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基于转录组数据的害虫抗药性综合检测方法
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摘要：为建立基于转录组数据的害虫抗药性检测方法，以3种重要害虫家蝇Musca domestica、白纹

伊蚊 Aedes albopictus 和小菜蛾 Plutella xylostella 的 8 个抗性/敏感种群的转录组数据为对象，使用

已开发的乙酰胆碱酯酶抗性突变检测程序ACE检测不同种群中的乙酰胆碱酯酶抗药性突变，并使

用Bowtie 2软件和R程序包DESeq2检测其解毒酶基因的表达量变化，分析这3种害虫对有机磷类

和氨基甲酸酯类杀虫剂的抗性分子基础。结果显示，在家蝇2个抗性种群KS8S3和ALHF中检测

到 ace2 基因上发生了 G227A 抗药性突变，突变频率分别为 0.318 和 1.000；在白纹伊蚊抗性种群

Tem-GR 中检测到 CCEae3a 基因的表达量较敏感种群 Par-GR 上调了 7.175 倍；在小菜蛾抗性种群

ZZ 中检测到 ace1 基因上发生 A201S 和 G227A 抗药性突变，突变频率分别为 0.656 和 0.692。根据

上述突变频率和解毒酶基因表达量变化评估的 3 种害虫种群抗药性情况与其之前的报道基本相

符，表明基于转录组数据同时对靶标抗性机制和代谢抗性机制进行检测的害虫抗药性综合检测方

法可以很好地反映害虫种群的抗药性状况。
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The comprehensive method for detecting insecticide resistance

by RNA-Seq data analysis
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Abstract: In order to develop a reliable method for monitoring insecticide resistance based on RNA-

Seq data, and to confirm the genotypes associated with resistance to organophosphates and carbamates

in three important insect pests, Musca domestica, Aedes albopictus and Plutella xylostella, the RNA-

Seq data from eight resistant/sensitive populations of these three insects were analyzed using a previously

reported program, ACE, to detect the target resistant mutations in acetylcholinesterase (ace), and by

Bowtie 2 and R package DESeq2 to detect the expression changes of detoxification genes. The results

showed that a resistance-related mutation G227A in ace2 was detected in two resistant M. domestica

populations KS8S3 and ALHF with the ratios of 0.318 and 1.000, respectively; the expression of a resis‐

tance-related detoxification gene CCEae3a in a resistant A. albopictus population Tem-GR was 7.175

fold higher than that in the sensitive population Par-GR, and two resistance-related mutations A201S

and G227A in ace1 were detected in resistant ZZ population of P. xylostella with the ratios of 0.656 and

0.692, respectively. The resistance estimated in different pest populations based on the frequencies of
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有机磷类和氨基甲酸酯类杀虫剂是害虫防治中

广泛使用的传统药剂，其机理是通过抑制乙酰胆碱

酯酶（acetylcholinesterase，AChE）的活性来影响害

虫神经信号的传导，进而导致害虫死亡（李梦怡等，

2017）。该类杀虫剂最早在20世纪40年代应用于害

虫防治，在使用了 70多年后，害虫对这类杀虫剂的

抗性问题也越来越突出，已在多种害虫中被报道，如

棉蚜 Aphis gossypii、桃蚜 Myzus persicae 和小菜蛾

Plutella xylostella 等（郑炳宗等，1989；高希武等，

1992；Khaliq et al.，2007），并导致了这类杀虫剂的田

间防治效果明显降低。为了应对害虫抗药性的问

题，通常会加大杀虫剂的使用剂量，由此形成恶性循

环，加剧了对农业生产、人类健康和生态环境的危害

（Gould et al.，2018）。因此，为了能够及时、准确地

检测害虫种群的抗药性，建立一个简便、快速的害虫

抗药性检测方法显得尤为急迫。

传统的害虫抗药性检测除了有生物测定外，还

有依赖电生理学和酶学进行的生理生化检测，而分

子生物学检测技术则是之后发展起来的高灵敏度新

技术。抗药性分子检测主要是对害虫2大抗药性机

制进行测定，包括检测杀虫剂靶标不敏感突变和解

毒代谢酶基因的表达水平（李飞等，2003）。目前，检

测靶标抗药性突变的技术主要有特异性等位基因

PCR（PCR amplification of specific alleles，PASA）、

随机扩增多态性 DNA（random amplified polymor‐

phic DNA，RAPD）等技术（高明等，2013；马玉婷等，

2017）；检测解毒代谢酶基因表达量的技术主要有定

量 PCR 技术（quantitative PCR，qPCR）等（潘志萍和

李敦松，2006）。使用这些技术能够较为准确地检测

导致害虫产生抗药性的突变或解毒代谢基因表达的

增强，反映害虫抗药性的发生情况。但这些方法的

操作过程较为繁琐，尤其是在检测害虫某个种群的

抗药性基因型时，需要对种群取样并对所有个体逐

一进行靶标突变检测和解毒酶基因表达量测定，费

时费力。

RNA-Seq 技术可以对害虫种群样本中所有个

体的转录产物进行高通量测序，产生的转录组数据

中包含了基因蛋白编码区的突变信息和基因的表达

量信息（de Wit et al.，2015）。前期，浙江大学昆虫基

因组与生物信息学实验室开发了基于转录组数据进

行AChE抗药性突变检测的程序，命名为ACE（Guo

et al.，2017）。通过ACE程序对害虫种群的转录组

数据进行分析，能够准确地检测特定靶标中AChE

的抗药性突变。除此之外，利用转录组数据还能够

对害虫抗药性相关的解毒代谢酶如P450单加氧酶、

谷胱甘肽 S-转移酶（glutathione S-transferase，GST）

和羧酸酯酶（carboxylesterase，CCE）的基因表达量

进行检测（Mamidala et al.，2012；David et al.，2014；

You et al.，2015）。

家蝇Musca domestica和白蚊伊蚊Aedes albop‐

ictus 是病媒害虫，能够传播多种病原物，对人类健

康造成重大威胁；小菜蛾是十字花科蔬菜上重要的

农业害虫，其暴发经常导致蔬菜的减产和绝收；且这

3种害虫均对有机磷类和氨基甲酸酯类杀虫剂产生

了不同程度的抗性（Huang et al.，1997；Elia-Amira

et al.，2018；Sindhu et al.，2018），且抗药性机制也基

本明确。家蝇对有机磷类和氨基甲酸酯类杀虫剂的

抗性机制主要是靶标 ace2 基因上发生了 V150L、

G227A、G227V、F290Y 和 G328A 突变（Başkurt et

al.，2011）。蚊类害虫对有机磷类和氨基甲酸酯类杀

虫剂产生抗性的共有机制是 ace1 基因上的 A119S

突变和 CCE 基因表达的增强（Hemingway & Ka‐

runaratne，1998；Weill et al.，2003），据报道白纹伊蚊

的抗药性与CCEae3a基因表达增强有关（Grigoraki

et al.，2016），但其尚无类似于冈比亚按蚊Anopheles

gambiae在ace1基因上发生A119S抗药性突变的报

道。小菜蛾中既存在靶标抗性也存在代谢抗性，靶

标抗性主要是由 ace1 基因上 A201S、G227A 和

F290V突变引起的（Yeh et al.，2014），代谢抗性则主

要是由于 GST 基因的高表达所致（Huang et al.，

1998；Chen & Zhang，2015）。

由于害虫抗药性主要是由靶标不敏感突变和解

毒代谢酶基因表达水平升高引起，本研究拟建立基

于转录组数据的害虫抗药性综合检测方法，使用

detected mutations and the expression change of detected detoxification genes were well consistent with

the previous reports of these populations. These results indicated that the estimation of the resistance

level by combining the mutation frequency and the expression change of detoxification genes based on

RAN-Seq data was feasible, providing a new omics-based resistance monitoring method.

Key words: insect pest; insecticide resistance detection; target mutation; detoxification gene; RNA-Seq

data
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ACE靶标突变检测程序和解毒酶基因差异表达分

析对上述3种为害严重且抗药性问题突出的害虫家

蝇、白纹伊蚊和小菜蛾的抗药性机制同时进行检测，

评估害虫种群的抗药性发生情况，检验该方法评估

害虫种群抗药性的实用性，以期可以及时、准确地检

测害虫抗药性，为杀虫剂的合理使用和害虫抗药性

的综合治理提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试转录组数据：在NCBI的SRA数据库中下

载家蝇、白纹伊蚊和小菜蛾3种害虫8个种群的25个

转录组数据。其中，家蝇 3个种群的 8个转录组数

据，包括敏感种群 aabys（3 个转录组数据）、抗性种

群KS8S3（3个转录组数据）和ALHF（2个转录组数

据）（Li et al.，2013；Reid et al.，2019）；白纹伊蚊 2个

种群的8个转录组数据，包括敏感种群Par-GR（4个

转录组数据）和抗性种群Tem-GR（4个转录组数据）

（Grigoraki et al.，2015）；小菜蛾 3个种群的 9个转录

组数据，包括敏感种群CHS（3个转录组数据）、CHR

（3个转录组数据）和抗性种群ZZ（3个转录组数据）

（Zhu et al.，2017）。上述抗性种群均是指对有机磷

类和氨基甲酸酯类杀虫剂产生抗性的种群。

供试昆虫：小菜蛾 CHS 敏感种群采集于北京

市，已在实验室连续饲养 10年，在此期间不接触任

何杀虫药剂；CHR敏感种群是CHS种群经过氯虫苯

甲酰胺多代筛选得到的筛选种群，对氯虫苯甲酰胺

表现出抗性，对有机磷和氨基甲酸酯类农药敏感。

室内饲养采用蛭石萝卜苗法，在尼龙网制成的长31 cm×

宽 23 cm×高 24 cm养虫笼中放置催芽播种后 1 d的

萝卜苗供小菜蛾CHR敏感种群产卵，每隔 2 d更换

新鲜萝卜苗，并将带有卵的萝卜苗移入另一个养虫

笼中待其孵化。饲养条件为温度27±1℃、相对湿度

40%~60%、光周期16 h L∶8 h D。取其4龄幼虫供试。

试剂和仪器：QuickExtractTM DNA Extraction

Solution 试剂盒，美国 Epicentre 公司；2×Taq Master

Mix，南京诺唯赞生物科技有限公司。5417R冷冻离

心机、Master Cycler Personal PCR仪，德国艾本德股

份公司；Kodak 电泳凝胶成像仪，美国柯达公司；

Power/PAC 3000型电泳仪，美国Bio-Rad公司。

1.2 方法

1.2.1 家蝇3个种群抗药性分子机制检测

家蝇对有机磷类和氨基甲酸酯类杀虫剂的抗性

主要与ace2基因上的抗药性突变有关，故使用ACE

程序对家蝇敏感种群 aabys、抗性种群KS8S3和AL‐

HF 的 ace2 基因进行抗药性突变的检测。首先，使

用 fastq-dump软件将SRA数据库中下载的家蝇3个

种群转录组数据 sra 格式文件转换为 fastq 格式文

件，使用 FastQC 和 trimmomatic 软件对这些转录组

原始数据进行质量控制，去除低质量的测序结果。

按照ACE程序的使用说明，利用ACE程序对这些转

录组数据进行分析，得到含突变等位基因的抗性

reads和不含突变等位基因的敏感 reads，并计算检测

到的突变频率。突变频率=抗性 reads 数目/（抗性

reads数目+敏感 reads数目）×100%。

1.2.2 白纹伊蚊2个种群抗药性分子机制检测

白纹伊蚊具有 2 个 AChE 基因 ace1 和 ace2，其

中 ace1基因是有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的作

用靶标。而蚊类害虫对有机磷类和氨基甲酸酯类杀

虫剂的抗药性主要与 ace1 基因上的 A119S 抗药性

突变和CCE基因的高表达有关。使用ACE程序对

白纹伊蚊敏感种群 Par-GR 和抗性种群 Tem-GR 的

ace1 基因上的抗药性突变进行检测，方法同 1.2.1。

同时，在VectorBase数据库（Giraldo-Calderón et al.，

2015）中下载白纹伊蚊已经注释的30条CCE基因序

列，使用Bowtie 2软件和R程序包DESeq2对白纹伊

蚊 2个种群的CCE基因表达量进行计算，对 2个种

群CCE基因的差异表达进行分析。首先，使用Bow‐

tie 2软件将白纹伊蚊转录组数据质控后的 reads比

对到30条CCE基因序列上，统计每个转录组数据中

每个CCE基因上比对到的 reads数目，构建 reads数

目矩阵，使用R语言程序包DESeq2对 reads数目矩

阵进行分析，得到30个CCE基因在敏感种群Par-GR

和抗性种群Tem-GR间的 log2（表达量变化倍数），将

该对数值转换为表达量变化倍数后进行分析。

1.2.3 小菜蛾3个种群抗药性分子机制检测

小菜蛾也具有2个AChE基因ace1和ace2，其中

ace1 基因是有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的作用

靶标，其对有机磷类和氨基甲酸酯类杀虫剂的抗性

主要与 ace1基因上的抗药性突变和GST基因的高

表达有关。使用ACE程序对小菜蛾敏感种群CHS、

CHR和抗性种群ZZ的ace1基因上的抗药性突变进

行检测，方法同 1.2.1。同时，在 DBM-DB 数据库

（Tang et al.，2014）中下载小菜蛾已鉴定的22个GST

基因，使用Bowtie 2软件和R程序包DESeq2对小菜

蛾 3个种群的GST基因表达量进行检测，并进行敏

感种群 CHR、抗性种群 ZZ 与敏感种群 CHS 间的

GST基因差异表达分析，计算和分析方法同1.2.2。
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1.2.4 小菜蛾CHR种群ace1基因片段的克隆测序

小菜蛾 CHR 种群是敏感种群，但基于 1.2.3

ACE程序检测结果发现有抗性突变的存在，为验证

ACE程序检测的准确性，对小菜蛾CHR种群的ace1

基因进行克隆测序。在CHR种群中取30头小菜蛾

4龄幼虫，使用QuickExtractTM DNA Extraction Solu‐

tion试剂盒进行单头试虫的基因组DNA提取，具体

操作步骤按照试剂盒说明书进行。从GenBank下载

小菜蛾ace1基因的DNA序列（登录号：JQ085428.1），

基于该序列设计特异性引物 298-F（5′-GCCTCTA‐

CATCAACATCGTG-3′）和 298-R（5′-ACGACCCGT-

CTATTATTGGA-3′）来扩增含有A201S、G227A突变

的 ace1 基因片段。引物由擎科新业生物技术（北

京）有限公司合成。25 mL PCR 反应体系：基因组

DNA 5 mL、上下游引物各 1 mL、2×Taq Master Mix

12.5 mL，ddH2O补足至25 mL。 PCR扩增程序：94℃

预变性 3 min；94℃变性 30 s，55℃退火 30 s，72℃延

伸50 s，35个循环；最后72℃延伸10 min。在得到的

PCR产物中取 5 μL用 1.0%琼脂糖凝胶进行电泳检

测目的条带，扩增产物送生工生物工程（上海）股份

有限公司进行测序。将敏感种群CHR的30个样本

测序所得序列与 GenBank 中下载的小菜蛾 ace1 基

因DNA序列进行比对，并将突变位点上的碱基翻译

成氨基酸残基，若氨基酸只有野生型即为敏感纯合

子；若同时存在野生型和突变型即为杂合子；若只有

突变型即为抗性纯合子，然后计算抗性突变等位基

因频率。抗性突变等位基因频率=（2×抗性纯合子

数+杂合子数）/（2×样本总数）×100%。

2 结果与分析

2.1 家蝇3个种群抗药性分子机制检测结果

家蝇中只有1个AChE基因ace2。使用ACE程

序对家蝇3个种群ace2基因上的抗药性突变位点进

行检测，发现敏感种群 aabys的 ace2基因未发生抗

药性突变，说明该种群尚未发生靶标抗性；但在抗性

种群 KS8S3 的 3 个转录组数据中均检测到 ace2 基

因上的G227A抗药性突变，突变频率分别为 0.667、

0.143 和 0.143，平均突变频率为 0.318；在抗性种群

ALHF的2个转录组数据中均检测到ace2基因上的

G227A抗药性突变，突变频率分别为1.000和1.000，

平均突变频率为 1.000（表 1）。表明家蝇抗性种群

KS8S3 和 ALHF 均已发生靶标抗性，且种群 ALHF

的靶标抗性水平较种群KS8S3更高，这与之前报道

的生物测定结果相符。

表1 家蝇3个种群中ace2基因上发生G227A突变的频率

Table 1 The mutation frequencies of G227A in ace2 gene in three Musca domestica populations

种群
Population

敏感种群aabys
Sensitive population
aabys

抗性种群KS8S3
Resistant population
KS8S3

抗性种群ALHF
Resistant population
ALHF

SRA登录号
SRA accession no.

SRR5906803
SRR5906794
SRR5906793
SRR5906800
SRR5906799
SRR5906804
SRR521288

SRR521289

抗性 reads数 a

Number of
resistant reads

0
0
0
6
2
1

13

8

敏感 reads数 b

Number of
sensitive reads

4
12
4
3

12
6
0

0

突变频率
Mutation frequency

0.000
0.000
0.000
0.667
0.143
0.143
1.000

1.000

平均
Mean

0.000

0.318

1.000

a：含抗性等位基因的 reads数；b：含敏感等位基因的 reads数。a：Number of reads containing resistant allele；b：number of

reads containing sensitive allele.

2.2 白纹伊蚊2个种群抗药性分子机制检测结果

使用 ACE 程序对白纹伊蚊 2 个种群 ace1 基因

上的抗药性突变位点进行检测，发现敏感种群Par-

GR和抗性种群Tem-GR的 ace1基因均未发生抗药

性突变。对CCE蛋白家族的 30个基因在 2个种群

中的表达量进行检测分析，发现有 8个CCE基因在

2个种群间表达量变化倍数高于2倍，其中有3个在

抗性种群 Tem-GR 中的表达量下调，分别下调了

2.990 倍、2.244 倍和 2.014 倍，其余 5 个在抗性种群

Tem-GR 中的表达量上调，分别上调了 7.175 倍、

6.407倍、6.256倍、3.463倍和2.141倍。上调倍数最

高的基因 ID为XM_019670441.1，在NCBI中查询其

注释，发现该基因是已经被验证与抗药性相关的

CCEae3a基因（表2）。表明白纹伊蚊2个种群没有发

生抗药性突变，但抗性种群Tem-GR的代谢解毒能力

更高，导致了抗药性的产生，这与之前的报道相符。
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表2 白纹伊蚊抗性种群Tem-GR与敏感种群Par-GR间差异表达的CCE基因

Table 2 The differential expressed CCE genes between Aedes albopictus resistant population Tem-GR

and susceptible population Par-GR

表达量上调/下调
Up/down regulation

表达量上调
Up-regulation

表达量下调
Down-regulation

基因 ID
Gene ID

XM_019670441.1

XM_019671910.1

XM_019670345.1

XM_019672477.1

XM_019679510.1

XM_019704752.1

XM_019679686.1
XM_019676123.1

表达量变化倍数
Fold change

7.175

6.407

6.256

3.463

2.141

2.990

2.244
2.014

log2（表达量变化倍数）
log2 fold change

2.843

2.680

2.645

1.792

1.099

1.580

1.166
1.010

P

8.93e-56

1.61e-53

5.95e-47

1.02e-08

2.47e-20

7.28e-11

4.34e-11
3.01e-11

2.3 小菜蛾3个种群抗药性分子机制检测结果

使用 ACE 程序对小菜蛾 3 个种群 ace1 基因进

行检测分析，在敏感种群CHS中未发现ace1基因上

发生抗药性突变，但在敏感种群CHR的ace1基因上

检测到了A201S和G227A抗药性突变，突变频率分

别为0.324和0.334；在抗性种群ZZ的ace1基因上也

检测到了A201S和G227A抗药性突变，突变频率分

别为0.656和0.692（表3）。对小菜蛾3个种群的22个

GST基因表达量进行检测分析，发现敏感种群CHR

与抗性ZZ种群、敏感种群CHS间的GST基因表达

量变化倍数均低于 2倍，未检测到差异表达的GST

基因。表明敏感种群CHS尚未发生靶标抗性，但敏

感种群CHR和抗性种群ZZ均已发生了靶标抗性，

且种群ZZ靶标抗性水平较种群CHR更高。GST的

差异表达分析结果显示，3个种群在代谢水平上无

较大差异，这一结果与之前的报道基本相符。

表3 小菜蛾3个种群的ace1基因上发生A201S和G227A的突变频率

Table 3 The mutation frequency of A201S and G227A in ace1 gene in three Plutella xylostella populations

靶标突变
Target mutation

ace1-A201S

ace1-G227A

种群
Population

敏感种群CHS
Sensitive
population CHS

敏感种群CHR
Sensitive
population CHR

抗性种群ZZ
Resistant
population ZZ

敏感种群CHS
Sensitive
population CHS

敏感种群CHR
Sensitive
population CHR

抗性种群ZZ
Resistant
population ZZ

SRA 登录号
SRA accession no.

SRR5171274

SRR5171275

SRR5171277

SRR5171278

SRR5171279

SRR5171453

SRR5171455

SRR5171456

SRR5171457

SRR5171274

SRR5171275

SRR5171277

SRR5171278

SRR5171279

SRR5171453

SRR5171455

SRR5171456

SRR5171457

抗性 reads数 a

Number of
resistant reads

0

0

0

85

91

0

232

301

207

0

0

0

85

91

0

237

324

197

敏感 reads数 b

Number of
sensitive reads

78

118

83

79

110

132

120

146

119

84

111

85

84

91

102

107

137

107

突变频率
Mutation

frequency

0.000

0.000

0.000

0.518

0.453

0.000

0.659

0.673

0.635

0.000

0.000

0.000

0.503

0.500

0.000

0.689

0.703

0.648

平均
Mean

0.000

0.324

0.656

0.000

0.334

0.692

a：含抗性等位基因的 reads数；b：含敏感等位基因的 reads数。a：Number of reads containing resistant allele；b：number of

reads containing sensitive allele.

2.4 小菜蛾敏感种群CHR ace1基因上的突变验证

CHR种群对有机磷类和氨基甲酸酯类杀虫剂

敏感，但对其转录组数据进行检测时发现在ace1基

因上发生了抗药性突变。PCR扩增测序得到 30个

样本的DNA片段序列，比对发现在A201S突变位点

为敏感纯合子的样本数为19个，杂合子的样本数为
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11个，没有抗性纯合子；在G227A突变位点为敏感

纯合子的样本数为20个，杂合子的样本数为9个，抗

性纯合子的样本数为 1个，经计算A201S和G227A

抗药性突变的频率均为0.183。表明小菜蛾CHR敏

感种群确实存在 ace1基因上的A201S和G227A抗

药性突变（图1），但突变频率不高，所以之前的生物

测定中并未检测到抗性。

图1 小菜蛾CHR种群中A201S和G227A突变的测序图谱

Fig. 1 Sequence chromatograms of mutations A201S and G227A in CHR population of Plutella xylostella

3 讨论

依据害虫抗药性的主要机制，本研究提出利用

转录组数据同时检测靶标抗药性突变和解毒酶基因

表达量来综合预测害虫种群抗药性的新方法，并利

用抗药性状况已知的3种害虫8个种群的转录组数

据进行实用性验证检测。结果显示，家蝇敏感种群

aabys 未检测到抗药性突变，而抗性种群 KS8S3 和

ALHF中均检测到G227A靶标抗药性突变，根据抗

药性基因型对种群抗药性情况的预测结果与之前

Li et al.（2013）和Reid et al.（2019）的报道相符。白

蚊伊蚊的 2 个种群虽然均未检测到靶标抗药性突

变，但在抗性种群Tem-GR中检测到了相对于敏感

种群Par-GR表达量显著上调的5个CCE基因，其中

包括1个已经被验证与白纹伊蚊对有机磷类杀虫剂

抗性有关的CCEae3a基因，根据抗药性基因型预测

的抗药性情况也与之前 Grigoraki et al.（2015）的报

道相符。小菜蛾3个种群中均未检测到表达量变化

高于2倍的解毒酶基因GST，但在抗性种群ZZ中检

测到了高频率的靶标抗药性突变 A201S（0.656）和

G227A（0.692），在敏感种群CHS中没有检测到靶标

抗药性突变，而在敏感种群CHR中仅检测到低频率

的靶标抗药性突变，根据抗药性基因型预测的抗药

性情况亦与之前Zhu et al.（2017）的报道相符。表明

本研究建立的基于转录组数据的害虫抗药性综合检

测方法，通过同时对靶标抗性机制和代谢抗性机制

进行检测，可以很好地反映害虫种群的抗药性状

况。本实验室前期开发的ACE程序仅对靶标抗药

性突变进行检测（Guo et al.，2017），就验证的3种试

虫而言，单独检测靶标抗药性突变就无法预测白纹

伊蚊对有机磷类杀虫剂的抗性。由于害虫抗药性的

机制复杂，抗药性预测首先要考虑主要机制，而精确

预测则需要尽可能全面地考虑各种机制。

一般认为敏感种群应该没有明显的抗药性突

变，但在利用转录组数据进行检测时，发现敏感种群

CHR具有靶标抗药性突变，为了验证检测结果的准

确性，对敏感种群CHR试虫进行了基因克隆和测序

检测，确认了利用转录组数据检测靶标抗药性突变

的准确性，但同时也发现，利用转录组数据检测靶标

抗药性突变与基因克隆测序检测到的突变频率并不

完全一致。如克隆测序时取样为30头，检测到的突

变频率为 0.183；而在转录组数据中比对的总 reads

数为102~201个，检测到的突变频率为0.324~0.334。

检测如此突变频率的取样数量和转录组质量均符合

要求，这种频率差异很可能来自方法本身，具体原因

尚需进一步研究。

转录组数据不仅可以用于害虫种群抗药性的检

测，还可以用于抗药性机制的研究。如 Zhao et al.

（2018）曾对埃及伊蚊Aedes aegypti抗性种群与敏感

种群的转录组数据进行分析，得到表达量差异显著

的2个基因CYP9J28和CYP9J10，且验证确认这2个

基因与抗药性相关。本研究在白纹伊蚊抗性与敏感
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种群间检测到表达量差异显著的 8个CCE基因，除

了已报道的CCEae3a基因外，其它 7个基因尚未见

报道，这些基因也可能与抗药性有关，具有重要的研

究价值，后续可以针对其进行基因功能验证，挖掘更

多的抗药性相关基因。

综上所述，基于转录组数据能够同时对靶标抗

药性突变和解毒酶基因表达量进行检测，进而有效

地评估害虫种群的抗药性情况。但必须指出，目前

使用转录组数据进行抗性分子检测并进行田间监测

时仍需要进一步完善。一是需要对多个农药靶标上

的突变进行同时检测，如电压门控钠离子通道（volt‐

age-gated sodium channel，VGSC）、鱼尼丁受体（ry‐

anodine receptor，RyR）等（王建军等，2008；李秀霞

等，2015）；二是需要建立基因型和抗药性表型之间

的定量关系，由基因型可以直接预测抗药性水平；三

是尽可能地综合检测各种抗药性机制导致的核酸变

化或表达量水平变化，实现对抗药性水平更全面、更

准确的预测；四是开发在线综合分析平台，害虫抗药

性不是一个局部问题，根据局部地区的抗药性检测

情况和少数专家的意见制定的治理策略可能不够全

面，在线综合分析平台将整合全世界范围内害虫对

杀虫剂的抗药性情况，通过全世界范围内该领域内

的专家为治理害虫抗药性提供更加全面、准确、及时

的策略。
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