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固氮合成生物学研究进展

李超，张焕，杨军，王二涛

（中国科学院分子植物科学卓越创新中心，植物生理生态研究所，植物分子遗传国家重点实验室，上海 200032）

摘要：自然界中，豆科植物可以通过与根瘤菌的共生，利用其固氮能力将空气中的氮气 （N2） 还原为植物可直接

利用的氨 （NH3），从而降低了豆科植物对化学氮肥的需求。然而，玉米和水稻等非豆科作物缺乏根瘤共生固氮的

能力，其高产稳产严重依赖化学氮肥的施用。过量施用氮肥导致土壤板结酸化，温室气体排放及水体富营养化等

严峻的环境问题，严重威胁农业可持续发展和粮食安全。本文综述了固氮合成生物学的研究历史与现状，为降低

非豆科作物对化学氮肥的依赖，固氮合成生物学提出了多种策略：改造根际固氮菌以增强对宿主的氮素供给；增

强作物根际招募有益固氮微生物的能力以提高氮素利用效率；工程化改造非豆科植物形成类根瘤器官实现共生固

氮；或将固氮酶系统直接导入植物细胞以创制自主固氮作物。近年来，该领域在提升作物产量和部分替代化学氮

肥方面已取得显著进展，推动了生物固氮技术在可持续农业与生态环境保护中的创新应用。本文最后对固氮合成

生物学的未来发展方向进行了展望，旨在为相关研究提供理论参考与技术指导。
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Research advances in nitrogen fixation synthetic biology
LI Chao，ZHANG Huan，YANG Jun，WANG Ertao

（National Key Laboratory of Plant Molecular Genetics， CAS Center for Excellence in Molecular Plant Sciences， Institute of Plant 
Physiology and Ecology， Chinese Academy of Sciences， Shanghai 200032， China）

Abstract: Nitrogen is an essential element for plant growth and development. Legume plants form symbiotic 

relationships with rhizobia, which facilitates the biological fixation of atmospheric nitrogen (N2) into ammonia (NH3) 

that is directly usable by the plants through the action of rhizobial nitrogenase. This process reduces the need for 

chemical nitrogen fertilizers. However, under the pressure of continuously increasing food demand driven by a growing 

global population, the major non-leguminous food crops for humans, such as maize, rice and wheat, lack the ability to 

form nodules and establish symbiosis with rhizobia. This results in a heavy dependence on chemical nitrogen fertilizer 

to maintain high and stable yields. However, the overuse of chemical nitrogen fertilizers has caused serious 

environmental problems, including soil compaction and acidification, greenhouse gas emissions, and water 
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eutrophication, all of which threaten agricultural sustainability and global food security. To achieve green and 

sustainable agricultural development and reduce the use of chemical fertilizers, nitrogen-fixing synthetic biology 

utilizes tools of synthetic biology to modify, optimize, and even de novo design biological nitrogen fixation 

systems. These engineered systems are applied across agricultural production, environmental protection, and 

industrial biotechnology, addressing global challenges such as excessive dependence on chemical nitrogen 

fertilizers, high energy consumption, and environmental pollution. The innovative strategies for bioengineering 

biological nitrogen fixation in non-leguminous crops can be categorized into the following four aspects. These 

strategies include engineering rhizobial nitrogen-fixing bacteria to increase nitrogen supply to the host, engineering 

crops to enhance the ability of plants to recruit nitrogen-fixing microbes in the rhizosphere to improve nitrogen use 

efficiency, forming nodule-like structures for symbiotic nitrogen fixation, and transferring functional nitrogenase 

components into plant cells to create self-fertilizing crops. Significant advances have been achieved in all these 

approaches in recent years, demonstrating their potential to boost yields while reducing fertilizers. This review 

provides a comprehensive overview of recent breakthroughs in nitrogen-fixing synthetic biology. We also discuss 

the current challenges and future prospects, offering theoretical insights and technical guidance to support further 

research and the practical application of biological nitrogen fixation in sustainable agriculture and environmental 

protection.

Keywords: biological nitrogen fixation; synthetic biology; nitrogenase; non-leguminous crops; self-fertilizing crops

氮是植物生长发育必需的营养成分，尽管氮

在大气中含量丰富，但大多数植物无法直接利用

空气中的氮气，其生长发育受到氮素供应的限制。

20世纪初，Fritz Haber和Carl Bosch发明了哈伯-博

施法，该方法在催化剂存在的时候，利用高温高

压可以直接将氮气和氢气合成植物可利用的氨，

化学氮肥的使用显著提高了农业生产力，满足了

世界上近一半人口的粮食需求［1-2］。随着人口的持

续增长，农业生产已严重依赖化学氮肥才能满足

全球日益增长的粮食需求［3］。然而，化学氮肥的

不合理施用导致了土壤板结、酸化等严重的环境

问题，威胁到农业的可持续发展和粮食安全［4-5］。

自然界中，豆科植物可以通过与根瘤菌共生将空

气中的氮气（N2）还原为植物可直接利用的氨
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（NH3），显著降低豆科植物在生产中对化学氮肥的

依赖［6］。利用生物固氮替代化学氮肥，是实现作

物绿色安全生产、推动农业可持续发展的重要方

法。同时，固氮合成生物学的发展也为构建高效

生物固氮系统带来了新的机遇。

1 生物固氮作用

根际微生物被称为植物的“第二基因组”，它

们可以通过改善根际营养状况促进植物的生长发

育。其中，根际固氮菌通过生物固氮作用为植物

提供氮源［7］。生物固氮作用是固氮微生物在厌氧

或微氧、常温常压条件下，通过固氮酶催化将空

气中 N2还原成 NH4
+的过程，它为生态系统提供重

要的氮源，是自然界化合态氮形成的主要途径［8-9］。

全球每年生物固氮量为 1.75亿吨，土壤中 60% 的

氮素来自生物固氮，由此可见，根际固氮菌在农

业可持续发展中具有巨大的应用潜力［10］。

根据微生物与植物的互利关系以及固氮方式

的差异，可以将根际固氮菌分为自生固氮菌、联

合固氮菌和共生固氮菌三类［11］。其中，自生固氮

菌和联合固氮菌统称为非共生固氮菌。自生固氮

菌在微氧条件下固定 N2供自身使用，如发状念珠

藻 （Nostoc flagelliforme）、 棕 色 固 氮 菌

（Azotobacter vinelandii）等［12-13］。联合固氮菌则附

着于植物根系表面，与植物形成松散联合的固氮

体系，部分菌体可侵入植物皮层或维管，利用植

物根系分泌物生长，并原位靶向地为植物提供可

以直接利用的氮素。每年世界范围内联合固氮细

菌的固氮量约为 50～70 Tg。在玉米和水稻中，联

合固氮菌（如假单胞菌属、类芽孢杆菌属和克雷

伯氏菌属）能够满足作物约 20%～25% 的氮素需

求，在部分农田生态系统中甚至可以提供总固氮

量的 30%～50%［14-17］。共生固氮菌则与宿主形成互

惠互利的共生关系，获取宿主营养物质的同时通

过生物固氮作用为宿主提供氮素，例如根瘤菌、

弗兰克氏菌和蓝藻等［12-13］。根瘤菌与豆科植物（如

大豆和苜蓿）的共生是研究最为深入的植物-微生

物的相互作用［18-21］。豆科植物通过形成根瘤创造的

低氧环境，有助于根瘤中的根瘤菌将空气中的 N2

还原为NH4
+供宿主植物生长。根瘤菌-豆科植物共

生的年全球固氮量约为 21.5 Tg，能满足作物约

30%～83% 的氮素需求［10， 13， 22-23］。利用生物固氮

促进作物绿色安全生产，是农业可持续发展最具

有潜力的方向。目前，在作物培养中联合固氮菌

供给植物氮素的能力较弱，氮固定量不足以完全

支持作物的生长发育；可以共生固氮的根瘤菌虽

然供给植物氮素的能力强，但仅局限于豆科作物。

如何提高非豆科植物生物固氮的能力，完全或部

分替代工业氮肥，是一个世界性的农业科技难题。

因此，可通过以下工程化策略改造非豆科植物：

①改造根际固氮菌增强对宿主的氮素供给；②增

强作物根际招募有益固氮微生物的能力，从而提

高氮素利用效率；③使非豆科植物形成类根瘤器

官以实现共生固氮；④直接将固氮酶导入植物细

胞以创制自主固氮作物（图 1）。这些策略对推动

农业的可持续发展具有重要意义。合成生物学是

将现代工程学原理与生物学、物理学、化学及计

算机科学相融合的交叉学科，旨在对现有生物系

统进行定向的改造或创造具有全新功能的生物系

统，使用合成生物学方法提高作物的病害抗性、

逆境抗性与生产品质以及增加作物产量方面已被

证明是显著有效的［10， 13， 22-23］。固氮合成生物学融

合了合成生物学和生物固氮两大前沿领域，其核

心目标是利用合成生物学工具对生物固氮系统进

行理解、改造、优化甚至从头设计，将其应用于

农业生产、环境保护和工业生物技术等领域，以

解决全球面临的氮肥依赖、能源消耗和环境污染

等问题［3， 24-25］。虽然实现自主固氮作物等宏伟目标

仍面临艰巨的科学挑战，但在开发新型高效生物

肥料方面已经取得显著进展［26-28］。近年来，固氮合

成生物学领域的蓬勃发展，为人工设计高效生物

固氮系统奠定了基础。本文就近年来固氮合成生

物学的主要研究进展作简要综述，并针对相关问

题提出见解与展望。

2 固氮合成生物学研究的历史和现状

固氮菌利用固氮酶复合体将大气中的 N2转化

成NH4
+，为生物提供可利用的氮源［6］。根据金属活

性位点的差异，固氮酶主要分为三类：钼铁固氮

酶（细菌和古菌中最主要的类型）、钒铁固氮酶和
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铁铁固氮酶［29-30］。其中，研究最为深入的钼铁固氮

酶由钼铁蛋白和铁蛋白组成，钼铁蛋白是 nifD 和

nifK 基因产物形成的异源四聚体，而铁蛋白则是

nifH基因编码的同源二聚体［31-33］。1971年，Dixon

等［34］首次将肺炎克氏杆菌（Klebsiella oxytoca）的

固氮酶相关基因导入大肠杆菌（Escherichia coli）

并检测到固氮酶活性，这标志着固氮合成生物学

的开始。随着研究的深入，许多固氮细菌中参与

氮气固定与调控的基因被鉴定，例如参与铁蛋白

和钼铁蛋白生物合成与组装的 nifE、nifN、nifX、

nifB、nifQ、nifV、nifM、nifW和 nifZ，参与固氮酶

相关基因表达调控的 nfiS、参与微氧环境感知与调

控的 nifL/nifA与 fixL/fixJ以及胞内全局氮调节双组

分系统 ntrB/ntrC 等，这些基因可作为固氮酶的工

程化改造靶点［35-41］。2012年，麻省理工学院 Voigt

团队［42］开发了一种仅使用合成的、特征明确的编

码序列自下而上重建基因簇的方法，重构了肺炎

克氏杆菌的固氮基因簇，很大程度上解决了天然

固氮基因簇由于复杂、冗余和综合的宿主调控而

难以进行遗传操作的问题。2018年，北京大学王

忆平团队［43］创新性地设计了一种“多蛋白组装策

略”，将必需固氮基因选择性组装成 5个巨型合成

基因（synthetic giant gene），首次实现了携带这些

基因的大肠杆菌可以在以N₂为唯一氮源的条件下

生长。这些研究表明了合成生物学工具在推动生

物固氮工程化应用方面的巨大潜力。目前，该领

域在增强根际固氮菌的定植与供氮能力方面已取

得显著成效，但在突破共生固氮菌的宿主专一性

图图1　设计或改进生物固氮的策略

（Ⅰ.改良固氮菌，增强固氮酶活性，提高铵的外排效率；Ⅱ.增强作物根际招募有益固氮菌并调控固氮菌固氮活动的能力；

Ⅲ.解析结瘤机制，实现非豆科植物共生固氮；Ⅳ.在植物细胞器表达固氮酶，实现植物自主固氮）

Fig. 1　Main approaches to engineer or improve biological nitrogen fixation

(Ⅰ.Engineer nitrogen-fixing bacteria to enhance nitrogenase activity and optimize ammonium excretion efficiency; Ⅱ .Strengthen crops’  ability to 

recruit beneficial diazotrophs in the rhizosphere and regulate their nitrogen-fixing activity; Ⅲ.Decipher nodulation mechanisms to achieve symbiotic 

nitrogen fixation in non-leguminous plants; Ⅳ.Express nitrogenase in plant organelles to enable autonomous nitrogen fixation in crops.)
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以及在禾谷类作物中合成功能性固氮细胞器等方

面的进展较少。

2.1 改造固氮菌实现固氮泌铵能力的增加

定植于植物根系的非共生固氮菌中，大多数

固定的氮素用于支持细菌自身生长，而不是释放

到根际供给植物利用，因此，增加非共生固氮菌

氮素的释放能力是生物固氮研究领域的重要科学

问题。在固氮菌中，N2被固氮酶还原为可被利用

的NH4
+，游离的NH4

+与谷氨酸被谷氨酰胺合成酶催

化生成氮代谢调控分子谷氨酰胺，固氮菌中的氮

代谢调控分子感知到高浓度的抑制固氮酶的表达

与活性进而避免能量的浪费（图 2）［14， 44-45］。因此，

破坏以谷氨酰胺为代谢传感器的氮代谢调控通路，

将生物固氮与铵同化解耦，是在各种固氮菌中增

强铵外泌能力的一种通用策略［46-47］。细菌中，谷氨

酰胺合成酶（GS）的活性受腺苷酰转移酶（GlnE）

可逆的腺苷酰化修饰调节，GS 腺苷酰化后失活，

GlnE的可逆腺苷酰化修饰受到响应细胞内氮状态

的调控蛋白 PⅡ（GlnB） 和 PZ （GlnZ） 的调

控［48-50］。PⅡ和 PZ 通过与组氨酸激酶 NtrB 相互作

用，调控应答调控蛋白NtrC的磷酸化状态及其活

性，磷酸化的NtrC作为核心转录激活因子，直接

调控包括 glnA（谷氨酰胺合成酶编码基因）和 nifA

（固氮全局转录调控因子NifA编码基因）在内的众

多基因，NifA激活固氮酶复合体结构基因 nifHDK

及众多附属 nif基因的转录［51-52］。此外，PⅡ和 PZ

通过与铵转运蛋白AmtB和固氮酶ADP核糖基水解

酶（DraG）互作，参与调控固氮酶的ADP-核糖基

化修饰、铵离子感应及潜在转运过程［53-55］。DraG

与固氮酶 ADP 核糖基转移酶（DraT）功能拮抗，

DraT 通过催化 NifH 的 ADP-核糖基化使其失活，

而 DraG 可逆转该修饰。PⅡ和 PZ的活性在一定程

度上受其尿苷酰化状态动态调节，双功能酶GlnD响

应胞内氮/碳/能量水平调控PⅡ和PZ的尿苷酰化/去尿

苷酰化，氮饥饿条件下 PⅡ和 PZ 被 GlnD 尿苷酰

化［56］。相关研究表明，A. vinelandii的 glnA突变体

和茎瘤固氮根瘤菌（Azorhizobium caulinodans）的

glnB 或 glnK（编码氮代谢调控蛋白）突变体中，

GS活性降低导致铵的释放［57-58］。GS的活性同时受

图图2　固氮菌中以谷氨酰胺为核心的氮代谢调控通路与增强其固氮能力的策略

（Ⅰ删除或调控glnA基因，使游离的NH4
+被释放；Ⅱ调控nifA的表达，增强NifA对固氮基因簇的激活，增加固氮酶活性）

Fig. 2　The glutamine-core nitrogen metabolism regulatory pathway in diazotrophs and strategies for enhancing 

nitrogen fixation capacity

(Ⅰ Delete or regulate the glnA gene to release free NH4
+; Ⅱ Modulate the expression of NifA to enhance its activation of the nitrogenase gene cluster, 

thereby increasing nitrogenase activity.)
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到单向腺苷酸转移酶（uATs）的抑制，在巴西固氮

螺菌（Azospirillum brasilense）和茎瘤固氮根瘤菌

ORS571（Azorhizobium caulinodans ORS571）中增加

单向腺苷酸转移酶的表达，增强了它们的铵外泌能

力［59-61］。林敏团队［62］的研究表明，删除施氏假单

胞菌 A1501（Pseudomonas stutzeri A1501）中铵转

运蛋白AmtB将导致铵外泌增加。固氮菌中，在高

浓度 NH4
+条件下，负调控蛋白 NifL 激活后抑制转

录因子NifA的表达，进而阻遏固氮酶的活性，删

除 A. vinelandii和 P. stutzeri A1501 中的 nifL 基因会

改善菌株的铵外泌能力，增强菌株在有氧条件下

nif基因的表达［62-64］。陈三凤团队［65］于 2022年发表

的工作中，揭示了固氮类芽孢杆菌（Paenibacillus 

sabinae）T27通过丙氨酸脱氢酶合成丙氨酸抑制谷

氨酰胺合成酶活性，降低细胞内谷氨酰胺水平，

进而调控固氮基因表达的新机制，为解决高浓度

NH4
+抑制生物固氮的难题提供了新思路。上述的研

究聚焦于固氮菌铵耐受和铵外泌能力的增强，为

非共生固氮菌的工程应用提供了理论基础与技术

支持。然而，固氮菌的生物固氮是极为耗能的过

程，在足够铵外泌的基础上进行生物固氮与铵外

泌活动的精细化调控，有助于实现固氮菌的碳-氮

平衡与能量的高效利用。2017年，Rafael Ambrosio

等［57］通过外源启动子调控 A. vinelandii 中 glnA 的

表 达 ， 在 促 进 植 物 的 生 长 的 同 时 实 现 了 A. 

vinelandii可控的铵排泄。最新的研究中，王忆平

团队［66］将基因 glnA的第 95号氨基酸位点由脯氨酸

突变为亮氨酸后，使得胞内谷氨酰胺的合成表现

为温度敏感型，最终导致氮调控的基因和固氮酶

也表达为温度敏感型，开发出温度介导的铵排泄

控制系统。这种温度介导的铵分泌开关机制使固

氮菌在为宿主提供氮素的条件下满足了自身生物

量增长的需求，较恒定的铵排泄工程改造有更高

的促生效率，为进一步改善植物共生固氮提供了

思路。

2.2 改造固氮菌实现结瘤/定植能力的增加

根际固氮菌能为作物提供一定量的化合态氮，

但其固氮量尚不足以完全满足谷类作物的生长发

育需求。通过合成生物技术改善固氮菌与作物之

间的互作关系，并利用可调控的表达系统调节相

关基因的表达，对于维持固氮工程菌和作物间的

共生稳态至关重要［67-68］。基于植物根系分泌物设计

诱导型基因回路，可确保工程菌仅在根际激活固

氮功能，避免代谢资源浪费。植物-微生物信号传

导回路已被成功设计到烟草植株中，使其具备合

成细菌酰基高丝氨酸内酯（AHL）的能力。这些

AHL 能够激活细菌 AHL 生物传感器的基因表达，

并分别恢复了 AHL 合成酶缺陷型金黄假单胞菌

（Pseudomonas aureofaciens）和胡萝卜软腐欧文氏

菌（Pectobacterium carotovorum）突变体的生物防

治活性与致病性［69］。根瘤菌素 scyllo-inosamine

（SIA）和 3-O-methyl-scyllo-inosamine（3-O-MSI），

在豆科共生系统中由根瘤菌合成并可被菌株利用，

根瘤菌素合成基因 mosABC 受到 nifA 的调控［70-71］。

SIA和 3-O-MSI在大多数植物根际中不存在，但相

关研究表明，转入根瘤菌素合成基因的植物可以

合成并分泌SIA，在根际环境中可显著增强携带根

瘤菌素分解代谢基因（mocCABRDEF）的根瘤菌

的定植竞争力［70-74］。2019年，Geddes等［75］将豆科

根瘤菌（Rhizobium leguminosarum）来源的 idhA

（编码肌醇脱氢酶）和苜蓿根瘤菌（Sinorhizobium 

meliloti）来源的mosB（编码L-谷氨酸转氨酶）转

入苜蓿和大麦中，首次建立了产生 SIA 的工程植

物。基于此，Haskett等［76］于2022年培育出稳定分

泌根瘤素的纯合大麦品系（RhiP），开发了一个混

合根瘤菌素吸收系统，该系统使 A. caulinodans 

ORS571对根瘤菌素的感知敏感度提高了 1000倍。

通过整合上述系统，他们成功构建了根瘤菌素依

赖型 nifA-rpoN固氮调控回路，实现工程菌在转基

因大麦根部的原位定植与固氮［76］。这项研究表明，

通过合成生物学驱动细菌-植物相互作用，可显著

增强非豆科作物内生菌或自由生活固氮菌的共生

固氮作用，以满足谷类作物的氮需求。

2.3 解析根瘤共生机制，实现非豆科作物共生固氮

豆科植物与根瘤菌共生的分子机制已得到较

为充分的解析［77-78］。低氮条件下豆科植物根系分泌

的黄酮类化合物招募根瘤菌并诱导其合成结瘤因

子（Nod factor， NF）［79］，NF 激活豆科植物的受
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体复合物，如苜蓿（Medicago truncatula）中的结

瘤因子受体 （MtNFP） 和 LysM 类受体激酶 3

（MtLYK3） 复 合 物 以 及 日 本 百 脉 根 （Lotus 

japonicus）中的结瘤因子受体 1（LjNFR1）和结瘤

因子受体 5（LjNFR5）复合物，进而激活根瘤共

生和菌根共生通用的共生信号通路（common 

symbiosis signaling pathway， CSSP）［80-83］，随后，

该信号被传递到细胞核引发钙振荡［84-85］。在细胞核

中，钙信号由钙调蛋白依赖性蛋白激酶 MtDMI3/

LjCCaMK解码并磷酸化蛋白MtIPD3/LjCYCLOPS，

磷酸化的转录调控因子 IPD3与DELLA蛋白互作激

活下游核心转录调节因子的表达，从而导致根瘤

共生或丛枝菌根共生［86-91］。虽然根瘤共生仅存在于

豆科植物，但地球上 90% 的陆地植物都可以与菌

根真菌形成共生［92-95］。因此，可以利用CSSP，把

菌根共生途径与根瘤共生途径相结合，为非豆科

植物的根瘤共生改造提供理论基础。

共生固氮起始于宿主对共生信号的感知，

OsCERK1和OsCEBiP是水稻中主要的几丁质激发

子结合蛋白，当 L. japonicus中 NF受体 LjNFR1和

LjNFR5 的胞外结构域被 OsCERK1 和 OsCEBiP 的

胞外结构域替换后，几丁质处理可激活共生信号

传导［96］。也有研究表明，介导水稻对丛枝菌根真

菌信号感知的OsMYR1和OsCERK1的胞外结构域

被MtNFP和MtLYK3的胞外结构域替换后，NF处

理能够引发胞内钙振荡并可以互补LYK3等突变体

的根瘤表型，增加根瘤菌在转基因水稻的定植［97］。

这表明改造非豆科作物的微生物感知受体可重编

程其对根瘤菌共生信号的响应能力。最新研究发

现，在根瘤共生过程中，细胞质类受体激酶

MtLICK1/2 与 MtLYK3 通过互相磷酸化激活 NF 受

体复合物，启动共生信号转导，并在“共生-免疫”

调控中发挥双重功能：共生方面，MtLICK1/2的激

酶活性受NF直接调控，介导根瘤菌侵染和根瘤器

官的发育；免疫方面，MtLICK1/2在根瘤菌侵染区

被激活，有效抑制植物的免疫反应［98］。该机制为

非豆科作物共生固氮过程中协调共生与免疫提供

了参考。

在豆科植物和根瘤菌共生过程中，结瘤器官

的发生是共生固氮的关键环节。根瘤器官发生过

程中，细胞分裂素能够激活通常不具备分生能力

的皮层细胞的分生活性，这对根瘤器官发生至关

重要［99-100］。外源施加细胞分裂素能在紫花苜蓿和

百脉根中诱导形成由皮层细胞衍生的根瘤样结构

（即“假根瘤”），但这些结构未被细菌侵染［101-102］。

细胞分裂素诱导的假根瘤现象也见于非豆科植物

烟草及非豆科放线菌根共生植物赤杨，但具体的

机制未知［103-104］。NIN（Nodule Inception）是根内

皮质细胞中由 Cytokinin Response 1 介导的细胞分

裂素信号诱导的转录因子，其可以整合结瘤信号

和植物激素信号充当器官发生的转录中枢［78］。

NIN激活核因子Y（NF-Y）亚基编码基因NF-YA1

和 NF-YA2 的表达后可激活 MtERN1 的转录，进而

调控根瘤菌感染的早期阶段和结瘤分生组织的活

性，在没有根瘤菌感染的情况下，nin 和 NF-Y 亚

基编码基因的过表达会诱导皮层细胞的异常分裂

并形成根瘤样结构，其发生过程与天然根瘤相

似［105-106］。在豆科植物根发育程序中， LBD16

（Lateral Organ Boundaries-Domain Protein 16）响

应生长素信号促进侧根形态建成［107］。该发育模块

在NIN下游被招募至共生过程，LBD16与NF-YA1/

NF-YB1的过表达在野生型和nin突变体中自发诱导

结瘤样结构［108-109］。 GRAS 家族转录因子 SHR

（Short Root）和 SCR（Scarecrow）是根发育的关

键调节因子，在植物干细胞区域和内皮层中表达，

调控干细胞命运决定与维持［110-111］。MtSHR-MtSCR

模块赋予豆科植物皮层细胞去分化能力，并响应

共生信号将完全分化的皮层细胞转变为根瘤原

基［112］。皮层细胞对细胞分裂素和NIN的响应也需

要MtSHR-MtSCR模块的参与，在蒺藜苜蓿和水稻

中过表达 MtSHR-MtSCR 会诱导根皮层细胞分裂，

从而形成根瘤样结构。上述研究表明豆科植物的

结瘤发生是由植物激素、结瘤调控因子和根发育

系统等模块协同功能发挥导致的，通过将结瘤相

关模块导入非豆科植物中，或可使水稻、玉米等

非豆科植物产生根瘤样结构（图 3）。根瘤结构的

微氧环境是根瘤菌进行固氮必需条件，如何在非

豆科植物根瘤样结构中维持较低的氧气含量，是

其固氮工程必须解决的难题。豆科植物中丰富的

血红蛋白是维持微氧环境的关键因素。端木强德

团队对根瘤中血红蛋白的合成与降解调控展开了

系统的研究，阐明了质体中血红素小分子合成在
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转录后水平的调控途径和豆科植物根瘤中非侵染

细胞定位的血红素加氧酶 1（LjHO1）分解代谢根

瘤血红素的新机制［113-114］。该课题组最新研究表明，

豆科植物中的谷氨酰-tRNA还原酶（GluTR）协调

了固氮根瘤中植物以及共生体的血红素合成［115］。

这些机制的解析为非豆科作物微氧模块设计提供

理论基础，但根瘤器官发生通路与氧调控系统的

协同整合仍需进行更深入的研究。

2.4 将固氮基因簇导入植物细胞，实现植物自主

固氮

固氮酶具有高度复杂的组装与电子传递机制，

且对氧极其敏感，因此，在植物中重建有功能的

固氮酶系统面临巨大挑战。然而，若能使作物实

现自主固氮，将对农业生产产生颠覆性影响。固

氮酶的组装过程已被报道，在生物固氮过程中固

氮酶利用两种主要金属簇将 N2 还原，以 A. 

vinelandii中典型的钼铁固氮酶而言，其催化组分

钼铁蛋白四聚体NifDK包含一个［Fe8S7］核心的P

簇（P-cluster）和一个［MoFe7S9C-高柠檬酸］辅

因子（称为 M 簇）［116］。这两种金属簇均来源于

NifS和NifU合成和组装的［Fe4S4］簇［117］。P簇的

成熟始于 NifDK 上的一对［Fe4S4］簇（称为 P*

簇），辅助蛋白NifZ参与 P簇的融合过程，铁蛋白

NifH促进其发生还原偶联，最终在 NifDK的异源

二聚体上形成成熟的 P簇［118-119］。在M簇的生物合

成中，NifB 上的两个［Fe4S4］簇通过自由基 S-腺

苷甲硫氨酸（radical-SAM）依赖的过程与一个碳

原子偶联，并添加硫原子形成［Fe8S9C］核心的L

簇，在支架蛋白 NifEN 上，L 簇通过 NifH 提供的

钼和高柠檬酸的添加而成熟为M簇，成熟的M簇

从 NifEN 转移至 NifDK，由 NifDK 与 NifH 组装为

成熟的固氮酶复合物［120-121］。但固氮功能的发挥不

仅需要完整的固氮酶结构，还需要完整的电子传

递链、足够的能量与微氧环境。不完整的电子传

递链无法使固氮酶完成 N2的还原。氧气则通过多

种机制抑制固氮作用：高浓度的氧气会抑制 nif基

因的表达；并通过与硫原子结合形成SO4
2-，以及氧

化［Fe4-S4］簇等方式破坏簇结构，使 NifH 和

NifDK失活；氧气还可与N₂竞争结合FeMo辅因子

的活性空腔，形成末端氧加合物（如 μ-O桥），阻

断底物结合位点，并引发后续氧化反应［122-125］。此

外，氧气在细胞内还可转化为活性氧（ROS），如

超氧阴离子（O2
-）、过氧化氢（H2O2）、羟基自由基

（·OH）等，它们会破坏固氮酶的保护蛋白（如

FeSII）并导致半胱氨酸的巯基氧化成二硫键和组

氨酸的咪唑环羟基化，破坏蛋白折叠与金属簇配

位［126-128］，最终导致固氮酶失活。因此，当前的研

究策略聚焦于在叶绿体或线粒体内组装固氮酶，

图图3　基于根瘤共生机制构建非豆科作物共生固氮模型

Fig. 3　Constructing a symbiotic nitrogen fixation model for non-legume crops based on the 

nodulation symbiosis mechanism
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因为这些细胞器能够提供足够的ATP和厌氧环境，

最大程度满足固氮酶功能需求［129-131］。2016 年，

López-Torrejon 等［132］研究发现厌氧条件下，酵母

线粒体可以积累具有活性的 NifU 和 NifH，且在

NifM存在时NifH可结合内源性线粒体的 Fe-S簇。

随后，Burén等［133］成功地将A. vinelandii的 9个 nif

基因（nifH、nifD、nifK、nifU、nifS、nifM、nifB、

nifE和 nifN）在酵母线粒体中进行表达，并检测到

NifDK四聚体的形成，标志着真核细胞线粒体功能

性固氮酶构建的起点。2017年，Allen等［134］在烟

草中表达肺炎克雷伯氏菌（Klebsiella pneumoniae）

来源的 16个 nif基因，成功共表达 4种靶向烟草线

粒体的MTP-Nif融合蛋白（MTP-NifB/S/H/Y），证

明固氮酶组分可以靶向植物线粒体并表达。后续

Luis M. Rubio等［135-136］的研究成功实现了固氮酶辅

助因子成熟酶NifB在烟草叶绿体和水稻线粒体中的

表达。2017年，王忆平团队［137］使用模块化方法评

估了叶绿体、根质体和线粒体中作为钼固氮酶和铁

固氮酶系统电子供体的成分，明确植物细胞器的电

子传递组分可支持固氮酶活性，实现了植物源电子

传递链模块的重构及与固氮酶系统的适配性研究。

后续，王忆平团队［130， 138］揭示了固氮酶核心酶组分

NifD蛋白在真核细胞器线粒体中异源表达不稳定的

机制，筛选到了在线粒体具有高稳定性的NifD突变

体，并进一步创制了基于线粒体信号肽酶的多聚蛋

白型固氮酶系统，实现了固氮酶组分在酵母线粒体

中的高效、协调表达，这些研究为实现真核系统自

主固氮迈进坚实的一步。以上结果确立了在植物细

胞内重建完整固氮酶组分可行性。2021年，有学者

报道多黏类芽孢杆菌（Paenibacillus polymyxa）固

氮基因簇导入模式植物拟南芥后，在低氮或无氮条

件下转基因植株较对照植株生长能力增强［139］，该

成果为谷类作物自主固氮提供新路径。近期，中国

农业大学陈三凤团队［140］将来自 2个固氮细菌的 13

个固氮基因（约 40 kb）导入水稻，证明了固氮基

因在水稻中正常转录并形成固氮酶NifDK四聚体，

同时，对NifH蛋白的氨基酸序列进行突变，成功解

决了该蛋白在植物细胞质中被蛋白酶切割的问题。

该研究在国际上首次实现多基因固氮途径在水稻中

的系统性整合，为实现禾本科植物“自主固氮”提

供了重要参考。

3 展 望

合成生物学在固氮领域的应用提升了作物产

量并部分替代化学氮肥，证明了其在农业可持续

发展中的巨大潜力。尽管近年来该领域取得重要

进展，固氮合成生物学仍面临不少挑战。

首先，在联合固氮菌工程菌株改造方面，通

过增强固氮酶活性和铵的外排能力可显著提高联

合固氮菌对宿主作物的供氮效率，但固氮过程的

高能耗特性导致过量固氮与铵分泌必然影响菌株

的正常生命活动，维持菌体能量供应与氮素输出

的平衡是构建高效固氮工程菌必须解决的关键问

题。针对这一难题主要有两种解决策略：①通过

在固氮工程菌中构建固氮泌铵开关，从而为工程

菌预留足够时间缓解过量固氮造成的能量消耗，

如王忆平团队通过构建受温度调控的 GS 工程菌

株，维持菌体能量收支平衡的同时促进了植物宿

主的生长［66］；②优化固氮工程菌的碳源利用，葡

萄糖、琥珀酸和苹果酸等碳源都是固氮菌重要的

能量来源，通过筛选工程菌株的优势碳源，并优

化碳源的摄取与利用途径，抑制或删减不必要的

次生代谢产物通路，可以最大限度地保证工程菌

株的能量主要应用到固氮过程中［141-143］。

其次，在非豆科作物共生固氮方面，这一目

标的实现仍有许多问题亟待解决：①需要导入的

共生结瘤相关基因的种类和数量尚未明确；②虽

已鉴定豆科植物中控制根瘤发育的关键调控基因，

但与根瘤菌感染和植物免疫应答相关的基因及其

潜在机制仍有待进一步研究，例如在根瘤发育过

程中，除了早期启动结瘤的基因，还有哪些信号

或功能基因在结瘤中期和末期发挥关键功能还有

待发掘；③在非豆科作物的哪些组织器官表达共

生固氮植物的基因并控制这些基因的表达水平仍

是一个难题；④固氮酶功能的发挥需要微氧环境，

如何在非豆科植物器官中创造并维持微氧环境，

使根瘤菌在转基因非豆科作物的类根瘤器官中进

行固氮仍需进一步研究。针对非豆科作物共生固

氮的构建，在根瘤共生与菌根共生机制被完整解

析的基础上，将共生相关基因模块组合转入目标

作物并研究其共生固氮性状，是本领域研究实现

从理论到应用最重要的工作。非豆科作物共生固
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氮改造或可分为共生信号感知、共生信号转导、

根瘤结构发生和微氧环境维持四个模块。将这四

个模块中的重要基因组合系统地导入水稻、玉米

等非豆科作物中进行功能验证，是探索非豆科作

物共生固氮方案可行性的必要策略。

最后，在植物细胞中表达固氮酶实现作物自

主固氮方面，虽然已经成功地在叶绿体和线粒体

中表达了部分固氮酶成分，但全酶固氮活性仍未

实现，这受限于固氮酶的氧敏感性和多亚基复合

体组装的生化复杂性。针对固氮酶的氧敏感性问

题，现有的研究表明，在豆科植物根瘤中，豆血

红蛋白及其调节因子在保护固氮酶复合物免受氧

气侵害方面发挥着关键作用，未来有望改造非豆

科作物的血红蛋白的合成与维持以保护细胞固氮

酶活性。近期的研究报道解析了固氮菌利用仅

13 kDa含铁硫簇的小蛋白 Shethna蛋白Ⅱ（FeSⅡ）

对固氮酶进行“构象保护”的机制，这一蛋白或

许可以应用于自主固氮作物的构建［122］。David R.

Liu 等［144-146］ 通过噬菌体辅助连续进化（phage-

assisted continuous evolution，PACE）系统多次对

蛋白质进行了定向优化，我们也可利用这一系统，

提高固氮酶对氧的耐受性。同时，我们也可以利

用AI+计算生物学的策略，对固氮酶进行结构优化

与改造，合成氧耐受的固氮酶进行工程应用。固

氮合成生物学发展的目的是以生物固氮替代化学

氮肥，减少化学氮肥对环境造成的污染，实现农

业的绿色可持续发展，但在产品生产应用的过程

中，成本与效益评估是不可忽略的。

在固氮菌改造方面，其生产成本主要包括两

部分：第一，天然联合固氮菌普遍存在固氮效率

低的局限，构建一株能够高效固氮泌铵的工程菌

株，并投入到田间生产需要进行大量的菌种资源

收集、工程改造与功能验证工作，因此需要大量

的科研人力与经费支持。第二，工程菌株的培养

与应用成本，工程菌株能够实现产业化的前提是

产品能够大量培养并长时间保存，这要求科研人

员针对特定的菌株开发发酵工艺和保藏工艺，在

工艺改良迭代的过程中同样需要大量的资金与时

间投入。虽然固氮工程菌株产品的开发需要一定

的成本，但相较于工程化非豆科作物形成根瘤和

表达固氮酶的策略，目前短期内固氮工程菌剂在

农业生产系统中更能产生立竿见影的效果，并且

优质的固氮工程菌剂能够替代田间大约 25% 的化

学氮肥用量，而在田间生产过程中每减施 1 t化学

氮肥可节约 2800 kg优质煤和 1600度电能，具有很

高的经济与环境效益［147-149］。非豆科作物自身固氮

改造方面，不管是实现根瘤菌共生固氮还是实现

植物自主固氮都需要科研人员长期、持续地努力

与科研资金的大量投入。相较于固氮菌工程改造

策略，根瘤共生固氮和固氮细胞器固氮均具有极

高的固氮效率，在田间生产上，根据豆科植物的

根瘤共生固氮效率推测，几乎可以不施加额外的

氮肥即可满足作物自身生长需求，相较于科研成

本而言，该策略的成功实现带来的经济效益和环

境效益不可估量［10， 13， 22， 23， 146］。目前，王二涛团

队已在水稻中完成了共生信号感知模块（MtNFP-

OsMYR1，MtLYK3-OsCERK1）的功能验证，并

进一步开展了信号转导模块（CSSP）在水稻中的

功能验证与性状评估［97］。David M. Lawson团队在

小麦中也验证了菌根共生过程中重要的Ca2+信号转

导环核苷酸门控通道 CNGC15 的功能，发现

CNGC15的功能性获得突变能够高效增加田间小麦

的菌根定植和养分获取［150］。虽然非豆科作物根瘤

结构发育方面还未有突破性的进展，但 LBD16、

MtSHR-MtSCR等许多根瘤发育相关的基因和细胞

分裂素等植物激素在根瘤发育方面的功能已被发

掘验证，利用这些基因元件有望系统地构建根瘤

发育模块，有可能在非豆科作物中实现根瘤状器

官的发生。最后，如何让固氮菌成功地侵染非豆

科作物也是一个有待解决的问题。在根瘤共生过

程中，豆科植物感知根瘤菌后通过CSSP调控共生

相关基因表达与根瘤菌共生结瘤，或可通过通用

共生信号通路CSSP调控非豆科作物免疫相关基因

表达，提高根瘤菌的侵染能力［151］。总而言之，固

氮合成生物学面临的挑战还需要相关研究机构深化

该领域的研究，固氮菌碳氮平衡、植物固氮器官发

育、固氮酶氧敏感性等关键问题需要领域内的研究

者模块化、系统化地解决。近期报道的根瘤菌

Candidatus Tectiglobus diatomicola/硅藻Haslea的内

共生，打破了根瘤菌仅与豆科植物内共生的限制，

为根瘤菌与非豆科植物内共生的研究提供了新的参

考［152］。固氮蓝藻 UCYN-A/褐藻 Braarudosphaera 
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bigelowii内共生的报道也为固氮合成生物学的发展

提供了新的可能［153］。UCYN-A/Braarudosphaera 

bigelowii的关系已经超越了内共生，具有了细胞器

的特征，结合共生固氮蓝藻具有广宿主适应性，

使基于工程化蓝藻构建人工固氮细胞器成为具有

潜力的研究方向。近期，林敏团队［154］结合纳米工

程技术创建了一种新型的固氮工程菌株，显著提

升了该菌株的根际固氮效率和宿主促生能力。这

表明通过生物学、材料学、物理学等各学科技术

融合进行技术创新应用，也是固氮合成生物学突

破现有限制进行农业应用的新方向。
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