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苦皮藤素Í对昆虫选择毒性机理的进一步研究
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　　[摘　要 ]　研究了苦皮藤素Í对粘虫 (M y th im na sep ara ta)和小地老虎 (A g rotis yp silon)幼虫的选择毒性机理。

结果表明,对照组小地老虎幼虫血液、中肠和整体匀浆的酯酶活性显著高于粘虫幼虫。经苦皮藤素Í注射或胃毒处

理后,粘虫幼虫酯酶活性均受到显著抑制而降低,血液和中肠酯酶同工酶谱主带减弱; 而小地老虎幼虫血液酯酶活

性显著升高,血液酯酶同工酶谱主带加强。因此认为,酯酶活性和酯酶同工酶的差异是苦皮藤素Í对粘虫和小地老

虎幼虫选择毒性的机制之一。
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　　苦皮藤素Í是从杀虫植物苦皮藤 (Celustrus an2
g u la tus M ax. )根皮中分离的一种对昆虫具毒杀活

性的新化合物。已有研究表明[1～ 3 ] ,苦皮藤素Í主要
作用于昆虫中肠肠壁细胞的质膜及内膜系统,引起

中肠穿孔,试虫体液大量流失致死。采用胃毒处理,

在粘虫和小地老虎间有明显的选择毒杀作用,即对

粘虫有毒杀活性,对小地老虎则没有活性,而且推测

中肠酯酶活性差异可能是选择机制之一,但未经试

验证实。本研究采用生化分析法,进一步研究了苦皮

藤素Í 对试虫酯酶活性及酯酶同工酶的影响,以期

进一步阐明其选择毒性的机理。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

　　昆虫　粘虫 (M y th im na sep a ra ta ) , 小地老虎

(A g rotis yp silon) ,均为室内人工饲养。

药剂　苦皮藤素Í由苦皮藤根皮中提取分离得
到, 纯度 95%以上, 使用时配成质量浓度为 100

m göL的丙酮溶液;其他试剂均为分析纯试剂。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　试虫处理　挑选蜕皮后 1 d 的 6 龄粘虫和

小地老虎幼虫,饥饿 12 h 后随机分组,采用载毒叶

蝶 (0. 5 cm×0. 5 cm 小麦叶片)饲喂和体腔注射两

种给药方式。饲喂每叶点涂药量与注射处理每虫注

射药量相同,均为 1 ΛL 100 m göL 的苦皮藤素Í 丙

酮溶液,对照处理均为 1 ΛL 丙酮 (分析纯)。

1. 2. 2　取　样　试虫出现脱水症状时取血液、中肠

及整体幼虫: 血液采于已加入少许苯基硫脲的小管

中,加适量缓冲液; 在冰冷缓冲液中解剖出中肠,去

围食膜及食物残渣。中肠及整体试虫加入定量缓冲

液匀浆 1 m in (血样不匀浆) , 然后以 12 000 röm in

离心 15 m in, 取上清液, 并稀释适当倍数后作为酶

液。所有操作均在低温 (4 ℃)下进行。

1. 2. 3　酯酶活性测定　蛋白质含量、酯酶活性的测

定参照文献[ 4 ], [ 5 ]的方法。

1. 2. 4　酯酶同工酶的聚丙烯酰胺凝胶电泳

(PA GE)　试虫处理与取样同 1. 2. 1和 1. 2. 2,所采

血淋巴加入 4倍体积的质量分数 20%蔗糖溶液,中

肠则加入适量的质量分数 20%蔗糖溶液,以 12 000

röm in 离心 15 m in,取上清液存放于冰箱中备用。

PA GE 分离胶浓度为 10% , pH 8. 9; 浓缩胶质

量分数为 3% , pH 6. 7; 血样点样 100 ΛL ,粘虫中肠

酶液点样 80 ΛL ,小地老虎中肠酶液点样 20 ΛL。

染色参照黄生民等[6 ]的方法。

2　结果与分析

2. 1　苦皮藤素Í对酯酶活性的影响
　　用苦皮藤素Í 处理试虫后,试虫酯酶活性的变

化见表 1,表 2。
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表 1　苦皮藤素Í对粘虫酯酶活性的影响

T able 1　Effects of Celangu lin Í on esterase activity of M y th im na sep ara te larvae

处理
T reatm en t

血液 H aemo lymph 中肠M idgu t 整体 In tegral body

比活力
Specific
activity

抑制率ö%
Inh ib it ion

rate

差异显著性
Sign ificance
of difference

比活力
Specific
activity

抑制率ö%
Inh ib it ion

rate

差异显著性
Sign ificance
of difference

比活力
Specific
activity

抑制率ö%
Inh ib it ion

rate

差异显著性
Sign ificance
of difference

对照
Contro l

0. 003 3±
0. 000 4 a

74. 90±
2. 83 a

19. 93±
1. 23 a

胃毒
O ral adm i2

n ista2
t ion

0. 002 0±
0. 000 2 41 b

69. 43±
2. 30 7. 3 b

13. 57±
1. 03 31. 9 b

注射
In jection

0. 000 7±
0. 000 1 78 c

59. 83±
3. 80 20. 1 c

8. 87±
0. 63 55. 5 c

　　注:酶比活力以每毫克蛋白每分钟水解底物Α2醋酸萘酯的量表示,单位为: Λgö(m g·m in- 1) ,下表同。

N o te: T he activity of esterase is exp ressed by the quan tity of Α2naph thylacetate esterase hydro lysed per m inu te per m illigram p ro tein. T he

fo llow ing tab le is the sam e.

表 2　苦皮藤素Í对小地老虎酯酶活性的影响

T able 2　Effects of Celangu lin Í on esterase activity of A . yp silon larvae

处理
T reatm en t

血液 H aemo lymph 中肠M idgu t 整体 In tegral body

比活力
Specific
activity

升高率ö%
Inh ib it ion

rate

差异显著性
Sign ificance
of difference

比活力
Specific
activity

升高率ö%
Inh ib it ion

rate

差异显著性
Sign ificance
of difference

比活力
Specific
activity

升高率ö%
Inh ib it ion

rate

差异显著性
Sign ificance
of difference

对照
Contro l

0. 004 4±
0. 001 0 a

164. 90±
3. 47 a

47. 13±
2. 93 a

胃毒
O ral adm in i2

stration

0. 005 4±
0. 000 5 23. 3 b

173. 37±
4. 23 5. 1 a 46. 23±2. 70 a

注射
In jection

0. 009 5±
0. 000 8 53. 3 c

166. 43±
2. 97 a

54. 36±
2. 40 15. 1 b

图 1　苦皮藤素Í对幼虫血液酯酶同工酶的影响
粘虫: 1. 胃毒处理; 2. CK; 3. 注射处理;小地老虎: 4. 胃毒处理; 5. CK; 6. 注射处理

F ig. 1　Effects of Celangu lin V on esterase isozym e of haemo lymph of tested larvae
M y th im na sep ara ta: 1. treated w ith Celangu lin V by o ral adm in istration; 2. con tro l; 3. treated w ith in jection

A g rotis yp silon; 4. treated w ith Celangu lin V by o ral adm in istration; 5. con tro l; 6. treated w ith in jection

　　从表 1可以看出,用苦皮藤素Í 体腔注射和载
毒叶蝶饲喂粘虫幼虫后,其血液、中肠、整体匀浆的

酯酶活性明显受到抑制。注射组粘虫血液酯酶活性

抑制率最高,达 78%。方差分析表明,各处理与对照

在 F 0. 05水平上均有极显著差异。

由表 2 可以看出,苦皮藤素Í 不论载毒叶蝶饲
喂还是体腔注射处理小地老虎幼虫,其血液酯酶活

性均极显著高于对照, 注射组血液酯酶活性升高

53. 3% ;中肠酯酶活性与对照无显著差异。整体匀浆

酯酶活性,注射组显著高于对照组,胃毒组与对照无

显著差异。

由表 1,表 2还可看出,两种试虫幼虫对照组酯

酶活性差异显著,小地老虎幼虫酯酶活性明显高于

粘虫幼虫。小地老虎幼虫血液酯酶活性为粘虫的

1. 33倍; 中肠酯酶活性为粘虫的 2. 20 倍; 整体匀浆

酯酶活性为粘虫的 2. 36倍。表明小地老虎幼虫在正
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常生理状态下酯酶活性远高于粘虫。经苦皮藤素Í
处理后,小地老虎幼虫酯酶活性升高,而粘虫幼虫酯

酶活性受到抑制,两者酯酶活性差异更大。

2. 2　苦皮藤素Í对酯酶同工酶的影响
用苦皮藤素Í 处理试虫后,酯酶同工酶谱的改

变见图 1,图 2,图 3。

图 2　苦皮藤素Í对粘虫幼虫中肠酯酶同工酶的影响
1. 胃毒处理; 2. CK; 3. 注射处理

F ig. 2　Effects of Celangu lin Í on esterase isozym e of m idgu t of M y g h im na sep ara ta larvae
1. T reated w ith Celangu lin Í by o ral adm in istration; 2. Con tro l; 3. T reated w ith in jection

　　从图 1可以看出,经饲毒和注射处理的粘虫幼

虫,血液酯酶同工酶谱两主带 e1, e2 减弱,注射处理

较胃毒处理减弱更显著,胃毒处理出现 1条新带 s1;

而两种处理的小地老虎幼虫血液酯酶同工酶谱主带

加强,但二者加强的酯酶带不同。注射处理组的 E 1

带特别加强;饲毒处理组 E1 带减弱, E 2, E 3 带加强。

从图 2 可以看出,粘虫幼虫中肠 5 条主要酯酶

带 E 1, E2, E 3, E 4, E 5 在两种处理之后减弱。注射组减

弱更显著, 主带 E 1, E 4, E 5 几乎消失, 次带 e1 消失;

胃毒处理组 E 1, E 4, E 5 减弱, E 2, E 3 无变化, 产生 1

条弱的次带 e2。

图 3　苦皮藤素Í对小地老虎幼虫中肠酯酶同工酶的影响
1. 胃毒处理; 2. CK; 3. 注射处理

F ig. 3　Effects of Celangu lin Í on esterase isozym e of m idgu t of A g rotis yp silon larvae
1. T reated w ith Celangu lin Í by o ral adm in istration; 2. Con tro l; 3. T reated w ith in jection

　　从图 3可以看出,小地老虎中肠酯酶同工酶注

射处理组变化不大, 3 条主带 E 1, E 2, E 3 基本无变

化, E 4 略减弱,产生 1条新的更强于 e1 的次带 e2;饲

毒处理组,主带 E 1 显著加强, E 2, E 3 减弱,次带 e1 几

乎消失,未出现新带。

3　讨　论
已有的研究结果曾认为[1, 2 ] ,苦皮藤素Í对粘虫
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和小地老虎胃毒选择作用机理可能表现在两方面,

一方面是穿透作用的差异,即苦皮藤素Í 很易从粘
虫消化道进入血淋巴,也易从血淋巴进入消化道,但

是小地老虎幼虫体内,既不能从消化道到血淋巴,也

不能从血淋巴到消化道; 另一方面可能是中肠羧酸

酯酶活性的差异。本项研究结果说明,对照组小地老

虎,血液、中肠及整体匀浆的酯酶活性都远高于粘虫

幼虫;经苦皮藤素Í注射或胃毒处理试虫后,粘虫幼

虫体内酯酶活性被显著抑制,血液中酯酶同功酶谱

的 2条主带、中肠酯酶同功酶谱的 5条主带都减弱,

而小地老虎幼虫相应组织的酯酶活性却进一步增

强,血液中酯酶同功酶主带显著加强。在这两种因子

的共同作用下,对于苦皮藤素Í 这样的多元酯类化
合物,在小地老虎幼虫体内就被迅速降解,使其到达

靶标的量很难达到有效剂量。而在粘虫幼虫体内则

降解速度相对缓慢,从而造成了苦皮藤素Í 在供试
的两种幼虫之间的选择毒杀作用。

苦皮藤素Í 与苏云金杆菌 ∆2内毒素对试虫的
作用症状极为相似[2, 3 ] ,因而推测苦皮藤素Í可能有
与 ∆2内毒素相似的作用机理,即作用于试虫中肠肠

壁细胞膜上的特异受体蛋白[8～ 10 ]。本研究还发现,

粘虫和小地老虎幼虫中肠肠壁细胞BBM V 蛋白谱

差异很大,但这是否就意味着苦皮藤素Í 在这两种
试虫中肠的细胞膜的受体蛋白有很大差异,从而造

成苦皮藤素Í 对两种试虫敏感性的差异 (即选择毒

性)呢?这种推测还有待苦皮藤素Í作用的受体蛋白
分离鉴定后才能证实。

[参考文献 ]
[ 1 ]　刘惠霞,吴文君,姬志勤,等. 苦皮藤毒杀成分对昆虫的选择毒性作用及其机制研究[J ]. 西北农业学报, 1998, 7 (2) : 41- 44.

[ 2 ]　吴文君,刘惠霞,朱靖博,等. 天然产物杀虫剂——原理·方法·实践[M ]. 西安:陕西科学技术出版社, 1998.

[ 3 ]　刘惠霞,董育新,吴文君. 苦皮藤素Í对东方粘虫中肠细胞极其消化酶活性的影响[J ]. 昆虫学报, 1998, 41 (3) : 261- 264.

[ 4 ]　张龙翔,张庭芳,李令媛,等. 生化实验方法和技术[M ]. 北京:高等教育出版社, 1984.

[ 5 ]　李如亮. 生物化学实验[M ]. 武汉:武汉大学出版社, 1998.

[ 6 ]　黄生民,丁琳华,潘淑英,等. 蓖麻蚕不同组织酯酶同工酶的研究[J ]. 动物学研究, 1985, 6 (3) : 287- 290.

[ 7 ]　张继红,王琛柱,钦俊德,等. 苏云金芽孢杆菌∆2内毒素的杀虫机理及其增效途径[J ]. 昆虫学报, 1998, 41 (3) : 323- 332.

[ 8 ]　Hofm ann C, Lüthy P, Hüt ter R , et al. Specificity of B acillus thu ring iensis endo tox in is co rrelated w ith the p resence of h igh affin ity b inding

sites in the brush bo rder m em brane of target insect m idgu ts[J ]. P roc N atl A cad Sci U SA , 1988, 85: l7844- 17848.

[ 9 ]　Sarjeet S, Gill S S, Cow les E A A , et al. T he mode of action of B acillus thu ring iensis endo tox ins[J ]. A nnu Rev Entomo l, 1992, 37: 615-

636.

[ 10 ]　农　广,庞　义. 昆虫中肠B t晶体蛋白受体的研究进展[J ]. 昆虫学报, 1999, 42 (3) : 327- 332.

Fu rther stud ies on the m echan ism of select ive tox icity of celangu lin Í
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Abstract: T h is paper d iscu ssed the m echan ism of select ive tox icity of celangu lin Í agan ist the larvae

of M y th im na sep a ra ta and A g rotis yp silon. In no rm al group s, the esterase act ivity of haemo lymph, m idgu t

and in tegra l body of A . yp silon w as sign if ican t ly h igher than that of M . sep a ra ta. In M . sep a ra ta la rvae

trea ted w ith celangu lin Í by body lum en in ject ion o r o ra l adm in ist ra t ion, the act ivity of esterase of

haemo lymph, m idgu t and in tegra l body w as inh ib ited rem arkb ly. T he m ain zymogram s bands of esterase

isozym e of haem lymph and m idgu t w ere w eakened. How ever, in A . yp silon la rvae trea ted w ith sam e w ays,

the act ivity of esterase of haemo lympy w as increased no tab ly, the m ain zymogrsm s bands of esterase

isozym e in haem lymph w ere st rengthened. T hese resu lts ind ica ted the difference of the act ivity of esterase

and the esterase isozym e m igh t be one of the m echan ism of select ive tox icity of celangu lin Í agan ist the

larvae of M . sep a ra ta and A . yp silon. In addit ion, the dist ribu t ion difference of m idgu t b ru sh bo rder m em 2
b rane p ro tein zymogram s of M . sep a ra ta and A . yp silon show ed indirect ly ano ther m echan ism of select ive

tox icity of celangu lin Í .

Key words: celangu linÍ ; easterase act ivity; esterase isozym e; m echan ism of select ive tox icity
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