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摘 要：磷是土壤生态系统中的重要组成元素，开展土壤磷循环研究对提高磷肥利用效率和降低磷的生态环境风险具有重要意义。磷酸盐氧同位素技术已经被证明是一种示踪环境中磷生物地球化学行为的有效方法。本文系统综述了磷酸盐氧同位素技术的研究进展和未来发展方向。详细介绍了磷酸盐氧同位素的技术原理、样品处理和测定方法；阐述了无机磷和有机磷的氧同位素特征及时空分布特征；从评估土壤磷微生物利用状况和示踪土壤磷循环两个方面探讨了磷酸盐氧同位素技术在土壤磷循环研究中的应用前景，分析了磷来源、环境条件、生物活动和样品前处理过程对土壤磷酸盐氧同位素特征的影响，最后展望了该技术未来的研究方向。以期为磷酸盐氧同位素技术在土壤学和环境科学领域的发展和应用提供新的视角和科学指导。
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The Application of Phosphate Oxygen Isotopes in Soil Phosphorus Cycling
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Abstract:  Phosphorus (P) is an important element in the soil ecosystem. Researching P cycling in soil is of great significance to improve the utilization efficiency of P fertilizer and reduce the ecological environmental risk of P. Using stable isotopes tracer technology to trace P cycling is limited due to its one stable isotope. In the environment, most P exists as phosphate with a stable P-O bond. In the natural ecosystem, without the participation of microorganisms, oxygen isotopic fractionation is slow and negligible. The phosphate oxygen isotopes technique is an effective method for tracing the biogeochemical behavior of P in the environment. This paper systematically reviews the current research and future development of phosphate oxygen isotopes technology. Firstly, the application principle of phosphate oxygen isotopes is introduced. Secondly, the methods for sample extraction, purification and measurement of oxygen isotopic composition of inorganic P and organic P are systematically described. Modified Hedley sequential extraction is most used in classing the inorganic P form. The organic P is purified by combining size exclusion chromatography and ultraviolet digestion. Thirdly, the characteristics of oxygen isotopic composition and Spatio-temporal distributions of inorganic P and organic P are also described. In general, highly active phosphorus has a higher oxygen isotopic composition which could also fluctuate over time. According to existing reports, there is no spatial variability in soil phosphate oxygen isotopic composition. Fourthly, the application prospect of phosphate oxygen isotopes technique in soil P cycling is discussed from two aspects: (ⅰ) The microbial utilization of soil P can be evaluated according to the balance of phosphate oxygen isotopes composition. (ii)Tracing the soil P cycling basis on the characteristics of oxygen isotopic composition of different P sources and forms. Then, this paper analyses the influencing factors of soil phosphate oxygen isotopic composition. The most important factor is the source of P. Importantly, the exogenous P entering the soil could break the original balance of P cycling, and directly affects the P content and the characteristics of oxygen isotopes. Environmental conditions, including temperature, moisture, pH, oxygen isotopic composition of water also have great impacts on soil phosphate oxygen isotopes. Oxygen isotopic fractionation is mainly driven by organisms, so organisms play an important role in soil P cycling which can be affected by both microbial community and plant diversity. In addition, the processing of samples treatments influence the reliability of the results. Finally, the future research directions of this technology are proposed in three parts: (ⅰ) Establishing standard methods of pretreatment for phosphate oxygen isotopes; (ii) Strengthening the study of organic P oxygen isotopes; (iii) Combining multiple methods to reveal the mechanism of soil P cycling. This paper hopes to provide a new perspective and scientific guidance for the development and application of phosphate oxygen isotopes technique in the field of soil science and environmental science. 
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磷是组成生命的重要元素之一，在生物体的发育繁殖中起着至关重要的作用[1]。磷是作物生长必需的营养元素，直接影响到作物的生长和产量。近年来磷肥的大量施用，不仅使磷肥的利用率下降，还增加了土壤磷的流失风险，进而导致水体富营养化等问题[2-3]。磷在土壤中以不同的形式存在，随着光谱技术的发展，已经能够从分子水平上认识土壤不同磷素的形态[4]，但是目前仍然无法很好地区分不同形态的磷素，并且不同形态磷素之间的相关转化机制尚不清楚。
[bookmark: _Hlk58350636][bookmark: _Hlk58350673][bookmark: _Hlk54858393]同位素是研究元素循环的重要手段，可以示踪元素的来源和迁移转化过程[5-6]。放射性磷同位素半衰期均小于一个月，且放射强度较低，因此在长周期和较大空间尺度上无法用于同位素示踪研究[7]。而磷的稳定同位素只有31P，无法用稳定同位素示踪法来研究磷在自然界中的迁移转化。自然界中大多数磷与氧紧密结合形成正磷酸盐，磷氧键十分稳定，在自然温度和pH条件下，非生物的氧同位素分馏可以忽略不计，磷酸盐氧同位素组成（δ18OP）反映了磷的微生物利用状况[8-9]，因此可以用氧同位素间接研究环境中磷的生物地球化学循环。氧元素有三个稳定同位素（16O、17O、18O），氧同位素定义为：
                                                             （1）
[bookmark: _Hlk38637678][bookmark: _Hlk54859245]式中，Rsample为样品的18O/16O原子丰度比值；RVSMOW为维也纳标准平均海洋水（VSMOW）18O/16O原子丰度比值。 
对已发表的δ18OP技术相关文献进行了统计分析，结果如图1所示。该技术在1980年以后开始被应用，进入21世纪尤其是2010年以后相关研究开始增多，而在土壤学中的应用主要集中在近十年，且有迅速增长的趋势。但是与其他研究发表文章的数量相比，该技术的相关成果还是比较匮乏的。
δ18OP技术经过几十年的发展，其测定方法已经相对成熟，但是土壤磷形态的提取和纯化过程复杂，限制了该方法的应用。本文介绍了目前常用的不同土壤磷形态的提取方法和两种常用提取剂的提纯和转化方法，对已发表与土壤δ18OP相关的研究成果进行了总结，分析了相关的影响因素，最后对未来δ18OP技术在土壤磷循环研究中的应用提出了一些建议，并对该技术未来的发展进行了展望。
[image: ]
注：在Web of Science核心数据库中，以“oxygen isotopes”和“phosphorus”为主题词进行检索，截至到2021年3月8日共搜索到期刊类文章439篇，有“soil”主题词的文章共120篇。Note：In the core database of Web of Science, a total of 439 journal articles were searched with the main headings of "oxygen isotopes" and "phosphorus", and 120 articles with the theme of "soil" were found up to March 8, 2021.
图 1不同年份磷酸盐氧同位素技术的发表文章数量统计
Fig. 1 Publication related to the technology of phosphate oxygen isotopic ratios at different year
  
1 土壤磷酸盐氧同位素的应用原理
[bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK19]磷进入土壤后经一系列物理化学生物作用转化成不同形态的磷，并在这些形态中相互转化，此过程会发生磷氧键的断裂和形成，与环境中的水分子发生同位素交换，由此产生同位素分馏。有研究证明在不同温度条件下或者不同氧同位素的水环境中，细胞外的无机焦磷酸酶均能使无机磷（Pi）与水迅速达到温度依赖的氧同位素平衡，在Pi上留下平衡的氧同位素标记[8]。Longinelli和Nuti[10]采用经验方程描述了水和磷酸盐之间的温度依赖平衡: 
                                                          （2）
式中，T为水温(℃)；δ18OP和δ18OH2O分别为磷酸盐和水的氧同位素组成。
[bookmark: OLE_LINK7]土壤不同磷形态的δ18OP并不总是稳定在平衡值。微生物从环境中吸收磷酸盐时会偏好吸收利用轻同位素，使残留的磷酸盐富集重氧同位素[8]，而有机磷（Po）被碱性磷酸酶或酸性磷酸酶分解则会伴随着动力学分馏，产生负的同位素分馏[8,11-12]。这两种非平衡分馏形式均会改变土壤环境中的δ18OP，甚至打破原有的同位素平衡。δ18OP相比磷的浓度对生物活动更加敏感，能够快速地响应微生物活动，从而反映土壤中磷的利用状况。
水体中磷酸盐如果未被大量循环利用，且来源中δ18OP有显著差异时，溶解态Pi的δ18OP可以示踪磷的来源[13]。土壤作为磷汇，有丰富的物质来源，包括成土母质、化肥、畜禽粪便、植物残体、大气沉降等，它们的δ18OP是有差异的。过量的磷进入土壤，如果未被微生物循环利用，则原有的δ18OP特征就会被保存下来，因此δ18OP也具有示踪土壤磷循环和来源的潜力[11,14]。土壤中磷的循环还可以通过时间变化和不同处理的土壤不同磷形态δ18OP的差异揭示土壤磷循环机制。 
2 土壤磷酸盐氧同位素的分析方法
2.1 土壤无机磷提取、转化和提纯方法
[bookmark: OLE_LINK20][bookmark: OLE_LINK21][bookmark: _Hlk80819823]由于土壤中磷素形态复杂多样，对于不同磷形态的分级依旧停留在操作上的定义，即用不同强度的提取剂提取不同活性的磷。对于Pi分级常用方法是顺序提取法或单一提取法。顺序提取法最先由Hedley等[15]提出的，主要用于提取土壤中不同形态的磷，并测定相应的浓度。但是Hedley等提取法中20%~60%的磷在残留态中未被提取出，其中Po占比很大，这些Po也会参与磷的短期循环转化，因此Tiessen和Moir[16]对Hedley顺序提取法进行了改进。随后Zohar等[17]将Hedley和Tiessen顺序提取法与McLaughlin等[18]采用的海水Pi氧同位素测定方法结合起来并进行改进，用于土壤Pi的研究，图2展示了该方法的实验流程。Lei等[19]也证明了这种方法适用于土壤样品的研究。在对土壤特定形态的磷酸盐进行研究时，有些学者则选择使用一种提取剂[14,20-21]或者顺序提取法中的一种提取态测定δ18OP[22]。
[image: ]
注：MAGIC：McLaughlin等[18]采用的磷酸盐纯化方法。Note: MAGIC: the phosphate purification method adopted by McLaughlin et al.[18]
图 2  土壤顺序提取法和无机磷酸盐氧同位素测定方法实验流程图
Fig. 2 Flow chart of sequential extraction in soil and determination of inorganic phosphate oxygen isotopes
 
由于土壤组分比较复杂，提取的溶液中除了有Pi，还包含有机质和金属离子（Fe、Mg、Ca、Al等），这些杂质会影响磷酸银的形成且对氧同位素的测定产生干扰[14,17]，因此在转化成磷酸盐的过程中对提取液进行纯化非常重要。目前常用的有两种方法，一种是McLaughlin等[9,18,23]使用的氢氧化镁共沉淀法（MAGIC）富集磷酸盐，将其转化成磷酸铈，再转化成磷酸银测定δ18OP。另一种是Tamburini等[14]提出的磷酸钼铵-磷酸铵镁多步沉淀法（APM-MAP）。MAGIC最开始是用于海水中δ18OP研究，因此更适用于磷酸盐含量较低的提取液，而APM-MAP能够更加有效地去除有机质的干扰，更适用于有机质含量高的土壤和沉积物。对于H2O/树脂、NaHCO3和NaOH提取的溶液一般使用MAGIC共沉淀法，而HCl、三氯乙酸（TCA）和NaOH-EDTA提取的溶液常使用APM-MAP方法[6,11,14,20-22]，也有研究将两个方法相结合，即先用Mg(OH)2对提取液进行浓缩，再利用APM-MAP进行提纯[24]。
为了更好地去除杂质，得到纯度比较高的磷酸银，不同的学者对转化方法进行了改进。具体的改进方式和效果如表1所示。目前对于样品的标准纯化方法仍未建立，对于不同转化和提纯方法测得的δ18OP是否能够进行比较也鲜有报道。
[bookmark: _Hlk86771479]表1 磷酸盐氧同位素纯化的改进方法比较
Table 1 Comparison between improvement methods for purification of phosphate oxygen isotopes
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[bookmark: _Hlk86771326]① Soak with 15% H2O2; Recrystallize with NH4OH. ②The color was improved and the AgCl and Ag impurities were effectively removed. ③Phosphorus-free activated carbon powder was added during extraction.④Effectively removing the effects of organic matter. ⑤Soil samples were first added with NaClO and stirred for 24 h. The precipitates were washed and dried before extracting; XAD-2 resin was added to the extraction; Rapid microprecipitation. ⑥Organic matter was removed efficiently, but the rapid microprecipitation method introduced Ag impurity. ⑦Fe(OH)3- PO43- co-precipitation; Soak with 15% H2O2. ⑧Most of the metal cations and Cl- were removed.

2.2 土壤有机磷提取、转化和提纯方法
δ18OP的研究主要集中在土壤Pi，而Po一般当做杂质去除，但是Po的研究在揭示土壤磷循环中也是至关重要的[26]。关于Po的氧同位素分析相关报道较少，Tamburini等[27]第一次尝试，将NaOH-EDTA提取液用分子排阻色谱法将分子量大于5kDa的Po分离出来，用紫外灯照射使Po降解成Pi，再通过Pi的转化和提纯方法进行氧同位素分析。随后该方法也被其他学者采用，测定Po的氧同位素组成[28-30]。但是该方法回收率较低，提取时需要消耗大量土壤，因此对于Po的δ18OP研究还需进一步探索。 
2.3 磷酸盐氧同位素的测定方法
δ18OP测定方法出现比较早，技术发展也相对成熟，其测定技术的发展历史已有相关综述[31-33]进行介绍，不再赘述。目前应用最广泛的方法是对原始的土壤样品进行提取、转化和纯化等一系列复杂的处理后转化成磷酸银，用连续流的元素分析仪-稳定性同位素比例质谱仪（TC/EA- IRMS）测定氧同位素比值[18,33]。该方法方便快捷，样品稳定，需要样品量少。研究表明TC/EA-IRMS测定结果与传统氧同位素线下测定技术的结果能够很好地拟合，并且磷酸银的性质稳定，同位素完整性至少可以保存八年，是目前测定δ18OP最常用的方法[34]。
3 土壤磷酸盐氧同位素特征
3.1 无机磷氧同位素特征
[bookmark: _Hlk80557272][bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6]土壤中的磷约有60%～80%为Pi[35]，因此对土壤δ18OP的研究主要集中在Pi。结合Hedley等[15] 、Tiessen 和Moir [16]顺序提取法，研究较多的是H2O/树脂、NaHCO3、NaOH和HCl提取的Pi（分别记为H2O-Pi/Resin-Pi、NaHCO3-Pi、NaOH-Pi和HCl-Pi）。H2O-Pi/Resin-Pi是土壤可溶性磷，NaHCO3-Pi是弱吸附态磷，这两种形态的磷交换迅速[36]，且受土壤中高效微生物活动和肥料的影响，对环境变化响应较快，易于迁移，能够在土壤中快速循环[6]。因此，该形态磷的δ18OP具有较大的变动范围，加上受微生物活动影响大，常具有较高的δ18OP值，与理论计算的同位素平衡值也较为接近（图3）。NaOH-Pi主要以晶型或者非晶型的铁铝磷酸盐形式存在[15-17]，属于中等活性磷，也受微生物的影响，通常处于平衡状态，但是微生物偏好吸收或细胞内磷酸盐的释放占主导时会使该形态磷的δ18OP高于平衡值[6]，而Po（主要是DNA）水解较多时则会导致NaOH-Pi的δ18OP降低[37]，因此NaOH-Pi也有很大的变动范围。HCl-Pi是矿物态磷，一般很难被微生物利用，所以δ18OP常远低于平衡值，主要反映母岩的δ18OP特征。但在微生物活动旺盛的地区，磷的循环比较彻底，部分经过微生物循环的Pi也会沉淀成矿物磷，最后形成HCl-Pi，使δ18OP值接近理论计算的平衡分馏值[23,28,37-38]。
 [image: ]
[bookmark: _Hlk86771722]注：数据来自参考文献[5], [6], [11], [14], [19]-[22],[27]-[30], [36], [37], [39]-[54]。Note：Data is from reference [5], [6], [11], [14], [19]-[22],[27]-[30], [36], [37], [39]-[54]. 
[bookmark: _Hlk86771707]图 3 土壤不同形态磷的磷酸盐氧同位素特征
Fig. 3 Characteristics of phosphate oxygen isotopes ratios in different soil phosphorus pools
3.2 有机磷氧同位素特征
[bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK8]最初土壤Po的δ18OP特征是通过Pi来反映的。有研究表明添加植物凋落物的土壤中，植物叶片结构中Po释放出来的Pi的δ18OP会非常高[47]，这说明植物Po引起了土壤Pi的δ18OP升高。但是Zohar等[36]观察到的现象与之相反，认为Po矿化引起了土壤Pi的δ18OP降低。到2018年，Tamburini等[27]第一次测得了土壤NaOH-EDTA提取液的Po氧同位素值，结果表明土壤中Po的δ18OP与树脂磷，微生物活动性磷具有不同的氧同位素特征，并且植物样品中TCA提取液Pi的δ18OP很大，而NaOH-EDTA提取液Po的δ18OP很小，说明Po氧同位素不能通过其他微生物活动性Pi的δ18OP进行推导和计算，需要测定提取和纯化后的Po。随后Siegenthaler等[30]采用18O标记的水进行34 d培养实验，测定了NaOH-EDTA提取液中Po的δ18OP，结果显示在培养时间内土壤Po与水未发生明显的同位素交换，这可能与该方法中截取的是分子量大于5kDa的有机质有关，这部分Po是相对比较稳定的。
3.3 磷酸盐氧同位素时空分布特征
[bookmark: _Hlk44247548]磷在不同形态之间流通时，其更新和变化速度也是有差异的。培养实验表明H2O-Pi在几秒内转化，Resin-Pi在几分钟内转化，NaOH-Pi在几周到几个月内转化，HCl-Pi则需要几年到几千年，在干旱地区甚至可以保留15万年[28]。在缺磷土壤中，磷进入细胞的新陈代谢转化加快，树细根中甚至能在4 h内完成Pi的高度转化[55]。磷素含量变化的同时也伴随着δ18OP的变化。在半干旱气候区，随着气候的季节性变化，Resin-Pi的δ18OP会产生季节性变化，而HCl-Pi的δ18OP则无明显季节性变化规律[41]。对于δ18OP的日变化，由于时间较短，土壤不同形态的磷浓度和δ18OP并未明显变化[50]。
磷素除了随时间变化，在空间上的分布也存在异质性。研究表明总磷有较强的空间自相关性，主要受土壤性质（pH、SOM）、降雨、地形的影响，而速效磷有中等的空间自相关性，主要与土地利用方式和地形有关[3]。Piotrowska-Długosz等[56]的研究表明，除有效磷外其他形态磷不存在空间格局变化。而Granger等[44]在对英国西南部一个农场研究时发现，HCl-Pi与海拔、坡度、土壤类型和管理方式等因素相关，但是δ18OP与这些田间变量却没有关系。
[bookmark: OLE_LINK3]4 土壤磷酸盐氧同位素的应用
4.1 评估土壤磷的微生物利用状况
[bookmark: OLE_LINK17][bookmark: OLE_LINK12]生物活性磷（H2O-Pi、Resin-Pi和NaHCO3-Pi）微生物可利用程度高，大多数均参与了磷循环，但是该形态磷的含量相对较低。土壤中HCl-Pi含量较高，但是相对于表土，底土中微生物含量低，养分不充足，有研究表明只有在N和P均充足的条件下底土中的磷才能得到充分利用[57]，而且在不同深度也会存在差异，因此单纯的含量分析很难对土壤中磷的微生物利用状况进行评估。而磷酸盐的氧同位素分馏在自然条件下只有微生物的活动才能驱动，对环境变化更加敏感，土壤中磷素水平和磷的利用难易程度也会影响生物对磷素的摄取利用，使土壤不同形态磷的δ18OP产生差异，因此δ18OP可以为土壤不同形态磷的微生物利用状况提供信息。通过对比不同提取态的磷δ18OP与理论计算的同位素平衡值，可以推断不同形态磷酸盐的微生物利用程度[36]。
[bookmark: OLE_LINK10]Bi等[43]研究了长期施肥的农田土壤，H2O-Pi、NaHCO3-Pi和NaOH-Pi接近或达到同位素平衡，是外源磷被土壤微生物高效利用和循环后的结果，HCl-Pi的同位素值低于平衡值，受施肥和母岩风化的共同影响，但是缺磷处理土壤HCl-Pi的δ18OP远低于同位素平衡值，接近或者等于母岩的δ18OP。Pistocchi等[29]在对磷含量不同的土壤进行培养时发现，富磷土壤中有效磷δ18OP高于贫磷土壤，接近磷与水的同位素平衡。Gross等[47]对不同施肥处理的土壤研究发现，当土壤中磷过量时高量的N和K也会减缓微生物对磷酸盐的周转。因此土壤δ18OP特征不仅提供了磷的微生物利用信息，也为土壤施肥的决策提供理论依据。
4.2 示踪土壤磷循环
[bookmark: OLE_LINK13][bookmark: _Hlk81251325]土壤中磷循环示踪分为三个方面，土壤磷来源、磷在土壤中的转化和磷的输出。在土壤磷来源的示踪方面，可以根据输入土壤的磷源与土壤不同形态磷δ18OP特征差异来解释不同来源的贡献。磷在土壤中的转化除了受来源的影响，更多的是土壤微生物和植物的影响，而在磷输出过程中的示踪，土壤则可以作为磷源用于识别。Zohar等[17]研究了废水和淡水灌溉的农业土壤，淡水灌溉土壤H2O-Pi的δ18OP为18.5‰，接近同位素平衡值，而废水灌溉土壤δ18OP为10.7‰，原因可能是废水中有较多的Po，在土壤中被胞外酶分解产生了同位素的负向偏移。Tian等[11]对中国北方和中部地区几个典型农业土壤不同形态磷的δ18OP进行了分析，结果显示长春地区土壤H2O-Pi和NaHCO3-Pi的δ18OP低于平衡值，但是浓度却明显高于其他地区，主要反映了施肥的影响，肥料的δ18OP特征覆盖了同位素平衡效应。Tian等[6]对北京地区的农业土壤Pi循环进行研究时认为，δ18OP接近平衡值的H2O-Pi和NaHCO3-Pi主要是受微生物活动和复合肥的影响，而低于平衡值的样品则可能是Po水解引起的；NaOH-Pi的δ18OP在平衡线以上，反映了微生物吸收和细胞释放磷的平衡；HCl-Pi非常低，反映了年轻土壤的母质特征。同时土壤又作为水体悬浮颗粒[58]、沉积物[52,59]、湖泊河流海洋[49,60]的重要磷来源之一，参与这些系统中的磷循环。
[bookmark: _Hlk66372056][bookmark: OLE_LINK15][bookmark: OLE_LINK16]目前，自然条件下土壤磷循环的解释大多是对已知的来源和可能的影响过程进行推测，难以从根本上揭示磷循环机制。如果土壤磷素处于同位素平衡状态，原始的同位素标志会被抹除，也无法对来源和具体的循环过程进行解释。室内标记培养实验虽然不是在自然丰度同位素条件下进行的，但是能更好地揭示磷循环机制。过去常利用放射性磷进行标记培养实验，但是放射性磷的敏感度低，且具有放射性，衰变周期短，磷酸盐氧同位素技术的出现为磷循环机制的研究提供了新方向。von Sperber等[61]测定了小麦胚芽和马铃薯块茎的酸性磷酸酶和大肠杆菌的碱性磷酸酶对氧同位素的分异作用，发现两种酶的反应机制不同，在水氧同位素组成相同的情况下，酸性磷酸酶引起的δ18OP分馏效应较碱性磷酸酶小20‰~30‰，导致其释放Pi的δ18OP较碱性磷酸酶释放Pi的δ18OP高5‰~7.5‰，这种差异足以在环境样品中区分不同酶的作用。Pistocchi等[29]采用富氧同位素水进行的培养实验证实，在限磷条件下Po水解的同位素效应大于同位素平衡效应，使微生物磷的δ18OP低于平衡值，在富磷土壤中估计Resin-Pi和NaOH-Pi之间的磷交换量时，磷标记和氧同位素示踪方法有相似的结果，认为在P-O键不被破坏的条件下，δ18OP可以示踪磷通量。同样，Siegenthaler等[30]也采用了这两种标记方法进行培养试验，结果表明使用32P标记可以量化Resin-Pi被微生物吸收的比例，但是δ18OP却无法量化不同形态磷之间的流通量。δ18OP技术在土壤磷循环机制的研究中不仅能提供土壤磷循环的信息，也能为其他方法的研究提供佐证以及互补信息。
5 影响土壤磷酸盐氧同位素的因素
[bookmark: OLE_LINK24]土壤δ18OP值是处于动态变化中的，受多种因素影响，主要包括磷的来源、环境条件（温度，水分、pH等）、生物活动[8,11]和样品处理过程。只有充分了解土壤中δ18OP的影响因素和变化过程，才能有效地利用氧同位素来揭示土壤磷循环机制。
5.1 磷来源的影响
土壤形成初期主要是由原岩中的磷灰石提供磷源，原岩的磷灰石氧同位素因原岩成因和风化条件不同而存在差异[32]。此外，火山灰、森林火灾产生的灰烬和其他大气颗粒物的沉降也会携带少量磷进入土壤[62-63]。在农业土壤中，人为施用含磷化肥和有机肥或采用含磷污水灌溉，均会在土壤中引入磷。这些磷进入土壤后打破了原来磷循环的平衡，直接影响了土壤磷的含量和δ18OP特征，对于土壤磷循环有较大的扰动。Amelung等[39]研究了长期不同施肥处理下农田土壤HCl-Pi的δ18OP特征，结果显示表土δ18OP达到了同位素平衡，覆盖了肥料的影响，但底土中由于微生物活动受限，施用有机肥的土壤其底土δ18OP低于长期施用矿物肥的土壤。Zohar等[36]对淡水和污水灌溉的土壤研究时发现污水灌溉土壤的δ18OP更接近平衡值。
5.2 环境条件的影响
[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK11][bookmark: _Hlk44190874]δ18OP的平衡理论计算方程是温度的函数，且与土壤水分的氧同位素有关，因此两者直接决定了最终达到平衡分馏时的氧同位素值。但是von Sperber等[61]的研究结果显示温度对酸性和碱性磷酸酶水解Po产生的同位素分馏没有显著影响，这可能是酶催化Po水解不是平衡分馏的缘故。Angert等[41]研究发现土壤中植物可利用磷酸盐（Resin-Pi）δ18OP因水分的变化而改变，土壤湿度增加是产生同位素效应的主导因素。在降水稀少的以色列地区，土壤经过灌溉处理后，Po矿化速度加快，生物活动旺盛，会促进土壤δ18OP达到平衡[40]。而在相对湿润的夏威夷地区，微生物磷δ18OP随着降雨梯度的增加而降低，可能是由于高磷的输出使湿润地区磷匮乏，且细胞内与细胞外具有不同的δ18OP，微生物加速细胞内Po的水解和磷循环，使高湿润地区土壤δ18OP降低[28]。Tian等[11]认为pH通过影响土壤总磷中NaOH- Pi和HCl- Pi的比例，从而影响磷的生物有效性。Pfahler等[51]在英国洛桑试验站进行长期试验，研究了不同施肥和石灰处理的公园草地土壤，发现高pH土壤中δ18OP低，在没有磷限制的条件下，施用石灰使δ18OP增加3‰，原因是随着pH的改变，不同土壤过程会影响磷的有效性。 
5.3 生物活动的影响
[bookmark: _Hlk44233137]δ18OP的分馏是生物过程驱动的，环境因素也是通过影响生物过程从而对δ18OP产生影响[8]。在土壤18O的生物去标记实验中，未灭菌土壤中标记的18O半衰期是15～22 d，而灭菌土壤培养50d后未发现去标记现象，说明微生物对磷的利用是导致土壤磷酸盐18O去标记的唯一原因，也证明了土壤中磷酸盐的转化是由微生物驱动的[64]。Siebers等[53]通过水培试验研究发现森林砍伐后的土壤微团聚体的磷酸盐与水之间的氧交换较砍伐处理前明显增多，森林砍伐一年和两年后δ18OP（HCl-Pi）均有所增加，这主要是因为微生物加快了土壤磷循环。虽然微生物利用会使不同形态磷δ18OP产生差异，但从长远来看，微生物转化所产生的同位素特征也可能由于不同形态磷之间的相互转化而被掩盖[47]。除了微生物，植物也会对土壤δ18OP产生影响。缺磷实验中，氧同位素标记结果显示，旧叶中残留态的磷被转化重新变成可活动态磷，并将可活动态磷从旧叶和根中转运至茎和新叶中[65]。植物多样性不仅影响植物对磷的吸收，还通过诱导微气候进而影响与磷交换的土壤水分的氧同位素，间接地影响土壤中生物有效磷的δ18OP[48]。
5.4 样品处理过程的影响
[bookmark: OLE_LINK1]样品采集后的储存和预处理过程可能会产生δ18OP的分馏，导致测定结果偏离真实值。Jiang等[66]的研究证明提取和纯化过程，干燥温度(< 0°C~80°C)和筛分网(20~100)对Pi的δ18OP没有显著影响，但存储在室温下(没有微生物增长抑制剂的添加)的土壤几乎所有形态磷的δ18OP发生了显著变化，为避免产生同位素分馏，土壤样品的最佳储存条件是立即低温冻结(- 20℃或- 80℃)或冷冻干燥。此外在土壤提取液的转化和纯化过程中，如果引入了杂质也会对最后δ18OP的测定结果产生影响[24-25]，因此在样品处理过程中要监测是否发生了同位素的分馏。
6 结论与展望
[bookmark: OLE_LINK22][bookmark: OLE_LINK23]δ18OP技术为示踪土壤磷循环，揭示土壤磷的生物地球化学机制提供了新的思路和方法。目前该方法在土壤中的应用仍处于起步阶段，不管是从分析方法还是技术应用上均面临着巨大的挑战，亟需从以下三个方面开展研究：（1）标准方法的建立。不同土壤性质、不同提取态中离子种类以及有机质的含量存在很大差异，然而目前在Pi样品的前处理方面，对土壤不同磷形态提取和转化的方法还未统一，不同方法之间也缺乏比较，因此开展不同方法之间的比较并建立统一的标准方法或者评价标准更加有利于不同研究成果之间的对比。（2）加强对Po的δ18OP研究。目前对Po的研究相对缺乏，提取和分离技术尚不成熟。相对于Pi，土壤中Po比例偏低，而且现有的提取方法回收率低，需要消耗大量的样品。排阻色谱法截取的是分子量大于5kDa的Po，小分子量Po比例虽然低，但在土壤中更加活跃，更容易被微生物利用，其研究价值也会更高。关于Po形态的研究也相对匮乏，尤其是不同形态Po的δ18OP特征，因此对Po的研究需要加强。（3）多方法融合揭示土壤磷循环机制。现阶段δ18OP技术在土壤磷循环研究上的应用多是对不同形态磷的特征进行了分析，测定的氧同位素值是一个综合作用的结果，对土壤中的磷循环过程只是推测，是否与实际情况相符很难确定。有研究将放射性磷标记与氧同位素标记联合使用来示踪土壤磷循环[29-30,56]，也有将光谱技术与同位素技术相结合测定土壤磷循环的动态过程[28]。不同方法的结果不仅能相互印证，也能避免单一研究方法的不足，从而更好地揭示土壤磷循环机制。多种方法融合研究土壤磷循环或成未来的研究趋势。虽然δ18OP技术在土壤磷循环的研究中仍然存在很多问题亟待解决，但该方法已经被证明在揭示土壤磷循环机制中有巨大的应用潜力。随着分析技术的进步和研究的逐步深入，土壤磷循环机制一定会越来越清晰。
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