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摘 要 利用双右边界 ;LE)8 载体通过根癌农杆菌介导法将水稻白叶枯病广谱抗性基因 =+!G 导入杂交稻重要恢复系 JMG6
中。;" 代共获得 !K 个独立转基因株系，通过田间抗性鉴定与 FJ/ 分析，有 GK 个株系的 =+!G 基因分子鉴定为阳性，且对白叶

枯病原菌 F# 生理小种具有抗性。通过对 GK 个株系的后代植株进行田间抗性鉴定，分子标记辅助选择及 H&?:.0,B 杂交分析，结

果显示 M 个株系的 ;G 代植株中能分离出无潮霉素标记基因的 =+!G 转基因植株。无选择标记 =+!G 转基因株系的获得率为

G7]。FJ/ 检测还表明，这些无选择标记的 =+!G 转基因植株不带有载体骨架序列。通过对转基因后代进一步的抗性鉴定与

FJ/ 辅助选择，获得了无选择标记和载体骨架序列的转基因 =+!G 纯合的抗白叶枯病水稻。

关键词 转基因水稻，=+!G，白叶枯病抗性，无选择标记，无载体骨干，双右边界 ;LE)8 载体
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水稻是我国的主要粮食作物，然而病虫害一直

是制约水稻产量的重要因素，其中白叶枯病就是导

致水稻严重减产的主要病害之一。利用水稻本身的

抗病基因是防治白叶枯病的有效手段，因此白叶枯

病抗性基因的研究与利用一直是水稻育种的热点。

国 际 上 已 经 先 后 成 功 克 隆 了 !"!"［"］，!""［!］，

!"!#［$］，!"!%［&］和 #"’（本实验室已克隆），从而促进

了水稻转基因抗白叶枯病育种。目前研究最多的是

具有 重 要 育 种 价 值 的 显 性 广 谱 抗 白 叶 枯 病 基 因

!"!"，通过基因工程转化，!"!" 基因已被转入多个

水稻育种材料［’，#］。在不同的遗传背景下 !"!" 均

显示出对白叶枯病的高度抗性［’，%］。可是，由于先前

获得的转 !"!" 基因的水稻都含有标记基因，这极

大地限制了转基因水稻的推广应用。

转基因植物的安全性是生物安全的重要内容，

近年来已引起了各国政府和科研工作者的广泛关

注。转基因植物的安全性主要集中在标记基因、启

动子、终止子和双元载体 ( ) *+, 边界以外的 *+,
序列（即载体骨架序列）［-，.，"/，""］。对转基因植物中

标记基因的安全性前人做了很多的研究，并成功建

立了一些去除标记基因的转化策略，如位点特异性

重组［"!，"$，"&］、双 ()*+, 载体［"’］、转座子系统［"#］、双右

边界 ()*+, 载体［"%］及共转化法［"-］等。对转基因植

物中载体骨架序列的检测在拟南芥与烟草等模式植

物中已有报道［".，!/］，但是在有实用价值的转基因粮

食作物中同类研究还比较少。

本研究利用能去除标记基因的双右边界载体系

统（012345 6789: ; 316056，*<=）将有实用价值的抗白

叶枯病基因 !"!" 转入水稻重要育种材料 >&"- 中。

从转基因植株分离后代中，得到了无标记基因与载

体骨 架 序 列 的 转 基 因 !"!" 纯 合 的 抗 白 叶 枯 病

水稻。

! 材料与方法

!"! 植物材料和转化载体的构建

本研究中使用的受体材料为杂交水稻育种中重

要恢复系 >&"-［!"］。 $%&!酶切载体 ?>@A"$/"［!!］，

回收 .B#C3 的片段，将其连接到 $%&!酶切过的双

右边界双元载体 ?D+*<==E+# 载体［"%］上，构建成包

含 !"!" 基因的双右边界双元载体 ?=@,!"（图 "）。

在 ?=@,!" 载体中 !"!" 基因位于相邻的两个左右

边界之间，标记基因位于两个右边界之间，?=@,!"
载体在转化过程中，形成 $ 种可能的 ()*+, 类型

（图 "）：, 类型含有 ’%( 基因与 !"!" 基因（<=" 到

F=），= 类型只含有 !"!" 基因（<=! 到 F=），> 类型

则只含有 ’%( 基因。通过电激将质粒 ?=@,!" 导入

根癌农杆菌（ )*+,-".(/+012 (12/3".0/&(4）F=,&&/& 中，

用于遗传转化。

图 " ?=@,!" 质粒结构图及三种可能产生的 ()*+,
G78H" *7I86IJ 1K ?4ILJ70 ?=@,!" IM0 :9655 ?1LL734N 85M56I:50 ()*+,L

<="：:95 6789: 316056 " 1K ()*+,；’%(：9N861JNO7M ?91L?91:6IMLK56IL5 85M5；+：:56J7MI:16 1K M1L 85M5；P：>DQ$’R ?61J1:56；<=!：:95 6789: 316056

! 1K ()*+,；!"!"：:95 !"!" 85M5；F=：:95 45K: 316056 1K ()*+,；,，= IM0 >：:9655 ?1LL734N 85M56I:50 ()*+,L 0267M8 :6IMLK16JI:71MH (95 ?6135L 7M
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!"# 农杆菌介导法转化水稻

参照 T9I7 等的转化方法［’］并进行了改进。取

成熟种子，剥去颖壳，用 %/U乙醇浸泡 $/L，再用"8VF
的 W8>4! 溶液消毒 "/J7M，随后转入 "$8VF 的次氯酸

钠溶液中浸泡 $/J7M，然后用无菌水漂洗干净，置于

无菌滤纸上，接种到诱导培养基（DR X !J8VF !，&)*）

上，!#Y培养 "!0 左右，然后剥离盾片产生的愈伤组

织，继代两三次后，选择致密的愈伤组织用于转化。

带有 ?=@,!" 的农杆菌在的 Z[P 培养基（添加

利福平 !/J8VF，壮观霉素 ’/J8VF）中培养 !& \ &-9 至

’/!夏志辉等：无选择标记和载体骨干序列的 !"!" 转基因水稻的获得



!"!""为 "#!。离心收集农杆菌细胞，用 $$% 培养基

洗涤一次，再悬浮在 $$% 中至 !"!""为 "#&。

将预培养过的胚性愈伤放入 $$% 农杆菌悬浮

液中浸泡 ’"()*，然后置于无菌滤纸上吸干多余菌

液后转移到共培养固体培养基上，&+ , &-.暗培养

& , ’/ 后将愈伤组织置于筛选培养基（诱导培养基

0 -"(123 潮霉素 0 &-"(123 羧苄青霉素 0 &-"(123
头胞霉素）上每隔 &"/ 更换一次培养基，筛选 & , ’
次；然后将抗性愈伤组织转移到预分化培养基（%4
0 &(123 !56$ 0 7(123 8$$ 0 &(123 $6$）培养 7"/，

再转入分化培养基（%4 盐 0 %4 有机元素 0 ’"123 麦

芽糖 0 &(123 !56$ 0 &(123 9: 0 "#&(123 8$$ 0
"#&(123 ;$$ 0 ’"(123 潮霉素），+ 周左右得到再生

植株；将再生幼苗置于壮苗生根培养基（72&%4 盐 0
&"123 蔗糖 0 "#&(123 8$$ 0 ’"(123 潮霉素）培养至

幼苗长到 7"<( 左右，打开试管封口，加入清水，温室

中炼苗 ’/，即可将植株移栽到田间。

!"# 转基因植株的分子鉴定

=8$ 的提取参照 >?@) 等人的方法进行［-］。鉴

定 #$&7 基 因 的 引 物 为 A7
（ BC$:BCC:$:$$B$CB$$$$B ）、 ;7
（ $:$CB$$B:C$::CB::CC ） 和 引 物 >&
（ $::C$$:$$::B$B:CCC:$::CC ）、 >’
（C:B::CBB::CB$B::B:CB$BC$），引物 A7，;7 在

转基因水稻中的扩增产物为 7+""DE 与 7’""DE 两条

=8$ 片段，而未转基因对照只能扩增出一条 7’""DE
的 =8$ 片段，引物 >&、>’ 只能在转基因水稻中能扩

增出 7+""DE 的片段，未转基因对照中不能扩增出任

何片段。鉴定 %&’（?F1GH(F<)* E?HIE?HJG@*IKLG@IL）基

因引物为 ?EJM（:$CC$CCCBC:CC$:$:C:B）和 ?EJN
（:$B$B$CBB$:BCC:BB$ C$），此对引物的扩增片

段长度为 77""DE。检测载体左边界侧翼序列引物

=N636M（CB:BCCB$B$$$$:B$BB$B:）与 =N636N
（::BB:B$CBCCB:::$:BB$C），扩 增 片 段 长 度 为

’’ODE；-!1 水稻基因组 =8$ 用 ()*+"内切酶酶解，

经 "#PQ的琼脂糖凝胶上电泳后转移到硝酸纤维素

膜上，用’& R5/B:R 标记的探针进行 4HSJ?LG* 杂交，所

用探针分别为 RBN 产物 >& 2>’、?EJM2N 及 =N636M2N
和 E%8=N66;8! 载体 =8$。

!"$ 转基因水稻的田间抗病鉴定

转基因植株或转基因后代在分蘖盛期，通过剪

叶法［&’］对充分伸展的叶片接种白叶枯病原菌 R! 生

理小种（#$&7 基因鉴别小种）。接种病原菌在 R4$

培养 基（马 铃 薯 ’""123，B@（8T’ ）&·+U&T "#-123，

8@&URT+·7&U&T &#"123，蔗糖 7-123，琼脂粉 7-123）

上于 &P. 培养 V&?，调节浓度至 7"OBMA2(3，接种

7-/ 左右当病斑长度明显而稳定时进行调查，每一

植株测量三片叶，将病斑长度与叶片总长度百分比

平均值作为抗性指标对其抗病情况进行分析。

图 & 获得无标记 #$&7 转基因纯合系的技术路线

M)1W& :?L IJG@JL1F KHG HDJ@)*)*1 ?H(HXF1HSI
(@YLG5KGLL #$&7 JG@*I1L*)< Z)*LI

!"% 无选择标记且无载体骨架序列的转 !"&! 导

入基因纯合系的获得

利用双右边界载体将 #$&7 到水稻愈伤组织

中，经过潮霉素 6 的抗性筛选后，可以得到 ! 种转基

因初级转化体 :"：$（只整合 $ 型 :5=8$），B（只整合

B 型 :5=8$），$ 0 B（整合 $ 和 B 两种类型 :5=8$），

$ 0 6（整合 $ 和 6 两种类型 :5=8$），6 0 B（整合 6
和 B 两种类型 :5=8$），$ 0 6 0 B（整合三种类型 :5
=8$）。只有整合在不同位点的 $ 0 6、6 0 B 和 $ 0
6 0 B 转基因植株后代可以分离得到无标记基因

#$&7 转基因植株（图 &）。将 :" 代植株种植于试验

田，通过 RBN 分子鉴定与田间接种病原菌 R! 生理

小种进行抗性鉴定，单株套袋收获 #$&7 分子鉴定

为阳 性 且 对 白 叶 枯 菌 R! 抗 病 的 植 株 的 种 子（:7
代）。将同一 :" 植株来源的 :7 代种植于田间，分别

独立编号，在分蘖盛期进行接种病原菌抗性鉴定，然

后取抗病植株叶片提 =8$ 进行 RBN 分子鉴定，单株

套袋收获 #$&7 分子鉴定为阳性 %&’ 基因和左边界

侧翼序列分子鉴定为阴性的植株种子（:& 代）。再

将同一 :7 植株来源的 :& 代作为一个独立株系种植

于田间，经 分 子 鉴 定 和 接 种 验 证 后，收 获 转 基 因
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!"!" 纯合的 #! 代植株的种子（#$ 代），即 !"!" 转

基因纯合系。

! 结果和分析

!"# !"!# 转基因水稻的获得与鉴定

用农杆菌介导法将 !"!" 基因导入粳稻 %&"’
中，共获得 !( 个 #) 代转基因株系。对 !( 个 #) 代转

基因植株分别用两对引物（*"，+" 和 ,-./，,-.0）对

!"!" 基因与 #$% 基因进行了 1%0 分子鉴定，并在分

蘖盛期接种 12 生理小种进行了抗感性鉴定（表 "）。

在所获得的 !( 个株系中有 "( 个株系既能扩增出

"&))3- 的 !"!" 基 因 的 特 异 性 片 段，也 能 扩 增 出

""))3- 的 #$% 基因特异性片段，且田间接种 12 小种

表现为抗病，表明这些转基因植株整合了完整的

!"!" 基因的。成熟时对这 "( 个 !"!" 转基因植株

进行单株收获 #" 代种子。在 !( 个转基因株系中另

外的 ") 个株系只扩增出 ""))3- 的 #$% 基因的片段，

没有扩增出 !"!" 基因的特异性片段，且在田间对

12 生理小种表现为感病，表明没有整合 !"!" 基因。

对于这些植株不再进行后代分析。

表 # $% 代转基因株系 &’( 分子检测及白叶枯抗性鉴定

$)*+, # &’( )-)+./0/ )-1 2,/0/3)-4, 01,-30504)306- 65 $% 32)-/7,-04 +0-,/
#4567896:;
<:69 #)

#$% !"!"
097:7.56. =4

7>7;9-.:3<9 .= 12
#4567896:;
<:69 #)

#$% !"!"
097:7.56. =4

7>7;9-.:3<9 .= 12
" ? @ A "B ? ? 0
! ? @ A "2 ? ? 0
$ ? @ A "( ? @ A
& ? @ A "’ ? @ A
B ? @ A "C ? ? 0
2 ? ? 0 !) ? ? 0
( ? ? 0 !" ? ? 0
’ ? @ A !! ? ? 0
C ? ? 0 !$ ? ? 0
") ? @ A !& ? ? 0
"" ? ? 0 !B ? ? 0
"! ? ? 0 !2 ? ? 0
"$ ? @ A !( ? ? 0
"& ? ? 0

#$%：1%0 .97. =D #$% 8969；!"!"：1%0 .97. =D !"!" 8969；? ：-=7:.:E9；@ ：6985.:E9；A：#,9 <97:=6 5495 F57 G=49 .,56 !)H =D .,9 F,=<9 <95E97 :6=;><5.9I；

0：#,9 <97:=6 5495 F57 <977 .,56 "BH =D .,9 F,=<9 <95E97 :6=;><5.9I。

表 ! 无选择标记与无载体骨架序列 $# 代抗病植株统计

$)*+, ! 83)30/304 65 89:;<=8: $# >267,-0,/
#)
<:69

120 #" -4=896:97
J>G3947

12A #" -4=896:97
&’()*+,

K5!" ?
J>G3947

#$% ?
J>G943947

#$%L
J>G3947

M0NONL
J>G3947

!"!" ? #$%LM0NONL
J>G3947

2 &" ’ &" $$ ’ &" ’
( B ! B & " B "
!) "B & "B "$ ! "B !
!" C ) C ( ! C !

120：497:7.56;9 .= 12；#$% ? ：#$% 8969 -=7:.:E9；#$% @ ：#$% 8969 6985.:E9；M0NONL：D<56P 79Q>96;9 =D <9D. 3=4I94 6985.:E9；!"!" ? #$%LM0NONL：K5!"
8969 -=7:.:E9，#$% 8969 6985.:E9 56I D<56P 79Q>96;9 =D <9D. 3=4I94 6985.:E9R

!"! 无标记基因和载体骨架序列的 !"!# 转基因

植株的筛选

将从 "( 个 !"!" 转基因 #) 代植株收获的 #" 代

群体种植于田间，在分蘖盛期接种白叶枯菌进行抗

性鉴定。转基因 #" 代植株抗性表型明显，大多数 #"

代群体出现抗感分离，有些群体抗感分离比为 $ S "
（资料未显示）。取抗病植株的叶片提取 MJT，分别

进行 !"!" 基因、#$% 基因及载体骨架序列的 1%0 鉴

定，从抗病植株中筛选无标记基因和载体骨架序列

的 !"!" 转基因植株（图 $（5），图 $（3），载体左边界

侧翼序列扩增 图 $（;）省略）。!"!" 检测为阳性、

#$% 基因及载体骨架序列检测均为阴性的植株即为

无标记基因和载体骨架序列的 !"!" 转基因植株。

通过分析，从 2 号、( 号、!) 号和 !" 号 & 个 #) 植株的

抗病后代中分别获得 ’ 株、" 株、! 株和 ! 株无标记

基因和载体骨架序列的 !"!" 转基因植株（表 !，图

()!夏志辉等：无选择标记和载体骨干序列的 !"!" 转基因水稻的获得



!）。另外 "# 个 $% 代株系的后代抗病植株都能同时

扩增出 !"&" 基因和 #$% 基因的特异片段，没有筛选

到无标记基因和载体骨架序列的 !"&" 转基因植

株。因此在 &’ 个转基因 $% 株系中，无标记基因和

载体 骨 架 序 列 的 !"&" 转 基 因 植 株 的 获 得 率 为

"()。对从 ! 个 $% 株系抗病后代中获得的 "# 株无

标记基因和载体骨架序列的 !"&" 转基因 $" 植株单

株套袋收种，用于进一步分析。

图 # $" 代部分转基因植株的 *+, 鉴定

-./0# *+, 121345.5 67 819:.13 $" 896/;2.;5
（1）*+, 121345.5 67 /;2; !"&"；（<）*+, 121345.5 67 /;2; #$%；=：>?&%%% @19A;9；"B"C：9;5.5:12D; 896/;2.;5；&%：262B:9125/;2.D

D62:963 8312:；&"：8315@.E 865.:.F; D62:963 0

图 ! 无标记基因和载体骨架序列的 !"&" 转基因

$" 代植株对白叶枯病抗性

-./0! ,;5.5:12D; 9;1D:.62 67 G=-BHIG- !"&"
:9125/;2.D $" 8312:5

JB&，’B&，&%B"%，&"B&： !"&" :9125/;2.D 8312:5； +K： 262:9125/;2.D

8312:50

!"# 无选择标记和载体骨架序列的 !"!$ 转基因

纯合系的获得与验证

将上述获得的 "# 个无标记基因和载体骨架序

列的 !"&" 转基因株系的 $& 代种植于田间，在分蘖

盛期接种 *J 菌株进行抗性分析和 *+, 检测。抗性

分析表明 J 号 $% 植株来源的 L 个株系、’ 号 $% 植株

来源的 " 个株系和 &" 号 $% 植株来源的 & 个株系的

$& 代植株全部表现为抗病。*+, 检测这些株系都

能扩出 "!%%<8 的 !"&" 特异性片段，不能扩出 #$%

基因与载体骨架序列的片段（表 #），因此这 "" 个株

系是可能的无选择标记和载体骨架序列的 !"&" 转

基因纯合系。&% 号 $% 植株来源的 & 个株系的 $& 代

有抗感分离，表明转基因 !"&" 尚未纯合。

表 # 无标记基因和载体骨架序列的 !"!$ 转基因

%! 代植株抗性鉴定与 &’( 分析

%)*+, # &’( )-. /,0102)-3, )-)+4010 56
%! 7/58,-1,0 56 9:;<=>9;

G;9.13
2M@<;9
67 $"

$6:13
2M@<;95
67 $&

$& 代

*J,

（株）

$& 代

*JG

（株）

#$% N !"&" N

JB& !# !# % % !#
JB( && && % % &&
JB&’ (% (% % % (%
JB&L (% (% % % (%
JB#J (% (% % % (%
JB#L &% &% % % &%
JB!# !C !C % % !C
JB!L (% (% % % (%
’B& (% (% % % (%
&%B"% (% #( "(
&%B"# (% #’ "#
&"B& "J "J % % "J
&"BC (% (% % % (%
*J,：9;5.5:12D; :6 O66 91D; *J，*J5：5M5D;8:.<3; :6 O66 91D; *J，#$% N ：

#$% /;2; 865.:.F;，!"&" N ：!"&" /;2; 865.:.F;0

为了进一步验证无选择标记和载体骨架序列的

!"&" 转基因纯合系，将上述 "" 个株系的 $# 代部分

种子种植于田间进行抗性分析和分子检测。$# 代

植株生长整齐一致，所有植株都表现为对白叶枯病

原菌 *J 生理小种的高度抗性，没有抗感分离，其它

L%& &#’()*) +,-.("/ ,0 1’,%)2#(,/,34 生物工程学报 &%%J，H63P&&，Q6P&



农艺性状也没有变化。所有植株都能扩出 !"!" 基

因的特异片段，不能扩增出 #$% 基因及载体骨架的

片段。#$%&’()* 杂交显示与 +,- 分析一致的结果

（图 .），/0! 株系的 1 个转基因 23 植株均能显示出

45.67 的转基因 !"!" 特异的杂交带（图 .（8）），而与

#$% 基因和载体骨架序列杂交时均没有杂交带（图 .
（7））。这些结果表明我们获得了无选择标记和载体

骨架序列的 !"!" 转基因纯合系。

图 . /0! 株系 23 代转基因植株 #$%&’()* 79$& 分析

:;<=. #$%&’()* 7$9& 8*89>?;? $@ 23 A)$<(*;(? $@ /0! 9;*(
#$%&’()* 79$& 8*89>?;? $@ <(*( !"!"；#$%&’()* 79$& 8*89>?;? $@ <(*( #$%

8*B 78CD7$*( ?(E%(*C( $@ F(C&$)；G：!H&’(B" IJK L8)D()；"01：!"!"

&)8*?<(*;C A98*&?；M：*$*0&)8*?<(*;C *(<8&;F( C$*&)$9 =

! 讨论

双右边界载体系统是可以去除选择标记的转化

系统之一。N% 等用这一系统转化水稻品种秀水和

O8))8’，3/P Q /RP的转基因株系能分离产生无选择

标记转基因后代［"1］。本研究中无标记基因转基因

株系获得率明显偏低，为 ".P，可 能 是 受 体 品 种

,R"M 较难转化造成的。,R"M 品种转化效率偏低，不

容易产生多拷贝的转基因株系。秀水和 O8))8’ 两个

受体品种比较容易转化，容易产生多拷贝的转基因

株系。另外目标基因 !"!" 插入片段大可能也是一

个影响因素。这些因素可能还造成了只含两个右边

界之间的标记基因的转基因植株的增多，在本研究

中 !1 个 2S 转基因株系中有 "S 个株系只含有 #$% 标

记基因而不含有 !"!" 基因。本研究证实对于难转

化的水稻品种双右边界载体系统也是一个成功的转

化系统。

在农杆菌介导的基因转化过程中，转移的基因

片段理论上是左右边界之间的序列［!R］，但有研究表

明左 右 边 界 之 外 的 载 体 骨 架 序 列 也 时 常 共 同 转

移［1，"4，!S］。载体骨架序列带有细菌复制与抗性筛选

的序列，可能对植物生长、生态环境和人类健康带来

危害［""］，因此检测转基因植株中是否含有载体骨架

序列很有必要。本研究通过检测 #$% 基因既排除了

选择标记基因又排除了 20IJK 右边界外侧的载体

序列，通过左边界外侧相邻序列的特异检测排除了

20IJK 左边界外侧的载体序列。

与其它植物基因工程载体不同，本研究获得的

!"!" 转基因水稻具有明显的生物安全性。一方面

转基因 !"!" 不是来源于其它生物或人工合成的基

因，而是来源于水稻基因组的一个完整基因［"］，包含

有自身的启动子、完整的开放阅读框和终止子，该基

因已在用于传统水稻育种中。另一方面本研究通过

双右边界 20IJK 载体，获得无标记基因和载体骨架

序列的转基因纯合系，彻底消除了标记基因与载体

骨架序列带来的潜在危害。因此本研究获得的无选

择标记和载体骨架序列的 !"!" 转基因纯合系可以

安全地用于水稻育种。

致 谢 感谢 J8)8>8*8 G= TA8B’>8>8 博士提供双元

载体 AGJI-UUVJ/，杨振玉教授提供水稻材料 ,R"M，

中国农科院作物科学研究所周永力博士提供白叶枯

病原小种，石桂丽，赵显峰和郭官强协助水稻转化和

材料种植。
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答 读 者 问

8B , 我想问一下作者及单位署名顺序的修改问题。投稿后经过专家审查通过后，即将发表，如果想增加

新的作者并且修改作者及单位署名的顺序是否可以？是否需要提供什么证明或者相关的材料？

答：如变更单位署名顺序，需要原第一署名单位的证明信，证明内容：原署名顺序 C 现署名顺序 C 盖章。如变更作者署名

顺序，需要所有作者同意的签字证明。证明内容：原作者姓名及顺序，修改之后的作者姓名及顺序，并且在证明信的下方，需

要有全部原作者和新作者的亲笔签字。将此证明信邮寄回编辑部，新的作者顺序即可生效。

8@ , 我漏订了今年的《生物工程学报》，如何补订？费用多少？

答：如您错过了邮局订刊的时间，可以直接汇款到本刊编辑部补订，费用为每本 BD 元，全年 77D 元，本刊作者 D 折优惠，免

收邮费。汇款单上请务必写明您的地址、邮编，我们会按期寄上期刊。
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