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　　摘要：为了提高银杏中双黄酮的提取量，满足市场对双黄酮的需求，通过正交试验建立银杏诱导愈伤组织和增殖
体系，采用高效液相色谱法测量愈伤组织中双黄酮的含量。试验结果表明：最适合的外植体为叶片，最适消毒组合为

１０％ ＮａＣｌＯ消毒６ｍｉｎ，７５％乙醇消毒４０ｓ；诱导愈伤组织最佳培养基为０．４ｍｇ／ＬＫＴ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ；愈伤组织增殖最佳培养基为１．５ｍｇ／ＬＫＴ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１．５ｍｇ／ＬＮＡＡ；通过诱导
愈伤组织提取双黄酮得率为１５．６２２ｍｇ／ｇ，比银杏叶中双黄酮含量高，可避免自然条件的限制。
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　　银杏（ＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａＬ．）为银杏科银杏属落叶乔木，别称白
果、公孙树、鸭脚树、蒲扇［１－３］，素有裸子植物“活化石”之称，为

中国独存的珍稀名贵树种［４－６］。银杏及其愈伤组织中含有黄

酮、双黄酮等黄酮类化合物［７］，对心脑血管疾病具有独特疗

效［８－９］，因此银杏叶提取物及其制剂在国际市场上供不应

求［３］。自然条件下，银杏叶中黄酮含量也较高［１０］。但银杏栽

培需要大量面积，生长周期长，且易受多种外界条件影

响［１１－１２］。近年我国研究人员发现诱导的银杏愈伤组织中也含

有黄酮类物质，目前有利用银杏愈伤组织的细胞悬浮培养来生

产黄酮类次生代谢产物的研究［１３－１５］。从愈伤组织中提取黄酮

类物质，能有效缩短生产周期，满足工业化生产需要［１］，对黄酮

类物质生产量提高和加工产业发展有重大意义。

１　材料与方法

１．１　试验材料
银杏叶片、叶柄、树皮等外植体均采自吕梁学院校园内银

杏树。

１．２　试验方法
采用Ｌ９（３

４）正交设计表选择最适合外植体的消毒配比，

外植体（Ａ）选择叶片、叶柄、树皮。将１０％次氯酸钠消毒时
间（Ｂ）设计为３个梯度３、６、９ｍｉｎ，将７５％乙醇消毒时间（Ｃ）
设计为３个梯度分别为４０、５０、６０ｓ（表１）。

表１　外植体和消毒时间的正交设计因素和水平

水平

因素

Ａ：外植体 Ｂ：１０％次氯酸钠消毒
时间（ｍｉｎ）

Ｃ：７５％乙醇消毒时间
（ｓ）

１ 叶片 ３ ４０
２ 叶柄 ６ ５０
３ 树皮 ９ ６０

　　采用Ｌ９（３
４）正交设计表选择诱导银杏愈伤组织最适宜

激素种类和浓度配比，ＫＴ水平设置为 ０、０．２、０．４ｍｇ／Ｌ，
６－ＢＡ水平设置为０．５、１．０、１．５ｍｇ／Ｌ，２，４－Ｄ水平设置为０、
０．５、１．０ｍｇ／Ｌ（表２）。

表２　诱导愈伤组织的正交设计因素和水平

水平
因素

Ｄ：ＫＴ（ｍｇ／Ｌ） Ｅ：６－ＢＡ（ｍｇ／Ｌ）Ｆ：２，４－Ｄ（ｍｇ／Ｌ）
１ ０．０ ０．５ ０．０
２ ０．２ １．０ ０．５
３ ０．４ １．５ １．０

　　采用Ｌ９（３
４）正交设计表选择愈伤组织增殖最适宜激素

浓度配比，ＫＴ水平设置为１．０、１．５、２．０ｍｇ／Ｌ，６－ＢＡ水平设
置为０．５、１．０、１．５ｍｇ／Ｌ，２，４－Ｄ水平设置为 ０．０、１．０、
２．０ｍｇ／Ｌ，ＮＡＡ水平设置为０．５、１．０、１．５ｍｇ／Ｌ（表３）。
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表３　愈伤组织增殖的正交设计因素和水平

水平

因素

Ｇ：ＫＴ
（ｍｇ／Ｌ）

Ｈ：６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

Ｉ：２，４－Ｄ
（ｍｇ／Ｌ）

Ｊ：ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

１ １．０ ０．５ ０．０ ０．５
２ １．５ １．０ １．０ １．０
３ ２．０ １．５ ２．０ １．５

１．３　双黄酮提取
应用十字交叉法随机取样愈伤组织，放置在６０℃电热鼓

风干燥箱中烘干至恒质量；把烘干的愈伤组织置于研磨器中

研磨成粉末，在冷冻箱中冷冻保存备用。

用醇提法［１６］提取愈伤组织中的双黄酮；以芸香苷为标准

品制作标准曲线［１７－１８］，采用高效液相色谱仪［１９－２０］测量双黄

酮的含量。

１．４　计算及数据处理
存活率＝存活的外植体数／接种的外植体数×１００％；

　　愈伤组织诱导率 ＝诱导产生愈伤组织的个体数／存活个
体数×１００％；

愈伤组织增殖倍数＝（培养３０ｄ后装有愈伤组织培养皿
质量－取出愈伤组织培养皿质量）／（接种愈伤组织后培养皿
质量－接种前装有培养基的培养皿质量）。
　　数据用ＳＰＳＳ软件处理。

芸香苷标准曲线方程为：ｙ＝０．０６２４ｘ＋１３．９４３６；双黄酮
得率依据梁文惠等的方法［１８］计算。

２　结果与分析

２．１　不同消毒剂消毒时间对不同外植体成活率的影响
由表４可知，叶片作为外植体成活率明显高于叶柄和树

皮。１０％ ＮａＣｌＯ消毒时间 ６ｍｉｎ成活率明显高于 ３ｍｉｎ和
９ｍｉｎ，说明１０％ ＮａＣｌＯ消毒时间过长和过短都不利于外植
体的成活。７５％乙醇消毒时间为 ４０ｓ成活率高于 ５０ｓ和
６０ｓ，说明乙醇消毒时间不宜过长。又经极差分析可知，外植
体、１０％ ＮａＣｌＯ、７５％乙醇的成活率极差分别为１３．３６、２６．７５、
９．３０百分点，因此，影响外植体成活的主次关系为：１０％
ＮａＣｌＯ＞外植体 ＞７５％乙醇。由此可得到最优水平组合为
Ａ１Ｂ２Ｃ１，即外植体为叶片、１０％ ＮａＣｌＯ消毒时间为 ６ｍｉｎ，
７５％乙醇消毒时间为４０ｓ。

表４　不同消毒时间外植体成活率Ｌ９（３４）正交试验结果

序号
因素

Ａ Ｂ Ｃ
成活率

（％）

１ １ １ １ ６７．６７
２ １ ２ ２ ６９．４９
３ １ ３ ３ ８２．６２
４ ２ １ ２ ５１．９２
５ ２ ２ ３ ７８．００
６ ２ ３ １ ６９．５２
７ ３ １ ３ ２８．５３
８ ３ ２ １ ７９．８６
９ ３ ３ ２ ７２．３０
ｋ１ ７３．５９ ４９．３７ ７２．３５
ｋ２ ６６．４８ ７６．１２ ６４．９０
ｋ３ ６０．２３ ７４．８１ ６７．０５
Ｒ １３．３６ ２６．７５ ９．３０

　　将上述最优消毒条件组合进行一次验证试验，得到外植
体成活率为８４．２１％，高于表４中所有９组试验的成活率，故
确定最优试验组合为Ａ１Ｂ２Ｃ１。
２．２　不同激素浓度对愈伤诱导的影响

由表５可知，０．２ｍｇ／Ｌ的 ＫＴ诱导率均高于不加 ＫＴ和
０．４ｍｇ／ＬＫＴ，说明ＫＴ浓度过低和过高都不利于诱导愈伤组
织。１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ诱导率高于 ０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ和
１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，说明适宜的６－ＢＡ浓度有利于诱导愈伤组
织。１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ诱导率高于０．５ｍｇ／Ｌ，说明要诱导愈
伤组织２，４－Ｄ浓度不能过低。经极差分析可知，ＫＴ、６－
ＢＡ、２，４－Ｄ的诱导率极差为１１．１１、８．８９、１５．５５百分点，因
此，影响愈伤组织诱导的主次关系为：２，４－Ｄ＞ＫＴ＞６－ＢＡ。
由此可得到最优水平组合为 Ｄ２Ｅ２Ｆ３，即 ０．４ｍｇ／ＬＫＴ、
１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ。

表５　不同激素浓度对愈伤诱导率Ｌ９（３４）正交试验结果

序号
因素

Ｄ Ｅ Ｆ
诱导率

（％）

１ １ １ １ ３３．３３
２ １ ２ ２ ５３．３３
３ １ ３ ３ ４０．００
４ ２ １ ２ ４６．６７
５ ２ ２ ３ ６０．００
６ ２ ３ １ ４０．００
７ ３ １ ３ ５３．３３
８ ３ ２ １ ２６．６７
９ ３ ３ ２ ３３．３３
ｋ１ ４２．２２ ４４．４４ ３５．５６
ｋ２ ４８．８９ ４６．６７ ４４．４４
ｋ３ ３７．７８ ３７．７８ ５１．１１
Ｒ １１．１１ ８．８９ １５．５５

　　设计的９组试验中５号试验与理论最优组合吻合，故不
用再做对比试验，最优组合为５号试验，即Ｄ２Ｅ２Ｆ３。
２．３　不同激素浓度对愈伤组织增殖的影响

由表６可知，１．５ｍｇ／ＬＫＴ的增殖倍数均高于１．０ｍｇ／Ｌ
ＫＴ和２．０ｍｇ／ＬＫＴ，说明 ＫＴ浓度过低和过高都不利于愈伤
组织增殖。１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ增殖倍数高于０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ
和１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，说明适宜的６－ＢＡ浓度有利于愈伤组织
增殖。２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ增殖倍数高于不加和加１．０ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ，说明愈伤组织增殖的 ２，４－Ｄ浓度不能过低。
１．５ｍｇ／ＬＮＡＡ增殖倍数高于０．５ｍｇ／Ｌ和１．５ｍｇ／ＬＮＡＡ，说
明愈伤组织增殖 ＮＡＡ浓度也不能过低。经极差分析可知，
ＫＴ、６－ＢＡ、２，４－Ｄ、ＮＡＡ的增殖倍数极差为 １．０８、０．１８、
０２８、０．１７，因此，影响愈伤组织诱导的主次关系为：ＫＴ＞２，
４－Ｄ＞６－ＢＡ＞ＮＡＡ。由此可得到最优水平组合为Ｇ２Ｈ２Ｉ３Ｊ３，
即：１．５ｍｇ／ＬＫＴ、１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ、１．５ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ。验证试验结果表明：该组合条件下的愈伤组织增殖倍
数为２．９２，高于设计的９组试验的增殖倍数，可以确定该组
合为最优条件。

２．４　愈伤组织中双黄酮的含量
试验结果表明，愈伤组织中双黄酮在波长２６０ｎｍ处有最

大吸收峰，与双黄酮标准样品的吸收峰波长在６０ｍｉｎ出峰，
峰形尖锐而且没有杂峰。样品在相应的时间段内也出峰，与
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表６　不同激素对愈伤组织增殖Ｌ９（３４）正交试验结果

试验号
因素

Ｇ Ｈ Ｉ Ｊ
增殖倍数

１ １ １ １ １ １．５２
２ １ ２ ２ ２ ２．０８
３ １ ３ ３ ３ １．９９
４ ２ １ ２ ３ ２．５６
５ ２ ２ ３ １ ２．６１
６ ２ ３ １ ２ ２．３２
７ ３ １ ３ ２ １．５１
８ ３ ２ １ ３ １．４２
９ ３ ３ ２ １ １．３３
ｋ１ １．８６ １．８６ １．７５ １．８２
ｋ２ ２．５０ ２．０４ １．９９ １．９７
ｋ３ １．４２ １．８８ ２．０３ １．９９
Ｒ １．０８ ０．１８ ０．２８ ０．１７

标准样品出峰时间基本吻合。由标准曲线、峰面积，对标样浓

度计算相关系数为０．９９６２，相关性好。参照芸香苷标准曲线
算得的双黄酮得率为１５．６２ｍｇ／ｇ。

３　讨论与结论

由于主客观条件的局限性，对成活的外植体没有进行脱

毒检测，再后期的继代增殖中容易爆发大范围的感染。对于

外植体消毒试验应该对试验过程产生的各种微生物进行分离

纯化，鉴定微生物的种类和分析微生物产生的原因。

在正交试验中２，４－Ｄ的浓度没有筛选出最佳浓度，在
后期的试验中应对其设置多个浓度梯度进行单因素试验，筛

选出２，４－Ｄ的浓度对诱导愈伤组织的最佳浓度，这样试验
才更具完整性和精确性。

愈伤组织双黄酮的得率比自然条件下叶片的得率高，但

与邓祥宜等的得率［２１］有差别。可能与愈伤组织的生长增殖

的速率和继代次数有关，也可能与双黄酮的提取条件有关。

在后续的试验中应进一步研究不同时期的愈伤组织和增殖代

数对双黄酮含量的影响和提取条件的优化。

用银杏愈伤组织提取双黄酮的提取率比较高［２１］，而且比

用银杏叶提取双黄酮提取率要高得多［２２］。这样可以打破季

节的束缚，也可以提高双黄酮的获得量，可以很好地满足市场

需求。
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