
菵草对ALS抑制剂的抗性机理研究
The resistance of Beckmannia syzigachne (Steud.) 

Fern to ALS inhibitors
主讲人：韩玉皎

中国农业科学院植物保护研究所
Email：hanyujiao1989@sina.cn



目录

背景材料

研究思路

分析过程

研究计划

参考文献

致谢



（一）背景资料

1.菵草
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所谓杂草，就是生于其非生之地的植物。

利用价值
 饲草

 湿地改造

 为野生动物提供食物和避
所

 对水稻病原菌敏感

危害情况
 稻茬麦田和油菜田主要杂

草

 水稻细菌性褐斑病及锈病
的寄主
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2.ALS
ALS：Acetolactate synthase（AHAS）

乙酰乳酸合成酶（乙酰羟酸合成酶）

蛋白家族:TPP enzyme family
配基: FAD

Flavoprotein
Magnesium
Metal-binding
Thiamine pyrophosphate
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基因结构
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亚细胞定位：叶绿体（植物的 ALS 是由细胞核染色
体 DNA 编码并固定于叶绿素中的一种黄素蛋白。）

2013/6/30



功能：诱导植物和微生物体内缬氨酸、亮氨酸、

异亮氨酸,这3种支链氨基酸生物合成过程中第一

阶段的关键性酶，它催化两个丙酮酸形成乙酰乳

酸和CO2或催化丙酮酸和A-丁酮酸形成乙酰羟丁

酸和CO2
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KEGG
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3.ALS抑制剂

 1982年，氯磺隆作为磺酰脲类除草剂的第一个品种在美
国注册登记，随后推广使用。

 目前研制开发的ALS抑制主要有五大类：
磺酰脲类(Sulfonylureas, SU)
咪唑啉酮类(Imidazolinones,  IMI  )
嘧啶硫代苯甲酸酯类(Pyrimidinylthiobenzoates,  PTB)
三唑并嘧啶类(Triazolopyrimidines, TP)
磺酰胺羰基三唑啉酮类

(Sulfonylaminocarbonyltriazolinone, SCT)
 作用机理： ALS 抑制剂通过抑制生物体内的 ALS,导致支

链氨基酸无法合成,从而细胞不能完成有丝分裂,最终植株
生长停止,乃至死亡
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杂草抗药性
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（二）研究思路

菵草对ALS抑制剂的抗性机理

菵草的ALS蛋白结构

菵草的ALS基因序列

设计引物

寻找模板 菵草亲缘关系较近的植物

ALS的保守性
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（三）分析过程

1.序列保守性
MEME motif 预测
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Mega5.0 氨基酸序列比对
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2.进化树构建
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 Echinochloa phyllopogon ALS2

 Echinochloa phyllopogon ALS1

 Zea mays

 Zoysia japonica

 Oryza sativa

 Lolium multiflorum

 Apera spica-venti

 Alopecurus aequalis

 Schoenoplectus juncoides ALS2

 Schoenoplectus juncoides ALS1

 Monochoria vaginalis

 Sagittaria pygmaea

 Sagittaria trifolia

 Amaranthus sp.

 B.napa

 Arabidopsis thaliana

 Capsella bursa-pastoris

0.0096

0.0124

0.0232

0.0463

0.0086

0.0524

0.0068

0.0082

0.0070

0.0678

0.0731

0.1632

0.0218

0.0379

0.0742

0.0490

0.2029

0.2204

0.0553

0.1781

0.1209

0.1286

0.0049

0.0580

0.0476

0.0332

0.0498

0.0253

0.0303

0.0158

0.0186

0.1185
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3.设计引物

模板：看麦娘（Alopecurus aequalis）ALS基因序
列

引物设计原则：引物长度、3’端、GC含量、Tm值
、ΔG、引物二聚体及发夹结构等

引物设计软件：primer premier 5.0
Oligo6
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引物名称 序列 长度(bp) Tm(℃)
1-F CGCCTTACCCAAACCTACT 944 56
1-R TCAGCCTTATCAACTGCG
2-F GATAAGGCTGACCTGTTGC 785 57
2-R ACGGACTTCACTCTTCTTTGTC

1-F 1-R

2-F
2-R

5’ 3’
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4.扩增序列测序

197位脯氨酸（CCC）部分突变为丝氨酸(TCC)
205位没有发生突变

DNAMAN V6
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197位和205位没有发生突变

2013/6/30



5.ALS结构分析

A122、P197、A205、D376、W574、S653

Devine  et al
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拟南芥ALS四聚体结构

Ronald,et al2013/6/30
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Ronald,et al
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Pro197（红色）突变为Ser197（黄色）
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Pro197（红色）突变为Leu197（绿色）
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Trp574（绿色）突变为Ile574（粉色）
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 Pro197位于 ALS 活性位点通道入口α 螺旋的一端,尽管
Pro197残基结合 SU 类除草剂的芳香环,但是它并不直接
与 IMI 类除草剂咪唑喹啉酸发生作用,咪唑喹啉酸仅结合
在 ALS 活性位点通道的中间位置。由于这个原因,Pro197
只有被大的氨基酸残基取代才能阻碍 IMI 类除草剂的进入
而 Pro197被其他任一八种氨基酸取代都能阻止 SU 类除
草剂的进入。

 Trp574位点的突变能够使杂草对 SU 类和 IMI 类除草剂
均产生抗药性,不仅因为 Trp574残基决定着 ALS 活性位
点通道的形状,而且还在 SU 类和 IMI 类除草剂与酶的结
合中起着重要作用。
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（四）研究计划

设计引物，扩增得到菵草的ALS基因

寻找菵草ALS的保守区及突变位点

分离、纯化菵草ALS，测定酶活

测定菵草对ALS抑制剂的抗性水平，分析其抗性

机制
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