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摘　 要　 以土壤为供试样品，基于荧光素二乙酸酯（ＦＤＡ）水解反应产生的荧光素含量与土壤中微生物活性呈
比例的现象，探讨了荧光光度法测定土样中微生物活性的可行性，提出采用荧光光度法测定环境样品中微生
物活性的新方法．对测定所涉及的物理参数和化学参数进行了优化．在最佳实验条件下，方法的线性响应范围
为荧光素含量２—２０００

!

ｇ·Ｌ －１，线性相关系数（ｒ）＝ ０． ９９７１，方法的检出限（３σ）为３． １ × １０ －２!ｇ·Ｌ －１，方法的
相对标准偏差（ＲＳＤ）为２． ８％（ｎ ＝ ５），对４个土壤样品荧光素含量测定的回收率为９０． ６％—１０４％ ．所建立的
方法具有简单快速、灵敏度高、线性范围宽、试样用量少等优点，可用于土壤、水等环境样品中微生物活性的
测定．
关键词　 荧光分析法，微生物活性，ＦＤＡ水解．

微生物是自然界中有机物质的主要分解者，维持着地球生态环境中元素循环的平衡．在环境科学领
域，可通过某些微生物的种类及生长状况，了解环境是否被污染、有毒物质及致病菌是否存在，以便及时
采取措施预防或消除环境中的不良因素．此外，微生物个体微小，比表面积大，代谢能力强，繁殖速度快，
可将其用于环境污染物的治理和生物净化．因此，建立简单、灵敏、可靠、快速的测定微生物活性分析方
法，在环境科学研究中具有重要的意义．

荧光素二乙酸酯（ＦＤＡ）易被细菌及真菌中的非专一性酶（酯酶、蛋白酶、脂肪酶等）催化水解，反应
最终产物为荧光素．荧光素的生成可以定量地监测ＦＤＡ的水解，进而被用于酶活性或者微生物活性的
分析［１５］． ＦＤＡ水解反应首先被用于脂肪酶活性的测定［６］． １９８０年，Ｓｗｉｓｈｅｒ和Ｃａｒｒｏｌｌ提出了测定ＦＤＡ
水解酶活性的分析方法［７］．之后，Ｓｃｈｎüｒｅ和Ｒｏｓｓｗａｌ利用这一方法测定了土壤与秸秆中的微生物活
性［８］．针对背景吸光度高的问题，Ａｄａｍ和Ｄｕｎｃａｎ对上述方法进行了改进［１］．目前，该方法已经被用于
从土壤到水环境［９］、活性污泥［１０］、溪流沉积生物滤膜［１１］、深海粘土［１２］、农作物残余物［１３］、堆肥过程［１４］

等多种环境样品中微生物活性的测定．但分光光度法对微生物活性更低的土壤测定存在困难，同时也存
在试剂消耗大、方法精密度差的缺点．

荧光光度分析法的灵敏度要比分光光度法高２—４个数量级．在上述文献基础上，本文以土壤作为
供试样品，建立了土壤样品中微生物活性的荧光光度分析新方法，方法具有简单（无需过滤），灵敏度
高、线性范围宽、试样用量少等优点，可用于土壤，水等环境样品中微生物活性的测定．

１　 材料与方法
１． １　 供试土样

实验用的土壤样品由中国科学院沈阳应用生态研究所提供．部分理化性质见表１．
１． ２　 供试试剂及溶液配制

荧光素二乙酸酯（≥ ９７％，上海亨代劳商贸有限公司）；荧光素钠（分析纯，中国医药（集团）上海化
学试剂公司）；磷酸氢二钠（分析纯，天津市大茂化学试剂厂）；磷酸二氢钠（分析纯，国药集团化学试剂
有限公司）；丙酮（分析纯，沈阳力诚试剂厂）．实验用水均为二次去离子水．

磷酸盐缓冲溶液：ｐＨ ＝７． ９，６０ ｍｍｏｌ·Ｌ －１ ．
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表１　 土壤理化性质
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｉｌｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

土样编号 土壤类型 ｐＨ（水／土＝ ２． ５） 碱解氮／（ｍｇ·ｋｇ －１） 速效磷／（ｍｇ·ｋｇ －１）
１ 潮棕壤　 ６． ７ ６７． １ ７． ７

２ 棕壤　 　 ６． ３ ６５． ９ ２９． ６

３ 潮棕壤　 ７． ７ ４３． ９ １４． ０

４ 潮棕壤　 ７． ７ ２７． ３ ５． ４

５ 草甸棕壤 ６． ０ ７１． ５ １５． ６

６ 草甸棕壤 ６． ２６ ４８． ９ ８． ４

荧光素标准储备液：２ × １０６ μｇ·Ｌ －１ ．准确称取０． ２２６５ ｇ荧光素钠试剂，用少量ｐＨ ＝７． ９的磷酸盐缓
冲液溶解后定容于１００ ｍＬ棕色容量瓶中，放入冰箱（４ ℃）备用．

荧光素二乙酸酯溶液：３ × １０６ μｇ·Ｌ －１ ．准确称取０． ３０００ ｇ荧光素二乙酸酯于小烧杯中，加少量丙酮
溶解，转移至１００ ｍＬ棕色容量瓶中用丙酮定容至刻度，放入冰箱（－ ２０ ℃）备用．
１． ３　 主要仪器设备

日立Ｆ４５００荧光分光光度计（日本日立公司）；ＨＨ１恒温水浴锅（常州澳华仪器有限公司）；ＴＧＬ
１６Ｇ离心机（上海安亭科学仪器厂）；雷磁ＰＨＳＪ３Ｆ ｐＨ计（上海精科）；ＫＱ５２００ＤＥ型数控超声波清洗器
（昆山市超声仪器有限公司）；ＤＨＧ９０３０Ａ型电热恒温鼓风干燥箱（上海精宏实验设备有限公司）．
１． ４　 实验方法

称取过３５目筛的风干土０． ５ ｇ于５０ ｍＬ的具塞三角瓶中，加入１５ ｍＬ ｐＨ ＝ ７． ９的６０ ｍｍｏｌ·Ｌ －１磷
酸盐缓冲溶液，再加入０． ２ ｍＬ ３ × １０６ μｇ·Ｌ －１ ＦＤＡ溶液，塞上瓶塞，摇匀，放置在４５ ℃恒温水浴锅中培
育３０ ｍｉｎ．空白同上，但不加土样．

将溶液取出，在通风橱中加入１５ ｍＬ丙酮溶液终止反应．然后将溶液转移至５０ ｍＬ的离心管中，以
８０００ ｒ·ｍｉｎ －１离心分离６ ｍｉｎ．取上层清液到光度计的石英池中，调整光电倍增管负高压为４００ Ｖ，激发
和发射狭缝宽度分别为５ ｎｍ和１０ ｎｍ，扫描速度为１２００ ｎｍ·ｍｉｎ －１ ．在选定的波长条件下测其荧光强
度．样品的微生物活性值即ＦＤＡ水解酶活性值，用“μｇ荧光素·ｇ －１土壤·３０ ｍｉｎ －１”表示．
１． ５　 标准曲线的绘制

用ｐＨ ＝ ７． ９，６０ ｍｍｏｌ·Ｌ －１的缓冲溶液分别配制浓度为２、１０、２０、１００、２００、５００、１０００、１５００、
２０００

!

ｇ·Ｌ －１的荧光素标准溶液，在选定波长下测定其荧光强度，绘制标准曲线．

２　 结果与讨论
２． １　 实验原理

荧光素二乙酸酯（ＦＤＡ）连有两个共轭的醋酸自由基，是一种非极性物质，能自由地透过细胞膜，易
被细菌及真菌中的酯酶、蛋白酶、脂肪酶等非专一性酶催化水解，水解反应方程如下：

ＦＤＡ是无色化合物，本身没有荧光［１５］．而反应产物荧光素是一种极性且具有荧光性的物质，稳定不
易被分解，难以穿过细胞膜，在细胞内积累，当细胞内存储超过一定量后释放到环境中．由于反应物与产
物的荧光性质不同，因此即使反应物过剩，也并不干扰产物的测定．

实验采用丙酮做终止剂，一方面能够终止水解反应，另一方面能够溶解细胞膜进而有助于细胞膜内
的荧光素浸出．同时采用荧光光度法检测，避免了丙酮溶出样品中可溶性有机物产生较高的背景吸光度
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的问题．
２． ２　 实验参数优化
２． ２． １　 激发与发射波长

扫描２００
!

ｇ·Ｌ －１荧光素溶液的激发和发射光谱，如图１所示．实验确定其最佳激发波长为４９２ ｎｍ，
最佳发射波长为５１１ ｎｍ．
２． ２． ２　 丙酮体积的影响

实验考察了２５％、４０％、５０％ ３个不同体积比（加入的丙酮的体积与最终反应液总体积的比值）的
丙酮对反应的抑制情况（图２）．由图２可见，丙酮体积比为２５％，抑制效果不好；体积比增至４０％，效果
显著，但荧光信号仍在逐渐增加，难以保证测定精度．实验最后选取体积比为５０％的丙酮，在这一比例
下可有效终止反应长达１００ ｍｉｎ．由于反应液体积和加入的终止剂体积一定，同时终止反应后没有新的
荧光素产生，而反应被终止前荧光素具有一定荧光强度，因此荧光仍然存在，且能够保持相对稳定，
１００ ｍｉｎ内基本不发生改变．

图１　 ２００
!

ｇ·Ｌ －１荧光素的荧光光谱
Ｆｉｇ． １　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ２００

!

ｇ·Ｌ －１
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ

图２　 丙酮体积对荧光强度的影响
Ｆｉｇ． ２　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ａｃｅｔｏｎｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｎ

ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

２． ２． ３　 缓冲溶液的影响
水解反应中，Ｈ ＋浓度影响酶蛋白的离子化基团和底物的离子化状态，进而影响荧光信号的强度．有

文献报道，在ｐＨ≥８． ０，ＦＤＡ会自发水解为荧光素［１６］，而在ｐＨ≤５． ０时，ＦＤＡ发生非生物性水解［８］．同
时考虑到酶反应特点，本文在ｐＨ值为７． ０—８． ２范围内考察了缓冲溶液酸度对荧光强度的影响（图３）．
实验最终选择ｐＨ ７． ９进行后续实验．

另外，缓冲溶液体积的改变影响最终反应液的总体积，进而影响丙酮在最终反应液中的体积比．若
最终反应液总体积太大，一方面会增大丙酮的加入量，且试剂具有毒性，不符合绿色化学的要求，另一方
面缓冲溶液的浓度降低，会使缓冲容量下降；若体积太小，因土壤对荧光素的吸附，导致实验误差增大．
参考文献［１］实验最终选择缓冲溶液加入量为１５ ｍＬ，而整个反应溶液总体积约为３０ ｍＬ，这样可以使
丙酮保持最佳的体积比（５０％）．
２． ２． ４　 培育温度的影响

酶催化ＦＤＡ水解的速率与温度有关．温度越高，反应速率越快；但温度过高，酶易失活．文献中已报
道的酶的最佳水解温度分别为２２ ℃［１７］、２４ ℃［８］、３０ ℃［１］、３７ ℃［２］，考虑到土壤样品在夏季的高温下，
酶仍不会失活，实验将温度范围扩展到６５ ℃，考察了温度在３０ ℃—６５ ℃范围内，反应产物对荧光强度
的影响（图４）．由图４可知，ＦＤＡ水解酶失活的温度应该在５５ ℃以上，这与文献报道的土壤中酰胺
酶［１８］、芳硫酸酯酶［１９］、焦磷酸水解酶［２０］、芳基酰胺酶［２１］的失活温度相似．另外，有研究指出，当温度大
于４０ ℃时，自发水解反应速率呈指数型增长［２２］．在本文实验条件下，观察到当温度大于４５ ℃时，试剂
空白的荧光强度急剧增大，即自发水解速率显著增强，呈指数型．因此本实验选取最佳培育温度为
４５ ℃ ．
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图３　 ｐＨ对荧光强度的影响
Ｆｉｇ． ３　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

图４　 温度对荧光强度的影响
Ｆｉｇ． ４　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

２． ２． ５　 培育时间的影响
在底物量未成为限制性因素时，ＦＤＡ水解生成荧光素的量与培育时间基本呈线性关系［１，８，２３］，同时

土壤酶的实验不应该超过２４ ｈ．因为随着培育时间的增加，微生物的繁殖程度亦会增加，对反应不利［１］．
如图５所示，培育前５０ ｍｉｎ，相对荧光强度与时间基本呈线性关系．之后由于底物的量的限制，直线斜率
变小，在９０ ｍｉｎ后，相对荧光强度基本不变，略出现下降的趋势，这可能是因为随着时间的增加，土壤对
荧光素产生了一定的吸附，致使相对荧光强度出现下降．为了保证底物的量不会成为反应的限制因素，
并尽可能缩短分析时间，最后，实验确定培育时间为３０ ｍｉｎ．
２． ２． ６　 试样用量的影响

实验观察到土壤酶的初始反应速率与实验中加入的土样量呈正比例关系（图６），这与
Ｆｒａｎｋｅｎｂｅｒｇｅｒ等的报道一致［２４］．当土样量继续增加时，荧光素的生成量不再增大，此时底物的量成为限
制水解反应进行的因素．实验中最后选取０． ５ ｇ土样，这样一方面可以使反应以稳定的速率进行，另一
方面又保证了底物的量不会成为反应的限制因素．与分光光度法相比，样品用量大大减少．

图５　 培育时间对荧光强度的影响
Ｆｉｇ． ５　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｉｍｅ ｏｆ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ

ｏｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

图６　 土样量对荧光强度的影响
Ｆｉｇ． ６　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｓｏｉｌ
ｏｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

２． ２． ７　 底物浓度的影响
如图７所示，在酶浓度不变的情况下，底物浓度对反应速率影响的作用呈现矩形双曲线．底物浓度

很低时，反应速率随底物浓度的增加而急剧增大，两者呈正比关系，表现为一级反应．随着底物浓度的增
大，反应速率不再呈正比例加快，反应速率增加的幅度不断下降．继续加大底物浓度，反应速率不再增
加，表现为零级反应．此时，无论底物浓度增加多大，反应速度也不再增加，说明酶已被底物所饱和．所有
的酶都有饱和现象，只是达到饱和时所需底物浓度各不相同而已．实验既要保证底物的量不会成为反应
的限制因素，同时又要考虑到避免因ＦＤＡ浓度太高溶解度低，溶液出现浑浊的现象发生［２５］．因此最终



　 １０期 王佳佳等：土壤样品中微生物活性的荧光分析方法 １６４１　

实验选取其浓度为３ × １０６ μｇ·Ｌ －１ ．
２． ３　 分析性能
２． ３． １　 方法的线性响应范围

在选定的最佳实验条件下，在２—２０００
!

ｇ·Ｌ －１浓度范围内，荧光素的浓度（Ｃ）与相对荧光强度
（ΔＩｆ）呈良好的线性关系（图８）．线性回归方程为：ΔＩｆ ＝ １６１． ３７ ＋２． ６７３４Ｃ（Ｃ：!ｇ·Ｌ －１），ｒ ＝０． ９９７１ （ｎ ＝９）．

图７　 底物浓度对反应速率的影响
Ｆｉｇ． ７　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｎ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

图８　 标准曲线
Ｆｉｇ． ８　 Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ

２． ３． ２　 方法的检出限
以６０ ｍｍｏｌ·Ｌ －１的ｐＨ值为７． ９的磷酸盐缓冲溶液作为空白溶液平行测定１１次，以３倍信号强度

的标准偏差对应的浓度作为检出限（３σ），计算得到该方法的检出限为３． １ × １０ －２!ｇ·Ｌ －１ ．
２． ３． ３　 精密度实验

（１）仪器读数的重复性
对５００ μｇ·Ｌ －１荧光素标准溶液溶液平行测定１３次，相对标准偏差（ＲＳＤ）为０． ２２％，见图９．

图９　 连续１３次测定５００ μｇ·Ｌ －１荧光素溶液的荧光信号
Ｆｉｇ． ９　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌ ｆｏｒ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ５００ μｇ·Ｌ －１ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ｎ ＝ １３）

（２）方法的精密度
对同一土壤样品平行测定５次，测定结果的相对标准偏差（ＲＳＤ）为２． ８％，而在相关文献报道中，

酰胺酶［１８］、Ｌ天冬酰胺酶［２６］、天门冬氨酸酶［２７］、Ｌ谷氨酰胺酶［２８］、转化酶［２９］的活性测定结果的精度在
１． ０％到６． ６％之间；在Ａｄａｍ和Ｄｕｎｃａｎ［１］用光度分析法测定土壤中微生物活性中，以氯仿／甲醇为终止
剂和以丙酮为终止剂，方法的相对标准偏差分别是８． ６％和１５． ７％，因此本法的重现性明显优于该文献
报道的值．
２． ４　 土壤样品的微生物活性测定及回收率

在最佳实验条件下，测定了编号为１、２、３、４的土壤样品的微生物活性，并对其进行加标回收试验．
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结果见表２，回收率在９０． ６％—１０４％之间．
表２　 土壤样品测定结果（ｎ ＝ ５，置信度９５％）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

土样编号 测定
／（μｇ·ｍＬ －１）

微生物活性
／（μｇ·ｇ － １·３０ ｍｉｎ －１）

加标量
／（μｇ·ｍＬ －１）

测定总量
／（μｇ·ｍＬ －１）

回收率
／ ％

１ ０． ４１６ ± ０． ００１ ２４． ９７

２ ０． １７５ ± ０． ００１ １０． ４７

３ ０． ２５３ ± ０． ００１ １５． １７

４ ０． ０４４ ± ０． ００１ ２． ６６

０． １０ ０． ５０９ ± ０． ００３ ９２． ３
０． ４０ ０． ７７９ ± ０． ００３ ９０． ６
０． １２ ０． ２９５ ± ０． ００１ １００． ６
０． １８ ０． ３４７ ± ０． ００２ ９５． ７
０． ２０ ０． ３６３ ± ０． ００２ ９４． ２
０． １６ ０． ４００ ± ０． ００２ ９２． ２
０． ２０ ０． ４４１ ± ０． ００１ ９３． ９
０． ２８ ０． ５１３ ± ０． ００２ ９２． ８
０． １６ ０． ２１２ ± ０． ００１ １０４
０． １８ ０． ２２８ ± ０． ００１ １０２
０． ２０ ０． ２５０ ± ０． ００１ １０３

２． ５　 土壤样品的微生物活性的垂直分布特征
在最佳实验条件下，测定了２个土壤样品（编号为５、６）剖面的微生物活性的分布情况（图１０）．由

实验结果可知，随着土壤深度的增加，微生物活性逐渐降低，且遵循指数衰减方程（ｙ ＝ Ａ１ｅｘｐ（ｘ ／ ｔ１）＋ ｙ０，
样５：ｒ ＝ ０． ９９４０，样６：ｒ ＝ ０． ９９９９），衰减曲线如图１０．这一趋势与采用微量热法研究不同土层中微生物
活性的变化趋势一致［３０］，这可能是因为随着土壤剖面深度增加，土壤细菌数量逐步减少，而土壤微生物
活性和土壤可培养细菌数量的垂直分布是一致的，因而土壤微生物活性亦随着土层深度的增加而减小．

图１０　 不同深度土壤样品中微生物活性及指数拟合曲线
Ｆｉｇ． １０　 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ ｆｉｔｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｉｎ ａｌｌｏｐｅｌａｇｉｃ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

３　 结论
本文建立了检测环境样品中微生物活性的新方法．该法采用丙酮作为终止剂，分子荧光光度计作为

检测器，从而具有操作简便、灵敏度高、线性范围宽、试样量少、精密度好，准确度高等优点．并将其用于
不同土壤样品中以及同一土壤样品不同剖面深度的微生物活性的测定，结果令人满意，可用于土壤，水
等环境试样中微生物活性的测定．
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