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摘要! !目的"我们前期的研究发现#在灰飞虱 F$'I.)46$P1#0+$#.))/1抗毒死蜱品系'抗吡虫啉品系和抗

溴氰菊酯品系中的总酯酶活力都明显升高$ 本研究旨在筛选导致总酯酶活力升高的酯酶基因并验证

其在抗药性中的作用$ !方法"通过转录组测序和I[ÂWSI比较抗'感灰飞虱品系雌成虫中各个酯酶

基因的表达量(采用显微注射技术建立超量表达灰飞虱羧酸酯酶基因的果蝇品系(并利用生物测定技

术检测过量表达灰飞虱酯酶基因的果蝇对毒死蜱'吡虫啉和溴氰菊酯的敏感性$ !结果"通过转录组

数据和I[ÂWSI筛选到羧酸酯酶基因 F1<$0%*%>"@GL@8登录号) B\,))+(1&在 1个灰飞虱抗性品系

中均过量表达$ 将 F1<$0%*基因按黑腹果蝇@0'1'46+)$ (.)$&'*$1#.0偏好的密码子优化后构建转基因

载体质粒 #FQ![AL$$GAF1<$0%Q

M#$4%4V"2

#成功建立纯合的转基因果蝇品系 FQ!AF1<$0%Q

M#$4%4V"2

$ 利用

>QD_启动品系 2LAHLR_ 与 FQ!AF1<$0%Q

M#$4%4V"2品系杂交#获得超量表达 F1<$0%* 的果蝇品系 2Ls

F1<$0%Q

M#$4%4V"2

$ 定量WSI检测发现#目标基因 F1<$0%* 在超量表达品系 2LsF1<$0%Q

M#$4%4V"2中的表达

量是对照品系 FQ!AF1<$0%Q

M#$4%4V"2中表达量的 (.+Z1 倍(而另一对照品系 2LsHLR_ 中没有检测到

F1<$0%*的表达$ 此外#黑腹果蝇内源的酯酶同源基因表达量显著低于目标基因的表达量$ 生物测定

结果显示#与对照组 2LsHLR_果蝇品系相比#启动超量表达 F1<$0%* 的转基因果蝇 2LsF1<$0%Q

M#$4%4V"2

对毒死蜱和吡虫啉的耐药性分别提高了 _Z*- 和 (Z_, 倍#但对溴氰菊酯的耐药性无显著变化$ !结

论"F1<$0%*的过量表达与灰飞虱对毒死蜱和吡虫啉的抗性相关$
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dd灰飞虱 F$'I.)46$P1#0+$#.))/1" L̀RRn@#属半翅目

"B"%4#$"'L#飞虱科"]"R#XL942L"#!广泛分布于菲律

宾至西伯利亚一带的亚洲和欧洲稻区 "N4T4%3$3!

*-0-#, 由于化学杀虫剂的不合理施用!灰飞虱对

多种杀虫剂产生了抗药性"高保立! ())0#, 研究表

明!羧酸酯酶在昆虫抗药性的形成中起着重要作用,

例如!在抗双硫磷的埃及伊蚊 !.I.1$.*?4#+品系中!

羧酸酯酶活性比敏感品系的要高 "D4%L.#$)Z!

()**#'抗溴氰菊酯的白纹伊蚊 !.I.1$)9'4+"#/1的羧

酸酯酶比活力也明显高于敏感品系 "刘洪霞等!

()*(#'多杀菌素对甜菜夜蛾 ,4'I'4#.0$ .P+*/$ 的羧

酸酯酶活性具有诱导作用"王光峰等! ())1#'用亚

致死剂量的氯虫苯甲酰胺连续处理小菜蛾 A)/#.))$

P?)'1#.))$ . 代后!处理组羧酸酯酶活性显著高于对

照组!表明羧酸酯酶很有可能参与了小菜蛾对氯虫

苯甲酰胺的抗性"邢静等! ()**#, 因此!已有大量

的研究描述了羧酸酯酶与昆虫代谢抗性的相关性,

其次!还有进一步通过基因干扰等手段验证羧酸酯

酶功能的研究, 例如!;XL@HKJ等"()*1#通过沉默

东亚飞蝗 ( 个羧酸酯酶基因 F(<.1!* 和 F(<.1!(

后!发现飞蝗对毒死蜱敏感性增强!证明了这 ( 个酯

酶可能参与毒死蜱的解毒代谢, 但是!I=Q4技术很

难对靶标基因实现完全的沉默"\L3.#$)Z! ())+'

BCU"@@"L@2 !%LHHX"! ()*)#!并且存在脱靶效应,

因此!需要有其他方法能够有效地对解毒酶的功能

进行验证, 转基因果蝇超量表达技术是一项利用整

合酶或转座酶将靶基因高效整合进入果蝇染色体!

再利用>QD_6FQ! 系统实现靶基因在果蝇特定的

细胞+组织或特定的发育时期进行超量表达的技术!

最后通过生物测定来验证靶基因与杀虫剂抗性的关

系, 例如!]L&3'@等"()*(#利用果蝇转基因系统超

量表达了分别来自铜绿蝇 F/"+)+$ "/40+&$+冈比亚按

蚊!&'46.).*$(9+$.和烟粉虱C.(+1+$ #$9$"+的
"

%+!

71#%( 和<WA,"(* 基因!验证了这 1 个解毒酶基因

的过量表达与杀虫剂抗药性有关!证明了转基因果

蝇超量表达系统是验证昆虫解毒酶功能的可靠手

段,

本研究前期通过抗性筛选获得了抗毒死蜱+抗

吡虫啉和抗溴氰菊酯 1 个灰飞虱抗性品系!并通过

生化试验发现$与敏感品系相比!上述 1 个抗性灰飞

虱品系中酯酶活力显著上升"徐鹿! ()*1' 冯爱!

()*1#, 本文在上述研究基础上进一步通过定量

WSI的方法筛选到在 1 个抗性品系中都过量表达的

羧酸酯酶基因 F1<$0%*!并利用转基因果蝇超量表

达技术对其进行功能验证!深入研究 DTSL'<* 在灰

飞虱抗性中的作用!为灰飞虱抗性的监测和治理提

供理论依据,

<=材料与方法

<I<=供试昆虫

灰飞虱敏感品系于 ())- 年采自江苏建湖!在室

内不接触任何药剂连续饲养 +年'灰飞虱抗溴氰菊酯

品系于 ())- 年采自江苏建湖!在室内用溴氰菊酯连

续筛选 1) 代以上!抗性达到 * )+(Z) 倍"bC .#$)Z!

()*1#!进行本研究时抗性倍数为 -0+Z() 倍'灰飞虱

抗毒死蜱品系于 ())- 年采自江苏建湖!在室内用毒

死蜱连续筛选 (. 代以上!抗性达到 *.0Z.) 倍"bC .#

$)Z! ()*_#!进行本研究时抗性倍数为 *(,5()倍'灰飞

虱抗吡虫啉品系于 ()*) 年采自江苏建湖!在室内用

吡虫啉连续筛选 1)代以上!抗性达到*1Z-)倍"<RVL84

.#$)Z! ()*,#!进行本研究时抗性倍数为 (*Z0)倍, 果
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蝇G]!Sy1..,0是转基因接受品系!在 1 号染色体上

有便于外源基因插入的L$$# 位点"0+G*)#!其基因型

为"O

*

Y

!

' W/@3TA#X4S1*z4@$Z=D!0b' WGL9/OlAL$$WA

1G0jN)))_)#'果蝇G]!Sy1,*- "&'%

(

"

T

9L

*

6[\,G!

!&

*

[&

*

9L

*

#是1号染色体的平衡子'果蝇G]!Sy0,_*

"X

***0

' W/2LA>QD_ZY

/

01#是 >QD_ 启动品系'X

***0

由东南大学发育与疾病相关基因实验室提供, 供试

果蝇用由玉米粉+酵母粉+蔗糖和琼脂做成的人工饲

料饲养!实验室饲养条件为光周期 *,Dp0]!温度 (. m

(f!相对湿度 ,)ae+)a,

<ID=供试试剂

-0Z.a溴氰菊酯原药由拜耳作物科学有限公司

生产!-,Z.a毒死蜱原药和 -+a吡虫啉原药由南京

红太阳集团生产, [IEV3R总 I=Q提取试剂盒购自

E@U4$'3H"@ 公 司' DQ [L̂ ]=Q 聚 合 酶! 2=[W!

]D.))) ]=Q\L'8"'! \A\Dj反转录酶和荧光定量

WSI试剂盒购自宝生物工程"大连#有限公司'凝胶

纯化试剂盒购自Q:OH"@公司'质粒小提试剂盒购自

M%"HL公司'无内毒素质粒提取试剂盒购自 J4LH"@

公司'#<Q!hA[1 SR3@4@HN4$和感受态细胞 ['L@T.

#

购自北京全式金公司'限制性内切酶购自[X"'%3公

司'[_ 连接酶购自W'3%"HL公司,

<IK=三个抗性灰飞虱品系中=*:,(0<的表达量分析

分别挑选 1 /_ 日龄的抗毒死蜱+抗吡虫啉和抗

溴氰菊酯灰飞虱雌成虫!提取总 I=Q, 总 I=Q经

电泳检测和浓度测定后!用反转录试剂盒进行

9]=Q第 * 链的合成!然后对合成的9]=Q进行I[A

^WSI分析, 运用 G"L93@ ]"T4H@"'+ 软件设计实时

荧光定量WSI引物"表 *#!以灰飞虱延伸因子基因

"%EK*#和真核翻译起始因子 1 亚基基因".DEA1#为

内参基因"王芮等! ()*,#, I[ÂWSI反应体系$ (

k!hGIW'"%4:<:[L̂

[\

*)

"

D!上游和下游引物

"*)

"

%3R6D#各 )Z0

"

D! .) kI3:I"P"'"@9"]O"

'

)Z_

"

D! 9]=Q*

"

D!22B

(

M+

"

D, 反应条件$ -.f

1) T' -.f . T! ,)f 1* T!共 _) 个循环!反应后进行

熔解曲线分析,

表 <=本研究所用引物

?'9#$<=J(*4$(3&3$,*).-*33.&,2

基因

>"@"T

引物序列".g/1g#

W'4%"'T"̂C"@9"T

用途

WC'#3T"

F1<$0%*

$̀ >S[[S>SQSQQSQSQ>SQSS

I$ >>Q[SS[[>QQ[S>>S>>>>

检测灰飞虱抗性品系中基因表达量时

靶基因的荧光定量WSI引物

W'4%"'TP3'$L'H"$H"@"4@ 2"$"9$43@ 3P

H"@"":#'"TT43@ R"U"R4@ $X"'"T4T$L@$

T$'L4@T3PF$'I.)46$P1#0+$#.))/14@ '"LRA

$4%"̂ CL@$4$L$4U"WSILTTLO

%EK*

$̀ [S>Q>[SS[[SSQ>>Q>[[S

I$ S>QSQ>Q[SS[[S[>S>[[Q

检测灰飞虱抗性品系中基因表达量时

所用的内参基因引物

W'4%"'T P3' $X" '"P"'"@9" H"@" 4@

2"$"9$43@ 3PH"@"":#'"TT43@ R"U"R4@ $X"

'"T4T$L@$T$'L4@T3PF51#0+$#.))/14@ '"LRA

$4%"̂ CL@$4$L$4U"WSILTTLO

.DEA1

F1<$0%Q

M#$4%4V"2

<

F1<$0%Q

M#$4%4V"2

-J

-%*,+,Q4

EQYQZ[\4*

-%YZ]YM4

!

K!"#+&

-AF1(

$̀ [SQQ[>QS>Q[Q[SSSQS>Q

I$ >Q>[>[[>>SQSS>[>[Q[>

$̀ [[[[SQ>>>S>SSQ[>>Q[SS>>SSQSSQ[>>S[S[>QQQ[[>>SQ>[

I$ S[Q>[QS[[S[S>QSQQ>S[[>>[>SQ[S[>>>QQ>[>[[[S[[S

$̀ >S[[S>SQSQQSQSQ>SQSS

I$ >>Q[SS[[>QQ[S>>S>>>>

$̀ SQS>QSQ[S>[S[[>>[[[S

I$ SSQSSQQQ[>Q[>SQQ[>[[

$̀ SQS>QSQ[S>[S[[>>[[[S

I$ SSQSSQQQ[>Q[>SQQ[>[[

$̀ [>[>SQ[>[>Q[[>Q[[[>S

I$ [>>>SS[[SQ>[Q>Q>>Q>[

$̀ SQ>>S>>[>S[[[S[S[S[Q

I$ Q>S[>[QQSS>S>S[SQ>[Q

$̀ QQ>QQ>S>SQSSQQ>SQS[[SQ[S

I$ QS>SQS[S[>[[>[S>Q[QSSS[[

构 建 转 基 因 质 粒 #FQ![AL$$GA

F1<$0%Q

M#$4%4V"2引物

W'4%"'TP3'93@T$'C9$43@ 3P$X"$'L@TH"@49

#RLT%42 #FQ![AL$$GAF1<$0%Q

M#$4%4V"2

转基因果蝇品系中目标基因荧光定量

WSI引物

W'4%"'TP3'$L'H"$H"@"3P$'L@TH"@49

@0'1'46+)$ T$'L4@T4@ '"LRA$4%"̂ CL@$4$L$4U"

WSILTTLO

转基因果蝇品系中内参基因荧光定量
WSI引物
W'4%"'TP3''"P"'"@9"H"@"3P$'L@TH"@49

@0'1'46+)$ T$'L4@T4@ '"LRA$4%"̂ CL@$4$L$4U"

WSILTTLO
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<IM=转基因载体的构建

根 据 >"@GL@8 中 灰 飞 虱 F1<$0%* 基 因

">"@GL@8登录号$ Q]I+1)(1Z*#序列!按照黑腹果

蝇蛋白表达的偏好进行密码子优化!并合成该基因

"南京金斯瑞公司#, 通过设计引物"表 *#!利用同

源重组酶 <:@LT"

(

'

"南京诺唯赞生物科技有限公

司#将优化后 F1<$0%* 的开放阅读框序列整合进入

转基因载体 #FQ![AL$$G的多克隆位点!获得转基因

质粒 #FQ![AL$$GAF1<$0%Q

M#$4%4V"2

, 提取无内毒素转

基因质粒]=Q!置于/()f备用,

<IN=转基因果蝇品系的建立

显微注射的方 法 参 考 !#'L2R4@H和 IC&4@

"*-0( #, 用构建好的转基因质粒 #FQ![AL$$GA

F1<$0%Q

M#$4%4V"2以 .))

"

H6%D的浓度注射新鲜的

G]!Sy1..,0 果蝇胚胎, 将注射完成的胚胎放入培

养箱, 经数小时培养后!把孵化出的幼虫转移至培

养瓶中饲养, 每头羽化出的成虫分别与 X

***0果蝇

杂交!挑取后代中的红眼个体即为转基因果蝇, 将

筛选得到的红眼转基因果蝇与平衡子 G]!Sy1,*-

果蝇杂交!获得纯合稳定的转基因果蝇品系 FQ!A

F1<$0%Q

M#$4%4V"2

' 将 纯 合 转 基 因 果 蝇 FQ!A

F1<$0%Q

M#$4%4V"2与 >QD_ 启动品系 G]!Sy0,_* 杂交!

获得启动超量表达灰飞虱 F1<$0%Q 的果蝇品系 2Ls

F1<$0%Q

M#$4%4V"2

'2LsHLR_ 是 G]!Sy 1..,0 果蝇与

>QD_ 启动品系G]!Sy0,_* 杂交后代!其遗传背景

与 2LsF1<$0%Q

M#$4%4V"2完全一致!作为对照品系,

<IU=转基因果蝇中目标基因的检测

以启动超量表达目的基因的果蝇 2Ls

F1<$0%Q

M#$4%4V"2为实验组!以 FQ!AF1<$0%Q

M#$4%4V"2和 2L

sHLR_ 果蝇品系为对照组, 分别挑选实验组和对照

组 _ /. 日龄雌成虫!用于目标基因的检测, 运用

G"L93@ ]"T4H@"'+ 软件设计实时荧光定量WSI引物

"表 *#!以黑腹果蝇
!

A肌动蛋白基因"

!

K!"#+&#和核

糖体蛋白D1( 基因"-AF1(#为内参基因"\L3.#$)Z!

())+#, 同时搜索黑腹果蝇体内与灰飞虱 F1<$0%*

基因同源的内源酯酶基因!检测果蝇内源酯酶基因

表达 量 情 况, 参 照 !hGI

(

A0.(+P %P J$R

[\

"[L8L'L#试剂盒说明书!建立 ()

"

D反应体系!反应

程序$ -.f 1) T' -.f . T! ,)f 1_ T! _) 个循环'

-.f *. T! ,)f ,) T! -.f *. T! ,)f *. T,

<IV=生物测定

取 _ /. 日龄的 2LsF1<$0%Q

M#$4%4V"2和 2LsHLR_

品系雌性果蝇!分别进行生物测定, 以丙酮为溶剂!

将不同杀虫剂配制成一定浓度的母液!通过梯度稀

释成系列浓度, 将供试果蝇用 SM

(

麻醉处理!用镊

子夹住其翅!取 )Z(.

"

D的不同浓度的供试药剂用

自动微量点滴仪"GC'8L'2 公司#点滴于果蝇前胸背

板中央!以点滴丙酮作为对照, 每个浓度处理 () 头

果蝇!重复 1 次, 点滴完毕后将果蝇置于有新鲜培

养基的培养瓶中饲养!毒死蜱和溴氰菊酯处理 (_ X

后统计死亡数!吡虫啉处理 +( X后统计死亡数,

<IW=数据统计与分析

荧光定量WSI数据利用QGEW'4T%+.)) !]! *Z*

软件进行分析'基因的相对表达量采用 (

/

&&

S

[法计

算!使用 !W!! *-Z)软件进行统计分析!采用双样本#

检验或邓肯氏多样本间差异测验比较目标基因在各

品系中的表达量的差异, 生物测定数据用W3R3WRCT

软件的W'3&4$方法计算DS

.)

+斜率和标准误等,

D=结果

DI<=三个抗性灰飞虱品系中=*:,(0<的表达量分析

我们在已测的灰飞虱转录组数据"未发表数

据#中发现!F1<$0%* 在抗毒死蜱+抗吡虫啉和抗溴

氰菊酯 1 个灰飞虱抗性品系雌成虫中均有过量表达

的现象, 定量 WSI证实!F1<$0%* 在抗吡虫啉品系

中的表达量是敏感品系中表达量的 1 倍'F1<$0%*

在抗毒死蜱品系和抗溴氰菊酯品系中的表达量虽然

有 *Z+. e*Z0- 倍的提高!但与敏感品系相比差异不

显著"图 *#,

DID=转基因果蝇品系的建立和目标基因表达量的

检测

将 构 建 好 的 转 基 因 质 粒 #FQ![AL$$GA

F1<$0%Q

M#$4%4V"2通过显微注射的方法导入新鲜果蝇胚

胎, 注射 #FQ![AL$$GAF1<$0%Q

M#$4%4V"2质粒的胚胎成

功孵化出 + 头果蝇成虫!将它们分别与 X

***0品系回

交!其中有 ( 对果蝇的后代为红眼的转基因果蝇

"转化效率约为 (0Z,a#, 将上述转基因果蝇与平

衡子果蝇杂交!筛选获得纯合的转基因果蝇品系

FQ!AF1<$0%Q

M#$4%4V"2

, 将纯合的转基因果蝇品系

FQ!AF1<$0%Q

M#$4%4V"2与 >QD_ 启动品系 2LAHLR_ 杂交!

得到超量表达目的基因的 2LsF1<$0%Q

M#$4%4V"2品系,

通过定量WSI的方法检测了目标基因 F1<$0%*

在超量表达品系 2LsF1<$0%Q

M#$4%4V"以及两个对照品

系即FQ!AF1<$0%Q

M#$4%4V"2和 2LsHLR_ 中的相对表达

量!同时也检测了黑腹果蝇中与目标基因 F1<$0%*

序列相似性最高的 1 个内源酯酶基因 -%*,+,*"氨

基酸序列一致性 1,a#!E*(*_-,"氨基酸序列一致
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性 1,a#和 -%(_0(."氨基酸序列一致性 1,a#的

表达情况, 结果显示!目标基因 F1<$0%* 在超量表

达品系 2LsF1<$0%Q

M#$4%4V"2中的表达量是对照品系

FQ!AF1<$0%Q

M#$4%4V"2中表达量的 (.+Z1 倍'而 2Ls

HLR_ 对照品系中没有检测到 F1<$0%* 的表达, 果蝇

内源酯酶基因 -%*,+,*! E*(*_-, 和 -%(_0(. 表达

量显著低于目标基因的表达量 "图 ( #, 因此!

F1<$0%* 在果蝇中超量表达,

图 *dF1<$0%* 在 1 个灰飞虱抗性品系雌成虫中的相对表达量

4̀HZ*dI"RL$4U"":#'"TT43@ R"U"RT3PF1<$0%* 4@ P"%LR"L2CR$T3P$X'""'"T4T$L@$T$'L4@T3PF$'I.)46$P1#0+$#.))/1

柱上不同字母表示差异显著"Av)Z).#!采用双样本 #检验法, ]4PP"'"@$R"$$"'TL&3U"$X"&L'T4@249L$"T4H@4P49L@$24PP"'"@9""Av)Z).# &O$Y3A

TL%#R"#A$"T$Z

图 (d转基因果蝇中 F1<$0%* 和内源酯酶基因的相对表达量

4̀HZ(dI"RL$4U"":#'"TT43@ R"U"RT3PF1<$0%* L@2 $X""@23H"@3CT"T$"'LT"H"@"T4@ $'L@TH"@49@0'1'46+)$ (.)$&'*$1#.0

柱上不同字母表示差异显著"Av)Z).#!采用邓肯氏多样本间差异测验, ]4PP"'"@$R"$$"'TL&3U"$X"&L'T4@249L$"T4H@4P49L@$24PP"'"@9""Av)5).#

&O]C@9L@(T%CR$4#R"'L@H"$"T$Z

DIK=超量表达 =*:,(0< 的果蝇对毒死蜱$吡虫啉

和溴氰菊酯的生物测定

在上述定量WSI检测中!由于对照组果蝇 2Ls

HLR_ 与FQ!AF1<$0%Q

M#$4%4V"2中靶基因 F1<$0%* 和内源

酯酶基因的表达量都显著低于实验组果蝇 2Ls

F1<$0%Q

M#$4%4V"2

'此外!2LsHLR_ 与 2LsF1<$0%Q

M#$4%4V"2
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果蝇的遗传背景完全一致, 因此!在接下来的生物

测定试验中仅以 2LsHLR_ 果蝇作为对照品系,

生物测定结果显示!与对照组 2LsHLR_ 果蝇品

系相比!在 +Z0! *(Z.! () 和 1( %H6D毒死蜱的处理

下!启动 F1<$0%* 超量表达的转基因果蝇品系 2Ls

F1<$0%Q

M#$4%4V"2的死亡率显著低于对照组果蝇!两个

品系的DS

.)

值分别为 *)Z.0",Z++ e*.Z0*#和 ._Z0

"11Z*) e-)Z-(#%H6D, 因此!启动灰飞虱 F1<$0%*

超量表达的实验组果蝇对毒死蜱的抗药性有显著提

高!抗性提高倍数为 _Z*-"表 (#, 在 _) ! 0)! *,)!

1() 和 ,_) %H6D吡虫啉的处理下!启动 F1<$0%* 超

量表达的转基因果蝇品系 2LsF1<$0%Q

M#$4%4V"2的死亡

率显著低于对照组果蝇!两个品系的 DS

.)

值分别为

*10Z*+ "**+Z() e*,*Z0, #和 _++Z+- "1-*Z+- e

,(.51)# %H6D, 因此!启动 F1<$0%* 表达的实验组

果蝇对吡虫啉的抗性有显著提高!抗性提高倍数为

(Z_,"表 (#, 在 .! *)! ()! _) 和 0) %H6D溴氰菊酯

的处理下!虽然启动 F1<$0%* 超量表达的转基因果

蝇品系 2LsF1<$0%Q

M#$4%4V"2品系果蝇的死亡率低于

对照组果蝇!但是两者的差异不显著!DS

.)

值分别

为 1.Z1)"(+Z-) e_,Z-0# %H6D和 _+Z+- "1,Z._

e,-5(,# %H6D#"表 (#, 因此!超量表达 F1<$0%*

的果蝇对毒死蜱和吡虫啉的耐药性得到了显著提

高,

表 D=转基因果蝇品系在不同浓度杀虫剂处理下的死亡率

?'9#$D=A"3'+$14"(.'#*.2 ($36")3$3"0.(')3+$)*%6(2*2.1$', )"',@28,*#"(." ,*00$($).%")%$).('.*")3"0*)3$%.*%*,$3

杀虫剂

E@T"9$4942"T

品系

!$'L4@T

)

(

斜率

!R3#"m,%

DS

.)

"-.aSE#

"%H6D#

抗性比!

I"T4T$L@9"'L$43

毒死蜱SXR3'#O'4P3T

2LsHLR_ *(Z,_ _Z)0 m)Z10 *)Z.0 ",Z++ /*.Z0*# *Z))

2LsF1<$0%Q

M#$4%4V"2

,Z0_ (Z_, m)Z__ ._Z0 "11Z*) /-)Z-(# .Z*-

吡虫啉E%42L9R3#'42

2LsHLR_ *Z+) (Z,* m)Z(, *10Z*+ "**+Z() /*,*Z0,# *Z))

2LsF1<$0%Q

M#$4%4V"2

)Z0_ (Z1- m)Z1_ _++Z+- "1-*Z+- /,(.Z1)# 1Z_,

溴氰菊酯]"R$L%"$X'4@

2LsHLR_ (Z,) *Z.- m)Z(*) 1.Z1) "(+Z-) /_,Z-0# *Z))

2LsF1<$0%Q

M#$4%4V"2

(Z)_ *Z.) m)Z(( _+Z+- "1,Z._ /,-Z(,# *Z1.

!抗性比I"T4T$L@9"'L$43iDS

.)

3P2LsF1<$0%Q

M#$4%4V"2

6DS

.)

3P2LsHLR_Z

K=讨论

本研究通过转基因果蝇超量表达技术成功验证

了在抗性灰飞虱品系中过量表达的解毒酶基因

F1<$0%* 与杀虫剂抗药性的关系, ;XL@H等"()*(#

曾经报道了灰飞虱DTSL'<* 与毒死蜱抗性相关的现

象!他们在抗毒死蜱灰飞虱 h=ASẀ 品系中发现!

F1<$0%* 不仅在 I=Q水平上过量表达 1(Z), 倍!而

且免疫印迹表明DTSL'<* 在蛋白水平上也显著高于

对照敏感品系";XL@HhD.#$)Z! ()*1#, 但是!他们

并没有开展进一步的功能验证工作, 本研究不仅成

功验证了灰飞虱 F1<$0%* 的过量表达与毒死蜱抗性

的关系!而且还发现 F1<$0%* 的过量表达与吡虫啉

的抗性也是相关的, 因此!灰飞虱 DTSL'<* 能够介

导多种杀虫剂的解毒代谢!是灰飞虱对多种药剂产

生交互抗性的机制之一, 灰飞虱DTSL'<* 属于
!

A酯

酶"

!

A"T$"'LT"#!该类酯酶基因数目在昆虫中很少!

但是它们的功能却十分多样!可以介导多种杀虫剂

和其他异源物质的代谢"任娜娜等! ()*_#, 本文的

研究结果再一次提供了灰飞虱
!

A酯酶DTSL'<* 介导

多种杀虫剂抗性形成的实验证据,

本研究中超量表达 F1<$0%* 的果蝇对溴氰菊酯

的抗性只增加了 *Z1. 倍!推测原因可能如下$转基

因果蝇在超量表达靶基因的同时!果蝇的正常生理

会受到一定的影响!包括适合度代价以及各种可能

的反馈抑制作用, 由于超量表达靶基因的果蝇品系

相对于对照品系有较低的生物适合度!因此!在理论

上超量表达靶基因的果蝇对杀虫剂的反应会出现 1

种类型$第 * 种是对特定杀虫剂的敏感性增加!由于

靶基因的表达产物对该杀虫剂没有解毒作用!而且

超量表达靶基因的适合度代价降低了试虫对药剂的

耐受能力, 第 ( 种类型是对特定杀虫剂抗性没有显

著影响!由于靶基因的表达产物对该杀虫剂的解毒

作用较小!仅能抵消适合度代价带来的副作用, 第

1 种类型是对特定杀虫剂的抗药性有提高!表明靶

基因的表达产物可以有效降解该杀虫剂!不仅可以

抵消适合度代价带来的副作用!而且能够体现出对

药剂的解毒代谢作用, 例如!本研究中 2Ls

F1<$0%Q

M#$4%4V"2果蝇品系对溴氰菊酯的抗性提高 *Z1.
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倍, 这 *Z1. 倍的差异是果蝇在抵消了生物适合度

代价后!表现出来的抗药性差异, 如果能够进一步

设置一个超量表达无关基因的果蝇品系作为阴性对

照!比如 2Ls7EA品系!在排除生物适合度代价这

个背景噪音后!可以更准确地反映超量表达靶基因

与杀虫剂抗药性之间的关系,

综上所述!本研究在发现 F1<$0%* 在 1 个不同

的抗性灰飞虱品系中过量表达的基础上!通过超量

表达技术和农药生物测定验证了 F1<$0%* 的过量表

达与灰飞虱抗性的关系, 研究结果有助于深入了解

羧酸酯酶介导抗药性的分子机理!也有利于促进高

效+低毒+环保的新型杀虫剂的研发和应用,
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