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摘  要:对 10种植物的有效成分进行了提取,通过对提取物的抑菌试验和杀虫活性试验, 筛选出 3

种较好的 Bt菌混剂候选复配植物, 还对其中最具开发价值的植物砂地柏进行了不同有机溶剂提取

物杀虫活性的比较试验, 并确定了石油醚为最佳提取溶剂。
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Abstract: This paper reports the ex traction o f effect ive component from 10 natur e plants, thr ee of which ar e selected out as

pr omising candidates of mix ed bacillus thur ingiensis by the restraining bacteria test and insecticidal test of ext racts. The insect-i

cidal act ivit y of differ ent or ganic so lv ent ext racts fr om the most explo it value plant sabina vulg ar is indicates that petr oleum et her

is the suitable ex tr action solv ent.
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  人们对环境保护和食品安全日益重视,并不断开发出高效、低毒、低残留杀虫剂,以期解决一些有机合成

杀虫剂的残留和抗性等问题。同时,人们也纷纷把目光投向新型无公害杀虫剂,其中研发比较成功的是生物

源杀虫剂,主要包括植物源杀虫剂和微生物源杀虫剂[ 1] 。植物源杀虫剂实质是用于防治害虫的植物体中的

活性物质,主要是植物的次生代谢产物,一般具有以下优点:选择性强,对害虫的天敌以及人、畜低毒;在环境

中易降解,无残留污染;作用方式独特, 害虫不易产生抗药性; 来源广泛, 开发和使用成本较低等。研究植物

体内杀虫活性物质已经成为近年来国内外农药研究领域的热点 [ 2~ 4]。本文选取几种植物进行有效成分提

取,并对提取物进行了杀虫活性研究,以期得到良好的制备 Bt(苏云金芽孢杆菌)菌混剂的复配植物。

1  实验部分

1. 1  材料和试剂
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  藜芦( veratr um ,根)、闹羊花( r hododendr on mo lle, 花和叶)、雷公藤( t riptery gium w ilfordii hook f, 根和

茎)、八角茴香( illicium vatum,果实等)、断肠草( gelseminum elegans benth, 根、茎、叶)、莨菪( anisodus tan-

gut icus,根)、洋金花( f los daturae, 花和叶)、醉鱼草( buddleja lindeyana, 茎和叶)、马桑( coriaria sinica max-

im ,根、茎、叶、皮)、砂地柏( sabina vulgaris, 果实等) (购自药材市场, 粉碎后过 40目( 1目= 1. 523 92/ n2 @

10- 2 m(径长) , 1目= 1. 853 05/ n4 @ 10- 6 m3 (粒度) )筛, 本文称为粉剂) ;乙醇、氯仿、正己烷、苯、石油醚( A

R) ; NaCl, NaOH ( A R) ;蛋白胨、牛肉膏、琼脂、Bt 粉剂(外购) ;鱼虫、菜青虫(分别购自鱼虫市场和采自菜田)。

1. 2  实验方法

1. 2. 1  植物杀虫活性物质的提取

1)植物杀虫活性物质的粗提  分别用水提法和醇提法,粗提所含杀虫活性物质。水提法: 将 10 g 植物

粉剂倒入烧杯中,加入 400 mL 水,浸泡过夜, 煮沸 2 h, 稍冷, 用 4层纱布过滤, 去除残渣, 滤液浓缩至 100

mL。醇提法:将 10 g 植物粉剂倒入装有冷凝器的烧瓶中,每次加入 U(乙醇)为 95%的乙醇溶液 100 mL,提

取 3次,每次回流 1 h, 用 4层纱布过滤,合并提取液,浓缩至 50 mL。

2)植物杀虫活性物质的精提  10种天然杀虫植物经过 2次筛选,对藜芦、闹羊花、砂地柏 3种植物进行

精提。藜芦所含的有效成分为生物碱, 且均为亲脂性的物质。采取如下提取方法:将 10 g 藜芦粉剂加入烧

瓶中,加入 50~ 60 g 的 U(乙醇)为 95%的乙醇溶液,提取 3次,每次回流 1 h, 合并提取液, 稍冷, 过滤,将滤

液浓缩至 50 mL,加入 2倍量的蒸馏水充分搅拌后放冰箱冷冻 24 h,过滤,将滤液浓缩至 50 mL(终提液)。

闹羊花所含的杀虫有效成分为木毒素和石楠素,均属木藜芦烷类毒素,藜芦烷毒素是一种含有多羟基的

极性化合物,为水溶性物质。其提取方法如下:将 10 g 闹羊花粉剂置于烧杯中,加入 400 mL 水,浸泡过夜,

煮沸 2 h,用 4层纱布过滤,将滤液浓缩至 100 mL, 向浓缩液中加入 120 mL U(乙醇)为 95%的乙醇溶液,搅

拌均匀,瓶中出现絮状沉淀(蛋白质、糖类及其他有机质) ,抽滤, 将滤液浓缩至 72 mL(蒸余液)。

砂地柏的果实具有较高毒性, 含有丰富的杀虫活性物质,目前已经分离出的活性物质有(脱氧)鬼臼毒素

和松油烯-4-醇
[ 4]
等。砂地柏提取方法如下:将 10 g 砂地柏粉剂加入烧瓶中,加入石油醚 50 mL, 提取 3次,

每次回流 1 h。合并提取液, 浓缩至总体积的1/ 2,然后在冰箱内于- 20 e 下冷冻过夜,过滤后得提取物。提

取物用丙酮溶解并稀释至 50 mL(终提液)。

1. 2. 2  培养基的制备
在锥形瓶中依次加入 0. 5 g 牛肉膏、1 g 蛋白胨、0. 5 g NaCl和 80 g水,搅拌下加热使其溶解,补加水至

100 mL,再放入 2 g 琼脂,搅拌下加热溶化,再补加水至 100 mL, 小心地用 1 mol/ L 的 NaOH 溶液调节 pH

值到 7. 0。于锥形瓶口塞上棉塞,外罩 1块纱布, 然后在纱布外侧包 1层纸, 其外用 1道麻绳包扎好。将配

制好的培养基和包装好的培养皿放入灭菌锅中, 在 0. 11 MPa, 120 e 的条件下, 用高压蒸气灭菌 0. 5 h。取

出培养皿和锥形瓶, 放在无菌操作台上,将培养基分别倒入 8个培养皿中, 放凉,凝固,备用。

1. 2. 3  生物活性测定试验
1)抑菌试验  将 0. 1 g Bt 粉剂搅拌下溶于 100 mL 水中制成 Bt 菌液, 然后向每个培养皿中分别加入

0. 2 mL Bt菌液, 用玻璃棒轻刮使 Bt菌液均匀涂于培养基的表面。用直径为 0. 8 cm 的圆滤纸片蘸取提取

液,放入培养皿中。每个培养皿均匀放置蘸取提取液的纸片 5枚。将制好的培养基放入恒温培养箱中培养,

温度控制在 29 e , 24 h 后观察菌落生长情况并测量抑菌圈的大小。

2)以鱼虫为试虫的杀虫活性试验  8支试管中分别加入 30 mL 水并放入 20只鱼虫。向每支试管内滴

入一定量的植物提取液, 使试管内提取液中粉剂的质量浓度达 0. 002 g / mL。其中一支试管不滴加任何提取

液,以作空白对照。定时观察并记录试管内鱼虫的存活状况。

3)以菜青虫为试虫的杀虫活性试验  将菜青虫分别装到几个烧杯中, 取新鲜菜叶,反复冲洗, 晾干, 用打

孔器打成直径为 1. 5 cm 的圆叶片若干。将提取液稀释到粉剂质量浓度为 0. 01 g/ mL。用圆叶片蘸取提取

液,晾干, 放入烧杯内,每杯放入蘸取同一种提取液的叶片, 其中一瓶蘸取蒸馏水以作空白对照。常温下观察

并记录菜青虫的存活状况及取食情况。

2  结果与讨论

2. 1  通过抑菌试验筛选可与 Bt复配的植物
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本研究的目的在于克服单独使用 Bt 生物杀虫剂的不足和缺点, 从具有杀虫活性的植物中筛选出 Bt菌

混剂复配植物, 以期提高 Bt菌的杀虫效力,扩大杀虫谱。笔者选用 10种植物的粗提取液, 通过抑菌试验对

杀虫植物进行初步筛选。从表 1可以看出,雷公藤、洋金花和八角茴香均有明显的抑菌作用,其余几种植物

无抑菌作用。由于参与复配的植物提取液不应有抑菌作用,所以笔者排除洋金花、八角茴香和雷公藤 3种植

物,对其余几种植物作进一步筛选。

表 1  10种植物对 Bt菌剂的抑菌效果试验

T ab. 1 Restr aining bacteria test o f 10 nat ur e plant s to mixed bacillus t hur ing iensis

提取液植物 藜芦 断肠草 洋金花 八角茴香 莨菪 砂地柏 雷公藤 闹羊花 醉鱼草 马桑

抑菌圈直径/ cm 0 0 1. 4 1. 4 0 0 1. 5 0 0 0

2. 2  通过鱼虫试验筛选具有较强杀虫活性的植物
用水提法对各种植物进行提取, 所得提取液以

鱼虫为试虫做杀虫活性测定试验。从表 2 可以看

出: 7种提取液都显示出一定的杀伤效果, 但它们的

毒性大小及见效快慢有很大的差别, 其中以闹羊花

的水提液毒性最大, 见效最快, 藜芦次之, 砂地柏也

具有相当大的毒性, 其余几种毒性较小, 见效较慢。

因此,笔者选取闹羊花、藜芦和砂地柏为候选复配植

物作进一步研究。表 2中,试虫校正死亡率= (处理

死亡数- 对照死亡数) / (试虫总数- 对照死亡数) @

100% (下同)。

2. 3  闹羊花、藜芦、砂地柏所含有效成分提取方法
的研究

据文献报道,闹羊花、藜芦和砂地柏的部分有效

成分能溶于水和乙醇
[ 5~ 7]
。为了确定最佳提取方

案, 本试验分别用水提法和醇提法对 3 种植物进行

提取,分别得到水提液和醇提液; 水提后的滤渣再用

醇提,得水-醇提液;醇提后的滤渣再用水提, 得醇-水

提液。各提取液以鱼虫为试虫进行毒力检测试验。

由表 3可以看出: 闹羊花和砂地柏 2种植物的水提

液毒力稍大于醇提液, 藜芦的醇提液毒力稍大于水

提液。据此, 确定闹羊花和藜芦的精提取方案(见

1. 2. 1)。由于它们的水-醇提液或醇-水提液的毒力

远小于水提液或醇提液, 说明它们所含的杀虫活性

物质大多都溶于醇和水。由此可知, 3种植物的杀虫

活性成分可以采用水及醇类有机溶剂来提取,但是

可否用其他溶剂提取尚未知。由于砂地柏的资源最

为丰富,材料成本低, 最具开发价值, 所以笔者选取

不同的有机溶剂, 对其有效成分的提取进行了进一

步考察。

2. 4  不同有机溶剂提取砂地柏果实有效成分研究

笔者在砂地柏果实活性成分的提取过程中以生

物活性跟踪测定法为指导, 经不同溶剂 ( 石油醚

( 60~ 90 e )、正己烷、苯、氯仿、乙醇) 进行平行提

取。考虑到砂地柏潜在的开发价值,笔者选用菜青虫

表 2  7种植物水提取液对鱼虫的室内

校正死亡率试验

T ab. 2 Indoor cor rection mo rtality t est o f water ext ract

fr om seven plants on w ater flea

植物种类
不同时间鱼虫的校正死亡率/ %

3 h 6 h 9 h 12 h 18 h 24 h 48 h 60 h

马  桑 0 5. 0 10. 0 15. 0 20. 0 30. 0 50. 0 70. 0

断肠草 0 5. 0 20. 0 35. 0 60. 0 85. 0 90. 0 100. 0

莨  菪 5. 0 5. 0 5. 0 10. 0 15. 0 20. 0 55. 0 55. 0

砂地柏 0 5. 0 10. 0 20. 0 75. 0 80. 0 95. 0 100. 0

闹羊花 10. 0 10. 0 50. 0 75. 0 100. 0 100. 0 100. 0 100. 0

醉鱼草 5. 0 5. 0 10. 0 15. 0 30. 0 80. 0 80. 0 85. 0

藜  芦 0 10. 0 20. 0 65. 0 100. 0 100. 0 100. 0 100. 0

表 3  闹羊花, 藜芦和砂地柏的水、醇提液对鱼虫的

室内校正死亡率试验

Tab. 3  Indoo r cor rection mo rtality test on water flea o f

water and alcoho lic ex tract fr om rhododendron

molle, v eratr um and sabina vulg ar is

植物种类
不同时间鱼虫的校正死亡率/ %

3 h 6 h 9 h 12 h 18 h 24 h 48 h

闹羊花水提液 0. 0 15. 0 80. 0 90. 0 100. 0 100. 0 100. 0

闹羊花醇提液 0. 0 0. 0 50. 0 70. 0 100. 0 100. 0 100. 0

闹羊花水-醇提液 0. 0 0. 0 0. 0 5. 0 10. 0 20. 0 35. 0

闹羊花醇-水提液 0. 0 0. 0 5. 0 5. 0 10. 0 10. 0 20. 0

藜芦水提液 0. 0 10. 0 70. 0 100. 0 100. 0 100. 0 100. 0

藜芦醇提液 10. 0 15. 0 85. 0 100. 0 100. 0 100. 0 100. 0

藜芦水-醇提液 0. 0 10. 0 25. 0 85. 0 100. 0 100. 0 100. 0

藜芦醇-水提液 0. 0 5. 0 5. 0 5. 0 10. 0 10. 0 15. 0

砂地柏水提液 0. 0 0. 0 10. 0 40. 0 70. 0 85. 0 100. 0

砂地柏醇提液 0. 0 0. 0 5. 0 35. 0 60. 0 75. 0 100. 0

砂地柏水-醇提液 0. 0 0. 0 5. 0 15. 0 15. 0 20. 0 25. 0

砂地柏醇-水提液 0. 0 0. 0 0. 0 5. 0 10. 0 10. 0 10. 0
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作为试虫。石油醚和正己烷提取液经冰箱冷冻 12

h后有不溶物析出, 过滤得不溶物, 分别为石 A 和

正 A。滤液回收溶剂后,得石 B和正 B。其他几种

溶剂提取液回收溶剂后, 得苯 B、氯 B和乙 B。测定

各种提取物对菜青虫的生物活性, 选择出较佳溶剂。

砂地柏果实不同溶剂提取物对菜青虫生物活性的比

较见表 4。由表 4可以看出:石 A和正 A 对菜青虫

活性最高,正 A 尤为突出,仅在 24 h内拒食率就接

近 100% , 48 h死亡率高达 100% ;石 A 的活性稍低

于正 A,但其拒食率和最终死亡率都达 90%以上;

除乙 B 外, 其余几种溶剂提取物尽管都均有较高的

拒食活性, 但是死亡率较低。综合考虑溶剂价格及

提取效率,笔者认为, 选择石油醚( 60~ 90 e )作为

最佳提取溶剂是较为合理的, 据此,确定砂地柏果实

的精提方案(见 1. 2. 1)。

表 4  砂地柏果实不同溶剂提取物对
菜青虫生物活性比较  

Tab. 4  Comparing the bio lo gical activ ity o f different

    org anic solv ent ex tr act s fr om sabina vulg aris

  fr uitage against cabbage butterfly larv ae

植物提取液 24 h拒食率 48 h 拒食率 48 h校正死亡率

石 A 91. 4 95. 2 90. 9

石 B 84. 3 89. 1 46. 0

正 A 99. 5 99. 7 100. 0

正 B 81. 9 90. 0 37. 0

苯 B 90. 5 95. 0 46. 0

氯 B 91. 2 95. 3 46. 0

乙 B 46. 0 63. 0 25. 1

样品均配制成 25. 0 g/ L 的丙酮溶液供试,拒食率= (对照平均

取食量- 处理平均取食量) / 对照平均取食量 @ 100% ,取食量

以菜青虫对青菜的取食质量计

3  结  论

通过对 10种植物提取物的抑菌试验,初步筛选出 7种植物作为潜在的 Bt菌混剂候选复配植物,通过提

取液对鱼虫的杀虫活性试验, 筛选出了闹羊花、藜芦和砂地柏 3种较好的候选植物。对最具开发价值的植物

砂地柏进行了不同有机溶剂提取物的杀虫活性比较实验,确定石油醚为最佳提取溶剂。
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m< 0时,原点 O为稳定焦点。注意到变换(3) , 由张芷芬唯一性定理
[ 4]
知,系统(1)在原点外围至多存在一个

极限环,且若存在,它一定是不稳定的。

注:令 l= 1, 系统( 1)变为文献[ 5]研究的系统, 不过这里的证明比文献[ 5]更简洁; 令 l= 1, A= 1,系统

(1)即为文献[ 6]研究的系统, 这里还解决了文献[ 6]中未涉及到的极限环存在性问题。
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