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不同植物来源的亚致死性精油对不同生化参数的影响 

Farindra Tiwari 

圣雄甘地 PG 学院北方邦戈勒克布尔  印度 

【摘要】有效的蜗牛控制是降低地方性疾病片形吸虫病发病率的重要手段之一。精油及其成分作为农药

的安全替代品，用于控制包括腹足类在内的各种害虫，正日益受到人们的关注。本研究已证实部分精油可有

效杀灭媒介蜗牛椎实蝇。尖叶晚香子兰。本研究的主要目的是评估晚香子兰精油的杀软体动物活性。晚香玉

球茎，葱属 sativum 球茎及其活性杀软体动物成分 hecogenin 和大蒜素对抗蜗牛 Lymnaea acuminata。不同植

物源杀螺剂亚致死处理（24 小时 LC 50 的 40%和 80%）对椎实螺（Lymnaea）神经组织中不同酶活性的影

响对 L. acuminata 进行了研究。从目前的结果明显可以看出，P. tuberosa 和 A. sativum 球茎精油是强效的植

物源杀软体动物剂。本研究有助于降低片形吸虫病的发病率。这些精油可能为控制印度北方邦东部牛群的片

形吸虫病提供一种替代工具。蜗牛暴露于亚致死浓度的精油中，与活性杀软体动物成分相比，L. acuminata

神经组织中的乙酰胆碱酯酶( AChE )、酸性/碱性磷酸酶(ACP/ALP)、乳酸脱氢酶(LDH)和 Na + K + ATPase 活

性受到显著抑制。植物源性杀软体动物剂的精油和活性化合物均具有高毒性，与粗品相比，对 L. acuminata

的不同生化参数均表现出显著的抑制作用。 
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Effect of sub-lethal exposure of essential oils of various plant origin mollusccides on different biochemical 

parameters of vector snail lymnaea acuminata 
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【Abstract】The incidence of endemic disease fascioliasis can be reduced by effective snail control which is one of 

the most important tools. Essential oils and their constituents are gaining increasing interest for use as safe alternatives 

to pesticides for controlling various pests including gastropods. In the present study, some of the essential oils were 

demonstrated as potent molluscicides against the vector snail Lymnaea acuminata. The main objective of this research 

is to evaluate the molluscicidal activity of the essential oils of Polianthes tuberosa bulb, Allium sativum bulb, and 

their active molluscicidal components hecogenin and allicin against the snail Lymnaea acuminata. The effect of sub-

lethal treatments (40% and 80% of 24h LC50) of different plant-derived molluscicides on different enzyme activities 

in the nervous tissue of snail Lymnaea acuminata was studied. It is evident from the present results that P. tuberosa 

and A. sativum bulb essential oils exhibited as strong molluscicides of plant origin. The present study can help reduce 

the incidence of fascioliasis. These essential oils may offer an alternative tool for the control of fascioliasis in the 

cattle population of eastern Uttar Pradesh of India. Snails exposed to sub-lethal concentrations of essential oils of and 

compared with the active molluscicidal components a significant inhibition in acetylcholinesterase (AChE), 

acid/alkaline phosphatase (ACP/ALP), lactic dehydrogenase (LDH) and Na+ K+ ATPase activities in the nervous 

tissue of L. acuminata. Essential oils and active compounds of both the plant origin molluscicides were highly toxic 

and show significant inhibition in different biochemical parameters to L. acuminata compared with their crude forms. 
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1 简介 

肝片吸虫病是印度北方邦东部地区重要的牲畜

健康问题之一[1-8]。该病由肝片吸虫传播。肝形目

F.gigantica 和通过媒介蜗牛 Lymnaea 传播片形吸虫

病（acuminata）[9]。使用杀螺剂控制蜗牛是快速有效

控制该病的有效方法之一[10-15]。降低片形吸虫病发

病率的一个显而易见的解决方案是通过消灭媒介蜗

牛来切断吸虫的生命周期。研发一种安全有效的杀

螺剂始终是一个现实的目标。它必须在低剂量下有

效，并将对蜗牛所在区域内其他生物群的不利影响

降至最低。 

精油是来自天然来源（通常是植物）的挥发性

液态芳香化合物。这些芳香物质（精油）本身是在叶

片的叶绿体、细胞壁的叶脉层或某些糖苷的水解中

形成的。它们可能存在于植物的不同部位，例如叶

子（牛至）、种子（杏仁）、花朵（茉莉）、果皮（佛

手柑）、浆果（杜松）、根茎（高良姜）、根（当归）、

树皮（黄樟）、木材（沉香木）、树脂（乳香）、花

瓣（玫瑰）。来自同一植物不同部位的精油可能具有

完全不同的香气和特性。例如，天竺葵的花朵和叶

子都会产生精油，而这两个部位的精油在成分、香

气和其他一些特性上都有所不同。从植物中提取的

精油量取决于许多相互关联的因素，包括气候、季

节和地理条件、收获期以及提取技术[16]。植物的精

油产量也会受到植物生长阶段的影响。科学家从功

能性的角度看待精油。它们被认为是植物界的“化学

武器”，因为它们的化合物可以驱虫，或保护植物免

受细菌或真菌的侵袭。它们还充当“植物信息素”，吸

引和引诱传粉者。精油中的含氧分子作为细胞的化

学信使，为植物带来活力，消灭害虫，促进生长，并

促进愈合。更具诗意的人认为它们如同植物灵魂的

精髓，它们空灵的本质浓缩为香气，植物通过香气

与周围的世界进行交流。此前已有研究人员报道了

精油的治疗特性[17,18]。 

天然精油是挥发性液体香气，主要由植物产生。

这些精油产生于叶片的叶绿体、细胞壁的叶绿体层

或通过某些糖苷的水解而产生。人们对精油的兴趣

日益浓厚，并已证明其对各种害虫（包括昆虫、螨

虫、真菌和线虫）有效[19-21]。总体而言，毒性最强的

精油是百里香、牛至、罗勒、迷迭香和薄荷；然而，

对各种精油进行更广泛的测试，可能会发现某些精

油对某些害虫有特定的功效。 

2 材料和方法 

2.1 精油的分离 

晚香玉精油晚香玉和葱属植物 sativum 的提取

物是通过英国药典中描述的水蒸馏法获得的 [22]。

Polinthes的生物活性化合物 hecogenin tuberosa购自

美国 Sigma Chemcals 公司，大蒜素购自 Allium 

sativum，采用 Singh 和 Singh[23]的方法在实验室中

合成，并由 Tiwari 和 Singh[24]改进。 

2.2 蜗牛的采集 

椎实螺成虫 在戈勒克布尔的湖泊和低洼淹没

区采集了 20 只尖头螺（体长 2.25±0.20 厘米）。将

螺体在 25±10℃的脱氯自来水中驯化 72 小时。水体

pH 值为 7.1-7.3，其中消失氧、游离二氧化碳和碳酸

氢盐碱度分别设定为 6.5-7.2 毫克/升、5.2-6.3 毫克/

升和 102.0-105.0 毫克/升。 

2.3 所用化学品 

碘化乙酰硫代胆碱（ATChI）；5,5-二硫代双-2-

硝基苯甲酸酯（DTNB）；乌巴因（1β，3β，5β，11α，

14，19-六羟基卡-20[22]烯醇内酯 3-[6 脱氧 α-L-甘露

吡喃糖苷]；β，烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（p NADH）；

丙酮酸钠；所有这些化学品均由美国 Sigma 

Chemicals 公司提供。将蜗牛暴露于水族箱中 24 小

时，暴露于 40%和 80%24 hLC50 的不同植物源杀软

体动物剂精油及其生物活性化合物的亚致死浓度

（表 1）。 

表 1  不同植物源杀螺剂精油的亚致死浓度在针对蜗牛 L. acuminata 的生化测定中 

杀软体动物剂 24h LC50 40% of 24h LC50 80% of 24h LC50 

晚香玉球茎 1.57 0.62 1.5 

葱属 大蒜鳞茎 1.35 0.54 1.0 

赫科皂苷 1.19 0.47 0.9 

大蒜素 1.25 0.5 1.0 
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2.4 生化评估 

将蜗牛暴露于 40%和 80%（24 小时 LC50）的

亚致死浓度的精油和不同的杀软体动物剂中 24 小

时（表 1）。每个浓度制备 6 个批次。对照水族箱中

装有不含杀软体动物剂的颗粒。 

2.5 体内酶测定 

2.5.1 乙酰胆碱酯酶 

L. acuminata 神经组织中的乙酰胆碱酯酶活性。

将神经组织（50 mg/ml）在 0.1M 磷酸盐缓冲液

（pH8.0）中冰浴匀浆 5 分钟，然后在 40°C 下以

1000xg 离心 30 分钟。清澈的上清液作为酶源。在

10 mm 光程比色皿中，使用由 0.1ml 酶源、2.9ml0.1M

磷酸盐缓冲液（pH 8.0）、0.1ml 显色剂 DTNB（5,5-

二硫代双-2 硝基苯甲酸酯）和 0.2 ml 新鲜制备的乙

酰硫代胆碱组成的孵育混合物测定酶活性。在 250C

下，用分光光度计连续观察 3 分钟在 412nm 处的光

密度吸光度变化。 

2.5.2 磷酸酶活性 

磷酸酶活性测定采用Bergmeyer[27]的方法，该方

法由 Singh 和 Agarwal[28]改进。将神经组织匀浆

（2%w/v），置于预冷的 0.9%NaCl 溶液中，以 5000xg

的速度在 40℃下离心 20 分钟。取上清液作为酶源。

用对硝基苯酚绘制标准曲线。 

2.5.3 碱性磷酸酶 

为测定碱性磷酸酶，将 0.1ml 酶源上清液加入

1.0ml 碱性缓冲底物溶液（制备方法：将 375mg 甘

氨酸、10mgMgCl2·6H2O 和 165mg 对硝基苯酚磷酸

钠溶于 42ml 0.1N NaOH 溶液中，用双蒸水定容至

100 ml）。充分混合后，在 370C 下孵育 30 分钟。在

孵育混合物中加入 10ml 0.02N NaOH。加入过量的

NaOH 溶液终止反应。碱性磷酸酶的活性通过比色

法在 420 nm 处测定，该值是通过对硝基苯磷酸盐缓

冲液水解产生的硝基苯酚的黄色来衡量的。酶活性

以水解底物微摩尔数/30 分钟/毫克蛋白质表示。 

2.5.4 酸性磷酸酶 

酸性磷酸酶活性测定如下：将 0.2ml 含酶源的

上清液和 1.0ml 预孵育（10 分钟）的酸性缓冲底物

溶液（将 0.41g 柠檬酸、1.125g 柠檬酸钠和 165 mg

对硝基苯磷酸二钠溶于 100ml 双蒸水中制备）加入

孵育液中，充分混合，并在 370°C 下孵育 30 分钟。

然后，将 4.0ml 0.1N NaOH 加入孵育液中。由于对

硝基苯酚的形成，溶液呈现黄色。在 420 nm 处测定

酸性磷酸酶的活性。酶活性以水解底物微摩尔数/30

分钟/毫克蛋白质表示。 

2.5.5 Na+/K+ATP 酶 

Svobodo 法测定 Na+/K+ATPase 酶的活性

Mossinger[29]方法，经 Singh 和 Singh[30]修改。将 50mg

神经组织在 1.0ml 0.32M 冷蔗糖溶液中均质化 5 分

钟，然后在 4°C 下以 800g 离心 10 分钟。将获得的

上清液用作酶源。同时测定 Mg++–ATPase 和 Mg++、

Na+/K+激活的 ATPase 活性。两者之间的酶活性差

异被视为 Na +/K+ATPase 活性。总 ATPase 的培养基

含有 0.2ml 上清液、0.25ml Tris HCl 缓冲液（50mM，

pH7.5）、0.25ml NaCl（100mM）、0.25ml KCl（20 

mM）和 0.25ml MgCl2（4 mM）。Mg++–ATPase 的

培养基与之前的类似，只是它含有 120mM NaCl、

2×10−4M 乌巴因（用于抑制 ATPase），并且不含

KCl。在添加底物启动酶反应之前，将两种混合物在

37°C下预孵育10分钟。将反应混合物与底物在37°C

下孵育 15 分钟。通过添加 0.5ml 10%全氯乙酸(PCA)

终止反应，并在冰水中放置 5 分钟。通过 Fiske 和

Subbarow[15]的方法释放无机磷酸盐(Pi)。用移液器移

出 1ml 反应混合物（含有脂质层），并将 0.4 ml 

10%TCA 添加到反应混合物中并加热。加热后，加

入 0.4ml 2.5%钼酸铵溶液和 0.2ml 氨基萘磺酸

（ANSA 试剂），并将反应混合物在 80°C 下加热 15

分钟。将反应混合物冷却至室温，用 4.0 ml 蒸馏水

稀释，并静置 5 分钟。以空白对照为对照，在 640nm

处读取吸光度。空白对照由 1.0ml 蒸馏水、

0.4mlTCA、0.4 ml 钼酸铵溶液、0.2mlANSA 试剂和

4.0ml 蒸馏水组成，但不加入组织匀浆。酶活单位表

示为 μ mole Pi 释放 mg −1 蛋白质 h−1。 

2.5.6 乳酸脱氢酶 

LDH 活性的测定依据 Anon[31]（经 Singh 和

Agarwal[32]修改）的方法。将组织匀浆（50mg/ml）

于 0.1M 磷酸盐缓冲液（pH-7.5）中 5 分钟，并在-

4°C 下离心（10000g×30 分钟）。向 0.01ml 酶源（上

清液）中加入 0.5ml 丙酮酸底物（10mgNADH 溶于

10ml0.75mM/l 丙酮酸缓冲液，pH-7.5）并在 37°C 下

保持孵育 45 分钟。向其中加入 0.5ml2,4-二硝基苯肼

溶液（0.2g2,4-二硝基苯肼溶于 8.5ml 浓 HCl 中并定

容至 1L），并将混合物在室温下静置 20 分钟。最

后，将 5.0ml0.4NNaOH 加入混合物中，室温静置 30

分钟。通过监测 540nm 处吸光度的下降来测量 LDH
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活性。将数值转化为 LDH 单位，并以丙酮酸还原/

分钟/毫克蛋白质表示。 

2.6 蛋白质的估算 

蛋白质含量估算按照 Lowry 等人[33]的方法进

行，以牛血清白蛋白为标准。结果表示为 6 次重复

实验的平均值±标准误差。 

2.7 统计分析 

对对照组和测试组进行了学生 t 检验，以找出

显著差异（P<0.05）[34]。 

3 结果 

植物源性杀螺剂精油及其活性成分在体内暴露

24 小时，分别以 40%和 80%的 24 小时 LC50 进行

亚致死暴露，导致 L. acuminata 蜗牛神经组织中乙

酰胆碱酯酶（ AChE ）、 ACP/ALP 、 LDH 和

Na+K+ATPase 活性显著降低，且呈剂量依赖性。对

照组动物神经组织中乙酰胆碱酯酶活性为 0.087-

µmoles–SH 水解/分钟/毫克蛋白。暴露于 40%和 80%

的 24 小时 LC50 的亚致死浓度晚香玉当蜗牛暴露于

浓度为 80%的葱属植物精油中时，块茎对蜗牛的毒

性作用显著(P<0.05)大蒜球茎（对照组的 63.86%）。

除海可皂苷和大蒜素外，所有植物源杀螺剂暴露于

40%24 小时 LC50 的精油后，其神经组织中的碱性

磷酸酶活性均未受到显著抑制（表 3）。在对照组中，

L. acuminata 的神经组织中酸性磷酸酶（ACP）活性

为 2.05 微摩尔/30 分钟/毫克蛋白质。在暴露于 40%

和 80%24 小时 LC50 的含有大蒜精油的植物源杀螺

剂后，L. acuminata 神经组织中的酸性磷酸酶活性受

到显著抑制。sativum 球茎。在暴露于 80%24hLC50

的大蒜素的 L. acuminata 神经组织中观察到 ACP 活

性的最大抑制（对照组的 43.9％）。在对照组动物

中，媒介蜗牛 L. acuminata 神经组织中的乳酸脱氢

酶（LDH）活性为 333.59µmoles/30min/mg 蛋白质。

在暴露于 80%24hLC50 的 hecogenin 精油的 L. 

acuminata 神经组织中观察到 LDH 活性的最大降低

（对照组的 64.13％）（表 5）。在对照组动物中，

媒介蜗牛 L. acuminata 神经组织中的 Na+K+ATPase

活性为 1.05Pi 释放的 µmoles/30min/mg 蛋白质。40%

和 80%的植物源性杀螺剂精油及其活性成分暴露，

导致 L. acuminata 神经组织中 Na+K+ATPase 活性显

著降低。在暴露于 80%24hLC50 的晚香玉精油的

L.acuminata 神经组织中观察到最大抑制（对照组的

20.95%）。晚香玉鳞茎（表 6）。 

4 讨论 

从结果部分可以明显看出，将蜗牛暴露于亚致

死浓度，即 24 小时 LC50 的 40%和 80%的不同植物

源性杀螺剂（晚香玉球茎油、海可皂苷、大蒜素）

中，会导致蜗牛神经组织中乙酰胆碱酯酶（AChE）、

酸性/碱性磷酸酶（ACP/ALP）、乳酸脱氢酶（LDH）

和 Na+K+ATPase 活性显著抑制。AChE 的抑制会导

致 ACh 在突触处积聚，从而使突触后膜处于持续刺

激状态，从而导致瘫痪、共济失调、神经肌肉系统普

遍缺乏协调，并最终导致死亡[35]。碱性磷酸酶（ALP）

在蛋白质合成、壳形成和其他分泌活动中起着关键

作用，它的抑制可能导致腹足类动物蛋白质水平降

低。酸性磷酸酶（ACP）是一种溶酶体酶，在分解代

谢、病理性坏死、自溶和吞噬作用中起着重要作用，

它也被这些精油和植物源杀软剂的生物活性化合物

抑制[36]。当蜗牛暴露于不同植物源杀软剂的亚致死

浓度精油时， Na+K+ATPase 活性显著降低。

Na+K+ATPase 是神经递质过程中必不可少的酶，它

维持离子梯度、膜电位和渗透平衡。钠通道激活的

持续刺激钠内流，这改变 Na+K+ATPase 的活性，将

钠泵出并引起神经递质的释放。 

AFP 暴露过程中动作电位的紊乱可能对蜗牛至

关重要。所有包含在 AFP 中的植物源杀软体动物剂

均能抑制 LDH 活性，表明它们作用于蜗牛体内的厌

氧代谢。本研究中，所有这些植物源杀软体动物剂

直接溶于水族箱水中，也会导致病媒蜗牛

L.acuminata 神经组织中不同酶活性的显著变化[37]。

晚香玉精油处理夜来香球茎及其活性化合物

hecogenin 可显著抑制蜗牛 L.acuminata 神经组织中

的 AChE、ACP/ALP、LDH 和 Na+K+ATPase 活性。

大蒜球茎精油及其活性化合物大蒜素也可显著抑制

蜗牛 L.acuminata 神经组织中的 AChE、ACP/ALP、

LDH 和 Na+K+ATPase 活性[38]。本研究明显表明，

先前在水族箱水中直接用于对抗有害蜗牛

L.acuminata 的植物源杀螺剂精油在暴露于水中时，

能以类似的方式选择性地有效杀死它们[39,40]。先前

已观察到从不同植物中提取的许多精油对具有经济

价值的蜗牛表现出强效杀螺和驱除活性[41-44]。从以

上讨论可以清楚地看出，精油对不同吸虫的蜗牛宿

主具有强大的杀灭软体动物特性。 
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表 2  不同植物源杀螺剂及其活性化合物的 24 小时 LC50的 40%和 80%的精油体内暴露 24 小时对 L.acuminata 神经组织中乙

酰胆碱酯酶活性的影响 

治疗 
AChE-μ 摩尔-SH 水解/min/mg 蛋白质 

40% of 24h LC50 80% of 24h LC50 

控制 1.08±0.06(100) 1.08±0.06(100) 

晚香玉球茎 0.98±0.07(90.74) 0.77±0.06(71.29)* 

葱属大蒜鳞茎 1.02±0.06(94.44) 0.69±0.02(63.86)* 

赫科皂苷 1.04±0.06(96.29) 0.75±0.05(69.44)* 

大蒜素 0.86±0.06(79.62) 0.79±0.07(73.14)* 

注：数值为六次重复实验的平均 SE。括号中的值表示酶活性百分比，以对照组为 100%。（*）当使用学生 t 检验来定位实验组和对照组动物

之间的差异时，具有显著性（P<0.05）。 

表 3  50 精油在体内 24h 暴露对 L.acuminata 神经组织碱性磷酸酶活性的影响 

治疗 
ALP-µ 摩尔/30 分钟/毫克蛋白质 

40% of 24h LC50 80% of 24h LC50 

控制 1.28±0.06(100) 1.28±0.06(100) 

晚香玉球茎 1.98±0.07(90.74) 1.77±0.06(71.29)* 

葱属大蒜鳞茎 1.12±0.06(94.44) 1.69±0.02(63.86)* 

赫科皂苷 1.14±0.06(96.29) 0.85±0.05(69.44)* 

大蒜素 0.96±0.06(79.62) 0.89±0.07(73.14)* 

表 4  不同植物源杀螺剂及其活性化合物的 24 小时 LC50 的 40%和 80%精油体内暴露 24 小时对 L.acuminata 神经组织酸性磷

酸酶活性的影响 

治疗 
ACP-µ 摩尔/30 分钟/毫克蛋白质 

40% of 24h LC50 80% of 24h LC50 

控制 2.05±0.05(100) 2.05±0.05(100) 

晚香玉球茎 1.18±0.02(57.56)* 0.99±0.02(48.29)* 

葱属大蒜鳞茎 1.53±0.02(74.63)* 1.4±0.04(68.29)* 

赫科皂苷 1.13±0.02(55.12)* 0.93±0.02(45.36)* 

大蒜素 1.04±0.03(50.73)* 0.90±0.02(43.9)* 

注：数值为六次重复实验的平均标准误。括号中的数值表示酶活性百分比，对照组为 100%。(*)使用学生 t 检验来定位实验组和对照组之间的

差异时，结果显著(P<0.05)。 

表 5  50 精油及其生物活性化合物在体内 24h 暴露对 L.acuminata 神经组织中乳酸脱氢酶活性的影响 

治疗 
LDH-µ 摩尔/30 分钟/毫克蛋白质 

40% of 24h LC50 80% of 24h LC50 

控制 333.59±2.3（100） 333.59±2.3（100） 

晚香玉球茎 266.38±0.83(79.85)* 259.26±0.88(77.71)* 

葱属大蒜鳞茎 330.59±2.3(99.1) 265.09±0.88(79.46)* 

赫科皂苷 277.32±4.5(83.13)* 213.96±1.3(64.13)* 

大蒜素 306.4±1.04(91.84)* 269.87±0.88(80.89)* 

注：数值为六次重复实验的平均标准误。括号中的数值表示酶活性百分比，对照组为 100%。(*)使用学生 t 检验来定位实验组和对照组动物之

间的差异时，结果显著(P<0.05)。 
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表 6  50 的 40%和 80%的精油及其生物活性化合物在 L.acuminata 神经组织中 Na+/K+刺激的 ATPase 活性的体内暴露 24 小

时的影响 

治疗 
Na+/K+刺激的 ATPase-摩尔/30 分钟/毫克蛋白质 

40% of 24h LC50 40% of 24h LC50 

控制 1.05±0.003(100) 1.05±0.003(100) 

晚香玉球茎 0.56±0.006(53.33)* 0.22±0.01(20.95)* 

葱属大蒜鳞茎 1.01±0.01(96.16)* 0.74±0.001(70.47)* 

赫科皂苷 1.0±0.01(95.23)* 0.94±0.001(89.52)* 

大蒜素 0.9±0.008(85.71)* 0.46±0.02(43.8)* 

注：数值为六次重复实验的平均标准误。括号中的数值表示酶活性百分比，对照组为 100%。(*)使用学生 t 检验来定位实验组和对照组动物之

间的差异时，结果显著(P<0.05)。 

5 结论 

从上述研究可以得出结论，精油具有巨大的潜

力，可以通过打破片形吸虫的生命周期来根除片形

吸虫病这一主要问题。在此背景下，重要媒介蜗牛

椎实螺的种群数量使用这些植物精油可以控制尖头

软体动物。这些精油现在被认为是有效的草药杀软

体动物剂。 
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