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亚洲小车蝗响应高效氯氰菊酯胁迫的转录组
及抗性相关基因分析
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摘要：为筛选亚洲小车蝗 Oedaleus asiaticus 响应高效氯氰菊酯胁迫的抗性相关基因和代谢通路，

解析亚洲小车蝗对高效氯氰菊酯的抗性机制，利用 Illumina Hiseq 4000高通量测序平台对高效氯氰

菊酯（LD10=0.008 μg/头）处理48 h前后的亚洲小车蝗3龄蝗蝻进行转录组测序，采用BLAST、edgeR

以及Trinity等生物信息学软件进行功能注释、差异表达基因分析及代谢通路分析。结果显示，从亚

洲小车蝗中共筛选到743个响应高效氯氰菊酯胁迫的差异表达基因，包括208个上调基因和535个

下调基因，其中有168个差异表达基因显著富集到GO数据库的细胞组分、分子功能和生物学过程

三大功能分类中，162个差异表达基因显著富集到20条不同的代谢通路中，主要涉及核糖体、碳代

谢、糖酵解/糖异生和氨基酸生物合成等代谢通路，其中多个代谢通路与昆虫抗药性相关。进一步

分析发现与昆虫抗药性相关的差异表达基因有47个，包括编码谷胱甘肽S-转移酶、乙醇脱氢酶、细

胞色素P450基因家族、热激蛋白、羧酸酯酶、黏蛋白、多功能氧化酶以及羰基还原酶等蛋白的基因，

推测这些基因在亚洲小车蝗响应高效氯氰菊酯胁迫的过程中发挥了一定作用。
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Abstract: This study aimed to identify resistance-related genes and metabolic pathways in Oedaleus

asiaticus in response to beta-cypermethrin stress and elucidate the resistance mechanism of O. asiaticus

to beta-cypermethrin. The 3rd instar nymphs of O. asiaticus were treated with beta-cypermethrin (LD10=

0.008 μg/nymph) for 48 h. The transcriptome sequencing was performed on pre- and post-processing

samples by using the Illummina Hiseq 4000 high-throughput sequencing platform. Functional annota-

tion, differential expression gene (DEG) analysis, and metabolic pathway analysis were performed us-

ing bioinformatics tools BLAST, edgeR, and Trinity. The results revealed 743 DEGs in O. asiaticus af-
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在自然界中，蝗虫是种类最多、数量最大以及分

布最广的生物类群，因其食性杂、暴发性强和发生范

围广等特点，严重威胁着我国农林牧业的生产安全、

生态安全以及经济社会的稳定发展（Basset et al.，

2012；徐超民等，2021）。亚洲小车蝗Oedaleus asiat-

icus 隶属于直翅目斑翅蝗科小车蝗属 Oedaleus，是

我国北方草原和农牧交错区的优势蝗虫之一，主要

分布于内蒙古、甘肃以及青海等省区（李广等，2007；

Cease et al.，2012）。亚洲小车蝗是一种杂食性害

虫，喜食针茅 Stipa capillata、糙隐子草 Cleistogenes

squarrosa、羊草 Leymus chinensis 和冷蒿 Artemisia

frigida 等 12 种禾本科和莎草科植物（康乐和陈永

林，1994；Huang et al.，2016）。

目前，我国已经制订了多种措施来监测和防控

亚洲小车蝗，但仍主要依靠化学农药进行防治（涂雄

兵等，2020）。高效氯氰菊酯作为草原蝗虫防治中常

用杀虫剂之一，因其具有低毒、高效和实用性广等优

点（孟凤霞等，2015），已被广泛用于多种草原蝗虫如

亚洲小车蝗、黑腿星翅蝗Calliptamus barbarus以及

宽须蚁蝗 Myrmeleotettix palpalis 等的防治（毛安妮

等，2021；Zhang et al.，2022）。然而，由于化学农药

的长期、高频、大量使用，导致蝗虫的抗药性问题逐

渐凸显，抗性倍数从几倍提升至几百倍。如在内蒙

古自治区（简称内蒙古）乌拉特中旗、四子王旗、正蓝

旗和科尔沁左翼中旗4个地区的亚洲小车蝗种群对

高效氯氰菊酯和溴氰菊酯的抗性倍数提升了约2倍

（Dong et al.，2016）；2010 年和 2013 年大垫尖翅蝗

Epacromius coerulipes 对高效氯氰菊酯和氰戊菊酯

的抗性倍数分别从5.52倍和4.24倍提升到了9.41倍

和8.04倍（金永玲等，2021）；印度和巴基斯坦的12个

柑橘木虱Diaphorina citri种群对联苯菊酯的抗性倍

数高达39.8~107.1倍（Naeem et al.，2016）；甜菜夜蛾

Spodoptera exigua 对三氟氯氰菊酯、氰戊菊酯和顺

式氯氰菊酯的抗性倍数分别达到 522.9倍、669.7倍

和2 737.2倍（兰亦全等，2006）。

昆虫对杀虫剂产生抗性是一种环境适应性现

象，昆虫体内存在与抗药性相关的基因及控制杀虫

剂进入、发挥作用或降解药效的相关通路（Brattsten

et al.，1986；陈澄宇等，2015）。明确抗药性相关基因

是监测和治理蝗虫抗药性的重要基础，多种解毒基

因家族参与了昆虫的抗药性过程，包括细胞色素

P450（cytochrome P450，CYP450）、谷胱甘肽 S-转移

酶（glutathione S-transferase，GST）、羧酸酯酶（carbo-

xylesterase，CarE）、ATP结合盒转运体（ATP-binding

cassette transporter，ABC）以及热激蛋白（heatshock-

protein，HSP）等。蝗虫抗药性的产生过程有多种酶

类家族参与，涉及多种特异性基因，而且新抗药性基

因的发现也将拓展蝗虫抗药性监测与治理途径。近

年来的研究表明，溴氰菊酯处理过的飞蝗 Locusta

migratoria体内GST基因高度差异表达，其中LmG-

STd1基因可能在飞蝗抗药性机制中发挥着重要作用

（Qin et al.，2011；2013；2014；Joußen et al.，2012）。

RNA 测序（RNA sequencing，RNA-Seq）是一种

采用高通量测序技术对总 RNA 反转录合成的 cD-

NA文库进行测序的技术，能揭示特定组织或细胞

中全部转录本的表达基因和表达水平（崔凯等，

2019）。目前，该技术已被应用到多种昆虫抗药性相

关基因的研究中，如褐飞虱 Nilaparvata lugens

（Wang et al.，2009）、烟粉虱 Bemisia tabaci（Wang et

al.，2010）以及麦二叉蚜 Schizaphis graminum（王坚

强等，2023）等，批量、精准地鉴定了参与昆虫抗药性

产生的关联基因和代谢途径，为进一步深入研究昆

虫抗药性产生机制和抗药性治理奠定了的分子基础

（Diao et al.，2011）。本研究利用 Illummina Hiseq

ter treated with beta-cypermethrin, including 208 up-regulated genes and 535 down-regulated genes.

Among them, 168 DEGs were significantly enriched in three functional categories (cell components,

molecular functions and biological processes) in the GO database, while 162 DEGs were significantly

enriched in 20 different metabolic pathways, which were mainly involved in the metabolic pathways

such as ribosome, carbon metabolism, glycolysis, and amino acid biosynthesis, with several metabolic

pathways related to insecticide resistance. Further analysis identified 47 DEGs related to insect resis-

tance, including glutathione S-transferase, alcohol dehydrogenase, cytochrome P450 gene family, heat

shock protein, carboxylesterase, mucin, multifunctional oxidase, and carbonyl reductase. These genes

play a role in the resistance of O. asiaticus to beta-cypermethrin stress.

Key words: Oedaleus asiaticus; transcriptome; beta-cypermethrin; insecticide resistance; differential

expression
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4000高通量测序平台对高效氯氰菊酯处理前后的

亚洲小车蝗 3龄蝗蝻进行转录组测序，分析差异表

达基因，筛选亚洲小车蝗响应高效氯氰菊酯所涉及

的抗药性相关基因和代谢通路，并通过实时荧光定

量PCR（quantitative real-time PCR，qRT-PCR）技术对

随机挑选的8个抗药性相关基因进行验证，以期为

制订亚洲小车蝗绿色、高效、可持续的防治措施提供

新思路，为指导和改善草原蝗虫的化学防治技术提

供信息资源。

1 材料与方法

1.1 材料

供试虫源和植物：亚洲小车蝗于 2021年 7月初

采自内蒙古乌兰察布市四子王旗天然草原，将采集

的蝗蝻置于通风良好的50 cm×50 cm×50 cm纱网养

虫笼内，饲养条件为昼夜温度（25±2）℃/（21±2）℃、

相对湿度（40±5）%、光周期 14 L∶10 D，每笼 60 头，

共2笼，饲养至3龄蝗蝻备用。每日早晚饲喂新鲜、

无药剂和虫害污染的抽穗期羊草和三叶期小麦苗，

并辅以少量麦麸。羊草品种为西乌珠穆沁，采自中

国农业科学院沙尔沁农牧交错区试验科普示范基

地；小麦品种为长丰 2112，种子购自陕西长丰种业

有限公司，在昼夜温度（25±2）℃/（21±2）℃、相对湿

度（40±5）%、光周期14 L∶10 D的条件下培养至3叶

期供试。

药剂、试剂及仪器：98%高效氯氰菊酯（Beta cy-

permethrin）原药，河北阿尔泰药业有限公司。

Eastep® Super Total RNA Extraction Kit，美国 Pro-

mega 公司；Hieff NGS Ultima Dual-mode mRNA Li-

brary Prep Kit for Illumina，翌圣生物科技（上海）股

份有限公司；QubitTM dsDNA HS Assay Kit，美国赛默

飞世尔科技公司；2×Taq PCR Mix、TIANgel Midi核

酸纯化试剂盒，天根生化科技（北京）有限公司；M-

MuLV 反转录酶、DNA 聚合酶 I，生工生物工程（上

海）股份有限公司；2×SYBR Green Go Taq® QRT-

PCR Master Mix，无锡百迈格生物科技有限公司；

Agilent 2100 DNA 1000 Assay Kit，美国安捷伦科技

有限公司；其他试剂均为国产分析纯。Eppendorf

5427R型离心机，德国艾本德股份公司；ETC811型

PCR仪，东胜兴业科学仪器有限公司；Agilent 2100

生物分析仪，美国安捷伦科技有限公司；Naodrop

2000 型微量分光光度计，美国赛默飞世尔科技公

司；Illumina Hiseq 4000 高通量测序平台，美国 Illu-

mina公司；50 cm×50 cm×50 cm纱网养虫笼，自制。

1.2 方法

1.2.1 亚洲小车蝗cDNA文库构建和转录组测序

参照慕卫等（2003）方法略加改动。将高效氯氰

菊酯原药溶于丙酮中配制成4.5%母液，采用微量注

射器吸取2.5 μL亚致死剂量LD10为0.008 μg/头的高

效氯氰菊酯对亚洲小车蝗3龄蝗蝻腹部进行点滴处

理，每个处理点滴 60头，以点滴等量丙酮处理作为

对照，并设 3次生物学重复。处理后的 3龄蝗蝻在

50 cm×50 cm×50 cm纱网养虫笼内继续饲养，饲养条

件同 1.1，48 h后分别进行随机取样，每个生物学重

复取3头蝗蝻，将蝗蝻浸入液氮中速冻，利用Eastep®

Super Total RNA Extraction Kit参照说明书分别提取

其总RNA，质控合格后将样品于-80 ℃保存备用。

利用 Hieff NGS Ultima Dual-mode mRNA Li-

brary Prep Kit for Illumina参照说明书进行亚洲小车

蝗 cDNA的文库构建，构建后的文库通过Qsep-400

方法进行质检，以碱基质量值 Q30 达到 85%为合

格，用QubitTM dsDNA HS Assay Kit对合格的 cDNA

文库的有效浓度进行精准定量，以确保文库质量。

转录组测序工作基于合成边测序（sequencing by

synthesis，SBS）技术，通过 Illumina Hiseq 4000 高通

量测序平台对 cDNA文库进行测序，测序工作委托

北京百迈客生物科技有限公司完成。对测序得到的

原始数据进行碱基质量值和碱基G+C含量的检测，

确认样品数据污染情况。随后截除原始数据 reads

中的测序接头以及引物序列，过滤低质量值数据，获

得高质量 reads，即质控数据。

1.2.2 亚洲小车蝗转录组测序数据组装和注释

利用Trinity 2.5.1软件（Grabherr et al.，2011）对

1.2.1所得质控数据进行序列拼接与组装。过滤掉

低表达的转录本，将高质量的 reads打断为较短的片

段，将这些小片段延伸成较长的片段，并利用这些片

段之间的重叠得到片段集合，最后基于De Bruijn图

的算法和测序 reads信息，在各个片段集合中分别识

别转录本序列，最终得到unigene。分别对转录本和

unigene的总数、总长度、N50（占所有单基因最大长

度核苷酸序列的 50%）和平均长度进行统计。使用

BLAST软件（Altschul et al.，1997）将unigene序列分

别与非冗余蛋白质序列（non-redundant protein se-

quence，NR）数据库、蛋白质注释信息序列（Swiss-

Prot protein sequence，Swiss-Prot）数据库、基因本体

（gene ontology，GO）数据库、同源蛋白质簇（clusters

of orthologous groups of proteins，COG）数据库、真核

直系同源群（EuKaryotic orthologous groups，KOG）
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数据库、同源蛋白家族（homologous protein family，

Pfam）数据库、同源基因群（evolutionary genealogy

of genes: non-supervised orthologous groups，egg-

NOG）数据库、京都基因和基因组百科全书（Kyoto

Encyclopedia of genes and genomes，KEGG）数据库

进行比对，要求E值≤1×10-5。使用KOBAS 2.0软件

（Xie et al.，2011）筛选得到 unigene在KEGG数据库

中的同源序列，利用NovoPro在线工具（https://www.

novopro.cn/tools/translate.html）预测 unigene 的氨基

酸序列，使用 HMMER 3.1b2 软件（Eddy，1998）与

Pfam 数据库进行比对，要求 E 值≤1×10-10，获得

unigene的注释信息。

1.2.3 亚洲小车蝗差异表达基因的筛选分析

采用 edgeR 3.8.6软件（Robinson et al.，2010）对

亚洲小车蝗高效氯氰菊酯处理样品与对照样品间的

差异表达基因进行分析，获得差异表达基因集。通

过Benjamin-Hochbery方法对原有假设检验得到的

显著性P值进行校正，并采用校正后的P值，即错误

发现率（false discovery rate，FDR）作为差异表达基

因筛选的关键指标，以降低对大量基因的表达值进

行独立统计假设检验带来的假阳性。计算高效氯氰

菊酯处理亚洲小车蝗的基因表达水平与对照的基因

表达水平的差异变化倍数（fold change，FC），筛选

FDR<0.01 且 |log2FC|>2 的基因为显著差异表达基

因。利用 edgeR 3.8.6 软件中的 clusterProfiler 包对

差异表达基因在 eggNOG、Pfam、NR、KOG、Swiss-

Prot、COG、GO和KEGG数据库中进行注释。

1.2.4 亚洲小车蝗抗药性相关基因的筛选

通过抗药性基因名称等关键词对本实验室获得

的亚洲小车蝗转录组数据库进行搜索，如 GST、乙

醇脱氢酶（alcohol dehydrogenase，ADH）、CYP450、

黏蛋白（mucin，MUC）、CarE、HSP、碱性磷酸酶（al-

kaline phosphatase，ALP）、多功能氧化酶（mixed-

functional oxidase，MFO）、ABC、氨基肽酶N（amino-

peptidase N，APN）、细胞色素氧化酶（cytochrome

oxidase，CYT）、甘油磷酸二酯磷酸二酯酶（glycero-

phosphodiester phosphodiesterase，GDE）和羰基还原

酶（carbonylreductase，NADPH）等的编码基因（金剑

雪，2017），进一步从1.2.3获得的差异表达基因中筛

选与害虫抗药性相关的候选基因。

1.2.5 亚洲小车蝗抗药性相关基因的表达趋势验证

为进一步验证转录组数据的准确性，从1.2.4筛

选到的亚洲小车蝗响应高效氯氰菊酯胁迫的差异表

达基因中随机挑选8个，包括6个上调表达的抗药性

相关解毒酶基因（HSP70、CYP3A7、CarE6、CYP6Dl、

GST7、MUC13）和 2个下调表达的抗药性相关解毒

酶基因（NADPH2、ADH1C），通过 qRT-PCR 技术进

行验证。使用Primer Premier 5.0软件设计目的基因

和内参基因的特异性引物（表 1），以 β-actin为内参

基因，内参基因的特异性引物参考Zhou et al.（2019）

设计，所有引物均委托北京百迈客生物科技有限公

司合成。以 1.2.1 高效氯氰菊酯处理组和对照组

亚洲小车蝗样品测序的 cDNA作为模板，每个样品

进行 4个技术重复和 3个生物学重复。20 µL反应

体系：GoTaq® qPCR Master Mix 10 µL、cDNA 模板

1 µL、10 µmol/L上下游引物各 0.4 µL、ddH2O 8 µL、

参比荧光染料CXR 0.2 µL。反应程序：95 ℃预变性

2 min；95 ℃变性3 s，60 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，

40个循环。熔解曲线：95 ℃变性15 s，65 ℃退火15 s，

95 ℃延伸 15 s。采用 2-ΔΔCT法计算目的基因的相对

表达量（Livak & Schmittgen，2001），分析其表达趋

势；同时利用Sigmaplot 12.5软件将目的基因的相对

表达量换算为 log2FC，与目的基因的RNA-Seq分析

趋势进行比较。

表1 实时荧光定量PCR引物

Table 1 Primers for real-time fluorescence quantification PCR

基因名 Gene name

ADH1C

CYP3A7

CarE6

CYP6Dl

GST7

MUC13

NADPH2

HSP70

β-actin

正向引物（5'-3'）Forward primer (5'-3')

TTTGGTGCCACTGTGAATGT

CTGGAAACTTTGGCTGCTTC

ACCGTATTTTGCGAAGTTGG

GCAGCAACTTTAGGCTGTCC

CCCGTCATCCTCTATGGAAA

CAATCCCTCCACATCTGCTT

TGATTAGCTCCGCAAATTTCT

TCCTTGTTGGAGTCGAGCTT

CTACCACAGCCGAGCGAGAA

反向引物（5'-3'）Reward primer (5'-3')

CTCCACCAGTCATCTCAGCA

AGAATGTTCTCCTCGCCAAA

CACCAGAGCCCGTCTTCTAC

GAGGCAACAAGACACCCATT

AATACGCCACAATTGCATGA

CCGGTCTTTGGATGTCAACT

AACAGCCGCAGATGTTATCC

ACTTTCGAGTTCCAGGCTGA

CCATCAGGCAGCTCGTAGGA
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1.3 数据分析

使用SPSS 20.0软件对基因表达量进行统计分

析，采用独立样本 t检验法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 亚洲小车蝗转录组测序及组装结果

共完成亚洲小车蝗 6个样品的转录组测序，包

括3个处理组和3个对照组，共获得38.48 Gb的质控

数据，各样品质控数据均达到 6.10 Gb，Q30 均在

93.26%及以上，G+C含量分布在41.74%~43.83%之

间，说明亚洲小车蝗转录组测序质量较高，数据可用

于后续分析（表 2）。组装后共获得 102 341个转录

本，总长度为149 048 834 bp，平均长度为1 456.39 bp，

N50长度为2 496 bp；共获得58 276条unigene，总长

度为 65 210 605 bp，平均长度为 1 119.00 bp，N50

长度为 1 980 bp（表3），转录本和unigene的N50长度

均大于其平均长度，说明组装效果较好，可用于后续

分析。

表2 高效氯氰菊酯处理后亚洲小车蝗转录组测序数据评估统计表

Table 2 Statistical analysis table of transcriptome sequencing data of Oedaleus asiaticus treated with beta-cypermethrin

样品Sample

处理组1 Treatment group 1

处理组2 Treatment group 2

处理组3 Treatment group 3

对照组1 Control group 1

对照组2 Control group 2

对照组3 Control group 3

Read总数Read number

21 789 777

21 010 905

21 620 684

22 586 528

20 355 203

21 103 655

碱基质量值Q30/%

94.18

93.67

93.96

93.73

93.26

94.04

G+C含量G+C content/%

43.83

43.18

42.43

41.74

42.24

42.92

处理组为点滴高效氯氰菊酯的样品，对照组为点滴丙酮的样品，1、2、3代表生物学重复；Q30：质控数据质量值大于或等

于 30的碱基所占百分比。The treatment group is treated with beta-cypermethrin and the control group is treated with acetone. 1, 2

and 3 represent biological replicates; Q30: the percentage of bases with a mass value greater than or equal to 30.

表3 高效氯氰菊酯处理后亚洲小车蝗unigene组装结果统计表

Table 3 Statistical table of unigene assembly results of Oedaleus asiaticus treated with beta-cypermethrin

参数Parameter

300 bp<LR≤500 bp

500 bp<LR≤1 000 bp

1 000 bp<LR≤2 000 bp

LR>2 000 bp

总数 Total number

总长度 Total length/bp

N50长度 N50 length/bp

平均长度 Mean length/bp

转录本Transcript

31 558(30.84%)

25 799(25.21%)

21 057(20.58%)

23 926(23.38%)

102 341

149 048 834

2 496

1 456.39

单基因簇unigene

25 027(42.95%)

15 188(26.06%)

9 057(15.54%)

9 003(15.45%)

58 276

65 210 605

1 980

1 119.00

LR表示unigene的不同长度区间；括号外的数字表示相应长度区间内unigene数量，括号内的百分比表示相应长度区间内

unigene所占比例。LR indicates the different length range of unigenes; the values outside parentheses indicate the number of unige-

nes in the corresponding interval, and the percentage in parentheses indicates the proportion of unigenes in the corresponding length

interval.

2.2 亚洲小车蝗转录组注释结果

将组装得到的 58 276个亚洲小车蝗 unigene序

列分别与 NR、Swiss-Prot、GO、COG、KOG、KEGG、

eggNOG 和 Pfam 数据库进行比对，按照 BLAST 参

数E值≤1×10-5和HMMER参数E值≤1×10-10的规则，

最终获得 27 964个有注释信息的 unigene（表 4），占

unigene 总数的 47.99%。在 eggNOG 数据库注释成

功的 unigene 数量最多，占 unigene 总数的 42.14%，

其后依次是在 NR、Pfam、KOG、Swiss-Prot、KEGG、

GO和COG数据库注释成功的unigene数量，分别占

unigene 总数的 40.25%、30.46%、27.30%、21.49%、

17.00%、16.87%和12.56%（表4）。注释成功的unige-

ne序列长度在[300，1 000）bp区间的有15 703条，长

度在 1 000 bp及以上的有 12 261条，说明本次测序

数据的注释效果较好（表4）。
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表4 高效氯氰菊酯处理亚洲小车蝗的unigene注释结果

Table 4 Unigene annotation results of Oedaleus asiaticus treated with beta-cypermethrin

数据库
Database

COG

GO

KEGG

KOG

Pfam

Swissprot

eggNOG

NR

合计Total

注释unigene数量
No. of unigenes annotated

7 322

9 834

9 909

15 912

17 751

12 522

24 559

23 459

27 964

所占比例
Percentage/%

12.56

16.87

17.00

27.30

30.46

21.49

42.14

40.25

47.99

300 bp≤长度<1 000 bp
300 bp≤length<1 000 bp

3 159

4 528

4 146

7 760

8 015

5 177

13 351

11 525

15 703

长度≥1 000 bp
Length≥1 000 bp

4 163

5 306

5 763

8 152

9 736

7 345

11 208

11 934

12 261

2.3 亚洲小车蝗的差异表达基因分析

通过比较高效氯氰菊酯处理组和对照组间亚洲

小车蝗的差异表达基因，共鉴定到 743个差异表达

基因，包括 208 个上调基因和 535 个下调基因（图

1）。对上述 743个差异表达基因进行功能注释，共

有522个差异表达基因在8大数据库中成功获得了

注释信息，其中在 eggNOG数据库注释到的差异表

达基因数量最多，有 474 条，其次依次是在 Pfam、

NR、KOG、Swiss-Prot、COG、GO和KEGG数据库中

注释到的差异表达基因数量，分别有406、397、273、

236、176、168 和 162 条获得注释信息。在 NR 数据

库中注释到亚洲小车蝗在高效氯氰菊酯胁迫后显著

差异表达的13个基因（表5）。

图1 高效氯氰菊酯处理后亚洲小车蝗3龄蝗蝻的

差异表达基因火山图

Fig. 1 Volcano map of differential expression genes in the

3rd instar nymphs of Oedaleus asiaticus after

beta-cypermethrin treatment

2.4 亚洲小车蝗unigene的GO分类

从差异表达基因在 GO 数据库的富集结果来

看，168个差异表达基因显著富集到细胞组分、分子

功能和生物学过程3大类共39个功能分类中，其中，

注释到生物学过程的有16个，注释到细胞组分过程

的有13个，注释到分子功能的有10个（图2）。

2.5 亚洲小车蝗差异表达基因的KEGG富集通路分析

在KEGG数据库中获得注释的162个差异表达

基因显著富集到20条不同的代谢通路中，主要涉及

核糖体、碳代谢、糖酵解/糖异生、氨基酸生物合成、

精氨酸和脯氨酸代谢以及丙氨酸、天冬氨酸和谷氨

酸代谢等代谢通路（图3）。

2.6 亚洲小车蝗抗药性相关基因筛选结果

从亚洲小车蝗转录组中筛选与抗药性相关的基

因，有 75条注释为CYP450，有 17条注释为GST，有

60条注释为CarE，其中CYP450基因占比较高，说明

该酶在亚洲小车蝗降解高效氯氰菊酯的过程中具有

重要作用，与该害虫的抗药性密切相关。从代谢通

路进一步分析挖掘，有47个差异表达基因与亚洲小

车蝗的抗药性相关，包括6个CYP450、5个GST、1个

CarE、3个MFO、1个MUC、7个HSP、23个NADH和

1个ADH。

2.7 亚洲小车蝗差异表达基因的表达趋势验证

为验证转录组测序获得的差异基因数据真实性

和可靠性，随机选取 8 个差异表达基因进行 qRT-

PCR验证，其中 6个基因上调，2个基因下调。结果

表明，与对照组相比，这 8 个基因的表达趋势与

RNA-Seq分析的表达趋势一致，说明本试验转录组

测序结果可靠。对 qRT-PCR 验证数据与 RNA-seq

测序数据进行显著性分析，发现2种分析方法得到的

GST7 表达量差异极显著（P<0.01），CarE6、MUC13

和NADPH2的表达量差异显著（P<0.05），其余 4个

差异表达基因 ADH1C、CYP3A7、HSP70 和 CYP6Dl

的表达量差异不显著（图4）。
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表5 在NR数据库中注释到的亚洲小车蝗响应高效氯氰菊酯胁迫后差异表达倍数最大的13个基因

Table 5 Top 13 differentially expressed genes of Oedaleus asiaticus after beta-cypermethrin stress are annotated in the NR database

基因编号
Gene ID

c130362.graph_c1
c131609.graph_c0
c73151.graph_c0
c108597.graph_c0
c140819.graph_c1
c141057.graph_c0
c130607.graph_c0
c135877.graph_c0
c122471.graph_c0
c140986.graph_c0
c142017.graph_c1
c74449.graph_c0
c74472.graph_c0

差异倍数对数值
log2FC

3.10
-7.99
-7.31

5.51
-5.40

5.96
-4.66
-5.91

5.43
-4.56

5.97
4.41
5.08

FDR

0.005
0.016
0.022
0.012
0.019
0.008
0.042
0.009
0.012
0.008
0.010
0.011
0.011

变化趋势
Variation trend

上调Up
下调Down
下调Down
上调Up
下调Down
上调Up
下调Down
下调Down
上调Up
下调Down
上调Up
上调Up
上调Up

注释
Annotation

谷胱甘肽S-转移酶 Glutathione S-transferase
乙醇脱氢酶 Alcohol dehydrogenase
细胞色素氧化酶 Cytochrome oxidase
热激蛋白 Heats hock protein
羧酸酯酶 Carboxylesterase
黏蛋白 Mucin
甘油磷酸二酯磷酸二酯酶 Glycerophosphodiester phosphodiesterase
羰基还原酶 Narbonylreductase
细胞色素P450 CytochromeP450
羧酸酯酶 Carboxylesterase
多功能氧化酶 Mixed-functional oxidase
ATP结合盒转运体 ATP-binding cassette transporter
碱性磷酸酶 Alkaline phosphatase

FDR：错误发现率。FDR<0.01且|log2FC|>2者为显著差异表达基因。FDR: False discovery rate. The genes with FDR<0.01

and |log2FC|>2 are identified as significantly differentially expressed genes.

1：代谢过程；2：细胞过程；3：单生物过程；4：生物调节；5：定位；6：刺激反应；7：细胞成分组织或生物发生；8：信号传递；

9：多细胞生物过程；10：生长过程；11：多元组织过程；12：生殖；13：生物附着；14：生殖过程；15：解毒；16：运动；17：免疫

系统过程；18：行为；19：生长；20：参与化学突触传递的突触前过程；21：节律过程；22：细胞；23：细胞组分；24：膜；25：膜组

分；26：分子复合物；27：细胞器组分；28：膜包围腔；29：胞外区；30：超分子复合物；31：胞外区组分；32：突触；33：毒粒；

34：毒粒组分；35：突触组分；36：细胞连接；37：拟核；38：其他有机体；39：其他有机体组分；40：催化活性；41：结合；42：转

运活性；43：结构分子活性；44：信号传感器活性；45：分子传感器活性；46：分子功能调节器；47：核酸结合转录因子活性；48：

电子载体活性；49：转录因子活性，蛋白质结合；50：抗氧化活性；51：蛋白质标签；52：金属伴侣活性；53：翻译调控因子活性。

1: Metabolic process; 2: cellular process; 3: single-organism process; 4: biological regulation; 5: localization; 6: response to stimulus;

7: cellular component organization or biogenesis; 8: signaling; 9: multicellular organismal process; 10: developmental process; 11:

multi-organism process; 12: reproduction; 13: biological adhesion; 14: reproductive process; 15: detoxification; 16: locomotion; 17:

immune system process; 18: behavior; 19: growth; 20: presynaptic process involved in chemical synaptic transmission; 21: rhythmic

process; 22: cell; 23: cell part; 24: membrane; 25: membrane part; 26: macromolecular complex; 27: organelle part; 28: membrane-

enclosed lumen; 29: extracellular region; 30: supramolecular complex; 31: extracellular region part; 32: synapse; 33: virion; 34: vi-

rion part; 35: synapse part; 36: cell junction; 37: nucleoid; 38: other organism; 39: other organism part; 40: catalytic activity; 41:

binding; 42: transporter activity; 43: structural molecule activity; 44: signal transducer activity; 45: molecular transducer activity; 46:

molecular function regulator; 47: nucleic acid binding transcription factor activity; 48: electron carrier activity; 49: transcription fac-

tor activity, protein binding; 50: antioxidant activity; 51: protein tag; 52: metallochaperone activity; 53: translation regulator activity.

图2 高效氯氰菊酯胁迫后亚洲小车蝗3龄蝗蝻unigene的GO分类图

Fig. 2 GO classification of unigenes in the 3rd instar nymphs of Oedaleus asiaticus after beta-cypermethrin stress



横轴为通路富集程度，数字越大说明在研究数据中该通路越显著；纵轴为差异表达基因显著富集到的代谢通路。

Horizontal axis is the degree of enrichment of the pathway, the greater the number, the more significant the pathway in

the research data; vertical axis is metabolic pathway significantly enriched by differentially expressed genes.

图3 高效氯氰菊酯胁迫后亚洲小车蝗3龄蝗蝻unigene显著富集的前20条KEGG通路

Fig. 3 Top 20 of KEGG pathway analysis of unigenes in the 3rd instar nymphs of Oedaleus asiaticus after beta-cypermethrin stress

图4 亚洲小车蝗高效氯氰菊酯胁迫前后转录组间差异表达基因的RNA-Seq测序数据和qRT-PCR验证数据

Fig. 4 qRT-PCR validation and RNA-Seq sequencing data of differentially expressed genes between transcriptomes before and after

beta-cypermethrin stress in Oedaleus asiaticus

图中数据为平均数±标准误。*和**分别表示经独立样本 t检验法检验差异显著（P<0.05和P<0.01）。Data are mean±SE.

* or ** indicates significant difference by independent sample t test (P<0.05 or P<0.01).

3 讨论

到目前为止，化学杀虫剂仍然是防治害虫的主

要手段，但因其长期不合理使用所带来的负面影响

日益突显，其中抗药性的逐年增加导致杀虫剂的敏

感性降低是主要问题之一（吴有刚等，2019）。蝗虫

作为严重影响我国农林牧业安全生产的主要害虫种

类，防治蝗虫的化学农药种类繁多，涉及菊酯类、大
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环内脂类以及新烟碱类农药等，这些药剂均具有高

效低毒的优点，被广泛用于蝗虫防治（涂雄兵等，

2020）。随着近些年转录组测序技术的不断发展，已

被广泛用于筛选与昆虫抗药性相关基因及调控网络

的研究中（陈龙飞等，2020），如飞蝗（Jiang et al.，

2012）、柑橘木虱 Diaphorina citri（宋晓兵等，2023）

以及致倦库蚊 Culex pipiens quinquefasciatus（沈瑞

鑫等，2020）等害虫。本研究通过 Illumina Hiseq

4000高通量测序平台对高效氯氰菊酯处理前后的

亚洲小车蝗进行了转录组测序，并深入挖掘了与亚

洲小车蝗抗药性相关的基因及调控网络。

本研究共检测到 743 个差异表达基因，包括

208个上调表达基因，535个下调表达基因，其中与

亚洲小车蝗抗药性相关差异表达基因有47个。GO

功能富集和KEGG富集通路分析显示，在 743个差

异表达基因中有 168 个差异表达基因显著富集到

GO数据库的三大功能分类中，包括代谢、生长以及

免疫等多个过程，有 162个差异表达基因显著富集

到20条KEGG数据库的不同代谢通路，其中涉及多

个与昆虫抗药性相关的代谢通路，如CYP450对外

源物质的代谢通路，该通路是昆虫应对杀虫剂胁迫

的重要途径（朱江和邱星辉，2021）。

CarE、GST 以及 CYP450 是参与昆虫抗药性代

谢的三大解毒酶系，属于多基因编码的超级家族酶

系，是诱导害虫产生抗药性的关键基因（孙丽娜等，

2020；黄云等，2022）。目前，对拟除虫聚酯类杀虫剂

的抗性研究相对较深入，昆虫主要通过调控解毒酶

活性和钠离子通道敏感度来提高抗药性，通常情况

下，昆虫摄入有毒化合物后其体内CYP450、GST和

CarE的表达水平和催化活性会显著升高，以抵抗有

毒物质的胁迫，维持个体发育和生存（Birnbaum et

al.，2017；黄训兵等，2021）。其中最普遍的抗药性机

制是通过上调表达CYP450基因来完成的（Zhen &

Gao，2016；Khan et al.，2020），其次是通过调控CarE

和GST在物种体内的活性降低对杀虫剂的抗性，如

在小菜蛾Plutella xylostella的抗药性研究中，通过调

高CarE和GST活性来降低对杀虫剂氯虫苯甲酰胺

的敏感性（Li et al.，2018）。本研究共筛选到 6条编

码CYP450的基因、5条编码GST的基因以及1条编

码CarE的基因，这些基因可能参与并介导了亚洲小

车蝗对高效氯氰菊酯的应激反应和抗药性的产生等

过程。朱江和邱星辉（2021）研究认为，通过调控

CarE、GST 以及 CYP450 三大解毒酶系来降低杀虫

剂的毒性可能是昆虫在长期的进化过程中形成的重

要种群生存和繁衍策略。同时在高效氯氰菊酯胁

迫下，差异表达基因主要富集到碳代谢、糖酵解/糖

异生和氨基酸生物合成等生物学过程，这些功能都

与物质代谢转运等相关，表明亚洲小车蝗在抗药性

形成过程中可能会需要大量能量来维持各项生命

活动。

本研究的转录组测序结果表明，亚洲小车蝗响

应 4.5%高效氯氰菊酯胁迫的抗性基因主要与代谢

抗性相关，通过上调表达抗性相关基因来提高蝗虫

应对杀虫剂的胁迫，以维持自身生理状态的平衡。

不同田间亚洲小车蝗种群体内 GST、CYP450、

HSP70、CarE 和 MUC 各家族部分基因的表达量有

所升高，与生理生化水平上对解毒酶的活性变化研

究结果基本一致。筛选到的 47条与抗药性相关基

因可为进一步深入研究亚洲小车蝗对杀虫剂的代

谢、解毒以及作用机制等提供靶标位点。
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