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摘　要:研究了来源于银杏 Ginkgo biloba L.胚和萌发30 d幼苗茎的悬浮细胞在培养过程中, 细胞叶绿体的分化

和黄酮类化合物累积的关系。研究表明, 有叶绿体分化细胞中的黄酮类化合物的质量分数高于无叶绿体分化的

细胞 。光照培养 、 增加培养基中的微量元素 、 添加低浓度的 TDZ 等促进细胞中叶绿体分化的方法都有利于悬浮

细胞中黄酮类化合物的积累, 选育的绿色细胞悬浮培养物中黄酮类化合物质量分数最高可达细胞干质量的

0.798%。
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　　银杏 Ginkgo biloba L.是传统药用植物, 目前从

银杏叶中分离出的化合物有 140多种, 其中有效成

分以黄酮类化合物的质量分数最高, 一般为 0.5%

～ 1.0%
[ 1]
。银杏叶制剂对脑损伤 、 脑缺血 、 哮喘 、

器官移植排斥等有显著作用
[ 2]

, 是心脑血管疾病的

主要用药之一。目前商品化的银杏黄酮均来源于银

杏叶, 生产受原料产地 、 季节等因素的限制, 通过

植物组织培养和细胞工程技术生产银杏黄酮是一条

有效途径 。

目前有关银杏离体培养产生黄酮类化合物的研

究多是用愈伤组织, 产量低, 生长慢, 周期长
[ 3, 4]
。

考虑到以种子为外植体可以不受季节和原料产地等

因素的限制, 我们用银杏的种子胚及萌发 30 d 的

银杏幼苗茎段诱导愈伤组织, 建立细胞悬浮体系进

行次生代谢物的研究, 以期找出悬浮培养细胞中黄

酮类化合物产生的限制因子, 从而培育高产的悬浮

细胞系。在植物细胞悬浮培养中, 有关细胞器的发

育和次生代谢物的研究报道甚少。研究发现培养细

胞的叶绿体分化与黄酮类化合物的积累呈正相关 。

通过改变培养基组分及培养条件促进细胞叶绿体的

分化, 筛选出绿色细胞, 其悬浮培养物中黄酮类化

合物的质量分数最高可达细胞干质量的 0.798%。

1　材料与方法

1.1　实验材料

供试材料为产自江苏盐城地区的银杏 Ginkgo

biloba L.种子的胚及由该种子萌发的一月龄幼苗的

茎段 。黄酮类化合物测定的标准品为芦丁 (中国药

品检定所) 。

1.2　愈伤组织的诱导

胚愈伤组织的诱导培养基和继代培养基参照倪

静静等
[ 5]
的配方;茎愈伤组织的诱导培养基参照罗

紫娟
[ 6]
的配方。

培养条件:23 ℃, 暗培养 3周, 后转入黑暗 8

h 光照 16 h培养, 光照强度 40μmol·m
-2
·s
-1
。

1.3　细胞悬浮培养体系的建立

选取继代两次以上的生长旺盛 、 结构疏松的愈

伤组织, 用接种铲稍加分散, 以鲜重 2.0 ～ 2.5 g 

瓶的接种量接入 200 mL 三角瓶 ( 50 mL 培养基)

中, 培养基同愈伤组织继代培养基, 不加琼脂 。培

养条件:23 ℃, 光照培养, 摇床转速为 120 r min。

培养 6 d后, 以60目尼龙网筛滤除大的细胞团块,

悬浮细胞培养18 d后继代培养 。

1.4　细胞悬浮培养的生长参数测定

生长动态分析:胚来源的悬浮细胞每 4天测一

次细胞鲜质量, 每次测定为 5个平行试样的平均

值;茎来源的悬浮细胞每 3天测一次细胞鲜质量,

每次测定为 4 个平行试样的平均值, 绘制生长曲

线 。

增长指数=
收获的细胞鲜质量-接种的细胞鲜质量

接种的细胞鲜质量

1.5　悬浮细胞团中黄酮类化合物的提取和质量分

数测定

　　以收获的细胞于 60 ℃烘干至恒量 (约 24 h) ,

用 φ=80%的乙醇-水溶液于索氏提取器内提取 7

h, 过滤, 滤液浓缩后用石油醚萃取 2 次除去叶绿
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素等杂质, 用 φ=30%的乙醇-水定容至 50 mL 供

测定 。

黄酮类化合物的测定采用络和-分光光度法,

精确配制 0.010 7 ～ 0.085 6 mg mL各浓度的芦丁标

准溶液, 测定吸收度, 作线性回归, 得出芦丁浓度

( Y ) 与吸收度 ( X) 间的关系:Y = 0.09108X +

0.0008774, r =0.996。样品的测定方法参照庄向平

等
[ 7]
的方法。

黄酮类化合物积累的动态分析为每 3 d或 4 d

取样, 其余测定样品除特别注明的外, 均为培养

24 d取样 。

1.6　叶绿体分化程度的鉴别

1.6.1　显微镜下观察悬浮细胞内部叶绿体的数量

　在光学显微镜下观察, 细胞中叶绿体的数量占

细胞体积的3 4以上为高度分化 。

1.6.2　叶绿素含量的测定　称取干质量 0.2 g 的悬

浮细胞, 以 φ=80%丙酮提取, 按 Arnon
[ 8]
方法测

定叶绿素 a和 b的总量和 a b值。

1.7　微量元素对悬浮细胞的生长 、 分化和黄酮含

量的影响

　　以N6 培养基为对照, 分别用 2, 4, 6倍于 N6

培养基中的微量元素浓度的培养基培养茎来源的悬

浮细胞, 21 d后测定对照和各处理组的细胞的增长

指数和黄酮质量分数, 观察培养物的颜色和培养细

胞内的叶绿体数量。

2　结　果

2.1　悬浮细胞中的生长与黄酮类化合物积累的关

系

　　胚来源的悬浮细胞的生长及黄酮类化合物的积

累 (图1) 大致为平行, 但细胞的生长在 21 d后进

入平稳期, 黄酮类化合物的产量在 24 d才达到最

大, 故黄酮类化合物的收获时间为培养后的 24 d

较宜 。

图 1　胚来源的悬浮细胞生长和黄酮的质量分数变化

Fig.1　The time course of growth and the flav content

in suspension culture from seedling stem

茎来源的悬浮细胞的生长在 9 d进入对数增长

期, 21 d 达到最大生长量 (图 2) , 黄酮类化合物

的质量分数在 24 d进入稳定期, 但 21 d以后, 细

胞的颜色变暗, 逐渐褐化, 继代后不易成活, 故继

代培养的时间为 18 d。

图 2　茎来源的悬浮细胞生长和黄酮的质量分数变化

Fig.2　The time course of growth and the flav content

in suspension culture from embryo

2.2　悬浮细胞团中的叶绿体的分化与黄酮类化合

物的积累

　　在悬浮细胞培养初期, 同一批培养的悬浮细胞

颜色在各瓶间有一定差异, 呈现浅黄 、黄绿 、 鲜绿

或黄褐色, 在显微镜下观察, 黄褐色的细胞大多已

死亡, 细胞内部结构消失;浅黄和黄绿色的细胞中

叶绿体的分化水平较低, 叶绿体的数量较少;而颜

色鲜绿的细胞中叶绿体多而密集 (图 3) 。

图 3　鲜绿色的悬浮细胞 ( a) 和黄绿色的悬浮细胞 ( b)

Fig.3　Bright green cell ( a) and Yellowish green cell ( b)

通过目视法筛选颜色鲜绿的细胞反复继代培

养, 得到稳定的鲜绿色悬浮细胞培养体系 。从表 1

中可看出, 鲜绿和褐绿色的悬浮细胞中的黄酮类化

合物质量分数为 7.053×10
-3
和 7.81×10

-3
分别比

黄绿色的细胞 ( 3.291×10
-3

) 高 1.14和 1.37倍,

褐绿色的细胞叶绿素和黄酮质量分数都达到最高,

发育成熟, 继续培养会很快褐化, 褐化后的细胞黄

酮质量分数大大降低 。叶绿体的出现表明细胞已

有了细胞器的分化, 而黄酮类化合物质量分数与细

胞中叶绿素的质量分数呈正相关, 说明了银杏悬浮

细胞中黄酮类化合物的积累与细胞叶绿体的分化水

平有关 。

2.3　光照条件对黄酮类化合物积累的影响

银杏胚来源和茎来源的悬浮细胞在光照条件下

都能形成叶绿体, 合成叶绿素, 茎来源的悬浮细胞

叶绿素总质量分数高于胚来源的悬浮细胞, 细胞中

聚集了大量的叶绿体, 培养细胞呈鲜绿色;胚来源

95　第 6 期 莫小路等:银杏悬浮细胞叶绿体的分化与黄酮类产物积累



的悬浮细胞呈黄绿色 (图 3) 。

表 1　悬浮细胞中叶绿素质量分数对

黄酮质量分数的影响
1)

Tab.1　The effect of chlo ( a+b) to the flav.

content in suspension culture

悬浮细

胞颜色

w(叶绿素( a+b) )

10-6

w(叶绿素 a)
w (叶绿素 b)

w (黄酮)

10-3

黄绿色

鲜绿色

褐绿色

褐色

12.8±1.62

17.64±3.76

20.9±0.56

8.3±0.42

1.36±0.115

1.91±0.113

3.97±0.057

0.77±0.172

3.291±0.382

7.053±0.816

7.81±1.03

2.6±1.13

1) n=3～ 5,  x±SD

将光照 ( 40μmol·m
-2
·s
-1

) 下生长旺盛的悬浮

细胞分为两组, 分别进行在光照 、 黑暗下培养, 结

果黑暗下培养的悬浮细胞呈黄色 、 白色或淡绿色,

其生长仍很旺盛, 但合成黄酮类化合物能力大大低

于光照培养的细胞 (图 4) 。在显微镜下观察, 这

些细胞内仍有少量的叶绿体, 可能与细胞仍能合成

少量的黄酮类化合物有关 。

图 4　光照对细胞生长 、 叶绿素和黄酮质量分数的影响

Fig.4　The effect of light on the growth, chlo ( a+b)

and flav.content of suspension culture

2.4　微量元素对悬浮细胞的生长 、 分化和黄酮质

量分数的影响

　　从表 2中的结果看, 4 倍于 N 6 培养基的微量

元素对茎悬浮细胞的生长及叶绿体的分化均有利,

而高于此浓度的微量元素对细胞的生长不利, 在培

养14 d后褐化。

表 2　微量元素对茎悬浮细胞的生长 、

叶绿体分化和黄酮质量分数的影响
1)

Tab.2　The effect of micro_element on suspension' growth,

chloroplast and flav.content

微量元素 增长指数
悬浮细

胞颜色

w (黄酮)

10 -3

对照 N6 3.527±0.02 黄-绿 2.85

2×N6 3.740±0.43 黄-绿 5.3

处理 4×N6 6.289±1.17 Bright-绿 6.5

6×N6 1.72±0.03 综 1.8

1) n=3～ 5,  x±SD

2.5　TDZ 对胚悬浮细胞的生长和次生代谢的影响

在培养基中加入不同浓度的 TDZ( thidiazuron,

噻重氮苯基脲) , 结果(图 5)显示, 低浓度的 TDZ 能

使悬浮细胞增绿, 并且促进细胞的生长和黄酮类化

合物的积累,当TDZ的浓度高于 0.2μmol L时, 影响

细胞的生长(增长指数降低) ,培养物中的黄酮类化

合物的质量分数开始下降,悬浮细胞培养后期由褐

绿色逐渐转为褐色, 死亡。在 0.1 μmol L TDZ 浓度

下,对变绿的胚来源的悬浮细胞进一步培养,可使其

黄酮类化合物的产量提高到 7.98 mg g, 与茎来源的

悬浮细胞黄酮产量相近(图 6) 。

图 5　TDZ 对胚来源的悬浮细胞的生长 、

叶绿素和黄酮质量分数的影响

Fig.5　The effect of TDZ on the growth, chlo.

and lav.cont.of suspension cell from embryo

图6　添加 TDZ对继代培养中胚来源的

悬浮细胞黄酮质量分数的影响

Fig.6　The effect of TDZ on the flav.cont

of suspension cell from embryo in susculture

3　讨　论

一般认为选用植物中次生代谢物质量分数高的

部分作为外植体诱导的愈伤组织和悬浮细胞培养物

中次生代谢物的质量分数也高, 因此,大部分关于银

杏愈伤组织和悬浮细胞培养中黄酮产生的研究都是

以银杏叶为外植体 。尽管种子胚中的黄酮类化合物

含量很低,本研究从银杏幼苗茎和种子胚来源的悬

浮细胞中都获得了黄酮类化合物, 体系中的悬浮细

胞保持了母本植物合成黄酮类化合物的能力。但黄
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酮类化合物的合成和积累主要在有叶绿体分化的细

胞(表 1,图 4) , 且黄酮类化合物的质量分数与细胞

的叶绿体分化呈正相关。对培养细胞中影响叶绿体

形成的培养条件(光照 、培养基中的微量元素质量分

数)的研究结果也进一步证实了这一点 。

在起初的培养中,胚来源的细胞偏黄绿色,即使

在光照下培养, 叶绿素质量分数和黄酮质量分数仍

低于相同培养时间的茎来源的细胞(表 1, 图 6) 。添

加植物生长调节物质可以改变细胞中叶绿素的质量

分数, 而 TDZ 是选定的较为有效的生长调节物质 。

TDZ 是一种取代的苯脲化合物, 已发现在很多植物

中有促绿作用
[ 9]
。结果表明, 添加低浓度的 TDZ 可

提高胚来源的悬浮细胞中的叶绿素和黄酮质量分

数,多次培养后的黄酮质量分数与茎来源的悬浮细

胞相近(图 6) 。本文用分光光度法对悬浮细胞中的

黄酮类化合物质量分数进行定量测定, 在测定前曾

用石油醚萃取 3次,第 3次萃取时, 醚层近无色, 可

以认为,石油醚萃取两次已将提取液中的叶绿素等

脂溶性杂质基本去除,故本研究结果中,绿色细胞的

黄酮类化合物质量分数测定结果基本不存在叶绿素

的干扰,作为初步的定量方法已能反映银杏悬浮细

胞培养物中的黄酮类化合物质量分数的变化 。由于

分光光度法是以芦丁为标准品在 510 nm进行比色,

可能提取液中还有某些成分在此波长下有吸收, 测

定值通常比HPLC法稍高
[ 7]

,因此, 本研究的下一步

工作还需用HPLC 法对黄酮类化合物的质量分数作

精确的定量检测 。

植物中黄酮类化合物在细胞内的合成部位还未

完全清楚,花色苷是由细胞的有色体产生,分泌到液

泡中。叶绿体和有色体都是由前质体发育而来, 有

的叶绿体在发育后期能转变为有色体, 这可能是叶

绿体发达的细胞能积累较高的黄酮类化合物的原因

之一。图5的实验是将在光照下生长正常的绿色细

胞在黑暗条件下培养, 细胞在失去叶绿素合成功能

的同时,黄酮类化合物的生成量也大大降低,可以肯

定在银杏的离体培养中, 叶绿体出现是黄酮类化合

物产生的结构基础 。因此,进一步优化培养基组分

和培养条件,筛选培育出叶绿体发达的悬浮细胞系,

是提高银杏悬浮细胞培养物中黄酮类化合物质量分

数的有效途径。
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The Chloroplasts Differentiation and Flavonoids

Accumulation in Suspension Culture of Gingo biloba

MO Xiao_lu, HUANG Xue_lin, MENG Chen

( The Key Laboratory of Gene Engineering of Ministry of Education∥

School of Life Sciences, Sun Yat_sen University, Guangzhou 510275, China)

Abstract:The relationship of chloroplasts differentiation and flavonoidsaccumulation in suspension cell derived from

embryo and stem of 30 days old seedings of Ginkgo biloba L.was investigated.The flavonoids content in suspension cells

which had large amount of chloroplasts was higher than that of the cell with lower chloroplasts differentiation.The culture

condition such as cultured in light, increasing microelement consistency in medium, addition of thidiazuron at 0.1 μmol 

L, which improved the chloroplast differentiation could also increased the flavonoids production.The maximal flavonoids

content in selected green cell line was 7.98 mg g.It was conjectured that the chloroplast maybe one of the site for

flavonoids synthesis in the cell of Ginkgo biloba L.

Key words:Ginkgo biloba L.;flavonoids;suspension culture;chloroplast
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