
第 ３６ 卷第 ４ 期
２０１８ 年 ７ 月

干 旱 地 区 农 业 研 究
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ ｔｈｅ Ａｒｉｄ Ａｒｅａｓ

Ｖｏｌ.３６ Ｎｏ.４
Ｊｕｌ. ２０１８

　　 文章编号:１０００￣７６０１(２０１８)０４￣０２５９￣０５ ｄｏｉ:１０.７６０６ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣７６０１.２０１８.０４.３７

青海省不同生态区蚕豆根瘤菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 分析

张小娟
(青海大学生态环境工程学院ꎬ省部共建三江源生态与农牧业国家重点实验室ꎬ青海 西宁 ８１００１６)

摘　 要:为了阐明青海省蚕豆根瘤菌的遗传多样性和亲缘关系ꎬ同时为发现和获得新的根瘤菌物种提供资源ꎬ
采集和分离了青海省不同生态区蚕豆主栽品种青蚕 １４ 中的根瘤菌ꎬ并对其中分离到的 ６ 个菌株(ＣＤ１~ ６)进行 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 鉴定分析ꎮ 将 ６ 株蚕豆根瘤菌的全序列结果与 ＮＣＢＩ 中已报道的序列进行相似性比对ꎬ发现其相似度较高ꎬ其
中供试菌株 ＣＤ４ 与 ＫＦ００８２２５.１ 相似度最高ꎬ达到 ９８％ꎬ其余均在 ９５％到 ９６％之间ꎮ ６ 株供试菌分属 ４ 个菌属ꎬＣＤ１
和 ＣＤ２ 共属节细菌属ꎬＣＤ３ 属于分枝杆菌属ꎬＣＤ４ 和 ＣＤ５ 属于快生根瘤菌属ꎬＣＤ６ 属于中慢生根瘤菌属ꎬ表明来自不

同地区的蚕豆根瘤菌存在较大差异ꎮ 聚类分析结果显示ꎬ蚕豆根瘤菌的 ６ 个菌株分属 ５ 个不同系统发育分支ꎬ证明

青海省不同生态区蚕豆根瘤菌种类多样性较为丰富ꎮ
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　 　 蚕豆不仅是一种重要的粮食作物ꎬ同时也是蔬

菜、饲料和绿肥ꎮ 蚕豆作为粮食作物ꎬ可为人体提

供所必须的蛋白质和其它各类营养物质ꎻ蚕豆的根

瘤较其它作物大而且多ꎬ因此蚕豆享有“生物固氮

之王”的美誉[１ ２]ꎮ 蚕豆与禾本科其它作物套种可

带来良好的经济效益ꎬ是“绿色农业”中重要的养地

作物ꎮ 根瘤菌与豆科植物的共生固氮体系是生物

固氮中效率最高的体系ꎬ约占生物固氮总量的

６５％ꎮ 该体系具有固氮能力强、固氮量大、抗逆能力

强等特点ꎬ可以提高土壤肥力ꎬ对可持续农业的发

展具有重要的意义[３ ７]ꎮ 蚕豆根瘤菌共生体系是这

一体系的成员之一ꎬ对其进行广泛和深入的研究ꎬ
可以加强对共生固氮的认识ꎮ 目前国际上对蚕豆

根瘤菌有不少的研究ꎬ但是对同一品种不同区域共

生的根瘤菌研究较少[８ １０]ꎮ 本研究采用 １６Ｓ ｒＤＮＡ
全序列分析的方法对青蚕 １４ 号蚕豆品种在不同生

态区的根瘤菌进行系统发育研究ꎮ 鉴定筛选共生

紧密的根瘤菌为蚕豆根瘤菌的配型及根瘤菌菌剂
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生产提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 供试菌株　 ６－７ 月在青蚕 １４ 号生长地区进

行采样ꎬ本研究选择青海省湟中县拦隆口镇及海子

沟乡、共和县铁盖乡、乐都县蒲台乡、互助县台子乡

和西宁市为青蚕 １４ 号根瘤菌采样地ꎬ这 ６ 个地区为

青蚕 １４ 号主要栽培区ꎬ地理特征上属于半干旱地

区ꎬ光照充沛ꎬ气候干燥ꎮ 除互助县台子乡和乐都

县蒲台乡为水浇地外ꎬ其余 ５ 个地区均为旱地ꎮ 采

集植株高大ꎬ根系发达ꎬ根瘤较多且根瘤颜色鲜艳、
形状饱满ꎬ体积较大的蚕豆样本ꎮ 将蚕豆的根部装

入样本袋中 (不要去掉泥土)ꎬ标注好日期地点ꎮ
－２０℃冰箱内保存备用ꎮ 采样地区、经纬度及采集

的根瘤菌形状见表 １ꎮ
表 １　 供试菌株

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

来源
Ｏｒｉｇｉｎ

经度
Ｌｏｎｇｔｉｔｕｄｅ

纬度
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

海拔 / ｍ
Ａｌｔｉｔｕｄｅ

形状
Ｓｉｚｅ

湟中县拦隆口镇
Ｌａｎｌｏｎｇｋｏｕ Ｔｏｗｎ ｏｆ
Ｈｕａｎｇｚｈｏｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ

１０１°５７′１″ ３６°４３′０６″ ２４３４ 珊瑚状
Ｃｏｒａｌ

共和县铁盖乡
Ｔｉｅｇａｉ Ｔｏｗｎ ｏｆ
Ｇｏｎｇｈｅ Ｃｏｕｎｔｙ

１０１°６２′１″ ３６°２８′２″ ２６００ 珊瑚状
Ｃｏｒａｌ

乐都县蒲台乡
Ｐｕｔａｉ Ｔｏｗｎ ｏｆ
ｌｅｄｕ Ｃｏｕｎｔｙ

１０１°９′３５″ ３６°４３′２６″ ２７５６ 珊瑚状
Ｃｏｒａｌ

西宁市
Ｘｉｎｉｎｇ Ｃｉｔｙ １０１°４５′２″ ３６°４３′４７″ ２３０４ 珊瑚状

Ｃｏｒａｌ

互助县台子乡
Ｔａｉｚｉ Ｔｏｗｎ ｏｆ
Ｈｕｚｈｕ Ｃｏｕｎｔｙ

１０２°０′５９″ ３６°５２′８″ ２６３４ 珊瑚状
Ｃｏｒａｌ

湟中县海子沟乡
Ｈａｉｚｉｇｏｕ Ｔｏｗｎ ｏｆ
Ｈｕａｎｇｚｈｏｎｇ ｃｏｕｎｔｙ

１０１°３７′１５″ ３６°４０′４４″ ２５５６ 珊瑚状
Ｃｏｒａｌ

１.１.２　 引物　 ＰＣＲ 引物选用根瘤菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 通用

引物ꎮ 扩增引物序列:Ｐ１:５’ ＡＧＡ ＧＴＴ ＴＧＡ ＴＣＣ
ＴＧＧ ＣＴＣ ＡＧＡ ＡＣＧ ＡＡＣ ＧＣＴ ３’ꎻＰ２:５’ ＴＡＣＧ￣
ＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴＣＡＣＣＣＣ’ ３ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 蚕豆根瘤菌的分离和纯化 　 将冰箱中的备

用蚕豆样本取出ꎬ用镊子将根上的根瘤小心剥下ꎬ
用自来水冲掉泥土ꎬ用蒸馏水洗净并装入离心管ꎮ
向离心管中加水至没过根瘤ꎬ浸泡 １ ｈ 以上ꎬ使根瘤

充分吸水膨胀ꎮ 在超净工作台中ꎬ用 ９５％乙醇浸泡

１ ｍｉｎꎬ随即 ７５％乙醇浸泡 ３０ ｓꎬ无菌水冲洗一次ꎬ
５％次氯酸钠浸泡 ５ ｍｉｎꎬ无菌水冲洗 １０ 次ꎮ 将表面

消毒的根瘤在研钵中碾碎ꎬ并加入适量无菌水ꎬ搅

拌均匀ꎮ 平板涂布法接入 ＹＭＡ 培养基中ꎮ ２８℃培

养 ２~３ ｄꎮ 纯化方法采用平板连续划线法ꎮ 将长出

的根瘤菌用接种环挑出ꎬ在 ＹＭＡ 平板上连续划线ꎬ
培养 ３~５ ｄ 长出单菌落ꎮ
１.２.２ 　 蚕豆根瘤菌基因组 ＤＮＡ 的提取 　 基因组

ＤＮＡ 的提取采用 ＢｉｏＳｐｉｎ 细菌基因组 ＤＮＡ 提取试

剂盒ꎮ 基因组 ＤＮＡ 检测:取 ２.５ μｌ ＰＣＲ 扩增产物

与 ２.５ μｌ 溴酚兰混合点样ꎬ０.８％琼脂糖凝胶水平电

泳ꎬ在 １２０ Ｖ 条件下电泳 ３０ ｍｉｎꎮ 凝胶电泳成像系

统下拍照观察ꎮ
１.２.３ 　 蚕豆根瘤菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的 ＰＣＲ 扩增 　 ＰＣＲ
扩增在 Ｍｏｄｅｌ ＭＧ９６＋基因扩增仪上进行扩增ꎮ 反应

体系(１０ μｌ):Ｍｉｘ ７ μｌꎬ模板 ＤＮＡ １ μｌꎬ上下游引物

各 １ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ 补足ꎮ 反应程序为:９４℃ 预变性 ５
ｍｉｎꎬ ９４℃ 变 性 ３０ ｓꎬ ５０℃ 复 性 ４５ ｓꎬ ７２℃ 延 伸

１.５ ｍｉｎꎬ ３６ 个循环ꎬ最后 ７２℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎬ４℃ 保

存ꎮ 扩增结束后ꎬ在反应混合物中加入 ５ μｌ 溴酚

蓝ꎬ混匀ꎮ 取 ７ μｌ 点入含 ０.５ μｇ􀅰ｍｌ－１溴化乙锭的

１.５％琼脂糖凝胶中ꎬ于 １×ＴＡＥ 电泳缓冲液中、１００ Ｖ
电场下电泳 ９０ ｍｉｎꎬ 凝胶电泳成像系统下拍照观察ꎮ
ＰＣＲ 扩增产物回收:回收采用 ＳａｎＰｒｅｐ 柱式 ＤＮＡ 胶

回收试剂盒(上海生工生物技术有限公司生产)ꎮ
１.２.４　 根瘤菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 全序列测定　 用于测序的

菌株 ＰＣＲ 扩增产物回收后直接测序ꎬ由上海生工生

物技术有限公司完成测序ꎮ 从 ＧｅｎＢａｎｋ 中获取参

比菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列ꎬ数据经编辑后应用 ＭＥＧＡ
６ 进行比对ꎬ并利用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建供试菌

株与参比菌株的系统发育树ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 蚕豆根瘤菌的筛选及基因组 ＤＮＡ 电泳结果及

１６ Ｓ ｒＤＮＡ 的扩增

　 　 首先对采取的根瘤菌样本进行筛选ꎬ从中获得

了 ６ 个菌株ꎬ即 ＣＤ１、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ６ꎮ 对

这 ６ 株根瘤菌提取基因组 ＤＮＡ 并进行检测(图 １)ꎬ
结果显示其 ＤＮＡ 大小均在 ２０ ｋｂ 左右ꎬ电泳条带整

齐完整ꎬ无杂质和 ＲＮＡ 污染ꎬ可满足后续实验的要

求ꎮ 利用根瘤菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 通用引物对筛选的 ６ 个

菌株进行 ＰＣＲ 扩增(图 ２)ꎮ
２.２　 供试菌株与各参比菌株之间 １６ Ｓ ｒＤＮＡ 基因

全序列的相似性

　 　 获得的测序结果ꎬ利用 ＤＮＡｓｔａｒ 进行编辑ꎬ在
ＧｅｎＢａｎｋ ｄａｔａｂａｓｅ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｂ. ｇｏｖ / )
比对ꎬ从中获得参比菌株序列ꎬ应用 ＭＥＧＡ６ 进行比

对ꎬ并利用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建供试菌株与参比
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菌株的系统发育树ꎮ

１. ＣＤ１ꎻ ２. ＣＤ２ꎻ ３. ＣＤ３ꎻ ４. ＣＤ４ꎻ ５. ＣＤ５ꎻ ６. ＣＤ６
图 １　 根瘤菌基因组 ＤＮＡ 电泳图谱

Ｆｉｇ.１　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ

１. ＣＤ１ꎻ ２. ＣＤ２ꎻ ３. ＣＤ３ꎻ ４. ＣＤ４ꎻ ５. ＣＤ５ꎻ ６. ＣＤ６
图 ２　 根瘤菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 扩增图谱

Ｆｉｇ.２　 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉｕｍｓ

　 　 将 ６ 个供试菌株进行扩增回收后测序ꎬ将序列

与 ＮＣＢＩ 中已报道的序列进行相似性比对ꎬ比对结

果如表 ２ꎮ 供试 ６ 个蚕豆根瘤菌菌株分属 ５ 个不同

系统发育分支ꎮ 其中供试菌株 ＣＤ４ 与 ＫＦ００８２２５.１
相似度最高ꎬ达到 ９８％ꎬ其余均在 ９５％ ~ ９６％之间ꎮ
说明同一品种不同区域共生菌株不相同ꎮ
２.３　 系统发育树构建

利用 ＭＥＧＡ ６.０ 对供试菌种进行 Ｃｌｕｓｔａｌ 比对之

后(图 ３)ꎬ与参比菌种进行聚类分析构建参比菌株

与供试菌株的 Ｎ Ｊ 树ꎬ从图 ４ 可以看出 ＣＤ１ 和

ＣＤ２ 共属同一菌属ꎬ即节细菌属(Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ)ꎬＣＤ３
属于分枝杆菌属(Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)ꎬＣＤ４ 和 ＣＤ５ 属于

快生根瘤菌属(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)ꎬＣＤ６ 属于中慢生根瘤菌

属(Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)ꎮ 来自不同地区的根瘤菌显示出

很大差异ꎬ说明青海省不同生态区根瘤菌种类比较

丰富ꎮ 具体的分类地位还需要进一步研究ꎮ

３　 讨　 论

本研究通过同一品种不同生态区 ６ 个菌株

１６Ｓ ｒＤＮＡ全序列数据分析和系统发育树显示位于 ５
个系统发育分支上ꎮ ＣＤ１、 ＣＤ２ 同属一个类群节细

菌属(Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ)ꎬＣＤ４、ＣＤ５ 同属一个类群快生根

瘤菌属(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)ꎬＣＤ３ꎬＣＤ６ 分别属于分枝杆菌

属(Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)和中慢生根瘤菌属(Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉ￣
ｕｍ)ꎮ ４ 个类群亲缘关系较近ꎮ

表 ２　 供试菌株与各参比菌株之间 １６Ｓ ｒＤＮＡ 全序列的相似性分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
供试菌株
Ｔｅｓｔ ｓｔｒａｉｎｓ

大小 / ｂｐ
Ｓｉｚｅ

相似菌种种属
Ｓｉｍｉｌａｒ ｇｅｎｕｓ

基因
Ｇｅｎｅｂａｎｋ

相似度 / ％
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

ＣＤ１ １４３３

Ｐａｅｎａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｎｉｔｒｏｇｕａｊａｃｏｌｉｃｕｓ ＫＴ９９７４３３.１ ９５
Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ＫＴ３１４１５４.１ ９５
Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ

Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｎｉｔｒｏｇｕａｊａｃｏｌｉｃｕｓ
ＫＴ３１４１４０.１
ＫＴ３６９８６６.１

９５
９６

ＣＤ２ １４４７

Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｎｉｔｒｏｇｕａｊａｃｏｌｉｃｕｓ ＫＣ３５４４５３.１ ９５
Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ ＪＱ９７６９９４.１ ９５

Ｐａｅｎａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ ｎｉｔｒｏｇｕａｊａｃｏｌｉｃｕｓ ＨＱ２０２８４３.１ ９５
Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＫＲ０２９８１７.１ ９５

ＣＤ３ １４３９

Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＨＱ６７４９９５.１ ９６
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＪＸ０２６７０４.２ ９６

Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓａｃｒｕｍ ＧＵ２０１８５３.２ ９６
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＡＪ２４５７０２.１ ９６

ＣＤ４ １４４０
Ｂａｃｉｌｌｕ ＡＢ１８８２１２.１ ９７

Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ＥＵ８７４８９４.１ ９７
Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ＫＦ００８２２５.１ ９８

ＣＤ５ １４５５
Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ＫＦ９３３５３６.１ ９７

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｑｕｉｌｅｎｓｉ ＫＲ０８５７８８.１ ９６
Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ＪＸ９４１５１６.１ ９６

ＣＤ６ １４５０
Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ＪＸ８４０３８８.２ ９７
Ｍｉｃｒｏｖｉｒｇａ ＪＱ９１２０７９.１ ９６
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图 ３　 供试菌种序列比对
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｌｕｓｔａｌ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｅｓｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｃｕｌｔｕｒｅｓ

图 ４　 供试菌种与参比菌种系统发育进化树
Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｋｎｏｗｎ ｃｕｌｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｔｅｓｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ
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　 　 同一寄主在不同环境条件下共生了不同的菌

种ꎬ说明青海不同区域有着不同的根瘤菌ꎬ其遗传

多样性比较丰富ꎮ 目前 １６Ｓ ｒＤＮＡ 全序列分析是较

为普遍及准确的确定根瘤菌系统发育研究的方法ꎬ
一般来说ꎬ菌种相似度在 ９５％ 以上可以认为是同一

个种ꎬ但是在本研究进行过程中发现相似度最高的

菌种有时并不是根瘤菌属ꎬ而其他文献对此现象也

有报道[４]ꎮ 因此在确定其分类地位时还要结合

ＤＮＡ 同源性分析来决定[９]ꎮ
对于青海省蚕豆根瘤菌的研究目前还比较少ꎬ

本研究分离出来的根瘤菌品种与之前报道过的存

在较大差异ꎬ对于青海省蚕豆根瘤菌确切的种类及

系统发育研究还需进一步扩大样品数量ꎬ收集更多

代表性菌株ꎬ扩大多样性ꎮ
环境条件对根瘤菌有着深刻影响ꎬ包括对根瘤

菌的直接影响和通过影响宿主植物间接地影响根

瘤菌的遗传多样性区域环境条件的改变ꎬ既影响着

宿主植物的生长ꎬ也改变了根瘤菌的生长条件ꎬ造
成根瘤菌种群变化和数量的增减ꎬ因而在同一环境

中出现了根瘤菌表型和遗传型的多样性ꎮ
在本研究中ꎬ从各地区分离的蚕豆根瘤菌无论

是表型分析还是遗传型分析都没有按照地理来源

进行聚群、根瘤菌与豆科植物共生关系的建立是细

菌、植物及环境三方相互作用的结果ꎬ只有适应当

地的土壤条件且又有高效固氮及竞争能力的豆科

植物根瘤菌共生体才能在该地发挥应有的作用ꎮ
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