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铁皮石斛无糖组培技术初探 
 

林小苹 
（福建省漳州城市职业学院，福建芗城 363000） 

 

摘要：以铁皮石斛原球茎诱导出的丛生苗为材料，研究不同光照强度及 CO2 浓度条件下铁皮石斛试管苗无糖

培养的生长及生理状况。结果表明，保持 CO2浓度（350±50 mg/L）不变，光照强度的增加对其生长无明显促

进作用，无糖培养不如有糖培养；保持光照强度 3500 Lx不变，加大 CO2浓度，对试管苗的光合作用有较大促

进作用，有些指标接近常规的有糖培养。 
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植物无糖组织培养技术基础理论的建立已经成熟，但商业化的应用尚未普及。目前许多试验都集中

在研究和设计复杂的光自养微繁殖控制系统[1,2]，但植物生长的复杂性往往会导致设施设计及使用的失

败。因此，本试验通过改变光强，输入 CO2等方式，从增强植株自养能力的角度考虑，对铁皮石斛无糖

培养技术进行了初步探索，力求使用最少的能源和原料培养生产高品质的植株。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

铁皮石斛 Dendrobium officinale原球茎分化出的丛生小苗为试验材料，取长 2 cm左右，带 2～3片

叶，茎干粗细相近的无根苗进行诱导生根培养。 

1.2  方法 

1.2.1  培养方法     

培养基为：a（常规培养基）MS+6-BA 3.5 mg/L+KT 1.5 mg/L+NAA 0.6 mg/L+琼脂粉 6 g/L+糖 30g/L+

香蕉 20g/L；b（无糖培养基）MS+6-BA 3.5 mg/L+KT 1.5 mg/L+NAA 0.6 mg/L+（不加维生素、有机物、

糖）。pH值均为 5.8，培养温度为 24～26℃。 

培养容器由贮物箱改造而成，具有可独立控制光照强度的照明系统。光照使用的光源系冷光源，每

天补充光照 18 h；CO2供给方法：钢瓶中的 CO2通过流量计进入配气罐与空气混合成一定浓度的 CO2，

启动真空泵使培养箱内形成负压，CO2便进入培养箱内。输入 CO2的时间与光照时间同步进行。每 2天

测一次培养容器内 CO2的浓度并做相应的调整。 

1.2.2  试验方法 

每瓶接 5株材料，每个处理 10瓶，重复 3次。60天后测定相关指

标。 

1.2.3  培养条件筛选 

根据查阅资料，设计以下

正交因素水平表（表 1）。 

根据因素水平表设计正

交实验表 L4(23)（表 2）。 

表 2  正交实验表 L4(23)的设计

试验号 A B C 

1 1 1 1 

2 1 2 2 

3 2 1 2 

4 2 2 1 

表 1   供试因素及水平 

水平 A培养基 B光照强度（Lx）
C CO2浓度

（mg/L）

1 常规培养基 500 350±50  

2 无糖培养基 3500  700±50  

基金项目：漳州市自然科学基金科技项目（ZZ2013J12）；漳州城市职业学院科研项目（YKY201504）。 

作者简介：林小苹（1975年-）,女,福建莆田人，副教授,硕士。 
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1.2.4  数据分析     

观察记录试管苗生长情况，使用 SPSS 2.0软件和 Excel软件进行数据统计分析。 

1.2.4.1  形态指标：每个处理随机选取 3瓶瓶苗，先测量植株的株高、最大叶宽、最大叶长、最大根长、

根数、总鲜量及总干重。其中鲜重及干重为单位面积产量（单位 g/cm2），测定方法如下： 

每一瓶的瓶苗洗去培养基后吸干表面水分称重，获得重量（W），除以培养瓶瓶底面积（78.5 cm2），

即为总鲜重。然后将植株在 60℃条件下恒温干燥 48 h后称重，除以培养瓶瓶底面积（78.5 cm2），即为

总干重。  

1.2.4.2  多糖含量测定方法：多糖含量测定方法参考林小苹等[3]的方法，先用葡萄糖标准溶液绘制标准

曲线方程式为 C=144.85A－0.3061(R²= 0.999 6 )。提取不同处理铁皮石斛叶中的多糖，按下式计算多糖

的百分含量。 

 

 

式中，V1为样品定容体积（mL）；V2为样品定容液取样体积（mL）；V3为沉淀定容体积（mL）；

V4为测定用样液体积（mL）；W为样品重量（g）；C为标准曲线查得样品溶液中葡萄糖含量（μg）。 

2  结果与分析 

2.1  正交试验法测定铁皮石斛生长的影响因素 

利用正交试验法设 4个不同处理，通过生长量及多糖含量的极差分析，从表 3可知，影响铁皮石斛

无糖培养的 3因素的主次顺序为 A＞C＞B，说明培养基是否添加有机物对铁皮石斛生长的影响最大，其

次是 CO2浓度与光照强度。 

表 3  极差分析结果（均值） 

总鲜重分析结果 总干重分析结果 多糖分析结果 
因子 

水平 1 水平 2 极差 R 水平 1 水平 2 极差 R 水平 1 水平 2 极差 R

A培养基 1.1355 0.5935 0.5420 0.4220 0.1725 0.2495 0.3595 0.1585 0.2010 

B光照强度 0.4760 0.8930 0.4170 0.2520 0.3425 0.0905 0.1860 0.3320 0.1460 

C CO2浓度 0.6745 1.0545 0.3800 0.2115 0.3830 0.1715 0.1705 0.3475 0.1770 

运用 Excel 软件对以上各指标数据进行单因

素方差分析（表 4～表 6），结果显示 P值均＜0.01，

说明不同处理对铁皮石斛试管苗的生长影响较

大，均达到极显著差异水平。 

2.2  不同光照强度和CO2浓度对铁皮石斛无糖培

养的影响 

    在确定影响铁皮石斛生长主要因素是培养基

成分的基础上，设计试验，对光照强度和 CO2浓

度 2因素分别选择 4～6个处理对铁皮石斛无糖培

养进行研究。 

2.2.1  不同光照强度下无糖培养方式对铁皮石斛

生长的影响 

以常规培养基培养为对照，设置了 500 Lx、3500 Lx、8000 Lx三组不同光照强度，对无糖培养条件

下铁皮石斛的生长情况进行比较。从表 7 可以看出，处理 1、处理 2、处理 3 的各项指标均显著大于相

对应的处理 4、处理 5和处理 6，说明在低 CO2浓度（350±50 mg/L）下，无糖培养明显不如有糖培养， 

C×V1×V3×W 
多糖含量(%)= 

V2×V4×10000 

表 4  鲜重方差分析结果 

差异源 SS df MS F P-value F crit 

组间 1.322615 3 0.440872 541.1681 1.42E-09 4.066181

组内 0.006517 8 0.000815    

总计 1.329132 11     

表 5  干重方差分析结果 

差异源 SS df MS F P-value F crit 

组间 0.298603 3 0.099534 388.7859 5.29E-09 4.066181

组内 0.002048 8 0.000256    

总计 0.300651 11     
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提供糖等有机碳源有利于植物生长。 

铁皮石斛叶色、健壮度等外观表现，不同处

理表现出的性状与数据分析高度一致（见表 8）。

处理 2的优势明显，表现为植株健壮，叶色浓绿，

茎粗壮，根粗壮色白；处理 1 的植株虽然长势稍

逊于处理 2，但叶片变薄，数量增多，这是其在弱

光环境下的一种适应性表现，

通过增加叶片密度来增强对

光能的利用；处理3叶小而厚，

则是为降低光损伤而出现的

叶片形态的改变。根生物量下

降表明植物对地下部分的投

入减少，将更多物质分配到地

上部分以保持一定的光合产

物的积累；处理 4与处理 5明

显表现出生长受抑制现象，苗

弱，叶色黄绿，根细弱，生根率下降；处理 6的效果最差，部分植株出现死亡现象，成活苗更换有糖培

养基继代培养，也无法复壮生根。 

结合表 7及图 1分析，无论培养基中是否添加糖源，同一培养基条件下，随着光照强度的增加，各

项指标均表现出先增加后降低的趋势。光照强度达到 8000Lx 时，出现明显的光抑制现象，各项指标均

有显著下降，说明铁皮石斛试管苗对光照强度的耐受能力有限，单纯依靠提高光照强度来提高组培苗的

光合能力是不可行了。这应该与其为阴生植物有关，太强的光照对其生长不利。 

2.2.2  不同 CO2浓度下无糖培养方式对铁皮石斛生长的影响 

以常规培养基培养为对照，设置了 350±50 mg/L、750±50 mg/L 二组不同 CO2浓度，对无糖培养条

件下铁皮石斛的生长情况进行比较。 

表 6  多糖含量方差分析结果 

差异源 SS df MS F P-value F crit 

组间 0.279961 3 0.09332 5748.99 1.14E-13 4.066181

组内 0.00013 8 1.62E-05    

总计 0.280091 11     

表 7  不同光照强度和糖浓度对铁皮石斛生长发 

处理 培养基 光照强度 株高（cm）叶长（cm）叶宽（cm） 根长（cm）根数（条）

1 常规培养基 500 Lx 5.298B 2.089B 0.865B 6.176B 7.374A

2 常规培养基 3500 Lx 5.568A 2.136A 0.904A 6.582A 7.773A

3 常规培养基 8000 Lx 4.503C 1.785C 0.721C 4.408C 6.169B

4 无糖培养基 500 Lx 2.119D 0.856E 0.346D 3.064D 5.981C

5 无糖培养基 3500 Lx 2.290D 0.992D 0.204E 3.117D 5.623CD

6 无糖培养基 8000 Lx 1.591E 0.634E 0.261E 2.562E 2.301E

注：⑴ 所有处理条件下 CO2浓度保持在 350±50 mg/L。 

⑵ 同列数据后不同大写字母表示在 0.01水平上差异极显著。 

表 8  不同光照强度和糖含量对铁皮石斛生长性状的影响 

处理 培养基 光照强度 生长性状 

1 常规培养基 500 Lx 
苗健壮，长势较好，株高较一致；茎绿色，纤细，节间距长；叶较薄，数量多，浅绿

色；全部生根，根粗壮色白 

2 常规培养基 3500 Lx 
苗健壮，长势好，株高较一致；茎粗壮，绿色，节间较短；叶色浓绿，肥厚；全部生

根，根粗壮色白 

3 常规培养基 8000 Lx 
苗稍弱，长势较差，植株高低差异较大；茎绿色，纤细，茎节间较短；叶小而厚，叶

缘呈红褐色；全部生根，根细弱色白 

4 无糖培养基 500 Lx 苗稍弱，生长慢，叶色黄绿，70%生根，根细弱，浅褐色，部分植株死亡 

5 无糖培养基 3500 Lx 苗稍弱，长势较差，叶色浅绿，茎叶均细长，全部长根，根细弱色白 

6 无糖培养基 8000 Lx 苗细弱，生长慢，叶色黄绿，60%生根，根细弱，黄褐色，部分植株死亡 

注：所有处理条件下 CO2浓度保持在 350±50 mg/L 。 
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由表 9及图 2可知，不

同 CO2浓度对铁皮石斛试管

苗生长量及多糖含量等生理

指标的影响有显著不同。在

保持光照强度不变（3500Lx）

的情况下，处理 2 大于处理

1，处理 4大于处理 3，说明

CO2 浓度对铁皮石斛生长影

响差异极显著，输入 CO2对

铁皮石斛生长有明显的促进

作用；处理 1不小于

处理 4，说明在输入

CO2的条件下，培养

基中是否添加有机

碳源，铁皮石斛生长

效果差不多。以上结

果表明在适宜的光

照强度下，植物能以 CO2代替糖作为碳源，由异养变为自养。增施 CO2有利于提高组培苗的光合能力，

有助于试管苗生长，促进多糖成分的积累。 

铁皮石斛试管苗培养 60天后，各处理的生长状态有显著差异（详见表 10）。在提供糖源的情况下，

提高 CO2浓度至 750±50 mg/L（处理 2），试管苗的光合自养能力得到促进，生长势具有明显的优势，叶

色浓绿，茎粗壮，根系也生长健壮；处理 4的 CO2浓度虽然也补充到 750±50 mg/L，在相对密闭的培养

瓶中，CO2吸收利用还是比较有限的，无法与直接供能的糖类有机物相比，因此试管苗长势稍弱，叶色

浅绿，茎叶细长，根细弱。 

2.3  无糖培养的适用性 

铁皮石斛工厂化生产的投入成本及获得利润的多少，与厂家在市场的竞争力密切相关。其生产成本

主要涉及：厂房建设、设备购置、试剂药品、水电、人力成本等。扣除人力资源管理成本、销售成本等

两者较一致的投入外，从设备的购置、试剂药品、水电费等方面进行比较分析，两者费用的差异见表 11。

综合以上几个方面的分析，建立一个中等规模的铁皮石斛无糖培养工厂，第一年设备购置的前期投入成

本比较高，但生产过程中的药品耗材及后期瓶苗成活率所需成本大幅降低。以五年为投资周期，年产 200

万瓶试管苗进行盈利预测分析，要到第 3年才开始出现盈利情况。因此，厂家要熟知无糖组培技术的各 

表 9  不同 CO2浓度和糖浓度对铁皮石斛生长发育的影响 

处理 培养基 CO2浓度（mg/L）株高（cm）叶长（cm）叶宽（cm）根长（cm） 根数（条）

1 常规培养基 350±50 5.568B 2.136B 0.904B 6.582B 7.773B 

2 常规培养基 750±50 6.725A 4.894A 1.016A 9.218A 8.912A 

3 无糖培养基 350±50 2.290D 0.992C 0.204C 3.117D 5.623D 

4 无糖培养基 750±50 5.373C 2.128B 0.816BC 6.301C 6.796C 

注：所有处理条件下光照强度保持在 3500 Lx；同列数据后不同大写字母表示在 0.01水平上差异极显著 

表 10  不同 CO2浓度和糖含量对铁皮石斛生长性状的影响 

处理 培养基 CO2浓度（mg/L） 生长性状 

1 常规培养基 350±50 
苗健壮，长势好，株高较一致；茎粗壮，绿色，节间较短；叶色浓绿，肥厚；全部

生根，根粗壮色白 

2 常规培养基 750±50 
苗健壮，长势好，株高较一致；茎粗壮，带紫色（铁锈色），节间较短；叶色浓绿，

肥厚；全部生根，根粗壮色白 

3 无糖培养基 350±50 苗细弱，生长慢，叶色黄绿，60%生根，根细弱，黄褐色，部分植株死亡 

4 无糖培养基 750±50 苗稍弱，长势较差，叶色浅绿，茎叶均细长，全部长根，根色白，细弱 
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图 2  不同 CO2浓度和糖浓度对铁皮石斛多糖含量及生长量的影响
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项操作环节，在保证种苗质

量的前提下，进行技术创新，降

低生产成本，提高产品竞争力，

使利润达到最大化。 

3  讨论 

无糖培养主要通过促进植

物自养能力的提高，减少植物形

态结构发育差，生理功能弱等不

利因素。因此，与光合作用有关

的环境条件，如 CO2浓度、光照

强度等条件的改变对无糖培养

的成功与否至关重要。本试验

中，在低光照强度（500 Lx）条件下，增加 CO2浓度，对铁皮石斛生长效果影响不明显，而在较高光照

强度（3500 Lx）条件下，是否增加 CO2浓度对铁皮石斛生长效果有显著性差异。说明在提高 CO2浓度

时还要增强光照强度，否则铁皮石斛生长各项指标可能不进而退。 

CO2是植物进行光合作用的原料，目前大气中的 CO2浓度（约 350 mg/L 左右）远远低于大部分植

物的 CO2饱和点，这是影响植物生长量的主要限制因子之一
[4]。本试验中，在同等的光照强度和 CO2浓

度下，铁皮石斛在无糖培养基中的生长状态比有糖培养基稍差些，说明在相对密闭的培养瓶中，CO2吸

收利用还是比较有限的，无法与直接供能的糖类有机物相比，如果无法满足植物对 CO2的需求，无糖培

养效果差，不可取。 

无糖组织培养在相对密闭的培养装置进行，由于植物本身的消耗，CO2浓度会越来越低，导致植物

光合作用被抑制，需要人为输入 CO2以维持一定的浓度。因此，在商业化运行中，CO2供给方式和浓度

的调控是关键技术之一。相关设施的成本的多少对生产成本有重大影响。从成本及污染率、后期移栽成

活率等方面考虑，如果生产规模达到一定程度，还是无糖培养的效益高。 

无糖培养技术对组培生产所起的作用已在非洲菊[5]、彩色马蹄莲[6]、满天星[7]等花卉植物产业化生

产中得到肯定，但目前尚未得到大规模推广。与一般的组培技术相比，它对外植体的要求较高，如茎叶

要粗壮，需要具有进行光自养生长的叶面积等等。同时，微环境控制方面需要专业的技术人员，CO2及

光照设施的前期投入和生产中电、气的消耗等均是一笔不小的投入。因此，要成功利用无糖组培技术，

必须在充分认识和掌握其理论与技术操作后，才能取得最佳培养效果。 
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表 11  无糖培养与有糖培养成本计算 

序号 列项 无糖培养 有糖培养 

1 CO2 及光照补充设施的

前期投入 

根据设施的智能化程

度千元到几十万不等

0 

2 CO2混合、通入及补充光

照所需的电、气的消耗

48000元/年 0 

3 培养基基本材料、糖、

有机物、维生素等 

栽培基质蛭石、珍珠岩

等（10元/500g） 

糖 4.20元/500g 

琼脂粉 140元/500g 

有机物及维生素 500元/套

植物激素 1000元/套 

4 污染率、驯化阶段的死

亡率造成的损失 

比有糖培养低 40% 高 


