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印楝素对小菜蛾胚胎细胞增殖和凋亡的影响

邵雪花１，２，赖　多２，毛根林１，徐汉虹１

（１天然农药与化学生物学教育部重点实验室／华南农业大学 农学院，广东 广州 ５１０６４２；

２广东省农业科学院 果树研究所／农业部南亚热带果树生物学与遗传资源利用重点实验室，广东 广州 ５１０６４０）

摘要：【目的】探讨印楝素对小菜蛾Ｐｌｕｔｅｌｌａｘｙｌｌｏｓｔｅｌｌａ胚胎细胞增殖和凋亡的影响及可能的机制。【方法】将体外培

养的小菜蛾胚胎细胞分为印楝素处理组和未处理组，采用ＣＣＫ８试剂盒检测细胞增殖的抑制率，激光共聚焦镜检

ＰＩ染色后的细胞死亡和ＤＡＰＩ染色后的凋亡小体，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测各组细胞Ｃａｓｐａｓｅ３的表达情况以及通

路蛋白Ａｋｔ的磷酸化水平。【结果】印楝素对小菜蛾胚胎细胞有明显的增殖抑制作用，且呈现浓度依赖性，２４ｈ的

ＩＣ５０为４４μｇ·ｍＬ
－１。印楝素处理后的细胞经 ＰＩ染色后能明显观察到死亡细胞，ＤＡＰＩ染色后可见凋亡小体；

Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白发生剪切，并且抑制Ａｋｔ的磷酸化水平。【结论】印楝素对小菜蛾胚胎细胞的增殖有明显的抑制作

用，并通过抑制Ａｋｔ信号通路的活化，诱导细胞产生依赖于Ｃａｓｐａｓｅ３的Ⅰ型凋亡。
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　　细胞凋亡（Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）是一种特殊的细胞死亡方
式，又称程序性细胞死亡（Ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ，
ＰＣＤ），指为维持内环境稳定，由基因控制的细胞自
主有序的主动死亡过程［１］。在形态学方面，细胞凋

亡表现为细胞质浓缩、染色质聚集、核酸内切酶活化

和出现凋亡小体等特征。发生过程包括凋亡的起

始、凋亡小体形成和凋亡小体被邻近细胞吞噬并消

化。通常情况下，细胞凋亡是为了维持各器官的稳

定性，受机体内调控，当细胞凋亡调控失衡时，可引

起细胞过度增殖或过度凋亡，导致细胞死亡和相关

疾病的发生［２３］。印楝素作为植物源农药的典型代

表，被认为是最优秀的生物农药之一，最适合于商品

化开发的植物源杀虫剂［４６］。天然农药与化学生物

学教育部重点实验室（华南农业大学）最早在国内开

展了印楝素生物活性及作用机理的研究，经过几代

人的努力取得了一定进展。在细胞水平陆续证实了

印楝素能够抑制粉纹夜蛾 ＣａｂｂａｇｅｌｏｏｐｅｒＨｉ５、斜纹
夜蛾ＳｐｏｄｏｐｔｅｒａｌｉｔｕｒａＳＬ１、草地贪夜蛾Ｓｐｄｏｐｔｅｒａｆｒｕ
ｇｉｐｅｒｄａＳｆ９细胞增殖，影响细胞骨架正常功能，诱导
细胞凋亡［７１１］，并于２０１６年证实了印楝素 Ａ可通过
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｔｏｒ信号通路诱导斜纹夜蛾卵巢细胞发生
自噬性细胞死亡［１２］。小菜蛾 Ｐｌｕｔｅｌｌａｘｙｌｌｏｓｔｅｌｌａ是农
业生产中的重要害虫，也是对印楝素最为敏感的害

虫之一，但是，印楝素在小菜蛾细胞方面的相关性研

究鲜见报道，其分子靶标至今不明［１３１４］，这严重地制

约了印楝素的科学使用。本文以小菜蛾胚胎细胞为

研究对象，探讨印楝素胁迫作用下对细胞增殖和凋

亡的影响及可能的机制，以期获得印楝素抑制昆虫

细胞增殖的分子机理，为印楝素的科学使用提供理

论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
印楝素，由天然农药与化学生物学教育部重点

实验室分离纯化，质量分数 ＞９５％；小菜蛾胚胎细胞
系，由福建农林大学馈赠。ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（简称
ＣＣＫ８试剂盒）、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、ＲＩＰＡ裂
解液、ＰＭＳＦ、ＰＩ、ＤＡＰＩ、βＴｕｂｕｌｉｎ鼠单克隆抗体、ＨＲＰ
标记羊抗兔 ＩｇＧ等购自碧云天生物技术公司；

Ｇｒａｃｅ’ｓ昆虫细胞培养基购自Ｇｉｂｃｏ公司；ｐＤｒｏｓｏｐｈｉｌａ
Ａｋｔ（Ｓｅｒ５０５）抗体和裂解Ｃａｓｐａｓｅ３（Ａｓｐ１７５）抗体
购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。
１．２　方法
１．２．１　ＣＣＫ８方法检测细胞毒性　ＣＣＫ８试剂盒
是一种基于ＷＳＴ８而广泛应用于细胞增殖和细胞毒
性的快速、高灵敏度检测的试剂盒。ＷＳＴ８是一种
类似于ＭＴＴ的化合物，在电子耦合试剂存在的情况
下，可以被线粒体内的一些脱氢酶还原生成橙黄色

的甲
!

化合物（Ｆｏｒｍａｚａｎ）。细胞增殖越多越快，颜
色越深；细胞毒性越大，则颜色越浅。对于同样的细

胞，颜色的深浅和细胞数目呈线性关系。

于９６孔板中加入对数生长期的小菜蛾胚胎细
胞１００μＬ（细胞密度为５０００孔 －１），培养４８ｈ后弃
培养基，加入含有印楝素分别为 ０３１２５、０６２５、
１２５、２５、５、１０、２０和４０μｇ·ｍＬ－１细胞培养液，每
个浓度设置４个复孔，对照含有φ为０１％ ＤＭＳＯ的
培养液。培养２４ｈ后每孔加入１０μＬＣＣＫ８溶液，空
白对照的孔中加入相应量细胞培养液和ＣＣＫ８溶液
但没有加入细胞。在细胞培养箱内继续孵育３ｈ，在
４５０ｎｍ测定光密度。
１．２．２　ＰＩ和ＤＡＰＩ染色镜检　在激光共聚焦专用培
养皿中加入１ｍＬ含小菜蛾胚胎细胞的Ｇｒａｃｅ’ｓ昆虫
细胞培养基和φ为１０％胎牛血清培养细胞，４８ｈ后
弃培养液，加入含有不同浓度印楝素的细胞培养液，

对照加入 φ为 ０１％ ＤＭＳＯ的细胞培养液。２４ｈ
后，用无菌的ＰＢＳ洗涤３次，每次１０ｍｉｎ；加入１ｍＬ
３７ｇ·Ｌ－１甲醛固定细胞５ｍｉｎ，去除甲醛，ＰＢＳ洗涤
３次，每次１０ｍｉｎ；然后分别加入少量 ＰＩ和 ＤＡＰＩ染
色液，覆盖住样品即可，室温放置３～５ｍｉｎ。染色结
束后用ＰＢＳ清洗３次，每次１０ｍｉｎ；使用激光共聚焦
显微镜检测死亡细胞和凋亡小体，并进行统计分析。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析　在六孔板中每孔加入
１ｍＬ含小菜蛾胚胎细胞的昆虫培养基，待细胞密度
达到９０％时弃培养液，加入含有不同浓度印楝素的
细胞培养液，对照加入含φ为０１％ ＤＭＳＯ的细胞培
养液。２４ｈ后收集细胞，加入１５０～２５０μＬ裂解液
ＲＩＰＡ（在使用前数分钟内加入 ＰＭＳＦ，使 ＰＭＳＦ的最
终浓度为 １ｍｍｏｌ·Ｌ－１），充分裂解后，１００００～
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１４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ３～５ｍｉｎ，取上清液。采用
ＢＣＡ蛋白定量试剂盒对提取的细胞总蛋白进行定
量，具体步骤参照试剂盒说明书。定量后的蛋白经

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后进行转膜，用一抗４℃孵育过夜，
缓慢摇动；洗膜后加入体积比１∶１０００稀释度的辣根
过氧化酶（ＨＲＰ）标记的羊抗兔 ＩｇＧ作为二抗，室温
孵育２ｈ；将膜用ＴＢＳＴ洗涤３次，每次１０ｍｉｎ。最后
加入ＥＣＬ发光液，利用化学发光仪进行显色。
１．２．４　统计分析　利用 ＳＰＳＳ１９０单向方差分析
（ＳＰＳＳ，Ｃｈｉｃａｇｏ，ＵＳＡ），比较试验组与对照组平均数
之间的差异，判断差异显著性。

２　结果与分析

２．１　印楝素对小菜蛾胚胎细胞毒力的影响
利用ＣＣＫ８法检测印楝素对小菜蛾胚胎细胞的

抑制率，从结果（图１）中可以看出，印楝素在较低浓
度（０６２５μｇ·ｍＬ－１）时对小菜蛾胚胎细胞就表现出
明显的抑制作用，处理浓度大于５μｇ·ｍＬ－１时细胞
抑制率高于５０％，细胞抑制率随印楝素处理浓度增
加呈上升趋势。印楝素处理小菜蛾胚胎细胞２４ｈ后
的抑制中浓度为４４μｇ·ｍＬ－１。

图１　印楝素处理小菜蛾胚胎细胞２４ｈ的细胞抑制率

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｏｆａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎｏｎＰｌｕｔｅｌｌａｘｙｌｌｏｓ

ｔｅｌｌａｅｍｂｒｙｏｎｉｃｃｅｌｌｓｉｎ２４ｈａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．２　ＰＩ荧光检测死亡细胞
荧光染料 ＰＩ（碘化丙啶）是一种可对 ＤＮＡ染色

的细胞核染色试剂，ＰＩ不能通过活细胞膜，但却能穿
过破损的细胞膜对细胞核染色。将不同浓度的印楝

素处理细胞２４ｈ后，利用激光共聚焦在激发波长为
５３５ｎｍ处进行检测并拍照。结果（图２）表明，未经
印楝素处理的细胞，由于生理状态下的正常损伤也

有微量的细胞膜破损，ＰＩ染色后出现少量红色荧光；
当１２５μｇ·ｍＬ－１印楝素处理细胞２４ｈ后细胞膜严
重受损，出现了大量的红色荧光细胞。经 Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ

取色并计数统计，结果（图３）表明，荧光强度随印楝
素处理浓度的增加而增强。

　Ａ：未经处理的正常细胞（ＣＫ），Ｂ、Ｃ、Ｄ分别为：１２５、２５、５
μｇ·ｍＬ－１印楝素处理２４ｈ；箭头所指为死亡细胞。

图２　印楝素处理小菜蛾胚胎细胞后的ＰＩ染色镜检结果

Ｆｉｇ．２　 Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆＰｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｌｏｓｔｅｌｌａ

ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｃｅｌｌｓｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＰＩａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ

ａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎ

图３　不同浓度印楝素处理 ＰＩ染色的细胞数与细胞总数百

分比（ＰＩ）

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＰＩｓｔａｉｎｉｎｇｃｅｌｌｓｉｎｔｏｔａｌｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎ

２．３　ＤＡＰＩ染色镜检凋亡小体
ＤＡＰＩ是一种可以穿透细胞膜的蓝色荧光染料，

与双链ＤＮＡ结合后产生比 ＤＡＰＩ自身强２０多倍的
荧光。细胞凋亡的形态学特征之一是细胞核固缩，

在局部区域发生核碎裂出现凋亡小体，通过ＤＡＰＩ染
色在激光共聚焦显微镜下能够将致密浓染的凋亡小

体与正常细胞核区别开，这一染色镜检技术已用于

昆虫细胞凋亡的检测［１５１６］。用不同浓度印楝素处理
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　Ａ：未经处理的正常细胞（ＣＫ），Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ分别为：０６２５、１２５、２５、５、１０μｇ·ｍＬ－１印楝素处理２４ｈ；箭头表示细胞中被ＤＡＰＩ染色的凋
亡小体。

图４　印楝素诱导小菜蛾胚胎细胞的凋亡小体
Ｆｉｇ．４　ＡｐｏｔｏｔｉｃｂｏｄｉｅｓｏｆＰｌｕｔｅｌｌａｘｙｌｌｏｓｔｅｌｌａｅｍｂｒｙｏｎｉｃｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎ

图５　凋亡小体发生率 （统计样本中出现凋亡小体的点数与
细胞总数之比，ＤＡＰＩ）

Ｆｉｇ．５　Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅｒａｔｅｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｂｏｄｉｅｓ（ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆ
ａｐｏｐｔｏｔｉｃｂｏｄｉｅｓｉｎｔｏｔａｌｃｅｌｌｓ，ＤＡＰＩ）

小菜蛾胚胎细胞２４ｈ后对诱导细胞进行 ＤＡＰＩ染色
镜检，结果见图４和图５。在各组细胞中均出现核碎
裂引起的凋亡小体。统计学结果表明，印楝素处理

后２４ｈ细胞中发生的凋亡小体率与处理浓度呈正相
关。这一结果显示印楝素具有诱导小菜蛾胚胎的趋

势，且在２４ｈ内具有浓度依赖性。
２．４　印楝素诱导细胞中Ｃａｓｐａｓｅ３的表达

Ｃａｓｐａｓｅ３是细胞凋亡过程中最关键的执行分子
（Ｋｅｙｅｘｅｃｕｔｉｏｎｅｒ）之一，可以剪切细胞凋亡过程中的
许多关键蛋白，例如 ＰＡＲＰ。Ｃａｓｐａｓｅ３的激活需要
将没有活性的全长 Ｃａｓｐａｓｅ３（３５０００）在 Ａｓｐ２８和
Ｓｅｒ２９之间以及 Ａｓｐ１７５和 Ｓｅｒ１７６之间进行剪切，

产生有活性的肽段。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测裂解
Ｃａｓｐａｓｅ３的表达水平，结果（图６）显示，经印楝素处
理后出现明显杂交信号带。说明印楝素诱导小菜蛾

胚胎细胞产生依赖于Ｃａｓｐａｓｅ３的Ⅰ型凋亡。

　ＣＫ：未经处理的正常细胞，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ分别为：１２５、２５、５、１０
μｇ·ｍＬ－１印楝素处理２４ｈ。

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测印楝素诱导小菜蛾胚胎细胞中
裂解Ｃａｓｐａｓｅ３表达

Ｆｉｇ．６　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３ｌｅｖｅｌｓ
ｉｎＰｌｕｔｅｌｌａｘｙｌｌｏｓｔｅｌｌａｅｍｂｒｙｏｎｉｃｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙａｚａ
ｄｉｒａｃｈｔｉｎ

２．５　Ａｋｔ信号通路在印楝素诱导小菜蛾胚胎细胞凋
亡中的作用

　　ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／Ｔｏｒ信号通路的主要成员有 ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ、Ｔｏｒ、ｐ７０Ｓ６Ｋ１、ＰＴＥＮ等。ｐＡｋｔ是体内重要的
磷酸化酶，下游的作用底物繁多，可以通过磷酸化直

接或间接影响（激活或抑制）下游 Ｔｏｒ、Ｂｃｌ２、ＧＳＫ、
Ｃａｓｐａｓｅ、Ｔｕｂｅｒｉｎ、Ｆｏｘｏ家族等，进而发挥其广泛而复
杂的生理作用。图７的结果显示，印楝素诱导小菜
蛾胚胎细胞２４ｈ后，ｐＡｋｔ蛋白表达量与对照相比出
现了明显的抑制。表明印楝素可通过抑制 Ａｋｔ信号
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通路的活化诱导小菜蛾胚胎细胞产生凋亡。

　ＣＫ：未经处理的正常细胞，Ａ、Ｂ、Ｃ分别为：１２５、２５、５μｇ·ｍＬ－１
印楝素处理２４ｈ。

图７　印楝素对Ａｋｔ信号通路的影响

Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｚａｄｉｒａｃｈｔｉｎｏｎＡｋｔｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ

３　讨论与结论

印楝素作为植物源农药的典型代表，对昆虫的

生长发育表现出明显的抑制作用。早在 １９９３年，
Ｒｅｍｂｏｌｄ和 Ａｎｎａｄｕｒａｉ曾报道印楝素可影响草地贪
夜蛾Ｓｆ９卵巢细胞的增殖和蛋白合成。大量研究表
明，印楝素可以导致昆虫细胞的增殖抑制，例如粉纹

夜蛾 Ｈｉ５、斜纹夜蛾 ＳＬ１、草地贪夜蛾 Ｓｆ９等［７１２］。

本文采用ＣＣＫ８方法证实了印楝素可抑制小菜蛾胚
胎细胞的增殖。ＰＩ荧光探针可以作为晚期凋亡细胞
和死亡细胞的指示剂，不同浓度的印楝素处理细胞

２４ｈ后，经ＰＩ染色后的细胞荧光强度随印楝素处理
浓度的增加而增强。

早期研究表明，印楝素可以诱导 Ｐ５３蛋白参与
的细胞周期阻滞和线粒体介导的细胞凋亡［１０］。在草

地夜蛾Ｓｆ９细胞中印楝素可通过诱导溶酶体释放组
织蛋白酶从而导致细胞凋亡［１１］。本文通过 ＤＡＰＩ染
色镜检凋亡小体，研究了印楝素诱导小菜蛾胚胎细

胞的凋亡发生情况，结果发现凋亡随印楝素处理浓

度增加而增强。Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白是细胞凋亡过程中最
关键的执行分子之一，Ｃａｓｐａｓｅ３的激活需要将没有
活性的全长Ｃａｓｐａｓｅ３在 Ａｓｐ２８和 Ｓｅｒ２９之间以及
Ａｓｐ１７５和 Ｓｅｒ１７６之间进行剪切，产生有活性的
１７０００肽段［１７］。Ｃａｓｐａｓｅ３的激活常被作为细胞凋
亡的一个重要指标。在本文中可以清晰地观察到剪

切型Ｃａｓｐａｓｅ３，表明印楝素诱导的细胞凋亡是依赖
于Ｃａｓｐａｓｅ３的Ⅰ型凋亡。

Ａｋｔ蛋白具有丝－苏氨酸激酶活性，参与细胞周
期调控等重要作用。Ａｋｔ可使 Ｃａｓｐａｓｅ９的 Ｓｅｒ１９６
位点磷酸化而失活、阻止线粒体中细胞色素 Ｃ的释
放，从而发挥抗细胞凋亡的作用［１８２２］。Ｓｈａｏ等［１２］前

期研究证实了印楝素 Ａ可通过抑制 ｐＡｋｔ而诱导斜
纹夜蛾卵巢细胞发生自噬。本文研究发现印楝素诱

导小菜蛾胚胎细胞２４ｈ后，ｐＡｋｔ蛋白表达量与对照
相比出现了明显的抑制。表明印楝素可通过抑制

Ａｋｔ信号通路的活化诱导小菜蛾胚胎细胞凋亡。
本文以小菜蛾胚胎细胞为研究对象，探讨了印

楝素对小菜蛾胚胎细胞增殖的影响，结果表明，印楝

素对小菜蛾胚胎细胞的增殖有明显的抑制作用，并

通过抑制 Ａｋｔ信号通路的活化诱导细胞产生依赖于
Ｃａｓｐａｓｅ３的Ⅰ型凋亡，揭示了印楝素抑制小菜蛾胚
胎细胞增殖的分子机理，为印楝素的科学使用提供

理论依据。
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