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印楝素 A 诱导 Sθ 细胞凋亡的显微和超微形态变化
程杏安，黄劲飞，胡美英，胡黎明，张颜博

f华南农业大学昆虫毒理研究室，广东广州 510642)

摘要:利用倒置显微镜和透射电子显微镜技术观察印楝素 A 诱导草地贪夜峨 Spodoptera frugperda 蜗卵巢 St9细胞

凋亡的显微和超微形态变化.结果表明: 1. 5 问. mL -1 印楝素 A 对 St9细胞具有显著的凋亡诱导作用，从凋亡小体

和贴壁细胞数量变化判断，印楝素 A 处理 12 h ，细胞开始出现少量凋亡小体， 12 -24 h 凋亡小体逐渐增多，但贴壁

细胞未见明显减少，因此 24 h 之前(0 -24 h) 属于凋亡早期阶段;24~36h 凋亡小体大量出现，贴壁细胞逐渐减少，

属于凋亡中期;处理 36 h 以上，凋亡小体和贴壁细胞急剧减少，细胞凋亡进入晚期.观察诱导 24 h 的细胞超微结构

发现，胞内的主要细胞器在数量或形态上发生了显著变化，包括溶酶体数量显著增加，线粒体内部峪变模糊，内质

网从囊泡状变成线管状，细胞核出现分页、皱缩以及区域性膨大等.
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Morphological Changes of Microstructure and Ultra-Structure of 
Apoptotic Sf9 Cells Induced by Azadirachtin A 

CHENG Xing-an , HUANG Jin-fei , HU Mei-ying , HU Li-ming , ZHANG Yan-bo 

(Laboratory of Insect Toxicology , South China Agricultural University , Guangzhou 510642 ,China) 

Abstract: The morphological changes of microstructure and ultra-structure of apoptotic Sf9 cells isolated 

from ovaηof pupa of Spodoptera frugper，缸， induced by azadirachtin A were studied by using the tech­

niques of transmission electron microscope and inverted phase microscope. The results showed that the 

significant apoptosis was induced by azadirachtin A at a mass concentration of 1. 5μg • mL - 1 • By identif­

ying the number of apoptotic bodies and adherent cells , the early apoptotic stage of Sf9 cells appeared 

within 24 h due to appearance and increasing of apoptotic bodies , but the number of adherent cells was 

not decreased obviously after treated by azadirachtin A for 12 - 24 h; While the apoptotic bodies increased 

and adherent cells decreased regularly after treated for 24 - 36 h , which indicated that this period was the 

apoptosis mid stage; and then the late stage of the apoptosis after treated for more than 36 h because of 

sharply decrease of adherent cells and apoptotic bodies. The main organelles changing significantly in 

morphology or number were found after observing the ultra-structure of Sf9 cells induced for 24 h , inclu­

ding markedly increase of lysosomes ,endoplasmic reticulum changing from vesicles to line pipe-like , nu­

clear pagination , crimpled nuclear , partly swollen of nuclear membrane. 
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印楝素( Azadirachtin )是从楝科 Meliaceae 植物

印楝 Azadir，αchtα indica 的种子、叶片或树皮中分离得

到的四环三席化合物，对 200 多种昆虫具有拒食、忌

避、生长发育调节等活性，被认为是最适合商品化开
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发的植物源杀虫剂[I]. 长期以来印楝素对昆虫的作

用机理成为研究者关注的重点之一，目前研究者已

在个体或组织水平对印楝素影响昆虫生化机制和干

扰昆虫生长发育等方面开展了大量的研究，认为印
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楝素主要通过作用于昆虫脑、咽侧体、心侧体和前胸

腺等靶标器官，干扰昆虫整个内分泌系统激素的合

成与释放，同时影响不同组织器官中总蛋白含量和

不同酶类的活性变化，最终干扰昆虫正常的生长发

育过程[川.在细胞水平上，研究者们开展了印楝素
对离体昆虫细胞作用机理的相关研究. Remhold 等问

最早进行了印楝素对 Sf9细胞的作用研究，指出印

楝素通过抑制细胞增殖和蛋白合成导致细胞死

亡. Salenzadeh 等[9J 研究表明印楝素在 10- 11
_ 10-6 

mol . L -1 范围内抑制 Sθ 细胞增殖活性具有浓度依

赖性.有研究者进一步研究认为印楝素浓度与抑制

Sf9细胞有丝分裂活性呈现正相关，其通过抑制 Sf9

细胞微管的聚合，使细胞周期停滞于 G2/M 期，不能

进行正常分裂，最终抑制细胞增殖l9·loi. 华南农业大

学昆虫毒理实验室近年研究发现印楝素能够诱导昆

虫离体细胞 SL-1 和 Sθ 凋亡[ 11 叫，这为阐明印楝素

作用机理提供了新角度和新思路.国内外其他研究

单位也进行了外界因素诱导昆虫细胞凋亡的机理研

究[旧6] ，然而目前有关昆虫离体细胞凋亡机理的研

究总体上还较少，而且以往的研究多集中在分子水

平或简单的形态学观察，有关昆虫细胞凋亡的超微

结构变化仍缺乏系统全面的探究，很大程度限制了

细胞凋亡分子机理研究的深度和全面性.透射电镜

观察被认为是检测判断凋亡发生的最可靠的方法之

一[川，能够直观、形象地展现细胞凋亡过程的细胞

学变化，对全面深入研究细胞凋亡的机理提供重要

的引导作用.因此本研究运用透射电镜技术，结合普

通显微观察，对印楝素诱导 Sθ 细胞凋亡的超微结构

变化进行全面的观察，为从分子层面深入研究 Sθ 细

胞以及其他昆虫离体细胞凋亡的信号转导机理提供

依据和思路.

1 材料与方法

1. 1 供试材料、细胞培养和处理

供试昆虫细胞为草地贪夜峨 Spodoptera frugperda 

sθ 细胞系(中山大学生物防治重点实验室惠赠) ，在

华南农业大学昆虫毒理实验室用含 ψ=10%胎牛血清

的昆虫培养基置于 Heal Force CO2 培养箱(德国
Heraeus 公司 )27 "c恒温常规贴壁培养.细胞培养基主

要成分包括 Grace's 昆虫干粉培养基( Gibco 公司)、热

灭活胎牛血清( Gibco 公司)、酵母提取物、蛋白陈、水

解乳蛋白 (Sigma 公司) ，细胞传代培养供试药剂为印

楝素 A(纯度 959毛， Sigma 公司) .根据王文祥[ 18 J 研究

工作，确定以1. 5 罔. mL- 1 的印楝素 A 处理供试细

胞，对照以伊终为 1% 的二甲基亚枫(DMSO) 处理.

1. 2 MTT 检测法

选用处于最佳生长状态的 Sθ 细胞，常规处理，

调密度到 8 × 104~1 × 105mU1 ，以每孔 100μL 接种

于 96 孔板中 27 "c培养，试验分 2 组:试验组为正常

培养，调零组只加培养基不接种细胞.设 0 、 12 、 24 、

48 、72 和 96 h 6 个时间点，每时间点设 4 个重复，

48 h换一次培养基.到了时间点，每孔加 10μLMTI

[5mg.mL- 1 ，磷酸缓冲液( PBS) 配制] , 27 "c继续

孵育 4 h ，然后弃掉培养液，每孔加 150μL DMSO ，振

荡 15 min，使结晶物充分融解，选择 490 nm 波长，用

酶联免疫检测仪( Bio-RAD 公司)测定各孔光密度，

记录结果:D唰阳 =D唰 nm试验组一鸟90 nm调零组·用 Excel

软件统计数据，绘制生长曲线图.检测 ψ终为 1% 的

DMSO 对细胞活力的影响，试验方法与生长曲线测定

方法一致，但试验分为正常培养组和伊终为 1% 的

DMSO 处理组，设 0 、 12 、36 、48 和 72 h 5 个时间点.

1. 3 倒置显微镜形态特征观察

取状态良好的 Sθ 细胞以 o. 5 x 106 
- 1 x 106 

mL -1 密度铺板于 35 mm 的细胞培养皿，待细胞进入

增值旺期(24 h) ，吸出全部条件培养液并加入新鲜

培养液，调整印楝素 A 到供试浓度，混匀后，分别在

0 、6 、 12 、 24 、 30 、 36 、 48 和 60 h 用倒置显微镜( Olym­

pus 公司)定点观察，拍片记录细胞形态变化，以 ψ终

为 0.3% 的 DMSO 处理作对照.

1. 4 透射电子显微镜超微结构观察

用冷冻离心机1 000 r . min - 1 分别收集供试浓

度印楝素诱导 24 h 的 Sf9凋亡细胞和以伊终为

0.3% 的 DMSO 处理的对照细胞约 1 X 106 个，以 pH

7.2 、O. 1 mol . L- 1 磷酸缓冲液 (P邸，下同)清洗后，

不打散细胞块，以 ψ 为 3% 的戊二醒 + w 为1. 5% 的

多聚甲醒固定液(上述 PBS 配制)常温固定 2 h , 

1 000 r • min - 1 离心，弃上清液，用上述 PBS 漂洗，即

为 1% 的饿酸(上述 PBS 配制)固定 1 h 后，再用上述

PBS 漂洗 3 次，每次 10 min ，然后依次以 ψ 为 30% 、

50% 、70% 、80% 、90% 和 100% 的乙醇脱水，每级 10

min ， ψ 为 100% 乙醇脱水 2 次.环氧丙炕过度 2 次，

每次 30 min. 以 V( 环氧丙烧) : V( 812Resin 环氧树
脂) = 1: 1 的混合物渗透 4 h，再用纯 812 Resin 环氧

树脂渗透 24 h ，最后用新的纯 812Resin 环氧树脂包

埋，胶囊用超薄切片机进行超薄切片后，醋酸双氧铀

-硝酸铅双重染色.于 TECNAIG2 12 分析型透射电

子显微镜下观察并拍照进行分析.

2 结果与分析

2.1 MTT 法测定 Sf9细胞生长曲线以及伊鳝为 1%

DMSO 对细胞活力的影晌

由图 1 可知， Sf9细胞在接种后 12 h 内，经历游

离、贴壁、潜伏等阶段，进行着状态的调整，生长缓
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慢，且没有显著的迟缓期， 12 h 后细胞逐渐从潜伏期

进入对数生长期，24 h 完成第 1 次倍增，全面进入对数

生长阶段.所以 12 和 24 h 可分别作为随后试验的状

态调整终点和倍增时间起点药试试验中，选择铺板培

养 24 h 作为加药起点时间.图 2 结果表明，两曲线的

总体差异不显著，所以 ψ终为 1% 的 DMSO 对 Sθ 细胞

生长活力没有显著影响，这与以往华南农业大学昆虫

毒理实验室用其他方法检测的结果基本一致.进­

步证实 DMSO 在伊终低于 1% 的情况下对 Sf9生长活

力没有显著影响，可作为供试药物印楝素 A 的榕剂.
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图 1 MTI 法测定 Sf9细胞生长曲线

Fig. 1 Sθcell growth curve was quantiated by MTI assay 
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图 2 MTI 法测定 DMSO 处理对 Sf9细胞生长活力的影响

Fig. 2 Effect of DMSO on the viability of Sf9 cells by MTI assay 

2.2 印槽素 A 诱导 St9细胞凋亡的显微特征观察

由图 3 可见，对照处理的 Sθ 细胞外部形态饱

满，多以圆形为主，核区可见，细胞处于旺盛的增值

状态(图 3A) .印楝素 A 处理 O 和 6 h , Sf9细胞形态

上与对照相比没有发生明显的变化，仍处于增值状

态(图 3B 、3C) ，处理 12 h，少数细胞周围出现颗粒状

的调亡小体，但贴壁细胞未见明显减少(图 3D) .处

理 24 -30 h ，细胞增值明显受到抑制，大量细胞周围

出现聚集型的凋亡小体，部分细胞完全解体为颗粒

状的凋亡小体，

.毡，
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A:对照，细胞饱满，核区可见;B 和 C:印楝素 A 分别处理0 和 6 h.细胞形态上与对照没有显著差异;D:印楝素 A 处理 12 h，细胞周围开始出现

少量凋亡小体(箭头所示)丙和 F: 印楝素 A 分别处理 24 和 30 h. 凋亡小体大量出现(箭头所示) ;G 和 H: 印楝素 A 分别处理 36 和 48 h.凋亡

小体和贴壁细胞急剧减少，部分细胞形成漂浮细胞团(箭头所示);I: 印楝素 A 处理 60 h ，只有极少数贴壁细胞;标尺 =20μm.

图 3 印楝素 A 诱导 Sf9细胞凋亡的显微形态观察

Fig. 3 Morphological observation of Sf9 cell in apoptosis induced by azadirachtin A 
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分散分布，培养液出现漂浮的死亡细胞或细胞团(图

3E 、3F) ，随处理时间的延长凋亡和漂浮死亡细胞逐

渐增多，贴壁细胞逐渐减少.处理 36 - 48 h ，大量细

胞随着凋亡程度加深，逐渐解体形成凋亡小体，分散

分布于整个培养皿，导致贴壁细胞和细胞总数显著

减少，同时部分调亡小体被周围活细胞吞噬数量减

少(图 3G 、3H) .处理 60 h ，多数细胞己解体成凋亡小

体并被活细胞吞噬，或形成漂浮的死亡细胞，只看到

少数贴壁细胞(图 31).凋亡小体是调亡细胞通过发

芽、起泡等方式形成的一个球形突起，并在其根部绞

窄而脱落形成一些大小不等、内含胞质、细胞器及核

碎片的小体，细胞大量形成凋亡小体，说明细胞己进

入了凋亡的中期阶段，观察结果表明1. 5 阅. mL -1 

印楝素 A 对 Sθ 细胞具有显著凋亡诱导作用，处理

24 - 36 h 出现大量凋亡小体，贴壁细胞开始逐渐减

少，漂浮死亡细胞逐渐增多，表现出凋亡的典型特

征，属于凋亡中期，36 -48 h 凋亡小体和贴壁细胞急

剧减少，凋亡进入晚期.为了在超微结构观察中能观

察到更丰富的异常现象，确定 24 h 处理为超微结构

观察的时间点.

2.3 印楝素 A 诱导 S凹细胞凋亡的超微结构观察

由图 4 可见，对照处理的细胞溶酶体数量少，多

笔, 

ι血- '. 

A遇罗

芳?啕

4 

~~ 

-e 

V 液泡; Mt 线粒体; ER: 内质网;N细胞核; ne 核仁;L: 溶酶体

• F 

A 对照穹细胞质中含少量溶酶体电 B 印楝素A处理24 h. 细胞出现大量溶酶体、包

括初级溶酶体(箭头所示)、次级榕酶体(箭头所示)、残体(白箭头所示L其中h

为B的局部放大，残体内部包含大量电子致密物质(箭头所示)，次级溶酶体含降

解物质(箭头所示l; C 印楝素A处理24 h电细胞内含大量溶酶体电 D 对照细胞内

线粒体内部附清晰(箭头所示)，内质网里膨大状; E: fp楝素A处理24 h，线粒体

内部脊变模糊(箭头所示); F 印楝素A处理 24 h，内质网呈线管状(箭头所示);

G 对照，细胞核呈圆形，异染色质均匀分布(箭头所示)，出现大量小囊泡(箭头

所示)，其中， g为G局部放大，双层核膜(箭头所示); H-J 印楝素A处理24 h，核

分页例，箭头所示)，核皱缩(1)，核膜部分区域膨大(J，箭头所示)

图 4 印楝素 A 诱导 Sf9细胞凋亡的超微结构

Fig.4 Ultra-structure of Sθcell in apoptosis induced by azadirachtin A 
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以残体出现，大小不一，以圆形或椭圆形为主，内含 -种由细胞内部基因控制的主动性死亡行为，是细

致密颗粒或网状、指纹状的膜性结构，基质电子密度 胞内在的机制.溶酶体含有降解各种生物大分子的

高(图 4A) ;印楝素 A 处理 24 h，细胞出现大量溶酶 酸性酶类，是细胞内部消化系统，降解细胞吞人的物

体，形式多样，有初级溶酶体、次级溶酶体及残体等 质，供细胞代谢使用，同时榕酶体也是细胞内部的

(图 4B 、4B-b 、4C) .对照处理细胞线粒体以紧密型为 "清道夫"，能够清除吞人的有害异物，起防御作用，

主，内部的崎丰富，清晰，多为囊状和管状峙，细胞处 也能降解细胞内失去功能的生物大分子或细胞器，

于活跃的代谢状态(图 4D) ;经印楝素 A 24 h 处理 维持细胞内环境稳定.研究表明溶酶体在哺乳类细

后，细胞线粒体内部崎明显变模糊(图 4E) .对照处 胞死亡过程中起着重要的作用，如溶酶体能够消化

理的细胞内质网丰富，以膨大的囊泡状为主，围绕在 内吞的凋亡小体，然而越来越多的研究表明，在细胞

线粒体等细胞器周围(图 4D) ;印楝素 A 处理 24 h 凋亡过程中，榕酶体作用不仅限于消化内吞的凋亡

的细胞，内质网多呈线管状(图 4F) .对照处理的多 小体，溶酶体膜通透化 (LMP) 释放蛋白水解酶人细

数细胞核比较饱满，呈圆形，异染色质分布均匀，核 胞质可引起一系列信号通路的改变，从而引发细胞

膜的双层结构均匀，清晰，周围有大量内质网环绕， 凋亡或坏死，这种现象被称为"榕酶体途径的凋

同时还有丰富的小囊泡，应为内质网、高尔基体等膜 亡" [2阳].溶酶体的破坏程度与细胞死亡模式之间存

性细胞器形成的运输小泡(图 4G 、4G-g) ;印楝素 A 在量效关系，一定程度范围内释放榕酶体水解酶，可

24 h 处理后，细胞核出现核分页现象，造成染色质丢 以触发细胞凋亡，全面的榕酶体破坏则导致细胞快

失，有的细胞核皱缩，核膜部分区段出现膨胀(图 速的坏死[M4]. 另外，研究表明榕酶体酶既能促进细

4H 、41 、41).超微结构观察结果表明印楝素诱导 Sf9

细胞凋亡过程中胞内溶酶体、线粒体、内质网、细胞

核等主要细胞器发生显著的数量或形态变化.

3 讨论

有关印楝素诱导昆虫离体细胞凋亡的形态学研

究已有一些报道，钟国华等口9J 研究表明印楝素对斜

纹夜峨离体培养细胞系 SL-l 具有显著的细胞凋亡

诱导作用，印楝素 o. 75 附. mL- 1 处理 SL-l 细胞

12-72h，倒置显微镜观察可见大量细胞皱缩，体积

变小，胞膜气泡化，与邻周细胞脱落，胞浆浓缩，胞膜

突起，出现大量凋亡小体.根据凋亡小体变化判断，

处理后 0-36 h 属细胞凋亡早期，36 -60 h 出现大量

凋亡小体属细胞凋亡中期，60 h 后正常形态细胞吞

噬凋亡小体导致其数量减少，细胞凋亡进入晚期.本

研究用1. 5μg • mL- 1 印楝素 A 处理 Sθ 细胞，同样

表现出显著的细胞凋亡诱导作用，且形态变化与 SL-l

细胞凋亡有一定的相似性，都出现大量的凋亡小

体，然而在诱导的时序性上，有不一致的地方.1. 5

问. mL- 1 印楝素 A 诱导 Sf9细胞发生凋亡，0 - 24 h 

凋亡小体开始出现并逐渐增加，贴壁细胞未见明显

减少，属于凋亡早期.24 - 36 h 出现大量凋亡小体，

贴壁细胞逐渐减少，表现出凋亡的典型特征，进入凋

亡中期，36 h 后凋亡小体和贴壁细胞大量减少，进入

凋亡晚期，凋亡时序性明显比 SL-l 细胞提前.

细胞凋亡是指细胞受到内外信号剌激时发生的

胞的凋亡[归7] ，也能抑制细胞凋亡[28] ，这与细胞类

型、药物性质等因素有关.本研究对照细胞出现少量

的榕酶体，是维持细胞内正常环境稳定所必需的.印

楝素 A 诱导 Sθ 细胞 24 h 后，细胞内出现大量溶酶

体，这主要由于细胞一方面受到药物诱导，内部出现

代谢失衡，引起各类应激反应，细胞通过产生大量榕

酶体来清除细胞内无用物质或异物，维持细胞内环

境稳定，同时降低细胞内耗能负载，使物质再循环利

用，以延缓细胞凋亡;另一方面当溶酶体持续作用到

一定程度，释放胞内酸性蛋白酶，引起一系列元法逆

转的凋亡信号通路，促进细胞死亡.本研究中 Sθ 细

胞凋亡进入晚期后，凋亡小体显著减少，是活细胞通

过胞内产生大量溶酶体消化吞噬的凋亡小体引起.

线粒体是包括昆虫在内的细胞能量加工厂，是

ATP 生成的主要细胞器，大量研究表明线粒体在凋

亡发生过程中起着重要的调控作用[29] ，在一些凋亡

诱导物的剌激下，线粒体上的膜透过性转运孔开放，

导致线粒体膜电位消失和促凋亡因子如细胞色素

C 、AIF 、procaspase-2 , -3 ，毡， -9 等大量释放或激活，从

而诱发细胞凋亡.本研究超微结构观察发现，印楝素

诱导 24 h ， Sθ 细胞线粒体内部结构变模糊，内膜凹

陷形成的略无法辨认，说明诱导后线粒体膜已经受

到破坏，这与前人在哺乳类细胞的研究结果相一致.

线粒体也是胞内钙库之一，是调控胞内钙离子浓度

的主要细胞器之一，线粒体膜受损伤，失去钙离子调

控功能，导致胞内钙离子失衡，促进细胞凋亡.
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内质网是一种重要的细胞器，对蛋白质翻译后

的修饰、折叠和寡聚化而形成正确的构象有重要作

用，还参与脂质代谢和类固醇激素的合成、钙的储

存.细胞在某些因素作用下，内质网腔未折叠蛋白增

多和钙平衡失调，可引起内质网应激反应活化，继而

激活 caspase 蛋白家族，导致细胞凋亡，是死亡受体

和线粒体信号通路以外的另一凋亡信号转导通路.

metabolism in spodoptera litura ( F. ) is inf1uenced by the 

botanical insecticide azadirachti叫 J ] . Pesticide Biochem-

1Stηand Physiology ,2004 ,80 ;85-93. 

[3] SHAFEEK A , JA YA P R P , REDDY G H , et a1. Alterations 

in acetylcholinesterase and electrical activity in the nerv­

ous system of cockroach exposed to the neem derivative , 

azadirachtin [J ] . Ecotoxicology and Environmental Safety , 

2004 ,59;205-208. 

本研究中 Sf9细胞在印楝素诱导 24 h 后，胞内膨大， [4] NATHAN 5 5 , KALAIVANI K , CHUNG P G. Effect of 

丰富的内质网转变成线管状，同时以内质网作为来 neem limonoids on lactate dehydrogen困e ( LDH) of the 

源、之一的运输小泡显著减少，推测印楝素诱导下，胞

内内质网发生应激反应，内质网腔的钙离子出现排

空，导致胞内钙离子失衡，成为引发细胞凋亡的原因

之一.

Linton 等 [30 J 和 Akudugu 等[ 31] 研究认为核分裂

很可能是印楝素对细胞的作用靶标.这就意味着三

瞄类化合物能够像秋水仙素、紫杉醇等植物提取物

一样，通过干扰细胞分裂过程中纺锤体的形成而抑

制细胞周期口。].印楝素可能作为一种细胞周期抑制

剂起作用，抑制微管蛋白聚合，最终导致细胞不能进

行正常分裂增殖[叫，细胞周期长期停滞，会触发细胞

凋亡.本研究印楝素处理 Sθ 细胞观察其超微结构变

化，发现了细胞核分页、核皱缩、核膜区域性膨大等

现象，是细胞正常分裂受到严重干扰的一种表现.

利用哺乳类动物细胞研究细胞凋亡已经发现了

线粒体、内质网、榕酶体等细胞凋亡信号通路.推测

昆虫细胞凋亡信号通路应该与哺乳类细胞的通路有

很大的相似之处.本研究观察印楝素诱导 Sf9细胞凋

亡的超微结构变化发现线粒体、溶酶体、内质网和细

胞核等主要细胞器发生了显著变化，说明这些细胞

器的变化与 Sf9细胞的各种凋亡信号通路的激活存

在着直接或间接联系，因此本研究将为深入研究 Sf9

细胞凋亡以及其他昆虫离体细胞凋亡信号转导通路

提供较好的指引.
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