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不同培养条件对铁皮石斛类原球茎生物反应器培养的影响 
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摘  要：目的  研究不同培养条件对铁皮石斛类原球茎在生物反应器培养的影响。方法  采用接种量、通气量、蔗糖浓度、

光照强度等单因素试验设计，烘干法测定生物量，苯酚-硫酸法测定多糖量，数据采用 SPSS 16.0 软件分析。结果  在生物

反应器培养条件下，利于铁皮石斛类原球茎增殖和多糖积累的培养基组分为 1/2 MS 基本培养基添加 1.0 mg/L NAA、5%椰

乳、3%蔗糖，pH 值为 6.0；接种量为 40 g/L，采用孔径为 15 μm 的多孔喷头，通气量用 1.0 L/min 和 0. 5 L/min 交替使用以

及光照强度为 2 000 lx 等培养条件有效地提高 3 类原球茎增殖系数和多糖量。结论  不同的培养条件对铁皮石斛类原球茎的

生长、多糖的变化有显著影响，适宜的培养条件对铁皮石斛类原球茎的生物量和主要药用成分的生产具有重要的实践意义。 
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Effect of different culture conditions on protocorm-like bodies of Dendrobium 
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Abstract:  Objective  To explore the effect of different culture conditions on protocorm-like bodies (PLBs ) of Dendrobium candidum 
in bioreactor culture. Methods  Inoculation quantity, ventilation, sucrose concentration, and light intensity were taken to carry out the 
single factor experiment design. Biomass was determined by drying method, polysaccharide content by phenol-sulfuric acid method, and  
SPSS16.0 software was used for data analysis. Results  Under the bioreactor culture, the nutrient medium components for the PLBs 
proliferation of D. candidum and polysaccharide accumulation were 1/2 MS medium supplemented with 1.0 mg/L NAA, 5% 
coconutmilk, and 3% sucrose, pH value was 6.0. The culture conditions, such as inoculation with 40 g/L, 15 μm pore porous nozzle, 
aeration volumes by 1.0 and 0.5 L/min used alternately, and photon flux of 2 000 lx could improve the proliferation coefficient and 
polysaccharide contents of PLBs. Conclusion  Different culture conditions have the significant effect on the growth of PLBs and the 
accumulation of polysaccharide. Suitable culture conditions have the very important practic significance to the biomass of PLBs and main 
medicinal ingredient production of PLBs. 
Key words: Dendrobium candidum Lindl.; protocorm-like bodies; culture condition; bioreactor; proliferationg coefficient; polysaccharides 
 

铁皮石斛 Dendrobium candidum Lindl. 为兰科

石斛属多年生附生草本植物，主要分布于西南和江

南各省，是我国传统名贵药材之一。石斛的药用部

分主要是新鲜或干燥茎，具有益胃生津、滋阴清热

等功效，因其极高的药用价值，市场前景广阔，一

直以来都备受消费者的青睐，但野生铁皮石斛也因 
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此遭到过度采挖，野生资源几近濒危。目前铁皮石斛

工业原料主要以大棚种植生产出的铁皮石斛为主，然

而传统的人工栽培生产铁皮石斛存在着移栽成活率

低、栽培环境和管理技术要求高、种苗之间生长状况

不一致、生产成本高、生长周期长等诸多问题。近年

来经研究证明铁皮石斛类原球茎（protocorm-like 
bodies，PLBs）与铁皮石斛的药效相近[1-2]，这几年对

于铁皮石斛 PLB 的研究成为热门，主要集中在增殖、

贮藏、试管苗分化及生根壮苗等种苗培养方面[3-4]，而

对于铁皮石斛 PLBs 在生物反应器培养方面的研究甚

少。生物反应器培养具有可以缩短生产周期、提高生

产效率、降低生产成本、提高产量等优点，并且这一

技术也已在人参不定根[5]、百合种球[6]、菊花茎段[7]、

蝴蝶兰幼苗[8]等植物材料上成功应用。本实验以铁皮

石斛 PLBs 为材料，探索影响铁皮石斛 PLBs 生物反

应器培养的条件，为构建铁皮石斛 PLBs 生物反应器

培养体系以及今后用植物生物反应器工厂化生产铁

皮石斛工业原料提供科学依据。 
1  材料与方法 
1.1  材料 

所用材料经浙江农林大学楼炉焕教授鉴定为铁

皮石斛 Dendrobium candidum 的类原球茎。 
1.2  方法 
1.2.1  接种量的设置  将 PLBs 按 20、40、60、80 g/L
的接种量转入 500 mL 生物反应器中，液体培养基

为 400 mL，培养基为 1/2 MS 基本培养基，附加 3%
蔗糖，5%椰乳，1 mg/L NAA，pH 值为 6.0，通气

量为 1.0 L/min，光照强度为 2 000 lx。 
1.2.2  通气量的设置  将 PLBs 按 40 g/L 的接种量转

入 500 mL 生物反应器，培养基为 1/2 MS 基本培养基

（400 mL），附加 3%蔗糖，5%椰乳，1 mg/L NAA，

pH 值为 6.0，使用孔隙 15 μm 的多孔喷头，光照强

度为 2 000 lx，通气量设置为 0.5、1.0、1.5 L/min。 

1.2.3  蔗糖质量分数的设置  将 PLBs 按 40 g/L 的

接种量转入 500 mL 生物反应器，培养基为 1/2 MS
基本培养基（400 mL），附加 5%椰乳，1 mg/L NAA，

pH 值为 6.0，使用孔径 15 μm 的多孔喷头，光照强

度为 2 000 lx，通气量为 1.0 L/min，蔗糖质量分数

设置为 1%、3%、5% 3 个梯度。 
1.2.4  光照强度的设置  将 PLBs 按 40 g/L 的接种

量转入 500 mL 生物反应器，培养基为 1/2 MS 基本

培养基（400 mL），附加 3%蔗糖，5%椰乳，1 mg/L 
NAA，pH 值为 6.0，使用孔隙 15 μm 的多孔喷头，

通气量为 1.0 L/min。光照强度设置为 0、500、1 000、
2 000、3 000、4 000 lx。 

以上各处理重复 3 次，接种量、通气量和蔗糖等

试验均为培养 40 d 后取样调查。调查时，先滤去培养

液，将 PLBs 铺在滤纸上，用滤纸吸干 PLBs 上面的水

分，在自动显示天平上称其鲜质量，计算增殖系数 [(培
养后质量－接种量) / 接种量]；然后，将 PLBs 放于 105 
℃的烘箱内烘 20～30 min，之后将温度调为 60～80 ℃
烘至恒质量，称得其干质量。多糖提取采用苯酚-硫酸

法[4]，用UV2550 紫外可见分光光度计（上海第三分析

仪器厂）进行多糖的测定，以多糖质量分数为纵坐标

（Y），峰面积为横坐标（X）绘制标准曲线方程：Y＝
6.710 62 X＋0.005 49，r＝0.999 65，在多糖 1.24～6.2 μg
峰面积与进样量呈良好的线性关系。 
1.3  数据处理 

SPSS 16.0 统计软件进行生物量和多糖量的方

差分析和多重比较。 
2  结果与分析 
2.1  接种量对铁皮石斛PLBs生物反应器培养的影响 

在生物反应器培养中，接种量对铁皮石斛 PLBs
生物量的增加和多糖的积累有较明显的影响。随着

接种量的增加，PLBs 的鲜质量、干质量、多糖量以

及增殖系数；都呈先升高后下降的趋势（表 1）。当 

表 1  接种量对铁皮石斛 PLBs 生物反应器培养的影响 
Table 1  Effect of different inoculum densities on biomass and polysaccharide of PLBs of D. candidum in bioreactor culture 

接种量 / (g·L−1) 培养后鲜质量 / g 培养后干质量 / g 增殖系数 多糖 / % 

20 35.60±3.23 dD 3.870±0.052 cC 4.450±0.050 bB 28.72±1.13 bB 

40 88.96±3.48 aA 9.100±0.024 aA 5.560±0.063 aA 34.04±1.45 aA 

60 84.00±4.04 bB  8.260±0.029 aAB 3.500±0.042 cC 19.10±0.86 cC 

80 68.78±1.74 cC 7.160±0.011 bB 2.150±0.038 dD 16.87±0.94 cC 

小写字母表示 P＜0.05 的显著性差异，大写字母表示 P＜0.01 的显著性差异，下同 
Lowercase letters mean the significant difference at P < 0.05, uppercase letters mean the significant difference at P < 0.01, same as below 
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接种量为 40 g/L 时，培养 40 d 后鲜质量、干质量、

多糖量和增殖系数均为 高，分别为 88.96 g、9.10 
g、34.04%、5.56，且与其他处理相比较存在极显著

差异（P＜0.01）。由此得出，在生物反应器培养的

条件下，接种量为 40 g/L 时 适合铁皮石斛 PLBs
的增殖和多糖的积累。 
2.2  通气量对铁皮石斛PLBs生物反应器培养的影响 

由表 2 可知，当通气量为 1.0 L/min 时，铁皮石

斛 PLBs的鲜质量、干质量和增殖系数分别为 102.56 
g、11.28 g 和 5.41，与其他处理比较有极显著差异，

并且该条件下生长的 PLBs 状态优于其他处理；当

通气量为 0.5 L/min 时，PLBs 的增殖系数较低，这

可能是由于通气量小导致液体培养基内溶氧量少，

也使得氧的传递速度变慢，从而影响 PLBs 的增殖；

而当通气量为 1.5 L/min 时，PBLs 的增殖效果 差，

这可能是因为通气量过大会带来较大的剪切力而抑

制 PLBs 的生长[9-10]。 
铁皮石斛 PLBs 多糖量随通气量的增加呈下降

趋势，0.5、1.0 L/min 处理下的多糖量分别为

26.53%、25.12%，两者间无显著性差异。因此，综

合考虑通气量对 PLBs 的增殖和多糖量的影响，可

用二步法[11]对铁皮石斛 PLBs 进行培养，先在 1.0 
L/min 的条件下进行增殖培养，然后将通气量调整

为 0.5 L/min， 大限度促进多糖的积累。 

表 2  通气量对铁皮石斛 PLBs 生物反应器培养的影响 
Table 2  Effect of different aeration volumes on biomass and polysaccharide of PLBs of D. candidum in bioreactor culture 

通气量 / (L·min−1) 培养后鲜质量 / g 培养后干质量 / g 增殖系数 多糖 / % 

0.5  81.92±0.69 bB  9.010±0.017 bB 4.120±0.039 bB 26.53±1.23 aA 

1.0 102.56±2.83 aA 11.280±0.052 aA 5.410±0.059 aA 25.12±1.06 aA 

1.5  69.28±1.87 cC  7.620±0.032 cC 3.330±0.042 cC 21.98±1.75 bB 
 
2.3  蔗糖质量分数对铁皮石斛 PLBs 生物反应器培

养的影响 
由表 3 可知，蔗糖质量分数的变化，导致铁皮

石斛 PLBs 的生物量的增加也发生变化。培养 40 d
后，在蔗糖质量分数为 1%的处理中，PLBs 的生物

量增加较少，增殖系数为 2.70。而当蔗糖质量分数

升高到 3%时，PLBs 的生物量增加 明显，鲜质量、

干质量、增殖系数和多糖量分别为 100.87 g、10.09 

g，5.30 和 28.86%，与其他处理相比较，PLBs 的鲜

质量、干质量、增殖系数存在着极显著差异（P＜
0.01），多糖量存在显著性差异。在蔗糖质量分数为

5%时，PLBs 的生物量、多糖量和增殖系数均下降，

这说明高质量分数的蔗糖不利于铁皮石斛类 PLBs
的增殖和多糖的积累。因此，在生物反应器培养条

件下， 适宜 PLBs 增殖和多糖积累的蔗糖浓质量

分数为 3%。 

表 3  蔗糖质量分数对铁皮石斛 PLBs 生物反应器培养的影响 
Table 3  Effects of sucrose at different concentration on biomass and polysaccharide of PLBs of D. candidum in bioreactor culture 

蔗糖浓度 / % 培养后鲜质量 / g 培养后干质量 / g 增殖系数 多糖 / % 

1  59.20±1.63 cC  5.980±0.036 cC 2.700±0.019 cC 26.77±1.52 bcA 

3 100.87±2.78 aA 10.090±0.097 aA 5.300±0.043 aA 28.86±2.34 aA 

5  83.20±1.34 bB  8.490±0.082 bB 4.200±0.032 bB 23.53±1.84 cA 

 

2.4  光照强度对铁皮石斛 PLBs 生物反应器培养的

影响 

由表 4 可知，不同的光照强度对铁皮石斛 PLBs
生物量的增加和多糖积累的影响较大。随着光照强

度的增加，生物量总体上呈递增趋势。其中，相对

弱光条件（0～1 000 lx）下的鲜质量、干质量和增

殖系数与相对强光（2 000～4 000 lx）条件相比，

存在极显著差异（P＜0.01）；在多糖量的变化中，

2 000 lx 的处理，多糖量为 26.88%，显著高于其他

处理，因此，在生物反应器培养条件下， 适宜 PLBs
增殖和多糖积累的光照强度为 2 000 lx。 

而且实验中观察到 PLBs 干质量随培养时间的

延长逐渐增加，但培养 40 d 后，干质量的增加趋势

渐趋平缓；多糖量随培养时间的延长则是先升高后

下降，培养 30 d 时多糖量达到 高值（图 1），说明

PLBs 生物量增加的高峰值和多糖量积累的 大值

并不是同步的。可能与培养液中养分的大量消耗，

难以为 PLBs 的继续生长提供足够的营养，从而消 
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表 4  光照强度对铁皮石斛 PLBs 生物反应器培养的影响 
Table 4  Effects of different photon fluxes on biomass and polysaccharide of PLBs of D. candidum in bioreactor culture 

光照强度 / lx 培养后鲜质量 / g 培养后干质量 / g 增殖系数 多糖 / % 
  0 50.02±0.87 cC 5.000±0.051 dC 2.500±0.016 cC 20.29±0.97 dD 

 500 60.04±0.73 bB 5.800±0.062 cC 3.000±0.024 bB 24.58±1.56 bB 
1 000 65.50±0.95 bB  5.900±0.085 cBC 3.280±0.031 bB   23.81±1.33 bcBC
2 000 82.70±1.61 aA  7.400±0.072 aAB 4.140±0.028 aA 26.88±0.86 aA 

3 000 78.66±1.79 aA 6.600±0.059 bB 3.930±0.042 aA 23.04±1.60 cC 
4 000 83.26±2.77 aA 7.500±0.091 aA 4.160±0.034 aA   24.39±1.38 bcBC

多糖量为 30 d 的取样调查数据，其余指标均为 40 d 的取样调查数据 

Polysaccharide content for 30 d sampling survey data, the other indexs for the sampling survey data of 40 d 
 

 

 
图 1  铁皮石斛 PLBs 在生物反应器培养过程中干质量 (A) 

和多糖量 (B) 的变化 
 Fig. 1  Dry weight (A) and polysaccharide content (B) 

of PLBs of D. candidum in bioreactor culture 

耗多糖等有机物促进植物体生长有关。 
3  讨论 

在生物反应器培养中适宜的接种量是影响培养

物生物量增加的重要因素之一。接种量过少不利于

培养基的有效利用，在一定的培养时间内，PLBs
对培养基的消耗不能达到 大化，造成培养基的部

分浪费；接种量过多，则容易造成在短时间内将培

养基中的一种或几种元素大量吸收，导致 PLBs 的

生长延缓或者抑制 PLBs 的生长，如磷元素是霍山

石斛 PLBs 增殖和多糖合成的限制因子[6]。适宜的

接种量既能 大化地利用培养基又能更好地促进

PLBs 生物量和多糖量的增加。魏明等[12]认为 100 
g/L 的接种量 有利于霍山石斛 PLBs 的悬浮培养，

对铁皮石斛 PLBs 悬浮培养研究发现，密度为 61.94 
g/L 的 PLBs 生长势较好。而在本实验中，40 g/L 的

接种量对铁皮石斛 PLBs 的生长 有利，可能与不

同培养方式或培养材料有关。 
液体培养基的流动状况对铁皮石斛 PLBs 营养

吸收的影响。在气升式生物反应器中，反应器内培

养液的传质和传热主要是依靠通入大量气体来实现

的，反应器内的传质速率与通气量的大小有密切联

系[13]。通气量小，培养基不能充分流动，溶氧量小，

影响 PLBs 对氧气和养分的吸收与利用，从而影响

细胞生长和多糖合成[7,14]；反之，通气量过大，易

引起溶氧量激增，会带来较大的剪切力，导致细胞

损伤，对 PLBs 的生长不利。本实验结果显示，适

合铁皮石斛 PLBs 增殖和多糖量积累的生物反应器

通气量为 1.0 L/min[8,15]。另外，张春华等[16]通过实

验认为，喷头也是影响生物反应器内植物体生长的

重要因素，喷头孔径大小决定了注入空气的气泡大

小，从而影响气体能否在培养液中充分扩散，继而

对植物的生长速率产生影响。本实验中，为了避免

气泡过大，采用小孔径喷头，有利于 PLBs 的培养。 
在植物组织培养和细胞培养中，培养物在培养

过程中通常会逐渐失去叶绿素，而需依赖外界的碳

源而生长[16]。碳源又是影响细胞生长和代谢产物产

率的重要营养因子之一，在培养过程中起着重要的

作用。本实验结果表明，较高的蔗糖质量分数不利

于 PLBs 的增殖，这可能与培养基的渗透压有关，

高渗透压对培养基中其他营养物质的吸收起抑制作

用，致使细胞生理胁迫、失水，导致细胞生长缓慢，

也影响了细胞内某些代谢功能的正常进行[17-19]。当

蔗糖质量分数为 5%时，铁皮石斛类原球茎多糖量

也降低，这可能是因为高渗透压培养环境中，PLBs
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的糖代谢受阻，影响了多糖的积累。 
光是植物组织和细胞培养中次生代谢物合成的

一个重要调控因子，很多研究表明光影响培养材料

生理生化代谢相关酶的活性和次生代谢产物的积

累，多数植物细胞在光或暗培养条件下都能正常生

长，但次生代谢物的产量却有较大区别[14]。本实验表

明：在暗培养条件下，由于缺少光照，类原球茎出现

黄化现象，不利于光合作用和生物量的增加，同时，

有可能较多地消耗 PLBs 内部的有机成分，从而导致

干物质的增加十分缓慢；而过高的光照强度会对其产

生光抑制，减少光合产物。因此，只有适宜的光照强

度才能利于 PLBs 生长，能够提高 PLBs 的光合速率，

从而提高 PLBs 的光能利用率和同化物的积累[20]。 
在植物种苗规模化生产中，多用固体培养来大

量繁殖种苗，或通过中间产物来提取有效物质，实

现工业化生产，但由于固体培养营养释放较慢，增

殖系数低，且在具体操作方面也浪费时间和人力。

据研究报道，百合[21]、人参不定根[22-23]、丹参[24]

等已在生物反应器中培养获得成功。而本实验通过

对铁皮石斛 PLBs 的固体培养、液体悬浮培养、生

物反应器培养等这 3 种培养体系的初步研究，表明

PLBs 的 大增殖系数分别为 3.56、4.81、5.56。从

中可以得出，生物反应器培养相对固体培养和液体

悬浮培养更利于 PLBs 的增殖。说明通过植物生物

反应器培养，生产铁皮石斛 PLBs 的方法具有一定

的可行性。 
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