
第 29 卷  第 3 期 

2014 年 6 月 

天津科技大学学报 

Journal of Tianjin University of Science  & Technology 

Vol. 29  No. 3 

Jun. 2014 

 

  收稿日期：2013–10–24；修回日期：2014–01–17 

  基金项目：科技部星火计划项目(2012GA610011)；国家自然科学基金资助项目(U1332123) 

  作者简介：李兴林（1964—），男，安徽和县人，副教授，lxlszf@sina.com. 

 

DOI:10.13364/j.issn.1672-6510.2014.03.005 

 

 

印楝细胞培养物控制黄粉虫幼虫的研究 
 

李兴林，赵 娜，韩广建，曹雪飞 
(工业发酵微生物教育部重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：为了探究印楝细胞培养物控制害虫的效果，本文通过诱导幼叶、继代培养获得印楝的松散型愈伤组织，再经

振荡培养获得悬浮细胞培养物；然后采用二氯甲烷溶剂浸提愈伤组织、悬浮培养物及悬浮培养细胞，制备相应的浸提

液；用二氯甲烷分别将这些浸提液稀释成含 0.003%印楝素 A 的控虫工作液，用其分别处理黄粉虫幼虫，在 12,d 内，考

察其控虫效果．结果表明：3种浸提液的致死效应明显高于阴性对照，其中，第 9 天的最大致死率达到 20%，但它们要明

显低于 0.003%印楝素乳油农药的处理；3 种浸提液对幼虫的虫体质量、拒食和趋避作用等方面效果较好，均达到印楝

乳油杀虫剂的控虫水平．印楝细胞培养物经一步浸提后，直接用于控虫制剂的生产，可以节约分离、提纯印楝素等生产

性成本． 
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Controling the Larvae of Tenebrio molitor with Cultured Extracts of 

Azadirachta indica Cells  

LI Xinglin，ZHAO Na，HAN Guangjian，CAO Xuefei 

(Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology，Ministry of Education，College of Biotechnology， 

Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：To explore the pest control effect of neem cultures，relaxed callus was induced and subcultured from young neem 

leaves，from which suspension cells were obtained by shaking the culture. The callus，suspension cultures and suspension 

cells were turned into insecticidal solution by using dichloromethane dissolvent．The three kinds of solution were later di-

luted into their working solutions with 0.003% Azadirachtin by using dichloromethane；and then those solutions were applied 

to Tenebrio molitor larvae，one by one. In 12,days，their pest control effects were observed. The results indicated that all the

three kinds of dichloromethane extracts had a lethal rate against Tenebrio molitor larvae higher than that of the negative con-

trol. The maximum lethal rate of the extracts reached 20% when cultured for 9,days，but the lethal rate was lower than that of 

0.003% Azadirachtin EC. The extracts all gave good performance in dealing with the body weight，antifeeding and repellent 

rate of the larvae，and they all reached the pesticide control level of Azadirachtin Emulsion. In conclusion，neem cell 

cultures，by one step extraction，can be directly used as pest control agent．This method can lower the production cost of 

Azadirachtin separation and purification.  

Key words：neem cultures；Azadirachtin；callus；suspension cells；Tenebrio molitor；pest control evaluation 
 

  印楝有着悠久的药用价值和农业化学应用价 

值[1]．印楝代谢物具有杀虫、拒食、趋避、毒杀和引起

昆虫不孕不育等显著特性，且有高效、无毒、易降解、

环保等优势，使其成为国际上最重要的农药资源植物

之一[1–2]．比较印楝组织和器官中的活性成分发现，

印楝素 A 的杀虫效果最为显著[3–4]．印楝素是一类柠

檬苦素类三萜化合物，对上百种害虫有杀虫活性、拒

食性、生长规律可调节性等突出特点[5]．印楝细胞、

组织和器官等提取物中除印楝素外，还存在其他抗虫

活性的柠檬苦素类似物[6–7]，且新的活性物质的种类
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在不断增加．甚至有些不含印楝素的印楝提取物也

具有较好的杀虫效果，这将为印楝提取液混合物直接

应用于控虫制剂生产提供了依据． 

印楝素的含量在印楝的种子中最高[8–9]，因此，

生产上常以种子为提取原料．印楝素的提取方法主

要有微波法、超声波法、快速萃取法和常规浸提法

等，这些方法各有优缺点[10–11]． 

然而，以种子为原料提取印楝素存在着诸多问

题：印楝品种、种植区地理环境等差异，导致收获种

子的印楝素含量也存在着很大的差异，影响了印楝制

剂的质量及其稳定性[2]；印楝种子油脂的处理工艺差

异也将对印楝素的提取产生较大影响[12–13]；更为重

要的是，在印楝种子贮藏过程中，随着时间的延长其

有效成分将快速下降，而使用印楝杀虫剂又存在着明

显的季节性，因而利用种子生产和贮藏印楝制剂有较

大的局限性．复杂的印楝素分子结构导致它的化学

合成途径一直未能取得突破，使得印楝素成为一种高

成本、紧缺的生化试剂[14–15]．因而，通过植物组织培

养方法从印楝培养物中制备印楝素日益受到关注，但

是，其培养物的控虫效果究竟如何却鲜有报道[16]. 本

文通过印楝的愈伤组织、悬浮培养物和悬浮培养物细

胞 3 种浸提液对黄粉虫幼虫的处理，以印楝素农药为

对照，评估它们在不同时间的杀虫、拒食、趋避等方

面的效果，为开发印楝培养物抗虫制剂提供依据. 

1 材料与方法 

1.1 印楝幼苗的制备 

取无病虫害的印楝种子若干，在敲除坚硬的果壳

后，将果仁浸没在洗衣粉溶液(每千克水加 1～2,g 洗

衣粉)中 1,h；在自来水反复清洗后，将其平铺于透气

篮中，上面覆盖湿润纱布，定期换湿布；在室温下萌

发 30,d；取正常生长的幼苗移栽到培土盆中室外光照

培养． 

1.2 印楝愈伤组织的诱导及继代培养 

种子萌发 30,d 后，剪取少量幼叶，用洗衣粉溶液

洗涤，自来水冲洗 4～5,h，2% NaClO 消毒 5,min，无

菌水冲洗 3 次；再用体积分数 75%乙醇浸泡 30,s，无

菌水冲洗 3 次，无菌滤纸擦干叶片[17]；再将叶片切成

约 0.5,cm
2 的碎片，分别接种到已灭菌的含有 3%蔗

糖、0.65%琼脂、3.0,mg/L NAA(α–萘乙酸)、1.0,mg/L 

6-BA(6–苄氨基腺嘌呤)、pH 5.8 的 MS 培养基上，

(25±2)℃暗培养 24,h
[17–18]．每隔 4 周对愈伤组织在

相同培养基和培养条件上继代培养 1次，直至形成松

散型愈伤组织为止． 

1.3 悬浮细胞的制备及其继代培养 

将易分散的愈伤组织以 2%的接种量接种到含有

3.0,mg/L NAA、1.5,mg/L 6-BA 的 50,mL MS 液体培

养基中(250,mL 三角瓶)；在 125,r/min 回转摇床上振

荡培养，温度、光/暗周期分别为 25,℃和 16,h/8,h
[19]；

培养 10,d 后，将悬浮细胞转移到同种的新鲜培养基

中进行继代培养，直至形成分散良好、呈现浑浊的悬

浮细胞系为止． 

1.4 印楝素 A含量的测定 

1.4.1 印楝素 A 样品溶液的制备 

精确称取干燥至恒质量的样品 5.0,mg，用二氯甲

烷溶解，定容至 50,mL，配制成 0.1,mg/mL 的样品 

溶液． 

1.4.2 印楝素 A 最大吸收峰的确定 

精确吸取样品溶液 1.4,mL，加入 0.02,g/mL 香草

醛甲醇溶液 0.4,mL，振荡混合均匀；室温放置 2,min

后，分 3次加入 0.6,mL浓硫酸，每次加入后迅速振荡

10,s，再加入 1.4,mL 的甲醇溶液．以二氯甲烷作为空

白对照，静置 10,min 后于 400～600,nm 波长范围内

扫描，结果在 579,nm 处呈现最大吸收峰． 

1.4.3 印楝素 A 含量的标准曲线 

分别取 0.0、0.3、0.5、0.7、0.9、1.1、1.4,mL标准品

(Sigma公司)溶液置于 7支 10,mL 试管中，用二氯甲

烷分别定容到 1.4,mL；加入 0.02,g/mL 香草醛甲醇溶

液 0.4,mL，振荡混合均匀；室温放置 2,min 后，分 3

次加入 0.6,mL 浓硫酸，每次加入后迅速振荡 10,s，再

加入 1.4,mL 的甲醇溶液；静置 10,min 后在紫外可见

分光光度计测定其在 579,nm 处的吸光度．以吸光度

对印楝素 A 质量浓度作回归处理，得到回归方程 

(y＝0.006,9,x-0.118,7，R2＝0.993,7)；依据回归方程

可计算待测溶液中的印楝素 A 含量． 

1.4.4 印楝愈伤组织中印楝素 A 含量的测定 

将印楝愈伤组织在 50,℃下烘干至恒质量；称取

样品 0.15,g(干质量)，用 10,mL CH3OH 浸泡过夜，超

声提取 2 次，每次 30,min，按体积比为 60﹕40 的比

例把水加到甲醇里，再用 10,mL 二氯甲烷萃取该甲

醇溶液清洗 2 次(浓度同上)；合并二氯甲烷溶液，

40,℃真空旋干，再用 5,mL 二氯甲烷重溶获得样液 

待用． 

取 1.4,mL 样液于试管中，加入 0.02,g/mL 香草

醛甲醇溶液 0.4,mL，振荡混匀，室温静置 2,min；然后
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分 3 次加入 0.6,mL 浓硫酸，每次加入后迅速振荡

10,s；再加入 1.4,mL 的甲醇溶液，以二氯甲烷作为空

白对照，测定吸光度．由回归方程计算样品溶液中印

楝素 A 含量． 

1.4.5 印楝悬浮细胞内印楝素 A 含量的测定 

将悬浮细胞液以3,000,r/min 的转速离心 10,min，

取上清液，备用；用重蒸水洗涤细胞 2 次，50,℃烘干

细胞至恒质量．测定上清液以及悬浮细胞内的印楝

素 A 含量的步骤均与 1.4.4 节相同． 

1.4.6 印楝悬浮培养物印楝素 A 含量的测定 

  摇瓶悬浮液直接用超声波破碎(20,kHz，20～

30,min)，然后准确移取 1.4,mL 样液于试管中，按

1.4.4 节的步骤测定其印楝素 A 含量． 

1.5 印楝素乳油(0.3%)农药对黄粉虫幼虫的有效作

用浓度 

0.3%印楝素乳油农药(海南利蒙特生物农药有限

公司)100,mL．按该农药的使用说明书要求，在稀释

700 倍后可应用于菜青虫等害虫的防治，但还没有黄

粉虫的相关杀虫浓度记载．为了了解该农药制剂对

黄粉虫幼虫的有效作用浓度，将其用蒸馏水分别稀释

成 1、100、300、500 和 700 倍溶液；然后分别取 2,mL

混合于 2,g 麦麸中，再放入 30 条 3 龄(每正常蜕皮 1

次为 1龄)黄粉虫幼虫；在第 0、3、6 和 9天时测定虫

质量和麦麸质量等，以确定其对黄粉虫幼虫的有效作

用的浓度和开始发挥显著作用的时间[20]． 

1.6 对照与实验组工作液的设置 

阴性对照：二氯甲烷溶液；阳性对照：在 1.5 节实

验结果的基础上，以有效作用浓度的制剂确定为阳性

对照；以阳性对照印楝素 A 的浓度为参照，将不同培

养物浸提液稀释成相同印楝素 A 浓度的工作液，以

利于实验结果的比较，浸提液 1 为愈伤组织浸提液，

浸提液 2 为悬浮培养物浸提液，浸提液 3 为悬浮培养

物细胞浸提液． 

1.7 毒理实验 

均含 0.003%印楝素 A 的阳性对照和 3 组实验工

作液以及不含印楝素 A 的阴性对照分别按体积质量

比为 1﹕1 浸泡麦麸，然后置于通风性好的低温黑暗

处放置过夜后备用． 

1.7.1 触杀性处理 

瞬间浸泡法：将黄粉虫幼虫在工作液中瞬间浸泡

2,s，然后放入没有进行药剂处理的麦麸中喂养，分别

在第 3、6、9 和 12 天后观察黄粉虫的死亡情况，并计

算致死率，对照组为二氯甲烷．每组 3 次重复，每个

重复 30 条 3 龄大小一致的幼虫．致死率和校正致死

率分别按照式(1)和式(2)计算． 

   = 100%×死亡黄粉虫数
致死率

阴性对照供试黄粉虫数
 (1)

   =校正致死率  

    100%×处理组死亡率 阴性对照致死率

阴性对照致死率

-

1-
(2)

1.7.2 拒食性处理 

  采用随机喂养的生物实验方法[20]，实验前对 3

龄黄粉虫幼虫进行分组处理和隔夜 16,h 饥饿处

理．然后用麦麸和新鲜蔬菜喂饱(停止进食开始休息

时即为吃饱，大约 15,min)，再进行 3,h 饥饿处理，然

后用以上处理的麦麸喂食，每组 2,g，对照组用二氯

甲烷处理麦麸，分别在第 3、6 和 9 天后称量麦麸的

质量差即饲料减少量 m，并计算拒食率．每组 3 次重

复，每个重复 30 条 3 龄大小一致的幼虫．拒食率按

式(3)计算． 

   = 100%
m m

m m

−
×

+
拒食率 阴性对照组 实验组

阴性对照组 实验组

 (3)

1.7.3 趋避性处理 

称取相同质量的药剂处理的麦麸和二氯甲烷溶

液处理的麦麸，分别均匀放入培养皿的两边，中间留

有 2,cm宽的空间，防止黄粉虫幼虫．分别在 3、6、9,d

后记录培养皿中实验与对照组两边的黄粉虫的虫口

数，并计算其趋避率．每组 3 次重复，每个重复 30 条

3龄大小一致的幼虫．趋避率按式(4)计算． 

= 100%×-阴性对照虫口数 处理虫口数
趋避率

阴性对照虫口数
(4)

1.8 统计分析 

用 Excel 软件进行数据处理分析，实验结果用平

均值±标准差表示，并以阴性对照或阳性对照为比较

对象，分别同另一对照以及实验组的实验结果作显著

性统计分析． 

2 结果与讨论 

2.1 印楝素乳油(0.3%)农药制剂的黄粉虫幼虫有效

浓度确定 

在菜青虫等害虫防治的使用说明中，0.3%印楝素

乳油农药可以稀释 700倍使用，但针对黄粉虫幼虫的

有效处理浓度，还没有加以说明和相关的报道．将

0.3%印楝素乳油制剂分别稀释 1、100、300、500 和

700倍后处理幼虫，并统计其校正致死率．图 1 显示，
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死亡的幼虫虫体局部有环状黑斑(图中箭头为幼虫的

黑斑处)出现，以其可以辨别虫体的死活．图 2 显示，

在稀释 100 倍时，第 9 天的幼虫校正致死率约为

50%，而在稀释 700倍时为 10%以下．因此，采用稀释

100 倍的制剂作为阳性对照用药，以此确定印楝素 A

的工作浓度为 0.003%；3 种印楝培养物浸提液在测定

其印楝素含量后，用二氯甲烷分别将其稀释成印楝素

含量为 0.003%的工作液． 

 

(a) 正常生长的幼虫 (b) 致死的幼虫 

图 1 黄粉虫幼虫的形态 

Fig. 1 Morphology of Tenebrio molitor larvae  

 

图 2  不同稀释倍数的印楝素乳油农药对黄粉虫幼虫校

正致死率的影响(第 9 天) 

Fig. 2  Effect of different dilutions of azadirachtin EC on 

the correction mortality of Tenebrio molitor lar-

vae(on the 9th day) 

2.2 不同培养物浸提液对黄粉虫幼虫校正致死率的

影响 

不同培养物浸提液对黄粉虫幼虫校正致死率的

影响结果见表 1． 

表 1 不同培养物浸提液对黄粉虫幼虫校正致死率的影响 

(n＝3) 

Tab. 1 Effect of different extracts on the adjusted lethal rate  

of Tenebrio molitor larvae(n＝3) 
 

校正致死率/% 处理 

时间/d 阴性对照 阳性对照 浸提液 1 浸提液 2 浸提液 3

3 0 36.1±1.7 0 0 14.1±0.1**

6 0 39.3±2.8 3.5±0.0** 7.1±0.1** 21.2±0.2**

9 0 44.6±3.1 3.5±0.1** 7.1±0.0** 24.8±0.0**

  注：同阳性对照相比，*为显著差异水平（P＜0.05），**为极显

著差异水平（P＜0.01）． 

由表 1 可知：浸提液 3即悬浮培养物细胞浸提液

的幼虫致死率最高，但仍然明显低于印楝素农药；浸

提液 1 即愈伤组织浸提液的效果最差．由此表明，3

种培养物中除印楝素外，还有其他杀虫成分发挥作

用，且存在着组织、细胞内外等分布上的差异． 

2.3 不同培养物浸提液对黄粉虫幼虫质量的影响 

不同培养物浸提液对黄粉虫幼虫质量的影响结

果见表 2．阴性对照表明，0～9,d 时幼虫的质量不断

增加；经印楝素农药处理后，幼虫质量持续下降；而

经印楝培养物浸提液处理，幼虫质量先升高，后下

降，第 9 天，与阴性对照相比，达到了极显著差异水

平．其中，浸提液 2 即悬浮培养物浸提液的影响效果

较其他两种浸提液有所延后．由此表明，培养物浸提

液显著影响黄粉虫幼虫的生长． 

表 2 不同培养物浸提液对黄粉虫幼虫质量的影响(n＝3) 

Tab. 2 Effect of different extracts on the body weight of Tene- 

brio molitor larvae(n＝3) 

 

幼虫质量/mg 处理

时间/d 阴性对照 阳性对照 浸提液 1 浸提液 2 浸提液 3

0 94.1±4.5 91.2±2.0 95.0±3.7 92.3±4.2 92.5±1.8

3 95.0±3.7 87.5±1.8* 97.3±4.2 94.3±1.4 93.4±2.0*

6 97.2±4.4 82.7±2.3** 93.6±1.8 96.1±0.7 92.7±1.9

9 103.4±1.8 78.9±5.1** 90.8±2.7** 91.8±1.5** 89.9±4.5**

  注：同阴性对照相比，*为显著差异水平（P＜0.05），**为极显

著差异水平（P＜0.01）． 

2.4 不同培养物浸提液对黄粉虫幼虫拒食率的影响 

黄粉虫幼虫拒食率的结果见表 3．由表 3 可知：3

种培养物浸提液处理幼虫后，其拒食率均有显著提

高，其中浸提液 1 和浸提液 3即愈伤组织浸提液和悬

浮培养物细胞浸提液的效果达到或超过印楝素农药

的阳性对照组．高拒食率导致幼虫的食量下降也是

幼虫质量下降的主要因素之一，在实际使用中具有重

要价值． 

表 3 不同培养物浸提液对黄粉虫幼虫拒食率的影响(n＝3) 

Tab. 3 Effect of different extracts on the antifeeding rate of 

Tenebrio molitor larvae(n＝3) 

 

拒食率/% 处理 

时间/d 阴性对照 阳性对照 浸提液 1 浸提液 2 浸提液 3

3 0 23.4±2.1 21.1±0.1 17.8±0.0** 26.0±0.1

6 0 11.2±0.7 24.4±0.0** 15.7±0.2** 16.1±0.1**

9 0 3.1±0.3 8.1±0.0** 5.6±0.1** 8.0±0.1**

  注：同阳性对照相比，*为显著差异水平（P＜0.05），**为极显

著差异水平（P＜0.01）． 

2.5 不同培养物浸提液对黄粉虫幼虫趋避率的影响 

分别应用对照液和 3 种印楝培养物浸提液处理
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幼虫的食源，幼虫在短期选择中趋向明显，但时间较

长后，这种趋势明显减弱．表 4 仅列出了前 2,d 的统

计结果．由表 4 可知，3 种培养物浸提液在 24,h 内的

幼虫趋避率最好，达到阳性对照的水平，但随后的趋

避率明显下降，其中，浸提液 1 和浸提液 2 即愈伤组

织浸提液和悬浮培养物浸提液在 48,h后最为明显． 

表 4 不同培养物浸提液对黄粉虫幼虫趋避率的影响(n＝3) 

Tab. 4 Effect of different extracts on the repellent rate of  

Tenebrio molitor larvae(n＝3) 

 

趋避率/% 
处理 

时间/h 
阴性 

对照 

阳性 

对照 
浸提液 1 浸提液 2 浸提液 3

12 0 67.2±1.4 75.0±0.0** 61.9±0.1** 51.7±0.1**

24 0 62.8±2.5 51.7±0.1** 51.7±0.1** 51.7±0.1**

36 0 75.0±2.3 39.7±0.1** 33.3±0.0** 33.3±0.1**

48 0 49.7±2.6 9.1±0.1** 9.1±0.1** 25.8±0.1**

  注：同阳性对照相比，*为显著差异水平（P＜0.05），**为极显

著差异水平（P＜0.01）． 

3 结 论 

愈伤组织浸提液、悬浮培养物浸提液和悬浮培养

物细胞浸提液在幼虫质量、拒食率和趋避率等方面达

到或超过印楝素农药的控虫效果，但在致死率方面三

者表现较印楝素乳剂农药差．印楝培养物的 3 种浸

提液之间在控虫的各项指标上也存在着一定的差异，

可能因为它们的有效成分及其含量上有所不同而导

致控虫结果的差异，具体机制有待进一步研究．综上

所述，通过组织、细胞途径获得的培养物经过一步浸

提后可直接生产低成本的杀虫剂原料． 
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