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二斑叶螨对联苯菊酯抗药性的 PASA 快速 

检测技术建立与应用* 

王  玲**  张友军  吴青君  谢  文  王少丽*** 
（中国农业科学院蔬菜花卉研究所 北京，100081） 

摘  要  【目的】 二斑叶螨 Tetranychus urticae Koch 是世界性的重要农业害螨，其抗药性发展严重阻    

碍了对该螨的科学防控。为了实现田间二斑叶螨对菊酯类杀虫剂抗药性的早期快速检测，本研究拟建立   

二斑叶螨对联苯菊酯的特异性等位基因 PCR（PCR amplification of specific alleles，PASA）检测技术。     

【方法】 玻片浸渍法测定了联苯菊酯对二斑叶螨不同种群的毒力，克隆了二斑叶螨钠离子通道结构域

IIIS6的 DNA片段，基于该片段中包含的抗性和敏感种群中的点突变，建立了 PASA检测技术，并应用于

二斑叶螨不同种群中抗性基因 F1538I 点突变频率的检测。【结果】 与室内相对敏感种群相比，二斑叶螨

北京通县和海南三亚种群均对联苯菊酯产生了抗药性，LC50分别为 1 982.6 mg/L和 2 767.4 mg/L，抗性倍

数分别为 6.0 倍和 8.4 倍；PASA 检测结果表明二斑叶螨室内相对敏感种群中存在杂合子个体，F1538I 点

突变频率为 10.0%，而北京通县和海南三亚种群中该突变频率则分别达 50.0%和 53.3%。【结论】 建立的

PASA技术可以快速检测二斑叶螨田间种群是否存在与击倒抗性相关的基因点突变，从而判断其对菊酯类

杀虫剂的抗药性发展。 

关键词  二斑叶螨，联苯菊酯，抗药性，特异性等位基因 PCR 

Establishment and application of the PASA technique of resistance 
detection to bifenthrin resistance in Tetranychus urticae Koch 

(Acari: Tetranychidae) 

WANG Ling**  ZHANG You-Jun  WU Qing-Jun  XIE Wen  WANG Shao-Li*** 

(Institute of Vegetables and Flowers, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, China) 

Abstract  [Objectives]  The two spotted spider mite, Tetranychus urticae Koch, is an important agricultural pest. Pesticide 

resistance seriously impairs the ability to control this pest. We developed a PCR amplification of specific alleles (PASA) 

technique in order to detect resistance of T. urticae to pyrethroids. [Methods]  The toxicities of bifenthrin to different T. 

urticae populations were determined using the slide-dip method. The DNA fragment in IIIS6 of the para-type sodium channel 

protein of T. urticae was cloned. A PASA technique was developed based on the point mutation of F1538I and was used to 

measure the point mutation frequencies of different T. urticae populations. [Results]  Compared to a relatively susceptible 

strain, field populations collected from Tongxian, Beijing and Sanya, Hainan exhibited resistance to bifenthrin with the LC50 

values of 1 982.6 mg/L and 2 767.4 mg/L, which are 6.0- and 8.4-fold respectively, higher than that of the susceptible strain. 

PASA genotyping results indicate that the F1538I mutation frequency was 10.0% in heterozygotes in the susceptible strain, 

whereas mutation frequencies as high as 50.0% and 53.3% were found in the Beijing and Hainan populations, respectively. 

[Conclusion]  The PASA technique can be used to detect gene mutations in wild populations of T. urticae that are indicative 
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of resistance to bifenthrin. 

Key words  Tetranychus urticae, bifenthrin, insecticide resistance, PCR amplification of specific alleles 

 
 

二斑叶螨 Tetranychus urticae Koch 属蛛形

纲 Arachnida、真螨目 Acariformes、叶螨属

Tetranychus，是一种广泛分布于世界各地的重要

农业害螨，其食性杂，寄主植物超过 1 000 种

（Dermauw et al.，2013），可为害包括蔬菜、

果树、棉花等在内的多种重要农作物，严重阻碍

着农业生产的健康发展（van Leeuwen et al.，

2010；洪晓月等，2013）。尽管在很多保护地内，

二斑叶螨的生物防治被证实是很成功的（Opit  

et al.，2004，2009；徐学农等，2011），然而在

我国，化学防治仍是其主要的防治手段。二斑叶

螨因其繁殖力强、可孤雌生殖、发育历期短等特

点极易产生抗药性，据报道二斑叶螨现已对传统

的有机磷、菊酯类和氨基甲酸酯类杀虫剂以及新

型的杀虫杀螨剂均产生了不同程度的抗药性（孟

和生等，2001；van Leeuwen et al.，2010），而

监测二斑叶螨对不同杀虫杀螨剂的抗性发展是

该螨化学防控及其抗药性治理的前提。 

联苯菊酯是一种菊酯类杀虫杀螨剂，具有快

速的触杀、胃毒作用，杀虫谱广等特点，该类杀

虫剂作用于昆虫神经系统的钠离子通道，延长钠

离子通道开放时间，引起重复后放（王建军等，

2002；唐振华等，2004）。菊酯类药剂在我国的

使用历史较长，大量、单一和频繁使用，使包括

二斑叶螨在内的多种害虫不可避免地产生了抗

药性。王开运等（2002）报道山东地区二斑叶螨

田间种群对菊酯类杀虫剂产生了抗药性；宫亚军

等（2011）发现北京多个地区桃蚜 Myzus persicae 

Sulzer 种群对高效氯氰菊酯均已产生高水平抗

性；此外，刘庆娟等（2012）发现二斑叶螨对菊

酯类杀虫剂产生抗性后，体内谷胱甘肽-S-转移

酶活性发生了显著变化。昆虫对菊酯类杀虫剂产

生抗性后，除了解毒酶活性发生变化外，最常见

的抗药性机制是神经靶标的敏感性下降，即击倒

抗性（Knock down resistance，简称为 kdr）

（Morin，2002；Defaix and Lapied 2005；Tan  

et al.，2005）。目前已经在多种昆虫中发现了与

击倒抗性有关的钠离子通道基因发生点突变的

报道（Soderlund and Knipple，2003；王利华和

吴益东，2004；Dong，2007；John and Kathleen，

2013）。研究发现，二斑叶螨对联苯菊酯的高抗

性种群中发现靶标基因 kdr 的第 III 结构域中的

S6跨膜片段中，出现了 F1538I的点突变，该点

突变被证实与菊酯类杀虫剂的抗药性密切相关

（Tsagkarakou et al.，2009），随后在朱砂叶螨

T. cinnabarinus对甲氰菊酯抗性品系中也证实了

该点突变的存在，且该突变与朱砂叶螨对菊酯类

杀虫剂抗药性密切相关（Xu et al.，2013）。田

间二斑叶螨种群是否对菊酯类杀虫剂产生抗药

性常依据室内生物测定结果进行判定，但是这种

传统测定方法需要的试虫量很大，花费时间较

长，且需要特定的测定技术和方法；检测抗药性

相关基因是否存在点突变也常需要对该基因进

行克隆，再进行序列测定及比对才能判定（Xu  

et al.，2013），或者采用定量测序法（Quantitative 

sequencing）（Kwon et al.，2014），但过程相

对繁杂，耗时费力且花费成本较高；因此，开发

简便易操作、成本低的抗药性早期快速检测技术

对于及时明确二斑叶螨对菊酯类杀虫剂的抗药

性具有非常重要的意义。 

本试验基于二斑叶螨对菊酯类杀虫剂抗药

性相关基因发生点突变的基础上（Tsagkarakou  

et al.，2009；Xu et al.，2013），选取二斑叶螨

抗性和敏感种群中包含该基因点突变位点的特

异性片段，采用特异性等位基因 PCR技术（PCR 

amplification of specific alleles，PASA）分别对

抗性和敏感种群中二斑叶螨个体进行特异性扩

增，根据扩增条带的有无直接判别二斑叶螨个体

（种群）的基因型（Huang et al.，2004；Zichova 

et al.，2010），由此简便、快速地实现对二斑叶
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螨种群对联苯菊酯抗药性的高通量检测，为二斑

叶螨的田间防治提供科学依据。 

1  材料与方法  

1.1  供试虫源 

二斑叶螨室内种群由南京农业大学植物保

护学院洪晓月教授馈赠，自 2009 年在室内人工

气候箱内采用海绵叶盘法（杨帅等，2013）饲养

至今，由“碧丰”品种的无虫菜豆苗叶片作为寄

主进行继代饲养，期间未接触任何杀虫剂，作为

室内相对敏感种群进行生物测定和二斑叶螨 kdr

基因点突变频率的检测。饲养条件为（26±1）℃，

光周期为 L︰D=16︰8。 

二斑叶螨田间种群分别采集自北京通县的

草莓寄主上及海南三亚的西瓜寄主上，室内饲养

一代后进行生物测定和二斑叶螨 kdr基因点突变

频率的检测。 

1.2  试剂和仪器 

供试杀螨剂为 10％联苯菊酯乳油，美国富

美实(FMC)公司产品。 

二斑叶螨基因组 DNA提取试剂盒购自北京

百泰克生物技术有限公司，DNA聚合酶为 2×Es 

Taq MasterMix (0.1 U Taq E/μL)购自北京奥赛博

科技发展有限公司。所用引物由上海英竣生物工

程公司合成，序列测序由北京擎科生物工程有限

公司进行。 

主要仪器为 RXZ-380C智能人工气候箱，宁

波江南仪器厂产品。伯乐 S1000 型 PCR 仪，美

国 Bio-Rad公司产品。 

1.3  叶螨雌成螨的生物测定 

二斑叶螨的室内毒力测定参照联合国粮农

组织推荐的标准方法——玻片浸渍法（Slide-dip 

method）（FAO，1980）进行，具体操作过程参

见唐小凤等 (2013)。试验数据采用 Probit软件进

行处理，计算杀螨剂的斜率和 SE值、致死中浓

度 LC50值及其 95%置信限等，计算各田间种群

的抗性倍数（田间种群的 LC50 值/敏感种群的

LC50值）。 

1.4  叶螨基因组 DNA 提取及 PCR 扩增和序列

测定 

单头二斑叶螨雌成螨的基因组 DNA提取方

法采用北京百泰克有限公司的 DNA提取试剂盒

（溶液型），方法参照试剂盒说明书进行。根据

已报道的二斑叶螨敏感与抗性种群中的 kdr序列

中的点突变位点（Tsagkarakou et al.，2009；Xu  

et al.，2013），设计包含此点突变的 kdr片段的

引物对：kdr-Fw：AAG TGG CAA CAT TCA AAG 

GTT，kdr-Rv：GAT GGC TTT CAT TGG TTT 

CTT，扩增室内和田间二斑叶螨种群的基因组

DNA。PCR扩增体系为：2×Es Mix (0.1 U Taq 

E/μL)为 10 μL，DNA模板为 1 μL，上游和下游

引物（各为 10 μmol/L）分别加入 1 μL，最后用

ddH2O补充至 20 μL。PCR扩增在 S1000 PCR仪

上进行，扩增程序为：首先 95℃预变性 3 min；

然后进行 35个循环（95℃变性 30 s，56℃退火

30 s，72℃延伸 1 min），最后在 72℃条件下延

伸 10 min。取 PCR产物 8 μL在 1.2%琼脂糖凝

胶电泳上检测。获得的特异性 PCR 产物经过

DNA 纯化试剂盒（Qiagen）纯化后，送北京擎

科生物技术有限公司用上游和下游引物（kdr-Fw

和 kdr-Rv）进行双向序列测定。 

1.5  PASA 引物设计及抗性和敏感种群的点突

变检测 

对联苯菊酯抗性和敏感种群的 kdr片段的测

序结果采用 DNAMAN进行序列分析和比较，在

发生点突变的位点的上游设置 PASA引物，抗性

和敏感种群的检测用上游引物分别设计为：

kdr-RF：5′-TTC ATC ATT TTT GGC TCT TCT 

A -3′和 kdr-SF：5′- TTC ATC ATT TTT GGC 

TCT TCT T -3′。kdr-RF引物的 3′末端第一位

核苷酸与突变后的核苷酸一致，而 kdr-SF 引物

的 3′末端第一位核苷酸与突变前的核苷酸一

致，此外，为了增加等位基因特异性 PCR 扩增

的特异性，引物 kdr-RF 和 kdr-SF 的 3′末端的

倒数第 3位核苷酸引入错配碱基C，见方框标注。 

从二斑叶螨抗性、敏感种群中分别挑取 30

头个体进行 PASA 检测。PCR 扩增时和公用的
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下游引物（kdr-Rv）配对进行扩增，kdr-RF 和

kdr-Rv 组成抗性引物对，kdr-SF和 kdr-Rv组成

敏感引物对。抗性引物对和敏感引物对分别对二

斑叶螨抗性种群和敏感种群进行 PCR扩增，共 4

个组合。扩增体系如下：上下游引物（各为 10 

μmol/L）分别加入 1 μL，DNA模板 1 μL，2×Es 

Mix (0.1 U Taq E/μL)为 10 μL，最后加 ddH2O补

足至 20 μL。扩增程序为：94℃预变性 3 min，

随后进行 30个循环（94℃变性 20 s，56℃退火

30 s，72℃延伸 30 s），最后在 72℃条件下延伸

3 min。取样 8 μL在 1.2%琼脂糖凝胶电泳上检测

不同种群二斑叶螨个体基因型的突变结果。同时

在上述每个扩增组合中随机挑选 20 头二斑叶螨

个体，对其 PCR 产物纯化后，采用上游和下游

引物进行双向序列测定，将测序结果与电泳结果

进行对比，验证扩增结果的准确度。 

对于二斑叶螨田间种群，从各种群中随机挑

取 30 头个体，采用上述抗性和敏感引物对及其

扩增方法检测二斑叶螨的 kdr基因型，再根据电

泳条带的有无判断其基因型，计算各种群的 kdr

点突变频率。叶螨个体 F1538I 点突变的等位基

因频率（%）=[（抗性纯合子个体数/检测总个体

数）+（抗性杂合子个体数/检测总个体数/2）]

×100。 

2  结果与分析 

2.1  二斑叶螨不同种群的生物测定 

联苯菊酯对二斑叶螨不同种群的室内毒力

测定结果表明，室内相对敏感种群对联苯菊酯的

致死中浓度 LC50值为 330.3 mg/L，北京通州和

海南三亚的二斑叶螨田间种群对联苯菊酯的

LC50值分别高达 1 982.6 mg/L和 2 767.4 mg/L，

与室内相对敏感种群相比，抗性倍数分别为 6.0

倍和 8.4倍，为低抗性水平（表 1）。 

2.2  二斑叶螨抗性和敏感种群 kdr 基因片段扩

增及序列比对 

采用扩增 kdr 的特异性引物对（kdr-Fw 和

kdr-Rv）扩增二斑叶螨敏感和抗性种群的基因组

DNA，均获得一条 292 bp的特异性片段。 

对联苯菊酯田间抗性和相对敏感种群的 kdr

基因片段进行测序，结果采用 DNAMAN 5.0软

件进行序列分析与比较，发现在该扩增片段中第

137位核苷酸出现一个点突变，由敏感种群中的

T突变为抗性种群中的 A（图 1），也就是二斑

叶螨 kdr全序列的开放阅读框（ORF）中的 4 614

位核苷酸发生了 T 到 A 的变化，该核苷酸点突

变导致 kdr基因的 ORF的 1 538位的氨基酸序列

由苯丙氨酸（F）突变为异亮氨酸（I）。 

2.3  抗性和敏感种群突变位点的检测 

采用上述引物对（kdr-RF/kdr-SF和 kdr-Rv）

分别扩增抗性、敏感二斑叶螨种群，结果表明，

用敏感引物对 kdr-SF+kdr-Rv扩增敏感种群时，

可以稳定出现一条 177 bp 的条带，而扩增抗性

种群时，结果表明有部分叶螨个体出现该条带，

部分个体则无带（为抗性纯合子）；而用抗性引

物对 kdr-RF+kdr-Rv扩增抗性种群时，大部分测

试个体均出现一条 177 bp 的条带，而扩增敏感

种群时只有少量个体出现条带（图 2）。进一步

的测序结果也表明扩增的 177 bp条带是上述 292 

bp 中的一部分序列，也是预期扩增的条带；每

个扩增组合中随机抽取 20 条扩增产物进行测序

验证，发现测序结果与电泳结果揭示的测试叶螨 

 
表 1  二斑叶螨雌成螨对联苯菊酯的抗药性测定 

Table 1  Resistance bioassay on female adults of Tetranychus urticae to bifenthrin 

种群 
Population 

斜率（±标准误）
Slope (± SE) 

LC50 (mg/L) (95%置信区间) 
LC50 (mg/L) (95% CI) 

抗性倍数 
Resistance ratio

相对敏感 Relative susceptible strain 2.2 (± 0.1) 330.3 (269.8400.2) 1.0 

北京通县 Tongxian, Beijing 2.6 (± 0.2) 1 982.6 (1 384.82 693.5) 6.0 

海南三亚 Sanya, Hainan 3.1 (± 0.2) 2 767.4 (2161.63 453.4) 8.4 
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图 1  抗性和敏感二斑叶螨中 kdr 基因片段的核苷酸序列比对 
Fig. 1  Nucleotide sequence comparisons of kdr fragments from resistant and susceptible 

populations of Tetranychus urticae 

R1~R3：二斑叶螨抗性种群不同个体的扩增片段序列；S1~S3：二斑叶螨敏感种群不同个体的扩增片段序列。竖向方

框内为突变位点，横向方框内为扩增产物为 292 bp的上游和下游引物，下划线标识为基因型检测所用的上游引物。 

R1-R3: The fragment sequences of different individuals in the resistant population of T. urticae; S1-S3: The fragment 
sequences of different individuals in the susceptible population of T. urticae. The nucleotide in the vertical box is the point 

mutation. The sequences in the horizontal boxes are the forward and reverse primers named kdr-Fw and kdr-Rv, respectively. 
The sequence underlined is the forward primer for the genotype monitoring. 

 

 
图 2  二斑叶螨抗性和敏感种群中 kdr 基因 F1538I 突变检测 

Fig. 2  Detection of F1538I mutations in resistant and susceptible populations of Tetranychus urticae 

M：标准分子量 Marker Ⅱ；1~5：敏感引物对 kdr-SF+ kdr-Rv扩增二斑叶螨室内相对敏感种群；6~10：敏感引物对

kdr-SF+ kdr-Rv扩增二斑叶螨抗性种群；11~15：抗性引物对 kdr-RF+ kdr-Rv扩增二斑叶螨室内相对敏感种群；16~20：

抗性引物对 kdr-RF+ kdr-Rv扩增二斑叶螨抗性种群；CK：空白对照；敏感和抗性种群分别检验 30头，此电泳图片中

每个种群仅显示 5头。 

M: DNA Marker Ⅱ; 1-5: Amplifications for susceptible T. urticae strain using the susceptible specific primers of 
kdr-SF+kdr-Rv; 6-10: Amplifications for resistant T. urticae using the susceptible specific primers of kdr-SF+ kdr-Rv;  

11-15: Amplifications for susceptible T. urticae strain using the resistant specific primers of kdr-RF+ kdr-Rv;  
16-20: Amplifications for resistant T. urticae using the resistant specific primers of kdr-RF+ kdr-Rv; CK: Negative control; 

30 individuals were detected for each combination and 5 ones were shown in this figure. 

 
个体的基因型是一致的，说明上述设计的针对抗

性和敏感种群的引物对和扩增条件都是可行而

且稳定的，检测准确率达 100%，可以用于下一

步不同种群的抗性基因频率检测。 

从室内相对敏感二斑叶螨种群、北京通县和

海南三亚田间种群中随机抽取 30 头叶螨样品，
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采用抗性与敏感引物对分别进行 PCR 扩增，检

测各种群中 kdr基因的点突变频率。结果表明，

室内相对敏感二斑叶螨种群中，大部分个体为

SS 敏感基因型，存在少量的 RS 杂合基因型个

体，kdr 点突变频率为 10.0%；北京通州和海南

三亚两个田间种群中，点突变频率则分别为

50.0%和 53.3%（表 2）。该结果也通过对扩增产

物进行测序获得了验证。 

3  结论与讨论 

二斑叶螨是目前抗药性发展最严重的有害

生物（van Leeuwen et al.，2010），因此生产上

对该螨的预防和控制非常困难。菊酯类杀虫杀螨

剂由于其快速击倒活性而在叶螨防治上得到广

泛应用。王开运等（2002）发现山东烟台蔬菜棚

内二斑叶螨种群已对菊酯类杀虫剂产生了抗药

性，甲氰菊酯对该种群 LC50值为 1 430.5 mg/L；

同时期甘肃兰州的二斑叶螨种群也对联苯菊酯

和甲氰菊酯等均产生了抗药性（沈慧敏和杨宝

生，2001）。本研究中，2009 年采集于田间的

二斑叶螨种群，室内无药剂接触饲养至今，PCR

检测结果表明该种群中 kdr抗性相关基因仍然含

有 10.0%的突变杂合子，说明该二斑叶螨相对敏

感种群从田间采集到实验室内饲养之前已对联

苯菊酯产生了一定程度的抗药性，毒力测定结果

显示该种群对联苯菊酯的致死中浓度 LC50 值为

330.3 mg/L，说明该叶螨种群对联苯菊酯的敏感

度很低，这与抗性杂合子的存在是相吻合的，与

之前研究结果也是一致的（沈慧敏和杨宝生，

2001；王开运等，2002）。北京和海南两种群中，

kdr 抗性相关基因 F1538I 点突变频率分别为

50.0%和 53.3%，联苯菊酯对该两种群的 LC50值

分别高达 1 982.6 mg/L和 2 767.4 mg/L，说明较

高的抗性倍数与点突变发生频率具有一定的正

相关性。结合以前报道（沈慧敏和杨宝生，2001；

王开运等，2002）及本研究中测试种群对联苯菊

酯的较高的 LC50 及抗性点突变的存在也表明，

二斑叶螨对联苯菊酯及其他菊酯类杀虫杀螨剂

的抗药性存在普遍，田间采用该类杀虫剂防治二

斑叶螨应慎重。 

传统上评价叶螨对杀螨剂的抗药性发展程

度是通过生物测定技术实现的。常见的叶螨生物

测定方法有玻片浸渍法、叶碟喷雾法、叶片残留

法等（Ay，2005；李定旭等，2006；唐小凤等，

2014），但试虫微小操作技术不易掌握，且需要

测试虫量很大（单个药剂需要试虫至少 700头），

药剂处理后至少 24 h 后才能观察测试结果，再

通过与相对敏感种群的对比分析，才能够获知田

间种群对药剂的抗药性水平，耗费时间也比较

长。与之相比，PASA检测技术的建立可以检测

结果在一天内完成，大大缩短了抗药性检测时

间，且能够根据抗性相关基因的突变频率来判断

抗性发展的程度，因此常被应用于害虫抗药性的

早期监测中，估测靶标害虫抗药性发展的程度

（王利华和吴益东，2004；孙宏迪等，2011），

连续的检测还可判断抗药性发展的速度；室内常

根据基因突变频率建立其与抗药性的相关性，如

李春晓等（2007）在对家蝇田间种群溴氰菊酯抗

药性水平检测中发现 kdr基因突变频率与其抗性

水平存在显著的线性相关关系；高明等（2013）

采用竞争性特异等位基因 PCR 方法检测了山东

地区甜菜夜蛾 Spodoptera exigua Hübner钠离子 

 
表 2  二斑叶螨抗性和敏感种群 kdr 基因突变频率检测 

Table 2  Detection of mutation frequency in resistant and susceptible populations of Tetranychus urticae 

种群 
Population 

样本数
Sample

敏感纯合子
SS 

抗性杂合子
RS 

抗性纯合子
RR 

抗性基因突变频率（%）
Mutation frequency of 

resistant gene(%) 

相对敏感 Relative susceptible strain 30 24 6 0 10.0 

北京通县 Tongxian, Beijing 30 2 26 2 50.0 

海南三亚 Sanya, Hainan 30 0 28 2 53.3 
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通道基因片段上的 L1014F的突变频率，结果表

明该突变频率与高效氯氰菊酯抗性程度呈线性

正相关。阿维菌素是二斑叶螨防治中常用的杀虫

杀螨剂，抗药性发展风险极高，PASA检测发现

北京密云和昌平地区二斑叶螨对阿维菌素的抗

药性相关基因——谷氨酸门控的氯离子通道

（GluCl）的点突变频率达到 100%，从而实现阿

维菌素在测试地区应暂停使用防治二斑叶螨的

早期预警（唐小凤等，2014）。本研究采用建立

的 PASA 引物对分别检测二斑叶螨的田间抗性

和室内相对敏感种群，当用敏感引物扩增敏感种

群时，所有个体均可稳定出现一条 177 bp 的条

带，而抗性引物扩增该敏感种群个体时如果出现

该条带，则说明这部分个体属于 RS杂合子基因

型，无带则为 SS基因型；当抗性引物扩增抗性

种群时大部分测试个体均有条带，而敏感引物扩

增时也会发现少量叶螨个体也出现该特异性条

带，则说明这些个体是 RS基因型，而抗性引物

扩增有条带但敏感引物扩增无带者则属于RR基

因型。通过上述方法对不同二斑叶螨种群进行检

测和基因型判定，同时对扩增产物进行测序验

证，说明建立的 PASA引物的扩增结果可以很好

地反映叶螨不同种群中的个体基因型，可用于田

间叶螨种群 kdr抗药性的早期检测和预警。 

与基于点突变的直接测序法相比（Xu et al.，

2013），特异性等位基因 PCR技术（PASA）对

害虫抗药性的早期检测技术具有快速、有效、灵

敏度高、能够实现对大批样品的高通量检测等优

点，对于监测二斑叶螨田间种群对联苯菊酯的抗

性基因频率、及时调整二斑叶螨的防治策略、指

导合理用药和延缓抗性发展具有重要作用。但要

注意的是，该技术应在揭示明确害虫对杀虫剂产

生抗性的点突变位点的基础上才能进行。因此，

随着更多的害虫对杀虫剂的靶标机制的研究深

入和阐述，可实现更多害虫对不同杀虫剂的早期

快速检测和预警。但是，值得注意的是，田间害

虫种群对杀虫剂抗药性机制比较复杂，解毒酶升

高的生化机制通常与靶标抗性机制同时并存（van 

Leeuwen et al.，2010），害虫除了出现靶标受体

的点突变，还可能同时存在解毒酶活性升高的现

象，因此，测试种抗药性水平的高低需要同时考

虑可能存在的导致抗药性产生的各种因素。 
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