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山农一号在北海道黄杨组织培养中的应用 
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摘 要：针对北海道黄杨(Euonymusjaponicus Thunb)组织培养过程中内生菌污染严重问题，使用山农一号进行杀 

茵和抑茵实验，结果表明：山农一号 I型能够有效对外殖体进行杀菌和抑茵，山农一号Ⅱ型添加在培养基q-能有效 

抑制北海道黄杨组织培养过程中的内生茵．其中北海道黄杨茎段经山农一号 I型消毒后接种到含山农一号 Ⅱ型的 

培养基中，杀菌、抑茵效果最佳，并且山农一号 I型和Ⅱ型对不定芽分化和外殖体的生长无抑制作用． 
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北海道黄杨(Euonymus japonicus Thunb)系卫矛 

属卫矛科植物 ，原产自日本北海道札幌市，别名正木， 

为大叶黄杨的栽培品种，是目前唯一能在一23．9。C 

的气温条件下生存的常绿阔叶乔木 ]．该树树姿挺 

拔，四季长青，极具观赏和开发价值，是北方园林中 

的优良树种．北海道黄杨的繁殖多以扦插法(单芽扦 

插法和叶片扦插法)为主，繁殖系数低_2]．在北海道 

黄杨组织培养中，因其自身携带的内生菌较多，常出 

现严重的污染问题．本实验在北海道黄杨组织培养 

过程中使用山农一号进行杀菌和抑菌，能有效降低 

内生菌的污染，为建立良好的北海道黄杨组织培养 

体系，进行转基因分子育种工作奠定基础，为其工厂 

化生产提供技术保证，对推广该树种和不断培育新 

品种具有重要意义． 

1 实验 

1．1 材料 

北海道黄杨由宁夏永宁县安宁园林绿化有限公 

司提供．山农一号 I型和 Ⅱ型抑菌剂购 自济南普朗 

特生物科技有限公司． 

1．2 培养基 

以9(MS+6-BA)一1．5 mg／L+p(NAA)一O．5 mg／L 

为腋芽诱导培养基，附加 P(蔗糖)=30 g／L，p(琼脂粉)一 

1 gfL，pH=5．8． 

1．3 方法 

(1)取带腋芽的北海道黄杨茎段或顶芽 ，剪去叶 

片，留叶柄基部，用质量分数为 0．1 的洗衣粉水轻 

轻刷洗枝条后，在流水下冲0．5～1．0 h，修剪成2 cm 

左右的小段，供接种使用． 

(2)将(1)中洗干净的茎段先用酒精浸泡 30 S， 

再用 叫(升汞)一0．1 9／6分别进行 3，6，9，12，15 min 

消毒后直接接种到腋芽诱导培养基中，2O d后观察 

污染和生长情况． 

(3)在超净工作台上，将(1)中洗干净的茎段在含 

有 tween-20的无菌水溶液中浸泡 10～15 min，无菌水 

冲洗后，在 (山农一号IN)一4 中(添加 1／4 MS无机 

盐)浸泡 8，9，10，11 h，设 4个时间梯度实验．不用冲洗， 

直接接种到事 先灭菌 的培养基I(p(MS+6-BA)一 

1．5 mg／L+p(NAA)一0．5 rng／L+~(山农一号Ⅱ型)一 

0．1 )和 培 养 基 II(p(MS+6-BA)一 1．5 mg／L+ 

p(NAA)一O．5 mg／L)中进行对 比实验，观察并记录实 

验结果． 

(4)将(1)中洗干净的茎段先用 (酒精)一70 消 

毒 30 S，无菌水冲洗 2～3次，再用 训(升汞)一0．1 消 

毒，无菌水冲洗 5～6次，每次 3 min，分别接种到培养基 

I和Ⅱ中，30 d后观察污染情况． 

(5)将实验过程中有污染的北海道黄杨茎段采 

取以下方式处理：对于真菌性污染，将污染材料用软 
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毛刷在流水 下 冲洗干净 ，在 (山农 一 号 I型)一 

50 中(添加 1／4 MS无机盐)中浸泡 10 min；对于 

细菌或混合性污染材料 ，在 ID(柠檬酸)一0．6 g／L和 

(山农一号 I型)一100 1：1配成的溶液中浸泡 

10 min．经以上处理 的材料取 出后 ，不用 冲洗 ，直接 

接种到培养基 Ⅱ中，20 d后观察污染情况． 

(6)培养室温度为 24℃，每天光照 12 h，光照强 

度为 1 500～2 000 lx． 

2 结果与分析 

2．1 升汞消毒时间对 内生菌污染和材料的影响 

北海道黄杨茎段经酒精和升汞处理后接种到腋 

芽诱导培养基 中，20 d后所得结果如表 1所示．随着 

升汞消毒时间的延长，外殖体污染越小，同时外殖体 

褐化 的情况也越严重，这主要是由升汞造成的损伤 ， 

褐化严重的直接导致外殖体死亡． 

表 1 升汞消毒 时间对 内生菌污 染和材料 的影响 

Tab．1 Effect of mercuric chloride disinfection time to 

the endogenous fungus pollution and material 

2．2 山农一号 I型对 内生菌污染和外殖体 的影响 

将洗净的北海道黄杨茎段用山农一号 工型处理 

后，接种到培养基 工和Ⅱ中，30 d后所得结果如表 2 

所示．经过山农一号 工型处理后的外殖体，相比经升 

汞处理的外殖体污染率有显著降低，存活率有所提 

高．另外经山农一号 I型处理的材料 ，表面褐色 2周 

后逐渐褪去，外殖体没有明显损伤． 

表 2 山农一号 I型对内生菌污染和外殖体的影响 

Tab．2 Effect of Shannong No．1 type I processing to the 

endogenous fungus pollution and material 

处 

数 数 数 ～ 

8 29 2 6．9 29 100．0 

9 28 1 3．6 27 96．4 

10 31 1 3．2 30 96．8 

11 33 2 6．1 29 87．9 

8 30 5 16．7 30 100．0 

9 32 5 15．6 32 100．0 

10 29 3 10．3 27 93．1 

11 3O 1 3．3 27 86．7 

酒精和升汞对 内生菌污染和外殖体 的影响 

将用酒精和升汞处理后 的茎段一分为二 ，分别 

接种到培养基 I和 Ⅱ中，30 d后所得结果如表 3所 

示．经酒精和升汞处 理 的材料 同时接种 到培养基 I 

和 Ⅱ中，在含 山农一号 Ⅱ型的培养基中能有效抑制 

污染，相比之下，不含山农一号 Ⅱ型的培养基中污染 

明显严重． 

表 3 酒精和升汞处理对 内生菌污染 的影 响 

Tab．3 Result of alcohol and mercuric 

chloride processing 

培养基 处理时间／min 接种数 污染数 污染率／ 

2．4 山农一号 I型对污染材料的影响 

把有污染的材料按方法(5)处理后 ，接种到腋芽 

诱导培养基中，20 d后结果如表 4所示．污染材料经 

山农一号 I型处理后污染率明显降低，因此山农一 

号 I型对真菌和细菌都具有明显的除菌作用． 

表 4 山农一 号 I型对 污染材料的影响 

Tab．4 Effect of Shannong No．1 type I on pollution material 

3 结论与讨论 

组织培养中的污染由2方面原因造成，一是实 

验材料 自身携带 的菌引起污染 ，这种污染不能被一 

般的消毒方法所清除；二是组织培养过程 中操作不 

当引起污染．北海道黄杨是含内生菌较多的植物，茎 

组织中心有髓组织，其细胞间隙大，在用酒精和升汞 

进行外殖体消毒时，通常会对外殖体造成严重损伤 ， 

从而影响其再生能力和繁殖速度．本实验在北海道 

黄杨组织培养中使用山农一号能有效杀死细菌和真 

菌，对污染具有较好 的抑制作用 ，并且对外殖体没有 

造成很大损伤． 

多数情况下 ，一种抗生素只能抑制菌的生长而 

不能将其完全杀死 ]．无论是细菌还是真菌 ，一种抗 

生素往往只能对其 中的一种或几种菌有效 ，组织培 

养过程中，抗生素浓度低 了效果差，而浓度高了又容 

易对植物产生伤害[4]，并且使用抗生素容易引起抗 

性 ，多种抗生素混用往往 引起不相容性．此外 ，抗生 

素一般不稳定 ，遇酸碱或加热易分解 ，失去活性．而 
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山农一号是一种广谱生物 杀菌剂 ，能够杀死各种细 

菌和真菌细胞，阻止孢子萌发，体积分数较高时，能 

够消除对内生菌的污染 ，其活性成分能够穿透菌类 

细胞壁 ，抑制部分重要代谢循环的酶类活性，抑制柠 

檬酸循环和电子传递等，同时能阻断一些单糖的氨 

基酸从培养基到菌类细胞的转运，是针对抑制多种 

菌类代谢物活性而设计的，因此在组织培养过程中， 

不会引起菌类的抗药性，可多代使用． 

山农一号能有效针对真菌和细菌进行杀菌和抑 

菌，在组织培养中能大大降低外殖体内生菌的污染， 

有效提高无菌苗的繁殖速度，同时对芽的分化和根 

的生成没有显著影响，对获得无菌苗有很大帮助，在 

其他组织培养中值得推广，尤其对内生菌较多、濒危 

植物材料难 以获得 的植物组织培 养 中具有重要作 

用．本实验结果表明：北海道黄杨茎段经山农一 号 I 

型消毒并接种在含 山农一号 Ⅱ型的培养基 中，杀菌 、 

抑菌效果最为理想；但山农一号的价格相对昂贵，提 

高了大规模生产成本，用酒精和升汞消毒后接种到 

含 山农一号 Ⅱ型的培养基 中同样可获得相对理想的 

结果，既能够充分获得无菌苗，又可以降低成本． 

山农一号具有 4种类 型：外殖体 型、分化生根 

型 、共生菌专用型和瓶 内催化型 ，根据不同组织培养 

的 目的，可选用不同的类型．本实验未对后 2种剂型 

进行实验 ，还有待进一步研究． 
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Application of Shannong No．1 in tissue culture of Euonymus j aponicus Thunb 

Yang Yaya ，M a Dongrnei ， Xu Xing。 

(1．School of Life Sciences，Ningxia University，Yinchuan 75002 1，China； 
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Abstract：In order to prevent and control the severe pollution in tissue culture of Euonymus japonicus 

Thunb，Shannong No．1 was applied to conducted the sterilization effect．The results showed that 

Shannong No．1 type I could sterilize and eliminate endophytic bacteria effectivly，Shannong No．1 type II 

added in the medium to effectivly inhibit endophytic bacteria in the tissue culture of EUOrlymus apnicus 

Thunb．The stem segments of Euonymus japonicus Thunb．used Shannong No．1 type工disinfection after 

inoculation into contain Shannong No．1 type 1I in the culture medium，the effect of inhibitory and 

sterilization was optimum，and Shannong No．1 type I and II there be no inhibitory to the bud 

differentiation and growth of explant． 

Key words：Euonymus japonicus Thunb；tissue culture；Shannong No．1 
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Research of fertilization technique for maize in sandy soil 

Gong Yuqin， Bai Jinhong， 

(Yinchuan Centre Station for Popularization of 

Ma Xiaohong， Wang M eiqin 

Agricultural Techniques，Yinchuan 750004，China) 

Abstract：The influences of the combination of nitrogen，phosphorus and potassium ，optimal dosage and 

time and proportion of nitrogen on maize yield in sandy soil in Ningxia irrigation region were researched． 

The results showed that the maize yield with whole fertilizers had no differences compared with that 

deficient of phosphorus and potassium． Nitrogen was the key factor in controlling yield． The applying 

amount of nitrogen fertilizer was suitable for 315 kg／hm。for two times in sandy soil．50 was applied as 

basic fertilizer and other 5O was applied as topdressing fertilizer during the later half of June． 

Key words：maize；sandy soil；fertilization technique 
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