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牛蒡 L1-2组分对桔全爪螨的毒性和几种代谢酶的作用
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摘要: =目的> 探讨杀螨植物牛蒡 A rctium lappa L1提取物中主要杀螨成分 L1-2的杀螨作用机理。=方法> 采用叶片

浸渍法处理桔全爪螨 Panony chus citri雌成螨后, 测定了静止期、兴奋期、痉挛期、麻痹期、复苏和死亡期 5个中毒

阶段试虫体内几种代谢酶的活性。=结果> L1-2组分在静止期和复苏期对羧酸酯酶 ( carboxy lesterase, CarE)具有一

定的抑制作用, 在其他时期均激活 CarE 活性。除了静止期外, 在其他时期均能激活乙酰胆碱酯酶

( acety lcho linesterase , AChE )和谷胱甘肽转移酶 ( g lutathione S-transfe rases, GSTs)的活性, 在痉挛期和麻痹期活性增

强, 随后在麻痹期和复苏期降低。=结论> L1-2组分对 Ca rE的抑制与其毒杀活性有关, 而中毒试虫的复苏可能与

AChE和 GSTs有关。该组分可在较长时期内影响桔全爪螨的神经传导及消化和生殖系统, 具有潜在的应用研究

价值。
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Toxicity of L1-2 fraction of Arctium lappa against Panonychus citri
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Abstract: =Objective> To study the acaric idal mechanism o f the fraction L1-2, the m ain acaric idal

component in the extracts ofArctium lappa L1 =M ethods> The fema lePanony chus citri (M cG regor) adults

w ere treated by the fract ion L1-2 w ith con tact applicat ion1 The activ ities of carboxy lesterase ( CarE ),

acety lcho line esterase ( AChE ) and g lutath ione S-transferases ( GSTs) in m ites w ere determ ined at all

po ison ing stages1 =Resu lts> The CarE activ ity w as inh ib ited at the stillness stage and the recovery stage,

butw as induced at the other stages1 The act iv it ies o fAChE and GSTs w ere induced at all po isoning stages

but the stillness stage, and strong ly enhanced at the convulsion stage and the paralysis stage, then gradua lly

recovered at the paralysis stage and the recovery stage1 =Conclusions> The C arE act iv ity is related w ith

tox icity of the fract ion L1-2 aga inst the fema leP 1 citri adults, but the recovery of poisonedm ites is probably

due to the GSTs and AChE activ ities induced1 L1-2 fraction can affect not only the nerve transition but a lso

the digestive and reproductive system ofm ites in a long tim e, so it has po tent ia l value in acaricidal research

and development1
Key words: Panonychus citri; A rctium lappa; acaricidalmechan ism; metabo lic enzym es; acaricida l activity

  L1-2组分是从牛蒡 Arctium lappa L1提取物中
分离得到的一个组分。气相色谱-质谱法 ( gas

chrom atography-mass spectrography, GC-M S )分析表

明, L1-2组分中含有十六碳烷酸甲酯、十八碳烷
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酸甲酯、三十碳烷酸甲酯、三十一碳烷酸甲酯、十

八碳二烯酸甲酯等 9种主要成分, 总含量达到

85132%, 还有少量醛类、烯醇、烯烃类物质 (数据

另文发表 )。已有研究表明, 牛蒡中的十六碳烷酸

甲酯等脂肪酸的营养价值可与大豆油和核桃油媲

美, 是良好的保健食用油, 作为植物源杀螨剂的来

源较安全 (刘军海等, 2000)。脂肪酸成分结构相

对简单, 比较容易进行人工合成, 且植物挥发油在

作为单体物质杀螨的同时, 可以与化学农药混用提

高防效 (朱彩云, 2006) , 对其进行深入研究有望

开发出新型的植物源杀螨剂。

目前, 关于脂肪酸杀螨活性的研究较少, 其杀

螨机理尚不明确。羧酸酯酶、谷胱甘肽转移酶、乙

酰胆碱酯酶是昆虫体内重要的代谢解毒酶。这些酶

参与了各种外源毒物的代谢, 如水解、氧化、还

原、轭合等, 其酶活力的高低可作为桔全爪螨对杀

螨成分敏感性的指标。为了进一步探讨以脂肪酸为

主要成分的 L1-2组分的杀螨机理, 本研究以桔全

爪螨雌成螨为试虫, 就 L1-2组分对桔全爪螨的毒

杀症状及对几种酶的活性进行研究, 为明确该组分

的杀螨机理提供理论依据。

1 材料与方法

111 供试药剂
L1-2组分: 中药材牛蒡, 烘干粉碎。取中草

药植物加入 5倍量的无水乙醇, 60e 超声提取 3

次, 每次 30m in, 滤液合并, 减压浓缩得乙醇提取

物, 用石油醚脱脂, 氯仿、乙酸乙酯依次萃取, 减

压浓缩得萃取物。用氯仿 B甲醇 = 1B1~ 9B1( vBv)为

洗脱剂, 硅胶柱层析得到 L1-2组分。

15%哒螨灵乳油 (山东淄博新华化工股份有限

公司 )。

112 供试昆虫
桔全爪螨由中国农业科学院柑桔研究所植物保

护课题组养虫室 ( 25 ? 1e , RH 85%, 光周期12LB

12D)提供。选择个体大小和龄期一致、健康、活

泼的雌成螨作为供试螨。

113 触杀活性测定方法
叶片残毒法参照孟和生 ( 2002)的方法进行。

取直径为 9 cm的培养皿铺上 017 cm厚的海绵、海

绵上铺直径略小于海绵的滤纸, 直径逐渐减小, 加

水至滤纸, 制成梯级水隔离台。摘取完整、生长旺

盛的柑桔叶片, 浸水洗净, 垂直于叶脉剪成宽约

1 cm的平整片段, 叶面向下置于滤纸隔离台上, 用

零号毛笔挑取体色鲜艳、健康活泼的雌成螨, 转移

到柑桔叶片上, 每片叶 30头, 待螨体稳定后, 剔

除死亡和受伤个体, 将带螨叶片在稀释成系列浓度

的药液中浸渍 5 s后取出, 吸去多余药液。每一浓

度重复 3次, 清水作对照。24 h后镜检死亡及存活

个体。用毛笔轻触螨体, 以螨足不动者为死亡。试

虫死亡率用 Abbott公式校正, 邓肯氏方差分析检

验, 最小二乘法计算毒力回归方程、致死中浓度

( LC50 )、LC50值的 95%置信限等。

114 致毒症状观察
结合触杀毒力测定, 观察记录试虫在不同药剂

剂量处理下的中毒症状, 并对试虫 LC50剂量处理

下的中毒症状进行描述。

115 代谢酶活性测定方法
11511 试虫处理方法: 以 01002 Lg /LL (丙酮稀

释 ) 剂量的 L1-2组分触杀处理试虫, 分别取对照、

兴奋期 ( 5~ 7 h)、痉挛期 ( 7~ 14 h)、麻痹期 ( 14~

18 h)、复苏期 ( 18~ 24 h)和死亡期 ( 18~ 24 h)等

各时期的试虫于低温冷冻冰箱中冷冻保存。对照试

虫以等量的丙酮触杀处理。

11512 羧酸酯酶活性测定: 每次取试虫 100头,

以 PBS缓冲液 ( 0104 mo l /L, pH 710)冰浴匀浆,

4e 、 10 000 g冷冻离心 10m in, 上清液即为酶原。

酶活性测定参照 H an( 1998)的方法进行。以 A-乙

酸萘酚溶液作为底物, 底物溶液中加入毒扁豆碱,

蛋白 质含量测 定采用 考马斯亮 蓝 G-250 法

( Bradford, 1976)。以每毫克蛋白每 30 m in催化水

解底物的量表示酶的比活力。每处理重复 3次。

11513 GSTs活性测定: 每次取试虫 25头, 加入

Tr is-HC l冰浴匀浆 ( 0105 mol /L, pH 715)。所得匀
浆液于 10 000 g冷冻离心 5 m in, 上清液为待测酶

液。酶活力测定参照罗万春和张强 ( 2003)的方法

进行。以每毫克蛋白每分钟催化水解底物的量表示

酶的比活力。活性计算方法参见杨秀清等 ( 2001)。

每处理重复 3次。

11514 乙酰胆碱酯酶活性测定: 分别取试虫 30

头, 加入 PBS缓冲液 ( 011 mo l/L, pH 710)冰浴匀
浆。所得匀浆液于 10 000 g下冷冻离心 15 m in, 上

清液即为待测酶液。酶活力测定参照何玉仙

( 2003)的方法进行。以每毫克蛋白每分钟催化水

解底物的量表示酶的比活力。每处理重复 3次。
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2 结果与分析

211 牛蒡 L1-2组分对桔全爪螨的触杀毒力

触杀毒力测定结果 (表 1)表明, L1-2组分对试

虫表现出较强的触杀活性, LC50值为 010025 g /L,

明显好于 15%哒螨灵乳油。

表 1 牛蒡 L1-2组分对桔全爪螨雌成螨的触杀毒力 ( 24 h)

Tab le 1 Contact act ivity of the fract ion L1-2 from Arctium

lappa aga in st fem alePanonychus citri adu lts ( 24 h)

供试药剂

Pharm acy

毒力回归方程

Toxicity regression line

LC50 ( 95% CL )

( g /L)

L1-2组分

Fraction L1-2
y= 315481+ 117817x 010025 ( 010014- 010025)

15%哒螨灵乳油

15% Pyridaben EC
y= 815267+ 113972x 010299 ( 010266- 010332)

212 L1-2组分对桔全爪螨的致毒症状
结合叶片浸渍法, 观察了试虫在 LC50剂量处

理下的中毒症状。结果表明, 在各剂量处理下, 试

虫中毒症状有快慢差异, 但中毒过程及症状基本一

致。试虫在 LC50剂量处理下的中毒症状大致可分

为以下几个阶段︰

静止期 ( 0~ 5 h)︰螨体静止, 无明显反应;

兴奋期 ( 5~ 7 h)︰运动不停, 步态失调, 站立

不稳; 螨体膨胀, 大部分从暗红色变为鲜红色。

痉挛期 ( 7 ~ 14 h)︰过度兴奋, 螨体翻倒, 八

足交错摆动; 螨体向一侧倾斜, 足痉挛; 停止颤

抖, 全足抽搐; 少数扩散逃逸; 排泄物极少, 呈黑

色; 产卵量急剧下降; 螨体颜色鲜亮。

麻痹期 ( 14~ 18 h): 螨体静止不动, 身体开始

萎缩;

复苏期 ( 18~ 24 h): 虫体逐渐趋向静止, 轻微

触动虫足略微摆动;

死亡期 ( 18~ 24 h):螨体逐渐收缩至死亡。

从上述的症状, 可初步推测牛蒡 L1-2组分具

有胃毒、忌避、抑制生长发育、抑制繁殖等作用。

其作用机制可能有两种︰ ( 1)影响神经传导; ( 2)

影响消化、生殖系统。

213 L1-2组分对桔全爪螨羧酸酯酶 ( CarE)活性

的影响

L1-2组分对桔全爪螨的羧酸酯酶的影响见表

2。结果表明, CarE的活性表现为先增强而后又减

弱的趋势。在兴奋期内, CarE活性开始增强, 比

活力为对照的 1109。在痉挛期、麻痹期 CarE处理

组的比活力显著高于对照组, 分别为对照的 1132
和 1164。表明 L1-2组分对螨体具有某种作用, 促

进了 CarE酶活力的持续增加, 导致解毒作用的增

强。在复苏期, 处理组酶活力与对照组的比值为

0166, 呈下降趋势, 酶活性受到抑制, 可能是造成

试虫死亡的原因之一。

表 2 L1-2组分处理后桔全爪螨雌成螨羧酸酯酶活性的变化

Tab le 2 Changes of CarE activities in femalePanonychus citri

adu lts after treatmentw ith the fraction L1-2 from Arctium lappa

中毒期

Poison ing stage

处理组酶比活力

Specif ic activ ity

[ mm ol / ( Lg pro# 30 m in) ]

比值

Rat io

对照 CK 017008 ? 010011 b 1

静止期 S t illness stage 015362 ? 010318 c 0176

兴奋期 E xcitation stage 015677 ? 010233 c 1109

痉挛期 Convu ls ion s tage 016184 ? 010432 b 1132

麻痹期 Paralys is stage 110010 ? 010223 a 1164

复苏期 Recovery stage 013664 ? 010467 d 0166

表中数据为 3次重复的平均值 ?标准误; 表中同一列数据后标有不

同小写字母者表示经 Duncan氏新复极差测验, 其在 0105水平上差

异显著; 比值 = 处理酶活力 /对照酶活力; 下同。Data are given as

m ean ? SE from 3 rep lications, and data in a co lumn w ith d ifferen t sma ll

letters are s ign if ican tly d ifferen t at the 0105 levelby Duncan. s mu ltiple

range test1 Rat io= Enzym e act ivity of treatment /En zym e activity of CK1

The sam e below

214 L1-2组分对桔全爪螨 GSTs活性的影响

L1-2组分对桔全爪螨谷胱甘肽 S-转移酶的影

响见表 3。结果表明, 在痉挛期 ( 8~ 14 h)内, 处

理组的酶活性有一个先抑制后激活的过程, 与对照

组的比值最高达到 3128。在麻痹期、复苏期酶活
又一次受到抑制, 下降至兴奋期水平。L1-2组分

处理桔全爪螨后的 24 h中, 处理组的谷胱甘肽-S-

转移酶的活性明显高于对照组, 这表明 L1-2组分

对螨体具有较强的毒杀作用, 促使 GSTs活性不断

被激活, 供试螨的中毒、复苏与 GSTs的活性变化

有密切关系。

215 L1-2组分对桔全爪螨 AChE活性的影响

L1-2组分对桔全爪螨的乙酰胆碱酯酶的影响

见表 4。结果表明, L1-2组分处理 24 h中, 处理

组 AChE活力变化趋势与对照组大致相同, 酶的活

性明显高于对照组, 与对照的比值最高为 5102,
这表明 L1-2组分对螨体神经系统具有很强的毒性,

作用方式类似于神经毒剂。痉挛期酶活逐渐下降,
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麻痹期、复苏期趋于一致, 但始终高于对照, 说明

解毒过程仍在持续, 推测 L1-2组分对螨体 AChE

酶亲和力较强, 与乙酰胆碱争夺底物, 从而引起持

续神经冲动。L1-2组分对桔全爪螨 AChE有强烈的

激活作用, 作用时间较长。

表 3 桔全爪螨雌成螨经 L1-2组分处理后 GSTs活性的变化

Tab le 3 Changes ofGSTs activities in fem ale Panonychus citri

adults after treatm ent w ith the fraction L1-2 from Arctium lappa

中毒期

Po ison ing stage

处理组酶比活力

Sp ecific act ivity

[ mm ol / ( Lg pro# m in ) ]

比值

Ratio

对照 CK 015561 ? 010024 b 1

静止期 S tilln ess stage 015561 ? 010674 b 1

兴奋期 Excitat ion s tage 016453 ? 010457 a 1149

痉挛期 C onvu lsion stage 014713 ? 013545 c 1127

麻痹期 Paralysis stage 016268 ? 010224 a 3128

复苏期 Recovery stage 014824 ? 010216 c 1157

表 4 桔全爪螨雌成螨经 L1-2组分处理后 AChE活性的变化

Tab le 4 Changes of AChE activities in fem alePanonychus citri

adults after treatm ent w ith the fraction of L1-2 from Arctium lappa

中毒期

Po ison ing stage

处理组酶比活力

Sp ecific act ivity

[mm ol / (Lg p ro# m in) ]

比值

Ratio

对照 CK 011409 ? 010012 f 1

静止期 S tilln ess stage 012954 ? 010344 e 2111

兴奋期 Excitat ion s tage 014458 ? 010227 b 1103

痉挛期 C onvu lsion stage 016235 ? 013545 a 5102

麻痹期 Paralysis stage 013600 ? 010134 c 2147

复苏期 Recovery stage 013231 ? 010226 d 2163

3 讨论

311 L1-2组分的致毒症状及致毒机理探讨
桔全爪螨被 L1-2组分处理后, 其兴奋期在处

理后的 5 h即出现, 反应较快。一般迅速的中毒症

状大都为药剂对神经中枢作用的结果, 神经一旦被

阻断或干扰, 机体就会迅速作出反应, 因而以极快

的速度表现出中毒症状 (陈根强等, 2004)。K im

等 ( 2003a)用 Eugenia caryophy llata花挥发油中主要

成分 acety leugeno,l B-caryophy llene, eugeno,l A-

humu lene及其同系物 ( isoeugeno ,l methy leugenol)处

理腐食酪螨 Tyrophagus putrescentiae后观察其中毒

症状, 发现虫体的中毒死亡症状都表现为前足向前

伸展, 虫体不翻转, 与报道过的螨类中毒死亡症状

类似 ( Kw on and Ahn, 2002; K im et al1, 2003b ),

并推测可能为神经系统中毒引起的运动不协调所

致。本试验中橘全爪螨也表现出相似的症状, 初步

推断 L1-2组分对螨体的影响与神经活动有关。在

麻痹期内, 有些供试螨身体开始萎缩, 最终缓慢死

亡; 而螨体未萎缩的最终恢复正常。表明 L1-2组

分还可导致供试螨代谢失调, 体表失水, 是否为供

试螨致死的原因, 还需进行深入研究。

312 L1-2组分对 3种代谢酶的作用机理探讨

羧酸酯酶是许多昆虫 (螨 )的水解酶之一, 可

通过水解酯键和与杀虫剂活性部位结合, 减少与

AChE的结合量来解除有机磷杀虫剂中毒 (曹挥等,

2007a)。很多外源物质可对此酶的活性产生影响,

唐培安等报道甲酸乙酯对米象的羧酸酯酶的活性表

现为先抑制后激活 (唐培安等, 2007)。L1-2组分

主要成分也为酯类物质, 对 CarE的作用规律却表

现为先激活再抑制, 可能含有的有毒单体成分引发

螨体的 CarE解毒应激反应, CarE的表达加快和分

泌量增加。但其解毒作用是否源于组分所含的酯键

与羧酸酯酶结合, 改变了酯酶的结构, 引起酯酶与

底物亲和力下降, 导致试虫最终中毒死亡仍有待进

一步论证。

乙酰胆碱酯酶是大多数神经毒剂农药的作用靶

标。主要作用是催化昆虫中枢神经系统传导物乙酰

胆碱 ( A ch)的水解, 其活性受到抑制, 势必会引起

昆虫神经传导的异常反应, 直至最终阻断突触传

递, 使昆虫死亡 (曹挥等, 2007b )。已有研究表

明, 某些植物提取成分可降低其对昆虫的解毒能

力, 如拟除虫菊酯有机磷及烟碱类神经毒剂处理粘

虫后, 几分钟内试虫出现中毒症状, 并很快进入麻

痹期 (马志卿等, 2004)。 L1-2组分作用于桔全爪

螨后, AChE的活性随时间的变化在痉挛期增至最

高, 随即逐渐降低, 可能是由于 L1-2组分是一个

多单体混合组分, 某些单体刺激了桔全爪螨体内的

Ach量增加, 神经冲动不断加剧, 加速 AChE的分

解, 比活力急剧升高; 同时还有某些单体成分作用

于 AChE本身, 引起 AChE与 A ch的亲和力的下

降。ACh作为神经传递介质含量显著升高 (张静

等, 2007) , 影响甚至最终阻断神经冲动的传导,

表现出过度兴奋、全足痉挛等兴奋性神经毒剂的症

状, 进而麻痹死亡。

谷胱甘肽 S-转移酶是昆虫对杀虫剂重要的代

谢酶之一, GSTs并不直接代谢杀虫物质, 而是通
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过代谢杀虫物质诱导的脂类代谢产物而起作用, 进

而保护组织免受氧化损伤, 或者通过螯合机制与杀

虫物质分子结合而起主动保护作用 ( Ranson et al1,
1997; Sun et al1, 2001)。GSTs在杀虫剂的代谢作

用中, 既能被抑制, 也可被另一些物质所诱导 (吕

敏等, 2003)。植物次生物质对昆虫的毒杀作用或

昆虫对植物的抗生性即与 GST s的抑制和诱导有

关, 如芸香甙可激活谷胱甘肽 S-转移酶的活性 (董

向丽等, 1998) , 松油烯-4-醇可抑制 GSTs的活性

(马志卿等, 2008)。研究表明, L1-2组分对该酶

系具有较强的激活作用, 麻痹期的比活力是对照的

3128倍, 可能是由于 L1-2组分中含有的大量不饱

和脂肪酸类物质, 与底物 CDNB竞争 GSH 的轭合

活性, 或者与 GSTs直接进行螯合作用, 激发了桔

全爪螨体内的 GSTs的解毒作用。但 GSTs的解毒

机制较为复杂, 害螨中毒复苏期 GSTs的比活力与

静止期相比无明显差异, 该酶系是否与解毒过程有

关还有必要进一步研究。

313 L1-2组分有望开发为新型的植物源杀螨剂
与大多数杀螨植物一样, 对活性组分的开发有

3条路径: ( 1)用植物提取物的粗制品直接防治害

虫; ( 2)明确单一活性成分的化学结构, 通过化学

模拟合成, 最终应用工业合成品防治害虫; ( 3)将

已确定活性成分的化学结构作为先导化合物进行开

发。本研究发现, L1-2组分可明显抑制羧酸酯酶

的活性。如果对 L1-2组分进行进一步的分离、纯

化, 鉴定有效成分的化学结构, 可通过化学合成途

径或作为先导化合物开发新型高效的植物源杀

螨剂。
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