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摘   要：生物固氮作用是生态系统中重要的氮素来源，参与固氮作用的微生物对植物的生长发

育至关重要。与共生固氮微生物相比，非共生固氮微生物地域分布更广泛、种类更多，对全球生

态系统中氮素循环有着重要意义。本文总结了非共生固氮菌的分类及系统发育，非共生固氮菌的

群落构建过程和机制；归纳了不同生态系统(如草原、森林、海洋、农田等)、植物不同部位(如林

冠、叶际、根际、根内、凋落物等)和土壤中非共生固氮菌的群落组成及固氮潜力的差异，以及影

响非共生固氮菌群落组成和固氮潜力的主要因素(如气候因素、土壤理化性质、人为措施等)；并

整理了常用的研究非共生固氮菌及其固氮潜力的检测方法。 
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Abstract: Biological nitrogen fixation is an important N source to ecosystems, and nitrogen-fixing 
microorganisms play important roles in plant growth and development. Compared with symbiotic 
nitrogen-fixing microorganisms, asymbiotic nitrogen-fixing microorganisms are more widely 
distributed and more diverse, and they are of significance to the nitrogen cycle in the global ecosystem. 
In this review, the classification, phylogeny and community assembly of asymbiotic nitrogen-fixing 
bacteria were summarized. We compared the differences of asymbiotic nitrogen-fixing bacterial 
compositions and their nitrogen-fixing potential in different ecosystems (such as grassland, forest, 
ocean, farmland, etc.) and different parts of plants (such as canopy, phyllosphere, rhizosphere, 
endosphere, litter, etc.). The main factors affecting the community structure and nitrogen-fixing 
potential of asymbiotic nitrogen-fixing bacteria include climatic factors, soil properties and artificial 
measures. The frequently-used methods for studying asymbiotic nitrogen-fixing bacteria and their 
nitrogen-fixing potential were also summarized.  

Keywords: asymbiotic nitrogen fixation; diazotrophs; community assembly; phylogeny; nitrogen-fixing 
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氮素在植物生长过程中起着重要的作用，

植物可以利用某些原核微生物来获取大气中的

分子氮。这些微生物通过固氮酶的作用，将大

气氮转化成植物可以直接利用的铵态氮。根据

固氮微生物的特点及其与植物的关系，通常把

固氮微生物分为共生固氮菌、自生固氮菌和联

合固氮菌，后两者统称为非共生固氮菌。虽然

在大多数生态系统中共生固氮菌的固氮量要大

于非共生固氮菌固氮量，但近年来的研究表明,
非共生固氮对自然界的氮素循环也发挥着很大

的作用，每年每公顷固氮量在 0.01–60.00 kg 范

围内，甚至在温带草地和热带常绿森林生态系

统中，非共生固氮的作用也占主导地位[1–2]。全

球陆地生态系统每年生物固氮量约 110 Tg，其

中非共生固氮量约占陆地生物固氮量的一半[3]。

非共生固氮微生物固氮速率虽然不高，但其分

布广泛，各生态系统中均存在种类众多的非共

生固氮菌群落[4]。随着测序技术的发展和检测

固氮酶活性方法的改进，非共生固氮的研究得

到广泛关注。 
非共生固氮在全球各生态系统氮素循环过

程中发挥着重要作用，影响非共生固氮作用的

因素众多，如气候因素、地理位置、土壤性质、

植物种类、植物不同部位、农业措施、养分添

加等[5–6]。在生态系统的不断演替中，驱动非共

生固氮菌群变化的关键因子具有不确定性，单

一因素对非共生固氮菌群的影响是暂时的，应

综合考虑气候因子和各种环境参数等对非共生



 

 

 

王加龙等 | 微生物学报, 2022, 62(8) 2863 

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

固氮作用的综合影响。 
对于非共生固氮微生物，不同文献有着不

同的定义。本文将非共生固氮微生物定义为：

除与豆科植物共生固氮的根瘤菌外，具有独立或

半独立固氮能力的微生物，包括土壤中自生或联

合固氮微生物、具有固氮能力的藻类生物[7]。本

文将总结非共生固氮微生物的分类、系统发育

及其群落构建机制，同时对不同生态系统、植

物不同部位和土壤中的非共生固氮微生物群落

的组成和固氮量进行比较，并归纳了影响非共

生固氮微生物群落组成和固氮潜势的影响因素，

列举了测定固氮菌和固氮潜势的常用分析方法，

最后对非共生固氮菌研究中存在的问题及发展

趋势进行展望，目的是对非共生固氮菌的研究现

状和发展有个比较全面系统的认识。 

1  非共生固氮菌的分类 
1.1  自生固氮 

自生固氮菌是指各种自由生活、能独立固

定大气氮的原核生物。自从微生物学家巴斯德

从土壤中分离出第一株自生固氮菌—巴斯德梭

菌属(Pasteurella)后，人们在土壤、植物根际、

叶际和根内等分离到多种非共生固氮菌属[5]。常

见的自生固氮菌有固氮菌属(Azotobacter)、梭菌

属(Clostridium)、拜叶林克氏菌属(Beijerinckia)、
具有异形胞的蓝藻门(Cyanobacteria)中的念珠

藻属(Nostoc)和颤藻属(Oscillaria)[8]等。按照代

谢类型可分为三类[9–12]： 
(1) 光能自养固氮菌：以二氧化碳为碳源进

行光合作用、以光合产物为能源进行固氮作用

的微生物。代表种类有念珠藻属、鱼腥藻属

(Anabaena)和绿硫菌属(Clathrochloris)等。 
(2) 化能自养固氮菌：有些化能自养微生

物，如氧化亚铁硫杆菌(Thiobacillus ferrooxidans)、
硫氧化细菌(Azospirillum thiophilum)和盐生硫

杆菌属(Halothiobacillus sp.)等，利用氧化还原

反应所提供的能量进行固氮作用。 
(3) 异养固氮菌：以适宜的有机碳化合物

为碳源和能源，满足自身生活和固氮需要。异

养固氮菌种类众多，如芽孢杆菌属(Bacillus)、
兼性厌氧性的克雷伯氏菌属(Klebsiella)和红螺

菌属(Rhodospirillum)、好氧性的固氮菌属、专性

厌氧性的巴氏梭菌(Clostridium pasteurianum)等。 

1.2  联合固氮 
联合固氮是指固氮微生物在植物根表或根

皮层处进行固氮，但不会像根瘤菌与豆科植物

形成共生结构的固氮方式。1976 年，Baldani
等通过比较禾本植物与豆科植物的固氮方式发

现，有一类固氮微生物大多生活在植物根表，

与植物关系密切，互相利用，但不与宿主植物

形成特异分化结构，因此提出“联合固氮”的概

念[13]。我们讨论的联合固氮菌包括定殖于植物

根表的附生固氮菌(Epiphytic diazotrophs)和植物

体内的内生固氮菌(Endophytic diazotrophs)。常见

的附生固氮菌有鱼腥藻属、类芽孢杆菌属

(Paenibacillus)、施氏假单胞菌 (Pseudomonas 
stutzeri)等，常见的内生固氮菌有草螺菌属

(Herbaspirillum)和雀稗属(Paspalum)等 [14–15]。

玉米的气生根中含有丰富的联合固氮菌，如伯

克 氏 菌 科 (Burkholderiaceae) 、 假 单 胞 菌 科

(Pseudomonadaceae)和固氮螺菌属(Azospirillum)
等。一种墨西哥品种玉米的生物固氮量大于植

物总吸收氮的 80%[16]，这主要由于玉米的气生

根在下雨后可分泌大量粘液，这些粘液富含多

糖(如木糖、半乳糖、阿拉伯糖和海藻糖等)，给

固氮菌提供了一个很好的富碳、低氧和低氮环

境来发挥固氮作用[17]。大多数联合固氮作用发

生在海洋、森林、农田和草原等生态系统中。 

1.3  系统发育 
固氮酶是生物固氮的催化剂，由固氮基因
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nif 所编码，是微生物固氮的遗传基础。2012 年

的一项研究通过对当时已有基因组测序的原核

微生物(共 1 002个，包括细菌和古菌)进行分析，

发现有大约 15%的种(共 149 个)有相对完整的

nif 基因簇[18]。与固氮酶有关的基因有：nifHDK、

nifS、nifU、nifB、nifE、nifN、nifV、nifZ、nifQ、

nifW 和 nifJ 等，6 个保守基因：nifH、nifD、

nifK、nifE、nifN 和 nifB 是固氮所必需的[19–20]。

nifH 是基因编码氮固定过程中的关键酶—二氮

酶还原酶，而且具有高度保守性、分布广泛等

特点，所以 nifH 基因可作为分子标记物检测

固氮微生物的多样性和系统发育 [21–22]。图 1
展示的系统发育树是由 NifH 和 NifD 蛋白及

其同源物序列构建而成，同时也支持替代固氮

酶 (钒固氮酶和铁固氮酶 )最早由钼固氮酶进

化而来 [2,23]。Ⅰ–Ⅲ组都是功能性固氮酶，其

中Ⅰ组为典型的 Mo-Fe 固氮酶，主要由变形

菌门(Proteobacteria)和蓝藻门组成，由于 Mo
酶能量利用率高，被认为是自然界中固氮效率

最高的同工酶；Ⅱ组为厌氧 Mo-Fe 固氮酶，

包括梭状芽孢杆菌属 (Clostridia)、醋酸菌属

(Acetobacter)和几种产甲烷菌(Methanogens)；
Ⅲ组为替代固氮酶(V-Fe 固氮酶、Fe-Fe 固氮

酶)，包括棕色固氮菌(Azotobacter vinelandii)、
产酸克雷伯氏杆菌(Klebsiella oxytoca)等。Mo
酶的含量在自然生态系统土壤中非常低，因此

替代固氮酶在生态系统中是同等重要的；Ⅳ组

由未被鉴定 nifH 和 nifD 基因编码的固氮酶同系

物组成；Ⅴ组由与光合色素生物合成有关酶的

亚基组成[6,24]。 

2  非共生固氮菌的群落构建 

在宏观生态学理论中，群落的构建机制是

生物多样性产生和维持的核心研究内容，研究

非共生固氮菌的群落构建对揭示非共生固氮作

用过程、固氮量的多少及动态变化是非常重要

的。常用生态位理论和中性理论来解释群落的

构建过程，生态位理论强调确定性过程(如环境

过滤、生物之间的捕食、竞争和共存等)在群落

构建过程中的作用，而中性理论主要强调随机

性过程(如扩散限制、迁入和迁出概率、生态漂

变等)的作用[25–26]。生态位和中性理论争论的核

心问题是生态位分化和随机作用在群落构建中

的相对贡献大小的问题[27]。研究表明，非共生

固氮微生物群落多样性在不同区域不同条件下

受随机性过程和确定性过程的影响不同 [28]。

Wang 等对青藏高原高寒草甸土壤非共生固氮

菌群落多样性和组成进行了研究，发现土壤 pH
是影响高寒草甸土壤非共生固氮菌群多样性的

主要因素，不同的固氮菌群对 pH 的响应模式是

不同的，其中由 pH 过滤的确定性过程在非共生

固氮菌的群落构建过程中发挥着主要作用[29]。

但对内蒙古草原土壤非共生固氮菌的研究发

现，扩散限制和异质性选择(变量选择)在非共

生固氮菌群落构建过程中起着主要作用 [30]。

Fan 等对华北平原小麦土壤中固氮菌群的研究

发现，在中性 pH (6.5–7.5)范围内，小麦根际土

的非共生固氮菌的群落构建由随机性过程占主

导，而在酸性 pH (4.5–6.5)或碱性 pH (7.5–8.5)
条件下，非共生固氮菌的群落构建由确定性过

程占主导[31]。Wang 等研究发现，我国草原土

壤中固氮微生物 β 多样性具有明显的空间分布

差异，其驱动因素为区域物种库和局域生态构

建过程。首先草原土壤固氮微生物的群落构建

受其区域物种库的限制，进一步经过环境异质

性选择和扩散限制等的筛选，形成当地特有的

微生物群落，最后物种间相互作用(如竞争等)
也调控着固氮微生物的群落构建过程[32]。在垂

直梯度带上，海拔对微生物群落构建过程也发

挥着重要作用，研究表明，随着贡嘎山海拔梯 
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图 1  利用 NifH 和 NifD 蛋白及其同系物构建的系统发育树[2] 
Figure 1  Phylogenetic tree constructed using NifH and NifD proteins and homologues[2]. Groups Ⅰ and 
Ⅱ: Mo-dependent nitrogenase; group Ⅲ: Mo-independent nitrogenase; group Ⅳ: uncharacterized; group V: 
pigment biosynthesis. 
 
度的变化，确定性和随机性过程对非共生固氮

菌群落构建的相对贡献也是变化的。其中，随

着海拔升高，确定性过程对非共生固氮菌群落

组成的作用是先降低后升高，随机性过程在中

海拔地区起主要作用[33]。研究生态位理论和中

性理论，有助于我们理解确定性过程和随机性

过程在非共生固氮菌的群落构建和维持生物多

样性中的重要作用。 
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3  不同生态系统非共生固氮菌及固氮

潜力 
气候、植被和土壤性质等的特异性导致不

同生态系统拥有其独特的固氮微生物群落。草

地类型决定着土壤固氮微生物群落组成，在中

国呼伦贝尔草地生态系统中，克氏针茅草地土

壤中非共生固氮菌群占优势，主要有红假单胞

菌属(Rhodopseudomonas)、固氮螺菌属和伪枝

藻菌属(Scytonema)等，而共生固氮菌为线叶菊

草原、羊草草原和大针茅草原优势菌群[34]。据估

算，内蒙古退化草地中生物土壤结皮(以蓝藻和地

衣为主)每年固氮量约在 13.0–129.9 kg N/hm2 [35]。

非共生固氮是森林生态系统氮素的重要来源

之一，土壤、森林凋落物、植物表面、苔藓和

地衣等活跃着大量的非共生固氮菌群，如念珠藻

属和单歧藻属(Tolypothrix)等[36]。据估算美国波多

黎各低海拔森林(260 m)每年的非共生固氮量为

(12.3±2.7) kg N/hm2，高海拔森林(640 m)每年的

非共生固氮量为(8.4±1.4) kg N/hm2[37]。在海洋生

态系统中，大西洋每年固氮量约为 3.3 kg N/hm2，

全球海洋每年固氮量约为 6.0 kg N/hm2，其

中蓝藻被认为是最主要的固氮菌群，利用分

子生物学和基因组学方法证实，在海洋中存  

在一类特殊的固氮蓝藻—UCYN-A (Candidatus 
Atelocyanobacterium thalassa)，它不能像蓝藻

一样进行光合作用，但也能固氮 [38]。海洋中

除了蓝藻门含有大量的固氮菌属，如束毛藻属

(Trichodesmium) ， 在 变 形 菌 门 、 厚 壁 菌 门

(Firmicutes)和浮霉菌门(Planctomycetes)中也存在

着固氮菌属，如脱硫弧菌属(Desulfovibrio)等[39]。

农 田 生 态 系 统 中 非 共 生 固 氮 更 加 普 遍 ，

1961–2010 年间，全球谷类作物氮的 24% (共
370 Tg)来自非共生固氮，其中种植小麦、玉米和

水稻的土壤每年的非共生固氮量约为 13、13 和

22 kg N/hm2 [40]。农田中最为普遍的非共生固氮

微生物多为藻类，其中蓝藻门中的颤藻目

(Oscillatoriales)和念珠藻目是水稻田中重要的

固氮者[41]。本文整理了重要的生态系统和生态

位的非共生固氮菌的组成及固氮潜势(表 1)。总

之，生物固氮在各个生态系统中普遍存在，非

共生固氮在维持不同生态系统稳定性等方面起

着重要作用。 

4  植物不同部位和土壤中非共生固

氮菌群落的组成及固氮潜力 
植物不同部位存在着不同的固氮菌群和固

氮活性。作物根际主要的非共生固氮菌属有芽孢 

 
表 1  不同生态系统/生态位的非共生固氮菌及固氮潜势 
Table 1  Asymbiotic nitrogen-fixing bacteria and nitrogen-fixing potential in different ecosystems/niches 
Ecosystem/Niche Asymbiotic nitrogen-fixing bacteria Nitrogen-fixing potential/(kg N/hm2 year) References 
Steppe Rhodopseudomonas, Azospirillum, Scytonema 13.0–129.9 

(Inner Mongolia degraded steppe) 
[34–35]  

Tropical forest Nostoc, Tolypothrix 8.4–12.3 (Puerto Rico, USA) [36–37] 
Ocean UCYN-A, Trichodesmium, Desulfovibrio 3.3–6.0 (Atlantic and Global) [38] 
Farmland Oscillatoriales, Nostocales 13.0–22.0 (Global wheat, maize and rice) [40] 
Forest soil Rhodopseudomonas, Rhodomicrobium, 

Burkholderia 
0.8±0.4 (French Guiana rainforest) [45,47] 

Forest bryophyte Nostoc, Nodularia 0.4±0.2 (French Guiana rainforest) [46–47] 
Forest litter Burkholderia, Pseudomonas 0.2±0.09 (French Guiana rainforest) [46–47] 
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杆菌属、类芽孢杆菌属和节杆菌属(Arthrobacters)

等[42]。在玉米、甘蔗和小麦等作物中发现了种

类众多的根内生固氮微生物，如克雷伯菌属、

固氮螺菌属、类芽孢杆菌属和假单胞菌属

(Pseudomonas)等 [43]。植物表面也是固氮微生

物的理想栖息地，利用 nifH 基因测序发现，

植株叶际具有高度多样性的固氮微生物群

落，如芽孢杆菌属、泛菌属 (Pantoea)、念珠

藻属和伪枝藻属(Scytonema)等[44]。中国热带森

林土壤中的非共生固氮菌主要有红假单胞菌属

(Rhodopseudomonas)、红微菌属(Rhodomicrobium)

和伯克氏菌属(Burkholderia)等[45]。芬兰北方森

林苔藓中固氮菌主要为蓝藻，主要优势属有念珠

藻属和节球藻属(Nodularia)等，捷克西部森林

凋落物中常见的非共生固氮菌属有伯克氏菌

属、假单胞菌属等[46]。在法属圭亚那热带森林生

态系统中，林冠苔藓有着最高的固氮酶活性

[(1.264±0.407) nmol C2H4/(g·h)]，每年非共生固氮

量约为(0.388±0.182) kg N/hm2；由于土壤磷含

量限制，导致森林土壤的固氮酶活性最低

[(0.022±0.009) nmol C2H4/(g·h)]，但土壤面积大，

每年非共生固氮量可达到(0.806±0.353) kg N/hm2，

土壤苔藓和森林凋落物次之[47]。在同一生态系

统中，由于养分、光照和温度等条件限制，其

优势固氮菌属也有所差别，进而导致非共生固

氮作用的大小不同。 

5  影响非共生固氮菌群落组成和固

氮潜力的因素 
5.1  土壤含水量 

土壤水分含量直接影响固氮微生物的数量

和活性，适宜的土壤水分有助于非共生固氮，

最佳降雨量下固氮酶活性要显著大于干旱气候

下的固氮酶活性。降雨量直接影响土壤水分含

量，与典型草原和温带草原相比，荒漠草原中

红 螺 菌 目 (Rhodospirillales) 和 伯 克 氏 菌 目

(Burkholderiales)的相对丰度是最高的，而念珠

藻目的含量最低[48]。Zhao 等发现，年均降雨量

显著影响了中国森林土壤固氮菌多样性及群落

结构，土壤固氮菌的 α 多样性指数与年均降雨量

呈显著正相关，在降雨量多的热带森林土壤中慢

生根瘤菌属(Bradyrhizobium)和红假单胞菌属的

相对丰度较高，在降雨量较低的冷温带森林土壤

中固氮螺菌属和草螺菌属(Herbaspirillum)的相

对丰度较高[49]。在夏季干燥的澳大利亚西部和

南部，由于土壤湿度的限制，1–6 月份的非共生

固氮量仅为 10–15 kg N/hm2。而在夏季降雨频繁

的澳大利亚北部，温暖潮湿的条件使得 1–6 月份

的非共生固氮量约在 32–38 kg N/hm2 [50]。据报道，

哥斯达黎加热带森林生态系统中非共生固氮量

与降雨量呈正相关，森林叶片凋落物和土壤表

现出一致的规律性，如旱季时叶片凋落物每年

的非共生固氮量为 0.36 kg N/hm2，雨季时为

5.48 kg N/hm2；同样地，旱季时土壤每年的非

共生固氮量最低为 0.26 kg N/hm2，雨季时最高

为 2.71 kg N/hm2 [51]。冯帅研究固氮施氏假单胞

菌-玉米根际联合固氮作用时发现，土壤水分显

著影响了施氏假单胞菌 A1501 的固氮贡献量，

水分充足条件下的固氮贡献率为 31.6%，而干

旱条件下为 20.1%[52]。  

5.2  温度 
固氮菌群落组成、多样性和固氮酶活性与

温度密切相关。Rui 等发现高寒草甸土壤中共

生固氮菌群，如中慢生根瘤菌属(Mesorhizobium)，
和非共生固氮菌群，如红假单胞菌属、叶杆

菌属 (Phyllobacterium)的相对丰度与土壤温度

呈正相关，土壤温度变化能够显著改变固氮菌

的群落结构[53]。在美国明尼苏达州的森林泥炭

沼泽地中，土壤温度的变化显著改变了土壤固
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氮菌多样性及群落结构，其中拜叶林克氏菌属

(Beijerinckia)、念珠藻属和红假单胞菌属的丰度

随着土壤温度升高而增加；真枝藻属(Stigonema)
和费氏藻属(Fischerella)的丰度随着土壤温度

升高而减少 [54]。在宁夏沙坡头荒漠生态系统

中，张鹏等发现藻类、苔藓和地衣的固氮酶活

性与温度 (20–40 °C)均呈极显著的负相关关

系，其中藻类和苔藓结皮在 25–30 °C 具有最

高的固氮酶活性，地衣结皮在 20–30 °C 具有

最高的固氮酶活性[55]。Rousk 等也证明苔藓在

20–30 °C 具有最高的固氮酶活性[56]。对瑞典北

方森林土壤中的小羽藓固氮酶活性的研究发

现，低温(16.3 °C)时固氮酶活性较低，随着温

度升到中温(22.0 °C)时，固氮酶活性达到最大，

而温度继续升高 (30.3 °C)则会降低固氮酶活

性 [57]。在中国广西喀斯特森林中发现，随着温

度逐步升高(15–25–35 °C)，森林土壤和凋落物

的固氮酶活性逐渐变高，而对森林苔藓的固氮

酶活性却无显著影响[58]。 

5.3  土壤 pH 
土壤 pH 对非共生固氮菌多样性、群落组

成和固氮酶活性有着重要的影响。中国红壤耕

地 中 优 势 非 共 生 固 氮 菌 群 有 甲 基 杆 菌 属

(Methylobacterium)和脱硫弧菌属(Desulfovibrio)
等，而固氮螺菌属和斯克尔曼氏菌属(Skermanella)
在潮土耕地中相对丰度较高，粘球菌属(Myxobacter)
和固氮螺菌属是黑土耕地中主要的固氮菌属，这

主要是因为土壤 pH 驱动了固氮菌群落组成的

变化[59]。Lin 等通过对比无机肥、有机肥、石

灰施用和秸秆还田等多种施肥方式，发现土壤

pH 是导致固氮菌群落结构变化的主要因子，土

壤 pH 的升高(由原来的 4.96 升高到 6.59)使得优

势共生固氮菌属慢生根瘤菌属(Bradyrhizobium)
演替为非共生固氮菌属，固氮螺菌属和氮氢单

胞菌(Azohydromonas)[60]。同样地，在旱地农田

土壤中，土壤 pH 升高会导致 nifH 基因拷贝数

减少，主要是由于优势固氮菌属慢生根瘤菌属

相对丰度减少，而非共生固氮菌如红假单胞菌属

和固氮螺菌属等相对丰度增加导致的[60–61]。草

原生态系统中，土壤 pH 是草甸土壤非共生固

氮菌群多样性及组成变化的最佳预测因子，固

氮螺菌属、伯克氏菌属的相对丰度随着土壤 pH
的增加而减少[29]。而土壤 pH 对于土壤固氮酶

活性的影响因生态系统的不同而有所差异。在

农田土壤中，土壤 pH 的升高能够显著提升土

壤固氮酶活性，这主要得益于非共生固氮菌群

的贡献[59,62]。在森林生态系统中，土壤 pH 通过

改变土壤中非共生固氮菌群落结构，间接影响固

氮酶活性，其中在酸性热带森林土壤中，非共生

固氮菌的固氮速率与土壤 pH 显著正相关[63–65]。 

5.4  外源物质添加 
外源物质的添加(如化学肥料施用等)能够

改变土壤性质，影响固氮菌的生存环境，进而影

响固氮酶活性。在亚热带森林土壤中，外源氮添

加显著降低了土壤固氮微生物如慢生根瘤菌属

和固氮螺菌属的丰富度，显著改变了固氮菌的

群落结构，使得固氮酶活性显著降低；而外源

磷的添加则会增强土壤的固氮作用[66]。但也有

研究表明，在亚热带森林土壤中，外源氮、磷

的添加并未显著改变非共生固氮菌群的群落

结构[67]。固氮酶由钼蛋白和铁蛋白组成，在热

带森林土壤中，施用钼肥使得土壤非共生固氮

量急剧增加，而无钼处理的土壤非共生固氮酶

活性无显著变化，说明钼是限制热带森林非共

生固氮最重要的元素[68]。在氮、磷和钼元素的

有效性对热带森林和温带森林非共生固氮的

影响研究中，发现施氮能显著抑制非共生固氮

作用，施钼能显著促进非共生固氮作用，施磷

能促进热带森林的非共生固氮作用，而抑制温

带森林的非共生固氮作用，说明外援物质的



 

 

 

王加龙等 | 微生物学报, 2022, 62(8) 2869 

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

添加会影响土壤固氮作用，但对不同生态系

统土壤固氮作用的影响不同 [69]。另外通过实

验室模拟实验发现，砷污染物会限制农业土

壤中自生固氮菌的活性 [70]。 

5.5  农业生产措施 
农业生产措施会直接或间接地改变固氮微

生物群落，从而使得生物固氮量发生改变。在

旱地农田中，长期单施化学肥料显著降低了土

壤中 nifH 基因丰度、固氮菌多样性、群落结构

和固氮潜力；当配施有机肥时，显著提高了土

壤固氮菌多样性，并通过富集一些固氮菌属如

Pseudacidovorax、固氮螺菌属、红假单胞菌属

等来提高土壤固氮潜力和固氮菌抗逆性[71]。在

水稻田中，与单施 NPK 无机肥相比，有机肥配

施无机肥能够显著提高土壤中 nifH 基因丰度、

固氮菌多样性和固氮潜力，这是因为有机肥可

以有效改善土壤营养状况，为非共生固氮菌如

蓝藻提供更好的生存环境[72]。 
在中国黄土丘陵地区，退耕还林对恢复当地

生物多样性有着重要意义，一方面能够显著提高

土壤固氮微生物多样性，另一方面显著改变了固

氮菌群落组成及结构。与农田土壤相比，林地土

壤富集了较多的非共生固氮菌群，如红假单胞

菌属、假黄色单胞菌属(Pseudoxanthomonas)和固

氮菌属等，由于林地恢复时，高投入的氮磷肥

更利于非共生固氮菌群的生长[73]。另外，在热

带森林生态系统中，土地利用方式的转变(原始

森林—农田、原始森林—草原、原始森林—伐

木道路)使得土壤中固氮菌多样性及群落结构

发生改变，在伐木道路的土壤中固氮螺菌属和慢

生根瘤菌属的相对丰度最高，而原始森林土壤中

含有较多的伯克氏菌和硝化螺旋菌属(Nitrospira)
等。这主要由于人为措施导致土壤性质转变，

固氮微生物需要调整群落结构来适应土壤扰动

带来的影响[74]。随着森林转变为牧场，由于植

物对氮素需求量的增加，导致土壤中自生固氮菌

群落结构显著变化，nifH 基因丰度增加 10 倍[75]。 

6  非共生固氮菌的研究方法 
随着微生物学研究方法的不断突破和改

进，非共生固氮菌的研究方法也愈加多样化。

近年来，随着荧光定量 PCR、高通量测序和同

位素标记等技术手段的发展，非共生固氮菌丰

度、多样性、群落结构和物种组成等研究得到

了快速发展。 

6.1  荧光定量 PCR 
利用荧光定量 PCR (qPCR)技术对固氮菌

nifH 基因进行定量分析，确定其在环境中的丰

度。在 qPCR 体系中，荧光染料或荧光探针可

与扩增产物结合发出荧光，荧光强度与扩增产

物量成正比，所以，通过检测荧光量就能够确

定样品中 nifH 基因的表达量。如通过 qPCR 技

术，发现束毛藻属(Trichodesmium)和单细胞蓝

藻 UCYN–A 和 UCYN–B 的 nifH 基因拷贝数与

海水温度显著相关，当海水温度达到 28 °C，这

3 种固氮菌属有着最大的基因拷贝数[76]。但利

用 nifH 基因丰度预估微生物固氮量也并不是非

常可靠，如 qPCR 技术存在引物特异性不同，

导致不同模板扩增效率存在显著差异，从而对

nifH 基因拷贝数的估算产生影响[77]。 

6.2  高通量测序 
高通量测序技术已经成为研究微生物群落

结构的重要技术手段，主要利用扩增子测序方

法研究固氮菌，即利用二代高通量测序技术对

nifH 基因的扩增片段进行测序和分析。常见的

通用引物对有 PolF/PolR、F2/R6、IGK3/DVV、

nifHF/nifHR 等(表 2)，扩增片段从 310 bp 到  
470 bp 不等[78]。固氮菌 nifH 基因的高通量测序

数据主要用于分析固氮微生物的多样性和群落

组成，研究固氮微生物群落在生态系统中的生 
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表 2  nifH的常用引物及相关信息 
Table 2  Commonly-used nifH primer sets and the associated experimental conditions and in silico coverages 
Primer set (F/R)a Length/bpb Tm/°Cc Sequence (5′→3′) Coverage/%d References 
PolF/PolR 360 55 TGCGAYCCSAARGCBGACTC 39 [83] 

ATSGCCATCATYTCRCCGGA 35 
F2/R6 360 52 TGYGAYCCIAAIGCIGA 96 [84] 

TCIGGIGARATGATGGC 96 
KAD3/DVV 310 58 ATHGTIGGITGYGAYCCIAARGCIGA 70 [85] 

ATIGCRAAICCICCRCAIACIACRTC 94 
nifHF/nifHR 400 53 AAAGGYGGWATCGGYAARTCCACCAC 16 [86] 

TTGTTSGCSGCRTACATSGCCATCAT 49 
nifH1/nifH2 360 50 ADNGCCATCATYTCNCC 94 [87] 

TGYGAYCCNAARGCNGA 95 
nifH3/nifH4 470 55 ATRTTRTTNGCNGCRTA 94 [88] 

TTYTAYGGNAARGGNGG 52 
Ueda19F/407R 390 50 GCIWTYTAYGGIAARGGIGG 93 [89] 

AAICCRCCRCAIACIACRTC 91 
a: Forward (F) and Reverse (R); b: Length expected for PCR amplicon; c: PCR primer annealing temperature; d: Data indicate 
primer binding to all nifH sequences in the database with 0 mismatches allowed. Adapted from Reference[78]. 
 
 

态过程和功能等。扩增子测序的流程包括 DNA

提取、nifH 基因的 PCR 扩增、建库、测序和生

物信息学分析。其中生物信息学分析主要包括

数据过滤、降噪/聚类(产生 ASV/OTU)、进化树

重构建和代表性序列的比对注释等。如果基于

蛋白序列进行注释，需要进行移码突变检测[79]。

代表性序列的比对注释依赖于 nifH 数据库的整

理。我们统计了 GenBank、Uniprot 和 RDP 

Fungene 数据库中 nifH 序列的基本信息(截至

2021 年 11 月)。GenBank 目前覆盖了超过 890 个

原核微生物的属，Uniprot 覆盖了超过 690 个属，

而 Fungene 数据库覆盖了 390 多个属(图 2)，这

也说明了不同的数据库的 nifH 序列的涵盖范围

有较大差别。同时各个数据库中大量的序列都

是未培养微生物的，说明依然有大量的未知的

固氮菌存在。除了基于 nifH 基因的扩增子测

序外，基于 16S rRNA 基因扩增子测序结果的

注释分类信息也能筛选出部分固氮菌，如使用

FAPROTAX 数据库对每个 ASV/OTU 进行预测

提取，目前可使用基于 R 语言的 microeco 包中的

trans_func 进行分析[80–82]。不过，目前 FAPROTAX

只涉及到了 86 个属，存在大量的属未被收录的

问题。 
 

 
 
图 2  几个基于nifH的固氮基因数据库所覆盖的固

氮菌属个数 
Figure 2  Numbers of diazotrophic genera covered 
by different nifH based nitrogen-fixing gene 
database. 
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6.3  同位素标记法 
同位素标记可用来研究活跃的固氮微生

物。13C-SIP 技术从 2000 年建立以来已取得一

些进展，但 15N-DNA(RNA)-SIP 技术进展缓慢。

DNA (RNA)中 N 较 C 要少，这就需要更多的

DNA (RNA)。纳米二次离子质谱 (nanoscale 
secondary ion mass spectrometry，NanoSIMS)实
现了成像与单细胞稳定性同位素测定的有机结

合。NanoSIMS 技术可以满足 DNA 密度梯度离

心后各层中极微量 DNA-15N 的测定[90]。除此之

外，研究 RNA 中的 nifH 基因也被认为是可行

的研究活性固氮微生物的方法[91]。 

7  固氮潜力的测定方法 
在小尺度上，非共生固氮量的测定主要有

乙炔还原法(ARA)、15N 同位素稀释法、15N 自

然丰度法、全氮差值法和酰脲估测法等；而在

大尺度上主要靠模型估算。 

7.1  乙炔还原法 
乙炔还原法主要是通过测定固氮酶活性来

估算非共生固氮量，具有操作简便、费用较低、

试验周期短等特点。基本原理为，固氮酶可以

催化乙炔还原为乙烯，而这一反应中气体的微

量变化可以用气相色谱仪检测出来，根据乙烯

的变化量计算固氮酶活性，再根据乙烯与氢的

换算比例估算微生物固氮量。Zhao 等通过乙炔

还原法发现，添加秸秆生物碳能够显著提升果

园土壤中非共生固氮菌的固氮酶活性，这主要

由于生物碳的增加显著提高了土壤中可利用碳

氮及钼的含量，进而为非共生固氮菌的活动提

供丰富能源[92]。乙炔还原法也有一些缺点。Saiz
等使用 15N 标记技术和乙炔还原法同时测定固

氮酶活性，发现乙炔还原法实际测得的转换系

数远低于理论的 3:1[93]；另外，该方法不宜在田

间试验中使用，只能短时间内测定固氮酶活性

等。将光腔衰荡激光吸收光谱技术 (cavity 
ring-down spectroscopy，CRDS)与乙炔还原法相

结合，能够短时间内连续、快速、可重复、实

时测定固氮酶活性，避免因乙炔对植物功能的

影响而造成的测量偏差[94]。 

7.2  15N 同位素稀释法 
相比于乙炔还原法，15N 同位素稀释法具有

灵敏度高、准确度高、可靠性强、直接等特点。

该法可测出植株在田间等综合条件下的固氮

量，而且能够区分出植株从大气、土壤和肥料

中的氮吸收量。主要原理是，参考植株(非固氮

植株)和测定植株(固氮植株)生长在 15N 标记肥

料的土壤中，参考植株仅利用肥料和土壤中的

氮进行生长，而测定植株还需要利用大气中的

氮，然后根据植物体内各形态 N 含量变化，即

可计算出测定植株固氮速率和固氮量[95]。但此

法也有缺点，15N 价格昂贵，测定手段繁琐，需

选定参考植物等。农倩等将属于伯克氏菌属的

甘蔗内生固氮菌 GXS16 接种到甘蔗根部，采用
15N 同位素稀释法检测菌株固氮效率，发现接种

后植株能够显著从空气中固定氮气，证实菌株

GXS16 是一株高效甘蔗内生固氮菌[96]。 

7.3  15N 自然丰度法 
植株体内存在同位素分馏效应，导致植株

体内同位素自然丰度的差异。15N 自然丰度法基

于此原理，选择同一生存条件下的非固氮植株

和固氮植株，相较于固氮植株，非固氮植株能

从土壤中吸收较高的 15N，使得植株间体内的
15N 同位素丰度产生差异，利用同位素质谱仪测

定 δ15N 值，从而得到植株固氮量[97–98]。该方法

便于野外操作，不需要添加带 15N 标记的肥料，

可以长时间内测定植株的固氮量，对于较大型

植株如木本植株等的固氮量测定有着独特优

势，可以连续多年测定植株固氮量，不会干扰

植株的生长及土壤生态系统。但同时也存在不
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足之处，如参照植株的选择在很大程度上决定着

测定数值的准确性、植株不同部位 δ15N 值存在

差异[99–101]。Russow 等通过 15N 自然丰度法对沙

漠中地衣固氮量进行了估算，选择非固氮地衣鳞

茶渍(Squamarina)作为参照，得出内盖夫沙漠地

衣每年的生物固氮量约为 10–41 kg N/hm2 [102]。 

7.4  酰脲估测法和全氮量差法 
酰脲估测法和全氮量差法主要采用化学实

验方法测定植物和对照植株全氮、铵态氮和硝

态氮含量的变化，进而估算植株的固氮量，与

以上方法相比，具有简单、易行、价格低廉等

特点，但存在实验误差大、测定不准确、需要

采集完整的植株样品等缺点。20 世纪后很少使

用酰脲估测法和全氮量差法进行植株固氮量的

计算[103]。 

7.5  模型估算法 
如何在全球大尺度范围内估算非共生固氮

量是我们当前需要解决的一个问题。在大范围

内估算非共生固氮量，常用的方法是模型估算

法。例如对于全球玉米、水稻和小麦非共生固

氮量的估算，Ladha 等指出，基于氮平衡原理

的差分法可以相对准确地计算出植物体内的非

共生固氮量[40]。Xu 等通过使用全球植被动态模

型(DyN-LPJ)估算，全球非农陆地生态系统中每

年所需的氮投入大约为 340 Tg，其中生物固氮是

主要来源[104]。Herridge 等将世界农业生产数据

库(FAOSTAT)中的谷物面积和产量与已公布和

未公布的生物固氮量相结合，进一步估算全球

农业生态系统中生物固氮量约在 50–70 Tg[105]。

Staccone 等通过林业部门查询主要固氮树种及

分布丰度，进一步通过文献查询相关树种的固

氮速率和固氮树种在生长周期内对氮的需求，

估算了美国森林生态系统每年的非共生固氮量

约为 0.37 Tg[106]。在测定和估算生态系统中的

自生固氮量时，需要针对不同生态系统的特点

设计方法，并着重考虑空间尺度和影响因素等

主要因子进行统计建模，在规范化的尺度上进

行非共生固氮作用的估算[107]。 

8  展望 
目前非共生固氮菌群和固氮潜势的研究多

集中于某一特定的生态系统，众多研究结果均

表明了非共生固氮作用的重要性。然而，固氮

菌的多样性、群落结构和构建机制对固氮潜势

的影响还未系统地阐明。针对土壤-植物系统研

究非共生固氮菌群落构建机制、固氮潜势及其

相互作用关系，可以揭示非共生固氮在植物和

土壤相关的 N 循环过程中的贡献，更好地理解

非共生固氮在生物地球化学循环中发挥的作用

及其在生态系统中参与的功能。当前非共生固

氮量的测定方法多样，没有统一的标准，因此

固氮潜势的方法学研究也是一个研究重点。由

于大量未知固氮菌的存在，宏基因组测序就凸

显出了其价值，同时宏基因组测序还能探讨固

氮基因与其他代谢通路间的关系等。 
应加强难培养非共生固氮微生物分离方法

的探索，以获取更多的固氮菌资源。在分子水

平上研究固氮菌株基因改造，以提高固氮菌的

固氮能力及非固氮菌株向固氮菌株的转化等。

从作物与固氮菌互作角度思考，揭示非共生固

氮菌株与植物的相互作用及固氮作用发生的机

理，可以为植物育种提供新方向。应该大力探

索非共生固氮微生物在维持土壤肥力、提高植

物抗逆性及作物产量方面的作用机制，以其在

农业生产中能够调控非共生固氮菌群的构成及

活性，如优化农业生产的管理措施及施肥方式，

平衡微生物固氮作用与施肥措施的高效协同作

用，实现化学肥料的少投入，作物的高产出。 
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