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　　摘要：乳浆大戟毒素对枸杞棉蚜具有触杀作用，但其作用机制尚未明确。采用有机溶剂超声提取乳浆大戟毒素，
并利用生物化学方法测定枸杞棉蚜取食后体内相关解毒酶的活性变化。结果表明，随乳浆大戟毒素浓度升高，羧酸酯

酶和谷胱甘肽Ｓ－转移酶活性降低，表明乳浆大戟毒素对这２种解毒酶具有抑制作用；碱性磷酸酶活性和 Ｐ４５０酶含
量显著升高，说明乳浆大戟毒素对这２种解毒酶具有诱导作用。乳浆大戟毒素可显著影响昆虫的代谢酶，且其对羧酸
酯酶和谷胱甘肽Ｓ－转移酶的抑制作用可能与其毒杀作用有关。为阐明乳浆大戟毒素对枸杞棉蚜致死的作用机制，
开发以乳浆大戟为基础的枸杞蚜虫可持续控制新技术提供理论依据。
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　　蚜虫是危害枸杞的重要害虫［１－２］，广泛分布于我国枸杞

种植区［３］。其中，枸杞蚜虫在宁夏回族自治区地区１年发生
１５代，繁殖系数高，世代重叠严重，对枸杞子的产量和品质影
响极大［４］。蚜虫聚集于枸杞新梢或茎部，吸食汁液，影响枸

杞正常开花结果。目前，枸杞蚜虫的防治仍以化学防治为主，

但是长期大量不合理使用化学农药，导致枸杞蚜虫抗药性日

趋严重，加大了枸杞蚜虫的猖獗危害［５］。同时，化学农药带

来的农药残留超标、减少天敌数量及环境污染等一系列问题

也日益突出。这些不利因素促使人们迫切寻求环境友好的植

物保护方式。近年来，在农业生产实践中植物源农药主要来

自于植物中具有活性的天然物质，比如噻吩类及多炔类化合

物等［６］，这些杀虫剂的开发源于其新颖的靶标及专一性强、

安全性高、不易产生抗药性等特点［７－８］。因此研究具有杀虫

活性的天然化合物致毒机制，探索新作用靶标，是农药开发研

究范畴的重点和前沿。

乳浆大戟（ＥｕｐｈｏｒｂｉａｅｓｕｌａＬｉｎｎ．）为大戟科，多年生草本
植物，常见于干旱山坡、草地或路边，在宁夏主要分布于六盘

山、罗山、贺兰山及固原市等草地，资源丰富。乳浆大戟根系

发达，生命力极强，不仅占据草场面积，消耗草地的水分和养

分，竞争取代其他有经济价值的优良牧草，使草场的产量和质

量下降，而且植物本身有毒［９］，大面积草场因乳浆大戟的蔓

延被牲畜忌避而荒废，给草地畜牧业生产造成很大的经济损

失［１０］。乳浆大戟含有的白色或黄白色乳汁，对皮肤有刺激性

和毒性，但可以抗肿瘤、抗菌和抗白血病等，具有重要的药用

价值［１１］。２０１３年王芳等发现其对枸杞蚜虫具有一定的杀虫
活性［１２］，随后研制了乳浆大戟制剂，并明确了其作用方式，但

对枸杞蚜虫的致死机制并不明确［１３］。为更好地建立以乳浆

大戟为基础的枸杞蚜虫绿色防控新技术，明确其对枸杞蚜虫

的致死作用机制尤为重要。通过测定乳浆大戟提取物对枸杞

蚜虫体内解毒酶活性的变化，从毒理学揭示乳浆大戟对枸杞

蚜虫致死的作用机制，为进一步深入了解其致死作用机制及

建立枸杞蚜虫绿色防控新技术提供技术支撑，为化学农药的

减施、枸杞害虫的可持续治理及枸杞安全生产提供有力保障。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试虫源　枸杞棉蚜（ＡｐｈｉｓｇｏｓｓｙｐｉｉＧｌｏｖｅｒ）采自园林
场枸杞园，均为个体大小一致、健康的无翅成蚜。采集时间为

２０１７年８月。
１．１．２　供试试剂　毒扁豆碱购自Ｓｉｇｍａ公司；α－乙酸萘酯、
固蓝Ｂ盐、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４）、
磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４）等均为国产生化试剂；谷胱甘肽－Ｓ－
转移酶测定试剂盒、酸性磷酸酶（ＡＣＰ）测试盒、碱性磷酸酶
（ＡＫＰ）测试盒、昆虫（Ｉｎｓｅｃｔ）细胞色素 Ｐ４５０（ＣＹＰ４５０）ＥＬＩＳＡ
检测试剂盒均购自南京建成生物工程研究所。

１．２　试验方法
１．２．１　乳浆大戟毒素对枸杞棉蚜成虫羧酸酯酶活性影响　
将乳浆大戟干粉样品用乙醇超声波提取３次，合并提取液，旋
转蒸发仪浓缩至干，得乳浆大戟毒素。参照 Ａｓｐｅｒｅｎ的方
法［１４］，将枸杞棉蚜（每个处理５００头以上）用乳浆大戟毒素
２５、５０、１００、２００ｍｇ／ｍＬ不同浓度药液处理，１２ｈ后挑选活虫
２００头，加０．０４ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值７．０的磷酸缓冲液５ｍＬ，冰浴匀
浆，匀浆液于转速１００００ｒ／ｍｉｎ下，４℃离心１５ｍｉｎ，把上清液
作为酶源。以 α－乙酸萘酯（３×１０－４ｍｏｌ／Ｌ，含 １０－４ｍｏｌ／Ｌ
毒扁豆碱）为底物，经酯酶水解后生成α－萘酚与显色剂（５％
十二烷基硫酸钠水溶液中含１％坚牢蓝Ｂ）作用变为深蓝色，
测定波长６００ｎｍ处的吸光度，重复３次，以酶量（ｍＬ）为自变
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量，吸光度为因变量，绘制标准曲线，计算１ｍＬ酶液生成的 α
－萘酚量，酶液再经考马斯亮蓝法测定蛋白质含量（μｇ／头），
代入标准曲线中算出羧酸酯酶的比活力［μｍｏｌ／（ｍｇ·１５
ｍｉｎ）］。
１．２．２　乳浆大戟毒素对枸杞棉蚜成虫谷胱甘肽 Ｓ－转移酶
影响　乳浆大戟毒素提取方法见“１．２．１”节，酶源处理参照
“１２１”节。采用谷胱甘肽 Ｓ－转移酶测定试剂盒测定谷胱
甘肽Ｓ－转移酶活性。其原理为

　　谷胱甘肽＋１－氯－２，４－二硝基苯 →
ＧＳＴ
谷胱甘肽二硝基

苯复合 物＋盐酸；

ＧＳＨ＋Ｃ６Ｈ３（ＮＯ２）２Ｃｌ →
ＧＳＴ
Ｃ６Ｈ３（ＮＯ２）２ＧＳ＋ＨＣｌ。

　　还原型谷胱甘肽（ＧＳＨ）在谷胱甘肽Ｓ－转移酶催化下与
１－氯－２，４－二硝基苯（ＣＤＮＢ底物）反应，在反应时间内，谷
胱甘肽Ｓ－转移酶活性与反应前后底物浓度呈正方向线性关
系。谷胱甘肽Ｓ－转移酶活性越强，谷胱甘肽含量减少越多。
１．２．３　乳浆大戟毒素对枸杞棉蚜成虫磷酸酶活性影响　乳
浆大戟毒素提取方法见“１．２．１”节，酶源处理参照“１．２．１”
节。采用南京建成生物工程研究所的酸性磷酸酶（ＡＣＰ）和碱
性磷酸酶（ＡＫＰ）测定试剂盒测定磷酸酶活性。其原理为磷
酸苯二钠在酸性和碱性磷酸酶催化作用下产生游离酚和磷

酸，酚与４－氨基安替吡啉在碱性溶液中经铁氰化钾氧化变
成红色，根据颜色深浅程度测定酶活性大小。

１．２．４　乳浆大戟毒素对枸杞棉蚜成虫细胞色素Ｐ４５０酶含量
影响　乳浆大戟毒素提取方法见“１．２．１”节，酶源处理参照
“１２１”节。采用细胞色素 Ｐ４５０试剂盒测定昆虫细胞色素
Ｐ４５０酶含量。试剂盒采用双抗体一步夹心法酶联免疫吸附
试验。往酶标板的微孔中，依次加入标本、标准品、辣根过氧

化物酶（ＨＲＰ）标记的检测抗体，经过温育洗涤。３，３′，５，５′－
四甲基联苯胺（ＴＭＢ）在过氧化物酶的催化下变蓝色，并在酸
的作用下变成黄色。颜色的深浅程度和样品的细胞色素

Ｐ４５０酶活性呈正相关关系。用酶标仪在４５０ｎｍ波长下测定
吸光度，计算样品Ｐ４５０酶含量。

２　结果与分析

２．１　乳浆大戟毒素对枸杞棉蚜羧酸酯酶活性的影响
由图１可见，乳浆大戟毒素对枸杞棉蚜成虫羧酸酯酶活

性有一定的抑制作用，当乳浆大戟浓度为５０ｍｇ／ｍＬ时，抑制
作用达到２０％，当乳浆大戟毒素浓度达到 ２００ｍｇ／ｍＬ时，抑
制作用达到４０％。
２．２　乳浆大戟毒素对枸杞棉蚜成虫谷胱甘肽 Ｓ－转移酶活
性的影响

由图２可见，乳浆大戟毒素对枸杞棉蚜成虫谷胱甘肽
Ｓ－转移酶活性有显著的抑制作用（Ｐ＜０．０５），随着毒素浓
度增加，抑制作用增强，与对照相比，当乳浆大戟毒素浓度达

到２００ｍｇ／ｍＬ时，抑制作用达到９０％。
２．３　乳浆大戟毒素对枸杞棉蚜成虫酸性磷酸酶和碱性磷酸
酶活性影响

　　用微板法测定乳浆大戟毒素对枸杞棉蚜成虫 ＡＣＰ和
ＡＫＰ活性的影响，结果见图３。乳浆大戟毒素对枸杞棉蚜成
虫ＡＣＰ活性没有显著性影响。ＡＫＰ具有诱导作用，当乳浆大

戟毒素浓度增加时，ＡＫＰ活性升高，当乳浆大戟毒素浓度达
到５０ｍｇ／ｍＬ时，与对照相比ＡＫＰ活性显著升高（Ｐ＜０．０５）。
２．４　乳浆大戟毒素对枸杞棉蚜成虫细胞色素 Ｐ４５０酶含量
影响

采用双抗体－步夹心法酶联免疫吸附法测定乳浆大戟毒
素对细胞色素Ｐ４５０酶含量的影响，结果见图４。乳浆大戟毒
素对枸杞棉蚜成虫细胞色素Ｐ４５０酶含量有显著的诱导作用。
随着浓度增加，Ｐ４５０酶含量显著升高，当乳浆大戟毒素浓度
达到２００ｍｇ／ｍＬ时，Ｐ４５０酶含量变化与乳浆大戟毒素浓度
１００ｍｇ／ｍＬ时相比不显著。

３　结论与讨论

一直以来，科研人员致力于开发具有生物活性的植物源
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农药，对植物源农药的应用，采用简单方法就是用粗提物进行

加工利用，以达到防治害虫的目的。乳浆大戟作为植物源农

药原材料来防治枸杞棉蚜，具有很大的发展潜力。笔者实验

室前期研究发现，乳浆大戟对枸杞棉蚜具有显著的毒杀作用，

并且以触杀作用为主。枸杞棉蚜在取食有毒有害植物时，体

内的酶也会发生变化，接触植物毒性严重影响棉蚜体内的酶

活性变化。棉蚜对有毒物质刺激反应的剧烈程度可能与化合

物的毒性大小有关。本研究从解毒代谢方面揭示了乳浆大戟

对枸杞棉蚜的致死作用机制。随着乳浆大戟毒素浓度升高，羧

酸酯酶和谷胱甘肽Ｓ－转移酶活性降低，说明乳浆大戟毒素对
这２种解毒酶具有抑制作用；碱性磷酸酶活性和Ｐ４５０酶含量
显著升高，说明乳浆大戟毒素对这２种解毒酶具有诱导作用。

羧酸酯酶、谷胱甘肽 Ｓ－转移酶、酸性／碱性磷酸酶和细
胞色素Ｐ４５０酶系［１５］是昆虫体内重要的解毒代谢酶，参与水

解、还原、氧化、轭合等代谢过程［１６－１８］。本研究发现，枸杞棉

蚜取食后，成虫体内羧酸酯酶和谷胱甘肽 Ｓ－转移酶活性受
到显著抑制，导致其乳浆大戟有毒物质的解毒代谢能力下降，

引起昆虫死亡。羧酸酯酶可以与进入昆虫体内的有毒物质迅

速结合，将有毒物质在到达靶标作用位点前阻隔或降解。当

枸杞棉蚜取食乳浆大戟毒素后，羧酸酯酶活性降低，降解毒素

能力下降，因此毒素迅速到达靶标作用位点而发挥作用。谷

胱甘肽Ｓ－转移酶是昆虫对农药或者有毒物质代谢中重要的
共轭酶系之一，它能使外源的亲电基团与体内的还原型谷胱

甘肽发生共轭代谢，而保护体内其他亲核的中心［１９－２０］，乳浆

大戟毒素对谷胱甘肽 Ｓ－转移酶活性的抑制，可能会使谷胱
甘肽Ｓ－转移酶对内源或外源毒素的降解能力下降。乳浆大
戟毒素处理枸杞棉蚜后碱性磷酸酯酶和细胞色素 Ｐ４５０酶被
诱导激活，可能是昆虫的一种应激性反应，即增强昆虫对毒素

解毒代谢，以起到解毒作用［２１］。这种激活作用与昆虫对植物

的抗性有关，可能是由于乳浆大戟毒素影响了昆虫体内的水

解代谢，或外源物乳浆大戟毒素刺激枸杞棉蚜增强了水解代

谢，提高了昆虫本身的耐药性。如果开发为植物源药剂，可通

过与代谢酶抑制剂进行复配来提高乳浆大戟毒素的药效。

综上所述，乳浆大戟毒素对枸杞棉蚜羧酸酯酶和谷胱甘

肽Ｓ－转移酶的抑制与其毒杀作用有关，随着毒素浓度升高，
其毒杀作用增强，昆虫的解毒代谢能力变弱，最终死亡。羧酸

酯酶和谷胱甘肽Ｓ－转移酶是昆虫体内重要的解毒代谢酶，其
可能是乳浆大戟的作用靶标之一，由于乳浆大戟的致毒机制复

杂多样，至今作用靶标还不明确，因此有必要对其进一步从微

观层面深入研究，将有望开发出作用机制独特的植物源农药。
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