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烟草愈伤组织对苯磺隆的抗性诱导及抗性植株筛选 

刘 伟，王金信，杨广玲，隋标峰，鲁 梅 

(山东农业大学植物保护学院，泰安 271018) 

摘要：【目的】以烟草 (NC-82)为试验对象，运用组织培养方法，通过对苯磺隆对烟草愈伤组织抗性发展的 

影响、对愈伤组织生长的影响、对愈伤组织分化率的影响、对愈伤组织乙酰乳酸合成酶活性的影响和抗性筛选再 

生烟草苗抗性潜势进行较系统的研究，以期对 ALS抑制剂类除草剂的抗性研究和科学合理使用以延缓抗药性的发 

生，以及对作物的抗性育种提供一定的理论依据 【方法】将烟草诱导产生的胚性愈伤组织在含有不同剂量磺酰脲 

类除草剂苯磺隆的Ms培养基上继代培养进行抗性诱导，并对愈伤组织的生长情况及其ALS对苯磺隆敏感性进行跟 

踪检测；对抗性筛选再生烟草苗进行抗性检测 【结果】随着培养代数的增加，愈伤组织对苯磺隆的抗药性逐渐增 

强，经过l 2代的培养，0、2、3、5 a．i．mg．L 4个剂量下的抗性指数分别达到 I．4、3．6，I1．6、I 8．5，LC50分别 

为 4．2、1 0．8，34．9、55．7 a．i．mg． ，组织内乙酰乳酸合成酶 (ALS)对苯磺隆的敏感性也逐渐降低。高剂量苯磺 

隆30a．i．g．ha 茎叶处理抗性再生烟苗，4个剂量下的成活率分别为 5．8％，27．3％，43．8％和63．3％。在培养过 

程中烟草愈伤组织的分化率逐渐降低，并对苯磺隆产生轻微抗药性，但与苯磺隆的诱导无密切关系。【结论】烟草 

愈伤组织对磺酰脲类除草剂产生抗药性的速率很快，且选择压越高，抗药性发展越快。苯磺隆显著抑制烟草愈伤 

组织的生长，在形态上也发生变化，较对照色泽略深，质地紧密，组织内乙酰乳酸合成酶 (ALS)对苯磺隆的敏感 

性也逐渐降低；烟草愈伤组织苯磺隆产生的诱导抗性可以在烟草整株水平上表达，诱导抗性随着诱导剂量的增加 

而增强。 
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I nducement of Tribenu ron-methyl Resistant Callus and 

Regeneration of Plantlet in Tobacco 

LIU Wei，WANG Jin—xin，YANG Guang—ling，SUI Biao—feng，LU Mei 

(College ofPlant Protection，Shandong Agricultural University,Taian 271018) 

Abstract： [Objective]Research was carried out to study the relationship of tribenuron—methyl with resistance development， 

embryonic callus growth，regeneration rate，ALS sensitivity,the resistance of regenerated plantlet，bring academic support to the 

study of resistance ofALS inhibitor herbicides and resistance breeding．[Method]Embryonic callus derived from tobacco(NC．82) 

were transferred to MS culture medium substrate with different doses of trlbenuron—methyl and bred for 12 generations． [Result] 

The ca]lus resistance to tribenuron—methyl was enhanced during subculture with resistance index of 1．4，3．6，1 1．6 an d 1 8．5．LCs0 was 

4．2，10．8，34．9，55．7 a．i．mg·L～respectively with selected doses 0，2，3，5 a．i．mg·L‘ at the 12th generation while ALS sensitivity to 

tribenuron．methyl was reduced．Th e speed of tobacco callus resistance development was faster With higher dose．Th e survival rates 

of regenerated plantlet treated with higher doses(30 a．i．g．ha- )of tfibenuron—methyl were 5．8％，27-3％，43．8％ and 63-3％，and the 

induced resistance was expressed in the plan tlet．Dudng subculture the regeneration rate of callus was reduced and engendered slight 

resistance．but not related with trlbenuron—methyl inducement． [Conclusion】The resistance development of tobacco embryonic 

callus to tribenuron—methyl was very fast，with higher speed in the higher selective press．Tribenuron—methyl obviously restrained the 

callus growth，changed the callus appearance．At the same time ALS sensitivity to tribenuron—methyl was reduced，and the resistance 

was expressed in the regenerated plan tlet． 
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0 引言 

【研究意义】磺酰脲类化合物作为一类作用独特 

的超高效除草剂，能被植物根、茎、叶吸收并在体内 

迅速传导，抑制植物生长而造成死亡，其作用靶标乙 

酰乳酸合成酶 (acetolactate synthase，ALS)是支链氨 

基酸生物合成第一阶段的关键性酶，磺酰脲类除草剂 

抑制ALS活性，使缬氨酸、异亮氨酸、亮氨酸合成受 

抑，导致蛋白质合成停止，最终使植物死亡[1|2】，但是， 

正因为ALS抑制剂类除草剂的作用位点单一，抗药性 

的产生十分迅速 。苯磺隆 (tribenuron—methy1)是 

由Du Pont公司开发的一种磺酰脲类除草剂，能够防 

除绝大部分一年生和越年生麦田阔叶杂草[6】。韩新才 

报道，初步统计，2003年中国苯磺隆获农业部登记证 

的产品达 56个品种，企业达 42家[7】。由于成本的降 

低，苯磺隆将成为中国麦田除草的当家品种[8】。 【前 

人研究进展】Larkin和 Scowcroft对有关植物组织培养 

再生植株变异的资料加以评述，把经过组织培养中出 

现 的再生植 株的变异称 为体细胞无 性系变异 

(somaclonal variation)，产生的变异株叫做细胞突变 

体，并发现再生植株中变异株的产生是一种普遍现 

象【9J，较为普遍的体细胞无性系变异发生频率 1％～ 

3％[10,11]。王延峰等用玉米胚性愈伤组织筛选出抗绿磺 

隆 (Chlorsulfuron)的突变体[1 。 【本研究的切入点】 

本研究通过以烟草愈伤组织为研究对象，在不同苯磺 

隆选择压力下，研究烟草组织抗性发展趋势及靶标酶 

ALS活性的变化[1引，并进行抗性植株的筛选。【拟解 

决的关键问题】以期对 ALS抑制剂类除草剂的抗性研 

究和科学合理使用以延缓抗药性的发生，以及对作物 

的抗性育种提供一定的理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 供试材料 

烟草 (NC82)，山东农业大学植物保护学院烟草 

研究室提供，未施用过除草剂。10％苯磺隆可湿性粉 

剂、98％苯磺隆原粉，山东华阳科技股份有限公司提 

供。 

1．2 供试药剂 

6一苄氨基嘌呤 (6一BA，上海伯奥生物科技有限公 

司)；2，4一二氯苯氧乙酸 (2，4一D，上海试剂四厂)； 

琼脂粉 (上海稼丰，进口分装)；丙酮酸钠 (天津市 

博迪化工有限公司)；甲萘酚 (中国医药上海化学试 

剂站)；肌酸 (上海恒信化学试剂有限公司)；黄素 

腺嘌呤二核苷酸 (FAD，Fluka公司)；氯化硫胺素焦 

磷酸 (TPP，E．MERCK公司)；牛血清蛋白 (BAS， 

进口分装，上海伯奥生物科技有限公司)，考马斯亮 

蓝G一250(进口分装，上海伯奥生物科技有限公司)， 

磷酸二氢钾 (中国江苏南京中山集团公司化工厂，分 

析纯)，磷酸氢二钾 (中国江苏南京中山集团公司化 

工厂，分析纯)，硫酸铵 (天津市四通化工厂，分析 

纯)石英砂 (天津市大茂化学试剂厂，分析纯)等。 

1．3 烟草愈伤组织抗性诱导与检测 

1．3．1 烟草愈伤组织的培养 烟草种子升汞消毒后 

植于MS培养基，培养无菌苗。选取3～5叶期的烟草 

无菌苗叶片，植于 MS+2，4．D 1．5 mg．L。+6．BA0．5 

mg．L～，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。 

本试验培养条件为光照培养箱 25℃、光照 12 h／d， 

光照强度 12 000lux。 

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0、0．5、 

1、2、3、5、7mg．L。苯磺隆的培养基上，定期观察， 

30 d后，统计愈伤组织的死亡率，3次重复，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 LC20、LC50、LC9o，以此 

确定选择培养基苯磺隆浓度。 

1．3．3 抗除草剂愈伤组织的筛选及抗性检测 将 0．1 

g／块愈伤组织转移到含有0、2、3、5 mg．L。苯磺隆 

的诱导培养基(MS+2，4一D1．5 mg．L～、6-BA0．5 mg．L。) 

上培养，每40 d测定鲜重抑制率，选择生长旺盛、淡 

黄绿色的愈伤组织继代 1次，记为F (n：1、2、3⋯⋯)。 

每继代2次，将经筛选的0．1 g／块愈伤组织植入含梯 

度剂量的苯磺隆 MS培养基上，30 d后测定鲜重，得 

LC5o，计算 F 抗性倍数=F 的 LC5o／3．3 a．i．mg·L。(3_3 

a_i_mg·L 为1．3．2测得的LC5o值)。 

1．3．4 乙酰乳酸合成酶提取与活性测定 在继代培 

养过程中，每2代进行检测苯磺隆对愈伤组织ALS离 

体抑制活性，参照 Fan等方法[14,15]，并略有改动。将 

1 g烟草愈伤组织放入预冷玻璃研钵中，加入 4 ml酶 

提取液 (0．1 mo1．L 磷酸缓冲液，pH=7，其中含有 1 

mmol·L 丙酮酸钠，0．5 mmo1．L～MgC1，，0．5 mmo1．L。 

TPP，10 lamo1．L FAD)和适量石英砂，冰浴条件下 

快速研磨匀浆，置于离心管中定容至 8 ml，于 25 000 

g，4"C下离心 20 min；取上清液缓慢加入 (NH4)2SO4 

晶体至50％饱和度 (参硫酸铵沉淀饱和度表)，沉淀 
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2 h后，于 25 000 g，4~C下离心 30 min，弃上清液， 

沉淀溶于6 ml酶溶解液中待测。在 10 ml具塞试管中 

加入0．9 ml酶反应液、1 ml酶液和 0．1 ml磷酸缓冲液 

(pH=7．0，50 mmol-L。磷酸缓冲液)，摇匀后在 35 

℃恒温水浴中暗反应 1 h，加入 0．2 mJ的 3 mo1．L。 

H2SO 中止反应，于60~C水浴脱羧 15 min。加入 1 ml 

0．5％肌酸和 1 ml 5％甲萘酚 (2．5 mo1．L。NaOH溶液配 

制)，60℃水浴显色 15 min，迅速置于冰浴中冷却 1 

min，于 525 nm 比色。可溶性蛋白含量测定采用考马 

斯亮蓝 G一250法。 

ALS活性以A525／mg(protein)h表示，ALS相对 

活性：Fn A525／mg(protein)h／F0 A525／mg(protein)h。 

1．3．5 植株分化率及再生烟苗抗性潜势检测 每继 

代 2次，将抗性诱导的愈伤组织植入到分化培养基 

MS+2mg．L～6一BA+0．5mg．L～2，4 D上进行分化培养， 

烟草愈伤组织出现绿色芽点即为分化，30 d后检测分 

化率。F 2代将分化小苗转入生根培养基 MS+2．5 

mg．L～2，4．D上生根，20 d后，将生根的再生苗移入 

装有育苗基质的营养钵中，遮荫缓苗 7 d，待长至 4 

叶期，用 10％苯磺隆可湿性粉剂30 a．i．g．ha 茎叶处理， 

40 d检查死亡率，种植未经组培处理的烟草作为对照， 

抗性指数=F 2再生苗死亡率／对照死亡率。 

2 结果与分析 

2．1培养基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转入至含有苯磺隆的培养 

基上，高剂量条件下愈伤组织的生长速率明显减慢， 

褐化率较高，4～5 d发现部分愈伤组织周围出现粘液， 

最终变褐、变黑、变粘逐渐死亡，存活的愈伤组织生 

长缓慢，部分丧失胚性。低剂量下苯磺隆对烟草愈伤 

组织生长的抑制作用不明显，结果见表 1。求得毒力 

回归方程，LC狮、LC5o、LCg0分别为 1．7、3_3、5．2 a．i．mg·L 。 

以此确定除草剂选择剂量分别为2、3、5 a．i．mg．L～。 

表 1 不同剂量苯磺隆对烟草愈伤组织生长的影响 

Table 1 Effect of different dose of tribenuron—methyl on growth of tobacco callus 

2．2 苯磺隆对烟草愈伤组织生长的影晌 

苯磺隆能显著抑制烟草愈伤组织的生长，经过苯 

磺隆处理的愈伤组织块明显减小，且随着苯磺隆剂量 

的增加抑制作用愈加明显。在形态上，经苯磺隆处理 

的愈伤组织较对照色泽略深，质地紧密。随着烟草愈 

伤组织继代次数的增加，苯磺隆对其生长的抑制作用 

减弱，鲜重抑制率逐渐降低，见图 1。在继代过程中 

烟草愈伤组织对苯磺隆驯化的适应能力随着苯磺隆使 

用剂量的增加而增强。在 2 a．i．mg．L。剂量下，培养 11 

代可使苯磺隆对烟草愈伤组织鲜重抑制率从 20．1％发 

展到失去抑制作用；3 a．i．mg．L- 剂量下抑制率从 49．3％ 

到失去抑制作用需要继代 8次；而5 a．i．mg．L。剂量下 

从 88．2％N失去抑制作用只需继代 6次，抗性发展十 

分迅速。随着除草剂选择压力的增加，烟草愈伤组织 

对苯磺隆抗性发展速度也显著加快。 

2．3 苯磺隆对烟草愈伤组织抗性发展的影响 

每继代 2次，检测烟草愈伤组织对苯磺隆的抗药 

糌 
暴 

盐 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

继代数(n)Subculture No．(n) 

图 1 继代培养苯磺隆对烟草愈伤组织生长的影响 

Fig．1 Effect of tribenuron—methyl on growth of tobacco 

callus during subculture 

性，结果见图 2。苯磺隆的诱导剂量和筛选代数是影 

响烟草愈伤组织抗药性发展的主要影响因素。随着继 

代数的增加，对照组愈伤组织对苯磺隆的抗药性也有 

所增加，经过 12代的培养，0、2、3、5 a．i．mg．L 4 

∞ 鲫 砷如∞如加m O 

l【 0≥雪 日口0譬 —虽  
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个剂量下的抗性指数分别达到 1．4、3．6、1 1．6、18．5， 

LC50分别为 4．2、10．8、34．9、55．7 a．i．mg．L～。高剂量 

下，烟草愈伤组织对苯磺隆的抗药性发展速度随着苯 

磺隆剂量的增加而明显加快，抗性发展 曲线呈 “S” 

型曲线，苯磺隆5 a．i．mg．L0剂量下经过 8代就可达到 

抗性增长高峰，8代以后抗性发展也略有提高，但趋 

于平缓；而在 2 a．i．mg．L 剂量下，抗性发展一直比较 

缓慢，基本没有较大的波动，到 10代后抗性趋于稳定。 

在0a．i．mg．L0剂量下，经 12代的培养，愈伤组织对苯 

磺隆产生较低的抗药性，这可能与组织培养过程中组 

织细胞对有机营养物的依赖和驯化有关。 

避 

—

-．|_-0a．i nag·L一 

继代数 (n)Subculture No．(n) 

图 2 不同剂量苯磺隆对烟草愈伤组织抗性发展的影响 ， 

Fig．2 Effect of tribenuro—methyl on resistance of callus of 

tobacco dallus during subculture 

2．4 苯磺隆对烟草愈伤组织分化率的影响 

烟草愈伤组织继代培养过程中，随着培养代数的 

增加，愈伤组织的分化率明显逐渐降低，结果见图3。 

烟草愈伤组织在 0、2、3、5 a．i．mg．L04个剂量下，Fn 

的分化率分别为 99．3％、97．5％、98％~1 99％，F4后分 

化能力明显减弱，下降速度很快；到 F1 烟草愈伤组 

织的分化率分别降为 20．1％、22％、19．6％和 18．5％。 

而且，同期未经苯磺隆处理 (0a．i．mg．L。)的愈伤组织 

的分化率也呈同样的下降趋势。因此，可以认为继代 

过程中愈伤组织分化能力的降低，是烟草愈伤组织组 

织培养中的固有属性，与苯磺隆的处理无相关性。 

2．5 继代培养苯磺隆对烟草愈伤组织乙酰乳酸合成 

酶活性的影响 

在不同剂量苯磺隆抗性筛选过程中，烟草愈伤组 

织的ALS活性发生了显著变化，见图4。在继代培养 

过程中，苯磺隆对烟草愈伤组织 ALS活性逐渐失去抑 

制作用。继代培养的开始阶段，烟草愈伤组织 ALS酶 

糌 

求 

图 3 继代培养苯磺隆对烟草愈伤组织分化率的影响 

Fig．3 Effect oftribenuron-methyl on percentage of regeneration 

of tobacoo callus during subculture 

活性受到培养基中苯磺隆的较强抑制，且随着苯磺隆 

剂量的提高，抑制程度增强，苯磺隆为2、3、5 a．i．mg．L。 

时，F2代 ALS相对活性分别为0．74、0．32和 0．15。随 

着培养代数增加，3、5 a．i．mg．L0筛选条件下，ALS 

相对活性不断提高，但到F 。代相对活性达到约为0．67 

后 ，活性略微下降，Fl2代分别降为 0．5和 0．58。 

0a．i．mg-L 的继代培养过程中，ALS相对活性在 Fd代 

后下降明显，F12代为 0．54。2a．i．mg．L。筛选条件下， 

ALS相对活性不 断下 降，但是下 降趋 势相较于 0 

a．i．mg．L 略为缓和，在此筛选条件下，选择压力太低， 

不足以抵消组织培养过程中培养基对 ALs活性的影 

响所致。在苯磺隆的抗性筛选过程中，不同剂量条件 

下的ALS相对活性趋于一致，经 12代的继代培养， 

相对活性都到 0．6上下，出现这样的结果可能是在苯 

磺隆选择压力下使 ALS相对活性的提高和组织培养 

过程中培养基对组织细胞的驯化使 ALS活性下降两 

方面共同作用的结果。 

蜒 
靛 

图 4 继代培养苯磺隆对烟草愈伤组织ALS活性的影响 

Fig．4 Effect of tribenuron—methyl on ALS activity of tobacco 

callus during subculture 

ju0一 雷” 0 2Jo 0警釜0譬0(王 
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2．6 苯磺隆抗性筛选再生烟苗抗·I生潜势 

烟草在愈伤组织水平上所产生的对苯磺隆的抗药 

性能否在烟草再生植株上表达，对烟草愈伤组织是否 

真正产生诱导抗性是十分重要的。用 10％苯磺隆可湿 

性粉剂高剂量 30a．i．g．h 处理烟草愈伤组织再生苗茎 

叶，结果见表 2。 

表 2 苯磺隆30a．i．g．ha-’茎叶处理对不同剂量诱导下的烟 

草再生植株存活率的影响 

Table 2 Effect of tribenuron—methyl at 30a．i．g·ha一 on 

Regenerated tobacoo survival rate 

诱导剂量 处理株数 存活株数 存活率 (％) 

(a．i．mg．L。 ) Treated plantlets Survival plantlets Plantlet survival rate 

Inducement dose 

结果表明，应用组织培养技术进行烟草苯磺隆抗 

性诱导，产生抗性愈伤组织，诱导抗性可以在烟草整 

株水平上表达。苯磺隆茎叶处理后，再生烟苗的存活 

率随着苯磺 隆抗性诱导剂量的增加而增加 ，5 

a-i．mg．L-‘的存活率可达63．3％，表现较高的抗药性。0 

a．i．mg，L。剂量下经过 12代的继代培养，烟草再生苗 

的存活率为5，8％。可见，其对苯磺隆也产生了轻微的 

抗药性，可能是烟草愈伤组织细胞在组培条件下变异 

的结果。 

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，可以从大量细胞中诱导出所需的特性， 

是研究植物对除草剂抗性发展、抗性机理和抗性植株 

筛选研究的一种有效途径。在继代培养过程中，烟草 

愈伤组织的分化率下降速度较快，培养后期直接影响 

到抗性诱导愈伤组织的数量和抗性烟苗再生的成功， 

建议在继代培养后期，先将愈伤组织转移到不含有苯 

磺隆的分化培养基上进行再生，用再生烟苗叶片再进 

行抗性继代培养。在一定诱导剂量条件下，培养后期 

苯磺隆失去对愈伤组织的抑制作用，应逐渐增加苯磺 

隆剂量，以期获得更强的抗性植株。 

随着抗性筛选代数的增加，在一定苯磺隆的诱导剂量 

下，作为苯磺隆唯一的作用靶标，ALS的活性不断增 

强，苯磺隆对烟草愈伤组织ALS活性逐渐失去抑制作 

用，是否是染色体形态、数量上的变异，或是ALS基 

因突变所导致，还须进一步研究。 

试验中发现，随着苯磺隆选择剂量的增加，烟草 

愈伤组织的抗性产生速度也越快，再生苗的抗药性潜 

势也更强。这揭示了在苯磺隆等ALS抑制剂除草剂的 

使用过程中，一定要精确控制药剂的使用量，并注意 

药剂的混用、轮用，以降低相同作用机制除草剂的选 

择压，防止或减缓抗药性的产生。 

4 结论 

4．1 烟草愈伤组织对磺酰脲类除草剂产生抗药性的 

速率很快，且选择压越高，越容易产生抗药性。将烟 

草胚性愈伤组织在含 0、2、3、5 a．i．mg．L。苯磺隆的 

MS培养基上继代培养，愈伤组织对苯磺隆的抗药性 

逐渐增强，12代时抗性指数分别达到1．4、3．6、11．6、 

18．5，LC5o分别为 4．2、10．8、34．9、55．7 a．i．mg·L一。 

4．2 苯磺隆能显著抑制烟草愈伤组织的生长。经苯磺 

隆处理的愈伤组织在形态上也发生变化，较对照色泽 

略深，质地紧密。但是对愈伤组织的分化率没有影响。 

4．3 随着植物抗药性的增强，其组织内乙酰乳酸合成 

酶 (ALS)对苯磺隆的敏感性也逐渐降低。 

4．4 烟草愈伤组织苯磺隆产生的诱导抗性可以在烟 

草整株水平上表达，诱导剂量越高，产生抗性越高。 

以高剂量苯磺隆 30a．i，g．ha。茎叶喷雾处理抗性再生烟 

苗，4个诱导剂量下的成活率分别为 5，8％、27，3％、 

43，8％和 63_3％。 
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