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摘要  通过离体昆虫细胞培养研究海芋凝集素( Alocasia macrorrhiza lecti n , AML) 的毒杀作用。采用MTT 法研究了提取自海芋叶0～
30 %、叶30 %～80 %、块茎0～30 %、块茎30 %～80 %盐析段海芋凝集素粗品对4 种昆虫细胞[ 草地贪夜蛾 Spodoptera frugiperda Smith 细胞
( 简称Sf-9 细胞) 、甜菜夜蛾 Spodoptera exigua Hübner 细胞( 简称Se 301 细胞) 、粉纹夜蛾Trichopl usia ni Hübner 细胞( 简称Hi5 细胞) 和美洲棉
铃虫 Heliothis zea Boddie 细胞( 简称Hz 细胞) ] 的毒杀作用 ,结果表明 ,海芋叶、块茎上述盐析段的粗提物均对4 种昆虫细胞有明显的毒杀
作用 ,其中以块茎30 %～80 %的样品毒杀活力最高 :在2 %浓度处理24 h 条件下 ,上述4 种细胞的相对死亡率分别为91 .40 %、91 .62 %、
97 .13 %和82 .30 %。用QSepharose Fast Flow 柱(2 .6 cm×30 cm) 对海芋块茎30 %～80 %的盐析物进行分离纯化 ,用最大活性峰样品对Sf-9
细胞的毒杀作用进行研究 ,得到处理24 h 的毒力回归方程 , LC50为0 .79 %。
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Purification of a Lectinfrom Alocasi a macror rhiza and its Toxic Effect on Four Cultured Insect Cell Line
PAN Ke et al  ( College of Natural Resource and Environment ,South- China Agricultural University ,Guangzhou ,Guangdong 510642)
Abstract  The toxic effect of Alocasia macrorrhiza lectin ( AML) oninvitro cultured insect cells was studiedinthis report .Fourtypes of crude lectin were
extracted and their toxic effects were tested with four insect cell lines which were Sf-9 from Spodoptera frugiperda Smith,Se301 from Spodoptera exigua
Hübner , Hi5 from Trichoplusia ni Hübner ,and Hz from Heliothis zea Boddie ,respectively . With MTT method ,the obvious toxic effect of AML onfour tested
insect cell lines was found ,withthe 30 %～80 % tuber extracts showed the strongest effect on above cells ,and the relative cell deathrates were 91 .40 % ,
91 .62 % ,97 .13 % and 82 .30 % respectively ,under 2 % crude extracts concentration and 24 h treatment .This extract was further purified by QSepharose
Fast Flow(2 .6 cm×30 c m) ,and the highest activity peak was tested by Sf-9 cell .The toxicity regression equation under 24 htreatment was obtai ned ,with
the LC50 value of 0 .79 % .
Key words  Alocasia macrorrhiza lectin ( AML) ;Insect cell culture ; MTT method

  海芋[ Alocasi a macrorrhiza( L.) Schott] 为天南星科海芋属

植物,据《土农药及生物防治》记载, 海芋水提取物对防治稻

苞虫、粘虫、稻飞虱、稻叶蝉效果良好, 这表明海芋中含有有

效的杀虫活性成分 ,但对其中的杀虫活性成分的属性尚未有

明确的认识[ 1] 。侯学文等从海芋块茎中分离出海芋凝集素

( Al ocasi a macrorrhiza lectin ,AML) , 并发现海芋凝集素对肺腺

癌细胞株P18 具有较强的直接杀伤能力[ 2] 。同时大量资料

证明, 来源于植物的多种凝集素( GNA、WGA、ConA 等) 对昆虫

均表现出明显的杀虫活性, 并已在抗虫转基因植物中应

用[ 3 - 5] 。海芋凝集素对豆蚜( Aphis cracci vora Koch) 的抗生作

用表现为具有明显的忌避作用、蜜露分泌抑制作用、胃毒作

用、生殖抑制作用、生长发育抑制作用等[ 6] 。Zhu 等[ 7] 采用

RACE- PCR( Rapid Amplification of c DNA Ends- Polymerase Chain

Reaction , c DNA 末端快速扩增- 聚合酶链式反应) 技术从海

芋总RNA 中克隆到海芋凝集素基因 AML , 并对它的性质进

行了预测,为利用该凝集素基因获得抗虫转基因植物奠定了

良好基础。但在应用该基因前, 应充分了解它的抗虫谱、抗

虫特点以及作用机理等。该研究就是为了探讨海芋凝集素

是否对其他昆虫也具有抗虫活性 ,同时考虑到离体培养的昆

虫细胞来源稳定可靠、批间差异小、测试时间较短、用药量少

等优点, 笔者选用4 种鳞翅目昆虫细胞为测试对象, 用 MTT

法测定海芋凝集素对它们的毒力 ,为今后海芋凝集素的抗虫

试验、应用等提供依据。

1  材料与方法

1 .1  主要试剂与仪器  MTT{ 溴化[ 3- ( 4 , 5- 二甲基�唑-
�
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2 ,5- 二苯基) 四氮唑] } 和SDS( 十二烷基磺酸钠) ,Sigma 公司

产品;Grace’s 昆虫细胞培养基粉剂,GIBCO- BRL 公司产品 ;Q

Sepharose Fast Flow,Phar macia Biotech 公司产品 ;3710 型生化培

养箱,For ma 公司产品;倒置显微镜,Kogaku 公司产品;3550 型

自动酶标分析仪,BIO RAD 公司产品。

1 .2  供试植物及昆虫细胞  海芋[ Al ocasi a macrorr hiza ( L .)

Schott] :采自华南农业大学昆虫毒理研究室杀虫植物标本园;

草地贪夜蛾( Spodoptera frugi perda Smith) 细胞( 简称Sf- 9 细胞)

有梭形、圆形等, 以圆形为主; 甜菜夜蛾( Spodopt era exi gua

Hübner) 细胞( 简称Se 301 细胞) 以圆形为主; 粉纹夜蛾( Tri -

chopl usi a ni Hübner) 细胞( 简称 Hi5 细胞) 有梭形、方形、纺锤形

等, 以圆形为主;美洲棉铃虫( Heliot his zea Boddie) 细胞( 简称

Hz 细胞) 以圆形为主。培养时采用GIBCO- BRL 公司的Grace’

s 昆虫细胞培养基加10 %胎牛血清、抗菌素( 200 万 U 的链霉

素1 支,100 万U 的青霉素2 .5 支,100 万 U的卡那霉素1 支 ,

使用时100 ml 培养基加1 ml 三抗母液) ,调pH 值为6 .8。

1 .3  海芋凝集素的粗提及凝血活性检测方法  参考侯学文

等[ 2] 的方法, 采用生理盐水浸提、( NH4) 2SO4 分段盐析法提取

海芋凝集素粗品, 并经透析除盐冷冻干燥, 得海芋块茎或叶0

～30 %盐析段凝集素粗品( 以下简称为块茎或叶0～30 % 段

粗品) 、海芋块茎或叶30 %～80 %盐析段凝集素粗品( 以下简

称为块茎或叶30 %～80 %段粗品) , 置于- 18 ℃冰箱保存待

用。海芋凝集素凝血活性检测采用兔红血球,具体方法见文

献[ 2] 。

1 .4 海芋凝集素的离子交换层析纯化 将海芋凝集素30 %

～80 %粗品溶于PBS( pH 值7 .0 , 0 .001 mol/ L) , 上样到经起始

缓冲液平衡的Q Sepharose Fast Flow 柱( 2 .6 c m×30 .0 c m) , 用

起始缓冲液洗脱至流出液在280 nm的 OD 值小于0 .02 为

止。用0 .001 mol/ L PBS( 0 .1 mol/ L NaCl) 梯度洗脱,用自动收

集器分步收集,流速为6 滴/ min , 洗脱至流出液在280 nm 的
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OD 值小于0 .02 为止。通过血凝活性检测收集活性峰 ,透析

除盐, 冷冻干燥后得到海芋凝集素的层析纯样品。

1 .5 细胞毒力测定方法( MTT 法)  参考Stipanovic 等[ 8] 、张

志祥等[ 9] 方法,在超净工作台上将96 孔板的第1 行、第1 列、

及最后1 行、最后1 列作为保湿行列, 将第2 列作为调零列 ,

第3 列为对照列, 其他列为处理列, 每一处理设6 次重复。

将保湿列及调零列的每孔各加100 μl 细胞培养基 ,对照列及

处理列每孔各加100 μl 细胞悬浮液;( 27±1) ℃培养箱中培养

12～14 h 使细胞贴壁, 然后将96 孔板翻转过来,弃去培养液。

保湿列、调零列、对照列每孔各加100μl 培养基 ,处理列每孔

各加100μl 药液在( 27±1) ℃培养箱中培养24 h。除保湿列

外,其余各列每孔均加10μl MTT 母液( 5 mg/ ml ,Grace’s 培养

基配制) ,在( 27±1) ℃培养箱中培养4 h 后将96 孔板翻转过

来,弃去细胞液及培养基。除保湿列外, 每孔加100 μl 3 %

SDS 异丙醇溶液, 室温下放置30 min , 待蓝色晶体formazan 完

全溶解。用自动酶标仪测定570 nm下各孔 OD 值。根据下

式计算细胞死亡率和细胞相对死亡率。

细胞死亡率( %) = 1 - 处理孔处理 OD 值
对照孔平均值

×100

细胞相对死亡率( %) =
处理死亡率- 对照死亡率

100 - 对照死亡率 ×100

2  结果与分析

2 .1 海芋凝集素粗品的提取结果  对海芋叶、块茎进行海

芋凝集素的分段盐析提取,结果发现两种组织中的两个分段

提取物均具有凝血活性。凝血活性检测表明, 在1 mg/ ml 的

蛋白浓度下,海芋叶0～30 %、30 %～80 %、块茎0～30 %、30 %

～80 %的盐析物的凝血滴度依次为25、26、26、28 , 这一结果表

明海芋凝集素主要分布在海芋块茎30 %～80 %的盐析段中。

2 .2  不同部位海芋凝集素粗品对4 种昆虫细胞的毒力 为

了确定海芋提取物中对昆虫细胞的毒性成分 ,用MTT 法测定

了2 .0 % 不同海芋粗提物处理24 h 对草地贪夜蛾Sf- 9 细胞、

甜菜夜蛾Se301 细胞、粉纹夜蛾 Hi5 细胞、美洲棉铃虫 Hz 细

胞的毒杀效果, 结果见表1。

  表1  2.0%不同海芋凝集素粗品对4 种昆虫细胞系的毒杀效果

处理
细胞相对死亡率∥%

Sf-9 细胞 Se301 细胞 Hi5 细胞 Hz 细胞

叶0～30 %段粗品 70.25 d 44.31 d 58 .28 c 52 .67 c

叶30 %～80 %段粗品 84.89 b 97 .94 a 63 .89 b 43 .21 d

块茎0～30 %段粗品 80.55 b 88 .39 c 97 .59 a 68 .45 b

块茎30 %～80 %段粗品 91 .40 a 91.62 b 97 .13 a 82 .30 a

 注 :表中数据为5 次重复的平均值。表中同列数据后不同字母表示经

DMRT 法检验在0 .05 水平差异显著。下表同。

  综合海芋不同部位及盐析段提取物粗品对Sf- 9 细胞、Se

301 细胞、Hi5 细胞及 Hz 细胞毒杀作用的测定结果,可知块茎

提取物粗品对4 种昆虫细胞的毒杀作用普遍强于叶提取物

粗品,30 %～80 %段粗品对4 种昆虫细胞的毒杀作用强于0

～30 %段粗品。结合“2 .1”的结果, 笔者认为海芋凝集素是主

要的毒力成分。为了证实这一结论,笔者选用海芋块茎30 %

～80 %段粗品进行纯化, 得到海芋凝集素层析纯样品后再进

行细胞毒力测定。

2 .3  海芋凝集素的离子交换层析纯化  海芋块茎30 % ～

80 %段粗品经 Q Sepharose Fast Flow 柱分离后, 经紫外 - 可见

分光光度计于280 nm检测其蛋白质含量, 得出其蛋白峰; 经

凝血活性检测得出其凝血活性峰( 图1) 。3 个大的蛋白峰均

有较强的凝血活性, 几个小峰无凝血活性。这说明在海芋块

茎中凝集素的含量非常丰富, 而且海芋凝集素的凝血活性也

较强。3 个大峰完全分开,且均表现出较强的凝血活性 ,这说

明在海芋块茎中可能存在着同功凝集素。第3 个蛋白峰的

蛋白含量最高,凝血活性最强,滴度达26。因此, 用第3 个蛋

白峰对Sf-9 细胞系的毒力进行进一步的测试。

  图1 海芋凝集素粗品经Q Sepharose Fast Flow柱

分离的蛋白峰与活性峰

2.4  海芋凝集素层析纯样品对 Sf-9 细胞的毒力 用1 .0 %

海芋凝集素层析纯样品处理后, 显微镜下观察Sf-9 细胞 , 发

现细胞变圆, 生长减慢, 细胞少有增殖分裂; 细胞膜边缘有折

皱,表面不光滑, 透明度减少; 且随着处理时间的延长, 视野

中细胞越来越少。照片显示( 图2) ,1 .0 %海芋凝集素层析纯

样品处理24 h , 视野中绝大多数细胞已经死亡消失 ;处理48

h ,细胞的相对死亡率达到93 .17 %。2 .0 % 海芋层析纯样品

处理Sf-9 细胞24 h ,细胞的相对死亡率达到100 %。

图2 1.0%海芋凝集素层析纯样品处理不同时间

(24、48、72h) 对Sf-9 细胞的毒杀效果

  5 种不同浓度的海芋凝集素层析纯样品24 h 对Sf- 9 细
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胞系处理的试验结果见表2。根据试验结果 ,计算出海芋凝

集素层析纯样品对Sf- 9 细胞的毒力回归方程为 y = 2 .548 8

+ 3 .112 8 x , 相关系数 r 为0 .967 3 ,对草地贪夜蛾Sf-9 细胞

系的 LC50为0 .79 %。

  表2  海芋凝集素层析纯样品对Sf-9 细胞的毒杀作用(24 h)

处理 OD 值( x±s)
处理 OD值-

本底 OD 值

细胞相对

死亡率/ %
本底 0 .074 0±0 .003 0 d -    -

对照CK 0 .348 8±0 .012 0 a 0 .274 8    -

2 .0 % AML 0 .075 0±0 .004 0 d 0 .001 0  99 .64 a

1 .0 % AML 0 .148 0±0 .008 0 c 0 .074 0 73 .07 b

0 .4 % AML 0 .303 5±0 .012 0 b 0 .229 5 16 .47 c

0 .2 % AML 0 .305 4±0 .014 0 b 0 .231 4 15 .78 c

0 .1 % AML 0 .346 0±0 .006 0 a 0 .272 0 1 .02 d

3  讨论与结论

昆虫细胞离体培养技术在1960 年由 Wyatt 等建立, 此

后无论在昆虫细胞培养的理论与技术、昆虫培养细胞系的

建立、培养昆虫细胞的利用等方面均取得了长足进展[ 10] 。

杀虫活性物质的活体生物测定周期长 , 而且昆虫对药剂的

敏感性受季节、温度、昆虫品系、测试条件等因素的影响, 其

测定结果往往会因时、因地、因人而异, 使测定结果的直接

比较具有一定的困难。昆虫细胞系传代稳定 , 测试操作可

标准化 , 而且昆虫细胞培养周期短 , 一般5～7 d 可传代一

次, 而且试验在96 孔微量细胞培养板上进行, 每孔体积在

100～200 μl ,药剂消耗量极少。因此利用昆虫离体细胞进

行杀虫活性物质的筛选相对于昆虫活体生测有一定的优

势。已有一些学者报道 , 利用离体昆虫细胞培养进行有机

磷、氨基甲酸酯类农药、天然活性物质如棉酚[ 8] 、茼蒿素类

似物[ 9] 等的毒力测试, 取得了一些有意义的研究结果。在

该研究中 , 笔者就用少量 AML 样品 , 进行了多次重复试验,

获得了比较接近的试验结果( 表1、2) 。

但同时也有一些研究指出[ 11] , 药物对离体昆虫细胞的

作用主要表现为直接的毒杀作用 , 如果药物的作用机制是

直接影响细胞的代谢能力的毒杀型的药剂类型, 其生测结

果就与细胞测定结果有比较高的吻合度; 如果药物作用机

制是通过神经、昆虫生长调节等非直接毒杀的作用方式 , 则

要选取有相应受体的细胞来进行测定 , 并用相应的指标来

表示其结果 , 否则细胞测定结果就会与生物测定结果产生

较大偏离。据以前的研究结果, 海芋凝集素对肺腺癌细胞

株P18 具有较强的直接杀伤能力, 表现为细胞破裂消失[ 2] ,

说明海芋凝集素具有较强的细胞毒力。为研究海芋凝集素

是否对昆虫细胞也具有毒杀效果 , 笔者选用4 种昆虫细胞

进行研究 ,试验结果表明, 海芋凝集素对4 种昆虫细胞也具

有较强的毒力 ,处理24 h 就使大部分的昆虫细胞破坏消失 ,

说明海芋凝集素是一个比较有效的活性物质, 值得进行多

方面的深入研究, 使其成为一个新的抗虫基因来源。

对分离的凝集素的抗虫活性研究 , 主要采用人工营养

液或人工饲料夹毒的方式, 如 Powell [ 12] 、Sauvion 等[ 13] 、毛雪

等[ 14] 、黄大窻等[ 15] 均采用这种活体生测的方法研究了多种

凝集素对数种昆虫的抗虫活性。但未见有报道利用昆虫细

胞培养来研究植物凝集素的抗虫活性 , 因此该工作对今后

的同类研究具有一定的借鉴意义。
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