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　 　 摘要:　 为揭示腐食酪螨对阿维菌素的抗性形成机制ꎬ通过 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 技术获得亚致死剂量阿维菌素胁迫下腐

食酪螨转录组序列ꎬ鉴定到 １３８ 个差异表达的基因被注释到解毒代谢中ꎬ包括 ４ 个谷胱甘肽 Ｓ 转移酶基因(ＧＳＴ)ꎬ
１２ 个细胞色素 Ｐ４５０ 基因(Ｐ４５０)和 ３ 个羧酸酯酶基因(ＣａｒＥ)ꎮ 利用 ＲＮＡｉ 技术沉默差异表达的 １１ 个解毒代谢基

因后ꎬ腐食酪螨对阿维菌素的敏感性发生显著性变化ꎬ毒力指数在 ０.６５ ~ ６.０５ꎮ 结果显示ꎬＧＳＴ 家族中 ＴＰＧＳＴ７、
ＴＰＧＳＴ４５ 和 ＴＰＧＳＴ４９ 以及 Ｐ４５０ 基因 ＴＰＣＹＰ３Ａ９、ＴＰＣＹＰ３Ａ１３ 和 ＴＰＣＹＰ４Ｃ３ 均参与腐食酪螨对阿维菌素的抗性形

成ꎮ 此外ꎬ葡萄糖醛酸转移酶(ＧＬＴ)家族基因 ＴＰＧＬＴ２８ 首次被证实参与腐食酪螨对阿维菌素的抗性形成ꎮ
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　 　 螨类害虫个体微小ꎬ繁殖力和对环境的适应能

力都极强ꎬ单一药剂胁迫使螨类很快产生抗药性ꎬ已
无法达到理想的防治效果[１￣２]ꎮ 阿维菌素因其杀虫

杀螨活性强、高效低残留等特点而被广泛用于田间

包括腐食酪螨在内的害螨防治ꎬ导致害螨对其抗药

性日益增加[１ꎬ３￣４]ꎮ ２０２０ 年全国农业有害生物抗药

性监测结果显示ꎬ 二斑叶螨 ( Ｔｅｔｒａｎｙｃｈｕｓ ｕｒｔｉｃａｅ
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Ｋｏｃｈ)在中国 ４ 省 ４ 县市监测地区的种群对阿维菌

素已产生了高水平抗性ꎬ抗性倍数在 ３０４~ １ ０５１ꎬ对
虫螨腈、腈吡螨酯也处于中等至高水平抗性[５]ꎮ 由

于存在高抗性问题ꎬ阿维菌素已不能再用于这些地

区二斑叶螨的防治ꎬ这与害螨抗药性形成快、增长幅

度高紧密相关[５￣６]ꎮ
基于现代科技的发展ꎬ转录组测序技术、ＲＮＡｉ 技

术越来越多地应用于昆虫毒理学研究领域[７]ꎮ 目前ꎬ
大量研究结果证实害螨通过代谢解毒能力增强、靶标

部位敏感性降低等途径产生对阿维菌素的抗性ꎬ靶标

抗性主要包括谷氨酸氯离子通道 (Ｇｌｕｔａｍａｔｅ￣ｇａｔｅｄ
ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｃｈａｎｎｅｌｓ ꎬ ＧｌｕＣｌ)、γ￣氨基丁酸受体(Ｇａｍｍａ￣
ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＧＡＢＡＲ)和 γ￣氨基丁酸氯

离子通路(ＧＡＢＡＣｌｓ)等ꎬ解毒酶家族包括多功能氧化

酶(ＭＦＯ)、谷胱甘肽 Ｓ 转移酶(ＧＳＴ)和羧酸酯酶

(ＣａｒＥ)等ꎮ 此外利用基因芯片技术还发现内环裂解

双加氧酶(ＩＤ￣ＩＣＤ)、丝氨酸蛋白酶(ＳＰ)、组织蛋白酶

Ｌ(Ｌ)和 Ｐ￣糖蛋白(Ｐ￣ＧＰ)等与朱砂叶螨(Ｔ. ｃｉｎｎａｂａｒｉ￣
ｎｕｓ Ｂｏｉｄｕｖａｌ)对阿维菌素的抗性形成相关[６￣９]ꎮ

腐食酪螨(Ｔｙｒｏｐｈａｇｕｓ ｐｕｔｒｅｓｃｅｎｔｉａｅ Ｓｃｈｒａｎｋ)是

世界性重要粮储害螨之一ꎬ分布广ꎬ食性杂ꎮ 近年ꎬ
随着食用菌“设施化制种＋生态出菇”模式的迅速发

展ꎬ恒温恒湿的发菌环境和稳定的寄主资源ꎬ使得腐

食酪螨的发生频次不断上升ꎬ危害也越来越严重ꎬ成
为食用菌栽培的最主要害螨之一[１０￣１１]ꎮ 该螨危害

毛木耳、黑木耳、银耳、真姬菇、金针菇等食用菌菌丝

和子实体ꎬ还携带并传播病原菌ꎬ短时间内可造成食

用菌大幅减产甚至绝产[１２]ꎮ 腐食酪螨个体微小ꎬ体
长在０.４~ ０􀆰 ６ ｍｍꎬ可从栽培袋或出菇瓶的口端缝

隙、出菇孔或接种处进入料中取食菌丝ꎬ喷洒的药剂

无法有效灭杀袋内或瓶内的螨虫ꎬ且缺乏有效的防

控措施ꎬ导致乱用和滥用杀虫杀螨剂的现象频发ꎬ严
重制约着食用菌产业的绿色安全生产[１３]ꎮ 长期的

化学防治ꎬ使其对阿维菌素、哒螨灵、有机磷类农药

产生了高抗药性[１￣４]ꎬ而有关腐食酪螨对阿维菌素的

代谢、解毒及其抗性机制仍不清楚ꎮ
本研究利用高通量测序技术对腐食酪螨在阿维

菌素胁迫下的转录组进行研究ꎬ挖掘和鉴定该螨对

阿维菌素的抗性相关基因ꎬ并通过 ＲＮＡｉ 技术进一

步明确与抗药性密切相关的基因功能ꎬ为揭示腐食

酪螨抗药性的分子机制和制定治理策略奠定理论基

础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 供试螨虫 　 供试腐食酪螨(Ｔ. ｐｕｔｒｅｓｃｅｎｔｉａｅ)
于 ２０１２ 年采自江苏省丰县师寨镇毛木耳子实体上ꎬ
转至实验室内ꎬ 无接触化学药剂ꎬ 人工气候箱

(２５ ℃± １ ℃ꎬ 相 对 湿 度 ８０％± ５％) 中 以 香 菇

(Ｌｅｎｔｉｎｕｌａ ｅｄｏｄｅｓ Ｌ.)麦粒种为饲料饲养至今ꎮ 饲养

方法同 Ｑｕ 等[１２]ꎮ
１.１.２　 主要试剂与仪器　 ９０％阿维菌素原药购自上

海源叶生物科技有限公司ꎬ柱式法通用型总 ＲＮＡ 提

取试剂盒(９７６７)购自宝生物工程(大连)有限公司ꎬ
一步法 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ 􀅺 ＲＴ￣ＰＣＲ 定量检测试剂盒

(ＲＲ０９６Ａ)购自宝生物工程(大连)有限公司ꎮ 主要

仪器有 ＳＰＸ￣２５０１ 人工气候箱(上海博讯实业有限

公司产品)、ＣＦＸ９５ Ｔｏｕｃｈ 型实时荧光定量 ＰＣＲ 仪

(ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司产品)、ＰＣＲ 扩增仪(ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司

产品)、核酸电泳仪和水平电泳槽(北京市六一仪器

厂产品)、显微凝胶成像仪(上海培清科技有限公司

产品)、核酸定量仪(ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｏｎｅꎬ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 亚致死剂量阿维菌素处理腐食酪螨 　 阿维

菌素原药(溶于丙酮)用 ｄｄＨ２Ｏ 稀释成１ ０００ ｍｇ / Ｌ
母液在 ４ ℃冰箱里避光储存ꎮ 使用 ｄｄＨ２Ｏ 将阿维

菌素母液稀释到 ０􀆰 ５ ｎｇ / Ｌꎬ采用胃毒触杀联合毒力

测定法处理腐食酪螨ꎬ具体操作方法同骆昕等[３] 方

法ꎮ 将 ０􀆰 ０２５ ｇ 成螨(约１ ５００头)放入养虫瓶内ꎬ盖
上瓶盖ꎬ然后置于人工气候箱 ( ２５ ℃、相对湿度

７５％±５％、无光照)中饲喂 ２４ ｈꎬ然后用 ２００ 目过滤

网收集活螨ꎬｄｄＨ２Ｏ 清洗 ３ 次ꎬ用滤纸吸干水分后放

入 １􀆰 ５ ｍｌ 的离心管中ꎬ液氮中预冷 ４ ｈ 以上ꎬ放入

－８０ ℃冰箱中保存ꎬ重复 ３ 次ꎮ 对照组ꎬ直接取

０􀆰 ０２５ ｇ 饲养在香菇麦粒种中的成螨ꎬｄｄＨ２Ｏ 清洗 ３
次后ꎬ同处理组一样的方式进行样品预冷和保存ꎮ
１.２.２　 转录组测序和生物学分析 　 螨虫样品委托

华大基因有限公司(深圳)进行总 ＲＮＡ 提取、质量

分析、ｃＤＮＡ 文库的建立及测序工作ꎮ 采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＨｉＳｅｑ ２５００ 系统进行测序ꎬ将拼接的 ｕｎｉｇｅｎｅｓ 与 ＮＲ
(ＮＣＢＩ ｎｏｎ￣ ｒｅｄｕｎｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ)、ＮＴ(ＮＣＢＩ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ)、Ｐｆａｍ( Ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｍｉｌｙ)、ＫＯＧ /
ＣＯＧ ( Ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ )、
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Ｓｗｉｓｓ￣ｐｒｏｔ(Ａ ｍａｎｕａｌｌｙ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ａｎｄ ｒｅｖｉｅｗｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｂａｓｅ)、 ＫＥＧＧ ( Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ￣
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ)、ＧＯ(Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ)等数据库进

行基因功能注释ꎮ 使用 ＤＥＳｅｑ２ 进行差异基因的筛

选ꎬ采用 ＦＤＲ 法对差异检验的 Ｐ 值作多重假设检验

校正得到 Ｑ 值ꎬ为了得到显著差异表达的基因ꎬ筛
选条件为差异倍数(Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ)≥２ 或≤－２ 且 Ｑ
值<０􀆰 ０１ꎬ然后通过对差异基因进行 ＧＯ 功能注释和

ＫＥＧＧ 通路富集分析[４]ꎮ
１.２.３　 解毒代谢相关基因的鉴定 　 在转录组序列

中搜索解毒代谢相关基因ꎬ以关键词谷胱甘肽 Ｓ 转

移酶( ＧＳＴ)、细胞色素 Ｐ４５０ ( Ｐ４５０) 和羧酸酯酶

(ＣａｒＥ) 等进行搜索ꎮ 筛选差异倍数大于 ４、ＦＤＲ
值< ０. ０１ 且被注释在 Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｐ４５０(ｋｏ０１１００、ｋｏ００９８３ 或 ｋｏ００４８０ 等)通路或 Ｄｒｕｇ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｏｔｈｅｒ ｅｎｚｙｍｅｓ ( ｋｏ０１１００、 ｋｏ００９８３、
ｋｏ１０４９、ｋｏ７３８３ 或 ｋ１５７４３ 等)通路或 ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ
ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃｓ ｂｙ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ( ｋｏ００９８０ 或

ｋｏ００９８２)通路ꎮ 根据 ＮＲ 的注释结果和 ＫＥＧＧ 通路

的分析ꎬ过滤掉短片段和等位基因后ꎬ将拥有完整开

放阅读框的基因序列作为进一步研究基因功能的候

选序列[２ꎬ４ꎬ１４￣１５]ꎮ
１.２.４　 候选的解毒代谢相关基因的功能分析 　 通

过 ｓｉＲＮＡ 诱导的 ＲＮＡ 干扰来验证候选基因在腐食

酪螨对阿维菌素抗性中的作用ꎮ ｓｉＲＮＡ 序列利用在

线工具(ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｄｅｖ.ｅｘｔｒａ.ｃｅａ.ｆｒ / ＤＳＩＲ / ＤＳＩＲ.ｈｔｍｌ)
设计ꎬ靶向序列为 １９ 个碱基ꎬ在 ＲＮＡ 的 ３′端加 ｄＴ￣
ｄＴ 垂悬(引物见表 １) [１４]ꎮ ｓｉＲＮＡ 合成由南京擎科

生物科技有限公司完成ꎬ用 Ｒｎａｓｅ￣ｆｒｅｅ 水将 ｓｉＲＮＡ
引物 稀 释 成 １００ μｍｏｌ / Ｌ ( １􀆰 ０ μｇ / μｌ )ꎬ 保 存 于
－８０ ℃冰箱备用ꎮ

参照文献[３]、[１５]建立的饲喂法将 ｓｉＲＮＡ 导

入腐食酪螨体内进行 ＲＮＡ 沉默分析ꎬ这里我们将叶

片换成香菇麦粒种ꎬ每个处理 ５ 粒麦粒种ꎮ ６０ 目过

滤筛收集腐食酪螨成螨(３~ ５ ｄ)ꎬ然后用 ｄｄＨ２Ｏ 清

洗 ４ 次后用 ２５０ 目纱网收集ꎬ吸干纱网上水分ꎬ转置

２􀆰 ０ ｍｌ 的离心管中饥饿 ２４ ｈꎮ 将 １００ 头成螨放入

２５ ｍｌ 的养虫瓶ꎬ分别用 ５００ ｎｇ / μｌ、２００ ｎｇ / μｌ、５０
ｎｇ / μｌ和 ２５ ｎｇ / μｌ的 ｓｉＲＮＡ 进行基因沉默ꎬ带上盖子

饲喂 ２４ ｈ 后ꎬ采集螨虫样品用于 ＲＮＡ 提取ꎬ随后

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析候选的解毒酶基因表达水平ꎬ分析最

佳的 ｓｉＲＮＡ 饲喂剂量ꎮ 重复 ３ 次ꎬ以 ｄｄＨ２Ｏ 处理的

麦粒种饲喂的螨虫为对照ꎮ 以腐食酪螨 β￣ｔｕｂｌｉｎ 基

因为内参(引物见表 １)ꎬ一步法ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应条件

为:逆转录 ４２ ℃温育 ５ ｍｉｎꎬ９５ ℃ １０ ｓ 终止反应ꎻ
ＰＣＲ 扩增:９５ ℃预温育 ５ ｓ 后ꎬ６０ ℃ ２０ ｓꎬ循环 ４０
次ꎬ熔解曲线６５~ ９５ ℃ꎬ每 １５ ｓ 升温 ０􀆰 ３ ℃ꎮ 采用

２－△△Ｃｔ方法计算基因的相对表达量[１５]ꎮ
阿维菌素母液用 ｄｄＨ２ Ｏ 稀释成 ２０􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ、

１０􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ、２􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ、１􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ和 ０􀆰 ５ ｍｇ / Ｌ ５ 个质

量浓度梯度备用ꎬ采用胃毒触杀联合毒力测定法处

理腐食酪螨ꎬ具体操作方法同骆昕等[３] 方法ꎮ 处理

组根据上述试验确定的最佳剂量 ｓｉＲＮＡ 分别饲喂

腐食酪螨成螨 ２４ ｈ 后ꎬ将 １００ 头转到含不同质量浓

度阿维菌素药剂的养虫瓶内ꎬ２４ ｈ 后观察腐食酪螨

的死亡数量ꎬ每个 ｓｉＲＮＡ 处理重复 ３ 次ꎬ对照组为清

水处理[１５]ꎮ
１.３　 数据分析

以上测得的数据采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 进行整理ꎮ 单

因素方差分析( ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ) 和 Ｓｔｕｄｅｎｔ￣Ｎｅｗ￣
ｍａｎ￣Ｋｅｕｌｓ (ＳＮＫ) 检验后进行多重比较(Ｐ＝ ０􀆰 ０５)ꎬ
使用 ＳＰＳＳ ２１. ０ 软件完成ꎮ 毒力测定所得数据用

Ｅｘｃｅｌ 软件进行相关分析和回归分析ꎬ得出相关系

数、毒力回归方程(Ｙ ＝ ａｘ＋ｂ)、ＬＣ５０值及其 ９５％置信

区间ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 腐食酪螨的转录组测序结果

经测序质量控制ꎬ６ 个样品共得到 ３７􀆰 ２５ Ｇｂ 数

据ꎬ组装并去掉冗余后得到６２ ２６８个 Ｕｎｉｇｅｎｅꎬ总度、
平均度、５０％ ｃｏｎｔｉｇ 总长度(Ｎ５０)以及 Ｇ＋Ｃ 含量分

别为８２ １５４ ６４０ ｂｐ、１ ３１９ ｂｐ、２ ３６０ ｂｐ 和 ４８􀆰 ３６％ꎮ
然后将 Ｕｎｉｇｅｎｅ 比对到七大功能数据库进行注释ꎬ
最终 分 别 有 ３７ ３３２ ( ＮＲ: ５９􀆰 ９５％)、 ２２ １４３ ( ＮＴ:
３５􀆰 ５６％)、 ２９ ５８９ ( ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ: ４７􀆰 ５２％)、 ２８ ６２１
(ＫＯＧ:４５􀆰 ９６％)、２９ ６３６ ( ＫＥＧＧ:４７􀆰 ５９％)、１３ ２２４
(ＧＯ:２１􀆰 ２４％)以及３３ ５３０( Ｐｆａｍ:５３􀆰 ８５％)个 Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅ 获得功能注释ꎮ 使用 Ｔｒａｎｓｄｅｃｏｄｅｒ 检测出

３８ ７９１个蛋白质编码序列(Ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬＣＤＳ)ꎮ
使用 ＤＥＳｅｑ２ 进行对照组与处理组间的差异表达分

析ꎬ将 Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ≥２ 或≤－２ 且ＦＤＲ<０􀆰 ０１ 作为筛

选标准ꎬ统计分析所得的差异基因数量ꎬ共鉴定出差

异基因１４ ４３５个ꎬ其中上调表达１ １８８个ꎬ下调表达

１３ ２４７ 个ꎮ进一步对差异表达基因进行聚类分析ꎬ

９１６曲绍轩等:腐食酪螨对阿维菌素的抗性相关基因鉴定与功能分析



表 １　 解毒酶相关候选基因及引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒｓ

序号 基因 ＩＤ 基因名称　 注释信息 Ｌｏｇ２ＦＣ
引物信息

引物名称 引物用途　 引物序列(５′→３′)
１ Ｕｎｉｇｅｎｅ３２６６２＿ＡＬＬ ＴＰＧＳＴ７ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓ￣ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ [ＥＣ:２.５.１.１８]＋

ｋｏ０５４１８/ / Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｐ４５０＋ｋｏ００４８０

２.１３ ＧＳＴ７Ｉ ＲＮＡ 干扰 Ｆ:ＧＡＣＣＵＡＵＡＣＵＡＣＡＡＣＡＵＣＡＵＧ
Ｒ:ＵＧＡＵＧＵＵＧＵＡＧＵＡＵＡＧＧＵＣＧＡ

ＧＳＴ７Ｑ 荧光定量 ＰＣＲ Ｆ:ＣＧＡＣＡＣＧＡＡＧＡＡＧＣＣＴＧＡＡ
Ｒ:ＡＴＧＧＣＴＣＧＡＧＡＴＴＣＡＡＡＧＡＧＧ

２ ＣＬ５７４.Ｃｏｎｔｉｇ３＿ＡＬＬ ＴＰＧＳＴ８ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓ￣ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ [ＥＣ:２.５.１.１８]＋
ｋｏ０５４１８/ / Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｐ４５０＋ｋｏ００４８０

３.９９ ＧＳＴ８Ｉ ＲＮＡ 干扰 Ｆ:ＧＡＵＧＧＡＧＡＡＡＵＵＡＧＧＣＵＡＡ
Ｒ:ＵＵＡＧＣＣＵＡＡＵＵＵＣＵＣＣＡＵＣ

ＧＳＴ８Ｑ 荧光定量 ＰＣＲ Ｆ:ＧＧＴＴＴＧＣＣＡＧＣＣＡＡＴＴＴＧＡＡ
Ｒ:ＧＴＡＣＡＴＣＣＡＧＧＡＧＴＣＣＡＣＡＴＡＡＣ

３ ＣＬ１７４５.Ｃｏｎｔｉｇ３＿ＡＬＬ ＴＰＧＳＴ４５ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓ￣ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ [ＥＣ:２.５.１.１８]＋
ｋｏ０５４１８/ / Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｐ４５０＋ｋｏ００４８０

－３.４７ ＧＳＴ４５Ｉ ＲＮＡ 干扰 Ｆ:ＣＡＧＵＵＧＣＵＧＵＣＣＵＵＧＵＣＡＡＡＣ
Ｒ:ＵＵＧＡＣＡＡＧＧＡＣＡＧＣＡＡＣＵＧＣＵ

ＧＳＴ４５Ｑ 荧光定量 ＰＣＲ Ｆ:ＣＣＧＡＧＡＣＡＣＡＣＴＡＴＴＣＣＡＡＣＡＡ
Ｒ:ＡＣＣＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧＧＧＴＡＡＡＧ

４ ＣＬ１９１.Ｃｏｎｔｉｇ４＿ＡＬＬ ＴＰＧＳＴ４９ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓ￣ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ [ＥＣ:２.５.１.１８]＋
ｋｏ０５４１８/ / Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｐ４５０＋ｋｏ００４８０

３.８０ ＧＳＴ４９Ｉ ＲＮＡ 干扰 Ｆ:ＧＧＵＡＣＧＡＧＣＧＡＣＵＧＡＧＣＡＡＧＧ
Ｒ:ＵＵＧＣＵＣＡＧＵＣＧＣＵＣＧＵＡＣＣＡＧ

ＧＳＴ４９Ｑ 荧光定量 ＰＣＲ Ｆ:ＣＧＡＧＴＡＣＣＴＧＡＡＧＣＴＧＡＡＣＣ
Ｒ:ＣＧＴＡＣＴＴＧＴＴＧＧＣＣＡＧＡＴＡＣＴ

５ ＣＬ３８６５.Ｃｏｎｔｉｇ４＿ＡＬＬ ＴＰＣＹＰ３Ａ９ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｆａｍｉｌｙ ３ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ Ａ
[ＥＣ:１. １４. １４. １] ＋ ｋｏ００１４０/ / ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｐ４５０ ＋ ｋｏ００９８２/ / Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｃｙｔｏ￣
ｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０＋ｋｏ００９８３/ / Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣
ｏｔｈｅｒ ｅｎｚｙｍｅｓ＋ｋｏ０１１００

２.６１ ＣＹＰ３Ａ９Ｉ ＲＮＡ 干扰 Ｆ:ＧＧＵＧＣＡＡＵＵＧＣＵＡＧＵＵＧＡＡＧＣ
Ｒ:ＵＵＣＡＡＣＵＡＧＣＡＡＵＵＧＣＡＣＣＡＡ

ＣＹＰ３Ａ９Ｑ 荧光定量 ＰＣＲ Ｆ:ＧＡＴＣＧＣＣＴＣＧＴＴＧＡＧＣＡＴＡＴＡＧ
Ｒ:ＧＣＣＴＣＡＡＧＧＴＡＧＧＧＴＡＴＣＴＴＴＧ

６ ＣＬ４４７３.Ｃｏｎｔｉｇ３＿ＡＬＬ ＴＰＣＹＰ３Ａ１３ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｆａｍｉｌｙ ３ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ Ａ
[ＥＣ:１.１４.１４.１]＋ｋｏ００１４０/ / Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏ￣
ｌｉｓｍ￣ｏｔｈｅｒ ｅｎｚｙｍｅｓ＋ｋｏ０１１００

３.６７ ＣＹＰ３Ａ１３Ｉ ＲＮＡ 干扰 Ｆ:ＧＵＣＡＡＧＵＡＧＡＡＡＣＡＵＣＡＡＵＧ
Ｒ:ＵＵＧＡＵＧＵＵＵＣＵＡＣＵＵＧＡＣＣＡＧ

ＣＹＰ３Ａ１３Ｑ 荧光定量 ＰＣＲ Ｆ:ＡＡＣＡＧＣＧＡＣＧＡＧＡＡＧＧＴＡＡＴＧ
Ｒ:ＡＧＣＧＧＴＣＡＧＣＧＴＴＴＣＡＴＡＧ

７ ＣＬ７４８９.Ｃｏｎｔｉｇ５＿ＡＬＬ ＴＰＣＹＰ３Ａ１８ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｆａｍｉｌｙ ３ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ Ａ
[ＥＣ:１.１４.１４.１]＋ｋｏ００１４０/ / Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏ￣
ｌｉｓｍ￣ｏｔｈｅｒ ｅｎｚｙｍｅｓ＋ｋｏ０１１００

７.３５ ＣＹＰ３Ａ１８Ｉ ＲＮＡ 干扰 Ｆ:ＧＡＵＵＧＵＣＧＡＵＧＣＵＧＡＡＣＵＡＡＵ
Ｒ:ＵＡＧＵＵＣＡＧＣＡＵＣＧＡＣＡＡＵＣＧＵ

ＣＹＰ３Ａ１８Ｑ 荧光定量 ＰＣＲ Ｆ:ＣＴＧＴＧＡＧＣＡＣＡＴＧＣＡＴＣＴＴＴＧ
Ｒ:ＣＴＣＴＴＣＡＧＡＡＴＴＧＧＧＣＴＣＴＡＡＧＴ

８ ＣＬ１７３.Ｃｏｎｔｉｇ１０＿ＡＬＬ ＴＰＣＹＰ４Ｃ３ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｆａｍｉｌｙ ４ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ Ｃ
[ＥＣ:１.１４.１４.１]＋ｋｏ００１４０/ / Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏ￣
ｌｉｓｍ￣ｏｔｈｅｒ ｅｎｚｙｍｅｓ＋ｋｏ０１１００

７.０６ ＣＹＰ４Ｃ３Ｉ ＲＮＡ 干扰 Ｆ:ＧＣＡＡＧＵＵＵＣＵＣＡＡＣＵＣＵＡＡＵＣ
Ｒ:ＵＵＡＧＡＧＵＵＧＡＧＡＡＡＣＵＵＧＣＵＡ

ＣＹＰ４Ｃ３Ｑ 荧光定量 ＰＣＲ Ｆ:ＧＡＣＡＣＴＡＣＣＧＡＣＴＣＣＡＡＴＣＴＣ
Ｒ:ＧＧＣＧＡＧＧＡＡＴＧＡＡＡＣＧＡＡＴＡＴＣ

９ ＣＬ１７１６.Ｃｏｎｔｉｇ３＿ＡＬＬ ＴＰＧＬＴ１６ ｇｌｕｃｕｒｏｎｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ [ＥＣ:２. ４. １. １７] ＋
ｋｏ００１４０/ / Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｐ４５０ ＋ ｋｏ００９８３/ / Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｏｔｈｅｒ
ｅｎｚｙｍｅｓ＋ｋｏ０１１００

２.４０ ＧＬＴ１６Ｉ ＲＮＡ 干扰 Ｆ:ＧＣＵＧＡＵＣＵＵＣＵＵＣＡＧＵＣＵＡＧＧ
Ｒ:ＵＡＧＡＣＵＧＡＡＧＡＡＧＡＵＣＡＧＣＵＵ

ＧＬＴ１６Ｑ 荧光定量 ＰＣＲ Ｆ:ＴＧＧＣＴＡＴＧＡＡＧＣＡＡＣＡＧＡＡＧＡＧ
Ｒ:ＧＡＧＴＴＣＣＴＴＴＧＧＡＴＡＣＣＣＧＴＡＡＡ

１０ ＣＬ２６２８.Ｃｏｎｔｉｇ２＿ＡＬＬ ＴＰＧＬＴ２８ ｇｌｕｃｕｒｏｎｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ [ＥＣ:２. ４. １. １７] ＋
ｋｏ００１４０ / / Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｐ４５０ ＋ ｋｏ００９８３/ / Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｏｔｈｅｒ
ｅｎｚｙｍｅｓ＋ｋｏ０１１００/

２.７０ ＧＬＴ２８Ｉ ＲＮＡ 干扰 Ｆ:ＧＣＧＣＧＡＡＵＣＧＣＵＣＧＡＧＵＵＡＡＣ
Ｒ:ＵＡＡＣＵＣＧＡＧＣＧＡＵＵＣＧＣＧＣＵＧ

ＧＬＴ２８Ｑ 荧光定量 ＰＣＲ Ｆ:ＡＣＣＧＧＡＴＣＴＡＧＴＣＣＴＧＡＴＴＧＡ
Ｒ:ＣＧＧＡＴＴＴＣＣＧＣＴＧＴＧＴＡＴＧＡ

１１ ＣＬ６５７３.Ｃｏｎｔｉｇ４＿ＡＬＬ ＴＰＣａｒＥ６ ｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ ２ [ＥＣ:３.１.１.１ ３.１.１.８４ ３.
１.１.５６]＋ｋｏ００９８３/ / Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｏｔｈｅｒ
ｅｎｚｙｍｅｓꎻＫ０７３７８/ /

１.９８ ＣａｒＥ６Ｉ ＲＮＡ 干扰 Ｆ:ＧＡＣＵＡＵＣＵＣＵＡＣＧＡＵＵＣＵＡＵＣ
Ｒ:ＵＡＧＡＡＵＣＧＵＡＧＡＧＡＵＡＧＵＣＧＧ

ＣａｒＥ６Ｑ 荧光定量 ＰＣＲ Ｆ:ＴＣＣＴＣＣＴＣＧＴＣＧＡＧＴＡＡＴＧＴ
Ｒ:ＧＣＡＡＴＣＴＴＣＧＣＴＴＴＣＧＴＣＴＡＴＴＴ

１２ ＣＬ２５４４.Ｃｏｎｔｉｇ１１＿Ａｌｌ β￣ｔｕｂｌｉｎ ｔｕｂｕｌｉｎ ａｌｐｈａ＋ｋｏ０４１４５ ＮＡ ＴＰ￣ｔｕｂ 荧光定量 ＰＣＲ Ｆ:ＧＴＴＣＡＧＣＧＴＣＴＣＴＧＡＧＡＴＴＡＣＣ
Ｒ:ＧＡＧＡＡＧＡＣＡＧＣＡＧＧＣＣＡＴＡＴＡＣ
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ＫＥＧＧ Ｐａｔｈｗａｙ 富集分析结果显示ꎬ亚致死剂量阿维

菌素处理腐食酪螨后ꎬ差异基因在信号传导、免疫系

统、内分泌系统、药物代谢和传染性疾病相关通路富

集(图 １)ꎮ ＧＯ 富集分析发现受阿维菌素胁迫后腐

食酪螨在涉及结合、催化活性、细胞过程、新陈代谢

过程、ＡＴＰ 结合、解旋酶活性等生物过程、细胞组分

和分子功能组中大量富集(图 ２)ꎬ有 １３８ 个差异表

达的基因被注释到解毒代谢中ꎮ

图 １　 亚致死剂量阿维菌素胁迫下的腐食酪螨转录组中 ＫＥＧＧ 通路富集分析结果

Ｆｉｇ.１　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｏｆ Ｔｙｒｏｐｈａｇｕｓ ｐｕｔｒｅｓｃｅｎｔｉａｅ ｕｎｄｅｒ ｓｕｂｌｅｔｈａｌ ｄｏｓｅ ｏｆ ａｂａｍｅｃｔｉｎ

２.２　 腐食酪螨转录组中解毒代谢相关基因分析

通过比对 ＧＯ、ＫＥＧＧ 和 ＫＯＧ 数据库注释的序

列ꎬ在亚致死剂量阿维菌素胁迫下腐食酪螨转录组

中发现 ７３ 个谷胱甘肽 Ｓ 转移酶(ＧＳＴ) ｕｎｉｇｅｎｅ、２９６
个细胞色素 Ｐ４５０(Ｐ４５０) ｕｎｉｇｅｎｅ 和 ９７ 个羧酸酯酶

(ＣａｒＥ)ｕｎｉｇｅｎｅ 等解毒代谢相关基因ꎮ 过滤掉短片

段、等位基因后ꎬ共鉴定到 ３０ 个 ＧＳＴ ｕｎｉｇｅｎｅꎬ全部

与 Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ 通路、 ｍｅｔａｂｏ￣

ｌｉｓｍ ｏｆ ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃｓ ｂｙ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ 通路有关且具

有完整的 ＯＲＦꎻ鉴定到 １１４ 个 Ｐ４５０ ｕｎｉｇｅｎｅꎬ其中 ２２
个 Ｐ４５０ ｕｎｉｇｅｎｅ 与 Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０
通路相关ꎬ１８ 个 Ｐ４５０ ｕｎｉｇｅｎｅ 与 Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣
ｏｔｈｅｒ ｅｎｚｙｍｅｓ 通路相关ꎬ２４ 个 Ｐ４５０ ｕｎｉｇｅｎｅ 与 ｍｅ￣
ｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃｓ ｂｙ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ 通路相关ꎮ
根据 ＫＯＧ 注释结果ꎬ对 Ｐ４５０ ｕｎｉｇｅｎｅ 进行分类ꎬ其
中 ４６ 个 ｕｎｉｇｅｎｅ 属 于 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ＣＹＰ３ /
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图 ２　 亚致死剂量阿维菌素胁迫下的腐食酪螨转录组中 ＧＯ 功能富集分析结果

Ｆｉｇ.２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｏｆ Ｔ. ｐｕｔｒｅｓｃｅｎｔｉａｅ ｕｎｄｅｒ ｓｕｂｌｅｔｈａｌ ｄｏｓｅ ｏｆ ａｂａｍｅｃｔｉｎ

ＣＹＰ５ / ＣＹＰ６ / ＣＹＰ９ ｓｕｂｆａｍｉｌｉｅｓ ( ＫＯＧ０１５８ )ꎬ １３ 个

ｕｎｉｇｅｎｅ 属于 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ＣＹＰ４ / ＣＹＰ１９ / ＣＹＰ２６
ｓｕｂｆａｍｉｌｉｅｓ(ＫＯＧ０１５７)ꎻ鉴定到 ６８ 个 ＣａｒＥ ｕｎｉｇｅｎｅꎬ
其中 ６ 个 ＣａｒＥ ｕｎｉｇｅｎｅ 与 Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｏｔｈｅｒ ｅｎ￣
ｚｙｍｅｓ 通路有关ꎮ

解毒代谢相关基因中鉴定到的 Ｐ４５０ 基因数和

羧酸酯酶基因数分别占 ３ 种解毒酶基因的 ５３􀆰 ８％
和 ３２􀆰 １％ꎬ远多于谷胱甘肽 Ｓ￣转移酶基因的数量ꎬ
说明这 ２ 类解毒酶在腐食酪螨解毒代谢过程中有着

极其重要的地位ꎮ
２.３　 候选的解毒代谢相关基因的功能分析

从上述鉴定到的解毒代谢相关基因中筛选差异

倍数大于 ４、ＦＤＲ<０.０１ 且被注释在 Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ 通路或 Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ￣ｏｔｈｅｒ ｅｎ￣
ｚｙｍｅｓ 通路或 ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃｓ ｂｙ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｐ４５０ 的基因作为候选基因(表 １)ꎬ用于进一步研究

其在腐食酪螨对阿维菌素抗性的作用ꎮ
腐食酪螨对阿维菌素抗性相关的 １１ 个基因包

括 ４ 个 ＧＳＴ 家族基因(ＴＰＧＳＴ７、ＴＰＧＳＴ８、ＴＰＧＳＴ４５
和 ＴＰＧＳＴ４９)、４ 个 Ｐ４５０ 家族基因(ＴＰＣＹＰ３Ａ９、ＴＰ￣
ＣＹＰ３Ａ１３、ＴＰＣＹＰ３Ａ１８ 和 ＴＰＣＹＰ４Ｃ３)、１ 个羧酸酯

酶基因(ＴＰＣａｒＥ６)ꎬ２ 个葡萄糖醛酸转移酶(ＧＬＴ)基
因 ＴＰＧＬＴ１６ 和 ＴＰＧＬＴ２８ꎬ分别用 ｓｉＲＮＡ 引物干扰 ２４
ｈ 后ꎬ进行沉默效率测定ꎮ

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 结果表明ꎬ不同 ｓｉＲＮＡ 剂量饲喂腐食

酪螨成螨均使靶标基因的表达量降低(图 ３)ꎬ５００
ｎｍｏｌ / Ｌ ｓｉＲＮＡ 可最高 降 低 靶 标 基 因 表 达 量 的

７４􀆰 ６％ꎬ沉默效率在５１.７％~７４􀆰 ６％ꎬ２００ ｎｍｏｌ / Ｌ剂量

对靶 标 基 因 的 沉 默 效 率 在 ４０.６％~ ５８􀆰 ２％ꎬ ５０
ｎｍｏｌ / Ｌ和 ２５ ｎｍｏｌ / Ｌ剂量对靶标基因的沉默效率较

低(１９.２％~４０􀆰 ３％)ꎮ 因此ꎬ选择 ５００ ｎｍｏｌ / Ｌ剂量对

靶标基因进行沉默ꎮ
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图 ３　 不同 ｓｉＲＮＡ 引物剂量对 １１ 个解毒酶基因的沉默效率

Ｆｉｇ.３　 Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ １１ ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉＲＮＡ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

　 　 ＲＮＡｉ 技术沉默差异表达的 １１ 个解毒代谢相关

基因后ꎬ腐食酪螨对阿维菌素的敏感性也发生显著

性变化 (表 ２)ꎮ ＧＳＴ 家族基因 ＴＰＧＳＴ７、ＴＰＧＳＴ８、
ＴＰＧＳＴ４５ 和 ＴＰＧＳＴ４９ 沉默后ꎬ阿维菌素对腐食酪螨

的致死中浓度(ＬＣ５０)从未干扰时的 １３􀆰 ４３ ｍｇ / Ｌ最
低下降到 ２􀆰 ８１ ｍｇ / Ｌꎬ毒力指数分别为 ４􀆰 ７８、０􀆰 ７０、
３􀆰 ６４ 和 ３􀆰 ７７ꎻ Ｐ４５０ 家 族 基 因 ＴＰＣＹＰ３Ａ９、 ＴＰＣ￣
ＹＰ３Ａ１３、ＴＰＣＹＰ３Ａ１８ 和 ＴＰＣＹＰ４Ｃ３ 沉默后ꎬ阿维菌

素对腐食酪螨的 ＬＣ５０最低下降到 ２􀆰 ２２ ｍｇ / Ｌꎬ毒力

指数分别为 ４􀆰 ２０、４􀆰 ６０、１􀆰 ５２ 和 ６􀆰 ０５ꎻ羧酸酯酶基因

ＴＰＣａｒＥ６ 沉默后的毒力指数为 １􀆰 ２４ꎻ２ 个 ＧＬＴ 家族

基因 ＴＰＧＬＴ１６ 和 ＴＰＧＬＴ２８ 沉默后的毒力指数分别

为 ０􀆰 ５６ 和 ２􀆰 １１ꎮ 结果表明ꎬ沉默 ＧＳＴ 家族基因

ＴＰＧＳＴ７、ＴＰＧＳＴ４５ 和 ＴＰＧＳＴ４９ꎬＰ４５０ 家族基因 ＴＰＣ￣
ＹＰ３Ａ９、ＴＰＣＹＰ３Ａ１３ 和 ＴＰＣＹＰ４Ｃ３ꎬ以及 ＧＬＴ 家族基

因 ＴＰＧＬＴ２８ 后ꎬ腐食酪螨对阿维菌素的敏感性提

高ꎬ说明这些基因很可能参与了腐食酪螨对阿维菌

素抗性的形成ꎮ

表 ２　 阿维菌素对摄入 ｓｉＲＮＡ 引物的腐食酪螨的毒力

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ａｂａｍｅｃｔｉｎ ｔｏ Ｔ. ｐｕｔｒｅｓｃｅｎｔｉａｅ ｆｅｄ ｏｎ ｓｉＲＮＡ ｐｒｉｍｅｒｓ

序号 基因　 　 　 　 　 　 回归方程　 　 　 相关系数
( ｒ)

致死中浓度(ＬＣ５０)
(ｍｇ / Ｌ) ９５％置信区间 毒力指数

１ ＴＰＧＳＴ７ Ｙ＝ ４.７２ｘ＋０.６２ ０.９８ ２.８１ ０.６６~１１.９７ ４.７８

２ ＴＰＧＳＴ８ Ｙ＝ ４.３６ｘ＋０.５０ ０.９７ １９.２９ ２.５４~１４６.５１ ０.７０

３ ＴＰＧＳＴ４５ Ｙ＝ ４.６１ｘ＋０.６９ ０.９７ ３.６９ ０.９７~１３.９８ ３.６４

４ ＴＰＧＳＴ４９ Ｙ＝ ４.６５ｘ＋０.６３ ０.９８ ３.５６ ０.８３~１２.２８ ３.７７

５ ＴＰＣＹＰ３Ａ９ Ｙ＝ ４.８２ｘ＋０.３５ ０.９９ ３.２０ ０.２４~４２.２４ ４.２０

６ ＴＰＣＹＰ３Ａ１３ Ｙ＝ ４.６４ｘ＋０.７７ ０.９５ ２.９２ ０.９０~９.４８ ４.６０

７ ＴＰＣＹＰ３Ａ１８ Ｙ＝ ４.３３ｘ＋０.７０ ０.９６ ８.８２ ２.２５~３４.５０ １.５２

８ ＴＰＣＹＰ４Ｃ３ Ｙ＝ ４.８５ｘ＋０.４４ ０.９８ ２.２２ ０.２９~１６.９７ ６.０５

９ ＴＰＣａｒＥ６ Ｙ＝ ４.２３ｘ＋０.７５ ０.９８ １０.８１ ２.９２~４０.０３ １.２４

１０ ＴＰＧＬＴ１６ Ｙ＝ ４.０９ｘ＋０.６９ ０.９８ ２０.５４ ４.６６~９０.４４ ０.６５

１１ ＴＰＧＬＴ２８ Ｙ＝ ４.３２ｘ＋０.８５ ０.９７ ６.３６ ２.１０~１９.２８ ２.１１

１２ ＣＫ Ｙ＝ ４.３６ｘ＋０.５７ ０.９３ １３.４３ ２.３９~７５.５９
毒力指数＝基因沉默 ＬＣ５０ / 空白对照 ＬＣ５０ꎮ

３　 讨 论

阿维菌素是一种具有良好活性的杀虫杀螨剂ꎬ
被广泛用于农业害虫、害螨以及卫生害虫的防

治[１６￣１７]ꎬ对其抗性机制研究是杀虫剂毒理学的热点

之一[７]ꎮ 目前ꎬ已证实 Ｐ４５０ 家族中的 ＣＹＰ６、ＣＹＰ９、

ＣＹＰ４ 基因是蚊虫产生阿维菌素抗性的重要因

素[１８]ꎻ ＧＳＴ、Ｐ４５０、ＣａｒＥ 等参与农业害虫对阿维菌

素的代谢抗性[６￣８]ꎻ果蝇和二斑叶螨的 Ｐ￣ＧＰ 蛋白通

过诱导几丁质合成酶降低阿维菌素的穿透性而增强

抗性[９]ꎻ在害螨中ꎬ位于二斑叶螨中肠上层细胞的

ＣＹＰ３９２Ａ１６ 是阿维菌素抗性形成的主效基因ꎬ该基

３２６曲绍轩等:腐食酪螨对阿维菌素的抗性相关基因鉴定与功能分析



因也同样介导果蝇对阿维菌素的抗药性[１９]ꎮ
有关腐食酪螨的抗药性研究较少ꎬ仅报道了腐

食酪螨对磷化氢及多种常用的杀虫剂产生抗性ꎬ但
其抗药性机理研究甚少[１ꎬ ２０]ꎮ 本研究对亚致死剂

量阿维菌素胁迫下的腐食酪螨转录组进行了测序ꎬ
获得了解毒代谢相关基因表达模式ꎬ鉴定到 ３０ 个

ＧＳＴ、１１４ 个 Ｐ４５０ 和 ６８ 个 ＣａｒＥ 基因ꎬ发现被注释到

解读代谢通路上的 ４ 个 ＧＳＴ、１２ 个 Ｐ４５０ 和 ３ 个

ＣａｒＥ 基因差异表达ꎮ 利用 ｓｉＲＮＡ 介导的 ＲＮＡ 干扰

技术分析了沉默差异表达基因对阿维菌素毒力的影

响ꎬ结果证实了 ＧＳＴ 家族中的 ＴＰＧＳＴ７、ＴＰＧＳＴ４５ 和

ＴＰＧＳＴ４９ 和 Ｐ４５０ 家族中的 ＴＰＣＹＰ３Ａ９、ＴＰＣＹＰ３Ａ１３
和 ＴＰＣＹＰ４Ｃ３ 在腐食酪螨对阿维菌素的抗性形成中

起重要作用ꎮ 其中ꎬＰ４５０ 家族中的 ３ 个基因属于

ＣＹＰ３ 和 ＣＹＰ４ 基因家族ꎮ 大量研究结果证明 ＧＳＴ
和 Ｐ４５０ 家族基因参与杀虫剂的解毒代谢ꎬ这些基

因的过表达是害虫和害螨产生对阿维菌素、吡虫啉、
噻虫嗪和毒死蜱等不同杀虫剂交互抗性的重要因

素[２１￣２２]ꎮ 此外ꎬ沉默葡萄糖醛酸转移酶(ＧＬＴ)家族

基因 ＴＰＧＬＴ２８ 后ꎬ腐食酪螨对阿维菌素的敏感性提

高ꎬ毒力指数为 ２􀆰 １１ꎬ被证实也参与了腐食酪螨对

阿维菌素抗性的形成ꎬ但这类家族基因的抗性作用

机制目前尚未报道ꎮ 本研究通过转录组和 ＲＮＡｉ 分
析挖掘出参与腐食酪螨对阿维菌素抗性形成的重要

基因ꎬ为今后解析腐食酪螨对阿维菌素抗药性机理

提供了依据ꎮ
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