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江苏 Q 型烟粉虱抗性监测及其靶标基因克隆
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摘 要 应用成虫浸叶生测法研究了江苏省扬州、无锡和东台 3 个地区 Q 型烟粉虱 Bemisia tabaci(Gennadius)

田间种群对 5 种杀虫剂的抗药性。结果表明，与相对敏感种群相比，Q 型烟粉虱田间种群已对氯氰菊酯和吡虫

啉产生了低到中等水平抗性，对阿维 菌 素 仍 然 表 现 敏 感。进 一 步 通 过 RCR 扩 增 获 得 了 长 度 分 别 为 287 bp 和

184 bp 的烟粉虱乙酰胆碱酯酶 ace1 和 para-同源钠离子通道基因片断。序列分析表明，江苏 Q 型烟粉虱存在与

有机磷抗性相关的乙酰胆碱酯酶 F331W 突变和与拟除虫菊酯抗性相关的钠离子通道 L925I 和 T929V 突变。
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Abstract The levels of resistance in three field populations of the Bemisia tabaci Q-biotype from Yangzhou，Dongtai

and Wuxi in Jiangsu Province to five representative insecticides were determined using the leaf dipping method. The

result show that these three populations had low to moderate levels of resistance to cypermethrin and imidacloprid，but

remain largely susceptible to abamectin compared to a relatively susceptible population. Two fragments of the B. tabaci

acetylcholinesterase enzyme ace1 and para-type voltage gated sodium channel gene，with respective lengths of 287 bp

and 184 bp，were amplified by PCR. Sequence analysis suggested the presence of the F331W mutation in

acetylcholinesterase ace1 and L925I and T929V mutations in the sodium channel gene，mutations associated with

resistance to organophosphate and pyrethroid insecticides，respectively.
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烟 粉 虱 Bemisia tabaci(Gennadius) 属 同 翅 目

Homoptera、粉虱科 Aleyrodidae、小 粉 虱 属 Bemisia，

可通过吸 取 寄 主 植 物 汁 液 而 危 害 棉 花、烟 草、蔬

菜、花卉等多种经济作物，是一种世界性的重要害

虫;同时，还 可 传 播 110 多 种 植 物 病 毒，是 重 要 的

传毒介体( Jones，2003)。根据其寄主范围、危害习

性和传毒能 力 等 方 面 的 差 异，烟 粉 虱 又 可 分 为 多

种生物型，其中 B 型 烟 粉 虱 是 近 二 十 年 来 入 侵 世

界各国并暴发 成 灾 的 一 种 世 界 性 重 要 害 虫 ( 罗 晨

等，2002;褚 栋 等，2004)。近 年 来，Q 型 烟 粉 虱 在

一些国家和 地 区 的 危 害 逐 渐 加 重，并 呈 进 一 步 传

播蔓延趋势。褚栋等(2005) 利用细胞色素氧化酶

Ⅰ(COⅠ) 基因作为分子标记，通过同源性分析证

实采自云南昆明市郊呈贡县斗南花卉市场一品红

植株上的烟粉虱为 Q 生物型，这也是我国发现 Q
型烟粉虱 的 首 次 报 道。随 后，在 北 京、河 南、浙 江

和山东 等 地 也 相 继 发 现 Q 型 烟 粉 虱 (Chu et al. ，

2006;徐婧 等，2006;Chu et al. ，2007)。最 近，对
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北京、河北、江苏、安徽、浙江、上海、福建等地区的

烟粉虱生物型 监 测 发 现，Q 型 正 在 逐 步 取 代 B 型

成为烟粉虱 的 优 势 生 物 型 ( 沈 媛 等，2010;潘 慧 鹏

等，2010)。
烟粉虱寄 主 范 围 广、繁 殖 力 强、世 代 重 叠、种

群增长迅速，目 前 国 内 外 对 烟 粉 虱 的 治 理 主 要 依

赖于化学防 治，而 大 量 化 学 杀 虫 剂 的 使 用 导 致 烟

粉虱抗药性 问 题 日 益 突 出，目 前 烟 粉 虱 已 对 包 括

有机磷、拟除虫菊酯、氨基甲酸酯、新烟碱类、昆虫

生长调节剂等在内的多种杀虫剂产生不同程度的

抗性 ( Elbert and Nauen，2000;Kady and Devine，

2003;何玉仙和黄建，2005;Roditakis et al. ，2005;

马德英等，2007)。已 有 研 究 结 果 表 明，烟 粉 虱 的

抗药性机制 包 括 酯 酶、多 功 能 氧 化 酶 和 谷 胱 甘 肽

S-转移酶代谢 作 用 增 强、乙 酰 胆 碱 酯 酶 不 敏 感 和

钠离 子 通 道 基 因 突 变 引 起 的 神 经 敏 感 性 降 低

(Byrne et al. ，2000;王 利 华 和 吴 益 东，2004; 何 玉

仙和黄建，2005;Wang and Wu，2007;Alon et al. ，

2008; Karunker et al. ，2008; Tsagkarakou et al. ，

2009; Wang et al. ，2009)。本 文 对 江 苏 扬 州、东

台、无锡 3 个地区 Q 型 烟 粉 虱 田 间 种 群 进 行 了 抗

性监测，并克隆 了 Q 型 烟 粉 虱 乙 酰 胆 碱 酯 酶 ace1
基因和钠离 子 通 道 基 因 片 段，旨 在 为 在 江 苏 地 区

Q 型烟 粉 虱 的 化 学 防 治 和 抗 性 治 理 提 供 科 学 依

据。

1 材料与方法

1. 1 供试烟粉虱种群

供试烟粉虱于 2009 年 7 － 9 月份采集自江苏

省扬 州、无 锡 和 东 台 3 个 地 区 的 田 间 大 棚 内 ( 表

1)。田间采 集 的 烟 粉 虱 成 虫，在 养 虫 室 内 用 常 规

棉( 泗棉 3 号) 饲养 1 代，取 混 合 日 龄 成 虫 进 行 毒

力测定。各地区烟粉虱种群经生物型鉴定均属 Q
生物型。烟 粉 虱 相 对 敏 感 种 群 于 2000 年 采 集 于

中国农业科 学 院 蔬 菜 花 卉 研 究 所 温 室 内，长 期 未

接触药剂饲养。
1. 2 供试药剂

80% 敌敌畏 Dichlorvos 乳油( 南通江山农药化

工股份有限公司) ;20% 丁硫克百威 Carbosulfan 乳

油( 天 津 绿 亨 化 工 有 限 公 司 ) ; 10% 氯 氰 菊 酯

Cypermethrin 乳油( 江苏扬农化工集团有限公司) ;

10% 吡虫啉 Imidacloprid 可湿性粉剂( 安徽华星化

工股份有限公司) ;1. 8% 阿维菌素 Abamectin 乳油

( 河北省邯郸市瑞田农药有限公司)。
表 1 烟粉虱来源和寄主植物

Table1 Origins and host plants of B. tabaci

populations

种群

Population
采集地

Location

寄主

Host-

plant

采集时间

Date of

collection

生物型

Biotype

YZ
扬州

Yangzhou
非洲菊

Gerbera
2009. 7 Q

WX
无锡

Wuxi
黄瓜

Cucumber
2009. 7 Q

DT
东台

Dongtai
辣椒

Capsicum
2009. 9 Q

BJ
北京

Beijing
甘蓝

Cabbage
2000. 8 B

注:种群字母缩写下表同。The letters of population are same

for Table 2.

1. 3 生物测定

参照 Feng 等(2010) 的成虫浸叶生测法。用打

孔器将新鲜、平展甘蓝叶片打成直径 22 cm 小圆片，

在系列浓度药液中浸渍 10 s 并晾干，将叶片正面向

下平铺于已加好琼脂(2 mL 15 g /L) 的平底玻璃管

中。每管接入 20 ～ 25 头成虫，每个浓度 4 个重复。
将指形管倒置于 25℃、L∶ D = 14 ∶ 10 培养箱中，

48 h 后检查死亡率。采用死亡率机率值分析法计

算毒力回归线和致死中浓度(LC50 ，mg /L)。
1. 4 乙酰胆碱酯酶和钠离子通道克隆

1. 4. 1 烟 粉 虱 基 因 组 DNA 提 取 基 因 组 DNA
提取方法参照沈媛等(2010)。用解剖针挑取单头

烟粉虱，用双蒸水充分洗涤后，置于含有 30 μL 提

取裂解液( l% SDS，500 mmol /L Tris-HCI，20 mmol /
L NaCI，1mmol /L EDTA，200 mg /mL 蛋 白 酶 K) 离

心管中，用封口枪头充分研磨成匀浆，用涡旋仪将

匀浆充分混匀 后 置 于 56℃ 恒 温 水 浴 中 温 浴 2 ～ 3
h，再置于 95℃ 水 浴 中 温 浴 10 min 以 灭 活 蛋 白 酶

K，将离心管短暂离心后置于 － 20℃ 冰箱中保存备

用。每个田间种群随机选取 2 头个体用于提取基

因组 DNA。
1. 4. 2 PCR 扩增与基因 克 隆 参 照 Tsagkarakou
等(2009) 的 报 道 分 别 合 成 烟 粉 虱 乙 酰 胆 碱 酯 酶

ace1 基 因 特 异 性 上 游 引 物 BtAcHE1F1 ( 5′ －
TAGGGATCTGCGACTTCCC － 3′)
和下游引物 BtAcHE1R1(5′ － GTTCAGCCAGTCCG
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TGTACT － 3′) 以及钠离子通道基因特异性上游引

物 Bt-Kdr-F1 ( 5′ － GCCAAATCCTGGCCAACT －
3′) 和 下 游 引 物 Bt-kdr-RIntr1 ( 5′ －
GAGACAAAAGTCCTGTAGC － 3′)。25μL PCR 反

应 体 系 中 含: 17. 5 μLddH2O; 2. 5μL10 × raction
buffer;2 μL 25 mmol /L MgCl2 ;0. 5 μL 10mmol /L
dNTP;0. 5 μL10 μmol / L 上游 /下游引物;1 μL 10
× Taq DNA 聚合酶;1μL gDNA 模板。PCR 扩增条

件为 94℃ 预变性 5 min;94℃ 变性 30 s，60 ～ 51℃
( 每个循环降低 1℃ ) 退火 30 s，72℃ 延伸 30 s，循

环 10 次;94℃ 变性 30 s，50℃ 退火 30 s，72℃ 延伸

30 s，循环 25 次;72℃ 延伸 10 min。PCR 产物经基

因纯化 试 剂 盒 纯 化 后，克 隆 于 pGEM-T vector 上，

送上海生工生物工程技术服务有限公司用通用引

物进行序列测定。

2 结果与分析

2. 1 抗性测定

采用浸叶 法 分 别 测 定 了 扬 州、无 锡 和 东 台 3
个 Q 型烟粉虱田间种群对敌敌畏、丁硫克百威、氯

氰菊酯、吡虫啉和阿维菌素 5 种药剂的抗药性( 表

1)。从表 1 可以看出，与 B 型 烟 粉 虱 相 对 敏 感 种

群相比，在 LC50 水 平 上，扬 州、无 锡 和 东 台 种 群 对

氯氰菊酯的抗性指数分别为 5. 28、6. 68 和 17. 59，

对吡虫啉的抗性指数分别为 5. 10、42. 50 和 31. 60
倍。3 个田间种群对阿维菌素和丁 硫 克 百 威 较 敏

感，LC50 分 别 为 0. 0073 ～ 0. 020 mg /L 和 50. 18 ～
116. 50mg /L。此外，由 于 本 研 究 所 采 用 的 相 对 敏

感品系对敌敌畏较不敏感(LC50 为 336. 28 mg /L) ，

尽管 敌 敌 畏 对 Q 型 烟 粉 虱 田 间 种 群 LC50 高 达

571. 78 ～ 1 066. 99 mg /L，但与相对敏感种群相比，

抗性倍数较低，仅为 1. 70 ～ 3. 17 倍。
2. 2 烟粉虱乙酰胆碱酯酶片段克隆

通过 PCR 扩增获得了长度为 287 bp 的 Q 型

烟粉虱田间种群乙酰胆碱酯酶基因 ace1 片段 ( 图

1)。序列比对发现，江苏地区不同种群 Q 型 烟 粉

虱 ace1 序列完全一致，并且与 Alon 等(2008) 报道

的烟 粉 虱 敏 感 品 系 SUD-S 乙 酰 胆 碱 酯 酶 基 因

(GenBank 登 录 号 EF675188) 相 比，139 和 140 位

碱基分别由 T 和 C 突变为 G 和 G。这两个碱基突

表 2 Q 型烟粉虱田间种群对 5 种药剂的抗性

Table 2 Resistance in field populations of Q type B. tabaci to five insecticides

种群

Populations
药剂

Insectcides
斜率( ± SE)

Slope( ± SE)
LC50 (mg /L)

95% 置信限

95% FL
抗性倍数

RF

BJ

敌敌畏 Dichlorvos 1. 13( ± 0. 055) 336. 28 262. 86 ～ 430. 23

丁硫克百威 Carbosulfan 1. 12( ± 0. 10) 441. 27 332. 36 ～ 585. 88 －

氯氰菊酯 Cypermethrin 1. 27 ( ± 0. 048) 137. 21 110. 36 ～ 170. 59 －

吡虫啉 Imidacloprid 1. 12( ± 0. 08) 8. 72 6. 40 ～ 11. 89 －

阿维菌素 Abamectin 2. 16( ± 0. 14) 0. 12 0. 10 ～ 0. 14 －

YZ

敌敌畏 Dichlorvos 1. 18( ± 0. 25) 571. 78 411. 86 ～ 977. 74 1. 70

丁硫克百威 Carbosulfan 1. 23( ± 0. 19) 116. 50 85. 56 ～ 156. 34 0. 26

氯氰菊酯 Cypermethrin 0. 93( ± 0. 21) 724. 66 510. 08 ～ 1034. 4 5. 28

吡虫啉 Imidacloprid 1. 39( ± 0. 33) 44. 48 31. 69 ～ 70. 54 5. 10

阿维菌素 Abamectin 1. 65( ± 0. 19) 0. 0073 0. 0057 ～ 0. 0091 0. 06

WX

敌敌畏 Dichlorvos 1. 23( ± 0. 18) 1066. 99 780. 9 ～ 1727. 58 3. 17

丁硫克百威 Carbosulfan 0. 63( ± 0. 14) 54. 31 31. 20 ～ 153. 04 0. 12

氯氰菊酯 Cypermethrin 1. 06( ± 0. 14) 916. 73 699. 64 ～ 1265. 08 6. 68

吡虫啉 Imidacloprid 0. 94( ± 0. 12) 371. 36 246. 48 ～ 721. 50 42. 50

阿维菌素 Abamectin 3. 02( ± 0. 38) 0. 015 0. 0068 ～ 0. 0221 0. 13

DT

敌敌畏 Dichlorvos 1. 47( ± 0. 27) 574. 13 409. 14-755. 60 1. 71

丁硫克百威 Carbosulfan 1. 01( ± 0. 20) 50. 18 24. 10 ～ 76. 10 0. 11

氯氰菊酯 Cypermethrin 2. 11( ± 0. 30) 2413. 93 1902. 67 ～ 2995. 53 17. 59

吡虫啉 Imidacloprid 1. 15( ± 0. 29) 275. 41 183. 59 ～ 406. 41 31. 60

阿维菌素 Abamectin 1. 31( ± 0. 22) 0. 020 0. 0126 ～ 0. 0276 0. 17
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变导致相当于电鳐 Torpedo californica 乙酰胆碱酯

酶序 列 第 331 位 氨 基 酸 由 苯 丙 氨 酸 变 为 色 氨 酸

(F331W) ( 图 1)。
2. 3 烟粉虱钠离子通道片段克隆

通过 PCR 扩增获 得 了 长 度 为 184 bp 的 Q 型

烟粉虱田间 种 群 钠 离 子 通 道 基 因 IIS4-5 片 段 ( 图

2)。与 Morin 等 (2002) 报 道 的 烟 粉 虱 敏 感 品 系

SUD-S 钠 离 子 通 道 基 因 ( GenBank 登 录 号

AJ440727) 序列相比，扬 州、无 锡 和 东 台 Q 型 烟 粉

虱田间种群钠离子通道基因第 73 和 74 位碱基分

别由 A 和 C 突变为 G 和 T，并导致相当于家蝇钠

离子通道序列第 929 位氨基酸由苏氨酸变为缬氨

酸(T929V)。此外，在 扬 州 和 无 锡 Q 型 烟 粉 虱 田

间种群中，还发现了钠离子通道基因第 61 位碱基

突变(T 突变为 A) ，并导致了第 925 位亮氨酸到异

亮氨酸的突变(L925I)。

图 1 Q 型烟粉虱田间种群乙酰胆碱酯酶基因片段核甘酸和编码氨基酸序列

Fig. 1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of the acetylcholinesterase gene

fragment amplified from field populations of B. tabaci Q-biotype.

加阴影碱基代表抗性相关突变位点。

The resistance-associated mutation is in bold face.

图 2 Q 型烟粉虱田间种群钠离子通道基因片段核甘酸和编码氨基酸序列

Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of the sodium channel gene

fragment amplified from field populations of B. tabaci Q-biotype

加阴影碱基代表抗性相关突变位点

The resistance-associated mutation is in bold face.

3 讨论

抗性监测是抗性治理的基础。目前国内关于

烟粉虱抗性监测的报道还不多。何玉仙等(2007)

采用成虫浸 叶 生 测 法 测 定 了 我 国 福 建 省 福 州、漳

州、龙岩、三明、南平、宁德等地烟粉虱田间种群对

多种杀虫剂的抗性，结果表明，福建省 6 个烟粉虱

田间种群对氯 氟 氰 菊 酯、甲 氰 菊 酯、氯 氰 菊 酯、溴

氰菊酯、乙酰 甲 胺 磷、毒 死 蜱 产 生 了 高 水 平 抗 性，

对乐果产生 了 中 等 水 平 抗 性，对 敌 敌 畏 产 生 了 中

等偏低水平 的 抗 性。此 外，除 了 漳 州 种 群 已 对 吡

虫啉、啶虫脒和噻虫嗪产生了中等水平抗性外，其

他地区烟粉虱种群对这 3 种新烟碱类杀虫剂的抗

性水平仍 然 较 低，甚 至 不 明 显。马 德 英 等 (2007)
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应用浸叶法研究了新疆 B 型烟粉虱对杀虫剂的抗

药性，发现被 测 种 群 对 氯 氰 菊 酯 和 联 苯 菊 酯 的 抗

性指数分别为 2 100 ～ 6 200 和 1 000 ～ 2 200 倍，

对吡虫啉和噻虫嗪抗性指数分别为 4 ～ 86 和 10 ～
22 倍。最近，Luo 等(2010) 对浙江杭州、江苏南京

和湖北武汉 3 个 Q 型烟粉虱田间种群以及新疆乌

鲁木齐和北京 2 个 B 型烟粉虱田间种群的抗性监

测发现，Q 型 和 B 型 烟 粉 虱 对 联 苯 菊 酯、氯 氰 菊

酯、阿维菌素和吡丙醚的抗性水平差异不大，但与

对啶虫脒、吡 虫 啉 和 噻 虫 嗪 保 持 较 高 敏 感 性 的 B
型烟 粉 虱 田 间 种 群 相 比，Q 型 烟 粉 虱 田 间 种 群 已

对这 3 种新烟碱类杀虫剂产生了 20 ～ 170 倍的抗

性，表明新烟 碱 类 杀 虫 剂 的 广 泛 使 用 可 能 对 混 合

生物型地区的 Q 型 烟 粉 虱 具 有 潜 在 的 选 择 作 用。
本文对江苏扬州、无 锡 和 东 台 3 个 地 区 Q 型 烟 粉

虱田间种群 的 抗 性 监 测 结 果 表 明，与 相 对 敏 感 种

群相 比，Q 型 烟 粉 虱 田 间 种 群 已 对 氯 氰 菊 酯 和 吡

虫 啉 产 生 低 至 中 等 水 平 的 抗 性，LC50 分 别 达

724. 66 ～ 2 413. 93 mg /L 和 44. 48 ～ 371. 36 mg /L，

对敌敌畏也较不敏感，LC50 高达 571. 78 ～ 1 066. 99
mg /L。但 3 个 种 群 对 阿 维 菌 素 都 表 现 敏 感，LC50

仅为 0. 0073 ～ 0. 020 mg /L。因 此，在 江 苏 地 区 应

限制氯氰菊酯、吡虫啉和敌敌畏的使用，同时将阿

维菌素纳入烟粉虱的综合治理和抗药性治理策略

中。
点突变而产生的杀虫剂靶标分子的结构变化

( 靶标抗性) 是昆虫对杀虫剂产生抗性的一个重要

机制。Alon 等(2008) 研究发现，以色列 B 型烟粉

虱对有机磷的抗性与乙酰胆碱酯酶基因 ace1 位于

第 331 位苯丙氨酸到色氨酸突变(F331W) 密切相

关。随后，应用 PCR-RFLP 技术对 15 个希腊 Q 型

烟粉 虱 田 间 种 群 的 抗 性 基 因 频 率 检 测 发 现，

F331W 突变存在于所有检测的 Q 型烟粉虱个体中

(Tsagkarakou et al. ，2009)。在 烟 粉 虱 对 拟 除 虫

菊酯靶标抗性研究方面，Morin 等(2002) 对美国亚

利桑那州 B 型 烟 粉 虱 田 间 品 系 的 研 究 发 现，经 区

分剂量处理存 活 的 76 头 雄 成 虫 钠 离 子 通 道 基 因

IIS4-5 细胞内片段接头处都存在 位 于 第 925 位 亮

氨酸到 异 亮 氨 酸 的 突 变 ( L925I) ，而 在 死 亡 的 88
头个体中，只 有 9 头 发 现 L925I 突 变，表 明 L925I
突变与 B 型 烟 粉 虱 对 拟 除 虫 菊 酯 的 抗 性 密 切 相

关。随后，王 利 华 和 吴 益 东 (2004 ) 通 过 RT-PCR
克隆了 B 型烟粉虱南京种群的钠离子通道结构域

ⅡS4-6 cDNA 片段，证实了与拟除虫菊酯抗性相关

的是 L925I 突 变。最 近，Roditakis 等 (2006) 对 一

个拟除虫菊酯抗性选育 Q 型烟粉虱种群的研究发

现，与敏感种群相比，抗性选育种群存在 L925I 和

位于第 929 位苏氨酸到缬氨酸(T929V) 两个突变。
本文对江苏扬州、东台、无锡 3 个地区 Q 型烟粉虱

田间种群的乙酰胆碱酯酶基因 ace1 和钠离子通道

基因的序列分析发 现，江 苏 Q 型 烟 粉 虱 田 间 种 群

存在与 有 机 磷 抗 性 相 关 的 乙 酰 胆 碱 酯 酶 F331W
突变 和 与 拟 除 虫 菊 酯 抗 性 相 关 的 钠 离 子 通 道

L925I 和 T929V 突变。今后有必要进 一 步 利 用 分

子生物学方法对江苏和其他地区烟粉虱乙酰胆碱

酯酶和钠离 子 通 道 的 突 变 频 率 进 行 检 测，从 而 为

烟粉虱的抗性治理提供依据。
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