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固氮菌剂:从机理研究到田间应用的进展与展望
韦革宏１∗ꎬ焦硕１∗ꎬ陈春１ꎬ陈卫民１ꎬ李哲斐１ꎬ王红雷１ꎬ魏晓梦１ꎬ宋莉１ꎬ

史鹏１ꎬ舒敦涛１ꎬ丑敏霞１ꎬ陈娟１ꎬ陈实１ꎬ张城伟１ꎬ张瑞福２

(１.西北农林科技大学作物抗逆与高效生产全国重点实验室ꎬ陕西 杨凌 ７１２１００ꎻ
２.南京农业大学资源与环境科学学院ꎬ江苏 南京 ２１１８００)

摘要:固氮菌剂是推动化肥减量增效、提升耕地质量并促进农业绿色转型的核心要素ꎬ在农业可持续发展中具有重要战略

地位ꎮ 本文系统梳理了固氮菌的研究体系ꎬ涵盖固氮微生物多样性及其固氮机制、高效菌种资源挖掘与选育技术、制剂生

产工艺及田间应用技术ꎬ深入分析了制约其产业化应用的关键问题ꎮ 研究表明ꎬ菌剂改良效果的不稳定性ꎬ主要源于接种

菌株与土著微生物群落互作机制不清、传统筛选与评价方法效率低且可重复性差、生产工艺与施用技术尚不完善等方面ꎮ
针对上述问题ꎬ本文提出深化原位微生态系统互作机制研究、推动合成菌群理性设计、建立智能化筛选与标准化评价体系、
创新绿色高效生产工艺、推进精准施用与场景拓展等应对策略ꎬ并对未来研究方向进行了展望ꎮ 固氮菌剂研究将向“机制

深化、功能协同、智能精准、绿色高效”方向深入发展ꎬ为保障国家粮食安全、推动农业绿色转型提供重要科技支撑ꎮ
关键词:固氮菌剂ꎻ生物固氮ꎻ合成菌群ꎻ菌种选育ꎻ绿色农业
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生物固氮作为陆地生态系统新氮输入的最大自然来源ꎬ支撑全球 １１％的植物氮素需求和 １６％的陆地

净初级生产力ꎬ是驱动地球圈层氮素循环的关键引擎[１－２]ꎮ 当前ꎬ全球陆地生物固氮输入约为 ６５ Ｔｇ􀅰ａ－１ꎬ
其中农业生态系统固氮量高达 ５６ Ｔｇ􀅰ａ－１ꎬ对维持全球氮素平衡至关重要[２－３]ꎮ 固氮微生物作为该过程的

关键功能类群ꎬ介导“大气惰性氮”向“生物可利用氮”的定向转化ꎬ是维系农业生态系统氮素循环的核心

枢纽[４]ꎮ 农业生态系统中不同类型的固氮微生物通过功能耦合和生态位互补ꎬ形成了多层次的农田生物

供氮体系[５]ꎮ 其中ꎬ以豆科作物根瘤菌为核心的共生固氮体系ꎬ是农田高效氮输入的重要途径[６]ꎻ以伯克霍

尔德菌(Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ)等为代表的联合固氮菌广泛定殖于作物根际及根内组织ꎬ在部分作物体系中可显著

促进植物氮素获取ꎬ是农业生态系统中重要的潜在氮源[７]ꎻ以固氮菌属(Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ)为代表的自生固氮菌

广泛分布于作物叶际、根际及土壤环境中ꎬ能够通过自身代谢活动贡献生态系统氮素输入ꎬ是农田土壤氮

循环和基础氮素供给的重要微生物类群[８]ꎮ 三类固氮体系协同作用ꎬ共同驱动农业生态系统氮素循环ꎬ
对维持土壤肥力和保障作物生产至关重要ꎮ

随着全球人口持续增长和气候变化加剧以及区域水土资源禀赋与农业发展需求不匹配ꎬ全球农业生

产和粮食供给面临严峻挑战[９－１０]ꎮ 过去 ６０ 年全球化学肥料总施用量由 ０.３ 亿吨增长至 １.９５ 亿吨ꎬ增幅超

过 ５００％ꎮ 持续增加的化学肥料用量对粮食作物增产贡献超过 ５０％ꎬ在保障全球粮食安全和缓解人口饥

饿中发挥重要作用[１１]ꎮ 然而ꎬ长期以来以化学氮肥为主的高投入方式在提升作物产量的同时ꎬ也带来了

突出的资源和环境代价ꎬ并在一定程度上重塑了农业生态系统氮素循环格局ꎮ 纵观氮肥生产、管理和施用

环节ꎬ化学氮肥环境负效应日益凸显ꎮ 化学氮肥生产过程消耗了农业系统超过 ５０％的能源ꎬ并贡献了约

２.４％的全球温室气体排放ꎻ同时ꎬ化学氮肥施用也是全球农业土壤 Ｎ２Ｏ 以及 ＮＨ３ 排放的重要来源[１２]ꎮ 由

于过量施用和不合理的管理措施ꎬ全球作物氮素利用率仅为 ３０％ ~ ５０％ꎬ大量的活性氮通过挥发、径流和

淋溶等途径进入土壤和水体ꎬ导致水体富营养化和地下水污染ꎬ对生态环境和人类健康构成持续风

险[１３－１４]ꎮ 在此背景下ꎬ如何构建兼顾作物高产稳产和环境生态效益改善的氮素管理策略ꎬ已成为全球农

业可持续转型中最具挑战性的重大科学命题ꎮ 当今世界百年变局加速演进ꎬ农业绿色转型、污染减排增效

以及耕地地力提升面临更加严峻挑战ꎬ单纯依赖化学氮肥驱动的农业发展模式已触及生态红线ꎬ难以为

继ꎮ 鉴于生物固氮在农业生态系统氮素循环中的关键作用ꎬ强化生物固氮功能并推动其在农业生态系统

中的应用ꎬ是化解氮肥依赖僵局、实现氮素可持续管理和农业绿色高质量发展的重要途径ꎮ
在农业绿色转型和化肥减量增效需求推动下ꎬ生物固氮因其能够减少外源氮肥投入、促进农业生态系

统氮循环优化而受到广泛关注ꎮ 作为连接大气氮与植物氮素营养的重要生物过程ꎬ强化固氮功能并提升

其农业应用效率ꎬ是实现农业可持续发展的重要技术路径[１５]ꎮ 在此背景下ꎬ固氮菌剂作为生物固氮功能

的工程化载体ꎬ不仅是化肥减量增效的关键技术支撑ꎬ更是推动农业生态系统氮素管理由外源投入驱动向

生物调控驱动转变的重要抓手[１６]ꎮ 这一过程中ꎬ固氮菌剂通过调控氮素输入、转化和利用过程ꎬ为优化农

田生态系统氮循环提供了新的技术路径ꎮ 随着农业生产向资源高效利用和绿色低碳方向转型ꎬ固氮菌剂

的功能内涵不断拓展ꎬ逐步由单一增产手段转变为兼具资源利用效率提升、土壤微生态调控与生产效益优

化的综合性绿色投入品ꎮ
目前ꎬ固氮菌剂仍面临实验室条件下功能表现良好而田间应用效果不稳定的关键瓶颈ꎬ即“实验室有

效、田间失效”的现象仍广泛存在ꎮ 造成这一差异的原因并非单一因素限制ꎬ而是由菌株自身功能表达、
遗传背景、环境适应性以及根际生态互作等多重因素共同决定ꎮ 一方面ꎬ外源固氮菌在复杂土壤环境中面

临土著微生物竞争、生态位占据和环境胁迫等挑战ꎬ其定殖能力和功能稳定性直接影响田间应用效果ꎻ另
一方面ꎬ非豆科作物缺乏高效共生固氮体系ꎬ如何通过合成生物学手段改造固氮微生物ꎬ突破固氮酶耐氧

性、耐铵性以及氮素释放效率等限制ꎬ实现高效稳定的生物固氮ꎬ仍是当前固氮微生物研究亟需解决的重

要科学问题ꎮ 此外ꎬ土壤水分、养分状态、ｐＨ 值等非生物环境因素以及微生物群落互作关系ꎬ也共同影响

固氮菌剂的生态适应性和应用效果ꎮ 因此ꎬ系统解析固氮菌剂作用机制、优化菌株设计策略并阐明环境适

配规律ꎬ是推动固氮菌剂由实验研究走向农业应用的关键ꎮ
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基于上述科学问题与应用瓶颈ꎬ本文围绕固氮菌剂从机制解析、菌株设计到应用转化的关键技术体系

开展系统梳理ꎮ 从根际微生态视角ꎬ重点梳理固氮微生物多样性形成及其固氮机制ꎬ重点关注固氮类群多

样性、固氮酶转录调控机制、共生与联合固氮体系的信号交流机制以及作物－固氮系统的环境胁迫响应规

律ꎻ从菌种资源挖掘层面ꎬ总结高效固氮菌种资源挖掘技术、功能菌株筛选以及合成固氮多功能菌群的构

建策略ꎻ从固氮菌剂的创制与应用角度ꎬ重点探讨其在不同作物和生态条件下的应用模式与效果评价ꎮ 在

此基础上ꎬ深度剖析当前固氮菌剂相关科研成果转化和产业化过程中面临的“卡脖子”问题ꎬ探讨强化生物

固氮效率和提升固氮菌剂应用稳定性的技术路径ꎬ并对未来发展方向进行展望ꎬ有望为推动我国固氮技术

向高效化、稳定化和智能化方向发展提供重要农业科技支撑ꎮ

１　 固氮菌多样性及与植物共生机制

１.１　 固氮微生物类群

空气中 ７８％为氮气ꎬ因其化学惰性而无法被高等生物直接利用ꎮ 固氮微生物具有将氮气转化为能被

植物同化氨的能力ꎬ此即为生物固氮(ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎꎬＢＮＦ)ꎮ 一般认为ꎬ固氮生物都是原核微生

物ꎬ它们好氧、厌氧或兼性厌氧ꎬ营自生或共生生活ꎬ还有些类群能进行光合作用ꎮ 然而ꎬＣｏａｌｅ 等[１７]报道ꎬ
一种特殊的蓝细菌 ＵＣＹＮ￣Ａ 在与其真核宿主贝氏布拉藻(Ｂｒａａｒｕｄｏｓｐｈａｅｒａ ｂｉｇｅｌｏｗｉｉ)经过 １ 亿年的共进化

后ꎬ已经从内共生体进化成了一种专门固氮的真核细胞器———硝质体(ｎｉｔｒｏｐｌａｓｔ)ꎬ从而将只能由原核细胞

执行的固氮功能扩展到真核生物ꎮ
目前ꎬ科学家已在 ８０ ０００ 个以上测序的原核生物基因组中ꎬ鉴定出超过 ３ ７００ 种明确携带核心固氮基

因(如 ｎｉｆＨ、ｎｉｆＤ、ｎｉｆＫ 和 ｎｉｆＢ)的微生物[１８]ꎮ 这些固氮微生物来自细菌界和古菌界ꎬ广泛分布于陆地和海

洋生境中ꎮ 固氮细菌主要来自变形菌门(Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)、厚壁菌门(Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)
和蓝细菌门(Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ) [５ꎬ１８－１９]ꎮ 固氮的古菌仅限于广古菌门(Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａ)中的产甲烷谱系ꎬ包括甲

烷球菌目(Ｍｅｔｈａｎｏｃｏｃｃａｌｅｓ)、甲烷杆菌目(Ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ)、甲烷微菌目(Ｍｅｔｈａｎｏｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｓ)和甲烷八

叠球菌目(Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａｌｅｓ)ꎬ如 Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ ｂａｒｋｅｒｉ、Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ ａｃｅｔｉｖｏｒａｎｓ 等[２０－２１]ꎮ 根据固氮微生

物与其他生物之间的关系ꎬ可以将其分为三大类:自生固氮菌、联合固氮菌以及共生固氮菌ꎬ前两者又统称

为非共生固氮菌ꎮ
１.１.１　 自生固氮菌　 自生固氮菌是一类不依赖于其他生物而能独立固氮的微生物ꎬ固定的氮供给自身所

需ꎬ并随着菌体死亡分解而释放进入环境氮库ꎮ 这些微生物广泛分布于农田、湿地等环境中ꎬ典型代表包

括好氧的固氮菌属(Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ)ꎬ兼性厌氧的克雷伯氏菌属(Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ)、红螺菌属(Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ)、芽胞杆

菌属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)ꎬ厌氧的梭菌属(Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ)、着色菌属(Ｃｈｒｏｍａｔｉｕｍ)等类群ꎬ以及自生固氮蓝细菌如类颤

鱼腥藻(Ａｎａｂａｅｎａ ｏｓｃｉｌｌａｒｉｏｉｄｅｓ)、发状念珠藻(Ｎｏｓｔｏｃ ｆｌａｇｅｌｌｉｆｏｒｍｅ)等ꎬ它们可通过光合作用或异养代谢获

得生存及固氮所需的能量与还原力[２２－２３]ꎮ
三大类固氮菌中ꎬ自生固氮菌固氮效率最低ꎮ 农田系统中ꎬ由于其固定的氮素要在死亡裂解后才能释

放至土壤氮库ꎬ并在经历周转和矿化后才能被植物利用ꎬ从而可能错过作物的需氮高峰期ꎮ 并且ꎬ分布分

散ꎬ在作物根际的固氮强度有限ꎬ难以像共生根瘤那样向作物高效定向供氮ꎬ因此对作物的直接氮素获取

贡献较低ꎮ 尽管如此ꎬ从整个生态系统来看ꎬ自生固氮是很多自然生态系统特别是陆地系统的重要新氮来

源之一ꎬ维持了全球基础氮平衡和生物多样性[２４]ꎮ
１.１.２　 联合固氮菌　 联合固氮菌必须生活在植物根际、根表、根内圈或叶面等处才能进行固氮ꎬ依赖宿主

提供的碳源生存ꎮ 代表性菌属包括固氮螺菌属 ( Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ)、 假单胞菌属和伯克霍尔德菌属

(Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ)等ꎮ 联合固氮菌的固氮量通常远低于与豆科植物共生的根瘤菌ꎮ 这是因为固氮酶对氧十

分敏感ꎬ而植物根系附近通常氧气充足ꎮ 此外ꎬ它们必须在复杂的土壤微生物群落中竞争植物分泌的碳

源ꎮ 联合固氮菌对植物的促进作用不仅来源于氮素固定ꎬ还与其产生植物激素、改善根际环境以及抑制病

原菌等多种功能密切相关[２５－２６]ꎮ 例如:部分联合固氮菌能够产生生长素促进根系发育ꎬ提高植物养分吸

收能力ꎻ部分菌株可分泌抗菌物质ꎬ增强植物抵抗病原微生物的能力ꎮ
联合固氮菌(如固氮螺菌)在农业应用中具有重要潜力ꎬ但其天然固氮能力受到环境条件和自身代谢

调控限制ꎮ 固氮过程需要大量能量ꎬ因此当环境中氮素充足时ꎬ微生物通常会降低固氮系统活性以节约能

量ꎮ 此外ꎬ固定的氮素通常会被细菌自身同化[２７]ꎬ而非直接释放至胞外ꎬ这限制了其向植物持续提供氮源

２９９
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的能力ꎮ 因此ꎬ如何通过工程化调控增强联合固氮菌的氮释放能力和环境适应性[２８－３０]ꎬ成为提高其农业

应用效率的重要研究方向ꎮ
１.１.３　 共生固氮菌　 共生固氮菌是与他种生物共生才能进行固氮的微生物ꎬ显著特征是有根瘤等共生器

官ꎮ 其中ꎬ宿主为根瘤菌提供微氧、富碳的专门生态位ꎬ保证其固氮反应的顺利进行ꎻ固氮菌则将氮固定为

氨回馈给植物ꎬ双方互利共生ꎬ相互依存ꎮ 共生固氮体系是目前固氮效率最高、研究最为深入的固氮系统ꎬ
该系统主要包括根瘤菌与豆科植物、弗兰克氏菌与非豆科植物及蓝细菌与满江红、苏铁等的共生ꎮ 近年来

研究还发现ꎬ海草(Ｐｏｓｉｄｏｎｉａ ｏｃｅａｎｉｃａ)等海洋植物也可通过与固氮微生物建立共生关系参与氮素输入[３１]ꎮ
目前已鉴定的蓝细菌有 ５ ０００ 多种ꎬ涵盖了聚球藻目(Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃａｌｅｓ)、螺旋藻目(Ｓｐｉｒｕｌｉｎａｌｅｓ)、颤藻

目(Ｏｓｃｉｌｌａｔｏｒｉａｌｅｓ)、色球藻目(Ｃｈｒｏｏｃｏｃｃａｌｅｓ)、宽球藻目(Ｐｌｅｕｒｏｃａｐｓａｌｅｓ)、念珠藻目(Ｎｏｓｔｏｃａｌｅｓ)及真枝藻

目(Ｓｔｉｇｏｎｅｍａｔａｌｅｓ)等类群ꎮ 其中ꎬ共生蓝细菌主要归属于念珠藻属 (Ｎｏｓｔｏｃ)ꎬ此外还涉及毛鞘藻属

(Ｔｒｉｃｈｏｒｍｕｓ)、拟绿胶藻属(Ｃｈｌｏｒｏｇｌｏｅｏｐｓｉｓ)及眉藻属(Ｃａｌｏｔｈｒｉｘ)等ꎮ 这些蓝细菌能与真菌(形成地衣)以
及苔藓(角苔)、蕨类(满江红)、裸子植物(苏铁)和被子植物(大叶草 /根乃拉草)等多层次宿主建立共生

关系ꎮ 在植物共生体中ꎬ蓝细菌定殖于特定的结构内ꎬ如角苔的菌体腔、满江红的叶腔、苏铁的珊瑚状根及

大叶草的茎腺ꎮ 除大叶草共生体表现为胞内共生外ꎬ其余多为胞间共生ꎮ 值得注意的是ꎬ与满江红共生的

蓝细菌已丧失独立生存能力ꎬ基于系统发育学研究ꎬ其分类地位已由鱼腥藻属重划归为毛鞘藻属

(Ｃｏｌｅｏｃｈａｅｔｅ) [３２－３３]ꎮ
弗兰克氏菌(Ｆｒａｎｋｉａ)是一类多细胞、丝状的革兰氏阳性菌ꎬ其典型生命周期包含营养菌丝、孢子囊及

固氮囊泡(Ｄｉａｚｏｖｅｓｉｃｌｅ)３ 种细胞形态ꎮ 与根瘤菌不同ꎬＦｒａｎｋｉａ 在自由生活状态下即可通过形成特化的固

氮小泡固定大气氮ꎮ 该小泡包被有由多层藿烷类脂质(ｈｏｐａｎｏｉｄ ｌｉｐｉｄ)组成的厚壁ꎬ能有效屏障氧气以保

护固氮酶活性ꎮ 在系统发育上ꎬＦｒａｎｋｉａ 可分为 ４ 个支系ꎬ均具结瘤固氮能力ꎮ 其中ꎬ从放线菌根瘤中分离

出的谱系Ⅳ菌株在回接试验中往往无法侵染或触发原始寄主形成有效根瘤ꎬ暗示其共生关联可能依赖于

特定的环境因子或辅助微生物ꎮ 目前已知放线菌结瘤植物约 ２３０ 种ꎬ分布于壳斗目(Ｆａｇａｌｅｓ)、葫芦目

(Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｌｅｓ)和蔷薇目(Ｒｏｓａｌｅｓ)的 ８ 科 ２４ 属ꎬ除假升麻属(Ｄａｔｉｓｃａ)为草本外ꎬ其余均为乔木或灌木[３４－３５]ꎮ
尽管 Ｆｒａｎｋｉａ 具有极强的生境适应性且固氮效率高、持续性强ꎬ但因其离体生长极慢、分离培养难度大ꎬ严
重限制了其商业化菌剂的大规模开发与应用ꎮ

根瘤菌是一类革兰氏阴性、好氧且营化能异养生活的杆状细菌ꎮ 它们既能在土壤中营腐生生活ꎬ也能

在进入豆科植物根瘤后发育为类菌体ꎬ执行高效的共生固氮功能ꎮ 目前ꎬ已鉴定的具共生固氮能力的根瘤

菌超过 ２７０ 种ꎬ包括核心经典类群根瘤菌属(Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)、中生根瘤菌属(Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)、中华根瘤菌属 /剑
菌属(Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ / Ｅｎｓｉｆｅｒ)、慢生根瘤菌属(Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)和固氮根瘤菌属(Ａｚｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)ꎬ以及叶杆菌

属( Ｐｈｙｌｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、微枝形杆菌属 (Ｍｉｃｒｏｖｉｒｇａ)、甲基杆菌属 (Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、伯克霍尔德菌属

(Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ)、贪铜菌属(Ｃｕｐｒｉａｖｉｄｕｓ)等非经典类群[３６]ꎮ 豆科植物约 １９ ７００ 种ꎬ其中已知可以与根瘤菌

结瘤固氮的有 １７ ３００ 多种ꎬ主要为蝶形花亚科和苏木亚科[３７]ꎮ 除豆科外ꎬ目前确证能与根瘤菌建立共生

结瘤关系的非豆科植物仅限于蔷薇目植物 Ｐａｒａｓｐｏｎｉａ ａｎｄｅｒｓｏｎｉｉ[３８]ꎮ
上述共生体系中ꎬ以根瘤菌－豆科植物及弗兰克氏菌－放线菌结瘤植物所形成的根瘤共生( ｒｏｏｔ ｎｏｄｕｌｅ

ｓｙｍｂｉｏｓｉｓꎬＲＮＳ)最为典型ꎮ ＲＮＳ 通常表现出严苛的宿主特异性ꎬ即特定的固氮菌种仅能侵染单一或极少

数宿主植物ꎮ 其中ꎬ根瘤菌－豆科共生体系凭借卓越的单位固氮能力和氮转移效率ꎬ成为农业生态系统中

最具代表性的模式体系ꎮ 随着对共同共生信号通路(ｃｏｍｍｏｎ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙꎬＣＳＰ)解析的不断深入ꎬ研
究者正致力于在小麦、水稻及玉米等禾本科作物中构建可持续的生物供氮系统ꎮ 目前的主流策略有 ３ 种:
通过合成生物学手段ꎬ在作物细胞(如叶绿体或线粒体)内异源构建原核固氮酶体系ꎬ实现作物的自主固

氮ꎻ利用固氮支系植物间高度保守的信号转导机制ꎬ改造非豆科作物的共生感知系统ꎬ使其能够识别并诱

导固氮菌结瘤ꎻ经工程化改造ꎬ提升固氮菌在根际或根表的定殖竞争力ꎬ并提高其向宿主根系的铵输出

效率[３９－４０]ꎮ
１.２　 固氮菌－植物互作机制

１.２.１　 共生固氮体系　 １)根瘤菌与植物共生　 豆科植物与根瘤菌的共生结瘤过程由精细的分子网络调

控ꎮ 在共生起始时期ꎬ由根瘤菌 ｎｏｄ 基因簇合成的结瘤因子(ＮＦ)作为首要微生物信号ꎬ被宿主根毛 ＬｙｓＭ
型受体激酶ꎬ如 ＮＦＲ１ / ＮＦＲ５、ＬｊＮＦＲ５、ＭｔＮＦＰ 特异性识别ꎬ引起 Ｃａ２＋振荡并激活共生信号转导通路ꎬ进而

３９９
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驱动早期结瘤基因表达[４１]ꎮ 相比于 ＮＦꎬＴ３ＳＳ 效应蛋白则体现出显著的宿主依赖性ꎮ ＮｏｐＬ 通过干扰

ＭＡＰＫ 级联反应缓解宿主免疫促进共生固氮[４２]ꎮ ＮｏｐＰ 则与大豆 ＧｍＮＮＬ１ＨＴ１ 互作阻断根毛侵染调节结

瘤数量[４３]ꎮ 这表明 Ｎｏｐｓ 蛋白可能兼具结瘤正负调控双重功能ꎬ并证实了宿主在共生选择中的关键作用ꎮ
在共生关系的建立中ꎬ胞外多糖(ＥＰＳ)既为菌体提供结构保护ꎬ亦可被 ＥＰＲ３ 受体特异识别并决定侵染线

( ＩＴ)延伸[４４]ꎮ 脂多糖(ＬＰＳ)则通过修饰宿主识别模式ꎬ避免触发过强的免疫防御反应[４５]ꎮ 除经典因子

外ꎬ近年来小分子信号与代谢物的作用逐渐受到重视ꎮ 根瘤菌群体感应系统通过分泌 Ｎ－酰基高丝氨酸内

酯(ＡＨＬ)来调节群体行为[４６]ꎮ 部分根瘤菌能合成植物激素类物质如生长素( ＩＡＡ)、细胞分裂素(ＣＫ)等ꎬ
这些分子能局部调节宿主根系生长模式和结瘤数量[４７]ꎮ 前期研究发现ꎬ根瘤菌 ３－巯基丙酮酸转移酶

(３ＭＳＴ)通过“跨界互作”修饰宿主 ＮＡＤＰＨ 氧化酶 ＲｂｏｈＢ 的 Ｃｙｓ７９１ 位点并抑制其活性ꎬ从而避免 ＲＯＳ 积

累ꎬ促进大豆共生结瘤[４８]ꎮ 此外ꎬ根瘤菌血红素降解蛋白 ＨｍｕＳｐＳｙｍ 的缺失改变 ＲＯＳ 稳态ꎬ抑制类菌体

的存活与根瘤形成[４９]ꎮ 上述研究揭示了根瘤菌通过翻译后修饰直接调控宿主免疫－共生平衡ꎬ这一跨界

互作机制为评估根瘤菌田间结瘤效率提供了新的功能标志物ꎬ也为通过工程化手段优化菌株－宿主互作

界面、提升根瘤菌剂应用稳定性提供了潜在靶点ꎮ 可见ꎬ经典大分子信号的精确识别与小分子代谢物介导

的 ＲＯＳ 稳态调控ꎬ是根瘤菌与宿主豆科植物共生关系建立的重要因素ꎮ 深入理解这种宿主特异性识别机

制ꎬ可为根瘤菌剂开发中筛选与地方品种亲和性高、结瘤竞争力强的菌株提供重要的理论依据和分子靶标ꎮ
在侵染阶段ꎬ根瘤菌诱导根毛卷曲形成 ＩＴ 进入根皮层[５０]ꎮ 共生信号激活下游 ＮＩＮ 转录因子ꎬ驱动皮

层细胞骨架重排与细胞壁局部修饰[５１]ꎮ 皮层细胞依赖 ＬＳＨ１ / ＬＳＨ２ 等遗传通路启动根瘤发育ꎬ关键转录

因子 ＮＦ￣ＹＡ１ 在共生信号诱导下维持 ＩＴ 在皮层中的延伸[５１]ꎮ ＥＰＳ 受体 ＥＰＲ３ 在表皮和皮层组织中调控

侵染进程[４４]ꎮ 此外ꎬＩＴ 的形成与延伸依赖外部信号识别、Ｃａ２＋动态与共生通路激活、侵染复合体驱动及多

糖识别等多层级过程的协同调控[５２]ꎮ 随着共生关系的建立ꎬ皮层细胞在 ＣＫ 诱导下启动分裂形成根瘤原

基ꎬ该过程依赖于豆科植物中保守的 ＳＨＲ￣ＳＣＲ 干细胞模块[５３]ꎮ ＮＩＮ 作为 Ｎｏｄ 因子信号的主要下游效应

因子ꎬ通过调节靶基因协调根瘤原基建立与发育[５４]ꎮ 长链非编码 ＲＮＡ( ｌｎｃＲＮＡ) ＥＮＯＤ４０ 通过缓解

ｍｉＲ１６９ 对 ＮＦ￣ＹＡ１ 的抑制ꎬ促进皮层细胞的分裂与结瘤[５５]ꎮ 前期研究发现ꎬ信号分子 Ｈ２Ｓ 可以通过硫巯

基化修饰宿主生长素酰胺合成酶 ＧＨ３.１ 的 Ｃｙｓ３０４ 位点ꎬ改变其催化活性ꎬ在根瘤菌早期侵染时期维持适

度游离 ＩＡＡ 浓度ꎬ诱导根瘤原基发生[４８]ꎮ 此外ꎬ光信号与能量感知系统在结瘤中发挥重要调控作用ꎮ 光

诱导 ＧｍＦＴｓ 和 ＧｍＳＴＦ３ / ４ 转移至地下部ꎬ经 ＣＣａＭＫ 磷酸化后促进二者互作ꎬ启动结瘤程序[５６]ꎮ 近期鉴定

的 ＧｍＵＶＲ８￣ＧｍＳＴＦ３ 和 ＧｍＣＲＹ１ｓ￣ＳＴＦ１ / ２ 分别响应 ＵＶ￣Ｂ 光和蓝光ꎬ进一步解析了光信号介导结瘤的分

子过程[４６ꎬ５７]ꎮ 在能量供应方面ꎬ大豆能量感受器蛋白 ＧｍＮＡＳ１ 和 ＧｍＮＡＰ１ 感知碳源增加ꎬ调控糖酵解中

间产物磷酸烯醇式丙酮酸向苹果酸转化ꎬ从而为根瘤供能ꎬ最终提升根瘤共生体的固氮能力[５８]ꎮ 综上所

述ꎬ高效的结瘤固氮高度依赖于早期分子互作、皮层细胞分裂、根瘤形成与系统性能量代谢的协同调控ꎮ
２)放线菌与植物共生　 放线菌结瘤植物由弗兰克氏菌诱导形成根瘤[３２]ꎮ 放线菌结瘤植物多为生长

周期长的灌木和乔木ꎬ由于基因组信息匮乏ꎬ其共生固氮研究远滞后于豆科植物ꎮ 然而ꎬ这类植物在生态

系统早期演替中具有重要生态作用ꎬ其固氮潜力不容忽视ꎮ 例如ꎬ桤木属和沙棘属的固氮量可与豆科植物

相当甚至更高ꎬ据报道红桤木(Ａｌｎｕｓ ｒｕｂｒａ Ｂｏｎｇ.)根瘤在生长季的年固氮量可达 ３００ ｋｇ􀅰ｈｍ－２ꎬ远超三叶草

与大豆[５９]ꎮ 在进化史上ꎬ放线菌结瘤植物为理解豆科共生进化提供了重要参考ꎮ 反之ꎬ豆科植物较为成

熟的研究体系也为推进放线菌共生固氮研究提供了理论支撑ꎮ 目前ꎬ该领域仍有诸多基本问题值得深入

探索ꎮ 与豆科植物－根瘤菌共生关系类似ꎬ参与黄酮类化合物生物合成的基因在放线菌结瘤早期阶段表

达上调ꎮ 例如ꎬ在木麻黄(Ｃａｓｕａｒｉｎａ ｇｌａｕｃａ)和头序野麻(Ｄａｔｉｓｃａ ｇｌｏｍｅｒａｔａ)中ꎬ敲除编码查耳酮合成酶的

基因对结瘤过程产生显著负面影响ꎬ表明黄酮类化合物对放线根瘤菌共生结瘤至关重要[３２]ꎮ
此外ꎬ生长素作为信号分子参与调控 Ｆｒａｎｋｉａ 与宿主植物之间的“早期对话”ꎮ 基因组分析发现ꎬ

Ｆｒａｎｋｉａ 中经典 ｎｏｄ 基因普遍缺失ꎮ 接种 Ｃ􀆰 ｇｌａｕｃａ 和英国桤木(Ａｌｎｕｓ ｇｌｕｔｉｎｏｓａ)时ꎬ外源施加纯化的根瘤

菌 Ｎｏｄ 因子未能触发早期共生基因表达[６０]ꎮ 在 Ｃ􀆰 ｇｌａｕｃａ 中触发共生反应的弗兰克氏菌因子ꎬ是一种亲

水、耐热且抗几丁质酶消化的小分子物质ꎬ这表明放线菌共生信号因子与经典的根瘤菌 Ｎｏｄ 因子存在显

著差异[６１]ꎮ 除了特化的结瘤共生ꎬ部分放线菌也可在非结瘤植物根际定殖ꎬ通过分泌植物 ＩＡＡ 和次生代

谢物质ꎬ促进宿主生长发育ꎮ 放线菌合成的 ＩＡＡ 能够调节植物组织细胞的渗透活性及养分转运ꎮ 接种放

线菌后产生的激素促进了大豆植株吸收和运转养分ꎬ并有利于番茄种子萌发和根系发育以及改善柑橘幼

４９９
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苗的生长ꎮ 共生放线菌产生的吲哚丙酮酸和异戊烯腺嘌呤ꎬ不仅能促进植物生长ꎬ还可修复致病菌造成的

组织损伤ꎮ
３)蓝细菌与植物共生　 蓝藻(Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)是一类具有遗传多样性的产氧光合原核生物ꎬ广泛分布

于全球海洋及陆地环境中ꎮ 部分蓝藻物种具备与多种植物建立共生关系的能力[６２]ꎮ 共生蓝藻主要属于

丝状菌属念珠藻(Ｎｏｓｔｏｃ)ꎬ此外也包括鱼腥藻(Ａｎａｂａｅｎａ)及毛藻属(Ｔｏｌｙｐｏｔｈｒｉｘ)等ꎮ 在蓝藻共生体系中ꎬ
宿主植物通过以下途径精细调控蓝藻的分化、发育及代谢过程:释放藻殖段诱导因子( ｈｏｒｍｏｇｏｎｉｕｍ￣
ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓꎬＨＩＦ) 促进藻殖段形成ꎬ分泌化学引诱剂增强蓝藻趋化性ꎬ释放藻殖段抑制因子

(ｈｏｒｍｏｇｏｎｉｕｍ￣ｒｅｐｒｅｓｓｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓꎬＨＲＦ)抑制藻殖段过度生长ꎬ并在细菌定殖后诱导其异形胞(ｈｅｔｅｒｏｃｙｓｔ)的
增殖与分化[６２]ꎮ 此外ꎬ植物分泌的黄酮类化合物能够诱导蓝藻中异形胞发育相关基因的表达[６３]ꎮ
１.２.２　 联合固氮体系　 相较于根瘤菌与豆科植物形成的紧密共生体系ꎬ联合固氮菌与宿主植物之间的互

作关联相对较弱ꎮ 这些固氮菌主要定殖于植物根表或根际土壤ꎬ部分菌株可侵染根皮层组织或维管系统ꎬ
并依赖根系分泌物生存繁殖ꎮ 尽管联合固氮菌与宿主根系关系密切ꎬ但并不形成特化的固氮器官[６４]ꎮ 这

类固氮菌广泛分布于多种植物根际如玉米、水稻及小麦ꎬ其固氮潜力尤为突出ꎮ 例如ꎬ部分玉米品种的气

生根黏液中富集了伯克氏菌、假单胞菌和固氮螺菌ꎬ其生物固氮贡献可达植株总氮吸收量的 ８０％以上[２５]ꎮ
宿主植物通过调控基因表达并释放氨基酸、香豆素、有机酸和类黄酮等代谢产物ꎬ与联合固氮微生物

建立化学信号互作[６５]ꎮ 例如ꎬ在小麦中ꎬ大豆苷和黄酮类柚皮素可促进内生固氮菌(茎瘤固氮根瘤菌ꎬ
Ａｚｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｃａｕｌｉｎｏｄａｎｓ) 定殖ꎬ从而通过提供固定氮源缓解宿主氮胁迫[６６]ꎮ 此外ꎬ巴西固氮螺菌

(Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｂｒａｓｉｌｅｎｓｅ)促生效应通过多维协同机制实现ꎬ其核心调控因子 ＮｉｆＡ 与 ＰＩＩ 蛋白的铵敏感性互

作实现精准固氮调控ꎬ为耐铵工程菌构建奠定基础[６７]ꎮ ＦｌｂＤ 蛋白调控极生与侧生鞭毛的运动ꎬ并结合

ＣｈｅＱ 与 Ｏｒｇ３５ 等蛋白介导的趋化反应ꎬ驱动菌体向根系分泌物定向迁移[６８－７０]ꎮ 铁载体受体 ＦｈｕＥ 通过摄

取环境铁元素ꎬ发挥抑制病原菌生长及为宿主植物供给铁营养的作用[７１]ꎮ 色氨酸依赖途径( ｔｒｐＥ、ａｔｒＣ
等)介导的 ＩＡＡ 合成直接诱导植物根系发育[７２]ꎮ 除固氮螺旋菌外ꎬ固氮类芽胞杆菌(Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ)则通过

合成铁载体发挥促生功能ꎮ 例如ꎬ从 Ｐ􀆰 ｔｒｉｔｉｃｉｓｏｌｉ 中首次分离到 ｆｕｓａｒｉｎｉｎｅｓ 型嗜铁素及吲哚酸类促生物质ꎮ
而 Ｐ􀆰 ｐｏｌｙｍｙｘａ 中 ｂａｃｉｌｌｉｂａｃｔｉｎ 型铁载体合成基因簇受铁响应因子 Ｆｕｒ 与 Ｈ２Ｏ２ 响应蛋白 ＰｅｒＲ 的调控ꎬ其缺

失会导致铁吸收障碍、生长延缓及固氮酶活性降低[７３]ꎮ 解析联合固氮菌的根际趋化、定殖及铁营养获取

机制ꎬ对于设计具有强根际定殖能力和环境适应性的非共生固氮菌剂具有直接的指导意义ꎮ 因此ꎬ提高固

氮菌剂的宿主适应性是增强其定殖与固氮效率的关键ꎮ 未来可通过调控宿主根系信号和代谢物定向募集

固氮菌ꎬ并结合菌株定殖及固氮相关性状改造ꎬ增强其在豆科和非豆科作物中的适配能力ꎮ

２　 高效固氮菌种资源挖掘与选育技术

２.１　 固氮菌的挖掘技术

挖掘固氮生物和获得优良固氮菌菌种资源ꎬ是支撑生物固氮技术应用的重要基础ꎮ 随着生物固氮研

究从传统的纯培养走向多组学整合时代ꎬ固氮微生物资源的挖掘策略与分离技术也经历了从培养依赖到

培养非依赖ꎬ再到培养组学与功能导向精准分选的 ３ 次跃迁ꎮ 研究对象也由早期以豆科作物共生根瘤菌为

主ꎬ逐步拓展至非豆科作物联合和内生固氮微生物ꎬ并延伸到盐碱、酸性、低温、干旱和重金属污染等逆境

生境中的特殊适应类群[４０ꎬ７４]ꎮ 菌株筛选也从能在无氮培养基上生长的菌株ꎬ转向精准挖掘兼具真实固氮活

性、宿主适配性、环境适应性和产业应用潜力的优良菌株[７５－７６]ꎮ 固氮菌资源挖掘技术体系已由依赖培养

分离与表型观察的经验型模式ꎬ发展为集生态位定向采样、功能基因筛查、原位活性验证、高通量分选获取

和应用评价于一体的综合体系[２３ꎬ７６]ꎮ
经典固氮微生物分离筛选方法是宿主诱捕法ꎬ即通过将目标土样接种于无菌宿主ꎬ然后取根瘤匀浆接

种 ＹＭＡ 培养基ꎬ从而实现菌株分离ꎬ最后再进行回接试验验证ꎮ 这种方法能有效保留宿主选择效应ꎬ获得

竞争结瘤力强、适配性高的菌株ꎮ 根瘤菌分布受土壤理化性质显著影响ꎬ例如ꎬ能与大豆共生的根瘤菌

Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 更适于碱性土壤ꎬＢｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 常见于酸性土壤[７７]ꎮ 因此ꎬ在根瘤菌资源挖掘策略上ꎬ研究者

日益重视区域生态适应性与宿主需求的匹配ꎬ直接采集不同生态区环境中豆科作物根瘤ꎬ结合分离培养方

法进行筛选ꎮ 例如:在东北黑土区聚焦耐低温、定殖能力强、固氮效率高等特性[７８]ꎻ在南方红壤区强调耐

酸和促生潜力[７９]ꎻ在盐碱地则侧重耐盐和耐渗透胁迫的菌株[８０]ꎮ 这种作物、生态区、优势菌株的定向筛
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选模式已成为资源挖掘的重要途径[８１]ꎮ 非共生固氮菌分布广泛ꎬ涵盖自生、联合和内生固氮菌ꎬ因不能形

成可见根瘤结构ꎬ长期面临识别难、验证难等瓶颈ꎮ 传统依赖 Ａｓｈｂｙ、ＮＦＢ、ＪＮＦｂ、Ｂｒｏｗｎ、ＣＣＭ 等无氮培养

基的富集培养策略ꎬ在 Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ、Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ 等类群中取得一定成效ꎬ但存在低丰度类群难分离等

不足[８２－８３]ꎮ
为了克服传统固氮菌筛选过程中纯培养的限制ꎬ单细胞技术与稳定同位素标记相结合为从微生物群

落中挖掘高固氮活性菌株开辟了新途径[８４－８５]ꎮ 单细胞稳定同位素标记筛选固氮菌技术主要包括拉曼光

谱－１５Ｎ２ 标记联用(Ｒａｍａｎ￣１５Ｎ２ＳＩＰ)和纳米二次离子质谱(ＮａｎｏＳＩＭＳ) [８５]ꎮ 在拉曼光谱－１５Ｎ２ 标记联用技

术中ꎬ先将微生物在含１５Ｎ２ 同位素的空气中培养ꎬ微生物通过固氮作用将１５Ｎ 掺入胞内蛋白质、核苷酸等

含氮生物分子中ꎬ通过检测同位素替代引起的拉曼特征峰变化量化微生物对氮的转化效率ꎬ随后通过单细

胞分选对检测到的高效固氮菌进行分离培养[８６]ꎮ 例如ꎬＣｕｉ 等[８６] 通过将拉曼光谱－１５Ｎ２ 标记联用解析了

土壤环境中固氮菌的组成ꎮ ＮａｎｏＳＩＭＳ 技术将微生物以１５Ｎ 进行标记后制备 ＮａｎｏＳＩＭＳ 分析片ꎬ通过对１５Ｎ
元素进行成像后分析微生物对氮素的利用效率ꎬ进而结合荧光原位杂交技术对固氮菌进行鉴别和分离ꎮ
单细胞稳定同位素标记技术不仅实现了从大量未培养微生物中筛选出固氮菌ꎬ还能在原生环境中直接评

估固氮活性ꎬ为挖掘新型高效固氮微生物资源提供了可能ꎮ
２.２　 固氮菌的高效筛选技术

２.２.１　 传统固氮菌筛选方法　 传统筛选主要利用特定培养基从土壤或植物组织中分离得到潜在固氮菌

纯培养ꎬ并结合乙炔还原法(ＡＲＡ)测定乙烯生成量ꎬ进而转换为 Ｎ２ 还原量来评估固氮酶活性[８７]ꎮ 然而ꎬ
在实际测定过程中ꎬ菌株培养条件与实际土壤环境不同ꎬ导致测定的结果难以反映出菌株在实际环境中的

定殖和固氮能力ꎮ 此外ꎬ环境中绝大部分固氮微生物难以通过常规方法获得纯培养ꎬ因此利用乙炔还原法

无法精准捕获环境中固氮效率高的优良菌株ꎮ 为了弥补上述方法的不足ꎬ研究者在密闭体系中加入１５Ｎ２ꎬ
对土壤进行孵育或种植目标植物ꎬ然后通过质谱仪检测掺入细胞中的１５Ｎ 标记有机物来定量微生物固氮

能力ꎬ目前该方法已经成功用于高粱、甘蔗、玉米等作物根际微生物固氮效率的测定[８８－８９]ꎮ 然而ꎬ基于稳

定同位素示踪的检测方法只能表征微生物群落水平的固氮酶活性ꎬ无法从个体水平分辨出微生物固氮速

率差异ꎬ难以准确筛选到高效固氮菌株ꎮ
２.２.２　 基于固氮基因的分子筛选技术　 生物固氮中电子传递和 Ｎ２ 还原是在固氮酶催化下完成的ꎬ固氮

基因(ｎｉｆ)是编码和调节固氮酶合成的关键基因ꎬ因此含有 ｎｉｆ 基因的菌株就具备了固氮潜力ꎮ 此外ꎬ根瘤

菌通过 ｎｏｄ 基因调控结瘤因子合成ꎬ从而实现了根瘤菌与豆科植物之间的“分子对话”ꎬ与宿主植物形成

共生固氮体系ꎮ 因此ꎬ将 ｎｉｆＨ、ｎｉｆＤ、ｎｉｆＫ 和 ｎｏｄＤ 等关键基因作为分子筛选标记ꎬ通过 ＰＣＲ 扩增技术可快

速地选育具有固氮潜力的菌株ꎮ 例如ꎬＷｕ 等[９０]通过扩增 ｎｉｆＨ 基因从浒苔中鉴定了 ３ 株固氮菌ꎮ 随着多

组学技术的发展ꎬ已有研究结合宏基因组、宏转录组和宏蛋白组学技术解析土壤、作物根际和叶际固氮微

生物群落的结构特征ꎬ鉴定出群落中能够高效表达 ｎｉｆＨ、ｎｉｆＤ、ｎｉｆＫ 和 ｎｏｄＤ 基因的潜在固氮菌株ꎬ进而通

过高通量分离培养技术和微流控芯片筛选出目标菌株[９１－９２]ꎮ 相对于传统的植物培养体系测定固氮酶活性ꎬ
这种通过分子标记的策略明显提高了固氮菌的筛选效率ꎮ 例如ꎬＨａｒａ 等[９３] 通过宏基因组和宏蛋白组技

术从高粱根际筛选了 ２ 株高效固氮的细菌ꎮ 然而ꎬ微生物固氮效率不仅受到固氮酶活性的调节ꎬ还受到其

他多种因素的影响ꎮ 因此ꎬ基因组中含有 ｎｉｆ 或 ｎｏｄ 基因只表示该菌株具有固定或共生结瘤的可能ꎬ并不

能代表菌株一定能够固氮ꎮ 西北农林科技大学联合中国农业大学等单位建立了大规模固氮微生物种质资

源库ꎬ并基于库存资源构建了固氮菌基因组与进化分析数据库[９４]ꎬ为建立固氮菌高通量评价技术体系提

供了科学依据和技术支持ꎮ
２.３　 固氮菌的定向改造与功能提升

虽然生物固氮为化肥减量提供了解决方案ꎬ但是许多天然固氮菌仍存在环境适应性不足、宿主定殖能

力有限以及高氮环境下固氮活性受抑制等问题ꎮ 因此ꎬ基于对天然固氮调控机制的认识ꎬ研究者进一步利

用合成生物学和分子生物学技术对固氮菌进行定向改造ꎬ以优化固氮基因表达模式、增强环境适应性ꎬ并
提高其农业应用潜力ꎮ 由于固氮过程受到复杂的氮代谢调控网络控制ꎬ目前工程化改造主要围绕解除氮

代谢反馈抑制、增强固氮基因表达以及促进固定氮素向胞外释放等方向展开ꎮ 全局氮代谢调控系统

(ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎꎬＮｔｒ)、固氮特异性调控系统(ＮｉｆＬ￣ＮｉｆＡ)以及谷氨酰胺合成酶(ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅꎬＧＳ)
共同构成了固氮菌氮代谢调控的重要网络[２７]ꎬ是工程优化的重要靶点ꎮ 通过将关键固氮基因模块导入非
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固氮宿主ꎬ可以赋予原本缺乏固氮能力的微生物固氮功能ꎮ 例如ꎬ陈三凤团队从类芽胞杆菌中鉴定出了由

９ 个基因构成的最小固氮基因簇ꎬ将其导入大肠杆菌后使后者也获得了固氮能力[９５]ꎮ 该研究证明固氮功

能模块在异源微生物底盘中的可重构性ꎬ拓展了固氮体系跨物种功能移植的理论基础ꎮ 这一最小固氮基

因单元为向具有优良根际定殖能力、生防功能或环境适应性的非固氮菌株中导入固氮性状提供了关键遗

传元件ꎬ为构建集固氮、促生和环境适应于一体的新型工程菌剂提供了新的思路ꎮ
针对联合固氮菌固定氮素易被自身同化、难以向植物释放的问题ꎬ研究者通过调控氮代谢关键节点增

强菌株泌铵能力ꎮ 例如ꎬ降低谷氨酰胺合成酶(ＧＳ)活性可减少铵同化ꎬ使胞内积累的铵通过细胞膜转运

蛋白(如 ＡｍｔＢ)或扩散途径释放至胞外ꎬ提高了植物可利用氮源供应能力[２６ꎬ２８]ꎮ 通过基因编辑敲除

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｏｘｙｔｏｃａ 中负调控转录因子 ｎｉｆＬ 以及在 ｎｉｆＡ 基因前插入强启动子ꎬ构建的工程菌向胞外分泌铵的

能力增强ꎬ即使在高铵环境中菌株的固氮效率也大幅度增加[９６]ꎮ 该研究证明了通过解除 ＮｉｆＬ￣ＮｉｆＡ 拮抗

调控可实现固氮与泌铵的解耦ꎬ为开发可在富氮土壤环境中维持固氮活性的耐铵型联合固氮菌剂提供了

重要的设计原则和候选调控模块ꎮ 此外ꎬ联合固氮菌的氮释放行为还受植物根系信号分子的调控ꎮ 研究

发现ꎬ苹果酸、柠檬酸等根系分泌物不仅可作为碳源促进微生物生长ꎬ还可能通过调节固氮相关调控模块

或氮同化途径影响工程菌的氮释放过程ꎬ促进了固定氮素向植物转移[２９－３０]ꎮ
除调控氮代谢网络外ꎬ提高固氮菌对环境胁迫的适应能力也是工程优化的重要方向ꎮ 固氮酶对氧气

极度敏感ꎬ这限制了固氮菌在好氧环境中的应用ꎮ 最新研究发现 ＦｅＳＩＩ 蛋白在保护固氮酶免受氧毒害中

发挥了重要作用ꎮ 当氧气浓度升高时ꎬＦｅＳＩＩ 与固氮酶结合形成保护性结构ꎬ从而阻止氧气进入酶活性位

点[９７]ꎮ 因此ꎬ通过增强 ＦｅＳＩＩ 基因表达或优化其调控元件ꎬ提升固氮酶对氧的耐受程度ꎬ是改良固氮菌并

提高其固氮效率的另一策略ꎮ 除直接调控固氮相关基因和代谢网络外ꎬ优化固氮菌与宿主植物之间的互

作过程ꎬ也是提高固氮效率的重要方向ꎮ 例如ꎬ韦革宏团队发现在 Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｆｒｅｄｉｉ 中表达３ＭＳＴ 基因ꎬ
通过特异性硫巯基化修饰宿主大豆 ＮＡＤＰＨ 氧化酶 ＲｂｏｈＢ 的 Ｃｙｓ７９１ 位点ꎬ抑制其酶活性并减少 ＲＯＳ 积

累ꎬ从而促进根瘤发育和高效固氮[９８]ꎮ 该研究揭示了根瘤菌可通过翻译后修饰调控宿主免疫与共生平衡

的新机制ꎬ丰富了共生固氮过程中微生物－植物互作调控网络的理论认识ꎮ 在应用层面ꎬ该机制为解析根

瘤菌与宿主互作效率差异提供了新分子指标ꎬ并为筛选具有高结瘤竞争力和稳定固氮能力的菌株、优化高

效根瘤菌剂设计提供了潜在调控靶点ꎮ
然而ꎬ仅依靠单菌株性能优化仍难以突破复杂环境中的应用限制ꎮ 固氮菌在田间环境中的功能表现

不仅取决于固氮酶活性ꎬ还受到环境适应性、根际竞争能力以及与其他微生物互作关系的共同影响ꎮ 因

此ꎬ近年来固氮微生物工程逐渐由单一“超级菌株”筛选向菌群水平的生态设计拓展ꎮ 传统固氮菌研究体

系倾向于筛选“超级菌株”ꎬ如:共生固氮菌的代表性菌株是由美国农业部筛选的根瘤菌 Ｂ􀆰 ｊａｐｏｎｉｃｕｍ
ＵＳＤＡ１１０ꎬ在科研和生产中应用广泛ꎻ我国科研团队亦筛选出了功能更强的菌株 Ｂ􀆰 ｊａｐｏｎｉｃｕｍ ＣＧＭＣＣ
Ｎｏ.４３４６ꎬ其结瘤数量较 ＵＳＤＡ１１０ 增加 ４１.２％[９９]ꎻ其他代表性非共生固氮菌菌株还包括中国农业大学筛选

的联合固氮菌 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. ２３[１００]ꎬ巴西国家生物产业促进与创新协会(ＡＮＰＩＩＢｉｏ)筛选的 Ａ􀆰 ｂｒａｓｉｌｅｎｓｅ
ＨＭ０５３ 等[１０１]ꎮ

自然生态系统中微生物间的协同作用是维持功能稳定性的关键ꎮ 因此ꎬ研究者开始关注菌群水平上

的微生物互作对固氮功能的调节作用ꎬ并尝试筛选能够与核心固氮菌协同作用的辅助菌ꎬ通过合成菌群等

策略构建功能稳定、环境适应性更强的固氮菌系[１０２]ꎮ
在共生固氮体系中ꎬ“核心根瘤菌＋非固氮辅助菌”已成为一种重要的研究与应用范式ꎬ并已被证实较

单一菌株具有更强的结瘤固氮和促进作物生长能力ꎮ 辅助菌种类丰富多样ꎬ如:Ｐａｎｔｏｅａ 属菌株可显著促

进根瘤菌生物膜形成ꎬ增强其在大豆根系的定殖能力[１０３]ꎻＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ 属和 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ 属菌株则可通过释

放吲哚乙酸和水杨酸激活类黄酮合成基因的表达ꎬ促进根瘤菌 ＵＳＤＡ１１０ 的结瘤共生[１０４]ꎻ土壤中普遍存在

的 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ 和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 属细菌ꎬ可通过释放群体感应信号分子 ＡＩ￣２ 促进菌群生物膜形成[１０５]ꎬ从而强

化菌株间协同作用ꎬ增强菌群对土著微生物的竞争力[１０６]ꎬ提升根瘤菌的共生固氮能力ꎮ 在其他非共生固

氮体系中ꎬ非固氮菌对固氮菌功能的促进作用亦屡见报道ꎮ 例如:Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ 属和 Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｅｌｌａ 属非固

氮菌在玉米木质部中可通过较强的呼吸代谢创造微氧环境ꎬ提升固氮活性[１０７]ꎻ经基因工程改造的 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ
合成菌株 ＥｃＣＭＣ 可作为“分子桥梁”ꎬ提升固氮菌在植物根系的定殖效率[１０８]ꎻ在以 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ 为核心、
以 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 为配伍的联合固氮菌群中ꎬＢａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 可通过产生表面活性素和脂肽类次生代谢物

７９９
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影响菌群组装过程ꎬ提高合成菌群的稳定性和环境适应能力[１０９]ꎮ 研究表明ꎬ辅助菌产生的次生代谢物不

仅参与菌群内部互作调控ꎬ也可能影响微生物空间定殖和群落稳定维持过程ꎮ 在应用层面ꎬ该发现提示固

氮菌剂设计不应局限于单一高效菌株筛选ꎬ而应综合考虑辅助菌的互作功能和生态调控能力ꎬ构建具有稳

定定殖能力和环境适应性的复合型固氮菌剂ꎮ
从实验室筛选获得的高效固氮菌株到实际农业应用中的稳定菌剂ꎬ仍需经历菌株功能保持、制剂化保

护以及田间环境适配等多个环节ꎮ 单一菌株的固氮能力并不能完全决定菌剂应用效果ꎬ菌剂在储存过程

中的活性维持、施用后的存活定殖以及与作物－土壤生态系统的适配能力ꎬ均是影响其产业化应用的关键

因素ꎮ 因此ꎬ现代固氮菌剂研发已由早期关注“高效菌株筛选”逐渐转向涵盖菌株设计、制剂优化和生态

应用评价的系统工程ꎮ

３　 固氮菌剂的产业化进程、应用现状与制约因素

３.１　 固氮菌剂的产业化进程

固氮菌剂是农用微生物制剂中最早实现农业应用与商品化开发的重要类型之一ꎬ其产业化过程经历

了经验性土壤接种、根瘤菌剂商品化、非共生固氮菌剂扩展应用以及复合化和载体化升级等阶

段[６４ꎬ１１０－１１１]ꎮ 从发展历程看ꎬ现代生物固氮研究始于 １９ 世纪 ８０ 年代ꎮ 早期研究证实根瘤菌纯培养物能

够诱导豆科植物形成固氮根瘤ꎬ标志着经验性利用开始转向微生物学意义上的可验证应用ꎮ １８９５ 年ꎬ美
国推出根瘤菌剂 Ｎｉｔｒａｇｉｎꎬ这是国际上最早商业化的生物肥料之一ꎮ １９ 世纪末至 ２０ 世纪初ꎬ豆科根瘤菌

和部分自生固氮微生物被陆续分离鉴定ꎮ ２０ 世纪 ４０ 年代ꎬ１５Ｎ 同位素示踪技术逐步建立了生物固氮活性

的定量评价体系ꎮ ２０ 世纪 ８０ 年代以后ꎬ联合固氮微生物如固氮螺菌等被系统分离和评价ꎬ并在非豆科粮

食作物上显示出节肥增产潜力ꎮ ２０ 世纪末和 ２１ 世纪初ꎬ基因工程固氮菌及人工高效固氮体系研究开始

进入应用探索阶段ꎬ固氮菌剂研发逐步从传统经验筛选迈向定向改造和产品工程化[６４ꎬ１１１]ꎮ
早期固氮菌剂的产业基础主要建立在豆科作物根瘤菌接种上ꎮ 这是因为根瘤菌与宿主植物之间具有

较强的专一性ꎬ共生关系明确ꎬ固氮效率较高ꎬ田间响应也易观察ꎮ 因此ꎬ第一阶段的产业化重点是将根瘤

菌由土壤接种经验转变为标准化接种剂ꎮ 此后ꎬ随着水稻、玉米、小麦和甘蔗等非豆科作物减氮需求不断

增加ꎬ联合固氮菌、自生固氮菌和部分共生固氮菌的重要性显著上升ꎮ 近年来ꎬ部分非豆科作物固氮菌剂

已进入商业化应用阶段ꎮ 例如ꎬＫｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｖａｒｉｉｃｏｌａ 已作为核心菌株用于美国玉米等禾本科作物的

ＰＲＯＶＥＮ 系列产品ꎻＧｌｕｃｏｎａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃｕ 则被开发为 Ｅｎｖｉａｔａ® / ＥｎｃｅｒａＴＭ等产品ꎬ已在北美及欧洲

市场应用ꎮ 联合固氮研究表明ꎬ该类菌群主要定殖于植物根表、根际土壤、根皮层或维管系统ꎬ虽然不形成

特化共生结构ꎬ但能够通过固氮、分泌促生物质、改善养分活化和增强抗逆性等途径发挥综合作用ꎮ 因此ꎬ
固氮菌剂的应用模式已由单纯补充氮素ꎬ转向开发提高养分利用效率和优化根际微生态的综合型投入品ꎮ

固氮菌剂产品形态与功能结构大体可分为 ３ 代(表 １)ꎮ 第 １ 代产品为单一菌株剂ꎬ主要包括单一根

瘤菌剂和单一自生固氮菌剂ꎮ 该类产品以单个优势菌株为核心ꎬ工艺较简单ꎬ便于工业化生产和质量控

制ꎮ 但也具有较明显的局限:根瘤菌剂受宿主专一性限制ꎬ适用范围较窄ꎻ自生固氮菌剂则易受土壤条件、
土著菌竞争及环境胁迫影响ꎬ田间效果稳定性不足ꎮ 因此ꎬ单一菌株剂虽然是固氮菌剂产业化的起点ꎬ但
难以满足复杂农田生态系统中持续稳定的应用需求[６４ꎬ１１０ꎬ１１２]ꎮ 第 ２ 代产品主要为复合菌剂或多功能菌

剂ꎮ 该类产品通过复配 ２ 种及以上功能互补菌株ꎬ如固氮菌与解磷菌、解钾菌或促生菌联合ꎬ增强根际定

殖、养分转化和促生效果ꎮ 与第 １ 代相比ꎬ第 ２ 代产品在适应性和田间稳定性方面有所提升ꎬ但也面临菌株
表 １　 固氮菌剂不同代际产品的类型与特征

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎｏｃｕｌａｎｔｓ

产品类型 Ｐｒｏｄｕｃｔ ｔｙｐｅ 主要特点 Ｍａｉｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ 优势 Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ 局限 Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ

单一菌剂
Ｓｉｎｇｌｅ￣ｓｔｒａｉｎ ｉｎｏｃｕｌａｎｔ

以单个优势菌株为核心ꎬ包括单一根瘤菌
剂和单一自生固氮菌剂

工艺简单ꎬ菌种组成清晰ꎬ质量控制较
容易

宿主专一性强ꎬ适用范围有限ꎻ易受土壤
条件、土著菌竞争和环境胁迫影响ꎬ田间
稳定性不足

复合菌剂
Ｍｕｌｔｉ￣ｓｔｒａｉｎ ｉｎｏｃｕｌａｎｔ

由 ２ 种及以上功能互补菌株复配而成ꎬ如
固氮菌与解磷菌、解钾菌或促生菌联合

功能更丰富ꎬ根际定殖和促生效果增强ꎬ
适应性和田间稳定性有所提高

菌株配伍要求高ꎬ存在竞争抑制风险ꎻ活
菌保持和贮藏稳定性控制较难

功能菌肥
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｂｉｏｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ

固氮菌嵌入有机质基体或多孔载体中ꎬ兼
具活菌、养分供给和土壤调理功能

改善土壤结构ꎬ提供稳定碳源和微环境ꎬ
延长活菌存活时间ꎬ提高功能持续性

产品体系更复杂ꎬ对原料、工艺和质量稳
定性要求更高
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配伍、活菌保持和贮藏稳定性等问题ꎮ 第 ３ 代产品主要为固氮菌复合有机肥和生物有机肥等功能菌肥ꎮ
这类产品将固氮菌嵌入有机质基体或多孔载体中ꎬ使其兼具活菌、养分供给和土壤改良功能ꎮ 有机质不仅

可改善土壤结构、提升保水保肥能力ꎬ还能为固氮菌提供较稳定的碳源和微环境ꎬ从而提高活菌存活率及

功能持续性ꎮ 总体来看ꎬ第 ３ 代产品已由单一接种剂发展为兼顾菌效、肥效和土壤生态调理作用的综合性

投入品ꎮ
在产品迭代过程中ꎬ剂型工艺是决定固氮菌剂能否稳定产业化的核心环节之一ꎮ 液体剂是较早应用

且目前仍较常见的剂型ꎮ 其基本工艺为菌株扩大培养、液体深层发酵、加入保护剂和稳定剂后直接包装ꎮ
液体剂的优点在于生产流程简便、活菌数高、施用均匀ꎬ适合拌种、蘸根和灌根等方式ꎮ 但该剂型对温度波

动、光照和运输条件较为敏感ꎬ货架期内活菌数下降较快ꎬ施入土壤后又易受到失水、氧胁迫和土著菌竞争

影响ꎬ从而导致有效菌数量迅速衰减[１１０ꎬ１１３]ꎮ 草炭及其他固体载体剂型是根瘤菌剂早期商品化的重要形

式ꎮ 泥炭、草炭、木屑、秸秆、家禽粪便和生物炭等有机载体通常具有较好的孔隙结构、吸附能力和一定保

水性能ꎬ可为菌体提供附着位点和缓冲微环境ꎮ 其中ꎬ泥炭类载体因有机质和腐殖酸含量较高、疏松多孔、
通气及透水性较好ꎬ被广泛用于微生物肥料制备[１１３]ꎮ 但不同载体在保活性能、养分供给、机械强度和环

境安全性等方面存在明显差异ꎮ 无机载体稳定性好ꎬ但与微生物结合能力弱ꎻ有机载体生物相容性高ꎬ但
易被降解而影响结构稳定ꎻ聚合物载体机械性能好ꎬ但成本较高且制备过程复杂[１１０ꎬ１１３]ꎮ 因此ꎬ固体载体

剂型的性能取决于载体理化特性与菌体生理特性的匹配程度ꎮ
可湿性粉剂和粉状菌剂是在稳定性与施用便利性之间取得平衡的重要剂型ꎮ 其工艺一般为将发酵液

与保护剂、填料和载体充分混合ꎬ再经低温干燥或其他脱水工艺制得粉体ꎮ 该类剂型便于包装运输和二次

稀释后施用ꎬ也适于拌种和穴施ꎮ 其关键在于干燥过程中对细胞膜、酶活性和代谢平衡的保护ꎮ 保护剂体

系、干燥温度和终水分含量是影响成品活菌数和货架期的关键因素ꎮ 若脱水速度过快或温度过高ꎬ易引起

细胞结构损伤和活性迅速丧失ꎻ若干燥不足ꎬ则可能导致产品储存稳定性下降ꎮ 因此ꎬ粉剂制备本质上是

细胞耐受性调控与工艺窗口优化的问题ꎮ 颗粒剂更强调局部施用、缓释和根际定点递送ꎮ 通过造粒工艺

可使菌体集中分布于一定粒径范围内ꎬ便于沟施、穴施或与基肥配施ꎬ从而提高根际区域有效菌浓度ꎬ降低

菌体在土壤中的扩散和流失ꎮ 包衣剂则将固氮菌直接附着或包埋于种子表面ꎬ使微生物在种子萌发初期

即可与新生根系接触ꎬ有利于提高早期侵染和定殖效率ꎮ 对大豆接种根瘤菌的研究表明ꎬ接种处理可提高

根瘤数量和质量ꎬ并增加土壤中华根瘤菌属相对丰度ꎬ说明通过近根际递送方式提高接种成功率具有明确

农艺意义[１１３]ꎮ 因此ꎬ颗粒剂和包衣剂在轻简化施用和定殖效率提升方面具有较高产业潜力ꎮ
固定化和微胶囊技术代表了固氮菌剂剂型升级的重要方向ꎮ 固定化技术通过包埋、吸附、交联等方法

将游离微生物限定在特定载体内部ꎬ使其高浓度富集并形成一定的物理保护层[１１０]ꎮ 研究表明ꎬ固定化菌

剂施入土壤后不易随水流失ꎬ能够持续从根系分泌物中获得营养ꎬ定殖效果优于液体制剂ꎻ同时ꎬ包埋结构

还可提高菌体对温度、ｐＨ、光照和盐碱等不良环境的耐受性ꎬ并增强与土著菌的生态竞争力[１１０]ꎮ 在海藻

酸钠与 ＣａＣｌ２ 构建的包埋体系中ꎬ海藻酸钠浓度过高会使颗粒结构过于致密ꎬ影响传质与菌体生长ꎻＣａＣｌ２
浓度过高也会减少颗粒孔隙ꎬ不利于菌体增殖ꎮ 聚乙烯醇水凝胶具有较高机械强度ꎬ但成球困难ꎬ且交联

体系偏酸ꎬ对部分菌株生长不利ꎬ因此常与海藻酸钠复配使用ꎬ以兼顾成型性、机械强度和活菌保持

率[１１０]ꎮ 这表明固定化技术的实质在于机械稳定性、传质效率和细胞生理适宜性的综合平衡ꎮ 从菌体存

活与施后定殖机制看ꎬ不同剂型对固氮菌剂产业化效果的影响主要体现在 ２ 个方面ꎮ 一方面是储存和运

输阶段的活菌保持ꎮ 液体剂依赖保护剂和悬浮体系维持短期活性ꎬ固体载体剂依赖低水分和多孔附着结

构减缓细胞衰亡ꎬ包埋与微胶囊剂则借助高分子网络屏蔽外界胁迫ꎮ 另一方面是施入土壤后的根际建立

过程ꎮ 只有在根系附近维持足够的有效菌密度ꎬ并实现对根表、根毛或根际微区的成功定殖ꎬ固氮菌剂才

可能转化为持续的生物学效应ꎮ 由此可见ꎬ固氮菌剂的真正技术难点并不只是制成活菌产品ꎬ而是实现产

品保活、递送、释放和定殖的连续技术链整合[１１０ꎬ１１２]ꎮ
综合来看ꎬ固氮菌剂的产业化进程表现出明显的阶段性特征ꎬ即由单一菌剂向复合菌剂发展ꎬ由传统

接种剂向菌肥复合产品发展ꎬ由普通液体和草炭载体向颗粒化、包衣化和固定化方向发展ꎮ 其驱动力在于

农业生产对减氮增效、稳产提质和生态友好型投入品的持续需求ꎮ 未来固氮菌剂产品升级的重点应放在

高效菌株与宿主适配关系解析、多菌协同机制阐明、载体与制剂工艺优化、货架期质量控制以及根际精准

递送技术构建等方面ꎬ以提高其在复杂田间环境中的稳定表达能力和产业化可复制性ꎮ

９９９
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除传统筛选型菌剂外ꎬ基于合成生物学的工程化固氮菌剂逐渐成为未来菌剂研发的重要方向ꎮ 近年

来ꎬ研究者通过调控固氮基因表达网络、增强固氮菌耐氧耐铵能力以及优化氮素释放效率ꎬ构建了一系列

具有增强固氮性能的工程菌株ꎮ 这些研究突破了传统依赖天然菌株筛选的限制ꎬ为开发具有特定功能和

环境适应性的下一代固氮菌剂提供了新的技术路径ꎮ 然而ꎬ目前工程化固氮菌剂仍主要处于实验室验证

和小规模试验阶段ꎬ其产业化应用受到环境释放风险、生物安全评价体系以及田间遗传稳定性等因素限

制ꎮ 因此ꎬ如何在提升菌株功能性能的同时保障生态安全和长期稳定表达ꎬ是未来工程化固氮菌剂实现产

业化应用需要解决的重要问题ꎮ
３.２　 固氮菌剂产业化与应用的主要制约因素

固氮菌剂的产业化正处于从实验室走向田间应用的关键阶段ꎬ虽然市场潜力巨大ꎬ但要在实际生产中

稳定、高效地发挥作用ꎬ仍面临从菌种到田间、从生产到市场的系统性挑战ꎮ
固氮菌剂的发酵生产是连接优良菌株与规模化应用的枢纽ꎬ其核心在于以低成本、高效率获取高活菌

数、高功能活性的菌体原料ꎮ 然而ꎬ固氮菌独特的生理代谢特性与工程放大过程之间存在矛盾ꎬ使这一环

节面临诸多技术挑战ꎮ 首先ꎬ固氮菌多为好氧或微好氧菌ꎬ其固氮酶对氧气高度敏感ꎬ而菌体增殖又需充

足的氧气供给能量代谢[１１４]ꎮ 在发酵罐放大中ꎬ提高通气量与搅拌转速可保证氧传质效率ꎬ但也易造成局

部溶氧过高ꎬ抑制固氮酶活性甚至引发氧化应激ꎮ 其次ꎬ固氮菌通常需要大量的碳源ꎬ若选用纯品糖则成

本过高ꎬ若采用糖蜜等工业副产物ꎬ其复杂成分又可能抑制菌体生长或导致起泡失控ꎻ添加酵母粉、蛋白胨

等有机氮源以获得高生物量ꎬ但过量铵盐或氨基酸态氮可能导致传代菌株固氮能力退化[１１５]ꎮ 此外ꎬ噬菌

体污染是发酵过程中极具破坏性的风险因素[１１６]ꎮ 固氮菌生长缓慢ꎬ一旦发生噬菌体侵染ꎬ往往在 ２~３ ｈ
内即可导致菌体大量裂解、发酵失败ꎬ且噬菌体在车间环境中极难根除ꎬ可造成持续性生产事故ꎮ

发酵过程的生理稳定性控制与后处理工艺中的活性衰减ꎬ构成了生产环节的另一个核心难题ꎮ 在发

酵后期ꎬ固氮菌易发生菌体自溶ꎬ碳源耗尽、溶解氧波动或代谢副产物积累均可触发细胞裂解ꎬ导致活菌数

急剧下降ꎬ同时释放胞内核酸与蛋白酶ꎬ使发酵液黏度升高、流动性变差ꎬ对后续分离干燥带来极大困

难[１１７]ꎮ 进入后处理阶段ꎬ由于固氮菌多为无芽胞革兰氏阴性菌ꎬ细胞壁脆弱ꎬ对机械力、温度及渗透压变

化敏感ꎬ浓缩时高速离心或膜过滤产生的剪切力易造成细胞膜破损ꎮ 干燥环节中ꎬ喷雾高温易导致菌体热

失活ꎻ冷冻干燥虽热损伤较小ꎬ但成本高昂ꎬ且冰晶形成仍会造成机械损伤ꎻ吸附干燥条件温和却存在吸附

不均匀、水分活度难以精确控制等问题[１１８]ꎮ 此外ꎬ菌剂产品在生产、运输和储存过程中的活菌稳定性也

是影响产业化推广的重要因素ꎮ 不同于化学肥料ꎬ微生物菌剂依赖活菌维持其功能ꎬ因此温度、水分活度、
氧化压力以及包装环境均会影响菌体长期存活ꎮ 尤其对于多数缺乏耐受能力的固氮菌而言ꎬ储存过程中

活菌数量下降可能导致产品有效功能降低ꎮ 目前ꎬ提高菌剂货架期稳定性的主要策略包括优化保护剂体

系、改良载体材料以及开发新型包埋递送技术等ꎮ 然而ꎬ不同固氮菌株对储存环境的耐受性存在显著差

异ꎬ如何实现菌株特性与制剂体系的精准匹配ꎬ仍是固氮菌剂产业化过程中亟需突破的关键技术问题ꎮ
固氮菌剂施入土壤后ꎬ其存活、定殖与功能表达受土壤环境、气候条件及农业管理措施的多重影响ꎬ导

致田间效果呈现显著的不稳定性ꎬ这是制约其大面积推广的核心障碍[１１９]ꎮ 土著微生物的竞争与排斥是

影响固氮菌田间应用效果最核心、最复杂的生态学制约因素之一ꎮ 根际是固氮菌发挥促生作用的核心区

域ꎮ 土著微生物长期适应特定土壤－作物系统ꎬ形成了结构稳定、功能冗余的根际微生物群落ꎬ对根际物

理空间形成饱和性占据[１２０]ꎮ 外源根瘤菌和联合固氮菌在趋化响应速率、根表附着效率等方面均不及土

著微生物ꎬ在根际竞争、根表定殖以及建立稳定互作关系中面临较大阻力ꎮ 自生固氮菌不依赖根表附着ꎬ
但其在根际土壤中的活动受到土著微生物的排挤ꎬ难以形成高密度的功能种群ꎮ 土壤是碳限制环境ꎬ经过

长期适应的土著微生物形成了对根系分泌物的高效利用体系ꎬ其碳谱更宽、底物亲和力更强、转运速率更

快ꎬ能够优先消耗根际沉积碳ꎬ使外源固氮菌陷入“碳饥饿” [１２１]ꎮ 此外ꎬ铁是固氮酶活性中心的核心组分ꎬ
也是土壤中最稀缺的元素ꎬ土著优势菌群的铁载体与外源固氮菌相比更加高效ꎬ缺铁可直接制约固氮酶的

合成与活性ꎮ 同时ꎬ土著微生物分泌的抗生素、细胞壁裂解酶及群体淬灭因子等在亚抑菌浓度下即可破坏

固氮菌的细胞结构ꎬ干扰其代谢活性与群体感应协同ꎬ形成直接的拮抗压制ꎻ其代谢产生的化感物质及对

根系分泌信号的修饰作用ꎬ可进一步抑制固氮基因表达ꎬ干扰固氮菌的趋化响应[１２０]ꎮ 因此ꎬ改善固氮菌

剂与土著微生物的互作关系ꎬ有助于提高其在根际环境中的定殖与固氮效率ꎮ 未来可通过筛选具有促进

定殖、资源互补和环境协调功能的辅助菌ꎬ并优化菌株间协同关系ꎬ构建稳定高效的固氮菌群ꎬ增强其与土
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著微生物竞争中的生态适应能力ꎮ
土壤理化性质是制约固氮菌田间应用效果的另一个关键因素ꎮ ｐＨ 值对固氮菌活性具有基础性调控

作用ꎬ中性至微酸性环境最适宜ꎬ过酸或过碱均会产生不良影响ꎬ对根瘤菌结瘤的抑制效应尤为显著ꎮ 在南

方酸性红壤区ꎬ长期单施化肥而不配合石灰调理导致大豆、花生结瘤量减少 ５０％以上ꎬ即使接种高效根瘤

菌也无法有效改善[１２２]ꎮ 我国农田长期偏施生理酸性肥料ꎬ土壤酸化近年来愈发严重ꎬ酸化区域从南方红

壤区逐渐蔓延至华北平原和北方黑土区ꎬ给固氮菌的田间应用带来了新的挑战ꎮ 土壤有机质是固氮菌的

关键碳源与能源ꎬ胡敏酸等腐殖化组分还可促进固氮菌趋化与根际定殖ꎬ但未充分腐熟的有机质易引发土

著微生物的激烈竞争及原生动物捕食ꎬ劣质、过量的有机物料投入也是导致固氮菌剂田间应用效果不佳的

重要原因[１２３]ꎮ 土壤氮素水平是调控生物固氮的重要负反馈因子ꎬ在 ＮＯ－
３ ￣Ｎ 含量过高的土壤中ꎬ固氮菌施

用效果往往不佳ꎮ 合理的氮肥运筹是固氮菌剂高效发挥作用的重要前提ꎬ基肥过量、豆科植物花荚期大量

追肥等不当措施不仅会直接导致固氮菌的定殖失败与固氮活性受抑制ꎬ还会加剧土壤酸化ꎬ形成环境负效

应[１２４]ꎮ 水分与通气状况通过影响氧气供应与根际环境稳定性ꎬ制约以好氧代谢为主的固氮过程ꎮ 大水

漫灌、频繁旋耕等不合理的田间管理会破坏土壤结构ꎬ使土壤的持水能力和透气性受损ꎬ抑制固氮菌的生

长代谢ꎮ 杀菌剂及部分农药对固氮菌有毒性ꎬ种子包衣或土壤处理时若忽视菌药相容性ꎬ可能导致接种菌

大量死亡ꎬ从而降低应用效果[１２５]ꎮ 菌株与作物的匹配性同样关键ꎬ根瘤菌与豆科植物的共生关系具有很

强的专一性ꎬ产品开发的复杂性和推广难度更大ꎬ盲目引进与当地品种亲和性差的菌株是当前根瘤菌应用

中经常出现的问题ꎮ
综上ꎬ固氮菌剂的产业化应用涉及微生物学、发酵工程与农学管理等领域ꎬ其大规模推广应用受限于

菌种特性、生产工艺、农田生态、耕作习惯等多因素共同作用ꎮ 未来研究需聚焦关键环节开展定向突破ꎮ
在生产端ꎬ选育高效菌株ꎬ优化发酵和后处理工艺ꎬ提高菌剂功能活性ꎻ在应用端ꎬ结合土壤调理与农艺管

理措施ꎬ改善外源固氮菌的定殖条件与功能表达环境ꎮ 同时ꎬ加强菌剂标准化评价与精准施用技术研究ꎬ
提升菌剂与作物－土壤体系的适配性ꎮ 通过以上协同改进ꎬ有望逐步提升固氮菌剂在农业生产中的应用

稳定性与实际效益ꎮ

４　 固氮菌剂研究的未来展望

在“双碳”目标与绿色农业转型的战略背景下ꎬ发展高效、稳定、广谱的固氮菌剂ꎬ已成为保障国家粮

食安全与生态安全的重大战略需求ꎮ 固氮菌剂作为实现化肥减量增效与耕地质量提升的关键生物投入

品ꎬ正迎来从基础研究到产业化应用的关键机遇期ꎮ 然而ꎬ固氮菌剂在田间应用效果的不稳定性是阻碍其

大规模推广的主要因素ꎮ 推动固氮菌剂从“可用”到“高效、稳定、广谱”跨越ꎬ已成为当前研究的关键任务

(图 １)ꎮ
１)深化原位微生态系统互作机制研究ꎬ揭示接种菌剂定殖的内在机制ꎮ 未来应综合利用高通量测

序、宏基因组学、宏转录组学、单细胞拉曼光谱及高分辨率成像等先进技术ꎬ系统解析接种菌株在自然土壤

(特别是干旱、盐碱和酸化等逆境土壤)中与土著微生物群落及作物根系的动态互作网络ꎬ阐明影响接种

成功率的关键生态过程与深层机制ꎬ为固氮菌剂的理性构建与定向应用提供理论依据ꎮ
２)推动合成菌群(ＳｙｎＣｏｍｓ)的理性设计与构建ꎬ实现功能协同增效ꎮ 基于生态位互补与功能协同原

理ꎬ采用“自上而下”(从复杂群落中筛选稳定共存的功能组合)与“自下而上”(基于已知功能菌株的理性

组合)相结合的构建策略ꎬ探索不同固氮菌、辅助菌的协同固氮机制ꎬ解析不同功能菌株在生态位空间上

的互补关系、菌群成员间的代谢互养模式与信号互作网络ꎮ 整合人工智能算法ꎬ开发菌群组合的智能预测

模型ꎬ辅助构建高效联合的稳定固氮系统ꎬ为开发功能强化、效果稳定的固氮菌剂提供科学依据ꎮ
３)建立智能化筛选与标准化评价体系ꎬ提升研发效率与结果可重复性ꎮ 整合分子标记与基因组辅助

选育技术ꎬ利用关键基因为分子标记ꎬ实现对高效固氮菌株的快速筛选ꎻ通过全基因组测序系统解析菌株

的固氮基因簇、定殖相关基因等ꎬ预测其应用潜力ꎮ 在此基础上ꎬ开发基于机器学习的固氮能力与定殖潜

力预测模型ꎬ融合菌株基因组信息、代谢特征与环境适应性参数ꎬ实现对高效候选菌株的精准识别与综合

评价ꎮ 建立涵盖菌株特性、剂型参数、施用方式等多维度指标的田间效果评价标准化框架ꎬ推动构建面向

区域适应性的菌剂应用效果数据库ꎬ为固氮菌剂的科学筛选与精准推广提供系统支撑ꎮ
４)创新绿色高效生产工艺ꎬ降低生产成本并提升菌体存活率ꎮ 研发低成本微生物高密度发酵技术、
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新型保护剂与稳定化剂ꎬ提高菌体在生产与储存过程中的存活率ꎮ 开发生物可降解的剂型包材ꎬ结合颗粒

包衣、微胶囊共包埋等先进制剂技术ꎬ降低对环境的影响ꎬ并通过空间组织与比例控制增强功能菌群在储

存与土壤定殖过程中协同稳定性ꎬ实现规模化生产的降本增效ꎮ
５)推进精准施用与场景拓展ꎬ实现固氮菌剂的按需匹配并充分发挥其应用潜力ꎮ 综合考虑土壤速效

氮含量、有机质含量等关键肥力指标ꎬ建立作物需求与土壤供肥能力协同的变量推荐施用技术ꎬ明确不同

区域、不同作物的适宜菌剂类型、施用剂量与施用时期ꎻ结合土壤数据与遥感技术ꎬ实现菌株施用的空间差

异化精准管理ꎮ 在应用场景拓展方面ꎬ在豆科作物成熟应用的基础上ꎬ进一步向玉米、小麦等主粮作物延

伸ꎬ推广“减氮＋固氮菌”集成技术ꎻ同时拓展在西北盐碱地、南方酸化土等障碍性土壤的改良应用ꎬ并进一

步探索在草原修复、矿山生态恢复等非农业领域的应用潜力ꎮ
总体而言ꎬ固氮菌剂的未来发展需满足“机制深化、功能协同、智能精准、绿色高效”的总体需求ꎮ 立

足国家粮食安全与“双碳”目标的战略需求ꎬ构建具有自主知识产权的固氮菌剂研发体系与应用模式ꎬ既
是农业微生物学科发展的时代使命ꎬ也是推动农业绿色转型、保障生态安全的重要科技支撑ꎮ

图 １　 “双碳”目标与粮食安全驱动下固氮菌剂研究的未来展望

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｆｕｔｕｒｅ ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎｏｃｕｌａｎｔｓ ｄｒｉｖｅｎ
ｂｙ ｔｈｅ ｄｕａｌ ｃａｒｂｏｎ ｇｏａｌｓ ａｎｄ ｆｏｏｄ ｓｅｃｕｒｉｔｙ

５　 结论

固氮菌剂作为连接微生物固氮功能与农业生产需求的重要生物投入品ꎬ在减少化肥投入、优化农田氮

循环和推动农业绿色发展方面具有重要潜力ꎮ 本文系统总结了固氮微生物多样性及其作用机制、高效菌

株挖掘与定向改造技术、菌剂生产工艺及产业化应用进展ꎬ指出固氮菌剂由实验室研究走向规模化应用仍

面临田间功能稳定性不足这一核心挑战ꎮ
当前ꎬ固氮菌剂应用效果的不确定性并非单一菌株性能不足所导致ꎬ而是源于接种菌株、宿主植物、土

壤环境及土著微生物群落之间复杂的互作关系尚未被充分解析ꎮ 因此ꎬ未来固氮菌剂的发展需要突破传

统“筛选高效菌株”的单一模式ꎬ逐步向基于生态机制解析、多组分功能协同和精准应用管理的系统化设

计模式转变ꎮ 随着多组学技术、合成生物学、人工智能和先进制剂工程的发展ꎬ固氮菌剂研究将由经验驱

动逐渐迈向机制驱动和精准设计ꎬ为构建稳定、高效、环境适配性强的新型农业微生物投入品提供理论基

础和技术支撑ꎮ
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[２０] Ｒｉｙａｚ ＺꎬＫｈａｎ Ｓ Ｔ. Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｂｙ ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｉｃ Ａｒｃｈａｅａꎬｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｖｉｅｗ ａｎｄ ＤＮＡ ｄａｔａｂａｓｅ￣ｂａｓｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓꎻｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｉｎ ｆａｃｅ ｏｆ ｃｌｉｍａｔｅ

ｃｈａｎｇｅ[Ｊ] . Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２４ꎬ２０７(１):６.
[２１] Ｌｉｕ Ｘ ＹꎬＭａ Ｊ ＹꎬＬｉｕ Ｍ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｌｉｇｈｔ￣ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ Ｆｅ３Ｏ４ ￣Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ ａｃｅｔｉｖｏｒａｎｓ ｂｉｏｈｙｂｒｉｄ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔｈａｎｏｇｅｎｅｓｉｓ

[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙꎬ２０２５ꎬ１４７(９):７６９４－７７０２.
[２２] Ｐａｎｋｉｅｖｉｃｚ Ｖ Ｃ ＳꎬＩｒｖｉｎｇ Ｔ ＢꎬＭａｉａ Ｌ Ｇ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ａｒｅ ｗｅ ｔｈｅｒｅ ｙｅｔ? Ｔｈｅ ｌｏｎｇ ｗａｌｋ ｔｏｗａｒｄｓ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓ

ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｎｏｎ￣ｌｅｇｕｍｉｎｏｕｓ ｃｒｏｐｓ[Ｊ] . ＢＭＣ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１９ꎬ１７(１):９９.
[２３] Ｓｍｅｒｃｉｎａ Ｄ ＮꎬＥｖａｎｓ Ｓ ＥꎬＦｒｉｅｓｅｎ Ｍ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｔｏ ｆｉｘ ｏｒ ｎｏｔ ｔｏ ｆｉｘ:ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｏｎ ｆｒｅｅ￣ｌｉｖｉｎｇ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ[ Ｊ] . Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ

Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１９ꎬ８５(６):ｅ０２５４６－ｅ０２５１８.
[２４] Ｒｅｅｄ Ｓ ＣꎬＣｌｅｖｅｌａｎｄ Ｃ ＣꎬＴｏｗｎｓｅｎｄ Ａ Ｒ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｃｏｌｏｇｙ ｏｆ ｆｒｅｅ￣ｌｉｖｉｎｇ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ:ａ ｃｏｎｔｅｍｐｏｒａｒｙ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ[Ｊ] . Ａｎｎｕａｌ Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ

ＥｃｏｌｏｇｙꎬＥｖｏｌｕｔｉｏｎꎬａｎｄ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｓꎬ２０１１ꎬ４２:４８９－５１２.
[２５] ｖａｎ Ｄｅｙｎｚｅ ＡꎬＺａｍｏｒａ ＰꎬＤｅｌａｕｘ Ｐ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｌａｎｄｒａｃｅ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｉｓ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ａ ｍｕｃｉｌａｇｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃ

ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１８ꎬ１６(８):ｅ２００６３５２.
[２６] Ｂｌｏｃｈ Ｓ ＥꎬＣｌａｒｋ ＲꎬＧｏｔｔｌｉｅｂ Ｓ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎ ｍａｉｚｅ:ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ｎｉｔｒｏｇｅｎａｓｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａ ｒｏｏｔ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈ[Ｊ] .

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ２０２０ꎬ７１(１５):４５９１－４６０３.
[２７] Ｂｕｅｎｏ Ｂａｔｉｓｔａ ＭꎬＤｉｘｏｎ Ｒ. Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｏｒ ａｇｒｏｎｏｍｉｃ ｂｅｎｅｆｉｔ[Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙ Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓꎬ

２０１９ꎬ４７(２):６０３－６１４.
[２８] Ｔａｎｇ Ｙ ＱꎬＱｉｎ Ｄ ＢꎬＴｉａｎ Ｚ Ｘꎬｅｔ ａｌ. Ｄｉｕｒｎａｌ ｓｗｉｔｃｈｅｓ ｉｎ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃ ｌｉｆｅｓｔｙｌｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｔｏ ｃｅｒｅａｌｓ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ

２０２３ꎬ１４:７５１６.
[２９] Ｈａｓｋｅｔｔ Ｔ ＬꎬＰａｒａｍａｓｉｖａｎ ＰꎬＭｅｎｄｅｓ Ｍ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｐｌａｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ａｓｓｏｃｉａｔｉｖｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ２０２２ꎬ

１１９(１６):ｅ２１１７４６５１１９.
[３０] Ｒｙｕ Ｍ ＨꎬＺｈａｎｇ ＪꎬＴｏｔｈ Ｔꎬｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａ ｔｈａｔ ａｓｓｏｃｉａｔｅ ｗｉｔｈ ｃｅｒｅａｌｓ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２０ꎬ５(２):３１４－３３０.
[３１] Ｍｏｈｒ ＷꎬＬｅｈｎｅｎ ＮꎬＡｈｍｅｒｋａｍｐ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ￣ｔｙｐｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ ｓｙｍｂｉｏｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｅａｇｒａｓｓ ａｎｄ ａ ｍａｒｉｎｅ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ２０２１ꎬ

６００(７８８７):１０５－１０９.
[３２] Ｘｕ ＰꎬＷａｎｇ Ｅ Ｔ. Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ[Ｊ] . Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２３ꎬ３３(１１):Ｒ５４３－Ｒ５５９.
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[３３] Ｒａｎ ＬꎬＬａｒｓｓｏｎ ＪꎬＶｉｇｉｌ￣Ｓｔｅｎｍａｎ Ｔꎬｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ ｅｒｏｓｉｏｎ ｉｎ ａ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ ｖｅｒｔｉｃａｌｌｙ ｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄ ｅｎｄｏｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ２０１０ꎬ５(７):ｅ１１４８６.

[３４] Ｓｅｌｌｓｔｅｄｔ ＡꎬＲｉｃｈａｕ Ｋ Ｈ. Ａｓｐｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ ｉｎ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒ ｆｒｅｅ￣ｌｉｖｉｎｇ ａｎｄ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ Ｆｒａｎｋｉａ[ Ｊ] . ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ
Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ２０１３ꎬ３４２(２):１７９－１８６.

[３５] Ｂｈａｔｔａｃｈａｒｙｙａ Ｐ ＮꎬＩｓｌａｍ Ｎ ＦꎬＳａｒｍａ Ｂꎬｅｔ ａｌ. Ｆｒａｎｋｉａ￣ａｃｔｉｎｏｒｈｉｚａｌ ｓｙｍｂｉｏｓｉｓ:ａ ｎｏｎ￣ｃｈｅｍｉｃａｌ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｓｓｅｍｂｌａｇｅ ｆｏｒ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈꎬ
ｎｏｄｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｃｌａｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｇｒａｄｅｄ ｓｏｉｌｓ[Ｊ] . Ｓｙｍｂｉｏｓｉｓꎬ２０２４ꎬ９２(１):１－２６.

[３６] ｄｅ Ｌａｊｕｄｉｅ Ｐ ＭꎬＡｎｄｒｅｗｓ ＭꎬＡｒｄｌｅｙ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｍｉｎｉｍａｌ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｗ ｇｅｎｅｒａ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉａ ａｎｄ ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉａ[ Ｊ] .
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１９ꎬ６９(７):１８５２－１８６３.

[３７] Ａｒｄｌｅｙ ＪꎬＳｐｒｅｎｔ Ｊ. Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｉｏｇｅｏｇｒａｐｈｙ ｏｆ ａｃｔｉｎｏｒｈｉｚａｌ ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ ｌｅｇｕｍｅｓ:ａ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ２０２１ꎬ１０９(３):１０９８－

１１２１.　
[３８] Ｗｅｂｓｔｅｒ ＧꎬＰｏｕｌｔｏｎ Ｐ ＲꎬＣｏｃｋｉｎｇ Ｅ Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｎｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏ￣ｐｒｏｐａｇａｔｅｄ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｐａｒａｓｐｏｎｉａ ａｎｄｅｒｓｏｎｉｉ ｂｙ ｔｒｏｐｉｃａｌ ｌｅｇｕｍｅ ｒｈｉｚｏｂｉａ[Ｊ] .

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ１９９５ꎬ４６(９):１１３１－１１３７.
[３９] Ｂｕｒéｎ ＳꎬＲｕｂｉｏ Ｌ Ｍ. Ｓｔａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｒｔ ｉｎ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎａｓｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ[Ｊ] . ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ２０１８ꎬ３６５(２):ｆｎｘ２７４.
[４０] Ｇｕｏ Ｋ ＹꎬＹａｎｇ ＪꎬＹｕ Ｎꎬｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｅｒｅａｌ ｃｒｏｐｓ:ｐｒｏｇｒｅｓｓꎬｓｔｒａｔｅｇｉｅｓꎬａｎｄ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ[ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ

２０２３ꎬ４(２):１００４９９.
[４１] Ｇａｏ Ｊ ＰꎬＸｕ ＰꎬＷａｎｇ Ｍ Ｘꎬｅｔ ａｌ. Ｎｏｄ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｏｍｐｌｅｘ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｓ ＧｍＧＥＦ２ ｔｏ ｓｔｉｍｕｌａｔｅ ＲＯＰ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｄｕｒｉｎｇ ｎｏｄｕｌａｔｉｏｎ[ Ｊ] .

Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２１ꎬ３１(１６):３５３８－３５５０.ｅ５.
[４２] Ｍａ ＣꎬＷａｎｇ Ｊ ＨꎬＧａｏ Ｙ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｔｙｐｅ Ⅲ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ＮｏｐＬ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ＧｍＲＥＭ１ａ ａｎｄ ＧｍＮＦＲ５ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｓｙｍｂｉｏｓｉｓ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ

Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ２０２４ꎬ１５:５８５２.
[４３] Ｚｈａｎｇ ＢꎬＷａｎｇ Ｍ ＤꎬＳｕｎ Ｙ Ｆꎬｅｔ ａｌ. Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ ＮＮＬ１ ｒｅｓｔｒｉｃｔｓ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｗｉｔｈ ｗｉｄｅｌｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉａ ｖｉａ ｒｏｏｔ ｈａｉｒ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｐｌａｎｔｓꎬ２０２１ꎬ７(１):７３－８６.
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[６７] 陈三凤ꎬ管乐ꎬ应娇妍ꎬ等. 巴西固氮螺菌中 ＰⅡ和 ＰＺ 在固氮调节中的不同作用[Ｊ] . 微生物学报ꎬ２００１ꎬ４１(５):５２３－５２９.

Ｃｈｅｎ Ｓ ＦꎬＧｕａｎ ＹꎬＹｉｎｇ Ｊ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｌｎＢ ａｎｄ ｇｌｎＺ ｆｒｏｍ Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｂｒａｓｉｌｅｎｓｅ ＹＵ６２ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ
[Ｊ] . Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａꎬ２００１ꎬ４１(５):５２３－５２９( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[６８] 崔艳华ꎬ伍丽娴ꎬ洪媛媛ꎬ等. 巴西固氮螺菌中杂合双组分蛋白 Ｏｒｇ３５ 与 ＮｉｆＡ 的相互作用[Ｊ] . 农业生物技术学报ꎬ２０１０ꎬ１８(３):５８０－５８５.
Ｃｕｉ Ｙ ＨꎬＷｕ Ｌ ＸꎬＨｏｎｇ Ｙ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｙｂｒｉｄ ｔｗｏ￣ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｏｒｇ３５ ａｎｄ ＮｉｆＡ ｉｎ Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ２０１０ꎬ１８(３):５８０－５８５( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[６９] 王娟ꎬ阎大来ꎬ李季伦. 巴西固氮螺菌鞭毛调节基因 ｆｌｂＤ 鉴定[Ｊ] . 科学通报ꎬ２００１ꎬ４６(１５):１２８４－１２８８.
Ｗａｎｇ ＪꎬＹａｎ Ｄ ＬꎬＬｉ Ｊ Ｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌａｇｅｌｌａ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅ ｆｌｂＤ ｆｒｏｍ Ａｚｏｓｐｉｒａ ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ[Ｊ] . Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｂｕｌｌｅｔｉｎꎬ２００１ꎬ４６(１５):
１２８４－１２８８( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[７０] Ｗｕ Ｌ ＸꎬＣｕｉ Ｙ ＨꎬＨｏｎｇ Ｙ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ａ ＣｈｅＲ / ＣｈｅＢ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｃｙｓｔ ｃｅｌｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｈｅｍｏｔａｘｉｓ ｉｎ Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｂｒａｓｉｌｅｎｓｅ
Ｓｐ７[Ｊ] . Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０１１ꎬ１６６(８):６０６－６１７.

[７１] Ｃｕｉ Ｙ ＨꎬＴｕ ＲꎬＧｕａｎ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｃｌｏｎｉｎｇꎬｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｂｒａｓｉｌｅｎｓｅ ｆｈｕＥ ｇｅｎｅ[ Ｊ] . Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ
２００６ꎬ５２(３):１６９－１７７.

[７２] Ｘｉｅ Ｂ ＥꎬＣｈｅｎ Ｓ Ｆ. Ｔｎ５￣ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｉｎｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｔｒ ｏｐｅｒｏｎ ａｎｄ ｔｒｐＥ ｇｅｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ ｉｎｄｏｌｅ￣３￣ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ
ｂｒａｓｉｌｅｎｓｅ Ｙｕ６２[Ｊ] . Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ２００６ꎬ１６(４):３６６－３７２.

[７３] Ｚｈａｎｇ Ｙ ＺꎬＲｅｎ Ｊ ＷꎬＷａｎｇ Ｗ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ ａｎｄ ｉｎｄｏｌｉｃ ａｃｉｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｒｉｔｉｃｉｓｏｌｉ ＢＪ￣１８ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ￣
ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ａｎｄ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｅ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ[Ｊ] . ＰｅｅｒＪꎬ２０２０ꎬ８:ｅ９４０３.

[７４] Ｂａｌｄａｎｉ ＪꎬＣａｒｕｓｏ ＬꎬＢａｌｄａｎｉ Ｖ Ｌ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ＢＮＦ ｗｉｔｈ ｎｏｎ￣ｌｅｇｕｍｅ ｐｌａｎｔｓ[Ｊ] . Ｓｏｉｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ１９９７ꎬ２９(５ / ６):
９１１－９２２.

[７５] Ｍｕｓ ＦꎬＣｒｏｏｋ Ｍ ＢꎬＧａｒｃｉａ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ｔｏ ｉｔｓ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｔｏ ｎｏｎｌｅｇｕｍｅｓ[Ｊ] . Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１６ꎬ８２(１３):３６９８－３７１０.

[７６] Ｃｈａｋｒａｂｏｒｔｙ ＳꎬＶｅｎｋａｔａｒａｍａｎ ＭꎬＩｎｆａｎｔｅ Ｖꎬｅｔ ａｌ. Ｓｃｒｉｐｔｉｎｇ ａ ｎｅｗ ｄｉａｌｏｇｕｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｓ ａｎｄ ｃｒｏｐｓ[ Ｊ] . Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２４ꎬ
３２(６):５７７－５８９.

[７７] Ｔｉａｎ Ｃ ＦꎬＺｈｏｕ Ｙ ＪꎬＺｈａｎｇ Ｙ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｇｅｎｏｍｉｃｓ ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉａ ｎｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｓｏｙｂｅａｎ ｓｕｇｇｅｓｔｓ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｏｆ ｌｉｎｅａｇｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｇｅｎｅｓ ｉｎ ａｄａｐｔａｔｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡꎬ２０１２ꎬ１０９(２２):８６２９－８６３４.

[７８] Ｚｈａｎｇ ＦꎬＬｙｎｃｈ Ｄ ＨꎬＳｍｉｔｈ Ｄ Ｌ. Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｌｏｗ ｒｏｏｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ[Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ.(Ｌ.)Ｍｅｒｒ.]ｏｎ ｎｏｄｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ[ Ｊ] .
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ１９９５ꎬ３５(３):２７９－２８５.

[７９] 刘鹏ꎬ田颖哲ꎬ钟永嘉ꎬ等. 酸性土壤上花生高效根瘤菌的分离及应用[Ｊ] . 中国农业科学ꎬ２０１９ꎬ５２(１９):３３９３－３４０３.
Ｌｉｕ ＰꎬＴｉａｎ Ｙ ＺꎬＺｈｏｎｇ Ｙ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｐｅａｎｕｔ ｏｎ ａｃｉｄｉｃ ｓｏｉｌｓ[ Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｔｉａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａ
Ｓｉｎｉｃａꎬ２０１９ꎬ５２(１９):３３９３－３４０３( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[８０] Ｚａｈｒａｎ Ｈ Ｈ. Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ￣ｌｅｇｕｍｅ ｓｙｍｂｉｏｓｉｓ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｉｎ ａｎ ａｒｉｄ ｃｌｉｍａｔｅ[Ｊ] . Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ１９９９ꎬ６３(４):９６８－９８９.

[８１] Ｂｅｌｌａｂａｒｂａ Ａꎬ Ｆａｇｏｒｚｉ Ｃꎬ Ｂａｃｃｉ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｉｃ ａｎｄ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｂａｓｅｓ ｏｆ ｓａｌｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｍｅｌｉｌｏｔｉ: ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｔｒａｉｔｓ ｆｏｒ
ｂｉｏｉｎｏｃｕｌａｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｄｄｒｅｓｓｉｎｇ ｓａｌｉｎｅ ｓｏｉｌｓ[Ｊ] . Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ２０２６ꎬ１９(１):ｅ７０３０４.

[８２] Ｂａｓｈａｎ Ｙꎬｄｅ Ｂａｓｈａｎ Ｌ Ｅ. Ｈｏｗ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ￣ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ:ａ ｃｒｉｔｉｃａｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ[Ｍ] / / Ａｄｖａｎｃｅｓ
ｉｎ ａｇｒｏｎｏｍｙ. Ａｍｓｔｅｒｄａｍ:Ｅｌｓｅｖｉｅｒꎬ２０１０:７７－１３６.

[８３] Ｂａｌｄａｎｉ Ｊ ＩꎬＲｅｉｓ Ｖ ＭꎬＶｉｄｅｉｒａ Ｓ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ａｒｔ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｉｎｇ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ ｎｏｎ￣ｌｅｇｕｍｉｎｏｕｓ ｐｌａｎｔｓ ｕｓｉｎｇ Ｎ￣ｆｒｅｅ ｓｅｍｉ￣ｓｏｌｉｄ ｍｅｄｉａ:
ａ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｇｕｉｄｅ ｆｏｒ ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｓｔｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ ａｎｄ Ｓｏｉｌꎬ２０１４ꎬ３８４(１):４１３－４３１.

[８４] Ｂｕｃｋｌｅｙ Ｄ ＨꎬＨｕａｎｇｙｕｔｉｔｈａｍ ＶꎬＨｓｕ Ｓ Ｆꎬｅｔ ａｌ. Ｓｔａｂｌｅ ｉｓｏｔｏｐｅ ｐｒｏｂｉｎｇ ｗｉｔｈ １５Ｎ２ ｒｅｖｅａｌｓ ｎｏｖｅｌ ｎｏｎｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｓ ｉｎ ｓｏｉｌ[Ｊ] . Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２００７ꎬ７３(１０):３１９６－３２０４.

[８５] Ｗａｎｇ Ｘ ＪꎬＢｅｉ Ｑ ＣꎬＹａｎｇ Ｗꎬｅｔ ａｌ. Ｕｎｖｅｉｌｉｎｇ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｓ ｉｎ ａ ｆｌｏｏｄｅｄ ｒｉｃｅ ｓｏｉｌ ｂｙ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＮａｎｏＳＩＭＳ ａｎｄ １５Ｎ２ ￣ＤＮＡ￣ｓｔａｂｌｅ
ｉｓｏｔｏｐｅ ｐｒｏｂｉｎｇ[Ｊ] . Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｓｏｉｌｓꎬ２０２０ꎬ５６(８):１１８９－１１９９.

[８６] Ｃｕｉ ＬꎬＹａｎｇ ＫꎬＬｉ Ｈ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｅｌｌ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ ｐｒｏｂｉｎｇ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｓｏｉｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｂｙ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ Ｒａｍａｎ
ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ ｗｉｔｈ １５Ｎ２ ｌａｂｅｌｉｎｇ[Ｊ] . Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０１８ꎬ９０(８):５０８２－５０８９.

[８７] 杨进薇ꎬ马宇森ꎬ周珺柔ꎬ等. 铁钼掺杂金属有机框架在不同营养条件下对自生固氮菌的生物效应研究[ Ｊ] . 西南民族大学学报(自然
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科学版)ꎬ２０２６ꎬ５２(１):２０－２７.
Ｙａｎｇ Ｊ ＷꎬＭａ Ｙ ＳꎬＺｈｏｕ Ｊ Ｒꎬｅｔ ａｌ. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｒｏｎ￣ｍｏｌｙｂｄｅｎｕｍ ｄｏｐｅｄ ｍｅｔａｌ￣ｏｒｇａｎｉｃ ｆｒａｍｅｗｏｒｋｓ ｏｎ ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｓ ｕｎｄｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｍｉｎｚｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ(Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｅｄｉｔｉｏｎ)ꎬ２０２６ꎬ５２(１):２０－ ２７( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ
Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[８８] 陈美凤ꎬ高英志. １５Ｎ 稳定同位素技术在陆地生态系统生物固氮研究中的应用[Ｊ] . 应用生态学报ꎬ２０２５ꎬ３６(７):１９５２－１９６０.
Ｃｈｅｎ Ｍ ＦꎬＧａｏ Ｙ Ｚ. Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １５Ｎ ｓｔａｂｌｅ ｉｓｏｔｏｐｅ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｔｏ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ[Ｊ] . Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ａｐｐｌｉｅｄ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ２０２５ꎬ３６(７):１９５２－１９６０( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[８９] Ｃｈａｌｋ Ｐ ＭꎬＨｅ Ｊ ＺꎬＰｅｏｐｌｅｓ Ｍ Ｂꎬｅｔ ａｌ. １５Ｎ２ ａｓ ａ ｔｒａｃｅｒ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｎ２ ｆｉｘａｔｉｏｎ:ａ ７５￣ｙｅａｒ ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ[ Ｊ] . Ｓｏｉｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ
２０１７ꎬ１０６:３６－５０.

[９０] Ｗｕ Ｔ ＴꎬＢｉ Ｆ ＬꎬＬｉｕ Ｈ Ｔꎬｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ｇｒｅｅｎ ｔｉｄｅ￣ｃａｕｓｉｎｇ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ
ｃａｐａｃｉｔｙ[Ｊ] . Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ２０２５ꎬ４２８:１３２４５０.

[９１] 郭建江ꎬ张荣标ꎬ杨宁ꎬ等. 基于微流控芯片的圆褐固氮菌浓度快速检测方法[Ｊ] . 农业机械学报ꎬ２０１５ꎬ４６(１):１５５－１５９.
Ｇｕｏ Ｊ ＪꎬＺｈａｎｇ Ｒ ＢꎬＹａｎｇ Ｎꎬｅｔ ａｌ. Ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ ｃｈｒｏｏｃｏｃｃｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐ[Ｊ] . Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｆｏｒ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｍａｃｈｉｎｅｒｙꎬ２０１５ꎬ４６(１):１５５－１５９( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[９２] Ｄａｉ ＪꎬＯｕｙａｎｇ ＹꎬＧｕｐｔｅ Ｒꎬｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｄｒｏｐｌｅｔｓ ｗｉｔｈ ａｍｅｎｄｅｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ ｃｕｌｔｉｖａｔｅ ａ ｇｒｅａｔｅｒ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ[ Ｊ] .
Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２５ꎬ９１(３):ｅ０１７９４２４.

[９３] Ｈａｒａ ＳꎬＭｏｒｉｋａｗａ ＴꎬＷａｓａｉ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｆｉｅｌｄ￣ｇｒｏｗｎ ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｙ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅ
ａｎｄ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ａｎａｌｙｓｅｓ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１９ꎬ１０:４０７.

[９４] 国家肥料微生物种质资源库(陕西)[ＥＢ / ＯＬ] . [２０２６－０７－２０] . ｈｔｔｐｓ: / / ｗａｅｃｃ.ｎｗａｆｕ.ｅｄｕ.ｃｎ.
Ｎａｔｉｏｎａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｂａｎｋ(Ｓｈａａｎｘｉ)[ＥＢ / ＯＬ] . [２０２６－０７－２０] . ｈｔｔｐｓ: / / ｗａｅｃｃ.ｎｗａｆｕ.ｅｄｕ.ｃｎ( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ) .

[９５] Ｗａｎｇ Ｌ ＹꎬＺｈａｎｇ Ｌ ＨꎬＬｉｕ Ｚ Ｚꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｍｉｎｉｍａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ｆｒｏｍ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. ＷＬＹ７８ ｅｎａｂｌｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ
ｎｉｔｒｏｇｅｎａｓｅ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ２０１３ꎬ９(１０):ｅ１００３８６５.

[９６] Ｌａｎ Ｐ ＣꎬＳｈａｎｇ Ｙ ＭꎬＪｉａｏ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮｉｆＬ￣ＮｉｆＡ ｏｐｅｒｏｎ ｏｆ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｏｘｙｔｏｃａ ｉｍｐｒｏｖｅｓ Ｎ２ ￣ｆｉｘａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙꎬａｍｍｏｎｉｕｍ￣ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ
ａｎｄ ｐｌａｎｔ￣ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ[Ｊ] . Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２５ꎬ２０７(１０):２５３.

[９７] Ｎａｒｅｈｏｏｄ Ｓ ＭꎬＣｏｏｋ Ｂ ＤꎬＳｒｉｓａｎｔｉｔｈａｍ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｏ２ [ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ２０２５ꎬ
６３７(８０４７):９９１－９９７.

[９８] Ｚｈａｎｇ Ｗ ＱꎬＬｉｕ Ｗ ＹꎬＷａｎｇ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ｐｅｒｓｕｌｆｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｏｓｔ ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ ＲｂｏｈＢ ｂｙ ｒｈｉｚｏｂｉａｌ ３￣ｍｅｒｃａｐｔｏｐｙｒｕｖａｔｅ ｓｕｌｆｕｒｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｍａｉｎｔａｉｎｓ
ｒｅｄｏｘ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｎｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ[Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔꎬ２０２５ꎬ１８(１１):１８４３－１８６３.

[９９] 杜迎辉ꎬ苏海榆ꎬ高玉爽ꎬ等. 一株高效固氮的大豆慢生根瘤菌及其培养方法与它的用途:ＣＮ２０１１１００２４８５１.６[Ｐ] . ２０１１－０９－０７.
Ｄｕ Ｙ ＨꎬＳｕ Ｈ ＹꎬＧａｏ Ｙ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｈｉｇｈｌｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ ｓｏｙｂｅａｎ ｓｌｏｗ￣ｇｒｏｗｉｎｇ ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｉｔｓ ｕｓｅ:
ＣＮ２０１１１００２４８５１.６[Ｐ] . ２０１１－０９－０７( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ) .

[１００]陈三风ꎬ李琴. 一株天然耐铵固氮微生物 ＬＱ３ 及其应用:ＣＮ２０１９１１１０２３５３.１[Ｐ] . ２０２０－０２－０４.
Ｃｈｅｎ Ｓ ＦꎬＬｉ Ｑ. Ａ ｎａｔｕｒａｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ￣ｆｉｘｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ＬＱ３ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ:ＣＮ２０１９１１１０２３５３.１[Ｐ] . ２０２０－０２－０４( ｉｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ) .

[１０１]Ｐｅｄｒｏｓａ Ｆ ＯꎬＯｌｉｖｅｉｒａ Ａ Ｌ ＭꎬＧｕｉｍａｒãｅｓ Ｖ Ｆꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｅｘｃｒｅｔｉｎｇ Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｂｒａｓｉｌｅｎｓｅ ｓｔｒａｉｎ ＨＭ０５３:ａ ｎｅｗ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｉｎｏｃｕｌａｎｔ
ｆｏｒ ｍａｉｚｅ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ ａｎｄ Ｓｏｉｌꎬ２０２０ꎬ４５１(１ / ２):４５－５６.

[１０２]Ｆｒｅｎｃｈ ＥꎬＫａｐｌａｎ Ｉꎬ Ｉｙｅｒ￣Ｐａｓｃｕｚｚｉ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｉｎ ｄｉｖｅｒｓｅ ａｇｒｏｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ[ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ
Ｐｌａｎｔｓꎬ２０２１ꎬ７(３):２５６－２６７.

[１０３]Ｌｉ Ｙ ＪꎬＬｉ Ｒ ＲꎬＬｉｕ Ｒꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄ ＳｙｎＣｏｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｏｒｅ￣ｈｅｌｐｅｒ ｓｔｒａｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ[Ｊ] .
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２５ꎬ６７(６):１５８２－１５９８.

[１０４]Ｚｈａｎｇ Ｙ ＸꎬＸｕ ＱꎬＷａｎｇ Ｇ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｘｅｄ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ａｎｄ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｂａｃｔｅｒｉａ ｅｎｈａｎｃｅ ｓｏｙｂｅａｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｗｈｅｎ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｒｈｉｚｏｂｉａ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｓｏｉｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０２３ꎬ１８４:１０９１００.

[１０５]Ｚｈａｎｇ ＬꎬＬｉ Ｓ ＹꎬＬｉｕ Ｘ Ｚꎬｅｔ ａｌ. Ｓｅｎｓｉｎｇ ｏｆ ａｕｔｏｉｎｄｕｃｅｒ￣２ ｂｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｌｙ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｅｓ[ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ２０２０ꎬ
１１:５３７１.

[１０６]Ｐｅｎｇ Ｚ Ｈꎬｖａｎ ｄｅｒ Ｈｅｉｊｄｅｎ Ｍ Ｇ ＡꎬＬｉｕ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｓｕｂｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｅｘｈｉｂｉｔ ｌｏｗｅｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｇｌｏｂａｌ ｃｈａｎｇｅ ｔｈａｎ
ｔｏｐｓｏｉｌｓ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｇｒｏｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｆｏｏｄꎬ２０２５ꎬ６(４):３７５－３８８.
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