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Abstract: To remit the pressure of international energy, the nif fixation of the legume plants rhizobia has played a very 
significant role. The research of legume plants rhizobia concentrates on the nif fixation, which has received a lot of 
achievements by nature breeding, cross breeding, mutation breeding and gene standard breeding. The paper not only 
points out the restrictions of nowadays research, but also makes some prospects for future work. 
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摘  要：豆科植物根瘤菌的固氮能力对于缓解当今世界的能源压力有着勿需言喻的重要性。对于豆科植物根瘤

菌的研究主要集中在其固氮能力上，从传统的自然选育到类似真核生物的杂交遴选、诱变育种再到现在广泛应

用的基因水平育种，都取得了不少成果。本文不仅指出了目前研究仍旧存在的一些局限性，亦对将来的工作前

景做出了一些展望。 
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1. 引言 

空气中约 80%的氮气不能被植物直接利用，只有

固氮微生物具有将氮气转化成氨的能力，人们称为生

物固氮。目前，生物固氮的固氮量已达 2 亿 t，其中

根瘤菌与豆科植物共生固氮体系是自然界固氮效率

最高、固氮量最大的生物固氮体系[1,2]，其固定的氮占

生物固氮量的 65%以上[3]。这极大的缓解了能源压力，

减轻了过多施用化肥对环境造成的污染[4]。因此， 

研究豆科作物的生物固氮及其固氮能力对农业生产

和自然界中的氮素平衡具有重要的现实意义。 

与此同时，豆科植物根瘤菌(Rhizobium)则是一类

广泛分布于土壤中的革兰氏阴性细菌，它可以侵染豆

科植物根部，形成根瘤，固定空气中的分子态氮形成

氨，为植物提供氮素营养。但根瘤菌与豆科植物独立

存在时，不能利用大气中的 N2，而当根瘤菌侵入豆科

植物的根细胞并在其中迅速增殖后，可产生类菌体，

并在根瘤内出现豆血红蛋白，同时具备类菌体和豆血

红蛋白的根瘤便具有固氮能力。研究表明，不同的根 
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瘤菌与大豆品种间的共生固氮能力存在着较大的差

异[5,6]。 

因此，筛选与豆科作物品种匹配、固氮能力好、

竞争结瘤能力强的优良菌株，是提高根瘤菌应用效果

的重要途径[7]。接下来则针对目前对根瘤菌选育的研

究进行综述。 

2. 研究思路 

由于根瘤菌同豆科植物的特殊属性，使得科学家

们十分希望将这种固氮能力转移到其它高等植物上！

目前人工转移固氮能力大体可以归纳为两个策略：一

是通过遗传工程将固氮基因(nif)转移到高等植物上，

创造能够稳定遗传的固氮新品种。Dixon 等[8]首次报

道将肺炎克氏杆菌Klebsiella peneumoniae的固氮基因

移接到大肠杆菌 Escherichia coli 上，并表达了固氮酶

活性。Gerband 等[9]将肺炎克氏杆菌的 nif 基因通过质

粒转移到啤酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 中，nif

基因随菌体复制 50 多代，但未表达固氮活性。Berman

等[10]将肺炎克氏杆菌的 nif 基因通过质粒克隆到啤酒

酵母之中，表达了 nifH 的产物。但是，固氮基因向高

等植物转移目前仍有许多困难，其中最主要的是载体

问题。然而俄罗斯科学院乌法科学中心的韦尔希尼娜

等人报告说已成功将一豌豆基因注入烟草的小块叶

片和油菜幼苗的茎部，其结果较对照组的根瘤菌的数

量分别高出 13 倍和 36 倍，效果显著[11]。人工转移固

氮能力的第二个策略是诱导固氮微生物进入新的寄

主植物，建立新的共生固氮体系。Butgoon 等[12]首次

报道，将固氮兰细菌融合到玉米和烟草的原生质体

中，但未能得到再生植株。随后许多试验相继进行了

这方面的研究，但面临的主要障碍是杂合细胞不能恢

复细胞壁，形成再生植株。Child 等[13]和 Scowcroft 等
[14]分别用根瘤菌 32H 接种小麦、油菜和烟草等非豆科

植物的细胞培养物，测出了固氮酶活性，电镜观察，

根瘤菌主要生存在细胞表面和细胞间隙，没有进入细

胞内。根瘤菌从整体水平上引入非豆科植物内，以便

建立新的共生固氮体系，这是科学家们的另一大策

略。 

3. 研究方法 

基于目前的科学水平，研究从常规的自然选育到

类似真核生物的杂交遴选再到现在广泛应用的基因

水平的育种。虽然各种研究方法不同，但其研究的结

果却是不分伯仲的重要。对于豆科植物根瘤菌的研究

都是有着不言而喻的重要性。 

3.1. 自然选育 

自然选育是目前获得新菌种的一种最常用的方

法，其实质是广泛搜集品种资源，积累和利用在自然

条件下发生的有益变异，通过考察各株根瘤菌的具体

固氮能力，通过比较各菌株所表现出来的结果，从而

进行筛选。该方法相对简单直接，结果也较为一目了

然。许多科学家都通过该思路达到了选育的目的。如

张欣等[15]通过共生匹配试验检测株高、叶片颜色、主

根和侧根上的结瘤数量、所结根瘤的干重、植株地上

部分干重等一系列生物学指标，筛选出两株具有广谱

亲和性的大豆根瘤菌，并且说明大豆根瘤菌与大豆的

共生结瘤固氮具有一定的选择局限性。同样，王文丽

等[16]也通过共生匹配试验，利用双层钵培养法进行根

瘤菌回接试验，也筛选出共生匹配效果好，共生固氮

力强的菌株。 

3.2. 杂交遴选 

杂交遴选是利用两个或多个遗传性状差异较大

的菌株，通过有性杂交、准性杂交和遗传转化等方式，

而导致其菌株间的基因的重组，把亲代的优良性状集

中在后代中的一种育种技术。通过杂交育种可以实现

不同的遗传性状的菌株间杂交，使遗传物质进行交换

和重新组合，改变亲株的遗传物质基础，扩大变异范

围，获得新的品种。 

杂交育种在真核生物育种上发挥了重要的作用，

但该方法在根瘤菌选育方面与其他育种手段相比没

有优势，目前有关运用传统的杂交手段选育根瘤菌的

工作报道很少。 

3.3. 诱变育种 

诱变育种在医药和工业生产菌选育中得到广泛

应用。诱变及筛选的第一步关键是用物理、化学或生

物的诱变因子修改目的微生物的基因组(genome)，产

生突变型。 

在物理诱变中，激光诱变技术应用广泛，在生物 
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育种中使用的激光器种类繁多，波长从红外到紫外，

几乎每一个波段的激光都有效果[17]。近年来，微波诱

变技术悄然兴起，它是一种新型的育种技术，在其他

菌种选育过程中应用广泛，利用微波结合其他诱变方

法进行复合处理，对根瘤菌进行选育也具有巨大的潜

力。 

化学诱变剂的突变率通常要比电离辐射的高，并

且十分经济，但由于它们多是引起碱基置换突变，易

发生回变，导致变异不稳定，突变株分离和检测困难，

另外这些物质大多是强致癌剂，使用时必须十分谨

慎，对实验条件也有较高的要求。在化学诱变中，目

前仍然没有新型诱变剂的出现，其通常和多种诱变技

术相结合的复合诱变广泛用于根瘤菌选育研究中[18]。 

原生质体融合就是用水解酶除去细胞壁，释放出

球状原生质体，然后诱导两亲本的原生质体融合，而

达到杂交的目的，经筛选获得稳定融合子。利用原生

质体融合技术选育优良菌株是一项良好的方法。原生

质体融合技术由于遗传信息传递量大，不需了解双亲

详细的遗传背景，可有目的地选择亲株以选育理想的

融合株，便于操作等优点，为遗传育种提供了一种有

效手段，然环境因素对原生质体的制备有较大影响，

国内外通过融合技术获得高效固氮能力根瘤菌的相

关报道不是很多。 

3.4. 基因水平育种 

该水平的各种操作旨在解决根瘤菌同豆科植物

是如何形成共生体以及其内部的具体机理。有助于帮

助我们认识到在这个过程中的关键步骤，重要酶等，

为我们更好的控制和提高固氮能力提供基础。根瘤菌

与植物的共生固氮过程是十分复杂的，有关共生固氮

基因的定位、表达和调控等机理还没有完全被认识，

许多工作仍被视为探索性的实验，因此，加强对根瘤

菌与植物之间共生固氮的机理的研究将会大大促进

根瘤菌选育工作。 

近年来，随着荧光技术的发展，目前广泛应用的

标记基因有 luxAB、GFP 和 RFP 等能够稳定遗传的外

源基因，且不影响共生结瘤固氮行为，该标记方法具

有快速、方便、准确的优点，广泛用于评价菌株竞争

结瘤能力；肖文丽等[19]在应用该标记技术发现其为根

瘤菌竞争结瘤能力评价提供了直观、简便、准确的检

测手段。除了上述的几种会发光的基因，会出现颜色

反应的几种基因如：gusA 基因、CelB 基因和 xylE 基

因也是较为常用的。以上每一种标记方法都有其优缺

点，所以对根瘤菌—豆科植物共生体在不同的生长阶

段，不同的实验室条件，不同的实验目的，场所等应

选择适合的标记方法。在研究根瘤菌的侵染过程和早

期定殖时，可以应用绿色荧光蛋白基因(gfp)标记，在

激光共聚焦显微镜下能够很容易的观察到侵染线，但

是激光共聚焦显微镜等设备的费用较高，普通实验室

未购买的情况下可以应用一些便宜简便的方法如

luxAB；对于难导入外源 DNA 的微生物或由于导入外

源 DNA 宿主代谢受到干扰微生物，用抗体和 DNA 标

记技术更合适；大田实验中更适合用 gusA 基因标记，

这种方法得到的结果准确，可以原位定位，可以观察

所施的根瘤菌的运动性和结瘤部位，但是价钱较贵，

操作要求严格[20]。 

然而在根瘤菌与宿主植物共生的过程中，需识别

植物的一系列如有机酸、类黄酮、氨基酸、胞外多糖
[21,22]等信号分子，并能够逃避宿主植物的免疫反应，

才能成功侵入宿主植物，这其中就包括根瘤菌体内很

多与该过程相关的基因的表达变化。张江等[23]重点对

ssiA 基因进行了研究，其基因表达产物为一类 LysE

家族氨基酸外运蛋白，经氨基酸诱导性试验发现 ssiA 

lacZ 只能被刀豆氨酸诱导，因此推测其可能与 L 刀豆

氨酸的外运有关。于海鹏等[24]采用分子生物学及基因

工程手段将大豆血红蛋白基因 lbc3、lbc2、lbc1、lba

导入土著大豆根瘤菌中，构建高效固氮根瘤菌工程菌

株，该工程菌株能够自身合成大豆血红蛋白，在保证

固氮作用正常进行的前提下，对提高根瘤的固氮酶活

性也起到一定作用，同时为研究根瘤菌与非豆科植物

的共生固氮作用奠定基础。 

4. 问题 

目前对于豆科植物根瘤菌的研究中，虽然已经取

得了诸多的成果，但尚未得出具有根本性突破的结

果。仍旧存在以下问题需要解决： 

1) 选育过程周期长、工作量大。在国内外的研究

中，还是以自然选育方法为主导，然该方法主要是基

于自然进化，对有益突变进行筛选。故而其相对耗时 

漫长、过程繁杂、工作量大。 
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2) 固氮过程尚未清晰认识。固氮基因的定位，表

达和调控等的机理尚未被完全认识。其具体的过程十

分复杂，随着技术的不断更新进步，已经取得了一些

成果，但完全的认识清楚却还有待加油。 

3) 合适的固氮体系尚未建立。能够大范围应用的

根瘤菌尚未建立，突破性的工作还有待进一步深入研

究。 

5. 展望 

基于目前根瘤菌选育的研究现状，未来的发展趋

向有以下几个方面： 

1) 深入了解根瘤菌与植物的共生固氮过程，目前

的诸多工作都还只是探索性的实验，因此，加强对根

瘤菌与植物之间的共生固氮过程的机理的研究将会

大大促进根瘤菌的选育工作。 

2) 基因工程育种将成为主要的研究方向之一。通

过 DNA 分子克隆技术和表达技术为主要技术的基因

工程技术，将会为构建越来越高效的结瘤能力和固氮

能力的根瘤菌菌株提供直接的工具。 

3) 开发和建立高效的根瘤菌筛选技术，完善选育

步骤、缩短育种周期、降低生产成本、提高遴选效率。 

4) 组建几个通用的根瘤菌基因模板，突破仅仅同

豆科植物内共生，而达到其他高等植物中。从而真正

的达到根瘤菌的大面积应用，造福地球！ 
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