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摘要：以 LHH法筛选了 3+种杀菌剂对斜纹夜蛾 ,-’.’-#/0$ )+#10$ /M细胞的毒杀活性，并以该方法研究了三唑类杀
菌剂对 /M细胞的毒力。结果表明：福美双、烯唑醇、己唑醇、氟硅唑、苯霜灵、苯醚甲环唑、戊唑醇和腈菌唑等杀菌
剂对 /M细胞具有优异的毒杀活性。三唑类杀菌剂腈菌唑、烯唑醇、己唑醇和戊唑醇处理 /M细胞 -* ;后，MN(&值分

别为 %3K+-!=O5M、%2K*&!=O5M、22K3)!=O5M和 -’K)2!=O5M。以考马斯亮蓝 P%(&法研究了腈菌唑对 /M细胞中蛋白
质含量和乳酸脱氢酶（MQR）漏出率的影响，%&!=O5M腈菌唑处理 3% ;、%- ;、-* ;和 ’% ;后，/M细胞中蛋白质含量分
别降低 *K((S、%(K+(S、-%K+(S和 )’K&(S；处理 %- ;和 -* ;后，/M细胞的 MQR漏出率分别为 2&K))S和 2%K&(S。
以浸叶喂食法处理斜纹夜蛾 2龄幼虫，三唑类杀菌剂可显著抑制试虫体重增长。以 &K(!=O头、3K&!=O头和 %K&!=O
头剂量的腈菌唑注射处理 ’% ;后，斜纹夜蛾 -龄幼虫血细胞数量分别降低 3%K23S、%(K+)S和 %(K’2S；腈菌唑注
射处理 -* ;和 ’% ;后，对斜纹夜蛾幼虫的 MQ(&值分别为 3K(+!=O头和 3K(2!=O头。结果显示以离体培养细胞为对
象，从现有杀菌剂中寻找新的杀虫剂先导化合物具有良好的研究潜力。
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目前绝大多数商品化杀虫剂对微生物的杀灭活

性较低，绝大多数杀菌剂对害虫的控制作用不佳。

然而，从细胞生物学的角度看，昆虫与微生物具有统

一性，那就是细胞是两者的生命基础。很多杀虫剂

或杀菌剂在昆虫或微生物体内的靶标具有统一性。

如杀虫剂鱼藤酮、杀菌剂敌枯双、敌克松和联苯酚的

作用位点均是细胞线粒体上的电子传递链（赵善欢，

!""#），但它们对昆虫和微生物的活性存在巨大的差
异。昆虫细胞和微生物细胞具有共同性，如果能够

抑制两者共有的作用位点，杀菌剂可能对昆虫细胞

具有良好的毒杀活性，能够杀死昆虫细胞的杀菌剂

不一定能有效毒杀昆虫，但是这样的药剂有可能成

为新型杀虫剂的先导化合物，即通过结构优化，改变

该药剂对昆虫膜系统的穿透性，提高对靶标的攻击

率，就有可能使该杀菌剂对活体昆虫表现出控制作

用。

本实验的目的是寻找对昆虫离体细胞具有良好

毒杀活性的杀菌剂，研究该药剂对昆虫离体细胞、活

体细胞及活体昆虫的影响，探讨从杀菌剂中寻找杀

虫剂活性先导化合物的可能，以期建立一种新的杀

虫剂先导化合物的途径和方法。

! 材料与方法

! "! 供试生物
$%细胞系为斜纹夜蛾 !"#$#"%&’( )*%+’( 卵巢细

胞，由华南农业大学昆虫毒理研究室室内传代培养。

培养基为 &’()*’+ ,-+*). /*00 /10.1’* 2*3415，添加 67
的新生牛血清，!89:;恒温培养。
斜纹夜蛾卵块采自华南农业大学农场芋头叶上，

低龄幼虫用芋头叶饲养，高龄幼虫用木薯叶饲养。

!#$ 供试药剂及仪器
<67鱼藤酮晶体，美国 $4=5(公司生产；<:7己

唑醇原药、<:7烯唑醇原药、<87戊唑醇原药和
<:7多效唑原药，江苏盐城利民农化有限公司生产；
<:7腈菌唑原药、<:7苯醚甲环唑原药、<:7嘧霉
胺原药和 <:7烯酰吗啉原药，江苏耕耘化学有限公
司生产；<<7二氰蒽醌原药和 <67腐霉利原药，浙
江禾益农化有限公司生产；<:7醚菌酯原药和 <!7
氟硅唑原药，安徽华星化工股份有限公司生产；

<67福美双原药，河北冠龙农化有限公司生产；
>"7井冈霉素原药，湖北武汉科诺生物农药有限公
司生产；<67咪鲜胺原药，江苏辉丰农化股份有限
公司生产；687乙磷铝原药，山东大成农药公司生

产；<67苯霜灵原药，浙江一帆农化厂生产；<"7啶
菌恶唑原药，沈阳化工研究院试验厂生产；<:7溶
菌灵原药，新沂中凯农用化工有限公司生产。

?01+酶标仪，美国 @4ABCD%E 公司生产；8!F"&
型可见分光光度计，上海长方光学仪器有限公司生

产。

!#% 方法
!#%#! #<种杀菌剂对 $%细胞的毒力测定方法：于
<>孔培养板中加 #""!%处于对数生长期的 $%细胞
（密度约为 # G #"H 个I5%），待细胞贴壁后加药处理，
对照加含有 !7丙酮的细胞培养液，于处理后 H6 J
用 2KK法（2A+5(--，#<6F；周青春等，#<<6；张志
祥等，!"""）测定 #<种杀菌剂对 $% 细胞的毒力。
!#%#$ 腈菌唑对 $% 细胞蛋白质含量和乳酸脱氢酶
（%EL）漏出率的测定方法：（#）蛋白质含量测定方
法：于 !H孔板中加入 H""!%处于对数生长期的细
胞，待细胞贴壁后加入腈菌唑，使其终浓度为 !"!=I
5%，处理 #! J、!H J、H6 J 和 8! J 后用考马斯亮蓝
&!:"法（张卓然，!""H；汤方等，!"":；赵海珍等，

!"">）测定 $%细胞的蛋白质含量。（!）乳酸脱氢酶
漏出率测定方法：参照郑东航等（!"""）和李素文
（!"""）方法。选择处于对数生长期的 $%细胞接种
于细胞培养瓶中，待细胞贴壁后加入腈菌唑，使其终

浓度为 !"!=I5%，处理 !H J和 H6 J后分别收集处理
组和对照组的细胞培养液并定容，测定其乳酸脱氢

酶总活力（代表因细胞膜通透性增高而释放的 %EL
的量）；裂解细胞，离心，收集上清液并定容，测定其

乳酸脱氢酶总活力（代表存留于细胞内的 %EL 的
量）。%EL漏出率（7）M培养液 %EL总活力I（培养
液 %EL总活力 N细胞内 %EL总活力）G #""7。
!#%#% 腈菌唑对斜纹夜蛾幼虫的生物活性测定：
用丙酮 N水（# O#，PIP）将药剂稀释到供试浓度，用微
量注射器在斜纹夜蛾 F龄幼虫的第 !对和第 F对腹
足之间腹侧注射药液，对照注射等量丙酮 N水（# O #，
PIP）混合物。注射针头朝向虫头，从试虫腹部侧面
注入 #!%药液，注射完毕后，将试虫放入垫有保湿
滤纸的培养皿中，并放入新鲜的木薯叶片，将培养皿

置于养虫室（!: Q #;）中。每个浓度 F个重复，每个
重复 #"头幼虫，分别于处理前和处理后 8! J 称试
虫体重，并调查试虫死亡情况。

!#%#& 腈菌唑对斜纹夜蛾 H 龄幼虫血细胞数量的
影响：注射给药法同 #9F9F，于处理 8! J后剪破幼虫
臀足取幼虫血淋巴，用血球计数板对血细胞进行计

数（李季生等，!"">）。
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!"#"$ 数据处理：毒力回归、方差分析均采用 !"#
数据处理系统分析，用邓肯氏新复极差法（!$%&’%’(
)$*+,-*. /’%0. +.(+，!123）进行差异显著性分析。

% 结果与分析

%"! 供试药剂对 &’细胞的毒杀活性筛选
以 #4细胞为对象，以杀虫剂鱼藤酮为对照药

剂，以 133法对 56 种杀菌剂的细胞毒力进行了筛

选，结果见表 5。从表 5 可以看出，除乙磷铝、溶菌
灵、多效唑、嘧霉胺、烯酰吗啉、腐酶利和井冈霉素

外，其他 57种杀菌剂在实验浓度下均对 #4细胞具
有良好的毒杀活性，且活性均明显高于同浓度的鱼

藤酮。福美双、烯唑醇、己唑醇、氟硅唑、苯霜灵、苯

醚甲环唑、戊唑醇和腈菌唑对 #4细胞表现出优异的
毒杀活性，在 588!09)4的剂量下处理后 :; <，#4细
胞的死亡率均在 68=以上，而同浓度的鱼藤酮处理
后 :; <，#4细胞的死亡率仅为 >5?87=。

表 ! !(种杀菌剂处理 )* +后对斜纹夜蛾 &’细胞的毒杀活性
,-./0 ! ,1234356 17 !( 839:; 17 7<9=343:0; -=-39;5 !"#$#"%&’( )*%+’(

!
!!!

40//; -5 )* + -750> 5>0-5?095
处理

3/.’+).%+
浓度（!09)4）
@A%&.%+/’+,A%

死亡率（=）
1A/+’*,+B

处理

3/.’+).%+
浓度（!09)4）
@A%&.%+/’+,A%

死亡率（=）

!! 1A/+’*,+B
鱼藤酮 2A+.%A%. 588 >5?8> C 8DE8 < 二氰蒽醌!! !,+<,%A% 588 ;6?6E C 7DF: G
咪鲜胺 H(A&’/I’),G. 588 ;7?EE C 5DJ: . 醚菌酯!! K/.(AL,%M).+<B* 588 ;5?:: C 5D:: .
福美双 3<,/’) 588 6:?E6 C 5D8: I& 苯霜灵!! N.%’*’LB* 588 6>?>E C 8D;J ’I&
乙磷铝 "<A(.+<B*MO* 588 78?;7 C FD:E * 嘧霉胺!! P./,)QA%. 588 >>?6> C 7D8E 0
溶菌灵 "A*BAL,% 588 7:?8F C 7D86 R 烯酰吗啉!! !,).+<A)A-< 588 FJ?5> C 5D57 S
多效唑 "’&*AI$+/’QA*. 588 :7?:5 C 7D7: < 腐霉利!! "/A&B),GA%. 588 >?86 C 5DF6 )
烯唑醇 !,%,&A%’QA*. 588 6>?J8 C 5D>: ’I& 井冈霉素!! T,’%0’%0)B&,% 588 U 5:?E8 C FD7F %
己唑醇 V.L’&A%’QA*. 588 6E?F6 C 5DF6 ’I 苯醚甲环唑!! !,W.%A&A%’QA*. 588 6E?>8 C 5D85 ’I
啶菌恶唑 "<A(-<’QA)B&,% 588 J;?6: C 5D;E W 戊唑醇!! 3.I$&A%’QA*. 588 6F?;6 C 5D:> &
氟硅唑 P*$(,*’QA%. 588 6J?:7 C 5DE5 ’ 腈菌唑 1B&*AI$+’%,* 588 68?:6 C 8DJ; G
注：表中同列数据（平均值 C标准误）后字母相同者，表示在 >=水平上差异不显著（!123）；表 F X表 >同。
YA+.(：3<. G’+’（).’% C !"）Z,+<,% ’ &A*$)% WA**AZ.G IB +<. (’). *.++./ ’/. %A+ (,0%,W,&’%+*B G,WW./.%+ ’+ >= *.[.*（!123，# \ 8?8>）D 3<. (’). WA/ 3’I*. F，
: ’%G > D

%"% 三唑类杀菌剂对 &’细胞的毒杀活性
从表 5可以看出，三唑类杀菌剂对 #4细胞具有

良好的毒杀活性。进一步测定烯唑醇、己唑醇、戊唑

醇和腈菌唑对 #4细胞的毒力，结果表明：腈菌唑、烯

唑醇、己唑醇和戊唑醇对 #4细胞具有优异的毒杀活
性，处理 :; <后对 #4细胞的 4@>8值分别为 75?6:!09
)4、7F?;8!09)4、FF?5E!09)4和 :J?EF!09)4，明显
高于经典细胞毒杀剂鱼藤酮对 #4细胞的毒力（表 7）。

表 % 三唑类杀菌剂处理 )* +后对斜纹夜蛾 &’细胞的毒杀活性
,-./0 % ,1234356 17 5>3-@1/0; 7<9=343:0; -=-39;5 !"#$#"%&’( )*%+’( 40//; -5 )* + -750> 5>0-5?095
处理

3/.’+).%+
毒力回归方程

3AL,&,+B /.0/.(( .]$’+,A%
4@>8（!09)4）

（6>=置信限，6>= @H）
相关系数

@A.WW,&,.%+ &A//.*’+,A%
腈菌唑 1B&*AI$+’%,* $ ^ F?F55E _ 5?7>;6% 75?6:（5E?:5 U 76?FF） 8?66J7
烯唑醇 !,%,&A%’QA*. $ ^ 5?>>85 _ 7?>8E8% 7F?;8（78?87 U 7;?8F） 8?66::
己唑醇 V.L’&A%’QA*. $ ^ 5?5:7J _ 7?>FE;% FF?5E（7;?7; U F;?5:） 8?665E
戊唑醇 3.I$&A%’QA*. $ ^ 7?>FJE _ 5?:EJE% :J?EF（F6?>; U >J?F5） 8?6688
鱼藤酮 2A+.%A%. $ ^ F?55JF _ 8?6FEF% 587?:6（J7?86 U 5:>?J7） 8?668>

%"# 腈菌唑对 &’细胞蛋白质含量及 ’AB漏出率
的影响

腈菌唑对 #4细胞蛋白质含量及 4!V漏出率的
影响见表 F。从表 F 可以看出，腈菌唑可以明显降
低 #4细胞中蛋白质含量，在 78!09)4剂量下处理
57 <、7: <、:; <和 J7 <后，#4细胞中蛋白质含量分
别降低了 ;?>>=、7>?6>=、:7?6>=和 EJ?8>=。腈
菌唑可导致细胞中 4!V漏出，在 78!09)4剂量下处
理 7: < 和 :; < 后，#4 细胞中 4!V漏出率分别为

F8?EE=和 F7?8>=。随着时间的延长，#4细胞中蛋
白质含量显著降低，4!V漏出率增加。
%") 三唑类杀菌剂对斜纹夜蛾幼虫的影响
表 5和表 7的结果表明，部分杀菌剂对离体培

养的 #4细胞具有良好的毒杀活性。为了明确杀菌
剂对活体昆虫的影响，以浸叶喂食法研究了三唑类

杀菌剂对斜纹夜蛾幼虫的活性，结果表明：三唑类杀

菌剂对斜纹夜蛾幼虫的毒杀活性不理想，在 >88!09
)4剂量下处理后 J7 <，试虫死亡率与对照差异不显
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表 ! 腈菌唑对斜纹夜蛾 "#细胞蛋白质
含量及 #$%漏出率的影响

&’()* ! +,,*-. /, 01-)/(2.’34) /3 .5* 6*72-*7 6’.* /,
86/.*43 -/3.*3. ’37 .5* )*’9’:* 6’.* /, #$%

处理时间

!"#$（%）
浓度（!&’#(）
)*+,$+-./-"*+

蛋白降低率（0）
1$23,$2 ./-$ *4
5.*-$"+ ,*+-$+-

(67漏出率（0）
($/8/&$ ./-$ *4 (67

9: :; <=>> ? :=>@ 2
:A :; :>=B> ? :=BC , C;=DD ? ;=<D /
A< :; A:=B> ? C=<D E C:=;> ? 9=>> /
@: :; D@=;> ? C=D> /

著（表 A）。
三唑类杀菌剂对斜纹夜蛾幼虫体重增长具有明

显的抑制作用，在 >;;!&’#(剂量下处理 @: %后，烯

唑醇、己唑醇、戊唑醇和腈菌唑对试虫体重增长抑制

率分别为 CD=@B0、CB=9B0、::=DB0 和 >:=AC0
（表 A）。
;<= 腈菌唑注射处理对斜纹夜蛾幼虫血细胞数量
的影响

三唑类杀菌剂对 F(细胞具有良好的毒杀活性，
对斜纹夜蛾幼虫体重具有明显影响，但对其毒杀活

性不佳。为了明确杀菌剂对活体昆虫细胞的影响，

以注射法研究了腈菌唑对斜纹夜蛾幼虫血细胞的活

性，结果表明：腈菌唑可明显降低斜纹夜蛾幼虫血细

胞数量，在 ;=>!&’头、9=;!&’头和 :=;!&’头剂量下
注射处理后 @: %，与对照相比，幼虫血细胞数量分别
下降 9:=C90、:>=BD0和 :>=@C0（表 >）。

表 > 三唑类杀菌剂处理 ?; 5后对斜纹夜蛾 !龄幼虫的影响
&’()* > +,,*-. /, .64’@/)*A ,23:4-47*A ’:’43A. !67B43A.’6 )’6C’* /, !"#$#"%&’( )*%+’( ’. ?; 5 ’,.*6 .6*’.0*3.

处理

!.$/-#$+-

浓度

（!&’#(）
)*+,$+-./-"*+

体重增长率（0）
G$"&%- "+,.$/H$ ./-$

体重增长抑制率（0）
1$23,$2 ./-$ *4 I$"&%-

"+,.$/H$ ./-$

死亡率（0）
J*.-/K"-L

对照 )M BC=A> ? DN<; / ;=;; ? ;N;; E
烯唑醇 6"+",*+/O*K$ >;; >B=;@ ? ANDB E,2 CD=@B ? >NCD E :=:: ? :N:: E
己唑醇 7$P/,*+/O*K$ >;; >D=<C ? BN>: E,2 CB=9B ? <N:@ E ;=;; ? ;N;; E
戊唑醇 !$E3,*+/O*K$ >;; @:=:> ? CNAB E, ::=DB ? CN9D , ;=;; ? ;N;; E
腈菌唑 JL,K*E3-/+"K >;; AA=A> ? >NAC 2 >:=AC ? ANB: / :=:: ? :N:: E
鱼藤酮 1*-$+*+$ 9;; >>=:C ? @N:D E,2 A;=B; ? DNC: E CC=CC ? CNCC /
注：试验采用浸叶法处理。Q*-$H：!.$/-$2 I"-% 2"55"+& K$/4 #$-%*2N

表 = 腈菌唑注射处理 ?; 5后对斜纹夜蛾 >龄幼虫血细胞数量的影响
&’()* = +,,*-. /, 01-)/(2.’34) /3 ()//7 -/682A-)*A /, .5* >.5B43A.’6 )’6C’* /,

!"#$#"%&’( )*%+’( ’. ?; 5 ’,.*6 .6*’.0*3.

剂量（!&’头）
6*H$（!&’K/.R/）

血细胞总数（个’#(）
Q3#E$. *4 ,*.53H,K$H

" # $ %

平均血细胞总数（个’#(）
SR$./&$ +3#E$. *4

,*.53H,K$H

血细胞降低率（0）
1$23,$2 ./-$ *4

,*.53H,K$H

对照 )M :< <;; C9 C;; C; >;; CD B;; C9 <@>=;; ? 9 @>AN:: /
;=> :D C;; :@ :;; :@ <;; C; >;; :@ B>;=;; ? B;AN9D E 9:=C9
9=; :C 9;; :: :;; :@ D;; :9 >;; :C D;;=;; ? 9 C@:NB> , :>=BD
:=; :: :;; :9 >;; :C @;; :@ C;; :C D@>=;; ? 9 :B:N>C , :>=@C

;<D 腈菌唑注射处理对斜纹夜蛾幼虫的毒杀活性
虽然腈菌唑对斜纹夜蛾幼虫的浸叶喂食毒杀活

性不理想，但以注射法处理幼虫可以明显降低幼虫

血细胞数量。为了明确活体细胞数量降低对活体昆

虫的影响，以注射法研究了腈菌唑对斜纹夜蛾幼虫

的毒杀活性，结果表明：注射处理后，腈菌唑对斜纹

夜蛾 A龄幼虫具有较好的毒杀活性，处理后 A< %和
@: %对斜纹夜蛾 A龄幼虫的 (6>;值分别为 9=>B!&’
头和 9=>C!&’头，与鱼藤酮的注射毒杀活性差异不
显著（表 D）。

表 D 腈菌唑注射处理对斜纹夜蛾 >龄幼虫的毒杀活性
&’()* D &/E4-4.1 /, 01-)/(2.’34) ’:’43A. >.5B43A.’6 )’6C’* /, !"#$#"%&’( )*%+’(

处理

!.$/-#$+-
处理时间（%）

!"#$
毒力回归方程

!*P","-L .$&.$HH $T3/-"*+
(6>;（!&’头）（!&’K/.R/）
（B>0置信限，B>0)U）

腈菌唑 JL,K*E3-/+"K A< ! V A=><CB W :=;@DD" 9=>B（9=9: X :=:A）
@: ! V A=D9:9 W :=9;C>" 9=>C（9=;B X :=9>）

鱼藤酮 1*-$+*+$ A< ! V A=DD;; W :=C@<>" 9=CB（9=;D X 9=<9）
@: ! V A=B@@@ W 9=B<9A" 9=;C（;=@@ X 9=CD）
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! 讨论

本实验供试的 !"个杀菌剂中，有 !#个对 $%细
胞具有优良的毒杀活性，以三唑类杀菌剂为对象，具

体研究了杀菌剂对离体细胞、活体细胞与活体昆虫

的影响。

三唑类杀菌剂在真菌中的作用机理是抑制细胞

膜上甾醇的合成（史建荣等，!""#）。甾醇是真菌和
昆虫细胞的细胞膜上共有的组分，只是甾醇的具体

化合物有所不同。本实验目前的研究结果还没有证

明三唑类杀菌剂通过抑制 $%细胞膜上甾醇的合成
而表现出细胞毒力，只是证明了该类杀菌剂对 $%细
胞表现出良好的毒杀活性。

细胞是构成昆虫的基本单位，是昆虫进行物质

与能量交流的重要场所，细胞的衰弱和死亡直接影

响到昆虫的生命活动（彩万志等，#&&!），从理论上
讲，只要杀菌剂在活体昆虫体内对细胞表现出良好

的破坏作用，就可以达到控制害虫生长发育甚至使

害虫死亡的目的。然而，在浸叶喂食处理中，对 $%
细胞具有优异毒杀活性的三唑类杀菌剂虽然对斜纹

夜蛾幼虫表现出一定的生长发育抑制作用，但毒杀

活性不佳。尽管如此，本文作者认为这样的杀菌剂

具备作为杀虫剂先导化合物的潜力。

在以离体靶标为对象的高通量筛选中，要求筛

选出的化合物对活体生物有效（韩闯和杨盛昌，

#&&’），这些研究一般是先导优化过程中的内容。在
寻找先导化合物的过程中，我们没有必要一定强求

筛选出的化合物对活体昆虫具有很好的活性。先导

优化的过程本身就是为了通过改变化合物的极性及

其他指标，提高对昆虫体壁或膜系统的穿透性，提高

在虫体内的稳定性，达到对靶标更有效的攻击，从而

达到对昆虫良好的控制效果。从这一点上看，以离

体昆虫细胞为对象，筛选出的化合物具备成为先导

化合物的条件。

虽然浸叶喂食处理后，三唑类杀菌剂对斜纹夜

蛾幼虫的毒杀活性不佳，但是注射处理后，对斜纹夜

蛾幼虫表现出良好的毒杀活性，可显著减少斜纹夜

蛾幼虫血细胞的数量，并导致 %()漏出。昆虫血细
胞主要有防卫、参与贮存物质代谢、分泌和凝血等作

用（彩万志等，#&&!），血细胞数量的降低对昆虫免
疫力、物质代谢等产生影响，从而降低幼虫体重，直

至贫血死亡。%()是存在于活细胞胞质内的一种
酶，在正常情况下是不会透过细胞膜的，只有当细

胞受到攻击而损伤，细胞膜的通透性改变，%() 会
从细胞内漏出释放到介质中去（赵俊萍和张惠丽，

#&&&），细胞内 %()减少，培养液中 %()增多，测定
%()的漏出率可反映药物对 $%细胞细胞膜的穿孔
作用。这些结果表明，三唑类杀菌剂浸叶喂食处理

活性不佳的原因是到达靶标的分子数不足，这可能

是由于化合物对昆虫中肠穿透率较差造成的。

本研究结果表明，以离体培养细胞为对象，从现

有杀菌剂中寻找新的杀虫剂先导化合物具有良好的

研究潜力，可为杀虫剂的研究提供新的思路。
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