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土壤反硝化酶活性测定方法及影响因素研究
Ξ
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(西北农林科技大学 资源环境学院,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　借助土壤酶学的基本原理,初步建立了一种底物 (KNO 3)最佳浓度为 10 göL ,土样不需二次离心的

土壤反硝化酶活性测定方法——硝态氮剩余量法,并对其影响因素进行了研究。结果表明,该测定方法简便、快速、

灵敏;有机肥的加入可显著提高土壤反硝化酶的活性,有机肥和化肥的共施是最佳的培肥措施; 种植作物也可提高

土壤反硝化酶活性;甲苯对土壤反硝化酶活性有明显的抑制作用,且土壤肥力水平越高,抑制幅度越大。
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　　随着世界人口的急剧增加,粮食需求不断增大,

肥料和农药作为农作物增收防病的主要措施而被广

泛施用。我国氮肥的损失严重,利用率不足 40 % ,较

发达国家低 10 %。氮肥损失的主要途径是氨化和反

硝化,其结果一方面是引起产品品质下降,如蔬菜中

的硝态氮大量累积; 另一方面是对环境质量造成威

胁,如水体富营养化等。在氮肥损失的 2个生化途径

中, 特别值得人们关注的是反硝化过程, 其产生的

N 2O 温室效应是 CO 2 的 200 倍[123 ] , 并且对臭氧层

有破坏作用,导致 1980～ 1990 年间地球紫外线辐

射大约增强了 6 %。尽管施入土壤的氮素仅有

0. 5 %～ 1. 5 %转化成N 2O , 但全球每年纯氮的消

耗量高达 93. 5×106 t, 使得 N 2O 总量仍以每年

0. 25%的速率递增[427 ] ,其仍在不停地破坏着人类生

存的环境。故近三、四十年来,土壤的反硝化问题一

直是农业和环境科研工作者关注的热点问题之一。

土壤酶[8 ]作为土壤重要组成部分,参与了土壤中所

有生化反应过程。反硝化过程也是在土壤反硝化酶

(土壤吸附的酶和微生物分泌的酶)作用下来完成

的。目前反硝化酶活性常用的测定方法[9210 ]是在厌

氧密闭条件下,加入一定量的硝态氮和碳源物质等,

充吸 3次氮气后加入乙炔,培养后采用气相色谱分

析氧化亚氮的量。该测定方法设备条件要求较高,不

易操作,很难大范围地推广应用。为此本试验借助土

壤酶学的基本理论,初步建立一种测定土壤反硝化

酶活性的方法——硝态氮剩余量法,以期为比较不

同条件下土壤反硝化能力的强弱、提高氮肥利用率

及保护环境等提供可靠的方法。

1　材料与方法

1. 1　供试土样

　　土样于 2002209采自西北农林科技大学资源环

境学院 1977 年开始的长期定位试验地,共 7 份,编

号依次为 1, 2,⋯, 7,其培肥方案见表 1。采样时先除

去 0～ 5 cm 表层土, 五点法采集 5～ 20 cm 深的土

样,风干后过孔径 1 mm 的筛,备用。

表 1　供试土壤的培肥方案

T able 1　Experim ental design of so ils tested kgöhm 2

土样编号
N o.

处理
T reatm en t

尿素
U rea

过磷酸钙
Ca (H 2PO 4) 2

秸秆
Straw

厩肥
M anure

1 无肥N o2fert ilizer 0 0 0 0

2 化肥 Chem ical fert ilizer 450 525 0 0
3 休闲 Fallow 450 525 9 375 0
4 低秸 L ow straw 450 525 9 375 0
5 中秸M iddle straw 450 525 18 750 0
6 高秸 H igh straw 450 525 37 500 0
7 厩肥M anure 450 525 0 37 500
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1. 2　方　法

1. 2. 1　土壤反硝化酶活性测定原理　土壤反硝化

反应需要在厌氧环境中进行。加入三角瓶中的硝态

氮的去向只能是作物利用、淋失、土壤吸附和反硝化

4个方面之一。本试验中, 1 g 土样被溶液完全淹没,

处于厌氧环境,其硝态氮也不可能淋失,加之其又是

一种阴离子,土壤对其的吸附量很小。所以,培养结

束后硝态氮的损失只能是反硝化作用的结果。因此,

本试验拟通过测定反应后NO -
3 2N 的损失量, 来表

征土壤反硝化酶活性。

1. 2. 2　铵态氮含量的测定　取 1, 3, 4 号土样用靛

酚兰比色法[12 ]测定铵态氮含量。

1. 2. 3　硝态氮含量的测定　称取 4 份土样, 每份

1. 00 g,均置于 50 mL 的三角瓶中,分别加 10 göL
葡萄糖和 10 mL 不同浓度 (1, 5, 10, 20 göL )的硝酸

钾 (底物)溶液,加塞后 37 ℃培养 48 h, 4 000 röm in

离心 20 m in, 用紫外分光光度法测硝态氮的含量

(OD 值) [11 ] ,含量以转化NO -
3 2N 的量表示。同时设

置灭菌土壤,无底物,无土壤处理作为对照。

1. 2. 4　最佳底物浓度的确定　取 5 号土样, 按

1. 2. 3的方法测定其硝态氮含量, 每处理重复测 4

次,求其平均值,标准差及变异系数 (Cv) ,检验其重

现性,以确定底物 (硝酸钾)的最佳浓度。

1. 2. 5　离心次数的确定　对供试土壤在 1 次离心

后再作第 2次离心,测定其NO -
3 2N 含量,以确定需

要离心的次数。

1. 2. 6　供试土壤反硝化酶活性的测定　测定 1～ 7

号土样的NO -
3 2N 含量, 比较不同培肥土壤的反硝

化酶活性。

1. 2. 7　甲苯对土壤反硝化酶活性的影响　向 1. 00

g 土样中加入 0. 2 mL 甲苯,混匀后静置 15 m in,分

别加入 10 göL 的葡萄糖和 10 göL 的硝酸钾溶液,

加塞培养后,测定其土壤反硝化酶活性。

2　结果与分析

2. 1　N H 42N 含量的测定
　　有学者[13 ]认为,水稻土中存在着硝酸盐异化还

原成铵的过程。为了了解土娄土中是否也存在此过程,

本试验测定了反应结束后土壤溶液中氨态氮的含

量。由表 2可知,土壤培养离心液中N H +
4 2N 的含量

很低,检出的N H +
4 2N 含量仅占加入NO -

3 2N 含量的
1. 103 %～ 3. 607 % ,平均为 2. 363 % ,故可认为土娄

土中基本不存在此异化还原过程。
表 2　土壤上清液中铵态氮的含量

T able 2　Conten t of N H +
4 2N in so il supernatan t flu id

土样
编号
N o.

N H +
4 2N ö

(Λg·mL - 1)
NO -

3 2N ö
(Λg·mL - 1)

(N H +
4 2N ö

NO -
3 2N ) ö%

1 32. 95 1 384. 905 2. 379

3 15. 28 1 384. 905 1. 103

4 49. 95 1 384. 905 3. 607

2. 2　最佳硝酸钾浓度的确定

由表 3 可知,各处理 4 次重复间OD 值差异均

较小,标准差为 0. 004 7～ 0. 013 5,变异系数最大为

3. 069 % ,其对应的 KNO 3 浓度为 1 göL ; 变异系数

最小为 0. 318 % ,其对应的 KNO 3 浓度为 10 göL。
变异系数和标准差的大小可以说明重复数值的离散

程度,即离平均值的远近程度,变异系数和标准差越

小,说明试验结果的准确性越高,重现性越好[14 ]。由

此可知,当硝酸钾浓度为 10 göL 时,此测定方法的

准确性最高。因此,最佳的硝酸钾浓度为 10 göL。

表 3　不同浓度硝酸钾对测定结果的影响

T able　3　Effect of differen t KNO 3 concen tra t ions on tested resu lts

处理
T reat2
m ent

KNO 3浓度ö
(g·L - 1)

KNO 3 concen2
tration

OD 值OD value

1 2 3 4 平均
M ean

标准差
Standard

erro r

变异系数ö%
Cv

É 1 0. 190 0. 195 0. 188 0. 181 0. 189 0. 005 8 3. 069

Ê 5 0. 839 0. 845 0. 849 0. 842 0. 844 0. 013 5 1. 599

Ë 10 1. 471 1. 476 1. 482 1. 479 1. 477 0. 004 7 0. 318

Ì 20 2. 09 2. 10 2. 08 2. 11 2. 095 0. 012 9 0. 616

2. 3　离心次数的确定

土壤培养液离心 2 次后的硝态氮含量见表 4。

由表 4可知,经 2 次离心后土壤培养液的比色值很

小,采用标准曲线计算的硝态氮含量均为负值,这表

明在酶活性测定中,采用 1 次离心即可完全获得土

壤中的硝态氮,故在测定时不需要进行第 2次离心。

2. 4　无底物对照试验结果

对照试验 (无底物处理)的结果见表 5。由表 5

可知,供试土样的硝态氮含量均无法检出,表明土壤

本身的NO -
3 2N 的含量很低。这也佐证了土壤中硝
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态氮吸附量较小的结论。
表 4　离心 2次后土壤中NO -

3 2N 的含量

T able 4　Conten t of NO -
3 2N concen tra t ion

in the second cen trifugal liqu ids

土样编号
N o.

OD 值
OD value

NO -
3 2N ö

(Λg·mL - 1)

1 0. 055 3 - 0. 322 8

2 0. 053 8 - 0. 327 5

3 0. 037 3 - 0. 438 3

4 0. 037 0 - 0. 439 9

5 0. 074 5 - 0. 199 3

6 0. 037 3 - 0. 438 3

7 0. 036 0 - 0. 446 3

表 5　对照处理的土壤硝态氮含量

T able 5　So il NO -
3 2N conten t in con tro l treatm ent

土样编号
N o.

OD 值
OD value

NO -
3 2N ö

(Λg·mL - 1)

1 - 0. 011 - 0. 748 0

2 0. 021 - 0. 542 6

3 0. 008 - 0. 626 1

4 0. 027 - 0. 504 1

5 0. 026 - 0. 486 9

6 0. 011 - 0. 510 5

7 0. 028 - 0. 463 9

　　由以上结果可知,通过测定反应后硝态氮的剩

余量来表征土壤反硝化酶活性的方法是可行的,且

具有简便、快速、灵敏的特点。

2. 5　不同培肥土壤的反硝化酶活性

不同培肥土壤的反硝化酶活性见图 1。由图 1

可知,不同培肥处理的酶活性有较大差别,施用有机

肥土壤 ( 4, 5, 6, 7 号) 的反硝化酶活性较高, 为

206. 06～ 239. 73 Λgö(g·h) ,施用化肥和休闲处理

土壤的 ( 2 和 3 号) 反硝化酶活性中等, 分别为

158. 37和 189. 19 Λgö(g·h) ; 无肥处理 (1 号)土壤

反硝化酶活性最低,仅为 37. 24 Λgö(g·h) ,只是高

秸和化肥处理的 15. 53%和 23. 51%。由此可见,土

壤反硝化酶活性与土壤培肥措施基本一致。主要原

因可能是肥力较高的土壤,一方面其有机质含量较

高,对反硝化酶的吸附固定容量较大;另一方面其营

养物质丰富,微生物数量和种类较多,反硝化微生物

数量也多,最终导致反硝化酶活性增强。因此,肥力

较高的土样酶活性也较高。

3 与 4 号土样的培肥方案一样, 但其区别在于

是否种植作物。由图 1可知,种植作物后的 4号土样

反硝化酶活性较高,为 217. 25 Λgö(g·h) ,休闲的 3

号土样反硝化酶活性为 189. 19 Λgö(g·h) ,二者相

差 28. 06 Λgö(g·h) ,这表明作物对反硝化酶活性

具有明显的增强作用。这是由于作物在生长过程中,

分泌出大量的营养物质和生长刺激素类物质,这些

物质促进了微生物的生长,使其数量大大增加,最终

使土壤反硝化活性增强。从土壤反硝化酶活性角度

来看,有机肥加化肥是最佳的培肥方式。此外如何调

节培肥和提高肥料利用率之间的关系,还有待进一

步研究。

图 1　供试土壤反硝化酶活性

F ig. 1　D enitrificat ion enzym e activit ies

of so ils tested

2. 6　甲苯对土壤反硝化酶活性的影响

甲苯作为一种应用广泛的有机溶剂,也是一些

农药等有机物在土壤中降解的中间产物,在水解酶

活性测定方面常被用作前期处理试剂。所以本试验

对甲苯与土壤反硝化酶活性关系进行了探讨。甲苯

处理前后供试土样硝态氮含量见表 6。
表 6　甲苯处理前后土壤离心液中的NO -

3 2N 含量

T able 6　NO -
3 2N concen tra t ion in so il cen trifugal liqu id

ΛgömL

土样编号
So il

samp le N o.

未添加甲苯
N o2to luene
treatm en t

添加甲苯
To luene

treatm en t

差值
D ifference

1 6. 369 3 8. 463 2 2. 093 9

2 5. 182 1 8. 983 0 3. 800 9

3 4. 119 9 8. 676 5 4. 556 6

4 3. 681 9 8. 895 8 5. 213 9

5 3. 980 3 8. 925 8 4. 944 5

6 3. 160 4 8. 914 0 5. 753 6

7 3. 871 9 9. 116 2 5. 244 3

　　由表 6可知,未添加甲苯时,供试土样的硝态氮

含量与土壤反硝化酶活性成反比。而添加甲苯后却

增加了土壤中NO -
3 2N 的含量, 即甲苯抑制了土壤

反硝化酶的活性。这可能是由于甲苯杀死了反硝化

微生物,从而使得作用于反硝化过程的微生物数量

减少,导致反硝化反应速率降低,结果使NO -
3 2N 含

量增加。
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由表 6 还可知,甲苯对土壤反硝化酶活性影响

的幅度随土壤肥力水平的降低而减小。其中甲苯对

厩肥 (7号)、低秸 (4号)和高秸 (5号)土样反硝化酶

活性的影响较大, 硝态氮含量的差值均大于5. 20

ΛgömL ; 甲苯对化肥处理 (2号)的影响较小,硝态氮

含量差值为 3. 800 9 ΛgömL ;甲苯对无肥处理 (1号)

的抑制作用最小, 硝态氮含量差值仅为 2. 093 9

ΛgömL ,与 6号土样相比,只是其 36. 36%。这是因

为随着土壤肥力水平的增加,微生物数量增大,甲苯

的加入导致反硝化微生物死亡,最终表现为甲苯对

反硝化酶活性的抑制幅度较大。不同秸秆施入量处

理土壤的反硝化酶活性受甲苯影响较大,但表现出

的规律性不明显。

3　结　论

本研究结果表明: (1)采用硝态氮剩余量法测定

土壤反硝化酶活性是可行的; (2) 10 göL 硝酸钾溶
液是酶促反应最适底物浓度; (3)有机肥的加入可显

著提高反硝化酶活性,有机肥加化肥是最佳的培肥

模式; 种植作物也可增强土壤反硝化酶活性; (4)甲

苯对土壤反硝化酶活性有抑制作用,土壤肥力水平

越高,抑制幅度越大。
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Study on assaying m ethod and affect ing facto rs of so il

den it r if ica t ion enzym e act ivity

HE W en -x iang,W E IYan -yan , CA I Shao-hua
(Colleg e of R esou rce and E nv ironm en t,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: By m ean s of so il enzym atic basic theo ry, a simp le, qu ick and sen sit ive m ethod w as estab lished

to analyze so il den it rif ica t ion enzym e act ivity (D EA ) and affect ing facto rs. T he resu lts show ed that o rgan ic

fert ilizer cou ld rem arkab ly increase so il D EA. T he m ix ing of o rgan ic fert ilizer and chem ical fert ilizer w as

the best w ay to imp rove so il fert ility. P lan t grow th also enhanced so il D EA. To luene sign if ican t ly inh ib ited

D EA , and the inh ib it ion grew w ith the increase of so il fert ility.

Key words: den it rif ica t ion enzym e; assaying m ethod; o rgan ic fert ilizer; to luene
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