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摘  要：采用活性跟踪法，对瑞香狼毒（Stellera chamaejasme L.）中的杀螨活性成分进行研究。从瑞

香狼毒乙酸乙酯提取物中分离出对朱砂叶螨（Tetranychus cinnabarinus）具有较强触杀和内吸活性的化合

物Ⅳ，通过核磁共振（1H NMR，13C NMR）、红外色谱（IR）等方法对化合物Ⅳ进行鉴定，确定该化合

物为东莨菪内酯（scopoletin）。杀螨活性的测定结果表明，东莨菪内酯可能是瑞香狼毒中重要的杀螨活

性物质。东莨菪内酯对朱砂叶螨触杀活性的半致死浓度（LC50）值为 1.267 mg · mL-1，内吸活性的 LC50

值为 7.388 mg · mL-1。 
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Abstract：Using the acaricidal activity to guide the isolation，the compound Ⅳ，which had the 

highest contact and systemic toxicity to Tetranychus cinnabarinus，was obtained from ethyl acetate 

extracts of roots of Stellera chamaejasme L. The structure of compound Ⅳ was established as scopoletin 

by analysis of NMR（1H NMR，13C NMR）and IR data. The results of acaricidal activity analysis showed 

that scopoletin may be the principal acaricidal substance in the ethyl acetate extracts of S. chamaejasme 

extracts. And the mean lethal concentrations（LC50）of scopoletin for contact and systemic toxicity were 

1.267 and 7.388 mg · mL-1，respectively. Subsequently，compound Ⅳ was analyzed by NMR and IR 

methods，and its contact and systemic toxicity to mites were determined. In accordance with the spectral 

data（1H NMR，13C NMR and IR）of compound Ⅳ，the chemical compound was identified as scopoletin. 

Scopoletin may be the principal acaricidal substance in S. chamaejasme extracts. And the mean lethal 

concentrations（LC50）of scopoletin for contact and systemic toxicity were 1.267 and 7.388 mg · mL-1，

respectively. 
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朱砂叶螨（Tetranychus cinnabarinus）又名红蜘蛛，是世界性经济害螨之一，也是我国分布最广、

发生最严重的农业害螨，严重影响园艺作物、农作物及经济林的产量和品质（Mo & Liu，2006；Wang 

et al.，2007）。化学杀螨剂的使用，在杀灭害螨的同时也杀伤了天敌及其他有益生物，使用不当会

造成产品的农药残留，还引起害螨的抗药性和再猖獗，造成恶性循环（何林 等，2003；He et al.，

2009；Wang et al.，2009）。因此，寻找新型、高效和安全的杀螨剂势在必行。植物源杀螨剂具有

作用机理独特，对环境和非靶标生物安全性高等特点，已成为综合治理农业害螨的重要选择。 

瑞香狼毒（Stellera chamaejasme L.）为瑞香科狼毒属植物，根部可入药，主要分布于我国东北、

华北和西北草原。研究表明，瑞香狼毒主要含有黄酮类（Niwa et al.，1984）、香豆素类（Modonova 

et al.，1985）、二萜类（Feng et al.，1997）和木脂素类（Jin et al.，1999）等化学成分，具有抗肿瘤、

抗病毒等作用（于保青和胥维昌，2008；Tsolmon et al.，2010）。与其他植物材料相比，瑞香狼毒的

生存力和繁殖力强，具有生物入侵性，属于草原杂草，一直被视为有害植物。因此，对瑞香狼毒农

用活性的开发，特别是在病虫害防治等方面的应用，能够充分利用植物资源，变害为宝。目前已报

道瑞香狼毒提取物对棉蚜（Gao et al.，2001）、菜粉蝶（张国洲 等，2000；王亚维 等，2004； Liu 

et al.，2008）等具有较强的杀虫活性。瑞香狼毒的杀螨活性也有相关报道（曹挥 等，2003；Shi et al.，

2004），但没有分离并验证瑞香狼毒中的杀螨活性成分。作者对瑞香狼毒不同溶剂提取物的杀螨活性

进行研究，采用活性跟踪法，对杀螨活性较强的物质成分进行分离、纯化和鉴定，以揭示瑞香狼毒

杀螨活性物质的天然构造，为研制经济、安全、高效的新型杀螨剂提供新的活性先导化合物。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

试验于2009年6月至10月在北京农学院农业部都市农业（北方）重点开放实验室内完成。瑞香

狼毒（Stellera chamaejasme L.）取自山西省大同地区金沙滩。将其根置于通风处（25 ± 3）℃阴干，

用粉碎机粉碎（粒度60目）。朱砂叶螨（Tetranychus cinnabarinus）由农业部都市农业（北方）重点

开放实验室提供，为室内饲养的敏感品系，实验室内用芸豆幼苗饲养。饲养环境为温度（25 ± 1）

℃，相对湿度60% ± 10%，光照18 h/黑暗6 h。 

1.2  冷浸提取方法 

将 50 g 瑞香狼毒干粉装入广口瓶中，分别加入 250 g 左右的石油醚、环己烷、二氯甲烷、正丁

醇、乙酸乙酯、三氯甲烷、甲醇和无水乙醇（均为分析纯），室温下浸泡 5 d 后过滤，滤渣继续浸泡

3 d，重复 3 次。将浸提液合并后减压浓缩，得到不同溶剂提取物。 

1.3  生物活性测定 

触杀活性测定：参照Busvine（1980）的玻片浸渍法稍作改进。将双面胶带粘贴于玻片一端，揭

去上面的纸片，用零号毛笔挑取大小一致、颜色鲜艳的活泼雌成螨，将其背部粘在双面胶带上，不

粘住螨足、口器及须肢，保证螨足自由活动，每片粘30头。粘好后在双目解剖镜下检查，剔除不活

动、受伤和粘的不合格的螨。将供试螨浸入待测药液（提取物 + 蒸馏水 + 1%体积吐温–80）中轻

轻摇动约5 s后取出，用吸水纸条小心吸去螨体周围的多余药液。以蒸馏水加1%体积吐温–80作为对

照。在上述同等的饲养条件下培养24 h后，在双目解剖镜下统计螨虫死亡率。用毛笔轻触螨体，以
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螨足不动者为死亡。待测药液设5个浓度，且使螨的死亡率维持在20% ~ 90%之间，每一浓度重复3次。 

内吸活性测定：采集新鲜的芸豆叶片，将叶柄截去0.5 cm，插于药液中，72 h后取出置于培养皿

中。将大小一致、颜色鲜艳的雌成螨个体接于叶片上，取食24 h后观察其死亡率。每一叶片接螨30

头，以蒸馏水加1%体积的吐温–80作为对照。待测药液设5个浓度，且使螨的死亡率维持在20% ~ 

90%之间，每一浓度重复3次。 

1.4  杀螨活性成分的追踪分离及 HPLC 检测 

将 8 种不同溶剂提取物中杀螨效果较好的部分进行中压柱层析分离。采用 Biotage SNAP 100 g

柱。采取干法加样，即称取杀螨活性高的提取物 5 g 充分溶解，加入 7.5 g 硅胶（200 ~ 300 目，青

岛海洋生物试剂厂）搅拌均匀，减压浓缩后加样。以乙酸乙酯︰甲醇为流动相进行洗脱，流速 40 

mL · min-1，每试管 9 mL。制备程序为：0 ~ 3 CV（柱体积，column volumes）乙酸乙酯 100%；3 ~ 23 

CV 甲醇由 0 增加至 100%梯度洗脱，每 CV 增加 5%；23 ~ 26 CV 甲醇 100%洗脱清柱。薄层检测采

用可裁剪型硅胶板（天津天河医疗仪器有限公司），饱和碘蒸气显色检识，合并相同组分。 

分别测定合并后各组分的杀螨活性，并采用 Agilent 1200 型 HPLC 法对活性最高的流分进行纯

度检测。检测条件：SUPELC0 色谱柱（15 cm × 4.6 mm × 5 μm），柱温 25 ℃，流速 1.0 mL · min-1，

进样量 20 μL，流动相为水和甲醇。检测程序为：0 ~ 10 min 甲醇 10%，水 90%；10 ~ 100 min 甲醇

由 10%增加至 100%，每分钟增加 1%；100 ~ 120 min 甲醇 100%洗脱。 

1.5  流分的 HPLC 制备 

根据 HPLC 纯度检测结果，采用 Varian Prostar 210 型 HPLC 对主要流分进行制备。制备条件为：

Waters 5C18-MS-Ⅱ色谱柱（20 mm × 250 mm），柱温 25 ℃，流速 10.0 mL · min-1，进样量 500 μL，

流动相为水 20%，甲醇 80%。 

1.6  杀螨活性成分的结构解析 

红外分析：取 1.0 mg 样品粉末与 100.0 mg 的 KBr 混合，在红外灯下研磨均匀，压片，将样品

的 KBr 压片置于傅立叶变换红外光谱仪（Thermo NICOLET iS10）的测定窗口，按照设定的仪器条

件，在 4 000 ~ 600 cm-1 波数范围内扫描。 

核磁共振分析：采用 Bruker-300 型核磁共振仪，以氘代氯仿（CDCl3）为溶剂溶解样品，采集

样品的 1H NMR 谱、13C NMR 谱数据，结合文献报道的化合物的核磁数据，鉴定化合物结构。 

熔点分析：采用 X-6 型精密显微熔点测定仪（北京福凯科技有限公司）进行分析。 

1.7  数据处理 

所得数据用Abbot公式进行校正，采用几率分析法计算毒力回归方程。采用SPSS17.0完成数据的

方差分析和Duncan’s检验，并计算LC50、LC90和95%置信区间。死亡率（%）= 死亡螨数 / 总螨数 × 

100。校正死亡率（%）=（处理死亡螨数–对照死亡螨数）/（总螨数–对照死亡螨数）× 100。 

2  结果与分析 

2.1  瑞香狼毒冷浸提取物对朱砂叶螨生物活性的测定 

根据瑞香狼毒 8 种溶剂提取物的浓度对数值与朱砂叶螨校正死亡率几率值分别求出毒力回归方

程，并计算致死浓度（LC50 和 LC90）及其 95%置信限，结果见表 1 和表 2。 
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瑞香狼毒不同溶剂提取物对朱砂叶螨的雌成螨均有一定的触杀和内吸活性。在触杀活性中，石

油醚提取物活性最强，乙酸乙酯次之，24 h 后的 LC50 值分别为 2.849 和 4.186 mg · mL-1。在内吸活

性中，乙酸乙酯提取物的活性最强，三氯甲烷次之，24 h 后的 LC50 值分别为 2.533 和 2.816 mg · mL-1；

甲醇提取物的触杀和内吸活性均为最低，24 h 后的 LC50 分别为 7.673 和 8.602 mg · mL-1。其中，石

油醚提取物采用 GC–MS 进行成分分析（另文报道）。本研究中选择触杀和内吸活性均表现良好的

乙酸乙酯提取物进行下一步的柱层析分离。 
 

表 1  瑞香狼毒提取物对朱砂叶螨的触杀活性 

Table 1  Contact toxicity of the crude extracts of S. chamaejasme against T. cinnabarinus 

溶剂 

Solvent 

回归方程 

Regressive equation 

LC50（95%置信限）/（mg · mL-1） 

LC50（95% confidence limit） 

LC90（95%置信限）/（mg · mL-1） 

LC90（95% confidence limit） 

石油醚 Petroleum ether y = 2.713 x – 1.234 2.849（2.520 ~ 3.238） 8.452（6.939 ~ 10.919） 

环己烷 Cyclohexane y = 2.554 x – 1.594 4.208（3.676 ~ 4.900） 13.359（10.453 ~ 18.667） 

二氯甲烷 Dichloromethane y = 3.154 x – 2.467 6.059（5.328 ~ 7.089） 15.444（12.100 ~ 22.148） 

正丁醇 n-butanol y = 2.370 x – 1.509 4.333（3.751 ~ 5.114） 15.050（11.470 ~ 21.911） 

无水乙醇 Alcohol y = 2.891 x – 2.432 6.938（5.979 ~ 8.436） 19.255（14.333 ~ 30.334） 

乙酸乙酯 Ethyl acetate y = 3.095 x – 1.924 4.186（3.721 ~ 4.762） 10.864（8.906 ~ 14.192） 

三氯甲烷 Chloroform y = 2.428 x – 1.521 4.231（3.677 ~ 4.965） 14.268（10.983 ~ 20.455） 

甲醇 Methanol y = 2.576 x – 2.279 7.673（6.437 ~ 9.780） 24.128（16.933 ~ 42.110） 

 
表 2  瑞香狼毒提取物对朱砂叶螨的内吸活性 

Table 2  Systemic toxicity of the crude extracts of S. chamaejasme against T. cinnabarinus  

溶剂 

Solvent 

回归方程 

Regressive equation 

LC50（95%置信限）/（mg · mL-1） 

LC50（95% confidence limit） 

LC90（95%置信限）/（mg · mL-1） 

LC90（95% confidence limit） 

石油醚 Petroleum ether y = 2.719 x – 1.511 3.596（3.173 ~ 4.117） 10.646（8.592 ~ 14.169） 

环己烷 Cyclohexane y = 2.374 x – 1.654 4.975（4.280 ~ 5.952） 17.247（12.902 ~ 25.963） 

二氯甲烷 Dichloromethane y = 2.721 x – 1.548 3.722（3.281 ~ 4.269） 11.048（8.884 ~ 14.799） 

正丁醇 n-butanol y = 2.763 x – 1.408 3.232（2.860 ~ 3.678） 9.405（7.688 ~ 12.260） 

无水乙醇 Alcohol y = 2.598 x – 2.209 7.080（6.004 ~ 8.818） 22.044（15.849 ~ 36.542） 

乙酸乙酯 Ethyl acetate y = 3.549 x – 1.432 2.533（2.282 ~ 2.816） 5.818（5.006 ~ 7.046） 

三氯甲烷 Chloroform y = 3.137 x – 1.410 2.816（2.517 ~ 3.159） 7.215（6.093 ~ 8.963） 

甲醇 Methanol y = 2.738 x – 2.559 8.602（7.559 ~ 9.952） 25.267（20.031 ~ 34.709） 

2.2  柱层析分离结果 

通过中压柱层析，从瑞香狼毒根的乙酸乙酯提取物中分离得到 15 种流分。其中流分 E7 的杀螨

活性最高，结果如表 3 所示。采用几率分析法计算流分 E7 的毒力回归方程和致死浓度，其中触杀

活性的毒力回归方程为 y = 3.363 x – 0.464，24 h 的 LC50 为 1.374 mg · mL-1，95%置信区间为 1.255 ~ 

1.529 mg · mL-1；内吸活性的毒力回归方程为 y = 1.482 x – 1.449，LC50 为 9.501 mg · mL-1，95%置信

区间为 7.940 ~ 11.682 mg · mL-1。该流分对朱砂叶螨的触杀活性比乙酸乙酯提取物高，而内吸活性

有所下降。因此，对流分 E7 进行下一步研究。 

表 3  流分 E7 对朱砂叶螨的毒杀活性 

Table 3  Contact and systemic toxicity of fraction E7 against T. cinnabarinus  

触杀活性 Contact toxicity  内吸活性 Systemic toxicity 
浓度/（mg · mL-1） 
Concentration  

校正死亡率/% 
Corrected mortality（Mean ± SD）

 
浓度/（mg · mL-1） 
Concentration  

校正死亡率/% 
Corrected mortality（Mean ± SD）

0.50 10.00 ± 0.29 e  2.00 16.67 ± 0.48 e 
0.75 15.56 ± 0.45 d  4.00 33.33 ± 0.96 d 
1.00 28.89 ± 0.83 c  8.00 44.44 ± 1.28 c 
1.50 56.67 ± 1.64 b  16.00 60.00 ± 1.73 b 
2.00 72.22 ± 2.08 a  24.00 73.33 ± 2.12 a 

注：小写字母表示P = 0.05水平下的差异显著性（Duncan’s检验）。 
Note：Small letter indicates the significant difference at P = 0.05 level（Duncan’s test). 
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2.3 流分 E7 纯度检测 

采用 Agilent 1200 型 HPLC 对流分 E7 进行纯度检测（检测波长范围 190 ~ 950 nm，二极管阵列

检测器），确定流分 E7 的纯度，并为采用 HPLC 制备提供参考数据。通过全波长扫描发现，当检

测波长为 230 nm 时，样品的吸收峰数量最多，区分效果最好。其中 2 号峰（保留时间 20.567 min）

的峰面积百分比为 20.903%，4 号峰（保留时间 27.487 min）为 47.367%（图 1）。 

根据 HPLC 结果，采用 Varian 制备型 HPLC 对 4 号峰进行收集，得到流分 E7-4。再次经 HPLC

检测，其峰面积达到 97.756%（图 2），说明该样品已具很高的纯度。流分 E7-4 经真空干燥后得到

化合物Ⅳ。 

 

图 1  流分 E7 的 HPLC 图谱（230 nm）                 图 2  流分 E7-4 的 HPLC 图谱（230 nm） 

Fig. 1  HPLC analysis of fraction E7                     Fig. 2  HPLC analysis of fraction E7-4 

2.4  结构鉴定 

化合物Ⅳ的熔点为 200 ~ 201 ℃，样品在紫外灯下有蓝色荧光，初步判断为香豆素类化合物。

红外分析结果表明，化合物Ⅳ在 1 701 cm-1 处存在羰基特征吸收峰；在 1 645 ~ 1 490 cm-1 范围内存

在芳环双键特征吸收峰；在 3 338 cm-1 处存在羟基取代特征吸收峰（图 3）。据此推断化合物Ⅳ具有

苯骈 α–吡喃酮结构，属于香豆素类化合物。 

 
图 3  化合物Ⅳ的 IR 谱图 

Fig. 3  IR spectra of compound Ⅳ 
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进一步采集核磁共振数据，获得化合物Ⅳ中碳、氢原子的化学位移值（图 4 和图 5），并结合参

考文献（王栋 等，1997；张健 等，2004）推断碳、氢原子在分子中所处的位置及相对数量，与已

知化合物的核磁共振数据进行比较（表 4），发现化合物Ⅳ与东莨菪内酯的碳、氢核磁共振数据吻

合度极高。综合分析红外与核磁共振数据，最终推断化合物Ⅳ为东莨菪内酯（Scopoletin）。 

 

 

图 4  化合物Ⅳ的 1H NMR 谱图                            图 5  化合物Ⅳ的 13C NMR 谱图 

Fig. 4  1H NMR of compound                           Ⅳ   Fig. 5  13C NMR of compound Ⅳ 

 

表 4  化合物Ⅳ与文献报道的核磁数据 

Table 4  1H and 13C NMR data of compound Ⅳ and references 

注：核磁共振溶剂为CDCl3。 
Note：The solvent used in NMR is CDCl3. 

2.5  活性成分的验证 

采用 Sigma-Aldrich 公司的东莨菪内酯标准品（纯度≥99%）进行杀螨活性验证，结果如表 5 所

示。采用几率分析法计算标准品的毒力回归方程和致死浓度，其中触杀活性的毒力回归方程为 
 

表 5  东莨菪内酯对朱砂叶螨的毒杀活性 
Table 5  Contact and systemic toxicity of scopoletin against T. cinnabarinus 

触杀活性 Contact toxicity  内吸活性 Systemic toxicity 
浓度/（mg · mL-1） 
Concentration 

校正死亡率/% 
Corrected mortality（Mean ± SD） 

 
浓度/（mg · mL-1） 
Concentration 

校正死亡率/% 
Corrected mortality（Mean ± SD） 

0.50 10.00 ± 0.32 e  2.00 18.89 ± 0.54 e 
0.75 16.67 ± 0.48 d  4.00 36.67 ± 1.05 d 
1.00 31.11 ± 0.90 c  8.00 48.89 ± 1.41 c 
1.50 60.00 ± 1.73 b  16.00 65.56 ± 1.89 b 
2.00 76.67 ± 2.21 a  24.00 80.00 ± 2.31 a 

注：小写字母表示P = 0.05水平下的差异显著性（Duncan’s检验）。 
Note：Small letter indicates the significant difference at P = 0.05 level（Duncan’s test）. 
 

1H NMR 数据 1H NMR data  13C NMR 数据 13C NMR data 
文献值 
Reference value 

测定值 
Measured value 

 
文献值 
Reference value 

测定值 
Measured value 

文献值 
Reference value 

测定值 
Measured value 

6.25 6.26  161.5 161.5 103.2 103.1 
7.60 7.59  107.6 107.5 149.8 149.5 
6.92 6.89  143.4 143.3 111.5 111.5 
6.85 6.82  113.4 113.4 56.5 56.4 
6.16 6.16  144.1 114.2 – – 
3.95 3.93  150.3 150.3 – – 
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y = 3.519 x – 0.362，LC50为1.267 mg · mL-1，95%置信区间1.164 ~ 1.393 mg · mL-1；内吸活性的毒力

回归方程为y = 1.599 x – 1.389，LC50为7.388 mg · mL-1，95%置信区间为6.304 ~ 8.814 mg · mL-1。标

准品的触杀和内吸活性比流分E7高，但是与乙酸乙酯提取物相比，内吸活性下降较多。 

3  讨论 

目前有关瑞香狼毒提取物杀螨活性的报道较多。王伟等（2010）采用 6 种溶剂对瑞香狼毒进行

提取，并研究了不同提取物对朱砂叶螨的触杀活性，结果表明，瑞香狼毒石油醚提取物的触杀效果

最好，但杀卵效果最差。本试验结果也表明，瑞香狼毒石油醚提取物的触杀活性较强，但内吸活性

表现一般，而乙酸乙酯提取物的触杀和内吸活性均表现较好。推测瑞香狼毒乙酸乙酯提取物中可能

含有多种对农业害虫、害螨具有毒杀活性的物质。 

东莨菪内酯属于香豆素类化合物，具有镇痛、抗炎、降血压和缓解肌肉痉挛等作用（魏丽娟 等，

2009）。前人曾采用制备型薄层层析法、树脂吸附法和重结晶法从植物材料中获得东莨菪内酯（Feng 

et al.，2001；梁冉，2005；张永强 等，2008），但分离效率和化合物纯度较低。本研究采用中压柱

层析和制备型 HPLC 分离得到东莨菪内酯，避免了制备型薄层层析产物易氧化的缺陷，克服了氧化

铝对样品的吸附损耗，防止了树脂吸附过程对样品的二次污染，分离效率和化合物纯度均优于前人

的方法，具有良好的适用性。此外，本研究也首次证明东莨菪内酯是瑞香狼毒中重要的杀螨活性成

分，并且对朱砂叶螨兼有触杀和内吸活性。 

本研究中对乙酸乙酯提取物进行分离纯化，最终得到东莨菪内酯。在提取过程中，样品的触杀

毒性随提取过程的深入而逐渐增强，这可能是由于有效物质的纯度升高引起的，也可以推测，乙酸

乙酯提取物中的其他化学成分可能对东莨菪内酯的触杀活性有抑制作用；而内吸活性随提取过程的

深入有所下降，可能是由于乙酸乙酯提取物中的部分化学成分对东莨菪内酯的内吸活性有增效作用，

也可能存在其他内吸活性较高的成分。因此，今后有必要对乙酸乙酯提取物的化学成分组成，以及

化学成分间的相互作用开展进一步研究。此外，今后需进一步明确东莨菪内酯的杀螨机理，为开发

新型、高效和安全的杀螨剂提供理论依据。 
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