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　　摘要：以Ｍ７组培苗为试验材料，进行继代扩繁和卡那霉素抗性筛选研究。结果表明，Ｍ７芽苗在 ＭＳ＋４．０ｍｇ／Ｌ

６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＢＡ（３％蔗糖）固体培养基中继代时，出现严重的玻璃化，而ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ
（３％蔗糖）固体培养基可大大改善其玻璃化程度，使其恢复健康生长；卡那霉素对 Ｍ７叶片再生、新梢增殖、新梢生根

均有抑制作用，并且随卡那霉素浓度增加，Ｍ７叶片再生率、新梢增殖率、新梢生根率不断下降；Ｍ７叶片愈伤组织形成、

愈伤组织生根、新梢增殖及新梢生根对卡那霉素的敏感浓度分别为２０、５、４０、１０ｍｇ／Ｌ。
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　　苹果（ＭａｌｕｓｐｕｍｉｌａＭｉｌｌ）Ｍ７是蔷薇科苹果属植物，为苹
果的半矮化砧木，与苹果嫁接亲和力强，其根系发达，较抗旱、

抗寒，耐瘠薄，适应性很强。转基因安全性一直是人们关心的

热点，而对苹果砧木的遗传改良比对品种的改良更具有可操

作性。卡那霉素抗性基因即新霉素磷酸转移酶基因（ｎｐｔⅡ）
是目前在植物基因转化中应用最广泛的选择标记基因［１］。

前人研究表明，不同外植体或同一外植体不同发育阶段对卡

那霉素的敏感性不一样［２］，因此在进行遗传转化之前，首先

要确定外植体对卡那霉素的敏感性浓度［３］。本试验以苹果

Ｍ７砧木组培苗为试验材料，研究其在继代扩繁过程中的生长
情况，并分别在叶片再生、新梢增殖、生根等方面进行了卡那

霉素敏感试验，以期为后期的遗传转化奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
以苹果Ｍ７砧木组培苗为试验材料，由笔者所在实验室

保存，选取生长健壮、带２～３张叶的芽为外植体。试验用卡
那霉素为医药级，购自美国Ｓｉｇｍａ公司；其他试剂为分析纯。
１．２　试验方法
１．２．１　Ｍ７苗的继代增殖培养　选取生长健壮的 Ｍ７组培
苗，接种在继代增殖培养基内，培养基配方为：ＭＳ＋４．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＢＡ，每瓶接４个新芽，每个处理接５瓶，重
复３次。培养３０ｄ后统计芽的增殖与生长情况。在使用上
述增殖培养基继代时，发现大部分芽出现玻璃化，将玻璃化的

芽单独切下，改用ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ培
养基培养，１５ｄ后观察芽苗的生长情况。
１．２．２　Ｍ７叶片再生过程对卡那霉素的敏感性　选取组培苗
顶部幼嫩、生长健壮、平展的叶片，叶片大小、形状和色泽基本

一致，将叶片用接种刀横切几刀，叶背朝上平铺在加有不同浓

度（０、５、１０、２０ｍｇ／Ｌ）卡那霉素的叶片再生培养基上［４］，培养基

配方为：ＭＳ＋４．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＢＡ，暗培养１４ｄ
后转移至光照下培养２０ｄ后，观察叶片长愈伤组织或长芽情
况。接种量１０张叶片／皿，３皿／处理，２次重复。
１．２．３　Ｍ７新梢增殖对卡那霉素的敏感性试验　将长度约
２ｃｍ的组培芽（新梢）分别接种于加有不同浓度（０、１０、２０、
４０ｍｇ／Ｌ）卡那霉素的新梢扩繁培养基（ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ）中，于光照下培养１个月后统计结果。接种
量４个芽／瓶，５瓶／处理，重复２次。
１．２．４　Ｍ７新梢生根对卡那霉素的敏感性试验　将长度约
２ｃｍ（带有２～３张叶）的组培芽（新梢）分别接种于加有不
同浓度（０、５、１０、２０ｍｇ／Ｌ）卡那霉素生根培养基中（１／２ＭＳ＋
１．０ｍｇ／ＬＩＢＡ），于光照下培养２０～３０ｄ后统计结果。接种
量３个芽／瓶，４瓶／处理，重复２次。
１．３　培养条件

芽增殖与生根培养在光照培养室内进行，培养条件为：温

度为（２５±２）℃，光照强度为２０００ｌｘ，光照时间为１２ｈ／ｄ。
叶片再生试验的暗培养是在恒温箱中进行的，培养温度

２４℃。培养基为基本培养基，附加蔗糖３０ｇ／Ｌ、琼脂８ｇ／Ｌ，
ｐＨ值５．８，将配制好的培养基在１２１℃下灭菌２０ｍｉｎ备用。

２　结果与分析

２．１　Ｍ７组培苗的增殖与玻璃化苗的改善
取生长健壮的Ｍ７组培苗，茎段部分带３～４张嫩叶，转

移至继代扩繁培养基中（图１－Ａ）；于光下培养２０ｄ左右，发
现长出大量不定芽，培养 ３０ｄ时，部分不定芽表现正常
（图１－Ｂ），部分不定芽的嫩茎、叶片呈半透明水渍状
（图１－Ｃ），即玻璃化，此类芽生长缓慢，繁殖系数低，不利于
保存与再利用；改变培养基配方后，其玻璃化现象得到了较大

改善，芽与叶片呈绿色，恢复生长（图１－Ｄ）。
２．２　Ｍ７叶片再生过程对卡那霉素的敏感性

在Ｍ７叶片再生过程中，添加不同浓度卡那霉素后，叶片
再生情况为：没有添加卡那霉素的培养基叶片形成愈伤组织

率高达１００％，之后从愈伤组织处生根（图２－Ａ、图２－Ｂ）；
当卡那霉素浓度为５ｍｇ／Ｌ时，叶片出愈率为６０％，愈伤组织
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不能分化出根（图２－Ｃ）；卡那霉素浓度升高至１０ｍｇ／Ｌ时的
出愈率仅为１０％，卡那霉素浓度为２０ｍｇ／Ｌ时，无愈伤组织
形成（图２－Ｄ），这２个浓度下均没有根分化。
２．３　Ｍ７新梢增殖对卡那霉素的敏感性

由表１可见，Ｍ７新梢芽增殖倍数随卡那霉素浓度增大而
减少直至无增殖甚至死亡。卡那霉素浓度为０ｍｇ／Ｌ时，芽增
殖率１００％，并且芽生长健壮，正常绿色；浓度为１０ｍｇ／Ｌ时，
芽增殖倍数为２．５，比对照约下降６８％，且再生芽黄绿色，生
长势弱；浓度为 ２０ｍｇ／Ｌ时，芽增殖率下降到对照的 ５％左
右，芽黄绿色，几乎不生长；当卡那霉素浓度为４０ｍｇ／Ｌ，新梢
没有增殖，说明该浓度可以完全抑制Ｍ７新梢的增殖。
２．４　Ｍ７新梢生根对卡那霉素敏感性

由表２看出，Ｍ７新梢生根数随卡那霉素浓度的升高而明
显下降，且芽苗不断变黄甚至白化死亡。卡那霉素浓度为

０ｍｇ／Ｌ时，芽苗生根率１００％（图３－Ａ），平均每棵苗生根数
为２～３条，并且根生长粗壮，白色，生长较快；卡那霉素浓度
为５ｍｇ／Ｌ时，生根率１０％，根白色，生长明显减慢；卡那霉素
浓度为 １０ｍｇ／Ｌ时，新梢不能生根 （图 ３－Ｂ），可见
≥１０ｍｇ／Ｌ卡那霉素可以完全抑制Ｍ７芽苗的生根。

表１　卡那霉素对Ｍ７新梢增殖的影响

卡那霉素浓度

（ｍｇ／Ｌ）
接种芽数

（个）

芽再生情况

芽增殖倍数 芽生长状况（健壮与否）

０ ４０ ７．８ 绿色，健壮

１０ ４０ ２．５ 黄绿色，生长较弱

２０ ４０ ０．４ 黄绿色，几乎不生长

４０ ４０ ０ 无

表２　卡那霉素对Ｍ７新梢生根的影响

卡那霉素浓度

（ｍｇ／Ｌ）
接种芽数

（个）

生根数量

（条）
根生长情况

０ １２ ３５ 白色，健壮，生长较快

５ １２ ２ 白色，生长较慢

１０ １２ ０ 无

２０ １２ ０ 无

３　小结与讨论

玻璃化现象是一种生理病态现象，也是苹果茎尖培养时

经常遇到的问题，发生玻璃化的材料呈半透明水渍状，生长缓

慢、繁殖系数低，偶尔可在延长培养期间恢复正常生长，但通

常比率很低。导致这种现象的原因，张洪胜等认为是培养环

境中的某种胁迫条件诱导产生应激乙烯，乙烯的直接或间接

作用引起玻璃化的发生［５］；也有研究表明，改变培养时的湿

度、琼脂浓度、细胞分裂素浓度等均可有效地预防和缓解玻璃

苗的发生［６］。本试验中，采用４．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ与０．３ｍｇ／Ｌ
ＩＢＡ组合，虽然可以诱导 Ｍ７大量增殖，但容易导致玻璃化苗
的产生，采用１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ与０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ组合可使玻
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璃化芽苗恢复正常生长。

卡那霉素是植物转基因研究中最常用的筛选标记，不同

物种、基因型及外植体材料对卡那霉素的敏感性存在较大差

异［７］。筛选用卡那霉素的最佳浓度是一方面可有效抑制非

转化组织的生长，另一方面能使转化组织正常发芽和生长发

育［８－９］。通过系统研究不同浓度卡那霉素对Ｍ７叶片再生、芽
增殖及生根的影响，明确了适宜 Ｍ７筛选用的最佳浓度。苹
果Ｍ７砧木叶片愈伤组织形成对卡那霉素的敏感浓度为
２０ｍｇ／Ｌ，抑制叶片愈伤组织生根的卡那霉素浓度为５ｍｇ／Ｌ；Ｍ７
新梢增殖与生根对卡那霉素的敏感浓度分别为４０、１０ｍｇ／Ｌ。

参考文献：

［１］程家胜，鄂超苏，田颖川，等．转 Ｂｔ抗虫基因苹果植株的再生
［Ｊ］．中国果树，１９９４（４）：１４－１５．

［２］ＤｕａｎＹＸ，ＧｕｏＷＷ，ＭｅｎｇＨＪ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｅｆｆｉｃｉｅｎｔｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔ

ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｆｒｏｍｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃｃａｌｌｕｓｅｓｏｆＣｉｔｒｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｌｏｇｉａ
Ｐｌａｎｔａｒｕｍ，２００７，５１（２）：２１２－２１６．

［３］王紫萱，易自力．卡那霉素在植物转基因中的应用及其抗性基因
的生物安全性评价［Ｊ］．中国生物工程杂志，２００３，２３（６）：９－１３．

［４］魏国芹，梁美霞，李鼎立，等．平邑甜茶与 Ｍ７离体叶片不定芽再

生的研究［Ｊ］．青岛农业大学学报：自然科学版，２００９，２６（２）：
１０３－１０８．　

［５］张洪胜，牟云官，辛培刚．苹果离体培养中试管苗玻璃化现象发
生机理的探讨［Ｊ］．果树科学，１９９１，８（２）：７１－７４．

［６］高遐虹，李　梅，张桂凤．苹果砧木试管苗发生玻璃化的因素及
预防［Ｊ］．北京农学院学报，１９９７，１２（２）：１６－１９．

［７］魏爱民，张文珠，杜胜利，等．黄瓜花粉管通道法抗虫基因导入及
卡那霉素抗性筛选［Ｊ］．华北农学报，２００８，２３（６）：５４－５７．

［８］王　峰，卢永恩，李汉霞．几种白菜类蔬菜卡那霉素抗性的研究
［Ｊ］．武汉植物学研究，２００６，２４（４）：３７７－３８０．

［９］徐鹏飞，张淑珍，吴俊江，等．利用卡那霉素对花粉管通道法转基
因大豆的筛选研究［Ｊ］．大豆科学，２００６（３）：２７５－２７８．

雷武生，杨宝林，戴金平．不同氮肥运筹对水稻品种越光氮素吸收利用及产量的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（１０）：５４－５６．

不同氮肥运筹对水稻品种越光氮素吸收利用

及产量的影响

雷武生１，２，杨宝林１，戴金平１

（１．江苏农林职业技术学院，江苏句容２１２４００；
２．南京农业大学国家信息农业工程技术中心／农业部南方作物生理生态重点开放实验室，江苏南京 ２１００９５）

　　摘要：以水稻品种越光为材料，在氮肥施用总量不变的条件下，研究不同基肥、蘖肥、穗肥、粒肥比例对机插稻产量
及氮素利用率的影响。结果表明：适当提高生育后期氮肥施用比例能提高水稻成穗率、功能叶叶绿素含量、籽粒产量、

氮肥利用效率，基肥 ∶蘖肥 ∶穗肥 ∶粒肥＝３∶３∶２∶２是越光合理的氮肥运筹方式。
　　关键词：水稻；越光；氮肥运筹；氮素表观利用率；氮素农学利用率；氮素生产效率
　　中图分类号：Ｓ５１１．０６　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１４）１０－００５４－０３

收稿日期：２０１４－０２－１７
基金项目：江苏省高等学校大学生实践创新训练计划［编号：苏高教

（２０１０）１６号］；江苏农林职业技术学院科研项目 （编号：
２０１２ｋｊ００１）。
作者简介：雷武生（１９８０—），男，甘肃泾川人，博士研究生，讲师，研究
方向为作物生理生态。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｅｉｗｓｈ＠１６３．ｃｏｍ。

　　水稻是我国最重要的粮食作物之一，其总产量占全国粮食
总产量的５０％。随着水稻品种改良和产量水平提高，施氮量
不断增加，高产栽培中的氮肥施用量已达３００～３５０ｋｇ／ｈｍ２，甚
至高达４００～４５０ｋｇ／ｈｍ２。由于氮肥施用的盲目性和不合理
性，导致水稻产量、品质、肥效下降，造成土壤质量退化、环境

污染等问题，已成为制约农业生产可持续发展的重要限制因

素［１－５］。对于水稻而言，不仅施氮量对水稻产量和氮素利用

率有直接影响，而且基蘖穗肥的施入比例对其产量和氮素利

用率也有一定影响［６－１０］。丁艳锋等研究表明，水稻对不同生

育期追加的氮肥表现出较大的吸收利用率差异，并指出穗粒

肥的氮肥利用率明显比基蘖肥高［１１］。江立庚等研究了３个

水稻品种的氮素利用率及其对产量和品质的影响，发现在相

同施氮水平下提高穗肥比例可增加氮素回收效率、氮素积累

总量和氮素运转效率，而氮素生产效率下降［１２］。日本水稻品

种越光具有外观晶莹透亮、香味浓厚、味道香甜等特征，是世

界公认的顶级优质水稻品种，但由于越光单产较低，稻谷产量

只有４１２５ｋｇ／ｈｍ２左右［１３］，比我国各地推广水稻品种产量低

３０００～４０００ｋｇ／ｈｍ２，从而制约了越光的推广应用。目前关
于氮肥运筹对越光氮素吸收利用和产量影响的研究还相对较

少。本研究探讨不同氮肥运筹对越光产量和氮肥利用率的影

响，以期为越光因种栽培、定量施肥提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验时间、地点、材料
试验于２０１３年５—９月在位于江苏省句容市陈武镇的江

苏农林科技示范园进行，该地区属北亚热带季风气候，年平均

气温 １５．１℃，年平均相对温度 ７８％，年平均降水量
１０１８．６ｍｍ，无霜期２２９ｄ，年日照时数 ２１１６ｈ，地势平坦。
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