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金线莲丛生芽培养及有效物质生产研究 
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摘  要：目的  探明 3 种因素对金线莲 Anoectochilus roxburghii 丛生芽生物量和有效物质积累的影响以及在反应器内通过大量

培养丛生芽生产有效物质的可行性，为金线莲产品开发提供一种新的材料来源。方法  以金线莲丛生芽为材料，研究外植体长

度、BA 质量浓度和光条件对金线莲丛生芽的影响，观察利用气升式生物反应器培养金线莲丛生芽对生物量和有效物质积累的

影响。结果  外植体大小为 5 mm 时丛生芽增殖效果显著好于 1 mm。BA 质量浓度为 2.5 mg/L 时生物量最高，但丛生芽中多糖、

黄酮和总酚等有效物质的生产量在 BA 质量浓度为 2.0 mg/L 时出现最高值。明培养比暗培养更适于生物量和有效物质的积累。

反应器培养的丛生芽生物量，多糖，黄酮和酚类物质的生产量（678.3、12.2、17.8 mg/L）明显高于固体培养。结论  外植体长

度为 5 mm、BA 质量浓度为 2.0 mg/L、在明培养条件下，利于丛生芽的生长，可生产较多的多糖、黄酮和酚类物质。在短时间

内通过气升式生物反应器可得到大量丛生芽，反应器培养比固体培养能获得更多的生物量和有效物质。 
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Abstract: Objective  To provide a new material for exploring the products of Anoectochilus roxburghii, and study the effect of 
explant lengths, BA concentration and light intensities on multiple shoot biomass and effective material accumulation of A. roxburghii; 
This paper also explored the feasibility of the bioreactor culture on the rapid proliferation of A. roxburghii. Methods  The optimum 
explant lengths for multiple shoot proliferation were selected, the effect of different BA concentration and light intensities on multiple 
shoot biomass and effective material accumulation were investigated. Additionally, the comparison was carried out between bioreactor 
culture and conventional solid culture for multiple shoot biomass and effective material accumulation of A. roxburghii. Results  
Explants (5 mm) promoted multiple shoot proliferation, mutiple shoot biomass was significantly higher than explants (1 mm). MS 
medium supplemented with 2.5 mg/L BA was optimal for multiple shoot biomass accumulation but the maximum productivities of 
polysaccharide, flavonoid, and total phenolic were found at 2.0 mg/L BA. Multiple shoot biomass and effective material accumulation 
were more suitable under light condition than under dark condition. The biomass and production of polysaccharide, flavonoid, and total 
phenolic (678.3, 12.2, and 17.8 mg/L) of multiple shoot at 5 g/L of inoculation density were significantly better than in solid culture. 
Conclusion  Multiple shoot biomass and productivities of polysaccharide, flavonoid, and phenolic compound are enhanced when 5 
mm explants are inoculated in MS medium supplemented with 2.0 mg/L BA and cultured under light condition. In addition, bioreactors 
are used for large scale propagation of multiple shoot in less time. The accumulation of biomass and bioactive compound during 
bioreactor culture is higher than in solid culture. 
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金 线 莲 Anoectochilus roxburghii (Wall.) 
Lindl.，兰科（Orchidaceae）开唇兰属 Anoectochilus 
Bl. 多年生草本植物，是十分珍稀的中草药，素

有“神草”“乌人参”等美称[1]。全身药用，味平，

性甘，具有清热凉血、除湿解毒、益寿延年等功

用，可治疗肺热咳嗽、风湿骨痛、糖尿病、膀胱

炎等[2]。富含多糖、黄酮类、微量元素、氨基酸、

酚类、三萜类等多种物质[3-4]。近年来，随着对金

线莲研究的不断深入，其功能也被越来越多的人

们了解，市场需求量逐年增加，但金线莲自然条

件下很难大量繁殖，而人工栽培自然危害较严重，

管理不方便[5]。通过植物组织培养进行金线莲大

量繁殖是目前最快最有效的办法。目前，金线莲

组培方面的研究主要集中在试管苗培养的培养条

件筛选[6-8]，但是，通过金线莲组培的方式直接从

培养物中获得有效物质的研究并不多见。因此，

本实验研究了影响金线莲丛生芽的生物量和有效

物质积累的几种因素，并探明了在反应器内通过

大量培养丛生芽生产有效物质的可行性，旨在为

丛生芽作为新材料来源提供参考。 
1  材料 

样 品 经 笔 者 鉴 定 为 金 线 莲 Anoectochilus 
roxburghii (Wall.) Lindl.，将其切成单芽备用。 

JA21002 电子天平（上海精天电子仪器有限公

司）；YHW1103 远红外快速干燥箱（天津市华北实

验仪器有限公司）；LG16-B 离心机（北京雷波尔离

心机有限公司）；UV1102 紫外分光光度计（上海天

美科学仪器有限公司）。所用试剂购于天津市科密欧

化学试剂有限公司。 
2  方法 
2.1  外植体长度对金线莲丛生芽增殖的影响 

根据袁晓玲等[9]和杨清林等[10]的实验结果作为

参考，将丛生芽长度设定为 1 mm 和 5 mm 作为外

植体，接种于 MS＋BA 1.0 mg/L＋NAA 0.5 mg/L＋
KT 0.2 mg/L＋蔗糖 30 g/L＋琼脂 7 g/L的培养皿中，

pH调节为 5.8。每个培养皿（Φ×h＝9.5 cm×1.5 cm）

接入 9 个外植体。温度为（25±2）℃，相对湿度为

70%，暗培养。45 d 后调查金线莲丛生芽的鲜物质

质量、干物质质量及增殖数。 
2.2  BA 质量浓度对金线莲丛生芽生物量和有效物

质积累的影响 
将丛生芽切成 5 mm 接种于含不同 BA 质量浓

度（1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 mg/L）的 MS 培养基中。

培养基的其他成分为 NAA 0.5 mg/L，KT 0.2 mg/L，
蔗糖 30 g/L 和琼脂 7 g/L，pH 调节为 5.8，每个培养

皿接入 9 个外植体。温度为（25±2）℃，相对湿度

为 70%条件下，暗培养。45 d 后调查金线莲丛生芽的

鲜物质质量、干物质质量以及测定多糖、黄酮、总酚

的质量分数。 
2.3  光条件对金线莲丛生芽生物量和有效物质积

累的影响 
根据以上实验结果，将 5 mm 的外植体接种于

BA 质量浓度为 2.0 mg/L 的 MS 培养基中，培养基

的其他成分为 NAA 0.5 mg/L，KT 0.2 mg/L，蔗糖

30 g/L 和琼脂 7 g/L，pH 调节为 5.8。每个培养皿接

入 9 个外植体。温度为（25±2）℃，相对湿度为

70%，分别在光照（光照强度为 1 600 lx，光照时间

为 16 h）和暗条件下培养。45 d 后调查金线莲丛生

芽的鲜物质质量、干物质质量以及测定多糖、黄酮、

总酚的质量分数。 
2.4  金线莲丛生芽反应器培养 

选用 3 L 气升式生物反应器，加入 2 L 培养基

（MS＋BA 2.0 mg/L＋NAA 0.5 mg/L＋KT 0.2 
mg/L＋蔗糖 30 g/L，pH 调节为 5.8）。反应器中接

入丛生芽 5 g/L 后进行完全浸模式培养。在培养温

度为（25±2）℃，光照条件下（光照强度为 1 600 lx，
光照时间为 16 h）培养 30 d。以筛选出最好条件的

固体培养为对照。比较反应器培养与固体培养的金

线莲丛生芽的鲜物质质量、干物质质量以及多糖、

黄酮、酚类物质的质量分数。 
2.5  样品测定 
2.5.1  生物量的测定  取出丛生芽，用自来水冲洗

2～3 次后，用滤纸吸干表面水分，称鲜物质质量。

最后放入 40 ℃的干燥箱中烘干，48 h 后称干物质

质量。 
2.5.2  多糖质量分数的测定  采用苯酚-浓硫酸

法[11]。精密称取干燥后的葡萄糖 25 mg，加蒸馏

水溶解定容至 25 mL，精密吸取 0.1、0.25、0.5、
0.75、1.0、1.25、1.5 mL 置于量瓶中，加蒸馏水

定容至 10 mL。分别吸取 1 mL 上述对照品溶液及

1 mL 蒸馏水于试管中，加入 5%苯酚溶液 1.5 mL，
摇匀后加入 5 mL 浓硫酸，静置 20 min，以蒸馏

水作为空白对照。在 490 nm 处测定吸光度值，绘

制标准曲线。 
精确称取丛生芽干燥粉末 10 g，用 90%乙醇溶

液浸泡 2 次，每次 6 h，放于通风橱中将滤渣挥干后，
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加入 100 mL 蒸馏水，分 3 次于 45 ℃条件下超声提

取 30 min，将滤液合并浓缩至 10 mL。用 Sevage 试剂

除蛋白，离心 15 min 后，取上清溶液加入 95%乙醇

溶液，静置 12 h 抽滤，依次用无水乙醇、丙酮和乙醚

洗涤滤渣，反复冲洗 3 次后，待滤液挥发散尽，在温

度为40 ℃条件下烘干，即为金线莲多糖。称取10 mg，
溶解定容至 100 mL 量瓶中，即为 0.1 mg/mL 金线莲

多糖溶液，并计算出换算因素（f）。 
f＝W/DC 

W 为总多糖质量，C 为多糖溶液中葡萄糖的浓度，D 为多糖

的稀释因素 

精确称取各处理的丛生芽干燥粉末 0.1 g，用

90%乙醇浸泡 2 次，每次 6 h，于通风橱中将滤渣挥

干，加蒸馏水 20 mL，在 45 ℃条件下超声处理 30 
min，滤过，收集滤液，重复 3 次后合并滤液，定

容至 100 mL 量瓶中，即得供试样品溶液。以苯酚-
浓硫酸法在 490 nm 处测定葡萄糖的吸光度值，计

算丛生芽中多糖的质量分数。 
多糖质量分数＝(C×D×f)/W 

C 为样品溶液中葡萄糖的质量浓度，D 为样品溶液的稀释因

素，W 为样品的质量 

2.5.3  黄酮质量分数的测定  采用硝酸铝比色法[12]。

精密称取 120 ℃干燥至恒定质量的芦丁对照品 10 
mg，用 70%乙醇溶解定容至 250 mL，摇匀，即得

0.04 mg/mL 芦丁对照品溶液。精密吸取芦丁对照品

溶液 0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL 置于试管中，

加 70%乙醇至 2 mL，再分别加入 5%亚硝酸钠溶液

0.3 mL，10%硝酸铝溶液 0.3 mL，4%氢氧化钠溶液

2.0 mL，间隔 6 min，摇匀，70%乙醇作为空白对照。

在 510 nm 处测定吸光度值，绘制标准曲线。 
精确称取各处理的丛生芽干燥粉末 0.1 g，加 70%

乙醇，60 ℃下处理 3 h，离心 15 min，取上清液定容

至 25 mL，即得供试样品溶液。取 2 mL 样品溶液加

入试管中，分别加入 5%亚硝酸钠溶液 0.3 mL，10%
硝酸铝溶液 0.3 mL，4%氢氧化钠溶液 2.0 mL，每加

一溶液间隔 6 min，摇匀，以 70%乙醇作为空白对照。

在 510 nm 处测定吸光度值，计算丛生芽中黄酮质量

分数。 
黄酮质量分数＝(XVt)/(VsW) 

X 为样品溶液中黄酮质量浓度，Vt 为样品提取液总体积，Vs

为提取体积，W 为样品质量 

2.5.4  总酚质量分数的测定  采用福林酚比色法[13]。

精确称取没食子酸 25 mg 置于 250 mL 量瓶中，定

容后摇匀，即得溶液中没食子酸质量浓度为 0.1 
mg/mL。取没食子酸标准液 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、
0.6、0.7 mL 于试管中，加蒸馏水至 1 mL，加入 0.1 
mL 2 mol/L 的福林-酚试剂，放置 6 min，再加入 2%
碳酸钠溶液 0.5 mL，暗处放置 1 h 后，在 760 nm 处

测定吸光度值，绘制标准曲线。 
精确称取各处理的丛生芽干燥粉末 0.1 g，加入

80%甲醇 15 mL，80 ℃下处理 2 h，冷却后，离心

15 min，抽取上清液，用 80%甲醇定容至 25 mL。取

1 mL 样品溶液加入试管中，加入 0.1 mL 2 mol/L 福

林-酚试剂，放置 6 min，再加入 2%碳酸钠溶液 0.5 
mL，以蒸馏水做空白对照。暗处放置 1 h 后，在 760 
nm 处测定吸光度值，计算丛生芽中总酚质量分数。 

总酚质量分数＝(C×V×D)/M 

C 为样品溶液中总酚质量浓度，V 为样品提取液总体积，D

为稀释倍数，M 为样品的质量 
2.6  数据整理及软件分析 

利用 SPSS 11.5 程序中的方差分析对实验数据

进行分析，采用邓肯氏新复极差法进行比较，显著

水平为 0.05，固体培养每个处理重复 10 次，反应器

培养每个处理重复 3 次。 
3  结果与分析 
3.1  外植体长度对金线莲丛生芽增殖的影响 

将 1 mm 和 5 mm 的丛生芽接种到增殖培养基

中培养 45 d，发现不同长度外植体得到丛生芽增殖

效果有很大差异。外植体长度为 5 mm 时，丛生芽

增殖效果好，丛生芽增殖数为（5.0±0.6）个，而 1 
mm 时仅为（2.0±0.2）个。外植体长度 5 mm 的鲜

物质质量和干物质质量分别为（640.0±35.4）、
（76.1±2.5）mg，1 mm 时的鲜物质质量和干物质质

量分别为（141.0±5.6）、（15.1±0.9）mg。因此，

在进行金线莲组培丛生芽增殖培养时，将外植体切

成 5 mm 大小为好。 
3.2  BA 质量浓度对金线莲丛生芽生物量和有效物

质积累的影响 
金线莲丛生芽的生物量与 BA 质量浓度密切相

关，在 BA 质量浓度为 1.0～2.0 mg/L 时，随 BA 质量

浓度升高，丛生芽鲜物质质量和干物质质量不断增

加，当 BA 质量浓度为 2.5 mg/L 时，出现最大值，分

别为 1 496.9、159.9 mg，之后继续增加质量浓度反而

减少。金线莲丛生芽的有效物质的积累也呈这一趋

势，多糖、黄酮、总酚的最高质量分数和生产量出

现在 BA 质量浓度为 2.0 mg/L 时（表 1）。说明 BA 
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表 1  BA 质量浓度对金线莲丛生芽生物量和有效物质积累的影响 (n = 10) 
Table 1  Effect of BA concentration on multiple shoot biomass and effective material accumulation of A. roxburghii (n = 10) 

生物量/mg 质量分数/(mg·g−1) 生产量/(mg·L−1) 
BA/(mg·L−1) 

鲜物质质量 干物质质量 多糖 黄酮 总酚 多糖 黄酮 总酚 
1.0  740.0±22.7  86.1±1.6 236.6±6.2 3.3±0.1 3.9±0.3 407.0±10.2  5.7±0.3  6.8±0.3

1.5  791.2±25.1  87.8±1.5 211.7±5.7 2.7±0.1 3.9±0.3 382.6±12.3  4.7±0.4  7.0±0.4

2.0 1 252.3±26.6 140.2±1.6 325.2±7.1 3.6±0.2 5.8±0.2 910.5±20.9 10.1±0.3 18.6±0.4

2.5 1 496.9±27.9 159.9±1.7 157.6±4.0 2.9±0.2 5.6±0.2 504.2±18.5  9.2±0.2 16.3±0.3

3.0 1 230.1±26.1 126.4±1.4 131.4±4.0 2.9±0.1 4.5±0.2 331.4±10.0  7.3±0.3 11.3±0.3
 
能够影响生物量和有效成分的合成，配合光照，可

以获得更多的生物量和有效物质。因此，本实验选

择 BA 质量浓度为 2.0 mg/L 作为最佳质量浓度。 
3.3  光条件对金线莲丛生芽生物量和有效物质积

累的影响 
为明确光条件对金线莲丛生芽生物量和有效物

质积累的影响，确定 BA 质量浓度为 2.0 mg/L 后分别

对明和暗培养条件下丛生芽生物量和有效物质积累

情况进行了比较。结果发现明培养条件下，丛生芽生

物量和多糖积累量显著高于暗培养，多糖质量分数和

生产量分别达到 477.8 mg/g 和 1 441.9 mg/L。光照条

件对黄酮和总酚的质量分数无显著的影响，但 2 种物

质的生产量明条件明显高于暗条件，明培养的丛生芽

中黄酮和总酚生产量分别达到 12.9、19.0 mg/L（表 2）。 

表 2  光条件对金线莲丛生芽生物量和有效物质积累的影响 (n = 10) 
Table 2  Effect of light condition on rhizome biomass and effective material accumulation of A. roxburghii (n = 10) 

生物量/mg 质量分数/(mg·g−1) 生产量/(mg·L−1) 
光条件 

鲜物质质量 干物质质量 多糖 黄酮 总酚 多糖 黄酮 总酚 

暗 1 160.4±99.1 128.1±1.4 315.2±6.4 3.6±0.2 5.6±0.3  807.5±11.1  9.2±0.4 14.3±1.5

明 1 872.1±72.8 171.3±2.1 447.8±8.7 3.8±0.2 5.6±0.2 1441.9±26.7 12.9±0.4 19.0±1.8
 
3.4  反应器培养对金线莲丛生芽生物量与有效物

质积累的影响 
反应器培养可获得大量丛生芽。在 3 L 反应器（含

2 L 培养液）中接入 5 g/L 的反应器培养的丛生芽培养

30 d，并与固体培养 45 d 的丛生芽进行比较发现，反

应器培养鲜物质量和干物质量分别为 24.4 g/L 和 3.1 
g/L，固体培养鲜物质量和干物质量分别为（10.0±0.2）
g/L、（1 030.0±118.0）mg/L。因此，反应器培养更适

于丛生芽增殖生长。且适宜的接种量可使丛生芽的生

物量大大提高，进一步筛选接种量，有利于在短时间

内大量繁殖金线莲丛生芽。比较固体培养和反应器培

养的丛生芽中多糖、黄酮和总酚质量分数和生产量，

如图 1 所示，反应器培养的多糖多糖质量分数和生产

量均高于固体培养，反应器培养更利于多糖的积累；

反应器培养黄铜质量分数和生产量均明显高于固体培

养，总酚的结果与黄酮相一致，反应器培养能获得更

多的总酚质量分数（5.8 mg/g）和生产量。说明反应器

培养比固体培养能获得更多的有效物质，筛选适宜的

接种量可以积累更多的多糖、黄酮、酚类物质。 

     

图 1  金线莲反应器培养与固体培养的丛生芽中有效物质积

累的比较 
Fig. 1  Comparison on effective material accumulation of A. 
roxburghii multiple shoot in bioreactor culture with in solid culture  
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4  讨论 
对于兰科植物，当外植体长度过短时，其增

殖生长的能力降低，且生长势较弱；当长度过长

时，继续进行组织生长，生长缓慢。本实验中取

丛生芽长度为 5 mm 时，外植体健壮，长势良好，

增殖速度快。这与袁晓玲等[9]和高丽等[14]的实验

结果相似。光是植物生长发育的重要因子。利用光

能把无机物转变成有机物，供给植物自身需求[15]。

低弱光照条件下，影响金线莲光合作用和产物合

成，严重减少植株生长量和干物质积累，同时，

光照条件对有效物质产量也有影响，李琰等[16]研

究发现，光照条件对杜仲愈伤组织生长和次生代

谢产物有显著影响，这与本试验结果相一致，相

同 BA 质量浓度下，明培养得到的生物量和有效

物质产量高于暗培养。 
在植物组织培养过程中，植物生长激素对植物

生长起到促进作用，同时，激素配比不同，浓度高

低会影响植物生长和有效物质的积累。Seeni 等[17]

提出，在兰花的组织培养中，BA 对外植体增殖和

诱导起着重要的作用。于荣敏等[18]的实验表明，MS
培养基中适当的 BA，NAA 质量浓度对何首乌毛状

根的生长和蒽醌化合物的积累有促进作用，本试验

适于金线莲增殖和分化的 BA 最佳质量浓度为 2.0 
mg/L，添加一定质量浓度的 BA（2.0 mg/L）有利于

有效物质的合成和积累。 
研究表明，通过生物反应器培养不定根[20]和

球茎[20]等植物器官已成功地实现了大量繁殖和生

产次生代谢产物，例如，利用生物反应器培养铁

皮石斛原球茎的生物量和有效物质的量明显高于

其他培养方式[21]，这与本实验结果相一致。吴荣

哲[22]研究出了利用生物反应器进行金线莲种苗大

量扩繁的最佳条件。但利用生物反应器通过金线

莲的大量培养生产有效物质的研究尚未发现。由

于本实验只是初步研究，在反应器内培养金线莲

丛生芽的各影响因素还未进行筛选，今后有必要

进一步研究和探讨。 
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