
!! 卷 "期
#$$!年 %#月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!!
*+,+-.+/

0’)"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$!

基金项目：国家“123项目”（#$$%45%$61$7）；欧盟科技合作项目（849!:4;:#$$%:%$$7"）
"通讯作者。;+(：6":%$:"#61#"2!；6":%$:"#61%33#；<:-=>(：?=@ABBCD ,=E) +FE) ,@
作者简介：林榕姗（%12" G），女，山东人，理学硕士，主要从事分子微生物学研究。

收稿日期：#$$!:$3:%"，修回日期：#$$!:$7:%%

一株能在大豆上结瘤的苜蓿中华根瘤菌

林榕姗 杜秉海 李小红 王 磊 杨苏声"

（中国农业大学生物学院 农业部农业微生物资源与其应用重点开放实验室 北京 %$$$1!）

摘 要：苜蓿中华根瘤菌（!"#$%&"’$(")* *+,",$-"）HI1"$22分离自新疆的苜蓿根瘤中，其原宿主为紫花苜蓿（.+/"012$
31-"41）。交叉结瘤试验发现，它既可在苜蓿上又能在大豆上结瘤固氮。*09（J K 4）-’(L分析表明，HI1"$22 的
*09（JK 4）-’(L为 "%M1L，与已报道的根瘤菌属的 *09（JK 4）-’(L范围（71L N "!L）相符。*09同源性分析
表明，HI1"$22与苜蓿中华根瘤菌 OP*9%$$#; 和 $!#5Q的同源性分别达到 13L和 6$L，说明 HI1"$22归属于苜蓿中
华根瘤菌。应用绿色荧光蛋白基因标记 HI1"$22，得到重组菌株 HI1"$22（J）。将其接种普通紫花苜蓿，通过激光共
聚焦荧光显微镜可以检测到标记基因的表达。接种北引 %号大豆上，同样可以清楚地观察到标记基因在根瘤中的
表达，从而确证了 HI1"$22能同时在苜蓿和大豆上结瘤。通过不同品种大豆的结瘤试验，发现 HI1"$22对大豆品种
的结瘤能力不同。
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宿主专一性是豆科植物:根瘤菌共生固氮体系
的主要特征，即每种根瘤菌只能在一种或数种豆科

植物结瘤固氮。同样，每种豆科植物只能被特定的

根瘤菌侵染形成根瘤［%］。但是，不同根瘤菌的宿主

范围差异很大，而且根瘤菌与豆科植物特定的共生

相互关系的形成依赖于二者之间的分子信号交换。

植物产生的类黄酮等信号分子诱导根瘤菌的结瘤基

因的表达，形成的结瘤因子引起植物根发生一系列

形态和生理变化，进而发育成可以固氮的根瘤。此

外，根瘤菌产生的胞外多糖、脂多糖、S:抗原和环!:
葡聚糖等对结瘤过程也具有重要作用［#］。

苜蓿中华根瘤菌与费氏中华根瘤菌（ ! ) 5%+/""）
的系统发育地位非常接近，但是，它们的宿主范围

明显不同。费氏中华根瘤菌的宿主范围较广，其中，

OP*9#72可在 21 属 %3$ 多种豆科植物上结瘤［3］。
近年来的研究发现，费氏中华根瘤菌还能在苜蓿上

结瘤［!，7］。然而，苜蓿中华根瘤菌的宿主范围较窄，

仅在豆科植物的苜蓿属（.+/"012$）、草木樨属（.+6
,",$-"）和胡卢巴属（ 7%"2$#+,,1）上结瘤固氮［%］。在以
前的研究中，我们曾经报道过一株苜蓿中华根瘤菌

$!#5能够在大豆上结瘤固氮的情况［"］。由于该菌
株产生大量黏液，而且当时缺乏有效的报告基因标

记，所以未能排除其他根瘤菌的混杂。后来，在进一

步的研究中发现，在该菌株的原始分离物中，除含有

一株苜蓿中华根瘤菌外，还混杂有一株能在苜蓿上

结瘤固氮的费氏中华根瘤菌，这两个菌株分别命名

为 $!#5Q 和 $!#5P［7］。在我们以前的报道中［"］，
$!#5与费氏中华根瘤菌 OP*9#$7; 的 *09 同源性
仅为 %$L，说明该菌株的原始分离物中可能只含有
少量的 $!#5P。
在交叉结瘤试验中，我们发现分离自新疆的苜

蓿根瘤的菌株 HI1"$22，既能在苜蓿上又能在大豆
上结瘤。本文报道对该菌株的结瘤特性和分类地位

的研究。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：表 % 为本研究所用菌株和质
粒。

!"!"# 豆科植物：大豆品种为北引 %号、黑农 33、吉
36、晋豆 %1和晋豆 #$。苜蓿品种为普通紫花。
!"!"$ 培养基和抗生素：T5 培养基［2］用于培养大
肠杆菌。UQ9 培养基［6］用于培养根瘤菌。培养大
肠杆菌和根瘤菌所用的庆大霉素（J-）浓度分别为
%$"AV-T和 !$"AV-T。
!"!"% 试剂及仪器：718 *09聚合酶、W4X等其他



表 ! 菌株和质粒
!"#$% & ’"()%*+"$ ,)*"+-, "-. /$",0+.

1)*"+-, 2* /$",0+. 34"*"()%*+,)+( 125*(%
1)*"+-,

! 6 "#$%$&’%
789:;<< =+.% )>/%，30* 33’?@AB;<<
789:;<<（C） D%*+E")+E% 2F 789:;<<，(2-)"+-+-G /HIJKKK !4+, $"#2*")2*>
789:;<<（CH） L%+,2$")% 2F 789:;<<（C）F*20 "$F"$F" -2.5$%, !4+, $"#2*")2*>
789:;<<（C1） L%+,2$")% 2F 789:;<<（C）F*20 ,2>#%"- -2.5$%, !4+, $"#2*")2*>
@1D?&;;J! !>/% ,)*"+- @1D?
L0K& L%F%*%-(% ,)*"+- @1D?
;KJ’H L%F%*%-(% ,)*"+- 33’?@

! 6 ()#*%%
@1D?J;M! !>/% ,)*"+- @1D?
;KJ’1 L%F%*%-(% ,)*"+- 33’?@

! 6 +%,-%.,/#,0%0
33’?@&&;! !>/% ,)*"+- 33’?@

I$",0+.
/HIJKKK /(1 ($2-%. +-)2 /’’L&H31NM，10* C0* O%+.%- @-+E6，!4% P%)4%*$"-.,

33’?@：35$)5*% 32$$%()+2- 2F ’%+Q+-G ?G*+(5$)5*% @-+E%*,+)>；@1D?：@-+)%. 1)")%, D%/"*)0%-) 2F ?G*+(5$)5*%6

试剂和抗生素均购自上海生物工程技术服务有限公

司。（C " 3）02$# 和 DP?$DP?杂交所用的仪器为
O"0#"." ’+2%&紫外分光光度计。
!’% ()*（+" ,）-./#和 ()*$()*杂交
根瘤菌总 DP? 的提取参照文献［9］的方法进

行。采用热变性法测定 2" 值和（C R 3）02$S［A］，根
据复性速率测定菌株间的 DP?同源性［&;］。
!’0 123,$4,2 指纹分析
按照 T%*,"$2E+(等［&&］的方法进行。

!’5 结瘤试验
按照文献［&J］进行，用乙炔还原法测定固氮酶

活性。

!’6 绿色荧光蛋白基因的标记和激光共聚焦荧光
显微镜的检测

按照文献［M］进行，其激发光的波长为 KAA-0。

% 结果

%’! 789:&;;在苜蓿和大豆上的结瘤特性
为了确证 789:;<< 在苜蓿和大豆上的结瘤情

况，通过接合转移将含有组成型表达的绿色荧光蛋

白基因 /(1 的质粒 /HIJKKK 转入 789:;<< 中，获得
接合子 789:;<<（C）。用 789:;<<（C）接种普通紫花
苜蓿和北引 & 号，B;. 后收获。收集的根瘤分别在
激光共聚焦荧光显微镜下观察，其在 KAA-0蓝光激
发下均发出绿色荧光（图版!N?）。再次对从苜蓿和
大豆根瘤中获得的分离物 789:;<<（CH）和 789:;<<
（C1）进行激光共聚焦显微观察，二者的菌体同样发
出绿色荧光。通过多次回接试验，表明 789:;<< 确
实能够在苜蓿和大豆上结瘤。

为了进一步了解 789:;<<在不同大豆品种上的
结瘤情况，将该菌株分别接种在 M个大豆品种，并分
别以不接菌的处理为对照。结果表明，789:;<< 只
与北引 &号、吉 BA和黑农 BB等 B个大豆品种结瘤，
分别记录根瘤的数量、重量、颜色、植株地上部分干

重和根瘤的固氮酶活性。表 J显示，789:;<<对不同
品种的结瘤能力差异较大，其中在北引 &号的结瘤
固氮能力最强，所结的根瘤菌为粉红色的有效瘤，固

氮酶活性最高。而在其他大豆品种上的结瘤数少，

表 % 789:&;;在不同大豆品种上的结瘤试验
!"#$% J P2.5$")+2- %U/%*+0%-) V+)4 ,)*"+- 789:;<< V+)4 .+FF%*%-) ,2>#%"- (5$)+E"*,

35$)+E"* 1)*"+- P2.5$% -50#%* P2.5$%
=)W0G

I$"-) )2/ .*>
=)W0G

32$25* 2F
-2.5$%

P+)*2G%-",% "()+E+)>
W02$ 3JXK 4Y

’%+>+- & 789:;<< J9Z; [ JZM &BAZA [ &&ZJ AKBZB [ MBZB I+-\ &<MZM [ BJZM
’%+>+- & @-+-25$")%. ;Z; [ ;Z; ;Z; [ ;Z; B:JZJ [ JAZM — ;Z; [ ;Z;
8+ BA 789:;<< :ZM [ &Z; :ZB [ &ZM :MBZ; [ K;Z& I+-\WV4+)% &&Z: [ KZ:
8+ BA @-+-25$")%. ;Z; [ ;Z; ;Z; [ ;Z; B;KZ: [ B;ZM — ;Z; [ ;Z;

X%+-2-G BB 789:;<< AZ; [ &Z; &Z; [ ;ZJ <&KZ; [ M;ZJ I+-\WV4+)% ;ZM [ ;ZJ
X%+-2-G BB @-+-25$")%. ;Z; [ ;Z; ;Z; [ ;Z; JM:Z& [ JMZ< — ;Z; [ ;Z;

T"$5%, +- )4% !"#$% "*% )4% 0%"-, [ 1D6
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平均瘤重和固氮酶活性低，所结的根瘤中有部分是

白色的无效瘤。由此说明，!"#$%&& 对大豆的结瘤
具有品种特异性。

!"! #$%&’((分类地位的确定
!"!") ’()*+,*(指纹分析：选取苜蓿中华根瘤菌
模式菌株 -./01%%23、费氏中华根瘤菌模式菌株 -.+
/02%43、新疆中华根瘤菌模式菌株 **50-11% 和苜
蓿中华根瘤菌 (671为参比菌株。!"#$%&&3 和上述

菌株的 ’()*+,*( 扩增产物经电泳，所得电泳图谱
如图版 !+5 所示，可以看出，!"#$%&& 与 -.+
/01%%23、(671在 2819:和 1829:各有 1条大小完全
相同 的 条 带；-./02%43 与 -./01%%23、(671、
!"#$%&&无明显相同的特征条带；**50-11%3 仅有 1
条扩增条带，而且与其他参比菌株明显不同，也无相

同条带。

为了更直观地反映 ’()*+,*(中 !"#$%&& 与各
参比菌株间的遗传关系，将上述扩增产物的电泳图

谱转换成“1”和“%”，用简单匹配系数方法计算得到
各菌株的相似性，然后用平均连锁法将结果转化为

树状图谱。

从图版!+* 中可以看出，-./01%%23 与 (671
的相似水平为 &4;。!"#$%&& 与 -./01%%23 和

(671 的相似水平为 &1;，而与 -./02%43 和

**50-11%3 的相似性水平仅为 7<;。为了确定
!"#$%&&的分类地位，还需要测定其与费氏中华根
瘤菌及苜蓿中华根瘤菌各参比菌株的 /=0同源性。
!"!"! /=0（> ? *）6@A ;和 /=0 同源性：测定
!"#$%&&的（> ? *）6@A ;和 /=0同源性，并以费氏
中华根瘤菌 -./02%43 和 %725.，苜蓿中华根瘤菌
-./01%%23 和 %725B，以 及 新 疆 中 华 根 瘤 菌
**50-11%3 为参比菌株。由表 <可以看出，!"#$%&&

表 * #$%&’((和参比菌株间的 +,-（./ 0）1234
和 +,-同源性

3C:AD < /=0 E@6@A@FG :DHIDDJ KHLCMJ !"#$%&& CJN

LDODLDJPD KHLCMJK CJN /=0（> ? *）6@A;

.QDPMDK .HLCMJ /=0（> ? *）
6@A;

/=0 E@6@A@FG
IMHE !"#$%&&R;

! S "#$%$&’% !"#$%&& $18# 1%%

-./01%%23 $18< #<

%725B $%87 T%

! S ()#*%% -./02%43 $18& <2

%725. $18% 22

! S +%,-%.,/#,0%0 **50-11%3 $%8T 2T

的（> ? *）6@A;含量为 $18#;，其他对照菌株的
（> ? *）6@A;均在 $%87; U $18&;之间，与已报道
的根瘤菌属的（> ? *）6@A;范围 4#; U $7;相符。
!"#$%&&与苜蓿中华根瘤菌 -./01%%23、%725B 的
/=0同源性分别为 #<;和 T%;，而与费氏中华根瘤
菌 -./02%43、%725.及新疆中华根瘤菌 **50-11%3

的 /=0同源性均小于 <2;。根据国际系统细菌学
委员会根瘤菌分会规定的 /=0同源性在 &%;以上
为定种的标准［1<］，!"#$%&& 应归属于苜蓿中华根瘤
菌。这与闫爱民等［17］的分类鉴定结果是一致的。

* 讨论
在本研究中，为了避免其他根瘤菌的混杂侵染，

我们采用了绿色荧光蛋白基因 /(1 标记 !"#$%&&，通
过该基因在根瘤中的表达，并经过多次回接试验，确

证它能在大豆上结瘤。对其进行的分类地位的研究

表明，该菌株属于苜蓿中华根瘤菌。能在苜蓿上结

瘤固氮良好；但在大豆上的结瘤能力较差，而且表现

出明显的品种特异性。目前，尚未见到有关苜蓿中

华根瘤菌能在大豆上结瘤固氮的报道。本室已发现

%725.是一株能在苜蓿上结瘤的费氏中华根瘤菌，
在大豆上结瘤良好，但对苜蓿结瘤较差，而且对品种

具有选择性［4］。研究表明，尽管 !"#$%&& 和 %725.
分别具有一定的在大豆和苜蓿上结瘤固氮的能力，

但是，仍然保留了其对原宿主的高亲和性。

根瘤菌与豆科植物的共生固氮作用是一个由双

方有关基因共同参与、相互对话、识别、协同作用并

自主调节的复杂过程。根瘤菌的结瘤基因、结瘤因

子、胞外多糖和脂多糖等都参与两者的相互识别，而

且在不同程度上决定了根瘤菌的宿主范围［2，14］。苜

蓿中华根瘤菌与费氏中华根瘤菌结瘤因子的结构不

同。前者的还原端 *$的 =+乙酰葡萄糖胺残基上含
有磺酸基团，是由宿主专一性基因 ,&*2 和 ,&*34
等编码的酶催化合成的。而后者的相应位置上为

（甲酰基）岩藻糖基团，是由 ,&#5 等基因编码的酶催
化的。根据推理，能在苜蓿上结瘤的费氏中华根瘤

菌应该产生磺酸化的结瘤因子。但是，研究表明，费

氏中华根瘤菌 %725.能在苜蓿上结瘤，并不需要具
磺酸基团的结瘤因子［1$］，说明该菌株在苜蓿上结瘤

的能力可能是由胞外多糖、脂多糖等因子决定的［2］。

在本研究中，!"#$%&& 在大豆上的结瘤能力和表现
的品种特异性，同样不能从结瘤因子的角度给予合

理的解释，可能存在特殊的共生遗传机制，有待进一

步研究。
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