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培养基和外源激素对银杏愈伤组织诱导、生长
及叶绿素含量的影响

崔刚， 唐蕾， 王武’
(食品科学与技术国家重点实验室江南大学，江苏无锡214122)

摘要：以银杏胚为外植体，通过应用MS、WS、White培养基和不同组合的外源激素研究对愈伤

组织的诱导及其叶绿素的含量。结果表明：MS培养基诱导效果最好；外源激素对银杏愈伤组织叶

绿素含量的影响程度为KT>6-BA>NAA>2，4一D；1／4MS+NAA2 mg／L+KT 3 mg／L组合由

于有很高的诱导率、较高的生长量、最高的叶绿素含量成为最适宜的培养基。
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Effects of Medium and External Hormone on Inducing，Gowth and

Clorophyll Cntent of Ginkgo biloba Callus’

＼

CUI Gang，TANG Lei， WANG Wu。

(State Key Laboratory of Food Science and Technology，Jiangnan University，Wuxi 214122，China)

Abstract：In this manuscript，the Ginkgo biloba embryo was used as explant for callus induction

experiment．Calli were induced from embryos on MS，WS and White medium supplied with

various hormone combinations of 2，4一D，NAA，KT and BA．The induction，growth and

chlorophyll content of Ginkgo biloba callus were systematically studied．The results listed as

follows：1)MS medium was the best inducing medium for the Ginkgo biloba embryos；2)The

effects of external hormone on—chlorophyll content were different and the order is KT，6一BA，

NAA and 2．4-D；3)1／4 MS medium supplied with NAA 2 mg／L and KT 3 mg／L was the best

medium for its highest chlorophyll content．
．
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银杏是传统药用植物，目前从银杏叶中分离出

的化合物有140多种，其中有效成分主要有黄酮

类、萜类、酚类，其中以黄酮类化合物的含量最

高Ⅲ，约为2．5％～3．8％[2。。银杏叶制剂对脑损

伤、脑缺血、哮喘、降低血清胆固醇、器官移植排斥

等有显著作用‘3_4]，是心脑血管疾病的主要药物之

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，因此通过植物组

织培养和细胞工程技术生产银杏黄酮是一条有效

途径，国内外均有相关报道呻3。
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叶绿素与类胡萝卜素在光合作用过程中起吸

收光能的作用，直接影响植物光合作用中光能的利

用。植物色素含量与其光合能力、发育阶段有较好

的相关性[8]，进而影响产量的高低。研究发现，叶

绿素的合成与黄酮含量之间存在一定关系。例如，

莫小路等[93报道银杏悬浮细胞叶绿体的分化与黄

酮类产物积累呈正相关，叶绿体出现是黄酮类化合

物产生的结构基础，研究植物叶绿素的含量对进一

步提高黄酮产量具有重要意义。对银杏叶绿素研

究的报道不多，主要是对银杏叶片中叶绿素的研

究，而研究培养基和植物外源激素对银杏愈伤组织

叶绿素含量的影响尚未见报道。作者利用MS培

养基、WS培养基、White培养基添加各种植物激

素，如生长素：2，4一二氯苯氧乙酸(2，4-D)、萘乙酸

(NAA)；细胞分裂素：6一苄基腺嘌呤(6一BA)、激动素

(KT)进行实验，通常生长素和细胞分裂素组合在

一起诱导外植体脱分化，获得愈伤组织。研究上述

因素对愈伤组织中叶绿素含量的影响，为进一步提

高银杏愈伤组织光合产物提供基础资料。

1材料与方法

1．1 材料

银杏种子2005年10月取自江南大学校园内雌

树上。黄酮类化合物测定的标准样品为芦丁(生化

试剂，江苏省药检所生产)，其它试剂均为分析纯。

1．2愈伤组织的诱导

将贮存一个月后的种子用剪刀破去骨质的中

种皮，先用70％的酒精表面消毒2 min，转入含1～

2滴吐温80的5％次氯酸钠溶液中消毒5 min，用

无菌水冲洗2次，再用无菌滤纸吸干胚乳表面水

分，在无菌条件下，用灭过菌的解剖刀切开胚乳，取

出胚，切取子叶或胚轴接种到附加激素2，4一D、

NAA、KT、6一BA和不同浓度的MS培养基上诱导

愈伤组织。

培养条件：25℃，光照14 h／黑暗10 h，光照强

度2 000 Lux，诱导15 d，转接后再培养25 d。

1．3愈伤组织的诱导率和生长量的测定

胚接种7 d后计算愈伤组织的诱导率。愈伤组

织的诱导率一出现愈伤组织的外植体数／总的接种

外植体数×100％。收获量=收获前瓶重一收获后

瓶重

1．4叶绿素含量测定

称取0．19样品，以80％丙酮提取，按Arnon方

法测定叶绿素a和b的总量[101。UV2000型紫外

可见分光光度计检测，分别在波长663，645 nm处

测定吸光值(D)，按下式计算：叶绿素质量浓度c

(mg／L)=c口-4-cb一20．2D645-4-8．02D663；叶绿体色

素的含量一色素的浓度×提取液体积×稀释倍数／

样品鲜重。

2结果与讨论

2．1 培养基种类对愈伤组织诱导、生长及叶绿素

含量的影响

为了研究银杏子叶外植体脱分化生长所需最

适营养条件，选用3种具有一定代表性的培养基，

即MS，WS和White培养基，附加的外源激素相同，

均为NAA 2 mg／L+KT 3 mg／L，结果见表1。

由表1可知，MS诱导效果最好，WS次之，

White培养基诱导效果最差．分析这3种培养基的

无机物质成分发现，MS无机盐含量高，特别是总氮

量高，为3 550 mg／L，而WS，White无机盐含量

低，总氮量分别为645 mg／L和368 mg／L。MS，

WS培养基中氮由硝态氮和铵态氮组成，铁盐为

Fe2S04·7HzO和Na-EDTA，而White仅为硝态

氮，铁盐为Fe。(SO。)：，含量低，WS无甘氨酸。

由此看来，银杏愈伤组织诱导及生长状况与培

养基中无机盐含量、特别是总氮量有关，铵态氮及

充足的铁离子供给对愈伤组织及叶绿体生长有利，

而甘氨酸并非必需，因此选用MS作为以下研究的

基础培养基。

表1 培养基对愈伤组织诱导、生长及叶绿素含量的影响

Tab．1 Effect of medium on induction-growth and chlorophyll content

2．2 MS质量浓度对愈伤组织诱导、生长及叶绿素

含量的影响

采用不同质量浓度的MS培养基，把大量元素质

量浓度按原质量浓度的1／4、1／2和1配置成1／4MS、

1／2MS和1MS培养基，其它成分相同，以考察MS培

养基质量浓度对银杏愈伤组织叶绿素含量的影响。
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接种后5～10 d，胚开始脱分化，愈伤组织一般为绿d后部分愈伤组织开始出现褐变。MS质鬟浓度对愈

色、浅绿色或浅黄色。培养20 d后生长速度降低，25 伤组织诱导、生长及叶绿素含鬣的影响见表2。
表2 MS凑重滚囊瓣缎痿缝绥瀵学、生长及戆缭素含量豹彰晌

Tab．2 Effect of MS concentration on the induction and growth of callus and chlorophyll content

由表2可知，1／4MS+NAA2十KT3组合的诱

导率最高，生长也较快。1／4MS+NAA2+Kf3组

合诱导的愈伤组织叶绿素含量最高，平均质鬃分数

为1．03 mg／g，是1／2MS+NAA2+KT3和1MS+

NAA2+KT3平均含量的1．34债程l。6l倦。在

其他条件不交的情况下，叶绿素含鳖随着MS培养

基质量浓度的增加而降低，因此以下实验选1／4MS

培养基失基硪培养基。

2．3外源激素对愈伤缀绥诱导、熊长及叶绿素含

量的影响

单一豹棱物激素(生长素稳缀照分裂素)虽然

可以诱导愈伤组织，但诱导效果不如生长素和细胞

分裂素配合使用效果好[1¨，以下实验采用生长素和

缨藏分裂素缀合。

2．3．1 KT、2，4一D组合对愈伤组织诱导、生长及叶

绿素含量的影响接种4 d后，下部开始膨太、脱分

化。少数未诱导出愈伤缰织的外植体髑匿一属左

右出现透明黏液，然后逐渐变成黄褐色，最后死亡。

多数外植馋10 d以羼都能诱导出愈伤组织，诱导率

均在50％以上。作者在诱导7 d后计算诱导率，因

此有些组合诱导率较低。诱肆出的愈伤组织一般

为绿色、浚绿色。缨胞颗越大的呈水泡状，较蔬松；

小的呈花粉状，较致密。由表3可知，1／4MS+KT

5 mg／L+2，4-D 1 mg／L组合诱导率最高，适宜做

诱导培养基，生长也较快。1／4 MS+KT 5 rag／L+

2，4-D 2 mg／L组合时愈伤组织中叶绿素含量最高，

生长量也较高。

袭3 KT、2。4-D组合对愈伤组织诱导、生长及肿绿紊含量的影响

Tab．3 Effect of KT，2，4-D combination on induction and growth of callus and chlorophyll content

由正交分析结果得出：对愈伤组织中时绿素含

量影响为KT>2，4一D。最佳组合：1／4MS+5 rag／

L KT+2 mg／L 2，4一D。

2．3．2 K下、NAA织合对愈伤组织诱导、生长及叶

绿素含量酌影响 同前两组栩耽，该缓诱导较後，

但后劲较足，生长持续时间长，生长量大。接种后4
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d开始脱分化，愈伤组织疏松，多为黄色，少量为绿

色。1／4MS+1 mg／L KT+2 mg／L NAA、1／4MS

+3 mg／L KT+2 mg／L NAA、1／4MS+3 mg／L

KT+3 mg／L NAA、1／4MS+5 mg／L KT+3

mg／L NAA都有很好的诱导率，其中1／4MS+5

mg／L KT+3 mg／L NAA组合诱导愈伤组织最快

+1 mg／L NAA生长量最高，是适宜的继代培养

基。愈伤组织继代培养15 d左右生长速度较快，20

d以后生长速度减慢，25 d部分组合出现不同程度

褐变，1／4MS+1 mg／L KT+3 mg／L NAA褐变较

快。由正交分析结果得出：对愈伤组织中叶绿素含

量影响KT>NAA。最佳组合：1／4MS+3 mg／L

(5 d)，是适宜的诱导培养基，1／4MS+3 mg／L KT KT+2 mg／L NAA，见表4。

表4 KT、NAA组合对愈伤组织诱导、生长及叶绿素含量的影响

Tab．4 Eff∞t of KT。NAA combination on induction and growth of callus and chlorophyll content

2．3．3 6-BA、2，4一D组合对愈伤组织诱导、生长及 子。1／4MS+1 mg／L BA+0．5 mg／L 2，4一D叶绿

叶绿素含量的影响 此组合诱导愈伤组织较快，接 素含量最高。1／4MS+3 mg／L BA+0．5 mg／L 2，

种后2 d下部就开始膨大，脱分化。但颜色较浅，以 4一D诱导愈伤组织迅速，诱导率最高，是适宜的诱导

黄绿色为主，少量为浅绿色。愈伤组织前期生长 培养基。1／4MS+1 mg／L BA+0．5 mg／L 2，4一D

快，但后劲不足。10 d左右可见明显生长，15 d以 的生长量最高，是适宜的继代培养基。由正交分析

后生长速度减慢，20 d部分组合出现不同程度褐 结果得出：叶绿素含量的影响因素为6一BA>2，4一

变，25 d褐变严重，如1／4MS+2 mg／L BA+0．5 D，最佳组合：1／4MS+1 mg／L 6一BA+0．5 mg／L

mg／L 2，4一D，所以愈伤组织培养最好加入抗褐变因 2，4-D，见表5。

表5 6-BA、2。4-D组合对愈伤组织诱导、生长及叶绿素含量的影响

Tab．5 Eff∞t of 6-BA。2-4-D combination on induction and growth of callus and chlorophyll content

编号‘质鐾豢萎宄虢) 魏 生长mg副 质量嬲磊g／g) 生长情况钢々
质量浓度／(mg／L) 率／％ 质量分数／(mg／g)

生K l同观

3—1 1／4MS+BAl+2，4一DO．5 85 4 954．3 0．084 较疏松，大颗粒，浅绿

3--2 1／4MS+BAl+2，4一D1 35 2 475．5 0．058 较致密，小颗粒，浅绿

3--3 1／4MS+BAl+2，4一D2 95 2 655．4 0．060 较疏松，大颗粒，浅绿

3—4 1／4MS+BA2+2，4一DO．5 65 3 781．7 0．044 较疏松，大颗粒，黄色

3--5 1／4MS+BA2-f2，4--D1 45 1 632．5 0．058 较致密，小颗粒，黄色

3--6 1／4MS+BA2+2，4一D2 55 1 764．8 0．062 较疏松，大颗粒，黄色

3—7 l／4MS+BA3+2，4一Do．5 100 3 998．7 0．036 较疏松，大颗粒，黄色

3—8 1／4MS+BA3+2，4一D1 45 2 374．6 0．036 较致密，小颗粒，黄色

3—9 1／4Ms+BA3+2，4一D2 95 2 334．1 0．028 较疏松，大颗粒，黄色

2．3·4 6一BA、NAA组合对愈伤组织诱导、生长及 的愈伤组织中叶绿素含量最高。1／4MS+1 mg／L

叶绿素含量的影响 与前3组相比，诱导和生长较 BA+3 mg／L NAA、1／4MS+3 mg／LBA+3

快，愈伤组织疏松，多为黄色或浅绿色。愈伤组织 mg／LNAA都有很好的诱导率，是适宜的诱导培养
继代培养7 d左右生长速度快，20 d以后生长速度 基，1／4MS+3 mg／L BA+1 mg／L NAA生长量最

减慢，25 d时部分组合出现褐变，但叶绿素含量差 高，是适宜的继代培养基。

别不大。1／4MS+1 mg／LBA+1 mg／LNAA诱导 由正交分析结果得出：对愈伤组织中叶绿素含
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量影响为6一BA>NAA；最佳组合为I／4MS+1 mg／L BA+1 mg／L NAA，见表6。

表6 6-BA、NAA组合对愈伤组织诱导、生长及叶绿素含量的影响

Tab．6 Effect of 6-BA、NAA combination Oll induction and growth of callus and chlorophyll content

2．3．5 KT、6-BA相同的情况下，比较2，4一D和

NAA对叶绿素含量的影响

由表7可知，在相同的KT、6-BA情况下，添加

NAA得到的愈伤组织中，叶绿素平均含量比添加

2，4-D高，几乎每一组合叶绿素含量都要高，由此可

见，生长素2，4一D和NAA对愈伤组织中叶绿素含

量影响为NAA>2，4-D。 ．

2．3．6 2，4一D、NAA相同的情况下，比较KT和

6-BA对叶绿素含量的影响程度 由表8可知，相同

的2，4一D、NAA情况下，添加KT得到的愈伤组织

中叶绿素平均含量比添加6一BA高，除最后一组

(o．077 mg／g)略低于添加6一BA(0．079 mg／g)以

外，其它组均高于添加6一BA组合，由此可见，细胞

分裂素KT和6-BA对愈伤组织中叶绿素含量影响

为KT>6一BA。

表7 KT、6-BA相同情况下比较2。4-D和NAA对叶绿素含量的影响

Tab．7 Comparison of effect of 2，4-D and NAAon chlorophyll content with the鼢llne concentration of KT and 6-BA

表8 2。4一D、NAA相同情况下比较KT和6-BA对叶绿素含量的影响程度

Tab．8 Comparison effect of KT and 6一BA On chlorophyll content with the same concentration of 2-4-D and NAA

细胞分裂素

生长素 KT质量浓度／ 叶绿素质量分数／ 6-BA质量浓度／ 叶绿素质量分数／

(mg／L)(rag／g) ’’(mg／L)(rag／g)

平均值 一0．081 —0．064
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由以上实验可知，外源激素对银杏愈伤组织叶绿

素含量的影嚷程瘦为：KT>2，4一D；KT>NAA；6-BA

>2，4-D；6-BA>NAA，可见细胞分裂素比生长素影

响程度大。细胞分裂索对银杏愈伤组织叶绿素含量

的影嚷程度为KT>6-BA；两生长素对银套愈绥组织

叶绿素含量的影响程度为NAA>2，4-D。综合以上

实验得出，外源激素对银杏愈伤组织叶绿索含量的影

响程度秀KT>6一BA>NAA>2，垂一玟、

3 结 语

讨论了在溺节愈伤组织生长的基璃上时绿素

的合成，由生长情况可以看出，光照和温度等条件

相同，脱分化时间、生长快慢、形态、叶绿索含量相

羞穰大。获培养基种类实验可以看出，愈伤组织的

诱导生长需要相当质量浓度的无机盐，所以选用

MS培养基。但从MS质量浓度对愈伤组织诱导、

_生长及叶绿素含量的影响实验得出：无橇盐浓度并

不是越高越好。愈伤组织在1／4MS培养基上比

MS培养基上生长的好，叶绿素含量也褒。1／2MS

培养基质慧浓度适巾，生长最好，毽时绿紊含量低，

生长的速度大于叶绿素合成的速度。I／4MS培养

基生长速度一般，但愈伤组织中叶绿素含爨最高。

参考文献(References)：

外源激素是培养基中不可缺少的关键物质，其

震量缀步，但它稍对羚檀侮愈伤组织鳇诱导超麓重

要作用m]，其中以生长素和细胞分裂素最为常用。

从外源激素对愈伤组织诱导、生长及叶绿素含艇的

影响蜜验孛习敬看毒，其影镌程度确实缀大。在光

照、温度条件相同的情况下，愈伤组织中叶绿素含

量最高达0．129 mg／g，是最低含量(O．028 mg／g)

的5倍。终者对这些外源激素懿影响程度又徽了

比较，得出外源激素对银杏愈伤组织叶绿素含量的

影响程度为：KT>6一BA>NAA>2，4一D。

泼诱导率为考察毽素，适宣酶培养基组会穰

多，如1／4MS+2 mg／LNAA+3 mg／L KT、1／

4MS十5 mg／L KT+l mg／L 2。4一D、1／4MS十l

mg／L KT+2 mg／L NAA等。黻生长量力考察因

素，1／4MS+3 mg／L 6-BA+3 mg／L NAA缴适

宜，生长量最高为6 407．5 mg。以叶绿素含量森低

为考察因素，1／4MS+2 mg／L NAA+3 mg／L KT

叶绿索含量最高，达到0．129 mg／g。综合考虑上述

3个因素褥出：I／4MS+2 mg／L NAA+3 mg／LKT

组合嚣为有镶离的诱导率，较高的生长量、最高的

叶绿索含量因而是最适宜的培养基。

[1]Sticher 0。Quality of Ginkgo preparations[J]．Planta Med，1993，59：2一ll。

【2]疰囱警，虞杏荚，杨更生，等．镶蠢跨串黄酮禽量懿嚣定翻提取方法口3：孛摹药，1992，23(3)；122～124。

ZHUANG Xiang—ping，YU Xing-ying，YANG Geng-sheng，et a1．The method of assaying and abstracting flavone in Ginkgo

biloba[J]．Chinese Traditional and Herbal Drugs，1992，23(3)：122—124．(in Chinese)

【3】翅玲玲，余心著，锻套药熙徐缓EJ]。孛摹药，1994，4：垂5—4s。

L{U Ling-ling，YU Xin-ruo．The medicine value of Ginkgo[J3。Chinese Traditional and Herbal Drugs，1994，4：45—46．(in

Chinese)

[4]史清义，锻杏叶的研究开发概况[J]．天然产物研究与并发，1995，7(1)：70一76．

SHIQing-wen．Summary of the study and development of Ginkgo leaf[J]。Natural Product Research and Development，

1995，7(1)：70一76．(in Chinese)

[5]王德强，王晓玲．锻杏细胞的悬浮培养研究cJ]．食品与生物技术学报，2005，24(3)：27—33．

WANG De-qiang，WANG Xiao-ling。Callus suspension culture of Ginkgo bilobal[J]。Journal of Food Science and Biotech-

noiogy，2005，24(3)：27—33。(in Chinese)

[6]Carrier D J，Cosentino G，Neufeld R，et a1．Nutritional and hormonal requirements of Ginkgo biloba embryo-derived callus

and suspension cell culture[J]．Plant Cell Report，1990，8；635--638．

【7]Camper N D，Coker PS，Wedge D E，et a1．In．vitro culture of ginkgo[J]。In VitroCell Dev BioI-Plant，1977，33：12s一127。

[8]Filella D，Penuelas J．The red edge Pksition and shape as indictors of plant chlorophyll content，biomass and hydricstatue

U-I．Int J Remote Sens，1934，15(7)：1459—1470．

[9]莫小路，黄学林，盏履．银杏悬浮细胞叶绿体的分化与黄酮类产物积累[Jl中出大学学报，2003，42(6)；94--97。
麓0 Xiao-lu，珏UANG Xue-lin，Meng Chen。Differentiation of chloroplast of suspension celt from Ginkgo and accumulation

of flavone[J]．Journal of Sun Yatsen University，2003，42(6)：94--97．(in Chinese)

[103苏正淑，张宪政．几种测定植物叶绿素含量的方法比较[J]．植物生联学通讯，1989，5：77—78．

SU Zheng-shu，ZHANG Xian-zheng。Comparison of serval methods about assaying chlorophyll[J]．Plant Physiology Conl-

munications，1989，5：77—78．(in Chinese)

[113陈正华．木本植物组织培养及其应用r-M']．北京：高等教育出版社，1986；24--74．

(责任编辑：李春丽)

  万方数据


