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海木提取物对菜青虫幼虫的生物活性 
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摘 要：测试了海木提取物对菜青虫幼虫的拒食活性，并对拒食活性高的部分进行了乙酰胆碱酯酶活性 、蛋 

白水解酶活性等测定。海木的氯仿部分表现出明显的拒食活性(拒食率 97．7 )，同时还能抑制菜青虫的乙酰 

胆碱酯酶活性，提高蛋白水解酶活性，降低菜青虫体内蛋白质含量。 
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Bioactivity of extract from Heynea tr(j uga 
against Pieris rapae larvae 
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Abstmct：The antifeedant activity of extract from Heynea trijuga against Pieris rapae larvae，and Asl1E activity and 

proteases activity of the highest antifeedant activity of H．t̂ j uga were tested．Chloroform of H．trijuga was proved to 

be evident antifeedant activity(antifeedant rate：97．7 )．This part could restrain the activity of Asl1E，increase the pro— 

teases activity and decrease the protein quantity of Pieris rapae larvae． 
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楝科(Meliaceae)植物——海木(Heynea triju— 

ga Roxb．)，别名老虎楝、鹧鸪花，乔木，生于山坡林 

中，分布于广西、贵州、云南等省区，是具有一定毒性 

的药用植物(陈翼胜等，1987；广西植物研究所， 

1971)。在民间用药中，海木的根常被作为治疗关节 

炎、咽炎、扁桃 体炎 和其 他 疾病 的药方 (Chiangsu 

New Medical College，1997)。它具有 很强 的耐 霜 

冻、耐干旱、耐盐碱能力，适应性强，用途广，可材用。 

夏天枝叶茂盛，产量丰富。Kozhiparambil等从印度 

产海木根、果皮中分离出来四个四降三萜(海木素 

A，海木素 B，海木素 B乙酸盐和 2一羟基一3一O一裼袼酰 
一 6一O一乙酰基桃花心木内酯)(Purushothaman等， 

1987；Inada等，1994)。Zhang等(2003)在对云南西 

双版纳产的海木根的乙醇提取物的研究中得到一个 

新排列的有新碳骨架的四降三萜(海木素C)和一个 

新孕烷(3 ，4a一二羟基孕烷一16一碳)，但对这些化学成 

分均未见进一步生物活性测定。作者在杀虫植物筛 

选中发现，该植物甲醇抽提物具有好的昆虫拒食活 

性，本文主要以菜青虫(Pieris rapae)为试虫，对海 

木的不同抽提部分的生物活性进行研究。 
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1 材料与方法 

1．1材料 

试虫从田间采集大小一致的 4～5龄菜青虫幼 

虫直接用于实验。 

海木枝叶于 2003年 l0月采 自广西永 福县寿 

城，经广西植物研究所刘演副研究员鉴定为楝科植 

物海木(Heynea trijuga Roxb)，采后切碎，阴干， 

60℃烘干，备用。 

1．2方法 

1．2．1植物提取方法 称取 l kg海木干枝 叶，加入 

约 6 000 mL 95 9／6工业酒精 ，加热回流 2 h，用 2层纱 

布粗过滤，得到上清液即提取液。重复提取 3次，合 

并提取液，减压回收溶剂，得膏状粗提物 l41．4 g。 

粗提物加入适量水溶解，超声振荡使成水悬浮液，然 

后 5 000 rpm离心 5 min得到沉淀(样 I)和水相两 

部分。水相部分依次用正己烷、氯仿、乙酸乙酯萃取 

得到正己烷部分(样Ⅱ)、氯仿部分(样II)、乙酸乙酯 

部分(样Ⅳ)和水溶部分(样V)。将各部分分别减压 

回收溶剂至干。最后得到样 I：57 g，样 Ⅱ：2．25 g， 

样Ⅲ：5．9 g，样Ⅳ：l4．45 g，样V：49．6 g。得率分别 

为 5．7 ；0．225 ；0．59 9／6；1．445 9／6；4．96 9／6。 

1．2．2拒食活性测定方法 为非选择性叶碟法。以 

拒食率来评价各部分拒食活性。拒食率公式如下： 

拒食率(9／6)一 竖塑 景 詈 × 。。9／6。 
1．2．3乙酰胆碱酯酶活性测定方法 参照吴文君等 

(1998)的方法。(1)酶液的制备：将适量活性组分样 

品用少量丙酮溶解，用水稀释使浓度为 5 mg· 

mL 。挑选大小一致的 4龄菜青虫，放进试液中浸 

5 S后取出放在滤纸上吸干药液，然后把浸过药液的 

虫移到垫有滤纸的 12 cm的培养皿中，以保鲜膜覆 

盖之，用昆虫针刺上多个通气孑L。做 4个重复，每重 

复 20头虫。同时做一个对照。处理好后放进人工 

气候箱中(温度为 25℃，湿度 50 ～60 9／6)饲养，分 

别于 0、2、4、8、l2、24 h取对照组和处理组的菜青虫 

5头放进匀浆玻璃瓶 中，加入在 4℃预冷的 0．2 

mol／L pH7．4磷酸缓冲液 l mL，用匀浆器于冰浴 

中充分匀浆，匀浆液在 5 000 r／min、4℃下离心 5 

min，取上清液作为乙酰胆碱酯酶活性测定的酶源， 

测定时适当稀释。 

(2)乙酰胆碱酯酶活性测定：取 A、B两支试管，在 A 

管中加入 0．2 mol／L pH7．4的磷酸缓冲液 3．2 

mL、DTNB-磷酸盐 一乙醇试剂3．6 mL、8×10 mol／ 

L硫代乙酰胆碱0．1 mL、酶液 0．2 mL；B管中加入 

0．2 mol／L pH7．4的磷酸缓冲液 3．2 mL、8×l0 

mol／L硫代 乙酰胆碱 0．1 mL、酶液 0．2 mL。然后 

在 30℃水浴中振荡 30 min，在 B管中再加入 DT— 

NB一磷酸盐 一乙醇试剂 3．6 mL。摇匀，在 412 nm 

处测 OD值。 

乙酰胆碱酯酶的比活力 以[mmol／min／／~mol 

(Pr)]表示。 

1．2．4蛋白酶的测定方法 参照郭郛等(1988)的方 

法。(1)试虫体内蛋白质含量测定：用酪蛋白作标准 

蛋白、准确配制每毫升含 l mg蛋白的浓溶液，具体 

配法(略)。样品测定：样品液 l mL、Folin一酚试剂甲 

5 mL，10 min加试 剂 乙 0．5 mL、30 min后在 500 

nm处比色，对照标准曲线求出未知样品蛋白质的 

浓度(g／L)。 

(2)试虫体 内蛋 白水解酶 活性测定：取 A、B两支试 

管，各加入稀释的酶液 l mL。A管中加入 2 mL在 

37℃水浴中预热 5 min的 0．5 9／6酪蛋白溶液；B管 

中加入0．02 N磷酸缓冲液2 mL。然后再按制作标 

准曲线的程序测定 A、B两管的光密度值(OD值)。 

蛋白水解酶活性计算：用 A管的 OD值减去 B管的 

OD值，即为酶所分解酪蛋白为酪氨酸后显色反应 

的纯 OD值，并以此 OD值计算酶的比活力，以 g 

酪氨酸／mg蛋 白／min表示 。 

拒食活性测定中样品用丙酮溶样，乙酰胆碱酯 

酶和蛋白水解酶测定中则是用水溶样。 

2 结果与分析 

2．1拒食活性结果 

表 l显示海木各部分对菜青虫都有拒食活性， 

但以海木氯仿部分拒食活性最高，达到 97．7 ；其 

次为海木沉淀部分，为 84．8 9，6。海木氯仿部分喂毒 

后 48 h虫体死亡率最高达 100 9／6。 

2．2乙酰胆碱酯酶活性结果 

由表 2和图 l可以看出海木氯仿部分不管是 

500倍液还是 l 000倍液都能抑制菜青虫乙酰胆碱 

酯酶的活性，乙酰胆碱酯酶比活力由0 h的3．754 2 

(500倍液)和 3．852 5(1000倍液)降到 24 h的 

1．249 6(500倍液)和 1．062 2(1 000倍液)，比对照 

组的比活力 (0 h为 2．826，24 h为 2．1061)降幅大 
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得多。在处理后0～4 h处理组的乙酰胆碱酯酶的 

活性比对照组高，但处理后 4～24 h乙酰胆 碱酯酶 o! 

活性即比对照组低。这和处理后菜青虫的表现相吻 釜3’ ～ 

合，处理后约10 min菜青虫表现出摇头，步态不稳， 蔷暑 1 5 

到处走动，约30 min后菜青虫即进入昏迷前期，虫 三 10 

体静止不动，但对外界刺激尚有轻微反应，处理4 h 砉．： 

后进入昏迷期而且对外界刺激元反应。处理 24 h 凸。 k,J 

后试虫死亡率为 30 ，没有死亡的试虫有恢复的迹 

象但活动远没有对照组活跃。 

2 h 1 2 h 24 h 36 h 48 h 

时间Time(h) 

表 1 菜青虫拒食活性结果 图 2 菜青虫的蛋白水解酶活性 
Table 1 Antifeedant actiVity of PiPris rapaP larVae Fig

． 2 Proteases activity of PiP矗s rapnP 1arvae 

样品 
Sample 

注：试验浓度为 100倍液。表中数据为 10个重复的平均数。经 

DMRT法检验，5％水平无显著差异。 

Note：Concentration is diluted 100 times．Data is average of 10 repeti— 

tions in the table．No significant difference at 5％ level by DMRT． 

b0 C 

哪 

2 h 1 2 h 24 h 36 h 48 h 

时间Time(h) 

图 3 菜青虫蛋白质含量 

Fig．3 Protein content of Pieris rapae larvae 

含量比对照组明显降低，尤其在处理后 36 h，因为 

这时试虫陆续死亡。这与蛋白酶活性的测定结果吻 

合。 

由图 2、3可推测：海木提取物对菜青虫的生物 

活性可能是通过提高菜青虫体内蛋白酶活性分解虫 

体内的蛋白质而导致菜青虫的死亡。 

O h 2 h 4 h 8 h 1 2 h 24 h 

时间 。( 3 讨论 

图 1 菜青虫的乙酰胆碱酯酶活性 

Fig．1 Ace1y1cho1inesterase activity of Pieris rapae larvae 

海木 Heyneatrijuga(1：500倍液；2：1 000倍液) 

2．3蛋白水解酶活性测定结果 

由图2可知，海木的氯仿部分处理后菜青虫的 

蛋白水解酶活性升高，其比活力基本比对照组高，尤 

其是 36 h后。可能是海木氯仿提取物可提高虫体 

内蛋白水解酶活性加速虫体蛋白质的分解(处理 48 

h后虫体死亡率达80 )，这在以下蛋白质含量测定 

中得到证实。 

2．4蛋白酶含量测定结果 

从图3看出：用海木氯仿提取物处理组蛋白质 

目前，对楝科植物研究甚多，包括研究其化学成 

分、药用和控制害虫等方面，从该科植物中发现了一 

些好的杀虫活性成分，如印楝素、苦楝素、川楝素等， 

其中印楝素是迄今为止最好的植物源农药之一(李 

典鹏等，2003；曾宪儒等，2005)。前人对海木的果皮 

和根皮进行过化学成分研究(Purushothaman等， 

1987；Inada等，1994；Zhang等，2003)，发现了一些 

结构类似于印楝素的四降三萜类成分如海木素 A 

(trijugins A)，海木素 B(trijugins B)，但未见其对所 

分化学成分进一步的生物活性研究报道，况且果皮 

产量少，根皮需破坏树木的生长才能获得，资源均受 
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限制。本文立足于海木粗提取物对昆虫拒食活性的 

初筛结果，着重研究其枝叶提取物中不同极性成分 

的生物活性及活性机制，理论和实际上都有重要意 

义。 

实验结果表明：海木氯仿部分提取物对菜青虫 

幼虫的拒食率达97．7 ，喂毒后 48 h虫体死亡率最 

高达 100 ；进一步研究其对菜青虫活性的作用机 

理可能是：提取物一方面通过降低菜青虫体内的乙 

酰胆碱酯酶活性来抑制菜青虫的神经系统，从而使 

菜青虫昏迷，另一方面通过提高菜青虫体内消化系 

统中的蛋白水解酶活性，导致虫体内蛋白质的分解 

而导致菜青虫死亡。但到底是哪种化合物在起作 

用，化学结构如何，有待进一步研究证实，跟踪分离 

单体活性成分的工作我们正在进行中。 
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