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山苍子油对斜纹夜蛾细胞增殖和凋亡的影响
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摘 要：研究山苍子油对离体培养的斜纹夜蛾（Spodoptera litura，SL）细胞的增殖和凋亡的
影响，并初步确定山苍子油主要成分柠檬醛对细胞具有毒杀活性，诱导细胞凋亡.分别采用
CCK、MTT法和流式细胞法研究不同浓度的山苍子油抑制 SL细胞的活性，利用流式细胞法验
证不同浓度的柠檬醛对 SL细胞凋亡的影响.研究结果表明，山苍子油具有抑制 SL细胞的增
殖的作用，且随着山苍子油浓度的增大和处理时间的延长，SL细胞的存活率降低，当山苍子油
浓度增大至 0.015%时，SL细胞的存活率显著降低（P<0.01）；当处理时间达到 72 h后，SL细胞
的存活率同样呈现显著降低.柠檬醛作为山苍子油的主要活性成分，对 SL细胞亦具有明显的
抑制增殖的作用，且成剂量正相关，当柠檬醛浓度大于 0.015%时，SL细胞的存活率显著降低
（P<0.01）.山苍子油和柠檬醛均具有明显的促进 SL细胞凋亡的作用，并呈剂量依赖关系，初步
确定了柠檬醛是山苍子油促进 SL细胞凋亡的主要活性成分，为山苍子油基新型植物源农药
的开发与利用提供依据.
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Abstract：In order to investigate the effects of Litsea cubeba essential oil（LCEO）on the proliferation and apop原
tosis of Spodoptera litura （SL）cells cultured in vitro and preliminarily determine the main toxic activity component，
the CCK，MTT assay and flow cytometry were used to study the inhibitory effects of different concentrations of LCEO
on SL cells. The effect of different concentrations of citral on the apoptosis of SL cells was verified by flow cell method.



山苍子 Litsea cubeba（Lour.）Pers.，又名山鸡椒、
木姜子、黑木姜子、香叶等，多年生落叶小乔木，樟科

木姜子属植物，广泛分布于长江以南的各个省区，是

我国南方特有的香料植物资源之一.山苍子油是从
山苍子果实的果皮中提取的主要由单萜和倍半萜类

化合物组成的精油，其主要成分为柠檬醛，同时还含

有柠檬烯、甲基庚烯酮、芳樟醇、琢-松油醇、香叶烯、
琢-蒎烯、茁-蒎烯、桧萜和石竹烯等[1-2].研究发现山苍
子油具有较好的生物活性，如抑菌活性、抗炎活性、

抗癌活性、抗氧化活性等[3-7]. Liu等[8]研究了山苍子油
对雌性埃及伊蚊具有良好的驱避活性；Park和 Chen
等[9-10]报道了山苍子油对赤拟谷盗、玉米象成虫、谷
蠹成虫和长角扁谷盗成虫显示较强的驱避和触杀作

用；Vong等[11]报道了山苍子油对伊蚊和库蚊均具有
一定的驱避活性.

山苍子油中主要成分柠檬醛的含量一般达到

60%以上 [12].柠檬醛[13]是由顺、反两种几何异构体香
叶醛（反式）和橙花醛（顺式）以混合的形式存在于自

然界中.大量文献研究表明，柠檬醛对昆虫具有趋避
活性，如柠檬醛对蚕蛾具有引诱作用，能使埃及伊蚊

卵不能正常孵化[14].柠檬醛对玉米象和绿豆象均具有
较高的熏死率[15].在空气中，当柠檬醛浓度达到 2.2
mg/mL时，两天内可以使白蚁全部死亡[16].
斜纹夜蛾，Spodopdera litura，东南亚广泛分布的

害虫之一，可对大豆、棉花和蔬菜等作物产生极大的

危害.目前防治这类虫害的主要手段依然为使用化
学药剂，但化学药剂使用过多不仅会对环境造成污

染，强化害虫的抗药性，而且还会对农作物品质造成

不良影响[17].
与传统化学农药[18-19]相比，植物源农药 [20-22]由于

有效成分为天然物质，因此具有施用后较易分解、对

环境影响小、组分多元化以及不容易使施用害虫产

生抗药性、对有益生物（即害虫天敌）相对安全等优

势，是新型、高效、无残留、无公害的“绿色农药”.从
植物源山苍子中提取得到的活性物质可以对一些害

虫进行灭杀.
利用离体昆虫细胞代替活体进行毒力测定是一

种直接反映化合物毒性作用的检测方法.本文通过
CCK、MTT法研究山苍子油抑制 SL细胞的活性，利
用流式细胞术研究山苍子油对离体 SL细胞凋亡的
影响.采用气相色谱-质谱联用（GC-MS）技术对山苍
子油的主要化学成分进行分析，同时利用流式细胞

术进一步研究了山苍子油中主要成分柠檬醛对 SL
细胞凋亡的作用.论文力图从细胞水平层面探究山
苍子油对离体昆虫细胞的毒杀活性，并初步确定山

苍子油毒杀昆虫细胞的主要活性成分，为山苍子油

基新型植物源农药的开发与利用提供科学依据.

1 材料及方法

1.1 材料与仪器
供试细胞：斜纹夜蛾细胞，上海哈灵生物科技有

限公司提供；并添加昆虫细胞培养基，于 28 益孵育
箱中常规培养.

供试试剂及仪器：山苍子油、柠檬醛，产于湖南

省永顺县，其中山苍子油为水蒸气蒸馏法提取，通过

减压精馏法精制得到，其柠檬醛含量大于 96%；鱼藤
酮、胎牛血清、青链霉素、胰酶消化液、CCK试剂、
MTT试剂、Annexin V-FITC-PI双染试剂盒，均购自
上海生物科技有限公司.

The results showed LCEO can inhibit the proliferation of SL cells，and with the increase of the concentration of LCEO
and the prolongation of treatment time，the survival rate of SL cells decreased. When the concentration of LCEO was
increased to 0.015%，the survival rate of SL cells was significantly lower （P<0.01）. And the treatment time reached
72 h，the survival rate of SL cells decreased significantly. As the main active component of LCEO，citral has obvious
inhibitory effect on SL cells，and the dose is positively correlated. In addition，the citral concentration was greater than
0.015%，the survival rate of SL cells was significantly decreased（P<0.01）. It is indicated that LCEO and citral can
effectively promote cell apoptosis and show dose dependence，and citral is the main active ingredient of LCEO to pro原
mote apoptosis of SL cells. So，it also provides a basis for the development and utilization of new plant-derived pesti原
cides based on LCEO.

Key words：Litsea cubeba essential oil；citral；Spodoptera litura；proliferation；apoptosis；toxicity
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BC-J80S型 CO2 喆细胞培养箱，上海 图生物有

限公司；AE2000型倒置显微镜，上海光学生物仪器
公司；TDL-5型低速离心机，沧州双营建筑仪器设备
有限公司；HBS-1096C型酶标仪，上海沛欧分析仪器
有限公司；流式细胞仪，上海仪检测科技有限公司.
1.2 方法
1.2.1 CCK法检测山苍子油对 SL细胞存活的影响
取对数生长期生长状态良好的 SL细胞，收集上

层培养液，培养瓶用 PBS洗涤 1次，弃去 PBS，加入
1 mL胰蛋白酶-EDTA静置消化 1 min，于显微镜下
观察消化完全后弃去胰酶，加入含 10%的胎牛血清
的培养基终止消化，吹打收集细胞. 1 200 r/min离心
5 min后，计数，调节细胞密度为 5伊104个/mL分别接
种于 96孔每孔 100 滋L，恒温箱中于 28 益，过夜.用
二甲基亚砜（DMSO）溶解山苍子油，在实验前用培养
基稀释至山苍子油浓度分别为 0、0.001%、0.005%、
0.01%、0.05%、0.1%、0.5%体积比，按各分组加入不
同浓度的山苍子油，每孔终体积为 150 滋L. 每 24 h
后取出 1块 96孔板，每孔中避光加入 CCK溶液 15
滋L，37 益继续孵育 4 h，酶联检测仪检测波长为 450
nm处吸光度（OD），记录数据，按式（1）计算细胞存
活率.
细胞存活率（%）= 加药组 OD值

对照组 OD值 伊 100% （1）
1.2.2 MTT 检测山苍子油对 SL 细胞增殖能力的

影响

用胰酶消化收集对数期 SL细胞，调整各组细胞
悬液浓度至 5伊105 cell/mL；取 1块 96 孔板，每孔加
入 100 滋L细胞悬液，铺板使待测细胞为 2伊104 cell/
孔（边缘孔用无菌 PBS填充以消除边缘效应），每组
设置 5个复孔；5% CO2，37 益培养箱继续培养过夜
后，用 DMSO分别溶解山苍子油和鱼藤酮，实验前用
培养基溶液分别将山苍子油浓度稀释至 0 %、
0.005%、0.01%、0.015%、0.02%、0.025%体积比，鱼藤
酮质量浓度稀释至 30、60、100 滋g/mL，按分组加入所
需试剂至每孔终体积为 150 滋L.每 24 h后取出 96
孔板检测，移除培养基，每孔加入 100 滋L含 10%
MTT溶液培养基，继续培养 4 h，小心吸去孔内培养
液，每孔加入 100 滋L的 DMSO，使结晶物充分溶解；
加 DMSO后 10 min内，用酶标仪检测各孔波长 570
nm的吸光值.
1.2.3 细胞流式法检测山苍子油对 SL细胞凋亡的

影响

细胞准备及药物处理，培养 SL 细胞至 80%~

90%满瓶，收集细胞，以 5伊105个/瓶的细胞密度接种
T25细胞培养瓶，28 益恒温培养箱培养过夜，待细胞
密度达 80%后，换液，加入不同浓度的山苍子油和鱼
藤酮，处理 48 h.流式检测用 PBS洗涤各组细胞 2次
（1 000 r/min，离心 5 min）收集细胞；再加入 500 滋L
的 Binding Buffer悬浮细胞.
1.2.4 山苍子油化学成分的分析
山苍子油经水蒸气蒸馏法提取获得，利用气相

色谱-质谱联用对山苍子油的主要化学成分进行分
析.

GC 条件：Elite-5MS 分析色谱柱（30 m伊0.25
mm伊0.25 滋m）；高纯 He为载气；流速 1 mL/min；进样
口温度 260 益；进样量 0.5 滋L；分流比 20 颐 1.

MS条件：EI离子源；电离电压 70 eV；离子源温
度 250 益；传输线温度 280 益；m/z扫描范围 30~600.
山苍子油升温程序：初温 80 益，保持 3 min，5 益/min
升温，至 100 益，保持 1 min，10 益/min升温速率升至
130 益，保持 3 min，20 益/min升温速率升至 230 益，
保持 6 min；溶剂延迟 5 min.
1.2.5 细胞流式法检测柠檬醛对 SL 细胞凋亡的

影响

按 1.2.3中所述方法验证不同浓度的柠檬醛处
理 SL细胞对其的凋亡作用.
1.2.6 数据统计与分析
采用 SPSS22.0软件对试验数据进行统计分析，

试验数据以均值依标准差表示，采用 P检验进行显
著性分析，*P<0.05 表示差异显著，**P<0.01 表示
差异极显著.

2 结果与分析

2.1 CCK法检测山苍子油对 SL细胞存活的影响
CCK法所用试剂中含有WST-8 [其化学名称为

2-（2-甲氧基-4-硝基苯基）-3-（4-硝基苯基）-5
（2，4-二磺酸苯）-2H-四唑单钠盐]，它在电子载体
1-甲氧基-5-甲基吩嗪硫酸二（1-Merhoxy PMS）的作
用下被细胞线粒体中的脱氢酶还原为具有高度水溶

性的黄色甲染料（Formazandye）.生成的产物的数量
与活细胞的数量成正比，因此可利用这一特性直接

进行细胞增殖和毒性分析.
按 1.2.1 中所述方法以不同浓度的山苍子油

（0%、0.001%、0.005%、0.01%、0.05%、0.1%、0.5%）分
别处理 SL细胞，得到不同浓度的山苍子油对 SL细
胞存活率的影响，结果见图 1.
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图 1 CCK法检测山苍子油对 SL细胞存活率的影响

Fig.1 Effect of SL cell survival rate on LCEO by CCK method

由图 1可知，山苍子油抑制 SL细胞存活与其处
理时间和山苍子油的浓度有关.当处理时间为 24 h
时，随着山苍子油浓度的增大，SL细胞的存活率明
显降低（P<0.05）；当山苍子油浓度增大至 0.01%时，
SL细胞的存活率下降至 40%；继续增大山苍子油的
浓度，SL细胞的存活率略有降低（P>0.05）.当山苍子
油浓度一定时，延长处理时间，SL细胞的存活率也
呈下降趋势；山苍子油浓度为 0.01%时，其处理 SL
细胞 24 h和 48 h的细胞存活率分别为 40%和 30%；
而处理 72 h后，SL细胞的存活率仅为 0.9%，呈显著
降低的趋势（P<0.01）.
2.2 MTT法检测山苍子油抑制 SL细胞增殖能力的
影响

MTT 法是利用活细胞代谢产生琥珀脱氢酶将
MTT 臜还原，且形成不溶于水的蓝紫色甲 （For原
mazam）结晶，通过颜色反应观察细胞代谢的活化程
度，从而直接检测细胞的活性.
按 1.2.2中所述方法以不同浓度（0%、0.005%、

0.01%、0.015%、0.02%、0.025%）的山苍子油分别处
理 SL细胞 24 h、48 h后，得到不同浓度的山苍子油
对 SL细胞存活率的影响见图 2，不同浓度（30 滋g/
mL、60 滋g/mL、100 滋g/mL）的鱼藤酮对照组处理 SL
细胞 24h、48h后，SL细胞存活率的影响见图 3.

由图 2可知，利用 MTT法检测山苍子油对 SL
细胞存活率的影响与 CCK法的结果类似.当作用时
间均为 24 h时，随着山苍子油浓度的增大，SL细胞
的存活率呈下降趋势；当山苍子油浓度为 0.015%
时，SL细胞的存活率显著降低（P<0.05）；继续增大山
苍子油浓度，SL细胞存活率略有降低（P>0.05）.当作
用时间延长至 48 h时，随着山苍子油浓度的提高，
SL细胞的存活率也呈下降趋势，当山苍子油浓度为
0.01%时，SL细胞的存活率仅为 10%；继续增大山苍

子油浓度，SL细胞的存活率略有下降.
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图 2 MTT法检测山苍子油对 SL细胞存活率的影响
Fig.2 Effect of SL cell survival rate on LCEO by MTT method
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图 3 MTT法检测鱼藤酮对 SL细胞存活率的影响
Fig.3 Effect of SL cell survival rate on rotenone by MTT method

鱼藤酮是从豆科植物的根和茎中提取的一种天
然毒素，对螨虫、线虫等均具有较好的杀虫活性[23].
由图 3可知，鱼藤酮对 SL细胞的增殖也具有抑制作
用，抑制效果与其浓度和处理时间有关.对比鱼藤酮
和山苍子油抑制 SL细胞的效果可知，0.01%的山苍
子油处理 SL细胞后，其抑制 SL细胞的效果优于 30
滋g/mL的鱼藤酮，说明山苍子油对 SL细胞的抑制作
用较好，研究结果与WEN等[24]的基本一致.
2.3 流式细胞法检测山苍子油对离体 SL细胞的凋
亡作用
在细胞凋亡的早期，细胞膜表面将发生破损，同

时细胞内膜的磷脂腺丝氨酸（PS）出现外翻暴露.
Annexin V是相对分子质量为 35 000的 Ca2+依赖的
磷脂结合蛋白，对 PS具有很高的亲和性，可以与凋
亡早期暴露于细胞外的 PS相结合.因此，可以将标
记荧光染料的 Annexin V来识别早期的细胞凋亡.通
常利用 Annexin V-FITC和碘化丙啶（PI）双染色来区
分凋亡和坏死细胞. PI的膜通透性很差，因而只能标
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记晚期凋亡和坏死的细胞.在流式细胞仪的结果中
可见 Annexin V-FITC（+）、PI（-）细胞为凋亡细胞，而
Annexin V-FITC（+）、PI（+）为坏死细胞.

按 1.2.3中所述方法以不同浓度的（0、0.005%、
0.01%、0.015%、0.02%、0.025%）山苍子油、鱼藤酮
（10 滋g/mL）处理 SL细胞，得到不同浓度山苍子油、
鱼藤酮对 SL细胞的凋亡效果，结果见图 4和图 5.
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图 4 流式细胞法检测山苍子油对 SL细胞凋亡的影响
Fig.4 Effect of SL cell apoptosis rate on LCEO by flow cytometry
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图 5 山苍子油处理 SL细胞的流式细胞凋亡图
Fig.5 Apoptosis of SL cells treated with LCEO

由流式细胞检测结果图 4可知，不同浓度的山
苍子油（0.005%、0.01%、0.015%、0.02%、0.025%）处
理 SL细胞 48 h后，SL细胞的凋亡率分别为 2.36%、
2.38%、88.08%、91.50%、93.33%，表明山苍子油具有
促进 SL细胞凋亡的作用，且呈剂量正相关，即当山
苍子油浓度增大时，SL细胞的凋亡率亦增大，当山
苍子油的浓度从 0.01%增大至 0.015%时，SL细胞的
凋亡率明显增大（P<0.01）. 10 滋g/mL的鱼藤酮处理
SL细胞 48 h后，SL细胞凋亡率仅为 18.89%.
2.4 山苍子油的化学成分分析
通过 CKK法、MTT法和流式细胞法确定了山苍

子油对 SL细胞具有促进凋亡的作用，且呈剂量正相
关，为确定山苍子油对 SL细胞凋亡的主要活性成
分，首先按 1.2.4中所述方法研究了水蒸气蒸馏法提
取的山苍子油的化学成分，结果见图 6和表 1.
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图 6 山苍子精油的总离子流图

Fig.6 Total ion flow diagram of LCEO

表 1 山苍子精油成分分析
Tab.1 Composition analysis of LCEO

NO 化合物名称
分子

式

相对分

子质量

体积

分数/%
1 琢-蒎烯（琢- Terpene） C10H16 136 1.22
2 莰烯（Camphene） C10H16 136 0.41
3 桧烯（Sabinene） C10H16 136 0.48
4 茁-蒎烯（茁-pinene） C10H16 136 0.83
5 6-甲基-5庚烯-2酮（6-methyl-5-

hepten-2-one） C8H14O 126 1.04
6 茁-月桂烯（茁-myrcene） C10H16 136 1.69
7 柠檬烯（Limoene） C10H16 136 9.05
8 桉树脑（Cineole） C10H18O 154 1.84
9 芳樟醇（Linalool） C10H18O 154 1.80

10 5-甲基-2-异丙烯基-4-己烯醛（5-
methyl-2-isopropenyl-4-hexenal） C10H16O 152 0.27

11 香茅醛（Citronellal） C10H18O 154 3.14
12 龙脑（Borneol） C10H18O 154 0.07

13
1，3，4-三甲基-3-环己烯基甲醛

（1，3，4-trimethyl-3-
cyclohexenylformaldehyde）

C10H16O 152 2.23

14 琢-松油醇（琢-Terpineol） C10H18O 154 0.61
15 橙花醇（Nerol） C10H18O 154 0.81
16 橙花醛（Nerolitic aldehyde） C10H16O 152 33.63
17 香叶醇（Geraniol） C10H18O 154 1.10
18 香叶醛（Geranial） C10H16O 152 35.24
19 3，7-二甲基-2，3-环氧基-6-辛烯醇
（3，7-Dimethyl-2，3-epoxy-6-octenol）C10H18O2 170 0.16

20 茁-榄香烯（茁-Elemene） C15H24 152 0.27
21 1-石竹烯（1-Caryophyllene） C15H24 204 1.64
22 琢-丁子香烯（琢-Caryophyllene） C15H24 204 0.16
23 氧化石竹烯（Caryophyllene oxide） C15H24O 220 0.29
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由检测结果可知，水蒸气蒸馏法提取的山苍子

油共分离出 43个组分，经与 Nist标准谱库对照，鉴
定出 23个主要的化学成分，占精油中化合物总量的
97.98%，其中主要包括单萜、倍半萜及其含氧衍生
物，含量较高的组分有香叶醛（35.24%）、橙花醛
（33.63%）、柠檬烯（9.05%）、香茅醛（3.14%）、桉树脑
（1.84%）、芳樟醇（1.80%）和 1-石竹烯（1.64%）等，柠
檬醛的含量（香叶醛和橙花醛之和）高达 68.87%.
2.5 流式细胞法检测柠檬醛对 SL细胞凋亡的影响
柠檬醛作为山苍子油的主要活性成分，其对昆

虫具有趋避活性的研究已有报道[14-16].为验证柠檬醛
对 SL细胞的影响，利用 1.2.5中所述的流式细胞法
研究了柠檬醛对离体 SL细胞的凋亡作用，结果见图
7和图 8.
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图 7 流式细胞法检测柠檬醛对 SL细胞凋亡的影响
Fig.7 Effect of SL cell apoptosis rate on LCEO by flow cytometry
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图 8 柠檬醛处理 SL细胞的流式细胞凋亡图
Fig.8 Flow cytometry of SL cells treated with citral

由图 7、8可知，SL细胞的凋亡率与柠檬醛浓度
呈正相关，不同浓度的柠檬醛（0、0.005%、0.01%、
0.015%、0.02%、0.025%）处理 SL细胞 48 h后，SL细
胞的凋亡率分别为 2.89%、20.77%、21.89%、24.88%、
81.97%、82.63%. 当柠檬醛浓度大于 0.015%时，SL
细胞的凋亡率显著增大（P<0.01），说明柠檬醛作为

山苍子油的主要成分，具有促进 SL细胞凋亡的作
用，且随柠檬醛浓度的增大，SL细胞的凋亡率也随
之增大.这与 Oliveira等[25]对麦冬草精油及其主成分
柠檬醛对草地贪夜蛾的毒理研究结果一致，同时也

从细胞水平层面验证了 Zhang等[26]利用柠檬醛熏蒸
昆虫的趋避效果.研究初步表明，柠檬醛是山苍子油
抑制 SL细胞凋亡的主要活性成分.

3 结 论

本文利用 CCK、MTT和流式细胞法分别研究了
不同浓度的山苍子油对 SL细胞增殖与凋亡的作用，
研究结果表明：不同检测方法得到的结果一致，表明

山苍子油具有抑制 SL细胞增殖、诱导细胞凋亡的作
用，且呈一定浓度和作用时间的依赖关系.同时进一
步采用流式细胞凋亡法检测山苍子油中主要活性成

分柠檬醛对 SL细胞增殖与凋亡的作用，初步确定了
柠檬醛是山苍子油中诱导 SL细胞凋亡的主要活性
成分.

据文献报道鱼藤酮是一种普遍使用的杀虫剂，

其分子式为 C23H22O6 [27].鱼藤酮是一个典型的作用于
昆虫的植物源杀虫剂，其进入细胞后会阻断 NADH
与辅酶 Q之间的电子传导，影响 ATP的生成 [28-29].
山苍子油对离体细胞的毒杀活性与鱼藤酮的毒杀效

果基本一致，但目前关于山苍子油及柠檬醛对离体

昆虫细胞毒杀活性的机制尚不明确，有待进一步深

入研究.
将诸如山苍子油等传统的林产化工产品应用于

害虫防治并开发高效低毒的绿色新农药，为林业资

源高效利用和林业产业高质量发展提供了新思路，

值得关注并深入研究.
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