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摘要：为研究与开发安全性高的新型植物源杀虫剂，本试验用７０％乙醇对何首乌进行粗提，粗提物用大孔吸附

树脂进行初步分离，５０％乙醇洗脱馏分用乙酸乙酯进行萃取，乙酸乙酯萃取物用硅胶柱层析进一步分离，洗脱

馏分Ｅ用高效液相色谱进行初步鉴定。５０％乙醇洗脱馏分的生长抑制作用高于水洗脱馏分；乙酸乙酯萃取物

的生长抑制作用高于水萃取物；洗脱馏分Ｅ对棉铃虫的生长抑制作用较好。何首乌中对棉铃虫具有杀虫活性

的主要成分为Ｅ洗脱馏分。
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　第６期 李春英等：何首乌杀虫活性成分的分离纯化和初步鉴定

　　我国是一个农业大国，在农业生产中由害虫造
成的损失占农作物损失总量的１５％以上，因此害虫
防治是农业生产中的一项重要任务。杀虫剂在农业
生产中发挥着十分重要的作用。但化学杀虫剂的广
泛使用导致残留、抗性和再猖獗等问题日益严重［１］。

因此寻求新型的无公害杀虫剂已经成为当务之急。

植物源杀虫剂一般具有高效、低毒、选择性高、不使
害虫产生抗药性等优点［２］。因此研究和开发这类新
型的无公害杀虫剂具有重要的理论意义和广阔的应

用前景。

全世界约有植物５０多万种，高等植物近３０多
万种，植物资源十分丰富。业已对６　０００多种植物
次生代谢物或者植物提取物进行了生物活性筛选，

发现有２　０００多种化合物具有杀虫活性。我国植物
资源异常丰富，高等植物约有３万多种，而有毒植物
约占１万多种，它们大多具有杀虫、杀菌效果［４－５］。

随着有机农业的不断发展和农业商品的进一步全球

化，植物源农药在高附加值经济作物上的应用更具
潜力［５］。何首乌，又称首乌、赤首乌等，为寥科植物
何首乌（Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ　ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ Ｔｈｕｎｂ．）的干燥
块根，具有抗衰老、增强免疫力、抗菌、调血脂等多方
面的药理作用。研究证明，何首乌中含有生物活性
成分主要有３大类：二苯乙烯苷类化合物、蒽醌类及
磷脂类［６］。迄今为止，有关何首乌的生物活性研究
尚未见报道，因此研究何首乌对棉铃虫的杀虫活性
并对其有效成分进行提取分离、纯化及结构鉴定，旨
在为开发新颖的先导化合物奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　供试昆虫　棉铃虫（Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ　ａｒｍｉｇ－
ｅｒａ）相对敏感品系，由南京农业大学提供。室内进
行人工饲养（温度２６～２７ ℃，相对湿度 ６５％ ～
７５％）［７］，选取发育整齐的３龄幼虫（８～１２ｍｇ）作
为试虫。

１．１．２　供试药材　何首乌块根采自河北省邢台市
内丘县西部山区。

１．１．３　仪器与试剂　高效液相色谱 （美国安捷伦
公司Ａｇｉｌｅｎｔ　１２００ＬＣ）；摇床（中国哈尔滨东联技术
开发有限公司）；旋转蒸发仪 （上海亚荣仪器厂）；

离心机（ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ　５８１０Ｒｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；乙酸乙酯、

苯、甲酸、乙醇均为分析纯；甲醇为高效液相色谱纯；

柱层析硅胶（１００～２００目）；薄层层析硅胶 ＧＦ２５４；

Ｓ－８型树脂。

１．２　方法

１．２．１　何首乌粉的制备　将何首乌块茎切片用理

化干燥箱在６０℃下烘干，用粉碎机充分粉碎，过４０
目筛（＝０．６３５ｍｍ，光照１４Ｌ：１０Ｄ），制成何首乌
干粉，放入４℃冰箱中密封保存备用。

１．２．２　何首乌７０％乙醇提取物的制备　取何首乌

干粉２０ｇ，加入５倍量７０％乙醇，采用超声波和间
歇震荡相结合的方法进行定量提取，将浸提液滤出，

重复３次，合并滤液，用旋转蒸发仪浓缩至膏状，放

入４℃冰箱备用。

１．２．３　大孔吸附树脂分离纯化醇提物及各分离馏
分对棉铃虫生长发育的影响　① 树脂柱分离纯化
醇提取物。大孔吸附树脂（Ｓ－８型树脂）预处理参考

陈同来等的方法［８］：用乙醇浸泡２４ｈ后，倒出浸泡

液，再用去离子水洗净乙醇（洗涤液在试管中加水不
浑浊），然后转入酸碱处理，先用５％的盐酸溶液浸
泡３ｈ后用去离子水洗至中性，再用５％的氢氧化钠

溶液浸泡３ｈ后用去离子水洗至中性，备用。

上样液的制备［９］：称取何首乌浸膏３０ｇ，第１
次加水５００ｍＬ，超声（１００ｋＨｚ，３０ｍｉｎ），离心
（３　０００ｒ／ｍｉｎ，３０ｍｉｎ），残渣再加水５００ｍＬ，同法
处理，合并２次离心上清液。减压浓缩，备用。

上样洗脱：选用４０ｍｍ×１００ｃｍ的玻璃管柱，

按湿法装柱，装柱后平衡１２ｈ，上样量２ｇ。将树脂
柱用水洗脱５倍树脂体积，再用５０％乙醇洗脱至流

出液近无色，分别收集水和５０％乙醇洗脱液，回收
溶剂，减压干燥，洗脱液流速为２ｍＬ／ｍｉｎ。

② 活性成分的追踪。采用饲料混毒法，配成浓
度为０．２％的人工饲料（每１００ｇ饲料中含０．２ｇ物

质）。以发育整齐已知体重的棉铃虫３龄幼虫为试
虫，进行单管饲喂，每处理３０头，每２ｄ换１次处理
饲料，第５天换成正常饲料，以正常饲料作对照。分

别于第１，３，５，７天称重，并观察试虫的生长发育状
况直至羽化。计算体重抑制率、化蛹率、羽化率和校
正死亡率等。

校正死亡率（％）＝
处理组死亡率（％）－对照组死亡率（％）

１－ 对照组死亡率（％） ×１００

１．２．４　薄层层析分离５０％乙醇洗脱馏分　① 薄层

硅胶板的制作。将薄层层析硅胶ＧＦ２５４与０．３％羧
甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）溶液按１∶３比例混合进

３６
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行研磨，充分研磨一定时间后均匀地铺在１０ｃｍ×
２０ｃｍ的玻璃板上，水平放置自然晾干，在１０５℃烘
箱中恒温活化３０ｍｉｎ，放在干燥器中备用。

② 薄层层析分离。取制备好的乙酸乙酯萃取
部位浓缩液样品，用５μＬ定溶毛细点样管在离硅胶
板底部约１．５ｃｍ处点样，溶剂自然挥发。将点样后
的硅胶板放入装有展开剂的层析缸内，展开剂为苯∶
乙酸乙酯∶甲酸＝５∶５∶２，Ｒｆ为０．６，展开后取出
吹干，分别在自然光和紫外光３６５ｎｍ下观察。

１．２．５　硅胶柱柱层分离纯化５０％乙醇洗脱馏分　
① 乙酸乙酯萃取物进行柱层层析分离。用烧杯量
取柱层析硅胶（１００～２００目）５００ｍＬ进行湿法装柱，

上样量为２ｇ。以薄层层析展开剂Ｖ苯∶Ｖ乙酸乙酯∶
Ｖ甲酸＝５∶５∶２为依据进行梯度洗脱，用紫外灯观
察收集不同洗脱馏分。② 活性成分的追踪。具体
操作方法同１．２．３。

１．２．６　高效液相色谱检测 　以二苯乙烯苷为对照
品，色谱条件：ＺＯＲＢＡＸ　ＳＢ－Ｃ１８（１５０ ｍｍ×４．６

ｍｍ，５μｍ），流动相为Ｖ甲醇 ∶Ｖ水 ＝２０∶８０；流速

１ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：３２０ｎｍ；柱温３０℃；进样量

５μＬ。

２　结果与分析

２．１　何首乌提取物经大孔吸附树脂分离后各馏分
对棉铃虫生长发育的影响

何首乌７０％乙醇提取物利用大孔树脂进行分
离，得到５０％乙醇洗脱馏分（ａ）。生物活性测定结
果表明，５０％乙醇洗脱馏分对棉铃虫幼虫生长发育
影响较显著（见表１），第５天时体重抑制率达到了

７６．９％，体重仅为８４．７ｍｇ，而对照体重达到了３３３．７
ｍｇ，幼虫历期延长了３．３ｄ，蛹重、化蛹率和羽化率
均显著降低，校正死亡率达到了１０．３％。水洗脱馏
分处理组（ｂ），第５天时体重抑制率仅为３９．１％，幼
虫历期延长了１．６ｄ，蛹重、化蛹率和羽化率均无显
著影响，校正死亡率为３．４％。

表１　大孔吸附树脂柱层析分离各馏分对棉铃虫幼虫生长发育的影响
Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ　ｂｙ　ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ　ｒｅｓｉｎ　ｃｏｌｕｍｎ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇａｒｐｈｙ　ｏｎ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈ．ａｒｍｉｇｅｒａ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

处理前／ｍｇ
Ｂｅｆｏｒｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

幼虫体重抑制率／％
Ｔｈｅ　ａｖｅｒａｇｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｒａｔｅ

第１天

Ｔｈｅ　１ｓｔ

ｄａｙ

第３天

Ｔｈｅ　３ｒｄ

ｄａｙ

第５天

Ｔｈｅ　５ｔｈ

ｄａｙ

第７天

Ｔｈｅ　７ｔｈ

ｄａｙ

幼虫历期／ｄ
Ｌａｒｖａ
ｄｕｒａｔｉｏｎ

蛹重／ｍｇ
Ｐｕｐａ
ｗｅｉｇｈｔ

化蛹率／％
Ｐｕｐａｔｉｎｇ
ｒａｔｅ

羽化率／％
Ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ

校正死亡率／％
Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ
ｍｏｒｔａｌｉｔｉｅｓ

ａ馏分 １０．１ａｂ －２７．７　 ３５．９　 ７６．９　 ２６．８　 １７．９ａ ２２０．６ｂ ８９．２　 ８７．８　 １０．３

ｂ馏分 ９．６ａ １７．９　 ２８．５　 ３９．１ －６３．５　 １６．２ｂ ２５３．６ａ ８８．５　 ９６．５

对照 １０．１ｂ － － － － １４．６ｃ ２５９．１ａ ９６．６　 １００ －

注：不同小写字母表示Ｐ＜０．０５水平下差异显著，下表同。

２．２　硅胶柱层析分离各馏分对棉铃虫生长发育的
影响

由表２可知，硅胶柱层析分离各馏分对棉铃虫
的生长发育有不同程度的影响。其中Ｅ馏分最显
著，第３和第５天体重抑制率分别达到了６０％和

８０％，体重仅为４０．３ｍｇ和６１．２ｍｇ，而对照体重达

到了８５．２ｍｇ和２６５．３ｍｇ。Ｃ、Ｄ、Ｆ馏分在第１天
时体重抑制率也都达到了５０％以上，但体重抑制率
呈下降趋势。Ａ、Ｂ和Ｃ馏分的幼虫历期与对照差
异不显著，Ｄ、Ｅ和Ｆ馏分的幼虫历期与对照差异显
著，分别延长了０．２，０．７和０．３ｄ。

表２　硅胶柱层析分离各馏分对棉铃虫生长发育的影响

Ｔａｂｌｅ　２　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ　ｂｙ　ｓｉｌｉｃａ　ｇｅｌｃｏｌｕｍｎ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　ｏｎ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈ．ａｒｍｉｇｅｒａ

馏分

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

处理前／ｍｇ
Ｂｅｆｏｒｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

幼虫体重抑制率／％
Ｔｈｅ　ａｖｅｒａｇｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｒａｔｅ

第１天

Ｔｈｅ　１ｓｔ

ｄａｙ

第３天

Ｔｈｅ　３ｒｄ

ｄａｙ

第５天

Ｔｈｅ　５ｔｈ

ｄａｙ

第７天

Ｔｈｅ　７ｔｈ

ｄａｙ

幼虫历期／ｄ
Ｌａｒｖａ
ｄｕｒａｔｉｏｎ

蛹重／ｍｇ
Ｐｕｐａ
ｗｅｉｇｈｔ

化蛹率／％
Ｐｕｐａｔｉｎｇ
ｒａｔｅ

羽化率／％
Ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ

校正死亡率／％
Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ
ｍｏｒｔａｌｉｔｉｅｓ

Ａ　 ９．６ｂ １２．２　 ８３．８ａ －０．５　 ３．３　 １５．２ｂ ２２２．７ａ ９６．０　 ９２．０　 １５．７
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续表

馏分

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

处理前／ｍｇ
Ｂｅｆｏｒｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

幼虫体重抑制率／％
Ｔｈｅ　ａｖｅｒａｇｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｒａｔｅ

第１天

Ｔｈｅ　１ｓｔ

ｄａｙ

第３天

Ｔｈｅ　３ｒｄ

ｄａｙ

第５天

Ｔｈｅ　５ｔｈ

ｄａｙ

第７天

Ｔｈｅ　７ｔｈ

ｄａｙ

幼虫历期／ｄ
Ｌａｒｖａ
ｄｕｒａｔｉｏｎ

蛹重／ｍｇ
Ｐｕｐａ
ｗｅｉｇｈｔ

化蛹率／％
Ｐｕｐａｔｉｎｇ
ｒａｔｅ

羽化率／％
Ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ

校正死亡率／％
Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ
ｍｏｒｔａｌｉｔｉｅｓ

Ｂ　 ９．７ｂ １１．５　 ８５．６ａ ０．５ －５．３　 １５．３ｂ ２２４．５ａ ９６．４　 ８５．２　 １１．８

Ｃ　 １０．５ａ ５３．５　 ６４．４ｂ １８．２ －５．５　 １５．３ｂ ２２７．９ａ ８４．６　 ９５．５　 １９．５

Ｄ　 １０．０ａｂ　 ５５．２　 ６５．６ｂ ２３．０ －１３．７　 １５．６ａｂ　 ２２４．３ａ ９６．３　 ９２．３　 ８．０

Ｅ　 ９．９ａｂ　 ５３．７　 ４０．３ｃ ８０．０　 ４８．１　 １６．１ａ ２１１．９ａ ７６．９　 ８５．０　 ３８．７

Ｆ　 ９．９ｂ ５５．７　 ５７．７ｂ ３３．０ －２．８　 １５．７ａｂ　 ２１６．７ａ ８７．０　 ９０．０　 ３８．０

对照 ９．６ｂ － ８５．２ａ － － １５．４ｂ ２３３．８ａ ９２．９　 １００ －

２．３　Ｅ洗脱馏分液相色谱检测结果
由图１～４可知，以２，３，５，４’－四羟基二苯乙烯－２－

Ｏ－β－Ｄ－葡萄糖苷（二苯乙烯苷）为对照品进行检测，二
苯乙烯苷的保留时间为１５．２５６ｍｉｎ，杀虫活性物质Ｅ
的保留时间为１９．６５８ｍｉｎ；以大黄素为对照品进行检
测，大黄素的保留时间为４．６６９ｍｉｎ，杀虫活性物质Ｅ
的保留时间为３．７８０ｍｉｎ。因此证明杀虫活性物质Ｅ
不是二苯乙烯苷也不是大黄素。杀虫活性物质Ｅ的
结构还需要进一步的鉴定。

图１　２，３，５，４’－四羟基二苯乙烯－２－Ｏ－β－Ｄ－
葡萄糖苷高压液相色谱图

Ｆｉｇ．１ＨＰＬＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　２，３，５，４’－
Ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｘｙ－ｓｔｉｌｂｅｎｅ－２－Ｏ－β－Ｄ－ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ

图２　馏分Ｅ高压液相色谱图（以二苯乙稀苷为对照品）

Ｆｉｇ．２　ＨＰＬＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｆｒａｃｔｉｏｎ　Ｅ

图３　大黄素液相色谱图

Ｆｉｇ．３　ＨＰＬＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｅｍｏｄｉｎ

图４　馏分Ｅ高压液相色谱图（以大黄素为对照品）

Ｆｉｇ．４　ＨＰＬＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｆｒａｃｔｉｏｎ　Ｅ

３　结论与讨论

何首乌在医学上研究比较深入，对其化学成分
和提取工艺已有一定的研究基础，这些医药活性成
分是否具备杀虫活性有待验证。臧二乐等［１２］报道，

何首乌中活性成分主要为二苯乙烯苷类、蒽醌类和
磷脂类等。二苯乙烯苷类中主要活性成分为２，３，

５，４’－四羟基二苯乙烯－２－Ｏ－β－Ｄ－葡萄糖苷（简称二
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苯乙烯苷）。二苯乙烯苷属多羟基化合物，具有较强
的分子极性，易溶于水、低分子醇类溶剂和丙酮等，

蒽醌类主要有大黄素、大黄素甲醚以及少量的大黄
酚和大黄酸等［１１］。由于水提取物中杂质较多（例如
淀粉、蛋白质和色素等）且黏稠，从而导致过滤、浓缩
及分离都比较困难，因此在进一步研究中将７０％乙
醇作为何首乌杀虫活性成分的提取溶剂，其最佳提
取工艺今后仍需进一步研究。水粗提物是否能够直
接加工成可利用的制剂也有待进一步研究。

通过对硅胶柱分离各馏分的研究，发现在第１
天时Ａ、Ｂ馏分影响不显著，Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ馏分影响显
著。但Ｃ、Ｄ、Ｆ馏分体重抑制率呈下降趋势，而Ｅ馏
分对棉铃虫的影响逐渐加大，体重抑制率最高达到
了８０．０％。其他馏分对棉铃虫也有一定的影响，但
是效果不明显。因此推测对棉铃虫起主要作用的成
分为Ｅ馏分。

研究表明，何首乌乙醇提取物对棉铃虫具有较
高的杀虫活性，但乙醇提取物的化学成分十分复杂，

每一大类化合物又包含数十种结构相似但各不相同

的化合物。因此本试验采用生物活性追踪和化学分
离相结合的方法，从何首乌块根中分离出了Ｅ杀虫
活性物质。杀虫活性物质 Ｅ极易溶于乙醇，根据
“相似相容”原理，Ｅ馏分应为极性物质，何首乌中二
苯乙烯苷为极性物质，但经过高效液相色谱证明Ｅ
馏分不是化合物二苯乙烯苷，也不是化学成分大黄
素，活性物质Ｅ的结构还需要进一步的鉴定。张弘
等［１２］以大黄素为原料合成了甲基化衍生物大黄素

甲醚和三甲氧基大黄素并对甜菜夜蛾幼虫进行杀虫

活性研究，结果发现，三甲氧基大黄素对甜菜夜蛾幼
虫的生理活动具有明显的抑制作用，而大黄素和大
黄素甲醚则对其无明显影响。何首乌中化学成分也

有大黄素和大黄素甲醚。本研究通过生物跟踪法最
后得到的有效成分Ｅ经过高效液相色谱证明不是
大黄素，因此推测何首乌中大黄素对棉铃虫无明显
影响，但以大黄素为原料合成其它的衍生物是否对
棉铃虫有杀虫活性，仍有待进一步研究。
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