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摘要：近年来对新的根瘤菌资源的不断发掘及现代分子生物学技术的发展和应用使根瘤菌分类研究有了突破性进

展。多相分类通过综合获取信息，多种方法相互印证、互为补充，推进了根瘤菌的表型、遗传型和系统发育三方面

的发展，从而较全面地反映根瘤菌的生物多样性特征，是根瘤菌多样性研究工作中常常采用的技术手段。文中主

要阐述了根瘤菌多相分类体系中的主要方法及现代根瘤菌系统发育地位的研究和进展。
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根瘤菌（=C1L2M16）因其能与豆科植物共生并高
效固氮而受到科学家的额外关注。研究根瘤菌与

豆科植物的共生固氮作用，有利于实现农业、环境

和生态可持续利用与发展。根瘤菌虽然极可能有

共同的起源，但在长期进化过程中，由于受宿主的

选择和环境的胁迫，分别向不同的方向进化，形成

了丰富的生物多样性特征，因此根瘤菌的多样性是

当今世界生物固氮研究领域的一个热点，它的研究

又体现了多学科的交叉、渗透和综合。近年来，对

新的根瘤菌资源的不断发掘及现代分子生物学技

术的发展和应用，根瘤菌分类研究有了突破性进

展。根瘤菌的新属、种不断建立，目前己经确定的

根瘤菌有 ( 属 &) 个种，主要分布于 6,H=2@>2M6?@>=16
亚纲，此外在!,H=2@>2M6?@>=16 亚纲也发现了根瘤
菌［! U )］。虽然在确定根瘤菌新的种属时仍然需要作

根瘤菌与不同宿主的交叉结瘤试验，但以“互接种

族”为依据的传统分类己经被现代分类体系所代

替。现代根瘤菌分类系统建立的基础是系统发育

（HCAG24>3A）。通过对根瘤菌系统发育的研究，可以
揭示根瘤菌及其相关细菌的亲源关系和自身的进

化过程，从而为确定根瘤菌的系统分类地位提供科

学依据。

本文将着重阐述根瘤菌的现代多相分类体系

中的主要方法及并介绍在此基础上建立起来的根

瘤菌系统发育地位的研究。

= 根瘤菌的多相分类体系

V2GJ>GG 等［&］首次提出了多相分类（H2GAHC6B1>
@6I232DA）的概念，从根瘤菌的表型、遗传型和系统
发育方面综合获取信息，多种方法相互印证、互为
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补充，从而较全面地反映根瘤菌的生物多样性特

征。因此多相分类被认为是现代细菌分类发展的

重要里程碑之一，也是根瘤菌多样性研究工作中常

常采用的技术手段。

!"! 表型分群的方法
根瘤菌的表型分群是指将根瘤菌在形态结构、

化学组成、血清学反应及其生理功能等方面的特异

性，通过数值分类、全细胞可溶性蛋白电泳、多位点

酶电泳、细胞脂肪酸组成分析等技术进行菌株的初

步分群，并可揭示其生物多样性。

!"!"! 数值分类（!"#$%&’() *(+,-,#.）：数值分类的
原理源于法国植物学家 /0(-1,- 提出的“等权”原
则。数值分类优点在于借助电子计算机对大量表

型数据进行数学比较，避免了人为分析的主观性，

结果较为公正；同时以相似性 234作为种群划分的
标准；分析得出的树状图则揭示了同一表观群内菌

株的表型一致性以及存在于不同表观群菌株间表

型性状的差异性。因此，数值分类法是现代细菌分

类的基本技术之一，广泛用于细菌的表型多样性研

究。

在根瘤菌多样性和分类研究中，数值分类法常

被用于初步分群。自从 5%(6()-首次将数值分类应
用于根瘤菌分类研究以来，数值分类法被广泛应用

于根瘤菌的表型多样性研究中［7，8］。

!"!"# 全细胞可溶性蛋白电泳（9:9;</5= ,> ?(@$%;
1,)"A)$ B$))")(% C%,@$&-1）：用 9:9 聚丙烯酞胺凝胶电
泳对可溶性蛋白质的组成成分进行分析，可以得到

反映生物基因组成的蛋白质图谱信息，这是蛋白质

电泳分析用于细菌表型多样性及分类研究的理论

基础。根瘤菌的表型多样性，也可以通过分析蛋白

质电泳图谱的多态性反映出来。由于根瘤菌的蛋

白质组成复杂，蛋白质多态性分析可以获得的信息

量很大，进行比较后即可得到菌株蛋白质图谱的多

样性特征。

随着细菌培养条件和电泳条件的标准化，凝胶

扫描及凝胶分析软件（如 5$);’,#C(%凝胶分析系统）
的普遍应用，9:9;</5=方法具有了快速简便、重复
性好的优点，分析结果与其它分类方法如数值分

类、:!/;:!/ 杂交等的结果有较好的一致性。因
此，在根瘤菌表型多样性分析中，9:9;</5=已普遍
用于揭示根瘤菌种间和种内的差异［D］。

!"!"$ 多位点酶电泳（E")@&),’"1 $-F.#$ $)$’@%,C6,;

%$1&1，EG==）：多位点酶又称同工酶，由细菌中不同
位点的基因编码。多位点酶电泳技术（EG==）通过
电泳将细胞内的同工酶分离，继而用各类酶的特异

底物显色，最后比较其电泳迁移率得到酶谱带型的

多态性。因此，多位点酶电泳可以用来评估细菌群

体基因的结构和多样性。

在根瘤菌分类及多样性研究工作中，多位点酶

电泳已被证明是一种对大量未知菌株进行初步分

群的有效方法。E(%@&-$F;H,#$% 等［2］采用多位点酶
电泳对 ! I "#$%&’()*+,%& A&,J(% <6(1$,)&进行初步分
群，得到明显的两群（!型和"型），结合 :!/;:!/
杂交、K89 %H!/序列分析及一些表型特征的分析结
果，最终确定了一个新种 ! I -,’.’/。!,"% 等［L］和
?(-M = *等［K3］用多点酶电泳接合其它方法，确定了
! I /’/#,’ 和 ! I &#0’-#,+(#%& 及1 I +&),.2+# N个新
种。

多位点酶电泳的局限性在于不能正确定量，此

外，不同的酶稳定性也不尽相同，对样品的统一性

要求很高。

!"!"% 细胞脂肪酸组成分析（/-().1&1 ,> O6,)$ B$))
P(@@. /’&01）：脂肪酸是脂类和脂多糖的主要组分，主
要分布于细菌细胞膜上。不同的属、种甚至不同的

菌株之间其脂肪酸碳链的长度、双键的位置、取代

基团等都存在差异，脂肪酸分析可以准确地反映根

瘤菌间的差别。目前，脂肪酸分析技术已经相当成

熟，从提取、纯化、气相色谱分析及数据处理均高度

自动化，因此，脂肪酸分析技术在细菌分类鉴定中

被广泛使用，并己开发出了基于脂肪酸分析技术的

气相色谱 96$0,’Q微生物鉴定系统（ER9），使细菌脂
肪酸分析更加快捷、准确。张小平等的分析结果将

供试菌株按种属分开，与 K89 %H!/序列分析结果较
好地吻合［KK］。P/E=也已被广泛地应用于根瘤菌的
多样性研究工作中［KS］。

脂肪酸分析技术可以对大量菌株进行比较与

聚群，并且提供菌株的描述性信息。培养基、接种

量、菌种活力、菌龄、培养温度等都会影响细菌脂肪

酸的组成。因此，这项技术对细菌培养条件标准化

要求非常高。

!"!"& 脂多糖分析（G<9）：脂多糖（G&C,C,).1(’’;
6(%&0$）分布于根瘤菌细胞的外膜上，由磷脂直接与
多糖连接而成，与根瘤菌———豆科植物共生体的形

成直接相关，不同的根瘤菌株，其糖的种类和排列
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有差异，通过凝胶电泳和银染技术即可反映出这些

差异。因此，!"# 技术能揭示根瘤菌的表型多样
性［$%］。

!"# 遗传型分群的方法
虽然表型特征是细菌遗传特性的表现形式，通

过表型分析比较可以综合地反映根瘤菌的表型多

样性，但终究难以全面反映根瘤菌的全部遗传特

征。以数值分类为例，即使把数值分类测试项目增

加至 %&& 项左右，其结果仍只能反映细菌基因组
’( ) *&(的遗传信息［$+］。由于核酸是储存、传递
遗传信息的物质基础，分析核酸的变化可直接揭示

生物体之间的亲缘关系，建立以系统发育关系为基

础的分类系统，因此在进行根瘤菌的分类研究性

时，常常从根瘤菌基因组、一些特殊基因片段应用

多种分子生物学方法进行检测。

!"#"! 基因组水平指纹图谱分析：$）基因组物理结
构分析：细菌全基因组 ,-.序列分析由于提供所研
究菌株的全部遗传信息，因此是研究系统发育的最

准确和最可靠的方法。对大量的菌株分析全基因

组 ,-.序列耗资甚巨，不太现实，郑君芳等［$’］采用
/0!"#/对 1+ 株根瘤菌总 ,-.进行酶切的方法，用
脉冲场凝胶电泳进行分离，通过判别基因组结构的

重要参数，即 223操纵子的数量及其在基因组上的
位置，来确定和比较根瘤菌的基因组结构，进而确

定其系统发育关系，其结果与 $1# 24-.分子聚群结
果大致相符，但与现行的根瘤菌分类体系所得结果

有较大差异。从另一侧面说明根瘤菌的分类体系

仍然需要多种方法的相互补充。

*）随机扩增 ,-.片段的多态性分析（4.",）：
4.",分析技术创立于 $55& 年［$1］。它是利用随机
排列碱基顺序的寡核苷酸单链（通常为 $&个碱基）
为引物，对所研究菌株的基因组 ,-.进行扩增，扩
增产物经电泳分离和染色后，检测 ,-.片段的多态
性。

%）.6!" 指纹分析技术（.789:;:<= 62>?7<3@
!<3?@A "B9C7B28A:D7，简称 .6!"）：即扩增长度多态
性，是 $55*年由荷兰科学家 E<>F<>G和 HBD发展起
来的一种检测 ,-.多态性的方法。其主要特点是
对基因组 ,-.进行双酶切，与双连接头连接后再用
与之配对的双引物进行选择性扩增，"I4产物用变
性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，银染或放射性自显影

得到不同长度的 ,-.指纹图谱，然后将图谱扫描后

的信息输入计算机，用相关软件分析即可得到聚类

树状图。.6!" 结合荧光标记发展成的 6.6!" 技
术［$J］，使 .6!"反应可以在测序仪器上完成，数据更
加标准化，既便于不同菌株间 .6!"指纹图谱的比
较和建立参比菌株的 .6!"指纹图谱信息库，也增
加了 .6!"的稳定性和可靠性。

+） 2<80"I4 指 纹 分 析 技 术（ 2<80"I4
;:3?<282:3@:3?）：在细菌基因组中，广泛存在着一类如
4K"、K4/I、LMN等短的重复序列，分散存在于细菌
染色体基因组的基因间，含有多个拷贝，长度小于

*&&F8。在不同的菌株的染色体上，重复序列的位置
不一定相同，因而根据其保守序列设计引物，以总

,-.为模板进行 "I4 扩增，通过电泳条带比较分
析，能揭示菌株间染色体基因组存在的遗传差异

性。

’）稳定小分子 4-.图谱（!BO P<:?A@ QB9<RG9>2
4-.，简称 !PQ 4-.）：稳定小分子 4-.是一类在
细菌进化早期就出现、具有相同功能、又广泛分布

于活的生物体中的 @4-. 的稳定小分子（!PQ
4-.D）。虽然 !PQ 4-.D获得的遗传信息量不大，
但稳定，又能反映种属差异，因而已应用于根瘤菌

的分类研究中［$S，$5］。

!"#"# 特殊基因扩增片段酶切图谱分析：原核生物
的 24-. 由 ’#、$1# 和 *%# 三个亚单位构成。$1#、
*%# 2,-.及 $1#0*%# 2,-.基因间隔区序列（/T#）的
多态性分析（.789:;:<= 4:FBDB7>9 ,-. 4<D@2:R@:B3
.3>9CD:D，简称为 .4,4.）具有种的特异性。.4,4.
技术普遍应用在根瘤菌的遗传多样性和分类研究

中，多用于种、属水平的分群［*&］。

在 .4,4.分析的基础上，常常需要测定根瘤
菌各遗传群的代表菌株的保守基因片段序列，进一

步确定菌株的系统发育地位。在根瘤菌分类中，$1#
2,-.序列是最早被用于揭示根瘤菌系统发育的保
守基因。最初测定的是 $1# 2,-.中约 %&&F8 可变
区部分。目前，由于测序技术己经完全成熟，人们

常常采用 $1# 2,-.全序列构建根瘤菌系统发育树。
$1# 24-.全序列的测定，己经成为根瘤菌遗传多样
性和分类研究中不可或缺的内容。但是近年来发

现根瘤菌中存在嵌合的 $1# 24-.基因，即同一株根
瘤菌中存在不同种属来源的 $1# 24-.，中生根瘤菌
属（$"%&’()*&+)#,）的种之间有整段 $1# 24-.基因相
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互转移的证据［!"，!!］。这些发现说明仅仅依据 "#$
%&’(的根瘤菌系统发育是不全面的，更客观更科学
地理解根瘤菌的系统发育和进化关系应建立在多

个基因序列分析乃至全基因组序列分析的基础上。

随着测序技术的发展，!)$ %&’(序列分析也会
越来越多地被用于反映根瘤菌的系统发育关系。

*+, -.%/01等人［!)］分析了几乎全部的根瘤菌和农
杆菌的代表菌株 !2!/3长度的 !)$ %&’(序列，得出
的系统发育关系与 "#$ %&’(序列分析的结果有很
好的一致性，并指出如果将两种分子的信息同时应

用，!)$ %&’(序列中还包含高度变异区，其序列有
种间、甚至菌株间的特异性，可以用于根瘤菌鉴定

的原位杂交探针，在根瘤菌生态研究中具有很大意

义，会更可靠。

谷氨酰铵合成酶（4$5）催化由铵和谷氨酸合成
谷氨酰铵的生物学过程，是生物固氮作用中氨同化

过程的关键酶系。谷氨酰铵合成酶主要有两种形

式：4$6和 4$!，几乎所有的根瘤菌都有这两种酶，
但 !"#$%&"#’&() *+(,&-.+-/ 只有 4$6，4$6和 4$66基因
具有高度的保守性，是研究生物发育和进化的理想

“分子钟”基因。70%,.% +,8 9:0,;［!<］分析了 "#种根
瘤菌代表菌株的 4$6和 4$!基因序列，结果表明，
由 4$6序列分析获得的系统发育结论与 "#$ %&’(
序列具有很好的一致性。虽然 4$6和 4$!被证明
是理想的“分子钟”基因，但在根瘤菌的进化与发育

研究中，目前应用还不多。

此外，根瘤菌的结瘤基因（ -#.）和固氮基因
（-&0）的分布特性和序列分析也可以揭示根瘤菌的
遗传多样性［!=，!#］。许多研究都证明了根瘤菌之间

基因的转移和重组。因此，采用单一基因建立的根

瘤菌系统发育树可能导致偏见。近年来，许多学者

正试图用其它“分子钟”基因研究根瘤菌的系统发

育，可用于建立根瘤菌系统发育的其它保守基因序

列包括延伸因子 >?@4、质子转移 (7A 合成酶
（+12B）、$3*(，4-+C 或 %/2DE 基因等，也曾被尝试
过用于建立根瘤菌系统发育，但对其研究还不系

统。随着研究的不断深入，根瘤菌的系统发育树将

得到不断的改进和完善。

!"#"$ B’(同源性分析和 4 F G 1:HI的测定：在
表型和遗传分析的基础上，B’(同源性分析和 4 F
G 1:HI的测定己成为细菌分类鉴定种的基本方法，
并已成为描述细菌分类单元的一个标准。国际系

统细菌学委员会规定，B’( 同源性!DEI、热解链
温度差"71"=J为细菌种的界限。在根瘤菌分类
中，B’(杂交和 4 F G 1:HI测定亦是建立新种、属
的必要标准之一。

由上可以看出多相分类技术的采用使根瘤菌

分类更加系统化和完整化，这种分类体系有助于人

们理解根瘤菌自身的进化和发育过程，以及根瘤菌

与相关物种之间的亲缘关系。

# 依据系统发育关系的现代根瘤菌分类体
系

系统发育（AKLH:;.,L）是指生物种族的进化历
史，亦即生物体在整个进化谱系所处的位置及其与

其它生物体之间的亲缘关系。根瘤菌系统发育，就

是研究根瘤菌的进化历史，及其与变形杆菌门中其

它细菌的亲缘关系。

最早报道根瘤菌系统发育地位的是 B. M.L［!D］。
根据 %&’(@B’(杂交结果，他将革兰氏阴性细菌分
为 < 个超科，根瘤菌属（ 5%&"#’&()）与布鲁氏菌属
（6$(*3,,+）、叶瘤菌属（7%8,,#’+*13$&()）、土壤杆菌属
（!9$#’+*13$&()）、枝原体属（:8*#2,+/)+）、无色杆菌
属（!*%$#)#’+*13$）一同属于第四超科。B. M.L推测
它们有共同的祖先，该结果与以后根瘤菌的系统发

育研究有相似的地方。N:.5. 在 "OPD 年用 "#$
%&’(序列构建整个生物界生物的系统发育树时，也
确定了根瘤菌在整个原核生物界的系统发育地

位［!P］，当 时 根 瘤 菌 位 于 真 细 菌 的 紫 细 菌 门

（0%QH.3+RS.%T+ A）+@亚门的 +@!亚群。
GK.,与 U:0HT,等分别在#@纲发现了根瘤菌，根

瘤菌的系统发育又补充了新的分支［" V )］

至此，+@纲现有 < 个系统发育分支，5%&"#’&()，
;&-#$%&"#’&()， :3/#$%&"#’&()， !,,#$%&"#’&() 与
!9$#’+*13$&() 构 成 一 个 系 统 发 育 分 支，
6$+.8$,$&"#’&() 和 5%#.#2/3(.#-#-+/ 构成另一分支，
!"#$%&"#’&() 和 <+-1%#’+*13 也 构 成 一 分 支，
:31%8,#’+*13$&() 构成了第 < 分支，6($=%#,.3$&+ 和
5+,/1#-&+ 分散构成根瘤菌的第 =和第 #分支。
《伯杰系统细菌学手册》第二版将近年来的研

究成果进行了总结和肯定，并建立了以系统发育为

主的根瘤菌最新分类系统。其中，根瘤菌科

（&KTW:3T+R.+.）上升为目（X%8.%），# 个属的根瘤菌分
别位于根瘤菌目（&KTW:3T+H.5）的 < 个科（?+1THL）中：
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根瘤菌科 !"#$%&#’()’)（!"#$%&#*+，,-.%&’(/).#*+，
,00%."#$%&#*+， 1#2%."#$%&#*+ ）、 叶 瘤 菌 科
3"400%&’(/).#’()’)（5)6%."#$%&#*+， 3"400%&’(/).#*+）、
丝微菌科 748"%+#(.%&#’()’)（,$%."#$%&#*+）、慢生根
瘤菌科 9.’:4."#$%&#’()’)（9.’:4."#&#*+）。
自从 ;) <)4首次采用根瘤菌的系统分类学方

法以来，随着新方法的不断引入，特别是根瘤菌多

相分类技术的应用，根瘤菌的系统分类得到了迅猛

发展，新属新种不断发现。到目前为止，根瘤菌已

有 =属 >?种。
综上所述，由于技术的进步，根瘤菌的系统发

育和分类系统在不断地调整，越来越向更反映其自

然本质的分子和进化的方向发展。可以预言，随着

研究的不断深入，新的根瘤菌属种将会得到描述，

根瘤菌的系统发育关系将会得到进一步确证。
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稿件规范化与标准化

论文中统计学符号书写规则

统计学符号一般用斜体。本刊常用统计学符号介绍如下，希作者参照执行。

样本的算术平均数用英文小写"‘，不用大写 Y，也不用 %!#&。标准差用英文小写 ’，不用 ()。标准误用
英文小写 6"‘，不用 (*。 " 检验用英文小写 "。+ 检验用英文大写 +。卡方检验用希文小写!

E。相关系数用

英文小写 ,。样本数用英文小写 &。概率用英文大写 -。
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