
!" 卷 # 期

!""$ 年 % 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,- !""$

收稿日期：!""#./".!0，修回日期：!""$."/./#。

" 通信作者。 12(：03.!".0$//"454；6,7：03.!".0$//#$4!；8.9,:(：(;/4< =;>) 2?>) @A

银杏悬浮培养细胞的生长、分化与萜内酯化合物的积累

莫小路 黄学林"

（中山大学生命科学学院，教育部基因工程重点实验室，广州 %/"!4%）

摘 要 研究了来源于银杏种子胚和幼苗茎的悬浮细胞的生长、分化和培养物中的白果内酯、银杏内酯 B 和 C 的

含量变化。结果表明：在悬浮培养中，细胞聚集而成的细胞团大小、细胞中叶绿体的分化、外植体来源都影响培养

物中的萜内酯的种类和含量，胚来源的悬浮细胞培养物中，银杏内酯 C 仅存在于直径 D !99 的小细胞团悬浮培养

中，且在 D / 99 的细胞团中的含量最高，达 "E$#4 9F GF（HI）；而直径 J #99 的细胞团悬浮培养物中只含有白果内

酯和银杏内酯 B。相同大小的悬浮细胞团中，胚来源的细胞中萜内酯含量高于茎来源的细胞。
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银杏（3#$41( 5#,(5+ L)）是重要的药源植物，其药用成分

包括黄酮类、萜内酯、聚戊烯醇类和多糖等，其中，银杏内酯

（M:ANF’(:?2，简称 MO）作为血小板活化因子（PB6）的拮抗剂

被广泛应用于心脏病、休克、炎症和老年性痴呆等疾病的治

疗［/］。银杏内酯主要存在银杏叶片和根皮中，含量极低，且

不同树龄、不同采收时间的差别很大［!］，目前药品市场上的

银杏内酯均来源于银杏叶片，通过愈伤组织和细胞悬浮培养

获得银杏内酯是很有前景的新途径，国内外在这方面已有较

多的研究［# Q 3］，尽管没有分化的银杏细胞培养很容易在生物

反应器中扩大，但由于培养物中的萜内酯的含量很低，这一

技术尚未进入银杏内酯的工业化生产。细胞的分化是影响

次生代谢物合成的重要因素之一［4］，而有关银杏细胞悬浮培

养物中的细胞分化与萜内酯积累的详细研究少有报道。

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其萌发 #"? 的银杏幼苗茎

段为外植体诱导愈伤组织，建立的细胞悬浮体系为材料，用

RPLS 法定量检测培养物中的白果内酯和银杏内酯 B、C 含

量，研究细胞的生长、分化与银杏萜内酯化合物积累的关系。

! 材料和方法

!" ! 材料

银杏种子产自江苏盐城地区；银杏内酯 C 标准品购自美

国 T:F9, 公司，银杏内酯 B 和白果内酯标准品购自中国药品

和生物制品检定所。

!"# 方法

!"#"! 愈伤组织诱导和细胞悬浮培养的方法见文献［0］。胚

来源的细胞悬浮培养基为 +T，附加 #E" 9FGL *BB，!E" 9FGL
O1，#U的蔗糖；茎来源的悬浮培养基为 *3，附加 #E" 9FGL
!，$.H，/E" 9FGL *BB，/E" 9FGL CB，#U的蔗糖。培养条件

为：!%V，/3 W 光照G0W 黑暗培养，光照强度 $"!9’(·9Q!·;Q /，

摇床转速为 /"" XG9:A。悬浮细胞每 /0? 继代 / 次。

!"#"# 细胞生长量测定方法见文献［0］：生长指数（FX’YZW :A.
?27）[（收获的细胞鲜重 Q 接种的细胞鲜重）G接种的细胞鲜

重。

!"#"$ 细胞分化程度的检查：按文献［5］方法测定细胞中的

叶绿素含量，在显微镜下观察细胞内叶绿体的数量；按文献

［/"］方法做石蜡切片，观察细胞团内部结构：细胞的类型、

排列方式。

!"#"% 培养物中萜内酯的提取分离、定量检测参照文献

［//，/!］方法。

色谱 柱：H:,9’A;:(1+（钻 石）S/0 柱（!%" 99 \ $E3 99，

%!9），HBH 检测器，分析时柱温为室温（!0V），流动相：甲醇

]水 [ $"]3"（6G6），流速："E09LG9:A，检测波长：!!"A9，灵敏

度为 "E"!，进样量：/"!L，以外标法计算样品中的银杏内酯

和白果内酯含量。

# 结果和分析

#&! 接种量对悬浮细胞生长的影响

在接种量 !" FGL 到 0" FGL 6I 范围内，接种量越大，细胞

达到最大生长量所需的时间越短，但细胞的鲜重生长指数

降低，为了在较短的周期内获得较大的细胞增长量，选择

$"FGL 6I 的接种量最适（表 /）。







! 讨论

目前从银杏植物中分离提取的萜内酯有 ! 种：二萜类化

合物银杏内酯 "、#、$、%、& 和倍半萜化合物白果内酯，其

中，’(" 和 ’(# 对 )"* 的作用最强，尤其是 ’(#，因此 +’,
中比较强调 " 和 # 的含量，特别是 # 的含量［-.］；白果内酯对

)"* 拮抗较弱，但具有较强的神经保护作用［-/］。因此，我们

选定银杏内酯 "、# 和白果内酯为目的化合物，研究其在悬

浮细胞中积累的规律。在所建立的胚来源和茎来源的悬浮

细胞培养物中都检测到了这些化合物的存在，表明这两个体

系的细胞都保留了母本植物的次生代谢能力。该悬浮细胞

培养体系经过 -0 个月的培养仍能保持生长，颜色为鲜绿色，

未见衰退或褐化。

文献报道的银杏悬浮细胞的培养大多以根或叶为外植

体，我们在前阶段的研究中发现，来源于银杏胚的悬浮细胞

能产生较高的黄酮类化合物［-1］，从而肯定了其合成次生代

谢物的能力。$233453 最先从银杏种子胚建立了细胞悬浮培

养体系，但在培养物中只检测到了微量的银杏内酯 "［.］，本

研究首次在胚来源的悬浮细胞培养物中检测到了银杏内酯

# 的存在，其含量达干重的 676//8。在粒径 9 -:: 的细胞

团中，胚来源的悬浮细胞中的 ##、’(" 和 ’(# 的含量分别

比茎来源的悬浮细胞高 ;、-7/ 和 671! 倍；在粒径为 . < 1::
的细胞团中，茎来源的悬浮细胞团只含有约为胚来源的细胞

团-=;量的 ##，而 ’(" 和 ’(# 均未检出。因此，在本文所研

究的两个体系中，胚来源的更适于银杏萜内酯化合物的生

产。

在前阶段的研究中，我们发现，细胞中的黄酮类化合物

含量与细胞中的叶绿体分化有关［0］，在本研究中，银杏内酯

也有类似的现象，即颜色较绿（叶绿体含量高）的细胞含有的

银杏内酯也较高，这与王关林 等［-!］的 研 究 经 过 一 致。据

*>5?@A的研究，银杏叶片中的萜内酯化合物含量与其接受的

光照水平有关［-B］，而在本研究中的银杏悬浮细胞在光照培

养下生成大量叶绿体，但细胞中的叶绿体分化是否是萜内酯

化合物合成的前提条件还需要进一步的研究。在细胞悬浮

培养中，细胞生长到一定阶段会开始分裂，如果分裂后的细

胞在培养过程中还未相互分离就进行了下一次的分裂，这样

重复下去就形成了由多细胞聚集成的小细胞团（2CC35C2D5?），

有研究表明这种细胞的聚集有助于次生代谢物的积累［-0，-E］。

在本文所确定的培养条件下，培养细胞很容易聚集，尤其是

胚来源的细胞，经数次继代培养即可获得一定大小的细胞

团，对不同大小的胚来源的悬浮细胞培养物中的萜内酯含量

的分析测定结果显示，较小的细胞团（ 9 ;::）能积累银杏内

酯 #，并且在 9 - :: 的悬浮细胞中的含量最高（67/.B :C=C
FG），而大的细胞团（ H .::）中只有银杏内酯 " 和白果内

酯（图 /）。对这些细胞团的组织学研究结果显示，细胞团内

部出现了不同程度的分化，这种分化水平对其中的萜内酯

的种类和含量都有影响。由图 . 可看出，小的细胞团生长旺

盛，即银 杏 内 酯 # 主 要 在 生 长 旺 盛 的 细 胞 中 积 累，这 与

IJA［;6］和 @233453［;-］的研究结果一致，&5KL［/］证明在叶来源的

悬浮细胞中产生银杏内酯 # 的高峰是在培养后的第 -. 天

（细胞生长的对数期内），以后开始下降。

银杏内酯 "、#、$、%、& 的分子结构差异主要在于母环上

的取代羟基数目。在植物中，主要以 ’("、’(#、’($ 三种形

式存在，从 ’(" 到 ’(#、’($，依次增多一个羟基。$23D2M32N5
用-/ $O; 掺入白果内酯和银杏内酯的实验显示，在银杏植物

中存在着 ’(" 到 ’($ 的自然生物转换，即氧化过程［;;］。导

致这一过程的原因还不清楚。在银杏悬浮培养细胞中，可能

也存在这样的转换作用，在较小的细胞团中积累的 ’(#，随

着细胞团的生长、老化而被氧化成了多羟基的其他形式。因

此，将培养细胞团的大小控制在 -:: 以下，有利于积累高效

拮抗 )"* 的银杏内酯形式；另外，这种结构紧密的小细胞团

能减轻因剪切力而发生的细胞自溶，适于在生物反应器中

大规模培养，培养周期结束时，培养物易于固液分离。
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