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摘  要：病毒在土壤微生物群落结构及宿主动态调控中发挥重要作用。受土壤环境复杂性影响，土壤病毒的有效提取和计数

仍然面临诸多挑战。本研究通过病毒提取和显微观察条件优化，提高土壤病毒荧光显微检测的效率。选取沈阳农业大学棕壤

长期定位施肥实验站土壤，评估三种关键因素对土壤病毒提取效率及荧光显微计数结果的影响：（1）防荧光淬灭方法（防

淬灭剂 Fluoromount-GTM 和实验室制备防褪色剂）；（2）破碎方式（手持搅拌棒、涡旋混合器、超声波细胞粉碎机、水浴

摇床）；（3）土壤与提取液比例（30︰100 和 50：100；m︰v）。采用 SYBR Green I 核酸染料对病毒颗粒进行染色，并利

用荧光显微镜观察和计数。将所得优化方案应用于棕壤、黑土与草甸土，以验证其普遍性。结果表明：在荧光显微镜检测过

程中，不使用任何防荧光淬灭剂（防褪色剂或防淬灭剂）时病毒颗粒在 100×物镜下难以观察，而使用防淬灭剂

（Fluoromount-GTM）后，病毒计数提升至 3.75 × 108 virus-like particles（VLPs）g–1，显著优于使用防褪色剂。此外，破碎方

式显著影响病毒提取效率（P < 0.05），其中手持搅拌棒（650 W，50 Hz）处理 3 min 的提取效率最高，显著优于涡旋混合

器和水浴摇床，而使用超声波细胞粉碎机未能检测到病毒颗粒。土液比的增加显著提升病毒提取效率（P < 0.05），土液比

为 50：100（m︰v）时的病毒数量较 30：100（m︰v）时提高了 1227.10%。三种类型土壤验证结果显示，优化方法在供试

土壤中均能获得稳定、可靠的病毒计数结果，且不同类型土壤间病毒丰度差异显著。综上所述，本研究通过优化破碎方式、

土液比及防淬灭剂选择，建立了一种高效、稳定且适用性较广的土壤病毒荧光显微计数方法，可有效提高土壤病毒的提取效

率和荧光显微镜计数效果，为土壤病毒生态学研究提供技术支持。 

关键词：土壤病毒；病毒提取与计数；防荧光淬灭剂；荧光显微镜；破碎方式；土液比 
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Abstract: 【Objective】Viruses play a crucial role in regulating soil microbial community and host dynamics. However, the 

efficient extraction and enumeration of soil viruses remain challenging due to the complexity of soil environments. This study 

aimed to enhance the efficiency of soil virus detection by optimizing both the viral extraction protocol and epifluorescence 

microscopy observation conditions. 【Method】Soil samples were collected from the long-term brown soil fertilization 

experimental station at Shenyang Agricultural University. Three key factors affecting soil virus extraction efficiency and 

enumeration results were evaluated: (1) antifade agents (the commercial anti-quenching agent Fluoromount-G™ and a 

laboratory-prepared antifade agent); (2) disruption methods (blender, vortex mixer, ultrasonic cell disruptor, and water bath 

shaker); and (3) soil-to-liquid ratios (30: 100 and 50: 100; mass: volume). Viral particles were stained using SYBR Green I and 

enumerated under an epifluorescence microscope. The optimized protocol was subsequently applied to brown soil, black soil, and 

meadow soil to validate its general applicability. 【Result】Without an antifade agent (Fluoromount-GTM or laboratory-prepared 

antifade agent), viral particles were difficult to observe under the 100× objective. The application of Fluoromount-GTM 

significantly increased virus counts to 3.75 × 108 virus-like particles (VLPs)g–1, outperforming the laboratory-prepared antifade 

agent. The disruption method significantly affected virus extraction efficiency (P < 0.05). The blender (650 W, 50 Hz) treatment 

for 3 minutes achieved the highest extraction efficiency, significantly surpassing the vortex mixer and water bath shaker, whereas 

no viral particles were observed with the ultrasonic cell disruptor treatment. In addition, increasing the soil-to-liquid ratio also 

significantly enhanced virus extraction efficiency (P < 0.05), with the 50: 100 ratio resulting in a 1227.10% increase in virus 

counts compared to the 30: 100 ratio. The validation results demonstrated that the optimized method consistently yielded stable 

and reliable viral counts across all three soil types, with significant differences in viral abundance observed among them, 

confirming its broad applicability. 【Conclusion】In summary, this study established an efficient, stable, and widely applicable 

epifluorescence microscopy method for soil virus enumeration through the systematic optimization of the disruption method, 

soil-to-liquid ratio, and antifade agent. The optimized method significantly enhances the extraction efficiency and counting 

accuracy of soil viruses, thereby providing robust technical support for soil viral ecology research. 

Key words: Soil viruses; Virus extraction and enumeration; Antifade agent; Epifluorescence microscopy; Disruption method; 

Soil-to-liquid ratio 

病毒作为地球上丰度最高、种类最丰富的生物

实体，广泛分布于土壤、水体和生物体内[1-2]。病毒

由蛋白质外壳和核酸组成，细胞内寄生，可侵染生

物界三域系统（细菌、古菌和真核生物域）中所有

生物体，在生态系统中具有重要的调控作用[3-4]。作

为土壤微生物存亡的重要驱动者，病毒在调控宿主

微生物参与的土壤生态功能中发挥着重要作用。当

宿主细胞被病毒侵染后，土壤微生物生理代谢、基

因表达和死亡速率发生变化，引起微生物数量、种

群组成与功能发生改变，同时宿主细胞释放出的大

量有机物质，成为土壤生境中碳、氮等元素循环的

有效底物与能量来源[5]，最终影响土壤的物质循环

及能量流动[6-7]。 

近年来，随着测序技术的快速发展，基于基因

层面的研究方法已成为分析土壤病毒多样性和生态

功能的重要手段[8-9]。然而，受病毒变异率影响，其

通用引物难以设计，进而限制了土壤中病毒的定量

观察和检测[10]。宏病毒组测序技术虽有助于未培养/

非可培养病毒类群的检测和分析，但测序具有偏好

性，且相关结果难以准确反映自然生境中病毒的生

存与行为[11]。此外，病毒在土壤中的低丰度及其复

杂的物理化学环境也增加了土壤病毒提取和检测的

困难[9]。与测序相比，透射电子显微镜（TEM）能

够实现病毒颗粒的直接观察和计数，但局限性在于

检测区域小、设备昂贵、操作复杂以及对实验条件

要求高，使其难以在土壤病毒研究中大规模推广应

用[5]。相比之下，荧光染色结合显微镜计数法因其

灵活性和较高的操作效率，可成为土壤和水环境中
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病毒颗粒计数的重要方法[12]。 

荧光染色-显微计数法常采用 SYBR Green I、4'，

6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）、噁唑黄（Yo-Pro-1）、

SYBR Gold 等核酸染料对病毒核酸进行染色，在激

发光照射下染料发出荧光，通过荧光显微镜进行可

视化和计数，从而实现病毒颗粒的检测[13-14]。其中，

SYBR Green I 因其高灵敏性和广泛适用性，已广泛

应用于海洋、淡水及其他水环境中的病毒研究[15-16]。

然而，上述研究方法在土壤环境中的应用仍面临一

定的局限性[17]。如，土壤中的复杂有机质和矿物质

可能会干扰荧光染料的染色效果，同时，病毒提取

效率也受到多种因素的影响，导致其效果各异[5]。

因此，优化土壤病毒计数方法，提高其检测精度与

重复性显得尤为重要。 

本研究旨在优化荧光染色-显微计数法在农田

土壤病毒分析中的应用，从土壤病毒提取与显微观

察的关键步骤入手，系统评估土壤样品与浸提液比

例、振荡仪器及其参数设置，以及防淬灭剂的应用

效果。通过对农田土壤样品的实验验证，提出了一

种适用于土壤病毒定量分析的优化流程，以期为后

续土壤病毒的定量分析和侵染方式研究提供可行的

技术参考。 

1  材料与方法 

1.1  供试土壤 

用于方法优化的土壤采集自沈阳农业大学棕壤

长期定位施肥实验站（41°49′N，123°34′E），采样时

间为 2021 年 4 月，采样深度 0～20 cm。土壤样品

采集后保存于 4℃，于一周内完成检测。 

用于适用性验证的样品包含三种土壤类型，草

甸 土 采 集 自 辽 宁 省 沈 阳 市 法 库 县 （ 42°34′N ，

123°28′E），采样时间为 2023 年 6 月；黑土采集自

黑龙江省哈尔滨市巴彦县（46°44′N，126°51′E），采

样时间为 2025 年 7 月；棕壤采集自辽宁省铁岭市昌

图县（42°46′N，123°57′E），采样时间为 2025 年 7

月。采样深度均为 0～20 cm。所有土壤样品采集后

保存于 4℃，于一周内完成检测。 

1.2  供试材料与仪器 

试 验 耗 材 与 试 剂 ： 载 玻 片 （ 1.0～1.2 mm，

25.4 mm×76.2 mm）； 盖 玻 片 （ Nr. 1.0， 25 mm× 

25 mm）；AnodiscTM25 滤膜（0.02 μm 孔径，25 mm

直径；Cat. 6809-6002，Cytiva，美国）；0.22 μm 孔

径针头式过滤器（Cat. SLGV033RB，密理博，美国）；

高效液相色谱级（HPLC）水（Cat. W820536，麦克

林，上海）；Tris base Molecular Grade（Cat. ZZ02531，

NOVON，英国）；SYBR Green I 核酸染料（10 000×）

（Cat. SY1020，索莱宝，北京）；DNase Ⅰ酶（Cat. 

D8070 ， 索 莱 宝 ， 北 京 ）； 乙 二 胺 四 乙 酸 二 钠

（EDTA-Na2）（Cat. E8030，索莱宝，北京）；Fluoromount- 

G™抗荧光淬灭封片剂（Cat. 36307ES08，翌圣，上

海）；香柏油（Cas. 8000-27-9，华灵，天津）。 

主要仪器包括百分之一电子天平（CP224S，赛

多利斯，德国），涡旋混合器（Vortex-Genie 2，

Scientific Industries，美国），往复式水浴恒温摇床

（ZWY-110X50，智城，上海），超声波细胞粉碎机

（ SCIENTZ- Ⅱ  D ， 新 芝 ， 宁 波 ）， 手 持 搅 拌 棒

（HR2534，飞利浦中国，上海），超速离心机（CR21N，

HITACHI，日本），真空泵（SCJ-15，苏珀，常州）

和荧光显微镜（DM4B，Leica，德国）。 

1.3  试验方法 

本研究采用基于荧光显微镜的病毒计数方法，

主要包括以下关键阶段：（1）病毒提取与纯化：通

过化学分散与机械搅拌从土壤中释放病毒颗粒，并

经过离心与过滤步骤去除土壤颗粒及细菌等杂质；

（2）病毒浓缩与荧光染色：利用超滤膜富集病毒颗

粒，并对病毒核酸进行染色；（3）显微制片与计数：

将染色后的病毒样品固定于载玻片上，在荧光显微

镜下观察并计数。基于此，系统评估了多个关键因

素对土壤病毒计数结果的影响。 

1.3.1  防荧光淬灭方法对病毒计数的影响    比较使

用与不使用防褪色剂和防淬灭剂对病毒计数的影

响。实验室防褪色剂制备方法为：无水乙醇与（S）-

（-）-α-甲基苄胺的体积比为 1 000︰1，制成防褪色

原液，将 100 mL 防褪色原液与 1 mL 甘油-磷酸盐缓

冲液储备液混合均匀，通过 0.1 μm 微孔滤膜，室温

保存备用。防淬灭剂使用 Fluoromount-G™抗荧光淬

灭封片剂（水溶性）。上述处理均在土液比为 30：

100（m︰v），且使用手持搅拌棒获得土壤悬液的条

件下进行，每个处理计数取 9 个视野的平均值。 

1.3.2  土壤悬液破碎方式对病毒计数的影响    分别

使用 4 种不同破碎方式处理土壤悬液，比较不同方
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法对病毒提取效率的影响。具体包括：（1）涡旋混

合器开至最大转速（3 200 rmin–1），室温振荡 3 min；

（2）水浴摇床 120 rmin–1 室温振荡 60 min；（3）超

声波细胞粉碎机（100 W，40 kHz）19 s 工作/3 s 间

歇的脉冲模式，共 3 min，离心管外置冰浴，防止温

度过高；（4）手持搅拌棒（650 W，50 Hz）室温振

荡 3 min。上述处理均在土液比为 30︰100（w：v），

且使用防淬灭剂进行显微镜观察的条件下进行，每

个处理计数取 9 个视野的平均值。 

1.3.3  土壤样品与提取液比例对病毒计数的影响    

于 100 mL 柠檬酸钾磷酸盐缓冲液（pH 7）中分别

加入 30 g 和 50 g 新鲜土壤，分析不同土液比（30︰

100（m︰v，下同）和 50︰100（m︰v，下同））对

土壤病毒计数的影响。上述处理均在使用手持搅拌

棒获得土壤悬液、加防淬灭剂进行显微镜观察的条

件下进行，每个处理计数取 9 个视野的平均值。 

柠檬酸钾磷酸盐缓冲液配制方法如下：1.44 g

磷酸氢二钠，0.24 g 磷酸二氢钾，10 g 柠檬酸钾，

溶于高效液相色谱级（HPLC）水，调节 pH 至 7 后

定容至 1 L，将配制好的缓冲液通过 0.1 μm 微孔滤

膜，灭菌冷却后保存于 4℃。 

1.4  数据处理 

使用 Leica Application Suite（Leica Microsystems，

LAS V4.12，德国）荧光显微镜采集的图像进行计数，

并使用 Excel 2019 处理数据。使用 SPSS20.0 进行单

因素方差分析（ANOVA）或配对样本 T 检验，并采 

用最小显著差异法（LSD）进行多重比较分析。使

用 Origin2019 绘制数据可视化图表。雷达图采用 R 

4.1.1 中的 fmsb 包处理并生成图形。 

2  结  果 

2.1  防荧光淬灭方法对病毒计数的影响 

从图 1 中可以看出，不使用防褪色剂和防淬灭

剂，显微镜下放大 100 倍时，能够观察到一定数量

散发荧光的颗粒（<1 μm），然而，当放大倍数为 1 000

倍时，视野中则无法观察到土壤病毒颗粒，表明病

毒颗粒在短时间内发生的淬灭现象影响了观察结

果。使用防褪色剂或防淬灭剂时，二者均能有效防

止荧光淬灭（图 2）。其中，使用防褪色剂后土壤中

病毒颗粒数量为 8.78 × 107 VLPsg–1，使用防淬灭剂

后土壤病毒颗粒数量较使用防褪色剂高出一个数量

级，达到 3.75 × 108 VLPsg–1。 

2.2  土壤悬液破碎方式对病毒计数的影响 

不同破碎方式下土壤病毒的提取效率差异较大

（图 3）。使用超声波细胞粉碎机时，显微镜下未观

察到土壤病毒颗粒，表明该方法并不能有效提取土

壤病毒（图 3c）。相比之下，手持搅拌棒处理中能

够观察到大量的病毒颗粒，丰度可达 3.03 × 108  

VLPsg–1。尽管涡旋混合器和水浴摇床也能提取到

病毒颗粒，但其提取效率分别为使用手持搅拌棒的 

 

注：样品经 SYBR Green I 染色，图中明亮、均匀的圆形荧光信号为单个或多个聚集的土壤病毒颗粒，其直径小于 1 μm。下同。

Note：The sample was stained with SYBR Green I，and the bright，uniform，and spherical fluorescence signals represent individual or 

aggregated soil virus-like particles，with a diameter of less than 1 μm. The same below. 

 
图 1  未经防淬灭处理的土壤病毒荧光显微照片（a. 10×物镜；b. 100×物镜，对应图 a 中矩形框标注区域） 

Fig. 1  Epifluorescence micrographs of soil viruses without anti-fade treatment（a. 10× objective lens；b. 100× objective lens，corresponding to 

the rectangle indicated in panel a.） 
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注：样品经 SYBR Green I 染色，使用 100×油镜拍摄。数据均采用平均值（基于 9 个随机视野的计数结果）±标准误差。*，**，

和***分别表示显著性水平 P < 0.05、P< 0.01 和 P < 0.001。下同。Note：The sample was stained with SYBR Green I and imaged under a 

100× oil-immersion objective. The data are expressed as the mean（from nine randomly selected fields of view）±standard error of the mean. 

*，**，and *** indicate significance at P < 0.05，P< 0.01，and P < 0.001，respectively. The same below. 

 
图 2  不同防荧光淬灭处理下土壤病毒的荧光显微照片（a. 防褪色剂处理；b. 防淬灭剂处理）与丰度（c） 

Fig. 2  Epifluorescence micrographs（a. antifade agent；b. anti-quenching agent）and abundance of soil viruses（c）under different anti-fade 

treatments 

 

注：不同字母表示显著性水平 P < 0.05。ND 表示未检出。下同。Note：Different letters indicate significant differences at P < 0.05. 

ND：not detected. The same below. ① Vortex mixer；② Bath shaker；③ Ultrasonic cell disruptor；④ Blender. 

 
图 3  不同破碎方式下土壤病毒的荧光显微照片（a. 涡旋混合器；b. 水浴摇床；c. 超声波细胞粉碎机；d. 手持搅拌棒）

与丰度（e） 

Fig. 3  Epifluorescence micrographs（a. Vortex mixer；b. Bath shaker；c. Ultrasonic cell disruptor；d. Handheld blender）and abundance of soil 

viruses（e）under different disruption methods 

9.68%和 19.36%，显著低于手持搅拌棒的提取效率

（P < 0.05）。综上，破碎仪器的转速和功率显著影

响土壤病毒的提取效率。在四种破碎方式中，使用

手持搅拌棒（650 W，50 Hz）振荡 3 min 后，土壤
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悬液的提取效率最高，优于其他破碎方式。 

2.3  土壤样品与提取液比例对病毒计数的影响 

当土液比为 30︰100 时，显微镜下可观察到较

为明显的病毒颗粒，丰度达到 1.07 × 108 VLPsg–1。

随着土液比增加至 50︰100，土壤病毒丰度提高至

1.42 × 109 VLPsg–1，增幅为 1227.10%（图 4）。上

述结果表明，与土液比 30︰100 相比，增加土壤样

品量（土液比 50︰100）能够显著提高土壤病毒的

提取效率（P < 0.001），更有效地反映土壤病毒的

丰度。 

 

图 4  不同土液比例（a. 土液比 30：100（m︰v）；b. 土液比 50︰100（m︰v））下土壤病毒的荧光显微照片与丰度（c） 

Fig. 4  Epifluorescence micrographs（ a. soil-to-liquid ratio of 30：100（m︰v）；b. soil-to-liquid ratio of 50：100（m︰v））and abundance 

of soil viruses（c）under different soil-to-liquid ratios 

2.4  土壤病毒提取与检测的优化方案 

综合比较不同破碎方式、土液比及防荧光淬灭

方法对土壤病毒提取效率及荧光显微镜观察结果的

影响，结果（图 5）表明：在破碎方式方面，涡旋

混合器、水浴摇床和手持搅拌棒均可有效破碎土壤，

但手持搅拌棒的破碎效果更佳。其次，土液比对土

壤病毒提取的影响最为关键，当土液比为 50︰100

时，病毒提取效率最高。此外，在防荧光淬灭方法

方面，合适的防荧光淬灭措施对于保持染色颗粒的

稳定性和提高检测准确性至关重要，防褪色剂和防

淬灭剂对土壤病毒荧光显微观察的结果影响相近，

防淬灭剂的效果略优于防褪色剂。 

 

图 5  不同处理对土壤病毒提取效率及荧光显微观察的综合影响 

Fig. 5  Comprehensive effects of different treatments on soil virus extraction efficiency and epifluorescence microscopy observation 
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综上，采用手持搅拌棒破碎，结合较高土液比

（50︰100），并配合防淬灭剂处理，是优化土壤病

毒提取及荧光显微观察的最优方案，有助于获得更

稳定和可靠的计数结果。在该条件下，土壤病毒丰

度可达 1.42 × 109 VLPsg–1（图 4b），显著高于其他

处理。 

基于上述优化结果，最终确定优化方案的具体

操作流程如下： 

1）称取 50 g 农田土壤样品，置于含 100 mL 柠

檬 酸 钾 磷 酸 盐 缓 冲 液 中 ， 使 用 手 持 搅 拌 棒 搅 拌

3 min； 

2）将搅拌好的土壤悬液分装至 2 个 50 mL 无

菌离心管中，6 000 ×g、4℃离心 20 min； 

3）收集上清液，经 0.22 μm 微孔滤膜过滤，移

取 1.8 mL 滤液至无菌离心管中； 

4 ） 向 离 心 管 中 分 别 加 入 100 μL Tris base 

Molecular Grade（100 mmolL–1，pH 7.5）和 2 μL 

DNaseⅠ，37 ℃水浴 30 min； 

5）加入 35 μL EDTA 溶液（0.5 mmolL–1），65 ℃

水浴 10 min； 

6）反应结束后，置于室温下冷却； 

7）使用 0.02 μm 滤膜抽滤 900 μL 反应液（预

先用高效液相色谱级（HPLC）水润膜）。 

8）在滤膜上加入 500 μL SYBR Green 核酸荧光

染料，避光染色 20 min，随后用高效液相色谱级

（HPLC）水冲洗 2～3 次； 

9）取出滤膜，避光晾干； 

10）在洁净载玻片上滴加 35 μL 高效液相色谱

级（HPLC）水，置于滤膜下，再滴加 35 μL 防淬灭

剂，置于滤膜上，随后覆盖盖玻片； 

11）在荧光显微镜（100×物镜）下进行病毒观

察与计数； 

12）计数公式 

 

   0

0

t t

m t

N A V C
N

A V T

  


 
          （1） 

 
式中，N 为测定样品每克干物质量中的病毒颗粒数

量，VLPsg–1；Nt 为显微镜下计数的病毒颗粒数量，

VLPs；At 为滤膜面积，mm2；V0 为土壤浸提液体

积，mL；C 为电荷耦合器件（CCD）系数 2.0408，

用于校正显微镜图像；Am 为显微镜视野面积，mm2；

Vt 为测定样品体积，即最后通过滤膜的样品反应液

体积，mL；T0 为测定样品干物质量，g。 

2.5  优化方法在不同土壤类型中的验证 

为验证优化后的荧光显微计数法在不同土壤类

型中的适用情况，将其应用于三种代表性农田土壤，

分别为棕壤、黑土与草甸土。结果表明，三种土壤

在 100×物镜下均能观察到病毒颗粒（图 6a～图 6c）。

其 中 ， 草 甸 土 中 病 毒 丰 度 最 高 ， 可 达 1.78 × 

108 VLPsg–1，显著高于棕壤（1.05 × 108 VLPsg–1），

黑土则介于二者之间。尽管草甸土和棕壤中病毒丰

度有显著差异（P < 0.05；图 6d），但数量级相近，

表明优化后的土壤病毒检测方法具备良好的适用

性、稳定性与可重复性。 

3  讨  论 

本研究选用了 SYBR Green I 染料，这是一种常

见的核酸染料，广泛应用于微生物的荧光显微计数
[18]。研究中观察到，在未使用防褪色剂和防淬灭剂

的情况下，荧光信号在显微镜下会迅速衰减，导致

难以对病毒颗粒进行准确计数。添加防褪色剂后，

病毒颗粒的数量为 8.78 × 107 VLPsg–1；而在使用防

淬灭剂后，病毒颗粒数量显著增加，达到了 3.75 × 

108 VLPsg–1（图 2）。该结果与 Noble 和 Fuhrman[19]

的研究结果一致，SYBR Green I 染料的荧光信号在

30 s 内迅速衰减，而防褪色剂能够有效延缓该过程。

本研究则进一步表明，防淬灭剂能够通过抑制光化

学反应和氧化过程，显著延长荧光信号寿命，其在

提升病毒计数方面的效果显著优于防褪色剂。因此，

在土壤病毒计数中，推荐使用防荧光淬灭剂（防褪

色剂或防淬灭剂）以提高检测的精确性和可靠性。 

韩丽丽等[9]认为，土壤病毒浸提过程中，使用

柠檬酸钾磷酸盐缓冲液提取效率最高，且更适合后

续荧光显微镜计数。此外，土壤悬液破碎方式对土

壤病毒颗粒的提取效率具有显著影响。一些研究指

出，高频超声波产生的气泡和压力波会破坏病毒结

构，尤其是病毒外壳的完整性[20]，这可能是本研究

使用超声波细胞粉碎机未能在显微镜下观察到病毒

颗粒的主要原因。然而，维妙[21]使用相同参数的超

声波细胞粉碎机成功提取了海洋沉积物中的病毒颗

粒，究其原因，应与水分在超声波处理中的关键作 
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图 6  不同类型土壤病毒的荧光显微照片（a. 草甸土；b. 黑土；c. 棕壤；）与丰度（d） 

Fig. 6  Epifluorescence micrographs（a. Meadow soil；b. Black soil；c. Brown soil）and abundance of soil viruses（d）under different soil types 

用有关。通常认为，高水分环境能够增强超声波

的传播效果，从而产生更有效的空化作用 [22]。相

比之下，农田土壤的含水量显著低于海洋沉积物，

降低了超声波的传播效率，进而影响病毒的提取

效果。此外，土壤颗粒也会干扰超声波的传递和

能量释放 [23-24]，进一步导致提取效率下降。本研究

中，手持搅拌棒展现了最优的破碎效果，其提取效

率分别是涡旋混合器与水浴摇床的 10.33 倍与 5.17

倍（图 3）。这一显著优势主要源于其高功率（650 W）

运行所产生的高强度剪切力与液体湍流。相比于其

他两种方法，该方法能够更有效地破坏土壤团聚体

结构并释放病毒颗粒。此外，快速的均匀分散可缩

短样品处理时间，降低病毒在提取过程中的降解风

险。因此，机械力相对温和且混合均匀性较差的涡

旋混合器和水浴摇床的提取效率相对有限。 

优化土液比是提高土壤病毒提取效率的最关键

因素（图 5）。当前相关研究中普遍采用的土液比为

30︰100[25-26]。然而，本研究结果表明，当土液比调

整至 50︰100 时，土壤病毒丰度可显著提高 13.18

倍（图 4），表明适当提高样品比例可提高土壤病毒

的释放与检测效率。尽管通常认为提取液的用量越

多，提取效率越高，但在一定程度内提高土液比可

增加土壤样品与缓冲液的接触频率，增强病毒颗粒

的释放效率。单位体积内土壤颗粒浓度升高还能够

增加颗粒间的碰撞频率，通过竞争吸附位点等方式

使原本牢固吸附的病毒粒子解离并进入浸提液。该

结果与 Li 等[27]发现相近，增加土壤用量有助于更好

分析土壤微生物群落丰富度和组成。然而，过高的

土液比可能会导致溶液黏度增加，降低土壤病毒提

取效率。因此，从土壤样品与缓冲液的表观状态，

研究中未继续增加土液比例，依据观察结果将土液

比 50︰100 确定为最佳比例。 

将优化后的标准流程应用于不同类型土壤，均

成功获得了较高且稳定的病毒计数结果（图 6），展

现出良好的适用性。尽管与 qPCR、宏基因组学等分

子生物学方法相比，本研究优化的荧光显微计数法

无法解析病毒群落的物种组成与遗传功能，但其无

需设计引物，能够有效避免因引物偏好性所造成的
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丢失问题；同时，其检测结果不受 DNA 提取效率、

宿主 DNA 污染及测序深度等多种偏差的影响[28]，

能够更直接、稳定地反映土壤病毒的实际数量，为

农田土壤病毒丰度检测提供了一种高效、实用的技

术选择。 

综上所述，本研究通过防荧光淬灭方法、优化

破碎方式和土液比等关键参数，显著提升了土壤病

毒的提取效率，为病毒生态学研究提供了更加高效

的技术支持。未来研究应进一步探索荧光显微计数

法的应用潜力。例如，评估不同季节、土层以及农

业管理措施（如施肥制度、耕作方式或秸秆还田等）

下该方法的适用性与稳定性。此外，将本方法与宏

基因组学、宏转录组学等分子技术结合，在对病毒

进行绝对定量的基础上分析其群落多样性，揭示病

毒与宿主之间的作用关系，进一步阐明病毒在调控

农田土壤微生物群落、驱动碳、氮、磷等元素循环

中的关键作用。 

4  结  论 

本研究从防荧光淬灭方法、土壤悬液破碎方式

及土液比入手，优化土壤病毒的荧光显微计数方法，

结合不同类型土壤病毒丰度检测，验证优化后方法

在农田土壤中的适用性。使用防淬灭剂能够显著延

长 SYBR Green I 的荧光信号寿命，提高病毒计数准

确性；手持搅拌棒振荡 3 min 和土液比 50︰100（m︰v）

可显著促进病毒颗粒从土壤中释放，提高提取效率。

优化后农田土壤病毒荧光显微计数操作流程在多种

类型土壤（棕壤、黑土与草甸土）中均能获得稳定

且可重复的病毒计数结果，具有广泛适用性与可靠

性。综上，本研究建立了一套操作简便、重复性强、

适用性高的土壤病毒计数流程，可为深入开展土壤

病毒生态学研究提供技术参考。 
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