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乌拉尔甘草悬浮单细胞的筛选及培养 
 

肖天剑，李兴林，蔡 津，高 洁 
(工业微生物教育部重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

 

摘 要：乌拉尔甘草种子在消毒后培养无菌苗，截取无菌苗子叶、上胚轴和下胚轴等作为外植体，诱导和继代培养成松

散型愈伤组织，然后在振荡培养后过筛获得悬浮单细胞；再对悬浮液进行多级稀释、培养制备小细胞团．结果表明，在

含 1.0.mg/L.2，4–二氯苯氧乙酸(2，4-D)、1.0.mg/L.α-萘乙酸(NAA)、1.0.mg/L 6-苄基氨基嘌呤(6-BA)、0.3.mg/L 激动

素(KT)的 MS 培养基中，上胚轴能在3～5次继代培养后获得松散型愈伤组织，过80目筛可以获得悬浮单细胞和小细胞

团；同样的培养基，悬浮单细胞在琼脂表面、珍珠岩表面和看护培养中培养，看护培养的细胞生长最快、小细胞团形态

最佳. 
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Screening and Culture of Suspended Single Cell of Liquorice 

XIAO Tian-jian，LI Xing-lin，CAI Jin，GAO Jie 

(Key Laboratory of Industrial Microbiology，Ministry of Education，College of Biotechnology， 

Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：The seeds of Glycyrrhiza uralensis filch were sterilized and cropped in medium to obtain the asepsis seedlings.

After that the cotyledons，epicotyls and hypocotyls from the seedlings were applied to induce calli，which were subcultured 

into relaxed calli. Subsequently，the relaxed calli were performed by suspension culture and sifted through into suspension 

cells with many single cells and a little cell aggregation after shake culture. The results indicated that the calli from epicotyls 

were more easily subcultured into relaxed calli and suspension cells in MS medium with 1.0 mg/L 2，4-D，1.0 mg/L NAA，1.0 

mg/L 6-BA，0.3.mg/L KT for 3 to 5 times. The suspension cells were filtered through into single cells and cell aggregation by 

eighty screen mesh. The single cells were performed according to agar surface，perlite surface and nurse culture，respectively.

The nursing culture was the best in cell growth speed and cell aggregation configuration. 

Keywords：Glycyrrhiza uralensis filch；calli；single cell screening；suspension culture；nurse culture 

 

  甘草含有多种药理成分，对其药理作用研究较为

深入，其中甘草甜素和甘草多糖在提高免疫力、抗病

毒和抗菌等方面尤为突出[1–3]．由于从天然产物中提

取甘草次生代谢产物受环境等因素的影响，已经难以

满足工业化生产的需要，因此采用细胞工程等手段大

量培养甘草组织或细胞日益受到重视[4]，如培养甘草

毛状根等[5–6]．但是由于材料、组织和细胞等之间的

区别，导致它们的次级代谢产物含量存在着较大的差 

异，所以筛选高产细胞系成为甘草细胞工程的重要环

节，而获得单细胞是筛选高产细胞系的前提．目前，

看护培养是植物单细胞筛选的重要方法．其中，涉及

到的看护因子有看护组织、看护细胞、看护培养基等；

培养对象有原生质体、悬浮单细胞等，其中原生质体

最多 [7–9]．但至今还没有关于甘草单细胞筛选的报

道，本文旨在甘草组织培养的基础上进一步探索悬浮

单细胞筛选技术． 
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1 材料与方法 

1.1 材料 

乌拉尔甘草(Glycyrrhiza uralensis filch)种子由

北京时珍中草药研究所提供． 

1.2 方法 

1.2.1 无菌苗的培养 

将种子置于烧杯中，用 98%的浓硫酸浸没 1,h，

倒掉浓硫酸，用无菌水迅速清洗 2～3 次并浸泡 12,h

后，用 75%的乙醇和 10%的次氯酸钠分别处理，无菌

水清洗种子，最后将种子接种于 MS 培养基上，在

(25,±,2)℃无菌条件下进行培养． 

1.2.2 愈伤组织诱导与继代培养 

选择种子萌发 10,d 内的无菌苗，将其上胚轴或下

胚轴切成长度为 5,mm、子叶切成 5,mm
2 的外植体，并

接种在加各类激素组合的 MS 固体培养基内(见表

1)．每个激素组合、每种外植体接种 12 瓶，每瓶接种

20个外植体，并将样品分别在光照和黑暗条件下进行

培养．按激素组合、外植体类型分别统计愈伤组织率． 

表 1 愈伤组织诱导和细胞悬浮培养的激素组合 

Tab.1 Hormone combination of calli inducement and sus-

pension culture  

组合 

编号 
生长激素 

剂量/ 

(mg·L–1)
细胞分裂素 

剂量/ 

(mg·L–1)

1 2，4-D 4.0 6-BA 1.0 

2 2，4-D 1.0 6-BA 1.0 

3 2，4-D 1.0 KT 0.7 

4 2，4-D 1.0 KT 0.3 

5 2，4-D 1.0 6-BA，KT 1.0，0.3 

6 NAA 1.0 6-BA 1.0 

7 NAA 1.0 KT 0.3 

8 NAA 1.0 6-BA，KT 1.0，0.3 

9 2，4-D，NAA 1.0，1.0 6-BA 1.0 

10 2，4-D，NAA 1.0，1.0 6-BA，KT 1.0，0.3 

11 —  6-BA，KT 1.0，0.7 

  取淡黄色、未分化、生长快、出愈率高的愈伤组织

进行继代培养．相同条件下对培养中的愈伤组织定 

 

期取样，测定愈伤组织干重的变化曲线，以确定继代

培养周期． 

1.2.3 悬浮细胞的制备与继代培养 

  选取生长良好的松散型愈伤组织，夹碎后接种于

含10 号激素组合的 MS 液体培养基中，在(25±2)℃、

转速为 120,r/min 和黑暗的条件下振荡培养 10,d 后，

培养物用 80 目的不锈钢筛过滤，获得分散程度较好

的单细胞和小细胞团． 

  培养物静置 30,min 后倒去上清液并补加新鲜培

养液继续培养，测定细胞密度，给出细胞生长曲线．取

在快速生长后期悬浮细胞进行继代培养．如此 3～5

次即可获得密度高、分散性较好的细胞悬浮系． 

1.2.4 悬浮单细胞的培养 

  将上述甘草细胞悬浮液用 80 目的不锈钢筛过

滤，滤过液用血球计数板计数后将其稀释到细胞密度

为 2.0×10
3
,mL

–1 用于单细胞培养．使用 MS 基本培养

基、10 号激素组合在 pH,5.8、黑暗条件下培养，支持

物见下述．定期对形成的小细胞团计数． 

琼脂表面培养：取稀释的甘草细胞悬浮液 1,mL

在 MS 固体培养基上涂匀，25,℃、黑暗条件下培养，

设 30 个平行样． 

珍珠岩培养：取一定量的珍珠岩于培养皿中，上

面加 1 层滤纸并加入适量 MS 液体培养基，灭菌后取

稀释的甘草细胞悬浮液 1,mL 加在滤纸表面上涂匀，

25,℃、黑暗条件下培养，设 30 个平行样． 

看护培养：将继代并处于快速增长期的愈伤组织

接种到新鲜的 MS 固体培养基表面，并在其上铺 1层

灭菌滤纸，5 d 后取稀释的甘草细胞悬浮液 1 mL 在滤

纸上涂匀，25 ℃、黑暗条件下培养，设 30 个平行样． 

2 结 果 

2.1 外植体愈伤组织率比较 

不同外植体的出愈率见表 2．由表 2 可知，在黑

暗条件下，上胚轴在 11 种激素组合下出愈率的平均

值为最高．其中，上胚轴在含 10 号激素组合培养基

和黑暗条件下培养，出愈率最高． 

表 2 不同外植体的出愈率 

Tab.2 Calli ratio from different explants 

子叶出愈率/% 上胚轴出愈率/% 下胚轴出愈率/% 
激素组合 

光照 黑暗 光照 黑暗 光照 黑暗 

所有激素组合平均值 34.2±12.4c,d,e 43.6±10.3b,c,d 57.5±6.3b,c 78.2±9.4a,b 56.2±12.4b,c,d 60.1±11.0a,b,c 

10号激素组合 47.5 63.3 69.4 93.2 63.9 72.2 

  注：不同字母之间的差异 P=0.05. 



2009 年 12 月           肖天剑，等：乌拉尔甘草悬浮单细胞的筛选及培养                               ·7· 

    

 

2.2 愈伤组织和悬浮细胞生长曲线 

在 10 号激素组合的培养基中，图 1(a)为上胚轴

形成的愈伤组织生长的干重变化．由图 1(a)可知，该

类愈伤组织在第 6～21,d 为快速增长阶段，取培养处

于 2～3周的愈伤组织进行继代培养． 

  在 10 号激素组合的 MS 液体培养基中，图 1(b)

为细胞悬浮培养的密度变化．由图 1(b)可知，悬浮细

胞快速增长阶段出现在第 3～11,d，取培养处于 10,d

左右快速增长后期的细胞进行继代培养． 

 
(a) 愈伤组织生长曲线 

 
(b) 悬浮细胞生长曲线 

图 1 甘草生长曲线 

Fig.1 Liquorice growth curves 

2.3 松散型愈伤组织的获得 

在 10 号激素组合的培养基中，上胚轴形成的愈

伤组织无论在光照还是黑暗条件下，经过 5 次继代培

养后均呈现淡黄色、松散状态，生长旺盛(见图 2)． 

 
(a) 光照诱导培养           (b) 光照继代培养 

 
(c) 黑暗诱导培养             (d) 黑暗继代培养 

图 2 上胚轴继代培养前后的愈伤组织 

Fig.2 Calli from epicotyls during culture and subculture 

2.4 单细胞和小细胞团的获得 

继代培养和过筛前后的甘草悬浮细胞见图 3．由

图 3 可知，继代培养悬浮细胞过筛后细胞分散度最

好，多数是单细胞，呈现球状和椭圆状(图 3(c))；少

量是小细胞团(图 3(b))，而多数小细胞团也仅含 2～

5 个细胞． 

(a) 未继代培养的悬浮细胞团     (b) 继代培养后的悬浮细胞团 

 
(c) 继代培养的单细胞 

图 3 细胞团和细胞形态 

Fig.3 Shapes of cells and cell aggregation 

2.5 单细胞培养 

悬浮单细胞在 40 d 内的 3 种培养结果见表 3．由

表 3可知，到培养 25 d 时，看护培养的 3 个培养皿中

能见到的小细胞团数达 19 个，而在琼脂和珍珠岩培

养中小细胞团数为 0．看护培养中悬浮单细胞形成的

细胞团较快、较大，呈现球状突体(见图 4(a))；而在

琼脂表面形成的小细胞团生长较慢、较小，呈现扁平

状(见图 4(b))． 

表 3 40 d内 3种培养方式形成的小细胞团数 

Tab.3 Cell aggregation numbers from three culture meth-

ods in 40 days  

培养时间/d 琼脂表面培养 珍珠岩表面培养 看护培养

15 0 0 0 

20 0 0 2 

25 0 0 19 

30 6 0 22 

40 6 0 22 

 
 (a) 看护培养的单细胞团      (b) 琼脂表面培养的单细胞团 

图 4 单细胞培养形成的小细胞团 

Fig.4 Cell aggregation from single cell by different culture 

methods  
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3 讨 论 

在愈伤的单细胞培养过程中，珍珠岩在不同时间

内均未得到单细胞愈伤，这可能是在培养过程中液体

蒸发，使单细胞或小细胞团不能得到充分营养导致细

胞死亡，最终不能得到愈伤．利用琼脂固体培养基表

面直接培养，单细胞愈伤的形成率为 20%．而利用看

护培养单细胞愈伤的形成率为 73.3%，这主要是由于

看护的组织细胞自身可以分泌一些有利于细胞生长

的物质[10]，这不仅可以促进单细胞的生长，也可促进

愈伤组织的形成[7,10–14]．但通过看护培养获得小细胞

团的周期长达 3 周以上，还有待于进一步优化看护组

织、培养基和培养条件等． 
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