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正交试验优化银杏胚愈伤组织继代培养及黄酮积累
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　　摘　要:采用正交试验研究了基本培养基 、NAA 、6-BA 、植酸(PA)4因素各3水平对银杏胚愈

伤组织继代培养及黄酮积累的影响 ,并测定了愈伤组织生长曲线。结果表明:银杏胚愈伤组织继

代培养的最佳组合是N6 +NAA 3.0 mg/L+6-BA 2.0 mg/L+0.1%PA ,各因子影响程度为基本

培养基>NAA>6-BA>PA;愈伤组织黄酮积累量最佳组合是 B5 +NAA 0.1 mg/L+6-BA 0.5

mg/ L+0.05%PA ,各因子影响程度为NAA>PA>6-BA>基本培养基。愈伤组织生长曲线基本

呈“S”型 ,黄酮积累的适宜培养周期为 40～ 50 d。
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　　银杏(Ginkgo biloba L.)是国际上近代植物药研究

开发的热点之一 [ 1-2] 。这主要源于其叶中含有较高含量

的黄酮类天然药物。黄酮类物质可使冠状动脉扩张 ,降

低血脂 ,增加脑血流量 ,对心脑血管循环有明显的改善

作用[ 3] 。近年来 ,以银杏叶为原料加工提取黄酮的银杏

产业在我国得到了迅速发展[ 4] 。然而 ,大面积栽培银杏

树占用了许多农作物耕地 ,同时银杏叶的生长及叶中黄

酮含量也会受到自然环境的影响[ 5] 。而利用植物细胞

培养生产药用成分是近年来发展起来的新领域 ,它已成

为开发药用植物资源的重要途径[ 6-7] 。为了获得生长快

速且生物量大的愈伤组织和积累最大量黄酮类物质 ,该

试验以银杏胚愈伤组织为材料 ,采用正交试验设计方法

研究愈伤组织继代培养和黄酮积累的影响因子 ,为银杏

愈伤组织后期的悬浮培养及工业化生产提供一定的技

术参数。

1　材料与方法
1.1　试验材料

供试材料武汉生物工程学院植物细胞工程实验室

继代 3次以上的银杏胚愈伤组织。培养方式为固体培

养。50 mL三角瓶内分装 20 mL固体培养基 ,每瓶接种

量为鲜重 0.3 g 左右 ,于光照 16 h/d 、(25±1)℃光照培

养箱中培养。

1.2　正交试验设计

正交表选用4因素 3水平的L9(34)[ 8] ,各因素的不

同水平见表 1。培养基为:试验号+3.0%蔗糖+0.7%

琼脂 ,pH 5.8 ,各试验号设计见表 2。

　　表 1 L9(34)正交试验因素和水平表

　　Table 1 L9(34)Factors and levels

水平

Levels

因素 Factors

基本培养基

Basic medium(A)

NAA

/mg·L-1(B)

6-BA

/mg·L-1(C)

PA

(D)/ %

1 N6 0.1 0.5 0.05

2 B5 1.0 1.0 0.1

3 MS 3.0 2.0 0.3

　　表 2 4因素3水平 L9(3
4
)正交设计

　　Table 2 Four factors and three levels of L9(34)

试验号

Test teans

基本培养基

Basic medium(A)

NAA

/ mg·L-1(B)

6-BA

/mg·L-1(C)

PA

(D)/ %

1 1(N6) 1(0.1) 1(0.5) 1(0.05)

2 1(N6) 2(1.0) 2(1.0) 2(0.1)

3 1(N6) 3(3.0) 3(2.0) 3(0.3)

4 2(B5) 1(0.1) 2(1.0) 3(0.3)

5 2(B5) 2(1.0) 3(2.0) 1(0.05)

6 2(B5) 3(3.0) 1(0.5) 2(0.1)

7 3(MS) 1(0.1) 3(2.0) 2(0.1)

8 3(MS) 2(1.0) 1(0.5) 3(0.3)

9 3(MS) 3(3.0) 2(1.0) 1(0.05)

1.3　愈伤组织生长参数测定

以 1 L 愈伤组织的鲜重(FW)表示培养过程中的愈

伤组织生物量。培养50 d后测量愈伤组织鲜重 ,愈伤组

织生长指数(Grow th index)=(收获愈伤组织鲜重—接

种愈伤组织鲜重)/接种愈伤组织鲜重。2次重复 ,每次

6瓶 ,共计 12瓶的平均值。

褐变程度等级划分:0级 ,外观鲜艳 ,淡黄色;1级 ,

轻度褐变 ,基本呈黄白色;2级 ,褐变 ,黄褐色;3级 ,较严

重褐变 ,褐色;4级 ,严重褐变 ,黑褐色
[ 9]
。
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1.4　愈伤组织生长曲线测定

将胚愈伤组织继代于正交试验中筛选的优势组合

N6 +NAA 3.0 mg/ L+6-BA 2.0 mg/ L+0.1%PA培养

基中 ,培养后每10 d随机抽取 6瓶培养物 ,称其鲜重 ,计

算愈伤组织生长指数 ,绘制生长曲线。并将愈伤组织烘

干 ,测其总黄酮含量。

1.5　愈伤组织中黄酮的提取与含量测定

1.5.1　黄酮的提取　将培养 40 d的愈伤组织称鲜重 ,

在70℃烘干至恒重 ,研细 ,过 100目筛 ,精密称取 1 g ,

20 mL 甲醇溶解 ,超声波水浴 30 min ,过滤 ,滤液加入

1.5 mol/ L HCl 10 mL于80℃水浴回流1 h ,冷却后甲醇

定容至 50 mL ,最后通0.22μm 滤膜过滤后稀释 5倍备

用
[ 10]
。

1.5.2　槲皮素波谱峰值测定　槲皮素标准品购自上海

融禾医药科技发展有限公司 ,逍度为 24μg/mL ,TU-1810

紫外可见分光光度计测其最大吸收峰值波长366 nm 。

1.5.3　槲皮素标准曲线　参考江静等方法
[ 11]
准确称取

烘至恒重的标样槲皮素 ,甲醇完全溶解 ,配成 0.2 、0.4 、

0.6、0.8 、1.0μg/mL ,以甲醇溶剂为空白对照 ,366 nm测

各浓度吸光值 , 重复3次 ,取平均值绘制标准曲线

图 1 槲皮素波谱曲线图

Fig.1　Quercetin spect rum character curve

y=0.1434 x-0.0549 ,R
2
=0.9991。

1.5.4　黄酮含量测定　于366 nm测定各试验号愈伤组

织提取物 ,由标准曲线得槲皮素浓度 ,并计算黄酮含量。

总黄酮含量=(槲皮素)×2.51×5×50 mg/愈伤组织干

粉(g)。

　　表 3 银杏胚愈伤组织生长指数、黄酮含量及褐变影响

　　Table 3 Ginkgobi loba L embryo callus grow th index , f lavonoids content and brow ning

试验号

Test teans

愈伤组织生长指数Growth index of callus 黄酮含量 Flavonoids content/mg·L-1

平均1Average1 平均 2 Averag2 平均 Average 平均 1Average1 平均2 Averag2 平均Average

褐变等级

Class of browning

1 4.56 5.26 4.91 3.86 4.30 4.08 1

2 6.34 7.08 6.71 2.42 2.74 2.58 2

3 8.29 9.49 8.89 2.55 2.73 2.64 3

4 1.65 1.85 1.75 2.95 3.17 3.06 4

5 4.24 4.54 4.39 3.37 2.91 3.14 3

6 5.00 5.40 5.20 3.20 3.48 3.34 3

7 7.19 7.87 7.53 3.20 3.28 3.24 0

8 3.98 4.60 4.29 2.82 2.58 2.7 0

9 6.57 7.57 7.07 3.03 3.17 3.1 2

2　结果与分析
2.1　各因素对试验效果影响的主次

培养 50 d后 ,可见多数处理的愈伤组织均有不同程

度的生长 ,但观察到接触培养基的愈伤组织生长较快 ,

而距培养基较远的愈伤组织已有褐变现象产生 ,记录褐

变等级。将各种处理愈伤组织取出 ,称其鲜重 ,计算愈

伤组织生长指数。并将愈伤组织烘干称干重 ,提取并检

测黄酮量(结果如表3)。

　　从试验结果的直观分析可以看出(表 4),A因素(基

本培养基)、B因素(NAA)对银杏愈伤组织生长的影响

较大 ,而 C 因素(6-BA)和 D因素(PA)对其影响较弱。

从4因素的 R值可确定它们对愈伤组织生长的影响程

度的主次顺序为:A>B>C>D ,根据表 4中各因素水平

平均值(K)的大小 ,可得银杏胚愈伤组织生长最优组合

为A1B3C3D2 ,即 N6 +NAA 3.0+BA 2.0+0.1%PA为

银杏胚愈伤组织生长的较适宜培养基。

　　表 4　胚愈伤组织生长指数和黄酮含量正交试验

结果直观分析

　　Table 4　Intui tive analysis of embryo callus growth index and

f lavonoids content by orthogonal test

平均值

Average

A 生长指数

(黄酮含量)

B生长指数

(黄酮含量)

C生长指数

(黄酮含量)

D生长指数

(黄酮含量)

K 1 6.830(3.100) 4.727(3.460) 4.797(3.373) 5.453(3.440)

K 2 3.780(3.180) 5.127(2.870) 5.173(2.913) 6.477(3.053)

K 3 6.297(3.013) 7.053(3.024) 6.937(3.007) 4.977(2.800)

R 3.050(0.167) 2.326(0.683) 2.140(0.460) 1.500(0.640)

　　注:括号中为黄酮含量直观分析。

根据表 4中4因素的 R值可确定它们对愈伤组织

黄酮积累量的影响程度的主次顺序为:B>D>C>A ,而

根据各因素水平平均值(K)的大小 ,可得银杏胚愈伤组

织积累黄酮的最优条件组合为 A2B1C1D1 ,即 B5 +NAA

0.1+BA 0.5+0.05%PA 银杏胚愈伤组织积累黄酮量
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的较适宜培养基。

试验结果表明 ,影响银杏愈伤组织增殖和黄酮积累

量的因子各不同 ,基本培养基对于银杏胚愈伤组织增殖

是最主要的影响因子 ,而 NAA 却是影响黄酮积累量的

主要因子。但 6-BA对于两者的影响均较小。

2.2　各因素对试验效果影响的趋势分析

2.2.1　基本培养基对试验效果影响的趋势分析　从图

2可以看出 ,3种基本培养基对银杏愈伤组织生长和黄

酮含量影响有很大区别。N 6 和 MS培养基均较适合于

愈伤组织生长 ,B5 培养基却对愈伤组织生长不太理想。

反之 ,B5培养基较适合于总黄酮的积累 ,而N6 和 MS对

黄酮的积累量却不理想。

图 2　基本培养基与愈伤组织生长指数和黄酮积累关系

Fig.2 The ef fect of minimal midium on callus grow th

index and the content of f lavonoid

2.2.2　其它3因素对试验效果影响的趋势分析从图3 、

4可以看出 ,愈伤组织生长均随 2种激素 NAA和 6-BA

浓度的增加而呈递增趋势 ,即高浓度激素 NAA 3.0+

BA 2.0有助于愈伤组织增殖 ,而低浓度激素 NAA

0.1+BA 0.5有助于黄酮积累。高浓度植酸对于愈伤组

织增殖和黄酮积累量都不适合 ,但 0.1%植酸对于愈伤

组织生长有促进作用 ,而 0.05%植酸有利于黄酮积累。

同时从表 3中可以看出 ,7 、8、9号处理褐变较轻 ,而 4、5 、

6号处理褐变较严重 ,表明愈伤组织褐变不仅受植酸浓

度影响 ,还受基本培养基种类的影响。

图 3　因素与愈伤组织生长指数

Fig.3 The effect of concentration of B,C and

D on callus growth index

图 4　因素与黄酮积累量关系

Fig.4 The effect of concent ration of B,C and D on the content of flavonoid

该试验结果表明 ,从愈伤组织生长指数和黄酮积累

量 2个指标综合来看 ,很难达到培养基一致的情况。愈

伤组织增殖要求在 N6 培养基上 ,且对 2种激素水平均

要求较高 ,而黄酮积累量却要求在 B5培养基上 ,且要求

2种激素浓度处于较低水平。而这 2个指标均要求植酸

浓度不能过高。

2.3　愈伤组织生长曲线及黄酮合成时间进程的测定

试验结果(图4)表明 ,银杏愈伤组织生长曲线基本为

S型 ,其中0 ～ 10 d为生长延缓期、10 ～ 40 d为指数生长

期 ,40～ 50 d时生长平稳 ,鲜重增加量有所减缓 ,基本进入

静止期。虽然愈伤组织的生长动态曲线与细胞培养中的

生长曲线相似 ,但由于愈伤组织中细胞的同步化程度没

有悬浮细胞培养中的高 ,在培养后期还有一部分细胞在

增殖 ,从而造成愈伤组织生长曲线不是标准的“S”型。

随着培养时间的延长 ,黄酮含量基本随愈伤组织增

长而逐渐增加 ,40 d后黄酮含量的增长速度变慢。从图

4中可以看出 ,黄酮的合成曲线与愈伤组织生长曲线生

长同步 ,属于同步合成型。在利用愈伤组织生产黄酮过

程中 ,较适宜的培养周期为40 ～ 50 d。

图 5 银杏愈伤组织生长曲线和黄酮含量变化曲线

Fig.5　Grow th curve of callus of Ginkgobiloba L.and

flavonoid content curve

3　讨论
正交设计是多因素多水平分析的有力工具 ,采用正

交设计的方法 ,可以精简试验次数 ,提高试验结果的正

确性和可靠性
[ 8]
。前人对银杏愈伤组织的培养和黄酮

积累量的研究多采用单因素和双因素试验 ,未对试验结

果进行统计学方法的处理和分析[ 12-13] ,试验按照正交设

计分别对银杏2种外植体来源愈伤组织进行了 4因素3
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水平的 9个组合试验 ,优化和筛选了银杏胚愈伤组织继

代培养和黄酮积累量的主要因素 ,大大提高了试验效

率。结果表明 ,N6有利于愈伤组织的继代培养 ,而B5 有

利于黄酮的积累;高浓度的生长素和适中浓度植酸

(0.1%)有利于愈伤组织的继代培养 ,而低浓度生长素和

植酸(0.05%)有利于黄酮的积累;愈伤组织生长与黄酮

收获时间以 40 ～ 50 d为宜 ,对今后银杏液体悬浮培养的

营养因子的提供具有一定的指导意义。

进行愈伤组织继代培养时 ,要求愈伤组织生长量大

且有较高的次生代谢物含量。但研究发现 ,这二者往往

是对立的。陈学森等曾报道[ 14] , MT 培养基利于愈伤组

织形成 ,但黄酮量低 ,而White培养基对愈伤组织培养

不利 ,但有利于黄酮物质的产生和积累。这与该研究结

果有相似之处 ,即N6 培养基适合愈伤组织的增殖 ,而 B5

却适合于愈伤组织黄酮类的积累。刘贤旺报道若二者

同时兼顾 ,则 SH 培养基最优
[ 15]
,但该试验中没有涉及

此培养基。

植物生长调节物质中 ,2 ,4-D生理活性强 ,诱导快 ,

但易使培养物老化和褐变 ,而 NAA 生理活性弱 , NAA

与BA配合能调节激素平衡 ,有利与愈伤组织保持旺盛

活力。Carrier等报道
[ 16]

NAA与 6-BA 组合调节可使细

胞干重和黄酮苷含量同时提高。王洪善等发现
[ 17]
在银

杏继代培养中 NAA和 6-BA浓度在 0.8 ～ 1.0 mg/L时

效果较好 ,而该试验结果表明 ,对于愈伤组织继代培养

时以 NAA 3.0 mg/L和 6-BA 2.0 mg/L 最高设定浓度

时最好 ,而黄酮积累量要求低浓度激素。

植酸具有抑制多酚氧化酶活性的作用 ,从而有效地

控制愈伤组织的褐变 ,促进愈伤组织生长 ,该试验研究

结果表明 ,0.1%植酸有利于愈伤组织生长 ,0.05%植酸

却有利于黄酮积累 ,陈学森等也发现[ 9] 0.1%植酸对细胞

生长最有利 ,但更关键的是要选择适宜的培养基及激素

组合 ,使外植体或细胞处于旺盛生长的状态 ,才能最终

取得满意的效果。
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Optimizes the Callus Growth and Flavonoids Formation in Embryo of Ginkgobiloba L.byOrthogonal Test

HU Yan-mei ,ZHANG Zhi-hua , ZHOU Jun-jiang ,MEI Shuang-xi , SONG Peng-fei

(Department of Bioengineering , Wuhan Bioengineering Institute , Wuhan , Hubei 430415 , China)

Abstract:The effects of different concentration and combinatibns of NAA ,6-BA ,PA and minimal medium on embryo a

callus of Ginkgo biloba L.for subculture and flavonoids formation were studied by using orthogonal test , and combina-

tions of optimum treatment were selected.The results showed:the optimum combinations were N6 +NAA 3.0 mg/ L+

6-BA 2.0 mg/ L+0.1%PA for embryo callus subculture and effect sequence of four effects w as minimal medium>

NAA>6-BA>PA;the optimum combinations were B5 +NAA 0.1mg/L+6-BA 0.5 mg/L+0.05%PA for flavonoids

formation and effect sequence of four effects was NAA>PA>6-BA>minimal medium.Growth curve of callus of Gink-

go bi loba L.was curve “S” and the optimum culture cycle of flavonoid content was 40 ～ 50 d.

Keywords:Ginkgo biloba L.;Orthogonal test;Callus;Flavonoids
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