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摘要：微生物总活性是指在某一时段内微生物所有生命活动的总和，它直接决定着微生物行使生理、生态功能的能力，是微生物

学研究的热点，也是难点。 迄今为止，还没有建立直接测定微生物总活性的方法，只能用一些相关指标来间接反映它。 目前常

用的指标主要包括微生物的呼吸速率、生长速率以及胞内 ＲＮＡ 含量等。 与其它一些基质和环境相比，测定土壤中的微生物总

活性更为困难。 通过总结研究土壤微生物总活性常用的三种方法，在简略概括传统的土壤微生物呼吸测定法的基础上，详细介

绍了放射性同位素标记法和 ＲＮＡ 直接表征法的原理和操作流程，整理归纳了一些重要应用案例，比较分析了不同方法的优缺

点，以期为选择研究土壤微生物总活性的适宜方法提供依据。
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ａｄｅｑｕａｔｅ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｔｏ ｓｕｐｐｏｒｔ ｔｈｅ ａｓｓｅｒｔｉｏｎ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＳＵ ｒＲＮＡ ｃａｎ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｒｅｆｌｅｃｔ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ，
ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｆｏｒ ｎｏｎ⁃ｇｒｏｗｔｈ ａｃｔｉｖｉｔｙ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｎｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｒｅ ｐｅｒｆｅｃｔ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｓｏｉｌ ＴＭＡ； ａｎｄ ａ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｅｓ； ｔｏｔａｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ； ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ； ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｃｔｉｖｉｔｙ； ｓｏｉｌ ＲＮＡ

当前微生物生态学的研究正从两个方面展开：即微生物多样性和微生物功能，前者关注特定环境中的微

生物群落结构，广泛采用分子生物学研究方法，并取得了显著进展；后一方面的研究深化了我们对微生物介导

的特定生态过程的理解。 微生物生态学研究的最终目标是建立微观尺度的微生物群落结构与宏观尺度的生

态系统功能之间的联系，而微生物活性正是整合两者不可或缺的纽带。 鉴于其极端重要性，微生物活性已经

成为相关研究必须测定的基本指标，粗略检索发现，近些年每年都有上百篇生态、环境、土壤等方面的研究论

文测定了微生物活性，但是基于研究目的和实验条件的不同，微生物活性的内涵和测定方法也有很大的差异，
因此迫切需要界定微生物活性的含义，完善和开发微生物活性的测定方法。

微生物活性又称为微生物代谢活力［１］，严格意义上是指微生物在某一时段内所有生命活动的总和，或在

环境介质中微生物介导的所有过程的总和。 从上述定义可以看出，直接测定微生物活性近乎是不可能的。 基

于此，绝大部分研究用特定代谢过程的速率来反映微生物的特定活性，如跟氮素转化相关的固氮活性［２］、硝
化及反硝化活性［３］，与碳转化相关的纤维素分解活性［４］ 等。 这些研究为理解微生物在生态系统的特定功能

过程中的作用提供了重要基础，但是往往不能反映环境中微生物整体的代谢状态和综合生态系统功能。 另一

些研究则试图寻找相关指标（ｐｒｏｘｙ），间接反映微生物的总活性［５⁃７］。
任何生命活动都需要能量供给，因此与能量供给相关的指标可以用来表征微生物总活性。 这些指标主要

包括微生物的 ＡＴＰ 含量、呼吸速率等。 由于 ＡＴＰ 指征法存在较大的缺陷，现在更多采用呼吸速率反映微生物

总活性［８⁃１０］。 通常认为微生物活性与生长速率有正相关关系，即生长速率快的微生物具有更高的活性，所以

微生物的生长速率也已成为表征微生物总活性的重要指标之一。 早先的研究多采用平板计数或测量微生物

生物量等方法测定微生物的生长速率，这些方法效率较低，已逐渐被放射性同位素标记法取代［６］。 ＲＮＡ 与生

物体内各种酶的合成密不可分，而酶是生命活动的主要承担者，随着 ＲＮＡ 提取和定量方法的发展，用微生物

胞内 ＲＮＡ 浓度来表征微生物总活性的方法逐步完善，并被推广应用［５］。
相比于其他环境介质，土壤基质具有更为复杂的组成和结构，对微生物总活性的测定有较大的干扰，测定

更加困难。 目前有关土壤微生物总活性的研究主要采用土壤微生物呼吸测定法、放射性同位素标记法及

ＲＮＡ 直接表征法进行，其中土壤微生物呼吸测定法作为研究微生物总活性的经典方法已为国内外研究者所
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熟知，而放射性同位素标记法和 ＲＮＡ 直接表征法出现的时间相对较短，虽然在国际上已有大量的研究和应

用［５⁃６］，但在国内尚未见该方法的研究报道。 在此，我们简要概述土壤微生物呼吸测定法，详细介绍放射性同

位素标记法和 ＲＮＡ 直接表征法在研究微生物总活性中的应用，比较各方法的优缺点，供微生物生态学、环境

科学和微生物工程等领域的相关研究人员参考。

１　 土壤微生物呼吸测定法

微生物呼吸是指微生物通过分解有机物质产生能量的过程，它是微生物几乎所有生命活动的能量来源。
因此，呼吸作用的强弱在很大程度上可以反映微生物的总活性，而基于呼吸速率的微生物活性测定也已成为

土壤微生物研究最常用的方法之一。
土壤微生物呼吸速率常用的测定方式有三种：ＣＯ２释放速率、Ｏ２消耗速率和呼吸引起的温度变化，其中尤

以前两种方法最为常用。 为排除动、植物的影响，土壤微生物呼吸速率多在非原位状态下测定：即采集土壤样

品，去除其中的植物根系后，置于一定的温度、水分等条件下培养。 在此过程中 ＣＯ２或 Ｏ２浓度的变化一般采

用气相色谱仪、红外气体分析仪（ＩＲＧＡ）、氧电极或专门的呼吸仪等仪器测定［７］，温度变化的测定则需要高精

度测温装置［７］。
微生物呼吸测定能较为准确地反映微生物总活性，且技术要求低，因此最早得到广泛的应用。 呼吸作用

是碳循环的重要环节，ＣＯ２是呼吸作用的主要产物，又是最主要的温室气体之一，随着全球变暖问题日益凸

显，微生物在碳素转化中的作用愈发广受关注。 测定微生物呼吸既能反映土壤微生物总活性，又能表征其在

碳素转化中的生态功能，因此该方法至今仍是测定土壤微生物活性最常用的方法之一。 在测定土壤微生物呼

吸速率的同时，结合多种土壤酶活性的分析［１１⁃１３］，可以更准确地反映和理解土壤微生物总活性。
微生物呼吸测定法也存在明显的缺陷。 首先，ＣＯ２生成速率或 Ｏ２消耗速率实际上反映的是有机碳矿化速

率和有氧呼吸速率，与真实的微生物呼吸速率之间可能会有较大偏差［１４］；而测定土壤温度的变化又难以排除

环境温度变化的影响，应用范围较窄。 其次，要准确测定土壤微生物呼吸必须消除植物根系呼吸和土壤动物

呼吸的影响，导致该方法难以实现原位测定。 再次，该方法不能获得活性微生物种类的信息，不能建立微生物

总活性与活性微生物种类之间的联系。
综上所述，该方法适用于土壤动、植物干扰较少，又不需要了解土壤活性微生物种类的研究。 基于 ＣＯ２生

成速率的土壤微生物总活性测定适用于有机碳作为微生物的主要能源的土壤；基于 Ｏ２消耗速率的方法则更

适用于通气性良好、微生物以有氧呼吸为主的土壤；而基于温度变化的测定方法，因为需要设置无呼吸对照，
则更适用于室内培养实验。

２　 放射性同位素标记法

通常生长速率快的微生物也具有更高的代谢活性，因此生长速率也是表征微生物总活性的常用指标之

一。 微生物大分子的合成速率与微生物的生长速率有很好的相关性，由于放射性同位素检测的灵敏度很高，
在环境中只需添加痕量的放射性同位素标记的大分子前体物质，经短时间孵育后，通过测定微生物体内相应

大分子物质的放射性活度，就可以反映微生物的生长速率。 该类方法由于只添加痕量的前体物质，在孵育阶

段对微生物的生长、代谢影响较小，因此成为测定微生物生长速率的常用方法。 经过大量尝试和筛选，目前应

用最多的前体物质为胸腺嘧啶核苷（ＴｄＲ）、亮氨酸（Ｌｅｕ）以及醋酸盐。 在土壤微生物研究中，放射性胸腺嘧

啶核苷标记法、放射性亮氨酸标记法常用于测定土壤细菌的生长速率；放射性醋酸盐标记法常用于测定真菌

的生长速率（表 １）。
胸腺嘧啶核苷是 ＤＮＡ 合成的前体之一，与微生物的分裂、增殖密切相关。 早在 １９７４ 年 Ｔｈｏｍａｓ 等就已使

用放射性胸腺嘧啶核苷标记法测定土壤微生物的生长速率［１５］，该方法曾一度成为研究水生环境中微生物生

长速率的标准方法。 但近期有研究发现，很大一部分微生物并不能吸收胞外胸腺嘧啶核苷，因此该方法测定
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的结果不能准确反映微生物总活性［１６］。

表 １　 放射性同位素标记法测定土壤微生物活性的主要应用案例

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｍｅ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｒａｄｉｏａｃｔｉｖｅ ｉｓｏｔｏｐｅ ｌａｂｅｌｉｎｇ

生态系统类型
Ｅｃｏｓｙｓｔｅｍ ｔｙｐｅｓ

研究对象
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｂｊｅｃｔｓ

标记的前体物质
Ｌａｂｅｌｌｅｄ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ

操作流程
Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

农田 Ｆａｒｍｌａｎｄ 细菌 ３Ｈ⁃Ｌｅｕ Ｂååｔｈ′ｓ 流程 ［２９］

农田 Ｆａｒｍｌａｎｄ 细菌 ３Ｈ⁃Ｌｅｕ３Ｈ⁃ＴｄＲ Ｂååｔｈ′ｓ 流程 ［２５］

农田 Ｆａｒｍｌａｎｄ 真菌 １４Ｃ⁃醋酸盐 传统流程 ［２５］

农田 Ｆａｒｍｌａｎｄ 细菌 ３Ｈ⁃Ｌｅｕ Ｂååｔｈ′ｓ 流程 ［３０］

农田 Ｆａｒｍｌａｎｄ 真菌 １４Ｃ⁃醋酸 传统流程 ［３０］

农田 Ｆａｒｍｌａｎｄ 细菌 ３Ｈ⁃Ｌｅｕ Ｂååｔｈ′ｓ 流程 ［３１］

农田 Ｆａｒｍｌａｎｄ 真菌 １４Ｃ⁃醋酸 传统流程 ［３１］

森林 Ｆｏｒｅｓｔ 细菌 ３Ｈ⁃Ｌｅｕ Ｂååｔｈ′ｓ 流程 ［３２］

草地 Ｇｒａｓｓｌａｎｄ 细菌 ３Ｈ⁃Ｌｅｕ Ｂååｔｈ′ｓ 流程 ［３３］

草地 Ｇｒａｓｓｌａｎｄ 细菌 ３Ｈ⁃Ｌｅｕ Ｂååｔｈ′ｓ 流程 ［３４］

湿地 Ｗｅｔｌａｎｄ 细菌 ３Ｈ⁃Ｌｅｕ Ｂååｔｈ′ｓ 流程 ［２７］

草地 Ｇｒａｓｓｌａｎｄ 细菌 ３Ｈ⁃Ｌｅｕ Ｂååｔｈ′ｓ 流程 ［２７］

森林 Ｆｏｒｅｓｔ 细菌 ３Ｈ⁃Ｌｅｕ Ｂååｔｈ′ｓ 流程 ［３５］

草地 Ｇｒａｓｓｌａｎｄ 细菌 ３Ｈ⁃Ｌｅｕ Ｂååｔｈ′ｓ 流程 ［３６］

草地 Ｇｒａｓｓｌａｎｄ 真菌 １４Ｃ⁃醋酸盐 传统流程 ［３６］

荒漠 Ｄｅｓｅｒｔ 细菌 ３Ｈ⁃Ｌｅｕ Ｂååｔｈ′ｓ 流程 ［３７］

亮氨酸是蛋白质合成的前体之一，与微生物的生长、代谢关系密切。 环境中绝大多数微生物都能直接利

用胞外亮氨酸［１６］，而且微生物胞内蛋白质含量要显著高于 ＤＮＡ 含量，所以亮氨酸标记法已有取代胸腺嘧啶

核苷标记法的潜势［１７］。 尽管在有些研究中两种方法得到的结果较为一致［１８⁃１９］，但在另外一些研究中这两种

方法测得的微生物生长速率差异较大［２０⁃２１］。 我们建议最好将两种方法结合起来进行土壤微生物总活性研

究，在条件无法满足时应优先考虑使用放射性亮氨酸标记法。
醋酸盐是真菌麦角固醇合成的前体物质。 尽管并不是只有真菌才能利用醋酸盐，但是麦角固醇却是真菌

所特有的，是其细胞膜的重要组分。 因此，可以通过分离并测定麦角固醇的放射性活度，排除其它微生物的影

响。 基于此，放射性醋酸盐标记法可用于测定真菌的生长速率。 Ｐｅｎｎａｎｅｎ 等在 １９９８ 年首次使用这一方法研

究土壤中真菌的生长速率［２２］，此后，该方法被广泛应用于此类研究中［２３⁃２５］。
应用放射性同位素标记法测定土壤微生物总活性的传统方法不需要分离提取土壤微生物，而是直接向用

蒸馏水制备的土壤悬浊液中施入放射性标记的前体物质。 此后 Ｂååｔｈ 改进了这一方法，先将土壤中的微生物

使用“混匀—离心”的方法提取出来，之后再进行放射性同位素标记［２６］。 流程改进后可以有效地排除同位素

标记物质被土壤颗粒吸附引起的干扰［６］。 现在，胸腺嘧啶核苷和亮氨酸标记法一般采用 Ｂååｔｈ 改进的流

程［２７］，但由于从土壤中提取真菌的效率较低，采用醋酸盐标记法研究土壤真菌总活性时一般采用不提取真菌

的传统流程。 不管采用传统方法还是 Ｂååｔｈ 改进的方法，在放射性同位素标记的前体加入之前都要将待测体

系置于测试温度下稳定 １０ 分钟左右；在施入放射性同位素标记的前体后，根据实验需要选择合适的孵育时间

（一般 Ｌｅｕ 和 ＴｄＲ 标记法为 １—２ 小时；醋酸盐标记法为 ４ 小时左右）；孵育结束后向体系中加入适量 ５％的福

尔马林，杀死微生物并终止反应；之后选用合适的方法提取相应的大分子物质（Ｌｅｕ 标记法需提取蛋白质；
ＴｄＲ 标记法需提取 ＤＮＡ；醋酸盐标记法则需要提取麦角固醇），并溶于 ＮａＯＨ 溶液［２８］；最后用液体闪烁仪测定

相应大分子物质的放射性活度，并结合孵育时间计算微生物的生长速率［２６］。
Ｒｏｕｓｋ 等已经对放射性同位素标记法的应用案例做了较为详尽的总结［６］，我们在此不再赘述，仅对近年

的研究做了一些简单补充（表 １）。 可以看出，该方法在农田、草地以及森林等主要陆地生态系统类型上都有
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着广泛的应用。 如前所述，现在土壤细菌生长速率和活性研究多采用放射性亮氨酸标记法，仅有一个研究结

合了放射性亮氨酸标记法和放射性胸腺嘧啶核苷标记法［２５］。 为提高同位素标记法的检测效率和灵敏度，现
在细菌生长速率的测定一般采用 Ｂååｔｈ 改进的操作流程；而因为从土壤中提取真菌难度较大，真菌的相关研

究多采用传统操作流程的放射性醋酸盐标记法。
应用放射性同位素标记法测定土壤微生物的生长速率和总活性有两个问题备受关注：一是该方法的测量

结果能在多大程度上反映原位的状况？ 针对这一问题开展的研究表明，改变一些重要的环境条件，微生物仍

然能够在数小时内维持其原有的生长速率不变，并且该方法的操作环节较易完成，一般对测定结果的影响很

小［２６，３８⁃３９］，因此，其测定结果可以较为准确地反映土壤原位真实的微生物生长速率和总活性。 第二个问题是，
该方法能否特异性地测定土壤细菌或真菌的总体生长速率和总活性？ 研究发现，不管采用传统操作流程，还
是采用 Ｂååｔｈ 改进的流程，ＴｄＲ 或 Ｌｅｕ 标记法都能特异性地测定土壤细菌的生长速率和总活性［３９⁃４０］。 由于麦

角固醇是真菌所特有的，所以醋酸盐标记法测定真菌生长速率和总活性的特异性也较好。
当然，应用放射性同位素标记法测定土壤微生物总活性也存在三个无法避免的缺陷。 首先，放射性同位

素可能会给待测微生物造成较大损害，从而影响测定结果。 其次，该方法无法给出微生物的种类组成信息，只
能得到较单一的土壤微生物总体生长速率结果。 第三，微生物生长速率并不完全等价于微生物活性［５］，微生

物生长速率能在多大程度上表征微生物总活性也是最值得关注的问题和研究课题。 事实上，微生物活性由生

长活性和非生长活性两部分构成，而微生物生长速率仅能反映微生物的生长活性。 已有研究发现微生物在某

些胁迫条件下会提高自身的非生长活性［４１］，而且土壤中的微生物绝大部分都处于非生长状态［４２⁃４３］，没有生长

活性，只有非生长活性。 因此，直接用微生物生长速率表征微生物活性有时会产生较大偏差。
综上所述，放射性同位素标记法在测定微生物生长速率方面有较大优势，但作为微生物总活性的间接指

标，由于其只能指示生长活性，存在较大的局限性。 可以用于近似表征营养供应及其它环境条件良好、微生物

生长活性占主导的土壤中微生物的总活性。

３　 ＲＮＡ 直接表征法

蛋白质是绝大多数生命活动的直接承担者，在翻译过程中，信使 ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）是模板，转运 ＲＮＡ（ｔＲＮＡ）
是搬运氨基酸的工具，核糖体 ＲＮＡ（ｒＲＮＡ）是构成翻译工厂的核心组件，它们与蛋白质合成关系极为密切，因
此通过 ＲＮＡ 来反映微生物活性已成为一种重要的研究手段［５］。 在微生物活性的研究中，ｍＲＮＡ 常用于表征

某一特定代谢过程的活跃程度，而 ｒＲＮＡ 可用于表征微生物总活性，也是本文讨论的重点。 用 ＲＮＡ 测定土壤

微生物总活性有其独有的优势：能同时获得微生物的代谢活性信息和活性微生物群落结构信息；不需要孵育

过程，原位测定简单易行。 因此该方法已经被广泛采用，２０１３ 年的评述论文报道当时已经检索到用该方法研

究微生物总活性的报道 １００ 余篇［５］。
ｒＲＮＡ 直接表征法测定微生物总活性有着坚实的理论基础和一定的实验依据。 首先，ｒＲＮＡ 是核糖体的

核心组分，是蛋白质合成的催化中心，因此胞内 ｒＲＮＡ 的量与胞内蛋白质合成速率有着紧密的关系。 其次，已
有研究显示多种微生物胞内 ｒＲＮＡ 的含量与其生长速率、代谢活性有高度相关性［４４⁃４６］。 再次，微生物的死亡

和休眠往往伴随着 ｒＲＮＡ 的降解［４７⁃４８］，只有活性微生物中存在大量 ｒＲＮＡ。
早期的研究多测定 ｒＲＮＡ 的总量来表征微生物总活性，而现在多趋向于直接分析 ＳＳＵ ｒＲＮＡ 的拷贝数来

表征微生物总代谢活性。 这是因为微生物体内 ＳＳＵ ｒＲＮＡ（核糖体小亚基 ｒＲＮＡ）与 ｒＲＮＡ 总量有良好的线性

相关关系，而且 ＳＳＵ ｒＲＮＡ 基因是微生物研究中应用最广泛的分子标记。 通常 １６Ｓ ｒＲＮＡ 用于表征土壤细菌

和古菌总活性；１８Ｓ ｒＲＮＡ 则用于表征土壤真菌总活性。
ＳＳＵ ｒＲＮＡ 表征法测定微生物总活性的操作流程如下：（１）土壤样品采集；（２）土壤总 ＲＮＡ 和土壤总 ＤＮＡ

提取；（３）土壤总 ＲＮＡ 反转录；（４）实时荧光定量 ＰＣＲ 测定 ＳＳＵ ｒＲＮＡ 基因和 ＳＳＵ ｒＲＮＡ 的拷贝数；（５）通过

克隆文库、末端限制性片段长度多态性（Ｔ⁃ＲＦＬＰ）、高通量测序等技术确定土壤活性微生物的群落组成。 其中
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样品保存、ＲＮＡ 提取及活性表征方式需要特别注意。
１）样品的保存问题。 相比基于 ＤＮＡ 的微生物生态学研究，用于 ＲＮＡ 研究的土壤样品的保存要求更为严

格。 通常要求样品在采集后即刻进行液氮速冻；在运输过程中无法实现液氮保存时，可用干冰冻存作为短期

的替代选择；实验室内则要求－８０ ℃冻存。 此外，现在有很多试剂公司已推出 ＲＮＡ 保护液类产品，可抑制

ＲＮＡ 的合成和降解，实现常温下样品的短期保存。
不当的保存方法可能引起 ＲＮＡ 降解，甚至导致试验失败，对此我们不做深入讨论。 更为严重的是保存方

法不当还会造成实验假象。 过高的保存温度———例如简单的冷冻保存或常温保存———并不能完全阻止微生

物体内 ＲＮＡ 的合成与降解。 而通常样品保存的条件与土壤原位环境条件差异较大，这会导致测定时样品中

的 ＲＮＡ 实际反映的是样品保存条件下的微生物活性状态，而非采样时土壤原位条件下的微生物活性状态。
常见的实验假象有 １６Ｓ ｒＲＮＡ 表征的活性细菌群落比 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因表征的总细菌群落的种间亲缘关系更

近，微生物总活性在各处理间无显著差异等。
总结近期用 ｒＲＮＡ 直接表征法研究土壤微生物活性的报道（表 ２），结果显示用液氮或－８０ ℃保存土壤样

品时，活性微生物群落结构能反映试验处理间的差异，我们待发表的数据也证实增温会显著改变活性细菌的

群落结构（土样为液氮保存）。 在较高温度下保存土壤样品，则可能降低实验结果的可信度。 例如，Ｍäｎｎｉｓｔö
等研究积雪在不同月份对活性微生物群落的影响［４９］，五月份采集的土壤样品保存在 ４ ℃，六月份的样品在环

境温度下保存，结果发现五、六月份的土壤活性细菌群落结构差异较大。 虽然作者在文中提及他们所采用的

土壤保存方法不会影响用 ｒＲＮＡ 研究土壤细菌群落结构，但是我们很难辨别这种群落差异是不是因为样品保

存方式不当所造成的假象。 再如 Ａｎｇｅｌ 等调查沿降水梯度的活性微生物群落 ［５０］，仅用冰盒保存土壤样品，结
果发现活性微生物群落结构仅在水分含量不同的土壤间表现出差异，但有理由怀疑温度的效应可能被不当的

保存方法造成的假象所掩盖。

表 ２　 ＲＮＡ 直接表征法测定土壤微生物总活性的主要应用案例

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｍｅ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｕｓｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＳＵ ｒＲＮＡ

生态系统类型
Ｅｃｏｓｙｓｔｅｍ ｔｙｐｅｓ

样品保存方法
Ｐｒｅｓｅｒｖｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ

数据表示方法
Ｄａｔａ ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ

活性微生物群落结构
Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｍｉｃｒｏｂｅｓ

微生物总活性
Ｔｏｔａｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

灌木林
Ｓｈｒｕｂｌａｎｄ 常温或 ４ ℃ 未涉及

季节因素影响大
地点之间无差异

未涉及 ［４９］

灌木林
Ｓｈｒｕｂｌａｎｄ 冰盒 未涉及

仅在土壤含水量
不同的小区间有差异

未涉及 ［５０］

森林 Ｆｏｒｅｓｔ 保护液 ｇ－１土壤 无差异 无差异 ［５１］

草地 Ｇｒａｓｓｌａｎｄ －８０℃ 未涉及 差异显著 未涉及 ［５２］

森林 Ｆｏｒｅｓｔ 液氮 ｎｇ－１ ＤＮＡ 未涉及 无差异 ［５３］

森林 Ｆｏｒｅｓｔ 液氮 ｎｇ－１ ｃＤＮＡ 差异显著 未提及 ［５４］

２） 土壤 ＲＮＡ 提取问题。 土壤 ＲＮＡ 有多种提取方法，刘华等总结了包括 Ｔｒｉｚｏｌ 法、ＳＤＳ⁃Ｐｈｅｎｏｌ 法和试剂

盒法在内的多种方法［５５］。 对于有机质含量较高的土壤，我们建议优先选择试剂盒法；若采用常规方法则需用

核酸纯化柱去除杂质。 所提取 ＲＮＡ 的质量多用 １％的琼脂糖凝胶电泳检测，理论上会出现三条较亮的电泳条

带，自上到下分别对应 ＬＳＵ ｒＲＮＡ（核糖体大亚基 ｒＲＮＡ）、ＳＳＵ ｒＲＮＡ 和 ５．８ ／ ５Ｓ ｒＲＮＡ，ｍＲＮＡ 等则呈弥散状分

布于 ＬＳＵ ｒＲＮＡ 条带下方。 但实际上 ５ ／ ５．８Ｓ ｒＲＮＡ 条带一般不可见，故电泳图谱出现两条清晰条带即可证明

ＲＮＡ 提取是成功的（图 １ａ）。 由于在细胞内 ＬＳＵ ｒＲＮＡ 和 ＳＳＵ ｒＲＮＡ 的拷贝数之比为 １，所以条带的亮度主要

由片段的长度决定。 因为 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 长度为 １８Ｓ ｒＲＮＡ 的 ２．４ 倍左右，所以真核生物中判别 ＲＮＡ 提取质量的

另一方法是根据两个条带的亮度，第一条亮带的亮度达到第二条亮带的两倍即为成功。 但 ２３Ｓ ｒＲＮＡ 与 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 长度比一般在 １．８ 左右，所以原核生物 ＲＮＡ 两个条带的亮度差异不是特别明显。 此外，若在 ＳＳＵ ｒＲＮＡ
条带上方仍有条带出现则证明所提取的 ＲＮＡ 中混有残留的基因组 ＤＮＡ（图 １ｂ），需用 ＤＮＡ 酶消化去除。
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图 １　 土壤 ＲＮＡ 提取电泳图

Ｆｉｇ． １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｏｉｌ ＲＮＡ
　 ａ：正常的土壤 ＲＮＡ 电泳图；ｂ：有基因组 ＤＮＡ 残留的土壤 ＲＮＡ 电

泳图

３） 活性表征的方式。 推荐使用单位质量（一般为

每克）干土中 ＳＳＵ ｒＲＮＡ 的拷贝数表征土壤微生物总活

性，用 ＳＳＵ ｒＲＮＡ 与 ＳＳＵ ｒＲＮＡ 基因拷贝数的比值表征

微生物的平均活性。 有些研究用每纳克核酸中 ＳＳＵ
ｒＲＮＡ 的拷贝数表征微生物总活性（表 ２），这种表示方

法实际上反映的是土壤核酸的组成比例，与微生物活性

关系不大。 采用该指标并不合理，甚至可能会掩盖试验

的处理效应，得出错误的结论。
当然，用 ｒＲＮＡ 直接表征土壤微生物的活性也存在

一定的风险［５］。 首先，微生物胞内 ＳＳＵ ｒＲＮＡ 含量与微

生物活性之间的量化关系还未完全确立，仅有的少数研

究也发现这一量化关系在不同微生物之间有较大的差异［５，５６⁃５８］，因此在群落和生态系统尺度上是否有确定的

关系还存在疑问。 其次，尚未有研究确定微生物胞内 ＳＳＵ ｒＲＮＡ 含量是否与微生物的非生长活性相关，因此

ＳＳＵ ｒＲＮＡ 能否表征微生物总活性还需要进一步的试验验证。 再次，因为土壤 ＲＮＡ 和 ＤＮＡ 一般是分别提取

的，采用不同的方法体系，用 ＳＳＵ ｒＲＮＡ 与 ＤＮＡ 的比值表征微生物平均活性会因此产生不确定性［５９］。
ＳＳＵ ＲＮＡ 表征法在指示微生物总活性方面有很强的应用潜力，在表征活性微生物群落结构方面已有较

为广泛的应用［６０⁃６１］。 但一般认为该方法在微生物处于生长稳态时的使用效果最好，如果要应用于其他条件，
则需要辅以其它验证性实验，以确立 ＳＳＵ ｒＲＮＡ 拷贝数与微生物总活性的关系。

４　 结论

综上所述，土壤微生物呼吸测定法、放射性同位素标记法和 ＲＮＡ 直接表征法是基于不同的原理来指示土

壤微生物总活性的，各有长处，同时也都有明显的缺陷（表 ３）。 土壤微生物呼吸测定法非常适用于表征微生

物总活性，但该方法的主要问题在于现存测定方法并不能真实反映微生物总的呼吸强度，但在通气性良好的

土壤中，微生物呼吸方式大多为有氧呼吸，可以通过 Ｏ２消耗速率近似反映微生物总活性；在微生物以有机碳

作为最主要的能量来源时，ＣＯ２生成速率可以较好地反映微生物总呼吸。 放射性同位素标记法测定的指标为

生长速率，因此它适合于表征微生物的总体生长活性，也可在有利于微生物良好生长的环境中近似表征微生

物总活性。 在我国，由于放射性标记物质的购买、运输、环境释放和测定等受到极大的限制，该方法的生态学

应用非常困难。 ＲＮＡ 直接表征法相比于前两种方法有明显的优势，它既能原位测定微生物总活性，又能提供

微生物种类组成信息。 但是，目前在实验证据上对它能否准确地反映土壤微生物总活性还存在疑问。 在方法

的选择上需要根据实际情况综合考量，确定合适的方法开展土壤微生物总活性研究；在条件允许的情况下，建
议将几种方法组合使用。

表 ３　 三种土壤微生物活性研究方法的比较

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ

研究方法
Ｓｔｕｄｙ ｍｅｔｈｏｄｓ

土壤微生物呼吸测定法
Ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ

放射性同位素标记法
Ｒａｄｉｏａｃｔｉｖｅ ｉｓｏｔｏｐｅ ｌａｂｅｌｌｉｎｇ
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