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鸡眼草（!"##$%&’()*+(,"-).$)）是一类广泛分布于我国南北各省区的豆科植物。它可作为饲用牧

草和绿肥，又可作为中药材，具有清热解毒、治疗腹泻之功效。在西北干旱半干旱地区的沙质土壤及山

坡上都大量生长鸡眼草，它们在水土保持、防风固沙、绿化环境等方面起着重要作用［"］。但目前，人们还

未曾对与鸡眼草共生的根瘤菌作过系统分类研究。我们在该地区野生豆科植物根瘤菌资源调查的基础

上，进行了数值分类、8985全细胞蛋白电泳分析和90:590:杂交，获得了一个新菌群［#］。为了进一步

研究新菌群的系统发育地位，作者对其中心菌株8<3"!进行了"48,90:的克隆及全序列测定。

! 材料和方法

!"! 供试菌株

菌株8<3"!来源于陕西，寄主为鸡眼草（!"##$%&’()*+(,"-).$)）。

基因克隆中使用的大肠杆菌菌株为9<6!，质粒载体为=>?"7。

!"# 菌体培养及总$%&的提取

菌株用@A培养基#7B振荡培养至对数生长期，"$$$$,／CDE离心收集菌体，用"$CC&’／F@,DG5<?’
洗涤三次，溶菌酶破壁，蛋白酶处理，酚／氯仿／异戌醇抽提，乙醇沉淀，风干，最后溶于@H（"$CC&’／F
@,DG5<?’，I<3(4；"CC&’／FH9@:I<7J$）中［1］。

!"’ !()*$%&的+,-扩增及克隆

以总90:为模板，用引物="：6KL?MNN.OPP:M:M@@@M:@??@MM?@?:M::?M::?M?@
L1K，引物=4：6KL?MNN.OPP@:?MM?@:??@@M@@:?M:?@@?:????L1K经=?Q反应扩增出

"48,90:。用/)#<R对=?Q产物及质粒载体=>?"7进行酶切，混合，@!90:连接酶于"4B粘端连

接，过夜，将连接产物转化感受态细胞9<6!。蓝白斑筛选。

!". 阳性克隆的筛选

将白菌落接种于含氨苄青霉素（2$"N／CF）及!$"FS5N.’和!"FR=@M的FT平板中。挑取白色菌落，

将其扩大培养后用碱裂解法小量快速提取质粒90:。将提取的质粒90:以/)#<R酶切，"U琼脂糖电

泳检测，以=?Q产物及纯=>?"7作对照。同时，以质粒90:为模板进行=?Q扩增，验证克隆结果。

!"/ !()*$%&的全序列测定

纯化质粒90:，以:T@I,DGC13390:自动测序仪测定。测序引物：正向@36KL::@:?M:?@



!"!#"#"$%&’，反向()*+’%"###"$$#$"!"!#"#"$%&’。

!"# 碱基序列分析方法

将测得的,*(-./"全序列与有关菌株的相应序列用(01232（45+60-789:）软件进行录入。按照

(;8<93和/08的方法进行聚类（)=>?@)软件包）［A］，得出系统发育树状图。序列相似性分析所用参比菌

株的信息来自$0:B;:C，索取号见文献［+］。

$ 结果和讨论

$"! !#%&’()*+,扩增产物及其转化子

以总./"为模板，)!D反应扩增出,*(-./"，以)E!,F质粒为载体进行克隆，转化大肠杆菌

.=+!，蓝白斑筛选，得到质粒转化子。将总./"、)!D产物及转化子跑,G琼脂糖凝胶电泳，结果见图

,。

图, ,*(-./")!D产物及转化子图谱

,5(=?4AH 转 化 子；HI(=J,A 转 化 子；&I)E!,F；

AI(=?4AH的 ,*(-./"；+I(=J,A 的 ,*(-./"；

*I(=J,A的,*(-./"；JI)!DK;-C0-；F5(=?4AH的

总./"；LI(=J,A的总./"5

$"$ %-.!/的!#%&’()的全序列测定结果

用"B@2-87M&JJ./"自动测序仪测定质粒转化

子。因用双链作模板测序，对相对方向的序列结果应

取其互补序列，去掉重叠区域和引物区，得到了,*(
-./"的全序列。$0:N;:C的注册号为"O4+AL&*。

$"0 !#%&’()全序列的相似性比较及系统发育

将所测序列与根瘤菌已知种及相关种进行比较，

按照(;<893和/08的方法进行聚类分析，用.D"PQ
$D"K和.D"P#DRR应用程序，得到以,*(-./"
全序列为基础的系统发育树，结果见图H。

图H中，新菌群中心菌株(=J,A与新疆中华根瘤

菌（!"#$%&$’%()%*$*）、弗氏中华根瘤菌（!"+,)-$$）、苜

蓿中华根瘤菌（!".)/$/01$）、!".)-$2’)、萨赫尔中华

根瘤菌（!"*’3)/$）和多寄主中华根瘤菌（!"1),’%(’）

亲缘关系较近，共同构成中华根瘤菌属（!$%0,3$405$6
7.）发育分支，与该分支内各已知种模式菌株的,*(-./"相似性分别为LJIAG、LJI+G、L*IFG、

L*IJG、LJIHG和L+I*G，均大于L+G。分支内各种间./"同源性小于J4［H］。因此，分离自西北半干

旱地区的鸡眼草根瘤菌属于!$%0,3$405$7. 属。

(=J,A与83$405$7. 属中各种的,*(-./"全序列相似性在L&IJG"L+IHG之间；与9)*0,3$405$6
07.属中各种的相似性在L&I,: "LAIF: 之间；与;,’-<,3405$7. 属中各种的相似性在F*IJG"
FFI4G之间。据大量资料证明，快生型根瘤菌与土壤杆菌在亲缘关系上比较近，,*(-./"全序列的相

似性比;,’-<,3$405$7. 属的高，在本实验中也有同样的结果。

发根土壤杆菌（=",3$40()%*）与热带根瘤菌的两个生物型（8"1,0>$2$"，8"1,$0>$2$B）豌豆根瘤菌

（8"/)(7.$%0*’,7.）、菜豆根瘤菌（8)1/$），海南根瘤菌（8"3’%’%)*$*）以及新发表的种8".0%(0/)%*)和

8"(’//$27. 构成一个分支，相似性在L+IFG以上。而且在系统发育上8".0%(0/)%*)和8"(’//$27. 与

其它种亲缘关系较远，同时该分支内根瘤菌与发根土壤杆菌相互交叉。因此，已有一些学者建议将这一

分支重新划分。

土壤杆菌属与根瘤菌属的种在系统发育上互有交叉。山羊豆根瘤菌（8"(’/)(’)）、8"37’1/)%*)、悬

钩子土壤杆菌（=",75$）、根癌土壤杆菌（="17.)+’2$)%*）、及葡萄土壤杆菌（="?$1$*）构成一个分支。这

一分支已引起了国际分类学者的关注，共属名正在定义中。

华癸根瘤菌（9"37’@7$$）、9"’.0,>3’)、9">/7,$+’,7.、百脉根根瘤菌（9"/01$）、鹰嘴豆根瘤菌
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图! 无根树状图（"#$%&"，’()*+,-./01!2）

（3/4+2()+）、地中海根瘤菌（3/5(6+7()8)8-(95）、天山根瘤菌（3/7+8-*:8-(*(）亲缘关系较近，共同构成

中慢生根瘤菌属（3(*,):+;,:+95）分支，相似性在<=>1?以上。

慢生根瘤菌属独自构成一个分支，包括慢生大豆根瘤菌（!"#$%&’()*+）、埃尔坎慢生根瘤菌（!"
,-.$’((）及!"-*%(’(，相似性在<0>@?以上。
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’-*3!1)*&<*,*0%,*’-!"@CB，’-(&("#($!’*#’-!’’-*&*G"%<"&F*$(*&&-%)1#+*1%"H’%’-*&!0*
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!M*2N,%O*$’%.P-("*&*8!’(%"!18!’),!16$(*"$*Q)"#（R@>RJJ4J）

! ! ! ! ! ! ! ! ! !

电穿孔、电融合可在同一台仪器中实现

P2’%N)1&*6$(*"$*&，S"$IT———电穿孔仪，电融合仪的专业厂家。

特点：

" 方波输出：提高细胞的存活率和基因

表达效率

" 可根据需要调整方波的宽度和间度

用途：

!动物胚胎的克隆

!核移植的克隆

!植物原生质体的融合

!电穿孔：植物、动物、细菌、

酵母、真菌

常用型号N9UEJJJ和N9U?JJJ，另有各种型号，可供选择。

详情请看<<<A$2’%F)1&*A$%0网站

中国独家总代理

毕龙转基因
地址：北京中关村北一条丙4R号 传真：（J4J）5ECRE44?
电话：（J4J）DE5EC55?，5ECRE44?，5EC?@J?J，4R@4J?4?JEJ
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