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[摘要] 目的  探讨代谢解毒酶活性变化和击倒抗性（kdr）基因突变在白纹伊蚊菊酯类抗性机制中的作用。

方法 2017 年 8 月至 9 月分别在山东省济南市千佛山公园（JN）、浙江省杭州市上茅家埠（HZ）、上海市宝山区

宝山六村（BS）、上海市杨浦区共青森林公园（YP）和海南省海口市美兰区居民区（HK）采集现场白纹伊蚊（生

物测定均为抗性种群），检测其代谢解毒酶谷胱甘肽 S-转移酶（GST）和多功能氧化酶（MFO）的活性并与敏感

品系的白纹伊蚊比较，采用分类回归树方法（CART）分析 GST 和 MFO 活性变化及 kdr 突变（I1532 和 F1534）

在抗性产生中的贡献率。结果 白纹伊蚊敏感品系的 GST 和 MFO 的活性基线水平均高于现场抗性种群 BS 和 HK 
（P 均＜0.01）。BS 种群接触溴氰菊酯后与未接触杀虫剂的基线相比，GST 和 MFO 变化不明显（P＞0.05），接触

氯菊酯后 GST 活性升高（P＜0.05），MFO 活性也升高（P＜0.01）；HK 种群接触溴氰菊酯后 GST 活性差异不明

显（P＞0.05）、MFO 活性升高（P＜0.01），接触氯菊酯后 GST 和 MFO 活性变化均不明显（P 均＞0.05）。5 个现

场抗性种群接触溴氰菊酯和氯菊酯后的 GST 和 MFO 活性与敏感品系的基线相比，变化无规律。CART 分析结果显

示，白纹伊蚊对溴氰菊酯的抗性产生中 GST 活性和 kdr F1534 突变的贡献率较大，其次是 MFO 活性，kdr I1532 突
变贡献率最小；对氯菊酯的抗性产生中，kdr F1534 突变的贡献率最大，其次是 GST 和 MFO 活性，kdr I1532 突变无

贡献。结论 代谢解毒酶 GST 和 MFO 活性水平不适合作为判断白纹伊蚊种群对菊酯类杀虫剂抗性的单因素指标；

代谢解毒酶活性变化和 kdr 突变可能是白纹伊蚊对菊酯类杀虫剂抗性产生中相互协同的 2 种机制。
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[Abstract] Objective To explore the role of metabolic detoxification enzyme activity and knockdown resistance 
(kdr) gene mutations in the pyrethroid resistance of Aedes (Ae.) albopictus. Methods From Aug. to Sep. in 2017, the Ae. 
albopictus samples were collected in Qianfoshan Park, Jinan City, Shandong Province (JN), Shangmaojiabu, Hangzhou City, 
Zhejiang Province (HZ), Baoshan Sixth Village, Baoshan District, Shanghai (BS), Gongqing Forest Park, Yangpu District, 
Shanghai (YP), and Meilan District Residential Area, Haikou City, Hainan Province (HK). The above five field populations 
were all resistant to insecticide. The activities of metabolic detoxification enzymes (glutathione-S transferase [GST] and 
mixed function oxidase [MFO]) were detected and compared with the Ae. albopictus susceptible strain (JS). The contribution 
rates of activity changes of GST and MFO and kdr mutations (I1532 and F1534) in the resistance formation were analyzed by 
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the classification and regression trees (CART). Results The baseline enzyme activities of GST and MFO in Ae. albopictus 

JS were both significantly higher than those in the BS and HK resistant populations (both P＜0.01). There were no significant 
difference in the activities of GST and MFO between the BS population unexposed and exposed to deltamethrin (P＞0.05). 
After exposure to permethrin of BS population, the activities of GST and MFO were significantly increased (P＜0.05,  
P＜0.01). After exposure to deltamethrin, the GST activity was not significantly changed in the HK population (P＞0.05), 
while the MFO activity was significantly increased (P＜0.01). However, after exposure to permethrin in the HK population, 
there were no significant changes in the GST and MFO activities (both P＞0.05). In the 5 field resistant populations exposed to 
deltamethrin and permethrin, the changes of GST and MFO activities were irregular compared with baseline of Ae. albopictus 

JS strain. CART analysis showed that in the resistance formation of Ae. albopictus against deltamethrin, the contribution rates 
of GST activity and kdr F1534 mutation were the greatest, followed by MFO activity, and the kdr I1532 mutation was the 
smallest. In the resistance formation of Ae. albopictus against permethrin, the kdr F1534 mutation had the highest contribution 
rate, followed by the GST and MFO activities, and the kdr I1532 mutation had no contribution. Conclusion The activity 
levels of metabolic detoxification enzymes (GST and MFO) are not suitable as single markers for detecting the resistance 
of Ae. albopictus to pyrethroids. The activity changes of metabolic detoxification enzymes and kdr mutations may be two 
synergistic mechanisms in the resistance formation of Ae. albopictus to pyrethroid insecticides.
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白纹伊蚊（Aedes albopictus）在全球广泛分布[1-2]，

可传播登革热、基孔肯雅热和寨卡病毒病等多种蚊媒

传染病[3-5]。世界卫生组织估计全球约有 25 亿人口

受登革热威胁，每年超过 1 亿人感染登革病毒[6]。

近年，我国的登革热疫情形势严峻，2014 年仅广

东省的登革热病例就超过 45 000 例[7]。化学杀虫剂

是主要的蚊媒控制措施，拟除虫菊酯类（以下简称

菊酯类）是应用广泛、用量最多的杀虫剂，已导致

我国多地的白纹伊蚊种群对其产生不同程度的抗

性，包括山东、上海、浙江、海南、广东等多个省

（市/自治区）[8]。部分地区的白纹伊蚊抗性水平已

十分显著，如海口市花卉市场的白纹伊蚊对溴氰菊

酯的抗性倍数高达 436 倍、对氯菊酯的抗性倍数达 
182 倍[9-10]。

研究显示代谢解毒酶活性增加可加速杀虫剂

的代谢，是蚊虫抗性产生的重要机制之一，称为

代谢抗性[11]。代谢抗性与多种代谢解毒酶有关，

如谷胱甘肽 S-转移酶（glutathione S-transferase，
GST）、多功能氧化酶（mixed function oxidase，
MFO）和非特异性酯酶（nonspecific esterase，
NSE）等[12-14]。GST 是多功能解毒酶系，在昆虫

中参与许多内外源有毒物质的代谢，已证实 GST 
参与多种蚊虫对有机磷类、菊酯类和有机氯类

等杀虫剂的抗性产生[15]。MFO 由细胞色素 P450
（cytochrome P450，CYP450）介导，是参与各

类杀虫剂以及其他内外源化合物代谢的主要解毒

酶系，可使杀虫剂活性降低甚至失去杀虫活性。

CYP450 氧化酶系属亚铁血红素-硫醇盐蛋白超家

族，对菊酯类杀虫剂产生抗性的个体较敏感个体的 
CYP450 活性和含量均有不同程度的增加[14]。

击倒抗性（knockdown resistance，kdr）是由于

杀虫剂的作用靶点出现突变而导致蚊虫对其敏感性

下降。研究证实，蚊虫神经细胞膜上电压门控钠通

道（voltage-gated sodium channel，VGSC）编码基

因突变，引起钠通道构型变化，导致对双对氯苯基

三氯乙烷（dichlorodiphenyltrichloroethane，DDT）
和菊酯类杀虫剂产生抗药性[16-17]。本课题组前期研

究结果显示，kdr 基因的 F1534S 突变与白纹伊蚊对

菊酯类杀虫剂的抗性呈正相关，而 I1532T 突变与

白纹伊蚊对溴氰菊酯的抗性呈负相关[18]。

目前白纹伊蚊对菊酯类杀虫剂抗性与代谢解

毒酶活性的关系尚不清楚，多种机制对抗性产生

的关系也不甚明确。本研究测定了白纹伊蚊现场

抗性种群和敏感品系的 GST 和 MFO 活性，分析

其活性变化与抗药性表型的相关性，并综合考量

代谢抗性与 kdr 机制在抗性形成中的贡献，为阐

明白纹伊蚊对菊酯类杀虫剂抗性产生和发展的分

子机制积累数据。

1 材料和方法

1.1 试虫 白纹伊蚊现场种群于 2017 年 8 月至 9 月
分别采自山东省济南市千佛山公园（JN）、浙江
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省杭州市上茅家埠（HZ）、上海市宝山区宝山六村

（BS）、上海市杨浦区共青森林公园（YP）和海

南省海口市美兰区居民区（HK），上述 5 个现场种

群均为对溴氰菊酯和氯菊酯已产生抗性的种群[18]。

在孳生地采集幼虫或蛹带回养虫室，常规方法饲

养至成蚊，以羽化后 3～5 d 的 F0 代未吸血雌蚊作

为未接触过杀虫剂的试虫，将对杀虫剂（溴氰菊

酯、氯菊酯）敏感性的个体作为接触杀虫剂后的试

虫。白纹伊蚊敏感品系（JS）于 2004 年引自江苏省寄

生虫病防治研究所，连续 14 年饲养于海军军医大学

（第二军医大学）海军医学系热带病学教研室，期

间未暴露于任何杀虫剂。

1.2 主要试剂 BCA 蛋白含量测定试剂盒、L-还
原型谷胱甘肽（glutathione，GSH）、1-氯-2,4-二
硝基苯（1-chloro-2,4-dinitrobenzene，CDNB）购

自美国 Sigma-Aldrich 公司，3,3’,5,5’-四甲基联苯

胺（3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine，TMBZ）购自

美国 Amresco 公司，细胞色素 C （cytochrome C，

Cyt-C）标准品购自中国药品生物制品检定所，丙

酮、乙醚购自国药集团化学试剂有限公司。

1.3 酶活性测定 参照文献[19-20]方法，用蚊

虫头部测定酶活性。冰上取单只雌蚊头部，加入 
150 μL ddH2O，手动研磨约 20 s，4 ℃ 12 000×g 
离心 2 min，取上清作为酶原备用。每组样品不少

于 40 只雌蚊，每个样品设置 3 个复孔测试；同一

批比较的样品，同一批次进行测定。

1.3.1 蛋白质含量 取 25 μL 酶原、200 μL BCA 
溶液加入酶标板，37 ℃  反应  30 min，室温放

置 5 min，测定 562 nm 波长处的光密度（D）值

（D562），按蛋白质含量测定试剂盒说明建立标准

曲线，计算样品的蛋白质含量（mg/mL）。

1.3.2 GST 活性 取 10 μL 酶原、200 μL GSH/CDNB 
工作液（125 μL 63 mmol/L CDNB 溶液加入 2.5 mL  
10 mmol/L GSH 溶液中）加入酶标板，立即测定  
340 nm 波长处的 D 值（D340）；室温放置 20 min，再
次测定 D340

[21]。用 CDNB 的消光系数（5.76 mmol/L）
将 D 值转换成酶活力值[21]，GST 活力根据以下公式

计算：GST [nmol/（min·mg）]＝[（DT20－DT0）× 

稀释倍数×1 000]/[20 min×5.76 mmol/L×蛋白质含

量（mg/mL）]。其中，DT20 为 20 min 时测定的 D340，

DT0 为 0 min 时测定的 D340。

1.3.3 MFO 活性 取 20 μL 酶原、80 μL 0.625 mol/L  

pH 7.2 的磷酸钾溶液、200 μL TMBZ 工作液（0.01 g 
TMBZ 溶于 5 mL 甲醇和 15 mL 0.25 mol/L pH 5.0 
的醋酸钠缓冲液）和 25 μL 3% H2O2 加入酶标板，

混匀后室温放置 2 h 后测定 650 nm 波长处的 D 值
（D650）。用 Cyt-C 标准品建立标准曲线，计算体系

中 Cyt-C 的含量，MFO 酶活力根据以下公式计算：

MFO（nmol/mg）＝[Cyt-C （μg）×106]/[13 000 g/
mol×样本体积（μg）×蛋白质含量（mg/mL）]。
1.4 白纹伊蚊现场种群酶活性比较 取白纹伊蚊 
BS 和 HK 种群未接触杀虫剂和接触杀虫剂后的试

虫测定其 GST 和 MFO 活性，比较接触杀虫剂后酶

活性的变化；取白纹伊蚊现场种群接触杀虫剂后的

试虫测定其 GST 和 MFO 活性，并与敏感品系的酶

活性基线进行比较。

1.5 白纹伊蚊对菊酯类杀虫剂抗性产生的分子机

制贡献率 基于 GST 和 MFO 的酶活性数据，以及

相同试虫的 kdr 突变（I1532 和 F1534）数据（kdr 
突变数据详见文献[18]），采用分类回归树方法

（classification and regression tree，CART）分析 
GST 和 MFO、kdr 的 I1532 和 F1534 突变对白纹伊

蚊菊酯类杀虫剂抗性产生的相对贡献率，对计算的

数据进行标化后制图[22]。

1.6 统计学处理 应用 SPSS 20.0 软件进行数据分

析，用 GraphPad Prism 7 软件绘图。将所有的酶活

性数据进行正态分布检验。数据以 x±s 表示，酶

活性基线比较用单因素方差分析；各种群的酶活性

比较用两独立样本 t 检验，如方差不齐则采用 t’检
验。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 白纹伊蚊的酶活性检测结果  白纹伊蚊敏

感品系的 GST 和 MFO 活性分别为（552.323 1± 

149.103 8）nmol/（min • mg）和（0.209 3± 

0.063 5）nmol/mg；现场种群 BS 和 HK 的 GST 活性

分别为（315.103 8±103.301 6）nmol/（min • mg）
和（409.162 8±108.060 9）nmol/（min • mg），

MFO 活性分别为（0.113 6±0.046 3）nmol/mg 和
（0.178 2±0.058 5）nmol/mg。白纹伊蚊实验室敏

感品系的 GST 和 MFO 活性均高于现场 BS 和 HK 
抗性种群（P 均＜0.01）。

2.2 白纹伊蚊现场种群接触杀虫剂后酶活性与未

接触杀虫剂的基线比较 白纹伊蚊 BS 现场种群接
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触溴氰菊酯后的 GST 和 MFO 活性与未接触杀虫剂

的基线比较，差异均无统计学意义（P＞0.05）；

接触氯菊酯后 GST 活性升高（P 均＜0.05）、

MFO 活性也升高（P＜0.01），见图 1。

图 1 白纹伊蚊 BS 现场种群接触杀虫剂后的酶活性与未接触杀虫剂的基线比较

Fig 1 Comparison of enzyme activities of Aedes albopictus BS field

population before and after exposure to insecticides
GST: Glutathione S-transferase; BS: Baoshan Sixth Village, Baoshan District, Shanghai; D: Deltamethrin; P: Permethrin; MFO: 

Mixed function oxidase; Cyt-C: Cytochrome C. *P＜0.05, **P＜0.01.  x±s

图 2 白纹伊蚊 HK 现场种群接触杀虫剂后的酶活性与未接触杀虫剂的基线比较

Fig 2 Comparison of enzyme activities of Aedes albopictus HK field 

population before and after exposure to insecticides
GST: Glutathione S-transferase; HK: Meilan District Residential Area, Haikou City, Hannan Province; D: Deltamethrin; P: 

Permethrin; MFO: Mixed function oxidase; Cyt-C: Cytochrome C. **P＜0.01. x±s

与白纹伊蚊 HK 现场种群未接触杀虫剂的基线

比较，接触溴氰菊酯后 GST 活性差异无统计学意

义（P＞0.05)、MFO 活性升高（P＜0.01）；接触

氯菊酯后 GST 和 MFO 活性差异均无统计学意义 
（P 均＞0.05），见图 2。

2.3 白纹伊蚊现场种群接触杀虫剂后酶活性与敏

感品系基线的比较 见图 3，白纹伊蚊 5 个现场

种群接触溴氰菊酯后，除 YP 种群 GST 活性与敏

感品系基线比较差异有统计学意义（P＜0.05）
外，其他种群 GST 活性与敏感品系基线比较差异

均无统计学意义（P 均＞0.05）；JN、YP 和 HK 
种群的 MFO 活性高于敏感品系基线（P＜0.05， 
P＜0.01），而 HZ 和 BS 种群 MFO 活性低于敏

感品系基线，但差异均无统计学意义（P  均＞

0.05）。
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2.4 代谢解毒酶活性和 kdr 突变对抗性产生的贡

献率 将所有接触过杀虫剂的生物测定个体合并

后进行 CART 分析，结果显示白纹伊蚊对溴氰菊

酯的抗性形成中，GST 活性和 kdr F1534 突变的贡

献率较大，其次是 MFO 活性，kdr I1532 突变贡

献率最小；白纹伊蚊对氯菊酯的抗性形成中，kdr 
F1534 突变的贡献率最大，其次是 GST 和 MFO 活
性，kdr I1532 突变无贡献（图 5）。

 分别分析各白纹伊蚊现场种群酶活性和 kdr 

图 3 白纹伊蚊现场种群接触溴氰菊酯后的酶活性与敏感品系基线比较

Fig 3 Comparison of enzyme activities of Aedes albopictus between field population exposure 

to deltamethrin (D) and the susceptible strain
GST: Glutathione S-transferase; JS: The Aedes albopictus susceptible strain; JN: Qianfoshan Park, Jinan City, Shandong Province; 

HZ: Shangmaojiabu, Hangzhou City, Zhejiang Province; BS: Baoshan Sixth Village, Baoshan District, Shanghai; YP: Gongqing 

Forest Park, Yangpu District, Shanghai; HK: Meilan District Residential Area, Haikou City, Hannan Province; MFO: Mixed function 

oxidase. *P＜0.05, **P＜0.01.  x±s

图 4 白纹伊蚊现场种群接触氯菊酯后的酶活性与敏感品系基线比较

Fig 4 Comparison of enzyme activities of Aedes albopictus between field population exposure 

to permethrin (P) and the susceptible strain
GST: Glutathione S-transferase; JS: The Aedes albopictus susceptible strain; JN: Qianfoshan Park, Jinan City, Shandong Province; 

HZ: Shangmaojiabu, Hangzhou City, Zhejiang Province; BS: Baoshan Sixth Village, Baoshan District, Shanghai; YP: Gongqing 

Forest Park, Yangpu District, Shanghai; HK: Meilan District Residential Area, Haikou City, Hannan Province; MFO: Mixed function 

oxidase. *P＜0.05. x±s

见图 4，白纹伊蚊 5 个现场种群接触氯菊酯

后，GST 活性与敏感品系的基线比较均下降，但

差异均无统计学意义（P 均＞0.05）；MFO 活性除 

JN 种群升高外（P＜0.05），其他种群均呈下降趋

势，但差异均无统计学意义（P 均＞0.05）。

突变在溴氰菊酯和氯菊酯抗性产生中的贡献率，因

个别种群个体数未达到软件计算的最低数量要求，

因此针对溴氰菊酯抗性种群 JN、BS、HZ、HK 以
及氯菊酯抗性种群 BS、HZ、YP、HK 进行了分

析。结果（图 6）显示，除 HK 种群外，其他种

群酶活性变化均起主要的贡献，kdr 突变的作用较

小；在 HK 种群中，kdr F1534 突变是氯菊酯抗性

形成的主要机制，其在溴氰菊酯抗性形成中也有一

定的贡献。
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图 5 代谢解毒酶活性和 kdr 突变在白纹伊蚊对菊酯类

杀虫剂抗性产生中的贡献率

Fig 5 Contribution rates of metabolic detoxification 

enzyme activity and kdr mutations to resistance 

formation of Aedes albopictus against pyrethroids
kdr: Knockdown resistance; GST: Glutathione S-transferase; 

MFO: Mixed function oxidase

图 6 代谢解毒酶活性和 kdr 突变在白纹伊蚊不同抗性

种群菊酯类杀虫剂抗性产生中的贡献率

Fig 6 Contribution rates of metabolic detoxification 

enzyme activity and kdr mutations to resistance 

formation of different Aedes albopictus resistant 

populations against pyrethroids
kdr: Knockdown resistance; GST: Glutathione S-transferase; 

MFO: Mixed function oxidases; JN: Qianfoshan Park, Jinan 

City, Shandong Province; BS: Baoshan Sixth Village, Baoshan 

District, Shanghai; HZ: Shangmaojiabu, Hangzhou City, 

Zhejiang Province; HK: Meilan District Residential Area, 

Haikou City, Hannan Province; YP: Gongqing Forest Park, 

Yangpu District, Shanghai

3 讨 论

本研究结果显示，白纹伊蚊敏感品系代谢解

毒酶 GST 和 MFO 活性基线水平高于现场抗性种

群，接触杀虫剂后现场种群的酶活性与其基线相比

呈升高趋势，但与敏感品系基线相比酶活性变化却

无明显规律，提示代谢解毒酶活性变化与菊酯类杀

虫剂抗性的相关性并不密切，白纹伊蚊对菊酯类杀

虫剂抗性的产生有多个机制参与，酶活性与 kdr 突
变均发挥了重要作用，但在不同种群其贡献率存在

差异。

代谢抗性是蚊虫对菊酯类杀虫剂抗性产生的

重要机制之一[15]。研究表明，中华按蚊（Anopheles 
sinensis）、催命按蚊（Anopheles funestus）等对菊酯

类杀虫剂的抗性与 GST 和 MFO 活性呈正相关[22-23]。

而白纹伊蚊的菊酯类抗性产生机制中，代谢解毒酶

活性也起到一定作用[24-26]。李袁飒等[24]发现，白纹

伊蚊的 GST 活性与溴氰菊酯抗性呈正相关；而吴

家红等[25]认为 CYP450 单加氧酶活性升高是溴氰菊

酯抗性产生的主要机制，而 GST 活性变化不是其

主要机制。上述研究中白纹伊蚊采集地区和敏感品

系均不同，抗性和酶活性测定的蚊虫阶段也不同，

这可能是导致结论不同的重要原因。本研究发现，

不同白纹伊蚊抗性种群的酶活性基线有显著差异，

敏感种群基线反而高于部分现场种群，该现象与通

常理解的抗性越高酶活性越高的观念相悖。然而，

本研究经多次重复实验均观察到相同的结果，提示

各种群的酶活性基线水平存在差异，这可能与白纹

伊蚊种群的遗传背景、杀虫剂接触历史和气候条件

等因素有关。因此，以敏感种群基线作为参照的 
GST 和 MFO 活性比较方法不适合作为检测白纹伊

蚊种群对菊酯类杀虫剂抗性的单因素标志。

溴氰菊酯和氯菊酯分属 2 种类型的拟除虫菊

酯，前者属Ⅱ型拟除虫菊酯（不含 α-氰基），后者

是Ⅰ型拟除虫菊酯（含 α-氰基）。研究表明，2 种
类型的拟除虫菊酯的中毒症状大相径庭[27]。Ⅰ型主

要影响交感神经，导致钠离子通道延长开放，造成

神经细胞轴突持续放电，产生全身抽搐、微颤、过

度兴奋等震颤现象；而Ⅱ型多作用于运动神经，导

致钠离子通道延长开放，造成膜去极化过度，使运

动失调或流涎，出现痉挛、麻痹等[28]。不同类型菊

酯类杀虫剂对蚊虫的作用机制不同，其抗性产生

的机制也有差异。多项研究表明，蚊虫对杀虫剂产
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生抗性是多种机制共同作用的结果[11,29]，本研究结

果显示白纹伊蚊也是如此。代谢抗性机制与 kdr 机
制在 2 种类型菊酯类杀虫剂抗性产生中的贡献率

不同，对溴氰菊酯（Ⅱ型）抗性产生的贡献率顺

序是 GST＞kdr（F1534）＞MFO＞kdr（I1532），

而对氯菊酯（Ⅰ型）抗性产生的贡献率顺序为 kdr

（F1534）＞GST＞MFO。本研究提示在氯菊酯抗

性产生的机制中，kdr 起主要作用，与既往研究结

果[30-31]一致；而对溴氰菊酯的抗性则是代谢机制与

kdr 机制共同作用的结果。

代谢抗性与 kdr 可能是白纹伊蚊对菊酯类杀虫

剂抗性产生和发展中相互协同的 2 种机制，如白纹

伊蚊 HK 种群的抗性水平高于其他种群[18]，kdr 突
变在该种群中的贡献率尤为突出。海口市全年温暖

潮湿，白纹伊蚊 HK 种群每年可繁殖多代，种群数

量大，推测 HK 种群在接触菊酯类杀虫剂的初期，

酶活性升高是对杀虫剂抗性产生的主要机制；而在

杀虫剂选择压力下，kdr 突变的个体被筛选，经过

数代积累突变的个体逐渐在种群占据优势，此时 
kdr 机制为主要作用，种群中的酶活性较初期无明

显升高，甚至反而有所下降。其他种群尚未出现上

述特点，可能与杀虫剂使用、种群数量等有关。然

而，当前的研究结果还不足以完全支持该结论，未

来还需要长时间连续观察更多的种群进一步验证。
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