                             农科院实验总体说明
经纬度：经纬度采用美国GARMIN公司产 GPS 12 XL型手持机测定，误差7m以下。

土壤养分：耕层（0-20cm）土壤养分碱解氮、速效磷、速效钾及有机质的测定采用国家标准；全氮测定采用瑞士BUCHI公司产B-339型全自动凯氏定氮仪(高于国家标准)。

土壤含水量： 耕层（0-20cm）土壤含水量采用烘干称重（铝盒）法；全层分层5、10、20、40、60、100cm深度土壤含水量采用北京核安核子有限公司产CNC503DR型中子水分仪测定（铝盒法标定）。
冠层温度：采用日本美能达公司产HT-11D型红外测温仪，分别测定4/6、4/11、4/12、4/20、5/3、5/19（月/日）与飞行或卫星同步9：00——17：00每秒温度数据。

冠层水分： 烘干称重法； 样叶相对含水量=100×（Wf-Wd）/（Wt-Wd）

   其中：样叶自然鲜重Wf——剪取样叶迅速称重为自然鲜重；样叶饱和鲜重Wt——将剪取样叶的切口处浸入蒸馏水中，5小时饱和吸水后取出拭干水分称重为饱和鲜重； 样叶烘干重Wd——样叶经过饱和吸水后，置入电热鼓风干燥箱内105℃杀青10分钟后，80 ℃烘干8小时后称重为烘干重。

样叶含水量=100×（Wf-Wd）/Wf

   其中：样叶自然鲜重Wf——剪取样叶迅速称重为自然鲜重；样叶烘干重Wd——样叶置入电热鼓风干燥箱内105℃杀青10分钟后，80 ℃烘干8小时后称重为烘干重。

 茎鞘含水量=100×（Wjf-Wjd）/Wjf

   其中：茎鞘自然鲜重Wjf——取样茎秆和叶鞘的叶自然鲜重；茎鞘烘干重Wfd——取样茎秆和叶鞘的烘干重。
叶绿素：采用分光光度法，上海精密光学仪器厂产UV755B型分光光度计测定。叶绿素含量单位：mg g-1（详见附录）。

叶片全氮含量：  采用凯氏定氮法，瑞士BUCHI公司产B-339型全自动凯氏定氮仪（详见附录）。

叶片可溶性总糖：   可溶性总糖采用蒽酮比色法（详见附录）。

叶面积  干重法： 干重法（美国CID公司产CI-203型激光叶面积仪标定）
冠层结构：  平均叶倾角采用手工测量法：在叶片上选拐点（包括叶基部和叶尖），用直尺测量叶基部距地面高度、叶上每一点距前一点的距离；用量角器分别测量各弦与垂线之间的夹角。手工测量法，用直尺测量地面距最高叶面（自然状态）的距离。
叶 形：   采用手工测量法：每片叶从叶基开始， 分别测量0、3、6、9（cm）、直至叶尖处的叶长和叶宽。
注：数据处理联系人及负责人：王纪华、黄文江

    单位：北京市农林科学院北京农业信息技术研究中心

电话：88443458； 88435544—406       

传真：88436741

E-mail： w-jihua@263.net         wenjianghuang@163.net
附录：   室内项目详细测定方法
   1、 叶绿素含量的测定（分光光度法）

原理：利用叶绿素a和叶绿素b吸收光谱的不同，测定各特定峰值波长下的光密度，再根据色素分子在该波长下的消光系数，计算出浓度。

叶绿素a、b的丙酮溶液在可见光范围内的最大吸收峰分别位于663、645nm处。

   测定方法：

材料：植物叶片（田间取样后用湿纱布盖好，室内测定）

仪器：UV755B型分光光度计；50ml容量瓶；漏斗；电子天平；剪刀

      刻度尺；镊子

药品：80%丙酮（由分析纯丙酮配置而成）

方法：

取样的叶片（除去叶主脉）剪成一定大小的碎片，混合。

每个样品3个重复，每个重复准确称取约0.1克，用25ml容量瓶定容（50ml容量瓶定容则称取0.2克左右）。

将定容好的容量瓶置于和黑暗处，3天后进行比色。

根据公式计算叶绿素a、b及叶绿素的总量。

计算公式：叶绿素的浓度通过下式计算：

CA=12.7D663—2.59D645
CB=22.9D645—4.67D663

CA+B=20.3D645+8.04D663

式中CA、CB分别为叶绿素a和b的浓度；CA+B为叶绿素a和b的总浓度，单位为mg·L-1

所测材料单位重量的叶绿素含量通过下式计算：

叶绿素含量（mg·g-1）=
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式中：C：叶绿素浓度（mg·L-1）；V：提取液总体积（ml）；A：叶片鲜重（g）
2、可溶性糖含量的测定（蒽酮比色法）

原理：由于蒽酮能与可溶性糖（还原糖与非还原糖）作用，产生蓝绿色的糖醛衍生物，其颜色深浅与糖的含量正相关。该颜色于620nm波长处有最大吸收值。所以，利用这一特性进行比色测定。该方法的优点是不需要去杂质，分析快。

抽提： 将植物叶片的磨碎样品再放在80℃烘箱中烘至恒重，称取80mg左右（精确到小数点后4位）样品放入100ml三角瓶中（4次重复），向每瓶内加入约10ml 80%乙醇，给三角瓶以适合的橡皮塞，再经橡皮塞穿入一根细长玻璃管（内短（刚穿过橡皮塞）外长（约30cm）作为回流管，放在80℃恒温水浴上回流提取30分钟，取下橡皮塞，仔细吸出上清夜，分别过滤到4个50ml三角瓶中，残渣内再加入约10ml 80%乙醇，同上述方法再回流提取2次（每次20分钟），取下橡皮塞，将全部溶液分别滤入三角瓶中，用少量80%热乙醇洗残渣数次后均滤入三角瓶中，用1份滤液检查糖是否提取完全。即将少量滤液放入小试管中，加2滴1%α-萘酚，混匀后，再沿管壁缓缓加入浓H2SO4,观察分层是否有紫色环，有者即未抽提完全，需再继续用热乙醇洗残渣，至无紫色环为止。

仪器： UV755B型分光光度计、电子天平、水浴锅、电炉、大试管、100ml容量瓶、漏斗、剪刀、移液管、镊子

药品： 0.1%蒽酮：称取1g蒽酮溶解于1000毫升稀硫酸（760ml浓硫酸加入到240ml水中）溶解后冷却，贮于棕色瓶内，冰箱保存，可用数日。 

    标准葡萄糖液（100μgml-1）：准确称取烘干的分析纯葡萄糖250mg，放入250ml 容量瓶中，加水定容至刻度，作为母液，用时再稀释10倍，配成100μgml-1。

标准曲线的绘制      

                 表  标准曲线的绘制加样图

     管号   

  数量（ml）

项目
空白
1
2
3
4
5

葡萄糖最终浓度（μgml-1）
0
20
40
60
80
100

标准葡萄糖液
0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0

蒸馏水
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0

蒽酮试剂
5.0
5.0
5.0
5.0
5.0
5.0

光密度（OD620nm）







   按照上图加入试剂，于沸水中煮沸10分钟，中间摇动1次，取出冷却后于620nm下比色，记录OD值；以浓度为横坐标，OD值为纵坐标作标准曲线，3次重复。

测定  取4只试管按照下表分别加入各种试剂。

                 表   样品中可溶性糖含量的测定
     管号   

  数量（ml）

项目
空白
1
2
3

样品提取液
0
0.5
0.5
0.5

蒸馏水
1.0
0.5
0.5
0.5

蒽酮试剂
5.0
5.0
5.0
5.0

光密度（OD620nm）





将各管摇均匀，于沸水中煮沸10分钟，中间摇动1次，取出冷却后于620nm下比色，记录OD值。

计算：          可溶性糖含量（%）=
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A：样品稀释总体积

C：测定样含糖量（μg/ml）

W：样品重量（g）

3、 淀粉含量的测定

    抽提： 将叶片的磨碎样品放在80℃烘箱中烘至恒重，称取80mg左右（精确到小数点后4位）样品放入100ml三角瓶中（4次重复），向每瓶内加入约10ml 80%乙醇，给三角瓶以适合的橡皮塞，再经橡皮塞穿入一根细长玻璃管（内短（刚穿过橡皮塞）外长（约30cm））作为回流管，放在80℃恒温水浴上回流提取30分钟，取下橡皮塞，仔细吸出上清夜，分别过滤到4个50ml三角瓶中，残渣内再加入约10ml 80%乙醇，同上述方法再回流提取2次（每次20分钟），取下橡皮塞，将全部溶液分别滤入三角瓶中，用少量80%热乙醇洗残渣数次后均滤入三角瓶中，用1份滤液检查糖是否提取完全。即将少量滤液放入小试管中，加2滴1%α-萘酚，混匀后，再沿管壁缓缓加入浓H2SO4，观察分层是否有紫色环，有者即未抽提完全，需再继续用热乙醇洗残渣，至无紫色环为止。

     将上述抽提后的残渣，小心地用80%乙醇从滤纸上洗入4个50ml三角瓶（大试管）中，在水浴上蒸干， 加5-10ml蒸馏水，用玻棒充分搅动，将三角瓶放入沸水浴中胶化30分钟后，取出冷却至50-55℃，向各瓶分别加1耳匙淀粉酶，再加入5ml pH 6.3-6.5的磷酸缓冲液(1/15mol/l的磷酸氢二钠2.5毫升和1/15mol/l的磷酸二氢钾7.5毫升混合)，摇匀后，加入2滴甲苯，加塞，将三角瓶放入45-55℃恒温箱中保温，使淀粉水解。24小时后，从其中1瓶取出残渣颗粒检查淀粉是否水解完全。如碘仍呈蓝色，需重新沸腾、冷却，加酶、缓冲液及甲苯等，继续保持温度水解至遇碘不显蓝色为止。

水解  于100ml容量瓶中取清洁后的滤液10ml，加1ml 20% HCL，在水浴中煮沸1小时，使其中的糊精及麦芽糖完全水解为葡萄糖。待冷却后，用10% NaOH进行中和，以甲基红为指示剂，至溶液呈微黄色。

测定  取上述中和后的溶液测定还原糖含量。
标准葡萄糖液（100μgml-1）：准确称取烘干的分析纯葡萄糖250mg，放入250ml 容量瓶中，加水定容至刻度，作为母液，用时再稀释10倍，配成100μgml-1。

DNS试剂配制：
甲液：6.9克结晶酚溶于15.2毫升10%氢氧化钠溶液中，并稀释至69毫升，在此溶液中加入6.9克亚硫酸钠。

乙液：称取255克酒石酸钾钠，加到300毫升氢氧化钠溶液中，再加入880毫升1%3，5-二硝基水杨酸

甲、乙液混合，贮于棕色瓶中，7—10天后使用。

标准曲线的绘制  取25毫升容量瓶9个    

                 表   标准曲线的绘制加样图

    管号   

  数量

项目
空白
1
2
3
4
5
6
7
8

标准葡萄糖液(ml)
0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
1.4
1.6

蒸馏水(ml )
2.0
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4

DNS试剂
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5

  加热冷却
         沸水浴中加热5分钟，立即用自来水冷却

   蒸馏水（ml）
 21.5
21.5
21.5
21.5
21.5
21.5
21.5
21.5
21.5

光密度（OD520nm）
1.









   按照上图加入试剂，混匀后于520nm下比色，用空白调零点，以葡萄糖溶液浓度为横坐标，光密度为纵坐标，绘制标准曲线，3次重复。

   样品中还原糖的测定：取25毫升容量瓶
表    样品中还原糖含量的测定

    管号   

  数量

项目
空白
1
2
3

标准葡萄糖液(ml)
0
1.0
1.0
1.0

蒸馏水(ml )
2.0
1.0
1.0
1.0

DNS试剂
1.5
1.5
1.5
1.5

  加热冷却
沸水浴中加热5分钟，立即用自来水冷却

   蒸馏水（ml）
21.5
21.5
21.5
21.5

光密度（OD520nm）
1.




按照上图加入试剂，混匀后于520nm下比色，用空白调零点，记录光密度值。

计算：          还原糖（%）=
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A：样品稀释倍数

C：测定样含糖量（ug）

W：样品重量（g）

植物体中的淀粉可被稀酸或淀粉酶水解成还原糖，从测定出的还原糖含量×0.9，即可算出淀粉含量。

注意：（硫酸含水量、反应温度、显色时间均影响显色度，应严格控制反应条件）。

4、植物全氮测定法

开氏法（混合法-蒸馏法）

测定原理：样品在加速剂的参与下，用浓硫酸消煮时，各种含氮有机化合物，经过复杂的高温分解反应，转化为氨态氮。碱化后蒸馏出来的氨用硼酸吸收，以酸标准溶液滴定，求出植物全氮含量（不包括全部硝态氮）。

仪器、设备
植物样品粉碎机IKA；分析天平：感量为0.0001g；开氏烧瓶；半微量定氮蒸馏装置。 

试剂
硫酸：化学纯；硫酸或盐酸：分析纯，0.0050mol/L硫酸或0.01mol/l盐酸标准溶液；
氢氧化钠：工业用或化学纯，10mol/l氢氧化钠溶液；

硼酸-指示剂混合液；硼酸：分析纯，2%溶液（W/V）；

    加速剂：100g硫酸钾（化学纯），10g五水合硫酸铜（化学纯），1g硒粉与研钵中研细，必须充分混合均匀。

植物样品的制备：将粉碎后的植物样品使之通过0.25mm（60目）筛，混合均匀后备用。

测定步骤

称取植物样品0.25-0.3g（含N约1毫克）。

样品的消煮（不包括硝态和亚硝态氮）

将称好的样品置于干燥的开氏瓶底部，加混合剂1.8g，滴加几滴蒸馏水以湿润样品，再加浓硫酸5ml，小心摇匀后，开始用低温加热，当消煮液呈棕色时，可升高温度，消煮至溶液呈清亮带浅蓝色时，再加热约10分钟，取下冷却，供氮的测定。同时进行空白试验，以校正试剂误差。

包括硝态和亚硝态氮的消煮

包括硝态氮的消煮：称取0.2-0.3克，置于开氏瓶中，加含水扬酸或苯酚的浓硫酸10ml，摇匀后，在室温下（25℃左右）放置约30分钟，加入约1.5克Na2S2O3或0.4克Zn粉和10mlH2O，放置约10分钟，待还原反应完成后，按上法消煮。

  氨的蒸馏   用0.005mol/L硫酸(或0.01mol/L盐酸)标准溶液滴定馏出液。

记录所用酸标准溶液的体积(ml)。空白测定所用酸标准溶液的体积，一般不得超过0.4m1。

测定结果的计算

计算公式   植物全氮(%)=
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式中:V一一滴定试液时所用酸标准溶液的体积，m1；

 V。一一滴也空白时所用酸标准溶液的体积，ml;

     CH——酸标准溶液的浓度，mol/l；

     0.014——氮原子的毫摩质量；

      m——烘干植物质量，g。

    平行测定结果用算术平均值表示。

5、土壤水分测定法

5.1土壤耕层（0-20cm）含水量  采用烘干称重（铝盒）法（GB 7172-87）测定。
测定原理：土壤样品在105±2℃烘至恒重时的失重，即为土壤样品所含水分的质量。
仪器、设备
  土钻；

  土壤筛: 孔径1mm；

  铝盒: 小型的直径约40mm，高约20mm；

  大型的直径约55mm，高约28mm；

  分析天平: 感量为0.001g和0.01g；

  小型电热恒温烘箱；

  干燥器:内盛变色硅胶。

试样的选取和制备
   在田间用土钻取有代表性的新鲜土样，刮去土钻中的上部浮土，将土钻中部所需深度处的土壤约20g，捏碎后迅速装入已知准确质量的大型铝盒内，盖紧，装入塑料袋带回室内，将铝盒外表擦拭干净，立即称重，尽早测定水分。
测定步骤
    将盛有士样的大型铝盒在分析天平上称重，准确至0.01g。揭开盒盖，放在盒底下，置于已预热至105±2℃的烘箱中，烘烤12h。取出，盖好，在干燥器巾冷却至室温(约需30mim)，立即称重。注：烘烤规定时间后一次称重，即达“恒重”。
测定结果的计算
  计算公式
          水分(分析基〉，%=
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式中:m0一一烘干空铝盒质量，g；

     m1一一烘干前铝盒及土样质量，g；

     m2一一烘干后铝盒及土样质量，g。
 平行测定的结果用算术平均值表示。

5.2全层分层（5、10、20、40、60、100cm ）含水量  采用北京核安核子有限公司产CNC503DR型中子水分仪测定（铝盒法标定）。

测定原理：该系统主要包括探头和读数器两大部分，探头中有一个密封的环状镅-铍中子源，从中发出快中子流与土壤介质中的原子核碰撞减速而变成慢中子，快中子与原子序数大的物质相撞损失的能量小，与原子序数小的物质碰撞损失的能量大。土壤中各种元素对快中子减速不足土壤水减速作用的1%[6]，从而使由快中子减速变成慢中子的数目与土壤中水分（实为氢核）数目成比例，慢中子再经BF3正比计数管采样。来自计数管的电脉冲经过放大整形，在读数器上显示计数R，所得计数再除以标准计数R0得到计数率比Rv，然后通过标定曲线得到土壤容积含水率，再根据取样土壤的容重换算成土壤重量含水量。

测定步骤：埋设铝管至地下1.1m深。测定时仪器控制探头深入到设定深度读取计数，每个自然地块开始时标定一次，连续测定不重新标定。根据标定值即可计算出土壤含水量。
仪器标定：每个自然地块在测管周围30cm半径上用土钻对称取同样深度（±2.5cm）的土，在105±2℃下用烘干法测其重量含水率及容重，再换算成容积含水率。本数据源采用：0-30cm曲线标定；30-100cm直线标定。

结果计算：关系式为：

     Qv=f（Rv）  

     Qv为容积含水量，Rv=R/ R0
6、土壤有机质测定方法（GB9834-88）

测定原理： 用定量的重铬酸钾-硫酸溶液，在电加热条件下，使土壤中的有机质氧化，剩余的硫酸亚铁标准溶液滴定，并以二氧化硅为添加剂作实际空白标定，根据氧化前后氧化剂质量差值，计算出有机碳量，再乘以系数1.724，即为土壤有机质含量。

仪器、设备：

   1/10000的分析天平；
   电沙浴；
   磨口三角瓶（150ml）；
   磨口简易空气冷凝管：直径0.9cm，长19cm；
   定时钟；
   自动调零滴定管：直径10.00、25.00ml；
   小型日光滴定台；
   温度计：200～300℃；
   铜丝筛：孔径0.25mm；
   瓷研钵。

   邻菲哆啉指示剂：称取邻菲哆啉1.490g溶于含有0.700g硫酸亚铁的100ml水溶液中，此指示剂易变质，应密封保存于棕色瓶中备用；

   0.4mol/L重铬酸钾-硫酸溶液：称取重铬酸钾39.23g，溶于600～800ml蒸馏水中，待完全溶解后，加水稀释至1L，将溶液移入3L大烧杯中；另取1L比重为1.84的浓硫酸，慢慢的倒入重铬酸钾水溶液中，不断搅动，为避免急剧升温，每加约100ml硫酸后稍停片刻，并把大烧杯放在盛有冷水的盆内冷却，待溶液的温度降到不烫手时再加另一份硫酸，直到全部加完为止；

   重铬酸钾标准溶液：称取经130℃烘1.5h的优级纯重铬酸钾9.807g。先用少量水溶解，然后移入1L容量瓶内，加水定容。此溶液浓度c=0.2000mol/l。

    硫酸亚铁标准溶液：称取硫酸亚铁56g，溶于600～800ml水中，加浓硫酸20ml，搅拌均匀，加水定容至1L（必要时过滤），贮于棕色瓶中保存。此溶液易受空气氧化，使用时必须每天标定一次标准浓度。

硫酸亚铁溶液的标定方法如下：

吸取重铬酸钾溶液20ml，放入150ml三角瓶中，加浓硫酸3ml和邻菲哆啉指示剂3～5滴，用硫酸亚铁溶液滴定，根据硫酸亚铁溶液的消耗量，计算硫酸亚铁标准溶液浓度C2。

                    C2=C1·V1/V2

式中：C2——硫酸亚铁标准溶液的浓度，mol/l；

      C1——重铬酸钾标准溶液的浓度，mol/l；

      V1——吸取的重铬酸钾标准溶液的体积，ml；

      V2——滴定时消耗硫酸亚铁溶液的体积，ml

样品的选取和制备

    选取有代表性风干土壤样品，用镊子挑除植物根叶等有机残体，然后用木棍把土块压细，使之通过1mm筛。充分混匀后，从中取出试样15g左右，磨细，并全部通过0.25mm筛，装入磨口瓶中备用。

测定步骤：

按照表1有机质含量的规定称取制备好的风干试样0.5g左右，精确到0.0001g。置入150ml三角瓶中，加粉末状的硫酸银0.1g，然后用自动调零滴定管，准确加入0.4mol/l重铬酸钾-硫酸溶液10ml混匀。

                表   不同土壤有机质含量的称样量

有机质含量，%
试样质量，g

2以下
0.4～0.5

2～7
0.2～0.3

7～10
0.1

10～15
0.05

    将盛有试样的三角瓶装一简易空气冷凝管，移、置已预热到200～230的电砂锅上加热。当简易空气冷凝管下端落下第一滴冷凝液，开始记时，消煮5±0.5min。

    消煮完毕后，将三角瓶从电砂浴上取下，冷凝片刻，用水冲洗冷凝管内壁及其底端外壁，使洗涤液流入原三角瓶，瓶内溶液的总体积应控制在60～80ml为宜，加3～5滴邻菲哆啉指示剂，用硫酸亚铁标准溶液滴定剩余的重铬酸钾。溶液的变色过程是先有橙黄变为蓝绿，再变为棕红，即达终点。如果试样滴定所用硫酸亚铁标准液的毫升数不到空白标定所耗硫酸亚铁标准溶液毫升数的1/3，则应减少土壤称样量，取其平均值。

结果计算

土壤有机质含量X（按烘干土计算），由下式计算：

          X=
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式中：X——土壤有机质含量%

      V0——空白滴定时消耗硫酸亚铁标准溶液的体积，ml；

      V——测定试样时消耗硫酸亚铁标准溶液的体积，ml；

      C2——硫酸亚铁标准溶液的浓度，mol/l；

0.003——1/4碳原子的摩尔质量数，g/ml；

1.724——由有机碳换算为有机质的系数；

 m——烘干试样质量，g。

7、土壤全氮测定法（半微量开氏法，GB 7173-87）
   测定原理  样品在加速剂的参与下，用浓硫酸消煮时，各种含氮有机化合物，经过复杂的高温分解反应，转化为按态氮。碱化后蒸馏出来的氨用硼酸吸收，以酸标准溶液滴定，求出土壤全氮含量（不包括全部硝态氮）。

    包括硝态和亚硝态氮的全氮测定，在样品消煮前。需先用高锰酸钾将样品中的亚硝态氮氧化为硝态氮，再用还原铁粉使全部硝态氮还原，转化成铵态氮。

 仪器、设备： 
土壤样品粉碎机；
玛瑙研钵；
土壤筛：孔径1.0mm（18目）；0.25mm（60目）；
分析天平：感量为0.0001g；
硬质开氏烧瓶：50ml，100ml；
半微量定氮蒸馏装置；
半微量滴定管10ml、25ml；
锥形瓶150ml；
电炉300W变温电炉。

试剂
硫酸：化学纯；
硫酸或盐酸：分析纯，0.005L/L硫酸或0.01mol/l盐酸标准溶液；
氢氧化钠：工业用或化学纯，10mol/l氢氧化钠溶液；
硼酸-指示剂混合液；硼酸：分析纯，2%溶液（W/V）；

    混合指示剂：0.5g溴甲酚绿和0.1g甲基红于玛瑙研钵中，加入少量95%乙醇，研磨至指示剂全部溶解后，加95%乙醇至100ml。使用前，每升硼酸溶液中加20ml混合指示剂，并用稀碱调节至红紫色（PH约4.5）。此液放置时间不宜过长，如在使用过程中PH值有变化，需随时用稀酸或稀碱调节之。

    加速剂：100g硫酸钾（化学纯），10g五水合硫酸铜（化学纯），1g硒粉与研钵中研细，必须充分混合均匀。

    高锰酸钾溶液：25g高锰酸钾溶于500ml无离子水，贮于棕色瓶中；

    1：1硫酸；

    还原铁粉：磨细通过孔径0.15mm（100目）筛；

    辛醇。

土壤样品的制备

将通过孔径1mm（18目）筛的土样，在牛皮纸上铺成薄层，划分成多个小方格。用小勺于每个方格中，取等量的土样（总量不少于20g）于玛瑙研钵中研磨，使之全部通过0.25mm筛。混合均匀后备用。

测定步骤

称取风干土样（通过0.25mm筛）1.0xxxg（含氮约1mg），同时测定土壤水分含量。

土样消煮  将土样送入干燥的50ml开氏瓶底部，加1ml高锰酸钾溶液，摇动开氏瓶，缓缓加人2ml 1：1硫酸，不断转动开氏瓶，然后放置5min，再加人1滴辛醇。通过长颈漏斗，将0.5g（±0.01）还原铁粉送入开氏瓶底部，瓶口盖上小漏斗，转动开氏瓶，使铁粉与酸接触，待剧烈反应停止时(约5min)，将开氏瓶置于电炉上缓缓加热45m in(瓶内土液应保持微沸，以不引起大量水分丢失为宜)。停火，待开氏瓶冷却后，通过长颈漏斗加2g加速剂和5ml浓硫酸，摇匀。按2.1的步骤，消煮至土液全部变为黄绿色，再继续消煮1h。消煮完毕，冷却，待蒸馏。在消煮土样的同时，做两份空白测定。

 氨的蒸馏

  蒸馏前先检查蒸馏装置是否漏气，并通过水的馏出液将管道洗净。

  待消煮液冷却后，用少量无离子水将消煮液定量地全部转入蒸馏器内，并用水洗涤开氏瓶4～5次（总用水量不越过30～35ml）。

   于150m1锥形瓶巾，加入5m l2%硼酸一指示剂混合液，放在冷凝管末端，管口置于硼酸液面以上3～4cm处。然后向蒸馏室内缓缓加入20ml10mol/L氢氧化纳溶液，通人蒸汽蒸馅，待馏出液体积约50ml时，即蒸馏完毕。用少量已调节至pH4.5的水洗涤冷凝管的末端。

  用0.005mol/L硫酸(或0.01mol/L盐酸)标准溶液滴定馏出液由蓝绿色至刚变为红紫色。记录所用酸标准溶液的体积(ml)。空白测定所用酸标准溶液的体积，一般不得超过0.4m1。

 测定结果的计算

 计算公式          土壤全氮(%)=
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式中:V一一滴定试液时所用酸标准溶液的体积，m1；

 V。一一滴也空白时所用酸标准溶液的体积，ml;

      CH——酸标准溶液的浓度，mol/l；

     0.014——氮原子的毫摩质量；

       m——烘干土壤质量，g。

 平行测定结果，用算术平均值表示，保留小数点后3位。

平行测定结果的相差：土壤含氮量大于0.1%时，不得超过0.005%；含氮0.1～0.06%时，不得超过0.004%；含氮小于、0.06%时，不得超过0.003%。

8、土壤碱解氮的测定   (碱解扩散法)
方法原理：在扩散皿中，土壤于碱性条件下水解，使易水解态氮转化为NH3，扩散后为H3B03所吸收。H3B03吸收液中的NH3再用标准酸滴定，由此计算碱解氮的含量。

试剂配制

  1N Na0H溶液：40.0克Na0H（三级）溶于水，冷却后，定容至1升。

  2%H3B03指示剂： 20g纯 H3B03加水700毫升稍稍加热溶解之，冷却后，转移至1000毫升容量瓶中，加入200ml95%乙醇和20毫升混合指示剂（0.066克溴甲酚绿和0.033克甲基红于玛瑙研钵中，加入少量95%乙醇，研磨至指示剂全部溶解后，用95%乙醇定容至100毫升），然后用0.05N NaOH或0.05N HCL调节溶液至紫红色（葡萄酒色，PH值为4.5），最后加水至1000毫升，摇匀，贮于塑料瓶中备用。

0.005N H2S04标准溶液：先配制0.1N H2S04溶液（每升水中注入2.67ml浓硫酸），取上述0.1N H2S04 50ml定容到1000ml（稀释20倍）。

碱性胶液：阿拉伯胶40.0g和水50ml在烧杯中热温至70-80度，搅拌促进溶解，约1小时后放冷。加入20ml甘油和20ml饱和碳酸钾水溶液，搅拌、放冷。离心除去泡沫和不溶物，清夜贮于具塞玻璃瓶中备用。

操作步骤

   称取风干土(1mm，60目筛)2.00克，均匀铺在扩散皿外室，水平的轻轻旋转扩散皿，使样品铺平。

   在扩散皿的内室中加入2%的H3B03指示剂 2m1，然后在皿的外室边缘上涂上碱性胶液，盖上毛玻璃，旋转至完全粘合。再慢慢转开毛玻璃的一边，使扩散皿露出一条小缝，从毛玻璃狭缝处迅速加入10m1 1N的Na0H溶液，立即盖严，用橡皮筋圈紧。随后放入40士1℃恒温箱中，碱解扩散24士0.5小时后取出（可以观察到内室应为蓝色），内室吸收液中的NH3用0.005N或0.01N H2S04滴定，终点由蓝绿色转变至红紫色，记下所用去的标准酸量（毫升）。同时进行空白试验。

结果计算：

               
碱解氮（ppm）=
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式中：

      N——H2SO4标准溶液的当量浓度；

      V——样品测定时用去H2SO4标准溶液的体积（ml）；

      V0——空白试验时用去H2SO4标准溶液的体积（ml）；

      14.0——N的当量（mg）；

      103——改换为ppm的因数。

两次平行测定结果允许误差为5ppm。

注意：

  由于碱性胶液的碱性很强，在涂胶液和洗涤扩散皿时，必须特别细心，以防污染内室，造成错误。

  滴定时要用小玻璃棒小心搅动吸收液，切不可摇动扩散皿。

  本方法不包括硝态氮。

9、土壤有效磷的测定（GB12297-90，0.5M NaHC03浸提-钼锑抗比色法）
方法机理：0.5M NaHC03可以抑制溶液中Ca2+的活性，使某些活性较大的磷酸钙盐被浸提出来；同时也可使比较活性的磷酸铁、铝盐水解而被浸出。浸液中的磷不致次生沉淀；可用钼锑抗比色法定量。测定值与作物对磷肥反应的相关性高。

主要仪器   往复震荡机；分光光度计

试剂配制

0.50mol/l NaHC03(PH 8.5)浸提剂：  42.0克分析纯NaHC03溶于约800ml水中，稀释至约980ml，用4N Na0H（化学纯）溶液调节pH至8.5(用pH计测定)，最后稀释至1升，保存于聚乙烯瓶中，用塞塞紧，超过20天，需要重新校准pH。

钼锑贮存液：10.0克钼酸铵（分析纯）溶于300ml约60℃的水中，冷却。另取181 ml硫酸（分析纯）缓缓注入约800ml水中，搅匀，冷却。然后将稀硫酸注入钼酸铵溶液中，随时搅匀；再加入100ml酒石酸氧锑钾溶液（分析纯，0.30%（m/l）溶液）；最后用水稀释至2升，贮存于棕色瓶中。

显色剂：0.50g抗坏血酸（C6H8O6，左旋，比旋光度22-22度，分析纯）溶于100ml钼锑贮备液中。此试剂有效期在室温下为24h，在2-8℃冰箱中可贮存7天。

磷标准贮备溶液（100mg/l）：称取105℃烘干的磷酸二氢钾（分析纯）0.4394克，溶于约200ml水中，加入5ml硫酸，转入1L容量瓶，用水定容。此贮备液可以长期保存。

磷标准工作溶液（5mg/l）：将磷标准贮备溶液用浸提剂准确稀释20倍。此工作溶液不宜久存。
无磷活性炭粉：将活性炭粉先用1：1 HCl浸泡12小时以上，然后在平板漏斗上抽气过滤，用水淋洗4-5次，再用浸提剂浸泡12小时以上，在平板漏斗上抽气过滤，用自来水洗尽NaHC03，最后用纯水洗8-9遍，烘干备用。

钼锑抗试剂   12.0g钼酸铵溶于约250ml水中。另将176ml浓硫酸注入约800ml水中，冷却后加入0.30g酒石酸氧锑钾，搅溶。再将两溶液相混合，加水至2升。临用当天，每100ml溶液中溶入0.53g抗坏血酸，充分混匀，避光存放。

操作步骤

土壤有效磷的浸提： 称取2.50克风干土样(通过1mm筛孔)，置于干燥的150m1锥形瓶中，加入0.5mol/l NaHC03浸提剂50.0ml，用橡皮塞塞紧，在25±1℃下往复震荡机上振荡30±1分钟(180r/min)，立即用无磷滤纸过滤于干燥的150ml锥形瓶中。同时做试剂空白试验。

浸出液中磷的定量： 在浸提土样的当天，吸取浸出液10.00ml（含有1-25ug磷）于干燥的50ml锥形瓶中，加显色剂5.00ml，慢慢摇动，使二氧化碳逸出。再加入10.00ml水，充分摇匀，逐尽二氧化碳。放置30分钟后，用1cm光径比色槽在880nm波长处比色，测读吸光度，以空白溶液（10.00浸提剂代替土壤滤出液，同上处理为参比液，调节分光光度计的零点。其颜色在8小时内可保持稳定。

标准曲线的绘制

   在土样测定同时，分别吸取磷标准工作溶液（5mg/l）标准液0，1.50，2.50，5.00，10.00，15.00，20.00，25.00ml分别于50ml容量瓶中，用浸提剂定容。此标准系列溶液中磷的浓度依次为0，0.15，0.25，0.50，1.00，1.50，2.00，2.50 mg/l。吸取标准系列溶液各10ml，同上（4.2）处理显色，测读系列溶液的吸光度。以标准系列溶液的磷浓度为横坐标，相应的吸光度为纵坐标绘制标准曲线。

结果计算

                       土壤有效磷（mg/kg）=c×20
式中：c——从标准曲线查得显色液的浓度，mg/kg； 20——浸提时的液土比。

 注：
1. 如果土壤有效磷含量较高，应改吸取较少量滤出液，并加浸提剂补足至10ml后显色；

2. 如果土壤有效磷含量较低，可改用2cm或3cm光径比色槽比色。

10、速效钾的测定  (1N NH4Ac浸提-原子吸收法)

方法要点：以中性1N NH4Ac溶液为浸提剂时，NH4+与土壤胶体表面的K+进行交换，连同水溶性K+一起

起进入溶液。浸出液中的钾可用原子吸收分光光度计测定。

主要仪器

   往复式震荡机；SOLAAR M6型原子吸收分光光度计。 

试剂配制

   中性1N NH4Ac溶液: 称77.08克NH4Ac溶于近1升水中，用稀HAc或氨水调节pH

至7.0，用水定容1升。

   K标准溶液   0.1907gKCL（二级，110℃烘干2小时）溶于1N NH4AC溶液中，并用它定容至1升，即为含100ppm K的NH4AC溶液。

标液配制

   取1000ppm K标液10ml置于100ml容量瓶中，用1N NH4Ac稀释定容摇匀，此为100ppm.

从中分别取2.5.10.15.20ml K标液放入100ml量瓶中。用1N NH4Ac定容，此为2，5，10，15，

20ppm K标准液。

操作步骤
   称风干土样(1mm)5.00克于100m1塑料瓶或150m1三角瓶中，加1N NH4Ac溶液50.0ml

(液土比为10)，用橡皮塞塞紧，在20一25C下振荡30分钟过滤，滤液可直接上机测定。

结果计算

      速效K，(ppm)=待测液浓度（ppm）×液土比=待测液（ppm）K×V/W。

      式中：V——加入浸提剂毫升    W——样品烘干重（克）
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