
第 ４２ 卷第 ３ 期

２０２２ 年 ２ 月

生 态 学 报

ＡＣＴＡ ＥＣＯＬＯＧＩＣＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ｖｏｌ．４２，Ｎｏ．３
Ｆｅｂ．，２０２２

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

基金项目：国家重点研发计划项目（２０１６ＹＦＣ０５０１８０２）；宁波市自然科学基金项目（２０１８Ａ６１０２８２）

收稿日期：２０２０⁃０７⁃２３； 　 　 网络出版日期：２０２１⁃１０⁃１１

∗通讯作者 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ．Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｃｕｉｘｙ＠ ｕｃａｓ．ｅｄｕ．ｃｎ

ＤＯＩ： １０．５８４６ ／ ｓｔｘｂ２０２００７２３１９３４

郭澍，许佳扬，魏晓梦，张煦博，杜剑卿，吴伊波，崔骁勇．原位酶谱技术在土壤酶活性研究中的应用进展．生态学报，２０２２，４２（３）：８６２⁃８７１．
Ｇｕｏ Ｓ， Ｘｕ Ｊ Ｙ， Ｗｅｉ Ｘ Ｍ， Ｚｈａｎｇ Ｘ Ｂ， Ｄｕ Ｊ Ｑ， Ｗｕ Ｙ Ｂ， Ｃｕｉ Ｘ Ｙ．Ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎ ｓｉｔｕ ｚｙｍｏｇｒａｐｈｙ ｉｎ ｓｏｉｌ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｓｅａｒｃｈ．Ａｃｔａ
Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ，２０２２，４２（３）：８６２⁃８７１．

原位酶谱技术在土壤酶活性研究中的应用进展
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摘要：原位酶谱可方便、直观地展示土壤中酶活性的二维空间变异，近些年来通过与其他成像技术和分析方法相结合，土壤原位

酶谱已发展成为分析土壤微观生态过程及土壤⁃根系⁃土壤动物相互作用界面过程的有效方法。 然而，土壤原位酶谱技术尚未

成熟，亟待深入分析其技术不足、完善技术方法，梳理其在不同领域中的应用现状，拓展并深化其在更多领域研究中的应用前

景。 基于此，综述并分析了该技术在土壤酶相关研究领域的应用现状，结合原位酶谱技术在底物载体选择与酶活定量方法的优

化历程，分析了其存在的问题，发现：①可供研究的酶种类较少；②结果准确性仍有质疑；③在除根际研究外其他领域的研究较

少、缺乏系统性，难以直接借鉴。 这三者仍是阻碍原位酶谱技术在多领域中推广的最大障碍。 综上所述，土壤原位酶谱技术虽

仍存在缺陷，但其具有操作简便、测量结果的时空分辨率高等优势，在未来土壤酶学领域研究中仍潜力巨大，研究旨在为推进原

位酶谱技术在土壤学和生态学等学科研究中的应用和发展提供理论指导。
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土壤酶是陆地生态系统物质转化及元素循环的重要参与者与驱动者［１—２］。 由于土壤酶对土壤理化性质

及环境因子的变化有较高的敏感性，因此其种类多样性及活性不仅可以反映土壤的健康状况和肥力水平，也
是表征土壤微环境中植物、微生物的状态和变化的敏感指标［３—５］。

关于土壤酶活性的研究已经有较长的历史，传统方法中最常用的是荧光法和分光光度法。 这些方法都需

要破坏性取样，存在样品运输和保存困难、前处理过程繁琐、测定周期长等缺点，导致酶活性测定结果的精度

低、误差大［６］。 所以要想对土壤酶活性时空分布进行精细化研究，就亟需一种先进的可视化技术［７］。 而土壤

原位酶谱技术是对土壤酶活性及其二维分布进行原位可视化和定量的一种新研究技术，发端于 ２０ 世纪 ６０ 年

代生物学和医学，在近些年引入土壤生态学后即引起了广泛关注，主要应用于植物根际土壤酶活性研究，以揭

示植物⁃植物及植物⁃土壤微生物的相互作用，探究变化环境下土壤质量变化（如干扰、胁迫及土壤恢复等）以
及土壤微生物群落组成、活性和功能的改变［６］。

图 １　 土壤原位酶谱技术及其在相关领域研究中的应用现状

Ｆｉｇ．１　 Ｉｎ ｓｉｔｕ ｓｏｉｌ ｚｙｍｏｇｒａｐｈｙ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｉｅｌｄｓ

为了直观展示原位酶谱技术的应用现状，在Ｗｅｂ ｏｆ
Ｓｃｉｅｎｃｅ 中以“Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ”及“ Ｉｎ ｓｉｔｕ ｓｏｉｌ ｚｙｍｏｇｒａｐｈｙ”为
关键词检索，剔除不相关文献后筛选出土壤原位酶谱技

术及其应用的有关 ３６ 篇文献并归类，结果表明土壤原

位酶谱技术已经从早期植物根际的酶活性探索研究，逐
渐应用到土壤养分循环、生态健康检测、土壤结构性改

良及土壤动物活动等相关研究领域（图 １）。 但其还存

在：（１）操作方法混乱；（２）应用领域较为分散，缺乏系

统性梳理难以借鉴等问题。 这些问题共同制约了土壤

原位酶谱技术向多学科领域的拓展。 鉴于此，本文概述

了土壤原位酶谱技术的发展过程和优缺点，梳理了其在

植物根际养分循环、土壤生态健康检测、土壤动物及土

壤孔隙等领域研究中的应用现状，结合其在各领域研究

应用中的优缺点，分析了土壤原位酶谱技术的发展趋

势，以期为推进土壤酶学研究的发展以及生态学微观和

宏观研究的整合提供新的思路。

１　 土壤原位酶谱技术的优化

土壤原位酶谱技术的操作方法为通过在土壤样品表面贴附一张被待测酶的特异性荧光标记底物的饱和

溶液浸泡过的膜，使底物与土壤酶接触，反应后生成荧光产物，分析紫外线照射下的荧光图像就可以得到土壤

表面该酶的活性及其空间分布的信息［８］，目前应用较多的荧光产物有 ４⁃甲基伞形酮（４⁃ｍｅｔｈｙｌｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒｙｌ，
ＭＵＦ）和 ７⁃氨基⁃ ４⁃甲基香豆素（７⁃ａｍｉｄｏ⁃４⁃ｍｅｔｈｙｌｃｏｕｍａｒｉｎ， ＡＭＣ）。 随着土壤原位酶谱的应用不断扩展，该技
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术本身也在不断优化。
１．１　 底物载体的选择

原位酶谱技术的操作理念最早源于免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）———一种将细胞或组织中的蛋白质通过电泳

的形式从凝胶转移到固相支持物 ＮＣ 膜（硝酸纤维素薄膜）或 ＰＶＤＦ（聚偏二氟乙烯膜）膜上，然后用特异性抗

体检测某特定抗原的一种蛋白质检测技术［９］。 之后，Ｇｒｉｅｒｓｏｎ 等［１０］将其引入土壤酶学研究中，使用硝酸纤维

膜作为底物溶液的载体和底物⁃土壤反应的表面，并以此为基础对根际土壤磷酸酶进行原位检测。 但是由于

底物及其荧光产物在膜上的扩散速率慢，导致图像的灵敏度低，绝对定量较为困难［６，１０］。 此后的研究改用滤

纸、色谱层析纸等介质，虽然提高了溶质的扩散速率，但是又出现了荧光产物弥散严重，使得图像的分辨率低、
空间表达能力较差等问题［１１］。 为了解决以上问题，Ｓｐｏｈｎ 等［１２］ 在室内培养实验中，尝试采用在膜⁃土表面间

增置 １ ｍｍ 厚的凝胶层的方式来限制底物和荧光产物的扩散速率，既避免了此前将荧光底物直接掺入凝胶的

制备过程中，因凝胶溶解的温度较高而导致的荧光底物部分分解的问题，也防止了土壤颗粒沾染到图像表面，
从而明显提高了图像的分辨率。

但使用凝胶作为底物扩散介质的原位酶谱法也有诸多不足。 该方法在膜与土壤间以凝胶为传质媒介，底
物或酶都可以在凝胶中直接扩散，并残留在凝胶中，这不仅会降低酶谱图像的分辨率，还可能会低估土壤酶的

活性［１３］。 正因为此，Ｒａｚａｖｉ 等［１４］提出了将浸泡过荧光底物的聚酰胺膜直接覆于土壤表面的改进方法。 由于

在 ６０ ｍｉｎ 内 ＭＵＦ 和 ＡＭＣ 荧光的淬灭可以忽略，在相同条件下直接酶谱法的热点区域对总酶活性的贡献

（６．８±０．１）％明显大于凝胶酶谱法（３．３±０．８）％，且得到的酶活性分布更为集中，荧光强度更强，图像的对比度

更高［１４］。 对植物根际 β⁃葡萄糖苷酶活性的一项比较研究也发现，直接覆膜的酶谱法得到的酶活性较使用凝

胶的酶谱法更为集中于根际，其空间表达性更强［１５］。 总体上看，与凝胶酶谱法相比，直接酶谱法受扩散的干

扰更小，得到的酶活性分布更准确，绝对定量更精确，因而近年来得到了更广泛的应用［１６—１８］。
１．２　 酶活性定量方法的发展

土壤原位酶谱法的酶活性定量过程如下：对含有一系列不同浓度的酶作用产物的聚酰胺膜成像，以成像

的灰度值与物质浓度做标准曲线，据此将土壤样品所得酶谱图像中的灰度值转化为对应的酶活性。 而酶种类

的选择和操作过程会直接影响到标准曲线的绘制［１２—１３］。 例如 Ｓｐｏｈｎ 等［１２］ 的研究发现，部分酶活性测定方法

（如测定蛋白酶活性的考马斯亮蓝法）的标准曲线是非线性的，可能并不适合应用于土壤酶活性的原位酶谱

法定量。 为了使定量结果更有说服力，Ｒａｚａｖｉ 等［１４］提出了构建基于膜吸收的溶液浓度和体积、膜面积的综合

指标，再与相应的灰度值建立标准曲线的方法。 为了简化标准曲线的制作过程又不影响结果的精度，Ｇｉｌｅｓ
等［１６］发展出了新的测定流程，将浸泡过溶液的膜干燥后，根据单位面积膜上的荧光信号强度和灰度值的关系

作标准曲线，并通过选择适当的曝光时间、使用动态范围更大的数字传感器等方法提高标准曲线的准确度。
在实际操作中，含饱和底物的膜与土壤的接触常常并不十分紧密，使得原位酶谱技术往往会低估土壤中酶的

活性［１９］。 针对荧光产物在实际土壤样品的酶谱膜中分布不均匀的特点，Ｇｕｂｅｒ 等［２０］ 提出了一种比均匀膜定

量方法更好的半均匀膜定量法，避免了传统膜称重时底物挥发带来的误差，并发现绘制标准曲线时半均匀膜

定量法 ＭＵＦ 的浓度与荧光强度呈现分段线性关系，断点在约 ０．００８ ｐｍｏｌ ／像素处。 该研究结果大大拓宽了原

位酶谱技术的可用底物范围，对土壤原位酶谱技术的推广有重要价值。

２　 基于原位酶谱技术的土壤酶活性研究进展

２．１　 植物根际土壤酶活性及其主要影响因子

土壤酶是根际物质周转和养分代谢的重要催化剂与参与者，是根际微生物群落组成、活性和功能变化的

敏感指标。 而土壤原位酶谱技术可以直观、准确的展示酶活性沿根系的分布及其时空变化，对于理解土壤理

化因子及植物生理特性对土壤⁃根系⁃土壤微生物相互作用具有十分重要的意义［８］。
２．１．１　 植物根系发育和根形态

根际沉积物包括脱落的根冠和表皮细胞、死亡和裂解的根细胞、根排放的气体、根被动和主动分泌的溶质
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（根分泌物）以及来自根表的胶状物质（黏液） ［２１—２３］，分解根际沉积物和土壤有机质（ Ｓｏｉｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒ，
ＳＯＭ）的酶的数量和种类都随时间和植物物种的变化而变化［２３］。 例如，豆科植物根际土壤中的酶从根表向外

的分布范围（根际范围）普遍大于禾本科植物，但酶的活性却显著低于禾本科植物［１７，２４］。 此外，根际土壤酶的

活性沿豆科植物根系的分布较均一，而在禾本科植物则表现出明显的部位差异性，例如包括 β⁃葡萄糖苷酶等

在内的多种酶的活性及其根际效应范围从豆科植物根基部到根尖大体呈均匀分布，仅在接近根尖时范围逐渐

减弱，这些酶在禾本科植物则是在根尖或根基部酶活性范围及活性有最大值［１４，１７］。 当然，即使是同一科属的

不同植物种，根际酶活性的分布也可能存在明显的差异［１４，１７，２５］。 例如，小麦根际四种酶（β⁃葡萄糖苷酶、纤维

二糖水解酶、亮氨酸氨基肽酶和酸性磷酸酶）的活性高，但范围窄；玉米根际酶的活性低但范围大［１７］，这可能

是植物生存策略不同的结果。
植物和微生物都需要吸收氮、磷等营养物质，而大多数生态系统土壤养分供应水平通常有限，导致植物与

微生物在根际发生强烈的养分竞争。 在缺乏外源养分输入时，植物通常通过根系形态学策略来克服养分限

制［２５］，包括改变根的粗细、侧根和根毛的数量等，进而改变根际土壤酶的活性及其范围。 由于主根、侧根和根

毛的形态结构和功能不同，根际沉积物的种类、数量和分布也各不相同［１７， ２６］。 相比于老而粗的主根，侧根和

根毛有更大的根表面积，提高了根分泌物的渗出量和作用范围［２７—２８］。 Ｇｉｌｅｓ 等［１６］以大麦为材料，通过改进酶

谱的曝光时间，得到了更准确的定量结果，发现根际磷酸酶活性与根毛的长度呈线性关系。 Ｍａ 等［１８］ 检测了

β⁃葡萄糖苷酶等酶在扁豆、玉米和小麦根际的酶活分布范围，发现根毛显著影响了土壤酶在根际的活性分布

范围，而根的粗细对酶的比活性（单位根表面积的酶活性）的影响大，例如在小麦根上有根毛的区段 β⁃葡萄糖

苷酶的根际范围比没有根毛的区段宽 １．５ 倍。 在土壤磷缺乏时，排根（具密集根毛的侧根）能极为有效地扩大

磷酸酶活性的根际范围，也可以提高磷酸酶的比活性［１８， ２５］。 所以，植物形成高度分枝的侧根和长而密集的根

毛可能是扩大酶活性的根际范围和获取养分的有效策略。
由于不同酶的功能和根际过程（如根分泌有机物等）不同，其根际范围和比活性也随酶的种类不同而不

同，即使在根表同一部位各种土壤酶的根际范围也可能相去甚远。 例如，在贫瘠的亚表层黄土或淋溶土基质

中生长的盆栽玉米、小麦、扁豆和羽扇豆的酸性磷酸酶的根际范围是 β⁃葡萄糖苷酶、纤维素水解酶和亮氨酸

氨肽酶的 １．５—２ 倍［１４， １８， ２５］，其中 Ｃ 循环相关的酶（β⁃葡萄糖苷酶和纤维二糖水解酶）的根际范围最小（１—
１．５ ｍｍ），而磷酸酶的根际范围可达 ２．５—３．５ ｍｍ［１４］。 其原因可能有：磷酸酶的来源广泛，植物和微生物都可

以产生；环境中不同营养成分的供求状况也会影响各种胞外酶的生产和分布［２９］，各种生物对磷的需求量大，
但是土壤 Ｐ 的供应通常相当有限。 由于酸性磷酸酶在低 ｐＨ 时活性更高，植物可以通过释放质子、调节根际

土壤的 ｐＨ 等，控制磷酸酶在其根际的活性及分布范围，以满足自身的需求［３０］。 上述研究还发现，酶的比活性

与根际范围并不一定是正相关的。 例如，碱性磷酸酶的活性范围虽然显著大于酸性磷酸酶，但酸性磷酸酶在

根际的比活性明显大于碱性磷酸酶［２４］。
所以，不同植物种类，根系的不同部分，甚至在根系的不同发育阶段，根际土壤酶活性的强弱、沿剖面的分

布和根系作用范围都有所不同。 而土壤原位酶谱技术因其直观的空间表达性，改变了对植物根际土壤酶活性

的传统认知，揭示了不同植物物种及其生理状态对酶活性大小及其沿根系分布影响的差异性，对深入、准确地

认识植物生理及植物⁃土壤反馈具有重要的意义。
２．１．２　 施肥

土壤中胞外酶的活性与植物、微生物所需资源的可给性往往呈负相关关系，其中磷酸酶最为突出，而由于

土壤氮素转化过程复杂，氮转化相关酶与土壤有效氮的关系较弱［２９， ３１］。 施用速效肥料改变了资源的可给性，
进而影响了植物及微生物胞外酶的释放。 例如，土壤原位酶谱研究表明，施用磷肥不仅不会刺激磷酸酶的活

性，反而可能使其降低［２４］。 此外，酸性磷酸酶和碱性磷酸酶对速效磷肥的响应并不一致。 添加速效磷肥后无

论根际还是非根际土壤中的碱性磷酸酶活性都有明显下降［２４］，但根际土壤中的酸性磷酸酶活性只略微降

低［２５］或者不受影响［２４，３１⁃３２］。 这一现象在越贫瘠的土壤中越明显，原因在于酸性磷酸酶主要来自植物根系，而
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碱性磷酸酶主要由土壤微生物分泌，而相比于植物根系，产生碱性磷酸酶的土壤微生物受磷可利用性的影响

更大［１２］。 贫磷土壤根际的酸性和碱性磷酸酶的活性均高于富磷土壤，分别高出 ５３％和 ２７％，而在非根际区土

壤中两种磷酸酶活性没有差异［３２］，且受施磷的影响小；但是施磷后根际区土壤磷酸酶活性相比于非根际土壤

大幅降低，伴随着根际酶活性的范围变宽 ０—２ ｍｍ ［２５］。
施用速效肥料一方面可能会抑制植物和微生物为获取该养分而分泌的胞外酶的活性，另一方面也可能间

接增加其他酶的活性及根际范围。 例如，施用过磷酸钙会解除植物及土壤微生物的“磷限制”状态［３２］，为维

持元素的化学计量平衡，它们会将更多资源投入到获取生存所需的其他限制性养分上，因而间接地促进了 β⁃
葡萄糖苷酶、纤维素酶等 Ｃ、Ｎ 周转相关酶类的分泌，增强了根际和非根际土壤中的酶活性，扩大了酶的根际

范围［３３］。
相比于速效肥，缓释肥料及间接养分添加会广泛刺激生长于贫瘠土壤的植物和微生物分泌胞外酶。 例如

将牛粪施加到土壤中以后，与 Ｃ、Ｎ、Ｐ 获取有关的酶的活性及根际范围普遍增大［３４］。 秸秆还田是农田生态系

统常见的间接养分添加措施，其对土壤酶的影响与死亡根系的作用类似。 大部分作物收获后，死亡的根系会

遗留在土壤中，使得短时间内集中向土壤输入碳源［１３］，包括高聚物（如纤维素和木聚糖［３５］ ）和低分子有机物，
使根⁃碎屑层成为微生物和土壤酶活性的热区［２５， ３６—３７］。 但与施用缓释类肥料后酶活性的变化模式不同，在死

根分解过程中，土壤酶活性会出现先升高后下降的现象［３４］。 在植物地上部收割后，根尖渗出物增加，直接促

进了根际微生物活性的提高［１３， ２２， ３８］；纤维素酶［１３］、丙氨酸氨基肽酶［３９］、磷酸酶［４０］、亮氨酸氨基肽酶和几丁质

酶［１３］首先只在植物根尖处表现出酶活性，随后范围扩大，逐渐扩展到整个根系周边，并在某一时刻达到最大

值，即热点时刻。 此后随着渗出物及低分子量有机物释放量减少，酶活性及其范围逐渐回落［３３］。
借助原位酶谱技术的研究揭示了肥料种类在植物根际释放的差异性及植物根系吸收利用的不均匀性的

同时，展示了其对根际土壤中不同种酶的活性的真实影响，为传统农田施肥管理提供了新的思路。
２．１．３　 土壤水分变化

土壤水分是养分运输的载体，也是土壤中酶与底物反应的重要介质。 Ｈｏｌｚ 等［４１］ 采用土壤原位酶谱方法

研究发现，土壤容积含水量通过影响酶和底物的扩散进而影响土壤酶活性。 无论是外源添加磷酸酶的灭菌土

壤还是种植有大麦的土壤，扩散模型都能解释土壤含水量变化引起的磷酸酶活性变异的 ６０％。 土壤复湿后

磷酸酶活性快速回复到原有水平，进一步说明了土壤含水量是酶活性的重要控制因子。 土壤含水量也影响磷

酸酶在根际与非根际土壤中的分布，由于根系分泌的黏液等物质的作用［４２］，不仅在土壤干旱过程中根际区含

水量一直高于非根际区，而且根际区含水量降低更为缓慢，当土壤容积含水量从接近饱和降低到 ５％时，非根

际区含水量降幅为 ８７％，而根际区仅改变了 ７４％；与之相对应的是，在 ４０％土壤含水量时根际与非根际土壤

中磷酸酶活性的比值为 １０，而遭遇干旱胁迫时，其比值提高到了 ６３［４１］，此时植物根系会通过分泌黏液提高根

际的保水性［４３］，但是当土壤复湿时，根际含水量恢复的速度同样也滞后于非根际区［４２，４４］。 Ａｈｍａｄｉ 等［４５］利用

原位酶谱技术发现向土壤中添加表面活性剂可以提高根际的润湿性，扩大酶活性范围。 进行六次干旱⁃复湿

循环后，与未施加表面活性剂的对照处理相比，土壤中施加了表面活性剂的玉米根表 ０—０．５ ｍｍ 范围内 β⁃葡
萄糖苷酶和磷酸酶活性分别增加了 ４．３ 倍和 １．９ 倍，酶的活性范围（酶活性比土体高出至少 １０％）分别提高到

原来的 １．４６ 倍和 １．２ 倍［４５］。 该研究说明表面活性剂降低了根际的疏水性，促进了土壤复湿时根际的再润湿，
根际水分含量的增加刺激了微生物活性和酶的扩散能力，进而增大了酶的活性及其在根际的活性范围［４６］。
以上研究揭示了土壤水分对土壤酶活性的影响方式，也展现了表面活性剂在干旱土壤中活化和获取养分的应

用潜力［４５—４６］。
２．１．４　 土壤温度变化

温度变化可直接改变酶的构象灵活性，也可以间接影响微生物活性及群落变化，进而作用于土壤及根际

的酶活性［４７—４８］。 利用土壤酶谱技术原位研究温度变化对土壤酶活性的影响，有助于更透彻地了解土壤酶对

气候变化响应的微观空间特征。
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在一定的温度范围内，酶活性一般随着温度的升高而增大。 农业大棚实验发现，玉米根际磷酸酶、纤维素

酶和亮氨酸氨肽酶的酶活性热区面积在 ３０℃下最大［４８］，温度较高时酶活性的热点区域增加得更快，扩展得更

广，其原因可能与温度高时有机物分解速度较快［４９—５０］，酶和底物的扩散速度也较快有关［５１］。 同样，水稻根系

原位酶谱实验显示，几丁质酶和磷酸酶的活性都随温度的升高（从 １８℃到 ２５℃）而增加，且被测酶在根⁃土界

面的温度敏感性 Ｑ１０＞１（约为 １．３—１．４），明显高于非根际土壤（Ｑ１０约为 １），说明全球变暖可能导致根际的养

分周转速度的提升快于非根际土壤［５２］。 该研究还显示，酶的根际范围基本上不受温度变化的影响［５２］。 所

以，原位酶谱更准确的揭示了温度变化对根际土壤酶活性的影响的机制。
２．２　 在土壤生态健康检测中的应用

土壤酶活性常用于监测重金属污染对生态系统健康的影响，其中磷酸酶活性对重金属胁迫敏感，被广泛

用作土壤中重金属毒性的指示指标［５３—５５］。 在锌 ／铅矿产地不同程度受铅、锌、镉、铜污染的土壤上种植苜蓿，
直接酶谱法显示随着污染程度的增加，β⁃葡萄糖苷酶和磷酸酶的活性升高，热区面积所占比例增加，其中 β⁃
葡萄糖苷酶的热区面积比例从 ０．１％提高到了 ０．９％，磷酸酶的从 ３．４％增加到了 ７．１％［５３］。 与上述结果不同，
在 Ｐｕ 等［５６］开展的玉米铜胁迫实验中，向土壤施加硫酸铜显著降低了土壤 Ｎ⁃乙酰葡萄糖胺酶、β⁃葡萄糖苷酶

和磷酸酶的活性，加入纳米氧化铜也导致催化几丁质水解的 Ｎ⁃乙酰⁃β⁃Ｄ⁃葡萄糖苷酶（４⁃ｍｅｔｈｙｌｕｍｂｅｌｌｉｆｅｒｙｌ Ｎ⁃
ａｃｅｔｙｌ⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄｅ， ＮＡＧ）活性略微下降。 可能的原因为：（１）植物之间在生存策略和抗胁迫机理上存

在差别，例如豆科植物与根瘤菌共生可以缓解自身的铜胁迫压力［５３］；（２）几丁质是真菌细胞壁的主要组成成

分，纳米氧化铜对真菌有毒，可能导致真菌数量降低，ＮＡＧ 酶的底物减少，活性下降［５６］。
传统的取样测定土壤酶活性的方法也能进行土壤生态健康检测，但是使用土壤原位酶谱技术可以有助于

更加直观的理解污染下真实土壤酶的活性及范围变化，相比于潜在酶活性更加准确、真实。 但以上这些不同

的研究结论说明人们对于土壤重金属污染对土壤酶的影响机制的认识仍旧不足，而土壤原位酶谱的结果无法

解释其内在机理［５３］。 所以，要想全面的理解生态污染的原因、提出应对措施，应在例如植物应对策略及微生

物等方面进行更加深入的研究。
２．３　 在土壤动物与土壤酶活性关系研究中的应用

土壤原位酶谱法也已被广泛应用于研究土壤动物对土壤酶活性的影响，包括蚯蚓［５７］、线虫［５８］等。
蚯蚓形成的孔隙系统被称为蚓触圈（Ｄｒｉｌｏｓｐｈｅｒｅ），是土壤微生物活动的“热区”之一［５９］，蚯蚓的粪便、黏

液、尿液中含有多糖、氨基酸和蛋白质等易分解的物质［６０—６１］，其路径通道内微生物活性较高，能加速碳、氮、磷
的转化和再分配。 另外，蚯蚓的肠道也能分泌酶，如磷酸酶等［６２］。 Ｈｏａｎｇ 等［５７］ 通过原位酶谱法研究显示，蚯
蚓通道内壁的 β⁃葡萄糖苷酶、纤维二糖水解酶、木聚糖酶、几丁质酶和酸性磷酸酶活性都明显大于无蚯蚓活

动土壤。 不同酶的活性范围相差较大，如 β⁃葡萄糖苷酶的热区面积是无蚯蚓活动土壤的 １３．８ 倍，几丁质酶约

为 １０．２ 倍，酸性磷酸酶则仅为 ２．４ 倍，提示蚯蚓通道内与碳、氮循环相关的酶的活性变化大于促进磷循环的

酶。 土壤原位酶谱法展示蚯蚓洞穴是多种酶的热区，更清晰的展示了蚯蚓的活动对土壤酶活性和物质循环的

促进作用。
线虫是重要的小型土壤动物，部分线虫会寄生在农作物体内，它们通过刺穿和破坏细胞壁侵染根部，在根

内活动并导致整个根部感染，进而改变植物根分泌物的数量和组成，影响根际酶活性［６３］。 原位酶谱结果显

示，线虫侵染促进了多叶羽扇豆的根向土壤中释放碳，使根际纤维二糖水解酶的分布范围变窄，从 １—１．５ ｍｍ
下降到 ０．５—０．８ ｍｍ，热区面积与总面积之比也下降到了原来的 １ ／ ２０［５８］。 线虫诱发的植物根结是水解酶的热

点（占侵染根系总活性的 ０．１％），也是吸引真菌和细菌等土壤微生物的资源富集区［６４］，线虫与生活在植物体

内的其他病原体之间的养分竞争激烈。 因为受线虫侵染的植物提升了对磷的需求［６５］，故而与纤维二糖水解

酶相反，磷酸酶的活性有所提高，磷酸酶的根际范围增加，从 ３—３．５ ｍｍ 增加到 ４—４．５ ｍｍ，且热区面积在总

面积中的占比上升了 ５ 倍［５８］。 验证了土壤线虫对根际微生物的重要影响。
所以，原位酶谱技术对于揭示土壤动物⁃植物⁃微生物的相互关系具有十分重要的作用，但由于土壤环境
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的复杂性及土壤动物的迁移能力较强等因素，目前仍无法准确模拟土壤动物的运动轨迹［６３］，所以原位酶谱技

术暂时还难以准确评估土壤动物对土壤酶活性、微生物及物质循环的整体影响。
２．４　 土壤孔隙对土壤酶影响的原位酶谱研究

土壤孔隙是指土粒之间、团聚体之间以及团聚体内部的微小孔洞，是容纳水分和空气的空间，也是植物根

系伸展和土壤动物、微生物活动的场所。 土壤孔隙度的大小会直接影响土壤的保水性和通气性，创造独特的

水、气空间，从而间接影响土壤微生物及土壤酶的活性。 Ｋｒａｖｃｈｅｎｋｏ 等［６６］ 将土壤原位酶谱技术结合 Ｘ 射线

μＣＴ 技术，发现在非根际区土壤孔隙在 ６０—１８０ μｍ 范围内时酶活性（磷酸酶、纤维素酶、木质素酶、几丁质酶

和亮氨酸氨基肽酶）最高，这验证了非根际区域微生物栖息的最佳孔隙范围，直接证实了土壤物理结构对微

生物的生存的重要性，为非根际区的酶学研究和微生物研究提供了良好的理论基础。

３　 研究展望

土壤原位酶谱技术借助其无损、原位的特点和空间分辨率优势克服了传统土壤酶学技术的不足［１２］，可直

观地展示各种因素影响下酶活性沿根的分布及其时空变化［８］。 正因为如此，该技术引入后，已从技术讨论和

根际研究逐渐拓展到探究酶活性与土壤理化、土壤动物的关系、揭示其机理的重要研究中。 原位酶谱技术已

在根际酶活性研究中运用成熟，但在非根际环境中应用仍然较少（如图 １），且缺乏系统性，难以评估各研究中

偶然因素的影响，所得结论缺乏普适性，难以直接借鉴。 此外，土壤原位酶谱技术也有自身的局限性，例如结

果的准确性仍受到质疑［１９］，且目前还只能研究有活性、难降解、可扩散的酶［５２，６７］ 及迁移能力较弱的物种［６３］。
因此， 未来的研究应当进一步解决所存在的技术问题，扩展其应用范围，包括但不限于以下几个方面：

（１）改进方法过程。 传统的采样测定土壤酶活性的方法有搅拌过程，因而土壤酶与底物能够充分接

触［７］。 但是在土壤原位酶谱方法中，荧光图像的形成依赖于以下几个接触和扩散过程：底物从膜向外扩散、
膜和土壤酶接触、反应产物（如 ＭＵＦ）到达膜，因土壤表面的凹凸不平，膜往往难以与土壤表面良好接触，导致

酶谱图像只能表达出一小部分土壤表面的酶活性［８］。 Ｇｕｂｅｒ 等［１９］ 的研究表明，覆膜与土壤仅有 ３．４％—３６．
５％的接触面积，模型模拟显示土壤原位酶谱只表现了直接或通过溶液间接接触膜的那部分土壤中酶活性的

２０％。 所以，有必要改进土壤原位酶谱的技术规程，提高结果的准确性，并推进土壤原位酶谱技术的标准化。
（２）拓展可测定的酶的种类。 早期由于技术的限制，土壤原位酶谱法测定的主要是高活性、难降解的胞

外酶［５２， ６７］，以水解酶为主。 直接酶谱法的提出及分段线性拟合酶活性标准曲线方法的建立，使酶学与原位酶

谱技术的结合成为可能，为原位测定更多种类的土壤酶提供了基础。
（３）探究根系互作。 植物种内和种间相互作用是生态系统生物关系的重要组成部分，包括地上和地下相

互作用两部分。 因为地上部分易于观察和测定，所以此前的研究重点关注植物地上部分的竞争，而忽略了地

下过程。 而随着近年来分子生物学技术的应用和发展，越来越多的研究表明植物间的相互关系受地下根际过

程的制约和调节［６８］。 例如，有研究发现根系分泌物不仅可以增强种间协作、提高豆科植物的结瘤和固氮能

力［６９］，而且还在植物的相互作用中发挥着重要的信号传导作用［７０］。 与此同时，植物间的相互作用会通过根

际来影响土壤养分的循环，根际过程也可显著影响许多生态过程与生态系统服务功能。 所以对植物间根际土

壤空间的各种酶活性的研究有助于深入理解植物种内与种间关系，乃至更高层次上的生态学过程和问题，有
望成为未来植物学、土壤学、生态学和环境科学等学科的前沿研究领域［７１］。

综上所述，虽然目前土壤原位酶谱方法还存在技术缺陷，应用范围较窄，研究结果的精度有待提升，但该

技术的优势和潜力巨大，未来随着科技的整体发展，相信原位酶谱技术也会不断改进，特别是与其他技术结

合，在揭示土壤“黑箱”中的物质周转、养分转化、污染物消解等关键过程的研究中发挥更大的作用，成为多学

科交叉研究的重要手段。
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