
《土壤微生物胞外酶活的测定 荧光法》(征求意见稿)

编制说明

一、目的意义

土壤酶是具有加速土壤生化反应速率功能的蛋白质,随着对土壤

质量问题的重视,我国对土壤酶研究的深度和广度不断增加。土壤有

机质是植物生态系统营养物质的源和库,对土壤有机质数量和质量的

管理是进行植被恢复、促进植物健康生长以及实施生态系统管理的重

要内容之一。土壤水解酶是催化土壤中各种底物发生水解反应的酶类,

通过裂解有机化合物中糖苷键、脂键、肽键、酸酐键以及其他键,直

接参与土壤中有机物的转化。

土壤水解酶的种类很多,主要涉及与有机碳、氮、磷和硫有关的

酶类。与有机碳转化相关的酶主要有:(1)土壤纤维素酶,催化土壤中最

重要的碳水化合物即纤维素的水解。目前比较一致的观点是纤维素酶

包括 3类:一是内切 1,4-β-葡聚糖苷酶(EC3.2.1.4),它随机地切割纤维素

多糖链内部的无定型区,目前在土壤中的研究有限;二是外切葡聚糖酶

(EC3.2.1.91),又称纤维二糖酶,它从纤维素多糖链的末端释放聚糖,目

前已引起重视；三是β-葡萄糖苷酶(EC3.2.1.21),是目前研究最广泛的

一种土壤酶,它水解纤维二糖和其他水溶性的纤维糊精产生形成葡萄

糖。(2)木聚糖酶(EC3.2.1.8),是一种参与植物残体半纤维素水解的重要

酶[78],我国未开展相关的研究。(3)蔗糖酶又称转化酶(EC3.2.1.26),主

要水解水溶性的蔗糖β-D-呋喃果糖苷,产生葡萄糖和果糖。与有机氮转

化相关的酶主要包括:(1)几丁质酶,与有机碳和氮的转化密切相关,在



土壤中目前研究较多的为β-乙酰氨基葡萄糖苷酶(EC3.2.1.52)。(2)蛋

白酶(EC3.4.21.24),它分解蛋白质、肽类为氨基酸。(3)肽酶,主要是氨

基肽酶(EC3.4.11.1),从肽链的末端水解,形成氨基酸如亮氨酸和丙氨酸。

(4)脲酶(EC3.5.1.5)研究的最多,其功能是水解尿素,生成 CO2和水。土

壤中有机磷的转化主要依靠磷酸酶来完成,它水解磷酸脂类形成磷酸

及其他产物。目前研究较多的是单酯磷酸酶,它又可分为酸性磷酸酶

(EC3.1.3.2)和碱性磷酸酶(EC3.1.3.1)。

土壤酶测定方法是进行酶学研究的基础。在 20世纪 50年代，土

壤酶测定方法的研究进入快速发展时期。经过 60多年的发展,目前土

壤酶的测定方法基本得到认可。但由于土壤酶牢牢地被矿物质胶体和

腐殖质物质所吸附,目前直接提取土壤酶还存在很大的难度，通常是

通过测定酶活性来了解土壤酶的丰缺状况。虽然目前土壤水解酶活性

的测定方法还很不统一，但主要是根据一定量底物在酶催化反应过程

中的生成物或剩余底物量间接测得的。基于这一测定原理的方法有两

种：一是分光比色分析法。这是一种传统的测定方法，被国内外学者

普遍采纳。其基本原理为水解酶与底物混合经培养后产生某种带颜色

的生成物，并在某一吸收波长下产生特征吸收峰，最后用分光光度计

测定生成物的含量；第二是荧光分析法，是 20世纪 90年代发展起来

的。其主要原理是以萤光团标记底物作为探针,通过荧光强度的变化

反映酶活性。与传统方法相比，荧光分析法具有培养时间短、高灵敏

度(比分光光度法高 2-3个数量级)、高选择性、试样量少等诸多优点。

目前我国对土壤酶的研究日益关注，但在其研究过程中主要依据 1986



年《土壤酶及其研究法》介绍的方法。

本文主要针对荧光分析法测定土壤胞外酶活性的方法进行说明

和步骤规范，以便于该方法的规范化使用。

二、任务来源

说明项目来源文件。

(参考:根据~年~月~日江苏省农学会下达的关于征集~立项项目

的通知（苏农学字[ ~ ] ~ 号），标准牵头单位向江苏省农学会提交立

项申请;根据~年~月~日江苏省农学会下达的关于~团体标准立项的公

告（苏农学字[ ~ ] ~ 号），批准本标准立项。

三、编制过程（需根据标准制定程序各阶段的进展不断补充，直到可

发布为止）

1.研究现状

标准制定团队基于胞外酶测定基本方法原理，改进和优化了测试

方法和步骤。分析了多个因素对土壤酶活的影响：（1）风干对土壤

酶活性的影响，（2）低温保存对土壤酶活性的影响，（3）底物种类

及其浓度对土壤酶活的影响，（4）土壤酶试验的培养条件（缓冲液、

pH、培养温度、培养时间、抑制剂的使用）等。应用优化的土壤微

生物胞外酶活测定荧光法，标准制定团队在农田、森林、荒地等酸性

和碱性土壤中开展了土壤酶活性的测试分析。该方法方便、高效、测

定数据稳定、可以广泛推广应用。

2.标准制定进展



3-6月：形成《土壤微生物胞外酶活的测定（荧光法）》标准初

稿；广泛吸收论证会专家意见后报省农产品质量安全学会申请立项；

7-9月：调研论证修改完善标准初稿；

10-11月：通过意见征求、审定等进一步完善标准内容；

12月：标准报批。

按时间节点及工作进度简述编制过程。(主要叙述资料收集、分

析调研、试验验证、综述报告、技术经济论证过程，草拟文本，征求

意见,技术审查等过程。)

四、主要内容技术指标确立

1.悬浊液制备

用电子天平称取 1.00 g 新鲜土壤，放在已编号号码的乐扣盒中。

用加液器加入 125 mL灭菌冷却后的醋酸钠缓冲液，封口加盖，震荡

2 h，180 r/min。另称取一份土壤测定土壤含水量。

2.样品加样

将乐扣盒放置在搅拌器上，一边搅拌一边加入 200 μL土壤悬浊

液到 96微孔板中。将（8*12）的 96微孔板分为两部分，前四列是样

品孔，后四列是空白孔，再取一个 96微孔板将淬火样品的 7个浓度

梯度溶液依次加入到相应的微孔板孔中。用移液枪在样品孔

（Substrate）、空白孔（control）、淬火孔（Reference standard）分

别加入每个土壤样品 200 μL的土壤悬浊液。加入完成后在样品孔中

加入每种酶与之对应的酶底物 50 μL，空白孔中加入 50 μL的缓冲液，

在淬火孔中加入不同浓度的 50 μL的标准物溶液。



取另一个酶标板横分为两部分，前六列加入 200 μL缓冲液和 50

μL 不同酶底物（Sample assay），做六个重复。后六列加入 200 μL

缓冲液和 50 μL七个不同浓度的标准曲线溶液（Quench Standard）

3. 样品培养

全部加入完成，将微孔反应板置于 20℃黑暗条件下培养 4 h后，

每个孔加入 10 μL 1 M的NaOH溶液使反应终止（记录时间，注：NaOH

溶液不可提前注入等待上机，需注入一板立即读一板）。

4. 样品测定

用纸巾擦净酶标板底部（去除凝结物防止影响读数），上酶标仪

测定荧光值，激发波长 365 nm，发射波长 450 nm。经过负控制和淬

灭校正后，酶活性结果用 nmol/h/g。

简述标准主要内容技术指标确定的依据，包括实地调研、查阅资

料、试验论证等。

五、与相关法律法规和国家标准的关系

简述是否符合相关法律法规要求，技术指标高于国家标准相关技

术要求。

六、实施推广建议

适用范围：适用于自然土壤和农田土壤中胞外酶活性测定。

土壤微生物胞外酶活的测定（荧光法）标准，相比于传统方法，

具有培养时间短、高灵敏度(比分光光度法高 2-3个数量级)、高选择

性、试样量少等诸多优点。可以在多个生态系统的土壤酶活性测试中



应用，该方法标准的应用，可以方便、高效、准确的测定土壤酶活性、

而且测定数据稳定，可以广泛推广应用。

七、团体标准涉及专利的说明

八、重大分歧意见的处理经过和依据

在标准编制过程中对重大分歧意见的处理情况说明。


