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土壤中具有蛋白酶活性的酶一腐殖质

复合物的提取及其性质的研究

郑洪元 张德生 郑莲娣
(中国科学院林业 土壤研究所)

摘 要

每

用中性 0
.

IM 焦磷酸钠提取
,

经硫酸钱分段
,

丙酮沉淀
,
从土壤中获得了具有蛋白酶活性的

酶
一

腐殖质复合物
,

其特性 : 反应最适 pH 为 9
.

0 ,

反映最适温度为 50
“

一60 ℃ ,
温度系数 Q I.

(1 7
“

一4 0℃ ) 为 1
.

, 3 ,

K- 值为 0
.

, 7一 1
.

0 0 毫克酪素 /毫升
, V m 一 :

值为 7一 9 1一 7 5
.

3 5 毫克酪

氨酸 /克
·

2 4 小时
,
与原位土壤蛋白酶相比

,

反应最适 pH 往碱性偏移
,

反应最适温度及 K .

值

变小
,
热稳性降低

,
岛

。

和 V.
m :

值增大
。

土壤经超声波分散后
,

可以用各种盐缓冲液将其中具有蛋白酶活性的酶
一

腐殖质复合物提

取出来
,

其收率依次为水 < 。
.

IM 磷酸盐
一
0

.

3 M K CI
一 o

.

o 1M ED T A < 三经甲基氨基甲烷 (p : : 7 )<

0. 2M 碳酸氢钠 < 0
.

05 材 磷酸盐
二

柠橡酸 < 。
.

I M 焦磷酸钠溶液
。

争

土壤中所有生物化学过程都是依赖于酶来实现的
,

土壤中酶活性的变化在一定程度

上反映了土壤肥力状况
,

物质转化状况
,

以及土壤环境状况的变化
。

土壤中的酶类以游离状态存在于土壤溶液中
,

或以络合状态与土壤有机质结合形成

酶
一

腐殖质复合物
。

为了深人了解酶在土壤中存在的状态
,

以及它的咋用机理
,

一般采用

下述两种途径进行研究
。

第一种途径是把土壤作为酶的天然载体
,

通过人工模拟合成与

土壤条件相似的固相酶体系进行比较研究tS. 习。

第二种途径是直接把土壤酶从土壤 中提

取出来
,

然后进行它的性质研究
。

近年来学者们对土壤酶提取的研究极为重视
,

由于采用

了近代生物化学技术
,

目前用缓冲液
,

超声波处理以及凝胶分段等方法从土壤中提取出具

有酶活性制品的有豚酶15 一幻 、

尿酸盐氧化酶[,1
、

过氧化物酶
『10J

、

色氨酸脱梭酶tllJ
、

二酚氧化

酶
〔川

、

声
一

葡糖昔酶t13]
、

蛋白酶 t14, 15]
。

在某些情况下
,

有些酶曾给予部分提纯
,

并且认为所提

出的酶制品
,

是以酶
一

腐殖质复合物的形式存在的
t‘,l’,l7 ,。

蛋 白酶是广泛存在于土壤 中的一大酶类
,

它能水解各种蛋白质和肤 类等化合物为氨

基酸
,

因此土壤中蛋白酶的活性与土壤 中氮素营养的转化状况存在着极 为重要 的 关 系
。

前文
“ ,21 ,

我们报道了土壤中蛋白酶的测定方法及其某些基本性质
,

发现不同土壤中蛋白

酶的活性存在一定差异
,

土壤中蛋白酶活性的变化
,

与土壤中腐殖氮量明显相关
。

本文 目

的在于将土壤中蛋白酶提取出来
,

以便与原位 (in sit u) 土壤蛋白酶活性进行比较
,

借以

了解土壤蛋白酶在土壤中的作用方式与功能
。
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介

一
、

材 料 与 方 法

土壤样品采自吉林省长白山自然保护区
,

针阔混交林下白浆化暗棕色森林土
,

全氮 。
.

7 74 %
,

腐殖

质 0
.

1 46 %
,

腐殖碳 1
.

58 5%
, pH 6

·

1
。

土壤采回后立即风干
,

挑除草根
,

过 2 毫米筛
,

贮于磨口瓶中备

用
。

本试验选用以下五种缓冲溶液及水作为提取剂进行比较 : 0
.

I M 焦磷酸钠 (p H 7
.

的
: 。

.

0 5材 磷酸
-

柠棘酸 (pH 7
·

o )
, o

·

3 MK c l 和 0
.

olM E D T A 的 0
.

IM 磷酸缓冲液 (p H 7
·

o ) ; o
.

ZM 碳酸氢钠溶液 : 三径

甲基氨荃甲烷 (丫
r i,

) 缓冲液 (p H 7
.

0)
;

水
。

腐殖质
一
蛋白酶的提取步骤

土坡 (5 0 0 克)

{
加水 (2 5 0 0 毫升)

{
超声波分散 (”

分钟)

加入提取剂盐类
*

室温振荡 30 分钟 (12 0 次 /分 )

冷冻离心 (10 0 0 0 转 /分
, 2 0 分

, 一℃)

残渔 取提取液 (1 6。。毫升)

{
加人细粉状固体硫钱 (6 0 % )

{
”℃ 放置 , ‘ ,J

、

时
,

离
J

。 (‘0 0 0

呼

转 /分
, 2 0 分钟)

上清液 硫铁沉淀物

}溶于水中(1 : : )

流水透析 2 4 小时

燕馏水透析 4s 小时(于 。℃ 处进行)

加人丙酮 (1 : 2 )沉淀

}
。℃ 放置 : 4 小时

离心 (一0 0 0 转 /分
, 2 0 分钟)

上清液 丙酮沉淀物

{
“温风千

丙酮干粉(酶
一

腐殖质复合物)

蛋白酶活性测定方法 : 取 2 克土壤(抽提液取 10 毫升
,

酶
一

腐殖质复合物取 。
.

05 克)
,

加人 1% 酪素

洛液 10 奄升(用 pH S
·

。 三径甲基氨基甲烷配制 )
、

甲苯 0
.

5 毫升
,

于 37 ℃ 恒温箱中反应 24 小时后
,

加

入 15 % 三抓醋酸 10 毫升终止反应
,
立即过油

,

取泌液
,

用 Fo 枷
一d 以al te n

比色法
,

求其释放的酩氨酸量
。

与此同时
,

取不经培养和不加土壤的基质按上述同样条件操作为对照
,
用二者释放酩氨酸最之 羞计算酶

活性
。

t

.
按配制作为提取剂的级冲溶液所需要的盐类且加入

.
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妙 二
、

结 果

(一 ) 不同提取剂提取蛋白酶收率的比较

土壤蛋白酶提取试验表明
,

土壤经超声波分散处理后
,

可以用各种缓冲液将蛋白酶从

土壤中提取出来
,

其中以焦磷酸钠溶液提取收率为最高
,

可达 4 1
.

1务 ;其余依次为磷酸
一

柠

檬酸溶液
、

碳酸氢钠溶液
、

三经甲基氨基甲烷溶液
、

磷酸
一
K cl

一E D T A 溶液
,

其收 率分

别为 2 7. 9 务
, 2 7 .6 外

,

19
.

5多
,

巧
.

8务 ; 同时还证明水也有一定的提取效果
,

其收率可达

5
.

2并 (表 l)
o

裹 1 不同提取剂提取蛋白曲收率的比较

T 胜b le l ^ e o ln p a r iso n o f th e p r e e e n ta g o r e e o v o r i
o s o f p r o te a 肥 e x tr a c

囚
fr o m 50 11 b y d iffe r e n t e 义 tr盆C t盆 n ts

(% )
It em s

,

f o ta l a m o u n t

(毫克酪氨限 / 2斗小时)
”

‘

户‘恻少
“

黔沙
丫

戈1 1 . 9 Lyl 。万I n c l ‘ , II J
R e e o v e r y

曰. . . .

-
-
-
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- - 一
.

~一
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一
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一
1 0 0

5
。

2
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.

8
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.

5

2 7
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.
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月1
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土壤

水

磷酸
一
K C I

一E o
·

r A

三经甲基氨基 甲烷

碳酸氮钠

磷酸
一

柠橡酸

焦磷酸钠

3 2 0 克

16 0 0 毫升

16 0 0 毫升

16 0 0 毫升

16 0 0 毫升

1 6 0 0 毫升

1 6 0 0 毫升

试验中我们还发现
,

如果以焦磷酸钠溶液加人土壤后再用超声波分散
,

可以提高蛋白

酶提取的收率
,

可达 62
.

7沁
。

为此在进一步试验中
,

直接在焦磷酸钠溶液中进行超声波分

散
,

然后按提取流程图
,

经硫酸钱分段
、

透析和丙酮分段等操作制成丙酮干粉
,

即为具有蛋

白酶活性的酶
一

腐殖质复合物
。

在本试验中
, 1 6 0 0 毫升提取液相当于 3 20 克土壤量

,

制得

丙酮干粉 2
.

6 05 克
。

土壤蛋白酶分段提取收率见表 2
。

衰 2 土城扁旅质
一

轰白诬合曲分段提 . 收率

T a
U

e 2 t h e r e c o , e r y o f fr a e t io n a ti o n p u r if ie a t io n o f 50 11 p r o 比 a甘

钾

项项 目目 总 量量 总氮量量 总酶活活 比活力力 收 率率
III 忱皿n sss

’

l o t 孟1 孟m o u n ttt
( m g ))) (毫克酩氨酸 /// ( 毫克酩氮酸 /// ( % )))

TTTTTTT o ta l n itr 叩
e nnn 2 4 小时 ))) 毫克 N

·

2 4 小时 ))) R e c o , e r yyy

TTTTTTTTT o ta l e n z y一n eee s p e e ifie a e t i
v

i tvvvvv

aaaaaaaaa c t lv lt yyy l : n g t v r o s i , , l e 、、、
(((((((((

: n g ty r o s i ne / 2斗h ))) \ n l g N
·

2 4 h /////

土土 壤壤 32 C克克 2咚7 6
.

8 222 6 8 6
.

0 888 U
.

2 7 777 10 000

提提 取 液液 1 6 0 0 毫升升 1 10 2
.

6斗斗 斗3 0
.

0 777 0
.

3 999 62
.

6 888

酶酶
一
腐殖质

--- 2
.

6 0 5 克克 8 3
.

0 111 1 2 5
.

2 111 1
。

5 111

复复合物
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由表 2 可见
,

采用前述的分段流程
,

获得的丙酮干粉
,

其比活比土壤大 ,
.

45 倍
,

但其

总酶活收率仅为 18
.

27 多
。

o
.

I M 焦磷酸钠溶液在土壤腐殖质研究中是缓和条件下提取土壤腐殖质所常用的提

取剂r1BJ
。

Na nn ivi eri 等
『功用 0

.

IM 焦磷酸钠溶液 (pH 7
.

0) 已成功地从土壤中提取出豚酶
-

复合物
。

由于土壤酶主要与土壤腐殖质形成复合物的形式而稳定地在土壤中累积
,

因此
,

要把这部分酶提取出来进行研究
,

必须在与提取土壤腐殖质最好的相似的条件下进行
。

硫铁和丙酮是酶学研究中常用的蛋白质分段沉淀剂
,

也是用于土壤腐殖质分段的沉

淀剂山1 ,

并且也已成功地用于某些土壤酶的分段 t“
“,

川
。

因此
,

可以认为
,

采用我们所拟

定的提取剂 (O
.

IM 焦磷酸钠 声7
.

0)
,

然后用硫按分段 (60 多 硫铁盐析 )操作
,

提取出具

有蛋白酶活性的制品 (丙酮干粉 )是与腐殖质复合的酶
一

腐殖质复合物
。

另一方面
,

从制品

的红外光谱分析也证明了这一点
,

它在 3 4 0 0c m
一‘ , 2 9 0 0c m

一 ‘ , 1 6 3 o e m
一 ‘,

一4 0 0 e m
一 ‘ , 1 0 7 5

c m
一‘,

有明显的吸收峰
,

它与土壤腐殖酸盐的红外光谱极为相似
。

会

(二 ) 典有蛋白酶活性的酶
一

启范质复合物的性质

为了证实所获得的丙酮干粉 (酶
一

腐殖质复合物 )蛋白酶活性的存在
,

我们测定了不

同酶
一

腐殖质复合物的最与蛋白酶活性的变化
,

以及不同反应时间与蛋白酶活性变化的关

系
。

从测定结果看(图 1 和图 2 )
,

它们之间存在着明显的线性关系
,

这证明酪素的水解反

应是丙酮干粉引起的酶促过程
。

(每习N\权御��滋喊盘(兰蕊谕e�召!8氛卜�权、权翻�滋喊位乒巡.‘丫u�so�启

8 tZ 16 20 24

培养时间 ( ,J对 )
T im o 成 汀鹅

u
加 t沁” (b t)

8 12 16 20

酶 一腐殖质复合物 (邀凌;)

助Zy m e ·

h u m us co m pl e 能s ( m s )

不同培养时间对土壤提取的酶
一

腐殖质

复合物酪素水解的影响

土壤提取的酶
一

腐殖质复合物的

量对酪素水解的影响
协

1 E ffe e t

h州ro ly si s 吸
口【

d m e o f i n e u b a t io n
ou

e a此坛

即 z ym e 一h u m u s e o m p let “

图 2

F ig
.

。 tr a c 忱11 fr o m 50 11

E ffe e t o f a m o u n t o f e n z ym e 一 h u . u -

e o m p l既
e s e 又 tr a e

囚 〔r o m 50 11 o n

e a 耽in h yd r o ly‘15

即侮
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沙
1

.

反应最适 p H : 从图 3 可以看出
,

原位土壤蛋白酶的最适 pH 在 7
.

0一 8
.

0 之间
,

而

从土壤提取出的蛋白酶(酶
一

腐殖质复合物)其最适 p H 为 9
.

0 。 另一方面
,

从 p H 曲线变化

来看
,

从土壤中提取出的蛋白酶在 pH 7
.

0一8
.

。之间尚有一最适值
,

是否如此
,

还有待进一

步证实
。

�%�侧胆贫军

�袄勺公一
含�l韶
。之侧.1。国

袄
、 . 产 户

一
,

之 浓

> ~

0
七U

塑年收常一韶
净。��二。以

2 0 30 4 0 50 6 0 70 8 0

( t ℃ )

攀

1
.

原位土壤 2
.

酶
一

腐殖质复合物

图 3 土壤提取的酶
一

腐殖质复合物中

蛋白酶活性的最适 p H

F ig
.

3 o p ti m u m p H o f p r o to a s e a e t iv it y i n

e n z y m e 一h u m u s e o m n le x e s e x t r a e te 七1 fr o m 5 0 11

1
.

原位土壤 2
.

酶
一

腐殖质复合物

图 斗 土壤提取的酶
一

腐殖质复合物中

蛋白酶活性的最适温度

峨 ( ) p r i m u m te m 附 r a tu r e o f p r o 让 a se a e t i, ity
e n z y ln e 一

h u 一n u s e o : 一, l、le x e s e x tr a e

曰 f r o . 5 0 11

2
.

反应最适温度
: 从图 4 可以看出

,

原位土壤蛋白酶反应最适温度在 60 一70 ℃ 之

间
,

而从土壤中提取出的蛋白酶反应最适温度

在 50 一60 ℃ 之间
。

通过计算表明
,

二者温度

系数 q 0( l7 一 40 ℃ ) 也存在差异
,

原位土壤为

1
.

3
,

而提取出的蛋白酶为 1
.

93
。

3
.

热稳性
:
从图 5 可以看出

,

原位土壤蛋

白酶的热稳性要高于从土壤中提 取 出的 蛋 白

酶
。

原位土壤蛋 白酶在 50 ℃ 加热 30 分钟
,

不

仅保持活性
,

而且还有所提高
,

至于从土壤中提

取出的蛋白酶
,

超过 40 ℃ 以后蛋白酶活性逐渐

下降
,

当温度在 80 ℃ 以上时
,

酶的活性要减少

一半以上
。

4
.

动力常数 K 。 ,

最大反应速度 V 二
:

值 :

取 0
.

1 克丙酮干粉
,

加至用 p H S
.

0 三经 甲基氨

基甲烷缓冲液配制的酪素溶液中
,

酪素的浓度

( s ) 按土壤溶液( 反应时溶液体积 ) 计算分别为

1
.

2 5 , 2
.

5 , 5
.

0 ,
7

.

5 , 10
.

0 毫克酪素/毫升
,

于

37 ℃ 培养 2 4 小时
,

侧定其反应速度 ( v )
,

然后

, 00
卜

一
,

、、 2

�%�脚艇蓄卑

�%�士下二。.。>口.不名

5 0 60

( t ℃ )

70 8 0

钾

1
.

原位 土坡 2
.

酶
一
腐殖质复合物

图 5 土壤提取出的酶
一

腐殖质复合物

中蛋白酶的热稳性

F 19
.

弓 s ta b ili t y o f p r o te a se a c t i v i t萝 运

。
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根据 Mich ae lis
一

Me te n 酶促反应动力学方程
: V 一

E a d ie
一
H o fs te e

和 H a n e s 一w o o lf 三种作图法求解

V m a 二

X S

K 二 + S

K , 及 V m : 1

,

分 别按 Lin e
we

a v e r 一Bu r k
,

值[20J
,

结果见表 3
。

食

表 3 原位土镶与从土镶中提取出的蛋白酶动力学常数的比较
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由表 3 可以看出
,

从土壤中提取出的蛋白酶的 V ~ 值大大高于原位土壤的蛋白酶
,

而 K 。
值则相反

,

原位土壤的 K 。
值高于从土壤中提取出的腐殖质

一

蛋白酶
。

三种作图

方式还表明
,

它们之间有明显的线性关系
,

这说明不论是原位土壤蛋白酶
,

或者是从土壤

提取出的蛋白酶
,

其酶促反应均从属于 Mich ae li s一Men ten 动力学方程
。

5
.

其他酶活性的共存
: M a}’a

ud on 等 tl,] 用 0
.

2 M 磷酸盐缓冲液 (声8
.

0) 在存在 0
.

2 M

E D T A 情况下提取的蛋白酶制品具有二酚氧化酶活性
,

随后 Ba tis tic 等叫用同样方法从

土壤中提取出同时具有纤维素酶
、

转化酶
、

蛋白酶
.

酸性和碱性磷酸酶
、

声
一

葡糖昔酶活性

的复合酶制品
,

最近 以eP血Ko Ba 等
仁221 也从土壤中提取出同时具有淀粉酶

、

转化酶
、

蛋白

酶
、

多酚氧化酶
、

接触酶活性的复合酶制品
。

这些作者曾试图用凝胶层析法将这些酶单一

的分开
,

但并未获得成功
。

阵
一

启殖质妞合物中的曲活性
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4
.

tl裹ac

T a
bl

e 4 E n z y一n e s
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月期 郑洪元等 : 土壤巾具有蛋白酶活性的酶
一

腐殖质复合物的提取及其性质的研究 3“

_ 用焦磷酸钠从土壤中提取出的具有蛋白酶活性的腐殖质复合物
,

也是多种酶结合在

? 一起的
,

它同时含有豚酶
、

转化酶
、

声
一

葡糖昔酶活性 (表 4 )
。

至于如何把这些酶单一 的分

开
,

尚待进一步研究
。

酶在土壤中累积而稳定存在的原因极为复杂
,

酶
一

腐殖质复合物的形成是其主要原因

之一
。

因此
,

对 于所提取出的酶
一

腐殖质复合物的酶学基本性质的了解
,

将有助于酶 在土

壤中的作用方式和机理的研究
,

遗憾的是在这方面积累的资料还不多
,

有待我们进行大量

的工作
。

参 考 文 献

[ 7 ]

冬
[ 8 ]

[ 9
‘

[ 1 0 :

[ 1 1 ]

[ 12 ]

[ 1 3〕

[ 1 4 ]

[ 15 ]

[ 1 6 ]

[ 1 7 ]

[ 18 ]

f19 ]

2 0 1
2 1 )

争
r22」

郑洪元
、

张德生
, 19 8 0: 不同生态条件下森林 土壤酶的活性

。

森林生态系统研究 L ,

1 61 一 1 65 页
。

郑洪元
、

张德生
, 1 9 81 : 土壤蛋白酶的 测定及其性质

。

土壤通报
, 第 3 期

, 32 一34 页
。

M d are
n ,

A
.

D
.,

19 75 : 5 0 11 as sys te m o f hum
u , a n d d a y im m o b ilized e n Zy m es

.

Ch em
c ia Se rip ta

.

8
,

97 一99
.

I
』

ad d
,

J
.

N B u tle r ,

J
.

M
.

A
,

1 97 5 : H u m u s e n z ym e syste m s a n d s沙the tie o rg a n ie 冈lym er
-

a n a lo g s
.

In :

50 11 Bioc h e m ist即
.

V ol
.

4
,

(E
,

A
,

P au l
.

A
,

D
.

M
ela re n ,

E d s ) 1 43一149
.

B rig g s ,

N
.

H
.

,

Se g al
,

L
,

196 3 : Pr eP a ra tio n an d Pro pe rrie s o f a free 501 1 e n zy m e
.

L ife Sc i
,

1
,

6 9一 7 2
.

Bu rn s ,

R
.

G
·,

E I
一

S aye d
,

M
.

H
,

M
e la re n ,

A
.

D
.

,

1972 : E x trao tion o f a u re a se ae tiv e o rg a n o
·

c o m Plex from 50 11
.

5 0 11 B iol
.

Bioc he m
.

4
,

10 7一1 08
.

N a n n iPie r i
,

P
,

Cecc
a n ti

,

B
,

Ce rv ell i
,

S
,

Se l u i
,

P 19 7 4 : U se o f 0
.

IM p yro p ho sp ha te t o

e x tra c t u rea se

fro m a pod
sol

.

5 0 11 B iol
.

Bie he m
.

6
,

多, 9一562
.

N a n n iPie ri
,

P
,

C e rv e lli
,

S
· ,

S eq u i
,

P 1 9 78 : Frac
tio n al of hu m u s

·
u re ase

co m p
‘

e x es
.

5 0 11 Bio l
.

B io c he m
.

1 0
,

39一月5
.

Ma rtin
·

S m ith
,

M
,

,

1 96 3 : U rica lytie en 即m es in 5 0 11
.

N a
tur

e
.

197
,

36 1一362
.

Ba rtha ,

P
,

BO rd el e au ,

L
.

M
,

196 9 : C e ll
.

fr ee p ero x id a ses in 5 0 11
.

5 101 Bio l
.

Bioc h em
.

l
,

1 39一
149

.

C h alvi 助ac
,

M
.

A
,

M
a yau don

,

J
,

19 71 : E x tr ac tio n
an d s tu d y o f 50 11 e n Zy m e m e ta bo liz iin g

try Po Ph an
.

PI
.

5 0 11
.

多4
,

2 5一3 1
.

M
a ya u d e 。 ,

J
.

,

E I
一

H alfo n i
,

M
,

,

C ha le ig n d ie
,

M
.

A
,

19 7 3 : Pro p e rt让5 of d ip阮
n仗 o x id ase s e x

-

t rac ted fto m 5 0 11
.

501 1 Bio l
.

Bioc h em
.

5
,

36 9一 38 3
.

H ay an o ,

K
,

K a ta m i
,

A
,

19 77 : E x tr a c tio n o f 口
一

g lu cos id ase ae tiv ity fro m pea fi eld 5 0 11
.

5 0 11

Bio l
.

B ioc he m
.

9
,

34 9一35 1
.

La dd
,

J
.

N
,

19 7 2 : P ro沐 rtie s of p ro t
eOl ytie en

z ym e s e x tra ete d fr o m 5 0 11
.

5 0 11 B io l
.

Bioc h e m
.

4
,

2 2 7一 233
.

M盯。u d o n ,

J
,

Ba ti: tie
,

L
,

Sa rk a r ,

J
.

M
,

19 7 5 : Pro伴
rtie s

of Pro te of ytie ally a c tiv e o tr ae t

fro m fre s h 50 1孟s
·

So it B IOI
.

B ioc hem
.

7
,

2 8 1一286
.

M clar en ,

A
.

D Pu k ite
,

A
.

H
”

B ar shad i
.

1975 : Iso la tio n o f hu m u s w ith e n z ym a tie ae tiv ity fr o m
5 0 11

.

5 0 11 Sc i
.

1 1 9
,

17 5一 180
.

N an n ip ie ri
.

P Ce
r v elli

,

S
,

Ped r

幽 in i
,

F
.

,

19 7 5 : C冶n c e rn in g the ex trae tio n o f e n
即m a tiea lly

ac tive
o rg a n ie m a tte r fro m 50 11

.

E x Pe rien tia 3 1
,

5 1 3一5 1 5
.

B re m n e r
.

J
,

M Le e , ,

H
~

1 9 4 9 : S tu dies on
5 0 11 o rg a n ic m a tter 4

,

Th
e ex trac tio n o f o 馆a n , c m atre r

fr om
5 0 11 by n e u tral re a g e n ts

.

J
.

A g rie
.

S d
.

3 9
,

2 7 4一2 7 9
.

T he n g
,

B
.

K
.

G
· ,

W
a ke ,

J
.

R
.

H Po
sn e r ,

A
.

M
.
、

1 968 : T he frae tio n a l Prec iPita ti o n o f 50 11 hu m ie

ae id by am m o n iu m su [ph a te
.

Plan t 50 11 2 9
,

345一 36 1
.

E n g e l
,

P C
”

1 9 7 7 : E n : y , n e kirl e tics
.

B a tistie
,

L。 Sa rk ar ,

J
.

M
.

,

M
a yau d o n

,

J
,

19 8 0 : E x t rae tio n Pu rifica tio n a n d p r o p e rties o f 5 0 11

h ydro la se s
.

5 0 11 Bio l
.

Bio ch e m 12
,

5 9一6 1
.

坦e P、 a K o B a T
.

A
. ,

M
a e日K o ,

A
.

A
. ,

I ()几y l一IK o H
.

A
. , 1 9 8 1 : B 曰及e几e H“e

幻 fl o 叮B曰 o Pra H o
一
M““e

即
-

朋”‘x 从o M n 刀e Ke o B o 、月a 双a沁坦H x 巾e PM e H Ta 丁“s H o n a K T “日H
oc T b 幻

.

n o 明。即助朋e ,

沁4
,

7 1一7 8
.

, ‘J1.J、几月Jf‘.J1J .、J10自飞子4
1、J6

�

l
‘rL.r.Lr..L工..L卜..L

r.l护月L



3 ‘4 土 壤 学 报 2 2 卷

户

E X T R A C T IO N A ND PR O PE R T IE S O F E NZ Y M E
·

H U M U S

C O M PLE X E S W IT H PR O T E A S E A CT IV IT Y IN S O IL

Z he n g H o n g y u a n
,

Z h a n g D eshe n g a n d Z h e n g Lia n d i

(I行5 111 “re o f FO
res rry a n d P ed o lo gy

,

Aca d e脚 ia Sin ic 马 孙 e , ya , g )

S u m m a r y

Th
e ex tr a o tion o f th e en Z”11 e 一

hum us e o m p lex es w ith p r o te a se a eti vi ty 丘om 50 11

u苗n g a se r ies b u ffe r e d e x tr a o ta n ts w as s tu d ie d
.

It w a s sh o

wn 伍a t th e
ex tr a eti o n o f

0
.

1 万 Pyr oPh o sPha te (PH 7
.

0 ) w明 m o st effie ien t
.

Som
e eh a r朗切r is t ies o f th e e x tr a -

eted en z了m e w e r e di ffe r en t fr

om
th姗

of the e n z y m e m e朋u r ed in 5 0 11
.

Th
e r ea s u lts

a b幻 sho w ed tll毗 the K
. v a lu e (0

.

9 7一1
.

o m g e ase in / m l) a n d o p tim um
tem Per a t u r e

(50一 60
O

C ) 伪r th e e x tr a eted en 另犯n e w er e lo w er th a n tho se o f th e e n 不ym e in 50 11 a n d

t址 V 一
v司ue (7 4

.

9 1一7 5
.

3 5 m g tyr 侧叭 n e / g
·

2 4 h r
.

) o p tim um
PH (9 ) a n d te m p e ra tu r e

eo e

ffi eie n t (1
.

9 3 ) w er e h ig he r than th o se o f th e e n Zy m e in 5 0 11
.

T he e ffee tiv e n ess o f th e e x trac ta n ts w a s in o r d e r o f d istilled w a te r ( 0
.

1 对 Ph o即ha te

(PH 7
.

0 ) 一 0
.

3 万 K C I 一0
.

0 1 万 E D T A ( T r is (p H 7
.

0 )( 0
.

2 M N a H CO
.
< 0

.

0 5 M p h睁
Phat e

一eitr

ate (PH 7
.

0) < 0
.

1 卫 N a ·

Py r o sp ha te (PH 7
.

0 )
.

.

挤


