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摘　 要:为筛选适宜盐碱地条件下应用的根瘤菌菌株ꎬ本研究选择安达市采取土样ꎬ以大豆品种满仓金和绥农 ５３ 作

为宿主ꎬ对根瘤菌进行分离与纯化ꎬ筛选出两株具有典型根瘤菌表型特征的菌株ꎬ随后ꎬ对这些菌株进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测

序分析ꎬ最终成功分离出 ２ 个根瘤菌菌株ꎬ并将它们命名为 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ꎮ 分别在各自捕获宿主上进行结瘤试验ꎬ来确

定 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 的结瘤特征ꎮ 抗生素抗性鉴定结果表明ꎬａｎ４４ 对浓度 ２０ μｇ􀅰ｍＬ －１的红霉素(ＥＲＹ)和浓度 １００ μｇ􀅰ｍＬ －１

的羧苄青霉素(ＣＡＲ)具有抗性ꎬａｎ２８ 对浓度 ５０ μｇ􀅰ｍＬ － １的 ＥＲＹ 具有抗性ꎮ 耐盐性鉴定结果表明ꎬａｎ２８ 可以在 ＮａＣｌ
浓度为 ６００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １的 ＴＹ 固体培养基上正常生长ꎻ而 ａｎ４４ 最高只能在 ＮａＣｌ 浓度为 ２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １时生长ꎮ 耐碱性

鉴定结果表明ꎬａｎ２８ 可以在 ｐＨ１１. ９ 的 ＴＹ 固体培养基上正常生长ꎬ而 ａｎ４４ 的碱性生长环境只能达到 ｐＨ９. ９ꎮ 然后又

分别在 ８ 种耐盐碱大豆种质(庆特 ４ 号、铁丰 ８ 号、牛眼睛、黑珍珠、齐农 ５ 号、合丰 ５０、黑河 ４９ 和黑农 ５３１)和 ２ 份不

耐盐碱大豆品种(锦农 ５ 号和双宝 ８ 号)上分别接种 ２ 株根瘤菌进行结瘤鉴定ꎬ结果表明接种根瘤菌 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 在

１０ 个大豆种质上的结瘤数目变化范围分别为 ２. ００ ~ ８. ６７ 和 ５. ６７ ~ ３５. ６７ 个􀅰株 － １ꎮ
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ｃａｒｂｅｎｉｃｉｌｌｉｎ (ＣＡＲ) ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １００ μｇ􀅰ｍＬ － １ꎬ ｗｈｉｌｅ ａｎ２８ ｗａｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏ ＥＲＹ ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ５０ μｇ􀅰ｍＬ － １ .
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５􀆰 ６７ ￣３５. ６７ ｐｅｒ ｐｌａｎｔꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｓｏｙｂｅａｎꎻ ｒｈｉｚｏｂｉｕｍꎻ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ｓａｌｉｎｅ￣ａｌｋａｌｉ ｔｏｌｅｒａｎｃｅꎻ ｒｅ￣ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 土壤盐碱化是限制植物生长和土地利用效率

的主要因素之一ꎬ据统计ꎬ中国约有 ９ ９１３ 万 ｈｍ２的

盐碱地ꎬ约占国土面积的 １. ０３％ [１]ꎮ 盐碱土表现为

潮湿时黏、通气不良ꎻ干燥时硬、透水性差ꎬ土壤肥

力低ꎬ抑制作物生长[２]ꎮ 在盐碱环境的影响下ꎬ植
物种子萌发、生长发育及干物质积累受到影响ꎬ光
合作用和蒸腾作用被抑制[３]ꎮ 如果土壤的 ｐＨ 过

高ꎬ会影响植物对养分的吸收[４]ꎬ进而加重含氮中
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间代谢物的积累ꎬ对植物细胞产生毒性ꎬ在极端盐

碱程度的地区ꎬ几乎没有植物生长[５]ꎮ 我国目前受

盐碱环境影响的土地逐年增多ꎬ严重阻碍农业发

展[６]ꎮ 大豆是中度耐盐植物ꎬ但是ꎬ当长期生长在

高盐土壤中时ꎬ渗透势、氨基酸代谢及糖代谢会发

生改变ꎬ严重影响大豆的产量和品质[７]ꎮ
大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)是一种在全球范围内普遍种

植的重要经济作物ꎬ人类可在大豆上获取丰富的油

脂和植物蛋白[８]ꎬ是重要的粮、油、饲兼用豆科作

物ꎮ 氮是植物需求量最大的元素ꎬ也是植物生长和

发育所必需的[９]ꎮ 然而ꎬ目前我国土壤中的氮素无

法满足大豆的生长和发育需求ꎬ因此在生产过程中

常常需要施用氮肥[１０]ꎬ氮肥施用量的增加ꎬ引发了

严重的环境问题ꎬ例如土壤板结、水体富营养化和

重金属富集等[１１]ꎮ 因此ꎬ为了减少过度施用氮肥造

成的危害ꎬ找到经济环保的氮源获取途径迫在眉睫ꎮ
根瘤菌(Ｒｈｉｚｏｂｉａ)是一类与豆科植物互利共生

的革兰氏阴性菌ꎬ它能够感染豆科植物的根部ꎬ形
成根瘤并为植物提供营养[１２]ꎮ 多年的研究结果表

明ꎬ根瘤菌的接种在减少对氮肥的需求、提高农作

物产量和促进农业发展方面具有重要潜力[１３]ꎮ 大

豆￣根瘤菌共生体系不仅能为豆科植物提供充足的

氮ꎬ还能增强豆科植物的抗逆性进而提高大豆产

量[１４]ꎮ 根菌瘤在生命周期内会分泌有机氮到土壤

中ꎬ此外ꎬ根瘤在植物生长结束时会自然脱落ꎬ显著

提高土壤的肥力ꎬ进而减少氮肥施用、降低环境污

染ꎮ 充分发挥大豆￣根瘤菌的共生固氮作用ꎬ是保障

粮食安全、促进农业和环境可持续发展的有效措

施ꎮ 不同的豆科植物需要与不同种类的根瘤菌进

行共生ꎬ但是有些土壤中缺乏与豆科植物形成共生

关系的根瘤菌ꎬ所以ꎬ在种植豆科植物时ꎬ常常接种

根瘤菌ꎬ以促进结瘤的形成ꎬ此外ꎬ土壤环境在根瘤

菌结瘤固氮能力方面起着关键作用ꎬ土壤类型、ｐＨ
值及其他理化性质等因素都影响根瘤菌接种的效

果ꎬ进而导致固氮能力的减弱[１５]ꎮ 因此ꎬ为了获得

最佳效果ꎬ有必要根据不同地区的土壤特性和大豆

品种选择适宜的根瘤菌菌株ꎮ
基于目前严峻的土壤盐碱发生现状ꎬ提高作物

的盐碱胁迫耐受性、保障作物产量及效益十分重

要ꎮ 本研究旨在分离和鉴定黑龙江省安达市试验

基地土壤中存在的耐盐碱根瘤菌ꎬ并对其进行分析

研究ꎬ包括 １６Ｓ ｒＤＮＡ 分析、抗生素抗性分析、耐盐

性分析、耐碱性分析以及对 １０ 份大豆品种上的结瘤

特性分析ꎮ 研究旨在筛选适宜的根瘤菌菌种资源ꎬ

为在黑龙江省有效推广和应用大豆根瘤菌奠定

基础ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

１. １. １　 供试大豆　 大豆品种:庆特 ４ 号、铁丰 ８ 号、
牛眼睛、黑珍珠、齐农 ５ 号、合丰 ５０、黑河 ４９ 及黑农

５３１ 为耐盐碱品种ꎻ满仓金、绥农 ５３、锦农 ５ 号及双

宝 ８ 号为不耐盐碱品种ꎬ种子均由黑龙江八一农垦

大学农学院种质资源创新团队提供ꎮ
１. １. ２　 供试土壤　 土壤采自黑龙江省安达市试验

基地(１２５°２１′Ｅꎬ４６°２４′Ｎ)ꎬ类型为草甸土ꎬ有机质含

量较高ꎬ腐殖质层较厚ꎬ土壤团粒结构较好ꎬｐＨ７. ６ꎬ
电导率 ４２. ３ μｓ􀅰ｃｍ － １ꎮ
１. １. ３ 　 供试根瘤菌 　 根瘤菌 Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｆｒｅｄｉｉ
ＨＨ１０３ꎬ由东北农业大学辛大伟研究员提供ꎮ
１. １. ４　 培养基与试剂　 ＹＭＡ 培养基(１ Ｌ):甘露醇

１０ ｇꎬＫ２ＨＰＯ４ ０. ５ ｇꎬＭｇＳＯ４ ０. ２ ｇꎬ酵母粉 ０. ５ ｇꎬ刚
果红 ０. ２ ｇꎬ固体需加琼脂粉 １５ ｇꎬ蒸馏水定容至１ Ｌ
(ｐＨ６. ８ ~ ７. ０)ꎮ

ＴＹ 培养基(１ Ｌ):胰蛋白胨 ５ ｇꎬ酵母粉 ３ ｇꎬ
ＣａＣｌ２ ０. ４ ｇꎬ固体需加琼脂粉 １５ ｇꎬ蒸馏水定容至

１ Ｌꎮ
ＬＢ 培养基(１ Ｌ):胰蛋白胨 １０ ｇꎬ酵母粉 ５ ｇꎬ

ＮａＣｌ １０ ｇꎬ固体需加琼脂粉 １５ ｇꎬ蒸馏水定容至 １ Ｌꎮ
于全式金生物技术 (北京) 有限公司购买

ＥａｓｙＴａｑ＠ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ｐＥＡＳＹ￣Ｔ１、Ｅ. ｃｏｌｉ Ｔｒａｎｓ１￣
Ｔ１ Ｐｈａｇｅ Ｒｅｓｉｓｔａｎｔꎻ天根生化科技(北京)有限公司

购买细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒ꎻ诺唯赞生物科技

(南京)有限公司购买胶回收试剂盒ꎮ
１. ２　 方法

１. ２. １ 　 根瘤菌的分离 　 将大豆品种满仓金、绥农

５３ 分别种植在盆栽中ꎬ土壤来自安达试验基地ꎬ培
养 ２８ ｄ(三叶期)后挖出大豆的根部分离根瘤ꎮ 根

部取出后用清水洗净并取下根瘤ꎬ将根瘤浸泡在

７５％的酒精中 １ ~ ２ ｍｉｎ进行表面消毒ꎬ然后用无菌

水冲洗 ３ 次ꎬ选取外形新鲜饱满ꎬ切面为红色的根瘤

在 ＹＭＡ (含刚果红)固体培养基平板上划线培养ꎬ
置于 ２８ ℃恒温培养箱中培养ꎬ经过多次分离纯化得

到乳白色圆形或椭圆形、边缘整齐、表面湿润且有

光泽的单克隆菌落ꎮ
１. ２. ２　 根瘤菌基因组提取及测序结果比对　 按照

ＴＩＡＮＧＥＮ 公司提供的 ＴＩＡＮａｍｐ Ｂａｃｔｅｒｉａ ＤＮＡ Ｋｉｔ 提
取试剂盒说明ꎬ进行细菌基因组 ＤＮＡ 提取ꎮ 根瘤菌
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的基因组信息在 ＮＣＢＩ 网站上下载ꎬ网址为 ｈｔｔｐｓ:∥
ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｇｅｎｏｍｅ / ３０６７ꎮ １６Ｓ ｒＤＮＡ 保守

序列上、下游引物:５′̄ ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ￣３′ꎻ
５′̄ ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣ￣３′ꎬ扩增产物片段长度约

１ ５００ ｂｐꎮ
ＰＣＲ 反应体系:２ μＬ ＤＮＡ 模板ꎬ正反引物各

２ μＬꎬ２５ μＬ ＥａｓｙＴａｑ􀅹 ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅꎬ最后无菌水

补至 ５０ μＬꎮ
ＰＣＲ 反应条件:首先在 ９５ ℃下进行热启动ꎬ持

续 ５ ｍｉｎꎬ然后进行 ９５ ℃的变性步骤ꎬ持续 １５ ｓꎬ接
下来在 ５５ ℃下进行退火步骤ꎬ持续 １５ ｓꎬ随后进行

７２ ℃的延伸步骤ꎬ持续 ９０ ｓꎬ最后在 ７２ ℃下进行终

延伸步骤ꎬ持续 ５ ｍｉｎꎬ整个反应设置 ３０ 个循环ꎮ 反

应完成后ꎬ将 ＰＣＲ 产物进行 １％ 琼脂糖凝胶电泳检

测ꎬ检测完毕后ꎬ将凝胶切割并回收ꎬ然后连接

ｐＥＡＳＹ￣Ｔ１ 载体ꎬ连接完成后ꎬ转化至 Ｅ. ｃｏｌｉ Ｔｒａｎｓ１￣Ｔ１
Ｐｈａｇｅ Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ 感受态细胞中ꎬ经过 １ ｈ ３７ ℃孵育

后ꎬ均匀的将菌液涂布在 ＬＢ 固体培养基上ꎬ倒置放

入恒温培养箱中ꎬ以 ３７ ℃恒温培养过夜后ꎬ选择单

克隆菌落接种到含有卡那抗生素的 ＬＢ 液体培养基

中ꎬ３７ ℃、１６０ ｒ􀅰ｍｉｎ － １摇菌后ꎬ将菌液送往上海生工

生物工程股份有限公司进行测序ꎬ测序结果在 ＮＣＢＩ
数据库进行详细分析ꎬ在线数据库网址为 ｈｔｔｐ:∥
ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｈｉ. ｇｏｖ / ｂｌａｓｔ. ｃｉｇꎬ并通过 ＭＥＧＡ７ 软

件构建系统发育树ꎮ
１. ２. ３　 根瘤菌抗生素抗性鉴定　 分别在含有浓度

２０ꎬ５０ꎬ７５ 和 １００ μｇ􀅰ｍＬ － １抗生素[卡那霉素(Ｋｍ)、
氯霉素(Ｃｍ)、利福平(Ｒｉｆ)、壮观霉素(Ｓｐｅ)、庆大

霉素(Ｇｍ)、红霉素(Ｅｒｙ)、新霉素硫酸盐(Ｎｅｏ)、羧苄

青霉素(Ｃａｒ)]的 ＴＹ 固体培养基上ꎬ将 －８０ ℃冰箱中

的 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 取出进行平板划线ꎬ以不加抗生素

的培养基作为对照ꎬ将培养皿密封好ꎬ倒置在恒温

培养箱中ꎬ以 ２８ ℃恒温培养 ５ ~ ７ ｄꎬ在此过程中ꎬ随
时观察菌落生长情况ꎮ
１. ２. ４ 　 根瘤菌耐盐性鉴定　 分别在含有浓度 ５０ꎬ
１００ꎬ２００ꎬ３００ꎬ４００ꎬ５００ 和 ６００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １ＮａＣｌ 的 ＴＹ
固体培养基上ꎬ将 － ８０ ℃冰箱中的 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 取

出进行平板划线ꎬ以不含 ＮａＣｌ 作为对照ꎬ在 ２８ ℃恒

温培养 ５ ~ ７ ｄꎬ在此过程中ꎬ随时观察菌落生长

情况ꎮ
１. ２. ５　 根瘤菌耐碱性的评价　 分别在 ｐＨ 为 ７ꎬ８ꎬ
９ꎬ１０ꎬ１１ 和 １２ 的 ＴＹ 固体培养基上ꎬ挑取单菌落

ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 进行平板划线ꎬ以 ｐＨ７ 作为对照ꎬ恒温

培养箱设置 ２８ ℃ꎬ持续培养 ５ ~ ７ ｄꎬ在此过程中ꎬ随

时观察菌落生长情况ꎮ
１. ２. ６　 结瘤能力鉴定　 将根瘤菌划线于含有相应

抗生素抗性的固体 ＴＹ 培养基上ꎬ２８ ℃培养５ ~７ ｄ 后

挑取单克隆于 ６００ μＬ 的 ＴＹ 液体培养基中培养菌至

浑浊ꎬ取 ２００ μＬ 菌液转移到新鲜的 ＴＹ 液体培养基中

进一步培养ꎬＯＤ６００值为 ０. ６ 左右时ꎬ４ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ －１离

心 １０ ｍｉｎꎬ然后将上清液倒掉ꎬ用浓度为 １０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ －１

的无菌 ＭｇＳＯ４重悬菌块ꎬ重复 ３ 次ꎬ将菌液的 ＯＤ６００

值调至 ０. ２ 即可ꎮ 将根瘤菌 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 分别与

８ 个耐盐碱品种(庆特 ４ 号、铁丰 ８ 号、牛眼睛、黑珍

珠、齐农 ５ 号、合丰 ５０、黑河 ４９ 及黑农 ５３１)及 ２ 个

不耐盐碱品种(锦农 ５ 号及双宝 ８ 号)进行接种结

瘤鉴定ꎬ以快生菌模式菌株 ＨＨ１０３ 作为对照ꎮ 在大

豆对生真叶完全展开时ꎬ使用移液枪进行根瘤菌的

接种ꎬ每株大豆接种菌液 ２ ｍＬꎬ接种至土壤内部根

系附近ꎮ 接种后 ２８ ｄꎬ统计结瘤数目ꎮ 试验进行

３ 次生物学重复ꎬ采用盆栽试验法ꎬ盆栽所选用的无

孔塑料分隔箱直径为 ９ ｃｍꎬ高 ９ ｃｍꎬ置于大庆市国

家杂粮工程技术研究中心的盆栽场地旱棚内ꎮ
１. ３　 数据分析

试验数据整理使用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ꎻ结瘤数目统计

分析使用 ＳＰＳＳ １５. ０ 软件ꎻ差异显著性分析使用

Ｄｕｎｃａｎ 法ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 根瘤菌的形态鉴定

通过平板划线法将分离得到的根瘤菌划线到

ＹＭＡ 固体培养基上ꎬ经反复分离、纯化后ꎬ观察菌落

形态ꎬ呈现圆形或椭圆形、表面湿润且有光泽、乳白

色、边缘齐整、稍有凸起ꎬ研究结果的生长表型与根

瘤菌典型的个体形态和菌落特征相符合ꎬ经过多轮

筛选ꎬ在满仓金大豆品种中分离得到一个符合根瘤

菌形态特征的菌落命名为 ａｎ２８ꎬ在绥农 ５３ 大豆品

种中分离得到的菌株命名为 ａｎ４４(图 １)ꎮ

　 　 注: Ａ. ａｎ２８ꎻ Ｂ. ａｎ４４

Ｎｏｔｅ: Ａ. ａｎ２８ꎻ Ｂ. ａｎ４４

图 １　 ＹＭＡ(刚果红)培养基上的单克隆菌落特征

Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉａｌ ｓｉｎｇｌｅ
ｃｏｌｏｎｙ ｏｎ ＹＭＡ (ｃｏｎｇｏｕ ｒｅｄ) ｍｅｄｉｕｍ
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２. ２　 根瘤菌分子鉴定

在进行琼脂糖凝胶电泳后ꎬ选择高质量的根瘤

菌基因组总 ＤＮＡ 作为 ＰＣＲ 检测的模板ꎬ扩增根瘤

菌 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 中的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 保守基因序列ꎬ预计

扩增长度约为 １ ５００ ｂｐꎮ 研究结果表明ꎬ根瘤菌

ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 中扩增出的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列大小也为

１ ５００ ｂｐꎬ条带清晰特异(图 ２)ꎮ 此外ꎬ将得到的

ＰＣＲ 产物进行胶回收ꎬ并将回收产物连接 ｐＥＡＳＹ￣
Ｔ１ 克隆载体进行测序ꎬ测序结果通过 ＮＣＢＩ 在线数

据库的 Ｂｌａｓｔ 工具与已知物种序列进行比对ꎮ 结果

表明:以满仓金为寄主植物分离得到的菌株 ａｎ２８ 的

１６Ｓ ｒＤＮＡ 保守序列与根瘤菌属(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. )相

似度为 ９９. ８６％ ꎻ以绥农 ５３ 为寄主植物分离得到的

菌株 ａｎ４４ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 保守序列与费氏中华根瘤菌

(Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｆｒｅｄｉｉ)相似度为 ９９. ７９％ ꎻ通过构建

系统发育树ꎬ分析两株根瘤菌分别与相似度前几的

菌株的亲缘关系ꎬ表明 ａｎ２８ 属于慢生根瘤菌属ꎬ
ａｎ４４ 属于中华根瘤菌属(图 ３)ꎮ

　 　 注: Ｍ. Ｔｒａｎｓ２Ｋ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １. ａｎ２８ꎻ ２. ａｎ４４

Ｎｏｔｅ:Ｍ. Ｔｒａｎｓ２Ｋ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １. ａｎ２８ꎻ ２. ａｎ４４

图 ２　 根瘤菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ. ２　 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ

　 　 注: Ａ. ａｎ２８ꎻ Ｂ. ａｎ４４

Ｎｏｔｅ: Ａ. ａｎ２８ꎻ Ｂ. ａｎ４４

图 ３　 根瘤菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列系统发育树

Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉａ

２. ３　 根瘤菌 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 回接试验的结瘤表型

接种根瘤菌 ａｎ４４ 在宿主大豆上的结瘤数目高

于接种 ａｎ２８ꎬ并且根毛数量多、根系茂盛(图 ４)ꎬ分
析根瘤数目可知ꎬ接种根瘤菌 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 的结瘤

数目差异显著ꎬａｎ４４ 是 ａｎ２８ 的 ４. ９６ 倍(表 １)ꎻ分析

根瘤直径可知ꎬ接种根瘤菌 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 直径大于

２ ｍｍ 的根瘤数目相差不大ꎬａｎ４４ 是 ａｎ２８ 的 １􀆰 ４３
倍ꎻ但在直径小于 ２ ｍｍ 的根瘤数目上差异显著ꎬ且
ａｎ４４ 是 ａｎ２８ 的 １５. ２０ 倍ꎬ说明根瘤菌 ａｎ４４ 能够形

成更多的根瘤器官且固氮能力可能要强于 ａｎ２８ꎻ进
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一步通过有效根瘤数目进行比较分析ꎬ接种根瘤菌

ａｎ４４ 形成的有效根瘤的能力显著高于 ａｎ２８ꎮ 通过

在不同宿主上接种根瘤菌ꎬ发现根瘤菌 ａｎ４４ 在结瘤

能力和固氮能力上都要优于根瘤菌 ａｎ２８ꎮ

表 １　 不同根瘤菌回接大豆表型数据表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｄａｔａ ｔａｂｌｅ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｒｅ￣ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｈｉｚｏｂｉａ

根瘤菌

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ

根瘤数目

Ｎｏｄｕｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

直径 > ２ ｍｍ 根瘤数目

Ｄｉａｍｅｔｅｒ > ２ ｍｍ

ｎｏｄｕｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

直径 < ２ ｍｍ 根瘤数目

Ｄｉａｍｅｔｅｒ < ２ ｍｍ

ｎｏｄｕｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

有效根瘤数目

Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｏｄｕｌｅ

ｃｏｕｎｔ

无效根瘤数目

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｉｎａｃｔｉｖｅ ｎｏｄｕｌｅ

ａｎ２８ １９. ５０ ± ４. ４３ ｂ １４. ５０ ± ４. ７３ ａ ５. ００ ± １. ６３ ｂ １６. ５０ ± ４. ６５ ｂ ３. ００ ± ０. ８２ ｂ

ａｎ４４ ９６. ７５ ± ２４. ７６ ａ ２０. ７５ ± ８. ９２ ａ ７６. ００ ± ２９. ７５ ａ ８８. ００ ± ２１. ２４ ａ ８. ７５ ± ４. ５０ ａ

　 　 注: 不同的小写字母表示各个处理之间差异显著 (Ｐ < ０. ０５)ꎬ下同ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ < ０. ０５)ꎬ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

　 　 注:Ａ. ａｎ２８ꎻＢ. ａｎ４４ꎮ

图 ４　 回接根瘤菌诱导大豆植株形成的根系形态

Ｆｉｇ. ４　 Ｒｏｏｔ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｒｅ￣ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｈｉｚｏｂｉａ

２. ４　 根瘤菌 ａｎ２８ 及 ａｎ４４ 的抗生素抗性分析

培养 ７ ｄ 后ꎬ根瘤菌 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 在卡那霉素

(Ｋｍ)、壮观霉素(Ｓｐｅ)、氯霉素(Ｃｍ)、利福平(Ｒｉｆ)、
庆大霉素(Ｇｍ)、新霉素硫酸盐(Ｎｅｏ)的培养基上均

不能正常生长(表 ２)ꎬ表明根瘤菌 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 对

所检测的 ６ 种抗生素不具有抗性ꎬ但在红霉素(Ｅｒｙ)
浓度为 ２０ μｇ􀅰ｍＬ －１的 ＴＹ 固体培养基上可以生长ꎬ
ａｎ２８ 在 ＥＲＹ 的生长上限浓度为 ５０ μｇ􀅰ｍＬ －１ꎬ另外

ａｎ４４ 可以在羧苄青霉素(Ｃａｒ)浓度 １００ μｇ􀅰ｍＬ －１下正

常生长ꎮ

表 ２　 不同根瘤菌在不同抗生素的生长情况

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｈｉｚｏｂｉａ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

根瘤菌

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ

抗生素浓度 Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ / (μｇ􀅰ｍＬ － １)

卡那霉素 Ｋｍ 壮观霉素 Ｓｐｅ 氯霉素 Ｃｍ 利福平 Ｒｉｆ

２０ ５０ ７５ １００ ２０ ５０ ７５ １００ ２０ ５０ ７５ １００ ２０ ５０ ７５ １００

ａｎ２８ － － － － － － － － － － － － － － － －

ａｎ４４ － － － － － － － － － － － － － － － －

红霉素 Ｅｒｙ 庆大霉素 Ｇｍ 新霉素硫酸盐 Ｎｅｏ 羧苄青霉素 Ｃａｒ

２０ ５０ ７５ １００ ２０ ５０ ７５ １００ ２０ ５０ ７５ １００ ２０ ５０ ７５ １００

ａｎ２８ ＋ ＋ － － － － － － － － － － － － －－

ａｎ４４ ＋ － － － － － － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋

　 　 注: ＋ . 生长ꎻ － . 不生长ꎻ下同ꎮ

Ｎｏｔｅ: ＋ . Ｇｒｏｗꎻ － . Ｓｔｏｐ ｇｒｏｗｉｎｇꎻ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

２. ５　 根瘤菌 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 的盐胁迫抗性鉴定

如表 ３ 所示:培养 ７ ｄ 后ꎬ发现根瘤菌 ａｎ２８ 能

够在 ＮａＣｌ 浓度 ５５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １以下的培养基上正常

生长ꎬＮａＣｌ 浓度达到 ６００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １时ꎬ繁殖速度变

慢ꎬ但依然可以生长ꎬ表明 ａｎ２８ 具有较高的耐盐特

性ꎻ根瘤菌 ａｎ４４ 能够在 １５０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １浓度的培养基

上正常生长ꎬ当 ＮａＣｌ 浓度增加到 ２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １

时ꎬ菌株的生长明显受到抑制ꎬ但菌株仍能缓慢增

长ꎮ 这一结果说明 ａｎ２８ 较 ａｎ４４ 具有更高的耐

盐性ꎮ



４ 期 耿思琦等:两株耐盐碱大豆根瘤菌的分离及鉴定 ４９３　　

表 ３　 不同根瘤菌盐胁迫抗性鉴定

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｈｉｚｏｂｉａ

根瘤菌

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ

盐浓度

ＮａＣｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ / (ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １)

０ ５０ １００ ２００ ３００ ４００ ５００ ６００

ａｎ２８ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ａｎ４４ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － －

２. ６　 根瘤菌 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 的碱胁迫抗性鉴定

土壤盐化与碱化经常同时存在ꎬ植物耐碱的研

究相比于植物耐盐的研究还处在起步阶段ꎮ 因此进

一步对根瘤菌 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 进行了耐碱性鉴定ꎮ 如

表 ４ 所示ꎬ培养 ７ ｄ 后ꎬ根瘤菌 ａｎ２８ 能够在 ｐＨ１１. ９
下正常生长ꎬ且生长趋势没有减退ꎬ具有较高的耐

碱特性ꎮ 然而ꎬ根瘤菌 ａｎ４４ 仅能够在 ｐＨ９. ９ 下正

常生长ꎮ 说明 ａｎ２８ 较 ａｎ４４ 具有更强的耐碱性ꎮ

表 ４　 不同根瘤菌碱胁迫抗性鉴定

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ａｌｋａｌｉｎｅ ｓｔｒｅｓｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｈｉｚｏｂｉａ

根瘤菌

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ

ｐＨ

５ ６ ７ ８ ９ ９. ５ ９. ９ １０ １１ １１. ５ １１. ９

ａｎ２８ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ａｎ４４ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － －

２. ７　 根瘤菌 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 的结瘤能力鉴定

如表 ５ 所示ꎬ根瘤菌 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 都能在 １０ 个

大豆品种上正常结瘤ꎬ说明 ２ 个根瘤菌具有广泛的

共生结瘤能力ꎬ此外ꎬ观察根瘤的切面ꎬ均呈现粉红

色ꎬ说明 ２ 个根瘤菌能够在这 １０ 个大豆种质上发挥

固氮作用ꎮ 从根瘤数目来看ꎬ除大豆品种齐农 ５ 号、
合丰 ５０ 及黑农 ５３１ꎬ根瘤菌 ａｎ４４ 的结瘤数目均显著

高于根瘤菌 ａｎ２８ 的结瘤数目ꎬ数目变化范围分别为

２１. ６７ ~３５. ６７ 和 ２. ００ ~ １２􀆰 ００ 个􀅰株 －１ꎬ根瘤菌 ＨＨ１０３

的结瘤数目变化范围为 ９. ００ ~ ２６. ６７ 个􀅰株 － １ꎬ其中

大豆品种庆特 ４ 号与根瘤菌 ａｎ４４ 组合结瘤效果更

好ꎬ结瘤数目最多(３５. ６７ 个􀅰株 － １)ꎮ 在大豆品种合

丰 ５０ 和黑农 ５３１ 中ꎬ接种 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ 的根瘤数目

均显著低于接种 ＨＨ１０３ꎬ但根瘤干重无显著差异

(表 ６)ꎮ 上述结果表明ꎬ同一品种ꎬ不同根瘤菌处

理ꎬ其大豆的结瘤数目不同ꎻ同一根瘤菌ꎬ处理不同

大豆品种ꎬ其大豆的结瘤数目也不一样ꎮ 由此可

知ꎬ大豆与根瘤菌的匹配性受共生双方控制ꎮ

表 ５　 不同品种接种根瘤菌的根瘤数目

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｎｏｄｕｌｅｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｈｉｚｏｂｉａ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ 单位:个􀅰株 － １

大豆品种 Ｓｏｙｂｅａｎ ｃｕｌｔｉｖａｒ ＨＨ１０３ ａｎ２８ ａｎ４４

庆特 ４ 号 Ｑｉｎｇｔｅ ４ １１. ６６ ± ３. ５１ ｂ ８. ００ ± ２. ６５ ｂ ３５. ６７ ± ７. ０２ ａ

锦农 ５ 号 Ｊｉｎｎｏｎｇ ５ １９. ３３ ± ４. ９３ ａ ８. ００ ± １. ７３ ｂ ２６. ００ ± ２. ８３ ａ

铁丰 ８ 号 Ｔｉｅｆｅｎｇ ８ ２６. ６７ ± ５. ７７ ａ １２. ００ ± ２. ８３ ｂ ３５. ３３ ± ５. ７７ ａ

牛眼睛 Ｎｉｕｙａｎｊｉｎｇ １３. ６７ ± ３. ７９ ｂ ７. ３３ ± １. ５３ ｂ ２３. ００ ± ６. ２４ ａ

黑珍珠 Ｈｅｉｚｈｅｎｚｈｕ ９. ００ ± ３. ６１ ｂ １０. ５０ ± ２. １２ ｂ ２１. ６７ ± ４. ７３ ａ

齐农 ５ 号 Ｑｉｎｏｎｇ ５ １７. ６７ ± ３. ２１ ａ ２. ３３ ± １. １５ ｃ １１. ００ ± ３. ６１ ｂ

双宝 ８ 号 Ｓｈｕａｎｇｂａｏ ８ ２１. ３３ ± ５. ０３ ａ ２. ００ ± １. ００ ｂ ２３. ３３ ± ４. １６ ａ

合丰 ５０ Ｈｅｆｅｎｇ ５０ ９. ３３ ± ３. ２１ ａ ２. ６７ ± １. ５４ ｂ ７. ００ ± ２. ００ ａｂ

黑河 ４９ Ｈｅｉｈｅ ４９ １１. ００ ± ３. ４６ ｂ ８. ６７ ± ２. ０８ ｂ ２７. ００ ± ４. ２４ ａ

黑农 ５３１ Ｈｅｉｎｏｎｇ ５３１ １２. ６７ ± ３. ７９ ａ ５. ６７ ± １. １５ ｂ １１. ００ ± ２. ８３ ａｂ
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表 ６　 不同品种接种根瘤菌的根瘤干重变化

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｎｏｄｕｌｅ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉａ

大豆品种 Ｓｏｙｂｅａｎ ｃｕｌｔｉｖａｒ ＨＨ１０３ ａｎ２８ ａｎ４４

庆特 ４ 号 Ｑｉｎｇｔｅ ４ ０. ０７ ± ０. ０２ ａ ０. ０４ ± ０. ０２ ａ ０. ０５ ± ０. ０１ ａ

锦农 ５ 号 Ｊｉｎｎｏｎｇ ５ ０. ０６ ± ０. ０２ ａ ０. ０７ ± ０. ０１ ａ ０. ０６ ± ０. ０２ ａ

铁丰 ８ 号 Ｔｉｅｆｅｎｇ ８ ０. ０５ ± ０. ０２ ｂ ０. ０７ ± ０. ０１ ａｂ ０. ０８ ± ０. ０１ ａ

牛眼睛 Ｎｉｕｙａｎｊｉｎｇ ０. ０７ ± ０. ０１ ａ ０. ０４ ± ０. ００ ｂ ０. ０８ ± ０. ０１ ａ

黑珍珠 Ｈｅｉｚｈｅｎｚｈｕ ０. ０１ ± ０. ０１ ｂ ０. ０５ ± ０. ０２ ａ ０. ０６ ± ０. ０１ ａ

齐农 ５ 号 Ｑｉｎｏｎｇ ５ ０. ０９ ± ０. ０１ ａ ０. ０６ ± ０. ０１ ｂ ０. ０６ ± ０. ０１ ｂ

双宝 ８ 号 Ｓｈｕａｎｇｂａｏ ８ ０. ０３ ± ０. ０１ ｂ ０. ０３ ± ０. ００ ｂ ０. ０８ ± ０. ０１ ａ

合丰 ５０ Ｈｅｆｅｎｇ ５０ ０. ０３ ± ０. ０１ ａ ０. ０３ ± ０. ０２ ａ ０. ０５ ± ０. ０２ ａ

黑河 ４９ Ｈｅｉｈｅ ４９ ０. ０５ ± ０. ００ ｂ ０. ０６ ± ０. ０１ ｂ ０. １０ ± ０. ０１ ａ

黑农 ５３１ Ｈｅｉｎｏｎｇ ５３１ ０. ０３ ± ０. ０１ ｃ ０. ０７ ± ０. ０１ ａ ０. ０４ ± ０. ０１ ｂ

３　 讨论

本研究采集安达市试验基地的土壤进行盆栽

试验ꎬ以满仓金和绥农 ５３ 为宿主大豆进行根瘤菌的

分离培养和鉴定ꎬ对分离纯化的菌株进行了形态鉴

定、分子鉴定以及回接结瘤鉴定ꎬ结果得到了两株

根瘤菌ꎬ 一株为根瘤菌属 ( Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ) 命名

ａｎ２８ꎬ一株为费氏中华根瘤菌(Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｆｒｅｄｉｉ)
命名 ａｎ４４ꎮ 在先前的研究中ꎬ从多种植物根瘤中也

获得了大量根瘤菌资源ꎮ 例如:王晓丽等[１６] 在不同

大豆品种上共分离出根瘤菌 ２０３ 株ꎬ其中快生型根

瘤菌 １７２ 株ꎬ慢生型根瘤菌 １５ 株ꎻ王海瑾等[１７] 从贵

州尾矿区野生豆科牧草根瘤中分离的根瘤菌ꎬ根瘤

菌属为优势属ꎬ达 ５４. ９３％ ꎮ 以上研究报道的根瘤

菌菌属不同ꎬ可能与植物品种和地理环境有关ꎮ
进一步进行种质资源鉴定ꎬ两株根瘤菌均能与

所试的 １０ 个大豆品种进行结瘤ꎬ并行使正常的固氮

功能ꎬ说明使用满仓金和绥农 ５３ 两个大豆品种作为

宿主分离出的根瘤菌是有效的ꎮ 但是根据结瘤性

状来看ꎬ根瘤菌 ａｎ２８ 在不同大豆品种上的结瘤特征

明显不同于根瘤菌 ａｎ４４ꎬ说明大豆与根瘤菌两者之

间相互依赖ꎬ建立共生关系时存在着互相选择机

制[１８]ꎮ 从根瘤数目及干重来看ꎬ根瘤菌 ａｎ４４ 与庆

特 ４ 号的组合结瘤数目最多ꎬ但根瘤干重与其他两

个菌株差异并不显著ꎬ在大豆品种黑农 ５３１ 中ꎬ根瘤

数目越多ꎬ根瘤干重反而越小ꎬ以上结果可能与根

瘤大小有关ꎬ此外瘤干重接近的前提下瘤数多并不

代表固氮能力好ꎬ需要固氮酶活性和生物量的佐

证ꎬ但由于本试验主要针对结瘤能力展开分析ꎬ缺
少对固氮酶活性及生物量的研究ꎬ不足以证明两株

根瘤菌的固氮能力ꎬ后续试验还需继续深入探究ꎮ
高运来等[１９]研究显示ꎬ植株结瘤数量能够影响植株

的生物量ꎬ结瘤数量过多或过少都会对生物量的增

加有不利影响ꎮ 因此ꎬ在选择根瘤菌时ꎬ考察菌种

与大豆品种之间能否形成良好的共生关系是必

要的ꎮ
大豆根瘤菌是一种内生细菌ꎬ存在于豆科植物

的根部ꎬ与宿主植物建立共生关系ꎬ从而促进植物

生长并增强其抗逆境能力[２０]ꎮ 在抗性方面ꎬ根瘤菌

ａｎ４４ 可以在盐浓度 ２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １、ｐＨ９. ９ 环境下正

常生长ꎬ根瘤菌 ａｎ２８ 可以在盐浓度 ６００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ － １、
ｐＨ１１. ９ 环境下正常生长ꎬ结果筛选出耐盐碱根瘤菌

对大豆在盐碱地上的广泛种植起着关键作用ꎻ在指

导根瘤菌增强大豆耐盐碱性方面具有极大的实际

意义ꎮ 根瘤菌 ａｎ２８ 的环境适应性要强于 ａｎ４４ꎬ但
在 １０ 个供试大豆种质结瘤鉴定表现上不如根瘤菌

ａｎ４４ꎬ由于缺乏后期的盐碱条件下接种根瘤菌全生

育期的观察ꎬ很难评价盐碱环境下所得的根瘤菌与

哪个大豆品种更为适合ꎬ为解决这一问题ꎬ今后需

要进行大量精准的盐碱鉴定工作ꎮ

４　 结论

本研究从不同大豆宿主中分离纯化出根瘤菌菌

株通过表型鉴定、分子鉴定以及回接结瘤验证ꎬ最终

命名为根瘤菌 ａｎ２８ 和 ａｎ４４ꎬａｎ２８ 可以在ＮａＣｌ 浓度为

６００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ －１ꎬｐＨ１１. ９ 的 ＴＹ 固体培养基上正常生

长ꎻ而 ａｎ４４ 可以在 ＮａＣｌ 浓度为２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ －１ꎬｐＨ９. ９
的 ＴＹ 固体培养基上正常生长ꎻ并通过结瘤能力鉴

定ꎬ两株耐盐碱根瘤菌对 １０ 种耐盐碱不同的供试大

豆种质均具有共生固氮作用ꎬ其中匹配性好的最佳

组合是根瘤菌 ａｎ４４ 与庆特 ４ 号ꎬ本研究结果丰富了

黑龙江省大豆根瘤菌的资源ꎬ进一步为大豆在盐碱

地的种植奠定基础ꎮ



４ 期 耿思琦等:两株耐盐碱大豆根瘤菌的分离及鉴定 ４９５　　
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