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摘要： 昆虫对拟除虫菊酯类杀虫剂产生抗性主要是解毒酶活性的增强和钠离子通道的敏感度降低所致。 本研究

采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 技术克隆获得了牧草盲蝽 Ｌｙgｕｓ ｐｒａｔｅｎｓｉｓ Ｐ４５０ ＣYＰ６Ａ１３ 基因 （ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号：
ＭＮ７８２５２０） 及钠离子通道 ＬＰＶＳＳＣ 基因 ｃＤＮＡ 全长序列 （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＭＷ８２１４８５）。 其中 ＣYＰ６Ａ１３ 基因全

长 ２ ００３ ｂｐ， 开放阅读框 １ ５０３ ｂｐ， 编码 ５００ 个氨基酸， 预测蛋白分子质量为 ５７. ２ ｋＤａ， 主要位于细胞内质网，
等电点为 ５. ７７， 无跨膜区和信号肽， 存在血红素结合保守功能区。 同源比对与系统进化分析表明， 牧草盲蝽的

ＣYＰ６Ａ１３ 与分类学关系上较为接近的昆虫同源蛋白间高度相似。 钠离子通道序列 ＬＰＶＳＳＣ 开放阅读框 ６ ０７２ ｂｐ，
编码 ２ ０２４ 个氨基酸， 预测蛋白分子质量为 ２２８. ９４ ｋＤａ， 等电点为 ４. ９９， 无信号肽， 有多个跨膜区域， ４ 个同源

结构域 （Ｉ ～ ＩＶ）， 每个结构域有 ６ 个跨膜片段 （Ｓ１ ～ Ｓ６）， 存在 ＭＦＭ 基序。 基因表达谱结果表明： ＣYＰ６Ａ１３ 在

牧草盲蝽成虫头部的表达量高于胸、 腹部； 室内筛选的高效氯氟氰菊酯抗性 Ｒ１４、 Ｒ６品系的 ＣYＰ６Ａ１３ 表达量是

敏感品系的 １８. ７４ 和 ５. ４５ 倍； ＣYＰ６Ａ１３ 表达量在雌、 雄成虫之间无显著差异； 不同发育期基因表达量为： 初羽

化成虫 ＞ ５ 龄若虫 ＞ ４ 龄若虫 ＞ ３ 龄若虫 ＞ ２ 龄若虫 ＞ １ 龄若虫。 测序比对高效氯氟氰菊酯抗性与敏感品系的钠离

子通道序列 ＩＩＳ４ ～ ＩＩＳ６ 区域， 未发现存在可能导致靶标抗性的氨基酸突变。 结果表明 ＣYＰ６Ａ１３ 基因过表达可能

导致了牧草盲蝽对高效氯氟氰菊酯的抗药性， 为深入解析 ＣYＰ６Ａ１３ 基因介导抗药性的功能研究奠定基础。
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ｏｆ Ｌ. ｐｒａｔｅｎｓｉｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｌｙgｕｓ ｐｒａｔｅｎｓｉｓ； ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０； ｓｏｄｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ； ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ； ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

牧草盲蝽 Ｌｙgｕｓ ｐｒａｔｅｎｓｉｓ 属半翅目 Ｈｅｍｉｐｔｅｒａ 盲

蝽科 Ｍｉｒｉｄａｅ， 是我国西北地区主要危害棉花

Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｓｐｐ、 苜蓿 Ｍｅｄｉcａgｏ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ 等经济作

物的重要害虫 （Ｔａｎ ｅｔ ａｌ. ， ２０１８； ２０２０）， 在内蒙

古中东西部均有分布， 且发生率高 （谭瑶等，
２０１５）。 目前， 除简单的农业防治和物理防治外，
盲蝽主要依赖化学防治， 其中高效氯氰菊酯、 吡

虫啉、 马拉硫磷和噻虫嗪等传统杀虫剂被频繁使

用 （张倩等， ２０１７； Ｔａｎ ｅｔ ａｌ. ， ２０２１）。 杀虫剂长

期单一使用会导致昆虫产生抗药性 （ Ｆｅｙｅｒｅｉｓｅｎ，
２０１１）。 前期研究发现， 在我国北方 ７ 个农牧交错

带上的牧草盲蝽田间种群对高效氯氟氰菊酯的抗

性呈上升趋势， 部分田间种群对溴氰菊酯有中等

交互抗性 （Ｔａｎ ｅｔ ａｌ. ， ２０２１）。
昆虫对拟除虫菊酯类杀虫剂产生抗药性的机

制主要是解毒酶活性增强和钠离子通道靶标位点

的敏感度下降 （ Ｚｈｅｎ ｅｔ ａｌ. ， ２０１６； Ｋｈａｎ ｅｔ ａｌ. ，
２０２０）。 昆虫解毒酶系统主要有细胞色素 Ｐ４５０ 氧

化酶、 谷胱甘肽 Ｓ⁃转移酶和羧酸酯酶。 其中细胞

色素 Ｐ４５０ （ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０） 具有解毒代谢作用，

参与昆虫的药物代谢 （Ｆｅｙｅｒｅｉｓｅｎ， ２０１１； 邱星辉，
２０１４）。 研究表明， Ｐ４５０ 基因的过量表达直接导致

了害虫对拟除虫菊酯类杀虫剂的抗药性 （ Ｚｈｕ
ｅｔ ａｌ. ， ２０１６； Ｈａｆｅｅｚ ｅｔ ａｌ. ， ２０２０）， 且昆虫 ＣＹＰ４、
ＣＹＰ６ 和 ＣＹＰ９ 家族基因主要参与杀虫剂代谢过程

（ Ｂａｌａｂａｎｉｄｏｕ ｅｔ ａｌ. ， ２０１６； Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ. ， ２０２０ ）。
Ｋｏｍａｇａｔａ 等 （ ２０１０ ） 报 道 了 致 倦 库 蚊 Ｃｕｌｅｘ
ｑｕｉｎｑｕｅｆａｓcｉａｔｕｓ 连续筛选 ２０ 代后对氯菊酯抗性倍

数达 ２ ５００ 倍， 且抗性品系体内 ＣYＰ９Ｍ１０ 基因的

相对表达量是敏感品系的 ２６４ 倍； Ｅｌ⁃Ｌａｔｉｆ 等

（２０１４） 研究发现棉铃虫 Ｈｅｌｉcｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉgｅｒａ 的两

个田间品系对溴氰菊酯的抗性分别为 ２ ８５０ 倍和

１ ８４２ 倍， 且 ＣYＰ６Ｂ７ 基因在这两个品系中显著高

表达。
拟除虫菊酯类杀虫剂主要作用靶标是昆虫神

经细胞膜上的钠离子通道， 在昆虫中超过 ５０ 个钠

通道突变被报道与拟除虫菊酯的击倒抗性 kｄｒ 有关

（Ｙａｎｏｌａ ｅｔ ａｌ. ， ２０１０； Ｄｏｎｇ ｅｔ ａｌ. ， ２０１４； Ｚｈａｏ
ｅｔ ａｌ. ， ２０１４）。 当前， 越来越多的学者通过电生

理、 分子生物学等手段研究这些突变导致害虫对
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菊酯 类 杀 虫 剂 产 生 抗 药 性 的 机 制。 Ｗａｎｇ 等

（２０２０） 通过研究发现绿盲蝽 Ａｐｏｌｙgｕｓ ｌｕcｏｒｕｍ 田

间种群中双突变点 （Ｌ１００２Ｆ ／ Ｍ９０６Ｉ） 对爪蟾卵母

细胞钠通道门控和拟除虫菊酯敏感性的影响。
Ｃｈｅｎ 等 （２０１９） 报道， 单独的 Ｖ１０１６Ｉ、 Ｔ１５２０Ｉ 突
变不影响敏感性， 但是双突变体 Ｔ１５２０Ｉ ＋ Ｆ１５３４Ｃ
比 Ｆ１５３４Ｃ 对Ⅰ型拟除虫菊酯更具有抗性。

牧草盲蝽是西北地区危害广泛的杂食性昆虫，
目前研究仅仅集中于发生规律、 行为学和生物学

特性 （王伟等， ２０２０； Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ. ， ２０２０）。 本研

究以牧草盲蝽为对象， 前期通过对高效氯氟氰菊

酯抗性及敏感品系的比较转录组与蛋白组学研究，
挖掘到一个在抗性品系中转录和蛋白翻译水平上

都显著高表达的细胞色素 Ｐ４５０ ＣYＰ６Ａ１３ 基因， 通

过测序拼接组装及功能注释获得了一条钠离子通

道基因。 本文通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 技术克隆获得

了 Ｐ４５０ ＣYＰ６Ａ１３ 基因和钠离子通道 ＬＰＶＳＳＣ 基因

的 ｃＤＮＡ 全长序列， 进行了生物信息学分析， 测定

了 ＣYＰ６Ａ１３ 基因的表达谱， 经测序分析了高效氯

氟氰菊酯抗性及敏感的牧草盲蝽钠离子通道基因

ＩＩＳ４ ～ ＩＩＳ６ 区域是否存在抗性相关的突变位点。 本

研究结果可为深入开展牧草盲蝽对高效氯氟氰菊

酯的抗药性分子机制奠定基础， 并为制定科学合

理的防治策略提供理论依据。

１　 材料与方法

１. １　 供试昆虫与饲养

牧草盲蝽于 ２０１４ 年 ５ 月采自内蒙古呼和浩特

市和林格尔县沙尔沁乡中国农科院草原研究所

（４０°６０′Ｎ， １１１°８０′Ｅ） 苜蓿良种繁育基地， 苜蓿栽

培品种为 ＺｈｏｎｇＣａｏ Ｎｏ. ３， 种植面积 ２０ ０００ ｍ２ 以

上， 该 地 区 不 使 用 任 何 杀 虫 剂 （ Ｔａｎ ｅｔ ａｌ. ，
２０２１）。 扫网捕获牧草盲蝽成、 若虫， 带回至内蒙

古农业大学昆虫实验室， 置于人工气候培养箱中

以新鲜豆角 Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌgａｒｉｓ 进行长期继代饲养

（不接触任何杀虫剂）， 以获得敏感品系 Ｓ。 饲养条

件为温度 ２５ ± １℃， 相对湿度 ６０％ ～７０％ ， 光周期

１６ Ｌ ∶ ８ Ｄ。 饲养方法参照贾冰等 （２０１８） 的报道。
（１） 不同成虫部位： 分别收集敏感品系牧草

盲蝽成虫 （３ 日龄） 头、 胸及腹部作为不同部位

样本。 （２） 不同性别成虫： 分别收集牧草盲蝽敏

感品系雌、 雄成虫 （３ 日龄） 作为不同性别样本。
（３） 不同发育期牧草盲蝽： 分别收集蜕皮 １ ｄ 的敏

感品系的牧草盲蝽若虫 １、 ２、 ３、 ４、 ５ 龄若虫及初

羽化的雌雄成虫， 作为不同发育期样本。 （４） 不

同抗性成虫： 于 ２０１５ 年 ５ 月在相同地点采集的牧

草盲蝽带回实验室饲养。 将羽化 ３ 日龄的成虫，
采用点滴法用各代种群 ＬＤ６０ 浓度的高效氯氟氰菊

酯进行处理， ２４ ｈ 后存活的个体进行继代饲养，
在室内连续筛选。 选取敏感品系 Ｓ， 抗性品系 Ｒ６、
Ｒ１４ （分别筛选至 ６ 代、 １４ 代的牧草盲蝽， 抗性倍

数分别为 ７. ４９ 倍及 ４２. ５６ 倍） 作为不同抗性样本，
各代筛选剂量参考 Ｔａｎ 等 （２０２１） 的报道。

试验中每个处理 ３ 个生物学重复， 每个重复

２０ 头试虫， 并将所有样本置于液氮中冻存， 储存

于 － ８０℃冰箱内用于总 ＲＮＡ 提取。
１. ２　 牧草盲蝽 ＣＹＰ６Ａ１３ 基因的克隆

取牧草盲蝽成虫 ３ 头， 不同发育期牧草盲蝽

若虫 ２０ ｍｇ， 液氮迅速冷冻研磨， 使用 ＭｉｎｉＢＥＳＴ
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ （ ＴａＫａＲａ） 试剂盒提

取总 ＲＮＡ， 并 用 超 微 量 分 光 光 度 计 （ Ｎａｎｏ
Ｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ Ｐ３３０， Ｉｍｐｌｅｎ， 德国） 和 １. ５％琼脂糖凝

胶 电 泳 检 测 ＲＮＡ 的 浓 度 和 完 整 性。 使 用

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ
（ＴａＫａＲａ） 试剂盒参照说明书合成 ｃＤＮＡ 第 １ 链。

根据转录组数据中， 注释为细胞色素 Ｐ４５０
ＣYＰ６Ａ１３ 基因的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 序列， 利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５. ０ 软

件设 计 特 异 性 引 物 （ 表 １ ）。 ＰＣＲ 反 应 体 系

（２５ μＬ）： ｃＤＮＡ模板 １ μＬ， 上下游引物（０. ２ μｍｏｌ ／ Ｌ）
各１ μＬ， Ｐｒｅｍｉｘ ＴａｑＴＭ １２. ５ μＬ， ＲＮＡｓｅ Ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ
９. ５ μＬ。 反应条件： ９４℃预变性 ３ ｍｉｎ； ９４℃变性

３０ ｓ， ５８℃退火 １ ｍｉｎ １５ ｓ， ７２℃延伸 ２ ｍｉｎ， ３０ 个

循环； ７２℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝

胶电 泳 检 测， 使 用 ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖｅｒ. ４. ０ （ＴａＫａＲａ） 胶回收试剂盒对

ＰＣＲ 产物进行回收， 并用 １％琼脂糖凝胶电泳进行

检测。 检测后连接至 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体 （ ＴａＫａＲａ），
并转入感受态细胞 ＤＨ５α 后， 取菌液 ２００ μＬ 在含

氨苄抗性并涂有 Ｘ⁃ｇａｌ 以及 ＩＰＴＧ 的 ＬＢ 平板过夜培

养 （１２ ～ １６ ｈ）。 然后进行蓝白斑筛选， 挑取单一

阳性克隆至 １０ μＬ ｄｄＨ２Ｏ 中， 以 １ μＬ 为模版进行

菌液 ＰＣＲ 鉴定 （与上述 ＰＣＲ 条件相同）， 对应的

验证正确的菌液在含有氨苄抗性的 ＬＢ 液体培养基

中 ３７℃过夜培养 （１２ ～ １６ ｈ）， 并送至上海生工公

司测序。 测序结果使用 ＤＮＡＭＡＮ 软件与转录组数

据库中鉴定的 ＣYＰ６Ａ１３ 基因片段进行比对。
根据已知序列片段设计 ５′和 ３′特异性引物

（表 １）， 按照 ＳＭＡＲＴｅｒ© ＲＡＣＥ ５′ ／ ３′ Ｋｉｔ 试剂盒

（ＴａＫａＲａ） 说明书， 采用降落 ＰＣＲ 和巢式 ＰＣＲ 扩

４５２１



５ 期 马　 亿等： 牧草盲蝽 ＣYＰ６Ａ１３ 和钠离子通道 ＬＰＶＳＳＣ 基因的克隆及参与高效氯氟氰菊酯的抗性分析

表 １　 本实验所用的引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列 （５′ － ３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

目的片段长度 （ｂｐ）
Ｔａｒｇｅｔ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｓｉｚｅ

用途
Ｐｕｒｐｏｓｅ

ＣＹＰ６Ａ１３⁃Ｆ ＧＴＧＧＴＴＴＣＧＧＴＧＧＣＡＴＣＴ

ＣＹＰ６Ａ１３⁃Ｒ ＡＣＣＣＧＴＣＴＴＧＧＣＴＣＴＴＣＡ ９５４
扩增 ＣYＰ６Ａ１３ 基因片段

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣYＰ６Ａ１３ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ

ＣＹＰ６Ａ１３⁃５′ＧＳＰ１ ＡＣＧＡＴＧＡＡＧＣＣＧＡＧＧＡＧＣＡＧＡＧＣＣＧ

ＣＹＰ６Ａ１３⁃５′ＧＳＰ２ ＧＣＣＡＴＣＴＴＴＣＴＴＴＣＴＣＡＧＧＣＴＴＡＣＡＧ ３８３ ５′ＲＡＣＥ

ＣＹＰ６Ａ１３⁃３′ＧＳＰ１ ＧＣＧＡＣＡＧＧＡＡＡＴＡＣＧＣＡＡＧＡＡＴＧＧ

ＣＹＰ６Ａ１３⁃３′ＧＳＰ２ ＴＧＡＴＧＧＡＧＡＣＡＣＴＴＣＧＣＡＡＧＣＡＣＣＣ １７０ ３′ＲＡＣＥ

ＣＹＰ６Ａ１３⁃Ｆ ＧＡＡＡＡＡＡＡＧＡＴＧＴＴＧＡＴＴＣＴＣＣＡＡＣ

ＣＹＰ６Ａ１３⁃Ｒ ＴＡＣＧＡＧＴＡＡＧＣＡＡＧＴＡＴＡＡＣＣＴＡＧＴ １ ５９７
全长序列扩增

Ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｑ⁃ＣＹＰ６Ａ１３⁃Ｆ ＡＧＡＡＡＧＡＴＧＧＣＴＣＧＴＣＡＣＧＡ
ｑ⁃ＣＹＰ６Ａ１３⁃Ｒ ＧＧＧＴＴＣＧＧＧＡＴＴＧＡＧＡＧＡＣＡ

２００
ｑ⁃ＰＣＲ 目的基因

Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ⁃Ｆ ＧＣＣＧＡＡＴＣＣＡＡＣＡＴＧＡＡＣＧＡ

β⁃ｔｕｂｕｌｉｎ⁃Ｒ ＡＡＴＴＧＣＡＧＡＣＴＴＧＧＣＧＴＴＧＴ

ＴＡＦ⁃Ｆ ＴＧＴＡＧＣＧＧＧＣＴＧＡＣＡＣＴＴＴＡ

ＴＡＦ⁃Ｒ ＧＣＧＣＴＴＧＧＡＧＴＴＣＡＣＡＧＴＡＧ

ＲＰＬ３２⁃Ｆ ＡＣＣＡＣＴＣＧＴＴＴＧＣＣＡＴＴＧＡＣ

ＲＰＬ３２⁃Ｒ ＣＴＧＧＡＡＡＣＣＡＣＴＡＧＴＣＣＣＣＡ

１５９

１５６

２３７

ｑ⁃ＰＣＲ 内参基因
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

Ｎａ１⁃Ｆ ＣＣＧＣＣＡＣＡＡＣＡＧＧＧＴＣＣＣＡＴＡＡＴ

Ｎａ１⁃Ｒ ＣＡＧＴＧＧＡＣＴＣＡＡＴＣＧＴＧＧＧＧＧＴＧ

Ｎａ２⁃Ｆ ＧＴＴＴＴＴＣＧＧＣＧＡＣＧＧＡＣＧＣＴＡＴＧＴＡ

Ｎａ２⁃Ｒ ＧＴＣＣＡＣＧＴＴＧＣＣＣＴＴＣＴＣＴＴＧＴＣＣＧ

Ｎａ３⁃Ｆ ＡＴＧＧＧＡＡＴＡＧＡＴＣＴＣＧＧＡＡＡＣＣＴＡＧ

Ｎａ３⁃Ｒ ＴＴＧＡＧＣＴＧＧＴＴＣＴＡＴＡＡＡＡＧＧＡＴＴＧ

Ｎａ４⁃Ｆ ＴＴＡＣＡＡＴＡＣＧＡＡＡＣＧＧＧＡＧＡＴＣＧ

Ｎａ４⁃Ｒ ＴＴＣＡＴＣＴＧＧＴＣＣＣＡＡＡＴＣＡＴＣＣＡ

Ｎａ５⁃Ｆ ＧＣＣＡＣＴＣＣＴＣＧＴＡＣＡＣＣＴＣＧＣＡＣ

Ｎａ５⁃Ｒ ＧＣＣＡＡＣＡＡＧＧＣＧＴＣＴＴＣＣＧＴＡＣＣ

Ｎａ６⁃Ｆ ＴＧＣＴＧＡＧＡＧＴＴＴＴＣＡＡＡＴＴＧＧＣＴＡＡ

Ｎａ６⁃Ｒ ＡＴＡＡＴＧＴＴＴＣＴＴＴＴＧＡＣＣＣＡＧＧＣＡＧ

Ｎａ７⁃Ｆ ＡＣＡＧＴＡＧＴＡＡＴＣＧＧＣＡＡＣＴＴＧＧＴＣＧ

Ｎａ７⁃Ｒ ＡＣＣＴＣＴＴＧＴＡＡＣＡＧＴＴＧＴＣＴＧＧＧＣＡ

Ｎａ８⁃Ｆ ＡＡＴＣＡＴＡＣＧＧＣＡＧＴＣＡＣＡＡＡＣＡＴ

Ｎａ８⁃Ｒ ＡＡＡＴＣＡＧＡＣＡＡＡＣＣＡＡＧＡＧＣＡＣＡ

Ｎａ９⁃Ｆ ＧＧＧＣＧＧＧＴＧＧＴＡＴＴＣＡＧＧＣＡＴＴＣ

Ｎａ９⁃Ｒ ＣＧＣＡＧＧＡＣＴＣＧＡＣＣＧＡＣＴＴＴＧＧＣ

７３７

１ １６９

１ ５２１

１ ５７７

１ ７８３

４９９

６９７

７２３

１ ０１５

钠离子通道
基因扩增

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ
ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ
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增基因的两端。 ＰＣＲ 产物经电泳检测后对目标条

带进行回收纯化， 送至上海生工公司测序。 利用

ＤＮＡＭＡＮ ｖ６. ０ 软件对测序结果与中间片段进行拼

接， 从而得到牧草盲蝽 ＣYＰ６Ａ１３ 基因的 ｃＤＮＡ 全

长序列， 设计包含起始密码子与终止密码子的引

物进行 ＰＣＲ 扩增验证。
１. ３　 牧草盲蝽钠离子通道基因 ｃＤＮＡ 基因的克隆

ＲＮＡ 的提取以及 ｃＤＮＡ 的合成方法同 １. ２。 通

过设计多对特异性引物 （表 １） 对钠离子通道进行

分段扩增。 ＰＣＲ 产物的纯化、 回收方法同 １. ２。 测

序结果使用 ＤＮＡＭＡＮ ｖ６. ０ 软件进行序列拼接。
１. ４　 牧草盲蝽 ＣＹＰ６Ａ１３ 及钠离子通道基因的生

物信息学分析

　 　 利用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 搜索基因的开放阅读框， 利

用 ＤＮＭＡＮ ｖ６. ０ 软件预测等电点、 分子质量； 信

号肽使用 ＳｉｇｎａｌＰ ４. １ Ｓｅｒｖｅｒ 进行预测 （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＳｉｇｎａｌＰ ／ ）； 跨膜区预测

利用 ＴＭＨＭＭ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／
ＴＭＨＭＭ ／ ）； 蛋 白 质 结 构 域 预 测 使 用 ＮＣＢＩ
Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎｓ 工具 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ.
ｎｉｈ. ｇｏｖ ／ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ／ ｃｄｄ ／ ｗｒｐｓｂ. ｃｇｉ）。 同源比较采用

ＮＣＢＩ 网 站 中 的 ＢＬＡＳＴ 工 具 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ ） 和 ＤＮＡＭＡＮ
ｖ６. ０ 软件； 系统进化树构建使用 ＭＥＧＡ ７. ０ 软件

中的邻接法， 重复运行 １ ０００ 次。
１. ５　 ＣＹＰ６Ａ１３ 基因表达谱 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分析

使用 Ｐｒｉｍｅｒ ３. ０ 软件在线设计荧光定量 ＰＣＲ
引物 （表 １）， 内参基因参考贾冰等 （２０１９） 报

道。 采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 测定不同发育期、 不同部位、
不同性别以及不同品系的牧草盲蝽 ＣYＰ６Ａ１３ 基因

ｍＲＮＡ 的表达水平。 ＲＮＡ 的提取以及 ｃＤＮＡ 的合

成方法参考试验 １. ２， ２０ μＬ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 反应总体

系： ｃＤＮＡ 模板 ２ μＬ， 上、 下游引物各 ０. ４ μＬ，
Ｇｏ Ｔａｑ© ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （ Ｐｒｏｍｅｇａ ） １０ μＬ，
Ｎｕｃｌｅａｓｅ⁃Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ ７. ２ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件： ９５℃
预变性 １０ ｍｉｎ； ９５℃ 变性 １５ ｓ， ６０℃ 退火 １ ｍｉｎ，
共 ４０ 个循环； ９４℃ ３０ ｓ， ６０℃ ９０ ｓ 和 ９４℃ １０ ｓ。
每个处理重复 ３ 组， 每组 ３ 次技术重复。
１. ６　 数据分析

采用 ２ － ΔΔＣｔ法分析牧草盲蝽 ＣYＰ６Ａ１３ 基因的相

对表达量 （Ｌｉｖａｋ ｅｔ ａｌ. ， ２００１）， 不同处理下相对

表达量差异显著性分析采用单因素分析 （Ｏｎｅ⁃ｗａｙ

ＡＮＯＶＡ， Ｄｕｎｃａｎ 法）， 雌、 雄间的数据差异显著性

比较采用 ｔ 检验法。 分别应用 ＳＰＳＳ ２０. ０ 软件和

ＭＡＧＥ ７. ０ 软件进行统计分析及构建系统发育进

化树。

２　 结果与分析

２. １　 牧草盲蝽 ＣＹＰ６Ａ１３ 基因的克隆与序列分析

根据牧草盲蝽转录组数据获得的细胞色素

Ｐ４５０ ＣYＰ６Ａ１３ 基因的序列信息， 进行中间片段的

扩增， 得到了 ９５４ ｂｐ 的 ＰＣＲ 产物， 通过获得的中

间片段设计 ３′和 ５′引物进行两端扩增， 分别获得

了 ３′端 ７３２ ｂｐ 和 ５′端 １ ０７１ ｂｐ 的 ＰＣＲ 片段。 拼接

后获 得 了 ＣYＰ６Ａ１３ 基 因 （ ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号：
ＭＮ７８２５２０） 的 ｃＤＮＡ 序列， 全长 ２ ００３ ｂｐ， 开放

阅读框 （ＯＲＦ） 为 １ ５０３ ｂｐ， 编码氨基酸 ５００ 个

（图 １）， ３′ 端具有 ｐｏｌｙＡ 结构。 蛋白分子量为

５７. ２０ ｋＤａ， 等电点 （ ｐＩ） 为 ５. ７７。 无跨膜区域，
无信号肽。 该基因具有 Ｐ４５０ 蛋白质家族特征序

列： 血红素结合基序 ＦＸＸＧＸＸＸＣＸＧ （Ｘ 代表任意

碱基）， Ｋ 螺旋 （ ＥｘｘＲｘｘＰ）， Ｃ 螺旋 （ＷｘｘｘＲ），
以及 ＰＥＲＦ 结构域。 蛋白质亚细胞定位预测该蛋白

位于细胞内质网。 对该蛋白进行了二级结构预测，
结果表明， α⁃螺旋 （ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ） １６６ 个、 ８５ 个延

伸链 （ ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ ） 和 ２４９ 个 无 规 则 卷 曲

（ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ）， 各占 ３３. ２％ 、 １７. ０％和 ４９. ８％ 。
２. ２　 牧草盲蝽 ＣＹＰ６Ａ１３ 同源比对及系统进化

分析

　 　 将牧草盲蝽 ＣYＰ６Ａ１３ 基因编码的氨基酸序列

与 ＮＣＢＩ 数据库中搜索的其他昆虫的 Ｐ４５０ 蛋白进

行氨基酸序列比对， 并采用邻接法 （ ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃
ｊｏｉｎｉｎｇ， ＮＪ） 构建系统进化树 （图 ２）。 如图 ２ 所

示： 牧 草 盲 蝽 ＣＹＰ６Ａ１３ 与 温 带 臭 虫 Ｃｉｍｅｘ
ｌｅcｔｕｌａｒｉｕｓ （ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＸＰ ＿ ０１４２５７０８９. １ ）
的 ＣＹＰ６Ａ１３ 聚集， 二者均为半翅目， 且氨基酸序

列一致性达 ５２. １７％ ； 与同为 ＣＹＰ６ 家族的绿盲蝽

Ａｐｏｌｙgｕｓ ｌｕcｏｒｕｍ ＣＹＰ６Ｘ２ 氨基酸序列进行对比， 一

致性 为 ３０. ３１％ ， 与 同 为 半 翅 目 的 桃 蚜 Ｍｙｚｕｓ
ｐｅｒｓｉcａｅ、 豌豆蚜 Ａcｙｒｔｈｏｓｉｐｈｏｎ ｐｉｓｕｍ 和棉蚜 Ａｐｈｉｓ
gｏｓｓｙｐｉｉ 的 Ｐ４５０ 聚为一支。 综上， 聚类结果表明，
牧草盲蝽 ＣＹＰ６Ａ１３ 蛋白与分类学关系上较为接近

的物种的同源蛋白间有较高的相似度。
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图 １　 牧草盲蝽 ＣYＰ６Ａ１３ 的核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

Ｆｉｇ. １　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＣYＰ６Ａ１３ ｉｎ Ｌｙgｕｓ ｐｒａｔｅｎｓｉｓ
注： 起始密码子和终止密码子使用下划线标出， 预测蛋白含有血红素结合基序 ＦｘｘＧｘｘｘＣｘＧ （Ｘ 代表任意碱基） 使用方

框标出， 阴影标注的是 Ｃ 螺旋 （ＷｘｘｘＲ）， 双下划线为 ＰＥＲＦ 结构域， Ｋ 螺旋 （ＥｘｘＲｘｘＰ） 使用波浪线标注。 Ｎｏｔｅ： Ｓｔａｒｔ
ｃｏｎｄｏｎ ａｎｄ ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｄｏｎ ｗｅｒｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ， ｔｈｅ ｈｅｍｅ ｂｉｎｄｉｎｇ Ｍｏｔｉｆ ｗａｓ ｂｏｘｅｄ， ｗｉｔｈ ａｎ ｏｖａｌ ｌａｂｅｌｅｄ ａｎｄ ａ ｓｈａｄｅｄ Ｃ Ｈｅｌｉｘ
（ＷｘｘｘＲ）， ｔｈｅ ＰＥＲＦ ｄｏｍａｉｎ ｗａｓ ｄｏｕｂｌｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ. Ｋ Ｈｅｌｉｘ （ＥｘｘＲｘｘＰ） ｗｅｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｗａｖｙ ｌｉｎｅ．

图 ２　 牧草盲蝽与其他昆虫 Ｐ４５０ 蛋白的氨基酸序列构建的系统进化树

Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｆｒｏｍ Ｌｙgｕｓ ｐｒａｔｅｎｓｉｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｉｎｓｅｃｔｓ
注： 使用 ＭＥＧＡ ７. ０ 软件中的邻接法构建系统发育树， 采用模型 ｐ 距离 （ｐ⁃ｄｉｓｔａｎｃｅ）， 进化树分支的置信度检测利用

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 进行 １ ０００ 次计算， 分支上的数值表示置信度。 Ｎｏｔｅ： Ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｗａｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ＭＥＧＡ ７. ０ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｎｉｎｇ
（ＮＪ） ｍｅｔｈｏｄ， ｕｓｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｐ⁃ｄｉｓｔａｎｃｅ. Ｔｈｅ ｔｏｐｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ａｎａｌｙｓｅｓ （１ ０００ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ）． Ｎｕｍｂｅｒｓ ａｔ ｎｏｄｅｓ
ｗｅｒｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ.
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２. ３　 牧草盲蝽 ＣＹＰ６Ａ１３ 基因的表达谱分析

采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 对牧草盲蝽 ＣYＰ６Ａ１３ 在不同发

育阶段、 组织部位、 性别、 品系中进行了相对表

达量的测定。 结果表明， 在昆虫的不同发育阶段，
ＣYＰ６Ａ１３ 基因均有表达， 呈上升趋势， 并存在显

著差异 （Ｐ ＜ ０. ０５）， 其中在初羽化成虫体内表达

量最高， 在高龄若虫体内表达量显著高于低龄若

虫 （图 ３⁃Ａ）。 在成虫不同组织部位中， 该基因表

达量差异显著， 在头部的表达量显著高于胸、 腹

部 （Ｐ ＜ ０. ０１） （图 ３⁃Ｂ）。 在不同性别牧草盲蝽成

虫中， ＣYＰ６Ａ１３ 基因的表达在雌、 雄成虫中无显

著差异 （图 ３⁃Ｃ）。 对高效氯氟氰菊酯不同抗性品

系和敏感品系中该基因的表达水平进行测定， 结

果显示两个抗性品系表达量均显著高于敏感品系，
在 Ｒ６、 Ｒ１４品系中表达量分别是敏感品系的 ５. ４５
和 １８. ７４ 倍， 差异显著 （Ｐ ＜ ０. ０５） （图 ３⁃Ｄ）。

图 ３　 牧草盲蝽 ＣYＰ６Ａ１３ 基因在不同处理下的表达量

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｐ４５０ ＣYＰ６Ａ１３ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｆ Ｌｙgｕｓ ｐｒａｔｅｎｓｉｓ
注： １Ｌ， １ 龄； ２Ｌ， ２ 龄； ３Ｌ， ３ 龄； ４Ｌ， ４ 龄； ５Ｌ， ５ 龄； Ｓ， 敏感品系； Ｒ６， 抗性第 ６ 代； Ｒ１４， 抗性第 １４ 代。 柱上不

同字母表示差异显著性 （Ｄｕｎｃａｎ 氏检验， Ｐ ＜ ０. ０５）， ｎｓ 表示雌、 雄成虫间无显著性差异 （ ｔ 检验， Ｐ ＜ ０. ０５）。 Ｎｏｔｅ： １Ｌ，
１ ｓｔ ｉｎｓｔａｒ ｎｙｍｐｈ； ２Ｌ， ２ｎｄ ｉｎｓｔａｒ ｎｙｍｐｈ； ３Ｌ， ３ ｒｄ ｉｎｓｔａｒ ｎｙｍｐｈ； ４Ｌ， ４ ｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｎｙｍｐｈ； ５Ｌ， ５ ｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｎｙｍｐｈ； Ｓ， Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｓｔｒａｉｎ；
Ｒ６， Ｔｈｅ ６ ｔｈ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ； Ｒ１４， Ｔｈｅ １４ ｔｈ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｂｏｖｅ ｂａｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｙ Ｄｕｎｃａｎ,ｓ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｗｈｉｌｅ ｎｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｅｍａｌｅｓ ａｎｄ ｍａｌｅｓ （ ｔ⁃ｔｅｓｔ， Ｐ ＞ ０. ０５）．

２. ４　 钠离子通道 ｃＤＮＡ 基因的克隆与序列分析

牧草盲蝽钠离子通道 ＬＰＶＳＳＣ 序列开放阅读框

６ ０７２ ｂｐ， 编码 ２ ０２４ 个氨基酸， 预测蛋白分子质

量为 ２２８. ９４ ｋＤａ， 等电点 （ ｐＩ） ４. ９９， 有多个跨

膜区域， 无信号肽。 通过已知序列推导了该蛋白

由 ４ 个同源结构域 Ｉ ～ ＩＶ 组成， 每个结构域有 ６ 个

跨膜片段 Ｓ１ ～ Ｓ６。 昆虫所特有的钠离子通道的三

肽基序 ＭＦＭ （１５５１ ～ １５５３） 是保守的 （图 ４）。 在

每个同源域的第 ４ 个跨膜区 Ｓ４ 上都有 ４ ～ ７ 个碱性

氨基酸残基 （ ａｒｇｉｎｉｎｅ ｏｒｌｙｓｉｎｅ， Ｒ 和 Ｋ）， 分别被

两个中性氨基酸分开。 ＭＦＭ 三联体 （均为疏水氨

基酸） 存在于同源域 ＩＩＩ 和 ＩＶ 之间的细胞连接处
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图 ４　 牧草盲蝽钠离子通道核苷酸序列和推导的氨基酸序列分析

Ｆｉｇ. ４　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｌｙgｕｓ ｐｒａｔｅｎｓｉｓ
注： 矩形标注的为同源结构域 （Ｉ ～ ＩＶ） 中的 ６ 个跨膜区域 （Ｓ１ ～ Ｓ６）； 假定与三氯氟氰菊酯抗性相关的突变位点

使用圆圈标注； 黄色高亮为碱性氨基酸； ＭＦＭ 下划线标出。 Ｎｏｔｅ： Ｔｈｅ ｒｅｃｔａｎｇｌｅ ｍａｒｋｓ ｓｉｘ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｇｉｏｎｓ （Ｓ１
～ Ｓ６） ｉｎ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｄｏｍａｉｎ （ Ｉ ～ ＩＶ）； Ｉｔ ｗａｓ ａｓｓｕｍｅｄ ｔｈａｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌａｍｂｄａ⁃ｃｙｐｅｒｍｅｔｈｒｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｗｅｒｅ ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ ｃｉｒｃｌｅｓ； ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｓ ｗｅｒｅ ａｌｋａｌｉｎｅ ｂａｓｅｓ．
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构成疏水域， 与哺乳动物的 ＩＦＭ 模体相对应。
ＤＥＫＡ 模体普遍存在于每个同源域的 Ｓ５ 与 Ｓ６ 之间

的连接环处。 利用 ＮＣＢＩ 搜索其他昆虫的钠离子通

道氨基酸序列， 并构建系统进化树 （图 ５）， 结果

显示半翅目、 鞘翅目、 鳞翅目、 双翅目各聚为一

类， 牧草盲蝽与同为半翅目的绿盲蝽聚为一支，
和温带臭虫亲缘关系较近， 表明牧草盲蝽钠离子

通道蛋白与关系较近的物种的同源蛋白相似度

较高。

图 ５　 牧草盲蝽钠离子通道氨基酸序列与其他昆虫钠离子通道氨基酸序列的系统进化树

Ｆｉｇ. ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ ｆｒｏｍ Ｌｙgｕｓ ｐｒａｔｅｎｓｉｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｉｎｓｅｃｔｓ
注： 使用 ＭＥＧＡ ７. ０ 软件中的邻接法构建系统发育树， 采用模型 ｐ 距离 （ｐ⁃ｄｉｓｔａｎｃｅ）， 进化树分支的置信度检测利用

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 进行 １ ０００ 次计算， 分支上的数值表示置信度， 牧草盲蝽钠离子通道蛋白用三角标注。 Ｎｏｔｅ： Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｔｒｅｅ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＭＥＧＡ ７. ０ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｉｎｓｅｃｔ ｓｏｄｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ （ＮＪ）
ｍｅｔｈｏｄ. ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ ｗｅｒｅ ｉｎ ｂｒａｃｋｅｔｓ. Ｏｎｅ ｔｈｏｕｓａｎｄ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｎｕｍｅｒａｌｓ ａｔ ｎｏｄｅｓ ｗｅｒｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ Ｐ⁃ｖａｌｕｅｓ. Ｔｈｅ ｓｏｄｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ ｏｆ Ｌ. ｐｒａｔｅｎｓｉｓ ｗａｓ ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ ｆｉｌｌｅｄ ｔｒｉａｎｇｌｅ．

２. ５　 高效氯氟氰菊酯抗性、 敏感牧草盲蝽的钠离

子通道跨膜区域比对分析

　 　 根据钠离子通道 ｃＤＮＡ 序列设计引物 Ｎａ６⁃Ｆ、
Ｎａ６⁃Ｒ 扩增并检测 ＩＩＳ４ ～ ＩＩＳ６ 区域是否存在可能的

突变位点。 以抗性 Ｒ１４和敏感 Ｓ 品系的 ｃＤＮＡ 作为

模板进行 ＰＣＲ 扩增， 测序后比对其钠离子通道跨

膜 ＩＩＳ４ ～ ＩＩＳ６ 域， 除存在个别核苷酸多态性外， 并

未发现氨基酸突变位点 （图 ６）。

图 ６　 抗性、 敏感品系的ⅡＳ４ ～ⅡＳ６ 区域测序结果比对

Ｆｉｇ. ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ⅡＳ４ ～ⅡＳ６ ｒｅｇｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ
注： Ｓ， 敏感品系； Ｒ， 抗性品系。 矩形标注的为突变位点 Ｍ９１８ 和 Ｌ１０１４Ｆ。 Ｎｏｔｅ： Ｓ， Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｓｔｒａｉｎ； Ｒ， Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ.
Ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ Ｍ９１８ ａｎｄ Ｌ１０１４Ｆ ｗｅｒｅ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｃｔａｎｇｌｅ．

０６２１



５ 期 马　 亿等： 牧草盲蝽 ＣYＰ６Ａ１３ 和钠离子通道 ＬＰＶＳＳＣ 基因的克隆及参与高效氯氟氰菊酯的抗性分析

３　 结论与讨论

本研究采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 技术克隆获得了

牧草盲蝽细胞色素 Ｐ４５０ ＣYＰ６Ａ１３ 的 ｃＤＮＡ 全长基

因序列， 编码 ５００ 个氨基酸。 构建系统发育树并

进行序列同源性分析， 确认该基因为牧草盲蝽的

Ｐ４５０ ＣYＰ６Ａ１３ 基因。 有研究表明完整的 Ｐ４５０ 氨基

酸序列包含典型的保守 Ｐ４５０ 结构域， 包括 Ｃ 端附

近的血红素蛋白结合区 （ＦｘｘＧｘＲｘＣｘＧ）、 ＰＥＲＦ 结

构域 （ ＰｘＲＦ） 和 Ｋ⁃螺 旋 结 构 （ ＥｘｘＲ） （ Ｌóｐｅｚ
ｅｔ ａｌ. ， ２０１３）， ＥＴＬＲ ｍｏｔｉｆ 在所有 ＣＹＰ６ 家族成员

中均具有保守性， 残基 Ｅ 和 Ｒ 似乎都是保守的

（Ｂｅｒｇｅ ｅｔ ａｌ. ， １９９８）。 选取其他昆虫的 ＣＹＰ６Ａ１３
氨基酸序列与牧草盲蝽的 ＣＹＰ６Ａ１３ 氨基酸序列进

行比对分析， 发现都具有这些保守的结构域。 但

是 ＰＥＲＦ 基序在不同物种的 ＣYＰ６Ａ１３ 基因中出现

不同程度的变化， 表明其功能可能存在差异， 充

分体现了 Ｐ４５０ 酶系功能的多样性。 牧草盲蝽

ＣＹＰ６Ａ１３ 蛋白与分类学关系相近的同源蛋白相似

度较高， 系统进化树显示牧草盲蝽 ＣＹＰ６Ａ１３ 与温

带臭虫氨基酸序列一致性达 ５２. １７％ ； 与同为

ＣＹＰ６ 家族的绿盲蝽 ＣＹＰ６Ｘ２ 氨基酸序列进行比

对， 一致性为 ３０. ３１％ 。
研究发现 ＣYＰ６Ａ１３ 基因在牧草盲蝽的不同发

育阶段均有表达， 且呈现逐渐升高的趋势， 推测

在其生长发育过程中， 需要适应包括杀虫剂在内

的外源有毒物质， Ｐ４５０ 基因在高表达的生长发育

阶段可能增强了对杀虫剂等外源物质的解毒代谢。
该基因在牧草盲蝽成虫头部表达量高于胸腹部，
这与姬继超 （２０１３）、 张坤等 （２０１８） 的研究结果

相似， 这表明基因在不同部位表达、 参与杀虫剂

解毒代谢的程度不同。 除此之外， 该基因是否还

具有其他生物学功能， 有待于进一步研究。 伴随

着杀虫剂筛选剂量的不断提高， 在牧草盲蝽 Ｒ６和

Ｒ１４抗性品系中 ＣYＰ６Ａ１３ 表达量显著升高， 说明很

可能涉及抗药性。 Ｚｈｅｎ 等 （２０１８） 报道了在绿盲

蝽对高效氯氟氰菊酯的抗性品系中， ３ 个 ＣYＰ６ 家

族基因及 ＣYＰ３９5Ｈ１ 的表达量显著升高。 据此， 推

测 ＣYＰ６Ａ１３ 高表达可能介导了牧草盲蝽对高效氯

氟氰菊酯的抗药性， 下一步将深入开展 ＣYＰ６Ａ１３
涉及抗药性的功能研究。

本研究获得了牧草盲蝽的钠离子通道 ＬＰＶＳＳＣ

基 因 ｃＤＮＡ 全 长 序 列 （ ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号：
ＭＷ８２１４８５）， 其 开 放 阅 读 框 ６ ０７２ ｂｐ， 编 码

２ ０２４ 个氨基酸， 包含 ４ 个同源结构域 （ Ｉ ～ ＩＶ），
每个结构域有 ６ 个跨膜片段 （Ｓ１ ～ Ｓ６）。 据前人研

究报道， 钠离子通道 ＩＩＳ４ ～ ＩＩＳ６ 区域包含诸多与菊

酯类杀虫剂击倒抗性 （ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ， kｄｒ⁃ｔｙｐｅ） 相关

的突变位 点 （ Ｈａｄｄｉ ｅｔ ａｌ. ， ２０１２； Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ. ，
２０１７； Ｚａｒｄｋｏｏｈｉ ｅｔ ａｌ. ， ２０１９； Ｍａｅｓｔｒｅ⁃Ｓｅｒｒａｎｏ
ｅｔ ａｌ. ， ２０２０ ）， 例 如： Ｍ９１８Ｔ （ ｓkｄｒ⁃）、 Ｔ９２９Ｉ
（ ｓkｄｒ⁃）、 Ｌ１０１４Ｆ （kｄｒ⁃）， 在许多对菊酯类杀虫剂

产生高抗性的昆虫中均能被检测到， 这些与抗性

相关的突变位点及抗性频率的检测被用来评估田

间种 群 的 抗 性 水 平 及 了 解 抗 性 产 生 的 机 制。
Ｍａｅｓｔｒｅ⁃Ｓｅｒｒａｎｏ 等 （２０２０） 报道了 Ｌ１０１４Ｆ kｄｒ⁃突
变导致了哥伦比亚致倦库蚊 Ｃｕｌｅｘ ｑｕｉｎｑｕｅｆａｓcｉａｔｕｓ
对拟除虫菊酯杀虫剂产生抗药性； Ｚｈｅｎ 等 （２０１６）
报道了在绿盲蝽的高效氯氟氰菊酯抗性田间种群

中， 经检测钠离子通道 ＩＩＳ４ ～ ＩＩＳ６ 区域 Ｌ１０１５Ｆ 的

突变率达到 ５０％ ， 而未产生高抗性的田间种群中

均没有检测到突变发生。 Ｃｈｅｎ 等 （２０１７） 发现对

高效氯氰菊酯和溴氰菊酯高抗性的棉蚜田间种群，
同样在钠离子通道 ＩＩＳ４ ～ ＩＩＳ６ 区域， 产生了 Ｍ９１８Ｌ
的突变， 且高于 ８３. ３％ 的个体是杂合子。 本研究

中， 对高效氯氟氰菊酯抗性、 敏感牧草盲蝽钠离

子通道 ＩＩＳ４ ～ ＩＩＳ６ 跨膜区域进行测序比对分析， 由

于测序时接头引物的干扰， 尽管序列开头和结尾

１０ ｂｐ 左右碱基不能准确判读， 个别碱基存在简并

性， 但最终翻译的氨基酸序列并未发生改变， 所

以在这段被报道发生抗性突变位点最多的区域，
室内筛选的抗性品系并未检测到突变位点存在，
这可能是抗性倍数较低所致。 接下来将进一步对

田间种群进行检测， 明确田间是否已产生抗性突

变位点的牧草盲蝽个体或种群。
本研究克隆获得了牧草盲蝽的 Ｐ４５０ ＣYＰ６Ａ１３

和钠离子通道 ＬＰＶＳＳＣ ｃＤＮＡ 全长基因， 进行了序

列分析、 ＣYＰ６Ａ１３ 基因的表达谱测定及钠离子通

道 ＩＩＳ４ ～ ＩＩＳ６ 跨膜区域突变位点检测， 为明确

ＣYＰ６Ａ１３ 基因和钠离子通道涉及牧草盲蝽对高效

氯氟氰菊酯抗药性分子机制的研究奠定了基础，
为下一步深入开展细胞色素 Ｐ４５０ 的生物学功能研

究和检测田间种群的抗性突变发生与抗性频率奠

定了基础， 同时为制定科学、 合理、 有效的化学

防治措施提供了借鉴意义。
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Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅcｏｎｏｍｉc Ｅｎｔｏｍｏｌｏgｙ， ２０２１， １１４ （２）： ８９１ － ９０２．
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４４ （１２）： ５ － ７. ［张倩， 刘永强， 陆宴辉， 等 . ４ 种杀虫剂对绿
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Ｚｈａｏ ＭＨ， Ｄｏｎｇ ＹＤ， Ｒａｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ. Ｓｏｄｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ
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Ｖｅcｔｏｒｓ， ２０１４， ７ （１）： ３６９．

Ｚｈｅｎ Ｃ， Ｇａｏ Ｘ. Ａ ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎ （ Ｌ１０１５Ｆ） ｏｆ ｔｈｅ ｖｏｌｔａｇｅ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
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ａ ｌａｍｂｄａ⁃ｃｙｈａｌｏｔｈｒｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｐｏｌｙgｕｓ ｌｕcｏｒｕｍ
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