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我国白纹伊蚊现场群体击倒抗性基因 I1532
和F1534突变检测及 I1532T突变

等位基因报告
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摘要：目的 检测我国白纹伊蚊现场群体的击倒抗性（kdr）基因突变，初步探讨现场群体 kdr基因的适应性进化。

方法 2016年10月及2017年6－10月，在上海市杨浦区、江苏省南京市、浙江省杭州市和云南省景洪市外环境或公

园白纹伊蚊孳生地舀取蚊幼虫和蛹，带回实验室饲养至成蚊；或直接采集成蚊。鉴定种类后，单只蚊抽提基因组

DNA，PCR扩增神经细胞膜上电压门控钠离子通道（VGSC）基因部分片段，测序并进行序列分析，检测 kdr基因突变

情况，应用GENPOP软件进行连锁不平衡和哈代-温伯格平衡检验。结果 共检测4个现场群体299只白纹伊蚊，发现

kdr 基因 I1532和 F1534位点突变。1532位点有 2种等位基因，分别为野生型 ATC/I（91.30%）和突变型 ACC/T
（8.70%）；1534位点共有 5种等位基因，分别为野生型TTC/F，突变型TCC/S、TCG/S、TTG/L和TGC/C，等位基因频率

为45.99%、52.01%、0.33%、1.00%和0.67%。2个位点同时突变的个体共有27个（9.03%）。群体符合哈代-温伯格平

衡（P＞0.001），2个位点在遗传中为连锁关联关系（P＜0.01）。结论 首次记录了我国白纹伊蚊群体在1532位点存

在突变 I1532T和 1534位点新的突变等位基因TCG/S，以及 1个个体存在 2个位点同时突变的新问题。结果提示，

4个白纹伊蚊现场群体对菊酯类杀虫剂已产生抗性，多个位点突变可能与杀虫剂的选择压力有关。
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白纹伊蚊（Aedes albopictus）广泛分布于热带、亚

热带和温带地区，是我国常见蚊种。北至辽宁省，南

至海南省，西至西藏自治区，均有白纹伊蚊分布，其

中 30°N以南地区密度较高［1］。白纹伊蚊可传播多

种疾病，如登革热、基孔肯雅热和寨卡病毒病等。

WHO估计全球约25亿人受登革热威胁，每年超过1亿
例感染登革热病毒［2］。近年来，我国登革热疫情形

势严峻，尤其是2014年广东省大规模暴发流行登革

热疫情，报告病例超过 45 000例［3］。2017年我国多

地出现新的登革热本地病例，如上海市［4］和浙江

省［5］，甚至北至山东省济宁市［6］。媒介控制是蚊媒

传染病防控的关键，疫情暴发时，以化学杀虫剂控制

媒介为主要措施。拟除虫菊酯类（菊酯类）杀虫剂

具有高效低毒的特点。近年来，大量、广泛使用菊

酯类化学杀虫剂，导致我国多地白纹伊蚊群体对其

产生了不同程度的抗药性［7］，为蚊媒疾病防控带来

巨大挑战。

蚊虫抗性机制主要包括行为抗性、代谢抗性和

击倒抗性（knockdown resistance，kdr）等［8］。击倒抗

性又称靶标抗性，因杀虫剂的作用靶点突变导致蚊

虫的敏感性下降，产生抗药性。研究证实，击倒抗性

的分子机制为蚊虫神经细胞膜上电压门控钠离子通

道（voltage⁃gated sodium channel，VGSC）编码基因出

现点突变，导致相应氨基酸改变，钠通道结构变化，

与杀虫剂的结合能力减弱，敏感性降低。有研究发

现，VGSC基因突变与不同蚊种的抗性表型存在相关

性［9-17］。但目前白纹伊蚊的 kdr 基因突变研究报告

较少，Kasai等［10］参考埃及伊蚊（Ae. aegypti）相关信

息，对采自新加坡的白纹伊蚊抗性群体的 kdr 基因

进行初步研究，首次发现有 73.10%个体为 F1534C
突变。本课题组收集海南省海口市白纹伊蚊多个群

体，在对多种菊酯类杀虫剂敏感性进行生物测定的

基础上检测 kdr基因突变，发现F1534S与白纹伊蚊

对菊酯类杀虫剂的抗性表型密切相关，并首次记录

kdr 新的等位基因 TCC/S 和 TTG/L［9，13］；F1534S 和

F1534L在广东省白纹伊蚊群体中也有发现［12，18］。然

而，我国其他地区白纹伊蚊群体的 kdr 突变基因类

型及其频率尚未见报道。本研究采集上海市杨浦

区、江苏省南京市、浙江省杭州市和云南省景洪市等

地的白纹伊蚊，检测其 kdr基因突变情况，以期丰富

我国白纹伊蚊群体 kdr 基因突变数据，探讨抗药性

基因适应性进化特点，为 kdr 突变作为白纹伊蚊菊

酯类抗药性检测和监测的分子标志奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试虫来源 2016年 10月及 2017年 6－10月，

在上海市杨浦区、江苏省南京市、浙江省杭州市和云

南省景洪市外环境或公园白纹伊蚊孳生地舀取蚊幼

虫和蛹，带回实验室饲养至成蚊（表 1），每个群体

来源于 5个以上的孳生地采集的幼虫或蛹。饲养

条件为温度（26±1）℃，相对湿度（65±5）%，光周

期（L∶D）＝12 h∶12 h。成虫用BGS⁃trap收集装置［19］

或电动吸蚊器直接吸取，75％乙醇浸泡，-20 ℃保

存。依据形态特征鉴定蚊虫种类［20］。

1532 were wildtype ATC/I and mutant ACC/T, with frequencies 91.30% and 8.70% , respectively. Five alleles at codon
1534 were wildtype TTC/F, mutant allele TCC/S, TCG/S, TTG/L, and TGC/C, with frequencies of 45.99%, 52.01%, 0.33%,
1.00%, and 0.67%, respectively. There were 27 individuals（9.03%）with both mutations in 1532 and 1534 at the same
time. The test results showed that the population conformed to HWE（P＞0.001）, and the two loci were genetic linkage
（P＜0.01）. Conclusion This study first reported the novel mutant allele I1532T, and found a mutant allele TCG/S at the
codon 1534 of Ae. albopictus in China. More important is a new challenge that an individual harbors two codons of
simultaneous mutations. The results suggested that they should be resistant to pyrethroid insecticides. The multiple site
mutations may be resulted from the selection pressure of insecticides.
Key words: Aedes albopictus; Knockdown resistance gene; Gene mutation; Resistance

表1 白纹伊蚊现场群体的采集信息
Table 1 Information of collected Aedes albopictus populations

采集地点

上海市杨浦区

江苏省南京市

浙江省杭州市

云南省景洪市

生境

办公区外环境

公园

城乡结合部外环境

城区外环境

采集时间（年-月）

2017-06－10
2017-10
2017-09
2016-10
2017-09

采集方式

BGS⁃trap
舀取

舀取、电动吸蚊器

舀取

电动吸蚊器

虫期

成虫

幼虫和蛹

幼虫、蛹和成虫

幼虫和蛹

成虫

1.2 主要试剂 DNAzol 购自美国 Invitrogen Life
Technologies公司；基因组提取试剂盒、TaqPCR预混

液和DNA标记物均购自北京艾德莱生物科技有限

公司。
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1.3 kdr基因扩增及测序 经形态鉴定为白纹伊蚊

的单只成虫样本，置60 μl DNAzol中，按照说明书抽

提基因组DNA。以基因组DNA为模板扩增白纹伊

蚊的 VGSC 基因部分片段［17］，参照文献［10］合成引

物，引物序列：正向 aegSCF7 5′-GAG AAC TCG
CCG ATG AAC TT-3′，反向 albSCR9 5′-CTG ATC
CTC CGT CAT GAA CA-3′。PCR反应体系中包含

2×TaqPCR预混液 12.5 μl，10 μmol/L正、反向引物

各 1 μl，模板 1 μl，加双蒸水至 25 μl。反应条件：

94 ℃ 2 min；94 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，共 35
个循环；72 ℃ 8 min。扩增产物经1%琼脂糖凝胶电

泳检测后，送铂尚生物技术（上海）有限公司合成，应

用四色荧光标记的双脱氧末端终止法，以正、反向引

物双向测序。

1.4 序列比对和统计学分析 应用Seqman、BioEdit
和ClustalX软件对测得的 VGSC 基因部分序列进行

峰图比对和分析，观察各位点的突变情况，确定等位

基因类型和基因型，分别统计和计算各采集地样本

kdr等位基因和基因型频率。应用GENPOP 3.4软件

包检验位点间连锁不平衡情况和偏离哈代-温伯格

平衡的位点。

2 结 果

2.1 kdr基因的等位基因和基因型 本研究扩增和

测定的序列长度约为 350 bp，在 GenBank 上进行

BLAST比对，与白纹伊蚊VGSC基因第3编码区的部

分序列（KC152046.1）一致性达99.00%，证实所得序

列为白纹伊蚊kdr基因部分片段。

对获得的 299个白纹伊蚊 kdr基因部分片段进

行序列比对分析发现，I1532和 F1534位点存在突

变。1532位点共有 2种等位基因，即野生型ATC/I
（91.30%）和突变型ACC/T（8.70%）；3种基因型，即

野生型纯合子 I/I（84.28%）、野生/突变型杂合子 I/T
（14.05%）和突变型纯合子 T/T（1.67%），见表 2。
1534 位点共有 5 种等位基因，即野生型 TTC/F
（45.99%），突变型TCC/S（52.01%）、TCG/S（0.33%）、

TTG/L（1.00%）和TGC/C（0.67%）；7种基因型分别为

野生型纯合子F/F（30.44%）、野生/突变型杂合子F/S
（28.77%）、F/L（1.67%）和 F/C（0.67%），突变型纯合

子 S/S（37.79%）、C/C（0.33%）和杂合子L/S（0.33%），

见表 3。其中，1532和 1534位点同时突变（包括野

生/突变型杂合子和突变型纯合子）的个体共27个。

表2 白纹伊蚊现场群体kdr基因1532位点的等位基因和基因型
Table 2 Alleles and genotypes of kdr mutations at codon 1532 in Aedes albopictus populations

采集地点

上海市杨浦区 a

江苏省南京市 a

浙江省杭州市

云南省景洪市 a

合计

注：a. 符合哈代-温伯格平衡的群体（P＞0.001），浙江省杭州市未检测；括号外数据为个体数（N），括号内数据为所占百分比（%）

样本数
（N）

98
47
77
77

299

等位基因

野生型ATC/I
161（82.14）
87（92.55）

154（100.00）
144（93.51）
546（91.30）

突变型ACC/T
35（17.86）
7（7.45）
0（0.00）

10（6.49）
52（8.70）

野生型纯合子 I/I
68（69.39）
40（85.11）
77（100.00）
67（87.01）

252（84.28）

基因型

野生/突变型杂合子 I/T
25（25.51）
7（14.89）
0（0.00）

10（12.99）
42（14.05）

突变型纯合子T/T
5（5.10）
0（0.00）
0（0.00）
0（0.00）
5（1.67）

2.2 各群体kdr基因的等位基因和基因型及其频率 白

纹伊蚊4个现场群体1532和1534位点突变情况见图1。
其中1532位点的突变等位基因仅有1种类型，见表2、

图 1，以杨浦区白纹伊蚊群体的突变频率最高

（17.86%），南京和景洪市的突变频率分别为7.45%和

6.49%，而浙江省杭州市群体未发现1532位点突变。

表3 白纹伊蚊现场群体kdr基因1534位点的等位基因和基因型
Table 3 Alleles and genotypes of kdr mutations at codon 1534 in Aedes albopictus populations

采集地点

上海市杨浦区 a

江苏省南京市 a

浙江省杭州市 a

云南省景洪市

合计

注：a. 符合哈代-温伯格平衡的群体（P＞0.001）；括号外数据为个体数（N），括号内数据为所占百分比（%）

样本
数

（N）

98
47
77
77
299

等位基因

野生型TTC/F
102

（52.04）
90

（95.74）
11

（7.14）
72

（46.45）
275

（45.99）

突变型

TCC/S
91

（46.43）
4

（4.26）
143

（92.86）
73

（47.40）
311

（52.01）

TCG/S
1

（0.51）
0

（0.00）
0

（0.00）
1

（0.65）
2

（0.33）

TTG/L
2

（1.02）
0

（0.00）
0

（0.00）
4

（2.60）
6

（1.00）

TGC/C
0

（0.00）
0

（0.00）
0

（0.00）
4

（2.60）
4

（0.67）

基因型

野生型纯
合子F/F

27
（27.55）

43
（91.49）

0
（0.00）

21
（27.27）

91
（30.44）

野生/突变型杂合子

F/S
46

（46.94）
4

（8.51）
11

（14.29）
25

（32.46）
86

（28.77）

F/L
2

（2.04）
0

（0.00）
0

（0.00）
3

（3.90）
5

（1.67）

F/C
0

（0.00）
0

（0.00）
0

（0.00）
2

（2.60）
2

（0.67）

突变型纯合子

S/S
23

（23.47）
0

（0.00）
66

（85.71）
24

（31.17）
113

（37.79）

C/C
0

（0.00）
0

（0.00）
0

（0.00）
1

（1.30）
1

（0.33）

突变型杂
合子L/S

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

1
（1.30）

1
（0.33）
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1534位点突变较 1532位点更为频繁，类型多

样，见表3、图1。突变等位基因共4个类型，以TCC/S
为主，杨浦区和景洪市群体等位基因TCC/S频率分

别为 46.43%和 47.40%，杭州市群体高达 92.86%，南

京市群体最低，为4.26%；其他突变类型频率均较低

（＜3%）。突变的等位基因类型在景洪市的群体中

最为复杂，存在 TCC/S、TCG/S、TTG/L和 TGC/C 4种

类型；其次是杨浦区，有 3种类型，而南京和杭州市

的群体仅存在TCC/S突变。

2.3 kdr 基因的 I1532与 F1534位点同时突变分析

kdr基因部分片段 I1532和F1534两个位点同为野生

基因型的个体共71个（23.75%）；分别为野生型和野

生/突变基因型的有201个（67.22%）；同为突变基因

型的共27个（9.03%），见表4。两个位点同时突变的

基因型仅在上海市杨浦区（21.43%）和云南省景洪

市（7.19%）的群体中发现；所有样本中，未发现 2个
位点均为突变纯合子的个体。连锁不平衡检验结果

显示，若以群体（除浙江省杭州市外）分析，仅上海市

杨浦区白纹伊蚊群体存在2个位点的连锁关联（P＜
0.01）；若将所有样本合并分析，2个位点间为连锁关

联关系（P＜0.01）。
表4 白纹伊蚊现场群体kdr基因 I1532和F1534位点同时突变的基因型

Table 4 Genotypes of kdr mutations at codon I1532 and F1534 in Aedes albopictus populations
采集地点

上海市杨浦区

江苏省南京市

浙江省杭州市

云南省景洪市

注：a. 2个位点均存在突变个体；括号外数据为个体数（N），括号内数据为所占百分比（%）

基因型
（I1532）

野生型（I/I）
野生/突变型杂合子（I/T）
突变纯合子（T/T）
野生型（I/I）
野生/突变型杂合子（I/T）
突变纯合子（T/T）
野生型（I/I）
野生/突变型杂合子（I/T）
突变纯合子（T/T）
野生型（I/I）
野生/突变型杂合子（I/T）
突变纯合子（T/T）

基因型（F1534）
野生型
（F/F）

18（18.37）
6（6.12）
3（3.06）

36（76.60）
7（14.89）
0（0.00）
0（0.00）
0（0.00）
0（0.00）

17（22.08）
4（5.19）
0（0.00）

野生/突变型杂合子
（F/S＋F/L＋F/C）

27（27.55）
19（19.39）a

2（2.04）a

4（8.51）
0（0.00）
0（0.00）

11（14.29）
0（0.00）
0（0.00）

24（31.18）
6（7.19）a

0（0.00）

突变型纯/杂合子
（S/S＋C/C＋L/S）

23（23.37）
0（0.00）
0（0.00）
0（0.00）
0（0.00）
0（0.00）

66（85.71）
0（0.00）
0（0.00）

26（33.77）
0（0.00）
0（0.00）

图1 白纹伊蚊现场群体kdr突变等位基因的类型和频率
Figure 1 Types and frequency of kdr mutant alleles

in Aedes albopictus populations

3 讨 论

白纹伊蚊是多种蚊媒传染病的传播媒介，本

研究采集地上海和杭州市在 2017 年均有本地登

革热病例报道，景洪市近年来登革热疫情形势也

十分严峻［21］，因此，上述地区的白纹伊蚊防控工

作非常严峻和紧迫。目前，菊酯类杀虫剂空间喷

洒仍是控制白纹伊蚊成蚊的重要手段［22-23］，而抗

药性的产生、扩散和抗性水平的逐渐升高［24-26］，为

蚊媒防制带来巨大挑战。密切监测现场蚊虫的抗

药性水平，可为当地制定科学有效的防制策略提

供科学依据。

研究与抗性表型密切相关的基因突变，有助于

客观地评价蚊虫的抗药性。目前，相关研究主要集

中在埃及伊蚊［9-10，12-13］，如埃及伊蚊VGSC基因3个突

变位点（I1011M/V、V1016G/I 和 F1534C）与 DDT 和

菊酯类杀虫剂抗性相关［17，27-31］；S989P仅与菊酯类杀

虫剂抗性有关［32］；F1534C与氯菊酯的抗性关系更加

密切［10，13，33-35］；而新的研究提示，在 S989P＋V1016G
高突变频率的地区应避免使用DDT，kdr突变与菊酯

类杀虫剂的化学结构并无显著关系［11］。关于白纹伊

蚊的相关研究是Kasai等［10］最早在新加坡的抗性群

体中发现F1534C突变；本课题组在海南省海口市的

白纹伊蚊菊酯类杀虫剂抗性群体中检测到 F1534S
（31.54%）和F1534L（0.71%），且发现前者与抗性表

型密切相关［9，13］，广东省广州市也有类似的结果［18］。
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此外，Xu等［12］检测了全球多地白纹伊蚊的 kdr基因

突变情况，发现在美国佛罗里达（F1534S）、希腊雅

典（F1534C）和意大利阿科（F1534L）的群体也存在

一定比例的 kdr 基因突变，并在意大利罗马群体中

检测到 I1532T（19.70%），但未发现存在 2个位点同

时突变的情况。本研究检测的我国东部和西南4个
现场白纹伊蚊群体的 kdr突变等位基因频率范围分

别为0～17.86%（I1532）和4.26%～92.86%（F1534），

不同群体间存在差异，而且F1534突变等位基因的

类型也不同。已有的研究证实，F1534S与白纹伊蚊

对菊酯类杀虫剂的抗性表型具有显著相关性［9，18］。

本研究检测的F1534S等位基因频率除江苏省南京

市群体外，其他 3 个地点均＞45.00%，甚至高达

92.86%（浙江省杭州市），提示当地白纹伊蚊群体对

菊酯类杀虫剂具有相当程度的抗药性，相关的生物

测定数据支持上述结果［36-38］。因此，深入研究白纹

伊蚊 kdr 基因的突变，有助于开发其为检测抗药性

的分子标志，显著提升蚊虫抗性监测工作的质量和

效率。

本研究的白纹伊蚊现场群体来自 4个地点，采

集的虫期包括成虫和幼虫或蛹。为保证群体具有地

区的代表性，上海市杨浦区的样本采集历时5个月，

云南省景洪市的样本来自 2个年份，浙江省杭州市

和江苏省南京市的样本虽然采集时间局限，但幼虫

和蛹均来自方圆 500 m以上、至少 5个孳生地。哈

代-温伯格平衡检验结果也显示，研究的样本几乎

均来自随机交配的群体，可见本研究白纹伊蚊现场

群体样本具有较强的代表性。在研究中还发现不同

群体的白纹伊蚊遗传背景并不单一，如 kdr 基因非

编码区存在多态性，编码区的同义突变在不同群体

中差异较大（未发表数据）。群体的遗传背景与选择

压力下 kdr的突变及其频率密切相关，故阐明 kdr基
因在群体中的起源、维持和扩散的适应性进化机制，

需要首先了解白纹伊蚊群体的遗传差异和结构。

本研究仅在上海市杨浦区及云南省景洪市白纹

伊蚊群体中发现kdr基因 I1532和F1534两个位点同

时突变的个体，频率分别为21.43%和7.19%，推测当

地使用菊酯类杀虫剂的种类和数量均较多，使其暴

露在较强的选择压力之下导致。类似的多个位点同

时突变的情况，在埃及伊蚊群体（S989P＋V1016G）
中也有发现，且已证明可产生降低蚊虫对杀虫剂敏

感性的叠加效应［11，39］。白纹伊蚊的 I1532和 F1534
两个位点在VGSC基因中仅相隔3个碱基，连锁不平

衡检验结果显示，其在遗传中存在连锁关联关系。

另外，我们在浙江省杭州市白纹伊蚊群体中未检测

到 I1532T，但F1534S的比例很高，推测可能因 I1532T

尚未从上海市扩散到杭州市，或因较强的选择清扫

致使其多态性下降［40］。另外，两个位点同时突变在

白纹伊蚊对菊酯类杀虫剂抗药性中的贡献问题，需

继续收集更多样本深入研究。
志谢 浙江省CDC姚立农、中国CDC寄生虫病预防控制所
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