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　 　 [摘　要 ] 　以不同浓度的氰戊菊酯处理昆虫细胞 T richop lusia n i (T n ) , 并用台盼兰染色、32( 4, 52
D im ethylth iazo l) 22, 52 diphenyltrazo lium brom ide (M T T )还原试验及流式细胞仪检测等方法对T n 细胞活力进行测

定。结果显示, 氰戊菊酯浓度大于17. 5 Λmo löL 处理的T n 细胞形态、活力均发生了明显改变。在台盼兰染色实验中,

氰戊菊酯浓度≥17. 5 Λmo löL 时, T n 细胞死亡率升高到 29. 69% 以上, 极显著高于对照 (P < 0. 01) ; 在M T T 还原实

验中, 当氰戊菊酯浓度≥17. 5 Λmo löL 时, T n 细胞对M T T 试剂的还原物吸光值降低, 细胞相对活力较对照极显著

下降 (P < 0. 01) ; 用流式细胞仪检测的结果也证实, 氰戊菊酯浓度为 25 Λmo löL 时, 死亡与凋亡细胞数明显高于对

照。
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　　随着各种害虫抗药性的增强, 杀虫剂的用量和

使用频率不断增加, 对环境的危害也逐渐突显。氰戊

菊酯 (Fenvalera te) 的化学式为 (R S) 2Α2氨基232苯氧

基苄基 (R S) 222(42氯苯基) 232甲基丁酸酯, 是一种

Ê 型拟除虫菊酯类杀虫剂, 具有高效、低毒、低残留

的突出优点[1 ] , 被广泛用于农林害虫和家畜疾病传

播媒介的防治。然而多年的实际应用已使一些昆虫

对氰戊菊酯产生了抗药性[2 ]。细胞作为新的模式生

物在生物、医药、毒理等研究领域中的应用逐渐增

多[1, 324 ] , 但有关氰戊菊酯对昆虫细胞活性影响的研

究尚未见报道。本研究用不同剂量氰戊菊酯处理昆

虫细胞系T richop lusia n i (T n) , 观察细胞形态、活力

的变化, 以为进一步研究杀虫剂诱导昆虫细胞解毒

酶表达的遗传机制奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　细胞系与杀虫剂

　　T richop lusia n i (T n) 细胞系来源于粉纹夜蛾

(T richop lusia n i) 卵细胞, 是可无限传代的细胞系,

属半贴壁培养的细胞。培养液为 T richop lusia n i

m edium 2F red H ink ( TNM 2FH ) 昆 虫 培 养 基

(Sigm a, U SA ) 加体积分数 10% 小牛血清 (四季清,

杭州) 配制。细胞培养于 50 mL 多苯乙烯细胞培养

瓶, 每2 d 传代1 次, 培养温度为25～ 27 ℃。氰戊菊

酯 (F luka, 分析纯) 先用二甲亚砜 (DM SO ) 稀释到 5

mmo löL , 处理细胞时再用细胞培养液稀释到需要

浓度。其他试剂均购自Sigm a 公司或上海化学试剂

公司。

1. 2　台盼兰染色实验

将T n 细胞接种到96 孔板 (CO STOR ,U SA ) , 密

度为 104ö孔, 在 27 ℃培养 24 h, 分别用 0, 10, 12. 5,

15, 17. 5, 20 和 25 Λmo löL 氰戊菊酯处理 12 h, 然后

将细胞悬浮, 与40 göL 台盼兰溶液 (PBS 溶液配制)

按体积比1∶1 混和, 滴于细胞计数板上, 在100×倒

置显微镜下计数细胞总数与死亡细胞数, 视野中总

计数量不低于200 个细胞。每处理浓度设3 个重复。

1. 3 　 32( 4. 52D im ethylth iazo l ) 22. 52
diphenylt razo lium b rom ide (M T T )还

原实验

T n 细胞用氰戊菊酯处理的方法同台盼兰染色

实验, 每处理浓度设6 个重复。用氰戊菊酯处理后,

将培养板翻转, 使培养液剩余约 20 ΛL , 每孔加入 2

ΛL M T T (10 m gömL , 1 göL PBS 溶液配制)。将培

养板放入 27 ℃继续培养 4 h, 然后每孔加入无水乙

醇 100 ΛL , 将培养板在振荡器上摇10 m in。用酶标

仪 (# E lx800, B ioT ek, U SA ) 读取波长 490 nm 吸
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光值, 以对照的细胞相对活力为 100% , 将各组吸光

值换算为细胞相对活力。整个操作过程需避光进

行[5 ]。

1. 4　流式细胞仪检测实验

用50 mL 培养瓶将T n 细胞传代, 培养36 h 后,

选生长良好、数量在 70%～ 80% 的细胞 2 瓶, 其中 1

瓶用 25 Λmo löL 氰戊菊酯处理 12 h, 另 1 瓶作为对

照。然后悬浮, 计数, 收集数量约为2 ×105 的细胞,

用PBS 洗涤2 次后, 用5 mL 预冷的体积分数75% 乙

醇 (PBS 配制)在4 ℃冰箱中放置至少30 m in 固定细

胞, 收集并洗涤细胞。然后用碘化丙啶 (P rop id ium

iodide P I, 50 m gömL , 0. 1 göL RNA ase) 染色 30

m in, 用流式细胞仪 (BD FA CSCalibu r) 检测染色后

产生的荧光密度, 以此对细胞分群。用Cell Q uest 软

件进行数据分析, 得细胞数量的散点图和直方图 (获

取直方图采用的荧光参数为FL 22A ) , 每次获取细胞

10 000 个。

1. 5　数据的统计处理

数据统计分析用SPSS11. 5 软件进行。

2　结果与分析

2. 1　氰戊菊酯对T n 细胞形态的影响

　　氰戊菊酯处理T n 细胞后, 首先观察到细胞形态

的变化。在正常情况下, 大多数细胞贴壁, 呈梭型, 少

量细胞为圆形, 细胞透亮, 边缘整齐 (图1A )。用浓度

大于17. 5 Λmo löL 的氰戊菊酯处理后, T n 细胞形态

变化明显: 细胞贴壁状态较差, 圆形细胞数量增多,

梭型细胞数量减少; 细胞碎片较多, 细胞内颗粒增

多, 着色加深, 边缘粗造, 折光性变差 (图1B )。

图 1　正常T n 细胞 (A )及 25 Λmo löL 氰戊菊酯处理 12 h 后的T n 细胞 (B )

F ig. 1　N ature T n cells (A ) and fenvalerate2 t reated T n cells (B )

2. 2　台盼兰染色实验结果

用不同浓度氰戊菊酯处理后, T n 细胞死亡率用

台盼兰染色排除方法计数的结果如图2 所示。

图 2　台盼兰染色实验中氰戊菊酯

处理后的T n 细胞死亡率

F ig. 2　M o rtalit ies of T n cells

treated w ith fenvalerate

图 3　氰戊菊酯处理后由M T T 吸光值

转化的T n 细胞相对活力

F ig. 3　R elative vita lit ies of T n

cells treated w ith fenvalerate

　　由图 2 可见, 随氰戊菊酯浓度的增加, T n 细胞

死亡率从 ( 13. 99 ± 2. 65 ) % 升高到 ( 45. 51 ±

7. 46) %。当氰戊菊酯浓度为17. 5 Λmo löL 时, 死亡

率为 (29. 69±1. 36) % , 极显著高于对照 (13. 99±
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2. 65) % (P < 0. 01) ; 当氰戊菊酯浓度为 20 和 25

Λmo löL 时, 细胞死亡率分别为 (32. 71±8. 13) % 和

(45. 51±7. 46) % , 也极显著高于对照 (P < 0. 01)。

2. 3　M T T 还原实验结果

用M T T 还原实验检测T n 细胞活力, 结果见图

3。图3 显示, 随氰戊菊酯处理浓度的提高, T n 细胞

的相对活力逐渐下降。当氰戊菊酯浓度小于 17. 5

Λmo löL 时, 细胞相对活力与对照无显著差异; 而当

其处理浓度≥17. 5 Λmo löL 时, T n 细胞相对活力较

对照极显著减小 (P < 0. 01)。

2. 4　流式细胞仪检测结果

氰戊菊酯处理T n 细胞后的死亡细胞用流式细

胞仪进行检测, 处理及对照T n 细胞各细胞群频率的

直方图及Cell quest 软件分析结果如图4 所示。由图

4 可见, 25 Λmo löL 氰戊菊酯处理 12 h 后, 在直方图

的前端出现了明显的死亡 (凋亡)峰。

图 4　氰戊菊酯处理和未处理T n 细胞的流式直方图

A. 对照T n 细胞的直方图; B. 氰戊菊酯处理T n 细胞的直方图; 直方图获取采用的荧光参数为FL 22A ;

M 1. 显示死亡和凋亡细胞群;M 2. 显示正常细胞群

F ig. 4　T n cell num ber frequency h istogram s by FCM treated and un treated w ith fenvalerate

A. Cell num ber frequency h istogram of un treated T n cells; B. Cell num ber frequency h istogram of T n cells treated w ith fenvalerate;

T he fluo rescence param eter w as FL 22A ;M 1. show ed the dead and appo ses cells;M 2. show ed the natu re cells

　　在图 4A 中,M 1 占总细胞量的 16. 91% ,M 2 占

总细胞量的83. 09% ; 在图4B 中,M 1 占总细胞量的

37. 64% ,M 2 占总细胞量的 62. 36%。分析显示, 氰

戊菊酯处理的细胞数量占总细胞数量的37. 64% , 而

对照的相应部分为16. 91%。

3　讨　论

氰戊菊酯对各种细胞 (包括昆虫细胞)的活力及

形态的影响国内外均未见报道, 但氰戊菊酯对动物

及其细胞毒性的研究有较多报道[1, 4, 627 ]。氰戊菊酯

作为可疑的环境内分泌干扰物质, 对动物与人类生

殖健康的影响越来越引起人们的警惕。其能干扰人

和动物的内分泌功能, 体外试验结果发现氰戊菊酯

具有拟雌性激素活性, 流行病学调查也显示其具有

一定的生殖毒性[8 ]。另外, 氰戊菊酯可影响原癌基因

W N T 10B 的表达, 从而增加乳腺癌的发病机会[9 ]。

要减少氰戊菊酯的使用量, 减轻其对环境的污

染及对人和动物的危害, 必须深入研究昆虫对其抗

性产生的机理。在此方面, 人们在生理生化、分子生

物学等方面已取得了很大的成绩, 但对其遗传机制

的进一步研究却受到阻碍, 主要原因之一是昆虫对

内外有害物质反应的复杂性, 多系统同时参与抗性

的产生以及抗性产生途径的综合性, 因此难以将其

中某种抗性的遗传机制分离而进行独立研究。由于

体外培养细胞系作为试验材料的巨大优势是, 可忽

略试验生物的遗传背景及各系统综合作用的交叉,

在科学试验上方便快捷, 因而其在毒理学领域的应

用也越来越广泛。昆虫细胞系除大量用于真核表达

系统的构建外, 在其他领域极少应用。

本研究结果表明, 氰戊菊酯对T n 细胞活力和形

态的影响有其浓度依赖性, 即在达到一定浓度时, 细

胞形态和活力受到显著影响, 引起一部分细胞死亡,

而在小剂量氰戊菊酯处理下, 细胞活力和形态未发

生变化, 但此时细胞内可能发生了其他变化, 如细胞

钙上升, 其作用的靶点钠离子通道开放[8 ] , 同时在人

和其他动物的细胞中也可引起解毒酶P450 酶系的

表达增强[10 ]。研究[11 ]表明, 在对昆虫个体施加杀虫

剂的情况下, 也能引起解毒酶的量或活性增加, 从而

增强昆虫对杀虫剂的解毒能力。当某种突变引起同

样的表型效应——解毒酶量增加时, 昆虫即对此杀

虫剂产生可遗传的抗性, 并在杀虫剂选择压力下不

断累积加强。因此, 有学者[12213 ]认为, 由化学物质诱
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导产生的解毒酶量的改变, 与由此产生的可遗传抗

性的遗传机制是相同的。这就促使人们利用杀虫剂

诱导昆虫细胞中的解毒酶, 并以此作为研究解毒酶

被诱导表达的机制, 来加深对抗性产生遗传机理的

进一步认识。但诱导试验的前提是在不影响细胞活

力的情况下进行的, 因此, 本试验的结果为建立昆虫

细胞诱导解毒酶表达的模式, 以及为后续试验的顺

利进行奠定了基础。
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V ita lity of T richop lusia n i (T n) cell t rea ted w ith fenva lera te

FANG X in -kuia,W ANG Zhao-x iab,L U M inb,L IU Chun -yana ,

QIAO Zhong-dongb, HUANG Dan -fenga

(a Colleg e of A g ricu ltu re, b Colleg e of M ed icine, S hang ha i J iaotong U niversity , S hanha i 200240, Ch ina)

Abstract: T he T richop lusia n i (T n) cells w ere trea ted w ith fenvalera te a t ladder concen tra t ion s and the

vita lit ies of the cells w ere detected by T ypan b lue dye exclu sion,M T T reduct ion assay and F low cytom eter

(FCM ). R esu lts show that the vita lit ies of fenvalera te2t rea ted T n cells w ere low er than tho se of un trea ted

cells sign if ican t ly w hen the concen tra t ion s arrived at 17. 5, 20 and 25 Λmo löL (P < 0. 01) in T ypan b lue dye

exclu sion and M T T reduct ion assay. T he death and apop to sis cells w ere increased no tab ly betw een the cells

t rea ted w ith 25 Λmo löL fenvalera te and con tro l. T ho se resu lts cou ld be a basic study fo r fu rther research of

m echan ism of detox if ied enzym e induced by fenvlera te.

Key words: T richop lusia n i (T n) cells; fenvalera te; cell vita lity
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