
中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 45 卷 第 12 期 2014 年 6 月 

   

·1796· 

甘草组织培养的研究进展 
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摘  要：甘草为我国常用的大宗药材之一，具有补脾益气、清热解毒、祛痰止咳、缓急止痛和调和诸药等作用，素有“国老”、

“十方九草”之誉，国内外用量很大。由于过度采挖，甘草野生资源遭到了严重破坏，而大部分栽培甘草存在品质退化和甘

草酸量低等问题。为了很好地解决甘草资源可持续发展这一问题，很多研究者开展了甘草组织培养的研究。对甘草组织培养

中外植体来源及预处理、愈伤组织诱导、再生植株诱导、快速繁殖研究、毛状根诱导以及组织培养物中活性成分 6 个方面结

合实际工作进行了归纳与综述，以期为部分解决甘草的资源替代问题以及以组织培养为基础的基因与代谢工程研究提供理论

及技术指导。 
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甘草是豆科（Leguminosae）甘草属 Glycyrrhiza 
Linn. 植物，分布于我国甘肃、河北、黑龙江、辽

宁、内蒙、宁夏、青海、陕西、山东、新疆省区，还

分布于阿富汗、哈萨克斯坦、吉尔基斯斯坦、俄罗

斯、塔吉克斯坦等国家[1]。《中国药典》2010 年版

规定甘草有 3 个来源，即乌拉尔甘草 G. uralensis 
Fisch.、光果甘草 G. glabra Linn. 及胀果甘草 G. 
inflata Batalin.[2]。甘草是最常用的大宗药材之一，

以根及根茎入药，具有补脾益气、清热解毒、祛痰

止咳、缓急止痛和调和诸药等作用[3]，素有“国老”、

“十方九草”之誉。除药用价值外，甘草还可以作为

食品矫味剂及烟草添加剂等原料。 
商品甘草过去主要来源于野生资源，由于过度

采挖，甘草野生资源遭到了严重破坏，国务院已明

令禁止采挖野生甘草（国发 [2000] 13 号），目前栽

培甘草已经是主流商品。但是，栽培甘草质量差异

较大，大部分栽培甘草存在品质退化和甘草酸量低

等问题，达不到《中国药典》和《日本药典》规定

的甘草酸量不低于 2.0%和 2.5%的合格标准[4-5]，既

影响甘草临床疗效，也制约栽培甘草的出口。 
人们试图通过多种手段来解决上述甘草资源可

持续发展这一“瓶颈”问题。由于甘草在栽培条件下

4～5 年才能收获种子，而利用地下根茎进行营养繁殖

的繁殖系数较低，这些都限制了甘草系统育种工作的

开展。而药用植物组织培养技术作为中药生物工程的

核心内容之一，在药用植物的资源保护和可持续发展

方面具有重要的作用。早在 20 世纪八九十年代，芮

和恺等[6]和于林清等[7]就开始了对甘草组织培养的大

量研究，试图诱导再生植株。经过多年的发展，甘草

的组织培养在离体再生、快速繁殖、次生代谢产物积

累、毛状根诱导等多方面取得了一定的成果。本文对

甘草的组织培养进行综述，以期为部分解决甘草资源

的替代问题以及以组织培养为基础的基因与代谢工

程提供有效的途径和理论指导。 
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1  外植体材料来源、预处理及表面灭菌 
目前大量文献报道显示在对甘草进行离体培养

时，最常用的外植体材料为甘草种子无菌培养后所

获得的无菌苗。甘草的种子由于种皮较厚，不易自

然萌发，所以培养前通常需进行预处理，以提高其

发芽率。种子的预处理方式一般有 2 种：一种是浓

硫酸浸种[8-10]，一种是温汤浸种[11]。浓硫酸浸种时，

多采用 98%硫酸浸泡处理 60～70 min，自来水充分

洗净。温汤浸种时通常采用 40 ℃温水浸泡处理 30 
min 以上。王彦芹等[11]采用浓硫酸浸种和温汤浸种

时差异显著，前者的甘草发芽率可达到 85.77%，而

后者种子不吸胀，发芽率为零。这一实验结果与本

课题组的实验结果有较大的差异。本课题组在对甘

草种子进行浸泡处理时，发现浓硫酸浸种与温水浸

种的发芽率都较高，没有显著性差异。但浓硫酸浸

种时种皮易破损，从而导致种胚的破坏，会造成一

定比例的种子损失；而温水浸种时不会造成种皮的

破坏，效果反而略好于浓硫酸。同时本课题组对浓

硫酸及温水的浸泡时间进行了梯度考察，发现浓硫

酸浸泡时间不宜过长，以 30～40 min 效果最好，这

也与前述报道中 1 h 以上的浸泡时间有明显的差

别，而与刘晓丹等[12]的实验结果较为接近。温水的

浸泡时间也以 30 min 为宜。 
在对甘草种子进行表面灭菌时，多采用 75%乙

醇结合 0.1%～1.0%升汞共同灭菌的方法，首先用

75%乙醇浸泡处理 30～60 s，无菌水冲洗 3 次，然

后用 0.1%～1.0%升汞浸泡处理 8 min 左右，无菌水

冲洗 5 次，基本上可达到无菌的要求。将种子接种

到 MS 基本培养基上，在 25 ℃，黑暗条件下培养 1
周左右，即可得到甘草无菌苗。 
2  愈伤组织诱导 

大量文献报道显示，在诱导甘草愈伤组织时，

多以无菌苗的子叶、下胚轴或胚根作为外植体材料，

以 MS 培养基作为基本培养基，添加 NAA、2, 4-D、

6-BA 等植物生长调节剂，在 25 ℃、黑暗条件下诱

导愈伤组织的发生。但不同的研究者对以上具体条

件的报道又有所差异。 
范小峰等[13]认为不同的外植体中，以甘草下胚

轴愈伤组织诱导率最高，可达到 94%；不同的植物

激素中 2, 4-D 有助于诱导产生非胚性愈伤组织，而

一定浓度的 6-BA 与 NAA 配合，可诱导产生胚性愈

伤组织。 
王彦芹等[11]在其研究中发现，以甘草无菌苗的

下胚轴为外植体，在 MS＋6-BA 1.0 mg/L＋NAA 0.3 
mg/L 以及 MS＋2, 4-D 2.0 mg/L＋6-BA 2.0 mg/L 培

养基上，3～4 周之后就可以产生疯长型愈伤组织，

且不易褐变，在培养一段时间之后也不会出现生长

停滞现象。 
雷呈等[14]在对胀果甘草进行愈伤组织诱导时

发现，适宜的外植体材料为下胚轴，非胚性愈伤组

织诱导培养基为 MS＋6-BA 2.0 mg/L＋2, 4-D 0.5 
mg/L，而胚性愈伤组织诱导培养基为 MS＋6-BA 0.5 
mg/L＋KT 0.5 mg/L＋IBA 0.1 mg/L。 

刘颖等[15]以甘草无菌苗的胚根为外植体，考察

不同浓度激素组合对愈伤组织诱导和继代培养的影

响时发现：以诱导率为指标，NAA 对甘草细胞脱分

化的影响最为显著；以相对生长速率为指标，6-BA、

2, 4-D、NAA 对甘草细胞生长分裂的影响均较为显

著。诱导甘草愈伤组织的最佳激素组合为 2, 4-D 1.0 
mg/L＋NAA 1.0 mg/L＋6-BA 1.0 mg/L＋KT 0.3 
mg/L。 

此外，柳福智等[16]对甘草愈伤组织诱导中氮源

的影响进行了考察，结果发现以下胚轴作为外植体

材料，在MS＋6-BA 0.6 mg/L＋2, 4-D 0.5 mg/L＋KT 
0.4 mg/L＋NAA 0.6 mg/L 诱导培养基上，不同浓度

的氮源对下胚轴愈伤组织的诱导和生长有显著的影

响，较低和较高浓度的氮源均不利于愈伤组织的生

长，较为适宜的最佳氮源浓度为 60 mmol/L。 
计巧灵[17]针对耐盐性甘草愈伤组织的诱导进

行了研究，以促进在盐碱滩人工栽培甘草技术的发

展。结果发现子叶块和胚轴段在 MS＋6-BA 1.5 
mg/L＋2, 4-D 1.2 mg/L＋NaCl 100 mg/L 培养基上

脱分化效果良好，可获得大量淡黄色、稍透明的愈

伤组织。 
在甘草愈伤组织诱导方面，多数研究[11-20]表明

以下胚轴作为外植体材料诱导愈伤率最高，其次为

子叶。通常以 MS 培养基作为基本培养基，在所有

植物激素中 6-BA 是必不可少的，而 2, 4-D 则有利

于非胚性愈伤组织的诱导及继代培养。通常 NAA、

6-BA 和 2, 4-D 3 种激素配合使用，但也有其他的激

素使用类型[21-22]。 
本课题组在实验过程中得出的结论与上述内容

略有不同，而与尚福强等[10]的报道在诱导培养基配

方与外植体来源方面较为接近。就 3 种外植体材料

而言，最易愈伤的是胚根，其次为下胚轴，而子叶

则不易于愈伤；另外，本课题组发现最佳诱导培养
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基配方为 MS＋6-BA 0.5 mg/L＋2, 4-D 0.5 mg/L＋
NAA 0.2 mg/L，利用此培养基可在较短时间内获得

大量白黄色疏松的愈伤组织。根据这一实验结果，

推测甘草最重要的次生代谢产物甘草酸主要集中

于甘草的根部，因此如果组织培养的目的是诱导愈

伤组织、建立悬浮细胞培养体系，进而收获其中的

次生代谢产物，那么起始外植体材料应该以胚根为

宜；相反，考虑到各来源外植体材料在诱导分化培

养时的难易程度，如果组织培养的目的是诱导甘草

离体培养再生植株的获得，那么起始的外植体材料

应该以下胚轴为宜。 
3  再生植株诱导 

从前人研究结果可知，甘草愈伤组织诱导较为

容易，但其分化成芽则比较困难，分化率仅在

2.5%～6.0%。而且就外植体来源而言，通常来源于

下胚轴的愈伤组织分化成芽的几率要高于来源于子

叶及胚根的愈伤组织。对于诱导分化方面的报道近

些年来并不多见。 
在对甘草组织培养早期的研究中，芮和恺等[6]

报道了分化培养基为 ZT 2 mg/L、6-BA 2 mg/L、KT 
2 mg/L＋ZT 2 mg/L＋NAA 0.2 mg/L，生根培养基则

为 1/2 MS＋NAA 0.05 mg/L，当芽转接到生根培养

基上，约 2 周可以从切口处长出短而粗的白色根系，

从而形成完整植株。但仅限于下胚轴来源的愈伤组

织，其他来源的愈伤组织均不能获得再生植株。 
雷呈等[14]在甘草离体培养的过程中，利用培养

基 MS＋6-BA 0.5 mg/L＋KT 0.5 mg/L＋IBA 0.1 
mg/L，成功诱导获得由大量浅绿色胚性细胞组成的

胚性愈伤组织。但将胚状体放入再生培养基中培养

后，胚状体再生能力丧失，褐化死亡，因而未能分

化得到再生植株。 
计巧灵[17]将甘草愈伤组织转接到 MS＋6-BA 0.5 

mg/L＋KT 0.5 mg/L＋NAA 1.0 mg/L＋NaCl 200 
mg/L 培养基上，成功分化出大量的不定芽。适当降

低培养温度至 18～22 ℃，提供自然光照，并适量添

加 GA3 的情况下有利于壮芽的形成；最适合生根的

培养基是 1/2 MS＋IAA 1.0 mg/L＋NAA 1.0 mg/L＋
NaCl 200 mg/L，生根率可达 66.26%。该实验最终成

功获得了具有耐盐性的甘草再生植株。 
于林清等[7]和安利佳等[23]也分别获得了甘草离

体再生植株，其过程大致相同，均为愈伤组织致密

化、出现颗粒状，随后出现绿色芽点，进而分化成

无根苗，诱导生根后获得再生植株；但其使用的分

化培养基配方差异较大，前者分化培养基为 MS＋
6-BA 0.8 mg/L＋KT 0.1 mg/L＋NAA 1.5 mg/L，而后

者则采用 1/2B（MS＋B5 的最佳组合）＋6-BA 0.7 
mg/L＋NAA 0.2 mg/L。二者在基本培养基类型、激

素类型及配比方面均存在差异，但所使用的生根培

养基则大致相同，均为 1/2 MS 培养基中添加一定量

的 NAA。 
邹翠霞等[24]对刺果甘草进行组织培养诱导再

生较为成功，其实验结果显示以 MS＋6-BA 0.5 
mg/L＋2, 4-D 1.0 mg/L 作为诱导培养基、以 MS＋
6-BA 0.5 mg/L＋NAA 0.1 mg/L 作为分化培养基、以

1/2 MS＋IAA 1.0 mg/L 作为生根培养基，可以获得

较为健壮的再生植株。对该再生植株炼苗后，移栽

至以炉灰渣为基质的花盆中，以室温、湿度 95%遮

阴条件下培养 10 d 后即可转入正常的日光温室培

养，成活率可达到 69%。虽然刺果甘草不属于《中

国药典》2010 年版甘草的基源，但其诱导再生植株

的成功经验也可以为甘草组织培养提供一定的理论

依据及技术指导。 
本课题组在实验过程中采用 MS＋6-BA 0.5 

mg/L＋KT 1.0 mg/L＋NAA 1.0 mg/L 作为分化培养

基，也成功获得了甘草无根苗，将无根苗转入 1/2 
MS＋IAA 0.6 mg/L 生根培养基中，20～30 d 可长出多

条白黄色、较为粗壮的根，待到根系进一步强健以后，

即可进行移栽，但也出现了甘草诱导分化困难、分化

率低以及试管苗移栽不易成活等问题。这些问题都在

一定程度上增加了甘草组织培养的难度。 
总体而言，甘草愈伤组织诱导分化较为困难，

分化培养基以 MS 或 B5 作为基本培养基，添加

6-BA、ZT、KT 等细胞分裂素，三者单独使用或配

合 NAA 使用。生根培养基则多为 1/2 MS 培养基添

加一定量的 NAA 或 IAA。 
4  快速繁殖研究 

目前报道的甘草快速繁殖的方法多采用以茎

尖、腋芽作为外植体诱导丛生芽，以带叶茎段诱导

生根，从而实现快速繁殖的目的，具有较高的繁殖

系数，相对简便易行。 
葛淑俊等[9]对乌拉尔甘草进行了丛生芽诱导研

究，并建立了相应的微繁体系。其研究结果表明适

合甘草丛生芽诱导的外植体为生长4～7 d的甘草无

菌苗子叶节部位，适合诱导丛生芽诱导的培养基为

MS＋TDZ 0.1 mg/L＋NAA 0.1 mg/L＋蔗糖 20～30 
g/L。将带 1 叶的茎段转接在改良 MS＋NAA 0.1 
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mg/L＋6-BA 1.0～2.0 mg/L 培养基上，其增殖倍数

可达到 25 倍，在 1/2 MS＋核黄素 2.0 mg/L 培养基

中生根，炼苗 3 d 后转移到蛭石中，成活率可达 96%
以上。总体来说，1 个带腋芽茎段培养 3 个月可获

得 13 906 棵生根试管苗，成活 13 350 株。 
黄玉杰等[25]分别利用甘草茎尖、腋芽作为外植

体进行丛生芽的诱导，结果发现较为适宜的诱导培

养基为 MS＋NAA 1.5 mg/L＋6-BA 1.0 mg/L，较为

适宜的生根培养基为 1/2 MS＋NAA 0.05 mg/L，生

根率可达到 80%。 
梁玉勇等[26]研究结果表明适宜甘草分蘖培养

的外植体材料是生长 4～7 d 的无菌苗子叶段，适宜

的培养基为 MS＋NAA 0.2 mg/L＋6-BA 1.0 mg/L；在
生根培养时，真叶段特别是茎尖的效果最好，适宜

的培养基为 MS＋IBA 3.0 mg/L＋KT 0.1 mg/L；移

栽时以培养 30 d 以上，蛭石和河沙为基质的效果较

好，成活率可达 88%以上。 
本课题组对甘草快速繁殖的研究，实验结果与葛

淑俊等[9]的研究较为类似。综上所述，甘草的快速繁

殖多采用 MS 培养基作为基本培养基，通常添加 NAA
和 6-BA 2 种植物生长调节剂，但不同研究者在具体

的实验中采用的激素配比略有不同。以此方法可获得

大量的甘草丛生芽，对其进行生根诱导，特别是在添

加 IBA 和 KH2PO4的培养基中进行生根诱导[12]，可获

得大量的再生植株，具有较高的繁殖系数。 
5  毛状根诱导及培养 

自 Kamada 等[27]在 1986 年建立了颠茄的毛状根

培养体系以来，培养珍贵药用植物的毛状根以收获其

次生代谢产物的研究就成为了国内外研究的新热点。

毛状根具有生长快、遗传稳定、有效成分量高等优点，

近些年来取得了较大的成功。目前已在人参、西洋参、

丹参、青蒿等 100 多种药用植物中成功建立了毛状根

培养体系，用以收获其次生代谢产物。 
我国的张荫麟等[28]、高京秀[29]、陈士云等[30]、

黄炼栋等[31]早在 20 世纪 90 年代初就开始对甘草进

行毛状根的诱导和培养。采用的菌株多为发根农杆

菌 ATCC15834，对甘草无菌苗的下胚轴、子叶以及

茎段进行诱导，均能成功获得生长良好的甘草毛状

根。近些年来，国内外科研工作者也进行了一些甘

草毛状根的相关研究，但鲜见报道。Wongwicha 等[32]

等用甘草的幼叶和嫩茎诱导了甘草的毛状根，并发

现它们可以在 1/2 MS 培养基中迅速生长。卢虹玉

等[33-34]在成功诱导甘草毛状根的基础上，又继续在

毛状根中对甘草酸代谢途径上的鲨烯合酶基因进行

了过表达研究[35]，结果显示过表达鲨烯合酶基因的

甘草毛状根中甘草酸的量为空白对照的 2.6 倍。

Zhang 等[36]在甘草毛状根中对甘草黄酮代谢途径上

的查耳酮合酶基因进行了过表达研究，结果显示培

养 3 周后，空白对照、转基因毛状根以及用 PEG 8000
（2%）处理过的转基因毛状根中总黄酮的量分别为

0.842%、1.394%、2.838%，从而说明过表达查耳酮

合酶基因以及采用PEG 8000同时进行处理可大大提

高甘草毛状根中总黄酮的量。Mehrotra 等[37]则研究

了光果甘草外植体年龄、类型和生理状态对农杆菌

转化能力及生物反应器大规模培养毛状根的影响。 
利用发根农杆菌对甘草的子叶、子叶节、叶片、

茎段、下胚轴、愈伤组织进行毛状根的诱导，除愈

伤组织外，均能获得毛状根，其中以下胚轴和子叶

节诱导率高。甘草的毛状根培养大多采用 MS 基本

培养基，其主要的次生代谢产物为黄酮类化合物。 
6  甘草组织培养物中有效成分分析 

甘草组织培养的另一个重要应用就是利用悬浮

细胞、愈伤组织或者毛状根等组织培养物来累积甘

草中的重要次生代谢产物，如甘草酸以及甘草总黄

酮。为了能够收获到更多的次生代谢产物，国内外

研究者开展了诸如高产细胞株的筛选[38-39]、有效成

分的影响因素分析[40-41]、活性成分的分离纯化及生

物反应器的影响[37-42]等研究。 
甘草愈伤组织及毛状根中所含的次生代谢产物

主要为黄酮类化合物。王彦芹等[11]在其研究中发现

培养 3～4 周的胀果甘草愈伤组织中总黄酮的量可

以达到 1.1%。余茜等[43]对不同来源的光果甘草愈伤

组织中的总黄酮量进行了测定，结果发现来源于节

间的愈伤组织中总黄酮的量最高；同时如果在培养

基中添加水解乳蛋白 500 mg/L，则可极显著地增加

来源于各外植体的愈伤组织中总黄酮的量。杨世海

等[44]研究结果发现在愈伤组织的培养过程中添加

酵母提取物、水解酪蛋白、真菌诱导子、茉莉酸以

及稀土元素等均能显著提高甘草愈伤组织中黄酮类

化合物的量。Zhang 等[36]在甘草毛状根中过表达查

耳酮合酶基因的实验结果也提示代谢途径中功能基

因过表达会对最终的次生代谢产物的量产生重要影

响。这些都为组织培养生产甘草黄酮提供了一条可

借鉴的途径。杨会琴等[45]在对不同来源的甘草外植

体进行组织培养时，发现其愈伤组织中含有一定量

的甘草酸。其中来源于根部的愈伤组织中甘草酸量
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最高，为 70.2 mg/g，且黑暗条件更有利于甘草酸的

合成，以添加激素组合 2, 4-D 4.0 mg/L＋KT 0.5 
mg/L 对来源于根部的愈伤组织进行悬浮培养，甘草

酸的质量分数可达到 81.6 mg/g，比生药中还要高出

51.08%。梁玉玲等[46]对胀果甘草愈伤组织中的甘草

酸的量进行测定，发现甘草酸的质量分数随着 2, 
4-D 质量浓度的上升而升高，且在悬浮培养条件下，

离体根培养物中甘草酸的质量分数明显高于其他培

养物，比生药中增加 43.3%。而 Lu 等[35]的研究结

果显示在甘草毛状根中过表达鲨烯合酶基因会提高

毛状根中甘草酸的量。这也为组织培养生产甘草酸

提供了一条途径。 
综上所述，甘草组织培养物中的主要次生代谢

产物为甘草黄酮和甘草酸。在组织培养物如愈伤组

织、毛状根中过表达黄酮代谢途径或三萜代谢途径

上的关键功能基因则有利于相应的次生代谢产物的

积累。本课题组在对甘草酸代谢途径上的功能基因

进行相关研究时也发现，过表达 3-羟基-3-甲基戊二

酰辅酶 A 还原酶基因（3-hydroxy-3methylglutary 
CoA reductase，HMGR）以及鲨烯合酶基因（squalene 
synthase，SQS）均会对甘草酸代谢途径下游的代谢

产物产生明显的影响。 
7  结语与展望 

本文对甘草的组织培养进行了归纳和总结。此

前，虽然也有关于甘草组织培养的综述报道[47-49]，

但本文是在结合相关实验工作的基础上对甘草组织

培养过程中外植体来源及预处理、愈伤组织诱导、

再生植株诱导、快速繁殖、毛状根诱导以及组织培

养物中活性成分 6 个方面进行了总结与分析，融合

了本课题组在相应实验过程中的诸多经验及体会。 
我国是世界上使用和出口药用植物资源最多的

国家，很多名贵的中药材如野山参、冬虫夏草等，

野生资源都已十分罕见。对于甘草来说，作为最常

用的大宗药材之一，野生资源不断地被采挖，严重

破坏了生态平衡及其可持续发展。同时甘草的人工

培育研究以野生变家种为主，但在实际生产过程中

也存在种子硬实、成苗率低、草害虫害严重等问题，

极大的限制了育种工作的开展。因此，对其进行组

织培养具有特殊的意义。 
随着甘草组织培养的发展，其有望通过悬浮细

胞培养或者毛状根培养来直接生产甘草酸及甘草总

黄酮等活性化合物；培养再生植株，与大田栽培相

结合，快速大量繁殖甘草种苗；作为一个载体，进

行甘草的转基因组织和器官培养以及遗传育种研

究[50]；作为一种手段，深入研究甘草的次生代谢

机制。本课题组也对甘草酸次生代谢途径中的关键

功能基因进行了基因克隆、原核表达、真核表达、

功能鉴定、过表达、拷贝数测定等诸多研究，以期

揭示关键功能基因对次生代谢产物甘草酸含量的

影响[51-53]，但这些工作都离不开植物组织培养这个

基本手段。 
目前甘草组织培养过程中仍存在许多问题：愈

伤组织分化培养较为困难，分化率很低；愈伤组织

在继代培养过程中较易褐化；愈伤组织及毛状根中

主要次生代谢产物为黄酮类化合物，而不是评价甘

草品质的甘草酸；毛状根培养主要是实验室探索阶

段，难于进行大规模生物反应器培养；基因工程方

面虽取得了一定的进展但遗传转化体系尚不稳定，

转化率低等。但随着甘草组织培养的深入研究，期

待这些问题能得到解决，为将来其他研究的开展奠

定基础。 
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