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摘要：在室内用人工饲料连续饲养和未用药剂筛选条件下，测定了采自田间对氯氟氰菊酯产生高水平抗性甜菜夜

蛾 ,-’.’-#/0$ /1+*2$（GHIB@#）种群的抗药性及其多功能氧化酶系活性的变化情况。用点滴法测定不同世代 +龄幼
虫抗性结果为：室内 J3 代 KL)’值为 ’F,2(&!MN头，抗性倍数为 * 5+2F’倍，以后各世代逐渐降低，至 J*+代 KL)’值为

’F’+&)!MN头，抗性倍数为 32&F)倍，抗性水平下降了 &,F5倍。用浸叶法测定不同世代 +龄幼虫抗性结果为：室内 J3
代 KO)’值为 35)F2 7MNK，抗性倍数为 ,2*F(倍，以后各世代也逐渐降低，至 J*+代 KO)’值为 ,F& 7MNK，抗性倍数为 *(F5
倍，抗性水平下降了 &’F&倍。与敏感品系相比，该田间种群室内饲养至 J*+代仍处于较高的抗性水平，抗性减退缓

慢，很难恢复到敏感水平。测定甜菜夜蛾田间种群室内 J&、J&’和 J*3代及敏感品系 )龄幼虫中肠微粒体甲氧试卤灵

1P1脱甲基酶、乙氧试卤灵1P1脱乙基酶、芳香基羟基化酶及艾氏剂环氧化酶活性，结果表明：与敏感品系相比，田间
种群甲氧试卤灵1P1脱甲基酶和艾氏剂环氧化酶的活性仅 J& 代显著较高，J&’和 J*3代差异不显著，乙氧试卤灵1P1脱

乙基酶和芳香基羟基化酶的活性 J&、J&’和 J*3代均显著较高。结果提示甜菜夜蛾抗性水平可能与其体内微粒体多

功能氧化酶系活性有密切关系。
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昆虫的抗药性是昆虫种群内部遗传结构在杀虫

剂选择作用下持续变化的外在表现。昆虫种群抗性

遗传结构一般由纯合子敏感个体、纯合子抗性个体

和二者交配形成的杂合子个体组成。在未受到杀虫

剂选择时纯合子敏感个体占种群的绝大多数，随着

杀虫剂的持续使用，昆虫种群中抗性个体的等位基

因频率不断提高，种群的抗性水平不断发展。当停

止使用杀虫剂，消除药剂选择压力后种群的抗性水

平会表现出下降趋势，但抗性下降的程度与抗性水

平、抗性等位基因频率的高低及抗性遗传方式等有

密切关系（6,!%&&-* ’. "! 5，ABBB；唐振华和吴士雄，
ABBB）。
甜菜夜蛾 (,-%-,.’/" ’)&*+"（>I,3+)）是一种世

界性分布的多食性重要农业害虫，长期大量使用化

学药剂导致该虫对多类杀虫剂产生了不同程度的抗

药性（:(%&’(3 ’. "! 5，ABBB）。多年来甜菜夜蛾在我
国东部广大地区发生危害严重，多数地区的甜菜夜

蛾对拟除虫菊酯类杀虫剂的抗性达到了中到高水平

阶段，拟除虫菊酯类杀虫剂基本上不能有效控治其

危害（刘永杰和沈晋良，ABBA）。如果停止使用拟除
虫菊酯类杀虫剂一段时间，甜菜夜蛾对该类药剂的

抗性是否会明显降低，能否恢复到敏感性水平，这对

探索合理的抗性治理措施，包括恢复使用拟除虫菊

酯类杀虫剂，控制其危害具有重要意义。我们在前

期研究甜菜夜蛾对氯氟氰菊酯抗性机理和遗传方式

的基础上，进一步探讨了停用药剂后，在室内人工饲

养条件下，甜菜夜蛾对氯氟氰菊酯的抗性减退规律

及其与抗性相关的多功能氧化酶系活性的变化情

况，为生产上合理地利用此类药剂，科学防治抗性甜

菜夜蛾提供依据。

) 材料与方法

)*) 供试甜菜夜蛾
敏感品系（G）：由武汉科诺生物技术有限公司

提供，在室内未接触任何药剂的情况下用人工饲料

连续饲养十多年。在本实验室用人工饲料继续饲养

供实验用。

抗性品系（;）：ABBD年 J月采自南京市江浦大
禹生物技术有限公司园艺场甜菜田，对氯氟氰菊酯

达到高水平抗性。该品系与敏感品系在 AKL M
DL，光周期 DCNODB<的光照培养箱内用人工饲料继
代饲养供实验用。

)*+ 供试药剂和试剂
JKPBQ氯氟氰菊酯原药和 APFQ氯氟氰菊酯乳

油（南京红太阳集团公司第一农药厂）；试卤灵

（)+2()%#"3），甲氧试卤灵（.+’*(7/)+2()%#"3），乙氧试卤
灵（+’*(7/)+2()%#"3），苯并芘［,+3R(（-）?/)+3+］，牛血
清白蛋白（S6G）及还原型辅酶!（T6<U>）（G"8.-公
司产品）；艾氏剂（-&!)"3）和狄氏剂（!"+&!)"3）均 V
JJQ（购自中国标准物质中心，美国产）。二硫苏糖
醇（<HH）（G+)1-产品）；苯甲基硫酰氟（U:G@）和考马
斯亮蓝 W4AFB（@&%X- 产品）；乙二胺四乙酸（=<H6）
和连二亚硫酸钠及苯基硫脲（UHY）（上海试剂一
厂）；石油醚等其他试剂均为国产分析纯试剂。

)*, 抗药性测定方法
)*,*) 点滴法：原药用丙酮稀释成 Z [ \个系列浓
度，用毛细管微量点滴器（容积为 BPBC\"N）分别将
药液点滴于 ] 龄幼虫（体重为 F [ K .8^头）胸部背
面。每处理 ]B 头，重复 ] 次，每浓度共处理 JB 头，
以丙酮作对照。每塑料培养皿放处理幼虫 F头，喂
以人工饲料，放入 AKL M DL，光周期 DCN O DB<的光
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照培养箱内，!" #检查结果。用南京农业大学农业
部病虫监测与治理重点开放实验室建立的生物测计

数据处理与管理系统（$%）计算毒力回归式、&’()值

及 *(+置信限。
!"#"$ 浸叶法：将 ,-(+氯氟氰菊酯乳油用自来水
稀释成 . / "个系列浓度，把盆栽夏光甘蓝叶片放入
药液中浸渍 0) 1，晾干后叶柄用脱脂棉浸水包扎保
湿，以自来水浸渍叶片为对照。每个塑料杯内放入

0张上述叶片，接入 0头 2龄幼虫（体重同上），用保
鲜膜封口。每处理 2) 头，重复 2 次，每浓度共处理
*)头。!" # 检查结果。饲养条件和数据统计方法
同上。

!"% 微粒体酶液制备
参照 &33 和 45677（0*"*8）方法。在冰盘上盛有

0-0(+ 9:;溶液的培养皿中解剖甜菜夜蛾 (龄幼虫
（体重为 0.) / ,)) <=），取出中肠清洗干净后放入玻
璃匀浆器中，加 )-0 <6;>&磷酸钠缓冲液［?@ A-(，含
)-0 <<6;>& ’BB、0 <<6;>& C’B%、0 <<6;>& DBE、0
<<6;>& DF4G（先溶于少量乙醇中）、0-, <<6;>& 甘
油］，在冰浴内匀浆。匀浆液于 0) ))) H =、!I离心
0( <JK（@3L83M1 ’N2A(,)高速离心机），取上清酶液用
!层细纱布过滤后再于 0)) ))) H = 离心 .) <JK
（@J785#J :DNA) 超速离心机），将微粒体沉淀用 )-0
<6;>&磷酸钠缓冲液（?@ A-(，含 )-0 <<6;>& ’BB、0
<<6;>& C’B%、0 <<6;>& DBE、0 <<6;>& DF4G、,-A
<<6;>&甘油）悬浮备用。用考马斯亮蓝法（$L8OP6LO，
0*A.）测定微粒体悬浮液蛋白质含量。
!"& 单加氧酶活性测定
!"&"! 甲氧试卤灵NQN脱甲基酶（<37#6RSL316LMPJK QN
O3<37#S;813，FTQ’）活性测定：参照 &33 和 45677
（0*"*8）方法。, <&反应混合液中含有 )-0 <<6;>&
C’B%、( <<6;>& F=:;,、)-0 <= 微粒体蛋白、(!& 0
<<6;>&甲氧试卤灵（溶于二甲亚砜）及 )-0 <6;>&磷
酸钠缓冲液（ ?@ A-"）。加入 0) !& )-)0 <6;>&
U%’D@开始反应（2!I），在荧光分光光度计（岛津
TGN()))型）中测定最初 , / 2 <JK的荧光变化，以起
始反应速率确定酶的活性（测定条件：激发波长

(() K<，光栅狭缝 ( K<；发射波长 (") K<，光栅狭缝
( K<）。
!"&"$ 乙氧试卤灵NQN脱乙基酶（37#6RSL316LMPJK QN
O337#S;813，CTQ’）活性测定：测定方法同 0-(-0节。
!"&"# 芳香基羟基化酶（8LS;#SOL658LV6K #SOL6RS;813，
%@@）活性测定：参照 &33和 45677（0*"*8）及邱立红
和张文吉（,))0）方法。, <& 反应体系中含有 )-0

<6;>& 磷酸钠缓冲液（?@ A-"）、)-0 <<6;>& C’B%、(
<<6;>& F=:;,、)-0 <= 微粒体蛋白。在 2!I平衡 2
<JK，记录荧光基线后加入 2!&苯并芘丙酮液（共 .
K<6;），记录升高的荧光值，最后加入 ,)!& )-)0 <6;>
& U%’D@开始反应。记录降低的荧光值，通过降低
的荧光值计算酶的活性（测定条件：激发波长 2"A
K<，光栅狭缝 ( K<；发射波长 !). K<，光栅狭缝 (
K<）。
!"&"% 艾氏剂环氧化酶（8;OLJK 3?6RJO813，%C）活性
测定：参照 &33 和 45677（0*"*V）及邱立红和张文吉
（,))0）方法。0 <&反应体系中含有 )-0 <6;>&磷酸
钠缓冲液（?@ A-"）、)-0 <=微粒体蛋白、(!&艾氏剂
（! <=> <&，溶于乙醇）、0() <<6;>& 9:;。在 2)I水
浴条件下振荡 ( <JK 后，加入 )-0 <& )-), <6;>&
U%’D@开始反应。0) <JK后加入 )-" <&丙酮终止
反应。分别用 , <&石油醚萃取 ,次，取上层液相合
并，经无水硫酸钠干燥后用岛津 W:N,)0) 气相色谱
仪分析。

气谱条件：C:’检测器，毛细管柱 $?XN()，2) <
H )-2( <<，膜厚 )-( !<，固定液为 ()+ D#3KS;
（3YMJZ [）D6;S1J?#3KS;3K3。进样口温度 ,!)I，柱温
,0)I，检测室温度 2))I，柱流量 2-,( <&><JK，样品
保留时间 "-, <JK，最小检出量 0-) K=><&。

$ 结果与分析

$"! 甜菜夜蛾对氯氟氰菊酯抗性变化结果
在室内相同条件下用人工饲料饲养甜菜夜蛾抗

氯氟氰菊酯种群和敏感品系，整个连续饲养过程中

未接触任何药剂。分别用点滴法和浸叶法测定抗性

种群不同世代 2龄幼虫 &’()值（!=>头）和 &:()值（<=>
&），并与敏感品系相比较，计算其抗性倍数。通过
连续饲养 !2代，用点滴法测定了 0* 代 2 龄幼虫的
&’()值和抗性倍数：室内 G0 代 &’()值为 )-*.A,!=>
头，抗性倍数为 ! "2.-)倍，以后各世代 &’()值和抗

性倍数逐渐降低，至 G!2代 &’()值为 )-)2,(!=>头，抗
性倍数为 0.,-(倍，抗性水平下降了 ,*-"倍。用浸
叶法分别测定 0"代 2龄幼虫的 &:()值和抗性倍数：

室内 G0 代 &:()值为 0"(-. <=>&，抗性倍数为 *.!-A
倍，以后各世代 &:()值和抗性倍数也逐渐降低，至

G!2代 &:()值为 *-, <=>&，抗性倍数为 !A-" 倍，抗性
水平下降了 ,)-, 倍。从点滴和浸叶 , 种方法测定
结果可以看出，随着饲养世代数的增加，其抗性倍数
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呈逐渐下降趋势，前 !" 代抗性分别下降 #$%$ 倍和
##%&倍，第 !" ’ () 代又分别下降 #%& 倍和 #%* 倍，
说明前 !"代是抗性下降的主要阶段，!"代以后抗性
下降速度明显减缓，抗性趋于稳定。至 ()代 !种方
法测定的抗性倍数还分别为 #+!%&倍和 (,%*倍，仍处

于较高的抗性水平，说明田间形成的该抗性种群在停

止使用药剂一定时间内还很难恢复对氯氟氰菊酯的

敏感性。此外，用点滴法测定的抗性倍数明显高于用

浸叶法测定的结果，反映出药剂进入虫体内的途径不

同可能导致不尽相同的抗性机理（表 #）。

表 ! 室内未接触药剂、连续饲养条件下甜菜夜蛾田间种群对氯氟氰菊酯抗性变化结果
"#$%& ! ’()*(&++,)- ). (&+,+/#-0& /) !"#$%"1023#%)/3(,- ,- /3& 4(5 ,-+/#( %#(6#& ). &’(%(’)*+" *,-./"

7-5&( %#$)(#/)(2 0)-5,/,)- .)( 84 *&-&(#/,)-+ 9,/3)7/ &:;)+7(& /) #-2 ,-+&0/,0,5&+

世代

-./.01234/5

点滴法 6473819 1779381234/ 浸叶法 :.1; <3773/= >341551?

斜率 !
@947.

:A&"
（!=B头，!=B910C1）
（$&DE:）

抗性倍数

FF
斜率 !
@947.

:G&"（H=B:）
（$&DE:）

抗性倍数

FF

F E# !%##+) "%$+,!
（"%,#"+ I #%!()&） ( *)+%" !%!*$) #*&%+

（#&(%! I !#*%,） $+(%,

E! !%!",# "%$"&(
（"%+,)* I #%#&+)） ( &!,%" !%"*(" #,"%(

（#)$%) I #*)%+） **&%,

E) #%$,&& "%*!$*
（"%&+$, I #%#!("） ( #($%" #%,)*) #&+%)

（#!&%( I #*,%)） *#!%!

E( !%"&+$ "%+#,#
（"%()!& I "%*"),） ) "*&%&

E& #%*!*( "%&()*
（"%)!,# I "%,*)&） ! ,#$%" #%,"(* #!+%&

（#")%+ I #&,%,） +&,%&

E+ !%##(! "%)&#,
（"%!#() I "%($,(） # ,&*%& !%"))$ *)%&

（,!%# I $,%)） ()(%"

E, #%++,# ,(%!
（+)%, I *,%(） )*&%+

E* #%*)*, "%#*)#
（"%##)( I "%!+"&） $#&%& #%*"+) &"%#

（()%+ I &*%!） !+"%)

E$ #%,$+( "%#)!*
（"%"$,! I "%#+$"） ++(%"

E#" !%#"&$ "%"*+!
（"%"+&( I "%#"$)） ()#%" #%$"$! )"%+

（!&%* I )+%&） #&$%"

E#! #%,&)" "%#")!
（"%",+) I "%#!*,） &#+%" #%,+(& !)%(

（#$%, I !,%*） #!#%+

E#& #%$",+ "%",*(
（"%"+)$ I "%"$&)） )$#%" #%,",, #*%!

（#&%+ I !!%)） $(%+

E#* #%,()+ "%"+!)
（"%"("* I "%"*)*） )##%& #%$##( !#%,

（#*%) I !&%"） ##!%,

E!" #%*+)$ "%"(*,
（"%"),! I "%"&$"） !()%& #%++!! #+%!

（#)%& I #*%$） *(%!

E!) #%+,$* "%"),$
（"%"#*, I "%"&,+） #*$%& #%*)," #&%"

（#)%) I #,%!） ,*%"

E!+ !%"+&# "%"("+
（"%"!+, I "%"&($） !")%" #%+""( #!%"

（$%( I #(%*） +!%+

E)" #%*(*" "%")&+
（"%"!() I "%"(,"） #,*%" #%,+&! *%(

（+%$ I #"%!） ()%+

E)) !%""+# "%"(#*
（"%")(, I "%"(,+） !"$%" #%**") ##%&

（$%+ I #)%,） &$%+
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（*%, I #!%(） &(%)

E(# #%*++" "%")($
（"%"!)* I "%"(+,） #,(%& #%+*+( *%*

（+%) I #"%+） (&%+
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!"! 微粒体多功能氧化酶活性变化结果
分别测定甜菜夜蛾田间种群室内饲养的 !"、

!"#、!$%代及敏感品系 &龄幼虫中肠微粒体甲氧试卤
灵’(’脱甲基酶、乙氧试卤灵’(’脱乙基酶、芳香基羟
基化酶及艾氏剂环氧化酶的活性，结果表明：田间

种群室内饲养 !" 代 &龄幼虫中肠微粒体甲氧试卤

灵’(’脱甲基酶和艾氏剂环氧化酶的活性与敏感品
系相比差异显著，!"#、!$%代与敏感品系相比差异不

显著；!"、!"#、!$%代 &龄幼虫中肠微粒体乙氧试卤灵

’(’脱乙基酶和芳香基羟基化酶的活性与敏感品系
相比均差异显著，但随着饲养代数的增加其活性呈

现下降趋势（表 "）。

表 ! 甜菜夜蛾田间种群室内不同世代及敏感品系中肠微粒体多功能氧化酶活性测定结果
#$%&’ ! ()*+$,-.)/ )0 *)/))123’/$.’ $45-6-5-’. )0 $ !"#$%"7428$&)58,-/ ,’.-.5$/5

.5,$-/ -/ 9-00’,’/5 3’/’,$5-)/. :-58 $ .;.4’+5-%&’ .5,$-/ )0 &’(%(’)*+" *,-./"

世代

)*+*,-./0+1

2$&#酶系活性 30+00456*+-1* -7./8/.5

甲氧试卤灵’(’脱甲基酶
3*.9045,*10,:;/+ (’<*=*.95>-1*
（?=0>·=/+@ %·=6@ %）

乙氧试卤灵’(’脱乙基酶
A.9045,*10,:;/+ (’<**.95>-1*
（?=0>·=/+@ %·=6@ %）

芳香基羟基化酶

B,5>95<,07-,C0+ 95<,045>-1*
（+=0>·=/+@ %·=6@ %）

艾氏剂环氧化酶

B><,/+ *?04/<-1*
（+=0>·=/+@ %·=6@ %）

D !" %"E#F G %EHI C %#EJJ G "E#J C $EK& G %E$K C %E%J G #EJH C
!"# FE&J G %E#I - IEK% G %EJK C JEH# G #E$K C %E#J G #E#H -
!$% FEK# G %E"$ - KEFH G %E&$ C $E#F G %E%J C %E#% G #E#& -

L FE$J G %E#K - &EFJ G #EH& - JE#& G #E$K - #EFH G #E#I -
注 M0.*：数据后不同字母表示同一栏间差异显著（!!#E#&）3*-+1 /+ .9* 1-=* 70>:=+ ;0>>0N*< C5 </;;*,*+. >*..*,1 -,* 1/6+/;/7-+.>5 </;;*,*+.（!!#E#&）C5
O3DPQ D：抗性品系 D*1/1.-+. 1.,-/+；L：敏感品系 L:17*?./C>* 1.,-/+Q

< 讨论

昆虫的抗药性是长期大量使用化学药剂选择的

结果，是昆虫对药剂压力的一种生存适应能力。当

害虫对某种杀虫剂产生抗药性后，通常会停用该药

剂。停用后害虫抗性减退的速度和程度直接决定该

药剂能否被重新使用以及需要停用多长时间才能重

新使用。已有室内研究表明，停用药剂后害虫的抗

性水平大多会下降，表现出抗性不稳定性，但不同害

虫对不同药剂抗性的下降程度和速度不同，多数情

况下很难再恢复到原来的敏感性（吴孔明和刘芹轩，

%FF&；吴益东等，%FFK；BC<:>>-9 "# $% Q，"###；兰亦
全和赵士熙，"##$）。去除药剂选择压力后，室内害
虫种群抗性减退的速度快慢主要决定于种群抗性基

因的纯合程度、显隐性和抗性基因型的相对适合度。

甜菜夜蛾对氯氟氰菊酯的抗性是多基因控制，不完

全显性，抗性种群存在适合度上的劣势（刘永杰和沈

晋良，"##JC）。
本实验在室内未接触任何药剂的情况下分别用

点滴法和浸叶法测定连续饲养的甜菜夜蛾种群，从

对饲养 $J代不连续测定结果可以看出，虽然抗性水
平下降明显，但到 !$J代时 "种方法测定的抗性倍数

还分别为 %K"E& 倍和 $IEH 倍，抗性水平仍然比较
高，具有一定的抗性稳定性。室内连续饲养 $J代需
要将近 $年时间，说明其抗性减退速度比较缓慢，在

较短时间内很难再恢复到敏感性水平。因此，生产

上要尽可能采用多种有效措施避免使害虫对拟除虫

菊酯类杀虫剂产生高水平抗性，对已经产生高水平

抗性的害虫要暂停使用此类药剂，采用包括选用不

同作用机理药剂在内的综合防治方法。

& 值是反映昆虫种群同质性的一个重要指标，
当 & 值较高时说明该种群的同质性相对较高，即种
群抗性个体等位基因频率相对较高（沈晋良和吴益

东，%FF&；唐振华和吴士雄，"##"）。从 "种方法测定
的不同世代斜率 & 值看出，尽管用浸叶法测定的 &
值略低于用点滴法测定的结果，但 "种方法测定的
& 值基本都在 %EK R "EJ之间，说明该抗性种群的同
质性还不是很高。因此，去除选择压后，随着饲养世

代数的增加，& 值呈下降趋势，反映出抗性种群的同
质性在逐渐下降，也就是说抗性种群的抗性等位基

因频率逐渐下降，种群中敏感性个体数量在逐渐增

加，因此，抗性水平出现逐渐下降的趋势。

对害虫抗性机理方面的研究比较广泛和深入，

害虫对拟除虫菊酯类杀虫剂的抗性机理涉及到表皮

穿透性降低、解毒代谢酶活性提高和靶标部位敏感

性降低。甜菜夜蛾对氯氟氰菊酯的抗性与其表皮穿

透性降低和多功能氧化酶系活性提高有关（刘永杰

和沈晋良，"##J-；刘永杰等，"##&）。多功能氧化酶
是一类诱导酶系，在解毒代谢中起重要作用，当有药

剂压力下，多功能氧化酶活性提高，解毒代谢作用增

强。但当药剂压力消除，连续饲养多代后多功能氧
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化酶系活性会如何变化？本实验测定连续饲养的

!"、!"#和 !$%代 &龄幼虫中肠多功能氧化酶系活性结
果表明，在相同饲养条件下，随着连续饲养时间的增

长，多功能氧化酶各功能基团酶的活性呈下降趋势，

而敏感品系饲养多代后活性变化不显著。田间种群

甲氧试卤灵’(’脱甲基酶和艾氏剂环氧化酶的活性
仅 !" 代差异显著，乙氧试卤灵’(’脱乙基酶和芳香
基羟基化酶的活性 !"、!"#和 !$%代均差异显著，反映

出多功能氧化酶系在不同抗性水平阶段的活性存在

一定的变化。

昆虫神经钠离子通道是拟除虫菊酯类杀虫剂的

主要作用靶标。家蝇 !"#$% &’()#*+$%、小菜蛾
,-"*)--% ./-’#*)--%、烟芽夜蛾 0)-+’*1+# 2+3)#$)4# 等 %#多
种害虫对拟除虫菊酯类杀虫剂产生的高水平抗性都

与钠离子通道!功能亚基点突变有关（唐振华等，
"##$）。虽然尚未证实甜菜夜蛾对氯氟氰菊酯的抗
性与靶标部位钠离子通道的敏感性下降有关，对氯

氟氰菊酯产生高水平抗性（$ )*+,# 倍）甜菜夜蛾的
抗性机理很可能也涉及到神经钠离子通道敏感性下

降，这需在以后的研究中进一步证实。
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