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蚊虫抗拟除虫菊酯数量性状位点的研究进展
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摘要:蚊虫是重要的医学昆虫,对人类危害极大。近些年来,由于拟除虫菊酯杀虫剂的广泛使用,导致蚊虫体内产生了抗

药性。为了解析抗药性的分子基础和遗传特性,当前采用了一种新的方法即数量性状位点(Quantitativetraitloci,QTL)

定位。综述了近些年来蚊虫抗拟除虫菊酯QTL的研究的最新进展,包括蚊虫QTL定位研究的理论基础、QTL定位鉴定

抗性位点、抗性基因差异表达分析及功能调控。蚊虫抗拟除虫菊酯QTL的研究发展迅速,相关研究成果对蚊虫的防治和

病媒疾病的控制具有重要意义;在现有方法的基础上,可以利用高通量测序和关联分析来深入解析蚊虫 QTL,为进一步

探究蚊虫抗药性提供新的契机。
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蚊虫是重要的医学昆虫类群,对人类的主要危害表现在骚扰、钉刺、吸血及传播疾病,尤以传播疾病对人类

的健康威胁最大。因此,采取措施控制蚊虫数量就显得尤为重要。目前,使用化学杀虫剂是最主要的控制蚊虫

数量手段。拟除虫菊酯类药物具有经济、杀虫谱广、毒性低、效率高等特点,是当前使用最广泛的一类杀虫

剂[1-2]。然而,近30年来,随着拟除虫菊酯类杀虫剂的不合理使用,许多蚊虫已经对拟除虫菊酯类杀虫剂产生了

抗药性,且抗性逐渐增强[3-4]。据美国疾病预防控制中心(CDC)提供的数据显示,截止到2015年,在世界范围内

已有125种蚊虫对此类杀虫剂产生了抗性[3-4]。面对这一严峻的形势,如果再不采取新的有效措施,那么以前蚊

虫防控工作中所取得的一些成果将可能会毁于一旦,而已得到控制的蚊媒传染疾病也将会随之卷土重来。解析

蚊虫对拟除虫菊酯类的抗药性产生的分子基础并揭示其中抗性机制,不仅是对阻止或缓解拟除虫菊酯抗性策略

的关键环节,同时也能为新型杀虫剂的研发和新蚊虫防控措施的探索提供理论依据。
蚊虫对拟除虫菊酯类杀虫剂的抗性,主要表现在行为抗性(蚊虫躲避杀虫剂)、表皮抗性(表皮增厚,药物穿

透性降低)、代谢抗性(解毒酶活性增强)、靶标抗性(靶标位点的不敏感)等4个方面[5]。但是上述4类抗性通常

涉及到多种基因及代谢通路的参与,如蚊虫基因组中许多基因能够赋予有关抗性[6-7]。据研究表明,在抗感蚊虫

中,抗性不仅仅由某一通路中基因的表达水平(表达量上调等)所决定;其次,在抗性蚊虫中,难以通过基因的上

调表达来判断哪一通路主要负责抗性[8]。因此,在表型分析上看似单一的杀虫剂抗性性状,其中的分子基础是

复杂多变的。
目前的研究显示,蚊虫的溴氰菊酯抗性是一种稳定遗传的优势性状[9-10]。例如:Wondji等人[1]在对不吉按

蚊(Anophelesfunestus)的研究中发现,蚊虫抗性性状能稳定的从亲代传递到子代,使抗性群体数量较之前明显

增多。Ranson等人[3]对非洲大部分地区冈比亚按蚊(Anophelesgambiae)进行抗药性检测时发现,几乎所有蚊

虫具有了抗药性,且随着各种杀虫剂的不断使用抗性逐年增强[11]。因此,对于抗性分子基础的研究,首先要着眼

于抗性表型本身。由于抗性是复杂的遗传性状,在抗感蚊虫中总有一些基因参与其中的表达,同时抗性通路的

复杂性导致了产生抗性的分子基础和抗性机制也更加复杂[12-13]。数量性状是一种复杂性状,由许多微效基因控

制,具有遗传性[14]。近些年来,随着遗传图谱和数量性状位点(Quantitativetraitloci,QTL)定位方法的不断完

善,蚊虫QTL定位研究也取得了许多研究成果。本文主要从QTL定位鉴定抗性位点、抗性基因差异表达分析
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及功能调控等几方面进行了综述,并探讨了蚊虫抗拟除虫菊酯QTL将来的研究趋势和应用前景。

1蚊虫QTL定位策略

近些年来,随着分子遗传学、生物统计学等学科的不断发展,加上高通量基因表达谱、各种制图软件和统计

软件的开发,使得蚊虫QTL定位方法层出不穷;定位已发展到精细定位和克隆,但其中基本遗传原理与其他物

种相同,即当标记与性状的某个QTL连锁时,不同标记基因型个体的表型值将存在显著差异,QTL分析就是以

这些连锁发生为基础而进行的。目前,蚊虫中QTL定位方法主要有基因组扫描和候选基因法,基因组扫描法就

是利用遗传差异较大的品系(一般为抗性和感性品系)进行杂交,跟踪抗性性状和染色体上的标记在多世代家系

中的分离情况,是一种在基因组上鉴定抗性相关位点的研究方法;而候选基因法是根据其他蚊虫已知基因的表

型性状或待研究基因组区间可能的基因,研究候选基因位点上存在多态性及其与目标性状之间的相关性,如标

记分析法、区间分析法和贝叶斯分析法等。当然,还有其他一些方法,如复合区间作图法(CIM)。此方法因不受

两区间独立与否的影响,能减少剩余方差,提高检测QTL的能力,故被广泛使用[15]。一般而言,蚊虫QTL定位

   注:R-抗性品系;S-感性品系。

图1 蚊虫杀虫剂抗性QTL定位的一般策略

Fig.1 TheQTLgeneralstrategyofinsecticideresistanceinmosquitoes

通常采取以下步骤:1)需要检测和筛选亲

本。用 MAPMAKER3.0[16]或 MAPMAK-
ER/QTL[17]软件构建一个足以覆盖整个基

因组的多标记基因座遗传连锁图谱[18],确定

标记位点与表型性状之间的连锁关系。其中

群体一般是纯系的抗性和感性品系正反杂交

得到F2、F6 或F8 群体,大小根据实际需要确

定(一般在250~490个个体之间)。2)需要

使用具有多态性的分子标记。理想的分子标

记一般具有共显性、均匀分布在整条染色体

上、检测手段简单快速、使用成本低等特征。
目前在蚊虫中构建遗传连锁图谱使用的分子

标记主 要 有 SNP、SSR,其 中 SNP标 记 和

SSR标记是当前使用最为广泛的遗传标记。

3)用相应的统计模型和软件处理,分析实验

数据,确定分子标记与QTL的连锁关系以及

QTL在染色体上的位置,估计其中的遗传效

应。图1中展示了蚊虫QTL定位中的一般策略。

2蚊虫QTL定位鉴定抗性位点的研究进展

2.1QTL定位鉴定抗性位点

自1994年Severson等人[19]首次利用RFLP连锁图定位了埃及伊蚊(Aedesaegypti)丝虫病抗性的2个

QTL以来,目前有关蚊虫QTL的研究取得了很大的进展。Ranson等人[3]采用全基因组扫描法在冈比亚按蚊中

鉴定出3个QTL:rtp1、rtp2和rtp3,且这些QTL与拟除虫菊酯抗性有关。有研究进一步估计了遗传效应,认为

rtp1和rtp2是主要的QTL,rtp3是次要的QTL[9]。Wondji等人[15]使用349个不吉按蚊F2 群体和56个分子

标记,构建了3个连锁的遗传连锁图谱,每一个连锁群对应一条染色体,鉴定出与抗性相关的1个QTL,为rp1。
此外,他们采用区间作图法(IM)、复合区间作图法(CIM)和多元区间作图法(MIM)预测了QTL位置,结果表明

在第4家系中,rp1位点位于Chr2的R端;第6和第11家系中,同样发现有一个QTL与第4家系rp1具有相同

位置,也是rp1。因此,在第4、第6和第11家系中,均存在一个共同的rp1位点。Wondji等人[1]进一步利用定位

克隆,对不吉按蚊的一段120kb序列进行扫描,结果发现有2个额外的QTL,即rp2和rp3。有趣的是,研究发

现在QTL位点内存在与抗性相关的一些候选基因,如P450s、kdr、ACHE 等;而这些基因在染色体上的位置跟

冈比亚按蚊中相应基因具有相同的位置[1]。此外,Saavedra-Rodriguez等人[20]利用IM 和CIM 作图,对439个

埃及伊蚊F3 群体进行击倒、恢复和存活实验,发现至少有5个QTL与抗性相关:其中在Chr1上有2个QTL,
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Chr2上1个,Chr3上至少有2个。但QTL在染色体上的具体位置以及遗传效应还有待进一步的研究。

2.2不同蚊虫溴氰菊酯抗性位点的比较分析

Ranson等人[11]在冈比亚按蚊中研究发现了3个 QTL,其中rtp1和rtp2是主要的 QTL,rtp3是次要的

QTL。rtp1位于染色体2L,是钠离子通道基因,由于当时研究所使用的分子标记和群体数量有限,他们只得出

一个暂时性的结论:即rtp1和钠离子通道等位基因是同一个基因。rtp2和rtp3均存在于3R端,其中rtp2与细

胞色素P450侧翼基因相关[21-22]。同样地,Wondji等人[1,4,15]在不吉按蚊中发现了3个QTL位点,rp1和rp2均

位于染色体2R端,rp1位点内具有14个蛋白编码基因(10个为细胞色素P450基因)和1个假基因,其中4个细

胞色素P450基因在抗感蚊虫中均具有差异表达,特别是CYP6P9 和CYP6P4 基因;rp2内共有5个细胞色素

P450基因,这些基因在抗性蚊虫中为低表达状态;rp3位于3L端,有20个细胞色素P450基因,这些基因和冈比

亚按蚊的同源基因在染色体上的位置基本一致[21];rp1起主效应,rp2和rp3起次效应。另外,Saavedra-Ro-
driguez等人[20]发现,在埃及伊蚊体内与抗性相关5个QTL中,其中在Chr3上的2个QTL起主效应,在Chr1、

Chr2上的其他3个QTL均起次效应。
上述研究表明,在不同物种中,QTL的数量、在染色体上的位置以及遗传效应均有差异,如冈比亚按蚊中只

有3个QTL,而埃及伊蚊中至少有5个QTL存在;冈比亚按蚊rtp2位点起主效应,而不吉按蚊中rp2起次效

应。此外,抗性位点内具有多种因素(如抗性基因或代谢通路等)参与抗性的表达,这些基因的研究对其他蚊虫

未知QTL的探究具有一定的指导和借鉴意义。

3候选基因的克隆和功能分析

3.1QTL内候选基因的表达分析

近些年来的研究表明,QTL内存在多种与抗性相关的候选基因,它们在不同蚊种及抗感蚊虫之间均存在差

异表达,且主要是细胞色素P450基因,有CYP4、CYP6 和CYP12 家族基因。已有研究表明,细胞色素P450在

杀虫剂代谢过程中起重要作用,大多数细胞色素P450基因参与杀虫剂抗性主要表现为在抗性品系中相关

mRNA或蛋白质水平的增加,从而导致细胞色素单氧酶解毒作用增强。从理论上讲,转录增强、mRNA及蛋白

质的稳定性增强等均可以实现这些基因表达的增加,从而使蚊虫抗药性增强。
在对CYP4 家族基因的研究中,Ranson等人[3]在冈比亚按蚊rtp2位点内发现了3个CYP4 基因参与拟除

虫菊酯抗性的表达,使得这些基因在抗性蚊虫中的蛋白含量是敏感蚊虫的几十倍,但具体表达情况尚不清楚,仍
需要进一步的研究。

而对于CYP6 家族基因,同样地,Ranson等人[3]在rtp2位点内也发现了14个CYP6 家族基因,其中,

CYP6Z1 基因在抗性蚊虫中高表达[11]。Wondji等人[1]在不吉按蚊中对一段120kb序列扫描发现,CYP6P9、

CYP6P4、CYP6AA4 和CYP6P1 基因在抗感蚊虫中的表达变化具有统计学意义(p<0.001),其中CYP6P9、
CYP6P4 和CYP6AA4 基因在抗性蚊虫中高表达,而CYP6P1 基因在感性蚊虫中高表达。非常有趣的是,不管

在感性还是抗性蚊虫中,CYP6P9 基因比CYP6P4基因有更高的表达水平[22]。rp1位点附近有9个细胞色素

P450基因,rp2位点有21个细胞色素P450基因和1个管家基因(即SP7),这些基因均参与抗性表达,而rp3位

点附近无任何抗性基因存在,离它最近仅仅是一个微管结合基因和β3-微管蛋白基因[23]。Hunt等人[24]在蚊虫

的成虫、蛹和幼虫中进行qPCR实验,并对表达谱进行分析,结果发现CYP6P9、CYP6P4、CYP6AA4 和CYP6P1
基因在抗感蚊虫中的表达差异具有统计学意义,其中雌虫对拟除虫菊酯抗药性比雄虫强。与其他生活周期相

比,蛹期各基因表达水平较低;在幼虫期,只有1个基因是差异表达的,其他基因的表达情况基本一致;在成虫

期,CYP6P9 基因在抗感蚊虫中是差异表达的[25]。这一结果表明在不同发育期,抗性候选基因在抗感蚊虫中的

表达具有时期性和特异性。有研究者在不吉按蚊rp2位点内对15个细胞色素P450基因进行表达谱分析,发现

这些候选基因能够影响抗性的表达[26]。Saavedra-Rodriguez等人[20]在埃及伊蚊中也发现了抗性候选基因,但具

体的表达还不清楚。
总之,QTL内抗性候选基因在不同蚊种、不同时期及抗感蚊虫中的表达存在差异,这种现象与抗性基因表达

的时期性和特异性相一致。多项研究表明,细胞色素P450基因这种复杂的调控状态使得该类基因在不同条件

下具有不同的表达方式。虽然目前对抗性候选基因的研究较多,但具体的表达情况还尚不清楚,仍需要做进一

步研究。表1显示了目前研究较多的冈比亚按蚊和不吉按蚊rp1位点内候选基因。
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3.2QTL内候选基因的功能验证

目前有关蚊虫抗性候选基因功能方面的研究显示,抗性候选基因在蚊虫QTL内的表达和调控能力、对不同

杀虫剂产生的抗药性等生理现象和生理过程中扮演重要的角色。

Riveron等人[8]通过基因芯片和q-RTPCR实验,发现在莫桑比克和马拉维地区不吉按蚊中,CYP6P9a 和

CYP6P9b基因均是上调表达基因。在莫桑比克蚊虫中,CYP6P9b基因具有较明显的上调表达,而CYP6P9a 基

因正好相反,表明CYP6P9b基因对莫桑比克蚊虫抗性的影响极为明显;与之相反的是,CYP6P9a 基因在马拉维

蚊虫中影响较大。埃及伊蚊和致倦库蚊(Culexquinquefasciatus)细胞色素P450基因扩增机制的研究报道,未
发现CYP6P9a 和CYP6P9b基因的表达,说明这种上调表达并不是通过基因扩增引起,而是通过一些潜在的顺

式作用元件调控所控制的。通过转基因手段,将CYP6P9a 和CYP6P9b基因转到黑腹果蝇(Drosophilamela-
nogaster)中,发现CYP6P9a 和CYP6P9b基因能够表达,使类型Ⅰ(氯菊酯和联苯菊酯)和类型Ⅱ(溴氰菊酯和

高效氯氟氰菊酯)的代谢抗性增强,推测CYP6P9a 和CYP6P9b基因在抗性蚊虫中也有较高的表达。抗性候选

基因除了能在一些特殊组织(如马氏管、脂肪体和中肠)中表达,在其他组织中也可以表达[8]。除了CYP6P9a 和

CYP6P9b基因,其他基因也参与抗性的表达,如CYP9J11 基因等。上述结果表明,CYP6P9a 和CYP6P9b基因

均是上调表达的,这种上调表达的基因与杀虫剂抗性密切相关。

表1 不吉按蚊和冈比亚按蚊rp1位点内候选基因

Tab.1 CandidategenesofA.funestusandA.gambiae

物种 基因

不吉按蚊(A.funestus)
CYP6AA4、CYP6AA2、Esterase、CYP6P9a、CYP6P9b、CYP6P5、CYP6P4a、CYP6P4b、CYP6P1、

CYP6P2、CYP6AD1、Lipase1

冈比亚按蚊(A.gambiae) CYP6AA、CYP6AA2、Esterase、CYP6P3、CYP6P5、CYP6P4、CYP6P1、CYP6P2、CYP6AD1、Lipase1

Wondji等人[1]在rp2位点内发现了3个AfCYP6M1 基因(AfCYP6M1b、AfCYP6M1a 和AfCYP6M1c)与
冈比亚按蚊的3个AgCYP6M1 基因很相似,氨基酸相似率依次为79%,82%和83%。通过验证发现,这些对应

基因的功能基本一致,均对抗药性产生一定的影响。Witzig等人[10]在阿拉伯按蚊(Anophelesarabiensis)rp1位

点内发现许多细胞色素P450基因均是高表达的;相比感性蚊虫,CYP6P4 基因在抗性蚊虫的表达量明显较高。
后来有研究发现,该基因与不吉按蚊CYP6P4 基因是同源基因[8],表明该基因是rp1位点主要引起抗性增强的

基因。

Witzig等人[10]还在阿拉伯按蚊rp1位点内发现了25个细胞色素P450候选基因,其中8个CYP6 家族基因

(CYP6P1、CYP6P2、CYP6P3、CYP6P4、CYP6P5、CYP6AA1、CYP6AD1 和CYP6Z4)参与抗性的表达[27-28]。
进一步的验证研究显示,CYP6P4 基因在抗性蚊虫中是高表达的,而其他基因的表达状况基本一致,表明同家族

抗性候选基因的表达虽然相似,但一些基因的表达存在差异性。结果表明这些细胞色素P450候选基因的主要

功能是参与杀虫剂抗性代谢,同时对进一步研究杀虫剂抗性机制具有一定的指导意义。

4小结与展望

目前关于蚊虫抗拟除虫菊酯QTL的研究取得了很大的进展,已经发展到了精细定位和克隆。为了更深入

地探究抗性位点及抗性候选基因的表达,QTL定位是当前一种有效地研究手段。本文在总结数量性状抗性位点

及抗性候选基因的表达时发现,QTL具有保守性:在不同蚊种和不同抗感品系中,对应的QTL在基因组上的物

理位置相似,数目大体一致;同时,它们的遗传效应及抗性候选基因表达均相似。这为其他蚊种QTL的研究提

供一种借鉴。以当前的研究背景作为参考,笔者认为将来蚊虫QTL定位研究需要思考的是如何合理地选择亲

本,如何考虑所选用亲本的纯度和亲缘关系的远近,如何才能有效利用更多的种质资源和更广泛的遗传多样性,
如何更精细地定位和验证,等等。因此,在现有方法的基础上,需要寻找新的研究手段。例如可采用高通量测序

(Restriction-siteassociatedDNAtags)构建遗传连锁图谱和QTL定位,并通过关联分析(Associationanalysis)
解析蚊虫抗性位点及相关候选基因的表达模式,这对QTL定位的精度和广度、提供的信息量、统计分析方法等

方面具有明显的互补性,并可针对特定的候选基因加以验证,加快抗性基因的鉴定和分离克隆,为深入探究数量

性状的遗传学和分子生物学基础以及蚊虫抗药性的遗传分析提供新的契机。
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AnimalSciences

TheProgressofQuantitativeTraitLociforMosquitoesPyrethroidResistance

LIUBaiqi,CHENBin,QIAOLiang
(InstituteofEntomologyandMolecularBiology,ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,

ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:Mosquitoesastheimportantmedicalinsectsposedagreatharmonhumanhealth.Inrecentyears,duetotheextensiveuse
ofpyrethroidinsecticides,insecticideresistanceoccurredinmosquitoes.Toillustratethecomplicatedmolecularbasisandhereditary
characterofthepyrethroidresistance,anewmethodnamedquantitativetraitloci(QTL)mappingtoanalyze.Thelatestdevelop-
mentsofQTLstudiedinmosquitopyrethroidresistanceduringrecentyears,includingthetheoreticalbasisofmosquitoQTLmap-
pingstudies;QTLmappingidentifiedresistancelocusandtheexpressionandregulatoryanalysisoftheresistantgenes.Researches
onmosquitoresistancetopyrethroidsQTLdevelopedrapidlyinrecentyears,theresearchresultshaveimportantimplicationsforthe
controllingofmosquitovectorstopreventdiseases.Onthebasisofthecurrentmethods,arestriction-siteassociatedDNAtagsse-
quencingandassociationanalysistomosquitoQTL,inordertofurtherexplorethemosquitoresistancetoprovideanewopportunity.
Keywords:mosquitoes;pyrethroidresistance;quantitativetraitloci;resistancegene;comparativeanalysis
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