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摘要：构建银杏的植物组织培养技术体系的目的主要有 ２ 个，即通过外植体诱导分化愈伤组织，再脱分化，产生不

定芽，最终形成完整植株；对愈伤组织进行继代培养和细胞悬浮培养，以提取次生代谢产物。 但培养物面临严重的

污染和褐化问题，愈伤组织诱导和分化成功率较低，且次生代谢物含量低于天然叶片平均水平，不利于进一步工业

化提取应用。 该文从外植体类型、取材和保存方法，消毒剂种类、浓度与使用时间，培养基配方、有益化合物添加，
外环境条件筛选、ｐＨ 与温度控制等方面综述了国内外学者对方案作出的优化。 针对污染和褐化 ２ 大问题，比较各

环节的改进做法，讨论为提高成功率和次生代谢物产量进行的改良设计，并为进一步研究提出适宜方案，指出今后

的改进方向和研究重点。
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　 　 银杏（Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ Ｌ􀆰 ）具有较高观赏、食用等

价值，其在生长过程中会产生多种特有的次生代谢

化合物，如银杏黄酮（可预防口腔溃疡复发［１］、抑制

肺癌细胞活性［２］）、银杏内酯（可治疗血管性痴呆和

调节血脂［３］）等。 但上述次生代谢物一般从叶片中

取得，随着对其利用价值的研究和开发，传统栽植

方法周期长、成本高、受环境影响大的弊端逐渐显

现，无法很好满足市场需求。 利用组织培养技术，
可直接从愈伤组织中生产有益次生代谢物，实现次

生代谢物的工业化生产［４］；还可快速、规模化繁育

银杏植株，具有一定研究意义与应用前景。
但银杏的组织培养面临许多难点，如：植株生

长速度较慢，组织细胞分裂活力较弱，外植体诱导

分化难度大；受真菌和细菌感染，污染较严重，对取

材和消毒环节要求严格；代谢途径复杂，富含酚类

物质，培养过程中易氧化生成醌，醌在培养基中扩

散，影响组织代谢，进而导致褐化，故对培养条件十

分敏感。
目前，国内外学者已将不同外植体材料诱导脱

分化形成愈伤组织，并进一步诱导其分化出不定
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芽、不定根，最终形成植株；或对愈伤组织进行继代

扩大培养、细胞悬浮培养，提取次生代谢物。 但目

前仍面临严重的污染和褐化问题；且次生代谢物含

量低于天然叶片水平［５⁃６］，不利于工业化生产应用。
为提高成功率、提升产量的优化探究正不断进行。

本文以步骤为序，综述了现有研究在组织培养各

环节中提出的改进方案，归纳了外植体的最佳取材时

间、部位与其保存方法，探讨了消毒剂的种类、浓度和

使用时间，提出了培养基 ｐＨ、温度的适宜条件，整理

了不同学者的培养基配方和提出的一些益于培养的

化合物添加，以供进一步研究参考。 同时，本文比较

分析了不同学者对污染和褐化 ２ 个问题进行改良设

计中的不同观点，初步讨论了相关原理，提出了较为

适宜的培养方案，并指出了今后的研究重点和方向。

１　 外植体取材与保存环节的优化

目前，研究主要以胚（包括幼胚、成熟胚、胚乳、
子叶）和茎（包括茎段和茎尖）２ 种外植体为材料，
叶片作为外植体材料成功率较低［７⁃８］，叶柄诱导愈

伤组织难度较大［９］。
胚外植体在不同时期都具有较高诱导潜能［１０］，

而 ３ 月下旬至 ５ 月中旬抽出的当年生枝条具有最高

的诱变潜力［１１⁃１３］；茎段外植体茎尖和下段部分的诱导

率较低，而上段、中段诱导效果较好，具有一定的位置

效应［１４］；１０ ａ 以下的银杏植株作为材料来源，细胞分

裂较旺盛，诱导难度较低。 另外，若把形成愈伤组织

作为试验目的，母株年龄对诱导率的影响较不显著；
但若把获取次生代谢物作为目的，则应该选择 ２—６
年生的幼龄银杏植株作为外植体来源［１５］。

胚外植体在采集后不经腐熟直接去除外种皮，
用自来水冲洗干净后，可放入冰箱中 ２—４ ℃ 储

存［１６⁃１７］；也可将其与沙子混合后埋入土中沙藏［１１］，
还可用 ＫＭｎＯ４消毒后常温贮存［１０］。 其中，低温保存

是目前较为主流的保存方法。 对于茎段外植体，可
用抗氧化剂溶液 ［含 １５０ ｍｇ ／ Ｌ ＣＡ （枸橼酸） 和

１００ ｍｇ ／ Ｌ Ｖｃ（抗坏血酸）］保存［１８］，也有研究用 １６
ｈ 的４ ℃低温保存［１９］。 上述处理有利于杀灭部分外

植体所带杂菌以减轻污染，但同样面临组织活力降

低的问题。 目前绝大研究采用随采随用的方式，以
减少在保存过程中造成污染的可能，同时避免活力

降低。
综上所述，在选择外植体时，应选择细胞生长

分裂旺盛的部位，其分化潜能更强，诱导难度更低。

同时外植体不能太嫩，也不能木质化程度太高。 太

嫩的组织细胞虽细胞分裂较旺盛，但在消毒时药品

渗透也较快，在后续的漂洗操作中不易清除，细胞

易失活甚至破裂，造成的褐变现象较严重；而木质

化程度较高的部位细胞分化困难，同时对外源生长

调节剂和营养物质的吸收不利，也会降低组织培养

的效能。 同时，从外植体种类上来看，胚外植体与

茎外植体在诱导愈伤组织的成功率和形成效果等

方面均优于叶外植体。 由于不必在特定时段随采

随用，且种皮的保护使得消毒较易取得良好效果，
胚外植体是最好的外植体选择。

２　 消毒与接种环节的优化

茎段和叶片外植体采集后应在洗衣粉中浸泡

３０—６０ ｍｉｎ［１５， ２０］，后转用自来水清洗 ５ ｍｉｎ，蒸馏水漂

洗 ２—５ 次，每次 １—２ ｍｉｎ；也有研究指出可省略洗衣

粉浸泡的步骤，并相应延长自来水清洗时间到 ３０
ｍｉｎ［１５］，而后应立即进行消毒，以最大程度减轻和避

免污染。 胚外植体保存后，先去除骨质外种皮，再经

消毒进入培养。 在研究中，消毒剂的种类、浓度和使

用时间对污染率和褐化率均有直接且重要的影响。
有研究采用 ７０％ 乙醇 ３０ ｓ 结合 ０􀆰 １％ 升汞（氯化汞）
溶液 ８—１０ ｍｉｎ 消毒［７⁃８］，也有研究将消毒的时间加

倍处理（６０ ｓ 乙醇、２０ ｍｉｎ 氯化汞） ［１５］。 其中，乙醇消

毒时间的影响不显著，而升汞消毒时间则有显著影

响：时间过长，高毒性的汞离子不易清除完全，易导致

褐化甚至死亡；时间太短，则面临灭菌不完全，污染率

高的问题。 对于茎段外植体［１１］ 和胚外植体［２１］，升汞

最佳使用时间为 ６ ｍｉｎ；而对于叶片外植体适宜消毒

时间为 ２—４ ｍｉｎ ［２２， １５］。
由于升汞的高毒性不利于试验安全操作，近年

来已报道了其他消毒剂的研究与探索。 目前应用

较为广泛的消毒剂主要有新洁尔灭、双氧水和漂白

粉溶液等，也有使用 １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 链霉素溶液进行消毒

的报道［２３］。 用 ７０％ 酒精初步消毒 ９０ ｓ 后，转用

０􀆰 ５％ 新洁尔灭处理 １５ ｍｉｎ 可以取得良好效果，但
同样的是新洁尔灭浓度不宜过高，时间不宜过长，
以免组织褐化；用 １２％ 双氧水处理银杏幼茎外植体

８—１０ ｍｉｎ 也可以取得良好效果［２４］。
对于较易消毒的胚外植体，有使用 １０％ 漂白粉

溶液消毒 １５ ｍｉｎ 的报道［１０， ２５⁃２７］，也有用漂白粉溶液

结合短时酒精消毒的案例，如 ７０％酒精消毒 １ ｍｉｎ
后转用 ２％［２８］或 ３％［２９］漂白粉溶液消毒 １５ ｍｉｎ。 但

４４
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对于较难消毒的外植体，大多需要将其与其他消毒

剂结合使用，如初步消毒后转用升汞 ５ ｍｉｎ［３０］处理；
也可提高溶液浓度并延长使用时间，如姜蓓等应用

１７％溶液消毒 ２０ ｍｉｎ［３１］；Ｂｅｋｈｉｔ 等应用 ２５％ 溶液消

毒 ２０ ｍｉｎ［３２］；也有研究加入 １—２ 滴吐温 ２０［３３］或吐

温 ８０［３４］以增强消毒效果。
综上所述，消毒剂的浓度越高，使用时间越长，对

组织的作用越充分，感染率越低；但同时漂洗清除完

全的难度也越大，残留的有害物质越多，褐化现象越

易发生。 目前研究广泛认可的最佳消毒剂的使用方

案为 ０􀆰 １％ 升汞溶液消毒 ８ ｍｉｎ。 实际试验中，应根

据外植体种类、微生物感染程度、消毒剂浸润的难易

程度，选择合适的消毒浓度和消毒时间。 通常情况

下，较幼嫩的外植体对消毒剂的耐受性较弱，同时带

有的微生物也较少，故使用时间也可相应缩短。 应用

其他消毒剂可提高试验安全性，故是目前和未来优化

探究的方向之一。 目前，漂白粉的消毒效果较为有

限，但与其他方法结合使用或也可在提高安全性、降
低成本的同时得到较好的效果。

消毒剂消毒后，应用无菌水漂洗外植体 ３—５
次［５］，以减少消毒剂对组织的毒害，后立即接种到

培养基上。 根据褐化成因，应尽量减少外植体与培

养基的接触面积，以减缓有害物质扩散。 叶片外植

体接种时应注意切口平齐，大小适中。 其与培养基

接触面积相对较大，可能是褐化率较高的原因之

一；茎段接种时应将其剪成小段，竖直接种在培养

基上。 有研究指出，剪切后的外植体长度越长，褐
化率越低［２０］。 综合考虑褐化率和外植体材料的利

用率，剪切后外植体的最佳长度为 ２ ｃｍ 左右。

３　 培养基配方的优化

目前，银杏组织培养主要目的有二，一是形成

完整植株，二是提取次生代谢物。 但不论目的如

何，多数研究都需先诱导外植体形成愈伤组织。 愈

伤组织形成后，可以在诱导分化培养基上诱导出不

定芽、不定根，形成试管苗，后续通过炼苗等获得完

整植株；或对其进行继代扩大培养，将其转入到细

胞悬浮培养基中，进一步扩大培养，以提取有益次

生代谢物。 由于细胞生长和次生代谢物的积累并

不成平行关系，应分别考虑。
３􀆰 １　 诱导愈伤组织培养基

目前对于银杏愈伤组织诱导的研究已较为完

善，部分配方整理如表 １。

表 １　 诱导愈伤组织培养基配方

配方编号 外植体 基本培养基 植物生长调节剂　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 其他化合物添加
１［３５］ 腋芽 ＭＳ ３􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ ＋ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
２［３６］ 茎段 ＭＳ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ２􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ ＡＣ（活性炭）
３［９］ 茎段 ＭＳ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＫＴ
４［１２］ 茎段 ＭＳ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
５［３７］ 茎段 ＭＳ ０􀆰 ３ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
６［１５］ 叶片 ＭＳ ２􀆰 ０—３􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ １􀆰 ０—２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
７［３８］ 叶片 ＭＳ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
８［３９］ 叶片 ＭＳ ３􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
９［８］ 叶片 ＭＳ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
１０［４０］ 叶片 ＭＳ １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ２ ｍｇ ／ Ｌ ＫＴ
１１［４１］ 叶片 ＭＳ ２ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＫＴ
１２［４２］ 叶片 ＭＳ ３􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
１３［４３］ 叶片 ＭＳ １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ０􀆰 ００５ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ（或 ＫＴ）
１４［４４］ 叶片 ＭＳ ３􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ３􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ １０ ｍｇ ／ Ｌ Ｖｃ
１５［５］ 叶片 ＭＳ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ５０—１００ ｍｇ ／ Ｌ 壳聚糖
１６［４５］ 叶片 ＭＳ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ＋ ０􀆰 ４ ｍｇ ／ Ｌ ＫＴ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ
１７［７］ 叶片 ＭＳ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ０􀆰 ３ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＫＴ ＋ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ
１８［３８］ 叶片 Ｎ６ ３􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
１９［２２］ 叶片 Ｎ６ ３􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ６⁃ＢＡ
２０［４６］ 子叶 ＭＳ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
２１［２５］ 子叶 ＭＳ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ ＋ １􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＫＴ
２２［３４］ 胚 ＭＳ ２ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ３ ｍｇ ／ Ｌ ＫＴ
２３［１０］ 胚 ＭＳ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
２４［４７］ 胚 ＭＳ １􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
２５［４８］ 胚 ＭＳ ３ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ５ ｍｇ ／ Ｌ ＫＴ
２６［２３］ 胚 ＭＳ ０􀆰 ３ ― ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ２ ｇ ／ Ｌ ＡＣ
２７［２６］ 胚 ＤＣＲ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ
２８［１６］ 胚 ＤＣＲ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ １ ｍｇ ／ Ｌ ＡｇＮＯ３

２９［４９］ 叶、胚等 ＭＳ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ＋ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ
　 　 注：培养基中默认添加蔗糖（２％—４％）和琼脂（６—８ ｇ ／ Ｌ）。
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　 　 基本培养基作为大量元素和微量元素的提供

者，是影响分化率和次生代谢物产量的最显著因

素［１０， ５０］。 木本植物组织培养所常用的低盐 ＤＣＲ 培

养基并不有利于银杏愈伤组织的诱导［１０， １２］，Ｂ５，
Ｎ６， Ｗｈｉｔｅ 培养基也均不是银杏组织培养的较好选

择［１５］。 大多数研究认为，ＭＳ 培养基可以良好地诱

导愈伤组织。 也有不少研究指出改良 ＭＳ 培养基

（１ ／ ２ ＭＳ 和 １ ／ ４ ＭＳ）对愈伤组织的诱导更加有益，
但由于效果差异不大，研究仍将 ＭＳ 培养基作为基

本培养基的主要选择。
对培养基中大量元素的研究发现，５５０ ｍｇ ／ Ｌ

ＮＨ４ＮＯ３， ５６ ｍｇ ／ Ｌ ＫＨ２ＰＯ４， ４９６ ｍｇ ／ Ｌ ＭｇＳＯ４， ２９２
ｍｇ ／ Ｌ ＣａＣｌ２是有利于愈伤组织生长的最佳含量［４０］；
早期研究发现添加少量的还原氮即可显著促进愈

伤组织再分化［５１］，在此基础上添加适当含量的

ＮＨ４Ｃｌ也可以取得较好效果［５２］；另一面也有研究指

出在减少 ５０％ ＮＯ－
３ 含量培养基上诱导的愈伤组织

生长状况不佳且次生代谢物产量低［５３］。
综合上述研究，较高 Ｎ， Ｋ 元素含量，特别是高

铵态氮、硝态氮含量的基本培养基对于银杏愈伤组

织的诱导有利，说明银杏需要较多的大量元素以满

足原生代谢产物的生成，促进形成愈伤组织。
对 于 微 量 元 素， 陈 雷 等 指 出 １􀆰 ２５０ ｍｇ ／ Ｌ

Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ， ２４􀆰 ８００ ｍｇ ／ Ｌ Ｈ３ＢＯ３， ２２􀆰 ３００ ｍｇ ／
Ｌ ＭｎＳＯ４ · ４Ｈ２ Ｏ， ０􀆰 ５００ ｍｇ ／ Ｌ ＣｕＳＯ４ · ５Ｈ２ Ｏ，
０􀆰 １２５ ｍｇ ／ Ｌ ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ 是诱导愈伤组织的最佳

含量。 含量过低，不利于愈伤组织生长，而在一定

程度上提高含量，可抑制组织褐变，且对无机盐总

含量和渗透压影响不大［４７］，但含量过高，对组织也

有一定毒害作用。
也有对琼脂（默认质量浓度 ７ ｇ ／ Ｌ）进行改进的

研究。 一些试验表明，在默认的琼脂浓度下，培养

基固化不足，不利于外植体保持竖直，其最终与培

养基的接触面积增大，更易褐化和污染；将琼脂含

量增加 １—２ ｇ ／ Ｌ 可在较少影响物质吸收的前提下

减少褐化发生，更利于接种和幼苗的生长［２０］。
对于糖类添加量，一方面有研究发现不添加蔗

糖可同时减少褐化与污染［２０］。 但另一方面，也有研

究指出增加蔗糖含量到 ４％［９］ 或 ５％［５４］ 更有利于培

养，并认为高糖造成的较高渗透压可减少褐化、促

进愈伤组织发育［２１］。 关于糖类物质对银杏组织培

养的影响还需进一步实验证明和在理论上支持。
试验已证明，未添加植物生长调节剂的培养基

不能诱导形成愈伤组织［３６］。 这说明外植体自身生

理状况和内源激素无法支持愈伤组织形成，需要外

源激素的适当添加。 对于细胞分裂素，ＮＡＡ（１⁃萘乙

酸）为较好选择，常用的 ２，４⁃Ｄ（２，４⁃二氯苯氧乙酸）
并不能较好适用于银杏，反对愈伤组织诱导有一定

抑制作用［５３］。 相较而言，ＮＡＡ 诱导出的愈伤组织

虽在前期生长较慢，但后期褐化率低［５４］，生长活力

充足［５０］；对于生长素，６⁃ＢＡ， ＫＴ（６⁃呋喃氨基嘌呤）
与 ＮＡＡ 相结合使用是较好选择，ＺＴ（玉米素） ［５５］ 和

ＩＢＡ［１５］的诱导效果不佳。 综合考虑，目前研究多使

用 ＮＡＡ 和 ＫＴ 组合诱导愈伤组织。 也有研究指出，
ＮＡＡ 与 ６⁃ＢＡ 组合可使愈伤组织生长得更良好且后

期更少出现褐化［２０］，并认为这与 ＫＴ 生理活性过低

导致后期细胞分裂素不足有一定关系［８］。 总体而

言，由于银杏天然植株生长速度较慢，外植体对具

有较高活性（如 ２，４⁃Ｄ）或较高浓度的植物激素均不

能良好适应，导致代谢途径紊乱，褐化率提高，次生

代谢物合成减少。 为此，绝大多数研究使用浓度较

低、生理活性较低的植物激素组合进行培养。
对于培养基中其他物质的添加，有研究称 ５００

ｍｇ ／ Ｌ Ｇｌｎ（谷氨酰胺） ［１０］ 有助于增加诱导成功率；
１００ ｍｇ ／ Ｌ 壳聚糖有利于愈伤组织的分化，但需要光

照条件的配合才有显著差异［５］。 同时，ＡｇＮＯ３可以

作为乙烯抑制剂，影响内源激素的合成以增加诱导

率，但若浓度过高，Ａｇ＋竞争性结合叶绿素分子［１７］，
也可能导致愈伤组织重金属中毒。 故 ＡｇＮＯ３使用时

的最佳浓度为１ ｍｇ ／ Ｌ［１６］。
３􀆰 ２　 诱导分化培养基

对于银杏的组织培养，目前器官发生途径有 ２
种。 一种是间接器官发生，即先诱导出愈伤组织，
再诱导形成不定芽、不定根，多见于子叶外植体、胚
乳外植体和叶片外植体；另一种是直接器官发生，
即不经过愈伤组织直接形成器官，多见于胚外植体

和茎段外植体（带腋芽）。 在多数研究中，外植体诱

导出愈伤组织后不需转移培养基，继续培养即可诱

导其产生不定芽和不定根，针对分化的培养基配方

优化与改进较少。 部分培养基配方整理如表 ２。
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表 ２　 诱导分化培养基配方

配方编号 外植体 基本培养基 植物生长调节剂 其他化合物添加

１［５５］ 子叶 ＭＳ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＫＴ
２［５５］ 叶片 ＭＳ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
３［５５］ 花粉 ＭＳ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＫＴ
４［３１］ 胚 ＷＰＭ 无 ３％胚乳提取液

５［５５］ 茎段 ＭＳ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ６⁃ＢＡ
６［１３］ 茎段 ＭＳ １􀆰 ７ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ＋ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ ＩＢＡ
７［３０］ 茎段 ＭＳ ０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ５ ｇ ／ Ｌ ＡＣ
８［３６］ 茎段 １ ／ ２ ＭＳ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ０􀆰 ８ ― １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＩＢＡ

　 　 注：培养基中默认添加蔗糖（２％—３％）和琼脂（６—８ ｇ ／ Ｌ）。

３􀆰 ３　 继代培养培养基

对诱导出的愈伤组织进行继代培养，有利于扩

充试验材料，也有利于产生更多的次生代谢物，为

工业化提取应用建立条件。 部分继代培养的培养

基配方整理如表 ３。

表 ３　 继代培养培养基配方

配方编号 外植体 基本培养基 植物生长调节剂 其他化合物添加

１［４８］ 胚 ＭＳ ３ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ２ ｍｇ ／ Ｌ ＫＴ
２［２３］ 胚 ＭＳ １􀆰 ０—２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ２ ｇ ／ Ｌ ＡＣ
３［５６］ 胚 ＭＳ １􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＫＴ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ
４［２６］ 胚 ＤＣＲ ０􀆰 ３ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ＋ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ
５［４５］ 叶片 ＭＳ １􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ＋ ０􀆰 ４ ｍｇ ／ Ｌ ＫＴ ＋ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ
６［１５］ 叶片 ＭＳ ２􀆰 ０—３􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ １􀆰 ０—２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
７［５７］ 叶片 ＭＳ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
８［３９］ 叶片 ＭＳ ３􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
９［３６］ 茎段 ＭＳ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ０􀆰 ８—１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ

　 　 注：培养基中默认添加蔗糖（２％—３％）和琼脂（６—８ ｇ ／ Ｌ）。

　 　 有不少研究针对继代培养的培养基做出了改

进，如提出葡萄糖的利用虽较蔗糖不利于诱导，但
后期黄酮产量较高［５３］；０􀆰 ００２‰的 １０ ｎｍ 直径磁铁

矿纳米颗粒可以在提高抗氧化水平的同时增加次

生代谢物产量［３３］；０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 硝酸铈有利于增加

黄酮和内酯的产量；水杨酸（ＳＡ）可促进次生代谢物

的产生和释放［２９］。

３􀆰 ４　 细胞悬浮培养培养基

针对提取次生代谢物的研究可在多次继代后

将生长良好的愈伤组织剪碎，按３０—４０ ｇ ／ Ｌ［５７］ 接种

在液体培养基中。 培养液的体积为摇瓶的 １ ／ ３—
１ ／ ２，在旋转式摇床上以 １１０—１２０ ｒ ／ ｍｉｎ［５７⁃５８］速度悬

浮培养，在 ２０ ｄ 时收获细胞［１５］。 部分配方整理如

表 ４。

表 ４　 细胞悬浮培养培养基配方

配方编号 外植体 基本培养基 植物生长调节剂 其他化合物添加

１［５９］ 叶片 Ｂ５ ０􀆰 ５—１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ０􀆰 ２—０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ３０ ｇ ／ Ｌ 蔗糖＋ １５ ｇ ／ Ｌ 葡萄糖

２［５７］ 叶片 ＭＳ ２􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ０􀆰 ０１５ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
３［３８］ 叶片 ＭＳ １􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ
４［４８］ 胚 ＭＳ ３ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ２ ｍｇ ／ Ｌ ＫＴ
５［６０］ 胚 ＭＳ ３ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ ２ ｍｇ ／ Ｌ ＫＴ
６［６０］ 茎段 Ｎ６ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＡ ＋ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ６⁃ＢＡ ＋ ３􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ２，４⁃Ｄ ３０ ｇ ／ Ｌ 蔗糖

　 　 与愈伤组织相比，悬浮培养的细胞由于与培养

基的结合更加充分，对营养物质的吸收更加容易，
但也对环境更为敏感，培养基中成分的差异往往会

产生很大的影响。 同时，在固体培养基中适宜的激

素浓度配比不一定适于液体悬浮培养。 不过，也有

研究直接将愈伤组织培养基配方去除琼脂后作为

细胞悬浮培养基［３８］。
研究指出，ＭＳ 和 Ｂ５ 培养基为基本培养基对银

杏细胞进行液体悬浮培养较佳。 若以生产黄酮为

主 Ｂ５ 培养基较佳，若以生产内酯为主则 ＭＳ 培养基

较佳［１６］。 同时，去除培养基中的氮源，虽然不利于

细胞生长，但有利于提高次生代谢物产量［５７］。 而对

７４
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于碳源，蔗糖最适于次生代谢物的积累，葡萄糖则

最适于细胞的生长。 在一定范围内适当调高蔗糖

浓度有利于组织培养，但过高的蔗糖易影响渗透

压，降低组织培养效能［３８］。 ３０ ｇ ／ Ｌ 蔗糖与 １５ ｇ ／ Ｌ
的葡萄糖混合添加是最佳的碳源配方［１６］。

此外，１×１０－７ｍｏｌ ／ Ｌ ＴＤＺ（苯基噻二唑基脲）可

同时发挥细胞分裂素和生长素的功能，保持悬浮细

胞旺盛生长，增加次生代谢物的积累［４８］；０􀆰 ０５％的

芦荟汁添加有益于次生代谢物的合成［６１］；０􀆰 １０ ｇ ／ Ｌ
的琼脂糖有利于黄酮的累积［５７］；５ ｍＬ ／ Ｌ 蜂蜜的添

加也有利于黄酮的积累；培养第９ ｄ时添加 ２×１０－５的

茉莉酸甲酯（ＭＪ）有利于提高黄酮产量；但 ＣＨ（水解

酪蛋白）在细胞悬浮培养中并不能提高效能［３５］。
３􀆰 ５　 对抗褐变的配方优化

由于含有较多的单宁和酚类物质，银杏组织培养

全过程中均较易出现褐化问题。 针对这一问题，研究

已探讨了多种抗褐化剂的应用。 王义强提出最佳抗

氧化剂为 １０ ｍｇ ／ Ｌ Ｖｃ，其次为 １ ｇ ／ Ｌ ＰＶＰ（聚乙烯吡

咯烷酮） ［４４］；单超得出 ２ ｇ ／ Ｌ ＡＣ 有利于外植体状态

保持良好［１１］，且效果明显较其他抗褐化剂好［２１］；胡
蕙露等证实 ＡＣ 可有效防止褐变，并指出 ＡＣ 含量对

培养影响达到极显著水平，甚至超过植物生长调节

剂［３０］，且对于愈伤组织的诱导是必需的［３６］。
ＣＡ（柠檬酸）， ＰＡ（植酸）， 硫代硫酸钠和 ＥＤＴＡ

二钠有助于抑制 ＰＰＯ（多酚氧化酶）活性［６２］。 Ｖｃ 作

为维生素，是一种较为安全的抗氧化剂，能够促进醌

重新还原为酚类物质，抑制醌的二次聚合反应，同时

可使培养环境更趋于碱性，抑制 ＰＰＯ（多酚氧化酶）
的活性以减少褐变［６３］；ＡＣ 主要是吸附培养基中对组

织产生毒害的物质，提供的暗环境也有利于激素（特
别是光敏性的 ＩＢＡ 和 ＩＡＡ［６４］ ）的结构稳定和生理活

性。 但由于 ＡＣ 对酚类物质和植物激素均具较高亲

和性［６５］，可能会不加选择地吸附培养基中的营养物

质和激素［６６］，对组织培养产生不利影响［６７］，故应用

时或需增加激素含量以降低影响；ＰＶＰ 作为一种吸附

剂，虽具有选择性吸附能力，但其吸附有害物质，特别

是醌类物质的能力较弱，在应用中效果也较差。
然而，也有不少研究指出无论哪种抗褐化剂对

减少褐化的作用均不显著。 江静等指出 ＰＶＰ， Ｖｃ，
ＡＣ 的抗褐变效应并不突出［２２］；喻娜等也认为 Ｌ⁃半
胱氨酸和腺苷⁃５′⁃三磷酸二钠盐并不能产生良好效

果［３７］。 可能由于 ＰＡ 的酸性会使愈伤组织生化反

应不协调，且酸性条件下 ＰＰＯ 酶活性较高，非但未

能达到抑制褐化的功效［５６］，反而可能加剧褐化［２５］。

４　 外环境条件的优化

按照传统惯例，愈伤组织的分化应在暗条件下

进行。 但研究发现，光照条件在诱导分化、减少褐

化、提升次生代谢物含量方面均优于传统暗条

件［５］。 对于愈伤组织的诱导，认为从 ２ ｄ 起应在每

日 １２ ｈ 的 １ ０００—２ ０００ ｌｘ 光照下培养［１３， ３７］；或应

在每日 １６ ｈ 的 ２ ０００—３ ０００ ｌｘ 光照下培养［３１］；对
于继代培养，应给予每日 １２ ｈ［８］乃至于 １６ ｈ［２６］的光

照；而在进行细胞悬浮培养时，在 ３ ０００ ｌｘ 的连续光

照下培养，次生代谢物含量最高；在 ２ ０００ ｌｘ 光照下

培养，细胞增长最快［１５］。 这可能是由于光照条件下

愈伤组织的代谢更偏向于自养型，在有害物质生成

减少的同时促进了叶绿体的分化。 有研究指出黄

酮含量与叶绿素含量成正相关［６８］，生成的叶绿体或

为黄酮合成提供结构基础，这一观点还需进一步研

究提供证据。
由于 ＰＰＯ 在 ３０ ℃ 下活性最大［６９］，全过程培养

时环境温度都不宜过高，应稳定在 ２５ ℃ 左右。 也

有研究认为降低到 ２０ ℃ 可以大大减少褐化发

生［７０］；由于 ＰＰＯ 在 ｐＨ 为 ５􀆰 ６ 时活性最大［７１］，中
性、碱性的培养基可以减少褐化［２０］。 从此方面考

虑，虽然黄酮和内酯产量最大的 ｐＨ 可能不同［１５］，
但在综合考虑下，最佳 ｐＨ 仍为 ５􀆰 ８。

此外，在细胞悬浮培养中，用通气较为不良的

介质封口，如塑料膜［１５］ 或玻璃纸［７２］，可以提升黄酮

和内酯的产量。 这或许揭示了不良通气状况可通

过缺氧胁迫细胞诱导其产生次生代谢物。 但也有

研究认为低温预处理和黑暗预处理能够减少

褐化［７３］。

５　 小结与展望

银杏含有多种药用次生代谢物，对其组织培养

技术的探究将有利于更广泛地开发和应用其价值。
但该技术面临许多难点，如污染严重、褐化率高、次
生代谢物产量低于自然水平等。 针对这些问题，国
内外学者自上世纪以来不断对方案进行优化改进，
总体取得了良好的成效。

据总结优化，可选用带腋芽的茎段或成熟胚作

为外植体材料。 胚外植体用 ４ ℃低温保存，茎外植

体随采随用。 取材后将外植体在洗衣粉溶液中浸

泡 ２０ ｍｉｎ，用流水冲洗 ４０ ｍｉｎ，后用蒸馏水漂洗干

８４
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净，擦干后进入消毒环节。 消毒时注意无菌操作，
先用 ７５％乙醇初步消毒 ４５ ｓ，再转用 ０􀆰 １％ ＨｇＣｌ２溶
液消毒 ８ ｍｉｎ。 消毒后立即接种在培养基上，并注意

尽量减少与培养基的接触面积。
在诱导愈伤组织时，应选用 ＮＡＡ 与 ６⁃ＢＡ 配合

使用，降低蔗糖浓度至 ２０ ｇ ／ Ｌ，适当增加琼脂含量至

９ ｇ ／ Ｌ，并适当添加抗褐变试剂（如 ２ ｇ ／ Ｌ ＡＣ）和其

他有益化合物。 ４０ ｄ 后，若继续培养，则可进一步

形成完整植株；若进行扩大培养，则可以在培养基

配方中去除琼脂，将愈伤组织剪碎以 ３０ ｇ ／ Ｌ 接种到

液体培养基中，用透气性较差的介质封口后，在 １２０
ｒ ／ ｍｉｎ 的摇床上进行悬浮培养，２０ ｄ 后收获。 在全

过程中，应注意控制温度在 ２２ ℃左右，ｐＨ 在 ５􀆰 ８ 以

上，并给予 ２ ０００ ｌｘ 左右的光照条件。
同时，研究也正在讨论一些新的优化方案，如：

在消毒环节中升汞溶液效果较好但毒性较大，是否

能够用其他消毒剂的结合使用代替升汞溶液消毒，
提高操作安全性；培养基中对糖类物质的应用是否

有更优方案等。
综合而言，为解决污染问题，应注意试验过程

中全程的无菌操作，同时在消毒环节时特别注意消

毒剂的使用。 而针对褐化问题，现有讨论的主要焦

点在于抗褐变试剂的添加使用。 据本文总结，抗褐

变试剂的使用或许并不能产生决定性影响，若想真

正解决褐化问题，应从培养基本身的营养和激素条

件，以及培养的温湿度、光照等外环境条件方面着

手，使各方面条件符合愈伤组织要求，以使其代谢

趋于正常，有害物质生成减缓。 另外，也有学者认

为银杏各品种之间的差异，即基因水平上的差异，
是褐化率的重要影响因子之一［２１］。 是否使用抗褐

化剂、使用何种抗褐化剂，是当前研究探讨的重点，
对木本植物组织培养中褐变原理的进一步更加完

善的分子生物学分析是未来有助解决褐化问题的

探索方向。 如果能寻找并培育出特异性吞噬酚类

物质的工程菌，将其接种到培养基中，或许可以同

时使褐变与污染问题得到较大改善。
同时，在为提高黄酮和内酯产量的研究中，不

丰富的氮源、一定范围内的低温、较高的渗透压、较
不充足的氧气等条件都有利于银杏次生代谢物的

积累，而这些条件都会对组织细胞生长造成一定的

胁迫。 这可能是因为在细胞中，初生代谢与次生代

谢具有一定的冲突。 当细胞的正常环境较为不适

宜时，细胞会产生更多的次生代谢物。 在培养过程

中，探索不同胁迫因子的影响，寻找初生代谢与次

生代谢的最佳平衡点，是进一步研究的方向。
无糖条件可以在光照条件辅助下诱导愈伤组

织分化出叶绿体，使代谢途径更偏向自然条件下的

自养型代谢，其有利于减少有害物质的生成，同时

也促进次生代谢物的合成。 于此同时，无糖条件也

减少了异养微生物的生存可能，故可以同时减少褐

化率和污染率。 因此，应用近几年来兴起的无糖组

织培养技术，将光照和二氧化碳作为碳源，促使愈

伤组织进行自养型代谢，也是较好的优化方向。
另外，现有优化大多停留在方案和技术层面

上，没有深入探究其机理。 故在今后的研究中，对
银杏组织培养过程中更多的生物化学分析，甚至分

子生物学分析，或许可以更好地改进技术、优化方

案，进一步提高银杏组织培养的成功率，为进一步

研究在长期继代培养中保持次生代谢物合成，实现

工业化生产提供良好基础。
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