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银杏液体悬浮细胞培养产生黄酮的研究
胡燕梅，韩晓红，周 全

( 武汉生物工程学院 生物工程系，湖北 武汉 430415)

摘要:为探索银杏液体悬浮细胞培养条件下产生黄酮的工艺条件，以银杏液体悬浮系为试验材料，在 250 mL的
三角瓶中装入 80 mL液体培养基，置于 25 ℃，100 r /min转速下摇床培养，试验设计分别为光照与黑暗、培养时
间、细胞聚集体的大小、前体物对银杏液体悬浮细胞系产生黄酮的影响。结果表明:光照条件下培养 14 d黄酮
含量最高，3 ～ 4 mm粒径的细胞聚集体是黄酮合成的适宜细胞聚集体，前体物 L －苯丙氨酸和乙酸钠对黄酮合
成无明显的促进作用，且对细胞生长有抑制作用。结论:初步探索到银杏液体悬浮细胞培养条件下产生黄酮的
工艺条件，为银杏细胞悬浮培养工业化生产黄酮类物质提供一定的理论基础和技术参数。
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A Study on the Flavonoids Production
by Ginkgo biloba Suspension Cell Culture

HU Yan-mei，HAN Xiao-hong，ZHOU Quan

( Department of Bioengineering，Wuhan Bioengineering Institut，Wuhan 430415，China)

Abstract: Objective: Conditions for producing flavonoids were studied by the cell suspension culture of
ginkgo． Methods: In cell suspension cultures，the suspension was placed in 80 mL of liquid medium in a 250
ml － flask and kept on reciprocal shaker( 100 r /min) at 25 ℃ ． The conditions of suspension cultures detected
were as follows: light /darkness，culture time，size of cell aggregates and content of precursors． Results: The
production of flavonoid reached a maximum by culture for 14 days under light． The cell aggregates with 3 ～ 4
mm of diameter were suitable for flavonoids synthesis． L-phenylalanine and sodium acetate as precursors had
no significant promotion on flavonoids synthesis，however the cell growth was inhibited． Conclusion: Condi-
tions for producing flavonoids were obtained by the cell suspension culture of ginkgo，which will further opti-
mize the culture conditions required for the industrial production of flavonoids by the cell suspension culture of
ginkgo．
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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 － 3］。利用植物细胞培养生产银
杏黄酮是自 20 世纪 80 年代以来发展起来的新领域，它已成为开发银杏这种药用植物资源的重要途径，
但多限于愈伤组织培养阶段进行黄酮的生产［4 － 6］。近年来围绕提高产物含量、降低生产成本这一中心
环节，研究者们尝试了利用液体培养体系生产黄酮［7 － 8］。本试验正是利用成功的液体悬浮细胞聚集体
为材料，探讨光照与黑暗、培养时间、细胞聚集体大小、前体物对悬浮系细胞生长与黄酮产生的影响，为
银杏细胞悬浮培养工业化生产黄酮类物质提供一定的理论基础和技术参数。
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1 材料与方法
1． 1 材料与培养条件

银杏成功的液体悬浮体系由武汉生物工程学院细胞工程实验室提供，液体培养基配方［9］: N6 +
NAA 3． 0 mg /L + 6 － BA 2． 0 mg /L +蔗糖 30 g /L ( pH 5． 8) 。培养材料于 25 ℃，100 r /min转速下摇床
培养。
1． 2 试验设计
( 1) 光照与黑暗对悬浮系细胞生长及黄酮产生的影响。取 2． 5 g 细胞聚集体接种于装有 80 mL 液

体培养基的 250 mL容量的三角瓶中，共接种 6 瓶，其中 3 瓶于光照培养( 光照时间 10 h /d) ，另 3 瓶于
黑暗培养，28 d后取出细胞聚集体，检测细胞聚集体干质量和黄酮含量。

( 2) 培养时间对悬浮系细胞生长及黄酮产生的影响。取 2． 5 g 细胞聚集体接种于 80 mL 液体培养
基中，于光照条件下培养( 光照时间 10 h /d) ，共接种 15 瓶，每培养 7，14，21，28，35 d 取出 3 瓶，检测细
胞聚集体干质量及黄酮含量。

( 3) 细胞聚集体颗粒直径对悬浮系细胞生长及黄酮产生的影响。取直径大小分别在 1 ～ 2 mm、3 ～
4 mm、5 ～ 6 mm、7 ～ 8 mm、9 ～ 10 mm的细胞聚集体各 2． 5 g 分别接种于 80 mL 液体培养基中，于光照
条件下培养( 光照时间 10 h /d) ，14 d后取出细胞聚集体，检测细胞聚集体干质量和黄酮的含量。

( 4) 前体物 L －苯丙氨酸和乙酸钠对悬浮系细胞生长及黄酮产生的影响。取 2． 5 g 细胞聚集体接
种于 80 mL液体培养基中，于光照条件下培养( 光照时间 10 h /d) ，共接种 9 瓶，培养 11 d后取出 6 瓶悬
浮系细胞聚集体材料，分别加入 0． 1 mmol /L的 L －苯丙氨酸和 0． 5 mmol /L的乙酸钠，培养 3 d 后取出
细胞聚集体，以另外 3 瓶作为对照( CK) 。检测细胞聚集体干质量和黄酮含量。

细胞聚集体干质量 =烘干的愈伤组织细胞聚集体和滤纸的质量 －滤纸的质量。
1． 3 黄酮的提取及检测

( 1) 提取及检测。称取愈伤组织 13 ～ 15 g，经过在 60 ℃的烘箱 24 h 烘干后，研细，过 200 目的筛
子，收集过筛的粉末。取 1 g过筛的干粉溶解于 20 mL 的甲醇中，置于超声波水浴锅破碎细胞 30 min，
过滤并收集滤液，加入 1． 5 mol /L的 HCl 10 mL于 80 ℃水浴回流 1 h。冷却后用甲醇定容至 50 mL，通
过 0． 22 μm滤膜过滤，取滤液备用。用紫外分光光度计，在 366 nm下检测黄酮的吸光度 A值。

( 2) 黄酮含量的计算。槲皮素标准曲线及黄酮含量测定参考江静等［8］的方法并作修改: 准确称取
烘至恒重的标样槲皮素，加甲醇完全溶解，配成 2，4，6，8，10 μg /mL，以甲醇溶剂为空白对照，于 366 nm
测各浓度吸光值，重复 3 次，取平均值绘制标准曲线 ( y = 0． 071 7x － 0． 054 9，R2 = 0． 999 1 ) 。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质量浓度( μg /mL) ，并计算黄酮含量。

总黄酮含量 =槲皮素浓度 × 2． 51 × 5 × 50 /愈伤组织干粉质量( g) 。
1． 4 数据统计及分析

采用 Excel 2003 对数据进行处理，采用 SPSS软件中完全随机单因素试验方差分析邓肯氏新复极差
法( Duncan’s MuLtipLe Range Test) 评估各试验处理间差异显著性。同类数据标有不同字母表示差异显
著( P ＜ 0． 05) 。

2 结果与分析
2． 1 光照与黑暗对悬浮系细胞生长及黄酮产生的影响

液体悬浮细胞系置于光照和黑暗条件下培养 28 d 后观察。黑暗条件下培养的悬浮细胞系呈黄白
色，但生长很旺盛。而光照条件下愈伤组织呈黄绿色，细胞聚集体干重较黑暗条件下显著偏低，但其合
成黄酮类化合物能力却显著高于黑暗培养的细胞聚集体( 图 1 ) 。
2． 2 培养时间对悬浮系细胞生长及黄酮产生的影响

在光照条件下经过 35 d液体悬浮培养后，愈伤组织由翠绿慢慢转变为黄绿、黄白、黄褐，其细胞的
生长和黄酮产生见图 2。

结果表明:黄酮含量在液体悬浮培养 14 d后随着培养时间的增加而降低，细胞干质量随着液体悬
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图 1 光照与黑暗对悬浮系细胞生长及黄酮产生的影响
Fig． 1 The effect of light and dark on cell growth and flavonoid content

图 2 培养时间对悬浮系细胞生长及黄酮产生的影响
Fig． 2 The effect of culture time on cell growth and flavonoid content

图 3 细胞聚集体直径对悬浮系细胞生长及黄酮产生的影响
Fig． 3 The effect of cells aggregates sizes on cell growth and flavonoid content

浮培养时间的增加而增加，在细
胞聚集体为黄绿色时黄酮的含量
达到最高值。故后期液体培养细
胞系均以 14 d 为收集黄酮的最
佳时间。
2． 3 细胞聚集体颗粒直径对悬
浮系细胞生长及黄酮产生的影响

悬浮细胞系进入稳定期后，
愈伤组织细胞聚集成团，但细胞
聚集体直径往往不均一，其内部
细胞的分化程度也有明显区别。
对不同直径的细胞聚集体切开后
观察其内部结构有变化，聚集体
直径≤2 mm 的颗粒较松软，颗
粒内外均呈翠绿色，细胞结构质
地一致，聚集体直径≥5 mm 的
颗粒外部呈淡绿色，但内部呈黄
褐色，木质化程度高，质地较硬。

由图 3 可知: 直径在 1 ～
2 mm的细胞聚集体增殖最快，
生长最好，获得最高细胞干质量
14． 86 g /L。直径 3 ～ 4 mm 的细
胞聚集体质地松散，黄酮含量最
高，达到 5． 12 mg /g，同时细胞干
质量也达到 14． 48 g /L，而直径
在 5 mm 以上的细胞聚集体黄酮
含量明显降低。因此，在液体悬
浮培养过程中，以 3 ～ 4 mm 粒径
的细胞聚集体接种最好，既可获
得较高黄酮含量，同时也可获得
相应的细胞生物量。
2． 4 前体物 L －苯丙氨酸和乙
酸钠对悬浮系细胞生长及黄酮产
生的影响

将细胞聚集体培养 11 d 后，
分别加入 2 种前体物 L －苯丙氨
酸和乙酸钠到悬浮体系中，继续
培养 3 d后，收集细胞聚集体，并
检测其细胞聚集体干质量和黄酮
含量，结果见图 4。

图 4 结果表明: L －苯丙氨酸是生物合成黄酮的前体，但 L －苯丙氨酸对银杏悬浮细胞系产生次生
物质黄酮促进作用并不显著。而乙酸钠对黄酮的产生并没有促进作用。同时，分别添加了 2 种前体物
后细胞生物量要比照组有所降低，说明前体物 L －苯丙氨酸和乙酸钠对细胞的生长有抑制作用。实验
表明，L －苯丙氨酸和乙酸钠虽是黄酮合成的前体物，但并不是影响次生物质黄酮合成的主要因素。
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图 4 L －苯丙氨酸和乙酸钠对悬浮系细胞生长及黄酮产生的影响
Fig． 4 The effect of L － Phe and sodium acetate trihydrate on

cell growth and flavonoid content

3 结论与讨论
实验结果表明: 以稳定的银

杏液体悬浮细胞系为材料，在光
照条件下，培养 14 d 黄酮含量最
高，3 ～ 4 mm 粒径的细胞聚集体
是黄酮合成的适宜细胞聚集体，
而前体物 L －苯丙氨酸和乙酸钠
对黄酮合成无明显的促进作用，
但对细胞生长有抑制作用。

刘佳佳等［10］曾探讨银杏致
密细胞聚集体颗粒直径在悬浮培
养过程中对银杏内酯产生的影
响，结果显示 3 ～ 4 mm 粒径的细
胞聚集体最有利于银杏内酯的合
成。本实验也得到相似结论，即 3 ～ 4 mm粒径的细胞聚集体是黄酮合成的适宜细胞聚集体。

在液体悬浮培养体系进入稳定期后，加入一些前体物，将对提高细胞悬浮培养中次生代谢产物的积
累有促进作用。黄酮类化合物根据苯丙烷类代谢途径示意图［11］，一般认为是经醋酸 －丙二酸途径生成
的间苯三酚与经莽草酸途径生成的肉桂酸结合而生成，所以选择乙酸钠、苯丙氨酸为其生物合成的前
体物。本实验结果表明在植物细胞的次生代谢过程中，苯丙氨酸是一个代谢中间体，是生物合成黄酮的
前体［12］，同时在植物体内可以通过参与蛋白质的合成和作为碳源和氮源来影响细胞的生长［13］。王梦
亮等［14］实验结果表明以 0． 5 mmol /L 的乙酸钠为前体物效果最好，可使黄芩苷的产量比对照提高
76%。翟雪霞等［15］报道 L －苯丙氨酸对红豆杉愈伤组织紫杉醇含量的增加有显著促进作用，紫杉醇含
量高达 0． 224%，是对照的 7 倍，达显著水平。本研究考察了 L －苯丙氨酸和乙酸钠 2 种前体物对黄酮
积累的影响。但结果表明:苯丙氨酸对黄酮积累有促进作用，但并不明显。同时，可能由于前体物添加
的时间不同、浓度不同，对不同种的植物产生黄酮的产量均有差异。因此，在进行液体悬浮培养时，应对
不同前体物选择不同的浓度，在不同的时间里添加，或许可以达到降低生产成本和缩减生长周期的目的。

本试验液体悬浮培养过程中黄酮合成最高可达 5． 12 mg /g，比固体培养阶段的黄酮含量 4． 42 mg /g
提高了 15． 84%。这与前人在银杏悬浮培养与固体培养阶段黄酮含量消长的规律相似。如姜玲
等［16 － 17］在液体阶段的黄酮量达到 6． 80 mg /g，比固体培养阶段提高 54． 7% ;杨林等［18 － 19］报道其液体培
养比固体培养提高 68%，液体培养的黄酮含量比固体培养阶段提高的效果均比本试验要好。表明本试
验中液体培养体系的影响因子仍可从更多方面深入探究。
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