
有机形态氮是土壤氮素的主要存在形式，其

含量占土壤全氮的 www.cjaas95%以上。它不仅影

响微生物的活性和营养元素的有效性，同时也是

交换性铵和硝态氮的源和汇，在土壤 - 植物系统

氮素转化循环过程中扮演着重要角色。土壤有机
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氮的组成十分复杂且功能各异，为此，Bremner 于

1965 年建立了测定土壤有机态氮素组分的方法

并一直延用至今。在该方法中，酸水解有机氮组分

主要被分为氨基酸态氮、氨基糖态氮、未知水解态

氮和残渣态氮。利用蒸馏法测定化合物中氨基含

量是 Bremner 方法的核心，因而能获得氨基酸和

氨基糖态氮的总量。但是，由于化学性质存在差

异，不同种类的氨基酸和氨基糖对土壤氮素循环

的贡献有所不同，仅了解对其氮素总量无法得出

更科学更严谨的结论。近年来，色谱技术以其有效

文章编号：1003- 8701(2010)02- 0019- 05
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摘 要：对 3 种不同土壤(黑土、棕壤、红壤)用 6 mol·L- 1HCl 水解后，分别采用 Bremner 蒸馏法与色谱法

测定土壤中氨基糖态氮、氨基酸态氮的含量。结果表明，对于土壤氨基糖态氮，Bremner 蒸馏法和色谱法测定结

果和精密度无显著差异，但对于黑土和棕壤中的氨基酸态氮，色谱法的检测更为完全，且有较高的精密度。利

用色谱法可实现土壤中各种氨基糖和氨基酸分离和定量化，对深入研究土壤中氮的来源及转化具有十分重要

的意义。
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LIU Yan- mei, LIU Xiao- hu
(College of Land and Environment Science, Shenyang Agricultural University/Key Laboratory of

Agricultural Resource and Environment in Liaoning Province, Shenyang 110161, China)
Abstract: The content of amino sugar- N and amino acid- N in three types of soil (black soil, brown

soil and red soil) was determined by Bremner method and chromatography detection after being
hydrolyzed in 6 mol·L- 1HCl. The results showed that there was no significant difference in both the
content and the variation between the two methods for the determination of amino sugar- N in soil.
However, the content of amino acid- N in black soil and brown soil detected by liquid chromatography was
significantly higher than that by Bremner method, and furthermore, less variation was found in liquid
chromatography determination. The individual amino acids and amino sugars can be separated and
identified in chromatography determination and this is essential to investigate the source and the
transformation of soil nitrogen.
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分离，准确度和灵敏度高而越来越多地被应用于

土壤氨基酸、氨基糖的测定中。但是，由于定量原

理不同，对蒸馏法和色谱法测定之间尚缺乏比较

研究。利用 6- 氨基喹啉基 - N- 羟基琥珀酰亚氨

基甲酸酯衍生 - 高效液相色谱法测定，可实现土

壤中 15 种氨基酸的分离和定量，因操作简便和衍

生定量化而被广泛应用；利用醛糖腈乙酸酯衍生-
气 相 色 谱 法 测 定 ， 可 实 现 土 壤 中 氨 基 葡 萄 糖

(GluN)、氨基半乳糖(GalN)、甘露糖胺 (ManN)和胞

壁酸(MurN)的分离和定量。因而，本研究将分别利

用 Bremner 酸水解-蒸馏法与色谱法测定 3 种不

同土壤中氨基糖态氮和氨基酸态氮的含量并进行

比较分析，以其为土壤中各种有机氮组分准确定

量提供可靠的技术手段。

1 实验部分

1.1 仪器与试剂

半微量定氮 蒸馏装置、50 mL 硬 质 开 氏 瓶、
PHS-3B 型 pH 计、Agilent HP 6890 气相色谱仪、
N-N 型旋转蒸发仪、FD-1 型冷冻干燥仪、Reacti-
Therm III 型精密加热器、TDL-5-A 和 TGL-16G
离心机、DHG-9123A 型烘箱等。

酸水解蒸馏法中的试剂均为分析纯；色谱法

中所用标准试剂如氨基葡萄糖、氨基半乳糖、氨基

甘露糖和胞壁酸，肌醇 (内标 )，含有 18 种氨基酸

的标准液及其 2-氨基丁酸 (内标 )均购自 Sigma-
Aldrich 公司，衍生试剂盐酸羟胺、4-二甲氨基吡

啶从 Sigma-Aldrich 公司购买，二氯甲烷、乙酸乙

酯、正已烷和无水甲醇从 Dikma 公司购买，吡啶、
盐酸和乙酸酐均为分析纯。
1.2 供试土壤

选择不同有机质水平的 3 种土壤 (0~20 cm)
进行实验。其中，黑土采自吉林省公主岭市国家黑

土肥力与肥料效益长期定位监测基地，无任何处

理；棕壤采自辽宁省沈阳市棕壤长期肥料定位试

验站；红壤采自江西省南昌市江西农业大学农学

实验基地，为低产旱田土壤。土样均在室温下风干

备用。供试土壤的基本理化性质见表 1。
1.3 土壤样品分析

1.3.1 酸水解 - 蒸馏测定土壤氨基酸和氨基糖

态氮

①水解液的制备：准确称取约含 5 mg N 的土

壤样品 (小于 100 目 )于水解瓶中，加入 10 mL 6
mol·L-1 HCl，105℃下水解 12 h。水解完毕后过滤

水解混合物，中和滤液至 pH 6.5±0.1 并容至 50
mL 容量瓶。

②氨基酸态氮的测定：取 5 mL 中和过的水解

液于开氏瓶中，加 1 mL 0.5 mol·L-1 NaOH，置于

沸水中加热，使样品蒸发至剩余 2~3 mL。冷却后，

加 0.50 g 柠檬酸和 0.01 g 茚三酮，使开氏瓶球部

完全浸于沸水中加热，1 min 后，在沸水中震荡开

氏瓶数秒，继续保持开氏瓶于沸水中 9 min。冷却

后，用 10 mL 磷酸盐-硼酸盐缓冲液将开氏瓶中

的样品洗入蒸馏装置，加 1 mL 5 mol·L-1NaOH，

蒸馏，当馏出液达接收三角瓶(体积 100 mL，加有

5 mL 硼酸-指示剂 )的 35 mL 标线时，停止蒸馏，

以 0.005 mol·L-1 硫酸标准液滴定镏出液由绿色

至弱淡红色。另作空白实验。
③氨态氮的测定：取 10 mL 中和过的水解液

于蒸馏装置，加入 0.07±0.01 g MgO，蒸馏，当馏

出液达接收三角瓶(体积 100 mL，加有 5 mL 硼酸

- 指示剂)的 20 mL 标线时，停止蒸馏，滴定同上。
另作空白实验。

④氨及氨基糖态氮的测定：取 10 mL 中和过

的水解液于蒸馏装置，加入 10 mL 磷酸盐 - 硼酸

盐缓冲液当馏出液达接收三角瓶 (体积 100 mL，

加有 5 mL 硼酸 - 指示剂)的 35 mL 标线时，停止

蒸馏，滴定同上。另作空白实验。
⑤氨基糖态氮的测定：氨及氨基糖态氮的测

定值减去氨态氮的测定值。每种土壤样品的测定

过程均重复 5 次。
⑥结果计算：w(N)=c×(v-v0)×M×ts×1 000/m
其中，w(N)为土壤中某种有机氮的质量，mg·kg- 1；v

为样品滴定硫酸标准液的体积，mL；v0 为空白滴

定硫酸标准液的体积，mL；M 为氮的摩尔质量，M
(N)=14 g·mol- 1；ts 为分取倍数；m 为土壤样品质

量，g。
1.3.2 色谱测定土壤氨基酸和氨基糖

①氨基酸的测定：准确称取约含 0.2 mg N 的

土壤样品 (小于 60 目 )置于水解瓶中，加 10 mL 6
mol·L-1 HCl，105℃下水解 12 h。冷却至室温后，

加入 100μL 2.5 mmol·L-1 L-2-氨基丁酸，振荡摇

匀后过滤。滤液用旋转蒸发仪蒸干，用 4 mL 0.05
mol·L-1 HCl 溶解。将溶液转移至样品纯化柱中，

利 用 阳 离 子 交 换 树 脂 (Dowex 50WX8，100-200

表 1 供试土壤基本理化性质

土壤类型 采样地点
有机碳
(g·kg-1)

全氮
(g·kg-1) pH

黑土 北纬 43°36′东经 124°40′ 12.51 1.22 6.10
棕壤 北纬 41°49′东经 123°34′ 9.10 1.09 6.00
红壤 北纬 28°46′东经 115°50′ 7.68 0.79 5.50
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目 )进行纯化 ，树脂用 0.1 mol·L-1 草酸 (pH 1.6~
1.8)淋洗 5 次以除去土壤中铁、铝等金属离子，每

次用量 5 mL；然后，向树脂柱中先后加入 5 mL
0.01 mol·L-1 HCl 和 5 mL 去离子水，淋洗液弃

去。利用 25 mL 2.5 mol·L-1 NH3·H2O 洗脱氨基

酸，每次用 5 mL，将各次洗脱液接收合并后，利用

旋转蒸发仪蒸发至干。将干燥后样品用 4 mL 0.1
mol·L-1 HCl 溶解，离心 15 min(4 200 r·min-1)，将

上清液倒入 5 mL 反应瓶中进行冷冻干燥 (8 h 以

上)。将干燥好的样品用 0.02 mol·L-1 HCl 溶解。
移取 10μL 上述土壤样品溶液 100μmol·L-1 含有

17 种 氨 基 酸 和 内 标 物 的 混 合 标 准 溶 液 放 入 6
mm×50 mm 样品管底部，加入 110μL 硼酸盐缓冲

溶液，涡旋混合 10 s 后，将 15μL AQC 衍生试剂

溶液边涡旋边加入到样品管中，用封口膜密封样

品管，室温放置 1 min，于 55℃加热 20 min，取出

冷却至室温，移至进样瓶中，即可进行高效液相色

谱的测定。
②氨基糖的测定：准确称取约含 4 mg 有机碳

(不少于 0.3 mg N) 的土壤样品置于水解瓶中，加

10 mL 6 mol·L-1 HCl，105℃下水解 8 h。冷却至室

温后，加入 100μL 1 mg·mL-1 肌醇溶液 (内标)振
荡摇匀后过滤。滤液用旋转蒸发仪蒸干，残余物溶

解于 20 mL 蒸馏水中，并用 0.4 mol·L-1 KOH 调

pH 至中性(pH 6.6~6.8)，然后以 3 000 r/min 离心

10 min 去除沉淀。上清液用冷冻干燥仪冻干后，

残留的固体物质用 3 mL 无水甲醇溶解，再次离

心 10 min 以除去盐分。将上清液转移到 5 mL 衍

生瓶中，用 N2 在 45 ℃下吹干，加入 1 mL 水。然后

再次进行冷冻干燥(8 h 以上)。向上述衍生瓶中加

入 300 μL 衍生试剂，加盖密封，在 75~80℃ 条件

下加热 30 min，其间振荡数次。冷却至室温后，加

入 1 mL 乙酸酐，密封再次加热 20 min。冷却后加

入 1.5 mL 的二氯甲烷。过量的衍生试剂通过以下

两步来去除：首先，加入 1 mL 1 mol·L-1 HCl，激

烈振摇 30 s 后，移走上层液体。其次，与上面步骤

相同，用 1 mL 的蒸馏水洗 3 次，在最后一次洗涤

过程中尽可能去除水相。剩余的有机相在 45℃下

用 N2 吹干后，用 200 μL 的乙酸乙酯-正己烷混

合溶剂(V:V=1:1)溶解后转移至进样瓶中，即可进

行气相色谱测定。每种土壤样品的测定过程均重

复 5 次。
③结果计算：mr=ms×Rf×(Ar/As)

w(N)=∑mr×N%
其中，Ar、As 分别为供试品和内标物质的峰面

积；mr、ms 分别为被测样品中每种氨基酸(糖)的量

和加入内标物质的量；w(N)为土壤中某种有机氮

的质量分数，mg·kg- 1；N%为每种氨基酸(糖)含氮

百分数。

2 结果与讨论

2.1 土壤酸水解氨基酸态氮、氨基糖态氮的测定

结果比较

利用酸水解 - 蒸馏法和色谱法测定的土壤氨

基酸和氨基糖态氮含量如表 2 所示。其中，酸水

解-蒸馏法测得的 3 种土壤中氨基酸态氮平均含

量 分 别 为 400.6 mg·kg -1、371.9 mg·kg -1、222.8
mg·kg-1，分别占土壤全氮量的 32.8%、34.1%和

28.2%；色谱法测得的 3 种土壤中氨基酸态氮平

均 含 量 分 别 为 436.2 mg·kg -1、407.7 mg·kg -1、
233.1 mg·kg -1， 分 别 占 土 壤 全 氮 量 的 35.8%、
37.4%和 29.5%。由此可见，氨基酸态氮是土壤有

机质酸解产物中主要可鉴别的含氮化合物，约占

有机氮总量的 20%~50%。利用色谱法测得的黑土

和棕壤中氨基酸态氮含量显著高于蒸馏法，增加

比例可达 5%～8%。这主要是由于色谱法能检测出

土壤中多种类型的氨基酸并能将每一种氨基酸定

量化，尤其是碱性氨基酸和杂环氨基酸，而酸水

解-蒸馏法中，茚三酮可与 α-氨基酸和仲胺氨基

酸反应，但与氨基酸中其他形态氮的作用较小，因

此测量结果偏低。进一步利用精氨酸(除含有伯胺

和和仲胺基团外，还含有胍基氮)采用标准加入法

测定蒸馏法回收率发现，精氨酸氮的回收率低于

70%，表明茚三酮对氨基酸中伯胺和和仲胺的选

择性是造成测定结果偏低的重要原因。

酸水解 - 蒸馏法测得的 3 种土壤中氨基糖态

氮平均 含量分别为 92.3 mg·kg -1、87.4 mg·kg -1、
59.4 mg·kg-1，分别占土壤全氮量的 7.6%、7.7%和

7.5%；色谱法测得的 3 种土壤中氨基糖态氮平均含

量分别为 85.5 mg·kg-1、79.5 mg·kg-1、61.1 mg·kg-1，

分别占土壤全氮量的 7.0%、7.3%和 7.7%。两种方

法测得的氨基糖态氮含量无显著差异，均约占有

机氮总量的 5%~10%，与文献报道范围一致。

表 2 3 种不同土壤中氨基糖态氮、氨基酸态氮的含量
及变异系数

土壤
样品

氨基糖态氮(mg·kg-1) 氨基酸态氮(mg·kg-1)
酸水解 - 蒸馏法 色谱法 酸水解 - 蒸馏法 色谱法

黑土 92.3 (6.8)* 85.5 (7.6) 400.6 (4.6) 436.2 (1.2)
棕壤 87.4 (7.9) 79.5 (6.8) 371.9 (3.7) 407.7 (2.1)
红壤 59.4 (7.1) 61.1 (8.8) 222.8 (6.7) 233.1 (4.1)
* 括号内数字为变异系数。
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生物。在目前被定量的 4 种土壤氨基糖中，氨基葡

萄糖主要来源于真菌，氨基半乳糖和甘露糖主要是

细菌的产物，胞壁酸唯一来源于细菌，因而氨基葡

萄糖与氨基半乳糖或胞壁酸的比值常用来指示微

生物在土壤有机质转化过程中的相对贡献。色谱法

测得的 3 种不同土壤的氨基糖中(表 3)，氨基葡萄糖

和氨基半乳糖的含量较高，分别约占氨基糖总量的

56.3%~63.2%和 18.1%~28.8%，且在不同土壤中含

量变化较大；而胞壁酸和氨基甘露糖的含量则较低，

分别占氨基糖总量的 7.6%~20.1%和 2.6%~2.8%，

而其含量在不同土壤之间无显著变化。

除胱氨酸外，色谱法可以检测出土壤中 15 种

氨基酸(表 4)。根据 - NH2，- COOH 基团的相对分

布，可把氨基酸分为酸性氨基酸(天冬氨酸、谷氨

酸)、碱性氨基酸(组氨酸、精氨酸、赖氨酸)和中性

氨基酸(丝氨酸、甘氨酸、苏氨酸、丙氨酸、脯氨酸、
酪氨酸、缬氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸) 3

类，其中以中性氨基酸所占比例最大，其次为碱性

和酸性氨基酸。在 3 种不同土壤中，中性氨基酸所

占比例平均 分 别 为 57.8%(黑 土 )、56.6%(棕 壤 )、
64.7%(红壤)，碱性氨基酸所占比例平均分别为

23%、25.3%和 23.6%，酸性氨基酸所占比例平均

分别为 19.2%、18.1%和 11.7%。显然，黑土和棕

壤中氨基酸分布无显著性差异，但红壤中中性氨

基酸含量显著增加，而酸性氨基酸含量显著降低。

3 结 论

对于土壤氨基糖态氮含量，Bremner 蒸馏法

和色谱法测定结果和精密度无显著差异，但对于

黑土和棕壤中土壤氨基酸态氮，色谱法的检测更

为完全，且有较高的精确度和准确度。利用色谱法

可实现土壤中各种氨基糖和氨基酸的分离和定量

化，对深入研究土壤中氮的来源及转化具有十分

重要的意义。
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表 3 3 种不同土壤中氨基糖的分布

土壤样品
氨基糖(mg·kg-1)

氨基葡萄糖 氨基甘露糖 氨基半乳糖 胞壁酸 总量
黑土 617.5 29.3 316.0 77.0 1096.4
棕壤 644.3 28.2 269.7 70.4 1019.2
红壤 463.8 20.1 141.5 78.5 783.1

表 4 3 种不同土壤中氨基酸的分布

氨基酸(mg·kg-1) 土壤样品
黑土 棕壤 红壤

酸性氨基酸 天冬氨酸 281.6 217.0 76.2
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总和 537.7 443.7 177.0

碱性氨基酸 组氨酸 67.5 73.1 62.1
精氨酸 361.1 370.2 130.0
赖氨酸 259.2 210.8 166.3
总和 687.8 654.1 358.4
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如表 2 所示，在土壤氨基酸态氮的测定中，酸

水解 - 蒸馏法的变异系数在 4.6%~6.7%之间，而

色谱法的在 1.2%~4.1%之间；在土壤氨基糖态氮

的测定中，酸水解 - 蒸馏法的标准偏差在 6.8%~
7.9%之间，而色谱法的在 7.6%~8.8%之间。因此，

对于土壤氨基糖态氮的测定，两种方法的精密度

和准确度相当；而对于土壤氨基酸态氮的测定，色

谱法的精密度和准确度均高于酸水解 - 蒸馏法。

这可能是由于土壤样品成分比较复杂，需要较多

的处理过程，而在色谱法的测定中均采用了内标

法，有效地消除系统误差和样品损失所带来的误

差，增加了实验的精密度和准确度。因此，利用色

谱法测定土壤氨基酸和氨基糖含量对于不同性

质、不同有机质含量的土壤均有广泛的适用性。
2.2 不同土壤中氨基糖、氨基酸的分布规律

已有研究表明，土壤中的氨基糖主要来源于微
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