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霍霍巴(Simmondisa chinensis L. Schneider)，

又称西蒙得木、好好芭、浩浩巴。属西蒙得木

科西蒙得木属，为一属一种的多年生常绿灌木或

小乔木，株高 0.6~5.0 m，雌雄异株。体细胞染

色体数2n ＝ 52。天然分布区在西经 108~118°，

北纬 23~35°，海拔 600~1 200 m，年降水量

76~450 mm，年日照时间2 000 h 左右。耐贫瘠，

耐干旱，耐盐。土壤 pH 5~8，从微酸性到微碱

性之间都能正常生长[1]。其种子中含有一种特殊

的油脂 ——霍霍巴油，含量约占种子成分的50%。

霍霍巴油加热到285~370℃也未见其有明显的氧化

现象[2]; 经过皂化水解后可以广泛应用于机械(作为

耐高温高压的高级润滑油，是抹香鲸油的优良替

代品)、化妆品、食品、燃料和医药工业等[3,4]。

自上世纪70年代开始，人们逐渐认识到霍霍巴巨

大的经济价值，很快引种到几大洲 30 多个国家，

一些国家还建立了规模较大的植物园，并展开了

组织培养和引种栽培的研究[2]。我国是引种霍霍

巴较早的国家之一。1978年，中国科学院昆明植

物所从美国引进种子，进行了多点适应性栽培实

验。以后，福建、广西、四川等 1 0 多个南方

省区相继引种栽培[5]。我们实验室于2002年开始

霍霍巴的组培快繁研究，并取得了一些结果。

霍霍巴是一种较难进行组织培养的材料，褐

化、超度含水态以及难生根是其组织培养过程中

常见的问题。因此，建立完善的霍霍巴组培快繁

体系，从而选育出抗性较高的无性系，是实现霍

霍巴优良品种工厂化育苗的必要前提。现在结合

我们实验室的研究结果，对霍霍巴组织培养和快

速繁殖技术的研究进展作一介绍。

1  植株再生的途径

霍霍巴组织培养再生植株主要有两个途径：

不定芽发生途径[6,7]和胚状体发生途径[8,9]。通过外

植体茎节直接再生不定芽这一途径，是霍霍巴组

培快繁再生植株的主要途径，其中包括次生不定

芽，或从愈伤组织上产生不定芽。很少见到从叶

片上直接产生不定芽。叶片培养物从叶盘、叶脉

处产生体细胞胚，此过程需要进行前期暗处理。

1.1  不定芽发生途径  这一途径是霍霍巴组培快繁

再生的主要途径。Rost和 Hinche[6]最早观察了霍
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霍巴愈伤组织再生植株的器官发生途径。一方

面，通过外植体直接再生不定芽，可以减少或避

免因组织培养引起的遗传突变，保持品种的优良

性状；另一方面，通过诱导茎节愈伤组织的形成

和分化，不仅能够获得大量的脱分化细胞再分化

出的不定芽，而且愈伤组织在培养过程中可能发

生突变。由此可获得性状各异的植株，从中选育

出优良的新品种。不同的培养条件会影响愈伤组

织的形成，不同的外植体产生的愈伤组织形态也

不相同。徐进等[10]的研究工作表明，在初代培养

时，较高浓度细胞分裂素附加低浓度生长素可以

促进愈伤组织的形成；相反，在继代培养时，低

浓度细胞分裂素促进愈伤组织的形成。低温时形

成的愈伤组织较疏松，分化能力差；高温条件下

的愈伤组织易褐化死亡。愈伤形成和分化的最佳

温度为 22~28℃。

1.2  胚状体发生途径  高捍东和曹兵[11]以霍霍巴叶

片和子叶的组织培养结果表明，霍霍巴子叶在

MS+6-BA 0.5~1.5 mg·L-1+NAA 0.5 mg·L-1的培养基

中培养 7~10 d 时基部出现愈伤组织，并逐渐增

多，呈密集团状，培养至 60 d 仍没有得到分化

芽；采用叶片作外植体，在MS+6-BA 1.5 mg·L-1+

NAA 0.5 mg·L-1的培养基中培养30~35 d后出现愈

伤组织，50 d 时愈伤组织急剧增多，但没有分

化，以后逐渐褐化死亡。但未对愈伤组织进行形

态学观察。Hamama 等[8]以叶片为外植体，接种

于添加不同生长调节物质的 1/2MS 培养基上，成

功地诱导出体细胞胚，经过2次继代培养后(30 d·

代 -1)，将培养物转移到1/2MS+NAA 3.75 mmol·L-1+

IBA 3.44 mmol·L -1+6-BA 0.44~1.33 mmol·L-1+F3iP

( E 6 - 3 - 三氟甲基 - 2 - 烯炔氨酸嘌呤；E6 - 3 -

[(trifluoromethyl)-but-2-enyl amino] purine) 0.37~1.11

mmol·L -1培养基上获得再生植株。他们并对体细

胞胚发育的各个阶段作了形态学描述。Bagatharia

和 Shaker[9]以叶片为外植体，接种于 MS+2,4-D

0.4 mg·L-1+6-BA 1.25 mg·L-1+KT 0.5 mg·L-1培养基

上，比较雌雄株叶片对不同 NO-
3/NH4

+ 影响的结果

表明，雌雄株叶片在愈伤组织诱导过程中对氮源

的需求有显著差异。MS 培养基中增加 NO-
3 或 NH4

+

(60 mmol·L-1)，可以提高雌株叶片的愈伤组织干

重和鲜重，但对雄株叶片的愈伤组织生长则有抑

制作用。

2  影响霍霍巴茎节外植体分化与增殖的因素

霍霍巴组培快繁主要以茎节作外植体。影响

其茎节再生体系建立的因素较多。主要有：

2.1  性别  Prakash等[12]的研究表明: (1) 6-BA对外植

体分化效果最明显，其中雄株茎节的最佳浓度为

10 mmol·L-1，而雌株茎节为20 mmol·L-1；(2)单独

使用活性炭(AC)有利于外植体分化，但是单独使

用酶水解干酪素(CH)则对分化有抑制作用，尤其

是对于雄株外植体分化的抑制更明显；(3)单独使

用聚乙烯吡咯烷酮(PVP)仅对雌株外植体分化有促

进作用，但是与6-BA配合使用时则可以促进雄株

外植体分化；(4)6-BA 与不同浓度的三碘苯甲酸

(TIBA)配合使用可以促进雌株外植体芽的分化。

以上结果说明，不同性别的植株对生长调节物质

和添加物的影响不同。

2.2  取材部位  不同取材部位的外植体，芽启动需

要的时间和出芽数不同。分别剪取幼株的茎尖、

单腋芽茎段、双腋芽茎段进行诱导分化的结果表

明：双腋芽茎段和茎尖之间无明显差异；而单腋

芽茎段的芽启动的时间较晚，分化能力较低。这

可能是由于不同外植体在内源激素和养分含量上的

差异造成的。双腋芽茎段由于原生长状态下的顶

端优势被解除，因而侧芽迅速萌动，生长成新枝[10]。

2.3  培养基成分和生长调节物质

2.3.1  基本培养基  基本培养基是植物组织培养重

要的基础，由于各种植物的遗传背景、生物学特

征不同，因而对营养成分的需求也不同。选择合

适的培养基对于组织培养的成败至关重要。研究

表明，以下 4 种培养基是霍霍巴组织培养的适宜

培养基：M S 培养基、D K 培养基、S H 培养基、

改良 MS 培养基。我们实验室使用的改良 MS 培养

基中，氮的总量降低，消除 NH 4N O 3 和降低锰的

含量后，结果外植体生长状况良好，褐化率明显

降低[10]。这可能是由于霍霍巴组织培养过程中高

NH4
+/NO-

3 会抑制芽的分化，而 Mn2+ 是参与酚类合

成与氧化酶类的组成成分或辅因子，可促进褐化

发生，因而锰含量降低有利于外植体生长的结果[10]。

2.3.2  辅助添加物和蔗糖  Prakash等[12]研究了霍霍

巴组培快繁过程中 A C 、C H 、椰子乳( C W ) 、

PVP、TIBA 和 6-BA 对雌雄株茎节外植体分化的
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影响。CH 单独施用，抑制两性幼苗分化，对雄

性外植体更显著。MS 培养基中增加 PVP 仅仅促

进雌性外植体幼苗分化，而单独施加6-BA则促进

雄性外植体幼苗分化。Roussos 等[13]证明 AgNO3

对外植体芽分化有促进作用，每个外植体最高可

达15.2 个芽。我们实验室[10,14]的实验表明: (1)

500~700 mg·L-1 肌醇明显促进初代培养物的生长，

尤其对叶片生长的影响极显著[14]; (2) 400~700

mg·L-1水解乳蛋白(LH)对芽的启动和多芽苗生长有

明显的促进作用，新梢生长快，叶片颜色深绿，

植株生长健壮；(3) 1.0~3.5 mg·L-1 La(NO3)3明显

促进多芽增殖，每个外植体平均可达12.5个芽[15];

(4)随着蔗糖浓度的增加，超度含水态比率明显降

低，30~50 g·L-1 时超度含水态现象基本消失，但

蔗糖浓度升高后，污染比例显著增加。

2.3.3  生长调节物质的种类及配比  基本培养基中

附加不同的植物激素类似物(6-BA、KT、ZT)、

生长素类似物(IBA、IAA、NAA)和赤霉素(GA3)，

对霍霍巴茎节外植体再生植株能力影响很大(表

1)。单独使用6-BA或 ZT 即可促进芽的分化[9~11]，

但是与生长素类似物协同使用时，增殖效果显

著[10,11,14~18,20,21]。较高浓度(>3 mg·L-1)的细胞分裂素

明显导致组培苗超度含水态现象的发生，叶片和

嫩梢变形，植株停止生长甚至死亡[16,18]。郑若仙

和李启任[16]最早报道GA3有促进霍霍巴外植体芽分

化的作用，尤其是低浓度的GA3 与 6-BA 协同作用

时效果极显著。我们实验室的实验表明，初代培

养时，6-BA 与低浓度 GA3 和 IBA 协同使用，可以

明显提高芽诱导率与增殖系数，芽诱导率可达

100%，增殖系数达4.9；增殖培养时，单独使用

1 mg·L-1 6-BA即可维持较高的分化数(每个外植体

产生7.8个芽)，分化苗经多次继代后将6-BA浓度

降至 0.5 mg ·L-1 时，仍可维持较高的增殖系数

(7.5)，但连续使用低浓度生长调节类物质4代以

后，分化数明显降低，这时若提高外源细胞分裂

素类似物的浓度至1 mg·L-1，增殖系数可恢复到原

来的水平[10,11]。可见，霍霍巴组织培养过程中，

适时调整生长调节物质浓度对稳定增殖很重要。

2.4  环境条件  环境因素对霍霍巴再生体系建立有

影响。Mills等[23]最早研究了霍霍巴组培苗通气状

表1  霍霍巴快速繁殖技术研究进展情况

    
外植体

                       　  分化                                                                 生根                     
            存在问题        文献

                                   培养基*                            分化数/个             培养基                              生根率/%

茎段 MS+6-BA 1~2+GA3 0.5   2.8 — — 超度含水态 16

茎段 MS+6-BA 0.5+IBA 0.05   2.8 1/2MS+NAA 0.4 50 生根难 17

顶芽、茎段 MS+6-BA/ZT 1~2+NAA 0.2   4.2 1/2MS+IBA 5(4 d)，移至1/2MS (30 d) 70 超度含水态 18

茎段 改良 MS+6-BA 1   4~6 改良 MS+IBA 3(15 d) 25 生根难 19

实生苗茎节 改良DK+6-BA 1+AgNO3 0.01 15.2 改良 DK+NAA 0.2+IBA 0.2+IAA 0.1 64 生根难 6

实生苗茎节 SH+IAA 0.5+6-BA 1 — — — — 20

实生苗顶芽 MS+ZT 1.5~2+IBA 0.2/NAA 0.05   5.2 1/2MS+IBA 1+IAA 1 — 超度含水态, 11

污染率高

分化苗 — — 改良 MS+IBA 0.3+ 环糊精 0.03~0.5 100 超度含水态, 21

(7 d), 转移至MS 污染率高

茎段 MS+6-BA 1   4.7 IBA 10短期处理, 转移至改良MS 85 生根复杂 22

茎段 初：改良1/2MS+6-BA 2+GA3 0.5+   4.9 改良 1/2MS+ 铁盐 +NAA 3+IBA0.5+ 93 — 10,14,15

IBA 0.05 (诱芽率100%) IAA 0.5+La(NO3)3 1~2 (9 d开始生

增 1：改良 1/2MS+6-BA 1   7.8 根，平均生根时间20 d)

增2：改良1/2MS+6-BA 2+GA3 0.5   8.3

增 3：增 2+AgNO3 1.0~3.5 或 12.5

La(NO3)3 1~3

增 4：改良 1/2MS+6-BA 0.5   7.5

* 培养基中加入的生长调节物质或其它物质的单位为 mg·L-1。
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况对生长的影响。结果发现，良好的通气状况可

以明显改善外植体的生长，促进腋芽的分化和生

长，叶片数增多，叶蜡增厚，超度含水态现象

明显减少，植株抗旱性提高。我们实验室的实验

结果表明：(1)充足的光照有利于外植体分化，以

54~90 mmol·m-2·s-1最佳；光照不足时，褐化现象

明显增加，分化数和生根率显著减少，幼苗移栽

成活率低。(2)霍霍巴组培苗生长对温度较敏感，

温度低于10℃或高于40℃时生长减缓，褐化或超

度含水态比率显著增加，适宜的温度为25~28℃。

(3)适宜的pH值为5.8~6.0[10]。

2.5  接种和切芽方式  外植体的接种和切芽方式对

再生也有影响。我们实验室的工作表明，不同切

芽方式明显影响多芽的分化数。继代时，应保留

基部新鲜致密愈伤组织一起转移，有利于不定芽

的继续分化和生长；生根培养时，宜在距节点

0.3~0.5 cm以下部位剪取嫩梢，节上留1~2片叶，

有利于愈伤形成和生根。不正确的剪切位置，造

成分化数明显减少，常出现仅 1 对腋芽伸长而没

有多芽形成的现象，生根率也明显降低[10]。

不同接种方式对霍霍巴组培苗分化和生根也

有影响。继代时，将材料插入培养基中，应使

腋芽接触到培养基表面，这样有利于愈伤组织形

成和不定芽分化；生根培养时，基部叶片若接触

培养基，则易在叶片上生出不定根，这些不定根

在移栽时不易成活。

3  影响霍霍巴组培苗生根的因素

许多实验(表1)表明，在生根培养过程中，单

独使用 IBA 和 NAA，通过一步生根或两步生根法

都可以诱导霍霍巴生根，但生根率较低。而 IAA

对生根效果不明显。Apostolo等[21]报道环糊精对

霍霍巴组培苗生根的促进作用。我们实验室的实

验表明，一定浓度的 IBA 和 NA A 都可以诱导生

根，但是诱导结果不同。用 IBA 诱导生根时，基

部所形成的愈伤组织较大，并且容易褐化；NAA

诱导生根时，则仅在基部创面处形成少量愈伤，

组织且很少褐化，移栽易成活。NAA 3.0 mg·L-1、

IBA 1.5 mg·L-1和IAA 0.5 mg·L-1配合使用时的极差

分析表明，NAA 对生根的贡献最大，IBA 次之；

而协同使用IAA可以缩短生根时间，9 d时在基部

创面出现白色少量愈伤组织根原基，15~20 d时生

根率达86%。1~2 mg·L-1 稀土元素 La(NO3)3 与生

长调节物质组合协同使用时，生根率可以达到

93% 以上[15]，其在组培快繁中可能有较高的应用

价 值 。

4  影响霍霍巴组培苗超度含水态的因素

超度含水态(玻璃化)是霍霍巴组织培养中最常

见的问题。超度含水态苗的生长发育停止，生理

活性减弱，是导致其快繁效率降低的主要原因之

一。霍霍巴组培苗出现超度含水态主要与以下因

素有关：

4.1  外植体的大小  有实验表明，外植体越小，超

度含水态发生的概率越大。0.5 cm 以下的外植

体，超度含水态的比例较高；大于 1.0 cm 的外

植体，其超度含水态的比例则很低。这可能是较

大外植体的分生组织远离培养基表面，其生长环

境和水分状况得到改善之果[10]。

4.2  培养条件  一系列实验显示: (1)温度低于10℃

时，超度含水态比例明显升高。这可能与霍霍巴

不耐寒，植株在低温条件下膜结构易破坏，因而

新陈代谢下降有关。(2) pH值低于5.3时，26%的

外植体出现超度含水态; 低于5.0时，45%的外植

体出现超度含水态[10]。随着 pH 值的升高，超度

含水态比例降低。其原因可能是pH值影响了某些

酶的活性，使外植体中内源激素平衡和碳代谢有

关的生物合成发生改变所致。(3)培养瓶的通气状

况直接影响超度含水态发生的比率[24]。通气状况

良好，植株分化数多，叶面积大，组培苗超度

含水态的比率低。因此，选用通气性较好的封口

材料可以有效减少超度含水态的发生[10]。

4.3  培养基的硬度  培养基的硬度受琼脂的种类、

浓度和 pH 值的影响。低 pH 值下，培养基出现软

化，培养基中的水势增加，因而培养容器内相对

湿度过高，最终导致超度含水态的发生[10]。

4.4  碳源  蔗糖作为碳源，除向细胞生命活动提供

能源外，还在培养基中起维持一定渗透压的作

用。有实验表明，蔗糖浓度与霍霍巴组培苗的超

度含水态发生率呈极显著负相关[10]。

4.5  细胞分裂素类似物  细胞分裂素是影响霍霍巴

组培苗出现超度含水态的因素之一，高浓度细胞

分裂素类似物可直接导致超度含水态的发生。当

6-BA 或 ZT 的浓度达 3 mg·L-1 时，超度含水态比

率明显增加。因此，6-BA 或 ZT 的浓度不宜超过
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2 mg·L-1。其中的机理还需进一步研究[10~13,23,24]。

总之，在霍霍巴组织培养中，若能够综合考虑以

上 5 点因素，就可以避免超度含水态的发生，提

高组培苗的增殖效率。

5  影响霍霍巴组培苗褐化的因素

褐化也是影响霍霍巴组培苗分化的一个主要

因素。在生根培养过程中，褐化显著降低生根率

和幼苗移栽成活率。引起霍霍巴组培苗发生褐化

的主要因素有以下几点：

5.1  基本培养基中无机盐的种类和浓度  基本培养

基的选择对外植体生长的影响很大。浓度过高的

无机盐可以引起外植体酚类外溢，导致培养物褐

化。降低盐浓度则可以减少酚类外溢，减轻褐

化。因此，在生根培养基中降低无机盐浓度可以

减少愈伤褐化，提高生根率，改善生根状况。

Mn2+ 是参与酚类合成与氧化酶类的组成成分或辅

因子，可促进褐化的发生。降低锰含量可以有效

抑制褐化的发生[10]。

5.2  培养条件  (1)当光强低于18 mmol·m -2·s-1时，植

株出现褐化。这是因为光照不足会降低外植体的

生理活力，因而褐化加重[10 ]。此外，在分化增

殖阶段，充足的光照和光照时间条件下，形成的

根呈白色，根系健壮，移栽易成活；低光强条

件下生长的继代苗，转入生根培养基上后，基部

膨大的愈伤组织呈褐色，生根时间长，根数减

少，移栽成活率低[10]。(2)当温度超过40℃时，褐

化率明显升高。这是由于高温促进酚类氧化的结

果。(3)pH 值高于 7.0 时，外植体易褐化。这可

能是由于高pH值下多酚氧化酶活性和底物利用率

增加，因而出现褐化。总之，在适宜的环境条

件(光强54~90 mmol·m -2·s-1，光照时间12~14 h·d -1，

温度 25~28℃，pH 5.8~6.0)下，外植体生长良

好，几乎没有褐化现象。可见，不适宜的培养

条件是引起外植体褐化的原因之一。

5.3  外植体的大小  外植体如果过小(0.5 cm以下)，

褐化率明显上升。这是由于接种后外植体紧贴在

培养基上，外植体呼吸不良，生理活力降低，导

致材料褐化。大于1 cm的材料褐化率明显减少[10]。

5.4  生长素类似物  我们的实验表明，生长素的种

类和浓度对褐化的发生可能有影响[10]。用 IBA 诱

导生根时，基部形成的愈伤组织较大，并且容易

褐化，这样的幼苗移栽成活率低。环境条件适宜

时，用 N A A 生根无褐化现象。

6  结束语

在过去20几年里，霍霍巴组织培养技术已取

得了很大的进展，尤其是在体细胞胚诱导再生植

株的研究中已取得了突破。胚状体途径有单细胞

再生的特点，可以避免基因转化中的嵌合问题，

是一个理想的转基因受体系统，这对霍霍巴转基

因操作和原生质体培养来说是重要的。但迄今对

此问题的研究还比较少。另外，胚状体发生率

低、一致性差，最终导致成苗率低，这些问题

需要探讨。

霍霍巴茎段快速繁殖体系已日趋完善，筛选

出了多种适宜的培养基，且对分化和生根中各种

生长调节物质的使用有了较为全面的了解。这对

于其他木本植物的快速繁殖体系的建立也有参考意

义。开展霍霍巴组织培养过程中褐化和超度含水

态的生理、生化研究，有助于进一步阐明此现象

的机理，可为分子生物学研究提供参考。

霍霍巴在组织培养过程中形态突变体发生的

几率很高[10]，突变表现为茎或叶片形态异常，茎

呈扁筒状，有纵沟，叶片明显大于正常状态的

1~2 倍或小于 3 mm。另外，有实验证明，不正

常的温度条件和高浓度细胞分裂素易诱导其突变体

的发生。培养温度恢复正常和外源细胞分裂素浓

度降低时， 2~3代以后突变体的缺失功能逐渐消

失。组织培养过程中，很容易出现形态突变体现

象。但其具体的机制，尤其是这些突变体的出现

与激素和温度的关系，还待进一步研究。

霍霍巴在我国栽培试验进展较慢，主要是由

于引种的植株数量有限，南方一些栽培地区土壤

排水性差，病害严重[25]，北方则由于气候干燥、

寒冷，植株在适应过程中常大量死亡，因此数量

越来越少，从而导致引种失败。在建立起霍霍巴

组培快繁体系以后，可采用工厂化育苗方法，在

短期内生产出大量幼株，这一工作的下一个步骤

是应该考虑采用细胞工程的方法筛选各种抗性突变

体，并对其进行多点栽培试验和适应性研究，从

而把组培技术和新品种选育有机地结合起来，加

快霍霍巴种植的产业化进程。
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