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(54)发明名称

除草剂耐受性蛋白质、其编码基因及用途

(57)摘要

本发明涉及一种除草剂耐受性蛋白质、其编

码基因及用途，所述蛋白质包括：(a)具有SEQ  ID 

NO:6或SEQ  ID  NO:9所示的氨基酸序列；(b)在

(a)中的氨基酸序列经过取代和/或缺失和/或添

加一个或几个氨基酸且具有羟基苯丙酮酸双加

氧酶的由(a)衍生的蛋白质。本发明除草剂耐受

性蛋白质可以赋予植物对HPPD抑制剂除草剂产

生耐受性，在植物上应用前景广阔。

权利要求书2页  说明书20页

序列表（电子公布）  附图3页

CN 114854702 B

2024.04.19

CN
 1
14
85
47
02
 B



1.一种蛋白质，其特征在于，为SEQ  ID  NO:9所示的氨基酸序列。

2.一种基因，其特征在于，包括：

(a)编码权利要求1所述蛋白质的核苷酸序列；或

(b)为SEQ  ID  NO:10或SEQ  ID  NO:11所示的核苷酸序列。

3.一种表达盒，其特征在于，包含在有效连接的调控序列调控下的权利要求2所述基

因。

4.一种包含权利要求2所述基因或权利要求3所述表达盒的重组载体。

5.一种扩展植物耐受的除草剂范围的方法，其特征在于，包括：将权利要求1所述蛋白

质或权利要求3所述表达盒编码的蛋白质在植物中与至少一种不同于权利要求1所述蛋白

质或权利要求3所述表达盒编码的蛋白质的第二种除草剂耐受性蛋白质一起表达，所述第

二种除草剂耐受性蛋白质为5‑烯醇丙酮酰莽草酸‑3‑磷酸合酶、草甘膦氧化还原酶、草甘

膦‑N‑乙酰转移酶、草甘膦脱羧酶、草铵膦乙酰转移酶、α酮戊二酸依赖性双加氧酶、麦草畏

单加氧酶、乙酰乳酸合酶、细胞色素类蛋白质和/或原卟啉原氧化酶，所述植物为燕麦、小

麦、大麦、谷子、玉米、高粱、二穗短柄草、水稻、烟草、向日葵、苜蓿、大豆、鹰嘴豆、花生、甜

菜、黄瓜、棉花、油菜、土豆、番茄或拟南芥。

6.一种选择转化的植物细胞的方法，其特征在于，包括：用权利要求2所述基因或权利

要求3所述表达盒转化多个植物细胞，并在允许表达所述基因或所述表达盒的转化细胞生

长，而杀死未转化细胞或抑制未转化细胞生长的HPPD抑制剂除草剂浓度下培养所述细胞，

所述HPPD抑制剂除草剂为苯吡唑草酮、硝磺草酮和/或二酮腈，所述植物为燕麦、小麦、大

麦、谷子、玉米、高粱、二穗短柄草、水稻、烟草、向日葵、苜蓿、大豆、鹰嘴豆、花生、甜菜、黄

瓜、棉花、油菜、土豆、番茄或拟南芥。

7.一种控制杂草的方法，其特征在于，包括：对种植目的植物的大田施用有效剂量的

HPPD抑制剂除草剂，所述目的植物包含权利要求2所述基因或权利要求3所述表达盒或权利

要求4所述重组载体，所述HPPD抑制剂除草剂为苯吡唑草酮、硝磺草酮和/或二酮腈，所述目

的植物为燕麦、小麦、大麦、谷子、玉米、高粱、二穗短柄草、水稻、烟草、向日葵、苜蓿、大豆、

鹰嘴豆、花生、甜菜、黄瓜、棉花、油菜、土豆、番茄或拟南芥。

8.根据权利要求7所述控制杂草的方法，其特征在于，所述目的植物为草甘膦耐受性植

物，所述杂草为草甘膦抗性杂草。

9.一种用于保护植物免受由HPPD抑制剂除草剂引起的损伤或赋予植物HPPD抑制剂除

草剂耐受性的方法，其特征在于，包括：将权利要求2所述基因或权利要求3所述表达盒或权

利要求4所述重组载体导入植物，使导入后的植物产生足够保护其免受HPPD抑制剂除草剂

损害量的除草剂耐受性蛋白质，所述HPPD抑制剂除草剂为苯吡唑草酮、硝磺草酮和/或二酮

腈，所述植物为燕麦、小麦、大麦、谷子、玉米、高粱、二穗短柄草、水稻、烟草、向日葵、苜蓿、

大豆、鹰嘴豆、花生、甜菜、黄瓜、棉花、油菜、土豆、番茄或拟南芥。

10.一种产生耐受HPPD抑制剂除草剂的植物的方法，其特征在于，包括向植物的基因组

中引入权利要求2所述基因，所述HPPD抑制剂除草剂为苯吡唑草酮、硝磺草酮和/或二酮腈，

所述植物为燕麦、小麦、大麦、谷子、玉米、高粱、二穗短柄草、水稻、烟草、向日葵、苜蓿、大

豆、鹰嘴豆、花生、甜菜、黄瓜、棉花、油菜、土豆、番茄或拟南芥。

11.根据权利要求10所述产生耐受HPPD抑制剂除草剂的植物的方法，其特征在于，所述
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引入的方法包括遗传转化方法、基因组编辑方法或基因突变方法。

12.一种培养耐受HPPD抑制剂除草剂的植物的方法，其特征在于，包括：

种植至少一个植物繁殖体，所述植物繁殖体的基因组中包括权利要求2所述基因或权

利要求3所述表达盒；

使所述植物繁殖体长成植株；

将有效剂量的HPPD抑制剂除草剂施加到至少包含所述植株的植物生长环境中，收获与

其他不具有权利要求2所述基因或权利要求3所述表达盒的植株相比具有减弱的植物损伤

和/或具有增加的植物产量的植株，所述HPPD抑制剂除草剂为苯吡唑草酮、硝磺草酮和/或

二酮腈，所述植物为燕麦、小麦、大麦、谷子、玉米、高粱、二穗短柄草、水稻、烟草、向日葵、苜

蓿、大豆、鹰嘴豆、花生、甜菜、黄瓜、棉花、油菜、土豆、番茄或拟南芥。

13.一种获得加工农产品的方法，其特征在于，包括将由权利要求12所述方法获得的耐

受HPPD抑制剂除草剂植物的收获物进行处理以获得加工农产品。

14.一种权利要求1所述蛋白质在赋予植物HPPD抑制剂除草剂耐受性中的用途，所述

HPPD抑制剂除草剂为苯吡唑草酮、硝磺草酮和/或二酮腈，所述植物为燕麦、小麦、大麦、谷

子、玉米、高粱、二穗短柄草、水稻、烟草、向日葵、苜蓿、大豆、鹰嘴豆、花生、甜菜、黄瓜、棉

花、油菜、土豆、番茄或拟南芥。
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除草剂耐受性蛋白质、其编码基因及用途

[0001] 本申请为中国专利申请202010194585.0的分案申请，发明名称：除草剂耐受性蛋

白质、其编码基因及用途，申请日：2020年3月19日。

技术领域

[0002] 本发明涉及一种除草剂耐受性蛋白质、其编码基因及用途，特别是涉及一种对

HPPD抑制剂除草剂具有耐受性的蛋白质、其编码基因及用途。

背景技术

[0003] 羟基苯丙酮酸双加氧酶(hydroxyphenylpyruvate  dioxygenase，简称HPPD)是一

种酶，其在铁离子 (Fe 2 +)和氧的存在下，催化酪氨酸的降解产物‑对羟基苯丙酮酸

(hydroxyphenylpyruvic  acid，简称HPP)转化为植物中生育酚和质体醌(plastoquinone，

简称PQ)的前体‑尿黑酸盐/尿黑酸(homogentisate，简称HG)的反应。生育酚具有膜相关抗

氧化剂的作用；PQ不仅是PSⅡ和细胞色素b6/f复合物之间的电子载体，而且是类胡萝卜 素

生物合成中八氢番茄红素去饱和酶的必需辅因子。

[0004] 通过抑制HPPD而发挥作用的除草剂主要有三酮类、异噁唑类和吡唑啉酮类三个化

学家族。在植物中，它们通过抑制HPPD阻断了从酪氨酸生物合成PQ，从而导致PQ耗尽，类胡

萝卜 素缺乏。上述抑制HPPD的除草剂是植物韧皮部可移动的漂白剂，其可以引起暴露于光

的新的分生组织和叶片显现出白色，而类胡萝卜 素对于光防护是必需的，在缺乏类胡萝卜

素的情况下，紫外线辐射和活性氧中间体会破坏叶绿素的合成和功能，从而导致植物生长

受到抑制，甚至死亡。

[0005] 用于提供耐受HPPD抑制剂除草剂植物的方法主要包括：1)将HPPD过量表达从而在

植物中产生大量的HPPD，尽管存在HPPD抑制剂除草剂，但这些HPPD与该HPPD抑制剂除草剂

是充分作用的，从而具有足够的可供使用的功能性酶。2)将目标HPPD突变成一种功能性

HPPD，该功能性HPPD对于除草剂或其活性代谢物是较不敏感的，但其保留了转化为HG的性

质。关于突变体HPPD类，虽然一种给定的突变体HPPD可以提供一个有用水平的对于一些

HPPD抑制剂除草剂的耐受性，但是相同的突变体HPPD可能不足以提供一个商业化水平的对

于一种不同的、更希望的HPPD抑制剂除草剂的耐受性；例如，HPPD抑制剂除草剂可以在它们

控制的杂草范围、它们的制造成本、以及它们的环境友好性方面是不同的。因此，需要用于

向不同的作物和作物品种赋予HPPD抑制剂除草剂耐受性的新的方法和/或组合物。

发明内容

[0006] 本发明的目的是提供一种新的蛋白质、其编码基因及用途，所述蛋白质不仅具有

HPPD酶活性，而且使得转入所述蛋白质编码基因的植物对HPPD抑制剂除草剂具有耐受性。

[0007] 为实现上述目的，本发明提供了一种蛋白质，包括：

[0008] (a)具有SEQ  ID  NO:6或SEQ  ID  NO:9所示的氨基酸序列；

[0009] (b)在(a)中的氨基酸序列经过取代和/或缺失和/或添加一个或几个氨基酸且具
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有羟基苯丙酮酸双加氧酶活性的由(a)衍生的蛋白质。

[0010] 为实现上述目的，本发明提供了一种基因，包括：

[0011] (a)编码权利要求1所述蛋白质的核苷酸序列；或

[0012] (b)在严格条件下与(a)限定的核苷酸序列杂交且编码具有羟基苯丙酮酸双加氧

酶活性的蛋白质的核苷酸序列；或

[0013] (c)具有SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:8、SEQ  ID  NO:10或SEQ  ID  NO:11所示的核苷酸

序列。

[0014] 所述严格条件可为在6×SSC(柠檬酸钠)、0.5％SDS(十二烷基硫酸钠)溶液中，在

65℃下杂交，然后用2×SSC、0.1％SDS和1×SSC、0.1％SDS各洗膜1次。

[0015] 为实现上述目的，本发明还提供了一种表达盒，包含在有效连接的调控序列调控

下的所述基因。

[0016] 为实现上述目的，本发明还提供了一种包含所述基因或所述表达盒的重组载体

[0017] 为实现上述目的，本发明还提供了一种扩展植物耐受的除草剂范围的方法，包括：

将所述蛋白质或所述表达盒编码的蛋白质在植物中与至少一种不同于所述蛋白质或所述

表达盒编码的蛋白质的第二种除草剂耐受性蛋白质一起表达。

[0018] 进一步地，所述第二种除草剂耐受性蛋白质为5‑烯醇丙酮酰莽草酸‑3‑磷酸合酶、

草甘膦氧化还原酶、草甘膦‑N‑乙酰转移酶、草甘膦脱羧酶、草铵膦乙酰转移酶、α酮戊二酸

依赖性双加氧酶、麦草畏单加氧酶、乙酰乳酸合酶、细胞色素类蛋白质和/或原卟啉原氧化

酶。

[0019] 为实现上述目的，本发明还提供了一种选择转化的植物细胞的方法，包括：用所述

基因或所述表达盒转化多个植物细胞，并在允许表达所述基因或所述表达盒的转化细胞生

长，而杀死未转化细胞或抑制未转化细胞生长的HPPD抑制剂除草剂浓度下培养所述细胞；

[0020] 优选地，所述植物包括单子叶植物和双子叶植物；更优选地，所述植物为燕麦、小

麦、大麦、谷子、玉米、高粱、二穗短柄草、水稻、烟草、向日葵、苜蓿、大豆、鹰嘴豆、花生、甜

菜、黄瓜、棉花、油菜、土豆、番茄或拟南芥；

[0021] 优选地，所述HPPD抑制剂除草剂包括吡唑啉酮类HPPD抑制剂除草剂、三酮类HPPD

抑制剂除草剂和/或异噁唑类HPPD抑制剂除草剂；更优选地，所述HPPD抑制剂除草剂为苯吡

唑草酮、硝磺草酮和/或二酮腈。

[0022] 为实现上述目的，本发明还提供了一种控制杂草的方法，包括：对种植目的植物的

大田施用有效剂量的HPPD抑制剂除草剂，所述目的植物包含所述基因或所述表达盒或所述

重组载体；

[0023] 优选地，所述目的植物包括单子叶植物和双子叶植物；更优选地，所述目的植物为

燕麦、小麦、大麦、谷子、玉米、高粱、二穗短柄草、水稻、烟草、向日葵、苜蓿、大豆、鹰嘴豆、花

生、甜菜、黄瓜、棉花、油菜、土豆、番茄或拟南芥；进一步优选地，所述目的植物为草甘膦耐

受性植物，所述杂草为草甘膦抗性杂草；

[0024] 优选地，所述HPPD抑制剂除草剂包括吡唑啉酮类HPPD抑制剂除草剂、三酮类HPPD

抑制剂除草剂和/或异噁唑类HPPD抑制剂除草剂；更优选地，所述HPPD抑制剂除草剂为苯吡

唑草酮、硝磺草酮和/或二酮腈。

[0025] 为实现上述目的，本发明还提供了一种用于保护植物免受由HPPD抑制剂除草剂引
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起的损伤或赋予植物HPPD抑制剂除草剂耐受性的方法，包括：将所述基因或所述表达盒或

所述重组载体导入植物，使导入后的植物产生足够保护其免受HPPD抑制剂除草剂损害量的

除草剂耐受性蛋白质；

[0026] 优选地，所述植物包括单子叶植物和双子叶植物；更优选地，所述植物为燕麦、小

麦、大麦、谷子、玉米、高粱、二穗短柄草、水稻、烟草、向日葵、苜蓿、大豆、鹰嘴豆、花生、甜

菜、黄瓜、棉花、油菜、土豆、番茄或拟南芥；

[0027] 优选地，所述HPPD抑制剂除草剂包括吡唑啉酮类HPPD抑制剂除草剂、三酮类HPPD

抑制剂除草剂和/或异噁唑类HPPD抑制剂除草剂；更优选地，所述HPPD抑制剂除草剂为苯吡

唑草酮、硝磺草酮和/或二酮腈。

[0028] 为实现上述目的，本发明还提供了一种产生耐受HPPD抑制剂除草剂的植物的方

法，包括向植物的基因组中引入所述基因；

[0029] 优选地，所述引入的方法包括遗传转化方法、基因组编辑方法或基因突变方法；

[0030] 具体地，所述产生耐受HPPD抑制剂除草剂的植物的方法包括：通过将亲本植物自

交或与第二种植物杂交而产生HPPD抑制剂除草剂耐受性植物，所述亲本植物和/或第二种

植物包含所述基因或所述表达盒，所述HPPD抑制剂除草剂耐受性植物遗传了来自所述亲本

植物和/或第二种植物的所述基因或所述表达盒；

[0031] 优选地，所述植物包括单子叶植物和双子叶植物；更优选地，所述植物为燕麦、小

麦、大麦、谷子、玉米、高粱、二穗短柄草、水稻、烟草、向日葵、苜蓿、大豆、鹰嘴豆、花生、甜

菜、黄瓜、棉花、油菜、土豆、番茄或拟南芥；

[0032] 优选地，所述HPPD抑制剂除草剂包括吡唑啉酮类HPPD抑制剂除草剂、三酮类HPPD

抑制剂除草剂和/或异噁唑类HPPD抑制剂除草剂；更优选地，所述HPPD抑制剂除草剂为苯吡

唑草酮、硝磺草酮和/或二酮腈。

[0033] 为实现上述目的，本发明还提供了一种培养耐受HPPD抑制剂除草剂的植物的方

法，包括：

[0034] 种植至少一个植物繁殖体，所述植物繁殖体的基因组中包括所述基因或所述表达

盒；

[0035] 使所述植物繁殖体长成植株；

[0036] 将有效剂量的HPPD抑制剂除草剂施加到至少包含所述植株的植物生长环境中，收

获与其他不具有所述基因或所述表达盒的植株相比具有减弱的植物损伤和/或具有增加的

植物产量的植株；

[0037] 优选地，所述植物包括单子叶植物和双子叶植物；更优选地，所述植物为燕麦、小

麦、大麦、谷子、玉米、高粱、二穗短柄草、水稻、烟草、向日葵、苜蓿、大豆、鹰嘴豆、花生、甜

菜、黄瓜、棉花、油菜、土豆、番茄或拟南芥；

[0038] 优选地，所述HPPD抑制剂除草剂包括吡唑啉酮类HPPD抑制剂除草剂、三酮类HPPD

抑制剂除草剂和/或异噁唑类HPPD抑制剂除草剂；更优选地，所述HPPD抑制剂除草剂为苯吡

唑草酮、硝磺草酮和/或二酮腈。

[0039] 本发明还提供了一种获得加工农产品的方法，包括将由所述方法获得的耐受HPPD

抑制剂除草剂植物的收获物进行处理以获得加工农产品。

[0040] 为实现上述目的，本发明还提供了一种控制杂草生长的种植系统，包括将HPPD抑
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制剂除草剂和存在至少一种目的植物的植物生长环境，所述目的植物包含所述基因或所述

表达盒；

[0041] 优选地，所述目的植物包括单子叶植物和双子叶植物；更优选地，所述目的植物为

燕麦、小麦、大麦、谷子、玉米、高粱、二穗短柄草、水稻、烟草、向日葵、苜蓿、大豆、鹰嘴豆、花

生、甜菜、黄瓜、棉花、油菜、土豆、番茄或拟南芥；进一步优选地，所述目的植物为草甘膦耐

受性植物，所述杂草为草甘膦抗性杂草；

[0042] 优选地，所述HPPD抑制剂除草剂包括吡唑啉酮类HPPD抑制剂除草剂、三酮类HPPD

抑制剂除草剂和/或异噁唑类HPPD抑制剂除草剂；更优选地，所述HPPD抑制剂除草剂为苯吡

唑草酮、硝磺草酮和/或二酮腈。

[0043] 为实现上述目的，本发明还提供了所述蛋白质在赋予植物HPPD抑制剂除草剂的用

途；

[0044] 优选地，所述植物包括单子叶植物和双子叶植物；更优选地，所述植物为燕麦、小

麦、大麦、谷子、玉米、高粱、二穗短柄草、水稻、烟草、向日葵、苜蓿、大豆、鹰嘴豆、花生、甜

菜、黄瓜、棉花、油菜、土豆、番茄或拟南芥；

[0045] 优选地，所述HPPD抑制剂除草剂包括吡唑啉酮类HPPD抑制剂除草剂、三酮类HPPD

抑制剂除草剂和/或异噁唑类HPPD抑制剂除草剂；更优选地，所述HPPD抑制剂除草剂为苯吡

唑草酮、硝磺草酮和/或二酮腈。

[0046] 本发明中使用的冠词“一种”和“一个”是指一个(种)或多于一个(种)(即至少一

个)。例如，“一种要素”表示一种或多种要素(元件)。此外，术语“包括”或其变体例如“包括

了”或“包含”应被理解为是指包括一种所述要素、整数或步骤，或一组要素、整数或步骤，但

是不排除任何其他要素、整数或步骤，或者成组的要素、整数或步骤。

[0047] 本发明中，术语“羟基苯丙酮酸双加氧酶(HPPD)”与“4‑羟基苯丙酮酸双加氧酶(4‑

HPPD)”以及“对羟基苯丙酮酸双加氧酶(p‑HPPD)”是同义的。

[0048] 术语“HPPD抑制除草剂”与“HPPD除草剂”是同义的，是指直接或间接地抑制HPPD的

除草剂，这些除草剂是漂白剂，并且它们的主要作用位点是HPPD。市场上最易买到的HPPD抑

制除草剂属于以下三个化学家族之一：(1)三酮类，例如，磺草酮(sulcotrione)(即2‑[2‑

氯‑4‑(甲磺酰基)苯甲酰基]‑1 ,3‑环己二酮)、硝磺草酮(mesotrione)(即2‑[4‑(甲磺酰

基)‑2‑硝基苯甲酰基]‑1,3‑环己二酮)、环磺酮(tembotrione)(即2‑[2‑氯‑4‑(甲磺酰基)‑

3‑[(2,2,2‑三氟乙氧基)甲基]苯甲酰基]‑1,3‑环己二酮)；(2)异噁唑类(在植物中，异噁唑

类HPPD除草剂会被快速转化为具有生物活性的二酮腈(diketonitrile，DKN)来对HPPD发挥

抑制作用，因而二酮腈是异噁唑类HPPD抑制除草剂的活性形式)，例如，异噁唑草酮

(isoxaflutole)(即5‑环丙基‑4‑异噁唑基[2‑(甲磺酰基)‑4‑(三氟甲基)苯基]甲酮)；(3)

吡唑啉酮(pyrazolinate)类，例如，苯吡唑草酮(topramezone)(即[3‑(4,5‑二氢‑3‑异噁唑

基)‑2‑甲基‑4‑ (甲磺酰基)苯基] (5‑羟基‑1‑甲基吡唑‑4‑基)甲酮)、磺酰草吡唑

(pyrasulfotole)(5‑羟基‑1,3‑二甲基吡唑‑4‑基(2‑甲磺酰‑4‑三氟甲基苯基)甲酮)。

[0049] 本发明中所述苯吡唑草酮(topramezone)，也称苯唑草酮，是指[3‑(4,5‑二氢‑3‑

异噁唑基)‑2‑甲基‑4‑(甲磺酰基)苯基](5‑羟基‑1‑甲基吡唑‑4‑基)甲酮，为白色结晶状固

体。属于吡唑啉酮(pyrazolinate)类苗后茎叶处理内吸传导型HPPD除草剂，常用剂型为

30％悬浮剂。苯吡唑草酮商业制剂如苞卫，可防治禾本科和阔叶杂草，每亩用制剂5 .6‑
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6.7g，可以有效防治的杂草，包括但不限于，马唐(鸡爪草)、稗草、牛筋草、野黍、狗尾草(谷

莠子)、藜、蓼、青麻、苘麻、野苋、马齿苋、苍耳、龙葵。苞卫加入莠去津后有显著的增效作用，

除了对上述杂草具有优异的防效外，还可以对恶性阔叶杂草如刺儿菜(小蓟)、苣荬菜、铁苋

菜、鸭跖草(兰花菜)具有良好的防除效果，特别是能有效防除硝磺草酮防效不佳的狗尾草、

马唐、牛筋草、野黍。

[0050] 本发明中所述有效剂量苯吡唑草酮是指以25‑100g  ai/ha使用，包括50‑100g  ai/

ha、60‑90g  ai/ha或75‑85g  ai/ha。

[0051] 本发明中，术语“抗性”是可遗传的，并允许植物在除草剂对给定植物进行一般除

草剂有效处理的情况下生长和繁殖。正如本领域技术人员所认可的，即使给定植物受到除

草剂处理的一定程度损伤，如很少的坏死、溶解、萎黄病或其它损伤，但至少没有在产量上

有显著影响，植物仍可被认为“抗性”，也即给定植物具有的抵抗除草剂诱导的各种程度损

伤的提高的能力，而在同样的除草剂剂量下一般导致相同基因型野生型植物损伤。本发明

中术语“耐性”或“耐受性”比术语“抗性”更广泛，并包括“抗性”。

[0052] 本发明中术语“赋予”是指向植物提供特征或性状，如除草剂耐受性和/或其它所

希望的性状。

[0053] 本发明中术语“异源的”是指来自另一个来源。在DNA的背景下，“异源的”是指任何

外来的“非自身”DNA，包括来自相同种类的另一个植物的DNA。例如，在本发明中，可以利用

转基因的方法在大豆植物中表达大豆HPPD基因，该大豆HPPD基因仍被认为“异源的”DNA。

[0054] 本发明中术语“核酸”包括涉及的单链或双链形式的脱氧核糖核苷酸或核糖核苷

酸聚合物，并且除非另有限制，包括具有天然核苷酸的基本性质的已知类似物(例如肽核

酸)，因为它们以一种类似于天然存在的核苷酸的方式与单链核酸杂交。

[0055] 本发明中，当术语“编码”或“编码的”用于一种特定核酸的上下文中时，其意指核

酸包含必需的信息以指导核苷酸序列翻译成一种特定蛋白质。用来编码蛋白质的信息通过

使用密码子来详细说明。编码蛋白质的核酸可以包含在核酸的翻译区内的非翻译序列(例

如内含子)，或者可以缺少此类插入的非翻译序列(例如在cDNA中)。

[0056] 本发明中所述除草剂耐受性蛋白质具有HPPD酶活性并且在植物中赋予对于某些

类别的HPPD抑制除草剂的耐受性。编码本发明所述除草剂耐受性蛋白质的DNA序列用于提

供本发明的植物、作物、植物细胞以及种子它们提供了对于一种或多种HPPD除草剂增强的

耐受性。

[0057] 编码本发明所述除草剂耐受性蛋白质的基因对于产生耐受HPPD抑制除草剂的植

物是有用的。所述除草剂耐受性基因特别适合在植物中表达，以便向植物赋予除草剂耐受

性。

[0058] 术语“多肽”、“肽”以及“蛋白”在本发明中可互换地使用，指的是氨基酸残基的聚

合物。这些术语应用于氨基酸残基的聚合物，所述氨基酸残基的聚合物中的一个或多个氨

基酸残基是一个相应的天然存在的氨基酸的一种人工化学类似物，以及天然存在的氨基酸

聚合物。本发明的蛋白可以从一种本发明披露的核酸或通过使用标准分子生物学技术来产

生。例如，本发明的一种截短的蛋白可以通过在一种适当的宿主细胞中表达本发明的一种

重组核酸，或者可选择地通过结合离体方法(如蛋白酶消化和纯化)来产生。

[0059] 本发明还提供了包括编码除草剂耐受性蛋白质的多核苷酸序列的核酸分子，所述
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除草剂耐受性蛋白质具有HPPD酶活性并且在植物中赋予对于某些类别的HPPD抑制除草剂

的耐受性。总体上，本发明包括编码在此所述的任何除草剂耐受性蛋白质的任何多核苷酸

序列，连同编码相对于在此所述的除草剂耐受性蛋白质具有一个或多个保守性氨基酸替换

的除草剂耐受性蛋白质的任何多核苷酸序列。提供功能上相似的氨基酸保守性取代是本领

域技术人员所熟知的，以下五组各自包含彼此保守性取代的氨基酸：脂肪族：甘氨酸(G)、丙

氨酸(A)、缬氨酸(V)、亮氨酸(L)、异亮氨酸(I)；芳香族：苯丙氨酸(F)、酪氨酸(Y)、色氨酸

(W)；含硫的：甲硫氨酸(M)、半胱氨酸(C)；碱性的：精氨酸(I)、赖氨酸(K)、组氨酸(H)；酸性

的：天冬氨酸(D)、谷氨酸(E)、天冬酰胺(N)、谷氨酰胺(Q)。

[0060] 因此，具有HPPD抑制除草剂耐受性活性并在严格条件下与本发明所述除草剂耐受

性蛋白质的编码基因杂交的序列包括在本发明中。示例性的，这些序列与本发明序列SEQ 

ID  NO:2、SEQ  ID  NO:3、SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID  NO:8、SEQ  ID  NO:10、SEQ  ID  NO:11至少大约

75％、80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更大的序列

同源性。

[0061] 任何常规的核酸杂交或扩增方法都可以用于鉴定本发明除草剂耐受性基因的存

在。核酸分子或其片段在一定情况下能够与其他核酸分子进行特异性杂交。本发明中，如果

两个核酸分子能形成反平行的双链核酸结构，就可以说这两个核酸分子彼此间能够进行特

异性杂交。如果两个核酸分子显示出完全的互补性，则称其中一个核酸分子是另一个核酸

分子的“互补物”。本发明中，当一个核酸分子的每一个核苷酸都与另一个核酸分子的对应

核苷酸互补时，则称这两个核酸分子显示出“完全互补性”。如果两个核酸分子能够以足够

的稳定性相互杂交从而使它们在至少常规的“低度严格”条件下退火且彼此结合，则称这两

个核酸分子为“最低程度互补”。类似地，如果两个核酸分子能够以足够的稳定性相互杂交

从而使它们在常规的“高度严格”条件下退火且彼此结合，则称这两个核酸分子具有“互补

性”。从完全互补性中偏离是可以允许的，只要这种偏离不完全阻止两个分子形成双链结

构。为了使一个核酸分子能够作为引物或探针，仅需保证其在序列上具有充分的互补性，以

使得在所采用的特定溶剂和盐浓度下能形成稳定的双链结构。

[0062] 本发明中，基本同源的序列是一段核酸分子，该核酸分子在高度严格条件下能够

和相匹配的另一段核酸分子的互补链发生特异性杂交。促进DNA杂交的适合的严格条件，例

如，大约在45℃条件下用6.0×氯化钠/柠檬酸钠(SSC)处理，然后在50℃条件下用2.0×SSC

洗涤，这些条件对本领域技术人员是公知的。例如，在洗涤步骤中的盐浓度可以选自低度严

格条件的约2.0×SSC、50℃到高度严格条件的约0.2×SSC、50℃。此外，洗涤步骤中的温度

条件可以从低度严格条件的室温约22℃，升高到高度严格条件的约65℃。温度条件和盐浓

度可以都发生改变，也可以其中一个保持不变而另一个变量发生改变。优选地，本发明所述

严格条件可为在6×SSC、0.5％SDS溶液中，在65℃下与本发明除草剂耐受性基因发生特异

性杂交，然后用2×SSC、0.1％SDS和1×SSC、0.1％SDS各洗膜1次。

[0063] 本发明中，术语“杂交”或“特异性杂交”是指一种分子在严格条件下仅可与特定的

核苷酸序列结合、双链化或杂交，这是在该序列存在于一种复合混合物(例如，总细胞)DNA

或RNA中时进行的。

[0064] 由于遗传密码子的丰余性，多种不同的DNA序列可以编码相同的氨基酸序列。产生

这些编码相同或基本相同的蛋白的可替代DNA序列正在本领域技术人员的技术水平内。这
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些不同的DNA序列包括在本发明的范围内。所述“基本上相同的”序列是指有氨基酸取代、缺

失、添加或插入但实质上不影响除草剂耐受性活性的序列，亦包括保留除草剂耐受性活性

的片段。

[0065] 术语“功能活性”或“活性”在本发明中指本发明用途的蛋白质/酶(单独或与其它

蛋白质组合)具有降解或减弱除草剂活性的能力。产生本发明蛋白质的植物优选产生“有效

量”的蛋白质，从而在用除草剂处理植物时，蛋白质表达的水平足以给予植物对除草剂(若

无特别说明则为一般用量)完全或部分的耐受性。可以以通常杀死靶植物的用量、正常的大

田用量和浓度使用除草剂。优选地，本发明的植物细胞和植物被保护免受除草剂处理引起

的生长抑制或损伤。本发明的转化植物和植物细胞优选具有HPPD抑制除草剂的耐受性，即

转化的植物和植物细胞能在有效量的HPPD抑制除草剂存在下生长。

[0066] 本发明中所述的基因和蛋白质不但包括特定的示例序列，还包括保存了所述特定

示例的蛋白质的HPPD抑制除草剂耐受性活性特征的部分和/片段(包括与全长蛋白质相比

在内和/或末端缺失)、变体、突变体、变体蛋白质、取代物(有替代氨基酸的蛋白质)、嵌合体

和融合蛋白。

[0067] 本发明术语“变体”意指实质上类似的序列。对于多核苷酸，一种变体包括在参比

多核苷酸之内的一个或多个内部位点处的一个或多个核苷酸的缺失和/或添加和/或在除

草剂耐受性基因中的一个或多个位点处的一个或多个核苷酸的替换。本发明中术语“参比

多核苷酸或多肽”对应地包括除草剂耐受性核苷酸序列或氨基酸序列。本发明中术语“天然

多核苷酸或多肽”对应地包括天然发生的核苷酸序列或氨基酸序列。对于多核苷酸，保守型

变体包括编码本发明的这些除草剂耐受性蛋白质之一的核苷酸序列(由于遗传密码的简并

性)。如这些天然发生的等位基因变体可以使用熟知的分子生物学技术，例如使用以下概述

的聚合酶链式反应(PCR)以及杂交技术来鉴定。变体多核苷酸还包括合成衍生的多核苷酸，

例如通过使用定点诱变产生的但是仍然编码本发明的一种除草剂耐受性蛋白质的序列。通

常，本发明的一种特定的多核苷酸的变体将具有与该特定的多核苷酸至少大约75％、80％、

85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更多的序列同源性，通过

序列对比程序和参数来确定同源性。

[0068] 本发明中“变体蛋白质”意指从一种参比蛋白通过在所述除草剂耐受性蛋白质中

的一个或多个内部位点处的一个或多个氨基酸的缺失或添加和/或在该除草剂耐受性蛋白

质中的一个或多个位点处的一个或多个氨基酸的替换而衍生的一种蛋白质。由本发明涵盖

的变体蛋白是生物学活性的，即它们继续具有除草剂耐受性蛋白质的所希望的活性，即，仍

具有所述的HPPD酶活性和/或除草剂耐性。此类变体可以产生于例如遗传多态性或产生于

人工操作。本发明的一种除草剂耐受性蛋白质的生物活性变体将具有与该除草剂耐受性蛋

白质的氨基酸序列的全部的至少大约85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％、99％或更多的序列同源性，此同源性通过序列比对程序和参数所确定。本发明的一种

蛋白质的一种生物活性变体可能不同于以少至1‑15个氨基酸残基、少至1‑10个(如6‑10

个)、少至5个(如4、3、2个、或甚至1个)氨基酸残基的蛋白质。

[0069] 用于序列对比的方法在本领域中是熟知的并且可以使用数学算法来完成，这些数

学算法如Myers  and  Miller(1988)CABIOS  4:11‑17的算法；Smith  et  al .(1981)

Adv.Appl .Math .2:482的局部比对算法；Need  eman  and  Wunsch(1970)J .Mol .Biol .48:
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443‑453的全局比对算法；以及Karlin  and  Altschul(1990)Proc .Natl .Acad .Sci .USA 

872264的算法，如在Karlin  and  Altschul(1993)Proc.Natl.Acad.Sci.USA  90:5873‑5877

中的修改。对于序列比较可以利用这些数学算法的电脑实现方式以确定序列的同源性，此

类实现方式包括但不限于：PC/Gene程序中的CLUSTAL(从Intelligenetics ,Mountain 

View,California可获得)；ALLGN程序(版本2.0)以及GCG  Wisconsin  Genetics  Software 

Package版本10中的GAP、BESTFIT、BLAST、FASTA以及TFASTA(从Accelrys  Inc .,

9685Scranton  Road,San  Diego,California,USA获得)。

[0070] 在某些实施例中，编码本发明除草剂耐受性蛋白质或它们的保留了HPPD酶活性的

变体的氨基酸可以与任何感兴趣的多核苷酸序列的组合进行叠加从而产生具有一种所希

望的性状的植物。术语“性状”是指从特定的序列或序列组得到的表型。例如，编码所述除草

剂耐受性蛋白质或保留了HPPD酶活性的变体的氨基酸的多核苷酸可以与任何其他的编码

赋予一种所希望的性状的多肽的多核苷酸进行叠加，所述性状包括但不限于：对于疾病、昆

虫以及除草剂的抗性，对于热和干旱的耐受性，缩短作物成熟时间、改进工业加工(例如，用

于将淀粉或生物质转化为可发酵的糖类)以及改进的农艺学品质(例如，高油含量和高蛋白

含量)。

[0071] 本领域技术人员所熟知的，两种或更多作用模式的组合在提高受控杂草谱和/或

天然更具耐受性物种或抗性杂草物种上的益处还可扩展到通过人工(转基因或非转基因)

在作物中产生除HPPD耐受性作物外的除草剂耐受性的化学品。事实上，可以单独或以多重

组合叠加编码以下抗性的性状以提供有效控制或防止杂草演替对除草剂产生抗性能力：草

甘膦抗性(如抗性植物或细菌EPSPS、GOX、GAT)、草铵膦抗性(如PAT、Bar)、乙酰乳酸合酶

(ALS)抑制性除草剂抗性(如咪唑啉酮、磺酰脲、三唑嘧啶、磺苯胺、嘧啶硫代苯甲酸和其它

化学品抗性基因如AHAS、Csrl、SurA等)、苯氧基生长素类除草剂抗性(如芳氧基链烷酸酯双

加氧酶‑AAD)、麦草畏除草剂抗性(如麦草畏单加氧酶‑DMO)、溴草腈抗性(如Bxn)、对八氢番

茄红素去饱和酶(PDS)抑制剂的抗性、对光系统Ⅱ抑制性除草剂的抗性(如psbA)、对光系统

Ⅰ抑制性除草剂的抗性、对原卟啉原氧化酶Ⅸ(PPO)抑制性除草剂抗性(如PPO‑1)、对苯脲除

草剂的抗性(如CYP76B1)、二氯甲氧苯酸降解酶等等。

[0072] 草甘膦被广泛地使用，因为它控制非常广谱的阔叶和禾本科杂草物种。然而，在草

甘膦耐性作物和非作物应用中重复使用草甘膦已经(而且仍将继续)选择使杂草演替为天

然更具有耐性的物种或草甘膦抗性生物型。多数除草剂抗性管理策略建议使用有效用量的

罐混除草剂伴侣作为延缓出现抗性杂草的方法，所述除草剂伴侣提供对同一物种的控制，

但具有不同的作用模式。将本发明除草剂耐受性基因与草甘膦耐性性状(和/或其他除草剂

耐性性状)叠加可通过允许对同一作物选择性使用草甘膦和吡唑啉酮类除草剂(如苯吡唑

草酮)而实现对草甘膦耐性作物中草甘膦抗性杂草物种(被一种或多种吡唑啉酮类除草剂

控制的阔叶杂草物种)的控制。这些除草剂的应用可以是在含有不同作用模式的两种或更

多除草剂的罐混合物中同时使用、在连续使用(如种植前、出苗前或出苗后)中单个除草剂

组合物的单独使用(使用的间隔时间范围从2小时到3个月)，或者备选地，可以在任何时间

(从种植作物7个月内到收获作物时(或对于单个除草剂为收获前间隔，取最短者))使用代

表可应用每种化合类别的任意数目除草剂的组合。

[0073] 在控制阔叶杂草中具有灵活性是很重要的，即使用时间、单个除草剂用量和控制
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顽固或抗性杂草的能力。作物中与草甘膦抗性基因/本发明除草剂耐受性基因叠加的草甘

膦应用范围可以从250至2500g  ae/ha；吡唑啉酮类除草剂(一种或多种)可按照从25‑500g 

ai/ha。这些应用的时间的最佳组合取决于具体的条件、物种和环境。

[0074] 除草剂制剂(如酯、酸或盐配方或可溶浓缩剂、乳化浓缩剂或可溶液体)和罐混添

加剂(如佐剂或相容剂)可显著影响给定的除草剂或一种或多种除草剂的组合的杂草控制。

任意前述除草剂的任意化学组合均在本发明的范围内。

[0075] 此外，可以将编码本发明除草剂耐受性蛋白质的基因单独或与其它除草剂耐受作

物特征叠加后再与一种或多种其它输入(如昆虫抗性、真菌抗性或胁迫耐受性等)或输出

(如提高的产量、改进的油量、提高的纤维品质等)性状叠加。因此，本发明可用于提供以灵

活且经济地控制任何数目的农学害虫的能力和提高作物品质的完整农学解决方案。

[0076] 这些叠加的组合可以通过任何方法来产生，这些方法包括但不限于：通过常规的

或顶交方法的杂交育种植物或遗传转化。如果这些序列是通过遗传转化这些植物来进行叠

加的，所感兴趣的多核苷酸序列可以在任何时间并且以任何次序进行组合。例如，包括一个

或多个所希望的性状的转基因植物可以用做通过后续转化而引入另外性状的靶标。这些性

状可以在一个共转化方案中与由表达盒的任何组合提供的感兴趣的多核苷酸同时引入。例

如，如果将引入两个序列，这两个序列可以包含在分开的表达盒(反式)中或包含在相同的

表达盒(顺式)中。这些序列的表达可以通过相同的启动子或通过不同的启动子来驱动。在

某些情况下，可能希望的是引入一个抑制所感兴趣的多核苷酸的表达的表达盒。这可以与

其他的抑制表达盒或过量表达盒的任何组合进行组合以在该植物中产生所希望的性状组

合。进一步认识到的是，多核苷酸序列可以在一个所希望的基因组位置处使用位点特异性

重组系统进行叠加。

[0077] 本发明编码所述除草剂耐受性蛋白质的基因对吡唑啉酮类除草剂具有较高的耐

受性，是重要的除草剂耐受作物和选择标记物特征可能性的基础。

[0078] 本发明中术语“表达盒”是指能够在适当的宿主细胞中指引一种特定核苷酸序列

表达的一种核酸分子，包括有效连接到感兴趣的核苷酸序列(即，一种单独地或与一种或多

种编码赋予所希望的性状的多肽的额外的核酸分子相组合而编码一种除草剂耐受性蛋白

质或保留了HPPD酶活性的变体的多核苷酸)的启动子，该感兴趣的核苷酸序列有效连接到

终止信号。该编码区通常对一种感兴趣的蛋白质进行编码，但是还可以对一种感兴趣的功

能性RNA进行编码，例如在正义或反义方向上的反义RNA或一种非翻译RNA。包含该感兴趣的

核苷酸序列的表达盒可以是嵌合的，意味着至少一个它的组分相对于至少一个它的其他组

分是异源的。该表达盒还可以是一种天然发生的表达盒，但一定是以在对异源表达有用的

重组体形式而获得的。然而，典型地，该表达盒对于宿主是异源的，即，该表达盒的特定DNA

序列并不天然发生于该宿主细胞中，并且必须已通过转化事件而被引入新宿主细胞中。在

该表达盒中核苷酸序列的表达可以是在组成型启动子或诱导型启动子的控制之下，该启动

子只有当该宿主细胞暴露于一些特殊的外界刺激时才引发转录。另外，该启动子对于一种

特定的组织或器官或发育阶段也是特异性的。

[0079] 本发明涵盖了用能够表达一种感兴趣的多核苷酸(即一种单独地或与一种或多种

编码赋予所希望的性状的多肽的额外的核酸分子相组合而编码一种除草剂耐受性蛋白质

或它的保留了HPPD酶活性的变体的多核苷酸)的表达盒来转化植物。该表达盒在5’‑3’的转
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录方向上包括转录和翻译的起始区(即启动子)和多核苷酸开放阅读框。该表达盒可以任选

地包括在植物中起作用的转录和翻译终止区(即终止区)。在一些实施方案中，该表达盒包

括一种选择标记基因从而允许选择稳定的转化体。本发明的表达构建体还可以包括前导序

列和/或允许感兴趣的多核苷酸的诱导型表达的序列。

[0080] 该表达盒的调控序列有效连接到感兴趣的多核苷酸。本发明中所述调控序列包括

但不限于启动子、转运肽、终止子、增强子、前导序列、内含子以及其它可操作地连接到编码

所述除草剂耐受性蛋白质除草剂耐受性基因的调节序列。

[0081] 所述启动子为植物中可表达的启动子，所述的“植物中可表达的启动子”是指确保

与其连接的编码序列在植物细胞内进行表达的启动子。植物中可表达的启动子可为组成型

启动子。指导植物内组成型表达的启动子的示例包括但不限于，来源于花椰菜花叶病毒的

35S启动子、玉米Ubi启动子、水稻GOS2基因的启动子等。备选地，植物中可表达的启动子可

为组织特异的启动子，即该启动子在植物的一些组织内如在绿色组织中指导编码序列的表

达水平高于植物的其他组织(可通过常规RNA试验进行测定)，如PEP羧化酶启动子。备选地，

植物中可表达的启动子可为创伤诱导启动子。创伤诱导启动子或指导创伤诱导的表达模式

的启动子是指当植物经受机械或由昆虫啃食引起的创伤时，启动子调控下的编码序列的表

达较正常生长条件下有显著提高。创伤诱导启动子的示例包括但不限于，马铃薯和西红柿

的蛋白酶抑制基因(pinⅠ和pinⅡ)和玉米蛋白酶抑制基因(MPI)的启动子。

[0082] 所述转运肽(又称分泌信号序列或导向序列)是指导转基因产物到特定的细胞器

或细胞区室，对受体蛋白质来说，所述转运肽可以是异源的，例如，利用编码叶绿体转运肽

序列靶向叶绿体，或者利用‘KDEL’保留序列靶向内质网，或者利用大麦植物凝集素基因的

CTPP靶向液泡。

[0083] 所述前导序列包含但不限于，小RNA病毒前导序列，如EMCV前导序列(脑心肌炎病

毒5’非编码区)；马铃薯Y病毒组前导序列，如MDMV(玉米矮缩花叶病毒)前导序列；人类免疫

球蛋白质重链结合蛋白质(BiP)；苜蓿花叶病毒的外壳蛋白质mRNA的不翻译前导序列(AMV 

RNA4)；烟草花叶病毒(TMV)前导序列。

[0084] 所述增强子包含但不限于，花椰菜花叶病毒(CaMV)增强子、玄参花叶病毒(FMV)增

强子、康乃馨风化环病毒(CERV)增强子、木薯脉花叶病毒(CsVMV)增强子、紫茉莉花叶病毒

(MMV)增强子、夜香树黄化曲叶病毒(CmYLCV)增强子、木尔坦棉花曲叶病毒(CLCuMV)、鸭跖

草黄斑驳病毒(CoYMV)和花生褪绿线条花叶病毒(PCLSV)增强子。

[0085] 对于单子叶植物应用而言，所述内含子包含但不限于，玉米hsp70内含子、玉米泛

素内含子、Adh内含子1、蔗糖合酶内含子或水稻Act1内含子。对于双子叶植物应用而言，所

述内含子包含但不限于，CAT‑1内含子、pKANNIBAL内含子、PIV2内含子和“超级泛素”内含

子。

[0086] 所述终止子可以为在植物中起作用的适合多聚腺苷酸化信号序列，包括但不限

于，来源于农杆菌(Agrobacterium  tumefaciens)胭脂碱合成酶(NOS)基因的多聚腺苷酸化

信号序列、来源于蛋白酶抑制剂Ⅱ(pinⅡ)基因的多聚腺苷酸化信号序列、来源于豌豆

ssRUBISCO  E9基因的多聚腺苷酸化信号序列和来源于α‑微管蛋白(α‑tubulin)基因的多聚

腺苷酸化信号序列。

[0087] 本发明中所述“有效连接”表示核酸序列的联结，所述联结使得一条序列可提供对
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相连序列来说需要的功能。在本发明中所述“有效连接”可以为将启动子与感兴趣的序列相

连，使得该感兴趣的序列的转录受到该启动子控制和调控。当感兴趣的序列编码蛋白并且

想要获得该蛋白的表达时“有效连接”表示：启动子与所述序列相连，相连的方式使得得到

的转录物高效翻译。如果启动子与编码序列的连接是转录物融合并且想要实现编码的蛋白

的表达时，制造这样的连接，使得得到的转录物中第一翻译起始密码子是编码序列的起始

密码子。备选地，如果启动子与编码序列的连接是翻译融合并且想要实现编码的蛋白的表

达时，制造这样的连接，使得5’非翻译序列中含有的第一翻译起始密码子与启动子相连结，

并且连接方式使得得到的翻译产物与编码想要的蛋白的翻译开放读码框的关系是符合读

码框的。可以“有效连接”的核酸序列包括但不限于：提供基因表达功能的序列(即基因表达

元件，例如启动子、5’非翻译区域、内含子、蛋白编码区域、3’非翻译区域、聚腺苷化位点和/

或转录终止子)、提供DNA转移和/或整合功能的序列(即T‑DNA边界序列、位点特异性重组酶

识别位点、整合酶识别位点)、提供选择性功能的序列(即抗生素抗性标记物、生物合成基

因)、提供可计分标记物功能的序列、体外或体内协助序列操作的序列(即多接头序列、位点

特异性重组序列)和提供复制功能的序列(即细菌的复制起点、自主复制序列、着丝粒序

列)。

[0088] 本发明中所述的植物、植物组织或植物细胞的基因组，是指植物、植物组织或植物

细胞内的任何遗传物质，且包括细胞核和质体和线粒体基因组。

[0089] 在本发明中，术语“植物部分”或“植物组织”包括植物细胞、植物原生质体、植物可

以由之再生的植物细胞组织培养物、植物愈伤组织、植物簇以及在植物或以下植物的部分

中完整的植物细胞，这些植物的部分是如胚、花粉、胚珠、种子、叶、花、枝、果实、核、穗、穗

轴、外壳、茎、根、根尖、花药等等。

[0090] 本发明所述除草剂耐受性蛋白质可应用于多种植物中，所述双子叶植物包括但不

限于苜蓿、菜豆、花椰菜、甘蓝、胡萝卜 、芹菜、棉花、黄瓜、茄子、莴苣、甜瓜、豌豆、胡椒、西葫

芦、萝卜 、油菜、菠菜、大豆、南瓜、番茄、拟南芥、花生或西瓜；优选地，所述双子叶植物是指

黄瓜、大豆、拟南芥、烟草、棉花、花生或油菜。所述单子叶植物包括但不限于玉米、水稻、高

粱、小麦、大麦、黑麦、粟、甘蔗、燕麦或草坪草；优选地，所述单子叶植物是指玉米、水稻、高

粱、小麦、大麦、粟、甘蔗或燕麦。

[0091] 在本发明中术语“植物转化”是指将一种抗或耐受除草剂的多核苷酸单独地或与

编码赋予所希望的性状的多肽的一种或多种额外的核酸分子结合而克隆到一个表达系统

中，它就是被转化到了一种植物细胞中。本发明的受体和目标表达盒可以以多种公知的方

法被引入到植物细胞中。在多核苷酸的背景下，术语“引入”(例如，感兴趣的核苷酸构建体)

旨在表示以这样一种方式将多核苷酸提供给该植物，使得该多核苷酸获得对一种植物细胞

的内部的接近或实现。其中有待引入一个以上的多核苷酸，这些多核苷酸可以作为单个核

苷酸构建体的部分而进行组装，或者作为分开的核苷酸构建体，并且可以位于相同的或不

同的转化载体上。因此，或作为育种方案的一部分，例如在植物中的在一个单一的转化事件

中、在分开的转化事件中可以将这些多核苷酸引入到感兴趣的宿主细胞中。本发明的这些

方法并不取决于一种用于引入一个或多个多核苷酸到植物中的具体方法，仅仅是获得这个

或这些多核苷酸对于植物的至少一个细胞的内部的接近或实现。在本领域中已知的用于将

一个或多个多核苷酸引入到植物中的方法包括但不限于瞬时转化方法、稳定转化方法、病
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毒介导的方法或基因组编辑技术。

[0092] 术语“稳定转化”是指将外源基因导入植物基因组，且稳定地整合进该植物及其任

何连续世代的基因组中，导致外源基因稳定遗传。

[0093] 术语“瞬时转化”是指核酸分子或蛋白质导入植物细胞中，执行功能但不整合进植

物基因组中，导致外源基因不能稳定遗传。

[0094] 术语“基因组编辑技术”是指能够对基因组序列进行精确操作，实现基因定点突

变、插入、删除等操作的基因组修饰技术。目前基因组编辑技术主要有HE (homing 

endonuclease，归巢核酸内切酶)、ZFN技术(Zinc‑finger  nuclease，锌指核酸酶)、TALEN技

术(transcription  activator‑like  effector  nuclease，转录激活样效应因子核酸酶)、

CRISPR技术(Clustered  regulatory  interspaced  short  palindromic  repeat，成簇规律

间隔短回文重复)。

[0095] 对本领域技术人员而言，用于植物转化的可获得的众多转化载体是已知的，并且

与本发明有关的基因可以与任何上述载体结合使用。载体的选择将取决于优选的转化技术

以及用于转化的目标种类。对于某些目标种类，可以优选不同的抗生素或除草剂选择标记。

在转化中常规使用的选择标记包括赋予对卡那霉素以及相关抗生素或相关除草剂的抗性

的nptll基因(此基因被Bevan等人于1983年发表在《自然科学》第304卷184‑187页)、赋予对

除草剂草丁膦(还被称作草铵膦；参见White等人于1990年发表于《Nucl.AcidsRes》第18卷

1062页、Spencer等人于1990年发表于《Theor.Appl.Genet》第79卷625‑631页以及美国专利

5561236和5276268)抗性的pat和bar基因，赋予对抗生素潮霉素的抗性的hpn基因

(Blochinger&Diggelmann,Mol.Cell  Biol.4:2929‑2931)以及赋予对甲氨蝶呤的抗性的

dnfr基因(Bourouis等人1983年于《EMBO  J.》第2卷1099‑1104页)、赋予对草甘膦的抗性的

EPSPS基因(美国专利4940935和5188642)、也赋予对草甘膦的抗性的草甘膦N‑乙酰基转移

酶(GAT)基因(Castle等人于2004年在《Science》第304卷1151‑1154页；美国申请公开专利

20070004912，20050246798和20050060767中有描述)以及提供代谢甘露糖的6‑磷酸甘露糖

异构酶基因(美国专利5767378和5994629有描述)。

[0096] 用于再生植物的方法在本领域也是熟知的。例如，已经利用Ti质粒载体用于传送

外源DNA，以及直接DNA摄入、脂质体、电穿孔、显微注射以及微弹。

[0097] 本发明中所述种植系统是指植物、其显示的任一种除草剂耐受性和/或在植物发

育的不同阶段可用的除草剂处理的组合，产生高产和/或减弱损伤的植物。

[0098] 本发明中，所述杂草是指在植物生长环境中与耕种的目的植物竞争的植物。

[0099] 本发明术语“控制”和/或“防治”是指至少将有效剂量的吡唑啉酮类除草剂直接施

用(例如通过喷雾)到植物生长环境中，使杂草发育最小化和/或停止生长。同时，耕种的目

的植物在形态上应是正常的，且可在常规方法下培养以用于产物的消耗和/或生成；优选

地，与非转基因的野生型植株相比具有减弱的植物损伤和/或具有增加的植物产量。所述具

有减弱的植物损伤，具体表现包括但不限于改善的茎秆抗性、和/或提高的籽粒重量等。所

述除草剂耐受性蛋白质对杂草的“控制”和/或“防治”作用是可以独立存在的，不因其它可

“控制”和/或“防治”杂草的物质的存在而减弱和/或消失。具体地，转基因植物(含有编码除

草剂耐受性蛋白质的基因)的任何组织同时和/或不同步地，存在和/或产生，所述除草剂耐

受性蛋白质和/或可控制杂草的另一种物质，则所述另一种物质的存在既不影响所述除草
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剂耐受性蛋白质对杂草的“控制”和/或“防治”作用，也不能导致所述“控制”和/或“防治”作

用完全和/或部分由所述另一种物质实现，而与所述除草剂耐受性蛋白质无关。

[0100] 本发明中所述的“植物繁殖体”包括但不限于植物有性繁殖体和植物无性繁殖体。

所述植物有性繁殖体包括但不限于植物种子；所述植物无性繁殖体是指植物体的营养器官

或某种特殊组织，其可以在离体条件下产生新植株；所述营养器官或某种特殊组织包括但

不限于根、茎和叶，例如：以根为无性繁殖体的植物包括草莓和甘薯等；以茎为无性繁殖体

的植物包括甘蔗和马铃薯(块茎)等；以叶为无性繁殖体的植物包括芦荟和秋海棠等。

[0101] 本发明可赋予植物新除草剂抗性性状，并且未观察到对表型包括产量的不良影

响。本发明中植物能耐受住如至少一种受试除草剂2×、3×、或4×一般应用水平。这些耐性

水平的提高在本发明的范围之内。例如可对本领域已知的多种技术进行可预见到的优化和

进一步发展，以增加给定基因的表达。

[0102] 本发明提供了一种除草剂耐受性蛋白质、其编码基因及用途，具有以下优点：

[0103] 1、本发明除草剂耐受性蛋白质可以赋予植物对HPPD抑制剂除草剂产生耐受性，至

少可以耐受1倍大田浓度的苯吡唑草酮。

[0104] 2、本发明除草剂耐受性蛋白质在植物上应用前景广阔。

[0105] 下面通过附图和实施例，对本发明的技术方案做进一步的详细描述。

附图说明

[0106] 图1为本发明含有所述HP1核苷酸序列的原核重组表达载体DBN11765结构示意图；

[0107] 图2为除草剂耐受性蛋白质HP1在不同浓度梯度的HPPD抑制剂除草剂(苯吡唑草

酮、硝磺草酮或二酮腈)条件下的酶活力效果图；

[0108] 图3为除草剂耐受性蛋白质HP1‑1在不同浓度梯度的HPPD抑制剂除草剂(苯吡唑草

酮、硝磺草酮或二酮腈)条件下的酶活力效果图；

[0109] 图4为除草剂耐受性蛋白质HP1‑2在不同浓度梯度的HPPD抑制剂除草剂(苯吡唑草

酮、硝磺草酮或二酮腈)条件下的酶活力效果图；

[0110] 图5为本发明含有所述HP1M核苷酸序列的拟南芥重组表达载体DBN11770结构示意

图；

[0111] 图6为本发明对照重组表达载体DBN11770N结构示意图。

具体实施方式

[0112] 下面通过具体实施例进一步说明本发明除草剂耐受性蛋白质、其编码基因及用途

的技术方案。

[0113] 第一实施例、HP1基因的突变和筛选

[0114] 1、合成HP1基因

[0115] 合成所述HP1基因的核苷酸序列，如序列表中SEQ  ID  NO:2所示，其编码HP1蛋白，

如序列表中SEQ  ID  NO:1所示。依据拟南芥偏好性密码子获得编码相应于所述HP1的氨基酸

序列的HP1M核苷酸序列，如序列表中SEQ  ID  NO:3所示。

[0116] 2、构建HP1基因突变文库

[0117] 将上述合成的HP1基因经PCR扩增后，按照Takara公司产品pUC118载体(Takara，
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CAT：3318)说明书的操作步骤，克隆到载体pUC118上，然后将上述连接后的产物导入大肠杆

菌DH5α作为模板，用正向引物和反向引物进行易错PCR，使得HP1基因由于碱基随机错配而

发生突变。

[0118] 引物和易错PCR反应体系如下：

[0119] 正向引物：5’‑cccaagcttgatggccgccgattccgaaaatc‑3’，如序列表中SEQ  ID  NO:4

所示(下划线为HindIII酶切位点)；

[0120] 反向引物：5’‑cgcggatcctcaggcatcgaccgtcacaacg‑3’，如序列表中SEQ  ID  NO:5

所示(下划线为BamHI酶切位点)；

[0121] 易错PCR反应体系(总体积50μL)为：

[0122]

[0123] 所述质粒DNA模板的浓度为1‑10ng/μL，所述正向引物的浓度为10μM，所述反向引

物的浓度为10μM。
[0124] 易错PCR反应条件为：

[0125]

[0126] 将上述易错PCR产物通过7g/L的琼脂糖凝胶电泳并切胶回收，利用HindIII和

BamHI对切胶回收后的易错PCR产物和pUC118载体进行双酶切，并将酶切产物提纯后通过

T4‑DNA连接酶进行酶连，然后转化到对苯吡唑草酮敏感的大肠杆菌DH5α中，构建HP1基因随

机突变文库。

[0127] 3、对HP1基因突变文库进行筛选

[0128] 将上述突变文库中的转化产物接种于含有300μM苯吡唑草酮的2mL  LB液体培养基

(氨苄青霉素100mg/L、酪氨酸800mg/L)的48孔板中，在温度37℃、180rpm恒温摇床中震荡培

养。观察菌株的生长状况，待菌株生长至OD  0 .4‑0 .6时，向上述LB液体培养基中添加1mM 

IPTG后继续培养，观察培养基的颜色变化。

[0129] 因大肠杆菌中存在酪氨酸氨基转移酶，其可催化酪氨酸生成对羟苯基丙酮酸

(HPP)，HPP可作为HPPD的底物而被利用，HPPD催化反应后的产物HG可以自发氧化聚合产生

棕红色脓黑素，但HPPD抑制剂能够抑制HPPD酶活性进而抑制颜色生成。因而，可根据LB液体
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培养基中是否产生棕红色来对上述突变文库进行高通量筛选，分离在上述含有300μM苯吡

唑草酮的培养基上仍能产生棕红色的大肠杆菌DH5α以获得抗性基因。

[0130] 4、获得突变的抗性基因

[0131] 测序结果表明获得两个HP1突变的抗性基因，分别命名为HP1‑1和HP1‑2，所述HP1‑

1核苷酸序列第475位由原来的A突变为G，导致其氨基酸序列第159位由原来的苏氨酸突变

为丙氨酸；所述HP1‑2核苷酸序列第772和第773位由原来的CA突变为AT，导致其氨基酸序列

第258位由原来的谷氨酰胺突变为甲硫氨酸。

[0132] 除草剂耐受性蛋白质HP1‑1的氨基酸序列，如序列表中SEQ  ID  NO:6所示，编码相

应于所述除草剂耐受性蛋白质HP1‑1的氨基酸序列的HP1‑1核苷酸序列，如序列表中SEQ  ID 

NO:7所示；依据拟南芥偏好性密码子获得编码相应于所述除草剂耐受性蛋白质HP1‑1的氨

基酸序列的HP1‑1M核苷酸序列，如序列表中SEQ  ID  NO:8所示。

[0133] 除草剂耐受性蛋白质HP1‑2的氨基酸序列，如序列表中SEQ  ID  NO:9所示，编码相

应于所述除草剂耐受性蛋白质HP1‑2的氨基酸序列的HP1‑2核苷酸序列，如序列表中SEQ  ID 

NO:10所示；依据拟南芥偏好性密码子获得编码相应于所述除草剂耐受性蛋白质HP1‑2的氨

基酸序列的HP1‑2M核苷酸序列，如序列表中SEQ  ID  NO:11所示。

[0134] 第二实施例、除草剂耐受性蛋白质HP1‑1和HP1‑2对HPPD抑制剂除草剂的耐受性效

果检测

[0135] 1、合成HP1、HP1‑1和HP1‑2的核苷酸序列

[0136] 将所述HP1核苷酸序列(SEQ  ID  NO:2)、HP‑1核苷酸序列(SEQ  ID  NO:7)和HP1‑2核

苷酸序列(SEQ  ID  NO:10)的5’和3’端分别连接通用接头引物1：

[0137] 5’端通用接头引物1：5’‑taagaaggagatatacatatg‑3’，如序列表中SEQ  ID  NO:12

所示；

[0138] 3’端通用接头引物1：5’‑gtggtggtggtggtgctcgag‑3’，如序列表中SEQ  ID  NO:13

所示。

[0139] 2、原核重组表达载体的构建和重组菌株的获得

[0140] 利用限制性内切酶Nde  I和Xho  I对原核表达载体DBNBC‑01进行双酶切反应，从而

对原核表达载体线性化，酶切产物纯化得到线性化的DBNBC‑01表达载体骨架(载体骨架：

pET‑29a(+))，将连接所述通用接头引物1的所述HP1核苷酸序列与所述线性化的DBNBC‑01

表达载体骨架进行重组反应，操作步骤按照Takara公司In‑Fusion无缝连接产品试剂盒

(Clontech，CA，USA，CAT：121416)说明书进行，构建成重组表达载体DBN11765，其载体结构

如图1所示(F1  ori：噬菌体F1的复制起点；Kan：卡那霉素抗性基因；Ori：复制起始点；Rop：

Rop基因，编码ROP蛋白；T7  promoter：T7  RNA聚合酶启动子；HP1：HP1核苷酸序列(SEQ  ID 

NO:2)；6xHis：亲和标签，编码6个连续的His，用来作为纯化目标蛋白的标签；T7 

terminator：T7  RNA聚合酶的终止子；LacI  operator：乳糖操纵子的操纵区；lacI 

promoter：lacI启动子；lacI：乳糖操纵子调节基因)。

[0141] 将重组表达载体DBN11765用热激方法转化大肠杆菌BL21(DE3)感受态细胞，其热

激条件为：50μL大肠杆菌BL21(DE3)感受态细胞、10μL质粒DNA(重组表达载体DBN11765)，42

℃水浴30s；37℃振荡培养1h(100rpm转速下摇床摇动)；然后在含50mg/L卡那霉素

(Kanamycin)的所述LB固体平板上于温度37℃条件下培养12h，挑取白色菌落，在LB液体培
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养基(胰蛋白胨10g/L、酵母提取物5g/L、NaCl  10g/L、卡那霉素50mg/L，用NaOH调pH至7.5)

中于温度37℃条件下培养过夜。碱法提取其质粒。将提取的质粒进行测序鉴定，结果表明重

组表达载体DBN11765在Nde  I和Xho  I位点间的核苷酸序列为分别为序列表中SEQ  ID  NO:2

所示的核苷酸序列，保存重组菌株BL21(HP1)备用。

[0142] 按照上述构建重组表达载体DBN11765的方法，将连接所述通用接头引物1的所述

HP1‑1核苷酸序列和HP1‑2核苷酸序列分别与所述线性化的DBNBC‑01表达载体骨架进行重

组反应，依次得到重组表达载体DBN11774和DBN11775。将重组表达载体DBN11774和

DBN11775用热激方法分别转化大肠杆菌BL21(DE3)感受态细胞并用碱法提取其质粒，将提

取的质粒进行测序验证，结果表明重组表达载体DBN11774和DBN11775中的核苷酸序列分别

含有序列表中SEQ  ID  NO:7所示核苷酸序列和SEQ  ID  NO:10所示核苷酸序列，即所述HP1‑1

核苷酸序列和HP1‑2核苷酸序列正确插入。保存得到的重组菌株BL21(HP1‑1)和BL21(HP1‑

2)备用。

[0143] 3、除草剂耐受性蛋白质在大肠杆菌中的表达及纯化

[0144] 将所述重组菌株BL21(HP1)、BL21(HP1‑1)和BL21(HP1‑2)分别单克隆接种在100mL

的LB培养基(胰蛋白胨10g/L、酵母提取物5g/L、NaCl  10g/L、氨苄青霉素100mg/L，用NaOH调

pH至7.5)中培养至浓度为OD600nm＝0.6‑0.8，加入浓度为0.4mM的IPTG，在温度16℃下诱导

12h。收集菌体，用15mL  PBS缓冲液 (50mM，pH  7 .4)重悬菌体，超声破碎(X0‑900D 

ultrasonic  processor  ultrasonic  processor，30％intensity)10min，然后离心，收集上

清，用镍离子亲和层析柱分别对获得的上述除草剂耐受性蛋白质进行纯化，用SDS‑PAGE蛋

白电泳检测纯化结果，条带大小和理论预测的条带大小一致。

[0145] 4、测定HP1、HP1‑1和HP1‑2对HPPD抑制剂除草剂的耐受性

[0146] 酶活反应体系(1mL)：含有25μg反应酶(上述纯化获得的所述除草剂耐受性蛋白质

HP1、HP1‑1或HP1‑2)、0.2mM  HPP底物、1mM  Fe2+、1mM抗坏血酸、不同浓度梯度(浓度分别为0μ
M、5μM、10μM、20μM、30μM、40μM和50μM)的苯吡唑草酮(硝磺草酮或二酮腈)，缓冲体系为浓度

50mM的PBS缓冲液(pH  7.4)，温度30℃下在水浴锅中反应20min，每个反应以加入反应酶开

始计时，沸水浴5min终止酶反应体系。

[0147] 将上述终止的酶反应体系离心过滤，取20μL滤液进行高效液相色谱(HPLC)分析，

HPLC条件为：流动相为乙腈:水(30:70，V/V)，水中添加0.1％的三氟乙酸。C18反相色谱柱(5

μm，250mm×4.6mm)，柱温为40℃，VWD‑3100单波长紫外检测器，检测波长为292nm，进样量为

20μL，流速为1.0mL/min。经HPLC分析，酶促反应产物与尿黑酸标样的出峰时间一致，而不加

酶的反应体系中无尿黑酸的生成。根据体系中加入的不同浓度的HPPD抑制剂除草剂(苯吡

唑草酮、硝磺草酮或二酮腈)来检测HP1、HP1‑1和HP1‑2的抗性情况，具体为：以不加HPPD抑

制剂除草剂时的酶活为100％，计算加入HPPD抑制剂除草剂时的相对酶活，采用HPLC测定产

物尿黑酸的生成量来计算HPPD抑制剂除草剂对HP1、HP1‑1和HP1‑2的IC50(酶活催化反应被

抑制50％时HPPD抑制剂除草剂的浓度)。一个酶活力单位定义为：在pH  7.4、温度30℃条件

下1min内生成1μmol尿黑酸所需的酶量。实验结果如图2‑4所示(除草剂耐受性蛋白质HP1、

HP1‑1和HP1‑2在不同浓度梯度的HPPD抑制剂除草剂(苯吡唑草酮、硝磺草酮或二酮腈)条件

下的酶活效果图)，利用Prism  6.0软件，通过非线性拟合计算苯吡唑草酮、硝磺草酮和二酮

腈对HP1、HP1‑1和HP1‑2的IC50值，结果如表1所示。
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[0148] 表1、HPPD抑制剂除草剂苯吡唑草酮、硝磺草酮和二酮腈对HP1、HP1‑1和HP1‑2的半

抑制浓度

[0149]

[0150] 表1的结果表明：除草剂耐受性蛋白质HP1、HP1‑1和HP1‑2对HPPD抑制剂除草剂(苯

吡唑草酮、硝磺草酮和二酮腈)均具有不同程度的耐受性；与所述除草剂耐受性蛋白质HP1

相比，纯化后的所述除草剂耐受性蛋白质HP1‑1和HP1‑2对HPPD抑制剂除草剂的抗性更优。

[0151] 第三实施例、转基因拟南芥植株的获得和验证

[0152] 1、分别构建含有HP1、HP1‑1或HP1‑2基因的拟南芥重组表达载体

[0153] 将上述第一实施例1中所述HP1M核苷酸序列(SEQ  ID  NO:3)、上述第一实施例4中

所述HP1‑1M核苷酸序列(SEQ  ID  NO:8)和HP1‑2M核苷酸序列(SEQ  ID  NO:11)的5’和3’端分

别连接通用接头引物2：

[0154] 5’端通用接头引物2：5’‑agtttttctgattaacagactagt‑3’，如序列表中SEQ  ID  NO:

14所示；

[0155] 3’端通用接头引物2：5’‑caaatgtttgaacgatcggcgcgcc‑3’，如序列表中SEQ  ID 

NO:15所示。

[0156] 利用限制性内切酶Spe  I和Asc  I对植物表达载体DBNBC‑02进行双酶切反应，从而

对植物表达载体线性化，酶切产物纯化得到线性化的DBNBC‑02表达载体骨架(载体骨架：

pCAMBIA2301(CAMBIA机构可以提供))，将连接所述通用接头引物2的所述HP1M核苷酸序列

与所述线性化的DBNBC‑02表达载体骨架进行重组反应，操作步骤按照Takara公司In‑

Fusion无缝连接产品试剂盒(Clontech，CA，USA，CAT：121416)说明书进行，构建成重组表达

载体DBN11770，其结构示意图如图5所示(Spec：壮观霉素基因；RB：右边界；eFMV：玄参花叶

病毒的34S增强子(SEQ  ID  NO:16)；prBrCBP：油菜真核延长因子基因1α(Tsf1)的启动子

(SEQ  ID  NO:17)；spAtCTP2：拟南芥叶绿体转运肽(SEQ  ID  NO:18)；EPSPS：5‑烯醇丙酮酸莽

草酸‑3‑磷酸合酶基因(SEQ  ID  NO:19)；tPsE9：豌豆RbcS基因的终止子(SEQ  ID  NO:20)；

prAtUbi10：拟南芥泛素(Ubiquitin)10基因的启动子(SEQ  ID  NO:21)；spAtCTP2：拟南芥叶

绿体转运肽(SEQ  ID  NO:18)；HP1M：HP1M核苷酸序列(SEQ  ID  NO:3)；tNos：胭脂碱合成酶基

因的终止子(SEQ  ID  NO:22)；pr35S：花椰菜花叶病毒35S启动子(SEQ  ID  NO:23)；PAT：膦丝

菌素N‑乙酰基转移酶基因(SEQ  ID  NO:24)；t35S：花椰菜花叶病毒35S终止子(SEQ  ID  NO:

25)；LB：左边界)。

[0157] 将重组表达载体DBN11770用热激方法转化大肠杆菌T1感受态细胞，其热激条件

为：50μL大肠杆菌T1感受态细胞、10μL质粒DNA(重组表达载体DBN11770)，42℃水浴30s；37

℃振荡培养1h(100rpm转速下摇床摇动)；然后在含50mg/L壮观霉素(Spectinomycin)的所

述LB固体平板(胰蛋白胨10g/L、酵母提取物5g/L、NaCl  10g/L、琼脂15g/L，用NaOH调pH至

7.5)上于温度37℃条件下培养12h，挑取白色菌落，在LB液体培养基(胰蛋白胨10g/L、酵母
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提取物5g/L、NaCl  10g/L、壮观霉素50mg/L，用NaOH调pH至7.5)中于温度37℃条件下培养过

夜。碱法提取其质粒：将菌液在12000rpm转速下离心1min，去上清液，沉淀菌体用100μl冰预

冷的溶液I(25mM  Tris‑HCl、10mM  EDTA(乙二胺四乙酸)、50mM葡萄糖，pH8.0)悬浮；加入200

μL新配制的溶液II(0.2M  NaOH、1％SDS(十二烷基硫酸钠))，将管子颠倒4次，混合，置冰上

3‑5min；加入150μL冰冷的溶液III(3M醋酸钾、5M醋酸)，立即充分混匀，冰上放置5‑10min；

于温度4℃、转速12000rpm条件下离心5min，在上清液中加入2倍体积无水乙醇，混匀后室温

放置5min；于温度4℃、转速12000rpm条件下离心5min，弃上清液，沉淀用浓度(V/V)为70％

的乙醇洗涤后晾干；加入30μL含RNase(20μg/mL)的TE(10mM  Tris‑HCl、1mM  EDTA，pH8.0)溶

解沉淀；于温度37℃下水浴30min，消化RNA；于温度‑20℃保存备用。将提取的质粒进行测序

鉴定，结果表明重组表达载体DBN11770在Spe  I和Asc  I位点间的核苷酸序列为序列表中

SEQ  ID  NO:3所示的核苷酸序列，即所述HP1M核苷酸序列。

[0158] 按照上述构建重组表达载体DBN11770的方法，将分别连接所述通用接头引物2的

所述HP1‑1M核苷酸序列、HP1‑2M核苷酸序列分别与所述线性化的DBNBC‑02表达载体骨架进

行重组反应，依次得到重组表达载体DBN11777和DBN11778。测序验证重组表达载体

DBN11777和DBN11778中的核苷酸序列分别含有序列表中SEQ  ID  NO:8所示核苷酸序列和

SEQ  ID  NO:11所示核苷酸序列，即所述HP1‑1M核苷酸序列和HP1‑2M核苷酸序列正确插入。

[0159] 按照上述构建重组表达载体DBN11770的方法，构建对照重组表达载体DBN11770N，

其载体结构如图6所示(Spec：壮观霉素基因；RB：右边界；eFMV：玄参花叶病毒的34S增强子

(SEQ  ID  NO:16)；prBrCBP：油菜真核延长因子基因1α(Tsf1)的启动子(SEQ  ID  NO:17)；

spAtCTP2：拟南芥叶绿体转运肽(SEQ  ID  NO:18)；EPSPS：5‑烯醇丙酮酸莽草酸‑3‑磷酸合酶

基因(SEQ  ID  NO:19)；tPsE9：豌豆RbcS基因的终止子(SEQ  ID  NO:20)；pr35S：花椰菜花叶

病毒35S启动子(SEQ  ID  NO:23)；PAT：膦丝菌素N‑乙酰基转移酶基因(SEQ  ID  NO:24)；

t35S：花椰菜花叶病毒35S终止子(SEQ  ID  NO:25)；LB：左边界)。

[0160] 2、拟南芥重组表达载体转化农杆菌

[0161] 对己经构建正确的重组表达载体DBN11770、DBN11777、DBN11778和对照重组表达

载体DBN11770N分别用液氮法转化到农杆菌GV3101中，其转化条件为：100μL农杆菌GV3101、

3μL质粒DNA(重组表达载体)；置于液氮中10min，37℃温水浴10min；将转化后的农杆菌

GV3101接种于LB试管中于温度28℃、转速为200rpm条件下培养2h，涂于含50mg/L的利福平

(Rifampicin)和50mg/L的壮观霉素的所述LB固体平板上直至长出阳性单克隆，挑取单克隆

培养并提取其质粒，将提取的质粒进行测序鉴定，结果表明重组表达载体DBN11770、

DBN11777、DBN11778和DBN11770N结构完全正确。

[0162] 3、转基因拟南芥植株的获得

[0163] 将野生型拟南芥种子悬浮于0.1％(w/v)琼脂糖溶液中。将悬浮的种子在4℃下保

存2天以完成对休眠的需要以保证种子同步萌发。用蛭石混合马粪土并用水地下灌溉至湿

润，使土壤混合物排水24h。将预处理后的种子种在土壤混合物上并用保湿罩覆盖7天。使种

子萌发并在恒温(22℃)恒湿(40‑50％)光强度为120‑150μmol/m2s‑1的长日照条件(16h光

照/8h黑暗)下在温室中培养植物。开始用霍格兰营养液灌溉植物，接着用去离子水灌溉，保

持土壤潮湿但不湿透。

[0164] 使用花浸泡法转化拟南芥。用选取的农杆菌菌落接种一份或多份15‑30mL含壮观
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霉素(50mg/L)和利福平(10mg/L)的LB培养液的预培养物。以220rpm转速将预培养物在温度

28℃恒速摇动孵育过夜。每个预培养物用于接种两份500ml含壮观霉素(50mg/L)和利福平

(10mg/L)的所述YEP培养液的培养物并将培养物在温度28℃持续摇动孵育过夜。室温以转

速约4000rpm离心20min沉淀细胞，弃去得到的上清液。将细胞沉淀轻柔重悬于500mL渗透培

养基中，所述渗透培养基含有1/2×MS盐/B5维生素、10％(w/v)蔗糖、0.044μM苄氨基嘌呤

(10μL/L(1mg/mL  DMSO中的原液))和300μL/LSilvet  L‑77。将约1月龄的拟南芥植物在含重

悬细胞的渗透培养基中浸泡5min，确保浸没最新的花序。接着将拟南芥植物侧面放倒并覆

盖，黑暗环境下保湿24h后，在温度22℃以16h光照/8h黑暗的光周期正常培养拟南芥植物。

约4周后收获种子。

[0165] 将新收获的(HP1M核苷酸序列、HP1‑1M核苷酸序列、HP1‑2M核苷酸序列、和对照载

体DBN11770N)T1种子在室温干燥7天。将种子种在26.5cm×51cm萌发盘中，每盘接受200mg 

T1种子(约10000个种子)，所述种子事先已悬浮于蒸馏水中并在温度4℃下保存2天以完成

对休眠的需要以保证种子同步萌发。

[0166] 用蛭石混合马粪土并用水底部灌溉至湿润，利用重力排水。用移液管将预处理后

的种子均匀地种在土壤混合物上，并用保湿罩覆盖4‑5天。在使用出苗后喷洒草铵膦(选择

共转化的PAT基因)进行最初转化体选择的前1天移去罩。在7个种植天数后(DAP)并于11DAP

再次使用DeVilbiss压缩空气喷嘴以10mL/盘(703L/ha)的喷洒体积用Liberty除草剂(200g 

ai/L的草铵膦)的0.2％溶液喷洒T1植物(分别为子叶期和2‑4叶期)，以提供每次应用280g 

ai/ha有效量的草铵膦。在最后喷洒后4‑7天鉴定存活株(生长活跃的植物)，并分别移植到

用马粪土和蛭石制备的7cm×7cm的方盆中(每盘3‑5棵)。用保湿罩覆盖移植的植物3‑4天，

并如前置于温度22℃培养室中或直接移入温室。接着移去罩并在测试HP1M基因、HP1‑1M基

因和HP1‑2M基因提供苯吡唑草酮除草剂耐受性的能力之前至少1天将植物栽种到温室(温

度22±5℃，50±30％RH，14h光照:10h黑暗，最小500μE/m2s‑1天然+补充光)。

[0167] 4、转基因拟南芥植株的除草剂耐受性效果检测

[0168] 首先使用草铵膦选择方案从未转化种子背景中选择T1转化体。转化重组表达载体

DBN11770的为转入HP1M核苷酸序列的拟南芥植株(HP1)，转化重组表达载体DBN11777的为

转入HP1‑1M核苷酸序列的拟南芥植株(HP1‑1)，转化重组表达载体DBN11778的为转入HP1‑

2M核苷酸序列的拟南芥植株(HP1‑2)，转化重组表达载体DBN11770N的为转入对照重组表达

载体的拟南芥植株(对照载体)。筛选了约20000个HP1的T1种子，并鉴定了213株T1代阳性转

化子(PAT基因)，约1.0％的转化效率；筛选了约20000个HP1‑1的T1种子，并鉴定了195株T1代

阳性转化子(PAT基因)，约1 .0％的转化效率；筛选了约20000个HP1‑2的T1种子，并鉴定了

195株T1代阳性转化子(PAT基因)，约1 .0％的转化效率；筛选了约20000个对照载体的T1种

子，并鉴定了172株T1代阳性转化子(PAT基因)，约0.86％的转化效率。

[0169] 分别将HP1拟南芥T1植株、HP1‑1拟南芥T1植株、HP1‑2拟南芥T1植株、对照载体的拟

南芥T1植株和野生型拟南芥植株(CK)(播种后18天)分别用3种浓度的苯吡唑草酮进行喷洒

以检测拟南芥的除草剂耐受性，即25gai/ha(1倍大田浓度，1×)、100g  ai/ha(4倍大田浓

度，4×)和0g  ai/ha(水，0×)。在喷施7天(7DAT)后，根据叶片白化面积比例(叶片白化面积

比例＝叶片白化面积/叶片总面积×100％)来统计每株植株受除草剂的损伤程度：以基本

无白化表型为0级，叶片白化面积比例小于50％为1级，叶片白化面积比例大于50％为2级，
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叶片白化面积比例100％为3级。按照公式X＝[ Σ (N×S)/(T×M)]×100对每个重组表达载

体的转化事件抗性表现进行评分。(X‑药害评分、N‑同级受害株数、S‑药害等级数、T‑总株

数、M‑最高药害等级)，根据分值进行抗性评价：高抗植株(0‑15分)、中抗植株(16‑33分)、低

抗植株(34‑67分)、不抗植株(68‑100分)。实验结果如表2所示。

[0170] 表2、转基因拟南芥T1植株对苯吡唑草酮的耐受性实验结果

[0171]

[0172]

[0173] 表2的结果表明：相比于转入对照载体DBN11770N的拟南芥T1植株和野生型拟南芥

植株，转入HP1M核苷酸序列的拟南芥T1植株、转入HP1‑1M核苷酸序列的拟南芥T1植株和转入

HP1‑2M核苷酸序列的拟南芥T1植株均能够对苯吡唑草酮产生不同程度的耐受性；相比转入

HP1M核苷酸序列的拟南芥T1植株，转入HP1‑1M核苷酸序列的拟南芥T1植株和转入HP1‑2M核

苷酸序列的拟南芥T1植株对苯唑草酮抗性更优。

[0174] 综上所述，本发明所述除草剂耐受性蛋白质HP1的氨基酸序列第159位由苏氨酸突

变为丙氨酸或第258位由谷氨酰胺突变为甲硫氨酸(所述除草剂耐受性蛋白质HP1‑1或HP1‑

2)时可以对HPPD抑制剂除草剂表现出较高的耐受性，且上述除草剂耐受性蛋白质可以耐受

1倍大田浓度的苯吡唑草酮(中抗)，因此在植物上应用前景广阔。

[0175] 最后所应说明的是，以上实施例仅用以说明本发明的技术方案而非限制，尽管参

照较佳实施例对本发明进行了详细说明，本领域的普通技术人员应当理解，可以对本发明

的技术方案进行修改或者等同替换，而不脱离本发明技术方案的精神和范围。
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