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　 　 摘要:　 为明确毒死蜱与醚菊酯混配对二化螟毒杀的增效机制ꎬ采用联合毒力指数法筛选毒死蜱与醚菊酯混配

的增效比例ꎬ利用转录组测序分析毒死蜱与醚菊酯混配的增效机制ꎮ 结果表明ꎬ毒死蜱与醚菊酯以１ ∶ ２(质量比)混
配时表现出增效作用ꎬＩｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭ Ｘ Ｔｅｎ 测序获得高质量的二化螟转录组ꎮ 去离子水处理与毒死蜱处理、去离子

水处理与醚菊酯处理、去离子水处理与增效混配剂处理、毒死蜱处理与增效混配剂处理、醚菊酯处理与增效混配剂处

理的差异表达基因分别为 ４６５、３９２、１ ８７４、１１７、２５ 个ꎮ 对毒死蜱与醚菊酯混配增效主要涉及的代谢过程进行通路分

析ꎬ结合维恩交集法进行分析ꎬ发现解毒代谢酶可能介导毒死蜱与醚菊酯混配的增效机制ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果

证实差异基因的表达量与测序数据匹配ꎮ 本研究结果可为解析杀虫剂混配增效机制提供分子基础ꎬ为优化杀虫剂混

配比例ꎬ建立二化螟抗性治理策略提供理论依据ꎮ
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　 　 杀虫剂混配是杀虫剂应用的普遍技术ꎬ是治理

害虫抗药性的重要策略[１]ꎮ 害虫的抗药性会致使

杀虫剂使用效率下降ꎬ导致可使用的杀虫剂数量减

少ꎮ 新型杀虫剂的研发速度不及害虫抗药性的发展

速度ꎮ 杀虫剂混配通过优化杀虫剂组合延缓害虫抗

药性的发展[２]ꎮ 杀虫剂混配存在增效、相加和拮抗

３ 种作用ꎬ仅增效配比的杀虫剂可合理应用[３]ꎮ 有

研究发现ꎬ氯菊酯与毒死蜱增效混配杀虫剂可显著

增加对抗性褐飞虱的毒力ꎬ提高田间的防治效

果[４]ꎮ 施用化学农药是治理害虫的主要措施ꎬ杀虫

剂增效混配是治理害虫抗药性ꎬ延长杀虫剂使用寿

命的重要手段ꎬ研究杀虫剂混配的增效机制是其应

用的基础ꎮ 杀虫剂混配增效作用是在害虫体内通过

一种药剂影响另一种药剂或是 ２ 种药剂相互影响ꎬ
从而提高混配杀虫剂的毒力[５]ꎮ 有研究指出ꎬ杀虫

剂混配产生增效是因为混配单剂之间相互影响ꎬ引
起害虫体内部分生理生化变化ꎬ包括表皮穿透性的

提高ꎬ害虫体内解毒代谢酶的抑制以及靶标部位作

用能力增强 ３ 个方面[６]ꎬ但目前对杀虫剂混配增效

机制的认识仍然不足ꎮ 转录组测序可用于研究害虫

体内相关基因表达和调控路径ꎬ为解析杀虫剂混配

增效机制提供新方法[７]ꎮ
二化螟[Ｃｈｉｌｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ(Ｗａｌｋｅｒ)]是一种危害

水稻生产的多食性害虫ꎬ主要分布于亚洲、中东和南

欧ꎬ在中国长江流域及以南稻区危害严重ꎮ 由于杂交

稻的推广和耕作制度的改革ꎬ二化螟的发生量逐年增

加ꎬ幼虫钻蛀取食水稻茎叶ꎬ造成严重减产[８]ꎮ 据统

计ꎬ中国二化螟年发生面积约为１.４×１０７ ｈｍ２ꎬ年经济

损失约达１.１５×１０１０元[９]ꎮ 二化螟防治主要依靠化学

农药ꎬ但二化螟对大多数常规杀虫剂已经产生了抗

性[１０]ꎮ 毒死蜱在中国农业农村部取得登记ꎬ成为防

治水稻害虫二化螟的常规药剂ꎬ但二化螟对毒死蜱已

产生高水平抗性ꎮ 醚菊酯是唯一投入到水稻田中使

用的拟除虫菊酯类杀虫剂ꎬ二化螟对其处于敏感阶

段[１１]ꎮ 毒死蜱作用于乙酰胆碱酯酶ꎬ而醚菊酯以钠

离子通道为靶点ꎬ２ 种杀虫剂的作用方式不同ꎬ二化

螟产生抗药性的机制不同ꎬ毒死蜱和醚菊酯可以混配

使用ꎮ 本研究拟筛选毒死蜱与醚菊酯混配的增效比

例ꎬ通过转录组测序鉴定毒死蜱与醚菊酯混配的增效

基因ꎬ解析混配杀虫剂的增效机制ꎬ以期为二化螟的

治理以及农药减施增效提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试虫源

本研究的供试虫源为 ２０１３ 年采自安徽省芜湖

市水稻田的二化螟ꎬ在不接触任何杀虫剂的条件下ꎬ
在室内以南粳 ４６ 水稻连续饲养ꎮ 饲养方法为无土

水稻育苗法[１０]ꎮ 饲养条件为:温度(２８±１) ℃ꎬ光周

期１６ Ｌ ∶ ８ Ｄꎬ相对湿度>８０％ꎮ
１.２　 杀虫剂毒力测定

采用人工饲料药膜法[１２] 测定杀虫剂毒力ꎮ 将

９７％毒死蜱(ＣＰＦ)和 ９５％醚菊酯(ＰＥＰＥ)原药用丙

酮溶解于 ５０ ｍｌ 离心管中作为母液ꎬ用去离子水从

中稀释出５~６ 个系列浓度ꎬ用来处理 ３ 龄二化螟幼

虫ꎬ以去离子水处理为对照ꎮ 采用 Ｗａｎｇ 等[１２] 的方

法制备人工饲料ꎬ在每孔饲料表面加入 １００ μｌ 药
液ꎬ置于室温下晾干ꎮ 每孔接入 １ 头 ３ 龄幼虫ꎬ每个

浓度处理 ４８ 头ꎬ重复 ３ 次ꎬ接虫后用黑色棉布覆盖ꎬ
再盖上培养皿盖ꎬ并用橡皮筋扎紧ꎬ饲养 ７２ ｈ 后检

查死亡情况ꎬ统计死亡数并计算致死中浓度(ＬＣ５０)ꎮ
１.３　 杀虫剂联合作用测定

采用联合毒力指数(ＣＩ)法评估毒死蜱与醚菊

酯混配的增效、拮抗、相加作用[１３]ꎬ通过毒死蜱和醚

菊酯的 ＬＣ５０设置混配比例ꎬＣＩ 的计算公式为:
ＣＩｘ ＝ＬＣ１ｍ

ｘ / ＬＣ１
ｘ＋ＬＣ２ｍ

ｘ / ＬＣ２
ｘ ＋(ＬＣ１ｍ

ｘ / ＬＣ１
ｘ) ×(ＬＣ２ｍ

ｘ /
ＬＣ２

ｘ)
ＬＣ１ｍ

ｘ 和 ＬＣ２ｍ
ｘ 分别指当死亡率为 ｘ 时杀虫剂 １

和杀虫剂 ２ 混用的致死剂量ꎻＬＣ１
ｘ 和 ＬＣ２

ｘ 分别指死

亡率为 ｘ 时杀虫剂 １ 和杀虫剂 ２ 单独使用的致死剂

量ꎻＣＩｘ是当死亡率为 ｘ 时的联合毒力指数ꎮ 当杀虫

剂混合使用表现为相加作用时ꎬＣＩ＝ １ꎻ当杀虫剂混

合使用表现为增效作用时ꎬＣＩ<１ꎻ杀虫剂混合使用

表现为拮抗作用时ꎬＣＩ> １ꎮ 死亡率为 ５０％的情况

下ꎬ计算混配杀虫剂的毒力及其联合作用的 ＣＩ 值ꎮ
混配杀虫剂的毒力用混合使用时和单独使用时的死

亡率差值计算ꎬ其增效作用的毒力计算公式为:
Ｍ(１＋２)＝ １００％－(Ｍ１＋Ｍ２)ꎮ Ｍ１和 Ｍ２:分别指杀虫剂

１ 和杀虫剂 ２ 单独使用时的死亡率ꎻＭ(１＋２):指杀虫
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剂 １ 和杀虫剂 ２ 混配使用时的死亡率ꎮ
１.４　 转录组测序

使用毒死蜱、醚菊酯以及毒死蜱与醚菊酯混配

剂处理３０~４０ 头二化螟 ３ 龄幼虫 ６ ｈꎬ每个处理重复

３ 次ꎬ去离子水处理作为对照ꎬ处理后样品放入液氮

中冷冻ꎬ－８０ ℃ 保存备用ꎮ 采用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒提取

二化螟总 ＲＮＡꎬ用 １％琼脂糖凝胶电泳和核酸蛋白

定量仪检测提取的总 ＲＮＡ 的完整度、纯度和浓度ꎬ
－８０ ℃保存备用ꎮ 样品 ｃＤＮＡ 文库的构建和测序由

上海祥音生物科技有限公司操作ꎬ测序在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＨｉＳｅｑＴＭＸ Ｔｅｎ 仪器上完成ꎬ重复 ３ 次ꎮ 将测序的原

始数据去除 ａｄａｐｔｏｒ 序列和低质量的读长得到过滤

数据ꎬ用 ＨＩＳＡＴ ｖ２.０.４ 软件比对二化螟基因组进行

分析ꎬ使用 ＴｏｐＨａｔ ｖ２.０. １１ 软件比对参考基因组ꎮ
用 Ｂｏｗｔｉｅ２ ｖ２.２.６ 软件分析每百万基因片段中来自

某一基因每千碱基长度的片段数目ꎬ评估基因表达

丰度(ＦＰＫＭ)ꎬ利用 ＤＥＧＳｅｑ 软件分析 ２ 个样本之间

的差异表达基因ꎬ采用维恩作图软件 ｖ１.６.１７ 分析多

个样本之间的共表达差异基因ꎮ
１.５　 实时荧光定量 ＰＣＲ 验证

用 ＳＶ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ Ｋｉｔ 试剂盒提

取二化螟幼虫总 ＲＮＡꎬ按方法 １.４ 的方法对总 ＲＮＡ
的完整度、纯度和浓度进行检测并保存ꎮ ｃＤＮＡ 第

一链的合成采用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 试剂

盒ꎬ按说明书操作ꎮ 采用荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)
技术在 ＡＢＩ Ｐｒｉｓｍ ７３００ 定量 ＰＣＲ 仪上验证鉴定的

毒死蜱与醚菊酯混配增效基因表达量变化ꎮ 混配增

效基因和内参基因(Ａｃｔｉｎ Ａ１ 和 Ｇ３ＰＤＨ)引物使用

Ｂｅａｃｏｎ Ｄｅｓｉｇｎｅｒ ７.０ 软件进行设计ꎬ由生工生物工程

(上海)股份有限公司合成ꎬ根据 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ Ｔａｑ 的试剂盒说明书进行扩增ꎮ 采用 ＰＣＲ 仪自

带软件进行数据分析ꎬ设 ３ 个生物学重复ꎮ 采用

２－△△Ｃｔ法计算目标基因的相对表达量ꎮ
１.６　 数据处理

用 Ａｂｂｏｔｔ 公式校正各处理死亡率ꎮ 利用 ＰＯＬＯ
Ｐｌｕｓ 逻辑几率值软件中的几率值分析评估死亡率为

５０％的药剂剂量、置信区间以及几率死亡率与剂量

对数的斜率ꎮ 采用单因素方差分析中的 Ｔｕｋｅｙ 显著

性差异检测进行多组比较ꎮ 所有统计分析均采用

ＳＰＳＳ１３.０ 软件进行ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 毒死蜱与醚菊酯混配对二化螟毒杀的增效、拮
抗作用

　 　 毒死蜱、醚菊酯对二化螟 ３ 龄幼虫的 ＬＣ５０分别为

２５４􀆰 ３４ ｍｇ / Ｌ和 ３５２􀆰 ２６ ｍｇ / Ｌ(表 １)ꎮ 毒死蜱与醚菊酯

以１ ∶ ２(质量比)混配ꎬ致死中浓度为 １１５􀆰 ５４ ｍｇ / Ｌꎬ联
合毒力指数为 ０􀆰 ４２(表 ２)ꎬ表现出增效作用ꎮ

表 １　 人工饲料药膜法测定毒死蜱、醚菊酯对二化螟的毒力

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｃｈｌｏｒｐｙｒｉｆｏｓ ａｎｄ ｅｔｈｏｆｅｎｐｒｏｘ ｔｏ Ｃｈｉｌｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ ｕｓｉｎｇ ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅ ｆｉｌｍ ｏｎ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｄｉｅｔ ｓｕｒｆａｃｅ

杀虫剂混配处理　 　 　 　 　 试虫数 斜率 致死中浓度(ｍｇ / Ｌ) ９５％置信区间

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ ０(质量比) ５４４ １.８２ ２５４.３４ １１１.０７~３８２.３１

醚菊酯 ∶ 毒死蜱＝ １.００ ∶ ０(质量比) ５４０ １.９２ ３５２.２６ ２１３.２４~５１５.２４

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ ０.１５(质量比) ５４２ ２.００ ３８５.２６ ２２１.１５~４４３.２２

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ ０.３５(质量比) ５５２ １.５７ ３７９.０２ １９６.５４~４１１.２１

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ ０.６０(质量比) ５４２ １.９４ ３８１.２３ ２１５.１２~４３２.１２

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ ０.９０(质量比) ５４０ １.８５ ２８８.４２ １１５.２４~３６５.５２

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ １.４０(质量比) ５５０ ２.５７ ２５１.２３ １２８.０５~３３１.４１

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ ２.００(质量比) ５４５ １.７６ １１５.５４ ７２.４２~１７２.６７

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ ３.００(质量比) ５５４ ２.３４ ２７９.１５ １９８.５３~３８９.７４

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ ５.５０(质量比) ５４１ １.６７ ３７５.３４ ２７２.０４~４９８.５１

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ １２.００(质量比) ５４７ ２.０１ ４５６.３３ ３１４.３２~５９８.１２

２.２　 二化螟转录组特征分析

通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭＸ Ｔｅｎ 平台对毒死蜱、醚菊

酯、毒死蜱与醚菊酯增效混配剂、去离子水处理构建的

１２个 ｃＤＮＡ 文库(Ｔ０１~Ｔ１２)进行测序ꎬ４ 个处理分别产

生４８.２０５ ６ Ｍ、４４.１７９ １ Ｍ、４５.８６４ ２ Ｍ 和５１.０６１ ５ Ｍ 的

平均过滤读长ꎬ产生７.２３０ ９ Ｇ、６.６２６ ９ Ｇ、６.８７９ ６ Ｇ 和
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７.６５９ ２ Ｇ 的平均过滤碱基ꎬ测序质量控制后显示 Ｐｈｒｅｄ
数值大于 ２０ 和 ３０ 的碱基占比分别在 ９７􀆰 ００％和

９０􀆰 ００％以上ꎮ 所有 ｃＤＮＡ 文库的鸟嘌呤与胞嘧啶含量

百分比为４４.９２％~４７􀆰 ９５％ꎬ获得了高质量的二化螟转

录组(表 ３)ꎮ 二化螟转录组的原始数据提交到 ＮＣＢＩꎬ

获取短读存档登录号(ＳＲＲ１１４９６７２０、ＳＲＲ１１５０８５１９、ＳＲ￣
Ｒ１１６１２５６４、 ＳＲＲ１１６１３３９９、ＳＲＲ１１６１２５９８、ＳＲＲ１１６１２５６４、
ＳＲＲ１１６１２７３０、ＳＲＲ１１６１２８３５、ＳＲＲ１１６１２９３８、ＳＲＲ１１６１３３￣
５９、ＳＲＲ１１６１３３６０ 和 ＳＲＲ１１６１３３９６)ꎮ

表 ２　 人工饲料药膜法测定毒死蜱与醚菊酯混配对二化螟的联合毒力指数和死亡率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ａｎｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｐｙｒｉｆｏｓ ａｎｄ ｅｔｈｏｆｅｎｐｒｏｘ ｍｉｘｔｕｒｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｌｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ ｕｓｉｎｇ ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅ ｆｉｌｍ ｏｎ ａｒｔｉｆｉ￣
ｃｉａｌ ｄｉｅｔ ｓｕｒｆａｃｅ

杀虫剂混配处理　 　 　 联合毒力指数
二化螟实际死亡率(％)

毒死蜱处理 醚菊酯处理 毒死蜱与醚菊酯混配处理

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ ０.１５(质量比) １.２７±０.１０ ４５ ２４ ３１

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ ０.３５(质量比) １.５９±０.１２ ２５ ２７ ４８

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ ０.６０(质量比) ２.４６±０.２４ ３９ ５１ １０

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ ０.９０(质量比) １.１８±０.０１ ３２ ４３ ２５

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ １.４０(质量比) １.１４±０.１７ ４０ ２５ ３５

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ ２.００(质量比) ０.４２±０.１４ ９ １５ ７６

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ ３.００(质量比) １.１９±０.１２ ３５ ２３ ４２

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ ５.５０(质量比) １.３４±０.３３ １５ ３５ ５０

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １.００ ∶ １２.００(质量比) ２.７３±０.１１ ４５ ４４ １１

表 ３　 二化螟转录组过滤后的读长数据量及质量特征

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｑｕａｎｔｉｔｙ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｏｆ ｃｌｅａｎ ｒｅａｄ ｄａｔａ ｉｎ Ｃｈｉｌｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ

样本　 　 编号
过滤读长

(Ｍ)
过滤碱基

(Ｇ)
Ｐｈｒｅｄ 数值大于 ２０
的碱基占比(％)

Ｐｈｒｅｄ 数值大于 ３０
的碱基占比(％)

鸟嘌呤与胞嘧啶
含量百分比(％)

对照￣１ Ｔ０１ ４７.２５１ ０ ７.０８７ ６ ９７.５９ ９３.１１ ４５.３０

对照￣２ Ｔ０２ ５１.０９２ ８ ７.６６３ ９ ９７.９６ ９４.０３ ４５.５０

对照￣３ Ｔ０３ ５４.８４０ ６ ８.２２６ １ ９７.４５ ９２.８３ ４４.９２

毒死蜱处理￣１ Ｔ０４ ５１.０６１ ２ ７.６５９ ２ ９７.６２ ９３.１３ ４６.２９

毒死蜱处理￣２ Ｔ０５ ４７.８２５ １ ７.１７３ ８ ９７.７４ ９３.４９ ４７.９５

毒死蜱处理￣３ Ｔ０６ ４５.７３０ ５ ６.８５９ ６ ９７.８８ ９３.７７ ４５.４４

醚菊酯处理￣１ Ｔ０７ ４５.５３２ ０ ６.８２９ ８ ９７.６５ ９３.２７ ４５.７１

醚菊酯处理￣２ Ｔ０８ ４４.６１１ ６ ６.６９１ ７ ９８.０４ ９４.１７ ４５.５５

醚菊酯处理￣３ Ｔ０９ ４２.３９３ ７ ６.３５９ １ ９７.８１ ９３.５９ ４６.９５

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １ ∶ ２(质量比)处理￣１ Ｔ１０ ５０.１９７ ６ ７.５２９ ６ ９７.３３ ９２.５０ ４５.５２

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １ ∶ ２(质量比)处理￣２ Ｔ１１ ４１.８２４ １ ６.２７３ ６ ９７.３７ ９２.６１ ４７.００

毒死蜱 ∶ 醚菊酯＝ １ ∶ ２(质量比)处理￣３ Ｔ１２ ４５.５７０ ９ ６.８３５ ６ ９７.５３ ９３.０１ ４７.０１

２.３　 毒死蜱与醚菊酯混配增效处理的差异基因表

达量及通路分析

　 　 基于 ＦＰＫＭ 分析毒死蜱、醚菊酯、毒死蜱与醚

菊酯增效混配剂、去离子水处理下样品的相关性ꎬ各
处理下样品间基因表达的皮尔逊相关系数分别为

０􀆰 ８２、０􀆰 ９１、０􀆰 ９４ 和 ０􀆰 ９８(图 １)ꎬ表明获得的测序数

据可靠ꎮ 去离子水处理与毒死蜱处理、去离子水处

理与醚菊酯处理、去离子水处理与增效混配剂处理、
毒死蜱处理与增效混配剂处理、醚菊酯处理与增效

混配剂处理的差异表达基因(ＤＥＧ)(图 ２Ａ)分别为

４６５、３９２、１ ８７４、１１７、２５ 个ꎬ其表达量比值分别为
－３􀆰 ９１~ ４􀆰 ３８、－４􀆰 １１~ ６􀆰 ２５、－５􀆰 ６６~ １０􀆰 ９５、－２􀆰 ６５~
３􀆰 ２４ 和－２􀆰 ０１~ ２􀆰 ４８ꎬ样品间基因表达模式存在显

著差异(图 ２Ｂ)ꎮ 采用京都基因与基因组百科全书
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(ＫＥＧＧ)通路富集分析 ＤＥＧ 的功能ꎬ去离子水处理

与毒死蜱处理之间的 ４６５ 个 ＤＥＧ 主要富集代谢中

的全局代谢总括(４１ 个)、脂质代谢(２８ 个)、外源物

降解代谢(２３ 个)以及富集环境信息处理的信号

转导(２７ 个) (图 ３Ａ)ꎻ去离子水处理与醚菊酯处

理之间的 ３９２ 个 ＤＥＧ 主要富集代谢中的全局代谢

总括(６１ 个)、脂质代谢(３３ 个)、外源物降解代谢

(２４ 个)以及富集环境信息处理的信号转导( ２０
个)(图 ３Ｂ)ꎻ去离子水处理与增效混配剂处理之

间的１ ８７４个 ＤＥＧ 主要富集代谢中的全局代谢总

括(２３２ 个)、核苷酸代谢(１２７ 个)、碳水化合物代

谢(９０ 个)、氨基酸代谢 ( ８４ 个)、脂质代谢 ( ８２
个)、外源物降解代谢(５９ 个)ꎬ富集环境信息处理

的信号转导(１４０ 个)、信号分子与相互作用( ７８
个)、膜传输(６５ 个)ꎬ富集遗传信息处理的转录

(７０ 个)、翻译(５４ 个)以及折叠、分类和降解(５２
个)ꎬ富集细胞过程的细胞群落(５８ 个)以及细胞

生长和死亡(７３ 个) (图 ３Ｃ)ꎻ毒死蜱处理与增效

混配剂处理之间的 １１７ 个 ＤＥＧ 主要富集代谢中的

全局代谢总括(１３ 个)、核苷酸代谢(６ 个)、碳水

化合物代谢(６ 个)、氨基酸代谢(７ 个)、脂质代谢

(８ 个)、外源物降解代谢(６ 个)以及富集环境信息

处理的信号转导(１１ 个) (图 ３Ｄ)ꎻ醚菊酯处理与

增效混配剂处理之间的 ２５ 个 ＤＥＧ 主要富集代谢

中的全局代谢总括 ( ６ 个)、碳水化合物代谢 ( ２
个)、氨基酸代谢(２ 个)、脂质代谢(２ 个)、外源物

降解代谢(２ 个)以及富集环境信息处理的信号转

导(２ 个)(图 ３Ｅ)ꎮ 上述研究结果表明ꎬ毒死蜱与

醚菊酯混配增效机制主要涉及代谢过程ꎮ 结合维

恩交集法筛选去离子水处理与增效混配剂处理、
毒死蜱处理与增效混配剂处理、醚菊酯处理与增

效混配剂处理三者的共表达差异基因ꎬ结果(图

４Ａ)发现 ＣＹＰ３４１Ｂ２、同向转运体和核酸酶基因

ＨＡＲＢＩ１ 共表达ꎬ代谢通路中的解毒代谢酶可能介

导毒死蜱与醚菊酯的增效机制ꎮ
　 　 采 用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分 析 上 调 的 ＣＹＰ３４１Ｂ２、
ＵＧＴ３４０Ｃ２、 ＣＹＰ３４１Ａ１５、 气 味 结 合 蛋 白 ７０ 基 因

(ＯＢＰ７０)、多抗药相关蛋白基因(ＭＲＰ)、表皮蛋白

２２ 基因(ＣＰ２２)、表皮蛋白 ２７ 基因(ＣＰ２７)ꎬ以及下

调的 热 激 蛋 白 ９０ 基 因 ( Ｈｓｐ９０ )、 ＣＹＰ６ＡＢ４５、
ＣＹＰ６ＡＥ６０ 的表达量ꎬ结果(图 ４Ｂ) 表明 ｑＲＴ￣ＰＣＲ
基因表达量与转录组测序数据相匹配ꎮ

３　 讨 论

杀虫剂轮用和混配是治理害虫抗药性的普遍策

略ꎬ在单一杀虫剂使用模式下ꎬ轮用杀虫剂并不能杀

死全部抗性害虫ꎬ而在杀虫剂混用模式下ꎬ理论上可

以杀死全部抗性害虫[１４]ꎮ 有研究结果表明ꎬ二化螟

对敌百虫、对硫磷、甲基对硫磷、硫磷、杀虫单、杀虫

双、氟虫腈(已禁用)、阿维菌素和双酰胺类杀虫剂

已经产生了中等至高等水平的抗性[１５￣１７]ꎮ 二化螟

幼虫于水稻茎秆中渡过生命周期ꎬ这层天然屏障加

大了防治难度ꎬ但施用化学农药仍是治理二化螟的

重要手段ꎮ 由于二化螟具有较强的抗药性ꎬ可以考

虑将无交互抗性的敏感药剂与抗性药剂混用ꎮ 毒死

蜱与醚菊酯以１ ∶ ２(质量比)混配明显增强对二化

螟的毒力ꎬ混配剂的致死效果优于单剂ꎬ可以延长化

学农药的使用寿命ꎮ 要想优化毒死蜱与醚菊酯的混

配比例ꎬ促进杀虫剂持续使用ꎬ需解析毒死蜱与醚菊

酯混配剂的增效机制ꎮ 本研究利用转录组测序方法

分析毒死蜱与醚菊酯的协同增效机制ꎬ转录组测序

产生 ４４.１７９ １~ ５１.０６１ ５ Ｍ 的 平 均 过 滤 读 长 和

６.６２６ ９~７.６５９ ２ Ｇ 的平均过滤碱基ꎬ高于报道的二

化螟转录组数据[１８]ꎬ检测到的表达基因总数与二化

螟基因组中注释的基因总数接近[１９]ꎬ获得的 Ｐｈｒｅｄ
数值大于 ２０ 和 ３０ 的碱基数占比以及鸟嘌呤与胞嘧

啶含量百分比数据ꎬ反映出高的测序质量ꎮ 皮尔逊

相关系数是检测试验可靠性和样本选择的重要指

标ꎬ二化螟生物学重复样品间皮尔逊相关系数大于

０􀆰 ８ꎬ表明样品间的表达模式相似度高ꎬ确保后续的

差异基因分析ꎮ
ＤＥＧ 的 ＫＥＧＧ 通路富集分析结果显示ꎬ毒死蜱

与醚菊酯增效混配差异表达基因主要分布于代谢、
环境信息处理、遗传信息处理和细胞过程ꎬ主要参与

碳水化合物代谢、氨基酸代谢、脂质代谢、信号转导、
外源物降解代谢ꎮ 碳水化合物代谢作为生物体内重

要的代谢途径ꎬ为细胞中许多生理反应和过程提供

能量和底物来源ꎮ 毒死蜱与醚菊酯增效混配剂处理

二化螟后碳水化合物代谢基因数量明显增加ꎬ表明

二化螟解毒毒死蜱与醚菊酯增效混配剂会消耗大量

能量ꎮ 氨基酸代谢通过氧化产生能量满足机体需

要ꎬ氨基酸参与杀虫剂的代谢过程ꎮ 二化螟暴露于

毒死蜱与醚菊酯增效混配剂中ꎬ氨基酸代谢通路中

多个基因显著表达ꎬ表明毒死蜱与醚菊酯混配剂的

１２３徐　 鹿等:转录组测序分析毒死蜱与醚菊酯混配对二化螟毒杀的增效机制



Ｔ０１~ Ｔ１２ 见表 ３ꎮ
图 １　 二化螟所有处理样本基因表达水平的皮尔逊系数

Ｆｉｇ.１　 Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｆｏｒ ａｌｌ ｔｒｅａｔｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｌｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ

Ａ:差异表达基因上调和下调数量ꎻＢ:差异表达基因热图ꎮ ａ:去离子水处理与增效混配剂处理ꎻｂ:毒死蜱处理与增效混配剂处理ꎻｃ:醚菊酯

处理与增效混配剂处理ꎻｄ:去离子水处理与毒死蜱处理ꎻｅ:去离子水处理与醚菊酯处理ꎮ Ｔ０１~ Ｔ１２ 见表 ３ꎮ
图 ２　 二化螟响应毒死蜱、醚菊酯、毒死蜱与醚菊酯增效混配剂处理和去离子水处理的差异表达基因分析

Ｆｉｇ.２ 　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃｈｉｌｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｈｌｏｒｐｙｒｉｆｏｓꎬ ｅｔｈｏｆｅｎｐｒｏｘꎬ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｃｈｌｏｒｐｙｒｉｆｏｓ ａｎｄ
ｅｔｈｏｆｅｎｐｒｏｘ ｍｉｘｔｕｒｅ ａｎｄ ｄｅｉｏｎｉｚｅｄ ｗａｔｅｒ
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Ａ:去离子水处理与毒死蜱处理之间的 ＫＥＧＧ 通路ꎻＢ:去离子水处理与醚菊酯处理之间的 ＫＥＧＧ 通路ꎻＣ:去离子水处理与增效混配剂处理

之间的 ＫＥＧＧ 通路ꎻＤ:毒死蜱处理与增效混配剂处理之间的 ＫＥＧＧ 通路ꎻＥ:醚菊酯处理与增效混配剂处理之间的 ＫＥＧＧ 通路ꎮ ａ１:运输和

分解代谢ꎻａ２:细胞群落ꎻａ３:细胞生长与死亡ꎻａ４:细胞运动ꎻａ５:信号转导ꎻａ６:信号分子与相互作用ꎻａ７:膜传输ꎻａ８:转录ꎻａ９:翻译ꎻａ１０:折叠、

分类和降解ꎻａ１１:复制和修复ꎻａ１２:传染病(病毒性)ꎻａ１３:癌症(概述)ꎻａ１４:神经变性疾病ꎻａ１５:传染病(细菌性)ꎻａ１６:癌症(特定类型)ꎻａ１７:

传染病(寄生虫病)ꎻａ１８:内分泌代谢疾病ꎻａ１９:物质依赖性ꎻａ２０:心血管疾病ꎻａ２１:免疫性疾病ꎻａ２２:全局代谢总括ꎻａ２３:核苷酸代谢ꎻａ２４:碳水

化合物代谢ꎻａ２５:氨基酸代谢ꎻａ２６:脂质代谢ꎻａ２７:辅酶和维生素代谢ꎻａ２８:其他氨基酸代谢ꎻａ２９:外源物降解代谢ꎻａ３０:聚糖生物合成代谢ꎻ

ａ３１:萜类和聚酮类化合物代谢ꎻａ３２:能量代谢ꎻａ３３:其他次生代谢产物生物合成ꎻａ３４:内分泌系统ꎻａ３５:消化系统ꎻａ３６:免疫系统ꎻａ３７:神经系

统ꎻａ３８:老化ꎻａ３９:发育ꎻａ４０:循环系统ꎻａ４１:排泄系统ꎻａ４２:感觉系统ꎻａ４３:环境适应ꎮ

图 ３　 二化螟响应毒死蜱、醚菊酯以及增效混配剂的 ＫＥＧＧ 通路

Ｆｉｇ.３　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ Ｃｈｉｌｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｈｌｏｒｐｙｒｉｆｏｓꎬ ｅｔｈｏｆｅｎｐｒｏｘꎬ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｃｈｌｏｒｐｙｒｉｆｏｓ ａｎｄ ｅｔｈｏｆｅｎｐｒｏｘ ｍｉｘｔｕｒｅ
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Ａ:基于比较转录组的维恩交集图ꎻＢ:荧光定量 ＰＣＲ 验证转录组数据ꎮ ａ:ＣＹＰ３４１Ｂ２ꎻｂ:ＵＧＴ３４０Ｃ２ꎻｃ:ＣＹＰ３４１Ａ１５ꎻｄ:ＯＢＰ７０ꎻｅ:ＭＲＰꎻｆ:ＣＰ２２ꎻ
ｇ:ＣＰ２７ꎻｈ:Ｈｓｐ９０ꎻｉ:ＣＹＰ６ＡＢ４５ꎻｊ:ＣＹＰ６ＡＥ６０ꎮ

图 ４　 毒死蜱与醚菊酯混配协同增效基因的维恩交集和转录组数据验证

Ｆｉｇ.４　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｐｙｒｉｆｏｓ ａｎｄ ｅｔｈｏｆｅｎｐｒｏｘ ｍｉｘｔｕｒｅ

协同增效过程需要氨基酸的合成和分解ꎮ 当糖缺乏

时ꎬ脂质代谢可为生物体提供能量ꎬ是细胞内重要的

生理过程ꎮ 脂质代谢通路中的多个基因在二化螟暴

露于毒死蜱与醚菊酯增效混配剂中后显著表达ꎬ推
测这些差异表达基因可能会改变脂质代谢ꎬ从而影

响二化螟的繁殖ꎮ 信号转导涉及生物体的各种生理

过程[２０￣２１]ꎬ二化螟暴露于毒死蜱与醚菊酯增效混配

剂中后ꎬ差异表达基因数量高于其他通路ꎬ推断二化

螟接触杀虫剂后通过信号转导通路传递杀虫剂信

号ꎬ进而启动各种生理反应避免杀虫剂致死效应ꎮ
外源物降解代谢是昆虫接触杀虫剂后产生的主要生

理过程ꎬ解毒代谢酶和转运体参与其中ꎬ解毒代谢过

程是一个生化代谢途径ꎬ将外源物分解成无毒的形

式ꎬ本研究鉴定出解毒代谢差异共表达基因ꎬ表明解

毒代谢酶可能介导毒死蜱与醚菊酯混配剂协同增效

机制ꎮ 本研究鉴定的代谢过程相关通路的差异表达

基因在毒死蜱与醚菊酯混配剂对二化螟毒杀增效中

起到关键作用ꎬ但其功能还需进一步研究ꎬ昆虫杆状

病毒表达系统和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑可为其功

能研究提供支持[２２￣２３]ꎮ 本研究结果表明ꎬ毒死蜱与

醚菊酯在特定比例下混配对二化螟毒杀产生增效作

用ꎬ通过转录组测序分析毒死蜱与醚菊酯对二化螟

毒杀的增效机制ꎬ其结果为杀虫剂混配剂配比的优

化以及二化螟抗性治理策略的建立提供理论依据ꎮ
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