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胀果甘草胚性愈伤组织的诱导研究
Study on embryogenic callus induction of Glycyrrhiza inflate Bat．
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［摘要］ 目的 诱导和筛选胀果甘草胚性愈伤组织，以获得高产细胞株。方法 以胀果甘草为材料，从外植体、激素等

因素研究和分析愈伤组织诱导、胚性愈伤组织的发生过程，用半薄切片对胚性愈伤组织形态和结构作进一步分析。结果 适
宜的外植体是下胚轴; 筛选出胀果甘草细胞生长的适宜培养基。愈伤组织诱导培养基: 植物组织培养的基本培养基( MS) +
6 －苄基腺嘌呤( 6 － BA) 2． 0 mg /L + 2，4 －二氯苯氧乙酸( 2，4 － D) 0． 5 mg /L; 胚性愈伤诱导培养基: MS + 6 － BA 0． 5 mg /L +激
动素( KT) 0． 5 mg /L +吲哚丁酸( IBA) 0． 1 mg /L; 半薄切片结果，胚性愈伤组织的细胞为圆形或椭圆形，核大，质浓、染色深。

结论 在适宜培养基中培养，胀果甘草胚性愈伤组织生长和发育良好，为进一步筛选甘草高产细胞株、甘草的大规模生产次
生代谢产物、基因工程和人工制种奠定了基础。
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甘草属于豆科( Leguminosae) 甘草属( Glycyrrhiza) 多年
生草本植物，其中含有很多次级代谢产物，其主要有效成分

为甘草酸、甘草次酸、黄酮类化合物等生物活性物质，具有
补脾益气、清热解毒、润肺止咳、缓急止痛、调和诸药之功
效［1］，是药物的天然宝库。
胀果甘草( Glycyrrhiza inflate Bat． ) 是药典收载的正品甘

草之一。目前大多数国内学者的研究集中在对胀果甘草的
原始材料分离提取、纯化和活性成分药理实验［2］，但由于自
然资源缺乏，进行大规模生产已不可能。利用甘草细胞培养
物代替野生甘草来生产药物，成为甘草应用的主流之一。在
细胞培养中，筛选或诱发次生代谢产物高的体细胞突变系进

而培养成高产细胞株，是提高细胞培养物的有效途径。胚性
愈伤组织的细胞分化能力强，从其中可以筛选出高产细胞

株，为细胞大规模生产次生代谢物、甘草的基因工程和人工
制种具有重要意义。
有关胀果甘草愈伤组织诱导、悬浮细胞培养等研究已有

一些文献报道［3 － 5］，但对胀果甘草胚性愈伤组织的形成及其

胚状体产生的研究还未见报道。本研究以胀果甘草为材料，
对胚性愈伤组织形成和发生的影响因素进行分析，旨在获得

高质量、稳定并具有再生能力的胚性愈伤组织，为进一步筛
选甘草高产细胞株、甘草的大规模生产次生代谢产物、基因
工程和人工种子制备奠定基础。

1 材料和方法

1． 1 实验材料 胀果甘草( Glycyrrhiza inflate Bat． ) 由新疆
昆神公司提供。
1． 2 无菌外植体的获得 取胀果甘草种子约 200 粒，置于

烧杯中，先用 98%浓硫酸处理 30 ～ 40 min，无菌水冲洗至少
5 次，然后用 1%升汞消毒 8 ～ 10 min，无菌水清冼 3 次，每次
3 ～ 5 min，消毒后接种于植物组织培养的基本培养基( MS) 上
( 琼脂浓度 0． 8% ) ，黑暗培养。待苗长到 4 ～ 5 cm时，转到光
下培养，3 d后分别取其子叶、下胚轴( 切成 0． 5 cm 左右切
段) 以及下胚轴再生的试管苗幼嫩茎段、试管苗幼叶进行实
验。
1． 3 外植体对愈伤诱导率及愈伤组织质量的影响 采用胀
果甘草不同的外植体( 下胚轴、子叶、试管苗幼叶、幼嫩茎
段) ，接种在 MS1［MS + 6 －苄基腺嘌呤( 6 － BA) 2． 0 mg /L +
2，4 －二氯苯氧乙酸( 2，4 － D) 0． 5 mg /L］和 MS2［MS + 6 －
BA 0． 5 mg /L + 2，4 － D 0． 5 mg /L +萘乙酸( NAA) 0． 5 mg /L］
培养基上( 琼脂浓度 0． 8% ) ，每种外植体处理 3 瓶( 250 ml
三角瓶) ，每瓶 80 ml 培养基，每瓶接种 15 个外植体，横放，
黑暗培养。约 30 d 后统计出愈率和观察愈伤组织的质量。
出愈率: 在接种一定时间后，以发生愈伤组织的外植体数和

接种数的比值表示。愈伤组织生长量: 对愈伤组织称量，计
算增长倍数。
1． 4 不同激素组合对愈伤诱导率及愈伤质量的影响 取下
胚轴 0． 5 cm左右切段，每种处理 3 瓶( 250 ml三角瓶) ，每瓶
80 ml培养基，每瓶接种 15 个下胚轴，横放，黑暗培养。30 d
后统计外植体的出愈率和观察愈伤组织的质量。处理 1:
MS + 6 － BA 0． 5 mg /L + 2，4 － D 0． 5 mg /L + NAA 0． 5 mg /L;
处理 2: MS + 6 － BA 2． 0 mg /L + 2，4 － D 0． 5 mg /L; 处理 3:
MS + 6 － BA 1． 0 mg /L + 2，4 － D 0． 5 mg /L; 处理 4: MS + 6 －
BA 0． 5 mg /L + 2，4 － D 0． 5 mg /L; 处理 5: MS + 6 － BA 0． 5
mg /L +激动素( KT) 0． 5 mg /L +吲哚丁酸( IBA) 0． 1 mg /L。
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1． 5 激素对胚性愈伤组织分化和生长的影响 称取 7 g 诱
导的愈伤组织，接种在分化培养基中，共 4 个处理( 不加激素
的 MS培养基为对照) ，每种处理接种 3 瓶( 250 ml三角瓶) ，
每瓶接种 7 g，约 30 d后统计生长量、观察愈伤组织的质量、
胚性细胞分化和褐化情况。处理 1: MS + 6 － BA 0． 5 mg /L +
NAA 0． 5 mg /L + 2，4 － D 0． 5 mg /L; 处理 2: MS + 6 － BA 0． 5
mg /L + NAA 0． 2 mg /L + 2，4 － D 0． 2 mg /L; 处理 3: MS +
6 － BA 0． 5 mg /L + KT 0． 5 mg /L + IBA 0． 1 mg /L; 处理 4:
MS。胚性细胞分化程度: 根据郝玉金［6］转绿指数进行统计。
1． 6 胚性愈伤组织发生的解剖学研究 取胚性愈伤组织作
半薄切片，参照武昕等［7］的方法并稍作改动。用 FAA 固定，
梯度乙醇脱水，用 Epon812 包埋和 Technovit 8100 包埋，将包
埋小块在 Leica半薄切片机上进行切片，甲苯胺蓝 － 0 染色，
在 IPP 5． 0软件和奥林巴斯 BX61显微镜下观察及处理图片。

2 结 果

2． 1 不同外植体对愈伤诱导率及愈伤组织质量的影响 结
果表明，外植体类型对出愈率有很大影响( 图 1 ) ，在 MS1 培
养基上接种的外植体，出愈率为 45． 3% ～ 99． 5%，而 MS2 培
养基上为 40． 2% ～ 92． 5%。无论是 MS1 还是 MS2 培养基，

都以下胚轴最高，幼嫩茎段最低; MS1 诱导愈伤的能力相对
较强。

图 1 外植体对愈伤组织发生的影响
n = 45，珋x ± s

不同外植体获得的愈伤质量差异极大。下胚轴诱导的
愈伤外表淡黄色，抗褐化能力及持续分裂能力强，再分化培

养易转绿，质量最好( 图 2A) ; 其次是子叶愈伤，能获得少量
转绿愈伤，褐化较轻; 幼叶诱导的愈伤，再分化培养时不易转

绿; 幼嫩茎段诱导的愈伤质地坚硬，黄色中掺有白点 ( 系较

差的愈伤) ，易褐化。

图 2 胀果甘草愈伤组织
A: 下胚轴诱导的愈伤组织; B: 继代培养后的下胚轴胚性愈伤组织; C: 下胚轴胚性愈伤的分化图; D: 胚状体; E: 光学显微镜下观察下胚轴胚

性愈伤的分化( Original magnification: × 100)

2． 2 激素对诱导下胚轴愈伤组织的作用 实验表明，处理
2: 6 － BA 2． 0 mg /L + 2，4 － D 0． 5 mg /L 配合的 MS 培养基中
愈伤组织增殖速度最快，生长旺盛，下胚轴出愈率高达

93． 3%，愈伤淡黄色，疏松，生长良好，褐化最轻，可以继代培
养，是较好的愈伤诱导培养基。处理 1、3、4 出愈率分别是
84． 4%、88． 8%、75． 6%，但愈伤有不同程度的褐化，继代能
力差。处理 5 出愈率为 40． 0%，最低，愈伤质量也不高，易褐
化，不易继代培养。在无 2，4 － D的处理中，虽然能诱导出愈
伤，但易褐化，不易产生胚性愈伤。因此适宜的愈伤组织诱
导培养基为 MS + 6 － BA 2． 0 mg /L + 2，4 － D 0． 5 mg /L 。
2． 3 激素对胚性愈伤组织分化和生长的影响 实验表明，

处理 1 愈伤组织生长量最高( 12． 0 ± 0． 4) ，褐化轻，但胚性细
胞少( + ) ，再分化能力差; 处理 2 愈伤组织生长量其次
( 10． 5 ± 0． 6) ，有部分胚性细胞( ) ，褐化轻; 处理 3 愈伤组
织生长量低( 8． 0 ± 0． 3) ，有大量胚性细胞( ) ，浅绿色，褐化
轻，在愈伤表面不断出现大量绿色小颗粒; 处理 4 愈伤组织
生长量最低( 7． 0 ± 0． 5) ，未见胚性细胞。因此适宜的胚性愈
伤组织分化培养基为处理 3 ( MS + 6 － BA 0． 5mg /L + KT 0． 5
mg /L + IBA 0． 1 mg /L) 。

胚性愈伤经过几次继代培养，有些保持较高的细胞分裂

能力，这些细胞是高产细胞株的筛选对象( 图 2B) ; 有些细胞

发生分化，以后逐渐形成胚状体( 图 2C、2D) ，这是进行基因

工程和人工种子制种的基础。

将胚状体放入再生培养基培养，胚状体再生能力丧失，

逐渐褐化凋亡，未能分化成再生植株。引起胚状体分化成再

生植株的因素很复杂，其发生的分子机制还不清楚，有待进

一步进行研究。

2． 4 胚性愈伤组织发生的解剖学 半薄切片在光学显微镜

下观察( 图 2E) : 胚性愈伤组织的细胞为圆形或椭圆形，胚性

细胞与其周围的薄壁细胞相比，其特点为核大，质浓、染色

深，随着分化的进一步进行，便出现了由胚性细胞分裂而来

的二细胞至多细胞胚，进而形成了较多的原胚状结构。

进一步观察发现，在早期，胚性化的细胞与周围的细胞

界限还不明显，可能存在胞间连丝，周围的细胞输送物质给

胚性化的细胞，胚性化的细胞胞质逐渐增厚，细胞壁也增厚，

到后期独立性增强，生理上出现相对隔离，这有利于形成成

熟的体细胞胚及进一步发育。
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3 讨 论

崔凯荣等［8］指出外植体出愈率与基因型、营养成分、激
素、生理状态和物理因子等有关。
本实验结果表明，下胚轴是较好的诱导愈伤组织的材

料，诱导的愈伤组织疏松、淡黄色，无论状态还是长势都是最
好的。实验还发现，下胚轴愈伤组织总是从生理下端开始发
生。
不同植物诱导愈伤组织所需要的激素种类和水平不同。

2，4 － D 在愈伤组织的诱导中起着重要作用，并且 2，4 － D与
分裂素组合在一起，以适宜的比例，往往比单独作用强。本
实验中利用 6 － BA、KT、IBA联合诱导愈伤组织，但诱导率均
不如含有 2，4 － D 的高，且诱导的愈伤组织有结块，不易继
代。本实验研究表明，有 2，4 － D的处理中，与分裂素组合诱
导愈伤组织是较理想的。
适当的继代培养对愈伤组织的分化有促进作用，同一种

培养基在继代 2 ～ 3 次后应适当调整激素水平，以避免愈伤
组织的褐化和胚性降低。2，4 － D 在胚性愈伤组织的诱导中
起着重要作用。本实验发现 2，4 － D 有利于甘草愈伤组织诱
导、继代。但 2，4 － D 存在时，严重影响胚性愈伤组织的稳
定。本实验将诱导的愈伤组织继代若干次后，不断出现淡绿
色和黄绿色小颗粒细胞，挑出这些细胞再放于同一培养基，

胚性消失，非胚性愈伤组织增加。这说明 2，4 － D 不利于甘
草胚性愈伤组织继代，抑制了胚性细胞的生长。挑选淡绿色
或黄绿色愈伤组织细胞，将其转入胚性愈伤组织诱导培养基

上，生长 10 ～ 15 d 后，愈伤组织胚性很好，在培养基上( 固体
和液体) 有大量淡绿色和黄绿色细胞，分散性很好，不断有胚

性愈伤产生，在愈伤的表面镶嵌有球状的绿色愈伤组织细胞

出现并与周围愈伤完全分离，接触不紧密。
胚性愈伤经过几次继代培养，有些保持较高的细胞分裂

能力，这些细胞是高产细胞株的筛选对象; 有些细胞发生分

化，形成胚状体，这是进行基因工程和人工种子制种的基础。
实验发现，随着培养时间的延长，愈伤组织的分化能力

逐渐降低，胚状体再生能力丧失。证据表明导致分化能力降
低的主要原因是相关基因的启动子或编码序列发生甲基化

而不能表达。在诱导条件下则发生脱甲基化，可能启动了胚
状体再生必需基因的表达，使分化能力恢复或增强，重新甲

基化则可能关闭了维持愈伤组织生长而抑制胚状体再生的

基因的表达［6，9］。
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