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猪毛蒿精油光活化抑制稗草生长及作用机理
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摘要:采用小杯法 , 测定猪毛蒿精油在0.1 ～ 10.0 mg/ L质量浓度范围内 ,对稗草光活化抑制根 、茎伸长的效果.结果

表明:光照与非光照猪毛蒿精油均表现对稗草根伸长的抑制活性 ,光照显示更强抑制效果 ,特别对茎长的抑制活性

更为显著.利用生化酶学方法 , 测定精油对稗草细胞保护酶活力的影响.结果表明:在 0.1～ 10.0 mg/ L浓度范围

内 ,猪毛蒿精油能诱导激活 GST、GSH-Px和 POD , 而且光照可显著提高 3 种酶的活力.但对 SOD 则具有抑制活性.

电镜观察 ,猪毛蒿精油可引起稗草愈伤组织细胞结构的严重损伤.
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Activity of photodynamic inhibiting growth to weed and action mechanism

of essential oil from Artemisia scoparia
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Abstract:Using the method of small glass , bioassay was conducted to study the activity of the essential oil ex-

tracted from Artemisia scoparia at different concentration on growth inhibition of root and stem of the weed

Echinochloa crusgalli.The results showed that the essential oil inhibited the growth of root and stem of the

weed under light and non-light , while the activity was higher under light than that under non-light.Activity

assayed of several protective enzymes indicated that except the superoxide dismutase (SOD)was inhibited , the

activities of glutathione-S-transferase(GST), glutathione peroxidase (GSH-Px)and peroxidase (POD)were

induced and enhanced greatly by essential oil in the callus of E.crusgalli under light.The observation under

electron microscope showed that the membrane in cell of callus exposed to the essential oil was damaged under

light.The cells of callus were destroyed totally because of a great stress of oxidation in the callus caused by the

essential oil.It was indicated that the biological membrane was the main target for the essential oil action.

Key words:Artemisia scoparia;essential oil;Echinochloa crusgalli;photo-activity ;action mechanism

　　猪毛蒿 Artemisia scoparia 为菊科蒿属植物 , 1 ～ 2

年生草本 ,分布于全国各地.利用水蒸馏法和石油醚

萃取可得油状的液体即为精油[ 1] .生物活性测定表

明:猪毛蒿精油对储粮害虫具有忌避作用 、生长发育

和繁殖抑制作用[ 1 ,2] .对农田害虫具有拒食和光活

化毒杀作用.徐汉虹等
[ 1]
通过化学分析确定活性成

分为茵陈二炔.除草生物活性测定发现猪毛蒿精油

对稗草 , 马唐 , 含羞草等杂草具有光活化防除效

果
[ 3]
.为了进一步明确猪毛蒿精油在防治杂草中的

作用 ,寻找新的结构母体 ,本研究在生物活性测定的

基础上 ,开展了光活化抑制稗草生长的作用机理的

研究 ,为开发新型天然源生物除草剂提供科学依据.
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1　材料与方法

1.1　药液的配制

猪毛蒿 A.scoparia 精油由华南农业大学昆虫毒

理室提供.用少量丙酮(φ<1%)溶解精油 ,滴加吐

温-80乳化 ,加蒸馏水配成所需的测定浓度.

1.2　稗草愈伤组织培养

稗草 Echinochloa crusgalli种子采自广州市郊 ,晾

干后置冰箱(4 ～ 10 ℃)约 1 年备用.采用 MS 培养

基 ,内加 2 mg/L 2 , 4-D ,诱导稗草茎叶产生愈伤组

织 ,继代培养 15 ～ 20 d后的愈伤组织待用.

1.3　光活化抑制生长测定

采用小杯法 ,加入己配制好的猪毛蒿精油药液 ,

放入小杯内 ,每杯放20粒露白的稗草种子.置恒温箱

[(25±1)℃]内处理 10 h 后 ,稗草种子分为两部分 ,

一部分(光照组)置紫外灯下 , 光照 3 h(光强 15

W/m2).另一部分(非光照组)继续在暗条件下 ,待光

照组光照处理后 ,置恒温箱暗处理 3 d ,测量各处理的

稗草根长 、茎长.计算根长 、茎长的抑制率.3次重复.

抑制率=[(l对照-l处理)/ l对照] ×100%.

1.4　稗草愈伤组织保护酶的活力测定

1.4.1　谷胱甘肽-S-转移酶(GST)活性测定:将稗草

愈伤组织置入含有不同浓度的药液培养液中 ,移置

至恒温箱[(25±1)℃]内黑暗处理10 h后 ,处理后的

愈伤组织分为两部分 ,一部分移置近紫外光下(15

W/cm2)光照 3 h(光照组),另一部分继续在暗条件下

(非光照组).照光组与未经照光组药剂处理以及未

加药剂的照光与未经照光处理 ,每种处理 3个重复.

24 h 后 ,称取各种处理的愈伤组织 0.2 g ,加适量的

50 mmol/L pH 7.0 的磷酸缓冲液冰浴匀浆 ,在 4 ℃

下 ,以10 000 r/min离心 15min , 取上清液为酶源.酶

活性测定参照 Habig 等[ 3]方法.蛋白质含量测定参

照 Bradford[ 4]的方法.

1.4.2　谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)活性测定:参

考张嘉麟等[ 5]和荣征星等[ 6]的方法.药剂处理 、酶源

制备和蛋白含量测定与 1.4.1相同.

1.4.3　过氧化物酶(POD)活性测定:参考袁庆华

等[ 7]的方法.取处理后的稗草愈伤组织 0.2 g , 加入

预冷的 0.05 mol/L磷酸缓冲液(pH5.29)1.5 mL冰浴

匀浆 , 匀浆液在低温下(4 ℃)12 000 r/min 离心 15

min , 取上清液为酶源.蛋白含量参考 Bradford[ 4] 的

方法.

1.4.4　超氧化物歧化酶(SOD)活性测定:参考张宪

政[ 8]和沈文飚[ 9]的方法.根据SOD抑制NBT 光化学

还原计算酶活性.一个酶活力单位相当于能引起反

应液达到 50%抑制时所需的酶量 ,记为“U”.

酶活抑制率计算公式:

酶活抑制率=
对照酶比活力-处理酶比活力

对照酶比活力
×100%.

1.5　电镜观察

按照 1.4.1方法处理愈伤组织 ,光照与非光照组

愈伤组织经 4%(φ)戊二醛浸泡 ,1%(φ)锇酸固定.

磷酸缓冲液冲洗 ,不同浓度梯度脱水 ,然后用环氧丙

烷和环氧树脂包埋 ,超薄切片 ,透射电镜观察.

1.6　数据统计分析

计算平均值 、标准误和作图用 EXCEL2000 软件

处理 ,并用SAS统计软件分析数据.用邓肯氏新复极

差多重比较法(Duncan' s multiple rang test.DMRT)进

行差异显著性检验.

2　结果与分析

2.1　猪毛蒿精油对稗草根 、茎生长抑制活性

抑制活性测定表明 ,猪毛蒿精油对稗草根 、茎具

有生长抑制活性 ,光照组中 ,随着处理浓度的提高 ,

茎长抑制率也逐渐增大.1 mg/L 时 ,茎长抑制率为

60.73%;10 mg/L 时 ,抑制率达 88.03%.非光照组

中 ,各处理的抑制率之间无显著差异.0.1 mg/L 时

茎长与对照差异显著.在根长抑制方面 ,光照与非光

照处理对根长都表现出较强的活性 ,10 mg/L 时 ,光

照与非光照的抑制率分别是 80.23%和 70.88%.在

对茎长抑制方面 ,10 mg/L 时 ,光照与非光照的抑制

率差异显著 ,光照与非光照的抑制率分别是 88.03%

和17.13%(表 1).

表 1　猪毛蒿精油对稗草根 、茎生长抑制活性

Tab.1　The inhibited activity of growth of root and stem to E.

crusgalli by essential oil from A.scoparia

ρ/(mg·L
-1
)
处理

treatment

根长 length of root 茎长 length of stem

l/cm

抑制率

inhibiting

rate/ %

l/cm

抑制率

inhibiting

rate/ %

0.1 光照 1.30±0.08 b 70.45 3.62±0.16 b 22.65

非光照 2.23±0.18 b 55.22 4.60±0.24 b 5.64

1.0 光照 1.38±0.46 b 68.64 1.84±0.14 c 60.73

非光照 1.99±0.31 bc 60.04 4.54±0.25 b 6.87

10.0 光照 0.87±0.06 c 80.23 0.56±0.13 d 88.03

非光照 1.45±0.13 c 70.88 4.04±0.24 b 17.13

对照 光照 4.40±0.23 a 4.68±0.11 a

contro l 非光照 4.98±0.45 a 4.87±0.24 a

　1)表中同列数据有相同字母者表示 5%水平差异不显著

(DMRT)
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2.2　猪毛蒿精油光照与非光照对稗草愈伤组织保

护酶系的影响

2.2.1　对 GST 活力的影响　从表 2可知 ,猪毛蒿精

油处理稗草愈伤组织 24 h 后 ,GST 酶的活性是随处

理的浓度的增加而呈上升的趋势.猪毛蒿精油质量

浓度为0.1 、1.0和 10.0 mg/L 时 ,光照增强酶活性分

别为 18.90% 、42.68%和 62.19%.而非光照中 ,不

同浓度间所测的酶活性差异不显著.表明猪毛蒿精

油在光的作用下 ,在一定浓度范围内 ,可激活稗草愈

伤组织GST的活性 ,激活率与浓度呈线性关系.

2.2.2　对 GSH-Px 活力的影响　在GSH-Px活性测

定中.光照与非光照各对应浓度所测得的GSH-Px 活

性差异很大.光照处理的0.1 mg/L 猪毛蒿精油质量

浓度 ,酶活力增高 8.73%, 1.0 mg/L 时 , 则增加了

134.93%.显示出了诱导激活的作用.但质量浓度

升至 10.0 mg/L 时 ,却表现抑制活性 ,酶活抑制率为

31.95%.非光照组中处理质量浓度为 0.1 和 1.0

mg/L 时的酶活力与对照比差异不显著 , 而 10.0

mg/L时显示出酶活抑制作用 , 抑制率为 19.58%

(表 2).

2.2.3　对 POD活力的影响　在对 POD活性测定中

发现 ,光照组与对照酶活性相比 ,光照组 POD的活性

均有所增加 ,但随处理浓度的升高 ,活性具有先增后

降的趋势 , 在 1.0 mg/L 时 , POD 的活性增加了

115.42%.而 10.0 mg/L 时 ,酶活性则增加 59.87%

(呈下降的趋势).非光照的处理 ,各浓度间对 POD

的活性影响不显著.但在 1.0 和 10.0 mg/L 的质量

浓度处理 , 对 POD 的活性也具有一定的激活作用

(表 2).

2.2.4　对 SOD活力的影响　猪毛蒿精油对稗草愈

伤组织 SOD活性表现出强烈的抑制作用.随处理浓

度的升高 ,光照对酶的抑制活性显著增强 ,10.0 mg/L

时 ,抑制率为95.24%;非光照组中 ,猪毛蒿精油对稗

草愈伤组织 POD活性抑制作用也随处理浓度的升高

而增大 ,但与光照组比 ,非光照组的抑制率远小于光

照组中相对应的值(表 2).

表 2　猪毛蒿精油对稗草愈伤组织几种保护酶活力的影响1)

Tab.2　The activity of protective enzyme in callus of E.crusgalli is influenced by essential oil

ρ/(mg·L-1)
处理

treatment

GST GSH-Px POD SOD

比活力

specific

activity

酶活抑制率

inhibiting

rate/ %

比活力

specific

activity

酶活抑制率

inhibiting

rate/ %

比活力

specific

activity

酶活抑制率

inhibiting

rate/ %

比活力

specific

activity

酶活抑制率

inhibiting

rate/ %

0 光照 1.64±0.06 cd 9.39±0.65 bc 21.15±0.21 f 32.57±0.21 a

非光照 1.57±0.05 d 8.58±1.22 c 22.79±0.39 e 30.86±0.39 a

0.1 光照 1.95±0.07 c -18.90 10.21±0.49 b -8.73 23.85±0.11 e -12.77 18.31±0.11 c 43.78

非光照 1.67±0.11 c -6.37 5.98±0.85 c 30.30 23.21±0.45 e -1.84 25.75±0.45 b 16.56

1.0 光照 2.34±0.07 b -42.68 22.06±0.58 a -134.93 45.56±0.82 a -115.41 13.02±0.82 d 59.96

非光照 1.75±0.06 c -12.10 9.96±1.36 bc -16.08 30.71±0.75 c -34.75 25.06±0.75 b 18.79

10.0 光照 2.66±0.15 a -62.19 6.34±0.11 d 31.95 33.81±0.19 b -59.86 1.55±0.19 e 95.24

非光照 1.87±0.12 c -19.11 6.90±0.24 d 19.58 26.95±0.63 d -18.25 12.49±0.63 d 59.53

　1)表中同列数据有相同字母者表示 5%水平差异不显著(DMRT);“ -” 表示具促进活性

2.3　电镜观察

猪毛蒿精油对稗草愈伤组织细胞的损伤见图 1 ,

光照与非光照处理都可见细胞结构受损.在 10.0

mg/L质量浓度处理 ,非光照的细胞膜出现萎缩 ,核

膜破损 ,胞内有许多小空泡(图 1-Ⅰ).光照处理后

的细胞 ,可见线粒体内有一大空泡 ,核结构破坏(图 1

-Ⅱ).而未经猪毛蒿精油处理的光照与非光照对照

细胞膜和线粒体结构完整(图 1-Ⅲ ,1-Ⅳ).因此

可以推测 ,猪毛蒿精油对稗草的毒杀作用靶标主要

是生物膜系统 ,破坏细胞器的结构 ,造成植株死亡.

3　结论

实验结果表明 ,猪毛蒿精油对稗草具有显著的

光活化抑制根 、茎生长的活性 ,同一浓度处理 ,光照

与非光照的抑制效果存在显著性差异 ,尤其对茎的

抑制更为突出.在一定的处理浓度下 ,猪毛蒿精油除

了对 SOD具有显著的抑制活性外 ,对其他的几种保

护酶在有光照的条件下 , 则具诱导激活作用.在

10.0 mg/L的浓度下 ,猪毛蒿精油可引起稗草细胞结

构损伤 ,特别在有光照的条件下 , 损伤程度更加严

重.这是因为猪毛蒿精油能造成稗草细胞内的氧化

胁迫作用 ,致使激活细胞内的抗氧化体系 ,抵御猪毛

蒿精油对细胞的氧化损伤 ,但它对 SOD却具有抑制

效应 ,使细胞内积累超氧自由基 , 当积累到一定程

度 ,超出防御能力 ,最终细胞氧化死亡.
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a:核膜破裂;b:线粒体内的大空泡;c:核膜完整;d:线粒体结构完整

a:damaged unclear envelope;b:big empty bubble in mitochondria;c:intact unclear envelope;d:intact mitochondria

Ⅰ .非光照处理(×6 521);　Ⅱ.光照处理(×12 500);　Ⅲ.非光照对照(×30 000);　Ⅳ.光照对照(×10 714)

Ⅰ .treatment of non-light; Ⅱ.treatment of light; Ⅲ.cont rol of non-light; Ⅳ.control of light

图1　光照与非光照稗草愈伤组织细胞的亚微结构

Fig.1　The structure of electron microscope for callus of E.crusgalli under light and non-light

　　除草剂在农田杂草防除中发挥重要作用 ,但目

前普遍使用的品种如磺酰脲类和生长素类除草剂会

产生土壤农药残留和对后茬作物产生药害问题.其

他的光动力除草剂如二苯醚类等 ,由于它们作用于

卟啉代谢途径 ,也会影响人 、畜的血红素的代谢合

成 ,产生光动力损伤 ,特别是卟啉代谢遗传缺陷型病

人———杂质斑卟啉病产生更为严重的毒性效应[ 10] ,

此类除草剂因毒性问题将限制它的使用.猪毛蒿精

油为植物次生代谢产物 ,在环境中易降解 ,对人 、畜

低毒 ,加上此类物质又具光活化特性 ,可利用自然界

取之不尽的光能提高除草活性 ,将成为新型除草剂

开发的重要内容之一.猪毛蒿内的光敏异株克生物

质 ,将为开发光活化除草剂提供重要的线索.
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