
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报
!

!"#$

年
%

月第
&'

卷第
%

期
!

!""

#

!""

$$$%&

'

())*%+,

()*+,-.)/0123*4056,)03+7.4.8*2

9

7,+.)*4:3.;,2<.8

9

#

(1

=

>!"#$

#

?04>&'

#

@0>%

ABC

!

#">&D!E

"

6F>/>#""%>!"#$>""%&!

!论
!

著!

!收稿日期"

!

!"#$G"DG&"

!!!!

!接受日期"

!

!"#$G"%G"$

!基金项目"

!

国家自然科学基金$

%#&D#%E%

%

>61

LL

028,+Z

9

@*8.03*4@*812*46).,3),[013+*8.0305KJ.3*

$

%#&D#%E%

%

>

!作者简介"

!

王晓花#主管医师
>HG-*.4

!

J])+)Z-I

!

#'&>)0-

'陈辉莹#硕士生
>HG-*.4

!

#$N""E&%D!N

!

#'&>)0-

#共同第一作者$

K0G5.2<8*18J02<

%

>

"通信作者 $

K022,<

L

03+.3

=

*18J02

%

>M,4

!

"!#G%#%D#"#'

#

HG-*.4

!

9

*

O

13

&

-*

!

#'&>)0-

海口市白纹伊蚊对菊酯类杀虫剂的抗药性及击倒抗性基因突变分析

王晓花#

!

!

#

!陈辉莹&

#

!杨新艳#

!

!

!林
!

怡#

!

!

!蔡
!

芳#

!

!

!钟汶兵#

!

!

!林春燕#

!

!

!赵
!

伟!

!

E

!马雅军!

!

&

"

#>

海南省海口市疾病预防控制中心#海口
$D##""

!>

传染病监测预警中国疾病预防控制中心重点实验室研究基地#海口
$D##""

&>

第二军医大学热带医学与公共卫生学系热带传染病学教研室#上海
!""E&&

E>

海南省疾病预防控制中心#海口
$D"!"&

!!

!摘要"

!

目的
!

了解海口市白纹伊蚊对溴氰菊酯和氯菊酯的抗药性#并检测其击倒抗性$

;42

%基因突变型#阐明抗性表

型与
;42

基因突变的关系)

方法
!

在海口新埠岛(龙塘镇(石山镇(白沙门和花卉市场采集白纹伊蚊幼虫#应用浸渍法测定其

对溴氰菊酯和氯菊酯杀虫剂的敏感性#以抗性倍数确定抗性级别)对应生物测定的样品扩增和分析白纹伊蚊的
;42

基因部分

片段#采用
!

!检验比较抗性表型与
;42

突变基因型的差异性)

结果
!

海口白纹伊蚊花卉市场和白沙门群体对溴氰菊酯和氯

菊酯均产生抗性#花卉市场群体对溴氰菊酯的抗性倍数高达
E&'>&'

#为高度抗性)龙塘镇和石山镇群体对氯菊酯均为敏感#对

溴氰菊酯的抗性为低度$

N>"N

%或中度$

#%>#%

%)新埠岛群体对溴氰菊酯和氯菊酯均为敏感)在对应检测的
&#D

只白纹伊蚊的

;42

基因中#发现
#$&E

位点存在点突变#检测到
!

种突变等位基因$

MUK

"

K

(

MKK

"

6

%)

$

种基因型和频率分别为野生型
MMK

"

MMK

$

'!>#$̂

%(野生"突变型杂合子
MMK

"

MUK

$

">'&̂

%和
MMK

"

MKK

$

#'>"N̂

%(突变型纯合子
MKK

"

MKK

$

!">%!̂

%以及突

变型杂合子
MUK

"

MKK

$

">&!̂

%)

!

!检验结果显示#接触菊酯类杀虫剂后敏感表型与抗性表型个体中#

;42

基因型间的差异有

统计学意义$

<

$

">"$

%#在抗性表型群体中的
;42

突变型基因型的频率$

E!>NÊ

%大于敏感表型个体$

&#>ND̂

%)

结论
!

海口

市白纹伊蚊多个群体对溴氰菊酯和氯菊酯同时存在抗性#抗性表型与
;42

突变基因型密切相关)本研究首次记录了
;42

新的

等位基因
MKK

"

6

)

!关键词"
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白纹伊蚊'溴氰菊酯'氯菊酯'杀虫药抗药性'
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基因型'海口市
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白纹伊蚊$

=/4/(&10-

#

.+"*(

%在我国分布广泛#

是多地登革热(登革出血热和基孔肯雅热的重要传

播媒介+

#G!

,

)使用化学杀虫剂一直是控制蚊虫的主

要措施#是蚊媒病防控的重要环节)拟除虫菊酯类

$下称菊酯类%杀虫剂因具高效低毒的特点#从
!"

世

纪
%"

年代到目前都是常用的(用量较多的杀虫剂#

但长期大量使用已导致我国多地白纹伊蚊群体对菊

酯类杀虫剂产生了不同水平的抗药性+

!GN

,

)

蚊虫对杀虫剂的抗性机制主要包括代谢抗性和

靶标改变#靶标改变是因杀虫剂的作用靶点突变导

致蚊虫对其敏感度下降#产生抗药性+

#"

,

)菊酯类杀

虫剂最主要的作用靶点是与其抗性相关的击倒抗性

$

]30)]+0\32,<.<8*3),

#

;42

%基因突变)已证实击

倒抗性的分子机制为蚊虫神经细胞膜上电压门控钠

离子通道$

;048*

=

,G

=

*8,+<0+.1-)J*33,4

#

?U6K

%编

码基因出现点突变#导致相应氨基酸改变#钠通道结

构变化#与杀虫剂的结合能力减弱#敏感性降

低+

##G#'

,

)

我国海南省地处热带北缘#属热带季风气候#海

口市位于海南省北部)据历史记录#登革热曾于

#NDN

0

#N%!

年和
#N%$

0

#N%%

年
!

次在海南全岛暴

发流行#波及周边多个市县#病死率达
D%>$

"

#"

万+

#D

,

)近年来#毗邻国家和地区如泰国(菲律宾+

#%

,

#

以及我国的广东(福建和云南等地+

#D

,的登革热疫情

持续存在)

!"#E

年#广东省大规模暴发流行登革热

疫情#报告病例超过
E$"""

例#海南省也出现本地

登革热病例#故登革热的防控形势严峻+

!

,

)近年的

调查显示#在海南岛包括海口市的中华按蚊

$

=,-

#

!/1/((.,/,(.(

%(迷走按蚊$

=,%6&

5

*(

%和微小

按蚊$

=,%).,.)*(

%等对菊酯类杀虫剂已产生一定

水平的抗药性+

#NG!#

,

#也检测到部分按蚊的
;42

基因

产生了突变+

#'

#

!#

,

#而白纹伊蚊的抗性情况目前鲜见

报道)本研究在海口市选择代表性地点采集白纹伊

蚊#在生物测定溴氰菊酯和氯菊酯敏感性的基础上#

对应检测其
;42

突变型#并探讨其间的相互关系#为

当地制定科学合理的防控技术方案提供科学依据)

9

!

材料和方法

#>#

!

供试蚊虫
!

将海口市划分为东(南(西(北(中

$

个片区#并结合不同的生态环境#选择
$

个代表性

地点#即新埠岛$城镇居民区%(龙塘镇$农村%(石山

镇$农村%(白沙门$公园%和花卉市场$绿化带%)于

!"#$

年
E

月和
$

月在上述各点的孳生地采集白纹

伊蚊幼虫#带回实验室常规养殖#待羽化后喂血#之

后收集虫卵#依据成虫形态特征鉴定为白纹伊蚊+

#

,

)

将其卵下水孵化#养殖至
%

龄初幼虫时供实验)白

纹伊蚊敏感品系引自第二军医大学热带传染病学教

研室)

#>!

!

主要试剂
!

测定用杀虫剂标准品
N$>N$̂

溴

氰菊酯和
NN>"N̂

氯菊酯#均由中国疾病预防控制

中心传染病预防控制所媒介生物控制室提供)基因

组提取试剂盒购自北京艾德莱生物科技有限公司#

>&

9

FKP

预混液和
A@(

标记物购自天根生化科技

$北京%有限公司#引物由铂尚生物技术$上海%有限

公司合成)

#>&

!

杀虫剂敏感性测试

#>&>#

!

幼虫浸渍法
!

操作步骤依照1全国重要病媒

生物抗药性监测$试行%方案2$中疾控传发+

!"#E

,

N

号%中的方法进行#该方案是基于
VRB

推荐的测定

方法+

!!

,制定)用丙酮将杀虫剂原药配制成
$

"

D

个

-

&&%

-
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年
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月#第
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卷

系列浓度药液#在
!$"-S

烧杯中加入
!""-S

脱氯

水#再加入
">#-S

相应药液#充分混匀#然后将

!"

"

!$

条供试幼虫放入其中#各浓度设
&

个重复#

对照组加入等量丙酮)在养蚊室+温度$

!'i#

%

g

(

湿度$

D"i#"

%

^

(光周期
#"Jj#EJ

,中饲养
!EJ

#

记录死亡数)若化蛹率
%

#"̂

#对照组死亡率
%

!"̂

#则视为实验无效)

#>&>!

!

抗性判定标准
!

幼虫死亡的标准是用锐器

触动不动或抽搐(震颤不能主动逃避)依据所测的

数据采用
FBSBGFK

系统软件计算各药物的半数致

死浓度$

SK

$"

%(

N"̂

致死浓度$

SK

N"

%及其
N$̂

置信

区间$

KC

%

+

!!

,

#并与敏感试虫测试结果比较)在测试

浓度中死亡的个体视为对杀虫剂敏感的表型#存活

的个体则是抗性的表型)按照抗性倍数$

P

"

6

%确定

抗性级别#

P

"

6k

现场试虫
SK

$"

"敏感试虫
SK

$"

)若

P

"

6

&

&

#则为敏感群体'

&

$

P

"

6

&

#"

#为低度抗性'

#"

$

P

"

6

&

!"

#为中度抗性'

P

"

6

%

!"

#则为高度抗

性+

!!

,

)

#>E

!

;42

突变型检测
!

将各采集地杀虫剂敏感性

测试中存活和死亡的幼虫分别于
D$̂

乙醇中保存#

进行
;42

基因突变型检测)

#>E>#

!

;42

基因扩增和测序
!

使用试剂盒抽提单

蚊基因组
A@(

#以此为模板扩增白纹伊蚊的
;42

基

因部分片段)参照文献+

#!

,合成引物#引物序列!正

向
*,

=

6K[D$lGU(U ((KMKUKKU (MU ((K

MMG&l

#反向
*,

=

6KP%$lGM(U KMM MK( UKU

UKMMKMMKG&l

)

FKP

反应体系中包含
!h>&

9

FKP

预混液
#!>$

&

S

#

#"

&

-04

"

S

正(反向引物各
#

&

S

#模板
#

&

S

#加双蒸水至
!$

&

S

)反应条件!

NEg

!-.3

'

NEg&"<

#

$!g&"<

#

D!g&"<

#共
&$

个循

环'

D!g%-.3

)扩增产物经
#̂

琼脂糖凝胶电泳检

测后#送铂尚生物技术$上海%有限公司#应用四色荧

光标记的双脱氧末端终止法#以正向引物测序)

#>E>!

!

数据分析
!

使用
6,

X

-*3

(

_.0H+.8

和

K41<8*4Q

等软件对测得的
;42

基因部分序列进行峰

图分析和比对#观察各位点的突变情况#确定等位基

因类型和基因型#分别统计和计算各采集地样本

;42

基因型的频率)

#>$

!

统计学处理
!

采用
6F66#$>"

统计软件进行

统计学分析#以
!

!检验法分析
;42

基因型与生物测

定的杀虫剂种类及抗药性表型的相互关系)检验水

准$

'

%为
">"$

)

:

!

结
!

果

!>#

!

生物测定的结果
!

结果显示#新埠岛的白纹伊

蚊群体对
!

种杀虫剂均为敏感)而花卉市场和白沙

门的群体对
!

种杀虫剂均产生抗性#花卉市场的群

体对溴氰菊酯的抗性倍数高达
E&'>&'

)龙塘镇和

石山镇的群体对氯菊酯均为敏感#对溴氰菊酯的抗

性为低度$

N>"N

%或中度$

#%>#%

%)详见表
#

)

表
9

!

海口市白纹伊蚊幼虫对溴氰菊酯和氯菊酯的敏感性生物测定结果

C%"9

!

?)*3,

@

.'"'$'.

7

#/$%"%&'()*

+

,-./&$%(&%,.#+,$.%1,.B('2%2+

@

,(1,.B('2'2L%'4#)A'.

7

C3<,)8.).+, 6*-

L

4.3

=
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-
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-
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P
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%
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$
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$
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#
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%
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$
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$

&>$"N"

#

D>#'!"

%

#%!>""

6,3<.8.;,<82*.3 $E" ">""'"

$

">""$"

#

">""'"

%

">""N"

$

">""%"

#

">"#""

%

G

-

E&%

-



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第
%

期
>

王晓花#等
>

海口市白纹伊蚊对菊酯类杀虫剂的抗药性及击倒抗性基因突变分析

!>!

!

;42

基因型检测结果
!

本研究测定的序列在

U,3_*3]

上 进 行
_4*<8

比 对#与 白 纹 伊 蚊

$

bK#$!"E'>#

%和 埃 及 伊 蚊 $

=%&/

5?#

".

%

$

b7'DD!DN>#

%

@ABC

基因第
&

编码区的部分序列

一致性达
NN̂

)

将所有的
&#D

条白纹伊蚊
;42

基因部分片段序

列进行比对分析#发现在
#$&E

位点存在点突变#共

检测到
&

种等位基因类型#即编码苯丙氨酸的野生

型
MMK

$

[#$&E

%和
!

种突变等位基因#编码半胱氨

酸的
MUK

$

[#$&EK

%(编码丝氨酸的
MKK

$

[#$&E6

%)

获得的
$

种基因型和频率分别为野生型纯合子

MMK

"

MMK

$

#ND

#

'!>#$̂

%(野生"突变型杂合子

MMK

"

MUK

$

!

#

">'&̂

%(

MMK

"

MKK

$

$#

#

#'>"N̂

%#

以及突变型纯合子
MKK

"

MKK

$

''

#

!">%!̂

%和突变

型杂合子
MUK

"

MKK

$

#

#

">&!̂

%)详见表
!

)

表
:

!

海口市白纹伊蚊对菊酯类杀虫剂生物测定标本的
!"#

基因型

C%":
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!"#
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,-./&

@
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,(1,.B('2"'#%**%
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61<),

L

8.Z4, D& EN

"
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"

#$>"D #&

"
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!>&

!

生物测定结果与
;42

基因型的相关性

!>&>#

!

杀虫剂种类与
;42

基因型的关系
!

本研究

对应分析了白纹伊蚊抗性群体的
;42

基因型频率

$图
#

%#显示在溴氰菊酯抗性群体中
;42

野生型与

突变型的基因频率与氯菊酯抗性群体间的差异有统

计学意义$

<

$

">"#

%#说明
;42

突变基因型频率与

氯菊酯抗性表型关系密切)

-

$&%

-
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月#第
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卷

图
9

!

海口市白纹伊蚊溴氰菊酯和氯菊酯

抗性群体的
!"#

基因型频率

M'

0

9

!

!"#

0

,2#.

7@

,/(,

N

),23

7

#/$%"%&'()*

+

,-./&(,*'*.%2.

@

#

@

)$%.'#2.#+,$.%1,.B('2%2+

@

,(1,.B('2'2L%'4#)A'.

7

!>&>!

!

抗性表型与
;42

基因型的关系
!

在白纹伊

蚊溴氰菊酯测试组的
DE

只敏感表型个体中#包含

;42

野生型
$#

只$

'%>N#̂

%#

;42

突变型
!&

只

$

&#>"%̂

%'在
%%

只抗性表型个体中#野生型
$#

只

$

$D>N$̂

%#突变型
&D

只$

E!>"$̂

%#见表
!

)接触

溴氰菊酯后敏感表型与抗性表型个体的
;42

基因型

间的差异无统计学意义$

<

%

">"$

%)

在氯菊酯测试组的
D&

只敏感表型个体中#包含

;42

野生型
EN

只$

'D>#!̂

%#

;42

突变型
!E

只

$

&!>%%̂

%'在
%!

只抗性个体中#野生型
E'

只

$

$'>#"̂

%#突变型
&'

只$

E&>N"̂

%#见表
!

)接触

氯菊酯后敏感表型与抗性表型个体的
;42

基因型间

的差异无统计学意义$

<

%

">"$

%)

将所有的敏感和抗性表型个体进行分析#结果

显示#接触菊酯类杀虫剂后#在敏感表型个体中#

;42

野生型占
'%>"&̂

#突变型为
&#>ND̂

'抗性个体中#

野生型和突变型分别为
$D>"'̂

和
E!>NÊ

$表
!

%'

敏感表型与抗性表型个体的
;42

基因型间的差异有

统计学意义$

<

$

">"$

%#抗性表型中的突变型基因

型频率明显多于敏感表型)

;

!

讨
!

论

白纹伊蚊的幼虫主要孳生于容器小积水中#如

水生植物(盆罐等#一般通过翻盆倒罐(清除积水等

措施控制其群体数量#接触杀虫剂的机会相对较少#

客观上减缓了其对杀虫剂产生抗药性的进程)但在

白纹伊蚊成虫阶段#仍可直接或间接接触大量杀虫

剂#如
!"#E

年广东省使用杀虫剂
#N%$

吨#灭蚊面

积
ED&$#

万平方米+

!&

,

)因此#有报道在广东(浙江(

陕西和安徽等地白纹伊蚊群体对不同杀虫剂产生了

不同水平的抗药性+

!GN

,

)抗药性监测数据显示#在北

京(青岛(郑州(慈溪(衢州(南昌和海口的白纹伊蚊

对溴氰菊酯抗性达
&

"

#!

倍+

!

,

)本研究在海口市选

择不同的环境采集白纹伊蚊#生物测定其对溴氰菊

酯和氯菊酯的抗药性#结果显示#仅农村$龙塘镇和

石山镇%和城镇$新埠岛%环境对氯菊酯或溴氰菊酯

杀虫剂敏感'而市区的公园$白沙门%和绿化带$花卉

市场%环境的白纹伊蚊群体对
!

种杀虫剂均产生抗

性)总体来看#海口市的白纹伊蚊对溴氰菊酯的抗

性高于氯菊酯#这是因溴氰菊酯所用时间和数量均

长于和大于氯菊酯所致)本研究不同环境白纹伊蚊

抗性水平不同的结果#与使用杀虫剂的种类和数量

密切相关#如花卉市场的孳生地较多$售卖水生植

物%#是重点的蚊虫控制区域#杀虫剂的使用相对于

其他环境种类最多#数量最大#频率也最高#故该环

境的白纹伊蚊群体抗性倍数也最高#对溴氰菊酯的

抗性倍数高达
E&'>&'

)针对本研究生物测定当地

白纹伊蚊对杀虫剂的抗药性结果#提示未来对白纹

伊蚊的防制应注重统筹规划杀虫剂的合理使用#同

时也需开展对其他种类杀虫剂的抗性检测#以便及

时调整使用的杀虫剂#减缓抗药性的发生和发展)

另外#及时清理清除孳生地#减少杀虫剂的使用频

率#才是有效防制白纹伊蚊和治理抗药性的根本

措施)

多项研究表明#不同伊蚊的
@ABC

基因的不同

位点突变与抗性表型相关#如埃及伊蚊不同抗性群

体#

@ABC

基因突变的密码子有
&

个$

C#"##7

"

?

#

?#"#'U

"

C

和
[#$&EK

%与
AAM

和菊酯类杀虫剂抗性

相关+

!EG!N

,

)

6N%NF

仅与菊酯类杀虫剂抗性相关+

&"

,

)

在新加坡的白纹伊蚊抗性群体
!'

个个体中
D&>#̂

为
[#$&EK

+

#!

,

)作者对我国海口的白纹伊蚊进行了

;42

基因型与生物测定数据相关性分析#发现
@ABC

基因的密码子
[#$&E

的突变与溴氰菊酯和氯菊酯杀

虫剂抗性表型相关#且与氯菊酯的抗性关系更加密

切#与其他研究者的结论一致+

##G#E

,

)本研究在我国首

次发现白纹伊蚊中存在
;42

等位基因的
[#$&EK

#并检

测到了新的等位基因突变类型
[#$&E6

#而是否存在其

他的突变位点尚需进一步研究)

介导蚊虫产生抗性包括代谢解毒机制和击倒抗

性机制#代谢抗性是由于代谢解毒酶的活性增高#使

-

'&%

-



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第
%

期
>

王晓花#等
>

海口市白纹伊蚊对菊酯类杀虫剂的抗药性及击倒抗性基因突变分析

杀虫剂的代谢加速#导致蚊虫产生抗性#但因酶活性

检测需要新鲜样本而较难在现场实现)击倒抗性与

蚊虫神经系统对杀虫剂敏感度下降有关#击倒抗性

可以通过检测
;42

基因突变确定)若蚊虫的抗性表

型与
;42

基因突变存在相关性#则可通过检测
;42

突变判断现场蚊虫的抗性水平#也可避免生物测定

中的一些主观因素$如死亡个体的判定%导致的误

差)本研究结果支持此观点#即海口的白纹伊蚊群

体对菊酯类杀虫剂的抗药性与
;42

突变密切相关#

提示抗性由击倒抗性机制介导#但并不能排除代谢

机制在其中的贡献#因为在印度(马来西亚和斯里兰

卡等的白纹伊蚊抗性群体中未见
;42

突变

型+

##

#

#&G#E

#

&"G&!

,

#推测可能是在上述群体中代谢解毒机

制足以清除拟除虫菊酯#使
@ABC

基因不会受到强

大的选择压力#无需突变#与我国某些地区的中华按

蚊+

#'

,情况类似'另外#

;42

等位基因在不同群体间的

扩散可能受到地理屏障的阻碍#以及有效群体大小

的影响)因此#白纹伊蚊群体中
;42

等位基因的产

生和扩散机制需要进一步研究)
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