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黄皮种子中杀松材线虫成分分离及活性测定

马伏宁，万树青，刘序铭，赵凤
(天然农药与化学生物学教育部重点实验室，华南农业大学昆虫毒理研究室，广东广州 510642)

摘要:采用药液浸渍法测定了黄皮 Claωena lansium 不同部位甲醇提取物对松材线虫 Bursaphelenchus xylophilus 的生

物活性，在活性跟踪的基础上，通过萃取、柱层析、薄层制备、重结晶、核磁共振等方法对其有效成分进行了分离和

结构鉴定.结果表明，黄皮不同部位甲醇提取物中种子提取物对松材线虫的毒杀活性最高，在 1 mglmL 水溶液中

处理 72h 的校正死亡率为 100%. 各萃取相中石油磁相的活性最高，从石油隧相中分离、纯化获得一黄色晶体，经

核磁共振检测分析为Lansiumamide B (N- 甲基 -N-顺-苯乙烯-肉桂酷腊).该化合物处理松材线虫 24 、48 、

72h 的 LC皿值分别为 8.38 、6.36 、5.38 mglL，表明该化合物是黄皮种子中主要杀松材线虫活性成分.
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Active Ingredients of Seed Extracts of Clausena lansium and 

Nematocidal Activity Against Bursaphelenchus xylophilus 

MA Fu-ning , W AN Shu-qing , LIU Xu-ming , ZHAO Feng 

(Key Lab of Natural Pesticide and Chemical Biology , Ministry of Education , Lab of Insect Toxicology , 

South China Agricultural University , Guangzhou 510642 , China) 

Abstract:Nematocidal activity of methanol extracts from the different parts of Cla时mα lansium was de­

termined by dipping method. The active ingredients were isolated and identified on the basis of active-di­

rected fractionation wi出 column chromatography , thin layer chromatography (TLC) , re町stallization and 

nuclear magnetic resonance (NMR). The results showed that the most effective extract against Bursaphe­

lenchω xywsphilus was seed methanol extract , which gave 100% mortality after 72 h treatment at 由e

mass concentration of 1 mg/mL.咀le active ingredients were concentrated in petroleum ether fraction and 

a yellow crystal was obtained and purified. It was identified as Lansiumamide B (N-me出yl-N-cis-styryl­

cinnamamide) on the basis of NMR data. The bioassay results revealed 由at LCso values of Lansiumamide 

B against B. xylophilus were 8. 38 , 6. 36 and 5. 38 mg/L after 24 , 48 and 72 h treatment , respectively. 

The results indicated 由at Lansiumamide B was effective against B. xywphilus. 

Key words: Bursαiphelenchus xywphilus; Claωena lansium; N-methyl-N-cis-styryl-cinnamamide 

植物通常不能主动避开其他生物的取食和危

害，而在自然界长期的协同进化过程中逐渐发展出

能产生一些对其他生物具有驱避或毒杀作用的次生

代谢物质，其中一些化合物具有独特的结构特征，有

可能成为防治害虫的生防制剂或先导化合物.以天

收稿日期 :2∞8-03-04

然除虫菊和烟碱为先导化合物，人工合成开发出现

代拟除虫菊醋类和新烟碱类杀虫剂并已得到广泛的

应用.从植物中寻找具有农药活性的化合物，是开发

环境和谐农药的一条重要途径.

松材线虫病(Pine Wilt Disease) 是我国二类检疫
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病害，它是由松材线虫 Eursα'Phelenchus xylophilus 寄

生在松树体内所引起的一种毁灭性病害.松材线虫

主要危害日本黑松 Pinω thunbergii、马尾松 P. mas­

soniα阳、西黄松 P. poderosα、欧洲赤松 P. sylves的比、

海岸松 P.pinωωr 和黄山松 P. Taiwanensis 等松属

植物[1]. 我国自 1982 年在南京紫金山松林中发现该

病害以来，在山东、安徽、江苏、浙江、广东、台湾及香

港等地均发现该病害.目前，松树发病后能够防治并

且相对环保的药物非常缺乏，一些对松材线虫有活

性的化学物质，也往往由于水溶性、内吸性差，结构

复杂合成困难，毒性高，成本高等原因而影响实际应

用.因而迫切需要研发出既经济又环保的新型杀松

材线虫药剂.

芸香科 Rutaceae 黄皮属 Clausena 植物在我国自

古即为药用，具有广泛的药理活性，研究表明黄皮属

植物具有保肝、降脂、解痊、抑菌及抗癌等生物活

性[2]. 黄皮 CIαωenα lansium 原产于我国热带地区，

在广东、广西、福建、四川、云南、台湾、海南等地均有

分布.黄皮的叶、根、果均能人药，含有香豆素、生物

碱等活性成分[3]. 关于黄皮的研究多集中在医药和

挥发油方面，在农业方面的研究较少.万树青等[4)

在研究几种植物提取物对萝卡蛇的光活化杀虫活性

时，发现黄皮种子甲醇、石油酷提取物对薯;卡螃具有

一定的杀灭作用.本研究就黄皮种子，中对松材线虫

有毒杀活性的化学成分进行了分离和鉴定，以期为

植物源杀线虫剂的开发提供依据.

1 材料与方法

1. 1 材料

黄皮 CIαωena lansium 叶、树皮、花、成熟果实均

采自华南农业大学昆虫毒理重点实验室杀虫植物

园.

松材线虫 BUTS叩helenchω xylophilus 由华南农业大

学资源环境学院线虫研究室提供，在 25 "C培养箱中以

玉米粒培养的盘多毛抱菌 Pestαlotia sp. 培养 15 d 后，用

改良贝曼漏斗法分离收集线虫，元菌水冲洗 2 次后，配

成约为 1ω条/mL的线虫液(混合虫龄)备用.

L毛主要仪器和试剂 :DRX46∞型超导核磁共振仪，

瑞士 Bruker 公司制造;光照培养箱 LRH-3∞-GH ，广

东省医疗器械厂出品 ;RYRlG 熔点仪，天津市新天光

仪器公司生产;光学显微镜，日本Olympus 公司制

造;KH2500 型超声波清洁器，昆山禾创超声仪器有

限公司制造; LABOROTA 20L 型旋转蒸发仪，德国

Heidolph 公司制造.硅胶，青岛海洋化工厂生产;其

他有机试剂均为国产分:析纯.

1. 2 活性成分提取、分离和结构鉴定方法

1.2. 1 植物材料的提取超声波提取:采集新鲜的

黄皮种子、花、树皮和叶置于闭光的通风处自然阴

干，放置于干燥箱中 50 "c烘 1 -2 h 至干脆，用植物

粉碎机将其粉碎，过 80 目筛.称取材料干粉各 30 g , 

放人 250 mL 具塞三角瓶中，加人 150 mL 甲醇，振荡

均匀，黑暗条件下放置过夜，室温下超声波提取

20 min ，抽滤，反复提取 3 次，合并提取液，减压浓缩

近干得粗提物，称质量并计算提取率.粗提物用于生

物活性测定.

冷浸法提取:2.5 kg 的黄皮种子干粉按 5 mUg 

的量加人甲醇，置于避光阴凉处，期间数次摇动，72 h 

后抽滤，残渣再添加甲醇浸泡，如此反复浸提 3 次，

抽滤后将提取液合并，在 20 L 旋转蒸发仪上 45 -

50 "c减压浓缩至膏状，得种子提取物.

1. 2. 2 种子提取物的初步分离 将黄皮种子甲醇

提取物用少量的甲醇溶解后，加人 5 倍量蒸馆水溶

解，转人分液漏斗中，依次用石油醋、三氯甲烧、乙酸

乙醋、正丁醇萃取，每种溶剂连续萃取 3 次，每次

500 rι. 对各萃取相及最后剩下的水相进行减压浓

缩得稠膏，在 0.1 mg/mL 水溶液中进行各萃取相生

物活性测定.

1. 2. 3 活性成分分离和结构鉴定 经生物活性测

定，种子提取物石油酷萃取相的活性最好，继续对石

油酷相进行硅胶柱层析.装柱用 1∞ -2∞目硅胶，以

石油酷和乙酸乙醋的混合溶剂进行洗脱.点样于

GF254 硅胶薄板上，碗、荧光和硫酸显色后合并点板结

果相近的情分，对所合并的情分进行活性测定后再对

有活性的情分继续分离，通过薄层层析获得单一的活

性成分，进行重结晶，用 3 种不同洗脱剂薄层层析后显

色均为单一点的化合物被认为是纯化合物.

化合物结构鉴定:核磁共振氢谱( 1HNMR) 

(600 MHz) 和碳谱(气NMR) (150 MHz) 以筑代氯仿

(CDC13 )为溶剂，四甲基硅烧(TMS) 为内标测定.熔

点仪测熔点，用甲醇溶解少量化合物配成质量浓度

为 10 mg/L 的溶液，以甲醇为参比扫描紫外吸收峰.

结构剖析由中国科学院华南植物园魏孝义研究员

完成.

1.2.4 生物活性测定 药液浸渍法:各供试提取物

以蒸馆水(含 ψ<2% 的丙酣)配制成试验设置浓度

的溶液，取1. 5 mL 溶液加人 24 孔细胞板内，然后用

胶头滴管加入供试松材线虫 50 -100 条，每孔作为 1

次重复，每处理 4 次重复，对照为蒸锚水(含 ψ<2%
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的丙酣) ，置 25 "c培养箱处理 24 、48 和 72h 后，在光

学显微镜(4 x )下检查线虫死亡数.以虫体发直、拨

针拨动不活动的虫体放人清水 24 h 后仍不能恢复活

动的确定为死亡状态，按下式计算校正死亡率.

-处理组死亡率-对照组死亡率
校正死亡率- × 1∞%. 

1 -对照组死亡率

1. 2. 5 数据统计分析方法 本试验中的测定数据、

平均数、标准误、线形回归方程等数据用 Microsoft

Excel2002 软件处理，并用 DPS 软件邓肯氏新复极

差多重比较法(Duncan' s multiple range test , DMRT) 

进行差异性分析.化合物结构图采用 ChemDraw Ul­

tra 8.0 软件绘制.

2 结果与分析

2.1 黄皮不同部位甲醇提取物提取率及对松材线

虫的毒杀活性

对黄皮的种子、花、叶和树皮的干粉进行超声波

提取.结果(表 1 )显示，叶、树皮和种子的提取率相

近，花的提取率最低.采用药液浸渍法进行生物活性

测定，在 1 mg/mL 的处理质量浓度下，黄皮各部位甲

醇提取物均有一定的杀松材线虫活性，其中种子提

取物的活性高于其他部位提取物，其处理松材线虫

相活性较差(表 2) . 

表 2 黄皮种子提取物各萃取相对松材线虫的杀虫活性

Tab. 2 Nematocidal activity of different extracts from seeds 

of Clausena lansium against Bursaphelenchus xylo­

philus 

萃取物
校正死亡率1) /% 

48 h 72h 

石油酷相

氯仿相

乙酸乙醋相

正丁醇相

水相

对照(蒸馆水)

49.71 +0. 02a 77.14 :1: 0. 78a 

17.26+0.12b 40.94 土 0.41b

5.64+0.01d -0.04 :1: 0.05d 

12.62 士 0.08c 22.29 :1: O. 23c 

一 0.03 +O.04e 一 0.07 :1: 0. 27d 

12.52
) 14. 52) 

1 )表中的"校正死亡率"为平均值±标准误，是萃取相质量

浓度为 0.1 mglmL 处理后的结采;同列数据后字母相同者表

示在 5% 水平差异不显著(DMRT); 2) 所示数据为供试松材

线女对照组的死亡率

2.3 种子提取物有效成分的分离、纯化和鉴定

种子提取物石油酷相萃取物经过 2 级硅胶柱层

析，将活性情分用自制薄层色谱板分离并通过重结

晶得到一黄色晶体.测定其熔点为 67 - 68 "c ，紫外

72h 校正死亡率达到 100% ，叶、树皮和花的校正死 最大吸收峰(甲醇溶解) :221. 4 , 273.2 , 293.4. lH-

亡率达 40% - 50% . NMR (600 MHz , CDC13 ) :δH 为 3. 08 ( s , 3H , CH3 ) , 

表 1 黄皮各部位甲醇提取物的提取率及杀松材线虫活性 6.22(d , J=8.4 Hz , IH , CH) , 6.47(d , J=8.4 Hz , 

Tab. 1 Extract rate of methanol extracts 仕om difTerent 1 H , CH) , 6. 92 ( d , J = 15. 4 Hz , 1 H , CH ) , 7. 63 ( d , 

parts of Clausena lansium and nematocidal activity 

against Bursaphelenchus 勾，lophilus

部位 提取率/% 校正死亡率1) /% 

nt 21. 75 47.04 + 2. 56b 

树皮 20.37 43. 64 + 3 . 20d 

种子 18.40 100.00 + O. OOa 

花 9.27 45.69 士 2.39c

对照(蒸馆水) 14.52
) 

1) 表中的"校正死亡率"为平均值±标准误，是提取物质量

浓度为 1 mglmL 处理 72h 后的结采;本列数据后字母相同

者表示在5% 水平差异不显著(DMRT 法) ; 2) 所示数据为供

试松材线女对照纽的死亡率

2.2 黄皮种子各萃取相对松材线虫的毒杀活性

将黄皮种子甲醇粗提物进行液-液萃取，分别

得到石油醋、氯仿、乙酸乙醋、正丁醇及水相萃取物，

采用药液浸渍法测定上述几种萃取物对松材线虫的

生物活性.结果表明，在 0.1 mg/mL 质量浓度处理

48 、72h 后，石油酷相对松材线虫表现出较好的活

性，氯仿相和正丁醇相的活性次之，乙酸乙醋相和水

J = 15. 4 恤，山， CH) ， 7. 19 -7. 44( m , 10H , CHar ). 

13C_NMR( 150 MHz , CDC13): 8c 为 34.4 ( CH3 ) , 

118.2 (C-2) , 124.8 (C-2') , 127.7 (CHar ) , 127.7 

( CH.. ), 127.9 (CH.r ) , 128.4 (C-l') , 128.4 

( CH.J , 128.4 (CH.,) , 128.4 (CHar ) , 128. 5 ( CH.r ), 

128. 5 ( CH.r ) , 128.6 ( CHar ) , 129. 5 ( CH.r ) , 134. 2 

(C.J , 135. 9( C.,) , 142. 4( C-3) , 166. 2( CO). 

综合核磁共振氢谱和碳谱数据并与 Lin [5] 及

Alexander[6] 报道的数据进行比较，鉴定该化合物为

Lansiumamide B ，分子式为 C18 H17 NO，相对分子质量

为 263.1310 ，化学结构见图1.

O 

Nli 

图 1 Lansiumarnide B 的化学结构

Fig. 1 Chemical structure of Lansiumarnide B 



26 华南农业大学学报 第 30 卷

2. 4 Lansiumamide B 对松材线虫的毒力

为了进一步确定Lansiumamide B 对松材线虫的

毒力，先分别设 15 、30 、45 、60 、75 、 90 mg/L 6 个质量

浓度梯度测定其毒杀活性， 24 h 的校正死亡率达到

85% - 96~毛， 48 h 的校正死亡率除 15 mg/L 的为

999毛外，其他质量浓度的均为 100%. 又分别设 2 ，4 、

6 ，8 、 10 、 12 mg/L 测定其活性， Lansi阳umam町id由e B 处理

松材线虫 24 、4咄8 和 7η2h 后的致死中质量浓度(LCι5纫口

分别为 8.3到8 、厄6.3元6 和 5.3览8 mg/L叫(表 3盯) .所用Lansi­

umamide B 为晶体，纯度为 99% 以上.

表 3 Lansiumamide B 处理不同时间对松材线虫的毒力

食作用[叫， Lansiumamide B 是否具有拒食活性还有

待于进一步研究.黄皮的整个果实(包括果皮、果肉

和种子)长期被作为一种水果和中药材使用，从黄皮

种子中提取的化合物对人类和环境相对安全，因此

有必要对黄皮种子中活性化合物Lansiumamide B 的

作用机制、人工合成及在植物线虫防治和在农业、医

药等方面的实际应用作深人的研究.

致谢:华南植物园魏孝义研究员在化合物结构鉴定中提供

帮助，华南农业大学李秉滔教授鉴定植物材料，在此一并致

谢!

Tab. 3 Toxicity of Lansiumamide B against Bursaphelen- 参考文献:

chus 其yloph蜘s at different time treatment 

t!h 回归方程 I1:S/(吨. L -1) 
防
·
叫1
-
m
ω
M
M
m
ω

措

L
-
4
4
d

i--
别
吨

-
m
H
m
m
%

归
。
一

1
1
4

lf 

24 Y=-0.2632+5.7017X 

48 Y =0.444 4 +5. 672 OX 

η Y=0.618 5 +5. 998 3X 

8.38 

6.36 

5.38 

0.9598 

0.9427 

0.9593 

3 讨论

试验中发现乙酸乙醋相和水相萃取物处理松材

线虫 72h 的校正死亡率为负值，这可能与黄皮种子

中含有一些能够维持或促进线虫生长的活性物质有

关，这些活性物质使得黄皮具有中药药效而得到长

期使用，如已经测定出自然干燥的黄皮果核中含有

0.174% 的黄皮酷胶[7] ，黄皮酷股是从黄皮叶中分离

出的具有抗衰老、促智活性的物质.

相关的研究表明:阿维菌素 (50 mg/L) 24 h 的

校正死亡率为 83% [剖， Lansiumamide B (45 mg/L) 的

校正死亡率为 91% .植物源的杀线虫活性物质骆驼

蓬碱72h 的 LCso值为 135.74 mg/L [9] ，鱼藤酣 120 h 

的杀松材线虫效果比丙线磷好，其 120 h 的 LCso值为
1. 86 mg/L[ lO] ，而 Lansiumamide B 72 h 的 LCso值为
5.38 mg/L.可见，与以上杀线虫剂试验效果相比，从

黄皮中分离的Lansiumamide B 对松材线虫具有优良

的毒杀活性.

Lansiumamide B 自 1989 年台湾的 Lin[S] 报道以

来，鲜见其生物活性方面的研究报道.黄皮树 Phello­

dendron chinense 为黄柴属(黄皮属的姊妹属)植物，

从中分离的三帝和酷股类化合物对昆虫具有拒食作

用[11] ，肉桂酷股类化合物对鸟和其他生物也具有拒
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