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两个黄芪根瘤菌新类群代表菌株的 !"# $%&’ 序列分析
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摘 要：对黄芪根瘤菌两个新类群中心菌株 567#8% 和 9:7! 进行了 %8; /<06 全序列测定，并

进行了系统发育学分析。结果表明，567#8% 位于 !"#$%&#’( 分支中，9:7! 位于 )#*%+"#$%&#’( 分

支中。
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随着细菌分类学的发展，以生理生化为主的分类体系已被以生理生化为基础结合分

子生物学技术的多相分类所取代。目前以 <064<06 杂交结合其它生理生化性状为划分

种的标准，种内 <064<06 同源性#2$A；以 %8; /<06 序列的相似性为划分属的标准，属

内相似性不低于 1#A［%］。近年来，多相分类的应用使根瘤菌分类得到了巨大发展，已由

%17! 年的两属四种发展到六属 >" 种。黄芪属是豆科植物中最大的一属，6((.B *) 0) 和

6((.B C)D)报道过 7$ 余种结瘤的黄芪植物［"］，王素英等对 >8 株黄芪根瘤菌进行了数值分

类，<064<06 杂交研究，发现了两个新的根瘤菌类群［>］，本文对这两个菌群的中心菌株

567#8% 和 9:7! 进行了全序列分析，以确定这两个新群的系统发育学地位。

! 材料和方法

!(! 菌株

用于 %8; /<06 全序列测定的菌株为两个新群的中心菌株 567#8% 和 9:7!。基因克隆

中的大肠杆菌菌株为 <E#!，质粒载体为 FG5%7。

!() %&’ 提取

菌株用 HI 培养基培养至对数生长期，%" $$$/JKLB 离心收集菌体，用 %$KK’(J: H/LM4
E5( 洗涤三次，溶菌酶破壁，蛋白酶处理，再用酚J氯仿J异戊醇抽提，乙醇沉淀，风干，最后

溶于 HC（%$ KK’(J: H/LM·5(，FE2?8，% KK’(J: C<H6，FE7?$）中［!］。

!(* !"# $%&’ 的扩增

以总 <06 为模板，正向引物 N%：#O45PQ QR, ++6 P6P HHH P6H 55H PP5 H56 P66 5P6
65P 5H4>O（对应于大肠杆菌的第 74>2 碱基），反向引物 N8：#O5PQ QR, ++H 65P P5H 655
HHP HH6 5P6 5HH 565 5554>O（对应于大肠杆菌的第 %!214%#$8 碱基）经 N5S 扩增出 %8;
/<06。用限制性内切酶 ,-(ET 对 N5S 产物及质粒 FG5%7 进行酶切连接后，转化大肠杆



菌 !"#!，蓝白斑筛选得到转化子。提取质粒 !$%，由中科院微生物研究所技术中心进行

手工测序［&］。

!"# 系统发育学分析

用 ’"()*’ 软件包中 !$%!*+, 程序计算得出各菌株间相似性，用 -./012. 3 及 ,4556789
:; 得出系统发育树状图。各菌株菌号及其 <=+ 4!$% 全序列在 >5:?2:@ 中的索取号分别

为 !"#$%"&’()*’+, -#.)/’0+, )A> =<BC（3==DE&）、!"#$%"&’()*’+, 123#/’’ F+!% G=（FB#DDD）、

45’.’# 512’6 %,-- #B=HD（A=#E&C）、4()"&’()*’+, 0#+2’/)$#/6 )A>=&=#（3=GEE<）、716)"&’()*’+,
&+#3+’’ *%A<&<#C（!<EGHG）、716)"&’()*’+, #,)".&#1 %---<H==#（%ID&<&&E）、716)"&’()*’+,
2)8’ %,--BB==H（!<&#<&）、716)"&’()*’+, .2+"’5#"’+, )A><<CHE（(<&<#C）、716)"&’()*’+, ,1$’9
81""#/1+, F’A9-2B=（)BCCE#）、716)"&’()*’+, 0’01"’ F’A9-2G（FDGHB&）、716)"&’()*’+, 8’#/69
&#/1/61 %9*?+（FG<DGH）、:’/)"&’()*’+, ;’/-’#/<1/6’6 *%A<&<&E（!<EGH=）、:’/)"&’()*’+, 5"1$’’
F+!%ED#（!<&#<=）、:’/)"&’()*’+, 6#&12’ )A>GCBG（3=CBHD）、:’/)"&’()*’+, ,12’2)8’ )A>=<BB

（3=GEEE）、:’/)"&’()*’+, 81"#/<# )A>=&=B（ 3=CBCG）、=&’()*’+, 8").’0’’ "? )A>H#<G
（3=GEB&）、=&’()*’+, <#21<#1 %,--&B=GG（!<<B&B）、=&’()*’+, &+#+821/61 +JE（%IDE#C#E）、

=&’()*’+, <#22’0+, K=DE0L（FC=B&B）、=&’()*’+, &#’/#/1/61 *==（FG<DCG）、=&’()*’+, ,)/<)21/61
F+!%<C&&（FCHC<G）、=&’()*’+, 182’ -I$&E（ FECH<=）、422)"&’()*’+, +/$’0)2# )A><<CG#

（(<GD&G）、=&’()*’+, <’#"$’/’’ "<#E（FC=B&&）、4<")*#081"’+, "&’()<1/16 )A><#E（3=GEE&）、

4<")*#081"’+, >’8’6 )A>CG#D（3=GEE#）、4<")*#081"’+, 8+,15#0’1/6 )A><H=（3=GEEB）、4<")*#0819
"’+, "+*’ )A><#=（3=GEEC）、!2#68)*#081" #<<"1<#8+6 %,--&BEHB（3GBD&<）、?&%22)*#081"’+,
,%"6’/#01#"+, *%A<B#C&（!<EGCH）、@0&")*#081"+, #/8&").’ *%A<&<<H（!<EGH&）、7%0).2#/# $’9
,)".&# *%A<B<#&（!<EGC=）、!#"8)/122# *#0’22’5)",’6 %,-- M B#=C#（N<<=CB）、:’/)"&’()*’+, #"*)9
"’6 )A><&H<H（NGCED&）、:’/)"&’()*’+, 3)68’1/61 )A><#=<B（NGCEDB）、=&’()*’+, 21<+,’/)6#"+,
)A>H#<C（3=GEBB）、716)"&’()*’+, 0&#0)/1/61 ’K#（%OEGCE&H）、4<")*#081"’+, #2*1"8’,#</’
%J)<#（ %IB<==<#）、=&’()*’+, %#/<2’/<1/61 --?%FG<=EB（ %IDDBBG#）、=&’()*’+, 8").’0’’
*%A<&ED=（!<EGHC）、718&%2)*#081"’+, /)$+2#/6 JK+ED=D（%IEEDG=B）。

$ 结果和讨论

$"! 序列测定结果

菌株 -%C#=< 和 O)C& 的 <=+ 4!$% 全序列见图 < 和图 E。图 < 为 -%C#=< 的 <=+ 4!$%
全序列（<&E&PL），图 E 为 O)C& 的 <=+ 4!$% 全序列（<&EGPL）。

$"$ !%& ’()* 序列的相似性比较和系统发育

通过系统发育学分析得出各菌株间相似性及系统发育树状图（图 B）。从图 B 中可以

看出 在 系 统 发 育 树 中 根 瘤 菌 及 土 壤 杆 菌 分 成 :’/)"&’()*’+,、716)"&’()*’+,、=&’()*’+,、

4<")*#081"’+, !"#$%"&’()*’+,、4()"&’()*’+, 和 718&%2)*#081"’+, /)$+2#/6 七个分支。由于土壤

杆菌属（4<")*#081"’+,）与根瘤菌属（=&’()*’+,）的种在系统发育上互有交叉，曾经有些学者

建议将两属打破界限，重新划分［# Q G］。中心菌株 -%C#=< 位于此分支中，并与 = R <#22’0+,、

= R ,)/<)21/61、= R %#/<2’/<1/61、= R 182’ 和 = R &#’/#/1/61 构成一个小的分支。-%C#=< 与该属

各种的相似性分别为 HHS#DT（= R <#22’0+,）、HHS<&T（= R ,)/<)21/61）、HCSGDT（= R %#/<2’/9
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图 ! 新类群中心菌株 "#$%&! 的 !&’ ()*# 全序列

!"#$% &’( )*++,+(-#.’ /) %01 2345 6(7*(-8( /) 2(92(6(-.:.";( 6.2:"- <5=>0%

图 + 新类群中心菌株 ,-$. 的 !&’ ()*# 全序列

!"#$? &’( )*++,+(-#.’ /) %01 2345 6(7*(-8( /) 2(92(6(-.:.";( 6.2:"- @A=B
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图 ! 根瘤菌系统发育树状图

!"#$% &’()*+#*,- +. */"0+1",2 3/42+#’(4

#’(5’）、678679（! $ "#$%）、678:;9（! $ &’%(’("()"）、678<79（! $ $"*+,%(-)’.+,）、678<:9（! $
#.-/%0%%）、678;:9（ 1 $ .&%2-*"(")）、6=8>79（ ! $ *%’.3%(%%）、678%;9（ ! $ &+’+#$"()"）、6:8>?9

（! $ *’$"*’"）、6?8;>9（! $ +(3%0-$’）、6%87>9（ 1 $ 4%#%)）、6=8:?9（ 1 $ #+,"5’0%"()）和 6%8><9
（1 $ .+6%）。

7 $ 8-)#%"()"、7 $ )’&"$%、7 $ #".’(*’、7 $ 9%(:%’(*"()%)、7 $ 5."3%%、7 $ ,"$%$-#%、7 $ ’.6-.%) 和中心

菌株 @A>= 关缘关系较近，构成中华根瘤菌属（ 7%(-.&%2-6%+,）分支。@A>= 与该属各种的相

似性分别为 6786;9、6786;9、678669、6>8>?9、6>8?:9、678:B9和 678=79。

; $ #%’()&’("()"、; $ /$+.%5’.%+,、; $ &+’8%%、; $ ’,-./&’"、; $ 0&’0-("()"、; $ ,"3%#"..’("<
+,、; $ 0%0".% 和 ; $ $-#% 构成一个独立分支，形成中慢生根瘤菌属（;")-.&%2-6%+,）。

两株慢生根瘤菌独自构成一个分支，包括 = $ :’/-(%0+, 和 = $ "$8’(%%。
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固氮根瘤菌属 ! ! "#$%&$’(#$) 构成一个独立分支。

以前描述的根瘤菌（*+&,’-&#）都属于 ./’01’-#"01/&# 门!"亚纲中三个不同的系统发育

分支，最近 #$ 等发现了第四个根瘤菌分支 ./’01’-#"01/&# 门""亚纲 210+3%’-#"01/&45（甲基杆

菌属）系统发育分支，此分支新种 210+3%’-#"01/&45 $’(4%#$) 能利用甲醇生长，这在根瘤菌

中是独一无二的。［%］。
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书 讯

贾盘兴研究员编著的《嗜菌体分子生物学———基础知识和技能》一书已由科学出版社

出版。该书介绍了各种噬菌体的结构、转录、复制、基因表达及在基因工程中的应用等方

面的新进展。全书共分 && 章，包括：单链 ]2- 噬菌体、双链 ]2- 噬菌体、丝状噬菌体、

#Z&()、5)、5(、#,’、H]T&、M8 等。每章后都附有参考文献。

本书可供综合性大学、师范院校、医学和农学院校有关专业的师生、研究人员参考。

本书定价：)+ 元，现在购买可 ( 折优惠。需要此书者可与作者联系，电话：（W&W）
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