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快生型大豆根瘤菌研究的新进展

葛 诚

(中国农业科学院土肥所微生物研究室 )

白 1 9 8 2 年正式报道从中国的土壤
、

根瘤样品中分离得到了不同于一般慢生型大豆

根瘤菌的快生型大豆根瘤菌以来 〔门
,

引起国内外许多学者的注意和重视
,

纷纷对快生

型大豆根瘤菌的生理生化
、

共生效应
、

遗传特性及其他特性进行研究 〔2
、

3
、

们
。

初步的研

究结果表明
,

快生型大豆根瘤菌的许多特性与慢生型大豆根瘤的特性相去甚远
。

迄今为

止所报道的快生型大豆根瘤菌都是从中国的土壤
、

根瘤样品中分离出来的
,

对快生型大

豆根瘤菌的研究
,

在根瘤菌的分类
、

遗传
、

生态及生产应用等方面均有十分重要的意

义
。

19 74 年出版的伯杰手册 (第八版 ) 中将根瘤菌科 ( R h i z o b ia
o e

ae ) 分为两 个 属
,

即根瘤菌属 ( R h i z o b i u m ) 和土壤杆菌属 ( A g r o b a e t r i u m ) 〔 5 〕 , 1 9 5 0 年在澳大利亚堪培

拉举行的第四届国际固氮讨论会上
,

专家们就根瘤菌的分类问题进行了讨论
,

一致认为

现行的第八版中将根瘤菌属分为 7 个互接种族的根瘤菌
,

即包括 4 个 快 生 型根 瘤 菌

种— 豌豆根瘤菌 ( R
.

l e g u m i n o s a r u m )
、

首蓓根瘤菌 ( R
.

m e l i l o t i )
、

菜豆根瘤菌

( R
.

p g e s o l i )
、

三叶草根瘤菌 ( R
.

t r i f o l i i ) 和 3 个慢生型根瘤菌种— 大豆根瘤菌

(R
.

j a p o n i e u m )
、

羽扇豆根瘤菌 ( R
.

l
u p i n i ) 及斑豆族根瘤菌 ( R

. s p p ) 的 分 类

有许多不妥之处
,

鉴于现代科学的发展
,

建议舍去原来的豆科寄主与根瘤菌共生的互接种

族概念
,

而根据数值分类
,

D N A 中 G 十 C (鸟嘿吟和胞喀咤)含量测定
、

核酸杂交
、

核糖

体 R N A 顺反子的相似性
、

血清学
、

细胞外胶体的成分
、

碳源代榭和利用
、

对噬菌体私抗菌

素的 敏 感性等方面将根瘤菌科重新分类呱 T]
。

新的分类规定将根瘤菌科分为 4 个属
,

即根瘤菌属 ( R h i z o b i u m )
,

包括 3 个种
,

即豌豆根瘤菌 ( R
.

l e g u m i n o s a r u m )
、

(将

原来的三叶草根瘤菌
、

菜豆根瘤菌
、

豌豆根瘤菌全部归到这一个种内
。

)
、

首箱根瘤菌

( R
.

m le il ot i) 和建立的 一 个 种— 百 脉 根 瘤 菌 ( R
.

l ot i)
;
慢 生 型 根 瘤 菌 属

( B r a d y r h i z o b i u m )
,

先设 i 个典型种即大豆根瘤菌 ( B
.

j a p o n i e u m ) (这个属的根

瘤菌还包括了可以在可豆族植物
、

羽扇豆等豆科植物上结瘤的慢生型根瘤菌 ) ;
土壤杆

菌属 ( A g r o b a e t e r i u m )
,

包括根癌 农 杆 菌 ( A
.

t u m e f a e i e n s
)

、

放 射 农 杆 菌 ( A
.

r a d i o b a c t e r )
、

发根农杆菌 ( A
. r h i z o q e n e r ) 及悬钩子农杆菌 ( A

. r u b i ) ; 第 4 个

为新属
,

即叶瘤菌属 ( P h y l l o b a e t e r i u m )
,

其典型种为 P h
.

nr y s i n a e e a r u 。 ,

目前对

这一属的固氮能力尚有争论 〔 8 〕
。

这种新的分类确定时一方面还来不及讨论将快生 型 大

豆根瘤菌归到哪一类
,

另一方面对它的研究才冈lM] J开始
,

许多方面都是未知数
。

快生型
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大豆根瘤菌可以与野大豆 ( G l y ci n e s
oj a) 和栽培大豆 ( G

.

m a
x) 共生

,

同于慢生型

大豆根瘤菌
,

但其代时一般都在 4 小时以下
,

属快生型 〔们
。

许多生理生化特性上与快

生型根瘤菌既有类似点也有不同点
。
因此

,

目前还不能确定其分类地位
。

S
a
d

o w s ky 等

初步认为快生型大豆根瘤菌除了与大豆共生外的许多特性均与慢生型大豆根瘤菌相异
,

它也可能被归为一个新属〔 9 」。

因此
,

尽快确定快生型大豆根瘤菌的分类地位是一件 很

有意义的工作
。

对快生型大豆根瘤菌的特性除了已经发表的以外
,

近年对其生理生化特性进行了深

入的研究
。

S a d o w s k y 的工作表明
,

快生型大豆根瘤菌是革兰氏阴性
,

不形成芽抱的

杆菌对数末期形成的细菌细胞易膨大表现出明显的多形性
,

菌落直径可达 1一 5 毫米
。

经重复划线
,

某些快生型大豆根瘤菌能产生第二类菌落〔时
,

这种现象在 5 ot w er , 的工

作中也出现过
,

他在对快生型大豆根瘤菌的鉴定时从菌株 U S D A 2 14 中经重复划线得

到两个不同的菌株
,

命名为 21 4 A 和 2 14 B
。

两个菌株有完全相同的营养和生化特性
,

但 21 4 A 在含 B T B 的 M M一M 琼脂培养基上形成白色不透 明的菌落
,

在液体培养基

上代时为 6
.

圣小时
,

但 2 1 4 B 在同样的培养基上形成淡黄色菌落
,

在液体培养基上的代

时则为 2
,

9 小时
,

两个菌株用 S D S 聚丙烯酞胺凝胶电泳则无法区别
。

共生特性上则有

很大 的 不 同
。

如 2 1 4 A 不能在绿豆上结瘤
, 2 14 B 虽然结瘤差

,

但可以在绿豆上结

瘤
,

对大豆的共生也有较大的差异仁lD 丁
。

这种特性究竞是怎样形成的
,

抑或是快生型大

豆根瘤菌的不稳定性
,

需要深入研究
。

慢生型大豆根瘤菌在石蕊牛奶上一般不栋化
,

产碱使石蕊牛奶变兰
,

但快生型大豆

根瘤菌表现出多样性
。

S a d o w : k y 证明在 U S D A n 株快生型中有 4 个菌株陈化产酸
,

3 个菌株陈化产碱
, 1 个菌株不陈化只产碱

, 3 个菌株只陈化 p H 无变化 [ 91
,

徐玲玫

等从辽宁分离的 12 株快生型大豆根瘤菌中有 n 株陈化牛奶
,

1 株不陈化
,

脉化牛奶的

菌株中 3 株产酸
,

8 株产碱 11[ 〕。

对碳源的利用方面
,

慢生型大豆根瘤菌一般比 较狭

窄
,

快生型大豆根瘤菌则 广 泛 得 多
。

G r a
h

a m 的工作指出
,

一般快生型根瘤菌能够

利用 20 种碳源中的 18 种
,

慢生型的仅能利用 8 种
,

尤其是不能利用卫茅醇和柠檬酸

盐
,

对双糖的利用很差或不能利用
。

tS
o w e : s

的工作证实所测定的 20 种碳源
,
快生型

大豆根瘤菌几乎全部可以利用
,

在多数碳源培养基上产酸
,

但在唬拍酸盐
、

苹果酸盐
、

延胡索酸盐
、

柠檬酸盐及丙酮酸盐上产碱 10[ 」。

樊蕙等 ( 19 84 )的工作表明
,

所测定的 20

种碳源中
,

快生大豆根瘤菌可以利用其中的 19 种
,

说明快生型大豆根瘤菌不仅能利用

己糖
,

五碳酸
、

三碳糖
,

而且能利用乳糖
、

麦芽糖和蔗糖等双糖脚〕。

不能利用菊糖的

结果与 5 a d o w s
k y 报道的一致〔 g 〕

。

这些试验虽然测定的碳源都不尽相同
,

但却说明了

快生型大豆根瘤菌具有多种糖酵解的途径
。

区分快生型和慢生型根瘤菌的一个重要的酶是 6一磷酸葡萄糖脱氢酶
,

此酶 是 戊 糖

磷酸化途径的关键酶
,

而此酶在快生型根瘤菌是起作用的
,

在慢生型则不起作用
。

一般

测定其还原活性
。

S ot w e r s
测定的 6一磷酸葡萄糖脱氢酶的还原活性 ( N A D P ) 为 I Q一

54
n M 0 01 /分 /毫克蛋 白毛101

,
S a d o w s k y 用同样的慢生型大豆根瘤菌得到的还原活性

为 50 一 1 8 1 n M m o
l/ 分 /毫克蛋白〔” 1 ,

二者之间的结果相差较大
,

可能系试验条件不同
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所致
。

但所测慢生型大豆根瘤菌几乎都测不出还原活性来
。

氢酶与根瘤固氮过程中能量

损耗有关
,

慢生型大豆根瘤菌不同菌株差别很大哪〕, S a d o w sk y 测定了 n 株快生型

大豆根瘤菌中的 日株
,

均未发现氢酶活性
,

所测 9 株全部放氢
。

此结果与徐玲玫等报道

的一致〔11: 。

豆血红蛋白是一种类似于肌红蛋白的一种在根瘤里通过根瘤菌和豆科植物共生联合

发展起来的一种特有的合成蛋白
,

其功能是促进氧在低氧压下的扩散
,

以调节根瘤在固

氮中的需要而又不致对氧十分敏感的固氧酶钝化
。

大豆根瘤的豆血红蛋白含有 4 种主要

的组份
,

分别用 L b a, L阮
, ,

L卜勺
。

和 L b勺 表示
,

另外还有一些特性更少的次要组

份
。

F u c五, m 。皿 用等电聚焦电泳技术从 6 个商业上重要的栽培大豆品种的根瘤浸出掖中

得到的豆血红蛋白 4 种主要组份全部存在
,

而且非常一致以41
。

以后他又比较了从田间

生长的
,

在遗传学上各不同的选出来的超过 60 个大豆品种及引种的代表
,

以及 18 种野

生大豆的代表
,
全部用慢生型大豆根瘤菌感染的根瘤的豆血红蛋白的结果是一致的

。

在

温室用慢生型大豆根瘤菌 U S D A 1 10 和快生型大豆根瘤菌 U S D A 2 01 分别接种栽培大

豆 B。。 , 。 n 和野大豆 IP 吻 721 7
,

对根瘤的豆血红蛋白的组份分析结果也与上述结果一

致〔15 」。

这些结果说明快
、

慢型大豆根瘤菌均能使大豆和野大豆达相同的豆血红蛋白基

因 , 樊蕙等 ( 19 8 4) 测定了 8株快生
_

型大豆根瘤菌接种栽培大豆
“
开育 8 号

”
所形成根

瘤的豆血红蛋白含量与慢生垫大豆根瘤菌 U S D A 11 0 菌 株形成根瘤的豆血红蛋白含量

的比较
,
结果表明快生型大豆根瘤菌接种形成的红蛋白量并不低于惶型菌接种所形成的

量t飞2〕。

快生型大豆根瘤菌发现以来
,

’

对其与栽培大豆的共生效应做了许多研究
。

开始的报

告
,

如 K 。了s e :

等认为跺了与野生大豆和朱经驯化的大豆 (’’ 北京” 品种 )共生有效外
,

快生型大豆根瘤菌与美国共生时一般无效〔` 1
,

但在后来的研究中发现情况并不完 全 如

此
。

S比 w 。 , 报道
,

快生型大豆根瘤接种美国大豆时结瘤较差
,

植株干重比慢生型相

差很多
,

但接种亚洲型大豆时其结瘤量和植株千重均与慢生型大豆根瘤相当
,

而接种盯

豆 (品种 V IT A
一

3) 则结瘤量大大超过慢生型大豆根瘤菌 以刃
。

D 二 T 。 。 等 的温室试

验结果表明
,

大多数北美大豆品种与 U S D A 191 表明出有效结瘤
,

而与其他所有的快

生型菌株共生试验时结无效瘤郎丁
, M cl ou g hl in 的报道亦证实 U S D A 191 与 7 个美

国商业大豆品种共生时部分有效
,

而与 W ill ia 。 爪 s 品种上形成有效共生 1T[ 〕。

最近
,

加拿大的 H at ot r i ( 1 , 8幻的研究结果指出
,

U S D A 1 91 有比过去报道的更广的寄主范

围
,

而且在一些商业上的大豆品种的有效性与慢生型大豆根瘤菌一样
。

用 U S D A I盯

接种大豆 M a p le A rr 仰 (亲本为 H ar os
。 了 63 和 S二 ed is h 系 8连小 7一 3 0) 3 0 天后测定

的乙炔还原活性与慢生型大豆根瘤菌肚 A 76 接种的无统计学差异以幻
。

徐玲玫等 (1 9 8幻

测定的从辽宁分离的快生型大豆根瘤菌在中国栽培大豆上的共生效应表明
,

部分菌株在
“铁丰 1 8妙 和

“
开育 8 号

”
大豆共生表现出有效共生

,

在植株含氮量和干重上与馒生型

大豆根瘤相当
,

无统计学差异11[ 〕 ,

樊蕙等最近的重复试验也与上述结果一致嘟几 这些

试验结果都说明快生型大豆根瘤菌的某些菌株有在生产上直接应用的可能性
。

但是还需

妥进一步筛选和在田间实际试验中去考查这些菌株的有效性
。
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快生型大豆根瘤菌除了可以与野生大豆和栽培大豆品种共生 外
,

还 可 以在 肛豆

( V i g n a u n g ” i C u l a t a )
、

绿豆 ( p h a s e o l u s a u r e u s ) 上结瘤
,

并能测出固氮酶活性
,

但不与三叶草 ( T
r i f o l i u m p r a t e n s e )

、

紫云英 ( A s t r a g a l u s s i n i e u s )
、

首蓓 (M e -

d i e a g o s a t i v a )
、

草木裤 (M e l i l o t u s s p )
、

银合欢 ( L e u e a e n a s p )
、

豌豆 ( P i s u m

s a t i , u m )
、

菜豆 ( P h a s e o l u s v u l g a r i s )
、

花 生 ( A r a e h i s h y p o g a e a )
、

百 脉 根

( L
o t u s e o r n i e u l a t u s ) 等豆科植物结瘤和共生

,

可在大翼豆 ( M a e r o p t i l i
u m a t r o p u -

er u m )
、

田著 ( S
e s b a in a s p ) 上结瘤

,

但形成无效共生 1[
,

招〕 。

在与栽培大豆两种共

生时与慢生型大豆根瘤菌的结瘤竞争也是探讨快生型大豆根瘤菌的特性及在生产应用可

能性的重要方面
,

葛诚等 ( 1 9 8 4 ) 的初步试验说明在盆栽条件下
,

当快生型与慢生型大

豆根瘤菌混合接种时
,

快生型可以形 成较多的根瘤 19[ 1
,

C le ye t一 M ar
e l 等用 6 个大豆

根瘤菌 (其中 5 个慢生型
, 1 个快生型 ) 接种大豆时发现快生型菌株比慢生型菌有更强

的竞争性仁20 ]
。

而 M e l o g h l i n 等在盆栽试验中以 U S D A Z o l
、

2 0 5
、

2 0 8 等 3 株快生型大

豆根瘤菌与慢型的 U S D A 1 1 0
、

1 22 以等量比例接种时
,

在 ,’4匕京 ”
大豆上快型菌有更

大竞争性
,

而慢生型菌在 ,’J 1 3 0,, 大豆品种上占据全部根瘤
,

但在用塑料生长袋的试验

时
,

多数根瘤是由慢生型形成的
。

在盆栽土培试验里 (土壤不消毒 )
,

以 10 个快生型大豆

根瘤菌接种
“
北 京

” 品种和
“ J 1 3 0,, 大豆时

,

结果 U S D A 2 5 7
、

19 3 和 2 06 快型菌在
“
北京

”
品种上形成的根瘤超过 65 %

, “
J 1 3 0), 大豆的根瘤全是由土著大豆 根瘤 菌 形

成
。

竞争关系上的顺序排列是 U S D A 25 7> 19 3 > 2 0 621[ 1。 作者进一步将此竞争试验用

于美国中西部含有大量野生大豆根瘤菌的两种土壤里
,

快生型大豆根瘤菌在
“
北京

” 品

种上
,

两种土壤里均可形成超过 60 % 的根瘤
,

但在 ,’ J 1 3 0,, 品种上快型菌 没有 竞 争

性〔 1T]
。

葛诚等最近以快生型
:

慢生型为 1 : 3
、

1 :
30

、

1 :
30 0的比例接种中国栽培大

豆
“
开育 8号

”
和

“
吉林 10 号

”
大豆的盆栽试验里

,

快型大豆根瘤菌表现出较强的结

瘤竞争能力
,

其结瘤比例为 32
.

2一 78
.

2%
,

随着接利i物内快型菌的比例增加而增加
,

在两个大豆品种上均表现 出一致的趋势
。

结瘤竞争特性是一个接种菌株可否 应 用 的 重

要方面
,

竞争性强弱受许多因素影响
,

对快生型大豆根瘤菌的结瘤竞争能力还需要进一

步试验研究
,

初步的试验结果表明的这种较强的结瘤竞争能力
,

为进一步应用奠定了基

础
。

对快生型大豆根瘤菌的遗传学研究在分类和生产应用上均有重要的价值
。

已经有一

些对快生型大豆根瘤菌的质粒分析等方面的报道咚
·

3] ,

最近 A ht
e r ly 等亦证明只有快

生型大豆根瘤菌在多数情况下固氮和结瘤基因 ( N if 和 N o d) 是在同一个质粒上
,

现

在已经把快生型大豆根瘤菌 U S D A 1 9 1和 1 93 的共生质粒转移到了 根癌 农杆 菌 ( A
.

ut m e fa 。 i e
此 ) 上

,

并在大豆植株上形成了无效根瘤
,

这两个菌株的共生质粒在共他的

大豆根瘤菌株及菜豆根瘤菌 ( R
.

p h as e ol i) 和三叶草根瘤菌 ( R
.

tr if ol ii ) 里 是不稳

定的
。

U S D A 1 9 5 的共生质粒在豌豆根瘤菌 ( R
.

l e g u m {n o s a r u m ) 和首稽根瘤菌 ( R
.

m e il l ot i) 里是稳定的
,

但未把其寄主扩大到大豆
,

说明虽然转移是成功的
,

但未能实

现表达 23[ 〕
。

A p eP l b a u m 等测定 了快生型大豆根瘤菌的质粒
, 9 个菌株 除 了 含 1一 3

个小的质粒以外还含有 2 个最大的 4 50 M d “ 1 质粒 (巨大质粒 )
,

U S D A 2 57 仅有 1 个较
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小的质粒而无巨大质粒
,

分子杂交的结果证明 7 个快生型大豆根瘤 菌的 N if 和 N od 基

因都是在一个单独的质粒上〔23 〕,

这些结果为进一步遗传操作 和研究创造了条件
。

快生型大豆根瘤菌是中国特有的固氮源
,

葛诚等对从河南
、

宁夏等地采取的 7 个

栽培大豆品种的根瘤用抗血清鉴定
,

确定有 4 个品神内有快生型大豆根瘤菌结瘤
,

结瘤

比例因品种而异 1[ 的
。

最近对从中国河南
、

山西
、

宁夏
、

黑龙江
、

辽宁
、

江西
、

新疆
、

山东等 8 个省 (区 ) 21 个点的 4 7 个大豆品种 (次 ) 的 4 3 6 2 个根瘤的测定
,

有 29 个品

种 (次 ) 内有快生型大豆根瘤菌结瘤
,

其比例与不同采样地点
,

不同品种有关
,

幅度为

1一 3了
.

9 %
,

不 同的省 (区 ) 出现的频率有很大的不同
。

这种分布一方面说明快生型大

豆根瘤菌在中国分布广泛
,

另一方面说明其分布有一定的规律性
。

对这种分布的内在规

律需要通过更多的测定才能揭示出来
。

快生型大豆根瘤菌从正式报道到现在不过才儿年的时间
,

但是国内外的研究进展很

快
,

我们应该利用它是中国特有的固氮资源的有利条件
,

加快研究工作的步伐
,

加快开

发利用的步伐
。

川川t3]4[]5[]川川98[][]叫121l11[[l3141[][阴l6[]阴
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