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摘要：为了研究土壤中微生物降解有机物的能力，设计实验，采用TTC分光光度法测定受石油污染并接受生物修复的各土壤样品中脱氢酶的活性。研究表明，所采集的土壤样品中脱氢酶的含量很少，基本无法用本方法检测出，说明土壤在过去的一年里发生了某些变化使脱氢酶含量降低。
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Abstract: This experiment is designed to investigate the ability of microorganisms in soil to degrade organic matters. The dehydrogenase activity in soil which was contaminated by petroleum and then biologically repaired was measured by the method of ultraviolet spectrometry. The research shows that the content of dehydrogenase in soils samples are so minute that cannot be detected by this method.
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土壤中的微生物对于有机物的降解，实质上是微生物经过一系列的酶的催化作用下的生物氧化还原反应。参加生物氧化的重要酶为氧化酶和脱氢酶二大类，其中脱氢酶类尤为重要。其中脱氢酶能使氧化有机物的氢原子活化并传递给特定的受氢体实现有机物的氧化和转化。如果脱氢酶活化的氢原子被人为受氢体接受，就可以通过直接测定人为受氢体浓度的变化间接测定脱氢酶的活性，表征生物降解过程中微生物的活性。因此，脱氢酶的活性可以反映土壤体系内活性微生物量以及其对有机物的降解活性，以评价降解性能。
脱氢酶活性测定方法有MB.2H定性分析法和TTC比色法，目前用得较多的为氯化三苯基四氮唑（TTC）比色法。利用TTC作为人为受氢体，无色的TTC受氢后变成红色的TPF（三苯基甲月替），根据红色的深浅，测出相应的吸光度值，从而计算TPF的生成量，求出脱氢酶的活性。本实验使用TTC分光光度法测定土壤中脱氢酶的活性。
1. 实验
1.1 实验器材

    本实验所用器材为721分光光度计，比色皿，三角瓶，容量瓶，漏斗，滤纸等。
1.2 试剂
1mg/mL TTC溶液（绘制标准曲线）：称取0.5gTTC，溶解，定容至500mL；

1% TTC溶液（土壤测定）：取1g TTC，溶解，并定容至100mL容量瓶中；

Tris-HCl缓冲溶液（pH=7.6）：称取6.037g Tris（三强甲基氨基甲烷，分析纯），再加入1mol/L的盐酸，调pH值为7.6；
1.3土壤样品

    本实验土壤样品取自于受石油污染并接受生物修复的位于东营市的土壤，共有14个土壤样品。

1.4 实验方法
1.4.1 TPF标准曲线的绘制

    配制系列浓度的TTC标准溶液：取8个50mL容量瓶，分别吸取0.5mL、1mL、1.5mL、2mL、2.5mL、3mL、3.5mL 1mg/mL TTC溶液加入以上容量瓶中，用蒸馏水定容。
绘制标准曲线：取8支具塞试管，分别依次加入2mL Tris-HCl缓冲溶液（pH=7.6）、2mL蒸馏水和2mL不同浓度的TTC标准溶液（空白对照用蒸馏水代替TTC溶液）。然后分别加入0.1g低亚硫酸钠（保险粉），振荡摇匀。待充分显色后，加入5mL甲苯，振荡萃取微红色的TPF，上清液于485nm处测定吸光度值。 以TPF的浓度为横坐标，以吸光度A值为纵坐标绘制标准曲线。
1.4.2 土样测定
     分别取5g 过1.25mm筛的新鲜土壤样品于具塞三角瓶中，每个三角瓶加入2mL1%的TTC溶液，2mL蒸馏水，充分混匀。置于37℃恒温箱中避光培养6h。培养结束后，加入5mL甲醇，剧烈震荡1min，后静置5min，再振荡20s，然后静置5min。将三角瓶中的物质全部过滤到比色管中，并用少量的甲醇洗涤三角瓶2-3次，洗涤液也全部过滤到比色管中，定容到25mL，于485nm下测定吸光度值A，以每g干土生成的TPF为脱氢酶的一个活性单位。
2. 结果分析
表1    标准曲线绘制数据表

	C(TTC)/(ug/ml)
	空白
	10 
	20 
	30 
	40 
	50 
	60 
	70 

	C(TPF)/(ug/ml)
	0 
	3.59 
	7.18 
	10.77 
	14.36 
	17.95 
	21.54 
	25.13 

	吸光度 A
	0.000 
	0.127 
	0.233 
	0.331 
	0.434 
	0.538 
	0.648 
	0.754 


例：1号TTC溶液C(TPF)/(ug/ml)=10ug/ml*2ml*300.46/(334.8*5ml)
绘制的标准曲线如图所示：
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图1   脱氢酶吸光度标准曲线
表2      土壤中脱氢酶活性数据表

	土样
	土样质量/g
	吸光度
	　
	土样
	土样质量/g
	吸光度

	
	
	
	
	
	
	

	北中一
	5.0034 
	0.006 
	
	右二
	5.0011 
	0.006 

	北中一（平行）
	5.0020 
	0.008 
	
	右三
	5.0013 
	0.008 

	南右一
	5.0017 
	0.005 
	
	北左一
	5.0022 
	0.007 

	南右一（平行）
	5.0019 
	0.006 
	
	北左二
	5.0009 
	0.008 

	左一
	5.0023 
	0.008 
	
	北中二
	5.0016 
	0.006 

	左一  （平行）
	5.0024 
	0.007 
	
	南左一
	5.0014 
	0.007 

	左二
	5.0016 
	0.006 
	
	北右一
	5.0014 
	0.008 

	左三
	5.0011 
	0.005 
	
	北右三
	5.0018 
	0.006 

	右一
	5.0021 
	0.008 
	
	空白
	0.0000 
	0.000 


注：由于吸光度值太小，无法计算酶活性
3.实验讨论
实验过程中，考虑到处理过程中微生物对环境的适应特点，将样品培养温度控制在37℃为宜。另外，由于TTC具有较高的光敏感性，整个实验过程尽量严格在避光的条件下进行。

第一次实验用风干土样严格按以上步骤进行，过滤后滤液基本为无色透明，吸光度值均在0.001-0.009之间，分析原因，可能由于甲醇存取效果不好，遂于第二次实验时换成甲苯，离心后发现上部液体呈黑色，无法测定吸光度。第三次实验将样品于37℃下培养18h，用甲醇作萃取剂，仍无显色，分析原因可能由于风干土样中酶活性较低，因此
第四次实验采用新鲜土样，严格按照以上步骤进行，并从校园任取两处土样作为对照。实验结果为：从东营所采土样吸光度值依然极小，而校园土过滤后明显呈微红色，测定吸光度值分别为0.013和0.137。
认真检查后药品仪器无问题，操作无不当，原因只能在于土壤样品中脱氢酶含量极少，用普通的分光光度法无法准确检测出。
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