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摘要　用 MTT法测定２０种泰国植物乙醇提取物对斜纹夜蛾(Spodopteralitura)卵巢细胞系SlＧ１的增殖

抑制作用,用倒置相差显微镜观察细胞形态变化,用流式细胞术测定细胞线粒体膜电位变化.结果表明:５种植

物(姜(ZingiberofficinaleRoscoe)、高良姜(Alpiniagalangl (L．)Willd．)、印楝泰国变种(Azadirachtaindica
A．Jussvar．siamensisValeton)、姜黄(CurcumalongaDennst)、泰国青柠(CitrushystrixDC))乙醇提取物的细

胞增殖抑制效果较好,抑制率明显大于阳性对照鱼藤酮,并且与提取物浓度成剂量依赖关系.不同提取物处理

２４h细胞形态发生明显改变,包括细胞贴壁性减弱、空泡化、细胞碎片产生;４８h后细胞形态变化加强、空泡化严

重、细胞碎片增多.５种植物提取物对细胞线粒体膜电位均有影响,其中印楝泰国变种、泰国青柠效果最好.初

步认为姜、高良姜、印楝泰国变种、姜黄、泰国青柠对SlＧ１有细胞毒性作用,值得进一步研究.
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　　随着化学农药的广泛应用,农产品的产量和质

量有了较大的提高,但由于化学农药本身固有的缺

点以及人们长期不合理的使用,导致害虫抗药性上

升、环境污染、生态平衡破坏.广泛筛选植物中有杀

虫活性的化合物作为杀虫剂先导结构进行结构衍生

及优化,已成为新农药创制研究的前沿和热点领

域[１Ｇ２].泰国地处热带,拥有丰富的植物资源,有望

从中发现具有农药活性的植物.在杀虫剂的筛选

上,多用昆虫个体进行杀虫活性的测定,虽然活体生

测可信,但昆虫的生长周期较长,批间差异可能较明

显,受限制因素较多.离体培养的昆虫细胞来源稳

定可靠、批间差异小,细胞测定灵敏准确、省时省

药[３Ｇ４].因此,笔者研究了２０种泰国植物乙醇提取

物对斜纹夜蛾(Spodopteralitura)卵巢细胞系SlＧ１
的细胞毒性,通过 MTT 法(microculturetetrazoliＧ
umassay)[５]测定了这些乙醇提取物对SlＧ１的细胞

增殖抑制作用及对细胞形态的影响,并测定了活性

较好的５种植物提取物对SlＧ１细胞线粒体膜电位

的影响,旨在从细胞水平上初步探讨几种植物源提

取物的杀虫活性及作用机制,为利用昆虫细胞系进

行植物源农药的开发利用奠定基础.

1　材料与方法

1.1　材　料

泰国植物乙醇提取物由泰国马哈沙拉堪大学科

技学院农业科技系 WANTANASinsiri教授提供;
斜纹夜蛾卵巢细胞系SlＧ１购自中山大学生命科学

学院;MTT(噻唑蓝)、Rhodamin１２３选自美国SigＧ
ma公司,Giemsa染色液选自北京雷根生物技术有

限公司.
1.2　细胞培养

SlＧ１细胞用含有１０％新生胎牛血清的 Grace’s
培养基置于２７℃培养箱中培养.
1.3　20 种泰国植物乙醇提取物的配制

用DMSO(二甲基亚砜)将泰国植物乙醇提取

物配成２００００μg/mL 的储备液,并用０．２２μm 的

过滤膜过滤,－２０℃储存.使用前,用含有５％胎牛

血清的 Grace’s培养基将储备液稀释成所需浓度,

DMSO的体积分数不得超过０．５％.
1.4　20 种泰国植物乙醇提取物对 SlＧ1 细胞的增殖

抑制活性(MTT 法)

　　取对数生长期细胞吹打成单细胞悬液,接种于
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９６孔板中,每孔１００μL.待细胞贴壁后,加入１００

μL 质量浓度为 １００μg/mL 的提取物,以 ０．５％
DMSO为阴性对照(CK),鱼藤酮为阳性对照,并以

不含细胞的培养基作为空白对照用于调零,每处理

均设８个复孔.２７ ℃培养箱中培养２０h或４４h
后,每孔加入１０μLMTT(５mg/mL)混匀.继续培

养４h后,倒出上清液,每孔加入１００μLDMSO,室
温放置３０min,待Formazan完全溶解后,置酶联免

疫检测仪上,４９０nm 读取 OD值.
细胞增殖抑制率＝(试验组 OD 值－对照组

OD值)/对照组 OD值×１００％
1.5　植物乙醇提取物对细胞形态的影响

将对数期细胞吹打成单细胞悬液,接种于２４孔

板中,贴壁后,每孔加入 ５００μL 质量浓度为 １００

μg/mL的提取物,处理２４h和４８h后,在倒置相差

显微镜下观察细胞形态并拍照.
1.6　Giemsa 染色法观察乙醇提取物对细胞形态的

影响

　　将对数期细胞吹打成单细胞悬液,接种于２４孔

板中,贴壁后,每孔加入 ５００μL 质量浓度为 １００

μg/mL的提取物.处理４８h后,弃去上清液,常温

PBS(pH＝７．４)冲洗１遍,稍干,加入优质甲醇固定

３min.吸弃甲醇,稍干,加入 Giemsastain工作液

(Giemsastain储备液∶磷酸盐缓冲液＝１∶９(体积

比),现配现用)染色３０min,PBS洗２遍后,镜下观

察并拍照.
1.7　流式细胞仪测定细胞线粒体膜电位变化

取对数期SlＧ１细胞,接种于６孔细胞培养板,
每孔加入２mL细胞悬浮液,培养２４h后加入不同

质量浓度(５、１０、２０、４０μg/mL)的提取物,对照组加

入终体积分数为０．５％ 的DMSO.处理４８h后,收
集细胞,以PBS漂洗３次,２０００r/min离心５min,
弃上清.加入２００μL已配制好的Rhodamin１２３,使
其终浓度为１０μmol/L.２７℃避光孵育３０min,直
接上流 式 细 胞 仪 以 FL１ 通 道 检 测 MIF 值,Cell
Quest软件分析.
1.8　数据处理

细胞线粒体膜电位数据经 FACSＧCalibur流式

细胞仪和CellQuest软件获取,获得的数据用 Cell
Quest软件分析;方差分析使用 SPSS２０和 Excel
２０１０完成.

2　结果与分析

2.1　对 SlＧ1 细胞的增殖抑制作用

由表１可知,处理２４h后,１０种植物提取物对

SlＧ１细胞有增殖抑制作用,其中５种(姜、高良姜、毛
表１　２０种泰国植物乙醇提取物(１００μg/mL)对SlＧ１细胞的增殖抑制作用１)

Table１　Inhibitionofcellproliferationof２０ethanolextractsofThailandplants(１００μg/mL)onSlＧ１cell

编号

No．
植物提取物

Plantextract

细胞增殖抑制率/％
Cellproliferationinhibitionrate(mean±SE)

２４h ４８h
Rotenone 鱼藤酮 Rotenone ４２．０８±０．９０d ６７．０９±０．７８b
TH０１ 姜花 HedychiumcoronariumJ．Konig ６．４０±２．３６f １３．７８±４．２３cd
TH０２ 姜ZingiberofficinaleRoscoe ９２．９０±０．３１a ９６．４９±０．８６a
TH０３ 高良姜 Alpiniagalangl(L．)Willd． ８４．２７±２．０２ab ９３．０５±４．８０a
TH０４ 波叶青牛胆 TinosporacrispaL． １３．８３±１．７３ef ３．０９±３．３０efg
TH０５ 方茎青紫葛CissusquadrangularisL． －６．２０±３．３６hi １９．２０±４．０１c
TH０６ 花叶假杜鹃 BarlerialupulinaLindl． －５．３３±１．０４hi －５．７２±２．５６ghi
TH０７ 猫尾豆Urariacrinata (L．)Desv．ex．DC． －１５．０６±６．９７ijk －１１．０８±５．２４ijk
TH０８ 毛鱼藤 Derriselliptica (Roxb．)Benth． ５３．６２±１．３４c ６７．３８±２．３９b
TH０９ 印楝泰国变种 AzadirachtaindicaA．Jussvar．siamensisValeton ７７．２８±０．９１b ８８．５５±７．１４a
TH１０ 马钱子StrychnosnuxＧvomicaL． －１８．１７±６．５８jk －８．８８±２．１８hij
TH１１ 苦味叶下珠 PhyllanthusamarusSchumach．& Thom． －１０．５２±３．５１hij ５．４４±１．６４def
TH１２ 鳄嘴花ClinacanthusnutansLindau －１７．８６±０．８６jk －２０．１３±０．７４k
TH１３ 万寿菊 TageteserectaL． －８．７７±６．７５hij －１２．２２±１．４９１ijk
TH１４ 姜黄CurcumalongaDennst ８６．６８±１．７１a ９２．４８±１．０６a
TH１５ 腊肠树CassiafistulaL． －７．７８±２．５７hi １．３２±１．１５fg
TH１６ 白薯茛 DioscoreahispidaDennst． －３．４０±１．９０gh １１．９７±１．２０cde
TH１７ 翅荚决明SennaalataL． －２１．８０±０．７７k －１６．０３±４．７５jk
TH１８ 鱼腥草 HouttuyniacordataThunb． ５．０２±１．９２fg ０．５３±３．９９fgh
TH１９ 泰国青柠CitrushystrixDC ４０．８７±０．３３d ７６．３３±０．７５b
TH２０ 蒌叶 PiperbetelLinn． １９．７３±０．７７e １１．０９±１．１５cdef

　注:数据后不同字母表示在５％水平上差异显著.下表同.Note:Datawiththedifferentlettersincolumnaresignificantdifferenceat

５％level．Thesameasbelow．

７３
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鱼藤、印楝泰国变种、姜黄)抑制率显著大于阳性对

照鱼藤酮;处理４８h后,１４种植物提取物对SlＧ１细

胞有增殖抑制作用,其中４种(姜、高良姜、印楝泰国

变种、姜黄)抑制率显著大于阳性对照鱼藤酮.效果

最好的是姜、高良姜、印楝泰国变种、姜黄,２４h抑

制率分别达到９２．９％、８４．２７％、７７．２８％、８６．６８％,

４８h抑制率分别达到９６．４９％、９３．０５％、８８．５５％、

９２．４８％;泰国青柠处理２４h和４８h抑制率平均值

大于鱼藤酮,分别为４０．８７％和７６．３３％.其他植物

提取物对SlＧ１细胞增殖有促进作用.
由图１可知,处理４８h,５种植物提取物(姜、高

良姜、印楝泰国变种、姜黄、泰国青柠)对SlＧ１细胞

的增殖抑制率随着提取物浓度的增加而增大,其中

泰国青柠效果较好但随浓度的增加抑制率变化较

小,质量浓度为５μg/mL时细胞增殖抑制率已达

７１．１２％,质量浓度为８０μg/mL时,抑制率仍小于

图１　５种泰国植物乙醇提取物不同质量浓度处理

４８h对SlＧ１的细胞增殖抑制作用

Fig．１　Inhibitionofcellproliferationof５ethanolextracts
ofThailandplantsonSlＧ１cellaftertreatedfor４８h

８０％;其 次 是 印 楝 泰 国 变 种,在 质 量 浓 度 为 ２０

μg/mL时,抑制率达５１．１７％;同属于姜科的姜、高
良姜和姜黄低浓度时抑制作用稍弱,高浓度抑制作

用大,８０ μg/mL 时,细 胞 增 殖 抑 制 率 分 别 为

６６．５４％、８２．３８％和８２．７２％.
2.2　对细胞形态的影响

从图２可知,阴性对照组(CK)细胞大多成规则

的椭圆形,细胞轮廓清晰,贴壁牢固,大小均一;高良

姜(TH０３)、毛鱼藤(TH０８)、泰国青柠(TH１９)等处

理组细胞膨大,细胞边缘模糊不清晰,出现空泡,贴
壁松散,细胞脱落甚至裂解为碎片悬浮在培养液中,
并随着处理时间的增加,细胞形态变化加大,细胞碎

片增多;万寿菊(TH１３)等处理组对细胞形态无明

显影响,呈规则的椭圆形或圆形、轮廓清晰;阳性对

照组鱼藤酮(Rotenone)细胞变小变圆,部分脱落(只
显示了有代表性的６种,其余部分图片未显示).
2.3　Giemsa 染色观察细胞形态变化

经 Giemsa染液着色后的细胞核成深蓝色,细
胞质成淡蓝色.如图３,阴性对照组(CK)细胞轮廓

清晰,核居中间,呈规则的椭圆形或圆形;提取物处

理组细胞形态不规则,胞质回缩(高良姜 TH０３、泰
国青柠 TH１９、鱼藤酮 Rotenone)或裂解(毛鱼藤

TH０８),细胞核浓缩深染,偏于一侧,严重的细胞变

小、变圆,甚至脱落;万寿菊(TH１３)等处理组对细

胞影响不明显,形态呈椭圆形(部分图片未显示,只
显示了有代表性的６种).

图２　泰国植物乙醇提取物处理２４h(A)和４８h(B)对细胞形态的影响(２００×)

Fig．２　ThecellmorphologicalchangesofSlＧ１treatedwithethanolextractsof
Thailandplantsfor２４h(A)and４８h(B)(２００×)

2.4　线粒体膜电位变化

本试验用流式细胞仪测定了５种植物乙醇提取

物处理后 SlＧ１细胞线粒体膜电位的变化.由表２
可知,处理４８h后,５种植物乙醇提取物对SlＧ１细

胞膜电位都有影响.姜(TH０２)和高良姜(TH０３)
对细胞线粒体膜电位的影响较小,１０和２０μg/mL
姜(TH０２)处理组荧光强度值与对照差异不显著;
高良姜(TH０３)各浓度处理组平均荧光强度值与对

８３
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图３　泰国植物乙醇提取物处理４８h对细胞整体形态的影响(４００×)

Fig．３　ThecellmorphologicalchangesofSlＧ１treatedwithethanolextractsofThailandplantsfor４８h(４００×)

表２　５种植物乙醇提取物处理SlＧ１细胞４８h后Rhodamine１２３的MIF值

Table２　MIFvaluesofSlＧ１celltreatedwith５ethanolextractsofThailandplantsfor４８h

处理

Concentration

平均荧光强度值 MIFvalue
姜 TH０２

Z．officinale
Roscoe

高良姜 TH０３
A．galangl(L．)

Willd．

印楝泰国变种 TH０９
A．indicaA．Jussvar．
siamensisValeton

姜黄 TH１４
C．longaDennst

泰国青柠 TH１９
C．hystrixDC

对照 Control ２１．２８±０．０７a ２１．２８±０．０７a ３７．６７±０．２７c ３７．６７±０．２７e ３７．６７±０．２７e

５μg/mL １９．５７±０．２０b ２０．５６±０．１０ab ４８．７６±０．９０b ４６．１２±０．４４a ４３．９５±０．８７d

１０μg/mL ２２．１４±０．１２a １７．６８±０．６９c ５０．８６±０．４５a ４３．８８±０．４０b ５３．７３±０．４９a

２０μg/mL ２２．１５±０．５７a １９．４７±０．２１b ４９．９７±０．００ab ３９．６３±０．３２d ５１．７７±０．２１b

４０μg/mL １７．４８±０．１４c １７．４９±０．４６c ４９．１８±０．１８b ４２．０２±０．７４c ４９．７２±０．３８c

照差异均不显著.印楝泰国变种(TH０９)对线粒体

膜电位影响较大,不同质量浓度(５、１０、２０ 和 ４０

μg/mL)处 理 后 细 胞 内 平 均 荧 光 强 度 值 分 别 为

４８．７６、５０．８６、４９．９７、４９．１８,与对照组３７．６７差异显

著,其中在１０μg/mL时,荧光强度值达到最大,之
后随着浓度增加而减小.姜黄(TH１４)处理组细胞

线粒体膜电位变化显著,细胞膜发生轻微去极化;

５μg/mL处理组线粒体膜电位变化最大,平均荧光

度值为４６．１２.泰国青柠(TH１９)各浓度处理组细

胞线粒体膜电位发生明显改变,产生去极化作用;细
胞内平均荧光强度值分别为４３．９５、５３．７３、５１．７７、

４９．７２,与 对 照 差 异 显 著,组 间 差 异 显 著,在 １０

μg/mL时平均荧光强度值最大.结果表明印楝泰

国变种(TH０９)和泰国青柠(TH１９)各处理组线粒

体膜电位发生明显改变,产生去极化,在１０μg/mL

时去极化作用最强.

3　讨　论

本研究结果表明:姜、高良姜、印楝、姜黄、泰国

青柠在１００μg/mL质量浓度下处理２４h和４８h可

明显抑制SlＧ１细胞增殖,并且处理４８h的抑制率与

提取物呈剂量依赖关系;质量浓度为１００μg/mL
时,这５种植物提取物可以诱导细胞体积膨大、出
泡,进而裂解为细胞碎片;５种植物提取物均可引起

细胞线粒体膜电位变化,其中印楝泰国变种、泰国青

柠引起去极化作用较强.
细胞是最基本的生命系统,是构成昆虫的基本

单位,是进行物质与能量交换的重要场所,细胞的衰

弱和死亡直接影响到昆虫的生命活动[６].线粒体是

细胞内一种非常重要的细胞器,是细胞氧化磷酸化

９３
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的场所,９５％的 ATP是在线粒体内产生的[７].能

量供应是昆虫赖以生存的基础,而细胞氧化磷酸化

与线粒体膜电位的稳定有密不可分的关系,膜电位

的变化会打破维持细胞正常生命活动的离子分布的

平衡状态,引起细胞内不利的生理生化状态产生,进
而影响昆虫组织器官的功能.所以,能够抑制细胞

增殖和线粒体膜电位变化的植物源活性成分有望开

发成为新农药.研究报道植物源农药印楝素不仅对

蚜虫、草蛉、蚊子等虫体有杀虫活性[８Ｇ９],而且可以致

使粉纹夜蛾细胞形态改变、线粒体膜去极化,喜树

碱、烟碱和茼蒿 素 类 似 物 对 SlＧ１ 细 胞 有 毒 杀 作

用[１０Ｇ１１].
本研究发现的对 SlＧ１细胞具有活性的姜、姜

黄、高良姜同属于姜科植物.已有研究表明,姜根茎

提取物对尘污灯蛾表现出中等的生长调节作用和拒

食作用[１２];姜黄提取物对异白蚁、尘污灯蛾、麦蛾等

有杀虫活性[１３Ｇ１６],表明这２种植物提取物对昆虫的

生物活性在细胞水平与活体水平结果一致.高良姜

属于姜科山姜属植物,对它的研究主要集中在医学

方面:有温中、散寒、理气、镇痛、止呕等功效[１７];关
于其杀虫活性方面的研究鲜有报道[１８Ｇ１９],尤其对昆

虫细胞水平的研究尚未见报道.泰国青柠是芸香科

柑橘属植物,有化痰、止咳、健胃、止痛等功能,在农

药活性方面研究较少,仅有人报道了其对玉米象和

蟑螂的杀虫活性[２０Ｇ２１];本试验所用 TH０９为印楝泰

国变种,对其研究鲜见.本试验结果可为利用昆虫

细胞系开发植物源新农药提供重要的参考价值,高
良姜、印楝变种和泰国青柠的杀虫活性成分及其作

用机制值得深入研究.
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CytotoxicityofethanolextractsonSpodopteralitura (SlＧ１)cellline

ZHAO Huanhuan１,２　WANTANASinsiri３　HUANGJiguang１

WUJiao１　ZHANG Weiyun１　ZHOULijuan１

１．KeyLaboratoryofNaturalPesticideandChemicalBiology,MinistryofEducation/

CollegeofAgriculture,SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou５１０６４２,China;

２．GuangzhouSugarcaneIndustryResearchInstitute,Guangzhou５１０３１６,China;

３．FacultyofTechnology,MahasarakhamUniversity,Mahasarakham４４１５０,Thailand

Abstract　Theinhibitionofcellproliferation,cellmorphologicalchangeandmitochondrialmemＧ
branepotentialchangeofethanolextractsof２０ThailandplantsonSpodopteralitura (SlＧ１)cellwere
investigatedbyMTTtest,invertedphasecontrastmicroscopeandflowcytometry,respectively．ThereＧ
sultsshowedthattheSlＧ１cellproliferationinhibitioneffectof５ethanolextractsincludingThailand
plants(ZingiberofficinaleRoscoe,Alpiniagalangl (L．)Willd．,Azadirachtaindica A．Jussvar．siaＧ
mensisValeton,CurcumalongaDennstandCitrushystrixDC)wasbetterthanthatofthecontrolroteＧ
none,andtheinhibitionwasdoseＧdependent．After２４hofthetreatment,cellsshowedobviousmorphoＧ
logicalchanges,includingadhesioncapacityreduction,vacuoleanddebrisappearance．After４８hofthe
treatment,moreandmorevacuolesanddebriswerepresentobviouslyinthemedia．Moreover,thesefive
ethanolextractscouldinducecellmitochondrialmembranepotentialchange,amongwhichA．indica A．
Jussvar．siamensisValetonandC．hystrixDCweremoreeffective．Inconclusion,Z．officinaleRoscoe,

A．galangl(L．)Willd．,A．indicaA．Jussvar．siamensisValeton,C．longaDennstandC．hystrix DC
possessedcytotoxicityonSlＧ１cellsanddeservedfurtherresearches．

Keywords　ethanolextracts;Thailandplants;MTTtest;Spodopteralitura;SlＧ１cell;cytotoxiciＧ
ty;mitochondrialmembranepotential
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