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摘要!普通大蓟马=(2#":&'%1&*0/:/*%#%:/在海南省对豇豆造成严重危害且抗药性逐渐增强'本研究测定了!"#$
年至!"!#年海南省普通大蓟马对氯菊酯和甲氰菊酯的抗性'结果表明#海口%乐东和三亚<个地理种群对甲氰菊
酯处于极高水平抗性#对氯菊酯处于高水平抗性#且抗性逐年增强'对普通大蓟马钠离子通道序列分析发现存在

J!?<G突变#该突变位于钠离子通道同源结构域&'突变频率检测显示#!"#$年至!"!#年连续<年海口种群该突
变位点的突变频率分别为#,<"%#,<"%<,<"#有升高趋势'本研究发现海南省普通大蓟马从!"#$年到!"!#年对拟
除虫菊酯类药剂的抗药性呈逐年上升趋势'
关键词!普通大蓟马(!钠离子通道(!突变(!拟除虫菊酯(!抗药性
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!!豇豆是海南省主要的冬季蔬菜作物*据报道$
海南省每年豇豆的种植面积可达!万B+!左右(#)*
普通大蓟马 =(2#":&'%1&*0/:/*%#%:/$也称豆大蓟
马!蓟马科 QB5-I-P,0$大蓟马属 =(2#":&'%1&*0/"$
是海南省冬季瓜菜上的主要害虫*普通大蓟马主要
通过取食#产卵造成直接危害$此外还可以通过传播
植物病毒造成间接危害*直接危害主要是其利用锉
吸式口器取食植物汁液$影响寄主植物的花#果实和
生长点的生长$致使植物叶片卷曲皱缩$无法正常进

行光合作用$最终导致作物生长缓慢甚至停止生长*
植物开花期受害最重$蓟马会在植物开花后迅速钻
入花心为害$造成花蕊腐烂坏死甚至脱落(!)*研究
表明$普通大蓟马可以传播烟草线条病毒!D7A,997
SD50,R8-54S$Q=_"(<()#花生芽坏死病毒!I0,14D
A4P10957S-S8-54S$̀ VH_"(:)等造成间接危害*普
通大蓟马在海南省主要为害豇豆(;)$尤其在冬季蔬
菜种植期间为害更为严重$对豇豆的品质和产量造
成严重影响(;?)*
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海南省大面积种植豇豆供应冬季蔬菜的同时也

给普通大蓟马营造了天然家园*伴随着杀虫剂的不
断使用$在有效防治普通大蓟马的同时也致使其抗
药性水平不断攀升$给田间防治带来了困难*!"#(
年a!"#:年海南地区普通大蓟马对高效氯氰菊酯#
甲氨基阿维菌素苯甲酸盐!甲维盐"#吡虫啉#乙基多
杀菌素#阿维菌素和啶虫脒的抗性测定结果表明$三
亚种群!"#(年对高效氯氰菊酯#甲维盐#吡虫啉$产
生了低水平抗性$!"#:年对甲维盐#吡虫啉依然维
持低水平抗性$同时又对乙基多杀菌素和啶虫脒产
生了低水平抗性$对高效氯氰菊酯产生了中等水平
抗性'澄迈种群!"#(年对甲维盐产生了低水平抗
性$!"#:年对除甲维盐外的其他药剂仍然处于敏感
状态'海口种群!"#(年和!"#:年对这;种药剂均
处于敏感阶段($)*此外$研究者!"#(年测定了毒死
蜱#阿维菌素#高效氯氰菊酯#甲维盐#吡虫啉和啶虫
脒对海南省普通大蓟马的毒力$发现其中高效氯氰
菊酯的 Ô :"为"E#;:(21O(?)*!"#C年三亚和澄迈
的普通大蓟马种群对阿维菌素仍处于敏感状态$海
口种群对高效氯氰菊酯#甲维盐#乙基多杀菌素#吡
虫啉和啶虫脒等药剂产生了中等水平抗性(#")*而
到!"#$年$普通大蓟马海口种群对拟除虫菊酯类药
剂的抗性倍数增加$其中高效氯氟氰菊酯的 Ô :"超

过#"""+21O(##)*
电压门控钠离子通道!87.D,20*2,D0PS7P-4+

9B,110.$以下简称钠离子通道"存在于脊椎动物和
无脊椎动物的神经系统内$是神经细胞传递电信号
的重要通道*钠离子通道是河豚毒素#蝎毒素和蟾
蜍毒素等动物源神经毒素的作用靶标(#!)$同时也是
拟除虫菊酯类杀虫剂和滴滴涕的主要作用靶标(#<)*
此外$钠离子通道阻断杀虫剂!S7P-4+9B,110.A.79*
R05-1S09D-9-P0S$=̂ V\"也可以作用于昆虫钠离子
通道(#(#:)*

哺乳动物钠离子通道的"亚基由多个基因编
码$而绝大多数昆虫的神经钠离子通道由#个基因
编码*目前为止仅发现赤拟谷盗3&*4'"*:<)#/%#6
$(:< 和蚜虫的钠离子通道由!个基因编码(#;)*昆
虫钠离子通道含有#个大型糖基化"亚基和#个与
哺乳动物!亚基功能相同的Q-I)蛋白$该Q-I)
蛋白可以提高钠离子通道的表达水平$利于后续钠
离子通道的功能验证(#C!")*"亚基由H端#̂ 端和

中间的(个同源结构域!'7+,-1&#'#.#/"组

成*钠离子通道的中央孔洞由(个结构域围绕形
成$每个同源结构域由;个跨膜螺旋片段组成!=#!
=;"$其中=:和=;间的跨膜片段形成`环 !̀*
.77I"$而决定钠离子通道离子选择性的'!天冬氨
酸"#)!谷氨酸"#d!赖氨酸"#>!丙氨酸"(个氨基酸
残基分别存在于(个同源结构域的`环上(!#)*(个
同源结构域和不同的跨膜螺旋片段之间通过多肽链

相互连接*一般情况下$钠离子通道有静息态#激活
态和失活态<种状态(!!)*昆虫钠离子通道的开放
受膜电位控制$所以被称为电压门控离子通道*而
钠离子通道的门控是指在电刺激下通过钠离子通道

蛋白构象的改变开启或关闭通道(#;)*
拟除虫菊酯类杀虫剂!IK50DB57-PS"是天然除虫

菊素的衍生物$共分为两类$一类是不含"*氰基的

&型拟除虫菊酯类杀虫剂$如氯菊酯#联苯菊酯
等'一类是含有"6氰基的'型拟除虫菊酯类杀虫
剂$如溴氰菊酯#甲氰菊酯等*相关研究表明$&
型拟除虫菊酯类杀虫剂作用于神经钠离子通道导

致轴突重复放电$致使突触前神经纤维处于重复兴
奋状态$从而扰乱突触功能*而'型拟除虫菊酯类
杀虫剂的作用机理与&型不同$不产生重复放电$
而是抑制动作电位的产生$引起膜电位的去极化$
从而扰乱突触功能(!<)*因此尽管&型和'型拟除
虫菊酯类杀虫剂均作用于昆虫神经钠离子通道$但
两者对钠离子通道的作用方式和产生毒力的机制

完全不同(!<!:)*
击倒抗性!R179RP7@150S-SD,190$RP5"是昆虫

对拟除虫菊酯类杀虫剂产生抗性的重要机制(!;)*
相关药理学试验已经证实击倒抗性的机理是钠离子

通道的结构变化引起杀虫剂结合位点发生改变$使
钠离子通道对拟除虫菊酯类药剂的敏感性降低(!C)*
研究证实$拟除虫菊酯类杀虫剂在昆虫钠离子通道
上的结合位点有两个$分别为结合位置对称而结合
方向相反的 '7+,-1'O(:*'7+,-1'=:*'7+,-1'
=;*'7+,-1.=;和'7+,-1&O(:*'7+,-1&=:*'7*
+,-1&=;*'7+,-1'=;(#C$!?)*在过去近!"年的研
究中$与击倒抗性有关的钠离子通道突变是研究者
关注的重点$研究也表明击倒抗性与钠离子通道氨
基酸的突变有着密不可分的关系(#;)$因此$我们可
以通过测定昆虫钠离子通道中与击倒抗性密切相关

的某一个单突变或一对双突变的突变频率来评价昆

虫对菊酯类杀虫剂的抗性现状*

/#;/
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本文旨在通过连续<年的抗药性水平测定来揭
示海南省普通大蓟马对拟除虫菊酯类药剂的抗性发

展趋势$并通过普通大蓟马神经钠离子通道的克隆
及突变位点分析来进行分子水平的鉴定$监测普通
大蓟马对拟除虫菊酯药剂的抗性变化$为田间合理
使用杀虫剂提供一定的理论基础*

*!材料与方法

*+*!供试昆虫

!"#$年至!"!#年在海南省海口市美兰区!东
经##"E<o)$北纬!"E#oH"#乐东黎族自治县利国镇
!东经#"$E#o)$北纬#?E:oH"和三亚市崖城镇!东
经#"$E!o)$北纬#?E(oH"采集普通大蓟马田间种
群$包括&海口种群!bd!"#$#bd!"!"#bd!"!#"#
乐东种群!O'!"#$#O'!"!"#O'!"!#"和三亚种群
!=%!"#$#=%!"!"#=%!"!#"*相对敏感品系!="由
海南大学植物保护学院范咏梅教授!"#?年馈赠$在
实验室内使用未施用任何农药的豇豆4夏宝!号5
!广东省兴宁市兴研种子店"$在光照培养箱!GMX*
<?"VJ$宁波扬辉仪器有限公司"中饲养$饲养条件
为&温度!!:n#"j$相对湿度!C"n:"F$光周期

O#'[#;B#?B*将清洗干净并晾干的豇豆切成

?!#"9+长的两端切口为实心#无孔洞的豇豆段$
将豇豆段放入底部有吸水纸且瓶盖上有气孔的

:""+O玻璃瓶中饲养*

*+,!生物测定

$:F甲氰菊酯原药!Q̂ "和$CF氯菊酯原药
!Q̂ "购自北京颖泰嘉和有限公司*本研究使用的
生物测定方法是在Q\V=!DB5-IS-1S09D-9-P0A-7,SS,K
SKSD0+"法(!$)的基础上改进的叶管药膜法(<")改良而

来*首先根据预试验结果$用"E#+21O的Q5-D71
M*#""!美国=-2+,"将原药稀释成不同浓度*取不
同稀释浓度的药液浸满!+O离心管$<B后倒出药
液$晾干备用*每个浓度<个重复*将无农药的豇

豆切成#E:9+长的两端切口为实心#无孔洞的豇豆
段$在不同浓度的药液中浸泡#:S后放在滤纸上晾
干备用*以"E#+21O的Q5-D71M*#""处理的离心
管和豇豆段作为空白对照*每个晾干的离心管中接
入<"头普通大蓟马成虫$并放入对应浓度处理的豇
豆段$饲养条件同上*于处理后(?B统计普通大蓟
马的死亡率*使用 7̀.7 .̀4S!E""软件计算不同种
群不同药剂的半致死浓度!Ô :"$$:F置信区间"$计
算抗性倍数$并根据!"!"年全国农业有害生物抗药
性监测结果及科学用药建议的相关标准(<#)进行抗

性水平等级划分$按抗性倍数!GG"由高到低划分为&
高水平抗性!GG,#""E""#中等水平抗性!#"E"&
GG)#""E""#低水平抗性!:E"&GG)#"E""#相对
敏感!GG):E""*

*+-!构建重组质粒
利用QG\/7.' G0,201D!美国>+A-71"提取普

通大蓟马成虫总 GH>$并用 5̀-+0=95-IDQJ'#SD
=D5,1P9'H>=K1DB0S-Sd-D!日本Q,d,G,"将GH>
反转录为9'H>*设计扩增普通大蓟马钠离子通道
全长的引物 J4*:!&"1J4*<!G"!表#"$引物由生
工生物工程!上海"股份有限公司合成*利用 J4*:
!&"1J4*< !G"及 B̀,1D,' J,Y=4I05*&-P0.-DK
'H> 7̀.K+05,S0!南京诺唯赞"扩增钠离子通道全
长片段$获得的 `̂ G产物经#E"F琼脂糖凝胶电泳
检测$使用 K̂9.0̀ 450d-D!美国WJ)T>"对扩增产物
进行回收纯化*使用 .̂710)YI50SS''W10=D0I
.̂71-12d-D!南京诺唯赞"将回收产物连接到表达载
体 T̀b#$上获得重组质粒*重组质粒转入MO*#"*
27.P感受态细胞!北京博迈德"$在含#"+21+O氨
苄卡钠霉素的O>固体培养基上培养$待长出单克
隆后通过饱和酚!北京索莱宝"进行阳性克隆的快速
检测筛选*具体筛选方法为&:"*O单克隆菌液与

:"*O饱和酚以及#"*O的;k.7,P-12A4]]05振荡
混合均匀$在(j条件下#!"""51+-1离心#"+-1$

表*!普通大蓟马钠离子通道全长片段克隆及突变频率检测引物

/567"*!J9$="9&<098?"<:77L7";B8?5=H7$<$>58$0;5;@=:858$0;<9"P:";>G@"8">8$0;0<&0@$:=>?5;;"7&$;:&>.+,'3(/')?9,9)(.(,9
引物名称

5̀-+051,+0
引物序列!:m*<m"
5̀-+05S0Z40190

用途

4̀5I7S0

J4*:!&" QQTT̂ >TQ̂ >>QQ̂ ^̂ T̂TTT̂ >̂̂ >̂QT̂ T̂>TQTQ̂ T̂TT>TQ̂ T 钠离子通道全长

J4*<!G" >TQ̂ TQ>>̂ >̂T>Q̂ >>T̂ QQQ̂ >T>̂ >Q̂ T̂̂ >>TTT̂ T̂T>T

'7+,-1&*:!&" >Q̂ Q̂QTQ̂ >̂̂ ^̂ T̂ Q̂ QQ̂ Q '7+,-1& 区域突变频率检测

'7+,-1&*<!G" T>QTT̂ T>T>>Q̂ >>>QQT>

/!;/
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取!:*O上清液进行#E"F的凝胶电泳检测$条
带长度正确的菌落即为阳性克隆*将筛选出的
阳性克隆进行菌液培养$利用 .̀,S+-P'H> J-1-
d-D!美国 WJ)T>"提取重组质粒$并使用限制性
内切酶 +*$-.*b&!北京 H)V"进行酶切$验证
质粒的正确性*最终获得的含全长钠离子通道
的阳性质粒送至生工生物工程!上海"股份有限
公司测序*

*+.!基因突变频率检测
检测海口 bd!"#$#bd!"!"和 bd!"!#种群

突变位点的突变频率*利用溶液型中1大量细胞1组
织基因组'H>提取试剂盒!北京百泰克"提取单头
普通大蓟马成虫的基因组'H>*根据突变位点所
在同源结构域 '7+,-1 &设计引物 '7+,-1 &*:
!&"1'7+,-1&*<!G"(引物由生工生物工程!上海"
股份有限公司合成$表#)*利用G,I-P3#RJ,SD05
J-Y!南京诺唯赞"扩增目的片段$反应体系及反应
程序参照试剂盒说明书*`̂ G扩增产物经过 K̂9.0
4̀50d-D!美国 WJ)T>"回收纯化后使用:+-1

Q>1V.41D*X057 .̂71-12d-D!南京诺唯赞"连接到Q
载体获得重组质粒$重组质粒转入=DA.*!感受态细

胞!上海唯地"中$使用含#"+21+O氨苄卡钠霉素
的O>液体培养基进行培养*菌液 `̂ G筛选出阳
性克隆后提取重组质粒$送至生工生物工程!上海"
股份有限公司测序*每组样本各检测<"头$计算突
变频率*突变频率[每组含突变位点总样本数1每
组检测总样本数k#""F*

,!结果与分析

,+*!普通大蓟马抗药性检测结果
本研究测定了甲氰菊酯和氯菊酯两种拟除虫菊

酯类药剂对相对敏感品系以及$个田间种群的毒力
!表!"*结果表明$对室内相对敏感品系$氯菊酯的

Ô :"为#E(+21O$甲氰菊酯的 Ô :"为#E$+21O*
对田间种群$从!"#$年至!"!#年$海口#乐东和三
亚种群对甲氰菊酯和氯菊酯的抗性均表现出不断增

强的趋势$其中海口种群对氯菊酯的抗性<年间从

#$(E<倍增加到!(#E!倍$一直处于高水平抗性'对
甲氰菊酯的抗性处于超高水平$最高达#(!;E:倍
!bd!"!#"'乐东种群$对氯菊酯的抗性<年来一直
处于高水平$<年抗性倍数从!"(E?倍增加到<#(E<
倍$对甲氰菊酯的抗性!"!#年已达到!#?$E$倍

表,!普通大蓟马对氯菊酯和甲氰菊酯的抗性水平
/567",!!"&$&85;>"7"#"7&0<:&>.+,'3(/')?9,9)(.(,980H"9="8?9$;5;@<";H90H58?9$;

药剂

\1S09D-9-P0
种群

7̀I4.,D-71

供试虫数1头
H4+A057]

-1S09DSD0SD0P

斜率n=)
=.7I0n=)

自由度

'025007]
]500P7+

卡方

B̂-*SZ4,50
Ô :"!$:F置信区间"1+2/Oa#

Ô :"!$:F971]-P0190-1D058,."

抗性倍数1倍
G0S-SD,190

5,D-7
氯菊酯

I05+0DB5-1
敏感种群!=" (?" #E<n"E!"! !! !:E; #6(!"6$;?!#6?"!! !!#E"
bd!"#$ <C; #E<n"E#"C #; <"E! !;?6(!!<<6$!<#!6C" #$(E<
bd!"!" <C; #E<n"E##" #; ((E$ !C?6$!!(<6#!<!:6"" !"!E"
bd!"!# <C; #E<n"E#"( #; ($E# <<<6"!!?;6:!<$:6(" !(#E!
O'!"#$ (!" #E<n"E#"$ #$ <!E? !?!6$!!(;6#!<<"6:" !"(E?
O'!"!" <?< #E!n"E#"; #; (:E$ <""6(!!:?6!!<:;6:" !#CE:
O'!"!# (!" #E#n"E#"" #$ ::EC (<(6"!<:$6;!:((6:" <#(E<
=%!"#$ (?" #E<n"E#"C !! (CEC <!"6:!!C(6!!<?!6?" !<!E#
=%!"!" <C; "ECC:n"E"$( #; !CE< ((:6!!<"(6;!C!:6$" <!!E(
=%!"!# <?" "E?:$n"E"$( #; !<E! :<(6!!<CC6"!?<(6:" <?;E$

甲氰菊酯

]01I57I,DB5-1
敏感种群!=" (?" <E:n"E<!$ !! !(E: #6$!#6;!!6:" #E"
bd!"#$ (!" #E#n"E#!; #$ !:E: #::#6#!#!"?6:!!";?6#" ?<<E"
bd!"!" (?" #E(n"E#<# !! !!E" !#(;6!!#C("6#!!;$C6?" ##:!E;
bd!"!# <?" #E#n"E#$! #; !:E: !;:;6!!#?#"6:!:<#!6<" #(!;E:
O'!"#$ (!" #E;n"E#?( #$ <$E: !#?:6C!#(";6(!!$$!6!" ##C<E?
O'!"!" (!: (ECn"EC#$ #$ <?EC <;#"6C!!!<#6;!(:#:6<" #$<$E!
O'!"!# <?; "E;#Cn"E#(? #; <;E# ("CC6;!<#"!6?!<#<C$6:" !#?$E$
=%!"#$ <?" :E#n"EC!# #; !?E$ <$<?6(!<!:?6(!:(""6?" !##:E!
=%!"!" <;" ;E"n"E?#" #; !?EC :"#;6"!(<C;6?!;(;"6;" !;$<E$
=%!"!# <;( "EC;:n"E#;( #; !<E< :C?;6!!!C(C6C!(!!"(6(" <#"CE:

/<;/



书书书

!"!#

!$%!"!&"#为超高水平抗性$三亚种群#对氯菊酯的
抗性一直处于高水平#且#年内抗性倍数从!#!'&
倍增加到#()'*倍#对甲氰菊酯的抗性也处于超高
水平#且至!"!&年抗性倍数达到了#&"+',倍
!-.!"!&"%研究结果表明#海口!/0"&乐东!$%"
和三亚!-."普通大蓟马种群中#三亚种群对拟除
虫菊酯类药剂的抗性水平最高#乐东次之#海口种
群的抗性水平最低但也呈高水平抗性#并且#地的
抗性均呈现逐年上升的趋势%

!"!!普通大蓟马钠离子通道克隆及突变位点分析

!1!1#!钠离子通道全长基因的克隆
普通大蓟马钠离子通道基因全长)!(!23

!图&"#编码!"*4个氨基酸#其全长氨基酸序列
已上传 56789:;7<;=数据库并获得序列号

>?"4#(,)%获得普通大蓟马钠离子通道的基因
全长后#根据其基本结构和氨基酸序列信息#使
用 -@8--A>B%C$ 网 站 !DEE3F'"FGHFFIJK:L1
:M3<FN1JOP("构建了普通大蓟马钠离子通道的

#%模拟图!图!"%

图#!普通大蓟马钠离子通道全长基因琼脂糖凝胶电泳图

$%&"#!'&()*+,&,-,-,./)*01*),+%+*223--4-,5&/1+*6%37
.1(55,-&,5,*2!"#$%&'()*'+,-&-+)$)&-

!
!1!1!!普通大蓟马钠离子通道蛋白突变位点分析

!!将海口/0!"&*种群与敏感品系钠离子通道氨
基酸序列进行比对#结果显示/0!"&*的钠离子通

图!!普通大蓟马钠离子通道89模拟图

$%&"!!897*6,-*2!"#$%&'()*'+,-&-+)$)&-+*6%37.1(55,-

!
道在%JI<H;!区域-,位置上的第!(#个氨基酸
的第二位核苷酸发生了突变#QR9变为Q99#使蛋
氨酸!>"突变为精氨酸!S"!图#<"#且 >!(#S突变
位点出现在拟除虫菊酯类药剂的结合区域%JI<H;
!A-,!图#2"%

!1!18!普通大蓟马钠离子通道蛋白>!(#S突变位
点的突变频率

!!本研究主要检测了普通大蓟马海口种群钠离子
通道蛋白突变位点 >!(#S 的突变频率%对

/0!"&*&/0!"!"&/0!"!&共#个种群中各#"头
单头虫体样本的%JI<H;! 阳性克隆进行测序和序
列分析显示#普通大蓟马钠离子通道%JI<H;!基
因长(4"23!图4"#编码!("个氨基酸%/0!"&*&

/0!"!"&/0!"!&种群各#"头样本中产生突变
的分别有&&&头和#头#>!(#S的突变频率分别
为&(#"&&(#"和#(#"#即#'#T&#'#T和&"'"T
!表#"%

8!结论与讨论

蓟马类害虫的为害方式主要是通过锉吸式口器

吸食植物细胞汁液#导致植物光合能力降低)#!*#而
高温高湿的环境会加重这种损害)##*%海南湿热的
环境导致普通大蓟马的发生越发严重)&"*%当地农
户使用化学杀虫剂来控制普通大蓟马的种群数量#
导致其抗药性不断攀升%

近几年#海南省普通大蓟马对拟除虫菊酯类药
剂的抗性水平测定结果显示#三亚种群对高效氯氰
菊酯已经产生了中等水平抗性!&+'")倍")&"*%在我

+4)+



($卷第<期 袁琳琳等&海南普通大蓟马对拟除虫菊酯药剂抗性监测及钠通道突变检测

图-!普通大蓟马钠离子通道 V,O-!突变位点核苷酸峰值变化和氨基酸变化&5%及拓扑结构图&6%

A$B+-!3:>7"08$@"5;@5=$;05>$@>?5;B"&588?"V,O-!=:858$0;&$8"0<:&>.+,'3(/')?9,9)(.(,9&0@$:=>?5;;"7&5%5;@80H070BG&89:>8:9"&6%

!
表-!普通大蓟马V,O-!突变位点突变频率

/567"-!V:858$0;<9"P:";>$"&0<:&>.+,'3(/')?9,9)(.(,9V,O-!=:858$0;&$8"

种群

7̀I4.,D-71
年份

%0,5

核苷酸改变

H49.07D-P0
,.D05,D-71

突变

J4D,D-71
突变位置

J4D,D-71I7S-D-71
总样本量1头

Q7D,.S,+I.0S-/0

突变样本1头
H4+A057]

+4D,D0PS,+I.0S

突变频率1F
J4D,D-71
]50Z4019K

bd!"#$ !"#$ Q*T J!?<G '7+,-1&*=: <" # <E<

bd!"!" !"!" Q*T J!?<G '7+,-1&*=: <" # <E<

bd!"!# !"!# Q*T J!?<G '7+,-1&*=: <" < #"E"

图.!普通大蓟马钠离子通道'0=5$;!基因
琼脂糖凝胶电泳图

A$B+.!RB590&"B"7"7">890H?09"&$&$=5B"0<&0@$:=
>?5;;"7'0=5$;)B";"0<:&>.+,'3(/')?9,9)(.(,9

!

们最新的研究结果中$海南省海口#乐东#三亚<个
野外地理种群对高效氯氟氰菊酯!(#(!##!?倍"和
溴氰菊酯!#;#!<:!倍"表现出较高水平的抗性!尚
未发表"*本研究的生物测定结果表明$!"#$年至

!"!#年<年内$海口#乐东#三亚的普通大蓟马种群
对氯菊酯和甲氰菊酯均产生了高水平或极高水平的

抗性$且抗性水平呈逐年上升趋势*并且三亚种群
的抗药性在<个地理种群中最高$乐东种群较海口
种群稍高*突变位点检测结果显示$本研究<个田
间抗性种群中均发现有J!?<G突变位点存在$因该
突变位点最先在海口种群bd!"#$中被发现$所以
本文仅以bd!"#$为例进行钠离子通道的全长克隆
及序列分析$并连续<年对海口种群!bd!"#$#

bd!"!"及bd!"!#"发生该突变的频率进行检测*
海口种群J!?<G突变位点<年的突变频率分别为

<E<F#<E<F和#"E"F$由不同种群抗性水平高低
及发展趋势推测$乐东和三亚种群中J!?<G的突变

/:;/
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频率极有可能会高于海口种群$甚至可能远远高于

#"F$实际突变频率是否真如推测所言$仍需大量分
子试验的验证*

害虫产生抗药性的机制主要有<个方面$分别
为解毒酶代谢增强(<()#靶位点敏感性降低(<:)以及表

皮穿透性降低(<;)*拟除虫菊酯类药剂是一种高效
低毒的神经毒剂$几十年来一直被用于害虫防治*
相关遗传学研究表明$普通大蓟马对氯氰菊酯等菊
酯类杀虫剂产生抗药性可能与钠通道的突变有

关(<C)*近几年$钠离子通道'7+,-1'和'7+,-1
.的突变位点在许多昆虫中也相继被报道(<?)*在
拟除虫菊酯长期的选择压力下$已经在黑腹果蝇

D&'/'01*"#<("#$'2#/%(&中发现了\!;"Q突变位点
和\!;:H突变位点(<$)$昆虫'7+,-1&突变也与其
对拟除虫菊酯抗性相关*

在蓟马类昆虫中已经报道了与拟除虫菊酯类药

剂抗性相关的突变位点$例如在烟蓟马31&*0/
%#4#)*中已经确定了(个与拟除虫菊酯抗性相关的
突变$包括两对氨基酸双突变 J$#?Q1O#"#(&和

J$#?O1_#"#">((")$并在日本烟蓟马钠离子通道中
发现了与拟除虫菊酯抗性密切相关的 Q$!$\和

d#CC(H双突变$并首次发现了两个单氨基酸突变
位点 Q$!$\和 J$#?O((#(<)*而西花蓟马5&#$6
7"*$*(""#'))*-($%#"*/通过钠离子通道的O#"#(&和

Q$!$̂ 单突变位点获得了抗药性((()$棕榈蓟马

31&*0/0#"<*也通过 J?(<\#>#!<#'和Q$(:\单突
变获得了对拟除虫菊酯杀虫剂的抗药性((:)*

本研究从田间普通大蓟马种群钠离子通道的

'7+,-1&中检测到一个新的突变位点 J!?<G$且
在检测的样本中该突变为纯合突变*本研究发现的
突变位点与黑腹果蝇中的两个突变位点在位置上相

近$也位于拟除虫菊酯类药剂结合位点上$因此推测
该突变位点与普通大蓟马对拟除虫菊酯类药剂产生

抗性相关$但有待通过爪蟾卵母细胞表达系统和双
电极电压钳技术进行验证*
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