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用+,-.技术和!#/012+.34’4,-.分析
毛苜蓿根瘤菌的遗传多样性!

冯瑞华
（中国农业科学院土壤肥料研究所 北京 !(((*!）

摘 要：采用选择性扩增片断长度多态性（简称+,-.）12+指纹技术对采自我国云南省与西
藏交界的高山地区的野生型豆科植物毛苜蓿根际土样分离的$"!株毛苜蓿（!"#$%&’("#’")
*(+,-$$）根瘤菌进行遗传多样性的研究。从+,-.图谱中，揭示出毛苜蓿根瘤菌有较显著的
遗传多样性，从$"!株中选择出"(个代表株用计算机进行树状图的分析。结果表明，所分析
的菌株在&"5的相似性水平上聚类成)个群。对这"(个代表株进行多聚酶链反应（.34）扩
增的!#/012+的6种限制性内切酶长度多态（简称!#/012+.34’4,-.）分析，得出$个不
同的!#/012+.34’4,-.类型的菌株。分别选出这$个类型的代表菌株与各种根瘤菌的
参比菌株进行!#/012+.34’4,-.分析，再进行树状图的分析，初步得出了它们在根瘤菌
系统分类中的地位。分析结果表明：毛苜蓿根瘤菌与根瘤菌属中的.-$/(0$122(3’(4"35"的
相似性很高。
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紫苜蓿（!"#$%&’(5&,$6&）是世界上最多产的，营养丰富的并且分布广泛的牧草豆科
作物之一，在我国分布也非常广泛。它的共生体根瘤菌（.-$/(0$122"4$4(,$）被重新定名
为苜蓿中华根瘤菌（7$3(+-$/(0$122"4$4(,$）［!］。苜蓿属（!"#$%&’(）在世界上有#(多个
不同的品种，我国有几十种，并且有几种独特的野生品种，毛苜蓿（!"#$%&’("#’"*(+,-$$）
就是其中的一种有开发潜力的新的牧草作物，它的一些优良的遗传特性有可能用于改良

紫苜蓿。因此，在发掘新的牧草植物资源的同时，对它的共生体根瘤菌资源进行研究具有

重要的意义。

近几年基于.34的多种12+指纹图谱新技术已广泛应用于根瘤菌遗传多样性的分
析中［$!6］，而+,-.是最近$!)年发展起来的一种新的12+指纹图谱技术［8］，随后也
发展起来成为又一应用于细菌分类的新技术［#］。本研究将这一新技术应用到根瘤菌的

分类研究。采用这一新技术及!#/012+.34’4,-.分析，对$"!株毛苜蓿根瘤菌进行
遗传多样性研究，探讨这一野生型牧草豆科植物其共生体的基因组的多样性背景以及与

其他的根瘤菌种的遗传关系，进而确定它的分类系统发育地位，为将来应用这一新的牧草

植物奠定基础。
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! 材料和方法

!"! 菌株及其培养
从我国云南省与西藏交界的海拔!"""!!#""$的高山地区的%个地区的!种土壤

的野生型豆科植物毛苜蓿根际土样中分离的毛苜蓿根瘤菌&’(株（毛苜蓿作寄主捕捉），
各种的参比根瘤菌株(#株。由于实验菌株量大，不在这里详细列出，只列代表株及参比
菌株（见表(）。实验菌株经纯化及原寄主回接确认，所有菌株均用)*+培养基培养［,］。

表! 供试菌株一览表
-./01( 234.5678719563:577389;

234.567 <45=56.0:>73 <45=56>4
7>84?1

@17345?35>6A.33146>B
(C24DE*95=17319F53:

!"#"$%&" !’("$)*B"
(G&.，!G(.，!G!.，!GH.，!G(".，HG(/，
HG&/，HGH/，HG(&/，HG(H/，%G(/，%G&/， !+,)-&.#
%G,/，%G#/，%G(&/，%G(#/，%G(’/，%G&"/， +,.+/#01%)) 云南，德钦 . . . .
%G&(/，CG(/，CG&/，CGC/，CG’/，CG("/，
CG(%/，#GH/
&G(.，&G&.，&G!.，,G(/，,G!/，,G%/，,GC/， !2+,.+/#01%)) 云南，德钦 / / . .
,G,/
("G(/，("G!/，("G%/，("G#/，("G’/， !2+,.+/#01%)) 云南，尼西 / / . .
("G("/
((G&.，((GC.，((G’.，((G(!.，((G(%.， !2+,.+/#01%)) 云南，中甸 . . . .
((G(,.，(&G&.，(&GH.，(&G(%.
(&G(".，(&G(H.，(&G(,.，(&G&&.，(HG(.， !2+,.+/#01%)) 云南，中甸 / / . .
(HG&.，(HG%.，(HG#.，(CGH.，(CG#.，
(CG(!.
(#G%?，(’G&?，(’GH?，(’G,?，(’G(%?， !2+,.+/#01%)) 云南，个扎 . . . .
(’G(#?，(’G&,?，&!G(?，，&!G!?，&!G(!?，
&!G(H?，&!G(,?，&HG!.，&%G!?，&%G,?
&CG!.，&,G(?，&#G(?，&#GH?，&#G#?，&#G’?，&#G !2+,.+/#01%)) 云南，奔子栏 . . . .
("?，!"G(?，!"GH?，!"GC?，!"G(H?，
!(G!?，!(GC?
&CG,. !2+,.+/#01%)) 云南，奔子栏 / / . .
@1B1416?1234.567 345-)*+6&7 I2D* ? ? / /
829&(#*)-:6 I2D*C
82+4;&*))I2D*,C 345-)*+6&7 I2D* ? ? ? ?
<2=0+,))I2D*&"% 345-)*+’#9& I2D* 9 . 9 9
<26+4)4#1)I2D*(""& !+,)-&.#’&1)>& I2D* 9 . 1 9
<2’&%+4)I2D*H#’! <+’"&*)& I2D* 1 . B 9

-&**&")*&
<21+0&*.&I2D*H#’H ?-&-)&4&+1& I2D* B . B 9
@24+.:6)*#’&0:6&!," A)’:6’&1)>:6 I2D* ? . . 1
!+’#24#1)I2D*!H,( B#1:’ I2D* B . = B

-#0*)-:4&1:’
@2.&4+.&+I2D*H(&# 3&4+.& I2D* = . : 1

#0)+*1&4)’
!+’#2-)-+0)I2D*!!#! C)-+0&0)+1)*:6 I2D* B 9 5 9
!+’#2!+,)1+00&*+:6 C)-+0&0)+1)*:6 I2D* B . J 9
I2D*!!’&
!+’#2%&:;:))I2D*H,,’ ?’10&.&4:’ I2D* B . = =

’)*)-:’
!+’#21)&*’%&*+*’+I2D*!%’& 345-500%)D& I2D* B 9 J :

(&44),)=4#0&
@26#*.#4+*’+I2D*(#HH !+,)-&.# I2D* . . . .

0:1%+*)-&
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续表!
!"#$%&’(’"#$%&’(’ )*+,-%.’ "#$% ) * * *

/0.1+$’,
2".’+%3’31-3,-"#$%(+,, 4.5(’3-6+7 "#$% ) ) - .
!"-#.’"#$%&’(, )"/0.1+$’, "#$% ) * * /
!"1’+$8’3’."#$%,&!0 )"/0.1+$’, "#$% 1 2 3 *

456*：!7#682/9:;*8*<28-*=2，.29=)3*66*8:;1/)18*>8*:*96*=618**6?>*:5@:5/35@/:5326/59:/6*:7A1*?;*8*)32?
352<，:29=?352<29=352<，8*:>*)6/B*3?7
,7"#$%，"9/6*=#626*:$*>286<*965@%C8/)D36D8*7

!"# $%&提取
基因组$4%用美国E/2C*9公司的EF%2<>A/::D*试剂盒提取。

!"’ 引物及$%&聚合酶
所采用的引物均由美国宾夕法尼亚洲的G?.*8:?9，F9)，H*99/合成。用于IGJ扩增

反应的$4%聚合酶为美国I*8-/9K3<*8公司的2<>3/A2C。

!"( 仪器
所有的IGJ扩增反应均在I*8-/9K3<*8L5=*30M’热循环仪上进行。

!") &*+,分析
本实验采用简化的%NHI程序。基因组的酶切、连接和扩增按文献［M］所述的方法进

行，不同的是%NHI中第二个扩增反应的引物(’端为含有(个选择性核苷酸。由于实验
菌株多，而采用一组引物中的一种（%G%），IGJ产物在水平电泳槽（,!’<<O(!’<<）上
用!P的琼脂糖凝胶进行电泳检测。

!"- !-./$%&,0121*+,分析

!"-"! IGJ扩增：用引物@$!和8$!［&］进行!+#8$4%片断的扩增。IGJ以应的总体积
为M’!H，分别含有,"!’9C的纯基因组 $4%，!’<<53／H!+#8$4%IGJ缓冲液
（Q’<<53／HRGH，!PA8/659ST!’’，!’<<53／HA8/:>U&7’），!7Q<<53／HLCG3,，,’<<53／

H（每种）=%AI，=GAI，=AAI（%<*8:12<H/@*#)/*9)*，美国），!>L的引物@$!和8$!，+7
0"的A2C$4%聚合酶。反应为(Q个循环，每一循环的程序为&0V变性!</9，Q!V复
性!</9，W,V延伸,</9，最后一个循环W,V，延伸(</9，扩增结束后，取!’!HIGJ产
物进行!P琼脂糖凝胶电泳以检查扩增效果。

!"-"# 限制性片断多态性分析：!+#8$4%IGJ扩增产物分别用9:%#;*+#，9,&#
和;’3<#（%<*8:12<H/@*#)/*9)*，美国）0种限制性内切酶消化，(WV过夜。酶反应总体
积为,’!H，分别含有!’!HIGJ反应产物，Q"的内切酶和,!H的!’T内切酶反应缓冲
液。酶解产物用水平凝胶电泳检查，凝胶为!P的琼脂糖与!P的#?9*8C*3（#/C<2产品）
混合物。

!"3 &*+,和!-./$%&,0121*+,结果分析
凝胶电泳结果在紫外光线下拍摄为正片或负片，将图片进行扫描存于计算机中。用

$4%I85:)29公司（美国）的I85:)58*软件，计数片断长度（位置）。对应每个酶切电泳图
谱照片，凡是电泳图谱上不同菌株间迁移速率相同的带（片断长度一样）被认为是同一性

状，相应与每个菌株，在此位置上有扩增带的编码为“!”，无扩增带的编码为“’”，转换成计
算机接受的数值，通过平均连锁聚类法将结果转化为树状图谱。
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! 结果和讨论

!"# $%&’分析
本实验用!"#$分析了%&’株毛苜蓿根瘤菌，其$()产物琼脂糖凝胶电泳出现&’

个带谱，其分子量大小范围在*+,!-./01（限于篇幅未给出其23!指纹图谱）。从

!"#$图谱中，揭示出大多数毛苜蓿根瘤菌株间基因组存在着较显著的多样性。根据

!"#$的电泳指纹图谱，选择出作为%&’株毛苜蓿根瘤菌的代表株&-个用计算机进行分
析，绘制出树状图（见图’）。从图’中看出，所分析的&-株菌株在4&5的相似性水平上
分为/个群。群’由’,个菌株组成，在6’5的相似性水平上分为%个亚群；群%由7&个
菌株组成，在&-5的相似性水平上分为’’个亚群；群/由7个菌株组成，在6,5的相似
性水平上分为%个亚群。同时可以看出各群与亚群的菌株间基因组的遗传多样性分布与
菌株的地理来源和土壤类型之间没有一定的联系。

!(! #)*+,-$’./0/%&’分析
用引物82’和92’对%&’株毛苜蓿根瘤菌中的&-个代表株进行’7:923!扩增，其

扩增产物用’5琼脂糖凝胶电泳检查，均产生约’+,01的23!带（以"23!／!"#)#;
$%&’$作分子量标记），该结果表明毛苜蓿根瘤菌与其它根瘤菌的’7:923!的分子量
是相同的。扩增产物分别用*种限制性内切酶（()##，$*+#，(,-#，$%&.#）酶切，&-
个代表株得到%种不同的’7:923!$()<)"#$图谱（图略）。分别选出这两种类型菌株
的代表株与’6株根瘤菌的参比菌株一起进行’7:923!$()<)"#$分析。结果是酶切
图谱有’&类型，分别用字母=—>标识（见表’）。从酶切图谱类型可以看出，一种类型的
毛苜蓿根瘤菌的)"#$图谱与根瘤菌属的/*%0#)%122#&3#45&,5［’-］相同，而与其他根瘤
菌的代表菌株之间差异明显。

为了更直观地反映毛苜蓿根瘤菌’7:923!$()<)"#$与各根瘤菌的参比菌株之间
的相似性水平，将酶切图谱用计算机进行分析，获得聚类图（见图%）。如图所示，毛苜蓿
根瘤菌与根瘤菌属的各参比菌株在6&5的相似性水平上聚类成一群，而不是聚类在中华
根瘤菌属群里。它的一种)"#$类型的代表株*?%和%/?’/与/62#&3#45&,5聚类在
一起，而另一种)"#$类型的代表株4?7和’*?,独立成一个分支，在&,5的相似性水
平上与另一种类型的代表株聚类成亚群。

毛苜蓿是苜蓿属中的一种有开发潜力的野生品种，对它的共生体根瘤菌的研究未见

有报道。本文就是采用!"#$23!指纹分析这一新技术对%&’株毛苜蓿根瘤菌进行了
遗传多样性的研究。研究结果表明，毛苜蓿根瘤菌有着明显的遗传多样性。!"#$是一
种高分辨力和重复性好的23!指纹图谱技术［,］，可应用于种和种下水平以及菌株之间
的分类鉴定。通常是将$()产物用,5的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳进行检测，但用在细
菌类的原核生物的分类、鉴定及多样性研究中，操作起来就显得复杂和费时。而本文所采

用了简化的!"#$方法［6，’’］，该法具有较快速、简单和经济的优点，适合于根瘤菌的遗传
多样性研究。

由于’7:923!$()<)"#$分析能够快速鉴定大量菌株在种、属水平上的遗传关系，
并与’7:923!序列分析、23!<9)3!杂交等分析结果有很好的一致性［*］，所以为了确定
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图! 采用平均连锁法绘制的"#$%分析结果树状图（在&’(相似性上进行分群）
#)*+! ,%-."/01/23*245*0102460/7235680"#$%4149:;);：680<9=;602/)>)/0/46680?)5)942)6:37&’(

毛苜蓿根瘤菌在根瘤菌分类系统发育的地位，在用"#$%方法研究的基础上，将@’!株中
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图! 毛苜蓿根瘤菌的代表株和根瘤菌参比菌株的"#$%&’()*+,+-.)分析结果树状图
-/01! 2)34(5675%80%9:0676%9;65<%8:;=6"#$%&’()*+,+-.)979>?@/@8<

%6A%6@67;9;/B6/@8>9;6@8<!"#$%&’("#’")(*+,$$975%6<6%67C6@;%9/7@

的DE个代表株进行了"#$%&’()*+,+-.)分析及与参比菌株进行了比较分析。得出
毛苜蓿根瘤菌不属于中华根瘤菌属，而属于根瘤菌属，且与-.!(/’(0"/1"相似性很高。
但毛苜蓿根瘤菌两种+-.)类型的菌株是否与-.!(/’(0"/1"是一个种，有待于进行"#$
%&’(全序列分析和&’(,&’(杂交分析，最后确定它的分类地位。值得一提的是，毛苜
蓿根瘤菌的交叉结瘤实验表明，它们不与 465/C908@9;/B9、465/C908%F;=67/C9（-.!(/2
’(0"/1"的寄主）和)=9@68>/BF>09%/@结瘤。
致谢 本试验是在美国农业部农业研究中心的&%1)6;6%B97G6%HF:的实验室完成的，供
试菌株由该实验室提供。感谢&%1)6;6%B97G6%HF:和I1.66’9@=对本工作的指导和帮
助。同时感谢中国农业科学院土壤肥料研究所葛诚先生对本文的指教。
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“固定化细胞法生产丙烯酰胺技术”通过审查验收

在国家科技部生物工程开发中心的组织和大力支持下，由中国科学院微生物研

究所承担的“九五”国家重点科技攻关项目“固定化细胞法生产丙烯酰胺技术”，经过

科研人员的努力工作，现已圆满完成合同计划所规定的内容和指标。近日该攻关项

目已通过国家科技部审查验收。

中国科学院微生物所业务处

WB3B期 冯瑞华等：用6DO,技术和!RS(.A6,:ENEDO,分析毛苜蓿根瘤菌的遗传多样性


