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摘要    根瘤菌与豆科植物共生结瘤固氮被认为是地球上最重要的生物固氮体系. 裸子植物罗

汉松与根瘤菌共生结瘤至今未见报道. 采用常规根瘤菌分离技术从罗汉松及其变种小叶罗汉松

根瘤中分离获得 11 株内生细菌, 将它们回接宿主可导致结瘤, 乙炔还原法测出微弱的固氮酶活

性. 传统的生理生化鉴定方法和16S rDNA全序列分析证明该内生细菌代表菌株GXLO 02隶属于

根瘤菌. 

关键词    罗汉松  小叶罗汉松  根瘤菌  生理生化特性  16S rDNA 序列 

根瘤菌能够与豆科植物共生结瘤固氮, 其固氮

量大约占全球生物固氮的 65%[1], 从而在地球的氮素

循环中扮演着重要的生态角色. 自根瘤菌被发现以

来的研究表明 , 每一种根瘤菌都有一定的宿主范  
围 [2~4], 有的根瘤菌如固氮根瘤菌 (Azorhizobium 
caulinodans)的宿主范围很窄 [5], 但有的根瘤菌的宿

主范围却很宽 [6~8]. 尽管根瘤菌与宿主之间存在着共

生关系的多样性, 但是所有研究过的根瘤菌宿主植

物均为豆科植物, 它们分别隶属蝶形花亚科、含羞草

亚科和苏木亚科. 1973 年Trinick[9,10]发现了榆科山黄

麻(Parasponia andersonii)与根瘤菌共生结瘤固氮体

系, 并得到了后人的充分证实. 这一发现从另一个角

度证明了根瘤菌的宿主范围不仅仅限于豆科植物 , 
很可能存在更大范围的宿主多样性.  

本文作者近年的研究表明, 裸子植物亚门的罗

汉松属(Podocarpus)植物在自然界中具有普遍结瘤的

现象, 其根瘤形态和结构与豆科植物根瘤结构有诸

多相同和相似之处 [11], 证明了罗汉松的根瘤是由其

内生细菌引起的 [12], 并且通过传统的微生物生理生

化技术和现代分子生物学方法, 从罗汉松属植物的

根瘤内生细菌中鉴定出一批根瘤菌 , 现将罗汉松

(Podocarpus macrophyllus) 及其 变种小叶 罗汉松

(Podocarpus macrophyllus var. maki)根瘤内生细菌代

表菌株的鉴定结果报道如下.  

1  材料与方法 

1.1  根瘤的采集和内生细菌的分离 

在中国广西的罗汉松及其变种小叶罗汉松的天

然林和人工林中采集新鲜饱满的罗汉松和小叶罗汉

松根瘤, 清水冲洗掉根瘤表面的泥土后, 75%乙醇表

面消毒 1 min, 酸性氯化汞表面消毒 6~7 min, 无菌水

彻底清洗后, 将根瘤置于灭菌的研钵中研碎, 取根瘤

液汁在含有刚果红的 YEM 培养基上划线, 28℃培养

至菌落出现, 挑取刚果红不吸色的典型菌落, 稀释纯

化后接种于罗汉松幼苗结瘤, 所结根瘤再用上述方

法分离其内生细菌, 纯化后保存待鉴定.  

1.2  传统生理生化鉴定 

按照下列步骤进行生理生化鉴定: 内生细菌形

态、菌落特征、芽孢的检出、革兰氏染色、耐热性、

厌氧性、发酵性、乙醇氧化能力、体外固定大气氮能

力、在宿主植物能否形成根瘤、在酵母膏-甘露醇琼
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脂上是否产酸、精氨酸双水解酶、精氨酸为唯一氮  
源、以及 3-酮基乳糖等. 其中芽孢的检出采用周德 
庆 [13]的方法, 其余测定项目均采用东秀珠等人 [14]的

方法或中国科学院微生物研究所细菌分类组的方  
法 [15]. 每实验均设相应对照, 3 次以上重复, 并以分

离自厚荚相思(Aacia crassicapa)根瘤的热带根瘤菌

Rhizobium tropici为参比菌.  

1.3  回接结瘤试验 

为避免土壤微生物的感染, 直接从树上采收罗

汉松种子, 用 75%的乙醇溶液浸泡 1~2 min, 无菌水

冲洗 4 次后, 用 0.1%酸性氯化汞溶液浸泡 7~8 min, 
无菌水冲洗 6 次, 此表面消毒重复两次. 采用根瘤菌

回接结瘤试验中的全封闭式方法 [15] 进行接种, 接种

量为每植株 2 mL对数期菌液. 每菌株接种 20 植株, 
以不接种为对照.  

1.4  固氮酶活性的测定方法 

罗汉松植物的根瘤很小, 其直径仅为 1~1.5 mm. 
为避免根瘤离体后对酶活性的负面影响, 取植物完

整根系置于 10 mL的小瓶子内, 采用乙炔还原法 [16] 

测定固氮酶活性, 重复 2 次. 固氮酶活性的计算公式: 
E(nmol C2H4·g−1 生物量·h−1)=K·样品乙烯峰高

(μv)·反应瓶体积(μL)/(标准乙烯峰高(μv)·样品乙炔

进样量(μL)·生物量(g)·反应时间(h)), 其中K为常数. 

1.5  16S rDNA 全序列测定和分析 

(1) 菌株: 用于 16S rDNA 全序列测定的菌株为

GXLO 02, 载体为 pGEM-3Zf (+)质粒 . 大肠杆菌

JM109 作为转化受体.  
(2) DNA提取: 菌株用YMB培养基培养至对数

期 , 12000 r/min 离心收集菌体 , 用 10 mmol/L 
Tris-HCl洗涤 3次, 溶菌酶破壁, 蛋白酶处理, 再用酚

/氯仿/异戊醇抽提, 乙醇沉淀, 风干, 最后溶于TE(10 
mmol/L Tris-HCl, pH 7.6, 1 mmol/L EDTA , pH 8.0)中
[17].  

(3) 16S rDNA 的扩增: 以总 DNA 为模板, 正向

引物 F27(5′-AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG-3′)和
反向引物 R1492(5′-TAC GGT TAC CTT GTT ACG 
ACT T-3′), 经 PCR 扩增出 16S rDNA. 用 T4 DNA 连

接酶对 PCR 产物与经过酶切质粒 pGEM-3Zf (+)进行

连接后, 用电脉冲法转化大肠杆菌 JM109, 蓝白斑筛

选得到转化子. 挑取白色转化子培养过夜, 然后重新

提取质粒 DNA, 由上海基康生物技术公司测序.  
(4) 16S rDNA 的同源性分析: 将所测定的 GXLO 

02 的 16S rDNA 全序列输入生物技术信息网页

http://www.ncbi.nlm.nib.gov/进行序列分析及同源性

比较, 用 ClustalX 和 Treecovnw 软件绘制系统发育树

状图. 序列相似性所用参比菌株来自 GenBank.  

2  结果与分析 

2.1  生理生化鉴定结果 

从生长在不同立地条件的罗汉松及其变种小叶

罗汉松植物根部共采集到 28 份样品, 按照根瘤菌的

分离方法共分离获得 11 株内生细菌的纯培养物.  
采用传统的根瘤菌生理生化鉴定方法对 11 株菌

株进行分类鉴定, 并以分离自厚荚相思根瘤的热带

根瘤菌 R. tropici 为参比菌. 结果表明, 该 11 株菌株

中大多数具有根瘤菌的典型特性: 菌体形态均为杆

状, 菌落均为圆形, 乳脂至乳白色, 有丰富的胞外多

糖, 不产芽孢, 革兰氏染色阴性, 好气, 葡萄糖氧化

发酵阴性, 在大于 60℃, 30 min 时不能生长, 乙醇氧

化反应阴性, 在植物体外不固定大气中的N2, 在宿主

植物上结瘤 (图 1)并有弱的固氮酶活性 (平均酶活 
21.6＞对照 15.1 μmolC2H4/(g 生物量·h)), 在酵母膏

甘露醇上产酸, 精氨酸双水解酶反应阴性, 可利用精

氨酸为唯一氮源(表 1). 此鉴定结果可将它们归入根

瘤菌科. 3-酮基乳糖反应呈阴性可排除它们为根癌农

杆菌. 另外, 菌株 GXLO 08 的葡萄糖氧化发酵呈阳

性反应, 菌株 GXXL 07, GXXL 10 和 GXXL 11 的乙

醇氧化反应为阳性, 与根瘤菌的特性不相符, 但它们

都具有结瘤的能力, 因此暂且称之为未知的结瘤细

菌.  

2.2  16S rDNA PCR 扩增及序列测定结果 

根据各菌株的结瘤表现 , 以结瘤效果较好的

GXLO 02 为代表菌株, 进一步进行分子生物学鉴定. 
GXLO 02 PCR扩增所得的 16S rDNA 1.5 kb片段电泳

检测结果见图 2, 测定的 16S rDNA 全序列为 1540 
bp(表 2). 

将所测得的 16S rDNA全序列输入生物技术信息

网页 http://www.ncbi.nib.gov/, 用 BLAST 程序与

GenBank上的参比菌进行序列分析及同源性比较, 结 
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表 1  供试根瘤内生细菌的生理生化特性 

菌株 菌体形态 菌落形状 菌落颜色 产粘液 产芽孢
革兰氏

染色
好氧性

葡萄糖

氧化发

酵 

＞60℃
生长

乙醇

氧化

体外固

定大气
N2 

在宿

主植

物结

瘤 

酵母

膏甘

露醇

产酸 

精氨

酸双

水解

酶 

精氨

酸为

唯一

氮源

3-酮
基乳

糖反

应

GXLO 01 杆菌 圆形、凸 乳脂至乳白色 + − GN + − − − − + + − + − 
GXLO 02 杆菌 圆形、凸 乳脂至乳白色 + − GN + − − − − + + − +- − 
GXLO 04 杆菌 圆形、凸 乳脂至乳白色 + − GN + − − − − + + − +- − 
GXLO 07 杆菌 圆形、凸 乳脂至乳白色 + − GN + − − − − + + − + − 
GXLO 08 杆菌 圆形、凸 乳脂至乳白色 + − GN + + − − − + + − − − 
GXXI 04 杆菌 圆形、凸 乳脂至乳白色 + − GN + − − − − + - + + − 
GXXI 07 杆菌 圆形、凸 乳脂至乳白色 + − GN + − − + − + + + + − 
GXXI 08 杆菌 圆形、凸 乳脂至乳白色 + − GN + − − − − + + + + − 
GXXI 09 杆菌 圆形、凸 乳脂至乳白色 + − GN + − − − − + − + + − 
GXXI 10 杆菌 圆形、凸 乳脂至乳白色 + − GN + − − + − + + + + − 
GXXI 11 杆菌 圆形、凸 乳脂至乳白色 + − GN + − − + − + + + + − 
R.tropici 杆菌 圆形、凸 乳脂至乳白色 + − GN + − − − − + + − + − 

 

 

图 1  回接宿主苗木的结瘤情况 
(a) 自然结瘤的罗汉松幼苗; (b) 自然根瘤; (c) 回接根瘤; (d) 不接种对照 
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图 2  16S rDNA 扩增、连接及 EcoRⅠ酶切结果 
M示 1 kb Markers; 1示 16S rDNA扩增片段; 2示重组质粒 pGEM-T16S; 

3 示 pGEM-T16S/ EcoRⅠ 

 
果表明, 菌株 GXLO 02 的 16S rDNA 全序列与 R. 
tropici 和 R. rhizogenes 的 16S rDNA 全序列的相似性

均达到 99% .  

2.3  16S rDNA 全序列的相似性和系统发育 

将 GXLO 02 菌株的 16S rDNA 全序列与已知的

豆科植物根瘤菌建立系统发育树如图 3.  
从图 3 中可以看出, 在系统发育树中, 根瘤菌属

(Rhizobium)与土壤杆菌属 (Agrobacterium)的种在系 
统发育上互有交叉. 供试的GXLO 02 处于与根瘤菌

属和土壤杆菌属的交叉分支中 , 并与根瘤菌属的   

R. tropici IAM 14206(D12798)和R. genosp. QBDV 
5102(Z94806) 的遗传距离最近. 以 16S rDNA序列的

相似性为划分属的标准, 属内相似性不低于 95%[18], 
因此可以确定菌株GXLO 02 是隶属于Rhizobium属的

种. 

3  结论与讨论 
随着对根瘤菌研究的深入, 人们发现根瘤菌具

有丰富的多样性和与寄主关系的复杂性 [19]. 尽管如

此, 迄今为止人们尚未发现豆科植物和榆科山黄麻

植物以外的植物与根瘤菌的共生体系, 根瘤菌与裸

子植物共生结瘤的研究也未见报道. 本研究中, 从裸

子植物罗汉松及其变种小叶罗汉松根瘤中分离获得

的大多数菌株具有根瘤菌的一般生理生化特性, 其
代表菌株GXLO 02 不仅具有根瘤菌的一般生理生化

特性, 回接宿主能产生与自然根瘤形态一致的根瘤, 
同时采用 16S rDNA分析技术鉴定为根瘤菌, 说明罗

汉松也能与根瘤菌形成共生体系. 
根瘤的形成是一个非常复杂的过程, 需要共生

双方的相互诱导与识别. 本研究结果表明, 根瘤菌与

罗汉松植物之间存在某种相互识别和共生结瘤的机

制. 但由于裸子植物与被子植物在细胞构造以及生

理生化代谢上的不同, 根瘤菌与罗汉松植物之间的

相互识别和共生结瘤的机制与豆科植物-根瘤菌的机

制有何同异, 还有待进一步深入研究. 

裸子植物是全球最大的木材生产的树种, 对全 
 

表 2  GXLO 02 的 16S rDNA 全序列 
菌  株 16S rDNA 全序列 

GXLO02 
 
 

TCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTAAGAGTTTGATCATGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCAG
GCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTACCTTTTGCTACG
GAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGCAAGAGATGAGCCCGCGTTGG
ATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGACT
GAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATACTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGC
GTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGAGAAGATAATGACGGTATCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTA
ACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGAT
CGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGATCTGGAGTATGGAAAGAGGGTG
AGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACT
GGACGCTGAGGTGCGAAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGC
CGTCGGGCAGTATACTGTTCGGTGGCGCAGCTAACGCATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGA
CATCCTGTGTTACCCGTAGAGATATGGGGTCCACTTCGGTGGCGCAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGGGACT
GCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGTGGTGACAGTGGGCAGCGAGCACGCGAGTGTGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACT
CGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGTAGTGCGCTAACCGCAAGGAGGCAGCTAACCACGGTAGGGTCAGCGAC
TGGGGTGAAGTCGTAACAAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGC 
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图 3  GXLO 02 与相关根瘤菌的系统发育树 

 
球的生态环境影响巨大, 本研究的发现, 将有助于对

裸子植物生物固氮的研究和利用. 在植物学的分类

系统中, 裸子植物比被子植物在进化上更为古老, 本

实验从裸子植物罗汉松根瘤中分离出根瘤菌, 还可

能为根瘤菌的起源与进化的研究提供重要参考依据, 

将极大丰富根瘤菌研究领域的内容.  
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