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·研究论文·

亚致死浓度氯虫苯甲酰胺

对小菜蛾药剂敏感度和解毒酶活性的影响

邢 静， 梁 沛
* ， 高希武

( 中国农业大学 昆虫学系，北京 100193)

摘 要:采用叶片药膜法，使用亚致死浓度( LC10、LC25 ) 的氯虫苯甲酰胺对小菜蛾 Plutella xylostella
( L． ) 3 龄幼虫连续处理 5 代后，试虫对氯虫苯甲酰胺的敏感度分别比敏感品系下降了 57． 3% 和

67． 7%，同时对多杀菌素的敏感度也分别下降了 60． 2% 和 51． 5%，但对毒死蜱和高效氯氰菊酯的

敏感度变化不明显。采用该浓度的氯虫苯甲酰胺分别处理小菜蛾 3 龄幼虫 24、48 和 72 h，可诱导

其羧酸酯酶( CarE) 比活力上升，但对细胞色素 P450 O-脱乙基酶 ( ECOD ) 、谷胱甘肽 S-转移酶

( GSTs) 和芳基酰胺酶( AA) 有明显的抑制作用; 连续处理 5 代后，小菜蛾 CarE 和 ECOD 的比活力

显著高于对照组，分别为对照组的 1． 16、1． 40 倍和 1． 65、1． 56 倍，但 GSTs 和 AA 的比活力则分别

比对照下降了 11． 0%、27． 5%和 43． 6%、52． 5%。结果表明，小菜蛾对氯虫苯甲酰胺产生抗性的风

险较高; 羧酸酯酶和多功能氧化酶可能与小菜蛾对氯虫苯甲酰胺的敏感度下降有关。
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Effects of sublethal concentrations of chlorantraniliprole
on insecticide susceptibility and detoxifying enzyme

activity in Plutella xylostella

XING Jing， LIANG Pei* ， GAO Xi-wu
( Department of Entomology，China Agricultural University，Beijing 100193，China)

Abstract: By using the leaf-dip method，effects of sublethal concentrations of chlorantraniliprole on
insecticide susceptibility and detoxifying enzyme activity in the larvae of diamondback moth ( DBM ) ，

Plutella xylostella，were investigated． After continuous treatment with sublethal concentrations ( LC10

and LC25 ) of chlorantraniliprole for five generations，the susceptibility of DBM to chlorantraniliprole
and spinosad decreased by 57． 3%，67． 7% and 60． 2%，51． 5% respectively，compared to the untreated
control，but kept susceptible to chlorpyrifos and beta-cypermethrin． When the 3rd instar larvae were
treated with chlorantraniliprole at concentration of LC10and LC25 for 24，48 and 72 h，the specific activity
of carboxylesterase ( CarE ) was induced，but the specific activity of cytochrome P450 O-deethylase
( ECOD ) ，glutathione S-transferase ( GSTs ) and aryl amidase were significantly inhibited． After
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continuous treatment with LC10 and LC25 of chlorantraniliprole for 5 generations，the CarE and ECOD
activity of the DBM were increased significantly to 1． 16-，1． 40-fold and 1． 65-，1． 56-fold respectively，

whereas the specific activity of GSTs and aryl amidase was decreasedby 11． 0%，27． 5% and 43． 6%，

52． 5% respecitively，comparing to those of the untreated control． These results suggested that the
diamondback moth may have high risk of developing resistance to chlorantraniliprole，and the
carboxylesterase and mixed function oxidase may be involved in the resistance of the DBM to
chlorantraniliprole．
Key words : chlorantraniliprole; Plutella xylostella; sublethal concentrations; susceptibility ; detoxifying
enzymes

小菜蛾 Plutella xylostella( L． ) 是为害十字花科

蔬菜的重要害虫，由于目前仍以化学药剂防治为主，

其已对多种杀虫剂产生了抗性，其中包括有机氯、有
机磷、氨基甲酸酯、拟除虫菊酯、昆虫生长调节剂和

苏云金芽胞杆菌 ( Bt) 、二嗪、阿维菌素、苯吡唑、
多杀菌素类等

［1–2］。
氯虫苯甲酰胺( chlorantraniliprole) 是一种全新

的邻酰胺基苯甲酰胺类杀虫剂
［3–4］，作用方式新颖:

其通过与鱼尼丁受体结合，激活钙离子通道，引起细

胞内钙库中的钙离子过度释放，使肌肉细胞丧失收

缩功能
［5］，从而使害虫表现为迅速停止进食、乏力、

反胃和肌肉瘫痪，直至死亡
［6–7］。氯虫苯甲酰胺几

乎可防治所有重要的鳞翅目害虫和部分鞘翅目、双
翅目和半翅目害虫，还可有效防治已对其他杀虫剂

产生抗性的害虫
［8］。

杀虫剂施用于田间后，除了对昆虫的直接杀死

作用外，由于个体间接触药量的差异及药剂的降解，

对部分个体还可能存在着亚致死效应，包括引起害

虫生物学和生态学行为的改变、生殖力的变化、抗药

性的发展等
［9–11］。氯虫苯甲酰胺在田间使用后对小

菜蛾同样可能存在亚致死效应，但目前国内外尚未

见相关报 道。本 研 究 主 要 考 查 了 经 亚 致 死 浓 度

( LC10和 LC25 ) 的氯虫苯甲酰胺连续处理 5 代后，小

菜蛾对不同药剂的敏感度以及短期和长期处理后小

菜蛾体内 4 种解毒酶活性的变化，以期为氯虫苯甲

酰胺在田间的合理使用及小菜蛾的综合防治提供参

考。

1 材料与方法

1． 1 试虫及其饲养

共设 7 个供试小菜蛾 Plutella xylostella ( L． ) 品

系: 海南、云南、天津敏感品系及阿维菌素敏感品系

分别来自海南、云南、天津及河北宣化田间自然种

群，饲养多年未接触任何药剂; 呋喃虫酰肼敏感品系

为本实验室长期饲养，未接触任何药剂; 阿维菌素抗

性品系( 抗性约 250 倍) 和呋喃虫酰肼抗性品系( 抗

性约 300 倍) 均为本实验室筛选所得。室内饲养使

用蛭石萝卜苗法
［12］，饲养条件: 温度( 25 ± 1 ) ℃，相

对湿度 70% ～90 %，光暗周期 16∶ 8 ( L∶ D) 。
1． 2 药剂及试剂

20% 氯虫苯甲酰胺 ( chlorantraniliprole ) 悬 浮

剂 ( SC ) ，美 国 杜 邦 公 司 ; 20% 氟 虫 双 酰 胺

( flubendiamide) 水分散粒剂 ( WG ) ，日本农 药 株

式会社 ; 95 ． 3% 毒死蜱 ( chlorpyrifos) 原药，山东

华阳 化 工 有 限 公 司; 99% 高 效 氯 氰 菊 酯 ( beta-
cypermethrin) 原药，江苏扬农化工集团; 90． 4% 多

杀菌素 ( spinosad) 原药，美国陶氏益农公司。
乙酸-α-萘酯( α-NA ) 、毒扁豆碱( eserine) 、2，4-

二硝基氯苯 ( CDNB ) 、还原型谷胱甘肽 ( GSH) 、苯

甲基磺酰氟( PMSF) 、二硫苏糖醇( DTT ) 、7-乙氧基

香豆素、固蓝 B 盐、十二烷基硫酸钠 ( SDS ) 和牛血

清白蛋白( BSA) 均为美国 Sigma 公司产品; 对硝基

乙酰苯胺和对硝基苯胺购自国药集团上海化学试剂

有限公司; 其余试剂均为分析纯。
1． 3 主要仪器

Bio-40 型双光束扫描紫外分光光度计及 LS55
型 荧 光 分 光 光 度 计 ( 美 国 Perkin Elmer 公 司 ) ;

5417R 型台式冷冻离心机( 德国 Eppendorf 公司) 。
1． 4 生物活性测定

参照 Shelton 等
［13］

和 Liang 等
［14］

改进的叶片药

膜法。
1． 5 解毒酶活性测定

羧酸酯酶( CarE) 活性参照夏冰等
［15］

改进的方

法测定; 谷胱甘肽 S-转移酶 ( GSTs) 活性参照梁沛

等
［16］

改进的方法测定。
细胞 色 素 P450 7-乙 氧 基 香 豆 素 脱 乙 基 酶

( ECOD) 活性参照 Aitio［17］
和 Greenlee 等

［18］
的方法

测定，但有改进。取处理不同时间的小菜蛾 4 龄幼
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虫 10 头，加入预冷的 0． 1 mol /L、pH 7． 5 的磷酸盐

缓冲 液 ( 含 质 量 分 数 为 10% 的 甘 油、1 mmol /L
DTT、1 mmol /L PMSF 和 1 mmol /L 乙二胺四乙酸

EDTA ) ，冰浴下充分匀浆，于 10 000 × g、4 ℃下离心

20 min，取上清液作为酶源，冰浴保存备用。试管中

依次加入 705 μL 0． 1 mol /L、pH 7． 8 的 Tris-HCl 缓

冲液，25 μL 2 mmol /L 的 7-乙氧基香豆素，20 μL
6 mmol /L 的还原型辅酶Ⅱ( NADPH) 和 250 μL 粗

酶液，于 34 ℃、220 r /min 的 恒 温 摇 床 上 反 应

10 min。立即将反应试管放入冰中并加入 300 μL、
15% ( W /V ) 的三氯乙酸终止反应，于 10 000 × g 下

离心 3 min。取1 mL 上清液加入450 μL 1． 6 mol /L、
pH 10. 3 的甘氨酸-氢氧化钠，用荧光分光光度计测

定产物 7-羟基香豆素的荧光值，激发波长368 nm，

发射波长 456 nm，狭缝宽度分别为 5 和 10 nm。对

照在加入三氯乙酸后补加相同量的酶液。实验设

3 个 重复，每重复平行测定 3 次。以 7-羟基香豆素

标准品测定结果绘制标准曲线，计算 ECOD 的比活

力，单位为 pmol / ( min·mg pro． ) 。
芳基酰胺酶( AA) 活性参照 Yu 等

［19］
的方法测

定，有改进。取处理后不同时间的小菜蛾 4 龄幼虫

10 头，加入预冷的 0． 05 mol /L、pH 7． 5 的磷酸盐缓

冲液，冰 浴 下 充 分 匀 浆，10 000 × g、4 ℃ 下 离 心

20 min，取上清液作为酶源，冰浴保存备用。试管中

依次加入 1． 85 mL 0． 05 mol /L、pH 7． 5 的磷酸盐缓

冲液，0． 5 mL 1． 2 × 10 －3mol /L 的对硝基乙酰苯胺和

0． 65 mL 粗酶液，于 35 ℃恒温水浴中反应 30 min，立

即置于沸水浴中 10 min 终止反应。10 000 × g 下离

心 3 min，取上清液，在紫外分光光度计上于 405 nm
下测定吸光度值。对照中补加煮沸10 min后失活的

酶液。实验设 3 个重复，每重复平行测定 3 次。以

对硝基苯胺标准品测定结果绘制标准曲线，计算

AA 的比活力，单位为 nmol / ( min·mg pro． ) 。
1． 6 蛋白质含量测定

采用 Bradford［20］
考马斯亮蓝 G-250 方法。

1． 7 数据统计分析

假如生物活性测定结果中不同 LC50 的 95% 置

信限重叠则认为其差异不显著。不同处理间酶活性

比较采用 GraphPad InStat 3． 0［21］
软件进行 one-way

ANOVA 分析。

2 结果与分析

2． 1 氯虫苯甲酰胺对 7 个品系小菜蛾的毒力

表 1 显示了 7 个品系小菜蛾对氯虫苯甲酰胺

的敏感度。从中可以看出，氯虫苯甲酰胺对天津

品系的 LC50值最低，因此选择其作为后续试验的

敏感品系，并计算得其 LC10 和 LC25 值分别为 0． 01
和 0． 025 mg /L，以此浓度为亚致死浓度分别处理

后续试验中的小菜蛾。

表 1 氯虫苯甲酰胺对 7 个品系小菜蛾的毒力

Table 1 Toxicity of chlorantraniliprole to seven strains of Plutella xylostella
小菜蛾品系

Strains
回归方程斜率

Slope ± SE

LC50 ( 95% CL ) /

( mg /L )

卡方值( df) *

χ2 ( df)

海南品系 Hainan strain 1． 475 ± 0． 125 0． 078( 0． 060 ～ 0． 102) 13． 09( 19)

云南品系 Yunnan strain 2． 013 ± 0． 185 0． 195( 0． 160 ～ 0． 237) 16． 42( 19)

天津品系 Tianjin strain 1． 771 ± 0． 170 0． 059( 0． 048 ～ 0． 074) 10． 79( 19)

阿维菌素抗性品系 abamectin-R strain 1． 512 ± 0． 222 0． 130( 0． 091 ～ 0． 183) 12． 64( 19)

阿维菌素敏感品系 abamectin-S strain 1． 531 ± 0． 163 0． 104( 0． 082 ～ 0． 135) 17． 11( 19)

呋喃虫酰肼抗性品系 fufenozide-R strain 1． 940 ± 0． 199 0． 299( 0． 230 ～ 0． 406) 25． 23( 19)

呋喃虫酰肼敏感品系 fufenozide-S strain 2． 087 ± 0． 196 0． 187( 0． 153 ～ 0． 230) 12． 73( 19)

* df: 自由度 Degree of freedom．

2． 2 亚致死浓度氯虫苯甲酰胺连续处理后小菜蛾

品系的敏感度变化

用 LC10 和 LC25 浓度的氯虫苯甲酰胺分别连续

处理小菜蛾天津敏感品系 5 代后，其 LC50 值明显增

加，表明试虫对该药剂的敏感度下降。其中到第

5 代 时，LC10 浓度处理组的 LC50 值为敏感品系的

2. 3 倍，LC25 浓度处理组的 LC50 值则上升至敏感品

系的 3． 1 倍( 图 1) 。
2． 3 亚致死浓度氯虫苯甲酰胺连续处理后小菜蛾

对不同杀虫剂的敏感度变化

用 LC10 和 LC25 浓度的氯虫苯甲酰胺分别连续

处理小菜蛾天津敏感品系 5 代后，2 个处理组试虫

对其他 4 种杀虫剂的敏感度见表 2。与敏感品系

( SS-CK) 相比，LC10 和 LC25 处理品系 ( Sub-LC10 和
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Sub-LC25 ) 对多杀菌素的敏感度分别下降了 60． 2%
和 51． 5%，但对毒死蜱、高效氯氰菊酯和氟虫双酰

胺的敏感度均无明显变化。

图 1 经亚致死浓度氯虫苯甲酰胺连续处理后

小菜蛾对该药剂敏感度的变化

Fig． 1 Changes of susceptibility of Plutella xylostella
to chlorantraniliprole after continuous treatment with

sublethal concentrations of chlorantraniliprole

2． 4 亚致死浓度氯虫苯甲酰胺处理对小菜蛾 4 种

解毒酶活性的影响

采用 LC10 和 LC25 浓度的氯虫苯甲酰胺分别处

理小菜蛾天津敏感品系 3 龄幼虫 24、48 和 72 h 后，

其 CarE 比活力分别增加至对照组的 1． 36、1. 48、
1. 64 倍和 1． 49、1． 67、2． 11 倍，且酶活性随处理时

间的延长而不断升高。同时，LC25 浓度处理组的

CarE 比活力明显高于 LC10 处理组。连续处理 5 代

后，LC10和 LC25处理组的 CarE 比活力仍显著高于对

照组，分别为对照组的 1． 16 和 1． 40 倍，且 LC25处理

组的活性比 LC10处理组高 20% ( 图 2A) 。
经 LC10 和 LC25 浓度的氯虫苯甲酰胺分别处理

小菜蛾 3 龄幼虫 24、48 和 72 h 后，其 GSTs 比活力

分别 比 对 照 组 降 低 了 17． 3%、19． 7%、34． 2% 和

39%、43． 5%、36． 3%，且 LC25 比 LC10 浓度处理对

GSTs 比活力的抑制作用更明显。两个浓度下连续

处理 5 代后，小菜蛾 GSTs 比活力也均显著低于对

照组( 图 2B) 。
LC10和 LC25 浓度的氯虫苯甲酰胺处理后 72 h

内对小菜蛾 3 龄幼虫的 P450 ECOD 比活力均表现

出一定的抑制作用。其中，LC10 处理组的 ECOD 比

活力在 24、48 和 72 h 后分别是对照组的 84． 0%、
92． 4% 和 76． 7%，LC25 处理组则分别是对照组的

57． 0%、82． 3% 和 70． 4%。但 连 续 处 理 5 代 后，

LC10和 LC25 处理组的 ECOD 比活力均显著高于敏

感品系，分别是 敏 感 品 系 的 1． 65 和 1． 56 倍 ( 图

2C) 。
该亚致死浓度的氯虫苯甲酰胺处理对小菜蛾

AA 的比活力同样也表现为抑制作用。LC10 浓度处

理组 AA 比活力在处理后 24、48 和 72 h 时分别是

对照组的 76． 7%、75． 1% 和 62． 7% ; LC25 浓度处理

组则分别只有对照组的 64． 0%、52． 7% 和 46． 4%，

差异显著 ( P ＜ 0． 05 ) 。经 LC10 和 LC25 浓度连续处

理 5 代后，其 AA 比活力均显著低于对照组 ( P ＜
0. 05) ，分 别 仅 为 对 照 组 的 56． 4% 和 47． 5% ( 图

2D) 。

表 2 供试 5 种杀虫剂对敏感品系和 LC10、LC25处理品系小菜蛾的毒力

Table 2 Toxicity of five insecticides to susceptible strain and Sub-LC10，LC25 strain of Plutella xylostella
杀虫剂

Inseciticide
品系

Strain
回归方程斜率

Slope ± SE
LC50 ( 95% CL ) /

( mg /L )

卡方值( df) ＊＊

χ2 ( df)
相对比值

Relative ratio

毒死蜱 SS-CK 2． 086 ± 0． 194 289． 5( 217． 1 ～ 396． 1) 34． 71( 19) 1． 0
chlorpyrifos Sub-LC10 2． 041 ± 0． 194 381． 1( 281． 0 ～ 541． 8) 36． 31( 19) 1． 3

Sub-LC25 2． 005 ± 0． 191 368． 3( 264． 8 ～ 542． 2) 41． 93( 19) 1． 3
多杀菌素 SS-CK 1． 607 ± 0． 128 0． 589( 0． 472 ～ 0． 739) 22． 52( 19) 1． 0
spinosad Sub-LC10 3． 667 ± 0． 374 1． 480( 1． 212 ～ 1． 819) * 11． 03( 19) 2． 5

Sub-LC25 2． 318 ± 0． 236 1． 216( 1． 006 ～ 1． 491) * 12． 18( 19) 2． 1
高效氯氰菊酯 SS-CK 3． 028 ± 0． 307 37． 79( 32． 07 ～ 44． 39) 7． 78( 19) 1． 0

beta-cypermethrin Sub-LC10 3． 270 ± 0． 334 40． 53( 34． 65 ～ 47． 37) 6． 12( 19) 1． 1
Sub-LC25 2． 008 ± 0． 190 45． 87( 37． 23 ～ 56． 11) 10． 04( 19) 1． 2

氟虫双酰胺 SS-CK 2． 063 ± 0． 190 0． 165( 0． 135 ～ 0． 202) 13． 57( 19) 1． 0
flubendiamide Sub-LC10 3． 070 ± 0． 306 0． 212( 0． 181 ～ 0． 250) 16． 71( 19) 1． 3

Sub-LC25 2． 986 ± 0． 314 0． 275( 0． 234 ～ 0． 326) * 7． 68( 19) 1． 7
氯虫苯甲酰胺 SS-CK 2． 918 ± 0． 413 0． 029( 0． 023 ～ 0． 036) 5． 59( 13) 1． 0

chlorantraniliprole Sub-LC10 1． 535 ± 0． 154 0． 068( 0． 053 ～ 0． 087) * 4． 56( 19) 2． 3
Sub-LC25 1． 616 ± 0． 161 0． 090( 0． 071 ～ 0． 115) * 7． 79( 19) 3． 1

注: * 表示处理组与对照组 LC50值差异显著( P ＜ 0． 05) ; ＊＊df: 自由度。
Note: * The LC50 values of the treatment and the control are significantly different( P ＜ 0． 05) ． ＊＊df: Degrees of freedom．
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图 2 亚致死浓度的氯虫苯甲酰胺对小菜蛾解毒酶比活力的影响

Fig． 2 Effect of sublethal concentrations of chlorantraniliprole on specific activity
of detoxifying enzymes in the Plutella xylostalle

A． 羧酸酯酶; B． 谷胱甘肽 S-转移酶; C． P450 O-脱乙基酶; D． 芳基酰胺酶。图中数据为 3 次独立重复的平均值 ± 标准差，同一时

间点不同处理间标注不同小写字母表示在 P = 0． 05 水平上差异显著。

A． CarE; B． GSTs; C． P450 ECOD; D． AA． Data were shown as mean ± SD． The data at same time point followed with different small

letter are significantly different at P = 0． 05．

3 结论与讨论

目前对氯虫苯甲酰胺的研究大多集中在其杀虫

活性方面，有关其抗性和交互抗性方面的研究相对

较少。最近，Sial 等
［22］

报道，用 LC50 浓度的氯虫苯

甲酰胺连续筛选 9 代后，稻纵卷叶螟 Choristoneura
rosaceana 即对其产生了 8 倍的抗性。胡珍娣等

［23］

对田间小菜蛾的调查结果表明，即使在氯虫苯甲酰

胺轮换使用的地区，小菜蛾也已对其产生了低水平

抗性，而在用药频率明显较高的地区，小菜蛾对该药

剂的抗性已达中等水平。本研究中经亚致死浓度

( LC10和 LC25 ) 的氯虫苯甲酰胺连续筛选 5 代后，其

对小菜蛾的 LC50值分别增加了 2． 34 和 3． 10 倍。表

明鳞翅目害虫对氯虫苯甲酰胺产生抗性的风险较

高，同时由于药剂的亚致死效应为害虫提供了持续

的选择压力
［24–25］，从而对其抗性的产生起到了促进

作用。因此合理使用氯虫苯甲酰胺，降低其对害虫

的选择压将是延缓其抗药性发展的重要措施。
此外，经 LC10和 LC25浓度氯虫苯甲酰胺连续处

理的小菜蛾品系对多杀菌素的敏感度也明显下降，

表明小菜蛾对这两种药剂可能具有相同的抗性机

制。虽然两个亚致死浓度处理品系对毒死蜱、高效

氯氰菊酯和氟虫双酰胺的敏感度保持不变，但这两

个处理品系的抗性水平太低，还不清楚当小菜蛾对

氯虫苯甲酰胺产生高水平抗性后其对上述几种药剂

是否会产生交互抗性，因此这几种药剂能否在生产
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实践中与氯虫苯甲酰胺轮换使用，还有待进一步研

究。
害虫解毒酶活性增强是其产生抗药性的主要机

制之一。Sial 等
［22］

研究发现，对氯虫苯甲酰胺产生

低倍抗性( 8 倍) 的稻纵卷叶螟种群的酯酶比活力显

著高于其室内敏感品系，但其多功能氧化酶( MFO )

和 GSTs 比活力则与敏感品系无明显差异，因此认

为酯酶很可能与稻种卷叶螟对氯虫苯甲酰胺的抗性

有关。Cao 等
［26］

的研究表明: 经 0． 1 μg /mL 的氯虫

苯甲酰胺处理可诱导棉铃虫敏感品系酯酶和 GSTs
活性分别增加至对照组的 1． 84 和 1． 36 倍; 处理

3 个 抗转基因棉棉铃虫品系同样可诱导其酯酶和

GSTs 活性分别升高至对照的 1． 36 ～ 2． 08 和1． 81 ～
2． 85 倍; 但药剂对敏感品系与抗性品系的 LC50值差

异不显著。本试验中，经亚致死浓度的氯虫苯甲酰

胺短期处理( 72 h) 小菜蛾后，对其 CarE 活性具有明

显的诱导作用，但对 GSTs、MFO 和 AA 的活性则均

表现出明显的抑制作用; 连续处理 5 代后，处理组

CarE 和 ECOD 活性均显著高于对照组，但处理组的

GSTs 和 AA 活性仍低于对照组。因此从现有结果

看，酯酶参与了小菜蛾对氯虫苯甲酰胺抗性的可能

性较大。但本研究中对这些解毒酶活性的测定都是

在抗性水平较低或药剂短期胁迫下进行的，因此要

明确某种解毒酶是否确实参与了小菜蛾对氯虫苯甲

酰胺的抗性，还需进一步的系统研究。
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