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虫螨腈对斜纹夜蛾细胞的毒力及
对线粒体膜电位的影响

张前锋,  王玉健,  徐汉虹*

(天然农药与化学生物学教育部重点实验室, 华南农业大学 昆虫毒理研究室, 广州 510642)

摘  要:以 M TT法测定了虫螨腈等杀虫剂对斜纹夜蛾 (Spodoptera litura, SL)细胞的毒力,并用流

式细胞仪测定了虫螨腈对 SL细胞线粒体膜电位的影响。结果表明: 100 Lg /mL的氟虫腈、丁醚

脲、虫螨腈处理 SL细胞 24 h后,对细胞增殖的抑制率依次为 14. 57%、22. 91%、52. 53% ;虫螨腈

对 SL细胞 24和 48 h的 IC50值分别为 57. 56和 2. 60 Lg /mL; 50、100、200 Lg /mL虫螨腈处理细胞

24 h后,与对照相比, SL细胞线粒体膜电位分别降低 46. 87%、57. 17%、73. 31% ,其下降值与药剂

浓度呈正相关。
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Effect of Chlorfenapyr on M itochondrialM embrane Potential and

its Cytotoxicity against Spodop tera litura Cells

ZHANG Q ian- feng,  WANG Y u-jian,  XU Han-hong
*
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Abstract: The cy to tox ic ity o f chlo rfenapy r and some o ther insectic ides againstSpodoptera litura ( SL )

ce lls w ere evaluated by M TT me thod, and the m ito chondria lmembrane po tentia lw as de tected by f low

cy tome try. The results show ed that the v iability o f SL ce lls treated by f iproni,l d iafenthiuron and

ch lo rfenapyr in 100 Lg /mL at 24 h is 14. 57% , 22. 91%, 52. 53% , respect iv ely. The IC50 va lues o f

ch lo rfenapyr at 24 h and 48 h af ter treatmen t w ere 57. 56 Lg /mL and 2. 60 Lg /mL, re spective ly.

Compared w ith the contro ,l m ito chondria lm embrane po tential o f SL cells trea ted by chlorfenapy r in

50 Lg /mL, 100 Lg /mL and 200 Lg /mL decreased 46. 87%, 57. 17% and 73. 31% fo r 24 h and the

decrease o fm ito chondria lm embrane po tentia l is po sitively re lated to the concentration o f ch lo rfenapyr.

K ey w ords: Spodoptera litura cells; chlorfenapy r; cy to tox ic ity; m ito chondria lm embrane po ten tial

  1915年德国 Bendict最早进行了昆虫细胞的

离体培养
[ 1]
, 1996年 Shih成功地从斜纹夜蛾

Spodoptera litura (以下简称 SL )蛹的卵巢建立了

SL细胞系, 并进行了核型多角体病毒的研究
[ 2 ]
。

据报道已建立起来的昆虫细胞系超过 500个
[ 3 ]
。

Sonoda等
[ 4]
研究了不同结构的杀虫剂对甘蓝夜
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蛾 Mamestra bra ssica e ( L. )细胞热休克蛋白表达

的影响,结果发现仅有虫螨腈明显诱导了其热休

克蛋白的表达, 说明虫螨腈可引起甘蓝夜蛾细胞

窘迫 ( ce llu lar d istress)或损伤。但有关虫螨腈对

SL细胞的毒力及对线粒体膜电位的影响如何, 国

内外仍鲜见报道。笔者采用 M TT 法测定了几种

杀虫剂对 SL细胞增殖的影响, 并通过分析虫螨腈

处理后的细胞形态变化及流式细胞仪检测结果,

初步探讨了虫螨腈的作用机制。

1 材料与方法

1. 1 细胞系
SL细胞系:斜纹夜蛾 Spodoptera litura 卵巢细

胞, 培养温度为 27e 。

1. 2 药剂
95%虫螨腈 ( ch lo rfenapy r)原粉: 德国巴斯夫

股份有限公司; 95%氟虫腈 ( f ipron il)原粉: 拜耳作

物科学公司; 90%丁醚脲 ( d iafenth iuron )原粉: 江

苏绿利来股份有限公司。

1. 3 仪器及试剂

B IO-RAD 680型酶标仪 (美国 B io-R ad公司 ) ;

BD FACS C a libur流式细胞仪 (美国 BD公司 )。

98%的 3-( 4, 5-二甲基-2-噻唑 )-2, 5-二苯基溴

化四唑 (四甲基偶氮唑盐, M TT )及 90%的罗丹明

123( Rhodam ine 123) (美国 S igm a-A ldrich公司产

品 ) ; 99. 9%的二甲基亚砜 ( DM SO ) ; G racecs培养
基 ( Inv itrogen公司 )。

1. 4 M TT比色法测定药剂对细胞增殖的抑制

率
[ 5~ 7]

用 DM SO将各药剂配成母液, 先用培养基将母

液稀释 100倍, 再用含 1% (体积分数,下同 ) DM SO

的培养基分别配成试验所需浓度, 以含 1% DM SO

的培养基为对 照。初筛 时各药剂浓度 均为

100 Lg /mL,虫螨腈 IC50测定中浓度设置分别为 10、

20、50、100 Lg /mL, 每浓度 4次重复。各组细胞经

药剂处理后,每孔加入 5 m g /mL MTT 10 LL, 继续

培养 4 h后倒出培养液, 每孔加入 100 LL DM SO,

用酶标仪检测 490 nm处的吸光度值。整个过程

需避光进行。按以下公式计算细胞增殖抑制率:

细胞增殖抑制率 = ( 1-
受试组 OD 490

对照组 OD 490

) @ 100%

1. 5 虫螨腈对 SL细胞线粒体膜电位 (MM P )的

影响测定
[ 8 ]

以含 1% DM SO的培养基为对照, 虫螨腈浓度

分别为 50、100、200 Lg /mL。以各浓度药液分别

处理细胞 24 h后收集细胞,用 10 Lmo l/L的罗丹明

123在 37e 染色 30 m in, 以 PBS磷酸盐缓冲液洗

细胞 3次, 用流式细胞仪检测线粒体膜电位。每

个样品重复 3次。结果采用 Ce llQ ue st软件进行

分析。

1. 6 数据统计分析

实验数据通过 DPS2000分析整理,应用新复极

差多重比较法 (DMRT )进行差异显著性分析。

2 结果与分析

2. 1 虫螨腈对 SL细胞形态的影响

生长状态良好的 SL细胞,贴壁或半贴壁, 呈不

规则的梭形、纺锤形, 细胞透亮 (图 1A )。用浓度为

20 Lg /mL的虫螨腈处理细胞 24 h之后,在显微镜

下观察到细胞膜开始收缩,细胞贴壁状态变差,多数

细胞变为圆形, 梭形细胞数量减少,着色加深, 细胞

碎片增多, 部分细胞体积膨大 (图 1B )。用流式细

胞仪检测时也发现在侧向角值较大区域的细胞数量

增多,表明细胞的颗粒度增加。

2. 2 MTT法实验结果

药剂对 SL 细胞增殖的抑制率测定结果见

表 1。

2. 3 虫螨腈对 SL细胞增殖的抑制活性

进一步测定了虫螨腈处理 SL细胞 24和 48 h

后对细胞增殖的抑制活性, 结果表明, 虫螨腈

对 SL细胞的 24和 48 h IC5 0值分别为 57. 56和

2. 60 Lg /mL(见表 2)。

2. 4 流式细胞仪检测结果

虫螨腈处理 SL细胞后, 用流式细胞仪进行检

测,处理及对照 SL细胞的线粒体膜电位 (MM P)

变化结果如图 2所示。经罗丹明 123染色 (此荧

光染料可在线粒体膜内、外形成与膜电位相关的

重新分布 )后, 对照组细胞平均荧光强度值为

96. 77 ? 0. 26, 而用 50、100、200 Lg /mL 虫螨腈处

理 24 h后的 SL 细胞的线粒体膜电位持续降低,

平均荧光强度值分别为 51. 41 ? 0. 52、41. 44 ?
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0. 44、25. 83 ? 0. 07,与对照相比, MM P分别降低

46. 87%、57. 17%、73. 31%, 差异极显著 (P < 0. 01)。

表明虫螨腈降低了细胞的 MM P水平, 并且随药剂

浓度的增加其作用更加明显。

图 1 正常 SL细胞 ( A )及 20 Lg/mL虫螨腈处理 24 h后的 SL细胞 ( B) ( @ 100)

F ig. 1 N orm a l SL ce lls( A ) and SL ce lls( B ) treated by ch lorfenapyr in 20 Lg /mL fo r 24 h( @ 100)

表 1 三种杀虫剂处理 24 h后对 SL细胞增殖的抑制率

T ab le 1 The pro lifera tion inhibition ra te o f S. litura ce lls af ter trea tm ent by 3 insec ticides fo r 24 h

处理

T reatm en t

浓度

C onc. / ( Lg /m L )

增殖抑制率

Pro liferat ion inh ib ition rate(% )

氟虫腈 f ipron il 10 0 14. 57 ? 1. 30 c

丁醚脲 d iafen th iu ron 100 22. 91 ? 2. 58 b

虫螨腈 ch lo rfenapy r 10 0 52. 53 ? 2. 53 a

  注:表中同列数据 (平均值 ?标准误差 )后字母相同者,表示在 5% 水平上差异不显著 ( DMRT )。

N otes: The data( m ean ? SE ) w ith in a co lum n fo llow ed by the sam e let ter are no t sign if ican tly d ifferen t at 5% lev el ( DMRT, P = 0. 05 ) .

表 2 虫螨腈对 SL细胞的 IC50值

Table 2 The IC50 va lues o f ch lorfenapyr aga in stS. litu ra ce lls

处理时间 /h

Treatm en t tim e

毒力回归方程

Tox icity regress equat ion

相关系数

C o rrelat ion coef ficien t( r )

IC50

( 95% 置信限, 95% C I) / ( Lg /m L)

24 Y = 4. 2 34 3+ 0. 435 0x 0. 994 7 57. 56( 34. 89~ 94. 98)

48 Y = 4. 8 12 6+ 0. 451 3x 0. 977 3 2. 60( 0. 93~ 7. 2 5)

图 2 50、100、200Lg /mL虫螨腈处理 SL细胞 24 h与对照组 SL细胞罗丹明 123的荧光强度值叠加图

Fig. 2 Rhodam ine123 f luo rescen t o verlays o f no rm a l SL ce lls and tha t trea ted by

chlo rfenapy r at 50, 100, 200 Lg /mL for 24 h
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3 讨 论

体外培养技术从 19世纪 50年代前后开始就

成为药物筛选、细胞毒性和活性检测中极为重要

的手段。本实验发现 SL细胞对虫螨腈敏感, 对氟

虫腈和丁醚脲不敏感。通过对 SL细胞进行罗丹

明 123荧光染色, 应用流式细胞仪检测其荧光强

度, 结果表明虫螨腈降低了 SL细胞的 MM P水平,

并且随药剂浓度的增加, 线粒体膜电位继续降低,

呈正相关性。

Sh ig eru研究认为, 虫螨腈可以明显降低草地

贪夜蛾 ( Spodoptera frug iperda, Sf9)细胞中 ATP的

浓度
[ 9]
。 B lack等研究表明, 虫螨腈作用于虫体细

胞内的线粒体, 会破坏氧化磷酸化 AD P转变成

ATP的生理过程
[ 10]
。在 ATP合成中, H

+
浓度梯

度和线粒体跨膜电位共同构成了质子动力势, 质

子动力势推动 H
+
通过 ATP合成酶装置合成

ATP。线粒体膜电位的降低可引起 ATP合成的减

少, 继而危及细胞的存活
[ 11]
。本研究发现,虫螨腈

降低了 SL细胞的 MM P水平, 由此推测经虫螨腈

处理后 SL细胞的 ATP浓度降低,线粒体膜电位的

下降可能是虫螨腈作用于 SL 细胞的机制之一。

很多研究表明, 线粒体膜电位的改变与细胞凋亡

有很密切的关系
[ 12 ]

, 有关虫螨腈与细胞凋亡的关

系还有待进一步研究。
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