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摘  要 : 为探讨真菌诱导子以及硝酸银等非生物诱导子对雷公藤不定根生长及次生代谢产物含量的影响。以

雷公藤不定根为材料，通过向培养基中添加不同种类的真菌诱导子以及硝酸银等非生物诱导子，采用高效液相

色谱检测不定根中雷公藤甲素和生物碱含量。结果表明：各种真菌诱导子不影响不定根的生长，但对次生代谢

产物含量有显著影响，其中，苹果炭疽和柿子炭疽诱导子的加入不仅使不定根中雷公藤甲素的含量分别提高了

2.24 和 1.93 倍，生物碱的含量也各提高了 2.02 和 2.07 倍。苹果炭疽诱导子浓度为 50 μg/mL 时比较适合雷公

藤不定根生长及雷公藤甲素和生物碱的积累。硝酸银抑制不定根的生长和生物碱的积累，但促进雷公藤甲素的

积累。硝酸银浓度为 25 µmol/L 时雷公藤甲素含量为对照的 1.71 倍。茉莉酸甲酯浓度为 50 µmol/L 时，不定根

增长量为对照的 1.04 倍，雷公藤甲素和生物碱含量分别为对照的 1.64 倍和 2.12 倍。酵母提取物浓度为 2 g/L

时，雷公藤甲素含量为对照的 1.48 倍。表明培养基中添加硝酸银和酵母提取物对不定根中雷公藤甲素的合成

具有明显的促进作用，苹果炭疽和茉莉酸甲酯的协同作用既能促进雷公藤甲素的合成又能促进雷公藤生物碱的

合成。 

关键词 : 雷公藤，不定根，诱导子，次生代谢产物  

 

组织工程与细胞培养 
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Effects of elicitors on growth of adventitious roots and  
contents of secondary metabolites in Tripterygium wilfordii  
Hook. f. 

Yan Li1,2, Lei Zhao1,2, Lei Cui1,2, Jiamin Lei1,2, and Xing Zhang2 
1 College of Life Science, Northwest A&F University, Yangling 712100, Shaanxi, China  
2 Shaanxi Province Technology and Engineering Center of Biopesticide, Research and Development Center of Biorational Pesticide, 
Northwest A&F University, Yangling 712100, Shaanxi, China 

Abstract:  To study the effects of the extract of fungal elicitor, AgNO3, MeJA and yeast on the growth and content of 

secondary metabolites of adventitious roots in Tripterygium wilfordii. The above elicitors were supplemented to the 

medium, the growth and the content of secondary metabolites were measured. When the medium was supplemented with 

the elicitor Glomerella cingulata or Collectotrichum gloeosporioides, the content of triptolide was increased by 2.24 and 

1.93-fold, the alkaloids content was increased by 2.02 and 2.07-fold, respectively. The optimal concentration of        

G. cingulata was 50 μg/mL for accumulation of triptolide, alkaloids and for the growth of adventitious roots. AgNO3 

inhibited the growth of adventitious roots and the accumulation of the alkaloids, whereas it (at 25 µmol/L) increased the 

accumulation of triptolide by 1.71-fold compared to the control. The growth of adventitious roots, the contents of triptolide 

and alkaloids were increased 1.04, 1.64 and 2.12-folds, respectively when MeJA was at 50 µmol/L. When the concentration 

of yeast reached 2 g/L, the content of triptolide increased 1.48-folds. This research demonstrated that supplementation of 

AgNO3 and yeast enhanced the biosynthesis of triptolide in adventitious roots and the synergism of G. cingulata and MeJA 

could promote the biosynthesis of both triptolide and alkaloids. 

Keywords:  Tripterygium wilfordii Hook. f., adventitious root, elicitor, secondary metabolites 

通过植物组织培养生产次生代谢产物时，

往往添加诱导子来改变细胞的代谢途径和代谢

强度，从而提高植物组织培养物中有用次生代

谢产物的积累，为植物细胞次生代谢的调控提

供了新的手段，这一方法越来越引起人们的关

注[1-2]。近几年诱导子被广泛地用于促进各种细

胞培养物中次生代谢产物的生物合成[3-5]，研究

表明诱导子的作用效果与诱导子的种类、浓度

以及作用时间等因素有关[6-7]，有时不同诱导子

之间还存在一定的协同效应，两种或两种以上

诱导子的协同作用可产生更强的诱导效果[8-9]。 

雷公藤 Tripterygium wilfordii Hook. f. 作为

传统的杀虫植物及药用植物，其主要活性成分

雷公藤甲素和雷公藤生物碱等次生代谢产物主

要存在于根皮中[10-11]。其根皮在我国民间常用

于防治多种蔬菜害虫，根皮提取物对小菜蛾

Plutella xylostella、菜青虫 Pieris rape 等害虫有

强烈的胃毒、拒食或麻痹作用[12-14]。雷公藤甲

素和雷公藤生物碱也是临床上用于治疗风湿性

关节炎、抗肿瘤和免疫抑制性疾病的主要成  

分[15-17]，雷公藤属于木本植物，生长缓慢，有

效成分含量较低[11,18]，使市场开发新药以及生

物农药的使用受到了限制。为了解决这一问题，

我们进行了利用植物组织培养方法生产雷公藤

次生代谢产物的研究[19-20]，为了进一步提高其

次生代谢产物的含量，从诱导子种类、添加浓
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度及时间、诱导子协同作用等对雷公藤不定根

增长量和次生代谢产物含量进行了探讨。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

雷公藤不定根：为本实验室多代驯化培养

的稳定的不定根培养体系作为供试材料。 

所 用 病 原 菌 ： 小 麦 根 腐 Fusarium 

graminearum、苹果炭疽 Glomerella cingulata、

柿子炭疽 Collectotrichum gloeosporioides、美味

牛肝菌 Boletus edulis、尖孢镰刀菌 Fusarium 

oxysporum 、 小 麦 全 蚀 Gaeumannomyces 

graminis，均由本实验室菌种保藏中心提供。 

仪器与试剂：日本岛津 LC-6ATVP 高效液

相色谱仪，紫外检测器。UV120-02 型紫外/可见

分光光度计  (日本岛津 )。雷公藤甲素标准品 

(批号 1566-200201，纯度 95%) 由中国药品生物

制品鉴定所提供。雷公藤生物碱，由西北农林

科技大学无公害农药研究服务中心提供，为本

课题组从雷公藤根皮中提取得到，经光谱鉴定

结构 HPLC 面积归一法测定纯度大于 95%。乙

腈为色谱纯，水为超纯水，其他试剂为分析纯。 

1.2  方法 

1.2.1  雷公藤不定根的培养 

雷公藤不定根继代培养均以 NT 为基本培

养基，添加 4.0 mg/L 奈乙酸 (NAA)、1.0 mg/L 

2,4-二氯苯氧乙酸 (2,4-D) 和 0.5 mg/L 激动素 

(KT)，加入蔗糖 30 g/L，250 mL 三角瓶内装  

100 mL 培养基，接种量为 10 g/L 新鲜不定根，

pH 用 PHS-2C 型酸度计高压灭菌前调至 5.8。在

温度 (25±1) ℃，在自然光照下培养，摇床转速

为 120 r/min。培养结束后将不定根用去离子水

冲洗过滤后冷冻干燥至恒重，按照不定根增长量

=收获量/瓶−接种量/瓶，计算不定根增长量，并将

其粉碎过 60 目筛，冷藏保存用以提取雷公藤甲素

和雷公藤生物碱。所有试验重复 3 次。 

1.2.2  诱导子的制备和添加 

将以上病原菌接种在 PDA 固体培养基上进

行活化，将活化后的菌种接种在 PDA 液体培养

基中，25 ℃、120 r/min 摇床上培养 1 周收获菌

丝，参照文献[21]的方法制备真菌细胞壁诱导

子，以葡萄糖为标准，用蒽酮比色法测定诱导

子提取物中多糖含量。诱导子的加入量按溶液

中含糖量计算，单位为 mg GE/L 葡萄糖当量 

(Glucose equivalent)。 

1.2.3  不同种类真菌诱导子对雷公藤不定根生

长和次生代谢产物含量的影响 

向继代培养 30 d 的不定根中添加 50 μg/mL

小麦根腐、苹果炭疽、柿子炭疽、美味牛肝菌、

尖孢镰刀菌及小麦全蚀 6 种诱导子，培养至第

45 天收获不定根。 

1.2.4  不同浓度苹果炭疽病原菌对雷公藤不定

根生长和次生代谢产物含量的影响 

向继代培养 30 d 的不定根中添加 10、30、

50、70、100、200 μg/mL 苹果炭疽诱导子，培

养至第 45 天收获不定根。 

1.2.5  诱导子添加时间对雷公藤不定根生长和

次生代谢产物含量的影响 

向继代培养第 15、20、25、30、35、40 d

的不定根中添加 50 μg/mL 苹果炭疽诱导子，培

养至第 45 天收获不定根。 

1.2.6  诱导子作用时间对雷公藤不定根生长和

次生代谢产物含量的影响 

向继代培养第 30 天的不定根中添加     
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50 μg/mL 苹果炭疽诱导子，培养至诱导子加入

后 0、5、10、15、20、25 d 收获不定根。 

1.2.7  非生物诱导子对雷公藤不定根生长和次

生代谢产物含量的影响 

向继代培养第 30 天的不定根中添加 0、5、

10、25、50、100 µmol/L 硝酸银 (过滤灭菌法，

下同)，0、10、30、50、75、100 µmol/L 茉莉酸

甲酯，0、0.5、1、2、5、10 g/L 酵母提取物，

培养至第 45 天收获不定根。 

1.2.8  诱导子协同作用对雷公藤不定根生长和

次生代谢产物含量的影响 

向继代培养第 30 天的不定根中同时添加 

50 μg/mL 苹果炭疽病原菌诱导子和 25 µmol/L

硝酸银以及 50 μg/mL 苹果炭疽病原菌诱导子和

50 µmol/L 茉莉酸甲酯，培养至诱导子加入后 0、

5、10、15、20、25 d 收获不定根。 

1.3  次生代谢产物含量的测定 

参照文献[22]的方法对雷公藤次生代谢产

物含量进行测定。称取雷公藤不定根样品 1 g，

置于磨口瓶中，加入乙酸乙酯 20 mL 过夜，超

声提取 40 min，过中性氧化铝柱，减压回收乙

酸乙酯，用 45%甲醇溶解并定容至 5 mL，测定

雷公藤甲素和生物碱含量。 

雷公藤甲素含量的测定采用 HPLC 法，色

谱条件为，色谱柱 C18 (4.6 mm×250 mm) 5 µm；

流动相，甲醇∶水 = 45 55∶ ；流速 1 mL/min；

检测波长为 218 nm；以雷公藤甲素为标准品，

用 45%甲醇溶解并定容制得 100 µg/mL 标准液。

将标准液用 45%甲醇稀释成 1、10、30、50、75、

100 µg/mL 系列浓度溶液，分别进样 3 次，以峰

面积平均值 (A) 为纵坐标，浓度  (C) 为横坐

标，得线性回归方程为：A = 46 866C – 10 771，

R2 = 0.999 9。 

雷公藤生物碱含量的测定采用紫外分光光

度法，将提取液用 45%甲醇稀释 10–30 倍，用紫

外/可见分光光度计在 268 nm 波长下进行比色，

测定吸光度；以生物碱为标准品，用 45%甲醇溶

解并定容制得 100 µg/mL 的标准液。将标准品溶

液用 45%甲醇稀释成 5、10、40、60、80、100 µg/mL

系列浓度溶液，以 45%甲醇为空白对照，于   

268 nm 波长处测定吸光度 (OD 值)。以吸光度 A

为纵坐标，浓度 C 为横坐标，制作标准曲线，其

回归方程为：A=0.008 7C−0.008 1，R2=0.999 8。 

2  结果与分析 

2.1  真菌诱导子对雷公藤不定根生长和次生

代谢产物含量的影响 

2.1.1  不同种类真菌诱导子对雷公藤不定根生

长和次生代谢产物含量的影响 

在培养 30 d 的雷公藤不定根中加入真菌诱

导子后不定根增长量和对照相比差异并不明显 

(图 1)，而对不定根中雷公藤甲素和生物碱的含

量差异较大。各种诱导子的加入对不定根中雷

公藤甲素和生物碱的含量均有不同程度的提

高。其中，苹果炭疽 (GC) 和柿子炭疽 (CG) 诱

导子的加入使不定根的增长量分别为对照的

96.40%和 95.68%，而不定根中雷公藤甲素的含

量和对照相比分别提高了 2.24 和 1.93 倍，生物

碱的含量和对照相比也各提高了 2.02 和 2.07

倍。其他诱导子的添加不定根中雷公藤甲素和

生物碱的含量也有不同程度的提高。 

2.1.2  不同浓度苹果炭疽诱导子对雷公藤不定

根生长和次生代谢产物含量的影响 

苹果炭疽诱导子浓度在 0–50 μg/mL 时对不
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定根增长量差异并不明显 (图 2) 当浓度超过

50 μg/mL 时，不定根卷曲，生长速度下降明显，

浓度在 100 μg/mL 时，不定根增长量为对照的

87.77%，但不定根中雷公藤甲素含量达到最大

值，为对照的 2.66 倍，当浓度为 200 μg/mL 时，

随着培养时间的延长，不定根颜色变深，逐渐 

 

 
 

图 1  不同种类真菌诱导子对不定根生长和次生代

谢产物含量的影响 

Fig. 1  Effects of fungal elicitor on the growth and 
secondary metabolites contents of adventitious root. 

CK: control; FG: Fusarium graminearum; GC: 
Glomerella cingulata; CG: Collectotrichum 

gloeosporioides; BE: Boletus edulis; FO: Fusarium 
oxysporum; GG: Gaeumannomyces graminis. 

 

 
 

图 2  不同浓度苹果炭疽诱导子对不定根生长和次

生代谢产物含量的影响 

Fig. 2  Effects of Glomerella cingulata concentration 
on the growth and secondary metabolites contents of 

adventitious roots. 

失去光泽，并在第 35 天就停止生长，雷公藤甲

素含量也明显下降。生物碱含量在试验范围内，

随着诱导子浓度的增加而升高，当诱导子浓度

为 200 μg/mL 时，生物碱含量为对照的 2.52 倍。 

2.1.3  诱导子添加时间对雷公藤不定根生长和

次生代谢产物含量的影响 

前期试验发现，雷公藤不定根的生长周期

约为 40 d，接种后第 15 天进入快速生长期，第

25 天时生长速度最快，第 30 天进入稳定生长

期。为了确定诱导子的最佳添加时间，分别在

不定根接种后不同时间加入苹果炭疽诱导子，

第 45 天收获不定根 (图 3) 发现，不定根增长

量随着生长时间的延长而增加，雷公藤甲素含

量在第 15 天至第 30 天加入差异并不明显，第

35 天以后加入含量明显开始下降，而生物碱含

量是诱导子加入的越早含量越高。 

 

 
 

图 3  诱导子添加时间对不定根生长和次生代谢产

物含量的影响 

Fig. 3  Effects of additive time on the growth and 
secondary metabolites contents of adventitious roots. 

 
2.1.4  诱导子作用时间对雷公藤不定根生长和

次生代谢产物含量的影响 

在培养 30 d 的不定根中，加入 50 μg/mL 苹

果炭疽诱导子后每隔 5 d 收获 1 次不定根，随着
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诱导子作用时间的延长不定根增长量呈下降趋

势 (图 4)，雷公藤甲素含量在加入第 15 天时最

高，以后随着培养时间的延长而逐渐下降，生

物碱含量随着作用时间的延长而增加，但生物

碱含量在添加第 10 天至第 25 天差异并不明显。 

 

 
 

图 4  诱导子作用时间对不定根生长和次生代谢产

物含量的影响 

Fig. 4  Effects of incubation time after elicitation on 
the growth and secondary metabolites contents of 

adventitious roots. 
 

2.2  非生物诱导子对雷公藤不定根生长和次

生代谢产物含量的影响 

2.2.1  硝酸银对雷公藤不定根生长和次生代谢

产物含量的影响 

培养基中加入硝酸银对雷公藤不定根的生

长、雷公藤甲素及生物碱含量均有较大的影响 

(图 5)。不定根增长量随着硝酸银浓度的升高而

下降，雷公藤甲素含量随着硝酸银浓度的增加

均 有 不 同 程 度 的 提 高 ， 在 硝 酸 银 浓 度 为      

25 µmol/L 时，不定根增长量为对照的 86.03%，

雷公藤甲素含量为对照的 1.71 倍。硝酸银的加

入不利于不定根中生物碱的合成，生物碱含量

随着硝酸银浓度的升高而降低，当硝酸银浓度

为 100 µmol/L 时，生物碱含量仅为对照的

68.77%。 

 
 

图 5  硝酸银对不定根生长和次生代谢产物含量的

影响 

Fig. 5  Effects of AgNO3 on the growth and secondary 
metabolites contents of adventitious roots. 

 

2.2.2  茉莉酸甲酯对雷公藤不定根生长和次生

代谢产物含量的影响 

适宜浓度茉莉酸甲酯的加入对雷公藤不定

根的生长、雷公藤甲素及生物碱含量均有不同

程度的提高 (图 6)。适合不定根生长的茉莉酸

甲酯浓度为 30 µmol/L，当茉莉酸甲酯浓度为   

50 µmol/L 时，雷公藤甲素含量为对照的 1.64

倍，生物碱含量为对照的 2.12 倍，此时不定根

增长量为对照的 1.04 倍。 

 

 
 

图 6  茉莉酸甲酯对不定根生长和次生代谢产物含

量的影响 

Fig. 6  Effects of MeJA on the growth and secondary 
metabolites contents of adventitious roots. 
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2.2.3  酵母提取物对雷公藤不定根生长和次生

代谢产物含量的影响 

试验发现，低浓度的酵母提取物不仅能促

进不定根的生长，也明显促进雷公藤甲素的形

成 (图 7)。当酵母提取物浓度为 1 g/L 时，不定

根增长量为对照的 1.12 倍，酵母提取物浓度为

2 g/L 时，雷公藤甲素含量为对照的 1.48 倍，但

酵母提取物明显抑制雷公藤生物碱的合成，且

浓度越大抑制作用越强。 

 

 
 

图 7  酵母提取物对不定根生长和次生代谢产物含

量的影响 

Fig. 7  Effects of yeast on the growth and secondary 
metabolites contents of adventitious roots. 

 

2.3  诱导子协同作用对雷公藤不定根生长和

次生代谢产物含量的影响 

2.3.1  苹果炭疽诱导子和硝酸银协同作用对雷

公藤不定根生长和次生代谢产物含量的影响 

苹果炭疽诱导子和硝酸银的协同作用对不

定根生长、雷公藤甲素及生物碱的含量影响差

异较大 (图 8)，随着诱导子作用时间的延长不

定根增长量比各自单独加入明显下降，但雷公

藤甲素含量比各自单独加入明显升高，雷公藤

甲素含量达到最大值的时间也比单独加入提前

了 5 d，在加入的第 10 天达到最大值，为单独

使用苹果炭疽诱导子 1.16 倍，为单独使用硝酸

银的 1.51 倍。生物碱含量在加入第 20 天时最

高。比单独加入苹果炭疽诱导子的含量下降了

16.50%，但为单独加入硝酸银的 2.25 倍。 

2.3.2  苹果炭疽诱导子和茉莉酸甲酯协同作用

对雷公藤不定根生长和次生代谢产物含量的影响 

在培养基中同时加入苹果炭疽诱导子和茉

莉酸甲酯后不定根增长量明显提高 (图 9)，在 

 
 

 
 

图 8  苹果炭疽诱导子和硝酸银协同作用对不定根

生长和次生代谢产物含量的影响 

Fig. 8  Effects of synergism by Glomerella cingulata 

and AgNO3 on the growth and secondary metabolites 
contents of adventitious roots. 

 

 
 

图 9  苹果炭疽诱导子和茉莉酸甲酯协同作用对不

定根生长和次生代谢产物含量的影响 

Fig. 9  Effects of synergism by Glomerella cingulata 

and MeJA on the growth and secondary metabolites 
contents of adventitious roots. 
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加入的第 10 天，不定根增长量均高于二者单独

添加。在加入的第 10 天雷公藤甲素含量达到最

大值，为单独使用茉莉酸甲酯的 1.19 倍，但比

单独使用苹果炭疽诱导子下降了 13.92%。生物

碱含量在添加的第 15 天达到最大值，和单独使

用茉莉酸甲酯接近，为单独使用苹果炭疽诱导

子的 1.11 倍。 

3  讨论 

利用诱导子激活植物细胞中的次生代谢途

径已成为提高药用植物组织培养中药用成分积

累的有效方法[23]。前人研究证明，不同种类的

真菌诱导子在不同植物细胞次生代谢调节中，

因其所具有的能被细胞受体所接受的信息类

型、添加时间不同，使诱导反应的类型和强度

不同，从而使不同诱导子表现出的诱导活性有

明显的差异。同样用大丽花轮枝孢、葡枝根霉

和束状刺盘孢处理青蒿的发状根，虽然均能促

进发根中青蒿素的积累，但以大丽花轮枝孢的

诱导效果最好，经大丽花轮枝孢处理的发根中

青蒿素含量比对照提高了 45%[24]。Namdeo 等在

长春花细胞悬浮培养中，加入黑曲霉等抽提物，

阿玛碱的含量比对照提高了 3 倍[25]。本研究结

果表明，苹果炭疽诱导子的加入对雷公藤不定

根中雷公藤甲素和生物碱含量影响最大，对雷

公藤甲素和生物碱含量分别提高 2.24 倍和 2.02

倍。有关苹果炭疽诱导子的作用机理还有待于

进一步研究。 

试验发现，真菌诱导子种类、浓度和添加

时间对不定根的生长、雷公藤甲素及生物碱含

量影响较大。一般高浓度诱导子对细胞生长损

伤较大，甚至使细胞停滞生长，可能是来源于

真菌的诱导子大多有很强的毒性。虽然降低诱

导子浓度可以减少对细胞的伤害，但低浓度的

诱导子只能引起部分诱导，所需的目的产物积

累也就达不到最佳状态。本试验中，随着苹果

炭疽诱导子浓度的提高，不定根增长量呈下降

趋势，且浓度越大下降趋势越明显。当浓度超

过 100 μg/mL 时，雷公藤甲素含量也开始下降。

一般认为培养物只有处于一定生长时期时才能

有效地接受诱导子信号，使诱导子表现出最强

的活性，本试验中，不定根在生长至对数期末

期加入诱导子效果最好，而延迟期以后加入雷

公藤甲素和生物碱含量均开始下降。这和张坚

等[26]在对杠柳不定根培养生产杠柳毒苷研究时

得出的结论相一致。 

Ag+作为乙烯合成酶的抑制剂，往往通过调

节 乙 烯 合 成 来 改 变 植 物 细 胞 的 代 谢 [27] 。

Pitta-Alvarez 等[28]报道，硝酸银能使 Brugmansia 

candida 发状根中的东莨菪碱和生物碱含量分别

提高 3 倍和 5–8 倍。本试验发现，硝酸银能明

显促进雷公藤不定根中雷公藤甲素的合成。张

坚等 [26]在对杠柳不定根培养研究以及 Zhang  

等[27]在对丹参毛状根培养的研究中也得出了类

似的结论。以前曾有人报道，诱导子协同作用

能显著提高次生代谢的产率[28-29]。苗志奇等[30]

在红豆杉细胞培养中通过 AgNO3 和水杨酸的协

同作用，使紫杉醇的含量比两个诱导子单独作

用时的最高含量之和还高出 50%。本试验中苹

果炭疽诱导子和 AgNO3 的协同作用中，雷公藤

甲素的含量均高于两者单独使用，但生物碱含

量比单独使用苹果炭疽诱导子下降了 10.18%。

而雷公藤不定根与诱导子和诱导产物之间的相

关性，如何促使信号传导途径的开放，代谢途
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径中相关酶活性是怎么提高，如何促进 mRNA

的转录等，都需要作进一步研究。 
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