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摘  要：【目的】研究青海干旱地区蚕豆根瘤菌的遗传多样性，获得与蚕豆品种共生匹配且具有

耐旱性的根瘤菌株，促进蚕豆耐旱根瘤菌在青海干旱地区生产中的应用。【方法】以分离自青海

干旱地区一株菌株 QHCD22 为材料，利用细菌形态学、生理生化指标鉴定、Biolog 细菌鉴定系

统、16S rRNA 基因序列分析、全基因组分析等进行菌种鉴定和系统发育分析，进一步通过

PEG6000 模拟干旱胁迫、盆栽回接干旱胁迫处理及旱作田间接种验证试验对该菌株的耐旱性进

行综合评价。【结果】QHCD22 菌株属快生型根瘤菌属(Rhizobium)，Rhizobium indicum 种。随着

PEG6000 模拟干旱胁迫程度的加剧，在−0.6 mPa 这一更低渗透势时菌株存活数量增高，浊度由

61.48%上升到 69.42%，表现出较强的耐旱性。盆栽试验表明，接种根瘤菌处理(NA)的株高、植株

鲜干比、根瘤数、根瘤鲜重、叶绿素含量(SPAD)、叶片相对含水量(RWC)、脯氨酸含量(PRO)、超

氧化物歧化酶活性(SOD)、根系活力(TCC)均高于不接种根瘤菌处理(NN)，并且在正常供水条件下，
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NA 处理的各指标也均高于 NN 处理。旱作田间验证试验表明接种该菌株显著提高固氮酶活性，青海

13 号蚕豆根瘤固氮酶活性由不接种的 42.07 C2H4 nmol/(g·h)显著增加到 221.78 C2H4 nmol/(g·h)，青蚕

14 号蚕豆由 40.60 C2H4 nmol/(g·h)显著增加到 109.78 C2H4 nmol/(g·h)，马牙蚕豆由 33.41 C2H4 nmol/(g·h)
显著增加到 643.15 C2H4 nmol/(g·h)。接种根瘤菌对于增加产量具有促进作用，其中青蚕 14 号

的增产效果显著，增产幅度达 32.3%。【结论】QHCD22 菌株可能为快生型根瘤菌属的一个种

Rhizobium indicum，具有一定的耐旱性，研究表明接种根瘤菌可以提高蚕豆的耐旱性，尤其对干

旱敏感型蚕豆品种增产效果显著，具有潜在的应用前景。 

关键词：蚕豆；根瘤菌；系统发育；抗旱性评价  
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Abstract: [Objective] To analyze the genetic diversity of Vicia faba Rhizobium in arid region of 
Qinghai, so as to obtain the Rhizobium strain with drought tolerance and matching V. faba varieties and 
thus promote the application of drought-tolerant Rhizobium of V. faba in arid region of Qinghai. 
[Methods] With the strain QHCD22 isolated from the arid region of Qinghai as the research subject, 
species identification and phylogenetic analysis were performed by morphology, physiological and 
biochemical characteristics, Biolog microbial identification system, 16S rRNA gene sequencing and 
whole genome analysis. Further, polyethylene glycol (PEG) 6 000 simulated drought stress, pot 
experiment and field plot trial were used to evaluate the drought resistance of the strain. [Results] 
Strain QHCD22 belonged to Rhizobium indicum. With the increased addition of PEG 6 000 to yeast 
mannitol agar (YMA) broth medium, the strain had an intermediate lethal osmotic potential under 
medium PEG concentration. But the number of viable strains increased under higher PEG concentration 
(osmotic potential of −0.6 mPa), and the turbidity of the strain rose from 61.48% to 69.42%, showing a 
strong drought tolerance. Pot experiment revealed that V. faba inoculated with the strain had higher 
plant height, GW/DW ratio, nodule number, nodule fresh weight, SPAD values, leaf relative water 
content (RWC), proline (PRO) content, superoxide dismutase (SOD) activity and root vatality 
(triphenyltetrazolium chloride, TTC) than that non-inoculated. In addition, under the condition of 
normal water, the indexes of the inoculated V. faba were higher than those of non-inoculated. The field 
plot trial indicated that the nitrogenase activity of strain QHCD22 was significantly elevated. 
Specifically, the nitrogenase activities of Qinghai 13 variety, Qingcan 14 variety and Maya variety 
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ranged from 42.07 to 221.78 C2H4 nmol/(g·h), 40.60 to 109.78 nmol C2H4 nmol/(g·h), and 33.41 to 
643.15 C2H4 nmol/(g·h), respectively. Rhizobium inoculation promoted the increase of V. faba yield, 
with Qingcan 14 variety having a significant increase of 32.3%. [Conclusion] Strain QHCD22 
belonged to Rhizobium indicum, which had certain drought-tolerant characteristics. The study 
confirmed that Rhizobium inoculation could improve the drought tolerance of V. faba, especially the 
drought-sensitive V. faba variety. Therefore the strain had potential application prospects. 

Keywords: Vicia faba; Rhizobium; phylogeny; drought tolerance evaluation 
 

蚕豆(Vicia faba L.)属豆科蝶形花亚科野蚕

豆族蚕豆属，作为粮食、蔬菜、副食、饲料和

养地的“三养”作物在青藏高原农业经济生产和

生态发展中占重要地位 [1‒2]，在绿色循环农业

“碳中和”行动中发挥着重要的作用。根瘤菌

(Rhizobium)是一类能够固定大气中游离态的氮

与豆科植物建立共生固氮关系的革兰氏阴性 
α-和 β-变形菌[3]，其与豆科作物相互作用形成的

根瘤或茎瘤的共生体系为陆地生态系统固定

60%以上的氮，为农业用地贡献 30%‒50%的氮

素而被认为是生物固氮形式中最强的体系[4]。蚕

豆-根瘤菌构成的共生固氮体系的充分发挥可以

极大程度地减少肥料氮的施用，增加土壤肥力，

改良土壤团粒结构，为农业实现绿色低碳生态发

展战略提供重要的生物资源。选择与宿主植物共

生匹配且固氮效率高的根瘤菌是提高共生固氮

的重要途径，而接种根瘤菌是有效方法之一[5]。

在农业生产中，大豆[6‒8]、菜豆[9‒10]、花生[11]、

苜蓿[12‒14]、豌豆[15]等豆科植物通过接种根瘤菌

发挥其共生固氮功能，增加豆科作物抗逆性，提

高产量及品质，提升土壤肥力，减少氮肥的施用

研究成果屡见报道，已成为重要的农业措施。  
干旱是威胁农业生产和限制农业可持续发

展的一个世界性问题，青海高原农业区旱情更

为突出。研究表明寄主、根瘤菌以及根瘤菌与

豆科作物的共生体系的建立对干旱胁迫都是敏

感的，但与寄主植物相比较，根瘤菌株对土壤

的干燥环境却具有抵抗能力[16]，在这种环境中

能孕育出耐干旱的根瘤菌，接种能增强宿主植

物结瘤固氮能力，提高抗旱性[17‒19]。这不仅拓

展了根瘤菌新功能，还为干旱等逆境地区生态

植被恢复和农业生产能力提高提供了新的发展

思路。某个区域内最有效的根瘤菌往往来自本

地区或与本地区条件相似地区的菌株，因此在

高效根瘤菌的筛选中，必须重视菌剂应用的地

域适应性。目前在豆科作物上普遍推广接种高

效根瘤菌的主要在大豆、苜蓿等豆科作物上，

而对种植面积相对少的杂粮豆科作物蚕豆的高

效根瘤菌推广应用鲜见报道，大部分集中在蚕

豆根瘤菌的生物地理分布[20]、遗传多样性及系

统发育[21‒23]等方面，针对蚕豆根瘤菌抗逆性研

究及回接提高蚕豆抗逆性的研究开展不深入[24]，

特别是针对青海干旱地区蚕豆根瘤菌分类地位

确定及抗逆性研究报道更少。本研究以课题组

前期采集自青海干旱地区的一株蚕豆根瘤菌为

材料[25]，对其形态特征、生理生化特征、分子

生物学特性、基因组水平等进行综合分析确定

其系统发育分类地位。进一步通过石英砂盆栽

回接模拟干旱胁迫处理和旱作大田接种试验，

对菌株的回接共生固氮效果和抗旱性进行验

证，为丰富蚕豆根瘤菌的系统发育和抗旱性研

究内容，提高青海干旱地区蚕豆根瘤菌在生产

实践上的应用，发挥生物固氮的作用，推进农

业可持续发展提供技术支撑。 

 



 

 

 

李萍等 | 微生物学报, 2022, 62(10) 4033 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

1  材料与方法 
1.1  试验材料 

供试菌株：QHCD22，该菌株是本课题组

前期工作初步筛选获得的一株蚕豆根瘤菌株，

原代号 XN22[25]。采样地信息：青海省西宁市

湟中县李家山镇纳家村，海拔 2 619 m，经度

101°32′54.8″，纬度 36°47′28.9″，采样地根际土

壤理化指标如表 1。 
旱作田间试验宿主材料蚕豆品种：“青海 

13 号”是青海省雨养农业区主栽品种、“青蚕  
14 号”是青海省灌溉农业区主栽品种，均由青海

省农林科学院作物所提供，“马牙蚕豆”是青海

省农牧交错区半干旱农业区主栽品种，由青海

省湟源县种子站提供。 
供试地点及土壤理化性质：石英砂盆栽试验

在青海省农林科学院作物所植物生理实验室人工

智能气候箱中进行(型号：RDN-1000E-2)，工作参

数白天光照 16 h，光照强度为 90‒100 μmol/(m2·s)，
温 度 为 20‒23 °C ； 夜 间 黑 暗 8 h ， 温 度 为

16‒18 °C；田间试验在青海省农林科学院作物所

试验基地进行，土壤理化性质为 pH 8.13、有机

质 16.65 g/kg、全 N 1.20 g/kg、全 P2O5 2.11 g/kg、

全 K2O 20.65 g/kg、碱解 N 82 mg/kg、速效 P  
24.6 mg/kg、速效 K 178 mg/kg、全盐 0.62 g/kg。 

1.2  菌株活化及菌悬液制备 
取保存在‒80 °C、10%甘油中的菌种 1‒2 环，

接种在含刚果红的 YMA 固体培养基上(甘露醇

10.0 g、酵母粉 1.0 g、K2HPO4·3H2O 0.5 g、

MgSO4·7H2O 0.2 g、NaCl 0.1 g、CaCO3 1.0 g，

加水定容至 1 000 mL，pH 7.0‒7.2)，28 °C 暗培

养直至获得纯的单菌落。菌悬液制备见课题组前

期的研究报道[25]。 

1.3  菌株表型鉴定     
挑取单菌落在含有刚果红的 YMA 固体培养

基上稀释划线培养，3‒5 d 后观察菌的形态、大

小、透明度、粘稠度、颜色，并进行革兰氏染色

镜检，深紫色为革兰氏阳性，红色为革兰氏阴性。 

1.4  菌株生理生化指标测定 
采用“一般细菌常用鉴定方法”[26]对根瘤菌

株进行溴百里香酚蓝(broothymol blue，B.T.B)
测定、全细胞脂肪酸组成、碳源利用等生理生

化指标测定。 
1.4.1  根瘤菌株快/慢生型测定 

将分离纯化的菌株在含有 30 µg/mL 溴百

里香酚蓝的 YMA 固体培养基上划线培养进行

快/慢生型根瘤菌的 B.T.B 检测。28 °C 培养  
3‒5 d 观察结果，培养基(指示剂)变蓝色为产

碱，培养基(指示剂)变黄色为产酸。 
1.4.2  根瘤菌株的脂肪酸组成检测 

通过微生物脂肪酸快速鉴定系统(microbial 
fatty acid rapid identification system，MIDI)检测

菌株的全细胞脂肪酸组成，分析菌株全细胞脂

肪酸特征。 
1.4.3  根瘤菌株 Biolog 细菌鉴定 

Biolog 微量分析技术是根据化能异养细菌

对 95 种碳源的利用来进行细菌鉴定的系统，采

用该技术检测菌株对不同碳源的利用情况。 

1.5  根瘤菌株 16S rRNA 基因序列分析 
采用细菌基因组 DNA 提取试剂盒(天根生

化科技(北京)有限公司)提取菌株 DNA，检测浓

度及纯度。以总 DNA 为模板，用细菌 16S rRNA  
 
表 1  采样地根际土壤理化指标 
Table 1  The results of physical and chemical index of rhizosphere soil sampled 
Total N/ 
(g/kg) 

Total P2O5/ 
(g/kg) 

Total K2O/ 
(g/kg) 

Hydrolyzable N/ 
(mg/kg) 

Avialble P/ 
(mg/kg) 

Avialble K/ 
(mg/kg) 

Organic matter/ 
(g/kg) 

pH 
Total salt/ 
(g/kg) 

1.37 2.12 24.85 85.00 3.60 179.00 17.94 8.45 0.82 
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基因通用引物 27F 和 1492R[27]测定 16S rRNA 基

因序列，将测序后的序列与 Ezbiocloud 数据库中

己报道的序列进行相似性比对，获得同源性相近

的菌种序列。通过 Chromas 软件多重比对，采用

MEGA 7.0 软件进行聚类分析，利用最大似然法

(maximum likelihood，ML)法构建进化树。 

1.6  根瘤菌株基因组分析 
采用 A5-MiSeq[28]和 SPAdes[29]对测序数据

进行评估和比较，Pilon 软件[30]进行碱基校正后

使 用 PGCGAP 软 件 对 基 因 组 草 图 序 列 进 行

Prokka 注释，得到菌株基因组的基本特性；使

用 JSpeciesWS 网站(http://jspecies.ribohost.com/ 
jspeciesws/#home)对菌株进行全基因组平均核

苷酸相似度(average nucleotide identity，ANI)值
分析；使用 GGDC (genome-to-genome gistance 
calculator 2.1，http://ggdc.dsmz.De/ggdc.php#)对菌

株 DDH (DNA-DNA hybridization)值进行分析，

综合基因组分析结果最终确定菌株分类地位。 

1.7  根瘤菌株抗旱性评价 
1.7.1  PEG 6000 模拟干旱胁迫耐旱性评价 

采用聚乙二醇(PEG 6000)人工模拟干旱条

件进行，方法见课题组前期研究报道[25]。以中

国农业微生物菌种保藏管理中心(ACCC)提供

的菌株 ACCC15854 (Rhizobium leguminosarum)
为对照菌株，考察模拟干旱胁迫 0‒−0.6 mPa 下

各渗透势水平下的浊度及相对值(即各菌株在

各水平下的 OD600 值与相应 0 mPa 的 OD600 值的

比值)，以此评判菌株的耐旱性。 
1.7.2  根瘤菌接种盆栽抗旱性评价 

精选蚕豆种子，75%的酒精溶液浸泡 5 min
后用蒸馏水冲洗 4‒5 遍，用 1%的次氯酸钠溶液

消毒 5 min，蒸馏水冲洗干净后将种子放置于铺

有润湿滤纸的培养皿中 28 °C 温箱避光发芽。

种子催芽长至 0.5‒1.0 cm，接种根瘤菌处理(NA)
的蚕豆种子用标准菌悬液浸泡 30 min 后播种于

装有无菌石英砂的花盆中，每盆种植 3 粒，种

子根部加入 2 mL 菌液。不接种处理(NN)用等

量的无菌水浸泡后种植。以 NN 为阴性对照，

以已知的蚕豆根瘤菌 ACCC15854 为阳性对照，

每个处理 3 次重复。播种后的花盆放置于人工

气候箱培养，培养条件：光照度 7 000‒8 000 lx，

温度为(24±5) °C/(16±3) °C (白天/黑夜)，相对湿

度为 70%±5%/55%±5% (白天/黑夜)，期间视情

况补加营养液。当蚕豆植株开花至 3 层时进行人

工控水干旱胁迫处理，以正常供水为对照，干旱

胁迫 3 d 后进行蚕豆植株形态及生理生化指标测

定，形态指标包括：株高、植株鲜干比、根鲜重、

根瘤数、根瘤鲜重；生理生化指标包括：植株全

氮含量(%)、叶绿素值(SPAD)、叶片相对含水量

(relative water content，RWC)、脯氨酸(PRO)、
超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)、
根系活力(triphenyltetrazolium chloride，TCC)。 
1.7.3  田间验证试验 

在青海省农林科学院作物所试验基地开展

QHCD22 菌株接种蚕豆共生固氮效果及提高抗

旱性验证试验。将菌株的菌悬液与青海干旱农业

区 3 个主栽蚕豆品种(青海 13 号、青蚕 14 号、

马牙蚕豆)种子拌种，以 ACCC15854 为阳性对

照，不接种菌剂为阴性对照(CK)，随机区组设计，

5 行区，行长 5.0 m，行距 35 cm，小区面积 8.75 m2 
(1.75×5)，3 次重复。盛花期采样，测定株高、

植株鲜干比、根鲜重、根瘤数、根瘤鲜重、固氮

酶活性；成熟期每个处理随机取 5 株进行考种，

考种指标为有效分枝数、单株荚数、单株粒数、

结荚层数、双荚及以上、单株粒重和百粒重，取

样后整个小区实收计产。整个生育期不进行人工

灌溉，2021 年 6‒8 月青海省降雨偏少，气温偏

高，出现干旱气候，为蚕豆生长发育重要时期。 

1.8  数据分析 
数据分析采用 Excel 2013 和 SPSS19.0 软件
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进行。并采用邓肯新复极差法进行差异显著性

检验(P≤0.05)。 

2  结果与分析 
2.1  根瘤菌的分离鉴定 
2.1.1  根瘤菌的分离鉴定 

通过划线稀释法接种在含刚果红的 YMA
固体培养基上、28 °C 暗培养 3 d，观察菌落发

现，分离纯化得到了乳白色、直径 3‒5 mm、不

透明圆形菌落，表面湿润光滑，在 YMA 平板上

能产生大量粘稠的胞外多糖，微微凸起。革兰氏

染色显微镜观察，菌体呈杆状，红色，为阴性。

菌 株 形 态 和 革 兰 氏 染 色 特 征 与 根 瘤 菌 属

(Rhizobium)的形态特征类似，初步确定该菌株

为根瘤菌属(Rhizobium)。 
2.1.2  菌株生理生化指标测定 

对菌株进行 B.T.B 测定、全细胞脂肪酸组

成、碳源利用等生理生化指标测定。B.T.B 测定

结果表明，菌株接种到含有 0.5% BTB 的 YMA
斜面上，28 °C、暗培养后发现 BTB 呈黄色。培

养基(指示剂)变蓝色表明菌株产碱，培养基(指示

剂)变黄色表明菌株产酸，而快生根瘤菌在以甘

露醇为碳源的培养基(如 YMA)上产酸，判断此

蚕豆根瘤菌 QHCD22 为快生型根瘤菌(附图 1)。  
Biolog 微量分析技术是根据化能异养细菌

对 95 种碳源的利用来进行细菌鉴定的系统，该

方法多被用于土壤微生物、植物叶际和根际微

生物群落变化的研究 [31]。本研究采用 Biolog 
GENⅢ细菌鉴定系统检测 QHCD22 根瘤菌对 
95 种碳源的利用情况。结果表明，QHCD22 菌

株能利用的碳源为 D-果糖-6-PO4、葡糖醛酰胺、

四唑紫、四唑蓝、亚碲酸钾、β-hydroxy-D,L-丁
酸、氨曲南和丁酸钠，反应均为阳性；弱阳性

反应的有 3 个，D-海藻糖、L-海藻糖和溴酸钠；

剩余的都是阴性反应，分别为葡聚糖、D-麦芽

糖、D-海藻糖、D-纤维二糖、龙胆二糖、蔗糖、

D-松二糖、水苏糖、pH 6、pH 5、D-蜜三糖、α-D-
乳糖、D-蜜二糖、β-methyl-D 葡萄糖苷、D-水杨

甙、N-acetyl-D 葡萄糖胺、N-acetyl-β-D 甘露糖胺、

N-acetyl-D 半乳糖胺、N-acetyl 甘露糖胺丙酮酸、

1% NaCl、4% NaCl、8% NaCl、α-D-葡萄糖、D-
甘露糖、D-果糖、D-半乳糖、3-methyl 葡萄糖、

L-鼠李糖、肌苷、1%乳酸钠、梭链孢酸、D-丝
氨酸、D-山梨醇、D-甘露醇、D-阿拉伯醇、myo-
肌醇、丙三醇、D-葡萄糖-6-PO4、D-天冬氨酸、

D-丝氨酸、醋竹桃霉素、利福霉素 SV、二甲胺

四环素、明胶、Glycyl-L-脯氨酸、L-丙氨酸、

L-精氨酸、L-天(门)冬氨酸、L-谷氨酸、L-组氨

酸、L-焦谷氨酸、L-丝氨酸、洁霉素、盐酸胍、

硫酸四癸钠、果胶、半乳糖醛酸、L-半乳糖酸、

D-葡(萄)糖酸、葡萄糖醛酸、粘液酸、奎尼酸、

D-葡糖二酸、万古霉素、p-hydroxy-苯乙酸、丙

酮酸盐、D-乳酸甲酯、L-乳酸、柠檬酸、α-keto-
戊二酸、D-羟基丁二酸、L-羟基丁二酸、Bromo-
琥珀酸、萘啶酮酸、氯化锂、吐温-40、γ-amino-
丁酸、α-hydroxy-丁酸、α-keto-丁酸、乙酰乙酸、

丙酸、醋酸和甲酸。初步认为 QHCD22 菌株的

特性符合根瘤菌属(Rhizobium)。 
2.1.3  根瘤菌细胞组水平鉴定 

气相色谱检测技术可直接分析细胞中的脂

肪酸、蛋白质、氨基酸等化学组成及代谢产物

以确定微生物的特异化学标志成分[32]。其中脂

肪酸成分分析是较形态学鉴定更为简便和准确

的细菌鉴定方法，可以通过脂肪酸成分分析准

确判断细菌的种属。从本研究中 QHCD22 菌体

脂肪酸成分气相色谱分析结果(图 1)和脂肪酸气

相色谱图(附图 2)可知，菌体的主要脂肪酸 C16:0

含量为 7.75%，C18:0 含量为 5.11%，C19:0 cyclo 
ω8c 含量为 4.34%，C18:0 3OH 含量为 2.67%，

与根瘤菌属(Rhizobium)中其他近缘种在脂肪酸 
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图 1  菌株脂肪酸组成成分 
Figure 1  The fatty acid components of strain QHCD22. 
 
主要成分上具有一致性，如 R. leguminosarum 
USDA2370T、西藏根瘤菌(R. tibeticum)。可见

该 菌 株为根 瘤 菌属 (Rhizobium)的典 型 脂肪 酸

类型。 
2.1.4  根瘤菌 16S rRNA 基因分析 

16S rRNA 基因在细菌中普遍存在，由于其

功能稳定，进化速率缓慢而具有高度保守性，

对其进行序列分析和系统发育分析被认为是

菌种属鉴定和分类的一种稳定可靠的方法。供

试菌株 QHCD22 的 16S rRNA 基因扩增获得  
1 477 bp 的基因片段，GenBank 基因库登录号为

3AZHJUEV016。通过网站(http://www.ezbiocloud. 
net/eztaxon/)与已知模式菌株进行序列比对 (附  
表 1)，显示该菌株与已知模式种 R. leguminosarum 
USDA 2370T、R. laguerreae FB206T、Rhizobium 
anhuiense CCBAU 23252T、R. indicum JKLM12A2T

等相似度均为 100%，系统发育树将该菌株与上

述模式种聚为一类，初步确定菌株 QHCD22 为

根瘤菌属(Rhizobium) (图 2)。 
2.1.5  根瘤菌的基因组分析 

采用 A5-MiSeq 和 SPAdes 对去除接头序列的

测序数据进行从头拼装，构建 contigs 和 scaffolds。

对得到的拼装结果进行评估和比较，并使用 Pilon
软件进行碱基校正。使用 PGCGAP 软件对基因

组草图序列进行 Prokka 注释。注释完成后获得

菌株 QHCD22 的基因组大小为 7 592 996 bp，

GenBank 基因库登录号为 gi|1111589425，GC 含

量为 60.8% (表 2)，基因组特性与根瘤菌属

(Rhizobium)基本一致。 
使用 JSpeciesWS 网站(http://jspecies.ribohost. 

com/jspeciesws/#home)对菌株进行 ANI 值分

析(附表 2)，可以得出菌株 QHCD22 与已知种

Rhizobium indicum FA23T 的 ANI 值为 95.10%。

通常讲，同一物种菌株间的 ANI 值≥95%。

因此，菌株 QHCD22 与 R. indicum 为同一种。

使用 GGDC (genome-to-genome dis tance 
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图 2  基于 ML 法构建的 16S rRNA 基因序列系统发育树状图 
Figure 2  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences using ML method. Only bootstrap values≥50 
are shown above nodes. The serial numbers of strains are in parentheses. The number on the branch is 
bootstrap. Scale for evolutionary distance. 
 
表 2  根瘤菌株全基因组相关信息 
Table 2  Genome-wide information of the rhizobia strain 
Feature Contigs Total bases/bp GC/% CDS mRNA tRNA rRNA 
Total 130 7 592 996 60.8 7 237 1 49 3 

 
calculator 2.1，http://ggdc.dsmz.De/ggdc.php#)分析，

同一个物种间的 DDH 值≥70%为同一种，菌株

QHCD22 与已知模式种 R. indicum MCC 3961T

的基因组序列比较的 DDH 值为 79.2% (附表 3)，
同时与不同物种模式菌的全基因组系统进化树

显示(图 3)，该菌株与模式菌株 R. indicum MCC 
3961T 聚为同一分支，进一步证实菌株 QHCD22

属于 R. indicum。 

2.2  菌株抗旱性评价 
2.2.1  菌株 PEG 6000 耐旱性测定 

菌株在 PEG 6000 渗透势下能否增殖为划

分根瘤菌耐旱标准，评判菌株的耐旱性。以中

国农业微生物菌种保藏管理中心(ACCC)提供

的菌株 ACCC15854 (Rhizobium leguminosarum) 
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图 3  根瘤菌株全基因组系统发育树状图 
Figure 3  Genome-wide phylogenetic tree of the rhizobia strain. Bootstrap confidence ≥50% are given at 
the branching points. The scale bar represents 1% nucleotides substitutions. Branch point number stand for 
reliabilities. Superscript T indicates the strains are type strains.  
 
为对照菌株，在模拟干旱胁迫 0‒−0.6 mPa 下各

渗透势水平的浊度及相对值(即各菌株在各水

平下的 OD600 值与相应 0 mPa 的 OD600 值的比值)
进行分析，评判菌株 QHCD22 的耐旱性。结果

表明，该菌株的 OD 值下降率明显低于对照菌

株，以 0% PEG 6000 培养液为对照，在不同胁

迫条件下该菌株主要表现的生长模式为：该菌

株一方面存在一个中间致死渗透势，即菌株在

−0.4 mPa 渗透势时存活数量减少或增殖能力减

弱，而在−0.6 mPa 这一更低渗透势时存活数量

又增高，表现出较强的耐旱性(图 4)。 
2.2.2  菌株回接盆栽抗旱性评价 

接种根瘤菌对蚕豆生长有促进作用，以

不 接 种 根 瘤 菌 处 理 ( N N ) 为 阴 性 对 照 ， 接 种

ACCC15854 菌株为阳性对照，考察 QHCD22
菌株接种蚕豆植株的耐旱性表现。盛花期以接

种根瘤菌并激活处理(NA)根瘤菌全部转变为

粉色为准，选取生长均一的蚕豆植株进行盆栽

人工控水模拟干旱胁迫。结果表明，与不接种

(NN) 相比，蚕豆接种菌株 (NA)在正常供水

(CK)和干旱胁迫(DS)下表现出差异性(表 3)。接

种根瘤菌可增加蚕豆的株高，且在干旱胁迫下 
  

 
 
图 4  菌株生长模式 
Figure 4  Growth model of the rhizobia strain. 
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表 3  干旱胁迫下菌株回接蚕豆形态及生理指标测定 
Table 3  Morphology and physiological index of rhizobia inoculation on faba bean under drought stress 

Treatment 
Plant 
height/ 
cm 

GW/D
W ratio 

Fresh 
root 
weight/g 

Number of 
nodules 
(per plant) 

Fresh root 
nodule/g 

Plan total 
N/% 

SPAD 
RWC/
% 

PRO/ 
(U/mg·prot) 

SOD/(U/
mg·prot) 

TCC/ 
[mg·(g·h)] 

NN CK 79.33ab 6.54bc 5.80c 13.00cd 0.34bc  23.11b 32.40cd 78.48a  67.15bc 609.72bc 0.002 8b  
DS 67.13b 6.14c 3.10d 5.33d 0.27c  16.34d 25.85d 56.52b  50.14c 535.78c 0.001 0c  

QHCD22 
NA 

CK 80.30ab 7.12ab 11.07a 55.67a 0.55a  25.68a 38.88bc 78.56a  94.88abc 726.75a 0.008 6a  
DS 80.33ab 7.56a 7.77b 45.67bc 0.47ab  19.36c 49.20a 78.75a  115.19abc 737.45a 0.003 0b  

ACCC 
15854 
NA 

CK 80.00ab  7.68a  7.90b  31.67b  0.51a  28.64a 39.15 b 74.27a  118.60ab  621.99bc  0.008 1a  
DS 82.77a  7.63a  5.60c  27.00bc  0.43ab  18.08c 43.86ab  76.62a  151.91a  650.36ab  0.002 7b  

NN: non-nodulated; NA: nodulated+active; CK: water; DS: drought stress; SPAD: SPAD values; RWC: relative water content; 
PRO: proline; SOD: superoxide dismutase; TCC: triphenyltetrazolium chloride. The same letter in the same column indicates 
no significant difference, different letters in the same column indicate significant difference, small letters indicate significant 
difference at 0.05 level. 
 
NA 处理的株高均高于 NN 处理。鲜干比是植株

鲜重与干重的比例，反映蚕豆植株的干物质积

累程度。接种根瘤菌可显著提高干旱胁迫下蚕

豆的植株鲜干比。干旱胁迫严重抑制蚕豆根瘤

数量和根瘤鲜重，而 NA 处理能降低干旱条件

下根瘤数减少的程度，维持一定的根瘤鲜重，

使根瘤菌共生固氮发挥作用，蚕豆植株全氮含

量得以提高。干旱胁迫不仅影响叶绿素的生物

合成，而且促进已形成的叶绿素加速分解，导

致叶绿素含量减少。接种根瘤菌处理使蚕豆对

叶绿素含量的变化对于抵御抗旱性是有贡献的，

结果显示干旱胁迫条件下，NA 处理的植株叶绿

素含量均高于 NN 处理，差异显著(P≤0.05)，说

明接种根瘤菌能够降低干旱胁迫对植株叶绿素

的破坏，维持正常的光合作用，保证蚕豆植株

生长。植物在遭受干旱胁迫的时候，植物会脱

水而影响其生理生化过程，最明显的表型就是

脱水萎蔫的程度(图 5)，进一步的生理生化检测

发现 NA 处理的蚕豆植株 RWC 值高于 NN 处理

的蚕豆植株，较高的细胞含水量可以减轻由于

干旱造成细胞脱水而引起的膜系统损失，提高

蚕豆的抗旱性。植物遭受干旱胁迫时通过积累

脯氨酸(PRO)等渗透调节物质来抵御干旱胁迫，

NN 处理增加了蚕豆叶片的 PRO 含量，PRO 积累

可以起到对抗氧化胁迫的作用，使其具有更强的

渗透调节能力，呈现出较强的抗旱性。SOD 是

植物体内重要的抗氧化酶，与植物的抗旱性有

关，SOD 活性的增加能增强植物抵御氧化胁迫的

能力，结果表明 SOD 的变化趋势与 PRO 含量变

化一致，指标测定结果中 NA 处理比 NN 处理的

SOD 活性高，这表明 NN 处理的蚕豆在干旱胁迫

下受到了严重的氧化损伤，NA 处理能够减少氧

化胁迫的积累，保护干旱胁迫下的蚕豆生长。根

系活力(TCC)是表征植物生长发育状况的重要指

标之一，接种根瘤菌可以提高蚕豆根系活力，虽

然干旱胁迫蚕豆根系生长受到抑制活力减小，但

与不接种根瘤菌相比较，根系活力仍然较高。 
2.2.3  田间验证试验 

根瘤数、根瘤鲜重、根瘤固氮酶活性作为

衡量豆科植物与根瘤菌共生固氮能力的重要指

标，它们的综合表现更能准确反映蚕豆与根瘤

菌的结瘤固氮能力。在旱作田间试验中，我们

考察盛花期植株根瘤数、根瘤鲜重、固氮酶活

性等指标来检验菌株与宿主的共生固氮效果和 
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图 5  不同根瘤菌处理对蚕豆生长影响 
Figure 5  Effects of rhizobia inoculation on the growth of faba bean. NA-a: faba bean inoculated of 
Rhizobium; NA-b: root of faba bean inoculated of Rhizobium; NN-a: faba bean non-inoculated of Rhizobium; 
NN-b: root of faba bean non-inoculated of Rhizobium; DS: drought stress 3 d; CK: normal water. 

 
收获期接种根瘤菌对蚕豆产量构成因素指标的

影响。在不接种根瘤菌处理中，虽然根系有新

鲜根瘤，但根瘤为白色或者根瘤剖面为绿色，

没有固氮能力，为无效根瘤。从表 4 中可知，

盛花期与 NN 处理相比较，NA 处理在根瘤数、

根瘤鲜重、固氮酶活性等指标均有不同程度的

增加，并且不同蚕豆品种接种根瘤菌的植株形

态、生理生化指标变化响应不同。根瘤菌接种

青海 13 号蚕豆在株高、根鲜重、根瘤数、根瘤

鲜重与不接种相比略有增加，但未达到显著水

平，而根瘤固氮酶活性增加幅度较大，差异达

到显著水平(P≤0.05)；根瘤菌接种青蚕 14 号蚕

豆在株高、根鲜重、根瘤鲜重等指标与不接种

处理比较均增加，且差异显著(P≤0.05)；而根

瘤菌接种马牙蚕豆在根鲜重、根瘤数显著高于不

接种处理。在收获期，接种根瘤菌的共生固氮作

用和提高蚕豆产量的效果得以显著体现，不同蚕

豆品种表现的差异不同，以青蚕 14 号蚕豆的差

异最为显著，产量增加差异显著(P≤0.05)。 

3  讨论 
蚕豆生长发育所需要的氮素一方面靠土壤

提供，另一方面靠化学肥料和生物固氮提供。

生物固氮是蚕豆生长发育和产量形成的重要氮

素来源之一，根瘤菌可为蚕豆植株提供生长所

需 80%的氮源。而在影响蚕豆与根瘤菌的共生

固氮因素中，干旱是一个重要的因素。土壤干

旱缺水不仅影响植株根毛的生长减少根瘤菌感

染的机会，而且根瘤菌繁殖受到抑制难以与蚕

豆共生结瘤，根瘤数和固氮效率下降，生物固

氮作用在该地区不能得到充分发挥。土壤中有

效根瘤菌的数量是决定豆科作物产量的重要因

素，而接种根瘤菌可以有效地提高土壤中根瘤

菌数量[33]。众多国内外研究学者对大豆[33]、豌

豆[34]、紫花苜蓿[35‒36]、花生[37]等豆科作物进行

研究发现，从逆境环境的土壤中可以筛选出抗

逆菌株，将其接种到宿主植物可以增强其抗逆

能力，提高生物产量。因此，在青海干旱地区

分离具有耐旱、固氮优良特性的根瘤菌菌株，

利用形态水平、生理生化水平、细胞组分水平、

核酸分子水平综合分析确定菌株的分类地位，

充实蚕豆根瘤菌研究内容。表型特征是细胞遗

传特性的表现形式，通过表型分析比较可以综

合 地 反 映 根 瘤 菌 的 表 型 多 样 性 。 我 们 对

QHCD22 菌株的表型特征进行分析发现，该菌

株在刚果红 YMA 培养基上 28 °C 培养 3 d 即出 
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现肉眼可见的单菌落，菌落呈半透明乳白色、圆

形且边缘整齐、中间略有隆起、有粘液、较黏稠，

菌落不吸色，这些特征属根瘤菌(Rhizobium)典
型形态特征。而该菌株在 BTB 反应中呈黄色，

产酸，说明 QHCD22 菌株为快生型根瘤菌。生

理生化测定是通过菌株特有表现反映其本质特

征，从而将不同类群的微生物分开。通过利用

气相色谱技术对微生物培养、皂化、衍生化等

过程分析脂肪酸成分，进而与数据库中的微生

物信息进行比对完成鉴定，可以准确地反映细

菌间的差别，从而可以对未知菌株进行鉴定和

亲缘关系分析。具有 MIDI 软件的气相层析(GC)
分析系统是当前通用的方法，Li 等[38]和 Zhao
等[39]均采用微生物鉴定系统(MIDI)对研究的目

标菌株进行了根瘤菌种属的鉴定，获得了理想

的结论。本研究利用微生物脂肪酸快速鉴定系

统(MIDI)对菌株 QHCD22 的脂肪酸组成进行检

测，结果表明该菌株的主要脂肪酸为 C16:0、

C18:0、C19:0 cyclo ω8c 和 C18:0 3OH，陈文新等[5]

在蚕豆根瘤菌种的特征描述中指出，蚕豆根瘤

菌 具 有 根 瘤 菌 属 (Rhizobium)的 特 征 脂 肪 酸 ：

C16:0 、 C18:0 、 C19:0 cyclo ω8c 。 而 根 瘤 菌 属

(Rhizobium) 中 其 他 近 缘 种 如 Agrobacterium 
tumefaciens 的细胞脂肪酸组成是 C16:1、C18:1 
acids、C17:0 cyclo，可见 QHCD22 菌株符合根

瘤菌属 (Rhizobium)的 主 要 细 胞 脂 肪 酸 特 征 。

Biolog GENⅢ细菌鉴定系统检测表明：该菌株

能利用 D-果糖-6-PO4、葡糖醛酰胺、四唑紫、

四唑蓝、亚碲酸钾、β-hydroxy-D,L-丁酸、氨曲

南和丁酸钠作为唯一碳源。综合以上结论初步

确定 QHCD22 菌株属快生型根瘤菌属。 
近年来，随着多相分类方法在根瘤菌分类

中的应用和分子生物学技术的日新月异，对微

生物的鉴定技术已不再局限于普通的形态学、

细胞组分和生理生化特性等鉴定上，而是深入

到核酸水平，在分子水平上实现了根瘤菌的快

速鉴定，为根瘤菌的鉴定及应用提供理论依据。

本研究中 16S rRNA 基因序列分析的系统发育

学和基因组分析与表型特征的相关性较好。16S 
rRNA 基 因 序 列 分 析 表 明 菌 株 QHCD22 与

Rhizobium indicum JKLM12A2T 在内的 4 种已知

模式种相似度为 100%，使用 PGCGAP 软件对

基因组草图序列进行 Prokka 注释，基因组特性

与根瘤菌属(Rhizobium)基本一致。ANI 值分析

是基于物种全基因组序列，通过分析比较同源

基因序列来判定物种间的遗传关联性的重要参

数[40]，ANI 与 16S rRNA 基因基于序列的同源

性相关，本研究中也得到相同的结论，ANI 值

分 析 结 果 表 明 菌 株 QHCD22 与 Rhizobium 
indicum 应为同一种。构建的全基因组系统进化

树 将 该 菌 株 与 模 式 菌 株 Rhizobium indicum 
MCC 3961T 聚为同一分支，进一步证实菌株

QHCD22 属 于 Rhizobium indicum 。 有 关

Rhizobium indicum 的相关报道甚少，NCBI 检索

表明 Rhizobium indicum 是根瘤菌科 a-变形菌门

的一种，Rahi 等[41]在利用 16S rRNA、atpD 和

recA 基 因 对 从 印 度 跨 喜 马 拉 雅 地 区 的 豌 豆

(Pisum satium L.)有效根瘤中分离得到的 3 株根

瘤菌进行的鉴定中发现，其中 2 个菌株为新种

根瘤菌(Rhizobium indicum)。本研究中鉴定的菌

株 QHCD22 是 否 也 可 以 确 定 为 Rhizobium 
indicum 还需要后期更深入的分析才能确定。 

诸多研究表明干旱环境中可以筛选出具有

耐旱性的菌株，而接种根瘤菌能够改善干旱胁

迫在内的非生物胁迫条件下作物的生长状况，

提高作物的产量及抗逆性。我们以中国农业微

生 物 菌 种 保 藏 管 理 中 心 (ACCC) 提 供 的 菌 株

ACCC15854 (Rhizobium leguminosarum)为对照

菌株，对菌株 QHCD22 的抗旱性进行了评价。

在 PEG 6000 模拟干旱胁迫，该菌株在高渗透环
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境下表现出较强的耐旱性，并将该菌株回接到

蚕豆植株上进行盆栽人工控水和旱作大田试验

发现，根瘤菌接种蚕豆的形态指标与生理生化

指标与不接种根瘤菌表现出差异性。叶绿素含

量的变化对于作物抵御抗旱性是有贡献的，干

旱胁迫不仅影响叶绿素的生物合成，而且促进

已形成的叶绿素加速分解，导致叶绿素含量减

少。本研究结果表明，干旱胁迫条件下，接种

根瘤菌处理的植株叶绿素含量均高于不接菌处

理，表明接种根瘤菌能够降低干旱胁迫对植株

叶绿素的破坏，但差异不显著。接种根瘤菌能

维持较高的叶片相对含水量以减轻由于干旱造

成细胞脱水而引起的膜系统损失，积累的脯氨

酸含量起到对抗氧化胁迫的作用使其具有更强

的渗透调节能力，SOD 活性提高减少了氧化胁

迫的积累，保护干旱胁迫下的蚕豆生长。总之，

在干旱胁迫下，根瘤在抵御干旱胁迫上具有重

要作用，接种根瘤菌可以减少因干旱缺水而造

成的细胞膜损伤，维持植物细胞稳定性，显示

出较强的渗透调节能力和活性氧防御能力，提

高蚕豆的抗旱性。豆血红蛋白是由珠蛋白和血

红素组成的，血红素结合一个 Fe 原子，因此，

豆科植物形成的根瘤一般为红色，没有根瘤固

氮能力或者衰老的根瘤会表现出白色或者绿

色。旱作田间验证试验中没有接种根瘤菌处理

的植株根系虽然有结瘤，但根瘤呈白色或者绿

色，无根瘤固氮能力，视为无效根瘤。QHCD22
菌株能与青海干旱地区 3 个主栽蚕豆品种共生

结瘤固氮，但共生固氮和提高蚕豆产量效果根

据蚕豆品种耐旱性不同而表现不同。蚕豆品种

具有耐旱性，如青海 13 号蚕豆，接种根瘤菌虽

然能增加指标但差异不显著，而耐旱性较差的

品种，如青蚕 14 号蚕豆，接种根瘤菌能显著提

高指标。值得一提的是，个别指标在不接种处

理下，与接种根瘤菌相比没有减少或略有增加，

这可能是由于土壤中存在土著根瘤菌，在共生

固氮中发挥了一定的作用。可见，根瘤菌在土

壤中要发挥共生固氮作用，受到宿主本身和土

壤环境的双重影响。而接种根瘤菌株在田间试

验中的占瘤率情况没有进行深入研究，需在后

续的研究中加以重视。 

4  结论 
本研究综合细菌形态学、生理生化指标鉴

定、Biolog 细菌鉴定系统、16S rRNA 基因序列

分析、全基因组分析鉴定表明，QHCD22 菌株

可 能 为 快 生 根 瘤 菌 属 (Rhizobium) 的 一 个 种

Rhizobium indicum，干旱胁迫下的盆栽试验和

大田试验表明该菌株接种蚕豆表现出较强的渗

透调节能力和活性氧防御能力，植株全氮含量

增加，根系活力增强，提高蚕豆的抗旱性；与

青海干旱地区 3 个主栽品种均匹配且固氮酶活

性显著提高，蚕豆产量增加，是青海干旱地区

蚕豆高效根瘤菌剂研制的优良菌株资源。 
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