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苦皮藤素对果蝇幼虫神经肌肉兴奋性
接点电位的影响

Ξ

胡兆农1, 吴文君1, 姬志勤1, 刘安西2

(1 西北农林科技大学 植保学院, 陕西 杨凌 712100; 2 南开大学 生物系, 天津 300071)

　　[摘　要 ]　利用细胞内微电极技术, 研究了杀虫植物苦皮藤中的麻醉成分苦皮藤素Ì 和毒杀成分苦皮藤素Í

对果蝇 3 龄幼虫腹纵肌神经- 肌肉兴奋性接点电位 (EJP s)和自发电位 (SP)的作用。结果表明, 苦皮藤素Ì 可使自

发电位发放频率明显降低, 而苦皮藤素Í 可使发放频率先增加, 后降低, 并且在某些标本中记录到明显的重复簇状

发放; 苦皮藤素Ì 和Í 对神经- 肌肉兴奋性接点电位 (EJP s)的影响表现为逐渐抑制、最后阻断, 其阻断时间与浓度

有一定的相关性, 高浓度下短时间内就能被阻断, 而低浓度下则需较长时间才能被阻断。

[关键词 ]　植物杀虫剂; 苦皮藤素; 作用机制; 电生理; 兴奋性接点电位 (EJP s)

[中图分类号 ]　S482. 3+ 9; S481+ . 1　　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]　167129387 (2004) 0620059205

　　谷氨酸受体通道广泛存在于昆虫神经- 肌肉接

点的肌细胞中, 是由细胞膜上特殊的大分子蛋白跨

膜形成的亲水孔道, 其功能是介导神经- 肌肉之间

的信息传递, 但至今尚未有真正商业化的、以该位点

为靶标的杀虫剂[1 ]。苦皮藤 (Celastrus ang u la tus

M ax. )是广泛分布于我国长江和黄河流域的杀虫植

物, 其杀虫成分主要是以二氢沉香呋喃环为骨架的

多元醇酯类化合物[2, 3 ]。作者的研究表明, 以苦皮藤

素Ì 为代表的麻醉成分, 对神经- 肌肉接点电位有

显著影响[4, 5 ]; 以苦皮藤素Í 为代表的毒杀成分产生

的兴奋性症状, 与中枢神经系统无明显关系[6, 7 ]; 并

认为苦皮藤素Í 对神经肌肉突触的作用; 才是引起

昆虫兴奋的主要原因。但这些研究并未就苦皮藤素

Ì 和Í 对神经- 肌肉接点电生理特性的影响及其差

异进行系统研究, 因此本试验采用细胞内微电极技

术, 对昆虫神经- 肌肉兴奋性接点电位的影响进行

了探讨。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　果蝇 (D rosop h ila m elanog aster) 饲养　果蝇

饲料配方为玉米粉 82. 5 g, 琼脂 6. 2 g, 酵母 7 g, 水

750 mL , 丙酸 5 mL。将 5～ 10 对果蝇接入装有饲料

的培养瓶中, 放入 25 ℃恒温箱内培养 5～ 6 d, 便可

得到试验用 3 龄幼虫。

1. 1. 2　果蝇幼虫神经- 肌肉标本制备　取室内饲

养的正常型果蝇 (w ild2type, Can ton2s) 3 龄幼虫, 体

长3～ 4 mm , 置于自制的小型磁性解剖盘中, 滴加生

理溶液, 以小刀片在双目解剖镜下沿幼虫背中线划

开体壁, 以小钩拉开并固定虫体, 去除消化道、内脏

器官和腺体, 露出脑和咽下神经节及其发出的许多

条运动神经, 用微型剪刀剪断运动神经, 将标本浸入

果蝇生理溶液中, 以备电生理试验。

1. 2　试　剂

二氢沉香呋喃类化合物, 纯度为 92% 的苦皮藤

素Ì , 纯度为 95% 的苦皮藤素Í , 均由西北农林科

技大学农药研究所提供。其他试剂均为分析纯。

果 蝇 幼 虫 生 理 溶 液 的 配 制: N aC l 128. 0

mmo löL , KC l 2. 0 mmo löL , CaC l2 1. 8 mmo löL ,

M gC l214. 0 mmo löL , 蔗糖 35. 5 mmo löL , 二羟乙基

呱 嗪乙烷磺酸 (H EPES, Sigm a ) 5. 0 mmo löL ,

pH 7. 1。

将苦皮藤素Ì 和Í 溶于丙酮, 配成 10- 1 mo löL
母液贮存于 4 ℃冰箱中, 试验时以果蝇幼虫生理溶

液将母液分别稀释至 10- 4, 10- 5, 10- 6 和 10- 7

mo löL。
1. 3　电生理试验方法

1. 3. 1　自发电位的记录　通过与刺激器连接的刺
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激电极吸入果蝇幼虫神经- 肌肉标本相应体节的运

动神经, 用 1 根尖端直径约为 1 Λm , 内灌 3 mo löL
KC l 溶液, 电极阻抗为 8～ 10 M 8 的玻璃微电极刺

入相应体节的腹纵肌细胞, 可直接记录到神经肌肉

接点的自发电位。试验时, 首先记录腹纵肌细胞在生

理溶液中的自发电位发放频率, 记录 5 m in 作为对

照值; 然后吸出生理溶液, 加入含有药剂的生理溶

液, 观察记录自发电位发放频率和幅值变化, 重复 5

次。

1. 3. 2　兴奋性接点电位 (EJP s) 的记录　通过刺激

器给神经 1 个 1. 5 V 的方波刺激, 由该刺激诱发的

EJP s 通过记录电极由微电极放大器 (N IHON KO 2
HD EN , M EZ28201) 放大, 在数字存储示波器 (H I2
TA CH I, V C26020) 上显示, 照相记录。进行毒理试

验时, 首先记录在生理溶液中由方波刺激所引发的

EJP s 幅值, 记录 5 m in, 取其平均值作为对照; 然后

吸出生理溶液, 加入不同浓度的药剂试验液, 每间隔

30 s 记录 1 次 EJP s 的幅值, 并记录 EJP s 被阻断的

时间。

2　结果与分析

2. 1　苦皮藤素Ì 和Í 对自发电位的影响

　　苦皮藤素Ì 和Í 对自发电位发放频率的影响见

图 1。从图 1 可以看出, 不加药, 仅用含有 0. 5% 丙酮

的果蝇生理溶液处理, 对自发电位发放频率和幅值

在 20 m in 内无明显影响。用苦皮藤素Ì 处理后, 发

放频率明显减小; 而用苦皮藤素Í 处理, 发放频率于

加药后 7 m in 明显增加, 11 m in 时又开始降低, 并且

在某些标本中记录到明显的重复簇状发放, 结果见

图 2。

图 1　10- 4 mo löL 苦皮藤素对自发电位发放频率的影响

□. 对照; □. 苦皮藤素Ì ; □. 苦皮藤素Í

F ig. 1　Effects of 10- 4 mo löL cleangu lins on the

spon taneous po ten tials frequency

□. CK; □. Celangu lin Ì ; □. Celangu lin Í

图 2　10- 4 mo löL 苦皮藤素Í 引起果蝇幼虫腹纵肌细胞自发电位产生的簇状发放

A. 连续性簇状发放; B. 间歇性簇状发放

F ig. 2　R epetit ive burst discharging of spon taneous po ten tia ls on the ven tra l longitudinal

body2w all m uscle fibers of the th ird2instar larvae of D rosop h ila m elanog aster ra ised by 10- 4 mo löL Celangu lin Í
A. Persist ing repetit ive burst d ischarging; B. In term ission repetit ive burst d ischarging

2. 2　苦皮藤素Ì 和Í 对兴奋性接点电位 (EJP s) 的

作用

2. 2. 1　苦皮藤素Ì 对 EJP s 的作用　以 10- 6mo löL
苦皮藤素Ì 处理标本, 对果蝇幼虫神经- 肌肉兴奋

性接点电位幅值的影响见图 3。从图 3 可以看出, 加

入苦皮藤素Ì 前到加入后 1 m in, EJP s 幅值变化不

大 (图 3A , 3B ) , 随着时间的推移, 在 3, 5, 8 m in 后,

幅值逐渐变小 (图 3C～ 3E) , 直至 11 m in 时被阻断

(图 3F)。不同浓度苦皮藤素Ì 对果蝇幼虫神经- 肌

肉兴奋性接点电位幅值变化率的趋势见图 4, 各浓

度在不同时间内 EJP s 变化率的回归分析结果见表

1。从图 4 和表 1 可以初步看出, 与不加药的对照相

比, 苦皮藤素Ì 对果蝇幼虫神经- 肌肉兴奋性接点

电位的阻断表现为一定的浓度效应, 即随着浓度的

降低, EJP s 的抑制中时和最终阻断时间均逐渐延

长。
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图 3　10- 6 mo löL 苦皮藤素Ì 对 EJP s 的影响
A. 加药前; B～ E. 分别为药后 1, 3, 5, 8 m in; F. 药后 11 m in, EJP s 被阻断

F ig. 3　Effect of 10- 6 mo löL Celangu lin Ì on EJP s
A. EJP s befo re treatm en t w ith celangu lin Ì ; B～ E. Rep resen t the change of EJP s after 1, 3, 5 and

8 m in treated w ith celangu lin Ì ; F. B lock ing of EJP s after 11 m in w ith celangu lin Ì

图 4　苦皮藤素对 EJP s 作用后的变化率曲线

- ×- . 10- 4 mo löL ; - △- . 10- 5 mo löL ; - + - . 10- 6 mo löL ; - □- . 10- 7 mo löL ; - ○- . CK

F ig. 4　Curve of the varia t ion percen tage of EJP s amp lit itude after being treated w ith celangu lins

表 1　苦皮藤素影响 EJP s 回归计算的抑制中时和阻断终时

T able 1　R esu lts of the m id2po in t and final2po in t of b lock ing EJP s of Celangu lins

化合物
Compounds

处理浓度ö(mo l·L - 1)
T reatm en t concen tration

抑制中时öm in
M id2po in t of b lock ing

阻断终时öm in
F inal2po in t of

b lock ing

苦皮藤素Ì
Celangu lin Ì

10- 4 (n= 3) 4. 0 a 8. 5 a

10- 5 (n= 4) 5. 5 ab 11. 5 b

10- 6 (n= 4) 6. 5 b 11. 0 b

10- 7 (n= 6) 8. 0 c 15. 5 c

苦皮藤素Í
Celangu lin Í

10- 4 (n= 3) 4. 5 a 10. 5 a

10- 5 (n= 7) 5. 5 a 11. 5 ab

10- 6 (n= 4) 7. 5 b 12. 0 b

10- 7 (n= 3) 8. 5 b 12. 5 b

2. 2. 2　苦皮藤素Í 对 EJP s 的作用　以 10- 6mo löL
苦皮藤素Í 处理标本, 对果蝇幼虫神经- 肌肉兴奋

性接点电位幅值的影响见图 5。从图 5 可以看出, 加

药后 1 m in 与未加药前相比, EJP s 幅值略有增大

(图 5A , 5B ) , 这点与苦皮藤素Ì 的情况有所差异;

加药后 3～ 8 m in, 随时间延长, EJP s 幅值逐渐变小

(图 5C～ 5E) , 直至 12 m in 时被阻断 (图 5F)。不同

浓度苦皮藤素Í 对果蝇幼虫神经- 肌肉兴奋性接点
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电位幅值变化率的趋势见图 4, 各浓度在不同时间

内 EJP s 变化率的回归分析结果见表 1。由图 4 和表

1 可见, 苦皮藤素Í 对果蝇幼虫神经- 肌肉兴奋性

接点电位的阻断也表现为一定的浓度效应, 随着浓

度的降低, EJP s 的抑制中时和最终阻断时间亦逐渐

延长。但这种浓度效应与苦皮藤素Ì 的影响相比, 并

不明显。例如从 10- 6～ 10- 7 mo löL , 浓度相差 10 倍,

但阻断终时只相差 0. 5 m in。

图 5　10- 6 mo löL 苦皮藤素Í 对 EJP s 的作用
A. 加药前; B～ E. 分别为加药后 1, 3, 5, 8 m in; F. 加药后 12 m in, EJP s 被阻断

F ig. 5　Effects of 10- 6 mo löL Celangu lin Í on EJP s
A. EJP s befo re being treated w ith celangu lin Í ; B～ E. Rep resen t the change of EJP s after 1, 3, 5 and

8 m in treated w ith celangu lin Ì ; F. B lock ing of EJP s after 12 m in w ith celangu lin Í

3　讨　论

按照文献[ 8～ 10 ], 昆虫幼虫腹纵肌细胞的自发

电位可分为两类: 一类是幅值较大的中枢神经依赖

性自发动作电位 (spon taneou s act ion po ten t ia l) ; 另

一类是幅值很低 (大约为 1～ 3 mV ) 的微小兴奋性

接点电位 (m in ia tu re EJP) , 这是由突触前膜不断自

发地释放兴奋性递质, 兴奋性递质与突触后膜作用,

造成突触后膜去极化而产生的一种微小的电位。一

般认为, 肌细胞自发电位发放频率的变化依赖于突

触前膜的膜电位, 自发电位频率个体间差异较大, 但

在同一个体中的频率和幅值不会发生明显的变

化[11, 12 ]。本项研究结果表明, 苦皮藤素Ì 减小自发

电位发放频率, 而苦皮藤素Í 则增加自发电位发放

频率, 说明这 2 种化合物对果蝇幼虫神经- 肌肉接

点突触前膜的膜电位影响不同, 这可能是由 2 个化

合物空间结构的差异所致。即苦皮藤素Ì 和苦皮藤

素Í 的作用位点可能都是细胞膜上的钠通道, 均可

改变钠通道的门控动力学, 但苦皮藤素Í 可能类似

拟除虫菊酯类杀虫剂的作用, 可延长钠通道的开放

时间, 减小突触前膜的膜电位, 使自发电位的频率极

大地增加 (即出现重复簇状发放) , 从而导致神经递

质的耗竭, 阻断神经肌肉的传导[8, 9 ]; 而苦皮藤素Ì
可能增加了细胞膜的膜电位, 使细胞膜更不易兴奋,

从而阻断神经肌肉传导。最终, 苦皮藤素Í 在症状上

表现出兴奋性症状的挛缩性麻痹 (con tract para ly2
sis) , 而苦皮藤素Ì 表现出麻醉, 即软瘫性麻痹 (f lac2
cid para lysis)。

Jan 等[13 ]证明, 果蝇幼虫神经- 肌肉接点处兴

奋性递质是谷氨酸。谷氨酸受体通道是位于昆虫神

经- 肌肉突触后膜 (肌细胞膜上)上的大分子跨膜蛋

白, 它与突触前膜释放的兴奋性递质——谷氨酸结

合后, 通道开放, 使特定的离子 (N a+ ) 由胞外进入胞

内, 改变细胞内外的膜电位, 从而实现神经信息在神

经- 肌肉之间的传递。试验中记录到的 EJP 是通过

对咽下神经给予方波刺激, 产生冲动, 再传递到神经

末梢 (突触前膜) , 突触前膜释放出兴奋性递质谷氨

酸, 谷氨酸与突触后膜 (肌细胞膜) 上的谷氨酸受体

通道结合, 使钠通道打开, 突触后膜去极化, 从而产

生兴奋性接点电位[14 ]。

苦皮藤素Ì 和Í 对果蝇幼虫神经- 肌肉兴奋性

接点电位 (EJP s) 的影响表现为逐渐抑制、最后阻

断, 其阻断时间与浓度有一定的相关性, 高浓度下易

在短时间内阻断, 而低浓度下则需较长时间才能阻

断。因此可初步认为, 苦皮藤素Ì 和Í 这类化合物对

突触传导的阻断作用基本相似, 其对神经系统的影

响与对神经- 肌肉接点突触谷氨酸受体通道的作用

有一定关联。
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Effects of Celangu lin Ì and Í from Celastrus ang u la tus on

excita to ry junct ion po ten t ia ls of D rosop h ila m elanog aster L arvae

HU Zhao-nong1,W U W en - jun1, J I Zh i-q in1,L IU An -x i2

(1 Colleg e of P lan t P rotection,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 D ep artm en t of B iology , N anK ai U niversity , T ianj in 300071, Ch ina)

Abstract: Celangu lin Ì and celangu lin Í iso la ted from the roo t bark of the p lan t Celastrus ang u la tus

are the m ajo r act ive ingredien ts of th is bo tan ica l in sect icide. Studies on the effects of celangu lin Ì , celan2
gu lin Í on in sect nerve2m u scu lar junct ion glu tam ate po ten t ia l have been carried ou t by u sing the in tracellar

m icroelectrode reco rd ing on the ven tra l longitudinal body2w all m u scle fibers of the th ird2in star D rosop h ila

m elanog aster la rvae. T he resu lts ind ica ted that celangu lin Ì cou ld decrease the spon taneou s firing frequen2
cy. Bu t,w hen the neu rom u scu lar p repara t ion w as trea ted w ith celangu lin Í , the frequency of spon taneou s

po ten t ia ls increased, then decreased. In the sam e t im e, the dist inct ly repet it ive bu rst d ischarg ing of spon ta2
neou s firing w as reco rded. T he effects of celangu lin Ì and Í on neu rom u scu lar excita to ry junct ion po ten2
t ia ls (EJP s) of D ro soph ila larvae w ere gradually rest ra ined and finally b locked. T he b lock ing t im e had

som e rela t ivity w ith the concen tra t ion of celangu lin Ì and Í .

Key words: bo tan ica l in sect icides; Celagu lin; m echan ism of act ion; electrophysio logy; excita to ry junc2
t ion po ten t ia ls (EJP s)
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