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植物對Glyphosate抵抗性的自然發生與人工改造 

 
摘要 
 
雜草管理是影響作物生產的重要因素，殺草劑的使用現今仍為有效且主流的

方式，Glyphosate為目前最普及的殺草劑，除了效力特出之外，尚有對動物及環
境的毒性與傷害低的優點，主要的作用是抑制 shikimate pathway中，催化反應的
酵素 5-enolpyruvylshiki mate-3-phosphate synthase（EPSPS），使反應停滯，影響
植物正常生長。Glyphosate與 PEP競爭對 EPSPS的結合，本文從 Glyphosate的
作用機制與 EPSPS序列特性，討論抗 Glyphosate轉殖作物和自發抗性雜草稀少
的可能原因。EPSPS蛋白質序列上有一段共同序列，推測為 EPSPS的活性區，
發現在 E. coli中的 G96→A，以及 S. typhimurium中的 P101→S，這兩個位置的改
變均會對 Glyphosate產生抗性，單一位置的改變雖然使抗性提高，但卻降低了
PEP的親和力，影響酵素原本的活性。此外，尚有 18個胺基酸與 Glyphosate‧
S3P‧EPSPS複合體的結合和 3個胺基酸與 EPSPS由 open state轉為 close state
有關，這些胺基酸有高度的同一性。現今抗 Glyphosate轉殖作物主要使用 CP4 
EPSPS與 gox基因。因自發突變的機率極小，要產生具抗性且酵素活性不降低的
雜草生物型，除了突變的位置使 Glyphosate的親和力降低，尚需其他位置突變修
飾，使 PEP的親和力維持，故自發抗 Glyphosate雜草極為稀少。 

 
 

I. 前言 
「民以食為天」，糧食生產自古便是人類維持生存的第一等大事，影響作物

生產的諸般要素裡，雜草管理始終是栽培過程中無可避免的課題，儘管環保與生

態意識日漸高漲，許多非化學的雜草防除方式方興未艾，殺草劑的使用仍然是有

效且主流的方法。然而，殺草劑發揮效用的前提在於雜草對殺草劑的敏感性，但

在 1970年代綠色革命之後，廣泛應用殺草劑的結果，使得對殺草劑具抵抗性的
雜草生物型快速增加。直到 2003年 2月為止，全球已經發現在 163個種屬中，
有 272個雜草抗殺草劑的生物型（biotype），分別對 18種不同類型的殺草劑具有
抵抗性(http://www.weedscience.org/)。雜草對殺草劑具抵抗性生物型的產生，是
環境選擇壓力下的結果，選擇壓力通常指在田間長期施用同一種作用模式或代謝

途徑的殺草劑，殺草劑選擇了自發的突變或原有具抵抗性的族群，淘汰了敏感性

的個體（Bradshaw et al, 1997）。 
Glyphosate由美國孟山都（Monsanto）公司研發出品，上市至今已有 30年

左右的歷史，為一種葉面噴施、廣效、非選擇性的系統性殺草劑，對禾本科及闊

葉類雜草有良好且特出的防除效果。Glyphosate主要的作用是抑制植物體內的
shikimate pathway的倒數第二個步驟中，負責催化反應的酵素 5-enolpyruvylshiki 



mate-3-phosphate synthase（EPSPS）（E.C. 2.5.1.19），使 shikimate pathway不能持
續合成芳香族胺基酸，讓許多二次代謝物，諸如木質素、葉黃素類、生物鹼等，

因缺少芳香族胺基酸而無法合成，進而影響植物正常生長，終致死亡（Baerson et 
al, 2002）。因為 shikimate pathway僅存在植物與微生物中，動物體內至今尚無發
現紀錄，加上 Glyphosate在土壤中對多數不同形式的土壤粒子，有高度的吸附能
力，相較其他種類的殺草劑，對動物和環境的毒性與傷害能夠減到最低（Cobb et 
al, 2000）。由於種種優越的特性，使得 Glyphosate很快的被普及應用到各種有關
雜草控制的工作中。Glyphosate除了毒性低與藥效顯著外，對 Glyphosate具抵抗
性雜草只有寥寥數種，也是被廣泛運用的主要原因之一，雖然作為商品大規模施

用已有相當長的時間，但是，直到 1996年起，才陸續在黑麥草（Lolium rigidum）、
多花黑麥草（Lolium multiflorum）、牛筋草（Eleusine indica）與加拿大蓬（Conyza 
canadensis）等雜草中，發現具抗性的生物型，以及抗 Glyphosate的華九頭獅子
草（Dicliptera chinensis）（Yuan et al, 2002；http://www.weedscience.org/)。 

本文將針對殺草劑 Glyphosate，分析其抑制 EPSPS的作用機制與 EPSPS蛋
白質序列的特性，探討抗 Glyphosate轉殖作物的發展與自然界中對 Glyphosate
自發抵抗性雜草生物型稀少的可能原因。 
 
II. Glyphosate的作用機制與代謝 
累積的研究成果顯示，Glyphosate抑制所有植物、菌類及大部分細菌的

EPSPS。在植物體中，Glyphosate對 shikimate pathway的抑制具專一性。EPSPS
在葉綠體裡表現，負責催化 shikimate pathway中，sikimate 3-phosphate（S3P）
與 phosphoenolpyruvate（PEP）反應產生 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
（EPSP）這個階段的進行，Glyphosate與 PEP之間的關係為競爭性抑制（圖一），
同時也抑制 pre-EPSPS從細胞核輸送到葉綠體表現。Glyphosate並非直接和自由
的 EPSPS結合，使其無法與 PEP作用，而是 S3P先和 EPSPS結合為 EPSPS‧
S3P複合體，之後 Glyphosate再與 EPSPS‧S3P複合體形成不具備酵素活性的
EPSPS‧S3P‧Glyphosate複合體。不過，這個作用模式稍後被修正為 EPSPS以
隨機的方式與受質、產物、抑制物結合。儘管如此，並不會改變 Glyphosate與
EPSPS最後以 EPSPS‧S3P‧Glyphosate複合體的形式存在，從而使反應停滯，
無法繼續進行（Bradshaw et al, 1997）。 

此外，亦有研究發現，自然界的土壤中，有多種微生物能夠將 Glyphosate
分解為 aminomethylphosphonic acid（AMPA）和 glyoxylate（圖二）。一種 glyphosate 
oxidoreductase的基因從細菌 Achromoobacter sp. strain LBAA中被鑑別選殖出
來，對於將 Glyphosate的 C-N鍵破壞，分解成 AMPA，有相當高的效力，這個
基因被賦予代號 gox。實驗得知，將 gox基因藉由遺傳工程的技術，轉殖進入植
物體中，轉殖植物對 Glyphosate的確表現了高度的抵抗性（Bradshaw et al, 1997；
Cobb et al, 2000）。 
 



III. EPSPS基因特性與植物對 Glyphosate抵抗性 
隨著科學成就的日進千里，現代生物技術的突破讓我們得以進入分子層次，

探討基因表現的意義與功能，各種生物的基因序列陸續被解碼定序，因物種間親

疏遠近的同源演化關係，經由比對不同生物相似功能的基因序列，找出那些基因

序列值得相互參照，那些卻又互不符應，進而推測基因的功能與意義，也就成為

極有效的方法。研究發現，倘若 E. coli的 EPSPS蛋白質序列上，以 alanine取代
原本的 glycine96（即 EPSPS序列上第 96個胺基酸），或者是 Slmonella typhimurium
中，EPSPS蛋白質序列的 proline101改變為 serine，都會影響 EPSPS對 Glyphosate
的敏感性（Padgette et al, 1996；Yuan et al, 2002）。其中 E. coli這個位置的改變，
使 EPSPS一半活性被抑制的 Glyphosate需要量（IC50）增加超過 500倍，若將矮
牽牛、蕃茄、阿拉伯芥、大豆、玉米在相對 E. coli的同一位置進行 glycine→alanine
的變換，EPSPS被 Glyphosate抑制的 IC50值均有顯著的升高（表一）（Padgette et 
al, 1991），證實這個位置的確與對 Glyphosate的抗性有關。比較不同的 EPSPS
序列後發現，無論是 E. coli的 glycine→alanine或是 Slmonella typhimurium的
proline→serine，改變的位置都是屬於 EPSPS序列上的一段共同序列（consensus 
sequence）（表二）（Padgette et al, 1991），推測這一段序列應與 Glyphosate的結
合有重要關係。不過，在野生型的矮牽牛（Petunia hybrida L.）EPSPS上，使
glycine101突變為 alanine，Km﹝PEP﹞值由 5.0μM增加為 210μM，表示 PEP與
EPSPS之間的親和力下降了 72倍，這個結果顯示，PEP與 EPSPS的結合位置也
在這段序列上（Padgette et al, 1996；Yuan et al, 2002）。因此，可以推知 PEP與
Glyphosate競爭同一作用位置。 

如上所述，單獨改變 EPSPS序列上保守區的關鍵胺基酸，固然能夠使 Ki

﹝Glyphosate﹞值大幅提高，使抗 Glyphosate的效果明顯增強，但相對的，Km

﹝PEP﹞值也同時提高（Padgette et al, 1996；Cobb et al, 2000），PEP與 EPSPS
結合的能力減弱，酵素催化能力不足，使 shikimate pathway進行滯緩，對植株生
長產生不利的影響。於是，為了彌補單一位置突變使酵素活性降低的缺失，突變

第二個位置的胺基酸，修飾 EPSPS基因，使酵素活性的損失維持在可以接受的
範圍，便成為必要的舉措，譬如 Thr102→Ile和 Gly101→Ala或 Pro106→Ser配對突
變（Cobb et al, 2000）。此外，實驗證明，使用矮牽牛的 EPSPS，突變 G101A，
G144D；G101A，P167S；G101A，A192T三組二個位置，然後進行酵素動力學
分析，結果如表三，比起 G101A這個對照實驗，Km﹝PEP﹞值均有下降，雖然
Ki﹝Glyphosate﹞值也下降，但如果將兩個值衡諸於比值關係，Ki﹝Glyphosate﹞
/ Km﹝PEP﹞，單一突變與二個位置突變所得的結果並無明顯差距。然而，控制
PEP與 EPSPS濃度的，在 200μM PEP和 500μM Glyphosate的條件下，G101A，
G144D這組突變株的 mRNA預估需要過量表現 8倍，才能維持與野生型相同的
EPSPS產量，而 G101A這組要達到相同的 EPSPS產量，mRNA需要過量表現
31倍（Padgette et al, 1996），顯然，在有限的 PEP下，只要 Glyphosate的濃度不
要太高，二個位置突變的 EPSPS活性高過單一位置突變的活性。 



但是，並非 EPSPS序列保守區上的任一位置隨意突變，均能對 Glyphosate
產生抗性，在 E. coli中表現矮牽牛的 EPSPS，將 Gly96突變為 Ser，原本 EPSP 
Synthase活性會消失，反倒產生 EPSP水解酶（EPSP hydrolase）的活性，使 EPSP
分解為 S3P和丙酮酸（pyruvate）。然而，將矮牽牛 EPSPS上，Pro101突變為 Ser，
則 Km﹝PEP﹞值提高到 44µM，Ki﹝Glyphosate﹞值也稍微上升至 3µM（Padgette 
et al, 1991），顯然產生抵抗性所需改變的胺基酸並非一體適用，在不同物種間，
仍有差異存在。 
    亦有研究指出，E. coli的 EPSPS與 Glyphosate、PEP、S3P結合有關的胺基
酸為 Lys22、Ser23、Arg27、Asn94、Gly96、Arg124、Ser169、Ser170、Gln171、Ser197、

Tyr200、Asp313、Asn336、Lys340、Glu341、Arg344、Arg386、Lys411（圖三），而 Arg100、

Asp242、Asp384則是 PEP與 EPSPS結合時，構型由 open satate轉為 close satate
的關鍵，若將此三個位置突變為 R100A、D242A、D384A，EPSPS的活性將會
降低（Schönbrunn et al, 2001；Yuan et al, 2002）。 
 
IV. Glyphosate與轉殖作物 

1990年代開始，利用基因工程技術發展的抗 Glyphosate作物紛紛問世，抗
Glyphosate作物的發展主要利用三種不同的抗性產生模式，1)使目標位置 EPSPS
過量表現；2)修改目標位置 EPSPS序列，使蛋白質構型改變，降低與 Glyphosate
的親和力；3)轉殖分解 Glyphosate的基因進入植物體內表現（Bradshaw et al, 
1997）。 

擴增 EPSPS基因的表現量發展對 Glyphosate的抗藥性是可行的方法之一，
但是，這類方式所表現的抵抗性卻僅止於組織培養的狀態，或是植株遭受

Glyphosate選擇壓力的當下。許多報告指出，因 EPSPS活性增加或 mRNA產量
擴增所帶來的抗性，往往時間短暫，且在 Glyphosate壓力移除時隨之消失，雖然
這種特性似乎可以遺傳給子代，但在田間栽培的環境，能否提供穩定充足的抵抗

性，仍然沒有明確的定論（Bradshaw et al, 1997；Cobb et al, 2000）。 
相比之下，後兩種模式的可行性較高。修改目標酵素 EPSPS，減低其與

Glyphosate之間的親和力，證明能使植株產生抵抗性，然而，Glyphosate和 PEP
對 EPSPS的結合是競爭性關係，經由突變一到二個胺基酸，雖然能產生抗性，
實際應用到田間，卻不符合商業效益。現今最普遍且具經濟規模的抗 Glyphosate
轉殖作物，使用的 EPSPS來自 Agrobacterium sp. strain CP4，一般稱為 CP4基因，
Ki﹝Glyphosate﹞值為 2.7mM， Km﹝PEP﹞值為 12µM（表三），CP4基因是自
然演化的結果，非人力強加改變，相對於在高等植物進行人工誘變所得的 EPSPS
基因，有高抗性的優點，而無酵素活性低的缺點。同時，CP4 EPSPS與植物或他
種微生物的 EPSPS基因只有 49~59﹪的相似度，而差異卻高達 23~41﹪，因此，
一般雜草難以經由自發突變，發展出相似特性的 EPSPS，一般認為，Gly→Ala
是 CP4基因高抗性的重要因素。CP4基因現已轉植入大豆、玉米、油菜、棉花
等作物中（Bradshaw et al, 1997；Cobb et al, 2000）。 



此外，在植物體內表現分解 Glyphosate的基因，迅速將 Glyphosate的毒性
分解，也是抗 Glyphosate作物的發展模式之一，這種方法的運用能夠使殺草劑達
到雜草防除的目的，卻不損及作物本身的生長，由細菌 Achromobacter sp. strain 
LBAA選殖出的 gox基因，現已轉殖進入大豆、玉米、萵苣中。在商業應用上，
通常將 gox基因與 CP4 EPSPS基因一同轉入作物中，以發揮最大的功效（Cobb et 
al, 2000）。 
 
V. 討論 
將大豆、水稻、阿拉伯芥三種植物 EPSPS的 DNA序列，分別就 intron和 exon

的數目進行比較（圖四），exon的長度大致吻合，相差僅有數個鹼基對（bp），
除了物種相異的影響，也可能是不同作者採取的定序策略不同所致，反觀 intron，
在長度上呈現極大的紛雜，甚至相差 2000bp以上，推測應是不同物種在演化方
向上的不同產生的變異，但 intron的變異對 EPSPS表現的實質影響，仍有待進
一部的釐清。 

EPSPS與 Glyphosate、S3P、PEP結合相關的胺基酸有 18個，和構型從 open 
state轉為 close state進行反應的關鍵胺基酸有 3個，比較數種不同的 EPSPS相關
序列後（圖五），根據差異性可大致區別出植物與微生物兩群，以 E. coli序列為
計數基準，影響 EPSPS開閉之 Arg100、Asp242、Asp384和與受質結合關係較大的

Lys22、Ser23、Arg27、Asn94、Gly96、Arg124、Ser169、Ser170、Gln171、Ser197、Tyr200、

Asp313、Asn336、Lys340、Glu341、Arg344、Arg386、Lys411，均呈現了相當高度的同

一性，推測這些位置是維持酵素活性的重要關鍵，種與種之間的差異應是與其他

位置的不同有關。自發突變的抗 Glyphosate牛筋草，比較敏感性和抵抗性二種生
物型的序列後，有二個位置的胺基酸改變，其中 Pro106→Ser經由單點突變試驗
得知，與抵抗性的產生密切相關，而此點位在受質結合區內，高度保守的序列，

而 Pro381→Leu距離活性區遙遠，也非與受質結合關係重要的胺基酸，可能修飾
前一位置的突變，使 EPSPS與 PEP的結合更為緊密（Baerson et al, 2002）。華九
頭獅子草是另一種抵抗性的雜草，比較序列後，有多處不同於它種 EPSPS，如
Glu52取代原本的Asp、Lys76取代Arg、Val183取代Gly、Ile238取代Val，以及EPSPS-1
中 Cys374取代 Lys，這些胺基酸與被取代者，普遍具有相似性，可能不對 EPSPS
活性造成重大影響，卻增加了對 PEP的親和力或降低了對 Glyphosate的親和力
（Yuan et al, 2002）。目前最具實用價值的 CP4基因，與其他物種的相似度甚低，
其中 Ala100被認為是高抵抗性的主要原因（Bradshaw et al, 1997；Cobb et al, 
2000）。 

抗 Glyphosate轉殖作物的發展主要是模仿自然狀態下，抵抗性發生的作用機
制，如果只是改變胺基酸序列上的一到兩個胺基酸，抵抗性確實得到表現，但離

田間應用尚有距離。除了 Glyphosate的親和力降低外，同時也減弱 PEP的親和
力，使酵素活性不足以應付反應所需。第二個可能原因，酵素 EPSPS在植物細
胞的葉綠體內表現，然而，位在 aroA序列上的 EPSPS基因突變後，並不一定能



準確的將 EPSPS輸送到葉綠體中。關於這點，將 aroA序列上的 EPSPS基因突
變後接上矮牽牛的葉綠體輸送鉎鈦（chloroplast transit peptide）後，選殖進入菸
草中，由轉殖菸草對 Glyphosate產生抵抗性得到證明（Cobb et al, 2000）。因此，
抗 Glyphosate轉殖作物目前仍以 gox基因和 CP4 EPSPS基因的運用為主要方式。 
綜上所述，因自然界中自發突變的機率極低（10-6~10-8），若要產生對

Glyphosate具抵抗性的雜草生物型，突變的位置必須恰巧在 EPSPS與受質結合
的關鍵位置，關鍵位置的改變卻同時必須面對 PEP親和力降低的負面影響，若
無其他位置隨之改變修飾更改後的基因，酵素活性降低必然影響植物體正常的生

理功能，在生存上反而處於劣勢。因此，自發雜草的產生在選擇壓力的存在外，

尚需要突變的基因相互配合，這也是抗 Glyphosate雜草生物型不易發現的主要原
因。 
 
 
 
 
 
圖一： 
Glyphosate與 PEP為競爭性抑制
（Schönbrunn et al, 2001） 
 
 
 
 
 
 
 
圖二： 
Glyphosate的分解，藉由 gox基因產
生的 glyphosate oxidoreductase催化
反應（Cobb et al, 2000） 
 
 
 
 
 
 
 
 



表一： 
野生型與 Gly→Ala突變之 EPSPS的 酵素活性與 IC50（glyphosate）（Padgette et al, 
1991） 
       EPSPS                     IC50（Glyphosate）                    
                        Wild-type（mM）       G96A variant（mM） 
       Petunia                 0.030                     17 
       E. coli                  0.032                     76 
       Tomato                 0.006                     32 
       Arabidopsis              0.037                     19 
       Soybean                 0.025                     18 
       Maize                   0.014                      9 
 
表二： 
 
EPSPS序列中，與 E. coli
之 Gly96相對應共同序列比

較（Padgette et al, 1991） 
 
 
 
 
 
 
 
表三： 
 
數種 EPSPS之酵素動力學參數（Padgette et al, 1991，1996；Barry et al,1992） 
EPSPS Source             Km(PEP)      Ki(glyphosate)      Ki(glyphosate)/ 

                         （μM）        （μM）           Km(PEP) 

E. coli                        8            0.16               0.02 

Petunia                       5             0.4               0.08 

Petunia G101A                210           2000               9.5 

Petunia G101A,G144D          47            330                7.0 

Petunia G101A,P167S           35            238                6.8 

Petunia G101A,A192T           54            670               12.4 

Petunia P106S                  44              3               0.07 

CP4                          12            2700               225 

 



 

圖三： 

EPSPS‧S3P‧Glyphosate複合體概要圖，配體以粗線表示，虛線代表氫鍵和離
子之間的聯繫，與複合體連結高度相關的胺基酸以方框框起，W1到W4表示溶
質分子，Tyr-200未列圖上（Schönbrunn et al, 2001）。 
 
圖四： 
 
 
Exon  Intron 
             E1     I1      E2   I2   E3    I3    E4    I4 
    大豆    323     864     243  358  159   634   216   76 
   
    水稻    313    704    24481158277 211  93 

   
  阿拉伯芥  3398724585154233 215  81 

 
             E5      I5       E6     I6      E7   I7   E8 
    大豆    117      2268    210    1831     63  84   219  
 
    水稻    119216210  237   62  111  219  
 
  阿拉伯芥  11813921175  62  86   219    

單位：bp 
大豆、水稻、阿拉伯芥 EPSPS之 exon和 intron數目比較（Warner et al, 2002；
Klee et al, 1987；Wu et al, 2001） 



 

圖五： 

數種 EPSPS蛋白質序列比較，分別比較 E. coli、S. typhimurium、D. chinesis-1、
D. chinesis-2、E. indica-S、E. indica-R、A. sp. CP4的成熟 EPSPS蛋白質序列
（Accession Nos.：P07638、P07637、AF371695、AF371696、AJ417033、AJ417034、
Q9R4E4），*表 18個與 Glyphosate‧S3P‧EPSPS複合體結合有關的胺基酸，+
表有 EPSPS由 open state轉為 close state有關的胺基酸。 
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