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稻田稗草种群对氰氟草酯的抗性水平和
抗性机理初探
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（湖南农业大学植物保护学院，长沙 410128）

摘要：为明确来自湖南和江西省稻田稗草种群对氰氟草酯的抗性水平和抗性机理，采用整株生物测
定法、基因测序、代谢酶抑制剂联用试验进行了研究。 结果显示：R1、R2、R3种群对氰氟草酯的抗性
指数分别为3.08、2.19、3.83，均为中抗水平；R4种群抗性指数为1.45，为低抗水平。 与敏感种群相比，
R1种群存在Ile-2041-Val突变，R2种群中存在Ile-2041-Val、Asp-2078-Gly突变，且细胞色素P450酶抑
制剂马拉硫磷和谷胱甘肽硫转移酶抑制剂NBD-Cl均能提高R1和R2种群对氰氟草酯的敏感性；R3
种群中存在Trp-2027-Arg突变 ，且NBD-Cl可以提高其对氰氟草酯的敏感性 ；R4种群中存在
Cys-2088-Tyr突变，马拉硫磷和NBD-Cl不能逆转其对氰氟草酯的抗性。研究表明，稗草种群R1、R2、
R3对氰氟草酯的中等水平抗性是由靶标抗性和非靶标抗性共同介导，种群R4对氰氟草酯的低水平
抗性主要是由靶标抗性介导。
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A preliminary study on the resistance level and resistance mechanism to cyhalofop-butyl

in Echinochloa crus-galli populations in rice field
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Abstract: In order to clarify the resistance level and resistance mechanism to cyhalofop-butyl in Echinochloa crus-galli

populations from Hunan and Jiangxi paddy fields, the experimental studies were carried out by whole-plant bioassay, gene

sequencing, and metabolic enzyme inhibitor coupled with cyhalofop-butyl. The results showed that R1, R2 and R3

populations displayed medium level resistance to cyhalofop-butyl, with the resistance indexs of 3.08, 2.19 and 3.83,

respectively. R4 population displayed low level resistance to cyhalofop-butyl, with the resistance index of 1.45. The

Ile-2041-Val mutation was present in R1, and the Ile-2041-Val and Asp-2078-Gly mutations were present in R2, and

malathion, NBD-Cl increased the sensibilities of R1 and R2 to cyhalofop-butyl. The Trp-2027-Arg mutation was present in

R3 and NBD-Cl could increase the sensitivity to cyhalofop-butyl. The Cys-2088-Tyr mutation was present in R4, malathion

and NBD-Cl couldn't reverse the resistance to cyhalofop-butyl. This study indicated that the medium level resistance of R1,

R2, and R3 to cyhalofop-butyl was caused by a combination of target-site and non-target-site resistance, the low level

resistance of R4 to cyhalofop-butyl was mainly mediated by target-site resistance.
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稗草（Echinochloa crus-galli）为一年生禾本科
杂草，是水稻田分布广泛且危害严重的主要恶性杂
草之一。它与水稻争光争肥，严重影响水稻的品质
和产量，发生严重时可导致水稻减产达80%[1-2]。
化学防除是稗草最有效的防除手段之一。目

前，防除稻田稗草的除草剂主要分为两大类：一类
是乙酰乳酸合成酶（acetolactate synthase，ALS）抑制
剂类除草剂，如五氟磺草胺、双草醚等；另一类是乙
酰辅酶A羧化酶（acetyl-CoA carboxylase，ACCase）抑
制剂类除草剂，如氰氟草酯、 唑酰草胺等。氰氟草
酯是ACCase抑制剂类除草剂，其主要通过抑制脂肪
酸的合成从而导致植株的死亡[3]。因其对水稻安全
且极易降解，被广泛应用于水稻田防除稗草、千金
子等禾本科杂草[4]。但由于该除草剂作用位点单一，
且长期、大量、频繁施用，稗草抗药性日益严重。目
前，已有报道显示我国多地稗草对氰氟草酯产生了
抗药性[5-8]。
稗草对除草剂的抗性机理主要分为靶标抗性

和非靶标抗性[9]。靶标抗性主要是由于杂草体内的
除草剂作用靶标发生变异，如基因突变或基因扩
增，导致除草剂无法有效抑制这些靶标，从而使
杂草对特定除草剂产生抗性[9]。迄今为止已报道杂
草中7个有关ACCase基因突变的位点（Ile-1781、
Trp-2027、Trp-1999、Ile-2041、Asp-2078、Cys-2088和
Gly-2096）[10]。2011年，Huan等[11]发现Ile-1781-Leu突
变与稗草对精喹禾灵的抗性有关。2017年，左平春[12]

发现Ile-1781-Leu和Trp-2027-Cys突变可导致稗草对
唑酰草胺产生抗性。2020年，Fang等[13]发现稗草

Asp-2078-Glu突变与氰氟草酯、 唑酰草胺和精 唑
禾草灵的抗性有关。非靶标抗性主要指杂草通过代谢
解毒能力的增强、与作用位点的屏蔽作用或隔离
作用对除草剂产生抗性 [14]。当前被认为与杂草代
谢解毒能力增强有关的基因家族主要有4个：细胞色
素P450单加氧酶（cytochrome P450 monooxygenases，
CYP450s）、谷胱甘肽S-转移酶（glutathione S-trans-
ferases，GSTs）、UDP-糖基转移酶（UDP-glucosyl-
transferases，UDP-GTs）和ABC转运蛋白（ATP-bind-
ing cassette transporters，ABC transporters）等 [ 15-17]。
2019年，Iwakami等[18]发现CYP81A12和CYP81A21赋
予了水田稗对ACCase抑制剂类除草剂的抗性。2021
年，Pan等 [17]发现ABCC8赋予了光头稗对草甘膦的
抗性。2022年，Pan等[19]发现CYP81A68赋予了稗草对
ACCase和ALS抑制剂类除草剂的抗性。
本研究以来自湖南省和江西省的4个稗草种群

为试验材料，采用整株生物测定法明确其对氰氟草
酯的抗性水平，通过ACCase靶标酶基因序列分析及
代谢酶抑制剂联用试验探究其可能的抗药性机理，
以期为抗性稗草防治策略的制定提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料
供试材料：抗性稗草种群（R1、R2）采集自湖南

省长沙市长沙县水稻田，抗性稗草种群（R3、R4）采
集自江西省南昌市南昌县水稻田，4个地方的氰氟
草酯用药史均大于5年。敏感稗草种群（S）采自江苏
省宿迁市沭阳县，无该除草剂用药史。稗草种子采
集后置于阴凉处自然风干，于4℃种子柜中储存备用。
供试药剂及试剂：100 g/L氰氟草酯乳油，科迪

华农业科技有限责任公司；CYP450抑制剂马拉硫
磷（95%），北京都益佳禾生物技术开发有限公司；
GST抑制剂4-氯-7-硝基苯并 唑（NBD-Cl，97%），西
格玛奥德里奇公司；植物DNA提取试剂盒，天根生
化科技有限公司；OMEGAGel Extraction Kit D2500，
广州飞扬生物工程有限公司；TrellefTM 5α Chemi-
cally Competent Cells、pClone007 Vector Kit，北京擎
科生物科技有限公司；Go Taq Green Master Mix，普
洛麦格（北京）生物技术有限公司。

主要仪器：3WP-2000型生测喷雾塔，农业农村
部南京农业机械化研究所；电泳仪，美国Bio-Rad公
司；凝胶成像仪，上海天能生命科学有限公司；离心
机，德国艾本德股份公司；万分之一电子天平，湘仪
天平仪器设备有限公司；恒温培养箱，上海新苗医
疗器械制造有限公司；生化培养箱、PCR仪，赛默飞
世尔科技公司；雪科IMS-20制冰机，常熟市雪科电
器有限公司。
1.2 试验方法
1.2.1 稗草对氰氟草酯的敏感性测定
将稗草种子置于铺好滤纸的塑料发芽碗中，加

入适量的蒸馏水保持湿润状态，将其置于25℃温室
进行催芽，等到幼苗长至3 cm左右进行移栽。将水
稻基质与蛭石按体积比3∶2混合均匀，装入底部有
孔，直径为8 cm的塑料小盆内，稗草移栽后置于温
室培养。待幼苗长至3～4叶期，使用3WP-2000型生
测喷雾塔对稗草进行氰氟草酯茎叶喷雾处理，其中
抗性种群有效成分施药量分别为0、105、210、420、
840、1 680、3 360 g/hm2，敏感种群有效成分施药量
分别为 0、6.56、13.13、26.25、52.5、105.0、157.5 g/hm2。
氰氟草酯处理21 d后，剪取稗草地上部分称量鲜重，
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每个处理3次重复，试验重复2次。采用Sigma Plot 14.0
软件对数据进行四参数非线性logistic回归模型拟
合，计算GR50值和抗性指数（RI）。

y=C＋ D-C
1＋（x/GR50）b

式中：y为未处理对照在x剂量除草剂作用下的
鲜重百分比；b为斜率；C和D分别代表剂量反应下限
和上限。

RI=抗性种群GR50

敏感种群GR50

1.2.2 抗性稗草种群ACCase基因序列分析
每个抗性稗草种群剪取5株105 g/hm2氰氟草酯

处理后存活的新鲜稗草叶片，用植物基因组DNA
试剂盒提取单株DNA并于-20℃保存。扩增稗草
ACCase片段的引物为ACC-F（5'-AGGCAGATTATT
GTTGTAGC-3'）和ACC-R（5'-GATTATCAACTCTG
GTC-3'）。25 μL扩增体系：1 μL gDNA、正反引物各
1 μL（10 mmol）、12.5 μL Green Master Mix和9.5 μL
ddH2O。PCR反应条件：95℃预变性2 min；95℃变性
30 s，56℃退火30 s，72℃延伸90 s，共35个循环；72℃
再延伸5 min。PCR扩增产物经1%琼脂糖电泳检测，
切取含目的基因条带的凝胶，用凝胶提取试剂盒纯
化。将目的基因与pClone007VS载体连接后转化到
大肠杆菌DH5α感受态细胞中，每个基因至少挑选8
个阳性克隆，委托北京擎科生物技术有限公司测
序，再用BioEdit软件对测序的稗草抗性种群和敏感
种群ACCase碱基及氨基酸序列结果进行序列分析
和比对。

1.2.3 细胞色素P450和GST抑制剂与氰氟草酯联用
试验
采用整株生物测定法检测细胞色素P450抑制

剂马拉硫磷和GST抑制剂NBD-Cl与氰氟草酯联用
后对抗敏种群的影响，稗草植株按照1.2.1中条件培
养，在施用氰氟草酯之前对稗草种群分别进行马拉
硫磷（1 000 g/hm2）和 NBD-Cl（270 g/hm2）预处理。然
后按照1.2.1中氰氟草酯有效成分用量对稗草种群
进行茎叶喷雾处理，处理组包括氰氟草酯、马拉硫
磷＋氰氟草酯、NBD-Cl＋氰氟草酯。处理后21 d剪取
稗草地上组织并称重，计算各个种群在不同处理下
的GR50。每个处理重复3次，试验重复2次。

2 结果与分析

2.1 稗草种群对氰氟草酯的抗性水平
施药21 d后，稗草S种群在田间推荐用量下生长

受到明显抑制。R1、R2及R3种群对氰氟草酯产生了
中等水平的抗性，其抗性指数分别为3.08、2.19及
3.83；稗草R4种群对氰氟草酯产生了低水平的抗性，
其抗性指数为1.45，见表1、图1。

药剂处理 种群 （GR50±SE）/(g/hm2) 相对抗性指数RI

氰氟草酯

S 62.40±16.00 1.00

R1 192.30±33.50 3.08

R2 136.53±67.30 2.19

R3 239.03±27.20 3.83

R4 90.30±65.00 1.45

表 1 稗草种群对氰氟草酯的抗药性水平

图 1 稗草抗性种群和敏感种群对氰氟草酯的用量-反应曲线

张思思，等：稻田稗草种群对氰氟草酯的抗性水平和抗性机理初探
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2.2 抗敏稗草种群的ACCase基因序列分析
对稗草敏感和抗性种群ACCase基因扩增和测

序分析结果见表2。
由表2可知：R1种群中存在Ile-2041-Val突变，碱

基序列由ATT突变为GTT；R2种群中存在Ile-2041-

Val、Asp-2078-Gly突变，碱基序列由ATT和GAT分
别突变为GTT和GGT；R3种群中存在Trp-2027-Arg
突变，碱基序列由TGG突变为AGG和CGG；R4种
群中存在Cys-2088-Tyr突变，碱基序列由TGT突变
为TAT。

物种/种群
各氨基酸的位置和碱基及相应氨基酸序列

1781 1999 2027 2041 2078 2088 2096

鼠尾
Salvia japonica Thunb

ATA TGG TGG ATT GAT TGC GGC

Ile Trp Trp Ile Asp Cys Gly

S
ATA TGG TGG ATT GAT TGT GGC

Ile Trp Trp Ile Asp Cys Gly

R1
ATA TGG TGG GTT GAT TGT GGC

Ile Trp Trp Val Asp Cys Gly

R2
ATA TGG TGG GTT GGT TGT GGC

Ile Trp Trp Val Gly Cys Gly

R3
ATA TGG CGG/AGG ATT GAT TGT GGC

Ile Trp Arg Ile Asp Cys Gly

R4
ATA TGG TGG ATT GAT TAT GGC

Ile Trp Trp Ile Asp Tyr Gly

表 2 稗草抗性种群 ACCase 序列比对

2.3 细胞色素P450和GST抑制剂对抗氰氟
草酯稗草的影响
比较抗敏种群对单独施用氰氟草酯、氰氟草酯

与P450抑制剂马拉硫磷联用、氰氟草酯与GST抑制
剂NBD-Cl联用下的GR50，结果见表3。

2种代谢酶抑制剂对稗草敏感种群均无显著影
响；与单独施用氰氟草酯相比，NBD-Cl与氰氟草酯

联用后，R1、R2、R3的 GR50分别从 192.3、136.53、
239.03 g/hm2降至146.04、61.40、133.50 g/hm2，抗性
指数分别从原来的3.08、2.19、3.83下降到2.34、0.98、
2.14，说明GST抑制剂NBD-Cl可提高抗性种群对氰
氟草酯的敏感性，这3个种群中可能存在GST介导的
代谢抗性；马拉硫磷与氰氟草酯联用后，R1、R2的
GR50分别从 192.3、136.53 g/hm2降至 151.44、56.92
g/hm2，抗性指数从3.08、2.19下降到2.43、0.91，说明
CYP450抑制剂马拉硫磷可提高抗性种群对氰氟草
酯的敏感性，这2个种群可能存在CYP450介导的代
谢抗性。此外，与R1、R2、R3不同的是，R4种群在喷
施NBD-Cl＋氰氟草酯和马拉硫磷＋氰氟草酯后，其
GR50没有显著变化，说明这2种抑制剂对R4种群的
抗性并没有影响。

3 讨论

氰氟草酯是芳氧苯氧丙酸酯类除草剂中对水
稻具有高度安全性的一种除草剂；已有千金子、稗
草、马唐、牛筋草等禾本科杂草对氰氟草酯产生了
不同程度抗药性的报道[7, 20-22]。本研究中从湖南和江
西采集到的4个稗草种群对氰氟草酯也产生了低到
中等水平的抗性。靶标基因突变是杂草对ACCase抑
制剂类除草剂产生抗性报道最多的抗性机制[9]。迄
今为止，在杂草已知ACCase CT区的7个氨基酸位点

种群 药剂处理
（GR50±SE）/

(g/hm2)
相对抗性
指数RI

S

氰氟草酯 62.40±16.00 1.00

NBD-Cl＋氰氟草酯 58.09±8.16 0.93

马拉硫磷＋氰氟草酯 62.79±56.10 1.01

R1

氰氟草酯 192.30±33.50 3.08

NBD-Cl＋氰氟草酯 146.04±28.30 2.34

马拉硫磷＋氰氟草酯 151.44±37.00 2.43

R2

氰氟草酯 136.53±67.30 2.19

NBD-Cl＋氰氟草酯 61.40±2.60 0.98

马拉硫磷＋氰氟草酯 56.92±22.80 0.91

R3

氰氟草酯 236.39±27.20 3.83

NBD-Cl＋氰氟草酯 133.50±26.30 2.14

马拉硫磷＋氰氟草酯 228.60±65.00 3.66

R4

氰氟草酯 90.30±65.00 1.45

NBD-Cl＋氰氟草酯 134.73±10.90 2.16

马拉硫磷＋氰氟草酯 96.25±7.70 1.54

表 3 代谢酶抑制剂与氰氟草酯联用对抗性影响
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中已有18种氨基酸取代导致杂草产生抗药性被报
道[23-25]。本研究中的4个抗性稗草种群中也存在不同
形式的靶标突变，分别是R1种群中的Ile-2041-Val突
变，R2种群中的Ile-2041-Val和Asp-2078-Gly突变，
R3种群中的 Trp-2027-Arg突变 ，R4种群中的
Cys-2088-Tyr突变。2021年，Wang等[26]发现Ile-2041-
Val突变赋予了菵草对3种ACCase抑制剂类除草剂
的抗性；2015年，Vila-Aiub等[27]发现Asp-2078-Gly突
变赋予了硬直黑麦草对ACCase抑制剂类除草剂的
抗性。本研究中R1和R2种群的2个位点突变形式与
该研究结果一致。此外，值得注意的是，目前2027
和2088位点已有报道显示，多个氨基酸取代形式
与ACCase抑制剂类除草剂抗性相关[28]，但R3和R4
种群的突变形式还未被报道，这可能和ACCase基因
突变具有不确定性和稀释效应有关。

2015年，Pan等[28]发现菵草对ACCase抑制剂类
除草剂精 唑禾草灵的抗性是由靶标抗性和非靶标
抗性共同介导产生；2022年，Zhang等[29]发现2个抗氰
氟草酯的千金子种群也是由靶标抗性和非靶标抗
性共同介导产生。因此，本研究也进一步探究了抗
性稗草中非靶标抗性的存在可能性。结果表明，
CYP450抑制剂和GST抑制剂均可提高抗性种群R1
和R2对氰氟草酯的敏感性，GST抑制剂可以显著提
高R3种群对氰氟草酯的抗性。说明这3个抗性种群
对氰氟草酯的抗性是由靶标抗性和非靶标抗性共
同介导，且非靶标抗性主要是P450和GST等代谢酶
介导的代谢抗性。CYP450抑制剂和GST抑制剂对
R4种群抗性无显著影响，表明该种群的抗性主要由
靶标抗性造成。尽管目前这些种群还处于低到中等
的抗性水平，但是由于有新的突变和非靶标抗性机
制的存在，稗草的抗性进化也将非常迅速和不可控，
其抗性进化情况需密切关注，并针对不同抗性模式
的稗草制定多样化的除草策略，实现对抗性稗草的
科学治理，延缓稗草抗药性发展[30]。

4 结论

本研究结果显示，采集自湖南、江西的4个抗性
稗草种群均对氰氟草酯产生了一定的抗药性。对氰
氟草酯产生低抗水平的R4种群是由靶标抗性所介
导，而对氰氟草酯表现出中等水平抗性的R1、R2、R3
稗草种群是由靶标抗性和非靶标抗性共同介导，但
是对非靶标抗性有关的CYP450和GST代谢酶基因
的功能还有待进一步研究。
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