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分子生物学新方法在根瘤菌分类中的应用
韦革宏　朱铭莪

(西北农业大学资环系,陕西杨凌 712100)

　　摘　要　随着分子生物学技术的发展, 一些全新的方法应用于根瘤菌分类,使根瘤菌分

类的研究得到了迅速发展, 从过去的传统分类过渡到了以遗传特征和系统发育为主要依据的

现代系统分类。 研究在参考大量文献的基础上, 概述了全细胞可溶性蛋白电泳、多位点酶电

泳、 DNA G+ C摩尔百分含量测定及 DNA -DNA 杂交、限制性片段长度多态性分析、随机扩

增 DNA片段的多态性、基因外回文重复序列 PCR扩增技术及 16S rDNA序列分析确定根瘤

菌系统发育等 7种分子生物学方法的原理、特点,以及在根瘤菌分类研究中的应用现状和前

景。
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根瘤菌与豆科植物共生体系是生物固氮体系中能力最强的一种,据估计豆科植物的

固氮量约占全球生物固氮量的 65%. 一百年来根瘤菌与豆科植物共生固氮研究一直受到

重视。 根瘤菌分类自 1932年 F red根据“互接种族”的关系将全部根瘤菌定义为一个属 6

个种以来, 1964年 G rah am通过数值分类证明当时的已有根瘤菌应分为两个属。 此后分

子生物学技术引入根瘤菌分类, 以“互接种族”为依据的分类体系被彻底否定,目前总共已

发表的根瘤菌有 6个属 19个种。本文拟对应用比较广泛的几种分子生物学方法在根瘤菌

分类研究中的应用现状作以介绍。

1　全细胞可溶性蛋白电泳

蛋白质是基因表达的产物, 关系密切的细菌在蛋白质组成上有一定的相似性,这是蛋

白质电泳分析用于细菌分类的理论基础。 通过 SDS -聚丙烯酰胺凝胶电泳,可将细菌中各

种蛋白组分进行分离, 并借助计算机对电泳图谱进行聚类分析。 N oel和 B rill
[1 ]用可溶性

蛋白 SDS-PAGE分析了威斯康辛的大豆根瘤菌,发现不同血清组中的大多数菌株可以由

该方法相区分开。 R obert
[2 ]
采用双向电泳技术分析了三叶草根瘤菌、大豆根瘤菌、百脉根

根瘤菌、豇豆根瘤菌、田菁根瘤菌和羽扇豆根瘤菌等在内的 57株根瘤菌的全细胞可溶性

蛋白电泳,发现慢生根瘤菌相互关系较密切,但与快生菌有明显差异。汪恩涛等 [3 ]对 40多

株根瘤菌进行了全细胞可溶性蛋白电泳分析, 结果表明快、慢生根瘤菌间有明显差异, 快

生根瘤菌种间有明显差异。 D e L a judie P [ 4]用全细胞可溶性蛋白电泳聚类分群, 结合

DNA -DNA杂交及 16S rDNA全序列分析,发表两个新种 S. teranga和 S. saheli.许晓东

等
[5 ]
对 17株天山根瘤菌及 8个已知根瘤菌种的模式菌株进行 SDS -PAGE全细胞蛋白电
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在根瘤菌分类中, RFLP分析通常采用多种限制性内切酶与各个特定 DNA探针进

行 Sou thern杂交相结合的方法,结果由计算机聚类。 K aija la inen等
[ 12]利用 RFLP技术分

析了山羊豆根瘤菌菌株 (R. ga lega )的酶切片段的多态性。 D em ezas[13 ]采用限制性内切酶

对豌豆根瘤菌三叶草生物型的总 DNA进行酶切,用探针进行 Sou thern杂交研究 ,揭示

了豌豆根瘤三叶草生物型的遗传多样性。 K uykendall等
[ 14]
用 E coR 1、Sa lⅠ 、H indⅢ 3种

酶切慢生大豆根瘤菌的总 DNA, 用探针进行 Sou thern杂交, 结果发现一个新种——

B rady rh izobium elkan ii Laguer re等 [15 ]直接用限制性内切酶对根瘤菌的 16 S rDNA 的

PCR产物进行酶切, 对根瘤菌的已知种进行了快速鉴定。N our等
[9 ]
对鹰嘴豆根瘤菌的 16

S rDNA与 23 S rDNA间隔区 IG S进行了 RFLP分析,发现鹰嘴豆根瘤菌具有表型及遗传

多样性。 RFLP技术的缺陷主要是克隆可表现基因组 DNA多态性的探针较为困难,同时

要对探针进行同位素标记, 但随着可标记多态性探针的增多, RFLP技术将会在根瘤菌分

类研究中得以更广泛的应用。

5　随机扩增 DNA 片段的多态性

随机扩增 DNA片段多态性分析 (RAPD )是W illiam s等
[16 ]
提出的一种运用随机引物

扩增,寻找多态性 DNA片段的遗传标记技术。该技术在操作上简单易行,不需要克隆制

备、同位素标记及 Sou thern印迹等预备性工作,所需 DNA样品量少,引物没有特异性,

分析速度快, 短期内即可获得大量的遗传标记,而且克服了多位点酶电泳条带少和 RFLP

操作技术复杂的弊端。因此,近年来已在根瘤菌多样性分析和分类研究中得到应用。H ar-

rison
[ 17]
利用 21个随机引物对三叶草根瘤菌的 DNA进行了扩增, 得到的扩增产物电泳图

谱能有效地进行菌株的区分,并且还从培养的细胞或根瘤组织中直接扩增出了有意义的

谱带。 S elenska-pobe ll等 [18 ]用 RAPD技术对山羊豆根瘤菌 (R. galeg a)进行了分析,并对

岩黄芪 (hedy sari )根瘤菌、山羊豆根瘤菌 (R. ga lega )、苜蓿根瘤菌 (M . m eli loti )进行了研

究,表明 RA PD分析结果与 RFLP一致,且鉴定效果更好。

6　基因外回文重复序列 PCR扩增技术

基因外回文重复序列 (REP)存在于绝大多数细菌中, 其在不同的菌株、种甚至属间都

具有高度的保守性。研究者已设计出相应的引物,利用 PCR技术扩增出具有种和菌株特

异性的指纹图谱,因而可用于细菌菌株的标记、种的鉴定和种内遗传性的研究, 其准确性

和可靠性已为其他的分类方法所证实
[19 ]
。 REP-PCR技术具有不需要种和菌株专一性的

探针,不需要进行 Sou thern杂交, 只需少量的细菌细胞便可进行 PCR扩增等优点。目前,

该技术在根瘤菌分类中也得到了应用, 但国内这方面的报道较少。 De B ru ijin [20 ]用 REP-

PCR作了 R. m eli loti基因的指纹图谱, 他以 R. m eli loti的染色体 DNA为模板,以 REP特

异的引物进行 PCR扩增, 对扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳分析, 用 EB染色,发现 REP-

PCR能反映 R. m eliloti种内菌株之间的微小差异。 Judd等
[21 ]运用 REP标记对慢生型大

豆根瘤菌血清群 123菌株进行区分,发现血清群 123菌株的 REP谱带高度相似, 血清群

127菌株的谱带表现出较大的差异。运用 REP标记对血清群 123菌株进行的系统发育分

类与 RFLP标记的结果吻合。张小平等
[ 22]利用 REP 1R-1和 REP 2-1为引物对 22株四
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泳,结果在 82%的相似性水平上,各已知种能相互区分开, 17株天山根瘤菌独自成群。 该

方法虽是菌株快速聚类分群的有效方法,但它不能得到菌群间的鉴别特征,必须另外做生

理生化鉴别特征。

2　多位点酶电泳

酶是生物代谢过程中的一种特殊蛋白, 因此, 特定酶的有无及组成, 可以反映细菌的

代谢途径等方面的信息。 70年代,酶电泳技术作为分类和鉴定手段已成功地应用于高等

植物。 Y oung J P W
[ 6]
将酶电泳方法引入根瘤菌群体多样性及分类研究中, 他利用 3种酶

分析了豌豆根瘤菌群体、菜豆根瘤菌群体、三叶草根瘤菌群体及苜蓿根瘤菌群体的遗传多

样性。 Eardly B D等
[7 ]利用多位点酶电泳方法将苜蓿根瘤菌分为两个亚群, 其结果与

DNA -DNA杂交结果高度一致。 L eo rezo segov ia等
[8 ]
用多位点酶电泳方法将豌豆根瘤菌

的菜豆生物型 (R. legum inosarum biovar phsaeoli )分为明显的两群,结合其他的分析结

果,分别命名为两个新种—— 热带根瘤菌 (R. trop ici )和菜豆根瘤菌 (R. et li )。 N ou r S M

等 [9 ]用多位点酶电泳结合其他技术对鹰嘴豆根瘤菌进行研究, 发表了新种—— 鹰嘴豆根

瘤菌 (R. ciceri )和地中海根瘤菌 (R. med i terraneum )。

3　DNA G+ C摩尔百分含量测定及 DNA -DNA杂交

DNA的 G+ C摩尔百分含量及 DNA -DNA同源性测定已成为细菌分类鉴定中的基

本方法,并作为描述细菌分类单元的一个标准。一般来说, DNA G+ C摩尔百分含量在种

内变化不超过 3%, 属内变化不超过 10% . DNA -DNA的同源性是界定细菌种的主要手

段,国际系统细菌学委员会规定 [10 ], DNA同源性≥ 70% ,杂交分子的热解链温度差 ΔTm

≤ 5℃为细菌种的界限。在根瘤菌分类中, DNA杂交已被公认为是建立新种、属的必要标

准之一。陈文新等
[11 ]
采用 DNA杂交方法研究了与紫云英共生的根瘤菌,将这些菌形成的

独立 DNA同源群命名为一个新种—— 华癸根瘤菌 (M . H uaku ii)。

测定 DNA G+ C摩尔百分含量的方法主要有热变性温度法、活力密度法、高压液相

色谱法等,以热变性温度法最为常用。 DNA杂交的方法可分为液相杂交和固相杂交两种

基本类型,常用的有液相复性速率法、固相滤膜法等。这两种方法各有利弊,液相复性速率

法操作简便, 测定速度快,但需要的 DNA量大,而且结果易受到外界因素的影响。固相滤

膜法可通过图谱的形式表明 DNA的同源性, 但操作较复杂,且需要用同位素进行标记。

4　限制性片段长度多态性分析

限制性片段长度多态性分析 (RFLP),是 80年代中期发展起来的以生物基因组 DNA

序列变异为基础来研究不同基因组间差异的一项新技术。 这实际上是对 DNA 序列分析

的一种简化, 利用限制性内切酶在特定位点上将 DNA切割成长度不同的片段,电泳分离

后,对得到的图谱进行分析比较,从而得出分类结果。作为一种遗传标记, RFLP具有以下

优点:①直接研究基因的组成,其变异不受显隐性关系、环境条件和发育阶段的影响,具有

稳定遗传和变异性的特点。 ②反应的是整个基因组的遗传信息,而且每个 RFLP标记检

测方便,区分能力强。
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川土著慢生花生根瘤菌染色体 DNA进行了 REP-PCR扩增, 并对电泳结果的指纹图谱进

行聚类分析, 结果表明了花生根瘤菌的遗传多样性。

7　 16S rDNA序列分析确定根瘤菌系统发育

16S rDNA约有 1 500多个核苷酸, 包括几个高度保守的区域和几个高变区域。 对

16S rDNA 进行序列分析主要采用 rRNA 寡核苷酸编目法, 16S rDNA 反转录法,

16S rDNA的直接测序法 3种。目前在根瘤菌分类研究中应用较多的是 16S rDNA的直接

测序: 提取总 DNA,加入特定的引物, PCR扩增出 16S rDNA片段, 扩增产物被纯化后用

图 1　根瘤菌系统发育树状图

限制性内切酶切割,再与特定载体

质粒相连接, 进行克隆,所得转化子

进行测序
[23 ]
。

起初, 对 16S rDNA 序列的分

析只限于部分序列 (可变区域 ), 后

由于部分序列包含的信息量较少,

分析结果与全序列的不太一致, 国

际细菌学会委员会建议最好应用

16S rDNA的全序列分析确定根瘤

菌的系统发育地位。在根瘤菌分类

中, 16S rDNA的全序列分析被认为

是确定新属的一个必要标准。

W illem s和 G illis[24 ]采用 16S rDNA

的全序列分析对已发表的根瘤菌种

及相关菌株进行了聚类分析, 得到

了系统发育树状图。以后发表的地

中海根瘤菌 (R. med i terraneum ) [10 ]

天山根瘤菌 (M . tian shanense )
[ 25]
等

都测定了模式菌株的 16S rDNA全

序列, 确定了新种在系统发育中的

地位。 Y oung J P W
[26 ]
又总结了前

人的研究结果, 以 16S rDNA 全序

列资料为依据,构建了根瘤菌和一些相关细菌的系统发育树状图 (见图 1)。

综上所述,可以看出多相分类方法的应用使根瘤菌的分类更加系统化、完整化。在多

相分类中使用各种不同的方法目的是从多角度、多方位深入系统地认识根瘤菌的现象和

实质。 这些方法包括了确定细菌系统发育关系的方法,将大量菌株进行比较分群的方法,

以及进一步提供遗传特征和表型特征的方法等,各种方法之间有相似之处又各有其特点。

研究者要根据自己的目的和材料特点,选择合适的测定方法。随着分子生物学技术的不断

发展和人类对生命本质认识的深入, 今后将有更多、更简便、更准确的方法出现。
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A pp lications o fM o lecu lar B io log ica l

M e thods on T axonom y o f Rh izob ia

W eiGehong　ZhuM inge
(D epar tm en t of R esource and E nvironm enta l S cience, N or thw estern

A g ricu ltura lU n iversi ty, Yang ling S haanx i 712100)

Abstract　W ith the deve lopm en t o f m o lecu la r bio log ical techniques, som e new

m o lecu la r bio log ica lm ethods a re app lied to the tax onom y o f rh izob ia. T hesem e thod s ad-

vance to the rap id deve lopm en t o f the resea rch o f tax onom y o f rh izob ia, from the trad i-

t iona l tax onom y in the past to them ode rn sy stem a tic tax onomy based on genet ic ch arac-

ter ist ics and phy log ene tic re lat ionsh ips. T h is paper repo r ts on the ba sis o f a larg e

am oun t o f litera tu res, in t roduces the basic concep ts, p rincip les, characteristics, and the ir

applica tion a t the p resen t and in the fu tu re on tax onomy o f rh izob ia o f som e new m o lecu-

lar b io log ica lm e thods su ch asw ho le cel lp ro te in e lect ropho resis, m u ltilo cus enzym e e lec-

tropho resis (M LEE ), DNA G+ C m o l% , DN A -DNA hyb ridizat ion, restr ict ion f ragm en t

leng th po lym o rph ism (RFLP), random ly am p lified po lym o rph ic DNA s (RA PD ), repet i-

t ive ex t rag en ic palindrom e PCR (REP-PCR), 16s rDNA sequen cing.

Keywords　m o lecu lar b io log y, tax onom y rh iobia, b io log ica l techn iques
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