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  摘  要   通过室内培养和盆栽试验,研究了土壤添加锗( Ge)对黄棕壤过氧化氢酶、脱氢酶、脲酶、碱性

磷酸酶、转化酶的生态毒理效应。结果表明, 在土壤 Ge 含量 2~ 200 mg kg- 1范围,土壤Ge 对脱氢酶、碱性磷

酸酶、转化酶活性抑制作用不明显。土壤 Ge对土壤过氧化氢酶和脲酶活性有明显抑制作用, 脲酶受 Ge的

抑制作用最强。土壤Ge含量与脲酶活性之间具有显著负相关,脲酶抑制率可作为 Ge 生态风险评价的一项

生物指示物。
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  锗资源的开发和利用, 特别是在电子工业和医

学领域的广泛应用, 使锗的环境污染问题愈来愈受

关注。近年来, 计算机和通讯等高科技的高速发展,

电子垃圾等含锗废物的增加, 锗和含锗废物对水体

和土壤及生态影响倍受人们关注。锗和含锗废物对

土壤-植物系统酶的生态毒理效应和敏感指标物的

研究, 是新化学物质生态风险评价的重要内容。土

壤酶是最活跃的有机物,国内外许多学者对 Cu、Zn、

Pb、Cd、Hg、As等重金属对土壤酶活性影响进行了广

泛的研究[ 1~ 13]。但土壤锗污染对土壤酶活性影响

的研究尚未见报道。在复杂的土壤体系中, 酶系统

与不同类型的土壤胶体及污染物的相互作用机制及

其对污染物形态、稳定性和生物有效性的影响如何,

有待进一步研究。本研究通过土壤锗污染对土壤酶

活性影响的研究,探讨土壤锗污染对酶的生态毒理

效应和敏感标指物, 为土壤锗污染的生态风险评价

和管理提供科学依据。

1  材料与方法

111 供试土壤和材料

试验土壤取自湖北省农业科学院试验田黄棕壤

土,新鲜土样去除植物残体、砾石, 过 2 mm 孔筛,置

于塑料袋内, 放于冰箱内 4 e 保存备用。土壤理化

性状: pH 6146, 有机质 24111 g kg- 1, 全氮 1106
g kg

- 1
,全磷 1162 g kg

- 1
, 全钾 1518 g kg

- 1
, CEC

11123 c mol kg- 1, 碱解 N 8512 mg kg- 1, 速效 P 5512
mg kg

- 1
, 速效 K 15112 mg kg

- 1
, 有效硅 14215

mg kg- 1,全 Ge 01824 mg kg- 1。氧化锗( GeO2)为光

谱纯,由中国有色金属研究总院提供, 用时按纯度配

制成相应浓度。

112 室内酶培养试验

将过 2 mm筛的供试土壤从 4 e 冰箱内取出, 置

于 25 e 的恒温培养箱预培养 7 d,称取相当于 100 g

烘干土样的新鲜土样于培养皿中, 加入不同浓度的

Ge溶液, 分别调整为 CK、10、30、50、100 mg kg- 1, 搅

拌均匀, 调整土壤含水量为田间最大持水量的

60%,每处理 4次重复, 在 28 ? 1 e 的恒温恒湿条件

下培养 6周,在不同时期分别取样, 按S型路线采集

混合土样,装入无菌纸袋,风干进行酶的测定。

113 盆栽试验

设置 Ge浓度分别为 CK、2、4、8、10、20、50、100、

150、200 mg kg- 1。大豆盆栽试验,重复 3次,大豆收

割期分别于各盆内取土样, 按 S 型路线采集深度为

0~ 5 cm 混合土样, 装入无菌纸袋, 尽快带回实验

室, 风干进行酶的测定。

114 土壤酶活性的测定方法

取风干土样(过2 mm孔筛) ,选择5种对土壤生
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化过程有重要作用并估计可能对 Ge敏感的酶, 5种

酶为脲酶、过氧化氢酶、脱氢酶、磷酸酶、转化酶,进

行测定;酶测定采用关松荫专著所述方法
[ 5]
。

2 结果与分析

211 土壤添加 Ge对土壤酶活性的影响

21111  Ge对土壤脲酶活性影响 土壤恒温恒湿

条件下培养 3周和 6周,结果表明(图 1) ,当土壤 Ge

浓度为 10 mg kg- 1时, 脲酶活性有明显增加; 当 Ge

浓度 30 mg kg
- 1
时,产生轻微抑制。当 Ge浓度大于

30 mg kg- 1时,抑制加剧。由此可见, 在室内培养条

件下, 低浓度Ge对脲酶活性有刺激作用; 当浓度较

高时, 产生抑制作用。盆栽试验与室内培养试验结

果(图 2)趋势比较一致, 在土壤 Ge 含量 2~ 200

mg kg- 1范围, 低浓度 Ge( 2~ 8 mg kg- 1)对土壤脲酶

活性有刺激作用, 随着 Ge 浓度升高, 总体呈抑制

趋势。

图 1 Ge 对土壤脲酶活性的影响

Fig11  Effect of Ge on soil urease act ivity

图 2 Ge 对盆栽土壤脲酶活性的影响

Fig12  Effect of Ge on soil urease act ivity in pot culture

21112  Ge对土壤过氧化氢酶活性的影响   室内
培养试验结果表明 ( 图 3) , 当土壤 Ge 浓度为

10 mg kg- 1时,过氧化氢酶活性有明显增加, 比对照

增加 2813%;当 Ge 浓度 30 mg kg
- 1
时, 产生轻微抑

制。当Ge浓度大于30 mg kg- 1时,抑制加剧。当Ge

浓度 100 mg kg
- 1
时,培养3周后过氧化氢酶活性抑

制明显加剧,而培养 6周后过氧化氢酶活性有轻微

增加。

图 3  Ge对土壤过氧化氢酶活性的影响

Fig13 Effect of Ge on soil catalase activity

盆栽试验结果表明(图 4) , 在土壤 Ge 含量 2~

200 mg kg- 1范围,低浓度 Ge对过氧化氢酶活性有明

显刺激作用。Ge浓度大于 50 mg kg- 1时,酶活性开

始呈抑制趋势。当 Ge 浓度 150 mg kg- 1时, 抑制最

大。当Ge浓度 200 mg kg
- 1
时, 略有上升。盆栽试

验与室内培养试验结果总趋势一致, 低浓度 Ge 对

过氧化氢酶活性有刺激作用,高浓度产生抑制作用。

图 4  Ge对盆栽土壤过氧化氢酶活性的影响

Fig14 Effect of Ge on soil catalase activity in pot culture

21113  Ge对土壤磷酸酶活性的影响 土壤恒温

恒湿条件下培养 3周和 6 周, 土壤磷酸酶活性如图

5。在培养 3周后 Ge对土壤磷酸酶活性的抑制变化

不大。而培养 6 周后, 土壤 Ge 浓度为 10 mg kg- 1

时, 土壤磷酸酶活性明显增加。当 Ge 浓度 30 mg

kg- 1时, 产生轻微抑制, 此后随着 Ge 浓度增加, Ge

对土壤磷酸酶活性的抑制变化不大, 基本一致。盆

栽试验结果表明(图 6) ,低浓度 Ge( 4~ 50 mg kg
- 1
)

对土壤磷酸酶活性有轻微抑制作用。此后随着Ge
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图 5 Ge对土壤磷酸酶活性的影响

Fig15 Effect of Ge on soil phosphatase activity

图 6 Ge对盆栽土壤磷酸酶活性的影响

Fig16  Effect of Ge on soil phosphatas activity in pot culture

浓度增加, Ge 对土壤磷酸酶活性有轻微刺激作用,

当Ge浓度 100 mg kg
- 1
时,产生刺激作用最大。

21114  Ge对土壤转化酶活性的影响  Ge对土壤转

化酶活性影响(图 7)表明, 在实验 3周后 Ge 浓度

0~ 50mg kg- 1范围内,有抑制作用, 100 mg kg- 1时有

刺激作用。6周试验后, 呈现两个抑制谷,浓度分别

出现在 30 mg kg
- 1
和 100 mg kg

- 1
处;呈现两个刺激

峰,浓度分别出现在 10 mg kg- 1和 50 mg kg- 1。

21115  Ge对土壤脱氢酶活性的影响 由图 8表

明, 3周后 Ge对土壤脱氢酶活性影响不大。6周后,

低浓度Ge( 10 mg kg- 1)时,产生刺激作用,随后随着

图 7 Ge对土壤转化酶活性的影响

Fig17 Effect of Ge on soil invertase activity

图 8  Ge对土壤脱氢酶活性的影响

Fig18 Effect of Ge on soil dehydrogenase activity

Ge浓度增加, 基本保持在对照组以下的低水平不

变,当 Ge 浓度 100 mg kg
- 1
时, 有增加趋势, 但酶活

性仍低于对照。

212 土壤 Ge含量与土壤酶效应的相关分析和临

界值

  在土壤Ge含量 2~ 200mg kg- 1范围, 对土壤Ge

浓度与土壤转化酶、过氧化氢酶、脱氢酶、磷酸酶活

性回归分析结果表明,这些酶活性的抑制率与土壤

Ge含量无相关性。土壤 Ge浓度与土壤脲酶活性存

在显著的相关性,表明随着土壤 Ge 浓度升高, 土壤

脲酶活性随之下降, 回归方程为 Y(脲酶活性) =

1162X(土壤Ge含量) + 0127, n= 10, r= 0183。按照
回归方程计算得临界值 EC25值为8812mg kg- 1

, EC50

值为 182 mg kg
- 1
。

3  讨  论

土壤成分中酶是最活跃的有机成分之一, 驱动

着土壤的代谢过程,对土壤圈中养分物质的循环和

污染物质的净化起着重要作用[ 5]。

土壤脲酶能促进土壤中有机化合物尿素分子酰

胺氮键的水解,生成的氨是植物氮素营养来源之一;

磷酸酶能酶促各种有机磷化合物的分解, 为植物生

长提供有效磷素。它们是评价土壤肥力状况的两个

重要水解酶
[ 5]
。而转化酶与土壤有机碳的转化有

关。过氧化氢酶是生物细胞的一类保护酶。脱氢酶

存在于微生物细胞内,是典型的胞内酶,其活性的大

小直接反映土壤微生物的数量和活性
[ 6]
。许多研究

表明,土壤酶活性对重金属的抑制或激活较为敏感,

是反映重金属污染程度的有效指标[ 6~ 10]。周礼恺

等
[ 11]
提出脲酶、蔗糖酶、磷酸酶等可作为土壤污染

水平的指标。Kumar 等[ 1]将质量分数为 50 mg kg- 1

或 25 Lmol g- 1的不同金属离子添加到土壤中, 脲酶
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活性均受到抑制,作用的顺序为: Ag
+
> Hg

2+
> Au

3+

> Cu2+ > Cu+ > Co2+ > Pb2+ 、As3+ 、Pb+ 、Cr3+ 、Ni2+

> 其他离子。胡荣桂
[ 5]
的试验发现, 向红壤中投入

Cd、Pb, 当 Cd 质量分数为 30 mg kg- 1, Pb 为 750

mg kg
- 1
时对脲酶有显著抑制作用, 而低浓度 Cd和

Pb则有激活作用。

Lebedeval[ 2]发现质量分数为20mg kg- 1的 Cd不

会引起脲酶活性明显降低, 而 100~ 150 mg kg- 1的

Zn和 80~ 100 mg kg- 1的 Pb则使脲酶活性显著降

低。沈桂琴等[ 12]的研究显示 Hg、Cd、Pb 对土壤脲

酶、转化酶、碱性磷酸酶和蛋白酶活性有明显的抑制

作用, 而 Cr具有激活作用,脲酶的反应最敏感; 他们

提出重金属的临界质量分数, Hg 为 115 mg kg- 1, Cd

为310 mg kg- 1
, Pb 为 500 mg kg

- 1
; 同时发现/ 抗性

酶活性0现象,认为当重金属在土壤中达到一定质量

分数时,大部分微生物死亡,而一小部分微生物在有

毒物质污染下能生存下来,自行繁殖,从而产生抗性

酶活性,表观上酶活性值降低后又增大,有时还会出

现多个抗性峰。吴家燕
[ 4]
对水稻根系酶活性的研究

也发现类似现象。这与本文在土壤 Ge 含量 2~ 200

mg kg- 1范围, 对酶活性影响结果较一致。

Todorov 等[ 3]认为 Pb对蛋白酶活性没有影响,

而明显激活脲酶活性,抑制淀粉酶。Chandes等[ 7]发

现铜与脱氢酶活性之间关系不密切, 认为脱氢酶不

能表征土壤铜污染的程度。杨志新等[ 13]发现, Cd、

Zn、Pb 对土壤酶活性的抑制效应顺序为 Cd> Zn>

Pb;在过氧化氢酶、脲酶、碱性磷酸酶、转化酶中,脲

酶受重金属的抑制作用最为敏感。

本文在土壤 Ge含量 2~ 200 mg kg- 1范围, 研究

结果 Ge 含量和土壤脲酶活性抑制率之间有极显著

的相关性,这与有关文献报道的重金属( Cu、Zn、Pb、

Cd)对土壤脲酶活性抑制率之间有极显著的相关性

较一致。而土壤 Ge含量与磷酸酶活性抑制率之间

相关不显著, 这与有关文献报道的重金属( Cu、Zn、

Pb、Cd)对磷酸酶抑制率之间显著相关不一致。室

内实验还对土壤过氧化氢酶、转化酶、脱氢酶抑制率

与土壤 Ge 浓度进行了试验, 由于两者并未有明显

的线性关系,盆栽试验只测试了过氧化氢酶, 其他未

测试。许多研究表明, 土壤酶是以有机无机复合体

吸附在土壤粘粒上, 土壤对酶具有一定的保护作用;

同时污染物进入土壤后, 也很快会受到土壤有机质

的吸附、固定和螯合, 阳离子交换量、粘粒含量也会

对其有效性即生物毒性产生重要影响
[ 10]
。Zantua

等[ 14]研究发现, 土壤具有保护酶的能力, 且这种保

护容量常是一相对恒定的值。从以上研究表明, 土

壤Ge浓度增大对酶活性的抑制作用来看, 土壤酶

是一个生物缓冲体系,可以调整对外界污染物的抗

御能力。此外,由于Ge与 Si属同属元素, 目前对于

Ge的毒性了解不够, 一般土壤含量为 015~ 110
mg kg

- 1
,最高土壤含量为 5 mg kg

- 1
。因此本试验

设计最高浓度为 200 mg kg- 1, 更高浓度 200~ 1000

mg kg- 1对土壤过氧化氢酶、转化酶、脱氢酶如何抑

制, 还待下一步试验。

4  结  论

土壤添加 Ge 对土壤酶活性抑制率试验表明,

在土壤 Ge 含量 2~ 200 mg kg
- 1
范围, 对土壤过氧化

氢酶和脲酶活性有抑制作用, 脲酶受 Ge 的抑制作

用最为敏感。试验发现土壤 Ge 对脱氢酶、碱性磷

酸酶、转化酶有/抗性酶活性0现象,表观上酶活性值

降低后又增大, 有时还会出现多个抗性峰。在土壤

Ge 含量 2~ 200mg kg
- 1
范围, 土壤Ge含量对土壤酶

活性抑制率试验表明, 土壤 Ge 含量与土壤过氧化

氢酶、脱氢酶、磷酸酶、转化酶活性之间无显著相关

性, 而与脲酶活性之间具有显著相关性,表明随着土

壤 Ge 浓度升高, 酶活性抑制率随之增加。按照回

归方程计算得临界值 EC25值为 8812 mg kg- 1, EC50

值为 182 mg kg
- 1
。
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ECO-TOXICOLOGICAL EFFECTS OF Ge-POLLUTION

ON SOIL ENZYME ACTIVITIES IN SOIL

Lin Kuangfei1  Xu Xiaoqing2 Zheng Li2 Shao Zhihui3  Xiang Yaling3

( 1 Research Center of Risk Assessment and Management on Hazardous Chemicals, East China

University of Science and Technology , Shanghai  200237, China )

( 2 Institute of Hydrobiology , Chinese Academy of Sciences, Wuhan  430072, China)

( 3 Agro-Environmental Monitoring Center of Wuhan, MOA, Wuhan  430070, China )

  Abstract   Eco- toxicological effects of germanium on activities of catalase, dehydrogenase, urease, phosphatase and inver-

tase in brown-yellow soil were studied by means of indoor culture and pot culture experiments. The results showed that when Ge

concentration ranged between 2~ 200 mg kg-1 in the soil, its inhibiting effect on soil dehydrogenase, phosphatase and invertase

was not significant, but quite so the activity of soil catalase and urease; especially the latter. A significant negat ive relationship

between urease activity and Ge concentration of soil could be observed, so it is feasible to use inhibition rate of soil urease as a

bio- indicator for ecological risk assessment of Ge pollution in the soil.

Key words   Germanium pollution; Enzyme activity; Inhibition rate; Eco- toxicological effect; Bio- indicator
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