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棉铃虫对甲氧虫酰肼抗性机理的初步研究

刘　娟，　董利霞，　谭晓伟，　范贤林，　芮昌辉

（中国农业科学院 植物保护研究所／农业部农药化学与应用重点开放实验室，北京 １００１９３）

摘　要：在室内通过抗性汰选和敏感性反汰选，获得了对甲氧虫酰肼抗性指数相差为７２．６１倍的棉
铃虫Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａａｍｉｇｅｒａ（Ｈüｂｎｅｒ）抗性种群和敏感种群。通过增效试验和离体酶活性测定表明：
棉铃虫对甲氧虫酰肼产生的抗药性主要与其多功能氧化酶（ＭＦＯ）、全酯酶和谷胱甘肽Ｓ转移酶
（ＧＳＴｓ）活性的提高有关。
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　　棉铃虫 Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａａｒｍｉｇｅｒａ（Ｈüｂｎｅｒ）是一种
世界性分布的重要农业害虫。近年来由于过多依赖

化学防治，其对多种药剂均已产生不同程度的抗药

性［１］。甲氧虫酰肼（ｍｅｔｈｏｘｙｆｅｎｏｚｉｄｅ）是罗姆哈斯
公司研究开发的双酰肼拟脱皮激素类杀虫剂，其作

用机理新颖、选择性好、对环境安全，尤其对鳞翅目

类害虫具有显著的防治效果，是害虫综合防治的优

选药剂［２］。

明确害虫对药剂的抗性机理，是制订抗性治理

策略的基础。有关棉铃虫对甲氧虫酰肼的抗药性机

理，国内外均未见报道。笔者在室内用甲氧虫酰肼

对棉铃虫进行抗药性汰选和敏感性反汰选，通过增

效试验和代谢酶的活性测定，探讨了棉铃虫对甲氧

虫酰肼可能的抗性机理。
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１　材料与方法

１．１　供试药剂和试剂
９８．２％甲氧虫酰肼（ｍｅｔｈｏｘｙｆｅｎｏｚｉｄｅ）原药，美

国陶氏益农公司；９５％增效醚（ｐｉｐｅｒｏｎｙｌｂｕｔｏｘｉｄｅ，
ＰＢＯ）、９８％脱叶磷（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｆｏｌｉａｎｔ，ＤＥＦ）和
９８％顺丁烯二酸二乙酯（ｄｉｅｔｈｙｌｍａｌｅａｔｅ，ＤＥＭ），北
京恒业中远化工有限公司产品；磷酸二氢钠、盐酸、

乙醚、牛血清蛋白和磷酸氢二钠，北京广达恒益有限

公司产品；乙二胺四乙酸钠（ＥＤＴＡ），北京化工厂产
品；苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、还原型辅酶Ⅱ（ＮＡＤＰＨ
Ⅱ）、醋酸α萘酯（αｎａｐｈｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅ，αＮＡ）和二硫
代苏糖醇（ＤＴＴ），北京耀北生物技术有限公司产
品；对硝基苯甲醚，美国 Ｓｉｇｍａ公司产品；考马斯亮
蓝和固蓝Ｂ盐，上海化学试剂采购供应站；对硝基
苯酚，北京西中化工厂产品；１氯２，４二硝基苯
（ＣＤＮＢ），中国医药公司北京分公司产品；还原型谷
胱甘肽（ＧＳＨ），东风生化技术公司产品；α萘酚，北
京精细化工厂生产；十二烷基硫酸钠，华美生物工程

公司产品。

１．２　供试虫源
棉铃虫Ｈ．ａｒｍｉｇｅｒａ成虫于２００５年采自河北省

冀州市棉田，经室内筛选获得抗性种群和敏感种群。

参照范贤林等的方法［３］饲养。

１．３　试验方法
１．３．１　抗性种群的选育和毒力测定　群体汰选方

法参照文献［４］进行。单对汰选：在卢美光等的方
法［５］上略有改变。将２０对棉铃虫雌雄蛾单对交配，
将交配成功的后代隔离成一系列株系。从每个株系

中随机挑出３０～５０头２龄幼虫，用甲氧虫酰肼以适
当的剂量处理，根据测定结果选出死亡率最低的

２～３个株系，将其与未测定的部分混合留种，供下
一代筛选用。在抗性种群的选育过程中，每隔２～
５代采用饲料混合法［６］进行一次毒力测定。

１．３．２　敏感种群的选育和毒力测定　采用吴益东
等单对反汰选的方法［７］。将２０对棉铃虫雌雄蛾单
对交配，将交配成功的后代隔离成一系列株系。从

每个株系中随机抽出３０～５０头２龄幼虫用甲氧虫
酰肼以区分剂量进行处理，选出死亡率最高的２～
３个株系，将其对应的未测定部分混合留种，供下一
代筛选用。毒力测定方法同１．３．１节。
１．３．３　增效剂ＰＢＯ、ＤＥＦ和ＤＥＭ对杀虫剂的增效
作用　采用增效剂预处理方法，测定 ＰＢＯ、ＤＥＦ和
ＤＭＥ在抗性种群中对甲氧虫酰肼的增效作用。将
ＰＢＯ、ＤＥＦ和 ＤＥＭ配制成一定浓度的丙酮溶液，
点滴到 ２龄棉铃虫幼虫的前胸背板，点滴量为
０５μＬ／头（在测定浓度范围内均对供试幼虫无直
接毒杀作用）。采用饲料混合法［６］，分别测定药剂

单用及药剂与增效剂混用的ＬＣ５０值，由（１）式计算
增效比（ＳＲ）。试验时，参照文献方法，先用增效剂
处理幼虫，１ｈ后再用药剂处理，进行生物测定。

增效比（ＳＲ）＝杀虫剂单用的ＬＣ５０值／（杀虫剂＋增效剂）的ＬＣ５０值 （１）

１．３．４　多功能氧化酶（ＭＦＯ）活性测定　将抗性种
群和敏感种群棉铃虫６龄２日龄幼虫于冰上解剖，
取出中肠，去除内含物，用冰冷的０．１ｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ＝
７．８）的磷酸缓冲液洗净。５头中肠作为一个处理，
加入１２００μＬ／Ｌ的磷酸缓冲液（含 １ｍｍｏｌ／Ｌ的
ＥＤＴＡ、１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＤＴＴ、０．４ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＰＭＳＦ和
质量分数为 ２０％的甘油），冰水浴中匀浆，１．２×
１０４ｒ／ｍｉｎ、４℃下离心 ４０ｍｉｎ，取上清液再次离心
２０ｍｉｎ，以上清液作酶源，于－２０℃下保存备用。

ＭＦＯ的测定方法参照Ｈａｎｓｅｎ和 Ｈｏｄｇｓｏｎ的方
法［８］。测定体系含酶液１ｍＬ、ＮＡＤＰＨⅡ ２．５ｍｇ、
对硝基苯甲醚１０μＬ和０．１ｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ＝７．８）的缓
冲液１ｍＬ，于２８℃恒温水浴中振摇３０ｍｉｎ后，加
入１ｍｏｌ／Ｌ的盐酸１ｍＬ终止反应。先用５ｍＬ乙醚
萃取，再用０．５ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠水溶液（３．０ｍＬ）
萃取。测定氢氧化钠溶液层在波长４００ｎｍ下的吸

光度，以不加ＮＡＤＰＨⅡ的处理为对照。
１．３．５　酯酶活性测定　取抗性种群和敏感种群棉
铃虫３龄中期幼虫，每５头为一处理，加入５００μＬ、
０．０２ｍｏｌ／Ｌ（ｐＨ＝７．５）的磷酸缓冲液，在冰水浴中
匀浆，匀浆液在１×１０４ｒ／ｍｉｎ、４℃下离心１０ｍｉｎ，以
上清液作为酶源，于－２０℃下保存备用。

参照Ｈａｎ等的方法［９］。在试管中加入３ｍｏｌ／Ｌ
的αＮＡ（含０．０００１ｍｏｌ／Ｌ的毒扁豆碱）５ｍＬ，再
加入１ｍＬ酶液，置于２５℃恒温水浴中振摇２５ｍｉｎ
后，立即加入１ｍＬ显色液（由质量分数为１％的固
兰Ｂ盐和 ５％的十二烷基硫酸钠溶液以体积比
２∶５的比例混合而成）。稳定 ３０ｍｉｎ后，测定波长
６００ｎｍ下的吸光度。对照以１ｍＬ、０．０２ｍｏｌ／Ｌ的
缓冲液（ｐＨ＝７．５）代替酶液，其余处理相同。
１．３．６　谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴｓ）活性测定　酶
液制备方法与１．３．４节一致。采用 Ｂｏｏｔｈ等提出的
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ＣＤＮＢ法［１０］，但略有改变。将 ９００μＬ、０．１ｍｏｌ／Ｌ
（ｐＨ＝７．８）的磷酸缓冲液，１００μＬ酶液，１０００μＬ、
１．２ｍｍｏｌ／Ｌ的ＣＤＮＢ和１００μＬ、６ｍｍｏｌ／Ｌ的ＧＳＨ
于２７℃下恒温振荡３０ｍｉｎ后，测定波长３４０ｎｍ下
的吸光度。对照以１００μＬ、０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的磷酸缓
冲液（ｐＨ＝７．８）代替酶液，其余处理相同。
１．３．７　蛋白质含量测定　参照 Ｂｒａｄｆｏｒｄ的方
法［１１］，用考马斯亮蓝 Ｇ２５０染色，以牛血清白蛋白
（ＢＳＡ）为标准蛋白。采用 ＤＰＳＶ７０５版进行差异
显著性分析。

２　结果与分析

２．１　棉铃虫对甲氧虫酰肼的抗药性选育
２．１．１　抗性种群的选育　在室内，棉铃虫抗性种群
共被饲养了３５代，用甲氧虫酰肼处理了３１代，与起
始种群相比，抗性倍数达到３０．５７倍（见图１）。其
中，Ｆ０代 ～Ｆ３１代采用群体汰选方法，抗性倍数从
１．００倍上升到１６．９５倍；Ｆ３２代 ～Ｆ３５代采用单对
汰选方法，抗性倍数从 １６．９５倍上升到 ３０．５７倍。
在整个汰选期间，抗性的发展具有起始缓慢，继之不

稳定，然后转为迅速增长的特点。

２．１．２　敏感种群的选育　在总计饲养的３５代中，
用甲氧虫酰肼反汰选了４代，其余３１代不用任何药
剂处理，逐代自然饲养，反汰选结果见表１。ＬＣ５０值由
起始的１３．６１μｇ／ｍＬ下降到第４代的５．７３μｇ／ｍＬ，
下降了７．８８μｇ／ｍＬ。抗性倍数从 １００倍下降到
０．４２倍，获得了相对敏感种群。

图１　棉铃虫抗性种群对甲氧虫酰肼的抗性发展情况

Ｆｉｇ．１　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｒｅｓｉｔａｎｃｅｔｏ
ｍｅｔｈｏｘｙｆｅｎｏｚｉｄｅｉｎｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｏｆＨ．ａｒｍｉｇｅｒａ

表１　敏感种群中甲氧虫酰肼对棉铃虫的反汰选结果
Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｎｔｉｓｅｌｅｃｔｉｏｎｉｎｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｏｆＨ．ａｒｍｉｇｅｒａｔｏｍｅｔｈｏｘｙｆｅｎｏｚｉｄｅ

汰选代数

Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ＬＣ５０值（９５％置信限）

（９５％ Ｃｒｅｄｉｂｌｅｌｉｍｉｔ）
／（μｇ／ｍＬ）

坡度

Ｓｌｏｐｅ

抗性倍数

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｒａｔｉｏ

０
２
３
４

１３．６１（１０．１５～１８．２５）
２１．２４（１３．８１～３２．６８）
１４．７０（１０．４３～２０．７１）
５．７３（４．１０～８．０２）

２．０７
１．２５
１．６４
１．７５

１．００
１．５６
１．０８
０．４２

２．２　３种增效剂对甲氧虫酰肼的增效作用
从表２可知，ＰＢＯ、ＤＥＦ和 ＤＥＭ对甲氧虫酰肼

的增效比值分别是２．７６、３．１５和６．１４倍，表现出明
显的增效作用，且增效作用 ＤＥＭ＞ＤＥＦ＞ＰＢＯ，这
表明棉铃虫对甲氧虫酰肼产生抗性可能与ＭＦＯ、酯
酶和ＧＳＴｓ有关。

表２　增效剂在棉铃虫抗性种群中对甲氧虫酰肼的增效作用

Ｔａｂｌｅ２　ＳｙｎｅｒｇｉｓｍｏｆｓｙｎｅｒｇｉｓｔｓｔｏｍｅｔｈｏｘｙｆｅｎｏｚｉｄｅｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＨ．ａｒｍｉｇｅｒａ

药剂＋增效剂

Ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅ＋ｓｙｎｅｒｇｉｓｔ

ＬＣ５０值（９５％置信限）

（９５％Ｃｒｅｄｉｂｌｅｌｉｍｉｔ）／（μｇ／ｍＬ）

斜率（标准误）

Ｓｌｏｐｅ（±ＳＥ）

增效比

ＳＲ

甲氧虫酰肼 ｍｅｔｈｏｘｙｆｅｎｏｚｉｄｅ

ｍｅｔｈｏｘｙｆｅｎｏｚｉｄｅ＋ＰＢＯ

ｍｅｔｈｏｘｙｆｅｎｏｚｉｄｅ＋ＤＥＦ

ｍｅｔｈｏｘｙｆｅｎｏｚｉｄｅ＋ＤＥＭ

４１６．０７（２６８．３９～６４５．０１）

１５０．４９（１０４．６１～２１６．４９）

１３２．２７（９１．７１～１９０．７６）

６７．８１（３７．５３～１２２．５４）

１．４１（±０．１８）

１．５６（±０．１８）

１．７６（±０．２０）

１．２４（±０．１８）

—

２．７６

３．１５

６．１４

２．３　３种代谢酶的比活力
为了进一步证实３种解毒酶与棉铃虫对甲氧虫

酰肼的抗性关系，对抗性种群和敏感种群的解毒代

谢酶的比活力进行了测定。由表３可知，抗性种群
ＭＦＯ、全酯酶和 ＧＳＴｓ比活力分别是敏感种群的
１０２、１．０９和１．３８倍（Ｐ＜０．０１），表明棉铃虫对甲
氧虫酰肼产生抗药性与３种解毒酶的活性增加有
关，其中与ＧＳＴｓ关系最密切，这与增效试验的结果

一致。

３　讨论

昆虫对杀虫剂产生抗药性是昆虫的一种进化现

象。一种药剂长期、大量不合理使用，害虫极有可能

对其产生抗药性。本研究在室内采用甲氧虫酰肼对

棉铃虫进行了抗药性选育，ＬＣ５０值从１３．６１μｇ／ｍＬ
增加到４１６．０７μｇ／ｍＬ，获得了３０．５７倍的抗性种

９８
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表３　棉铃虫抗性种群和敏感种群中３种酶的比活力

Ｔａｂｌｅ３　ＡｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｔｈｒｅｅｅｎｚｙｍｅｓｉｎｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＨ．ａｒｍｉｇｅｒａ

种群

Ｓｔｒａｉｎ

ＭＦＯ比活力

ＭＦＯａｃｔｉｖｉｔｙ／

［ｎｍｏｌｐｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ·

（ｍｇＰｒ）－１·ｍｉｎ－１］（Ｍｅａｎ±ＳＥ）

全酯酶比活力

Ｇｅｎｅｒａｌｅｓｔｅｒａｓｅｓａｃｔｉｖｉｔｙ／

［ｎｍｏｌ１ｎａｐｈｔｈｏｌ·

（ｍｇＰｒ）－１·ｍｉｎ－１］（Ｍｅａｎ±ＳＥ）

ＧＳＴｓ比活力

ＧＳＴｓａｃｔｉｖｉｔｙ／

［３４０ｎｍ·（ｍｇＰｒ）－１·

ｍｉｎ－１］（Ｍｅａｎ±ＳＥ）

抗性种群 Ｒｅｓｉｓｔａｎｔｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ９．３２３９±０．０３Ａ ６．４２１３±０．１１Ａ １．１２３９±０．０２Ａ

敏感种群 Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ９．１２１２±０．０２Ｂ ５．８６９３±０．０８Ｂ ０．８７９３±０．０８Ｂ

比值 Ｒａｔｉｏ １．０２ １．０９ １．３８

　　注：“”同列数据后不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０１）。Ｎｏｔｅ：“”Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｌｅｔｔｅｒｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇｄａｔａｉｎｔｈｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）。

群。敏感种群经过４代的单对反汰选，与起始值相
比，ＬＣ５０值下降到５７３μｇ／ｍＬ。通过抗性汰选和敏
感性反汰选，获得了对甲氧虫酰肼抗性指数相差为

７２．６１倍的棉铃虫抗性种群和敏感种群。Ｏｓｏｒｉｏ
等［１２］曾用甲氧虫酰肼对由墨西哥田间采集的甜菜

夜蛾种群进行室内选育，经过６代选育，并未获得抗
性种群。Ｍｏｓａｌｌａｎｅｊａｄ等［１３］经过１３代抗性汰选，只
获得５．５倍的海灰翅夜蛾 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａｌｉｔｔｏｒａｌｉｓ抗性
种群。王建军等［１４］经过９代抗性选育，获得了对甲
氧虫酰肼敏感性下降３．９５倍的斜纹夜蛾种群。以
上研究结果表明，在室内的选择压力下，不同种类的

害虫对甲氧虫酰肼的抗药性发展速度是比较缓慢的。

甲氧虫酰肼是酰肼拟蜕皮激素类杀虫剂，属于

昆虫生长调节剂的一种，由于该药剂作用机理新颖，

对环境友好，与同类型药剂相比选择性更好，同时对

其他药剂不易产生交互抗性，使得该药剂的使用范

围越来越广泛［１３］。明确一种新型药剂的抗性机理，

不但有利于延长药剂的使用寿命，而且还能为害虫

抗药性治理提供理论依据。本研究通过增效剂预处

理的方法，发现ＰＢＯ、ＤＥＦ和ＤＥＭ３种增效剂对甲
氧虫酰肼均有增效作用。为了进一步获得代谢抗性

机理的可靠证据，测定了 ＭＦＯ、全酯酶和 ＧＳＴｓ的
离体活性，３种代谢酶在抗性种群和敏感种群中均
有显著性的差异，与增效试验结果一致。棉铃虫体

内这３种代谢酶比活力的提高是其对甲氧虫酰肼产
生抗性的主要原因，但是否与表皮穿透速率降低和

靶标敏感性下降有关，还有待进一步的研究。
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