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雷公藤非生物碱分离及对粘虫作用方式研究
Ξ

罗都强, 张　兴
(西北农林科技大学 无公害农药研究服务中心, 陕西 杨陵 712100)

　　[摘　要 ]　提取、分离了雷公藤 (T rip tery g ium w ilf ord ii Hook) 根皮中非生物碱物质, 经鉴定其主要成分为总

萜内酯, 含量为 105. 3 gökg。以粘虫为试虫, 对非生物碱物质杀虫活性和作用方式进行了系统的生物测定。结果表

明, 非生物碱对粘虫具有拒食、毒杀、麻醉、触杀和杀卵作用。拒食中质量浓度A FC 50为 50. 26 m göL ; 毒杀中质量浓

度L C 50为 34. 72 m göL , 麻醉中量N D 50为 13. 45 Λgög, 触杀中量L D 50为 3. 54 Λgö头, 在非生物碱质量浓度为 0. 5～

20 göL 时, 34%～ 65% 的粘虫卵不能孵化。
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　　雷公藤 (T rip tery g ium w ilf ord ii Hook) 为卫矛

科雷公藤属植物, 又名黄藤根、霹雳木、菜虫药。在我

国很早以前就用于医学和防治各种害虫, 为著名的

杀虫植物之一[1～ 4 ]。关于雷公藤杀虫活性成分的研

究始于 20 世纪 40 年代, 美国人Beroza 等[2 ]先后从

雷公藤根皮中提取分离到一系列大环内酯生物碱化

合物W ilfo rd ine, W ilfo rg ine, W ilfo rt rine, W ilfo rine

W ilfo rzine, 并对其杀虫活性进行了测试, 发现这些

生物碱对欧洲玉米螟初孵幼虫有很强的毒杀活性。

自 70 年代以来, 医学界发现雷公藤有明显的抗肿

瘤、抗风湿作用, 因而对雷公藤的研究转向医学, 特

别是在分离鉴定抗肿瘤活性成分方面取得很大进

展, 而作为杀虫活性成分的研究未有大的进展。为

此, 作者采用生物活性追踪与化学分离相结合的方

法, 从雷公藤根皮中提取了另一大类杀虫活性物质

雷公藤非生物碱, 对其主要成分进行鉴定和含量测

定, 并测试了其对粘虫的作用方式, 现将试验初步结

果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　粘虫　由西北农林科技大学无公害农药研究服

务中心养虫室提供。

雷公藤根皮　从福建泰宁县医药公司购回。

雷公藤内酯醇标准品　由福建省医科所药物室

提供。

1. 2　雷公藤非生物碱提取

参照文献[ 5 ]的方法, 将雷公藤根皮粉碎后装入

提取器中, 加入体积分数 95% E tOH 加热回流 4 次。

合并提取液, 减压回收溶剂。浓缩液加入体积分数

5% HC l, 浸泡过夜, 滤除酸水液, 酸不溶物水洗至中

性。加E tOA c 回流溶解, 滤除残渣。母液回收E tOA c

得到浅褐色粗提物。粗提物上硅胶柱层析, E tOA c洗

脱, TL C 检测, 喷洒 Kedde 试剂显色, 收集阳性反应

洗脱液, 回收E tOA c, 干燥后得到略带黄色的雷公藤

非生物碱粉末。

1. 3　雷公藤非生物碱提取物中总萜内酯的鉴定

1. 3. 1　定性检测　D ragendo rff 试验　取提取物少

许溶于体积分数 1% HC l 中, 加入碘化铋钾溶液 2

滴, 产生浅黄色沉淀。

Zimm erm ann 试验　取提取物少许溶于体积分

数95% E toH 中, 加入体积分数 2% 的间二硝基苯

与 2 mo löL 的 KOH 混合醇溶液 2 滴, 溶液显紫色。

Kedde 试验　取提取物少许溶于体积分数

95% E tOH 中, 加入体积分数 2% 3, 52二硝基苯甲

酸与 2 mo löL N aOH 的混合醇溶液 2 滴, 溶液显紫

红色。

开闭环试验　取提取物少许, 加入 2 mL 质量

浓度 1. 0 m göL 的 N aOH 溶液, 水浴加热煮沸

3～ 4 m in, 待溶液澄清后取出放冷, 滴加体积分数

1% HC l 使溶液酸化后出现浑浊。
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1. 4　非生物碱提取物中总萜内酯含量测定

1. 4. 1　原　理　采用比色法测定含量, 利用不饱和

五元内酯环上的活性次甲基在碱性溶液中与 Kedde

试剂显色, 在 530 nm 处有强吸收峰, 吸光度A 与浓

度C 之间有很好的线性关系, 适合于定量分析。

1. 4. 2　标准曲线的绘制　准确称取雷公藤内酯醇

标准品溶液 0. 5 m gömL , 吸取 0, 0. 1, 0. 2, 0. 3, 0. 4,

0. 5 mL , 放入 10. 0 mL 容量瓶中, 在各具塞试管中

依次加体积分数 95% 乙醇稀释至 4 mL , 加入 1 mL

Kedde 试剂, 放置 30 m in 后, 以第 1 管作空白, 在

530 nm 处测得各管吸光度A。其标准曲线回归方程

A = - 0. 019 9+ 8. 25C, r= 0. 991 23 3 。

1. 4. 3　提取物中总萜内酯含量测定　分别称取雷

公藤非生物碱提取物 20. 4, 20. 9, 20. 8 m g, 加入体

积分数 95% E tOH 溶解于 10 mL 容量瓶中, 定容至

4 mL , 加入 1 mL Kedde 试剂。在UV 120202 型岛津

分光光度仪上测吸光度A , 去离子水做空白对照, 波

长 530 nm , 其余条件不变。根据标准曲线计算总萜

内酯含量。

1. 5　生物活性测定

1. 5. 1　拒食及毒杀作用　采用张兴等[6 ]的小叶碟

添加法, 测定对粘虫的生物活性, 每处理用虫 10 头,

重复 3 次。于 96 h 统计取食量, 计算拒食率; 观察死

亡数, 计算死亡率。

1. 5. 2　麻醉作用　按改进的夹毒叶片法测定[7 ]。将

供试样品用丙酮稀释成 1 000 和 500 m göL 两种质

量浓度, 在 0. 6 cm 的叶碟上用 1. 049 ΛL 微量注射

器均匀涂在叶片上, 制成夹毒叶片。将从田间采回的

5 龄幼虫饥饿 4 h, 逐头称重后置于直径 5 cm 的养

虫盆。共用 200 头试虫, 于 25 ℃温室饲养, 8 h 后弃

除未吃完夹毒叶片的试虫, 换上无毒叶片, 再经 2 h

检查试虫是否麻醉。虫体平直、瘫痪、镊子尖刺其尾

部, 试虫无反应者为麻醉, 然后按照杀虫剂胃毒毒力

的测定方法, 统计样品的麻醉中量N D 50。

1. 5. 3　触杀作用　采用毛细管点滴法进行。按不同

剂量设置 5 个药剂处理。用点滴量为 1. 049 ΛL 的毛

细管点滴器施药液于试虫前胸背板。点滴后于 25 ℃

下饲养, 每处理 30 头, 96 h 检查死亡数, 统计死亡

率。

1. 5. 4　杀卵作用　采用浸卵法测定。用丙酮将雷公

藤非生物碱稀释成不同质量浓度, 把已数好的粘虫

卵块放入不同质量浓度药液中浸 5 s, 取出置于吸水

纸上, 待丙酮挥发完后, 放入干净的垫有滤纸的直径

9 cm 的玻璃培养皿中, 加水 1～ 2 滴保湿, 移到温室

下培养, 逐日观察卵孵化及幼虫死亡数, 计算 5 d 卵

孵化率和幼虫存活率。

2　结果与分析

2. 1　定性检测

　　经D ragendo rff、Zimm erm ann、Kedde、开闭环

试验, 发现提取物溶液产生浅黄色沉淀、溶液显紫

色、溶液显紫红色、酸化出现浑浊等现象, 因此可推

断该非生物碱提取物主要成分为总萜内酯。

2. 2　雷公藤非生物碱中总萜内酯含量

总萜内酯含量测定结果见表 1。由表 1 可见, 总

萜内脂含量平均值为 105. 3 gökg。
表 1　雷公藤非生物碱提取物中总萜内酯含量

T able 1　T he terpeno ids con ten t of non2alkalo ids from T rip tery g ium w ilf ord ii

重复次数
T reat

样品重量öm g
W eigh t

吸光度
A bso rbance

总萜内酯含量ö(g·kg- 1)
To tal con ten t of

the terpeno ids

总萜内酯含量
平均值ö(g·kg- 1)
A verage con ten t of

the terpeno ids

1 20. 4 1. 430 103. 5 105. 3
2 20. 9 1. 204 106. 5
3 20. 8 1. 199 106. 0

2. 3　生物活性

2. 3. 1　拒食及毒杀作用　拒食作用测定结果 (表

2) 表明, 雷公藤非生物碱对 5 龄粘虫的拒食作用随

质量浓度增大而提高。以其质量浓度对数 (X ) 为自

变量, 拒食率的机率值 (Y ) 为因变量作回归, 则 Y =

2. 045 4 + 1. 736 8X , A FC 50 = 50. 26 m göL , ς2 =

0. 45。

毒杀作用测定结果 (表 2) 表明, 雷公藤非生物碱

对5 龄粘虫有毒杀作用, 其回归方程 Y = 2. 933 0 +

1. 341 7X , L C 50= 34. 72 m göL , ς2= 0. 091 83 3 。处

理后的幼虫大多数在体表出现黑斑, 死亡时虫体瘫

软、失水、极度缩短死亡。

2. 3. 2　麻醉作用　雷公藤非生物碱对粘虫具有很

强的麻醉作用, 取食一定量处理叶片后, 幼虫在叶片

周围慢慢爬动, 4 h 开始麻醉, 10 h 大部分试虫麻

醉, 麻醉后虫体柔软, 可随意弯曲, 经过约 24 h 后复

苏。苏醒后取食少量处理叶片, 又进入麻醉, 不断重

复。为此, 作者按照测定杀虫剂胃毒毒力的方法计算
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10 h 的麻醉中量N D 50, 测定结果见表 3。由表 3 求

出麻醉中量N D 50= (中间组麻醉平均剂量+ 中间组

正常平均剂量) ö2= 13. 452 Λgög。

表 2　雷公藤非生物碱对 5 龄粘虫的拒食和毒杀作用

T able 2　A ntifeeding and tox icity activity of the non2alkalo ids from Ty ip tery g ium w ilf ord ii

against the 5 th instarts larval of L eucan in ia sep ara ta W alker

非生物碱质量浓度ö
(m g·L - 1)

Concen tration

平均取食量 (叶碟数)
A verage feeding amounts

( the num ber of fo liage dish s)

平均拒食率ö%
A verage

an tifeeding
rate

校正死亡率ö%
Co rrected
mo rtality

平均拒食
率机率值

Y

校正死亡
率机率值

Y

20 150 25. 3 38. 0 4. 334 9 4. 694 5
40 120 40. 3 51. 7 4. 754 4 5. 042 6
80 22. 7 63. 8 69. 0 5. 353 1 5. 495 9

160 30. 3 85. 0 82. 7 6. 036 4 5. 942 4
320 20. 4 89. 9 89. 5 6. 275 9 6. 253 6

CK 201 — — — —

表 3　雷公藤非生物碱对 5 龄粘虫的麻醉作用

T able 3　N arco sis of the non2alkalo ids from T rip tery g ium w ilf orcd ii against the 5 th

instars larval of L eucan in ia separata W alker

中间组反应
Reaction of

m iddle group

数量
N um ber

最低剂量ö(Λg·g- 1)
M in im um do sage

最高剂量ö(Λg·g- 1)
M axium

do sage

平均剂量ö(Λg·g- 1)
A verage
do sage

存活 Survival 13 5. 914 6 22. 607 8 10. 881 1

麻醉 N arco sis 29 5. 732 2 22. 991 8 16. 015 3

2. 3. 3　触杀作用　采用毛细管点滴法测定的触杀

作用结果见表 4。由表 4 可以看出, 雷公藤非生物碱

物质对粘虫具有触杀作用。质量浓度对数 (X ) 和校

正死亡率的机率值 ( Y ) 之间的回归方程 Y =

- 0. 263 4+ 1. 491 6X ,L C 50= 3 377. 87 m göL , ς2=

0. 589 53 3 , 用点滴量为 1. 049 ΛL , 故 L D 50 =

3. 377 87 ΛgöΛL ×1. 049 ΛL ö头= 3. 54 Λgö头。

2. 3. 4　杀卵作用　由表 5 可见, 用雷公藤非生物碱

的丙酮溶液处理后, 在非生物碱质量浓度为

0. 5～ 20 göL 时, 34%～ 65% 的粘虫卵不能孵化; 即

使孵化, 绝大多数幼虫亦在短时间内死亡, 非生物碱

质量浓度为 0. 5 göL 时, 孵化幼虫的存活率为

27. 0% , 质量浓度为 20 göL 时, 孵化幼虫存活率为

9. 4%。
表 4　雷公藤非生物碱对 5 龄粘虫的触杀作用

T able 4　Contact tox icity of the non2alkalo ids from T rip tery g ium w ilf ord ii

against the 5 th instars larval of L eucan in ia sep ara ta W alker

非生物碱质量浓度ö(m g·L - 1)
Concen tration

死亡率ö%
M o rtality

校正死亡率ö%
Co rrected mo rtality

校正死亡率机率值
Y

1 000 23. 3 20. 6 4. 179 6

2 000 43. 3 41. 4 4. 782 7

4 000 53. 3 51. 7 5. 042 6

8 000 60. 0 58. 6 5. 217 3

10 000 90. 0 89. 7 6. 264 6

CK 3. 3 — —

表 5　处理 5 d 后卵的孵化及存活

T able 5　L iving and hatch ing of eggs 5 days after treat ing

处理质量浓度ö
(g·L - 1)
T reating

concen tration

供试卵粒数
N um ber of eggs

fo r treating

孵化卵粒数
H atch ing eggs

num ber

未孵化卵粒数
U n2hatch ing eggs

num ber

孵化率ö%
H atch ing ratio

存活幼虫数
L iving larvae

幼虫存活率ö%
L iving

larvae ratio

0. 5 150 98 52 65. 3 25 27. 0

20 150 53 97 35. 3 5 9. 4

CK 150 150 0 100 136 90. 7
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3　结果与讨论

试验结果表明, 雷公藤中除生物碱外, 非生物碱

也是其另一类主要杀虫物质, 因其主要含有总萜内

酯化合物, 含量为 105. 3 gökg, 对粘虫有拒食、毒

杀、麻醉及杀卵作用。

同时在试验过程中, 还观察到雷公藤非生物碱

对菜青虫 (P ieris rap ae L. ) 有多种作用方式, 对玉

米象 (S itop h ilus z eam is M o tsh)有一定的胃毒作用,

对棉铃虫 (H elicoverp a a rm ig era (H ubner) ) 也有一

定的抑制生长发育作用。据此作者认为, 雷公藤非生

物碱也是雷公藤中除生物碱外的另一类主要杀虫成

分, 其杀虫活性成分可能是二萜内酯化合物。详细的

杀虫谱值得进一步确定。

在此基础上, 采用生物活性追踪的方法, 首次从

非生物碱中分离到了具有触杀活性的二萜内酯单体

活性成分, 目前鉴定工作正在进行之中。
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Iso la t ion and b ioact ivit ies of the non2a lka lo ids from T rip tery g ium

w ilf ord ii aga in st L eucan in ia sep a ra ta W alker

L UO D u-q iang, ZHANG X ing
(B iora tiona l P esticid es R esearch and S erv ice Cen ter,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu ra l and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he non2alkalo ids w ere ex tracted from the roo t bark of T rip tery g ium w ilf ord ii Hook and i2
den t if ied. T he resu lts of b ioassay show ed that the non2alkalo ids have obviou sly in sect icidal act ivit ies to

L eucan ia sep a ra ta W alker. L C 50 value of po ison ing to the 5 th in starts of L eucan ia sep a ra ta , is 34. 72 m göL.

T he value of m edium an t ifeeding concen tra t ion (A FC 50) of the non2alkalo ids ex tracts again st the 5 th lar2
val of L eucan ia sep a ra ta is 50. 25 m göL. M edian narco sis do se (N D 50) is 13. 45 Λgög. M edian con tact do se

(L D 50) is 3. 54 Λgöhead. W hen the concen tra t ion of the non2alkalo ids is 0. 5- 20 göL , the unhatch ing of

eggs ra t io is 34% - 60%.

Key words: T rip tery g ium w ilf ord ii Hook; N on2alkalo ids; L eucan ia sep a ra ta W alker; in sect icidal

act ivity
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