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摘 要 筛选出了愈伤组织生长的最佳培养基；考察了各种理化因子对培养细胞生长及银杏

内酯产生的影响；应用生物法和-./0对愈伤组织中的银杏内酯1和2进行了成功的测试。

结果显示，银杏愈伤组织培养物中银杏内酯的含量可达’3’%4，属国际领先水平。
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银杏（!"#$%&’"(&’)/#）为一珍贵药用植物，内含银杏内酯、黄酮体、氨基酸等活性成

分，药用价值很大。银杏内酯（9:;<=">:?@A）主要存在于银杏的根、叶中，是仅发现于银杏

中的带有特丁基的二萜内酯类化合物。活性测试结果表明，银杏内酯独特的0(’结构具

有显著的.1B（.>CD@>@D1ED:FCD:;=BCED"G）拮抗作用，且尤以银杏内酯2的活性最强［%!(］。

被公认为是治疗气管炎、哮喘、内毒素休克、器官免疫排斥反应等多种炎症疾病的新型治

疗剂［,!$］。但由于银杏内酯在天然植物中含量很低（’3’’%4!’3’%4），故植物细胞培

养成为人们寄予厚望的工业化生产银杏内酯的最佳选择之一。

银杏组织和细胞培养研究较多，但因众多因素的限制，%&&’年以前一直未能检测到

培养物中银杏内酯的存在。%&&%年，加拿大的H#0CGG:@G等人首次肯定了组织培养物中银

杏内酯的存在［8］。%&&,年，韩国科学家研究表明，其组织培养物中银杏内酯的含量为

’3’’’&4!’3’’,+4［)］。

作者首次在国内利用银杏的各种外植体诱导出愈伤组织，并考察了其合成银杏内酯

的能力，应用-./0和.1B生物测试法测定了来源于银杏根的愈伤组织中的银杏内酯含

量。

! 材料和方法

!"! 材料

银杏银愈伤组织由银杏种子萌发的无菌苗苗根诱导。诱导的愈伤组织在含,4蔗

糖，并附加%3’I=／/!11、’3%I=／/JK的LM培养基上，于恒温培养箱（架）中（($NO
%N）培养，每(6?继代一次，经过一年驯化培养得到无性细胞系。
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!"# 培养方法

!"#"! 基本培养基的考察：选择!种常用培养基，考察其对银杏叶、胚、根、茎和柄的愈

伤组织诱导效果，添加激素"##$%&’(／)，*+&,$’(／)，每天光照-.，连续培养/&0。

!"#"# 愈伤组织的继代培养：愈伤组织培养在经$1$2、&%$345消毒1&’67，并附加

$%&’(／)"##，&%$’(／)*+及/&(／)蔗糖的38培养基上，接种于含9&’)固体培养基

的$&&’)三角瓶中。置于恒温培养箱中1!2:$2，暗培养或在培养架上19.光照培

养。愈伤组织每190继代一次。

!"$ 测定方法

!"$"! 愈伤组织生长实验参数的测定：以愈伤组织干重为生长指标，所得试样为;!$&
个平行试样的平均值。

接种量<接种后瓶重=接种前瓶重（(／瓶）

<载有样品的皿重=空皿重（(／块）

收获量<收获前瓶重=收获后瓶重（(／瓶）

载有收获样品的皿重=空皿重（(／块）

折干率<
愈伤组织干重
愈伤组织湿重>$&&?

愈伤组织生长量<收获量=接种量（(／瓶，(／块）

相对生长速度<$!@(
"1
"$

（0=$）

!,生长时间（0）；"1,收获干重（(）；"$,接种干重（(）

!"$"# 银杏内酯定性鉴别：本实验对根愈伤组织培养物中银杏内酯进行了+)A和

B4)A的定性鉴别。+)A层析条件：硅胶C板，醋酸钠饱和，以水饱和乙酸乙酯展开，取

出，晾干，喷醋酐后，于$9&2下加热1&’67，1!97’紫外光下观察，在与银杏内酯D标准

品相同位置上呈淡绿色斑点。B4)A法测定条件：（$）洗脱剂：异丙醇E甲醇E水（$&F$!F
G!），流速&%!’)／’67，纸速$’’／’67，进样量$&")；（1）洗脱剂：甲醇E水（9!F!!），流速

$%&’)／’67，纸速1’’／’67，进样量!")。

!"$"$ 愈伤组织的生物（4#H）定量法：仪器：血小板聚集仪：A.IJ7JE)KCAJILJI5M6J7
N.J@OED@JJ0#(IJE’OMOI；显微镜：K)P34Q8（R#4#"）DBE1；离心机：)S9E1型低速离心

机（北京医用离心机厂）。试剂：4#H（AE$-）：!"#$%药品株式会社，配制成!,!1’(／)
的蒸馏水，分装于小安瓶内冻 干，冷冻保存，用时以生理盐水溶解，摇匀即用；甲醇：分析

纯（沈阳化学试剂厂）；枸橼酸钠：分析纯（沈阳试剂四厂）。

银杏内酯D标准品的TA!&测定：配制银杏内酯D的一系列浓度的标准溶液，测定由

4#H诱导的血小板聚集曲线，计算抑制率，取/次测定的平均值，作出工作曲线，求出银

杏内酯D的TA!&。

样品的TA!&测定：由于银杏中只有银杏内酯选择性地抑制4#H诱导的血小板聚集作

用，而其它成分如黄酮体则无此作用，故比较组织培养物与银杏内酯D的TA!&值，即可求

出样品中等效银杏内酯D（C*D）的含量。等效银杏内酯D的活性实际上是样品中含有的

银杏内酯#、D、A等各银杏内酯活性的总和，其中以银杏内酯D的活性为主。据文献［-］
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报道，银杏内酯!、"、#的强度比为$%&&%’，以及样品中各银杏内酯的比例，利用等效银

杏内酯"含量可进一步按下式计算样品中的总银杏内酯含量。

总银杏内酯含量()
等效*+",&&

*!(,$-*"(,&&-*#(,’
实验系取根愈伤组织，配制不同浓度的甲醇溶液，同上法测试血小板聚集率，并以甲

醇作空白对照，计算抑制率，求出.#$/。

!"#"$ 012#测定银杏内酯含量：将愈伤组织置红外灯下3/4干燥至恒重。每次称取

研碎的愈伤组织培养物&5进行定量分析。高效液相色谱仪：日本岛津公司2#6’/!7，

8.763!示差检测器，#683!记录仪；9*26’3"高速台式离心机（上海安亭科学仪器厂）；

0:#6&/86!高速冷冻离心机（图门市离心机厂）。银杏内酯的提取分离方法参考文献

［;］。

色谱条件：色谱柱：.<=>?@ABC7:柱DE3FF,&$/FF，$!F，*2:GA=<G=.<GE流动相：甲

醇H水)D$%$$；流速：’E/F2／FA<；灵敏度：/E$,’/HD；纸速：&FF／FA<；进样量：$!2。

测定方法：精密吸取样品，注入高效液相色谱仪，测定峰面积，用内标法计算银杏内酯

含量。计算公式如下：

*!)峰面积（*!）／峰面积（I内）,I内,’EJ/
*")峰面积（*"）／峰面积（I内）,I内,’EJ3
注：I内)加入内标物苯甲醇的质量)内标液体积（&/!2）,内标液密度（&E/;5／

F2）；’KJ/，’KJ3分别为*!，*"与内标物苯甲醇的相对重量校正因子。

012#测定结果见表&。

% 结果和讨论

%"! 基本培养基的选择

由表’可见，不同外植体愈伤组织的诱导，其最适培养基亦不同。叶及叶柄的最适培

养基为"$；茎的最适培养基为L3；根在各培养基上的诱导效果都不理想。M:培养基对

大多数愈伤组织的诱导都比较适宜，而0培养基对各器官部位的愈伤组织诱导都很差。

实验结果如表’。

表! 培养基对银杏愈伤组织生长的影响

&’()*! &+*,-.)/*-0*1.2*3,’1-0’))/456178+1.!"#$%&#’

M=NAO［’/］ M: 0 "$ 3，P6Q L3

2=OR=@ ---- - --- -- --

SFT>UV --- H ---- --- --

8VV? - H H H H

1=?AVB= ---- - --- -- --

:?=F --- - -- -- ----

“H”LVGOBBW@，“-”9X=>O?=VYA<NWG?AV<A@T=BVZ&/(，“--”9X=>O?=VYA<NWG?AV<A@T=?Z==<&/("$/(，“--

-”9X=>O?=VYA<NWG?AV<A@T=?Z==<$/("[/(，“----”9X=>O?=VYA<NWG?AV<A@T=?Z==<[/("’//(E
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!"! 不同理化因子对愈伤组织生长的影响

!"!"# !"#$ 或!%&’ 对愈伤组织生长的影响：取新鲜根愈伤组织于无菌条件下接入含

有不同浓度配比的!"#$ 和!%&’ 的()培养基中（附加*+,-.／/!00，,+*-.／/12的

()培养基，即!*3,1,3*()培养基），暗培养456收获，结果见图*。（如无特殊说明，下文

用于愈伤组织生长测定的培养条件皆同，以干重为指标）。

图* 氮源对银杏愈伤组织生长的影响

78.3* 29:8;<=>:;?:@<;8AB@.:;C@>B?:@;
A9:.B@DA9@<?E==8

实验结果表明：（*）由于!"#$ 是愈伤组织

生长过程中氮源的主要吸收形式之一。所以，

如以!%&’ 为培养基中唯一氮源时，其愈伤组织

生长量仅为()基本培养基（对照组）的,+$倍；

（4）!"#$／!%’&用量均为4,+5--@=／/时，愈伤

组织 生 长 情 况 最 差，其 生 长 量 仅 为 对 照 组 的

4’F；（’）当 !"#$ 与 !%&’ 浓 度 分 别 为

4,+5--@=／/和’,+,--@=／/时，愈伤组织生长

量是()基本培养基的*+’倍。显著促进愈伤

组织的生长。

!@3 * 4 ’ $ G! 5 H

!"#$／（--@=／/） , 4,35 4,35 $*34 4,35 *,3’ 4,35

!%’&／（--@=／/） *I3I 4,35 ’,3, 5,3, ’J3$ 4J3* GI34

!@A:：!29:K>E;A>->C:68;CAE;6EB6()-:68>-［*,］3

!"!"! 磷酸盐对愈伤组织生长的影响：配制!*3,1,3*()培养基，其中!"#$4,+5--@=／/、

!%&’’,+,--@=／/。磷酸盐中的磷是细胞膜及核酸等生命物质的重要组成部分，如缺乏，

对愈伤组织生长影响很大。本实验结果显示，如缺乏磷酸盐（如1"4L%$），愈伤组织水分

含量较大，表面黄褐色，基部老化，其生长量亦降低了H4F，故磷酸盐是愈伤组织生长不

可缺少的营养成分之一。

!"!"$ 肌醇对愈伤组织生长的影响：考察了在!*3,1,3*()培养基中附加,+,G!,3’-.
·-/&*的肌醇对愈伤组织生长的影响（图4）。结果显示，培养基中附加,+*-.·-/&*肌

醇对愈伤组织生长的影响最显著，随着肌醇浓度的增加，生长受到抑制。

!"!"% M"对愈伤组织生长的影响：M"是影响愈伤组织生长的一个重要因素。M"环境

影响质膜的渗透性及愈伤组织对营养物质的吸收程度。将!*3,1,3*()培养基调至不同

M"值，结果（图’）表明：M"G3H以下，对生长促进作用不大；M"G+H!5+4具有一定缓冲

力，对生长皆有促进作用；M"G+H!G3I对生长促进作用最显著。

!"!"& 愈伤组织生长曲线：由生长曲线（图$）可知，愈伤组织生长曲线大致呈)型，在,
!H6处于生长延迟期，生长速度接近于零。在此阶段的后期，曲线略有上升；之后进入对

数生长期，在H!4,6期间，愈伤组织生长速度明显加快，生长量增加显著，是延迟期的

5+H倍，在对数生长期的4,!4$6中，愈伤组织生长速度最快，生长倍增量达延迟期的*’
倍；4$!’G6处于生长平稳期。从愈伤组织生长曲线看，最适继代时间为第4$6，也是细胞

培养的最适转接时间。
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图! 肌醇对银杏愈伤组织生长的影响

"#$%! &’’()*+,’-#’’(.(/*#/,+#*,0),/)(/*.1*#,/+
,/)1002+$.,3*4,’!"#$%&#’

!"# 植物生长调节因子对愈伤组织生

长的影响

!"#"$ 566和786对愈伤组织生长的

影响：由图9可知，当附加:;<=0／>的

?@，考察生长素的作用时，附加566的

愈伤 组 织 生 长 最 大 值 是 附 加786的!
倍，说明566作用明显优于786；此外，

?@浓度为:;<=$／>时，愈伤组织生长

随566浓度的增加，渐次递减，呈负相

关性。由图9还可看出，促进愈伤组织生

长的最佳激素组合是566<;:=$／>，?@

图A BC对银杏愈伤组织生长的影响

"#$%A @4(#/’02(/)(,’BC,/*4($.,3*4
,’)100#,’!"#$%&#’

:%<=$／>。

!"#"! !，DEF对愈伤组织生长及银杏内

酯含量的影响：由图G可知：（<）随着!，

DEF浓度的增加，愈伤组织生长量也逐渐

增加。当!，DEF浓度达到G=$／>时，愈

伤组织生长量最大。之后，随着!，DEF浓

度的增加，愈伤组织生长量逐 渐 减 少。

培养!:-和培养A:-的愈伤组织的生长

规律相似；（!）相同培养条件下，随着培

养时间的延长，愈伤组织生长量亦增加。

培养A:-的愈伤组织最高生长量比培养

!:-的愈伤组织提高了A9H；（A）!，DEF
对愈伤组织中银杏内酯6的影响不大。

图D 银杏愈伤组织生长曲线

"#$%D @4(*#=(E),2.+(,’)1002+$.,3*4,’!"#$%&#’

对于培养()*的愈伤组织而言，银杏内酯

+的含量随着(，,-.浓度的增加而逐渐

加大，浓度为/01／2时，银杏内酯+的含

量达到最大值（)"3)45)ID）；而对于培养

A:-的愈伤组织，其规律与培养!:-的类

似，其峰值也为J=$／>，银杏内酯8的含

量为<;:<K<:ID（见表!）。由图G尚知，

培养!:-的 愈 伤 组 织 在!，DEF浓 度 为

J=$／>时，按活性计算的银杏内酯的总含

量最大；而对于培养A:-的愈伤组织来

说，银杏内酯总量以<:=$／>时为最高。

由图G可以看出，虽然培养!:-的愈伤组织中的银杏内酯含量较培养A:-的为低，但

后者的细胞产率却是前者的!倍多，并呈现一定的规律性，且以!，DEF浓度为J=$／>时

产率最大。由于产率是相对于生长和含量两因素而言，故考虑综合指标银杏愈伤组织在
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图! "##和$%#对愈伤组织生长的影响

&’()! *++,-./+"##012$%#/1.3,(4/5.3
/+-066’/+!"#$%&#’

7，89:培养条件下生长;<2时，适宜浓度

为=>(／?。

!"# 血小板聚集法测定等效银杏内酯%
的含量

由表;可见，@#&法测得根愈伤组织

中等效银杏内酯%的含量为AA;>(／>?，

略高于 B@?C所测 含 量，这 主 要 是 由 于

@#&法具有选择性强、灵敏度高（定量检

出限达;D=!>/6／>?）等特点，且样品不经

预分离纯化处理，所含成分损失较少，故测

定值较高的缘故。

表! 在不同培养时间!，#$%对愈伤组织中银杏内酯&含量的影响

’()*+! ,--+./01-23--+4+5/6+43121-.7*/74+0766*+8+5/+293/:!，#$%15/:+.15/+5/1-;&35.(**3

E%／FA<G8（(／(）

7，89:C/1-)／（>(／?）
A 7 8 H = A< A7

7<2 <)AA <)AA <)7! <)7I <)I< <)J8 <)8H

;<2 <)A8 <)A! <)7I <)JJ A)<A <)IH <)!H

图H 7，89:对银杏愈伤组织不同生长

时间及银杏内酯含量的影响
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表< 根愈伤组织=>?@测定结果
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< 结 论

本文首次在国内采用固体培养法对组织培养法

生产银杏内酯进行了研究，筛选出了银杏内酯高产

细胞系，银杏内酯含量达万分之一，与天然植物含量

相当，属国内外领先水平；此外，本实验首次将选择

性的生物定量法（@#&诱导的血小板聚集法）应用于

组织培养物中银杏内酯的检测，并对银杏内酯检测

的B@?C法进行了改进，使之能够适用于组织培养

物中银杏内酯的检测；本文尚全面考察了各种培养

J!A期 于荣敏等：银杏愈伤组织培养及其代谢产物银杏内酯的研究



基对银杏不同外植体的愈伤组织的诱导情况，得到了不同外植体的最适培养基；全面考察

了!"培养基中各成分对愈伤组织诱导及生长的影响；考察了各种生长激素以及光照对

愈伤组织合成银杏内酯能力的影响，肯定了银杏内酯在根愈伤组织中的合成不需要光照，

为下一步银杏细胞（发酵）培养奠定了较好的基础。
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