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　　摘要：研究播种量和栽培行距对巴东红三叶生产性能的影响。结果表明，播种量和栽培行距对牧草产量、种子产
量及株高等性状的作用显著，而不同组合间的交互作用差异并不显著。在一定范围内，牧草产量随播种量增加呈抛物

线趋势，在播量０．９ｇ／ｍ２时具有最大牧草产量；栽培行距越大，牧草产量越低。种子产量主要受栽培行距的影响，
６０ｃｍ行距比４０、２０ｃｍ具有更高的种子产量（Ｐ＜０．０５），播种量低于０．９ｇ／ｍ２时利于种子生产。所有处理中，以组合
（播量０．９ｇ／ｍ２，行距２０ｃｍ）牧草产最高，而以组合（播种量０．６ｇ／ｍ２，行距６０ｃｍ）具有最高的种子产量。
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　　红三叶（ＴｒｉｆｏｌｉｕｍｐｒａｔｅｎｓｅＬ．）为豆科三叶草属植物，短多
年生，平均寿命４～６年，在所有三叶草属植物中种植最广泛。
红三叶广泛栽培于世界温带、亚热带地区，是极为重要的豆科

牧草之一，为马、牛、羊等草食家畜重要的饲草来源。在１９世
纪末，红三叶由外国传教士带入我国，最初在湖北巴东县种

植，作为养马的牧草。目前，红三叶已在全国各地广泛栽培，

仅湖北省恩施地区就有６６６６．６７ｈｍ２以上；云南省也引种４６
个红三叶品种进行试种，已成为当地当家草种之一［１］。

合理的种植密度是提高牧草种子产量和营养体产量的基

础，而行距和播种量则是实现种子田植株密度调控的主要方

式［２］。在实际生产中，红三叶生产除受土壤、气候、肥料等因

素影响以外，栽培行距和播种量也是调控红三叶生产性能的

重要因素。俞联平等发现，不同栽培行距和播种量组合对岷

山红三叶牧草和种子生产性能具有显著影响［３］。陈述明等

认为，紫花苜蓿播种行距较小时，群体密度相应增大，单个植

株获得的水分和土壤养分减少，枝条的生长受到限制，种子产

量相应降低［４］。因此，为获得较高红三叶牧草产量和种子产

量，为红三叶牧草栽培技术推广提供技术支撑，本试验以巴东

红三叶为材料，研究不同栽培行距和播种量对红三叶牧草产

量和种子产量的影响。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料为巴东红三叶，种子为武汉市原种田自产种子。

红三叶种子发芽率在８５％以上，纯净度在９５％以上。
１．２　试验地概况

试验地设于湖北省畜牧所牧草资源圃，地理位置１１４°１０′Ｅ、
３０°１８′Ｎ，海拔３１ｍ，属亚热带北缘季风气候，光照充足，热量
丰富，雨水充沛，年均温度１６．７℃，年降水量约１２００ｍｍ，无霜
期２６９ｄ；该地区为丘陵岗地，土壤属丘陵黄土，酸性；土壤有机
质含量１．８８％，ｐＨ值５．４，速效氮、速效磷、速效钾的含量分别
为９１．８、１８．０、８８．３ｍｇ／ｋｇ。播前结合深翻整地施入农家肥
１５ｔ／ｈｍ２，磷肥２０ｋｇ／ｈｍ２，播种时做到地表平整，土块细碎。
１．３　试验设计

试验为２因素设计，Ａ因素为播种量，设０．６ｇ／ｍ２（Ａ１）、
０．９ｇ／ｍ２（Ａ２）、１．２ｇ／ｍ２（Ａ３）３个水平，Ｂ因素为栽培行距，
设２０ｃｍ（Ｂ１）、４０ｃｍ（Ｂ２）、６０ｃｍ（Ｂ３）３个水平，小区面积
１５ｍ２（５ｍ×３ｍ）；随机区组设计，每个处理３次重复，分牧草
测产区和种子测产区，共５４个小区（其中牧草生产区２７个，
种子生产区２７个）。
１．４　测定内容与方法

株高：在开花期测量红三叶植株草层高度，重复１０次；牧
草产量：以单位面积鲜草产量计，根据试验要求刈割后立刻称

鲜质量，各次产量累加即为总产量，ｋｇ／ｍ２；单株花序数：在开花
盛期计数每个植株所有已经开花的花序数，现蕾期花序未计数

在内；花序小花数：开花盛期计数每个花序上的小花数，重复

３０次，取平均值；种子千粒质量：选取大小较一致的种子，用分
析天平称量１００粒种子的质量，重复３次；种子产量：种子成熟
时人工分批采收，各次产量累计后计算每小区种子总产量。

１．５　数据处理
试验数据应用Ｅｘｃｅｌ和ＳＰＳＳ１３．０软件统计分析。

２　结果与分析

２．１　播种量和行距对红三叶生产性能的交互影响
不同播种量和栽培行距条件下红三叶生产性能各指标统

计方差分析（表１）表明，不同播种量处理对红三叶花序小花
数和种子产量种子千粒质量影响显著（Ｐ＜０．０５），对株高、牧
草产量、单株花序数和种子千粒质量影响极显著（Ｐ＜０．０１）；
不同栽培行距处理对种子产量影响显著（Ｐ＜０．０５），对株高、
牧草产量和单株花序数极显著（Ｐ＜０．０１），说明通过采取不
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同的栽培措施可以有效调控红三叶生产性能。但是，不同播

种量和不同栽培行距的交互作用在红三叶牧草生产和种子生

产相关指标内差异不显著。

表１　不同播种量和栽培行距试验因子间方差分析

变异来源

Ｆ值

株高
牧草

产量

单株

花序数

花序

小花数

种子

产量

种子千

粒质量

Ａ ２９．７９ ２５．５４ １４．９９ １１．０８ ４．０８ １５．０２

Ｂ ４２．３５ ５２．８７ ５１．６９ ２．８８ １０．５８ ２１．００
Ａ×Ｂ ０．４５ １．９６ １．０９ ０．４３ ０．２８ ８．６８

　　注：“”“”分别表示差异显著（Ｐ＜０．０５）、极显著（Ｐ＜
０．０１）。Ａ表示播种量；Ｂ表示栽培行距；Ａ×Ｂ表示播种量与栽培行
距互作。

２．２　播种量对红三叶生产性能的影响
播种量对红三叶生产性能指标具有显著影响（表２），统

计分析表明，不同播种量处理对红三叶株高影响显著

（Ｐ＜０．０５），其中播量为１．２ｇ／ｍ２时株高最高，为６２．４ｃｍ；
播种量为０．９ｇ／ｍ２处理的红三叶株高也具有良好的表现，为
６１．４ｃｍ，与播种量为１．２ｇ／ｍ２的处理差异不显著；但播种量
为０．６ｇ／ｍ２处理的株高显著低于其他２个处理，为５９．１ｃｍ。
播种量在０．６～１．２ｇ／ｍ２范围内时，牧草产量出现先增后减
的趋势，在播种量为 ０．９ｇ／ｍ２ 时，牧草生产量最大，为
１１６４ｋｇ／ｍ２，相比而言，播种量过高（１．２ｇ／ｍ２）或过低
（０．９ｇ／ｍ２）都会显著降低红三叶牧草产量（Ｐ＜０．０５），且２
个处理间牧草产量差异并不显著。不同播种量对种子生产相

关指标的影响不尽相同，单株花序数、花序小花数和种子产量

具有相同的变化趋势，３个指标在播种量为 ０．６ｇ／ｍ２和
０．９ｇ／ｍ２处理间差异并不显著，但均显著高于１．２ｇ／ｍ２处
理，说明过高的播种密度不适宜红三叶种子生产。结果表明，

不同红三叶播种量对其种子千粒质量也有影响，播种量

０．６ｇ／ｍ２处理下种子千粒质量显著高于其他２个处理，说明
较低的栽培密度相对高密度栽培而言，红三叶植株可获得充

足的光照和热量，种子饱满度高。

２．３　栽培行距对红三叶生产性能的影响
栽培行距可以调控红三叶植株间的空间距离，影响植株

对光照的吸收和通风性。本试验结果（表３）表明，不同栽培
行距对红三叶的牧草产量和种子生产影响显著。株高和牧草

产量均随栽培行距的增加而降低，且在 ３个不同行距处理
（２０、４０、６０ｃｍ）间差异显著（Ｐ＜０．０５）；而对种子产量和单株
花序数而言，其变化趋势与牧草产量恰好相反，随栽培行距的

表２　不同播种量对红三叶生产性能指标的差异性比较

播种量

处理

株高

（ｃｍ）
牧草产量

（ｋｇ／ｍ２）
单株花序

数（个）

花序小花

数（朵）

种子产量

（ｇ／ｍ２）

种子千

粒质量

（ｇ）

Ａ１ ５９．１ｂ １．０７６ｂ １８２．３ａ １２９．３ａ １．４３９ａ １．５６９ａ
Ａ２ ６１．４ａ １．１６４ａ １８１．０ａ １３０．０ａ １．４２７ａ １．５５２ｂ
Ａ３ ６２．４ａ １．０９３ｂ １７０．７ｂ １２１．４ｂ １．３８９ｂ １．５５７ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。表３、
表４同。

表３不同栽培行距对红三叶各指标差异性比较

栽培行

距处理

株高

（ｃｍ）

牧草

产量

（ｋｇ／ｍ２）

单株花

序数

（个）

花序小

花数

（朵）

种子

产量

（ｇ／ｍ２）

种子

千粒质

量（ｇ）

Ｂ１ ６２．６ａ １．１８０ａ １６６．５ｃ １２４．８ａ １．３６２ｃ １．５４７ａ
Ｂ２ ６０．８ｂ １．１０８ｂ １７７．４ｂ １２６．４ａ １．４３２ｂ １．５５１ａ
Ｂ３ ５８．６ｃ １．０４５ｃ １９０．０ａ １２９．６ａ １．４６１ａ １．５５０ａ

增加，牧草产量和单株花序数逐渐增加，并且不同处理间差异

显著，说明通过增加行距可有效提高红三叶的种子生产性能。

种子千粒质量和花序小花数受栽培行距的影响较小，虽然不

同处理间相应数值不同，但处理间差异不显著。

２．４　不同处理下各指标差异性分析
不同行距和播种量栽培组合下红三叶各性状统计结果如

表４所示。从株高性状来看，高播种量窄行距组合具有较高
的植株高度，相反低种播量大行距组合其株高明显较低。所

有处理组合中以Ａ３Ｂ１（播种量１．２ｇ／ｍ
２，行距２０ｃｍ）株高最

高，为６４．７ｃｍ，其次为Ａ３Ｂ２（播种量１．２ｇ／ｍ
２，行距４０ｃｍ），

为６２．６ｃｍ；植株高度最低的组合为Ａ１Ｂ３（播种量０．６ｇ／ｍ
２，

行距６０ｃｍ），其次为Ａ２Ｂ３（播种量０．９ｇ／ｍ
２，行距６０ｃｍ），统

计分析表明，高播种量窄行距处理的株高显著高于低播种量

宽行距处理（Ｐ＜０．０５）。牧草产量方面，以 Ａ２Ｂ１（播种量
０．９ｇ／ｍ２，行距 ２０ｃｍ）和 Ａ２Ｂ２（播种量 ０．９ｇ／ｍ

２，行距

４０ｃｍ）２个组合产量较高，而牧草产量较低的几个组合出现
在低播种量宽行距和高播量宽行距的几个组合中，如 Ａ１Ｂ２、
Ａ１Ｂ３、Ａ３Ｂ２和Ａ３Ｂ３。统计结果表明，较窄行距的处理具有显
著的牧草产量优势，可见红三叶在窄行距、适宜播种量下具有

较好的牧草产量。

　　同牧草含量一样，红三叶的种子生产也受播种量和栽培
行距的影响。所有处理中，以 Ａ１Ｂ３（播种量 ０．６ｇ／ｍ

２，行距

６０ｃｍ）为最高，为 １．４８６ｇ／ｍ２；其次为处理 Ａ２Ｂ３（播种量
０．９ｇ／ｍ２，行距６０ｃｍ），为１．４８１ｇ／ｍ２。统计结果表明，种子

表４　不同栽培组合处理下红三叶相关性状统计结果

栽培组合
株高

（ｃｍ）
牧草产量

（ｋｇ／ｍ２）
单株花序数

（个）

花序小花数

（朵）

种子产量

（ｇ／ｍ２）
种子千粒质量

（ｇ）
Ａ１Ｂ１ ６１．１ｂｃ １．１６７ａｂ １６８．３ｄｅ １２８．３ａｂ １．４１７ｂｃ １．５３５ｄ
Ａ１Ｂ２ ５９．２ｃｄ １．０５４ｄ １８１．３ｂｃｄ １２９．７ａｂ １．４６１ａｂ １．５６７ｂ
Ａ１Ｂ３ ５７．０ｄ １．００７ｄ １９７．２ａ １３０．０ａｂ １．４８６ａ １．６０４ａ
Ａ２Ｂ１ ６１．９ｂ １．２２５ａ １７０．６ｃｄｅ １２７．７ａｂ １．４０６ｃ １．５３５ｄ
Ａ２Ｂ２ ６０．６ｂｃ １．１８３ａ １８２．５ｂｃｄ １２８．３ａｂ １．４４９ａｂｃ １．５５３ｂｃｄ
Ａ２Ｂ３ ５８．７ｃｄ １．０８５ｃｄ １８９．８ａｂ １３４．０ａ １．４８１ａ １．５６６ｂ
Ａ３Ｂ１ ６４．７ａ １．１４９ａｂｃ １６０．７ｅ １１８．３ｂ １．３２８ｄ １．５４２ｃｄ
Ａ３Ｂ２ ６２．６ａｂ １．０８７ｂｃｄ １６８．５ｄｅ １２１．３ｂ １．４０５ｃ １．５５７ｂｃ
Ａ３Ｂ３ ６０．０ｂｃ １．０４４ｄ １８３．０ａｂｃ １２４．７ａｂ １．４３３ｂｃ １．５７１ｂ

—６２２— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第１１期



产量受播种量和栽培行距的影响较大，较低的播种量和较宽

的栽培行距有利于红三叶种子生产。同样，单株花序数、花序

小花数和种子千粒质量也受播种量和栽培行距的影响，低播

种量、宽行距组合有利于红三叶植株花序数量的增加，最优处

理为Ａ１Ｂ３（播种量０．６ｇ／ｍ
２，行距６０ｃｍ）；花序小花数量最

多的处理为 Ａ２Ｂ３（播种量０．９ｇ／ｍ
２，行距６０ｃｍ），每株１３４

朵，种子千粒质量最大的处理为Ａ１Ｂ３（播种量０．６ｇ／ｍ
２，行距

６０ｃｍ）。　

３　结论与讨论

合理的群体结构是植物有效截获太阳辐射、提高光能利

用、获得高产的重要基础。通过改变植物群体结构促使其冠

层内的太阳辐射分布得到改善，提高不同部位叶片的光合作

用效率是进一步提高作物产量潜力的重要途径［５］。研究指

出，田间植株最理想的状况是能够等距离排列，达到均等地利

用植物生长资源并消除植株与植株间的干扰与竞争［６］，以期

获得最大生物产量和种子产量。要达到这一目的，合理的播

种量和栽培行距是必不可少的２个重要因素。
３．１　栽培行距和播种量对红三叶牧草产量的影响

从牧草的生物学角度来看，株高是反映牧草生长状况及

其产量高低较为理想的一个特征量，也可反映牧草平均经济

产量的形成规律［７］；株高通常和生物量呈正相关，它可以决

定产量的 ６５％［８］。本试验结果表明，播种量在 ０．６～
１．２ｇ／ｍ２范围内，株高随播种量的增加而提高，牧草产量呈
现先增后降的趋势；栽培行距在２０～６０ｃｍ范围内，红三叶株
高和牧草产量均随栽培行距的增大而降低，因此，更大的播种

量或更窄的行距有利于植株生长。俞联平等在研究岷山红三

叶时得出播种量增加可提高牧草产量的结论［３］，岳民勤等也

得出红三叶栽培行距为２０ｃｍ时具有最大牧草产量［９］。此

外，在红三叶和其他牧草混播试验中，杨春华等认为，混播后

的红三叶具有比单播更高的株高［１０－１１］。可见较高的栽培密

度使得红三叶植株为获得充分的光照而引起相互竞争，导致

植株高度增加，从而获得更高的生物量。但是这种影响在红

三叶不同生育期有不同的影响，在分枝期，岷山红三叶的播种

量越大，株高越高；而盛花期则相反［３］。

３．２　栽培行距和播种量对红三叶种子产量的影响
牧草或作物的栽培密度与其种子和牧草产量具有直接的

关系。张自和在研究紫花苜蓿种子生产时提出了紫花苜蓿种

子生产的稀植化理论，认为如果种植密度过大，紫花苜蓿的通

风、透光、授粉等受到严重障碍，生长后期遇到大风或大雨，容

易倒伏，导致种子产量极低或收不到种子［１２］。在其他的研究

中，研究学者认为稀植可改善紫花苜蓿群体的单株营养面积，

增加有效分枝数和花序数，提高结荚率和种子产量［１３－１５］。在

其他作物上也有类似的结论，Ｌａｆｏｎｄ得出硬质小麦和大麦在
免耕种植条件下３０ｃｍ行距的产量比１０ｃｍ行距的高的结
论［１６］。本试验结果表明，增加行距或适宜的播种量能显著提

高红三叶种子产量，栽培行距为６０ｃｍ时种子产量显著高于
栽培行距为４０、２０ｃｍ的处理；而播种量在０．６～０．９ｇ／ｍ２范
围内巴东红三叶种子产量差异不显著，但都显著高于播种量

为１．２ｇ／ｍ２的处理，说明“稀植”栽培红三叶可获得较高种子
产量。但是，岳民勤等研究岷山红三叶种子生产时认为，播种

量为０．４５ｇ／ｍ２时，行距为４０ｃｍ的岷山红三叶种子产量比
行距为２０、６０ｃｍ的高［１７］。因此，红三叶种子生产受许多因

素的影响，如材料、播种量、地域环境、栽培措施、施肥等，即便

同一个草种也可能会有不一样的结论。

３．３　栽培行距和播种量对红三叶牧草和种子产量的交互
作用

栽培行距和播种量是牧草或作物生产中非常重要的调控

因素，单纯地调节其中一个因素即可改变生产性能，但是二者

的交互作用在牧草或作物生产上影响却不显著。研究发现，

在加拿大和美国半干旱地区，小麦籽粒产量均随着播种量的

增加而增加，但是行距和播种量之间却没有明显的互作效

应［１８－１９］。本试验结果表明，在所有栽培行距和播种量组合

中，牧草产量以Ａ２Ｂ１（播种量０．９ｇ／ｍ
２，栽培行距２０ｃｍ）为

优，种子生产以Ａ１Ｂ３（播种量０．６ｇ／ｍ
２，栽培行距６０ｃｍ）为

优。可见，巴东红三叶牧草生产需要较低的栽培密度，而种子

生产需要适当提高栽培密度。即便如此，播种量和栽培行距

的交互作用在巴东红三叶各指标性状上差异不显著。
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秋水仙胺诱导牛卵母细胞显核的研究

王士勇１，２，杨月春３，郑军军１，刘宗岳１，方大雨４，杨福合１

（１．中国农业科学院特产研究所，吉林长春１３０１１２；２．延边大学农学院，吉林延吉 １３３００２；
３．吉林农业科技学院动物科学学院，吉林吉林１３２１０１；４．吉林省长春市动植物公园，吉林长春 １３００２２）

　　摘要：为了观察秋水仙胺（ｄｅｍｅｃｏｌｃｉｎｅ，ＤＥＭＥ）诱导牛卵母细胞的显核效果，从吉林省长春市某屠宰场收集牛卵
巢后采用抽吸法获取卵泡液，在体视显微镜下选择卵丘完整、胞质均匀的卵丘－卵母细胞复合体（ＣＯＣｓ），微滴法体外
成熟（ｉｎｖｉｔｒｏｍａｔｕｒｅ，ＩＶＭ）培养１９～２２ｈ，在０．３％透明质酸酶中旋涡振荡去除卵母细胞周围的卵丘细胞，挑选排出第
一极体的卵母细胞随机分组，分别进行 ＤＥＭＥ浓度和作用时间诱导牛卵母细胞显核的研究。结果表明，ＤＥＭＥ处理
６０、９０、１２０ｍｉｎ组间显核率差异不显著（Ｐ＞０．０５），但是６０、１２０ｍｉｎ组的显核率显著高于ＤＥＭＥ处理 ３０ｍｉｎ组（Ｐ＜
０．０５）。当ＤＥＭＥ浓度为０．５μｇ／ｍＬ时，显核率最高，为７８．９％，显著高于 ０．３、０．４μｇ／ｍＬ组（Ｐ＜０．０５），但是与
０．６μｇ／ｍＬ组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。牛的ＣＯＣｓ经ＩＶＭ培养１９、２０、２１、２２ｈ，结果发现培养２２ｈ组显核率最高，显
著高于培养１９ｈ组（Ｐ＜０．０５），但是与培养２０、２１ｈ组差异不显著（Ｐ＞００５）。可见牛卵母细胞经ＩＶＭ培养２０～２２ｈ
后，用０．５μｇ／ｍＬＤＥＭＥ处理６０ｍｉｎ可以有效诱导其显核。
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　　自１９９７年第１只体细胞核移植动物———“多莉”诞生［１］

以来，体细胞核移植技术已经发展十几年的时间，由于其在核

质互作、濒危动物保护方面具有深远的应用前景［２］，同时可

利用的大量濒危动物卵母细胞通常很难获得，而屠宰场屠宰

后的母牛卵巢方便获取且易获得大量卵母细胞作为受体胞

质，利用其进行种间体细胞核移植技术研究在当前较广泛。

但是包括牛在内的家畜卵母细胞不像鼠科动物的卵母细胞在

光学显微镜下可以直接看到细胞核［３］，所以通常去核时采用

盲吸法［４］、荧光辅助法［５］或秋水仙胺（ｄｅｍｅｃｏｌｃｉｎｅ，ＤＥＭＥ）诱
导显核法［６］。利用盲吸法去核时为了提高去核效率通常要

去除较大体积的胞质，之后还需要在紫外光下照射以确定去

核成功率，这会给受体胞质造成不可逆的伤害，而荧光辅助法

去核法同样需要对卵母细胞进行紫外光照射，具有同样或更

重的伤害［７］。ＤＥＭＥ诱导显核法利用ＤＥＭＥ对受体卵母细胞
处理后能够破坏其微管稳定性、干扰染色体的正常分离和纺

锤体的功能促进核内所有染色质聚集在胞质表面形成一个突

起，去核时仅去除极少量的胞质即可达到完全去核的目的，去

核后在没有 ＤＥＭＥ的培养液中培养时即可恢复微管的聚
集［８］。本试验就牛卵母细胞经过微滴法体外成熟（ｉｎｖｉｔｒｏ
ｍａｔｕｒｅ，ＩＶＭ）不同时间后用ＤＥＭＥ处理对其显核情况进行研
究，旨在确定ＤＥＭＥ诱导去核时的适宜浓度和处理时间，以
满足体细胞核移植研究需要，为其进一步应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　药品与试剂
ＤＥＭＥ和丙酮酸钠购自西格玛奥德里奇公司，人绒毛促

性腺激素（ｈＣＧ）和孕马血清促性腺激素（ＰＭＳＧ）购自浙江省
宁波市三生药业有限公司，其余试剂均购自生命科技公司。

１．２　卵巢的获取及卵母细胞的收集
卵巢采集于吉林省长春市某屠宰场，母牛屠宰后立即采

取卵巢将其放入含有双抗的２５～３５℃生理盐水中，８ｈ内带
回实验室。将收集的卵巢剪去附着的系膜和输卵管，用灭菌

生理盐水清洗３次后，用带有１６号针头的１０ｍＬ注射器抽吸
法收集卵泡液，在体视显微镜下选择卵丘完整、胞质均匀的卵

丘－卵母细胞复合体（ｃｕｍｕｌｕｓ－ｏｏｃｙｔｅ－ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ，ＣＯＣｓ）用
含５％ ＦＢＳ的ＰＢＳ洗净。
１．３　卵母细胞体外成熟

将挑选好的ＣＯＣｓ用成熟液洗３次，然后移入平衡２ｈ以
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