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摘　要　研究了野生型和栽培型黄花蒿叶丙酮提取物对朱砂叶螨的生物活性 。结果表明:
栽培型和野生型 48 h的 LC50分别为 0.295和 0.567 mg· ml

-1
,以栽培型的杀螨毒力较高;

对 2种提取物进行柱层析分离 ,野生型最终分离出 19个馏分 ,栽培型分离出 17个馏分 ,其
中野生型的第 11馏分与栽培型的第 13馏分的杀螨活性在 2.5mg· ml

-1
,处理 48h的校正

死亡率均为 100%,与其他组分存在显著性差异;将杀螨活性较好的馏分进行毒力测定得
出 ,处理 48h,野生型馏分 11的 LC50为 0.120mg· ml

-1
;栽培型馏分 10、12和 13的 LC50分

别为 0.144、0.163和 0.117mg·ml
-1
。表明栽培型黄花蒿叶丙酮提取物对朱砂叶螨的触

杀活性优于野生型。
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Abstract:Alaboratorytestwasconductedontheacaricidalbioactivityofnaturalandcultivated
ArtemisiaannualeavesacetoneextractsagainstTetranychuscinnabarinus.TheLC50 , 48 hofnat-
uralandcultivatedA.annualeavesacetoneextractswas0.295 and0.567 mg· ml

-1
,

respectively, i.e., theacetoneextractofcultivatedA.annualeaveshadahigheracaricidalbio-
activity.Bycolumnchromatography, atotalof19and17fractionswereisolatedfromthenatural
andcultivatedA.annualeavesacetoneextracts, respectively.Attheconcentration2.5
mg·ml

-1
, the11thfractionoftheextractofnaturalA.annualeavesandthe13thfractionofthe

extractofcultivatedA.annualeavescouldkillalltestmitesaftertreatedfor48 h.Thetoxicity
testshowedthattheLC50 , 48hofthe11thfractionoftheextractofnaturalA.annualeaveswas
0.120mg·ml

-1
, andtheLC50 , 48hofthe10th, 12th, and13thfractionsoftheextractofculti-

vatedA.annualeaveswas0.144, 0.163, and0.117mg·ml
-1
, respectively.Thisstudysug-

gestedthattheacaricidalactivityoftheacetoneextractofcultivatedA.annualeavesagainst
T.cinnabarinuswassuperiortothatofthenaturalA.annualeaves.
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　　黄花蒿(Artemisiaannua)系菊科蒿属 1年生草

本植物 , 是青蒿素来源的唯一植物 (冯世鑫等 ,

2009),也是我国传统的中草药 ,可用作消暑 、退热 、

治感冒 、治疗慢性久热 、气管炎 、癌症等 ,还具有抗疟

疾 、抗吸血虫 、抗病毒与增强机体免疫力的作用(Ef-

ferthetal., 2001;Narendraetal., 2001;vanderKooy

etal., 2008)。黄花蒿也有在农业生物活性方面的

相关研究 ,如其提取物及其衍生物对单子叶及双子

叶杂草具有一定的抑制生长作用 (高志梅等 ,

2007),另外还具有抗菌活性 ,能有效抑制某些菌丝

生长(Zhai＆Zhong, 2008)。研究表明 ,野生型黄花
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蒿叶的丙酮提取物对朱砂叶螨(Tetranychuscinna-

brinus)和柑桔全爪螨(Panonychuscitri)均有较强的

杀螨活性(Zhangetal., 2008;张永强等 , 2009)。

朱砂叶螨是一种重要的世界范围的植食性经济

害螨 ,具有体积小 、繁殖快 、适应性强及易产生抗性

等特点 ,是公认的最难防治的有害生物类群之一

(何林等 , 2005)。长期以来 ,对于朱砂叶螨的控制

主要依靠化学农药 ,过度频繁的使用化学农药致使

“ 3R”问题日益突出 ,加之人们对绿色食品的需求不

断地增加 ,因此宜采用生物源杀螨剂防治螨类 。植

物源杀螨剂是很有发展前景的研究方向之一 ,其研

究成功与否受其原料来源限制较大 。目前 ,重庆地

区为开发青蒿素及其衍生物而广泛栽培黄花蒿 ,根

据黄花蒿对朱砂叶螨生物活性的报道 ,有必要比较

分析栽培型和野生型黄花蒿的杀螨活性差异。鉴于

此 ,本文开展了栽培型(YY-2)和野生型黄花蒿叶的

丙酮提取物对朱砂叶螨的触杀活性测定 ,并对两种

黄花蒿提取物进行柱层析分离 ,采用生物活性追踪

法测定两种黄花蒿叶的丙酮提取物柱层析所得不同

馏分的杀螨活性 ,以此为依据比较两种黄花蒿的杀

螨活性 ,以期为确定具有较高杀螨活性的黄花蒿品

种提供理论依据 。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　供试螨类　朱砂叶螨 ,最初采自重庆市北碚

区田间的豇豆苗上 ,在智能人工气候室内 26 ℃±1

℃、60% ～ 80% RH条件下 ,用盆栽豇豆苗饲养了多

年 ,未接触任何农药所获得的敏感品系。

1.1.2　供试植物材料的来源及处理　采集时间为

2009年 7月 20— 25日 ,栽培型为重庆市北碚区西

南大学后山农场种植的酉阳黄花蒿(YY-2);野生型

在西南大学周边采集 。将采得的黄花蒿叶置于室内

自然阴干 ,用小型家用粉碎机粉碎 ,过 80目筛 ,干粉

装入保鲜袋 ,置于冰箱中保存备用。

1.2　提取方法

1.2.1　黄花蒿提取物的制备　称取适量的栽培型

和野生型黄花蒿叶粉碎物 ,用丙酮(丙酮与材料为

5∶1)常温浸泡提取 72 h,间歇摇动 。将浸提液过

滤通过中速滤纸 ,然后用 RE-2000型旋转蒸发仪将

滤液旋转蒸发浓缩 ,得浸膏 ,转入小瓶中待用。

1.2.2　黄花蒿杀螨活性成分的分离　采用柱层析

分离 ,所用硅胶为 100 ～ 200目(青岛海洋化工),湿

法装柱。称取丙酮提取物 3 g,加等量硅胶拌匀 ,加

于硅胶柱顶端 ,用石油醚:丙酮(10:1、9:1、8:1、7:1、

6:1、5:1、3:1、1:1、1:2、1:3)依次洗脱 ,控制洗脱剂

流速在 200 ml· h
-1
,用 100 ml三角瓶收集 ,每 100

ml为一馏分 。然后用薄层层析(石油醚 ∶丙酮 =

3∶1为展开剂)检测 ,根据比移值(Rf)的大小合并

相同馏分 ,减压浓缩至溶剂挥干 ,可得白色针状结晶

或黑色 、淡黄色膏状物 ,将各馏分所得提取物收集

备用 。

1.3　测定方法

1.3.1　野生型和栽培型黄花蒿丙酮提取物杀螨活

性测定　杀螨活性测定参照 FAO推荐的测定螨类

抗药性的标准方法 ———玻片浸渍法(FAO, 1980)。

将 3 ～ 5日龄雌成螨挑在贴有双面胶的玻片上 ,在温

度 26 ℃±1℃、60% ～ 80% RH的环境下放置 4 h,

用双目解剖镜检查 ,剔除死亡和不活泼的个体 ,记录

活螨数。取适量的野生型和栽培型黄花蒿叶的丙酮

提取物加入少量分析纯丙酮 、吐温 80和自来水(三

者体积比例为 3∶0.5∶96.5)配成一定浓度母液 ,

再用水稀释配置成 2.0、 1.0、 0.5、 0.25、 0.125

mg· ml
-1
的 5种浓度的供试液 ,并以自来水(含 3%

丙酮和 0.5%吐温 80)作对照。将玻片粘有螨的一

端浸入供试液中 5 s后取出 ,用滤纸将螨体周围的

药液吸干 。每个浓度和对照均处理 120头 ,实验重

复 5次。处理后同样条件下培养 3 d,每 24 h检查

一次 。用毛笔轻触螨体 ,以其螯肢不动者为死亡 。

1.3.2　柱层析分离馏分杀螨活性测定　参照 FAO

(1980)推荐的测定螨类抗药性的标准方法 ,并加以

改进的玻片毛细管法。称取适量不同馏分提取物 ,

将其配制成浓度为 2.5mg·ml
-1
的供试药液(配制

方法同 1.3.1);作毒力回归分析时 ,在初试的基础

上选用 5 ～ 7个浓度 ,用玻璃毛细管(内径 0.5 mm)

定量吸取 0.78 μl药液 ,小心点滴于 60头螨体上

(每头平均受药量 0.013μl),其他处理同 1.3.1。

1.3.3　数据分析　试验结果进行方差分析 ,并用

Duncan新复极差法比较各处理间的效果差异 ,毒力

回归式由机率值分析法计算 , 由 SPSS软件(SPSS

17.0)统计完成 。

2　结果与分析

2.1　野生型和栽培型黄花蒿提取物对朱砂叶螨的

触杀活性比较

两种黄花蒿叶丙酮提取物处理朱砂叶螨雌成螨
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表 1　2种黄花蒿提取物对朱砂叶螨的触杀活性比较

Table1　ComparisonofthetoxicityofextractsfromArte-
misiaannuaagainstTetranychuscinnabrinus

提取物 毒力回归方程 相关系数

(r)

LC
50

(mg· ml-1)

LC
95

(mg· ml-1)

野生型 y=2.339+0.966x 0.980 0.567±0.156 28.581±7.883

栽培型 y=2.496+1.014x 0.985 0.295±0.089 12.353±3.726

LC50和LC95为平均值 ±标准误。

48 h后(表 1),触杀活性存在明显差异 ,杀螨活性较

高的为栽培型 ,其 LC50为 0.295 mg· ml
-1
,而野生

型的 LC50为 0.567mg·ml
-1
,二者相差近两倍 。二

者的 LC95也存在相同的变化趋势 ,并且根据毒力回

归方程可看出 ,随着药剂浓度的增大 ,栽培型黄花蒿

提取物对朱砂叶螨的致死率比野生型的增加稍快。

2.2　野生型和栽培型黄花蒿提取物不同柱层析馏

分的杀螨活性比较

为进一步研究野生型和栽培型黄花蒿叶丙酮提

取物对朱砂叶螨的触杀毒力 ,用柱层析分离两种提

取物 ,经薄层层析检查两类提取物柱层析的不同馏

分 ,根据比移值(Rf)的大小合并相同流份后 ,野生

型最终分离出 19个馏分 ,栽培型分离出 17个馏分 。

采用生物活性追踪法测定了两种提取物柱层析不同

馏分的杀螨活性 ,其 2.5 mg·ml
-1
,处理 48 h的结

果见表 2。

从纵向来看 ,两种黄花蒿杀螨活性较好的馏分

都始于第 10个馏分 , 野生型集中于馏分 10和 11

中 ,处理 48h, 2.5 mg· ml
-1
的平均校正死亡率分别

为 90.6%、100.0%,其次是馏分 4和 6,平均校正死

亡率分别为 84.3%、68.8%;栽培型集中于 10、11、

12和 13四个馏分中 ,馏分 10和 13的杀螨活性最

高 ,处理 48h, 2.5 mg· ml
-1
的平均校正死亡率分别

为 99.0%、100.0%,馏分 11和 12次之 。

从横向来看 ,在第 10馏分之前 ,野生型提取物

的杀螨活性总体比栽培型的要高 (除馏分 2、3、 9

外);第 10馏分之后 ,野生型的馏分 10和 11与栽培

型的馏分 10、11、12和 13的杀螨活性相当 ,是所有

馏分中杀螨活性最高的 ,与其他馏分存在显著性差

异;之后的各馏分均以栽培型的杀螨活性较高 。从

相对含量方面看 ,具有较高杀螨活性的馏分有些含

量较高 ,有些含量较小 ,而从整体来看 ,栽培型的杀

螨活性较强的物质相对含量优于野生型。

　　根据上述结果 ,对活性较高的野生型的第 10和

11馏分与栽培型的第 10、11、12和 13馏分进行了

毒力测定 ,其处理 48h的结果列于表 3。

表 2　2种黄花蒿提取物柱层析馏分的杀螨活性

Table2　Acaricidalactivitiesofthefractioncompounds
separatedfromtwoArtemisiaannuabycolumnchromatog-
raphy

不同
馏分

野生型

相对含量

(%)
校正死亡率

(%)

栽培型

相对含量

(%)
校正死亡率

(%)

1 6.8 25.2±0.8h 3.6 3.2±1.6h

2 1.3 17.8±0.1ij 2.4 58.3±5.4b

3 8.8 20.7±2.8hi 4.6 60.8±1.0b

4 2.8 84.3±2.8c 2.3 36.1±2.1cde

5 2.6 51.6±1.4f 1.6 41.8±4.8cd

6 1.7 68.8±2.9d 7.5 44.6±2.4c

7 1.6 58.7±1.0e 2.4 32.6±2.2def

8 12.6 79.6±0.9c 5.4 7.4±0.8h

9 2.6 42.7±3.7g 8.8 61.5±1.9b

10 2.3 90.6±0.8b 14.3 99.0±1.0a

11 12.3 100.0±0.0a 8.6 93.6±1.9a

12 5.2 41.7±0.6g 6.5 95.0±2.6a

13 8.4 2.4±1.2l 11.3 100.0±0.0a

14 2.8 15.1±0.9j 3.8 60.7±9.1b

15 4.9 1.5±0.2l 2.7 25.7±4.7efg

16 4.4 16.8±0.3ij 11.4 19.0±1.0g

17 13.3 37.8±1.0g 2.6 23.8±2.2fg

18 3.5 20.4±1.8hij - -

19 2.0 7.8±0.6k - -

校正死亡率为平均值 ±标准误;同列不同字母为差异显著(P<
0.05, Duncan新复极差测验)。

表 3　活性较高馏分对朱砂叶螨的毒力回归分析
Table3　Toxicityregressionanalysisofthehigheracaricid-
alfractionsagainstTetranychuscinnabrinus

处理 毒力回归方程 相关系数 LC50

(mg· ml-1)

LC95
(mg· ml-1)

野生型 10y=5.102+2.234x 0.989 0.900±0.078 4.905±0.428

11y=0.225+2.296x 0.986 0.120±0.012 0.625±0.063

栽培型 10y=-0.702+2.641x 0.974 0.144±0.012 0.604±0.048

11y=5.453+2.044x 0.967 0.600±0.044 3.829±0.278

12y=0.171+2.183x 0.983 0.163±0.014 0.925±0.081

13y=-0.122+2.476x 0.990 0.117±0.011 0.540±0.052

LC50和 LC95为平均值 ±标准误。

　　根据表 1和表 3,从分离馏分与提取物之间的

比较来看 ,在野生型中杀螨活性较好的馏分 10和

11,经 48 h处理后 , 得到其 LC50分别为 0.900和

0.120 mg· ml
-1
。而野生型黄花蒿丙酮提取物的

LC50为 0.567,大约为馏分 11的 5倍 ,而馏分 10则

比提取物的还大 ,表明野生型黄花蒿的杀螨活性物

质主要为馏分 11的提取物。在栽培型中杀螨活性

较好的馏分 10、11、12和 13的 LC50分别为 0.144、

0.600、0.163和 0.117mg·ml
-1
,除馏分 11比其提
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取物的 LC50 0.295mg· ml
-1
高出近两倍外 ,其余的 3

个馏分都显示出对朱砂叶螨有较高的触杀活性 ,特

别是馏分 13,同时也表明这些馏分里的物质为栽培

型黄花蒿杀螨的主要活性物质 。

从野生型与栽培型二者之间的比较来看 ,野生

型的馏分 10和栽培型的馏分 11杀螨活性最差 ,而

野生型的馏分 11与栽培型的馏分 10、12和 13的杀

螨活性相当 ,整体表明 ,栽培型黄花蒿叶提取物对朱

砂叶螨的触杀活性优于野生型 。

3　讨　论

黄花蒿在医药领域具有很重要的价值 ,青蒿素

的使用使之闻名于世 。然而同种植物在不同生长

期 、不同的环境条件下 ,其次生代谢产物的种类和含

量可能不同 (蒋运生等 , 2008;韦树根等 , 2009),特

别是光照强度及长度(曹建国等 , 2005;何金明等 ,

2010)、土壤矿质元素和湿度(闫立英等 , 2010)等环

境因素均能引起植物体内次生代谢产物的积累 。关

于野生型与栽培型黄花蒿的一些研究表明 ,黄花蒿

中青蒿素及其他代谢产物的生产能力与黄花蒿叶片

光合性能呈正相关 ,即光强有利于青蒿素的合成和

大量积累(刘春阳等 , 1999);而栽培黄花蒿的光合

能力比野生黄花蒿的要强得多(张荣沭等 , 2008);

青蒿素及酰胺 、芳香类物质的含量均以栽培黄花蒿

茎和叶片中多 (孔德鑫等 , 2010);酉阳的黄花蒿

(YY-2)的青蒿素含量为现有黄花蒿品种中最高的 ,

其质量分数为 0.668%(王满莲等 , 2007)。土壤水

分 、矿质元素等对青蒿素及其他次生代谢物的含量

均有影响(孙年喜等 , 2009;王满莲等 , 2009;吴叶宽

等 , 2010)。栽培型黄花蒿无论从光照 、温湿度 、营

养元素等生长环境均优于野生型 ,并且黄花蒿 YY-2

经过多年育种驯化 ,在长势和次生代谢物质的积累

都优于其他品种的黄花蒿。根据上述研究可知 ,生

态环境越好越有利于黄花蒿的生长和青蒿素及其他

次生代谢物的累积 。从 分 离 的 情 况 来 看 , 野 生 型的

分 离出 19个馏分 , 而 栽 培型 的分 离出 17个馏分 , 可

推 断 , 野 生型 与栽 培 型 黄 花 蒿的 化 学 组 分 存 在 明显

差 异 , 其 主 要 因 素 可 能 受 遗 传 背 景 及 生 长 环 境 的

影 响 。

野 生型 黄花 蒿对 朱砂 叶螨 和柑桔 全爪 螨有 较高

的 触杀 活性 已被 证实 。本 实验 所使用 的野 生型 黄花

蒿对 朱砂 叶螨 的触 杀 活 性与 已 报 道的 相 似 (张 永 强

等 , 2007;Zhangetal., 2008)。通 过野生 型与 栽培 型

黄花 蒿的 杀螨 活性 相 比 表 明 , 栽 培 型 对朱 砂 叶 螨 的

触杀 活性 优于 野生 型 ,栽 培 型丙 酮 提 取 物处 理 48 h

的 LC50为 0.295mg·ml
-1
是 野 生 型 的 1/2。经对 野

生型 与栽 培 型 黄 花 蒿 叶 丙 酮 提 取 物 进 行 柱 层 析 分

离 , 栽 培型 在杀 螨活 性物 质馏 分 、含量和 生物 活性 方

面均 优于 野生 型 。目 前 , 黄 花 蒿 主 要 用于 青 蒿 素 的

提取 和青 蒿茶 的开 发 ,重 庆 大 面 积 种 植黄 花 蒿 可 为

开发 植物 性杀 螨剂 提供 原料 。

综上 所 述 , 两 种 黄花 蒿 的 活性 物 质 可 能因 两 者

品种 和所 在环 境的 土壤 水分 、矿质 元素 、温度 、光 照 、

有害 生物 等生 态因 素 的 改 变 , 使 栽 培 型的 比 野 生 型

的多 出 馏分 10和 12中的活性物质 , 或 者 其 他 辅 助

成分 及其 他次 生代 谢物 存在 差异 而导致 杀螨 活性 存

在差 异 ;也 有可 能 是 相 同 物 质而 存 在 含 量 差 异 。各

馏分 所含 物质 是否 相 同 有 待 于进 一 步 的 研 究 , 而 栽

培型 (YY-2)黄花 蒿的 高效杀 螨 活 性物 质 , 将 会成 为

未来 植物 源杀 螨剂 的重 要来 源之 一 , 黄 花蒿 (YY-2)

将是 提取 该物 质的 首选 品种 之一 。本研 究一 方面 可

明确 具有 较高 杀螨 活 性 的 黄 花蒿 品 种 ,为 开 发 植 物

性杀 螨剂 提供 理论 依 据 ;另 一 方 面 对 黄花 蒿 的 引 种

驯化 与良 种选 育工 作及 我国 黄花 蒿产业 的发 展也 将

会有 一定 指导 意义 。
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