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摘要：荧光标记的底物与土壤微界面的胞外酶充分反应，释放出的荧光基团被原位保留，

并可在 355 nm 左右的激发光下发射出 460 nm 左右的可见光 (M. Vepsäläinen et al., 

2001)。由于发射光强度与荧光基团释放量有良好的回归关系，而酶促反应释放的荧光

基团与被降解的荧光底物在物质的量上相等，可通过相机捕捉发射光的强度与分布情况，

实现对酶活性的原位高分辨率定量检测。 
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一、根土界面酶活性原位检测 

 
材料与试剂 

1. 离心管 (预灭菌) 

2. 酒精棉 

3. 聚酰胺膜 (0.45 μm) 

4. 铝箔纸 
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5. 糙纸 

6. 吗啡啉乙磺酸半钠盐 MES (C6H13NO4SNa0.5)，相对分子质量 206.73 g/mol 

7. TRIZMA-Base，相对分子质量 121.14 g/mol 

8. TRIZMA-HCl，相对分子质量 157.60 g/mol 

9. 4-甲基伞形酮 (MUF)，相对分子质量 176.17 g/mol 

10. 7-氨基-4-甲基香豆素 (AMC)，相对分子质量 175.18 g/mol 

11. 带 MUF 或 AMC 标记的酶底物 

 
仪器设备 

1. 试管 (预灭菌) 

2. 500 ml 容量瓶 

3. 玻璃棒 

4. 剪刀 

5. 镊子 

6. 酒精灯 

7. 1/10000 天平 

8. 斡旋振动仪 

9. 水浴锅 

10. 恒温培养箱 

11. 紫外灯 

12. 数码单反相机 

13. 460 nm 带通滤光片 

 

实验步骤 

1. 溶液配备 

配置前根据实验酶谱实验量计算大致所需酶底物溶液量，避免试剂浪费。一般一张 

10 × 10 cm2的聚酰胺膜需 1.92 ml 酶底物溶液。 

1.1 缓冲液储备液配备 
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1) 100 mM MES 储备液 (用于配制 MUF 标记的底物)：称取 2.0673 g，转移

至烧杯，加入适量灭菌水，用玻璃棒搅拌，转移至 100 ml 容量瓶，用灭菌

水定容至 100 ml。 

2) 100 mM TRIZMA储备液 (用于配制AMC标记的底物)：称取1.2114 g TRIZ-

Base & 1.5760 g TRIZ-HCl 转移至烧杯，加入适量灭菌水，用玻璃棒搅拌，

转移至 100 ml 容量瓶，用灭菌水定容至 100 ml；配制完成后转移至广口

瓶，并放置于 4 °C 保存。 

注：储备液可在于 4 °C 储存 2 个月 

1.2 酶底物配备 

不同的酶在不同土壤条件最适酶底物浓度存在差异，通常为 1-10 mM。为节约

试剂，同时达到最佳实验效果，建议通过预实验确定底物浓度。不同的酶对应的

底物不同 (表 1)，下面以配制 100 ml 10 mM 的 β-D-glucosidase 举例： 

用 5 ml 移液枪吸取 100 mM 的 MES 缓冲液储备液，用灭菌水稀释成 10 

mM 缓冲液工作液待用。称取 4-MUF-β-1,4-D-glucoside 338.31 mg，转移至烧

杯，加适量 MES 缓冲液工作液，用玻璃棒搅拌溶解 (也可以通过涡旋、水浴加

热使其溶解，但注意水浴温度应低于 60 °C)，用 MES 缓冲液工作液定容至 100 

ml。 
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表 1. 底物及其摩尔质量和相应的缓冲液列表 

酶名称 英文名 对应的底物英文名 化学式 

相对分子质量

(g/mol) 缓冲液 酶的功能 

β-葡萄糖苷酶 β-glucosidase 4-Methylumbelliferone-β-D-Glucoside C16H18O8 338.31 MES 从纤维素中释放葡萄糖 

纤维素二糖水

解酶 

Cellobiohydrolase 4-Methylumbelliferone-β-D-Cellobioside C22H28O13 500.45 MES 从纤维素中释放双糖 

木聚糖酶 Xylanase 4-Methylumbelliferone-β-D-

Xylopyranoside 

C15H16O7 308.28 MES 从半纤维素中释放木糖 

几丁质酶 Chitinase 4-Methylumbelliferone-N-Acetyl-β-D-

glucosaminide 

C18H21NO8 379.36 MES 从几丁质中释放 N-乙酰氨

基葡萄糖 

磷酸酶 Phosphatase 4-Methylumbelliferone-phosphate C10H10O6PN

a2 

300.11 MES 释放附着的磷酸基团 

亮氨酸氨基肽

酶 

Leucine-

aminopeptidase 

L-Leucine-7-amido-methylcoumarin 

hydrochloride 

C16H20N2O3 

HCl 

324.81 TRIZMA 肽键的水解 

酪氨酸氨基肽

酶 

Tyrosine-

aminopeptidase 

L-Tyrosine-7-amido-methylcoumarin C19H18N2O4 338.36 TRIZMA 肽键的水解 
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1.3 标准溶液配制 

称取 0.0881 mg MUF 或 0.0876 mg AMC 于灭菌烧杯中，加 25 ml 甲醇溶解，

灭菌水定容至 50 ml，配制 10 mM 的 MUF 或 AMC 标线母液。将母液连续梯度

稀释，获取 6 mM、4 mM、2 mM、1 mM、0.5 mM、0.25 mM、0.01 mM 的浓

度梯度。 

注：以上操作所用实验器材均需做灭菌处理。选择的溶液浓度需涵盖样品的所有

范围，超出标线范围的样品校正结果可能被高估或低估。 

2. 样品准备 

准备好植物种子或幼苗，种植在具有活动透明根窗的根盒中，于适宜条件下培养。

作物生长时，根盒保持根窗朝下倾斜 45° - 60°，以确保根系在重力的作用下沿根窗

生长 (图 1)，持续观察根窗面的根系生长情况，当观察到清晰、健壮的根系时即可

进行原位酶谱实验，或根据自己的实验需要设置测定时间 (Ge et al., 2017)。 

 

 

图 1. 根窗示意图 

 

3. 反应 

3.1 将聚酰胺膜裁剪成与根窗相同的尺寸，转移适量 (可刚好饱和浸润聚酰胺膜，

约 2 ml/10 × 10 cm2) 酶底物溶液至灭菌试管中，试管尺寸由膜的尺寸确定。将

聚酰胺膜卷成蛋卷状，垂直放入试管，用封口膜封口，水平放置试管在试验台

上，沿相同方向滚动 20-30 次，保证酶底物均匀分布在聚酰胺膜。 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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3.2 将根盒根窗面向上水平放置，小心打开根窗，整个过程应均匀用力，保持根土

界面的完整性。 

3.3 用镊子从试管中取出聚酰胺膜，展开后平整贴在根土界面上，避免气泡产生，

快速将事先剪好的铝箔纸平整覆盖在膜上，铝箔纸比膜稍大，以完全遮蔽光线，

以防酶促反应产生的荧光基团被紫外淬灭。在铝箔纸上覆盖海绵薄膜或者草纸 

(3-4 张并折叠为膜相当大小)，保证盖子与膜之间空隙被完全填充，然后盖好根

窗，然后保持根窗面向上水平放置培养 1 h。培养时可用重物压紧根窗，保证土

样与膜紧密接触且各部位受力均匀。 

4. 成像 

打开根窗，依次移除填充层和铝箔纸，自上而下取下聚酰胺膜，用软刷移除膜上附

着的土壤颗粒等杂质，避光条件下快速转移到暗室中，置于 350 nm 的紫外灯下，

采用蝴蝶光源或面光源保证整张膜受光均匀，调整好相机参数和与膜的相对位置 

(整个实验过程要保持相机状态一致)，在膜的一侧平行放置刻度尺，拍摄照片。为排

除环境反射光干扰，可在镜头上安装中心波长为 460 nm 的带通滤光片。 

5. 标准品成像 

取面积为 2 × 2 cm2的聚酰胺膜，分别在不同浓度的 MUF 或 AMC 溶液中饱和浸润，

同时记录完全浸润此聚酰胺膜所需的溶液体积，在与样品酶谱同样的条件下进行成

像，用于后续标准曲线绘制。 

 

二、土壤团聚体表面酶活原位分布 

 

材料与试剂 

1. 菲林胶片 

2. 硅基片 

3. SU-8 光刻胶 

4. 毛细吸管 

5. 培养皿 

6. 聚乙二醇甲基醚丙烯酸酯 (PEGMEA) 

7. 异丙醇 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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8. PDMS 预聚体 

9. PDMS 固化剂 

10. 吗啡啉乙磺酸半钠盐 MES (C6H13NO4SNa0.5)，相对分子质量 206.73 g/mol 

11. TRIZMA-Base，相对分子质量 121.14 g/mol 

12. TRIZMA-HCl，相对分子质量 157.60 g/mol 

13. 4-甲基伞形酮 (MUF)，相对分子质量 176.17 g/mol 

14. 7-氨基-4-甲基香豆素 (AMC)，相对分子质量 175.18 g/mol 

15. 带 MUF 或 AMC 标记的酶底物 

 

仪器设备 

1. 套筛 

2. 载玻片 

3. 紫外深度光刻机 (URE-2000/25L 型，上海光学机械厂) 

4. 数控热平板 

5. 匀胶机 

6. 真空泵 

7. 烘箱 

8. 激光共聚焦显微镜 

 

实验步骤 

1. 缓冲液配制 

1.1 100 mM MES 储备液 (用于配制 MUF 标记的底物)：称取 2.0673 g，转移至烧

杯，加入适量灭菌水，用玻璃棒搅拌，转移至 100 ml 容量瓶，用灭菌水定容至

100 ml。 

1.2 100 mM TRIZMA 储备液 (用于配制 AMC 标记的底物)：称取 1.2114 g TRIZ-

Base & 1.5760 g TRIZ-HCl 转移至烧杯，加入适量灭菌水，用玻璃棒搅拌，转

移至 100 ml 容量瓶，用灭菌水定容至 100 ml；配制完成后转移至广口瓶并于

4 °C 保存。 

注：储备液可在于 4 °C 储存 2 个月。 

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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2. 酶底物配制 

不同的酶在不同土壤条件最适酶底物浓度存在差异，通常为 1-10 mM。为避免浪费

试剂，同时达到最佳实验效果，建议通过预实验确定底物浓度。下面以配制 100 ml 

10 mM 的 β-D-glucosidase 举例： 

用 5 ml 移液枪吸取 100 mM 的 MES 缓冲液储备液，用灭菌水稀释成 10 mM

缓冲液工作液待用。称取 4-MUF-β-1,4-D-glucoside 338.31 mg，转移至烧杯，加适

量 MES 缓冲液工作液，用玻璃棒搅拌溶解 (也可以通过涡旋、水浴加热使其溶解，

水浴温度应低于 60 °C)，用 MES 缓冲液工作液定容至 100 ml。 

3. 团聚体微反应室制作 (Huang et al., 2017) 

3.1 掩膜制作 

使用 Auto CAD 软件设计实验所需图案，此处以直径为 2 mm、间隔为 0.5 mm 

的 3 × 3 圆形微阵列为例，通过 25,400 dpi 高分辨率激光打印机打印在菲林胶

片上，制成掩膜，一张掩膜可打印多个微阵列，从而实现微反应室的高通量制作 

(图 2)。掩膜中灰色区域为透光区域，而其余黑色部分为不透光区域。 

 

 
图 2. 掩膜示意图 
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3.2 SU-8 阳模制作 

1) 硅基片清洗：取硅基片于 500 ml 的烧杯中，两个硅基片间用丙酮超声 10 

min 后去除有机污染物，再采用双氧水-浓硫酸混合液 (体积比 1:3) 清洗 3 

h 后，超声 30 min。最后，将超纯水多次超声清洗的硅片，在 120 °C 环境

热平板上彻底烘干。 

2) 匀胶：取 1-2 滴 SU-8 光刻胶滴在硅片中心，在匀胶机上 900 × g 10 

s、1,500 × g 30 s 匀胶，形成约 80 μm 厚的胶层。 

3) 前烘：将匀胶后的硅片放在热平板上前烘，条件为 65 °C 6 min，95 °C 10 

min。 

4) 光刻：将掩膜图案与匀好胶的硅片对准，紫外照射 10 s。透光区域紫外线

和光刻胶反应固化，不透光区域则未固化。 

5) 后烘与显影：将光刻后的硅片放在电平板上后烘，条件为 65 °C 3 min，95 °C 

6 min。用 PEGMEA 将未经紫外曝光的光刻胶溶解掉，待图像显现完整后

用异丙醇终止反应，并于去离子水清洗干净，将显影后的硅片放在平板加热

器上放在热平板坚模，条件为 65 °C 5 min，再 135 °C 2 h。 

3.3 PDMS 印章制作 

取 PDMS 预聚体和固化剂以 10：1 质量比混合，充分搅拌，用真空泵去除 PDMS

中的气泡后，倒在 SU-8 模板上，厚度为 0.2-0.4 mm。常温静置 5 min，烘箱中

45 °C 固化 3 h，即获得 PDMS 印章。 

3.4 微反应室构建 

将酒精清洗、干燥后的载玻片和 PDMS 印章置于氧等离子体清洗仪中进行表面

亲水化改性，条件为电压 420 V, 腔内氧气流速 800 ml·min-1, 时长 80 s。将改

性后的玻片和 PDMS 印章迅速贴合，10 s 后撕下印章，接触了 PDMS 的玻片

因 PDMS 薄膜粘连在玻片上而变成疏水性区域，而未接触到 PDMS 的圆形区

域为亲水界面，从而形成微反应室。 

4. 团聚体分离与加载 

取 0.5 g 鲜土于 50 ml 的离心管中，加 20 ml PBS 缓冲液，横置在摇床上，200 × g

震荡 2 h 以分散团聚体。选择适当孔径的不锈钢筛，实现不同粒级的团聚体分离，

收集所需粒级团聚体于 50 ml 离心管中，用 10 ml PBS 缓冲液冲洗数次，至残留粘

http://www.bio-protocol.org/e1010201
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粒和非水稳性颗粒完全去除。静置使团聚体沉淀，去除大部分上清，保留约 1 ml 缓

冲液。震荡重悬浮团聚体，并转移到 2 ml 的离心管中，用毛细管吸取团聚体，滴在

等离子体清洗仪亲水改性后的载玻片上，使缓冲液液滴在载玻片上分散，并包裹团

聚体充分分离，另取一只毛细管 (根据需要的团聚体颗粒大小确定毛细管内径)，吸

取单个团聚体，将毛细管口与微反应室亲水区接触，在重力与表面张力的作用下将

团聚体加载在微反应室中。每个微点阵有 9 个微反应室，可同时观察 9 个单团聚体。 

注：团聚体在载玻片上的停留时间应不超过 5 min 内完成，时间过久团聚体易破碎。 

5. 反应与成像 

用移液枪向微反应室中加入适量酶底物溶液，根据团聚体大小调整底物添加量，以

刚好淹没团聚体为宜。每个微点阵中随机选取 3 个团聚体，以 MES/TRIZMA 缓冲

液替代酶底物溶液，作为空白对照。将微点阵放在培养皿中，恒温恒湿避光培养 1 

h。取出微点阵，在激光共聚焦显微镜下观察成像。由于团聚体透光性较差，激光共

聚焦显微镜以倒置型为宜。 

 
结果与分析 

以下图像处理流程主要针对方案 1 ；根土界面酶活性原位检测所获取的图像数据，方 

案 2 。土壤团聚体表面酶活原位分布图像可用激光共聚焦显微镜自带图像处理工具处 

理，仅以下述方法辅助。 

1. 几何校正 

由于拍摄角度或不同型号相机成像偏差的问题，可能导致拍摄的图片几何形状失真

，因此获得的酶谱图片首先判断是否需要进行几何校正，可以刻度尺为参照。校正

后的图像可能存在部分区域的图像数据的丢失，需要通过插值的方法进行。如下图

所示： 

 

 
图 3. 几何校正示意图 
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具体办法：打开 ACDSee Pro，在编辑状态下打开“透视校正”功能，选择显示网

络线，拖动网络线外边框的一个角向外拖动，直到线条垂直。 

注：也可根据自己熟悉的操作，使用 Photoshop 或 Image J 等软件进行几何校正。

但这种调节均是有损调节，会导致图像信息的损失，建议尽量在拍摄过程中保持镜

头与膜的平行，避免形变。 

 

2. 灰度校正及伪彩化 

图像在成像过程中，往往由于光照、摄像、传感器灵敏度以及光学系统等的不均匀

性而引起图像某些部分较暗或较亮。对这类图像使用灰度级修正，能够获得满意的

视觉效果。针对酶谱图片，在相机设置和位置不改变的情况下，主要是检查图片背

景是否一致，可用刻度尺作为背景参考。曝光强弱不同会缩小或扩大同一实验中处

理间的差异。具体办法 (之后均以 Image J 为例)：Image-Type-8 bit；之后选择任意

背景区域，进行分析，查看 Analyze-Measure 的结果。如果不一致，则需要根据

Process-Math-Add/Subtract 命令来做小幅度调整。选择膜所在范围后，Image-

Crop/Duplicate，将膜以外的视野去掉。 

上伪彩：由于人眼分辨率不同彩色的能力比分辨不同灰度级的能力强，因此可

以将人眼难以分辨的灰度变化施以不同的色彩来提高识别率。具体步骤：Image-

Lookup tables-选择适合自己的结果的样式。调整图片到最佳显示状态：Image-

Adjust-Brightness/Contrast-Auto/Set. 

结果如下图所示： 
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图 4. 数据处理过程示意图 

 

3. 定量分析 

提取标准图像灰度值，建立灰度值和酶活性之间的标准曲线，以定量分析原位酶活

性。后续分析均需要以灰度转换为酶活性之后的结果为依据。具体步骤：Analyze-

Calibrate-输入浓度梯度及对应的灰度值，选择 Function-OK，显示结果需要 R2 > 

0.99。 添加标尺：Analyze-Tools-Calibration bar-调整显示参数-OK，即可用作结果

展示。 

热区定量：计算非根际土壤酶活性的的标准差 (SD) 和平均值 (a reference = 

1.0 ± SD)。酶活性强度高于 Mean+2SD 则被视为热区 (N. Bilyera et al., 2020)。

具体操作办法：Image-Adjust-Threshold。 

根际范围定量：从根际中心到非根际土壤酶活性会有快速降低至平稳的变化趋

势，可将该距离视为根际范围。具体操作步骤：以任意单独根系为参照，画小短线

，Analyze-Plot Profile-选择 Live 按钮之后拖动小短线，找到合适的根际变化趋势，

List 可查看数据结果确定受根际影响范围大小，最终根据像素点 (pixels) 及图片分

辨率将横轴单位转换为 mm 即可得到根际范围。 

 

方法评价 

1. 适用范围及改进 

本方法分为两部分，第一部分基于目前广泛使用的酶谱方法，用于原位可视化植物

根际酶活性分布及酶活性热区定量；第二部分是将之前原位酶谱方法与激光共聚焦
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显微镜结合，能够将原来 mm 级的检测扩展到 μm 级，提高了酶活性分布的检测分

辨率，其适用范围也相应得到扩展，同时将底物直接添加到土壤中，避免了聚酰胺

膜自身的荧光强度影响。 

2. 局限性 

尽管本文已经对酶谱方法有一定的改进，但仍存在一定局限性： 

2.1 目前仅局限于测定可用荧光法的土壤水解酶，对基于比色法测定的氧化酶等仍

存在技术难题，如氧气的控制不能很准确，没有相应的荧光基团底物。 

2.2 目前酶谱的结果基本基于二维平面，三维空间分布的实现难度较大；虽然激光

共聚焦能够实现三维展示，但其范围比较小，难以适用根际酶活分布等大范围

酶活的测定。 

2.3 酶谱数据的处理尚没有统一的标准，导致不同实验室结果之间的比较存在不确

定性。 

2.4 相机的性能等对结果准确性影响比较大，因此应尽量选择配置高的相机，但这

无疑增加了测定设备的成本；与激光共聚焦显微镜结合的酶谱方法也会因设备

昂贵而导致使用广泛性受限。 
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