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摘 要：介绍了一种新的测定土壤反硝化酶的装置，使土壤反硝化酶（硝酸还原酶、亚硝酸还原酶）的测定更加简便、灵

敏、准确。对３种不同质地的土壤从影响土壤反硝化酶活性的３种关键因素：培养时间、称样量和真空度方面进行了研
究。结果表明，土壤反硝化酶的最佳培养时间为２４—２７ｈ，称样量与真空度因酶而异。
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土壤在嫌气条件下，其硝酸还原酶（ＮＲ）和亚硝
酸还原酶 （ＮｉＲ）作为专性酶参与了土壤硝态氮的进
一步还原过程。研究其特性对于土壤氮素的反硝化损

失和氮素痕量气体，尤其Ｎ２Ｏ和ＮＯ对环境的影响具
有重要的意义。但是到目前为止，有关土壤反硝化酶

的测定几乎都是参照哈兹耶夫的测定方法，而该方法

中土壤反硝化酶随不同质地土壤在培养时间和称样

量上应有的差异性及其培养嫌气程度的不确定性，使

其已难以适应土壤反硝化酶定性的比较和定量的研

究。为此，有研究者曾试图将植物硝酸还原酶的测定

方法引入到土壤测定中 犤１犦，但最终因其本身所具有的

局限性而未能得到广泛的认可。本文在哈兹耶夫测定

方法的原理基础上，介绍了一种新的测定土壤反硝化

酶的装置，并应用此装置从测定土壤反硝化酶时培养

的真空度、培养时间和称样量的差异性上，对哈兹耶

夫测定方法进行了改进，使其更加适合研究土壤反硝

化酶的特性及其环境效应。

１ 材料与方法

１．１材料
供试土壤为陕西关中土娄土，洛川黑垆土和米脂黄

绵土，均采自耕层。土壤质地从粘到砂不等，使用前每

种土壤都风干、磨细，过１ｍｍ筛牞基本性状如表１。
１．２测定方法

测定原理、试剂配制参照文献犤２犦；硝态氮采用流
动注射分析测定；亚硝态氮采用对氨基苯磺酸—甲萘

胺，５２０ｎｍ比色测定；土壤理化性状分析参照文献
犤３犦。
步骤：取过１ｍｍ筛的风干土壤样品于８０ｍＬ硬

质试管，加入 ２０ｍｇＣａＣＯ３和 １ｍＬ１％ＫＮＯ３（或 １％
ＮａＮＯ２）（基质），混匀，加入１ｍＬ１％的葡萄糖 （氢供
体），用橡胶塞塞紧。将此混合液利用图１测定装置抽
至一定负压 （真空度），置于 ３０℃恒温培养箱中培
养。用１６０℃—１７０℃下灭菌４－６ｈ的土壤加试剂作
为对照。培养结束后，向试管中加入５０ｍＬ蒸馏水、
１ｍＬ明矾饱和水溶液（消除浑浊），摇匀，将土壤悬液
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表１供试土壤基本性状

Ｔａｂｌｅ１Ｐｈｙｓｉｃａｌａｎｄｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｔｈｅｔｅｓｔｅｄｓｏｉｌ

图１ 土壤反硝化酶测定装置示意图

Ｆｉｇｕｒｅ１Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｍｅａｓｕｒｉｎｇｔｈｅｓｏｉｌ
ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓ`ａｃｔｉｖｉｔｙ

项目 有机质 ＣａＣＯ３ 容重 ｐＨ 质地 粘粒组成 ／ｇ·ｋｇ－１

／ｇ·ｋｇ－１ ／ｇ·ｋｇ－１ ／ｇ·ｃｍ－３ ／１∶１牷０．０１ｍｏｌＣａＣｌ２ 名称 ＜０．００１ｍｍ ＜０．０１ｍｍ
关中 土 １２．６ ９２．６ １．３２ ７．８９ 重壤土 ２１０ ４９０
洛川黑垆土 １０．４ ５６．４ １．２８ ７．７４ 中壤土 １５０ ３６０
米脂黄绵土 ８．９ １１８．４ １．３０ ８．２０ 轻壤土 ７０ １３１

用致密滤纸过滤，待测。硝酸还原酶和亚硝酸还原酶

的活性以２４ｈ后１０ｇ干土（１０５℃烘干２４ｈ）中被还
原的硝态氮和亚硝态氮的毫克数表示。

１．３值得注意的几点
牗１牘土壤ＮＯ３－与ＮＯ２－待测液保存时环境温度应小

于４℃，高于 ４℃的温度易引起土壤微生物的活动；
牗２牘土壤灭菌的温度勿大于１８０℃；牗３牘硬质试管的体
积应不小于５０ｍＬ，避免培养过程中气体分压的变化
对酶活性产生影响；牗４牘对于石灰性土壤而言，称样时
ＣａＣＯ３就无须加入，土壤本身的ＣａＣＯ３量足以满足微
生物的最适ｐＨ（７—８．５）。

２ 结果与讨论

２．１培养时间对ＮＲ、ＮｉＲ活性的影响
一般认为，测定酶活性的最佳培养时间应是在酶

促反应呈零级反应的状态下测定 犤４、５犦，此状态的时间

段内反应产物的生成速率或底物的减少速率为一定

值，尽量避免土壤增殖酶的产生与参与。而测定酶活

性的时间则选择此时间段的最小值。３种土壤的ＮＲ、
ＮｉＲ酶活性 （底物的减少速率）与培养时间的关系曲
线如图２、图３所示。

可以看出，土壤ＮＲ、ＮｉＲ酶活性随培养时间的变
化可分为４个反应阶段：Ｉ启动阶段；Ⅱ快速反应阶
段 （一级反应阶段）；Ⅲ 反应稳定阶段 （零级反应阶

段）；ＩＶ反应结束阶段。３种不同质地的土壤对此４

个反应阶段的响应时间是不同的：含粘粒较多的土娄土

启动得最早，但启动期持续时间最长；经历一级反应

阶段之后，３种土壤ＮＲ分别在２４—３０ｈ（土娄土），２７—
３３ｈ（黑垆土），２４—２７ｈ（黄绵土）进入零级反应阶段；
而 ＮｉＲ则在 ２７—３０ｈ（土娄土），２４—２７ｈ（黑垆土），
２４—２７ｈ（黄绵土）进入零级反应阶段；此后随着培养
时间的延长，酶活性逐渐下降。其反映了不同土壤的

测定中存在培养时间上的差异性。对于最佳培养时间

的选择，３种土壤两种酶的测定建议以２７ｈ为宜。
２．２称样量对ＮＲ、ＮｉＲ活性的影响

土壤用量的选择通常与培养基质浓度相关。如图

４、图５，在基质浓度一定的前提下，３种土壤ＮＲ测定
的称样量在０—０．５ｇ范围内，与酶活性呈线性正相
关；而０．５—５ｇ的称样量却与酶活性呈线性负相关。
对ＮｉＲ而言，３种土壤０—１ｇ和１—５ｇ的称样量分别
与酶活性呈正相关和负相关。

结合上培养曲线及称样量曲线可以看出，土壤

ＮＲ酶活性要高于ＮｉＲ酶活性，并且酶活性与称样量

图３培养时间对土壤 ＮｉＲ活性的影响
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图２培养时间对土壤 ＮＲ活性的影响
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之间的负相关表明，基质分子数在反应终了前已无法

饱和该称样量土壤中所含有的全部酶分子，导致了酶

活性的下降。对于最佳土壤称样量的选择，建议ＮＲ
以０．５ｇ土壤为宜；而ＮｉＲ则以１ｇ为宜。
２．３真空度对ＮＲ、ＮｉＲ活性的影响

土壤反硝化酶活性只有在一定的真空度下才可

得以启动并准确测定，哈兹耶夫测定法中对此比较含

糊。３种土壤真空度对酶活性的影响曲线如图６、图７
所示。

可以看出，随着真空度的变化土壤反硝化酶的活

性具有较大的差异性。土壤 ＮＲ活性在真空度为 －
０．０８３ＭＰａ时达到最高，而土壤ＮｉＲ活性则要达到－
０．０８４ＭＰａ的真空度。过高的真空度则影响到了体系
的微生物活性，导致酶活性逐渐下降。

３ 结论

牗１牘提出了一套使用简便、易于操作的测定土壤

反硝化酶的新装置。

牗２牘土壤反硝化酶的测定培养时间以２４—２７ｈ
为宜；ＮＲ活性测定称样量和真空度分别为０．５ｇ和
－０．０８３ＭＰａ，而ＮｉＲ则为１ｇ和－０．０８４ＭＰａ。
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