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两种植物次生物对甜菜夜蛾细胞凋亡的影响* 
袁  圆 1, 2**  蒋杰贤 1, 2  王金彦 2*** 

（1. 上海海洋大学水产与生命学院，上海 201306； 

2. 上海市农业科学院生态环境保护研究所，上海市设施园艺技术重点实验室，上海 201403） 

摘  要  【目的】 明确植物次生代谢物对甜菜夜蛾 Spodoptera exigua 细胞凋亡的影响，探索利用植物次

生代谢物防控甜菜夜蛾的潜在途径。【方法】 本研究选用含 0.01%香豆素或 0.01%槲皮素的人工饲料，分

别饲喂甜菜夜蛾 3 龄初幼虫，以未添加次生物的人工饲料为对照，通过流式细胞仪分别在处理后 24、48

和 72 h 测定各处理组幼虫血细胞凋亡率；采用酶联免疫法测定各处理组幼虫两种半胱天冬酶（Caspase-1

和 Caspase-5）和凋亡抑制蛋白（Inhibitor of apoptosis protein，IAP）活性；采用 RT-qPCR 法测定各处理组

幼虫血细胞凋亡相关基因的相对表达量。【结果】 两种植物次生代谢物和处理时间的交互作用均显著影响

甜菜夜蛾幼虫凋亡率、SeCaspase 活性和基因相对表达量（P < 0.05）。与对照组相比，0.01%香豆素或 0.01%

槲皮素处理后，幼虫的凋亡率、SeCaspase-1、SeCaspase-5、SeIAP 活性和基因相对表达量显著升高（P < 0.05）。

香豆素处理组幼虫细胞凋亡率显著高于槲皮素处理组。在处理后 24 h，香豆素处理组 SeCaspase 活性和基

因相对表达量显著高于槲皮素处理组，而槲皮素处理组的 SeIAP 基因相对表达量显著高于香豆素处理组

（P < 0.05）。【结论】 香豆素和槲皮素对甜菜夜蛾细胞凋亡均存在显著的促进作用（P < 0.05），相同含量

的香豆素比槲皮素对甜菜夜蛾细胞凋亡的诱导作用更为显著。 

关键词  甜菜夜蛾；香豆素；槲皮素；细胞凋亡；半胱天冬酶；凋亡抑制蛋白 

Effects of plant secondary metabolites on apoptosis  
in Spodoptera exigua 

YUAN Yuan1, 2  JIANG Jie-Xian1, 2  WANG Jin-Yan2*** 

(1. College of Fisheries and Life Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China;  

2. Institute of Ecological and Environmental Protection, Shanghai Academy of Agricultural Sciences,  

Shanghai Key Laboratory of Protected Horticulture Technology, Shanghai 201403, China) 

Abstract  [Objectives]  To investigate the effects of plant secondary metabolites on apoptosis in Spodoptera exigua, and 

investigate the potential of these compounds to control this pest. [Methods]  Artificial diets containing either 0.01% 

coumarin or 0.01% quercetin were fed to early 3rd instar S. exigua larvae. The control group was fed an artificial diet without 

plant secondary metabolites. The apoptosis rate of larval cells in each treatment group was determined by flow cytometry 24, 

48, and 72 h after treatment. Caspase (Secaspase-1, Secaspase-5) activity and that of the inhibitor of apoptosis protein (IAP) 

were determined by enzyme-linked immunosorbent assay, and gene expression levels were measured using RT-qPCR. 

[Results]  The interaction between the two secondary metabolites and time after treatment significantly affected both the 

apoptosis rate, and the activity and expression of SeCaspase and SeIAP. The apoptosis rate, enzyme activity, and relative gene 

expression (SeCaspase-1, SeCaspase-5, and SeIAP) of larvae fed artificial diets containing either 0.01% coumarin or 0.01% 

quercetin were markedly higher than those of the control group, and the apoptosis rate of the coumarin treatment group was 

significantly higher than that of the quercetin treatment group. After 24 h, the SeCaspase (SeCaspase-1 and SeCaspase-5) 
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activity and gene expression level of the coumarin treatment group were significantly higher than those of the quercetin 

treatment group, and the SeIAP gene expression level of the quercetin treatment group was significantly higher than that of the 

coumarin treatment group. [Conclusion]  Although both coumarin and quercetin promote apoptosis in S. exigua, the same 

amount of coumarin induces a higher rate of apoptosis than quercetin. 

Key words  Spodoptera exigua; coumarin; quercetin; apoptosis; caspase; inhibitor of apoptosis protein 

植物与植食性昆虫的协同进化过程中，为抵

御昆虫为害，植物进化出多种防御和适应机制

（Wu et al.，2010；Gong et al.，2020；Chen et al.，

2022）。其中，植物次生代谢物作为一种内源性

的化学通讯媒介，可以影响昆虫的生长发育、酶

活性等多种生理特性，从而保护植物免受昆虫侵

害（杨乃博等，2014；Muhammad，2019）。例

如 ， 芦 丁 能 减 缓 舞 毒 蛾 Lymantria dispar

（ Linnaeus）和美洲棉铃虫  Helicoverpa zea

（Boddie）的生长，降低欧洲玉米螟 Ostrinia 

nubilalis（Hübner）的存活率，显著减轻斜纹夜

蛾 Spodoptera litura（Hübner）蛹重，延长其蛹

期（潘忠玉，2020）；家蚕 Bombyx mori（Linnaeus）

取食含槲皮素的饲料后，其生长发育被显著抑制

（张月娥，2012）；取食含花椒毒素、香豆素及

槲皮素的人工饲料的斜纹夜蛾幼虫中谷胱甘肽- 

S-转移酶的活性显著高于对照组（王瑞龙等，

2012）。此外，一些次生代谢物质，如印楝素、

烟碱、鱼藤酮等对昆虫还具有直接毒杀作用，可

实现对害虫的有效控制（陈澄宇等，2015）。 

为应对植物防御机制，昆虫通过体内的免

疫、解毒代谢等一系列反应，降低有毒物质对机

体的进一步侵害（Piskorski and Dorn，2011；王

金彦等，2018；Wang et al., 2020，2021a，2021b）。

细胞凋亡（Apoptosis）是一种由基因控制的细胞

主动性死亡的过程，对协调机体正常生理功能和

防御外部影响有重要意义（Yuan et al.，2022）。

研究表明，植物次生代谢物质可影响昆虫细胞免

疫，诱导宿主细胞发生凋亡（王文祥等，2011）。

钟国华等（2008）研究发现，0.1-5.0 μg·mL﹣1 的

印楝素和 0.5-20.0 μmol·L﹣1 喜树碱处理斜纹夜

蛾细胞 72 h 后，均可显著诱导幼虫细胞核质浓

缩、产生凋亡小体等凋亡典型特征。戴雨辰

（2020）研究表明，不同浓度东北天南星生物碱

均可诱发草地贪夜蛾 Spodoptera frugiperda

（Smith）Sf21 细胞凋亡，并且作用效应呈剂量

和时间依赖型。 

甜菜夜蛾 Spodoptera exigua（Hübner）是一

种世界性广泛分布的多食性的农业害虫。（张娜

等，2009；曾纪岚等，2019）。由于长期过度依

赖和施用化学农药导致该虫抗药性越来越高，对

生态环境和食品安全构成重大威胁。因此，寻求

安全有效的措施来实施该虫的综合管理十分必

要（李平，2021）。植物次生代谢物作为一种可

有效减轻植食性昆虫危害的植物化学物质，无公

害且价格低廉，已被用于多种植食性昆虫的田间

管理（焦龙等，2018）。作者所在团队前期的研

究发现，黄豆叶片中含量较高的香豆素和槲皮素

均可影响甜菜夜蛾生长发育并导致甜菜夜蛾的

死亡率显著升高（范能能等，2022），但其具体

作用机制尚不明确，猜想可能是香豆素和槲皮素

影响了取食黄豆叶片的甜菜夜蛾幼虫的细胞免

疫。因此，本研究以香豆素和槲皮素为对象，探

究其对甜菜夜蛾细胞凋亡率、半胱天冬酶

（SeCaspase-1, SeCaspase-5）、凋亡抑制蛋白

（SeIAP）活性和基因相对表达量的影响，为解

析植食性昆虫对寄主植物的适应性机制，以及筛

选利用植物次生物防治甜菜夜蛾提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

供试虫源为本课题组养虫室内连续饲养多

代的甜菜夜蛾 3 龄初幼虫。参考 Jiang 等（2011，

2018）饲养方法，将初孵幼虫置于经消毒处理的

养虫盒（高 10 cm，直径 15 cm）中，并喂食人

工饲料（成分含黄豆粉、琼脂粉、麦胚、酵母、

抗坏血酸等）。按照次生物与人工饲料的干重比，

分别配制含 0.01%（低于幼虫半致死剂量）次生

代谢物（香豆素或槲皮素）的人工饲料，以不
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加次生物的人工饲料作为对照组（CK）。幼虫

于温度（28±1）℃、相对湿度 80%±5%、光周

期14 L︰10 D的条件下生长至3龄初，用于本试验。 

供试的次生代谢物香豆素（HPLC ≥ 98%）

和槲皮素（HPLC ≥ 98%）均购于上海源叶生

物科技有限公司；RNA 抽提纯化试剂盒、反转

录试剂盒、qPCR MiX 试剂盒均由上海生工生物

有限公司生产；细胞凋亡测试盒购置于北京全式

金生物技术股份有限公司；昆虫 Casepase-1、

Casepase-5 和 IAP 酶联免疫（ELISA）测试盒均

由上海江莱生物科技有限公司提供。 

1.2  试验设计与方法 

将含不同次生代谢物（香豆素或槲皮素）的

人工饲料和不含次生代谢物的人工饲料（CK）

切成约 0.027 cm3大小，分别放入 12 孔培养板中。

选取同等大小的甜菜夜蛾 3 龄初幼虫，饥饿 6 h

后，放入培养板中（每孔放入 1 头幼虫）。将培

养板封好口并进行标号后，置于人工气候培养箱

中，温度（28±0.5）℃、相对湿度 80%±5%、光

周期 14L︰10D。实验共设 3 组处理，每处理 96

头幼虫，重复 3 批次。 

1.2.1  收集血淋巴  分别在处理 24、48 和 72 h

后，提取幼虫血淋巴。用 75%的乙醇溶液消毒甜

菜蛾幼虫虫体后，用无菌水清洗幼虫 6 次并用吸

水纸拭去虫体表面水分。将幼虫置于洁净的 PE

膜上，用镊子撕开虫体背部表皮，用移液枪收集

幼虫血淋巴。冰浴条件下将收集的血淋巴转移至

1.5 mL 离心管中，用于后续实验。 

1.2.2  血细胞凋亡率测定  每处理取 50 μL 血

淋巴，9 492 r·min﹣1，4 ℃，离心 5 min。加 PBS

（pH6.8）重悬细胞，显微镜下观察细胞并计数

1×105-5×105 个细胞。PBS（pH6.8）洗涤细胞 5

次，8 490 r·min﹣1，4 ℃，离心 5 min，弃上清。

在离心管中加入 50 μL 细胞结合液，轻轻悬浮细

胞，加入 Annexin V-FITC 试剂和 PI 试剂各 5 

μL，并充分混匀。室温（20-25）℃下反应 10 min，

用流式细胞仪（Guava easyCyte 6HT-2L，默克化

工技术有限公司）检测甜菜夜蛾血细胞凋亡率。

试验重复 3 次。 

1.2.3  甜菜夜蛾凋亡相关蛋白酶活性测定  每
处理取 60 μL 血淋巴，9 492 r·min﹣1，4 ℃，离

心 15 min，取上清用于后续实验。遵循说明书进

行操作，标准品孔中加 50 μL 不同浓度的标准溶

液，空白孔中加 50 μL 样品稀释液，样本孔中加

各处理组血淋巴 50 μL。在每孔中加入 100 μL 的

检测抗体，37 ℃孵育 60 min。洗涤缓冲液洗板

5 次，拍干。在每孔中加入 50 μL 底物 A 和 B，

37 ℃孵育 15 min 后加入 50 μL 反应终止液，用

酶标仪（SpectraMAX M2，上海普迪生物技术有

限公司）在 450 nm 处检测每孔的 OD 值。试验

重复 3 次。  

1.2.4  凋亡相关蛋白基因相对表达量的测定  通
过 NCBI 查找甜菜夜蛾 SeCaspase-1、SeCaspase-5、

SeIAP 的基因序列，根据基因序列设计引物。引

物交由上海生工生物合成。取不同处理的甜菜夜

蛾幼虫血淋巴，采用柱式 RNA 抽提试剂盒提取

各处理组血淋巴中的 RNA 并纯化，反转录得到

cDNA。运用实时荧光定量 PCR 法，测定各处理组

凋亡相关蛋白基因相对表达量。反应体系（20 μL）: 

SYBR Green qPCR Mix 10 μL，cDNA 1 μL，DEPC

水 8.2 μL，上、下游引物（10 μmol·L﹣1）各 0.4 μL。

反应程序：94 ℃ 2 min，94 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，

45个循环。以 β-actin为参照，将对照组处理 24 后

的甜菜夜蛾幼虫目的基因的表达量设为 1，采用

2﹣ΔΔCT 法（Livak and Schmittgen, 2001）分析其

他处理组的基因相对表达量。基因相对表达量

公式：ΔΔCT=ΔCT 样品﹣ΔCT 参照物，ΔCT=CT 靶基因﹣

CT 内参基因。 

1.3  数据分析 

采用 SPSS 20.0 软件对实验数据进行单因

素方差分析和 K-S 检验，并比较取食不同次生代

谢物的甜菜夜蛾幼虫凋亡相关蛋白（SeCaspase-1、

SeCaspase-5、SeIAP）的活性和基因相对表达量

值的差异（Turkey’s HSD 检验，P < 0.05）；凋

亡率数据分析前先经过反正弦转换。运用一般线

性模型（General linear model）的两因素方差分

析明确次生代谢物、处理后时间及其交互作用对

甜菜夜蛾幼虫凋亡率、凋亡相关酶活性及基因相
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对表达量的影响。 

2  结果与分析 

2.1  两种次生物对甜菜夜蛾凋亡率的影响 

取食含 0.01%香豆素或 0.01%槲皮素的人工

饲料 24-72 h，甜菜夜蛾 3 龄初幼虫凋亡率显著

升高，且香豆素处理组的幼虫血细胞凋亡率显著

高于对照组（P < 0.05）。两种次生物处理之间甜

菜夜蛾细胞凋亡率差异不显著（图 1）。两因素

方差分析表明，次生代谢物、处理时间显著影响

幼虫血细胞凋亡率（P < 0.05），次生代谢物和处

理后时间的交互作用对幼虫血细胞凋亡率无显

著性影响。 
 

 
 

图 1  次生代谢物对甜菜夜蛾幼虫血细胞凋亡率的影响 

Fig. 1  Effects of secondary metabolites on the 
apoptosis rate of Spodoptera exigua hemocytes 

图中数据为平均值±标准误（n=3, 下图同），柱上标有不

同小写字母表示在 P<0.05 水平上差异显著。下图同。 

Data are mean±SE (n=3), histograms with different 
lowercase letters indicate significant differences at the 0.05 

level by HSD test. The same below. 
 

2.2  两种次生物对甜菜夜蛾凋亡相关蛋白酶活

性的影响   
取食含 0.01%香豆素或 0.01%槲皮素的人工

饲料 24、48 和 72 h 后，甜菜夜蛾 3 龄初幼虫

SeCaspase-1 活性显著升高（P < 0.05），均高于

对照组。在处理后 24 h 和 72 h，香豆素处理组

SeCaspase-1 活性显著高于槲皮素处理组（P < 

0.05）（图 2：A）。香豆素和槲皮素处理后 48 h

和 72 h，甜菜夜蛾幼虫 SeCaspase-5 活性显著高

于对照组（P < 0.05）。在处理时间为 48 h 时，

次生代谢物对酶活性的诱导作用最为显著（图 2：

B）。香豆素处理组 SeIAP 活性与对照组差异不

显著（P > 0.05），槲皮素处理组的甜菜夜蛾幼虫

SeIAP 活性则显著高于对照组（P < 0.05）（图 2：

C）。两因素方差分析表明，次生代谢物、处理

时间以及次生代谢物和处理后时间的交互作用

均显著影响 SeCaspase-1、SeCaspase-5 和 SeIAP

酶活性（P < 0.05）。 

 

 
 

图 2  次生代谢物对甜菜夜蛾幼虫凋亡 

相关酶活性的影响 

Fig. 2  Effects of secondary metabolites on apoptosia- 
related enzyme activities of Spodoptera exigua 

A. 半胱天冬酶-1 活性；B. 半胱天冬酶-5 活性； 

C. 凋亡抑制蛋白酶活性。 

A. SeCaspase-1 activity; SeCaspase-5 activity; SeIAP activity. 

 

2.3  两种次生代谢物对甜菜夜蛾凋亡基因相对

表达量的影响   
取食含 0.01%香豆素或 0.01%槲皮素的人工

饲料 24、48 和 72 h 后，甜菜夜蛾 3 龄初幼虫

SeCaspase-1、SeCaspase-5 基因相对表达量依次

为香豆素处理组>槲皮素处理组>对照组（图 3：
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A，B）。0.01%香豆素和 0.01%槲皮素处理 24 和

48 h 后，槲皮素处理组甜菜夜蛾幼虫 SeIAP 基因

相对表达量显著高于对照组和香豆素处理组（P 

< 0.05）（图 3：C）。处理时间为 24 h 时，次生

代谢物对 SeIAP 基因相对表达量的影响最为显

著（P < 0.05）。两因素方差分析表明，次生代谢

物、处理时间以及次生代谢物和处理后时间的交

互作用均显著影响 SeCaspase-1、SeCaspase-5 和

SeIAP 基因相对表达量（P < 0.05）。 
 

 
 

图 3  次生代谢物对甜菜夜蛾幼虫凋亡 

相关蛋白基因相对表达量的影响 

Fig. 3  Effects of secondary metabolites on the  
relative quantification of apotosis-related protein  

 gene expressions of Spodoptera exigua 

A. 半胱天冬酶-1 基因相对表达量；B. 半胱天冬酶-5 基

因相对表达量；C. 凋亡抑制蛋白基因相对表达量。 

A. SeCaspase-1 gene expression; B. SeCaspase-5 gene 
expression; C. SeIAP gene expression. 

3  讨论 

香豆素和槲皮素同属于自然界中含量丰富

的酚类植物次生代谢物，具有抗炎、抗菌、抗病

毒以及诱导动物细胞发生凋亡等作用（Kempen 

et al.，2003；Murata et al.，2008；蒋师和张兴强，

2017；祝珊珊等，2021；Fu et al.，2022）。Haneen

和 Muhammed 等（2022）研究发现苯乙烯双香

豆素（Styrene substituted biscoumarin, SSBC）能

显著诱导动物人胃腺癌细胞（Stomach cancer cell 

lines, AGS）发生凋亡。翟莺莺等（2006）研究

结果表明，槲皮素浓度与人单核细胞白血病细胞

系 U937 的凋亡率呈正相关。这与本研究结果一

致，香豆素和槲皮素对昆虫细胞凋亡有促进作

用，与空白对照组相比，0.01%香豆素和 0.01%

槲皮素均可导致甜菜夜蛾细胞凋亡率显著升高。 

半胱天冬酶 Caspase 是起始和调控多细胞生

物体细胞凋亡的重要作用因子，分为起始

Caspase和效应 Caspase（Izhar，2020；Kouroumalis 

et al.，2021）。凋亡抑制蛋白（Inhibitor of apoptosis 

protein，IAP）是一类抑制细胞自主性死亡过程

的蛋白（Deveraux et al.，1999；李洁等，2021；

张冰等，2022）。甜菜夜蛾凋亡起始子 SeCaspase-5、

凋亡效应子 SeCaspase-1 和凋亡抑制因子 SeIAP

的表达变化与细胞凋亡率密切相关（王金彦，

2019；Wang et al.，2021a）。本研究结果表明，

0.01%香豆素或 0.01%槲皮素处理甜菜夜蛾后，

SeCaspase-1和SeCaspase-5的活性和基因表达量

迅速升高，显著高于对照组。这与脱淑梅等

（2022）和徐亚文等（2020）报道的香豆素类化

合物或槲皮素可以诱导 Caspase 或其他凋亡相关

蛋白的表达水平升高促进细胞凋亡的结果类似。

而 SeIAP 的表达水平在次生代谢物处理后也显

著上升，这可能与 IAP 作为调节宿主细胞凋亡的

关键性的抗凋亡蛋白，为避免机体细胞过度损伤

而降低凋亡反应强度有关（Deveraux et al.，

1999）。本研究还发现甜菜夜蛾幼虫半胱天冬酶

活性和表达量受植物次生代谢物和处理时间的

交互作用的显著影响，并且相对于槲皮素，相同

含量的香豆素对甜菜夜蛾细胞凋亡的诱导作用
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更为显著，说明宿主细胞的凋亡受多种因素共同

调控，且香豆素比槲皮素更能诱发昆虫的细胞免

疫反应。  

植物次生代谢物对昆虫细胞凋亡的影响，是

昆虫对不同寄主植物表现出适应性差异的重要

因素。本研究以香豆素和槲皮素为研究对象测试

了植物次生代谢物质对甜菜夜蛾细胞凋亡的影

响，研究结果对进一步探索昆虫-寄主植物间的

相互关系，高效利用植物次生代谢物防治甜菜夜

蛾具有重要的科学意义。然而，次生代谢物质与

昆虫的相互作用关系较为复杂，尤其在自然界中

往往涉及三营养层或更多营养层间的互作，因此

其具体作用机制尚需进一步探索。 
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