
第 36卷 第 5期 

2008年 5月 

西北农林科技大 学学报(自然科学版 ) 
Journal of Northwest A&F University(Nat．Sci．Ed．) 

Vo【_36 NO．5 

M ay 2008 

雷公 藤愈伤组织诱导及杀虫活性研究 
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[摘 要] 【目的】建立雷公藤愈伤组织诱导培养体系，为雷公藤通过组织培养生产次生代谢产物奠定基础。 

【方法】以雷公藤枝条扦插苗的根、幼茎、叶为外植体，研究基本培养基、激素、外植体类型对愈伤组织诱导的影响，并 

检测 了不 同外植体愈 伤组织 乙酸乙酯提取物 的杀虫活性 。【结果1 MS培养基 有利于雷公 藤愈伤 组织的诱导 ；雷公藤 

的根、茎、叶 3种外植体均可用来诱导愈伤组织；供试激素中，2，4一D的诱导效果较 NAA好 ，KT的效果优于 6-BA，低 

质量浓度的KT与 2，4一D组合能促进愈伤组织的诱导和生长；根、茎、叶 3种愈伤组织提取物对粘虫幼虫均有明显的 

拒食活性，对粘虫幼 虫的生长发育有明显 的抑制作用，48 h拒食中质量浓度 (AFCs。)分别为 27．8，53．1和 76．1 

mg／mI 。【结论】雷公藤愈伤组织诱 导的最佳培养基及激素组合为 ：MS+1．0 mg／I 2，4一D +0．5～1．0 mg／I KT；根 

愈伤组织提取物对粘虫幼虫 的拒食 活性 最强 。 
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Study on callus induction and insecticidaI activities 

of Tripterygium wilfordii Hook．f． 
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QI Xin—shuai ，ZHANG Xing 

(n．Research and Development Center of Biorational Pesticide，Shaanxi Research Center of Biopesticide Technology and Engineering 

b．Colle e 0 f Li fe Science，Northwest A 8乙F Universitv，Yanglin ，Shaanxi 712100，China) 

Abstract：[Objectivel The study established Tripterygium wilfordii callus induction training system 

and 1aid a foundation for the production of tissue culture secondary metabolites．[Methodl The root，stem 

and leaves of T．wilfordii branch cuttings as explants were used to study the effects of the basic media， 

hormones，explant type on their calluses induction and the insecticidal activity was detected through differ— 

ent explants callus ethy1 acetate extract．[Resultl MS medium was suitable for the callus induction of T． 

wilfordii．The roots，stems and leaves explants of T．wilfordii could be used to induce callus．2，4-D was 

better than NAA．KT was better than 6-BA．KT of low concentrations and 2，4-D combination could pro— 

mote callus induction and growth．Antifeedant activity of different callus extracts on Mythimna separata 

1arvae was evident．Effect of different callus extracts on the growth and development of M ．separate 1arvae 

was inhibited significantly．48 h AFC5o were 27．8，53．1，76．1 mg／mL．【Conclusionl MS+ 1．0 mg／L 

2。4-D+O．5—1．0 mg／L KT was best for callus induction of T．wilfordii．Root callus extract showed the 

strongest antifeedant activity on M ．separata 1arvae． 
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雷公藤(Tripterygium wilfordii Hook．f．)为 

卫矛科雷公藤属植物 ，又名黄藤根、菜虫药 。我 国很 

早以前就将雷公藤用于医学和防治各种害虫 ，民间 

多用于防治蔬菜害虫 ，故有“菜药”之称 。其对多种 

害虫有效 ，且作用方式复杂，包括拒食 、胃毒 、触 杀、 

抑制生长发育和忌避产卵等作用[1]，但对人畜 、环境 

和害虫天敌安全[2]。传统中医上用于治疗肿胀、水 

肿 、黄 白疽、痢疾等 ，具有明显的抗肿瘤、抗 风湿作 

用 ]。雷公藤根中的活性成分显著高于其他部位， 

是主要用药部位[4]，现已从中分离出 7o多种化合 

物，其中雷公藤生物碱类 、雷公藤甲素是主要的杀虫 

活性成分l5 ]。雷公藤属 多年 生木质藤本 ，生长缓 

慢 ，处于野生状态 ，因用根入药 ，故大量应用易使 资 

源遭到破坏。因此 ，日本 、加拿大等国从 2O世纪 7O 

年代开始，对采用植物组织与细胞培养工厂化生产 

雷公藤 内酯醇的方法进行了研究[7 ]，而关于其组织 

培养物杀虫活性的研究 目前 尚未见报道。本研究对 

雷公藤愈伤组织诱导 中的基本培养基 、外植体和激 

素组合等进行 了筛选 ，并对愈伤组织提取物进行了 

杀虫活性试验 ，以期为通过雷公藤组织培养方式 生 

产生物农药奠定基础 。 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

试验用雷公藤植物采 自福建省泰宁地区，取其 

1年生枝条扦插于苗床上，待新长出的幼茎高度达 5 

cm 时取叶、幼茎 ，并于 1个月后取新根作为外植 体 

进行愈伤组织诱导。 

粘虫(Mythimna separata Walker)由西北农林科 

技大学无公害农药研究服务中心养虫室提供 ，试验时 

挑取生长发育状态一致的健康 3龄初期幼虫供试。 

1．2 雷公藤愈伤组织的诱导与培养 

剪取新生叶、幼茎及根迅速带回实验室，用体积 

分数 1 洗洁精洗涤并用 自来水反 复清洗 后，流水 

冲洗 2 h，然后用体积分数 75 酒精消毒 2O S，无菌 

水冲洗 3～4次，1 g／L HgC1z消毒 4 rain，无菌水冲 

洗 4次 ，幼叶切成 0．5 cm×0．5 cm左 右小块 ，幼茎 

及根切成 0．5 cm 小段用于接种。除不同外植体对 

愈伤组织的诱导试验中用幼叶、幼茎及根外，其余试 

验外植体均用幼叶。 

1．2．1 不同激素及其组合对愈伤组织诱导的影响 

以 MS为基本培养基 ，添加不同质量浓度 2，4一D、 

NAA，并与 6-BA、KT组合，用于不同激素处理对愈 

伤组织诱导的影响试验 。 

1．2．2 不同基本培 养基对愈 伤组织诱导的影响 

分别以 MS、B 、6，7-V、H、1／2MS(大量元素减半) 

和 White为基本培养基 ，添加 1．0 mg／L 2，4一D和 

0．5 mg／L KT，用于不同基本培养基对愈伤组织诱 

导的影响试验。 

1．2．3 不 同外植 体对愈伤 组织诱 导的影 响 以 

MS为 基 本 培 养 ，添 加 1．0 mg／L 2，4一D 和 0．5 

mg／L KT，用于不同外植体愈伤组织诱导的影 响试 

验。将得到的愈伤组织在相同培养基上 30 d继代 1 

次 ，将连续继代 5次 以上获得 的愈伤组织用于生物 

活性检测。 

以上培养基均加入蔗糖 30 g／I ，用琼脂 7 g／L 

固化 ，pH调至 5．8。每个处理接种 2O瓶 ，每瓶接种 

2～3个外植体。在温度 (25-+-2)℃、光照 12 h／d、 

光照强度 1 ooo 1 500 lx的培养室培养 30 d后，调 

查出愈率 。 

1．3 雷公藤愈伤组织提取物的生物活性 

将连续继代培养 5代 的雷公藤愈伤组织冷冻干 

燥后按 (愈伤组织)：V(乙酸乙酯)一1 g：8 mL的 

比例 ，在细胞破碎仪上提取 2次，每次 2O rain，过滤后 

合并滤液 ，挥干乙酸乙酯 ，提取物用丙酮稀释成 0．01， 

0．02，0．05，0．1，0．2和 1 g／mI 的溶 液，采 用 叶碟 

法口 测定其拒食活性(以拒食 中质量浓度(AFGs。)表 

示)。采用 Visual Basic 6．0程 序求 出拒 食 毒力 曲 

线 。 

用 50 mg／mL雷公藤愈伤组织丙酮溶液处理 的 

玉米叶片，饲喂饥饿 4 h的 3龄粘虫，以丙酮处理为 

对照 ，连续饲喂 96 h，重 复 3次 ，每重复 1O头试虫。 

分别于处理后 24，48，72和 96 h称 幼虫体重 ，按下 

式计算相对生长率口 ： 

相对生 长率／(mg·mg ·d )一体 重 增加 

量／(平均体重 ×取食时间)。 

2 结果与分析 

2．1 植物生长调节剂对雷公藤愈伤组织诱导的影响 

2．1．1 2，4一D及其与 6一BA和 KT配合使 用 由表 

1可以看出，不同质量 浓度 2，4一D对雷公 藤愈伤组 

织诱导率的影 响差异不 大，均在 4O 左 右，但 愈伤 
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组织的生长情况有 明显差异，1．0～2．0 mg／I 2，4一D 

对雷公藤叶片的诱导率较高 ，且愈伤组织生长较好 ， 

富有光 泽 ，质地 疏松 ，继代 后生 长 旺盛；而未 添加 

2，4一D的培养基上没有形成愈伤组织 ，外植体逐渐变 

黄、枯死。 

进一步以1．0 mg／I 2，4一D与不同质量浓度的 

细胞分裂素 6-BA和 KT配合使用诱导愈伤组织 

时，KT的效果 明显优于 6-BA，且优 于 2，4一D单 独 

使用的效果 ，尤 其是 1．0 mg／L 2，4一D+0．5～1．0 

mg／I KT的组合 ，愈伤组织诱导率均在 90 以上， 

出愈时间也较单独使用 2，4一D早 4～5 d，诱导 出的 

愈伤组织生长迅速 ，质地疏松 ，且在相同培养基上继 

代后 恢 复 生 长 时 间 较 单 独 使 用 2，4一D 短 。1．0 

mg／I 2，4一D与 6-BA组合使用时，愈伤组织诱导率 

较单 独使用 2，4一D效果略好 ，但诱导的愈伤组织致 

密 、无光泽 ，继代后生长迟缓 。 

表 1 不 同质量 浓度 2，4一D对雷公藤愈伤组织诱导和生长 的影响 

Table 1 Effects of different concentrations of 2，4-D on the induction and growth of丁．wilfordii Hook．f．callus 

注 ：一．有抑制作用 ；+．生长差 ；++．生长一般 ；+++．生长好 ；++++．生长较好 ；+++++．生长最好 。下 表同。 

Note：一 ．Contained growth；-I-．Worse growth ；-I-4-．Refer generally growth；+ + -I-．Good growth；-I-+ -I--I-．Better growth； 

+ + + + 4-．The best growth．The same as below． 

2．1．2 NAA及其与 6一BA 和 KT配合使用 由表 

2可以看出，不同质量浓度 NAA对雷公藤愈伤组织 

的诱导率均较低 ，且诱导 出的愈伤组 织呈 白色 ，致 

密 ，无光泽 ，并逐渐变成褐色，与外植体一起枯死，无 

法用于继代培养。在含 2．0 mg／I NAA 的培养基 

中加入 0．5和 1．0 mg／L的 6一BA和 KT后 ，对雷公 

藤愈伤组织的诱导率较单独使用 NAA高 ，KT的效 

果优于 6-BA，但加入 2．0 mg／L 6-BA或 KT后 ，反 

而对愈伤组织形成起抑制作用 。加入 KT后 的愈伤 

组织生长量大于 6-BA，形成 的愈伤组织质地疏松 ， 

适合进一步继代培养。 

表 2 不 同质量浓度 NAA对 雷公藤愈伤 组织诱导和生长的影响 

Table 2 Effects of different concentrations of NAA on the induction and growth of丁．wilJbrdii Hook．f．callus 

2．2 不 同培养基对雷公藤愈伤组织诱导的影晌 

由表 3可以看 出，不同培养基 对雷公藤愈伤组 

织的诱导作用差异明显，以高盐 的 MS诱导率最高 ， 

其次为高硝酸钾的 B ，诱 导出的愈伤组织均生长较 

好 ，呈黄绿色 ，富有光泽，质地疏松 ，继代后很快恢复 

生长且生长较好。中等无机盐的 6，7-V、H、1／2MS 

培养基诱导 出的愈伤组织呈 白色 ，致密 ，无光泽 ，继 

代后恢复生长较慢。低盐的 white培养基上外植体 
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始终保持绿色，直至培养 6O d时也无愈伤组织形 成。 

表 3 不同培养基对 雷公 藤愈伤组织诱导和生长的影响 

Table 3 Effects of different media on the induction and growth of T．wilfordii Hook．f．callus 

2．3 不同外植体对雷公藤愈伤组织诱导的影响 

由表 4可见 ，雷公藤不同外植体愈伤组织 的诱 

导率和出愈时间明显不同。茎(图 1)、叶(图 2)的愈 

伤组织诱导率均达 9O％以上，诱导 出的愈伤组织质 

地疏松 ，继代后很快恢复生长 。而根(图 3)的愈 伤 

开始出现愈伤组织 ，而且生长迅速 ，第 1O天时已覆 

盖整个外植体 ，及时继代后愈伤组织生长迅速 ，如不 

及时继代 ，第 15天愈伤组织就开始褐变 。根 中未形 

成愈伤组织的外植体第 1O天已经开始枯死 ，这主要 

是直径小于 0．5 mm 的细根 ，可见根的直径 大小 对 

组织诱导率不到 5O％，但 出愈时间较短 ，第 7天就 愈伤组织 的诱导至关重要。 

表 4 不同外植体对雷公藤愈伤组织诱导和 生长的影响 

Table 4 Effects of different explants on the induction and growth of T．wilfordii Hook．f．callus 

图 1 雷公藤幼茎诱导的愈伤组织 图 2 雷公藤叶诱导的愈伤组织 陶 3 雷公藤根诱导的愈伤组织 

Fig．1 Shoot callus of T．wilfordii Fig．2 Leaf callus of T．wilfordii Fig．3 Root callus of T．wilfordii 

Hood．f． Hood．f． Hood．f． 

2．4 雷公藤不 同愈伤组织提取物对粘 虫幼虫的拒 3龄粘虫 的拒食活性最强 ，AFC 。为 27．8 mg／mL； 

食活性 而叶愈伤组织提取物对 3龄粘虫的 AFC 。为 76．1 

由表 5可知 ，3种愈伤组织提取 物对 3龄粘 虫 mg／mL，仅为根愈伤组织活性的 1／3左右。 

都具有 明显的拒食活性 ，其 中根愈伤组织提取物对 

表 5 雷公藤不同愈伤组织提取物对粘虫幼虫的拒食活性(48 h) 

Table 5 Antifeedant activity of T．wilfordii Hood．t．different callus extracts on M．separata larvae treated for 48 h 

2．5 雷公藤不 同愈伤组织提取物对粘 虫生长发育 

的影响 

以 3种来源的愈伤组织提取物处理的玉米叶片 

饲喂3龄粘虫后 ，对其生长均有明显的抑制作用(表 

6)，各处理组幼虫的体重 、体重增加量和相对生长率 

均明显低于对照。根、幼茎、叶 3种愈伤组织提取物 
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处理 48 h的粘 虫体重 分别较 对 照下 降 40．42 ， 

32．11 和 24．36％，其中根愈伤组织提取物处理 48 

h的粘虫体重增加量、相对生长率分别 比对照下降 

79．55％和 65．75％。 

表 6 雷公藤 不同愈伤 组织提取物对粘 虫幼 虫生长 的影响 

Table 6 Effect of丁．wilfordii Hood．f．different callus extracts on the growth of M_separate larvae 

注 ：在相同处理 时间内的同列 数据 后标不 同字母者 ，表示经 Duncan氏新复极差测验在 Po o5水平上差异显著 。 

Note：Data in a column and the same treatment time followed by different letters show significant difference at P0 05 by duncan’s multiple 

range test． 

习 

在愈伤组织诱导 中，加入适 当质量浓度植物生 

长调节剂是必需的。一般来说，高生长素和低细胞 

分裂素有利于愈伤组 织的诱 导及生长[1 。但不 同 

植物所需的生长素和细胞分裂素的种类之间存在较 

大差别 。本试验 中单独使用生 长素时，2，4-D的效 

果 明显优于 NAA，加入适当质量浓度的细胞分裂素 

后愈伤组织的诱导率和生长情况均较单独使用生长 

素要好 ，并且 KT的效果明显优于 6-BA。在杜仲愈 

伤组织诱导 中发现 ，KT对 愈伤组织形成有 明显的 

抑制作用[14 1 53，可见不 同植物愈伤组织 形成所需 激 

素的种类不 同，这可能与外植体 自身的内源激素有 

关 。 

雷公藤作为一种重要 的植物源农药 ，人们 已对 

其进行了广泛 的研究和应用。其活性成分主要存在 

于根部，特别是在根皮中含量最高，而叶片、茎等其 

他器官中含量较低_4 。 。本研究 以根、茎 、叶为外 

植体诱导愈伤组织 ，不同来源愈伤组织 的杀虫活性 

表现为根愈伤组织>茎愈伤组织>叶愈伤组织 ，即 

根愈伤组织提取物活性最高。说明植物愈伤组织中 

次生 代谢 产物 含 量 与外 植 体 来 源有 明显 的相 关 

性[1 。 。所以，在 以次生代谢产物为 目的的愈伤组 

织培养中，要特别注意外植体的类型选择 。 

本研究中，不同愈伤组织提取物对 3龄粘虫的 

拒食活性和生长抑制作用均较 明显 ，但触杀活性并 

不 明显，这与徐红星等[2。。报道的雷公藤根皮粉提取 

物对小菜蛾 的生物活性，以及罗都强等 报道的雷 

公藤总生物碱对菜青虫有较好的拒食活性而无触杀 

作用的研究结果 相一致。3种愈伤组织提取物 中， 

二萜 内酯和总生物碱 的定性鉴定结果均为较强的阳 

性反应 ，并经高效液相色谱检测 ，3种愈伤组织 中均 

含有比根皮粉含量高的二萜内酯(另文发表)，但触 

杀活性并不明显，这与罗都强等_6 报道的二萜 内酯 

类有较好的触杀和拒食 活性相矛盾，这也许是因为 

含量较低所致 ，还有待于将愈伤组织中二萜 内酯分 

离纯化后作进一步研究。 
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