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除虫菊发状根的诱导及培养条件优化
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摘　 要: 以除虫菊(Ｐｙｒｅｔｈｒｕｍ ｃｉｎｅｒａｒｉｉｆｏｌｉｕｍ Ｔｒｅｙ.)无菌苗为外植体ꎬ 研究除虫菊发状根的诱导、 培养条件优化ꎬ
并对发状根中的除虫菊素进行检测和生物活性测定ꎮ 结果显示ꎬ 乙酰丁香酮能促进除虫菊下胚轴和子叶发状根

的诱导ꎬ 当乙酰丁香酮浓度为 １５０ μｍｏｌ / Ｌ 时除虫菊下胚轴和子叶的诱导率为对照的 ２􀆰２９ 倍和 ２􀆰６６ 倍ꎬ 预培养

６ ｄ 时ꎬ 下胚轴发状根诱导率为对照的 ２􀆰２５ 倍ꎬ 发根农杆菌 Ａ４ 的诱导率均高于 ＡＴＣＣ１５８３４ꎬ 愈伤组织较适合

发状根的诱导ꎬ 愈伤组织侵染后适合在无激素的 ＭＳ 培养基上进行发状根诱导ꎬ ２５０ ｍＬ 三角瓶中添加 ５０ ｍＬ
ＭＳ 培养基较适合发状根的生长ꎮ 对除虫菊发状根进行 ＰＣＲ 检测发现ꎬ 发根农杆菌含有的 Ｒｉ Ｔ￣ＤＮＡ 的 ｒｏｌＢ 基因

已整合进入发状根基因组中ꎮ 通过 ＧＣＭＳ 检测发现ꎬ 愈伤组织中除虫菊素的 ６ 种成分均未检测到ꎬ 而发状根中

检测到瓜菊素Ⅰ、 茉酮菊素Ⅰ和茉酮菊素Ⅱ ３ 种成分ꎬ 发状根对粘虫的拒食作用明显优于愈伤组织ꎮ 本研究为

通过组织培养方式生产除虫菊素奠定了基础ꎮ
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　 　 除虫菊(Ｐｙｒｅｔｈｒｕｍ ｃｉｎｅｒａｒｉｉｆｏｌｉｕｍ Ｔｒｅｙ.)是菊

科的一种多年生草本植物ꎬ 其花具有杀虫活性ꎬ 种

植面积宽广ꎬ 市场需求量大ꎬ 和鱼藤(Ｄｅｒｒｉｓ ｔｒｉｆｏｌｉ￣
ａｔａ Ｌｏｕｒ.)、 烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌ.)一起被

认为是世界上 ３ 大植物源杀虫植物之一[１－３]ꎮ 除虫

菊中具有杀虫活性的成分为除虫菊素ꎬ 除虫菊素在

空气中和光照条件下不稳定ꎬ 会很快失去杀虫活

性[４ꎬ５]ꎬ 在自然界中极易降解、 无持效性ꎬ 可以减

少对环境的污染等优点ꎬ 使得除虫菊素成了化学杀

虫剂的替代品ꎮ 由于哺乳动物体内有能将天然除虫

菊分解的酶ꎬ 因此它在哺乳动物体内不会残留ꎬ 对

哺乳动物低毒ꎮ 天然除虫菊素为混合杀虫剂ꎬ 由 ６
种成分组成ꎬ 因而昆虫很难对其产生抗药性ꎬ 被人

们广泛接受为无公害的环境和协性农药[６－８]ꎮ 近年

来ꎬ 随着人们对无公害有机农产品需求的提高ꎬ 生

物源农药的用量进一步提升ꎬ 天然的除虫菊无法满

足市场对除虫菊素的需求ꎬ 而除虫菊素主要存在于

除虫菊的花中ꎬ 在干花中含量仅有 ０􀆰６％~１􀆰４％ꎬ
使得获得除虫菊素的成本大幅度提高ꎬ 导致除虫菊

素的传统生产已逐渐赶不上市场的需求[９－１１]ꎮ 为

了提高除虫菊素的产量ꎬ 满足市场需要ꎬ 通过组织

培养等方式生产除虫菊素已成为解决这一问题的方

向[１２－１５]ꎮ 由于除虫菊素主要在花中形成ꎬ 且见光

容易分解等原因ꎬ 给生物合成带来了一定的难度ꎮ
Ｂｒｅｔｌｅｒ 等[１６]用除虫菊愈伤组织建立了悬浮细胞系ꎬ
虽然该细胞系生长速度较快ꎬ 但却不能产生除虫菊

素ꎻ Ｃｈｕｍｓｒｉ 等[１７] 在诱导形成的除虫菊愈伤组织

中也没有检测到除虫菊素ꎻ Ｂａｒｔｈｏｍｅｕｆ 等[１８] 研究

发现无论除虫菊愈伤组织外植体来源如何ꎬ 除虫菊

素含量都极低ꎻ Ｆｕｊｉｉ 等[１９] 和 Ｚｉｅｇ 等[２０] 在愈伤组

织分化形成的芽中发现了除虫菊素的 ６ 个成分ꎬ 但

由于大规模的幼芽培养还不具可行性ꎬ 所以一直未

能进行工业化生产ꎮ 可见ꎬ 一定的器官分化对于通

过组织培养方式生产除虫菊素是有希望的ꎮ 我们通

过组织培养手段从有一定器官分化的除虫菊发状根

入手ꎬ 经发状根的诱导、 培养条件优化、 除虫菊

素的检测及愈伤组织和发状根对粘虫的拒食活性

等实验ꎬ 探讨通过组织培养方式生产除虫菊素的

可能性ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

利用李琰等[２１] 的方法获得除虫菊无菌苗及愈

伤组织ꎮ 愈伤组织连续继代培养 ３ 代ꎬ 稳定后备

用ꎮ
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ꎬ 挑

选生长发育状态一致的健康 ３ 龄初期幼虫供试ꎮ
发根农杆菌 (Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｒｈｉｚｏｇｅｎｅｓ) Ａ４

和 ＡＴＣＣ１５８３４ 均由无公害农药研究服务中心提

供ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 发状根的诱导

发根农杆菌 Ａ４ 和 ＡＴＣＣ１５８３４ 菌液的制备参

照文献[２２]的方法进行ꎮ
(１)选取除虫菊无菌苗的根、 下胚轴和子

叶 ３ 种外植体ꎬ 在 ＭＳ 附加 １􀆰０ ｍｇ / Ｌ ２ꎬ４￣Ｄ 和

０􀆰５ ｍｇ / Ｌ ＫＴ 的培养基上预培养 ６ ｄꎬ 然后分别放

在乙酰丁香酮(ＡＳ)浓度分别为 ０、 ３０、 ６０、 １００、
１５０、 ２００、 ２５０ μｍｏｌ / Ｌ 的发根农杆菌菌液中ꎬ 每

个外植体材料数量不低于 ５０ 个ꎬ 每个均侵染

５ ｍｉｎꎬ 吸干菌液后放回原培养基上暗培养 ３ ｄꎬ
用于不同浓度 ＡＳ 对除虫菊外植体发状根诱导实验ꎮ
(２)选取除虫菊无菌苗的根、 下胚轴和子叶 ３ 种外

植体ꎬ 在 ＭＳ 附加 １􀆰０ ｍｇ / Ｌ ２ꎬ４￣Ｄ 和 ０􀆰５ ｍｇ / Ｌ
ＫＴ 的培养基上分别预培养 ０、 １、 ３、 ６、 １０ ｄꎬ 然

后用 １５０ μｍｏｌ / Ｌ ＡＳ 菌液侵染 ５ ｍｉｎꎬ 吸干菌液后

放回原培养基上暗培养 ３ ｄꎬ 用于不同预培养时间
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对除虫菊外植体发状根诱导实验ꎮ (３)选取对数期

生长旺盛的愈伤组织分别在 Ａ４ 和 ＡＴＣＣ１５８３４ 菌

液中侵染 １０ ｍｉｎꎬ 吸干表面的菌液ꎬ 再放回原培

养基和 ＭＳ 无激素培养基上暗培养 ３ ｄꎬ 用于不同

菌株在不同培养基上对除虫菊愈伤组织发状根诱导

实验ꎮ
待外植体周围有菌斑长出ꎬ 从共培养的培养

基中取出外植体和愈伤组织ꎬ 用无菌水清洗ꎬ 吸

干水分ꎬ 转移到 ＭＳ 附加 ５００ ｍｇ / Ｌ 头孢噻肟钠

培养基上继续暗培养ꎬ 每 ５ ｄ 转接 １ 次ꎬ 逐次降

低抗生素浓度直至无菌ꎬ 将除菌完全、 生长快速的

发状根转接于无激素的 ＭＳ 固体培养基上ꎬ 自然光

照培养ꎮ 每 ２０ ｄ 继代 １ 次ꎮ 外植体在除菌培养基

培养 ３０ ｄꎬ 计算诱导率ꎮ 发状根诱导率 ＝ (产生

发状根的外植体数 /接种的外植体数) × １００％ꎮ 上

述各实验每个处理接种 ３ 瓶ꎬ 每瓶至少接种 １０ 个

外植体ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 发状根的 ＰＣＲ 鉴定

以 ｒｏｌＢ 基因为检测目标ꎬ 上、 下游引物分别

为 ５′￣ＧＡＡ ＧＧＴ ＧＣＡ ＡＧＣ ＴＡＣ ＣＴＣ ＴＣ￣３′和 ５′￣
ＧＣＴ ＣＴＴ ＧＣＡ ＧＴＧ ＣＴＡ ＧＡＴ ＴＴ￣３′[２３]ꎮ 分别提

取除虫菊下胚轴、 子叶和愈伤组织诱导的发状根以

及 Ｒｉ 质粒、 未转化植株根系的 ＤＮＡ 为模板ꎬ 进行

ＰＣＲ 检测ꎮ 扩增条件为: ９４℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ ９４℃
变性 １ ｍｉｎꎬ ５３􀆰５℃退火 １ ｍｉｎꎬ ７２℃延伸 １ ｍｉｎꎬ
３０ 个循环ꎬ 最后 ７２℃延伸 ６ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 反应结束

后ꎬ 电泳分离ꎬ 于紫外灯下观察结果并照相ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 发状根培养条件的优化

不同培养基对除虫菊发状根生长的影响实验

分别选取 ＭＳ、 Ｂ５、 ６ꎬ７￣Ｖ、 ＷＰＭ、 Ｗｈｉｔｅ 共 ５ 种

培养基ꎻ 不同装液量对除虫菊发状根生长的影响

实验分别设置 ３０、 ５０、 ７０、 １００、 １２０ ｍＬ 共 ５
个处理ꎻ 选用 ２５０ ｍＬ 三角瓶每瓶装液 ５０ ｍＬ(除
不同装液量实验)ꎬ 选用 ＭＳ 培养基(除不同培养

基实验)ꎬ 每瓶接种 ５ ｇ 新鲜发状根ꎬ ｐＨ 值为

５􀆰 ８ꎬ 培养室温度为(２５ ± １)℃ꎬ 摇床转速 ８０ ｒ /
ｍｉｎꎬ 每个处理至少重复 ３ 次ꎮ 黑暗培养 ３０ ｄ 后

收获发状根ꎬ 每次收获时将摇瓶中发状根倒入布

氏漏斗中减压抽滤ꎬ 用适量去离子水洗去残留培

养基ꎬ 于 ５０℃烘箱干燥至恒重ꎬ 计算发状根增长

量ꎮ 发状根增长量计算公式为: 增长量 ＝ 收获

量 /瓶 － 接种量 /瓶ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 发状根提取物中除虫菊素含量检测

将烘干至恒重的除虫菊发状根研磨ꎬ 过 ２００
目筛ꎬ 称取 ０􀆰２ ｇꎬ 加入丙酮 ８ ｍＬ 超声波震荡

３０ ｍｉｎꎬ ９０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ 收集上清液ꎬ
重复 ３ 次ꎬ 合并 ３ 次提取液减压浓缩得浸膏并用丙

酮定容ꎬ 置 ４℃冰箱备用ꎮ
采用 ＴＲＡＣＥ ＧＣ ＵＬＴＲＡ￣ＰＯＬＡＲＩＳＱ 型气质联

用仪测定除虫菊素的含量ꎬ 除虫菊素标准品(产品

批号: １６０￣２５９７１)由日本 Ｗａｋｏ 公司提供ꎮ 操作

条件为:
(１)ＧＣ 条件: ８０℃保持 １ ｍｉｎꎬ ５℃/ ｍｉｎ 梯

度上升至 ２３０℃ꎬ 保持 ７ ｍｉｎꎬ ５℃/ ｍｉｎ 梯度上升

至 ２８０℃ꎬ 保持 ８ ｍｉｎꎮ 进样口温度: ２５０℃ꎻ 载

气(高纯氦)流量 １􀆰６ ｍＬ / ｍｉｎꎻ 分流比 ５０ ∶１ꎮ 色谱

柱: ＤＢ￣１(３０ ｍ × ０􀆰３２ ｍｍ × ０􀆰２５ ｍｍ)弹性毛细

管石英柱ꎮ
(２)ＭＳ 条件: ＥＩ 源ꎻ 源温 ２００℃ꎻ 电子能量

７０ ｅＶꎻ 传输线温度 ２５０℃ꎻ 发射电流 ３００ μＡꎻ 电

子倍增器电压 ３５０ Ｖꎻ 扫描范围 ５０ ~５５０ ｍ / ｚꎻ 扫

描时间 ０􀆰４５ ｓꎻ 扫描间隔 ０􀆰０５ ｓꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 愈伤组织和发状根的拒食活性测定

除虫菊愈伤组织和发状根对粘虫的拒食作用采

用小叶碟添加法[２４ꎬ２５]ꎬ 提取物用丙酮稀释成 １０、
２５、 ５０、 １００ ｍｇ / ｍＬ 的溶液ꎬ 以丙酮为对照ꎬ 连

续饲喂 ７２ ｈꎬ 重复 ３ 次ꎬ 每个重复饲喂 ２０ 头试

虫ꎮ 实验结果用 Ｖｉｓｕａｌ Ｂａｓｉｃ ６􀆰０ 程序求出拒食中

质量浓度 ＡＦＣ５０和拒食毒力曲线[２６]ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 除虫菊发状根的诱导

２􀆰 １􀆰 １　 不同浓度乙酰丁香酮(ＡＳ)对除虫菊外植

体发状根诱导的影响

不同浓度 ＡＳ 对除虫菊发状根的诱导影响较

大ꎬ 根在不添加 ＡＳ 时其发状根诱导率达到 １００％ꎬ
随着 ＡＳ 浓度的增大诱导率逐渐下降(图 １)ꎮ 而适

当浓度的 ＡＳ 能明显促进下胚轴和子叶发状根的诱

导ꎬ 随着 ＡＳ 浓度的增大诱导率明显升高ꎬ 当 ＡＳ
浓度为 １５０ μｍｏｌ / Ｌ 时下胚轴和子叶的诱导率最高ꎬ
为对照的 ２􀆰２９ 和 ２􀆰６６ 倍ꎬ 之后随着浓度的继续升

高诱导率逐渐下降ꎮ
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图 １　 不同浓度乙酰丁香酮对不同外植体发状根诱导的影响
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ

ａｃｅｔｏｓｙｒｉｎｇｏｎｅ ａｎｄ ｅｘｐｌａｎｔｓ ｏｎ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

２􀆰 １􀆰 ２　 不同预培养时间对除虫菊发状根诱导的

影响

于农杆菌侵染外植体之前对不同外植体进行预

培养时发现ꎬ 不同预培养时间对除虫菊发状根诱导

的影响差异较大(图 ２)ꎬ 根未经过预培养时其发状

根诱导率达到 １００％ꎬ 随着预培养时间的延长发状

根诱导率逐渐下降ꎮ 而适当的预培养时间能明显促

进下胚轴和子叶发状根的诱导ꎬ 随着预培养时间的

延长ꎬ 诱导率明显升高ꎬ 当预培养 ６ ｄ 时ꎬ 除虫菊

下胚轴的发状根诱导率最高ꎬ 为对照的 ２􀆰２５ 倍ꎻ
子叶发状根没有做预培养处理和做了预培养 ６ ｄ 的

诱导率差异不显著ꎬ 但在预培养 １０ ｄ 时显著下降ꎮ
根、 下胚轴和子叶在预培养 １０ ｄ 时ꎬ 伤口均有不

同程度的愈伤组织形成ꎬ 显著抑制了发状根的

诱导ꎮ
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图 ２　 预培养时间对不同外植体发状根诱导的影响
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｒｅｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ ａｎｄ

ｅｘｐｌａｎｔｓ ｏｎ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

２􀆰 １􀆰 ３　 不同菌株在不同培养基上对除虫菊愈伤组

织进行发状根的诱导

发根农杆菌 Ａ４ 和 ＡＴＣＣ１５８３４ 在 ＭＳ、 ＭＳ ＋
１５０ μｍｏｌ / Ｌ ＡＳ、 ＭＳ ＋ １􀆰０ ｍｇ / Ｌ ２ꎬ４￣Ｄ ＋ ０􀆰５ ｍｇ /
Ｌ ＫＴ 三种培养基上对除虫菊愈伤组织进行侵染时

发现ꎬ Ａ４ 的诱导率均高于 ＡＴＣＣ１５８３４(图 ３)ꎬ ２

种农杆菌在侵染时对是否添加 ＡＳ 其发状根诱导率

差异均不明显ꎬ 而在侵染后放回原培养基(培养基

中添加 １􀆰０ ｍｇ / Ｌ ２ꎬ４￣Ｄ 和 ０􀆰５ ｍｇ / Ｌ ＫＴ)进行共

培养时愈伤组织继续膨大ꎬ 在诱导 ２５ ｄ 以后ꎬ 仅

少数愈伤组织上有零星发状根长出ꎬ 诱导率明显下

降ꎬ 而在无添加植物生长调节剂的培养基上愈伤组

织体积不再增大ꎬ ２０ ｄ 后白色、 簇状发状根开始

慢慢形成ꎬ 每块愈伤组织上发状根的数量也明显增

多ꎬ 这可能是植物生长调节剂促进了愈伤组织的生

长ꎬ 而抑制了发状根的形成ꎮ
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图 ３　 不同菌株在不同培养基上对愈伤组织发状根的诱导
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｒｈｉｚｏｇｅｎｅｓ

ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｍｅｄｉａ ｏｎ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

２􀆰 ２　 除虫菊发状根的鉴定

从下胚轴、 子叶发状根和愈伤组织诱导的发状

根总 ＤＮＡ 中扩增到期望的 ４２３ ｂｐ 左右的特异性

片段ꎬ 该片段与作为阳性对照 Ｒｉ 质粒 ＤＮＡ 中扩增

出的特异性片段大小一致ꎬ 而从未转化根系(正常

根)提取的总 ＤＮＡ 中扩增不到此片段(图 ４)ꎮ 这

说明发根农杆菌含有的 Ｒｉ Ｔ￣ＤＮＡ 的 ｒｏｌＢ 基因已整

合进入除虫菊发状根基因组中ꎮ

bp
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Ｍ: Ｍａｒｋｅｒ(ＤＬ２０００)ꎻ １: 下胚轴发状根ꎻ ２: 子叶发状根ꎻ
３: 愈伤组织发状根ꎻ ４: Ｒｉ 质粒ꎻ ５: 正常根ꎮ
Ｍ: Ｍａｒｋｅｒ ( ＤＬ２０００)ꎻ １: Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｆｒｏｍ ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ ｈａｉｒｙ
ｒｏｏｔｓꎻ ２: Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｆｒｏｍ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓꎻ ３: Ｆｒａｇ￣
ｍｅｎｔ ｆｒｏｍ ｃａｌｌｕｓ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓꎻ ４: Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｆｒｏｍ Ｒｉ ｐｌａｓｍｉｄꎻ
５: Ｎｏｎ￣ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｒｏｏｔｓ.

图 ４　 除虫菊发状根中 ｒｏｌＢ基因的 ＰＣＲ检测
Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｌＢ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｎ

ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｐｙｒｅｔｈｒｕｍ ｃｉｎｅｒａｒｉｉｆｏｌｉｕｍ
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２􀆰 ３　 除虫菊发状根培养条件的优化

２􀆰 ３􀆰 １　 不同培养基对发状根生长的影响

不同培养基对除虫菊发状根生长情况差异较大

(图 ５)ꎬ ＭＳ 培养基培养的发状根呈奶白色、 粗

壮ꎬ 根长在 １􀆰２ ~ １􀆰７ ｃｍꎬ 增长量也最大ꎮ Ｂ５ 培

养基培养的发状根呈淡黄色ꎬ 发根长度和增长量仅

次于 ＭＳ 培养基ꎮ Ｗｈｉｔｅ 和 ＷＰＭ 培养基上生长的

发状根呈黄色ꎬ 根长度在 ０􀆰５ ~ １􀆰０ ｃｍꎬ 生长至

２０ ｄ 左右就停止生长并逐渐褐变ꎮ ６ꎬ７￣Ｖ 培养基

接种的发状根随着培养时间的延长逐渐变短并愈伤

化ꎬ 形成愈伤后生长速度明显变慢ꎬ 增长量只有

ＭＳ 的 ３３％ꎮ
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图 ５　 不同培养基对除虫菊发状根生长的影响
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ ｏｎ ｈａｉｒｙ

ｒｏｏｔ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｐ. ｃｉｎｅｒａｒｉｉｆｏｌｉｕｍ

２􀆰 ３􀆰 ２　 不同装液量对除虫菊发状根生长的影响

除虫菊发状根生长过程中必须有一半左右暴露

在培养基外ꎬ 当发状根完全浸没在培养基中时会很

快失去光泽ꎬ 迅速停止生长ꎮ ２５０ ｍＬ 三角瓶中不

同体积培养基对除虫菊发状根生长的影响差异较大

(图 ６)ꎬ 培养基体积在 ７０ ｍＬ 以下时ꎬ 刚接种的

0.0

0.3

0.6

0.9

1.2

1.5

30 50 70 100 120
!"#$% ( )Medium volume mL flash/

&
'
(

(
)

D
W

 g
/fl

as
h

H
ai

ry
 ro

ot
s 

in
cr

em
en

t

图 ６　 不同装液量对除虫菊发状根生长的影响
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉｕｍ ｖｏｌｕｍｅｓ
ｏｎ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｐ. ｃｉｎｅｒａｒｉｉｆｏｌｉｕｍ

发状根会有部分暴露在培养基外ꎬ 随着培养基体积

的增加刚接种的发状根被培养基浸没ꎬ 发状根颜色

变深ꎬ 生长速度缓慢ꎮ 收获时 ５０ ｍＬ 培养基中发

状根增长量最大ꎬ 为 １００ ｍＬ 培养基的 ２􀆰４ 倍ꎻ 而

３０ ｍＬ 培养基中的发状根尽管早期生长速度较快ꎬ
但 ２０ ｄ 后随着培养基消耗殆尽而停止生长ꎮ
２􀆰 ４　 除虫菊愈伤组织及发状根提取物的气质联用

分析及生物活性检测

２􀆰 ４􀆰 １　 除虫菊发状根提取物气质联用分析

通过除虫菊素标准品和愈伤组织、 发状根

ＧＣＭＳ 图谱的离子碎片分子质量库比对ꎬ 从发状

根中检测到瓜菊素Ⅰ、 茉酮菊素Ⅰ和茉酮菊素Ⅱ３
种成分(图 ７)ꎬ 而在愈伤组织图谱中均未检测到除

虫菊素的 ６ 种成分ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ２　 除虫菊愈伤组织及发状根对粘虫幼虫的拒

食活性

采用小叶碟添加法测定了除虫菊愈伤组织及发

状根对粘虫幼虫的拒食作用ꎬ 发现愈伤组织及发状

根对粘虫幼虫均具有较高的拒食作用(表 １)ꎬ 试虫

在处理 １２ ｈ 后就表现出明显的拒食作用ꎬ 并随着

处理时间的延长ꎬ 拒食活性也逐渐增强ꎬ 而对发状

根的拒食作用明显优于愈伤组织ꎬ 处理后 １２、 ２４、
４８ ｈ 的 ＡＦＣ５０值分别下降 ５０％、 ４９％和 ４３％ꎮ

３　 讨论

早在 ２０ 世纪 ７０ 年代就有关于除虫菊组织培

养的研究报道[２７－２９]ꎬ 除虫菊的组织培养研究虽然

起步较早ꎬ 但由于除虫菊素见光容易分解ꎬ 给生物

合成工作带来了一定的困难ꎬ 因此ꎬ 通过组织培养

手段生产除虫菊素的研究进展极其缓慢ꎮ 我们在前

期的研究中发现ꎬ 无论以除虫菊的何种外植体ꎬ 甚

至以花为外植体诱导形成的愈伤组织及建立的悬浮

细胞系均未检测到除虫菊素ꎮ 齐静静等[３０] 对除虫

菊组培苗进行培养时发现ꎬ 培养至第 ４ 代时除虫菊

素含量就明显开始下降ꎬ 第 ５ 代组培苗就表现出植

株矮化、 枝叶纤细、 生长缓慢等退化现象ꎬ 这给通

过组培苗生产除虫菊素带来了一定的困难ꎮ 因此ꎬ
我们通过发根农杆菌侵染除虫菊外植体诱导产生发

状根ꎬ 试图通过发状根培养生产除虫菊素ꎮ 本实验

结果表明ꎬ 通过无菌苗的根、 子叶、 下胚轴以及愈

伤组织均可诱导获得发状根ꎬ 但无菌苗的根、 子

叶、 下胚轴诱导形成的发状根比较分散、 生长缓慢、
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１: 瓜菊素Ⅰꎻ ２: 茉酮菊素Ⅰꎻ ３: 除虫菊素Ⅰꎻ ４: 瓜菊素Ⅱꎻ ５: 茉酮菊素Ⅱꎻ ６: 除虫菊素Ⅱꎮ
１: ＣｉｎｅｒｉｎⅠꎻ ２: ＪａｓｍｏｌｉｎⅠꎻ ３: ＰｙｒｅｔｈｒｉｎⅠꎻ ４: ＣｉｎｅｒｉｎⅡꎻ ５: ＪａｓｍｏｌｉｎⅡꎻ ６: ＰｙｒｅｔｈｒｉｎⅡ.

图 ７　 标准品(Ａ)和发状根样品(Ｂ)的 ＧＣＭＳ图
Ｆｉｇ􀆰 ７　 ＧＣＭＳ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ (Ａ) ａｎｄ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔ ｓａｍｐｌｅｓ (Ｂ)

表 １　 除虫菊愈伤组织及发状根对粘虫幼虫的拒食作用
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｎｔｉｆｅｅｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ａｎｄ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ ｏｆ Ｐ. ｃｉｎｅｒａｒｉｉｆｏｌｉｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｌａｒｖａｅ ｏｆ Ｍｙｔｈｉｍｎａ ｓｅｐａｒａｔａ

供试样品
Ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅｓ

时间
Ｔｉｍｅ
(ｈ)

回归方程
ＡＦＣ￣Ｐ

拒食中质量浓度
ＡＦＣ５０

(ｍｇ / ｍＬ)

９５％置信区间
９５％ Ｆ.Ｌ.
(ｍｇ / ｍＬ)

相关系数
ｒ

愈伤组织 Ｃａｌｌｕｓ
１２ ｙ ＝ ２.０１５４ ＋ １.９１０４ｘ ３６.５０１５ １.６９２ ~ ４９.１５４ ０.９８６０
２４ ｙ ＝ ２.３０６２ ＋ １.７７１８ｘ ３３.１３７７ １.６５７ ~ ４５.３８８ ０.９９２０
４８ ｙ ＝ ２.２４３１ ＋ １.８１５５ｘ ３２.９９７２ １.６５３ ~ ４４.９５３ ０.９７８６

发状根 Ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ
１２ ｙ ＝ ２.５８２９ ＋ １.９１９４ｘ １８.１６６８ １.４２４ ~ ２６.５６５ ０.９７６４
２４ ｙ ＝ ２.５５６１ ＋ ２.０１９３ｘ １６.２２８４ １.３８２ ~ ２４.０８５ ０.９７７７
４８ ｙ ＝ ２.８６７９ ＋ １.８５０４ｘ １４.１９８７ １.３５４ ~ ２２.６０１ ０.９８０４

活力较差ꎬ 继代培养后不容易成活ꎬ 而愈伤组织产

生的发状根继代培养早期可以和愈伤组织一起培

养ꎬ 生长速度快ꎬ 很容易成活ꎬ 通过这种方法诱导

的发状根已经在实验室连续培养 ２ 年ꎬ 生长非常稳

定ꎮ 发状根与愈伤组织、 悬浮细胞以及芽培养相

比ꎬ 更易进行工业化生产ꎬ 发状根诱导、 培养的成

功为通过组织培养方式生产除虫菊素奠定了基础ꎮ
通过 ＧＣＭＳ 检测发现ꎬ 在未检测到除虫菊素的愈

伤组织诱导形成的发状根中检测到了瓜菊素Ⅰ、 茉

酮菊素Ⅰ和茉酮菊素Ⅱ３ 种成分ꎬ 且经过多次继代
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培养后发状根生长速度和除虫菊素含量均较稳定ꎬ
但含量较低ꎮ 可见ꎬ 要想通过除虫菊发状根培养实

现工厂化生产除虫菊素ꎬ 还需在提高含量方面作进

一步研究ꎮ
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