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摘摇 要摇 海洋微生物的固氮作用是海洋氮素循环中一个关键的环节,对海洋生态系统的氮
素供给和初级生产力的提高有着重要的意义。 本文从海洋生物固氮的研究历史着手,详述
了海洋固氮微生物的多样性及固氮活性研究方法,同时从环境因子的角度,总结了 CO2浓
度、季节变化、营养盐浓度、污染物及生物物种等环境因子对固氮微生物固氮活性的影响,
并对海洋固氮微生物的研究前景进行了展望。
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Abstract: Marine microbial nitrogen鄄fixation is a key part of marine nitrogen cycle, which plays
an important role in the introduction of nitrogen into marine ecosystem and the improvement of the
ecosystem primary productivity. This paper reviewed the research advances on the marine biologi鄄
cal nitrogen鄄fixation, with the focus on the diversity of nitrogen鄄fixing microorganisms and the
main research methods, and summarized the effects of environmental factors (CO2, seasonality,
nutrients, pollutants, and biological species) on the activities of nitrogen鄄fixing microorganisms.
The prospects of the studies on marine biological nitrogen鄄fixation were also proposed.
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摇 摇 氮素循环是生物圈内基本的物质循环之一。 其

中,微生物的固氮作用在氮素的地球化学循环中起

着重要的作用。 所谓生物固氮就是指大气中的氮在

固氮微生物的作用下被还原成氨的过程。 在生物固

氮中,60%由陆生固氮生物完成,40%则是由海洋固

氮生物完成的(周德庆,2002)。 1888 年,Beijerinck
第一次分离出具有固氮活性的微生物,1893 年 Glatz
分离出厌氧型的固氮梭菌。 这些工作开创了研究生

物固氮和固氮微生物的科学领域。 20 世纪 50 年代

以来,由于乙炔还原法(Stewart et al. ,1967)和同位

素标记技术(Montoya et al. ,1996)的应用,证实了许

多原核生物都能固氮。 20 世纪 70 年代以来,由于

能源危机和环境危机严重威胁着人类的生活,鉴于

人工合成化学氮肥需要大量的能源,因而在全世界

范围内掀起一次生物固氮研究热潮。 20 世纪 80 年

代以来,人们研究发现,生物固氮在海洋、湖泊等生

态系统的氮、碳贡献有着至关重要的作用,对生态系

统的群落结构、演替和生产力持续发展有重要影响

(Karl et al. ,1997;Montoya et al. ,2004),海洋微生

物固氮还在吸收大气 CO2、减缓温室效应方面发挥

着不可替代的作用(Gruber & Galloway,2008),全球
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海洋氮储库的变化与气候的变化有着密切的关系

(Altabet et al. ,1995)。 另外,海洋微生物的固氮作

用分布广泛,不仅存在于贫营养海域,同时在上升流

等富营养海域中也有发现(Voss et al. ,2006;Fer鄄
nandez et al. ,2011)。 因此,进行固氮微生物对生态

系统碳、氮循环和全球气候环境的影响研究,成为目

前生物固氮研究的前沿领域。 本文就海洋生物固

氮、固氮微生物多样性、固氮活性及其环境因子作较

全面的阐述,旨在阐明海洋固氮微生物研究的历史

背景、现状和最新研究动态,为今后开展海洋氮循环

研究提供理论基础。

1摇 海洋固氮微生物

1郾 1摇 固氮微生物种类

目前发现能进行固氮作用的微生物只有原核生

物,根据固氮微生物的固氮特点以及与植物的关系,
可以将它们分为自生固氮微生物、共生固氮微生物

和联合固氮微生物 3 类。 海洋中固氮菌的种群比较

复杂,多数集中于海洋沉积物中,也有少数一部分存

在水体中(Bergman et al. ,1997)。 目前已发现的海

洋固氮微生物主要包括蓝藻类、光合细菌类和异养

细菌类。
1郾 1郾 1摇 蓝藻类 摇 目前已知的固氮蓝藻约有 30 余

种,其中束毛藻属(Trichodesmium)是海洋中分布最

广的一类蓝细菌,Dugdale(1961)通过15N2示踪培养

法首次证实了北大西洋马尾藻海区束毛藻固氮作用

的存在,束毛蓝藻自此被视为贫营养盐海洋生态系

统中初级生产力的主要贡献者。 有关束毛藻固氮作

用的研究已步入了比较成熟的阶段,迄今为止,对束

毛藻的研究主要集中在其种群、分布与固氮能力方

面。 例如:Westberry 和 Siegel(2006)对束毛藻的时

空分布进行研究,结果表明,束毛藻水华现象主要发

生在热带太平洋东部以及阿拉伯海区,在水华情况

下束毛藻的固氮速率达 42 Tg N·a-1,比非水华情

况下的平均固氮速率(20 Tg N·a-1)高出 1 倍,因
此推测束毛藻对海洋的氮平衡有着重要的贡献。
Dong 等(2008)也对三亚湾的束毛藻分布进行了研

究,发现铁氏束毛藻(T郾 thiebautii)是浮游蓝藻的优

势种,并发现受季节及地域影响,束毛藻的多样性也

有着较大差异。 另外,某些浮游蓝藻如颤藻属(Os鄄
cillatoria)、假膜藻属(Katagnymene)、浮丝藻属(Pel鄄
agothrix)以及聚胞藻属 ( Synechocystis)、聚球藻属

(Synechococcus) ( Spiller & Shanmugam,1987; Lai鄄

choubi et al. ,2011)也具有固氮酶活性。 此外,一些

固着在海底、岩石上以及与其他生物共生的蓝藻,如
眉藻属(Calothrix)、鱼腥藻属(Anabaena)、胶须藻属

(Rivularia)、节球藻属(Nodularia)、单歧藻属(Tol鄄
ypothrix)、蓝枝藻属(Hyella)等同样具有固氮活性。
1郾 1郾 2摇 光合细菌类摇 海洋中一些光合细菌类也能

进行生物固氮,如红螺菌(Rhodospirillum)和红硫菌

(或称紫硫菌,如着色菌科 Chromatiaceae)。 它们既

能进行光合作用,又能和其他生物进行联合固氮作

用。 目前有关海洋中光合细菌在生物固氮方面的报

道仍很少,因此利用分子生物学等新技术去挖掘更

多尚未被发现的光合固氮菌是必要的。
1郾 1郾 3摇 异养细菌类摇 目前已发现的异养固氮细菌

主要有芽胞杆菌属(Bacillus)、梭菌属(Clostridium)、
弧菌属(Vibrio)、固氮菌属(Azotobacter)、产气肠杆菌

属(Enterobacter)、克氏杆菌属(Klebstella)等属中的

一些种。 其中弧菌可能是海洋生态系统中数目最多

的异养性固氮菌,近些年来新的固氮弧菌种类不断

地被人们发现,如 Rameshkumar 等(2010)就从红树

林根际土壤分离到一株固氮细菌 MSSRF38T,并通

过多相分类方法鉴定 MSSRF38T是弧菌属(V郾 rhiz鄄
osphaerae)的一个新种。
1郾 2摇 固氮速率与通量

生物固氮测定方法主要有乙炔还原法间接测定

(Capone,1993) 和15 N 同位素示踪法 ( Montoya et
al. ,1996)直接测定。 乙炔还原法优点是灵敏度高、
操作简单、费用低,因此在海洋固氮速率测定时得到

较广泛的应用(Stewart et al. ,1967;Montoya et al. ,
1996),缺点是所测得的固氮效率需转换比值,目前

C2H2与 N2的转换比值普遍是 3 颐 1 或 4 颐 1(Capone,
1993)。 与乙炔还原法相比,稳定同位素15N 示踪法

灵敏度高、准确度高,是固氮研究中确认菌株有无固

氮能力最直接最可靠的方法,缺点是费用高、测定手

段繁琐,易受大气和海水中15 N 的干扰( Stewart et
al. ,1967)。 Zehr 等(2001)利用15 N 示踪法测定了

各种固氮蓝藻的固氮能力,结果发现,在亚热带的北

太平洋海域具有丰富的单细胞蓝藻,包括一些已知

的属种(如束毛藻属)和很多分类地位尚不确定的

种类,均能表达固氮基因 nifH 并能固氮。 现代研究

技术的应用提供越来越多的证据表明,生物固氮比

早先估计的更广泛,意味着对生物固氮的概念、调控

和模型结构都有待重新评价(Karl,2000)。
乙炔还原法和稳定同位素技术对固氮活性测定
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具有高灵敏度,但不易检测到那些低丰度的固氮微

生物,而分子生物学技术(如核酸杂交和基因扩增

等)则可以弥补这点不足。 以通用的 nifH 为引物,
通过 PCR 技术扩增 DNA 片段并进行测序,就可在

固氮酶基因的 DNA 水平上检测固氮生物的存在,还
可以鉴定这些固氮菌的类型,不足的是,不能检测其

固氮速率(Zehr et al. ,2000)。 Farnelid 等(2011)建
立了深海固氮微生物群落固氮酶基因库,研究结果

表明,非蓝藻细菌占固氮微生物总数的 42% ,这意

味着非蓝藻细菌在海洋生态系统中同样行使着重要

的固氮功能。 Montoya 等(2004)也利用分子生物学

手段发现了具有固氮能力的单细胞蓝细菌和浮游细

菌在微微级和微级的分布,它们不但具有高固氮能

力,且昼夜都可以固氮,但是以上分子生物学方法的

局限在于只能表明该微生物拥有固氮基因,而不能

说明这些基因是否表达,因此需要采用 RT鄄PCR(反
转录 PCR 技术)去检测其是否转录,或者再结合乙

炔还原法和同位素示踪法等固氮测定方法检测是否

具有固氮活性。 因此,将不同的固氮研究方法结合

起来,互为补充、互相支持,对发现新的具有固氮能

力的微生物种类具有十分重要的作用。
现有观点认为,全球海洋生物固氮速率约为

150 Tg N·a-1,主要存在热带海域表层或次表层

(Fernandez et al. ,2011)。 随着固氮测定方法精确

度的提高,当前对全球海洋生物固氮速率的估量也

在不断增加,目前的最大估量值为 200 Tg N·a-1

(Kolber,2006),生物固氮在支持海洋初级生产力中

的作用远远超于人们的想象。 另一方面,由于人类

生产和生活活动(如农田施肥和化石燃料的燃烧

等)带来大量的人工氮,现代人工增加的固氮量在

不断上升。 据 Galloway (2005) 研究推测,到 2020
年,人工增加的固氮量将达 60% (Galloway et al. ,
1995);到 2050 年,由于人口的增加和人类活动加

剧,固氮速率最低估计值达 240 Tg N·a-1,最大预

测值将达 940 Tg N·a-1。 但实际上哪个估量值都

存在不确定性,原因在于生物固氮速率实测值不足、
固氮生物的水华贡献难以定量、固氮微生物种类的

不确定性等(张润和陈敏,2010)。

2摇 影响固氮速率的环境因素

2郾 1摇 大气 CO2浓度

氮循环与碳循环和气候变化的响应是非常密切

的,全球氮循环系统的改变会对全球气候变暖产生

严重的影响(Gruber & Galloway,2008)。 Sambrotto
等(1993)在对北大西洋真光层的碳汇和氮汇研究

后指出,利用经典 Redfield 比 6郾 6 颐 1 外推,严重低

估了真光层中有机碳的输出,更低估海洋浮游植物

对大气 CO2 的沉降作用。 据了解,海洋吸收大气

CO2每年达 1 ~ 2 Gt C·a- 1(Karl et al. ,2002)。 生

物固氮作用可以提高海洋吸收 CO2的能力,进而直

接影响到整个海洋的碳汇和全球气候的变化(Ca鄄
pone,2001),反过来,由于大气尘埃是铁元素的重要

来源,这是固氮酶活性不可缺少的成分,全球气候的

变化会影响尘埃中铁元素的供应或者影响上层海洋

水体的分层,进而影响生物固氮速率(Karl et al. ,
2002)。 现有观点认为,工业生产释放的氮在大气

中快速传播,最终停留在土壤层并通过固氮作用转

化成容易被植物吸收利用的形式,因此,促进了植物

的生长,而生长的植物可从大气中吸收更多的 CO2,
以提高自身初级生产力,因此促进海洋对 CO2的吸

收,北半球碳沉降现象可以为这一推测提供支持

(Gruber & Galloway,2008)。 然而,有研究者通过实

验模型研究氮增加对北半球碳循环的影响,又得出

相矛盾的结论,即实际上氮气浓度的升高对碳沉降

的影 响 很 小, 因 此 引 发 了 学 术 界 很 大 的 争 议

(Hyv觟nen et al. ,2008)。 生物固氮是连结海洋与大

气之间的氮循环的重要桥梁,有关大气 CO2浓度鄄气
候鄄生物固氮的藕联关系研究仍存在很多空白与不

足,相矛盾的结论可能是由于现有研究手段的不足,
导致很多研究结果都带着很大不确定性;另一方面

就海洋这个特定的生态系统而言,既可以是一个碳

源也可以是一个碳汇,是碳源还是碳汇还与环境因

素有关 (Karl et al. ,2002)。 有关“C 循环鄄N 循环鄄
气候冶之间的藕联作用机制尚待进一步探讨,比如

生物可利用氮以及生物固氮的关系,以及温室气体

的“源冶与“汇冶等问题,都有待于学者们的进一步

探索。
2郾 2摇 营养盐

目前有关营养盐对海洋生物固氮的限制作用研

究主要集中在氮、磷和铁这 3 个元素的作用,氮、磷、
铁的浓度都会影响到微生物的固氮速率。

Redfield N 颐 P 比值(16 颐 1) (Takahashi et al. ,
1985)常被用来揭示浮游植物或微生物生长对营养

盐的潜在需求。 当环境中的氮磷比化学计量达到

Redfield 值时,微生物呈现迅速生长和营养饱和状

态,而正偏离或负偏离 Redfield 值时微生物的生长
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都会出现营养盐限制的现象 (Karl et al. ,1997)。
Vitousek 和 Howarth (1991)研究营养盐限制现象的

机理发现,在陆地、淡水以及海洋生态系统中,氮限

制现象是由于氮的生物地球化学循环发生变化,结
果抑制了固氮微生物的活性。 磷增加能够提高固氮

速率,增加固氮微生物的多样性和固氮基因 nifH 丰

度(Reed et al. ,2010),然而有关微生物群落结构的

变化是如何影响到微生物自身固氮活性,该机制尚

未完全清楚。 Whigham 等(2009)也报道过氮增加

对微生物活性的影响,结果显示,红树林共附生固氮

微生物较红树林对氮增加的反应更加敏感;此外,氮
增加导致反硝化速率增加,生物固氮速率下降,说明

氮负荷的增加会对微生物的固氮作用有着一定的限

制作用。 有研究显示,在冰河世纪,虽然营养储量有

所增加,但是总体初级生产力并没有随之增加

(Ganeshram et al. ,2002),这很好地解释了过剩的

营养供应会一定程度上限制固氮作用这一现象,这
也是固氮微生物的一种自我调节功能,因而避免细

胞内物质和能量的浪费,并不断适应变化的外界

环境。
对固氮生物而言另一个重要的营养盐即是微量

元素铁,催化生物固氮反应的酶是固氮酶,固氮酶由

铁钼蛋白 ( Fe鄄Moprotein) 和铁蛋白 ( Fe鄄protein) 组

成,铁元素是固氮酶复合体的重要组成部分,铁的吸

收利用直接影响了固氮酶的合成与表达。 Kustka 等

(2002)发现,以 N2为唯一氮源的固氮微生物较利用

其他氮源(NO3
-、NH4

+)时单位细胞铁的需求更高。
在环境胁迫的状态下,微生物会通过一些特殊的机

制而“努力冶使自身适应环境,如 Saito 等(2011)利

用蛋白质组学的方法研究铁与固氮菌金属蛋白的关

系发现,一种海洋固氮菌(Crocosphaera watsonii)通

过丢失自身携带的金属酶来降低自身对铁元素的需

求量,以此适应含铁量较低的生境,或者在相同含铁

量的情况下也能够提高自身生物量。
这些营养元素并不是单独地对生物固氮起着限

制作用,而是协同发挥作用。 Mills 等(2004)通过研

究发现,热带北大西洋东部海域的生物固氮限制因

子铁和磷对固氮活性的影响并不是相互独立,相反,
它们是协同限制着海洋的生物固氮作用。 不同营养

元素之间的相互作用对固氮速率的影响是很关键

的,但相互作用的机制和方式尚需深入研究。
2郾 3摇 季节影响

固氮作用受到众多因素的影响,如光照度、盐

度、pH 值、NO3
-、NH4

+浓度或其他一些微量营养盐

浓度等,正是这些因素的综合作用使得固氮速率呈

现出季节变化特点(Altabet et al. ,1995;Voss et al. ,
2006)。 如 Lee 和 Joye (2006)研究发现,在潮湿季

节固氮菌的固氮速率均较在干燥季节时的固氮速率

高;与之一致的是,Adame 等(2010)研究澳大利亚

红树沉积物固氮菌时发现,固氮微生物的活性强降

雨量季节较弱降雨量季节高。 这可能是因为强降雨

量伴随着周期性的涨潮现象,带来了丰富的溶解性

正磷酸盐( soluble reactive phosphate,SRP)、硝酸盐

(NO3
-)、氨盐(NH4

+)等微生物可利用的营养物质,
因此能有效地提高生物固氮速率;而在干燥季节,由
于潮位下降,微生物所能汲取的营养成分也随之减

少,另一方面低潮位导致微生物暴露在强光下的机

会增加,强光抑制了固氮酶活性,因此固氮速率下

降。 季节变化影响着固氮微生物种群的复杂性和固

氮速率,这对了解固氮微生物与气候变化的关系具

有重要的意义,值得进一步深入研究。
2郾 4摇 污染物

海洋污染物会改变了海岸带土壤的理化性质,
如 pH、盐度、温度等,有些污染物如重金属等还会对

微生物产生毒性,因此影响了微生物的生长与能力

的发挥(Zahran,1999)。 近年来,随着工业的迅猛发

展,工业废料源源不断地向海洋输出,海洋污染日趋

严重,海洋微生物在海水的自净功能中扮演着重要

的角色。 然而,污染物会在较短时间内改变环境的

理化条件同时严重干扰微生物与环境间的平衡关

系。 有研究表明,受污染红树林区的生物固氮速率

明显下降,而通过生物修复重建后红树林的固氮速

率较原始红树林无明显差异(Vovides et al. ,2011)。
Sj觟ling 等(2005)也曾对被砍伐红树林区的微生物

多样性进行分析,结果显示,被砍伐区较保护区的土

壤微生物多样性有着明显的下降趋势,土壤固氮微

生物的活性也明显下降。 生物固氮作用的最适 pH
约为 6郾 5,海洋污染物改变了土壤 pH,因而会严重

影响了固氮微生物的生长条件,所以导致固氮效率

有所变化,因此,固氮微生物的生理生态参数可作为

检测生态系统污染状况的早期、敏感的生物学指标,
固氮生物在海洋环境的维护和生态平衡中具有重要

的作用。
2郾 5摇 生物物种

由于自然入侵、或者人为地无意或有意引进某

种生物会对本土生态环境和微生物活性造成一定的
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影响。 正确的引种可以增加引种地区的生物多样

性,然而,不适当的引种则会使得缺乏自然天敌的外

来物种迅速繁殖。 Moseman 等(2008)研究发现,由
于外来贻贝、红树等物种的入侵,导致本地红树林区

的固氮微生物多样性及固氮活性都有着明显的变

化,此外,不同物种的入侵及地域的差异对固氮微生

物组成及其固氮活性也有着不同的影响。 微生物群

落结构与功能发挥息息相关,生物物种的变化会影

响氮循环相关微生物的群落结构多样性,从而影响

全球氮储量。 如 Hawkes 等(2005)也报道过由于一

些外来植物的入侵,会影响氨氧化细菌和反硝化细

菌的微生物多样性,进而影响到整个氮循环系统。
又如 Liao 等(2007)研究长江口互花米草入侵对该

生态系统的碳储量和氮储量的影响时发现,互花米

草的入侵通过影响该生态系统微生物的生理生态,
最终提高了该生态系统的 C 储量和 N 储量。 因此,
物种入侵可能降低本地的生物活性,也有可能提高

本地的生物活性,提高初级生产力 (类延宝等,
2010)。

但是,排斥一切外来物种的观点也是有偏见的。
生态学家 Davis 等(2011)主张,评判物种是“外来冶
还是“本土冶,不应看其起源地,而应看这个物种对

当地环境的影响,如果有益,则这个物种比起本土物

种来更称得上是“本土冶。 此外,随着时间的推移,
物种对当地环境的影响会发生变化,因此“本土冶与
“外来冶没有明显的划分界限。 物种的入侵还与气

候变化有着一定的关联(Gritti et al. ,2006),这也在

一定程度上反应了气候变化与生物固氮作用的藕联

关系,由于气候的变化引起了生物物种的变迁,影响

到固氮微生物的固氮活性,而生物固氮作用的变化

又反过来影响着全球的气候与环境。

3摇 展摇 望

海洋生物固氮是海洋氮循环的一个重要的分

支,应用现代科学技术建立和完善生物固氮体系已

经成为解决人类目前所面临的人口、粮食、能源和环

境等问题的重要技术措施。 近年来,人们对海洋生

物固氮的重要性有了新的认识,但对于海洋固氮微

生物多样性及其固氮活性与环境变化的关系的了解

仍十分有限,有必要在如下几个方面加强研究:
1)获取准确的固氮微生物群落结构多样性信

息,不仅局限于束毛藻的研究,对于其他一些具有固

氮功能的单细胞蓝细菌、蛋白细菌等也应有更深入

的了解,挖掘更多的高效固氮微生物资源。
2)进一步探索海洋生物固氮作用与环境因子

(如 CO2浓度升高)之间的藕联关系,深入了解各种

环境因子对固氮微生物固氮活性的影响。
3)海洋微生物功能基因组学研究尚待发展,利

用宏基因组学和稳定同位素等新技术寻找高效固氮

微生物是功能微生物研究的一大发展趋势。
4)进一步了解海洋固氮微生物及其固氮速率

的时空变化,深入了解固氮微生物在海洋生态系统

中的功能与作用。

致摇 谢摇 中国科学院海洋微生物研究中心数据库与信息系
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