
非共生生物固氮微生物分子生态学研究进展

徐鹏霞
１，２　 韩丽丽

２，３　 贺纪正
２，３　 罗　 锋

１　 张丽梅
２，３∗

（ １西南大学资源环境学院， 重庆 ４００７１６； ２中国科学院生态环境研究中心城市与区域生态国家重点实验室， 北京 １０００８５；
３中国科学院大学， 北京 １０００４９）

摘　 要　 氮是限制生态系统生产力的主要元素，生物固氮是自然生态系统中氮的主要来源．
生物固氮包括共生、联合和自生固氮 ３ 种类型，其中联合固氮和自生固氮统称为非共生固氮．
相对于共生固氮而言，非共生固氮速率虽然较低，但其不需要与其他生物形成共生体系就可
以生存并进行固氮，在时空分布上更加广泛，因此对生态系统氮循环特别是素输入具有重要
贡献．本文对近年有关非共生固氮微生物的多样性、土壤和叶际固氮微生物的分布特征及影
响因素等研究进展进行了综述，并在此基础上阐述了现有研究中存在的问题和发展前景．
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　 　 生物固氮是自然生态系统中氮的主要来源，
陆地生态系统中通过生物固氮输入的氮约 １１０
Ｔｇ·ａ－１，对全球生态系统氮素循环平衡起着关键作

用．根据微生物与植物之间的关系，可将生物固氮分

为共生、联合和自生固氮 ３ 种类型，其中联合固氮和

自生固氮统称为非共生固氮．共生固氮指固氮微生

物在与高等植物或其他生物共生时才能进行固氮，
如根瘤菌与豆科的共生固氮．联合固氮指微生物生

活在植物根际、叶面或动物肠道等处进行固氮，与植

物有密切关系，但不与宿主形成特异分化结构的固

氮形式［１］ ．自生固氮指固氮微生物对植物没有依存

关系，能独立进行固氮，如圆褐固氮菌、蓝藻等［２］ ．相
比于共生固氮，非共生固氮速率虽然较低（表 １），但
其在时空分布上更加广泛，在不施肥、没有或豆科植

物很少的系统中，非共生固氮可能是氮素的主要来

源［３］ ．如在许多热带森林中，尤其在缺乏大量共生固
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表 １　 不同生态系统生物固氮率估算
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｓｔｉｍａｔｅｓ ｏｆ Ｎ２ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ （ｋｇ Ｎ·ｈｍ－２·ａ－１）
环境
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

非共生固氮
Ａｓｙｍｂｉｏｔｉｃ Ｎ２
ｆｉｘａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

共生固氮
Ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ Ｎ２
ｆｉｘａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

自生固氮
Ｆｒｅｅ⁃ｌｉｖｉｎｇ

Ｎ２ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

联合固氮
Ａｓｓｏｃｉａｔｅ Ｎ２
ｆｉｘａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

玉米 ／ 水稻 ／ 小麦（全球平均）
Ｍａｉｚｅ ／ ｒｉｃｅ ／ ｗｈｅａｔ （ｇｌｏｂａｌ ａｖｅｒａｇｅ）

１３ ／ ２２ ／ １３ ［４］

长期种植小麦不施氮肥（澳大利亚）
Ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｐｌａｎｔｉｎｇ ｗｈｅａｔ ｗｉｔｈ ｎｏ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ
（Ａｕｓｔｒａｌｉａ）

２０ ［５］

谷类作物（澳大利亚）
Ｃｅｒｅａｌ ｃｒｏｐ （Ａｕｓｔｒａｌｉａ）

＜１０ ［６］

豆科作物（豌豆、鹰嘴豆、大豆、苜蓿）
Ｌｅｇｕｍｅ ｃｒｏｐ （ｐｅａ， ｃｈｉｃｋｐｅａ， ｓｏｙｂｅａｎ， ｃｌｏｖｅｒ）

２０～２３０ ［２］

内生菌⁃甘蔗
Ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ⁃ｓｕｇａｒｃａｎｅ

２５ ［２］

温带草地
Ｔｅｍｐｅｒａｔｅ ｇｒａｓｓｌａｎｄ

０．１～２１ ０．１～１０ ［７］

潮湿的冻原和高山冻原
Ｍｏｉｓｔ ｔｕｎｄｒａ ａｎｄ ａｌｐｉｎｅ ｔｕｎｄｒａ

０．４～３．０ １．０～４．９ ［７］

热带草原
Ｔｒｏｐｉｃａｌ ｓａｖａｎｎａ

３～３０ ３～９０ ［７］

热带常绿森林
Ｔｒｏｐｉｃａｌ ｅｖｅｒｇｒｅｅｎ ｆｏｒｅｓｔ

０．１～６０　 ５．５～１６ ［８］

温带森林
Ｔｅｍｐｅｒａｔｅ ｆｏｒｅｓｔ

０．０１～１２　 １～１６０ ［９］

热带河漫滩
Ｔｒｏｐｉｃａｌ flｏｏｄｐｌａｉｎ

４．１～１２　 １４～２８．５ ［７］

热带落叶森林
Ｔｒｏｐｉｃａｌ ｄｅｃｉｄｕｏｕｓ ｆｏｒｅｓｔ

３．３ ７．５～３０ ［７］

地中海灌木林
Ｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅａｎ ｓｈｒｕｂｌａｎｄ

１．０ ０．１～１０ ［７］

热带土壤
Ｔｒｏｐｉｃａｌ ｓｏｉｌ

０～３６ ［１０］

洛桑试验站
Ｒｏｔｈａｍｓｔｅａｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｓｔａｔｉｏｎ

３０ ［１１］

沙漠
Ｄｅｓｅｒｔ

０．０１～１３　 ［１２］

木本类（刺槐、皂荚、银合欢等）
Ｔｒｅｅｓ （Ａｃａｃｉａ， Ｇｌｉｒｉｃｉｄｉａ， Ｌｅｕｃａｅｎａ， Ｓｅｓｂａｎｉｓ， ｅｔｃ．）

５０～３００ ［２］

赤杨
Ａｌｄｅｒ

５０～３００ ［２］

木麻黄
Ｃａｓｕａｒｉｎａ

７５ ［２］

鼠李
Ｃｅａｎｏｔｈｕｓ

１０～１００ ［２］

土壤、腐烂木材落叶、生物结皮
Ｓｏｉｌ， ｄｅｃａｙｉｎｇ ｗｏｏｄ ａｎｄ ｌｉｔｔｅｒ， ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｏｉｌ ｃｒｕｓｔｓ

１～１０ ［２］

红萍⁃蓝藻
Ａｚｏｌｌａ⁃ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

３３ ［２］

氮植物的森林中，自生固氮对于满足植物的高氮需

求和平衡氮素损失极其重要［４］ ．此外，联合固氮菌通

过聚集在根表或经根部伤口定殖到根内，从宿主获

得的根际分泌有机物作为碳源和能源，并将其固定

的氮和分泌的生物活性物质供给植物利用，在禾本

科植物（包括草类和谷类）占优势的生态系统中起

着重要作用［７］ ．
除土壤中的微生物外，叶际承载着地球上最大

的生物表面积（约超过 １０８ ｋｍ２［１３］ ），栖居着大量微

生物，这些叶际微生物对氮素固定起着重要贡献，尤

其在湿热地带森林生态系统中，叶际微生物固氮是

氮素输入的重要来源［１４］ ．
除提供氮素外，非共生固氮菌还可以通过分泌

生长激素、促进溶磷和秸秆降解、增强抗病性和抗逆

境等间接促进植物生长［１５］ ．但目前对于其多样性、
作用机理和影响因素等的认识远远落后于共生固氮

微生物［１５］ ．本文对非共生固氮微生物的种类、多样

性、分布特征及影响固氮效率的因素等进行了总结

论述；并着重介绍了叶际非共生固氮菌的种类、分布

特征、影响因素及添加应用效果；同时对目前存在的
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问题及发展趋势进行了展望，以期引起人们对非共

生固氮研究和应用的重视．

１　 土壤非共生固氮微生物的多样性及其分布

自 １８９３ 年 Ｓｅｒｇｅｉ Ｗｉｎｏｇｒａｄｓｋｙ 从土壤中分离到

第一株自生固氮菌⁃厌氧的巴斯德菌（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ）和
１９０１ 年 Ｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋ 分离到好气性固氮菌———圆褐固

氮菌（Ａｚｏｔｏｂｏｃｔｅｒ ｃｈｒｏｏｃｏｃｃｕｍ）至今［１６］，已发现多种

自生固氮菌，分布于变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、蓝藻

门（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）等．根据

其对氧的需求可分为：需氧性、厌氧性和兼性厌氧固

氮菌．需氧性固氮菌包括固氮菌属（Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ）、拜
氏固氮菌属（Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉｉ）、黄杆菌属（Ｆｌａ⁃
ｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、螺菌科 （ Ｓｐｉｒｉｌｌａｃｅａｅ ）、 假单胞菌属

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）等；厌氧性固氮菌包括梭菌属（Ｃｌｏｓ⁃
ｔｒｉｄｉｕｍ）、脱硫肠状杆菌属（Ｄｅｓｕｌｆｏｔｏｍａｃｕｌｕｍ）、脱硫

弧菌属（Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ）、红螺菌属（Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）、
红硫菌属（Ｃｈｒｏｍａｔｉｕｍ）等；兼性厌氧固氮细菌包括

克雷伯氏杆菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）、肠杆菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅ⁃
ｒｉａｃｅａｅ）、芽孢杆菌科（Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）等．

联合固氮菌的发现始于 １９５８ 年，巴西学者

Ｄöｂｅｒｅｉｎｅｒ 首次从甘蔗根际分离到固氮细菌拜叶林

克氏菌（Ｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉａ ｆｌｕｍｉｎｅｎｓｉｓ） ［１７－１８］，并证明了禾

本科植物也具有生物固氮潜能． １９７５ 年 Ｄöｂｅｒｅｉｎｅｒ
再次从甘蔗组织中分离得到与其联合共生的固氮

菌，命名为巴西固氮螺菌（Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｂｒａｓｉｌｅｎｓｅ），并
提出根际联合固氮的概念［１７－１８］ ．１９７６ 年 Ｄöｂｅｒｅｉｎｅｒ
等［１］在禾本科植物点状雀稗的根部发现雀稗固氮

菌（Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ ｐａｓｐａｌｉ），之后又从小麦、玉米、高粱等

禾本科植物中相继分离出巴西固氮螺菌属（Ａｚｏｓｐｉ⁃
ｒｉｌｌｕｍ）、假单胞菌 （ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、产碱菌 （ Ａｌｃａｌｉ⁃
ｇｅｎｅｓ）、克雷伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）等联合固氮菌，分属

于 α、β、γ 变形菌纲．
基于纯培养方法分离和鉴定固氮菌不仅费时费

力，且土壤中只有约 １％的微生物能在实验室进行

培养，很多固氮菌甚至优势菌群不能被有效分

离［１９］，以固氮酶基因为标靶的分子生态学研究较好

地弥补了培养方法的缺陷，提供更加完整的群落组

成和多样性信息［２０］ ．固氮酶包含 ３ 种同工酶，根据

活性中心的金属原子不同分为：钼铁（酶的标准形

式）、钒铁和铁铁固氮酶（可替代固氮酶），其中行使

固氮功能的关键酶是钼铁固氮酶［２１］ ．编码钼铁固氮

酶多肽的基因包括 ｎｉｆＨ、ｎｉｆＤ、ｎｉｆＫ、ｎｉｆＢ、ｎｉｆＥ、ｎｉｆＮ、

ｎｉｆＸ、ｎｉｆＵ、ｎｉｆＳ、ｎｉｆＶ、ｎｉｆＷ、ｎｉｆＺ，其中 ｎｉｆＨ 是编码铁

蛋白组分的基因且高度保守，在固氮微生物中都能

检测到，因此常作为固氮菌的分子标记基因． Ｓｈｕ
等［２２］通过 ｑＰＣＲ 结合 ＤＧＧＥ 技术研究发现，许多土

壤系统中的优势固氮菌为未培养菌． Ｚｈａｎｇ 等［２３］ 也

发现，ｎｉｆＨ 基因克隆测序得到的 ５４％序列与数据库

中已知固氮菌的序列相似性小于 ７０％，可能代表固

氮群落中新的种属．更多通过免培养方法研究检测

到的含 ｎｉｆＨ 基因的固氮菌具有高度多样性，包含了

变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）中的 α、β、γ 和 δ 纲、厚壁

菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、螺旋体门（Ｓｐｉｒｏｃｈａｅｔｅｓ）、蓝细菌

（Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）等（图 １） ［２４］ ．其中，α 变形菌纲中的

固氮菌主要分布于根瘤菌目（Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ），β 变形

菌纲中的固氮菌主要分布于红环菌目（Ｒｈｏｄｏｃｙｃｌａ⁃
ｌｅｓ），蓝藻主要分布于念珠藻目（Ｎｏｓｔｏｃａｌｅｓ）．

２　 非共生固氮微生物在土壤中的分布特征及影响

因素

２􀆰 １　 非共生固氮微生物在土壤中的分布特征

非共生固氮微生物在农业、森林和草地土壤等

生态系统中分布广泛，且群落结构和固氮活性受营

养元素、ｐＨ、气候因子、农业管理措施等因素的影响．
不同土壤条件下固氮微生物的组成和特征明显不同

（表 ２），但无论农业、草地还是森林土壤，变形菌门

都是固氮菌群落的优势类群，并以 α 变形菌为主．
２􀆰 ２　 影响土壤非共生固氮微生物和固氮效率的

因素

非共生固氮微生物是固定大气氮素的重要贡献

者，其固氮效率受土壤中氮素水平、碳源可利用性、
矿质养分、土壤水分和温度等多种土壤和环境因子

的综合影响．
２􀆰 ２􀆰 １ 氮素水平　 施肥对固氮微生物群落多样性和

结构有显著的影响，目前普遍认为，高氮水平会降低

生态系统对非共生固氮菌的依赖性，抑制固氮效果．
如 Ｓｉｌｖａ 等［２５］发现，增加铵态氮和硝态氮会降低荷

兰地区不同质地的农耕土壤中 ｎｉｆＨ 基因的拷贝数．
在澳大利亚放牧林地土壤中，固氮酶活性和 ｎｉｆＨ 基

因丰度与总氮量呈负相关［７］ ．在巴西种植高粱的土

壤中，非共生固氮菌的丰度在低氮水平下比高氮水

平下高 ３０％［２６］ ．对长江三角洲平原典型水稻土壤研

究也发现，固氮微生物的丰度和群落结构与速效 Ｎ
含量呈负相关，氮肥会抑制固氮微生物的生长，显著

降低水田 α 变形菌纲固氮微生物的相对丰度［２７］ ．
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图 １　 基于 ｎｉｆＨ 基因的固氮微生物系统发育树
Ｆｉｇ．１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｎｉｆＨ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ［２３，２８－２９］ ．

　 　 尽管大部分研究报道，施加氮肥抑制固氮微生

物活性并降低固氮效率，但仍有部分研究有不同的

结论．如 Ｃｏｅｌｈｏ 等［２６］ 发现，高水平氮肥仅降低根际

固氮，而对非根际固氮作用无影响．Ｗａｎｇ 等［２０］ 对江

苏常熟水稻小麦长期轮作试验地调查发现，铵态氮

对固氮菌群落结构具有显著影响，总氮和硝态氮含

量与群落结构无显著相关关系．Ｗａｋｅｌｉｎ 等［３０］ 发现，
在澳大利亚新南威尔士州种植玉米的农业系统中添

加氮肥仅提高了硝态氮，对非共生固氮并无影响．
不同研究获得不一致结论的原因，可能在于施

肥对土壤特性产生多种次生效果，即施肥后引起土

壤碳、ｐＨ、可利用氮等的改变，其他因素如作物、土
壤湿度、土地利用方式和土壤类型等不同也会导致

肥料对固氮菌群落影响效果的不一致［２０］ ．如 Ｏｒｒ
等［３１］发现，轮作对 ｎｉｆＨ 基因的影响超过施肥管理，

轮作通过改变根系分泌物从而影响微生物群落．
Ｉｚｕｍｉ等［３２］也发现，固氮微生物多样性在非豆科植物

参与轮作的土壤中比单一种植豆科植物高，这是由

于非豆科植物可有效利用并消耗土壤中的矿质氮，
维持低氮水平从而为固氮菌提供适宜的低氮环境．
２􀆰 ２􀆰 ２ 碳源可利用性　 生物固氮是一个耗能还原过

程（打破 Ｎ≡Ｎ），因此更偏爱以还原态碳作为能量

源的基质，添加秸秆、凋落叶、粗木质残体或根系分

泌物等可提高固氮速率［７］ ．
对澳大利亚放牧林地和农业土壤的研究发现，

固氮酶活性和 ｎｉｆＨ 基因丰度与有效态 Ｃ 含量呈正

相关［７］，提高谷类作物种植密度，秸秆覆盖和保护

耕作均能提高非共生固氮速率［６］ ．有机农业措施如

秸秆还田也显著促进 ｎｉｆＨ 基因的丰度［３３］ ．Ｗａｋｅｌｉｎ
等［３０］也发现，向澳大利亚种植玉米的农田中添加秸
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表 ２　 不同土壤系统中非共生固氮微生物的组成和分布
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｉｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

土壤类型
Ｓｏｉｌ ｔｙｐｅ

地点
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

组成
Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

附加信息
Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

休耕 ３０ 余年的土壤
Ｓｏｉｌ ｆａｌｌｏｗ ｆｏｒ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ３０ ｙｅａｒｓ

美国伊萨卡岛 根瘤菌目红游动菌属、未知的 β 变形
菌、放线菌门

检测到未知的可能代表变
形菌门中新的固氮菌，首次
证明放线菌门中除放线菌
目外其他固氮菌的存在

［３４］

种植玉米的红壤
Ｒｅｄ ｓｏｉｌ ｇｒｏｗｉｎｇ ｃｏｒｎ

江西鹰潭 α、β、γ 变形菌，厚壁菌门，蓝藻门，疣微
菌门，伯克氏菌属等

蓝藻门是红壤中的主要固
氮菌

［３５］

土豆⁃非豆科作物轮作
Ｓｏｉｌ ｗｉｔｈ ｐｏｔａｔｏ ａｎｄ ｎｏｎ⁃
ｌｅｇｕｍｉｎｏｕｓ ｃｒｏｐ ｒｏｔａｔｉｏｎ

荷兰沙质土、粘壤土 α、β、γ、δ 变形菌，厚壁菌门 固氮菌群落组成在不同土
壤质地或同种质地不同地
点均不同，且随时间变化，
变化程度约 ６０％

［２５］

崇明岛水稻土
Ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｉｎ Ｃｈｏｎｇｍｉｎｇ
Ｉｓｌａｎｄ

上海 丰度由高到低依次为 α 变形菌、β 变形
菌、γ 变形菌；主要目类为根瘤菌目、假
单胞菌目、着色菌目、红环菌目

没有检测到蓝藻和厚壁菌
门中的固氮菌，可能由于引
物的局限性所致

［２２］

草地土壤
Ｇｒａｓｓｌａｎｄ ｓｏｉｌ

内蒙古呼伦贝尔 大部分属于 α 变形菌，慢生根瘤菌属是
主导菌群

［３６］

草原和森林土壤
Ｇｒａｓｓｌａｎｄ ａｎｄ ｆｏｒｅｓｔ ｓｏｉｌ

青海三江源保护区 一些属于变形菌门的 α、β、γ、d亚群，大
多为未培养菌类群

［２３］

温带杨树、松树林土壤，沼泽地
Ｔｅｍｐｅｒａｔｅ ｐｏｐｌａｒｓ ａｎｄ ｐｉｎｅ ｆｏｒｅｓｔｓ
ｓｏｉｌｓ， ｓｗａｍｐｓ

美国 主要为地杆菌属，其次为 α 变形菌 ［３７］

森林酸性土壤
Ａｃｉｄ ｆｏｒｅｓｔ ｓｏｉｌ

德国科隆 变形菌门占优势 ［３８］

毛竹林土壤
Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｈｅｔｅｒｏｃｙｃｌａ
ｆｏｒｅｓｔ ｓｏｉｌ

浙江省遂昌县 得到的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中不可培养的
固氮菌 ｎｉｆＨ 基因片段具有高度相似度，
且与 α 变形菌的慢生根瘤菌具有较近
的亲缘关系

［３９］

包括从苔原到热带的 ２０ 种
生态系统
２０ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍ ｔｙｐｅｓ ａｃｒｏｓｓ
ｔｕｎｄｒａ ｔｏ ｔｒｏｐｉｃ

美国（阿拉斯加、夏
威夷、犹他州、佛罗
里达州）

９０％以上的固氮菌属于变形菌门，其次
为蓝藻，固氮螺菌属在 ４ 个地点的丰度
都超过 ２２％

宏基 因 组 学 分 析 表 明，
１２．７％的 ｎｉｆＨ 基因序列出
现移码突变，８０％的 ｎｉｆＨ 基
因序列与已知序列的一致
性高于 ９５％，说明水平基因
转移使这些区域氨基酸序
列多样性受到了限制

［４０］

天山冰川
Ｔｉａｎｓｈａｎ ｇｌａｃｉｅｒ

新疆 α、β、γ⁃变形菌，蓝藻，厚壁菌门，疣微菌
门及未培养菌

蓝藻是优势种群，且相对丰
度随土壤年龄系列增加

［４１］

秆提高总碳、有机碳、总氮，降低硝态氮，对铵态氮无

影响，并使非共生固氮菌丰度增加一倍． 侯海军

等［２７］对水稻田的研究也发现，固氮微生物的丰度和

群落结构与有机质呈正相关，稻草还田使 ｎｉｆＨ 基因

丰度较常规施肥增加 ５３％；玉米秸秆还田较焚烧显

著增加 ｎｉｆＨ 基因的丰度，且使全氮含量提高 １０ 倍．
除外加碳源外，根际效应包括根系分泌物、土壤

矿质养分水平和根际微生物呼吸增加引起的氧气浓

度下降也是影响固氮微生物的重要因素，其中根系

分泌物的影响更为重要［２２］ ．增加人工制备的根系分

泌物可以促进非共生固氮［４２］ ．水稻根际固氮微生物

占根表总微生物区系的 ７６％，离根系越远所占比例

越小；不同种类的作物或同种作物的不同生长阶段，

根系分泌物的种类和数量均存在差异，这种差异直

接影响着根际微生物（包括固氮菌）的种类、数量、
生物活性及丰度［４３］ ．

Ｓｈａｆｆｅｒ 等［４４］发现，伐木通过降低碳输入显著降

低固氮微生物多样性、固氮酶活性和氮贡献量，在伐

木林地氮平衡受到破坏，虽然施肥短期内在一定程

度上恢复了其平衡，但是会增加环境治理的成本．类
似地，草地系统中增加割草（不移除）频次可提高非

共生固氮效率，这可能由于落叶可以提高根际碳沉

积从而为微生物提供有效碳，同时也提高了生物呼

吸从而降低细胞周围氧浓度，使其更有利于固氮过

程的发生［７］ ．Ｋｅｕｔｅｒ 等［４２］ 也发现，向德国温带草地

短期内施肥对非共生固氮没有影响，而每年 ３ 次的

４４４３ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 应　 用　 生　 态　 学　 报　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２８ 卷



割草频率对非共生固氮效率的提高幅度大于每年

１ 次．
Ｗａｎｇ 等［２０］发现，土壤深度、取样时间和施肥制

度对固氮菌群落结构都有重要影响，但土壤深度是

最主要的影响因素，ｎｉｆＨ 基因丰度随着土壤深度增

加而降低，这可能是由于有机碳等碳源不易淋失到

深层土壤所致．同样地，Ｒｅａｒｄｏｎ 等［４５］ 发现，ｎｉｆＨ 基

因丰度随土层深度变化，１０～２０ ｃｍ 层的丰度小于上

层．总体来说，非共生固氮主要发生在高碳 ／氮比的

有机质层，表层的固氮微生物群落与亚表层土壤中

显著不同，且比亚表层具有更高的多样性［２３，４６］ ．
２􀆰 ２􀆰 ３ 其他矿质元素　 钾是固氮微生物重要的营养

元素，钾缺乏会抑制固氮酶活性［４７］ ．此外，在钾不足

的情况下，添加钾可以提高植物的生产力，从而通过

增加根系分泌物提高对固氮微生物的碳供应，并在

短时间内改变环境中的渗透压来影响非共生固氮过

程［４７］ ．已有研究发现，种植甘蔗的土壤中生物固氮

依赖于钾和微量元素特别是铝的有效性［４８］ ．
钼是固氮酶的关键蛋白质组分———铁钼蛋白的

中心元素，其有效性是固氮酶活的重要驱动因素．在
高度风化的土壤中钼容易淋失或被有机物质络合以

及被铁氧化物吸附，增加的 ＣＯ２浓度也会降低土壤

中钼的有效性，从而导致土壤钼限制普遍存在从而

影响固氮作用［４９］ ．此外，细胞生长和 ＡＴＰ 合成都需

要大量磷元素，因此磷的有效性同样影响生物固氮

过程［５０］ ．如 Ｒｅｅｄ 等［５１］ 在美国科罗拉多州的研究发

现，添加磷肥可使草地固氮量至少提高 ２ 倍．然而，
Ｐéｒｅｚ 等［５２］在智利奇洛埃岛温带雨林的研究却发

现，磷不是限制林冠落叶固氮活性的主要因素，向落

叶中添加磷对固氮活性并无影响．Ｂａｒｒｏｎ 等［４６］ 也发

现，在巴拿马科罗拉多岛热带森林土壤中，单独磷缺

乏不能限制固氮，但单独钼缺乏则有明显的限制作

用，因此他们认为，钼的有效性对热带森林的非共生

生物固氮具有正向效应．Ｗｕｒｚｂｕｒｇｅｒ 等［５３］ 也得到相

同的结论，磷充足的热带森林土壤中，钼可以限制非

共生固氮，仅磷缺乏并不能起限制作用．
碳、氮、磷等元素除单独影响外，碳 ／氮和碳、氮

的动态平衡也直接影响土壤中固氮菌的组成和分

布［４８］ ．有研究发现，智利温带雨林土壤中固氮酶活

性和 ｎｉｆＨ 基因丰度与碳 ／氮呈正相关［７］，且此研究

区内木质素含量较高的落叶（高碳 ／氮）中，非共生

固氮菌较其他菌更有竞争优势，碳 ／氮较低的混合落

叶中的固氮速率低于这些高碳 ／氮的单种落叶［５２］ ．
然而，在上海崇明岛氮投入较多的农业系统中，ｎｉｆＨ

基因的丰度与氮、碳含量呈正相关，与碳 ／氮呈负相

关；在有机农业栽培管理下，水稻田中碳 ／氮逐渐下

降，总碳、氮含量逐渐升高且高于常规管理，固氮菌

丰度持续增加［２２］ ．此外，虽然磷和钾对固氮有促进

作用，但有研究发现，施加 ＮＰＫ 复合肥会降低非共

生固氮，只有低氮时才能促进固氮；在高氮条件下，
提高磷含量并不能提高非共生固氮，氮、磷产生相反

的效应，磷产生的促进作用被氮产生的抑制作用抵

消了［５４］ ．
２􀆰 ２􀆰 ４ 土壤水分和温度等 　 固氮酶对氧高度敏感，
氧的存在可使大多数固氮菌的固氮酶不可逆失活，
土壤水分通过调节微环境中氧的水平而影响着非共

生固氮的效率．对加拿大草地系统的研究发现，高水

分通过降低土壤的通气性从而减少对固氮酶活性的

抑制，最高的固氮速率出现在水分饱和时［７，４２］ ．Ｗｅｉ
等［５５］对加拿大不列颠哥伦比亚森林系统的研究也

发现，水分是影响森林木质残体土壤固氮活性的最

重要因素．在瑞典北部自然森林中，水分也是非共生

固氮的驱动因素，相对于凋落物的添加，灌溉处理对

固氮作用的影响更加明显［５６］ ．极端干旱能够降低森

林的固氮能力，灌溉则可以提高固氮能力；老龄林土

壤固氮菌群落结构对于水分变化的敏感性及固氮速

率均高于幼龄林［５７］ ．但 Ｂｕｒｇｏｙｎｅ 等［５８］ 发现，春季解

冻带来的高水分厌氧条件会降低固氮速率，因而 ５
月（高水分）土壤的固氮速率小于 ８ 月．

除水分外，温度也是影响固氮群落的最重要环

境因子之一［５９］ ．英国东北部农田中最适宜固氮菌生

长和活性的温度是 １０ ～ ２５ ℃ （６—９ 月），田间 ３ 月

温度约为 ４．５ ℃会抑制固氮活性，甚至到 ６ 月还难

以恢复［８］ ．肥力相关的因素影响固氮微生物的群落，
但不同的取样时期影响因素不同［６０］，且取样时期对

ｎｉｆＨ 基因丰度的影响大于施肥制度［２０］ ．同一生长季

中固氮菌的动态差异可能是由不同时期的有效

氮［１０］、铵态氮、温度和植物生长等引起的［２０］ ．
其他环境因素如海拔、土壤理化特性等也会影

响固氮菌的活性和群落．如青藏高原不同海拔下，非
共生固氮菌群落组成差异较大，采样地点越近，土壤

理化性质越相近，固氮菌群落也越相似［２３］ ．多数研

究表明，ｐＨ 是驱动土壤细菌、真菌和古菌群落组成

的主要因子［６１］，同样，ｐＨ 也是影响土壤非共生固氮

菌的重要参数，ｐＨ（４．４ ～ ７．４）越高 ｎｉｆＨ 基因丰度越

高［２５］，提高土壤 ｐＨ（３．７１～５．６１）会增加 ｎｉｆＨ 基因丰

度［６２］ ．在荷兰马铃薯种植区，ｐＨ（４．１ ～ ７．７）与固氮

菌丰度呈正相关，并可解释固氮群落变异量的
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２０．７％［６０］ ．
综上所述，土壤中碳、氮、磷的可利用性，以及

钾、钼等营养元素和水分、温度等环境条件共同影响

着非共生固氮微生物群落结构、基因丰度及其固氮

效率，不同农业管理包括施肥、还田、轮作等通过影

响营养元素的可利用性和比例以及 ｐＨ、水分等对非

共生固氮有着重要的调控作用．

３　 叶际固氮微生物的多样性及其对氮的贡献

早在 １８ 世纪，人们就认识到叶面存在微生物，
但那一时期对叶际研究的兴趣主要集中在植物致病

菌上，对非致病菌研究甚少［６３］ ． １９５６ 年，Ｒｕｉｎｅｎ［６４］

首次从印度尼西亚热带潮湿地区的植物叶际分离出

固氮拜叶林克氏菌，并提出叶际固氮菌可为生长在

贫瘠土壤上的植物提供丰富的氮素来源，此后众多

学者纷纷致力于叶际微生物的研究．１９８１ 年，Ｂｌａｃｋ⁃
ｍａｎ［６５］首次提出叶际微生物的概念，将其定义为附

生或寄生于植物叶表面生境（即叶面）的微生物．而
Ｌｉｎｄｏｗ 提出，叶、茎、花、果等都是植物的地上有效

部分，其环境条件一致，由其组成的生境统称为叶

际，生存在其表面和内部的微生物，都被称为叶际微

生物［６６－６７］ ．
叶际环境对于微生物非常严苛，如可利用营养

较少、昼夜温差大、湿度波动大、紫外线较强等．即使

在如此恶劣的条件下，叶际承载着地球上最大的生

物表面积约超过 １０８ ｋｍ２［１３，６３］，寄居着细菌、真菌、酵
母和原生动物等，其中细菌丰度最高可达 １０６ ～ １０７

ｃｅｌｌｓ·ｃｍ－２ ［６８］ ．另有保守估计，全球叶际寄居着至少

１０２６个细菌［６３］ ．通过分子生物学方法也发现，叶际寄

居的微生物多样性虽比土壤或海洋环境低，但与人

类消化道相似［６９］ ．这些数量庞大的叶际微生物可对

宿主产生抑制作用如导致植物病害［６９］，或产生促进

作用如抵御病害、改变宿主微环境及固氮等功能，对
植物生长或生态系统生产力都具有极其重要的作

用．就固氮而言，叶际对生态系统氮素输入有重要的

贡献．１９８４ 年，Ｂｅｎｔｌｅｙ［７０］通过同位素示踪试验发现，
叶附生生物可为其宿主提供 １０％ ～ ２５％的氮源．
Ｗａｎｅｋ［７１］同样发现，叶附生固氮微生物是哥斯达黎

加热带雨林中有效氮的重要来源．Ａｂｒｉｌ 等［７２］ 发现，
在湿热带生态系统中叶际固氮是最主要的氮输入机

制．但目前对其研究还远落后于对根际微生物的

研究．
叶际固氮微生物主要为细菌，也包含一部分古

菌，目前已分离出的固氮菌包括固氮菌属（Ａｚｏｔｏｂａｃ⁃

ｔｅｒ）、螺菌属 （ Ｓｐｉｒｉｌｌｕｍ）、 固 氮 单 胞 菌 属 （ Ａｚｏｔｏ⁃
ｍｏｎａｓ）、欧文氏菌属（Ｅｒｗｉｎｉａ）、甲烷杆菌属（Ｍｅｔｈａ⁃
ｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、眉藻属（Ｃａｌｏｔｈｒｉｘ）、念珠藻属（Ｎｏｓｔｏｃ）
和伪枝藻属（Ｓｃｙｔｏｎｅｍａ）等［７３］ ．利用免培养分子生物

学技术研究也发现，叶际 ｎｉｆＨ 基因序列具有高度多

样性，拿马草属和闭鞘姜属叶际主要的固氮菌是蓝

藻念珠藻属（Ｎｏｓｔｏｃ ｓｐｐ．）、单歧藻属（Ｔｏｌｙｐｏｔｈｒｉｘ）、
侧生藻属（Ｆｉｓｃｈｅｒｅｌｌａ ｓｐｐ．）等，锦葵科植物的叶际除

蓝藻外，主要为 γ 变形菌［１４］ ．

４　 影响叶际微生物分布和固氮的因素

与土壤环境相比，叶际生态系统相对简单，碳水

化合物丰富而有效态氮含量相对较低，这种高碳 ／氮
的条件更有利于固氮微生物的活性表达，因而叶际

固氮作用广泛存在，在热带、亚热带、温带，甚至寒冷

地带的植物叶面都有固氮菌的分布．但植物叶片的

营养成分如磷浓度和碳 ／氮在很大程度上影响着非

共生固氮作用的速率［７４］ ．如低浓度磷会抑制叶际

ｎｉｆＨ 基因的表达，进而影响固氮速率［７５］；增加氮肥

（如 ２６．２５ ｋｇ·ｈｍ－２氮素时）同样可使水稻叶际固氮

酶活性降低 ４０％［７３］ ．拜叶林克氏菌是叶际主要的固

氮菌，有研究发现，叶片浸出液中碳 ／氮大于 １０ 才具

有固氮活性，但也有研究表明，碳 ／氮低于 １０ 时，叶
际仍然具有较高的固氮活性［６７］ ．

叶际环境特殊的物理状态条件如温度、湿度、光
照、大气氧的变化等对固氮微生物都有直接或间接

的影响［７３］，也使得其与周围土壤中的微生物群落组

成明显不同［１３］ ．Ｆｒｅｉｂｅｒｇ［７６］发现，即便微气候发生极

小变化，尤其湿度变化，也会影响叶际微生物的群落

结构．干旱处理（尤其夏季）会提高叶附生微生物群

落丰度，这与干旱引起的叶面碳 ／氮增高有很大关

系［１３］ ．增加热带雨林的光照水平能够提高冠层叶片

的非共生固氮［７４］ ．此外，在森林生态系统中，叶际的

物理和营养条件存在高变异，使得其中的附生生物

在近距离的同种植物之间短期或同一生长期也会出

现很大不同．即便相同叶龄叶片上的微生物群落结

构也不同，但叶际固氮微生物的群落结构总体受季

节和干旱的共同影响，季节变化包含了由光照、温
度、湿度以及叶际提供给固氮微生物的基质等驱动

的影响［７，１３］ ．另外，叶片生长发育通过改变叶际的物

理状态从而影响微生物群落［７３］，而固氮微生物群落

及其固氮功能的发展又可提高植物对环境的适应能

力［１３］ ．
除叶片营养和环境因素外，植物种类对固氮微
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生物群落也有一定影响，如在较大的生态系统尺度

上，叶际中蓝藻主要受环境因素的驱动，而在局部尺

度则主要受植物种类的影响［７７］ ．
综上所述，叶际的营养状况、物理状态包括温

度、湿度、光照、大气氧浓度等条件，以及由生长季节

和植物生长等引起的环境条件的变化和植物种类共

同影响着叶际固氮微生物的种类及其固氮效率．

５　 展　 　 望

除人为施肥外，生物固氮是生态系统最主要的

氮素来源．非共生固氮菌还可以通过分泌生长激素、
促进溶磷、增强抗病性和抗逆境等间接促进植物生

长［１５］ ．此外，非共生固氮菌还具有降解纤维素、半纤

维素和木质素的能力，进而促进凋落物和秸秆降解，
促进土壤培肥和氮素补充［３０］ ．面对目前长期大量使

用化学肥料带来的土壤肥力下降、面源污染和温室

气体排放增加等一系列负面影响，非共生固氮作用

的研究和开发利用对农业可持续发展更具特殊的意

义．而目前对非共生固氮微生物的研究整体较薄弱，
以下几方面的研究有待加强：

１） 研究方法的局限性．关于固氮酶活性的测定

有很多种方法，但不同的方法各有优缺点．例如，１５Ｎ
同位素稀释法虽可以较精确地测定固氮酶活性，但
主要运用在根瘤固氮体系中，对土壤、叶际或凋落物

等自由固氮体系并不适用．且近期发现，一般实验室

使用的１５ Ｎ２ 含有杂质［４］ ．乙炔还原法虽然操作简

单［７８］，但只能反映理想条件下固氮酶的最高活性，
不能真实反映多变的自然环境中的实际固氮情况．
此外，方法上的不统一，如不同的培养时间、培养条

件（温室或野外）、转换比例（理想比例或实际比例）
等，也会使不同系统的固氮量评估结果间缺乏可比

性．另外，有关非共生固氮微生物的研究多集中在基

于 ＤＮＡ 水平的 ｎｉｆＨ 基因丰度和多样性分布特征

上，ＤＮＡ 水平上检测到大量 ｎｉｆＨ 基因的存在，并不

代表 ｎｉｆＨ 基因的转录表达［８，３２］，不能真实反映固氮

菌的活性．未来的研究需要更多地统一１５Ｎ 同位素标

记评价方法和基于 ＲＮＡ 分析的方法来获得更加可

靠的测量数据．
２） 调控和管理．对非共生固氮微生物的研究总

体落后于共生固氮，由于缺乏像共生固氮体系那样

的宿主保护，非共生固氮活性和效率更易受环境条

件影响．如施用肥料（尤其氮肥）、不同农业管理措施

等对非共生固氮微生物的影响及其调控机制还不明

确．在未来的研究中，应该加强对陆地生态系统非共

生固氮过程的定量化分析，明确影响不同土壤类型

或作物非共生固氮的主导因子和调控原理，在减少

氮肥投入的同时通过优化施肥、耕作管理以及可能

的调控措施，最大限度地发挥非共生固氮微生物的

固氮潜能，为提高陆地生态系统生产力，减少化学氮

肥投入提供可行方案．
３） 菌剂应用．非共生固氮菌剂很早以来一直作

为重要的根际促生菌菌剂进行生产和使用，但存在

大面积推广应用困难，包括菌种扩繁和接种困难、与
土著微生物存在竞争、田间效果不稳定，以及我国微

生物肥料目前没有严格可操作的执行标准导致市场

上微生物肥料种类繁多、质量参差不齐、价格昂贵等

问题，今后应在加强土壤非共生固氮的同时积极利

用叶际固氮，开发适应性广、效率高的叶面固氮菌剂

及应用技术等，以充分发挥非共生固氮的贡献．
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