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土壤羟胺还原酶活性测定方法的改进!
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摘# 要# 对传统土壤羟胺还原酶活性的测定方法进行了部分改进。用煮沸并密封冷却的
蒸馏水形成 & ( ) *+的液封，同时用 ," 气流排除液面以上的空气，能够创造测定土壤中羟

胺还原酶活性所需要的厌氧环境。与传统方法相比，该方法减少了厌氧程度的不确定性和

试验步骤的复杂性，增加了培养试验的可操作性。以碘量法为对照，对 - 种不同的测量浸
提液中羟胺浓度的分光光度法进行了对比筛选，结果表明，硫酸铁铵.邻菲罗啉法具有较高
的准确度和精密度，是测定土壤中羟胺还原酶活性的理想方法。
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;< 引< 言

含氮化合物至硝态氮（,V&
2 .,）转化以及其相

反过程，不仅能在微生物的细胞内进行，也能在土壤

酶的作用下发生（史奕和黄国宏，!’’’）。在好气条
件下，,V&

2可以通过异化反硝化作用转化为羟胺

（伊利亚列特季诺夫，!’3)）。土壤中的羟胺还原酶
能将在土壤中氮代谢（,V&

2的异化反硝化或者氨的

氧化）过程中形成的中间产物羟胺还原成氨，土壤

中的还原态化合物可作为氢的供体（哈兹耶夫，

!’3$）。因此，土壤中羟胺还原酶活性的强弱影响到
土壤氮代谢过程中氮素的氨挥发损失，间接影响氮

肥的利用效率；在水稻田烤田期间还影响到温室气

体的排放（黄树辉等，"$$-）。因此，对土壤中羟胺
还原酶活性的测定具有重要意义。到目前为止，有

关羟胺还原酶活性的测定基本都是参照哈兹耶夫

（!’3$）的方法。该方法步骤比较繁琐，需用专用的
试剂瓶和抽滤装置进行抽真空培养，且试验的厌氧

培养程度随装置的不同、培养批次的不同具有差异

性和不确定性（武志杰等，"$$)），使其难以适应土
壤中羟胺还原酶活性的定量研究。

本试验的目的在于提供一种测定土壤中羟胺还

原酶活性的分析方法。该方法是在借鉴前人测定方
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法原理基础上，对土壤中羟胺还原酶活性的测定步

骤进行了改进，从而减少培养时厌氧程度的不确定

性和试验步骤的复杂性。同时，本试验还应用基于

不同机理的 ! 种分光光度法对土壤中羟胺还原酶活
性进行测定，并与碘量法所测定的结果进行了详细

对比。

!" 材料与方法

!# $" 供试材料
供试土壤：红壤，采自中国科学院江西鹰潭试验

站；草甸棕壤，采自中国科学院沈阳生态站；水稻土，

采自江苏扬州良种场。其基本理化性质见表 "。试
验过程中所用试剂均为分析纯。

表 $" 供试土壤的基本理化性质
%&’( $" )&*+, -./*+,&0 &12 ,.34+,&0 -56-357+3* 68 73*7 *6+0*

样号 土壤类型 #$ 有机质
（%·&% ’ "）

全氮
（%·&% ’ "）

全磷
（%·&% ’ "）

全钾
（%·&% ’ "）

" 红壤 !( )* +( ,) +( -. +( /) "+( 0-
/ 草甸棕壤 -( *- /( // "( +) +( -/ /.( /)
. 水稻土 *( 0+ "( ,! "( !) +( -. "!( +/

!# !" 研究方法
!# !# $" 培养浸提方法1 哈兹耶夫（"0,+）的培养浸
提方法：取 " % 过 " 22 筛的土壤样品置于 "++ 23
带磨口塞的瓶中，加入 /+ 2% 4546.，混匀后加入

" 23 +( )7的盐酸羟胺和 " 23 "7的葡萄糖溶液（作
为氢的供体）。在 "+ 8 "/ 22水银柱的压力下抽出
瓶中空气，将瓶仔细摇荡后置于 .+ 9恒温箱中培养
) :。用灭菌（",+ 9，. :）土壤加 / 23水作为对照，
同时作试剂空白对照（不加土壤，其余同样品处

理）。实验设 . 次重复。培养结束后，往瓶中加入
)+ 23蒸馏水和 / 23 铝钾矾饱和试剂，并将悬液用
致密滤纸过滤，得溶液 ;备用。
改进后的培养浸提方法：取 " %过 " 22筛的土

壤样品 ! 份于 ! 只试管中，加入 /+ 2% 4546.，仔细

混合均匀，向其中 . 只试管中加入 " 23 +( )7的盐
酸羟胺，另 " 只试管中加入等量的蒸馏水作为对照。
然后向 ! 只试管中分别加入 " 23 "7的葡萄糖溶液
（作为氢的供体），再用蒸馏水（此蒸馏水需加热沸

腾 ) 2<=，驱除水中的溶解 6/，然后封闭冷却至室

温）补充至 ) 23，用 >/ 气流排除试管中的空气，塞

上不透气的橡胶塞，摇匀、置于 .+ 9恒温箱中培养
) :。同时作试剂空白对照（不加土壤，其余同样品

处理）。培养结束后，用 )+ 23蒸馏水将试管内的土
水完全转移至 "++ 23三角瓶中，加入 / 23铝钾矾饱
和试剂，振荡 "+ 2<=后过滤得溶液 ?备用。
!# !# !" 测定方法 1 标准贮备液的制备：准确称取
/( "+!- %盐酸羟胺溶于 " @ 蒸馏水得标准贮备液，
其浓度为 "+++ 2%·@ ’"，贮存于阴凉处备用。

AB43. C醋酸酐法：取 "+ 23 滤液 ; 或 ? 转移至
)+ 23容量瓶中，加入 +( ) 23乙酸酐和 +( ! 23 AB43.
溶液（" 2D3·@ ’"）显色，定容。标准曲线制备：取

"+ 23标准贮备液稀释为 "++ 23（"++ 2%·@ ’"），取

+、"、/、.、! 和 ) 23稀释为 )+ 23，得 +、/、!、-、, 和 "+
2%·@ ’"羟胺溶液，显色方法同上。

硫酸铁铵C邻菲罗啉法：取 " 23 滤液 ; 或 ? 转
移至 )+ 23 容量瓶中，分别加入 " 23 缓冲溶液（"
2D3·@ ’"乙酸钠溶液与 " 2D3·@ ’"乙酸溶液混合）、

" 23硫酸铁铵溶液（+( ++! 2D3·@ ’"）和 " 23 邻菲
罗啉乙醇溶液（+( +" 2D3·@ ’"）显色，定容。标准曲

线制备：取 " 23标准贮备液稀释为 "++ 23（"+ 2%·
@ ’"），取 +、"、/、.、! 和 ) 23稀释为 )+ 23，得 +、+( /、
+( !、+( -、+( , 和 "( + 2%·@ ’"羟胺溶液，显色方法同

上。

硫酸铁铵C联吡啶法：取 " 23 滤液 ; 或 ? 转移
至 )+ 23 容量瓶中，分别加入 " 23 硫酸铁铵溶液
（+( ++! 2D3·@ ’"）和 " 23 联吡啶乙醇溶液（+( +"
2D3·@ ’"）显色，定容。标准曲线配制方法同硫酸

铁铵C邻菲罗啉法，显色方法同上。
对苯醌法：取 ) 23 滤液 ; 或 ? 于试管中，加入

! 23乙醇和 " 23对苯醌乙醇溶液（+( " 2D3·@ ’"），

振荡使液体充分混匀，显色。标准曲线配制：取 "+
23标准贮备液稀释为 "++ 23（"++ 2%·@ ’"），分别

取 +、"、/、.、! 和 ) 23 于试管中并用蒸馏水将溶液
体积补充为 ) 23，显色方法同上，得到 +、"+、/+、.+、
!+ 和 )+ 2%·@ ’"的羟胺溶液。

碘量法：取 "+ 23滤液 ;或 ?于三角瓶中，加入
" 23 "7淀粉溶液，用已知浓度的碘的碘化钾溶液
（ E/ 的最佳浓度范围 .( + F "+ ’! 8 "( ) F "+ ’. 2D3·

@ ’"）进行滴定。当溶液呈蓝色且在半分钟内不退

色即为滴定终点。

以上各种方法所需要的显色环境、显色时间和

分光光度法所需要的比色波长见表 /。
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表 !" # 种分析方法的应用条件
$%&’ !" ())*+,- ./0-+1+/02 /3 3+4, %0%*51+. 6,17/-2

显色剂 介质 !" 显色温度
（#）

显色时间
（$%&） 颜色

比色波长
（&$） 最佳浓度

’()*+ ,醋酸酐 水 中性 -. / 0 1. 褐色 2..
硫酸铁铵,邻菲罗啉 水 - 3 4 -. 1 0 1. 橘红色 /1. .5 6 3 1/（$7·8 01）

硫酸铁铵,联吡啶 水 65 2 3 25 2 -. 1 0 1. 橙色 /-. .5 6 3 1.（$7·8 01）

对苯醌 乙醇,水 中性 +. 2/ 棕色 64/ 2 3 9.（7·8 01）

淀粉,:- 水 中性 -. 蓝色

!8 !8 9" 计算方法; 土壤中羟胺还原酶活性的计算
公式为：

! "［（#1 $（#- $ #+））%1%- & 1... %+］& ’
式中，!为土壤羟胺还原酶活性（$7 <"-="·7

01土

·/ > 01），#1 为试剂空白中的 <"-=" 含量（$7·
8 01），#- 为样品中的 <"-="含量（$7·8

01），#+ 为

样品对照中的 <"-=" 含量（$7·8
01），%1 为浸提

液总体积（$*），%- 为显色时定容后的溶液体积

（$*），1 ... 为单位转换系数，%+ 为测定时所取滤液

体积，’为称土样恒量。

9" 结果与分析

应用 / 种分析测试方法测定的不同处理土壤的
羟胺还原酶活性见表 +。

表 9" # 种分析方法测定不同处理土壤羟胺还原酶活性
$%&’ 9" :5-;/<5*%6+0, ;,-=.1%2, %.1+4+1+,2 /3 -+33,;,01 1;,%16,012 6,%2=;,- &5 3+4, %0%*51+. 6,17/-2

方法
土壤
编号

培养浸
提方法

羟胺还原酶活性
（$7 <"-="·
7 0 1土·/ > 01）

标准差
同种方法测定不同
土壤的差异显著性
（( ) .5 .1，( ? .5 ./）

不同方法测定同种
土壤的差异显著性
（( ) .5 .1，( ? .5 ./）

’()*+ ,醋酸酐法 1 1!! .5 @6@ .5 .-@ A B C D
*! E .5 499- -!!! .5 @-6 .5 ./@ A B C D

- 1 .5 2++ .5 .-9 C D C D
- .5 2-/ .5 .62 C D C D

+ 1 .5 4@6 .5 .24 ) F C D
- .5 4// .5 .+- ) F C D

硫酸铁铵,邻菲罗啉法 1 1 .5 @19 .5 .1. A B C D
* E .5 44/ - .5 @-6 .5 .+6 A B C D

- 1 .5 21. .5 .1+ C D C D
- .5 21@ .5 .-@ C D C D

+ 1 .5 4-- .5 ..2 ) F C D
- .5 416 .5 .-- ) F C D

硫酸铁铵,联吡啶法 1 1 .5 @.4 .5 ..6 A B C D
* E .5 446 - .5 @.- .5 .6+ A B C D

- 1 .5 219 .5 .1@ C D C D
- .5 2-6 .5 .+- C D C D

+ 1 .5 41- .5 .1. ) F C D
- .5 4+1 .5 .-/ ) F C D

对苯醌法 1 1 .5 @+6 .5 .+/ A B C D
* E .5 416 - .5 @12 .5 .-. A B C D

- 1 .5 @-1 .5 ./+ A B A B
- .5 2+1 .5 .6+ C D C D

+ 1 .5 4-9 .5 .66 ) F C D
- .5 4+. .5 .-6 ) F C D

碘量法 1 1 .5 @-/ .5 .1. A B C D
- .5 @.9 .5 .12 A B C D

- 1 .5 212 .5 .16 C D C D
- .5 2-/ .5 .61 C D C D

+ 1 .5 4+1 .5 .-+ ) F C D
- .5 46. .5 .-9 ) F C D

! *为羟胺浓度与吸光度的相关系数，+ " 2，*.5 ./ E .5 @.@，*.5 .1 E .5 9+6，下同；!!1 为采用改进后的培养浸提方法所得到的数据；!!!- 为
采用哈兹耶夫（149.）的培养浸提方法所得到的数据。
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!" #$ 培养方法改进的依据
土壤中羟胺还原酶同土壤中其它还原酶类一

样，测定过程中均需要厌氧培养条件。哈兹耶夫

（!"#$）测定土壤中羟胺还原酶活性的方法，培养是
在带磨口塞的瓶中进行，培养时需在 !$ % !& ’’ 汞
柱压力下抽出瓶中空气以创造厌氧环境。这种方法

步骤比较繁琐，需要专用的试剂瓶和抽滤装置进行

抽真空培养，且试验的厌氧培养程度随装置的不同、

培养批次的不同具有差异性和不确定性（武志杰

等，&$$(）。本试验则是通过液封保持厌氧环境。
将蒸馏水煮沸，)& 在水中的溶解度急剧减小，将其

密封冷却后加入到盛有土壤样品的试管中形成 * %
( +’水封，其效果与在土水混合物中通入 ,& 气流 *
’-.效果是一致的（武志杰等，&$$(）。同时在试管
中通入 ,& 排出水面以上的空气，阻止 )& 进一步溶

入水中。由表 * 可以看出，应用 & 种培养方法所测
得的羟胺还原酶活性均未达到显著差异（ ! /
$0 $(），可见改进后的培养浸提方法在准确度方面
是有保证的。从碘量法（黄尚勋，&$$$）的测定结果
（表 *）可以看出，应用这种培养方法所得数据的标
准差较小，处理 !、处理 & 和处理 * 的变异系数
（12）分别只有 !0 *3、&0 &4 和 &0 ($，这说明改进后的
培养方法与原来的方法相比较，排除了由于试验条

件引起的差异和不确定性，增强了重复性，提高了测

量的精密度，简化了试验的操作步骤。

!" %$ 5617* 8醋酸酐法的准确度和精确度
5617* 8醋酸酐法是哈兹耶夫（!"#$）所推荐使用

方法。表 & 给出了应用 5617* 8醋酸酐法的显色介
质、9:、显色温度、显色时间、颜色和比色波长等参
数（哈兹耶夫，!"#$）。该方法的显色机理为被羟胺
还原所得的 56& ;离子与醋酸酐的羰基作用而显褐

色，测定 56& ;离子的浓度，即可间接测定原溶液中

羟胺的浓度。在 & % !$ ’<·= >!，羟胺浓度与吸光

度的相关系数为 $0 "##。与碘量法相比虽然 & 种方
法得到的差异显著性相同（表 *），但所测得的羟胺
还原酶活性偏大，应用改进后的培养方法所测得的

处理 !、处理 & 和处理 * 分别达到 *0 $?、&0 #?和
30 @?。这种差异可能是由于醋酸酐和 56& ;形成配

合物时的稳定常数较低（大连理工大学无机化学教

研室，&$$$），导致所测定的溶液中的羟胺浓度偏低
有关。应用此法所测定的羟胺还原酶活性的标准差

也较碘量法高 & % * 倍，说明该方法在测量精密度方
面也有所欠缺。

!" !$ 硫酸铁铵8邻菲罗啉法的准确度和精密度
硫酸铁铵8邻菲罗啉法的显色机理为硫酸铁铵

溶液中的 56* ;将溶液中的羟胺氧化为氮气，而自身

被还原为 56& ;，56& ;与加入的邻菲罗啉（AB6.）发生
配合反应生成的三邻菲罗啉合亚铁离子（ 56
（AB6.）*

& ; ）显橘红色（杨明，!"""；姜林华等，
&$$(），而过量的邻菲罗啉与剩余 56* ;配合生成无

色的三邻菲罗啉合铁离子（56（AB6.）*
* ;），因而可

以通过比色测定 56（AB6.）*
& ;的生成量来衡量溶液

中羟胺的量。有研究表明，在 9: 为 & % " 内 56
（AB6.）*

& ;的吸光度不随 9: 值而变化（武汉大学
等，!"4#），故本试验采用醋酸钠和醋酸的混合液作
为缓冲溶液，使显色反应体系 9:保持在 & % "。
此种方法的最佳测量浓度为羟胺含量在 $0 3 %

!( ’<·= >!，而试验时的羟胺浓度恰好在此范围内。

表 * 给出了应用此法所测定的羟胺还原酶活性的相
关数据。与碘量法相比较，各处理的差距均不高于

!0 $?，测量标准差也有所减小，说明硫酸铁铵8邻菲
罗啉法是测定羟胺还原酶活性的适宜方法之一。

!" &$ 硫酸铁铵8联吡啶法的准确度和精密度
硫酸铁铵8联吡啶法的显色机理与硫酸铁铵8邻

菲罗啉法大致相同，即被羟胺还原得到的 56& ;与加

入的联吡啶发生配合反应生成的三联吡啶合亚铁离

子（56（C-9D）*
& ;）在微酸性条件下显橙色，而过量

的联吡啶与剩余 56* ;配合的生成物为无色，因而可

以通过比色间接测定溶液中羟胺的浓度（马卫兴和

刘文明，!""*）。表 * 表明，应用此法所测定的羟胺
还原酶活性的标准差较小，即此种方法的精密度较

高。但与碘量法相比较，所测定的羟胺还原酶活性

均偏低。这可能是 56* ; 8联吡啶配合物经缓慢的光
还原作用而转化为 56& ; 8联吡啶配合物导致羟胺测
定浓度偏高所造成（马卫兴和刘文明，!""*）。因
此，可以通过减少显色时间或通过在待测溶液中加

入少量 ,E5 溶液，掩蔽未被还原的 56* ;离子，阻止

光还原反应的发生来减小应用此法所造成的系统误

差。

!" ’$ 对苯醌法的准确度和精密度
对苯醌法的显色机理与上述几种分析方法有所

不同。羟胺分子中的胺氮原子有孤对电子，可以作

为电子的给予体，与对苯醌发生荷移反应生成荷移

配合物（张辉等，!""@）而显棕色。在本试验中应用
对苯醌法作标准曲线时，羟胺浓度与吸光度的相关

系数为 $0 "!3，低于上述 * 种分光光度法的相关系
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数。而以吸光度为羟胺浓度的二次函数进行拟合

时，相关系数却高达 !" ##$，可见本试验所测定的羟
胺浓度并未落在应用对苯醌法的最佳羟胺浓度范围

内。从表 % 可见，应用本分析方法的羟胺最佳浓度
为 & ’ $! (·) *+（黄薇，%!!,），这一浓度高于本试
验浸提液的浓度。从这一方面分析，应用对苯醌法

测定土壤中羟胺还原酶活性存在较大系统误差是正

常的。另外，由于对苯醌与羟胺的反应是一个缓慢

的荷移反应，需要在 -! .显色 &/ 012（表 %）才能达
到稳定，降低了测定的精确性和实效性，使其测定精

密度也较上述几种方法有所降低，测量结果标准差

较大。

!" 结" 论

用煮沸并密封冷却的蒸馏水形成 - ’ / 30的液
封，同时用惰性气流（本试验用 4% 气流）排除液面

以上的空气，能够创造测定土壤中羟胺还原酶活性

需要的厌氧环境。与以前应用的抽真空法相比较，

减少培养时厌氧程度的不确定性和试验步骤的复杂

性，增加培养试验的可操作性。

应用硫酸铁铵5邻菲罗啉法测定浸提液的羟胺
浓度，与应用碘量法所测定的结果非常接近，与其它

分光光度法测量结果相比较，具有较高的准确度和

精密度，是测定土壤中羟胺还原酶活性的理想方法。

6789- 5醋酸酐法、硫酸铁铵5联吡啶法和对苯醌
法都被用于羟胺溶液浓度的测定。但其应用于土壤

中羟胺还原酶活性的测定时结果的准确性不及硫酸

铁铵5邻菲罗啉法。如何提高其在测定过程中的准
确度，还有待进一步研究。
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