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摘 要：为了建立铁皮石斛（Dendrobium officinale）种子高效快速繁殖体系，以铁皮石斛种子为外植体，在萌发培

养基上萌发为原球茎，原球茎经悬浮培养增殖，再接种于分化培养基分化、生根长成完整植株。结果显示，原球茎

增殖最佳培养基为 1/2 MS 培养基＋0.1 mg/L 6- BA＋0.4 mg/L NAA＋0.33 g/L（NH4）2SO4＋0.525 g/L KNO3＋30 g/L
蔗糖；原球茎分化最佳培养基为 N6＋0.1 mg/L 6- BA＋0.4 mg/LNAA＋100 g/L土豆汁＋25 g/L蔗糖＋6.5 g/L琼脂＋
1 g/L活性炭；幼苗生根最佳培养基为 1/2 MS＋0.3 mg/LNAA＋50 g/L土豆汁＋30 g/L 蔗糖＋6.5 g/L 琼脂＋1 g/L 活

性炭；悬浮培养与固体培养相结合的技术优于固体组织培养技术，其具有生长周期短、节省空间、节约成本，促进

原球茎增殖、提高分化率，促进生根的特点，可为铁皮石斛快繁和大规模化生产提供基础。
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Abstract：To establish the rapid and efficient regeneration system in Dendrobium officinale, the seeds were germinated on the
germination medium to induce protocorm bodies. The protocorm bodies were propagated in suspension culture and then inoculated in
differentiation propagated medium to induce plantlets and grow into complete plants. The results showed that the highest efficiency
protocorm bodies inducing medium was 1/2 MS medium＋0.1 mg/L 6- BA＋0.4 mg/L NAA＋0.33 g/L（NH4）2SO4＋0.525 g/L KNO3＋
30 g/L sucrose. The highest efficiency propagated medium was N6 + 0.1 mg/L 6- BA＋0.4 mg/L NAA＋100 g/L potato juice＋25 g/L
sucrose＋6.5 g/L agar＋1 g/L activated carbon. The highest efficiency rooting medium was 1/2 MS＋0.3 mg/L NAA + 50 g/L potato
juice＋30 g/L sucrose＋6.5 g/L agar＋1 g/L activated carbon. Also, the combination of suspension culture and solid culture technology is
superior to solid tissue culture technology, with the characteristics of short growth cycle, space saving, cost saving, promoting protocorm
proliferation, increasing propagation rate and promoting rooting. It can provide the basis for large scale production in Dendrobium
officinale.
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铁皮石斛为我国古老的中药材，在《神农本草

经》、《本草纲目》、《中药大词典》等书籍中都有记

载，以茎入药，具有益胃生津、延年益寿、滋阴、明目

等功效，被国际药用植物界称为“药界大熊猫”[1]。铁

皮石斛植株内有许多生物活性成分，大分子包括凝

集素、细胞分裂素氧化酶、生物碱和多糖，其中，石

斛多糖有免疫调节的作用[2]。生物碱有抗氧化、抗癌

和神经保护的作用；其他化合物也具有抗氧化、抗
癌和免疫调节的作用[3- 4]。随着现代科技的进步，铁

皮石斛被越来越多的学者所研究，研究其中的有效

成分及其发挥药性的基因。市场上的相关产品多种

多样，有干制品“铁皮枫斗”，有新鲜的石斛茎条，也

有铁皮石斛和其他中药按一定比例制成的保健品。
铁皮石斛自然繁殖率较低，而且由于生活环境缺

失、农业的过度开发、城市化、过度采集以及医药的

使用等原因[5- 6]，导致野生铁皮石斛每年的产量非常

少。目前，野生铁皮石斛资源接近濒危，组培苗移栽

田间往往存在成活率低的问题。另外，移栽苗对栽

培环境和管理技术要求较高，栽培基质对铁皮石斛

移栽的成活率和生长繁殖影响很大[7]，而且要求在

田间生长的时间较长，因此，利用悬浮培养方法培

养铁皮石斛原球茎，可为铁皮石斛产品提供新的原
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材料[8]。
常规的铁皮石斛组织培养体系是采用固体培

养的方式进行培养，该培养方式具有简便、容易操

作、不易污染等优点；但是也存在生长较慢、培养设

施占地空间较大等弊端。而石斛原球茎悬浮培养具

有生长周期短、效率高、成本低等优点，是解决石斛

增殖效率低的有效途径之一，也是近几年研究的热

点[9]。史俊等[10]选用 15 种液体培养液对铁皮石斛种

子悬浮培养最适培养基进行了筛选，得到的最佳悬

浮培养基为：1/2 MS＋0.5 mg/L NAA＋80 g/L 土豆

汁＋45 g/L 蔗糖。研究发现，相对较低的无机盐浓

度对种子的萌发有较显著的影响，低浓度的 NAA，

不添加 6- BA 有利于原球茎的形成，不添加激素也

可以诱导出原球茎。贾炜珑等[11]探讨康乃馨、菊花

快速繁殖的培养基激素组成时发现，低浓度的

6- BA 和适当浓度的 NAA 可以有效促进幼苗分化

且移栽成活率较高。
本试验旨在研究一种结合悬浮培养和固体培

养 2 种方式优化铁皮石斛快速繁殖的技术，以缩短

铁皮石斛种子诱导原球茎到再生植株成苗的组织

培养周期，为铁皮石斛种苗工业化生产提供理论和

技术参考。

1 材料和方法

1.1 材料

试验所用种子是山西大学生命科学学院植物

学实验室铁皮石斛人工授粉所得。
1.2 方法

固体培养条件：接种后的培养基放置在组培室

内，温度 25℃左右，光照强度 1 500 lx，光照时间为

12 h/d。
悬浮培养条件：接种后的培养基放在摇床内，

转速 110 r/min，温度 25℃左右，光照强度 1 500 lx，
光照时间为 12 h/d。
1.2.1 铁皮石斛种子萌发 取人工授粉后、成熟保

持新鲜且尚未开裂的蒴果（图 1- A），先冲洗干净，

再用 75%的酒精、0.1% HgCl2 消毒，然后用无菌水

冲洗，无菌滤纸吸干水分[12]，接种于 MS 培养基上。
将接种好的种子置于植物组培室进行无菌培养。
1.2.2 铁皮石斛原球茎悬浮培养 以 30 g/L 蔗糖

为基础，采用正交设计方案，确定了 4 个试验因素：

基本培养基、（NH4）2SO4 与 KNO3 的质量比、细胞分

裂素 6- BA、生长素 NAA，基本培养基为花宝一号[13]、
N6 和 1/2 MS 共 3 个水平，（NH4）2SO4 与 KNO3 的质

量比分别设 0.33 g/L∶0.525 g/L，0.99 g/L∶1.515 g/L，

1.65 g/L∶0.505 g/L 共 3 个水平，细胞分裂素 6- BA
为 0.1，0.3，0.5 mg/L 共 3 个水平，生长素 NAA 为

0.4，0.6，0.8 mg/L 共 3 个水平，采用 L9（43）正交表，

进行 4 因素 3 水平正交试验，共 9 个处理。称取

0.1 g原球茎接种于 30mL液体培养基中，培养 30 d，

每个处理接种 5 瓶，重复 3 次，每处理共 15 瓶。接

种后的培养基放入摇床内，30 d 后统计原球茎的鲜

质量和长势。
1.2.3 铁皮石斛原球茎分化 以 25 g/L蔗糖＋6.5 g/L
琼脂＋1 g/L 活性炭为基础，采用正交设计方案，确

定了 4 个试验因素：基本培养基、细胞分裂素 6- BA、
生长素 NAA、土豆汁，基本培养基为 1/2 MS，N6，Kc
共 3 个水平，细胞分裂素 6- BA 为 0.1，0.2，0.3 mg/L
共 3 个水平，生长素 NAA 为 0.2，0.4，0.6 mg/L 共

3 个水平，土豆汁为 50，75，100 g/L 共 3 个水平，采

用 L9（43）正交表，进行 4 因素 3 水平正交试验，共

16 个处理。取悬浮培养 30 d 后的原球茎，用镊子将

其轻轻移入固体培养基中，每瓶移入 6 个，每个处

理接种 6 瓶，重复 3 次，每处理共 18 瓶。接种后的

培养基标号放入组培室内，60 d 后统计原球茎的

鲜质量。
1.3 数据处理

统计结果在 Excel 上处理计算，先用 Graphpad
prism软件进行方差分析，然后进行多重比较。

增殖率＝（收获鲜质量－接种鲜质量）/ 接种鲜

质量×100% （1）

2 结果与分析

2.1 铁皮石斛种子萌发

按 1.2.1 所述方法，用铁皮石斛的种子诱导原
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球茎。铁皮石斛种子接种于不添加任何植物激素的

培养基里萌发，结果发现，15 d 后种子膨大、发绿，

30 d 后测其直径为 0.473～0.523 mm（图 1- B）。
2.2 铁皮石斛原球茎悬浮培养

将铁皮石斛种子固体培养 30 d 后所得的原球

茎接种于液体培养基中增殖，研究基本培养基、细
胞分裂素 6- BA、生长素 NAA 和（NH4）2SO4 与 KNO3

的质量比对原球茎增殖的影响（表 1，2）。铁皮石斛

原球茎在液体培养基中培养 30 d 后的生长情况如

图 1- C 所示，原球茎分化程度高，增殖效率高，但颜

色有些发白。由表 1 可知，（NH4）2SO4 与 KNO3 的质

量比为 0.33 g/L∶0.525 g/L 时在悬浮培养原球茎试

验中占主要位置，4 个因素对原球茎增殖率的影响

大小顺序为：（NH4）2SO4∶KNO3＞基本培养基＞细

胞分裂素 6- BA＞生长素 NAA。采用方差分析进一

步验证得出（表 2），（NH4）2SO4 与 KNO3 质量比的 F
值最大，达到极显著水平，说明（NH4）2SO4 与 KNO3

的质量比在原球茎增殖中影响最大；基本培养基也

达到极显著水平，影响力次之。

表 1 铁皮石斛原球茎悬浮培养正交试验结果

增殖率 /%

6.73
3.15
5.05
5.13
1.77
4.45
6.02
2.43
4.67

生长状况

原球茎为翠绿色，生长状况很好

原球茎为翠绿色，大部分变白，生长状况不好
原球茎为翠绿色，少部分变白，生长状况较好

原球茎为翠绿色，少部分变白，生长状况较好

原球茎为翠绿色，大部分变白，生长状况较差

原球茎为翠绿色，少部分变白，生长状况较好
原球茎为翠绿色，少部分变白，生长状况很好

原球茎为翠绿色，大部分变白，生长状况较差

原球茎为翠绿色，少部分变白，生长状况较好

NAA/（mg/L）
（D）
0.4
0.6
0.8
0.8
0.4
0.6
0.6
0.8
0.4
4.389
4.539
4.206
0.183

6- BA/（mg/L）
（C）
0.1
0.3
0.5
0.3
0.5
0.1
0.5
0.1
0.3
4.539
4.317
4.278
0.261

处理

C1
C2
C3
C4
C5
C6
C7
C8
C9
k1
k2
k3
R

主次顺序

基本培养
基（A）
1/2 MS
1/2 MS
1/2 MS
N6
N6
N6

花宝一号

花宝一号

花宝一号
4.978
3.783
4.372
1.195

（NH4）2SO4∶
KNO3（B）

0.33∶0.525
0.99∶1.515
1.65∶0.505
0.33∶0.525
0.99∶1.515
1.65∶0.505
0.33∶0.525
0.99∶1.515
1.65∶0.505

5.961
2.450
4.722
3.511

因素

B＞A＞C＞D

表 2 铁皮石斛原球茎悬浮培养方差分析结果

F 值

9.008
80.077
0.501
0.704

P 值

0.002**

0.000**

0.614
0.508

均方

3.210
28.539
0.179
0.251
0.356

变异来源

基本培养基

（NH4）2SO4 与 KNO3 的质量比
6- BA
NAA
误差

总和

平方和

6.421
57.077
0.357
0.502
6.415

588.225

自由度

2
2
2
2
18
27

2.3 铁皮石斛原球茎分化

将液体培养 30 d 后的原球茎接种到固体培养

基上，研究基本培养基、细胞分裂素 6- BA、生长素

NAA、土豆对原球茎分化的影响。培养 60 d 后统计

原球茎的鲜质量，其结果如表 3 所示。
铁皮石斛原球茎悬浮培养后在固体培养基上

生长 60 d，最优鲜质量为 4.07 g，大部分幼苗有分化

现象，长势良好（图 1- D）。
从表 3，4 可以看出，试验中 4 个因素对幼苗鲜

质量影响的主次顺序为：细胞分裂素 6- BA＞基本

培养基＞生长素 NAA＞土豆，细胞分裂素 6- BA
和基本培养基都达到了极显著水平，在幼苗生长过

程中影响很大；生长素 NAA 达到了显著水平，影

响力次之；有机添加剂土豆对于幼苗生长的影响力

较弱。
对试验中各因素各水平之间的平均数进行多

重比较，以分析确定哪 2 个水平之间的差异显著，

结果列于表 5。
由表 5 可知，基本培养基中 Kc 培养基的原球

茎鲜质量与 N6 培养基处理间有显著性差异；细胞

分裂素 6- BA 浓度为 0.1 mg/L 的原球茎鲜质量与

0.2，0.3 mg/L 处理间有显著性差异；生长素 NAA 的

浓度为 0.6 mg/L 的原球茎鲜质量与 0.2 mg/L 的处

理间差异显著性达到0.05 水平。

注：* 表示 P＜0.05，** 表示 P＜0.01。表 4 同。
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表 3 铁皮石斛原球茎悬浮培养之后的固体培养正交试验结果

土豆汁 /（g/L）（D）
50
75
100
100
50
75
75
100
50

3.024
3.032
2.632
0.400

鲜质量 /g

3.21
2.54
2.60
4.07
3.76
2.73
3.82
1.23
2.10

生长素 NAA/（mg/L）（C）
0.2
0.4
0.6
0.4
0.6
0.2
0.6
0.2
0.4
2.389
2.904
3.396
1.007

处理

E1
E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9

鲜质量 k1
鲜质量 k2
鲜质量 k3

R
主次顺序

基本培养基（A）
1/2 MS
1/2 MS
1/2 MS
N6
N6
N6
Kc
Kc
Kc

2.782
3.522
2.384
1.168

细胞分素 6- BA/（mg/L）（B）
0.1
0.2
0.3
0.1
0.2
0.3
0.1
0.2
0.3
3.700
2.510
2.479
1.221

因素

B＞A＞C＞D

3 讨论

徐玲等[14]用不同有机附加物组合对铁皮石斛

原球茎鲜质量增质量进行研究，结果表明，在培养

60 d 后，原球茎鲜质量增质量最高的培养基是

MS＋0.5 mg/L NAA＋1 mg/L 6- BA＋100 g/L 土豆

汁＋100 g/L 小麦面粉＋20 g/L 蔗糖＋6 g/L 琼脂＋
0.5 g/L活性炭，鲜质量是不添加有机附加物对照的

5.35 倍。本试验中原球茎增殖采用悬浮培养，优化

出的最佳培养基为 1/2 MS＋0.4 mg/LNAA＋0.1 mg/L
6- BA＋0.33 g/L（NH4）2SO4∶0.525 g/L KNO3＋30 g/L

蔗糖，在培养 30 d，原球茎鲜质量平均增殖率为

6.73%。侯丕勇等[15]用不同激素对悬浮培养的铁皮

石斛原球茎在固体培养基上生长和分化进行研究，

结果得出，NAA 对原球茎的分化作用较好，与本试

验得出的结论生长素 NAA 对悬浮培养后原球茎增

殖分化长成幼苗的影响中达到了显著水平的结果

一致。
本研究结果表明，以种子为外植体，在固体培

养基萌发、液体培养基增殖、再接种到固体培养基

分化生根的体系，具有促进原球茎增殖、大大增加

表 4 铁皮石斛原球茎悬浮培养之后的固体培养方差分析试验结果

F 值

6.559
9.536
4.985
1.029

P 值

0.007**

0.002**

0.019*

0.337

均方

3.001
4.362
2.281
0.471
0.457

自由度

2
2
2
2
18
27

评价指标

鲜质量

变异来源

基本培养基

6- BA
NAA

土豆汁

误差

总和

平方和

6.001
8.725
4.561
0.942
8.234

254.953

表 5 各因素各水平之间平均数多重比较的结果

表 6 铁皮石斛原球茎最佳繁殖体系

生长阶段

种子萌发

原球茎增殖
原球茎分化

幼苗生根

培养基主要成分

MS＋25 g/L蔗糖＋6.5 g/L琼脂＋1 g/L活性炭

1/2 MS＋0.1 mg/L 6- BA＋0.4 mg/LNAA＋0.33 g/L（NH4）2SO4∶0.525 g/LKNO3＋30 g/L蔗糖

N6＋0.1 mg/L 6- BA＋0.4 mg/LNAA＋100 g/L土豆汁＋25 g/L蔗糖＋6.5 g/L琼脂＋1 g/L活性炭
1/2 MS＋0.3 mg/LNAA＋50 g/L土豆汁＋30 g/L蔗糖＋6.5 g/L琼脂＋1 g/L活性炭

注：不同小写字母表示在 0.05 水平差异显著。

NAA/
（mg/L）

0.6
0.4
0.2

原球茎鲜
质量 /g
3.39
2.90
2.39

显著性分析

a
ab
b

原球茎鲜
质量 /g
3.7
2.51
2.48

显著性分析

a
b
b

6- BA/
（mg/L）

0.1
0.2
0.3

基本培养基

Kc
1/2 MS
N6

原球茎鲜
质量 /g
3.52
2.78
2.38

显著性分析

a
ab
b

经研究，筛选出铁皮石斛不同生长阶段最佳繁 殖体系如表 6 所示。
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原球茎分化率、缩短组培时间、节省生产空间、节约

成本、生根率较高（达 90.1%）等特点，适合大规模

推广。
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