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　　摘要：为了考察苯基噻二唑基脲（ＴＤＺ）对银杏悬浮细胞生长及次生代谢物的影响，将不同浓度 ＴＤＺ加入悬浮培
养体系中检测悬浮细胞生长率及次生代谢物质。结果表明，ＴＤＺ浓度低于０．２μｍｏｌ／Ｌ时对银杏悬浮细胞生长率的影
响呈先增大后减小的趋势；在悬浮体系中加入 ０．１μｍｏｌ／ＬＴＤＺ能促进细胞二萜类化合物的生成，银杏内酯Ｂ干重含
量达到０．００８３％～０．０１０７％。表明一定浓度的ＴＤＺ对银杏悬浮细胞生长和银杏内酯的生成有促进作用。
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　　银杏（ＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａＬ．）别称白果树，是著名的孑遗植物。
银杏叶含有多种药用次生代谢产物。以银杏黄酮和银杏内酯

混合物为主要药用活性成分的银杏叶提取物为《中国药典》

和《欧洲药典》所收载，在全球已有多年的临床运用历史，其

制剂被广泛用作预防和治疗缺血性心脑血管疾病［１］，自２０世
纪９０年代起，银杏制剂一直是治疗心脑血管疾病的首选天然
药物。现有工业化生产获得银杏活性成分的方法大多是从银

杏叶中提取［２－７］。已有研究发现，树龄是影响银杏叶中活性

成分黄酮和内酯类含量的主要因素［８］，树龄为３年的银杏叶
中银杏黄酮含量最高，树龄超过５年后银杏叶黄酮含量和内
酯含量随着树龄的增大显著下降［９－１０］。另外天然资源的获

得既受到地区、季节、产量等限制，又大量占有用地；而细胞悬

浮培养生产银杏活性成分具有生长条件可控、周期短、产量大

等优点，既保护了珍贵的药材资源，又满足了人们对银杏产品

的大量需求。苯基噻二唑基脲（ｔｈｉｄｉａｚｕｒｏｎ，ＴＤＺ）是一种人工
合成的植物生长调节剂，已被证实可同时起到细胞分裂素和

生长素的作用［１１］，将ＴＤＺ应用于银杏悬浮细胞的研究仅见１
篇有关黄酮的报道［１２］。本研究采用 ＴＤＺ与植物激素联合应
用作为生长调节剂对银杏悬浮细胞进行继代培养，并初步探

讨了ＴＤＺ对银杏悬浮细胞生长特性和次生代谢物的影响，以
期为银杏产品的深入开发提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
以银杏种胚为外植体，诱导愈伤组织继代培养，筛选多次

继代培养后生长旺盛的愈伤组织转移至液体培养基进行悬浮

培养，多次继代后获得稳定的液体培养体系。

１．２　方法
１．２．１　银杏愈伤诱导与继代培养　（１）愈伤诱导培养：ＭＳ
培养基＋３ｍｇ／ＬＮＡＡ＋５ｍｇ／ＬＫＴ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋６．５ｇ／Ｌ
琼脂粉，将ｐＨ值调为５．８，１２０℃高压湿热灭菌２０ｍｉｎ，将银
杏种胚接种到固体培养基中２１～２８ｄ诱导愈伤组织。（２）愈
伤继代培养：筛选生长力旺盛的愈伤组织，接种到继代培养基

继代生长，继代培养基中ＫＴ浓度为２ｍｇ／Ｌ，其他条件与诱导
培养基相同，继代间隔时间为２１～２８ｄ。
１．２．２　银杏细胞悬浮培养与继代培养　悬浮培养及继代培
养基：ＭＳ培养基＋３ｍｇ／ＬＮＡＡ＋２ｍｇ／ＬＫＴ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖，
将ｐＨ值调为５．８，１２０℃高压湿热灭菌２０ｍｉｎ。将生长力旺
盛的愈伤组织细胞接种到悬浮培养基中悬浮培养和继代培

养，继代周期为 １８～２１ｄ，光照 １５００～２０００ｌｘ，转速
１２０ｒ／ｍｉｎ，鲜重接种量为２０～３０ｇ／Ｌ培养基。
１．２．３　ＴＤＺ对银杏悬浮细胞生长的影响　考察不同浓度
（０．０５、０．１、０．１５、０．２μｍｏｌ／Ｌ）ＴＤＺ对银杏细胞悬浮培养的影
响，计算生长率。培养前测定接种悬浮细胞重量（先测定培

养瓶重量，再测定接种悬浮细胞后的培养瓶重量，二者相

减），培养后测定收获悬浮细胞重量（先测定培养瓶总重量，

再测定去除悬浮细胞的培养瓶重量，二者相减）。悬浮培养

细胞重量的测定：取悬浮培养细胞过４００目滤网，蒸馏水清
洗，滤纸吸取水分，于６０℃下真空干燥至恒重，称重。生长率
计算公式：生长率＝（收获悬浮细胞重量 －接种悬浮细胞重
量）／接种悬浮细胞重量。
１．２．４　银杏悬浮细胞二萜类化合物的测定　提取方法：取银
杏悬浮细胞烘干，称１５ｇ装入用定性滤纸制作的圆柱状筒
中，置于索氏提取器中，加１５０ｍＬ甲醇热回流３ｈ，提取液回
收甲醇，加入石油醚萃取，弃去石油醚部分，母液加入乙酸乙

酯萃取，萃取液回收乙酸乙酯，样品加甲醇定容至１０ｍＬ，即
得银杏悬浮细胞；采用０．２２μｍ微孔滤膜过滤，注入ＨＰＬＣ分
析仪定量。

１．２．４．１　银杏内酯含量检测　ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ／ＤＡＤ法测定银
杏内酯含量。色谱条件：色谱柱以十八烷基硅烷键合硅胶为

填充剂（５μｍ，４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ１１０Ａ），柱温为
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３５℃，飘移管温度为８０℃，气体流速为２Ｌ／ｍｉｎ，流动相比例
为水 ∶甲醇＝６４∶３６。用外标法以峰面积定量：共进样３次，
根据标准曲线公式计算出样品中银杏内酯 Ｂ浓度，再由提取
液体积及样品重量求得样品中银杏内酯 Ｂ的百分含量。银
杏内酯Ｂ的含量基于干重测定。
１．２．４．２　ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ方法学试验　线性关系：称取银杏内
酯Ｂ对照品５０ｍｇ，置于２０ｍＬ容量瓶中，加入甲醇溶液定容
至刻度，摇匀，作为母液。分别从母液中移０．２、１、２、５ｍＬ置
于４个１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，移取各供
试液２０μＬ，注入液相色谱仪，记录色谱图。溶液稳定性试
验：取标准曲线项下供试液３，分别于０、２、４、６、８ｈ进样，记录
峰面积，并计算平均值和相对标准偏差。

１．２．４．３　ＨＰＬＣ－ＤＡＤ方法学试验　精密度试验：取标准曲
线项下供试液３，连续进样６次，计算峰面积值相对标准偏
差。线性关系：取银杏内酯 Ｂ对照品约１００ｍｇ，置２０ｍＬ量
瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，作为母液。量取母液

１、２、４、５ｍＬ，分别置１０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，
作为各浓度梯度的供试液。移取供试液２０μＬ注入液相色谱

仪，记录色谱图。溶液稳定性试验：取标准曲线项下供试液

３，分别于０、２、４、６、８ｈ进样，记录峰面积，并计算平均值和相
对标准偏差。精密度试验：取标准曲线项下供试液３，连续进
样６次，计算峰面积值相对标准偏差。

２　结果与分析

２．１　ＴＤＺ对银杏悬浮细胞生长的影响
２０世纪８０年代初有学者证明ＴＤＺ具有类似细胞分裂素

的活性［１３］。本研究主要将 ＴＤＺ与其他天然植物生长激素组
合应用，Ｖｉｓｓｅｒ最先发现ＴＤＺ在培养天竺葵组织时，可以同时
具有生长素和细胞分裂素的作用［１４］。ＴＤＺ联合其他激素用
于植物悬浮培养的研究鲜见报道。本研究表明，ＴＤＺ在银杏
组织培养中可同时发挥传统生长素和细胞分裂素的作用，保

持悬浮细胞旺盛生长。

图１显示了ＴＤＺ和ＣＫ条件下培养银杏悬浮细胞的肉眼
观察状态和显微状态；图２显示了不同浓度ＴＤＺ对银杏细胞
悬浮培养物性状和生长率的影响。

　　银杏悬浮细胞继代培养时随着 ＴＤＺ浓度增大其生长率
逐渐增高，在ＴＤＺ浓度为０．１μｍｏｌ／Ｌ时达到最高值（４．８８±
０．４２），高于对照的生长率（４．３６±０．２７），但 ＴＤＺ浓度超过
０．１μｍｏｌ／Ｌ时，其生长率反而降低（图３、表１）。
２．２　ＴＤＺ对银杏悬浮细胞二萜内酯含量的影响

在ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ方法线性关系方面，以进样量的对数
ｌｇＭ为横坐标，峰面积的对数 ｌｇＡ为纵坐标，得回归方程：
ｙ＝１．３９６８ｘ＋１．７６９３，ｒ２＝０．９９９７。银杏内酯Ｂ在进样量为
１．０１～５０．１２μｇ时呈良好的线性关系。

在 ＨＰＬＣ－ＤＡＤ方法线性关系方面，回归方程为：
ｙ＝２５８７８ｘ－１１．３４６，ｒ２＝０．９９９９。银杏内酯 Ｂ在进样量为
１０．０１～１００．１２μｇ时呈良好线性。

在稳定性试验方面，ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ方法的 ＲＳＤ值为

１０１％，ＨＰＬＣ－ＤＡＤ方法的 ＲＳＤ值为１．２１％。在精密度试
验方面，ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ方法的ＲＳＤ值为１．４７％，ＨＰＬＣ－ＤＡＤ
方法的ＲＳＤ值为０．６６％。

由图４可见，在 ＣＫ培养体系中收获的银杏悬浮细胞提
取物中未能检测到银杏内酯存在。

　　由图５可见，在培养基中加入０．１μｍｏｌ／ＬＴＤＺ组合植物
激素对银杏内酯含量产生影响，含有ＴＤＺ的悬浮培养体系可
增加银杏内酯的积累，银杏内酯Ｂ干重含量达到０．００８３％～
０．０１０７％。

３　结论与讨论

ＴＤＺ是强细胞分裂素。本研究表明，在 ＭＳ、ＮＡＡ、ＫＴ组
成的悬浮培养基中加入ＴＤＺ，银杏悬浮细胞生长率略有增加，
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表１　６－ＢＡ与ＴＤＺ培养对银杏细胞悬浮培养的影响

ＴＤＺ浓度（μｍｏｌ／Ｌ） 色泽　　
０（ＣＫ） 黄绿＋
０．０５ 绿色＋＋＋＋
０．１０ 绿色＋＋＋＋
０．１５ 绿色＋＋＋
０．２０ 绿色＋＋

　　注：“＋”“＋＋”“＋＋＋”“＋＋＋＋”分别表示颜色由浅至深不断
增加。

ＴＤＺ促进了银杏悬浮培养细胞中二萜类化合物的生成，银杏
内酯Ｂ干重含量达到０．００８３％～０．０１０７％。表明ＴＤＺ在银

杏细胞悬浮培养中同时发挥着传统生长素和细胞分裂素的作

用。本研究以银杏种胚直接诱导愈伤组织，继而进行细胞悬

浮培养研究，并在悬浮细胞中检测到银杏内酯存在，该结果可

为银杏悬浮培养增加药用活性成分提供一种方法。

本研究建立了ＨＰＬＣ－ＥＬＳＤ和ＨＰＬＣ－ＤＡＤ２种方法测
定银杏内酯Ｂ含量，２种方法各有优势。ＥＬＳＤ是一种通用型
检测器，其原理是当洗脱液从色谱柱流出、进入雾化器后，即

与气体（高纯空气或氮气）混合，然后一起通过热飘移管，流

动相被蒸发，接着强光或激光经过样品组分产生散射，最后通

过光电二极管接收检测散射光。ＥＬＳＤ不依赖样品的光学性
质，与ＤＡＤ检测方法比，ＥＬＳＤ检测器响应的成分较多，该方
法高效、不受化合物是否有紫外吸收影响，但灵敏度和稳定性

较ＤＡＤ低，因此本研究在检测时同时建立了ＨＰＬＣ－ＤＡＤ检
测银杏内酯的方法以弥补ＥＬＳＤ的不足。
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［Ｊ］．江苏农业科学，２０１２，４０（１２）：３０６－３０７．

［６］陈　冲，王文丰，孙来九．从银杏叶中提取银杏黄酮的最佳工艺
条件研究［Ｊ］．精细化工，１９９７（６）：２１－２４．

［７］姚渭溪．银杏叶中活性成分的提取工艺、测定及其进展［Ｊ］．中
草药，１９９５（３）：１５７－１５９．

［８］陈学森，章文才，邓秀新．树龄及季节对银杏叶黄酮与萜内酯含
量的影响［Ｊ］．果树科学，１９９７（４）：２２６－２２９．
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［９］王先荣，周正华，杜安全，等．不同生长季节及生长年限银杏叶总

萜内酯含量的相关性研究［Ｊ］．中国药科大学学报，２０００，３１（２）：

８８－９０．

［１０］ｖａｎＢｅｅｋＴＡ，ＬｅｌｙｖｅｌｄＧＰ．Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅｓａｎｄｂｉｌｏｂ

ａｌｉｄｅｉｎＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｌｅａｖｅｓｉｎｒｅｌａｔｉｏｎｔｏｔｈｅｔｉｍｅｏｆｙｅａｒ［Ｊ］．

ＰｌａｎｔａＭｅｄｉｃａ，１９９２，５８（５）：４１３－４１６．

［１１］ＧｕｏＢ，ＡｂｂａｓｉＢＨ，ＺｅｂＡ，ｅｔａｌ．Ｔｈｉｄｉａｚｕｒｏｎ：ａｍｕｌｔｉ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ

ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｒｅｇｕｌａｔｏｒ［Ｊ］．ＡｆｒｉｃａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１１，

１０（４４）：８９８４－９０００．

［１２］莫小路，黄学林，孟　辰．银杏悬浮细胞叶绿体的分化与黄酮类

产物积累［Ｊ］．中山大学学报：自然科学版，２００３，４２（６）：９４－

９７．　

［１３］ＢａｓｋａｋｏｖＹＡ，ＳｈａｐｏｖａｌｏｖＡＡ，ＺｈｉｒｍｕｎｓｋａｙａＮＭ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｒｅｌａ

ｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈ－ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｐｈｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｓｙｎ

ｔｈｅｔｉｃｃｙｔｏｋｉｎｉｎｓ［Ｊ］．ＤｏｋｌａｄｙＡｋａｄｅｍｉｉＮａｕｋＳＳＳＲ，１９８１，２５７

（６）：１５１４－１５１６．

［１４］ＶｉｓｓｅｒＣ，ＱｕｒｅｓｈｉＪＡ，ＧｉｌｌＲ，ｅｔａｌ．Ｍｏｒｐｈｏｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｏｌｅｏｆｔｈｉｄｉａ

ｚｕｒｏｎｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆａｕｘｉｎａｎｄｃｙｔｏｋｉｎｉｎｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｆｏｒｔｈｅｉｎｄｕｃ

ｔｉｏｎｏｆｓｏｍａｔｉｃｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｇｅｒａｎｉｕｍｈｙｐｏｃｏｔｙｌｃｕｌｔｕｒｅｓ［Ｊ］．

Ｐｌａｎｔｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９９２，９９（４）：１７０４－１７０７．
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