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摘　要：从安徽不同地区采集大豆根瘤，经分离纯化共获得 ３２个未知菌株，对它们的营养利用、抗生素敏感性和耐

逆性等 １１２个生理生化指标进行了表型鉴定。结果表明：不同地理来源甚至同一地理来源的菌株在碳和氮源利

用、抗生素抗性和耐逆性等方面存在着较大的差异。在所有的表型性状中有 ５７项性状在不同菌株间存在差异。

其中 ９３．８％的菌株能在含 ３．０％ ＮａＣｌ的培养基上生长，７８．１％的菌株能在含 ７．０％ ＮａＣｌ的培养基上生长。所有

菌株在 ｐＨ３的酸性条件下均不生长，在 ｐＨ１２碱性条件下除 ＡＨ０９、ＡＨ２４外均能生长；在 ４℃处理下 ２４ｈ均能生

长，在 ６０℃处理下 ２４ｈ均不能生长；均能在含 ３００ｍｇ·Ｌ－１赤霉素或磷霉素的培养基中生长，但对链霉素耐受性

差。聚类分析表明，从表型分类上将安徽省大豆根瘤菌分为两大类群，其中有 ２９个菌株属于一个大类群，具有较

高的相似性。
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　　近年来氮肥的施用量越来越大，但氮肥的利用
率却在不断下降，大部分进入地下水，使江河湖泊

富营养化，致癌物质增加；不但提高了农业成本，还

致使土壤板结，降低了土壤的蓄水保墒能力，加速

了土地荒漠化，从而使农业生态系统的功能衰退，

生态环境恶化
［１３］
。并且工业氮肥是在高温高压下

生产的，消耗大量石油、煤炭等不可再生能源，同时

造成对环境的污染。生物固氮是固氮微生物在常

温常压下利用可再生能源（太阳光）固定空气中的

氮素，使之能直接被生物吸收利用的过程。能增加

农作物产量，在无污染的同时能改善土壤环境，降

解土壤中的毒素，增加土壤的抗逆性。并且生物固

氮量是工业固氮的 ３倍［４５］
。根瘤菌和豆科植物共

生固氮是生物固氮中最有效的方式
［６８］
。

因此，研究大豆根瘤菌分布上的表型多样性及

菌株抗逆性对于提高大豆产量，增加土壤肥力，减

小环境污染等方面都有重要的理论和实际意义。

我国是大豆和大豆根瘤菌的起源和分布中心，大豆

根瘤菌的资源十分丰富。安徽省种植大豆历史悠

久，是大豆主产区之一。由于安徽地形复杂，气候

多样，自然形成了淮北、沿江和江南 ３个不同的大
豆生态区，各地大豆品种资源丰富

［９］
，其复杂多样

的地理与生态环境决定了与大豆根瘤菌丰富的表

型多样性。该研究采用数值分类方法，初步考察安
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徽地区大豆根瘤菌的分类地位及其多样性，为发掘

和利用性状优良的根瘤菌种质资源提供依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
从安徽不同地区采回的新鲜根瘤，按 Ｖｉｃｅｎｔ的

方法
［１０］
进行划线分离、纯化得到根瘤菌的纯培养，

供试菌株来源见表１。

表 １　未知供试菌株一览表

Ｔａｂｌｅ１　Ｌｉｓｔｏｆｔｅｓｔｅｄｕｎｋｎｏｗｎｓｔｒａｉｎｓ

菌株

Ｓｔｒａｉｎｓ

采样地点

Ｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅ

菌株

Ｓｔｒａｉｎｓ

采样地点

Ｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅ

ＡＨ０１ 凤阳县三后街村 ＡＨ１７ 宿州市符离集

ＡＨ０２ 凤阳县柳庄 ＡＨ１８ 天长市

ＡＨ０３ 凤阳县新庄 ＡＨ１９ 安庆市太湖县金星村

ＡＨ０４ 凤阳县城府镇宗楼村 ＡＨ２０ 六安霍邱县

ＡＨ０５ 凤阳县城府镇桥南村 ＡＨ２１ 宿州市泗县

ＡＨ０６ 凤阳县城府镇金董村 ＡＨ２２ 亳州市涡阳县

ＡＨ０７
凤阳县城府镇张老庄城

西村
ＡＨ２３ 六安市寿县

ＡＨ０８ 凤阳县城府镇卫前村 ＡＨ２４ 安庆市潜山县

ＡＨ０９
凤阳县临淮镇十里铺村

袁家坝生产队
ＡＨ２５ 安庆市太湖县白石村

ＡＨ１０
凤阳县临淮镇十里铺村

周圩子
ＡＨ２６ 蚌埠市怀远县

ＡＨ１１ 淮南市潘集 ＡＨ２７ 滁州市全椒县

ＡＨ１２ 淮南市宋集 ＡＨ２８ 滁州市凤阳县

ＡＨ１３ 阜阳市临泉 ＡＨ２９ 六安市裕安区

ＡＨ１４ 宿州市維桥区 ＡＨ３０ 淮北市濉溪

ＡＨ１５ 天长市 ＡＨ３１ 桐城市

ＡＨ１６ 池州市 ＡＨ３２ 宿州市維桥区

１．２　测定项目与方法
共测定表型性状１１２项，每个指标３次重复。

１．２．１　唯一碳源利用　分别对２１种碳源进行了唯
一碳源利用测定，包括蔗糖、乙酸钠、Ｄ木糖、Ｄ果
糖、Ｄ山梨醇、甘露醇、柠檬酸钠、酒石酸钠、ＤＬ苹
果酸、Ｌ阿拉伯糖、葡萄糖、α乳糖、麦芽糖、Ｌ（＋）
鼠李糖、海藻糖、Ｄ半乳糖、赤藓醇、密二糖、菊糖、
棉子糖、卫矛醇（甜醇），每种碳源均以０．１％的质量
浓度与 Ｗｈｉｔｅ培养基混合后倒平板。将供试菌株在
ＹＭＡ液体培养基中培养４ｄ后，离心收集菌体并用
生理盐水洗 ３次，配制成菌悬液，用接种环点种在
各种碳源平板上，同时设 ＹＭＡ和不加碳源的对照，
２８℃倒置培养，每天记录１次结果。
１．２．２　唯一氮源利用　分别对１３种氮源进行了唯
一氮源利用测定，包括甘氨酸、Ｌ精氨酸、Ｌ谷氨酸、

Ｌ缬氨酸、Ｌ组氨酸、ＤＬ丝氨酸、Ｌ脯氨酸、Ｌ苯丙

氨酸、Ｌ谷氨酰胺、Ｌα丙氨酸、Ｌ赖氨酸、Ｌ异白氨

酸、Ｌ苏氨酸，将 Ｗｈｉｔｅ培养基Ａ组分中的ＮａＮＯ３换

作所测定的氮源，使氮源质量浓度均为 ０．１％，外加

５．０ｇ·Ｌ－１的甘露醇作为碳源，将供试菌株接种在

各种氮源平板上，同时设 ＹＭＡ和不加氮源的对照，

２８℃倒置培养，每天记录１次结果。

１．２．３　抗生素抗性测定　抗生素抗性测定 ２４项，

分别为青霉素、庆大霉素、赤霉素、红霉素、磷霉素、

链霉素，将其溶解后，用过滤灭菌，然后分别加入冷

却至５０℃的 ＹＭＡ培养基中混匀，制成质量终浓度

为５、５０、１００和 ３００ｍｇ·Ｌ－１的平板。将供试菌株

接种在抗性平板上，以未加抗生素的 ＹＭＡ平板为

对照，２８℃倒置培养，每天记录１次结果。

１．２．４　染料及化学试剂抗性测定　对染料的抗性

和化学药物的耐受性共测定 ２２项，包括 ＮａＮＯ２、孟

加拉红、亚甲基蓝、孔雀石绿、刚果红、甲基绿、甲基

红、溴酚蓝、百里香酚兰、中性红、溴百里香酚兰

（ＢＴＢ），配制含有以上成分质量浓度分别为 ０．１％

和０．２％的 ＹＭＡ培养基，倒平板。将供试菌株接种

在抗性平板上，以未加染料和化学药物的 ＹＭＡ平

板为对照，２８℃倒置培养，每天记录１次结果。

１．２．５　耐酸与耐碱性测定　用 ＨＣｌ和 ＮａＯＨ分别

将 ＹＭＡ培养基的 ｐＨ值分别调至 ３．０、４．０、５．０、

６．０、７．０、８．０、９．０、１０．０、１１．０和 １２．０，倒平板。将

供试菌株接种在不同 ｐＨ的平板上，２８℃倒置培养，

每天记录１次结果。

１．２．６　耐盐性测定　用 ＮａＣｌ配制质量浓度分别

为 ０．１％、０．５％、０．７５％、１．０％、１．２５％、１．５％、

１．７５％、２．０％、２．５％、３．０％、３．５％、４．０％、５．０％、

６．０％、７．０％、８．０％、９．０％和 １０．０％的 ＹＭＡ培养

基，倒平板，然后将供试菌株接种至不同盐浓度平

板上，以未加 ＮａＣｌ的 ＹＭＡ平板为对照，２８℃倒置

培养，每天记录１次结果。

１．２．７　生长温度范围测定　将供试菌株接种于

ＹＭＡ平板上，分别置 ４、１０、４０、６０℃温度下处理

２４ｈ后置于 ２８℃培养，以 ２８℃培养为对照，每天记

录１次结果。

１．３　聚类分析
将供试性状转换为数字性状，如根据供试菌株

的生长情况，可将能生长或在平板上形成典型菌落

者记为“１”，否则记为“０”。用 ＮＴＳＹＳｐｃ２．１０ｅ软

件，采用平均连锁法（ＵＰＧＭＡ），聚类结果以树状图

谱的方式表示。
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２　结果与分析

２．１　生理生化性状
２．１．１　唯一碳源利用　２１种唯一碳源利用的测定
结果表明，所有未知菌株都能利用蔗糖、乙酸钠、Ｄ
木糖、Ｄ果糖、Ｄ山梨醇、甘露糖、柠檬酸钠、酒石酸
钠、葡萄糖、α乳糖、麦芽糖、Ｌ（＋）鼠李糖、Ｄ半乳
糖、密二糖，但对 ＤＬ苹果酸、赤藓醇、菊糖和卫矛醇
（甜醇）的利用率较低，分别为 ２１．９％、５９．４％、
５３．１％和４６．９％。除 ＡＨ２９菌株外其它未知菌株
都能利用棉子糖，除 ＡＨ２４菌株外其它菌株都能利
用海藻糖和 Ｌ阿拉伯糖，除 ＡＨ２６外其它菌株都能
利用 Ｄ木糖，菌株 ＡＨ２１和 ＡＨ２３能利用全部碳源。
可以看出大部分未知菌株对碳水化合物利用能力

比较广泛，还有少数未知菌株对碳源利用能力较

差，表明不同地理来源的菌株在碳源利用方面存在

差异。

２．１．２　唯一氮源利用　１３种唯一氮源利用的测定
结果表明，所有未知菌株都能利用甘氨酸、Ｌ精氨
酸、Ｌ组氨酸、ＤＬ丝氨酸、Ｌ脯氨酸、Ｌ苯丙氨酸、Ｌ
谷氨 酰 胺、Ｌ赖 氨 酸、Ｌ异 白 氨 酸、Ｌ苏 氨 酸；
９６．９％的菌株能利用 Ｌα丙氨酸、Ｌ谷氨酸和 Ｌ缬
氨酸，因此，供试菌株对氮源利用范围比较广泛。

２．１．３　抗生素抗性测定结果　供试的 ６种抗生素
的抗性测定结果表明，所有菌株均不能耐受 ５～
３００ｍｇ·Ｌ－１的链霉素，仅有 ６８．８％未知菌株可以
在５ｍｇ·Ｌ－１庆大霉素上生长，其它浓度均不能生
长，说明了链霉素和庆大霉素对未知菌株有较强的

抑制作用；ＡＨ０１、ＡＨ０７、ＡＨ０９、ＡＨ１１、ＡＨ１６、ＡＨ１８、
ＡＨ２８和 ＡＨ２９均能在３００ｍｇ·Ｌ－１青霉素上生长，
说明这些菌株对青霉素具有较强的抗性；另外，

ＡＨ０７、ＡＨ１０、ＡＨ１１、ＡＨ１５、ＡＨ１８、ＡＨ２０、ＡＨ２３、
ＡＨ２４、ＡＨ２５、ＡＨ２７、ＡＨ３０、ＡＨ３１ 和 ＡＨ３２ 在
３００ｍｇ·Ｌ－１的红霉素不能生长，其它浓度均能生
长；所有未知菌株均可耐受 ５～３００ｍｇ·Ｌ－１赤霉素
或磷霉素。表明这些菌株对赤霉素和磷霉素具有

很强的抗性。

２．１．４　染料及化学试剂抗性测定结果　供试的 １１
种染料及化学试剂的耐受性测定结果表明，所有未

知菌株对质量浓度为０．１％和０．２％百里香酚兰、溴
酚蓝、刚果红和亚甲基蓝均有耐受性；９６．９％的菌
株对质量浓度为 ０．２％ＢＴＢ、９３．８％的菌株对质量
浓度为 ０．２％中性红、８４．４％的菌株对质量浓度为
０．２％甲基红和 ５０％的菌株对质量浓度为 ０．２％
ＮａＮＯ２都具有较强的抗性；６５．６％的菌株不能在质

量浓度为 ０．２％孟加拉红中生长，９３．８％的菌株不
能在质量浓度为０．１％和０．２％孔雀石绿生长，说明
孟加拉红和孔雀石绿这 ２种染料对菌株具有较强
的抑制作用；所有菌株均不能耐受质量浓度为

０．１％和０．２％甲基绿，说明甲基绿这种染料对这些
菌株具有很强的抑制作用。

２．１．５　耐酸与耐碱性测定结果　酸碱性测试表
明，所有供试菌均不能耐受 ｐＨ３的生长环境，所有
菌株都能在 ｐＨ１０的条件下生长，除 ＡＨ０９菌株外
都能在 ｐＨ１１下的条件生长，９３．８％的菌株能在
ｐＨ１２环境下生长。这一结果表明，供试菌株普遍
具有较强的耐碱能力，而耐酸能力较差。

２．１．６　耐盐性测定结果　对未知菌株耐盐性测试
结果表明，在 ８．０％、９．０％和 １０．０％的 ＮａＣｌ处理
下，所有未知菌株皆不能生长；但 ７８．１％的未知菌
株可耐受７．０％ ＮａＣｌ和６．０％ ＮａＣｌ，８７．５％的未知
菌株可耐受 ５．０％ＮａＣｌ，９０．６％的未知菌株可耐受
４．０％ＮａＣｌ，９３．８％的未知菌株能可耐受 ３．０％
ＮａＣｌ。由此说明未知菌株具有较强的耐盐性。
２．１．７　生长温度范围测定结果　通过对菌株在温
度４、１０、４０、６０℃处理 ２４ｈ后置于 ２８℃培养的生长
结果表明，在４℃时和 １０℃处理 ２４ｈ后，所有未知
菌株从第２天开始都能生长，４０℃处理 ２４ｈ再转入
２８℃培养时，除 ＡＨ１３、ＡＨ２５不能正常生长外，其它
均能生长，在６０℃处理 ２４ｈ再转入 ２８℃培养时所
有菌株均无生长迹象。

２．２　聚类分析结果
将测定的所有生理生化表型性状数据进行转

化，以 ＵＰＧＭＡ法进行聚类分析，其结果见图 １。从
图１看出，菌株在 ８９％相似水平上聚成两大群：群

Ⅰ，群 Ⅱ。群 Ⅰ 由 ＡＨ０１、ＡＨ０３、ＡＨ２８、ＡＨ１１、
ＡＨ０２、ＡＨ０４、ＡＨ０５、ＡＨ０８、ＡＨ０６、ＡＨ２６、ＡＨ１２、
ＡＨ２２、ＡＨ１９、ＡＨ２１、ＡＨ２３、ＡＨ３２、ＡＨ０９、ＡＨ０７、
ＡＨ１８、ＡＨ１６、ＡＨ２７、ＡＨ１４、ＡＨ１７、ＡＨ２９、ＡＨ１０、
ＡＨ３０、ＡＨ１５、ＡＨ２５、ＡＨ１３共 ２９种菌株组成，群Ⅱ
由 ＡＨ２０、ＡＨ２４、ＡＨ３１共３种菌株组成。滁州市的
１２株、宿州市的 ４株根瘤菌都聚在群Ⅰ，这说明滁
州市、宿州市的根瘤菌地域差异不大；而安庆市、六

安市的３株根瘤菌有 ２株聚在群Ⅰ、１株聚在群Ⅱ，
这说明安庆市、六安市的根瘤菌地域差异较大；而

ＡＨ１２和 ＡＨ２２的相似度为 １００％，可以看成是同一
菌株，在做进一步试验时可以选择其中之一。这些

结果与现行的分类结果相一致，说明试验在生理生

化性状测定及数值分析方面的可靠性。
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图 １　供试根瘤菌数值分类树状图

Ｆｉｇ．１　Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｒｈｉｚｏｂｉａｌｓｔｒａｉｎｓｂｙｎｕｍｅｒｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ

３　结论与讨论

通过对３２株未知菌株１１２项表型性状的测定，
结果显示多数菌株有较广泛的碳氮源，耐盐碱能力

较强，有 ７８．１％ 的菌株能耐受 ７．０％ 的 ＮａＣｌ，
９３．８％的未知菌株均能耐受 ３．０％ ＮａＣｌ。９３．８％
的菌株能在 ｐＨ１２的环境下生长。还具有较强的耐
高温能力，９３．８％的菌株能在 ４０℃条件下生长。说
明这些菌株具有很强的抗逆性。为充分利用这些

菌株特性来对盐碱化土壤进行土壤修复，将是可持

续农业发展的重要手段，但目前这方面的研究较

少，有待进一步的研究。

根据１１２项表型性状的测定结果进行聚类分
析，结果表明，３２株供试菌株除了 ３个单独聚为一
类外，其它的菌株都聚为一类，并且从表型鉴定结

果来看，具有较高的相似性，特别是 ＡＨ１２和 ＡＨ２２
具有完全相同的表型特征，有可能是同一菌株，但

还需用分子生物学手段（如 １６ＳｒＤＮＡ）做进一步的
鉴定。

试验对分离到３２菌株，进行了１１２项生理生化
表型性状研究。结果表明，不同地理来源、甚至同

一地理来源在碳氮源利用、抗生素抗性、耐逆性等

方面存着较大的表型多样性。来自同一地区的不

同菌株在表型特征上也会有较大差异，其分类地位

与地区来源没有必然的联系。如来自于六安市的

ＡＨ２３、ＡＨ２９属群Ⅰ，而 ＡＨ２０属群Ⅱ；采集于安庆

市的 ＡＨ１９、ＡＨ２５属群Ⅰ，而 ＡＨ２４属群Ⅱ。
根瘤菌的分布和多样性是环境因素和自身遗

传特性相互作用共进化的结果，其中地域因素是主

要影响因素之一
［９］
。区域环境条件的改变，既影响

着宿主植物的生长，也改变了根瘤菌的生长条件，

造成根瘤菌种群变化和数量的增减，因而在同一环

境中出现了根瘤菌表型和遗传型的多样性
［１１］
。在

该试验中，从安徽省不同地区分离的大豆根瘤菌在

表型分析上还都没有按照地理来源进行聚群，如同

一类群的菌株可以来源于不同的采集点，而同一个

采集点分离到的菌株也可以聚在不同类群中。上

述现象再次表明，根瘤菌与豆科植物之间的共生结

瘤关系比较复杂，受多种因素影响。根瘤菌与豆科

植物的共生关系涉及细菌、植物及环境三方面的相

互作用。这一结果与陈文新等的观点相吻合
［１２］
，

与何庆元等对安徽大豆根瘤菌研究的结果一致
［９］
。

通过对分离自安徽省不同地区大豆根瘤菌的

表型性状的研究，获得了生长在地形复杂、气候多

样的安徽大豆根瘤菌的表型特征。该研究为进一

步揭示安徽大豆根瘤菌的遗传多样性和系统发育

提供了前期研究数据，并为菌株的区分和保存提供

了依据和菌株资源。
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