
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［２］王　斌，尹丽华，张淑娟．梨枣糖度无损检测建模分析———基于
高光谱成像技术［Ｊ］．农机化研究，２０１４，３６（１０）：５０－５３，５７．

［３］李锋霞，马本学，何青海，等．哈密瓜坚实度的高光谱无损检测技
术［Ｊ］．光子学报，２０１３，４２（５）：５９２－５９５．

［４］李　丹，何建国，刘贵珊，等．基于高光谱成像技术的小黄瓜水分
无损检测［Ｊ］．红外与激光工程，２０１４，４３（７）：２３９３－２３９７．

［５］张保华，黄文倩，李江波，等．用高光谱成像和 ＰＣＡ检测苹果的
损伤和早期腐烂［Ｊ］．红外与激光工程，２０１３（增刊２）：２７９－２８３．

［６］张令标，何建国，刘贵珊，等．基于可见／近红外高光谱成像技术
的番茄表面农药残留无损检测［Ｊ］．食品与机械，２０１４，３０（１）：
８２－８５．　

［７］田有文，程　怡，王小奇，等．基于高光谱成像的苹果虫害检测特
征向量的选取［Ｊ］．农业工程学报，２０１４，３０（１２）：１３２－１３９．

［８］ＭａｒｕｏＴ，ＩｔｏＴ．Ｎｏｎｄｅｓｔｒｕｃｔｉｖｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｒｉｐｅｎｅｓｓａｎｄｓｏｌｕｂｌｅｓｏｌ
ｉｄｓｃｏｎｔｅｎｔｉｎｍｅｌｏｎａｎｄｆｒｕｉｔｓｕｓｉｎｇｌａｓｅｒ［Ｊ］ＡｃｔａＨｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒｅ，
２００２，５８８：３７３－３７５．

［９］ＰｏｌｄｅｒＧ，ＧｅｒｉｅＷＡＭ，ｖａｎｄｅｒＨｅｉｊｄｅｎ．Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒ

ｉｚａｔｉｏｎｏｆｉｍａｇｉｎｇｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｐｈｓ［Ｊ］．Ｎｅａｒ－ＩｎｆｒａｒｅｄＳｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，
２００３，１１：１９３－２１０．

［１０］ＰｏｌｄｅｒＧＡ，Ｌｅｉｖａ－ＶａｌｅｎｚｕｅｌａＬ，ＬｕＲＦ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆ
ｆｉｒｍｎｅｓｓａｎｄｓｏｌｕｂｌｅｓｏｌｉｄｓｃｏｎｔｅｎｔｏｆｂｌｕｅｂｅｒｒｉｅｓｕｓｉｎｇｈｙｐｅｒｓｐｅｃｔｒａｌ
ｒｅｆｌｅｃｔａｎｃｅｉｍａｇｉｎｇ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｏｏｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２０１３，１１５：
９１－９８．　

［１１］ＲａｊｋｕｍａｒＰ，ＷａｎｇＮ，ＥｌｍａｓｒｙＧ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｉｅｓｏｎｂａｎａｎａｆｒｕｉｔ
ｑｕａｌｉｔｙａｎｄｍａｔｕｒｉｔｙｓｔａｇｅｓｕｓｉｎｇｈｙｐｅｒｓｐｅｃｔｒａｌｉｍａｇｉｎｇ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆＦｏｏｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２０１２，１０８（１）：１９４－２００．

［１２］吴龙国，何建国，贺晓光，等．高光谱图像技术在水果无损检测
中的研究进展［Ｊ］．激光与红外，２０１３，４３（９）：９９０－９９６．

［１３］徐　爽，何建国，易　东，等．基于高光谱图像技术的长枣糖度
无损检测［Ｊ］．食品与机械，２０１２，２８（６）：１６８－１７０．

［１４］ＬｌｅｔｉＲ，ＭｅｌｅｎｄｅｚａＥ，ＯｒｔｉｚｍＣ，ｅｔａｌ．Ｏｕｔｌｉｅｒｓｉｎｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔ
ｓｑｕａｒｅｓｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｔｏｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｏｆｗｉｎｅｇｒａｄｅｗｉｔｈｍｅａｎ
ｉｎｆｒａｒｅｄｄａｔａ［Ｊ］．ＡｎａｌｙｔｉｃａＣｈｉｍｉｃａＡｃｔａ，２００５，５４４（１／２）：６０－
７０．　

张晓博．铁皮石斛组培苗多糖含量的变化规律［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（６）：４０３－４０５．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０６．１１９

铁皮石斛组培苗多糖含量的变化规律

张晓博
（滨州职业学院生物工程系，山东滨州２５６６０３）

　　摘要：以组培生产的铁皮石斛原球茎、丛生芽和植株茎段为材料提取石斛，测定其多糖含量，计算多糖累积效率，
以了解不同形态铁皮石斛组培苗的多糖含量及其变化规律。结果表明，不同形态的铁皮石斛组培苗多糖含量差异较

大，植株茎段的多糖含量相对最高，可达２６．２０％，原球茎多糖含量次之，为２５．２６％，二者均可达到《中华药典》中对石
斛中药材多糖含量要求的规定；原球茎和植株茎段的多糖含量与培养时间呈正相关；原球茎多糖的积累效率相对最

高，可以成为生产石斛多糖的原料新来源。
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　　铁皮石斛（ＤｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｃｉｎａｌｅＫｉｍｕｒａｅｔＭｉｇｏ）属于兰科
石斛属多年生草本植物，在自然条件下，铁皮石斛采用传统的

实生苗栽培、分株、扦插等方式进行生产，产量极低，而采用组

织培养技术获得铁皮石斛成为目前最常用的生产方法。石斛

多糖是铁皮石斛中主要的活性成分，多糖含量是评价铁皮石

斛质量高低的主要指标［１］。本试验通过比较不同形态和不

同时期铁皮石斛组培苗中的多糖含量，为铁皮石斛组织培养

技术代替大田生产提供理论数据。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂

仪器主要有恒温水浴锅、回流提取装置、分光光度计、离

心机、电子天平、真空干燥箱、旋转蒸发仪。试剂主要有苯酚、

浓硫酸、９５％乙醇、葡萄糖，均为分析纯；８０％乙醇。
１．２　试验材料的准备
１．２．１　铁皮石斛原球茎　分别取在 １／２ＭＳ＋０．３ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋０．１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ固体培养基上培养１０、２０、３０ｄ的铁
皮石斛原球茎，烘箱中６０℃烘干；粉碎，干燥至恒质量；称质
量，备用。

１．２．２　铁皮石斛丛生芽　取铁皮石斛原球茎转接于 １／２
ＭＳ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ固体培养基上，经
１４ｄ诱导分化形成铁皮石斛丛生芽；将丛生芽在烘箱中
６０℃ 烘干；粉碎，干燥至恒质量；称质量，备用。
１．２．３　铁皮石斛组培植株茎段　切取铁皮石斛丛生芽转接
于ＭＳ＋１．２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．３ｇ／Ｌ活性炭固体培养基上，分别
取培养６０、９０、１２０ｄ的铁皮石斛组培苗茎段部分，将其放在
烘箱中６０℃烘干；粉碎，干燥至恒质量；称质量，备用。
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１．３　测定内容及方法
１．３．１　含水量测定　取培养于固体培养基的铁皮石斛原球
茎、丛生芽及植株称质量，干燥箱中１０５℃烘２０～３０ｍｉｎ，再
在温度６０～８０℃下烘干至恒质量，称质量。

含水量＝（Ｍ０－Ｍ１）÷Ｍ０×１００％。
式中：Ｍ０为烘干前质量；Ｍ１为烘干后质量。
１．３．２　多糖含量测定
１．３．２．１　供试样品多糖的制备　取烘干待测样品，粉碎，过
３号筛（５０目）；精确称定０．３ｇ粉末，加水２００ｍＬ，加热提取
２ｈ；冷却，转移至２５０ｍＬ容量瓶，加水稀释至刻度，摇匀；过
滤，滤液用旋转蒸发仪减压浓缩至 ２０ｍＬ；将浓缩液移入
２５ｍＬ容量瓶，定容，摇匀；精确吸取２ｍＬ稀释液，置１５ｍＬ
离心管中，加入无水乙醇 １０ｍＬ，摇匀，冷藏 ２ｈ；取出，
４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃去上清液，沉淀用８０％乙醇洗涤２
次，每次８ｍＬ；４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃去上清液，沉淀加
热水溶解，并转移至２５ｍＬ容量瓶；冷却，用水稀释至刻度，摇
匀，即得铁皮石斛的多糖提取溶液。

１．３．２．２　对照品溶液的配制　以无水葡萄糖作为对照品，取
适量，１０５℃干燥至恒质量，精确称量；加水溶解并定容，摇
匀，制成每１ｍＬ含糖１００μｇ的标准葡萄糖溶液。
１．３．２．３　检测波长的选择　精确吸取标准葡萄糖溶液
０．５ｍＬ，置于具塞比色管中，补加蒸馏水至２．０ｍＬ；加苯酚试
液１．０ｍＬ，摇匀；迅速滴加浓硫酸５．０ｍＬ，迅速摇匀，置沸水
浴中加热 ２０ｍｉｎ；取出，置冰水浴中冷却 ５ｍｉｎ；在 ５５０～
６５０ｎｍ范围内对溶液进行扫描，以吸光度为纵坐标，入射光
波长为横坐标作图，结果显示，波长为４９０ｎｍ左右时吸光度
最高（图１），故选用４９０ｎｍ作为检测波长。

１．３．２．４　标准曲线的制备　精确量取对照品溶液０、０．２、
０．４、０．６、０．８、１．０ｍＬ，分别置于１０ｍＬ具塞试管中，补加水至
１．０ｍＬ；加 ５％苯酚溶液 １ｍＬ（临用配制），摇匀；加硫酸
５ｍＬ，摇匀，置沸水浴中加热２０ｍｉｎ；取出，放入冰浴中冷却
５ｍｉｎ，波长４９０ｎｍ处测定吸光度；以吸光度为纵坐标（ｙ）、浓
度为横坐标（ｘ）绘制标准曲线，得吸光度和浓度的回归方程
为：ｙ＝０．３９１７ｘ－０．００８６（ｒ＝０．９９９７），这说明多糖浓度在
０～１００μｇ／ｍＬ时，浓度和吸光度具有良好的线性关系。
１．３．２．５　样品多糖含量的测定　精确量取样品多糖提取液
１．０ｍＬ，置于１０ｍＬ具塞试管中；加５％苯酚溶液１ｍＬ，摇匀；
加硫酸５ｍＬ，摇匀，置沸水浴中加热２０ｍｉｎ；取出，放入冰浴中
冷却５ｍｉｎ，测定吸光度。每个样品平行处理３次，取平均值，根
据回归方程计算葡萄糖的质量浓度，进一步计算多糖的含量。

１．３．２．６　精密度试验　吸取 ０．５ｍＬ葡萄糖对照品溶液 ６
份，按照多糖含量测定步骤进行操作，测定吸光度，得到相对

标准偏差ＲＳＤ值为１．６４％（ｎ＝６），这说明精密度良好。
１．３．２．７　重复性试验　按照多糖供试品的制备步骤，制备６
份同一样品的多糖溶液，分别吸取各样品溶液１ｍＬ至试管，
按照多糖含量测定步骤进行操作，测定吸光度，得到相对标准

偏差ＲＳＤ值为１．８６％（ｎ＝６），这说明重复性良好。
１．３．２．８　显色稳定性试验　精确量取某一供试样品溶液
１ｍＬ至试管，按照多糖含量测定步骤进行操作；室温下分别
放置１０、３０ｍｉｎ和１、２、３、４ｈ，波长４９０ｎｍ处测定吸光度，得
到相对标准偏差ＲＳＤ值为２．９９％，这表明供试品显色在４ｈ
内稳定。

１．３．２．９　加样回收率试验　取某一样品，精确加入葡萄糖标
准品２５ｍｇ，按照多糖提取步骤制备供试样品溶液；吸取１ｍＬ
至试管，按照多糖含量测定步骤进行操作，测定吸光度。经６
次平行测定，得平均回收率为９４．７５％，相对标准偏差ＲＳＤ值
为３．２％（ｎ＝６）。

２　结果与分析

２．１　铁皮石斛供试样品含水量的测定
由表１可见，供试的铁皮石斛新鲜组织含水量较大，平均

质量分数达８８．８５％；铁皮石斛不同发育形态的含水量存在
明显差异，原球茎的含水量相对最大，变幅为 ９７．９１％ ～
９８．０５％，平均为９７．９８％，这是因为原球茎组织中含大量薄
壁细胞［２］，干物质较少；分化后的植株含水量相对最少，变幅

为８７．１４％～７６．４２％，平均含水量为８１．６１％，且随着分化后
培养时间的增加，含水量呈下降趋势，这是因为分化后的组织

薄壁细胞减少，分化出的茎、叶等细胞不断积累纤维素和果胶

质等一些干物质成分；丛生芽组织含水量为９２．３５％，居于中
间，这与其处于前２个发育形态的过渡时期相符合。因此，实
际生产中不同形态的组培苗得到石斛干粉的得率是不同的，

应该分别计算产品得率。

２．２　培养形态与多糖含量的关系
由表２可见，不同培养阶段供试样品的多糖含量存在明

显差异；植株茎段的多糖含量相对最高，平均含量达到

２１．７１％；其次是原球茎，平均多糖含量为１８．０１％；丛生芽的
多糖含量相对最少，平均多糖含量仅为４．７４％，经统计分析，
与其他２个阶段的多糖含量相比，存在显著差异（Ｐ＜０．０５）；
培养３０ｄ的原球茎多糖含量达２５．２６％，培养１２０ｄ的植株茎
段多糖含量高达２６．２０％，这两者都达到药典规定的石斛多糖
含量不低于２５％的标准。丛生芽的多糖含量不但低于植株茎
段，甚至比原球茎时期还要低，这种现象主要与铁皮石斛分化

生长和发芽习性等有着内在联系，铁皮石斛组培苗没有分化以

前，原球茎薄壁细胞的增殖和生长是有利于多糖积累的，但分

化后大量产生丛生芽，出芽过程对能量的需求加大，使组织分

解糖类，多糖不仅得不到积累反而会伴随出芽的过程大量消

耗；分化成植株后，随着分化的完善，植株长出茎和叶，能有效

利用光照和培养基中的营养物质大量积累多糖。因此，选择最

佳的培养形态是提高铁皮石斛多糖含量的有效途径之一。

２．３　不同培养时间对多糖含量的影响
由表２可见，相同培养形态下，铁皮石斛培养时间不同，
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表１　铁皮石斛原球茎、丛生芽及植株的含水量测定

供试样品
鲜质量

（ｇ）
干质量

（ｇ）
含水量

（％）
同形态平均含水量

（％）
总平均含水量

（％）

铁皮石斛原球茎（１０ｄ） １１５．７９±０．１５ ２．４２ｇ±０．２３ ９７．９１±０．２１ ９７．９８±１．２２ ８８．８５±８．８７
铁皮石斛原球茎（２０ｄ） １５４．０５±０．２０ ２．８５ｇ±０．１８ ９８．０５±０．１６
铁皮石斛组培丛生芽 １６．４７±０．０８ １．２６ｇ±０．２８ ９２．３５±０．３５ ９２．３５±０．３５
铁皮石斛组培植株（６０ｄ） ２３．９５±０．２３ ３．０８ｇ±０．２０ ８７．１４±０．１６ ８１．６１±５．２６
铁皮石斛组培植株（９０ｄ） １６．９２±０．３４ ３．１７ｇ±０．２５ ８１．２６±０．２４
铁皮石斛组培植株（１２０ｄ） １３．６１±０．３２ ３．２１ｇ±０．３１ ７６．４２±０．２８

表２　铁皮石斛组培中不同阶段样品的多糖含量

供试样品
培养时间

（ｄ）
多糖含量

（％）
同形态平均

多糖含量（％）

原球茎 １０ ６．４２±０．１１ １８．０１±８．００
原球茎 ２０ １６．３６±０．２４
原球茎 ３０ ２５．２６±０．３４
丛生芽 ４．７４±０．１８ ４．７４±０．１８
植株茎段 ６０ １６．０７±０．１７ ２１．７１±５．１６
植株茎段 ９０ ２２．８８±０．２６
植株茎段 １２０ ２６．２０±０．３１

多糖含量存在明显差异。原球茎的差异相对最大，培养１０ｄ
时多糖含量仅为６．４２％，到培养３０ｄ时增加到２５．２６％，增
幅为１８．８４百分点；其次是植株茎段，培养６０ｄ时，多糖含量
为１６．０７％，到培养１２０ｄ时增加到２６．２０％，增幅为１０．１３百
分点。这说明培养时间和多糖的含量存在一定的正相关性，

培养时间越长，石斛多糖的含量就越高。

２．４　不同培养形态与多糖累积效率的关系
由图 ２可见，原球茎的多糖含量从 ６．４２％累积到

２５．２６％ 需要２０ｄ，组织多糖积累效率为９．４２ｍｇ／（ｇ·ｄ）。
而植株茎段多糖含量从１６．０７％累积到２６．２０％却需要６０ｄ，
组织多糖积累效率为１．６９ｍｇ／（ｇ·ｄ），原球茎多糖积累效率
明显高于植株。这与不同组织的生长特异性有关，原球茎组

织中都是未分化的薄壁细胞，生长速度快，细胞分裂周期短，

而已经分化为植株茎段的组织，由于基因表达选择特异性，这

一阶段植物的生长除了多糖，还伴随有石斛碱、蛋白质、纤维

素、果胶质等各种复杂成分统一增长和积累的过程。

３　结论与讨论

铁皮石斛组培苗的培养阶段是影响石斛多糖产量的重要

因素之一。本试验中，铁皮石斛原球茎培养３０ｄ与植株茎段

培养 １２０ｄ时多糖的含量相对较高，分别为 ２５．２６％、
２６．２０％，参照２０１０年版《中华人民共和国药典》规定：铁皮
石斛按干燥品计算，以无水葡萄糖计，含铁皮石解多糖不得少

于２５．０％［１］，铁皮石斛这２个培养阶段的多糖含量均达到规
定要求。这与黄以平等的研究结论［３－４］相符。因此，组织培

养技术生产的铁皮石斛原球茎和植株茎段，可以替代传统栽

培和野生的石斛药材，可以解决野生药材资源少而人工栽培

生产周期长、产量低的问题［５－６］。试验结果还表明，铁皮石解

组织培育过程中，培养时间对多糖含量的影响呈正相关，原球

茎和植物茎段随培养时间的延长，多糖含量分别从６．４２％增
加到２５．２６％、从１６．０７％增加到２６．２０％，这与苏江等的研究
结论［７－８］较为吻合。

从多糖积累效率来看，铁皮石斛原球茎积累多糖的速度

远高于植株茎段，再加上原球茎培养时间相对较短，积累多糖

速度快，能降低生产成本，可作为石斛多糖优先选择的生产来

源，这也或许可以促进铁皮石斛价格的理性回归。

需说明的是，铁皮石斛原球茎培养一定时间，培养基中的

全部碳源基本消耗［２］，造成培养液渗透压降低，不利于铁皮

石斛的生长。另外，虽然原球茎多糖含量和植株茎段相似，但

是其他营养成分如石斛碱、氨基酸、抗氧化酶活性等指标是否

也能与人工栽培甚至野生植株的相同还不得而知；因此，需要

从延长原球茎生长时间和其他营养成分指标比较等方面开展

进一步研究。
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