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摘要:通过 rRNA基因内转录间隔区的碱基序列分析 , 对中华根瘤菌属 Sinorhizobium 、慢生根瘤菌属 Bradyrhizobium

和中慢生根瘤菌属Mesorhizobium 种间亲缘关系十分密切的菌株进行区分.结果表明 , rRNA基因间隔区序列能很好

地区分种间亲缘关系十分密切的菌株.用 rRNA基因间隔区序列构建的系统发育树与 rRNA 基因序列构建的系统

发育树结果十分相似.
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Abstract:Phylogenetic closely related species from Sinorhizobium , Bradyrhizobium and Mesorhizobium were

studied by analysis of rRNA gene intergenic spacer sequence.The results indicated that sequences of rRNA

gene intergenic spacer would clarify the closely related species.The phylogenetic tree constructed by sequence

of 16S-23S rRNA gene intergenetic spacer is very similar with that of 16S rRNA gene sequence.
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　　根瘤菌在细菌的系统发育体系中位于变形杆菌

门Proteobacteria 中的 α-纲 , 分布于根瘤菌目 Rhizo-

biales 5 个科的 7 个属中[ 1～ 6] .近几年在 β-纲的

Burkholderia
[ 7 , 8]和 Ralstonia

[ 9 , 10] 2 个属中也发现了

根瘤菌.在中华根瘤菌属 Sinorhizobium 、慢生根瘤菌

属 Bradyrhizobium 和中慢生根瘤菌属Mesorhizobium

中 ,由于 16S rRNA 基因序列进化上的高度保守性 ,

属内种之间的系统发育地位亲缘关系十分密切 ,用

保守的 16S rRNA 基因序列区分不开.16S -23S

rRNA基因间隔区序列具有一定变异性 ,可以作为精

细的分子指标 ,用于一些亲缘关系十分密切的种群

分类 、鉴定和系统发育学研究
[ 11]
.在医学上应用

rRNA基因间隔区序列对于病原微生物进行分子标

记和鉴定较多[ 12～ 14] .已有报道利用 rRNA基因间隔

区序列对快生根瘤菌
[ 15]
和慢生根瘤菌

[ 16～ 18]
进行过

研究 ,我们对中慢生根瘤菌中亲缘关系十分密切种

的16S -23S rRNA基因间隔区序列进行了测定 ,用

rRNA基因间隔区序列对快生根瘤菌属 、慢生根瘤菌

属 、中华根瘤菌属和中慢生根瘤菌属及相关属 、种进

行分析 ,构建了系统发育树 ,获得了区分它们的精细

分子指标 ,用于其分子鉴定.
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1　材料与方法

1.1　供试菌株

紫穗槐中慢生根瘤菌 Mesorhizobium amorphae

ACCC19665 , 百脉根中慢生根瘤菌 M.loti NZP2213 ,

地中海中慢生根瘤菌 M.mediterraneum USDA3392和

鹰嘴豆中慢生根瘤菌M.ciceri USDA3378.寄主和来

源地见文献[ 11] .

1.2　菌体培养

供试菌株经 Rhizobium-Medium (Yeast Mannitol)

斜面活化后 ,接种于 5 mL Rhizobium-Medium 培养液

中振 荡 培 养.Rhizobium-Medium 培 养 基 构 成:

Döbereiner-basic 溶液 (MgSO4 20.0 g/L 、 NaCl 10.0

g/L 、CaCl2 2.6 g/L 、MnSO4·2H2O 1.0 g/L 、Na2MoO4·

2H2O 0.2g/L)10.0 mL/L , 6.6 g/L Fe-EDTA 溶液

(Na2EDTA 3.72 g/L、 FeSO4·7H2O 2.78 g/L)10.0

mL/L;Yeast extract 0.5 g/L , Mannitol 10.0 g/L ,缓冲

液(KH2PO4 146.2 g/L、K2HPO4 187.1 g/L;pH6.8 ,单

独灭菌)1.5 mL/L , 乙醇 6.0 mL/L (过滤灭菌).28

℃培养 ,镜检 ,确定无杂菌污染后收集菌体.

1.3　菌体收集及DNA提取

用 1.5 mL eppendorf 管离心收集菌体(4 ℃,

5 000 r/min , 8 min)后 , 用 TE (10 mmol/L Tris , 1

mmol/L EDTA , pH 8.0)悬浮菌体 , 离心洗涤1次.加

入 200μL TE(pH 8.0), 5μL 溶菌酶(10mg/mL), 振

荡混匀(37 ℃30 min).再加入200μL N-十二烷基肌

氨酸钠(50 g/L)溶解在 TE中 , 60 ℃振荡 30 min.加

入等体积的 Tris饱和酚/氯仿(1∶1)混匀※离心※取

上清※上清加等体积异丙醇沉淀 DNA※DNA 用体积

分数为75%乙醇洗涤※晾干※溶于 TE[ 19] .

1.4　PCR引物和测序引物的设计

从GenBank 中将根瘤菌目的 16S rRNA 基因和

23S rRNA基因序列进行比对分析 ,根据 16S rRNA基

因和 23S rRNA基因序列高度保守性 ,设计 2对简并

引物用于 PCR扩增和序列测定.正向引物 926f [ 5′-

GGT TAA AAC T(C/T)A AA(G/T)GAA TTG ACG G-

3′, 对应大肠杆菌16S rRNA基因位置 901 ～ 926] , 和

反向引物 115r/23S [ 5′-CCG GGT T(T/G/C)C CCC

ATT CGG-3′, 对应大肠杆菌 23S rRNA基因位置 97 ～

115] 用于 16S-23S rRNA 基因间隔区扩增.5′-末端

Cy-5 标记的测序引物为 1492fc [ 5′-AAG TCG TAA

CAA GGT A(A/G)C CGT-3′, 对应大肠杆菌16S rRNA

基因位置1 471 ～ 1 492] 和 85rc/23S [ 5′-CCC CAC

GGC TT(A/T)TCG CA(A/G)CGT ATC AC-3′, 对应

大肠杆菌 23S rRNA基因位置 59 ～ 85] [ 11] .各引物的

相对位置示意图如下:

1.5　PCR反应条件及序列测定

　　PCR反应条件为:94 ℃预变性 3 min ,94 ℃变性

1 min , 56 ℃复性 1 min , 72 ℃延伸 1 min , 30个循

环.72 ℃再延伸 5 min.PCR产物经纯化后 ,直接在

ALFexpress 自动测序仪 (Amersham pharmacia Biotech

生产)上用 Cy-5标记的 1492fc/16S和 85rc/23S 两个

引物分别从产物的两端进行测序.菌株 ACCC19665

(M .amorphae), NZP2213(M.loti), USDA3392(M.

mediterraneum)和 USDA3378 (M.ciceri)所测间隔区

序列已被GenBank接受 ,其索取号分别为 AY574918 、

AY574916 、AY574919和AY574917.

1.6　序列分析

将以上所测序列与 GenBank 中其他相关菌株

16S rRNA 基因序列及其相应间隔区序列采用

CLUSTALX进行多序列比对.再用 Treeconw 软件进

行系统发育分析并构建系统发育树.

2　结果与分析

2.1　PCR扩增产物

用引物 926 f和 115 r/23S分别对 4株菌的 rRNA

基因间隔区序列进行扩增 ,扩增产物用 11 g/L 琼脂

糖电泳 ,结果如图1.图1中可见 , 菌株USDA3378 、

　　M:λDNA/ pstI marker;1 ～ 4:分别为菌株 USDA3378 , AC-

CC19665 , NZP2213 , USDA3392 的 rRNA 基因间隔区 PCR 产物

PCR

M:marker , λDNA digested with pstI;1-4:products of rRNA

gene intergenic spacer amplified from strain USDA3378 , ACCC19665 ,

NZP2213 , USDA3392 , respectively

图1　rRNA基因间隔区 PCR产物琼脂糖电泳

Fig.1　The agrose gel electrophoresis pattern of rRNA gene inter-

genic spacer amplified by PCR
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ACCC19665 、NZP2213和 USDA3392的 rRNA基因间隔区

PCR产物大小并不完全一致 ,表现出差异性.菌株 AC-

CC19665的 rRNA基因间隔区片段稍少 ,菌株 USDA3392

的 rRNA 基因间隔区片段较大 ,而菌株 USDA3378和

NZP2213的 rRNA基因间隔区片段大小接近.

2.2　序列分析及系统发育

16S-23S rRNA基因间隔区的长度因不同的属 、

种和菌株的不同而不同.如慢生根瘤菌 Bradyrhizobi-

um rRNA基因间隔区序列长度一般为 800 ～ 900 bp ,

内含异亮氨酸和丙氨酸 tRNA 基因;而快生根瘤菌

Rhizobium rRNA基因间隔区序列长度变化较大 ,一般

为600 ～ 1 350 bp , 内含异亮氨酸和丙氨酸 tRNA 基

因;但枯草杆菌 Bacillus subtilis rRNA 基因间隔区就

缺乏 tRNA基因序列[ 20] .我们获得 4株中慢生根瘤

菌ACCC19665(M.amorphae)、NZP2213 (M.loti)、

USDA3392(M .mediterraneum)和 USDA3378 (M.ci-

ceri)的 rRNA基因间隔区序列分别为 823 bp 、883 bp 、

925 bp和 872 bp ,其序列长度变化范围不如快生根瘤

菌大.4株中慢生根瘤菌 rRNA基因间隔区内也含有

异亮氨酸和丙氨酸tRNA基因(图2).图2中的序列

图 2　四株中慢生根瘤菌 ACCC19665(M.amorphae)、 NZP2213(M.loti)、 USDA3392

(M.mediterraneum)和 USDA3378(M.ciceri)的 rRNA 基因间隔区序列比对

Fig.2　Sequence alignment of four Mesorhizobium strains ACCC19665(M.amorphae), NZP2213(M.loti), USDA3392

(M.mediterraneum)and USDA3378(M.ciceri)
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对比显示 ,有几个可变区可适合各菌株的特异探针设

计 ,这也为以后对这些菌株的鉴定和检测奠定了基础.

我们将所测序列与 GenBank中根瘤菌相关属 、种的

rRNA基因间隔区序列进行聚类分析 ,结果见图 3.

图3　rRNA基因间隔区构建的根瘤菌及相关属 、种的系统发

育图(括号中的数字为各序列在GenBank中索取号)

Fig.3　Phylogenetic tree constructed by rRNA gene intergenic spacer

sequence of Rhizobium species and closely related species

(GenBank accession number showed in parentheses)

　　图 3 中 , Rhizobium 、Sinorhizobium 、Mesorhizobium

和Bradyrhizobium 分别聚类成群 ,得到 bootstrap 分析

100%支持.属内各种分别聚类成亚群 ,得到 bootstrap

分析 70%以上支持.为了便于比较 ,我们将相关菌

的16S rRNA基因序列进行分析 ,得到 16S rRNA基因

序列构建的系统发育树状图(图 4),相应的属 、种分

别聚类成群 ,得到 bootstrap 分析 54%以上支持.由

rRNA基因序列构建的各种 、属间亲缘关系与图 3中

rRNA基因间隔区序列构建的种 、属间亲缘关系十分
类似.说明 rRNA 基因间隔区序列不仅可以用于区

分种间亲缘关系十分密切的菌株 ,还可以应用于构

建种 、属间系统发育树.

图4　16S rRNA 基因构建的根瘤菌及相关属 、种的系统发育

图(括号中的数字为各序列在 GenBank 中索取号)

Fig.4　Phylogenetic tree constructed by 16S rRNA gene sequence of

Rhizobium species and closely related species(GenBank ac-

cession number showed in parentheses)

3　讨论

由于 rRNA 基因序列在不同细菌个体中的差异

及个体内拷贝数不同 ,如慢生根瘤菌一般只有 1 个

拷贝
[ 21]
,快生根瘤菌一般多于 1个拷贝 , rRNA 基因

间隔区又具有可变性 ,间隔区的 PCR产物能否直接

用于测序?通过文献检索证实 , rRNA 基因间隔区序

列在同一菌株内不同拷贝之间也是保守的 ,如大肠

杆菌 7 个拷贝之间间隔区序列只有 2 ～ 12 bp 差

异[ 22] ;Rhizobium sp.IRBG74的 4个拷贝之间间隔区

序列只有 2 ～ 9 bp差异[ 11] , rRNA基因间隔区序列差

异性主要表现在不同菌株之间.基于这些结果 ,我们

可以直接对 rRNA基因间隔区 PCR产物进行测序.
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虽然 DNA-DNA杂交是定种的一项主要指标 ,但

rRNA基因序列同源性非常高(>99%)时 ,系统发育

的分子指标就很难界定 2个种的相对位置.在 rRNA

基因序列构建的树状图中 ,一些亲缘关系密切的属 、

种如 Nitrobacter 和 Bradyrhizobium 、M.ciceri 和 M.

loti 、S .fredii和S.xinjiangense 获得较好的显示.M.

ciceri和M.loti16S rRNA 基因有 99.4%的同源性 ,而

它们的 rRNA 基因间隔区序列只有 80%的同源性;
S .fredii 和S .xinjiangense 16S rRNA 基因有 99.8%

的同源性 ,它们的 rRNA基因间隔区序列只有95%的

同源性.更多 rRNA基因间隔区序列的获得 ,也可为

我们提供不同种或不同菌株间的特定分子标记(探

针).一般地 ,当我们研究亲缘关系较远的种(菌株)

时 ,可用保守区序列的同源性进行比较而确定它们

的系统发育地位;当研究亲缘关系较近的种时 , rRNA

基因间隔区序列作为一项精细的分子指标 ,可以补

充因 rRNA基因序列同源性高 ,而不能界定系统发育

位置关系十分密切的种(菌株).
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