
德国小蠊（Blattella germanica）是一种重要的病媒

生物，能够携带细菌、病毒、寄生虫卵等，导致多种疾

病的传播，同时德国小蠊分泌物或死亡虫体能导致机

体过敏。随着各种卫生杀虫剂的使用，德国小蠊的抗

药性问题也日趋严重，但目前在其抗性机制研究上主

要集中在宏观毒理水平，而深入的分子水平研究较

少。基因芯片（gene chip）可以同时进行多基因，甚至

全基因组规模检测，彻底改变了传统的分子生物学方

法只能对某一个或某几个基因进行研究的局限。昆虫

对杀虫剂的抗性是一个复杂的生命现象，涉及到多个

基因的协调作用。目前，基因芯片在昆虫抗药性方面

已有一些应用，Le Goff等［1］利用基因芯片技术对果蝇

（Drosophila melanogaster）的细胞色素P450家族多个基

因进行研究，发现拟果蝇的一个野生抗性品系CYP6
家族的基因发生了过表达，其中CYP6A8基因的过表

达与果蝇对烟碱类杀虫剂的抗性相关，但并不会导致

抗性果蝇对马拉硫磷产生交互抗性；而CYP6G1基因

则被发现可能与果蝇对多种杀虫剂的交互抗性相关。

Shen等［2］利用基因芯片技术，对 24个CYP4基因在淡

色库蚊（Culex pipiens pallens）抗溴氰菊酯品系及敏感

品系中的差异表达情况进行检测，发现 6个表达水平

发生显著差异的基因，即 CYP4H21、CYP4H22v1、
CYP4H23v2、CYP4J4v2、CYP4J6v1和CYP4J6v2，均在抗

性品系中过表达，可达 3.1～97.0倍。Wu等［3］利用抑

制性差减杂交技术对淡色库蚊的溴氰菊酯抗性品系和

敏感品系进行研究，得到 809个表达水平有差异的克

隆，并利用这些克隆制备成基因芯片对库蚊进行检

验。结果发现，有16个克隆在抗性和敏感品系中的表

达水平差异达到3倍以上：其中2个只在抗性品系中表

达，8个在抗性品系中表达水平上调，6个在敏感品系

中上调。David等［4］利用构建而成的基因芯片对冈比
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亚按蚊（Anopheles gambiae）的抗药性进行研究。与敏

感品系相比，在抗DDT的按蚊品系中，有5个基因发生了过

表达，包括2个P450基因，1个GST基因以及2个POD基因。

目前，虽然基因芯片在果蝇、淡色库蚊等昆虫抗药

性方面有初步应用，但是国内外未见关于德国小蠊基

因芯片方面的研究。笔者根据NCBI数据库公布的德

国小蠊所有已知序列信息，设计、合成 oligo探针并点

制基因芯片，利用该芯片对抗性品系与药物敏感品系

小蠊进行表达谱检测，筛选与抗性相关的差异表达基

因，并用实时定量RT⁃PCR进行确认，进一步揭示德国

小蠊抗性的分子机制。

1 材料与方法

1.1 供试昆虫 德国小蠊敏感品系（S），引自军事医

学科学院微生物流行病研究所，由北京市疾病预防控

制中心（CDC）消毒与有害生物防制所医学昆虫饲养室

饲养，选用健康、活跃的雄性成虫。德国小蠊野外抗性

品系（X），由西城区CDC提供，在本实验室医学昆虫饲

养室建立种群（至少饲养1代以上），选其中健康、活跃

的雄性成虫。

1.2 主 要 仪 器 基因芯片点样仪 -晶芯 ® Smart
Arrayer 136，基因芯片扫描分析系统-晶芯 ® LuxScan
10K⁃A，均为博奥生物有限公司生产；实时荧光定量

PCR仪 7300，美国 ABI公司；核酸蛋白浓度测定仪

ND⁃1000，美国Nanodrop公司生产；低温冷冻离心机

Microtec1524R，梯度基因扩增仪，凝胶成像仪DQ334，
均为日本ASTEC公司生产。

1.3 主要试剂 cRNA 扩增标记试剂盒，荧光定量

PCR通用试剂盒（不含UNG），光学级氨基基片，DNA
点样液，芯片杂交盒，均为博奥生物有限公司生产；

RNeasy plus Mini Kit，德国 QIAGEN公司生产；RNA
纯化试剂盒Nucleospin® RNA Clean⁃up，DNA纯化试

剂盒Nucleospin® Extract Ⅱ，均为德国MN公司生产；

Cy3⁃dCTP及Cy5⁃dCTP，美国GE公司生产。

1.4 基因芯片的制备 为了全面筛选德国小蠊抗药

性相关基因，将德国小蠊所有已登录基因设计合成

oligo探针，去除冗余序列后共 85条，利用基因芯片点

样仪点制在氨基基片上，每个点重复3次，制成德国小

蠊基因芯片。

1.5 生物学测定（WHO果酱瓶药膜法） 以丙酮为溶

剂将各种杀虫原液配制成0.05%稀释液，并取2.5 ml稀
释液于500 ml锥形瓶中，不断转动瓶子，使药液均匀于

瓶底和瓶壁，放置一夜，使丙酮全部挥发。每种杀虫剂

均做 3次重复实验，再统一设置单纯丙酮的无药对照

组。之后于各瓶颈处涂石蜡油和凡士林的等量混合

物。每瓶放入试虫 10只，在规定时间观察其击倒数，

直至全部击倒，并观察 24 h死亡率。利用POLO软件

（POLO⁃PC，Leora Software 1987）进行数据统计处理，求

出KT50及其95%置信区间（95%CI）。
1.6 总RNA的提取及测定 取敏感品系和西城野外

抗性品系雄性成虫各3只，分别编号为S1、S2、S3、X1、
X2、X3。由于德国小蠊组织较特殊，本研究首先在

Trizol（Invitrogen）溶液中进行研磨，使其充分裂解，然

后氯仿抽提，再用RNeasy plus Mini Kit试剂盒进行提

取。这种方法提取的RNA质量好，纯度、浓度高。

1.7 RNA 样品的标记 采用 cRNA 扩增标记试剂

盒。取 Total RNA 2 g反转录合成 cDNA，进一步体外

扩增合成 cRNA，再取 cRNA纯化产物5 g反转录，然后

进行标记反应，敏感品系（S1、S2、S3）和抗性品系（X1、
X2、X3）分别标记Cy3和Cy5荧光素，纯化后准备杂交。

1.8 芯片预处理、杂交和清洗 芯片在杂交前要进行

预处理：先清洗，然后放在紫外交联仪中250 mJ交联，

放入杂交盒中盖上盖片准备杂交。

沿盖片孔加入荧光素标记样品杂交液，杂交液上

样体积为 12 μl。密封杂交盒，42 ℃水浴杂交过夜。

杂交结束后，清洗芯片，甩干，准备扫描。

1.9 芯片的扫描及数据分析 采用LuxScanTM 10K⁃A
双通道激光共聚焦扫描仪进行芯片的扫描，利用

LuxScan3.0提取数据，计算基因表达荧光强度的比值

（本实验中就是Cy5/Cy3的比值），然后用 SAM软件挑

选出差异表达基因，本研究以 Cy5/Cy3比值≥2和≤

0.5分别作为显著性上调和显著性下调，最后筛选出各

对样品共同上调或下调的基因。

1.10 利用实时荧光定量RT⁃PCR仪对实验结果进行

验证 选取CYP6K1基因进行RT⁃PCR验证，验证芯片

实验结果，引物序列如下：CYP6K1上游：AAG AAG
GTG ATT CCT GGA TAC GA，下游：GGA GAA ATG
CCA GTC ACA ACA。内参基因选德国小蠊 voucher
IB1 16S ribosomal RNA gene，上 游 ：GTA ACC TGA
CCG TGC AAA GG，下游：GGT CTT CTC GTC CCA
TAA CAA TA。使用晶芯® EvaGreen荧光定量RT⁃PCR
通用试剂盒，每个样品3次重复，实验步骤：用DNaseⅠ
消化基因组DNA，然后使用Nucleospin® RNA Clean⁃up
纯化，纯化后反转录成cDNA，以cDNA为模板进行RT⁃PCR
扩增。程序为 95 ℃ 3 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，共
进行 40个循环。75～95 ℃绘制熔解曲线。采用比较

阈值法对实时定量RT⁃PCR结果进行定量分析。

2 结果

2.1 生物学测定 药膜法测定西城区德国小蠊对残
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杀威的抗性系数为2.33倍；对高效氯氰菊酯的抗性系

数为2.88倍（表1）。

2.2 RNA提取质量检测 采用二步法提取德国小蠊

组织RNA样品，用甲醛变性胶电泳，结果显示RNA质

量良好，无降解（图1）。样品满足芯片实验要求。

2.3 表达谱芯片检测及数据分析结果 以抗性与敏

感信号强度比值≥2和≤0.5分别作为上调和下调的评

判标准，SAM分析后共筛选出5个差异表达基因，其中

3 个上调，分别为 CYP6K1、alpha ⁃ amylase mRNA 和

aspartic protease precursor；2 个下调分别为 allergen
Bla g 6.0101 mRNA和allergen Bla g 8 mRNA（表2）。
2.4 实时荧光定量PCR验证结果

2.4.1 RT⁃PCR熔解曲线 由内参基因 16S rRNA和

CYP6K1的熔解曲线（图 2、3）可以看出，RT⁃PCR产物

单一，无非特异性扩增。

2.4.2 定量RT⁃PCR验证CYP6K1表达量与芯片结果

对比 为验证芯片数据的可靠性，我们挑选CYP6K1
基因做定量RT⁃PCR分析，结果显示，定量RT⁃PCR检

测结果与基因芯片检测结果在变化趋势上是一致的，

说明芯片数据比较可靠（表3）。

3 讨论

通过数据分析，共筛选出5条差异表达基因，上调

基因 3条：即CYP6K1、alpha⁃amylase mRNA和 aspartic
protease precursor；下调基因 2 条，为 allergen Bla g
6.0101 mRNA和allergen Bla g 8 mRNA。

CYP6K1是细胞色素P450解毒酶基因，CYP6K1是
Wen和 Scott［5］从德国小蠊中克隆出的一个基因，其是

否与抗性有关尚未见报道，但迄今为止与抗药性关系

最为密切的就是CYP6家族，如：Daborn等［6］利用基因

芯片技术和 RT ⁃ PCR 技术对黑腹果蝇（Drosophila
melanogaster）DDT抗性品系进行研究发现CYP6G1高
转录，mRNA的水平是敏感品系的10～100倍。Brandt
等［7］对果蝇DDT抗性和敏感品系6个P450基因的表达

进行研究后发现：（1）DDT抗性是显著的（＞30倍）和

显性的；（2）抗性可被P450抑制剂PBO减弱；（3）cn⁃vg
区 有 2 个 P450 结 构 基 因 过 表 达（CYP6G1 和

CYP12D1）；（4）CYP12D1 被 DDT 诱 导 高 表 达 ，而

CYP6G1则不被诱导，提示二者的调控机制不同。Qiu
和Li［8］对北京地区家蝇（Musca domestica）溴氰菊酯的

抗性研究表明，导致其抗性产生的可能是CYP6D1和

钠离子通道联合作用的结果。另外，Bautista等［9］对小

菜蛾P450 CYP6家族和CYP4家族对氯菊酯抗性关系

表1 西城区德国小蠊抗性品系监测结果（药膜法）

杀虫剂

残杀威

高效氯氰菊酯

品系

S
X
S
X

KT50及其95％CI（min）
13.040（12.140～14.040）
30.410（27.158～33.789）
3.888（3.338～4.461）

11.194（8.237～14.280）

抗性系数

1.00
2.33
1.00
2.88

X1、X2、X3. 抗性品系；S1、S2、S3. 敏感品系

图1 RNA甲醛变性胶电泳图

表2 西城区野外抗性品系与敏感品系德国小蠊差异表达基因

基因编号

AF281328
DQ355516
BGU28863
DQ279092
DQ389157

描 述

德国小蠊细胞色素P450 CYP6K1基因

德国小蠊α⁃淀粉酶基因

德国小蠊天冬氨酸蛋白酶前体基因

德国小蠊变应原Bla g 6.0101基因

德国小蠊变应原Bla g 8基因

ratio值（Cy5/Cy3）
X1/ S1
2.9949
1.7710
2.3503
0.4721
0.5738

X2/ S2
5.1742
3.4547
3.0344
0.4875
0.2863

X3/ S3
2.4761
2.5328
1.7753
0.6220
0.4988

平均ratio值
3.3728
2.4931
2.3307
0.5231
0.4343

上调/下调

上调

上调

上调

下调

下调

图2 16S rRNA熔解曲线

图3 CYP6K1熔解曲线
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的研究发现，抗性品系中CYP6BG1和CYP6BG2的表

达量分别是其敏感品系表达量的4.9倍和3.8倍，结果

表明，CYP6BG1和 CYP6BG2的超量表达可能导致了

小菜蛾的抗性产生。通过CYP6G1的转基因试验发现

其高水平转录与抗性密切相关。综上所述可以看出

CYP6 家族的基因与抗性关系密切，所以德国小蠊

CYP6K1的表达量增高很可能是西城区野外抗性品系

德国小蠊产生抗性的原因之一。

alpha⁃amylase 即α⁃淀粉酶基因，该基因可能与抗

性关系不大，很可能是食物的适应性不同而导致其高

表达。aspartic protease precursor即天冬氨酸蛋白酶基

因，它的生物学功能很广泛，包括降解抗原、促进其他

酶的活化、位点特异性水解反转录酶病毒前体蛋白以

产生病毒体复制所必须的酶蛋白、调整血压、消化食物

蛋白等［10］。天冬氨酸蛋白酶基因的表达量升高是否

与昆虫抗药性有一定关系还需进一步研究。下调的2
个基因都是变应原基因，变应原是指能诱发 IgE类抗

体产生并导致变态反应的抗原，Bernton等1964年首次

报道蜚蠊是引起Ⅰ型变态反应的一种重要昆虫变应

原。蜚蠊引起的变态反应疾病包括过敏性哮喘、过敏

性鼻炎、过敏性皮炎及过敏性眼结膜炎等，是临床的常

见病，严重影响患者的健康和生活质量［11］，目前该基因

在过敏性疾病方面研究较为广泛，但该基因与抗性关

系应该不大。

结合已有研究和目前数据，我们认为CYP6K1基
因最有可能与德国小蠊抗药性有关，但其具体的抗性

机制还有待于进一步研究。
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表3 RT⁃PCR验证CYP6K1基因表达量差异结果

编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12

注：CT值. 反应的实时荧光强度显著大于背景值时的循环数；E. 扩
增效率；＊CT（con⁃sam）. 对照样品的CT值减去检测样品的CT值得到的

差值；X/S. 表示西城区抗性品系与敏感品系的比值。

基因名称

S1⁃16S rRNA
S2⁃16S rRNA
S3⁃16S rRNA
X1⁃16S rRNA
X2⁃16S rRNA
X3⁃16S rRNA
S1⁃CYP6K1
S2⁃CYP6K1
S3⁃CYP6K1
X1⁃CYP6K1
X2⁃CYP6K1
X3⁃CYP6K1

平均CT值

14.06
14.42
15.03
13.82
14.73
13.76
23.19
24.00
25.63
22.23
21.43
22.34

E

2
2
2

2
2
2

CT
（con⁃sam）＊

0.24
-0.30
1.27

0.96
2.58
3.29

比值（X/S）
归一
化前

1.185
0.811
2.406

1.945
5.963
9.776

归一
化后

1.641
7.351
4.063

芯片

2.99
5.17
2.48

··422


