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利用 96孔板建立除草剂微量活体筛选方法初探
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摘 　要 : 以马唐、稗草、反枝苋 3种杂草为指示植物 ,采用 96孔板建立了化合物除草活性微量活

体筛选方法。从 6种培养基中筛选出最适合 3种指示杂草生长的 Ⅰ号培养基 ,以传统盆栽法为对

照 ,进行了 96孔板苗前处理微量活体筛选方法 (以下简称 96孔板法 )的研究。结果表明 : 96孔板

法以指示杂草的株高受抑制情况作为评价指标较为合适 ; 3种供试除草剂采用 96孔板法对 3种指

示杂草所表现出的杀草活性要高于盆栽法 ;乙氧氟草醚、二甲戊灵、氟乐灵盆栽法的 EC50和 EC90值

分别是 96孔板法的 1. 44～21. 47倍和 1. 47～32. 84倍 ;采用 96孔板法 ,乙氧氟草醚对马唐和反枝

苋、二甲戊灵对稗草的活性最高 , EC50值分别为 0. 79、0. 73和 0. 45μg /mL , EC90值也分别只有

3. 13、1. 72和 1. 36μg /mL。96孔板法达到了微量、敏感、节省时间和空间的要求 ,是发现先导化合

物除草活性较适宜的微量活体筛选方法。
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Abstract: U sing D ig ita ria sangu ina lis (L. ) Scop, Ech inoch loa crus2ga lli (L. ) B eauv. and Am a ran2
thus re troflexus L. as ind ica to r p lan ts, an in vivo m icro2screen ing m ethod fo r the he rb ic ida l ac tiv ity w as

stud ied. F irs tly, m ed ium I w as se lec ted from six m edium s, w h ich w as the m ost su itab le one for g row th

of those ind ica to r w eeds. Second ly, 962w ell p la tes test w as conduc ted as an in vivo m icro2sc reen ing

m ethod com paring w ith trad itiona l po t experim en t. The resu lts show ed tha t the m ost su itab le eva lua tion

index for 962w ell p la tes tes t w as the inh ib ition of p lan t he igh t. The herb ic id ia l ac tiv ity w ith 962w ell

p la tes tes t w as m ore sensitive than tha t of po t exp erim en t. The EC50 and EC90 va lue of oxyfluorfen,

pend im e tha lin and trif lu ra lin to w eeds by p o t expe rim en t w ere 1. 4 4 2 to 2 1. 4 7 2fo lds and 1. 4 7 2 to
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32. 842fo lds h igher than those by 962w ell p la tes tes t, respec tive ly. B y 962w ell p la tes tes t, oxyf luorfen

show ed the h ighest ac tiv ity to D 1sangu ina lis and A1 re troflexus, and pend im e tha lin show ed the h ighest

activity to E1crus2ga lli1The EC50 value to the three p lants w as 0. 79, 0. 73 and 0. 45μg /mL, respectively,

and the EC90 value w as 3. 13, 1. 72 and 1. 36μg /mL, respec tive ly. The 962w ell p la tes test w as sensitive

and needed sm all am ount of com pounds. Th is m ethod w as su itab le fo r d iscovering the he rb ic ida l

ac tiv ity of new com pounds.

Key words: in vivo m icro2screen ing; herb ic ida l ac tiv ity; 962w ell p la tes; po t experim en t

　　农药在保护农作物免受有害生物侵害 ,保证

作物产量和质量方面起着举足轻重的作用。然而

由于人们对农药生物活性及环境相容性的要求越

来越高 ,使得新农药的创制难度加大 ,费用也日益

增高 ,到 20世纪末 ,开发一个新农药品种的费用

已高达 2亿美元 [ 1 ] 。生物测定作为筛选新农药的

重要手段 ,已经得到广泛的应用。新化合物的发

现需要生物测定方法的不断革新 ,发现新的生物

测定方法有利于发现新的化合物 [ 2, 3 ] 。因此 ,生物

测定方法的研究越来越受到农药研究人员的关

注。

自发现并使用除草剂以来 ,其筛选方法已经

发生了巨大的变化 ,从传统的筛选方法发展到了

高通量 ( H TS )筛选技术。由于高通量筛选技术年

筛选量可达 10万甚至 100万个化合物 ,并且具有

微量化、自动化、快速、灵敏等优点 ,目前国外各大

农药公司均将其作为发现新化合物的主要手

段 [ 4 ] 。但是 ,高通量离体筛选是以细胞、酶、受体

等为靶标 ,不包含生物体的全部信息 ,常因植物体

吸收、传导、代谢等因素的影响而出现与常规筛选

结果差异很大的现象 [ 4～7 ] 。因此 ,自 2004起 ,国外

农药工作者开始了对微量活体筛选技术的研究 ,

但至今尚未见这方面的公开报道。

我国新农药创制工作起步较晚 ,目前国内对

新化合物除草活性的筛选仍普遍采用传统的平皿

法、小杯法、浮萍法、小球藻法以及盆栽法等 [ 8～12 ]
,

这些方法需用化合物的量较多 ,试验占用空间大 ,

并且操作较为复杂 ,影响了筛选的顺利进行。为

了改进筛选方法 ,作者在除草剂微量活体筛选技

术方面进行了探索和研究 ,采用 96孔板法对除草

剂的除草活性进行评价 ,目的在于寻找一种既能

显著减少化合物用量 ,又能真实反映其生物活性

的微量快速筛选方法 ,为尽快寻找具有除草生物

活性的先导化合物提供技术支持。

1　试验材料

1. 1　供试药剂

95%乙氧氟草醚 ( oxyf luo rfen)原药 (浙江巨化

股份有限公 司 兰 溪 农 药 厂 ) ; 95% 二 甲 戊 灵

( p end im e tha lin)原药 (山东华阳农药集团 ) ; 97%氟

乐灵 ( trif lu ra lin)原药 (山东侨昌化学有限公司 )。

1. 2　供试杂草

马唐 D ig ita ria sangu ina lis ( L. ) Scop、稗草

Ech inoch loa c rus2ga lli ( L. ) B eauv. 、反 枝 苋

Am a ran thus re troflexus L 1。

2　试验方法

2. 1　培养基筛选

在 H oag land和 Snyde、日本园试配方、H ew itt、

Knop、M S 5种培养液及清水中分别加入质量分数

为 1%的琼脂配制成 6种培养基 [ 13 ]
, 分别编号为

Ⅰ号、Ⅱ号、Ⅲ号、Ⅳ号、Ⅴ号、Ⅵ号。将 6种培养基加

热溶解 ,用微量移液器分别加入 96 孔板 [ 4 ]的孔

内 ,每孔加 300μL。待培养基冷凝后 ,在每孔的培

养基表面种植一粒催芽露白的杂草种子 ,要求种

子大小以及出芽情况一致。每 8孔作为一个处

理 ,重复 3次。将放有种子的培养板置于塑料小

盒中盖膜保湿 ,再将小盒放于智能人工培养箱内

培养 ,控制温度为 30℃ ±2℃,每天光照 12 h,光照

强度 3 000 lx。10 d后检查结果 ,利用万分之一电

子天平和毫米刻度尺分别测量杂草单株鲜重和

株高。

2. 2　96孔板法测定除草剂活性

将筛选出的最适合杂草生长的培养基加入

96孔板 ,操作方法同 2. 1。以丙酮为溶剂配制系

列浓度的供试药液 ,用微量移液器加于培养基表

面 [ 13 ]
,每孔加 10μL。对照用丙酮处理 ,每 8孔为

一个处理 ,重复 3次。待丙酮挥发后 ,每孔植入一

粒杂草种子 ,种子要求同 2. 1。将处理过的 96孔
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板置于与 2. 1相同的条件下培养 , 5～7 d后检查

结果 ,利用毫米刻度尺测量杂草的单株株高。

2. 3　温室盆栽法测定除草剂活性

在花盆中播种 20粒催芽一致的杂草种子 ,根
据花盆截面积与 96孔板孔径的面积关系 ,计算出

盆栽用药量为 700 μL /盆。用微量移液器吸取
700μL 药液 ,加于 20 g细土中 ,待丙酮挥发后 ,将
药土混匀 ,均匀地撒在花盆表面。每个浓度处理

1盆 ,重复 3次。将处理过的杂草置于温室中在自
然条件下培养 , 7～10 d后检查结果 ,利用毫米刻

度尺测量杂草的单株株高。

3　结果与分析

3. 1　培养基筛选结果

从表 1可见 ,鲜重和株高两个指标能够较为明
显地显示稗草、马唐、反枝苋 3种杂草在 6种培养

基中的生长差异。稗草从鲜重方面看 , Ⅰ号 >Ⅲ号
>Ⅱ号 > Ⅳ号 > Ⅵ号 > Ⅴ号 ,从株高方面看 , Ⅰ号

>Ⅱ号 >Ⅲ号 >Ⅳ号 >Ⅵ号 >Ⅴ号 ;马唐从鲜重方面
看 , Ⅰ号 >Ⅱ号 >Ⅲ号 > Ⅴ号 > Ⅳ号 > Ⅵ号 ,从株高

方面看 , Ⅰ号 >Ⅱ号 >Ⅲ号 >Ⅳ号 >Ⅴ号 >Ⅵ号 ;而反
枝苋无论是从鲜重还是株高方面看 ,均是 Ⅰ号 >Ⅲ

号 >Ⅱ号 >Ⅴ号 > Ⅳ号 >Ⅵ号。综合以上鲜重和株
高的数据 , 3种杂草在 Ⅰ号培养基中的生长情况优

于其他 5种培养基 ,说明 Ⅰ号培养基更适合这 3种
杂草的生长 ,故本试验选用 Ⅰ号培养基代替土壤

作为种植杂草的培养基质。
3. 2　三种除草剂对三种杂草鲜重和株高影响的

比较
由表 2可见 , 3种除草剂对 3种杂草的鲜重和

株高抑制情况存在明显的差异。在相同浓度药剂处
理下 ,药剂对杂草株高的抑制率明显高于对杂草鲜

重的抑制率 ,在株高抑制率达到 90%以上的药剂浓
度下 ,鲜重的抑制率仅为 60. 7% ～76. 3%。说明药
剂对杂草株高的影响比对鲜重的影响更大 ,以株高

为指标能够更快速地评价出药剂的除草活性。此
外 ,利用 96孔板培养的指示杂草个体较小 ,其根部

常粘有水分和培养基 ,对鲜重的测量结果影响较大 ,

容易出现较大的误差。故本研究将采用杂草株高抑

制率作为评价化合物除草活性的指标。

Tab le 1　F resh w e igh t and p lan t he igh t of th ree w eeds af te r g row ing 10 days in six m ed ium s

M edium

Ech inochloa crus2ga lli (L. ) B eauv

A verage of fresh

w eigh t /m g

A verage of p lan t

height / cm

D ig ita ria sangu ina lis (L. ) Scop

A verage of fresh

w eigh t /m g

A verage of p lan t

he ight / cm

Am a ranthus re troflexus L 1

A verage of fresh

w eight /m g

A verage of p lan t

he igh t / cm

Ⅰ 24. 1 a ±0. 3 6. 29 a ±0. 25 12. 8 a ±0. 1 2. 25 a ±0. 07 5. 1 a ±0. 3 1. 69 a ±0. 11

Ⅱ 20. 3 b ±0. 9 5. 83 b ±0. 01 10. 3 b ±1. 3 2. 14 ab ±0. 04 4. 3 ab ±0. 1 1. 59 a ±0. 02

Ⅲ 20. 5 b ±0. 4 5. 75 bc ±0. 13 9. 2 b ±0. 1 2. 11 ab ±0. 01 4. 4 ab ±0. 6 1. 65 a ±0. 05

Ⅳ 14. 8 c ±0. 6 5. 42 cd ±0. 06 6. 4 cd ±0. 2 1. 95 bc ±0. 06 3. 4 b ±0. 1 1. 32 ab ±0. 11

Ⅴ 9. 9 d ±2. 0 5. 02 e ±0. 16 8. 6 bc ±1. 8 1. 87 c ±0. 06 3. 6 b ±0. 7 1. 39 a ±0. 16

Ⅵ 10. 1 d ±2. 5 5. 11 de ±0. 09 4. 7 d ±0. 4 1. 82 c ±0. 21 2. 1 c ±0. 7 0. 95 b ±0. 35

　　3 D ifferen t le tte rs afte r da ta m ean sign ifican t d iffe rence a t P = 0. 05 of SSR test.

3. 3 　96孔板法和盆栽法测定除草剂对马唐的

活性

结果见表 3。可见 , 采用 96 孔板法测定时 ,

3种除草剂对马唐的生物活性均高于盆栽法。其

中乙氧氟草醚采用 96孔板法测定时对马唐的活

性最高 , EC50值只有 0. 79μg /mL , EC90值也只有

3. 13μg /mL; 而盆栽法的 EC50和 EC90值分别是

96孔板法的 7. 09和 5. 36倍。

3. 4　96孔板法和盆栽法测定除草剂对稗草的

活性

结果见表 4。采用 96孔板法测定 , 3种除草剂

对稗草的生物活性同样均高于盆栽法。与 3. 3不

同的是 , 采用 96孔板法测定时二甲戊灵对稗草

的活性最高 , EC50和 EC90值分别只有 0. 45μg /mL

和 1. 36 μg /mL , 与盆栽法差异明显 , 盆栽法的

EC50和 EC90值分别是 96孔板法的 21. 47和 20. 79

倍。　　

3. 5　96孔板法和盆栽法测定除草剂对反枝苋的

活性

结果见表 5。采用 96孔板法测定 , 3种除草剂

对双子叶杂草反枝苋的生物活性也均高于盆栽

法 ,其中乙氧氟草醚对反枝苋的活性最高 , EC50和

EC90值分别为 0. 73 μg /mL 和 1. 72 μg /mL , 其

EC90值比盆栽法低 31. 84倍。
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Tab le 2　The inf luence of th ree he rb ic ide on f resh w e igh t and p lan t he igh t of th ree w eeds

W eed

O xyfluorfen

Conc.

/μg·mL - 1

Fresh w eight

inh ib ition

( % )

Plan t height

inh ib ition

( % )

Pend im etha lin

Conc.

/μg·mL - 1

Fresh w eigh

inh ib ition

( % )

Plan t height

inh ib ition

( % )

T riflu ra lin

Conc.

/μg·mL - 1

Fresh w eigh

inh ib ition

( % )

Plan t height

inh ib ition

( % )

E1 crus2ga lli 0. 5 2. 2 ±0. 4 16. 3 ±2. 7 0. 2 7. 3 ±1. 3 8. 3 ±2. 3 0. 5 7. 0 ±2. 4 11. 9 ±0. 6

1. 0 4. 1 ±0. 4 18. 5 ±3. 3 0. 3 12. 9 ±2. 0 35. 0 ±1. 9 1. 0 34. 6 ±3. 8 37. 8 ±1. 1

3. 0 43. 6 ±3. 5 56. 7 ±1. 2 0. 5 24. 0 ±1. 8 62. 5 ±1. 5 3. 0 37. 2 ±0. 7 55. 9 ±1. 4

5. 0 58. 5 ±3. 4 79. 0 ±3. 2 1. 0 59. 1 ±3. 6 85. 7 ±1. 9 5. 0 62. 7 ±1. 4 78. 2 ±1. 6

10. 0 67. 1 ±2. 8 94. 1 ±1. 5 2. 0 73. 6 ±1. 2 90. 6 ±1. 7 10. 0 66. 2 ±4. 5 91. 9 ±1. 5

D 1 sangu ina lis 0. 1 3. 4 ±1. 2 2. 8 ±1. 6 0. 1 2. 6 ±1. 1 4. 9 ±1. 8 0. 5 6. 2 ±1. 8 1. 2 ±0. 8

0. 5 34. 5 ±4. 1 38. 8 ±1. 9 0. 5 11. 6 ±1. 6 25. 0 ±3. 0 1. 0 18. 0 ±6. 9 17. 9 ±2. 3

1. 0 45. 0 ±2. 3 49. 1 ±2. 7 1. 0 52. 8 ±1. 9 63. 8 ±1. 2 5. 0 33. 8 ±2. 5 50. 0 ±1. 5

2. 0 70. 9 ±2. 4 73. 0 ±1. 8 5. 0 64. 4 ±2. 5 77. 7 ±2. 7 10. 0 43. 2 ±8. 1 68. 1 ±2. 7

3. 0 76. 3 ±3. 5 94. 0 ±1. 2 10. 0 72. 0 ±3. 7 91. 2 ±2. 6 20. 0 63. 5 ±2. 3 92. 6 ±2. 2

A1 re troflexus 0. 1 0. 9 ±0. 8 0. 1 ±0. 5 0. 5 3. 6 ±1. 3 17. 1 ±1. 9 0. 5 20. 1 ±2. 7 35. 9 ±1. 7

0. 5 24. 7 ±3. 8 39. 5 ±2. 1 1. 0 7. 3 ±1. 4 27. 0 ±2. 8 1. 0 25. 9 ±1. 2 52. 4 ±1. 9

1. 0 59. 0 ±5. 3 64. 7 ±1. 3 5. 0 13. ±2. 5 65. 7 ±2. 1 5. 0 39. 3 ±1. 6 71. 2 ±0. 8

2. 0 71. 2 ±3. 5 93. 1 ±2. 3 10. 0 27. 6 1. 6 79. 7 ±1. 7 10. 0 50. 8 ±1. 8 72. 4 ±2. 3

3. 0 96. 4 ±0. 8 98. 0 ±2. 3 20. 0 64. 5 ±2. 0 90. 0 ±1. 3 20. 0 60. 7 ±1. 6 90. 2 ±2. 1

Tab le 3　Tox ic ity of th ree he rb ic ides to D 1sangu ina lis us ing 962w ell p la tes and p o t exp e rim en t

H erb ic ide M ethod Regression equation
Rela ted

coeffic ien t
EC50 /μg·mL - 1 95% confidence lim it

of EC50 /μg·mL - 1 EC90 /μg·mL - 1

O xyfluorfen 962w ell p la tes y = 2. 15x + 5. 22 0. 963 3 0. 79 0. 57～1. 03 3. 13

Potted p lan t y = 2. 69x + 2. 99 0. 976 6 5. 60 4. 29～7. 30 16. 78

Pend im etha lin 962w ell p la tes y = 1. 42x + 4. 89 0. 951 1 1. 19 0. 82～2. 10 9. 47

Potted p lan t y = 2. 82x + 3. 07 0. 997 9 4. 82 3. 61～6. 45 13. 71

T riflu ra lin 962w ell p la tes y = 2. 06x + 3. 58 0. 946 3 4. 89 3. 74～6. 41 20. 47

Potted p lan t y = 2. 60x + 2. 72 0. 966 3 7. 55 5. 01～11. 37 23. 51

Tab le 4　Tox ic ity of th ree he rb ic ides to E1 c rus2ga lli us ing 962w ell p la tes and p o t exp e rim en t

H erb ic ide M ethod Regression equation
Rela ted

coeffic ien t

EC50

/μg·mL - 1

95% confidence lim it of EC50

/μg·mL - 1

EC90

/μg·mL - 1

O xyfluorfen 962w ell p la tes y = 2. 05x + 4. 36 0. 959 8 2. 04 1. 61～2. 59 8. 65

Potted p lan t y = 1. 77x + 4. 17 0. 967 9 2. 95 12. 28～3. 83 5. 59

Pend im etha lin 962w ell p la tes y = 2. 69x + 5. 92 0. 890 3 0. 45 0. 36～0. 57 1. 36

Potted p lan t y = 2. 75x + 2. 29 0. 926 4 9. 66 8. 37～11. 15 28. 27

T riflu ra lin 962w ell p la tes y = 1. 76x + 4. 47 0. 973 2 2. 00 1. 51～2. 65 10. 66

Potted p lan t y = 2. 28x + 2. 74 0. 987 6 9. 86 8. 43～11. 52 36. 02

Tab le 5　Tox ic ity of th ree he rb ic ides to A1 re troflexus us ing 962w e ll p la tes and p o t exp e rim en t

H erb ic ide M ethod Regression equation
Rela ted

coeffic ien t

EC50

/μg·mL - 1

95% confidence
lim it of EC50

/μg·mL - 1

EC90

/μg·mL - 1

O xyfluorfen 962w ell p la tes y = 3. 41x + 5. 48 0. 993 2 0. 73 0. 55～0. 95 1. 72

Potted p lan t y = 1. 90x + 2. 95 0. 950 1 11. 95 8. 39～17. 03 56. 49

Pend im etha lin 962w ell p la tes y = 1. 38x + 4. 43 0. 999 0 2. 57 1. 73～3. 82 21. 72

Potted p lan t y = 1. 32x + 3. 50 0. 919 4 13. 77 8. 97～21. 15 129. 8

T riflu ra lin 962w ell p la tes y = 0. 85x + 4. 95 0. 945 5 1. 15 0. 50～2. 62 37. 31

Potted p lan t y = 2. 24x + 2. 33 0. 969 5 15. 54 11. 51～20. 99 57. 89
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4　讨论

本试验所采用的 96孔板微量活体筛选技术 ,

是采用活体植物进行化合物筛选 ,克服了高通量

离体筛选不能反映生物体全部信息的缺点 ,不会

因植物的吸收、传导、代谢等原因而出现阳性率高

和漏筛现象。与传统盆栽法相比 , 96孔板微量活

体筛选技术在保留了盆栽法以活体为靶标 ,结果

直观、可靠 ,不易产生漏筛等优点的基础上 ,完成

一次筛选试验所需的药液量和药剂浓度明显降

低 ,从而大大降低了化合物的用量。此外 ,以自配

的培养基代替土壤 ,因培养基对药剂没有吸附性 ,

避免了盆栽法因土壤的吸附作用而增大化合物用

量的问题 ,提高了指示杂草对药剂的敏感度 ,达到

了微量化、敏感化的目的。并且以 96孔板代替花

盆 ,操作简单方便 ,节省时间和空间 ,大大地增加

了一次筛选化合物的数量 ,为实现高效、快速、准

确筛选打下了基础。

本项筛选方法所采用的 96孔板孔径较小 ,加

入的培养基有限 ,只能采用小粒植物种子进行试

验 ,生长时间也不宜超过 10 d, 不能满足大粒种

子、长时间试验的要求。此外 ,培养基中的营养成

分也有限 ,不如土壤中的丰富 ,并且指示杂草的生

长条件是受人为控制的 ,不如盆栽法接近自然条

件 ,从而导致指示杂草的长势较弱。除培养基对

药剂无吸附性外 ,指示杂草的长势较弱也可能是

造成其对药剂敏感的原因之一 ,故还需对导致指

示杂草对药剂敏感度提高的原因做进一步的研

究 ,以便对本筛选方法进行改进。

96孔板微量活体筛选技术只适用于具有苗前

处理活性的化合物的筛选 ,还不能满足具有茎叶

处理活性化合物筛选的需要。因此 ,仍需要加快

茎叶处理微量活体筛选方法的研究。
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