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宁夏沙坡头地区根瘤菌特性分析
①

多位点酶电泳酶谱分析

李 颖 ② 阮小超 陈文新
生 物 学 院

摘 要 本试验对分离 自宁夏沙坡头地区的 株根瘤菌和 株已知参比菌进行了 种多位点酶电泳

分析
。

将所得数据做聚类分析表明
,

分离自沙坡头地区的根瘤菌中
,

有 株相似性较高
,

不同于 已知参

比菌
,

而独立成群
,

这与数值分类结果吻合
。

其分类地位需进一步研究确定
。

试验发现
,

异柠檬酸脱氢酶
、

一

磷酸葡萄糖酸脱氢酶
、

葡萄糖
一 一

磷酸脱氢酶
、

黄嗦吟脱氢酶
、

磷酸葡萄糖变位酶
、

葡萄糖磷酸异构酶
、

超

氧化物歧化酶等酶谱更有利于区分不同的根瘤菌种群
。

关镇词 根瘤菌 多位点酶电泳
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早在 年代
,

同工酶作为一种筛选工具或鉴定标志就应用于植物育种
。

年代以来
,

微生物学工作者也多次运用此项技术探讨了不同微生物种群遗传多样性等间题
。

如 较系统

地总结多位点酶电泳技术在细菌研究中的应用
,

引入根瘤菌的研究
,

对 种多位点酶在

株菜豆根瘤菌显现的酶谱的分析川
,

对首楷根瘤菌 自然群体的遗传结构的分析川等
。

另

外
, 一

等 〕在确定热带根瘤菌分类地位时
,

首先分析了 种多位

点酶酶谱 年国际细菌系统学杂志发表了
“

描述根
、

茎瘤菌新种属的最低标准
” ,

建议

在根瘤菌的分类研究中应用多位点酶分析技术
。

本研究对宁夏沙坡头地区根瘤菌 已完成数值分类分析
,

现根据国际细菌分类委员会

的建议
,

运用多位点酶电泳技术对这些菌株做进一步分析
。

材料与方法

材料 选取 已知根瘤菌参比菌 株及分离 自宁夏沙坡头地区的根瘤菌 株
,

菌株

名称
、

寄主名等信息见表
。

方法

粗酶液 的提取 菌株接种于
一 一

斜面
,

培养

一
,

转接于
一

液体培养基中
,

振荡培养 一
,

离心收集菌体
· 一 ‘ , ,

用 一 ‘ 一

缓冲液

洗涤菌体三次
,

加入细胞体积 倍的
一 ’ 一

缓冲液
,

样品置

冰浴中
,

超声波破碎菌体 每 间歇一次
, · 一 ‘

离心
,

上清液即

为粗酶液
,

将粗酶液分装于 管中
,

置一 ℃冰箱保存备用
。

电泳 按 制备淀粉凝胶板
,

水解淀粉为 公司产品
,

各种酶凝胶缓冲

液的配制
、

采用模具及方法见参考文献 〕
,

用新华 号滤纸条蘸取粗酶液逐一点样
。

各种电泳缓冲液及电泳条件见文献 「〕
,

以澳酚蓝作为电泳前沿指示剂
。

染色 各种酶染液配方及染色方法见参考文献 「〕
。

实验所分析酶的种类为以下

种
一

磷酸葡萄糖酸脱氢酶
、

葡萄糖
一 一

磷酸脱氢酶
、

磷酸葡萄糖变位酶
、

磷酸葡萄糖异构酶
、

乙醇脱氢酶
、

半乳糖脱氢酶
、

谷氨酸脱

氢酶
、

过氧化物酶
、

黄嚓吟脱氢酶
、

异柠檬酸脱氢酶
、

超氧化物

歧化酶
、

亮氨酸氨肤酶
、

过氧化氢酶
、

醋酶
、

苹果酸酶 和苹

果酸脱氢酶
。

记 录及 统计分析 根据染色后 出现的谱带
,

计算每株菌每种酶的 双厂值
。

将对应

刁
,

值有酶带的记为
“ ” ,

反之记为
“ 。” ,

以菌株为行
,

尺厂值为列
,

组和成数据矩阵
,

在长城

微 机上用简单匹配系数 计算菌株间相似性
,

用平均连锁的聚类方式聚类
,

所有

计算在 软件支持下 自动运行
。

结果分析

本实验选取 株已知参比菌 每种两株 和 株未知菌
,

对它们 种多位点酶活性
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进行分析
,

所有酶的 值在 一 卜至 之间
,

得出 的数据矩阵
,

经聚类分

析表明有 株未知菌独立成群
,

不同于所用参比菌
。

同时发现大部分已知菌按现有分类地

表 供试菌株一 览表

序 号 菌 号 菌 名 来 源

参比菌 新西兰

新西兰

黑龙江

美国
丁 尺 美国

美国

巴西
犷 巴西

芬兰

芬兰
一

湖北
尺 入 无 南京

少卜亡 河南

介￡ 辽宁

新疆

新疆

未知菌 蚕豆

卿 汤 甘草
‘ 大豆

口 国槐
走 入 入 柠条锦鸡儿
。 西锦鸡儿

无 甘肃锦鸡儿

动 树锦鸡儿

入 动入 紫穗槐

月 办 ‘ 花棒

红花锦鸡儿

苦豆子

粗毛甘草

腼
。

助 天蓝首楷

油
。 紫花首楷

野豌豆

黄蔑

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏固原

宁夏固原

宁夏 固原

模式菌株

位相聚
,

也有少数菌株没有归入其应处的位置
,

分析原 因可能是 由于某些酶在菌株间变化

不大
,

如在本实验中的过氧化物酶 有些酶的谱带偏少
,

不能充分体现出菌株间的异质性
。

对于全部菌株来说
,

除苹果酸酶
、

乙醇脱氢酶
、

亮氨酸氨肤酶的谱带偏少外
,

其他酶谱带较
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按现有分类地位相聚
。

第
, , , , , ,

群分别为
, · , · ,

尺
,
尺 ‘ 和 尺

, 。

有 株未知菌在 相似水平上独立构成

第 群
,

它们分别是 寄主为国槐
、

寄主为红花锦鸡儿
、

寄主为黄蔑
、

寄主为天蓝首楷
、

寄主为紫花首楷
、

寄主 为野豌豆
、

寄主为花

棒
、

寄主为苦豆子
、

寄主为粗毛甘草
、

寄主为柠条锦鸡儿
、

寄

主为甘肃锦鸡儿
、

寄主为川西锦鸡儿
。

此结果与数值分类 结果相吻合
。

但在

相似水平上 株未知菌又可分为 个亚群
,

与数值分类结果相 比
,

亚群之 间菌株所处位

置有交叉
。

相 似 性 ’

加

,
一

日

吕

, ,

, 心
田囚

,

吕

吕

吕

班 ,

彩 口 ‘口

口 了

盆 奋, 一活,

正 引仙 ,’口“

无

只 ,’ ’口

无

自三口,口

习口习习

无 口口

﹁习

图 沙坡头地 区根瘤菌多位 点酶 电泳聚类结果
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讨论

本实验采用的方法虽适用于多种动植物和微生物种质资源的鉴定
、

分类
、

遗传结构等

方面的研究
。

但此技术仍有一定的局限性
,

诸如不能正确定量
,

对于多位点酶的稳定性来

说
,

不同的酶对外界条件的反应不同
,

有些 比较稳定
,

如实验中的葡萄糖
一 一

磷酸脱氢酶
、

异柠檬酸脱氢酶
、 一

磷酸葡萄糖酸脱氢酶
、

磷酸葡萄糖变位酶
、

黄嚷吟脱氢酶
、

超氧化物歧

化酶等
,

它们在对根瘤菌的分析中更有利于 区分不同的种群
,

而有些则受外界 因素影响较

大
,

不稳定
,

在实验中表现为亮氨酸氨肤酶
、

苹果酸脱氢酶
、

谷氨酸脱氢酶等
。

因此
,

在进

行多位点酶电泳分析时
,

每种酶最好重复 一 次或更多
,

尽量避免人为误差
,

样品制备应

统一
,

排除影响酶活的各种可能因素
,

达到最佳效果
。

实验中所选用未知根瘤菌的寄主锦鸡儿
、

花棒
、

甘草
、

苦豆子等均为旱生植物
,

它们在沙

漠旱区的防风 固沙
、

土壤改 良中起着重要作用
。

通过实验再一次证明
,

不论是首楷根瘤菌
,

还是锦鸡儿根瘤菌
,

虽然寄主不同
,

由于受干旱缺水的生境影响与 自然选择
,

促使它们逐渐

适应了较恶劣的生态环境
,

旱区的根瘤菌在代谢过程中有共同之处
。

对于 良好的旱生资源
,

如能进一步改造它们
,

提高其共生固氮能力
,

将对人类改造沙漠有益
。

经多位点酶电泳分析表 明
,

沙坡头地区根瘤菌与已知菌群有明显不同
,

其代谢可能体

现了旱生菌群的特点
,

关于其分类地位尚需通过
一

杂交及 序列分析

等实验确定
,

但此分析与数值分类结果基本吻合
,

说明它们有可能成为新的菌群
,

应继续

增加菌株进行深入研究
。
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