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环境生物技术                                                              

乙酰羟酸合成酶同工酶基因 ilvBN、ilvGM和 ilvIH的表
达及对除草剂抗性的比较 

沈晶晶, 李永丰, 黄星, 俞欣妍, 何健, 李顺鹏 
南京农业大学生命科学学院微生物学系 农业部农业环境微生物工程重点开放实验室, 南京 210095 

摘  要: 乙酰羟酸合成酶(AHAS)是磺酰脲类和咪唑啉酮类等 AHAS 抑制剂类除草剂的作用靶标。获得抗此类除草剂的

AHAS 突变基因资源具有非常重要的理论和应用价值。本研究从抗甲磺隆菌株 Klebsiella sp. HR11 和甲磺隆敏感菌株

Klebsiella pneumoniae MGH 78578 中分别克隆到 AHAS 三种同工酶基因 ilvBN、ilvGM 和 ilvIH。抗性菌株和敏感菌株

AHAS 三种同工酶基因在氨基酸水平上差异位点主要集中在 ilvBN 和 ilvGM 的大亚基上。将 2 株菌的 ilvBN、ilvGM 和

ilvIH 分别构建到表达载体 pET29a(+)中, 在 Escherichia coli BL21(DE3)中进行表达, 测得只有含菌株 HR11 ilvBN 和

ilvGM 的转化子细胞破碎液 AHAS 对各类 AHAS 抑制剂类除草剂具有较强的抗性, 而含菌株 HR11 ilvIH 和菌株 MGH 

78578 ilvBN、ilvGM 和 ilvIH 的转化子细胞破碎液 AHAS 对各类 AHAS 抑制剂类除草剂敏感。 
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Expression of acetohydroxyacid synthase isozyme genes ilvBN, 
ilvGM, ilvIH and their resistance to AHAS-inhibitor herbicides 
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Abstract: Acetohydroxyacid synthase (AHAS) catalyses the first reaction in the pathway for synthesis of the branched-chain amino 
acids. AHAS is the target for sulfonylurea, imidazolinone and other AHAS-inhibitor herbicides. Herbicides-resistant AHAS genes 
have potential application in plant transgenetic engineering and development of new generation herbicide. The AHAS isozyme genes 
ilvBN, ilvGM and ilvIH were cloned from metsulfuron-methyl resistant strain Klebsiella sp. HR11 and metsulfuron-methyl sensitive 
strain Klebsiella pneumoniae MGH 78578. Homologous sequences comparison indicated that the differences in AHAS isozyme 
genes at amino acid levels between strain HR11 and strain MGH 78578 were mainly on the large subunits of ilvBN and ilvGM. The 
three AHAS isozyme genes from HR11 and MGH 78578 were ligated into the expression vector pET29a(+) and expressed in 
Escherichia coli BL21, respectively. The results of enzyme inhibition assay showed that only ilvBN and ilvGM from strain HR11 
showed strong resistance to AHAS-inhibitor herbicides, while ilvIH from strain HR11 and ilvBN, ilvGM and ilvIH from strain 
MGH78578 were sensitive to AHAS-inhibitor herbicides. 

Keywords: AHAS-inhibitor herbicides, AHAS isozymes, ilvBN, ilvGM, ilvIH, herbicides-resistance 
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乙酰羟酸合酶(也称乙酰乳酸合酶 acetohydroxyacid 

synthase, AHAS)是植物、真菌和细菌细胞内支链氨

基酸(缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸)生物合成过程中的

关键酶, 该酶催化 2 分子丙酮酸缩合产生乙酰乳酸

或丙酮酸与 α-丁酮酸缩合形成乙酰羟基丁酸 [1,2]。

AHAS 是磺酰脲类除草剂及其他 AHAS 抑制剂类除

草剂如咪唑啉酮类、嘧啶水杨酸和磺酰氨类除草剂

的作用靶标[3,4]。AHAS抑制剂类除草剂如磺酰脲类

除草剂已经成为继有机磷、乙酰胺类除草剂后的第

三大除草剂, 全球年销售额达到 30 亿美元以上, 我

国磺酰脲类除草剂每年的应用面积已达农作物播种

面积的 10%以上, 并仍呈扩大的趋势。但某些使用

量大的磺酰脲类除草剂如绿磺隆、甲磺隆等化学性

质较稳定, 在土壤中半衰期长(几个月到一年多), 对

下茬作物药害严重 , 对农业生产造成了巨大的损 

失[5]。构建并应用抗除草剂转基因作物是解决除草

剂药害的最佳途径, 因此研究磺酰脲类除草剂对靶

标蛋白抑制机理、发掘针对该类除草剂的抗性基因

和构建转基因抗性作物受到了广泛的关注, 目前抗

磺酰脲类除草剂转基因作物已有报道但还没有商业

化应用。 

AHAS 由大小 2 个亚基组成, 其中大亚基是催

化亚基, 小亚基是调节亚基[6]。编码大小亚基的基因

在植物和酵母中分别为 ilv2和 ilv6[7,8], ilv2和 ilv6分

布在基因组的不同位置, 并不连锁。在细菌中, 乙酰

羟酸合酶存在 3 个同工酶 AHAS I、AHAS II 和 

AHAS III, 编码基因分别为 ilvBN、ilvGM和 ilvIH[9]。

在已报道的假单胞菌的基因组中, AHAS 仅由 ilvIH

编码[10], 而在大肠杆菌、沙门氏菌和克雷伯氏菌等

很多肠道细菌基因组中, 同时存在 ilvBN、ilvGM和

ilvIH这 3个 AHAS同工酶基因[11], 但这 3个同工酶

在细胞中各承担何种生理功能 , 目前还不清楚。

AHAS 敏感性下降突变是其获得除草剂抗性的主要

途径, AHAS是一种很保守的酶, 1~2个氨基酸残基

的改变将导致对除草剂敏感性改变。目前国内外已

经从抗性植物、酵母和细菌中获得了多个抗磺酰脲

除草剂的乙酰羟酸合酶突变体, 在拟南芥、酵母和

大肠杆菌中已经鉴定的除草剂抗性突变位点有

G121(G116, G25)(括号外为拟南芥, 括号内分别为

酵母和大肠杆菌对应位置 , 下同 )、A122(A117, 

A26)、 M124(L119, M28)、 V196(V191, V99)、

K256(K251, K159)、M570(M582, M460)和 F578(F590, 

F468)等, 这些位点的突变导致对磺酰脲类除草剂抗

性提高 10~40 倍不等。在克雷伯氏菌属中对 AHAS

各同工酶基因克隆、表达和酶学特性及对除草剂抗

性方面的研究还未见报道。 

本实验室从长期使用甲磺隆的土壤样品中分离

筛选到 1 株广谱抗高浓度磺酰脲类除草剂的克雷伯

氏菌属细菌 Klebsiella sp. HR11[12]。本研究通过 PCR

技术获得了菌株 Klebsiella sp. HR11中 ilvBN、ilvGM

和 ilvIH基因序列, 在 E. coli BL21(DE3)中实现了这

3 个同工酶基因功能表达, 并研究了表达后转化子

细胞破碎液对 AHAS抑制剂类除草剂的抗性强度。 

1  材料与方法 

1.1  培养基 
无机盐培养基 , LB 培养基的配制见参考文   

献[13]。甲磺隆等除草剂溶于丙酮中配成 10 %(W/V)

的母液, 再根据需要添加不同体积的母液到培养基

中。 

1.2  主要试剂和仪器 
限制性内切酶等工具酶和分子试剂购自

TaKaRa 公司 , 化学试剂均为分析纯 , 紫外扫描仪

(岛津UV-PC2401), 722分光光度计(上海光学精密仪

器厂)。 

1.3  菌株 
菌株 Klebsiella sp. HR11为 AHAS抑制剂类除

草剂抗性菌株[12], 对甲磺隆、氯磺隆、咪唑乙烟酸、

唑嘧磺草胺和嘧啶肟草醚的最高耐受浓度分别为

8200、5600、5200、1600 和 800 μmol/L; 菌株

Klebsiella pneumoniae MGH 78578为除草剂敏感菌

株, 对各类 AHAS 抑制剂类除草剂耐受浓度不超过

100 μmol/L。 

1.4  ilvBN、ilvGM 和 ilvIH 基因的克隆和同源性

分析 
总 DNA 的提取方法参考文献 [13], 根据

GenBank 上已报道的 Klebsiella pneumoniae MGH 

78578 全基因组序列在乙酰羟酸合酶 3 种同工酶基

因序列的上下游约 100 个碱基处设计 3 对引物, 以

菌株HR11和MGH 78578总DNA为模板, 进行 PCR

扩增, 分别得到 3 个 AHAS 同工酶基因。引物序列

见表 1。 
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表 1  三种同工酶基因测序和表达所需要的引物 
Table 1  Primers for sequencing and expressing of AHAS genes 

Primer Sequence (5′−3′) 

FilvBN GGTGGACATTTGCAAGCAAGCGCTGA 
RilvBN GCGATTTCATCCAGTTTCAC 

FilvGM TATAGACGATAGCGAGCGACTA 

RilvGM TAATCAGCTTTTTTCGTCGTCAT 

FilvIH AATAAGGGCGATGGTGGTCAT 

Sequencing primer 

RilvIH TCGTCGGCAATGCGCCGTAG 

FilvBN CTACGTCATATGCGCTTTACCGGCGCGCAG (Nde I) 

RilvBN ACTGCTCGAGCTCGAAGAACACCGCAATTTTGT (Xho I) 

FilvGM1 CTACGTCATATGAATGGCGCGCAGTGGGTG (Nde I) 

RilvGM1 CCTGGAAAGCTTCAGCAATGACCCGC (Hind III) 

FilvGM2 TGCTGAAGCTTTCCAGGTGGCAA (Hind III) 

RilvGM2 ACTGCTCGAGGGCGCGGATTTGTTGTGATGTG (Kpn I) 

FilvIH AGCTGGTACCATGGAGATGTTGTCAGGAGCC (Kpn I) 

Expressing primer 

RilvIH AGCTCTCGAGGCGCATGATTTTATCACCGC (Xho I) 

 
扩增条件: 95oC 5 min; 95oC 1 min, 55oC 1 min, 

72oC 3 min, 33个循环; 72oC 10 min。PCR产物纯化

后与 pMD18-T载体连接, 转化 E. coli DH5α感受态

细胞, 重组质粒交由上海博亚公司测定插入片段序

列, 利用 OMIGA 软件对克隆序列进行序列的拼接

和同源性分析。 

1.5  ilvBN、ilvGM 和 ilvIH 基因的表达 
根据测序结果设计表达引物, 因基因 ilvGM 中

包含 Nde I酶切位点, 为将 ilvGM引入载体的 Nde I

酶切位点, 将 ilvGM 分成两部分先后构建入载体。

这 4对表达引物参见表 1的 Expressing primer。 

PCR 扩增获得的目的片段纯化后用相应的限制性内

切酶酶切, 与同样双酶切的 pET29a(+)载体酶连, 酶

连产物转化E. coli BL21(DE3)中, 在含 50 mg/L卡那

霉素的 LB 固体平板上筛选转化子。将带有重组表

达质粒的转化子接种到含 50 mg/L卡那霉素的LB液

体培养基中, 37oC、180 r/min振荡培养至 OD600=0.5, 

加入诱导剂 IPTG至终浓度 1 mmol/L, 继续 37oC、

250 r/min 培养, 分别在诱导 0 h、1 h 和 3 h 取样, 

SDS-PAGE电泳分析转化子全细胞蛋白质。 

1.6  重组 ilvBN, ilvGM和 ilvIH对除草剂抗性强度

的测定 
细胞破碎采用超声波破碎法 , 蛋白含量按

Bradford 法进行[13]。细胞破碎液 AHAS酶活的测定

方法是间接比色法, 参考文献[14]进行。除草剂的抑

制常数由方程式 νi= ν∞ (ν0−ν∞) /(1+[I]/Ki
app)(1), νi和

ν0分别表示除草剂存在和不存在情况下酶的速率(以

用相对活性表示); [I]表示除草剂的浓度 ; Ki
app 为 

apparent K, 即表观抑制常数, 也就是抑制了 AHAS 

50%活性时所对应的除草剂浓度。如果测定结果表

明在饱和除草剂浓度下酶几乎没有活性 ,可以设定

ν∞ = 0, 再通过方程(1)拟合得出 Ki
app值[5]。 

1.7  SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳 
蛋白质电泳参照文献[15]和[16]。分离胶的浓度

为 15%, 蛋白质分子量标准为 TaKaRa 公司的

Protein Molecular Weight Marker (Low)。 

2  结果与分析 

2.1  ilvBN、ilvGM 和 ilvIH 基因的克隆和同源性

分析 
根 据 GenBank 上 已 报 道 的 Klebsiella 

pneumoniae MGH 78578全基因组序列设计 3对引物, 
成功地从菌株 Klebsiella sp. HR11和 MGH 78578的
总DNA中分别扩增出了包含AHAS 3种同工酶基因
ilvBN、 ilvGM 和 ilvIH 的核酸片段 (图 1)。菌株
Klebsiella sp. HR11的 ilvBN, ilvGM和 ilvIH GenBank
登 录 号 分 别 为 FJ688008(ilvBN 大 亚 基 ) 、
FJ688009(ilvBN 小亚基)、FJ688010(ilvGM 大亚基), 
FJ688011(ilvGM 小亚基)、EU078623(ilvIH 大亚基)
和 EU086105(ilvIH小亚基)。 

序列分析结果表明除草剂抗性菌株 Klebsiella 

sp. HR11的 AHAS三个同工酶基因 ilvBN、ilvGM和
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ilvIH大小分别为 1950 bp、1901 bp和 2219 bp, 分别

编码 AHAS I、II、III的大小亚基; 编码的蛋白分别

有 552/96(大亚基/小亚基)、548/85 和 574/163 个氨

基酸。在大小上和除草剂敏感菌株 Klebsiella 

pneumoniae MGH 78578 AHAS 同工酶基因是一致

的。在氨基酸水平上对抗性菌株 HR11 和敏感菌株

MGH 78578的 3种 AHAS同工酶分别进行比较, 结

果如表 2所示, 其中 ilvBN 有 8个差异位点, 均处于

大亚基上; ilvGM 有 11 个差异位点, 其中 8 个在大

亚基上, 3个在小亚基上; ilvIH仅有一个位点的差别, 

位于大亚基。上述结果可以看出, 差异位点主要位

于 ilvBN和 ilvGM的大亚基上。 

 
图 1  菌株 HR11 和 MGH 78578 的 AHAS 三种同工酶基

因电泳图谱 
Fig. 1  Electrophoresis of three AHAS isozyme genes from 
strain HR11 and strain MGH 78578. M: DNA marker; 1, 2, 3: 
ilvIH, ilvBN, ilvGM from strain HR11; 4, 5, 6: ilvIH, ilvBN, 
ilvGM from strain MGH 78578. 
 

2.2  ilvBN、ilvGM 和 ilvIH 基因的表达 
分别将菌株 HR11 和 MGH 78578 的 ilvBN、

ilvGM 和 ilvIH 克隆到表达载体 pET29a(+)的多克隆

位点中, 构建了含 HR11 AHAS 各同工酶的表达质

粒 pET-BN(R)、pET-GM(R)和 pET-IH(R), 和含MGH 

78578 AHAS 各同工酶的表达质粒 pET-BN(S)、 

pET-GM(S)和 pET-IH(S), 分 别 转 化 到 E. coli 

BL21(DE3), 经 IPTG诱导后利用 SDS-PAGE检测全

蛋白图谱, 结果如图 2所示。经过 IPTG诱导后, 含

有目的重组质粒的转化子 BL21(DE3)在 66 kD附近

处有较强的表达条带, 和 3 种同工酶大亚基大小在

理论上基本一致; 而 3 种同工酶小亚基的表达量均

很小或没有表达, 在相应位置均没有明显的条带。 

2.3  抗性菌株和敏感菌株的 AHAS 同工酶比活力

比较 
测定了各转化子细胞破碎液 AHAS 比活力(表

3), 结果表明含有 AHAS 各同工酶基因的转化子表

达的 AHAS 比活力均要比对照 (不含重组质粒的   

E. coli BL21)高得多, 最高可达 46 倍, 表明虽然小

亚基没有表达(或表达量很小), 但大亚基单独存在

时即有催化功能。同时本试验发现抗性菌株 HR11

的 ilvBN、ilvGM比活力比敏感菌株 MGH 78578的

稍低, 而 ilvIH 相差不大, 这也说明了抗性产生的同

时酶的结构发生了变化, 一定程度上影响到底物和

活性中心的结合, 从而导致比活力的降低。 

表 2  菌株 HR11 和 MGH 78578 的 AHAS 同工酶基因氨基酸差异位点 
Table 2  Difference in AHAS isozyme genes at amino acid levels between strain HR11 and strain MGH 78578 

Strain Large subunit of ilvBN Small subunit
of ilvBN 

Large subunit 
of ilvIH 

Small subunit
of ilvIH 

 166 173 187 218 221 301 325 508 / 252 / 

HR11 A T T P D S I A / P / 

MGH 78578 S A A A E A N V / S / 

Strain Large subunit of ilvGM Small subunit of ilvGM 

 176 198 238 316 334 339 419 541 2 30 40 

HR11 D K A R N T D A K Q S 

MGH 78578 A Q D C S A N S M H P 

166 means the 166th amino acid of large subunit of ilvBN from HR11 is A, while from MGH 78578 is S. / means no difference. 

表 3  菌株 HR11 和 MGH 78578 ilvBN、ilvGM 和 ilvIH 比活力比较 
Table 3  Specific activities of ilvBN, ilvGM and ilvIH from strain HR11 and strain MGH 78578 

Klebsiella sp. HR11 Klebsiella pneumoniae MGH 78578 
Strain 

ilvBN ilvGM ilvIH ilvBN ilvGM ilvIH 
 

CK 

Specific activity [μmol/(mg·min)] 13.84 12.05 15.13 15.28 16.11 15.30 0.35 
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图 2  AHAS同工酶在大肠杆菌中诱导表达的 SDS-PAGE
电泳图谱 
Fig. 2  SDS-PAGE of AHAS isozymes expressed from 
pET29a(+) in E. coli BL21(DE3) cells. M: protein marker; 1, 2, 
3: ilvBN, ilvGM and ilvIH from strain HR11 respectively; 4, 5, 
6: ilvBN, ilvGM和 ilvIH from strain MGH78578 respectively. 
The expressed products were indicated by arrowheads. 
 

2.4  菌株 HR11 和 MGH 78578 的 AHAS 同工酶

对 AHAS 抑制剂类除草剂抗性强度比较 
测定了各转化子细胞破碎液 AHAS对各类除草

剂的抗性强度, 以不同除草剂对酶的抑制常数 Kappi

表示(表 4), Kappi表示抑制了 AHAS 50%活性时所对

应的除草剂浓度, 数值越大说明酶对该类除草剂抗

性越强。表 4 中数据说明对照 (不含重组质粒的    

E. coli BL21)及含菌株 MGH 78578 各同工酶基因

ilvBN、ilvGM 和 ilvIH 的转化子细胞破碎液对各类

AHAS类除草剂均很敏感, 各 AHAS类除草剂对各

类同工酶的 Kappi 均小于 100 μmol/L。而含菌株

HR11 ilvBN, ilvGM 的转化子细胞破碎液对各类

AHAS类除草剂具有较高的抗性, 甲磺隆、氯磺隆、

咪唑乙烟酸、唑嘧磺草胺和嘧啶肟草醚对菌株

HR11 AHAS I的 Kappi要比对 MGH 78578 AHAS I

的 Kappi分别高 20、19、29、23 和 18 倍; 对菌株

HR11的 AHAS II的 Kappi要比对MGH 78578 AHAS 

II 的 Kappi分别高 15、16、18、10 和 9 倍。这个结

果同时也说明 AHAS 类除草剂的作用部位在大亚

基上, 与是否有小亚基关系不大。 

3  讨论 

大多数肠道细菌如大肠杆菌、沙门氏菌和克雷

伯氏菌含有 3种 AHAS同工酶。在大肠杆菌和沙门

氏菌中只有 2 个同工酶有活性, 大肠杆菌的 ilvGM

和沙门氏菌 ilvIH 因发生移码突变或碱基改变而失

活[3], 而在克雷伯氏菌中这 3个同工酶均有活性, 但

各同工酶在细胞内执行的生理功能目前还不清楚。

在 Klebsiella pneumoniae MGH 78578全基因组中, 

本试验发现 ilvGM和编码 3种支链氨基酸合成必不

可少的苏氨酸脱氨酶、乙酮醇酸还原异构酶、二羟

酸脱水酶和转氨酶的基因连锁成基因簇; ilvBN 和

编码酰基转移酶的基因连锁, 而 ilvIH 和编码亮氨

酸合成相关基因 2-异丙基苹果酸合酶、3-异丙基苹

果酸脱氢酶的基因连锁成基因簇。苏氨酸脱氨酶、

乙酮醇酸还原异构酶、二羟酸脱水酶、转氨酶和酰

基转移酶是 3 种支链氨基酸(缬氨酸、亮氨酸和异

亮氨酸)合成途径中必不可少的, 而 2-异丙基苹果

酸合酶、3-异丙基苹果酸脱氢酶只参与了亮氨酸的

合成, 所以从酶诱导的角度分析, ilvBN和 ilvGM应

该参与了 3 种支链氨基酸的合成, 而 ilvIH 可能主

要用于亮氨酸支路的合成调节(如增加其合成量)。

本试验的结果表明 ilvBN和 ilvGM对除草剂具有抗

性就可以导致克雷伯氏菌对除草剂产生抗性 , 

ilvIH 对除草剂敏感并不影响菌株除草剂抗性的产

生 , 此结果也说明 ilvBN和 ilvGM在克雷伯氏菌中

的生理功能和 ilvIH 是不一样的 , 似乎要比 ilvIH

重要。 

表 4  AHAS 抑制剂类除草剂对菌株 HR11 和 MGH 78578 AHAS 同工酶的抑制常数 
Table 4  Inhibition effects of different AHAS-inhabitors to AHAS isoenzymes from strain HR11 and strain MGH 78578 

Inhibition constant Kappi (μmol/L) 
E. coli BL21(DE3) 

Metsulfuron-methyl Chlorsulfuron Imazethapyr Flumetsulam Pyribenzoxim 

ilvBN (2.02±0.13)×10−3 (1.48±0.07)×10−3 (2.53±0.11)×10−3 (1.18±0.05)×10−3 (6.35±0.12)×10−4

ilvGM (1.74±0.18)×10−3 (1.34±0.01)×10−3 (1.88±0.29)×10−3 (7.37±0.03)×10−4 (5.53±0.02)×10−4Klebsiella 
sp. HR11 

ilvIH (8.03±0.09)×10−5 (6.51±0.07)×10−5 (1.43±0.09)×10−4 (7.39±0.10)×10−5 (5.92±0.02)×10−5

ilvBN (9.44±0.12)×10−5 (7.53±0.04)×10−5 (8.32±0.13)×10−5 (4.97±0.12)×10−5 (3.31±0.02)×10−5

ilvGM (1.09±0.17)×10−4 (7.69±0.05)×10−5 (9.72±0.08)×10−5 (6.82±0.03)×10−5 (5.54±0.02)×10−5
Klebsiella 
pneumoniae 
MGH 78578 ilvIH (8.41±0.05)×10−5 (6.76±0.02)×10−5 (8.98±0.06)×10−5 (6.34±0.01)×10−5 (6.05±0.07)×10−5

CK  (8.93±0.03)×10−6 (4.37±0.08)×10−6 (1.12±0.08)×10−5 (3.82±0.05)×10−6 (3.30±0.11)×10−6
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乙酰羟酸合酶对除草剂抗性产生机制一直是一

个研究热点。Duggleby等利用 X-射线衍射对酿酒酵

母 AHAS 与氯磺隆共结晶进行了解析和建模[8], 发

现 AHAS 的反应中心呈“V”构型, 催化脱羧反应的

ThDP 从一个通道进入反应中心并通过 Mg2+固定于

“V”构型的底部 , 氯磺隆分子能与通道的氨基酸残

基相结合, 插入并堵塞这一通道, 使 ThDP不能进入

反应中心导致 AHAS 失去催化活性。这一通道上的

氨基酸残基突变使除草剂分子与通道的亲和力下降, 

不能完全阻止 ThDP 和底物的进入, 导致 AHAS 抗

性产生[17−19]。因此能够得到抗性基因, 获得不同的

抗性突变位点的抗性 AHAS 基因资源是深入研究

AHAS 除草剂抗性产生机制的良好材料, 为转基因

抗除草剂作物构建新的除草剂分子设计提供理论上

的指导。目前国内外已经从抗性植物、酵母和细菌

中获得了多个抗磺酰脲除草剂的乙酰羟酸合酶抗性

突变体, 在拟南芥、酵母和大肠杆菌中已经鉴定的

除 草 剂 抗 性 突 变 位 点 有 G121(G116, G25)、 

A122(A117, A26)、M124(L119, M28)、V196(V191, 

V99)、K256(K251, K159)、M570(M582, M460)和

F578(F590, F468)等, 这些位点的突变导致的对磺酰

脲类除草剂抗性提高 10~40 倍不等。在大肠杆菌中

的除草剂抗性突变位点均是在 ilvGM 中发现的, 到

目前为止已经发现有 20 余个位点发生突变后导致

除草剂抗性产生, 而对 ilvBN和 ilvIH除草剂抗性突

变方面的研究还未见报道。本实验从抗性菌株 HR11

中获得了对 AHAS 抑制剂类除草剂具有广谱抗性的

ilvBN 和 ilvGM, 并将其氨基酸序列与敏感型的模

式菌株 MGH 78578 的氨基酸序列相比对, 发现突

变主要发生在 ilvBN 和 ilvGM 的大亚基上, 各有 8

个氨基酸位点的改变, 其中 HR11 ilvBN 的中间第

173、187、218、301位为亲水氨基酸变为疏水氨基

酸, 而两端的第 166、325、508 位为疏水氨基酸转

变为亲水氨基酸。而 ilvGM 的第 176、339 位为疏

水氨基酸转变为亲水氨基酸, 第 238、541位为亲水

氨基酸转为疏水氨基酸, 其余 4 个位点为同性质氨

基酸互相转变, 而在大肠杆菌 ilvGM中对应的突变

位点均未见报道。至于 Klebsiella sp. HR11 ilvBN和

ilvGM两个 AHAS同工酶基因中哪些具体位点的改

变导致了抗性的产生 , 还需要定点突变进一步地 

验证。 
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