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摘要:中华按蚊是我国疟疾传播的主要媒介蚊虫之一,
 

其对拟除虫菊酯类杀虫剂产生的抗药性已成为疟疾防控工

作的重要挑战。
 

基于36个中华按蚊样本的重测序数据和 参 考 基 因 组 数 据,
 

使 用 伯 勒 斯 惠 勒 比 对 器(Burrows-

Wheeler
 

Aligner,
 

BWA)和基因组分析工具包(Genome
 

Analysis
 

Toolkit,
 

GATK)进行变异检测,
 

提取P450 基因的

SNPs(单核苷酸多态性)数据,
 

并对P450 基因的SNPs数据进行进化树分析、
 

主成分分析、
 

遗传结构分析、
 

遗传变

异分析。
 

在基因组水平上探究中华按蚊拟除虫菊酯抗性相关的P450 基因的单核苷酸多态性和进化特征。
 

结果表

明:
 

中华按蚊P450 基因的SNPs和InDels(插入/缺失)主要分布在基因间区;
 

群体结构分析显示36个样本分为

3个遗传群组,
 

3个 种 群 间 可 能 存 在 地 理 隔 离;
 

重 庆 种 群 样 本 聚 类 比 较 分 散;
 

发 生 遗 传 变 异 的 P450 基 因 有

CYP6P3v1、
 

CYP9J10、
 

CYP9K1,
 

主要集中在CYP6 和CYP9 家族。
 

CYP6P3v1 存在编码区同义替换(L118L)和

内含子区SNPs;
 

CYP9J10 存在编码区非同义替换(S162N);
 

CYP9K1 主要存在基因间区SNPs。
 

36个中华按蚊样

本的聚类结果与地理区域一致,
 

不同种群间可能存在地理隔离现象。
 

CYP6P3v1、
 

CYP9J10 和CYP9K1 的遗传变

异可能与拟除虫菊酯抗性相关。
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mission
 

in
 

China,
 

and
 

its
 

resistance
 

to
 

pyrethroid
 

insecticides
 

has
 

become
 

a
 

major
 

challenge
 

for
 

malaria
 

control
 

efforts.
 

Based
 

on
 

the
 

resequencing
 

data
 

from
 

36
 

An.
 

sinensis
 

samples
 

and
 

reference
 

genome
 

data,
 

variant
 

detection
 

was
 

performed
 

using
 

BWA
 

and
 

GATK
 

software.
 

Single
 

nucleotide
 

polymorphism
 

(SNPs)
 

data
 

of
 

P450
 

genes
 

were
 

extracted,
 

followed
 

by
 

phylogenetic
 

tree
 

analysis,
 

principal
 

component
 

analysis
 

(PCA),
 

population
 

structure
 

analysis,
 

and
 

genetic
 

variation
 

analysis.
 

This
 

study
 

explored
 

the
 

single
 

nucle-

otide
 

polymorphisms
 

and
 

evolution
 

of
 

P450
 

genes
 

associated
 

with
 

pyrethroid
 

resistance
 

in
 

An.
 

sinensis
 

at
 

the
 

genomic
 

level.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

SNPs
 

and
 

InDels
 

in
 

the
 

P450
 

genes
 

of
 

An.
 

sinensis
 

were
 

main-

ly
 

distributed
 

in
 

intergenic
 

regions.
 

Population
 

structure
 

analysis
 

revealed
 

that
 

the
 

36
 

samples
 

could
 

be
 

divided
 

into
 

three
 

genetic
 

groups,
 

with
 

potential
 

geographical
 

isolation
 

among
 

the
 

populations.
 

The
 

Chongqing
 

population
 

exhibited
 

a
 

scattered
 

clustering
 

pattern.
 

Genetic
 

variations
 

were
 

identified
 

in
 

the
 

P450
 

genes
 

CYP6P3v1,
 

CYP9J10,
 

and
 

CYP9K1,
 

primarily
 

concentrated
 

in
 

the
 

CYP6
 

and
 

CYP9
 

fami-

lies,
 

as
 

corroborated
 

by
 

previous
 

expression
 

profiling
 

and
 

RNA
 

interference
 

experiments.
 

Specifically,
 

CYP6P3v1
 

contained
 

a
 

synonymous
 

SNP
 

(L118L)
 

in
 

the
 

coding
 

region
 

and
 

intronic
 

SNPs,
 

CYP9J10
 

exhibited
 

a
 

nonsynonymous
 

SNP
 

(S162N)
 

in
 

the
 

coding
 

region,
 

and
 

CYP9K1
 

mainly
 

had
 

SNPs
 

in
 

inter-

genic
 

regions.
 

The
 

clustering
 

of
 

the
 

36
 

An.
 

sinensis
 

samples
 

in
 

this
 

study
 

aligned
 

with
 

their
 

geographic
 

distribution,
 

suggesting
 

potential
 

geographic
 

isolation
 

among
 

different
 

populations.
 

Furthermore,
 

the
 

genetic
 

variations
 

in
 

CYP6P3v1,
 

CYP9J10,
 

and
 

CYP9K1
 

identified
 

in
 

this
 

study
 

may
 

be
 

associated
 

with
 

pyrethroid
 

resistance.
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中华按蚊Anopheles
 

sinensis隶属节肢动物门(Arthropod)、
 

昆虫纲(Insecta)、
 

双翅目(diptera)、
 

蚊科

(Culicidae)、
 

按蚊属Anopheles,
 

是疟疾、
 

马来丝虫病、
 

乙型脑炎等疾病的重要媒介蚊虫,
 

在我国和东南亚

国家广泛分布[1-3]。
 

目前,
 

在媒介蚊虫防控中化学防治是主要手段。
 

由于拟除虫菊酯杀虫剂具有高效、
 

低毒

等优势,
 

成为了防控疟疾媒介蚊虫最常用的杀虫剂[4-6]。
 

但随着拟除虫菊酯杀虫剂被长期广泛使用,
 

学者们

发现其药效明显降低,
 

蚊虫对该类药剂产生了不同程度的抗性[7-10]。

细胞色素P450酶是参与代谢外源性、
 

内源性化合物以及各种杀虫剂的重要解毒酶系[11],
 

可以与拟除

虫菊酯杀虫剂分子基团发生氧化、
 

脱氨、
 

羟基化等化学反应,
 

从而使拟除虫菊酯杀虫剂失去毒性,
 

因此细

胞色素P450酶在拟除虫菊酯杀虫剂抗性机制中起着重要作用[12]。
 

先前研究发现,
 

蚊虫CYP6、
 

CYP9、
 

CYP4 亚家族成员与杀虫剂抗性有关,
 

其中CYP6 亚家族成员被认为与抗性密切相关[13]。
 

例如:
 

冈比亚按

蚊的CYP6P3 和CYP6M2 基因与拟除虫菊酯类杀虫剂抗性密切相关[14];
 

淡色库蚊的CYP6AA9 基因在溴

氰菊酯抗性品系中上调表达,
 

其被RNAi(RNA干扰)沉默之后导致淡色库蚊的死亡率增加[15];
 

埃及伊蚊

的CYP6BB2、
 

CYP6M11、
 

CYP9J23 基因在拟除虫菊酯类杀虫剂抗性中上调表达[16]。
 

Yan等[17]通过

RNA-seq和RT-qPCR验证发现,
 

CYP6Z2、
 

CYP6P3v1、
 

CYP6P3v2、
 

CYP9J5、
 

CYP306A1 基因在拟除

虫菊酯抗性中显著上调表达,
 

可能与拟除虫菊酯抗性相关。
 

在实验室前期研究中,
 

Guo等[18]发现3个

(CYP9K1、
 

CYP6P3v1、
 

CYP9J10)P450 基因被RNAi沉默之后,
 

降低了中华按蚊对拟除虫菊酯类杀虫剂

的抗性,
 

证实了这3个P450 基因与拟除虫菊酯抗性相关。
 

研究表明,
 

P450 基因上调表达可能源于其调控

区DNA序列发生核苷酸插入、
 

缺失或者碱基替换等变异,
 

这些变异可能会增强调控元件和转录因子的结

合能力,
 

或者促使新的调控元件产生,
 

或者破坏沉默子的功能性结合位点[19-20]。
 

解毒酶基因编码区的变异

可以修饰蛋白酶结构,
 

增强解毒酶活性,
 

从而提高其对杀虫剂的代谢解毒效率[21-23]。
 

目前,
 

昆虫P450 基因
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编码区变异对杀虫剂产生抗性的报道较少,
 

之前在牧草盲蝽Lygus
 

pratensis 抗苄氯菊酯品系中,
 

发现

CYP6X1 基因编码区存在大量的核苷酸变异,
 

其变异与抗性的关联性需进一步研究[24]。
 

在褐飞虱的吡虫啉

抗性品系中,
 

发现CYP6ER1 编码区存在突变,
 

这可能是褐飞虱对杀虫剂产生抗性的重要因素[25]。

SNP是物种适应环境变化和进化的重要分子基础,
 

特定的SNP可能影响基因表达,
 

从而影响生物对

环境的适应能力。
 

目前,
 

全基因组水平检测蚊虫抗性相关的单核苷酸多态性研究较少[26]。

本研究对36个中华按蚊个体进行遗传变异检测,
 

并对P450 基因的SNPs数据进行进化树分析、
 

主成分

分析、
 

遗传结构分析、
 

遗传变异分析。
 

其中,
 

重点分析了中华按蚊拟除虫菊酯抗性相关P450 基因的遗传变异

特征,
 

为深入解析中华按蚊拟除虫菊酯抗性相关P450基因表达调控和解毒酶活性机制奠定了数据基础。

1 材料与方法

1.1 蚊虫来源

在重庆、
 

云南、
 

安徽3个省(市)的稻田中采集4龄按蚊幼虫[27],
 

并在当地养蚊室内饲养至成虫。
 

室内饲养条件为27
 

℃、
 

相对湿度80%。
 

随后,
 

提取蚊虫足部进行物种的分子鉴定[28]。
 

雌性成蚊羽化

72
 

h后,
 

采用世界卫生组织(WHO)推荐的药膜生物测定法进行抗性检测,
 

将雌性成蚊暴露在含有

0.05%溴氰菊酯药膜接触桶中60
 

min,
 

随后将其转移到恢复桶中,
 

若蚊虫在60
 

min内死亡或者机械

刺激无反应,
 

则判定为拟除虫菊酯敏感个体;
 

24
 

h后统计蚊虫的死亡率,
 

存活个体判定为拟除虫菊酯抗性

个体。
 

敏感品系成蚊的相对敏感基线LC50(半致死浓度)为0.006
 

7
 

mg/L,
 

云南抗性品系(YN-FR)、
 

重庆抗

性品系(CQ-FR)、
 

安徽抗性品系(AH-FR)的抗性倍数分别为500倍、
 

800倍、
 

800倍,
 

均达到国家标准的高

抗水平[29]。
 

最终,
 

从重庆、
 

云南、
 

安徽3个省(市)分别收集6只拟除虫菊酯抗性成蚊(Field
 

Pyrethroid-

Resistant
 

Strain,
 

FR)和6只拟除虫菊酯敏感成蚊(Field
 

Pyrethroid-Susceptible
 

Strain,
 

FS),
 

共36个样本

用于后续分析。

1.2 数据来源

将36个中华按蚊野外样本送往华大公司进行测序,
 

并采用Illumina
 

HiSeq2000平台测序获得重测序

数据,
 

中华按蚊的参考基因组(GCA-000441895.2)由重庆师范大学昆虫与分子生物学研究所提供[30-31]。

1.3 低质量数据过滤和序列比对

使用fastp软件[32]对原始测序数据(Raw
 

reads)进行质量控制与过滤,
 

获得高质量测序读段(Clean
 

reads)。
 

然后,
 

使用BWA软件[33]将36个中华按蚊样本的高质量测序读段与参考基因组进行比对。
 

通过

SAMtools(处理高通量测序比对数据的软件集)[34]将比对生成的SAM(存储测序序列与参考基因组比对结

果的文本格式)文件转换为排序后的BAM(SAM的二进制压缩格式)文件,
 

并去除PCR(聚合酶链式反应)

重复序列,
 

最终获得用于后续分析的比对结果文件。

1.4 群体SNPs和InDels变异检测及注释

使用GATK[35]对36个中华按蚊样本的比对结果进行SNPs和InDels变异检测。
 

为确保数据质量,
 

对

原始变异位点进行过滤,
 

并使用ANNOVAR软件[36]进行注释分析。

1.5 群体结构分析的SNPs
前期基于中华按蚊基因组注释蛋白库,

 

使用BLASTP和 Hmmsearch两种方法,
 

获得中华按蚊P450
基因[17]。

 

再使用 VCFtools软件[37]对 GATK过滤后的变异结果进一步筛选,
 

剔除次要等位基因频率

(maf)<0.05的位点、
 

去除基因组型缺失率超过20%的位点,
 

同时仅保留二等位SNPs变异位点。
 

基于

中华按蚊基因组注释文件,
 

使用Python脚本提取P450 基因家族成员的注释信息。
 

最后,
 

根据P450 基

因在基因组中的起始和终止位置,
 

使用 VCFtools(参数:
 

-bed)提取 All.filtered.vcf文件中的变异位
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点[38],
 

作为P450 基因家族成员的SNPs数据,
 

用于后续群体结构分析。

1.6 进化树分析

使用PHYLIP软件中的邻近法(Neighbor-Joining
 

Methods)构建系统发育树(F84模型,
 

100次Boot-

strap重复),
 

并使用Ggtree进行可视化展示。

1.7 主成分分析

基于36个中华按蚊样本的遗传变异数据,
 

使用GCTA软件[39]进行主成分分析,
 

并根据主成分聚类结

果将36个中华按蚊样本划分为不同的遗传亚群。

1.8 群体遗传结构分析

使用Admixture软件[40]进行群体遗传结构分析。
 

通过最大似然估计法确定最优群体数目 K(预设范

围2-N),
 

并使用贝叶斯算法计算每个K 值下的群体分群。

1.9 筛选中华按蚊拟除虫菊酯抗性相关P450基因的差异SNPs

36个样本分为6个组,
 

即安徽抗性组AH-FR、
 

安徽敏感组AH-FS、
 

重庆抗性组CQ-FR、
 

重庆敏感

组CQ-FS、
 

云南抗性组YN-FR、
 

云南敏感组 YN-FS。
 

每组6个样本,
 

且相同地区的抗性组和敏感组比

较,
 

如安徽抗性组AH-FR与安徽敏感组AH-FS比较,
 

另外两个地区也是如此。
 

将组内基因型一致,
 

但

组间基因型存在差异的位点定为差异位点。
 

筛选差异位点的标准为:
 

在安徽抗性组(AH-FR)中,
 

6个样

本中有80%的样本(即5个样本)具有一致的基因型(记为该组的优势基因型 A);
 

同时在安徽敏感组

(AH-FS)中,
 

6个样本中也要有80%的样本(即5个样本)具有一致的基因型(记为该组的优势基因型B)。
 

仅当A与B不同时,
 

该位点才被定义为差异位点。
 

然后,
 

对这些位点进行注释,
 

确定其所在基因位置及

突变类型。

2 结果与分析

2.1 序列比对结果分析

序列比对结果如表1所示。
 

由表1可知,
 

36个样本的比对率为78.26%~98.64%,
 

平均测序深度为

8.769×~27.817×,
 

说明样本建库良好;
 

参考基因组的覆盖度为89.73%~97.31%,
 

说明比对情况良好,
 

可用于下一步群体遗传结构分析。

表1 序列比对结果统计

样品
比对去重后的

读段数

比对上调基因组的

总读段数

比对率/

%

测序深度/

×

覆盖度/

%

AH-FR-17 65
 

010
 

762 62
 

395
 

764 95.98 22.066 97.04

AH-FR-1 52
 

181
 

990 50
 

995
 

079 97.73 18.207 96.47

AH-FR-2 27
 

019
 

364 26
 

320
 

752 97.41 9.346 95.02

AH-FR-3 34
 

243
 

877 32
 

740
 

733 95.61 11.647 95.81

AH-FR-4 63
 

046
 

400 60
 

362
 

293 95.74 21.473 96.74

AH-FR-5 54
 

203
 

658 53
 

346
 

091 98.42 19.138 90.65

AH-FS-11 74
 

441
 

670 72
 

344
 

572 97.18 25.766 96.92

AH-FS-12 68
 

897
 

297 66
 

431
 

577 96.42 23.586 97.14

AH-FS-13 80
 

261
 

092 78
 

325
 

728 97.59 27.817 97.31

AH-FS-14 73
 

964
 

362 64
 

830
 

802 87.65 23.004 97.06

AH-FS-1 56
 

620
 

637 55
 

211
 

440 97.51 19.692 96.77
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 续表1

样品
比对去重后的

读段数

比对上调基因组的

总读段数

比对率/

%

测序深度/

×

覆盖度/

%

AH-FS-3 58
 

772
 

540 57
 

973
 

416 98.64 20.793 89.73

CQ-FR-1 76
 

720
 

593 73
 

123
 

323 95.31 26.025 97.20

CQ-FR-2 26
 

523
 

585 24
 

614
 

692 92.80 8.769 94.97

CQ-FR-3 79
 

404
 

019 75
 

506
 

780 95.09 26.874 97.01

CQ-FR-4 47
 

625
 

696 45
 

492
 

028 95.52 16.206 96.64

CQ-FR-5 49
 

093
 

580 46
 

585
 

791 94.89 16.618 96.44

CQ-FR-6 51
 

942
 

815 49
 

846
 

210 95.96 17.633 96.38

CQ-FS-1 50
 

796
 

795 49
 

117
 

655 96.69 17.480 96.55

CQ-FS-2 38
 

353
 

985 35
 

653
 

092 92.96 12.618 96.19

CQ-FS-3 56
 

418
 

351 53
 

227
 

469 94.34 18.854 96.55

CQ-FS-4 45
 

576
 

826 35
 

667
 

903 78.26 12.679 96.04

CQ-FS-5 53
 

559
 

538 51
 

880
 

708 96.87 18.448 96.56

CQ-FS-6 49
 

491
 

730 46
 

726
 

580 94.41 16.600 96.62

YN-FR-1 54
 

920
 

991 53
 

469
 

849 97.36 19.029 91.85

YN-FR-2 69
 

190
 

074 67
 

043
 

811 96.90 23.923 92.72

YN-FR-3 62
 

633
 

817 59
 

380
 

102 94.81 21.061 94.54

YN-FR-4 65
 

412
 

469 63
 

314
 

844 96.79 22.582 92.16

YN-FR-5 40
 

306
 

708 37
 

746
 

911 93.65 13.415 95.55

YN-FR-6 54
 

063
 

197 51
 

510
 

311 95.28 18.284 96.35

YN-FS-1 70
 

248
 

502 67
 

962
 

907 96.75 24.238 94.92

YN-FS-2 43
 

831
 

094 41
 

479
 

755 94.64 14.745 96.17

YN-FS-3 50
 

972
 

104 48
 

639
 

968 95.42 17.326 91.95

YN-FS-4 70
 

618
 

491 68
 

151
 

487 96.51 24.313 92.25

YN-FS-5 58
 

683
 

556 57
 

357
 

700 97.74 20.512 92.17

YN-FS-6 39
 

060
 

558 36
 

966
 

126 94.64 13.055 95.40

  注:
 

AH-FR:
 

安徽抗性品系;
 

AH-FS:
 

安徽敏感品系;
 

CQ-FR:
 

重庆抗性品系;
 

CQ-FS:
 

重庆敏感品系;
 

YN-FR:
 

云南抗

性品系;
 

YN-FS:
 

云南敏感品系。
 

下同。

2.2 P450基因的SNPs和InDels变异鉴定结果与注释分析

P450 基因的变异数量统计结果如表2所示。
 

36个中华按蚊样本的P450 基因家族共检测到59
 

070个

变异位点,
 

其中SNPs数量为46
 

952个,
 

平均每kb区间内鉴定出0.68个SNPs位点;
 

InDels数量为

12
 

118个,
 

平均每kb区间内鉴定出0.19个InDels位点。

P450 基因SNPs和InDels的注释统计结果如表3所示。
 

SNPs被注释到基因间区(intergenic
 

regions)

的数量为62
 

011个,
 

内含子区域数量为45
 

750个,
 

下游区域SNPs数量为11
 

416个,
 

上游区域SNPs数

量为11
 

795个,
 

外显子区域SNPs数量为13
 

971个,
 

5􀆳端非翻译区(5􀆳UTR)SNPs数量为1
 

085个,
 

3􀆳端非翻译区(3􀆳UTR)SNPs数量为1
 

478个,
 

剪切位点区域(splicing)SNPs数量为25个。
 

InDels被注释

到基因间区(intergenic
 

regions)的数量为9
 

238个,
 

内含子区域InDels数量为7
 

487个,
 

上游区域InDels
数量为1

 

976个,
 

3􀆳端非翻译区(3􀆳UTR)InDels数量为248个,
 

外显子区域InDels数量为224个,
 

下游
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区域InDels数量为1
 

831个,
 

5􀆳端非翻译区(5􀆳UTR)InDels数量为152个,
 

剪切位点区域(splicing)InDels
数量 为13个。

 

由此可见,
 

中华按蚊 P450 基因的 SNPs和InDels主要分布在基因间区(intergenic
 

regions),
 

其次是内含子区。

表2 P450基因的变异数量统计结果

染色体编号 染色体长度/b SNPs数量 InDels数量 每kb区间内SNPs数量 每kb区间内InDels数量

Chr3 111881490 15
 

043 3
 

369 0.13 0.03

Chr2 98772142 25
 

233 6
 

709 0.26 0.07

ChrX 22998972 6
 

676 2
 

040 0.29 0.09

表3 P450基因的SNPs和InDels注释统计结果

染色体编号 变异位置 SNPs数量 InDels数量 变异总数

Chr3 downstream 6
 

148 1
 

033 7
 

181

Chr3 exonic 7
 

425 119 7
 

544

Chr3 intronic 10
 

694 1
 

855 12
 

549

Chr3 upstream 5
 

956 1
 

025 6
 

981

Chr3 intergenic
 

regions 13
 

564 2
 

232 15
 

796

Chr3 UTR5 440 57 497

Chr3 UTR3 840 149 989

Chr3 splicing 13 3 16

Chr2 upstream 4
 

879 789 5
 

668

Chr2 UTR5 504 59 563

Chr2 exonic 5
 

309 81 5
 

390

Chr2 UTR3 285 39 324

Chr2 downstream 4
 

017 541 4
 

558

Chr2 intergenic
 

regions 38
 

643 5
 

361 44
 

004

Chr2 intronic 27
 

668 4
 

338 32
 

006

Chr2 splicing 10 10 20

ChrX downstream 1
 

251 257 1
 

508

ChrX UTR3 353 60 413

ChrX intronic 7
 

388 1
 

294 8
 

682

ChrX exonic 1
 

237 24 1
 

261

ChrX splicing 2 0 2

ChrX upstream 960 162 1
 

122

ChrX intergenic
 

regions 9
 

804 1
 

645 11
 

449

ChrX UTR5 141 36 177

  注:
 

exonic(外显子区域):
 

变异位于编码基因的外显子区域;
 

intronic(内含子区域):
 

变异位于编码基因的内含子区域;
 

UTR5(5􀆳端非翻译区):
 

变异位于编码基因的5􀆳端非翻译区;
 

UTR3(3􀆳端非翻译区):
 

变异位于编码基因的3􀆳端非翻译区;
 

splicing(剪切位点区域):
 

变异位于编码基因的剪切位点区域;
 

downstream(下游区域):
 

变异位于编码基因的下游区域;
 

upstream(上游区域):
 

变异位于编码基因的上游区域;
 

intergenic
 

regions(基因间区):
 

变异位于编码基因的基因间区。
 

下同。
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2.3 进化树分析结果

基于P450-SNP的中华按蚊系统进化树分析结果如图1所示。
 

36个中华按蚊样本按照地理种群

聚类为3组,
 

种群间的遗传差异和地理区域相对应。
 

安徽12个样本中 AH-FS-13、
 

AH-FR-2自展值

较低(<70%);
 

而其他样本以较高的自展值聚类(>80%),
 

说明这些样本可能来自共同祖先。
 

云南

12个样本中YN-FR-5、
 

YN-FR-4、
 

YN-FS-4、
 

YN-FR-3自展值较低(<70%);
 

而其他样本都以较高的自

展值聚类(>80%),
 

说明这些样本可能来自共同祖先。
 

重庆12个样本中CQ-FR-3、
 

CQ-FS-2、
 

CQ-FR-6、
 

CQ-FS-1、
 

CQ-FR-5、
 

CQ-FS-4自展值较低(<70%);
 

而其他样本都以较高的自展值聚类(>80%),
 

说明

这些样本可能来自共同祖先。
 

CQ-FS-5与CQ-FS-3以自展值100%聚类在一起,
 

说明它们可能来自共同

祖先。
 

CQ-FR-2和CQ-FR-3与重庆种群其他样本显著分离,
 

表明重庆种群的群内遗传差异较大,
 

含有不

同的祖先来源。

进化分支上的数值代表bootstrap值,
 

默认为百分比;
 

蓝色代表安徽样本;
 

红色代表云南样本;
 

绿色代表重庆样本;
 

AH-FR:
 

安徽抗性品

系;
 

AH-FS:
 

安徽敏感品系;
 

CQ-FR:
 

重庆抗性品系;
 

CQ-FS:
 

重庆敏感品系;
 

YN-FR:
 

云南抗性品系;
 

YN-FS:
 

云南敏感品系。
 

下同。

图1 基于P450-SNP的中华按蚊进化树分析结果

2.4 主成分分析结果

主成分分析结果如图2所示。
 

36个中华按蚊样本聚类与地理分布基本一致,
 

其中云南(YN)和安徽

(AH)种群各自形成独立聚类,
 

而重庆(CQ)种群内部个体分散,
 

表明其遗传多样性较高。
 

此外,
 

图2中
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PC1、
 

PC2和 PC3分别代表第一、
 

第二和第三主成分,
 

其后方括号内的百分比(16.422%、
 

5.991%、
 

4.661%)为各主成分的方差贡献率,
 

由eigenval.xls特征值文件计算得出。
 

由此可知,
 

主成分分析结果与系

统进化树的分析结果一致。

图2 基于P450-SNP的中华按蚊主成分分析结果

2.5 群体遗传结构分析结果

群体遗传结构分析结果如图3所示。
 

随着设定的祖代群体数 K 从2逐步提高至4,
 

中华按蚊36个

样本的群体结构呈现相应的动态变化。
 

当K=2时,
 

36个中华按蚊可划分为两个群体;
 

当K=3时,
 

重

庆种群个体从云南和安徽种群中分化出来,
 

36个中华按蚊样本可划分为3个群体;
 

当K=4时,
 

重庆

种群的群内差异较大,
 

产生了一个亚群。
 

综上,
 

群体遗传结构分析结果与系统进化树分析和主成分分

析结果一致。

2.6 中华按蚊拟除虫菊酯抗性相关P450基因的差异SNPs

中华按蚊拟除虫菊酯抗性相关的P450 基因在重庆、
 

云南、
 

安徽抗性种群中的差异SNPs分别如表4、
 

表5、
 

表6所示。
 

结合实验室前期研究发现的3个(CYP9K1、
 

CYP6P3v1、
 

CYP9J10)P450 基因被RNAi

干扰后,
 

降低了中华按蚊对拟除虫菊酯类杀虫剂的抗性。
 

基于此,
 

本研究重点分析这3个基因的遗传变异。
 

CYP9K1 基因在重庆、
 

云南、
 

安徽抗性种群中检测到21个差异SNPs位于基因间区,
 

1个同义替换

(L493L)位于外显子区域。
 

CYP6P3v1 基因在云南抗性种群中检测到1个同义替换(L118L)和1个差异

SNPs,
 

分别位于外显子区域和内含子区域。
 

CYP9J10 基因在重庆抗性种群中检测到1个非同义替换

(S162N),
 

位于外显子区域。
 

综上,
 

CYP6P3v1 存在外显子区域同义替换(L118L)和内含子区域SNPs;
 

CYP9J10 存在外显子区域非同义替换(S162N);
 

而CYP9K1 主要存在基因间区SNPs。
 

此外,
 

这些基因均

属于CYP6 和CYP9 家族成员。
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每个直方柱代表一个样本,
 

红色、
 

蓝色、
 

绿色分别代表一个祖代群体,
 

橙色代表一个亚群,
 

直方柱中颜色部分的长短代表祖代群体的遗传

贡献;
 

K 为假设的祖代群体数目。

图3 基于P450-SNP的中华按蚊群体遗传结构分析结果

表4 中华按蚊拟除虫菊酯抗性相关的P450基因在重庆抗性种群中的差异SNPs

基因名 变异位置 注释信息 染色体 起始/终止 碱基置换

CYP9J10 exonic Asin03G5682.1:
 

exon2:
 

c.G485A:
 

p.S162N Chr3 79816587 G→A

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=2619),
 

AsinXG1124(dist=16716) ChrX 16363022 C→T

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=2622),
 

AsinXG1124(dist=16713) ChrX 16363025 G→T

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=3198),
 

AsinXG1124(dist=16137) ChrX 16363601 A→G

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=4614),
 

AsinXG1124(dist=14721) ChrX 16365017 G→A

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=4720),
 

AsinXG1124(dist=14615) ChrX 16365123 G→A

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=4856),
 

AsinXG1124(dist=14479) ChrX 16365259 C→T

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=4902),
 

AsinXG1124(dist=14433) ChrX 16365305 G→T

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=4934),
 

AsinXG1124(dist=14401) ChrX 16365337 T→A

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=5239),
 

AsinXG1124(dist=14096) ChrX 16365642 A→G

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=5386),
 

AsinXG1124(dist=13949) ChrX 16365789 A→T

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=5504),
 

AsinXG1124(dist=13831) ChrX 16365907 A→C
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 续表4

基因名 变异位置 注释信息 染色体 起始/终止 碱基置换

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=5627),
 

AsinXG1124(dist=13708) ChrX 16366030 A→G

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=6813),
 

AsinXG1124(dist=12522) ChrX 16367216 G→T

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=7083),
 

AsinXG1124(dist=12252) ChrX 16367486 C→A

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=7083),
 

AsinXG1124(dist=12252) ChrX 16367486 C→T

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=7257),
 

AsinXG1124(dist=12078) ChrX 16367660 T→C

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=9280),
 

AsinXG1124(dist=10055) ChrX 16369683 G→A

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=9452),
 

AsinXG1124(dist=9883) ChrX 16369855 T→C

表5 中华按蚊拟除虫菊酯抗性相关的P450基因在云南抗性种群中的差异SNPs

基因名 变异位置 注释信息 染色体 起始/终止 碱基置换

CYP6P3v1 exonic Asin03G2512.1:
 

exon1:
 

c.T352C:
 

p.L118L Chr3 35118399 T→C

CYP6P3v1 intronic Asin03G2512 Chr3 35121616 G→T

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=11517),
 

AsinXG1124(dist=7818) ChrX 16371920 G→A

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=11639),
 

AsinXG1124(dist=7696) ChrX 16372042 G→T

CYP9K1 exonic AsinXG1124.1:
 

exon2:
 

c.T1477C:
 

p.L493L ChrX 16382751 T→C

表6 中华按蚊拟除虫菊酯抗性相关的P450基因在安徽抗性种群中的差异SNPs

基因名 变异位置 注释信息 染色体 起始/终止 碱基置换

CYP9K1 intergenic AsinXG1122(dist=3183),
 

AsinXG1124(dist=16152) ChrX 16363586 C→T

3 讨论与结论

3.1 讨论

本研究通过全基因组重测序分析发现,
 

中华按蚊P450 基因的SNPs和InDels主要分布于基因间区,
 

这可能与基因间区在基因组中所占比例较高有关。
 

通过进化树分析、
 

主成分分析、
 

群体遗传结构分析,
 

发现36个中华按蚊的聚类关系与其地理分布基本一致。
 

种群间的遗传差异与地理区域相对应,
 

这与以

往的研究结果一致,
 

即中华按蚊的遗传距离和地理距离呈正相关,
 

可能存在地理隔离现象[41]。

本研究首次发现,
 

CYP6P3v1 存在外显子区域同义替换(L118L)和内含子区域SNPs,
 

CYP9J10 存在

外显子区域非同义替换(S162N),
 

而CYP9K1 主要存在基因间区SNPs。
 

此外,
 

这些基因均属于CYP6 和

CYP9 家族成员,
 

该结果与埃及伊蚊差异SNPs检测结果一致[26]。

Dusfour等[42]报道埃及伊蚊(Ae.aegypti)CYP9J10、
 

CYP9J9、
 

CYP6BB2、
 

CYP6M11 和CYP6N12

基因的表达与拟除虫菊酯类杀虫剂抗性相关。
 

Yan等[17]通过RNA-seq转录组测序和RT-qPCR验证发现,
 

中华按蚊CYP9K1 基因在重庆和安徽2个地理种群的拟除虫菊酯抗性品系中上调表达;
 

中华按蚊
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CYP6P3v1 基因在重庆、
 

云南、
 

安徽3个地理种群的拟除虫菊酯抗性品系中均呈现上调表达。
 

已有报道催

命按蚊CYP9K1 与拟除虫菊酯类杀虫剂抗性相关[43]。
 

中华按蚊的CYP6P3v1 已被证实与拟除虫菊酯类杀

虫剂抗性有关[18]。

以往的研究报道,
 

P450 基因的代谢抗性主要是由基因上调表达和解毒酶活性增加所致[44-45]。
 

蚊虫对

拟除虫菊酯的抗性是由解毒酶基因编码区变异产生的[46]。
 

昆虫P450 基因编码区的遗传变异可导致杀虫剂

抗性,
 

例如埃及伊蚊(Ae.aegypti)抗性品系中的CYP6、
 

CYP9 和CYP12 基因家族均存在与抗性相关的突

变位点[47]。
 

非翻译区的突变能调控基因表达,
 

进而导致杀虫剂抗性[48]。
 

研究表明,
 

同义替换SNP可通过

影响mRNA稳定性、
 

翻译效率或剪接过程参与基因表达调控[49]。
 

内含子区域的突变可能改变内含子的剪

切形式,
 

产生不同的剪切体,
 

由于这些剪切体稳定性不同,
 

从而影响基因表达水平[23]。
 

Amichot等[50]在黑

腹果蝇(Drosophila
 

melanogaster)的双对氯苯基三氯乙烷(DDT)中发现3个非同义替换(R335S、
 

L336V、
 

V476L)位于CYP6A2 活性位点附近,
 

这些突变位点与DDT的代谢抗性有关。
 

本研究发现重庆和安徽抗性

种群的CYP9K1 仅存在一种变异类型(即基因间区SNPs);
 

云南抗性种群的CYP6P3v1 存在两种变异类

型(即外显子区域同义替换、
 

内含子区域SNPs);
 

重庆抗性种群的CYP9J10 存在一种变异类型(即外显子

区域非同义替换)。

本研究外显子区域同义替换(L118L)、
 

内含子区域及基因间区SNPs可能正向调控CYP6P3v1 和

CYP9K1 的表达,
 

进而介导拟除虫菊酯抗性;
 

而外显子区域非同义替换(S162N)可能通过修饰CYP9J10

基因编码的蛋白结构,
 

增强其解毒酶活性,
 

进而介导拟除虫菊酯抗性。
 

以上这些P450 基因的遗传变异与

拟除虫菊酯杀虫剂抗性的关联性,
 

还需进一步通过荧光素酶基因报告实验和解毒酶活性代谢实验来验证

SNPs位点是否参与基因表达调控或者介导解毒酶活性。
 

此外,
 

本研究可能遗漏低频变异,
 

后续需进一步扩

大野外样本采集数量,
 

以验证遗传变异的可靠性和发生频率。

3.2 结论

本研究综合进化树分析、
 

主成分分析、
 

群体遗传结构分析结果,
 

发现36个中华按蚊样本的聚类结果

与地理分布一致,
 

不同种群间可能存在地理隔离现象。
 

CYP9K1、
 

CYP6P3v1、
 

CYP9J10 的遗传变异可

能介导拟除虫菊酯抗性。
 

上述P450 基因遗传变异与拟除虫菊酯抗性的关联,
 

仍需通过荧光素酶报告基

因实验和解毒酶活性代谢实验进一步验证,
 

以明确相关SNPs能否调控基因表达或影响解毒酶活性。
 

本

研究结果为深入解析中华按蚊对拟除虫菊酯的抗性机制,
 

特别是P450 基因的表达调控与解毒酶活性提

供了关键的数据基础。
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