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摘要：使用杀虫剂进行病虫害防控是有效防治虫媒疾病的重要方式之一，但大规模使用杀虫剂导致昆

虫出现了不同程度的抗性。随着高通量测序技术的发展和分子标记的应用、大量物种全基因组测序的

完成，利用双亲分离后代群体中具有极端表型的个体构建混池进行测序，通过比较不同混池之间的多

态性并结合表型信息，从而定位目的基因的混合群体分离分析(bulked segregant analysis，BSA)技术，

因其简单、高效的特点得到了快速广泛的应用。采用BSA技术揭示杀虫剂抗性产生的分子机制，对抗

药性产生风险的有效评估以及新型杀虫剂的改良开发具有重要意义。本文就近年来BSA技术的发展和

昆虫杀虫剂抗性分子机理的相关研究进行综述，并对该技术在昆虫杀虫剂抗性研究中的意义和应用前

景进行了总结与展望。
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Abstract: The use of pesticides for pest control is one of the important ways to effectively control insect-
borne diseases, but the large-scale use of pesticides has led to the emergence of different degrees of resistance
in insects. With the development of high-throughput sequencing technology, the application of molecular
markers, and the completion of whole-genome sequencing of a large number of species, individuals with
extreme phenotypes in the parental segregation progeny population are used to construct mixed pools for
sequencing. By comparing the polymorphisms between different mixed pools, bulked segregant analysis
(BSA) technology, which combines phenotypic information to locate target genes, has been rapidly and widely
used because of its simplicity and high efficiency. The use of BSA technology to reveal the molecular
mechanism of pesticide resistance, effective assessment of the risk of pesticide resistance, the improvement
and development of new pesticides are of great significance. In this paper, the development of BSA technology
and related research on the molecular mechanism of insect insecticide resistance in recent years are reviewed,
and the significance and application prospect of this technology in insect insecticide resistance research are
summarized and prospected.
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传统基因定位运用图位克隆和遗传作图的方

式，通过设计大量遗传杂交实验，计算基因之间

的重组率，绘制遗传图谱，确定基因相对距离。

该方法需要收集连续多代的重要动植物表型数

据，不仅成本高、耗时长，而且工作量大、效率

低，被定位的基因常常是具有重要经济价值的动

物基因或者是具有重要农艺性状的植物基因。随

着分子标记技术和高通量测序技术的发展，越来

越多重要性状的复杂遗传机制有待被阐明。混合

群体分离分析(bulked segregant analysis，BSA)技术

是通过设计适当的遗传群体，将亲本间差异的极

端表型关联分子标记，利用分子标记在子代间的

重组，快速定位质量性状位点和数量性状位点基

因，阐明遗传机制的一种重要方法。本文主要综

述了几种常见BSA技术的定位原理及其在昆虫杀虫

剂抗性基因定位中的应用，以期为其他昆虫基因

定位相关研究提供理论基础。

1 BSA技术概述

BSA技术是一种通过选取亲本后代具有表型

差异的两个群体构建混池，比较混池间的等位基

因频率差异，定位性状关联基因的方法。该方法

首先从一对具有表型差异的亲本分离后代中选取

出极端表型个体，分别提取等量DNA组成混池，

通过测序比对，计算两混池间的差异等位基因频

率，分析分子标记与基因的连锁程度，以定位候

选基因。BSA技术按照其应用类型可分为BSA-
seq、突变位点图谱(MutMap)和混合群体分离结合

RNA测序(bulked segregant RNA-seq，BSR-seq)[1]。
可与BSA技术结合用于基因定位的分子标记有多

种，常用的有简单重复序列标记(simple sequence
repeats，SSR)[2 ]、单核苷酸多态性标记(single
nucleotide polymorphism，SNP)[3]等。

BSA技术既可以用于定位质量性状(qualitative
character)位点基因，也可以用于定位数量性状位

点(quantitative trait loci，QTL)基因。以F2群体为

例，如果我们感兴趣的基因是由一对或几对质量

性状基因控制，那么F2群体的表型应呈现间断分

布，运用卡方检验验证符合孟德尔定律，呈现(3：
1)n的比例；如果我们感兴趣的基因由数量性状位

点控制，那么F2群体的表型应呈现连续的近似正态

分布。

BSA技术已被广泛用于作物遗传育种中涉及

的各种复杂的基因定位问题。例如定位小麦基础

免疫毒性R基因H6、Hdic和H5[4]；鉴定与南瓜疫霉

根腐病抗性和冠腐病抗性相关的QTL[5]；定位花生

红皮隐性候选基因[6]；研究大白菜叶状头形成的分

子机制，帮助大白菜优良抽穗类型的选育[7]；培育

具有产量高、抗倒伏和机械收获适应性等特点的

矮小紧凑甘蓝型油菜[8]等。

1.1 BSA技术结合SSR标记定位技术

SSR是一类由1~6个核苷酸为重复单位组成的

长达几十个核苷酸的串联重复序列，主要分布在

高等生物的基因组中，根据重复序列在基因组中

的分布形式可将其分为串联重复序列和散布重复

序列[9]。Lim等[10]利用与紫苏作物叶片和种子性状

相关的SSR标记，选取F3群体中具有极端表型的个

体构建混池，在亲本和两个池之间进行序列比对

和标记多态筛选。通过性状和标记之间的连锁进

行基因型分析成功定位到两个与种皮颜色相关的

SSR标记——KNUPF11和KNUPF29；一个与种子

大小相关的SSR标记KNUPF29；以及三个与种子硬

度相关的SSR标记KNUPF12、KNUPF16和
KNUPF42。虽然利用SSR标记进行基因定位简单

高效，但SSR标记不能位于功能基因的内部，所以

有时还需结合单核苷酸多态性标记进行基因

定位。

1.2 BSA技术结合SNP标记基因定位技术

SNP是指在基因组水平上由单个核苷酸的变

异引起的DNA序列多态性，包括置换、颠换、缺

失和插入。SNP在基因组上分布广泛，结合高通量

测序已成为如今进行基因定位的重要手段[11]。

从F2分离群体中选取极端性状个体分别提取

等量DNA组成高(high-bulk)低(low-bulk)混池，并

将两个混池和亲本分别进行高通量测序，再比对

到参考基因组上，获得子代突变信息，计算各混

池与亲本不同基因型所占的比例，记作SNP-
index。在感兴趣的QTL位点附近区域，SNP-index
应为1，离目标位点越近，SNP-index越接近1，其

余与目标性状无关的区域，SNP-index在0.5左右。

通过将两个混池的SNP- index相减得到ΔSNP-
index，ΔSNP-index接近1的位置就是目标基因所在
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区间[12](图1A)。SNP-index计算公式[12]如下：

SNP-index=The Alternate Allele/Total Read
Depth

The Alternate Allele是测序得到的染色体某个

位置的突变等位基因频率，Total Read Depth是在

该位置的总测序深度。

噪音的存在使QTL定位变得困难，Takagi等[12]

提出基于滑窗模拟的QTL-seq方法，即在给定大小

和步长的滑窗内计算平均ΔSNP-index，根据遗传群

体的类型和大小设置不同的模拟次数，模拟的极

端分位数被用于估计置信区间，真实数据被滑动

窗口平均，超过置信区间的区域存在假定QTL。计

算公式如下：

ΔSNP-index=SNP-indexHighBulk–SNP-indexLowBulk
Magwene等[13]根据实际观察和预期等位基因

深度计算每个SNP的修正G-value(G')，该方法在降

噪的同时还解决了SNP连锁不平衡的问题。由于

G'接近对数正态分布，因此可以使用G'的零分布的

非参数估计来估计每个SNP的P值。利用G'的自然

对数计算出中位数绝对偏差，再通过Hampel规则

排除离群值，最后使用Benjamini-Hochberg进行P
值校正。计算公式如下：

G=2*Σni*ln(obs(ni)/exp(ni))
exp(n1)=(n1+n2)(n1+n3)/(n1+n2+n3+n4)
exp(n2)=(n2+n1)(n2+n4)/(n1+n2+n3+n4)
exp(n3)=(n3+n1)(n3+n4)/(n1+n2+n3+n4)
exp(n4)=(n4+n2)(n4+n3)/(n1+n2+n3+n4)
n1代表该位置上Highbulk的参考等位基因频

率，n2代表该位置上Lowbulk的参考等位基因频

率，n3代表该位置上Highbulk的替代等位基因频

率，n 4代表该位置上Lowbulk的替代等位基因

频率。

欧式距离[14](Euclidean distance，ED)也是常用

于去除背景噪音、结合SNP-index定位候选基因的

方法之一，在没有亲本的情况下也可以采用该方

法进行基因定位。两个极端性状子代混池只在控

制性状的基因及其连锁位点出现差异，所以通过

各个位点欧式距离的计算，我们可以判断哪些位

点更可能是控制对应性状的QTL。计算公式如下：

( Amut Awt Cmut Cwt Gmut Gwt Tmut-Twt)2− )2 + ( − )2 + ( − )2 + (ED =

其中，Amut是指该位点在Highbulk中的A碱基
A：BSA；B：MutMap；C：BSR

图1 BSA、Mutmap和BSR技术路线图
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频率，Awt是指该位点在Lowbulk中的A碱基频

率，其余同理。

1.3 Mutmap定位技术

作为BSA技术的重要发展，突变位点图谱是

通过对野生型亲本和突变体混池进行测序分析，

定位化学诱变个体隐性突变基因的基因定位技

术[15]。 MutMap技术首先使用诱变剂诱变野生型亲

本获得突变体，突变体再自交，得到纯合突变体

亲本。然后将突变体亲本与野生型亲本回交后，

再自交，F2出现野生型表型群体和突变体表型群体

两种表型后代。将野生型亲本和突变体混池进行

测序分析，计算SNP在突变体混池和野生型混池出

现的频率，分析突变体基因型所占的比例(SNP-
index)。在突变体混池中，只有与突变体表型关联

的SNP及其紧密连锁的SNP会出现100%的突变体

类型，并且离关联SNP越近突变体类型SNP的纯合

度越高，即突变基因所在位置SNP-index等于1，而

其他的无关位点，SNP-index接近0.5(图1B)。
Abe等[15]使用诱变剂诱变野生型绿色叶片水稻

植株(Hitomebore)，得到浅色叶片突变株Hit1917-
pl1和Hit0813-pl2，将两个突变株与亲本回交后分

别进行MutMap定位。最终将目标性状分别定位到

10号染色体和1号染色体上，其中10号染色体的位

置包含一个编码叶绿素 a加氧酶的目标基因

OsCAO1，该基因的敲除突变体叶绿素含量低于野

生型。

1.4 BSA技术结合转录组测序定位技术

BSA技术结合转录组测序技术通过选取两个

极端表型混池，利用转录组测序得到SNP位点，进

行连锁分析和基因定位(图1C)[16]。位于编码区的功

能基因通常是基因定位中最受关注的目的基因，

而真核生物基因间区包含大量重复序列，对测序

和分析造成干扰，于是产生了结合RNA测序来进

行基因定位的BSR技术，大量的转录组测序数据在

提供变异位点的同时可以进一步辅助筛选差异

基因。

Liu等[17]在研究玉米时发现了一种突变株表现

出幼叶表皮蜡质积累增多。将基因突变株与野生

型植株作为亲本构建了F2代分离群体，从F2代中挑

选极端性状个体构建高低混池，提取RNA进行反

转录并测序。然后利用RNA测序数据比对基因组

获得变异数据，开发SNP标记，计算SNP与性状连

锁的概率，最后将目的基因定位到4号染色体上一

段长为2 Mb的位置，并在该位置找到了gl3基因。

该基因编码一种假定的myb转录因子，直接或间接

影响参与超长链脂肪酸生物合成的许多基因的表

达，从而使突变株幼叶表皮蜡质增多。

2 BSA技术在杀虫剂抗性基因定位中的应用

使用杀虫剂进行病媒控制是全球昆虫相关疾

病战略的重要组成部分，然而，昆虫对杀虫剂产

生抗药性使这项工作困难重重。目前，关于昆虫

抗药性机制的研究主要集中在行为抗性、靶标抗

性、代谢抗性和穿透抗性四个方面。

2.1 昆虫杀虫剂抗性机制

行为抗性是指昆虫离开或逃脱杀虫剂区域的

能力，行为回避的机制可能因生命阶段和选择压

力而异[18]。与生理抗性水平较高的群体相比，生

理抗性水平较低的群体可能面临更强的选择压

力，因此更有可能发展回避行为(图2)。
靶标抗性又称击倒抗性(knockdown resistance，

Kdr)，是由于化学杀虫剂作用部位的基因突变，减

少或阻止了杀虫剂在该部位的结合[19]。常见的突

变基因包括神经轴突钠离子通道(sodium channel，
SC)、突触乙酰胆碱酯酶基因(acetylcholinesterase，
AChE)和γ-氨基丁酸受体氯离子通道(γ-aminobutyric
acid，GABA)。神经轴突钠离子通道是一种大型跨

膜蛋白，由2 000多个氨基酸残基组成，是杀虫剂

作用的靶标部位。kdr基因是导致蚊虫对滴滴涕和

图2 杀虫剂抗性分子机理
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拟除虫菊酯产生击倒抗性(L1014)的主要机制，

para L1014F(kdr)突变的基因型导致拟除虫菊酯在

靶点的亲和力降低，延长P450驱动解毒的持续时

间，使昆虫表现出倍增的杀虫剂抗性[20]。AChE是
一种丝氨酸水解酶，它通过在胆碱神经突触处快

速水解神经递质乙酰胆碱，终止神经冲动的传

递。有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂通过羟基磷酸

化丝氨酸酶活性位点，使乙酰胆碱分解受阻，导

致突触后神经持续冲动，神经系统敏感性降低来

杀死昆虫[21](图2)。
代谢抗性是指昆虫参与化学杀虫剂代谢，隔

离和排泄相关酶的过度表达或构象变化导致解毒

作用增强[22]。与代谢抗性相关的解毒酶系主要包

括细胞色素P450酶系(cytochrome P450，P450s)、
谷胱甘肽-S-转移酶(glutathione-S-transferases，
GSTs)、非特异性酯酶(esterases，ESTs)和羧基/胆
碱酯酶(carboxyl/cholinesterases，CCEs)四大酶系。

P450s的主要功能是催化氧化有机化合物。GSTs通
过直接代谢和抵抗杀虫剂暴露引起的氧化应激，

使昆虫具有代谢氟虫腈及代谢产物的能力 [ 2 3 ]。

ESTs主要参与昆虫对有机磷杀虫剂的代谢过

程[24]，CCEs则可以提高昆虫对有机磷酸酯或氨基

甲酸酯类杀虫剂的代谢能力[25](图2)。
穿透抗性是指由于昆虫角质层或消化道衬里

的改变，限制化学杀虫剂的吸收，导致渗透性降

低[26]。昆虫的身体被包裹在外骨骼或角质层中，

角质层有助于保护昆虫免受伤害，防止水分流

失，并能抵御杀虫剂，具有拟除虫菊酯抗性的蚊

子表皮渗透性往往降低(图2)。
2.2 BSA技术在昆虫杀虫剂抗性中的应用现状

近十年来，BSA技术在昆虫杀虫剂抗性的分

子机制研究中显得越来越重要，BSA技术结合基因

编辑技术，扩增子测序等分子生物学方法使基因

定位更加精准。大量BSA技术基因定位的研究结果

表明，昆虫杀虫剂抗性的产生与靶标抗性和代谢

抗性相关。Van Leeuwen等[27]利用BSA技术，构建

F 6 遗 传 群 体 ， 定 位 叶 螨 乙 恶 唑 抗 性 基 因

tetur03g08510，该基因编码几丁质合成酶，在表皮

和器官系统中表达，在角质层形成过程中起重要

作用。该基因在I1017F位点突变导致单个CHS1编
码氨基酸变化，赋予靶点对乙恶唑的抗性。Yu

等[28]在探究柑橘红螨双甲脒抗性的产生机制时，

通过连续自交获得群体数量和基因重组率都足够

大的F5分离后代，利用BSA技术测序结合SNP-
index与ED值关联定位候选基因EVM0003193。该

基因位发生T752C突变，导致其mRNA的局部二级

结构从长茎环结构变为三个短发卡结构，使柑橘

红螨产生耐药性。Park等[29]利用回交群体结合BSA
技术定位了甜菜夜蛾抗性相关转运蛋白ABCC2。
类似的，Yang等[30]利用BSR技术结合扩增子测序

技术将粉纹夜蛾抗Cry2Ab蛋白基因定位到17号染

色体上。Zuo等[31]结合BSA技术与CRISPR/Cas9基
因编辑技术，将甜菜黏虫阿菌维素抗性位点T346G
突变定位在17号染色体上的CYP9A186基因，并发

现CYP9A186蛋白的氨基酸改变(F116V)导致阿维

菌素代谢增强。

3 总结与展望

BSA技术为不同昆虫的杀虫剂抗性基因定位

提供了新的基因定位思路，利用BSA技术进行基因

定位最大的优势在于只需要挑选极端个体进行混

池分析，很好地降低了研究成本，且应用范围

广，在DNA、RNA和蛋白质层面都能展开研究。

但在实际使用时BSA技术定位方法因遗传群体和目

标性状遗传机制的不同而有所差别，且群体必须

满足目标性状差异明显、其余遗传背景一致的特

点，所以一般自然群体不建议直接使用BSA技术进

行定位。与此同时，两个极端混池的表型分离必

须准确，才能保证基因定位结果的准确性。

当拥有两个亲本以及准备构建两个子代混池

时，用SNP-index关联ED值分析得到的候选区间取

交集，是最常用的BSA技术。QTL-seq算法和G值
统计在降噪的同时使QTL区间的定位更加准确，但

在实际应用中需要注意窗口大小的选择以及有效

SNP的确定；当丢失亲本只拥有两个子代混池时建

议使用ED关联分析，但该方法对中等效应QTL检
测结果较差；如果突变体表型是通过野生型诱变

后获得，建议使用MutMap方法，该方法只需对分

离后代突变型表型混池以及野生型亲本进行测序

比对分析；如果亲本不纯合但又希望通过BSA技术

进行基因鉴定，可以先通过基因分型鉴定表型，

或者构建三个混池，通过多级混池测序分析
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(graded-pool sequence，GradedPool-Seq)[32]，采用

radit检验计算窗口内SNP/Index的比值定位候选

区间。

杀虫剂抗性分子机制复杂，是昆虫行为躲

避、靶标位点突变、代谢解毒酶活性增加、表皮

透性下降等因素综合作用的结果，每一种抗性机

制背后都可能涉及多个基因位点的突变和表达变

化。不同物种，抗同一种杀虫剂抗性基因突变位

点不同；同一物种，抗不同杀虫剂抗性基因突变

位点也可能不同；即使是同一物种，用相同的杀

虫剂进行选择，不同时期不同生理状态下昆虫面

临的生存压力不同，也会产生不同的抗性突变。

复杂的抗性机制给如何合理高效地使用杀虫剂带

来挑战，由于昆虫体内抗性相关突变分布范围

广，涉及基因多，急需更快更有效的方式进行基

因定位。
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