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种生物碱对斜纹夜蛾离体培养细胞的作用方式

黄劲飞　贾建文　罗建军　翁群芳　钟国华 3 3

华南农业大学昆虫毒理研究室 ,广州 510642

摘要　通过倒置显微镜观察斜纹夜蛾细胞凋亡小体 ,采用 M TT法测定细胞增殖抑制作用 ,并使用流式细

胞仪检测细胞周期时相 ,研究了骆驼蓬碱、喜树碱、蓖麻碱、苦参碱、博落回碱和烟碱对斜纹夜蛾离体培养细胞系

SL21的作用方式和细胞毒理。结果表明 :骆驼蓬碱 5. 0μg/ mL、20. 0μg/ mL 和喜树碱 0. 5μmol/ L、1. 0μmol/ L

处理后 48～60 h ,斜纹夜蛾离体培养细胞系 SL21表现出明显的细胞凋亡诱导作用 ,处理后 12～48 h ,明显抑制

SL21细胞增殖 ,流式细胞仪检测显示细胞阻滞于 G2/ M期 ; 博落回碱和蓖麻碱 5. 0μg/ mL、20. 0μg/ mL 对 SL2
1具有细胞增殖抑制作用 ,以 20. 0μg/ mL 处理具有细胞周期时相阻滞作用 ,同样使细胞阻滞于 G2/ M期 ,但无

明显的细胞凋亡诱导作用 ; 烟碱和苦参碱在 5. 0μg/ mL、20. 0μg/ mL 对 SL21具有细胞增殖抑制作用。
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　　植物生物碱是植物与昆虫协同进化过程中形成

的一大类具有防御功能的次生代谢物质 ,目前从植

物中分离出的生物碱有 5 000～6 000种 ,是寻找农

用和医药活性物质的重要资源[126 ]。骆驼蓬碱对埃

及伊蚊 ( A edes aeg y pti ) 、家蝇 ( M usca domestica) 、

灰翅夜蛾 ( S podoptera l i t toral is ) 、印度谷螟 ( Plo2
di a i nterp unctel l a ) 、松材线虫 ( B ursa p helenchuh

x y lop hi l us ) 、菜青虫 ( Pieris ra p ae ) 、斜纹夜蛾

( S podotera l i t ura)均表现出较强的毒杀、拒食、忌

避和抑制生长作用 ;苦参碱已有多个商品化杀虫剂

品种面世 ,可明显抑制小菜蛾 ( Pl utel l a x y lostel l a)

乙酰胆碱酯酶活性 ,造成神经兴奋传导受阻 ;蓖麻碱

对斜纹夜蛾、小菜蛾、菜青虫等均有不同程度的毒杀

活性 ;博落回碱除具有杀虫作用外 ,还具有明显的杀

螨、抑菌和杀螺作用。另外 ,植物源生物碱中还含有

对多种恶性肿瘤具抑制作用的化合物 ,如喜树碱、苦

参碱等。深入研究它们的活性和作用方式 ,可为寻

找新型作用靶标提供重要参考模型。

笔者选择骆驼蓬碱、苦参碱、蓖麻碱、博落回碱、

烟碱、喜树碱等 6种植物源生物碱 ,比较了它们对斜

纹夜蛾离体培养细胞系 SL21的细胞凋亡诱导、细胞

增殖抑制和细胞周期干扰作用的差异 ,旨在为研究

植物源生物碱对昆虫细胞的毒理作用和建立农药活

性物质的离体筛选体系提供科学依据。

　材料与方法

　供试材料

昆虫 细 胞 系 : 供 试 细 胞 系 为 斜 纹 夜 蛾
( S podotera li t ura) SL21细胞系 ,由笔者所在课题组

采用常规方法培养获得。细胞培养所用培养基为

Grace′s昆虫干粉培养基 ( Gibco 公司产品)和热灭

活胎牛血清 ( FBS , Gibco 公司产品) 。

化合物 :骆驼蓬碱 (harmaline ,99 %)购于 Sigma

公司 ;喜树碱 (camptot hecin ,99. 64 %)购于四川锶

全天然产物有限公司 ;蓖麻碱 ( ricinine ,99 %)由广

州大学郑诚教授提供 ;苦参碱 ( mat rine ,98 %)由西

安中鑫生物技术有限公司惠赠 ;烟碱 ( nicotine ,

90 %)由陕西天则生物技术有限责任公司惠赠 ;博落

回碱 ( macleay cordata ,90 %)由笔者所在实验室分

离提纯。

氮蓝四唑盐 ( M T T)溶液 : 250 mg M T T 溶于

5 mL磷酸缓冲液 ( PBS) ,0. 22μm 滤膜过滤除菌 ,

4 ℃保存 , 2 周内使用。碘化丙啶 ( PI) 染色液由

50μg/ mL PI , 0. 1 % Triton X2100 , 0. 1 mmol/ L

ED TA , 50μg/ mL RNase A组配供试。

主要仪器 : Plus酶标仪 ,美国Bio2RELD公司产
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品 ; FACS2Calibr 流式细胞仪 ,美国 Becton2Dickin2
son公司产品 ; 倒置显微镜 ,Olymp us公司产品。

　细胞凋亡小体的检测

形态学变化是判断细胞凋亡最直接的依据 ,其

中凋亡小体的出现为初步判断凋亡与否的核心和典

型生物标记物[ 7 ]。在预试验基础上 ,为了更好地观

察到典型的凋亡症状 ,确定喜树碱供试质量浓度为

0. 5μmol/ L 和 1. 0μmol/ L ,其它 5 种生物碱供试

质量浓度为 5. 0μg/ mL 和 20. 0μg/ mL。

将上述 6 种供试生物碱适量溶于二甲基亚砜

(DMSO)中制备 1 000倍终浓度的贮存液 ,取 10μL

溶于 990μL 含 10 % FBS昆虫细胞完全培养液中即

为 10倍终浓度的工作液。对照 (C K)为 1 % DMSO

溶液。培养细胞生长至 70 %～80 %汇合时吸出全

部条件培养液并加入新鲜培养液 ,24 h后细胞处于

对数生长期时在条件培养液中加入供试化合物药剂

的 10倍终浓度工作液。混匀后在倒置显微镜下观

察 (目镜 10×物镜 20) 72 h ,记录细胞形态学变化 ,

以凋亡小体诱导效果作为主要衡量指标 ,初步判断

供试生物碱对 SL21细胞凋亡的诱导效果。

　细胞增殖抑制的测定

细胞增殖抑制作用测定采用 M T T 法[829 ]。药

剂处理浓度同本文“1. 2”。于 96孔培养板中加 100

μL 处于对数生长期的 SL21 细胞 (细胞数约 1. 0 ×

104个/ mL) ,待细胞贴壁后加药处理 ,对照加含有

1 %DMSO的细胞培养液 ,每个处理设 4个重复 ,分

别于处理后 12 h、24 h、36 h、48 h采用 M T T法 ,在

Plus酶标仪于 490 nm 波长处测定吸收光值 ,测定

6种化合物对 SL21细胞增殖的抑制作用。

　细胞周期阻滞的测定

根据凋亡抑制的效果测定 ,喜树碱处理终浓度

为 1. 0μmol/ L ,其余 5 种化合物处理终浓度为

20. 0μg/ mL。每个处理设 3个重复。参照文献 [10 ]

的方法 ,取以各种化合物分别诱导 12 h、24 h、

36 h、48 h的 SL21细胞 2×106个/ mL ,离心后弃上

清液 ,用预冷的 10 % PBS悬浮细胞 ,振荡同时加入

预冷的乙醇固定。过夜后离心弃上清液 , PBS清洗

后加入 PI染液 ,常温避光孵育 30 min后 ,直接使用

FACS2Calibr流式细胞仪测定细胞周期时相分布并

收集数据。

　数据处理

细胞凋亡诱导采用形态学方法观察记录 ,细胞

周期全部数据经 FACS2Calibur 流式细胞仪和

CellQuest 软件获取 ,获得的数据用 CellQuest 软件

和 ModFit TMV310 软件分析 ;方差分析采用 SAS

数据软件分析 ,用邓肯氏新复极差法 ( Duncan′s

multiple rangetest ,DMR T) 进行差异显著性分析。

　结果与分析

　生物碱对 2 细胞凋亡的诱导作用
根据倒置显微镜形态观察 ,骆驼蓬碱 5. 0μg/

mL 处理后 12～48 h ,SL21细胞形态未发生明显变

化 ,与 C K无明显区别 (图 12b) ; 处理后 60 h细胞核

发生明显偏移 ,部分细胞有出泡现象和较少凋亡小

体 ;当质量浓度提高到 20. 0μg/ mL 时 ,处理后 48 h

即可观察到细胞皱缩、细胞核偏移、出泡或细胞核消

失现象 ,明显可见凋亡小体 ,凋亡小体多数分散在正

常形态细胞周围 ,但也有部分凋亡小体扩散分布在

培养液中 (图 12c) ; 处理后 60 h与 48 h效果差异不

明显。喜树碱 0. 5μmol/ L 处理 SL21 后 12 ～ 48

h ,细胞形态同样未发生明显变化 ,与 C K(图 12a)无

明显区别 ,至 60 h 出现明显凋亡小体 (图 12d) ; 质

量浓度提高到 1. 0μmol/ L 处理 24 h即可观察到细

胞皱缩、细胞核偏移、出泡或核膜界限模糊现象 ,48

h后可见明显大量凋亡小体 (图 12e) ,初步认为骆驼

蓬碱和喜树碱能诱导 SL21细胞凋亡。

蓖麻碱、苦参碱、博落回碱、烟碱在质量浓度为

5. 0μg/ mL 和 20. 0μg/ mL 处理至 72 h 均未见明

显的凋亡小体等细胞凋亡典型特征 ,故可初步判断

质量浓度为 5. 0～20. 0μg/ mL 时对 SL21无细胞凋

亡诱导作用。但在倒置显微镜下 ,这些生物碱处理

后不仅无明显增殖 ,且均与 C K细胞有一定的密度

差异或形态差异 ,如烟碱处理细胞密度明显降低 ,蓖

麻碱处理细胞形态拉长 ,苦参碱和博落回碱处理细

胞有进一步浓缩趋势 ,漂浮细胞数量增加明显。这

说明 4种生物碱可能是通过其它途径发挥细胞毒杀

作用。

　生物碱对 2 细胞增殖的抑制作用
为进一步研究供试生物碱对 SL21 的细胞毒理

机制 ,测定了其对 SL21的细胞增殖抑制作用。结果

表明 ,供试 6种生物碱对 SL21均有一定的细胞增殖

抑制作用 (表 1) ,其中喜树碱 1. 0μmol/ L 和烟碱

20. 0μg/ mL处理 48 h后的细胞增殖抑制率分别为

30. 72 %和 26. 04 % ,DMR T法统计分析表明均显著

高于其它处理的抑制率。骆驼蓬碱、苦参碱、蓖麻

碱和博落回碱在供试质量浓度为 5. 0μg/ mL、20. 0

23
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a.对照 Cont rol (CK) ; b.骆驼蓬碱 Harmaline 5. 0μg/ mL 60 h ; c.骆驼蓬碱 Harmaline 20. 0μg/ mL 60 h ;

d.喜树碱 Camptot hecin 0. 5μmol/ L 60 h ; e.喜树碱 Camptot hecin 1. 0μmol/ L 60 h ;

f .蓖麻碱 Ricinine 20. 0μg/ mL 72 h ; g.苦参碱 Matrine 20. 0μg/ mL 72 h ;

h.博落回碱 Macleay cordata 20. 0μg/ mL 72 h ; i .烟碱 Nicotine 20. 0μg/ mL 72 h.

图 1　倒置显微镜观察骆驼蓬碱等 6种植物源生物碱对 SL21的细胞凋亡诱导作用 (10×20)

Fig. 1　SL21 cells apoptosis induced by 6 te sted botanical alkaloids including harmaline ,

observed by inverted phase contrast microscope (10×20)

μg/ mL 的最高抑制率均为 15 %～19 % , 统计分析

表明差异不显著。各处理的抑制高峰略有差异 ,喜

树碱、骆驼蓬碱、苦参碱和烟碱抑制效果均与浓度和

时间呈正相关 ,高浓度的抑制效果高于低浓度 ,处理

后 48 h达到抑制高峰期 ,而博落回碱和蓖麻碱则在

处理后36 h达到最高抑制率。

　生物碱对 2 细胞周期的阻滞作用
骆驼蓬碱等 6 种供试植物源生物碱处理后

12 h、24 h、36 h、48 h 对 SL21 细胞周期时相分布

的影响见图 2。

根据流式细胞仪测定结果 ,可将供试 6种生物

碱分成 3类 :第 1类是喜树碱 ,以 1. 0μmol/ L 处理

的 G0/ G1期细胞比例极少在 0. 25 %以下 ,随着处

理时间延长 , S期细胞比例由 48. 58 %不断下降到

12. 58 % , G2/ M 期细胞比例由 51. 17 %激增到

87. 12 % ;第 2 类是博落回碱、骆驼蓬碱和蓖麻碱 ,3

种化合物以 20. 0μg/ mL 处理后 12～48 h , G0/ G1

期细胞比例一直低于 C K(博落回碱处理为 3 %～

13 % ,骆驼蓬碱和蓖麻碱处理为 5 %～8 %) , S期细

胞比例则在处理后 12 h起一直保持 26 %～40 %(除

骆驼蓬碱处理后 12 h的比例为47. 62 %) ,但 G2/ M

期细胞比例则为 51 %～70 % (除骆驼蓬碱处理后

12 h G2/ M期细胞比例为 46 %外) ,均显著高于 C K

33
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表 1　骆驼蓬碱等 6种植物源生物碱处理对 Sl21细胞增殖的抑制作用1)

Table 1　Inhibition of SL21 cells proliferation induced by 6 tested botanical alkaloids including harmaline investigated by MTT

化合物及浓度
Chemicals and concent ration

增殖抑制率　Inhibition rate of cell proliferation/ %

12 h 24 h 36 h 48 h

低浓度处理 Treated wit h low concent ration 　

　喜树碱 Camptot hecin (0. 5μmol/ L) 4. 50±0. 78 b 5. 02±0. 41 b 12. 34±0. 59 b 27. 30±0. 08 a

　骆驼蓬碱 Harmaline (5. 0μg/ mL) 1. 79±0. 32 cd 3. 86±0. 26 b 10. 83±0. 10 c 6. 51±0. 72 d

　蓖麻碱 Ricinine (5. 0μg/ mL) 0. 76±0. 11 e 3. 00±0. 30 b 11. 85±0. 39 bc 7. 86±0. 55 d

　苦参碱 Matrine (5. 0μg/ mL) 2. 95±0. 33 c 3. 86±0. 16 b 8. 46±0. 38 cd 12. 08±0. 63 c

　烟碱 Nicotine (5. 0μg/ mL) 7. 18±0. 25 a 14. 75±0. 52 a 16. 61±0. 16 a 18. 54±0. 18 b

　博落回碱 Macleay cordata (5. 0μg/ mL) 1. 16±0. 35 d 3. 65±0. 20 b 6. 05±0. 13 d 15. 74±0. 44 bc

　CK 0. 65±0. 05 0. 68±0. 08 0. 72±0. 05 0. 75±0. 01

高浓度处理 Treated wit h high concent ration 　

　喜树碱 Camptot hecin (1. 0μmol/ L) 7. 38±0. 97 ab 12. 21±0. 08 bc 18. 90±0. 13 b 30. 72±0. 35 a

　骆驼蓬碱 Harmaline (20. 0μg/ mL) 8. 65±0. 76 a 13. 37±1. 10b 15. 08±0. 87 bc 10. 43±0. 66 e

　蓖麻碱 Ricinine (20. 0μg/ mL) 6. 30±0. 34 c 5. 46±1. 00 d 16. 16±0. 22 bc 12. 95±0. 77 d

　苦参碱 Matrine (20. 0μg/ mL) 7. 02±0. 11 b 7. 76±0. 13 d 12. 29±0. 79 c 16. 87±0. 90 cd

　烟碱 Nicotine (20. 0μg/ mL) 8. 53±0. 39 a 17. 00±0. 56 a 24. 21±0. 19 a 26. 04±0. 06 b

　博落回碱 Macleay cordata (20. 0μg/ mL) 3. 23±0. 63 c 10. 47±0. 92 c 16. 62±0. 35 bc 19. 24±0. 15 c

　CK 0. 67±0. 03 0. 71±0. 04 0. 73±0. 04 0. 76±0. 05

　1)表中数据为 4个重复的平均值 ,CK结果为平均 OD值 ; 同列数据后标有相同字母者表示在 5 %水平差异不显著 (DMR T法)。
The data in t he table is mean values of four replicates and in CK is t he mean of t he OD values ; Means wit hin a column in low or
high concent ration group followed by a common letter are not significantly different at P = 0. 05 (DMR T) .

图 2　骆驼蓬碱等 6种植物源生物碱对 SL21的细胞周期时相的阻滞作用

Fig. 2　SL21 cell cycle s phases arrest induced by 6 tested botanical alkaloids

including harmaline investigated by flow cytometric

43
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细胞 G2/ M期 29 %～34 %的比例 ;第 3类是苦参碱

和烟碱 ,同样都以 20. 0μg/ mL 处理 12～48 h , G0/

G1期细胞比例一直保持在 9 %～17 % ,S期细胞比

例稳定在 36 %～50 % ,而 G2/ M期细胞的比例则显

著低于其它 4种生物碱处理 ,与 C K差异不显著或

较为接近。结果表明 ,供试的喜树碱、博落回碱、骆

驼蓬碱、蓖麻碱均可显著影响 SL21细胞周期时相分

布 ,集中表现为 G0/ G1 期细胞比例下降 , G2/ M 期

细胞比例上升 ,而 S期细胞变化相对较小。

　讨　论

近年来国内外关于各种内源和外源物质对昆虫

细胞活性的研究渐多[10214 ] ,但植物源生物碱对昆虫

的细胞活性和毒理的研究较少。笔者研究了骆驼蓬

碱、喜树碱等 6种植物源生物碱对 SL21的细胞凋亡

诱导、细胞增殖抑制和细胞周期时相阻滞作用 ,初步

认为骆驼蓬碱和喜树碱对昆虫细胞 SL21 能够抑制

细胞增殖 ,具有细胞凋亡诱导作用 ,使细胞阻滞于

G2/ M期 ;博落回碱和蓖麻碱对 SL21具有细胞增殖

抑制作用和细胞周期时相阻滞作用 ,同样使细胞阻

滞于 G2/ M期 ;烟碱和苦参碱对 SL21 具有细胞增

殖抑制作用。这些结果为研究植物源生物碱对昆虫

活性的多样性及其杀虫作用的细胞毒理提供了有益

参考 ,亦为今后根据不同作用方式建立筛选模型提

供了参考依据。

不同生物碱对昆虫的细胞凋亡诱导作用及其机

理不同。喜树碱是传统的抗癌药物 ,作为一种拓扑

异构酶Ⅰ (topoisomeraseⅠ)的抑制剂 ,可通过诱导

多种恶性肿瘤细胞凋亡而具有较好疗效[326 ]。本试

验结果证实 ,喜树碱只需要 0. 5～1. 0μmol/ L (即

0. 175～0. 350μg/ mL)即可诱导 SL21 表现出明显

的细胞凋亡诱导作用。这些结果与以前的研究报道

完全一致[15216 ]。当然 ,在本试验中喜树碱更多是起

到参比药剂的作用。与之相比 ,骆驼蓬碱需要 5. 0

μg/ mL、20. 0μg/ mL才明显有诱导细胞的凋亡效

应。尽管两者都可产生细胞凋亡诱导作用 ,同时亦

有细胞增殖抑制作用 ,但通过比较细胞周期时相可

知 ,两者对细胞周期时相的阻滞作用差异很大。喜

树碱对癌细胞的细胞周期时相的阻滞作用不同文献

的报道结论不同 ,主要包括阻滞于 G0/ G1 期[ 526 ]或

阻滞于 G2/ M期 2种结论 ,或者说是因剂量高低而

产生 2种性质不同的作用[17 ]。本试验结果则说明

喜树碱作用于 SL21 时 , G0/ G1 期、S期比例下降 ,

G2/ M期的累积。骆驼蓬碱虽然也是降低 G0/ G1

期、S期细胞比例 ,显著增加了 G2/ M 期细胞比例 ,

但仔细分析两者的阻滞作用 ,仍然存在差异 ,即 1. 0

μmol/ L 喜树碱是随着处理时间延长渐进地提高

G2/ M期细胞比例 ,而 20. 0μg/ mL 骆驼蓬碱 (包括

博落回碱和蓖麻碱)则是处理后 12 h即达到 G2/ M

期细胞含量的高峰 ,直至处理后 48 h内虽然略有变

动 ,但变化远不如喜树碱处理。这是由于剂量的差

异 ,或者是由于两者的凋亡信号转导通路的差异 ,或

者是对周期蛋白作用差异所致或者是其他原因 ,仍

有待今后进一步深入研究 ,而且骆驼蓬碱分子结构

相当简单 ,进一步改造的余地很大 ,也许有希望作为

昆虫细胞凋亡诱导化合物而深入研究。

苦参碱和烟碱对昆虫细胞的作用方式令人深感

兴趣。近年来医学研究发现 ,苦参碱具有一定的诱

导肿瘤细胞分化和抑制端粒酶活性的作用 ,能抑制

多种癌细胞增殖 ,引起癌细胞发生 G0/ G1期或 S期

阻滞[18219 ]。而烟碱作为传统的植物源杀虫剂 ,主要

作用于烟碱型乙酰胆碱受体 ,干扰昆虫神经系统的

刺激传导 ,引起神经通路阻塞 ,导致昆虫急性中毒死

亡。

本试验结果表明 ,烟碱和苦参碱均对 SL21细胞

具有较好增殖抑制作用 ,尤其是烟碱的增殖抑制效

果仅次于喜树碱 ,但均无细胞凋亡诱导效果 ,对周期

时相的阻滞作用亦不是很明显。对于烟碱 ,或许可

以从其作用机理上推测其对昆虫细胞的主要作用是

急性致死作用 (这也与其处理后细胞死亡率较高的

现象相符) ,但苦参碱对细胞凋亡诱导、细胞周期时

相的阻滞作用结果与文献报道不符 ,其原因仍有待

于深入研究。
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Modes of Action of Six Different Botanical Alkaloids against

S podopter a lit ur a Cultured Cell Line SL21

HUAN G Jin2fei　J IA Jian2wen　L UO Jian2jun　WEN G Qun2fang　ZHON G Guo2hua

L aboratory of I nsect Tox icolog y , S out h Chi na A g ricul t ural Universi t y , Guangz hou 510642 , Chi na

　　Abstract　 In order to determine and cont rast t he mode of action and cell toxicity mechanism of six

botanical alkaloids (namely ,harmaline ,camptothecin , ricinine , mat rine , macleay cordata and nicotine) a2
gainst insect cell line ,t he apoptotic bodies , t he inhibition of cell p roliferation and t he cell cycle p hases

were investigated by inverted p hase cont rast micro scope , M T T test , and flow cytomet ry , respectively.

The result s showed that obvious apoptotic bodies appeared in S podoptera l i t ura cultured cell line SL21

after 48～60 h t reat ment s wit h harmaline at concent rations of 5. 0μg/ mL and 20. 0μg/ mL or camptot h2
ecin at concent rations of 0. 5μmol/ L and 1. 0μmol/ L . 12～48 h af ter t he same t reat ment s , it showed ob2
vious inhibition of cell p roliferation and G2/ M arrest of SL21. It also showed that similar inhibitive effect

on cell p roliferation and G2/ M arrest on SL21 cell line af ter t he t reatment s wit h macleay cordata alkaloid

and ricinine at t he concent rations of 5. 0μg/ mL and 20. 0μg/ mL respectively , but no obvious apoptosis

induction. The only significant SL21 cell line p roliferation inhibition was got after t he t reat ment with

nicotine and mat rine at t he concent rations of 5. 0μg/ mL and 20. 0μg/ mL . These result s p rovided some

valuable information to t he investigation of t he diversity of activities of botanical alkaloids against insect

pest s and t heir cell toxicity mechanism.

Key words　botanical alkaloids ; S podoptera l i t ura ; cell
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