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前 言 

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起

草。 

请注意本文件的某些内容可能涉及专利，本文件的发布机构不承担识别这些专利的责任。 

本文件由中国人民共和国农业农村部提出。 

本文件由全国土壤质量标准化技术委员会（SAC/TC 404）归口。 

本文件起草单位：中国科学院沈阳应用生态研究所，兰州大学，沈阳农业大学。 

本文件主要起草人：张威、何红波、周锋、解宏图、鲍雪莲、袁磊、邓芳博、朱雪峰、郑甜甜、杨

雅丽、梁超、张旭东、马田、安婷婷、孙良杰 



GB/T XXXXX—XXXX 

1 

  

土壤氨基糖含量的检测方法 

气相色谱法    

1 范围 

本文件描述了采用气相色谱法测定土壤中氨基糖的方法。 

本文件适用于土壤中氨基葡萄糖、氨基半乳糖、胞壁酸等3种氨基糖含量的测定。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。 

GB/T 6682   分析实验室用水规格和试验方法 

NY/T 1121.1  土壤检测 第 1部分：土壤样品的采集、处理和贮存 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

3.1 

质量控制样品（quality control samples） 

日常用于评估土壤氨基糖测试过程是否正常的标准物质/标准样品。 

注：土壤氨基糖含量没有标准物质，土壤氨基糖测定过程中需人为设置质量控制样品。原则上质量控制样品需均匀

一致，不同批次的土壤氨基糖测定过程中均需做同一质量控制样品。 

4 方法原理 

土壤样品经水解，纯化和衍生后，使用含有氢火焰离子化检测器的气相色谱仪（GC-FID）进行测定，

采用内标法定量。 

5 试剂与材料 

除非另有说明，在分析中仅使用确认为色谱纯的试剂，水为 GB/T 6682规定的一级水。 

5.1  盐酸溶液（ρ（HCl）=6 mol/L）：准确量取盐酸（分析纯）（市售 12 mol/L）500 mL，用水稀释

至 1L。 

5.2  盐酸溶液（ρ（HCl）=1 mol/L）：准确量取盐酸（分析纯）（市售 12 mol/L）约 83.3 mL，用水
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稀释至 1L。 

5.3  氢氧化钾溶液（ρ（KOH）=0.4 mol/L）：准确称取氢氧化钾（分析纯）22.4 g于 400 mL烧杯中，

加入 200 mL水溶解，待溶液冷却至室温后，移入 1 L 容量瓶中定容。 

5.4  乙酸乙酯-正己烷混合溶剂（1+1）：用乙酸乙酯和正己烷按 1:1的体积比混合。 

5.5  肌醇溶液（ρ（C6H12O6）=1.00 mg/mL）：称作内标 1，准确称取肌醇（≥99%）50.00 mg于 20 mL

烧杯中，加入 10 mL水溶解，移入 50 mL容量瓶中定容。 

5.6  N-甲基氨基葡萄糖溶液（ρ（C7H10N2）=1.00 mg/mL）：称作内标 2，准确称取 N-甲基氨基葡萄糖

（≥99%）50.00 mg于 20 mL 烧杯中，加入 10 mL水溶解，移入 50 mL容量瓶中定容。 

5.7  胞壁酸溶液（ρ（C9H17NO7）=0.50 mg/mL）：准确称取胞壁酸（≥97%）5.00 mg，于 10 mL烧杯中，

加入 5 mL水溶解，移入 10 mL容量瓶中定容。 

5.8  氨基糖混合标准溶液（ρ（C6H13NO5）=1.00 mg/mL）：准确称取 D-(+)-氨基葡萄糖（≥99%）、D-

(+)-氨基半乳糖（≥99%）各 50.00 mg，于 20 mL烧杯中，加入 10 ml水溶解，移入 50 mL容量瓶中定

容，之后加 1～2滴 6 mol/L 盐酸以防染菌。 

5.9  无水甲醇。 

5.10  吡啶（分析纯）。 

5.11  衍生试剂：分别按 4-二甲胺基吡啶（ρ（C7H10N2）=40.00 mg/mL）和盐酸羟胺（ρ（H3NO·HCl）

=32.00 mg/mL）的浓度配置，用吡啶:甲醇的 4:1体积比的溶液作溶剂溶解配制。例如，欲配置 50 mL

衍生试剂：准确称取盐酸羟胺（≥99%）1600.0 mg和 4-二甲基胺基吡啶（≥99%）2000.0 mg于 50 mL

试剂瓶中，加入 40 mL的吡啶与 10 mL的无水甲醇混合好的溶剂溶解。 

5.12  二氯甲烷。 

5.13  乙酸酐（分析纯）。 

5.14  甲苯。 

5.15  丙酮。 

5.16  高纯氮气：φ（N）≥99.999%。 

5.17  普通氮气：φ（N）≥99.9%。 

5.18  水解瓶（试剂瓶，耐高温，耐酸，带聚四氟硅胶瓶垫）。 

5.19  反应瓶（耐高温，带聚四氟硅胶瓶垫）。 

5.20  气相色谱内衬管（规格不小于 200 μL）。 

5.21  气相色谱瓶。 

6 仪器设备 

6.1  气相色谱仪：配有氢火焰离子化检测器（FID），色谱数据处理机或色谱工作站。 

6.2  冷冻干燥仪：可连续工作超过 24 h。 
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6.3  烘箱：可调温。 

6.4  水浴锅：可调温。 

6.5  旋转蒸发仪：可调转速。 

6.6  pH酸度计。 

6.7  漩涡混合器。 

6.8  高速离心机：转速不低于 4000 r/min。 

6.9  超声波清洗器：带有调频功能。 

6.10  氮吹仪：模块带有加热功能。 

6.11  分析天平：十万分之一天平，精度 0.01 mg；万分之一天平，精度 0.1 mg。 

6.12  氢气发生器：稳定制备并输出氢气，纯度不低于 99.99%。 

6.13  全自动空气源：稳定制备并输出空气。 

7 样品 

7.1 样品采集与保存 

按照 NY/T 1121.1 的相关规定采集和保存土壤样品。 

7.2 样品的制备 

除去样品中的枝棒、叶片、石子等异物，按照 NY/T 1121.1 的要求，将采集的样品进行风干，过 60

目或 100目筛。 

8 试验步骤 

8.1 水解 

称取样品（7.2）（称取后样品中全氮含量约为 0.4 mg）至水解瓶（5.18）中，加入 10 mL 6 mol/L 

HCl（5.1），拧紧瓶盖，在 105 ℃的烘箱（6.3）中水解 8 h。 

8.2 纯化 

8.2.1  将水解后的样品冷却至室温后，加入 100 μL 内标 1（5.5），水解物通过定量滤纸过滤至心型

瓶中，用 10 mL水分 5次冲洗水解瓶（5.18），滤出液用旋转蒸发仪（6.5）在 45～50 ℃真空状态下

彻底干燥。 

8.2.2  用 10 mL水分 4次溶解心型瓶中的干燥物，转入 50 mL离心管中，在 pH酸度计（6.6）上用 0.4 

mol/L KOH 和 1 mol/L HCl（酸碱的浓度可以随着样品的特点进行适当调整）溶液调节 pH至 6.6～6.8，

沉淀物在 3000 r/min下离心 10 min，上清液倒入心型瓶中再次在 45～50 ℃下用旋转蒸发仪（6.5）蒸

发干燥或在冷冻干燥仪（6.2）上冷冻干燥 8h以上。 

8.2.3  用 6 mL无水甲醇（5.9）分 3次溶解心型瓶中的干燥物（利用超声波清洗器（6.9）将干燥物超
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声溶解至无水甲醇中），转入 10 mL 离心管中，3000 r/min 离心 10 min，上清液转移到 5 mL 反应瓶

（5.19）中，将反应瓶（5.19）在 45 ℃条件下，用氮吹仪（6.10）（普通氮气（5.17））吹扫干燥。 

8.2.4  向干燥后的反应瓶（5.19）中加入 100 μL内标 2（5.6）和 1 mL水。 

8.2.5  标准样品准备：另取 3个反应瓶（5.19）依次加 100 μL氨基糖混合标准液（5.8）、100 μL

胞壁酸（5.7）、100 μL内标 1（5.5）、100 μL内标 2（5.6）、1 mL水。 

8.2.6  将处理好的样品和标准样品（8.2.5）均用 Parafilm 封口膜覆盖反应瓶（5.19）口（瓶口用针

头扎几个小孔），上下摇动反应瓶（5.19）至内壁上的干燥物全部溶解在水溶液中，将反应瓶（5.19）

中的液体完全冷冻后置于冷冻干燥仪（6.2）中冷冻干燥 8h。 

8.3 衍生 

8.3.1  把干燥好的样品和标准样品（8.2.5）的反应瓶（5.19）从冷冻干燥仪（6.2）上取下，向各反

应瓶（5.19）中加 0.3 mL的衍生试剂（5.11），盖紧瓶盖后，用漩涡混合器（6.7）涡旋 3 s，将反应

瓶（5.19）置于 75～80 ℃水浴锅（6.4）中加热 30～40 min（期间反应瓶（5.19）要涡旋摇动 3次，

每次涡旋 5 s），然后将反应瓶（5.19）冷却至室温。 

8.3.2  向反应瓶（5.19）中加入 1 mL乙酸酐（5.13），盖紧瓶盖后，涡旋 3 s，将反应瓶（5.19）置

于 75～80 ℃水浴锅（6.4）中加热 60 min（期间反应瓶（5.19）要涡旋摇动 3次，每次涡旋 5 s），

然后将反应瓶（5.19）冷却至室温。 

8.3.3  向反应瓶（5.19）中加入 1.5 mL的二氯甲烷（5.12），盖紧瓶盖涡旋 10 s。 

8.3.4  向反应瓶（5.19）中加入 1 mL 1 mol/L HCl（5.2），盖紧瓶盖，涡旋 30 s，静置等待液体分

层，上层为无机相，下层为有机相，用带有 1 mL移液枪头的移液枪移出分层后的上层无机相，弃去。 

8.3.5  向反应瓶（5.19）中加入 1 mL水，盖紧瓶盖，涡旋 30 s，静置等待液体分层，上层为无机相，

下层为有机相，用带有 1 mL 移液枪头的移液枪移出分层后的上层无机相，弃去。用水（每次 1 mL）对

有机相共进行 3次提取，最后 1次提取中，尽可能把水彻底地移出。 

8.3.6  将反应瓶（5.19）中的剩余物（有机相）置于预先调好温度的 45 ℃氮吹仪（6.10）上，用普通

氮气（5.17）吹扫干燥。用 200 μL的乙酸乙酯-正己烷混合溶剂（5.4）（根据检测浓度的需要，可调

整混合溶剂的体积）溶解反应瓶（5.19）中的干燥物，而后用 200 μL移液枪将反应瓶（5.19）中的溶

液转入带有气相色谱内衬管（5.20）的气相色谱瓶（5.21）中，等待气相色谱仪（6.1）测定。 

9 色谱参考条件 

推荐的气相色谱条件如下： 

--色谱柱：DB-5（30 m×0.25 mm×0.25 μm），内壁涂 5%二苯基+95%二甲基聚硅氧烷； 

--柱室温度（升温程序）：初始温度 120 ℃，保持 1 min，以 10 ℃/min 升到 250 ℃保持 2.5 min，以

20 ℃/min 升到 270 ℃保持 2.5 min，以 40 ℃/min 升到 300 ℃保持 1 min； 

--进样口温度：250 ℃； 
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--检测器温度：300 ℃； 

--分流比：30:1； 

--进样量：1 μL； 

--气体流量： 

1）载气：高纯氮气（5.16），纯度不低于 99.999 %，载气流速 0.60 mL/min； 

2）氢气发生器（6.12）：氢气纯度不低于 99.99 %，流量为 30 mL/min； 

3）全自动空气源（6.13）：空气流量为 400 mL/min； 

上述气相色谱操作条件，系典型操作参数。可根据不同仪器特点，对给定的操作参数做适当调整，

以期获得最佳效果。 

10 试验数据处理 

土壤中 3种氨基糖含量采用内标法进行计算。具体计算分为两步，首先分别计算出每种氨基糖的相

对校正因子（Rf），利用标准样品（8.2.5）计算，公式如下： 

𝑅𝑓 =
𝑚𝑠 × 𝐴𝑖
𝑚𝑖 × 𝐴𝑠

 

式中： 

𝑚𝑠——标准样品（8.2.5）中每种氨基糖的质量，单位为微克（μg）； 

𝐴𝑖——标准样品（8.2.5）中肌醇的色谱峰面积； 

𝑚𝑖——标准样品（8.2.5）中肌醇的质量，单位为微克（μg）； 

𝐴𝑠——标准样品（8.2.5）中每种氨基糖的色谱峰面积； 

其次，计算出土壤氨基糖的含量。土壤氨基糖的含量以质量分数ω计，数值用毫克每千克（mg/kg）

表示，按下列公式计算： 

ω= 𝑅𝑓 ×
𝐴𝑥

𝐴𝑖
×

𝑚𝑖

𝑚
 

式中： 

𝑅𝑓——根据标准样品（8.2.5）计算出的每种氨基糖的𝑅𝑓值； 

𝐴𝑥——土壤样品中每种氨基糖的色谱峰面积； 

𝐴𝑖——土壤样品中肌醇的色谱峰面积； 

𝑚𝑖——土壤样品中加入肌醇的质量，单位为微克（μg）； 

𝑚——土壤样品称样量，单位为克（g）； 

当测定结果小于 10 mg/kg时，小数点后保留 2位小数；当测定结果大于或等于 10 mg/kg时，小

数点后保留 1位小数。 

11 精密度 
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实验室内平行测定结果的相对标准偏差，氨基葡萄糖，氨基半乳糖和胞壁酸相对标准偏差均≤8%。 

12 质量保证和控制 

每批样品测定过程中至少做 3个质量控制样品（3.1），不同批次质量控制样品（3.1）之间相对标

准偏差应≤15%。 

13 试验报告  

试验报告至少应给出以下几个方面的内容: 

——试验对象；  

——本文件编号；  

——结果；  

——观察到的异常现象；  

——试验日期。 
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