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摘  要 

生物固氮的定量方法分为直接定量法和间接定量法。直接定量法为15N2气体饲喂法。间接定量法有总氮

差异法、15N自然丰度法、15N同位素稀释法和乙炔还原法。固氮微生物的研究主要集中在豆科植物，经

济作物固氮微生物研究对南方地区经济作物的绿色发展提供借鉴。 
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Abstract 
The quantitative methods of biological nitrogen fixation are divided into direct quantitative me-
thods and indirect quantitative methods. The direct quantitative method is 15N2 gas feeding method. 
Indirect quantitative methods include total nitrogen difference method, 15N natural abundance me-
thod, 15N isotope dilution method and acetylene reduction method. The research on nitrogen-fixing 
microorganisms mainly focuses on legumes, and the research on the nitrogen-fixing microorgan-
isms of cash crops provides a reference for the green development of cash crops in the south. 
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1. 引言 

南方地区一般是指中国东部季风区的南部，当今中国四大地理区划之一，主要是秦岭–淮河一线以

南的地区。经济作物是指对自然条件的选择较严、技术要求复杂、产品的经济价值较高、主要是用作工

业原料的作物，故又称“技术作物”或工业原料作物[1]。经济作物的种类很多，主要包括棉花、油料、

麻类、桑柞丝、茶叶、糖料、蔬菜、烟叶、果品、药材等。南方地区主要经济作物主要有柑橘、香蕉、

荔枝、桂圆、菠萝、茶、油茶、油桐、漆树、毛竹、杉树、樟树、蚕桑、油菜。经济作物生产的集约化

和商品化程度较高，综合利用的潜力很大，要求投入较高的人力、物力和财力。因此，必须注意解决好

经济作物和粮食作物争地、争劳力、争资金的矛盾，以及收购政策、价格政策、奖售政策等问题，促进

经济作物的发展[2] [3]。 
在自然界中，某些原核微生物在常温常压下通过固氮酶将空气中的氮素转化为氨，这一过程称为生

物固氮，这类微生物称为固氮微生物。固氮微生物是指能将大气中游离的氮素转变成含氮化合物的微生

物。其种类很多，按照微生物的生活习性和固氮条件的特殊性，可以分为自生固氮和共生固氮微生物以

及联合固氮微生物。固氮微生物广泛的分布在原核生物和古核生物中，既有异养型，又有自养型；既有

需氧型，也有厌氧型，还有兼性型[4] [5]。据联合国粮农组织统计，地球上结合态氮总量有 70%来源于生

物固氮，每年全球微生物固定的氮素量可达 2 亿吨，约占全球作物需氮量的 3/4，相当于工业生产氮肥的

3 倍多[4]。利用生物固氮部分或完全替代化学氮肥，在农业生产中不仅能节肥节能，同时还能增产增效。

目前已有的研究表明在我国豆科植物根瘤菌和非豆科树木结瘤弗兰克氏菌的资源调查和分类方面，研究

人员逐步摸清了我国豆科植物根瘤菌和非豆科树木结瘤弗兰克氏菌的资源[4] [5] [6]。尤其在花生、大豆

和豆科牧草接种根瘤菌的应用研究方面，做了大量的工作，并取得了明显的经济和社会效益[7]。随着现

代分子生物学的研究进展，在固氮分子遗传学研究方面，我国处于世界先进行列。中科院上海植物生理

学研究所固氮分子生物学研究室是国际上著名的实验室，20 世纪 70 年代对固氮基因精细结构的研究就

已进入国际先进行列。20 世纪 80 年代在固氮基因正调控基因 nifA 研究方面又有突出成果，构建成不受

氨调控的组成性表达的 nifA，并引入阴沟肠杆菌用于接种水稻，可获增产。进入 20 世纪 90 年代，在苜

蓿根瘤菌结瘤基因的表达和调控方面，发现结瘤基因 nodD3 的表达不受植物类黄酮物质的启动，为扩大

宿主范围的研究提供了依据[8] [9]。有关固氮酶催化机理和化学模拟研究。我国学者于 20世纪 80年代初，

证明在有 D2 无 N2 的条件下，固氮酶不能催化 HD 形成，对国外学者发表的不依赖 N2 也可形成 HD 的观

点提出异议。20 世纪 90 年代初，论证了在生理条件下固氮酶每还原 1 mol N2 所放出 H2 的摩尔数不是 l，
不符合通常的生物固氮化学反应计量式，因而提出了固氮酶双位点放 H2 的假说[10]。 

生物固氮的定量方法分为直接定量法和间接定量法。直接定量法为 15N2 气体饲喂法。间接定量法有

总氮差异法、15N 自然丰度法、15N 同位素稀释法和乙炔还原法[11]。目前，国内外有关生物固氮科技创

新的 3~5 年近期目标)是克服天然固氮体系缺陷，创制新一代根际固氮微生物产品，在田间示范条件下替
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代化学氮肥 25%；10 年中期目标是扩大根瘤菌宿主范围，构建非豆科作物结瘤固氮的新体系，减少化学

氮肥用量 50%；15 年远期目标是探索作物自主固氮的新途径，在特定条件下完全替代化学氮肥[12] [13]。 
但是，天然固氮体系存在宿主范围窄和固氮活性受环境影响大等缺陷，固氮生产菌株存在竞争力弱

和田间应用效果不稳定等问题，从而大大局限了生物固氮在农业生产中广泛应用。如何增强根际联合固

氮效率，扩大根瘤菌共生固氮的宿主范围，构建自主固氮的非豆科作物，创制新一代固氮微生物产品是

当前国际固氮领域的研究前沿，同时也是一个世界性的农业科技难题[11] [14]。本世纪兴起的合成生物技

术被誉为是改变世界的十大颠覆性技术之一，将为生物固氮这一世界性农业科技难题提供革命性的解决

方案。目前南方经济作物固氮微生物主要围绕[14]： 
1) 天然固氮体系的网络调控机制。尤其是共生结瘤固氮植物基因组分子演化机制，固氮与相关抗逆

信号传导和表观调控机制以及根际固氮微生物组、宿主作物与根际环境三者之间相互作用机制，为共生

结瘤、根际固氮相关抗逆元件及功能模块的人工设计提供理论指导[11] [15]。 
2) 人工固氮线路的适配优化机制。主要集中在：一是构建通用的表达载体系统和功能模块，在底盘

生物上进行大规模功能测试；二是创建具有农业应用价值的人工高效固氮回路并在底盘生物中进行适配

性研究，使之标准化和最优化[14] [15]。 
3) 新型固氮产品的先进智造工艺。主要是通过固氮微生物组剂型(液体、干粉、颗粒包被等)和固氮

菌种子包衣等工艺的优化，解决固氮菌群在实际使用过程中活力不稳定等关键问题；同时，理性设计根

际环境下最小根际固氮功能群，研发新型合成固氮微生物组肥料产品[15]。 

2. 结论 

“非豆科植物人工接瘤固氮成功”和“生物肥料可以代替化学肥料”等，干扰我国生物固氮的基础

研究，已解决了生物固氮的大难题。目前国内的研究集中以根瘤为研究对象，展开了一系列研究。但是

我国目前生物固氮基础研究仍处于困境，研究还处在薄弱中。就整体而言，我国的生物固氮研究与国际

水平尚有一定的差距。今后生物固氮研究应该主要围绕固氮酶的固氮分子机理、共生固氮菌与豆科植物

的分子互作、非豆科植物结瘤固氮工程、非豆科植物的联合固氮等方面进行深入研究。 
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