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摘 要 利用发根农杆菌 B# 菌株在人参根外植体上直接诱导产生发根。在 2C!*D 固体培养基上建立起发根离体

培养系，经连续多代的培养，发根仍保持旺盛生长状态。EFG 扩增结果表明，发根农杆菌 G9 质粒的 *(,! 基因已在

人参发根基因组中整合并得到表达。液体培养基中发根生长速度约为固体培养的 ! 倍。经对发根中人参皂苷含

量及比生长速率的测定，筛选出高产发根系 G00!$。利用 HEIF 法测定了 G00!$ 发根系中单体皂苷 G<2、G4、GJ、GK2、

G-、GK! 和 G@ 的含量，人参总皂苷含量达 26L!8<C<。确定 2C!*D 培养液（$"<CI 蔗糖）、摇床转速 22",C89A、每 ! 周更

换一次培养液、继代培养时间 # 周，为人参发根生长适宜条件。探讨了培养容积、发根初始接种量以及分级放大培

养工艺对发根大规模生产过程中生物产量和皂苷含量的影响。
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发根农杆菌（31*(4+0/%*#)5 *"#6(1%$%&）侵染双子

叶植物，将其所含 G9 质粒的 3/N)B 片段整合到植

物基因组中，并表达产生发根［2，!］。由于发根具有生

长速度快、次生代谢产物含量高以及生化特性不易

改变的特点，已成为继植物细胞培养后的又一新的

生产植物有效成分的培养系统［$，#］。

人参（7+$+8 1#$&%$1 F( B( *4O）是名贵中药材。

人参皂苷是人参的主要有效成分，人参所表现出的

药理活性主要是人参皂苷作用的结果［6，5］。目前，人

参皂苷主要从栽培人参中提取，由于人参生长缓慢

（5 年收获），且采用伐林栽参生产方式，所以生产成

本高、资源破坏严重［P，1］。我国在人参发根的诱导及

其培养方面虽然已开展了一些研究，但仍有许多工

作需要完善［0］。

本文在前期研究工作的基础上［2" Q 2!］，利用发根

农杆菌 B# 菌株在人参根外植体上直接诱导产生人

参发根。筛选出人参高产发根系 G00!$，并对该发

根系的液体培养条件进行了系统研究。通过对培养

时间、培养液配比、培养液更换时间、培养液碳源种

类含量、摇床转速以及分级扩大培养工艺等因素的

比较研究，优化了人参发根液体培养条件。

! 材料和方法

!"! 细菌菌株及培养

发根农杆菌（31*(4+0/%*#)5 *"#6(1%$%&）B# 菌株由

中国农业科学院生物技术研究所贾士荣先生赠送，

在 R7S 固体培养基上暗培养和 #T保存，定期取出

活化。感染外植体前，将活化的 B# 菌株转入 R7S
液体培养基中 !1T、22" ,C89A 摇床上培养过夜，备

用。

!"# 外植体的准备

取生长健壮的 ! 年生（吉参 2 号人参品种）人参

根 2"" 余株，用肥皂水洗净，P"U酒精及 "L2U氯化

汞消毒，无菌水冲洗 $ 次，将参根切成 ! Q $88 的薄

片，置于无激素的 *D 固体培养基上预培养 2 Q !@。

!"$ 发根的诱导、灭菌及在固体培养基上生长特性

利用无菌注射器将培养过夜的微量菌液直接滴

加在上述预培养的根片上，在 !6T下暗培养诱导发

根。计算发根诱导率（产生发根的外植体数C总外植

体数）、发根诱导密度（发根总数C产生发根的外植体

数）。将 长 至 2-8 左 右 的 小 发 根 切 下，接 于 含 有

6""8<CI 羧苄青霉素的 *D 基本培养基上进行灭菌

处理。每隔 6 Q P 天转移 2 次，直至无细菌生长。将



无菌的发根培养在不含激素的 !" 和 #$%!" 固体培

养基上，每 & 周继代 # 次，测定生长量和人参皂苷含

量，计算比生长速率（培养后发根鲜重$培养前发根

鲜重），观察发根在固体培养基上生长特性。

!"# 发根的 $%& 检测

采用 ’()* 法［#+］提取发根及栽培人参（对照）基

因组 ,-)。取 ./01 材料用液氮速冻，在研钵中将其

磨碎，加 入 2.3 的 % 4 ’()* 缓 冲 液 提 取。根 据

"561789: 等［#&］发表的 )& 菌株 ;6 质粒 (<,-) 序列，

设计并合成一对 =’; 引物。引物 #：0>’?))?’((’<
()()((’?’)’))’?+>； 引物 %：0> ?’?))((’?
’?)(?)))(’))?() (’’+>。=’; 扩 增 反 应 采 用

#..!@ 体系，依次加入模板 #.!@（0.A1）、#. 4 =’; 缓

冲液 #.!@、B-(= 混合液（各 %/0!:）C!@、引物"与引

物#各 +!@、(DE 酶（0F$!@）./0!@。扩 增 程 序 为：

2G3预变性 0:6A，2&3变性 &0H，0.3退火 0.H，I%3
延伸 I.H，循环 +. 次，最后 I.3延伸 C:6A。扩增产

物在 #J琼脂糖凝胶上电泳，K8*L 染色分析扩增片

段大小［#0］。

!"’ 人参皂苷含量测定

人参 单 体 皂 苷 含 量 测 定 采 用 高 效 液 相 色 谱

（M=@’）法［##］。@’<#.)(N= 高压液相色谱仪测定，色

谱 柱：OLLP1F5DL<M’#C 粒 径 #.!:；流 动 相：! Q #.
::95$@ RM%=S&<’M+’-（C. T %.），* Q M%S<’M+’-（#0 T
C0）；流速：#:@$:6A；室温；检测波长：%.+A:。总皂苷

含量测定采用分光光度比色法［#.］。

!"( 人参发根的液体培养及高产发根系的筛选

将诱导的发根系培养在不含激素的 !" 液体培

养液中，培养温度 %03［#.］，每 & 周继代 # 次。用灭

菌滤纸吸干发根表面培养液，在无菌条件下称量接

种时每瓶发根鲜重（1）和培养后每瓶发根鲜重，用这

些数据计算生长量、比生长速率（培育后发根鲜重$
培养前发根鲜重）。同时，计算人参皂苷含量和人参

皂苷产量（发根产量 4 皂苷含量）。选择比生长速率

和人参皂苷含量高的发根系扩大培养。

!") 液体培养条件的优化

将高产发根系 ;22%+ 转至无激素的 !"、#$%!"
及 - $0 !"（R-S+、-M&-S+ 的浓度降低 0 倍）液体培

养基上，分别在 %03不同转速（C. L$:6A、##. L$:6A、

#&. L$:6A）的摇床上培养；培养液更换方式采用每 %
周更换 # 次和每 & 周更换 # 次两个处理；培养液中

碳源种类及含量试验分别设 +.1$@ 蔗糖、#01$@ 蔗糖

和 +.1$@ 葡萄糖三个处理；接种量对发根生长影响

试验，初始发根接种量约 #1，%1，+1 和 &1 四个处理；

扩大培养工艺试验设种子瓶容积 ./#@、次级培养瓶

容积 ./0@ 和生产瓶容积 %/.@ 三步培养工艺，同时

设计了每步培养时间、种子瓶接种量、次级培养瓶接

种量和生产瓶接种量对发根放大培养的影响。

* 结 果

*"! 人参发根的诱导及杀菌培养

接菌培养 0 U G 周后，在一些人参根组织块的切

面上长出白色小发根（图 #）或瘤状小突起。而其它

处理的根组织切面上则无发根及小突起产生。经统

计，在 G. 个根外植体中共有 ## 个外植体诱导出 #2
个发根，诱导率为 #C/+J，发根诱导密度为 #/I%。

将长至 #V: 左右的小发根切下，接于含羧苄青霉素

的 !" 基本培养基上灭菌培养。每隔 0 U IB 转移 #
次，直至无细菌为止。其中有 + 个发根在杀菌过程

中坏掉，而共获得 #G 个无菌发根。

*"* 人参发根的固体培养特性

将杀菌后的发根转至不含激素的 !" 及 #$%!"
基本固体培养基上继代繁殖。完全无菌的发根在无

激素的固体培养基上经连续多代（0 代）的培养，始

终保持初始时的生长茂盛，且分支性强、丛生、无向

地性的特性（图 %）。尽管发根在 #$%!" 固体培养基

上的生长状况与在 !" 固体培养基上的生长状况基

本相同，但由于 #$%!" 培养基成本低于 !"，因此具

有成本低的优点。

图 # 经发根农杆菌 )& 菌株侵染

人参根外植体产生的发根

W61X# MD6LY L998H ZL9: P[\5DA8H 9Z
16AHPA1 L998 8LDAHZ9L:PB ]Y )& H8LD6A

*"+ 发根中 !"#$ 基因的 $%& 扩增

"#$% 是发根农杆菌 ;6 质粒 (@<,-) 上决定生根

的一个基因。我们根据合成的一对 "#$% 基因引物，

应用 =’; 仪以人参发根基因组 ,-) 为模板，扩增出

"#$% 基因。根据所设计的引物判断，扩增的目的基

G#% 生 物 工 程 学 报 %. 卷



图 ! 发根在 "# 固体培养基上的生长状况及特性

$%&’! #()(* )+, -*)(./* 0- 1)%/2 /00(3 0+ "# 4*,%.4

因应为 56!78 的特异产物。经 9 次重复实验，结果

在 :;琼脂糖凝胶上，用 <=> 4)/?*/ !@@@ 标记，可见

一条约 @A5?7 的泳带（图 9）。证明了本试验由发根

农杆菌 >B 菌株介导产生的人参发根，确实已被 CDE
<=> 所转化。

图 9 人参发根中 !"#$ 基因的 FGH 扩增

$%&’9 FGH )48I%-%J)(%0+ 0- !"#$ &*+* %+
&%+3*+& 1)%/2 /00(3 &*+04*

:，!，9：1)%/2 /00( HKK:!，HKK!9)+, HKK:L；

B：>BH% 8I)34%,；L：40I*J.I)/ M*%&1( 4)/?*/；

N：+0+E(/)+3-0/4*, 0/,%+)/2 &%+3*+& /00(3

表 ! 培养 " 至 # 周发根 $%%!& 系中单体皂苷与总皂苷含量

’()*+ ! ’,-(* ./01+0,1/2+ (02 3,0,3+4 ./1+0,1/2+ 5,0-+0- /0 6(/47 4,,- $%%!& 58*-84+2 94,3 " -, # :++;1

G.I(./* (%4*
O（M**?）

H&:
O（4&O&）

H*
O（4&O&）

H-
O（4&O&）

H7:
O（4&O&）

HJ
O（4&O&）

H7!
O（4&O&）

H,
O（4&O&）

C0()I &%+3*+03%,*
O（4&O&）

: NA!L BAN5 @A55 9A9@ @A59 :A:5 :AB9 :5ALL

! LALN 9A!5 @AN9 !A!L @A6L @AK@ :AN9 :LA@@

9 6A!9 9A69 @ANL !A55 @AKL :A:5 !A!L :5A56

B LA6L 9A5@ @ALL !A9L @A5L @AK9 :AN@ :LA59

!<# 人参发根的液体培养及高产发根系的筛选

实现人参发根大规模液体培养，是人参皂苷工

厂化生产的关键。我们对主要人参发根系在固体及

液体培养基上生长情况的调查结果表明，发根在液

体培养基上的比生长速率约为固体培养基的 ! 倍。

通过对生长在相同液体培养条件下的 :N 个发

根系比生长速率及人参总皂苷含量的测定，发现发

根系间在这两个性状上存在着一定差异。表 : 列出

9 个具有较高生长速率和人参皂苷含量的发根系，

其中发根系 HKK!9 具有最高的生长速率，在连续培

养 B 周后生长量比最初提高了 !5A5 倍，人参皂苷产

量（比生长速率 P 总皂甙含量）也高于其它发根系。

说明 HKK!9 是一个生长速度快、皂甙含量高的高产

发根系。

对生长 : Q B 周的高产发根系 HKK!9 主要单体

皂苷含量进行了 RFDG 测定。结果表明（见表 !），发

根中含有检测的 6 种单体皂苷，总皂苷的含量达

:54&O&，与栽培 9 年生人参所含总皂苷含量相当［:@］。

由表 ! 还可以看出，发根培养过程中的皂苷含量基

本保持稳定，并随培养时间的延长总皂苷含量有增

加的趋势，但同时也存在高E低E高E低的含量变化，这

种变化与二周更换一次培养液相吻合，可能与培养

液中营养成分的充足与否有关。

表 " 人参主要发根无性系的比生长速率及人参总皂甙含量

’()*+ " =>+5/9/5 .4,:-6 4(-+ (02 -,-(* ./01+0,1/2+
5,0-+0- ,9 3(/0 ./01+0. 6(/47 4,,- 5*,0+1

R)%/2 /00(
#(/)%+3

S/0M(1 /)(*
</2 M*%&1( 0-
1)%/2 /00(3O
（&·DT :）

C0()I &%+3*+03%,*

G0+(*+(O; U%*I,O（&·DT :）

HKK:! !LA5! !!A! :A:B @A!L9

HKK!9 !5A5@ !5AB :AL! @AB9!

HKKB5 !:A!9 :5A5 :ALN @A!K9

!<? 人参高产发根系 $%%!& 液体培养条件的优化

及扩大培养工艺

!<?<" 培养液配比和摇床转速、培养液更换时间对

发根生长的影响：以选择的 HKK!9 人参高产发根系

为试验材料，通过不同液体培养基配比（"#、:O!"#、

=OL"#）和 不 同 摇 床 转 速（5@/O4%+、::@/O4%+、:B@
/O4%+）对发根比生长速率影响的研究，发现人参发

根在:O! "# 液体培养基和 ::@ /O4%+ 转速的摇床上

的比生长速率较大（表 9），经连续 :B , 的培养，发根
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比生长速率达到 !"#!。最短加倍时间仅为 $ % 左右。

表 ! 液体培养条件对人参发根

"##$! 比生长速率的影响!

%&’() ! *++),- .+ (/01/2 ,1(-13) +&,-.34
.5 46),/+/, 73.8-9 3&-) .+ 7/54)57 9&/3: 3..-

&’()’*+ ,+%-’,
./)/)0*1 23++% 04 25/6+*7（*7,-8）

9: ;;: ;<:

=> !"$$ ? :"! !"#! ? ;"@ !"A9 ? :"#

;7B=> !"B9 ? :"# !"$B ? :"9 !"@A ? ;";

C7$=> $";$ ? ;": $"@$ ? ;"B $"<B ? :"!

! D/)/ 40* ;< %/1E F*+25 G+-H5) 04 )5+ 5/-*1 *00)2 I+40*+ J’()’*+ G/2 /I0’) ;":H

如果以培养天数（%）为横坐标，发根的生物产量

为纵坐标作一生长曲线（如图 < 所示），我们不难看

出：人参发根的生长可基本分成 @ 个阶段，即前 B 周

（: K ;< %）的快速生长阶段，@ K < 周（;< K B9 %）的中

速生长阶段和 < 周后的慢速生长阶段。所以，人参

发根液体培养的最佳继代培养时间为 < 周。如果两

周后更换新培养液，则发根生长速率比不更换培养

液的处理要高。可见，在人参发根液体培养时每 B
周更换一次培养液，可以获得更高的生长速率和生

物产量。

图 < 人参发根在液体培养条件下的生长曲线

F-HE< L*0G)5 J’*M+ 04 H-82+8H 5/-*1
*00)2 -8 (-H’-%NJ’()’*+ J08%-)-08

表 ; 不同培养容积下人参发根的生物产量和人参皂苷含量

%&’() ; </.=&44 &52 7/54)5.4/2)4 ,.5-)5- .+ 9&/3: 3..-4 /5 2/++)3)5- ,1(-13) >.(1=)

&’()’*+ M0(’,+7,O PM+*/H+ 4-*2)NG+-H5)7H F-*2)NG+-H5)7（H7O） Q-0,/22 4*+25 G+-H5)7H Q-0,/227（H7O） L-82+802-%+ J08)+8)7R

;:: ;"@< ;@"<: ;$"!B ;$!"B ;":<

B$: B"#$ ;;"9: @A":; ;<<": :"#$

$:: A";@ ;B"BA $@"#: ;:!"9 :"!$

$?;?$ 培养液糖分种类、含量、培养容积及接种量

对发根生长的影响：分别以蔗糖和葡萄糖为碳源，进

行了 < 周的培养。结果表明，添加蔗糖的处理在发

根生物产量和人参皂苷含量上比添加葡萄糖的处理

高出很多。蔗糖的含量以 @:H7O 的处理优于 ;$H7O
的处理，见表 <。

为了确定不同培养容积对人参发根生物产量与

人参皂苷产量的影响，在初接种量基本相同的条件

下，分 ;::,O、B$: ,O 和 $:: ,O 三 种 培 养 瓶，在

;7B=>培养液中，B$S，;;:*7,-8 的摇床上培养 < 周。

结果表明（见表 $），随着培养放大规模的提高，初始

接种量的大小对发根生物产量和人参皂苷产量的影

响也越来越重要。同时，发根在液体培养条件下所

受的剪切力、流体特性和空气溶解量等因素也会随

培养容积的提高发生改变。

表 @ 糖分种类含量对发根生物产量和皂苷含量的影响

%&’() @ *++),- .5 ’/.=&44 &52 7/54)5.4/2) ,.5-)5-
.+ 9&/3: 3..-4 ’: 2/++)3)5- ,&3’.9:23&-)

T*+/),+8)
U/-*1 *00)2

D*1 G+-H5)
7（H7O）

L-82+802-%+
7R

L-82+8H02-%+ 1-+(%
7（H7O）

L(’J02+ @:H @"$B! :"<<B :":;A
>’H/* @:H ;:"!$< ;"A#$ :";9B
>’H/* ;$H $"$:$ ;":9B :":$#

适宜接种量试验在 ;::,O 培养瓶内进行，设计

接种量分别为 ;H、B H、@ H 和 < H，每个处理 $ 瓶，连续

培养 < 周，中间更换培养液 ; 次。结果如表 A 所示，

尽管随着初始接种量的提高，发根比生长速率有所

降低，但总的生物产量是与初始接种量成正比的。

所以，在扩大培养时，应随着培养容积的增大，适当

增加初始接种量，以获得较高的发根生物产量。

$?;?! 人参发根放大培养生产工艺：由以上研究结

果看出，人参发根培养要获得较高的生物产量及皂

苷生产能力，必须进行分级放大培养，并确定分级培

养时间、培养容积、初始接种量以及培养液更换方式

等参数。本实验确定三级培养方式，种子瓶容积

:";O，次级培养瓶容积 :"$O，生产瓶容积 B":O（见图

$）。根据发根前两周为快速生长期的特性，并免去

更换培养液的麻烦，确定前两级的培养时间为 B 周；

第三级培养时间为 < 周，培养 B 周后更换 ; 次培养

液。在这些基本参数确定后，不同容积培养瓶的发
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根投放量，便成为控制最终产量的重要环节。

表 ! 列出三级放大培养过程中不同接种量对发

根终产量影响的结果。按该放大培养工艺，在平均

初始接种量约 "#，次级接种量 $%# 左右，生产瓶接种

量约 &%# 的情况下，最终发根产量（鲜重）可达 ’!%#
左右。在具体操作时，应设立 $ 个以上种子瓶，为次

级培养提供充足的接种量。

表 ! 不同接种量对培养 " 周的发根生物产量的影响

#$%&’ ! ())’*+ ,- %.,/$00 ,) 1$.23 2,,+0 4.+1
5.))’2’-+ .-,*6&$+.,- *6&+62’5 " 4’’70

()*+,-./0*)1# 234+050+ #6*7/8 6./4 964:8 740#8/1#

;<% ;$<!& &<=!=
’<% ;$<’" ;$<’$&
$<% ;$<%> ;><&$’
"<% ;%<!" ’;<"="

图 ? 人参发根三级放大培养及发根在液体培养液中的生长状态

90#@? A8644 :/43: +,-/,64 .)B #6*7/8 :/./4 *5 #0):4)# 8.06C 6**/: 0) -0D,0B +,-/,64

表 8 发根放大培养过程中接种量与生物产量间的关系

#$%&’ 8 9’&$+.,-01.: %’+4’’- .-,*6&$+.,- $-5 %.,/$00 .- +1’ 0*$&’;6: :2,*’00 ,) 1$.23 2,,+0

A64./E4)/
%<;F G*-,E4 %<?F G*-,E4 ’<%F G*-,E4

（;） （’） （$） （"） （?） （&） ! " # $ % &
()*+,-./0*)（#） "<$= $<!$ $<!= "<’% "<=$ ’<!& ;%<?>（;）’%<’"（’ H $）$$<$=（" H ? H &） ’=<>? $!<?= ?><$&
’744I:，C04-B（#） ;%<?> ;%<?" ><!% ;%<?& ;$<!’ ><;% ’=<>? $!<?= ?><$&
"744I:，C04-B（#） ;%=<’% ;?><?% ’!%<;%

< 讨 论

利用生物工程技术生产天然药用植物的有效成

分，是药用资源植物可持续发展的有效途径之一。

我们利用发根农杆菌诱导人参根外植体成功，获得

具有生长速度快、人参皂甙含量高的人参发根系，并

取得小规模人参皂苷工厂化生产的成功，对推动我

国人参产业的可持续发展，促进高新技术在人参生

产上的应用，以及探索人参新的药用资源，具有一定

的理论和现实意义。

J" 菌株为野生型农杆菌，本试验中表现出较好

的致病性。由于野生型农杆菌在土壤中对双子叶植

物根的侵染是普遍存在的，因此，J" 菌株对人参的

遗传转化在某种程度上讲，比人为改造的农杆菌要

安全得多。人参药用部位为根部，根据药用植物有

效成分器官的专一性，以根为外植体诱导发根在人

参有效成分生产上将具有很重要的意义。据有关报

道［;&］，一般植物在感染发根农杆菌后 ’ K " 周即可

长出发根。本试验中，发根出现的高峰一般在第 &
周，比一般双子叶植物要晚 ; 倍左右，可能与人参属

植物生长缓慢的特点有关。

发根在液体培养条件下的生长速度、药用有效

成分含量，以及后代产量的稳定性等，是生物工程生

产天然药用植物有效成分的关键。本文通过对诱导

的不同发根系比生长速率、人参总皂甙含量、主要单

体皂甙含量的测定，筛选出具有生长速度快、人参皂

甙含量高的高产人参发根无性系 L>>’$，并通过本

研究基本确立了人参发根适宜液体培养条件。实现

人参发根大规模培养的另一个主要问题是发根的不

易流动性，为发根连续培养过程中的转移带来困难，

易造成污染。所以，进一步研究适于发根大规模培

养装置，提高其大规模培养的生产效率和有效成分

含量，就显得十分重要。
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