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改良茚三酮比色法测定土壤蛋白酶活性的研究
*

蔡  红  沈仁芳­

(土壤与农业可持续发展国家重点实验室(中国科学院南京土壤研究所) ,南京  210008)

  摘  要   通过引入 Ca2+ 为蛋白酶激活剂、以 Pb( CH3COO) 2和 Na2C2O4 ) CH3COOH 混合试剂作为除杂

剂、将抗坏血酸与 KIO3结合起来以提高茚三酮比色法测定氨基酸的灵敏度和稳定性, 并使培养和测定两个

过程的 pH 缓冲体系有机结合起来, 从而全面改进了土壤蛋白酶活性的测定方法。用该方法测定了潮土、黄

棕壤和红壤的蛋白酶活性,并与常用的 Folin 比色法进行了试验比较,证明该方法适合于测定中性、碱性土壤

的蛋白酶活性并优于 Folin 比色法。
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  蛋白酶能够分解蛋白质、肽类为氨基酸, 参与调

节生物的氮素代谢。在土壤中,蛋白酶由于微生物

活动、植物根系分泌和动植物残体的分解而富集起

来,成为土壤中的一种重要胞外酶,该酶具有离体活

性,能够参与土壤的氮素循环。重金属、有机污染物

和不良土壤 pH 都可以抑制土壤蛋白酶的活性,因

此,蛋白酶活性可以反映土壤的环境质量状况。

1972年, Ladd和 Butler提出了用酪素为底物,以

pH8. 1的 tris ) HCl缓冲液培养土壤, 以三氯乙酸为

蛋白质沉淀剂,并采用 Lowry等改进的 Folin比色法

测定土壤蛋白酶活性的方法[ 1, 2] , 此后不断有学者

加以引用, 并有不同程度的修改, 例如, Dilly 和 Jean

将培养时间延长为 2 h[ 3] ; Marcote 等以及 Dilly 和

Nannipieri在其他条件基本不变的情况下将对照改

为培养后加入底物, 但缓冲液的 pH、沉淀剂种类和

比色试剂等关键环节没有太大变化[ 4, 5] ;而Watanabe

和Hayano 则改变底物为 benzyloxycarbony-l L- leucine,

将培养温度降低为 30 e ,培养时间延长为 5 h, 测定

方法改为茚三酮比色法[ 6] ,改变幅度较大,但由于采

用了茚三酮显色试剂而没有改变测定的缓冲条件,

我们在运用此方法时发现其测定结果可比性、重现

性较差。

为了更准确地测定土壤蛋白酶活性, 我们在整

合前人重要改进的基础上,通过一系列试验, 确定了

一套自己的试验方法,结果证明该方法测定土壤蛋

白酶活性效果良好。

1  试验原理

在蛋白酶的作用下, 蛋白质水解可得到一系列

中间产物,最终生成A-氨基酸
[ 7]

:

蛋白质y蛋白朊y蛋白胨 y多肽 y二肽 yA-氨

基酸

将蛋白质加入含有蛋白酶的溶液里分解一段时间,

再测定生成的 A-氨基酸的含量, 可以反映蛋白酶的

活性。

测定氨基酸含量最常用的办法之一是茚三酮比

色法,主要分为两个步骤: ( 1) 在微酸性环境下茚三

酮与氨基酸发生氧化还原反应,氨基酸被氧化为氨、

二氧化碳和醛, 茚三酮则被还原; ( 2) 还原型茚三

酮、氨和另一分子茚三酮进一步反应生成二酮茚 )

二酮茚胺的取代盐, 呈蓝紫色, 其最大吸光波长为

570nm,颜色深度与氨基酸的含量呈正相关[ 8]。

由于蛋白质分子本身含有氨基,也能够参与显

色反应,因此必须首先除去蛋白质。可以通过加入

适当的沉淀剂达到这一目的。另外,反应液的 pH、

杂质离子、反应时间及温度等都会对显色过程产生

很大影响,必须对待测液进行适当的预处理。
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2  材料与方法

2. 1  供试土壤
碱性土壤, 采用中国科学院封丘农业生态实验

站玉米田 0~ 30 cm 表层土壤,土壤类型为潮土,自

然风干后过 2 mm 筛, 含水量为 2. 13%。水土比为

5B1时土壤 pH为 9. 30, 1B1时为 8. 38。

中性土壤, 采用南京郊区菜田表层 0~ 30 cm土

壤,土壤类型为黄棕壤,按照 1/ 1000 的比例加入少

量CaCO3,在植物生长室内处理 68 d(温度为 25 e ,

空气相对湿度 65% ,土壤保持湿润状态, 培养过程

中滋生了绿藻) ,鲜土过 2 mm 筛,含水量为 12. 15%。

水土比为 5B1时土壤 pH为7. 06, 1B1时为 6. 69。

酸性土壤, 采用中国科学院红壤生态实验站矮

松林 0~ 30 cm 表层土壤, 土壤类型为第四纪红粘

土,自然风干后过 2 mm筛,含水量为 6. 76%。水土

比为 5B1时土壤 pH为 5. 13, 1B1时为 4. 87。

2. 2  试剂配制
pH7. 6 的 0. 05 mol L- 1的 tris ) HCl 缓冲液(三

羟甲基氨基甲烷 ) 盐酸缓冲液) : 50 ml 0. 2 mol L- 1

的三羟甲基氨基甲烷与 27. 5 ml 0. 2 mol L- 1的盐酸

混合,稀释成 200 ml。

酪酸钠的制备:将市售干酪素溶于 1%Na2CO3 溶

液,并用醋酸使溶液酸化至 pH4. 0,使蛋白质沉淀下

来。用冷水将沉淀小心洗涤至中性,再用 1B1的乙

醇 ) 乙醚混合物处理, 在通风橱里风干
[ 9]
。冷冻保

存。

2%酪酸钠溶液: 称取 2g 酪酸钠, 加入 10 ml 0. 1

mol L- 1的 NaOH 溶液, 沸水浴处理 5 min, 待膨化后

加入 pH7. 6的 tris ) HCl缓冲液约 80 ml, 继续沸水

浴处理,直至完全溶解,用同样的缓冲液定容至100 ml。

Tris) HCl ) CaCl2 混合溶液: 用 pH7. 6 的0. 05

mol L- 1 tris ) HCl 缓冲液配制的 0. 01 mol L- 1的

CaCl2溶液。

0. 6 mol L- 1乙酸铅溶液。

草酸钠 ) 乙酸混合溶液: 每 1000 ml 0. 26 mol

L- 1的草酸钠溶液含有 240. 7 ml 0. 2 mol L- 1的乙酸。

茚三酮 ) 乙醇 ) 抗坏血酸混合试剂: 称取 2 g

茚三酮, 0. 02 g 抗坏血酸,溶于 100 ml无水乙醇。

0. 2% KIO3 溶液。

pH5. 8乙酸 ) 乙酸钠缓冲液: 94 ml 0. 2 mol L- 1

乙酸钠与 6 ml 0. 2 mol L- 1乙酸混合。

0. 01%甘氨酸标准溶液: 1 g 甘氨酸溶于 1000

ml水,再稀释 10倍。

甲苯。

以上试剂均为分析纯。

2. 3  标准曲线的绘制
分别吸取 50、100、150、200、250、300 Ll 0. 01%甘

氨酸标准溶液,置于 10 ml刻度试管中(浓度分别相

当于 NH2 0. 107、0. 213、0. 320、0. 426、0. 533、0. 639 Lg

ml
- 1

) ,加入 2 ml pH5. 8的乙酸 ) 乙酸钠缓冲溶液,

再加入 1. 5 ml茚三酮 ) 乙醇 ) 抗坏血酸混合试剂,

混合均匀,沸水浴加热 16 min,取出立即用自来水冷

却 15 min, 加入 1 ml 0. 2% KIO3并混合均匀,用蒸馏

水定容至 10 ml, 1 h内在 570 nm处比色测定吸光值

(本次试验使用了TU-1800紫外可见分光光度计, 北

京普仪)。以氨基氮( NH2)的浓度为横坐标,吸光值

为纵坐标,绘制标准曲线。

2. 4  培养与测定
称取 5g土壤,加入 5 ml Tris ) HCl ) CaCl2 混合

溶液和 1 ml甲苯,混合均匀后静置 15 min以抑制微

生物活性,然后再加入 5 ml 2%的酪酸钠溶液, 50 e

振荡培养 2 h。对照土壤在培养过程中不加酪酸钠

溶液,但在培养结束后加入, 且加入的酪酸钠也经历

50 e 、2 h的振荡培养过程。

培养结束并在对照中加入酪酸钠后,充分混合,

置于 0~ 4 e 冷藏柜中静置30 min。取出加入 1. 5 ml

0. 6 mol L- 1乙酸铅溶液, 17 000 g 离心 10 min, 取上

清液 1. 5 ml, 加入 457 Ll 草酸钠 ) 乙酸混合溶液,

17 000 g 再离心 10 min,小心吸取 1 ml上清液,按照

绘制标准曲线的办法测定吸光值。

每个土样设置 3个重复。

2. 5  结果计算

NH2(Lg) = a @ 150

式中, a为比色液吸光值在标准曲线上对应的浓度,

单位为( NH2 Lg ml- 1) , 150为换算为每个样品 NH2

总含量的系数。

蛋白酶的活性以 50 e 培养 2 h, 5 g 土壤中 NH2

的 Lg数表示(为便于比较, 也可以换算为 1 g 烘干

土, 表示为NH2 Lg g- 1烘干土)。

3  结果与讨论

3. 1  选择酪酸钠为酶促反应底物、以甘氨酸绘制标

准曲线的依据

土壤中存在不同类型的蛋白酶,仅按照酸碱反
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应类型就可以分为酸性、中性和碱性蛋白酶, 各种蛋

白酶最适作用底物也有区别, 因此,为了反映土壤中

多数蛋白酶的活性就应该选择一种通用底物。Bon-

mati等认为蛋白酶对酪蛋白不具专一性[ 10] , 邱秀宝

等研究了一种碱性蛋白酶对 10种天然蛋白的分解

能力, 发现其最适作用底物为酪蛋白[ 11]。因此我们

选用了酪酸钠作为酶促反应的底物, 而以前的研究

很不统一, 很多采用了二肽、三肽等为底物, 可能不

太恰当。

邱秀宝等分析了酪蛋白的氨基酸组成, 发现了

17种氨基酸, 且以非极性氨基酸为主, 占总氨基数

的41. 4% ,其中甘氨酸含量最高[ 11]。另外, 有研究

认为不同氨基酸与茚三酮的显色反应会有所不

同[ 12] ,为减小试验误差, 我们选用了甘氨酸作为标

准氨基酸试剂, 而前人的研究多以酪氨酸为标准, 可

能误差较大。

3. 2  培养条件( pH、温度、时间和培养方式)的选择
依据

不同的蛋白酶最适作用条件是不同的, 如

Kamimura和Hayano 研究了酸性茶园土壤中蛋白酶

最适作用条件, 发现酶的活性有两个最佳 pH, 分别

为pH4和pH9
[ 13]

; Ladd研究了Mount Gambier 土壤中

的蛋白酶性质,发现 55 e 和 pH 7. 5 是其最适作用

条件
[ 14]

;周平和于宏川研究了中性蛋白酶的最佳作

用条件,发现48 e 和pH7. 0酶活性最高[ 15]。因此我

们不可能兼顾所有蛋白酶的要求,而只能根据土壤

情况把条件控制在多数蛋白酶的反应范围内。

工业发酵生产蛋白酶的实践表明, 产酶的最佳

条件也是酶活性最高的条件[ 16] , 由此推断, 中碱性

土壤中应该会积累较多的中碱性蛋白酶, 测定中碱

性蛋白酶活性更能反映中碱性土壤蛋白酶的情况。

由于我们使用的黄棕壤经 CaCO3 处理表现为中性

(水土比 5B1时 pH 为 7. 1)而封丘潮土是一种碱性

土壤(水土比 5B1时 pH 达 9. 3) ,所以我们拟定的培

养目标是充分表达中碱性蛋白酶的活性, 将 pH 控

制在 8. 0左右应该是比较理想的选择。

由于 tris缓冲液的最佳缓冲力正好处于中碱性

范围, 所以可以用来培养中碱性蛋白酶。我们的研

究表明, 当选用 pH7. 6 的 tris缓冲液时, 5 g 黄棕壤

的10 ml悬浊液的 pH 稳定在 7. 8左右, 而 5 g 潮土

的 pH稳定在 8. 1左右。

培养温度和培养时间也很重要。低温有利于延

长酶的作用时间,但酶活性较低, 相反, 适当提高反

应温度可以提高酶的活性, 但不利于酶的稳定

性
[ 15]
。多数资料选择培养温度 50 e 、培养时间 1~

2 h还是有道理的。本次试验我们采用了 50 e , 培

养 2 h。另外,为了使酶与底物充分接触, 采用恒温

振荡培养方式。

3. 3  培养液中加入 CaCl2 的原因

大量研究表明, Ca
2+ 对蛋白酶有明显的保护和

稳定作用[ 11, 15, 17]。没有 Ca2+ 存在时,灰色链霉菌中

性蛋白酶只在 pH7~ 7. 5很狭窄的范围内稳定,当有

Ca2+ 存在时,稳定 pH 范围扩大到5~ 9; 在Ca2+ 存在

下, 枯草杆菌中性蛋白酶在 pH5. 5~ 10可以稳定数

小时,其反应最适温度可以提高到 57 e 。一种真菌

产生的碱性蛋白酶, 在 Ca2+ 存在时, 37 e 时的半衰
期由 7. 5 min 延长到 165 min。有 Ca2+ 时半数以上

碱性蛋白酶可在 65 e 维持15 min。50 e 培养的耐热

蛋白酶, 在 Ca
2+
存在下 80 e 加热 10 min, 酶活性尚

存 85%, 无 Ca2+ 时 76 e 经 10 min 酶活性即下降

50% [ 16]。

为了提高土壤蛋白酶活性测定的灵敏度, 我们

选用 CaCl2 作为蛋白酶培养的稳定剂。Azeredo 等的

研究指出 10 mmol L
- 1
浓度的 Ca

2+
能够显著提高土

壤蛋白酶的活性[ 17] ,为了既能够保持酪蛋白的溶解

状态,同时又可以充分发挥 Ca
2+
的激活作用, 我们

将培养液的 Ca2+ 浓度适当下调为 5 mmol L- 1。

3. 4  土壤吸附作用对测定的影响及其消除、对照的
设置

试验发现,酪酸钠与土壤混合培养后测定的吸

光值,扣除同样条件下培养的无土壤酪酸钠的吸光

值, 结果为负值(见表 1)。但是,理论上土壤蛋白酶

作用酪酸钠后会产生更多的氨基酸,应该会使测定

值增加,为什么测定结果反而减少了呢? 我们用标

准甘氨酸研究了氨基酸在土壤中的行为: 向 5 g 土

壤中加入浓度由低到高系列浓度的甘氨酸标准液,

并用甲苯抑制微生物的活性, 30 e 、24 h后测定剩余

NH2 的量,求得了NH2 的回收率。

表 1 土壤吸附对测定的影响
Table 1  Influence of soil adsorpt ion on the assay

处理

Treatments

土壤+ 酪酸钠

Soils + sodium caseinate

酪酸钠

Sodium caseinate

吸光值1)

Absorbance
0. 386 ? 0. 0022) 0. 441 ? 0. 006

  1) 10 ml 1%酪酸钠处理在 570 nm 处的吸光值 Absorbance at 570

nm treated with 10 ml 1% sodium caseinate; 2) 平均值? 标准偏差Mean? SD

结果表明,土壤对氨基酸存在很强的吸附性,但
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其回收率随加入土壤的 NH2 的量而增大,并逐渐趋

于完全回收(图 1)。因此,可以通过适当加大酪酸

钠的用量来提高氨基酸的回收率。我们设定培养液

中酪酸钠的浓度为 1%, 比Ladd和 Butler[ 1]的稍高。

图 1  回收率与加入土壤的总 NH2的关系

Fig. 1  Correlat ion between recovery rate and total NH2

另外,对氨基酸回收产生影响的还可能有其他

因素,如耐甲苯微生物的取食、与其他土壤成分的络

合、在土壤活性物质催化下发生分解等。因此,必须

设置对照来消除这些影响。Marcote等、Dilly 和Nan-

nipieri的对照处理是: 培养前不加酪酸钠,但在培养

后加入[ 4, 5]。但他们都没有将酪酸钠自身的变化考

虑进去,也没有考虑氨基酸在土壤中的吸附与解吸

平衡问题。本试验发现, 在与土壤同等培养条件下,

酪酸钠本身就存在很高的氨基酸本底值。因此本研

究借鉴了他们的对照处理思路,即土壤培养后加入

酪酸钠,但进行了适当修改,即本研究中加入的酪酸

钠经历了与土壤一样的培养过程( 50 e 振荡方式培

养2 h) , 并将对照放置在 0~ 4 e 的环境中平衡 30

min。

3. 5  蛋白质沉淀剂的选择依据和用量
蛋白质对氨基酸的测定影响很大, 本研究发现,

蛋白质沉淀不彻底几乎完全掩盖了氨基酸的存在。

因此, 必须寻找合适的沉淀剂以消除过剩蛋白质对

测定的影响。盐、重金属、生物碱、有机溶剂等可以

通过打破蛋白质的电荷平衡、破坏其空间构象、脱去

其表面水膜等机理导致蛋白质发生可逆或不可逆沉

淀。

为了彻底清除蛋白质, 最好的办法是使其发生

不可逆沉淀。三氯乙酸是最常用的不可逆沉淀剂,

沉淀效果很好, 我们用它在多孔标板上比较了乙醇、

Na
+
、Mg

2+
、Ca

2+
、Al

3+
、Zn

2+
、Pb

2+
等的沉淀效果, 发

现除 Al3+ 、Zn2+ 、Pb2+ 以外,其他离子及乙醇的沉淀

效果都不够理想。但是,由于 Al3+ 和 Zn2+ 是两性离

子, 当溶液的酸碱条件变化时就会发生形态转变,且

两者尤其是Al
3+
很容易水解使溶液酸化,影响茚三

酮的显色。而采用三氯乙酸作为沉淀剂, 虽然沉淀

效果很好, 但它在溶液里呈强酸性反应, 待测液的

pH 不易控制, 且它在水浴过程中发生分解, 生成有

毒气体污染环境。因此我们考虑使用 Pb2+ 作为沉

淀剂。

为了在沉淀过程中形成显色反应所需要的弱酸

性缓冲环境, 我们使用了乙酸铅试剂, 并利用草酸钠

沉淀 Pb2+ 。我们在草酸钠溶液里按照一定比例加

入了乙酸溶液, 这样, 当沉淀完全后形成了 pH5. 8

的稳定的乙酸 ) 乙酸钠缓冲溶液, 显色反应呈蓝紫

色, 表明该缓冲溶液符合显色反应条件。

乙酸铅的用量不宜过多, 否则蛋白质分子会形

成新的电荷保护层而重新溶解。我们的试验表明,

要将 10 ml 1% 酪酸钠溶液中的酪蛋白完全沉淀,

0. 6 mol L- 1乙酸铅溶液的最佳用量为 1. 2 ml, 且加

入1. 5 ml与加入 1. 2 ml没有明显区别。考虑到土

壤对 Pb
2+
有很强的吸附性, 且土壤中的 PO

3-
4 、

CO2-
3 、Cl- 、SO2-

4 等阴离子也能够与 Pb2+ 形成稳定

的沉淀,因此土壤溶液中乙酸铅的最佳用量应该为 1. 5

ml。

图 2 吸光值随 pH 的变化

Fig. 2  Effect of pH on absorbance

3. 6  显色反应中 pH的控制

茚三酮与氨基酸的显色反应宜在弱酸性环境中

进行,最适pH 范围为4~ 7或5~ 7, pH 过低不显色,

过高则形成其他非目标颜色[ 12]。为了确定最佳显

色 pH,研究中将 0. 2 ml 1%的甘氨酸标准溶液标定

为不同 pH,与 1 ml茚三酮试剂反应后定容至 50 ml,

测定其吸光值,结果如图 2所示, pH5. 8左右显色效
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果最好。因此我们选用了在弱酸性范围内缓冲能力

较强的乙酸 ) 乙酸钠缓冲溶液,使显色反应体系的

pH保持在 5. 8左右。

3. 7  杂质离子对显色的影响及其清除

对显色产生负面影响的阳离子杂质主要为二价

或二价以上的金属离子或单价重金属离子, 如

Mg2+ 、Zn2+ 、Al3+ 、Pb2+ 、Fe3+ 等, 可能会通过水解、

氧化、络合等不同机理影响显色反应。我们的试验

表明, 当溶液中含有较多的上述离子时, 显色很慢,

甚至不显色。其中尤以 Zn2+ 、Al3+ 最为明显, 很可

能是这两种两性离子的水解而导致 pH 过低的缘

故。中碱性土壤活性 Al3+ 含量很低,不会对测定产

生影响,但其他阳离子杂质必须首先从待测液中清

除才能进行显色测定。

影响显色反应的阴离子主要有 HPO2-
4 、PO3-

4 、

CO2-
3 等,试验表明这些离子使反应液的颜色变为金

黄色或紫红色, 且光谱扫描表明这几种离子形成的

颜色在可见光区没有吸收峰, 但却存在很强的光吸

收,从而掩盖了氨基与茚三酮反应的目标颜色蓝紫

色。测定其 pH, 发现均在碱性范围, 因此推测是由

于这些离子属弱酸根离子, 在水溶液中发生水解而

导致 pH 增大形成碱性反应环境。在碱性条件下, A-

氨基酸和茚三酮的反应主要按直接氧化还原的机理

进行, 主要的显色产物是双-1, 3-二酮茚, 产物颜色

为紫红色[ 12] , 因此, 这些阴离子也必须从待测液中

清除。

为了清除上述杂质离子, 我们选用了乙酸铅和

草酸钠作为沉淀剂,通过两步沉淀法, 非常方便地达

到了消除杂质的目的。其原理是, Pb2+ 能够沉淀蛋

白质和多数负反应阴离子, 而草酸钠能够与绝大多

数金属离子产生稳定的沉淀[ 18]。我们首先用 Pb2+

沉淀过剩的蛋白质和阴离子, 再用草酸钠将过剩的

Pb
2+
和其他阳离子一并除去, 通过精确控制草酸钠

的使用量,少量多余草酸钠不会对显色过程产生影

响。

经过除杂处理后的土壤溶液呈无色清亮状态

(未除杂则显淡黄色) ,显色反应为蓝紫色, 效果令人

满意。

3. 8  茚三酮显色剂的配制和比色液的稳定化处理

有资料发现向茚三酮和氨基酸的反应体系中加

入一定量的抗坏血酸可以提高反应的灵敏度
[ 19]

, 还

有人发现向反应后的比色液中加入 KIO3 有利于保

持颜色的稳定性[ 20]。由于抗坏血酸是还原剂, 而

KIO3是氧化剂,为什么性质截然相反的两种试剂均

能够增强显色效果呢?

我们认为,当茚三酮过量时, 加入还原剂抗坏血

酸有利于形成更多的还原型茚三酮,从而加大了形

成目标有色缩合物的电化学梯度, 最终提高了显色

的灵敏度。

但是,有色缩合物不是单一的,反应中间产物也

可能通过其他形式的缩合形成各种结构的有色物

质。例如,紫红色的双-1, 3-二酮茚就是通过还原的

中间体 1, 3-茚二酮缩合后得到的有色产物
[ 12]

, 如

图:

  因此,当目标反应终止以后, 加入适量的 KIO3,

可以把反应液中过剩的还原型茚三酮氧化掉, 减少

副显色反应的发生, 有利于保持目标颜色的稳定性。

基于上述分析, 我们提出了如下设想:在显色反

应前向反应体系中加入抗坏血酸以提高蓝紫色缩合

物的产量;目标颜色形成后加入KIO3除去过量还原

性物质以保持比色液的稳定性。

我们在 100 ml 2%茚三酮的乙醇溶液中加入了

0. 02 g 抗坏血酸, 并与不加抗坏血酸的茚三酮试剂

进行了比较, 发现加入抗坏血酸显色速度明显加快,

形成的蓝紫色颜色较深(图 3)。我们还比较了比色

液中加入 0. 2%KIO3与不加的区别, 发现加入 KIO3

后比色器的读数更加稳定, 这与赵爱菊和马美范[ 20]

的研究结果一致。

3. 9 改良茚三酮比色法与其他方法测定效果的比较

用关松荫等介绍的普通茚三酮比色法[ 21]测定
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图 3 抗坏血酸对吸光值的影响
Fig. 3  Effect of ant ihemorrhagic vitamin on absorbance

了黄棕壤蛋白酶的活性,发现 3个重复的酶活性均

为负值, 分别为- 191、- 190、- 197(NH2 Lg g- 1烘干

土) ,显然不符合土壤实际。因此将改良茚三酮比色

法与经典的 Ladd和 Butler 的 Folin 比色法[ 1, 2] 进行

了试验比较。

本方法测定的标准曲线见图 4, Ladd 法结合

Lowry 改进的 Folin 比色法测定的标准曲线见图 5,

土壤蛋白酶活性测定结果见表 2。

从图 4和图 5可以看出两种比色方法绘制的标

准曲线均呈良好线性,其中改进后的茚三酮比色法

效果更好,相关性达到 0. 999 7。

图4  甘氨酸标准曲线(改良的茚三酮比色法)

Fig. 4  Standard curve of Gly( Improved ninhydrin colorimetry)

图 5 酪氨酸标准曲线( Folin比色法)

Fig. 5  Standard curve of Tyr( Folinphenol colorimet ry)

表 2 Folin比色法和改进的茚三酮比色法测定土壤蛋白酶活性的比较
Table 2 Comparison between Folinphenol colorimetry and modified ninhydrin colorimetry in determination of soil protease activity

土壤类型

Soil type

Folin比色法

Folinphenol colorimetry

改进后的茚三酮比色法

Modified ninhydrin colorimetry

蛋白酶活性1)

Protease activity

变异系数

Coeff icient of variat ion

蛋白酶活性

Protease activity

变异系数

Coeff icient of variat ion

江苏黄棕壤

Yellow- brown earth from

Jiangsu Province

1. 039 ? 0. 2252) 0. 216 7. 635 ? 0. 354 0. 046

河南潮土

Fluvo-aquic soil from

Henan Province

0. 562 ? 0. 014 0. 025 2. 810 ? 0. 056 0. 020

江西红壤

Red soil from Jiangxi

Province

0. 181 ? 0. 341 0. 490 - 1. 264 ? 0. 140 0. 111

  1) 土壤蛋白酶活性表示为( NH2, Lg g- 1)烘干土 50 e 2h- 1 Soil protease activity is described as( NH2, Lg g- 1) DW soil 50 e 2h- 1; 2) 平均值 ? 标

准偏差 M ean ? SD
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  从表 2可以看出, 改进的茚三酮比色法测定结

果比 Folin比色法的测定结果变异性更小,说明我们

的方法系统误差较小,因此稳定性更好。另外还可

以看出,本方法反映的酶活性除红壤外均显著高于

Folin比色法, 表明本方法测定中、碱性土壤的蛋白

酶活性灵敏度较高。

两种方法反映的土壤蛋白酶的活性总体趋势一

致。蛋白酶活性以黄棕壤的最高, 其次是封丘潮土。

红壤蛋白酶活性很低, 本方法未检测到红壤的蛋白

酶活性, Ladd法检测结果也很低, 有负值出现。

必须指出,黄棕壤在植物生长室内培养了 68d,

表层生长有绿藻, 且测定的是鲜土,培养过程中 pH

处于本方法的 pH范围内(稳定在7. 8左右) , 因此蛋

白酶的活性最高。潮土经历了风干过程, 可能会导

致酶活性有一定程度的下降, 但培养过程中 pH 稳

定在 8. 1左右,符合本试验条件, 因此能够反映其蛋

白酶活性。而红壤采自松林下的强酸性土壤, 本身

生物活性就低, 再加上活性铝的含量较高,使培养液

的pH降低到 6. 1,酪蛋白在培养过程中就已经沉淀

下来(培养后加入乙酸铅无蛋白质沉淀出现) , 导致

测定结果出现负值。因此, 本方法不宜直接用来测

定强酸性土壤的蛋白酶活性。

4  结  论

通过上述探讨, 我们认为土壤蛋白酶培养过程

中底物的浓度为 1%、应用 pH7. 6 tris ) HCl缓冲系

统、50 e 振荡方式培养 2 h 效果较为理想。加入 5

mmol L- 1的 CaCl2 有利于酶的激活和保护。将土壤

与底物分开培养、培养结束后再将两者混合起来作

为对照对于消除土壤原有氨基类物质和土壤吸附作

用的影响效果良好。pH 对显色过程至关重要, pH

过低不显色或显色甚微、过高则不能形成目标颜色,

只有在 pH5. 8 左右时才能形成稳定的蓝紫色。多

余的酪蛋白和杂质离子如 Mg2+ 、Zn2+ 、Al3+ 、

HPO
2-
4 、PO

3-
4 、CO

2-
3 等对显色产生很大影响,因此样

品测定前必须尽可能地降低这些杂质的含量。使用

Pb( CH3COO) 2和 Na2C2O4 ) CH3COOH 试剂作为除杂

剂可以在除去多余酪蛋白和杂质离子的同时形成

pH5. 8的醋酸缓冲体系,该缓冲体系非常稳定, 显色

效果理想。此外,显色反应前向反应体系中加入抗

坏血酸,目标颜色形成后向比色液中加入适量 KIO3

能够显著提高茚三酮比色法的灵敏度和稳定性。

经过改进的蛋白酶活性测定方法适用于中、碱

性土壤的蛋白酶研究, 且优于 Ladd 的 Folin 比色法

和一般的茚三酮比色法。
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DETERMINATION OF SOIL PROTEASE ACTIVITY WITH MODIFIED

NINHYDRIN COLORIMETRY

Cai Hong  Shen Renfang­

( State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture, Institute of Soil Science ,

Chinese Academy of Sciences, Nanjing  210008, China)

Abstract   Much improvement has been made to the method of ninhydrin colorimetry for determination of soil protease

act ivity. The major improvement were: introducing Ca2+ as protease activator, and lead acetate and sodium oxalate-acetic acid as

precipitator, and using antihemorrhagic vitamin coupled with potassium iodate to improve sensitivity and stability of the ninhydrin

colorimetry in quantifying the amino acid. The buffer systems of incubation and measurement were also adjusted for better perfor-

mance of the ninhydrin colorimetry. Comparison between the modified method and the widely used method of Folinphenol co-l

orimetry was made in determination of protease activity using three different soils (Fluvo-aquic soil, yellow- brown earth and red

soil) and found that the modified method is much better than the Folinphenol colorimetry for neutral and alkaline soils.

Key words   Soil protease; Ninhydrin; Colorimetry
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