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前　　言

本文件按照 GB/T１􀆰１—２０２０«标准化工作导则　第１部分:标准化文件的结构和起草规则»的规

定起草.
本文件由农业农村部种植业管理司提出.
本文件由农业农村部肥料标准化技术委员会归口.
本文件起草单位:中国农业科学院农业资源与农业区划研究所、农业农村部微生物肥料和食用菌菌种

质量检验测试中心、农业农村部微生物产品质量安全风险评估实验室(北京).
本文件主要起草人:马鸣超、姜昕、李俊、曹凤明、关大伟、李力、毛聪琳、贾聪、杨小红、陈慧君、朱玲玲、

刘孝颖.
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微生物肥料酶活效应测定方法

１　范围

本文件规定了微生物肥料酶活效应测定的原理、试剂和溶液、仪器设备、样品采集与试样制备、测试方

法、结果计算及精密度要求.
本文件适用于施用微生物肥料的土壤常见酶活力测定,施用其他肥料的土壤可参照执行.

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款.其中,注日期的引用文

件,仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于本

文件.

GB/T６０１　化学试剂　标准滴定溶液的制备

GB/T６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

GB/T３５５３８—２０１７　工业用酶制剂测定技术导则

NY/T１１１３—２００６　微生物肥料术语

NY/T１１２１􀆰１　土壤检测　第１部分:土壤样品的采集、处理和贮存

３　术语和定义

NY/T１１１３—２００６界定的以及下列术语和定义适用于本文件.

３􀆰１
微生物肥料　microbialfertilizer
含有特定微生物活体应用于农业生产的制品,通过其中所含微生物的生命活动,增加植物养分的供应

量或促进植物生长,增强抗逆性,提高产量,改善农产品品质及农业生态环境.
[来源:NY/T１１１３—２００６,２􀆰１,有修改]
注:包含农用微生物菌剂、复合微生物肥料和生物有机肥三大类产品.

３􀆰２
微生物肥料酶活效应　enzymeactivityeffectofmicrobialfertilizer
施用微生物肥料引起土壤酶活力变化的效果.

３􀆰３
酶活力　enzymeactivity
酶在一定条件下催化某一特定反应的能力.
[来源:GB/T３５５３８—２０１７,３􀆰２]

３􀆰４
脲酶　urease
将尿素(脲)分解为氨和二氧化碳或碳酸铵的酶.

３􀆰５
过氧化氢酶　catalase
将过氧化氢催化分解成氧和水的酶.

３􀆰６
蔗糖酶　sucrase
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将蔗糖水解成为果糖和葡萄糖的酶.

３􀆰７
纤维素酶　cellulase
将纤维素分解成寡糖或单糖的酶.

３􀆰８
硝酸盐还原酶　nitratereductase
将硝酸盐还原成亚硝酸盐的一种含钼的酶.

３􀆰９
蛋白酶　protease
催化蛋白质水解成肽并进一步水解成氨基酸的酶.

３􀆰１０
磷酸酶　phosphatase
水解底物实现去磷酸化的酶.

３􀆰１１
几丁质酶　chitinase
催化几丁质水解生成NＧ乙酰葡萄糖胺反应的酶.

４　试验方法

警示———整个分析操作过程应在指定区域内进行,避免阳光直射,具备相对独立的操作台和废弃物存

放装置.在整个实验过程中,操作者应按照接触剧毒物的要求采取相应的保护措施.

４􀆰１　土壤脲酶活力的测定(苯酚钠 次氯酸钠比色法)

４􀆰１􀆰１　原理

本方法以尿素为底物,根据酶促产物氨与苯酚 次氯酸钠作用生成蓝色的靛酚,通过比色测定,表征脲

酶活力.在３７℃、pH６􀆰７条件下,２４h水解尿素产生１mgNH３ＧN的酶量为一个酶活力单位,单位以 U
表示.

４􀆰１􀆰２　试剂和材料

除非另有说明,在分析中仅使用确认为分析纯的试剂,实验用水应符合 GB/T６６８２中三级水的规定.

４􀆰１􀆰２􀆰１　甲苯(C７H８).

４􀆰１􀆰２􀆰２　尿素溶液(１０％):称取１０􀆰０g尿素(CH４N２O),用水溶解并定容至１００mL.

４􀆰１􀆰２􀆰３　柠檬酸盐缓冲液(pH＝６􀆰７):称取１８４􀆰０g柠檬酸(C６H８O７)和１４７􀆰５g氢氧化钾(KOH)分别

溶于水中,然后将两溶液混合,用１０％ 氢氧化钠溶液将pH 调至６􀆰７,用水稀释并定容至１０００mL.

４􀆰１􀆰２􀆰４　苯酚钠溶液(１􀆰３５mol/L):称取６２􀆰５g苯酚(C６H５OH)溶于少量无水乙醇中,加入２􀆰０mL甲

醇和１８􀆰５mL丙酮,用乙醇定容至１００mL,此为 A液,冰箱冷藏保存;称取２７􀆰０g氢氧化钠(NaOH),用
水溶解并定容至１００mL,此为B液,冰箱冷藏保存;使用时,将A液、B液各取２０􀆰０mL混合,用水定容至

１００mL.

４􀆰１􀆰２􀆰５　次氯酸钠溶液(有效氯０􀆰９％):量取有效氯浓度１０％次氯酸钠(NaClO)溶液９mL,用水定容至

１００mL.

４􀆰１􀆰２􀆰６　氮标准溶液(１００μg/mL):称取０􀆰４７１７g经干燥保存的硫酸铵[(NH４)２SO４],用水溶解并定

容至１０００mL.

４􀆰１􀆰２􀆰７　氮标准工作溶液(１０μg/mL):吸取１０􀆰０mL氮标准溶液(４􀆰１􀆰２􀆰６)定容至１００mL.

４􀆰１􀆰３　仪器设备

４􀆰１􀆰３􀆰１　电子天平:感量０􀆰０００１g和感量０􀆰１g.

４􀆰１􀆰３􀆰２　试验筛:孔径１mm.
２
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４􀆰１􀆰３􀆰３　酸度计:精确至０􀆰０１.

４􀆰１􀆰３􀆰４　紫外可见分光光度计.

４􀆰１􀆰３􀆰５　恒温培养箱:(３７±１)℃.

４􀆰１􀆰４　样品采集与试样制备

施用微生物肥料,按照 NY/T１１２１􀆰１的规定采集土壤样品、制备试样,风干样品应通过１mm 孔径试

验筛.

４􀆰１􀆰５　试验步骤

４􀆰１􀆰５􀆰１　标准曲线绘制

分别取０mL、２􀆰０mL、４􀆰０mL、６􀆰０mL、８􀆰０mL、１０􀆰０mL氮标准工作溶液(４􀆰１􀆰２􀆰７),移至５０mL
容量瓶中,然后加水至２０mL,再加入４􀆰０mL苯酚钠溶液(４􀆰１􀆰２􀆰４)和３mL次氯酸钠溶液(４􀆰１􀆰２􀆰５),边
加入边摇匀,显色２０min,用水定容至５０mL,配成浓度为０μg/mL、０􀆰４μg/mL、０􀆰８μg/mL、１􀆰２μg/mL、

１􀆰６μg/mL、２􀆰０μg/mL的氮系列标准溶液.１h内,以０μg/mL氮标准溶液为空白调零,于５７８nm 波

长处测定氮系列标准溶液吸光度.然后以吸光度为横坐标、氮系列标准溶液浓度为纵坐标,绘制标准

曲线.

４􀆰１􀆰５􀆰２　样品测定

称取风干土壤试样５g(精确至０􀆰００１g),置于５０mL具塞锥形瓶中,并加入１􀆰０mL甲苯(４􀆰１􀆰２􀆰１),
振荡均匀,静置１５min后,加入１０􀆰０mL尿素溶液(４􀆰１􀆰２􀆰２)和２０􀆰０mL柠檬酸盐缓冲液(４􀆰１􀆰２􀆰３),摇
匀后置入３７℃恒温培养箱内反应２４h.反应结束后用定性滤纸过滤,取１􀆰０mL滤液加入５０mL容量瓶

中,再加４􀆰０mL苯酚钠溶液(４􀆰１􀆰２􀆰４)和３mL次氯酸钠溶液(４􀆰１􀆰２􀆰５),边加入边摇匀.显色２０min,
用水定容至５０mL.１h内,以０μg/mL氮标准溶液为空白调零,于５７８nm 波长处测定其吸光度.如果

样品吸光度超过标准曲线的最大值,则应该增加分取倍数或减少土壤试样称样量,重新测定.

４􀆰１􀆰５􀆰３　无尿素空白试验

每个样品应做无尿素空白试验,即不加尿素溶液,以等体积的水代替,其他操作同４􀆰１􀆰５􀆰２.

４􀆰１􀆰５􀆰４　无土空白试验

每次测定应做无土空白试验,不加土壤试样,其他操作同４􀆰１􀆰５􀆰２.

４􀆰１􀆰６　结果计算

土壤脲酶活力按公式(１)计算.

X ＝
(c１－c２－c３)×V×D×２４

m×t×１０００
(１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

X　 ———土壤脲酶活力的数值,单位为酶活力单位每克(U/g);

c１ ———样品吸光度由标准曲线求得 NH３ＧN浓度的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

c２ ———无尿素空白吸光度由标准曲线求得 NH３ＧN浓度的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

c３ ———无土空白吸光度由标准曲线求得 NH３ＧN浓度的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

V ———显色后定容体积的数值,单位为毫升(mL);

D ———分取倍数,恒温培养反应液体积/吸取滤液体积;

２４ ———时间换算系数;

m ———土壤试样质量的数值,单位为克(g);

t　 ———反应时间的数值,单位为小时(h);

１０００———质量换算系数.
测定结果用２次平行测定的算术平均值表示,所得结果应保留２位小数.

４􀆰１􀆰７　精密度

在同一实验室,由同一操作者使用相同设备,按相同的测试方法,并在短时间内对同一被测对象相互

独立进行测试获得的２次独立测试结果的绝对差值不大于这２个测定值的算术平均值的２０％,以大于这

３
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２个测定值的算术平均值的２０％的情况不超过５％为前提.

４􀆰２　土壤过氧化氢酶活力的测定(高锰酸钾滴定法)

４􀆰２􀆰１　原理

以高锰酸钾滴定酶促反应前后的过氧化氢,以消耗的高锰酸钾的量来表征酶的活力.在４℃条件下,

１h内消耗１mL０􀆰０２mol/LKMnO４ 的酶量为一个酶活力单位,单位以 U表示.

４􀆰２􀆰２　试剂和材料

除非另有说明,在分析中仅使用确认为分析纯的试剂,实验用水应符合 GB/T６６８２中三级水的规定.

４􀆰２􀆰２􀆰１　甲苯(C７H８).

４􀆰２􀆰２􀆰２　硫酸溶液(０􀆰２mol/L):量取５􀆰４３mL的浓硫酸(H２SO４,９８％),缓缓加入约２００mL水中混匀,
待冷却后用水定容至５００mL,置于４℃冰箱储存.

４􀆰２􀆰２􀆰３　高锰酸钾溶液(０􀆰０２mol/L):称取１􀆰５８g高锰酸钾(KMnO４),用水溶解,缓缓煮沸１５min,冷
却,用水定容至５００mL,避光保存,使用前标定.

４􀆰２􀆰２􀆰４　过氧化氢溶液(３％):量取５０􀆰０mL３０％ 过氧化氢(H２O２)溶液,用水定容至５００mL,置于４℃
冰箱储存.

４􀆰２􀆰３　仪器设备

４􀆰２􀆰３􀆰１　电子天平:感量０􀆰００１g和感量０􀆰０１g.

４􀆰２􀆰３􀆰２　试验筛:孔径１mm.

４􀆰２􀆰３􀆰３　冰箱:(４±１)℃.

４􀆰２􀆰４　样品采集与试样制备

施用微生物肥料,按照 NY/T１１２１􀆰１的规定采集土壤样品、制备试样,风干样品应通过１mm 孔径试

验筛.

４􀆰２􀆰５　试验步骤

４􀆰２􀆰５􀆰１　高锰酸钾溶液(０􀆰０２mol/L)的标定

使用前,按照 GB/T６０１的规定进行标定.

４􀆰２􀆰５􀆰２　样品测定

称取风干土壤试样５g(精确至０􀆰００１g),放入１００mL小口锥形瓶中,加入１􀆰０mL甲苯(４􀆰２􀆰２􀆰１),
摇匀,置于４℃冰箱３０min.取出后立刻加入２５􀆰０mL冰箱储存的过氧化氢溶液(４􀆰２􀆰２􀆰４),充分混匀

后,再置于冰箱中１h.取出后立即加入２５􀆰０mL冰箱储存的硫酸溶液(４􀆰２􀆰２􀆰２),摇匀后用定性滤纸过

滤.取１􀆰０mL 滤液于锥形瓶中,加入５􀆰０ mL 水和５􀆰０ mL 硫酸溶液(４􀆰２􀆰２􀆰２),用高锰酸钾溶液

(４􀆰２􀆰２􀆰３)滴定至淡粉红色终点.

４􀆰２􀆰５􀆰３　无土空白试验

每次测定应做无土空白试验,即不加土壤试样,其他操作同４􀆰２􀆰５􀆰２.

４􀆰２􀆰５􀆰４　结果计算

土壤过氧化氢酶活力按公式(２)计算.

X ＝
(V２－V１)×D×c１

m×c２×t
(２)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

X ———土壤过氧化氢酶活力的数值,单位为酶活力单位每克(U/g);

V１———土壤样品消耗高锰酸钾溶液体积的数值,单位为毫升(mL);

V２———无土空白消耗高锰酸钾溶液体积的数值,单位为毫升(mL);

D ———分取倍数,容量瓶中反应液体积/吸取滤液体积;

c１ ———高锰酸钾溶液标定浓度的数值,单位为摩尔每升(mol/L);

m ———土壤试样质量的数值,单位为克(g);
４
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c２ ———高锰酸钾溶液理论浓度,值为０􀆰０２mol/L;

t ———反应时间,单位为小时(h).
测定结果用２次平行测定的算术平均值表示,所得结果应保留２位小数.

４􀆰２􀆰６　精密度

在同一实验室,由同一操作者使用相同设备,按相同的测试方法,并在短时间内对同一被测对象相互

独立进行测试获得的２次独立测试结果的绝对差值不大于这２个测定值的算术平均值的２０％,以大于这

２个测定值的算术平均值的２０％的情况不超过５％为前提.

４􀆰３　土壤蔗糖酶活力的测定(３,５Ｇ二硝基水杨酸比色法)

４􀆰３􀆰１　原理

蔗糖酶水解蔗糖所生成的葡萄糖与３,５Ｇ二硝基水杨酸反应而生成橙色的３Ｇ氨基Ｇ５Ｇ硝基水杨酸,其颜

色深浅与葡萄糖含量相关,因而可用测定葡萄糖含量来表示蔗糖酶的活性.在３７ ℃、pH５􀆰５条件下,

２４h生成１mg葡萄糖的酶量为一个酶活力单位,单位以 U表示.

４􀆰３􀆰２　试剂和材料

除非另有说明,在分析中仅使用确认为分析纯的试剂,实验用水应符合 GB/T６６８２中三级水的规定.

４􀆰３􀆰２􀆰１　甲苯(C７H８).

４􀆰３􀆰２􀆰２　蔗糖溶液(８％):称取蔗糖(C１２H２２O１１)８０􀆰０g,用水溶解并定容至１０００mL.

４􀆰３􀆰２􀆰３　磷酸氢二钠溶液:称取磷酸氢二钠(Na２HPO４􀅰２H２O)１􀆰１８８g,用水溶解并定容至１００mL.

４􀆰３􀆰２􀆰４　磷酸二氢钾溶液:称取磷酸二氢钾(KH２PO４)９􀆰０７８g,用水溶解并定容至１０００mL.

４􀆰３􀆰２􀆰５　磷酸盐缓冲液(pH５􀆰５):吸取０􀆰５mL磷酸氢二钠溶液(４􀆰３􀆰２􀆰３),加入９􀆰５mL磷酸二氢钾溶

液(４􀆰３􀆰２􀆰４),混合均匀.

４􀆰３􀆰２􀆰６　葡萄糖溶液(１０００μg/mL):称取０􀆰１g(精确至０􀆰０００１g)８０℃干燥至恒重的葡萄糖(C６H１２

O６)于烧杯中,用水溶解后,定容至１００mL,摇匀后于４℃冰箱中保存,保存期７d.若该溶液出现混浊或

絮状物,应重新配制.

４􀆰３􀆰２􀆰７　氢氧化钠溶液(２mol/L):称取８􀆰０g氢氧化钠(NaOH),用水溶解并定容至１００mL.

４􀆰３􀆰２􀆰８　３,５Ｇ二硝基水杨酸试剂(DNS试剂):称取６􀆰３g３,５Ｇ二硝基水杨酸(C７H４N２O７)于５００mL烧

杯中,用少量水溶解后,加入２６２mL氢氧化钠溶液(４􀆰３􀆰２􀆰７),再将其倒入５００mL含有１８５􀆰０g酒石酸

钾钠(NaKC４H４O６􀅰４H２O)的热水溶液中,然后加５􀆰０g结晶苯酚(C６H５OH)、５􀆰０g无水亚硫酸钠

(Na２SO３),搅拌至完全溶解,冷却后移入１０００mL容量瓶中定容,储存于棕色瓶中,室温放置７d后使

用,有效期６个月.

４􀆰３􀆰３　仪器设备

４􀆰３􀆰３􀆰１　电子天平:感量０􀆰０００１g、感量０􀆰００１g和感量０􀆰０１g.

４􀆰３􀆰３􀆰２　试验筛:孔径１mm.

４􀆰３􀆰３􀆰３　酸度计:精确至０􀆰０１.

４􀆰３􀆰３􀆰４　紫外可见分光光度计.

４􀆰３􀆰３􀆰５　恒温培养箱:(３７±１)℃.

４􀆰３􀆰４　样品采集与试样制备

施用微生物肥料,按照 NY/T１１２１􀆰１规定采集土壤样品、制备试样,风干样品应通过１mm孔径试

验筛.

４􀆰３􀆰５　试验步骤

４􀆰３􀆰５􀆰１　标准曲线绘制

分别吸１０００μg/mL的葡萄糖溶液(４􀆰３􀆰２􀆰６)０mL、０􀆰１mL、０􀆰２mL、０􀆰３mL、０􀆰４mL、０􀆰５mL于

２０mL具塞刻度管中,再补加蒸馏水至１􀆰０mL,加３􀆰０mLDNS试剂(４􀆰３􀆰２􀆰８)混匀,于沸水浴中准确反

应５min(从水重新沸腾时算起),取出立即冷水浴冷却至室温后,用水定容至 ２０ mL,配成浓度为

５
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０μg/mL、５􀆰０μg/mL、１０􀆰０μg/mL、１５􀆰０μg/mL、２０􀆰０μg/mL、２５􀆰０μg/mL葡萄糖系列标准溶液.以

０μg/mL葡萄糖标准溶液为空白调零,在波长５４０nm 处测定葡萄糖系列标准溶液吸光度.以吸光度为横

坐标、以葡萄糖系列标准溶液浓度为纵坐标,绘制标准曲线.

４􀆰３􀆰５􀆰２　样品测定

称取风干土壤试样５g(精确至０􀆰００１g),置于５０mL锥形瓶中,加入１５􀆰０mL蔗糖溶液(４􀆰３􀆰２􀆰２)、

５􀆰０mL磷酸盐缓冲液(４􀆰３􀆰２􀆰５)和１􀆰０mL甲苯(４􀆰３􀆰２􀆰１),摇匀放入恒温培养箱中,在３７℃培养２４h.
取出后迅速过滤,吸取滤液１􀆰０mL,加入２０mL具塞刻度管中,加入３􀆰０mLDNS试剂(４􀆰３􀆰２􀆰８),于沸

水浴中准确显色反应５min(从水重新沸腾时算起),取出后在水浴中迅速冷却至室温,用水定容至２０mL.
以０μg/mL葡萄糖标准溶液为空白调零,于５４０nm 处测定其吸光度.如果样品吸光值超过标准曲线的

最大值,则应该增加分取倍数或减少土壤试样称样量,重新测定.

４􀆰３􀆰５􀆰３　无蔗糖空白试验

每个样品应做无蔗糖空白试验,即不加蔗糖溶液,以等体积的水替代,其他操作同４􀆰３􀆰５􀆰２.

４􀆰３􀆰５􀆰４　无土空白试验

每次测定应做无土空白试验,即不加土壤试样,其他操作同４􀆰３􀆰５􀆰２.

４􀆰３􀆰６　结果计算

土壤蔗糖酶活力按公式(３)计算.

X ＝
(c１－c２－c３)×V×D×２４

m×t×１０００
(３)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

X　 ———土壤蔗糖酶活力的数值,单位酶活力单位每克(U/g);

c１ ———样品吸光度由标准曲线求得葡萄糖质量的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

c２ ———无蔗糖空白吸光度由标准曲线求得葡萄糖质量的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

c３ ———无土空白吸光度由标准曲线求得葡萄糖质量的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

V ———显色后定容体积的数值,单位为毫升(mL);

D ———分取倍数,恒温培养反应液体积/吸取滤液体积;

２４ ———时间换算系数;

m ———土壤试样质量的数值,单位为克(g);

t ———反应时间的数值,单位为小时(h);

１０００———质量换算系数.
测定结果用２次平行测定的算术平均值表示,所得结果应保留２位小数.

４􀆰３􀆰７　精密度

在同一实验室,由同一操作者使用相同设备,按相同的测试方法,并在短时间内对同一被测对象相互

独立进行测试获得的２次独立测试结果的绝对差值不大于这２个测定值的算术平均值的２０％,以大于这

２个测定值的算术平均值的２０％的情况不超过５％为前提.

４􀆰４　土壤纤维素酶活力的测定(３,５Ｇ二硝基水杨酸比色法)

４􀆰４􀆰１　原理

纤维素分解所生成的葡萄糖与３,５Ｇ二硝基水杨酸反应而生成橙色的３Ｇ氨基Ｇ５Ｇ硝基水杨酸,颜色深浅

与葡萄糖量成正比,用测定葡萄糖量来表示纤维素酶的活力.在３７℃、pH５􀆰５条件下,７２h生成１mg
葡萄糖的酶量为一个酶活力单位,单位以 U表示.

４􀆰４􀆰２　试剂和材料

除非另有说明,在分析中仅使用确认为分析纯的试剂,实验用水应符合 GB/T６６８２中三级水的规定.

４􀆰４􀆰２􀆰１　甲苯(C７H８).

４􀆰４􀆰２􀆰２　醋酸溶液(０􀆰２mol/L):吸取１１􀆰５５mL冰醋酸(CH３COOH,９５％),用水定容至１０００mL.

４􀆰４􀆰２􀆰３　醋酸钠溶液(０􀆰２mol/L):称取１６􀆰４g 无水醋酸钠(C２H３O２Na)或 ２７􀆰２２g三水合醋酸钠

６
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(C２H３O２Na􀅰３H２O),用水溶解并定容至１０００mL.

４􀆰４􀆰２􀆰４　醋 酸 盐 缓 冲 液 (pH ５􀆰５):吸 取 １１􀆰０ mL 醋 酸 溶 液 (４􀆰４􀆰２􀆰２)和 ８８􀆰０ mL 醋 酸 钠 溶 液

(４􀆰４􀆰２􀆰３),混匀后使用.

４􀆰４􀆰２􀆰５　羧甲基纤维素溶液(０􀆰５％):称取０􀆰５g羧甲基纤维素钠(C８H１１O５Na),加入适量的醋酸盐缓冲

液(４􀆰４􀆰２􀆰４),加热溶解后移入１００mL容量瓶中,用醋酸盐缓冲液(４􀆰４􀆰２􀆰４)定容至１００mL.

４􀆰４􀆰２􀆰６　氢氧化钠溶液(２mol/L):称取８􀆰０g氢氧化钠(NaOH),用水溶解并定容至１００mL.

４􀆰４􀆰２􀆰７　３,５Ｇ二硝基水杨酸溶液(DNS试剂):称取６􀆰３g３,５Ｇ二硝基水杨酸(C７H４N２O７)于５００mL烧

杯中,用少量水溶解后,加入２６２mL氢氧化钠溶液(４􀆰４􀆰２􀆰６),再将其倒入５００mL含有１８５􀆰０g酒石酸

钾钠(NaKC４H４O６􀅰４H２O)的热水溶液中,然后加５􀆰０g结晶苯酚(C６H５OH)、５􀆰０g无水亚硫酸钠

(Na２SO３),搅拌均匀至溶解,冷却后移入１０００mL容量瓶中定容,储存于棕色瓶中,室温放置７d后使

用,有效期６个月.

４􀆰４􀆰２􀆰８　葡萄糖溶液(１０００μg/mL):称取０􀆰１g(精确至０􀆰０００１g)８０℃干燥至恒重的葡萄糖(C６H１２

O６)于烧杯中,用水溶解后,移至１００mL容量瓶中,定容,摇匀后于４℃冰箱中保存,保存期７d.若该溶

液出现混浊或絮状物,应重新配制.

４􀆰４􀆰３　仪器设备

４􀆰４􀆰３􀆰１　电子天平:感量０􀆰０００１g、感量０􀆰０１g和感量０􀆰１g.

４􀆰４􀆰３􀆰２　试验筛:孔径１mm.

４􀆰４􀆰３􀆰３　酸度计:精确至０􀆰０１.

４􀆰４􀆰３􀆰４　紫外可见分光光度计.

４􀆰４􀆰３􀆰５　恒温培养箱:(３７±１)℃.

４􀆰４􀆰３􀆰６　离心机.

４􀆰４􀆰４　样品采集与试样制备

施用微生物肥料,按照 NY/T１１２１􀆰１的规定采集土壤样品、制备试样,风干样品应通过１mm 孔径试

验筛.

４􀆰４􀆰５　试验步骤

４􀆰４􀆰５􀆰１　标准曲线绘制

分别吸１０００μg/mL的葡萄糖溶液(４􀆰４􀆰２􀆰８)０mL、０􀆰１mL、０􀆰２mL、０􀆰３mL、０􀆰４mL、０􀆰５mL于

２０mL具塞刻度管中,再补加蒸馏水至１􀆰０mL,加３􀆰０mLDNS试剂(４􀆰４􀆰２􀆰７)混匀,于沸水浴中准确反

应５min(从水重新沸腾时算起),取出立即冷水浴冷却至室温后,用水定容至 ２０ mL,配成浓度为

０μg/mL、５􀆰０μg/mL、１０􀆰０μg/mL、１５􀆰０μg/mL、２０􀆰０μg/mL、２５􀆰０μg/mL葡萄糖系列标准溶液.以

０μg/mL葡萄糖标准溶液为空白调零,于波长５４０nm 处测定葡萄糖系列标准溶液吸光度.以吸光度为横

坐标,以葡萄糖系列标准溶液浓度为纵坐标,绘制标准曲线.

４􀆰４􀆰５􀆰２　样品测定

称取风干土壤试样５g(精确至０􀆰００１g),置于５０mL具棉塞锥形瓶中,加入１􀆰０mL甲苯(４􀆰４􀆰２􀆰１),
摇匀后放置１５min,再加５􀆰０mL羧甲基纤维素溶液(４􀆰４􀆰２􀆰５)和５􀆰０mL醋酸盐缓冲液(４􀆰４􀆰２􀆰４),将锥

形瓶放在３７℃恒温培养箱中培养７２h.培养结束后,８０００r/min离心５min,取１􀆰０mL上清液,加入

２０mL具塞刻度管中,加３􀆰０mLDNS溶液(４􀆰４􀆰２􀆰７)混匀,于沸水浴中加热显色５min(从水重新沸腾时

算起),取出立即冷水浴冷却至室温,用水定容至２０mL.以０μg/mL葡萄糖标准溶液为空白调零,于波

长５４０nm 处测定其吸光度.如果样品吸光值超过标准曲线的最大值,则应该增加分取倍数或减少土壤

试样称样量,重新测定.

４􀆰４􀆰５􀆰３　无羧甲基纤维素空白试验

每个样品应做无羧甲基纤维素空白试验,即不加羧甲基纤维素溶液,以等体积的水替代,其他操作同

４􀆰４􀆰５􀆰２.
７
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４􀆰４􀆰５􀆰４　无土空白试验

每次测定应做无土空白试验,即不加土壤试样,其他操作同４􀆰４􀆰５􀆰２.

４􀆰４􀆰６　结果计算

土壤纤维素酶活力按公式(４)计算.

X ＝
(c１－c２－c３)×V×D×７２

m×t×１０００
(４)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

X　 ———土壤纤维素酶活力的数值,单位酶活力单位每克(U/g);

c１ ———样品吸光度由标准曲线求得葡萄糖质量的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

c２ ———无羧甲基纤维素空白吸光度由标准曲线求得葡萄糖质量的数值,单位为微克每毫升(μg/

mL);

c３ ———无土空白吸光度由标准曲线求得葡萄糖质量的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

V ———显色后定容体积的数值,单位为毫升(mL);

D ———分取倍数,恒温培养反应液体积/吸取滤液体积;

７２———时间换算系数;

m ———土壤试样质量的数值,单位为克(g);

t ———反应时间的数值,单位为小时(h);

１０００———质量换算系数.
测定结果用２次平行测定的算术平均值表示,所得结果应保留２位小数.

４􀆰４􀆰７　精密度

在同一实验室,由同一操作者使用相同设备,按相同的测试方法,并在短时间内对同一被测对象相互

独立进行测试获得的２次独立测试结果的绝对差值不大于这２个测定值的算术平均值的２０％,以大于这

２个测定值的算术平均值的２０％的情况不超过５％为前提.

４􀆰５　土壤硝酸盐还原酶活力的测定(酚二磺酸比色法)

４􀆰５􀆰１　原理

硝酸盐在硝酸还原酶、亚硝酸还原酶和羟氨还原酶的催化作用下转化成氨,反应前后硝态氮含量的变

化反应土壤硝酸盐还原酶的活性,硝态氮的变化可用酚二磺酸比色法测定.在３７℃条件下,反应２４h后

硝态氮浓度差值为一个酶活力单位,单位以 U表示.

４􀆰５􀆰２　试剂和材料

除非另有说明,在分析中仅使用确认为分析纯的试剂,实验用水应符合 GB/T６６８２中三级水的规定.

４􀆰５􀆰２􀆰１　硝酸钾溶液(１０mg/mL):称取１􀆰０g硝酸钾(KNO３),用水溶解并定容至１００mL.

４􀆰５􀆰２􀆰２　葡萄糖溶液(１０mg/mL):称取１􀆰０g(精确至０􀆰０００１g)８０℃干燥至恒重的葡萄糖(C６H１２O６)
于烧杯中,用水溶解并定容至１００mL,摇匀后于４℃冰箱中保存,保存期７d.若该溶液出现混浊或絮状

物,应重新配制.

４􀆰５􀆰２􀆰３　碳酸钙(CaCO３).

４􀆰５􀆰２􀆰４　铝钾矾 [AlK(SO４)２]饱和溶液:称取过量铝钾矾试剂,加入１００mL水中,剧烈振荡,静置１５
min,容器中可明显观察到铝钾矾析出物,取上清液即为饱和铝钾矾溶液.

４􀆰５􀆰２􀆰５　酚二磺酸溶液:称取３􀆰０g重蒸酚(C６H６O)与２０􀆰１mL 浓硫酸(H２SO４,９８％)混合,在沸水浴

中加热回流６h.使用前如析出结晶,须重新加热溶解.试剂必须储于密闭的玻璃棕色瓶中,严防吸湿.

４􀆰５􀆰２􀆰６　氢氧化钠溶液(２００mg/mL):称取２０􀆰０g氢氧化钠(NaOH),用水溶解并定容至１００mL.

４􀆰５􀆰２􀆰７　硝酸钾标准溶液[c(NO－
３ ♂)＝１００μg/mL]:称取０􀆰１６３１g硝酸钾(KNO３),用水溶解并定容

至１０００mL.

４􀆰５􀆰３　仪器设备

４􀆰５􀆰３􀆰１　电子天平:感量０􀆰０００１g和感量０􀆰１g.
８
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４􀆰５􀆰３􀆰２　试验筛:孔径１mm.

４􀆰５􀆰３􀆰３　紫外可见分光光度计.

４􀆰５􀆰３􀆰４　恒温培养箱:(３７±１)℃.

４􀆰５􀆰３􀆰５　真空泵.

４􀆰５􀆰３􀆰６　厌氧培养瓶或具塞三角瓶:１００mL.

４􀆰５􀆰４　样品采集与试样制备

施用微生物肥料,按照 NY/T１１２１􀆰１的规定采集土壤样品、制备试样,风干样品应通过１mm 孔径试

验筛.

４􀆰５􀆰５　试验步骤

４􀆰５􀆰５􀆰１　标准曲线绘制

吸取５０􀆰０mL硝酸钾标准溶液(４􀆰５􀆰２􀆰７)于１００mL烧杯中,在沸水浴上蒸干,残渣加入２􀆰０mL酚

二磺酸溶液(４􀆰５􀆰２􀆰５)反应１０min,转移至容量瓶中,加水定容至５００mL.从中分别吸取０mL、２􀆰０mL、

４􀆰０mL、６􀆰０mL、８􀆰０mL、１０􀆰０mL于５０mL容量瓶中,用２００mg/mL氢氧化钠溶液(４􀆰５􀆰２􀆰６)调至微

黄色(pH 呈碱性),用水定容至５０ mL,配成浓度为０μg/mL、０􀆰４μg/mL、０􀆰８μg/mL、１􀆰２μg/mL、

１􀆰６μg/mL、２􀆰０μg/mL硝酸钾系列标准溶液.以０μg/mL硝酸钾标准溶液为空白调零,于波长４１０nm
处测定硝酸钾系列标准溶液吸光度.以吸光度为横坐标,以硝酸钾系列标准溶液浓度为纵坐标,绘制标准

曲线.

４􀆰５􀆰５􀆰２　样品测定

称取风干土壤试样１g(精确至０􀆰００１g),置于１００　mL厌氧培养瓶或可抽真空具塞三角瓶中,加入

２０mg碳酸钙(４􀆰５􀆰２􀆰３)和１􀆰０mL硝酸钾溶液(４􀆰５􀆰２􀆰１),混匀后加入１􀆰０mL葡萄糖溶液(４􀆰５􀆰２􀆰２),盖
紧瓶塞,轻摇,与真空泵连接,抽气３min,置于３７℃恒温培养箱中培养２４h.培养结束后,加入５０mL水

和１􀆰０mL铝钾矾饱和溶液(４􀆰５􀆰２􀆰４)混匀,静置２０min,过滤.取２０􀆰０mL滤液于５０mL 烧杯中,在沸

水浴上蒸干,残渣加入１􀆰０mL酚二磺酸溶液(４􀆰５􀆰２􀆰５)反应１０min,再加入１５mL水,转置容量瓶中,用

２００mg/mL氢氧化钠溶液(４􀆰５􀆰２􀆰６)调至微黄色(pH 呈碱性),用水定容至５０mL.以０μg/mL硝酸钾

标准溶液为空白调零,于波长４１０nm 处测定其吸光度.如果样品吸光值超过标准曲线的最大值,则应该

增加分取倍数或减少土壤试样称样量,重新测定.

４􀆰５􀆰５􀆰３　无硝酸钾空白试验

每个样品应做无硝酸钾空白试验,即不加硝酸钾溶液,以同体积的水代替,其他操作同４􀆰５􀆰５􀆰２.

４􀆰５􀆰５􀆰４　无土空白试验

每次测定应做无土空白试验,即不加土壤试样,其他操作同４􀆰５􀆰５􀆰２.

４􀆰５􀆰６　结果计算

土壤硝酸盐还原酶活力按公式(５)计算.

X ＝
(c１－c２－c３)×V×D×２４

m×t×１０００
(５)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

X　 ———土壤硝酸盐还原酶活力的数值,单位为酶活力单位每克(U/g);

c１ ———样品吸光度由标准曲线求得硝态氮浓度的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

c２ ———无硝酸钾空白吸光度由标准曲线求得硝态氮浓度的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

c３ ———无土空白吸光度由标准曲线求得硝态氮浓度的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

V ———显色后定容体积的数值,单位为毫升(mL);

D ———分取倍数,过滤前反应液体积/吸取滤液体积;

２４ ———时间换算系数;

m ———土壤试样质量的数值,单位为克(g);

t ———反应时间的数值,单位为小时(h);
９
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１０００———质量换算系数.
测定结果用２次平行测定的算术平均值表示,所得结果应保留２位小数.

４􀆰５􀆰７　精密度

在同一实验室,由同一操作者使用相同设备,按相同的测试方法,并在短时间内对同一被测对象相互

独立进行测试获得的２次独立测试结果的绝对差值不大于这２个测定值的算术平均值的２０％,以大于这

２个测定值的算术平均值的２０％的情况不超过５％为前提.

４􀆰６　土壤蛋白酶活力的测定(福林法)

４􀆰６􀆰１　原理

蛋白酶水解酪蛋白底物产生含有酚基的氨基酸,在碱性条件下,将福林(Folin)还原,生成钼蓝与钨

蓝,其颜色的深浅与酚基氨基酸含量成正比,用酶解产生的酚基氨基酸的量来表征蛋白酶的活力.在

４０℃和一定pH(酸性蛋白酶pH３􀆰０,中性蛋白酶pH７􀆰２,碱性蛋白酶pH１０􀆰５)条件下,１min内水解酪

素生成相当于１μg酚基氨基酸(由酪氨酸等同物表示)所需要的酶量为一个酶活力单位,单位以 U表示.

４􀆰６􀆰２　试剂和材料

除非另有说明,在分析中仅使用确认为分析纯的试剂,实验用水应符合 GB/T６６８２中三级水的规定.

４􀆰６􀆰２􀆰１　碳酸钠溶液(０􀆰４mol/L):称取４２􀆰４g无水碳酸钠(Na２CO３),用水溶解并定容至１０００mL.

４􀆰６􀆰２􀆰２　三氯乙酸溶液(０􀆰４mol/L):称取６５􀆰４g三氯乙酸(CCl３COOH),用水溶解并定容至１０００mL.

４􀆰６􀆰２􀆰３　盐酸溶液(１mol/L):量取８５mL浓盐酸(HCl),用水稀释并定容至１０００mL.

４􀆰６􀆰２􀆰４　盐酸溶液(０􀆰１mol/L):量取１００mL１mol/L盐酸溶液(４􀆰６􀆰２􀆰３),用水定容至１０００mL.

４􀆰６􀆰２􀆰５　氢氧化钠溶液(０􀆰５mol/L):称取２０􀆰０g氢氧化钠(NaOH),用水溶解并定容至１０００mL.

４􀆰６􀆰２􀆰６　福林酚试剂.

４􀆰６􀆰２􀆰７　福林(Folin)工作溶液:使用时以福林酚试剂(４􀆰６􀆰２􀆰６)与水按体积比１∶２混匀,现用现配.

４􀆰６􀆰２􀆰８　乳酸盐缓冲液(pH３􀆰０,适用于酸性蛋白酶):称取１０􀆰６g乳酸(C３H６O３,８５％~９０％),用水稀释并

定容至１０００mL,此为 A液;称取１６􀆰０g乳酸钠(C３H５NaO３),用水溶解并定容至１０００mL,此为B液;
使用前以 A液与B液按体积比约４∶１混匀,调整pH 至３􀆰０±０􀆰１即可.４℃冰箱储存,有效期为３d.

４􀆰６􀆰２􀆰９　磷酸盐缓冲液(pH７􀆰２,适用于中性蛋白酶):分别称取２􀆰３４g磷酸氢二钠(Na２HPO４)和１􀆰００
g磷酸二氢钠(NaH２PO４􀅰２H２O),用水溶解,用０􀆰１mol/L盐酸溶液(４􀆰６􀆰２􀆰４)或０􀆰５mol/L氢氧化钠

溶液(４􀆰６􀆰２􀆰５),调整pH 至７􀆰２±０􀆰１,并用水定容至１０００mL.

４􀆰６􀆰２􀆰１０　硼酸盐缓冲液(pH１０􀆰５,适用于碱性蛋白酶):称取１９􀆰０８g硼酸钠(Na２B４O７􀅰１０H２O),用水

溶解并定容至１０００mL,此为 A液;称取４􀆰００g氢氧化钠(NaOH),用水溶解并定容至１０００mL,此为B
液;使用前,量取５００mLA液和４００mLB液混匀,用水稀释至１０００mL,调整pH 至１０􀆰５±０􀆰１即可.

４􀆰６􀆰２􀆰１１　酸性酪素溶液(１０mg/mL,pH３􀆰０):称取１􀆰０００g酪素,加入约０􀆰５ml乳酸(C３H６O３,８５％~
９０％)湿润后,再加入８０mL乳酸盐缓冲液(４􀆰６􀆰２􀆰８),在沸水浴中或磁力搅拌器上边加热边搅拌直至完

全溶解,冷却后用０􀆰１mol/L盐酸溶液(４􀆰６􀆰２􀆰４)或０􀆰５mol/L氢氧化钠溶液(４􀆰６􀆰２􀆰５),调整pH 至３􀆰０
±０􀆰１,并转入１００mL容量瓶中,用乳酸盐缓冲液(４􀆰６􀆰２􀆰８)定容.该溶液在冰箱冷藏保存,有效期３d.

４􀆰６􀆰２􀆰１２　中性酪素溶液(１０mg/mL,pH７􀆰２):称取１􀆰０００g酪素,加入约０􀆰５ml氢氧化钠溶液(４􀆰６􀆰２􀆰５)
湿润后,再加入８０mL磷酸盐缓冲液(４􀆰６􀆰２􀆰９),在沸水浴中或磁力搅拌器上边加热边搅拌直至完全溶解,冷
却后用０􀆰１mol/L盐酸溶液(４􀆰６􀆰２􀆰４)或０􀆰５mol/L氢氧化钠溶液(４􀆰６􀆰２􀆰５),调整pH 至７􀆰２±０􀆰１,并转

入１００mL容量瓶中,用磷酸盐缓冲液(４􀆰６􀆰２􀆰９)定容.该溶液在冰箱冷藏保存,有效期３d.

４􀆰６􀆰２􀆰１３　碱性酪素溶液(１０ mg/mL,pH１０􀆰５):称取１􀆰０００g酪素,加入约０􀆰５ ml氢氧化钠溶液

(４􀆰６􀆰２􀆰５)湿润后,再加入８０mL硼酸盐缓冲液(４􀆰６􀆰２􀆰１０),在沸水浴中或磁力搅拌器上边加热边搅拌直

至完全溶解,冷却后用０􀆰１mol/L盐酸溶液(４􀆰６􀆰２􀆰４)或０􀆰５mol/L氢氧化钠溶液(４􀆰６􀆰２􀆰５),调整pH 至

１０􀆰５±０􀆰１,并转入１００mL容量瓶中,用硼酸盐缓冲液(４􀆰６􀆰２􀆰１０)定容.该溶液在冰箱冷藏保存,有效期

３d.
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４􀆰６􀆰２􀆰１４　LＧ酪氨酸标准物质:纯度≥９５％.

４􀆰６􀆰２􀆰１５　LＧ酪氨酸标准储备溶液(１０００μg/mL):称取０􀆰１０００g预先于１０５℃干燥至恒重的LＧ酪氨酸

标准物质,用２０mL１mol/L盐酸溶液(４􀆰６􀆰２􀆰３)溶解后,用水定容至１００mL.该溶液在冰箱冷藏保存,
有效期３d.

４􀆰６􀆰２􀆰１６　LＧ酪氨酸标准溶液(１００μg/mL):使用前,吸取１０􀆰０mLLＧ酪氨酸标准储备溶液(４􀆰６􀆰２􀆰１５),
用０􀆰１mol/L盐酸溶液(４􀆰６􀆰２􀆰４)稀释后定容至１００mL.

４􀆰６􀆰３　仪器设备

４􀆰６􀆰３􀆰１　电子天平:感量０􀆰０００１g、０􀆰００１g、０􀆰０１g和感量０􀆰１g.

４􀆰６􀆰３􀆰２　试验筛:孔径０􀆰２５mm.

４􀆰６􀆰３􀆰３　酸度计:精确至０􀆰０１.

４􀆰６􀆰３􀆰４　紫外可见分光光度计.

４􀆰６􀆰３􀆰５　恒温水浴振荡器:(４０±０􀆰２)℃.

４􀆰６􀆰４　样品采集与试样制备

施用微生物肥料,按照 NY/T１１２１􀆰１的规定采集土壤样品、制备试样,风干样品应通过０􀆰２５mm 孔

径试验筛.

４􀆰６􀆰５　试验步骤

４􀆰６􀆰５􀆰１　标准曲线绘制

分别吸取０ mL、１􀆰０ mL、２􀆰０ mL、３􀆰０ mL、４􀆰０　mL、５􀆰０ mL 和 ６􀆰０ mL LＧ酪氨酸标准溶液

(４􀆰６􀆰２􀆰１６)于１０ mL 容量瓶中,用水定容,摇匀,配成浓度为 ０μg/mL、１０􀆰０μg/mL、２０􀆰０μg/mL、

３０􀆰０μg/mL、４０􀆰０μg/mL、５０􀆰０μg/mL、６０􀆰０μg/mLLＧ酪氨酸系列标准溶液.分别吸取上述系列溶液

１􀆰０mL,加５􀆰０mL碳酸钠溶液(４􀆰６􀆰２􀆰１)和１􀆰０mL福林(Folin)工作溶液(４􀆰６􀆰２􀆰７),于具塞试管中,混
匀.每个浓度做２个平行.将试管同时置于４０℃水浴,反应２０min,取出,置于冷水中,迅速冷却至室

温,用１０mm 比色皿,以０μg/mLLＧ酪氨酸标准溶液为空白调零,于波长６８０nm 处测定LＧ酪氨酸系列标

准溶液吸光度.以吸光度为横坐标,以LＧ酪氨酸系列标准溶液浓度为纵坐标,绘制标准曲线.
新配置的福林(Folin)工作溶液应重新绘制标准曲线.

４􀆰６􀆰５􀆰２　样品测定

称取土壤风干试样２g(精确至０􀆰００１g),置于２５０mL锥形瓶中,加入１００mL对应的缓冲液[酸性蛋

白酶试样加入乳酸盐缓冲液(４􀆰６􀆰２􀆰８),中性蛋白酶试样加入磷酸盐缓冲液(４􀆰６􀆰２􀆰９),碱性蛋白酶试样加

入硼酸盐缓冲液(４􀆰６􀆰２􀆰１０)],搅拌混匀,３０℃１００r/min振荡水浴３０min(或普通水浴锅,每５min搅拌

一次),用中速定性滤纸过滤.滤液即为待测酶液.
取３支１０mL具塞试管(１支样品空白管、２支样品管),分别加入１􀆰０mL待测酶液,将试管置于(４０

±０􀆰２)℃水浴中预热５min,向２支样品管中分别加入１􀆰０mL经同样预热的酪素溶液[酸性蛋白酶试样

加入酸性酪素溶液(４􀆰６􀆰２􀆰１１),中性蛋白酶试样加入中性酪素溶液(４􀆰６􀆰２􀆰１２),碱性蛋白酶试样加入碱性

酪素溶液(４􀆰６􀆰２􀆰１３)],准确计时反应１０ min,向３支试管中分别立即加入２􀆰０ mL 三氯乙酸溶液

(４􀆰６􀆰２􀆰２),于样品空白管中加入１􀆰０mL相同pH 的酪素溶液,摇匀.将３支试管继续置于(４０±０􀆰２)℃
水浴中１０min,取出后置于冷水浴中,迅速冷却至室温,并用中速定性滤纸过滤.

另取３支１０mL具塞试管(１支样品空白管、２支样品管),分别加入１􀆰０mL上述相应的滤出液,再加

入５􀆰０mL碳酸钠溶液(４􀆰６􀆰２􀆰１)、１􀆰０mL 福林工作溶液(４􀆰６􀆰２􀆰７),摇匀,置于(４０±０􀆰２)℃水浴中

２０min,取出后置于冷水浴中,迅速冷却至室温.
用水替代滤出液做试剂空白,以试剂空白调零,于波长６８０nm 处分别测定样品空白管和样品管中待

测溶液吸光度,将样品管与样品空白管吸光度之差取平均值,通过标准曲线求得生成的酪氨酸浓度.如果

样品吸光值超过标准曲线的最大值,则应该适当稀释待测酶液,重新测定.

４􀆰６􀆰６　结果计算
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土壤蛋白酶活力按公式(６)计算.

X ＝
(c－c０)×V×４􀆰０×N

１􀆰０×m×t
(６)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

X ———土壤蛋白酶活力的数值,单位为酶活力单位每克(U/g);

c ———样品管中酪氨酸浓度的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

c０ ———样品空白管中酪氨酸浓度的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

V ———试样制备提取液体积的数值,即试样制备缓冲液体积的数值,单位为毫升(mL);

４􀆰０———酶反应体系总体积的数值,单位为毫升(mL);

N ———待测酶液稀释倍数;

１􀆰０———参与反应的待测试样体积的数值,即滤出液体积,单位为毫升(mL);

m ———土壤试样质量的数值,单位为克(g);

t ———准确计时反应时间的数值,单位为分钟(min).
测定结果用２次平行测定的算术平均值表示,所得结果应保留２位小数.

４􀆰６􀆰７　精密度

在同一实验室,由同一操作者使用相同设备,按相同的测试方法,并在短时间内对同一被测对象相互

独立进行测试获得的２次独立测试结果的绝对差值不大于这２个测定值的算术平均值的２０％,以大于这

２个测定值的算术平均值的２０％的情况不超过５％为前提.

４􀆰７　土壤磷酸酶活力的测定(磷酸苯二钠比色法)

４􀆰７􀆰１　原理

磷酸酶水解磷酸苯二钠生成酚,使其与２,６Ｇ二溴苯醌氯亚胺试剂反应生成蓝色,其颜色的深浅与酚

含量成正比,用游离的酚含量来表示磷酸酶的活力.在３７℃和一定pH(酸性磷酸酶pH５􀆰０,中性磷酸酶

pH７􀆰０,碱性磷酸酶pH９􀆰６)条件下,反应２４h后释放出酚的质量(mg)为一个酶活力单位,单位以 U 表

示.

４􀆰７􀆰２　试剂和材料

除非另有说明,在分析中仅使用确认为分析纯的试剂,实验用水应符合 GB/T６６８２中三级水的规定.

４􀆰７􀆰２􀆰１　醋酸盐缓冲液(pH５􀆰０,适用于酸性磷酸酶):吸取１１􀆰５５mL冰醋酸(C２H４O２),用水定容至

１０００mL,此为 A 液;称取１６􀆰４０g 无水醋酸钠(C２H３O２Na)或 ２７􀆰２２g三水合醋酸钠(C２H３O２Na􀅰

３H２O),用水溶解并定容至１０００mL,此为B液;使用前,量取１４􀆰８０mLA液和３５􀆰２０mLB液混匀,用
水稀释至１０００mL.

４􀆰７􀆰２􀆰２　柠檬酸盐缓冲液(pH７􀆰０,适用于中性磷酸酶):称取１９􀆰２０g柠檬酸(C６H８O７),用水溶解并定

容至１０００mL,此为A液;称取５３􀆰６３g七水合磷酸氢二钠(Na２HPO４􀅰７H２O)或７１􀆰７０g十二水合磷酸

氢二钠(Na２HPO４􀅰１２H２O),用水溶解并定容至１０００m L,此为 B液;使用前,量取６􀆰４０mLA 液和

４３􀆰６０mLB液混匀,用水稀释至１００mL.

４􀆰７􀆰２􀆰３　硼酸盐缓冲液(pH９􀆰６,适用于碱性磷酸酶):称取１９􀆰０５g硼酸钠(Na２B４O７􀆰１０H２O),用水溶

解并定容至１０００mL,此为 A 液;称取８􀆰００g氢氧化钠(NaOH),用水溶解并定容至１０００mL,此为B
液;使用前,量取５０mLA液和２３mLB液混匀,用水稀释至２００mL.

４􀆰７􀆰２􀆰４　磷酸苯二钠溶液(５mg/mL):称取５􀆰００g磷酸苯二钠(C６H５Na２PO４),用对应的缓冲液[酸性

磷酸酶用醋酸盐缓冲液(４􀆰７􀆰２􀆰１),中性磷酸酶用柠檬酸盐缓冲液(４􀆰７􀆰２􀆰２),碱性磷酸酶用硼酸盐缓冲液

(４􀆰７􀆰２􀆰３)]溶解并定容至１０００mL.

４􀆰７􀆰２􀆰５　２,６Ｇ二溴苯醌氯亚胺试剂:称取０􀆰１２５g２,６Ｇ二溴苯醌氯亚胺(C６H２Br２ClNO),用１０mL９５％
乙醇溶解,贮于棕色瓶中,存放在冰箱里.保存的黄色溶液未变褐色之前均可使用.

４􀆰７􀆰２􀆰６　甲苯(C７H８).

４􀆰７􀆰２􀆰７　硫酸铝溶液(３mg/mL):称取３􀆰００g硫酸铝[Al２(SO４)３],用水溶解并定容至１０００mL.
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４􀆰７􀆰２􀆰８　苯酚(C６H６O).

４􀆰７􀆰２􀆰９　酚标准溶液(１０００μg/mL):准确称取１g(精确至０􀆰０００１g)苯酚(４􀆰７􀆰２􀆰８),用水溶解并定容

至１０００mL,存于棕色瓶中.

４􀆰７􀆰２􀆰１０　酚标准工作溶液(５０μg/mL):取５０􀆰０mL酚标准溶液(４􀆰７􀆰２􀆰９),用水稀释并定容至１０００mL.

４􀆰７􀆰３　仪器设备

４􀆰７􀆰３􀆰１　电子天平:感量０􀆰０００１g、０􀆰００１g和０􀆰０１g.

４􀆰７􀆰３􀆰２　试验筛:孔径１mm.

４􀆰７􀆰３􀆰３　紫外可见分光光度计.

４􀆰７􀆰３􀆰４　恒温培养箱:(３７±１)℃.

４􀆰７􀆰４　样品采集与试样制备

施用微生物肥料,按照 NY/T１１２１􀆰１的规定采集土壤样品、制备试样,风干样品应通过１mm 孔径试

验筛.

４􀆰７􀆰５　试验步骤

４􀆰７􀆰５􀆰１　标准曲线绘制

分别吸取０mL、２􀆰０mL、４􀆰０mL、６􀆰０mL、８􀆰０　mL、１０􀆰０mL酚标准工作溶液(４􀆰７􀆰２􀆰１０)于５０mL
容量瓶中,加入５mL对应的缓冲液[酸性磷酸酶加入醋酸盐缓冲液(４􀆰７􀆰２􀆰１),中性磷酸酶加入柠檬酸盐

缓冲液(４􀆰７􀆰２􀆰２),碱性磷酸酶加入硼酸盐缓冲液(４􀆰７􀆰２􀆰３)]和４滴２,６Ｇ二溴苯醌氯亚胺试剂(４􀆰７􀆰２􀆰５),
显色后用水稀释并定容至刻度,配成浓度为０μg/mL、２􀆰０μg/mL、４􀆰０μg/mL、５􀆰０μg/mL、６􀆰０μg/mL、

１０􀆰０μg/mL系列标准溶液.静置３０min,以０μg/mL标准溶液为空白调零,于波长６６０nm 处测定上述

系列标准溶液吸光度.以吸光度为横坐标,以系列标准溶液浓度为纵坐标,绘制标准曲线.

４􀆰７􀆰５􀆰２　样品测定

称取风干土壤试样５g(精确至０􀆰００１g),置于２５０mL具塞三角瓶中,加入１􀆰０mL甲苯(４􀆰７􀆰２􀆰６),
轻摇１５min,加入２０mL磷酸苯二钠溶液(４􀆰７􀆰２􀆰４),混匀后置于(３７±１)℃恒温培养箱中培养２４h.培

养结束后,加入１００mL硫酸铝溶液(４􀆰７􀆰２􀆰７),混匀,过滤.取３􀆰０mL滤液于５０mL容量瓶中,加入

５mL对应的缓冲液[酸性磷酸酶加入醋酸盐缓冲液(４􀆰７􀆰２􀆰１),中性磷酸酶加入柠檬酸盐缓冲液

(４􀆰７􀆰２􀆰２),碱性磷酸酶加入硼酸盐缓冲液(４􀆰７􀆰２􀆰３)]和４滴２,６Ｇ二溴苯醌氯亚胺试剂(４􀆰７􀆰２􀆰５),显色后

用水稀释并定容至刻度.３０min后,以０μg/mL标准溶液为空白调零,于波长６６０nm 处测定吸光度.
如果样品吸光值超过标准曲线的最大值,则应该增加分取倍数或减少土壤试样称样量,重新测定.

４􀆰７􀆰５􀆰３　无磷酸苯二钠空白试验

每个样品应做无磷酸苯二钠空白试验,即不加磷酸苯二钠溶液,以等体积水替代,其他操作同

４􀆰７􀆰５􀆰２.

４􀆰７􀆰５􀆰４　无土空白试验

每次测定应做无土空白试验,即不加土壤试样,其他操作同４􀆰７􀆰５􀆰２.

４􀆰７􀆰６　结果计算

土壤磷酸酶活力按公式(７)计算.

X ＝
(c１－c２－c３)×V×D×２４

m×t×１０００
(７)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

X　 ———土壤磷酸酶活力的数值,单位为酶活力单位每克(U/g);

c１ ———样品吸光度由标准曲线求得酚浓度的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

c２ ———无磷酸苯二钠空白吸光度由标准曲线求得酚浓度的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

c３ ———无土空白吸光度由标准曲线求得酚浓度的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

V ———显色后定容体积的数值,单位为毫升(mL);
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D ———分取倍数,过滤前反应液体积/吸取滤液体积;

２４ ———时间换算系数;

m ———土壤试样质量的数值,单位为克(g);

t ———反应时间的数值,单位为小时(h);

１０００———质量换算系数.
测定结果用２次平行测定的算术平均值表示,所得结果应保留２位小数.

４􀆰７􀆰７　精密度

在同一实验室,由同一操作者使用相同设备,按相同的测试方法,并在短时间内对同一被测对象相互

独立进行测试获得的２次独立测试结果的绝对差值不大于这２个测定值的算术平均值的２０％,以大于这

两个测定值的算术平均值的２０％的情况不超过５％为前提.

４􀆰８　土壤几丁质酶活力的测定(比色法)

４􀆰８􀆰１　原理

通过βＧNＧ乙酰氨基葡萄糖苷酶催化水解生成NＧ乙酰葡萄糖胺,进一步与对二甲氨基苯甲醛产生红

色化合物,其颜色的深浅与NＧ乙酰葡萄糖胺含量成正比,用 NＧ乙酰葡萄糖胺含量来表征几丁质酶的活

力.在３７℃条件下,反应１h释放出NＧ乙酰葡萄糖胺的质量(μg)为一个酶活力单位,单位以 U表示.

４􀆰８􀆰２　试剂和材料

除非另有说明,在分析中仅使用确认为分析纯的试剂,实验用水应符合 GB/T６６８２中三级水的规定.

４􀆰８􀆰２􀆰１　胶态几丁质悬液(１％):称取８􀆰０g几丁质溶于１００mL浓盐酸(HCl)中,待完全溶解后,边搅拌

边倒入盛有２０００mL水(预冷≤４℃)的容器中,搅拌３０min后置于４℃冰箱冷藏,沉淀过夜.弃上清

液,剩余部分用双层中性滤纸抽滤,沉淀用水洗涤数次,至滤液pH 达到５􀆰５以上.用约２００mL的水将上

述沉淀物冲洗至烧杯中,搅拌形成悬浮液,即为胶态几丁质悬液.取５􀆰０mL上述悬液,１０５℃烘箱干燥至

恒重,称量几丁质的质量,计算胶态几丁质悬液的浓度,并根据计算结果将胶态几丁质悬液浓度稀释为

１％.配置前,根据待测土壤样品数量初步估算所需胶态几丁质悬液(１％)体积.该悬液可于４℃放置３
个月,使用前振荡摇匀.

４􀆰８􀆰２􀆰２　甲苯(C７H８).

４􀆰８􀆰２􀆰３　硼酸盐缓冲液(pH９􀆰１):称取１９􀆰７８g硼酸(H３BO３),溶于８０mL水中,用氢氧化钾(KOH)中
和,调节pH 至９􀆰１,定容至１００mL.

４􀆰８􀆰２􀆰４　对二甲氨基苯甲醛(DMAB):称取１０􀆰０g对二甲氨基苯甲醛(C９H１１NO),用含１２􀆰５％(V/V)

１０mol/L盐酸(HCl)的冰醋酸(C２H４O２)溶解并定容至１００mL,置４℃冰箱保存.使用前用冰醋酸稀释１０倍.

４􀆰８􀆰２􀆰５　NＧ乙酰葡萄糖胺标准溶液(２０μg/mL):称取１􀆰０gNＧ乙酰葡萄糖胺,用水溶解并定容至１０００mL,
制成NＧ乙酰葡萄糖胺母液,使用前吸取２􀆰０mL母液于１００mL容量瓶定容,即得２０μg/mLNＧ乙酰葡萄

糖胺标准溶液.

４􀆰８􀆰３　仪器设备

４􀆰８􀆰３􀆰１　电子天平:感量０􀆰００１g、０􀆰０１g.

４􀆰８􀆰３􀆰２　试验筛:孔径０􀆰５mm.

４􀆰８􀆰３􀆰３　紫外可见分光光度计.

４􀆰８􀆰３􀆰４　恒温培养箱:(３７±１)℃.

４􀆰８􀆰３􀆰５　恒温水浴振荡器.

４􀆰８􀆰３􀆰６　离心机.

４􀆰８􀆰４　样品采集与试样制备

施用微生物肥料,按照 NY/T１１２１􀆰１的规定采集土壤样品、制备试样,风干样品应通过０􀆰５mm 孔径

试验筛.

４􀆰８􀆰５　试验步骤

４１



ww
w.
bz
fx
w.
co
m

NY/T４５４９—２０２５

４􀆰８􀆰５􀆰１　标准曲线绘制

分别吸取０mL、０􀆰５mL、１􀆰０mL、１􀆰５mL、２􀆰０mLNＧ乙酰葡萄糖胺标准溶液(４􀆰８􀆰２􀆰５)于１０mL刻

度试管中,用水稀释并定容至２mL,配成浓度为０μg/mL、５􀆰０μg/mL、１０􀆰０μg/mL、１５􀆰０　μg/mL、２０􀆰０

μg/mL系列标准溶液.分别在上述刻度试管中,加入０􀆰２mL硼酸盐缓冲液(４􀆰８􀆰２􀆰３).将试管置于沸

水浴中处理３min,静置冷却后,加入６􀆰０mLDMAB试剂(４􀆰８􀆰２􀆰４),混匀,置于３６℃~３８℃水浴显色

２０min后,静置冷却后,以０μg/mL系列标准溶液为空白调零,于波长５４４nm 处测定上述系列标准溶液

吸光度.以吸光度为横坐标,以系列标准溶液浓度为纵坐标,绘制标准曲线.

４􀆰８􀆰５􀆰２　样品测定

称取风干土壤试样１０g(精确至０􀆰００１g),置于５０mL锥形瓶中,加入１􀆰０mL甲苯(４􀆰８􀆰２􀆰２),轻摇

１５min,加入１０􀆰０mL胶态几丁质悬液(４􀆰８􀆰２􀆰１),混匀后置于(３７±１)℃恒温培养箱中培养１８h.培养

结束后,加入２０􀆰０mL水稀释,４０００r/min离心３０min.用中性滤纸将上清液过滤至５０mL容量瓶,用
水冲洗３次并定容至５０mL.吸取２􀆰０mL上述溶液置于１０mL刻度试管中,加入０􀆰２mL硼酸盐缓冲

液(４􀆰８􀆰２􀆰３).将试管置于沸水浴中处理３min,静置冷却后,加入６􀆰０mLDMAB试剂(４􀆰８􀆰２􀆰４),混
匀,置于３６℃~３８℃水浴显色２０min后静置冷却.以０μg/mL标准溶液为空白调零,于波长５４４nm
处测定吸光度.如果样品吸光值超过标准曲线的最大值,则应该增加分取倍数或减少土壤试样称样

量,重新测定.

４􀆰８􀆰５􀆰３　无胶态几丁质悬液空白试验

每个样品应做无胶态几丁质悬液空白试验,即不加胶态几丁质悬液,以等体积水替代,其他操作同

４􀆰８􀆰５􀆰２.

４􀆰８􀆰６　结果计算

土壤几丁质酶活力按公式(８)计算.

X ＝
(c１－c２)×V×D

m×t
(８)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

X ———土壤几丁质酶活力的数值,单位为酶活力单位每克(U/g);

c１ ———样品吸光度由标准曲线求得NＧ乙酰葡萄糖胺浓度的数值,单位为微克每毫升(μg/mL);

c２ ———无胶态几丁质悬液空白吸光度由标准曲线求得 NＧ乙酰葡萄糖胺浓度的数值,单位为微克每

毫升(μg/mL);

V ———显色后定容体积的数值,单位为毫升(mL);

D ———分取倍数,培养结束离心后上清液定容体积/吸取的溶液体积;

m ———土壤试样质量的数值,单位为克(g);

t ———反应时间的数值,单位为小时(h);
测定结果用２次平行测定的算术平均值表示,所得结果应保留２位小数.

４􀆰８􀆰７　精密度

在同一实验室,由同一操作者使用相同设备,按相同的测试方法,并在短时间内对同一被测对象相互

独立进行测试获得的２次独立测试结果的绝对差值不大于这２个测定值的算术平均值的２０％,以大于这

２个测定值的算术平均值的２０％的情况不超过５％为前提.
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