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提 要 采用数值分类方法对分离自鸡眼草（!"##$%&’()）和木蓝（*+,(-&.$%)）的根瘤菌及
已知参比菌株进行聚类分析，发现在($.的相似性水平上形成+个不同与已知菌种的新类
群。以/0/全细胞蛋白电泳技术快速聚类分群扩大菌株数，在(1.的相似性水平上，分离自
鸡眼草的+-株菌形成第&类群，分离自木蓝的+’株菌形成第+类群。0!2同源性测定结
果表明，这+个类群中心菌株/3,&$和/34’-+与&$个已知根瘤菌种的0!2同源性均小于

1&.。因此，分离自鸡眼草和木蓝的根瘤菌分别构成+个独立的根瘤菌新种群。
关键词 鸡眼草，木蓝，根瘤菌，数值分类，全细胞蛋白电泳，0!2同源性
分类号 5%$%#’% 文献标识码 2 文章编号 ’’’&61+’%（&%%%）’*6’$(,6%*

近年来，随着豆科植物根瘤菌资源的不断开发和现代分类技术的应用，使根瘤菌的分

类研究得到了迅速的发展，同时，各种方法的应用又从多角度、多方位揭示了根瘤菌丰富

多样的特征。数值分类是采用大量生理生化性状的测定，借助计算机进行聚类分群，并可

得到菌群间的鉴别特征和表型特征的描述［&］。蛋白质是基因表达的产物，关系密切的根

瘤菌在蛋白质组成上有一定的相似性，这是蛋白质电泳分析用于根瘤菌分类的理论基础。

根瘤菌细胞中可溶性蛋白种类较多，通过/0/—聚丙烯酰胺凝胶电泳，可将细胞中的各种
蛋白组分进行分离，并对电泳图谱进行聚类分析［+］。0!2789:";.及0!2同源性的
测定已成为分类鉴定中的基本方法，是一个能反映属、种间亲缘关系的遗传型特征。在根

瘤菌分类中，其被公认为是建立新种的必要标准之一［&］。

本试验在陕甘宁地区野生豆科植物根瘤菌资源调查的基础上，对国内外未曾作过分

类研究的分离自鸡眼草和木蓝的根瘤菌，应用数值分类方法进行分析，然后再进一步采

样，以/0/—全细胞蛋白电泳技术快速聚类分群扩大菌株数，并进行0!2分析，初步确
定其分类地位。

! 材料和方法

!"! 菌株来源
未知菌株分离自黄土高原—陕西及甘肃的豆科植物鸡眼草属和木蓝属的根瘤，<=2

平板纯化、回接原寄主后，保存备用。

参比菌株是目前*+/0123/4)5/$%(&6上正式发表的&$个快生根瘤菌，各菌株种名、宿
主及来源见表&［$］。
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表! 参比菌株一览表
!"#$%& ’()*+,*-%.%,%.%/0%)*."(/)

种 名
12%0(%)

菌 株
1*"(/)

宿 主
3+)*)

来 源
4.(5(/)

!"#$%&’()*+,-&’ 61789:;<!
&9;=&;

.$/(0,%*+,1(2,
34,+$*#&+)2>

美国
美国

!"1-*5(0( ?@8!ABB!
CDAE:

34,+$*#&+2&#%,-(+
6$&0,$),#$&0*0$54,#,

?FGC1
?FGC1

!"4,(),)$+(+ @HH!
3&I

7$+’*/(&’+()&,1&’
7"4$1$-*548##&)

海南
海南

!"$1#( ?JFI9! 34,+$*#&+2&#%,-(+ ?FGC1

!"%,#$%,$ 38KC@EI<!
38KC@&&AE

9,#$%,*-($)1,#(+
9,#$%,)2>

芬兰
美国

!"0(0$-( 6178::A: :(0$-(,-($1()&’ 美国

;"<-$/(( 6179<E!
6178&BI

9#80()$+*=,
9#80()$+*=,

河南
河南

;"’$#(#*1( 6178&<<9!
&<9J9A

.$/(0,%*+,1(2,

.$/(0,%*+,1(2,
美国
美国

;"+,4$#( 6178I&<9! ;$+>,)(,0,)),>()$ 美国

;"1$-,)%, 6178I&<&! ?0,0(,#,$1, 塞内加尔

."4&,@&(( ??C869H<B!
8&<H

?+1-,%,#&++()(0&+
?"+()(0&+

南京
湖北

."#*1( FLG99&:!
FLG999;

6*1&+0*)(0&#,1&+
#*1&+)2>

新西兰
新西兰

."1(,)+4,)$+$ 8@C1!
H

9#808--(,,5,##(/(<#*-,
9"&-,#$)+(+

新疆
新疆

!：!M2%)*."(/) ?FGC1；?%/*.+F"*(+/"$N%G%)OP()"%QC(+$+5("N+)+$+>

!>" 性状测定
性状测定项目及方法按文献［I］进行，共测定了包括唯一?，F源试验，抗生素敏感性

及对染料和化学药物的耐受性等共&::个项目。每个试验均设三个重复及阳性和阴性对
照。

!#$ 全细胞蛋白电泳

!#$#! 171R聚丙烯酰胺凝胶的制备：浓缩胶浓度为:S，分离胶浓度为&9TES。以熔化
的琼脂密封胶板的边缘和底部，胶厚<TIQQ。

!#$#" 蛋白质样品的制备；采用改进的方法，供试菌株经UK8斜面活化后，接地EQ’
!U液体培养基内，9AV振荡培养至对数期，&9<<<.／Q(/离心:Q(/，转入&TEQ’W22%/R
N+.,管中，用&<QQ+$／’!.()R3?$缓冲液洗涤后，加入<TEQ’的上样缓冲液（171E<<Q5，

!R巯基乙醇&Q’，甘油:Q’，溴酚蓝IQ5，&Q+$／’!.()R3?$（23H>A）9Q’，加水至&<Q’），
煮沸&<Q(/，X9<V反复冻融:次，临上样前，沸水浴9Q(/，&9<<<.／Q(/离心:Q(/，上清
液点样。

!#$#$ 电泳：电泳缓冲液为!.()R甘氨酸（23A>:）。点样后A<Y电压电泳，待溴酚蓝指示
剂到达分离胶前沿，电压增至:<<Y，将电泳槽放入IV的冰箱。由于每块胶只能点9<个
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样品，先选取已作过数值分类的菌株与新采集株进行电泳，初步确定各菌株归群，再放在

同一块胶上电泳，以便于比较。

!"#"$ 染色：采用银染法，具体步骤见文献［!］。

!"$ 聚类分析
数值分类是根据供试菌株的生长情况，形成典型菌落者，记为“"，否则记为“#”。蛋白

电泳是根据条带的有无，将数据分别转换成“"”和“#，不同胶上的条带，以同一参比菌株各
条带的$%值为标准进行比较。以平均连锁法（&’()*）聚类，系统自动生成树状谱。

!"% &’()*+,-./及&’(同源性测定
菌体培养与收集，+,*的提取按文献［-］。+,*(./0123采用热变性法，+,*同

源性测定采用初始复性速率法［4］。

0 结果和讨论

0"! 数值分类
图"中，全部供试菌株在--3的相似性水平上聚在一起。在563的相似性水平上，

已知参比菌不同种之间能彼此很好的分开，它们依次为弗氏中华根瘤菌（!"#$%&"’$(")*
+%,-""）、萨赫尔中华根瘤菌（!./0&,1"）、百脉根根瘤菌（2&"’$(")*1$3"）、天山根瘤菌（2.
3"0#/&0#,/,）、华癸根瘤菌（4,/$%&"’$(")*&)05)""）、苜蓿根瘤菌（!.*,1"1$3"）、豌豆根瘤
菌（2.1,6)*"#$/0%)*）、多寄主中华根瘤菌（!.3,%0#60）、热带根瘤菌（2.3%$7"8"）、海南
根瘤菌（2.&0"#0#,/"/）、菜豆根瘤菌（2.,31"）、山羊豆根瘤菌（2.601,60,）和鹰嘴豆根瘤
菌（2.8"8,%"）。此标准符合789:;<［5］的建议，其中2.3%$7"8"与2.&0"#0#,/"/相似性达到

5-3，说明二者的表型性状相似程度高，这与谭志远等［=］和王素英等［6］的研究结果相吻
合。以上这些参比菌株的分类结果与现行的分类体系一致，从而证明本次数值分类结果

的可靠性。

根据参比菌株的聚类情况，在563的相似性水平上新分离菌聚为>个类群。第"类
群有!株菌，寄主均为木蓝属，其中7?6-@和7?A#@>来自陕西的多花木蓝（9.0*(1:0#;
3&0），7?>-#来自甘肃的多花木蓝，另外两株菌7?65!和7?A#-@分别来自陕西的苏木蓝
（9.8%1,/""）和波氏木蓝（9.7$30#"#"）。中心菌株为7?A#@>。第>类群有!株菌，寄主为
鸡眼草，地理来源均为陕西。中心菌株为7?4"6。同时从树状图上可以看出，寄主与地理
来源相同的个别菌株，也并未聚在第"和第>类群中，如7?6-=分离自陕西的多花木蓝，
在表型上与第"类群其它菌株相似性比较低。7?4">、7?>-=和7?"!#寄主均为鸡眼草，
却与第>类群其它菌株的相似性不高。说明，根瘤菌的表型特征不仅受到寄主的影响，同
时，也受到地理来源、生态环境条件的影响。

0B0 各类群之间的鉴别特征
从表>各类群的鉴别特征统计结果中可以看出，第"，>类群的菌株不能在柠檬酸钠、

海藻糖作为唯一/源的培养基上生长，而绝大多数已知菌却能生长。第>类群的菌株及

4.1$3"、!./0&,1"不能利用木糖、苹果酸钠和蔗糖作为唯一/源，而第"类群的菌株及

2.601,60,、2.&0"#0#,/"/、4.3"0#/&0#,#/,能利用。第"类群的菌株对氨苄青霉素
（!#0C／A）很敏感，而其它菌不敏感，当氨苄青霉素浓度增至6##0C／A时，第>类群的菌
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图! 数值分类树状图
"#$%! &’()*+$*,-+.(/-’*#0,12,3+(+-4+.*5#6+7#,182*,#(8

株及!"#$%&’、(")*+,*’’不能耐受。第!，9类群的菌株及 (")*+,*’’、-".$/0’1’、-"
)+’2+2%3’3不能在含4567的甲基绿培养基上生长，而其它已知菌能生长。以上表观特征
的差异表明，8个新类群之间以及新类群与已知根瘤菌各种在9，:源利用，抗生素抗性，
耐逆性等方面存在着多样性。

表! 各类群之间的鉴别特征
:,71’9 &#82#(02#;’.’,2/*’8+.25’01/82’*8

鉴别特征
&#82#(02#;’.’,2/*’8 <" =><= ?@ ?: =@?A ?> =:<: << ?B ?C 01/82’*

!
01/82’*
9

;<阿拉伯糖
;D,*,7#(+8’ E E E E F E F F E F E F F G E
丙二酸钙
C,10#/--,1+(,2’ E G E G F E E E E E F F E G E
柠檬酸钠
<+)#/-0#2*,2’ G F G F F F F F E F F F F E E

;<山梨糖醇
;D8+*7#2+1 F G F G F G G F F F F F F G E
海藻糖
:*’5,1+8’ F F F F F G F F F F F F F E E
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（续表!）
鉴别特征

"#$%#&’%#()*)+%,-)$ ./ 01.0 23 24 0325 21 04.4 .. 26 27 ’8,$%)-
9

’8,$%)-
!

木 糖
:;8<$) = > > = > ? > > = > ? > > > ?

苹果酸钠
0+,8+%) ? > > > > ? > > > ? ? > > > ?

蔗 糖
.,’-<$) = ? ? ? ? ? > > > > ? > ? > ?

!（"）谷氨酸
!（"）58,%+@#’+’#A = > = ? > ? > > ? ? ? ? > = >

氨苄青霉素（BCC@D／3）
E@F#’#88#& > > > > > > > > > > > > > ? >

氨苄青霉素（GCC@D／3） ? ? > > > > > > > > > > > ? ?
链霉素（BC@D／3）
.%-)F%<@;’#& > ? = > > ? > > ? > > > ? > >

甲基绿（CH9I）
0)%J;#D-))& > ? > > ? > > > ? > > > > ? ?

石蕊牛奶胨化
3#%@,$@#8KF)F%<&#L+%#<& ? > ? > > > > > ? ? ? ? ? > =

>：M<$#%#()-)+’%#<&；?：N)D+%#()-)+’%#<&；=：M+-%#+88;F<$#%#()<-&)D+%#()O

./P#$%&’())；01P*$+,-.,))；.0P#$/’0)012)；23P3$0’4,/)516-&,/；24P3$2&17)8)；03P*$012)；

25P3$4-0’4-’；21P3$+-)5-5’56)6；04P*$2)-56+-5’56’；.4P#$2’&-54-；..P#$6-+’0)；26P3$’20)；27P

3$8)8’&)O

!O" 全细胞蛋白电泳
在数值分类研究的基础上，对木蓝和鸡眼草的根瘤又做了进一步的采集，并进行根瘤

菌的分离、纯化、回接原寄主，然后应用.".Q全细胞蛋白电泳技术进行聚类分析，以扩大
两个新类群的菌株数。

图!是.".Q聚丙烯酰胺凝胶电泳，供试菌株电泳图谱的部分照片。从图中可见，在
蛋白质组分上供试菌株显示出较大的遗传多样性。同时，本次试验采用改进的蛋白质样

品制备方法及灵敏度较高的银染技术，获得了理想的电泳结果，图谱条带清晰可见。

根据每个菌株电泳图谱条带的差异，以平均连锁法聚类分析，聚类结果见图G（进行
了两次聚类，删除未聚入两个新类群的菌株）。图G中，全部供试菌株在RRI的相似性水
平上聚在一起。在SRI的相似性水平上，已知参比菌不同种之间能彼此很好的分开，未
知菌聚为!个大类群。第9类群有!T株菌，寄主均为鸡眼草。其中有B株菌（.1U9G、

.1U9T、.1U9B、.1U99和.1G!U）已做过数值分类，结果表明它们代表一个新的根瘤菌类
群，全细胞蛋白电泳中，它们仍聚为同一类群，二者聚类结果一致，仅仅是蛋白电泳聚类中

相似性达V!I，而数值分类相似性STI。第!类群菌株扩大到!C株，大多数菌株寄主为
木蓝属中的多花木蓝（9$-/:0;-52+-），个别菌株寄主为苏木蓝（9$8-&0’6))）和波氏木蓝
（9$712-5)5)）。其中有B株菌（.13CT!、.13CRT、.1!RC、.1GSB和.1GRT）做过数值分
类。全细胞蛋白电泳与数值分类聚类结果相同，表明它们属于一个新的根瘤菌类群。

从!个新类群的聚类结果看，分离自鸡眼草和木蓝的根瘤菌无论是在生理生化性状
上，还是在蛋白组分上与已知根瘤菌在表型特征上都表现出较大的差异性。

!#$ %&’分析
在全细胞蛋白电泳聚类的基础上，测定了!个新类群菌株的"NE5>7@<8I含量
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图! 部分菌株"#"$全细胞蛋白电泳图谱
%&’(! "#"$)*+,-./0-12$321145-62&7212365-40-528&849662578-.4956&918659&78

从左!右依次为：":;<=<、>"#*=?@?、":;<;=、":;<;A、":B@=!、":;<=A、>"#*=?@!、

C%D=!、":A<E、":;<=E、":;F?<、G;;、:*HIGE=@、*?@;、":B@=!、":!;@、%!<、":;<=@、

*GI"、;、>"#*AA<A、>"#*?@@!、?!FJ?F、":F?A、":FA=、":F=<@、":F!;、":F=F、":F!F、

":F!E、":F=@?、IK<EA、":F?E

和#D*同源性，以及中心菌株":F?A和":B@=!与?A个已知种模式菌株的#D*同源
性。其结果见表A和表=。

表! "个新类群菌株的#$%分析结果
L9M12A #D*9791N ""8&8-.6028659&78&76026/-72/31O86258

第?类群C1O8625? 第!类群

"
"""

C1O8625!
菌株
"659&78 +PCQ-1R

与":F?A的同源性／R
:-Q-1-’N/&60":F?A

菌株
"659&78 +PCQ-1R

与":BS=!的同源性／R
:-Q-1-’N"" /&60":B@=!

""":F?A ;?(; ?@@ ":;<;= ES(< S!(?

""":FA< ES(< <A(F ":;<;A ;@(= S@(;

""":FA= ;@(! S@(! ":;<=; ES(F <;(E

""":F=<@ ;?(! <<(F ":;<=A ;@(= <<(;

""":FAS? ;@(E <E(= ":;<;@ ES(! <=(E

""":F?? ;@(= <F(; ":;<;! ES(@ <@(;

""":A!F ES(E <S(S ":;<;? ES(S <E(=

""":F=;A ES(F S@(! ":B@;= ES(@ <;(F

""":F=<? ;@(= S?(A ":A<E ;?(@ S=(S

""":F!; ;@(E S=(@ ":;F?@ ES(? S@(=

""":F!A ;?(! S@(= ":;F?< ES(A S=(A

""":F=@@ ;?(A <S(S ":B@=! ;@(? ?@@

""":F!F ;@(= S@(! ":;<=E ;@(? <!(E

""":F!E ;?(! <F(; ":!;@ ;@(A S@(A

""":F?E ;?(< <S(; ":A;= ;@(A <<(;

""":F?= ES(? SA(! ":;<=S ES(F <F(!
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图! 全细胞蛋白电泳聚类树状图
"#$%! &’()*+$*,-+./0+1’23’114*+5’#(’1’35*+40+*’6#6+.*0#7+8#,165*,#(6
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表! 新类群中心菌株与已知种模式菌株的"#$同源性

!"#$%& !’%’()($(*+%,(-./0#%12%%31’%4%315"$,15"+3,(-3%24$6,1%5,"37189%,15"+3,(-:3(23,9%4+%,

中心菌株

;%315":,15"6#,
模式菌株

!89%,15"+3,

<=>?@ <=AB&C

0DE< &CFG H@FG
/IJCC?@ C&FK &&FK
L<.0?BBC H>FG HHF@
;;E0LCMBG CKF> &BF>
=0NEDH&B ?KFG @>F&
?C>O?> &GF& H@F>
L<.0CBH &GF@ @GFK
;D0!KGG HKFG @FBK
L<.0&?B? @>FK HHFC
L<.0@@K@ H&FC H@FK
;P/&C HGFK HKFG
DMM MBFC HGFH

L<.0&?BC HMFM H>FB

第?类群，各菌株的QR;)($S含量为HGTH!M?TK处于!"#$%&#’( 属范围（HGTB!
MMFH）。中心菌株<=>?@与群内其它菌株的./0同源性在K@T>S!G&S之间，按照国际
细菌学会分类委员会建议，./0同源性>BS作为定种的界线［&］，表明它们属于同一种
群。表C可见，中心菌株<=>?@与?@个已知种模式菌株的./0同源性在?KTGS!
MBTCS之间，小于>BS。因此，根据数值分类、全细胞蛋白电泳及./0同源性分析，分离
自鸡眼草的根瘤菌构成了一个不同于已知种的新种群。

第C类群，各菌株QR;)($S含量为HGTB!M?TB，中心菌株<=AB&C与群内其它菌
株的./0同源性在KBTMS!G&TGS之间，与?@个已知种模式菌株的./0同源性在

@TBKS!HGTHS。所以分离自木蓝的根瘤菌也应为一个新的根瘤菌种群。
以上结果可以看出，分离自豆科植物鸡眼草和木蓝的根瘤菌构成C个独立的表现群

和./0同源群，它们应为C个新的根瘤菌种群。通过对这C个种群的?M<5./0基因的
限制性酶切片段长度多态性（UPAJ）的分析，也表明它们与已知种存在着很大的遗传多样
性（待发表）。

据估计全世界豆科植物有近C万种，而详细对其根瘤进行过研究的不过HS，其中本
试验选用的豆科植物鸡眼草和木蓝的根瘤菌，目前国内外从未对其作过分类研究工作。

另一方面，鸡眼草和木蓝即是优良的饲料植物又可作为中药材，具有清热解毒，治疗腹泻

之功效。因此，鸡眼草和木蓝根瘤菌的进一步深入研究，将会对其根瘤菌剂的研制和应用

产生一定的理论和经济价值。
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