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　　摘要：昆虫共生菌广泛参与寄主昆虫抗药性的形成，但对其抗性产生的分子机制的研究相对较少。本研究首先在
室内敏感品系基础上建立了灰飞虱抗、感吡虫啉品系，利用现有灰飞虱转录组数据库，序列验证并定量分析了１５条灰
飞虱共生真菌Ｐ４５０基因，与敏感品系相比，发现其中１０条Ｐ４５０基因在吡虫啉抗性品系中显著过量表达（ＬｓＳＦＰ４５０－
２、ＬｓＳＦＰ４５０－８、ＬｓＳＦＰ４５０－１４、ＬｓＳＦＰ４５０－１２、ＬｓＳＦＰ４５０－４、ＬｓＳＦＰ４５０－５、ＬｓＳＦＰ４５０－１０、ＬｓＳＦＰ４５０－７、ＬｓＳＦＰ４５０－
１５、ＬｓＳＦＰ４５０－９），由此推断灰飞虱共生真菌Ｐ４５０解毒代谢途径同样是介导吡虫啉抗药性的潜在因子，此结果为宿主
共生菌介导杀虫剂抗性研究及田间害虫有效化学防控提供了新理论视角。
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　　杀虫剂抗药性是威胁粮食安全生产的重要难
题，解析杀虫剂抗药性机制是化解抗性难题的重要

理论依据。杀虫剂抗性机制主要包括解毒代谢抗

性和靶标抗性，解毒基因过量表达或突变致使代谢

杀虫剂能力增强是解毒代谢抗性的主要表现形式，

已知的解毒代谢基因主要包括脂酶，谷胱甘肽 －
Ｓ－转移酶，细胞色素 Ｐ４５０多功能氧化酶 ［１－４］；靶

标抗性涉及靶标基因突变，杀虫剂结合靶标能力减

弱是导致害虫产生高水平抗药性的主因。不同类型

的杀虫剂具有不同的作用靶标，目前研究发现杀虫剂

靶标主要包括有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂靶标乙

酰胆碱脂酶，环戊二烯类杀虫剂靶标 γ－氨基丁酸
（ＧＡＢＡ）受体，双酰胺类杀虫剂靶标鱼尼丁受体，苯
甲酰脲类杀虫剂靶标几丁质合成酶，新烟碱类杀虫剂

靶标乙酰胆碱受体，菊脂类杀虫剂靶标钠离子通

道等［５－１１］。

昆虫体内栖息多种共生菌，这些共生菌与宿主

昆虫形成了和谐的相互依存关系，宿主共生菌不仅

能为寄主昆虫提供必要营养，还能调控昆虫自身免

疫。近年来研究表明，多种共生菌广泛参与宿主昆

虫对杀虫剂的抗性，但目前为止，对于共生菌介导

的昆虫抗性分子机制研究相对较少 ［１２－１５］。

灰飞虱是一种重要的水稻害虫，其不仅能通过

刺吸危害，还能传播多种病毒病，对灰飞虱进行有

效防控尤其是减缓杀虫剂抗性产生已成为水稻安

全生产的重要环节［１６－１９］。吡虫啉是一种重要的新

烟碱类杀虫剂，其对稻飞虱具有优异的杀虫活性，

但抗性监测表明稻飞虱已对其产生不同程度的抗

药性［２０－２１］。本研究首先建立灰飞虱抗、感吡虫啉品

系，然后检测灰飞虱体内几种共生真菌Ｐ４５０基因在
灰飞虱抗、感吡虫啉品系间的表达情况，此结果将

为昆虫共生菌介导的杀虫剂抗性研究提供重要

依据。

１　材料与方法

试验时间：２０１６年１月至２０１９年１２月，地点：
江苏省农业科学院植物保护研究所。

１．１　供试昆虫
灰飞虱云南敏感品系（ＹＮ）于２００１年采自云南

省楚雄市，室内不接触任何杀虫剂饲养至今，吡虫

啉抗性品系（ＹＮ－ＩＭＲ）以云南敏感品系为材料，经
过６３代的不连续筛选，选择２５００头３龄若虫，保
持大约７０％死亡率的杀虫剂筛选压力。所有试虫
在人工气候室温度：２６℃，光周期：１４ｈ光照、１０ｈ
黑暗中采用武运粳７号稻苗饲养。
１．２　生物测定

药剂配制：吡虫啉原药用 Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺
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配制成母液（含１０％曲拉通Ｘ－１００）。吡虫啉母液
兑水稀释配成供试药液。生物测定方法———浸苗

法［１９］：采用武运粳７号水稻依次浸种、催芽、播种至
幼苗长至约１５ｍｍ高，每次重复用４根１５ｍｍ高稻
苗浸泡吡虫啉药液３０ｓ，然后晾干５ｍｉｎ，用镊子取
出放入做好标记对应的塑料杯中，用湿润无菌纸包

裹稻苗根部，并确保底部无积水，采用吸虫器吸取３
龄若虫灰飞虱１５头转移至药液处理过的稻苗中，每
个处理共计４个重复，用纱布和橡皮筋把杯口封牢，
所有试虫在温度为２６℃，光周期为１４ｈ光照、１０ｈ
黑暗中饲养，于 １２０ｈ后统计死亡率（注意稻苗根部
保湿，确保无积水）。

１．３　ＲＮＡ提取和定量分析
总 ＲＮＡ的提取参照 Ｐｒｏｍｅｇａ的 ＳＶＴｏｔａｌＲＮＡ

ＩｓｏｌａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试剂盒说明书进行，提取的总 ＲＮＡ
用 １％ 琼脂糖凝胶电泳和微量分光光度计
（ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＢｉｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒＰｌｕｓ）检测其质量和浓度，
ＲＮＡ样品于 －８０℃保存，ｃＤＮＡ合成参照 ＴａＫａＲａ
的ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）
试剂盒说明书进行。反应体系包括５００ｎｇ总ＲＮＡ，
２μＬ５×反转录缓冲液 （ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ），用无 ＲＮＡ酶水补充至总体积为１０μＬ，混样
在ＰＣＲ仪中 ３７℃温育 ３０ｍｉｎ，８５℃灭活 １０ｓ，

ｑＰＣＲ以 β－ａｃｔｉｎ（ＡＹ１９２１５１．１）为内参［４］，取１μＬ
稀释２０倍的 ｃＤＮＡ为模板，分别加入１０μＬＴａｑ酶
预混液（ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ）、０．４μＬＲｏｘＴＭ参
比染料（ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ）（５０×）和 ０．４μＬ
１０μｍｏｌ／Ｌ上游和下游引物，补充无菌水至总体积为
２０μＬ。ｑＰＣＲ程序为９５℃预变性３０ｓ；９５℃ ５ｓ、
６０℃ ３１ｓ，４０个循环；最后进行溶解曲线扩增。
１．４　数据分析

生物测定数据采用 ＰｏｌｏＰｌｕｓ 软件分析，根据
致死中浓度（ＬＣ５０，ｍｇ／Ｌ），共生真菌 Ｐ４５０基因相对
表达量的计算采用 ２－ΔΔＣＴ法［２２］。以敏感品系为对

照，比较灰飞虱抗、感吡虫啉品系中不同真菌 Ｐ４５０
相对表达量，结果分析均采用 ＳＰＳＳ１９．０，统计分析
采用ＳｔｕｄｅｎｔｓＴ－ｔｅｓｔ，分别在０．０５和０．０１水平上
进行差异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　灰飞虱抗吡虫啉品系抗性倍数
毒力分析显示灰飞虱抗吡虫啉品系 ＬＣ５０为

２８０６９ｍｇ／Ｌ，灰飞虱云南敏感品系的 ＬＣ５０为
１５．３５ｍｇ／Ｌ，根据抗性倍数计算公式：抗性倍数 ＝
抗性品系ＬＣ５０／敏感品系 ＬＣ５０，即２８０．６９／１５．３５＝
１８．２９倍（表１）。

表１　吡虫啉对抗性品系和云南敏感品系３龄若虫毒力分析

品系 半致死浓度ＬＣ５０（ｍｇ／Ｌ） 斜率 抗性倍数

云南品系（ＹＮ） １５．３５（１２．７２～１８．３３） ２．０１±０．１９ １８．２９

抗性品系（ＹＮ－ＩＭＲ） ２８０．６９（２２８．６５～３３７．３６） ２．００±０．２０

　　注：抗性倍数＝抗性品系ＬＣ５０／云南品系ＬＣ５０。

２．２　灰飞虱共生菌Ｐ４５０序列分析
根据灰飞虱转录组数据库，通过 ＮＣＢＩ序列比

对和分析，共计发现１５条灰飞虱共生真菌 Ｐ４５０基
因，并将这些共生真菌 Ｐ４５０序列提交 ＮＣＢＩ数据
库，氨基酸序列比对发现其和已发表的真菌Ｐ４５０序
列具有较高的氨基酸相似性，序列信息详见表２。
２．３　灰飞虱抗、感吡虫啉品系间共生菌 Ｐ４５０表达
分析

与敏感品系相比，１５条共生真菌 Ｐ４５０基因中，
发现１０条灰飞虱共生真菌Ｐ４５０呈现显著性或极显
著性过量表达（图１），由此说明，过量表达的共生真
菌Ｐ４５０解毒代谢与灰飞虱抗吡虫啉的发生存在潜
在联系，灰飞虱共生真菌Ｐ４５０定量引物见表３。

３　讨论与结论

昆虫共生菌介导的杀虫剂抗性一般涉及３种途
径：一是共生菌通过增加寄主免疫力来抵抗杀虫剂

的毒力胁迫；二是共生菌通过自身的解毒代谢酶分

解杀虫剂为无毒代谢物从而减弱对宿主的危害；三

是共生菌通过调控宿主解毒代谢因子来增强杀虫

剂抗性［２３－２６］。

细胞色素Ｐ４５０多功能氧化酶是一种广谱的解
毒代谢酶，其广泛参与昆虫抗药性，昆虫细胞色素

Ｐ４５０活性增加导致其抗药性水平升高的研究相对
较多［３，２７－３１］，尽管前期笔者所在课题组也发现多个

灰飞虱Ｐ４５０过量表达与吡虫啉抗性相关［３１］，在灰
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表２　灰飞虱共生菌细胞色素Ｐ４５０序列分析

序列命名 ＮＣＢＩ基因登录号
灰飞虱共生菌Ｐ４５０蛋白序列与其他物种细胞色素Ｐ４５０氨基酸
相似性比对，依次为物种，ＮＣＢＩ基因登录号（氨基酸相似度）
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表３　灰飞虱共生菌细胞色素Ｐ４５０定量ＰＣＲ引物

灰飞虱共生菌Ｐ４５０ 定量引物（５′→３′）
引物长度

（ｂｐ）

ＬｓＳＦＰ４５０－１ Ｆ：ＣＣＴＧＴＧＴＴＣＴＣＴＣＡＴＧＧＴＣＡＣＣＡ；Ｒ：ＧＴＣＣＧＣＡＡＧＣＡＡＡＴＣＴＴＴＴＣＴＧ ２９９

ＬｓＳＦＰ４５０－２ Ｆ：ＣＣＴＣＴＴＣＣＴＣＡＣＣＴＧＣＣＴＡＴＴＣＡ；Ｒ：ＣＡＡＧＣＧＧＣＴＧＴＴＧＴＴＣＴＴＣＡＴＡ ２６３

ＬｓＳＦＰ４５０－３ Ｆ：ＴＴＧＡＴＣＧＣＴＴＴＣＴＴＧＧＴＣＡＡＣＡＣＣ；Ｒ：ＴＣＴＧＣＡＧＧＡＣＡＧＣＡＣＣＣＴＴＣＴＴ ３０２

ＬｓＳＦＰ４５０－４ Ｆ：ＣＴＣＴＡＣＡＴＴＣＧＣＧＡＣＣＣＧＴＣＣＡ；Ｒ：ＣＣＣＧＧＴＴＴＣＡＴＣＣＴＣＡＡＴＣＡＴＴ ２７３

ＬｓＳＦＰ４５０－５ Ｆ：ＣＧＣＴＣＴＴＣＴＴＣＴＧＣＣＴＣＡＣＣＣＴ；Ｒ：ＡＣＴＴＧＣＣＣＴＴＴＴＣＣＧＴＣＴＣＧＡＣ ２３４

ＬｓＳＦＰ４５０－６ Ｆ：ＣＴＡＴＧＡＴＧＡＣＴＴＴＡＧＡＧＡＡＣＣＣＣＣＧ；Ｒ：ＧＡＣＣＣＡＴＴＣＣＴＣＣＴＴＧＡＣＣＧＡ ２９６

ＬｓＳＦＰ４５０－７ Ｆ：ＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＧＡＣＴＴＣＣＴＣＴＴ；Ｒ：ＡＧＣＴＣＣＴＣＴＴＧＣＣＧＣＣＴＡＴＣＣＣ ２３７

ＬｓＳＦＰ４５０－８ Ｆ：ＣＣＣＴＴＣＧＧＴＡＴＴＣＣＣＴＴＣＡＴＣ；Ｒ：ＴＣＧＣＣＡＡＣＡＣＣＡＴＴＣＧＴＧＧＴＣ ２１４

ＬｓＳＦＰ４５０－９ Ｆ：ＴＧＧＣＧＡＧＧＡＧＧＡＧＡＡＴＧＡＧＧＡ；Ｒ：ＧＣＣＧＡＧＡＧＡＡＧＡＧＡＧＡＧＧＣＧＴＡ ２３３

ＬｓＳＦＰ４５０－１０ Ｆ：ＧＡＧＡＣＧＡＡＣＡＣＡＡＡＧＡＡＣＡＧＣＧ；Ｒ：ＣＣＴＡＡＴＡＣＣＡＣＣＡＧＡＡＣＣＣＣＡＴ ３１６

ＬｓＳＦＰ４５０－１１ Ｆ：ＣＧＡＣＣＧＣＴＴＣＧＴＣＡＡＣＡＡＣＣＡ；Ｒ：ＣＧＴＧＡＡＣＣＧＣＡＡＣＧＴＣＴＣＣＣＡ ２９８

ＬｓＳＦＰ４５０－１２ Ｆ：ＣＣＡＴＧＣＴＣＴＣＣＴＴＣＡＡＣＣＴＡＧＡＴ；Ｒ：ＡＡＧＣＣＧＡＣＧＴＴＴＧＴＧＣＣＧＣＴＣ ２８９

ＬｓＳＦＰ４５０－１３ Ｆ：ＧＧＣＣＡＴＴＧＧＣＣＧＧＧＧＡＡＧＡＴＡ；Ｒ：ＧＣＡＣＧＴＣＧＣＧＧＧＣＧＡＡＧＡＴＡＴ ４２６

ＬｓＳＦＰ４５０－１４ Ｆ：ＴＡＴＧＣＴＧＧＡＣＡＡＧＧＣＧＧＡＧＧＴＡ；Ｒ：ＧＡＡＧＧＧＴＴＧＧＧＣＴＧＴＡＡＴＧＧＡＡ ２２１

ＬｓＳＦＰ４５０－１５ Ｆ：ＣＣＡＡＧＡＧＧＡＧＧＡＣＡＡＣＡＡＣＧＡＧ；Ｒ：ＣＡＡＡＧＧＣＡＡＡＡＴＴＣＣＡＣＡＧＣＡＧ ２０３

飞虱转录组数据库中笔者所在课题组同样鉴定出

１５条共生菌真菌 Ｐ４５０基因，定量分析发现其中１０
条真菌Ｐ４５０基因在灰飞虱对吡虫啉的抗性品系中
同样呈现显著过量表达，由此说明共生真菌解毒代

谢途径也是介导灰飞虱抗吡虫啉的潜在作用因子。

此外，本研究所用的灰飞虱抗吡虫啉品系源于室内

连续饲养多年的云南敏感品系，在此基础上建立的

吡虫啉抗、感品系具有相似的遗传背景，在一定程

度上消除了田间复杂的杀虫剂抗性背景，也使得利

用此抗性、敏感品系进行抗性分子机制研究更具说

服力。本研究首次揭示了宿主共生菌 Ｐ４５０过量表

达与灰飞虱抗吡虫啉直接相关，此结果丰富了共生

菌参与宿主杀虫剂的抗性研究内容，为新药创制及

田间害虫抗性治理提供依据。
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