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摘  要： 一切生命过程都伴随着热效应。微量热法可对这些热效应进行精确的跟踪，并表征其过程。微量热法已广泛应用

于医药、生化等研究领域，但在土壤微生物研究中却鲜有应用。本文简要介绍微量热法的原理和实验方法，综述其在土壤微生

物研究中的应用现状并展望其应用前景，以期为土壤微生物研究提供新的思路和技术。 
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土壤微生物是使土壤具有生命力的主要成分，与

土壤肥力及土壤健康密切相关，在土壤形成与发育、

物质转化和能量传递等过程中发挥着重要作用，是评

价土壤生态系统的重要指标之一。土壤微生物学研究

包含土壤中微生物的种类、数量、分布、生命活动规

律及其与环境的关联，可概括为土壤微生物多样性和

生态功能两个方面。多样性研究针对土壤微生物遗传、

结构和功能 3 个方面，关键技术有基因指纹图谱

（PCR-DGGE、T-RFLP 等），磷脂脂肪酸图谱（PLFA）

和单一碳源利用图谱（BIOLOG）等；生态功能研究

微生物在土壤中行使的功能，如有机质的降解、氮素

的转化等，主要以气体的通量、底物的转化率和土壤

酶活性等为测定指标[1]。土壤微生物代谢是多样性变

化和生态功能发挥的基础。土壤微生物代谢研究可以

更全面地评价土壤质量，揭示微生物驱动的地球化学

过程和外界对土壤生态系统的影响等。土壤微生物代

谢过程中伴随着热量的变化，微量热法可以敏锐地检

测该变化。 

微量热法是近年来发展起来的一种原位、实时、

无破坏地研究生物/环境样品热力学与动力学的重要

方法。所有化学、物理和生命过程都伴随着热效应。

微量热法通过微量热仪对这些热效应进行精确的测

定、合理的分析，以表征其过程。研究已发现微量热

法和土壤呼吸强度[2]、土壤微生物生物量[3]、微生物数

量[4]以及土壤酶活性[5]有很高的相关性，即微量热法可

准确地表征土壤微生物生物学特性。微量热法虽已广

泛应用于医药和生化等研究领域，但在土壤微生物研 

 

 

 

究中却鲜有报道。本文简述微量热法的原理，综述其

在土壤微生物研究中的应用现状，展望其发展，以期

为土壤微生物研究提供新的思路和技术。 

1  微量热法的原理 

1.1  微量热仪的工作原理 

微量热法利用微量热仪灵敏、精确地监控样品的

热效应。微量热仪主要由控温系统和测量系统组成（图

1）。控温系统包括外水循环器、预加热器、精加热器

和水浴温度调节器。测量系统包括测量腔、测量杯、

安瓿系统、热电探头组件及电标定装置等组件。样品

放入测量池后，因某一过程的发生而产生热效应，从

而使其自身的温度发生改变。样品和散热片之间就存

在一定的温差，热量从样品流向散热片，热量流动的 

 
图 1  微量热仪（TAM III 微热仪（TA Instrument, USA））原理图[6] 

Fig. 1  The principle of microcalorimetry 
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速率与温差的大小呈正比。高灵敏度的热电元件分布

在反应容器的周围，将样品与环境之间传递的热量转

化为电压，经放大后输出。待样品反应终止，与环境

保持在相同温度，不再有热量输出，热电元件所产生

的电压为零。 

1.2  土壤微生物代谢活性的测定方法 

以 TAM III 微量热仪（TA Instrument, USA）为例，

原位测定土壤微生物代谢活性[4]和细菌纯菌[7]的方法

简单介绍如下：先将待测样品于 28℃下预培养一天，

活化微生物以及恒定样品温度；预培养结束后，取 1.2 

g 土壤样品或 106 cells/ml 的菌液放入灭菌的 4 ml 不锈

钢安瓿瓶中，添加 0.2 ml 含有 5.0 mg 葡萄糖和 5.0 mg

硫酸铵溶液，以刺激和保证微生物生长；安瓿瓶用聚

四氟乙烯封口，防止水分挥发和热量丢失；安瓿瓶置于

微量热仪中 28℃培养，土壤微生物代谢活性以热功率

值被计算机实时监控、记录，待信号终止即停止试验。 

1.3  土壤微生物代谢活性的数学模型 

微生物在生长和代谢过程中会发生热效应[2]。在

纯培养条件下，以时间为横坐标，以细菌数为纵坐标，

根据不同培养时间细菌数量的变化，可以绘制出某个

细菌生长曲线。假设一个细菌代谢放出的热功率为 p，

则 n 个细菌的热功率为 P = n·p。根据每个时刻的热功

率即可绘出细菌的生长产热曲线（生长热谱图）（图 2）。

它们的停滞期、指数生长期、稳定期和衰亡期等均十

分完整，与细菌生长曲线的各个阶段能很好地吻合。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（典型的微生物代谢曲线，两个生长时期（（A ~ D）和（D ~ F））和 5

个阶段：停滞期（A 和 B）、第一次对数生长期（B 和 C）、稳定期（C

和 D）、第二次对数生长期（D 和 E）和衰亡期（E 和 F）） 

图 2  大肠杆菌在 37℃下的典型生长热谱图[7] 

Fig. 2  The power-time curve of Escherichia coli growth at 37℃ 

 

微生物在土壤中代谢的热动力学参数，如最大热

功率 Pmax，最大热功率时间 tmax和整体发热量 QT都可

以直接从测定的热功率（P）-时间（T）曲线获得（图

3）。Pmax和 QT表征了土壤微生物最大和总热功率，tmax

表示达到 Pmax 的时间。微生物活性越大，Pmax 和 QT

值越高，而 tmax值则越小[4]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

图 3  典型的 28℃下牛粪培育土壤释放的热动力学曲线[8] 

Fig. 3  The power-time curves obtained for soil amended  

with cattle manure at 28℃ 

 

细菌指数生长期内数量的变化遵循数学表达式[9]： 
)(
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其中，n0是 t0时的细菌数量；nt是 t 时的细菌数量；k

是细菌在指数生长期时的生长速率常数。令每个细菌

输出的热功率为 p，则土壤微生物的总热功率为：  
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0
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    即  

其中，P0 为 t0 时所测细菌的热功率；Pt 为 t 时所测细

菌的热功率。微生物生长速率常数 k，可以通过热力学

动力方程： 
)(lnln 00 ttkPPt   

计算获得。微生物活性越高、生长越快，则 k 值越大，

反之亦然。 

活化能（Ea）表征微生物生长需要的能量[10]。利

用阿列纽斯方程： 
RT

aE

Aek
  

或  

lnk后对温度的倒数 1/T作图，从直线的斜率可求得Ea。

微生物活化能越高则代谢越快。 

∆Hmet 表征土壤微生物降解有机质而释放的能量
[11]。由于微生物降解有机质释放的热功率和土壤有机

质呈正相关，因此可得到公式： 
)( 0me ttt SSHQ   

Qt 和 St 为 t 时刻土壤微生物释放的热功率和土壤有机

质含量。当有机质完全代谢后，通过公式： 
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计算出∆Hmet。其中 QT为总热功率，由功率-时间曲线

的面积积分得到。∆Hmet数值的增加与土壤微生物数量

和生长速率常数的增加呈正相关。 

2  微量热法在土壤微生物研究中的应用 

众所周知，土壤微生物是土壤生态系统敏感的生物

指标。土壤微生物多样性和功能的改变有助于揭示环境

变化对土壤生态系统的影响，如不同农田管理措施、全

球气候变化、土壤污染等；土壤微生物过程的认知有助

于我们了解土壤物质和能源的循环。土壤微生物多样

性和功能的改变源于其代谢反应的变化，而代谢热效

应也随之发生变化；土壤微生物在驱动物质和能量循

环过程中也会释放热量。这些热变化可由微量热仪测

量出来，并通过热动力学参数和模型量化[2,9,12]。 

2.1  微生物菌种鉴定 

纯培养技术是土壤微生物研究的一个重要方面，

获得菌种并对其进行生理生化鉴定，可更好地揭示微

生物的生态学意义[13]。微生物，特别是细菌生长曲线

中还包含有丰富的热力学和动力学信息[14]。生长热谱

图可作为微生物的“指纹图谱”，对其进行物种鉴别。

微量热法已绘制出大肠杆菌[6]和金黄色葡萄球菌[15]等

细菌的生长热谱图，并发现细菌的生长热谱图具有良

好的特征性与重现性。微量热法还可鉴别细菌的变异

株[16]，如在不同的外界胁迫下，微生物会产生不同的

基因型和表型，以及相应的生长热谱图[17]。此外，因

测定条件不同，同一细菌的热谱图及产热量也会有不

同的变化，如接种量、培养基的种类、温度、pH 值、

氧气供应等都会影响细菌的生长热谱图。 

2.2  土壤微生物量测定 

微生物生物量或数量的改变源于土壤微生物活性

的变化，两者之间存在很高的正相关性。Raubuch 和

Beese[18]对森林土壤微生物的研究发现用微量热值和

氧气消耗量来表征土壤微生物生物量碳时，两者具有

很高的正相关性（r = 0.931，P＜0.01），可以很好地表

征土壤微生物生物量碳。Critter 等[3]对巴西 3 种农田土

壤、3 种施肥处理的研究发现，土壤微生物生物量碳

的变化与微量热值的变化呈极大正相关（r = 0.744 3，

P＜0.000 1）。土壤细菌和真菌的平板计数也得到相同

的结果[19]，微生物数量的变化与其微量热值差异存在

显著的正相关性（细菌：r = 0.818 1，P = 0.013 1；真

菌：r = 0.813 4，P= 0.014）。因此，微量热法可以很好

地表征土壤微生物生物量或数量。实际上，已有研究

者利用微量热和土壤微生物生物量的正相关性来研究

土壤微生物多样性和功能[20]。此外，由于微量热法原

位测定的优势，能够获得比生物量碳的氯仿熏蒸法和

微生物的可培养计数法更为准确的数值，能够更好地

反映土壤微生物量上的变化[11]。 

2.3  典型环境因子影响分析 

因人为活动的干预，如水旱轮作、全球变暖、长

期不同施肥等，农田土壤理化性质等均发生变化。微

量热法可以很好地揭示土壤微生物的响应，可以为农

田生态系统资源的充分利用和可持续性发展提供科学

依据和理论基础。水是微生物生长的重要因素。土壤

含水量的变化不仅直接影响土壤微生物生长，还通过

影响土壤物理化学性质，如氧化还原电势、pH 值、O2

和CO2等而间接地影响微生物多样性和功能[21]。Barros

等[22]研究了 5%、15%、29% 和 80% 土壤含水量对微

生物活性的影响，发现土壤微生物总热功率（Qt）和

微生物生长速率常数（k）都同土壤含水量呈显著正相

关（r = 0.984、0.992，P＜0.01）。该实验最终表明，

田间持水量是测定微生物活性的最适含水量。Prado 和

Airoldi[23]对红壤的研究也得到相同结果。 

全球气候逐年升高，温度的改变对微生物生长也

有很大影响。Barja 等[10]研究温度对微生物活性影响时

发现，微量热法通过微生物生长速率常数（k）可以计

算出细菌生长所需的活化能（Ea），为 39.57 kJ/mol；

随着环境温度的增加，微生物生长的活化能增加，即

细胞更易于分裂，微生物生长加快。 

微量热法还可以很好地表征不同植被和农田管理

下土壤微生物的差异。Nunez-Regueira 等[24]发现种植

玉米的土壤微生物生长速率常数（0.641/h）要显著大

于未种植作物的土壤微生物（0.126/h），即耕作土壤具

有良好的物化性质和生物学特性，有助于农田生态系

统质量和肥力的提升。Zheng 等[25]对 7 种不同农业措

施、不同植被的土壤微生物进行微量热法的研究发现，

不同植被的土壤微生物热谱图首先分开，即植被对土

壤微生物代谢的影响最大；其次，不同农业措施的土

壤微生物热谱图也不相同。该研究为不同农业措施对

农田生态系统影响的研究提供了科学数据。Zheng 等[4]

又利用中国科学院河南封丘长期野外台站 19 年长期

不同施肥处理平台，发现均衡施肥土壤中微生物生长

速率常数要大于非均衡施肥，但是单个微生物细胞的

放热量要低于非均衡施肥，特别是在缺磷施肥情况下。

该现象说明长期均衡施肥有助于农业土壤的“增汇减

排”，并为潮土地区的合理施肥奠定了科学基础和提供

了理论指导。 

2.4  土壤物质循环研究 

土壤微生物是土壤生态系统碳氮等循环的驱动
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者。土壤微生物活性与土壤有机质含量紧密相关。

Barros 等[26]发现高有机质含量（15.5%）土壤中微生物

生长速率常数高，且土壤产生的热效应也高（1.01 J/g），

这可能由于高含量的有机质刺激了土壤微生物生长而

产生更多的热效应。Barja 和 Nunez[27]也发现在添加有

机质后，土壤微生物生长速率常数增大。因此，土壤

微生物热效应可以很好地表征土壤有机质降解过程。

虽然土壤微生物释放的 CO2 速率常作为土壤有机质降

解的测定指标，但是 CO2 数据却无法真实反映土壤有

机质的变化[28]，因为土壤有机质很多组成在微生物降

解过程中并不会生成 CO2。而微量热法是测定土壤有

机质降解的理想工具[29-30]，因为土壤微生物参与土壤

碳动力学中必然会释放热量，而微量热仪可以方便、

快捷地监测热量的变化，建立热动力学模型，揭示土

壤碳动力学过程。Barros 等[2]发现微生物微量热和 CO2

数据结合可以更好地揭示土壤碳动力学过程，并确信

该方法必将成为今后土壤学研究的重要手段。 

2.5  土壤污染研究 

土壤是各种污染物的汇。土壤微生物作为土壤生

态系统的生物指标，由微量热仪检测的土壤微生物热

谱图可以很好地反映出不同污染对土壤微生物活性的

影响，以及土壤微生物对部分污染物的降解和利用过

程。 

2.5.1  重金属污染    重金属污染是土壤污染的一

个重要方面。多数重金属对微生物都具有很强的毒性，

微量热仪可以敏锐地测定并表征。Wang 等 [12]利用

∆Hmet研究了 7 种重金属对土壤微生物活性的影响，发

现不同重金属对土壤微生物代谢活性的影响程度不

等，毒性由大到小分别是 Cr＞Pb＞As＞Co＞Zn＞Cd

＞Cu。Zhou 等[31]对不同浓度的 Zn 对土壤微生物活性

进行研究。由于 Zn 是生物生长所必需的元素之一，低

浓度 Zn 刺激了土壤微生物活性；但当 Zn 浓度大于    

1 920 μg/g 后，微生物活性开始受到抑制，到达 6 000 

μg/g 时已无法检测出微生物代谢活性。与 Zn 不同，

Yao 等[32]发现随着 Cd 浓度增加，土壤微生物热功率下

降，tmax增大，即微生物代谢活性下降。Wang 等[33]通

过释放的热功率差异发现细菌和真菌协同比单菌种更

易抵抗重金属的胁迫，为不同生态位微生物的生态学

意义研究提供了新的思路。 

2.5.2  有机物污染    微量热法也已用于有机污染

物对土壤微生物活性影响的研究。Chen 等[34]对联苯酚

3 种同分异构体（catechol，resorcinol 和 hydroquinone）

的研究发现，联苯酚浓度的增加降低了土壤微生物生

长速率常数，使得微生物活性受到抑制，数量减少；

且 3 种异构体的毒性依次为 hydroquinone＞resorcinol

＞catechol。Wang 等 [9]对农药毒死蜱（Chlorpyrifos

（CPF））和其环境氧化降解产物（Chlorpyrifos-Oxon

（CPO））对土壤微生物活性的影响发现，CPO 的毒性

是其母体 CPF 毒性的 26 倍。对∆Hmet 和其他几个微量

热值的分析发现土壤微生物在面对环境胁迫时，能够

将生命代谢活动消耗的能源（比如繁殖或者生物体的

生长）转移为生存所需要的能量，以抵抗这种胁迫。

与重金属污染不同，微生物还可以利用有机污染物为

碳源，最终降解此类污染物。Teeling 和 Cypionka[35]

发现有机污染的添加反而会一定程度上刺激土壤微生

物的活性。对德国砂壤土的研究发现，对照土壤热功

率为 30.5 μW，而添加了四乙基铅有机污染后，土壤热

功率超过了 150 μW；经灭菌土壤证实，增加的热功率

是由土壤微生物降解四乙基铅而生成的。 

3  微量热法在土壤微生物研究中的展望 

微量热法可以实时、原位和无干扰地检测土壤微

生物活性变化，可以定性、定量地表征土壤微生物代

谢和生长。土壤微生物是土壤生态系统的敏感指标，

所有影响土壤微生物活性的因素都能够利用微量热法

进行测定和分析。因此，微量热法可以全面应用于土

壤学研究中，如土壤肥力的评价、土壤质量的评估、

土壤微生物驱动的地球化学循环过程的揭示等。如全

球气候正在变化，大气中二氧化碳和臭氧浓度不断增

加。不断变化的气候已给农田生态系统带来影响，其

中微生物多样性的改变虽已被发现，但如果能从原位

的微生物代谢活性角度出发可以更全面地揭示农田生

态系统对全球气候变化的反应和反馈，让我们更好地

为未来的农业防灾和减灾工作做好准备。 

虽然微量热法已用于土壤微生物活性和功能的研

究，但是如何利用该方法正确评价土壤微生物以及土

壤生态系统却很少被探讨。目前的研究只是简单比较

不同环境中土壤微生物的 Pmax、QT、tmax、k 和∆Hmet

等，普遍认为 Pmax、QT、k 和∆Hmet 越大，tmax 越小越

好。然而是否仅此就可以表征土壤生态系统的健康？

微生物产生的热功率和土壤肥力、土壤质量等是否完

全正相关？是否不同土壤生态系统的微生物热功率会

有一个健康的上下阈值？是否应该在某个参数或因子

的前提下来评价土壤微生物的热功率？这些问题却都

还没有被提及。相信随着微量热法在土壤微生物研究

中日益广泛的应用，这些问题一定会迎刃而解。此外，

微量热法只是一种非特异性的检测手段，要想在土壤

这类复杂体系反应过程中获得更多的信息，我们应将
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微量热法和其他检测手段，如高效液相色谱、质谱分

析，分子生物学方法如指纹图谱、高通量测序技术、

实时定量 PCR 等结合起来；并在实验方法上进一步优

化，使得微量热法更好地成为土壤微生物研究的重要

手段和方法。 
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Abstract:  All life processes are associated with heat effect. Microcalorimetry can sensitively track this heat effect and quantitatively 

characterize life processes. Though microcalorimetry has been extensively and intensively applied in medical and biochemical researching fields, it is 

hardly used in soil microbiology research yet. This article briefly introduced the principle and the protocol of microcalorimetry, reviewd advances in 

its application and prospects its development in soil microbiology research, in order to provide new technique and idea for soil microbiology research.  
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