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摘　要：土壤脲酶活性的测定有多种方法，其中靛酚蓝比色法由于测量结果精确性较高，重现性较

好，应用最为广泛。但也有培养后土壤过滤液浑浊、带色、脲酶活性受底物浓度影响较大等缺点。

以此方法为基础，针对过滤方式、培养时间、底物浓度及缓冲液选择等４个重要参数进行了对比试

验，以期进一步改进靛酚蓝比色法的测定准确性。结果表明，培养时选择５％的底物浓度、ｐＨ１０．０

的硼酸盐缓冲液、培养２４ｈ后再经ＫＣｌ溶液浸提过滤比色测定，其结果比传统靛酚蓝比色法高约

２．４６倍，改良靛酚蓝比色法的测定结果更接近土壤真实脲酶活性。
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　　土壤脲酶是由简单蛋白质构成的生物催化剂，

一般认为是由土壤中微生物产生，是存在于土壤中

能催化尿素分解、具有氨化作用的高度专一性的水

解酶［１４］，其活性稳定，受干燥、辐射及一定范围温度

变化（－６０～２２℃）的影响较小
［２］。在土壤酶中，脲

酶是唯一对一种重要的矿质肥料———尿素的往后转

化和作用具有重大影响的酶［５６］。因此，它比其他的

土壤酶类研究更多，有关文献资料也最为丰富。研
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究发现土壤脲酶活性，与土壤的微生物数量、有机物

质含量、全氮和速效磷含量呈正相关，在土壤氮元素

的循环与转化过程中扮演了重要角色［７８］，因此土壤

脲酶活性作为表征土壤氮素状况，评价土壤生产力

及土壤质量的指标一直以来备受科研工作者的重

视。

Ｒｏｔｉｎｉ首先提出测定土壤脲酶
［９］。测定脲酶常

用的方法有：比色法、扩散法、尿素剩余量测定法、电

极法、ＣＯ２ 量度法等
［９１１］。其中比色法由于操作简

单且对仪器设备要求不高而广泛应用。比色法原理

是以尿素为底物，经培养后根据脲酶酶促产物———

氨（忽略硝化过程造成的氨氮损失［１２］）在碱性介质

中：１）与纳氏试剂作用生成黄色的碘化双汞铵，该生

成物数量与氨量相关。２）与苯酚、次氯酸钠作用生

成蓝色的靛酚。该生成物数量与氨浓度成正比。后

者即称为靛酚蓝比色法，其结果精确性较高，重现性

较好，在脲酶活性测定中的应用最为广泛。

但笔者经实验观察发现此法存在以下问题：土

样经培养后过滤液浑浊、带色；脲酶活性受底物浓

度影响较大，底物溶液经培养后释放的氨氮有时竟

高于无底物土样释放的氨氮。为解决以上问题，本

研究以靛酚蓝比色法为基础，针对此法的过滤方

式、培养时间、底物浓度及缓冲液选择４个重要参

数进行对比试验，以期进一步提高靛酚蓝比色法的

准确性。

１　实验原理

传统靛酚蓝比色法原理是根据脲酶水解尿素时

生成的氨态氮在强碱介质中和苯酚钠及次氯酸钠反

应，形成蓝色靛酚，该生成物数量与氨浓度成正比。

因此可根据蓝色靛酚的比色结果表征土壤中脲酶的

活性大小。反应过程如下［９］：

ＮＨ３＋ＮａＯＣｌ→ＮＨ２Ｃｌ＋ＮａＯＨ （１）

ＮＨ２Ｃｌ＋Ｃ６Ｈ５ＯＨ＋ＮａＯＨ→

ＮＨ２Ｃ６Ｈ４ＯＨ＋ＮａＣｌ＋Ｈ２Ｏ （２）

ＮＨ２Ｃ６Ｈ４ＯＨ＋ＮａＯＣｌ→

ＮＨＣ６Ｈ４Ｏ＋ＮａＣｌ＋Ｈ２Ｏ （３）

ＮＨＣ６Ｈ４Ｏ＋ＮａＯＣｌ→

ＯＣ６Ｈ４ＮＣｌ＋ＮａＯＨ （４）

ＯＣ６Ｈ４ＮＣｌ＋Ｃ６Ｈ５ＯＨ＋２ＮａＯＨ→

ＯＣ６Ｈ４ＮＣ６Ｈ４ＯＮａ＋ＮａＣｌ＋Ｈ２Ｏ （５）

测定方法如下［９］：称取５ｇ过２０目风干土于

５０ｍＬ磨口三角瓶中，加５～１０滴甲苯，盖好，１５ｍｉｎ

后加１０ｍＬ１０％尿素和２０ｍＬｐＨ６．７柠檬酸盐缓

冲液，摇匀后，在３７℃恒温箱中培养２４ｈ。培养结

束后过滤，取滤液３ｍＬ于５０ｍＬ比色管中，加蒸馏

水至２０ｍＬ，再加入４ｍＬ苯酚钠溶液和３ｍＬ次氯

酸钠溶液，边加边摇匀。２０ｍｉｎ后定容，在分光光度

计波长５７８ｎｍ处比色（１ｃｍ比色皿）。反应生成的

靛酚蓝能在６０ｍｉｎ内稳定。每一土样需设置用水

代替底物（即尿素）的对照，以除掉土壤中氨态氮引

起的误差。还再设无土（尿素＋柠檬酸盐）对照。

经试验观察及与其他脲酶测定方法比较，得出

此方法中的一些重要参数有待于进一步斟酌：

１）过滤方式。培养结束后直接过滤，但是尿素

水解生成的ＮＨ４
＋ －Ｎ为正离子，很容易被带负电

的土壤胶体吸附［１３］，所以滤液中的氨氮含量降低，

导致测定结果偏小。为了将吸附在土壤颗粒上的氨

离子置换出来，试验采用２ｍｏｌ／Ｌ的ＫＣｌ溶液浸提

过滤。与直接过滤对比检测不同过滤方式对脲酶活

性的影响。

２）培养时间。使用２４ｈ的培养时间，但有的脲

酶测定方法需培养４８ｈ
［１４］，还有的只需２～３ｈ

［２，５］。

因此有必要检测脲酶活性大小随培养时间的变化，

以确定较为合适的培养时间。试验选择３、２４、４８ｈ

３种不同培养时间对比研究。

３）底物浓度。使用底物为１０％的尿素，浓度约

１．６ｍｏｌ／Ｌ，但参照其他脲酶测定方法，有的是

０．２ｍｏｌ／Ｌ
［２］，有的只有０．０８ｍｏｌ／Ｌ。经试验观察

也发现１０％尿素的无土对照经２４ｈ培养后释放的

氨氮浓度较高，有时竟然超过了个别土样释放的氨

氮量（若采取直接过滤方式的话）。因此本研究选择

了１０％、５％、１％３种不同浓度的尿素溶液做底物，

探究底物浓度对脲酶活性测定的影响。

４）缓冲液的选择。相关文献
［５］指出脲酶的最适

ｐＨ约为７，故方法中选择的缓充液ｐＨ为６．７，以保

证培养时脲酶活性最大程度的释放。但是生成的氨

氮需要在强碱介质中与苯酚钠和次氯酸钠显色反

应。若反应体系中碱性不强，会影响药品显色，故有

的方法中使用的缓冲液ｐＨ值为１０．０
［２］。也有相关

报道表明硼酸根会抑制土壤中尿素的水解［１５］，考虑

到尿素溶液的自行水解作用总是很强，本研究选用

ｐＨ１０．０的硼酸盐缓冲液与方法中的ｐＨ６．７的柠檬

酸盐缓冲液对照试验，考察缓冲液的不同对脲酶活

性测定的影响。

２　材料与方法

２１　供试土壤

土壤取自南京市环境科学研究院旁的四明山，

自然风干后过２０目筛，含水率为１．８９％。水土比
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为５∶１时土壤ｐＨ为４．８。

２２　培养与测定

将风干后的土样充分搅拌均匀，放置在４℃冰

箱中备用。分别称取５ｇ土壤置于３个５０ｍＬ三角

瓶中，标号为１、３、５。同样称取５ｇ土壤置于３个

１００ｍＬ三角瓶中，标号为２、４、６。加５～１０滴甲苯，

盖好，１５ｍｉｎ后１、２号加入１０ｍＬ１０％尿素，３、４号

加入１０ｍＬ５％尿素，５、６号加入１０ｍＬ１％尿素，

所有样品再加入２０ｍＬｐＨ６．７柠檬酸盐缓冲液。

所有操作设３组重复。置于３７℃恒温培养箱中培

养，在培养第３、２４、４８ｈ后各将一组土样取出测定。

其中单数号１、３、５直接离心（转数４０００ｒ／ｍｉｎ，

２０ｍｉｎ）。偶数号 ２、４、６ 取出后加入 ２０ ｍＬ 的

Ｓ２ｍｏｌ／ＬＫＣｌ溶液，用摇床摇动３０ｍｉｎ后再离心

（转数４０００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ）。将离心得到的上清液

用无氮滤纸过滤，取滤液３ｍＬ于５０ｍＬ比色管中，

之后测定方法不变。同时不同浓度尿素溶液各做１

份无土对照。整个操作还需１份无基质（尿素）对

照，无基质对照也需分直接过滤和浸提过滤２种。

实验设计如表１所示。

表１　实验设计

序号
培养时间／

ｈ

缓冲液

ｐＨ

尿素

浓度／％

过滤

方式

无土对

照标号

无底物（尿素）

对照标号

１ ３／２４／４８ ６．７ １０ 直接过滤

２ ３／２４／４８ ６．７ １０ 浸提过滤
ａ１

３ ３／２４／４８ ６．７ ５ 直接过滤

４ ３／２４／４８ ６．７ ５ 浸提过滤
ａ２

５ ３／２４／４８ ６．７ １ 直接过滤

６ ３／２４／４８ ６．７ １ 浸提过滤
ａ３

ｚ１（直接过滤）

ｋ１（ＫＣｌ浸提

过滤）

ｐＨ１０．０硼酸盐缓冲液取代ｐＨ６．７柠檬酸盐缓

冲液重复上述操作，以考察缓冲液的不同对脲酶活

性测定的影响。

２３　结果计算

土壤脲酶活性以培养时间内每克土释放的氨氮

的毫克数来表示。

土壤脲酶活性＝土样培养后测得的总氨氮含量

（ｍｇ／ｇ土）—无土对照的氨氮含量（ｍｇ）—无底物对

照的氨氮含量（ｍｇ／ｇ土）

其中直接过滤土样的氨氮含量（ｍｇ／ｇ土）＝ａ×

１０／５×０．００１

ＫＣｌ浸提过滤土样的氨氮含量（ｍｇ／ｇ土＝ａ×

５０／１５×０．００１

式中ａ为比色液吸光值在标准曲线上对应的浓

度，单位为（μｇ／５０ｍＬ）。

３　结果与讨论

同一土样，在不同变量参数下（不同培养时间、

底物浓度，缓冲液、过滤方式）测得的脲酶活性如

表２所示：

３１　合理过滤方式的确定

培养２４ｈ后不同底物浓度的土样直接过滤与

浸提过滤测得的脲酶活性如图１所示，可见土样培

养２４ｈ后浸提过滤所测得的脲酶活性明显高于直

接过滤测得的脲酶活性。培养３ｈ和培养４８ｈ的土

样测得的结果也是如此（如表２）。原因是土壤胶粒

带负电，很容易吸附尿素水解生成的ＮＨ４
＋－Ｎ，若

培养结束后直接过滤则吸附在土壤颗粒上的氨氮过

滤不出，导致脲酶测定结果偏小。此时加入 ＫＣｌ溶

液则Ｋ＋会将土壤中的 ＮＨ４
＋置换出来，ＮａＣｌ盐溶

液也可达到同样效果。加入量可参考土：水＝１∶４

的量，故５ｇ土壤可加入２０ｍＬ浸提液浸提。

表２　不同变量参数下测得的脲酶活性 ／（犿犵／犵土）

培养时间／ｈ 缓冲液ｐＨ

底物浓度／％

１０

直接过滤 ＫＣｌ浸提过滤

５

直接过滤 ＫＣｌ浸提过滤

１０

直接过滤 ＫＣｌ浸提过滤

３
６．７ ０．０８０ ０．１１４ ０．０７６ ０．０９８ ０．０６９ ０．１０４

１０ ０．１１７ ０．２７８ ０．１３１ ０．３３４ ０．１０６ ０．２１１

２４
６．７ ０．２８５ ０．５６０ ０．３９４ ０．６２５ ０．４０６ ０．５０９

１０ ０．３１９ ０．５９５ ０．４０１ ０．７０１ ０．４３１ ０．６９０

４８
ｐＨ６．７ ０．０５５ ０．３４７ ０．３４１ ０．６６５ ０．５７８ ０．９３６

ｐＨ１０ ０．２９３ ０．５５１ ０．４１０ ０．７２４ ０．４９８ ０．７９７

　　实验过程中也发现浸提后再离心的土样比直接

离心得到的离心液更清澈，过滤速度更快，且滤液几

近无色。而直接离心的土样的滤液则有些浑浊，且

培养时间越长滤液越浑浊，至培养４８ｈ后得到离心

液已经很浑浊，不易过滤，滤液颜色为深棕色（土壤

颜色），也影响比色结果的准确性。相比之下同样培
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养４８ｈ后经ＫＣｌ溶液浸提过的土样的离心液仍很

清澈，且几近无色。

故测定土壤脲酶活性时，土样经培养后不应直

接过滤，用ＫＣｌ溶液浸提后过滤测定更能反映土壤

释放的真实氨氮含量，且滤液澄清，不影响比色。

图１　培养２４犺后不同底物浓度的

土样测得的脲酶活性

３２　最佳培养时间的确定

不同底物浓度的土样在培养３、２４、４８ｈ后经浸

提过滤后测得脲酶活性如图２所示，可见同一土样

随培养时间的延长测得的脲酶活性随之增加。不同

底物浓度的土样在培养３ｈ时测得的脲酶活性较低

且彼此没有明显区别，培养２４ｈ后脲酶活性得到较

大幅度提升，不同底物浓度之间也无明显差别，经

４８ｈ培养后除１０％底物浓度的土样以外，其它土样

的脲酶活性继续有所增加，只是幅度减缓，且底物浓

度越低，增加幅度越大。原因是土壤脲酶活性的释

放需要一定的时间，脲酶需要与底物尿素充分接触，

且也需要时间来充分反应。培养３ｈ即取出测定虽

然也能表征出脲酶活性的释放，但释放的只是少部

分，难以代表土壤中所有潜在的脲酶活性。经４８ｈ

培养与经２４ｈ培养后测定的脲酶活性差距幅度减

缓，说明土样经２４ｈ培养后土壤中大部分的脲酶参

与了反应，观察到这时的脲酶活性受底物浓度的影

响也小，所以可以考虑用土样经２４ｈ培养后测定的

脲酶活性来表征土壤中的脲酶活性大小。

从实验角度考虑，土壤经４８ｈ培养后测得的脲

酶活性过高，显色时颜色过深已超过标准曲线的显

色范围，所有样品需要稀释后再测定，给操作带来不

便，况且４８ｈ的培养时间耗时较大。综上所述，靛

蓝比色法测定脲酶活性建议采用２４ｈ的培养时间，

既能够充分表征出土壤脲酶活性大小，且操作简便，

节省时间。

３３　最适尿素浓度的确定

图３、图４分别为不同底物浓度的无土对照释

图２　不同底物浓度的土样经浸提过滤后

所测得脲酶活性

放的氨氮含量和不同底物浓度的土样释放的总氨氮

量。由图３可以看出底物尿素会随着培养时间的延

长自行水解释放氨氮，反应式如式６。不同浓度的

尿素水解速度不同，对２两种不同缓冲液体系而言，

都是１０％的尿素溶液水解速度最快，其次５％的尿

素溶液，１％的尿素溶液培养４８ｈ内水解现象不明

显。说明尿素溶液浓度越高，越不稳定。

Ｏ＝Ｃ＜
ＮＨ
２

ＮＨ
２
＋２Ｈ２Ｏ＝ＣＯ２＋２ＮＨ３ （６）

图３　不同浓度的无土对照释放的氨氮含量

图４　不同底物浓度的土样经浸提

过滤后测得的总氨氮含量

培养３ｈ后３种不同浓度的尿素释放的氨氮含

量可以看出１０％＞５％＞１％，但差距不明显。此时

各种底物浓度的土样释放的总氨氮含量几乎相同

（图４），因此测得到脲酶活性差距不大（图２）。２４ｈ

后不同浓度的尿素溶液水解释放的氨氮量已经有明

显区别，溶液浓度越高，水解程度越大。因此虽然

１０％底物浓度的土样检测到了最高的总氨氮释放
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量，但由于其水解程度也最大，相减之下，反而是

５％底物浓度的土壤脲酶活性最高。随着培养时间

的进一步延长，高浓度尿素溶液继续水解，最终４８ｈ

后１％底物浓度的土壤脲酶活性达到最高（图２）。

值得一提的是，由图４可见４８ｈ后不同底物浓

度土样释放的总氨氮量又接近相同，说明３种底物

浓度的土样经４８ｈ培养后不论是底物自行水解还

是脲酶催化底物水解，底物的水解程度达到了一致。

但是底物浓度越高，自行水解占的比例越大，脲酶对

底物水解的贡献就越小。这个趋势随着培养时间的

延长而明显。可以解释为浓度较高的尿素由于会自

行水解，所以溶液中的氨氮量从开始就很高，较高的

氨氮浓度会抑制脲酶对尿素的催化，但还不至于抑

制尿素的自行水解，所以到了后期１０％底物浓度的

土样的脲酶活性不升反降（图２）。５％浓度的底物

自行水解程度没有１０％的高，所以后期脲酶活性只

是增长缓慢。而１％浓度的尿素由于自行水解程度

不明显，前期没有氨氮的积累来抑制脲酶的催化作

用，所以整个反应过程中脲酶持续发挥作用直至培

养后期１％底物浓度的土样测得的脲酶活性最大。

之前提及测定脲酶活性建议采用２４ｈ的培养

时间，由图２可看出培养２４ｈ后５％底物浓度的土

样显现出了最高的脲酶活性，此时５％的底物浓度

既能诱导脲酶发生催化反应，自身水解释放的氨氮

量也未到达抑制脲酶活性的程度，所以５％浓度的

底物能最大程度的诱导出土壤脲酶活性。因此笔者

建议若采用２４ｈ的培养时间则选择５％的尿素溶液

做底物测定，能够最大程度的表征土壤脲酶活性。

３４　最适缓冲液的确定

以５％底物浓度的土样为例，在不同ｐＨ值缓冲

液、不同培养时间下测得释放的总氨氮含量如图５

所示。可见ｐＨ６．７的土样在培养３ｈ时检测到的氨

氮含量低于ｐＨ１０．０的土样，随培养时间的延长，

ｐＨ６．７的土样测得的氨氮含量逐渐升高，且涨幅较

大，最终培养时间４８ｈ时ｐＨ６．７的土样测得的氨氮

含量高于ｐＨ１０．０的土样。整个培养过程中ｐＨ６．７

的无土对照样的氨氮含量都高于ｐＨ１０．０的无土对

照，最终相减之下５％底物浓度的土样用ｐＨ１０．０的

硼酸盐缓冲液培养测得的脲酶活性高于用ｐＨ６．７

的柠檬酸盐缓冲液（见图２）。

分析认为，ｐＨ１０．０硼酸盐缓冲液有抑制尿素溶

液自行水解的作用。因此虽然随培养时间的延长，

土样释放的总氨氮含量逐渐低于ｐＨ６．７的土样，但

由于底物自行水解的更少，所以相减之下测得的脲

酶活性始终高于ｐＨ６．７的土样。吴金桂等
［１５１７］研

究表明，在土壤中加入不同浓度的硼酸／砂后检测土

壤尿素的水解率，发现硼酸／砂能够抑制尿素的水

解，且硼酸／砂浓度越高抑制作用越明显，因而得出

含硼化合物对土壤脲酶有抑制作用的结论。硼酸根

能抑制土壤中的尿素释放氨氮这与本研究的结果一

致，但硼酸根主要是抑制了尿素的自行水解才会导

致检测到的土样氨氮含量降低，因此本研究认为硼

酸根的存在能显著抑制尿素自行水解，而对土壤脲

酶的抑制作用没有相关报道所述的那么明显，但硼

酸根抑制尿素自行水解的原理还有待于进一步研

究。

图５　５％底物浓度的土样释放的总氨氮含量

４　结论

传统靛酚蓝比色法存在培养后土壤过滤液浑

浊、带色、脲酶活性受底物浓度影响较大等缺点。

选择５％的底物浓度、ｐＨ＝１０．０的硼酸盐缓冲

液、培养２４ｈ，再经ＫＣｌ溶液浸提过滤后测定，既能

避免反应释放的氨氮被土壤吸附，也能抑制底物自

行水解，且有效解决了过滤液浑浊带色等问题。

对同一土样，分别采用传统靛酚蓝比色法和改

良靛酚蓝比色法测定土壤脲酶活性，其结果分别为：

０．２８５ｍｇ／ｇ土、０．７０１ｍｇ／ｇ土。改良靛酚蓝比色

法比传统法测定结果高约２．４６倍，改良靛酚蓝比色

法测定结果更接近土壤真实脲酶活性。
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