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铁皮石斛的离体培养和快速繁殖 
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摘 要：以野生铁皮石斛种子为外植体，研究了不同基础培养基、天然附加物和植物生长调节剂对铁皮石 

斛种子萌发、原球茎增殖与分化、试管苗生根的影响。结果表明，铁皮石斛种子萌发的适宜培养基为 MS+ 

0．5 me,／L NAA+10％土豆汁；原球茎增殖与分化的适宜培养基为 MS+0．5 mg／L 6-BA+0．1 me,／L NAA+10％ 

土豆汁；试管苗生根的适宜培养基为 MS+0．2 me,／L NAA+10％土豆汁。在此条件下建立的铁皮石斛快速繁殖 

体系，原球茎在增殖与分化培养基上培养 3个月左右，可分化出大量高约 142 cln的试管苗 ，转入生根培养基中 

培养 3个月左右后诱导出大量根系，即可进行大田移栽。 
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Culture in vitro and rapid propagation of Dendrobium officinale 
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Abstract：To establish the protocorm culturing system of Dendrobium officinale，the effects of 
different basal meida，natural additives and phytohormones on the seed germination。hyperplasia and 

differentiation of protocorm ，and rootage of test—tube seedlings were studied．Results showed that the 

medium suitable for the seed germination was MS+0．5 mg／L NAA+10％ potato extract，the medium 

suitable for protocorm propagation and differentiation was MS+0．5 mg／L 6一BA+0．1 mg／L NAA+ 

10％ potato extract．and the medium suitable for rootage of the test．tuble seedlings was M S+ 

0。2 mg／L NAA+10％ potato extract。 

Key words：Dendrobium offcinale；Tissue culture；Rapid propagation 

铁皮石斛(Dendrobium officinale Kimura et Migo)，属兰科附生兰类，其药材俗称铁皮枫斗，又称黑 

节草，是一种传统名贵中药，具有滋阴清热、生津益胃、润肺止咳、润喉明目之功效[】]。现代医学研究表 

明，铁皮石斛的多糖、生物碱、氨基酸等成分具有提高免疫功能、抑制血栓形成、抑制肿瘤和延缓衰老的作 

用_2 ]。由于石斛属植物自然繁殖率低，加上长年无节制采掘，自然资源 日渐枯竭。铁皮石斛作为药用石 

斛中优质品种的代表，为石斛属濒危物种之一，目前已基本无野生资源可用，被列为国家重点保护药用植 

物、中国珍稀濒危二级保护植物和世界二类保护植物。为了保护和可持续利用这一珍稀中药品种，笔者 

以野生铁皮石斛种子为外植体，开展铁皮石斛离体培养和快速繁殖研究，为铁皮石斛大规模人工栽培提 

供依据。 
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1 材 料 与 方 法 

1．1 植物材料 

野生铁皮石斛材料采自浙江省江山市江郎山国家级自然风景区，经浙江省医学科学院张治国研究员 

鉴定为铁皮石斛(Dendrobium officinale)。 

1．2 培养基 

MS、i12 MS、B 、N 、Kc培养基均按常规方法配制，添加 30．0 g／L蔗糖、7．0 g／L琼脂，pH 5．8，121℃ 

高压蒸汽灭菌20 min。 

1．3 植物材料表面消毒 

取铁皮石斛未开裂的蒴果，流水冲洗 1 h，在超净工作台上用 75％酒精处理 1 min后再用 0．1％升汞 

液浸泡 12～15 min，倒去升汞液，用无菌水冲洗 4～5次，每次不少于 5 min，后用无菌纸吸干果实表面 

水分。 

1．4 人工培养条件 

培养室培养温度为(24±1)℃，光照强度为 1 500~2 000 lx，光照时间为 12 h／d。 

1．5 铁皮石斛种子的萌发 

在超净工作台上将消毒好的铁皮石斛蒴果切开，挑取种子分别洒播于表 1所示的 MS、1／2 MS、B 、 

N6、Kc培养基中，培养 1个月统计种子萌发率，考察不同基础培养基对种子萌发的影响。以 MS为基本 

培养基，一部分按表2添加激素，得 MS1、MS2、MS3、MS4培养基，一部分按表 3分别添加天然添加物，得 

MS5、MS6、MS7培养基，以上培养基分别播人种子，培养 1个月统计种子萌发率，以 MS0为对照，考察不 

同激素组合和天然添加物对种子萌发的影响。 

表 1 不同基本培养基对种子萌发的影响 表2 不同激素组合对种子萌发的影响 

Table1 Effects ofdifferent basalmedia on seed germination Table 2 Effects of different phytohormones on seed germina tion 

基本培养基 
Basal medium 

种子萌发率／％ 
Seed germination rate 

培养基 

Medium 

塑童 ： ： 1 些 种子萌发率／％ 
6-BA NAA Seed germination rate 

1．6 铁皮石斛原球茎增殖、分化培养 

按表 4分别在 MS、1／2 MS、B5、N6、Kc中添加 0．5 mg／L 6-BA+0．1 mg／L NAA配制不同培养基，按 

2．0 g／瓶分别接入原球茎，培养 12周后，考察原球茎增殖及分化情况；以MS为基本培养基，一部分按表 5 

中的激素组合分别配制 MS8、MS9、MSIO、MS11培养基，一部分以 MS+0．5 mg／L 6．BA+0．1 mg／L 

NAA为基本培养基，按表 6分别添加天然添加物配制 MS12、MS13、MS14培养基，分别考察不同基本培 

养基、激素组合、天然添加物对原球茎增殖、分化的影响。 

1．7 铁皮石斛试管苗生根培养试验 

以MS为基本培养基，一部分按表 7所示激素组合分别配制 MS15、MS16、MS17、MS18培养基，一部 

分按表 8添加天然添加物分别配制 MS19、MS20、MS21培养基，上述培养基按 10株／瓶分别接入由原球 

茎分化得到的小苗(苗高约 1．0 cm，真叶约 2～3片，具 0～2条短根)，每种培养基接种 10瓶，培养 12周 

后检测苗高、单株芽数、根数等指标，并观察试管苗生长情况，考察不同激素组合、天然添加物对试管苗生 

长的影响。 

2 结 果 与 分 析 

2．1 铁皮石斛种子萌发试验 

2．1．1 种子的萌发 

将铁皮石斛蒴果(图 1A)中的种子(图 1B)分别于 MS、1／2 MS、B 、N 、Kc培养基中培养约 10 d后， 

均可见到原胚逐渐萌动膨大，20 d左右种皮一端破裂，突破种皮的胚呈小圆锥状，即为原球茎，以后原球 

茎顶端由原半凹状产生突起，出现鳞片壮叶原基，3个月左右发育成 1．0～1．5 cm左右小苗，见图1(C、D) 
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(图 1见封三)。 

2．1．2 不同基本培养基对种子萌发的影响 

试验显示铁皮石斛种子在 MS、1／2 MS培养基上萌发率较高，在 I<c培养基上次之，均达到80％以上， 

而在 B ，N 培养基上较低(表 1)。综合考虑材料来源及价格等因素，确定后续试验选用 MS作为基本培 

养基。 

2．1．3 不同激素组合对种子萌发的影响 

从表 2中可以看出，含6-BA的 MS1和MS2培养基上种子萌发率明显较未添加激素的MS0培养基 

低，提示 6-BA对种子萌发具有抑制作用，且抑制效果随其浓度升高而增强，而含 NAA的MS3、MS4培养 

基上种子萌发率明显高于未添加激素的MS0培养基，表明NAA对铁皮石斛种子萌发具有促进作用。 

2．1．4 天然附加物对种子萌发的影响 

椰汁、土豆汁和香蕉汁等天然添加物均有利于铁皮石斛种子的萌发(表 3)。综合考虑取材方便及价 

格等因素，选择土豆汁作为种子萌发培养基的天然添加物。 

2．2 铁皮石斛原球茎增殖、分化培养 

2．2．1 圆球茎的增殖和分化 

圆球茎接入各培养基中培养 12周后增殖明显，圆球茎数量不断增加，并伴随有高约 0．5 cm，具 

1～2片真叶的苗分化出来。因单个圆球茎体积增加并不明显，且集聚成团的圆球茎计数困难，为方便统 

计，可通过圆球茎鲜重考察其增殖情况。 

表3 不同天然添加物对种子萌发的影响 
Table 3 Effects of different natural additives 

on seed germination 

培养基 天然添加物 种子萌发率／％ 
Medium Natural additive Seed germination rate 

表 4 不同基本培养基对原球茎增殖、分化的影响 
Table 4 Effects of different basal media on hyperplasia and 

differentiation of protocorm 

B

捌

asal

辅
medi

基

um 黧  。i 。n Unif鲚ormi度ty 

2．2．2 不同基础培养基对原球茎增殖、分化的影响 

从表4可以看出，添加有 0．5 mg／L 6-BA+0．1 mg／L NAA的不同基础培养基上，铁皮石斛原球茎 

(包括小苗)增殖明显，增重量 B >MS>1／2 MS>Kc>N ，表明Bs、MS相对于 I<c、Ns更有利于原球茎的 

增殖。而从原球茎分化情况看，MS和 1／2 MS培养基原球茎分化率高，分别达到 50％和 40％，有利于原 

球茎分化。 培养基虽然原球茎鲜重最高，但原球茎分化形成小苗所占比例低，不利于原球茎分化。 

2．2．3 不同激素组合对原球茎增殖、分化的影响 

结果表明(表 5)，不同激素组合对原球茎分化影响十分显著，在不含激素的MS0培养基及含 NAA浓 

度较高，6．BA浓度低的 MS培养基上 100％原球茎分化形成小苗，而无原球茎增殖发生，培养物鲜重增加 

是由于原球茎分化形成小苗及小苗生长所致。在含 6．BA浓度较高而NAA浓度低的MS培养基上，既有 

原球茎增殖又有部分原球茎分化形成小苗，但小苗生长速度不及含 NAA浓度较高的培养基。 
表5 不同激素组合对原球茎增殖和分化的影响 

Table 5 Effects of different phytohormones on hyperplasia an d differentiation of protocorm 
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2．2．4 不同天然附加物对原球 茎增殖和分化的影响 

以 MS+0．5 mg／L 6一BA+0．1 mg／L NAA不加天然附加物为对照，结果(表 6)表明添加 10％土豆汁 

和 10％ 香蕉汁有利于培养物鲜重增加，培养物中既有原球茎增殖，又有小苗分化，而且原球茎分化为小 

苗的比例有显著提高。因此，10％土豆汁或 10％香蕉汁既有利于原球茎增殖又有利于分化小苗，而添加 

10％椰汁培养物鲜重较对照有提高，但原球茎分化为小苗比例降低，表明 10％椰汁有利于原球茎增殖。 
表 6 不同天然附加物对原球茎增殖、分化的影响 

ble 6 Efft~ts ofdifferentlmtm-al additives on hyperplasia and differentiation ofprotm  

2．3 铁皮石斛试管苗生根培养试验 

2．3．1 不同激素浓度对试管苗生长的影响 

结果(表 7)显示，在不加激素及添加 6．BA或 NAA的 MS培养基中，铁皮石斛小苗均能生长，添加 

NAA的培养基小苗叶色浓绿，不形成分枝，苗高达4．7 cm(NAA 0．2 mg／L)和4．5 cm(NAA 0．5 mg／L)， 

而添加 6-BA的培养基中，小苗叶色较浅，形成 2～3个分枝，苗高为 3．7 cm(6．BA 0．2 mg／L)和 3．3 cm 

(6．BA 0．5 mg／L)，表明NAA有利于小苗伸长生长，而无促进分枝效果，而6．BA对小苗伸长的促进作用 

不及 NAA，但有利于分枝的形成。从根系发育看，添加 NAA的培养基根系发育良好，有根 4～5条，长 

3～4 cm，而添加 6．BA的培养基的小苗根数、根长均不及添加 NAA的培养基，表明NAA有利于石斛根 

系的发育，而 6．BA则有抑制作用。 
表 7 不同激素浓度对试管苗生长的影响 

Table 7 Effects of different phytohormone concentrations on growth of test-tube plantlets 

2．3．2 不同天然附加物对试管苗生长的影响 

添加 10％的椰汁、香蕉汁及土豆汁对石斛小苗的生长均有促进，以 10％土豆汁为最佳，苗高达 

5．7 cm(表 8)。从根系发育看，10％土豆汁和 10％香蕉汁对根系伸长的促进作用明显，而 10％椰汁则抑 

制根系的发育。 

表 8 不同天然附加物对试管苗生长的影响 

Table 8 Effec ts of different natural additives on growth of tes t-tube plantlets 

2．4 铁皮石斛快繁体系的建立 

综合分析上述各因素对铁皮石斛种子萌发、原球茎增殖与分化、试管苗生根的影响，确定铁皮石斛种 

子萌发的适宜培养基为：MS+0．5 mg／L NAA+10％土豆汁；原球茎增殖与分化的适宜培养基为：MS+ 
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0．5 mg／L 6一BA+0．1 mg／L NAA+10％土豆汁；试管苗生根的适宜培养基为：MS+0．2 mg／L NAA+ 

10％土豆汁 。 

在此条件下，已成功建立铁皮石斛快速繁殖体系，铁皮石斛原球茎在增殖与分化的适宜培养基上培 

养 3个月左右，可分化出大量高约 1～2 cm的试管苗(图2A)，但大多数无根，尚不能够移栽，转人生根培 

养基中培养 3个月左右，可诱导出大量根系(图2B)，即可进行移栽(图 2C、D)(图 2见封三)。 

3 讨 论 

铁皮石斛每个蒴果有数万至数十万种子，但其种子非常细小(平均 277 gm×93 gm)，是由 1个简单 

的胚(平均 126 gm ×84 gm)及单层细胞的翅状种皮构成，无胚乳，因此在自然条件下不易萌发，需依靠土 

壤中的共生真菌供给营养。目前，兰属及石斛属植物种子萌发大都采用无菌条件下培养种子试管苗的手 

段，但有关铁皮石斛的研究报道较少，对其种子在试管繁殖过程中所需外界条件的研究也不够全面。本 

研究通过培养基的筛选试验发现，MS、1／2 MS、Kc培养基适合铁皮石斛石斛种子萌发，其次是 B 、 培 

养基，与唐桂香【4 的结果一致。植物激素是对植物生长发育产生显著作用的微量有机物，在植物细胞和 

组织培养中广泛使用，在石斛属不同植物组织培养中许多研究者也使用了不同的植物激素。本试验结果 

表明，0．5～1．0 mg／L 6．BA抑制铁皮石斛种子萌发，但有促进原球茎增殖效果，而0．5～1．0 mg／L NAA 

则有促进铁皮石斛种子萌发，不仅萌发率增高，而且萌发整齐，与曾宋君[5]结论相同，而与杨联河[6]培养 

曲茎石斛种子时添加 6-BA浓度达 0．5 mg／L的结论不一致。另外，在兰科植物组织培养过程中，加入一 

定浓度的有机添加物如椰汁、土豆汁或香蕉汁对其种子萌发均有一定的促进作用，这可能是由于这些有 

机添加物中含有一定浓度的植物激素所致。． 

铁皮石斛种苗的获得除可采用种子作外植体培养种子试管苗外，还可通过原球茎发生途径采用无性 

繁殖方式大量生产种苗，这一点在工厂化生产过程中需周年供苗显得尤其重要。原球茎的获得可以通过 

多种途径，如茎尖诱导发生、鳞茎诱导发生、茎段诱导发生、幼叶诱导发生等【7灌]，本研究采用种子萌发产 

生原球茎，将原球茎置于 MS+0．5～1．0 mg／L 6-BA的培养基上，原球茎可无限增殖，从而建立原球茎培 

养系统，方法简便易行。 

在原球茎增殖、分化过程培养中，适宜的基础培养基、合适浓度的激素组合以及有机添加物的加入不 

仅影响原球茎增殖，而且对原球茎分化也起到十分重要的作用。试验表明，铁皮石斛原球茎在 MS或 1／2 

MS培养基上既能增殖又有一定程度分化，适用于大规模生产，B 培养上原球茎能大量增殖，但分化频率 

较低。此外，高浓度 6-BA、低浓度 NAA的激素组合既有原球茎增殖，同时又有原球茎分化，而高浓度的 

NAA、低浓度的6．BA激素组合中 100％原球茎分化形成小苗。因此在实际生产过程中，可采用高浓度 

6-BA低浓度 NAA激素组合来不断扩大培养规模，在转接过程中可将分化小苗移出进行壮苗培养。当达 

到一定培养规模需获得大量小苗时，可采用高浓度的 NAA、低浓度的 6．BA激素组合，促使原球茎分化形 

成小苗。 
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图 1 铁 皮 石 斛 蒴 果 (A ) ， 种 子 (B ) 及 籽 播 苗 (C ，
D )

F i g ． 1 F r u i t (A ) ，
s e e d s (B ) a n d s e e d l i n g s (c ，

D ) o f D e n d r o b i u m o f fi 。f ” “ 跆

图 2 原 球 茎 增 殖 、 分 化 培 养 (A ) ， 壮 苗 培 养 (B ) ， 炼 苗 (C ) 及 移 栽 (D )

F i g ． 2 H y p e r p l a s i a a n d d i ff e r e n t i a t i o n o f p r o t o c o r m (A ) ， c u It u r e o f s o u n d
。

s e e d l i n g s (B ) ，
h a r d e n i n g o f s e e d l i n g s (C ) a n d t r a n s p l a n t e d s e e d l i n g s (D )
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