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摘 要：在前期数值分类工作的基础上，对 1 株与 !"#$%&#’( 关系较密切的分离自西藏部分地区豆科植物 )*#+%,-../
<EEC和 012*/+/.’1 <EEC的根瘤菌所形成的独立表观群，通过 FGH 同源性测定及 #"I ,FGH 全序列分析进行了分类地

位的进一步确定。结果表明：该独立表观群菌株的（J K L）9M4N为 (0O(N ’ "&O&N，群内菌株间 FGH 同源性在

1!O&N ’ 0$O&N 之间，中心菌株 PQ$6& 与相关 !"#$%&#’( 种之间的 FGH 同源性在 %N ’ !1O!N 之间，是 不 同 于

!"#$%&#’( 内各种的新 FGH 同源群。另外，#"I ,FGH 全序列分析结果也表明，中心菌株 PQ$6& 占居 !"#$%&#’( 系统发

育分支中的一个独立亚分支，其与临近 ! C .-+’(#,%1/*’( RIFH$&1%3 和 ! C -2.# L)G!$3 之间的序列相似性分别为

0"O((N和 0"O"$N。根据国际系统细菌学委员会提出的细菌种属分类标准，该独立表观群构成了一个不同于

!"#$%&#’( 内各种的新种群。该研究结果丰富了现有根瘤菌分类系统，将为国际上现有 !"#$%&#’( 的 #! 个种中再增

添一个新的分类单元。
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错综复杂的地形和变化多端的气候条件造就了西藏自

治区生态环境的多样，也促成其植物种类远远超过我国大部

分省区，仅报道的豆科植物已达 (# 属 $&" 种［#］，约占 #05# 年

全世界豆科植物统计数的 #%N［$］。我们在调查该地区共生

根瘤菌资源的基础上，根据形态、生态、酶反应、遗传等方面

的特性对西藏林芝和拉萨地区的根瘤菌进行了数值分类研

究，发现了一个新表观群［&］。为了进一步研究新类群的系统

发育地位，作者对其中心菌株 PQ$6& 进行了 #"I ,FGH 的全序

列测定，并进行了群内菌株之间以及中心菌株与已知根瘤菌

种模式菌株之间的 FGH 同源性分析。

$ 材料和方法

$($ 材料

$($($ 菌株：表 # 为本研究所用菌株。其中 1 个待测菌株

为前期数值分类得到的独立表观群菌株。标准菌株由中国

农业大学菌种保藏中心（LLTHR）提供。#"I ,FGH 全序列测

定选 用 新 表 观 群 中 心 菌 株 PQ$6&，寄 主 为 毛 果 葫 芦 巴

（)*#+%,-../ 3’&-14-,1）。序列相似性分析过程中参比菌株的序

列来自 J*=T.=U。

表 $ 供试菌株寄主及来源

3.+4* # VM<@< .=D <M-,B*< MW @*<@*D <@,.:=<

I@,.:=< VM<@< IM-,B*<

PQ$6&
PQ!"6(，PQ#$6!，PQ!!6#，PQ!065
PQ#!6!
PQ#16!
! C (%,+%.-,1- RIFH#5!!3"

! C +/..#4’( RIFH$0#53

! C "/#,/,-,1- X""
! C .-+’(#,%1/*’( RIFH$&1%3

! C -2.# L)G!$3

! C 2*%3#4# LXH35003

)*#+%,-../ 3’&-14-,1
012*/+/.’1 (#.#,+-,1#1
012*/+/.’1 .’4#5’1
)*#+%,-../ -(%5#
6-5#4/+% *’2"-,#4/
7"/1-%.’1 8’.+/*#1
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7#1’( 1/2#8’(
7"/1-%.’1 8’.+/*#1
7"/1-%.’1 8’.+/*#1

P:Y.=>，LZ:=.
P:Y.=>，LZ:=.
P:Y.=>，LZ:=.
P:Y.=>，LZ:=.
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V.:=.=，LZ:=.
H9*,:B.
[*7:BM
H9*,:B.

RIFH：3Z* R=:@*D <@.@*< F*E.,@9*=@ MW H>,:B-4@-,*；L)G：L*=@,MD* X=\*<@:>.@:M= <M+,* ):A.B:M= D* G:@,M>*=M，R=:\*,<:D*D
G.B:M=.4 H-@M=M9. D* [*7:BM，L-*,=.\.B.，[*7:BM；LXH3：]Z:YM+:-9 LM44*B@:M=，L*=@,M X=@*,=.@:M=.4 D* H>,:B-4@-,. 3,ME:B.4，
L.:，LM4M9+:.；3：@/E* <@,.:=C



!"!"# 主要试剂和材料：!"# 提取试剂和 $%& 反应试剂盒

购自华美生物工程公司，$%& 扩增引物由上海生工生物工程

技术 服 务 有 限 公 司 合 成，$%& 产 物 纯 化 试 剂 盒 购 自 荷 兰

’(#)*" 公司，$%& 测序反应试剂盒购自美国 +,-./.012 公司。

!"# $%& 提取

!"# 提取主要参考 345265［7］和 8-9:.-:［;］的方法。

!"’ $%&（() *）+,-. 及 $%&/$%& 杂交

!"#（)< %）2-=>含量采用热变性方法［?］，!"#@!"# 杂交

采用液相复性速率法［A］，在 +(B@CD 型紫外分光光度仪上测定。

!"0 !12 3$%& 的 4*5 扩增

以总 !"# 为摸板，用引物 $E：;F@%)))#G%%#)#)GGG)#
G%%G))%G%#)##%)##%)%G@HF；引物 $?：;F@%)))#G%%G#%)
)%G#%%GG)GG#%)#%GG%#%%%%@HF，经 $%& 反 应 扩 增 出 E?I
5!"#，其 扩 增 条 件 为：J7K ;2,:；J7K C2,:，;?K C2,:，ACK
H2,:，HD 个循环；ACKED2,:。

!"6 !12 3$%& 测序

将上 述 $%& 产 物 纯 化 后 做 为 模 板，用 L&9-L42,:1
G152,:40-5 %/M=1 I1N61:M,:O P,0 进 行 测 序 反 应，最 后 用 #+(
3-L1= HAA !"# 测序仪进行序列测定。

# 结果

#"! 新表观群群内菌株的 $%&（( ) *）+,-.含量和 $%&
同源性

由表 C 可以看出，新表观群各菌株的 !2 值在 AAQ7K R

AJQCK之间，!!2 为 EQSK，小于同种细菌不同菌株之间 !2

值相差 ;K 的规定［S］。!"#（) < %）2-=> 含 量 在 ;JQ;> R
?HQH>之间，符合 "#$%&’$() 属的范围［J］，群内各菌株与中心

菌株 TUC@H 的 !"# 同源性在 A7QH> R JCQH>之间。另外表 H
的实验结果表明，TUC@H 与同一系统发育分支上已知根瘤菌属

种的同源性在 D> R 7AQ7>之间，按照国际分类委员会细菌系

统学分委会的建议［S］，AD>的 !"# 同源性作为定种的界限，则

从西藏林芝、拉萨地区分离的新表观群为一个新种群。

表 # 新表观群的 $%& 分析

G4V=1 C !"# 4:4=/.,. -W 091 :1X Y91:-0/Y,M O5-6Y

I054,: !2ZK （) < %）2-=Z>
!"# 9-2-=-O/ 51=401L

.054,: TUC@HZ>

TUC@H AAQJ ?DQ? EDD

TU7?@; AAQ7 ;JQ; S?QE

TUEC@7 ASQH ?EQ7 A7QH

TU77@E AAQA ?DQE SDQC

TU7J@S AJQC ?HQH A?QE

TUE7@7 ASQ; ?EQS JCQH

TUEA@7 ASQE ?EQE S7Q;

表 ’ 78#/’ 与已知种的 $%& 同源性

G4V=1 H G91 =1[1= -W !"# 9-2-=-O/ V10X11: TUC@H

"""

4:L 091 0/Y1 .054,:.

G/Y1 .054,: !"# 9-2-=-O/Z> G/Y1 .054,: !"# 9-2

"""

-=-O/Z>

"""

\I!#ES77 CHQ? \I!#CHAD 7AQ7

"""
\I!#CJES EDQS %]"7C D

(?? D %(#GSJJ ;QJ

#"# 78#/’ !12 3$%& 全序列的相似性比较及系统发育

用 #+( 3-L1= HAA !"# 测序仪对纯化后的 E?I 5!"# $%&
产物进行序列测定，结果提交 )1:+4:^，申请得到的国际基因

库接受号（#MM1..,-: "-_）为 !’DJJA7;。将该序列与根瘤菌已

知种及相关细菌种属的相应序列进行比较，转化为 $‘ab($
软件可以识别的形式后，用 !"#!(IG 应用程序计算各菌株之

间的遗传距离，并按照 I40,-6 和 "1, 的方法进行聚类分析［J］，

用 !&#c)&#3 和 !&#cG&** 应用程序，得到以 E?. 5!"# 全

序列为基础的系统发育树（图 E）。

图 E 的结果表明，所有根瘤菌及其相关土壤根癌杆菌在

系统发育中基本分成 "#$%&’$()、*$+&,#$%&’$()、-.,&’/012,$()@
"#$%&’$()、324&,#$%&’$()、-%&,#$%&’$() 和 5,/67,#$%&’$()? 个 分

支，其 中 西 藏 根 瘤 菌 新 表 观 群 中 心 菌 株 TUC@H 与 " _
82.()$+&4/,()、" _ 21$8$ 亲缘关系最近，相似性分别为 J?Q;;>
和 J?Q?C>，位于 "#$%&’$() 发育分支。由于该分支含有与

" _ 1,&9$0$$ 亲缘关系密切的-. _ ,#$%&.2+42，已有一些学者建议

将这一分支进行细分。这与许多研究者的结果一致［ED］。

’ 结论

本研 究 表 明，西 藏 豆 科 植 物 毛 果 葫 芦 巴（ !,$.&+288/
9(’2402+4 ）、米 林 黄 芪（ -41,/./8(4 )$8$+.2+4$4 ）、光 亮 黄 芪

（-41,/./8(4 8(0$6(4）和齿荚葫芦巴（ !,$.&+288/ 2)&6$）根瘤菌构

成的独立表观群具有较高的 !"# 同源性，群内菌株的 !"#
同源性#A7_H>，中心菌株 TUC@H 与已知参比菌模式菌株的

!"# 同源性$7A_ 7>。E?I 5!"# 全序列分析测定了 TUC@H
代表的新菌群与已知根瘤菌相关菌种的遗传距离，揭示了它

们之间的亲缘关系，根据国际系统细菌学委员会提出的细菌

种属分类标准，结合新表观群的数值分类结果，可以认为分

离自西藏地区的这些菌株构成根瘤菌的一个新种。
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图 ! !"# $%&’全序列的系统发育树状图
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［ ! ］ "#$%&#% "’( )*+*,-.%/+.#% #0 )12 3/&* 4#-5#&.+.#%，)12

,*/&&#4./+.#% /%6 712 $83,.6.9/+.#% #0 3/4+*,./: %;4:*.4 /4.6(
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AG!(
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分析 ( 微生物学报，GII<，%!（<）：<<H ? <<B(
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