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摘  要: 根瘤菌是一类与农业生产关系密切的细菌。近年来, 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, 新的根瘤菌资源的不断发掘, 根瘤菌的分类体系也不断地被完

善。文中主要阐述了根瘤菌分类系统的演化历史、目前存在争议及相关的研究进展。 
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Abstract: Rhizobia, which are symbiotes of leguminous plants, are of considerable environmental and agri-

cultural importance due to their nitrogen fixation properties. With the development of new molecular bio-

logical techniques, new methods are applied to the rhizobia classification, with the polyphasic approach be-

ing the most reliable. This advancement has led to the reorganization of already classified species of rhizo-

bia, as well as to the identification of new species from an array of as yet unexplored legume plants from 

various environments. Here we discuss the progress made in the evolutionary systematics of Rhizobia, as 

well as the disputes associated therewith. 
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根瘤菌是一类生活在土壤中的革兰氏阴性杆状

细菌, 在合适的条件下, 根瘤菌能侵染豆科植物并

与之进行共生结瘤固氮。根瘤菌是一个属于生态学

范畴的概念, 而非分类学单位。根瘤菌与豆科植物

的共生是生物固氮体系中作用最强的体系, 据估计

所固定的氮约占生物固氮总量的 65%, 在农业生产

中起着极其重要的作用。根瘤菌在水稻及其他非豆

科作物中普遍存在, 并对植物的生长起着有益的促

进作用 , 根瘤菌与非豆科植物并不能形成根瘤 [12], 

其促生作用可能并非是生物固氮 , 而是产生植物

激素、影响根的发育、促进土壤中营养元素的吸收

等[36]。随着研究的深入, 土壤及根际环境中的非共

生根瘤菌在重金属修复、土壤污染物降解、植物促

生作用、生物防治、纤维素降解等功能相继被报道。

相应地, 新的根瘤菌类型也陆续被发现。随着新的

根瘤菌资源的不断发现, 人们对根瘤菌的认识也发

生了很大的变化: 根瘤菌分类体系从以互接种族为

依据的传统分类逐步过渡到了以系统发育关系为依
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据 的 现 代系统分类 ; 根瘤菌所涉及的类群不仅仅

限于 α-变形杆菌的几个传统的种属 , 而且扩展到

了 β-变形杆菌的一些类群[7]; 根瘤菌广泛的存在于

自然界, 并非单纯存在于豆科根瘤中; nod 基因并

非是与豆科植物结瘤所必须的基因[8]等等。 

1  根瘤菌分类历史及现状 

自 1898 年 Frank 首次提出根瘤菌属(Rhizobium)

以来, 随着人们对根瘤菌的深入研究, 新的种不断

地被发现, 根瘤菌的多样性不断得以丰富, 同时根

瘤菌的分类系统也不断地被修改和完善[9]。最早的

根瘤菌分类系统是在 1932 年由 Fred 提出, 此系统以

互接种族为依据, 各族根瘤菌分别以其优势宿主植

物命名。由根瘤菌属、色杆菌属和土壤杆菌属共同

组成根瘤菌科。 

1974 年, 在《伯杰氏鉴定细菌学手册》第 8 版

中, Jordan 和 Allen 对 Fred 提出的系统进行了修订, 

将 Rhizobium 分成了 2 个类群, 群 1 和群 2, 分别代

表快生型和慢生型 , 这次修订仍然以互接种族为

依据 , 还考虑到生长速度及鞭毛类型等其他分类

因素。 

1984 年的《伯杰氏系统细菌学手册》第 1 版中, 

Jordan 提出新的分类系统, 该系统以表型特征为依

据, 将根瘤菌属、慢生根瘤菌属、土壤杆菌属和叶

瘤杆菌属共同组成根瘤菌科。 

《 伯 杰 氏 系 统 细 菌 学 手 册 》 第 2 版 中 , 

Kuykendall 提出根瘤菌最新的分类系统, 该系统以

细菌的 16S rRNA 系统发育为依据, 根瘤菌科上升

至根瘤菌目。截至目前, 共包括 14 属 70 多个种, 其

中 11 个属归属于 α-变形杆菌, 分别为: Agrobacte-

rium、Allorhizobium、Azorhizobium、Bradyrhizobium、

Devosia 、 Mesorhizobium 、 Methylobacterium 、

Ochrobactrum 、 Phyllobacterium 、 Rhizobium 和

Sinorhizobium (Ensifer); 3 个属归属于 β-变形杆菌, 分

别为 Burkholderia、Cupriavidus 和 Herbaspirillum[10]。

β-变形杆菌中根瘤菌的发现是根瘤菌分类中一次重

大的革命, 在此以前, 认为根瘤菌只分布在 α-变形

杆菌纲内。 

2  根瘤菌分类中存在的争议 

根据 16S rRNA 基因序列及其他部分看家基因

的系统进化分析, 部分科学家建议将 Sinorhizobium

与 Ensifer 合并为同一属[1113]。E. adhaerens 是一类

土壤细菌, 可吸附到其他细菌上并使其裂解。尽管

野生型的 E. adhaerens 并不在菜豆(Phaseolus vul-

garis)及银合欢(Leucaena leucocephala)上结瘤 , 但

从 Rhizobium tropici 获得共生质粒的菌株可结瘤[14], 

说明其具有根瘤菌种类特性; Fröhlich 等从白蚁肠道

分离到一株 E. adhaerens, 该菌株可以与 Pisum sa-

tivum、Sesbania sesban、Trigonella foenumgraecum

结瘤[15]; 本课题组在研究水稻内生细菌过程中发现

一 株 可 与 苜 蓿 结 瘤 的 E. adhaerens( 未 发 表 ) 。

Sinorhizobium 与 Ensifer 两个属的合并问题首先由

Willems 等 提 出 , 在 他 们 的 研 究 过 程 中 发 现

Sinorhizobium 与 Ensifer 的 16S rRNA 和 recA 等看

家基因的发育进化树在同一分支上, 而且发现有些

菌株在分类特征上与 E. adhaerens 十分接近, 但可

以与豆科植物形成根瘤, 因此建议 Ensifer 应划分到

Sinorhizobium 属, 相应地, Ensifer 属中唯一的种 E. 

adhaerens 应重新命名为 S. adhaerens[11]。Martens

等利用 10 个看家基因对 Sinorhizobium 属和 Ensifer 

adhaerens 种的菌株进行系统发育分析也证实二者

为同物异名 [12]。然而根据细菌学法典 (The Bacte-

riological code)[16], Ensifer 属于最先提出的同物异

名, 因此应优先考虑[13], 但 Sinorhizobium 是一类广

为 人 知 的 种 类 , 而 且 已 经 有 10 余 个 种 属 于

Sinorhizobium, 在 生 产 实 践 中 的 应 用 也 较 为 广 泛 , 

然而仍有部分学者坚持认为所有 Sinorhizobium spp.

都必须重新命名为 Ensifer spp.。经过几年的讨论, 

国际原核生物系统学会裁决委员会最终于 2008 年

在 IJSEM 上 正 式 发 布 相 关 的 裁 决 结 果 , 即

Sinorhizobium 与 Ensifer 为同物异名, 并且所有的

Sinorhizobium 属的成员转移至 Ensifer 属中[17]。但对

于 Sinorhizobium 与 Ensifer 属名的合并与使用, 还有

待于相关研究者的进一步商榷定夺[18]。 

Agrobacterium属的分类地位长期以来一直存在

争议 , 依据 16S rRNA序列分析 , Young等建议将

Agrobacterium 和 Allorhizobium 两 个 属 统 一 归 为

Rhizobium属 [13,19]; 在形态学特征方面 , Agrobacte-

rium、Allorhizobium和Rhizobium 3 个属也十分相似, 

长期以来 , Agrobacterium 属认为与Rhizobium属十

分相近 , 不断地有科学家提出合并两个属 [20]。但
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Farrand为代表的一部分科学家则强烈反对上述意

见, 希望保留原来的命名系统[21]。国际系统细菌学

委员会根瘤菌分类委员会分会则采取了折衷的办

法, 同时承认两个分类系统, 研究者可以根据自己

判断选择相应的分类系统。 

3  非共生根瘤菌及共生基因的水平转移 

在自然条件下, 存在大量与已知根瘤菌染色体

相同但不能与豆科植物建立共生关系的一类细菌 , 

这 类 细 菌 被 统 称 为 非 共 生 根 瘤 菌 (Non-symbiotic 

Rhizobia)。依据根瘤菌的定义, 这类细菌却不能称

之为真正的根瘤菌。然而, 生物学意义的分类是基

于染色体上等位基因的变化而不是质粒所编码的特

征, 而且非共生根瘤菌在没有豆科植物生长的土壤

中长期存在, 并可以通过接种豆科植物的相应的根

瘤菌获得共生基因[22], 对于与根瘤菌同源的但不能

结瘤的革兰氏阴性杆状细菌的分类, 并不符合传统

根瘤菌分类的概念, 然而这没有影响发表新根瘤菌

类型或相关的报道。从根瘤以外分离到的根瘤菌新

类群也不断被报道: Quan 等在氰化物处理器中发现

一株可以降解氰的根瘤菌, 经多相分类研究定为新

种, 命名为 R. daejeonense, 可与苜蓿共生结瘤[23]; 

Mesorhizobium thiogangeticus 属于化能自养硫氧化

细菌, 能够以硫及硫的各种化合物为唯一能源和电

子受体 , 接种多种豆科植物并未发现结瘤能力 [24]; 

Garcia-Fraile 等在腐烂的白杨(Populus alba)木屑中

分 离 到 一 株 能 够 降 解 纤 维 素 的 菌 株 并 命 名 为

Rhizobium cellulosilyticum 的 一 个 新 种 [25]; Rhizo-

bium oryzae 分离自野生稻根际[26]、Rhizobium alamii 

的一些菌株分离自向日葵的根际[27]。本实验室在石

油 污 染 的 土 壤 中 分 离 到 一 株 可 以 分 解 多 环 芳 烃

(PAH)菌株, 经初步鉴定, 应为根瘤菌属的一个新种

(未发表)。可以预测, 在复杂的土壤环境中, 存在着

大量未发现的根瘤菌新类型。 

对于 Agrobacterium 属通常认为是不能同豆科

植物结瘤, 但有研究发现一些 Agrobacterium 菌株可

与 豆 科 植 物 结 瘤 , 如 A. radiobacter 与 菜 豆

(Phaseolus vulgaris)、杭子梢属(Campylotropis spp.)、

决明属(Cassia spp.)[28]、紫藤(Wisteria sinensis)[29]结

瘤。对于这一现象目前尚未得到直接的证据, 有观

点认为 Agrobacterium 是作为伴生菌进入根瘤中[30]。

具有 Sym 质粒的 A. rhizogenes 菌株可与 Phaseolus 

vulgaris 形成根瘤和瘤组织[31]。 

另一方面 , 在分类学上属于传统根瘤菌属中

的 一 些 菌 株 , 通 常 被 认 为 都 具 有 结 瘤 固 氮 功 能 , 

而实际上也包括不具有结瘤固氮能力的菌种。如

Bradyrhizobium betae 并 不 具 固 氮 能 力 [32] 。

Mesorhizobium thiogangeticum 未发现同豆科植物形

成根瘤 [24], 但另一方面 , Mesorhizobium 以及其他

的根瘤菌属中的非共生菌株可通过获得共生基因

而结瘤[33]。 

共生基因的横向转移在自然界普遍存在[34]。依

据种、属的不同, 共生基因或定位于质粒上, 或在染

色体上, 且可以在菌株间或种间转移[35]。基因的水

平转移在根瘤菌中报道颇多, 共生基因缺失或者获

得导致根瘤菌共生现象的有无, β-变形菌纲的根瘤

菌可能就是细菌适应环境获得共生基因的结果 [35], 

而 根 瘤 菌 中 如 : E. morelense、 B. bata、 M. thio-

gangeticus 和 R. cellulosilyticum 等不具有共生功能

则可能是共生基因的丢失造成的。 

4  根瘤菌分类方法及进展 

根瘤菌的分类同现代细菌分类一样, 一般采用

多相分类(Polyphasic taxonomy)的方法。多相分类的

概念最初是由 Colwell 提出的, 从表型、遗传型和系

统发育方面获得综合信息, 多种方法互相论证, 互

为补充, 从而更合理、更准确的确定细菌的分类地

位, 并能全面地反映细菌多样性信息。表型分类研

究的方法主要有: 数值分类(Numerical taxonomy)、

全细胞可溶性蛋白电泳(SDS-PAGE)、脂肪酸分析和

多 位 点 酶 电 泳 (Multilocus enzyme electrophoresis, 

MLEE), 此外还有血清学反应(Serology)等。遗传型

分类研究方法主要有 ARDRA、rep-PCR、AFLP、

LMW RNA 图 谱 分 析 、 DNA-DNA 杂 交 、 DNA 

(G+C)mol%等。 

在根瘤菌的多相分类中, 16S rDNA 全序列分

析和 DNA-DNA 同源性分析是必不可少的关键方

法。然而 , 这两种方法存在着如下缺陷 : (1) 由于 

16S rRNA 的高保守性, 使其在种以下水平的分类具

有很大局限性; 亲缘关系在种以上水平的菌株具有

很好的分辨率, 但对亲缘关系比较近的种分辨率不

高[36]。(2) DNA-DNA 杂交技术在不同实验室、采用
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不同的方法之间缺乏一致性, 差异较大, 不可能建

立一个中心数据库。(3) 基因水平转移尤其是保守

基因片段的水平转移则可以引起现有细菌分类体系

的混乱[37]。因此有科学家建议, 利用染色体上不同

位点的多个保守基因序列进行系统发育研究, 则更

能直观地反映生物进化的历史, 可有效避免因基因

的水平转移对系统发育分析所造成的影响[38]。国际

细菌分类委员会建议对染色体不同位点、单拷贝形

式存在的看家基因序列(5 个以上)进行分析, 寻找合

适的序列相似性水平用于种群的确定[39]。 

利用多个基因信息之间相互比较、综合分析

可 以 得 到 一 个 全 面 可 信 的 物 种 间 的 关 系 , 相 比

16S rRNA 基因的高度保守性, 具有更高分化程度的

看家基因更适用于菌种的鉴定。Zeigler 认为经过精

心筛选的少数看家基因序列的精确度等同于甚至优

越于 DNA–DNA 杂交的基因组同源性分析[40]。相比

DNA-DNA 杂交和 16S rRNA 基因序列分析, 多位点

序列分析(Multilocus sequence typing, MLSA)可应用

较为广泛的细菌分离水平, 从种内到种间的水平以

及更高级别的分析[37]。 

目前, 已经有十几种保守基因用于根瘤菌的系

统发育研究, 如 atpD、dnaK、gap、glnA、glnII、gltA、

gyrB、pnp、recA、rpoB 及 thrC。利用不同基因组

位点的保守基因确定细菌的分类地位, 将是细菌分

类发展的一个方向[12,41]。 

MLSA 方法同样存在缺陷, 主要表现在如何选

择可靠的看家基因及其有效扩增引物两个方面。

Richter 等在对大量细菌全基因组序列分析的基础

上 , 提出了部分或全部基因组序列 ANI (Average 

nucleotide identity)分析作为细菌分类的黄金标准 , 

代替传统的 DNA 同源性分析[42]。尽管这一方法在

近期内很难实现, 然而随着核酸测序技术的迅速发

展, 高通量的细菌全基因核苷酸测序已经成为现实, 

将全基因组分析应用于细菌分类也不会遥远。 

5  展望 

根瘤菌依据其定义应指能够与豆科植物建立

共生关系的一类细菌 , 然而 , 越来越多的研究表

明 , 与共生根瘤菌的染色体相同非共生状态的菌

株大量存在于自然界 , 如果根据定义却不能称之

为根瘤菌; 依据多相分类, 属于已知根瘤菌属的新

种不断地被报道 , 却未发现与豆科植物共生能力。

本实验室在研究水稻根际细菌多样性的过程中, 通

过对根际及根内细菌的多相分类及系统发育研究 , 

证实这些菌株分布于根瘤菌的 4 个不同的属中即

Ensifer (Sinorhizobium)、Agrobacterium、Allorhizobium

和 Rhizobium, 除属于 E. adhaerens 的菌株为已知种

外, 其他分别为潜在新种, 且大部分未发现结瘤固

氮功能(数据未发表)。随着各类根瘤菌资源的不断

挖掘及其分类研究的不断深入, “根瘤菌”的概念将

更为完善, 其所涵盖的范畴也将更为广泛。 
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