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Ｒａｎ对黑腹果蝇 Ｋｃ 细胞耐受 ＤＤＴ 的影响

柏　 骞ꎬ陈　 露ꎬ常春洁ꎬ刘雅慧ꎬ程罗根

(南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 通过 ＤＤＴ刺激黑腹果蝇 Ｋｃ细胞ꎬ着重讨论基因 Ｒａｎ 的表达量变化情况. 应用实时荧光定量 ＰＣＲꎬ检
测不同浓度 ＤＤＴ诱导刺激条件下ꎬＫｃ细胞内基因 Ｒａｎ表达量变化. 利用流式细胞仪ꎬ检测不同浓度 ＤＤＴ诱导下

细胞的凋亡率. 结果表明ꎬ２０ ｍｇ / Ｌ ＤＤＴ处理的细胞ꎬＲａｎ表达水平最高. 同时ꎬ在该浓度下ꎬ细胞凋亡率明显减

弱ꎬ其变化趋势与 Ｒａｎ表达变化趋势基本一致. ＤＤＴ可以显著提高 Ｋｃ细胞 Ｒａｎ基因表达ꎬ降低细胞凋亡率. 为
了进一步验证 Ｒａｎ的功能ꎬ进行了 Ｒａｎ的过表达和干扰ꎬ并检测细胞凋亡情况. 结果显示 Ｒａｎ 的干扰能够明显

提高细胞凋亡率. 实验表明ꎬＲａｎ对细胞具有一定保护作用ꎬＲａｎ 有可能是一个与杀虫剂耐受性相关的基因之

一ꎬ并为进一步分析害虫应激反应及分子毒理提供研究依据.
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ＤＤＴ因其持久、难降解的特点ꎬ成为当今国际社会关注的持久性有机污染物之一[１－２] . 近年来ꎬ陆续有

学者报道我国各地土壤、水体、沉积物、蔬果及人体中均不同程度检出了有机氯杀虫剂的药物残留. 调查

显示ꎬ我国部分地区土壤中残留的 ＤＤＴ总量一般在 ０ ｍｇ / Ｌꎬ２ ｍｇ / Ｌ ~ ７ ｍｇ / Ｌꎬ六六六总量在 ０.０１ ｍｇ / Ｌ ~
２ ｍｇ / Ｌ[３] . Ｒａｎ(ＧＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｎｕｃｌｅａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｒａｎ)ꎬ是一种小 Ｇ 蛋白和分子开关ꎬ早期研究发现ꎬＲａｎ 参与

细胞的核质运输、微管形成、有丝分裂纺锤体以及核膜形成等过程[４－６] . 小 Ｇ蛋白广泛参与生长发育、抗病

和激素敏感性调控等过程ꎬＮａｃｈｕｒｙ报道其在应激反应中也扮演重要作用[７] . 最近一项研究表明ꎬ过表达

ＤｌＲａｎ３Ａ基因具有较高的逆境胁迫能力ꎬ如盐胁迫、渗透胁迫、干旱胁迫和热胁迫等ꎻ异位表达龙眼 Ｒａｎ 引

起大量植株内源抗性基因的差异表达ꎬ这些提示 Ｒａｎ 可能在提高生物体抗性方面发挥重要作用[８] . 课题
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组早期发现ꎬ基因 Ｒａｎ是溴氰菊酯应激耐受的候选基因[９]ꎬ而关于 Ｒａｎ 基因对有机氯类杀虫剂的应激作

用机理尚未见报道ꎬ本研究在基因水平上初步研究 Ｋｃ 细胞对有机氯类杀虫剂的应激作用机理中ꎬ采用实

时荧光定量 ＰＣＲ技术ꎬ检测不同浓度 ＤＤＴ诱导刺激条件下ꎬ黑腹果蝇(Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ)Ｋｃ 细胞内

Ｒａｎ表达量的变化ꎻ通过流式细胞仪检测这些 ＤＤＴ诱导下细胞凋亡情况.

１　 实验材料

１.１　 果蝇细胞

实验使用的 Ｋｃ细胞由东南大学生命科学研究院的韩俊海教授课题组惠赠ꎬ置于 ２８ ℃无 ＣＯ２ 的细胞

培养箱中培养.
１.２　 主要试剂

ＤＤＴ 标准溶液(１ ０００ ｍｇ / Ｌ) (上海农药研究所)ꎬ无血清昆虫细胞培养基(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎬ
ＴＲＩＺＯＬ试剂(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎬＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ® ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ(日本 ＴａＫａＲａ 公司)ꎬＣｈａｍＱ ＴＭ ＳＹＢＲ®

ｑ￣ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(ＶａｚｙｍｅꎬＣＨＩＮＡ)ꎬＡｎｎｅｘｉｎＶ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ细胞凋亡双染试剂盒(美国 ＢＤ Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司)ꎬ
ＭＥＧＡｓｃｒｉｐｔ ＲＮＡｉ Ｋｉｔ(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎬ其他试剂均为国产分析纯.
１.３　 主要仪器和耗材

超净工作台(新加坡 Ｅｓｃｏ 公司)ꎬ恒温细胞培养箱(新西兰 Ｃｏｎｔｈｅｒｍ 公司)ꎬ高压蒸汽灭菌锅(日本

Ｈｉｒａｙａｍａ公司)ꎬ离心机(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎬ流式细胞仪(美国 Ｂｅｃｔｏｎ Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ 公司)ꎬ－８０ ℃超低温冰箱

(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｅｌｅｃｔｒｏｎ公司)ꎬＭｉｌｌｉｐｏｒｅＥｌｉｘ纯水仪(美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎬ倒置显微镜 ＸＤＳ１Ｃ(日本 Ｎｉｋｏｎ
公司)ꎬ实验相关耗材均购自生工生物科技有限公司.

２　 实验方法

２.１　 Ｒａｎ对 ＤＤＴ 的响应

２.１.１　 细胞传代培养

选用无血清昆虫细胞培养基培养 Ｋｃ细胞ꎬ每隔 ３ ｄ更换新鲜培养基ꎬ置于 ２８ ℃无 ＣＯ２ 细胞培养箱中

继续培养. 细胞传代的过程要动作轻柔ꎬ从而减小机械损伤ꎬ整个过程在超净台中进行. 各项实验前将细

胞以 １×１０７ /孔接种到六孔板培养 ２４ ｈꎬ确保细胞处于对数增长期ꎬ以备后续操作.
２.１.２　 不同剂量 ＤＤＴ刺激处理

以丙酮作为溶剂ꎬ将 ＤＤＴ 标准溶液稀释成如下浓度梯度:５ ｍｇ / Ｌ、１０ ｍｇ / Ｌ、２０ ｍｇ / Ｌ、４０ ｍｇ / Ｌ、８０ ｍｇ / Ｌ.
逐滴添加 ２５ μＬ不同浓度梯度的 ＤＤＴ至六孔板ꎬ对照组只加 ２ ｍＬ培养基ꎬ此时药物浓度记做 ０ ｍｇ / Ｌ. 每一

个药物浓度设置 ３个重复组. 加药后将细胞重新放入到无 ＣＯ２ 细胞培养箱中ꎬ相同条件下再培养 ４８ ｈ. 整个

过程均在超净工作台中完成.
２.１.３　 总 ＲＮＡ提取与反转录

该过程所用到的 ＰＣＲ 管、离心管、枪头等都是无 ＲＮａｓｅ 的专门耗材ꎬ依照传统 ＴＲＩＺＯＬ 法提取细胞

ＲＮＡꎬ该操作在超净台中完成. 随后在 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 核酸定量仪测定所提取的 ＲＮＡ 浓度ꎬ经 １％的琼脂

糖凝胶电泳鉴定所提取 ＲＮＡ的纯度. 合格的 ＲＮＡ置于冰上ꎬ按照反转录试剂盒(ＰｒｉｍｅｒｓｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａ￣
ｇｅｎｔｓ Ｋｉｔ Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)说明书合成 ｃＤＮＡ. 反应条件为:３７ ℃ꎬ１５ ｍｉｎꎻ８５ ℃ꎬ５ ｓ.
２.１.４　 实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)

以 ｃＤＮＡ为模板ꎬ用 Ｐｒｉｍｉｅｒ Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件设计 Ｒａｎ 基因和 ＧＡＰＤＨ 基因的引物ꎬ按照 ＣｈａｍＱ ＴＭ
ＳＹＢＲ® ｑ￣ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ试剂盒中的说明书逐步进行操作ꎬ该操作在暗环境下进行. 该实验独立样本 ３次
重复ꎬ所得数据采用 ２－ΔΔＣＴ法分析[１０－１１] .
２.２　 基因 Ｒａｎ表达水平对 Ｋｃ 细胞抗性的影响

２.２.１　 Ｒａｎ基因的过表达

首先根据已有的果蝇基因序列ꎬ设计扩增 Ｒａｎ 基因 ＯＲＦ 引物ꎬ以 Ｋｃ 细胞的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ
并切胶回收. 其次将 Ｒａｎ的 ＰＣＲ纯化产物和 ｐＩＢ / Ｖ５￣ｈｉｓ 表达载体进行连接ꎬ构建表达载体. 然后挑选阳

性克隆ꎬ测序比对完全正确菌液样品扩繁后质粒抽提. 最后接种于六孔板中ꎬ待细胞融合率达 ８０％ ~９０％
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时ꎬ按照 Ｘ￣ｔｒｅｍｅＧＥＮＥ ＨＰ ＤＮＡ转染试剂说明书进行转染. 整个过程均需在超净工作台中完成.
２.２.２　 Ｒａｎ基因的干扰

设计 ｄｓＲＮＡ合成所需引物并且合成 Ｒａｎ的编码区序列ꎬＰＣＲ所得产物经琼脂糖凝胶电泳、纯化、基因

序列克隆以后测序并且比对序列. 上述合成 ＰＣＲ 的产物通过定量后可以作为体外进行 ｄｓＲＮＡ 转录的模

板ꎬ按照 ＭＥＧＡｓｃｒｉｐｔ ＲＮＡｉ Ｋｉｔ说明书来合成 ｄｓＲＮＡ. 最后接种于六孔板中ꎬ待细胞融合率达 ８０％ ~ ９０％
时ꎬ按照 ＥｎｄｏＦｅｃｔｉｎＴＭ￣Ｍａｘ说明书转染. 整个过程均在超净工作台中完成.
２.３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ

将细胞样本转移到 ２ ｍＬ离心管中ꎬ采用一步法昆虫活性蛋白提取试剂盒提取总蛋白. ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分

离后转移到 ＰＶＤＦ 膜上进行 ＷＢ分析ꎬ具体步骤按照参考文献[１２]操作.
２.４　 细胞凋亡率检测

采用 Ａｎｎｅｘｉｎ￣Ｖ / ＰＩ双染法检测细胞凋亡. 按照每 ５×１０５ 细胞接种到每一个 ６ 孔板ꎬ２４ ｈ 后添加不同

浓度的 ＤＤＴ刺激细胞 ４８ ｈ. 收集上述所有细胞ꎬＰＢＳ冲洗 ２次ꎬ按照 ＡｎｎｅｘｉｎＶ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 细胞凋亡双染试剂

盒说明书逐步进行操作ꎬ１ ｈ以内置于流式细胞仪检测细胞凋亡.
２.５　 统计分析

采用 ＳＰＳＳ ２０软件进行数据分析. 以上每个实验至少进行 ３ 次ꎬ采用单因素方差分析(ＡＮＯＶＡ)来分

析结果的统计意义. 各组间表达水平的差异用 Ｔｕｒｋｅｙ 检验ꎬ∗代表 Ｐ<０.０５.

图 １　 实时荧光定量检测 Ｒａｎ表达水平

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｒａｎ ｉｎ ｋｃ ｃｅｌｌｓ
ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＤＤＴ

３　 结果与讨论

３.１　 ｑＰＣＲ 检测在 ＤＤＴ 应激下 Ｒａｎ的表达量

采用 ｑＰＣＲ来定量暴露于不同剂量 ＤＤＴ(０ ｍｇ / Ｌ至 ８０ ｍｇ / Ｌ)
应激下的 Ｒａｎ表达水平ꎬ结果如图 １所示. 在各剂量处理下ꎬ其表达

量都有明显的增加且随着用药剂量的不断升高ꎬＲａｎ 的表达水平也

不断上升. 通过比较分析看出ꎬ用 ２０ ｍｇ / Ｌ处理时 Ｒａｎ的表达量出

现最大值ꎬ为对照组的 ３.１１倍. 结果表明ꎬ不同浓度的 ＤＤＴ 对 Ｒａｎ
表达水平显著上调. 据此初步推测ꎬＲａｎ 可能在有机氯类杀虫剂耐

药性形成过程中发挥作用.
３.２　 细胞凋亡率的测定

采用流式细胞术测定不同浓度 ＤＤＴ 处理下 Ｋｃ 细胞的凋亡

率ꎬ结果如图 ２ 所示ꎬ随着用药剂量的不断升高ꎬ细胞凋亡呈下降

趋势ꎬ过高的浓度反而加快细胞凋亡ꎻ在 ２０ ｍｇ / Ｌ 处理组ꎬ细胞凋

亡率较其他浓度为低ꎬ说明细胞活力在此浓度下最强ꎬ因此在该浓度下ꎬ细胞抵御杀虫剂应激作用最强ꎬ说
明 Ｒａｎ的表达水平能影响细胞对 ＤＤＴ的耐受能力.
３.３　 Ｒａｎ表达水平与 Ｋｃ 细胞耐受性分析

为了进一步证实 Ｒａｎ在 ＤＤＴ耐受中的作用ꎬ我们对 Ｋｃ细胞进行过表达或干扰ꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测

过表达或干扰效率. 由图 ３Ａ可知ꎬＲａｎ过表达或干扰细胞中ꎬＲａｎ 的表达水平发生了显著变化. 流式细胞

检测不同处理细胞的凋亡率ꎬ结果表明ꎬ干扰组能显著降低细胞对 ＤＤＴ的耐受性ꎬ而 Ｒａｎ过表达则能显著

提高细胞的耐受性(图 ３Ｂ、３Ｃ) . 结合图 １和图 ２ꎬ推测在 ＤＤＴ胁迫下ꎬ细胞凋亡率的下降源自 Ｒａｎ表达水

平的提升. 随着 Ｒａｎ表达水平的升高ꎬＫｃ 细胞耐受不良环境的能力加强ꎬ该结果进一步表明ꎬＲａｎ 参与

ＤＤＴ耐药性的形成.

４　 结果与讨论

自 ２０世纪以来ꎬ杀虫剂大量使用ꎬ给农业生产带来了严重的威胁ꎬ杀虫剂的抗性研究将有助于扩大对

其他相关害虫抗性机制的认识ꎬ最终有助于农业和森林害虫的防治. 前期研究表明ꎬＲａｎ 在生命活动中扮

演重要角色ꎬ包括核质转运[１３－１４]、纺锤体形成[１５]、核膜组件[１６]、细胞周期调控[１７] . Ｒａｎ 在哺乳动物中作为

一种致癌基因[１８]ꎬ与正常组织相比ꎬ在肿瘤组织中的表达增加. Ｃｈａｔｔｅｒｊｅｅ Ｍ 等人近期发现 Ｒａｎ 还与氧化

—５８—
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应激调控相关[１９] . 我们的研究小组已经证明了 Ｒａｎ与溴氰菊酯的耐受性之间的联系ꎬ在溴氰菊酯应激反

应中ꎬＲａｎ可能是抑制细胞凋亡的候选基因.

　 　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ双染流式细胞仪检测报告ꎬ散点图被

分为 ４个象限ꎬ图中象限 Ｑ３ 为凋亡早期细胞ꎻ右上象限 Ｑ２ 为

坏死和晚期凋亡细胞群ꎻ左下象限 Ｑ４ 为活细胞

图 ２　 流式细胞仪检测细胞凋亡率变化

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＤＤＴ
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图 ３　 ＲａｎＲＮＡｉ 或 Ｒａｎ过表达对细胞耐受水平的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒａｎ ｏｒ ＲａｎＲＮＡｉ ｏｎ ｃｅｌｌ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ

本研究通过采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ分析ꎬ发现基因 Ｒａｎ表达水平与 ＤＤＴ之间存在响应关系ꎬ这与溴氰菊酯的

研究结果相似ꎬ进一步表明 Ｒａｎ是受杀虫剂诱导的基因. 这为深入研究有机氯类杀虫剂的作用机理和抗

性新靶标的筛选奠定了研究基础. 至于 Ｒａｎ是否是杀虫剂耐受性调节网络中的关键因子以及如何触发下

游抗性反应ꎬ需要进一步的研究证实. 本研究结果证实 Ｒａｎ 对 Ｋｃ 细胞有一定的保护作用ꎬ参与昆虫对有

机氯类杀虫剂的应激响应ꎬ但是其对于细胞的解毒作用机理仍有待更深入研究.
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