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摘 要：对分离自中国 %!个不同省（自治区）的 0/株豇豆和绿豆根瘤菌及 %#株参比菌株进行了唯一碳、氮源利用，
抗生素抗性，抗逆性和酶活性等 %#&个表型性状的测定，并用 EFG1H软件进行聚类分析。表型性状测定结果发现，
所有菌株都有极其广泛的碳、氮源利用谱，大多数菌株可在较宽的 IJ（IJ .?$ ’ %%?$）值范围内生长，大部分菌株能
在 40K高温条件下生长，个别菌株能耐受 "$K高温较长时间（#$ ’ !.+9;）的热激。聚类分析结果表明，全部供试菌
株在 "4?.L的相似性水平上分为两大群：一个群为慢生菌群，另一群为快生和中慢生菌群；在 0/L的相似性水平上
分为 0个亚群。在数值分类的基础上，又将参比菌株增加到 ##株，对 0/株待测菌株进行了 %"H -(GM NOP3P5QN分
析，%"H -(GM NOP产物经 !"# !、!$%C"、&’("和 )*+ " !种内切酶酶切共产生 4!种遗传图谱类型，经 R)2OD+I6-

#软件聚类后，在 0/L的相似性水平上也可划分为 0个亚群，与数值分类的结果有很好的一致性。
关键词：豇豆；绿豆；根瘤菌；数值分类；%"H -(GM NOP3P5QN；多样性
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根瘤菌是一类广泛存在于土壤中的革兰氏阴性

细菌，它能够侵染豆科植物的根部或茎部形成共生

体———根瘤（或茎瘤），并在其中将空气中游离态的

氮气转化成植物可以利用的化合态氮，为宿主植物

生长提供必需的氮素营养。根瘤菌与豆科植物的共

生固氮作用是生物固氮中固氮效率最高的体系，在

我国“西部大开发”和农、林、牧业的可持续发展过程

中可发挥重要作用［%］。

豇豆［*D:I)6，,$-%" +%-+$.+*"/"（QT）U62I）］和
绿豆［+V;W ,)6;，,$-%" 0"1$"/"（QT）U92*A)X］同属于
豆科（ 2#-+3$%4’"#），蝶形花亚科（5"($*$4%4$1#"#），豇
豆属（,$-%"），是一年生草本植物。豇豆和绿豆都属
于小杂粮，生育期短，适应范围广，耐旱耐瘠；能与大

宗作物实行间作套种，是我国种植业结构调整的特

色作物；富含植物蛋白、多种氨基酸和维生素及其它

多种特殊营养素，具有医、食双重功能，是人类食物

构成中的重要粮食品种，是食品工业的重要原料和

养殖业的重要饲料。

我国幅员辽阔，自然生态条件复杂多样，豆科植

物种类繁多，根瘤菌种质资源丰富多样。迄今为止，

豇豆和绿豆根瘤菌在根瘤菌系统发育中的确切分类

地位还不明确。因此，很有必要对我国豇豆和绿豆

根瘤菌种质资源进行系统的调查研究，以确定它们

在根瘤菌系统发育中的确切分类地位，为豇豆及绿

豆根瘤菌种质资源的保护、开发和利用奠定基础。

! 材料和方法

!.! 材料
!.!.! 菌株及培养条件：共选取待测菌株 0/株，参
比菌株 ##株。待测菌株宿主为豇豆和绿豆，分别采
自山东、河南、河北、新疆、内蒙、湖北、江苏、浙江、安

徽、江西、四川、广东、福建和云南等省（自治区），供

试根瘤菌的菌株代号、宿主植物名称及来源参图 %、
图 #。
供试菌株均用 YEM（B)6Z@3+6;;9@D2 6W6-）培养

基［#］，菌体收集时用液体 1Y培养基［4］，培养温度为
#&K。全部供试菌株均按照 [9;*);@ 经典方法［!］进
行分离、纯化，并镜检验证。

!.!./ 回接结瘤试验：参照文献［.］进行操作。
!.!.0 试剂和仪器：溶菌酶（N-D+)W6），蛋白酶 \
（N-D@)9;6Z) \，E)-*X），6"7 酶（ 16\6P6）， ]G1NZ
（16\6P6），各种限制性内切酶（16\6P6），(GM E6-X)-
（H6;WD;），数值分类所用碳、氮源（N-D+)W6），各种抗
生素（N-D+)W6），其他生化试剂均为国产分析纯或电
泳纯。NOP扩增仪（E^ P)Z)6-*= N1O3#$$），凝胶成像
系统（M2I=6F+6W)-1EM2I=6 F;;D@)*=）。



!"# 数值分类
!"#"! 生理、生化性状的测定：参照文献［!］的方法。
!"#"# 结果处理及分析方法：生理生化性状测定结
果按阳性反应记为“"”，阴性反应记为“#”，不确定反
应记为“$”进行编码［!］。编码后输入计算机，并去
除全同性状。然后用 %&$’(软件（中国科学院微生
物所研制）采用简单匹配系数（()*）和平均连锁聚类
方式（+,-%.），得出树状图（图 "）。
!"$ !%& ’()* +,-.-/0+ 分析
!"$"! /$.提取：参照文献［0］中总 /$.的快速提
取方法，并略作修改。以已知浓度的!/$.作为分
子量标准，用 #123琼脂糖凝胶电泳检测总 /$.的
大小和纯度。

!"$"# "0( 4/$.的 ,56扩增
,56 扩 增 所 用 正 向 引 物 7/"（ !89

.-.-’’’-.’55’--5’5.-9:8）和反向引物 4/"（!89

..--.--’-.’55.-559:8）分别对应于 ! ; "#$%
"0( 46$.基因序列的第 2 < =>和第 "!=? < "!?#碱基
位置［>］。

,56扩增条件参照文献［2］略作修改：@!A
:*BC；@?A "*BC，!0A "*BC:#)，>=A =*BC，:# 个循
环；>=A "#*BC。,56 扩增结束以后电泳检测 ,56
扩增产物的大小（约 "1!DE）并估测其浓度。
!"$"$ 酶切与电泳：参考文献［@］选 &’( "、
&%) 7#、*+,#和 -$.# ?种内切酶对 ,56扩增产物
进行酶切。=1!3的琼脂糖凝胶电泳后，用自动凝胶
成像系统拍照。

!"$"1 电泳图谱分析：使用 -FG5H*IJ4 $软件对 ?
种内切酶的酶切图谱采用平均连锁聚类方式

（+,-%.）进行聚类分析，得到树状图。

# 结果和分析

#"! 数值分类结果和分析
#"!"! 数值分类聚类分析：从图 "中可以看出，所
有供试菌株在 0:1!3的相似性水平上分成两个大
群，其中一群为慢生菌群，包括 /0’1203%4#5%.6 属的
:株参比菌株和 ?"株待测菌株；另一群为快生和中
慢 生 菌 群， 包 括 73%4#5%.6、 8%)#03%4#5%.6、
*(+#03%4#5%.6、和 -90#5’":(0%.6 中的参比菌株及 :!
株待定菌株。在 >21=3的相似性水平上，可分为 >
个亚群（)KEL4HKI)，!株以上）。
亚群 "包括 -90#5’":(0%.6 :.6(;’"%()+ &.% ":"=@’

和 "@ 株待测菌株，说明这些菌株可能属于
-90#5’":(0%.6。这些株菌经过初步结瘤试验证明均

不能与原宿主结瘤，还有待重复结瘤试验或并对其

中心菌株进行 "0( 46$.基因或 )#1、)%; 等与结瘤固
氮相关基因的序列分析来确定其是否为土壤杆菌。

亚群 = 由参比菌株 73%4#5%.6 (:$% 5M$?=’ 和 >
株待测菌株组成，说明 >株菌应属于 73%4#5%.6。但
只有 55N.+ !":>@ 与参比菌株相似性较高，达到
2@3，其余 0株菌与参比菌株相似性相对较低，其中
55N.+ =!==#、55N.+ =!=:= 和 55N.+ :!=!09" 在
2!3相似性水平上聚在一起。
亚群 : 由 = 株 73%4#5%.6 $(9.6%)#+’0.6 参比菌

株（+(/. =:>#’、"=>O">）和分离自湖北的 : 株豇豆
根瘤菌组成，相似性为 2:1!3。
亚群 ? 由分离自浙江的 = 株绿豆根瘤菌

（55N.+ :!#"!、55N.+ :!#:#）和 8%)#03%4#5%.6 属 :
株参比菌株组成，相似性为 2:3，说明这 = 株菌应
归属 8%)#03%4#5%.6。
亚群 ! 由 = 株 /0’1203%4#5%.6 <’,#)%".6 已知参

比菌株和 2 株待测菌株组成。其中 55N.+ =:=:0、
55N.+ ?:"@>、55N.+ ::#?" 与 已 知 参 比 菌 株
/0’1203%4#5%.6 <’,#)%".6 +(/. 0’ 和 N"!的相似性高
达 2!3，可能属于 / ; <’,#)%".6 的不同菌株；而其余
!株菌则可能为不同于 / ; <’,#)%".6的慢生根瘤菌。
亚群 0全部由 "? 株待测菌株组成。这些菌有

很大的多样性，在 2"3的相似性水平上又分成 =个
小的分支：55N.+ ?:#:"、55N.+ ?:"="、55N.+
0!#00、55N.+ 0":"2组成分支 "，都是豇豆根瘤菌；
55N.+ :!"209"、55N.+ :!=>=、55N.+ 0":":、55N.+
0":"0、55N.+ !""">、55N.+ !"=@!、55N.+ !":!>、
55N.+ !"=0:、55N.+ ::#02、55N.+ ?:#22 组成分
支 =。
亚群 > 由已知参比菌株 /0’1203%4#5%.6 ($=’)%%

+(/. >0’ 和 ": 株待测菌株组成。同样，这群菌也
存在较大的多样性，在 223的相似性水平上也分成
=个小的分支：其中 55N.+ ::#"=9"、55N.+ ::#"=9
=、55N.+ ::#""、55N.+ :!"":、55N.+ ::":>、
55N.+ !"">>、55N.+ !"=!? 和 已 知 参 比 菌 株
/0’1203%4#5%.6 ($=’)%% +(/. >0’ 组成分支 "；55N.+
::">?、55N.+ =:#""、55N.+ =:##"、55N.+ :!=!09=、
55N.+ !"#"=、55N.+ :!"="组成分支 =。
#"!"# 鉴别特征的选择：从上述聚类结果的各亚
群中找出出现频率!@!3的特征为该亚群的鉴别特
征。即该亚群中 @!3以上的菌株均表现为正反应
的记为“ P”，均表现为负反应的记为“ Q”，出现频率
介于 03 < @!3记为“R”（表 "）。
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图 ! 数值分类树状图（"#$%&）
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表 ! 数值分类各亚群及未聚群参比菌株的鉴别特征!

!"#$% & ’()*(+,*(-% ,."/",*%/()*(,) 01 %",. )2#3/024 "+5 (+5(-(52"$ /%1%/%+,% )*"(+)

"
""

!

’()*(+,*(-% ,."/",*%/()*(,)
62#3/024) "+5 (+5(-(52"$ /%1%/%+,% )*/"(+)

& 7 8 9 : ; < " #
’()*(+,*(-% ,."/",*%/()*(,)

62#3/024) "+5 (+5(-(52"$ /%1%/%+,% )*/"(+)

"" & 7 8 9 : ; < " #
=44$(,"*(0+ 01 )0$% ,"/#0+ )02/,% =44$(,"*(0"" + 01 )0$% +(*/03%+ )02/,%

"">+50$%",%*(,=,(5 ? ? ? ? ? ? ? ? ? @$A 5 ? ? ? ? ? ? ? ?

""’? =/"#(+0)% B B 5 5 ? 5 B ? ? C ? D%* ? ? 5 ? ? ? ? ? ?
’（ B） ""? =/"#(*0$ B B B B ? B 5 B ? C ? E/0 B 5 5 5 ? ? ? B ?

""F"$,(2G3$2,0+"*% 5 ? ? 5 5 5 B ? ? C ? !./ B ? ? ? ? ? ? B ?

""F"$,(2GG"$0+"*% ? ? ? ? ? 5 ? ? ? ’C ? =$" B B 5 5 ? ? ? ? B

""’%H*/(+ ? 5 5 5 ? ? 5 B ? C ? =/3 B B 5 B 5 5 5 B B

""’2$,(*0$ B B B 5 ? ? ? B ? C ? =)4 B B B 5 B 5 5 B B

""D%)0 ? %/A*./(*0$ ? 5 B B ? ? ? ? ? C ? FA) B B 5 5 5 5 5 ? B

""I/2*0$ B 5 B ? 5 5 5 ? ? ’ ? @$2 B 5 5 5 ? ? 5 B B
’（ B）? @"$",*0)% B B B B ? ? 5 B B C（ B）"" ? @$2 B B B 5 B B B B B

""@$2,0)% B B B B ? 5 5 B B JA40H"+*.(+% B B B B 5 B B B B

"">+0)(*0$ B B B B 5 ? ? B B C ? >$% B B B B 5 B B B B

"">+2$(+ ? ? ? ? ? ? ? ? ? C ? CA) B B 5 B 5 B B B B

""C",*0)% B B B B ? 5 ? ? B C ? E.% B B B B 5 B B B B

""D"$"*% B B ? 5 5 B B B B ’ ? !./ 5 ? ? ? ? ? ? ? ?

""D"$*0)% B B B B ? ? ? B B C ? K"$ B B B 5 5 B B B B

""’? D"++0)% B B B 5 ? 5 5 B B C ? !/4 B B 5 5 ? B B B B
""D%$%L(*0)% 5 ? ? ? ? ? ? ? ? C ? J() B B 5 5 ? ? ? B B
""D%$(#(0)% B 5 B 5 ? 5 B B B F.%G(,"$ 5A%)
""EA/2-"*% 5 B 5 5 5 B 5 ? ? M()G"/N M/0O+ B 5 ? ? ? ? ? ? ?

P"11(+0)% B B B 5 ? 5 ? ? ? M/0G0*.AG0$ #$2% ? ? ? ? ? ?"" ? ? ?

""P."G+0)% B B B B ? ? ? B B F0+30 P%5 B B B B B B B B B

""’? P(#0)% 5 5 5 5 ? ? ? B B Q/A*./0)(+ M 5 ? ? ? ? 5 5 ? ?

""6"$(,(+ B ? ? 5 ? ? ? ? ? @%+*("+ K(0$%* ? ? ? ? ? ? ? ? ?
605(2G=,%*"*% B 5 5 5 ? B B B ? R%*.A$%+% M$2% B 5 ? ?"" ? 5 B ? ?
605(2GF(*/"*% B B 5 5 5 5 5 ? ? R%*A$A @/%%+ 5 5 ? ? 5 5"" 5 ? ?
605(2G10/G"*% ? ? ? ? ? ? ? ? ? R%2*/"$ P%5 ? ? ? ? 5 B B"" ? ?
’ ? 605(2GF(*/"*% B ? ? 5 5 B B ? ? 605(2G R(*/(*% B B"" 5 5 ? ? ? ? ?
605(2GJ(442/"*% ? ? 5 5 ? 5 B ? ? 605(2G 5%0H1,.0$"" (, ",(5 B B B B B B B B ?

""605(2G62,,(+"*% B B 5 5 5 B B B B 6"$* *0$%/"+,%
’ ? 60/#(*0$ 5 B B B ? ? ? ? B R"F$（&S）"" B 5 ? 5 ? ? ? ? ?
60/#0)% ? 5 ? 5 ? 5 5 ? ? R"F$（7S）"" B 5 ? 5 ? ? ? ? ?
6*"/,. ? ? ? ? ? ? ? ? ? R"F$（8S）"" 5 ? ? ? ? ? ? ? ?
62,/0)% B B B B ? 5 5 B B R"F$（9S）"" ? ? ? ? ? ? ? ? ?
6A/(+3(,",(5 ? ? ? ? ? ? ? ? ? R"F$（:S）"" ? ? ? ? ? ? ? ? ?

""605(2G!"/*"/(, ? ? 5 ? 5 5 5 ? ? !%G4%/"*2/%

""!/%."$0)% B B B 5 ? ? ? B B 9T ? ? ? ? ? ? ? ? ?

""K"+($$(,",(5 ? ? ? ? ? ? 5 ? ? &UT 5 ? ? ? ? ? ? ? ?

""VA$0)% B B B 5 5 5 5 B B 8<T 5 B 5 5 5 B 5 ? ?
’C ? =)+ B 5 ? ? ? ? ? ? ? ;UT（7UG(+）"" B B B B B B B B B
=+*(#(0*(,)!! ;UT（9:G(+）"" 5 5 ? ? ? ? ? ? ?
=G4(,($$(+［"］ ""5 B ? 5 5 5 5 B B 4J
=G4(,($$(+［#］ ""5 5 ? ? ? ? 5 ? B 4J 9WU ? ? ? ? ? ? ? ? ?
=G4(,($$(+［,］ ""? ? ? ? ? ? ? ? B 4J :WU B B B ? 5 5 B ? B
=G4(,($$(+［5］ ""? ? ? ? ? ? ? ? B 4J XWU B B B B B B B B B
F.$0/"G4.%+(,0$［"］ ""B B 5 5 B B B ? B 4J &UWU B B ? B 5 5 5 ? B
F.$0/"G4.%+(,0$［#］ ""5 5 5 ? B B B ? B 4J &&WU B B ? B 5 ? ? ? ?
F.$0/"G4.%+(,0$［,］ ""5 5 ? ? B B B ? B 4J &7WU B 5 ? 5 ? ? ? ? ?
F.$0/"G4.%+(,0$［5］ ""? ? ? ? 5 5 5 ? ? C(*G2) D($N P%",*(0+
Q/A*./0GA,(+［"］ ""B B 5 B B B B B B =,(5 E/052,*(0+ ? ? 5 5 ? ? ? B B
Q/A*./0GA,(+［#］ ""B 5 5 5 B 5 B B B =$N"$( E/052,*(0+ ? ? ? ? B B B ? ?
Q/A*./0GA,(+［,］ ""B 5 ? ? 5 5 B B B E%4*0+(L"*(0+ B B 5 B ? ? ? B B
Q/A*./0GA,(+［5］ ""? ? ? ? ? ? ? ? ? =,(5 F2/% ? ? ? ? ? ? ? B B
Y"+"GA,(+［"］ ""B B 5 5 B B B B B P%52,*(0+ B B B B ? ? ? B B
Y"+"GA,(+［#］ ""5 ? ? ? 5 5 ? ? B Z*.%/)
Y"+"GA,(+［,］ ""? ? ? ? 5 5 ? ? B F"*"$")% B B B B B B B B B
Y"+"GA,(+［5］ ""? ? ? ? 5 ? ? ? B [/%")% B B B B B B B B B
R%0+A,(+［"］ ""B 5 5 ? B B B ? B C ? E.%+A$"$"+(+")% 5 ? ? ? ? ? ? ? ?
R%0+A,(+［#］ ""? ? ? ? B B B ? B ZH(5")% 5 5 5 B B 5 5 B B
R%0+A,(+［,］ ""? ? ? ? 5 B B ? ? =,(5 E/052,*(0+ B B B B 5 5 ? B B
R%0+A,(+［5］ ""? ? ? ? ? ? 5 ? ? =$N"$( E/052,*(0+ ? ? ? ? B B B ? ?
M",(*/",(+［"］ B B B B B B B B B 8 ? Y%*0 ? C",*0)% E/052,*(0+ 5 ? ? ? ? ?"" ? ? ?
M",(*/",(+［#］ B B B B B B B B B D%*.A$%+% M$2% P%52,*(0+ B B 5 5 ? ? 5 B"" B
M",(*/",(+［,］ ""B B B 5 B B B B B R($% M$2% P%52,*(0+ B B B B 5 5 ? ? ?
M",(*/",(+［5］ ""B B 5 5 B B B B B R(*/"*% P%52,*(0+ 5 5 ? 5 ? 5 B ? ?
M",(*/",(+［%］ ""B B 5 ? B B B ? ? @/0O*. (+ E%4*0+% M/0*. B ? ? ? ? ? ? ? ?
6*/%4*0GA,(+［"］ B B B 5 5 5 B B B 6*/%4*0GA,(+［,］"" 5 5 ? ? ? ? 5 B B
6*/%4*0GA,(+［#］ B B 5 ? 5 ? B B B 6*/%4*0GA,(+［5］ 5 ? ? ? ? ? 5 B B

! "：! W "#$% R\E 77&8!；#：! W "#$% R\E 777<；B：#X:S )*/"(+) O(*. 5()*(+,*(-% ,."/",*%/()*(,)；?：$:S )*/"(+) O(*. 5()*(+,*(-% ,."/",*%/()*(,)；5：;S ] X:S )*/"(+) O(*.
5()*(+,*(-% ,."/",*%/()*(,)W !!［"］̂ :!3_GC；［#］̂ :U!3_GC；［,］̂ &UU!3_GC；［5］̂ 8UU!3_GC；［%］̂ 9UU!3_GCW

9;‘ \J=R@ a0+3b1" &$ ’" W _()$’ !%)*#+%#"#,%)’ -%.%)’（7UU;）9;（;）



由表 !可以看出，豇豆和绿豆根瘤菌在生理生
化、抗逆性等许多方面都具有多样性：所有菌株都有

极其广泛碳氮源利用谱，大多数菌株可在较宽的 "#
值范围内生长，有些菌株可抗高浓度（$%%!&’()）抗
生素，大部分菌株能在 $*+高温条件下生长，个别
菌株能耐受 ,%+高温较长时间（-% . /0(12）的热激。
这些表型特征的测定不仅为豇豆和绿豆根瘤菌种质

资源的开发和合理利用奠定了一定的基础，还为进

一步研究其生理生化机制提供了理论依据。

!"! #$% &’() *+,-,./*结果和分析
!"!"# !,3 4567 89: 产物的酶切图谱类型：*; 株
待测菌株与 --株已知参比菌株的 !,3 4567 89:产
物经 !"# "、$%& #、$’( <"、)*+ "酶切后分别产
生 !-、!$、!/、!, 种带型，这 / 种酶组合在一起所得
到的 !,3 4567遗传图谱类型共有 $/种。
!"!"! !,3 4567 89:=:>)8 聚 类 结 果：使 用
?@A9B("C4$软件对 /种内切酶的酶切图谱采用平
均连锁聚类方式（D8?E7）进行聚类分析，得到树状
图（图 -）。
在 *;F的相似性水平上全部菌株基本上按照

,-%./-0’123’#4、 )&*2-0’123’#4、 !5-23%67&-’#4、
80’123’#4、9’(2-0’123’#4 属的不同而分为 0个大的分
支。在 ;!F的相似性水平上全部菌株分为 *个群，
此时在 *;F的相似性水平上划分的 )&*2-0’123’#4
分支不能聚群（图 -）。群"对应于数值分类表观群
中的亚群 ,的第 -个发育分支。群$对应于数值分
类结果表观群中的亚群 *。群#包括了数值分类结
果表观群中的亚群 0、亚群 ,的第 -个发育分支以及
未聚群的菌株 99G7D -$-%H、99G7D /$%*$、99G7D
0!!*-和 99G7D /$!$0。群%对应于数值分类结果
表观群中的亚群 !。群&对应于数值分类结果表观
群中的亚群 $。群’包含在数值分类结果表观群中
的亚群 -中。群(对应于数值分类结果表观群中的
亚群 /。
可见，!,3 4567 89:=:>)8 聚类结果与数值分

类聚类结果较为一致，说明本研究的结果是可靠的。

0 讨论

0"# 豇豆和绿豆根瘤菌在根瘤菌多相分类和系统
发育研究中的地位

早期的根瘤菌分类是以互接种族（94BII=
12BJKACL1B2 &4BK"I）为主要依据的。豇豆族是一个杂

族［!%］，包括豇豆属、胡枝子属、猪屎豆属、葛属、链荚

豆属、刺桐属、落花生属、山蚂蝗属、柱花草属和木蓝

属等多个属的豆科植物。

本研究中，分离自豇豆和绿豆根瘤的 *; 株菌，
在数 值 分 类 中 归 到 不 同 的 表 观 群 中，其 中

,-%./-0’123’#4 属 /! 株、!5-23%67&-’#4 属 !; 株、
80’123’#4属 !%株和 9’(2-0’123’#4 属 -株，另有 0株
未与已知参比菌株聚群，)&*2-0’123’#4 属中不含待
测菌株。说明豇豆和绿豆根瘤菌存在着极大的表型

多样性，!,3 4567 89:=:>)8 分析的结果也很好地
证明了这一结论。

以前的研究发现，豇豆和绿豆根瘤菌主要是慢

生菌（ ,-%./-0’123’#4），但也发现有少数的快生
菌［!!］，但未做分类鉴定。在快生待测菌株中，分离

自浙江豇豆根瘤的 99G7D $!%!0和 99G7D $!%$%在
数值 分 类 和 !,3 4567 89:=:>)8 分 析 都 与
9’(2-0’123’#4已知参比菌株聚在一起，说明这两株
菌属于 9’(2-0’123’#4，这是以前文献从未报道过的
一个新的发现。

?@4(C2B等［!-］对分离自 $$ 种豆科植物根瘤的
!!;株根瘤菌采用 !,3 4567 89:=:>)8、-$3 4567
89:=:>)8和 !,3=-$3 4567 MN3 89:=:>)8分析进行
了多相分类和系统发育研究，研究中所用的 *株豇
豆根 瘤 菌 全 部 为 慢 生 根 瘤 菌，分 别 归 属 于

,-%./-0’123’#4 :%+2(’6#4、,-%./-0’123’#4 &";%(’’ 和未
定种的慢生根瘤菌群中。在 7OC1PBB 等［!$］的研究
中，!! 株豇豆根瘤菌也全都归到了 ,-%./-0’123’#4
中。

QBAP@=(@IR@A等［!/］对分离自 !0 种木本和 $ 种
草本豆科植物根瘤的 !;0 株根瘤菌采用 !,3 4567
89:=:>)8、-$3 4567 89:=:>)8、!,3=-$3 4567 MN3
89:=:>)8和 !,3 4:67基因全序列分析进行了多相
分类和系统发育研究，其中分离自豇豆根瘤的菌株

分 别 属 于 80’123’#4 &7"’、 80’123’#4 5%"&5%5&、
,-%./-0’123’#4 /#%(4(5&(*& 和未定种 ,-%./-0’123’#4
I"S。
0"! 土壤杆菌在根瘤菌多相分类和系统发育研究
中的地位与争议

!5-23%67&-’#4 在根瘤菌分类和系统发育研究
中，几乎总是和 80’123’#4 同处于一个发育分支，两
个属的各个种之间也总是相互交织在一起，其分类

地位和命名是近年来颇具争议的热门话题［!0 . !H］。

0,H张勇法等：我国豇豆和绿豆根瘤菌的数值分类及 !,3 4567 89:=:>)8研究 S ’微生物学报（-%%,）/,（,）



图 ! "#$ %&’( )*+,+-.) 聚类结果（/)01(）
!"#$% &’()*#+,+-". -/++ 0+/"1+0 2/*3 456 /789 &:;<;!=&（>?",# @&AB9 3+-’*0）$

在根瘤菌多相分类和系统发育研究中，土壤杆

菌的来源以及能否单独结瘤问题，也是一个由来已

久、颇具争议的问题。最近，B’C30" 等［4D］用 !"# 9
基因标记从菜豆根瘤分离得到的 $!%&’()*+%,"- 菌
株，通过一系列的结瘤试验证明：$!%&’()*+%,"- 菌株

单独回接菜豆不能结瘤，而与从菜豆根瘤分离、回接

结瘤的 ./,0&’,"- 属根瘤菌混合回接菜豆可以结瘤，
并且在所结的根瘤中可以检测到 $!%&’()*+%,"- 和
./,0&’,"-的共同存在。这一研究结果表明，人们经
常从豆科植物的根瘤中分离到土壤杆菌并不是操作

55E FG98A H*,#<2C +* (1 $ I$)*( 2,)%&’,&1&!,)( 3,4,)(（%JJ5）K5（5）



中的污染，而是土壤杆菌能够在与之亲缘关系较近

的根瘤菌协助下进入根瘤，并在根瘤中定植、生长。

!"! 本研究有待进一步深入研究的问题
本研究所用待测菌株大部分都是慢生根瘤菌，

快生根瘤菌（!"#$%&#’( 和 )#*%+"#$%&#’(）菌株数量较
少，中慢生根瘤菌发育分支未发现待测菌株。因此，

需要进一步扩大菌株数量，尤其快生和中慢生菌株

的数量进行更深入的研究，以便进一步验证本研究

中快生根瘤菌的种属分布，并探索豇豆和绿豆根瘤

菌在快生根瘤菌其它种以及中慢生根瘤菌属中是否

有分布。

另外，需要用其它分子生物学方法（如 !"#$%&’、
()*%等）对这些菌株进行分析，进一步揭示它们的
遗传多样性。对与已知参比菌株聚群的待测菌株，

要进行 +,- !’.(基因序列测定或 /.($/.(杂交来
确定它们的确切分类地位。

在 +,- !/.( %&’$’)*% 分析中，&&0(1 2345+、
&&0(1 23+++$+和 &&0(1 23627、形成一个独立的小
分支，未与任何参比菌株聚群，在数值分类分析中与

其它参比菌株关系也比较远，可能是一个新的种群，

需要扩大菌株数量做进一步研究。
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