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微孔板荧光法对土壤糖酶活性的测定研究
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摘　要　应用荧光共轭物质作为底物 , 将 96微孔板和荧光检测法结合进行稻 2麦轮作系统 CO2倍增条件

( FACE)下土壤两种糖酶 (木聚糖酶和纤维素酶 )活性的测定 , 探讨了微孔板结合荧光法测定糖酶活性的可

行性。结果表明 , 此种方法可以灵敏的检测到土壤稀释液中的糖酶活性 , 测定结果重现性较好 (变异系数最

大为 41879% )。与传统的分光光度法相比 , 是一种准确、快速、简便的土壤糖酶活性测定方法。CO2倍增条

件下土壤木聚糖酶活性高于自然条件 , 且在小麦的拔节期 , 抽穗期和成熟期及水稻的抽穗期和成熟期显著

高于对照 ( P < 0105) , CO2浓度升高提高作物的生长代谢水平 , 进而影响微生物活性造成土壤木聚糖酶活性

提高。纤维素酶活性在 CO2倍增条件下未发生显著变化 , 说明土壤纤维素酶在短时期内对 CO2增加的响应

不显著。
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引　言

　　酶是土壤中生物过程诸如有机质降解、矿化和营养循环

的主要催化物质。水解酶决定着所作用底物的分解速率 , 由

于底物降解后才能被微生物和植物吸收利用 , 常常被作为土

壤功能的指示者。Kandeler等 [ 1 ]指出 , 酶多样性及相应活性

的研究是评价土壤功能多样性的有效方法。土壤酶对环境变

化具有很强的敏感性 , 因此 , 可以作为土壤生物质量的潜在

指标 [ 2 ]。

土壤中各种酶活性的测定方法由于底物的自然属性、测

定条件、培养时间和检测方法 (分光光度法 ,荧光法 , 放射性

同位素法 )的不同而有差异。目前常用的方法是由 W ilson[ 3 ] ,

Tabatabai[ 4 ] , Gianfreda[ 5 ]等所研发 , 均为分光光度法 , 测试

时间较长 (反应体系培养、酶解产物提取等 ) , 操作复杂。荧

光法是一种灵敏度较高的物质检测方法 [ 6 ] , 现已应用于诸如

湖泊、蒸汽和海洋等酶活性较低的水生态系统酶活性的检

测 [ 7, 8 ]。用荧光法检测土壤酶活性是 Fernley等 [ 9 ]最先提出

的 , 但只阐述了它应用的可能性 , Freeman[ 10 ]使用荧光法对

土壤中酶活性进行了测定并阐述其原理。M ilja[ 11 ]应用多功

能酶标仪对 96微孔板内的待测物质同时进行了检测 , 由于

荧光法对待测液的需求量较低 , 所以将土壤悬液、底物及相

应缓冲液置于 96微孔板内培养 , 使酶反应在微孔板内进行

而后进行荧光检测 ,大大提高了检测效率。本研究应用 96微

孔板 , 以荧光物质 42羟甲基 272香豆素 (MUB )共轭物质作为

测定底物 , 研究稻 2麦轮作系统 CO2倍增条件 ( FACE)土壤木

聚糖酶和纤维素酶活性 , 并与传统的分光光度法 [ 12 ]测定木

聚糖酶活性进行了比较。

1　实验部分

111　仪器

Varioskan flash型多功能酶标仪 (美国 Thermo公司 ) , 八

通道进液器 (比利时 Eppendorf公司 ) , 培养箱 (日本 EYELA

公司 ) , 分光光度计 (上海尤尼柯公司 ) , 分析天平 (上海精密

科学仪器有限公司 )。

112　供试土壤

稻 2麦轮作 FACE ( free2air carbon dioxide enrichment)系统

平台位于江苏省无锡市安镇镇年余农场 (31°37’N, 120°28’

E) , 耕作方式为水稻、冬小麦轮作。关于试验区的环境条件

及试验地的基本理化性质请参阅文献 [ 13 ] , 平台共有 3个

FACE试验圈和 5个对照圈 , FACE试验圈保持 CO2浓度比



对照圈高 200μmol·mol- 1 , 两试验圈具体设置请参阅文

献 [ 13 ]。在冬小麦的生长季内取 4次样 , 取样时间分别为 : 越

冬期 (1月 12日 )、拔节期 ( 3月 8日 )、抽穗期 (4月 12日 )

和成熟期 (6月 3日 ) ;在水稻的生长季取四次样 , 取样时间

分别为 : 分孽期 (7月 13日 )、拔节期 (8月 10日 )、抽穗期

(8月 27日 )和成熟期 ( 10月 28日 ) ; 取样深度 : 0～10 cm。

将采取的土壤样品在塑料袋中混匀后放置于冰桶中 , 带回实

验室后放置于 4 ℃冰箱中保存 , 进行酶活性的测定。

113　试剂

木聚糖酶、纤维素酶的底物分别为 42MUB272β2D2木糖
苷 ; 42MUB2β2D2纤维二糖苷 , 标准品 MUB及两种底物均购于

Sigma2A ldrich公司 ; 分光光度法测定木聚糖酶的底物为木聚

糖 , 标准物葡萄糖 , 二者均购于上海生化试剂公司。其他试

剂均为分析纯。

114　荧光法测定酶活性 [ 11 ]

(1)原理 : 42羟甲基 272香豆素 (MUB)在 365 nm波长处激

发 , 能在 460 nm处检测到荧光 , 它与某些物质 (例如β2D2木
糖和β2D2纤维二糖 )结合荧光特性消失 , 通过酶的水解作用

MUB释放出来 , 通过检测荧光量来表征酶活性。

(2)步骤 : 410 g鲜土使用 200 mL 015 mol·L - 1 ( pH

515)的醋酸缓冲液旋涡振荡器混匀。在振荡条件下取 100μL

土壤悬液加入 96孔板 , 10 mmol·L - 1底物 100μL (10 mmol

·L - 1 1 mL乙二醇甲醚溶解 , 而后蒸馏水定容至刻度 ) , 另

外 , 作无底物对照 (100μL土壤悬液 + 100μL水 ) , 无土壤

对照 (100μL底物 + 100μL水 ) 30 ℃振荡培养 3 h后 , 加入

100μL 2 mol·L - 1 NaOH进行荧光测定。荧光测定使用 Vari2
oskan flash型多功能酶标仪 , 激发光波长 365 nm, 测定波长

470 nm。测定处理和对照分别做 4次重复。

(3)标准曲线 : 使用 015 mol·L - 1 pH 515醋酸缓冲液制

备浓度为 0, 0101, 0105, 011, 0125和 015 mol·L - 1MUB标

准液 , 测定时向孔中加入 100μL此系列溶液和 100μL水 ,

100μL 2 mol·L - 1NaOH后进行荧光测定 , 此系列溶液中含

有 MUB 0, 1, 5, 10, 25, 50μmol·L - 1 , 标准曲线每个点 3

次重复。

115　传统方法 (分光光度法 ) [ 12 ]

(1)原理 : 木聚糖在木聚糖酶作用下生成还原糖 (葡萄

糖 ) , 利用比色法测定还原酶的量代表木聚糖酶活性。

(2)步骤 : 称 5 g鲜土 3份 , 置于 3支 100 mL三角瓶中。

在其中两支三角瓶中加入 15 mL乙酸缓冲液和 112% 15 mL

木聚糖溶液 (配制方法列于步骤之后 ) , 余下的一只中只加入

15 mL 2 mol·L - 1乙酸缓冲液 (作对照 ) , 50 ℃培养 24 h后过

滤。吸取 015 mL滤液于 20 mL试管中 , 用蒸馏水稀释并定

容。吸取 1 mL稀释液于试管中 , 加入 1 mL试剂 A、1 mL试

剂 B, 塞上胶塞混匀。在沸水浴中加热 15 m in, 然后在室温

水浴中冷却 5 m in, 加入 5 mL试剂 C, 混匀后在室温条件下

显色 60 m in。显色后 30 m in内在 690 nm条件下比色。底物

(木聚糖 )溶液 : 称 12 g木聚糖于 1 000 mL容量瓶中 , 用 2

mol·L - 1 pH 515的乙酸缓冲液制成悬液后定容。

试剂 A: 16 g无水碳酸钠和 019 g氰化钾于 1 L容量瓶

中 , 用蒸馏水溶解后定容。

试剂 B: 称 015 g铁氰化钾于 1 L容量瓶中 , 用蒸馏水溶

解后定容。

试剂 C: 115 g硫酸铁铵、1 g十二烷基硫酸钠于 1 L容

量瓶中 , 加入 900 mL蒸馏水和 412 mL浓硫酸 ,在 50 ℃条件

下溶解 , 冷却后定容。

(3)标准曲线 : 吸取 0, 011, 012, 013, 014, 015, 016

mL工作标准液 (25μg葡萄糖 mL - 1 )于试管中 , 用蒸馏水补

加到 1 mL。其余操作同稀释液显色处理。上述标准分别含葡

萄糖 0, 215, 5, 715, 10, 1215和 15μg。

116　数据处理

采用 ExceL 2000和 SPSS1010进行。

2　结果和讨论

211　微孔板荧光法测定木聚糖酶和纤维素酶活性

本试验以荧光物 MUB共轭物质作为酶活性测定底物 ,

以 96微孔板作为反应体系承载物 , 通过培养后的 MUB荧光

产生量灵敏的检测出土壤稀释液中的糖酶活性 , 测定结果重

现性较好 , 木聚糖酶活性标准差为 0103～0196, 变异系数最

大为 41879% (表 1) , 纤维素酶活性标准差为 0101～0109,

变异系数最大为 41687% (表 2) , 无底物对照和无土壤对照

去除土壤悬浮颗粒和底物本身产生的荧光干扰。M ilja[ 11 ]在

Table 1　Effects of eleva ted a tm ospher ic CO2 on xylana se activ ity( fluorescence m ethod)

小麦

越冬期 拔节期 抽穗期 成熟期

水稻

分孽期 拔节期 抽穗期 成熟期

自然条件 7131 (0108) 7169 a (0105) 10110 a (0135) 9112 a (0109) 13188 (0134) 17108 (0151) 9198 a (0103) 9166 a (0128)

FACE条件 8130 (0135) 11132 b (0146) 13107 b (0136) 14196 b (0166) 14114 (0169) 15142 (0162) 14186 b (0137) 13101 b (0159)

　　酶活性单位 : μmol·L - 1MUB·g - 1土·3 h - 1 , 不同字母代表酶活性差异显著 ( P < 0105)

Table 2　Effects of eleva ted a tm ospher ic CO2 on cellulose activ ity( fluorescence m ethod)

小麦

越冬期 拔节期 抽穗期 成熟期

水稻

分孽期 拔节期 抽穗期 成熟期

自然条件 2101 (0103) 1128 (0106) 0155 (0101) 2145 (0104) 2145 (0109) 2153 (0106) 0171 (0103) 1180 (0107)

FACE条件 1130 (0104) 1114 (0105) 0186 (0102) 2142 (0108) 2127 (0108) 2135 (0109) 0137 (0101) 1111 (0105)

　　酶活性单位 : μmol·L - 1MUB·g - 1土·3 h - 1
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进行荧光检测之前将生成物 MUB提取以后测定 , 其研究结

果证明 MUB的提取率较低 , 不能进行荧光物质的检测 , 本

研究在微孔板中直接进行荧光物质含量测定 , 避免提取过程

所产生的损失。Darrah[ 14 ]在 1986年的研究证明 MUB进行荧

光检测时不会被土壤所吸附 , 保证了测定结果的真实可靠。

　　由表 1可知 , 随小麦生育的进行 , 自然条件和 CO2浓度

增高土壤木聚糖酶活性均呈现上升的趋势。小麦的越冬期 ,

自然条件和 CO2浓度增高土壤木聚糖酶活性基本相同 , 而随

着小麦生育期的推进 , CO2浓度增高时酶活性上升幅度比自

然条件下上升的大 , 后 3个时期 CO2浓度增高酶活性高于自

然条件 , 且差异显著 ( p < 0105)。对于水稻而言随水稻生育

的进行 , 两种条件下的土壤木聚糖酶活性在水稻的营养生长

时期呈现上升趋势 , 而在生殖生长时期呈现下降的趋势 , 在

水稻生长的大部分时期 (拔节期除外 ) CO2浓度增高土壤木

聚糖酶活性高于自然条件 , 差异显著性分析表明在水稻的抽

穗期和成熟期 CO2浓度增高酶活性显著高于自然条件。由于

大气 CO2浓度增加可提高植物生长代谢水平 ,使 C的利用效

率提高 , C输入的增加提高了微生物对能量的利用 , 因而提

高了微生物的活性 , 造成 CO2增加时酶活性高于自然条件。

从表 2可知 , 在小麦的整个生育期内 , 自然条件和 CO2

浓度增高土壤纤维素酶活性呈现先降低后升高的趋势。整体

上看 , FACE条件比自然条件酶活性低 (抽穗期除外 ) , 但各

个时期两处理间无显著差异。而在水稻的整个生育期内 , 自

然条件和 CO2浓度增高土壤纤维素酶活性都在水稻的分孽

期和拔节期基本不变 , 而在抽穗期和成熟期下降 , 并均在抽

穗期降至最低 , 在水稻生长的各个时期 , CO2浓度增高土壤

纤维素酶活性低于自然条件 , 但各个时期两处理间差异不显

著 , 由于此 FACE平台试验设置时间较短 , 其对土壤中纤维

素酶活性的影响需要长期试验进行确认。

212　分光光度法对木聚糖酶活性的测定及与荧光法的比较

应用传统的分光光度法对土壤木聚糖酶活性的测定结果

见表 3。由于测定底物的不同及反应体系和测定步骤的差异 ,

土壤木聚糖酶活性在数值上与荧光法不同 , 但比较表 1和表

3中的数据发现 , 使用荧光法和分光光度法所得测定结果的

变化趋势一致 , 即在小麦的整个生育期内 , 不论在自然条件

亦或 FACE条件酶活性均随生育期的进行而提高 , 在 FACE

条件下其活性提高更快 , 在小麦的拔节期、抽穗期和成熟期

FACE条件酶活性显著高于自然条件 ( P < 0105) ; 在水稻的

整个生育期内 , 木聚糖酶活性在营养生长时期升高 , 而在生

殖生长时期降低的趋势 , 且在水稻的抽穗期和成熟期 FACE

条件下酶活性显著高于对照 ( P < 0105)。

Table 3　Effects of eleva ted a tm ospher ic CO2 on xylana se activ ity( spectrophotom etr ic m ethod)

小麦

越冬期 拔节期 抽穗期 成熟期

水稻

分孽期 拔节期 抽穗期 成熟期

自然条件 2148 (0117) 3107a (0110) 5133 a (0116) 6147 a (0129) 7145 (0122) 7184 (0144) 4182 a (0115) 4115 a (0112)

FACE条件 3129 (0115) 6158b (0114) 8155 b (0134) 10142 b (0115) 8145 (0122) 9162 (0107) 8172 b (0142) 8143 b (0142)

　　酶活性单位 : μg葡萄糖·g - 1土·24 h - 1

Table 4　Com par ison between m icropla te fluor im etr ic a ssay and spectrophotom etr ic m ethod

微孔板荧光法 分光光度法

产物

荧光法检测 分光光度法检测

激发波长 365 nm, 检测波长 460 nm 吸光度 690 nm

MUB荧光检测受 pH影响 产物吸光度受 pH影响

高敏感性 低敏感性

测定

土壤以溶液形式加入 (量少 ) 土壤以固体形式加入 (量大 )

底物需要量小 (μL) 底物需要量大 (mL)

反应体系培养时间短 (3 h) 反应体系培养时间长 (24 h)

底物难溶解 底物易溶解

可以在反应体系中直接测定 需要终止反应并在测定前提取产物 ,且显色后必须在规定时间内完成测定

96孔数据可以同时得到 (15 s) 使用比色杯 12个·m in - 1

微孔板制备及测定约 6 h 测试准备 , 培养产物提取和检测 > 30 h

微孔板 , 进液器枪头使用后即丢弃 玻璃器皿用后清洗

其他

分析仪器昂贵 (荧光酶标仪 ,多通道吸液器 , 微孔板 ) 分析成本低

底物需要量小 , 价格较高 底物需要量大 , 价格便宜

　　传统方法对酶活性的检测需要较大的工作量 , 包括试剂

配制、反应体系培养 (24 h)及酶解产物的提取等过程 (分光

光度法和荧光法的比较列于表 4) , 而应用微孔板进行酶的

荧光法检测比传统的分光光度法简便 , 快速。除本研究所涉

及的两种糖酶 , 酸性磷酸单酯酶、芳基硫酸酯酶等与 P、S循

环和转化有关的酶同样可以应用荧光法进行检测 [ 15, 16 ] , 其
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测定的原理与糖酶活性一样 , 由此可以推断 , 这些酶的活性

也可应用本文所述方法测定 , 此推测需要进一步试验验证。

3　讨　论

　　土壤中酶活性受微生物种类 , 着生植物类型 , 土壤动

物 , 底物有效性及土壤物理化学性质的影响 , 在应用土壤酶

活性作为土壤功能多样性的指示物时及在进行土壤质量指示

和土壤污染修复研究时 , 常常需要测定在不同条件下的大量

数据来进行支撑和说明 [ 15 ]。另外 , 酶的催化特性常通过两个

动力学参数 Vmax和 Km进行表征 [ 16 ] , 这两个动力学参数的

求取需要测定较多数据 (不同底物浓度条件下酶活性 , 每一

底物浓度的测定重复等 ) , 应用微孔板结合荧光检测方法对

酶活性的测定可提高效率 , 提供较为便捷有效的办法来进行

相关的研究工作。
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A M icroplate Fluor imetr ic Assay for Sacchar iase Activ ity M easurement

ZHANG L i2li1, 2 , WU Zhi2jie13 , CHEN L i2jun1 , L IDong2po1 , MA Xing2zhu1, 2 , SH I Yun2feng1, 2

1. Instituite of App lied Ecology, Chinese Academy of Sciences, Shenyang　110016, China
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Abstract　W ith the fluorescent compound conjugates substrates, soil xylanase and cellulose in a free2air carbon dioxide enrichment

( FACE) experiment were measured on the base of 96 m icrop late and fluorescence detection, aim ing at testing its feasibility in sacchari2
ase activity measurement. The results show that sacchariase activity can be tested and the data exhibit better repeatability ( coefficient of

variability≤41879% ). Compared with spectrophotometric assay, this method allows a large number of soil samp les and /or enzymes to

be analyzed in a short time accurately and conveniently. Soil xylanase activity tends to be greater at elevated CO2 which significantly in2
creases in jointing, heading and ripening stages of wheat and in heading and ripening stages of rice ( P < 0105) , and the crop metaboli2
zes rap idly under FACE condition and soil m icroorganism s are affected, which causes elevation of xylanase acitivy. Compared with ambi2
ent CO2 , soil cellulose activity decreased slightly under elevated CO2 but there was no significant difference between treatments, indica2
ting the cellulose activity was not influenced intensively in a short time.

Keywords　Fluorescence detection; M icrop late; FACE ( free2air carbon dioxide enrichment) ; Sacchariase activity
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