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摘  要: 利用 ERIC-PCR 和 16S rDNA 全序列测定方法, 研究了新疆棉田土壤中分离获得的 58 株固

氮菌的遗传多样性及系统发育。采用平均连锁法(UPGMA)分析 ERIC-PCR的聚类结果表明在 Watson

距离为 0.65 左右时可以将供试菌株分为 9 个大群。选取 ERIC-PCR 各群中代表菌株进行 16S rRNA

全序列测定分析, 结果表明这些菌株分别属于 Enterobacter、Bacillus、Acinetobacter、Pseudomonas、

Serratia 和 Yersinia 6 个属。 
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Genetic Diversity Analysis of Nitrogen-fixing Bacteria in  
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Abstract: To research the effect of nitrogen-fixing bacteria on grow of cotton, we used the technique of 

ERIC-PCR and 16S rDNA sequencing analysis to study genetic diversity of 58 nitrogen-fixing bacteria 

isolated from Tarim cotton soils in Xinjiang province. Cluster analysis was used for ERIC-PCR results 

of these strains by UPGMA. The results showed that the tested strains formed 9 clusters when the 

Waston distance was about 0.65. The typic strains of 9 clusters were identified as Enterobacter, Bacil-

lus, Acinetobacter, Pseudomonas, Serratia, Yersinia by 16S rRNA sequencing analysis. 
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自生固氮菌是植物根际促生细菌的重要组成成

分, 并且可以将大气中的 N2 通过生物固氮作用供给

植物生长, 提高植物对氮素的利用 [1]。其研究始于

19 世纪末, 维诺格拉斯基于 1893 年分离出第 1 个

厌气的自生固氮菌巴氏梭菌 , 荷兰学者 Beijerinck

在 1901 年最先分离出好气性的自生固氮菌属的褐

球固氮菌[2]。到目前为止, 研究发现具有自生固氮能

力的细菌有数十个种, 它们分属于不同的科属, 在

不同气候条件下的土壤和水域中分布广泛。据报道, 

土壤中自生固氮菌每年的固氮量为 60 kg/hm2, 虽然

与共生固氮体系相比, 其固氮量相对较低, 但它不

需要与特定的植物配合, 同时具有资源总量大、分
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布广泛、适应性强等特点, 因此在天然生态系统, 特

别是贫瘠荒地的氮素循环中, 自生固氮菌可能具有

较为重要的作用。 

ERIC (Enterobacterial repetitive intergenic con-

sensus, 肠细菌基因间共有重复序列)是最初在部分

革兰氏阴性菌基因组中发现的一个长度为 126 bp, 

以多拷贝形式存在的反向重复序列, 是在对大肠杆

菌基因的 3端进行分析时被发现的[3], 命名为“基因

间 重 复 单 位 ”(Intergenic repeat unit, IRU)。 后 来 , 

Hulton 等[4]在实验中也发现了同样高度保守的重复

序列, 由于该序列主要存在于肠杆菌科, 故称为“肠

杆菌基因间重复共有序列”。 

随着分子生物学技术的迅速发展, 特别是聚合

酶链式反应(PCR)技术的发展 , 出现了一系列的分

子生物学分型方法, 如质粒图谱、限制性核酸内切

酶图谱、脉冲场凝胶电泳(PFGE)、随机引物  PCR 

(RAPD)及 ERIC-PCR 等。它们主要是对微生物基因

组 DNA 进行分析, 从遗传进化的角度去认识微生

物, 从分子水平对它们进行分类与鉴定。以肠杆菌

基 因 间 重 复 共 有 序 列 为 引 物 的 聚 合 酶 链 式 反 应 

(Enterbacterial repetitive intergenic consensus poly-

merase chain reaction, ERIC-PCR)分型技术是根据肠

杆菌基因间重复共有序列中的一段反向重复序列设

计了一组引物进行 PCR 扩增, 其独特、保守的位

置使得这种 PCR 能产生多种独特的扩增产物, 根

据扩增产物的电泳条带来区分细菌的株(型)[57]。 

塔里木盆地是中国最古老的内陆产棉区, 光照

条件好, 热量丰富, 能满足中、晚熟陆地棉和长绒棉

的需要。昼夜温差大, 有利于作物积累养分, 又不利

害虫孳生, 是中国优质棉种植的高产稳产区。塔里

木盆地地域广阔, 植棉业是新疆农业发展的主导产

业和支柱产业, 随着植棉效益增高, 新疆棉花种植

面积不断扩大, 受诸多因素的制约, 棉田与其它农

作物倒茬困难, 逐步形成了棉田连作。这种复杂而

特殊的环境条件导致了该区域棉田土壤固氮菌在遗

传型方面表现出丰富的多样性。利用 EPIC-PCR 研

究其遗传多样性, 利用 16S rRNA 全序列测序法确

定其分类地位以及系统发育关系上的多样性特征 , 

为丰富固氮菌多样性的基因库、优良菌株的选育提

供种质资源具有重要的意义。 

1  材料与方法 

1.1  培养基 
分 离 培 养 基 采 用 阿 须 贝 (Ashby)无 氮 培 养 基 , 

培养液采用 TY 培养液, 菌种保藏采用 PDA 综合培

养基[8]。 

1.2  棉田自生固氮菌的分离 
土样采自新疆生产建设兵团农一师各团场不同

连作年限棉田土壤。按十倍递减稀释法制备土壤稀

释液[9], 涂布接种于 Ashby 平板上, 倒置培养 35 d, 

根据单菌落的形态和颜色不同挑选菌株保存至 PDA

斜面上备用。 

1.3  固氮菌的 ERIC-PCR 图谱分析 
用 改 良 SDS 法 提 取 自 生 固 氮 菌 基 因 组 总

DNA[10], 特异性引物选取、反应总体系及 ERIC-PCR

反应程序均参照马溪平等(2008)的方法[11]。反应结

束后取出 PCR 小管, 1%的琼脂糖凝胶电泳 3.5 h, 利

用凝胶成像系统仪拍照并保存图谱。凝胶图像经电

脑扫描处理后, 在同一位置有带的记为“1”, 没有的

记 为 “0”。采用 DPS 数据 处理 系统 (V7.05 版 )用

Watson 距离按类平均连锁聚类法(UPGMA) 进行

01 系统聚类分析, 得出树状图[12]。 

1.4  固氮菌的 16S rRNA 序列测定及系统发育分析 
16S rDNA 扩增引物采用 P1 和 P6 [13], 由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成。供试菌株扩增

产物由上海生工生物工程技术服务有限公司测序 , 

将 所 测 序 列 在 GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih. 

gov/) 等公共数据库中调出相似性较高的相关菌株

的 16S rRNA 基因序列, 用 ClustalX 进行多序列比

对 , 系 统 进 货 矩 阵 根 据 Kimura 模 型 估 算 , 用

MEGA4.0 (Molecular evolutionary genetics analysis)
软件采用邻接法(Neighbor-joining)聚类分析 , 并构

建出系统发育树[14]。 

2  结果与分析 

2.1  自生固氮菌的 ERIC-PCR 图谱分析 
从不同连作棉田中分离纯化得到 58 株供试菌

株, 对其进行 ERIC-PCR 扩增, 图 1 为部分供试菌株

ERIC-PCR 扩增图谱。供试菌株 ERIC-PCR 图谱多

呈现 514 条带, 范围从 1002500 bp 左右不等, 表

明这些菌株间存在明显的遗传差异。 

采 用 平 均 连 锁 法 ( U P G M A ) 对 这 些 菌 株 的

ERIC-PCR 结果进行聚类分析得到树状图(图 2), 
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图 1  不同固氮菌的 ERIC-PCR 指纹图谱 

Fig. 1  The ERIC-PCR fingerprints of different nitrogen-fixing bacteria 
注: CK: 阴性对照; M: 100 bp ladder marker. 

Note: CK: Negative contro; M: 100 bp ladder marker. 
 

 

图 2  不同固氮菌的 ERIC-PCR 带型聚类分析树状图 
Fig. 2  ERIC-PCR Dendogram of tested aerobic self-nitrogen-fixing bacteria 

注: N1N58: 供试菌株; AI: ERIC群编号; 0.01: 遗传距离. 

Note: Numbers from N1 to N58 were tested strains. Symbols from A to I were serial number of ERIC clusters. 0.01 denoted genetic distances. 
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图 3  固氮菌 16S rRNA 全序列系统发育树状图 
Fig. 3  Phylogenetic tree of tested nitrogen-fixing bacteria on the basis of 16S rRNA sequence 

注: 图中分支上的数字表示树形可信度, 括号内为菌株名称和菌株. 

Note: The figures on branch stand for the reliabilities, the numbers in the parenthesis are the strains number of the sequences. 

 
在 D = 0.83 时将所有供试菌株聚在一起, D = 0.65 时

供试菌株进一步被划分为 9 个 ERIC 群, 分别命名为

A、B、C、D、E、F、G、H、I, 每个群的菌株数分

别为 5、8、5、23、3、7、2、2、3。 

2.2  自生固氮菌的系统发育分析 
26 个菌株的 16S rRNA 全序列用 MEGA4.0

软件中的邻接法构建了系统发育树(见图 3)。供试

菌 株 和 与 其 相 似 性 很 高 的 已 知 菌 株 可 以 分 为

Enterobacter、Bacillus、Acinetobacter 和 Pseudomonas 

4 个分支，包括 Enterobacter、Bacillus、Acinetobacter、

Pseudomonas、Yersinia 和 Serratia 6 个属。 

供试菌株 N11、N29、N12、N14、N40、N30、

N34、N43、N50、N57、N1 共同构成芽孢杆菌属

(Bacillus)发育分支; N11、N29、N12、N40 与短小

芽孢杆菌亲缘关系较近; N57 与参比菌株枯草芽孢

杆菌亲缘关系较近, N30、N34、N43 与萎缩芽孢杆
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菌聚为一个小的分支, N14、N50、N1 与蜡状芽孢

杆菌聚在一个小分支内; 供试菌株 N52 和 N49 共同

归属假单孢菌属(Pseudomonas); N9 为耶尔森氏菌

属 (Yersinia); N55 为 沙 雷 氏 菌 属 (Serratia); N5、

N18、N48、N8 共同归属于肠杆菌属(Enterobacter); 

N36 、 N16 、 N20 、 N24 共 同 归 属 于 不 动 杆 菌 属

(Acinetobacter)。供试菌株在系统发育树中以芽孢杆

菌属为主, 其次是肠杆菌属和不动杆菌属。 

3  结论与讨论 

分离自新疆生产建设兵团农一师不同团场棉田

土壤中的 58 株固氮菌可以分为 9 个 ERIC 群, 分属于

Enterobacter、Bacillus、Acinetobacter、Pseudomonas、

Yersinia 和 Serratia 6 个属, 说明棉田土壤中自生固

氮菌遗传多样性较为丰富。这些固氮菌确切的分类

地位还需要结合菌株的生理生化特征及与已知菌株

间的分子杂交来进行确认。 

新疆棉田中固氮菌的数量随棉花生育期不同变

化较大 , 在花铃期为最高 , 在苗期最低 [15], 这种变

化规律是否与固氮菌在新疆棉田特殊微生态环境中

固氮作用方式有关? 新疆连作棉田丰富的固氮菌中

哪些种类的固氮菌能在棉田微生境中较好地发挥固

氮作用? 除了固氮作用之外, 是否存在其他方式促

进棉花生长? 这些问题的解决对建立健康、平衡的

棉田微生态系统, 促进新疆棉花可持续生产有重要

意义, 有必要进一步深入研究。 

本实验对从棉田土壤中分离到的固氮细菌分离

物直接采用 ERIC-PCR 的方法, 在分子水平上进行

分类并通过 16S rRNA 序列测定加以鉴定, 结果比

常规的生理生化鉴定方法准确, 检测速度快, 节省

了实验时间。 
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