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烟草抗苯磺隆变异体的筛选及变异体种子活力测定
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摘　要 :采用组织培养技术 ,将烟草 (N C 282)叶片诱导产生的胚性愈伤组织转移到加有半致死浓度

苯磺隆的 M u rash ige2Skoog (M S )培养基上 ,经 3代筛选 ,获得抗苯磺隆愈伤组织。抗性愈伤组织在

加有苯磺隆的分化培养基上分化出植株。再生植株移栽成活后 ,对获得的再生植株种子与对照种

子活力及抗性指数进行检测。结果表明 :苯磺隆诱导再生植株种子与对照种子的简化活力指数分

别为 10. 81和 9. 53;过氧化物酶活力分别为 47. 36和 29. 44 U·g
- 1·m in

- 1
,酸性磷酸酯酶活力分

别为 2. 927和 2. 447 nm o l·g
- 1 ·m in

- 1。潜在抗性趋势检测表明 ,再生植株种子对苯磺隆的

抗性显著提高 ,抗性指数为 3. 18。再生种苗和对照种苗的乙酰乳酸合成酶活力分别为 10. 41和

6. 67 nm o l·h
- 1·m g

- 1。
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Abstract:U sing tissue cu ltu re techn ique, em bryon ic ca llus derived from tobacco (N C 282 ) leaf w ere

transferred to M u rash ige and Skoog (M S ) m ed ia supp lem ented w ith m edian le tha l concen tra tion of

tribenu ron2m ethy l and se lec ted fo r 3 gene ra tions. The resis tan t ca lli w ere cu ltu red on horm one2f ree

m edia supp lym ented w ith tribenuron2m ethy l and regene ran ts w ere induced. The tobacco regeneran ts tha t

resis tan t to tribenu ron2m ethy l w ere screened, the regeneran t seeds v igor and resistance ra tio w ere

de term ined. It w as found tha t the regeneran t seeds v igor index and tha t of the con tro l w ere 10. 81 and

9. 53, respec tive ly, the pe rox idase ac tiv ity w ere 47. 36 and 29. 44 U · g
- 1 ·m in

- 1
, w h ile ac id

phosphatase ac tiv ity w ere 2. 927 and 2. 447 nm ol· g
- 1 ·m in

- 1
, respec tive ly. The iden tif ica tion of

resis tance po ten tia l ind ica ted tha t the he rb ic ide resistance of regene ran t seeds inc reased, the resis tance

ra tios w as 3. 18. The AL S ac tiv ity of the regeneran t seed lings and tha t of the con tro l w ere 10. 41 and

6. 67 nm o l·h
- 1·m g

- 1
, respec tive ly.
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　　苯磺隆 ( tribenuron2m ethy l)是由美国 D u Pont

公司开发的一种超高效磺酰脲类除草剂 ,能够防除

绝大部分一年生和越年生麦田阔叶杂草。其作用靶

标乙酰乳酸合成酶 ( ace to lac ta te syn thase, AL S ) ,也

称乙酰羟基酸合成酶 (A HA S ) [ 1, 2 ]
,该酶是支链氨基

酸生物合成第一阶段的关键性酶 ,苯磺隆对该酶具

有强烈的抑制作用 ,致使缬氨酸、异亮氨酸、亮氨酸

的合成受阻 ,导致蛋白质合成停止 ,植物最终死亡。

由于 AL S抑制剂类除草剂的作用位点单一 ,连续使

用该类除草剂容易使杂草对其产生抗药性 [ 3, 4 ]。随

着苯磺隆长时间大面积应用 ,杂草的抗性问题将成

为阻碍该除草剂发展的重要因素。因此 ,研究杂草

对苯磺隆产生抗药性的机理 ,对于延缓杂草抗性及

对抗性杂草的治理具有重要意义。

杂草抗性机理及生物学研究的关键是供试材料

的获得。常规获得试材的方法是采集田间抗性杂草

种子 ,但这种方法存在杂草用药历史不明、耗费时间

较长的问题。而采用组织培养技术 ,可在精确控制

的人工环境条件下 ,不受时间、空间的限制 ,在较短

的时间内获得具有期望性状的个体。近年来利用培

养细胞筛选抗病突变体已有一些成功的报道。

C arlson
[ 5 ]通过组培技术 ,首次筛选出烟草抗野火病

的植株。王延峰等用玉米胚性愈伤组织筛选出抗绿

磺隆 ( ch lo rsu lfu ron)的突变体 [ 6 ]。本试验以模式植

物烟草为诱导材料 ,利用组培技术 ,以苯磺隆为选择

药剂 ,筛选出抗苯磺隆的烟草愈伤组织并再生植株 ,

首次测定了再生植株种子的活力变化及对苯磺隆的

潜在抗性趋势 ,旨在为苯磺隆抗性机理研究及抗性

作物的选育提供依据。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

烟草 (N C 282) ,山东农业大学植保学院烟草研

究室提供 ,未施用过任何除草剂。

1. 2　供试药剂

94%苯磺隆 ( tribenuron2m ethy l)原药 ,山东华阳

科技股份有限公司提供。62苄氨基嘌呤 ( 62BA ,上

海伯奥生物科技有限公司 ) ; 2, 42滴 ( 2, 42D ,上海试

剂四厂 ) ; 42硝基苯基磷酸二钠盐 ( pN PP,洛阳天骋

化学试剂有限公司 ,进口分装 ) ;琼脂粉 (上海稼丰

园艺用品有限公司 ,进口分装 ) ;黄素腺嘌呤二核苷

酸 ( FAD , Fluka公司 ) ;氯化硫胺素焦磷酸 ( TPP,

E. M erck公司 ) ;牛血清蛋白 (BAS,进口分装 ,上海伯奥

生物科技有限公司 ) ,其他试剂均为国产分析纯。

1. 3　烟草愈伤组织抗性诱导与检测

1. 3. 1　烟草愈伤组织的诱导和培养 　烟草种子

用 0. 1%的升汞溶液消毒后植于 M u rash ige2Skoog

(M S )培养基中培养出无菌苗。选取 3～5叶期的

烟草无菌苗叶片 ,植于 M S + 1. 5 m g /L的 2, 42D +

0. 5 m g /L 的 62BA诱导培养基中 ,以诱导形成愈

伤组织。选择生长旺盛、组织松脆、淡黄绿色的胚

性愈伤组织转入上述培养基进行继代培养 [ 7 ]。20 d

左右继代一次。本试验培养条件均为光照培养箱

( 25 ±1 ) ℃、光照 12 h / d、光照强度 12 000 lx。

1. 3. 2　培养基苯磺隆选择浓度的确定 　将培养

的愈伤组织切成大小一致的小块 ,分别转移到含

有系列浓度苯磺隆的培养基上 ,定期观察 30 d后 ,

统计愈伤组织死亡率 ,以死亡率的机率值 ( Y)和苯

磺隆浓度对数值 (X)建立回归方程 ( Y = a + bx) ,求得

L C50值 ,并以此确定选择培养基苯磺隆的浓度。

1. 3. 3　抗苯磺隆愈伤组织的筛选及植株再生 　

　将 0. 1 g /块愈伤组织转移到含有半致死浓度苯

磺隆的诱导培养基 (M S + 1. 5 m g /L的 2, 42D +

0. 5 m g /L 的 62BA )上培养 ,选择生长旺盛、淡黄

绿色的愈伤组织继续筛选。将连续抗性诱导筛选

3代的愈伤组织植入到含相同浓度苯磺隆的分化

培养基 (M S + 2 m g /L 的 62BA + 0. 5 m g /L 的

2, 42D )上进行植株再生。30 d后将分化烟苗转入

生根培养基 (M S + 2. 5 m g /L的 2, 42D )上生根 [ 6 ]。

20 d后将生根的再生苗移入 180 mm ×140 mm塑

料营养钵中 ,置于温度 18～30℃,相对湿度 75%±

5%的可控日光温室内常规培养 ,同时以种植未经

组培处理的烟草为对照。待种子成熟后收获不同

处理种子进行以下检测。

1. 4　再生植株种子潜在抗性趋势检测及 AL S酶

活力测定

1. 4. 1　烟草再生植株种子抗性潜势检测 　随机

选取烟草再生植株种子和对照种子各 100粒播在

铺有双层滤纸、直径为 9 cm的培养皿中 ,滤纸分

别用 0. 01、0. 05、0. 1、0. 2、0. 3、0. 5、1 m g /L的苯

磺隆药液 5 mL润湿 ,于 25℃下萌发。每处理设 4

次重复 ,统计幼根长度 ,以幼根长度抑制率的机率

值 ( Y)和苯磺隆浓度对数值 ( X)建立回归方程 ( Y

= a + bx) ,求得 IC50值 ,并以此计算抗性指数。

抗性指数 =
抗性烟草种子 IC50值

对照烟草种子 IC50值
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1. 4. 2　再生植株种子 AL S活性测定 　分别取烟

草再生植株种子和对照种子播种在育苗盘中 ,置

于光照培养箱 (温度 25℃)内常规育苗。待烟苗长

出真叶时 ,剪取地上部分 ,参照范志金等的方法 [ 8 ]

测定 AL S酶活力。以每小时生成单位 nm o l乙酰

乳酸所需蛋白的量 (m g)为一个酶活力单位。可

溶性蛋白含量测定采用考马斯亮蓝 G 2250法。

1. 5　再生植株种子活力测定

1. 5. 1　种子萌发试验 　参照孙光玲等 [ 9 ]的方法 ,

并稍加改进。随机选取再生烟草植株种子和对照

种子各 100粒播种在铺有双层滤纸、直径为 9 cm

的培养皿中 ,加水润湿 ,于 25℃下萌发。每处理重

复 4次。统计发芽势 (第 7 d种子的发芽总数 )、发

芽率 (第 14 d种子的发芽总数 ) ,并测量幼根长度
(胚根 +下胚轴 , mm ) ,计算简化活力指数。

简化活力指数 =发芽率 ( % ) ×幼根长度

1. 5. 2　种子电导率测定 　称取烟草再生植株种

子和对照种子各 0. 100 g,先后用自来水和蒸馏水

冲洗 ,去除种子表面的各种杂质 ,用滤纸吸干水分

后置于加有 20 mL蒸馏水的具塞试管中浸泡。每

份试验材料设 4次重复 ,用同等大小试管加入

20 mL 蒸馏水作对照。室温下分别在浸泡后 8、

16、24、48 h,使用 DD S 211A型电导仪测定种子浸

出液的电导率 [ 9 ]
,并对测定结果进行统计分析。

1. 5. 3　种子酶活性测定 　过氧化物酶 ( POD )活

性测定 (愈创木酚法 )采用李合生 [ 10 ]的方法 ,以每

分钟内 A470增加 0. 01为一个酶活力单位 ,记为 U;

酸性磷酸酯酶活性测定参照张玲等 [ 11 ]的方法 ,酶

活力单位以每克种子每分钟生成磷酸的纳摩尔数

( nm o l·g
- 1·m in

- 1 )表示。

2　结果与分析

2. 1　培养基中苯磺隆浓度对烟草愈伤组织成活

率及选择浓度的确定

将培育的烟草愈伤组织分别转入至含有不同

浓度苯磺隆的培养基上进行培养 ,发现高浓度苯

磺隆可使烟草愈伤组织的生长速率明显减慢 ,褐

化率较高 , 4～5 d后发现部分愈伤组织周围出现

粘液 ,最终变褐、变黑、变粘直至死亡 ;而存活的愈

伤组织生长缓慢 ,部分丧失胚性。低浓度苯磺隆

对烟草愈伤组织生长的抑制作用不明显。 30 d

后 ,统计愈伤组织的死亡率 ,求得 L C50值为有效浓

度 ( a. i) 2. 95 m g /L ,以此确定苯磺隆的选择剂量

为 ( a. i) 3 m g /L。经该选择压力诱导烟草愈伤组

织 3代后进行分化 ,苯磺隆对愈伤组织的分化有

显著影响 ,经 3代筛选存活的愈伤组织只有不足

半数能保持胚性并再生植株。

2. 2　再生烟草植株种子潜在抗性趋势检测

不同浓度苯磺隆处理烟草种子后 ,对种子胚

根长度 (胚根 +下胚轴 )的影响结果见表 1。结果

显示处理及对照种子的胚根长度均随苯磺隆浓度

的增加而下降 ,但苯磺隆对再生种子胚根的影响

明显 低于对照 ,两者的抑制中浓度分别为 0. 258 8

和 0. 081 4 m g /L ,再生种子胚根的抗性指数为

3. 18。

表 1　不同剂量苯磺隆对再生烟草种子生长的影响

Tab le 1　Effec t of d iffe ren t dose of tribenu ron2m ethy l on g row th of tobacco seed

苯磺隆浓度 / (m g /L )

D ose of tribenu ron2m ethy l

再生烟种 Regeneran ts tobacco seed 对照烟种 CK

胚根长 /mm

(胚根 +下胚轴 )

Roo t leng th

( R adic le and hypocoty l)

根长抑制率 ( % )

R oo t length

inh ib ition ra te

胚根长 /mm

(胚根 +下胚轴 )

Root leng th

( Rad ic le and hypoco ty l)

根长抑制率 ( % )

Root leng th

inhib ition ra te

0. 01 10. 36 5. 82 7. 1 25. 71

0. 05 9. 84 10. 55 6. 2 35. 02

0. 1 8. 64 21. 45 5. 4 43. 37

0. 2 6. 35 42. 27 3. 5 64. 01

0. 3 5. 01 54. 55 2. 7 72. 00

0. 5 3. 31 69. 91 2. 2 82. 95

毒力回归线 L C 2p line Y = 6. 056 9 + 1. 800 1X Y = 6. 081 2 + 0. 992 3X

R = 0. 995 4 R = 0. 951 7

IC50 ( 95% FL ) / (m g /L ) 0. 258 8 ( 0. 212 3～0. 307 9 ) 0. 081 4 ( 0. 011 0～0. 227 0)
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2. 3　再生烟草植株种子的活力

2. 3. 1　再生植株种子的萌发 　由表 2数据可以

看出 ,经过苯磺隆诱导愈伤组织产生的再生烟草

种子具有较高的发芽势和发芽率 ,且均与对照相

当 ,二者间不存在显著性差异 ;但各处理间根长存

在显著性差异 ,再生烟草种子根长明显长于对照 ;

另外 ,两种烟草种子的简化活力指数分别为 10. 81

和 9. 53,二者间无显著性差异 ,说明再生烟草植株

种子具有较高的活力。

表 2　再生烟草植株种子萌发测定结果

Tab le 2　Seed ling g row th eva lua tion of regene ra tive seeds

材料
M ateria l

发芽势 ( % )

Energy of germ ina tion

发芽率 ( % )

G erm ination percentage

幼根长度 /mm

(胚根 +下胚轴 )

Roo t leng th

( R adicle and hypocoty l)

简化活力指数
Seed vigor index

再生植株 96. 00 a ±0. 41 97. 25 a ±0. 75 11. 21 a ±0. 030 10. 81 a

R egeneran ts

对照 95. 75 a ±0. 48 99. 25 a ±0. 48 9. 59 b ±0. 042 9. 53 a

CK

　　注 :简化活力指数 =发芽率 ( % ) ×幼根长度。表中数据后不同字母表示经 D uncan氏新复极差测试 ,在 P0. 05水平上差异显著。下表同。

N ote: Seed v igo r index = germ ination percen tage ( % ) ×roo t leng th. D ate in a colum n fo llow ed by the diffe ren t cap ita l le tters m eans sign ifican t

d iffe ren t a t P0. 05 by D uncan′s m ultip le range test, respec tive ly. The sam e as in the fo llow ing tab le.

2. 3. 2　再生植株种子电导率及几种酶活力 　由

表 3电导率测定结果可以看出 ,随着浸泡时间的

延长 ,再生烟草种子浸出液中电导率值均显著增

加 ,即种子活力随着浸泡时间的延长而呈下降趋

势 ,这一规律与对照组相同 ;在相同浸泡时间下 ,

再生烟草种子电导率虽然略高于对照组 ,但两者

间差异不显著。

过氧化物酶、酸性磷酸酯酶及乙酰乳酸合成

酶活性试验结果见表 3。可见再生烟草种子过氧

化物酶和酸性磷酸酯酶活力均明显高于对照 ;处

理 与 对 照 的 AL S 酶 活 力 分 别 为 10. 41 和

6. 67 nm o l·h
- 1·m g

- 1
,差异显著。

表 3　再生烟草植株种子电导率及酶活性测定

Tab le 3　C onduc tiv ity and ac tiv ity of POD and ac id p hosp ha tase of regene ra tive seeds

材料
M ateria l

电导率 / (μS·cm - 1·g - 1 )

Conductiv ity

8 h 16 h 24 h 48 h

过氧化物酶活性

/ (∪·g - 1·m in - 1 )

Peroxidase ac tiv ity

酸性磷酸酯酶活性

/ ( nm o l·g - 1·m in - 1 )

A cid phosphatase ac tiv ity

乙酰乳酸合成酶活力

/ ( nm o l·h - 1·m g - 1 )

AL S activ ity

再生烟草种子 9. 50 a 12. 99 a 14. 00 a 15. 35 a 47. 36 a 2. 927 a 10. 41 a

R egeneran ts seeds

对照烟草种子 9. 17 a 12. 33 a 13. 07 a 14. 87 a 29. 44 b 2. 447 b 6. 67 b

CK

3　讨论

通过植物组织培养技术进行抗除草剂细胞突

变体的筛选研究 ,可以从大量的细胞中诱导出所

需的抗性品质 ,并且具有节省人力物力、缩短培养

周期的优点 ,是研究植物体对除草剂抗性发展、抗

性机理和抗性植株筛选的一种有效途径。本研究

选用烟草这一模式植物进行了苯磺隆抗性植株的

筛选 ,并得到了抗性植株。同时发现 ,再生植株具

有更好的幼苗品质 ,这为今后常规植物的研究提

供了理论依据和实践基础。

种子活力是评价种子质量的重要标准 ,而发

芽势、发芽率、胚根长度以及简化活力指数是评价

种子活力的重要指标。另外 ,种子浸出液的电导

率作为检测种子活力高低的指标已成为种子活力

检验中的常规方法 ,可以反映出细胞膜透性的大

小 [ 12 ]。本研究表明 ,苯磺隆诱导烟草愈伤组织后

培育获得的再生植株烟草种子与对照的活力相

当。

过氧化物酶是与种子活力有关的氧化酶之

一 ,具有清除植物代谢过程中产生的过氧化物 ,保

持细胞结构的完整性 ,从而延缓植物体衰老的作

用 ;而酸性磷酸酯酶在植物体内具有水解磷酸酯
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键 ,为植物体的代谢活动提供能量的作用。烟草

中过氧化物酶及酸性磷酸酯酶活性的差异可以反

映出烟草代谢能力的差异。本试验测定结果发

现 ,培育获得的再生植株种子的过氧化物酶和酸

性磷酸酯酶活力均高于对照 ,说明再生植株种子

活力不低于正常种子。同时通过测定种苗的 AL S

酶活性发现 ,再生种苗的酶活力高于对照种苗 ,这

可能是由于抗性再生种苗 AL S酶的含量增加或酶

过量表达造成的。

试验中作者仅筛选了 3代苯磺隆抗性愈伤组

织 ,对于选育代数与抗性的关系以及如何获得更

高抗性倍数的愈伤组织和抗性植株还有待于进一

步研究。从种子发芽势、发芽率等宏观指标数据

分析可知 ,再生植株烟草种子与对照种子的活力

相当 ,但从微观指标如过氧化物酶和酸性磷酸酯

酶的活性来看 ,再生烟草种子活力高于对照。对

产生两者差别的原因及 AL S酶的改变与种子活力

的变化是否存在相关性还有待于更深入的研究。
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