
　收稿日期 : 2004207215;修回日期 : 2004210205.

　作者简介 : 3朱国念 ( 19572) ,男 ,通讯作者 ,浙江诸暨人 ,博士 ,教授 ,博士生导师 ,主要从事农药环境毒理学研究. 联系电话 : 05712
86971902; E2m ail: zhugn@ zju. edu. cn

农药学学报 , 2005, 7 (1) : 45248

C hinese J ourna l of Pestic ide Science

·研究论文·

利用 M TT法测定杀虫剂对家蚕细胞的毒力

毛黎娟 , 　魏方林 , 　朱国念 3

(浙江大学 农药与环境毒理研究所 , 浙江 杭州 310029)

摘　要 : 利用 [ 32(4, 52二甲基噻唑 22) 22, 52二苯基 ]四氮唑嗅盐法 (M TT法 )和叶片浸渍法分别测

定了毒死蜱、丁硫克百威和阿维菌素对家蚕卵巢细胞 (BmN )和家蚕活体 ( 2龄幼虫 )的毒力 ,结果

表明 ,两种生测方法获得的毒力测定结果并不完全一致 ,毒死蜱和丁硫克百威对家蚕细胞和家蚕

2龄幼虫的毒力差异均极显著。因此细胞的毒力测定尚不能替代昆虫活体测定。用 M TT法测定

了毒死蜱原药和乳油对家蚕卵巢细胞的毒力 ,结果表明同一杀虫剂的原药与制剂对细胞的毒力有

较大差异。因此研究杀虫剂对离体细胞的毒力时 ,建议使用原药。
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Tox ic ity of Severa l In sectic ides on S ilkworm Cell L ine w ith M TT M ethod

M AO L i2juan, 　W E I Fang2lin, 　ZHU G uo2n ian
3

( Ins titu te of Pes tic ide and Environm enta l Toxico logy, Zhe jiang U nive rs ity, H angzhou 310029, C h ina )

Abstract: A M TT2based sem iau tom a ted co lo rim e tric assay and leaf d ipp ing m ethod w ere used to

study the effec ts of ch lo rp y rifos, ca rbosu lfan and abam ec tin on s ilkw o rm ovarian ce ll and the la rva

resp ec tive ly. The resu lts show ed tha t the effec ts of insec tic ides on silkw o rm ce ll w e re no t a lw ays the

sam e as tha t of the la rva. A nd the d iffe rence of tox ic ity be tw een ch lo rp y rifos and ca rbosu lfan w as

d is tinc t in sign if icance leve l. The tox ic ity of the techn ica l and the em u ls if iab le concen tra te of

ch lo rp y rifos to silkw o rm ovarian ce ll w as s ign if ican tly d iffe ren t by M TT2based sem iau tom ated

co lo rim e tric assay. It w as sugges ted tha t live insec t2based assay canno t en tire ly be rep lace by ce ll2
based assay, and the techn ica l is su itab le fo r ce ll2based assay.

Key W ords: insec tic ides; s ilkw o rm ; ce ll; M TT m ethod; tox ic ity

　　活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使外源性

的 M TT, [ 32( 4, 52二甲基噻唑 22 ) 22, 52二苯基 ]四

氮唑溴盐 ,还原为难溶性的蓝紫色结晶物甲月替

( fo rm azane)并沉积在细胞中 ,而已凋亡细胞却无

此功能。用裂解液溶解细胞中的甲月替 ,在波长

570 nm处测定其光吸收值 ,可间接反映活细胞数

量。该方法已广泛用于一些生物活性因子的活性

检测、大规模的抗肿瘤药物筛选、细胞毒性试验以

及肿瘤放射敏感性测定等。其特点是灵敏度高、

重复性好、操作简便、经济、快速、易自动化、无放

射性污染等 ,而且与其他检测细胞活力的方法 (如

细胞计数法、软琼脂克隆形成试验和 3H 2TdR掺入

试验等 )有良好的相关性 [ 1～3 ]。

目前 ,国内外主要采用活体昆虫进行杀虫剂

的筛选和毒力测定 ,但活体生物测定周期长 ,费力

费时 ,而且昆虫对药剂的敏感性受季节、温度、昆



虫品系等因素的影响较大。本研究采用昆虫细胞

系作为生物试材 ,培养容易、方便、成本低 , M TT法

测定简易 ,适宜于批量快速筛选与毒力测定试

验 [ 4 ]。利用 M TT法测定比较了几种不同的杀虫

剂原药及制剂对家蚕细胞系 BmN的毒力 ,对利用

昆虫细胞系进行农药活性筛选作了初步的探索。

1　材料与方法

1. 1　材料与药剂

细胞系 :家蚕卵巢细胞 (BmN ) ;培养基 : TC 2
100 Insec t M ed ium ( G IB ICOL ) + 100 mL /L 的

FB S [ Fe ta l B ov ine Serum ( G IB ICOL ) ];家蚕 :品种

为菁松 ×皓月 , B om byx m o ri L. 。

农药 : 40%毒死蜱乳油 ( 40% ch lo rp y rifos

EC )、95. 61%毒死蜱原药 ( 95. 61% ch lo rp y rifos

TM ) (浙江新农化工有限公司生产 ) ; 20%丁硫克

百威乳油 ( 20% carbosu lfan EC,浙江禾田化工有

限公司生产 ) ; 0. 6%阿维菌素乳油 ( 0. 6% abam ec2
tin EC,浙江海正化工集团有限公司生产 )。

M TT (超纯 ) : [ 32( 4, 52二甲基噻唑 222) 22, 52
二苯基 ]四氮唑溴盐 ( AM R ESCO 产品 ) , 用

0. 01 m o l /L的 PB S ( pH 7. 4 ) 缓冲液配制成

5 m g /mL ,经 0. 22μm 微孔滤膜过滤后冻存于

- 20℃冰箱 , 4℃避光保存备用 (两周内使用 )。

细胞裂解液 :质量分数为 10%的十二烷基磺

酸钠 ( SD S,日本 SNB C产品 )水溶液 , pH 4. 5～

4. 7 (用 0. 1 m o l/L HC l调节 )。有机溶剂均为市

售分析纯。

1. 2　仪器

酶联免疫检测仪 ( B io2RAD M ode l 550 ) ;

L am bda 40 UV /V IS分光光度计 ( Pe rk in E lm er)。

1. 3　试验方法

1. 3. 1　细胞培养及毒力测定 　供试细胞在 27℃

条件下培养 ,每 2～3 d传代一次 ,收集处于对数生

长期的细胞供测。

采用 M TT法 [ 5, 6 ]测定农药对家蚕细胞生长的

相对抑制率。将农药制剂用 TC 2100培养基、农药

原药用含 20μL /mL丙酮的 TC 2100培养基配成

所需浓度梯度 ,备用。将处于对数生长期的家蚕

细胞稀释到每 mL 含 1. 0 ×104～1. 2 ×105 个细

胞 ,接种到 96孔板中 ,每孔 60μL ,留一列只加培

养基作为空白对照。24 h后 ,每一处理加两孔 ,加

入量为每孔 60μL ,分别用加入 10μL /mL丙酮溶

液的正常细胞液作对照。培养 20 h后每孔加入

10μL M TT母液 ( 5 m g /mL ) , 4 h后再向每孔加

100μL 质量分数为 10%的 SD S, 1 h后待蓝紫色

结晶物完全溶解后 ,将其置于酶联免疫检测仪上 ,

以空白对照调零 ,记录 570 nm下的 OD值。按下

式计算药剂对细胞的相对抑制率 ,用 D PS数据处

理系统 [ 7 ]求毒力回归式 ,并计算抑制中浓度

(L C50 )。

细胞抑制率 ( % ) = [OD对照 - OD样品 ) /OD对照 ] ×100

1. 3. 2　家蚕活体毒力测定 　采用叶片浸渍法。

按李保同 [ 8 ]报道的毒力测定方法 ,用水把 20%丁

硫克百威 EC、0. 6%阿维菌素 EC、40%毒死蜱 EC

分别稀释成系列浓度。分别将桑叶置于药液中浸

渍 5 s,取出后自然晾干 ,置于直径 9 cm的培养皿

内 ,接 2龄幼蚕 ,每处理 25头 ,重复 3次 ,以清水为

对照。处理后置于 25℃培养箱内 ,观察记录 24 h

家蚕的中毒死亡情况。用 D PS数据处理系统求毒

力回归式 ,并计算抑制中浓度 (L C50 )。

2　结果与分析

2. 1　活细胞产生的甲月替吸收光谱

取细胞裂解液溶解甲月替产物的上清液 ,用紫

外分光光度计在 400～750 nm 连续范围内读取

OD 值 ,得到吸收光谱曲线在 570 nm处有最大吸

收峰 ,因此可确定选用 570 nm作为测试波长。

2. 2　三种杀虫剂对家蚕细胞和对家蚕 2龄幼虫

的毒力

　　按 1. 3. 1和 1. 3. 2的测定方法分别测得 3种

杀虫剂制剂对家蚕细胞和幼虫的毒力 ,试验结果

见表 1和表 2。可见 ,毒死蜱和丁硫克百威对家蚕

细胞和对家蚕 2龄幼虫的毒力差异均较大 ,毒死

蜱对离体细胞的 L C50和 L C95值分别是活虫的

22. 75和 10. 88倍 ,丁硫克百威对离体细胞的 L C50

和 L C95值分别是活虫的 31. 76和 44. 75倍 ,其

95%置信限均不包含 1,即表明两者差异显著 [ 7 ]。

而阿维菌素对家蚕细胞和对家蚕 2龄幼虫的毒力

相近 ,阿维菌素对离体细胞的 L C50和 L C95值分别

是活虫的 1. 61和 1. 18倍 , L C50之比的 95%置信

限不包含 1,而 L C95之比的 95%置信限包含 1,表

明两者差异不显著 [ 7 ]。由此可见用 M TT法对家

蚕卵巢细胞的毒力测定结果与用叶片浸渍法对家

蚕活体 (2龄幼虫 )的毒力测定结果并不完全一致。
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Tab le 1　Tox ic ity of th ree insec tic ide em u lsif iab le concen tra te ( EC ) to silkw o rm ova rian ce ll and la rva

Insectic ide
Targe t fo r

b ioassay

R egression

equation
r

L C50

/m g·L - 1

95% Fiducia l lim it

/m g·L - 1

20% C arbosu lfan EC Cell Y = 2. 16x + 1. 82 0. 975 4 29. 95 18. 07～50. 48

L arva Y = 2. 68x + 5. 07 0. 955 6 0. 95 0. 70～1. 21

0. 6% A bam ectin EC Cell Y = 2. 88x + 8. 27 0. 974 5 0. 073 0. 065～0. 082

L arva Y = 2. 32x + 8. 12 0. 979 0 0. 045 0. 035～0. 061

40% Chlo rpyrifos EC Cell Y = 2. 07x + 1. 09 0. 937 9 77. 30 55. 08～95. 62

L arva Y = 1. 57x + 4. 16 0. 970 0 3. 44 2. 52～4. 75

Tab le 2　Tox ic ity com p a rison of th ree insec tic ide EC to s ilkw o rm ovarian ce ll and la rva

Insectic ide

L C50 /m g·L - 1

R atio ra tio of L C50

/ ce ll· la rva - 1

95% FL

/m g·L - 1

L C95 /m g·L - 1

Ratio ra tio of L C50

/ cell·la rva - 1

95% FL

/m g·L - 1

20% C arbosulfan EC 31. 76 24. 06～41. 92 44. 75 22. 18～90. 29

0. 6% A bam ectin EC 1. 61 1. 22～2. 13 1. 18 0. 57～2. 44

40% Chlo rpy rifos EC 22. 75 16. 22～31. 91 10. 88 4. 98～23. 79

2. 3　杀虫剂原药与制剂对家蚕细胞生长的影响

4种有机溶剂对家蚕细胞生长的影响见表 3。

细胞存活率按下式计算 :

细胞存活率 ( % ) = (OD样品 /OD对照 ) ×100

Tab le 3　Effec t of o rgan ic so lven t on the livab ility of s ilkw o rm ova rian ce ll ( 24 h)

Concentra tion of

so lven t /μL·mL - 1

L ivability ±SD

　　Toluene 　　E thano l 　　M ethano l 　　A cetone

CK 100 ±0 aA 100 ±0 aA 100 ±0 aA 100 ±0 aA

5 69. 72 ±0. 19 bB 93. 63 ±0. 016 aAB 92. 64 ±0. 036 aA 92. 83 ±0. 15 abA

10 53. 78 ±0. 18 bcB 88. 05 ±0. 062 abAB 92. 03 ±0. 069 aA 92. 03 ±0. 057 abA

15 47. 41 ±0. 19 cB 72. 91 ±0. 027 bB 91. 24 ±0. 12 aA 77. 69 ±0. 15 bA

20 21. 12 ±0. 021 dC 71. 31 ±0. 073 bB 88. 84 ±0. 082 aA 56. 97 ±0. 027 cB

　　N ote: The diffe rence sm all lette rs or cap ita l le tters a re sign ifican tly d iffe ren t a t P0. 05 o r P0. 01 by D uncan’s m ultip le range test.

　　由表 3可知 ,不超过 10μL /mL的丙酮、甲醇

细胞液处理家蚕细胞的存活率均大于 90% ,经显

著性检验表明其存活率与对照无显著差异 ,这与

杨红等 [ 9 ]、周青春等 [ 10 ]的报道一致。本试验中毒

死蜱原药用丙酮作为溶剂是合适的。供试制剂中

溶剂含量经稀释后均低于 5μL /mL细胞液 ,因此

试验结果 (表 1、2和表 4 )受溶剂的影响可以忽略

不计。

毒死蜱的原药及制剂对家蚕细胞的毒力测定

结果见表 4。40%毒死蜱乳油与 95. 61%毒死蜱

原药致死中浓度 (L C50 )的比值为 1. 36,其 95%置

信区间为 1. 01～1. 83, 95%置信区间不包含 1,表

明农药制剂与原药对家蚕细胞的毒力有一定的

差异。

Tab le 4　Tox ic ity of the techn ique and the EC of ch lo rp y rifos to silkw o rm ova rian ce ll

Insec tic ide L C50 /m g·L - 1 R egression equation 95% Fiducia l lim it /m g·L - 1

40% Chlo rpyrifos EC 77. 30 Y = 2. 07x + 1. 09 55. 08～95. 62

95. 61% Chlo rpyrifos TC 56. 99 Y = 0. 98x + 3. 26 45. 26～67. 11
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3　讨论

通常药剂对离体细胞的毒力总是比相应的活

体高 [ 11, 9 ]
,但某些神经毒性类的杀虫剂对离体细

胞的毒力可能比相应的活体低 [ 12 ]。这可能与药剂

对活体和离体的作用机理、作用方式的差异有关。

阿维菌素对昆虫的作用靶标为γ2氨基丁酸 ( GA 2
BA )受体 2氯离子通道复合体 ,通过阻断神经传导

系统使昆虫产生麻痹造成死亡 [ 13 ]。而丁硫克百威

和毒死蜱主要通过抑制昆虫体内胆碱酯酶活性 ,

使昆虫肌肉和腺体持续兴奋 ,从而导致衰竭死

亡 [ 14, 15 ]。而药物对昆虫细胞的作用主要是对细胞

器线粒体中酶系统的破坏 [ 16 ]。

试验结果显示 ,阿维菌素对家蚕细胞和对家

蚕 2龄幼虫的毒力差异相对小一些 ,而毒死蜱和

丁硫克百威对离体细胞的毒力显著低于对活体的

毒力。表明杀虫剂的作用方式和机理对于细胞毒

性反应具有重要的影响。因此研究杀虫剂对离体

细胞的毒力时 ,选择合适的细胞系很重要。在进

行新化合物的活性筛选时 ,应结合使用几种不同

的细胞系进行试验 ,以避免漏筛 ;对具有特定作用

机理的杀虫剂进行毒力测定时 ,还应使用具有某

种特定活性的细胞系 ,如培养具有胆碱酯酶活性

的细胞 ,利用这种细胞系就有可能用于筛选和鉴

定相应的具有杀虫活性的化合物。试验还表明毒

死蜱原药及制剂对家蚕细胞的毒力有明显差异 ,

这可能与制剂中的乳化剂、农药助剂有关 ,因此研

究杀虫剂对离体细胞的毒力时 ,建议使用原药。

本试验仅对利用昆虫细胞系进行农药活性测定进

行了初步探索 ,还有待于进一步研究。但 M TT法

测定杀虫剂对家蚕细胞的毒力测定结果 ,对于杀

虫剂对昆虫活体的生物测定具有重要的参考价

值 ,尤其在研究杀虫剂毒理学机制方面提供了重

要线索。
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