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  土壤酶是土壤生物学活性的重要组成部分,它催

化有机物的矿化释放无机养分,参与土壤腐殖物质的

分解形成,反映了土壤各种生物化学过程的动向和强

度;其活性与土壤的理化性质和其他生物学特征紧密

相关,且有易于测定的优点,是近年来土壤质量评估

工作中必不可少的内容[ 1]。土壤酶一直受到红壤研

究者们的重视[ 2, 3] ,但这些研究涉及的酶的种类较少,

近年来国外相关文献中的一些常见的酶,如葡糖苷

酶、荧光素水解酶、芳基硫酸酯酶等
[ 4~ 6]
鲜见报道;也

没有回答在长期不同施肥管理条件下,红壤中酶活性

的综合水平特点和土壤酶动力学特征的差异等问题。

本文的工作则针对上述问题开展研究,以期为合理化

提高红壤肥力的施肥措施提供理论依据。

1  材料与方法

111  试验地点与供试土壤

样品采自江西余江县中国科学院红壤生态实验

站(北纬 28b15c20d, 东经 116b55c30d)长期实验田。

2002和2003年 8月花生收获后采样。按五点法取

0~ 20cm土壤并将之均匀混合成一个样品。样品分

别磨细过 100目和 20目筛。供试土壤基本化学性

质见表 1。

表 1  供试土壤的基本化学性质

实验区
pH1) 有机质 全氮 全磷 全钾 有效磷 交换

性钾

( g kg- 1)  (mg kg- 1)

有机肥 4. 7 6. 4 0. 34 0. 53 10. 5 3. 9 50

无机肥 4. 6 5. 8 0. 40 0. 63 11. 2 3. 7 69

  1) W土BW水= 1B2. 5

112  试验设计
该试验始于 1989年, 处理设 3个重复, 小区面

积为 33m
2
。试验初采取花生 ) 油菜轮作的种植制

度, 1994年以后改为花生单作。具体施肥方案如下:

11211  无机肥试验   设置了 NPKCaS、NPKCa、

NPK、NP、NK和 PK等共 6个处理, 其中/ Ca0指施用

石灰, / S0指施用石膏和四硼酸钠、钼酸铵。

无机肥试验前三年花生施肥量为氮(尿素, N)

75 kg hm
- 2

, 磷(钙镁磷肥, P2O5) 127. 5 kg hm
- 2

, 钾

(氯化钾, K2O) 75 kg hm- 2,以后化肥用量减至原来

用量的 1/ 2。油菜除氮肥为 1 055 kg hm- 2外, 其余

同花生。石灰用量 1 500 g hm- 2,硫(石膏, S) 41. 85

kg hm
- 2

, 钼(钼酸铵, Mo) 163. 02 g hm
- 2

, 硼(四硼酸

钠, B) 170. 1 g hm- 2。
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11212  有机肥试验   设置了对照(CK,施少量化肥)、

厩肥、秸秆、绿肥和花生秸秆还田(还田)共5个处理。

有机肥试验的前三年化肥施用量同无机肥试

验,每个处理都施。1991年后化肥用量减至原用量

的1/ 3。

113  分析测试
11311  养分分析   按常规养分分析方法[ 7]。

11312 土壤酶活性测定   ( 1) 脱氢酶 ( DH ) : 按

Casida方法[ 8, 9] 测定, 酶活性以三苯基甲 ( TPF)

Lg g- 1 d- 1, 37 e 表示。( 2) B-葡糖苷酶( B-GLY) : 按

Eivizi和 Tabatabai 方法
[ 9]
测定, 酶活性以对硝基酚

( PNP) Lg g- 1 h- 1, 37 e 表示。( 3) 荧光素水解酶

(FDA) :按 Schn�rer和 Adam 方法[ 10]测定, 酶活性以

荧光素( fluorescein) Lg g
- 1

h
- 1

, 30 e 表示。( 4)脲酶

(UR) : 按 Kandeler 方法
[ 11]
测定, 酶活性以铵态氮

(NH+
4-N)Lg g- 1 2h- 1, 37 e 表示。( 5)磷酸酶( acP,

酸性磷酸酶; alP,碱性磷酸酶) :按 Eivizi和 Tabatabai

方法
[ 9]
测定, 酶活性以对硝基酚( PNP) Lg g

- 1
h

- 1
,

37 e 表示。( 6)芳基硫酸酯酶( ARL) : 按Tabatabai和

Bremner 方法[ 9] , 酶活性以对硝基酚 ( PNP) Lg g- 1

h- 1, 37 e 表示。

每个样品设 1个无基质对照和 3个平行。

2  结果与分析

211  土壤酶活性对长期施用不同有机肥的响应
长期施用有机肥使各种土壤酶活性有不同幅度

的提高(以CK处理的酶活性为 100% ) (图 1)。

DH :脱氢酶;B-GLY:B-葡糖苷酶; FDA:荧光素水解酶; UR:脲酶; acP:酸性磷酸酶; alP:碱性磷酸酶; ARL:芳基硫酸酯酶

图 1 土壤酶活性在有机肥处理下的变化比例

  与单施化肥相比, 所有的酶对有机肥都有积极

的响应。有机肥对土壤酶活性的贡献主要来自以下

三个方面: ( 1)有机肥含有丰富的酶, 它对土壤有/加
酶0作用; ( 2)有机肥改善了土壤的理化性质,有利于

作物和土壤(微)生物的生长, 使更多的酶伴随着旺

盛的根系活动和土壤动物、微生物的生命活动而进

入土壤; ( 3)它能为土壤酶创造良好的反应环境如充

足的底物、适宜水分、pH值、土壤结构等。本实验中

以厩肥的效果最佳, 与其他有机肥处理的差异都达

到了显著水平, 这说明厩肥在上述几方面优于其他

三种有机肥。

其他三种有机肥之间的效果差异均不显著。可

能的原因有: ( 1)长期施肥使每次施肥的刺激效果减

小。持续施用有机肥虽能巩固前一次施肥的效果,

但酶活性因此而增加的幅度会小于前一次的, 如姚

胜蕊等
[ 12]
的实验结果。( 2)土壤结构的影响。土壤

中游离土壤酶的含量一般小于总含量的 1% [ 1] ,大

多数土壤酶是以酶 ) 矿物黏粒或酶 ) 腐殖质等复合

体形态而存在。有机肥实验中各级土壤微团聚体含

量大都与土壤酶活性在 p< 0. 01水平上显著相关

(见表2) ,说明在被研究的土壤中,各粒径土壤微团

聚体的含量对土壤酶有很大影响。因此, 土壤酶活

性变化也呈现出与各级土壤微团聚体的变化(数据

未列出)相似的趋势,即以厩肥处理下的和对照的差

异显著,而在其他三种有机肥处理两两之间没有显

著差异。

212  土壤酶活性对长期施用不同化肥的响应

长期施用化肥条件下土壤酶活性的变化比例

(以 NPK处理的酶活性为 100%)差异很大(图 2)。

长期施用石灰使土壤的 pH 值由 5. 8 上升至

713, DH 和 alP 因此分别比对照的活性增加了 56%

和 90%, UR、FDA和 acP 则分别比对照减少了 48%

(差异显著)、38%和 37%, 而 ARL 和 B-GLY 几乎不

受石灰的影响, 分别为 NPK 处理的 102%和 95%。

土壤 pH 值是土壤酶促反应重要的环境条件之一,

它通过作用于酶的空间结构、活性部位催化基团、结
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表 2  土壤酶活性与土壤微团聚体百分比含量的相关性1)

DH2) B-GLY 3) FDA4) UR5) acP6) alP7) ARL8)

> 0. 25 mm 0. 962* 0. 804* 0. 868* 0. 907* 0. 944* 0. 942* 0. 730*

0. 25~ 0. 05 mm 0. 822* 0. 965* 0. 883* 0. 878* 0. 838* 0. 552 0. 682*

0. 05~ 0. 002 mm - 0. 820* - 0. 824* - 0. 897* - 0. 878* - 0. 84* - 0. 743* - 0. 954*

< 0. 002 mm - 0. 795* - 0. 899* - 0. 803* - 0. 802* - 0. 798* - 0. 539 - 0. 534

  1) n= 15, p < 0. 01, r = 0. 694; * 表示显著相关; 2)DH:脱氢酶; 3)B-GLY:B-葡糖苷酶; 4)FDA:荧光素水解酶; 5) UR: 脲酶; 6) acP: 酸性磷酸酶;

7) alP:碱性磷酸酶; 8)ARL:芳基硫酸酯酶

DH :脱氢酶;B-GLY:B-葡糖苷酶; FDA:荧光素水解酶; UR:脲酶; acP:酸性磷酸酶; alP:碱性磷酸酶; ARL:芳基硫酸酯酶

图 2 土壤酶活性在无机肥处理下的变化比例

合基团的解离状态而影响酶与底物结合或底物分解

为产物的过程, 并进而影响土壤酶的表观活性[ 13]。

多数土壤酶都在较窄的土壤 pH 值范围内表现出最

大活性。DH、acP 和 alP 的最适 pH 值范围分别是

8~ 9、4~ 6和 8~ 10[ 14, 15] ,可见上文土壤的 pH 值的

改变是有利于 DH 和 alP 而不利于 acP 的。此外,

B-GLY的变化也与 Acosta-Martinez[ 16] 的长期施石灰

实验的结果吻合。而 UR活性的下降或许应归咎于

土壤中累积的 Ca对产UR微生物的毒害作用
[ 17]
。

NK处理下(长期缺施 P 肥) , DH、acP、B-GLY和

FDA的活性分别比对照下降了 56%、48%、38%和

26% ,均低于其他两个缺素处理的酶活性,这是因为

该处理下的作物的生物量接近于零,土壤中有机质、

养分含量和 pH 值均低于其他处理, 土壤微生物生

命活动因而减缓,土壤酶活性的下降即是表现之一。

而UR、alP和 ARL的活性分别是对照的 93%、109%

和 108% ,即都高于其他两个缺素处理下的酶活性。

UR表现特殊的原因可能有如下三点: ( 1) NK处理并

没有减少 UR 的底物尿素的供应; ( 2)风干土中的

UR能在很长时间( 10a)内维持其大部分活性
[ 18]

,且

本实验数据表明它与全 P、有效 P 均无显著相关(数

据未列出) ,所以它表现出来的活性可能更多的是在

作物减产前残留在土壤中的酶活性; ( 3)本实验中以

钙镁磷肥为无机磷源, 则如上文提到的, NK 处理的

土壤有可能因没有 Ca 对产 UR微生物的胁迫作用

而比其他缺素处理的土壤中有更多的 UR。对 alP

而言, pH 值( 4. 7)对它的刺激可能掩盖了其他不利

条件以及酶的数量下降的影响而使它的活性升高。

ARL 在 NK 处理下的异常表现则需要进一步的研

究。

NP处理(长期缺施钾肥)对作物产量和土壤全

钾含量都没有明显影响(数据未列出) ,与之对应的

是所有土壤酶在 NP 处理中虽略有下降但都不明

显, 说明土壤中的钾素供应对土壤酶活性影响不大,

这与多数研究者的结果一致[ 14]。由于花生有共生

固氮功能, PK处理对作物生长的影响在三种缺素处

理中是最小的, 土壤酶对此的反映也与之相似, 但

DH 和ARL 的活性却分别比 NPK 处理下的增加了

24%和 40%。尿素对 DH 和 ARL 的这种抑制作用

与Michel观察到的无机氮肥对土壤中B-GLY和多酚

氧化酶的抑制作用相似[ 19]。

NPKCaS处理下除 DH和 ARL 分别比NPKCa 处

理的下降了 48%和 46%外,其他土壤酶的反应则不

明显(图 3)。SO2-
4 (石膏)能够降低 ARL 的活性[ 4] ,

而根据 Bremner 和 Tabatabai[ 20]的研究, 它还能刺激

DH 活性,可见钼肥和硼肥对DH 有抑制作用。

213  土壤酶活性综合评价

鉴于土壤酶对各种环境因子的敏感性, 以单一

的土壤酶活性为标准容易失之偏颇,而将它们的活

性作一个综合的考量则更有可能得到全面客观的结

果。本文以主成分分析法
[ 21]
得到各个处理的土壤

酶活性的综合分值(图 4)。
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DH:脱氢酶;B-GLY:B-葡糖苷酶; FDA:荧光素水解酶; UR:脲

酶; acP:酸性磷酸酶; alP:碱性磷酸酶; ARL:芳基硫酸酯酶

图 3 土壤酶活性在 NPKCaS 处理下的变化比例

图 4 不同处理下土壤酶活性主成分分析

由图 4 可见, 土壤酶活性综合分值排序为: 厩

肥> 秸秆> 绿肥> 还田> NPK> NPKCa> PK> CK>

NPKCaS > NP> NK。以第一和第二主成分(累积贡

献率为 88. 07%)中标准化酶活性指标的特征向量

的绝对值大小为依据可知, 土壤酶活性中起主要作

用的因子群是: B-GLY、FDA、acP 和 ARL 是提供大部

分信息的因子群,它们表征了 C、P、S 的循环强度和

真菌、细菌的活性水平[ 4~ 6, 10, 19] ; DH 和 UR 次之,

它们与土壤的整体微生物活力水平和尿素水解状况

有关
[ 8, 11]

;而主要受土壤酸度控制的 alP 在主成分

分析的结果中作用最小。

214  土壤酶动力学特征

土壤酶促动力学研究可以阐明环境因素对酶促

反应速度的影响,而国内关于长期实验对土壤酶动

力学的影响的研究还不多见[ 22]。本研究通过

Michaelis-Menten方程[ S] / V= 1/Vmax [ S] + Km /Vmax来

探讨长期施肥对土壤酶的最大反应速度( Vmax )及其

与底物结合牢固程度( Km)的影响。这里选择 CK、

厩肥和还田处理下的三种土壤为研究对象, 实验所

得的 acP 和B-GLY的特征常数列于表3。

表 3 长期施肥处理 acP 和B-GLY的动力学常数

处理
R2 V max (Lg g- 1) Km(mmol g- 1) Vmax /Km

acP B-GLY acP B-GLY acP B-GLY acP B-GLY

CK 0. 993 0. 990 232. 6 35. 1 3. 25 1. 26 71. 6 27. 9

厩肥 0. 994 0. 997 250. 0 48. 3 1. 88 1. 05 133. 0 46. 0

还田 0. 989 0. 993 172. 4 32. 3 1. 60 0. 83 107. 8 38. 9

由表 3可见, acP与B-GLY的动力学常数在三种

处理下的变化趋势基本一致, 即: ( 1) Vmax以厩肥处

理下为最高, CK的次之,还田的最低,由于Vmax可表

征酶 ) 底物复合体分解为酶和产物(酶促反应控速

步骤)的难易程度[ 14] , 因此这也即三种土壤的酶促

反应速度的顺序。此外有学者[ 22] 认为, Vmax还反映

了土壤中稳定存在的胞外酶的数量,可见, 较之于花

生秸秆, 厩肥不仅为土壤带入更丰富的酶, 还能更好

地保护土壤酶。但花生秸秆还田处理降低Vmax的原

因还有待进一步研究。( 2) Km 值以 CK> 厩肥> 还

田, Km值越大, 酶对底物的亲和力越小, 从而形成

酶 ) 底物复合体的可能性越小, 可见单施化肥不利

于提高土壤酶与底物的亲和力, 这可能是因为它改

变了土壤微生物群落在土壤结构中的分布位置[ 8] ,

而厩肥虽然增加了土壤中酶的数量但同时也使增加

的酶更多地与腐殖物质结合, 增加了酶 ) 底物复合

体形成的难度, 使 Km 值提高。( 3) Vmax / Km是酶促

反应初速度最重要的指标,它的变化顺序为:厩肥>

还田> CK,这说明有机肥能提高土壤酶促反应的初

速度,且以厩肥效果为最佳。这与其他学者的研究

结果一致[ 22]。

3  结  论

1)所有的酶活性都在厩肥处理下有最高值而对

稻草秸秆、绿肥、花生还田的刺激不敏感。与 NPK

处理相比, NPKCa处理提高了DH 和 alP 的活性,但抑

制了UR、FDA、acP 的活性; 石灰和钙镁磷肥使产 UR

细菌受到 Ca 的毒害;除 DH 和 ARL 活性下降可能分

别归咎于四硼酸钠、钼酸和SO2-
4 的抑制作用外,其他

土壤酶对 NPKCaS处理都不敏感; NP处理对所有土壤

酶的影响均不显著, 而 PK处理除明显降低了 DH 和

FDA的活性外,效果与 NPK 处理类似; NK处理使除

UR、alP 和ARL 外的其他酶活性显著降低。
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  2) 11种长期施肥土壤的土壤酶的综合活性次

序:厩肥> 秸秆> 绿肥> 还田> NPK> NPKCa> PK>

CK> NPKCaS> NP> NK。B-GLY、FDA、acP 和 ARL对

这个排名的贡献最大, DH 和UR次之, alP 的作用最

小。

3)本研究中三种处理下土壤酶的动力学特征常

数比较: Vmax为厩肥> CK> 还田; Km为 CK> 厩肥>

还田; Vmax /Km为厩肥> 还田> CK。
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