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三七体细胞胚发生及植株再生过程中主要皂苷成分的累积 

孙凤阳，胡  盈，赵  越，韩东洺，尹绍鹏，由香玲* 
东北林业大学生命科学学院, 黑龙江 哈尔滨  150040 

摘  要：目的  分析以栽培三七 Panax notoginseng 根为外植体诱导体细胞胚发生及植株再生过程中总皂苷及 3 种人参皂苷（人

参皂苷 Rg1、Re、Rb1）的累积规律。方法  采用分光光度法分析体细胞胚发生发育过程中不同时期的总皂苷累积量；采用高

效液相色谱法测定 3 种人参皂苷（人参皂苷 Rg1、Re、Rb1）的累积量。结果  体胚苗中的总皂苷质量分数最高，为 7.79 %，

占栽培三七根（8.61%）的 90.48%，质量分数最低的为胚性愈伤组织，为 2.47%。因材料的比生长速率存在差异，总皂苷累积

效率的顺序为体胚苗＞前期体胚＞后期体胚＞胚性愈伤。对 3 种人参皂苷单体物质的分析显示：后期体胚中 3 种人参皂苷的量

总和最大，为 7.05 mg/g，胚性愈伤组织的最低，为 2.78 mg/g；人参皂苷 Rg1在前期体胚时质量分数达到最高，为 2.24 mg/g；
人参皂苷 Rb1在后期体胚中的质量分数达到最高，为 4.03 mg/g；人参皂苷 Re 在胚性愈伤组织中的量最高，为 1.21 mg/g。3 种

人参皂苷的总累积效率在前期体胚中达到最大，为 5.022 5 mg/(g·周)，在体胚苗中最低，为 1.947 4 mg/(g·周)。结论  总皂苷

质量分数及累计效率均在体胚苗中达到最大值；3 种人参皂苷总量及总累计效率分别在后期体胚和前期体胚中达到最大值。 
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Accumulation of main ginsenoside components in somatic embryogenesis 
and plantlet regeneration of Panax notoginseng 

SUN Feng-yang, HU Ying, ZHAO Yue, HAN Dong-ming, YIN Shao-peng, YOU Xiang-ling 
College of Life Sciences, Northeast Forestry University, Harbin 150040, China 

Abstract: Objective  To investigate the accumulation of total saponins and ginsenosides (Rg1, Re, and Rb1) during somatic 
embryogenesis and plantlet regeneration in Panax notoginseng. Methods  The dynamic accumulation of the total saponins and three 
components of ginsenosides (Rg1, Re, and Rb1) was analyzed by visible spectrophotometry and high-performance liquid 
chromatography methods, respectively. Results  The content of total saponins increased from the minimum at embryogenic callus 
(2.47%) to the maximum at plantlets (7.79%) during somatic embryogenesis development. Because the different specific growth rate of 
different materials, total saponins accumulation efficiency sort order: plantlets > earlier embryos > later embryos > embryogenic 
callus. We also found that the total content of the three ginsenosides (Rg1, Re, and Rb1) reached the maximum (7.05 mg/g) in the later 
embryos, and the minimum (2.78 mg/g) was in the embryogenic callus. The contents of ginsenosides Rg1 and Rb1 reached their 
maximum (2.24 and 4.03 mg/g) respectively in the earlier and later embryos, and the maximum (1.21 mg/g) of ginsenoside Re content 
was in embryogenic callus. The accumulation (1.947 4 mg/g) of the three ginsenosides minimum occurred in plantlets, and the 
maximum (5.022 5 mg/g) reached in earlier embryos. Conclusion  Both total saponin contents and accumulation efficiency reach the 
maximum in plantlets. Three ginsenoside contents and accumulation reach the maximum in later and earlier embryos, respectively. 
Key words: Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen; somatic embryogenesis; plantlet regeneration; total saponins; ginsenosides 
 

三七 Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen 是五

加科人参属多年生宿根性草本植物，又称为田七、

三七参、金不换等，是我国传统的名贵药材之一[1]，

具有滋补强壮、止血化瘀、消肿镇痛、抗肝炎、降

血压、抗衰老、抑癌等作用[1-5]，其主要有效成分为

皂苷类物质[6]。由于三七对生长条件要求苛刻，适 
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宜栽种地域狭小[7]，产量有限；加之三七生长周期

长、病虫害严重、连作障碍等[8]原因导致三七资源

在市场上供不应求。 
解决上述资源问题可以通过无性繁殖获得大量

组培苗进行快繁，也可以通过组培大量生产组培体，

再从中提取有效物质用于需求。利用植物组织培养

技术，对其进行无性快繁的研究已取得了很大成功。

刘瑞驹等[9]首次利用三七幼苗的茎、叶柄和叶片作

为外植体，成功诱导胚性愈伤组织并分化形成体细

胞胚，进而发育成完整植株。陈伟荣等[10]利用幼嫩

花序通过体细胞胚发生途径获得了三七再生植株。

桂进等 [11]通过三七体细胞胚成功研制出人工种

子，并获得了正常小苗。而通过大量生产组培体获

取有效物质的研究还不多，仅张以恒等[12]用三七悬

浮细胞高密度培养生产人参皂苷和多糖。本研究主

要利用已建立的三七体细胞胚发生途径再生植株体

系[13]，分析其体细胞胚发生及植株再生过程中皂苷

累积效率，选择累积效率较高的体细胞胚发育时期，

为规模化生产三七皂苷确定良好的外植体。 
1  材料 

取云南文山生长状态良好的三七根，由东北林业

大学园林学院植物学科王菲副教授鉴定为五加科人

参属植物三七 Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen，
以其作为外植体。人参皂苷 Rg1对照品（质量分数≥

98%，批号  110703-200424）、人参皂苷 Rb1（质量分

数≥98%，批号 110704-200420）、三七总皂苷对照品

（质量分数≥95%，批号 110870-200001）均购自中

国药品生物制品检定研究院；人参皂苷 Re（质量分

数≥98%）购自上海顺勃生物工程有限公司。 
2  方法 
2.1  诱导体细胞胚发生、发育及植株再生 

按照前期研究中建立的三七再生体系[13]，以

75%乙醇和次氯酸钠消毒处理外植体后，用手术

刀切成长度为 1 cm 左右的小段接种于胚性愈伤组

织诱导及增殖固体培养基（MS＋1.0 mg/L 2, 4-D＋

0.2 mg/L KT＋30 g/L 蔗糖）上进行愈伤组织的诱

导，5 周后长出白色的愈伤组织。将诱导出的愈伤

组织在相同培养基中增殖，每 4 周继代 1 次。增殖

的胚性愈伤组织（图 1-A）移入体细胞胚发生诱导

培养基（MS＋0.5 mg/L 2, 4-D＋30 g/L 蔗糖）上诱

导体胚发生。4 周后将愈伤组织上生长的前期体胚

（球形胚和心形胚，图 1-B）接种入体细胞胚发育固

体培养基（1/2 MS＋20 g/L 蔗糖）中诱导其发育。6
周后将发育良好的后期体胚（鱼雷形胚和子叶形胚，

图 1-C，长度 1.5～2.0 cm）接入体细胞胚萌发固体

培养基（1/2 MS＋2.0 mg/L GA3＋20 g/L 蔗糖），放

入挖孔箱子中光下培养，2 周后即生长为体胚苗（图

1-D）。萌发的体胚苗接种于不添加任何植物生长调

节剂的 1/2 MS 培养基中，8 周后其根部隆起变粗呈

块状根（图 1-E）。 
 

 
A-胚性愈伤  B-前期体胚  C-后期体胚  D-体胚苗  E-体胚苗块状根  F-栽培三七块状根 

A-embryogenic callus  B-earlier embryos  C-later embryos  D-plantlet  E-tuberous roots of plantlet  F-cultivated tuberous roots of P. notoginseng 

图 1  三七体细胞胚的发生发育 
Fig. 1  Somatic embryogenesis development of P. notoginseng 

2.2  不同发育时期体胚的生长量测定 
分别接种胚性愈伤组织和前期体胚于其相应增

殖培养基中，4 周后取样；接种前期体胚于体细胞

胚发育培养基中，6 周后取样发育为后期体胚（鱼

雷形胚和子叶形胚）的材料；挑取生长 6 周后发育

成熟的子叶形胚（长度 1.5～2.0 cm）接种入体细胞

胚萌发培养基，5 周后收获。以上实验各设 5 次重复。

接种前及取样后分别测定实验材料鲜质量，（60±1）
℃烘箱中烘干 48 h 至恒质量后测定干质量，按照下

列公式计算生长量及比生长速率。 
生长量＝收获量－接种量 

比生长速率＝生长量 / (接种量×培养时间) 

2.3  三七体细胞胚发生发育过程中总皂苷的测定 
总皂苷的测定参考刘旭等的方法[14]。皂苷分子

     A B C D E F 
1.0 cm
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上的糖基能够被浓硫酸氧化脱水形成糠醛衍生物，

在 277 nm 处紫外吸收，吸收强度与糠醛的浓度成

正比，无需加入任何显色剂和其他试剂处理，可以

利用此法快速测定总皂苷的量。 
2.3.1  标准曲线的制备  精密称取三七总皂苷对照

品 10.2 mg，加甲醇稀释至 100 mL，制成对照品溶液。

分别精密量取对照品溶液 0.0、1.0、1.5、2.0、2.5、
3.0、3.5、4.0 mL 置于 10 mL 量瓶中，挥干溶剂，加

入 1 mL 浓硫酸，在 80 ℃恒温水浴中加热反应 1 h，
反应后立即放置于冰水中冷却 5 min，分别添加 75%
乙醇稀释至 10 mL 刻度，摇匀，静置 30 min，以空

白试剂作对照，在波长 277 nm 处测定吸光度（A）。
平行操作 3 次，结果取平均值。以 A 值为纵坐标（Y），
总皂苷量为横坐标（X），绘制标准曲线，得到回归

方程为 Y＝−0.031 4＋0.003 0 X，r＝0.996 4，线性范

围为 10.2～40.8 mg。 
2.3.2  样供试品溶液的制备  精密称取（60±1）℃
干燥至恒质量的实验室组织培养的三七胚性愈伤组

织、前期体胚、后期体胚、体胚苗以及野生三七根

粉末各 0.5 g，以 5 mL 75%乙醇浸泡过夜，次日以

75%乙醇室温超声提取 3 次，每次 5 mL，每次提取

30 min，合并提取液，以 0.45 μm 微孔滤膜滤过，

75%乙醇定容至 25 mL，摇匀，即得供试品溶液。 
2.3.3  供试液中总皂苷的测定  吸取各样品供试液

100～500 μL 置于 10 mL 量瓶中，按标准曲线制备

项下方法测定 A 值，根据标准曲线计算样品中总皂

苷的量。平行操作 3 次，结果取平均值。结合不同

发育时期体胚的比生长速率，按照下列公式计算总

皂苷的累积效率。 
总皂苷累积效率＝比生长速率×总皂苷质量分数 

2.4  人参皂苷 Rg1、Re、Rb1 的测定 
2.4.1  色谱条件   Waters 1525 高效液相色谱仪

（2707 自动进样器，Waters 2489 紫外检测器）。色谱

柱为 Waters XTerra C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）。

色谱分析参考崔翰明等[15]的方法，流动相：乙腈-水
线性，梯度洗脱；体积流量 1.0 mL/min；检测波长 203 
nm；柱温 25 ℃；进样量 20 μL。 
2.4.2  标准曲线的制备  精密称取人参皂苷 Rg1、

Re、Rb1 对照品各 4.0 mg，以 20%乙腈溶解并定容

至 2.0 mL，混匀，即得人参皂苷 Rg1、Re 和 Rb1质

量浓度为 2.0 mg/mL 的混合对照品溶液。精密量取

对照品溶液并稀释成人参皂苷 Rg1、Re 和 Rb1 质量

浓度为 0.025、0.05、0.1、0.2、0.6、0.8、1.0、2.0 mg/mL

的各梯度混合对照品溶液。精密吸取各梯度对照品

溶液 20 μL，注入高效液相色谱仪，按“2.4.1”项

下条件测定。以峰面积为纵坐标，对照品中人参皂

苷质量浓度为横坐标，绘制标准曲线，得到人参皂

苷 Rg1、Re 和 Rb1 的回归方程见表 1。 

表 1  人参皂苷 Rg1、Re、Rb1的回归方程 
Table 1  Regression equations of ginsenosides 
       (Rg1, Re, and Rb1) of P. notoginseng 

成分 回归方程 相关系数 
线性范围 / 

(μg·mL−1) 

人参皂苷 Rg1 Y＝4 288.8 X＋15 376 0.999 7 0.025～2.000 

人参皂苷 Re Y＝5 622.9 X＋25 158 0.999 9 0.025～2.000 

人参皂苷 Rb1 Y＝4 924.3 X－49 153 0.999 4 0.025～2.000 
 
2.4.3  供试品溶液的制备  精密称取（60±1）℃干

燥至恒质量的实验室组织培养的三七胚性愈伤组织、

前期体胚、后期体胚、体胚苗以及野生三七根粉末各

0.5 g，按照“2.3.2”项下提取人参皂苷。合并提取液，

以 0.45 μm 微孔滤膜滤过后，80 ℃水浴减压蒸干溶

剂，以 20%乙腈复溶并定容至 2.0 mL，摇匀，再次以

0.45 μm 微孔滤膜滤过，即得供试品溶液。 
2.4.4  稳定性试验  精密称取培养体胚粉末 0.5 g，
按“2.4.3”项下样品供试液的制备方法制备样品溶

液。将该样品溶液放在室温保存，分别于 0、2、4、
6、8、12、16、24 h 测定 3 种皂苷的 HPLC 峰面积

值，测得的 3 种皂苷 Rg1、Re、Rb1的 RSD 分别为

1.08%、1.14%、1.22%，表明供试样品溶液在 24 h
内稳定性良好。 
2.4.5  加样回收率试验  精密称取已经测定的培养

体胚粉末样品 5 份（人参皂苷 Rg1、Re、Rb1 的质

量分数分别为 2.24、0.83、2.67 mg/g），按“2.4.3”
项下方法制备样品溶液。分别精密量取 0.5 mg/mL
的人参皂苷 Rg1、Re、Rb1 对照品溶液 1 mL 加入供

试样品溶液，HPLC 测定。计算人参皂苷 Rg1、Re、
Rb1 的加样回收率分别为 98.33%、98.35%、98.6%；

三者的 RSD 分别为 0.73、0.75%、0.81%。 
2.4.6  样品供试液中 3 种人参皂苷的测定  精密吸

取供试品溶液 20 μL，注入高效液相色谱仪，按

“2.4.1”项下条件测定，根据标准曲线计算样品中 3
种人参皂苷的量。平行操作 3 次，结果取平均值。

结合三七体胚不同发育时期的比生长速率，按照下

列公式计算 3 种人参皂苷的累积效率。 
人参皂苷累积效率＝人参皂苷质量分数×比生长速率 
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3  结果与分析 
3.1  不同发育时期体胚的生长动力学分析 

胚性愈伤组织和前期体胚在不同培养基中增

殖、发生发育及萌发后，对其生长动力学的分析结

果见表 2。三七体胚的比生长速率随其不断发育而

降低，胚性愈伤组织和前期体胚的比生长速率差异

不显著，前者达到最大值 0.997 5 g/周；后期体胚和

体胚苗的比生长速率差异不显著，但与前 2 个时期

相比差异显著。由于体胚苗的生长动力学分析经历

了 2 个时期，分别为从前期体胚发育的后期体胚和

从后期体胚萌发成的体胚苗，所以体胚苗的总体生

长发育时间应该是 11 周，其整个生长周期中的比生

长速率为生长经历的 2 个时期中体胚比生长速率的

平均值，即 0.579 6 g/周。 
3.2  三七体胚发生发育过程中的总皂苷量和累积

分析 
测定三七体胚不同发育时期中总皂苷的量和累

积效率，结果显示，总皂苷量随体胚的发育呈逐渐 

表 2  体细胞胚不同发育时期的生长动力学分析 ( sx ± ) 
Table 2  Growth dynamic analysis of somatic embryos 

   in different development stages ( sx ± ) 

实验材料 生长时间 / 周 生长量 / g 比生长速率 / (g·周−1) 

胚性愈伤 4 0.08±0.01 b 0.997 5±0.024 6 a 

前期体胚 4 0.14±0.02 a 0.875 0±0.013 7 a 

后期体胚 6 0.15±0.02 a 0.625 1±0.015 1 b 

体胚苗 5 0.08±0.01 b 0.533 4±0.010 2 b 

不同字母为差异显著（P＜0.05） 
Different letters within each column are significant difference at P < 0.05  

增加的趋势。体胚苗中的总皂苷量达到最大值

7.79%，占栽培三七根（8.61%）中的比例高达

90.48%，为质量分数最低的胚性愈伤组织（2.47%）

的 3.15 倍（图 2-A）。但是由于比生长速率的差异，

不同发育时期的体胚中总皂苷的累积效率与其量的

变化趋势并不一致。体胚发育过程中比生长速率逐

渐降低，不同材料中总皂苷累积效率的顺序为体胚

苗＞前期体胚＞后期体胚＞胚性愈伤；前期体胚和

体胚苗的总皂苷累积效率差异不显著，胚性愈伤组

织的总皂苷累积效率达到最低值 2.557 1% ，仅占

体胚苗的 55.20%（图 2-B）。 
3.3  三七体胚发生发育过程中的 3 种人参皂苷量

和累积分析 
体胚发育过程中，3 种皂苷的总量呈先增后

减的趋势。后期体胚中 3 种人参皂苷的总量达到

最大值 7.05 mg/g，是总量最低的胚性愈伤组织

（2.78 mg/g）的 2.54 倍；体胚苗中 3 种皂苷的总

量（3.36 mg/g）仅略高于胚性愈伤组织。3 种皂

苷的总累积效率在前期体胚中达到最大值 5.022 5 
mg/(g· 周 ) ， 在 体 胚 苗 中 为 最 低 值 1.947 4 
mg/(g·周)，仅为前期体胚的 38.77%。但是，单体

皂苷量的变化趋势并不一致。人参皂苷三七体胚

中 3 种人参皂苷数据统计分析结果见表 3，HPLC 
图谱见图 3。 

人参皂苷 Rg1 和 Rb1的量均在体胚发育过程中

先增加后降低，分别在前期和后期体胚中达到最大

值 2.24 mg/g 和 4.03 mg/g；人参皂苷 Re 的量基本呈

逐渐降低的趋势，在胚性愈伤组织中量最高达到

1.21 mg/g。 
 

 
不同字母为差异显著（P＜0.05） 

Different letters mean significant difference at P < 0.05 

图 2  三七体胚发生发育过程中总皂苷的量、占栽培三七总皂苷比例 (A) 及累积效率 (B) 
Fig. 2  Total saponins contents in somatic embryos in different development stages and proportions 

 in roots of cultivated P. notoginseng (A) and their accumulation effciencies (B) 
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表 3  三七体胚发生发育过程中 3 种人参皂苷量和累积分析 
Table 3  Analysis on three ginsenoside contents and accumulation during somatic embryogenesis of P. notoginseng 

人参皂苷量 / (mg·g−1) 人参皂苷累积效率 / (mg·g−1·周−1) 

样品 
Rg1 Re Rb1 Rg1 Re Rb1 

Rg1＋Re＋Rb1 

 / (mg·g−1) 

Rg1＋Re＋Rb1 

累积效率 / 

(mg·g−1·周−1) 

胚性愈伤 1.24±0.17 c 1.21±0.15 b 0.33±0.14 e 1.236 9±0.011 5 b 1.206 8±0.012 5 a 0.329 0±0.012 7 d 2.78±0.19 e 2.773 4±0.017 5 c

前期体胚 2.24±0.11 b 0.83±0.13 c 2.67±0.22 c 1.960 0±0.010 9 a 0.726 6±0.009 7 b 2.336 6±0.011 6 b 5.74±0.21 c 5.022 5±0.020 9 a

后期体胚 2.15±0.09 b 0.87±0.09 c 4.03±0.18 b 1.344 0±0.014 3 ab 0.543 9±0.020 3 c 2.519 3±0.018 6 a 7.05±0.25 b 4.407 2±0.015 3 b

体胚苗 0.52±0.07 d 0.49±0.07 d 2.35±0.11 d 0.301 7±0.015 6 c 0.284 2±0.018 6 d 1.362 2±0.017 7 c 3.36±0.17 d 1.947 4±0.014 6 d

栽培三七根 93.33±0.20 a 3.94±0.17 a 34.26±0.23 a — — — 131.53±0.28 a — 

不同字母为差异显著（P＜0.05） 
Different letters within each column show significant difference at P < 0.05 

 

图 3  人参皂苷 Rg1、Re、Rb1对照品 (A) 和样品 (B) 
的 HPLC 图谱 

Fig. 3  HPLC chromatograms of ginsenosides Rg1, Re, and  
Rb1of reference substances (A) and samples (B) 

4  讨论 
胚性愈伤和三七体细胞胚发育过程中总皂苷量

随体胚的发育呈逐渐增加的趋势，体胚苗中的总皂

苷量达到最大值 7.79%；而 3 种皂苷的总量呈先增

后减的趋势，在后期体胚中 3 种人参皂苷的总量达

到最大值 7.05 mg/g，体胚苗中 3 种皂苷的总量（3.36 
mg/g）仅略高于胚性愈伤组织中。体胚苗中总皂苷

量和 3 种人参皂苷总量之间的差异可能是由于体胚

苗中含有其他单体皂苷，这些皂苷在体细胞胚发育

的其他时期不含有或量较低。 

由于比生长速率的差异，不同材料中总皂苷累

积效率与其量的变化并不一致，其顺序为体胚苗＞

前期体胚＞后期体胚＞胚性愈伤；3 种皂苷的总累

积效率排序为前期体胚＞后期体胚＞胚性愈伤＞体

胚苗。前期体胚总皂苷的累积效率仅略低于体胚苗，

但其生长快速，生长周期远远短于体胚苗和栽培三

七（体胚苗生长周期 10～14 周，栽培三七生长 3
年以上，前期体胚的生长只需 4～6 周），材料较易

获得，更利于规模化培养，通过其工业化培养实现

皂苷的生产具有绝对的优势。 
因此，综合考虑皂苷累积效率和材料生长周期，

本课题组认为，三七前期体胚是生产人参皂苷最有

价值的实验材料，可用于进一步皂苷积累的研究。 
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