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：　红壤存在酸铝毒害、磷素低效及病原侵染等问题，严重制约农作物生长与产量。合成菌群（SynCom）因功能可预测性和环境适应性，在改善根际微生态、增强抗逆性上潜力巨大。但受本土微生物竞争、高浓度活性铝毒性及根系分泌物化感作用影响，外源合成菌群在红壤根际定殖困难。本研究聚焦红壤中合成菌群的精准构建，阐述三个核心问题：基于功能互补与协同增效筛选适宜菌株的方法；用交叉喂养实验解析菌群代谢互作网络并建立定量模型；揭示根际对话机制对合成菌群定殖效率的调控作用。相关研究可为红壤区土壤提质增效提供微生物改良的理论与技术基础。
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Construction Strategies and Mechanisms of Synthetic Microbial Communities in the Rhizosphere of Crops in Red Soil Regions
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[bookmark: OLE_LINK3]： Red soil suffers from issues such as aluminum toxicity, low phosphorus efficiency, and pathogenic infections, which severely restrict crop growth and yield. Synthetic microbial communities (SynCom) hold great potential in improving rhizosphere microecology and enhancing stress resistance due to their predictable functions and environmental adaptability. However, the colonization of exogenous synthetic microbiota in red soil rhizosphere is challenged by native microbial competition, high concentrations of active aluminum toxicity, and allelopathic effects of root exudates. This study focuses on the precise construction of synthetic communities in red soil, addressing three core questions: methods for selecting suitable strains based on functional complementarity and synergistic effects; using cross-feeding experiments to analyze metabolic interaction networks within the community and establish quantitative models; revealing how rhizosphere communication mechanisms regulate the colonization efficiency of synthetic microbiota. Relevant research provides theoretical and technical foundations for microbial improvement strategies to enhance soil quality and productivity in red soil regions.
： red soil; synthetic microbiome; root exudates; cross-feeding; Raman spectroscopy
[bookmark: _Hlk204271023]我国红壤分布面积广达148万平方公里，约占全国土壤总面积的15.4%，在我国农业及经济社会可持续发展战略中占据关键地位[1]。总体而言，我国红壤兼具地域广阔、气候条件优越（地处热带与亚热带湿润区）、开发潜力显著等特征[2]。然而，受长期土壤酸化进程影响，该区域作物生产普遍遭受土壤结构劣变、铝毒性胁迫及磷素固定等多重因素制约，导致作物减产。破解红壤区农业生产瓶颈，已成为提升作物产能、保障国家粮食安全的核心任务。
酸性土壤中的有益微生物往往具有耐酸性特征，能够在低pH环境下存活并发挥功能。一些有益微生物能够通过多种机制改善植物生长和提高养分利用效率，帮助植物适应酸性环境[3]。例如，丛枝菌根真菌通过共生机制直接与植物根系互作，为植物提供磷等难溶养分。枯草芽孢杆菌可增强植物对磷的吸收[3]。变形菌可以利用光合作来储存能量和降解有害物质，并且可以固定氮[4]。酸杆菌通过分解生物螯合物、分泌细胞外多糖促进植物生长[5],[6]。
[bookmark: _Hlk208219423]合成菌群（SynCom）是指通过人工设计和构建的微生物群落，旨在实现特定生态功能或生物技术的应用[7]。在红壤土壤中，合成菌群的应用对于提高植物抗逆性、促进养分吸收和改善土壤健康具有重要意义[8]。但是，由于难以定殖等原因，实验室制备的合成菌群难以应用到实际的农业生产中[9]。本综述将系统阐释红壤合成菌群的成员筛选、菌群互作以及根际对话与定殖，旨在筛选适配菌株并构建高效合成菌群，以提升红壤稻区作物产量为红壤合成菌群构建提升提供理论框架和实践指导。
1. 红壤合成微生物组成员的高效筛选
本土微生物在合成微生物组中的重要性
目前的微生物菌剂合成微生物菌群的产品日趋成熟，在农业生产中的病害防治、养分利用等多方面起到了重要作用[10]。然而，但由于植物宿主和土壤类型的特异性，基于实验室微生物功能筛选构建的合成菌群在红壤中的农业生产应用，其效果往往被低估外来微生物在土壤中定殖并提供所需功能的成功与否在很大程度上取决于环境[11]，这成为限制微生物菌剂在农业生产中潜力的重要因素[10]。这是由于“外来”菌群在红壤中的应用需要面临两个挑战：首先，酸性土壤是一个对微生物强筛选的环境，Al3+潜在的毒性对微生物具有损坏细胞膜、诱导细胞渗透调节混乱等毒害作用快速抑制了其生长[12],[13]。其次，接种至土壤中的微生物菌剂，往往会面对来自“本土”微生物在生态位[12]和营养资源上[13]的竞争[14],[15]，受到源于本土微生物产生的抗菌代谢产物抑制[1416]。如具有广谱抗菌效能的短链脂肪酸（乙酸、丁酸）[17]，例如土壤中存在的丁酸梭菌（Clostridium butyricum） 能通过产生丁酸对多种外来细菌产生拮抗作用[18]。此外，。例如本土的吩嗪-1-羧酰胺产生菌假单胞菌（Pseudomonas chlororaphis PCL1391）通过控制番茄脚腐病和根腐病来防治由尖孢镰刀菌引起的病害[1519]。。
[bookmark: _Hlk211103728]基于本土微生物设计合成菌群是应对上述挑战的一个解决方法[20]。与外来微生物相比，本土微生物表现出更高的定殖率以及更稳定的功能表达[21]。面对酸铝胁迫时，本土微生物能通过细胞质膜上的质子交换、细胞壁修饰等机制，保持较高的代谢活性，表现出明显耐酸铝特征。例如一株从红壤稻田中分离出的本土微生物铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）通过胞外质子化作用，即将周边介质中的质子吸附到细胞膜表面，降低了周边介质中的pH。通过该过程，铜绿假单胞菌不仅维持了本身在酸性环境下的高代谢活性，同时提高了合成菌群其他成员的代谢活性[8]。
面对本土微生物的竞争，可基于本土核心微生物进行合成菌群的构建与“外来”物种相比，在本土的微生物群落具有更高的定殖率以及更稳定的功能表达，这被称为“主场优势”[16]。主场优势普遍存在且对微生物菌剂的根际定殖至关重要。在我们之前的一项结果中，这种主场优势的普遍重要性可以在细菌适应当地土壤环境中得到例证[16]。此外，包含本土核心微生物的合成微生物菌剂协同接种能进一步增加微生物菌剂的定殖能力。一般而言，本土核心微生物往往具有以下优势，以帮助其在其他微生物的竞争中形成稳定群落：1、本土核心菌群往往具备高效的养分吸收能力，能够快速占据根系表面和土壤颗粒的可利用空间，从而抢占碳源、氮、磷等关键资源[22]；2、许多本土核心微生物可通过释放如短链脂肪酸（如丁酸等）[23]、维生素（如B12等[24]）、氨基酸[25]等抗生素抑制其他细菌或真菌的生长[26]。3、核心微生物常与植物形成互惠关系（如促进养分吸收、分泌根系诱导物），获得植物分泌的碳源和能量，从而在根际竞争中获得额外的资源支持。这种植物‑微生物‑微生物的三方协同进一步强化核心菌群的竞争地位[27]。例如将贝莱斯芽胞杆菌（Bacillus velezensis） 接种到黄瓜根际，通过趋化吸引、代谢互养和混合生物膜形成等机制增加了土著益生菌施氏假单胞菌的定殖[2818]。这些结果进一步佐证了基于本土微生物构建的合成微生物菌剂在农业生产中定殖及稳定发挥功能的重要作用。	Comment by zhang li: 2) 1.1中，“如 假单胞菌”、“芽胞杆菌 接种”之间有空格。
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图1外来细菌受到来自土壤的酸铝胁迫以及本土微生物的拮抗作用，难以定殖；本土微生物在适应酸铝胁迫以及通过分泌抗菌代谢产物（如1、短链脂肪酸（如丁酸等）、2、维生素（如B12等）、3、氨基酸及其衍生物（如二肽溶杆菌素等））取得竞争优势，有效根际定殖。
Fig 1 Foreign bacteria face challenges in colonizing due to acid-aluminum stress from the soil and antagonistic effects from indigenous microorganisms. Indigenous microorganisms adapt to acid-aluminum stress and gain competitive advantages by secreting antimicrobial metabolites(e.g., 1. Short-chain fatty acids (such as butyric acid), 2. Vitamins (such as B12), 3. Amino acids and their derivatives (such as bacilysin)), thereby achieving effective rhizosphere colonization.
图1外来细菌受到来自土壤、植物适应性与选择性应影响以及本土微生物的拮抗作用，难以定殖。
Fig 1 Foreign bacteria are antagonized by soil, plants and native microorganisms, making it difficult for them to colonize.
本土功能微生物的筛选方法
鉴于本土微生物在合成菌剂中的核心作用，特别是红壤存在的酸铝、养分胁迫等环境因素对微生物的筛选提出了更高要求。因此，筛选和鉴定具有耐逆特性的本土微生物显得尤为重要。目前，已有多种方法被开发用于土壤中原位分离筛选微生物菌株，例如通过iChip技术分离大量环境中的单株微生物[29][19],[20]等、 通过D₂O标记-单细胞拉曼技术原位筛选溶磷功能菌[30]等。。其中，利用D₂O标记-单细胞拉曼技术结合高通量功能筛选平台[30]，能够对酸铝逆境关键功能菌的高通量系统挖掘，实现如质子化耐酸铝，溶磷固氮等功能菌的筛选[8]。这项技术通过使用具有稳定同位素标记的重水，依据氘的摄入量作为细菌代谢活动的可靠指标进行筛选（表征细菌的代谢活性[2131]）。我们之前的一项研究中，基于拉曼-D₂O方法，将从生长于田间酸性土壤的水稻根际中分离的248株细菌，评估了12株代表性菌株在pH = 4.0时的耐铝水平。通过评价C-D比值，筛选出具有耐铝胁迫的菌株[8]。其中筛选到的一株铜绿假单胞菌（Pseudomonas sp.）与一株红城红球菌（Rhodococcus sp.）通过胞外质子化作用缓释环境中的pH，提高自身的酸铝耐受能力。	Comment by zhang li: 4) 1.2中，iChip作为一种重要的原位培养微生物技术，建议补充相关文献。

基于拉曼技术的单细胞高通量筛选技术，研究人员团队进一步开发了AI-RACS系统[232]。该系统包括四个核心功能模块：微流控芯片、单细胞拉曼光谱采集模块、光镊模块和单细胞收集模块。系统集成了人工智能辅助的图像识别算法实现精准单细胞识别[323]，耦合光镊技术实现高质量单细胞拉曼光谱的采集[324]，目标细胞自动路径规划分选。AI-RACS系统对于高速移动的细胞样品能通过微流控芯片模块能将目标单细胞单独分散到下游单细胞测序单元的不同容器中，解决了之前FlowRACS 平台等技术的挑战[3525]。此外，对于静止的细胞样品，AI-RACS系统通过AI识别以及定位目标细胞，同时规划分离路径，再结合光镊技术对目标细胞进行分离。相较于之前的RAGE 平台，极大程度的提高了分离单细胞的效率[324]。基于该系统，研究小组利用以Ca3(PO4)2为唯一无机磷源或以卵磷脂为唯一有机磷源的污水样本（预先去除可溶性磷源），结合D2O孵育，从而通过单细胞拉曼光谱中C-D特征峰的强弱，在单细胞精度定量表征污水中微生物的解磷活性，进而建立了原位解磷菌的单细胞识别-分选-培养流程。运用这一scRACS-Culture体系，研究小组在青岛张村河水务有限公司的污水处理池中，原位识别、分选和培养出了丛毛单胞菌（Comamonas spp.）、不动秆菌（Acinetobacter spp.）等高效原位有机解磷菌[3220]。
2. 构建结构稳定的合成微生物群落
1. 
1. 
2.1交叉喂养是构建稳定合成微生物群落的重要支撑
交叉喂养指生物体或微生物在代谢过程中互相提供某些代谢产物，满足对方的代谢需求[236]。交叉喂养在微生物群落中已被证明普遍存在于细菌、真菌、古菌群落中[327],[328]。有研究表明，60%以上的微生物供养对中存在偏利（26%）或互利（34%）的交叉喂养关系[238]。交叉喂养在微生物群落的结构与功能中扮演着至关重要的角色，通过资源共享、增强群落适应性、减少物种间竞争压力等多重机制，对维持群落的长期稳定性和多样性[2939]具有深远影响。
交叉喂养通过提供必需且人工不可合成的微生物必需养分增加可培养微生物数量。据估计，只有不到 1% 的细菌物种可被实验室培养[3040]。而在实验室的微生物培养条件中往往包含了足够的养分，这通常不会引起因微生物竞争导致的可培养微生物物种减少[2939]。一项研究认为，这可能是由于不可合成且必需的微生物养分物质是培养微生物的关键限制因子[3141]。例如微生物普遍存在氨基酸的合成缺陷，代谢途径分析表明 24%[432]至 98%[433]的细菌缺乏合成至少一种氨基酸的能力。而通过大量养分缺陷株的共培养实验能有效增加可培养菌株得到[328],[434]了。因此识别与构建交叉喂养关系对挖掘土壤微生物资源以及构建稳定的合成微生物群落具有重要贡献。 
交叉喂养通过增强群落适应性提高群落以及功能的稳定性。由红城红球菌（Rhodococcus erythropolis）和铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）组成的土壤细菌功能菌群的铝耐受性优于其单独成员。这是由于铜绿假单胞菌会产生次生代谢产物2-庚基-4-喹诺酮（2-heptyl-1H-quinolin-4-one，HHQ），该物质被红城红球菌高效降解。此降解过程减少了铜绿假单胞菌群体生长的限制，增强了铜绿假单胞菌在铝胁迫下的代谢活性。此外，红城红球菌通过分支酸合成途径将HHQ转化为色氨酸，促进肽聚糖的合成，从而提高细胞壁的稳定性和铝耐受性[435]。该项研究表明，借助交叉喂养，能同时增加合成菌群的两个成员对于红壤酸铝胁迫的适应性，以及行使耐逆功能的稳定性。
交叉喂养通过减少微生物群落间的竞争提高合成菌群的定殖能力。资源竞争和代谢交叉喂养是微生物群落组装的两种核心驱动力[436]，接种到土壤中的合成微生物群落往往面对来自本土微生物的竞争从而减少预期功能强度[142]。研究表明，外来益生菌能否在本土微生物群落中成功定殖，与其是否处于交叉代谢网络中，与本土微生物建立密切合作关系密切相关[436]。
综上所述，考虑合成菌群内部以及与本土微生物间的交叉喂养，是挖掘土壤微生物潜力、增强合成菌群功能、提高合成菌群定殖能力的关键因子。
1. 交叉喂养的识别技术及未来发展
识别及利用微生物群落间的交叉喂养关系，首先需要利用基因组规模代谢模型（GSMMs），通过构建每个菌株的代谢网络，推断不同菌株GSMMs间的成对相互作用构建代谢网络，并且结合代谢通量分析（FBA），预测群落内微生物种群之间可能存在的交叉喂养关系。目前已有一批自动化构建基因组规模代谢模型的工具开发，例如INAP2.0[437]，其中包括了自动化构建基因组规模代谢模型的工具CarveMe、计算代谢互作系数的PhyloMint、SMETANA、Cobrapy等工具。然而，GSMM方法的一个局限性是GEM是化学计量模型，至少在其当前形式下，不能包含代谢物浓度或酶动力学（Vmax、Km、Kcat），因此结合动力学的建模可能有助于提高对微生物群落间代谢互作的了解[438]。
[bookmark: bbib108]预测的微生物群落间潜在交叉喂养理论模型可通过共培养实验进行验证。例如在一项研究中，通过比较单独培养红城红球菌（Rhodococcus erythropolis）和铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa），结合代谢组与转录组分析，研究者确认了两株细菌间基于HHQ的交叉喂养机制[435]。此外，B族维生素营养缺陷株在微生物群落间广泛存在[439]。计算机预测的B族维生素通过互补的合成型/缺陷型网络驱动微生物群落之间的模块化相互作用[540]，通过体外培养实验进行了验证：共培B3缺陷细菌与B5缺陷细菌，通过两株菌的交叉喂养保持了B3缺陷株的生物量[39]，说明在这种条件下，合成群落间可以为缺陷菌株提供所需营养。
一些新的技术被运用到解析群落间的交叉喂养机制。可通过稳定同位素标记实验（SIP）结合代谢流技术解析交叉喂养的过程[541]。一项研究中利用13C代谢流分析（13C-MFA）技术，将13C标记的葡萄糖示踪剂来培养在两个（或更多）平行培养基中生长的微生物，然后用气相色谱-质谱（GC-MS）来检测氨基酸、糖原结合葡萄糖和RNA结合核糖的同位素标记情况。然后利用Metran等13C-MFA软件对代谢流量进行估算，进而进行综合统计分析，确定拟合度并计算流量的置信区间[542]，解析了微生物间的代谢互作过程。此外，液滴微流控等技术的应用使得研究人员能够模拟复杂的生态环境，在精确控制的条件下观察微生物群落的代谢行为与资源交换[543]。
随着AI等一系列新技术的应用以及数据库的扩充，未来将进一步明晰微生物群落间的交叉喂养过程，设计并构建出更稳定的合成微生物群落。
3. 红壤根际对话机制在合成菌群定殖中的作用
第2章 
2.1 
2.2 
2.3 
3.1根际对话机制的概念与功能
根际对话是指发生在植物根系与根际微生物之间的化学信号交互[544],[545]，这种交流在植物适应环境、提高养分吸收和抵抗非生物胁迫（如酸铝胁迫）等方面发挥着重要作用[8]。根际对话不仅包括植物根系分泌物与微生物之间的相互作用，还涉及植物与植物、微生物与微生物之间的复杂互动。根系分泌物在根际对话中扮演着关键角色，它们通过调控根际微生物群落的结构和功能，影响植物的生长和健康[546],[547]。
在红壤环境中，由于其酸性较强、养分含量较低，植物面临较大的非生物胁迫，如酸铝胁迫和重金属污染。在这种条件下,植物会通过分泌有机酸、黄酮类化合物等物质来调节根际pH值，提高磷的有效性，并吸引有益微生物定殖，从而增强对逆境的适应能力[5848]。例如，酸铝环境诱导植物产生苹果酸等有机酸来缓解酸铝胁迫，同时为固氮螺菌属（Azospirillum）和草螺菌属（Herbaspirillum）等联合固氮菌提供可利用的碳源，促进其在根际的定殖与增殖，从而分泌生长素等促生物质，形成互惠关系[549]。吸引到根际定殖的有益微生物还可通过分泌铁载体、AHLs（酰基高丝氨酸内酯）等信号分子，调控植物的生长和防御反应[650]。此外，由于酸化环境会显著抑制拮抗性细菌的代谢活性，将增加病原真菌的优势地位与侵染能力[651]，加剧植物的病害反应。例如，由于酸化土壤降低了芽孢杆菌等生物防治菌的丰度，因此炭疽菌等病原体引发的辣椒病害更加严重[652]。因此，根际环境可能会产生更多的免疫相关次生代谢物。
根际对话在植物与根际微生物之间的化学信号交换中起着核心作用，尤其在红壤等逆境环境中，根际对话通过调控根系分泌物的类型和通量，帮助植物更好地适应逆境环境，提高养分利用效率和抗逆性。
3.2建立良性根际对话的合成菌群
红壤土壤中，对于能够定殖在植物根际的微生物来说，1、需要识别根际趋化因子，快速向根际定殖，避免潜在的环境胁迫因子降低微生物活性甚至导致其死亡；2、需要能够利用根际碳源，并进行对于植物有益的生理代谢活动；3、需要避免受到根际代谢物中微生物拮抗因子的影响，降低其丰度。因此，基于以上目标构建合成菌群对于实现菌群的有益功能十分重要。
植物根系分泌物（如有机酸、氨基酸、糖类等）是根际微生物定殖的关键信号分子。例如，苹果酸、柠檬酸等有机酸不仅作为微生物的营养来源，还能作为信号分子引导有益微生物向根际迁移[653]。此外，根系分泌物中的挥发性有机化合物（VOCs）也能调节细菌的趋化性和竞争行为[653]。因此，合成菌群中的微生物需要具备识别并响应这些趋化因子的能力，以实现快速[54]定殖并避免被环境胁迫因子（如低pH值、高铝含量等）抑制[64]。	Comment by zhang li: 5) 3.2中，“以实现快速[64]定殖并避免被环境胁迫因子”，调整参考文献位置。
根际微生物需要利用根系分泌的碳源（如蔗糖、肌醇等）来维持其生长和代谢活动。例如，蔗糖可促进枯草芽孢杆菌的固氮作用，而肌醇则可作为碳源和信号分子，促进细菌的运动和定殖[653]。此外，基于“C-P”体系构建的水稻-合成菌群根际对话体系不仅有助于微生物自身的生存，也高效溶解并向植物提供了有效态磷源[8]。
根际微生物群落中存在复杂的相互作用，包括竞争、拮抗等机制。例如，一些病原微生物会通过分泌抗菌物质或干扰抗菌代谢来抑制有益微生物的定殖[655]。因此，合成菌群中的微生物需要具备抵抗这些拮抗因子的能力，例如通过竞争营养资源、分泌抗菌物质或利用植物诱导的防御机制来增强自身定殖能力。此外，构建合成菌群时，应选择具有协同作用的微生物，以提高其在根际中的稳定性和抗逆性[656]。
红壤根际对话机制不仅是植物与微生物共生关系的桥梁，更是合成菌群定殖的“化学语言”和“导航系统”。通过深入理解和利用这一机制，我们可以筛选适配菌株并构建高效合成菌群精准设计合成菌群，实现对红壤复杂环境的适应和利用，推动农业可持续发展与生态环境修复。	Comment by zhang li: 1) 第三段中最后的综述目的和摘要不一致。摘要和全文表达的是利用原位分离技术筛选适配菌株构建合成菌群以提高作物产量，但这里的研究目的是提升红壤合成菌群构建。修改为：“…筛选适配菌株并构建高效合成菌群，…提升作物产量。”
	Comment by zhang li: 1) 第三段中最后的综述目的和摘要不一致。摘要和全文表达的是利用原位分离技术筛选适配菌株构建合成菌群以提高作物产量，但这里的研究目的是提升红壤合成菌群构建。修改为：“…筛选适配菌株并构建高效合成菌群，…提升作物产量。”

4. 总结与展望
合成微生物组的设计正在成为农业可持续发展的关键技术之一，基于本土微生物的筛选与利用、微生物间交叉喂养机制解析，以及植物根际对话调控的深入理解帮助我们建立合成微生物组设计的基本方案。通过挖掘适应性强、功能稳定的本土微生物资源，来构建与环境高度匹配的微生物组；而交叉喂养机制的研究则揭示了不同微生物之间协同或竞争的关系，是构建功能稳定群落的关键；同时，植物通过根系分泌物与微生物交流，对群落结构与功能产生深远影响，这种根际“语言”也是调控微生物组与植物互利共生的重要机制。
尽管研究已取得显著进展，但当前仍面临诸多挑战。例如，不同微生物之间复杂的相互作用难以准确预测，导致群落构建缺乏可控性；实验室中表现优异的微生物组在田间应用时常因环境扰动而稳定性下降；此外，植物−微生物−环境三者间的动态调控关系尚未被系统解析，制约了微生物组功能的可持续性。
未来的研究方向将更加注重智能化与系统集成。一方面，通过整合AI技术与大规模组学数据，有望提升微生物组功能的预测能力与设计效率；另一方面，构建从分子到生态系统的多尺度模型，将帮助实现微生物组在实际农业场景中的稳定运行。同时，还需推动合成微生物组技术与作物基因育种的深度融合，通过作物基因型与微生物组的精准匹配，实现植物营养获取、抗逆性与产量等多性状的协同优化，从而迈向真正智能、高效、可持续的农业生态系统。
[image: ][image: ]
图2合成菌群的设计流程。（图a 利用原位拉曼技术先筛后选，分离本土功能菌； 图b 通过交叉代谢通路，解析菌群间的交互关系，设计稳定的合成菌群； 图c 通过根际对话建立稳定定殖的合成菌群。）
Fig 2  The design process of synthetic bacterial communities. (Figure a shows that in-situ Raman technology is used for screening first and then selection to isolate native functional bacteria; Figure b analyzes the interaction relationships among microbiota through cross-metabolic pathways and designs stable synthetic microbiota. Figure c establishes a stable.)
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