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摘要: 通过生物测定、蛋白质电泳和等位酶分析等方法对 5个不同地区的尖音库蚊复组蚊虫 Culex p ip iens comp lex的

抗性水平、种群中非特异性酯酶基因表型分布和种群遗传多样性进行了研究。不同地理种群的抗性检测结果表明: 5

个种群分别对敌敌畏、对硫磷、氯菊酯和溴氰菊酯的抗性较高,对残杀威、巴沙和胺菊酯的抗性较低; 朝阳种群对敌敌

畏抗性最高 ( 55. 7倍 ),武汉种群次之; 佛山种群对氯菊酯和溴氰菊酯的抗性比率高达 123倍和 23. 9倍。酯酶电泳结

果显示: 5个种群间酯酶多态性存在差异, 广州和佛山两个库蚊种群酯酶表型多态性最高, 有 B1, A2-B2, A8-B8, A9-

B9, B10和 A11-B11等 6种酯酶表型,提示高活性酯酶是主要的抗性机制。群体遗传学研究表明: 每位点平均等位基

因数 ( A )为 2. 76,平均多态位点百分率 (P )为 64. 45% ,平均预期杂合度 (H e)为 0. 1943, 种群间遗传分化系数 ( F st)值

为 0. 10,平均基因流 (N m ) = 2. 57,说明 5个种群有较丰富的遗传多样性 ,种群内遗传多样性高于种群之间。据此推

测, 种群间可以通过迁徙等方式进行基因交流, 使得遗传结构、抗性水平朝一致性方向变化。本研究对我国尖音库蚊

复组蚊虫的综合治理有一定指导意义。
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Abstract: The resistance leve ls to various insecticides, the distribut ion o f the esterase geno types, and the

genetic diversity o f five d ifferent field samples of Culex p ip iens comp lex w ere studied by b ioassay, protein

electrophoresis, and the ana lysis o f resistant a lle les. U sing the sensitive lines S-LAB as the contro,l the

b ioassay results indicated that the f ive Cx. popu lations show ed higher resistance aga inst d ichlorovos,

parathion, deltamethrin and permethrin, but low er resistance against propoxur, bassa, and tetramethrin.

Chaoyang popu lation had the h ighest resistance ( 55. 7- fo ld) to d ichlorovos, follow ed by Wuhan populat ion.

Foshan population also had h igher resistance levelsw ith 123- fold to permethrin and 23. 9- fo ld to deltamethrin.

The esterase electrophoresis indicated that the five Cx. popu lat ions show ed different pheno type

polymorph isms. The esterase of the Cx. popu lations from Guangzhou and Foshan exhibited the highest

phenotype polymorph ism w ith B1, A2-B2, A8-B8, A9-B9, B10 and A11-B11, suggesting that the over-

produced esterases be the ma in mechanisms for resistance. Population genetics resu lts ind icated that the

number of average a lle le, average po lymorph ism site, average expected heterozygosity, differentiat ion

coefficient (F st) and average gene flow (Nm ) w ere 2. 76, 66. 45%, 0. 1943, 0. 10 and 2. 57, respective ly.

The results show ed that the five Cx. populations have a w ea lth o f genetic d iversity and the genetic diversity

w ith in popu lations is higher than that betw een populations. It is so inferred that the genetic d iversities and the

resistance levels became more identical through gene communication among the f ie ld popu lations by m igrat ion
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or others. Th is study may prov ide a gu ide to integrated pest management forCx. p ip iens complex in Ch ina.

K ey w ords: Culex p ip iens comp lex; insect icide resistance; esterases; population structure; genetic

diversity; isoenzyme

  蚊虫是重要的媒介害虫, 尖音库蚊复组蚊虫

Culex p ip iens comp lex是分布广、种群密度高的家栖

性病媒蚊虫,是斑氏丝虫病及乙型脑炎等疾病的主

要传播媒介,入室骚扰并传播多种疾病对人类的健

康构成极大的危害。由于各种杀虫剂的长期大量使

用,现在大部分地区的蚊虫均已产生不同程度的抗

性 (唐振华, 1993)。研究表明尖音库蚊复组蚊虫对

有机磷和氨基甲酸酯杀虫剂产生抗性与非特异性酯

酶 (简称酯酶 )活性升高有关,由基因扩增导致酯酶

的过量产生是世界各地尖音库蚊复组蚊虫产生抗性

的主要原因 (M ouches et al., 1986; Raymond et al.,

1991; Poiri�et al., 1992; Xu et al., 1994; Vaugh et

al., 1995; Q iao et al., 1999)。目前发现的杀虫药剂

抗性的蚊虫中过量产生的酯酶有 A1, B1, A2-B2,

A4-B4, A5-B5, B6, B7, A8-B8, A9-B9 (W e ill et al.,

2001) , B10和 A11-B11 ( Cu iet al., 2007) , 酯酶 B1

和 A 2-B2的蚊虫在世界各地广泛分布。

蚊虫在杀虫剂的选择压力下逐渐进化, 携带抗

性基因的库蚊的迁移在库蚊抗药性进化的过程中具

有重要作用 ( Raymond et al., 1991)。由于库蚊的迁

移导致种群间基因交流、种群遗传结构发生变化。

对自然种群中库蚊抗性动态和遗传多样性的研究,

有助于了解种群遗传结构的特征及抗性动态发展状

况,从而指导媒介控制。为此, 本文通过对所采集的

5个不同地理种群的尖音库蚊复组蚊虫进行抗性监

测,分析各地理种群的酯酶表型分布及各等位酶遗

传多样性,同时结合分子种群遗传学理论,探讨杀虫

剂的选择压力和基因流对尖音库蚊复组蚊虫的遗传

变异、抗性酯酶分布的影响,为蚊虫综合治理及杀虫

剂抗性遗传机制的研究提供基础资料。

1 材料和方法

1. 1 野生库蚊的采集

供试蚊虫幼虫均于 2007年采集, 朝阳种群

( CY )采自北京市朝阳公园污水沟, 新乡种群

( XXH )采于河南省新乡市卫河, 武汉种群 (WHJY )

采于湖北省武汉市一地下停车场污水沟, 广州种群

(HZQ )采于广东省广州市海珠区污水沟, 佛山种群

( DTY )采自佛山市大塘涌下水道。幼虫带回实验

室饲养,室内繁殖后分别对其后代幼虫进行生物测

定, 本研究用于生测的幼虫为 F2代; 成虫羽化后,

- 70e 冷冻保存。

1. 2 标准品系

尖音库蚊敏感品系 S-LAB ( Georghiou et al.,

1966) , 由法国科学院科学与进化研究所 Raymond

教授提供,本实验室饲养保种。抗性纯合品系 SA2

( Bert icat et al., 2002)、LING (We ill et al., 2001)和

TEM-R(M ouches et al., 1987)的酯酶表型分别为

A2-B2, A 9-B9和 B1, 成虫由法国科学院科学与进化

研究所 Raymond教授惠赠, 液氮速冻后, 在 - 70e

冰箱中保存备用。抗性纯合品系 NEW2 ( Cu i et al.,

2007) ,酯酶表型为 A11-B11,由本实验室选育而成。

1. 3 主要化学试剂
敌敌 畏 ( d ichlorvos ) 90% 原 油、对 硫 磷

( parathion) 92% 原油、巴沙 (仲丁威 ) ( fenobucarb )

99%原油、氯菊酯 ( perm ethr in) 94. 8% 原药、胺菊酯

( tetramethrin) 94. 3%原药、溴氰菊酯 ( de ltamethrin)

98%原药, 均为山东青岛农药厂产品; 残杀威

( propoxur) 98%原粉, Bayer公司产品。其他试剂均

为分析纯产品。

1. 4 生物测定方法

参照 Raymond和 M arqu ine( 1994)方法进行, 在

99mL自来水中放人 20头 4龄幼虫, 加 1 mL不同

浓度的杀虫药剂, 总体积共 100 mL,共设置 5个浓

度, 每个浓度重复 3次, 24 h后统计幼虫死亡数。结

果使用 PROB IT软件 ( Ratsira et al., 1993)计算 LC50

值和毒力回归方程的斜率。

1. 5 水平切片淀粉凝胶电泳

参照 Pasteur( 1988)等的方法, 单头蚊虫加 10

LL蒸馏水, 冰浴研磨, 研磨后用 Whatm an 3纸芯子

蘸取上样, 以标准抗性品系作对照, 采用 T ris-

M a late-EDTA( TME )缓冲体系进行淀粉凝胶电泳。

淀粉胶浓度为 13. 6%, 设定电流 110 mA, 电压 90

V,在 4e 冰箱中电泳, 电泳约 6 h后切片、染色并保

存。每种群测定个体数为 60头。

1. 6 种群遗传学数据处理
等位酶位点的命名按常规方法, 以酶的缩写字

母代表该酶系统, 连字符后的数据代表该酶不同的

位点,愈靠近正极 (迁移率愈大 )的等位基因以 1代

表, 依次以 2代表。等位基因 (酶带 )的命名的方
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法:酯酶等位酶等位基因按酯酶 A、B系统的分类序

号顺序依次命名为 1, 2, 3, ,, 等 (敏感个体则命名

为 7) ,对 Mdh, M e和 Hk等同工酶基因座上的不同

等位基因命名,则将标准品系在电泳中的迁移距离

被设定为 100, 其他等位基因根据与标准品系的相

对迁移距离而命名, 如迁移距离比标准品系大或更

大的命名为 110或 120等, 迁移距离比标准品系小

或更小的命名为 90或 80等。通过输入各种群中每

个个体每个基因位点的基因型,使用 FSTAT 2. 9. 3

( Goude,t 2001), GENEPOP 4. 0 ( Rousse,t 2008)等

软件进行数据统计分析。

物种和种群的遗传变异常以平均等位基因数

(A )、多态位点百分率 (P )、平均预期杂合度 (H e )等

来度量 (Ne,i 1973, 1975, 1978)。种群间的遗传分化

采用 N ei氏遗传多样性 ( Ne,i 1977, 1978)以及W eir

和 Cockerham ( 1984) 的 F it(总种群内的两个配子之

间的相关系数 )、F st (种群间的任意抽出的两配子之

间的相关系数 ) 和 F is(种群内两配子之间的相关系

数,又称近交系数 )计算。Ne i认为所有种群的总遗

传多样性 (H t)与种群内遗传多样性 (H s)和种群间遗

传多样性 (D st)的关系是:H t=H s+ Dst,存在于种群

间的遗传多样性比率 G st= D st /H t, N ei称 G st为 /遗

传分化系数0,用于衡量种群间遗传分化的程度。

遗传相似性采用 N ei遗传一致度 ( genetic

identity) ( I )来衡量。运行 GENEPOP 4. 0检测 5个

地理种群是否符合 Hardy-W einberg平衡, 并用 F is

表示种群平均基因频率偏离 H ardy-W e inberg遗传平

衡的程度。基因流依据公式 Nm = ( 1 /F st - 1) /4

(W righ,t 1978)进行计算。

用非加权算术平均法 (UPGMA )根据 N ei的无

偏差遗传距离 (D )和遗传一致度 ( I )的关系对 5个

库蚊种群进行聚类分析 ( Ne,i 1978)。

2 结果与分析

2. 1 尖音库蚊复组蚊虫抗性水平

5个地理种群尖音库蚊复组蚊虫对对硫磷、敌

敌畏、残杀威、巴沙、氯菊酯、溴氰菊酯和胺菊酯的抗

性测定结果见表 1, 5个库蚊种群对 7种杀虫剂的

死亡率曲线都符合直线回归 (P > 0. 05)。由表 1可

知, 与 S-LAB敏感品系相比, 朝阳种群对敌敌畏抗

性最高 ( 55. 7倍 ), 对氯菊酯抗性为 22. 7倍, 仅低于

佛山种群;武汉种群对敌敌畏和氯菊酯抗性较高分

别为 33. 8倍和 21. 4倍, 对对硫磷和溴氰菊酯抗性

分别为 11. 61倍和 13. 5倍;佛山种群对氯菊酯抗性

最高 ( 123倍 ) ,对溴氰菊酯抗性较高 ( 23. 9倍 ) , 对

对硫磷和敌敌畏抗性分别为 11. 41倍和 16. 94倍。

5个种群对有机磷杀虫剂抗性明显高于氨基甲

酸酯杀虫剂,对敌敌畏抗性则高于对硫磷,对有机磷

杀虫剂抗性:朝阳种群最高, 其次为武汉种群, 新乡

种群抗性最低。 5个种群对氨基甲酸酯的抗性较

低, 抗性比率 ( RR ) < 10倍。对拟除虫菊酯杀虫剂

的氯菊酯和溴氰菊酯抗性明显高于胺菊酯, 佛山种

群抗性最高, 新乡种群是菊酯类杀虫剂敏感种群,

RR为 1. 26~ 2. 22。
表 1 5个地理种群尖音库蚊复组蚊虫 4龄幼虫抗性水平比较

Table 1 Comparison of in sectic ide resistan ce leve ls in 4th instar larvae of five popu lations of Culex p ipiens com p lex

杀虫剂

Insecticide

种群

Popu lation
数量 N

半数致死浓度

LC50 ( 95% C I) (m g# L- 1 )

斜率 (标准误 )

S lope ( SE )

卡方值

V 2

抗性比率

RR ( 95% C I)

对硫磷 S-LAB 233 0. 00062 ( 0. 00054- 0. 00073) 3. 427 ( 0. 616) 0. 1156 1

Parath ion HZQ 230 0. 00300 ( 0. 00249- 0. 00348) 3. 998 ( 0. 565) 3. 3277 4. 81 ( 3. 38- 6. 84)

XXH 225 0. 00321 ( 0. 00254- 0. 00426) 2. 521 ( 0. 328) 0. 0333 5. 15 ( 3. 64- 7. 29)

CY 339 0. 00348 ( 0. 00298- 0. 00388) 4. 843 ( 0. 779) 0. 024 5. 58 ( 3. 99- 7. 81)

DTY 210 0. 00711 ( 0. 00609- 0. 00803) 4. 218 ( 0. 921) 0. 9198 11. 41 ( 8. 34- 15. 60 )

WH JY 362 0. 00724 ( 0. 00654- 0. 00831) 3. 563 ( 0. 555) 1. 6864 11. 61 ( 8. 81- 15. 31 )

敌敌畏 S-LAB 338 0. 05154 ( 0. 04623- 0. 05707) 5. 017 ( 0. 794) 0. 4741 1

D ich lorvos XXH 351 0. 44361 ( 0. 39832- 0. 48622) 4. 856 ( 0. 568) 0. 1779 8. 61 ( 6. 39- 11. 60)

HZQ 215 0. 71525 ( 0. 65614- 0. 77012) 7. 419 ( 1. 133) 4. 6687 13. 88 ( 9. 99- 19. 27 )

DTY 223 0. 87312 ( 0. 77036- 0. 98848) 3. 782 ( 0. 669) 2. 0634 16. 94 ( 12. 67- 22. 65 )

WH JY 355 1. 74197 ( 1. 54174- 1. 96520) 3. 474 ( 0. 540) 1. 8362 33. 80 ( 25. 56- 44. 68 )

CY 358 2. 87026 ( 2. 48043- 3. 27383) 3. 544 ( 0. 620) 3. 4539 55. 70 ( 41. 42- 74. 88 )
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续表 1 Tab le 1 con tinued

杀虫剂

Insecticide

种群

Popu lation
数量 N

半数致死浓度

LC
50

( 95% C I) (m g# L- 1 )

斜率 (标准误 )

S lope ( SE )

卡方值

V 2

抗性比率

RR ( 95% C I)

残杀威 S-LAB 227 0. 05235 ( 0. 04570- 0. 06013) 5. 258 ( 0. 844) 0. 5757 1

Propoxur XXH 357 0. 17273 ( 0. 15477- 0. 18830) 6. 403 ( 0. 881) 0. 3609 3. 30 ( 2. 22- 4. 90)

HZQ 236 0. 23385 ( 0. 19893- 0. 30977) 3. 566 ( 0. 848) 0. 2413 4. 47 ( 2. 94- 6. 78)

DTY 217 0. 25458 ( 0. 17306- 0. 29902) 3. 970( 1. 092) 0. 6866 4. 86 ( 3. 04- 7. 77)

CY 341 0. 29016 ( 0. 20266- 0. 40697) 5. 332 ( 1. 208) 6. 5334 5. 54 ( 2. 63- 11. 67)

WH JY 363 0. 44814 ( 0. 39121- 0. 55119) 3. 587 ( 0. 522) 6. 7093 8. 56 ( 5. 80- 12. 63)

巴沙 S-LAB 230 0. 06527 ( 0. 05998- 0. 07101) 7. 702 ( 1. 097) 4. 7426 1

Fen obucarb DTY 440 0. 20589 ( 0. 16656- 0. 24622) 2. 114 ( 0. 221) 6. 3832 3. 15 ( 2. 29- 4. 36)

HZQ 229 0. 27421 ( 0. 24045- 0. 30292) 5. 379 ( 0. 852) 3. 6144 4. 20 ( 2. 90- 6. 09)

XXH 360 0. 38203 ( 0. 34960- 0. 41516) 5. 306 ( 0. 578) 1. 2887 5. 85 ( 4. 20- 8. 17)

CY 347 0. 42955 ( 0. 39467- 0. 46173) 5. 007 ( 0. 641) 0. 4533 6. 58 ( 4. 79- 9. 04)

WH JY 373 0. 52741 ( 0. 49063- 0. 57130) 4. 763 ( 0. 631) 0. 4199 8. 08 ( 5. 92- 11. 03)

氯菊酯 S-LAB 305 0. 00467 ( 0. 00415- 0. 00520) 4. 281 ( 0. 506) 1. 6057 1

Perm eth rin XXH 323 0. 00588 ( 0. 00468- 0. 00681) 3. 141 ( 0. 726) 0. 4508 1. 26 ( 0. 93- 1. 70)

HZQ 223 0. 06907 ( 0. 05379- 0. 09179) 2. 770 ( 0. 605) 3. 4803 14. 80 ( 10. 40- 21. 10 )

WH JY 359 0. 09973 ( 0. 03089- 0. 33168) 1. 741 ( 0. 551) 9. 2358 21. 40 ( 11. 50- 39. 80 )

CY 339 0. 10585 ( 0. 08024- 0. 14631) 1. 486 ( 0. 238) 0. 2743 22. 70 ( 17. 30- 29. 80 )

DTY 212 0. 57397 ( 0. 44329- 0. 83309) 2. 781 ( 0. 832) 2. 6266 123. 00 ( 85. 40- 177. 20 )

溴氰菊酯 S-LAB 390 0. 00032 ( 0. 00027- 0. 00037) 3. 311 ( 0. 503) 0. 8681 1

Deltam eth rin XXH 333 0. 00071 ( 0. 00053- 0. 00088) 1. 913 ( 0. 351) 0. 4022 2. 22 ( 1. 66- 2. 98)

CY 349 0. 00243 ( 0. 00175- 0. 00311) 1. 773 ( 0. 215) 7. 6780 7. 66 ( 5. 66- 10. 40)

WH JY 361 0. 00429 ( 0. 00206- 0. 00872) 3. 188 ( 0. 797) 9. 2401 13. 50 ( 6. 08- 30. 00 )

HZQ 225 0. 00483 ( 0. 00398- 0. 00561) 3. 444 ( 0. 631) 1. 0739 15. 20 ( 11. 04- 20. 90 )

DTY 243 0. 00759 ( 0. 00522- 0. 01477) 1. 416 ( 0. 375) 0. 0796 23. 90 ( 17. 01- 33. 52 )

胺菊酯 S-LAB 419 0. 15889 ( 0. 14280- 0. 17938) 5. 293 ( 0. 581) 0. 0445 1

T et ram ethrin XXH 334 0. 30940 ( 0. 27527- 0. 34848) 3. 258 ( 0. 423) 3. 1332 1. 71 ( 0. 72- 4. 07)

HZQ 223 0. 42664 ( 0. 37560- 0. 47558) 4. 804 ( 0. 930) 3. 1252 2. 36 ( 0. 96- 5. 78)

CY 340 0. 69421 ( 0. 59317- 0. 81570) 2. 685 ( 0. 611) 1. 3102 3. 83 ( 1. 41- 10. 39)

WH JY 361 1. 05614 ( 0. 86111- 1. 20050) 3. 044 ( 0. 656) 2. 4427 5. 83 ( 2. 12- 16. 01)

DTY 235 1. 12104 ( 0. 46545- 1. 34715) 4. 686 ( 1. 729) 2. 0060 7. 06 ( 3. 80- 13. 11)

2. 2 不同种群中过量产生的非特异性酯酶及其基
因表型频率

采用淀粉凝胶电泳方法分析了 5个不同地理种

群中的 394头蚊虫, 将淀粉电泳的结果与标准抗性

纯合品系已知酯酶酶带比较,统计出 5个种群的不

同酯酶类型及基因表型频率 (表 2)。

本研究淀粉电泳共检测出 6种酯酶表型, 5个种

群的酯酶表型类型和频率从表 2可以看出,酯酶 B1,

A2-B2在 5个种群均有分布, B1在北方分布的频率

高于南方,而 A2-B2在南方分布频率则要高于北方,

广东两个种群酯酶多态性高于北方。朝阳种群出现

4种酶型,主要为 B1和 A9-B9;新乡种群有 3种酶型,

主要酶型同样是 B1和 A2-B2;武汉种群有 4种酶型,

主要酶型为 B1, A2-B2和 A11-B11; 广州和佛山种群

都检测到 6种酯酶表型, 广州有 4种主要酯酶表型,

分别是 B1, A2-B2, A8-B8和 A9-B9,佛山种群有 3种

主要酯酶表型, 分别是 B1, A2-B2和 A8-B8。A8-B8

为佛山库蚊种群优势酯酶表型,酯酶 A8-B8, A9-B9和

B1形成一定比例的杂合子。A11-B11在武汉种群中

比例为 36. 26% ,在广州种群的比例则为 1. 12%。
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表 2 5个地理种群尖音库蚊复组蚊虫抗性酯酶频率分布

Table 2 The frequen cy d istribu tion of overproduced

e sterases in f iveCulex p ipiens comp lex popu lations

种群

Popu lat ion

数量

N

酯酶频率 E sterase frequen cy (% )

B1 A2-B2 A8-B 8 A9-B9 B10 A11-B11 SS

CY 93 64. 52 3. 23 1. 08 10. 75 0 0 26. 88

XXH 60 75. 00 11. 67 3. 33 0 0 0 20. 00

WH JY 91 58. 24 13. 19 0 9. 89 0 36. 26 4. 40

H ZQ 89 43. 82 25. 84 14. 61 16. 85 1. 12 1. 12 12. 36

DTY 61 60. 66 16. 39 42. 62 6. 56 1. 64 1. 64 1. 64

  淀粉凝胶电泳虽然只能定性地表现酯酶,不能准

确地定量酯酶基因的扩增倍数,但染色的深浅大体能

反映出抗性酯酶在种群中的扩增水平。由不同地理种

群蚊虫的淀粉电泳结果与标准抗性品系蚊虫的酯酶酶

带颜色深浅比较发现:朝阳种群酯酶 B1活性较高,染

色比较均一,其他表型酯酶染色较淡、活性较低,敏感

个体比例较高 (图 1);新乡种群酯酶 B1活性相对偏

低,相当于 TEM-R蚊虫中 1/2- 2 /3之间,染色不均一,

敏感个体比例大 (图 2);武汉种群中存在过量表达的酯

酶主要是 B1和 A11-B11,活性较高、染色均一 (图 3);

广东的两个库蚊种群中酯酶表型多态性较强,佛山种

群中酯酶 B1和 A8-B8的活性较高,染色均一 (图 4);

广州种群过量表达的酯酶主要为 A2-B2,活性约为

SELEX蚊虫中的 1/2作用,其他酯酶表型活性低,敏感

个体较多 (图未列出 )。酯酶淀粉电泳结果也支持不同

地理种群抗性生测结果。

2. 3 等位酶分析与种群遗传多样性

通过等位酶分析, 我们获得了 5个尖音库蚊复

组种群等位基因组成和频率分布 (数据未列出 )。

本研究共检测了 4个等位酶的 9个酶位点的 35个

等位基因, 每个基因座最少有 2 ~ 3个等位基因,

Es-t 2和 Es-t 3两个位点分别有 7个等位基因。按照

等位基因频率小于 0. 99为多态位点的标准, 9个位

点中, 朝阳种群中 Hk-1, H k-2和 Hk-3为单态位点,

新乡种群中 M e-2为单态位点, 武汉种群中 Mdh-2,

M e-1和 Me-2为单态位点, 广州种群中 Mdh-1, M dh-

2, Hk-1, Hk-2和 H k-3为单态位点, 佛山种群中

M dh-2, M e-2, Hk-1和 Hk-3为单态位点。

遗传多样性分析的结果表明, 5个库蚊种群具有

较高的遗传多样性 (表 3):每位点平均等位基因数 (A )

为 2. 76,平均多态位点百分率 (P )为 64. 45%,平均预期

杂合度 (H e)为 0. 1943。近交系数 (F is )用以衡量种群

偏离 Hardy-W einberg平衡程度,显示了 5个库蚊种群

大部分基因位点杂合子不足 (P < 0. 05),偏离 Hardy-

Weinberg平衡。多态性最高的是武汉种群 (A = 2. 67,

P = 66. 67%, H e= 0. 2175),多态性最低的是朝阳种群

(A = 2. 67, P= 66. 67%, H e= 0. 1683)。

表 3 5个尖音库蚊复组种群的遗传多样性

Tab le 3 G enetic d iversity of the five popu lation s of

Culex p ip iens com p lex

种群 Popu lat ion N A P (% ) H e

CY 93 2. 67 ( 0. 53) 66. 67 0. 1683 ( 0. 090)

XXH 60 2. 89 ( 0. 31) 88. 89 0. 1938 ( 0. 117)

WH JY 91 2. 67 ( 0. 42) 66. 67 0. 2175 ( 0. 091)

H ZQ 59 2. 78 ( 0. 58) 44. 44 0. 2064 ( 0. 057)

DTY 61 2. 78 ( 0. 82) 55. 56 0. 1853 ( - 0. 086)

平均 M ean 72. 8 2. 76 ( 0. 04) 64. 45 0. 1943 ( 0. 088)

 表中数据为平均值 ?标准误。Data in the tab le are m ean ? SE.
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2. 4 种群的遗传分化

使用 FSTAT 2. 9. 3和 GENEPOP4. 0软件计算

出 Ne i. s遗传多样性和 F-统计量, 分析结果见表 4。

表 4 5个尖音库蚊复组种群各位点的 Ne i. s遗传多样性统计和 F-统计量

Tab le 4 Ne i. s statist ics of gene tic d iversity and F-statistic s at all loci in five popu la tion s ofCulex pipiens comp lex

基因座

Locus

平均观察

杂合度H o

种群内遗传

多样性H s

总遗传多

样性H t

种群间遗传

多样性 D st

遗传分化

系数 G st

种群内近

交系数 F is

总近交

系数 F it

种群分化

系数 F st

M dh-1 0. 129 0. 150 0. 154 0. 004 0. 023 0. 164 0. 186 0. 027

M dh-2 0. 019 0. 043 0. 044 0. 001 0. 023 0. 611 0. 621 0. 026

M e-1 0. 075 0. 101 0. 104 0. 003 0. 029 0. 252 0. 284 0. 043

M e-2 0. 002 0. 049 0. 050 0. 001 0. 019 0. 945 0. 947 0. 023

Hk-1 0. 065 0. 086 0. 091 0. 005 0. 053 0. 288 0. 336 0. 067

Hk-2 0. 055 0. 073 0. 075 0. 002 0. 027 0. 305 0. 33 0. 036

Hk-3 0. 019 0. 031 0. 032 0. 001 0. 030 0. 404 0. 426 0. 037

E st-2 0. 178 0. 617 0. 689 0. 072 0. 104 0. 723 0. 758 0. 125

E st-3 0. 181 0. 619 0. 690 0. 071 0. 103 0. 719 0. 754 0. 124

平均 M ean 0. 080 0. 197 0. 214 0. 018 0. 082 0. 608 0. 647 0. 100

  表中 9个基因座的 G st平均值为 0. 082, F st平

均值为 0. 10, 说明种群间存在一定程度的遗传分

化, 其中 E s-t 2和 Es-t 3对该分化程度贡献最大。

H s /D st= 11说明库蚊种群的总基因多样性相对富集

在种群内,私有等位基因平均频率为 0. 0273, 平均

基因流 (Nm ) = 2. 57, 种群间存在有一定的基因

交流。

2. 5 遗传相似性系数和遗传距离

按 N ei氏的遗传距离 ( D )与遗传一致性 ( I )的

关系: D = - lnI ,计算出 5个库蚊种群之间的 I和 D

值,结果见表 5。种群间的遗传一致度从 0. 955 ~

0. 995,反映了 5个种群有很近的遗传关系。种群间

最大的遗传距离为 0. 046, 为朝阳种群与佛山种群

之间。朝阳种群与新乡库蚊种群间遗传差异性最

小,遗传距离仅为 0. 005。广东佛山种群与广州种

群的相似性较高, 遗传距离为 0. 02, 但高于朝阳与

新乡种群,可能与采样地点环境和佛山当地杀虫剂

使用而形成的抗性胁迫有关。根据遗传距离作聚类

分析 (UPGMA)图 (图 5) ,可以清楚看到各种群间的

遗传分化情况。

3  讨论

3. 1 不同地区尖音库蚊复组种群的酯酶分布和抗
性动态

尖音库蚊复组蚊虫的抗性机理主要有两种:酯

酶的活性增加和靶标分子乙酰胆碱酯酶 ( AChE )的

不敏感性。酯酶的过量产生会引起蚊虫对有机磷杀

表 5 5个尖音库蚊复组种群的遗传一致性 (对

角线上方 )和遗传距离 (对角线下方 )矩阵

T ab le 5 M atrix of Ne i unb iased gen etic ident ity

( above d iagonal) and gen eticd istan ce ( below diagonal)

coefficients am ong five popu lations ofCulex p ipiens comp lex

种群 Popu lation CY XXH WH JY HZQ DTY

CY - 0. 995 0. 970 0. 965 0. 955

XXH 0. 005 - 0. 980 0. 967 0. 960

WH JY 0. 030 0. 020 - 0. 970 0. 965

HZQ 0. 036 0. 034 0. 031 - 0. 980

DTY 0. 046 0. 041 0. 036 0. 020 -

图 5 5个尖音库蚊复组种群的平均遗传距离聚类图

F ig. 5 Dendrogram generated by c luster ana lys is o f gene tic

d istance among five populations o f Cu lex p ip iens comp lex

虫剂的抗性, 而不敏感的 AChE可同时蚊虫对有机

磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的抗性 ( Raymond et al.,

1987; F french-Constant and Bonning, 1989)。生物

测定结果显示, 5个不同的地理种群库蚊对残杀威

和巴沙抗性比率在 3. 15~ 8. 56倍之间,说明这些种

群中不敏感的 AChE基因存在的频率极低, 这可能

与这些地区氨基甲酸乙酯杀虫剂使用量和频度有

关。通讯作者所属研究组从 20世纪 90年代起至今



528  昆虫学报 A cta Entomo log ica Sinica 52卷

开展对全国尖音库蚊复组蚊虫的抗性追踪调查研究

发现 (数据未显示 )库蚊对有机磷杀虫剂的抗性:北

京、武汉地区蚊虫的抗性呈上升趋势,朝阳种群对敌

敌畏的抗性高达 55. 7倍,说明这两座城市使用有机

磷农药杀灭害虫在局部地区呈增长趋势, 导致蚊虫

抗性增加;然而, 广州和佛山地区蚊虫的有机磷抗性

逐渐下降,敏感个体数逐渐增多,可能与该地区杀虫

剂使用种类在近几年有所改变,引起蚊虫抗性发生

变化, 也可能是由于采样地点的差别引起;新乡种群

对有机磷杀虫剂抗性与郑州种群相比较低, 可能是

与新乡使用杀虫剂的种类或频度有关, 也可能与采

集地点的污染状况有关。

近年来, 大中城市和农村家庭以使用拟除虫菊

酯类杀虫剂为治理蚊害的主要杀虫剂, 害虫对拟除

虫菊酯的抗性逐渐上升。本研究显示, 佛山种群抗

氯菊酯抗性比率极高,为 123倍, 对溴氰菊酯的抗性

高达 23. 9倍,朝阳和武汉种群对氯菊酯抗性分别为

22. 7倍与 21. 4倍, 这些与长期使用拟除虫菊酯类

杀虫剂灭蚊的有一定关系。

本文研究了沿我国京广铁路线起点、终点和途

经的两座城市的 5个地理种群的蚊虫, 这些地区的

害虫防治比较频繁, 不但抗性测定的结果表明对有

机磷、拟除虫菊酯杀虫剂存在高抗,而且淀粉凝胶电

泳也表明 5个库蚊种群的酯酶的活性、过量表达呈

相关性。研究发现各地库蚊的酯酶表型分布存在差

异,与过去研究结果相比较 (孙紫青和乔传令,

1995;刘俊娥和乔传令, 2001;张柯等, 2003a, 2003b;

Cui et al., 2006) , 5个地区的库蚊酯酶表型频率呈

现出一个动态变化, B1的分布频率在南方种群和中

部种群逐渐上升,在北方种群中逐渐下降, A2-B2的

频率变化与 B1相反; 酯酶多态性正向某几种适应

当地环境的酶型方向变化, 在法国南部长期的野外

研究中发现 ( Gu illemaud et al., 1998)多种抗性基因

的共存是不稳定的, 各等位基因间存在取代等方式

而达到平衡,如广东库蚊种群酯酶 B1的频率上升,

A8-B8和 A 9-B9由过去发现多连锁杂合且高频率,

正向纯合和频率下降方向变化。 R aymond 等

( 1991)提出酯酶基因的扩增和迁移学说, 认为酯酶

的祖先等位基因在某地在库蚊种群中发生扩增,通

过迁移传播到下一个地区; 携带抗性基因的库蚊的

迁移在库蚊抗药性进化过程中具有重要作用, 尤其

是通过交通工具的运输实现的被动迁移; 本研究的

结果与此相符合。我们于 2003年在武汉库蚊中发

现了 A11-B11新的酯酶表型 ( Cui et al., 2007), 证

实为新的基因突变, 其在种群中分布的频率为

17% ~ 24% ,本次研究表明在杀虫剂选择压下, A 11-

B11的频率上升达到 36. 26%, 是种群中仅次于 B1

的频率较大的酶型,说明诱导库蚊突变的因素仍然

存在,目前正继续作用着库蚊的选择, 携带 A11-B11

的库蚊个体比非突变体更能适应现在的生境, 导致

A11-B11基因在居群中扩散。

3. 2 蚊虫的抗性与遗传结构的关系

尖音库蚊复组蚊虫对杀虫剂抗性的进化与经典

的进化因子如突变、迁移、遗传漂变和选择压力有

关。基于对两个地区的蚊虫防治和抗性发展的详细

记录的分析及其他分子生物学研究结果,法国学者

Raymond等 ( 1991 )认为: 有效突变是罕见的事件,

是抗性进化的限速步骤;在库蚊的抗性进化过程中,

迁移起着重要的作用。这个学说已经通过对北京种

群中广泛存在的 B1进行研究得到证实 ( Q iao and

Raymond, 1995)。在各类进化事件的作用下, 种群

的遗传结构会发生一系列的变动。所以通过研究种

群的遗传多样性格局、遗传变异的时空变化及种群

间的遗传差异的大小,可以揭示存在于种群间的基

因流动情况,从种群遗传学的角度去解释某一特定

种群抗性的发展状况,以弥补分子遗传学研究的不

足之处。

5个不同地理种群的遗传结构分析表明, 遗传

多样性主要存在于种群之内 (H s= 0. 197) , 但种群

之间的遗传分化程度还是较大, F st= 0. 1, 种群所有

位点总的近交系数 (F is) = 0. 608, 说明大多数基因

位点在某一居群中杂合子不足, 偏离 H ardy-

W einberg平衡。在 9个基因位点中, E s-t 2 (H e =

0. 617, F st = 0. 125)和 E s-t 3 (H e = 0. 619, F st =

0. 124)位点对种群内和居群间的遗传多样性贡献

非常大,与杀虫剂高的选择压有关,而且不同表型酯

酶多以纯合子形式存在, 也许这种基因型更有利于

蚊虫的抗性选择。佛山种群与其他 4个种群的遗传

差异较大,造成这种遗传变异的影响因素有许多,地

理隔离、环境差异和种群间基因流的程度。我们检

测到在种群内, 私有等位基因平均频率为 0. 0273,

Nm = 2. 57, 种群间的基因交流对种群的遗传结构的

影响较多,而铁路运输则是基因交流的基础,这正是

种群遗传分化程度较低的原因之一, 与我们的检测

分析一致。

我们的研究结果表明 5个不同地理种群尖音库

蚊蚊虫的遗传结构的一致性非常高, 没有明显的地

理隔离差异,对表现出的杀虫剂抗性差异是由于不
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同地域治理害虫的程度和方法有所不同以及杀虫剂

高选择压作用的结果。由于各个地理种群存在一定

比例的敏感性个体,因此, 建议各有关部门治理害虫

时在选择杀虫剂的类型上应选择当地没有经常使用

过的、高效低毒的杀虫剂,且多种杀虫剂配合使用,

增强杀虫剂的杀虫效果; 在剂量方面应用中等以上

的剂量治理害虫。这样有利于高效快速杀死害虫,

避免害虫过快地产生抗药性, 延长杀虫剂的使用

寿命。
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心吴太平先生帮助采集蚊虫标本, 中国科学院动物
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