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摘　要　天山雪莲，又称高山雪莲，菊科多年生草本植物，是我国珍贵的高山药用植物，含有多种对人体机能 的有益成份，它能对人体起到极好的调理和保健作用受到人们的普遍关注。本综述首先介绍了天山雪莲的 生理生态；其次就天山雪莲的组织培养进行概述，包括外植体、激素、培养条件对天山雪莲组织培养的影响； 最后，介绍了近几年天山雪莲分子生物学方面及其他方面的研究成果。 
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Abstract　Saussurea involuerata Kar. et Kir. (S. involuerata), a kind of composite and perennial herbage plant, is a rare and precious alpine medicinal plants with high medicinal value, it can regulate human's body and has health care function, therefore attracts attention of many scholars. This article first introduces the physiology and ecology of S. involuerata, then summarized the tissue culture S. involuerata, including the effect of explant, hormone, and culture condition on the tissue culture ofS. involuerata. Lastly, it introduces molecular biology and other aspects of theS. involuerataresearch results in recent years which were reviewed. 
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天山雪莲，又名“雪荷花”，当地维吾尔语称其为“塔格依力斯”，是新疆特有的珍奇名贵中草药，主要 生长于海拔4 000 m左右气候奇寒、终年积雪不化的高原寒带地区。因天山雪莲独特的生存习性和生长环境，使其天然且稀有，并造就了它独特的药理作用和神奇的药用价值，被称为“百草之王”、“药中极品”。但由于野生的天山雪莲生长缓慢，加上长期以来人们无节制地采挖，导致这一自然资源匮乏。近年来，国内外众多学者对天山雪莲展开多方面的研究，使人们对它的有效成分、药用价值等有所了解，并开始对其进行人工繁殖，为更好地保护和开发这一天然资源奠定基础。本综述结合最近国内外学者对天山雪莲的研究成果，从生物技术方面对天山雪莲进 行总结，为更进一步开发这一资源提供文献依据。

1天山雪莲的生理和生态
天山雪莲生长在海拔约4 000 m终年积雪不化的碎石坡上。天山雪莲的茎和叶上密密麻麻地生长着白色棉毛，不仅可以防风保温，而且可以反射高山强 烈阳光辐射。因此，天山雪莲成为适应天气变化快、光线强、温度低、高山风大等特殊气候的典型植物。对天山中部3种自然环境下天山雪莲的光合生理生态特性进行调查研究(刘华等, 2009)。通过对不同海拔高度天山雪莲野生植株的光合生理参数与光照、温度等生态因子关系进行对比，发现天山雪莲对高山自然环境中变化的温度和光强有明显的生态适应性。研究发现天山雪莲开花过程中存在的雌雄异位、雄性先熟以及被动式花粉次级展现现象，这种现象减少了白花授粉的可能性。在自然条件下，其头状花序的结籽数和结籽率分别为(126.0依10.5)粒和(91.7依4.2)%，单株结籽数为(3 326.4依28.7)，这些数据表明雪莲在高山极端环境中能顺利地完成有性生殖过程(戴攀峰和谭敦炎, 2011)。这些表明，尽管天山雪莲的野生生境非常恶劣，但在长期的进化过程中它已从各方面适应了高原气候，同时也为天山雪莲在低海拔人工种植带来一定的难度。有研究者对天山雪莲的生物学特征、环境因素和标准化种植技术进行研究。这些研究使得新疆雪莲等药用植物的种植技术 和高山生态学保护(包括播种培养, 移植, 管理和预防 病虫害)等方面得以延伸(Nurbolat et al., 2012)。这也 更进一步说明天山雪莲人工种植的开展对保护野生 天山雪莲资源具有重要的作用。

2天山雪莲的组织培养
由于天山雪莲特殊的生长条件，使得雪莲人工繁殖具有很大的困难，而植物组织培养技术不受时间、地点、气候等环境条件的限制，以及培养条件可以受人为控制，易于实现规模化生产，为雪莲这一药用植物的大量繁殖提供一条重要的途径。

为此，人们开始利用组织培养技术对天山雪莲进行快速繁殖，研究表明影响天山雪莲组织培养的主要因素是：外植体、激素、培养基和培养条件。

2.1外植体对天山雪莲组织培养的影响
植物组织培养技术已被广泛运用于种苗生产，而外植体选择是天山雪莲组织培养、快繁技术成败与否的关键因素之一(周丽丽等, 2012)。外植体种类、生理状态及不同组织部位对天山雪莲初代组织培养及愈伤组织诱导有显著的影响，故而确定适宜的外 植体材料是进行天山雪莲组培快繁的关键。

在天山雪莲的组织培养中，人们已经使用过无菌幼苗的胚轴、胚芽、子叶、根、茎等诱导愈伤组织或不定芽的形成，也有通过体细胞胚胎来进行快速繁殖，不同的外植体诱导的效果和效率有很大的差异(表1)。

从表1可看出，在天山雪莲不定芽诱导时常用的外植体是根，茎，真叶，子叶，胚芽和胚轴，其中茎和胚芽作为外植体的诱导率最高为100%。在操作过程中，尽管真叶的诱导效率仅为66%左右，但是其生物量比较大，在取材方面也成为天山雪莲快速繁殖时外植体的重要来源。在诱导愈伤组织时，根和茎作为外植体时诱导频率也可达到100%。

表1外植体对天山雪莲组织培养的影响

Table 1 Effects of the Explant On Tissue Culture of Saussurea involuerata Kar. et Kir.

	外植体类型

The pattern of explant
	诱导类型

The Pattern of Induction
	培养基

medium
	诱导频率（%）

Induction Frequency
	文献

Documents

	根

root
	愈伤组织

Callus
	MS + 2,4-D (0.5 m g/L)+ NAA (2.0 m g/L )
	100
	江丽丽等, 2011
Jiang et al., 2011

	
	不定芽

Adventitious bud
	MS + 6-BA 2.0 m g/L + NAA 0.1 + 2,4- D 0.1 mg/L
	40
	傅晓春等, 2008

Fu et al., 2008

	茎

Stem
	愈伤组织

Callus
	MS+6- BA 0.1 mg/ L+ NAA 2. 0 mg/ L
	100
	胡雪梅等, 2007

Hu wt al., 2007

	
	不定芽

Adventitious bud
	MS+6- BA 0.4 mg/ L+ NAA 0.05 mg/ L+ 水解乳蛋白 500 mg/ L
	100
	胡雪梅等, 2007

Hu wt al., 2007

	真叶

Euphylla
	不定芽 

Adventitious bud
	MS + 6-BA 1.0 m g/L + NAA 0.1 + 2,4- D 0.1 mg/L
	66
	傅晓春等, 2008

Fu et al., 2008

	
	根

Root
	1/2MS + NA A 0.1 mg/L
	85
	傅晓春等, 2008

Fu et al., 2008

	子叶

Cotyledon
	不定芽

Adventitious bud
	MS + 6-BA 1.0(或2.0) m g/L + NAA 0.1 + 2,4- D 0.1 mg/L
	26
	傅晓春等, 2008

Fu et al., 2008

	胚芽

Germs
	不定芽 

Adventitious bud
	1/2MS+NAA 0.02-0.1 mg/L + BA 2 mg/L
	100
	武利勤等, 2005

Wu et al., 2005

	胚轴

Hypocotyl
	愈伤组织

Callus
	6,7-V + 2.0 mg/L NAA + 0.2 mg/L

6–BA
	90
	杨林等, 2005

Yang et al., 2005

	
	不定芽 

Adventitious bud
	6,7-V + NAA 2.0 mg/L + 6-BA 0.2 mg/L
	78
	杨林等, 2005

Yang et al., 2005


2.2激素对天山雪莲组织培养的影响

植物激素对天山雪莲愈伤组织的诱导和分化有着显著影响。有些学者使用单激素诱导，其中NAA诱导效果较好(庞红霞等, 2010)。而更多的研究结果表明混合激素比单激素的诱导效果更好，最常用的就是NAA和6-BA组合，研究表明，以MS为基本培养基附加浓度1.00 mg/L的6-BA和2.00 mg/L的NAA组合为最佳愈伤组织诱导培养基，诱导率可达到100% (杨林和覃筱燕, 2006)。研究表明，细胞分裂素6-BA 对愈伤组织诱导率有较大的影响。当NAA浓度固定时，诱导频率随着6-BA浓度的降低而升高；当NAA与6-BA浓度比为1：0.5，6-BA浓度高于1.00 mg/L时，诱导率随6-BA浓度的升高而降低(覃建兵等, 2009)。除使用NAA和6-BA的组合外，在天山雪莲愈伤组织的诱导过程中还使用了2,4-D和NAA的组合，诱导效率达到100% (江丽丽等, 2011)。

TDZ是近几年发现用于组织培养的人工合成物质，是一种新型植物生长调节剂，具有强烈的细胞分裂素活性。在植物组织培养中，它对促进分生组织的形成和茎的增殖，其效应远比腺嘌呤型细胞分裂素(CTK)高很多倍(苑兆和等, 1995)。在天山雪莲培养中，通过以天山雪莲叶片为外植体诱导不定芽的形 成时发现，在培养基中单独添加0.5滋MTDZ，培养49天后，不定芽的诱导频率达到69%，每个外植体上不定芽的数量达8.5个，数量分别是BAP和NAA进行诱导时的1倍。但是，当TDZ作用时间大于45天后则不利于不定芽的继续生长(郭斌等, 2012)。

2.3培养条件对天山雪莲组织培养的影响
由于天山雪莲生长在高寒、高光强和低氧的特殊地区，所以人工培养时，光照、温度和大气压力等成为重要的影响因素。

2.3.1光照

光作为一种物理因子已广泛用于植物组织培养过程中的生长控制、光形态建成反应、形态发生及其各种反应机理的研究。光对于组织培养的影响主要表现在光强、光质、以及光照时间等方面(雷亮等, 2006)。

通过研究发现，长波长比白光更有利于诱导天山雪莲愈伤组织再分化，而光照的时间也对其愈伤组织的诱导起到显著影响。光照时间为16 h/d时愈伤组织的分化频率和平均出芽数达到最大，分别为76.7%和1.8个/块。但在持续光照条件下愈伤组织的分化能力反而下降，说明昼夜交替对愈伤组织分化必不可少的。试管苗培养时要选用一定的光暗周期来进行组织培养，暗培养不适于天山雪莲的分化出芽(雷亮等, 2006)。还有研究表明长时间的，高强度的紫外光B的照射，并不会减少雪莲的光合作用。

2.3.2温度

影响植物发育、生长及光合作用的主要因素之一是温度，温度的变化影响酶的反应活性，低温不但会降低相关酶反应的活性，还会抑制酚类化合物的合成；而高温不仅会影响酶促反应的进行，也会导致培养基内非酶促反应的发生(朱文祥等, 2010)。研究发现，在天山雪莲愈伤组织超低温保存时，通过低温预处理，即对在液氮中存储的天山雪莲的愈伤组织的存活和再生频率进行了测试，发现当温度从20℃到40℃，存活率和再生率都达到最大值(56依3.61)%和(36依2.64)%，升高温度能够显著提高超低温保存后组织的存活率和再生频率(郭斌等, 2013)。研究发现， 昼夜温差与愈伤组织的再分化能力呈现出负相关关系，低温处理并不利于其愈伤组织的再分化。当昼夜温差为0℃时天山雪莲分化最好，说明在天山雪莲愈伤组织的脱分化-再分化过程中，对昼夜温差的适应性已丧失，长时间的低温处理不利于愈伤组织的分化(雷亮等, 2006)。

温度不仅影响天山雪莲离体组织形态发生，而且影响其种子的萌发。研究发现，在0/10℃变温条件下萌发率最高，达到46%；种子萌发的适宜温度范围介于10~25℃之间，这可能与天山雪莲适应高山上寒冷的气候条件有关(庞红霞, 2009)。

2.3.3大气压力

对于不同海拔和种类的植物，大气压力对其生长都具有很重要的作用，它影响着海拔梯度上植物种类的分布、植物群落的结构组成(潘红丽等, 2009)。且有研究表明大气压力显著影响小麦的生长和小麦籽粒蛋白质、糖的合成(唐永康等, 2008)。

天山雪莲生长在4 000 m左右的高海拔地区，在其生长过程中必然受到大气压力的影响。在天山雪莲人工培养时研究了不同大气压力对雪莲不定芽诱导的影响。结果表明：天山雪莲不定芽的诱导和生根均受到大气压力的影响。在60 kPa下，每个外植体上 的不定芽数量达到12个，分别是在101 kPa和30 kPa培养下的1.5和2.1倍。在30 kPa、60 kPa和101 kPa下，根的诱导频率分别为49%、72%和85.6% (Guo et al., 2011)。这说明，对天山雪莲人工培养时，参考源生 长地的生态环境设定培养条件是非常重要的。

大气压力对组织培养的影响机制还没有确切的理论，研究表明内源抗氧化酶的活性受到大气压力的显著影响。在逆境胁迫下(如大气压力的改变)，由于环境因素的剧烈改变，对植物间接造成氧化胁迫，导致植物体内活性氧数量暴增，植物的抗氧化酶活性迅速升高(李璇等, 2013)。有研究发现了大气压力的变化显著影响着天山雪莲组织中抗氧化酶的活性，并与离体培养下天山雪莲不定芽的诱导频率和数量相关(Guo et al., 2011)。

3天山雪莲的分子生物学研究

分子生物学在药用植物研究中发挥着很大的作用，药用植物的基因与转基因工程不但可以改变传统遗传性状，培育优良品种，提高有效药物成分含量和植物抗病虫害能力，还可以保护和繁殖濒临灭绝的植物(卢宝伟等, 2005)。

近几年在天山雪莲的研究中有关分子生物学方 面的研究也越来越多，主要集中在利用分子生物学技术构建天山雪莲全长cDNA文库；利用生物信息学从天山雪莲中分析与抗寒，抗旱等有关的基因，并在大肠杆菌或其他植物(烟草)中表达。针对天山雪莲次生代谢产物(类黄酮)的生物合成进行相关的遗传转化以提高其产量。

3.1遗传转化体系的建立和稳定性分析

在含有不同浓度的BCDB培养基上培养天山雪莲愈伤组织或再生苗，观察并比较经不同处理后天山雪莲的存活状况，确定了抑制非转化细胞生长的 适宜浓度(武运芳等, 2012)。这项研究为转化体的筛选提供试验方法。在遗传转化体系的建立和稳定性分析的研究方面，采用根癌农杆菌介导法进行 GFP 基因的遗传转化，由此建立了农杆菌介导天山雪莲 遗传转化体系(管岩岩等, 2010)。这些研究为天山雪莲分子生物学反面的研究奠定了基础。

3.2构建文库

利用天山雪莲的幼嫩叶片为研究材料，构建了天山雪莲叶片全长cDNA文库通过CreatorTM SMARTTMcDNALibraryConstruction技术(祝建波等, 2006)。天山雪莲叶片全长cDNA文库的构建则为雪莲基因资源保存和植物抗寒机理的研究奠定了基础。以野生天山雪莲为研究材料，通过CreatorSMARTTMcDNA Library Construction 技术构建了雪莲全长cDNA文库，并从中随机选取500个进行序列测定，将所测序列通过GenBank检索和生物信息学进行分析，发现共有56个序列为非冗余数据，其中的14个cDNA片段序列在GenBank上无明显的同源性，其余42个片段与已知基因有较高的同源性(王博等, 2008)。该研究不但为进一步克隆和筛选天山雪莲特异性表达 基因提供材料，而且补充了天山雪莲基因组数据。以天山雪莲为材料，从经低温处理后的天山雪莲叶片中提取并分离mRNA，合成双链cDNA。利用gateway技术构建天山雪莲cDNA表达文库，为进一步高通量筛选天山雪莲抗寒基因奠定了基础(李晨等, 2010)。

3.3胁迫相关的基因克隆

由于天山雪莲处于海拔 4 000 m 左右的高寒地区，因此可能具有潜在的抗冻、抗旱基因；终年积雪不化的高原土壤，使其可能具有耐盐性以及特殊的与调控水分的蛋白(水孔蛋白)相关的基因；4 000 m左右的高海拔，强烈的紫外光照射，高光强，使其可能具有某些与光合作用因子相关的基因等。

已对天山雪莲中的抗冻基因、耐盐基因、抗旱基 因、水孔蛋白基因以及和光合作用相关的基因进行了克隆(表2)。

3.4次生代谢产物

天山雪莲活性次生代谢产物主要是黄酮、生物碱和多糖类(贾景明和吴春福, 2007)。目前已经开始通过培养天山雪莲的愈伤组织生产雪莲黄酮，但其含量非常低，根不能满足规模化生产的需求。通过分子手段对次生代谢产物的调控是一条重要的手段，次生代谢产物合成途径的基础研究将越来越受到重视，其中黄酮类生物合成分子生物学的研究最为深入(陈晓亚和刘培, 1996)。二氢黄酮醇4-还原酶(DFR)是植物产生花青素合成途径中的关键酶(覃建兵等, 2012)。采用RT-PCR和RACE技术从天山雪莲中克隆得到DFR基因，将该基因通过农杆菌介导的叶片转化法进行同源转化，并将含有转DFR基因的愈伤组织进行悬浮培养，通过紫外分光光度法测定其愈伤组织的总黄酮含量，发现转基因的愈伤组织总黄酮含量是非转基因愈伤组织中总黄酮的含量的1.86倍。这项研究为提高天山雪莲有效药用成分 黄酮类物质及实现天山雪莲花青素的人工生物合成奠定了基础。
表 2 天山雪莲中与胁迫相关的基因的克隆及功能研究

Table 2 Saussurea involuerata Kar.et Kir. in gene cloning and functions studies related tolerance

	基因

Gene
	来源

Source
	转化方法

Transfer Approach
	作用

Function
	文献

Document

	sikPIP_3
	质膜水孔蛋白基因

plasma membrane aquaporin protein gene
	农杆菌转化法将目的基因导入烟草品种NC89

The target gene was introduced to tobacco(NC89) by Agrobacterium-mediated transfer method
	与水孔蛋白相关抗寒性强

Is related to aquaporin, strong cold resistance
	(焦天奇等, 2012)
(Jiao et al., 2012

	LEA14
	叶片

Leaves
	农杆菌转化法导入烟草

introduced to tobacco by Agrobacterium-mediated transfer method
	抗冻和耐盐

Antifreezing and salt-tolerant
	(张林华等, 2013)

(Zhang et al., 2013)

	PsaH
	叶片

Leaves
	农杆菌转化法导入烟草

introduced to tobacco by Agrobacterium-mediated transfer method
	与光合作用相关

Related to Photosynthesis
	(张林华等，2013)

(Zhang et al., 2013)

	PsbO
	叶绿体

Chloroplast
	农杆菌转化法导入烟草

introduced to tobacco by Agrobacterium-mediated transfer method
	与光合作用相关基因

Related to Photosynthesis
	(彭晓明等, 2008)

(Peng et al., 2008)

	SikGLP
	类萌发素蛋白基因

GLP gene
	Real time-PCR检测,SikGLP基因受低温、甲基紫精和PEG诱导表达

Real time-PCR Test, SikGLP gene can be induced expression at low temperature,methyl viologen and PEG
	可能在胁迫初期对提高植物防御起作用

React to improving the ability of defending under initial intimidation
	(刘超等, 2013）

(Liu et al., 2013)

	Trxh和GLP
	硫氧还蛋白和类萌发素蛋白基因

thioredoxin gene and GLP gene
	生物信息学分析和 Real time-PCR 分析, 通过农杆菌介导叶盘转化烟草

Bioinformatics Analysis and Real time-PCR Test,

Agrobacterium mediated leaf-disk tobacco transformation
	抗低温、抗干旱，具有较强的抗逆性

resistance to low temperature, resistance to drought, high adverse resistance
	(刘超, 2010)
(Liu, 2010)

	BCsp
	根边缘细胞特异蛋白
	以cDNA文库单克隆为模板,通过PCR克隆得到BCsp,转化天山雪莲愈伤组织获得转基因雪莲苗

The BCsp gene was cloned from cDNA library by PCR,the transgenic Saussureainvoluerata Kar.etKir. was obtained
	能抑制或促进根际周围微生物的生长,中和根际周围一些有毒物质,调节根部环境,在抵抗环境胁迫起防御保护功能

Inhibit or promote growth of Rhizosphere Microbes, neutralize toxic substances around rhizosphere,regulate 

roots environment, defensive guard function when resisting the environment stress
	(阴志刚和祝建波, 2011)
(Yin and Zhu, 2011)

	SikSD-82
	未知蛋白基因,主要定位于细胞核

an Unknown Protein-encoding Gene, primarily located in the nucleus
	农杆菌转化法导入烟草

introduced to tobacco by Agrobacterium-mediated transfer method
	较强的耐铝性

Strong Aluminum tolerance
	(王海霞等，2014)

(Wang et al., 2014)

	DAD1
	内质网内膜

The endoplasmic reticulum membrane
	农杆菌转化法导入烟草

introduced to tobacco by Agrobacterium-mediated transfer method
	提高抗旱性和抗盐性

Improve the drought resistance and salt resistance
	(孙建富等，2011)

(Sun et al., 2011)


	几丁质酶基(XCH)
	叶片

Leaves
	RT-PCR技术

RT-PCR technique
	可能具有抗冻活性

Maybe has antifreeze activity
	(李璐等, 2005)

(Li et al., 2005)

	siCOR
	冷调节蛋白基因

CORP gene
	农杆菌介导法导入烟草,再用RT-PCR技术对转基因烟草进行鉴定

introduced to tobacco by Agrobacterium-mediated transfer method,use RT-PCR for specific identification of the transgenic tobacco
	具有较强的抗寒性

Strong cold resistance
	(郭新勇等, 2012)

(Guo et al., 2012)

	SikMT2
	叶片

Leaves
	以cDNA文库单克隆为模板,进行RT-PCR,产物转入大肠杆菌DH5α

The gene was cloned from cDNA library by RT-PCR,then transformed into escherichia coli DH5α
	参与了许多生理过程，解除重金属离子的毒害、调节金属离子特定运输

take part in many physiological processes, rescinding toxcity of Heavy Metal Ions, regulating the specific transportation of mental ions
	(陈泉等, 2015)

(Chen et al., 2015)

	sikPIP2;7
	叶片

Leaves
	农杆菌介导法

agrobacterium-mediated method
	提高雪莲低温抗胁迫能力

Improve Saussureainvoluerata Kar.etKir. Tolerance to Abiotic Stresses at low temperature
	(刘逸泠等, 2015)

(Liu et al., 2015)


另外，利用同源克隆的方法克隆了天山雪莲花 青素生物合成关键酶基因，并利用农杆菌介导的同源转化法，将天山雪莲二氢黄酮醇4-还原酶(DFR)和UDP葡萄糖-类黄酮-3-O-葡萄糖基转移酶(3GT)基因转化到天山雪莲的愈伤组织内，使得DFR 和3GT基因共同在天山雪莲细胞内进行表达，进而发现，该技术能够使天山雪莲的次生代谢产物黄酮类物质的产量加倍，共转后的愈伤组织的总黄酮含 量是非转基因的3.61倍(唐亚萍等, 2012)。利用RTPCR方法对Sik P和Sik TTG1基因克隆并对它们生物信息学进行分析，构建表达载体，并利用农杆菌介 导法转化天山雪莲和番茄，鉴定转基因植株，对转基 因天山雪莲叶片和番茄叶片的类黄酮含量进行测 定，结果发现转Sik P基因的天山雪莲和番茄叶片的 类黄酮含量明显增加，转SmTTG1基因的番茄叶片 类黄酮含量也明显增加(张丽等, 2015)。这项研究说明天山雪莲Myb转录因子Sik P基因和WD40转录因子SmTTG1基因对植物次生代谢具有重要的调控作用，能够有效地提高类黄酮的含量。

通过转基因的方法将茶儿酮异构酶基因转入天山雪莲中提高芹菜素的含量(Li et al., 2006)。这些方法为提高天山雪莲次生代谢产物的含量奠定了基础。

除以上方法外，利用农杆菌介导方法转化获得毛 状根，然后通过发酵培养毛状根生产黄酮类次生代谢产物，发现紫丁香苷和高车前素(4,5,7-三羟基-6甲氧基黄酮)分别高于野生植物，而毛根部的芦丁含 量却相对较低(Fu et al., 2006) 。说明通过毛状根培养生产雪莲次生代谢产物也是一条重要的途径。

3.5其他

除上述应用于天山雪莲的分子生物技术的研究外，根据GenBank收录的sikSAD基因序列，采用反转录PCR技术从天山雪莲中克隆了sikSAD基因，构建表达载体，将其转入到酿酒酵母菌株中，在酒精胁迫实验中对其进行低温和酒精耐受性分析，发现，其能耐受一定浓度的酒精，并且耐受能力比非转基因酿酒酵母提高了十几个百分点(程晨等, 2011)。该研究用分子技术改造酿酒酵母，为工业生产提供高 质量的酿酒酵母奠定实验基础。

4天山雪莲研究的其他生物技术

除上述应用于天山雪莲的生物技术外，在育种、天山雪莲和内生真菌的相互作用及天山雪莲质量控制等方面也有不同程度的研究。

4.1育种

中科院新疆生理技术研究所的研究人员以雪莲的下胚轴茎段为外植体，用含有不同浓度秋水仙素的培养基进行诱导，培育出四倍体的天山雪莲。该新 技术将植物组织培养技术与多倍体育种技术相结合，不仅缩短了育种周期，还提高了雪莲活性成分的含量，为天山雪莲的品种选育提供了新方法。

4.2内生真菌

内生真菌具有丰富的物种多样性，并可能对宿主植物的适应性发挥重要作用。对于天山雪莲和内生真菌的相互作用的研究已有不少。对天山雪莲根中分离出了49株内生真菌，其中的48株被识别为柱孢属并分成14类。柱孢属sp.是优势种与天山雪莲隔离，其次是茎点霉属Phoma sp.和镰刀菌素sp. (吕瑞凤等, 2010）。分析证明，天山雪莲中内生真菌在物种中具有多样性，并且是抗菌药物的潜在来源。从天山雪莲体内分离出 40 种内生真菌，其中根中DSE真菌有9种，通过对天山雪莲内生真菌及其对宿主的作用的研究，发现真菌和宿主的生长状态不 同，最终会导致二者之间关系的变化。这些研究还正在深入的进行中。

4.3质量控制

目前已有大量学者通过高效液相色谱法对天山雪莲的指纹图谱进行研究，利用高效液相色谱法准确性、重复性好，来比较不同产地的新疆雪莲的差异，发现不同产地的天山雪莲由于受产地，气候和生态环境等的影响，化学成分一致性较好，但成分的含 量差异性较大(吕瑞凰等, 2005)。通过建立天山雪莲的高效液相指纹图谱，可快速，而简便地区分和鉴别不同产地的天山雪莲。

5总结

综上所述，生物技术应用于天山雪莲的研究，不仅可以保护天山雪莲这一高山稀有名贵药用植物，在非特定环境中大量生产天山雪莲和其药用活性成分，还可以拓宽天山雪莲除药用价值外更大的利用价值，有利于天山雪莲的利用、发展及开发。因此，生物技术在对天山雪莲甚至药用植物的研究中逐步发挥着巨大而有成效的作用。生物技术在天山雪莲的广泛应用不仅延续了其独特的药用价值，从更长远的角度来说也促进了我国药用植物的现代化和国际化。

作者贡献
荆甜蕊负责资料收集和论文撰写；徐思雅负责 资料收集、论文修改和校对；郭斌、尉亚辉负责论文 修改和指导。

致谢

本项目由国家自然科学基金项目(31000144)陕西 省教育厅科研计划项目(12JK0846)和陕西省博士后 科研项目共同资助。

参考文献
BChen Q., Qin L., Wang A.Y., Xiao Y.G., and Zhu J.B., 2015, Cloning and expression analysis of SikMT2 from Saussureae involucrate Kar. et Kir, Jiangsu Nongye Kexue (Jiangsu Agricultural Sciences), 43(9): 46-49 (陈泉, 秦璐, 王爱英, 肖兴国, 祝建波, 2015, 天山雪莲SikMT2基因的克隆及表 达分析, 江苏农业科学, 43(9): 46-49) 

Chen X.Y., and Liu P., 1996, Plant secondary metabolites of molecular biology and genetic engineering, Shengming Kexue (Life Sci.), 2: 8-11 (陈晓亚, 刘培, 1996 , 植物次生代 谢的分子生物学及基因工程, 生命科学, 2: 8-11)
Cheng C., Guo X.Y., Wang A.Y., and Zhu J.B., 2011, Low temperature and alcohol tolerance traits of the recombinant yeast with Sasussured involucrate Kar. et Kir de-saturase sikSAD, WeishengwuTongbao(Microbiol.China),38(11): 1648-1656 (程晨, 郭新勇, 王爱英, 祝建波, 2011, 转新疆雪莲去饱和 酶基因sikSAD重组酵母低温和酒精耐受性分析, 微生物 通报, 38(11): 1648-1656) 

Dai P.F., and Tan D.Y., 2011, Flora biological characteristics of Saussuea involucrate in relation to ecological adaptation, Zhiwu Shengtai Xuebao (Chinese J. Plant Ecol.), 35(1): 5665 (戴攀峰, 谭敦炎, 2011, 雪莲的开花生物学特性及其生 态适应意义, 植物生态学报, 35(1): 56-65) 

Fu C.X., Xu Y.J., Zhao D.X., and Ma F.S., 2006, A comparison between hairy root cultures and wild plants of Saussurea involucrata in phenylpropanoids production, Plant Cell Rep., 24(12): 750-754 Fu X.C., Wang X.J., Zhao M.A., Liu M., Zhao H.Q., and Jia L.F., 2008, Research on rapid micropro-pagation via direct organogenesis ofSaussureainvoluerataKar. et Kir, Ganhanqu Yanjiu (Arid Zone Res.), 25(2): 248-253 (傅晓春, 王晓军, 赵 民安, 刘敏, 赵海清, 贾莉芳, 2008, 新疆雪莲体外直接器 官发生的快繁研究, 干旱区研究, 25(2): 248-253) 

Guan Y.Y., Ren G.D., Guo X.Y., and Zhu J.B., 2010, Establishment of Agrobacterium-mediated transformation system in Saussurea involucrate, Xibei Nongye Xuebao (Northwest China J Agric. Sci.), 19(7): 84-88 (管岩岩, 任国栋, 郭新勇, 祝建波, 2010, 天山雪莲遗传转化体系建立, 西北农业学 报, 19(7): 84-88) 

Guo B., Abbasi B.H., and Wei Y.H., 2011, Effects of hypobaric growth conditions on morphogenic potential and antioxidative enzyme activities in Saussurea involucrate, Biologia Plantarum, 55(4): 783-787 

Guo B., Amanda R.S., and Liu C.Z., 2013, Low-temperature preincubation enhances survival and regeneration of cryopreserved Saussureainvolucrate callus, In Vitro Cell Dev. Biol-plant, 49: 320-325 

Guo B., Amanda R.S., and Liu C.Z., 2012, Thidiazuron enhances shoot organogenesis from leaf explants of Saussurea involucrate Kar. Et Kir, In Vitro Cell Dev. Biol-plant, 48: 609-612 

Guo X.Y., Cheng C., Wang A.Y., Zhang Y.X., Wang Z., Yu N., and Zhu J.B., 2012, Obtained and cold resistance identification of tobacco plants transformed by siCOR of Saussurea involucrate Kar. et Kir, Xibei Zhiwu Xuebao (Acta Bot. Boroccid. Sin.), 32(1): 1-10 (郭新勇, 程晨, 王爱英, 张煜星, 王 重, 喻娜, 祝建波, 2012, 天山雪莲冷调节蛋白基因 siCOR 转化烟草植株的抗旱性分析, 西北植物学报, 32(1): 1-10) 

Hu X.M., Qi L., He B., Yan J.Q., Gao Y., Duolikun S., Sha H.,Lan H.Y., and Zhang F.C., 2007, Study on optimization of tissue culture system of Saussurea involucrata Kar. et Kir, Xinjiang Nongye Kexue (Xinjiang Agric. Sci.), 44(3): 333335 (胡雪梅, 秦丽, 贺宾,闫建庆, 高燕, 多力坤·沙比尔,沙 红, 兰海燕, 张富春, 2007, 新疆雪莲组织培养体系的优 化, 新疆农业科学, 44(3): 333-335) 

Jia J.M., and Wu C.F., 2007, A study of Saussurea involucrate Kar. et Kir, culture toxicity experiment, Zhongguo Minzu Yiyao Zazhi (J. Med. Pharm. Chin. Minorities), 13(3): 52-55 (贾景明, 吴春福, 2007, 天山雪莲培养物的毒性实验研究, 中国民族医药杂志, 13(3): 52-55) 

Jia J.M., Wu C.F., Wu L.J., and Hu G.S., 2005, Studies on the production of total flavonoids by the callus of Saussurea involucrate Kar. et Kir, Zhongyao Yanjiu Yu Xinxi (Research and Information on Traditional Chinese Medicine), 7(7): 1115 (贾景明, 吴春福, 吴立军, 胡高升, 2005, 天山雪莲愈伤 组织培养与次生代谢物形成的研究, 中药研究与信息, 7 (7): 11-15) 

Jiang L.L., Zhao H.Y., and Ma M., 2011, In vitro micro-propagation of Saussurea involucrate an endangered Chinese medic inal herb, Shihezi Daxue Xuebao (J. Shihezi Univ.) (Nat. Sci. Ed.)), 29(3): 343-346 (江丽丽, 赵红艳, 马淼, 2011, 濒危药 用植物天山雪莲的根段组织培养与植株再生, 石河子大 学学报(自然科学版), 29(3): 343-346) 

Jiao T.Q., Sun H., Liu R.N., Wang A.Y., and Zhu J.B., 2012, Transformation of Saussurea involucrata sikPIP3 gene into tobacco and evaluation of transgenic plant stress-resistance, Xibei Zhiwu Xuebao (Acta Bot. Bor-occid Sin.), 32(3): 431438 (焦天奇, 孙辉, 刘瑞娜, 王爱英, 祝建波, 2012, 转天山 雪莲sikPIP3基因烟草的获得及抗逆性鉴定, 西北植物学 报, 32(3): 431-438) 

Lei L., Zhao B., and Xu C.M., 2006, Effects of light and temperature on the red-differentiation of Saussurea involucrate callus cultured in the bioreactor, Guocheng Gongcheng Xuebao (CJPE), 6(6): 942-947 (雷亮, 赵兵, 徐春明, 2006, 光温 条件对新疆雪莲愈伤组织反应器培养后再分化能力的影 响, 过程工程学报, 6(6): 942-947) 

Li C., Shen H.T., Zhang Y.X., Wang A.Y., and Zhu J.B., 2010, Construction of a cDNA library of Saussurea involucrate Kar. Et Kir using gateway technology, Shihexi Daxue Xuebao (J. Shihezi Univ.) (Nat. Sci. Ed.), 28(5): 534-536 (李晨, 沈海涛, 张煜星, 王爱英, 祝建波, 2010, 利用 Gateway 技 术构建天山雪莲 cDNA 表达文库, 石河子大学学报(自然 科学版), 28(5): 534-536) 

Li F.X., Jin Z.P., Zhao D.X., Cheng L.Q., Fu C.X., and Ma F.S.,, 2006, Overexpression of the Saussurea medusa chalcone isomerase gene in Saussurea involucrate hairy root cultures enhances their biosynthesis of apigenin, Phytochemistry, 67 (6): 553-560

Li L., Wang X.J., and Zhao A.M., 2005, Isolation, molecular-cloning and sequencing of a new cold-responsive endochitinase gene in Saussurea involucrate Kar. et Kir, Zhiwu Shenglixue Tongxun (PlantPhysiol.Comm.), 41(6): 731-736 (李璐, 王晓军, 赵安民, 2005, 新疆雪莲新的内切几丁质 酶类冷诱导基因的分离, 克隆和测序, 植物生理学通讯, 41(6): 731-736) 

Li X., Yue H., Wang S., Huang L.Q., Ma J., and Guo L.P., 2013, Research of different effects on activity of plant antioxidant enzymes, Zhongguo Zhongyao Zazhi (Chin. J. Chin. Mater Med.), 38(7): 973-978 (李璇, 岳红, 王升, 黄璐琦, 马炯, 郭 兰萍, 2013, 影响植物抗氧化酶活性的因素及其研究热点 和现状, 中国中药杂志, 38(7): 973-978) 

Liu C., Zhang L.H., Qiu H.L., Wang A.Y., Hu Y.L., and Zhu J.B., 2013, Cloing and expression analysis of SikGLPfrom Saussureainvolucrate Kar. Et Kir, Zhiwu Yanjiu (Bulletin of BotanicalResearch), 33(4):461-467 (刘超, 张林华, 邱红林, 王 爱英, 胡鸢雷, 祝建波, 2013, 天山雪莲 SikGLP基因的克 隆及表达分析, 植物研究, 33(4): 461-467) 

Liu C., 2010, Cloing and function analysis ofTrxh and GLPfrom Saussurea involucrata Kar. et Kir, Thesis for M.S., Shihezi University,Supervisor:Zhu J.B.,pp.15-20 (刘超, 2010, 天山 雪莲 Trxh 和 GLP基因的克隆与功能分析, 硕士学位论 文, 石河子大学, 导师: 祝海波, pp.15-20) 

Liu H., Zang R.G., Zang X.P., Ding Y., and Jiang X.H., 2009, Photosynthetic and ecophysiologi-cal characteristics of snow lotus (Saussuea involucrata) in its natural conditions in the central part of Tianshan Mountains, Linye Kexue (Sci. Silv. Sin.), 45(3): 40-48 (刘华, 臧润国, 张新平, 丁易, 江晓珩, 2009, 天山中部 3 种自然生境下天山雪莲的光合生理生 态, 林业科学, 45(3): 40-48) 

Liu Y.L., Li Y.S., Zhang L., Wang A.Y., and Zhu J.B., 2015, Optimization regeneration system ofSaussureainvolucrate Kar. et Kir and research on overpression of sikPIP2;7, Xibei Nongye Xuebao (Acta Agricultrue Boreali-occidentalis Sinica), 24(4):143-150(刘逸泠,黎玉顺,张丽,王爱英,祝建波,2015, 天山雪莲再生体系的优化及转sikPIP2;7 基因的研究, 西 北农业学报, 24(4):143-150) 

Lu B.W., An F.X., Fan R.F., and Hu B.Z., 2005, The application of biological technology in the research of medicine-plants, Dongbei Nongye Daxue Xuebao (Journal of Northeast Agricultural University), 36(6): 808-811 (卢宝伟, 安凤霞, 樊锐 锋, 胡宝忠, 2005, 分子生物学技术在药用植物研究领域 中的应用, 东北农业大学学报, 36(6): 808-811) 

Lv R.F., Xu J.G., Xu F., Liu Y.T., Zhao J., and Tan W., 2010, Study on HPLC fingerprint chromatography of the aerial parts ofSaussureainvolucrate, Xinjiang Yike Daxue Xuebao (Journal ofXinjiang Medical University), 33(8): 985-987 (吕 瑞凰,徐建国,徐芳,刘亚婷, 赵军,谭为, 2010, 天山雪莲高效液相指纹图谱研究,新疆医科大学学报,33(8):985-987) 

Nurbolat, Chen Y.R., Liu M., Wang H., Ning H.X., and Wang X. J., 2012, Suitable factors of Saussurea involucrata and stan dardized planting technology, Agri. Sci. Tech., 13(5): 990992,1002 Pan H.L., Li M.H., Cai X.H., Wu J., Du Z., and Liu X.L., 2009, Response of growth and ecophsiology of plants to altitude, ShengtaiHuanjingXuebao(Ecol.&Environ.Sci.),18(2):722730 (潘红丽,李迈和,蔡小虎, 吴杰, 杜忠,刘兴良, 2009,海 拔梯度上的植物生长与生理生态特性, 生态环境学报, 18 (2): 722-730) 

Pang H.X., Zhu C.Q., and Qin J.B., 2009, Effects of different temperature, culture media and osmotic potentials on seeds germinationofSaussureainvolucrate,Zhongzi(Seed),28(10): 76-78 (庞红霞, 祝长青, 覃建兵, 2009, 温度, 培养基成分和 渗透势对新疆雪莲种子萌发的影响,种子, 28(10):76-78) 

Pang H.X., Zhu C.Q., and Zhang J.B., 2010, Effect of plant hormones and different explants on callus induction of Saussurea involucrate, Huazhong Nongye Daxue Xuebao (JournalofHuazhongAgriculturalUniversity),29(2):131-134 (庞 红霞,祝长青,覃建兵,2010,激素和外植体类型对新疆雪莲 愈伤组织诱导的影响,华中农业大学学报,29(2):131-134) 

Peng X.M., Wang Z., Xu D.X., Chen S.K., and Zhu J.B., 2008, CloningPsbOgene fromSasussureainvolucrate Kar. et Kir., prokaryoticexpressionandgenetictransformationoftobacco, Shihezi Daxue Xuebao (Journal of Shihezi University (Natural Science)), 26(4): 397-401 (彭晓明, 王重, 徐登献, 陈尚 珂,祝建波,2008,天山雪莲PsbO基因的克隆,原核表达及 其烟草中的遗传转化,石河子大学学报,26(4):397-401) 

Qin J.B., Pang H.X., and Zhu C.Q., 2009, Effect of plant hormones on callusinduction and differentiation of Saussurea involucrate, Huanzhong Shifan Daxue Xuebao (Huanzhong Nor. Univ. (Nat. Sci.)), 43(4): 633-636 (覃建兵, 庞红霞, 祝 长青, 2009, 植物激素对新疆雪莲愈伤组织诱导和分化的 影响, 华中师范大学学报(自然科学版) , 43(4): 633-636) 

Qin J.B., Tang Y.P., and Zeng W.J., 2012, Isolation and homologous genetic transformation ofDFR in Saussureainvolucrata Kar. et Kir, Zhiwu Yanjiu (Bull Bot. Res.), 32(6): 695-700 (覃建兵, 唐亚萍, 曽卫军, 2012, 新疆雪莲 DFR 基因的分 离及同源遗传转化, 植物研究, 32(6): 695-700) 

Sun J.F., Chen S.K., Wang A.Y., and Zhu J.B., 2011,DAD1 genes fromSaussureainvolucrate Kar. et Kir improving drought resistance and salt resistance of tobacco, Jiangsu Nongye Kexue (Jiangsu Agri. Sci.), 39(4): 84-86 (孙建富, 陈尚珂, 王爱英, 祝建波, 2011, 新疆雪莲 DAD1 基因提高烟草的 抗旱性与抗盐性, 江苏农业科学, 39(4): 84-86) 

Tang Y.K., Guo S.S., Qin L.F., and Ai W.D., 2008, A study of growth and development of wheat under low atmospheric pressure, Hangtian Yixue Yu Yixue Gongcheng (Space Me-dicine and Medical Engineering), 21(4): 316-320 (唐永康, 郭双生, 秦利锋, 艾为党, 2008, 低大气压力条件下小麦的 生长发育研究, 航天医学与医学工程, 21(4): 316-320) 

Wang B., Ai X.L., Wang Z.F., Li F., and Luo M., 2008, cDNA library construction and EST analysis of Saussurea involucrate Kar. Et Kir, Xinjiang Nongye Kexue (Xinjiang Agri culture Science), 45(1): 56-60 (王博, 艾秀莲, 王志方, 李芳, 罗明, 2008, 新疆雪莲全长 cDNA 文库构建及表达序列标 签(ESTs)特性分析, 新疆农业科学, 45(1): 56-60) 

Wang H.X., Zhang L.H., Yang J., Zhang Y.M., Zhang W., Wang A.Y., Hu Y.L., and Zhu J.B., 2014, Cloning and aluminum analysis of unknown gene from Saussurea involucrate Kar. et Kir, Xibei Zhiwu Xuebao (Acta Bot. Bor-occid. Sin.), 34 (1):32-39 (王海霞, 张林华,杨晶, 张亚敏,张伟, 王爱英, 胡 鸢雷, 祝建波, 2014, 天山雪莲未知蛋白基因的克隆及其 耐铝特性分析, 西北植物学报, 34(1): 32-39) 

Wu L.Q., Guo S.X., and Xiao P.G., 2005, Tissue culture and plantlet regeneration from embryo of Saussurea involucrate, Zhongguo Zhongyao Zazhi (Chin. J. Chin. Mater Med.), 30 (11):814-816(武利勤,郭顺星,肖培根,新疆雪莲胚芽的组 织培养和植株再生, 中国中药杂志, 30(11): 814-816) 

Wu Y.F., Yang L., Zhou Y.J., and Wei S.J., 2012, Determination of best basta concentration for the genetic transformation of Saussurea involucrate Kar. Et Kir., Anhui Nongye Kexue (Anhui Agric. Sci.), 40(13): 7643-7644 (武运芳, 杨林, 周宜 君, 韦善君, 2012, 新疆雪莲遗传转化中 Basta 筛选压的确 定, 安徽农业科学, 40(13): 7643-7644) 

Yang L., and Qin X.Y., 2006, In vitro tissue culture and plantlet regeneration of Saussurea involucrate Kar. et Kit, Zhongyang Minzudaxue Xuebao (Journal of the CUN (Nat Sci Ed)), 15(1): 26-29 (杨林, 覃筱燕, 2006,新疆雪莲的组织培养及 植株再生, 中央民族大学学报(自然科学版), 15(1): 26-29) 

Yang L., Zou J.H., Liu Q.H., Zhou Y.J., and Dai J.G., 2005, In vitro tissue culture and plantlet regeneration of Saussurea involucrata Kar. et Kit, Zhiwu Shenglixue Tongxun (Plant Physiol. Comm.), 41(4): 553 (杨林, 邹建华, 刘庆华, 周宜 君, 戴均贵, 2005, 新疆雪莲的组织培养及植株再生, 植物 生理学通讯, 41(4): 553) 

Tang Y.P., Yuan H., and Qin J.B., 2012, Cloning and functinal characterization of anthocyanin biosynthesis genes in Saussurea involucrate Kar. et Kir, Shengwu Gongcheng Xuebao (Chinese Journal of Biotechnology), 28(6): 705-714 (谭亚 萍, 原慧, 覃建兵, 2012, 天山雪莲 UDP 葡萄糖 - 类黄酮 3-O- 葡萄糖基转移酶基因的克隆及功能分析, 生物工程 学报, 28(6): 705-714)

Yin Z.G., and Zhu J.B., 2011, Cloning and transformation of BCsp gene ofS. involucrate Kar. Et Kir, Xibei Nongye Xuebao (Northwest China J. Agric. Sci.), 20(3): 125-131 (阴志 刚, 祝建波, 2011, 天山雪莲根边缘细胞特异蛋白BCsp 基 因的克隆及转化, 西北农业学报, 20(3): 125-131) 

Yuan Z.H., Yang S.Z., and Wang J.X., 1995, Biological effects in tissue culture of TDZ, Guoshu Xuebao (Fruit Sci.), 12(S.): 138-140 (苑兆和, 杨世忠, 王家喜, 1995, 生物效应 TDZ的 组织培养, 果树科学, 12(增刊): 138-140) 

Zhang L., Li Y.S., Guan Y.Y., and Zhu J.B., 2015, Research of Saussurea involucrate SikP genes to improve the mass fraction of flavonoids, Xibei Nongye Xuebao (Acta Agricultrue Boreali-occidentalis Sinica), 24(5): 119-127 (张丽, 黎玉顺, 管岩岩，祝建波, 2015, 天山雪莲SikP基因提高类黄酮质 量分数的研究, 西北农业学报, 24(5): 119-127) 

Zhang L.H., Liu C., Qiu H.L., Wang A.Y., Deng F.J., and Zhu J. B., 2013, Cloing and function analysis ofLEA14 from Saussurea involucrate Kar. et Kir, Xibei Zhiwu Xuebao (Acta Bot. Bor-occid. Sin.), 33(6): 1071-1078 (张林华, 刘超, 邱 红林, 王爱英, 邓福军, 祝建波, 2013, 天山雪莲 LEA14 基 因克隆及功能分析, 西北植物学报, 33(6): 1071-1078) 

Zhang L.H., Qiu H.L., Liu C., Wang A.Y., Deng F.J., and Zhu J. B., 2013, Cloning and sequence analysis of PsaH gene from Sasussureainvolucrate Kar. Et Kir., Shengwu Jishu Tongbao (Biotechnol. Bull),6:75-79 (张林华, 邱红林, 刘超, 王爱英, 邓福军, 祝建波, 2013, 天山雪莲PsaH 基因的克隆及序列 分析, 生物技术通报, 6: 75-79) 

Zhou L.L., Wang J., Yan J.F., Zheng B.P., Zhang S.C., and Tan J. Z., 2012, Effects of different explants on the primary culture and callus induction of Anthurium andraeanum, Anhui Nongye Kexue (J. Anhui Agric. Sci.), 40(28): 13720-13724 (周 丽丽, 王晶, 闫俊芳, 郑必平, 张树初, 谈建中, 2012, 不同 外植体对红掌初代培养及愈伤组织诱导的影响, 安徽农 业科学, 40(28): 13720-13724) 

Zhu J.B., Liu H.L., Wang Z., and Zhou P., 2006, Construction of full-length cDNA library from the Saussurea involucrata Kar. Et Kir Laminae, Xibei Nongye Xuebao (Northwest China J. Agric. Sci.), 15(6): 170-173 (祝建波, 刘海亮, 王重, 周鹏, 2006, 天山雪莲叶片全长 cDNA 文库的构建, 西北 农业学报, 15(6): 170-173) 

Zhu W.X., Wang J.R., Li J., and Zhao X.J., 2010, Development of explant browning in plant tissue culture, Anhui Nongye Kexue (Anhui Agric. Sci.), 38(31): 17399-17415 (朱文祥, 王金荣, 李珺, 赵秀娟, 2010, 植物组织培养中外植体褐变 研究进展, 安徽农业科学, 38(31): 17399-17415)

5

