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药用甘草组织培养生产黄酮的研究进展
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摘要: 甘草是驰名中外的中药材, 有“十方九草”之称, 甘草黄酮为其主要成分之一, 不仅具有消炎保肝、抗氧化、抗肿瘤、

抗病毒和抗菌等药用功效, 还可用于食品、化妆品等工业生产中。本文介绍了甘草黄酮的种类、组织化学定位, 并着重总

结了黄酮的组织培养获得途径及生物合成调控的影响因素, 在此基础上, 对今后的研究及应用进行了分析和展望, 旨在为

更好地开发利用甘草黄酮提供一定的依据。
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Abstract: Licorice is an important component in many Chinese traditional medicines. As its secondary metabo-
lites, licorice flavonoids not only have antiinflammatory, antioxidative, antitumor, antiviral and antibacterial ef-
fects, but also are used in food, cosmetics and other industries. Here we briefly described the classification and 
histochemical localization of licorice flavonoids, the recent progresses in the production of licorice flavonoids 
by different tissue culture approaches the regulation of influence factors among biosynthesis were summarized 
simultaneously. Finally, the problems remained to be studied and the possible research directions in this field 
are proposed. It can support a new insight into further study on utilization of licorice flavonoids. 
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甘草为豆科(Leguminosae)甘草属(Glycyrrhi-
za)的多年生草本植物, 主要以根茎入药, 具补脾益

气、清热解毒、润肺止咳、缓急定痛、调和诸药

之功效(张波等2006), 素有“国佬”、“十方九草”、
“众药之王”、“美白皇后”等美誉。甘草黄酮占甘

草有效活性成分的1%~5%, 具有较强的抗氧化、

抗肿瘤、抗病毒、抗菌和消炎保肝的重要作用

(Chu等2012; Park等2009)。由于甘草重要的药用

价值, 使得人们对甘草进行过度采挖, 造成野生甘

草濒临灭绝, 2010年我国野生甘草总蕴藏量不足50
万吨(黄明进等2010), 但每年需求量至少6万吨。

为了保护甘草野生资源, 器官和体外组织培养成

为获得甘草次级代谢产物的替代源(Karuppusamy 
2009)。国内已有许多综述文献报道过甘草的研究

进展(王巧娥等2011; 张波等2006; 苏俊喜等2010), 
但多数集中于黄酮的药理作用、临床应用及分离

纯化方法的研究, 近两年随着分子生物学研究的

深入, 人们对提高黄酮的获得方法有了更深的认

识, 本文结合国内外最新的研究结果, 着重对黄酮

的获得途径和生物合成调控相关内容进行综述。

1  甘草黄酮类化合物及价值

甘草活性成分主要为三萜皂苷类(4%~24%)
和黄酮类(1%~5%)及少量的多糖、生物碱、木质

素、有机酸、香豆素、挥发油和多种氨基酸。目

前国内外学者已从甘草中分离鉴定出61种三萜皂

苷类化合物和300多种黄酮类化合物(王巧娥等

2011)。甘草黄酮包括黄酮类、二氢黄酮类、查尔酮

类、黄酮醇类、异黄酮类和甲氧基黄酮类化合物, 
主要有: 甘草苷(liquiritin)、甘草素(liquirtigenin)、
异甘草苷(lsoliquiritin)、异甘草素(isoliquirtigenin)、
新甘草苷(neoliquiritin)、新异甘草苷(neoisoliquiri-
tin)、鼠李糖异甘草苷(isorhamnoliquiritin)、异甘

草呋喃糖苷(licurazide)、5-O-甲基甘草本定(5-O-
methyllicoricidin)、甘草利酮(licoricone)、甘草醇

(glycyrol)、异甘草醇(isoglycyrol)、甘草西定(lico-
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ricidin), 此外光果甘草还特有光甘草定(glabridin) 
(罗祖良等2011)、甘草查尔酮A (licochalcone A)、
甘草查尔酮B (licochalcone B)及光甘草轮(glyz-
aglabrin) (Montoro等2011)。异甘草苷和甘草苷为

二氢黄酮, 在甘草中甘草苷含量约为3.6%, 而甘草

素、异甘草素的含量仅为0.1%左右(何三民和石森

林2003), 为查尔酮类, 在预防和治疗肺炎、哮喘、

神经退行性脑部疾病药物的研究中显示出良好的

研究前景(Liu等2008; Yang等2012; Chen等2009; 
Xie等2009)。甘草具有很强的耐寒耐旱性, 是固

沙、改良生态环境的先锋植物, 此外还可作为添

加剂、香料剂应用于食品、卷烟和化妆品等工业

生产中, 具有重要的生态和经济价值(Hayashi和
Sudo 2009)。
2  甘草黄酮类化合物的组织化学定位

黄酮类化合物组织化学定位常用的染色剂有

NaOH、MgAC、DPBA (diphenylboric acid 2-amin-
oethyl ester)、硫酸-茴香醛和AlCl3 (廖云海等2010; 
葛楚源等2012; Tattini等2000; 程娟等2010)。甘草

黄酮类与碱反应时, 由黄色渐变为橙色, 而与AlCl3

乙醇溶液反应时生成黄色络合物, 在荧光显微镜

下呈黄绿色或蓝白色的荧光(廖云海等2010)。
甘草黄酮主要分布于叶、主根、根状茎和茎

中 ,  但不同营养器官中的含量不同。赵则海等

(2004)认为甘草总黄酮含量以叶中最高, 平均含量

为叶片干重的1.39%~2.64%, 同样地廖云海等

(2010)发现光果甘草营养器官中黄酮类含量为叶>
根状茎>主根>茎, 叶中主要分布在表皮、腺毛、

胶囊细胞、厚角组织、韧皮部和木质部中的薄壁

细胞中; 茎中分布在周皮、韧皮部和粘液细胞中; 而
根则分布于周皮中。此外彭励和胡正海(2007)也
证实了腺毛是甘草叶片中黄酮类成分的主要积累

场所, 在腺毛发育成熟的分泌期, 逐渐积累于分泌

细胞及角质层下腔中。相反地也有研究认为甘草

黄酮主要积累于主根中, 且含量变化与根生长年

限有关, 其次为根状茎, 而叶和地上茎中的含量较低

(彭励等2008)。黄酮类化合物常以苷或游离态存

在于甘草中, 在开花结实期, 合成大量的游离黄酮

分布在茎、叶和花中, 以抵抗病原菌的侵害, 从而

使地下器官中积累的甘草苷减少, 所以研究结果

的差异可能是由于材料的采集时期不同造成的。

3  获得甘草黄酮的组织培养途径

3.1  细胞培养法

细胞培养法是培养药用植物次生代谢产物的

最常用的有效途径之一, 目前植物细胞培养技术

已比较成熟。多数研究表明甘草愈伤组织易诱导

且以下胚轴诱导愈伤率最高, 其次为子叶。MS为
常用基本培养基, 在甘草愈伤诱导继代中6-BA是

必不可少的, 而2,4-D利于非胚性愈伤组织的诱

导、继代, 能有效提高诱导率, 但严重抑制胚性愈

伤的生长。通常地NAA、6-BA和2,4-D三种激素

配合使用最适合甘草愈伤组织诱导继代 ,  也有

NAA和2,4-D分别与6-BA配合使用(文甜甜等2011; 
Wongwicha等2008), 此外2,4-D与KT组合也能进行

悬浮继代培养, 培养周期为20 d左右。黄惠英等

(2011)研究发现随着NAA和2,4-D浓度的增加, 甘
草总黄酮的量和甘草酸也随之升高, 目前甘草细

胞培养主要为高产细胞株系的筛选、有效成分的

含量及细胞生长的影响因素(Arias-Castro等1993; 
Shabani等2009)、细胞培养物的药理药效(Man等
2012)、悬浮细胞总黄酮含量的测定方法(文甜甜

等2011)、活性成分的分离纯化及生物反应器的探

讨(Wang等2010)等方面的研究。

3.2  甘草毛状根培养

自Kamada等(1986)用发状农杆菌感染颠茄建

立起毛状根培养系统以来, 以培养珍贵药用植物

的毛状根来获取次生代谢产物已成为国内外研究

的新热点, 也被认为是继细胞培养法之后获得植物

次生代谢产物的有效来源。据不完全统计, 目前在

人参、西洋参、蒙古黄芪、新疆雪莲、黄芩等100
余种植物均已建立了毛状根培养系统, 为获得药

用植物有效次生代谢产物开辟了一条新途径。

诱导甘草毛状根的外植体主要有子叶、子叶

节、叶片、茎段、下胚轴、愈伤组织, 除愈伤组

织外其他均能诱导出毛状根, 且子叶节和下胚轴

诱导率高, 诱导时间短。Wongwicha等(2011)用幼

叶和嫩茎诱导出毛状根, 在1/2MS培养基中能快速

增长。Mehrotra等(2008)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。光照对毛状根生

长有抑制作用。研究表明甘草毛状根中含有生药

中的5种黄酮类化合物, 高于愈伤组织和组培苗根
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中的含量, 其中甘草查耳酮含量是愈伤组织中的

15.5倍(杨世海等2006)。卢虹玉等(2011)通过紫外

分光光度法和HPLC检测甘草毛状根中的总黄酮

含量发现不同根系中总黄酮含量差异很大, 最高

接近生药根, 达0.803%; 并且大多数根系高于正常

组培苗根, 总黄酮含量随着培养时间的延长呈增

加趋势, 至9周时增加了68.5%。此外毛状根中的

黄酮还分泌到培养液中, 最高量为每100 mL培养

液1.36 mg (卢虹玉等2010)。
3.3  不定根诱导与根尖离体培养

根是许多药用植物有效成分的合成储藏器官, 
根的离体培养体系是研究植物根系营养吸收和次

生代谢产物合成等的重要手段。采用甘草不定根

扩大培养生产黄酮类化合物, 国外未见研究报道, 
国内仅见对甘草不定根诱导的报道, 但不定根继

代生长缓慢, 成为以后研究解决的主要问题。张

坚等(2011)对甘草外植体与外源性激素诱导不定

根的能力进行了研究, 认为根为最佳外植体, 且在

1/2MS添加0.5 mg·L-1 NAA中生根率最高, 细胞分

裂素抑制不定根的诱导。此外, 高文远等(2005)将
甘草芽和子叶的愈伤组织接到MS+IBA+KT培养

基上, 经15~20 d也诱导出不定根。目前甘草不定

根主要是以MS为基本培养基, 通过根和叶片或甘

草愈伤组织诱导而来, 而诱导不定根的激素主要

为IBA、NAA单独使用(张坚等2011)或与KT组合

使用(高文远等2005)。
许多实验表明离体培养的根中能产生与栽培

植物含量相同或更高的有效成分(张治国等1993), 
且遗传物质稳定。鲁守平等(2008)对影响乌拉尔

甘草离体根尖生长的培养基、激素、维生素浓度

及黄酮含量进行分析, 结果表明: B5和1/3MS培养

基中附加0.10 mg·L-1 IBA, 可使离体根尖明显伸长

并产生较多侧根, 此外0.50 mg·L-1
的VB1可显著促

进甘草离体根系的鲜重增加 ,  总黄酮含量可达

0.75%, 高于栽培甘草的含量, 但没有检测到甘草

酸的产生。梁玉玲等(2000)认为胀果甘草无菌苗

根尖在1/3MS+IBA1.0 mg·L-1+20 g·L-1
蔗糖的液体

培养基中, 1个月后甘草酸含量高于所有愈伤组织

含量, 且比生药含量高43.3%。此外Awad等(2011)
认为MS含3%蔗糖的培养基适合甘草离体根尖培

养, 甘草酸含量为1.32 mg·g-1
。

以上方法都为黄酮的获得提供了有效途径, 
细胞培养生长快且易扩大培养, 获得的黄酮含量

低于或近似于栽培甘草根和中国医药典标准, 且
具有类似的抗炎作用(Man等2012), 但甘草酸生成

量低, 细胞中会产生桦木酸和皂甙两种结构不同

的三萜类成分(Hayashi 2009), 使药用成分不稳定, 
所以在工业化生产中受到局限。毛状根和不定根

均能产生与原植物相同或更高含量的次生代谢产

物, 且遗传物质稳定, 比细胞培养易放大, 不定根

没有外源基因导入, 在药物产品的研发方面更有

优势, 更具可靠的安全保障, 特别是自韩国、日本

实现人参不定根的工业化生产(Choi等2000)以来, 
我国的荚膜黄芪、三七、桃儿七等中药材也逐渐

建立了不定根离体培养体系, 显示了不定根培养

生产次生代谢产物的巨大优越性。

4  促进组织培养中黄酮物质合成的方法

4.1  添加诱导子和前体

诱导子作为植物防御反应信号因子可刺激植

物发生防御反应(Zhao等2005), 促使次生代谢产物

的积累, 因此, 在植物细胞培养中添加生物和非生

物诱导子是提高次生代谢物生产的最常用的有效

方法。应用于植物的诱导子包括糖蛋白类、蛋白

质类、多糖类及微生物类, 其中最常用的是茉莉

酸甲酯(methyl jasmonate, MJ)、真菌碳水化合

物、酵母提取物、水杨酸和NO等。次生产物的合

成与诱导子的浓度、添加时间及种类等因素密切

相关。研究发现MJ作为细胞信使是激发次生代谢

产物产生最有效的诱导子(Wongwicha等2011)。杨

英等(2008b)认为MJ在10~200 μmol·L-1
范围内抑制

胀果甘草细胞的生长 ,  但促进总黄酮产量的增

加。卞爱华等(2008)利用水杨酸、酵母提取物、

水解酪蛋白、高糖、高盐及超声等诱导子提高了

甘草悬浮细胞中甘草酸的含量。此外杨英等

(2008a)还发现10 mg·L-1
的水杨酸能显著促进细胞

生长及总黄酮含量, 并增强细胞中保护酶活性及

苯丙氨酸裂解酶的活性。Zhang等(2011)在研究甘

草毛状根培养提高查尔酮和总黄酮的含量的生产

中加入吐温80, 发现黄酮类化合物含量的增加与

mRNA水平、苯丙氨酸解氨酶, 4-香豆酸辅酶连接

酶及肉桂-4-羟化酶的活性有关。此外生物与非生

物诱导子协同作用是提高次生代谢的新的有效方
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法, Zhang等(2009)证明了PEG8000与YE共同添加

比单独添加更有利于毛状根甘草黄酮合成。

黄酮类化合物是莽草酸和多酮化途径生物合

成的产物, 乙酸、苯丙氨酸和酪氨酸是黄酮类合

成途径中碳架的主要来源, 所以合成前体的喂养

也是提高次生代谢产量的有效途径。在植物细胞

次生代谢中, 苯丙氨酸作为代谢中间体参与蛋白

质的合成或作为碳源和氮源影响细胞生长, 其最

佳添加浓度为20 mg·L-1, 苯丙氨酸、酪氨酸和乙酸

钠对甘草细胞的生长没有抑制作用, 而肉桂酸浓

度高于50 mg·L-1
时对细胞的生长存在抑制作用(杨

英等2007)。研究表明0.1 mg·L-1
亮氨酸也能促进悬

浮细胞甘草酸的合成(卞爱华等2008)。
4.2  培养条件

培养基种类、激素配比、光照时间、光颜色

及培养温度也影响植物次生代谢物的生成。研究

发现1.0 mg·L-1 NAA与1.0 mg·L-1 2,4-D组合时, 子
叶愈伤组织中甘草总黄酮量达到最高, 而当NAA
为2 mg·L-1

时, 更有利于下胚轴愈伤组织中总黄酮

量的积累, 为8.54 mg·g-1 (黄惠英等2011)。王磊

(2007)认为光照比黑暗能显著提高黄酮含量, 且蓝

光最利于黄酮含量的提高。

此外在细胞悬浮培养中通过物理化学、生物

或非生物方法也能促进细胞培养中次生代谢物的

产生, 高艳丽等(2008)通过改变培养基中硝态氮与

铵态氮的比例及氮源总量, 程焕欣等(2010)用干旱

胁迫, 刘颖等(2006)使用稀土元素, 均能促进愈伤

细胞的生长和黄酮化合物含量。

4.3  分子生物学方法

黄酮类化合物是莽草酸途径和多酮化途径生

物合成的产物, 生物合成中关键酶为苯丙氨酸解

氨酶(phenylalanineammonialyase, PAL)、肉桂酸-4-
羟化酶(cinnamic acid-4-hydroxylase, C4H)、查尔

酮合酶(chalcone synthase, CHS)、查尔酮异构酶

(chalcone isomerase, CHI)和黄酮合酶(flavone synthase, 
FNS), 近年来随着人们对黄酮合成途径及关键酶

的深入研究, 利用基因工程对药用植物进行遗传

改造逐渐成为促进次生代谢物合成的主要手段。

Park等(2011)通过查尔酮异构酶的过度表达

促进黄芩毛状根培养中黄酮的合成, 同样地Zhang
等(2009)也证实了查尔酮异构酶基因过量表达能

有效提高甘草毛状根中黄酮产量, 并认为诱导子

的协同作用与合成酶基因的过表达相结合的方式

更能显著促进甘草黄酮的合成, 另外CHI的异位表

达, 也能显著提高转基因番茄果实中总黄酮醇的

含量。研究还发现CHS与其他合成酶基因的表达

具有协同作用(Tunen等1988), Lukaszewicz等
(2004)将CHS与CHI、DFR (黄酮醇还原酶)基因同

时转入马铃薯中, 明显提高了花色素苷的含量。

另外还有许多学者从反向遗传学角度, 利用基因

干扰技术促进目的代谢产物的合成。J iang等
(2010)利用RNA干扰大豆黄酮合成酶基因促进异

黄酮类化合物的产生。侯春喜(2009)对催化2,3-氧
化鲨烯向齐敦果烷型三萜皂苷合成支路的β-AS基
因进行干扰, 有效增加了毛状根中达玛烷型人参

皂苷及多种单体皂苷的含量。Liang等(2009)用携

带反义CS (环阿屯醇合成酶)的农杆菌转化人参, 
发现反义转化组和对照组毛状根在生长早期人参

皂苷含量接近, 而在生长末期反义转化组的总皂

苷含量比对照组高50%~100%。

综上可知, 次生代谢物生物合成酶基因的过

量表达、多种合成酶基因的协同表达、反义技

术、RNAi技术及诱导子与转基因手段相结合的方

法是近年来促进药用植物次生代谢合成的重要手

段, 所得出的结果说服力更强, 效果更显著, 这些

新方法为更好的获得甘草次生代谢产物提供了新

思路, 今后仍将是研究提高甘草黄酮含量的重要

技术手段。

5  展望

组织培养生长周期短, 且不受区域、种类及

季节的限制, 为进一步研究甘草活性成分的药理

作用奠定了基础, 同时也有效地保护了甘草野生

资源, 但仍有许多问题有待于解决, 比如如何使细

胞或根器官快速稳定的生长, 如何保证活性物质

在药物使用中的安全性, 是否能实现不定根的高

效诱导及生物反应器大量培养, 这些问题的解决, 
将会为我们今后对甘草黄酮进行更深层次的研究

开辟新的领域。甘草基因工程方面虽然也取得了

很大进步, 但与其他药用植物相比, 甘草遗传转化

体系还不稳定 ,  普遍存在转化率低、基因易沉

默、后代遗传不稳定等问题, 且多数还停留在实

验室探索阶段, 没有进入实际生产应用。此外在
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保护甘草野生资源方面应采用退耕还草、围栏封

育、合理采挖等多种措施, 真正处理好甘草资源

利用与生态环境保护的关系, 确保我国的甘草资

源及产业可持续发展。

影响黄酮化合物积累的因素很多, 要想有效

提高黄酮类次生代谢物的产量同时降低成本, 今
后重点还应放在甘草代谢关键酶的分子克隆及基

因工程方面, 若能同时增强多个合成酶基因的协

同表达对提高黄酮产量具有更重要的意义。相信

随着科学技术的不断发展, 甘草黄酮类化合物潜

在的药用价值将进一步被开发出来, 作为新药开

发的资源, 甘草黄酮类化合物必有广阔的前景, 将
为人们的生活带来更大的好处。
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