
微生物学报
Acta Microbiologica Sinica

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

一株田菁根瘤菌新种的分离与鉴定

陈妍 1,2#，王富强 2,3#*，龙永 3，范鲁燕 3，任舒萌 4，宋显伟 2，曹晓风 2,3*

1 海南大学 热带农林学院，海南 海口

2 中国科学院遗传与发育生物学研究所，北京

3 海南省种业实验室，海南 三亚

4 河南大学三亚研究院，海南 三亚

陈妍 , 王富强 , 龙永 , 范鲁燕 , 任舒萌 , 宋显伟 , 曹晓风．一株田菁根瘤菌新种的分离与鉴定[J]．微生物学报 , 2025, 65(8): 

3301-3316．

CHEN Yan, WANG Fuqiang, LONG Yong, FAN Luyan, REN Shumeng, SONG Xianwei, CAO Xiaofeng. Isolation and identification 

of a new species of Rhizobium from Sesbania cannabina[J]. Acta Microbiologica Sinica, 2025, 65(8): 3301-3316.

摘 要：【目的】基于耐逆、高产的普通田菁材料筛选具有促生作用的根瘤菌，为盐碱地田菁高

效栽培提供根瘤菌资源。【方法】采用传统培养方法，从 ‘中科菁 1 号 ’田菁新品系中分离内生根

瘤菌。基于 16S rRNA 基因和全基因组测序鉴定菌株，评价菌株的耐逆促生特性，并验证其对原

宿主及其他田菁材料的促生效果。【结果】从 ‘中科菁 1 号 ’田菁根瘤样品中分离出的根瘤菌，经

16S rRNA 基因鉴定及系统发育分析确定为根瘤菌属。基于全基因组序列的 ANI 和 dDDH 值认定

其为根瘤菌属的一个新种，并将其命名为 Rhizobium sesbaniae ZK1T。根瘤菌 ZK1T 能够耐受 2.0%

的 NaCl 浓度，pH 耐受范围为 4.0−10.0，并且具有溶解有机磷的能力。通过盆栽试验检测了根瘤

菌 ZK1T 对不同田菁材料促生结瘤能力的影响，结果发现 ZK1T 能够促进不同田菁材料的生长和

结瘤，且其与宿主田菁品系的共生关系更为高效。【结论】分离得到的田菁根瘤菌新种 ZK1T 在提

高田菁生长和结瘤方面具有显著作用，能够耐受较严重的酸、碱和盐胁迫，对实现边际土地植

物-微生物高效改良具有重要的理论意义和实践价值。
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Abstract: [Objective] To screening stress-tolerant and high-yielding rhizobia with growth-

promoting effects on Sesbania cannabina and provide rhizobia resources for efficient cultivation of 

S. cannabina in saline-alkali soil. [Methods] The culture method was used to isolate endophytic 

rhizobia from S. cannabina ‘Zhongkejing 1’ . Based on 16S rRNA gene and whole genome 

sequencing, the strains were identified, and their stress tolerance and plant growth-promoting 

characteristics were evaluated. Their growth-promoting effects on the original host variety and 

other materials of S. cannabina were verified.[Results] The rhizobia isolated from the root nodule 

samples of S. cannabina ‘Zhongkejing 1’  were identified as a species belonging to Rhizobium. 

Based on the ANI and dDDH values of the whole genome sequence, the strain was identified as a 

new species of Rhizobium and named Rhizobium sesbaniae ZK1T. R. sesbaniae ZK1T can tolerate a 

NaCl concentration of 2.0% and survive within the range of pH 4.0−10.0, and it had the ability to 

dissolve organophosphorus compounds. Pot experiments were conducted to evaluate the effects of 

R. sesbaniae ZK1T on the growth and nodulation of different materials of S. cannabina. The results 

revealed that R. sesbaniae ZK1T promoted the growth and nodulation of these materials, while it 

had a more efficient symbiotic relationship with the host variety. [Conclusion] The isolated new 

species R. sesbaniae ZK1T plays a role in promoting the growth and nodulation of S. cannabina 

and can tolerate severe acid, alkali, and salt stress. The findings have important theoretical 

significance and a practical value for the efficient improvement of plant-microorganism 

interactions in marginal land.

Keywords: Sesbania cannabina; rhizobia; isolation and identification; stress tolerance; marginal 
land

土壤盐碱化是制约粮食安全生产和提高土

地利用效率的主要因素。目前，全球约有 10 亿 hm2

盐碱地[1-2]。2019 年第 3 次全国国土调查数据显

示，耕地面积与 2009 年相比减少 0.08 hm2，仅

剩 1.28 亿 hm2 (https://www. gov. cn/xinwen/2021-

08/26/content_5633490. htm)。针对我国人口众

多、耕地资源有限的实际国情，盐碱地的治理

开发和利用是科学保护耕地红线的重要组成部

分。因此，开发和利用盐碱地对于缓解耕地紧

张以及保障我国粮食安全具有重要意义[3-4]。
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田菁[Sesbania cannabina (Retz.) Poir.]是豆科

田菁属一年生绿肥作物，具有耐盐、耐碱、耐

酸、耐涝、高产以及适应土壤贫瘠的能力[5-8]，

是改良盐碱地的先锋植物[9-10]。田菁植株养分丰

富，地下根系生物量大，能够显著改善土壤结

构和肥力[11-12]。国内外已有多项研究报道了田

菁在改善土壤肥力和降低盐分方面的优异

表现[13-15]。

1913 年，Haber-Bosch 发明了在高温、高压

条件下催化 N2 转化为 NH3 的化学方法来生产氮

肥。然而，化肥的过量使用带来了一系列问题，

例如化肥利用率低，仅达 35% 或更低，导致环

境污染、土壤板结和肥力下降，并给能源供给

带来巨大压力[16]。根瘤菌是一类生活在土壤中

的革兰氏阴性杆状细菌。在合适条件下，根瘤

菌能够侵染豆科植物并与之共生结瘤固氮，将

空气中游离态的氮转化为植物可以利用的化合

态氮。生物固氮可满足豆科植物 60%−70% 的氮

素需求。与工业固氮相比，生物固氮不仅固氮

量巨大，而且廉价、无污染，能够减少化肥用

量并节约能源，是未来农业生产节本增效的有

效手段，也是现代化农业生产的重要氮源

之一[17]。

田菁耐逆性强，Luo 等[5]研究发现，田菁可

在 pH 9.0−9.5 的东北苏打盐碱地和 0.4%−0.6%

的滨海盐碱地较好生长，并形成固氮根瘤，翻

压还田后消障提质作用明显。由于其突出的耐

逆特性和潜在的高蛋白饲草价值，近年来作为

开发边际土地的重要工具备受关注。接种根瘤

菌能够促进田菁生长，增强其改良盐碱地的效

果，田菁-根瘤菌共生体系在盐碱地改良中具有

广阔的应用前景[18]。然而，与优异种质资源高

效匹配的根瘤菌株资源匮乏。

本研究从团队培育的耐逆性强、适应性好

的 ‘中科菁 1 号 ’田菁新品系中筛选出能够与其

高效共生结瘤的根瘤菌，并评估其耐逆性及促

进植物生长的能力，以期为提高盐碱地上田菁

种植效率的技术发展提供科学依据和支持。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　供试田菁

本团队自主选育的耐盐碱高产田菁新品系

‘中科菁 1 号 ’具有耐盐碱、耐涝、固氮、高产

等特性，在 pH 值 9.0 以上的东北苏打盐碱地上

示范应用效果显著。前期发现其在盆栽和田间

无接菌处理条件下均能自发少量结瘤，因此作

为分离内生根瘤菌的供试材料。

1.1.2　主要培养基

酵母甘露醇琼脂(yeast mannitol agar, YMA)

固体培养基 (g/L)：甘露醇 10.0，酵母粉 0.4，

K2HPO4 0.5，MgSO4·7H2O 0.2，NaCl 0.1，琼脂

15.0，pH 7.0。121 ℃灭菌 15 min。酵母甘露醇

肉汤(yeast extract mannitol broth, YEM)用于根瘤

菌的液体培养。

蒙金娜有机磷培养基 (g/L)：葡萄糖 10.0，

(NH4)2SO4 0.5，NaCl 0.3，KCl 0.3，FeSO4·7H2O 

0.03， MnSO4·4H2O 0.03， 蛋 黄 卵 磷 脂 0.2，

CaCO3 5.0，酵母膏 0.4，琼脂 18.0，pH 7.0−7.2，

121 ℃灭菌 15 min。

解钾培养基 (g/L)：蔗糖 5.0，FeCl3 0.005，

MgSO4·7H2O 0.5， Na2HPO4 2.0， CaCO3 0.1，

300 目钾长石粉 1.0 (去离子水清洗 5 次)，琼脂

18.0，pH 调节为 7.0−7.5，121 ℃灭菌 15 min。

固氮菌培养基 (nitrogen free medium, NFM) 

(g/L)： 苹 果 酸 5.0， KOH 4.5， K2HPO4 0.5，

CaCl2·2H2O 0.02， NaCl 0.1， NaMoO4·2H2O 

0.002，MgSO4·7H2O 0.2，生物素 1.0×10−5，琼

脂 20.0，pH 7.0，121 ℃灭菌 15 min。

1.1.3　主要试剂和仪器

Hoagland’s modified 营养液购自北京酷来搏

科技有限公司；PCR 扩增所用试剂和引物 27F、

1492R 均购自生工生物工程(上海)股份有限公

司；2×Easy Taq PCR SuperMix 购自北京全式金

生物技术有限公司。

PCR 仪器购自赛默飞世尔科技(中国)有限公
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司；灭菌锅购自天美(中国)科学仪器有限公司；

相机购自佳能(中国)有限公司。

1.2　田菁种子内生根瘤菌的分离培养

用 75% 乙醇将 ‘ 中科菁 1 号 ’ 的种子消毒

2 遍后，种在灭菌的蛭石中，用灭菌去离子水浇

灌。取生长 55 d 的植株，用无菌水冲洗干净，

取裸露的淡粉色或粉红色饱满根瘤进行分离纯

化培养。在超净工作台中用 75% 乙醇处理根瘤

30 s，2.5% NaClO 处理 10 min，再用无菌水冲

洗 3−4 次，晾干表面水分，用灭菌过的研磨棒

将根瘤研磨至匀浆，加入 1 mL 无菌水。梯度稀

释 10−100 倍后涂布于 YMA 培养基平板，置于

28 ℃恒温培养箱中倒置培养 2−4 d。经多次纯化

后得到乳白色圆形或椭圆形、边缘齐整、表面

湿润且有光泽的单克隆菌落，采用甘油法保藏

并鉴定。

1.3　根瘤菌 16S rRNA 基因鉴定及系统

发育分析

刮取菌落放入 100 μL TE 缓冲液中，混匀后

100 ℃水浴 10 min，然后立即置于−20 ℃冰浴

30 min。12 000 r/min 离心 10 min，取上清液作

为 PCR 反应模板。使用 Ezup 柱式细菌基因组

DNA 抽提试剂盒提取菌株 DNA。采用细菌通用

引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和

1492R (5′-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′)对

16S rRNA 基因进行 PCR 扩增。PCR 反应体系：

2×Easy Taq MasterMix 25 µL，DNA 模板 1 µL，

正、反向引物 (0.2 µmol/L) 各 1 µL，双蒸水

22 µL。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，

57 ℃ 30 s， 72 ℃ 90 s， 30 次循环； 72 ℃ 

10 min。将 PCR 扩增产物用 1% 琼脂糖凝胶电

泳检测，然后送至生工生物工程(上海)股份有限

公司进行测序。

根据 EzBioCloud 数据库的比对结果，选择

相似菌株并下载对应的 16S rRNA 基因序列，利

用 MEGA 11.0 结 合 邻 接 法 (neighbor-joining 

method, NJ)构建系统发育树[19-20]，并设置自展值

(bootstrap)为 1 000。本研究选用 Bradyrhizobium 

japonicum LMG 6138T 作为外群。

1.4　根瘤菌全基因组测序分析

将提取的菌株 DNA 送至武汉希望组生物科

技有限公司的 PacBio 平台进行测序。采用 fastp 

v0.23.1 对原始 reads 进行质量控制，去除低质量

数据，获得 clean reads[21]。采用 Canu 软件对质

控后的数据进行组装[22]。同时，将质控后的

fastq 格式 reads 文件用 minimap2 软件比对到组

装好的基因组上，用 samtools 软件的 depth 功能

统计各个位点的测序深度[23-24]。采用 Prokka 对

组装好的基因组进行基因注释和预测[25]。分别

使 用 tRNAscan-SE 和 RNAmmer 对 tRNA 和

rRNA 基因进行预测[26-27]。

1.5　数字 DNA-DNA 杂交值、平均核苷

酸一致性和全基因组系统发育分析

从 NCBI 数据库和 JGI 数据库下载相似菌株

的全基因组序列。由于在数据库中未检索到

Rhizobium yanglingense SH 22623T、 Rhizobium 

sullae IS123T和 Rhizobium acidisoli FH13T 的全基

因组序列，因此选择这些物种的非模式菌株

的全基因组序列作为替代。采用 FastME 软

件 构 建 全 基 因 组 系 统 发 育 树 [28]； 使 用

JSpeciesWS 软件计算 ZK1T 和参考菌株之间

的平均核苷酸一致性(average nucleotide identity, 

ANI) [29]；用 GGDC (genome to genome distance 

calculator) 计算数字 DNA-DNA 杂交值 (digital 

DNA-DNA hybridization, dDDH)[30]，从而进一步

确定菌株 ZK1T 的分类地位。

1.6　根瘤菌耐盐性、耐酸碱性评价

将生长良好的 ZK1T 菌株按照体积分数为

5% 的接种量分别接种到 NaCl 浓度梯度为

0.5%、1.0%、1.5%、2.0%、3.0%、4.0% 的 YEM

培养基中，37 ℃、200 r/min 培养 24 h，并测定

其 OD600 值。同时采用相同接种量和盐浓度梯度
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接种于 YMA 培养基中，37 ℃培养 24 h，并

拍照。

将纯化的 ZK1T 菌株按照体积分数为 5% 的

接种量分别接种到使用 1 mol/L 氢氧化钠或

1 mol/L 浓盐酸(超净工作台中抽滤后使用)调节

pH 为 2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、10.0、11.0

的 YEM 培养基中，37 ℃、200 r/min 培养 24 h，

并测定其 OD600 值。同时采用相同接种量和 pH

梯度(将 YEM 液体培养基和琼脂分别高温高压

灭菌，灭菌后的 YEM 液体培养基和琼脂混匀，

使用抽滤后的 1 mol/L 氢氧化钠或 1 mol/L 浓盐

酸调节至相应 pH)接种于 YMA 固体培养基中，

37 ℃培养 24 h，并拍照。

1.7　ZK1T接种促生效果

将根瘤菌划线于 YMA 培养基上，28 ℃培

养 2−3 d 后，挑取单克隆于 300 mL 的 YEM 培

养基中培养 1 d 至 OD600 值为 1.045 左右时，

14 000 r/min 离心 10 min，重复 2 次，倒掉上清

液体，用无菌水冲洗 2 遍，再用无菌水重悬菌

块，将菌液 OD600 值调为 0.1。

将 ‘中科菁 1 号’  (ZK1)、‘中科菁 2 号’  (ZK2)、

‘中科菁 6 号 ’  (ZK6)、 ‘中科菁 10 号 ’  (ZK10，

毛萼田菁)、‘鲁菁 5 号’  (LJ5)的种子预先用浓硫

酸处理 8−10 min 后，无菌水洗 3 次，再用氯气

(100 mL 次氯酸钠+5 mL 浓盐酸)过夜灭菌消毒

12−15 h。取出种子，在超净台吹风 30−60 min。

将灭菌后的蛭石装入灭菌托盘盒子中，浇入灭

菌的 Hoagland’s modified 液体营养液，待蛭石

充分吸收后进行播种。播种 10 d 后接种分

离得到的根瘤菌，观察表型。根瘤菌接种 24 d

后统计结瘤数目。

1.8　数据分析

采用 Excel 2021 和 SPSS 19.0 软件进行数据

处理和方差分析，GraphPad Prism 9.0 软件作图，

MEGA 11.0 构建系统发育树。FastME 软件构建

全基因组系统发育树，JSpeciesWS 软件计算平

均核苷酸一致性。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　根瘤菌的形态鉴定

通过平板划线法将分离得到的根瘤菌划线

到 YMA 固体培养基上，经反复分离、纯化后观

察菌落形态，呈现圆形或椭圆形、表面湿润且

有光泽、乳白色、边缘齐整、稍有凸起。分离

菌株的生长表型与根瘤菌典型的个体形态和菌

落特征相符合。经过多轮筛选，在‘中科菁 1 号’品

系中分离得到一个符合根瘤菌形态特征的菌落，

初步命名为 ZK1T (图 1)。

2.2　根瘤菌 16S rRNA 基因鉴定及系统

发育分析

通过测序得到长度为 1 385 bp 的 16S rRNA

基因序列。将序列上传至 EzBioCloud 数据库

进行比对，发现菌株 ZK1T 与最相似的菌株

分别为 Rhizobium mesosinicum CCBAU 25010T、

Rhizobium alamii GBV016T 和 Rhizobium 

viscosum LMG 16473T，相似度分别为 99.26%、

99.06% 和 98.41% (图 2)。因此，可判定 ZK1T

隶属于根瘤菌属。将 ZK1T 的 16S rRNA 基因序

列上传至 NCBI 数据库，获得 GenBank 登录号

PQ803796。基于 16S rRNA 基因序列构建的系

统发育树表明，菌株 ZK1T 与 R. mesosinicum 

图1　YMA培养基上的单克隆菌落特征

Figure 1　 Phenotypic characters of rhizobial single 

colony on YMA medium.
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CCBAU 25010T、R. alamii GBV016T和R. viscosum 

LMG 16473T 聚类到同一个进化分支，并具有较

高的自展值，这与 16S rRNA 基因序列相似性比

对结果一致(图 2)。

2.3　ZK1T菌株全基因组特征

菌株 ZK1T 经过 PacBio 平台测序后，共产

出原始数据 1 460 606 857 bp，质控后的数据量

为 1 460 606 857 bp。对质控后的数据进行基因

组组装、校正和优化后，得到大小为 7 145 565 bp

的基因组序列，整个基因组的平均 G+C 含量为

60.04% (表 1)。

基因组由 3 个 contig 组成，包含 1 条环状

染色体和 2 条环状质粒(图 3)。染色体和质粒的

大小分别为 4 499 453、2 244 590 和 401 522 bp。

染色体、质粒 1 和质粒 2 的测序深度分别为

201.77×、204.65×和 206.09×，G+C 含量分别为

60.25%、59.77%、59.08%。基因组预测结果表

明，菌株 ZK1T 共有 6 929 个编码序列 (coding 

sequences, CDS)，包括 54 个 tRNA 和 9 个 rRNA。

将菌株 ZK1T 的全基因组序列上传至 NCBI 数据

库，获得 BioProject 登录号 PRJNA1202577。

图2　基于16S rRNA基因序列构建的系统发育树

Figure 2　Phylogenetic tree of ZK1T based on 16S rRNA gene sequence.

表1　菌株ZK1T基因组特征

Table 1　Genomic characteristics of strain ZK1T

Characteristics

Genome size (bp)

G+C content (%)

Chromosome

Plasmid

tRNA

rRNA

Coding sequence (CDS)

Value

7 145 565

60.04

1

2

54

9

6 929
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根据全基因组序列注释结果，菌株 ZK1T 存

在 nifH 基因和常规的结瘤基因 nodABC。从

NCBI 数据库获取相似菌株的 nodABC 和 nifH 基

因序列。与此同时，增加了分离自田菁的中慢

生 根 瘤 菌 菌 株 AC99bT、 中 华 根 瘤 菌 菌 株

ORS609T 和 新 根 瘤 菌 菌 株 DSM 21817T 的

nodABC 和 nifH 共生基因序列进行进一步的比较

分析。将供试菌株的共生基因与参比菌株进行

多序列比对，并利用最小进化法构建系统发育

树(图 4、图 5)。

基于共生基因序列 nodB 和 nodC 构建的系

统发育树结果表明，菌株 ZK1T 仅与分离自田菁

的中华根瘤菌菌株 ORS609T 聚类到同一个进化

分支。然而，在基于 nodA 和 nifH 基因构建的系

统发育树中，菌株 ZK1T 与分离自田菁的菌株聚

类在一起，这些菌株分布在不同的属中。相应

地，分离自菜豆和兵豆的菌株分别聚类到同一个

进化分支上，表明根瘤菌的共生基因与宿主植

物具有对应关系，宿主相同的菌株的共生基因

相似度更大(图 4、图 5)。

2.4　ZK1T 数字 DNA-DNA 杂交值、平

均核苷酸一致性和全基因组系统发育

分析

在基于全基因组序列构建的系统发育树中，

菌 株 ZK1T 与 菌 株 GBV016T、 LMG 16473T、

CCBAU 25010T 形成同一个进化分支(图 6)。这

与基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树的

拓扑结构一致，进一步证实了该亲缘关系的稳

定性。计算结果表明，菌株 ZK1T 与相似菌株的

ANI 和 dDDH 最高值分别为 88.00% 和 38.00% 

(表 2)，均低于新种鉴定的阈值 95.00%[31]和

70.00%[32]。由此可见，尽管菌株 ZK1T 与最相似

图3　菌株ZK1T基因组和质粒圈图。A：基因组圈图；B：质粒1圈图；C：质粒2圈图。

Figure 3　Genome and plasmid circular diagram of ZK1T. A: Genome circular diagram; B: Plasmid 1 circular 

diagram; C: Plasmid 2 circular diagram.
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图4　基于nod基因序列构建的系统发育树

Figure 4　Phylogenetic tree of ZK1T based on nod gene sequence. A: nodA gene; B: nodB gene; C: nodC gene.
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图5　基于nifH基因序列构建的系统发育树

Figure 5　Phylogenetic tree of ZK1T based on nifH gene sequence.

图6　ZK1T基于全基因组序列构建的系统发育树

Figure 6　Phylogenetic tree of ZK1T based on whole genome sequence.
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菌株的 16S rRNA 基因序列相似度高于新种鉴定

的阈值 98.65%[33]，但基于全基因组序列的 ANI

和 dDDH 值低于新种鉴定的阈值，因此可认定

其为根瘤菌属的一个新种[34]，并将其命名为

Rhizobium sesbaniae ZK1T (图 6)。该菌株已于

2024 年 12 月 30 日保藏于中国普通微生物菌种保

藏管理中心，保藏编号为 CGMCC No.33228。

2.5　ZK1T抗逆性与促生能力评价

在 YEM 培养基中，当 NaCl 浓度低于 1.5%

时，根瘤菌 ZK1T 的 OD600 值未显示出显著变

化，表明其生长状况基本稳定。然而，随着

NaCl 浓度增加至 2.0%，ZK1T 的生长开始明显

下降，而在 4.0% NaCl 浓度下，菌株几乎无法生

长(图 7A)。在不同 pH 条件下，极端酸碱环境

(pH 2.0、3.0、10.0、11.0)对 ZK1T 造成显著影

响，使其几乎无法生长。相比之下，在 pH 5.0

和 pH 6.0 的条件下，ZK1T 的生长与对照相比未

受到明显影响，但在 pH 4.0 时表现出一定程度

的生长抑制(图 7B)。

在 YMA 固体培养基上观察到的结果与液体

培养基一致，即 ZK1T 能够承受高达 1.5%−2.0%

的 NaCl 浓度，并且能够在 pH 4.0−10.0 之间生

长良好(图 8)。

如图 8 所示，ZK1T 能够在蒙金娜有机磷培

养基(P)中生长，但不能在固氮培养基(NFM)和

解钾培养基(K)中生长。进一步观察发现，在有

机磷培养基上培养 5 d 后，ZK1T 菌落周围形成

了直径约为 0.5 cm 的透明晕圈，表明其具有溶

磷能力。

表2　菌株ZK1T与参考菌株的ANI和dDDH值

Table 2　The ANI and dDDH values between strain ZK1T and reference strains

Reference strains

Rhizobium sesbaniae ZK1T

Rhizobium alamii GBV016T

Rhizobium viscosum LMG 16473T

Rhizobium mesosinicum CCBAU 25010T

Rhizobium chutanense C5T

Rhizobium fabae CCBAU 33202T

Rhizobium pisi DSM 30132T

Rhizobium changzhiense WYCCWR 11279T

Rhizobium acidisoli FH23

Rhizobium ecuadorense CNPSO 671T

Rhizobium sophorae CCBAU 03386T

Rhizobium hidalgonense FH14T

Rhizobium gallicum R602spT

Rhizobium binae BLR195T

Rhizobium etli CFN 42T

Rhizobium esperanzae CNPSo 668T

Rhizobium aethiopicum HBR26T

Rhizobium bangladeshense BLR175T

Rhizobium mongolense subsp. mongolense USDA 1844T

Rhizobium yanglingense CCBAU 01603

Rhizobium sullae WSM1592

Rhizobium mongolense subsp. loessense CGMCC 1.3401T

Accession No.

PRJNA1202577

Ga0197670_101

JADBEC010000000

Ga0197323_1001

NWSV01000000

RJJU01000000

RJJT00000000

JABFCQ010000000

CP034998

LFIO01000000

JABFCN010000000

NWSY00000000

ARDC00000000

CP071604

CP000133

MXPU01000000

FMAJ00000000

CP071612

VISO00000000

JHUO01000000

CP104143

FMTM00000000

ANI (%)

100.00

87.73

88.00

87.89

80.04

80.04

80.10

80.03

79.71

79.43

79.44

79.59

79.68

79.63

79.84

79.78

79.68

79.68

77.61

77.63

77.34

77.46

dDDH (%)

100.00

38.00

37.80

36.40

25.30

25.20

25.10

25.00

24.90

24.90

24.80

24.80

24.80

24.80

24.70

24.60

24.60

24.50

22.70

22.40

22.40

22.30
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2.6　ZK1T接种促生效果

为了探究根瘤菌 ZK1T 对不同田菁品种的生

长及结瘤能力的影响，本研究在全程无菌条件下

进行了盆栽回接实验。结果显示，接种 24 d 后，

ZK1T不仅显著促进了‘中科菁 1 号’的生长和结瘤

效果，还显著提高了‘中科菁 2 号’  ‘中科菁 6 号’  

‘中科菁 10 号’以及‘鲁菁 5 号’的株高和生物量(鲜

重)。然而，仅‘中科菁 10 号’和’鲁菁 5 号’的结瘤

数量有显著增加(图 9)，对于‘中科菁 2 号’和‘中科

菁 6 号’则未观察到显著影响。其中，对‘中科菁

1 号’的生物量提升和结瘤数量促进效果在所有测

试的田菁材料中最为显著(图 9C、9D)，表明尽管

ZK1T 能够普遍促进不同田菁材料的生长和结瘤，

但其与分离宿主品种之间的共生关系效率更高。

图7　ZK1T耐逆性评价。A：不同NaCl浓度；B：不同pH条件。

Figure 7　Stress tolerance evaluation of ZK1T. A: Different NaCl concentrations; B: Different pH conditions.

图8　ZK1T抗逆性评价

Figure 8　Stress resistance evaluation of ZK1T.
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3　讨论　讨论

生物固氮 (biological nitrogen fixation, BNF)

占地球生物圈中大气氮固定总量的 60% 以上，

在全球氮素循环中具有重要潜力[35]。豆科植物

根系与根瘤菌之间的共生关系是最典型且研究

最深入的生物固氮模式，这种共生关系在农业

生态系统中对提高植物氮素利用效率起着关键

作用[36]。筛选具备高效结瘤和固氮能力的根瘤

菌菌株是未来在农业生产中广泛应用的基础。

根瘤菌能够分泌多种化学物质，如植物激

素、脂质几丁寡糖、核黄素以及固氮酶产生的

氢，这些物质在土壤中具有促进种子萌发、增

强植物生长、提升光合效率和粮食产量的潜

力[37]。研究表明，根瘤菌还具有抑制土壤病原

菌的能力，而豆科植物根系释放的酚类化合物

不仅有助于控制病原体，还能促进共生微生物

的增殖[38]。相较于植物本身，根瘤表现出更优

越的抗氧化性能，这主要归因于其较高的抗氧

化酶活性及丰富的抗氧化物质含量[39]。研究还

发现，接种根瘤菌后，植物相关抗性基因表达

量有所增加，表明微生物与植物之间的共生关

系有助于改善植物的总体健康状况，并增强其

对非生物胁迫(包括耐盐能力)的耐受力[40]。

尽管田菁具有很大潜力开发为适生边际土

地、肥饲兼用的理想优质蛋白饲草，但目前尚

缺乏高效的栽培技术，尤其是在培育耐逆优质

田菁品种(系)及其配套的高效根瘤菌方面。为

此，本研究选择耐逆、优质的 ‘中科菁 1 号 ’材

料，利用纯培养的方式从其自结瘤的粉色根瘤

图9　ZK1T接种对不同田菁材料的促生作用

Figure 9　Growth-promoting effects of ZK1T inoculation on different sesbania materials. ns: No significant; *: 

P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001.
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中分离纯化出一株根瘤菌。通过 16S rRNA 基因

序列的比较和构建系统发育树，初步确定了菌

株 ZK1T 的最相似菌种和分类地位。然而，随着

测序技术的发展，原核生物的分类鉴定逐渐过

渡到以全基因组序列为基础，以 ANI 和 dDDH 值

作为判断是否是一个新种的“黄金标准”[31-32,41-42]。

这些先进手段克服了传统上仅依靠表型特征观

察以及受到 16S rRNA 测序完整性限制所带来的

不足之处。因此，相较于现有已发布的模式菌

株，虽然本研究中的 ZK1T 菌株与传统意义上定

义的新种存在一定差距(基于 16S rRNA 基因序

列相似度)，但综合全基因组水平计算得出的

ANI 值与 dDDH 值结果均强烈支持将 ZK1T 认定

为根瘤菌属内的一个新成员。

田菁作为典型的高耐胁迫豆科植物，与根

瘤菌共生可改善土壤理化性质，特别是在贫瘠

土壤和退化生态系统中[43]。研究表明，能够与

田菁形成共生关系的根瘤菌类群较为丰富，主

要分布在中华根瘤菌属(Sinorhizobium)、根瘤菌

属(Rhizobium)、新根瘤菌属(Neorhizobium)、农

杆 菌 属 (Agrobacterium)、 固 氮 根 瘤 菌 属

(Azorhizobium)、中慢生根瘤菌属(Mesorhizobium)

和剑菌属(Ensifer)[44-49]。本研究分离到的田菁根

瘤菌新种属于根瘤菌属。

在本研究中，除了用分离的宿主品种 ‘中科

菁 1 号 ’外，还选择了其他田菁品种为实验材料

对菌株 ZK1T 进行回接实验，验证了菌株的促生

长和结瘤能力。在接菌处理中，根瘤数、根瘤

鲜重、株高和地上部分鲜重均显著高于未接种

处理，这也为进一步探究菌株的应用前景奠定

了一定基础和数据支撑。与其他四倍体田菁不

同，ZK10 材料作为二倍体毛萼田菁能够同时形

成根瘤和茎瘤，本研究分离出的 ZK1T 根瘤菌能

够与其正常形成根瘤。‘中科菁 2 号’  ‘中科菁 6 号’

以及 ‘鲁菁 5 号 ’采用相同方法分离得到的均为

同一株根瘤菌，与本研究报道的 ZK1T 不同。‘中

科菁 1 号 ’ 的耐逆性优异是否与内生根瘤菌

ZK1T 作用相关，需要后续进一步探索其调控

机制。

在当前农业和生态研究中，根瘤菌-豆科植

物改良系统已成功建立并广泛应用。该系统通

过种植豆科植物并接种根瘤菌，有效减少了盐

碱地土壤中的含盐量，促进了污染物的分解，

显著改善了土壤结构与肥力。Rejili 等[50]的研究

指出，6 种野生豆科植物与其根瘤菌形成的共生

体系在突尼斯半干旱地区对盐碱地的改良具有

显著效果。Yanni 等[51]的研究则表明，土著耐盐

根瘤菌能显著提高菜豆(Phaseolus vulgaris L.)的

耐盐碱和抗干旱胁迫能力。国内有关豆科植物-

根瘤菌共生体系耐盐性的研究已有报道，如紫

花苜蓿(Medicago sativa L.)-根瘤菌[52]、箭筈豌豆

(Vicia sativa L.)-根瘤菌[53]等。鉴于根瘤菌-豆科

植物共生体系在农艺、经济和生态上的深远影

响，该体系特别适合用于有机质低、氮素缺乏

的边际土地改良。因此，建立田菁-根瘤菌共生

体系对改良边际土地的意义重大。此外，有研

究报道，根瘤菌对豆科植物耐盐性的影响在物

种间存在较大差异[54-55]，还需要进一步深入研

究这种共生关系，以更好地理解其对豆科植物

耐逆性的具体影响机制。

4　结论　结论

本研究从 ‘中科菁 1 号 ’田菁新品系根瘤内

分离到一株田菁根瘤菌，编号为 ZK1T，经鉴定

后确认其为一个新种，命名为田菁根瘤菌

(Rhizobium sesbaniae)。ZK1T 能够耐受 2.0% 的

NaCl 浓度和 pH 4.0−10.0 的条件，并且具有溶解

有机磷的能力。ZK1T 在提高不同田菁材料生长

和结瘤方面具有一定的作用，具备开发为田菁

根瘤菌菌剂产品的潜力，未来可用于助力边际

土地生态改良。
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