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白英毛状根的培养与薯蓣皂苷元的测定 
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摘  要：目的  建立白英 Solanum lyratum 毛状根诱导与培养体系，筛选出薯蓣皂苷元高产的毛状根无性系。方法  利用发

根农杆菌 C58C1 感染白英外植体获得毛状根，建立白英毛状根遗传转化体系。采用 HPLC 法检测薯蓣皂苷元量。结果  菌

液浸染时间为 10 min、共培养时间为 4 d 可获得最佳转化效果，毛状根诱导率为 83.33%。HPLC 检测结果表明，野生型白英

植株中叶片的薯蓣皂苷元量最高，为 1.742 mg/g。毛状根中薯蓣皂苷元的平均质量分数为 4.620 mg/g，是白英叶片的 2.652

倍。结论  通过白英毛状根离体培养，可以高效率地获得薯蓣皂苷元。 
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Culture of hairy roots in Solanum lyratum and determination of diosgenin 
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Abstract: Objective  To establish the introduction and culture system of the hairy roots in Solanum lyratum and to screen the clone 

of hairy roots with more diosgenin. Methods  The explants of S. lyratum were infected by Agrobacterium tumefaciens strain C58C1, 

to obtain the hairy roots and construct the genetic transformation system of the hairy roots in S. lyratum. HPLC was used to determine 

the diosgenin in the hairy roots. Results  The optimum transformation results were obtained with the max inductivity of hairy roots of 

83.33% during infecting time for 10 min by C58C1 and co-cultural time of 4 d. The average content of diosgenin in the hairy roots was 

4.620 mg/g, it was 2.652 times as high as that in the leaves (1.742 mg/g) which had the highest diosgenin content in the different tissues 

of wild type plant of S. lyratum. Conclusion  It is an effective way to obtain diosgenin from the hairy roots of S. lyratum. 
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白 英 Solanum lyratum Thunb. 是 茄 科

（Solanaceae）茄属 Solanum L. 植物，多年生蔓性

草本植物，又名毛风藤、白毛藤、毛秀才、毛葫

芦。白英全草及根干燥后入药，具有解毒消肿、

清热利湿、祛风化痰及抗癌等功效，目前，白英

已成为常用抗癌中药，用于治疗宫颈癌[1]、肝癌[2]

等癌症。薯蓣皂苷元（diosgenin）是白英中的重

要药用成分，是合成甾体激素类药物最理想的基

础原料，同时也具有治疗心血管疾病[3]、抗癌[4]、

抗炎[5]、调节血脂[6]、抗老化[7]等效果。但大量采

挖白英以获得薯蓣皂苷元不符合可持续发展战

略。利用发根农杆菌诱导药用植物产生毛状根，

进行大量离体培养，从而高效地获得次生代谢产

物[8]，是药用植物资源可持续利用的有效途径之

一。目前，对白英的毛状根诱导还未见报道。本

实验利用发根农杆菌 C58C1 转化白英产生毛状

根，建立白英毛状根诱导体系，为高效获得薯蓣

皂苷元提供新的途径。 
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白英 Solanum lyratum Thunb.植株。发根农杆菌

C58C1 由本实验室保存，C58C1 是根癌农杆菌经过

“Disarmed”改造后，保留 Helper 质粒，导入 pRiA4

质粒，改造后的 C58C1 失去使植物长冠瘤组织的能

力，成为发根农杆菌。 

岛津 LC-20AD 自动进样高效液相色谱仪，IKA

旋转蒸发仪，薯蓣皂苷元对照品（批号 512-04-9）

购于成都曼彻斯特生物科技有限公司，质量分数大

于 99.99%。 

2  方法 

2.1  野生型白英无菌苗的获得 

2.1.1  种子萌发  取白英种子用 40 ℃水浸泡 1 h，

自来水常温浸泡 24 h 解除休眠。75%乙醇消毒 30 s，

无菌水冲洗 3 次，升汞消毒 10 min，无菌水冲洗 4

次，接种于 MS 培养基中 25 ℃暗培养至萌发[9]。 

2.1.2  外植体消毒  取白英 4～5 cm 长的顶芽，用

洗衣粉水清洗 30 min，流水冲洗 2 h。在超净工作

台上，用 75%乙醇浸泡 30 s，无菌水冲洗 2 次，0.1% 

HgCl 溶液浸泡 8 min，无菌水冲洗 3 次，每次 5 min。

用无菌吸水纸吸去顶芽表面的水分后，接种于 MS

固体培养基中，14 d 后观察污染情况，若未污染则

说明消毒彻底，可作为无菌苗进行遗传转化。 

2.2  菌种的活化 

从 −80 ℃超低温冰箱中取出保存的菌株

C58C1 200 μL，加入 25 mL 附加 40 mg/L 利福平的

YEB 液体培养基中，200 r/min，27 ℃快速震荡培

养 24 h，复苏菌体。在 50 mL 附加 40 mg/L 利福平

的 YEP 液体培养基中加入 100 μL 上述复苏菌液，

200 r/min 振荡培养至 A600 值为 0.3 左右，加入乙酰

丁香酮（AS）至 100 μmol/L，相同条件下继续振荡

培养至 A600值为 0.5 左右。将 A600值为 0.5 的菌液

分装于 10 mL 离心管内，4 ℃、4 000 r/min 离心 10 

min，弃上清液，菌体用等体积的附加 100 μmol/L AS

的 MS 液体培养基悬浮培养，继续活化 30 min 左右

后可作为浸染液用于转化。 

2.3  白英毛状根的诱导 

将白英无菌苗叶片切成 0.5～1 cm2 的小块，

用无菌针扎出一些伤口，放入已活化好的菌液中

浸泡 5～20 d，吸干多余菌液，接种于附加了 100 

μmol/L AS 的 MS 固体培养基中，27 ℃黑暗共培

养 3～6 d，至叶片周围有菌圈出现时，取出叶片，

用无菌水洗涤 1 次，无菌吸水纸吸干后转入附加

500 mol/L 头孢噻肟钠（Cef）的 MS 培养基上进

行光照除菌培养，每 7 天更换 1 次培养基，直至长

出毛状根。 

2.4  毛状根的培养 

剪取生长迅速、分枝多的毛状根尖端 3～4 cm，

在 YEB 琼脂培养基上暗培养 7 d，以确定在植物组

织中没有残留农杆菌。除菌彻底后，剪取分枝多的

毛状根根尖 3～4 cm，接种于含 150 mL 1/2 MS 液

体培养基的 250 mL 锥形瓶中，110 r/min，27 ℃摇

床暗培养。每 10 天左右更换 1 次培养基，培养 30 d

左右收获毛状根进行分子检测后，选取分支较多且

性状稳定的阳性毛状根克隆进行扩大培养。培养 45 

d 时收获毛状根进行薯蓣皂苷元的测定。 

2.5  毛状根再生植株的获得   

    利用 Ri 质粒诱导产生的毛状根易产生再生植

株，且多数毛状根诱导再生植株需在培养基中添加

激素。但有些植物可不经愈伤组织阶段直接出芽。

如烟草毛状根[10]在无激素的培养基上可直接产生

大量不定芽。本实验试图验证白英毛状根是否可在

无任何外源激素的 1/2MS 液体培养基中直接出芽，

产生再生植株。将 10 组不同的白英毛状根单克隆分

别接种于 1/2MS 液体培养基中黑暗摇床培养，定时

观察记录是否有不定芽长出。 

2.6  白英毛状根 rolB 基因的 PCR 检测 

分别取不同单克隆系的毛状根，用试剂盒法提

取 DNA。采用 PCR 扩增法以 f-VirD1/r-VirD1 为引

物检测毛状根中 VirD1 基因，以 f-rolb/r-rolb 为引物

检测 rolB 基因。f-VirD1 为 5’-ATGTCGCAAGGAC- 

GTAAGCCC-3’；r-VirD 为 5’-GGAGTCTTTCAGC- 

ATGGAGCA-3’。f-rolb 为 5’-GCTCTTGCAGTGCT- 

AGATTT-3’，r-rolb 为 5’-GAAGGTGCAAGCTACC- 

TCTC-3’。PCR 反应体系为 25 μL，依次加入 DNA

模板 1 μL，正、反引物各 0.5 μL，dd H2O 10.5 μL，

GoTaq® Green Master Mix 12.5 μL。取发根农杆菌活

菌液 1 μL 作为阳性对照，同时进行 PCR 反应。PCR

扩增条件：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 45 s；55 

℃退火 20 s；72 ℃延伸 30 s；30 个循环后 72 ℃延

伸 10 min。扩增产物于 120 V，90 mA 下进行 0.1%

琼脂糖凝胶电泳，然后于凝胶成像系统中保存拍照。 

2.7  白英中薯蓣皂苷元的提取 

取6个在液体培养基中振荡培养45 d的不同白英

毛状根单克隆进行薯蓣皂苷元测定。提取方法为超声

提取法[11]。将野生型白英根、茎、叶及毛状根 60 ℃

烘干至恒定质量，充分研磨后过 40 目筛，精密称定
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各单克隆毛状根粉末 0.2 g，置于 25 mL 具塞锥形瓶

中，加入 95%乙醇 10 mL，超声 30 min，静止放冷，

抽滤，重复操作 1 次，合并滤液，旋转蒸发乙醇至干。

加浓盐酸 10 mL，置沸水浴中水解 2 h，冷却后用

NaOH 溶液调节 pH 至中性，用石油醚（60～90 ℃）

萃取 3 次，每次 50 mL，分别萃取 30 min。合并 3 次

所得石油醚，旋转蒸发仪 50 ℃减压蒸干，残渣用甲

醇定容至 10 mL，0.45 μm 微孔滤膜滤过即得。 

2.8  薯蓣皂苷元的 HPLC 测定 

2.8.1  色谱条件[12]  Symmetry-C18色谱柱（150 mm×

4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-三重蒸馏水（93∶7）；

体积流量为 1.0 mL/min；检测波长为 210 nm；柱温 30 

℃，进样量为 20 μL。 

2.8.2  薯蓣皂苷元标准曲线的绘制  精确称取薯蓣

皂苷元对照品 3 mg，用甲醇配制成 1 mg/mL 的对照

品溶液母液，用甲醇稀释，配制为 0.1、0.25、0.5、

0.75、1 mg/mL 的对照品溶液。在 210 nm 波长下检

测薯蓣皂苷元对照品，记录出峰时间和峰面积。以

峰面积为纵坐标（Y），以样品质量浓度为横坐标

（X），得到薯蓣皂苷元标准曲线的线性回归方程

为 Y＝4 200.1 X－51 232，R2＝0.999 9。线性范围

为 0.1～1.0 mg/mL。 

3  结果与分析 

3.1  毛状根的诱导 

3.1.1  菌液浸染时间对毛状根诱导率的影响  外植

体在菌液中浸染 10 d 时，诱导率最高，为 83.33%，

叶片存活率最高，为 93%。浸染时间过长会导致叶

片死亡，浸染时间过短则诱导率过低。结果见表 1。 

表 1  菌液浸染时间对毛状根诱导率的影响 

Table 1  Effect of different bacteria inoculation time on 

induction rate of hairy roots 

浸染时间/d 发根外植体数/个 外植体总数/个 诱导率/%

5 6 30 20.00 

10 25 30 83.33 

15 11 30 36.67 

20 8 30 26.67 

 

3.1.2  共培养时间对毛状根诱导率的影响  在诱导

毛状根的过程中，外植体要在菌液浸染后与发根农

杆菌共培养一段时间，使发根农杆菌的 Ri 质粒能够

转移到植物基因组中，所以共培养的时间对提高转

化率是非常重要的。共培养 2 d 时，外植体周围无

菌落长出，进行除菌后培养发根率仅为 23.33%。共

培养时间为 6 d 时，外植体上以及外植体周围的

培养基上有较多的菌落产生，发根农杆菌大量繁

殖对外植体产生了毒害作用，外植体多数死亡。

共培养时间为 4 d 时，外植体周围有少量菌落产

生，诱导率最高。在共培养的 4 d 里，Ri 质粒较

好地完成了整合和转移，而快速繁殖的发根农杆

菌并没有对外植体产生较大的毒害作用，说明发

根农杆菌诱导白英毛状根外植体与农杆菌最佳共

培养时间为 4 d（表 2）。 

3.1.3  抗生素质量浓度对毛状根诱导率的影响  当

Cef 的质量浓度低于 500 mg/L 时，难以达到较好的

除菌效果，培养基上有菌落长出且 Cef 质量浓度越

低菌落越多。当抗生素的质量浓度为 500 mg/L 时除

菌效果最好，无菌落长出且诱导率高。当抗生素的

质量浓度大于 500 mg/L 时，外植体褐化，诱导率变

低（表 3）。说明 Cef 的质量浓度为 500 mg/L 时既能

起到良好的抑菌效果，又对毛状根的生长影响较小。 

表 2  共培养时间对毛状根诱导率的影响 

Table 2  Effect of different co-culture time on induction rate 

of hairy roots 

共培养时间/d 发根外植体数/个 外植体总数/个 诱导率/%
2 7 30 23.33 

3 13 30 42.33 

4 23 30 76.67 

5 14 30 46.67 

6 8 30 26.67 

表 3  抗生素质量浓度对毛状根诱导率的影响 

Table 3  Effect of different concentration of antibiotic on 

induction rate of hairy roots 

抗生素/(mg·L−1)发根外植体数/个 外植体总数/个诱导率/%

200 6 30 20.00

300 11 30 36.67

400 14 30 46.67

500 24 30 80.00

600 13 30 43.33

 

白英外植体与 C58C1 共培养 4 d 后，光照培养

10 d，叶片伤口处开始长出毛状根。诱导产生的毛

状根为白色，多分枝，多根毛，无向地性。待毛状

根长至 3～4 cm 时切下，转入附加 Cef 的 MS 固体

培养基中除菌培养，毛状根生长速度加快。待完全

除菌后，切下毛状根 3～4 cm 处多分枝的根尖段，

转入无激素的 1/2 MS 液体培养基中摇床暗培养，毛
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状根生长迅速。液体震荡培养 45 d 时，毛状根生物

量明显增多，并出现褐化（图 1），说明毛状根中次

生代谢产物已经大量积累，可以收获并进行次生代

谢产物量的测定。 

3.2  白英毛状根再生植株的获得 

液体培养 15 d 左右，毛状根上产生不定芽，将不

定芽移至 MS 固体培养基中光照培养，得到白英毛状

根再生植株。再生植株的根无向地性、根毛多、生长

旺盛，具有明显毛状根的特性。再生植株长出侧根后，

会由侧根处再生出幼苗。由毛状根产生的白英再生植

株叶片较野生型白英更加稠密，茎的木质化程度较

弱，生长速度明显高于野生型白英（图 2）。 

3.3  白英毛状根及再生植株 rolB 基因的 PCR 检测 

以白英野生型无菌苗基因组作为阴性对照，以

发根农杆菌 C58C1 菌液作为阳性对照进行 PCR 扩

增来检测白英毛状根系中的VirD基因和 rolB基因。

共检测了 6 个毛状根单克隆系及 5 个毛状根再生植

株，其中均检测到 rolB 基因的存在（图 3 和图 4），

而 VirD 基因未出现阳性。此结果表明，发根农杆菌

C58C1 中的 Ri 质粒的 T-DNA 已被成功整合到白英

的基因中，且这 6 个单克隆系均未被农杆菌污染。 

3.4  白英毛状根中薯蓣皂苷元的测定 

取 6 个培养 45 d 次生代谢产物充分积累的白

英毛状根单克隆系（M1～M6）进行 HPLC 检测。 

 
A-发根农杆菌诱导外植体产生的毛状根  B-毛状根单克隆  C-液体培养的毛状根 

A-hairy roots inducted by A. rhizogenes  B-hairy root monoclonal  C-hairy roots in liquid medium 

图 1  白英毛状根的获得 

Fig. 1  Hairy roots of S. lyratum  

 
A-液体培养产生的不定芽  B-MS 培养基上生长的再生植株  C-生长 30 d 的再生植株  D-野生型白英无菌苗 

A-adventitious bud produced in liquid medium  B-regenerated plants growing in MS medium  C-regenerated plants grown for 30 d  D-aseptic seedling of wild type S. lyratum  

图 2  白英毛状根再生植株 

Fig. 2  Hairy roots regenerated plants of S. lyratum  

 
M-Marker  “+”-阳性对照 C58C1 菌株  “−”阴性对照野生白英 

1～6-不同白英毛状根单克隆 
M-Marker  “+”-C58C1 strain for positive control；“−”-wild type of S. 
lyratum for negative control  1—6-diferent monoclonal hairy roots of S. lyratum 

图 3  白英部分毛状根 rolB 基因的 PCR 检测 

Fig. 3  PCR detection of rolB gene in hairy roots of S. 
lyratum  

 

M-Marker  “+”-阳性对照 C58C1 菌株  “−”阴性对照野生白英   

1～5-不同毛状根再生植株 
M-Marker  “+”-C58C1 strain for positive control  “−”-wild type of S. lyratum 
for negative control  1—5-diferent hairy roots in regenerated plants of S. lyratum  

图 4  白英部分毛状根再生植株 rolB 基因的 PCR 检测 

Fig. 4  PCR detection of rolB gene in hairy roots 

regenerated plants of S. lyratum  

M + − 1  2  3  4  5  6   

500 bp rolB (423 bp)

M  −  + 1  2  3  4  5  

rolB (423 bp)500 bp 

B
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同时检测生长了 80 d 的白英野生型无菌苗根、茎、

叶中薯蓣皂苷元的量。检测结果表明，野生型白英

无菌苗的叶片中薯蓣皂苷元量最高，为 1.742 mg/g

（表 4）。生长 45 d 的白英毛状根中薯蓣皂苷元的量

明显高于生长 80 d 的野生型白英无菌苗。毛状根单

克隆系 M6 中薯蓣皂苷元量最高，为 5.280 mg/g，

是野生型白英叶片的 3.031 倍，其每克毛状根中的

薯蓣皂苷元的积累效率是白英叶片的 5.571 倍（表

4）。实验结果表明，通过建立白英毛状根诱导体系，

获得的毛状根单克隆系中薯蓣皂苷元的量和积累效

率都高于野生型白英，为通过培养毛状根高效率获

得薯蓣皂苷元建立了基础。 

表 4  白英植株及毛状根中薯蓣皂苷元的测定 ( x ±s, n = 3) 
Table 4  Determination of diosgenin in hairy roots and 

plants of S. lyratum ( x ±s, n = 3) 

编号 薯蓣皂苷元/(mg·g−1) 薯蓣皂苷元积累量/(mg·d−1·g−1)
根 1.121 0±0.001 3 0.014 0 
茎 0.957 0±0.006 3 0.011 9 

叶 1.742 0±0.005 7 0.021 7 

M1 3.217 0±0.018 8 0.071 5 

M2 4.945 0±0.004 8 0.109 9 

M3 3.188 0±0.085 1 0.070 8 

M4 3.891 0±0.062 6 0.086 5 

M5 3.158 0±0.003 2 0.070 2 

M6 5.280 0±0.004 6 0.117 3 
 
4  讨论 

白英毛状根的诱导过程中发现，白英叶片较软，

易损伤，故浸染和洗涤过程中不能震荡。浸染 10 d

的转化效果最好，且叶片成活率最高，浸染时间过

长或洗涤次数过多都会引起叶片受损死亡。 

薯蓣皂苷元是薯蓣皂苷的配基，在植物中主要以

薯蓣皂苷的形式与纤维素结合存在于细胞壁中[13-14]，

因而需要用酸水解法将薯蓣皂苷元与植物细胞壁分

离。实验对比了超声提取法[11]和双向酸水解法，结

果表明应用超声处理后再进行酸水解来提取薯蓣皂

苷元，提取效率较双向酸水解法更高，提纯效果较

好，HPLC 检测时峰的分离度较好，无杂峰影响。

经对比发现，提取过程中 pH 的调节非常重要，pH

过酸会导致 HPLC 检测时有杂峰干扰。 

本实验成功诱导出白英毛状根，建立了白英毛

状根诱导体系，得到了优良毛状根单克隆系。通过

对野生型白英根、茎、叶经水解产生的薯蓣皂苷元

量的测定，结果表明，诱导得到的毛状根薯蓣皂苷

元量及日积累效率均显著高于野生型白英。说明白

英毛状根离体培养是一个可以高效获得薯蓣皂苷元

的途径。实验得到了 M2 和 M6 2 个高产薯蓣皂苷

元的毛状根单克隆系，这为进一步利用毛状根诱导

遗传稳定的高产薯蓣皂苷元的再生植株奠定了基

础。毛状根液体培养过程中获得了再生植株。与野

生型白英植株相比，再生植株叶片稠密，茎较粗壮、

茎间距缩短，木质化程度减弱，须根发达，少数再

生植株有叶片起皱现象。由毛状根直接产生的再生

植株遗传稳定性较好，成活率高，但获得不定芽数

量较少，耗时长。所以如何利用毛状根短时间内再生

大量遗传稳定的植株将是下一步需要研究的方向。 
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