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摘要 :菜青虫是危害农作物的主要害虫 ,酚氧化酶在昆虫的生长发育过程中起着重要的调节作用 ,高效的酚氧化酶抑制

剂对于发展新型“环境友好”杀虫剂有着重要的意义. 设计合成了 4 种缩氨基硫脲类化合物 ,采用红外光谱、质谱和核磁

共振谱对其进行结构鉴定 ,进一步研究了它们对菜青虫酚氧化酶的抑制作用 ,结果表明 ,4 种化合物均有显著的抑制作

用 ,其半抑制率 I C50分别为 2. 88 , 0. 93 , 3. 60 和 0. 22μmol/ L ,有可能进一步开发成为以酚氧化酶为靶点的新型生物农

药.同时 ,为基于缩氨基硫脲母核的酚氧化酶抑制剂的设计提供了数据基础.
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　　菜青虫 ( Pieris ra p ae L . )以十字花科蔬菜的叶片

为食 ,是一种在我国广泛存在的世界性的害虫 ,每年全

球用于菜青虫防治的费用高达 1 亿美金. 酚氧化酶

( Phenoloxidase , EC 1. 14. 18. 1) 广泛存在于生物体

内 ,是昆虫体内的一种重要酶类 ,在昆虫的变态发育和

免疫系统中起着重要的作用[ 1 ] . 大量研究证明 ,酚氧化

酶在昆虫蜕皮时的鞣化过程中起重要作用[2 ] . 张宗炳

指出 :探索新杀虫药剂的一条最有希望的途径是生物

合理途径 ,其中“原酪氨酸酶抑制剂”和“鞣化过程抑制

剂”被列在第一、二位[3 ] . 因此 ,设计高效的酚氧化酶抑

制剂作为杀虫剂具有广阔的应用前景. 缩氨基硫脲具

有广泛的生物活性 ,近年来 ,该类化合物作为抗肿瘤、

抗病毒、抗菌、除草剂与杀虫剂的候选化合物[ 4 ] ,引起

了广泛的关注. 本文设计合成 4 种缩氨基硫脲类化合

物 ,研究合成化合物对菜青虫酚氧化酶的抑制效应.

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料
菜青虫采自漳州市九湖镇菜园 ,收集四龄幼虫置

冰箱冷冻保存备用. 苯甲醛、42甲氧基苯甲醛、氨基硫

脲均为上海国药集团产品 ;42氰基苯甲醛、42氯苯甲醛

和二甲亚砜 (DMSO) 均为 Sigma 公司产品 ; L23 ,42二
羟基苯氨酸 (L2DOPA)为 Aldrich 化学公司产品 ;其他

试剂均为国产分析纯 ;使用的蒸馏水为重蒸水.

1. 2 　方 　法
化合物的合成参考文献[ 5 ] ,其合成线路如图 1 所

示.

菜青虫酚氧化酶的提取方法参考文献[ 6 ] ,并做适

当的修改. 取四龄幼虫按 5 倍体质量的比例加入预冷

的 0. 20 mol/ L Na2 H PO42Na H2 PO4 缓冲液 ( p H

6. 80) ,冰浴匀浆 ,冰箱 4 ℃静置 60min ,4 ℃离心 (8 000

r/ min) 30 min ,得上清液即为菜青虫酚氧化酶粗提液 ,

蛋白浓度测定采用 Bradford 法.

酚氧化酶的活力测定参考文献[7 ] ,并作适当的修

改. 在比色杯中先加入不同体积同一浓度的效应物

(溶于 DMSO 溶液) 和 0. 2 mol/ L 的磷酸缓冲液以及

1 mmol/ L L2DOPA 底物 ,共 1. 8 mL ,然后加入 200

μL 酶液 ,立刻混匀 ,测活体系共 2. 0 mL . 于 Beckman

DU650 分光光度计 ,37 ℃恒温下测定 475 nm 的光密

度值随时间的增长直线 ,从直线的斜率求得酶活力 ,消

光系数按 3 700 ( mol/ L ·cm) - 1 计算. DMSO 终浓度

都为 3. 33 % ,并在对照中排除其对酶的影响. 酶活力

单位 (U)定义为在该条件下 ,每分钟产生 1μmol/ L 产

物的酶量.

2 　实验结果
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　　图 1 　缩氨基硫脲的合成路线图

化合物 a ,b ,c 和 d 分别为苯甲醛缩氨基硫脲 ,42甲氧基苯甲醛缩氨基硫脲 ,42氰基苯甲醛缩氨基硫脲和 42氯苯甲醛缩氨

基硫脲 ,其中 R 分别为 H , 42OCH3 , 42CN 和 42Cl

　　Fig. 1 　Synthesis schedule of thiosemicarbazones

2. 1 　缩氨基硫脲类化合物的合成
有机合成得到 4 种缩氨基硫脲化合物 a ,b ,c 和 d

均为白色粉末状固体 ,合成的产率分别为 70. 7 % ,

89. 5 % ,82. 7 %与 44. 1 %.

2. 2 　缩氨基硫脲类化合物的质谱分析
采用 Bruker ESQU IRE2L C ESI2MS 对合成化合

物的分子量进行表征 ,得到 4 种合成产物 :苯甲醛缩氨

基硫脲 (a) 、42甲氧基苯甲醛缩氨基硫脲 ( b) 、42氰基苯

甲醛缩氨基硫脲 (c)和 42氯苯甲醛缩氨基硫脲 (d)的分

子量分别为 179. 1 ,210. 1 ,205. 1 和 214. 2. 图 2 为化

合物 42氯苯甲醛缩氨基硫脲 (d)的质谱图.

　图 2 　42氯苯甲醛缩氨基硫脲 (d)的 ESI2MS 谱图

　Fig. 2 　ESI2MS spect ra of 42chlorobenzaldehydethiosemicar2
bazone (d)

2. 3 　缩氨基硫脲类化合物的红外光谱
采用 Thermo Nicolet Nexus 470 型傅立叶变换红

外光谱仪对合成产物的结构进行表征 ,得到如下结果 :

化合物 ( a) : IR ( KBr) υ, cm - 1 : 3 472 ( N H2 ) ;

3 358 (N H) ;1 617 (C = N) ;1 251 (C = S) .

化合物 ( b) : IR ( KBr) υ, cm - 1 : 3 418 ( N H2 ) ;

3 261 (N H) ;1 624 (C = N) ;1 293 (C = S) .

化合物 ( c) : IR ( KBr ) υ, cm - 1 : 3 412 ( N H2 ) ;

3 219 (N H) ;1 623 , 1 609 (C = N) ;1 282 (C = S) .

化合物 ( d) : IR ( KBr) υ, cm - 1 : 3 437 ( N H2 ) ;

3 281 (N H) ;1 601 (C = N) ;1 282 (C = S) .

分析以上结果可知 ,反应产物均在 1 600 cm - 1左

右出现 C = N 的吸收峰 ,同时未发现芳香醛在 1 680

cm - 1的吸收峰 ,说明缩合反应进行完全.

2. 4 　缩氨基硫脲类化合物的核磁共振氢谱
采用Bruker AV400 400 M Hz 核磁共振仪对 4 种

合成产物进行结构鉴定 ,其氢谱的结果如下 :

化合物 ( a ) : 1 H2NMR ( DMSO2d6 , TMS , 400

M Hz) :δ11. 43 ( HN , s) ,8. 06 ( CH , s) ,7. 79 ,7. 38

(C6 H5 ,5 H ,m) ,8. 21 , 7. 98 (N H2 ,s) .

化合物 ( b ) : 1 H2NMR ( DMSO2d6 , TMS , 400

M Hz) :δ11. 31 ( HN , s) ,8. 00 ( CH , s) ,8. 13 ,7. 92

(N H2 ,d) ,7. 72 (C6 H2 ,2 H ,d) ,6. 95 (C6 H2 ,2 H ,d) ,

3. 76 (OCH3 ,3 H ,s) .

化合物 ( c ) : 1 H2NMR ( DMSO2d6 , TMS , 400

M Hz) :δ11. 42 ( HN , s) ,8. 19 ( CH , s) ,7. 95 ,7. 80

(C4 H4 ,4 H ,d) , 8. 21 , 8. 06 (N H2 ,s) .

化合物 ( d ) : 1 H2NMR ( DMSO2d6 , TMS , 400

M Hz) :δ11. 42 ( HN , s) ,8. 02 ( CH , s) ,7. 95 ,7. 40

(C4 H4 ,d) , 8. 21 , 8. 04 (N H2 , s) .

结合核磁共振氢谱与碳谱、红外光谱和质谱数据 ,

解析出化合物结构分别为 :
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其中 ,a、b、c 和 d 分别为 :苯甲醛缩氨基硫脲、42甲氧基

苯甲醛缩氨基硫脲、42氰基苯甲醛缩氨基硫脲和 42氯
苯甲醛缩氨基硫脲. 结构表征的结果表明 ,本实验成功

合成了上述 4 种缩氨基硫脲类化合物.

2. 5 　缩氨基硫脲类化合物对菜青虫酚氧化酶

的抑制作用
　　以 L2DOPA 为底物 ,测定酚氧化酶的活性 ,酶反

应的进程曲线为通过原点的一直线 ,产物的形成量与

反应时间成正比关系 ,直线的斜率即为酶活力 ,表明酶

催化 L2DO PA 氧化没有迟滞过程. 以合成的 4 种缩氨

基硫脲类化合物为效应物 ,随着效应物浓度的增加 ,直

线的斜率下降 ,说明 4 种效应物均对酚氧化酶活性有

一定的抑制作用 ,其浓度效应见图 3. 使得酚氧化酶活

力下降 50 %所需要的抑制剂浓度 ( I C50 ) 分别为 2. 88 ,

0. 93 , 3. 60 和 0. 22μmol/ L . 该结果表明 ,4 种合成的

缩氨基硫脲类化合物均对酶活力有显著的影响 ,苯环

上对位的取代基的类型对抑制效应有影响 :当苯环的

对位有甲氧基和氯原子取代时 ,缩氨基硫脲类化合物

对菜青虫酚氧化酶的抑制活性分别提高了 3 倍和 14

倍 ;而苯环的对位被氰基取代时 ,缩氨基硫脲类化合物

对菜青虫酚氧化酶的抑制活性略有降低.

3 　讨　论

缩氨基硫脲类化合物是目前广受关注的一类具有

抗菌、抗病毒的希夫碱类化合物 ,本文以乙醇和水作为

溶剂 ,采用冰醋酸作为催化剂 ,合成了 4 种取代苯甲醛

缩氨基硫脲类化合物 ,并采用红外光谱、质谱和核磁共

　　图 3 　4 种缩氨基硫脲对菜青虫酚氧化酶的抑制作用效应

(a) , (b) , (c) , (d)分别为化合物 a ,b ,c ,d 对菜青虫酚氧化酶的抑制效应曲线

　　Fig. 3 　Inhibitory effects of four thiosemicarbazones on the activity of phenoloxidase f rom fourth instars of Pieres rapae L .
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振方法对其结构进行了表征 ,证实了合成方法的有效

性.

菜青虫是菜粉蝶的幼虫 ,也是其危害农作物的主

要形态 ,是在我国广泛存在的一种世界性的农作物害

虫. 在防治该害虫上 ,目前一般采用化学防治方法 ,但

农药残留对人体和环境造成很大危害 ,因此 ,发展对人

体安全对昆虫具专一作用的杀虫剂用于菜青虫的防治

尤为重要. 而酚氧化酶与菜青虫的生长发育和免疫息

息相关 ,因此 ,酚氧化酶的高效抑制剂有可能成为新型

的杀虫剂[8 ] . 本文的实验结果表明 ,苯甲醛缩氨基硫

脲、42甲氧基苯甲醛缩氨基硫脲、42氰基苯甲醛缩氨基

硫脲和 42氯苯甲醛缩氨基硫脲对菜青虫酚氧化酶粗

酶液均有显著的抑制作用 ,与取代苯甲酸[9 ]相比 ,活性

提高了 1 000 倍以上 ,提示该类化合物有开发成为新

型杀虫剂的潜力. 但是其抑制机理以及对动植物的毒

性仍需要进一步的研究. 此外 ,本研究表明 ,对于取代

苯甲醛缩氨基硫脲类化合物来说 ,当苯环的对位被氯

原子和甲氧基取代时 ,可使得抑制作用增强. 这为基于

缩氨基硫脲母核的酚氧化酶抑制剂的设计提供了参考

数据.
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Abstract : Pieres rapae L . was a kind of insect s harmful to vegetables. Phenoloxidase ( PO) is responsible for enzymatic browning

during the growth of the insect s. It also is involved in the defense reaction and has some certain relation with the immune condition of

the insect s ,and effective PO inhibitors are of great values in developing new ,environment f riendly pesticide. In this study ,four thio2
semicarbazone compounds were synthesized and indentified by IR , ESI2MS and NMR. Furthermore , their inhibitory effect s on PO

from Pieres ra pae L . were tested. Result s showed that all four compounds showed great inhibitory effect s. The IC50 , the inhibitor

concentrations leading to 50 % activity lost ,were estimated to be 2. 88 , 0. 93 , 3. 60 and 0. 22μmol/ L . This meant that these four

compounds had the potential to use as pesticide designing based on PO. Meanwhile ,this study provided data to further inhibitor de2
sign.
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