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摘要:【目的】研究我国亚热带和温带地区与山蚂蝗共生的慢生根瘤菌遗传多样性和系统发育。【方法】采用
BOX-PCR 和多位点基因序列分析(nifH，nodC 和 recA 基因)方法对分离自我国不同地区的 29 株山蚂蝗慢生
根瘤菌进行遗传多样性和系统发育分析。【结果】BOX-PCR 分析表明供试的山蚂蝗慢生根瘤菌形成 25 个基
因遗传型，具有丰富的基因组多样性。多位点基因序列分析发现代表菌株位于慢生根瘤菌的 3 个分支上，分
别与埃氏慢生根瘤菌(Bradyrhizobium elkanii)，大豆慢生根瘤菌(Bradyrhizobium japonicum)和圆明慢生根瘤
菌(Bradyrhizobium yuanmingense) 亲缘关系近。【结论】我国山蚂蝗慢生根瘤菌具有丰富的遗传多样性，共生
基因系统发育分析表明它们多与持家基因共同进化，并以垂直进化为主。
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根瘤菌是土壤中常见的有益微生物类群，能够

与豆科植物结瘤共生固氮，为宿主植物生长提供必

需的氮素营养。豆科植物和根瘤菌建立的这一共生
体系，固氮能力强、固氮量大，在农业的可持续发展
中 占 有 重 要 的 地 位。 山 蚂 蝗 属 于 豆 科
(Leguminosae)，蝶形花亚科( Papilionoideae)，山蚂
蝗族(Desmodiinae)的植物。全世界共有 350 － 450
种，是一年或多年生草本或灌木。我国约有 27 个种
5 个变种。已发现该属植物可以分成两个不同的系
统发育群，一个分布于热带美洲地区，另一个位于亚

洲地区
［1］。山蚂蝗属中的各种植物生活力很强，具

有抗旱、抗寒、耐贫瘠、耐干热的特点，一些种也是重
要的中药材。目前国际上对与山蚂蝗共生的根瘤菌
已有少量报道

［2 － 3］，但是对与山蚂蝗共生的慢生根

瘤菌的遗传多样性和系统发育缺乏更深入的认识。
根瘤菌的遗传多样性主要包括生物种群间、种

内及个体间的基因多样性。BOX 是广泛存在于细
菌基因组中的短重复序列，在细菌基因组中具有保

守性和随机分布的特点。BOX-PCR 技术则根据其
保守性设计引物来扩增位于重复序列之间不同的片

段，可在不同的菌株间易产生清晰的特异性条带，是

一项可靠的、相对稳定的基于基因组水平的指纹图
谱分析手段，近年来已被广泛用于商业化的根瘤菌

接种剂的标记及高效根瘤菌菌株田间筛选研究

中
［4］。该技术虽然不适合用于细菌分类中种群的
划分，但是能够在基因组水平上揭示菌株间染色体

基因组存在的遗传差异。多位点基因序列分析由多
位点基因序列分型 (Multi-Locus Sequence Typing，
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MLST)技术发展而来，也是细菌种或种内水平基因
组相关性研究的新手段。目前已被用于根瘤菌种群
划分及种内遗传多样性和系统发育分析

［5 － 6］。由于
慢生根瘤菌的 16SrDNA 基因的序列相似性很高，无
法很好的区分慢生根瘤菌属中的不同种，本研究选

取持家基因 recA 为代表，研究已表明该基因反映的
细菌的系统发育关系与 16SrDNA 基因的结果一致。
同时为考察供试的慢生根瘤菌中共生基因的进化规

律，也扩增了共生基因 nodC 和 nifH 基因进行系统
发育比较分析。本研究在我们前期研究的基础

上
［2］，选取 BOX-PCR 和多位点基因序列分析技术
从不同侧面研究山蚂蝗慢生根瘤菌的遗传多样性和

系统发育关系，为进一步揭示山蚂蝗慢生根瘤菌的

亲缘关系和进化奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株:供试菌株 29 株，均为与山蚂蝗共生的
慢生根瘤菌

［2］(表 1)。

表 1 供试的慢生根瘤菌菌株
Table 1 Tested bradyrhizobial strains in this study

CCBAU No． of isolates and reference strains Host Geographic origin BOX type
Bradyrhizobium spp．
35095 D． caudatum Fujian 1
51017 D． caudatum Guangdong 2
51021 D． heterocarpon Guangdong 3
51187 D． heterocarpon Guangdong 4
51317 D． heterocarpon Guangdong 5
51410 D． heterocarpon Guangdong 6
41039 D． racemosum Hunan 7
41134 D． racemosum Hunan 7
41139 D． racemosum Hunan 7
41142 D． racemosum Hunan 7
41153 D． sequax Hunan 8
33179 D． elegans Jiangxi 9
33221 D． racemosum Jiangxi 10
33229 D． elegans Jiangxi 11
23010 D． elegans Anhui 12
23013 D． microphyllum Anhui 13
23174 D． microphyllum Anhui 14
23230 D． fallux Anhui 15
23238 D． heterocarpon Anhui 16
43063 D． elegans Hubei 17
43082 D． elegans Hubei 17
43139 D． racemosum Hubei 18
43140 D． racemosum Hubei 19
43169 D． elegans Hubei 20
43174 D． racemosum Hubei 21
65184 D． gangeticum Yunnan 22
65199 D． sequax Yunnan 23
65200 D． sequax Yunnan 24
65222 D． triflorum Yunnan 25
Reference strains
B． elkanii USDA76T Glycine max U SA 26
B． japonicum USDA6T Glycine max JP 27
B． japonicum USDA110 Glycine max JP
B． japonicum B15 Glycine max JP
B． yuanmingense CCBAU10071T Lespedeza sp． BJ
B． yuanmingense CCBAU10073 Lespedeza sp． BJ 28
B． liaoningense USDA3622T Glycine max LN 29
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1. 1. 2 主要试剂和仪器:PCR 试剂和转化试剂购于
大连宝生物公司，凝胶回收试剂盒购自天根生化科

技公司(北京)。PCR 扩增仪(Eppendorf，美国)。本
研究使用的引物由北京六合华大基因科技股份有限

公司合成，引物序列见表 2。

表 2 本研究所用的引物

Table 2 Primers used for PCR
Primer Sequence(5'→3') *

nifHF ［7］ TACGGNAARGGSGGNATCGGCAA

nifHI ［7］ AGCATGTCYTCSAGYTCNTCCA

nodCI ［7］ CGYGACAGCCANTCKCTATTG

nodCFn ［7］ AGGTGGTYGAYGACGGTTC

recA41F ［8］ TTCGGCAAGGGMTCGRTSATG

recA640R ［8］ ACATSACRCCGATCTTCATGC

BOXAIR ［9］ CTACGGCAAGGCGACGCTGACG
* Y = C or T; H = A，C or T; R = A or G; K = G or T; B = C，T or G;
N = A，C，G，or T

1. 2 BOX-PCR 指纹图谱分析
总 DNA 提取和 PCR 扩增，具体步骤见文

献
［10］。电泳及图谱分析见文献［11］。电泳结束后，
在凝胶成像仪中扫描凝胶，将指纹图谱用 TIFF 文件
保存。图像信息利用 GelcomparII( version 3. 5)分析
软件，采用平均连锁法(UPGMA)聚类，最后得到供
试菌株和参比菌株的聚类树状图。
1. 3 nifH、nodC 和 recA 基因扩增和系统发育树构
建

1. 3. 1 PCR 扩增:采用 50μL 反应体系。(1) nifH
基因扩增程序:95℃ 4 min;94℃ 30 s，57℃ 30 s，
72℃ 1 min，30 个循环;72℃ 5 min。(2) nodC 基因
扩增程序:95℃ 3 min;94℃ 30 s，55℃ 40 s，72℃ 1
min，30 个循环;72℃ 6 min。(3) recA 基因扩增程
序:95℃ 3 min;94℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 1 min，35
个循环;72℃ 5 min。
1. 3. 2 基因的测序:琼脂糖凝胶电泳检测扩增产
物长度和产量后，经凝胶回收纯化后，与载体

pMD18-T 连接，采用热激法转化到大肠杆菌 DH5α
中，采用蓝白斑法和 PCR 法检测阳性克隆。将获得
的阳性克隆送至北京六合华大基因科技股份有限公

司测序。
1. 3. 3 系统发育树构建: 将 测序所得序列及
GenBank 中获得的参比菌株的相应基因序列经
Clustal X 软件序列比对后，采用 Mega4. 0 软件中的
邻接法(Neighbor-joining)进行系统发育树的构建，
自展值(bootstrap)为 1000。

2 结果

2. 1 BOX-PCR 指纹图谱及聚类分析
BOX-PCR 指纹图谱分析表明 29 株供试的山蚂

蝗慢生根瘤菌产生了 25 种遗传型(表 1)。BOX-
PCR 聚类分析树状图中可以看出(图 1)，供试的 29
个菌株和 4 株慢生根瘤菌的参比菌株在 48% 的相
似水平上聚类。在 67% 的相似水平上，供试的 33
株菌分成了 7 个遗传群，有 4 株供试菌未聚群。其
中 群 1 由 1 株 参 比 菌 株 B． yuanmingense
CCBAU10071T

和分别分离自湖北省和安徽省的 2
株慢生根瘤菌组成，这 2 株菌在 16S rDNA PCR
RFLP 和 IGS RFLP 分析中也聚在一起［2］。群 2 由 1
株分离自广东省的慢生菌 CCBAU51017 和 1 株参比
菌株 B． liaoningense USDA3622T

组成;群 3 由 15 株
组成，包括慢生菌参比菌株 B． elkanii USDA76T

和

14 株待测菌。在约 57%的相似水平上群 4 与群 1、
群 2、群 3 形成的大分支聚在一起，群 5、群 6 和群 7
也聚类成一个遗传群，参比菌株 B． japonicum
USDA6T
位于此遗传群中，这与我们前期 16S rDNA

PCR RFLP 和 IGS RFLP 的分析结果很相似。从聚
类树中可以看出，仅有个别供试菌的基因指纹图谱

与已知的参比菌株的指纹图谱相似，进而表明供试

菌株在基因组水平上具有极大的多样性。
2. 2 基于 recA、nifH 和 nodC 基因的多位点基因序
列分析

recA 基因是编码细菌 DNA 重组蛋白的 α 亚基，
与细菌修复系统行使功能相关。本研究在供试菌株
中选取部分代表菌株，并对其相应的 recA 基因的部
分序列进行了克隆和测序，测序后得到的部分基因

序列长度均大于 500bp，采用邻接法构建系统发育
树，结果见图 2。
测序的供试 6 株代表慢生根瘤菌主要分布在 3

个系统发育分支上，分离自亚热带地区云南省的慢

生根瘤菌 CCBAU65199 与 B． japonicum 的亲缘关系
近，与分离自墨西哥 Morelos 地区羽扇豆的 B．
japonicum bv． genistearum 的序列相似性达 98. 4%。
分离自温带安徽省的代表菌株 CCBAU23230 位于
慢生根瘤菌 B． yuanmingense 系统发育分支上，与 B．
yuanmingense CCBAU10071T

的 序 列 同 源 性 为

96. 2%。其余的 4 株供试慢生根瘤菌均位于 B．
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图 1 山蚂蝗慢生根瘤菌 BOX-PCR 聚类分析树状图
Fig． 1 Analysis of BOX-PCR fingerprinting for Bradyrhizobia of Desmodium．

elkanii 的系统发育分支上，它们的序列同源性为
94. 3% － 99. 2%，其 中 分 离 自 安 徽 省 的
CCBAU23010 和 CCBAU23174 的序列同源性最高为
99. 2%。选取的 6 株代表菌株中没有位于慢生根瘤
菌参比菌株 B． canariense 的系统发育分支上。

nifH 和 nodC 基因是根瘤菌共生固氮直接相联
系的基因，其中 nifH 基因主要编码根瘤菌固氮酶的
组分 II 中的铁蛋白，nodC 基因则编码 N-乙酰氨基
葡萄糖转移酶，参与根瘤菌结瘤因子的合成。本研
究克隆了 6 株供试的代表慢生根瘤菌进行 nifH 基
因的系统发育分析，测序后的部分基因序列长度均

约 780bp，采用邻接法构建系统发育树(图 3)。

由图 3 可以看出 nifH 基因构建的系统发育树
反映出的供试慢生根瘤菌代表菌株的系统发育关系

与 recA 基因所 反 映 的 系 统 发 育 关 系 很 相 似。
CCBAU65199 和 CCBAU23230 分别与已知参比菌
B． japonicum 和 B． yuanmingense 亲缘关系近。而其
它 4 株供试的慢生根瘤菌菌株均位于 B． elkanii 的
系 统 发 育 分 支 上，其 中 CCBAU23010 与
CCBAU41134 同源性最高达到 98. 7%，它们与分离
自我国四川省的胡枝子慢生根瘤菌 CCBAU61184

构成一个小的系统发育亚分支。而 CCBAU23174

和 CCBAU51317 则与分离自大豆的慢生根瘤菌参

比菌 USDA76T
形成另一个系统发育亚分支。
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图 2 以 recA 基因部分序列构建的慢生根瘤菌系统发育树
Fig． 2 Phylogenetic tree of recA gene showing the relationships among the bradyrhizobial isolates and the related species． The tree

was reconstructed using the neighbor-joining method． Bootstrap confidence levels greater than 50% are indicated above the nodes．

GenBank accession numbers are shown in parentheses． The scale bar indicates 0. 5% substitutions per site．

在以 nodC 基因构建的系统发育树中(图 4)，克
隆测序的 8 株供试的代表菌株在种水平上反映的系
统发育关系与 recA 基因和 nifH 基因相同。在种内
反映的系统发育关系略有差异。

3 讨论

山蚂蝗属中的植物生活力强，具有抗旱、抗寒、
耐贫瘠、耐干热的特点。可作饲料、绿肥、堤岸防护
草种等用，是固沙、保土、保水和改良土壤的优良植
物
［12］。此外，该属中的多种植物具有不同的药用活
性，近年来研究发现不同种的山蚂蝗植物中具有许

多生物活性和生理功能的活性组分
［13，14］。根瘤菌

与具有药用活性作用的豆科植物建立共生关系后，

不但为植物生长提供必需的氮素营养，其抗逆性也

能够明显提高，且宿主的药用价值也得到显著改善。
以前的研究结果表明与山蚂蝗共生的根瘤菌中，多

以慢生型根瘤菌占主体，只有少部分菌株位于快生

型根瘤菌菌属中
［2，15］，然而对山蚂蝗慢生根瘤菌缺

乏更为深入的研究，尤其是遗传多样性和系统发育

关系。本研究采用 BOX-PCR 技术对山蚂蝗慢生根
瘤菌的在基因组指纹图谱进行了分析，一方面揭示

了与山蚂蝗共生的慢生根瘤菌在基因组水平上的遗

传多样性，同时还为下一步高效共生菌株的筛选奠

定了基础。在根瘤菌中已有研究结果表明 BOX-
PCR 技术是一项快速、稳定的手段，可以用作田间
高效菌株筛选实验的标记，但是它不适用于种群划

分及种属的界定中
［16］。尽管如此，在研究中供试的

29 株慢生根瘤菌和 4 株标准菌株的基因指纹图谱
聚类分析结果表明，多数供试菌株在 57%的相似水
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图 3 以 nifH 基因部分序列构建的慢生根瘤菌系统发育树
Fig． 3 Phylogenetic tree of nifH gene showing the relationships among the bradyrhizobial isolates and the related species． The tree was

reconstructed using the neighbor-joining method． Bootstrap confidence levels greater than 50% are indicated above the nodes． GenBank

accession numbers are shown in parentheses． The scale bar indicates 2% substitutions per site．

平上按照不同种聚群，而个别菌株如:分离自广东省

的菌株 CCBAU51017 在 BOX-PCR 聚类分析中与辽
宁慢生根瘤菌的基因指纹图谱相似，但是我们前期

的研究结果表明它跟埃氏慢生根瘤菌的亲缘关系

近
［2］。此外，本研究选取了部分代表菌株进行多
位点基因序列分析发现，与 BOX-PCR 指纹图谱聚
类的结果多数一致，只有分离自广东省的菌株

CCBAU51317 不同，在 recA、nifH 和 nodC 基因的系
统发育分析中，它与埃氏慢生根瘤菌近缘，但是其

基因组的指纹图谱较独特，没有与参比菌株聚在

一起。
多位点基因序列分析技术是伴随着基因测序技

术发展起来的，目前已被用于各种微生物类群的种

群及群体遗传学分析。许多学者选取了不同的基因
序列对分离自不同地区和宿主的慢生根瘤菌进行了

遗传多样性和系统发育分析
［17 － 19］，并将此技术与

DNA-DNA 杂交技术进行比较，一方面来确认这一技

术的可靠性，另一方面试图找到这一技术与 DNA 同
源性分析技术之间联系，以期取代操作繁琐的 DNA-
DNA 杂交，并克服其不同实验室之间杂交结果无
法进行比较的弊端。本研究选取了 recA、nifH 和
nodC 基因对部分山蚂蝗慢生根瘤菌进行了多位点
基因序列分析，结果表明这 3 个基因反映出的种
水平的系统发育关系与 16S rDNA 基因序列获得
的结果是一致的，但是在种群内不同菌株间的系

统发育关系略有不同，说明在山蚂蝗慢生根瘤菌

的共生基因与持家基因是共同进化的，并在其不

同种群中以垂直进化为主要方式。此外，本研究
中山蚂蝗慢生根瘤菌的多位点基因序列分析结果

与 DNA-DNA 杂交同源性分析结果的对应关系还
有待进一步深入研究。
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图 4 以 nodC 基因部分序列构建的慢生根瘤菌系统发育树
Fig． 4 Phylogenetic tree of nodC gene showing the relationships among the bradyrhizobial isolates and the related species． The tree

was reconstructed using the neighbor-joining method． Bootstrap confidence levels greater than 50% are indicated above the nodes．

GenBank accession numbers are shown in parentheses． The scale bar indicates 5% substitutions per site．
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Genetic diversity and phylogeny of bradyrhizobia
associated with Desmodium spp．
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Abstract:［Objective］Genetic diversity and phylogeny of bradyrhizobial strains associated with Desmodium spp． in
subtropic and temperate regions of China were analyzed． ［Methods］ We studied 29 desmodia isolates from different
regions with BOX-PCR fingerprinting and multilocus sequence analysis ( nifH，nodC and recA gene) to describe the
genotypic characteristics and phylogenetic relationships． ［Results］We achieved 25 genotypes with BOX-PCR genomic
fingerprinting analysis， indicating that the tested strains had a great diversity at genomic level． The representative
bradyrhizobial strains were located in three phylogenic branches with multilocus sequence analysis ( nifH，nodC and recA
gene)，that was closely related to Bradyrhizobium elkanii，Bradyrhizobium japonicum and Bradyrhizobium yuanmingense，
respectively． ［Conclusion］The desmodia bradyrhizobia had abundantly diversity． Diverse symbiotic genes including nifH
and nodC genes were also found in these strains that indicated that the symbiotic genes were mainly maintained by vertical
transfer in these bradyrhizobial populations and coevolved with housekeeping genes．
Keywords: desmodia bradyrhizobia，BOX-PCR，multilocus sequence analysis，genetic diversity，phylogeny
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