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摘 要:目的 研究辣根素对粉尘螨的杀灭活性及体内神经、解毒代谢酶系功能的影响。方法 采用熏蒸法和玻片浸渍

法测试辣根素对粉尘螨的杀灭活性,以苯甲酸苄酯和邻苯二甲酸二丁酯作为阳性对照。采用生化方法对粉尘螨体内总

蛋白浓度、乙酰胆碱酯酶、谷胱甘肽S-转移酶、单胺氧化酶、Ca2+-ATP酶活性进行测定。结果 辣根素对粉尘螨有良好

的杀灭活性,当浸渍浓度达到1.6mL/L时,72h校正死亡率可达100%,且熏蒸效果明显优于浸渍,玻片浸渍杀螨效果

明显优于阳性对照组(P<0.05)。辣根素处理后,螨体总蛋白浓度、Ca2+-ATP酶、谷胱甘肽S-转移酶活性先激活后抑

制,而乙酰胆碱酯酶和单胺氧化酶活性受到一定程度的抑制。螨体一系列酶活性变化,会影响神经冲动的产生与传导和

物质代谢的改变,导致螨虫死亡。结论 辣根素对粉尘螨具有良好的毒杀作用,可作为一种新型杀螨物质,具有一定的

开发应用前景。
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Studyonthegermicidalactivityandmechanismofhorseradishondermatophagoidesfarinae
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  Abstract: Objective Tostudythegermicidalactivityofhorseradishondermatophagoidesfarinaeandits
effectonneurologicalfunction,anddetoxifyingenzymesinvivo. Methods Thegermicidalactivityofhorse-
radishondermatophagoidesfarinaewastestedbythemethodsoffumigationandslide-dip,withbenzylbenzoate
anddibutylphthalateaspositivecontrols.Biochemicalmethodswereadoptedtodeterminethetotalprotein
concentration,acetylcholinesterase,glutathioneS-transferase,monoamineoxidaseandCa2+-ATPaseactivityin
dermatophagoidesfarinae. Results Horseradishhadgoodgermicidalactivityagainstdermatophagoidesfari-
nae.Whentheimpregnationconcentrationreached1.6mL/L,the72hcorrectedmortalityratecouldreach
100%.Theeffectoffumigationwasobviouslybetterthanthatofimpregnation,andtheacaricidaleffectof
slideimmersionwassignificantlybetterthanthatofthepositivecontrolgroup(P<0.05).Afterhorseradin
treatment,thetotalproteinconcentration,Ca2+-ATPaseandglutathioneS-transferaseactivitywereactivated
firstandthenwereinhibited,whiletheactivityofacetylcholinesteraseandmonoamineoxidasewasinhibitedto
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acertainextent.Aseriesofchangesinenzymeacivityofmitesaffectedtheproductionandconductionofnerve
impulsesaswellasthechangesofsubstancemetabolism,leadingtothedeathofmites. Conclusion Horsera-
dinhasgoodtoxicitytodermatophagoidesfarinae,andcanbeusedasanewacaricidalsubstance,withacertain
prospectofdevelopmentandapplication.
  Keywords: dermatophagoidesfarinae;horseradish;germicidalactivity;enzymaticactivity

  粉尘螨(dermatophagoidesfarine)是引起过敏性

疾病主要吸入性过敏原之一,可引起螨性哮喘、异位性

皮炎、慢性荨麻疹等疾病,且环境中尘螨过敏原水平直

接影响儿童尘螨过敏性哮喘症状,以及尘螨过敏性哮

喘患者正常肺功能和支气管反应[1-2]。此外,尘螨过敏

原的刺激,不仅会使皮肤出现红斑、丘疹、瘙痒等症状,
还可引起鼻炎、结膜炎等相关疾病[3]。研究发现[4],降
低环境中粉尘螨的数量,可有效预防粉尘螨引起的相

关疾病,其方法有控制温度和湿度,清洗打扫,使用有

效的杀螨剂来杀灭粉尘螨[5-6]。目前,杀螨剂受到人们

的广泛关注[7]。长期以来,大量重复使用非专一性化

学杀螨剂,使许多螨类产生抗药性[8],甚至对杀螨剂产

生了交叉抗性[9],部分杀螨剂如丁醚脲、螺虫乙酯等,
虽然能够达到一定的杀螨效果,但毒性强、易残留、耗
时长、副作用大,不适宜长期在室内使用。因此,寻找

新型、高效、绿色、安全的杀螨剂已成为粉尘螨防制工

作的重要内容。研究发现[10],植物精油对害虫有引

诱、拒食、驱避、熏蒸、触杀及抑制生长发育等作用方

式。辣根素是从辣根等十字花科植物中提取出来的一

类次生代谢产物、精油,主要成分为异硫氰酸酯类化合

物(isothiocyanates,ITCs),其中含量较高的为烯丙基

异硫氰酸酯(allylisothiocyanate,AITC),研究表明,
辣根素对害虫的熏蒸、趋避、引诱活性存在剂量-时间

关系,大部分辣根素化合物在0.1μg/mL以上即对害

虫表现出很强的熏蒸活性[11-13],但辣根素对粉尘螨的

作用效果及作用机制少见报道。本研究通过熏蒸/触

杀实验,揭示辣根素对粉尘螨良好的杀灭活性,并通过

相关酶学研究,阐明辣根素杀灭粉尘螨可能机制,为开

发以辣根素为核心的新型、高效、绿色、安全的植物源

杀螨剂提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料和试剂 95%辣根素购自安徽绿晶生物科

技有限公司,液体石蜡购自福晨(天津)化学试剂有限

公司,苯甲酸苄酯和邻苯二甲酸二丁酯购自国药集团

化学试剂有限公司,常温避光保存。考马斯亮蓝测试

盒、乙酰胆碱酯酶活性测试盒、单胺氧化酶活性测试

盒、谷胱甘肽S-转移酶活性测试盒、Ca2+-ATP酶活性

测试盒购自南京建成生物研究所。粉尘螨为实验室纯

培养,相对湿度(75±5)%,温度(25±2)℃,从中挑取

大小一致、活泼的粉尘螨成螨用于实验。

1.2 实验方法

1.2.1 处理药液的制备 按体积份配比,以液体石蜡

为溶剂,配制浓度为0.2mL/L、0.3mL/L、0.4mL/

L、0.5mL/L、0.6mL/L辣根素药液用于熏蒸实验;
制备得到浓度0.8mL/L、1.0mL/L、1.2mL/L、1.4
mL/L、1.6mL/L辣根素药液用于触杀实验。

1.2.2 辣根素对粉尘螨的熏蒸活性 参考FAO[14]

的推荐方法,将泡沫双面胶剪成2~3cm长,贴在显微

镜载玻片的中间,解剖镜下剔除死亡和不活泼个体后

每组取30只腹面朝上贴于泡沫胶上,药液打入锥形瓶

底部,将载玻片斜插放入带有封口膜密封的200mL
锥形瓶中置于恒温培养箱[温度(25±2)℃,相对湿度

RH=(75±5)%],分别于24h、48h、72h观察其死亡

情况,在解剖镜下观察,用针戳螨体,不动者为死,每一

浓度设置三组平行实验并重复3次。

1.2.3 辣根素对粉尘螨的触杀活性 在解剖镜下剔

除死亡和不活泼个体后每组取30只腹面朝上贴于泡

沫胶上,将处理组置于不同浓度药液中浸泡5s后取

出,用棉球轻轻吸去玻片及虫体上的浮药,放入锥形瓶

中分别于24h、48h、72h在解剖镜下观察其死亡情

况,每一浓度设置三组平行实验并重复3次,以液体石

蜡为阴性对照,以苯甲酸苄酯、邻苯二甲酸二丁酯为阳

性对照。

1.2.4 总蛋白质含量测定 以1.6mL/L的辣根素

溶液对粉尘螨进行熏蒸处理,按试剂盒要求制备实验

所需酶液,595nm处测得OD值,每组重复3次,计算

总蛋白质浓度,并以液体石蜡处理作为空白对照。

1.2.5 酶活性测定 以1.6mL/L辣根素溶液对粉

尘螨进行熏蒸处理,并分别使用乙酰胆碱酯酶活性测

试盒、单胺氧化酶活性测试盒、谷胱甘肽S-转移酶活

性测试盒、Ca2+-ATP酶活性测试盒,在规定波长下测

试OD值,计算得到酶活力(U/mgprot),每组重复3
次,并以液体石蜡处理作为对照组。

1.3 统计学方法 熏蒸和玻片浸渍实验结果用Ex-
cel计算,并采用SPSS26.0进行统计学分析,方差分

析和校正死亡率分别采用Duncan’s法和 Abbott[15]

公式 检 测 差 异 显 著 性。阳 性 对 照 实 验 结 果 采 用

GraphPadPrism9进行绘制并结合SPSS26.0进行

显著性分析。
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2 结果

2.1 辣根素对粉尘螨的熏蒸作用 辣根素对粉尘螨

有较强的熏蒸活性,且与处理浓度和处理时间有一定

的量效关系(见图1、表1)。当处理组的浓度为0.2
mL/L时,24h的校正死亡率仅为20.85%,随着浓度

的增大,校正死亡率不断提高,当处理组浓度为0.6
mL/L时,校正死亡率即可达到60%(P <0.05)以
上。而对于同一浓度,一定范围内,随着时间的增加,
辣根素对粉尘螨的校正死亡率也在不断提高,其中72
h的LC50为0.189mL/L(R2=0.968)。

图1 熏蒸后辣根素对粉尘螨校正死亡率变化曲线

表1 辣根素对粉尘螨的熏蒸活性

组别
校正死亡率/%

24h 48h 72h

0.2/(mL·L-1)组 20.85±1.89Bd 37.03±4.28Ad 47.22±5.00Ad

0.3/(mL·L-1)组 24.40±1.99Ccd 44.44±2.14Bd 66.67±2.41Ac

0.4/(mL·L-1)组 34.71±1.98Cc 55.56±0.00Bc 81.95±3.68Ab

0.5/(mL·L-1)组 49.60±3.03Cb 69.14±3.26Bb 90.27±1.39Aab

0.6/(mL·L-1)组 61.05±5.73Ba 88.89±3.70Aa 100.0±0.00Aa
空白对照组 3.00±0.00 10.00±0.00 20.00±0.00

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②每组进行3次重

复实验,同列数据后标有不同小写字母表示同一时间不同浓度

下杀螨活性差异有统计学意义(P<0.05);同行数据后标有不

同大写字母表示同一浓度不同时间下杀螨活性差异有统计学

意义(P<0.05)。

2.2 辣根素对粉尘螨的触杀活性 随着处理浓度和

时间的增加,辣根素对粉尘螨的触杀活性也在增强(见
图2、表2),但对粉尘螨的杀灭活性低于熏蒸法,当浸

渍浓度为0.8mL/L时,24h的校正死亡率才能超过

熏蒸法中0.3mL/L的24h校正死亡率,当浸渍浓度

不断提高,达到1.6mL/L时,死亡率可达到73.33%,
与其他处理组存在差异(P <0.05)。随着时间的增

加,校正死亡率也在不断提高,以1.6mL/L处理72h
后,校正死亡率即可达到100%。由图3可知,各处理

组随着时间的增加,杀螨率均在增加,且在一定范围内

与浓度存在明显的剂量效应,其中72h的 LC50为

0.919mL/L(R2=0.985),进行阳性对照时发现1.6

mL/L辣根素玻片浸渍杀螨效果优于阳性对照组,与
其他两组存在差异(P<0.05)。

图2 玻片浸渍后辣根素对粉尘螨校正死亡率变化曲线

表2 辣根素对粉尘螨的触杀活性

组别
校正死亡率/%

24h 48h 72h

0.8/(mL·L-1)组 26.67±3.85Bd 36.14±2.56ABd 42.42±1.51Ad

1.0/(mL·L-1)组 38.89±4.44Bcd 48.84±5.56ABc 57.57±4.01Ac

1.2/(mL·L-1)组 53.37±6.91Bbc 60.41±6.39Bbc 65.15±6.06Ac

1.4/(mL·L-1)组 62.22±4.00Bab 73.18±5.85ABa 84.85±5.46Ab

1.6/(mL·L-1)组 73.33±3.85Ca 88.50±3.83Ba 100.0±0.00Aa
空白对照组 0.00 13.00 27.00

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②每组进行3次重

复实验,同列数据后标有不同小写字母表示同一时间不同浓度

下杀螨活性差异(P<0.05);同行数据后标有不同大写字母表

示同一浓度不同时间下杀螨活性差异(P<0.05)。

注:每组均进行3次重复实验,其中10mL/L、50mL/L、

1.6mL/L分别为苯甲酸苄酯、邻苯二甲酸二

丁酯、辣根素的玻片浸渍浓度。

图3 辣根素与其他杀螨剂杀螨效果对比(玻片浸渍)

2.3 辣根素对粉尘螨体内总蛋白含量的影响 辣根

素处理后粉尘螨体内总蛋白含量变化见图4,0~24h
间实验组与对照组变化趋势基本相同。0~12h实验

组总蛋白含量明显上升,12h达最大值,为24.66g/

L,12h后,总蛋白含量呈下降趋势,对照组总蛋白质

含量与实验组变化趋势基本相同,也呈现先上升后下

降的趋势,其中6h和12h总蛋白质含量低于实验

组,其他时间范围内均略高于实验组。
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图4 辣根素处理后对粉尘螨总蛋白含量的影响

2.4 辣根素对粉尘螨体内乙酰胆碱酯酶(AchE)活性

的影响 辣根素对乙酰胆碱酯酶活性的影响见图5,
处理后0~12h实验组酶活力呈现下降趋势,12h酶

活力达最小值,均低于对照组,其中6h对照组酶活力

为实验组的1.5倍,可以推断出经辣根素处理后,

AchE出现一定程度的抑制;12~24h实验组和对照

组变化趋势基本相同,且变化幅度相对不大,均呈现先

上升后下降的趋势。

图5 辣根素对粉尘螨AchE活性的影响

2.5 辣 根 素 对 粉 尘 螨 体 内 谷 胱 甘 肽 S-转 移 酶

(GSTs)活性的影响 辣根素对谷胱甘肽S-转移酶活

性的影响见图6,处理后0~12h实验组先上升后下

降,均高于对照组,其中6h处理组酶活力最高,为对

照组1.6倍,12h后,处理组和对照组变化趋势基本

相同,且实验组略低于对照组,由此可见辣根素处理后

谷胱甘肽S-转移酶先激活后抑制,而GSTs也是生物

体内应对外来刺激的重要保护酶之一,因此GSTs可

能是螨体受辣根素处理后重要靶标之一。

2.6 辣根素对粉尘螨体内单胺氧化酶(MAO)活性的

影响 辣根素作用后对单胺氧化酶的影响见图7,处
理后实验组和对照组变化趋势基本相同,0~12h实

验组酶活性呈现下降趋势,12h实验组和对照组酶活

力均达到最低值,其中实验组最小为1.01U/mgprot,

12h后,实验组和对照组均呈现先上升后下降的变化

趋势,整个处理过程,实验组酶活力均低于对照组,单
胺氧化酶活性受到明显的抑制作用。

图6 辣根素对粉尘螨GSTs活性的影响

图7 辣根素对粉尘螨 MAO活性的影响

2.7 辣根素对粉尘螨体内Ca2+-ATP酶活性的影响

 辣根素处理后对粉尘螨体内Ca2+-ATP酶活性的影

响见图8,处理后0~12h实验组酶活性先上升后下

降,6h酶活性达最大值,酶活性明显高于对照组,12h
达最小值,仅为6h的1/5,且12h酶活性低于对照

组,12h后实验组酶活性先上升后下降,24h酶活性

低于对照组,仅为对照组的1/2,总体来看,辣根素处

理后,Ca2+-ATP酶活性先激活后抑制。

图8 辣根素对粉尘螨Ca2+-ATP活性的影响

3 讨论

用天然杀螨活性成分开发新型植物源杀螨剂,可
有效解决化学杀螨剂引起的残留、抗性、害虫猖獗等问

题。本研究以95%的辣根素为主要杀螨活性物质,以
液体石蜡作为溶剂进行梯度稀释,采用熏蒸法和玻片

浸渍法测试杀螨效果。研究发现,辣根素对粉尘螨有

较强的熏蒸活性,并且发现熏蒸效果显著优于浸渍效

果,推测可能是接触瞬间液体石蜡在粉尘螨表面形成

了暂时性保护的油膜[16],阻碍了粉尘螨进一步与辣根
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素的接触,降低了杀螨率,再者,浸渍处理后拭去表面

黏附的处理药液,残留相对较少,再次减弱了辣根素的

作用效果。以苯甲酸苄酯、邻苯二甲酸二丁酯进行阳

性对照,预实验结果表明上述两种化学除螨剂对粉尘

螨不具有熏蒸活性,但具有明显的触杀活性,进行梯度

稀释,结果表明,辣根素触杀效果明显优于苯甲酸苄酯

和邻苯二甲酸二丁酯,揭示了辣根素对粉尘螨良好的

毒杀作用。
乙酰胆碱酯酶(AchE)是一种丝氨酸水解酶,可通

过快速水解神经递质乙酰胆碱从而中止神经冲动的传

递[17]。研究发现[18],杀螨剂可通过抑制乙酰胆碱的

水解从而引起突触后膜乙酰胆碱受体的高度兴奋,然
后产生极化作用,导致虫体麻痹死亡,处理后,可观察

到螨体出现不同程度的挣扎、麻痹现象,根据实验结

果,AchE活性在处理前期明显低于对照组,受到一定

程度的抑制作用,推断可能是导致螨体死亡的主要靶

标酶之一。而 MAO可催化多种神经胺代谢排出体

外,单胺水平的异常变化,会导致神经系统紊乱,与乙

酰胆碱酯酶(AchE)共同被认为是多数杀螨剂的主要

靶标。在整个实验过程中 MAO活性均低于对照组,
其中又以0~12h最显著,处理后,两种酶受到不同程

度的抑制作用,这与百部根中提取物对朱砂叶螨触杀

活性中两种酶活性降低作用效果相一致[19],且辣根素

处理后酶活力下降速率远高于百部,而这两种酶均与

神经兴奋的传导有关,推测处理后辣根素活性物质逐

渐穿透螨体表皮层破坏其体壁结构,引起神经系统正

常代谢紊乱,使粉尘螨受到持续的兴奋作用,最终麻

痹、死亡。

GSTs是生物体内重要的解毒酶之一,该酶可通

过催化还原性谷胱甘肽(GSH)与具有亲电子基团的

化合物进行轭合反应来降低细胞毒性,具有消除体内

自由基和解毒的双重功能[20]。赵卫东等[21]发现二斑

叶螨对阿维菌素产生抗性的主要原因是GSTs比活力

增高的结果。本研究发现,辣根素处理后,GSTs活性

显著激活,6h处理组酶活力为对照组1.6倍,进一步

验证了GSTs的解毒功能,12h后,实验组低于对照

组,受到一定程度的抑制作用,这一结果与辣椒碱类物

质处理后朱砂叶螨 GSTs活性显著降低变化趋势相

符[22],推测可能是辣根素作用后有毒物质的积累超过

了该酶解毒代谢的能力,最终引起粉尘螨中毒死亡。
因此,本研究中辣根素处理后,GSTs酶活性的变化可

能是导致螨体死亡的又一重要原因。Ca2+-ATP酶对

保持细胞内Ca2+的平衡及神经细胞的兴奋和传导,维
持细胞内Ca2+ 稳定起到非常关键的作用[23],是植物

源杀螨剂主要靶标。研究发现,辣根素处理后Ca2+-
ATP酶先激活后抑制,处理后的抑制作用与牵牛子提

取物对朱砂叶螨体内的Ca2+-ATP酶活性变化相一

致,且发现辣根素作用后出现一定程度的激活,推测可

能是不同浓度和处理药液相互作用后的结果[24]。
综上,辣根素对粉尘螨有较强的杀灭活性,熏蒸活

性显著优于触杀活性。同时,触杀活性显著优于苯甲

酸苄酯和邻苯二甲酸二丁酯。辣根素处理后,粉尘螨

体内各种酶发生不同程度的变化,可以推断出解毒代

谢能力的降低和神经突触传递的阻断可能是导致螨体

死亡的直接原因。本研究为开发以辣根素为核心的新

型、高效、绿色、安全的植物源杀螨剂提供理论依据。
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