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摘 要 考察了培养基组成、培养时间、接种量、AB值、肌醇浓度等对冠瘿组织生长及其人参皂苷含量的影响；用
BCDE检测了冠瘿组织中人参皂苷 F2和人参皂苷 F;! 的含量。高压纸层析电泳证实，根癌农杆菌 18质粒上的 1/

G+H片段已整合进入植物细胞核基因组中。在考察的 3 种培养基中，I>8?2培养基最适合人参皂苷 F;! 的累积

（%J%"&K），,L培养基最适合人参皂苷 F2的累积（%J!"MK）。以 ,L为基本培养基培养 #3N、#$N时人参皂苷 F2和人
参皂苷 F;! 累积含量最高（分别为 %J!MOK和 %J%3!K）；接种量为 M;、$;（4IPQ)-RS），有利于人参皂苷 F2和人参皂苷 F;!
的累积；培养基 AB &J0时人参皂苷 F2含量最高（%J!0MK），培养基 AB &J3时人参皂苷 F;! 累积量最高（%J%&MK）；肌醇

浓度为 %J%&;PD时，能促进人参皂苷 F2合成（%J!0$K），浓度为 %J#%;PD时，有利于人参皂苷 F;! 累积（%J%&&K）。
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西洋参（3+$+4 5)#$5)%-(,#)6）原产于美国东部和加拿大，
是五加科（H9-)8-@2-2）人参属植物，属名贵药材［!］，具益肺
阴、清虚火、生津止渴之功效，用于肺虚久咳、失血、咽干口

渴、虚热烦倦等的治疗。西洋参的主要活性成分为人参皂苷

类（T8:R2:(R8N2R）化合物，多具有一定的生物活性，如人参皂
苷 F2能减少乙酰胆碱引起的豚鼠离体子宫的收缩，对大鼠
有减慢心率和双相性血压（先升后降）作用，对猫的行为和脑

电图显示中等程度的抑制作用；人参皂苷 F;! 除具有与人参

皂苷 F2相似的生物活性外，尚可增强大鼠骨髓细胞 G+H的
生物合成，对蛋白质或脂质的生物合成亦有一定的增强作

用。西洋参生长期较长，易受病虫害、气候、环境及栽培技术

等多种不利因素的影响，故产品远不能满足市场要求，且价

格昂贵。本研究利用转基因技术将根癌农杆菌（71*(8+0/%*#)6
/)6%-%0#%$&）中 18质粒上的一段 G+H（19-:RQ2992N G+H，1/G+H）
插入植物细胞核基因组而得到其表现型———冠瘿组织。该

组织具有生长迅速、不需加入外源激素、次生代谢物含量高、

遗传性状稳定等特点。本文在前期工作［$］的基础上考察了

各种理化因子对西洋参冠瘿组织生长及其次生代谢产物人

参皂苷 F2和人参皂苷 F;! 累积的影响。

$ 材料与方法

$%$ 材料
胭脂碱型根癌农杆菌 E&0菌株感染诱导西洋参茎获得的

冠瘿组织，并经筛选驯化形成的稳定、优良的无性细胞系。

$%& 方法

$%&%$ 西洋参冠瘿瘤的鉴定：称取新鲜的西洋参愈伤组织、
冠瘿组织各 !;（鲜重，4I），加入 %J!7()PD BE)低温研磨，匀
浆后离心 &78:（!$ %%%9P78:，MU），用毛细管吸取上清液以及
胭脂碱（+(A-)8:2）、章鱼碱（V@?(A8:2）和精氨酸（H9;8:8:2）标准
品点样在 I>-?7-: #号滤纸上，滤纸点样端放在正极，M%%’
电压电泳 0%78:，顺方向取出滤纸，用热风吹干，放入 %J%$K
菲醌（溶于无水乙醇）和 !%K +-VB（溶于 3%K乙醇）等体积
混合的染液中染色 #%R，风干后在紫外灯（$&M:7）下观察、摄
影。

$%&%& 西洋参冠瘿组织生长条件的考察：基本培养条件：将
由胭脂碱型根癌农杆菌 E&0菌株诱导产生的冠瘿组织优良系

分别接种在装有 M%7D经 !$!U、高压灭菌 $%78:的固体培养
基的 !%%7D三角瓶中，置于 $& W !U的恒温培养箱中暗培养，
琼脂为 %J0K。固体培养冠瘿组织生长参数测定：参见文
献［$］。

$%&%’ 人参皂苷 F2和人参皂苷 F;! 的 BCDE检测：总皂苷

的提取［# X M］：取干燥培养物粉碎、称重，先用氯仿脱脂 !J&>，
再用甲醇于 O%U水浴回流 3>，回收甲醇得提取物 !。该提取
物用蒸馏水溶解，用水饱和的正丁醇萃取 M次，回收正丁醇
得提取物 $。提取物 $用蒸馏水溶解，上 G!%!大孔树脂柱，
流速 !J&7DP78:，水洗脱，再用 $%K乙醇洗脱，最后用 O%K乙



醇洗脱，收集洗脱液，回收乙醇得提取物 !。提取物 !用甲醇
溶解、定容、过滤，待用。

"#$%色谱条件：色谱分析柱为 &’()*+,’-./ %012（344))
5 678))，9!)）；流动相：乙腈 :水 ; 1279 : 2179；流速：174)$<
)’+；进样量：34!$；检测波长：34!+)；柱温为室温。
检测波长的选择：将人参皂苷 =>1 对照品的甲醇溶液

在 344 ? 644+)波长范围内进行扫描，人参皂苷 =>1 对照品

在 34372+)处有吸收峰，因此选择 34!+)为检测波长［9］。
线性关系考察：精密称取 9)>人参皂苷 =@和人参皂苷

=>1 对照品，分置 9)$容量瓶中，甲醇溶解，定容至刻度，摇

匀，作为储备液。分别将人参皂苷 =@和人参皂苷 =>1 用色

谱纯甲醇稀释成不同浓度，按上述分析条件，以人参皂苷 =@
和人参皂苷 =>1 浓度对峰面积作图。结果表明，人参皂苷

=@在 139 ? 1379!><)$范围内成良好的线性关系，其回归方
程为：! ; 1 5 14A 6 " B 1!76（!><)$），# ; 47CCC2（+ ; 6 ）；人参
皂苷 =>1 在 94 ? 3!><)$范围内成良好的线性关系，其回归

方程为：! ; 1 5 14A 6 " B 117D（!><)$），# ; 47CCC8（+ ; 6）。
样品测定：取不同培养条件下所获西洋参冠瘿组织样品

溶液和对照品稀释液，分别进样 34!$，读取峰面积值。以外
标工作曲线法根据回归方程计算人参皂苷 =@和人参皂苷

=>1 含量。

! 结果与讨论

!"# 西洋参冠瘿组织的鉴定
胭脂碱型根癌农杆菌 %92菌株中 .’质粒上的 .0&EF中

含有胭脂碱合成酶基因，植物染色体内不含该基因，如果 .’
质粒将该基因导入了植物细胞，且在转化的植物细胞中表

达，则在诱导出来的冠瘿组织中就应检测到胭脂碱，则表明

转化成功。

经高压纸电泳实验证实，西洋参冠瘿瘤组织中有胭脂碱

斑点，说明由胭脂碱型根癌农杆菌 %92菌株诱导的冠瘿组织

整合了 .’质粒的 .0&EF片段，而西洋参愈伤组织中没有胭
脂碱和农杆碱斑点。鉴定结果如图 1所示。

!"! 西洋参冠瘿组织生长曲线及人参皂苷 $%# 和人参皂苷

$&累积曲线
考察了冠瘿组织在添加 !G蔗糖的 /H培养基上的生长

状况及人参皂苷 =@和人参皂苷 =>1 累积状况。结果见表 1。

由表 1可知，西洋参冠瘿组织在 /H固体培养基、39I、
暗培养条件下，4 ? DJ为缓慢生长期，D ? 39J为对数生长期
（39J生长量最大），39 ? !4J为稳定期，此后为衰减期，冠瘿
组织呈负增长，干重下降，培养基的营养成分已显不足。总

的看来，冠瘿组织生长速度较快，接种第 D天干重就增加了 1
倍多，到第 39天干重增加 6倍，其生长曲线大致呈“H”型，没
有出现典型的延迟期，可能是开始接种的冠瘿组织正处于旺

盛生长期，转接后生长没有停顿。人参皂苷 =@和人参皂苷

=>1 累积的变化也呈现一定的规律性：先是下降期（人参皂

苷 =>1：4 ? DJ；人参皂苷 =@：4 ? 11J），其后为上升期（人参皂

图 1 西洋参冠瘿组织中冠瘿碱的纸电泳测定

K’>L1 #(M@N @-@OPN*MQ*N@,’, (+(-R,’, *S *M’+@, SN*)

PQ@ ON*T+ >(-- *S $%&%’ ()*&()+,-.*)/
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表 # 不同生长期冠瘿组织重量和人参皂苷 $&和
人参皂苷 $%# 含量

’()*& # +,*-,.& /&0%1- 23 4.2/5 %(** (56 -1& 425-&5- 23 %057&52706&
$& (56 %057&52706& $%# (- -1& 6033&.&5- 4,*-,.& 8&.026

%W-PWN@ P’)@

<J

%W-PWN@, T@’>QP（&X）

M@N S-(,Y<>

=@ O*+P@+P

<G

=>1 O*+P@+P

<G

6 47148 47466 474!9

D 471!D 47493 47433

11 4731! 474D6 47432

19 473D6 47146 474!9

1C 47!!8 474C! 47462

33 47!28 474CD 47494

39 4762! 47133 47498

3C 47688 47132 4749C

!3 47618 471!6 47481

!8 47!C8 4716D 47463

!C 47!C6 4714D 47466

66 47!8C 4743! 4741C

苷 =>1：2 ? !3J；人参皂苷 =@：13 ? !8J），再后为下降期。人参

皂苷 =>1 的含量在第 !3J达到最高（47481G，人参皂苷占冠

瘿组织培养物干重的百分含量，下同），人参皂苷 =@的含量
在 !8J达到最高（4716DG）。综合考虑，人参皂苷 =>1 和人参

皂苷 =@的产率分别在 39J和 3CJ达最高，是继代或收集样
品的最佳时期。

!"9 生长培养基和合成培养基的筛选
各种培养基由于所含组分及其比例的不同，对西洋参冠

瘿细胞的生长及次生代谢产物的形成呈现不同程度的影响

（表 3）。在 8种培养基中，/H培养基既有利于冠瘿组织生长

!D!!期 于荣敏等：西洋参冠瘿组织培养及其人参皂苷 =@和人参皂苷 =>1 的产生



（!"#收获时干重达到 $%&’倍），又有利于人参皂苷 ()的产
生（含量达 *%+,-.，产率为 /%+, 0 +*1 - 2345678（9:））。:;<=)
培养基上人参皂苷 () 的累积量达 *%*,".，产率为 !%+’ 0
+*1 - 2345678（9:），但冠瘿组织成块状，分散性不好，不利于建
立悬浮培养体系。故本实验选择高盐浓度的 >?培养基作
为西洋参冠瘿组织维持及试验的基本培养基。

表 ! 冠瘿组织培养和人参皂苷 "#和人参皂苷 "$%
累积培养基的筛选

&’()# ! *#)#+,-./ .0 1#2-’ 0.3 ,4# +3.5/ $’)) $3.5,4 ’/2 ,4#
’++616)’,-./ .0 $-/7#/.7-2# "# ’/2 $-/7#/.7-2# "$%

>)#<6
@ABC=; 6DBEF=（9:）

G)A 4567832

() HBF=)F=

3.

(2+ HBF=)F=

3.

$，&IJ *%+&" *%*&& *%*"-

K *%+’, *%+-+ *%*+*

L" *%!&$ *%+&* *%*+’

:;<=) *%!!- *%+-’ *%*,"

:BB# *%!*! *%*&& *%*--

>? *%-!! *%+,- *%*--

!89 接种量对冠瘿组织生长及人参皂苷 "$% 和人参皂苷

"#合成的影响
由表 ’可知，接种量对冠瘿组织的生长有较大的影响。

接种量为 ! M -2345678（N:）时，相对生长速率较高（’%*,* M
’%’**2345678（N:）），也较有利于人参皂苷 ()和人参皂苷 (2+
累积；低于最适量时，生长相对较慢或不生长。分析原因，可

能是超过最适量，营养物质相对匮乏，从而使对数生长期缩

短，培养物的生长速率降低，代谢活动减慢而较早停止生长。

表 : 接种量对冠瘿组织生长和人参皂苷 "#和
人参皂苷 "$% 累积的影响

&’()# : ;00#+,7 .0 ,4# -/.+6)61 ’1.6/, ./ ,4# ,-776# $3.5,4
’/2 ,4# ’++616)’,-./ .0 $-/7#/.7-2# "# ’/2 $-/7#/.7-2# "$%

OFBHE5ED 6DBEF=

G)A 4567832

()56=<P) 2ABC=; 6DBEF=
（N:）G)A 4567832

() HBF=)F=

3.

(2+ HBF=)F=

3.

! ’%*,* *%+$/ *%*",

- ’%’** *%+&+ *%*"!

$ !%!/- *%+-! *%*-’

/ +%’$- *%+’& *%*’&

+* *%/+’ *%+++ *%*’!

+! *%$/& *%+!! *%*!&

+- *%"&! *%+*/ *%*!$

+$ *%"’, *%*&’ *%*!+

!8< =>对冠瘿组织生长及人参皂苷 "$% 和人参皂苷 "#合

成的影响

GK是影响细胞生长的重要因素之一。它可影响质膜的

渗透性及细胞对营养物质的吸收程度 % 本研究考察了不同
GK条件下的 >?培养基对西洋参冠瘿组织生长及人参皂苷
()和人参皂苷 (2+ 合成的影响。由表 -可知，GK值在 "%! M

"%/之间适于西洋参冠瘿瘤组织的生长，在 "%- M "%/之间有
利于人参皂苷 ()和人参皂苷 (2+ 合成，GK值低于 "%!和高

于 $%*时冠瘿组织生长和人参皂苷的合成均受到不同程度
的抑制。综合考虑，为了得到较高的产率，选择 GK "%- 的
>?培养基。

表 9 =>对冠瘿组织生长及人参皂苷 "$% 和

人参皂苷 "#合成的影响
&’()# 9 ?/0)6#/+#7 .0 => ./ ,4# ,-776# $3.5,4 ’/2 ,4#
’++616)’,-./ .0 $-/7#/.7-2# "# ’/2 $-/7#/.7-2# "$%

GK P65E)
@ABC=; 6DBEF=（9:）G)A

4567832

() HBF=)F=

3.

(2+ HBF=)F=

3.

"%! *%’’- *%*/’ *%*’+

"%- *%--& *%+’’ *%*-/

"%$ *%’"! *%+&$ *%*"-

"%/ *%’+" *%+/- *%*"!

$%* *%!,- *%+"’ *%*’/

$%! *%’+$ *%*&$ *%*!*

!8@ 肌醇对冠瘿组织生长及人参皂苷 "$% 和人参皂苷 "#
合成的影响

肌醇是 >?培养基中含量较大的一种有机成分，为了寻
求西洋参冠瘿组织生长及人参皂苷累积的最适肌醇浓度，在

>?培养基其它成分保持不变的条件下，考察了 *%**、*%*"、
*%+*、*%!*、*%’*和 *%-*23Q肌醇浓度对冠瘿组织生长及人参
三醇类皂苷累积的影响。

表 < 肌醇对冠瘿组织生长及人参皂苷 "$%、"#合成的影响

&’()# < ;00#+, .0 -/.7-,.) +./+#/,3’,-./ ./ ,4# ,-776# $3.5,4
’/2 ,4# ’++616)’,-./ .0 $-/7#/.7-2# "# ’/2 $-/7#/.7-2# "$%

OFB7<=B5 HBF=)F=

3（23Q）
@ABC=; 6DBEF=（9:）G)A

4567832

() HBF=)F=

3.

(2+ HBF=)F=

3.

*%** *%’*& *%+’" *%*+-

*%*" *%’’* *%+/! *%*+,

*%+* *%’,- *%+!, *%*’,

*%!* *%’-, *%+*& *%*"’

*%’* *%!,’ *%*/, *%*""

*%-* *%!-! *%*&- *%*’"

由表 "可知，在无激素的 >?培养基中附加不同浓度的
肌醇对细胞生长及人参皂苷 ()和人参皂苷 (2+ 的累积影响

显著。肌醇浓度为 *%*"23Q时，明显促进人参皂苷 ()的累
积，其含量明显高于其它组。肌醇浓度为 *%’*23Q时，有利

-&’ 生 物 工 程 学 报 +,卷



于人参皂苷 !"# 的累积。浓度过高或过低，均影响人参皂

苷的累积。肌醇浓度为 $%#$"&’时，有利于冠瘿组织生长。
本文对胭脂碱型根癌农杆菌 ()*菌株转化西洋参获得的

冠瘿组织进行了鉴定，并对固体培养条件进行了初步考察。

鉴定 +,-./片段是否已经整合进入西洋参的核基因组中的
方法很多，如 0(!扩增、12345678印迹杂交和纸电泳等方法。
其中高效纸电泳法是一种简便、高效的鉴定方法，无需贵重

的药品及特殊的设备。试验过程中曾尝试用高效硅胶板测

定，但效果并不理想。利用硝酸银也可显色，但需在暗室进

行，染色过程繁琐，故实验选用菲醌染色液显色。

培养过程中还发现，西洋参冠瘿组织较愈伤组织和无菌

苗容易培养，且不易染菌，具有一定的抑菌性，有利于大规模

培养和生产。西洋参冠瘿组织在 91培养基中的增长倍数
为 :%$:倍。人参皂苷 !6含量在 $%$;<= > $%#?@=之间，人
参皂苷 !"# 含量在 $%$#$= > $%$A#=之间。

在提取过程中，本实验利用了大孔树脂去色素、糖等杂

质。该法具有选择性好、吸附容量大、解吸容易等优点，由

B0’(图谱可见，杂质峰较少，但也发现所测皂苷含量低于在
同样条件下未经大孔树脂处理的样品中皂苷含量。

冠瘿组织培养是植物生物工程领域的研究热点之一，有

关研究报道很多。但西洋参冠瘿瘤培养的研究除本课题组

外，尚未见其它研究报道。本研究为利用转基因器官———

西洋参冠瘿组织生产药用人参皂苷类化合物提供了有价值

的参考资料。
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