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一个致倦库蚊杀虫剂敏感品系的筛选
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( 1． 曲阜师范大学生命科学学院，山东曲阜 273165;

2． 中国科学院动物研究所，农业虫害鼠害综合治理研究国家重点实验室，北京 100101)

摘要: 化学防治是控制蚊虫传播疾病的主要方法，抗性监测表明我国蚊虫已对有机磷、有机氯、氨基甲酸酯和拟

除虫菊酯类杀虫剂产生了不同程度的抗性。蚊虫抗药性的分子机制主要包括靶标抗性和三大解毒酶家族带来的

代谢抗性。筛选对杀虫剂敏感的品系是抗性监测和抗性机理研究必不可少的材料。本研究通过从一个致倦库蚊
Culex pipiens quinquefasciatus 野生种群筛选无乙酰胆碱酯酶 G119S 突变且具有低活性羧酸酯酶、P450 单加氧酶和

谷胱甘肽-S-转移酶的单雌系，建立了一个对杀虫剂敏感的致倦库蚊品系。该品系的羧酸酯酶活性是敏感品系 S-
lab 的 2． 5 倍，P450 单加氧酶和谷胱甘肽-S-转移酶的活性与 S-lab 相当。生物测定表明，与 S-lab 相比，该品系对

有机磷杀虫剂有低于 2 倍的抗性，对氨基甲酸酯和拟除虫菊酯类杀虫剂没有抗性，可以作为相对敏感品系用于抗

性监测。
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Screening of an insecticide-susceptible strain of Culex pipiens
quinquefasciatus ( Diptera: Culicidae)
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Abstract: Chemical control is the main method to control mosquitoes that are the primary vectors of
human diseases． Previous resistance investigations showed that mosquitoes in China had become resistant
to organophosphates，organochlorines，carbamates and pyrethroids． There are two main resistance
mechanisms，i． e．，the target resistance and the metabolism resistance that three detoxification enzyme
families are involved in． An insecticide-susceptible strain is indispensable for resistance monitoring and
studies of resistance mechanisms． In this study，we established an insecticide-susceptible strain of Culex
pipiens quinquefasciatus from a field population by screening the isofemale lines without the G119S
mutation in the acetylcholinesterase and with the low activity of carboxylesterases，P450 monooxygenases，
and glutathione-S-transferases． Compared to another susceptible strain，S-lab，the strain screened here
had 1． 5-fold higher carboxylesterase activity and equivalent P450 and glutathione-S-transferase activities．
Insecticide bioassay showed that this strain had a less than 2-fold resistance to organophosphates and no
resistance to carbamates and pyrethroids compared to the S-lab． Therefore this strain can be applied as an
insecticide-susceptible strain in resistance monitoring．
Key words: Culex pipiens quinquefasciatus; insecticide-susceptible strain; acetylcholinesterase;
carboxylesterase; P450 monooxygenase; glutathione-S-transferase; insecticide resistance

蚊虫是传播多种人类疾病的重要媒介，如库蚊

传播脑炎、丝虫病( Buss and Callaghan，2004) ，伊

蚊传播登革热、黄热病，按蚊传播疟疾等( Strode et
al．，2008) 。防治蚊虫的方法主要有物理防治、化
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学防治、生物防治( Strode et al．，2008 ) ，其中化学

防治以其高效、快速、便捷等优势成为最常用的防

治方法。我国从 20 世纪 50 年代中期开始使用化学

杀虫剂，抗性监测表明我国蚊虫已对有机磷、有机

氯、氨基甲酸酯和拟除虫菊酯类杀虫剂产生了不同

程度的抗性( Cui et al．，2006b) 。目前监测和鉴定

蚊虫抗药性的方法有 4 种: 毒效生物测定法( 包括

半数致死量法、区分剂量法) 、酶测定法、遗传学方

法和免疫学方法( 常海静等，2011) 。以上方法均需

要敏感品系作为参照，否则现场测试不能判断种群

的抗药性水平，只能在不同地区之间进行横向比较。
昆虫的抗药性分子机制包括代谢抗药性和靶标

抗药性( 崔峰和乔传令，2007; Cui et al．，2007) ，其

中代谢抗药性主要由羧酸酯酶、P450 单加氧酶和

谷胱甘肽-S-转移酶( GST) 参与。在尖音库蚊复组

Culex pipiens complex 中，羧酸酯酶的过量产生是引

起蚊虫对有机磷杀虫剂产生抗性的代谢机制( Buss
and Callaghan，2004) ，通常由基因扩增或转录水平

的上调引起。这些羧酸酯酶为 B 型酯酶，它的活性

位点是一个丝氨酸残基，占虫体总蛋白的 0． 4%，

能迅速 结 合、缓 慢 降 解 杀 虫 剂 ( 崔 峰 和 乔 传 令，

2007) 。细胞色素 P450 单加氧酶( P450s) 是一个含

亚铁血红素的酶家族，在有机体内代谢多种外源和

内源物质。在昆虫体内，P450 单加氧酶把有机磷

类杀虫剂从硫代磷酸盐氧化成毒性更大的磷酸盐，

之后再进一步分解。P450 酶活性升高可以导致蚊

虫对许多杀虫剂产生抗性，且通常伴有其他酶活性

的改变。谷胱甘肽-S-转移酶可以催化亲电子的内

源和外源化合物与谷胱甘肽结合，使这些化合物被

排出体外或被进一步降解，也可以在 P450 氧化产

物的二级代谢中起催化作用。GST 活性增加导致昆

虫对有机磷、拟除虫菊酯类杀虫剂产生抗性，活性

增加是由于转录水平上升或基因扩增引起的酶量增

多。乙酰胆碱酯酶是氨基甲酸酯类和有机磷类杀虫

剂的作用靶标，其主要功能为在胆碱神经突触处迅

速水解乙酰胆碱而中止神经冲动的传递。杀虫剂通

过磷酰化或氨基甲酰化酶活性位点中的丝氨酸而抑

制酶活性( 崔峰和乔传令，2007 ) 。昆虫中一般有

ace-1 和 ace-2 两个编码乙酰胆碱酯酶的基因，蚊虫

中只有 ace-1 与抗药性相关，ace-1 发生点突变降低

了酶对杀虫剂抑制的敏感性。已报道的 ace-1 基因

的点突变有 G119S 和 F331W。在尖音库蚊复组、
白 足 按 蚊 Anopheles albimanus 和 冈 比 亚 按 蚊

Anopheles gambiae 的抗性品系中均发现 G119S 突变

( Weill et al．，2004; Ahoua Alou et al．，2010 ) ，

F331W 突变只在三带喙库蚊 Culex tritaeniorhynchus
抗性品系中发现( 崔峰和乔传令，2007) 。

S-lab 品系是一个来自美国加利福尼亚州的致

倦库蚊 Culex pipiens quinquefasciatus 实验室品系，不

含抗性乙酰胆碱酯酶基因和过量表达的羧酸酯酶基

因，常 作 为 敏 感 参 照 品 系 用 于 许 多 抗 药 性 研 究

( Mouches et al．，1990; Kilian et al．，2008; Mosqueira
et al．，2010; Zhang et al．，2012) 。但 S-lab 与我国蚊

虫种群的遗传差异很大，在我国蚊虫抗性研究中可

能会产生一些背景噪音，影响实验结果，因此需要

筛选起源于我国的敏感品系。本研究通过从一个致

倦库蚊野生型种群筛选无乙酰胆碱酯酶 G119S 突

变且具有低活性羧酸酯酶、P450 和 GST 的单雌系，

建立了一个新的致倦库蚊敏感品系，生物测定表

明，与 S-lab 相比，该品系对有机磷杀虫剂有低于 2
倍的抗性，对氨基甲酸酯和拟除虫菊酯类杀虫剂没

有抗性，可以作为相对敏感品系用于抗性监测。

1 材料和方法

1． 1 试虫及试剂

1． 1． 1 试虫: 致倦库蚊野生种群 SG 采自广州省佛

山市; S-lab 为致倦库蚊标准敏感品系( Georghiou et
al．，1966 ) ; SB1 ( Mouches et al．， 1987 ) 、 SA2
( Berticat et al．，2002) 、LING( Weill et al．，2001) 和

WU( Cui et al．，2006a) 为标准抗性品系，分别含有

纯合 EsterB1，Ester2，Ester9 和 Ester11基因，过量表达

羧酸酯酶 B1，A2-B2，A9-B9 和 A11-B11。蚊虫在

实验室长期饲养，条件为温度 26 ± 2℃，相对湿度

50%～70%，光周期为 16L∶ 8D。
取 SG 种群刚羽化的 1 头雌虫与 3 头雄虫为一

个交配组在单独的养虫笼中进行交配; 共设置 30
个交配组。雌虫吸血、产卵后将雌虫和雄虫置于

－ 80℃保存，用于乙酰胆碱酯酶分析，形成的单雌

系连续饲养，用于三大解毒酶系的酶活性测定和杀

虫剂生物测定。
1． 1． 2 试剂: 敌敌畏( DDVP) 、马拉硫磷、辛硫磷、
氯菊酯、残杀威为北京市农药检定所标样，α-乙酸

萘酯( α-NA) 、β-乙酸萘酯( β-NA) 和固蓝 B 盐、固

蓝 ＲＲ 盐购于国药集团化学试剂有限公司，还原型

谷胱 甘 肽 ( GSH ) 、1-氯-2，4-二 硝 基 苯 ( CDNB ) 、
NADPH 为 Sigma 产品，二硫代苏糖醇( DTT) 、苯基

硫脲( PTU) 等常用试剂均为国产。
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1． 2 乙酰胆碱酯酶 G119S 突变的鉴定

单头 蚊 虫 乙 酰 胆 碱 酯 酶 基 因 ace-1 是 否 有

G119S 突变，用肉眼可辨别的乙酰胆碱酯酶显色反

应进行鉴定，具体方法参照常海静等( 2011) ; 以敏

感品系 S-lab 作为对照。
1． 3 总蛋白提取

羧酸酯酶和谷胱甘肽-S-转移酶的测定以 0． 2
mol /L 磷酸缓冲液为总蛋白提取缓冲液，P450 酶活

性测定以 0． 154 mg /mL DTT，0． 152 mg /mL PTU，

0． 373 mg /mL EDTA 和 0． 1 mol /L 磷酸缓冲液( pH
7． 8) 为总蛋白提取缓冲液。每个单雌系及 S-lab 分

别取 3 龄幼虫 10 头加入 500 μL 总蛋白提取缓冲

液，在冰上迅速匀浆。12 000 r /min 离心 15 min，

取上清液再次离心 10 min，上清即为总蛋白提取

液。利 用 Bradford 法 测 总 蛋 白 浓 度 ( Bradford，

1976) 。
1． 4 羧酸酯酶活性的测定

以 1． 3 提取的总蛋白提取液为样品，测定羧酸

酯酶活性，具体方法参照常海静等( 2011) ，反应重

复 3 次。
1． 5 GST 活性的测定

将 10． 35 mmol /L GSH 和 200 mmol /L CDNB 储

存液按体积比 188∶ 2 混合。在 190 μL 上述混合液

中加入 10 μL 适当浓度的蚊虫总蛋白提取液，迅速

混匀后于 340 nm 下用分光光度计读取反应动态曲

线，每隔 5 s 读取一次吸光值，共读 120 s，利用

Excel10 进行直线回归分析，其中斜率值即为酶促

反应速率( A /min) ，酶比活力( A /min·mg) 为 1 mg
总蛋白 1 min 催化生成产物的增加量。反应重复

3 次。
1． 6 P450 活性的测定

将 90 μL 适当浓度的蚊虫总蛋白提取液与 100
μL 2 mmol /L 对硝基苯甲醚、10 μL 9． 6 mmol /L 的

NADPH 迅速混匀，在 27℃下用分光光度计 405 nm
波长读取动态曲线，每隔 25 s 记录一次吸光值，共

记录 20 次，利用 Excel10 进行直线回归分析，其中

斜率值即为酶促反应速率( A /min) ，酶比活力( A /
min·mg) 为 1 mg 总蛋白反应 1 min 后底物的减少

量。反应重复 3 次。
1． 7 羧酸酯酶淀粉凝胶电泳

参照 Pasteur 等( 1988 ) 的方法，单头蚊虫和标

准抗性品系的匀浆液一起进行淀粉凝胶电泳，凝胶

浓度 13． 6%，设置稳定功率为 10 W，于 4℃环境中

电泳 5 ～ 6 h，电泳后切片，加 α-NA 和 β-NA ( 以

2% 丙 酮 溶 解) 各 2 mL，45 mL 磷 酸-F 缓 冲 液

( KH2PO4 67 mmol /L，Na2HPO4 34 mmol /L ) 温 育

7 min ，加入固蓝 ＲＲ 盐 80 mg 进行染色，条带清晰

后固定、脱水、风干保存，记录实验结果。
1． 8 生物测定方法

参照 Ｒaymond 和 Marquine ( 1994 ) 方法，在 99
mL 自来水中吸入 20 头 4 龄初幼虫，加 1 mL 不同

浓度的杀虫药剂，设置 5 个浓度梯度，每个浓度 3
个重复，24 h 后统计幼虫死亡数。
1． 9 数据统计与分析

用 PＲOBIT( Ｒatsira et al．，1993 ) 软件计算生物

测定的 LC50、斜率、卡方值、抗性比率及 95% 的置

信区间。各单雌系与 S-lab 之间三大解毒酶的活性

差异用 t-检验进行统计分析( SPSS 13． 0) 。

2 结果

2． 1 筛选无乙酰胆碱酯酶靶标抗性的致倦库蚊单

雌系

在不同浓度的残杀威抑制下，由于乙酰胆碱酯

酶残余活性的不同而导致不同的显色反应，在 30
个交配组中，只有 8 组的雌雄致倦库蚊成蚊的乙酰

胆碱酯酶基因 ace-1 没有 G119S 突变，即有敏感的

乙酰胆碱酯酶，将这 8 个单雌系传代饲养。
2． 2 致倦库蚊单雌系羧酸酯酶、GST、P450 酶

活性

对无乙酰胆碱酯酶靶标抗性的 8 个单雌系进行

羧酸酯酶、GST 和 P450 解毒酶系的活性测定，结果

表明( 表 1) : 8 个单雌系羧酸酯酶的活性都比对照

S-lab 品系的高，但只有 3，4，6，7 和 8 号单雌系有

显著升高( P ＜ 0． 05) ; 部分单雌系的 GST 活性比 S-
lab 低，如 4，6 和 8 号单雌系，但与敏感品系 S-lab
相比差异不显著( P ＞ 0． 05) ; 大部分单雌系的 P450
活性比 S-lab 低，但两者差异不显著 ( P ＞ 0． 05 ) 。
综合三大解毒酶的活性，4 号单雌系是最佳的敏感

品系，它的羧酸酯酶活性是 S-lab 品系的 2． 5 倍，其

GST 和 P450 活性与 S-lab 相当。
2． 3 致倦库蚊 4 号单雌系的羧酸酯酶多态性

将 4 号单雌系单头蚊虫进行淀粉凝胶电泳，羧

酸酯酶活性染色结果表明( 图 1 ) ，在检测的 19 头

蚊虫中，大部分个体的酯酶表型类似标样 A11-B11
酯酶，但许多个体的酯酶活性比标样低，还有的个

体酯酶染色类似 S-lab，表明没有高活性的酯酶，是

敏感个体，如 21 号蚊虫。
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表 1 致倦库蚊 8 个单雌系的羧酸酯酶、GST、P450 酶活性

Table 1 The activities of carboxylesterases，GSTs and P450s in eight isofemale lines of Culex pipiens quinquefasciatus

品系

Strains

羧酸酯酶 Carboxylesterases

酶比活力

Specific activity

( U /mg)

比值*

Ｒatio*
P 值

P value

GST

酶比活力

Specific activity

( A /min·mg)

比值*

Ｒatio*
P 值

P value

P450

酶比活力

Specific activity

( A /min·mg)

比值*

Ｒatio*
P 值

P value

1# 0． 375 ± 0． 082 2． 47 0． 06 0． 063 ± 0． 026 2． 42 0． 29 0． 015 ± 0． 006 1． 95 0． 37

2# 0． 395 ± 0． 166 2． 60 0． 22 0． 052 ± 0． 019 2． 02 0． 35 0． 006 ± 0． 003 0． 83 0． 81

3# 0． 307 ± 0． 041 2． 02 0． 03 0． 066 ± 0． 032 2． 53 0． 33 0． 003 ± 0． 000 0． 39 0． 28
单雌系

Isofemale

line

4# 0． 381 ± 0． 037 2． 51 0． 01 0． 020 ± 0． 007 0． 77 0． 75 0． 002 ± 0． 000 0． 28 0． 22

5# 0． 451 ± 0． 250 2． 96 0． 30 0． 035 ± 0． 012 1． 34 0． 68 0． 005 ± 0． 001 0． 61 0． 49

6# 0． 850 ± 0． 147 5． 59 0． 01 0． 007 ± 0． 000 0． 26 0． 30 0． 004 ± 0． 001 0． 48 0． 38

7# 0． 466 ± 0． 030 3． 07 0． 00 0． 024 ± 0． 014 0． 92 0． 92 0． 005 ± 0． 002 0． 68 0． 60

8# 0． 435 ± 0． 019 2． 86 0． 00 0． 012 ± 0． 001 0． 45 0． 43 0． 013 ± 0． 004 1． 80 0． 36

S-lab 0． 152 ± 0． 028 1． 00 0． 026 ± 0． 016 1． 00 0． 007 ± 0． 004 1． 00

表中数据为平均值 ± 标准误; 表 2 同。Data in the table are mean ± SE． The same for Table 2． * 各单雌系与 S-lab 的酶比活力比值 The ratio of the

specific activity of an isofemale line to that of the S-lab．

图 1 致倦库蚊 4 号单雌系单头蚊虫的淀粉凝胶电泳酯酶活性染色

Fig． 1 High-activity esterases in single adult mosquitoes from the 4# isofemale line of Culex pipiens quinquefasciatus
analyzed in starch gel electrophoresis

1 － 4，6 － 8，10 － 12，14 － 16，18 － 21，23 － 24: 4 号单雌系( The 4 # isofemale line) ; 5: 标样 S-lab ( Standard sample S-lab) ; 9: 标样 B1

( Standard sample B1) ; 13: 标样 A2-B2 ( Standard sample A2-B2) ; 17: 标样 A9-B9 ( Standard sample A9-B9) ; 22: 标样 A11-B11 ( Standard sample

A11-B11) ．

2． 4 致倦库蚊 4 号单雌系的抗性水平

对 4 号单雌系 4 龄幼虫进行杀虫剂生物测定，

结果表 明 ( 表 2 ) : 与 S-lab 相 比，4 号 单 雌 系 对

DDVP 和马拉硫磷分别有 1． 5 和 1． 6 倍的抗性( P≤
0． 05) ，而对辛硫磷的 LC50与 S-lab 的相当; 对残杀

威和氯菊酯的 LC50 与 S-lab 的相当。因此，4 号单

雌系仅对有机磷杀虫剂有非常低的抗性，而对氨基

甲酸酯和拟除虫菊酯类杀虫剂没有抗性，可以作为

敏感品系用于抗性监测。

3 讨论

本研究通过检测乙酰胆碱酯酶基因 ace-1 有无

G119S 突变及解毒酶系羧酸酯酶、P450 和 GST 的

活性，筛选出一个相对敏感的致倦库蚊品系。与其

他敏感品系相比，该品系仅对有机磷杀虫剂有很低

的抗性，而对氨基甲酸酯和拟除虫菊酯类杀虫剂没

有抗性。昆虫对化学杀虫剂产生靶标抗药性通常涉

及到乙酰胆碱酯酶、γ-氨基丁酸受体、电压门钠离

子通道等( 崔峰和乔传令，2007) ，尽管本研究仅检

测了乙酰胆碱酯酶，没有检测其他靶标基因，但筛

选出的敏感品系对拟除虫菊酯没有明显抗性，说明

该品系的电压门钠离子通道基因可能没有产生抗性

突变，如 L1014S 和 L1014F 突变( Chen et al．，2010;

Ndiath et al．，2012) 。
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表 2 致倦库蚊 4 号单雌系 4 龄幼虫对不同杀虫剂的抗性水平

Table 2 The insecticide resistance levels in the 4 instar larvae of the 4# isofemale line of Culex pipiens quinquefasciatus

杀虫剂

Insecticides
品系

Strains

半数致死浓度( mg /L)

LC50

( 95% CI)

斜率

Slope

卡方值

χ2

抗性比率*

Ｒesistance ratio*

( 95% CI)

敌敌畏 DDVP S-lab 0． 133 ( 0． 105 － 0． 183) 3． 04 ± 0． 82 4． 76 1． 00

4 号单雌系

4# isofemale line
0． 206 ( 0． 152 － 0． 257) 2． 85 ± 0． 59 0． 85 1． 56 ( 1． 02 － 2． 38)

马拉硫磷 Malathion S-lab 0． 027 ( 0． 025 － 0． 029) 9． 40 ± 2． 08 5． 27 1． 00

4 号单雌系

4# isofemale line
0． 045 ( 0． 035 － 0． 057) 3． 26 ± 0． 75 0． 91 1． 69 ( 1． 13 － 2． 52)

辛硫磷 Phoxim S-lab 0． 005 ( 0． 005 － 0． 005) 12． 95 ± 2． 98 0． 39 1． 00

4 号单雌系

4# isofemale line
0． 005 ( 0． 004 － 0． 006) 3． 36 ± 0． 76 0． 33 0． 91 ( 0． 59 － 1． 40)

残杀威 Propoxur S-lab 0． 082 ( 0． 053 － 0． 121) 1． 69 ± 0． 34 2． 67 1． 00

4 号单雌系

4# isofemale line
0． 093 ( 0． 066 － 0． 118) 2． 88 ± 0． 70 4． 85 1． 13 ( 0． 75 － 1． 73)

氯菊酯 Permethrin S-lab 0． 033 ( 0． 029 － 0． 038) 5． 48 ± 1． 17 1． 57 1． 00

4 号单雌系

4# isofemale line
0． 037 ( 0． 031 － 0． 044) 4． 19 ± 0． 81 0． 60 1． 15 ( 0． 73 － 1． 81)

* 抗性比率为单雌系品系与 S-lab 的 LC50比值 Ｒesistance ratio is the ratio of the LC50 of the isofemale line to that of the S-lab．

本研究筛选出的敏感品系与 S-lab 品系相比，

其羧酸酯酶活性是 S-lab 的 2． 5 倍，其 GST 和 P450
的活性 3 次测定结果的平均值比 S-lab 的低，但两

者差异不显著，可以作为拟除虫菊酯杀虫剂抗性研

究的相对敏感品系。较高的羧酸酯酶活性是导致该

品系对有机磷杀虫剂产生低抗的原因。中国尖音库

蚊复组野生抗性种群存在 B1，A2-B2，A8-B8，A9-
B9，B10 和 A11-B11 高活性羧酸酯酶，是由酯酶基

因在基因组上扩增引起的( 乔传令等，2003; Cui et
al．，2007) 。A11-B11 在 2003 年的抗性调查中首次

被发 现 ( Cui et al．，2006a ) ，以 后 获 得 纯 合 品 系

WU。与敏感品系 S-lab 相比，纯合品系 WU 中的

A11 基因扩增了 36． 5 倍，B11 基因扩增了 19． 1 倍，

对有机磷杀虫剂有高达 7． 2 倍的抗性( Cui et al．，
2007) 。与抗性品系 WU 相比，本研究筛选的敏感

品系虽然含有 A11-B11，但酯酶活性比 WU 品系的

低，可能酯酶基因的扩增水平较低，从而只带来

1． 5倍左右的有机磷抗性。
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