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松油烯-4-醇对淡色库蚊的熏蒸毒力及对其
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+
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摘  要: 为进一步探讨杀虫植物砂地柏 Sabina vulga ris An.t精油中主要杀虫活性成分 ) 松油烯-4-

醇 ( terpinen-4-o l)对卫生害虫的生物活性, 测定了该物质对淡色库蚊 Cu lex p ip iens Pa llens及其

N a
+
, K

+
-ATP酶活性的影响。结果表明:松油烯-4-醇对淡色库蚊具有较强的熏蒸作用, 其 LC50值

为 6. 79m g /L, 在 LC80剂量下其击倒中时 ( KT50 )为 6. 92m in;淡色库蚊 N a
+
, K

+
-ATP酶活性测定

的最佳反应条件为 pH值 7. 42、温度 35. 5e 、底物浓度 0. 7mm o l /L;离体和活体情况下,松油烯-4-

醇均可显著抑制淡色库蚊 N a
+
, K

+
-ATP酶的活性, 其 I50值为 32. 02 Lg /mL。N a

+
, K

+
-ATP酶可

能是松油烯-4-醇对淡色库蚊的杀虫作用靶标。
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Abstract: The ma in insecticida l componen tw a s terpinen-4-o l in essential o il o f Sabina vulga ris An.t In

order to study its bio log ical act iv ity aga inst health pests, the effects o f terp inen-4-o l on Cu lex pipien s

Pa llens and its Na
+
, K

+
-ATPase w ere carried ou.t The results show ed that terpinen-4-o l had strong

fum igat ion tox icity aga instC. pip iens. The values of LC50 and KT50 ( under the concentration o f LC80 )

w ere 6. 79 m g /L and 6. 92 m in, respectiv ely. The opt imum reaction cond it ions o f N a
+
, K

+
-ATPase

w ere obta ined consist ing o f pH 7. 42, reaction temperature 35. 5e and sub strate concen trat ion

0. 7mm o l/L. Terp inen-4-o l could sign if icantly inh ib it the act iv ity o f N a
+
, K

+
-ATPase bo th in vitro

and in v ivo. In conc lusion, N a
+
, K

+
-ATPase is po ssibly the insectic ida l target of terpinen-4-o l aga in st

C. pipien s.
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  从天然产物中寻找先导化合物是进行新农
药研究与开发的主要途径之一。松油烯-4-醇是存

在于多种植物精油中的一种单萜类化合物
[ 1]
。西

北农林科技大学无公害农药研究服务中心从杀虫

植物砂地柏的精油中分离得到了该化合物。研

究表明, 松油烯-4-醇对小菜蛾 P lutella xylo stella

L.、粘 虫 Myth imna sepa ra ta W a lker、棉 铃 虫

He licoverpa arm igera Hubner、玉米象 Sitophilus zeamais
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M otschulsky、家蝇 Musca dom estica 等多种昆虫均

表现出强烈的熏蒸、忌避及触杀活性
[ 2]
, 且对粘

虫、家蝇等昆虫的 N a
+
, K

+
-ATP酶具有明显的抑

制作用
[ 3, 4]

, 推测该酶可能为松油烯-4-醇的作用靶

标。为进一步明确 N a
+
, K

+
-ATP酶是否为松油

烯-4-醇的杀虫作用标靶, 笔者测定了松油烯-4-醇

对淡色库蚊及其 N a
+
, K

+
-ATP酶活力的影响, 现

将结果报道如下。

1 材料与方法

1. 1 供试昆虫

淡色库蚊 Cu lex pipiens Pa llens: 从中国科学院

动物研究所引进未接触过任何杀虫剂的淡色库蚊

敏感品系, 在室内 (T: 25e ? 1e , RH : 70%~ 80%,

L /D: 12 h /12 h)饲养, 试验时挑选个体大小一致

的 3日龄未吸血成蚊供试。

1. 2 供试药剂

97%松油烯-4-醇 (购自百灵威公司 ) ; T ris、

ATP钠盐、考马斯亮蓝等均为美国 S igma公司产

品, 磷酸二氢钾、孔雀石绿、钼酸铵、吐温-20、柠檬

酸钠等试剂均为国产分析纯。

1. 3 试验方法
1. 3. 1 熏蒸活性测定  采用三角瓶熏蒸法 [ 5, 6]

。

每处理重复 3次, 每重复用试虫 15头, 以丙酮处理

为对照, 4 h后检查结果, 统计死亡率, 并以 Abbo tt

公式校正
[ 7 ]
,以机率值分析法求毒力回归方程

[ 8]
,

并求出 4 h的致死中浓度 ( LC50 )及 95%置信限。

在毒力测定基础上, 以 LC80的剂量熏蒸处理试虫

后, 每隔 1m in记录击倒试虫数, 以机率值分析法

求出毒力曲线并计算击倒中时 ( KT 50 )。

1. 3. 2 N a
+
, K

+
-ATP酶酶液制备方法  取 50头

3日龄未吸血成蚊,加入冰冷的 0. 1m o l/L的 T ris-

HC l缓冲液, 冰浴匀浆, 并用缓冲液定容至 4. 0 mL,

于 1 200 g 下离心 10 m in, 其上清液即为粗酶

液
[ 9]
。

1. 3. 3 N a
+
, K

+
-ATP酶活性测定的最佳反应条

件筛选  N a
+
, K

+
-ATP酶活性测定参照冯北元

等
[ 10]
的方法进行。取 0. 1 mL酶液和 0. 2 mL反

应介质 (含 0. 175 mo l/L N aC ,l 0. 017 5 mo l/L KC ,l

0. 007 m o l /L M gC l2, 0. 002 m o l/L ATP的 T ris-

HC l缓冲液, 其中 ATP在临实验前加入 ) , 37e 保

温 20 m in后加水补至 2 mL, 再加入 2 mL显色剂

(V 0. 05%孔雀石绿溶液 BV 4. 2% 钼酸铵盐酸溶液 = 3B1混合后, 每

100mL加入 4 mL质量分数为 1. 5%的吐温-20) ,

摇匀后加入 0. 4 mL 柠檬酸钠溶液, 于 660 nm 处

测定 OD 值。以每 20 m in每 m g蛋白的 ATP酶分

解 ATP产生 1 Lm o l无机磷的数量作为 1个 ATP

酶活力单位 [ 1 Lm o l# (m g# pro)
- 1# 20m in

- 1
]。

蛋白含量测定参照考马斯亮蓝 G-250法
[ 11]
。

为进一步明确淡色库蚊 N a
+
, K

+
-ATP酶活性

测定的最佳条件, 分别测试了 pH、温度及底物浓

度对酶活性的影响。测定方法同上。分别调整反

应体系的 pH 为 7. 05、7. 22、7. 40、7. 52、7. 63、

7. 82和 8. 00; 在温浴时, 设立不同温度 ( 20. 0、

25. 0、30. 0、35. 0、40. 0和 45. 0e )处理; 在反应介

质中调整底物浓度为 0. 1、0. 2、0. 3、0. 4、0. 5、0. 6、

0. 7、0. 8、0. 9、1. 0 mm o l /L, 测定 N a
+
, K

+
-ATP酶

活性, 分析 pH、温度及底物浓度对 N a
+
, K

+
-ATP

酶活力的影响, 确定最佳 pH值、最佳反应温度, 并

求出 N a
+
, K

+
-ATP酶的米氏常数 (K m )和最大反

应速率 (Vm ax )。进一步确定体系的最佳反应浓度。

1. 3. 4 松油烯-4-醇对 N a
+
, K

+
-ATP酶的活体

抑制  以 LC80剂量的松油烯-4-醇熏蒸处理库蚊

成虫, 分别于 0. 5、1. 0、1. 5、2. 0、3. 0 h各取

15头试虫。酶液制备同 1. 3. 2节, 并以已经建

立的方法测定酶活性。

1. 3. 5 松油烯-4-醇对 N a
+
, K

+
-ATP酶的离体

抑制  取 15头试虫, 酶液制备方法同 1. 3. 2节 ,

将松油烯-4-醇配制成所需梯度浓度, 与酶液在

37e 下预保温 5 m in, 再加入 AT P, 测定酶活。

所有酶活性测定实验每处理均重复 3 ~

5次。

2 结果与分析

2. 1 松油烯-4-醇对淡色库蚊的熏蒸活性

松油烯-4-醇对淡色库蚊具有较强的熏蒸活性

(见表 1), 其 4 h的 LC 50值为 6. 79 m g /L, 以 LC 80

的剂量测得其 KT 50值为 6. 92 m in。

2. 2 Na
+
, K

+
-ATP酶活性测定的最佳反应条件

2. 2. 1 pH 对 N a
+
, K

+
-ATP酶活力的影响  在

保持反应体系的温度为 37e 、底物浓度不变、反应

时间为 20 m in的条件下, 不同 pH 值对 N a
+
, K

+
-

ATP酶活力的影响见图 1。可见, pH 值对该酶活

力的影响较大, 其中在 pH = 7. 42时酶活力最高,

因此设定其为反应的最佳 pH值。
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表 1 松油烯-4-醇对淡色库蚊的毒力

Tab le 1 T ox ic ity o f terpinen-4-o l againstC . pipien s

回归方程

LC-P

LC 50

/ (m g /L )

KT50

/m in

95%置信限

95% F iducial lim it

X 2

C h i square

Y = - 0. 271 8+ 6. 02 9 9x 6. 79 - 6. 313~ 7. 288 1. 55

Y = - 0. 365 6+ 6. 38 4 7x - 6. 9 2 6. 352~ 7. 548 2. 67

  注: X 2
0. 05 = 7. 815。若所测方程 X 2 小于该值则方程符合实际 ,否则不符合。N o te: E quation f it the fact un less the /X 2 0 is less th an 7. 8 15.

图 1 pH对 Na+ , K+ -ATP酶活性的影响

F ig. 1 E ffect o f pH on N a
+
, K

+
-ATPase activ ity

2. 2. 2 温度对 N a
+
, K

+
-ATP酶活力的影响  在

pH 为 7. 42、反应 20 m in的条件下, 不同温度对

N a
+
, K

+
-ATP酶活力的影响见表 2, 可见在 20 ~

45e 下,酶活力随反应温度的升高呈现先升高后

降低的现象, 最佳反应温度为 35. 5e 。

图 2 温度对 Na+ , K+ -ATP酶活力的影响

F ig. 2 E ffect o f tem perature on

N a
+
, K

+
-ATPase activ ity

2. 2. 3 底物浓度对 N a
+
, K

+
-ATP酶活力的影响

 在 pH 7. 42、反应温度为 35. 5e 条件下, 不同

ATP浓度对 N a
+
, K

+
-ATP酶活力的影响见图 3。

结果表明: 在 ATP浓度较低时, 随其浓度增加, 酶

活力成线性增加;当 ATP浓度达到一定值时, 酶活

力增加趋势变缓, 呈典型的米氏方程曲线。按

L inew eaver-Burk作图法计算 N a
+
, K

+
-ATP酶的

Km 为 0. 24 mmo l/L , Vm ax = 73. 29 Lmo l/ ( m g#

20m in)。故底物 ATP浓度应大于 0. 48mmo l/L,

但也不宜过高, 因在 ATP过量时会抑制该酶的

活性
[ 12]
。经测定反应体系中最佳底物浓度为

图 3 底物 ATP浓度对 Na+ , K+ -ATP酶活力的影响

F ig. 3 E ffec t o f ATP concentration on

N a
+
, K

+
-ATPase activ ity

0. 7mmo l/L。

2. 3 松油烯-4-醇对 Na
+
, K

+
-ATP酶的活体抑制

由表 2可知, 松油烯-4-醇对淡色库蚊体内

N a
+
, K

+
-ATP酶具有显著的抑制作用: 以 LC80剂

量熏蒸处理 0. 5、1. 0、1. 5、2. 0、3. 0 h, 对该酶的抑

制率分别是 20. 1%、25. 9%、40. 1%、44. 0%、52. 6%。

可见, 随着作用时间的延长, 松油烯-4-醇对 N a
+
,

K
+
-ATP酶的抑制作用增强。

2. 4 松油烯-4-醇对 Na
+
, K

+
-ATP酶的离体抑制

不同剂量松油烯-4-醇对淡色库蚊 N a
+
, K

+
-

ATP酶活性的影响见表 3。结果表明, 随着松油

烯-4-醇剂量的增加, N a
+
, K

+
-ATP酶比活力逐渐

降低, 剂量与效应之间存在明显相关性。据表 3

结果计算出松油烯-4-醇对淡色库蚊 N a
+
, K

+
-ATP

酶的抑制曲线方程为: Y = 1. 452 9X + 1. 877 6( r =

0. 996 4) , I50 = 32. 02 Lg /mL。

3 讨论

松油烯-4-醇广泛存在于柏科、番荔枝科、唇形

科、菊科、樟科等植物中, 原料易得, 也可人工合

成
[ 1]
。该化合物对人、畜及环境安全

[ 13, 14]
, 已有不

少含松油烯-4-醇的日用化学品问世, 如香水、香

皂、牙膏、沐浴液等
[ 15]

; 许多食用植物或食用香料

的精油中均含有松油烯-4-醇, 如肉桂、花椒、八角、

姜、胡椒、柑桔等可食用香料中松油烯-4-醇的含量

均比较高。本研究表明, 松油烯-4-醇对卫生害虫
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表 2 松油烯-4-醇对淡色库蚊 Na+ , K + -ATP酶活性的影响 (活体 )

T ab le 2 E ffec t o f terpinen-4-o l on N a
+
, K

+
-ATPase activ ity in C. p ip iens ( in v ivo )

处理时间

T reatm en t t im e /h

酶比活力

Specific activ ity / [ Lm o l/ ( m g pro# 20 m in) ]

抑制率

Inh ib ition rate(% )

CK 24. 97 ? 0. 49 a A ---

0. 5 19. 80 ? 0. 3 6 b B 20. 07

1. 0 18. 50 ? 0. 50 c C 25. 91

1. 5 14. 97 ? 0. 46 d D 40. 05

2. 0 13. 99 ? 0. 35 e E 43. 98

3. 0 11. 83 ? 0. 55 f F 52. 61

  注:表中数据为 3次重复的平均值;底物标准曲线为Y = 1. 680x + 0. 136( r = 0. 942 ) ;蛋白含量测定的标准曲线为: Y = 0. 005x + 0. 016

( r = 0. 995 ) ;酶比活力一栏中,数据后面的小写 (大写 )字母相同表示在 P = 0. 0 5( 0. 01)的水平上酶比活力差异不显著。表 3同。

N ote: D ata are g iven as m eans ? stand ard errors from 3 rep l ica tion. The regression equat ion isY = 1. 680x + 0. 136 ( r = 0. 942 ) and th e

regression equat ion of p rotein isY = 0. 005x + 0. 0 16 ( r = 0. 995 ) . D ata in a colum n w ith the sam e sm all ( cap ital ) letters are no t s ign ificant ly

d ifferent atP
0. 05

(P
0. 01

) . Th e sam e asT ab le 3.

表 3 松油烯-4-醇对淡色库蚊 Na+ , K + -ATP酶活性的影响 (离体 )

T ab le 3 E ffec t o f terpinen-4-o l on N a
+
, K

+
-ATPase ac tiv ity in C. pip iens ( in v itro )

处理剂量

D o se / ( Lg /mL )

酶比活力

Specific activ ity / [ Lm o l/ ( m g pro# 20 m in) ]

抑制率

Inh ib ition rate(% )

CK 40. 21 ? 0. 60 a A ---

6. 2 3 34. 11 ? 0. 6 3 b B 15. 16

10. 3 8 30. 07 ? 0. 56 c C 25. 21

14. 5 3 27. 81 ? 0. 50 d D 30. 83

20. 7 6 23. 90 ? 0. 52 e E 40. 55

24. 9 1 22. 81 ? 0. 48 f F 43. 27

29. 0 1 21. 57 ? 0. 52 g G 46. 34

33. 2 1 18. 77 ? 0. 61 h H 53. 32

淡色库蚊具有很好的熏蒸活性, 而前期研究发现

其对家蝇M . dom estica 也具有较强的熏蒸作用
[ 3]
。

可见,该化合物具备先导化合物的潜质, 也具备直

接开发利用的条件, 因此对其进行深入研究有望

开发出安全、高效的卫生害虫防治剂。

ATP酶是维持细胞膜两侧离子平衡与流动的

动力, ATP酶活力受抑制或被激活均会引起细胞

膜内外平衡和渗透压平衡被打破, 从而导致一系

列的代谢紊乱。 ATP酶的类型有 N a
+
, K

+
-ATP

酶、Ca
2+
, M g

2 +
-ATP酶、H

+
-ATP酶等。N a

+
, K

+
-

ATP酶被显著抑制可导致试虫体内 N a
+
离子流受

到抑制,水被吸收, C a
2 +
滞留, 引起各种谷氨酸盐

及其他神经递质的释放, 于是机体迅速出现反应,

在很短的时间内表现出神经性的中毒症状, 故

N a
+
, K

+
-ATP酶抑制剂是神经毒剂

[ 16, 17]
。本研究

发现,松油烯-4-醇对淡色库蚊熏蒸处理不同时间

后, 能明显抑制 N a
+
, K

+
-ATP酶的活性, 结合前

期研究结果: 松油烯-4-醇对家蝇、粘虫M . sepa ra ta

的 N a
+
, K

+
-ATP酶均具有良好的抑制作用

[ 3, 4 ]
,

可以推测, N a
+
, K

+
-ATP酶可能是松油烯-4-醇的

作用靶标, 其杀虫机理可能与拟除虫菊酯类杀虫

剂相似, 对此还需进一步研究探讨。
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#会讯 #

第一届国际作物保护科学大会

第一届国际作物保护科学大会将于 2009年 9月 28日在上海光大会展中心召开, 大会主题为

/农药科技与和谐社会 0。主要内容包括:

1. 作物保护:全球农药市场发展趋势与预测;全球农业作物病虫草害发生发展趋势与治理技术

新进展; 全球非农用农药市场发展情况;中国农药市场情况。

2. 新产品和新技术: 近两年全球农药新品种介绍 ( BAYER /SYNG ENTA /BA SF /DOW /国内新品

种开发 ) ;中国专利过期产品开发情况; 新的农药应用技术。

3. 环境科学与绿色化学合成: 无溶剂工艺技术的进展与趋势;手性化合物合成研究。

4. 环境毒理及其他: 农药新产品的环境评价极其发展对策; 环境友好型制剂的研究开发现状; 农

药在环境中的行为评价 (土壤吸附、空气悬浮物中的吸附等 ) ;表面活性剂对制剂应用的影响; 生物技

术研究开发的现状;杂草的生物防治 \微生物农药等; 农药生产过程中的节能减排与三废治理; 生物

膜反应器在污水处理中的应用。

(敖聪聪  供稿 )
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