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摘　要: 氮是限制农业生产的最重要因素之一。随着人工固氮技术的发展, 氮肥的施用在提高作物产量、解决人类

温饱问题的同时, 导致了土壤板结、酸化、氮素流失及温室气体排放 (N2O) 等环境问题。与人工合成氨相比, 生物

固氮是一种绿色经济的固氮方式, 其包括共生固氮和非共生 (自生固氮及联合固氮) 固氮, 且每年固定的氮可占总固

定量的 50% 以上。与共生固氮相比, 非共生固氮存在范围广, 如甘蔗、水稻、玉米和小麦等禾本科作物均能进行非

共生固氮 (联合固氮)。本文主要从禾本科植物的联合固氮菌种类及其作用机理、固氮活性及调控方式以及联合固

氮菌的资源及应用 3 个方面进行综述, 发现相比较共生固氮而言, 联合固氮菌易受到土著微生物、氮素水平等环境

因素影响, 其研究难度更大, 需要筛选纯化更多的联合固氮菌, 为其固氮机制研究提供良好材料; 氮、磷、钼、铁等

肥料的适量添加可有效促进固氮菌的固氮效率; 固氮菌不仅可以提高土壤固氮量, 而且有利于植物根系激素调节,

从而增加植物抗病抗逆能力, 促进植物更健康的生长。本文最后对禾本科植物联合固氮的农艺管理措施及固氮菌

剂的实际应用方面做了展望, 以期为提高禾本科植物联合固氮效率及推动生物固氮菌在农业生产中的应用提供理

论依据。
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Research status and application prospects of combined nitrogen fixation in
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Abstract:  Nitrogen is one of the most important factors restricting agricultural production. With the development of artificial nitro-
gen fixation technology, the application of nitrogen fertilizers can increase crop yields and solve problems related to the fulfilment of
the basic human needs of food and clothing. However, it has also caused environmental problems, such as soil compaction, acidifica-
tion, nitrogen loss, and greenhouse gas emissions (e.g., nitrous oxide, N2O). Compared with synthetic ammonia, biological nitrogen
fixation is  a  green and economical  nitrogen fixation method,  which entails  symbiotic  nitrogen fixation and non-symbiotic  nitrogen
fixation (autogenous  nitrogen  fixation  and  combined  nitrogen  fixation,  respectively).  Annually,  biologically  fixed  nitrogen  can  ac-
count  for  more  than  50%  of  the  total  fixed  amount.  Compared  with  symbiotic  nitrogen  fixation,  non-symbiotic  nitrogen  fixation
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exists in many plants, for example, sugarcane, rice, maize, wheat, and other gramineous crops that carry out non-symbiotic nitrogen
fixation (combined nitrogen fixation). This article reviewed the species of combined nitrogen-fixing bacteria in gramineous plants and
their mechanism of action and nitrogen-fixing activity and regulation methods, as well as the resources and applications of these com-
bined nitrogen-fixing bacteria. Compared with symbiotic nitrogen fixation, combined nitrogen-fixing bacteria are more vulnerable to
indigenous microorganisms. Research on combined nitrogen-fixing bacteria is more difficult owing to the influence of environmental
factors, such as nitrogen levels. It is necessary to screen and purify more combined nitrogen-fixing bacteria to provide optimum ma-
terials  for  research into the nitrogen fixation mechanism. Appropriate  levels  of  nitrogen,  phosphorus,  molybdenum, iron,  and other
fertilizers can promote the nitrogen fixation efficiency of bacteria. Nitrogen-fixing bacteria not only increase the extent of soil nitro-
gen fixation but also facilitate the regulation of plant root hormones, thereby increasing plant disease resistance and stress resistance,
promoting  healthier  plant  growth.  Finally,  agronomic  management  measures  for  combined  nitrogen  fixation  through  gramineous
plants and the practical application of the nitrogen-fixing bacteria are proposed to provide a theoretical basis for improving the effi-
ciency of combined nitrogen fixation through gramineous plants and to promote the application of the nitrogen-fixing bacteria in agri-
cultural production.

Keywords: Gramineae;  Combined  nitrogen  fixation;  Species  of  nitrogen-fixing  bacteria;  Nitrogen  fixation  activity;  Application  of

nitrogen-fixing bacteria

  

氮素对于植物生长至关重要, 据估计, 全球植物

每年需要大约 1.5 亿至 2 亿 t 矿物氮, 其中大约 1 亿 t
氮是通过 Haber-Bosch 工艺生产的。每生产 1 kg 氮

肥会产生 3.6 kg CO2。除此之外, 化肥过量施用导致

土壤板结、土壤酸化并增加土壤氮素流失等诸多环

境问题。生物固氮则能有效地避免这些问题, 固氮

菌可以将大气氮转化为植物可利用氮, 且不会造成

环境污染及氮素流失等问题 [1]。据估计全球每年固

定的活性氮量为 (2.03±0.5) 亿 t, 其中约 1/3 来自陆地

生态系统, 2/3 来自海洋生态系统[2]。因此, 生物固氮

是生物圈总氮量的主要贡献者之一。Herridge 等 [3]

关于不同生态系统生物固氮研究表明, 目前全球农

作 物 、 草 地 、 森 林 系 统 的 生 物 固 氮 量 每 年 为

0.5 亿~0.7 亿 t, 且农业的生物固氮量接近工业化前的

生物固氮量。虽然共生固氮单位固氮量高 [150~300
kg(N)∙hm−2], 但 其 只 存 在 于 豆 科 (Leguminosae) 植

物中 [4], 而禾本科 (Poaceae) 植物的固氮作用往往依

赖 于 非 共 生 固 氮 , 虽 然 其 单 位 固 氮 量 低 [63~69
kg(N)∙hm−2][5], 但分布广泛, 在大多数粮食作物 [ 如水

稻 (Oryza  sativa)、 玉 米 (Zea mays) 和 小 麦 (Tritieum
aestivum) 等 ] 中均发现非共生固氮菌株。所以非共

生固氮对总固氮量的贡献 (尤其是农业生态系统中)
也不容忽视, 且其在减缓全球温室气体排放及农业

可持续生产方面有重大潜力。

非共生固氮包括自生固氮和联合固氮。自生固

氮菌是指能在土壤中独立进行固氮的细菌, 其分布

广、种类多, 虽然单位固氮量低, 但总固氮量高, 蓝藻

(Cyanobacteria)、 圆 褐 固 氮 菌 (Azotobacter chroococ-
cum)、棕色固氮菌 (Azotobacter vinelandii) 等是土壤

主要的自生固氮菌。联合固氮主要存在于禾本科植

物根际, 与植物互惠互利, 但其不与植物宿主形成特

异分化组织 [6]。它们主要依赖植物表面分泌物或定

殖于植物体内获得能源, 在氧浓度合适的微环境中

固氮, 并为植物提供氮素营养。

2050 年, 预计全球人口达 100 亿, 而农业产量需

提高 56% 才能满足人口对粮食的需求 [7]。为避免大

量施用化肥造成的环境问题, 实现生态环境可持续

发展, 研究禾本科植物中联合固氮菌的作用机理及

其调控机制对提高氮素固定量, 减少肥料施用具有

重要意义。本综述主要以禾本科植物, 如甘蔗 (Sac-
charum officinarum)、水稻、玉米和小麦体系为例 ,
在联合固氮菌的种类及机理、固氮酶的活性与调控

及固氮菌的资源与应用方面进行综述, 旨在为农业

氮管理提供指导意见, 并且评估固氮菌在农业生态

系统中的应用潜力。 

1    联合固氮菌的种类及固氮机理
 

1.1    联合固氮菌的发现

1958 年 , Döbereiner 和 Ruschel 从甘蔗根中分离

出固氮菌拜叶林克氏菌属 (Beijerinckia fluminensis),
该研究证明禾本科植物中固氮菌的存在 [8]。随后研

究者发现蓝藻也具有固氮的能力[9]。1975 年 Döbereiner
等 [10]在牧草及谷物的根系发现了固氮螺菌属菌株

(Azospirillum sp.), 该菌株为兼性内生菌, 可在植物根

际或根内部定居。然而, 在某些植物组织中也存在

一些专性内生菌。根据禾本科植物联合固氮细菌的

生理生态特征可将其大致分为: 根际固氮菌和内生

固氮菌。根际固氮菌主要通过产生对宿主植物有益

的植物激素等促生长因子而改变根系形态而促进植

物生长 , 主要包括雀稗固氮菌 (Azotobacter paspali)、
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拜叶林克氏菌 (Beijerinckia spp.) 等。内生固氮菌又

分为两种: 兼性内生固氮菌和专性内生固氮菌, 兼性

内生固氮菌既能在根内生长也可以定殖在根系表面

和土壤中, 主要的兼性内生固氮菌为固氮螺菌属的

细菌, 如产脂固氮螺菌 (Azospirillum lipoferum)、巴西

固氮螺菌 (Azospirillum brasilense)、亚马逊固氮螺菌

(Azospirillum amazomense) 等。而专性内生固氮菌在土

壤中生存能力弱, 甚至不能生存, 它们主要存在于植物

组织内。这类细菌包括 α-变形杆菌醋酸固氮菌 (Aceto-
bacter diazotrophicus)、β-变形杆菌固氮弧菌 (Azoarus
spp.)、织片草螺菌 (Herbaspirillum seropedicae)、红苍

白草螺菌 (Herbaspirillum rubrisubalbicans)和伯克霍

尔德菌 (Burkholderia spp.) 等。这些细菌通过植物根

表皮细胞或次生根形成处的细胞间隙感染植物 , 然
后通过蒸腾作用经木质部扩散到植物地上部分 [11]。

联合固氮菌可以产生植物激素包括生长素 (IAA)、
类细胞分裂素 (CTK) 及类赤霉素 (GA), 从而影响植

物根的呼吸速率和代谢, 也能刺激根毛和次生根的

形成, 增加根毛和次生根数量。另外联合固氮菌还

可以增加宿主根的质子流, 从而刺激宿主植物对矿

物质的吸收, 并提高三羧酸循环和糖酵解途径中的

有关酶的活性, 从而增强植物根的抗病菌能力[12]。 

1.2    联合固氮菌在禾本科植物中的主要类群

甘蔗是一种多用途作物 , 主要用于生产糖、能

源和生物乙醇。它的生长需要大量氮素, 研究发现,
甘蔗中的固氮菌主要分布在甘蔗根部及根际, 地上

部分固氮菌分布较少。Lima 等[13] 和 Kruasuwan 等[14]

发现, 甘蔗中的联合固氮菌主要为变形菌门 (Proteo-
bacteria,  97.23%) 和 厚 壁 菌 门 (Firmicutes,  2.78%)。
1988 年研究人员在甘蔗根部发现了内生固氮菌醋酸

杆菌 (Acetobacter diazotrophicus), 它们寄生在植物组

织内部, 不会引起任何疾病症状。但这种细菌不能

在土壤中自由生活, 必须依赖植物提供的营养物质

生长繁殖[15]。

水稻是全球半数人口的主要粮食来源 , 其生产

受氮肥限制, 在生长季时, 水稻对施入氮的吸收率不

足 50%, 大部分则以淋溶或气体形式损失, 不仅带来

严重的环境问题, 也造成经济损失。关于水稻中固

氮的研究较多为变形菌门、蓝藻。其中 α-变形菌门

中的慢生根瘤菌属 (Bradyrhizobium) 是优势属, 厚壁

菌 门 和 放 线 菌 门 (Actinomycetes) 的 含 量 相 对 较

少[16-18]。固氮菌主要在水稻根部固氮, 在地上植物部

分和叶子部分, 固氮菌的固氮量较少 [19]。除此之外,
研究发现小麦根际固氮菌主要由变形菌门、疣粒菌

门 (Verrucomicrobia) 和 蓝 藻 组 成 , 在 分 蘖 期 , 镰 孢

菌 科 (Scytonemataceae) 和 红 环 菌 目 (Rhodocyclales)
相对丰度高, 扬花阶段, 伯克霍尔德氏菌属 (Burkhol-
deriales) 和慢生根瘤菌属相对丰度更高。小麦的优势

菌属同样为隶属于 α-变形菌门的慢生根瘤菌属[20-21]。

玉米中的固氮菌不仅仅存在于玉米根际 , 还存

在于气生根粘液处[22]。Abadi 等[23] 发现, 玉米叶圈也

可 以 固 氮 , 从 玉 米 叶 圈 分 离 的 242 株 菌 株 中 有

31.82% 菌株为固氮菌。这些固氮菌隶属于厚壁菌门、

变形菌门、放线菌门和拟杆菌门 (Bacteroidetes) 4 个

细菌门, 其中短小芽孢杆菌 (Bacillus pumilus) 和枯草

芽孢杆菌 (B. subtilis) 为优势种。泛菌属 (Pantoea)、
微 杆 菌 属 (Microbacterium) 和 不 动 杆 菌 属 (Acineto-
bacter) 次之。其他的被鉴定出来的还有红球菌属

(Rhodococcus)、 微 球 菌 属 (Micrococcus)、 杆 菌 属

(Brachybacterium)、棒形杆菌属 (Clavibacter)、短小杆

菌属 (Curtobacterium)、肠杆菌属 (Enterobacter) 和金

黄杆菌属 (Chryseobacterium) 等。玉米叶圈内存在大

量不同种类的固氮细菌, 可以为植物提供氮素营养。

目前对于禾本科作物中联合固氮菌的研究还在

进一步探索, 其在植物体内的分布及群落组成不仅

与农作物种类有关, 作物不同生长期也会影响固氮

菌的类型 (表 1)。固氮菌主要分布在植物根际、植

物组织的表面或内部等不同部位中, 在根际和根的

表面, 固氮菌分布密度最大。当它们定植于内生组

织时, 它们在根内的比例会更高[24]。另一方面, 高通

量测序表明许多 nifH 基因序列不属于已分离得到的

菌种, 说明目前对土壤中固氮菌的研究尚不深入, 还
需要更多地筛选土壤中固氮菌或者进行宏基因组测

序[25]。另外, 在水稻和小麦等禾本科植物中均检测到慢

生根瘤菌, 该菌株的联合固氮作用会在下文详细介绍。 

1.3    联合固氮菌的固氮机理

固氮基因簇的大小约为 11~64 kb, 包含合成固氮

酶基因、电子传递链和氧保护机制等。迄今为止 ,
已鉴定出 4 种固氮酶, 根据金属离子的不同, 分为铁

钼固氮酶、钒铁固氮酶、铁铁固氮酶以及新型固氮

酶 [30]。前 3 种固氮酶的结构蛋白和辅因子生物合成

序列高度保守 , 但对氧极不稳定 [31]。其中 nifH 基因

由于高保守型, 通常用于鉴定固氮菌。钒铁固氮酶

和铁铁固氮酶是选择性固氮酶, 仅存在于少数的固

氮菌中, 选择性固氮酶往往与钼铁固氮酶共存。3 种

固氮酶中固氮效率最高的是钼铁固氮酶, 其次是钒

铁固氮酶和铁铁固氮酶[32]。

钼铁固氮酶结构蛋白由钼铁蛋白 (固氮酶) 和铁
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蛋白 (固氮酶还原酶) 组成。铁蛋白是由 nifH 基因编

码的 γ2 型同源二聚体。每个亚基之间有 1 个单一的

[Fe4-S4] 簇连接。钼铁蛋白由 1 个 α2β2 型的四聚体组

成, 由 nifDK 基因编码。每个 αβ 二聚体中包含两个

独特的金属簇: P 簇和 M 簇。α- 和 β- 亚基位于 P 簇

[Fe8S7] 的界面上 , 底物在 M 簇 [MoFe7S9C-R-高柠檬

酸 ]  (FeMo-co) 处被还原。其中 nifK 基因编码 α 亚

基, nifD 基因编码 β 亚基。NifENXBQV 参与 FeMo-co
的合成以及嵌入 ; NifMWZ 参与铁蛋白、钼铁蛋白

的成熟; NifUS 参与 Fe-S 簇的形成; nifJF 基因编码电

子传递蛋白 , nifJ 基因编码铁氧还蛋白 , nifF 基因编

码黄氧还蛋白将电子传递给钼铁蛋白固氮酶进行固

氮反应。在每个缔合/解离步骤中, 每个转移的电子

会水解两个 MgATP 分子 [33-35]。具体构造如图 1A。

固氮过程为铁蛋白与 Mg-ATP 结合后 , 被黄素氧还

蛋白或铁氧还蛋白还原, 并与钼铁蛋白暂时结合以

传递电子。铁蛋白每传递一个电子 , 同时伴随两个

Mg-ATP 的水解。在这一催化反应中, 铁蛋白反复氧

化和还原, 电子和质子依次通过铁蛋白和钼铁蛋白,
最终传递给 N2, 使它们还原成 NH3。

Thaweenut 等[36] 通过15N2 稀释法测定甘蔗植株中

联合固氮菌的固氮作用, 他们在甘蔗茎组织中检测

到 nifH-mRNA, 鉴定后发现, 表达该基因的主要联合

固氮菌的序列与慢生根瘤菌 (Bradyrhizobium sp.) 和

固氮根瘤菌 (Azorhizobium caulinodans) 相似, 这表明

慢生根瘤菌属可能是甘蔗中固氮的主要内生固氮菌,
该菌株主要在甘蔗茎组织细胞间质外体定殖, 可以

通过同化甘蔗分泌的糖、有机酸和氨基酸等物质来

生长繁殖, 并进行氮的固定。

研究发现在水稻、小麦等作物中均存在较多的

慢生根瘤菌。其在自由状态下, 可在富含碳源和能

量源的质外体的微氧环境下固定 N2, 形成类似于豆

科植物根瘤共生体系统 [37]。具体固氮方式见图 1B。

1975 年 Pagan 等 [38] 和 Kurz 等 [39] 均发现某些根瘤菌,
如慢生根瘤菌可以在自由生存状态下表达固氮酶

活性。自由固氮微生物 , 如克雷伯氏菌 (Klebsiella),
在贫瘠的环境中微量地固定 N 为 NH4

+。而根瘤菌则

相反, 其必须在有特定的糖、有机酸和氮源 (谷氨酰

胺或氨或硝酸盐) 的存在下, 才能将 N2 固定为 NH4
+,

并输出体外。根瘤菌在微氧的条件下, N2 的固定非

常活跃, 且不受高浓度 NH4
+的抑制。但是会受到谷

氨酰胺合成酶将固定的 N (NH4
+) 同化为谷氨酰胺的

作用的抑制, 因为谷氨酰胺合成酶腺苷酰化, 并在低

pH (5.3~5.6) 条件下排泄到质外体中, 质外体中的氨

可能被植物细胞吸收同化[40]。

Greetatorn 等[41] 最近研究了慢生根瘤菌 SUTN9-2
(Bradyrhizobium sp. SUTN9-2) 菌株在水稻中形成内

生组织的固氮机理。研究发现, 加入水稻提取物后,
慢生根瘤菌 SUTN9-2 的细胞增大 , DNA 含量增加 ,
从而增加了该固氮菌的固氮量。可能的原因是水稻

提取物中的某些因素诱导了细胞增大和固氮基因的

表 达 。 从 转 录 组 分 析 差 异 表 达 基 因 (DEGs) 可 知 ,
SUTN9-2 受水稻提取物和 bclA 基因缺失的影响。上

调的 DEGs 编码一类氧化还原酶 , 它们与氧原子作

表 1    禾本科植物中联合固氮菌种类
Table 1    Species of associated nitrogen-fixing bacteria in grasses

宿主
Parasitifer

联合固氮菌种类
Combined nitrogen-fixing bacteria species

参考文献
Reference

甘蔗
Sugarcane

伯克霍尔德氏菌属、肠杆菌属、假单胞菌属、泛菌属、寡养单胞菌、芽孢杆菌属
Burkholderia sp., Enterobacter sp., Pseudomonas sp., Pantoea sp., Stenotrophomonas sp., Bacillus sp.

[13]

克雷伯氏菌属、柠檬酸杆菌属
Klebisiella sp., Citrobacter sp.

[26]

草螺菌属、固氮螺菌属、葡糖醋杆菌
Herbaspirillum sp., Azospirillum sp., Gluconacetobacter sp.

[27]

链霉菌属、小双孢菌属、马杜拉放线菌属、不动杆菌属、小单胞菌属、类芽孢杆菌、葡萄球菌、赖氨酸芽孢杆菌属、微球菌
Streptomyces, Microbispora, Actinomadura, Acinetobacter, Micromonospora, Paenibacillus, Staphylococcus,

Lysinibacillus, Micrococcus

[14]

水稻
Rice

鞘丝藻属、念珠藻属、蓝丝菌属、固氮螺菌属、慢生根瘤菌属、甲基孢囊菌属、地杆菌属、脱硫叶菌属、脱硫弧菌属
Leptolyngbya, Nostoc, Cyanothece, Azospirillum, Bradyrhizobium sp., Methylocystis, Geobacter, Desulfobulbus, Desulfovibrio

[28]

甲基弯曲菌、根瘤菌属
Methylosinus trichosporium, Rhizobium sp.

[29]

玉米
Maize

短小芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、泛菌属、微杆菌属、不动杆菌属、红球菌属、微球菌属、杆菌属、棒形杆菌属、
短小杆菌属、肠杆菌属、金黄杆菌属

Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Pantoea, Microbacterium, Acinetobacter, Rhodococcus, Micrococcus, Brachybacterium,
Clavibacter, Curtobacterium, Enterobacter, Chryseobacterium

[23]

小麦
Wheat

慢生根瘤菌属、伯克霍尔德氏菌属、地杆菌属、脱硫杆菌属、太阳杆菌属、磁螺菌属、甲基球菌属、
固氮弧菌属、解纤维素菌属

Bradyrhizobium, Burkholderia, Geobacter, Desulfobacter, Heliobacterium, Magnetospirillum, Methylococcus,
Azoarcus, Cellulosilyticum

[21]
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用, 猜测该基因可以调控固氮酶固氮时的氧含量, 之
后是固氮酶功能所需的 GroESL 伴侣蛋白。这些结

果表明 ,  SUTN9-2 在水稻提取物中 , 固氮作用是由

GroESL 伴侣蛋白和氧化还原酶的集体效应引起的。

即使 bclA 发生突变 , 抗微生物肽转运体 (antimicro-
bial peptide transporter, sapDF) 的敏感性表达也会被

上调, 导致细胞分化。这一结果表明, 水稻产生的防

御素类抗菌肽 (DEFs) 与豆科植物产生的根瘤特异性

富半胱氨酸 (NCR) 肽相似, 这影响了细菌细胞的分化。 

2    联合固氮菌的活性和调控

提高联合固氮菌在禾本科植物中的固氮率 , 不
仅能改善土壤因大量施入化肥造成的环境问题 , 还
对提高土壤抗病菌能力、土壤肥力具有重要意义。

因此, 了解影响联合固氮菌的环境因素, 通过改善农

艺管理措施来提高联合固氮菌固氮活性, 可为植物

提供更多的氮素营养。固氮是一个极度耗能的过程,
需要消耗大量的碳源、氮源, 因此环境中营养元素

的含量对于联合固氮菌固氮具有重要作用。 

2.1    施加碳源

由于大量化肥施用造成了土壤板结、酸化、生

物多样性降低等问题, 因此, 为缓解因为化肥施加过

量造成的环境问题, 有机物添加是改善土壤环境的

有效选择。施加秸秆、生物炭、根系分泌物以及粪

肥等可以提升土壤养分, 为土壤中微生物提供碳源,

从而改善土壤环境, 提高土壤综合能力, 是增加土壤

碳源的重要方式, 而添加有机碳也可以为固氮菌提

供能量。

Liu 等 [42] 发现 nifH 基因丰度与土壤有机碳呈正

相关, 他们将生物炭和小麦秸秆施加至碱性土壤中,
发现生物炭的添加增加了土壤中联合固氮菌的 nifH
基因丰度, 添加秸秆和生物炭均增加了土壤固氮速

率, 但相比较而言, 施加生物炭处理组的固氮速率更

高 , 最高可升高 52.73% 左右; 施加秸秆固氮速率仅

增加 8.5% 左右; 进一步探究发现施加生物炭不仅增

加了土壤中有机碳含量, 还增加了土壤中有效磷的

含量。Hu 等 [43] 在中性黑土中施用 35 年肥料 , 发现

仅施加粪肥显著增加了 nifH 基因丰度, 而全部施加

化肥和施加部分粪肥的土壤中 , nifH 基因丰度比对

照土壤显著降低, 且土壤中主要的联合固氮菌为 α-
变形菌。 

2.2    施加氮素营养

大量研究认为 , 过度施用无机氮肥会降低土壤

微生物的固氮活性, 长期氮肥施用会改变土壤固氮

菌群落结构, 导致联合固氮菌多样性降低[44-46]。其主

要原因是当环境中存在可利用氮时, 固氮菌的固氮

作用被抑制 , 且不需要自身固氮来维持所需氮源。

Wang 等[47] 在酸性玉米农田土壤中施无机肥 25 年后,
发现施氮和施氮磷钾处理的土壤中 nifH 基因拷贝数

均显著降低 , 而施加磷钾处理的玉米生物量和 nifH

 
A

ATP
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nifK 编码
nifK encode
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Soil organic matter

 

图 1    根瘤菌固氮系统

Fig. 1    Nitrogen fixation system of rhizobia
A 为固氮酶结构图; B 为慢生根瘤菌属在非豆科植物根际固氮方式。Figure A shows the structure of nitrogenase; and Figure B shows the nitrogen

fixation mode of Bradyrhizobium spp. in the rhizosphere of non-leguminous plants.
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拷贝数显著增加; 但施加生石灰可以有效缓解氮肥

的抑制作用。说明施加氮肥会导致土壤 pH 降低, 土
壤酸化对联合固氮菌的影响较大。但也有试验表明,
添加少量化肥或化肥与有机肥配合施用, 可提高土

壤中 nifH 基因丰度, 并增加氮素利用率, 减少氮素流

失[45-46]。当环境中施用少量氮肥时, 氮素可以促进固

氮菌生长, 从而增加固氮菌含量及多样性并增加固

氮活性。Wang 等 [48] 通过研究施肥量对长期稻田土

壤固氮微生物的影响表明, 固氮菌多样性随着长期

施肥而增加, 但随着施肥量的增加而逐渐减少, 氮磷

钾肥 (NPK) 处理的固氮菌多样性最高 , 3 倍 NPK 处

理的土壤中固氮菌多样性与对照无显著差异。Pereira 等[49]

研究氮肥和联合固氮菌的施加对甘蔗茎、糖产量和

经济指标的影响, 发现施加低剂量 (50 kg∙hm−2) 氮肥

和联合固氮菌的甘蔗产量和经济效益最高。Zhou 等[50]

研究长期施肥对小麦联合固氮菌群的影响, 发现加

入低剂量氮肥没有降低小麦联合固氮菌的多样性 ,
但高剂量氮肥输入导致联合固氮菌的多样性降低。

因此氮肥的添加并不完全抑制固氮菌固氮作用。但

毫无疑问, 过量氮肥的施入一定会造成大量氮损失,
并且减少固氮菌多样性, 因此考虑适量氮肥与生物

肥的配施, 或许能更好地提高固氮效果。 

2.3    施加其他矿物元素

钼是固氮酶中心元素 , 在土壤中适当添加钼可

有效增加联合固氮菌固氮量。2008 年 Barron 等 [51]

发现微量元素钼限制了巴拿马低地森林土壤中固氮

菌的固氮作用, 他们发现在施用了含有钼的磷肥后,
该森林土壤的固氮作用急剧增加, 而施加没有钼的

磷肥 , 土壤中固氮作用增加较少。Ma 等 [18] 也发现 ,
在不施氮的条件下, 施用钼显著提高了水稻土的固

氮量, 增加了 nifH 基因拷贝数和蓝藻相对丰度。

磷的有效性经常限制固氮菌的固氮作用 , 磷输

入可以满足三磷酸腺苷合成和固氮酶蛋白的磷需求,
从而改善固氮菌群 [52-53]。在土壤中 , 只有 0.1% 的总

磷供植物吸收。因此有效磷的添加对联合固氮菌固

氮有重要意义。Xiao 等[54] 在喀斯特草地进行了养分

添加试验, 即氮、磷和氮磷共添加, 发现联合固氮菌

多样性和群落组成对磷的添加比对氮的添加更敏感,
磷的加入显著增加了固氮菌的丰富度、多样性和群

落组成, 但固氮速率没有明显增加, 磷可能具有唤醒

休眠中某些联合固氮菌的作用。Stanton 等 [55] 发现 ,
磷在抑制植物冠层中存在的蓝藻总氮固定中起主要

作用, 而钼在决定单个细胞的固定率方面发挥了次

要作用。Li 等 [56] 将固氮菌和解磷菌共接种发现, 共

接种显著提高了植物生物量 (长度、鲜重和干重)、
含氮量和含磷量; 与单独接种固氮菌相比, 共接种还

显著提高了土壤全氮、速效磷和固氮酶活性, 共接

种使 nifH 基因在芽和根中的表达加倍。有效磷的添

加对固氮菌丰度、多样性及固氮量的增加均有效。

除了钼和磷外, 有效铁和钾的应用也至关重要。

Thompson[57] 研究发现固定氮的 Fe-N2 催化剂可以质

子化形成中性的 Fe(NNH2) 中间体, 在进一步质子化

后, 该中间体杂化分裂 N-N 键, 释放 [FeIV≡N]+和 NH3,
该试验证明铁对生物固氮的重要意义。Trovero 等[58]

发现在缺铁时, 固氮菌 Herbaspirillum seropedicae Z67
失去了固氮能力。Ma 等[19] 通过15N2 标记的方法发现,
在土壤中种植水稻会增加固氮量, 可能是由于水稻

种植吸收了土壤中的氨态氮, 降低了土壤氮含量, 且
水稻种植的土壤中有效铁 (Fe2+) 含量高于休耕土壤,
这些变化有利于生物固氮; 此外, 还发现根部的固氮

量高于地上部植物部分和叶子部分。Alahari 等[59] 发

现钾缺乏可导致多种代谢损伤, 并导致丝状、异囊

性、固氮蓝藻的停止生长。因此适当添加铁和钾元

素对固氮菌生长及固氮有重要作用。 

3    联合固氮菌的资源与应用

为寻找可替代氮肥的生物肥料 , 研究者们将目

光投至菌剂研发中, 力求通过分离筛选高效固氮菌,
大规模培养投入农业中, 以解决大量工业氮肥施加

所造成的环境影响。然而, 目前固氮菌的施加有很

多未解决的问题 , 例如 , 固氮量不稳定、成本高 , 与
土著微生物间存在竞争[6]; 或者筛选的固氮菌可能是

潜在致病菌等。目前这些问题还没有很好的解决方

法, 但研究者们仍在不断努力筛选高效固氮菌, 研究

基因改造以及了解菌群协作方式等, 以期望通过这

些方式提高固氮菌在田间的固氮效率。 

3.1    施加固氮菌增加固氮量

随着生物固氮研究的深入 , 研究者筛选出的高

效固氮菌种类繁多, 并将其应用于土壤及植物组织

中进行固氮的研究。Singh 等 [60] 从甘蔗根际分离出

22 种生物防治能力及固氮能力强的固氮芽孢杆菌

(Bacillus megaterium 和 Bacillus mycoides), 并 将 它 们

接种至甘蔗中, 发现这些菌种成功在甘蔗根际定殖,
大部分位于根和叶中, 且接种后甘蔗的固氮能力增

加, 还提高了甘蔗对病原体的耐受性, 增强了甘蔗的

生物防治。这些菌株在保护甘蔗、适应环境压力和

提供养分方面发挥了重要作用, 且该菌具有较厚细

胞壁, 对外界环境耐受能力较强, 更能适应不同环境。
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狄义宁等[61] 将分离出的内生菌接种至不同基因型的

甘蔗中, 发现甘蔗的农艺性状及生理指标均优于未

接种甘蔗。Song 等 [62] 研究发现, 在水稻田中接种固

氮蓝藻和施肥不仅增加氮肥利用效率, 降低总溶解

氮的淋失率, 而且接种蓝藻比单独使用尿素在水稻

种植后期有更大的氮素保持率, 因为固氮蓝藻具有

拦截、修复和延迟释放氮的特性。Banik 等 [63] 在水

稻种植中接入内生固氮菌 [Azotobacter sp. strain Avi2
(MCC 3432), AzA] 后 , 发现无论在盆栽和大田试验

中, AzA 替代一半化肥对水稻产量无显著影响, 说明

该菌株可显著减少氮肥用量。之前研究人员从小麦

中分离出类芽孢杆菌 Paenibacillus triticisoli, 命名为

BJ-18, 该菌具有较强的固氮能力, 可以固定氮素, 并
产生促生长激素、铁载体和吲哚乙酸促进植物生长, 目
前该菌株已被验证可以促进玉米和小麦的生长[40,64-65]。

除了单一菌株接种外, Li 等 [56] 发现同时接种溶

磷菌 (Paenibacillus sp. B1) 和内生固氮菌克雷伯氏杆

菌 (Klebsiella sp.)、假单胞菌 (Pseudomonas spp.) 等 ,
可显著增加小麦产量以及 nifH 基因表达量, 其联合

接种影响比单独接种更显著。试验人员在巴西接种

巴西固氮螺菌菌株 Ab-V5 和 Ab-V6 到玉米和小麦种

子中, 发现与未接种对照相比, Ab-V5 和 Ab-V6 使玉

米平均增产 27%, 小麦平均增产 31%; 进一步研究发

现 Ab-V5 和 Ab-V6 菌株提高生产力的主要原因是植

物激素的合成, 促进根系生长, 增加水分和养分吸收,
并提高了对非生物胁迫的耐受性[66]。Gómez-Godínez
等[67] 将分离到的具有固氮能力的几种固氮菌接种至

玉米植株中, 发现接种固氮菌的玉米产量增加, 固氮

量增加, 但加入混合固氮菌相比较加入单菌种固氮

菌可以为玉米提供更多的氮素, 说明接种的促植物

生长的菌株之间存在着相互作用, 猜测可能是其他

细菌促进固氮菌的固氮能力。Drogue 等[68] 发现当在

水稻中接种固氮螺菌 (Azospirillum spp.) 菌株后并不

表达 nifH 基因, 但当接入其他促生长菌后, 该菌种的

nifH 基因表达, 并提高固氮量。

除了接种分离到的野生菌与通过菌群协作提高

固氮量外, 还可以通过基因改造的方式, 解除固氮菌

氮抑制, 使菌剂中的固氮菌更容易在环境中存活, 并
提高固氮率。Bloch 等 [69] 通过识别和分离与关键作

物密切相关的联合固氮菌, 然后通过基因编辑中断

连接氮敏感、固定和同化的调控网络, 使该固氮菌

的固氮能力、铵耐受性以及铵排出能力增强。该重

组固氮菌与野生型固氮菌相比, 其能在外源氮充足

的环境中固氮, 从而解除了野生型菌株的氮抑制作

用。表 2 总结了接种固氮菌对固氮酶活性和产量提

高的作用效果。
  

表 2    施加固氮菌对禾本科植物固氮酶活性或产量的影响
Table 2    Effects of nitrogen-fixing bacteria on nitrogenase activity or yield of Poaceae plants

植株
Plant

施加菌株
Bacteria

固氮酶活性提高率
Increase rate of nitrogenase activity (%)

作物产量提高率
Increase rate of crop yield (%)

参考文献
Reference

甘蔗
Sugarcane

巨大芽孢杆菌、蕈状芽孢杆菌
Bacillus megaterium, Bacillus mycoides

21~35 − [60]

枯草芽孢杆菌B9
Bacillus subtilis B9

− 29.84~95.51 [61]

水稻
Rice

固氮鱼腥藻
Anabaena azotica (FACHB-119)

− 25 [62]

固氮菌
Azotobacter sp. strain Avi2 (MCC 3432)

− 6.3~10.7 [63]

玉米
Maize

多粘芽孢杆菌
Paenibacillus triticisoli BJ-18

12.9~36.4 − [65]

固氮螺菌属
Azospirillum brasilense Ab-V5和Ab-V6

− 27 [66]

多粘芽孢杆菌
Paenibacillus triticisoli BJ-18

− 16.9 [36]

小麦
Wheat

溶磷菌、内生固氮菌、假单胞菌
Paenibacillus sp. B1, Klebsiella, Pseudomonas

26~163 − [56]

巴西固氮螺菌Ab-V5和Ab-V6
Azospirillum brasilense Ab-V5 and Ab-V6

− 31 [66]

 
 

3.2    固氮菌对土传真菌病原体具有拮抗作用

研究人员发现当植物有病原菌入侵时 , 植物根

际会刻意招募某些特定的土壤微生物, 从而改变土

壤微生物群落, 抑制土传真菌病原体。类似的现象

出现在不同地理区域的不同土壤中, 表明疾病的抑

制是通过相似机制发生的。一些研究表明, 植物通

过产生化合物来吸引一套有益微生物来应对病原体

的 攻 击 [70-71]。 Yin 等 [72] 对 小 麦 接 种 水 稻 纹 枯 病 菌

(Rhizoctonia solani) AG8, 发现在种植周期内, 小麦根

际的细菌群落与未侵染根际形成的菌群明显不同 ;

第 11 期 胡梦媛等: 禾本科植物联合固氮的研究现状及应用前景 1821

http://www.ecoagri.ac.cn

http://www.ecoagri.ac.cn


连续栽培和施用 AG8 后, 某些联合固氮菌属, 包括固

氮 假 单 胞 菌 属 (Pseudomonas)、 根 瘤 菌 属 (Rhizobi-
um) 等的相对丰度显著增加。分离后发现, 这些菌属

均对该病原菌有拮抗作用。Zhou 等 [73] 筛选出几株

固氮蓝藻菌株, 发现其对水稻纹枯病控制效果显著,
最高可达 54.5%; 另外他们还发现固氮蓝藻的加入可

以有效地抑制番茄红素和己二酸二异辛酯的分泌 ,
还可以产生水杨酸、生长素和细胞因子等植物激素

促进植物生长, 诱导植物抗病, 并改善土壤养分含量

以支持植物生长。综上所述, 这些研究结果表明植

物中的微生物群落与病原菌侵染之间存在着密切的

联系, 植物通过招募特定微生物以应对病原菌侵染。

而联合固氮菌通常具有抗病抗逆能力, 在固氮的同

时能为植物提供更安全的生长环境。植物激素平衡

的调节是促进植物根系结构改变和吸收更多营养的

最重要的机制[56-57], 固氮菌的加入有利于植物根系激

素调节, 从而促进植物更健康生长。

不同理化性质或不同地点的土壤中固氮菌种类

的不同或许和该土壤中不同菌群协作方式有关 , 今
后对于菌群分布的研究或许能更进一步为土壤改善

以及谷物增产提供指导性的建议。固氮菌的接种不

仅可以提高植物固氮量, 还可以提高产量, 可促进植

物生长提高植物抗逆性。其促进机制主要有: 1) 直

接促进。通过菌株的固氮、溶磷、解钾和铁螯合作

用, 提高土壤中植物可利用氮、磷、钾、铁元素; 还
可以分泌生长素 (IAA)、赤霉素 (GA) 和细胞分裂素

(CTK) 等植物激素促进植物生长。2) 间接促进。通

过改善植物光合作用, 调节植物体酶的活性, 与病原

菌竞争营养和空间来抑制病原菌, 从而提高植物抗

病能力。 

3.3    固氮菌可能是潜在的人类病原菌

目前 , 大多数固氮菌还处于未培养或未分离的

状态 , 分离出来的固氮菌中 , 大多数为促生长细菌 ,
但也有研究表明, 从谷物中分离的联合固氮菌中, 有
人类病原体或潜在的人类病原体[74], 如洋葱伯克霍尔

德 氏 菌 (Burkholderia  cepacia) 和 肺 炎 克 雷 伯 氏 菌

(Klebsiella variicola) 等[75-77]。洋葱伯克霍尔德菌复合

体包括 17 种, 其中一些可导致免疫受损或囊性纤维

化患者的致命肺部感染, 另一些是动植物感染的病

原体[77]。这种复合体通常定居于根际, 并具有促进植

物生长的特性 [78-80]。克雷伯氏菌是从几种不同的植

物中分离出来的。K. variicola 342 具有参与处理植

物源纤维素和芳香族化合物的基因, 可用于将效应

蛋白分泌到真核细胞的细胞质中, 促进真核细胞的

感染, 但没有编码效应蛋白的基因, 它对抗生素具有

抗药性。然而在小鼠身上进行的致病性测试实验中,
肺炎克雷伯氏菌 342 与临床分离株 C3091 一样还会

引起尿路感染, 但肺部感染的水平比较低[81]。

另一方面 , 其他与植物相关的细菌 , 如固氮螺

菌、草本菌 (Herbaspirillum)、重氮葡萄糖乙酰杆菌

(Gluconacetobacter  diazotrophicus)、 固 氮 菌 (Azoar-
cus)、固氮蓝藻等被认为是安全的 [82-85], 它们被用作

农业中的接种剂, 且固氮蓝藻的施加不仅可以固氮,
还可以降低土壤中氮素流失率 [65,86]。大量研究人员

开展了固氮菌接种试验, 并发现固氮菌的接种成功

提高了植物的固氮作用, 并有效地提高植物的抗病

抗逆能力。因此, 筛选和应用合适而安全的固氮菌

对农业生产至关重要, 某些对植物有益的固氮菌或

许是潜在的人类致病菌, 菌种安全问题也需要进一

步探索。

距第一个固氮菌的分离已有一百多年历史了 ,
但到现在为止, 高效的促生长固氮菌的筛选仍然是

研究的热点, 筛选出可高效固氮、溶磷解钾的固氮

菌对农业生产仍有巨大的吸引力。目前为止, 可培

养的联合固氮菌还很少, 高效促生长固氮菌的分离

和筛选, 对农业生产及环境生态息息相关, 固氮菌的

应用对生态可持续发展有重要的意义。 

4    结论

本文从禾本科植物的联合固氮菌种类及其作用

机理、固氮活性及调控方式以及联合固氮菌的资源

及应用 3 个方面进行综述 , 通过介绍禾本科植物联

合固氮菌的种类及作用机理, 了解联合固氮菌的作

用方式, 发现对联合固氮菌的种类和作用机理研究

还在不断深入, 但因为联合固氮菌很容易受到环境

因素的影响, 如土著微生物竞争以及环境中营养元

素变化等问题, 因此相较共生固氮而言, 其研究难度

更大。另外目前还有很多未鉴别的联合固氮菌 , 尤
其水稻中的未分类固氮菌占比最大, 因此今后还需

要通过分离筛选和宏基因组测序等手段, 认识更多

联合固氮菌种类, 提供联合固氮菌的研究材料, 更好

地推动联合固氮菌的发展。在固氮活性及调控方式

方面, 本文综述了目前可用于农业生产生活中的调

控措施, 总的来说碳、氮、磷、钾、钼和铁等均对

固氮菌有较大的影响, 适量添加可有效促进固氮菌

的固氮效率, 但其具体施用量以及元素间精确配比

仍然不清楚, 今后需要加大对该方面的研究, 提出切

实有效的农艺改良措施。固氮菌不仅可以改变菌群,
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提高土壤中固氮量 , 还能增加植物抗病抗逆能力。

然而, 其提供的氮量相对于植物生长所需氮量仍然

不够, 且生物固氮受环境因素影响很大, 其固氮量不

稳定等问题还需要进一步研究解决。 

5    展望

1) 农艺管理与调控。目前关于营养元素对土壤

固氮菌的影响已经有很多的研究, 但不同研究中, 营
养元素的添加起到的效果不同 , 这与土壤性质、环

境因素等有关。因此, 今后还需要多开展大尺度试

验, 了解不同地区不同土壤性质对固氮菌的影响, 构
建拟合模型, 了解最关键影响因素, 为农业管理措施

提供更精准的指导意见。2) 菌剂应用。目前研究发

现, 与不添加固氮菌相比, 添加固氮菌仅能少量增加

土壤中固氮酶活性及作物产量。虽然在田间施加固

氮菌能有效增加土壤固氮率和氮素留存量, 但施加

固氮菌对作物的生长仍然没有直接施加尿素等化肥

的效果明显。因此, 筛选高效固氮菌, 探究固氮菌的

施用方式及其影响因素是目前亟待解决的问题。联

合固氮菌的菌群协作、基因改造以及肥料配施均能

有效增加植物氮素利用率, 在这一方面研究人员还

需进一步定量分析, 为农业生产提供指导意见; 另一

方面, 对于高效固氮菌的筛选还需要关注其安全性

问题, 要筛选出既能促进植物生长, 又对人类无害的

联合固氮菌。
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