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银杏叶中主要有效成分黄酮苷和萜内酯，具有多种药理

作用，银杏叶提取物（>?@）及其加工品具有广阔的市场前
景［!，#］。为满足市场需要，A+..B6.等［7］在3$年代初就开始
细胞培养生产黄酮苷和萜内酯的研究。细胞大规模培养生

产黄酮苷的关键技术之一是选育性状稳定、生产能力强的细

胞系。>?@的药理研究表明，它能使实验动物减少缺氧缺
血造成的损害，抗脂质过氧化和清除氧自由基［!，#］，因此在

缺氧胁迫条件下，合成黄酮苷能力强的细胞系，其对抗缺氧

胁迫的能力越强。基于这一原理，从3"年开始，我们开始进
行本项研究，并已取得良好进展。

! 材料与方法

!"! 实验材料
诱导愈伤组织的外植体来自银杏优良品种桐子果

（?B,CD&(EB’&E+F-’GB(5&,DHBD-&）、梅核!号（?B,CD&(EB’&E+
F-’GB(I6BJ6）、小佛手（?B,CD&(EB’&E+F-’GB(KB+&L-MJ&-）实生苗
当年生根、茎、叶接种于含7N蔗糖、!N琼脂、7<$OD／P的

#，80Q，$(1OD／PR5的 IS培养基上，于恒温培养箱中

#1T、黑暗条件下诱导，7$U后转入继代培养基上进行继代
培养。

!"# 培养基的考察
选择IS、@1、SV、WJBG68种常用培养基，考察其对银杏

愈伤组织生长和黄酮苷合成的影响，每种培养基添加7N的
蔗糖、!N琼脂、7<$OD／P的#，80Q，$(8OD／P的R5，于#1T
恒温培养箱中、每天#8J光照培养，!2U继代!次，从第1代
开始连续测定7代愈伤组织的增长指数、状态、黄酮苷含量。

!"$ 胁迫法选育高产黄酮苷悬浮培养细胞系
选育流程如下：已4次继代的愈伤组织转入加玻璃珠的

IS液体培养基培养1U，捞出并转入 IS固体培养基，每瓶
植板#$个左右的小细胞团，培养!$U，然后加玻璃纸密封培
养1U后挑出存活的细胞团转入新的IS固体培养基进行增

殖培养，继代7次后，转入IS液体培养基培养，继代8次后
形成分散性良好的银杏悬浮培养细胞系。测黄酮苷含量与

愈伤组织中的含量进行比较。

!"% 愈伤组织和细胞生长参数的测定
以干重为生长指标，结果为1个平行试样的平均值，增

长指数X（收获细胞量Y接种细胞量）／接种细胞量。

!"& ’()*测黄酮苷含量
取#D左右的银杏干燥细胞，用1$N的乙醇抽提#次，共

!J，定容至!$$OP，取抽提液#$OP，蒸发去掉其中的乙醇，
加#1N的 VA’#OP，水浴回流!J，冷却后用甲醇定容至

!$$OP，以槲皮素为标样，用外标法计算样品中黄酮苷含量。
测定条件参照文献［8］。W+G6.M高效液相色谱仪、Z0@&,U+0
[+CA!2柱、82!紫外可见光检测器，灵敏度$<$1=Z9，流动相
甲醇\水X4\8，流速$<"OP／OB,，检测波长7"$,O。7种水
解苷元均以槲皮素为对照，黄酮苷含量X（槲皮素含量]山
奈酚含量]异鼠李素）"#<1!［1］。

图! 银杏细胞提取液黄酮苷色谱图
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! 结果与讨论

!"# 外植体来源对愈伤组织诱导和生长状态的影响
银杏!个品种实生苗的当年生根、茎、叶接种于附加

!"#／$%，&’(和)*+"#／$,-的./培养基上，诱导愈伤组
织后，分别在./培养基上继代+次，愈伤组织的诱导效果
和生长状态如表0。外植体的来源影响愈伤组织的诱导和
生长状态。叶片的愈伤组织诱导率低。愈伤组织结构较松

软、黄白色、生长缓慢，从第+代开始生长势转弱，开始出现
黑色坏死；根、茎的愈伤组织诱导率高，愈伤组织结构较致

密，生长速度快于叶片诱导的愈伤组织，生长势不因继代次

数的增加而下降，幼茎诱导的愈伤组织黄绿色、根诱导的愈

伤组织黄白色。

!"! 培养基对愈伤组织生长和黄酮苷含量的影响
由于叶片诱导的愈伤组织长势弱，因此只选择根茎诱导

的愈伤组织分别接种在./、1+、23456、/7培养基上，连续继
代+次，每次周期089，结果如表%，培养基的不同影响愈伤
组织的生长和黄酮苷的合成，23456培养基不利于愈伤组织
的生长，愈伤组织结块变硬，生长缓慢，但能促进黄酮苷的合

成：./培养基利于形成分散性良好，结构松软的愈伤组织，

表# 外植体种类对银杏愈伤组织诱导和生长状态的影响
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表! 培养基和外植体来源对愈伤组织生长和黄酮苷含量的影响
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但黄酮苷的含量最低；!"、#$培养基上愈伤组织生长较快，
但结构较致密，分散性不好，但对黄酮苷的合成有利；这种培

养基对愈伤组织生长和黄酮苷合成的影响不因愈伤组织的

的来源而有显著差异。不同来源的愈伤组织其生长速度和

黄酮苷含量有差异，来源于根的愈伤组织中黄酮苷含量低于

来源于茎的愈伤组织，不同品种间愈伤组织的生长速度和黄

酮苷含量有差异。愈伤组织在继代过程中其生长速度和黄

酮苷含量不稳定，变异系数为%&%’!%&("，愈伤组织在生长
特性、黄酮苷合成的差异及在继代过程中的不稳定性有利于

选择出生长速度快，黄酮苷含量高的悬浮细胞系。这是因为

外植体细胞在诱导培养条件下脱分化形成具有分生能力的

薄壁细胞，在这个过程中容易产生突变细胞，而且这些薄壁

细胞在适应培养环境的过程中基因表达的不稳定，也会发生

基因突变。通过定向增加选择压既能提高突变的发生率，又

能保存适应选择压的细胞系。

!"# 悬浮培养细胞系的生长特性和黄酮苷合成能力比较
由于幼根诱导的愈伤组织黄酮苷合成能力低于幼茎诱

导的愈伤组织，而在!"、)*+,-、#$培养基上连续继代培养
的愈伤组织结构致密，分散性差，不能用于选育悬浮细胞系，

因此选择在.#培养基上继代培养的幼茎诱导的愈伤组织，
按缺氧胁迫小细胞团法选育悬浮培养细胞系，对选出的细胞

系进行/代次的扩大和驯化培养，淘汰生长慢的细胞系，共
选出0个细胞系，其中桐子果1个、梅核2个、小佛手(个，
分别命名为345(、3452、3451、.$5(、.$52、67#5(。它们的
生长特性、黄酮苷合成能力如表1。
选择效益是指选出的悬浮细胞在生长特性和黄酮苷含

表# 悬浮培养细胞系的生长特性和黄酮苷含量比较

$%&’(# $)(*+,-%./0+1+23.+45)%162’%7+1(3’8*+0/6(*+15(15%,+13090-(10/+1*9’59.(*(’’0805(,

89:,-:, 345( 3452 3451 .$5( .$52 67#5(
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量等方面比原来愈伤组织的提高程度，定义选择效益（F）N
(%%!（悬浮细胞系值G愈伤组织值）／愈伤组织值。从表1
看出，选出的悬浮培养细胞系细胞的生长速度比原来的愈伤

组织提高幅度不大，最好的细胞系345(也只比原来的愈伤
组织提高(/&’"F，但黄酮苷的合成能力显著提高，345(中
的黄酮苷含量在培养周期结束时比原来的愈伤组织提高了

2"/&(F，达到细胞干重的(&2"F，因此缺氧胁迫小细胞团
法是一种有效的选育高产黄酮苷细胞系方法。

!": 银杏细胞系$;<=悬浮培养研究
在选出的银杏细胞系中，345(的黄酮苷生产能力最强，

在今后的研究中以此为实验材料，345(生长和黄酮苷积累
的动态研究结果如图(。细胞经过0>左右的缓慢生长，随
即生长明显加快，生物量显著增加，至(A>时达到最高，细胞
干重为(0&/M／O，比接种量增长了1&//倍，随后进入生长静
止期，生物量略有下降。细胞中黄酮苷的含量在整个生长周

期的变化趋势和细胞生长趋势相一致，也分为1个时期，在

(A>时达到最高，为细胞干重的(&21F。研究结果表明细胞
生长和黄酮苷的合成相耦联。

图2 345(悬浮培养细胞生长和黄酮苷合成结果

7+M@2 P+:-,+CK9D,*-C-BBM<9=,*I:>7;C9:,-:,K+:

345(C-BBKJKQ-:K+9:CJB,J<-

!"> 银杏悬浮培养细胞系$;<=在继代培养中稳定性研究
在悬浮培养过程中，很多植物细胞由于形态分化受到抑

制和染色体发生变异，使目的产物含量降低甚至消失，如红

豆杉中的紫杉醇，随着继代次数的增加，紫杉醇的含量迅速

降低［0］，因而建立具有高而稳定的目的产物的细胞系是实现

细胞大规模培养生产次生代谢物的关键之一。我们对细胞

系345(进行了连续0代的继代培养，结果如表’。在继代

表: 细胞系$;<=在继代培养过程中的稳定性

$%&’(: $)(-.+-(.5805%&/’/58+2$;<=*(’’69./1309&*9’59.(0

#JRCJB,J<-K ( 2 1 ’ " 0 6 8S

;<9=,*+:>-? 1@H/ ’@(( 1@/0 ’@2A ’@%( 1@A2 1@HH %@%’A

7;C9:,-:,K／F (@12 (@(’ (@(A (@2A (@2( (@1" (@2" %@%0"
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培养过程中，细胞的生长指数和黄酮苷含量没有随继代次数

的增加而明显下降，其变异系数分别为!"!#$和!"!%&，性状
表现稳定。在反应器中性状稳定性研究还需进行深入研究。

采用缺氧胁迫法从愈伤组织中选育高产黄酮苷细胞系

取得明显效果，选出的细胞系黄酮苷的生产能力比原来的愈

伤组织有了显著提高，且性状在继代过程中表现稳定，为今

后实现银杏细胞大规模培养生产黄酮苷打下了良好基础。
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