＬＳ１－Ｆ１、Ｍ－ＡＬＳ１－Ｆ２、ＮＭ－ＡＬＳ１－Ｆ３、ＮＭ－ＡＬＳ１－Ｆ４组成四对引物进行鉴定；Ｍ－
ＡＬＳ３－Ｒ２为公用引物，分别与Ｍ－ＡＬＳ３－Ｆ５、Ｍ－ＡＬＳ３－Ｆ６、ＮＭ－ＡＬＳ３－Ｆ７、ＮＭ－ＡＬＳ３－Ｆ８组成４对引物进行鉴定。３′末端引入了Ｃ／Ａ错
配（下划线）
　　Ｎｏｔｅ：Ｍ－ＡＬＳ１－Ｒ１：ｃｏｍｍｏｎｐｒｉｍｅｒ，ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭ－ＡＬＳ１－Ｆ１，Ｍ－ＡＬＳ１－Ｆ２，ＮＭ－ＡＬＳ１－Ｆ３，ＮＭ－ＡＬＳ１－Ｆ４ｒｅｓｕｌｔｉｎｇｉｎ４－ｐａｉｒ
ｐｒｉｍｅｒｓ．Ｍ－ＡＬＳ３－Ｒ２：ｃｏｍｍｏｎｐｒｉｍｅｒ，ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭ－ＡＬＳ３－Ｆ５，Ｍ－ＡＬＳ３－Ｆ６，ＮＭ－ＡＬＳ３－Ｆ７，ＮＭ－ＡＬＳ３－Ｆ８ｒｅｓｕｌｔｉｎｇｉｎ４－ｐａｉｒ
ｐｒｉｍｅｒｓ．Ｃ／Ａｍｉｓｍａｔｃｈｅｓｗｅｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄａｔｔｈｅ３′－ｔｅｒｍｉｎａｌｓ

１．５．２　ＡＳ－ＰＣＲ反应体系　ＰＣＲ反应体系为模板
ＤＮＡ２μＬ，ＥｘＴａｑ（５Ｕ／μＬ）０．１５μＬ，１０×ＥｘＴａｑ
Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 ０．７５μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ补足 ２０μＬ。ＰＣＲ循环参数：９４℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，退火３０ｓ（不同引物的退火温度
见表３），７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。
ＰＣＲ扩增采用Ｃ１０００ＴＭＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ。
１．５．３　ＡＳ－ＰＣＲ产物分析及验证　扩增产物经
１．２％（ｍ／Ｖ）的琼脂糖凝胶上电泳，溴化乙锭染色，
凝胶成像系统下观察、照相。用筛选获得的多态性

标记引物在抗性油菜和野生型品种中进行 ＡＳ－
ＰＣＲ扩增、切胶回收、克隆、产物测序。

２　结果与分析
２．１　油菜苯磺隆抗性突变体的筛选

前期利用１．０％的ＥＭＳ（甲基磺酸乙酯）溶液处
理中双９号油菜干种子，创建了包括子叶、叶片、花

器、株型、角果等多器官变异类型的突变体库［１８］。

２０１２年１０月１７日，油菜５叶期，继续对２５５８个
Ｍ２株系（大约３万株个体）叶面喷施２．０ｍｇａｉ／Ｌ×
３００Ｌ／ｈｍ２的苯磺隆溶液，筛选抗苯磺隆的突变体。
２０１２年１１月１日，对初次筛选得到的抗性突变株
Ｍ５后代再次喷施苯磺隆（２．０ｍｇａｉ／Ｌ×２０ｍＬ／株），
重复鉴定（图１）。最终筛选到３株苯磺隆抗性突变
体，分别记为Ｋ１、Ｋ４和Ｋ５，突变率约为１０－４。

注：图中ＣＫ为中双９号油菜，其它为Ｍ５后代材料
Ｎｏｔｅ：ＣＫ：Ｚｈｏｎｇｓｈｕａｎｇ９．ＴｈｅｏｔｈｅｒｌｉｎｅｓａｒｅＭ５ｐｒｏｇｅｎｙｏｆｔｈｅｍｕｔａｎｔ
图１　喷施除草剂苯磺隆溶液后突变体的Ｍ５后代的抗性表现
Ｆｉｇ．１　ＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｐｒｏｇｅｎｙｏｆＭ５ｍｕｔａｎｔｓｔｒｅａｔｅｄ

ｗｉｔｈｔｒｉｂｅｎｕｒｏｎ－ｍｅｔｈｙｌｓｏｌｕｔｉｏｎ

１９５孙妍妍等：甘蓝型油菜抗苯磺隆突变体ＡＬＳ基因分析与ＳＮＰ标记



２．２　ＡＬＳ基因分析
利用 ＢｎＡＬＳ１－Ｆ１／ＢｎＡＬＳ１－Ｒ１、ＢｎＡＬＳ２－Ｆ１／

ＢｎＡＬＳ２－Ｒ１、ＢｎＡＬＳ３－Ｆ１／ＢｎＡＬＳ３－Ｒ１三对引物
（表１），分别扩增３株苯磺隆抗性突变体（Ｋ１、Ｋ４、
Ｋ５）和中双９号油菜中 ＢｎＡＬＳ１、ＢｎＡＬＳ２、ＢｎＡＬＳ３基
因。ＰＣＲ扩增结果（图２）显示，扩增条带清晰、条带
大小与预期目标条带大小一致。对扩增目标条带进

行回收、克隆和测序。结果表明，中双９号、Ｋ１、Ｋ４
的 ＢｎＡＬＳ１编 码 区 序 列 （ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＭ８１６８１０；
ＫＰ９８５７８２；ＫＰ９８５７８４）与已报道的 ＢｎＡＬＳ１（Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ：Ｚ１１５２４．１）编码区序列完全相同。Ｋ５的
ＢｎＡＬＳ１（ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＰ９８５７８６）第＋５４４位Ｃ→Ｔ（Ｃ５４４
ＣＴ→ＴＣＴ），导致所编码的ＢｎＡＬＳ１蛋白＋１８２位Ｐｒｏ
→Ｓｅｒ，对应于拟南芥ＡＬＳ蛋白Ｐｒｏ１９７→Ｓｅｒ。

注／Ｎｏｔｅ：Ｍ：ＭａｒｋｅｒⅢ；１，５，９：中双９号（ＺＳ９）；２，６，１０：Ｋ１；３，７，１１：
Ｋ４；４，８，１２：Ｋ５；１－４：ＢｎＡＬＳ１；５－８：ＢｎＡＬＳ２；９－１２：ＢｎＡＬＳ３

图２　ＢｎＡＬＳ１－３基因扩增结果
Ｆｉｇ．２　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＢｎＡＬＳ１－３ｇｅｎｅｓ

　　中双９号、Ｋ１、Ｋ４和 Ｋ５的 ＢｎＡＬＳ２编码区序列
与已报道的ＡＬＳ２（ＧｅｎＢａｎｋ：Ｚ１１５２５．１）编码区序列
完全相同，没有突变位点。

与已报道的 ＢｎＡＬＳ３（ＧｅｎＢａｎｋ：Ｚ１１５２６．１）编码
区序列相比（表２）：中双９号和Ｋ５的ＢｎＡＬＳ３（Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ：ＫＭ８１６８１２；ＫＰ９８５７８７）存在５个 ＳＮＰ位点，其
中４个为同义突变，另１个为错义突变（＋９７５位 Ｇ
→Ｃ，即 ＧＡＧ９７５→ＧＡＣ），使编码的谷氨酸 Ｅ（ＧＡＧ）
突变为天冬氨酸 Ｄ（ＧＡＣ）；Ｋ１和 Ｋ４ＢｎＡＬＳ３（Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ：ＫＰ９８５７８３；ＫＰ９８５７８５）存在５个 ＳＮＰ位点，第
＋５３５位 Ｃ→Ｔ（Ｃ５３５ＣＴ→ＴＣＴ），导致所编码的
ＢｎＡＬＳ３蛋白＋１８２位Ｐｒｏ→Ｓｅｒ，对应于拟南芥ＡＬＳ
蛋白Ｐｒｏ１９７→Ｓｅｒ。
２．３　ＢｎＡＬＳ１和 ＢｎＡＬＳ３基因特异分子标记的开

发及验证

根据 Ｋ１、Ｋ４和 Ｋ５三个突变体 ＢｎＡＬＳ１和
ＢｎＡＬＳ３基因中检测到的ＳＮＰ位点，我们设计了８对
ＡＳ－ＰＣＲ引物组合（表１）。利用这８对引物对中
双９号，Ｋ１、Ｋ４、Ｋ５进行ＰＣＲ分析，结果除Ｍ－ＡＬＳ１
－Ｆ２／Ｍ－ＡＬＳ１－Ｒ１和 Ｍ－ＡＬＳ１－Ｆ４／Ｍ－ＡＬＳ１－
Ｒ１两对引物外，其它６对引物均获得了预期扩增
结果。

表２　ＢｎＡＬＳ３ＳＮＰ位点及编码氨基酸
Ｔａｂｌｅ２　ＳｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓｉｎＢｎＡＬＳ３ｇｅｎｅｓａｎｄｔｈｅｉｒｅｎｃｏｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ

ＳＮＰ位置 ＳＮＰｌｏｃａｔｉｏｎ Ｚ１１５２６．１ 中双９号 Ｚｈｏｎｇｓｈｕａｎｇ９ Ｋ５ Ｋ１ Ｋ４
１３５ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ
３１２ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ
５３５ Ｃ（Ｐ） Ｃ（Ｐ） Ｃ（Ｐ） Ｔ（Ｓ） Ｔ（Ｓ）
６６０ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ
８１６ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ
９７５ Ｇ（Ｅ） Ｃ（Ｄ） Ｃ（Ｄ） Ｃ（Ｄ） Ｃ（Ｄ）

　　注：ＳＮＰ用斜体表示，括弧内字母表示错义突变
　　Ｎｏｔｅ：Ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓｓｈｏｗｅｄｂｙｉｔａｌｉｃｓｌｅｔｔｅｒｓ，ａｎｄｍｉｓｓｅｎｓｅｍｕｔａｔｉｏｎｓｂｙｌｅｔｔｅｒｓｉｎｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ

　　Ｋ５突变体的 ＡＳ－ＰＣＲ检测结果如下：当退火
温度介于６０～６６．５℃时，引物对 Ｍ－ＡＬＳ１－Ｆ１／Ｍ
－ＡＬＳ１－Ｒ１在Ｋ５和中双９号均有目的条带扩增；
当退火温度上升至６７℃时可以区分出两个材料中
的ＳＮＰ类型，但结果不甚稳定；退火温度上升至
６７．４℃时，Ｋ５有明显扩增条带，而中双９号无扩增
条带。可见，Ｍ－ＡＬＳ１－Ｆ１／Ｍ－ＡＬＳ１－Ｒ１为区分
突变体Ｋ５和野生型中双９号ＢｎＡＬＳ１第＋５４４位Ｃ
→Ｔ（Ｃ５４４ＣＴ→ＴＣＴ）的阳性标记，其退火温度为
６７．４℃。引物对 ＮＭ－ＡＬＳ１－Ｆ３／Ｍ－ＡＬＳ１－Ｒ１，为
检测Ｋ５ＢｎＡＬＳ１第＋５４４位Ｃ→Ｔ的阴性标记，其退
火温度为６７．０℃，在此条件下，中双９号有目标条
带，Ｋ５无扩增产物。

利用 Ｍ－ＡＬＳ１－Ｆ１／Ｍ－ＡＬＳ１－Ｒ１、ＮＭ－

ＡＬＳ１－Ｆ３／Ｍ－ＡＬＳ１－Ｒ１对 Ｋ５和中双９号等９个
油菜品种（系）进行ＰＣＲ扩增，结果 Ｍ－ＡＬＳ１－Ｆ１／
Ｍ－ＡＬＳ１－Ｒ１仅在 Ｋ５中有目的条带扩增，其他材
料均没有条带；ＮＭ－ＡＬＳ１－Ｆ３／Ｍ－ＡＬＳ１－Ｒ１除
Ｋ５外，其余７个油菜材料中均扩增出目标条带（图
３）。说明 Ｍ－ＡＬＳ１－Ｆ１／Ｍ－ＡＬＳ１－Ｒ１、ＮＭ－
ＡＬＳ１－Ｆ３／Ｍ－ＡＬＳ１－Ｒ１能有效检测ＢｎＡＬＳ１＋５４４
位上Ｃ→Ｔ突变。

Ｋ１和Ｋ４突变体的ＡＳ－ＰＣＲ检测结果如下：引
物对Ｍ－ＡＬＳ３－Ｆ５／Ｍ－ＡＬＳ３－Ｒ２和 Ｍ－ＡＬＳ３－
Ｆ６／Ｍ－ＡＬＳ３－Ｒ２为检测 Ｋ１、Ｋ４ＢｎＡＬＳ３第 ＋５３５
位Ｃ→Ｔ（Ｃ５３５ＣＴ→ＴＣＴ）的阳性标记，Ｍ－ＡＬＳ３－
Ｆ５／Ｍ－ＡＬＳ３－Ｒ２的退火温度为６６．２℃，Ｍ－ＡＬＳ３
－Ｆ６／Ｍ－ＡＬＳ３－Ｒ２的退火温度为６８．０℃。引物

２９５ 中国油料作物学报　２０１５，３７（５）



对ＮＭ－ＡＬＳ３－Ｆ７／Ｍ－ＡＬＳ３－Ｒ２和 ＮＭ－ＡＬＳ３－
Ｆ８／Ｍ－ＡＬＳ３－Ｒ２为检测 Ｋ１、Ｋ４ＢｎＡＬＳ３第 ＋５３５
位Ｃ→Ｔ的阴性标记，ＮＭ－ＡＬＳ３－Ｆ７／Ｍ－ＡＬＳ３－
Ｒ２的退火温度为 ６８．４℃，ＮＭ－ＡＬＳ３－Ｆ８／Ｍ－
ＡＬＳ３－Ｒ２的退火温度为６７．０℃。

利用Ｍ－ＡＬＳ３－Ｆ５／Ｍ－ＡＬＳ３－Ｒ２、Ｍ－ＡＬＳ３
－Ｆ６／Ｍ－ＡＬＳ３－Ｒ２、ＮＭ－ＡＬＳ３－Ｆ７／Ｍ－ＡＬＳ３－
Ｒ２、ＮＭ－ＡＬＳ３－Ｆ８／Ｍ－ＡＬＳ３－Ｒ２四对引物对
Ｋ１、Ｋ４，和中双９号等９个油菜品种（系）进行 ＰＣＲ

扩增，结果Ｍ－ＡＬＳ３－Ｆ５／Ｍ－ＡＬＳ３－Ｒ２、Ｍ－ＡＬＳ３
－Ｆ６／Ｍ－ＡＬＳ３－Ｒ２仅 Ｋ１、Ｋ４有目的条带扩增，其
它７个材料均没有条带。引物 Ｍ－ＡＬＳ３－Ｆ７／Ｍ－
ＡＬＳ３－Ｒ２、ＮＭ－ＡＬＳ３－Ｆ８／Ｍ－ＡＬＳ３－Ｒ２除 Ｋ１、
Ｋ４外，其余７个材料均有目的条带扩增（图４）。说
明引物Ｍ－ＡＬＳ３－Ｆ５／Ｍ－ＡＬＳ３－Ｒ２、Ｍ－ＡＬＳ３－
Ｆ６／Ｍ－ＡＬＳ３－Ｒ２、ＮＭ－ＡＬＳ３－Ｆ７／Ｍ－ＡＬＳ３－
Ｒ２、ＮＭ－ＡＬＳ３－Ｆ８／Ｍ－ＡＬＳ３－Ｒ２能有效检测
ＢｎＡＬＳ３上Ｃ５３５→Ｔ突变。

注：Ｍ：ＭａｋｅｒⅢ；１：中双９号；２：ＳＨ１１；３：秦油３号；４：新材料Ｂ．ｎａｐｕｓ；５，６：Ｋ５；７：中双７号；８：中双１１号；９：Ｄａｌｉｂｏｒ
Ｎｏｔｅ：Ｍ：ＭａｋｅｒⅢ；１：ＺＳ９；２：ＳＨ１１；３：ＱＹ０３；４：ＮｅｗＢ．ｎａｐｕｓ；５，６：Ｋ５；７：ＺＳ０７；８：ＺＳ１１；９：Ｄａｌｉｂｏｒ

图３　ＢｎＡＬＳ１基因ＡＳ－ＰＣＲ引物的扩增
Ｆｉｇ．３　ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｌｌｅｌｅｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒＢｎＡＬＳ１

注：Ｍ：ＭａｋｅｒⅢ；１：Ｋ１；２：Ｋ４；３：中双９号；４：ＳＨ１１；５：秦油３号；６：新材料Ｂ．ｎａｐｕｓ；７：中双７号；８：中双１１号；９：Ｄａｌｉｂｏｒ
Ｎｏｔｅ：Ｍ：ＭａｋｅｒⅢ；１：Ｋ１；２：Ｋ４；３：ＺＳ９；４：ＳＨ１１；５：ＱＹ０３；６：ＮｅｗＢ．ｎａｐｕｓ；７：ＺＳ０７；８：ＺＳ１１；９：Ｄａｌｉｂｏｒ

图４　ＢｎＡＬＳ３基因ＡＳ－ＰＣＲ引物的扩增
Ｆｉｇ．４　ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｌｌｅｌｅｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒＢｎＡＬＳ３

３　讨论
以往报道的对 ＡＬＳ抑制剂类除草剂有贡献的

抗性位点主要为 Ａｌａ１２２，Ｐｒｏ１９７，Ａｌａ２０５，Ａｓｐ３７６，
Ｔｒｐ５７４和Ｓｅｒ６５３（以拟南芥 ＡＬＳ氨基酸序列为参
照）［５，２３］。油菜中，Ｓｗａｎｓｏｎ等［３］采用小孢子诱变获

得抗咪唑啉酮类除草剂的油菜突变体ＰＭ１和ＰＭ２，
其中ＰＭ１是ＢｎＡＬＳ１基因突变导致 ＢｎＡＬＳ１蛋白的

Ｓｅｒ６５３Ａｓｐ改变，ＰＭ２是 ＢｎＡＬＳ３基因突变导致
ＢｎＡＬＳ３蛋白的Ｔｒｐ５７４Ｌｅｕ改变［４，５］。我国江苏省农

业科学院报道的抗咪唑啉酮油菜株系Ｍ９的突变位
点也是 ＢｎＡＬＳ１的 Ｓｅｒ６５３Ａｓｐ改变［７～９］。华中农业

大学报道从华双５号油菜 ＥＭＳ突变后代群体中鉴
定出几株苯磺隆抗性突变体，其突变位点均为

ＢｎＡＬＳ３基因突变导致 ＢｎＡＬＳ３的 Ｐｒｏ１９７Ｓｅｒ／Ｌｅｕ改
变［１０］。本研究中，通过对中双９号油菜 ＥＭＳ突变

３９５孙妍妍等：甘蓝型油菜抗苯磺隆突变体ＡＬＳ基因分析与ＳＮＰ标记



体库２５５８个Ｍ２株系约３００００个单株进行苯磺隆
抗性鉴定，筛选到 ３株抗性突变体（分别记为 Ｋ１、
Ｋ４、Ｋ５）。通过对这３株抗性油菜的 ＢｎＡＬＳ１－３的
克隆测序表明，Ｋ１和Ｋ４的 ＢｎＡＬＳ３第 ＋５３５位 Ｃ→
Ｔ，导致所编码的 ＢｎＡＬＳ３的 Ｐｒｏ１９７Ｓｅｒ改变；Ｋ５的
ＢｎＡＬＳ１第 ＋５４４位 Ｃ→Ｔ，导致所编码 ＢｎＡＬＳ１的
Ｐｒｏ１９７Ｓｅｒ改变（ＢｎＡＬＳ１，ＢｎＡＬＳ３均以拟南芥 ＡＬＳ
氨基酸序列为准）。Ｋ１、Ｋ４的抗性位点与 Ｌｉ等［１０］

报道的一致；Ｋ５的抗性位点 ＢｎＡＬＳ１∶Ｐｒｏ１９７Ｓｅｒ改
变属于首次报道。这些除草剂抗性材料的发现及创

制，将会极大地促进我国具有自主知识产权的抗除

草剂油菜品种的选育。

乙酰乳酸合成酶（ＡＬＳ）是磺酰脲类除草剂的靶
标酶，目前已报道的该酶对磺酰脲类除草剂产生抗

性的位点主要有 ３个，分别是 Ｐｒｏ１９７、Ａｌａ２０５和
Ｔｒｐ５７４。截止目前，根据美国除草剂抗性委员会
（ＨｅｒｂｉｃｉｄｅＲｅｓｉｓｔａｎｃｅＡｃｔｉｏｎＣｏｍｍｉｔｔｅｅ，ＨＲＡＣ；ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｗｅｅｄｓｃｉｅｎｃｅ．ｏｒｇ）报道的８大类（Ａｌａ１２２，
Ｐｒｏ１９７，Ａｌａ２０５，Ａｓｐ３７６，Ａｒｇ３７７，Ｔｒｐ５７４，Ｓｅｒ６５３，
Ｇｌｙ６５４）共１２８例ＡＬＳ氨基酸变化产生的抗性杂草
中，Ｐｒｏ１９７突变的有 ７２例，占 ５６．２５％。这 ７２例
中，除１例未鉴定外，有７１例均是对ＳＵ类除草剂产
生抗性；其中对 ＩＭＩ和 ＳＵ均具有抗性的有 １９
例［２４］。ＡＬＳ第１９７位氨基酸位于该酶的第五个 α
螺旋（１９７

!

２０１氨基酸）末端，构成该酶α－ｄｏｍａｉｎ
活性位点通道的入口，与磺酰脲类除草剂的芳香环

接触［２５，２６］。该位置Ｐｒｏ在植物中高度保守［１０］，该位

置氨基酸种类的变化将导致除草剂抗性［２７～３０］。本

研究获得的 ３株苯磺隆抗性突变体也全是
Ｐｒｏ１９７Ｓｅｒ改变，Ｋ１和 Ｋ４的 ＢｎＡＬＳ３的 Ｐｒｏ１９７Ｓｅｒ
改变，Ｋ５的 ＢｎＡＬＳ１的 Ｐｒｏ１９７Ｓｅｒ改变。ＢｎＡＬＳ１和
ＢｎＡＬＳ３的 Ｐｒｏ１９７Ｓｅｒ改变其抗性是否存在差异，二
者是否具有叠加效应；以及该突变材料是否对其他

ＡＬＳ抑制剂类除草剂具有抗性值得进一步深入
研究。

等位基因特异ＰＣＲ（ａｌｌｅｌｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ，ＡＳ－
ＰＣＲ）是基于等位基因的 ＳＮＰ设计特异引物，通过
ＰＣＲ扩增来检测样本基因型的一种鉴定方法。该
方法不受季节和时间限制，具有快速、高效的优点。

Ｋａｄａｒｕ等［３１］在水稻、Ｌｅｅ等［３２］在大麦中获得了检测

抗咪唑啉酮基因的 ＡＳ－ＰＣＲ标记。胡茂龙等［８］开

发了检测抗咪唑啉酮类除草剂油菜 Ｍ９中 ＢｎＡＬＳ１Ｒ
基因突变的ＡＳ－ＰＣＲ标记。本研究中，我们成功开
发出了６对检测ＢｎＡＬＳ基因的ＡＳ－ＰＣＲ标记，其中
检测ＢｎＡＬＳ１＋５４４位上 Ｃ→Ｔ突变的引物２对；检

测ＢｎＡＬＳ３＋５３５位上Ｃ→Ｔ突变的引物４对。本研
究结果进一步丰富了除草剂抗性油菜种质资源，为

我国油菜抗除草剂育种奠定了物质基础与技术

储备。

苯磺隆是我国麦田广泛使用的阔叶除草剂之

一，基于本研究及前人报道的苯磺隆抗性资源［１０］选

育出抗性油菜品种，将苯磺隆和现有油菜田单子叶

除草剂混合使用，可为油菜田杂草的有效防除提供

一条新的途径。
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