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摘要：氮素是作物生长过程中最重要的元素，氮素缺乏将会严重影响作物生长。随着人类对粮食的需

求量增加，化学氮肥的施用量越来越多。生物固氮在全球氮素循环中有着重要的作用，60%的氮来源

于生物固氮。因此，生物固氮，尤其是能够在作物中定殖的联合固氮菌，最有可能代替氮肥成为粮食

作物的主要氮源。长期以来，如何提高生物固氮效率以及在作物中实现生物固氮是生物学家的重要研

究方向。合成生物学的出现和发展为能够生物固氮的研究带了新的机遇，有望缓解粮食作物对化学氮

肥的大量需求。本文概述了固氮菌的种类、联合固氮菌中固氮基因岛的组成以及转录调控机理，阐述了

合成生物学在生物固氮领域中的研究现状，对未来的联合固氮菌合成生物学的发展方向作出了展望。 
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氮素是维持地球生命的必需大量元素。化学

氮肥的施用对提高农作物产量起着至关重要的作

用，然而化学氮肥的生产来自非可再生资源且是

高耗能过程。随着人类对作物产量的需求越来越

高，作物增产的代价是化学氮肥的不合理利用以

及后续的水体和大气污染。 

全球固氮微生物固定的氮量占总量的 60%，生

物固氮最有希望代替化学氮肥成为粮食作物的主要

氮源。利用生物固氮促进作物绿色安全生产，实现

“减肥减药”，是农业可持续发展最有潜力的方向。 

目前，在作物培养中，生物固氮远没有化学

氮肥肥效高，如何提高生物固氮的肥效，完全或

部分替代工业氮肥，是目前研究的热点，也是一

个世界性的农业科技难题。近年来，合成生物学

的发展为生物固氮的研发带来了新的机遇。合成

生物学中底盘生物的构建以及调控模块的优化是

构建工程菌株的重要方面。同时，基因编辑工具

的发展，为高效固氮工程菌株的构建提供了有力

工具。因此，利用合成生物学的理念和手段，是

提高生物固氮肥效的一个备选选择。 
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1  固氮微生物 

1.1  根际促生菌 

植物根际是细菌的良好生境，为细菌提供了

良好的生态位。这些定殖于植物根际、与植物根密

切相关并且能够促进植物生长的细菌称为植物根际

促 生 细 菌 (plant growth-promoting rhizobacteria ，

PGPR)。PGPR 对植物的直接促生作用包括：产生

植物生长调节物质 (植物激素 )、挥发性化合物

(volatiles)以及 ACC 脱氨酶等，降低植物体内的乙

烯水平；改进植物营养状况(如促进难溶性磷、钾

和微量元素的释放，固氮等)；刺激植物产生诱导

系统抗性(induced systemic resistance, ISR)。间接

促生作用包括：产生抗生素、抗菌蛋白或铁载体

等抑制病原菌或者线虫，减轻病害；促进有益的

共生作用(根瘤和菌根的形成)；降解农药等生物外

源性物质[1–2]。 

1.2  生物固氮 

生物固氮作用是全球氮循环的关键一步，是

固氮微生物在特定条件下，如厌氧或微好氧、无

铵或低铵等，在固氮酶的催化作用下直接利用大

气中 N2 分子的一种特有的生理功能。根据微生物

与植物之间的关系，可以将生物固氮分为三种类

型 ： 共 生 固 氮 菌 (symbiotic nitrogen-fixing 

bacterium)、自生固氮菌(free-living nitrogen-fixing 

bacterium) 和 联 合 固 氮 菌 (associative nitrogen- 

fixing bacterium)。其中自生固氮菌和联合固氮菌

统称为非共生固氮菌[3]。 

共生固氮是指固氮微生物与植物互利共生进

行固氮。主要有蓝藻共生固氮体系、豆科植物共

生固氮体系和非豆科植物共生固氮体系。 

自生固氮是指固氮微生物与植物没有依存关

系，能够独立进行固氮。如圆褐固氮菌、棕色固

氮菌、产酸克氏杆菌。 

联合固氮作用是介于自生固氮和共生固氮体

系之间的一种固氮类型。联合固氮菌与植物有着

亲密关系，但是不与植物形成类似根瘤的特异结

构。这类菌株主要分布在植物根系表面，有部分

则侵入植物根的表皮皮层组织或者进入维管组

织，可以利用根系分泌物生长繁殖，能够原位靶

向地为植物提供可以直接利用的氮肥。禾本科植

物中固氮微生物的首次发现证明了这类植物具有

生物固氮潜能[4]。之后，又陆续发现了固氮菌属

(Azotobacter)、假单胞菌属(Psedomonas)、类芽孢

杆菌属(Paenibacillus)、克雷伯氏菌属(Klebsiella)

等与禾本科植物联合固氮的细菌。 

2  联合固氮菌的固氮基因簇研究进展 

由于联合固氮菌可以与玉米、小麦和水稻等

禾本作物共生固氮，是解决禾谷类作物部分氮素

来源的途径之一，近年来日益得到重视。联合固

氮菌中研究比较深入的有类芽孢杆菌和假单胞

菌。比较基因组学研究表明，类芽孢杆菌和假单

胞菌固氮基因岛是在自然环境下通过水平转移途

径获得，进化过程中存在固氮酶基因选择性丢失、

复制和重排的现象。这些基因有编码固氮酶的结

构基因，也有参与调控、激活、金属原子传递和

功能生物合成的一系列基因，但是固氮核心操纵

子却高度保守[5–7]。 

2.1  固氮基因簇 

固氮基因簇的大小从 11 kb 到 64 kb 不等，包

含合成具有生物活性的固氮酶的基因、电子传递

链和氧保护机制等。固氮酶的活性中心由金属原
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子簇组成：根据金属离子的不同，将固氮酶主要

分为钼铁固氮酶、钒铁固氮酶、铁铁固氮酶以及

新型固氮酶。在前三种固氮酶中，结构蛋白和辅

因子生物合成的序列具有高度保守性。基因组学

研究表明，固氮菌中最小的固氮基因簇保守基因

有 nifH、nifD、nifK、nifE、nifN 和 nifB，通常用

NifH (VnfH 和 AnfH)以及 NifD (VnfD 和 AnfD)的

氨基酸序列构建进化树。其中钒铁固氮酶和铁铁

固氮酶是选择性固氮酶，仅存在于少数的固氮菌

中，且选择性固氮酶都是与钼铁固氮酶共存。三

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。活性固氮酶的生物

合成除了催化中心的结构亚基外，还依赖于各种

Nif 蛋白。研究表明至少 9 个 nif 基因是合成具有

生物活性的固氮酶所必需的：nifH、nifE、nifN、

nifS、nifU、nifV、nifY、nifB 和 nifQ，实现氧化还

原、电子传递等。 

钼-铁固氮酶结构蛋白由钼铁蛋白 (固氮酶) 

和铁蛋白(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。钼铁蛋白是一个有

α2β2 型的四聚体，由 nifKD 基因编码。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 基因编码黄素氧还蛋白将电子

传递给钼铁蛋白固氮酶进行固氮反应。 

钒-铁固氮酶由 vnfHDGK 基因编码，其中固

氮酶还原酶由 vnfH 基因编码，固氮酶由 vnfKDG

基因编码。VnfN、VnfE、VnfX 蛋白参与辅因子

的生物合成。 

铁-铁固氮酶中，固氮酶还原酶由 anfH 基因

编码。固氮酶由 anfKDG 基因编码合成的 α 亚基、

β 亚基以及 δ 亚基形成 α2β2δ2 六聚体。VnfN、VnfE、

VnfX 蛋白参与辅因子的生物合成。同时，nifUSVB

基因也是合成功能性铁-铁固氮酶所必需的。 

2.2  多粘类芽孢杆菌固氮基因簇 

固氮类芽孢杆菌是类芽孢杆菌属中具有固氮

能力的菌株，可以进行自主固氮或者联合固氮。

类芽孢杆菌中具有固氮能力的菌种超过 20 个，如

多粘类芽孢杆菌 (Paenibacillus polymyxa)、浸麻类

芽孢杆菌(Paenibacillus macerans)、固氮类芽胞杆

菌(Paenibacillus azotofixans)等。目前，报道研究

最多的模式固氮类芽孢杆菌是多粘类芽孢杆菌。 

基因组学分析表明，类芽孢杆菌的固氮基因

岛保守而紧凑，保守序列有 nifB、nifH、nifD、nifK、

nifE、nifN、nifX、hesA 和 nifV (图 1-A)，是在进

化过程中通过水平转移获得[7]。系统发育树表明类

芽孢杆菌的固氮基因岛与弗兰克氏菌的同源性最

高，可能来自同一祖先[8]。在进化过程中，出现固

氮基因簇的复制、丢失以及获得多种现象，进一

步分化出多个种。 

中国农业大学陈三凤教授实验室首先提出类芽

孢杆菌具有 δ70 型启动子，启动子区有 GlnR/TnrA

结合位点。并且发现，固氮类芽孢杆菌 GlnR 是氮

代谢总调节蛋白，能够与固氮基因启动子结合[8]。 

2.3  施式假单胞菌固氮基因簇 

施氏假单胞菌是目前研究比较深入的联合固

氮菌，有 50 kb 左右大小的 nif 固氮基因岛，涉及

的基因有固氮基因(nifQBALHDKENXSUVWZMF)

和氮代谢调控基因，是生物固氮系统进化中功能

和结构完整的中间固氮类型。基因组学分析表明，

施氏假单胞菌的固氮基因岛是在进化过程中通过

水平转移获得[6]，且在进化过程中存在固氮基因岛
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选择性丢失、复制和重排现象，并且固氮基因岛

的水平获得早于假单胞菌的进化。其中 A1501 和

DSM4166 的固氮基因岛研究比较深入。 

A1501 是一株分离自水稻根际的联合固氮

菌，是首例完成全基因组测序的联合固氮菌[9]：基

因组含有一段 49 kb 大小的包含 59 个基因的固氮

基 因 岛 ( 图 1-B) ， 其 中 20 个 nif 基 因

nifQBALYHDKTYENXUSVWZMF 构成了典型的固

氮 基 因 簇 ， 对 整 个 固 氮 过 程 进 行 直 接 调 控 。

Pseudomonas stutzeri DSM4166 是一株分离自德国

高粱根际土壤的联合固氮菌。目前该菌株的基因

组测序工作已经完成[10]，序列比对分析发现 nif

固氮基因岛与 A1501 的固氮基因岛非常相似。 

施式假单胞菌的固氮基因的转录是由 NifL/A

系统调节[11]。施氏假单胞菌是 δ54 型启动子，NifA

是转录激活因子，NifL 为负调控因子。当外界氧

以及固态铵浓度低时，nifA 基因正常表达，开启

固氮基因的转录；当外界氧或者铵浓度高时，NifL

与 NifA 蛋白结合，抑制固氮基因的表达。 

3  固氮基因簇的生物合成学研究进展 

提高生物固氮的途径主要有以下三种：(1) 通

过修饰固氮微生物与作物之间的共生关系，让作

物成为固氮细菌的宿主；(2) 将固氮酶基因在植物

中表达，赋予植物自身固氮酶活力；(3) 构建新

型的联合固氮工程菌株，用合成生物学提高联合

固氮菌的生物固氮效率。由于联合固氮菌株在作

物中的定殖特性，构建新型高效的联合固氮工程

菌株是提高作物利用生物固氮的最有效快捷的

路径。 

3.1  固氮微生物与作物之间的共生关系 

植物与固氮微生物的共生关系研究中，豆科

植物和根瘤菌之间的共生始于双方分泌的信号分

子的相互识别：根瘤菌受到植物来源的类黄酮诱

导产生称为 Nod 因子 (Nod factor, NF) 的脂低聚

寡糖信号，之后，NF 被宿主豆类植物根部感知，

使共生反应激活，产生共生性根瘤器官。王二涛

研究员研究团队在该研究领域取得突破性的研究

进展：发现了 SHR-SCR 分子调控模块，该模块通

过决定皮层细胞的命运调控豆科植物根瘤起始的

分子机制[12]。在豆科植物/非豆科植物中过量表达

该分子模块可以诱导皮层细胞分裂形成根瘤样结

构。同时，该干细胞分子模块还能被根瘤菌的信

号激活，诱导豆科植物形成根瘤进行共生固氮。

该研究结果也为非豆科植物皮层细胞的改造奠定

了基础，提供了新的思路。 
 

 
 

图 1  模式菌株类芽孢杆菌 Paenibacillus sp. WLY78 (A)和施氏假单胞菌 Pseudomonas stutzeri A1501 (B)中的固氮

基因簇 

Figure 1.  Schematic representation of the nif gene island in Paenibacillus sp. WLY78 (A) and Pseudomonas 
stutzeri A1501 (B). 
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3.2  固氮酶在植物中的表达 

由于固氮酶的复杂性以及氧敏感性，目前将

固氮酶在植物中异源表达具有一定的难度。前期

研究表明来自酵母或者植物的铁硫原子簇合成

系统能够为固氮酶组分提供[4Fe-4S]的金属原子

簇[13–15]，并且植物体内的电子传递链模块能够分

别有效地替代固氮酶系统中负责电子传递的原始

模块[16]。另外，最小固氮酶的发现以及固氮酶的

重构研究[5,7,17–19]，大大减少了需要导入植物细胞

的固氮基因数目。 

固氮酶需要大量的能量和低氧环境。由于植

物线粒体具有 Fe-S 簇、电子传递链，消耗氧气并

且可以产生大量的 ATP，因此在植物线粒体内有

可能实现生物固氮。研究表明，固氮基因岛中的

nif BDEFHJKMNQSUVXYZ 均能够在线粒体中表

达对应的蛋白[20–21]。但是，由于固氮酶的复杂性

以及现有转基因作物技术的限制，现有条件下转

基因作物中没有检测到固氮酶的活性。 

3.3  新型联合固氮微生物的构建 

合成生物学的出现和发展为绿色农业的发展

带来了新机遇。2012 年，Voigt 实验室首先进行了

肺炎克氏杆菌固氮基因岛的重构[22]，表明了合成生

物学在生物固氮工程菌株构建的潜力。利用合成生

物学的理念和手段，在作物根部直接构建高效的微

生物工厂，赋予不能进行生物固氮的菌株固氮基因

岛，提高固氮效率，是有效解决生物固氮的一种简

单有效的方法[23]。目前主要通过以下两个方面实现。 

3.3.1  提高固氮酶活性：通过修饰启动子以及转

录调节因子等转录调控元件，提高现有固氮微生物

的固氮效率。陈三凤教授实验室通过启动子替换提

高固氮酶活性 [8,24] 。将固氮菌株 Azotobacter 

chroococcum中的负调控因子的NifL部分失活同时

组成型表达正调控因子 NifA，可以使固氮酶活性

提高[25–26]。接种该工程菌株后，发现小麦在氮缺乏

条件下，与野生型菌株相比较，工程菌株对小麦的

促生能力更强[26]。将调控因子 NifL 和 RpoN 进行

双敲除后，消除了 NH4
+对固氮酶的抑制作用，提

高固氮酶活性[27]。 

通过固氮基因岛模块替换、重组，提高固氮

酶的活性。铁硫原子簇和电子传递链添加/替换可

以提高固氮酶活性[24]。在大肠杆菌中，将具有最

小固氮基因簇的类芽孢杆菌 WLK78 中固氮基因

岛的 9 个基因在大肠杆菌中表达，固氮酶活性仅

达到原菌株的 10%[24]。分别将类芽孢杆菌 WLK78

或者 K. oxytoca 中的铁硫原子簇/电子传递链共表

达，固氮酶活性均能得到提高[24]。通过模块重组、

替换，将类芽孢杆菌 WLK78 中固氮基因岛与    

K. oxytoca 的 28 个基因在大肠杆菌中表达，将固

氮酶的活性提高到 50%[24]。 

通过增加固氮基因岛的拷贝数提高固氮酶的

活性。 

通过外源信号物质调控固氮酶的活性。植物

或者微生物分泌的小分子物质可以作为信号提高

固氮酶的活性[27]。通过改变这些信号分子的分泌，

提高固氮酶活性。 

3.3.2  在底盘菌中异源表达，构建新型的联合固

氮工程菌株：根据联合固氮菌株与植物的关系，

人工设计并且构建在植物周围或者内部定殖能力

强、次级代谢产物丰富的底盘菌。以此工程菌株

为底盘菌，将固氮基因岛转入并且表达，构建新

型的联合固氮工程菌株[28–30]。 

固氮微生物在土壤中能否固氮，受土壤类型、 

土著菌的种类和数量、作物品种等环境的影响，

因此需要因地制宜选择高效广谱的底盘菌构建工
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程菌株。在菌株选择方面：首先，选择土壤、体

表和根际重要的微生物种群，或者定殖在作物内

部的内生菌；此外，该菌株具有构建方便快捷的

遗传操作系统的可能性。目前商业应用较广的微

生物菌剂主要有芽孢杆菌、假单胞菌和农杆菌等。

芽孢杆菌分布广泛、极易分离培养、抗逆性强，

并且具有丰富的次级代谢产物，对多种植物病害

具有良好的生防效果，是土壤中重要的微生物种

群。此外，芽孢杆菌作为生防菌剂加工工艺简单，

是一种理想的微生物菌肥。假单胞菌能够在作物

周围土壤中大量增殖，具有繁殖速度快、定殖能

力强的特点。多种假单胞菌次级代谢产物丰富，

具有抑制病害、促进生长的作用，是近年来研究

报道最多、最具有防病潜力和应用价值的一类生

防菌。因此，可以选择将具有应用价值的生防菌

株如假单胞菌和芽孢杆菌作为底盘菌，赋予其生

物固氮功能，构建兼具固氮和生防功能的根际微

生物细胞工厂，实现化肥农药减施。 

张友明教授首创的 Red/ET 重组工程在微生

物基因编辑方面有着重要的应用前景。Red/ET 重

组 工 程 (Red/ET recombineering ： recombination- 

mediated genetic engineering)是利用大肠杆菌细胞

内表达的 Redα/Redβ 或者 RecE/RecT 重组酶介导

的同源重组对 DNA 进行修饰的技术[31]。该技术在

农杆菌、假单胞菌、伯克氏菌以及芽孢杆菌中得

到应用[32–34]。 

利用假单胞菌中的 Red/ET 重组系统，将次级

代谢产物丰富的根际促生菌 pf-5 作为底盘菌进行

改造。首先，将次级代谢产物的负调控基因 retS

敲 除 [29–30] ， 以 增 加 次 级 代 谢 产 物 。 发 酵 液

HPLC-MS 数据以及抑菌活性实验表明，次级代谢

产物增加且抑菌活性增强[29–30]。进一步进行粗提

物的分离鉴定，发现抑菌活性的增强是因为次级

代谢产物 2,4-DAPG 的产量增加[30]。直接克隆技

术则是利用 RecET 重组酶将基因簇直接从微生物

基因组一步克隆到大肠杆菌表达载体上[35]，利用

直接克隆技术一步获得 DSM4166 菌株中完整的

固氮基因岛。结合转移转座的技术将固氮基因岛在

底盘菌中进行异源表达[29–30]，用基因组 PCR 的方

法在基因水平上对固氮基因岛的水平转移进行验

证，同时用乙炔还原法检测固氮酶的活性。实验结

果表明固氮基因岛完整地整合到底盘菌中，并且在

工程菌株能够检测到固氮酶活性[29–30,36]。同时，植

物表型实验发现，工程菌株中不仅可以通过固氮

基因岛促进作物的生长，还可以通过丰富的次级

代谢产物增强抑菌活性[30]。温室实验证明，用微

生物处理过的玉米和小麦与用氮肥处理过的玉米

和小麦生长得同样好[37]。 

Ryu 等（2020）用作物内生菌株 Rhizobium sp. 

IRBG74 为底盘菌，将重构的固氮基因簇导入赋予

该菌株固氮酶活性，并且该工程菌株具有较高的

耐氧和 NH4
+的能力[27]。 

4  展望 

多年来，生物学家致力于农作物生物固氮的研

究，通过改造农作物使之与固氮菌形成类似于根瘤

的结构，或者农作物获得外援固氮基因岛直接进行

生物固氮。随着研究的深入，豆科植物皮层分化模

块的提出以及固氮基因岛的模块替换以及优化，为

农作物的生物固氮的实现推进了一大步。 

另外，一部分微生物学家通过构建固氮工程

菌株达到生物固氮的目的。由于联合固氮微生物

在植物根部定殖的特性，工程菌株可以在农作物

根部或者内部实现生物固氮。此外，由于微生物

丰富的次级代谢产物，“微生物细胞工厂”还可以
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实现原位靶向的固氮抑菌等多重功能[30,38]。因此，

构建定殖能力强的底盘菌株，通过模块优化以及

替换进行人工重构设计多种生物活性功能，实现

多功能智能化的“微生物工厂”。 
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Abstract: Nitrogen is an essential element of life, and is one of the major nutrients limiting plant growth. To meet 

the increased food production demand in agriculture, chemical nitrogen requirements increase from year to year. 

Biological nitrogen fixation (BNF) plays an important role in agriculture. More than 60% of the fixed N on earth 

results from BNF. Associative nitrogen-fixing bacterium in major cereal crops is considered as one alternative in 

reducing the use of chemical nitrogen fertilizer. There has been a goal to increase biological nitrogen fixation and 

engineering such associations in non-legume crops to reduce the use of chemically derived fertilizer. The use of 

synthetic biology tools to boost biological nitrogen fixation has been considered as one of the best strategies to 

increase crop yield to face population growth and general agronomic crop demand. This review discusses the 

nitrogen fixation microorganisms, nitrogen-fixation island genes in associative nitrogen-fixing bacterium and 

nitrogen-fixing mechanisms. This review also elaborates on current research efforts involved in nitrogen fixation 

using synthetic biology tools. Moreover, this review also proposes new and emerging strategies to improve the 

nitrogenase activity and future perspectives in this research field. 

Keywords: biological nitrogen fixation, synthetic biology, nitrogen-fixation island, associative nitrogen-fixing 

bacteria 
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