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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 3

(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 (Spodop tera litu ra, 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 : 100μg /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. 60μg /mL; 50、100、200μg /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 itochondr ia l M em brane Poten tia l and

its Cytotox ic ity aga in st Spodoptera litu ra Cells
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Abstract: The cy to tox ic ity of ch lo rfenapyr and som e other insec tic ides against Spodop te ra litu ra (SL )

ce lls w ere evalua ted by M TT m ethod, and the m itochondria l m em brane po ten tia l w as detec ted by flow

cy tom etry. The resu lts show ed tha t the v iab ility of SL cells trea ted by fip ron il, d iafen th iu ron and

ch lo rfenapy r in 100μg /mL at 24 h is 14. 57% , 22. 91% , 52. 53% , respec tive ly. The IC50 values of

ch lo rfenapy r a t 24 h and 48 h af te r trea tm en t w ere 57. 56 μg /mL and 2. 60 μg /mL , respec tive ly.

C om pared w ith the con tro l, m itochondria l m em brane po ten tia l of SL cells trea ted by ch lo rfenapyr in

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

decrease of m itochond ria l m em brane p o ten tia l is p ositive ly re la ted to the concen tra tion of ch lo rfenap yr.
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　　1915年德国 B end ic t最早进行了昆虫细胞的

离体培养 [ 1 ]
, 1996 年 Sh ih 成功地从斜纹夜蛾

Sp odop te ra litu ra (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 M am estra b rass icae (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 la r d is tress )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 Sp odop te ra litu ra卵巢细

胞 ,培养温度为 27℃。

1. 2　药剂

95%虫螨腈 ( ch lo rfenap y r)原粉 :德国巴斯夫

股份有限公司 ; 95%氟虫腈 ( f ip ron il)原粉 :拜耳作

物科学公司 ; 90%丁醚脲 ( d iafen th iu ron )原粉 :江

苏绿利来股份有限公司。

1. 3　仪器及试剂

B IO 2RAD 680型酶标仪 (美国 B io2R ad公司 ) ;

BD FA CS C a libu r流式细胞仪 (美国 BD 公司 ) 。

98%的 32( 4, 52二甲基 222噻唑 ) 22, 52二苯基溴

化四唑 (四甲基偶氮唑盐 , M TT )及 90%的罗丹明

123 ( R hodam ine 123 ) (美国 S igm a2A ld rich公司产

品 ) ; 99. 9%的二甲基亚砜 (DM SO ) ; G race′s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

100μg /mL ,虫螨腈 IC50测定中浓度设置分别为 10、

20、50、100μg /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 M TT 10μL ,继续

培养 4 h后倒出培养液 ,每孔加入 100μL 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、200μg /mL。以各浓度药液分别

处理细胞 24 h后收集细胞 ,用 10μm ol /L 的罗丹明

123在 37℃染色 30 m in,以 PB S 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 C ellQ ues t软件进行

分析。

1. 6　数据统计分析

实验数据通过 D PS2000分析整理 ,应用新复极

差多重比较法 (DM R T)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

20μg /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　M TT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 IC50值分别为 57. 56和

2. 60μg /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、200μg /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 20μg /mL虫螨腈处理 24 h后的 SL细胞 ( B) ( ×100)

Fig. 1　N o rm a l SL ce lls (A ) and SL ce lls (B ) trea ted by ch lo rfenap y r in 20μg /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

Tab le 1　The p ro life ra tion inh ib ition ra te of S. litu ra ce lls af te r trea tm en t by 3 insec tic ides fo r 24 h

处理
T rea tm en t

浓度
Conc. / (μg /mL )

增殖抑制率
Pro life ra tion inhib ition ra te ( % )

氟虫腈 fip ron il 100 14. 57 ±1. 30 c

丁醚脲 diafen th iu ron 100 22. 91 ±2. 58 b

虫螨腈 ch lo rfenapy r 100 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 (DM RT) 。

N otes: The da ta (m ean ±SE) w ith in a colum n fo llow ed by the sam e le tte r are not sign ifican tly d iffe ren t a t 5% level (DM R T, P = 0. 05 ) .

表 2　虫螨腈对 SL细胞的 IC50值

Tab le 2　The IC50 va lues of ch lo rfenap y r aga inst S. litu ra ce lls

处理时间 / h

T reatm en t tim e

毒力回归方程
Toxic ity reg ress equa tion

相关系数
Corre lation coeffic ien t ( r)

IC50

( 95%置信限 , 95% C I) / (μg /mL )

24 Y = 4. 234 3 + 0. 435 0x 0. 994 7 57. 56 ( 34. 89～94. 98 )

48 Y = 4. 812 6 + 0. 451 3x 0. 977 3 2. 60 ( 0. 93～7. 25 )

图 2　50、100、200μg /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　R hodam ine123 f luo rescen t ove rlays of no rm a l SL ce lls and tha t trea ted by

ch lo rfenap y r a t 50, 100, 200μg /mL fo r 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 ige ru研究认为 ,虫螨腈可以明显降低草地

贪夜蛾 ( Sp odop te ra frug ip e rda, S f9 )细胞中 A TP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

A TP的生理过程 [ 10 ] 。在 A TP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 A TP 合成酶装置合成

A TP。线粒体膜电位的降低可引起 A TP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 A TP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。

　　致谢 :本论文在完成过程中得到了实验室张

志祥副教授、研究生廖绍裕、李文欧等的帮助。

参考文献 :

[ 1 ] 　L I W en2q ing (李文青 ) , X IAO Cheng2zu (肖成祖 ) . 昆虫细

胞的大规模培养 [ J ]. B io techno logy (生物技术 ) , 1995, 5

( 1 ) : 528.

[ 2 ] 　SH IH C J, L IN R W , W AN G C H. Estab lishm en t of a C ell L ine

from Spodop tera litu ra ( L ep idop tera: N octu idae ) and

Rep lica tion of S. litu ra N uclear Po lyhed rosis V irus in vitro [ J ].

J Inverteb r Pa tho l, 1997, 69 ( 1 ) : 126 .

[ 3 ] 　L YNN D E, GOODM AN C, CA PU TO G. Techn iques fo r The

D evelopm ent of N ew Insec t Cell L ines[ C ] / / P roc 2005 A nnual

M eet Soc In V itro B io logy, 2005.

[ 4 ] 　SONODA S, TSUM U K I H. Induc tion of H eat Shock Pro te in

G enes by C hlorfenapy r in Cu ltured Cells of the Cabbage

A rm yw orm , M am estra brassicae [ J ]. Pestic ide B iochem istry

and Physio logy, 2007, 89 ( 3 ) : 1852189.

[ 5 ] 　M O SM ANN T. Rap id Co lo rim etric A ssay for Celluar G row th

and Surv iva l: A pp lica tion to P ro life ra tion and C yto toxic ity

A ssay [ J ]. J Imm uno l M ethods, 1983, 65 ( 122) : 55263.

[ 6 ] 　ST IPANOV IC R D , EL ISSALD E M H, AL TM AN D W , et a l.

Ce ll Cu lture B ioassay to Evaluate A llelochem icar Toxic ity to

H elio th is viresecns ( L ep idop tere ra: N octu idea l) [ J ]. J Econ

En tom ol, 1990, 83 ( 3 ) : 7372741.

[ 7 ] 　ZHOU Q ing2chun (周青春 ) , HON G H ua2zhu (洪华珠 ) , LUO

Q in (罗勤 ) , e t a l. 测定昆虫细胞存活或死亡的 M TT方法的

改进 [ J ]. En tomo log ica l Know ledge (昆虫知识 ) , 1998, 35

( 3 ) : 1632167.

[ 8 ] 　W AN G Yu2jian (王玉健 ) . S tud ies on M em brane Perforation of

Spodop tera litu ra Cell Induced by Pho tosensitize rs (光活化物质

致斜纹夜蛾 SL 细胞穿孔的机理 ) [ D ]. G uangzhou (广州 ) :

Sou th C hina A gricu ltura l U n iversity (华南农业大学 ) , 2007.

[ 9 ] 　SH IG ERU S. Effec ts of Py rida ly l on A TP Concentra tions in

Cu ltured Sf 9 ce lls [ J ]. J Pestic Sc i, 2005, 30 ( 4 ) : 4032405.

[ 10 ] BLA CK B C, HOLL IN GW O RTH R M , A HAMM AD SA H IB K

I, e t a l. Insec ticidal A ction and M itochondria l U ncoup ling

A ctiv ity of A c2303, 630 and Rela ted H alogena ted Pyrro les [ J ].

Pestic B iochem Physio l, 1994; 50 ( 2 ) : 1152128.

[ 11 ] N IE W , ZHAN G Y X, ZHOU J H. Correla tion be tw een

M itochond ria l M em brane Poten tia l and N euro tox ic Effec t of

Corticoste rone on Prim ary Cu ltu red H ippocam pal Cells [ J ].

Acta Physio log ica S in ica, 2001, 53 ( 6) : 4692472.

[ 12 ] SCA RL ETT J L , SH EA RD P W , HU GH ES G. Changes in

M itochond ria lM em brane Poten tia l during S tau rosporine2induced

A pop tosis in Ju rka t Cells [ J ]. FEBS L ette rs, 2000, 475 ( 3 ) :

2672272.

( Ed. TAN G J )

642


