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　　摘要　本文以银杏幼苗茎段为外植体诱导产生愈伤组织, 测定了其中的黄酮类化合物的积累

量, 并初步探索了愈伤组织生长与黄酮类化合物积累的关系和影响积累的有关因素。研究结果表

明: 诱导幼苗茎段愈伤组织产生的最适培养基为 MS + 2. 5 mg / L NAA+ 1m g/ L KT + 200 mg / L

LH+ 30 g / L 蔗糖; 愈伤组织生长周期约 30 d;为使愈伤组织维持较长时间的生长, 要在其生长 25

～30 d 时用中等盐分浓度的基本培养基继代培养; 光下诱导的愈伤组织中有黄酮类化合物产生;

总量最高为 1. 0 mg / gDW;其中槲皮素甙元为 17. 5 g / gDW , 0. 5 mg / L 2, 4-D+ 1 mg / L KT , 0. 5

mg / L GA3+ 1 mg / L KT 有利于黄酮类化合物的积累;愈伤组织生长与黄酮类化合物积累两者趋

势大体一致; NH+
4 的浓度与黄酮类化合物产生有关。

　　关键词　银杏　愈伤组织培养　黄酮类化合物

　　植物次生代谢物细胞工程是生物工程的重要组成部分,这一技术的兴起不仅为生理学、遗

传学、医药学等的基础理论研究提供了新的手段,更重要的是为这些学科的生产应用开辟了新

的途径。其产物从医药、香料、试剂、色素、农药到化妆品,显示了实际应用的巨大潜力。我国自

70年代起, 已经对分属于 25个科的 40 余种植物进行了研究, 并已使有些植物的有效成份产

率超过原植物 [ 1]。但从目前看, 这一领域研究较多的还是草本植物,本文以我国特有种——银

杏( Ginkgo biloba L. )为材料,通过愈伤组织方式研究了离体培养组织的生长情况、黄酮类化

合物的积累量和与积累有关的初步因子。近几年掀起的银杏热,就是因为它的提取物中含有两

类重要的生理活性物质——黄酮类化合物( flavonoids)和萜内酯( ginkgolides and bilo lalide) ,

它们具有治疗和预防心脑血管疾病的作用, 可用于开发药品、保健食品和化妆品,而且已有产

品上市[ 2] ;但目前用于开发的均为银杏叶, 离体培养有可能成为另一条开发途径。以离体组织

培养的方式系统研究银杏中黄酮类化合物的文章尚未见报道, 而近年银杏中的黄酮类化合物

又引起了人们新的重视 [ 3]。由于愈伤组织的生长不受季节和地区的限制, 生长周期短, 条件容

易控制,此研究可为进一步的细胞培养和工业化生产打下良好基础。

1　材料与方法

1. 1　植物材料的处理与接种

1996年 2月,将低温沙藏后的种子植入细纱,室内培养, 温度约 15～22 ℃,一个月左右长
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出幼苗, 切取距顶端3 cm 以上的茎段。将上述外植体用自来水冲洗后用滤纸吸干,在超净工作

台上用 75%的酒精浸 30 s,再用 0. 15%的 HgCl2 溶液浸泡约 4 min, 最后用无菌水漂洗 4～5

次,用无菌滤纸吸干。接种于灭菌后的半固体培养基上。

1. 2　愈伤组织培养

将上述接种好的培养瓶分别置光下(约 1 800 lx )和暗中培养, 观察并记录生长情况, 同

时,选择一定数量的各种外植体诱导的愈伤组织, 每 10 d转换培养瓶一次, 每次转培养瓶称

重,了解鲜重生长周期。

在愈伤组织生长 25 d 时, 进行继代培养, 同时改变基本培养基(即将 MS 改为 B5、WPM

和 1/ 2MS) ,观察并选择出适合继代的培养基。

1. 3　黄酮类化合物含量的测定

1. 3. 1　黄酮类化合物总量的测定方法　采用 AlCl3比色法
[ 4 ]
。

1. 3. 2　槲皮素组分的测定方法　称取愈伤组织 10 g ,用酸催化甲醇解法水解糖甙, 然后用液

相色谱仪测定甙元含量, 色谱条件: 仪器, W ater M ellinium 2010 色谱系统; 柱: -Bondapak

C18( 3. 9×30 mm) ;流动相; 甲醇∶水( 53∶47) , 用磷酸调 pH为 4. 0; 流速: 1. 0 mL/ min;检测

器: UV254×0. 1AU FS
[ 5]
。

2　结果与分析

2. 1　愈伤组织的诱导及生长情况

根据沈敏娟
[ 6]
和 Carrier D. J.的结论

[ 7]
, 用胚诱导愈伤组织的最适培养基为 MS,并根据

不同实验条件添加不同比例的萘乙酸( NAA, 1～5 mg / L )和激动素( KT , 0～10 mg/ L )。在本

实验中以茎段为材料,经预备实验得出其最适的 NAA / KT 为 2. 5, (即: NAA2. 5 mg / L , KT

1 mg / L )。

光下和暗中诱导的愈伤组织均生长良好,诱导率高, 且生长量大,所不同的是:光下诱导的

愈伤组织呈鲜绿色,质地较硬;暗中诱导的愈伤组织呈浅黄、浅褐或乳白色,质地较软。经压片

观察,光下得到的愈伤组织胞质较浓,而暗中培养得到的愈伤组织胞质淡。

2. 2　愈伤组织的生长周期

银杏幼苗茎段所诱导的愈伤组织的生长周期约为 35 d左右(见图 1) ,其生长延缓期约为

10 d,第 10至 28天进入生长的指数及对数生长期,此后进入稳定期,过了稳定期后,愈伤组织

很快衰老,变褐死亡。为了继续维持愈伤组织生长, 要在 25～30 d左右进行继代培养。

2. 3　黄酮类化合物积累量

2. 3. 1　黄酮类化合物总量　通过测定,光下培养的愈伤组织可以积累黄酮类化合物(最高可

达 1. 0 mg / gDW) ; 而暗中培养的愈伤组织中测不到此类物质。为了了解整个愈伤组织生长过

程中黄酮类化合物的产生时期, 选取一定量的暗中诱导的愈伤组织继代后转于光下培养,定期

测定整个生长周期内黄酮类化合物的含量(见图2)。由图中可看出,愈伤组织中黄酮类化合物

的积累和生长两者的趋势大体上是一致的,组织细胞迅速生长时主代谢旺盛,很少合成次生代

谢产物,当迅速生长阶段接近结束时,主代谢减弱,次生代谢加强, 黄酮类物质含量增加。目前,

黄酮类化合物合成的苯丙烷代谢途径是次生物质中研究最为清楚的一个,由于其代谢途径中

一主要的限速酶——苯丙氨酸解氨酶( PAL)为诱导酶, 光、机械伤害、病原菌感染等都可诱导
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其产生,故培养于暗中的愈伤组织几乎测不到黄酮类化合物
[ 8, 9]
。

图 1　愈伤组织的生长周期 图 2　愈伤组织生长过程中黄酮类化合物的积累

2. 3. 2　槲皮素组分的测定　称取生长30 d的愈伤组织 10 g ,用高效液相色谱( HPLC)法测定

其组分——槲皮素的含量,结果见图 3。从测定结果看, 愈伤组织中槲皮素的含量很低, 为

17. 5 g / gDW。

图 3　槲皮素组分的 HPLC测定(左:标样;右:样品)

　　分析有效成分最好莫过于直接定量测定,但对于银杏黄酮来讲目前尚作不到这一点,一是

由于没有商品标样可用,二是因为银杏黄酮的组分极其复杂, 所以一般通过间接方式测定。由

于甙元( aglycone)含量与黄酮甙( f lavonoid g lyco side)含量密切相关,人们将得到的甙元含量

再转换成银杏黄酮甙含量。Sitcher O.用 HPLC 法测定银杏叶中的黄酮类化合物时,按其峰高

及出峰顺序依次为槲皮素( quercet in)、4, 5, 7-三羟黄酮醇( kaempfero l)、异鼠李黄素( isorham-

net in)及其它一些微峰,并测定其中甙元总量为 0. 2%～0. 4% (W /W ) , 相当于银杏黄酮甙

0. 5%～1% (W /W ) [ 10]。由于没有其它标样,在本实验中只测定了槲皮素,尚不能说明愈伤组

织中所产生黄酮类物质组分与原植株是否相同,只能证明其中有此成份,其它内容尚需进一步

深入研究。

2. 4　愈伤组织的继代培养研究

2. 4. 1　在不同盐分浓度的基本培养基上愈伤组织的生长状况及其黄酮类物质积累的比较　

本实验中, 虽然 MS 基本培养基上幼苗茎段的诱导率高,愈伤组织生长量大, 但该培养基用于
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继代培养时,效果不佳, 继代后的愈伤组织生长周期明显缩短, 15 d左右便出现明显的老化现

象。为了寻求较理想的继代培养基,在原培养基中激素不变的情况下,改变基本培养基,分别选

用比较有代表性的几种基本培养基进行继代培养,观察其生长情况并测定黄酮类化合物积累

量(见表 1)。不同盐分浓度的几种基本培养基在愈伤组织继代中的表现差异较明显,高盐培养

基不利于较长时间维持愈伤组织生长但易于黄酮类物质积累; 中等盐分浓度培养基适宜继代

培养但不易于黄酮类物质积累; 低盐分浓度培养基既不利于继代也不利于黄酮类物质积累。可

见基本培养基中的差异是导致黄酮类化合物积累差异的一个重要因素,下文将对此作更为深

入的研究。为使愈伤组织维持较长时间的生长,要在其生长 25～30 d 左右用中等盐分浓度的

基本培养基进行继代培养。

表 1　不同盐分浓度基本培养基上继代培养情况

项　　目
高　　盐 中　盐 低　盐

MS B5 1/ 2MS WPM

老化容易程度 + + + + + + + + + +

30 d时形态 褐化死亡 表面变红褐 鲜绿色 黄绿色

黄酮类化合物积累量

(平均) ( mg/ gDW)
0. 85 0. 80 0. 11 0. 12

2. 4. 2　对几种培养基的分析　根据愈伤组织在几种基本培养基中的不同表现, 分析配方, 详

见表 2。MS 和B5比 1/ 2MS 和WPM 明显易于黄酮类物质积累, 故推测前两者的配方中起主

要作用的离子浓度可能明显高于(或低于)后两者,而 MS 和 B5之间又有比较明显的差异。推

测可能的因子为 NO -
3 、NH+

4 、K、硫胺素(在以后的试验中曾排除了硫胺素因素) , 故设计正交

试验,以 1/ 2M S基本培养基不变,分别增加 KNO 3 ( 1 400 mg / L , 1 850 mg / L ) ,减小NH +
4 ( 200

mg / L , 400 mg / L ) , 使之改变后的 NO -
3、K 与原 B5 和 MS 接近, 而 NH+

4 与 B5和 WPM 的接

近,并配合激素 KT、NAA 和浓度改变设计正交试验,改变后的离子浓度见表中 1/ 2M S* (以

含 KNO 3 1 850 mg / L , NH4NO 3200 mg / L 为例)。
表 2　所用培养基主要成份的比较 (单位:m mol/ L)

主要成分 MS B5 WPM 1/ 2MS 1/ 2MS *

NO-
3 39. 41 25. 00 9. 68 19. 70 20. 80

NH+
4 20. 62 2. 00 4. 98 10. 30 2. 50

总N 60. 03 27. 03 14. 66 30. 10 23. 30

P5+ 1. 25 1. 08 1. 25 0. 63 0. 62

K+ 20. 05 25. 00 12. 61 10. 02 18. 92

Ca2+ 2. 99 1. 02 3. 00 1. 50 1. 50

Mg2+ 1. 50 1. 00 1. 50 0. 75 0. 75

Cl- 5. 98 2. 04 1. 30 2. 99 2. 99

盐酸硫胺素( mg/ L) 0. 4 10 1. 0 0. 4 0. 4

　　选取生长约 25 d的愈伤组织, 转入下述正交试验培养基(表 3) ,各处理 5次重复, 30 d 后

测类黄酮类化合物含量。方差分析结果表明: NH4NO 3这一因素达到显著水平( P≤0. 10) , 其

它因素影响均不显著,分析上述正交试验因子和方差分析结果,可排除 K + 浓度的影响,部分

排除 NO
-
3 的影响,说明 NH

+
4 的浓度是影响黄酮类化合物积累的一个重要因素, 为此在细胞
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培养阶段应对其进一步加以研究。
表 3　改变基本培养基成份正交试验设计与分析

编号
NH4NO 3

140/ 185

KNO 3

200/ 40

KT
0. 5/ 1

NAA
0. 5/ 1

吸光值

OD

黄酮类化合物

含量( mg/ gDW)

1 1 1 1 1 0. 037 0. 319

2 1 1 2 2 0. 012 0. 116

3 1 2 1 2 0. 027 0. 238

4 1 2 2 1 0. 022 0. 197

5 2 1 1 2 0. 055 0. 463

6 2 1 2 1 0. 060 0. 505

7 2 2 1 1 0. 059 0. 497

8 2 2 2 2 0. 042 0. 359

2. 5　激素对黄酮类化合物积累量的影响

将茎段暗培养 25 d 获得的愈伤组织转移到 1/ 2MS+ 1 mg/ L KT+ 200 mg / L LH 的培养

图 4　激素对黄酮类化合物积累量的影响

基上,并添加不同种类和浓度的激素(为保证愈伤组织

的继续生长, 每处理都保留了 1mg/ L 的 KT ) , 操作时

尽量使同一激素的不同处理采用同一外植体切分, 这

样能使材料均匀, 排除干扰,保证可比性。接种后转于

光下, 30 d检测类黄酮类化合物含量(图4)。图中显示

不同激素种类、浓度对类黄酮类化合物积累的影响, 2,

4-D、GA 3 对黄酮类化合物有较明显的影响;而 NAA

的影响不显著。一般来讲,生长素首先影响的是细胞的

分裂与生长, 然后涉及到次生代谢物的产生与积累。激

素对代谢的调控是极其复杂的问题, 许多问题要搞清

还有待于基础学科的发展。

3　结论与讨论

　　诱导幼苗茎段愈伤组织产生的最适培养基为 MS+ 2. 5 mg / L NAA+ 1 mg/ L KT + 200

mg / L LH+ 30 g / L 蔗糖; 愈伤组织生长周期约30 d;为使愈伤组织维持较长时间的生长,要在

其生长 25～30 d用中等盐分浓度的基本培养基继代培养; 光下诱导的愈伤组织生长后期有黄

酮类化合物产生;总量最高为 1. 0 mg / gDW;其中槲皮素甙元为 17. 5 g/ gDW; 0. 5 mg / L 2,

4-D+ 1 mg / L KT , 0. 5 mg / L GA 3+ 1 mg / L KT 有利于黄酮类化合的积累; 愈伤组织生长与

黄酮类化合物积累两者趋势大体一致; NH
+
4 的浓度与黄酮类化合物产生有关。

通过植物细胞产生次生代谢物技术是一项复杂的系统工程,需要成熟的培养条件和完善

的设备与工艺流程,才能真正应用于生产实践。目前,国内外已经有少数几例植物(人参、紫草、

黄连等)达到这一水平,多数植物仍处于培养条件的研究中,这一步骤的研究其实质进行的是

对植物代谢调控的研究,使植物代谢专门朝某一产物方向进行——是研究人员的追求目标,这

一愿望的实现仍然受到当今科技水平的制约,不过近年来在此领域中产生的新技术诸如固定

化技术、发状根技术、反义技术等都为此类研究注入了新的活力,其发展前景是广阔的。本文只
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是一个起步性探索性的研究,进一步的工作可进行细胞培养、高产突变体筛选和先进培养方式

的应用,这些工作正在进行中。
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Relation between Callus Growth and Flavonoids

Accumulation of Ginkgo biloba

Fang J ianj un　Que Guoning

　　Abstract　Young stem of Ginkgo biloba were used to induce callus, and the relat ion be-

tw een callus g row th and f lavonoids accumulat ion w ere studied. T he result indicated that the

ideal medium fo r a lar ge volume of callus induct ion is M S supplemented w ith 2. 5 mg / L 1-

Naphthaleneacet ic acid and 1 mg / L kinet in. In order to subcultur e callus for sever al cy cles, it

is suitable to subculture the callus by using middle salt concentr at ion medium in 25～30

day s. T he flavono ids w ere ident ified in the callus cultured under light . The supreme quantity

of f lavonoids r eached to 1. 2 mg/ gDW, w ithin it there w er e 17. 5 g/ gDW quercet in. Produc-

tion of f lavonoids w as related to callus grow th, and the con. of NH+
4 was an ef fectiv e facto r.

　　Key words　Ginkgo biloba　callus culture　f lavonoids

　　Fang Jianju n, Que Guoning ( Th e Research Inst itute of Su bt ropical Foresty, CAF　Fuyang, Zhejiang　311400) .
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