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摘要:【目的】比较非培养和培养方法揭示的花生根瘤菌遗传多样性差异，以期建立慢生根瘤菌快速检测占
瘤率技术。【方法】采用经典分离培养技术获得花生根瘤菌和非培养方法直接从根瘤中收获类菌体分别提
取 DNA 后，比较分析 BOX-PCＲ 指纹图谱，根据多样性指数评价基于非培养和培养方法的 BOX-PCＲ 指纹图
谱技术揭示花生根瘤菌遗传多样性的差异。【结果】基于非培养方法检测的花生根瘤类菌体为 81. 8%，获
得 85 种遗传群;基于培养方法分离花生根瘤菌菌株为 72. 7%，获得 71 种遗传群;两种方法共同检测到 17 种
BOX-PCＲ 遗传图谱相一致。根据多样性指数基于非培养方法反映不同地区花生根瘤菌遗传多样性结果较
一致，基于培养方法反映各地区的花生根瘤菌遗传多样性结果存在明显差异。【结论】基于非培养方法检测
根瘤类菌体的遗传多样性，能够更快速、真实反映不同土壤花生根瘤中的优势遗传群，快速地统计根瘤菌菌
株占瘤率;与培养方法相结合有利于获得花生根瘤菌竞争结瘤能力强的土著菌株，从而为筛选高效根瘤菌菌
株奠定基础。
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花生(Arachis hypogaea)属于豆科落花生属，是
世界上种植面积最大的油料作物，由于营养丰富而
在食品、饲料等领域有着广泛的用途。目前，中国花
生的产量和种植面积分别居世界第一和第二。与其
他作物相比，花生抗旱耐瘠、适应性强，相同生产条
件下，种植花生肥料用量少，比较效益高，还可以改
良土壤、增加后茬。国内外学者对花生根瘤菌资源
研究发现，与花生共生的根瘤菌以慢生根瘤菌属的
8 个种群为主［1 － 8］。仅在阿根廷等少数地区分离到
根瘤菌属的菌株［9 － 10］。最近，阿根廷研究者发现在
田间同一株花生植株上所有根瘤的分离物具有高度

的遗传多样性，未发现遗传型明显占优势的根瘤菌
菌株，从而提出针对花生品种筛选高效菌株时，既要
考察其共生有效性即根瘤的固氮效率，也一定要注
意考察菌株的占瘤率即根际竞争结瘤能力［11］。

BOX-PCＲ 指纹图谱分析技术是根据 BOX 插入
因子设计引物，扩增微生物基因组 DNA 的重复性片
段，因其操作简单快捷，容易获得较为丰富的扩增条
带，被广泛应用于田间高效根瘤菌菌株的筛选及根
瘤菌接种剂田间跟踪实验［12 － 14］。由于慢生根瘤菌
与其他属种的根瘤菌相比，在纯培养中代时长，生长
缓慢，16S rDNA 基因序列在不同种间变异很小等特
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点，因此分类研究一直滞后。最近，国外学者在研究
大豆慢生根瘤菌菌株田间接种大豆后占瘤率分析
时，率先采用了非培养的方法，直接提取类菌体制备
模板后进行多位点基因扩增、测序及序列分析，避免
了分离纯化培养慢生根瘤菌耗时长等不利因素［15］。
为了建立起更快速、高效检测慢生根瘤菌占瘤率的
技术平台，本研究选取花生根瘤为研究材料分别利
用非培养的方法收获类菌体和常规培养的方法分离
获得根瘤菌菌株，并与 BOX-PCＲ 技术结合比较分
析花生根瘤菌遗传多样性。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 花生根瘤及花生根瘤菌:花生根瘤来自广东
省花生主产区的花生种植土壤，采用土壤捕捉法收
获根瘤后，分别采集根瘤收获类菌体和分离花生根
瘤菌，具体方法参见文献［16］。平均每种土壤分别
采集 3 － 5 株花生植株上的根瘤 30 － 40 个用于根瘤
类菌体提取，同时采集根瘤 30 个用于菌株分离。实
验中的所有花生根瘤均用 70% 乙醇处理 30 － 50 s
后，浸于 15%次氯酸钠溶液中表面消毒 7 － 10 min，
灭菌水洗 5 － 7 次，再用于类菌体的制备和花生根瘤
菌的分离。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:PCＲ 试剂购于大连宝生物
公司广州分公司。PCＲ 扩增仪为美国 BioＲad 产品。
本研究使用的引物由北京六合华大基因科技股份有
限公司广州分公司合成。用于 BOX-PCＲ 的引物
BOXAIＲ:5'-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3'。
1. 2 BOX-PCＲ 指纹图谱分析

花生根瘤中类菌体收获和 DNA 模板制备参见
文献［15］。花生根瘤菌菌株总 DNA 提取和 PCＲ
扩增，具体步骤见文献［17］，按照类菌体 DNA 模
板制备的方法收集花生根瘤最后一次水洗的余
液，并进行 BOX-PCＲ 扩增，作为阴性对照。电泳
及图谱分析见文献［18］。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。
根据获得的 BOX-PCＲ 指纹图谱，选取代表性的遗
传型再次电泳后，利用 GelcomparII ( version 3. 5 )
分析软件，采用平均连锁法 ( UPGMA)聚类，最后
得到花生根瘤菌类菌体和花生根瘤菌菌株的聚类
树状图。

1. 3 多样性指数计算
根据 BOX-PCＲ 指纹图谱分析结果，将不同的

指 纹 图 谱 类 型 记 为 一 种 遗 传 型。按 照 文 献
［19 － 20］分别计算和评价不同地区花生根瘤及花
生根瘤菌菌株的遗传多样性。计算的多样性指数主
要包括:Simpson 指数(D):D = 1 － ∑Pi

2［21］，Pi表示
遗传型为 i 的类菌体或根瘤菌菌株所占的比例;
Shannon-Wiener 指数 ( H ): H = － ∑ Pi lnPi

［22］; 和
Pielou 均匀度指数 ( E ): E = H /Hmax，Hmax =
lnS［23］，S 表示不同土壤中的花生根瘤类菌体或根瘤
菌菌株产生遗传型的总数，H 为丰富度指数。

2 结果

2. 1 花生根瘤类菌体及其根瘤菌菌株的 BOX-
PCＲ 指纹图谱比较分析

本实验中采用非培养方法对获得的 10 个不同
花生种植土壤中 380 个花生根瘤类菌体进行了
BOX-PCＲ 指纹图谱，共获得 311 个花生根瘤类菌
体的 BOX-PCＲ 指纹图，检测成功率为 81. 8%。在
15%的相似水平上这些 BOX-PCＲ 指纹图谱有 85
种遗传型(见图 1-A)。采用分离培养方法从收集
的 300 个花生根瘤中共分离获得花生根瘤菌 218
株，培养率为 72. 7%，明显低于非培养的方法。在
62%的相似水平上，培养菌株的 BOX-PCＲ 指纹图
谱聚类为 71 种遗传型(见图 1-B)。两种方法获得
的 BOX-PCＲ 指纹图谱中，采用非培养方法获得花
生根瘤类菌体的 17 种遗传型包括 198 个指纹图谱
与采用培养方法获得的花生根瘤菌菌株的指纹图
谱相对应，约占检测类菌体遗传类型和指纹图谱
总量的 20% 和 63. 7%。花生根瘤菌菌株中这 17
种遗传型包括 163 个指纹图谱，约占 29. 6% 的遗
传型和 74. 8% 的指纹图谱。由此可见，非培养的
方法揭示的花生根瘤菌遗传多样性更大;两种方
法获得的优势遗传型多数相同，即通常采用常规
的分离方法能够获得花生根瘤中的优势遗传群。
例如，分离自珠海土壤中的花生根瘤类菌体和花
生根瘤菌菌株具有明显的优势遗传群，分离的菌
株中有 25 株花生根瘤菌具有一致的 BOX-PCＲ 指
纹图谱，相应的花生根瘤类菌体有 28 个 BOX-PCＲ
指纹图谱一致，并且两种方法得到的优势遗传群
的 BOX-PCＲ 指纹图谱一致。但是也有例外，在梅
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图 1． 花生根瘤类菌体(A)和根瘤菌菌株(B)BOX-PCＲ 聚类分析图
Figure 1． The dendrogram of BOX-PCＲ for peanut bacteriods (A) and isolates (B) ．
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州土壤中收获的花生根瘤类菌体得到 26 个 BOX-

PCＲ 指纹图，分属于 12 个遗传型;而获得其花生根

瘤菌菌株 18 株产生 10 种不同遗传型;均存在丰富

的多样性，没有明显的优势遗传群，因此采用非培养

和培养的方法进行比较分析时，仅有 1 种非优势的

遗传类群相互对应;在阳江土壤中收获的花生根瘤

类菌体得到 37 个 BOX-PCＲ 指纹图，分属于 22 个遗

传型;相应的获得阳江花生根瘤菌 19 株分布于 8 个

遗传群中;两种方法反映出阳江花生根瘤菌遗传多

样性较大，没有十分明显的优势遗传群，仅有 2 个遗

传群相互对应。

2. 2 基于非培养和培养方法比较花生根瘤菌的遗
传多样性

采用非培养的方法计算不同土壤中花生根瘤类菌
体的遗传多样性指数(表 1)，3 种不同多样性指数反映
各土壤中花生根瘤菌类菌体的遗传多样性结果比较一
致;其中阳江、梅州和韶关土壤中收获的花生根瘤类菌
体遗传多样性更高，其均匀度指数(Pielou index)、优势
度指数(Simpson index)和多样性指数(Shannon-wiener
index)分列前 3位;而来自揭阳和惠州的土壤中收获的
花生根瘤类菌体遗传多样性较低，其均匀度指数
(Pielou index)、优势度指数(Simpson index)和多样性
指数(Shannon-wiener index)分列后 2 位。

表 1．花生根瘤类菌体多样性指数计算结果(非培养方法)

Table 1． The diversity index of bacteroids in peanut nodules( Independent-cultured method)

Sample origin No． of nodules Genotypes of BOX-PCＲ Pielou index Simpson index Shannon-wiener index
Zhuhai(珠海)

Huizhou(惠州)

Shaoguan(韶关)

Meizhou(梅州)

Jieyang(揭阳)

Heyuan(河源)

Shantou(汕头)

Zhanjiang(湛江)

Yangjiang(阳江)

Maoming(茂名)

38

22

36

26

25

23

40

31

37

33

5

3

9

12

3

8

5

10

22

8

0. 5533

0. 3347

0. 8085

0. 9354

0. 1870

0. 7575

0. 4919

0. 7387

0. 9265

0. 7792

0. 4335

0. 1694

0. 7809

0. 8846

0. 1504

0. 6881

0. 38

0. 7014

0. 9262

0. 7365

0. 8904

0. 3677

1. 777

2. 324

0. 2055

1. 575

0. 7917

1. 701

2. 864

1. 620

计算培养方法获得的不同土壤中花生根瘤菌菌株的
遗传多样性指数(表 2)，3 种不同多样性指数反映
各土壤中花生根瘤菌菌株的遗传多样性结果不同;
湛江、茂名和梅州土壤根瘤分离到花生根瘤菌菌株
的遗传多样性更高，其均匀度指数 ( Pielou index)、

优势 度 指 数 ( Simpson index ) 和 多 样 性 指 数
(Shannon-wiener index)均列前 3 位;珠海土壤花生
根瘤分离得到花生根瘤菌菌株遗传多样性最低，具
有明显的优势遗传群。

表 2 花生根瘤菌菌株多样性指数计算结果(培养方法)

Table 2． The diversity index of strains from peanut nodules(Dependent-cultured method)

Sample origin No． of isolates Genotypes of BOX-PCＲ Pielou index Simpson index Shannon-wiener index
Zhuhai(珠海)

Huizhou(惠州)

Shaoguan(韶关)

Meizhou(梅州)

Jieyang(揭阳)

Heyuan(河源)

Shantou(汕头)

Zhanjiang(湛江)

Yangjiang(阳江)

Maoming(茂名)

26

21

25

18

26

16

29

19

19

19

2

5

3

10

5

10

7

10

8

11

0. 2352

0. 6599

0. 9403

0. 9146

0. 7326

0. 9103

0. 5858

0. 9498

0. 8901

0. 9121

0. 07396

0. 5215

0. 6215

0. 8519

0. 6642

0. 8438

0. 5042

0. 8754

0. 8144

0. 8643

0. 163

1. 062

1. 033

2. 106

1. 179

2. 096

1. 140

2. 187

1. 851

2. 187
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根据多样性指数计算结果(表 1 和 2)，比较非
培养和培养的方法反映出的花生根瘤菌的遗传多样
性，结果表明，两种方法揭示的花生根瘤菌遗传多样
性存在明显差异。来自韶关土壤中的花生根瘤类菌
体的遗传多样性较大，收获的 36 个类菌体 BOX-
PCＲ 指纹图谱中产生 9 种不同的遗传型;而采用培
养方法得到花生根瘤菌菌株的结果看，虽然其均匀
度指数较高，但是其 Simpson 指数和 Shannon-wiener
指数均偏低，得到的 25 株花生根瘤菌中产生 3 种遗
传型。此外，来自珠海土壤中的花生根瘤菌类菌体
的遗传多样性也与花生根瘤菌菌株的遗传多样性存
在明显不同。

3 讨论

非培养技术是一项不依赖于传统微生物培养的
生物技术，它伴随着分子生态学技术广泛深入地应
用于不同环境中的微生物群落研究而迅速发展起
来。自 1888 年荷兰学者 Beijerinck 首次获得根瘤菌
的纯培养物以来，全世界各国学者采用培养的方法
对与不同豆科植物共生的根瘤菌资源进行了深入研
究，并期望使用根瘤菌剂代替化学氮肥接种大豆、菜
豆、花生等豆科经济作物。近年来，随着不同地区根
瘤菌资源及共生机理的深入研究，发现根瘤菌与豆
科植物的共生关系因其所处的区域地理环境不同而
具有多样性，并且豆科植物根瘤菌接种剂的筛选和
应用必须考虑菌株对当地环境的适应能力［24］。与
此同时，在筛选根瘤菌高效菌株时发现不同根瘤菌
菌株与不同品种的豆科植物匹配性存在差异［12，14］。
采用传统微生物培养技术分离根瘤菌菌株后，结合
运用各种分子生物学分析技术，如:基于基因组水平
指纹图谱分析(BOX-PCＲ、AFLP 等)、基于特殊基因
扩增片段酶切图谱和序列的多态性分析及多位点基
因序列分析等可以揭示根瘤菌不同种属或菌株之间
的遗传多样性。然而在分离纯化根瘤菌过程中存在
人为的选择，并且对于生长速度缓慢的慢生根瘤菌
其根瘤的分离物通常需要培养 7 － 10d，再经过 1 － 2
轮的纯化后至少需要 14d。如果采用非培养方法直
接从表面消毒的根瘤中提取类菌体后制备 DNA 模
板并与 BOX-PCＲ 等技术结合，大大缩短了研究周
期，节省了分离纯化的时间，有利于在短时间内大
量、快速检测根瘤菌的占瘤率。因此，在筛选高效根

瘤菌菌株作为接种剂、或对高效根瘤菌菌株、根瘤菌
菌剂进行田间接种实验时，直接采用非培养的方法
与 BOX-PCＲ 技术结合显然可以快速、真实地反映
根瘤菌菌株的占瘤率，从而更客观地评价其竞争结
瘤能力。

细菌基因组中广泛存在着许多短的重复序列，
分布于染色体基因间隔区，含有多个拷贝，长度小于
200 bp如 ＲEP(Ｒepetitive Extragenic Palindromic，基
因外 重 复 回 文 序 列［25］、EＲIC ( Enterobacterial
Ｒepetitive Intergenic Consensus，肠杆菌基因间重复
共有序列［26］、BOX［27］等。rep-PCＲ 指纹图型具有菌
株专一性，Svenning 等利用 EＲIC-PCＲ 指纹图谱研
究了田间接种后 3 株 Ｒ． leguminosarum biovar trifolii
与白三叶草的竞争结瘤能力，EＲIC-PCＲ 指纹图谱
能够区分接种的 3 株菌［28］。因此，rep-PCＲ 指纹图
谱是研究根瘤菌遗传多样性、菌株鉴定等十分重要
的技术。其中 BOX-PCＲ 技术用于根瘤菌的菌株遗
传分型研究中，与 EＲIC-PCＲ、ＲEP-PCＲ 相比具有重
复性更强的优点，因此被更广泛地应用于田间高效
根瘤菌菌株的筛选及根瘤菌接种剂田间跟踪实验。
ＲAPD 技术因其对菌株具有更高的区分度也被推荐
用于根瘤菌菌株的遗传分型［29］，其中经筛选发现
M13 引物可很好的区分慢生根瘤菌菌株［30，31］。本
研究中，以花生根瘤经表面消毒后的最后一次水洗
物为阴性对照，分别采用 BOX-PCＲ 和以 M13 为引
物的 ＲAPD 技术，结果前者并未扩增出相应条带，而
以 M13 为引物、最后一次水洗物为阴性对照的模板
则扩增出明亮的条带。由此可见，运用 BOX-PCＲ
技术直接以根瘤中的类菌体 DNA 为模板统计占瘤
率是可信的，可以更有效排除根瘤外其他杂菌干扰。
但是当根瘤中存在内生细菌或者根瘤被 2 个不同根
瘤菌菌株侵染时，则采用非培养的方法统计占瘤率
会出现偏差，因此将非培养的方法和培养的方法有
机结合可以降低这种误差。此外，在收获根瘤类菌
体制备 DNA 模板时要注意及时除去植物组织碎片，
因植物组织中的多酚类物质会影响 PCＲ 扩增，导致
BOX-PCＲ 的扩增结果受到抑制。

生物多样性指数是应用数理统计方法求得表示
生物群落的种类和数量的数值，用以评价环境质量，
一直以来被广泛用于各种生态环境中植物、动物等
生物多样性的评价。近年来，生物多样性指数被引
入到基于培养的方法揭示根瘤菌种群内和种属间多
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样性研究中，用来评价分离自不同自然环境中同一
种宿主豆科植物或同一生境中不同宿主豆科植物的
根瘤菌菌株的丰富度和优势度［19，32］。本研究率先
采用非培养方法和培养方法与 BOX-PCＲ 技术结
合，揭示花生根瘤菌的遗传多样性，结果发现不同自
然环境中的花生根瘤菌遗传多样性差异明显，在种
植花生多年的土壤中多数区域已形成优势的遗传
群，仅少数地区没有发现优势的遗传群。将非培养
和培养的方法结合能够更全面的反映花生根瘤菌的
遗传多样性，既快速的统计了自然条件下不同地理
区域花生根瘤菌菌株的占瘤率，又明确了不同地理
区域中土著花生根瘤菌优势遗传群，为进一步筛选
高效花生根瘤菌菌株提供了强有力的指导。
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Genetic diversity of peanut bradyrhizobia estimated by
culture-independent vs． culture-dependent approaches

Jingyu Chen1，Yiguo Feng1，Yanling Wu1，Xiangfei Meng2，Meijuan Hu1，
Wenfeng Chen2，Jun Gu1*

1 School of Life Science，South China Normal University，Guangzhou 516031，Guangdong Province，China
2 State Key Laboratory for Agro-Biotechnology，College of Biological Sciences，China Agricultural University，Beijing
100094，China

Abstract:［Objective］ To develop a rapid technique for estimating the percentage of bradyrhizobial nodule occupancy，we
comparaed the differences of genetic diversity of peanut bradyrhizobia with culture-independent and culture-dependent
methods．［Methods］ We used the traditional media plate technique for isolation of peanut bradyrhizobia and directly
collected the bacteroids from peanut nodules． The BOX-PCＲ fingerprintings were compared after amplification with the
DNAs of peanut bradyrhizobial isolates by culture-dependent approach and bacteroids by culture-independent approach．
［Ｒesults］ The percentage of testing for peanut bacteroids was 81. 8% with culture-independent method，and 85 genotypes
of BOX-PCＲ were obtained． The percentage of isolation for peanut bradyrhizobia strains was 72. 7% and 71 genotypes of
BOX-PCＲ were produced． There were totally 17 corresponding BOX-PCＲ genotypes obtained by both methods．
［Conclusion］ The culture independent method for direct analysis of genetic diversity from bacteroids in nodules can much
more rapidly and clearly find the dominant genetic groups in different soil samples and fast figure out the percent of the
rhizobia nodule occupancy．
Keywords: peanut bradyrhizobia，genetic diversity，culture-independent vs． culture-dependent approaches，BOX-PCＲ
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