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摘 要 土壤酶作为土壤生态系统的主要组成部分之一，在营养物质转化、肥力水平提高、污染物清除等方面发挥着重要作用。本文采用长期定位试验地土样，测定了三大水解酶活性，并构建了土壤酶总体活性指标。结果显示：土壤酶活性可明显反映培肥效果的优劣；土壤化学性质与酶活性间呈显著或极显著正相关，揭示出土壤脲酶、转化酶和碱性磷酸酶在一定程度上均可表征土壤肥力水平；构建的土壤总体酶活性指标（Et=
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Fig 3 Soil alkaline phosphatase activity
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，Total enzyme activity index）的优点是消除了不同土样酶活性的量纲及大小的影响，且无量纲的最终参数便于比较；计算获得的土壤总体酶活性参数，可更好表征土壤中总体酶活性和肥力水平高低，结果与主成分、聚类分析的相同。
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土壤酶参与了土壤中发生的所有生化反应，推动了营养物质C、N、P、S和其他它元素循环转化、能量代谢和污染物质净化等[1，2]。正如Tabatabai等[1]指出的：土壤酶是土壤生态系统的核心。
土壤中的酶类较多，可测定的酶类约50种[3]。近二十多年来，国内外学者研究发现了一些酶活性指标能表征肥力水平和污染程度[4~9]，但使用起来有一定缺陷；同时很难真实反映土壤的总体酶活性水平。为此国内外学者对土壤总体酶活性指标进行了研究，如提出了BIF[10]（Biological index of fertility, BIF=（1.5×DH + k×100×CA）/2，其中k是一个系数，通常为0.01）指标，但由于其仅涉及到脱氢酶（DH）和过氧化氢酶（CA），系数k较难确定，加之酶活性单位千差万别，不统一，所以应用效果不佳；同时有学者采用数学方法，如主成分和聚类分析等，构建能够表征土壤肥力或污染状况的土壤酶信息系统[11~14]。尽管结果较好，但前提是要完成很多测试和计算工作，而且需较强的数学基础，较难被广大科研工作者使用，可见土壤总体酶活性的研究还需进一步加强。为此本文拟以长期定位试验地为对象，分析催化C、N、P循环的三类水解酶（脲酶、转化酶和碱性磷酸酶）活性，了解培肥与土壤酶活性之间的关系，探讨建立土壤总体酶活性指标的可行性，并参照以前工作进行完善和验证，最终为丰富土壤酶学理论及其应用提供依据。

1 材料与方法
1.1供试土壤

供试塿土（土垫旱耕人为土 Eum Orthic Anthrosols）2001年采自西北农林科技大学资源环境学院1977年开始的长期肥料定位试验地，先去除0~5 cm表层，后采集5~20 cm土样，风干，过筛备用。常规方法测定土壤化学性质[15]，结果见表1。

表1  供试土壤的化学性质
Table 1 The chemical properties of the soils tested

	土壤编号 Soil No.
	处理
Treatment
	有机质 OM

(g kg-1)
	全氮Total N

(g kg-1)
	全磷Total P

(g kg-1)
	碱解氮Alk-hydr N 

(mg kg-1)
	速效磷Avail. P

(mg kg-1)

	1
	无肥Control
	15.12 
	1.02 
	0.70 
	51.63 
	6.84 

	2
	化肥Chemical fertilizer
	15.98 
	1.07 
	0.78 
	55.13 
	14.63 

	3
	休闲Fallow
	16.63 
	1.19 
	0.87 
	60.81 
	29.34 

	4
	低秸 Low-straw
	17.20 
	1.10 
	0.76 
	54.25 
	13.05 

	5
	中秸 Mid-straw
	18.73 
	1.36 
	0.78 
	71.75 
	17.43 

	6
	高秸High-straw
	20.15 
	1.44 
	0.82 
	86.19 
	17.10 

	7
	堆肥Manure
	22.49 
	1.49 
	1.02 
	87.94 
	51.18 


1.2试验方法

5.00 g土样加入1 ml甲苯15 min后，分别加入底物和缓冲液（脲酶：10%尿素溶液10 ml和pH6.7磷酸缓冲液20 ml；转化酶：15 ml8%蔗糖溶液pH5.5磷酸缓冲液5 ml；碱性磷酸酶：1%的磷酸苯二钠溶液20 ml），37℃恒温培养，3 h后取样比色法分别测定土壤酶活性[3]。每处理重复3次，并设无土壤和无底物对照。脲酶、转化酶和磷酸酶活性单位分别以NH3-N、葡萄糖、酚量表示。
1.3 数据处理

    相关分析、多重比较分别采用EXCEL和SPSS10.0软件完成。
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2 结果与讨论
2.1 不同培肥措施下的土壤酶活性变化
[image: image5.emf]图1 供试土壤脲酶活性

Fig 1 Soil urease activity
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脲酶可将尿素分解成氨、二氧化碳和水。供试土壤脲酶活性见图1，可看出5、6、7号土样的脲酶活性明显高于其他土样，如6、7号土样的脲酶活性分别为48.21和48.66 μg g-1 h-1，而1、2号土样较低，仅33.49和30.80 μg g-1 h-1，二者最大相差57.99%。供试土壤脲酶活性顺序为6>7>5>4>1>3>2，其中除2、3号和6、7号土样外，其余土样间的脲酶活性均达到显著性差异(p<0.05)。
转化酶是作用土壤碳素转化的重要酶类，结果（图2）显示出堆肥处理土壤转化酶活性最高，达到2.11 mg g-1h-1，秸秆施用处理次之，不施肥土样酶活性最低，仅0.694 mg g-1h-1，二者相差3.04倍。各土样转化酶活性大小：7>5>6>2>4>3>1，其中7、5和6、2和4、3、1号土样间差异均达到显著水平。

[image: image6.emf]图2 供试土壤转化酶活性

Fig 2 Soil invertase activity
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磷酸酶是土壤有机磷转化为无机磷的作用酶类，其不仅可提高土壤中有效磷的含量，而且可降解进入土壤中有机磷农药对环境造成的污染。土壤碱性磷酸酶活性分析结果(图3)反映出1、2、3号土样酶活性较低，分别为9.99、11.24、10.67 mg g-1h-1，7号堆肥处理的酶活性最大，为16.63 mg g-1h-1，其与1号土壤相差66.5%。碱性磷酸酶活性排序为：7>6>5>4>2>3>1，其间差异均达到了显著性水平。
由上分析可看出，堆肥和化肥+秸秆处理土壤酶活性较高；单施化肥和对照处理较低。由3种酶活性来看，总体培肥效果的顺序为：堆肥（7）>化肥+高秸（6）>化肥+中秸（5）>化肥+低秸（4）、化肥（2）、休闲(3)>无肥(1)，而且其中大部分的差异达显著水平。结合土壤理化性质（表1），可见土壤酶活性与土壤有机质变化基本一致。
相关分析（表2）发现除土壤脲酶与全磷、速效磷，土壤碱性磷酸酶与速效磷外，其余因子间均达到了显著或者极显著正相关，揭示出土壤三大类水解酶酶活性与土壤化学性质是密切相关的，可分别用来表征土壤肥力水平的高低，同时也佐证了土壤酶活性可作为土壤肥力指标的结论[3,16,17]。

表2  土壤酶活性与土壤化学性质的相关性

Table 2 The correlation coefficients between soil enzyme activity and chemical properties

	土壤酶Soil enzyme
	有机质 OM
	全氮Total N
	全磷Total P
	碱解氮Alk-hydr N
	速效磷Avai.l P

	脲酶 Urease
	0.904**
	0.900**
	0.482
	0.894**
	0.419

	转化酶 Invertase
	0.929**
	0.859*
	0.841*
	0.833*
	0.799*

	碱性磷酸酶 Alkaline phosphatase
	0.983**
	0.889**
	0.759*
	0.895**
	0.710


注：自由度n-2=5,r0.05=0.754,r0.01=0.874 Note: freedom n-2=5, r0.05=0.754, r0.01=0.874

但在上述土壤酶活性顺序中，各个土样在其中的表现并不完全相同，如化肥处理的2号土样，脲酶、转化酶和碱性磷酸酶活性分别排在7个供试土样的第7、4、5位，而3号土样均处于第6位，表明采用一种酶活性大小直接判断肥力水平高低有一定的缺陷。

2.2 土壤总体酶活性指标的构建
由上可知，尽管单一酶活性可提供一些重要信息，但也仅能反映其中部分信息，而无法涵盖全部或整体酶信息，因而采用其作为土壤肥力指标之一，具有片面性。为此一些学者采用主成分、聚类等分析来寻找这么一个总体酶活性指标，获得了土壤酶信息系统，效果较好，但计算繁杂抽象，难以广泛应用。
在对土壤酶研究的基础上，我们提出一个新参数：土壤总体酶活性指标E t (Total enzyme activity index），具体计算过程为：采用整个供试土样酶活性的平均值为参比，分别计算各土样酶活性的相对值，然后累加即为各土样的总体酶活性指标（Et=∑Xi/
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），其中Xi为供试样品第i种酶活性实测值，
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为同种酶活性平均值。Et物理意义为：定量指示供试土样中土壤总体酶活性的大小。
计算供试土壤总体酶活性参数结果（表3），看出其大小顺序为7>6>5>4>2>3>1，其中7号和1号分别为4.083和2.149，二者相差1.90倍，揭示其与单独土壤酶反映的本质一致。相关分析表明除速效磷外，其与有机质（0.984**）、全氮（0.923**）、全磷（0.754*）、碱解氮（0.911**）均达显著或极显著正相关，而且其中三个的相关系数大于单一酶系。可见采用这个方法判断土壤肥力状况更有优势，比单一酶类更有利，结果更准确。
表3 供试土壤的总体酶活性参数
Table 3 The total enzyme activity index in soils tested
	土壤编号 Soil No.
	脲酶 Urease
	转化酶 Invertase
	碱性磷酸酶 
Alkaline phosphatase
	总体酶活性参数Total enzyme activity index Et

	
	活性Activity

(μg g-1 h-1)
	相对活性Relative activity
	活性Activity (mg g-1h-1)
	相对活性Relative activity
	活性Activity (mg g-1h-1)
	相对活性Relative activity
	

	1
	33.47±0.31
	0.850
	0.69±0.02
	0.506
	9.99±0.09
	0.792
	2.149

	  2
	30.80±1.13
	0.782
	1.29±0.09
	0.941
	11.24±0.15
	0.891
	2.615

	3
	31.35±0.96
	0.796
	1.18±0.10
	0.861
	10.67±0.13
	0.846
	2.503

	4
	38.58±1.32
	0.980
	1.26±0.12
	0.919
	12.41±0.09
	0.984
	2.88

	5
	44.55±1.61
	1.131
	1.55±0.10
	1.131
	13.12±0.18
	1.040
	3.303

	6
	48.66±2.00
	1.236
	1.51±0.08
	1.102
	14.22±0.18
	1.128
	3.465

	  7
	48.21±2.20
	1.220
	2.11±0.12
	1.540
	16.63±0.19
	1.319
	4.083


采用本思路计算的特点是：(1) 不考虑酶活性的量纲和每个土样酶活性绝对值的大小，因为由于单位不同，有的酶活性值很大，有的很小，而且量纲的差异，导致无法比较；而本方法就可统一起来，最

终的参数是一个无量纲数值，便于进行比较等。(2)每一种酶在土壤中发挥的作用是平等的，就是其权重是等同的，在土壤生化活性中发挥的作用是一样的。从土壤酶学和多样性原则基本理论上讲，这个是可行的。(3)在本试验中，测定土壤三大酶类，可反映土壤中三大营养元素循环的主要作用者的强度和大小，可计算一个初步的土壤总体酶活性参数，以初步探讨其与土壤肥力关系。(4)今后需开展选择合适土壤酶的研究，以使针对某方面的酶总体活性计算结果更为合理。如土壤肥力方面应包括哪些主要营养物质转化的作用酶类，污染程度监测方面应包括哪些主要的敏感酶类等。
2.3土壤总体酶活性指标方法的检验

为进一步验证可行性和科学性，对发表在文献[11]中8种土壤的7类酶活性进行了计算，结果见表4。由原论文可知，采用主成分分析后，构建的土壤污染酶信息系统Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ的结果极相似，均为8 号土样的值较高，表明其肥力水平较高，未受到重金属的污染，2 、3 、4 、7 号土样的主成分值次之，污染程度较轻；1 、5 、6号土样的主成分值最小,污染较严重。同理我们采用土壤总体酶活性指标获得的大小顺序为：8>7>4>3>2>6>1>5。证实了采用本研究提出的简单方法获得的结果与主成分分析完全相同，佐证了此方法的可行性和科学性。
表4  供检验土壤的酶活性及总体酶活性参数
Table 4  Soil enzyme activity and total enzyme activity index in soils tested
	土壤编号 Soil No.
	土壤酶活性 Soil enzyme activity
	总体酶活性参数Total enzyme activity index Et 

	
	脲酶Urease
	蔗糖酶Invertase
	蛋白酶Protease
	淀粉酶Amylase
	多酚氧化酶Polyphenol oxidase
	过氧化物酶Peroxidase
	碱性磷酸酶Alkaline phosphatase
	

	1
	140.6
	0.957
	0.019
	0.328
	0.094
	0.730
	0.292
	5.116

	2
	288.3
	1.030
	0.029
	0.307
	0.246
	1.135
	0.408
	7.509

	3
	234.7
	0.979
	0.026
	0.310
	0.256
	1.043
	0.457
	7.111

	4
	98.4
	1.493
	0.027
	0.320
	0.366
	1.400
	0.510
	7.772

	5
	26.9
	0.246
	0.022
	0.290
	0.133
	0.530
	0.290
	3.789

	6
	63.1
	0.630
	0.024
	0.291
	0.199
	0.940
	0.475
	5.425

	7
	284.1
	1.435
	0.026
	0.331
	0.413
	1.665
	0.474
	9.083

	8
	300.1
	1.700
	0.030
	0.335
	0.486
	1.430
	0.730
	10.194


3 结 论
综上所述，长期定位试验土样的培肥措施中有机肥和化肥+秸秆效果最好，化肥和无肥效果最差；土壤脲酶、转化酶和碱性磷酸酶与大多数土壤化学性质显著或极显著正相关，表明可在一定程度上表征土壤肥力水平的高低；根据对土壤酶的了解，我们构建了土壤总体酶活性指标的概念、定义及物理意义等，由于其无量纲，计算得到的土壤总体酶活性指标可更好地比较不同土样间生化活性的大小，更准确地表征供试土壤肥力水平的高低，这一概念从土壤酶多样性方面开展了很好的尝试，并对比采用主成分分析获得结果发现，此方法科学可行，值得进一步深入研究。
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Study on total enzyme activity index in soils

He Wenxiang1  Tan Xiangping1  Wang Xudong1  Gao Yajun1  Hao Mingde2
(1 Colleague of Resources and Environment, Northwest Agricultural & Forest University, Yangling, Shaanxi 712100, China)
(2 Institute  of  Soil and Water Conservation, Chinese Academy of Sciences and Ministry of Water Resources，Yangling, Shaanxi 712100, China)
Abstract   As one of the major components in soil ecosystem, soil enzyme plays important roles in converting soil nutrient, improving soil fertility and remediating pollutant in soil. This study focused on long term monitoring enzyme activities of three hydrolytic enzyme (urease, invertase, alkaline phosphatase) from fixed sites at fertile land to establish a more realistic index of total soil enzyme activity. The result showed that there is a good correlation between soil enzyme activity and soil fertility. Correlations between soil enzyme activities and characteristics of the soil are significantly or very significantly positive. This suggests that enzyme activities of urease, invertase and alkaline phosphatase in soil environment could be used as an indicator for soil fertility. A new total soil enzyme activity index from this study ( Et=
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) was proposed which is a dimensionless parameter and could be used to compare with each soil samples easily. The Et can be calculated from monitoring enzyme activity in soil and soil fertility, as the result of total soil enzyme is similar to those of principal component analysis (PCA) and clustering analysis.
   Key words   Soil enzymes; Total enzyme activity index; Fertilizing steps; Principal component analysis
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