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【摘 要】目的：印楝素是一种高效低毒的植物源农药，其作用机制目前仍未清楚，深入研究印楝素诱导细胞凋亡的机制有助

于进一步利用印楝素农药；方法：采用基因芯片技术结合实时定量 PCR 技术研究印楝素作用过程中相关基因表达差异变化，

流式细胞仪结合 Fluo-3 AM 荧光探针检测 Ca2+ 浓度变化；结果：利用基因芯片技术检测到印楝素处理后，与凋亡途径相关 22

个基因差异化表达，其中，钙调蛋白（CaM）基因上调 5.05 倍，是上调最多的基因；利用实时定量 PCR 技术验证了凋亡途径

中相关基因，证实印楝素通过触发 Ca2+ 释放诱导凋亡；采用流式细胞仪结合 Fluo-3 AM 荧光探针检测到当 Ca2+ 途径受阻，细

胞通过蜕皮激素受体途径诱导凋亡；结论：印楝素通过触发 Ca2+ 释放诱导凋亡，并发现 Ca2+ 通过 Ca2+-CaM 信号途径或蜕皮

激素受体 ECR/ USP 级联信号途径诱导凋亡。

【关键词】 印楝素；实时定量 PCR；Ca2+-CaM 信号途径；蜕皮激素受体；ECR/ USP 级联信号途径

0 前言
生物农药（也称间接杀虫剂）包括昆虫生长调节剂（蜕

皮激素、保幼激素等），信息素，抗孵剂，拒食剂等，它

们绝大多数都是天然产物，很容易降解，不会在动植物体

内或环境中积累，因而越来越受到农药化学家的高度重视。

印楝素具有广谱、高效、低毒、易降解、无残留、无抗药

性等优点且对脊椎动物无危害，是目前最具开发潜力的植

物源农药 [1-2]，由于有效成分的组成和使用剂量的不同，印

楝素对昆虫可以表现出不同的生物活性：印楝素及印楝素

制剂对昆虫具有拒食、忌避、产卵忌避、生长调节、不育

等多种作用 [3-4]。但其作用机理复杂，作用机制还未清楚，

分子机制研究尚处于起步阶段。

之前课题组运用 AO/EB 染色法检测印楝素对果蝇 S2
细胞的抑制增殖作用主要是通过诱导细胞凋亡实现的 [5]，

蛋白水平分析发现，细胞骨架肌动蛋白及相关辅助蛋白在

药物处理后均表达下调，推论印楝素能作用于细胞骨架肌

动蛋白，引起果蝇发育异常和细胞凋亡等细胞缺陷，同时，

也通过基因芯片检测发现印楝素引起细胞内凋亡途径下游

的主效基因表达差异显著 [6]。但对于在凋亡作用途径中如

何在细胞内启动凋亡相关作用信号通路还不清楚，因此为

了进一步弄清楚印楝素诱导细胞凋亡的信号通路，课题组

运用实时定量 PCR 技术及荧光检测胞内 Ca2+ 的方法对凋

亡途径信号通路中的关键信号因子进行了检测，以期明确

印楝素诱导细胞凋亡的信号通路。

2 试剂与方法
2.1 试剂

印楝素 A 标准品（纯度 95%，100μg·ml-1），Sigma

公司产品；果蝇 S2 细胞（购于武汉大学细胞典藏中心），

胎牛血清（杭州四季青）；Schneider 昆虫细胞培养基粉

剂（武汉创新生物）；其他普通化学试剂（上海化学试剂

厂分析级试剂），Fluo3-AM Ca2+ 探针试剂盒（Dojindo，

Kumamoto，Japan），Trizol 试 剂（Invitrogen Corp，

Carlsbad，CA），SYBR-Green I 嵌 入 染 料（Bio-Rad，

Hercules，CAjia），荧光定量 PCR 试剂盒，荧光定量 PCR
仪（Light Cycler®480，Roche 公司）；核酸蛋白检测仪（Nano 
Drop2000 型，美国 Scientific Thermo 公司）。     

2.2 方法 

2.2.1 实时定量 PCR（RT-qPCR）

用 Trizol 试剂从 S2 细胞中提取总 RNA。cDNA 的合

成按照厂家的说明用随机引物 oligo（dT）15 和 M-MLV
逆转录酶（Promega），靶基因的引物设计列于表 1 中。

GAPDH 和 U6 snRNA 用 作 内 部 对 照。RT-qPCR 使 用

SYBR-Green I 嵌入染料染色，使用实时 PCR 系统（Bio-
Rad CFX 连接）。使用以下程序：95℃ 5 分钟；95℃ 15
秒，40 个 循 环；60 ℃，15 秒；72 ℃，20 秒。RT-qPCR 数

据由 Quantity One 软件（Bio-Rad）分析，以阴性对照组

GAPDH 基因表达倍数归一化后，计算处理组各基因表达

变化。 所有的实验都是独立重复 3 次。

以合成的 cDNA 为模板，按照荧光定量 PCR 试剂盒

进行反应。反应体系如下：
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反应成分 μL/ 样本 μL/5 次反应 终浓度

TaqMan Universal PCR Master 
Mix （TaqMan 通用 PCR 扩增

预混试剂）（2×）

25.0 125.0 1×

2× Assays-on-Demand™ Gene 
Expression Assay Mix （Assays-
on-Demand™ 基因表达实验分

型试剂）

2.5 12.5 1×

cDNA 样本 5.0 25.0 50 ng

无核酸酶水 17.5 87.5 -

总计 50.0 250 -

其中 TaqMan Universal PCR Master Mix，2×Assays-on-
Demand™ Gene Expression Assay Mix 均由 ABI 公司合成。

把所有样品分装完成后载入 ABI7500 实时荧光定量 PCR
仪中进行检测。
	 表 1	RT-qPCR 引物列表

                       Table1  List of primers for RT-qPCR

No. Genes  Forward primers （5′–3′） Reverse primers （5′–3′）

1 akt TCATGCGCTTACGGAACAGA ATGGCGTGCTGGCACTATCT

2 argos TTTGCCTGCTCTCCCCTGAC AACTCTCGCCGGCTATCACG

3 baz CGACGTTCGCATTCTGGTTC ATGCCCGACTGTGTCTGGAG

4 bcl2 CAACCAGGGGAAATGTCTGTG GTTCAGTGCCGGGAAAACTTC

5 CaM GATGGCACCATCACAACAAAGG GCGTGCCAPTCATGGTAAGGAAT

6 cytC  CGTTCCTGCTGGTGATGTTGA TCCTCGTTCCAGGTGATGCC

7 diap1 GCCGAGGAACCTGAAACAGAAG CTTGACGAATCGGCACTGACTT

8 diap2 GATTCCATCCCAGCCAAACC ACCTCCTCGTCCAAGCATACC

9 drice CTGACCCTGCTCACATTCGTGT CCCACCGTTTGATCCATACCAT

10 ecr GAGGAGCTGTGCCTGGTTTG AGGCGGCACTCCTGACACTT

11 egr AACGCGTGTATCGCATCTGG CATCGTCGTCGTCCTCCTCA

12 eip93f CAGCAGCAGCAGCAACAACA TGAAGTCGGCCAGCAGTGAG

13 grim CATGGCCATCGCCTATTTCA ATGATGTCGCTGCTGCTGCT

14 hid GGCGATCGCTACGACAACTT GTCGCTGCTGACTGATGTGG

15 hsp70 CTTCCACGGCAAGAACCTCA ACACCTCCAGCGGTCTCAAT

16 mam CCAGCCAGATGCAGATGACC CCGCCACCATTGTTGTTGTT

17 p53 CGAAGAAGATGAGCCGTCCA ATGCTCTGCAGCAGCCATTC

18 rdx TGCGTCTGTGTCTCGTCCATC TCAACAGCAGCGAGTTCTCCAG

19 rpr TACCCGATCAGGCGACTCTG ATCCTCATTGCGATGGCTTG

20 skl TCGTACGACAACTCGCCAAGAG GCTATCGACTTGATCGCCACTG

21 sp7 AACAGCCCGCAAGAGCACCATA GTCAAAACCCCTTCGCATCAGC

22 xmas GATCCTGACATTCAGGCGGAGT AGGCGTACGATCTCTGCTCACC

2.2.2 Ca2+ 浓度检测 
Fluo-3 AM 是最常用的检测细胞内钙离子浓度的荧光

探针之一，使 Fluo-3-AM 试剂盒测量 Ca2 + 浓度（Dojindo，

Kumamoto，日本），监测细胞内 Ca2+ 浓度变化。细胞用

添 加 印 楝 素（2×10-3g l-1）、 三 氟 拉 嗪 盐 酸 盐（1×10-3g 
l-1）的 TC100 培养基培养，细胞从培养板中取出并换用添

加 4μM Fluo-3-AM 的 HBSS 缓冲液， 37℃保持 20 分钟。

用 HEPES 缓冲盐水洗涤细胞 3 次，离心沉淀（500×g，

5min），重悬浮（1×105ml-1）在 1ml HEPES 缓冲盐水中，

立即于 37℃、528 nm 处在 FACSCanto II 流式细胞仪上分

析 Fluo-3 荧 光 强 度（Becton Dickinson，FranklinLakes，

NJ）。

3 结果与分析
3.1 RT-qPCR 检测

之前研究小组检测到印楝素通过诱导细胞凋亡引起果

蝇发育异常，利用基因芯片技术检测到印楝素处理后，与

凋亡途径相关 22 个基因差异化表达，其中，钙调蛋白（CaM）

基因上调 5.05，为进一步了解这些差异表达基因诱导凋亡

的具体途径，我们对相关基因进行 RT-qPCR 检测，结果如

图 1。 其 中 6 个 促 凋 亡（rpr，CaM，cytC，hsp70，eip93f 
and p53）基因在印楝素处理后持续上调，CaM 是差异表达

倍数最高的基因；另外一些促凋亡基因（ecr，skl，hid，

argos，grim and rdx）在前期（12-24h）下调，后期（24-48h）

上调；两个抗凋亡基因（ced9/bcl2 and akt）持续下调。

图 1	22 个凋亡基因 RT-qPCR 检测

Fig1 Analysis of expression of 22 apoptosis-related genes inducedby 
azadirachtin A

3.2 Ca2+ 检测

如 图 2 所 示， 用 Fluo-3-AM 与 S2 细 胞 共 同 孵 育

5min，10min 和 30min，细胞内 Ca2+ 浓度从 5min 开始显著

增加。当用钙调蛋白抑制剂三氟拉嗪盐酸盐（TH）共同处

理，显示 Ca2+ 浓度在处理 5min 时是未加 TH 的 42.1 倍，

并在 30min 内 Ca2+ 浓度持续保持高水平（32.7%）。

3.3 蜕皮激素途径基因检测

如图 3 所示，我们对蜕皮激素信号相关的凋亡基因途

径进行了进一步检测，发现当用钙调蛋白抑制剂三氟拉嗪

盐酸盐（TH）（1 × 10-3g l-1 for 12 and 24 h）与印楝素共

同 处 理 细 胞 时， 诱 导 CaM，rpr，bcl2，eip93f ，E74 and 
BR-C 基因表达显著增加，其中，BR-C 基因在处理 12h 后

表达上调 83 倍。
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图 2	钙离子荧光探针染色及流式细胞仪检测果蝇 S2 细胞印楝

素诱导细胞内 Ca
2+
释放（Aza=azadirachtin. TH=tri cytometry 

fluoperae hydroczinhloride）
Figure 2  Azadirachtin-induced intracellular Ca2+ release in S2 cells 

using Fluo-3-AM dye and flow

图 3	TH 处理诱导 S2 细胞蜕皮激素信号途径凋亡基因表达分析

Figure 3  Analysis of expression of some ecdysone signalling and 
apoptosis  genes induced in S2 cells by trifluoperazine hydrochloride.

4 结论与讨论
RT-qPCR 检 测 数 据 表 明：6 个 促 凋 亡（rpr，CaM，

cytC，hsp70，eip93f and p53）基因在印楝素处理后持续上

调，其中 CaM 是差异表达倍数最高的基因；另外一些促凋

亡基因（ecr，skl，hid，argos，grim and rdx）在前期（12-
24h）下调，后期（24-48h）上调；两个抗凋亡基因（ced9/
bcl2 and akt）持续下调。我们发现，Ecr（先下调再上调）

与 eip93f（持续上调）表现不同。进一步检测发现，当用

钙调蛋白抑制剂处理，蜕皮激素信号途径凋亡基因 BR-C
上调显著。这表明由于印楝素 A 处理，果蝇 S2 细胞中发

生蜕皮激素受体信号转导。

Ca2+ 在控制细胞和组织生理代谢各个方面作为细胞信

使发挥重要作用，在有丝分裂及细胞死亡程序的调控等方

面中也起着主要作用 [7-9]。如我们观察到的，细胞内 Ca2+

释放会触发细胞增殖，分化和合成代谢基因的表达。当

Ca2+ 释放会破坏细胞内 Ca2+ 平衡并诱导细胞内死亡信号

基因在错误时间和错误地点的表达 [10-11]，我们的数据表明

Ca2+ 信号在印楝素诱导的毒性中起重要作用。

蜕皮激素受体（EcR）和超螺旋体（Usp）的异二聚体

是核受体 [12]。 EcR / Usp 复合物与蜕皮激素结合并诱导早

期基因 E93，BR-C，E74 和 E74 的转录 [13]。 这种异二聚

体复合物以及 E93，BR-C 和 E74 蛋白依次激活了几种促死

亡基因的转录，包括 rpr，hid 和 grim；因此，当用 TH 阻

断钙调蛋白通路，BR-C 基因上调说明当凋亡诱导途径 Ca2+

通路受阻则启动蜕皮激素受体途径。印楝素作为一种外源

性植物蜕皮激素，之前的研究已发现印楝素可增强蜕皮激

素中蜕皮激素激动剂 RH-2485 的作用 [14]，并在转基因果蝇

系统中激活 GAL4-ecr 和 GAL4-Usp[15]，我们的研究也从另

一个角度阐释了印楝素诱导细胞凋亡的途径。

因此，我们的研究表明：印楝素是通过介导细胞内

Ca2+ 的 释 放， 通 过 Ca2+-CaM 信 号 途 径 或 蜕 皮 激 素 受 体

ECR/ USP 途径诱导细胞凋亡。
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