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　　摘要：甘草为豆科多年生草本植物，化学成分复杂，具有多种生物学活性与药理学活性，广泛应用于临床、食品、保
健品、化妆品等行业。以悬浮培养的乌拉尔甘草细胞为研究对象，采用双因素无重复试验法对悬浮细胞的有效成分提

取方法进行优化，结果表明：选取７０％乙醇作为提取剂，在料液比 １ｇ∶１０ｍＬ的提取条件下，乌拉尔甘草中的２大类
有效成分———三萜皂苷类化合物、黄酮类化合物都得到充分析出；在此提取条件下，悬浮细胞中黄酮类化合物的含量

为０．０２００ｇ／ｇ，大约是野生乌拉尔甘草根粉中黄酮类化合物含量的２３％。
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　　甘草（ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ）被称为“众药之王”，有
广泛的药理学活性，是多种中成药与配方制剂的主要成分，同

时也因为其特有的甜味而作为食品添加剂（低热值甜味剂）

广泛应用在食品行业，国内外市场需求量很大［１－４］。近些年

来，由于无序采挖、生态环境恶化，造成甘草主产区野生资源

濒临枯竭［５］，表现在栽培品种收获期过长、病虫害严重、质量

低下，导致甘草资源面临危机。植物细胞培养技术因具备不

占用土地、培养周期短、培养条件和环境人工可控等优势，成

为现有的植物资源替代生产天然药物途径中最有潜力的方法

之一［６－７］。在对甘草细胞进行离体悬浮培养的过程中，细胞

内有效成分的提取是一个主要的研究内容，充分高效地分离

出细胞培养物中的有效成分是下一步应用的保证［８］。本研

究以产自内蒙古鄂尔多斯市达拉特旗的乌拉尔甘草种子获得

的离体悬浮培养细胞为材料，通过双因素无重复试验筛选悬

浮细胞有效成分的提取工艺，以期促进甘草细胞大规模培养，

加快工业化生产天然药物的进程。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
试验材料为乌拉尔甘草种子，购自内蒙古鄂尔多斯市达

拉特旗。主要试剂为芸香苷标准品，购自中国药品生物制品

检定所，纯度９２．５％；其他试剂均为国产分析纯。
１．２　仪器与设备

ＢＲＡＮＳＯＮ超声波清洗器，必能信超声（上海）有限公司；
７２２可见分光光度计，上海菁华科技仪器有限公司；电热恒温
鼓风干燥箱，上海跃进医疗器械厂；ＹＰ５０２Ｎ电子天平，上海

精密科学仪器有限公司；ＳｙｎｅｒｇｙＴＭＨＴ多功能酶标仪，ＢｉｏＴｅｋ。
１．３　试验设计

对乌拉尔甘草悬浮培养细胞有效成分的提取采用全面试

验设计法进行优化，全面试验设计法是对所选取的试验因素

的所有水平组合全部实施１次以上试验，此方法适用于单因
素和双因素试验，可获得全面试验信息，准确地估计各试验因

素主效应的大小及各因素之间各级交互作用效应的大小［９］。

从有效成分提取的影响因素中抽取２个主要因素设置均匀水
平，本试验分别以甲醇、乙醇作为提取剂，采用超声提取法，选

择提取剂质量分数（１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、
８０％、９０％、１００％）、料液比（ｇ∶ｍＬ，１∶１０、１∶１５、１∶２０、
１∶２５、１∶３０、１∶３５、１∶４０、１∶４５、１∶５０）２个主要影响因
素，分别设计１０个水平，进行双因素无重复试验。
１．４　乌拉尔甘草悬浮细胞供试样品的制备

将生长１个周期（２１ｄ）的乌拉尔甘草悬浮细胞用布氏漏
斗抽滤后，用无菌水冲洗，去除表面残留的培养基，置于３７℃
恒温烘箱中烘干至恒质量，研磨成粉末后过１００目筛得乌拉
尔甘草细胞粉末。准确称取１８０份０．５ｇ的甘草粉末于１８０
个１００ｍＬ的三角瓶中，依据所设计的双因素无重复试验，按
不同料液比（影响因素 Ａ）加入不同浓度提取剂（影响因素
Ｂ），放置２４ｈ过夜后，置于超声清洗器中超声提取３０ｍｉｎ，超
声后的料液立即置于漏斗过滤得滤液，静置，取上清样于４℃
冰箱中保存［１０］。

１．５　酶标仪法检测
采用酶标仪检测供试样品。分别吸取５μＬ样品溶液，点

入９６孔点样板中，加入２４５μＬ超纯水混匀，依次放入酶标仪
检测槽中。分别在２５４、３７７、４１０ｎｍ波长下检测样品的吸光
度Ｄ２５４ｎｍ、Ｄ３７７ｎｍ、Ｄ４１０ｎｍ，以不加样品组为对照。
１．６　细胞培养物中黄酮类化合物测定
１．６．１　芸香苷标准样品的制备　准确称取干燥至恒质量的
芸香苷标准品并用甲醇溶解，配成０．１ｍｇ／ｍＬ的芸香苷标准
品溶液。分别取０．０、０．５、１．０、１．５、２．０、２．５、３．０ｍＬ芸香苷
标准品溶液置于７支试管中，添加 ５ｍＬ甲醇、０．５ｍＬ１０％
ＫＯＨ溶液，充分摇匀显色５ｍｉｎ后，用甲醇定容至１０ｍＬ，摇
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匀，用分光光度计检测４１０ｎｍ处的吸收度Ｄ４１０ｎｍ。
１．６．２　黄酮类化合物测定　各取出０．２ｍＬ制备好的５批乌
拉尔甘草悬浮细胞供试样品溶液，分别置于５支１０ｍＬ试管
中，各加５ｍＬ甲醇、０．５ｍＬ１０％ ＫＯＨ显色剂，显色５ｍｉｎ后，
定容到１０ｍＬ，用分光光度计检测其在４１０ｎｍ处的吸光度
Ｄ４１０ｎｍ。同时制备１份野生甘草根粉样品作为对照

［１１］。

２　结果与分析

２．１　不同提取剂条件所得提取液的Ｄ２５４ｎｍ
２５４ｎｍ是甘草中主要成分———以甘草酸为代表的三萜

皂苷类化合物的主要检测波长。如图 １所示，采用 ６０％甲
醇、９０％甲醇作为提取剂，料液比为１ｇ∶１０ｍＬ时，在２５４ｎｍ

处有较大吸光度；以 ７０％ ～９０％乙醇作为提取剂，料液比
１ｇ∶１０ｍＬ、１ｇ∶１５ｍＬ时，在２５４ｎｍ处有较大吸光度。
２．２　不同提取剂条件所得提取液的Ｄ３７７ｎｍ、Ｄ４１０ｎｍ

３７７、４１０ｎｍ是甘草中另外一大类主要成分———以甘草
苷为代表的黄酮类化合物的主要检测波长，如图２所示：以
８０％甲醇作为提取剂，料液比１ｇ∶１０ｍＬ时，在３７７ｎｍ处有
最大吸光度；以７０％乙醇作为提取剂，料液比１ｇ∶１０ｍＬ时，
在３７７ｎｍ处有最大吸光度。如图３所示，以８０％、９０％甲醇
作为提取剂，料液比１ｇ∶１０ｍＬ时，在４１０ｎｍ处有较大吸光
度；以７０％乙醇作为提取剂，料液比１ｇ∶１０ｍＬ时，在４１０ｎｍ
处有最大吸光度。
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　　综合以上 ３个波长下所测的样品光吸光度，确定选取
７０％乙醇作为提取剂，在料液比１ｇ∶１０ｍＬ条件下，提取液
在２５４、３７７、４１０ｎｍ处均有较大吸光度，表明甘草悬浮细胞中
的主要有效成分无论是三萜皂苷类化合物还是黄酮类化合物

都能被充分地析出。

２．３　细胞培养物中黄酮类化合物的测定
２．３．１　芸香苷标准曲线的绘制　以芸香苷溶液浓度为横坐
标、对应的吸光度为纵坐标，用 Ｏｒｉｇｉｎ８．０绘制标准曲线，并
得到标准方程Ｄ＝４．１２５７Ｃ＋０．０８２９８，ｒ２＝０．９９８（Ｄ为吸光
度，Ｃ为芸香苷标准品浓度），详见图４，表明芸香苷标准品浓
度与Ｄ４１０ｎｍ呈良好的线性关系。

２．３．２　乌拉尔甘草悬浮细胞中黄酮类化合物的含量　５份
乌拉尔甘草悬浮细胞供试样品溶液经分光光度计检测后结果

如表１所示，根据悬浮培养的“２．３．１”节所得标准品的回归
方程计算，乌拉尔甘草细胞中黄酮类化合物的含量是

０．０２００ｇ／ｇ，同法测得野生乌拉尔甘草根粉中黄酮类化合物
的含量是０．０８８０ｇ／ｇ，悬浮乌拉尔甘草细胞中黄酮类化合物
含量大约是野生乌拉尔甘草根粉中黄酮类化合物含量

的２３％。

３　结论

以产自内蒙古鄂尔多斯市达拉特旗的乌拉尔甘草种子通

表１　乌拉尔甘草悬浮细胞供试样品显色后
在４１０ｎｍ处吸光度Ｄ４１０ｎｍ

编号 Ｄ４１０ｎｍ 甘草黄酮含量（ｇ／ｇ）
１ １．６５２ ０．０１９８
２ １．６７５ ０．０２０１
３ １．６７４ ０．０２０１
４ １．６６６ ０．０２００
５ １．６７１ ０．０２００
平均 ０．０２００

ＲＳＤ（％） ０．５６００

过植物组织培养技术获得的离体悬浮细胞为研究对象，通过

双因素无重复试验筛选了乌拉尔甘草悬浮细胞培养物有效成

分提取的最佳工艺。甘草具有多种生物学活性与药理学活

性，而起主要作用的有效成分通常被认为是三萜皂苷类和黄

酮类化合物。试验结果表明，以７０％乙醇为提取剂、料液比
１ｇ∶１０ｍＬ的条件下超声提取，甘草中的主要有效成分得到
充分析出。

分析了悬浮乌拉尔甘草离体细胞中黄酮类化合物的含

量，结果表明：悬浮培养的乌拉尔甘草细胞中的黄酮类化合物

含量是野生乌拉尔甘草中黄酮类化合物含量的２３％。虽然
悬浮培养的乌拉尔甘草细胞中黄酮类化合物总含量远低于野

生乌拉尔甘草，但悬浮培养周期短，仅需３周，而野生甘草生
长周期长达４～５年；此外，悬浮培养方便、快捷、易人工控制，
避免了病虫害等其他自然因素的影响。因此，利用甘草细胞

大规模培养生产黄酮类化合物为缓解甘草野生资源危机提供

了可行的途径［１２］。
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红颜草莓的离体培养与快速繁殖

李　慧
（江苏联合职业技术学院淮安生物工程分院，江苏淮安２２３２００）

　　摘要：以红颜草莓的茎尖作为外植体，研究了外植体的消毒方法、激素组合对其离体培养与快速繁殖的影响。结
果表明，幼茎段在０．１％氯化汞＋３滴吐温－８０溶液中浸泡５ｍｉｎ灭菌效果最好；茎尖以０．３５ｍｍ大小为宜；诱导丛生
芽的最适培养基为：ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ；诱导试管苗生根的最适培养基为：１／２ＭＳ＋０．１ｍｇ／ＬＩＢＡ。
　　关键词：草莓；离体培养；不定芽；快速繁殖
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艺作物的组织培养研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｈｕｉ７１０６２３＠１６３．ｃｏｍ。

　　红颜又称日本９９、红颊，是日本静冈县用章姬与幸香杂
交育成的早熟草莓栽培品种。叶片大、新茎分枝多，结果能力

强，果实品质好，果粒个大，果形、果色、价格明显优于丰香草

莓。是春节前后集采摘、鲜食为一体的休闲旅游消费农产品，

深受广大果农和顾客的喜爱。但是，红颜草莓苗不抗白粉病，

不易育苗，幼苗一旦染病，几天内将全军覆没。因此，试管苗

的繁育将有很大的市场前景。

１　材料与方法

１．１　材料
试验于２０１４年１２月至２０１５年４月进行。供试材料红

颜草莓苗引自淮安怡园果蔬种植专业合作社（实生苗２０１４年
９月栽植在江苏联合职业技术学院淮安生物工程分院花卉实
训中心的无土栽培槽内）。

１．２　试验方法
１．２．１　表面灭菌试验　于晴天的下午取供试红颜草莓刚抽
出的匍匐茎的幼茎段（母株要健壮、无病），流水冲洗泥土、灰

尘。在无菌条件下，先用７５％乙醇浸泡２０～３０ｓ，无菌水冲洗
３～４次，再转入０．１％氯化汞溶液 ＋２滴吐温 －８０分别浸泡

８、５、４、２ｍｉｎ，无菌水冲洗５～８次。在以上的过程中要不断
摇动，以去除附在外植体表面的气泡。用消毒滤纸吸干水珠

后，将茎尖接种于诱导培养基中，调整ｐＨ值至５．６～５．８。每
个灭菌处理各接种５０瓶，１个外植体／瓶，２０ｄ后观察记录外
植体的污染、死亡、无菌成活生长等情况。

１．２．２　茎尖分化能力试验　取“１．２．１”节试验最佳处理，在
双目显微解剖镜下剥去苞片和幼叶，将茎尖接种于 ＭＳ＋
０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ培养基中［１］。接种外植体

１个／瓶，３０ｄ后观察记录茎尖分化情况。
１．２．３　芽诱导试验　取“１．２．２”节试验中最佳的茎尖剥制
处理分别接种于以０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ为基础的附加不同种类
生长素（０．２ｍｇ／Ｌ）配成的培养基、以０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ为基础
的附加不同种类生长素及细胞分裂素（０．５ｍｇ／Ｌ）配成的培
养基中［２］，每个处理各接种３０瓶，１个外植体／瓶，３０ｄ后开
始调查记录幼芽分化情况。培养基配比如下：（１）ＭＳ＋
０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ；（２）ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋ＣＮＡＡ；（３）
ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＩＡＡ；（４）ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＩＢＡ；（５）ＭＳ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ；（６）ＭＳ＋
０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ；（７）ＭＳ＋０．２ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋０．５ｍｇ／ＬＫＴ；（８）ＭＳ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ
６－ＢＺＥＡ。
１．２．４　继代培养与扩大繁殖　将长至１～２ｃｍ的丛生芽每
４～６株切成１块，转入不同浓度配比的６－ＢＡ和 ＮＡＡ配成
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