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内蒙古东部地区乌拉尔甘草
根瘤菌遗传多样性研究

高梦哲ꎬ袁晓霞ꎬ杨冰洁ꎬ申奥龙ꎬ李　 华ꎬ冀照君
(内蒙古民族大学生命科学与食品学院ꎬ内蒙古 通辽 ０２８０００)

摘　 要:为探究乌拉尔甘草共生根瘤菌的微进化历程ꎬ温室条件下种植乌拉尔甘草捕捉当地土壤中根瘤菌ꎬ共
分离得到根瘤菌 ２１ 株ꎬ基于核心基因 ｒｅｃＡ 序列鉴定菌株的种属分别为豌豆根瘤菌(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ)、阿拉

米根瘤菌(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ａｌａｍｉｉ)、阳陵根瘤菌(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｙａｎｇｌｉｎｇｅｎｓｅ)、菜豆根瘤菌(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｐｈａｓｅｏｌｉ)、圆明园慢生根

瘤菌(Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｙｕａｎｍｉｎｇｅｎｓｅ)、Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ 和 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩꎬ其中 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ 为第一优势菌群ꎬ
Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩ 为第二优势菌群ꎬ群落结构相对单一ꎬ核苷酸多态性(π)较低(范围为 ０.００２０５~ ０.０１７９１ꎬ平均值

为 ０.０１０４０６)ꎬ遗传距离(Ｄｘｙ)较远(范围为 ０.０６８８~０.１９３５ꎬ平均值为 ０.１４８３)ꎬ基因交流指数(Ｎｍ)较低(范围为 ０.０２
~１７.１０ꎬ平均值为 ３.０４８)ꎮ 综上所述ꎬ内蒙古东部地区乌拉尔甘草根瘤菌遗传多样性较高ꎬ在进化历史上基因交流

频率较低ꎬ具有较强的遗传稳定性ꎮ
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　 　 乌拉尔甘草(Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｆｉｓｃｈ)是常见

的多年生豆科中蒙药材植物[１－３]ꎬ可与根瘤菌形成

共生固氮体系[４]ꎬ能够将空气中的氮气转化为宿主

所需的氮素营养ꎬ解决瘠薄土壤中氮素缺乏的问

题ꎬ避免氮肥过量施用导致的土壤严重污染ꎬ根瘤

菌共生固氮体系的形成将有助于提高乌拉尔甘草

的产量ꎬ促进其有效成分的积累[５－７]ꎮ
乌拉尔甘草在我国内蒙古、甘肃、新疆、宁夏等
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地区均大面积种植[８]ꎬ不同类型土壤中生物因子和

非生物因子存在较大差异ꎬ导致乌拉尔甘草共生根

瘤菌的生物多样性较高ꎮ 内蒙古东部地区奈曼旗

是我国重要的中蒙药材种植产业振兴科技示范基

地ꎬ大量种植乌拉尔甘草、蒙古黄芪等豆科药材ꎬ然
而化肥的过度施用致使土壤板结ꎬ中蒙药材品质不

断下降ꎬ开发和利用不同地区土壤中丰富的根瘤菌

菌种资源ꎬ可为乌拉尔甘草的大面积种植选育出高

效共生固氮优良菌株[９]ꎮ Ｌｉ 等[１０] 从我国西北地区

分离出野生甘草根瘤内的菌株ꎬ鉴定为根瘤菌属、
中慢生根瘤菌、中华根瘤菌属ꎬ发现不同地区分离

得到的根瘤菌在系统发育树上差异显著ꎬ显示出典

型的生物地理分布特征ꎮ Ｍｏｕｓａｖｉ 等[１１]对甘草根瘤

核心基因进行多位点序列分析(ＭＬＳＡ)ꎬ揭示了我

国中部和西北地区甘草根瘤菌的多样性以及系统

发育地位ꎬ包括中慢生根瘤菌(５７ 株)、根瘤菌属(２５
株)、中华根瘤菌属(１１ 株)、叶状杆菌属(６ 株)和农

杆菌(１６ 株)ꎮ 我国北方地区的甘草主要与中慢生

根瘤菌属、中华根瘤菌属、根瘤菌属等结瘤[１２]ꎮ 饶

小莉等[１３]研究表明内蒙古地区乌拉尔甘草的优势

菌群均为中慢生根瘤菌属ꎬ但未提到根瘤的具体采

集地点ꎮ 还有研究发现甘草中慢生根瘤菌共生基

因序列的一致性较高ꎬ宿主范围较窄ꎬ推测共生基

因来自共同祖先[１４]ꎮ 我国大部分地区根瘤菌具有

较高的遗传多样性ꎬ菌群结构与地理隔离、土壤理

化性质存在较强的相关性[１５－１７]ꎬ表明根瘤菌为了适

应不同生境存在着共同进化的现象ꎬ在进化过程中

不断发生遗传分化与遗传重组ꎬ其种属关系及结瘤

固氮能力在进化过程中不断变化[１６ꎬ １８]ꎮ 因此ꎬ开发

高效专一的根瘤菌菌种资源对我国乌拉尔甘草的

绿色种植具有重要意义ꎮ
本研究采集内蒙古东部地区土样ꎬ实验室条件下

种植乌拉尔甘草来捕捉土壤中存在的专一性根瘤菌

菌株ꎬ探究乌拉尔甘草根瘤菌的系统发育地位和菌群

结构ꎬ及其在分子进化过程中发生的遗传分化与基因

交流现象ꎬ以期为内蒙古东部地区瘠薄土壤中种植的

乌拉尔甘草选育出高效共生固氮根瘤菌奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试材料为乌拉尔甘草种子ꎬ购自万草园种苗

中心ꎮ
１.２　 试剂与培养基

１×植物低氮营养液:ＦｅＣ６Ｈ５Ｏ７􀅰５Ｈ２Ｏ ０.０７５ ｇꎬ
Ｃａ(ＮＯ３) ２ ０.０３ ｇꎬＫＣｌ ０.０７５ ｇꎬＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０.０６

ｇꎬＫ２ＨＰＯ４ ０.１３６ ｇꎬＣａＳＯ４ ０.４６ ｇꎬ微量元素 １ ｍＬꎬ定
容至 １ ０００ ｍＬꎬ１５ 磅灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ

微量元素储备液:Ｈ３ＢＯ３ ２.８６ ｇꎬＭｎＳＯ４ １.１８ ｇꎬ
ＣｕＳＯ４􀅰５Ｈ２Ｏ ０.８ ｇꎬＺｎＳＯ４ ０.２２ ｇꎬＨ２ＭｏＯ４ ０.０２ ｇꎬ定
容至 １ ０００ ｍＬꎬ１５ 磅灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ

０.８％水琼脂培养基:琼脂粉 ０. ８ ｇꎬ去离子水

１００ ｍＬꎬ１５ 磅灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ
ＹＭＡ 培养基:ＫＨ２ＰＯ４ ０.２５ ｇꎬＫ２ＨＰＯ４ ０.２５ ｇꎬ

ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０.２ ｇꎬＮａＣｌ ０.１ ｇꎬ甘露醇 １０ ｇꎬ酵母粉

３.０ ｇꎬ定容至 １ ０００ ｍＬꎬ固体培养基需额外加琼脂

粉 １５ ｇꎬ１５ 磅灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ
ＴＹ 培养基:蛋白胨 ５.０ ｇꎬ酵母粉 ３.０ ｇꎬＣａＣｌ２

０.６ ｇꎬ定容至 １ ０００ ｍＬꎬ固体培养基需额外加琼脂

粉 １５ ｇꎬ所有试剂和培养基均在 １２１℃、１０３.４ ｋＰａ 灭

菌 ２０ ｍｉｎꎮ
１.３　 土壤样品的采集与处理

土壤样品于 ２０２３ 年 ９ 月采集自内蒙古奈曼地

区蒙中药材种植产业振兴科技示范基地(４２°３４′４５″
Ｎꎬ１２０°４５′３５″Ｅ)的 ３ 个随机采样点(作为 ３ 个生物

学重复)ꎬ取地表 １０~１５ ｃｍ 以下的土壤样品置于无

菌袋中ꎬ在实验室无菌条件下取 １０.０ ｇ 土壤样品与

１００ ｍＬ 无菌生理盐水均匀混合制成土壤悬浮液ꎮ
１.４　 甘草种植与土壤悬浮液根部接种

选取颗粒饱满的乌拉尔甘草种子ꎬ９５％乙醇处

理 ３０ ｓ 消除表面张力ꎬ弃掉乙醇ꎬ用 ２.４％次氯酸钠

处理 ５ ｍｉｎꎬ无菌水洗涤 ５~７ 次ꎬ将无菌种子分散于

０.８％水琼脂平板ꎬ２８℃温箱中黑暗萌发 ２４ ｈꎮ 选取

长度约 １ ｃｍ 的甘草芽种植于双层瓶的无菌蛭石

中[１９]ꎬ甘草芽周围接种 １.０ ｍＬ 土壤悬浮液ꎬ置于人

工气候箱中ꎮ 共设置 ３ 个生物学重复ꎬ每个生物学

重复种植甘草 １０ 株ꎬ以不接种土壤悬浮液的甘草作

为阴性对照组ꎬ甘草生长 ４５ ｄ 后采集根瘤[２０－２１]ꎮ
１.５　 根瘤菌的分离纯化

根瘤用 ０.８５％生理盐水清洗后转移到无菌容器

中ꎬ９５％乙醇处理 ３０ ｓꎬ然后用 ２.４％次氯酸钠溶液

处理 ５ ｍｉｎꎬ无菌水洗涤 ５~７ 次ꎬ将每个根瘤分别转

移到无菌 ＥＰ 管内ꎬ加入 ５０ μＬ 无菌生理盐水ꎬ捣碎

后吸取混合液划线于 ＹＭＡ 固体培养基[２２－２３]ꎬ２８℃
恒温培养 ７２ ｈꎬ挑取单菌落纯化 ３ 次ꎬ将纯化后的单

菌落接入 ＹＭＡ 液体培养基ꎬ恒温 ２８℃、转速 １８０ ｒ
􀅰ｍｉｎ－１条件下振荡培养 ７２ ｈꎬ将菌液与 ６０％的甘油

１ ∶ １混合后冻存于－８０℃ꎮ
１.６　 根瘤菌总 ＤＮＡ 提取及核心基因 ｒｅｃＡ 序列比对

将分离纯化得到的菌株分别接种于液体 ＹＭＡ
培养基ꎬ２８℃ 条件下 １８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 恒温振荡培养 ３
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ｄꎬ１３ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ３ ｍｉｎ 收集菌体ꎬ采用 ＧＵＴＣ
法提取根瘤菌总 ＤＮＡ[２４]ꎬ扩增基因 ｒｅｃＡ 序列(约 ６００
ｂｐ)ꎬ引物为 ｒｅｃＡ４１－Ｆ(５’－ＴＴＣＧＧＣＡＡＧＧＧＭＴＣＧＲＴ￣
ＳＡＴＧ－３’)和 ｒｅｃＡ６４０－Ｒ(５’ －ＡＣＡＴＳＡＣＲＣＣＧＡＴＣＴ￣
ＴＣＡＴＧＣ－３’)ꎬＰＣＲ 反应体系(５０ μＬ):２×Ｔａｑ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５.０ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ２１.０ μＬꎬ上游引物 １.０
μＬꎬ下游引物 １.０ μＬꎬ模板 ＤＮＡ ２.０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应

条件:９５℃ ５ ｍｉｎꎻ９４℃ ４５ ｓꎬ５４℃ ４５ ｓꎬ７２℃ １ ｍｉｎꎬ
３０ 个循环ꎻ７２℃ １０ ｍｉｎ[２５]ꎮ 将 ＰＣＲ 产物点样到

１.０％的琼脂糖凝胶中ꎬ１５０ Ｖ 电泳 ３０ ｍｉｎꎮ ＵＶ 下观

察检测扩增的片段ꎬ将符合测序要求的产物送至深

圳华大基因科技有限公司测序ꎮ
１.７　 基于 ｒｅｃＡ 基因序列构建系统发育树

将测序结果中峰图正常的结果利用 Ｃｌｕｓａｔａｌ 软
件比对去掉两端多余碱基序列ꎬ采用 ＭＥＧＡ １１.０ 软

件对测序结果进行比对分析ꎬ选取 Ｋｉｍｕｒａ － ２ －ｐａ￣
ｒａｍｅｔｅｒ 模型构建邻接(ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)系统发

育树状图ꎬｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值设定为 １ ０００ꎮ 基于基因 ｒｅｃＡ
构建的系统发育树探究该地区甘草根瘤菌菌株的

分类地位及其亲缘关系[２６－２８]ꎮ
１.８　 根瘤菌群体遗传及核苷酸多态性分析

采用 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 软件的 ＬＯＣＰＲＩＯＲ 模型设置

初始化(ｂｕｒｎ－ｉｎ)值为 １００ ０００ꎬ迭代次数( ｉｔｅｒａｔｉｏｎｓ)
为 １ ０００ ０００ꎬ深入研究甘草根瘤菌菌株的遗传物质

来源及菌群结构ꎻ采用 ＤＮＡｓｐ(ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｐｏｌｙ￣
ｍｏｒｐｈｉｓｍ)软件分析 ｒｅｃＡ 序列的核苷酸多态性ꎬ包括

单倍体数量(ｈ)、单倍体多样性(Ｈｄ)、核苷酸多样

性(π)、πＮ / πＳ 比值(πＳ 指同义突变位点上发生碱

基替换的数量ꎬπＮ 指非同义突变位点上发生碱基

替代的数量)、核苷酸遗传分化距离平均值(Ｄｘｙ)和
基因交流指数(Ｎｍ) [２０]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 甘草根瘤菌分离鉴定结果

实验室条件下捕捉内蒙古地区土壤中的甘草

共生根瘤菌ꎬ共分离得到 ２１ 株ꎬ菌株在 ＹＭＡ 培养基

上 ２８℃条件下培养 ３ ｄ 后ꎬ可形成直径约为 ２ ｍｍ
的单菌落ꎮ 基于核心基因 ｒｅｃＡ 序列(相似性高于

９６％)鉴定根瘤菌的种属关系ꎬ共得到 ２１ 株根瘤菌

(表 １)ꎬ归属于 ５ 个已知种群和 ２ 个未知种群ꎬ分别

为阿拉米根瘤菌(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ａｌａｍｉｉ)１ 株、阳陵根瘤

菌(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｙａｎｇｌｉｎｇｅｎｓｅ)２ 株、菜豆根瘤菌(Ｒｈｉｚｏ￣
ｂｉｕｍ ｐｈａｓｅｏｌｉ)１ 株、豌豆根瘤菌(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｌｅｇｕｍｉｎｏ￣
ｓａｒｕｍ) ３ 株、圆明园慢生根瘤菌 ( Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ
ｙｕａｎｍｉｎｇｅｎｓｅ)３ 株、根瘤菌新种 Ｉ(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ)７

株、慢生根瘤菌新种 ＩＩ(Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩ)４ 株ꎬ
结果表明内蒙古东部地区乌拉尔甘草可以和土壤

中 ７ 个根瘤菌种群建立共生固氮体系ꎮ
２.２　 根瘤菌系统发育树的构建及亲缘关系

将分离得到的所有菌株与 Ｇｅｎｂａｎｋ 中已上传的

模式菌株 ｒｅｃＡ 序列比对ꎬ以 ２ 株伯克霍尔德模式菌

株(Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｃａｒｉｂｅｎｓｉｓ ＭＷＡＰ６４ 和 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ
ｍｉｍｏｓａｒｕｍ ＰＡＳ４４)作为外群ꎬ构建系统发育树(图
１)ꎬ２１ 株根瘤菌均分布在 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ(１４ 株)和 Ｂｒａ￣
ｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ(７ 株)两个属的系统发育分支上ꎬ其中

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ 有 ７ 株菌ꎬ为第一优势菌群ꎬＢｒａｄｙ￣
ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩ 有 ４ 株菌ꎬ为第二优势菌群ꎬ但已知 ５
个根瘤菌菌种 Ｒ. ａｌａｍｉｉ、Ｒ. ｙａｎｇｌｉｎｇｅｎｓｅ、Ｒ. ｐｈａｓｅｏｌｉ、
Ｒ. ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ 和 Ｂ. ｙｕａｎｍｉｎｇｅｎｓｅ 分离得到的菌

株数量相对较少ꎬ推测内蒙古东部地区土壤中根瘤

菌已知种的丰度较低或发生遗传变异进化为未知

种(图 １)ꎮ
２.３　 甘草根瘤菌种群结构及其进化祖先推测

通过 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 软件分析 ２１ 株根瘤菌种群

结构得到最佳亚群数量(Ｋ)为 ３ꎬ推测这些菌株的

遗传物质由 ３ 个祖先(Ｉ－ＩＩＩ)进化而来(图 ２)ꎮ 大部

分根瘤菌的遗传物质来源于单一祖先ꎬ进化过程中

未获取其他祖先的遗传物质ꎬ遗传稳定性较强ꎬ只有

４ 株菌 ( ＩＭＵＮＪ ２３４１０、 ＩＭＵＮＪ ２３４２７、 ＩＭＵＮＪ ２３４４５、
ＩＭＵＮＪ ２３４１１)获得了 ２ 个祖先的遗传物质ꎬ表明这 ４
株菌可能是遗传变异后的进化菌株(图 ２)ꎮ

表 １　 根瘤菌菌种信息鉴定
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉａ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

序号
Ｎｏ.

菌株名称
Ｓｔｒａｉｎ ｎａｍｅ

宿主
Ｈｏｓｔ ｐｌａｎｔ

菌种
Ｓｐｅｃｙ

１ ＩＭＵＮＪ ２３４０１ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ
２ ＩＭＵＮＪ ２３４０２ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩ
３ ＩＭＵＮＪ ２３４０３ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩ
４ ＩＭＵＮＪ ２３４０６ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ
５ ＩＭＵＮＪ ２３４０９ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｙｕａｎｍｉｎｇｅｎｓｅ
６ ＩＭＵＮＪ ２３４１０ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｙａｎｇｌｉｎｇｅｎｓｅ
７ ＩＭＵＮＪ ２３４１１ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｐｈａｓｅｏｌｉ
８ ＩＭＵＮＪ ２３４１３ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩ
９ ＩＭＵＮＪ ２３４１４ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ
１０ ＩＭＵＮＪ ２３４１５ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｙｕａｎｍｉｎｇｅｎｓｅ
１１ ＩＭＵＮＪ ２３４１６ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ
１２ ＩＭＵＮＪ ２３４１８ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ
１３ ＩＭＵＮＪ ２３４２３ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ
１４ ＩＭＵＮＪ ２３４２４ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ
１５ ＩＭＵＮＪ ２３４２７ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｙａｎｇｌｉｎｇｅｎｓｅ
１６ ＩＭＵＮＪ ２３４２９ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ
１７ ＩＭＵＮＪ ２３４３９ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩ
１８ ＩＭＵＮＪ ２３４４４ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ
１９ ＩＭＵＮＪ ２３４４５ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ａｌａｍｉｉ
２０ ＩＭＵＮＪ ２３４４６ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｙｕａｎｍｉｎｇｅｎｓｅ
２１ ＩＭＵＮＪ ２３４４８ Ｇ. ｕｒａｌｅｎｓｉｓ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ
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　 　 注:系统发育树分支节点的数字表示 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值(≥７０％)ꎻ用于鉴定种属关系的模式菌株名称后用上标(Ｔ)
表示ꎻ比例尺 ０.０２ 表示核苷酸碱基差异为 ２％ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂｒａｎｃｈ ｎｏｄｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅ (≥７０％). Ｔｈｅ ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎｓ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ (Ｔ) . Ｓｃａｌｅ ｂａｒ ０.０２ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｂａｓｅ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｃｅ ｏｆ ２％.

图 １　 基于核心基因 ｒｅｃＡ 序列构建的乌拉尔甘草根瘤菌系统发育树

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉａ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ｕｒａｌｅｎｓｉｓ ｆｉｓｃｈ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｏｒｅ ｇｅｎｅ ｒｅｃＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

　 　 注:推测出的祖先分别用 Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ 表示并填充不同灰度ꎬ横坐标为菌株编号(省略数字编号前的“ ＩＭＵＮＪ”ꎬ其编号见表

１)ꎬ纵坐标表示每株根瘤菌获得某祖先遗传物质的百分比ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｐｒｅｓｕｍｅｄ ａｎｃｅｓｔｏｒｓ ａｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｂｙ Ｉꎬ ＩＩꎬ ＩＩＩ ａｎｄ ｆｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒａｙｓｃａｌｅ. Ｔｈｅ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ａｘｉｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ

ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ (ｏｍｉｔｔｉｎｇ ｔｈｅ “ＩＭＵＮＪ” ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｎｕｍｅｒｉｃａｌ ｎｕｍｂｅｒꎬ ａｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ Ｔａｂｌｅ １)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｉｓ
ｆｉｌｌｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｅａｃｈ ａｎｃｅｓｔｏｒ’ｓ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｌｌｅｌｅ. Ｔｈｅ ｖｅｒｔｉｃａｌ ａｘｉｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｓｔｒａｉｎ.

图 ２　 基于核心基因 ｒｅｃＡ 推测的乌拉尔甘草根瘤菌种群结构

Ｆｉｇ.２　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉａ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ ｕｒａｌｅｎｓｉｓ ｆｉｓｃｈ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｏｒｅ ｇｅｎｅ ｒｅｃＡ.

２.４　 甘草根瘤菌核酸多态性分析结果

根瘤菌菌株的单倍体多样性(Ｈｄ)、核苷酸多样

性(π)、种间遗传距离(Ｄｘｙ)和基因交流(Ｎｍ)存在

显著差异(表 ２、表 ３)ꎮ 根瘤菌种 Ｒ. ｙａｎｇｌｉｎｇｅｎｓｅ、Ｂ.

ｙｕａｎｍｉｎｇｅｎｓｅ 和 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩ 的 Ｈｄ 值最高

(１.０００)ꎬＲｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ 和 Ｒ. ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ 的 Ｈｄ
值相对较低ꎬ分别为 ０.９５２ 和 ０.６６７ꎮ 不同种属根瘤

菌的 π 与 πＳ 值比较相近ꎬ表明核苷酸多态性主要
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是由于基因 ｒｅｃＡ 发生同义突变所导致ꎮ 其中ꎬ菌种

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ、Ｒ. ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ 和 Ｂ. ｙｕａｎｍｉｎｇｅｎｓｅ
的 π 值相对较高ꎬ分别为 ０.０１０８５、０.０１７９１ꎬ０.０１３６９ꎻ
Ｒ. ｙａｎｇｌｉｎｇｅｎｓｅ 和 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩ 的 π 值相对

较低ꎬ分别为 ０. ００２０５ 和 ０. ００７５３ꎮ 菌种 Ｂｒａｄｙｒｈｉ￣
ｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩ 分别与 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ 和 Ｒ. ｌｅｇｕｍｉｎｏ￣
ｓａｒｕｍ 之间的 Ｄｘｙ 值(分别为 ０.１９１７ 和０.１９３５)最

高ꎻ而菌种 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩ 与 Ｂ. ｙｕａｎｍｉｎｇｅｎｓｅ
之间的 Ｄｘｙ 值(０.０６８８)最低ꎬ不同属根瘤菌之间的

遗传距离(Ｄｘｙ)远大于属内菌株的核苷酸多样性

(π)ꎬ同一属内不同种根瘤菌的遗传距离(Ｄｘｙ)也

高于核苷酸多样性(π)ꎮ 根瘤菌不同种的菌种间

Ｎｍ 值均较低ꎬ表明乌拉尔甘草根瘤菌进化过程中

出现的基因流频率较低ꎮ

表 ２　 根瘤菌的核酸多态性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉａ

菌种 Ｓｔｒａｉｎ 片段长度 Ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ Ｓ Ｅｔａ ｈ / Ｈｄ π πＳ πＮ πＮ / πＳ

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ ４８７ １３ １５ ６ / ０.９５２ ０.０１０８５ ０.０１９１８ ０.００７５９ ０.３９５７２５
Ｒ. ｙａｎｇｌｉｎｇｅｎｓｅ ４８７ １ １ ２ / １.０００ ０.００２０５ ０.００８０３ ０.０００００ ０.００００００

Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩ ４８７ ６ ６ ４ / １.０００ ０.００７５３ ０.０１８４８ ０.００３８３ ０.２０７２５１
Ｒ. ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ ４８７ １３ １３ ２ / ０.６６７ ０.０１７９１ ０.０１６３３ ０.０１８８４ １.１５３７０５
Ｂ. ｙｕａｎｍｉｎｇｅｎｓｅ ４８７ １０ １０ ３ / １.０００ ０.０１３６９ ０.０４７１９ ０.００１８６ ０.０３９４１５

总计 Ｔｏｔａｌ １６４ １９７ １８ / ０.６６０ ０.１２６０７ ０.３３２６８ ０.０５６２７ ０.１６９１４２

　 　 注:表中呈现出不同菌种的多态性位点数(Ｓ)、单倍型数(Ｅｔａ)、单倍型多样性(ｈ / Ｈｄ)、核苷酸多样性(π)、同义位点多样性(πＳ)、非同义

位点多样性(πＮ)以及非同义 / 同义多样性比值(πＮ / πＳ)等参数ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｉｓ ｔａｂｌｅ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｓｉｔｅｓ (Ｓ)ꎬ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ (Ｅｔａ)ꎬ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ (ｈ / Ｈｄ)ꎬ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

(π)ꎬ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｓｉｔｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ (πＳ)ꎬ ｎｏｎｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｓｉｔｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ (πＮ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｏｎｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ / ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｒａｔｉｏ (πＮ / πＳ) ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｓｐｅｃｉｅｓ.

表 ３　 根瘤菌的遗传分化(Ｄｘｙ)和基因交流指数(Ｎｍ)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ (Ｄｘｙ) ａｎｄ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｉｎｄｅｘ (Ｎｍ) ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉａ

菌种 Ｓｔｒａｉｎ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩ Ｒ.ｙａｎｇｌｉｎｇｅｎｓｅ Ｒ. ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ Ｂ. ｙｕａｎｍｉｎｇｅｎｓｅ

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ ０.０３００ ８.６０００ ４.４９００ １７.０１
Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩ ０.１９１７ ０.１０００ ０.０４００ ０.０９

Ｒ. ｙａｎｇｌｉｎｇｅｎｓｅ ０.１０１６ ０.１８０７ ０.０５００ ０.０２
Ｒ. ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ ０.１２７２ ０.１９３５ ０.１０２３ ０.０５
Ｂ. ｙｕａｎｍｉｎｇｅｎｓｅ ０.１７４２ ０.０６８８ ０.１６７４ ０.１７５６

　 　 注:左下角为不同种间的遗传距离(Ｄｘｙ)值ꎬ右上角为不同种之间的基因交流(Ｎｍ)值ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｌｅｆｔ ｃｏｒｎｅｒ ａｒｅ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ (Ｄｘｙ) ｖａｌｕｅｓꎬ ａｎｄ ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｒｉｇｈｔ ｃｏｒｎｅｒ ａｒｅ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｉｎｄｅｘ

(Ｎｍ) ｖａｌｕｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ.

３　 讨　 论

有研究证实温室条件下捕捉与田间采集的根

瘤菌具有相似的拓扑结构[２９－３０]ꎬ内蒙古东部地区大

面积人工种植的乌拉尔甘草根部未采集到根瘤ꎬ因
此采集土壤并在实验室条件下种植乌拉尔甘草来

捕捉根瘤菌ꎬ共分离得到根瘤菌 ２１ 株ꎬ分别归属为

５ 个已知种群 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ、 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ
ａｌａｍｉｉ、 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｙａｎｇｌｉｎｇｅｎｓｅ、 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｐｈａｓｅｏｌｉ、
Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｙｕａｎｍｉｎｇｅｎｓｅ 和 ２ 个未知种群 Ｒｈｉｚｏ￣
ｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ、Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩꎬ其中 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ
为第一优势种群ꎬＢｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩ 为第二优势

种群ꎬ遗传多样性较高ꎮ 谷峻等[１２] 研究发现ꎬ我国

北方地区 ２０ 株甘草根瘤菌产生 １４ 种遗传型ꎬ同样

也表现出丰富的遗传多样性ꎮ 杨亚珍[３１] 从西北干

旱地区乌拉尔甘草和光果甘草根瘤中共分离出 ６８
株菌ꎬ经系统发育地位分析发现这些菌株分别归属

于根瘤菌属、中慢生根瘤菌属、土壤杆菌属、中华根

瘤菌属、慢生根瘤菌属ꎬ遗传多样性较高ꎻ然而ꎬ饶
小莉等[１３] 从乌拉尔甘草根瘤中共分离出 ５４ 株菌ꎬ
１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列鉴定全部归属为中慢生根瘤菌

属ꎬ却表现出较低的遗传多样性ꎻ这些结果表明乌

拉尔甘草在不同的土壤中所结根瘤菌的种类也存

在较大差异ꎬ这可能与土壤中菌群结构和营养类型

等因素有关ꎮ
乌拉尔甘草根瘤菌的种群结构较为单一ꎬ大部

分菌株的遗传物质都是从单一祖先进化而来ꎬ只有

４ 株根瘤菌融合了 ２ 个祖先的遗传物质ꎬ这表明乌
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拉尔甘草根瘤菌在进化过程中发生遗传重组概率

相对较小ꎬ即使在自生状态下受到土壤因子胁迫、
共生状态下受到宿主选择作用[３２]ꎬ根瘤菌仍然能够

保持较高的遗传稳定性ꎮ 根瘤菌不同种之间基因

交流系数(Ｎｍ)值较低ꎬ也充分证明了根瘤菌之间

发生基因交流的频率相对较低ꎬ遗传物质信息相对

保守ꎮ Ｍｏｕｓａｖｉ 等[１１]针对我国中部和西北部地区的

甘草根瘤菌进化研究结果发现ꎬ中慢生根瘤菌与宿

主甘草等豆科植物共进化过程中也会获得其他菌

株的遗传物质ꎮ
本研究表明ꎬ乌拉尔甘草根瘤菌的核苷酸多样

性(π)和同义替换的核苷酸多样性(πＳ)较为接近ꎬ
且除 Ｒ. ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ 外ꎬ其余菌种 πＮ / πＳ 值均较

低ꎬ同样也证明了根瘤菌在进化历程中碱基非同义

替换很少发生ꎬ表现出较高的遗传稳定性ꎬ这一结

果与锦鸡儿属植物根瘤菌的 π、πＳ 值变化规律一

致[３３]ꎮ 所有分离得到的乌拉尔甘草根瘤菌种 π 值

均较低ꎬ即使是 π 值最高的 Ｒ. ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ 种内

π 值也仅为 ０.０１７９１ꎬ相比而言ꎬ种间的 Ｄｘｙ 值相对

较高ꎬ说明根瘤菌种内遗传分化频率低ꎬ种间保持

着较高遗传距离ꎻ而 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩ 与 Ｂ.
ｙｕａｎｍｉｎｇｅｎｓｅ 之间的 Ｄｘｙ 值最低(０.０６８７９)ꎬ表明这

两个种在进化过程中遗传距离相对较近ꎮ Ｂ. ｙｕａｎ￣
ｍｉｎｇｅｎｓｅ 和 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ 之间的 Ｎｍ 值最高１７.０１ꎬ
其余根瘤菌种间 Ｎｍ 值均较低ꎬ表明 Ｂ. ｙｕａｎｍｉｎｇｅｎｓｅ
和 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ 即使归属为不同的根瘤菌属ꎬ但仍

然可能存在较为频繁的基因交流现象ꎮ Ｚｈａｎｇ
等[２０]研究结果与本研究结果较为相似ꎬ其通过比较

宁夏、新疆、甘肃等地区的鹰嘴豆中慢生根瘤菌基

因交流频率ꎬ同样发现甘肃和宁夏地区根瘤菌菌群

相似性较大ꎬ且具有较高的基因交流(Ｎｍ)值和较

低的遗传分化(Ｄｘｙ)距离ꎮ 然而 Ｙａｏ 等[３４] 研究根

瘤菌系统发育和进化分析发现ꎬ基因突变和垂直转

移是根瘤菌的主要进化过程ꎬ核心基因和共生基因

发生横向转移和重组的频率较低ꎮ
上述研究结果充分表明ꎬ乌拉尔甘草根瘤菌的

分子进化历程虽然受到宿主选择作用、环境条件、
地理隔离等因素的共同影响[３５]ꎬ但仍然具有较为稳

定的遗传过程ꎬ尽管有 ４ 株根瘤菌继承了 ２ 个祖先

的遗传物质ꎬ但大部分根瘤菌在进化过程中发生遗

传分化和基因交流的频率较低ꎮ 有研究表明ꎬ高效

共生固氮根瘤菌的选育不仅能够促进甘草的生长ꎬ
还能够提高甘草中甘草酸等有效成分的含量[７]ꎬ根
瘤菌共生固氮作用调控甘草中有效成分的合成代

谢分子机制有待进一步深入研究ꎮ

４　 结　 论

内蒙古东部地区土壤中捕捉并分离得到 ２１ 株乌

拉尔甘草根瘤菌ꎬ系统发育与亲缘关系分析发现这些

根瘤菌分别归属于 ５ 个已知种 Ｒ. ａｌａｍｉｉ、Ｒ. ｙａｎｇｌｉｎ￣
ｇｅｎｓｅ、Ｒ. ｐｈａｓｅｏｌｉ、Ｒ. ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ、Ｂ. ｙｕａｎｍｉｎｇｅｎｓｅ
和 ２ 个未知种 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ、Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＩＩꎬ
其中 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｉ 为优势种群ꎬ表现出较高的遗

传多样性ꎮ 根据单一菌群结构推测 ２１ 株根瘤菌的

遗传物质源于 ３ 个祖先ꎬ在进化过程中发生遗传分

化和基因交流频率较低ꎬ表现出较高的遗传稳定

性ꎬ表明根瘤菌在土壤中能够稳定遗传ꎬ这为乌拉

尔甘草高效根瘤菌的选育奠定了理论基础ꎮ
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