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牡丹皮、黄连、大黄提取物对松材线虫

生理代谢的影响

焦宏伟，　张　璐，　刘　东，　赵宝华

（河北师范大学生命科学学院，石家庄　０５００２４）

摘要　对３种中草药黄连、牡丹皮、大黄的乙醇提取物毒杀松材线虫作用机制进行了初步研究。测定了其对线虫体

内总糖和蛋白含量的影响，处理前后线虫体内超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、谷胱

甘肽过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）和乙酰胆碱酯酶（ＡＣｈＥ）酶活性变化和丙二醛（ＭＤＡ）含量变化，处理前后ＳＯＤ、ＣＡＴ、

ＧＳＨＰｘ和ＡＣｈＥ表达量变化；并用松枝水培试验测定３种提取物对松材线虫病害的防控效果。结果表明，提取物

处理后线虫体内总糖及蛋白含量显著下降，线虫体内糖及蛋白质的代谢受到干扰；线虫体内ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨＰｘ酶

活性提高，ＰＯＤ活性显著下降，ＭＤＡ含量升高，表明线虫体内氧化与抗氧化作用失衡，细胞功能受到极大影响；

ＡＣｈＥ活性被抑制，表明线虫的神经系统受到破坏，ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨＰｘ和ＰＯＤ表达量与酶活性变化基本一致。

松枝水培试验表明中药提取物能够有效控制松材线虫病害发生。综上，３种提取物引起的松材线虫体内众多生理

指标的改变是造成线虫死亡的主要原因。
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４０卷第６期 焦宏伟等：牡丹皮、黄连、大黄提取物对松材线虫生理代谢的影响

　　松材线虫病是通过松墨天牛携带松材线虫

（犅狌狉狊犪狆犺犲犾犲狀犮犺狌狊狓狔犾狅狆犺犻犾狌狊，Ｓｔｅｉｎｅｒ＆ Ｂｕｈｒｅｒ）

在松树间相互传播而引起的一种特大毁灭性病

害［１２］。松材线虫寄生在松树体内取食营养而导致

树木萎蔫并迅速枯死，因其蔓延迅速，防治难度极

大，引起疫区的恐慌而被称为“松树癌症”，“无烟的

森林火灾”［３４］。此病自１９０５年被发现、１９３４年被

报道以来，已广泛分布于全世界多个国家［５］。目前

对松材线虫病的防治多采用化学防治、轮作及抗病

品种的选育，但效果均不太理想，且存在众多弊

端［６］。目前使用的化学杀线虫剂多为高毒性、高残

留，与环境相容性差，对土壤微生物、植物、水源和大

气层造成严重污染或破坏，而且在植物体内残留的药

物会直接危害人类健康［７９］。因此，开发环境友好型、

对人类和生态环境安全的杀松材线虫剂成为重要研

究课题［１０］。目前对松材线虫病防治的研究逐渐倾向

于从天然植物中寻找更有效、更安全的杀线虫活性物

质。植物源农药具有毒性较低、与环境相容性好、无

残留、害虫不易产生抗性等特点，符合绿色环保的要

求，因此越来越受到人们的重视［１１］。国外在利用植物

提取物防治植物寄生线虫方面的研究较多，目前已发

现多种植物来源的杀松材线虫物质［１２１５］。近些年在

我国，植物杀线虫剂的研究也逐渐成为了热点［１６１７］。

翁群芳、钟国华等采用２８种植物提取物进行杀线虫

试验，发现多种具有杀线活性的物质，并对其生理活

性和生理效应进行了测定［１８１９］。巨云为等利用万寿

菊、亚菊和银杏的提取物进行杀线虫试验，获得明显

效果，并且经毒性测试发现从万寿菊中提取出的１３５

种馏分中２４种对松材线虫具有毒杀活性
［２０］。松材线

虫的防治从生态学和生产实践出发也需要高效、安

全、低毒的植物源杀线剂。目前研究主要集中在杀线

虫植物的调查以及杀线活性筛选等方面，但有关杀线

虫机理方面还不是很清楚，有待进一步研究［２１２２］。作

者在前期进行的具有杀松材线虫活性中草药的筛选

与研究中发现，牡丹皮、黄连、大黄提取物对松材线虫

及其虫卵具有良好的毒杀活性。本研究初步确定了３

种中草药对松材线虫生理代谢的影响，为松材线虫病

的有效防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　植物材料与松材线虫

供试中草药：牡丹皮（ＣｏｒｔｅｘＭｏｕｔａｎＲａｄｉｃｉｓ）、

黄连（ＣｏｐｔｉｓＣｈｉｎｅｎｓｉｓＦｒａｎｃｈ）和大黄（Ｒａｄｉｘｅｔ

ＲｈｉｚｏｍａＲｈｅｉ）购买于河北省石家庄市锦绣大地药

业公司。

供试线虫：松材线虫（犅狌狉狊犪狆犺犲犾犲狀犮犺狌狊狓狔犾狅

狆犺犻犾狌狊），由河北师范大学动物学实验室提供。松材

线虫用以ＰＤＡ培养基培养的多毛孢菌（犆狅狉犱狔犮犲狆狊

狊犻狀犲狀狊犻狊）饲养（２６℃），至线虫长满平板，置于４℃保

存。使用时先将含有线虫的培养基挑出，放入贝氏

漏斗中，无菌水冲洗，将流出液浓缩配制成５０条／

μＬ的线虫液。

１．２　中药活性成分的分离与提取

乙醇粗提物的提取：分别称取３种中草药细粉

末各２００ｇ，加入９５％乙醇室温下进行浸泡处理，乙

醇浸液２ｄ更换１次。将连续浸泡提取３次后的提

取液先用４００目网筛过滤１次，然后再对提取液进

行抽滤以去除残渣。７０℃回流、提取２４ｈ，使用旋

转蒸发仪对提取液进行减压浓缩，得到黏稠状提取

物，放４℃冰箱中备用。

１．３　供试线虫处理方法

采用浸渍处理法测定３种提取物对松材线虫的

毒力［２３］。准确称取３种中药粗提物适量，统一配制

成浓度为１００ｇ／Ｌ的溶液。在１．５ｍＬ离心管中放

入浓度为１０ｇ／Ｌ的３种提取物１ｍＬ，以及１００μＬ

松材线虫液（约５０００条），同时以无菌水处理为对

照，每处理重复４次，置于２６℃培养箱中处理２４ｈ。

１．４　线虫体内总糖及蛋白含量测定

将浸渍处理后的线虫于２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，

去除浸渍液后，沉淀用无菌水反复冲洗、离心（３５００ｒ／

ｍｉｎ，４ｍｉｎ）３次。用１．５ｍＬ低温预冷的匀浆介质对线

虫进行匀浆，低温离心（５０００ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ）取上清，得

到１０％的组织匀浆液。总糖含量测定采用蒽酮法；蛋

白质含量测定采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法进行测定，利用紫外分

光光度计在波长为５９５ｎｍ处测量吸光值（犃５９５）。

１．５　线虫体内保护性酶酶活性测定

本研究采用南京建成生物工程研究所生产的超

氧化物歧化酶（ＳＯＤ）测试盒、过氧化物酶（ＰＯＤ）测

试盒、过氧化氢酶（ＣＡＴ）测试盒和谷胱甘肽过氧化

物酶（ＧＳＨＰｘ）测试盒，按照说明书要求进行测定。

１．６　乙酰胆碱酯酶（犃犆犺犈）活性测定

采用南京建成生物工程研究所生产的测试盒，

参照说明书要求进行测定。
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１．７　丙二醛（犕犇犃）含量测定

采用南京建成生物工程研究所生产的丙二醛

（ＭＤＡ）测定试剂盒，采用硫代巴比妥反应（ＴＢＡ）染

色法进行。

１．８　松材线虫体内相关酶的犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测

ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨＰｘ和ＡＣｈＥ的４种兔抗人多

克隆抗体与辣根过氧化物酶标记的羊抗兔ＩｇＧ均购

自ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈＧｒｏｕｐ。首先按照１．４所述方法得到

经过３种提取物处理的松材线虫虫体蛋白，将蛋白

样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ后，电转印至ＰＶＤＦ膜上，加

入４种一抗和标记二抗，以四甲基联苯胺（ＴＭＢ）为

生色底物显色，进行蛋白印记分析。

１．９　松枝水培试验

采集１～２年生，胸径约３０ｃｍ健康马尾松（犘犻

狀狌狊犿犪狊狊狅狀犻犪狀犪Ｌａｍｂ．）松枝，参照文献［２４］方法进

行松枝水培试验。

用清水分别将制备所得３种中药提取物配制成

２５０μｇ／ｍＬ溶液，准确取２５０ｍＬ药液装入５００ｍＬ

三角瓶中，将大小基本一致的供试健康松枝插入药

液中。瓶口用保鲜膜密封。采用截枝套管法接种线

虫：选取离体松枝侧枝，在离主枝约５ｃｍ处削去枝

梢，使截面朝上，在截面基部缠绕少许脱脂棉，套上

长度约８ｃｍ的乳胶管，用细绳扎紧乳胶管基部，从

管口注入线虫悬浮液，接种量１０００条／枝。然后

用湿润的脱脂棉塞住管口，以维持乳胶管内湿度，

便于线虫侵入。分别设“提取物水培枝＋线虫”、

“水培枝＋线虫”和“水培枝”对照试验３组。每处

理重复３次。

接入松材线虫后每１０ｄ观察松枝外部症状，松

枝病情分级标准如下：０级，松枝正常，针叶绿色；１

级，１／４以下针叶发黄；２级，１／４～３／４针叶发黄；３

级，３／４以上针叶发黄，１／２以下针叶枯萎；４级，１／２

以上针叶枯萎，松枝濒死或死亡。按下式计算病情

指数，比较各处理病害严重程度。其中犡犻为各病级

的松枝数，犪犻为各病级，犪ｍａｘ为最高病级４
［１９］。

病情指数＝Σ（犡犻×犪犻）／Σ（犡犻×犪ｍａｘ）×１００。

１．１０　数据统计

采用ＳＰＳＳ１６．０ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ和Ｅｘｃｅｌ软件进

行统计，所得数据均用平均数±标准误差表示，用

Ｄｕｎｃａｎ新复极差法比较差异显著性（犘＜０．０５）；比

值计算为处理值／对照值。

２　结果与分析

２．１　对松材线虫体内总糖及总蛋白含量的影响

３种提取物对松材线虫体内总糖及总蛋白含量

影响的测定结果见表１。经处理后，松材线虫体内

总糖含量相比对照明显降低，大黄处理组甚至降低

了５０％左右；总蛋白含量相比对照水平降低更加明

显，黄连处理组甚至降低了８０％。这表明３种提取

物严重干扰了线虫体内的糖代谢和蛋白代谢，造成

线虫体内总糖及总蛋白含量的显著降低，这可能是

造成线虫死亡的重要原因。

表１　３种提取物对松材线虫体内总糖及总蛋白含量的影响

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狋犺犲犲狓狋狉犪犮狋狊狅犳狋犺狉犲犲犜犆犕犺犲狉犫狊狅狀狋犺犲犮狅狀狋犲狀狋狊狅犳狋狅狋犪犾狊狌犵犪狉犪狀犱狆狉狅狋犲犻狀犻狀犅．狓狔犾狅狆犺犻犾狌狊

中药

Ｈｅｒｂｓｐｅｃｉｅｓ

总糖　Ｔｏｔａｌｓｕｇａｒ

含量／μｇ·（１０
５条）－１

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
比值Ｒａｔｉｏ

总蛋白　Ｐｒｏｔｅｉｎ

含量／ｍｇ·ｍＬ－１

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
比值Ｒａｔｉｏ

牡丹皮ＣｏｒｔｅｘＭｏｕｔａｎＲａｄｉｃｉｓ ２．１４６ ０．７４ ０．８３ ０．６５

黄连ＣｏｐｔｉｓＣｈｉｎｅｎｓｉｓＦｒａｎｃｈ ２．３７７ ０．８２ ０．２５ ０．１９

大黄ＲａｄｉｘｅｔＲｈｉｚｏｍａＲｈｅｉ １．５６８ ０．５４ ０．７０ ０．５５

ＣＫ ２．８９７ １．００ １．２６ １．００

２．２　提取物对松材线虫体内保护性酶活性的影响

线虫体内的超氧化物歧化酶（ＳＯＤ），过氧化物

酶（ＰＯＤ）和过氧化氢酶（ＣＡＴ）能够清除自由氧自

由基，从而保持体内的活性氧浓度平衡。因此检测

线虫体内３种酶的活性可以间接反映体内氧自由

基水平。

３种提取物对松材线虫体内保护性酶活性影响

的测定结果见表２。经提取物处理后，线虫体内保

护性酶活性均有明显变化，与对照水平相比：ＳＯＤ

与ＣＡＴ酶活性提高，黄连提取物处理后的效果最为

明显。这表明３种提取物处理能够明显影响线虫体

内氧自由基代谢，提高氧自由基含量，从而造成线虫

体内保护性酶活性提高。而ＰＯＤ酶活力则明显降

低，牡丹皮处理组甚至降低了９０％左右。ＰＯＤ酶活

力的降低使得线虫体内保护系统失去作用，从而使

得活性氧浓度失衡，造成虫体损伤。
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表２　３种提取物对松材线虫体内保护性酶活性的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狋犺犲犲狓狋狉犪犮狋狊狅犳狋犺狉犲犲犜犆犕犺犲狉犫狊狅狀狋犺犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳狆狉狅狋犲犮狋犻狏犲犲狀狕狔犿犲狊犻狀犅．狓狔犾狅狆犺犻犾狌狊

中药

Ｈｅｒｂｓｐｅｃｉｅｓ

超氧化物歧化酶ＳＯＤ

酶活性／Ｕ·ｍｇ－１

Ａｃｔｉｖｉｔｙ
比值Ｒａｔｉｏ

过氧化物酶ＰＯＤ

酶活性／Ｕ·ｍｇ－１

Ａｃｔｉｖｉｔｙ
比值Ｒａｔｉｏ

过氧化氢酶ＣＡＴ

酶活性／Ｕ·ｍｇ－１

Ａｃｔｉｖｉｔｙ
比值Ｒａｔｉｏ

牡丹皮ＣｏｒｔｅｘＭｏｕｔａｎＲａｄｉｃｉｓ ８４．１ １．１８ ０．５９ ０．１１ ５２．０６ １．０３

黄连ＣｏｐｔｉｓＣｈｉｎｅｎｓｉｓＦｒａｎｃｈ １３２．８ １．８７ １．７７ ０．３５ ６７．０６ １．３２

大黄ＲａｄｉｘｅｔＲｈｉｚｏｍａＲｈｅｉ ７１．９ １．０１ １．０１ ０．２０ ５２．５７ １．０４

ＣＫ ７０．７ １．００ ５．０７ １．００ ５０．６０ １．００

２．３　对线虫体内神经靶标酶及犌犛犎犘狓活性的影响

乙酰胆碱酯酶（ＡＣｈＥ）是神经传导中的一种关

键酶，在神经传导中起关键作用。谷胱甘肽过氧化

物酶（ＧＳＨＰｘ）是机体内广泛存在的一种重要的分

解过氧化物的酶，它特异地催化还原型谷胱甘肽

（ＧＳＨ）对过氧化物的还原反应。经中药提取物处理

后，ＧＳＨＰｘ酶活显著升高，为对照的２倍左右，表

明提取物使线虫体内产生大量有毒的过氧化物代谢

物，对线虫细胞造成损伤，结果见表３。

表３　３种提取物对乙酰胆碱酯酶与谷胱甘肽

过氧化物酶活性的影响

犜犪犫犾犲３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狋犺犲犲狓狋狉犪犮狋狊狅犳狋犺狉犲犲犜犆犕犺犲狉犫狊

狅狀狋犺犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犃犆犺犈犪狀犱犌犛犎犘狓犻狀犅．狓狔犾狅狆犺犻犾狌狊

中药

Ｈｅｒｂ

ｓｐｅｃｉｅｓ

乙酰胆碱酯酶

ＡＣｈＥ

酶活性／

Ｕ·ｍｇ－１

Ａｃｔｉｖｉｔｙ

比值

Ｒａｔｉｏ

谷胱甘肽过氧化物酶

ＧＳＨＰｘ

酶活性／

Ｕ·ｍｇ－１

Ａｃｔｉｖｉｔｙ

比值

Ｒａｔｉｏ

牡丹皮

ＣｏｒｔｅｘＭｏｕｔａｎＲａｄｉｃｉｓ
０．５４ ０．２０ １１．１２ １．８２

黄连

ＣｏｐｔｉｓＣｈｉｎｅｎｓｉｓＦｒａｎｃｈ
１．０２ ０．３８ １１．９９ １．９６

大黄

ＲａｄｉｘｅｔＲｈｉｚｏｍａＲｈｅｉ
０．４８ ０．１８ １０．９８ １．８０

ＣＫ ２．６５ １．００ ６．１０ １．００

２．４　对松材线虫体内相关酶表达量的影响

３种提取物对松材线虫体内酶表达量的影响测

定结果见图１。共检测了４种酶的蛋白表达情况。

经Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测得到图谱，线虫体内３种保护

性酶，ＧＳＨＰｘ、ＣＡＴ和ＳＯＤ的表达量均明显提

高，ＡｃｈＥ表达量明显降低，结果与酶活测定结果基

本保持一致。

２．５　对松材线虫体内丙二醛含量的影响

丙二醛（ＭＤＡ）是氧自由基引起的脂质过氧化

物的降解终产物，具有强烈的氧化作用，能引起细胞

的损伤、老化和死亡。因此检测 ＭＤＡ含量可间接

反映线虫体内氧自由基的水平。３种提取物对线虫

体内ＭＤＡ含量影响的测定结果见表４。经提取物

处理后，线虫体内ＭＤＡ含量明显升高，黄连组甚至

提高至对照水平的５倍。这表明提取物能够影响线

虫体内氧自由基代谢，ＭＤＡ的含量显著提高，引起

线虫细胞的损伤。

图１　中药提取物对松材线虫体内

多种酶基因表达量的影响

犉犻犵．１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狋犺犲犲狓狋狉犪犮狋狊狅犳狋犺狉犲犲犜犆犕

犺犲狉犫狊狅狀犵犲狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狋犺犲犲狀狕狔犿犲狊犻狀犅．狓狔犾狅狆犺犻犾狌狊

表４　３种提取物对线虫体内丙二醛含量的影响

犜犪犫犾犲４　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狋犺犲犲狓狋狉犪犮狋狊狅犳狋犺狉犲犲犜犆犕

犺犲狉犫狊狅狀狋犺犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳犕犇犃犻狀犅．狓狔犾狅狆犺犻犾狌狊

中药

Ｈｅｒｂｓｐｅｃｉｅｓ

丙二醛　ＭＤＡ

含量／ｎｍｏｌ·ｍｇ－１

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

比值

Ｒａｔｉｏ

牡丹皮ＣｏｒｔｅｘＭｏｕｔａｎＲａｄｉｃｉｓ １．７２１ １．５１７

黄连ＣｏｐｔｉｓＣｈｉｎｅｎｓｉｓＦｒａｎｃｈ ５．７１４ ５．０３８

大黄ＲａｄｉｘｅｔＲｈｉｚｏｍａＲｈｅｉ ２．０４０ １．７９９

ＣＫ １．１３４ １．０００

２．６　松枝水培试验结果

松枝水培试验结果表明，３种中药提取物

２５０μｇ／ｍＬ（无菌水配制）处理后４０ｄ内松枝均不发

病，病情指数为０，与水培枝（ＣＫ）的病情指数相同。

“水培枝＋线虫”处理组１０ｄ后开始出现针叶失水

病情，处理１３～１５ｄ后，松枝尖端迅速变红，萎蔫，

１５ｄ时病情指数达到７０，３０ｄ后松枝全部变成红褐

色，萎蔫坏死，病情指数为１００，与翁群芳等
［１８１９］报

道的现象相似。结果表明３种中药提取物能够明显

阻止及延缓松材线虫引起的松树萎蔫病的发生与发

展。结果见表５所示。
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表５　３种提取物松枝水培试验处理对

松材线虫的控制作用

犜犪犫犾犲５　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狋犺犲犲狓狋狉犪犮狋狊狅犳狋犺狉犲犲犜犆犕犺犲狉犫狊

犪犵犪犻狀狊狋犅．狓狔犾狅狆犺犻犾狌狊犻狀狑犪狋犲狉狆狅狋狋犲犱狆犻狀犲犫狉犪狀犮犺犲狊

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

病情指数Ｉｎｄｅｘｏｆｄｉｓｅａｓｅ

１０ｄ １５ｄ ３０ｄ ４０ｄ

牡丹皮ＣｏｒｔｅｘＭｏｕｔａｎＲａｄｉｃｉｓ ０ ０ ０ ０

黄连ＣｏｐｔｉｓＣｈｉｎｅｎｓｉｓＦｒａｎｃｈ ０ ０ ０ ０

大黄ＲａｄｉｘｅｔＲｈｉｚｏｍａＲｈｅｉ ０ ０ ０ ０

水培枝＋线虫

Ｐｉｎｅｂｒａｎｃｈｅｓｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈ犅．狓狔犾狅狆犺犻犾狌狊
２０ ７０ １００ １００

水培枝（ＣＫ）

Ｐｉｎｅｂｒａｎｃｈｅｓｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｗａｔｅｒ
０ ０ ０ ０

３　讨论

目前国内外对于黄连、牡丹皮、大黄等中草药的

研究主要集中于医药领域，而对其在农林业害虫防

治方面的研究鲜见报道。在前期研究中，作者对３６

种中草药杀线虫活性进行筛选，确定了３种中药乙

醇提取物对松材线虫及虫卵的毒杀活性［２５］。为了

进一步揭示中药提取物对松材线虫的生理活性和作

用机制，我们进行了深入研究。

松材线虫常以灰霉菌（犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪）、小长

喙霉（犗狆犺犻狅狊狋狅犿犪犿犻狀狌狊）和长喙壳菌（犆犲狉犪狋狅犮狔狊狋犻狊

ｓｐｐ．）等真菌的菌丝为食
［２６］，这就表明一种理想的

杀松材线虫药物应当具备抑真菌和杀线虫双重活

性。但目前为止还没有一种此类双功能杀线虫剂投

入使用。虽然一些化合物如酒石酸莫仑太尔（ｍｏｒ

ａｎｔｅｌｔａｒｔｒａｔｅ）、阿维菌素（ａｂａｍｅｃｔｉｎ）和甲氨基阿维

菌素苯甲酸盐（ｅｍａｍｅｃｔｉｎｂｅｎｚｏａｔｅ）已被用于防治

松材线虫病［２７２９］，但是由于它们水溶性差、防治效果

不理想以及成本过高等问题，使用并不广泛。因此

一种理想的松材线虫病防治药物应当易溶于水、具

备抑真菌与杀线虫双重活性，这样不仅对线虫有毒

杀作用并且能够杀灭线虫的食物来源真菌［３０］。根

据这一研究思路，Ｏｈ等建立了一种高通量筛选方

法，筛选到具有杀线活性的２０６种活性化合物，其中

一种编号 ＨＷＹ４２１３，化学名为“１ｎｕｎｄｅｃｙｌ２［２

ｆｌｕｏｒｐｈｅｎｙｌ］ｍｅｔｈｙｌ３，４ｄｉｈｙｄｒｏ６，７ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｉｓｏ

ｑｕｉｎｏｌｉｎｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ”的小檗碱衍生物具有良好的

毒杀松材线虫和抑真菌活性［３１］。黄连中的小檗碱

是黄连的主要活性物质，含量高达５．２０％～

７．６９％，因此我们确认黄连中的小檗碱是黄连的主

要杀线活性物质。

糖类的重要作用是为生物体提供生命活动所需

要的能量，目前早已证明线虫体内含有多种糖类物

质［３２］，总糖含量的降低表明线虫的营养情况正在逐

步恶化。有文章报道选取牛心朴子中活性物质处理

线虫后，造成线虫总糖含量的下降，影响了线虫的新

陈代谢［３３］。

松材线虫体表有一层由脂质蛋白组成的角质

层，可起到防御细菌或有害物质入侵、阻止水分蒸

发等作用从而保护线虫［３２］。经中药提取物处理后

的死亡线虫体表出现囊泡状结构（如图２ａ所示）、

内部组织收缩、体壁分离等症状（如图２ｂ所示），这

很可能是由于中药提取物抑制线虫体内蛋白质的

产生或者破坏蛋白特定结构，进而影响线虫体内脂

质蛋白角质层的正常功能，使内含物外泄，最终导

致线虫死亡。

图２　松材线虫组织结构形态改变示意图

犉犻犵．２　犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狀犵犲狊狅犳犅．狓狔犾狅狆犺犻犾狌狊

自由基具有很强的生物活性，很容易与生物大

分子反应，直接损害或者通过一系列氧化链式反应

引起广泛的生物结构破坏，导致细胞凋亡［３４］。本研

究发现，ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ的活性以及ＭＤＡ的含量

可间接反映松材线虫体内氧自由基水平。经３种提

取物处理后，线虫体内ＳＯＤ和ＣＡＴ活性与表达量

及ＭＤＡ含量均明显提高，这表明线虫体内存在着

大量的氧自由基，而ＰＯＤ的活性却被抑制，这可能

会使线虫体内氧化与抗氧化作用失衡，细胞的功能

受到极大影响，最终导致线虫死亡。

研究表明，线虫能够产生２种谷胱甘肽过氧化

物酶ＧＳＨＰｘ，一种分泌到线虫体表，能够清除体表

有害的大分子过氧化物和脂肪酸过氧化物，保护线

虫；另一种在细胞内，能够清除代谢产生的过氧化物

代谢产物，阻断脂质过氧化连锁反应，从而起到保护

细胞膜结构和功能完整的作用［３５］。经３种提取物

处理后，线虫ＧＳＨＰｘ活性显著提高，表明线虫受到

·２２·
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了大量过氧化物及代谢产物的损伤。

ＡＣｈＥ在神经传导中执行着重要的功能，该酶

能够降解乙酰胆碱，终止神经递质对于突触后膜兴

奋刺激作用，保证神经信号分子在生物体内正常的

传导，是有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的作用靶

标［３６］，而且还是细胞凋亡的潜在标记和调节因子

之一［３７］。经３种提取物处理后，松材线虫体内的

ＡＣｈＥ活性及表达量明显降低，导致神经递质无法

正常降解，造成突触后膜的持续兴奋，最终导致线

虫死亡。这可能是中药毒杀松材线虫的另一重要

原因。

经３种提取物处理后，松材线虫体内ＡＣｈＥ、

ＧＳＨＰｘ、ＣＡＴ和ＳＯＤ的活性与其表达量呈现正相

关性，因此我们初步推测中药提取物作用于线虫，使

其体内产生了大量的氧自由基，从而诱发线虫体内

各种保护性酶的表达发生变化并改变其活性，最终

导致线虫死亡。在今后的研究中我们将从分子角度

探究各种酶表达量变化的原因与机制，对此观点加

以验证。
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