
!"卷 #期
$%%"年 $月 !日

微 生 物 学 报

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

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
! )*+,-.,/ $%%"

基金项目：国家“0&(项目”（%%#12#%30）；华中科技大学人才引进基金和农业微生物国家重点实验室开放基金
"通讯作者。4*5：3"6$&63&$3#"37；).8：3"6$&63&$3%"&%；96:.;5：<=>-?-@A=-B:.;5 C =<.-C *D-C A@
作者简介：张伟涛（#0&& E），男，河南漯河人，硕士研究生，主要从事根瘤菌多样性和生物固氮遗传学方面的研究。96:.;5：：<=F*;G.>333B

F*+:.;5 C =<.-C *D-C A@
收稿日期：$%%76%76%0；接受日期：$%%76%&6%3；修回日期：$%%76%&6%(

我国南北大豆产区慢生大豆根瘤菌的遗传多样性和系统发育研究
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摘 要：利用 #"H ,IJK基因 I)LM、#"H ,IJK基因序列分析以及 #"H6$(H ,IJK NOH M1I I)LM技术对分离自我国南北
大豆产区的慢生大豆根瘤菌进行了群体遗传多样性和系统发育研究。#"H ,IJK基因 M1I I)LM分析以及 #"H ,IJK
基因序列分析结果表明：所有供试慢生大豆根瘤菌可分为 ! C "#$%&’()* 和 ! C +,-#&’’ 两个类群，其中属于 ! C
"#$%&’()*的为优势种群，占供试菌株的 0#P，属于 ! C +,-#&’’ 的仅占 0P，多样性水平较低。#"H6$(H ,IJK NOH M1I
I)LM研究结果表明：属于 ! C "#$%&’()*的慢生根瘤菌具有较丰富的遗传多样性，在 "0P的相似性水平上可分为群

!和群"两大类群。群 N的菌株以分离自黑龙江和河北等北部区域的菌株为代表，群"的菌株以分离自广西和江
苏等南部地域的菌株为代表，反映出明显的地域特征。两群菌株在系统发育上均与 QHRK"、QHRK##%和 QHRK#$$
等 ! C "#$%&’()*的模式或代表菌株有差异。
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国内外对慢生根瘤菌遗传多样性和系统发育的研究已

有较长的历史，迄今为止已报道了 7个种。#03$年，T>,D.@将

./’0%1’)* "#$%&’)*更名为 !2#342/’01%’)* "#$%&’()*，并建立慢
生根瘤菌属（ !2#342/’0%1’)*）［#］。在 U>55;V 等［$］对 ./’0%1’)*
"#$%&’)*菌株 RJK同源杂交研究的基础上，W-/X*@D.55 等将
原属于 RJK同源群"的类群定名为 ! C +,-#&’’［(］。#007年，

Y-等又报道了超慢生大豆根瘤菌 ! C ,’#%&’&5+&6+［!］。此后，
又相继报道了 ! C 4)#&*’&5+&6+ 和 ! C 1+7#+［7，"］。中国是大豆
的起源中心，其复杂多样的地理与生态环境决定了与大豆相

互作用的大豆根瘤菌在分布上具有丰富的多样性，其根瘤菌

资源在根瘤菌系统发育体系中占有重要的位置。考虑到

! C "#$%&’()*常用的代表菌株 QHRK"、QHRK##% 和 QHRK#$$
等均分离自日本和美国，难于准确反映我国 ! C "#$%&’()* 的
全貌，因此研究慢生大豆根瘤菌的遗传多样性与系统演化具

有重要的理论意义。

细菌的 #"H ,IJK基因高度保守、变异速度异常缓慢，其
核苷酸序列是分析细菌系统发育关系的“分子钟”，也是构建

细菌系统发育树的基石［&］。对慢生根瘤菌的研究发现：尽管

其它表型和遗传特性等方面存在着明显的差异，但各菌株间

#"H ,IJK基因序列的差异却很小，并与 $(H和 7H ,IJK基因
同处于一个 ,,@操纵子之中，其排列顺序为 7Z6#"H6GIJK6$(H6
7H6(Z。位于 #"H和 $(H ,IJK基因之间的 GIJK基因与其邻近
序列组成基因间隔序列（NOH），该区段受自然选择压力相对

较小，变异辐度比 ,IJK基因大，保存着丰富的多样性。因
而，NOH6I)LM分析能够较好地反映出属、种和亲缘关系很近
的菌株间的差异，近年来已普遍用于微生物系统发育研

究［3］。

本研究利用 #"H ,IJK I)LM分析、#"H ,IJK基因序列分
析和 #"H6$(H ,IJK NOH M1I6I)LM技术系统考察了我国南北
产区慢生型大豆根瘤菌的遗传多样性及在根瘤菌系统发育

中的地位和相互关系，从而为我国慢生大豆根瘤菌资源的保

藏和系统分类地位研究提供科学依据。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 样品采集：采样地选自我国南北具有典型生态特征
的区域。土壤样品采取五点取样法采集。本研究以野大豆

（8,4(’&+ 6%"#）为根瘤菌捕获宿主，以湖北小豆和黑农 ((为回
接宿主。供试 ((株慢生大豆根瘤菌和 0株根瘤菌参比菌株
见表 #。

!"!"# 主要试剂和仪器：4,;V +.V*购自 K:*,VA>公司，HRH购
自 H;[:.公司，9R4K购自上海生工生物工程公司；蛋白酶 9
购自 \*,X公司，9#: 酶和各种内切酶以及 ]\R#364载体均购
自 4.W.I.公司；M1I扩增仪为 \T I*V*.,A= N@A 生产的 M416
#%%型，分光光度计为 2*AX:.@ 生产的 RQ6&%型。

!"!"$ 引物：#"H ,RJK引物 ^R#（7Z611OKK441O41OK1KK1



!"!"###"!#$$#""$#$!"%&’），()*（+’%$$$"""!#$$!!"$##
!!""!""#"!#$$!"$$%&’）；*,-%.&- ()/!引物 01(（+’%#"$"

"$#""!#$!$$#$$##%&’），0.&-23*（+’%""$#"$##$#!!"$$!!
$%&’）。

表 ! 供试慢生大豆根瘤菌和参比菌株
#4567 * -689%:(89;<: =8>574< (?;@85;4 4<A (7B7(7<C7 =D(4;<=

-D(4;<= 18=D 064<D "78:(40?;C46 8(;:;< *,- (2/!
:7<8D>07

*,-%.&- (2/!
E"- :7<8D>07

))*，.，F !"#$%&’ ()* )7AG，17;68<:H;4<:，$?;<4 ! !
))& !"#$%&’ ()* )7AG，17;68<:H;4<:，$?;<4 ! !

))+ !"#$%&’ ()* )7AG，17;68<:H;4<:，$?;<4 ! "

IJ*，.，&，F，+，, !"#$%&’ ()* I48K;<，17;68<:H;4<:，$?;<4 ! !

1/*，.，+ !"#$%&’ ()* L?7<:@?8G，17<4<，$?;<4 ! #

"M*，.，&，F，+ !"#$%&’ ()* "G4<:N;，$?;<4 ! "

"M)*，.，& !"#$%&’ ()* "G4<:N;，$?;<4 ! "

OP*，.，& !"#$%&’ ()* OGQ;<:，$?;<4 ! $

-RL)* !"#$%&’ ()* -?;H;4@?G4<:，1757;，$?;<4 ! $

-RL).，& !"#$%&’ ()* -?;H;4@?G4<:，1757;，$?;<4 ! #

R-&，F !"#$%&’ ()* R;4<:=?G，$?;<4 ! $

1!-. !"#$%&’ ()* 18<:4<，1G57;，$?;<4 # $

1!-+ !"#$%&’ ()* 18<:4<，1G57;，$?;<4 # %

1!-S !"#$%&’ ()* 18<:4<，1G57;，$?;<4 # %

+,)-#,.%/01%2( 3)40&%$2(

T-)!,# !"#$%&’ ()* R404< ! &
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!"# 根瘤菌的分离、纯化与回接试验
采用划线培养法用 ZP!平板上从根瘤中分离根瘤菌，

经稀释纯化后，挑取单菌落转接并保存于 ZP!斜面；根瘤菌
的回接试验在无菌双层砂钵中进行，本研究通过比较接种供

试根瘤菌植株与对照植株地上部分干重来确定供试菌株的

固氮有效性。具体操作参照 Z4<: 等方法［[］。

!"$ !%& ’()*基因 +,(-(./+分析及序列分析
参照 Z4<:等［[］方法提取根瘤菌总 )/!。扩增反应体系

（.3(W）：*3 \ 5GBB7( .(W，P:$6.（.+QQ86]W）.(W，A/#V（.Q86]W）

.(W，引物 B)*]()*（各 +3(Q86]W）3^+(W，模板 )/! +3<:，;)< 酶

.T，加超纯水补足。V$2 反应条件：[F_ FQ;<；[F_ *Q;<，

+,_ *Q;<，S._ *Q;<，&+个循环；S._ +Q;<。
扩增产物分别用 =)’"、=.)!、=%&>!和 ?74!等限制

性内切酶在 &S_下酶切，酶切产物经电泳、染色后，采用

‘8A4a凝胶成像系统记录 2bWV指纹图谱。根据 *,- (2/!基
因 2bWV聚类分析结果，选取代表菌株，V$2扩增其 *,- (2/!
基因，将扩增产物克隆在 0P)*U%# 载体上，转化大肠杆菌

)1+)，并测定其全序列。

!"0 !%&-#$& ’()* 12& +,(-(./+分析
利用特异性引物 01( 和 0.&-23* 对供试菌株 *,- (2/!

基因与 .&- (2/! 基因间的 E"-区段进行 V$2扩增。其反应
体系、扩增程序和检测方法均与 *,- (2/!基因 2bWV分析相
同。V$2扩增产物分别用 =)’"、=.)!、=%&B!和 ?74!等
限制性内切酶酶切。酶切产物经 .^3c琼脂糖凝胶水平电泳
后，用 ‘8A4a 凝胶成像系统记录数据。具体操作参照 Z4<:
等［[］方法进行。

U.* L1!/" O7;%D48 ’9 )" Y ]@$9) ?%$,01%0"06%$) A%&%$)（.33,）F,（*）



!"# 数据分析和处理
凝胶扫描成像系统摄得的凝胶图像经过均一化处理后，

按有条带处以“!”表示、无条带处以“"表示”将其转化为“"”
和“!”数字符，再通过 #$%&% ’(()*+, -*./010*/0*2/软件进行相
似性分析，并利用平均连锁法（3456’）进行聚类分析后将结
果转化为树状图谱。利用 -*.7,*0软件对供试菌株和参比菌
株先进行 !8% 9:#’基因序列的对位排列，再利用 6+;1软件
采用 <*=>91?@参数，进行邻接法（#+*;AB.9?C.*D*D;）分析，生成
系统发育树。

$ 结果

$"! !%& ’()*基因 +,(-(./+聚类分析
以 EF!和 9F!为引物，特异性地对供试 GG株慢生大豆根

瘤菌和 H株参比菌株的 !8% 9:#’区段进行扩增，扩增产物的
大小均约 !IJKB。利用 !"#!、!$""、!%&’"和 ()*"L种限
制性内切酶分别对扩增的 !IJKB片段进行了酶切分析，经电
泳产生了较丰富的谱带类型。L种限制性内切酶谱一致地将
供试慢生大豆根瘤菌、+ M ,"*-&%./0和 + M #12"&%% 参比菌株分
为 ;+D.0N(+"和 ;+D.0N(+#两种不同的基因型（表 !）。图 !为
利用 3456’法进行聚类分析生成的树状图谱，由图可见：所
有供试菌株在 OLP的相似性水平上，分为两大类群。FFG等

G"株供试慢生大豆根瘤菌与 + M ,"*-&%./0 的典型菌株

3%F’8属于基因型"；Q’%J等 G株分离自湖北红安的慢生大
豆根瘤菌与 + M #12"&%% 的典型菌株 3%F’O8分属于基因型#。

图 ! 供试菌株 !%& ’()*基因 (./+分析树状图
R*;M! 3456’ ,+D,9.;91= ;+D+910+, E9.= 0A+ !8% 9:#’ ;+D+ :RS4

E*D;+9(9*D0/

$"$ !%& ’()*基因序列分析
根据 !8% 9:#’基因 :RS4聚类分析结果，测定了代表菌

株 FFG和 Q’%J的 !8% 9:#’的全长 F#’序列，其 5+D-1DK序
列登录号分别为 ’&HH8OT"和 ’&HH8OT!。利用 -*.7,*0软件对

FFG、Q’%J 和参比典型菌株的 !8% 9:#’序列进行 #+*;AB.9?
C.*D*D;分析，图 @为生成的反映供试菌株与参比典型菌株间
系统发育关系的聚类图。

由图 @可见：所有供试慢生大豆根瘤菌在系统发育上分
为亲缘关系较远的两大类群。代表菌株 Q’%J与 + M #12"&%%
的典型菌株 3%F’O8聚为一类，其序列差异仅为 "ILP，而与

+ M ,"*-&%./0 的典型菌株和 3%F’8代表菌株 3%F’!!" 的序
列差异分别为 GIGP和 @IOP。供试代表菌株 FFG 与 + M
,"*-&%./0的典型菌株和 3%F’8代表菌株 3%F’!!"等聚为一
类，其序列差异分别为 "I""O和 "I""G。由 !8% 9:#’基因序
列分析可见：供试菌株也同时与 + M 1%"-&%&3#&)#，+ M
4/"&0%&3#&)#和 + M 5#6"#等聚为一群。各菌株间的序列差异
均小于 !P。

图 $ 供试菌株 !%& ’()*基因序列聚类图
R*;M@ F+D,9.;91= .E /091*D/ ;+D+910+, BN #+*;AB.9?C.*D*D; =+0A.,

<*=>91?@ ,*/01D2+/ U+9+ ,+9*V+, E9.= 1 ,*/01D2+ =109*W 0. 2.D/09>20 1D .(0*=1) >D9..0+, 09++

>/*D; 0A+ D+*;AB.>9? C.*D*D; =+0A.,M #>=B+9/ *D (19+D0A+/+/ 19+ 0A+ 122+//*.D D>=B+9/ .E 0A+ /+X>+D2+/ >/+,M

$"0 !%&-$0& ’()* 12& +,(-(./+分析
以 (Q9和 (@G%:"!为引物对供试菌株和参比菌株的 !8%?

@G% 9:#’ Y5%进行了 4Z:扩增，所有供试大慢生豆根瘤菌和
参比菌株的 Y5% 大小均近于 !ITKB。分别用限制性内切酶
!"#!、!$""、!%&E"和 ()*"对 4Z:产物进行了酶切分析，
再按 3456’法进行聚类分析，生成树状图谱（图 G）。由图 G
可见：与 !8% 9:#’ 基因 :RS4分型相一致，来自湖北红安的
菌株 Q’%@、Q’%J和 Q’%O与 + M #12"&%% 的代表菌株仍聚为一
类。属于 + M ,"*-&%./0的菌株可在相关系数为 "I8H时分为
群"和群#两大类群，每群均可细分为两小群。群"主要由
来自我国黑龙江省和河北省等北部区域的菌株组成；群#主

要由来自广西、江苏等地的菌株组成，仅有 FFJ、%[\F!等个
别菌株来自我国北方地区。同时，在 8HP相似性水平上群"
与 3%F’8等参比菌株分离，在 OGP的水平上群#的菌株再
次与 3%F’8等菌株分离。

0 讨论

由于大豆在农业生产和国民经济中具有重要作用，我国

科学工作者在根瘤菌资源的多样性、分类和系统发育等方面

己发表了不少研究报告。!HHJ年，]>等从 + M ,"*-&%./0群体
中分离出一类超慢生型大豆根瘤菌，并将其命名为 + M
1%"-&%&3#&)#［L］。随着 7%&-8$%9-5%/0 ’8#:%% 的发现，加上慢生根

H@!张伟涛等：我国南北大豆产区慢生大豆根瘤菌的遗传多样性和系统发育研究 M ^微生物学报（@""8）L8（!）



图 ! 供试菌株 "#$%&!$ ’()* +,$ (-./分析树状图
!"#$% &’()* +,-+./#.01 #,-,.02,+ 3./1 24, 56789%7 .:;* <(7 :!=’

3"-#,.>."-2?

瘤菌遗传操作的难度较大和 567 .:;*基因序列差异小等原
因，近年来有关根瘤菌系统发育的研究主要集中于

!"#$%&"’$(")*、+&"’$(")*、,-.$%&"’$(")* 等属，对慢生根瘤菌的
研究则较为滞后［5@］。随着现代生物技术的发展，以分子生物

学为主要手段、以基因型和遗传多态性为基础的系统发育法

正被广泛采用［55］。因而，本研究首先采用 567 .:;* 基因

:!=’和序列分析技术对供试菌株进行初步分群，建立了所
有供试菌株的 567 .:;* 基因的多态性指纹图谱。本研究

567 .:;* 基因 :!=’和序列分析结果显示，我国南北大豆主
产区的慢生型大豆根瘤菌在系统发育上仍属于已知的

/ $ 012$#"3)*和 / $ -451#""" 两大类群，且种群结构上以

/ $ 012$#"3)*占优势，/ $ -451#"" 仅以约 AB的比例存在于我
国主要的大豆生产区域中。

根瘤菌的结瘤过程是根瘤菌与宿主植物在分子水平上

的相互作用与相互“对话”的过程。宿主植物和地理环境是

影响根瘤菌分布与多态性的两个重要因素［59］。由于我国悠

久的大豆栽培历史，加上各地栽培品种的交换和优良品种的

推广，在黑龙江、河北等北部地域以及南部地区土著大豆根

瘤菌的群体结构已经趋同。但由于我国南北两地在气候和

生态环境上存在明显的差异，56789%7 .:;* <(7 ’C: :!=’分
析结果表明：分离自黑龙江和河北等北部区域的菌株与分离

自广西和江苏等南部地域的菌株在系统发育上仍表现出较

大的差异，它们在 6AB的相似性水平上分为相互独立的群!
和群"两个群体。<(7 ’C: :!=’ 分析结果进一步显示，在
D%B的水平上供试菌株与 &7E*6等参比菌株分离。表明群

!和群"的菌株与 &7E*6、&7E*55@和 &7E*599等分离自北
美的 / $ 012$#"3)*代表菌株在系统发育上存在差异。
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3==\年《微生物学报》审稿专家名单
按姓名汉语拼音排序

以下专家在 3==\年（全年）为本刊审阅过稿件，在此谨向您表示衷心地感谢！为编辑部审阅稿件给专家们增加了额外的
工作量，但是本着对作者、读者和期刊负责的原则，审稿又是一件非常重要的事情。为了扩大学术影响、促进微生物学科的发

展，同时也为了提高《微生物学报》的质量，本刊编辑部希望您今后能够继续给予支持。
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