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【摘要】 蚊虫作为疾病传播媒介,对全球公共卫生产生重大影响。长期以来,化学方法是控制蚊虫种群的主要手段,然

而蚊虫对杀虫剂的抗性问题已经引起了广泛关注。本文对蚊虫杀虫剂抗性的产生原因、抗性机制及其检测方法的研究

进展进行了全面梳理和分析。首先,分析了抗性产生的原因,包括杀虫剂使用不当、生物选择压力、环境污染、基因突变

和基因流等。其次,探讨了抗性产生的机制,如生物代谢途径的改变、杀虫剂靶点的突变、表达调控、行为抗性、解毒酶活

性协同作用和抗性基因多态性等。最后,总结了蚊虫杀虫剂抗性检测方法的研究进展,涉及生物测定法、生化检测法和

分子生物学检测法。旨在为蚊虫杀虫剂抗性检测新方法的研究以及杀虫剂抗性监测和管理提供新的理论支持和科学手

段。
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【Abstract】 Mosquitoes,as
 

vectors
 

of
 

disease
 

transmission,have
 

a
 

significant
 

impact
 

on
 

global
 

public
 

health.
 

For
 

a
 

long
 

time,chemical
 

methods
 

have
 

been
 

the
 

main
 

means
 

of
 

controlling
 

mosquito
 

populations,but
 

the
 

issue
 

of
 

mosquito
 

resistance
 

to
 

insecticides
 

has
 

attracted
 

widespread
 

attention.
 

This
 

article
 

comprehensively
 

reviews
 

and
 

analyzes
 

the
 

research
 

progress
 

on
 

the
 

causes,resistance
 

mechanisms,and
 

detection
 

methods
 

of
 

mosquito
 

insecticide
 

resistance.
 

First,

the
 

causes
 

of
 

resistance
 

were
 

analyzed,including
 

improper
 

use
 

of
 

insecticide,biological
 

selection
 

pressure,environmental
 

pollution,gene
 

mutation
 

and
 

gene
 

flow.
 

Secondly,the
 

mechanism
 

of
 

resistance
 

generation
 

was
 

explored,such
 

as
 

changes
 

in
 

biological
 

metabolic
 

pathways,mutations
 

in
 

insecticide
 

targets,expression
 

regulation,behavioral
 

resistance,synergistic
 

effects
 

of
 

detoxification
 

enzyme
 

activity
 

and
 

resistance
 

gene
 

polymorphism.
 

Finally,the
 

research
 

progress
 

of
 

mosquito
 

insecticide
 

resistance
 

detection
 

methods
 

was
 

summarized,including
 

bioassay,biochemical
 

detection,and
 

molecular
 

biology
 

detection.
 

Intended
 

to
 

provide
 

new
 

theoretical
 

support
 

and
 

scientific
 

means
 

for
 

the
 

research
 

of
 

new
 

methods
 

for
 

detecting
 

insecticide
 

resistance
 

of
 

mosquitoes,as
 

well
 

as
 

for
 

monitoring
 

and
 

managing
 

insecticide
 

resistance.
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***蚊虫是疟疾、登革热、黄热病等多种疾病的主要传播媒介。

随着全球气候变化和人口流动,媒传疾病的范围和影响日益扩

大。蚊虫病媒控制长期以来一直是管理蚊子相关疾病的全球

战略的关键,而杀虫剂是这一战略中最重要的组成部分。

人造化学杀虫剂的使用最早可以追溯到19世纪中期。

1871年巴黎绿(乙酰亚砷酸铜)被成功用于防治马铃薯甲虫,直

到20世纪中期前,巴黎绿用于防治疟蚊传播疟疾且一直被许

多国家 广 泛 使 用。20世 纪40年 代 二 氯 二 苯 基 三 氯 乙 烷

(Dichloro-Diphenyl-Trichloroethylane,DDT)杀虫能力发现以

来,就开始重点部署针对幼虫和成年蚊子的此类杀虫剂,以达

到媒介控制的目的[1]。此后化学杀虫剂也逐渐成为防治蚊虫

传播疟疾的主要手段,包括有机磷类(敌敌畏、杀螟腈、地虫硫

磷等)和氨基甲酸酯类(甲萘威、克百威、涕灭威等),并于20世

纪70年代首次向市场推出拟除虫菊酯杀虫剂[2-3]。现在,应用

最普遍的杀虫剂为新烟碱类。第一个上市的新烟碱杀虫剂为

吡虫啉,1993年在日本以 Hachikusan商品名登记上市[3]。在

目前已有的杀虫剂种类中,拟除虫菊酯由于其有效性和安全

性,是世界范围内最广泛用于灭蚊防治疟疾的杀虫剂。

2021年全球范围内的84个疟疾流行国家估计有2.47亿
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疟疾病例,其中死亡病例估计为61.9万人,疟疾死亡人数在

2000-2021年期间稳步下降[4]。近年来全球疟疾负担大大减少

主要是通过扩大核心病媒控制干预措施实现的,即长效杀虫蚊

帐(Long-lasting
 

Insecticidal
 

Net,LLIN)和室内滞留喷洒杀虫

剂(Indoor
 

Residual
 

Spraying,IRS)[5]。据统计,全世界就有近

三分之二的室内残留喷洒(IRS)方案需依赖拟除虫菊酯杀虫剂

进行[6]。自20世纪50年代发表了第一份关于蚊子对氯代烃

杀虫剂抗性的报告以来[7],全球范围内有关杀虫剂抗性的报道

不断。长期地应用杀虫剂导致了蚊虫抗药特别是对拟除虫菊

酯类抗药性的出现,如在苏丹、赤道几内亚比奥科岛以拟除虫

菊酯为基础的IRS效果不理想,两地的拟除虫菊酯杀虫剂已被

恶虫威(bendiocarb)取代[8-9]。抗性的产生影响了杀虫剂的防

治效果,对抗药性问题不容忽视。同时,用于监测抗性的生物

学方法需要良好的蚊虫饲养等实验室条件,在条件落后的地方

不具备该方法的检测能力,而且只检测表型抗性,结果有滞后

性,不能及时发现抗药性基因突变,这可能会导致抗性基因的

遗传扩散;而基于PCR(Polymerase
 

Chain
 

Reaction)技术的分

子生物学方法通量普遍较低、费用较高,不常用于一般监测,与
媒介蚊种检测方法分开进行,不适用于大规模的媒介监测项

目。因此,进一步研究蚊虫杀虫剂抗性和抗性检测方法显得尤

为重要。世界各地的研究人员正在努力试图阐明控制杀虫剂

抗药性发展的机制并不断探索检测抗性的新方法,这是朝着有

效预防蚊虫抗药性、控制耐药蚊虫并最终减少蚊媒疾病流行迈

出的重要一步。

1 蚊虫对杀虫剂产生抗性的现状

根据 WHO(World
 

Health
 

Organization)的定义,抗药性是

指昆虫通过自然选择和突变对杀虫剂的毒害产生抗药性的能

力[10]。Mohammed等定义杀虫剂抗性为“一个种群对杀虫剂

剂量的耐受能力,这种能力是由于对杀虫剂的选择压力而形成

的。而此耐受剂量对于同一物种的正常种群的大多数个体来

说是致命的”[11]。两者都强调自然选择和突变对抗药性产生

的作用。

截至2020年,在全球范围内已记录的数据显示有125种

蚊虫对一种或多种杀虫剂产生了不同程度的抗药性[12]。在提

供2010-2020年监测数据的88个疟疾流行国家中,78个在至

少一种疟疾媒介和一个采集点检测到对至少一种杀虫剂类别

的抗药性;29个国家已经在不同地点检测到对拟除虫菊酯、有
机氯、氨基甲酸酯和有机磷的抗药性;19个国家确认在至少一

个地点和至少一种当地媒介对所有以上这四类杀虫剂产生抗

药性[4]。

2 蚊虫对杀虫剂产生抗性的原因

蚊虫抗药性的产生是一个复杂的过程,直接取决于遗传、

生理、行 为 和 生 态 因 素,间 接 取 决 于 杀 虫 剂 的 使 用 量 和 频

率[13]。有研究表明,在按蚊中抗药性的产生主要是由于杀虫

剂靶点的突变改变了其敏感性,以及解毒或隔离杀虫剂的酶的

基因表达上调[14]。也有研究认为抗药性的产生可能是由于转

基因结构或目标蚊子种群的选择性突变,这与长期存在的

GDMMs(Gene
 

Drive-modified
 

Mosquitoes)尤 为 相 关[15-16]。

Ffrench-Constant[17]的研究表明,在人为控制干预计划实施之

前,蚊虫种群中可能就已存在有利于抗药性的突变。在经过杀

虫剂选择后,携带抗性多态性或等位基因的个体比例增加,其

后代存活率会大大提高,最终耐药个体将成为种群中的优势群

体。这被认为是蚊虫的一种重要的进化现象[18]。总体上虽然

对抗药性按蚊生活史特征的研究很少,但可以肯定的是蚊虫基

因目标位置突变与健康负担、降低繁殖竞争力和幼虫存活有

关[19-20]。此外,来自工农业的环境污染物和来自天然异种生物

的化感化学物质都可介导蚊虫抗药性机制的发展,但这些污染

物对遗传抗性的影响仍不清楚[21]。

另外,用于农业和公共卫生的杀虫剂,在选择疟疾病媒抗

药性方面也发挥了关键作用[22]。农用和卫生用杀虫剂的使用

量和频次增加,特别是用于农作物保护的杀虫剂,导致蚊虫在

未接触卫生杀虫剂前可能就对相同类型的药剂产生了抗性。

值得注意的是,杀虫剂的使用本身可能不会产生抗药性,而是

选择一小部分具有基因突变的个体,使他们能够抵抗杀虫剂的

影响存活下来,并且将赋予抗药性的遗传变化传递给后代。这

点要与“诱导”区分开来,“诱导”可能发生在接触任何杀虫剂的

亚致命(或低剂量)环境中,并且不会遗传给后代[23]。

3 杀虫剂抗性机制

杀虫剂的抗性类型主要包括:代谢抗性,靶标抗性,表皮抗

性三大类[24],另有学者提出非特异性抗性及行为抗性[25]。代

谢抗性和靶标抗性一直是杀虫剂抗性研究的热点。

代谢抗性是由解毒酶的活性介导的[26],有研究表明,将杀

虫剂与这些酶的抑制剂结合可以大大降低对杀虫剂的抗药

性[27]。杀虫剂在蚊虫体内被解毒酶代谢降解而降低毒性,这
些代 谢 酶(有 称 解 毒 酶)主 要 包 括 谷 胱 甘 肽 巯 基 转 移 酶

(Glutathione
 

S-transferase,GSTs)、 乙 酰 胆 碱 酯 酶

(Acetylcholinesterase,AChE)及细胞色素P450介导的多功能

氧化酶(Mixed
 

Function
 

Oxidase,MFO)等。

靶标抗性已在多种蚊虫对杀虫剂的抗性中被发现。其涉

及AChE对有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的抗性,AChE是神

经系统中的一种重要的关键酶,负责水解乙酰胆碱神经递质从

而终止神经冲动;电压门控钠离子通道(Voltage-gated
 

Sodium
 

Channel,VGSC)对滴滴涕(DDT)和拟除虫菊酯的击倒抗性,通
常情况下杀虫剂有效成分在与钠通道结合后,它们会导致蚊虫

的神经系统反复放电,神经膜去极化从而导致蚊虫死亡;以及

γ-氨基丁酸受体(γ-Aminobutyricacid
 

Receptor,GABAR)对环

戊二烯类杀虫剂的抗性[28-29]。

考虑到大多数杀虫剂是亲脂性分子,因此表皮抗性被认为

是蚊虫对多种杀虫剂的交叉抗性[21],该抗性机制可延缓杀虫

剂进入蚊虫体内尤其是到达靶标部位的时间,并使杀虫剂在体

内有更多机会被降解。这种抗性机制不是特异性的,但可以广

泛影响蚊虫对杀虫剂的接触。Wood等[30]使用扫描电子显微

镜(Scanning
 

Electron
 

Microscope,SEM)测量实验室催命按蚊

(Anopheles
 

Funestus)株的平均角质层厚度,结果表明耐受拟

除虫菊酯的蚊虫的平均角质层厚度明显大于易感蚊虫。此外,

通过蚊虫的14C溴氰菊酯渗透率试验所观察到的表皮抗性受细

胞色素P450单加氧酶表达的控制[31-33]。然而对表皮抗性的认

识还远远不足,仍需要做更多工作来确定表皮抗性的重要性。

行为抗药性不具有与生理抗药性相同的“重要性”,但可以

被认为是一个促成因素,它使得蚊虫行为改变避免接触致命剂

量的杀虫剂[34-35]。例如Russell等[36]的调查结果表明,坦桑尼

亚催命按蚊的叮咬偏好由室内转向室外,这与当地增加拟除虫
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菊酯浸渍蚊帐的覆盖率有关。

其它的机制如代谢解毒酶活性协同作用:蚊虫体内的解毒

酶通常在多种生物代谢途径中发挥作用,当这些途径被同时激

活时,可能导致协同效应,使蚊虫对杀虫剂更具抗性。此外还

有蚊虫抗性基因多态性:抗性基因在蚊虫种群中可能存在多态

性,即同一基因在不同个体中具有不同的等位基因,这种多态

性可能导致蚊虫对杀虫剂抗性的差异。这些机制都在蚊虫对

杀虫剂产生抗性中发挥了不同程度的作用。

世界卫生组织推荐用于疟疾媒介控制的六种杀虫剂的抗

性机制(表1)。

表
 

1 常用杀虫剂抗性机制
Table

 

1 Commonly
 

used
 

insecticide
 

resistance
 

mechanisms
杀虫剂

Insecticide
分子靶标

Molecular
 

targets
基因突变

Gene
 

mutation
酶机制

Enzymatic
 

mechanisms
参考文献
References

拟除虫菊酯类 钠离子通道 Kdr突变 单加氧酶、酯酶 [37-41]
滴滴涕 钠离子通道 Kdr突变 单加氧酶、谷胱甘肽S转移酶 [37,42]

氨基甲酸酯类 - Ace-1突变 乙酰胆碱酯酶 [37,42]
有机磷类 - Ace-1突变 单加氧酶、谷胱甘肽S转移酶、酯酶 [37-39]

环戊二烯类 γ-氨基丁酸受体 Rdl突变 谷胱甘肽S转移酶 [37,43-44]
吡唑类 γ-氨基丁酸受体 Rdl突变 谷胱甘肽S转移酶 [37,43-44]

4 杀虫剂抗性检测方法

4.1 生物测定法 生物测定法是一种直接评估杀虫剂对蚊虫

的毒性作用的方法,该法以活的成蚊为受试对象,在暴露于杀

虫剂一定时间后观察其失能或死亡情况,通过如下指标:抗性

系数、时间-死亡率等来反映蚊虫的抗性水平[45]。

4.1.1 WHO药膜接触筒法 WHO药膜接触筒试验是一种

直接暴露反应测试,自上世纪60年代初期首次介绍以来,经过

了不断改进和完善,该法在给定的杀虫剂抗性区分浓度或抗性

强度浓度下测量蚊子死亡率,以此来判定是否存在抗性及抗性

强度[37]。抗性区分浓度下死亡率≥98%为敏感;在90%~
97%之间为可能存在抗性,但是否具有抗性尚需使用替代试验

进一步验证;<90%为证实存在抗性。5倍抗性强度浓度下,死
亡率≥98%为低强度,<98%为中至高强度;10倍抗性强度浓

度下,死亡率≥98%为中强度,<98%为高强度。该法直观、操
作简单,不仅可以检测抗性水平,而且在与增效剂合用时可用

于确定蚊虫对某种杀虫剂是否具有代谢抗性;不足之处在于操

作过程中易受外部条件影响或研究者在试验过程中易将失能

(不能站立)蚊虫记为死亡,影响对结果的判定,因此需要严格

的实验条件控制。

4.1.2 CDC瓶生物测定法 美国 CDC(Center
 

for
 

Disease
 

Control
 

and
 

Prevention)于2010年网络发布了更新版的瓶生物

测定法,这一方法是将溶于丙酮或乙醇溶剂的杀虫剂均匀地涂

布于玻璃瓶的内表面,后将蚊虫置于瓶中以暴露于杀虫剂,每
隔15

 

min记录一次失能或存活数量,直至全部失能或最多观

察2
 

h就停止试验,最后通过比较时间-死亡率来判断抗性水

平[46]。与 WHO区分剂量法不同的是,该法测量使用预定浓

度的杀虫剂使易感蚊子丧失能力所需的不同时间长度,而前者

测量暴露于特定浓度杀虫剂的蚊子在固定时间段内的死亡率。

该法程序相对简单快捷,可进行各种增效剂效果的测定,在评

估不同种类和不同浓度杀虫剂时有更大的灵活性,作为一种补

充方法广泛用于日常监测蚊子种群的抗性[37];不足之处在于

对进行测定的瓶子准备不当时常会阻碍结果的准确性,需要严

格进行瓶子内涂层。另外,该法也增加补充了不同判别浓度的

抗性强 度 测 定 项,可 以 用 更 少 的 蚊 子 获 得 有 价 值 的 信 息。

Zamora等[47]还将上述两种方法进行了对比评估,结果显示两

者的效能基本一样。

4.2 生化法 生化法主要通过测定蚊虫体内与抗性相关的酶

活性,如酯酶、混合功能氧化酶和谷胱甘肽-S-转移酶等,来评估

蚊虫抗性水平[48]。Brogdon等[49]在研究中发现,生化检测法

可以定量评估蚊虫抗性,但受样本处理和实验条件影响较大,

需要一定的技术水平。

4.2.1 GSTs检测 GSTs是杀虫剂产生代谢抗性的重要酶

系,参与多种分子的解毒,蚊虫体内GSTs水平与有机氯类、有
机磷类、环 戊 二 烯 类 和 吡 唑 类 杀 虫 剂 引 起 的 抗 性 有 关。

Brogdon等[50]建立了微量板法检测GSTs的活性,该法将蚊虫

匀浆离心后取上清放入96孔板中,然后加入1-氯-2,4-二硝基

苯(1-Chloro-2,4-Dinitrobenzene,CDNB)和谷胱甘肽,30
 

min后

在414nm波长下测定吸光度来计算 GSTs活性。该法可以定

量检测GSTs的酶活性,但由于所需试验仪器限制不利于进行

现场检测。WHO推荐使用的标准方法为在每个蚊子匀浆样

品中加入200mL
 

GSH/CDNB工作液(100
 

μL
 

0.6%的还原型

谷胱甘肽稀释在0.1
 

mol/L磷酸盐缓冲液中,pH=6.5
 

0.013g
 

1-氯-2,4-二硝基苯稀释在1mL
 

70%甲醇中),在340nm波长处

立即读数并作动力学分析5min[51]。该法目前多用于GSTs活

性测定的相关研究中。Vontas等[52]运用CDNB和还原型谷胱

甘肽作底物,通过碘滴定显色后肉眼观察颜色变化来确定是否

产生有关GSTs的抗性。该法操作简便适用于现场快速定性

检测,缺点是不能定量。上述传统的生化检测方法估计的是总

GSTs水平的上升,而Aravindan等[53]研究发现与DDT亲和力

最高的D6转录本模拟的GSTs可能在蚊子接触杀虫剂时过度

表达,在通过湿法实验室研究进一步证实后,将有可能设计一

种特定的分子检测方法来确定这种高亲和力转录本的表达水

平,并且这可以用于在田间蚊虫中更可靠地检测GSTs的抗药

性。

4.2.2 MFO检测 MFO是一个复杂的酶家族,它们与分子

氧 结 合,并 从 NADPH(Nicotinamide
 

Adenine
 

Dinucleotide
 

Phosphate)接收电子,使细胞色素P450还原,并与代谢底物形

成复合物,主要参与有机磷类、DDT和拟除虫菊酯类杀虫剂的

代谢解毒。Brogdon等[54]在Thomas等[55]研究的基础上改进

了使 用 底 物 3,3'5,5'-四 甲 基 联 苯 胺 (3,3'5,5
 

'-
 

Tetramethylbenzidine,TMBZ)在电泳凝胶上检测血红素过氧

化物酶活性的方法。具体方法为在用无水甲醇稀释匀浆和3,

3’,5,5’-四甲基联苯胺(分别为0.01g/5mL)的溶液中加入

0.25
 

mol/L
 

pH
 

7.2
 

mol/L磷酸二氢钾缓冲液80
 

μL,然后与

15
 

mL
 

pH为5.0的0.25
 

mol/L醋酸钠缓冲液混合,随后加入

25
 

μL
 

3%过氧化氢,混合物在室温下放置2
 

h。用20
 

μL蒸馏

水、200
 

μL
 

TMBZ溶液和25
 

μL
 

3%
 

H2O2 制备样品和每板的

两个对照,最后在650
 

nm处读取吸光度,并将值与已知浓度细

胞色素C的吸光度标准曲线进行比较。该技术可以快速确定

抗性频率估计值,并且该方法的简单性使其可适用于多种检测

场合,但由于该法是一种间接测定法,在存在未知血红蛋白或

干扰物质的情况下易出现结果偏差。
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4.2.3 酯酶检测 酯酶是蚊虫体内对杀虫剂解毒的重要水解

酶,它普遍存在于蚊虫体内各组织中,主要参与有机磷类和拟

除虫菊酯类杀虫剂的解毒。Pasteur和 Georghiou首次使用了

一种简单的滤纸试验,用于检测单只蚊子中酯酶活性的增加,

这项测试是基于蚊子匀浆在滤纸上的沉积,滤纸首先在含有α-
乙酸萘酯的缓冲液中孵化,然后在含有偶氮染料的染色溶液中

孵化,最终观察颜色变化来反映酯酶的活性[56]。后又优化该

试验方法,即FP/Est试验,该法提高了测试的灵敏度以及引入

量化 特 征,使 其 更 具 可 靠 性[57]。在 上 述 滤 纸 法 的 基 础 上

Hemingway和Georgiou建立了微量孔板法,该法引入了微孔

板,可大批量操作,也可以用于酯酶水平的定量[58]。Moores
等[59]描述了一种用于检测乙酰胆碱酯酶的微量滴定板法,该

法较先前 Hemingway等[60]的方法具有较高的准确性,同时也

更省时。国内学者早期使用滤纸法和微量板法检测蚊虫体内

酯酶的活性[61-62],目前国外学者主要使用微量板测定法进行相

关研究[63-64]。

4.3 分子生物学法 分子生物学检测法主要包括聚合酶链反

应(PCR)[65]、高通量测序[66]等技术。这些方法可以直接检测

蚊虫基因组中与抗性相关的基因突变、基因表达水平变化等,

具有高灵敏度、高特异性和高通量的特点。然而,这些方法设

备要求高,成本较高,适用于实验室研究和监测工作。

4.3.1 PCR和基于PCR的反应技术 该技术主要包括有

PCR(聚合酶链式反应)、AS-PCR[67-69](Allele-Specific
 

PCR,基

因特异性扩增)、PCR-RFLP(聚合酶链反应-限制性片段长度多

态性)[70]、qPCR(Real-Time
 

Quantitative
 

PCR,实时荧光定量

PCR)[71]、RT-PCR (Reverse
 

Transcription
 

PCR,逆 转 录

PCR)[72]、dPCR(Digital
 

PCR,数字PCR)[73]、TaqMan
 

PCR(液

相探针荧光PCR)[74]。

PCR和基于PCR的反应技术可以检测蚊虫杀虫剂靶标位

点的突变,常见的检测到的靶点基因突变有 VGSC(电压门控

钠通道)基因突变位点:L1014F、L1014S、L1014C;Ace-1(乙酰

胆碱酯酶1)基因突变位点:G119S;Rdl(γ-氨基丁酸受体)基因

突变位点:A296G、A296S。PCR-RFLP是一种在PCR后对产

物进行限制性酶切的方法,通过对切割后产物的长度和数量进

行分析,可以判断基因中是否存在与抗性相关的特定点突变。

该方法已成功应用于检测多种蚊子(如Anopheles
 

gambiae和

Culex
 

quinquefasciatus)中与拟除虫菊酯和 DDT抗性相关的

kdr基因突变[75]。qPCR方法可以测定蚊子基因表达水平的

变化,从而了解基因表达与抗性之间的关系。这种方法对于揭

示蚊子对杀虫剂产生抗性的转录调控机制非常有用。例如,通

过对 Anopheles
 

gambiae 中 的 多 个 氧 化 还 原 酶 基 因 (如

CYP6M2和CYP6P3)进行qPCR分析,研究人员发现这些基因

在抗性蚊子中的表达水平显著升高,表明这些基因可能与拟除

虫菊酯抗性有关[76,77]。AS-PCR和TaqMan
 

qPCR探针分析法

依赖于进行两次检测来同时检测VGSC-1014F和VGSC-1014S
突变。Lynd等[78]建立了一种可同时检测两种突变等位基因和

野生型等位基因的锁核酸(LNA)qPCR方法,在对冈比亚按蚊

进行检测后发现同时存在L1014F和L1014S突变,N1575Y多

态性出现频率较低,此结果与TaqMan-kdr 法完全一致,该方

法可设计探针在一次qPCR反应中可靠地检测三个等位基因,

具有节省时间、降低检测成本的优点。Mavridis等[79]开发并验

证了一种ddPCR(数字微滴PCR)方法,并定量检测大量冈比

亚按蚊库中的kdr
 

L1014F抗药性靶点突变,结果显示该种方

法的 MAFs(等位基因突变频率)测量值与实际值的一致性相

关系数为0.9988,表明几乎一致[80]。该法与未改进的qPCR
方法相比,在精密度、准确性和LOD(即检测限:先前方法为5.
0%,此法为0.050%)方面都具有优势[81]。此外,因为该法可

用于批量测定大型样本容量,这对于在全球病媒控制规划框架

下快速监测病媒低频耐药突变尤为重要,以便于在耐药性蔓延

之前迅速采取行动[82]。Mavridis等[26]等开发了一种新型多重

qRT-PCR方法,该法基于特定的TaqMan探针和RT,无需事

先提取RNA和进行DNase处理步骤,可准确地测定拟除虫菊

酯代谢物 CYP6P3、CYP6M2、CYP9K1、CYP6P4、CYP6Z1和

GSTE2的水平,且不需要冷链系统,可使用保存于 RNAlater
中的样品,这对于快速诊断试剂盒的开发具有重要意义。

4.3.2 基因测序技术RNA 测序(RNA-seq)是一种用于研究

转录组的高通量测序技术,它可以对特定细胞、组织或生物体

在特定条件下的所有RNA分子进行定量和定性分析。RNA-
seq主要用于检测基因表达水平、新基因发现、剪接变异和

RNA编辑。此技术可以测定蚊子在某一特定条件下的全基因

组表达谱,Ingham等[83]通过对Anopheles
 

gambiae进行RNA-
seq分析,发现了一组与拟除虫菊酯抗性相关的基因,包括一些

解毒酶基因(编码P450s、脱氢酶和酯酶的基因)和非解毒酶基

因(编码转运蛋白和信号转导蛋白的基因)。这种全基因组表

达谱分析方法通过对比抗性和非抗性蚊虫的基因表达谱,有助

于揭示抗性蚊子的生物学特性和可能的抗性机制。

DNA测序(DNA-seq)广泛应用于基因组学、遗传学、生物

信息学等领域,可以用于基因定位、突变检测、进化分析。通过

测定蚊子基因组中特定基因的DNA序列,可精确地鉴定与抗

性相关的突变和多态性,这些数据可用于了解抗性的起源和传

播。Riveron等[84]通过对Anopheles
 

funestus中的CYP6P9a和

CYP6P9b基因进行DNA测序,发现这两个基因在马拉维和莫

桑比克的抗性蚊子中具有显著的遗传多样性,这可能与该地区

不断增长的抗性有关[84]。另有学者Campos等[85]通过结合多

重PCR,定制设计的双索引序列和Illumina下一代测序技术,

对Anopheles
 

gambiae复合体的四个物种进行高通量单核苷酸

多态性(Single
 

Nucleotide
 

Polymorphism,SNP)分析,利用这种

扩增子测序方法对ace1,gste2,vgsc 和rdl 抗性基因进行研

究,共鉴定出杀虫剂靶基因中的15个非同义突变,包括以前描

述的与抗性相关的突变和两个新突变(vgsc 中的F1525L和

gste2中的D148E)。该方法为疟疾流行地区提供了一种可靠

且成本效益高的高通量监测Anopheles
 

gambiae复合体蚊虫的

方案,有较好的应用前景。

5 小结

目前蚊虫杀虫剂抗性检测方法研究已经取得了显著的进

展,各种检测方法在灵敏度、准确性和适用范围方面具有不同

特点,应相互补充使用,以避免未知耐药机制未被检测到的风

险。总体上,生物测定法操作简单,对设备要求低,其缺点是所

得结果具有滞后性,不利于抗性治理;生化法较生物测定法操

作更为简单,但是在检测指标的选择上需要考虑杀虫剂的作用

机制,若选择的指标不合适可能会得到错误的结论;分子生物
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学方法具有快速、灵敏的特点,可用于抗性的早期检测,可测定

抗性基因频率,其缺点是对操作要求较高,费用也高,目前多用

于科研。应注意的是,以上列出的三种方法均不适用于行为抗

性的检测。另外需要注意的是,蚊虫杀虫剂抗性产生的原因相

当复杂,涉及多种生物学、生态学和环境因素。而且抗性基因

和表型抗性并非绝对的对应关系,在微观层面上检测蚊虫杀虫

剂抗性基因时,可能会出现虽然检测到有相关抗性基因但蚊虫

却不表现出对相应杀虫剂的表型抗性。因此,在解读检测结果

时应根据实际情况全面客观地分析抗性程度。

6 展望

我国于2021年6月获得世界卫生组织消除疟疾认证,这
也是我国卫生事业发展史上的又一里程碑。在疟疾消除后,监
测是保持工作能力、巩固消除成果、防止输入性疟疾病例引起

继发性传播的关键措施,也是“2016—2030全球疟疾技术战略”

的三大支柱之一。

随着全球气候变化和城市化进程加快,蚊虫传播疾病的范

围和影响力可能进一步扩大。因此,深入研究蚊虫杀虫剂抗性

检测方法和抗性基因具有重要的现实意义。在未来的研究中,

以下几个方面值得关注:①开发新型抗性检测方法和技术,如
将以往多种方法联合使用提高检测灵敏度和准确性,为蚊虫抗

性监测和管理提供新的解决方案。②研究多重抗性检测方法,

应对蚊虫对多种杀虫剂的抗性问题,以期能够在发生大规模交

叉耐药前发现并及时调整防控策略。③研究内容应“动态化”。

不再局限于单个抗性基因及相应调控功能的寻找与鉴定,将在

蚊虫基因的相互作用网络中研究相关抗性基因。④利用大数

据和生物信息学方法,分析蚊虫抗性基因的功能和调控机制。

针对不同地区和种群的蚊虫抗性特点,制定精准防治策略。这

包括合理使用和轮换杀虫剂、发展新型杀虫剂、优化灭蚊技术

和方法、结合生物防治和环境治理等。同时,要注重蚊虫抗性

的动态监测,及时调整防治策略,确保防治效果。⑤多学科交

叉研究:为了更深入地研究蚊虫杀虫剂抗性问题,需要将生物

学、生态学、分子生物学、遗传学、化学、环境科学等多个学科的

研究成果相互融合。通过多学科交叉研究,可以在不同层次和

角度揭示蚊虫抗性产生和发展的规律,为防治策略提供更全面

的科学依据。

未来,随着技术的不断进步和发展,新的方法和技术将不

断涌现,为传疟蚊虫抗性的监测和控制提供更加有效的手段。
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