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摘  要   试验了茶多酚抑制红壤稻田脲酶及其对其它几种酶、水稻根系活力和水稻生长的影响。

试验表明茶多酚对红壤稻田脲酶具有较强的抑制作用,对红壤稻田蛋白酶、过氧化氢酶和纤维素酶抑制作

用较弱。茶多酚对水稻根系活力和水稻生长也有较轻微抑制作用。茶多酚较氢醌的脲酶抑活作用强、副

作用小,茶多酚是一种有较好前景的脲酶抑制剂。
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尿素是目前世界及我国农业生产中应用面积最广, 数量最多的一种氮肥
[ 1]
。但由于尿素表施到土

壤中,经土壤脲酶作用, 被迅速水解成碳酸铵,容易造成氨挥发, 因而尿素肥料的肥效较低, 水田一般只

能达到 30% ~ 50%
[ 2, 3]

,提高尿素肥效已成为当前农业生产上一个迫切需要解决的问题, 人们作出过长

期而艰苦的探索,如发展了大颗粒尿素和包被尿素, 缓释尿素以及尿素深施等技术,但终因效果不理想

或费工费时尚难以在生产上广泛应用。脲酶抑制剂能够抑制脲酶活性, 减缓尿素水解,是提高尿素肥效

的有效途径之一[4]。自 20世纪 60 年代以来,人们进行了大量的脲酶抑制剂筛选工作, 例如有近百种有

机、无机化合物作为脲酶抑制剂而获专利[ 5]。人们发现含硼化合物、尿素衍生物类、金属盐类、酚类和醌

类、磷酸胺类化合物都具有抑制脲酶活性的作用, 其中被认为最好的无机物是银盐和汞盐, 最有效的有

机物是酚和醌。研究得最多且高效的有氢醌、O-苯基磷酰二胺和 N-丁基硫代磷酰三胺[ 6]。但是由于各

抑制剂或存在成本过高或存在对环境的污染和应用效果不稳定的情况, 目前仍无一抑制剂得到大面积

的推广应用。我们在进行植物性脲酶抑制剂的筛选工作中, 发现茶多酚具有较强的抑制脲酶作用[ 7]。

本研究探明了茶多酚在红壤稻田的应用效果。

1  材料、方法与实验设计

111  供试土壤与材料
1111 1 供试土壤   江西农业大学校区内红壤稻田(红土母质的水耕人为土)。肥田土壤有机质含量

241 5 g kg- 1, 全氮 11 36 g kg- 1 , 水解氮 6815 mg kg- 1 ; 低肥田土壤有机质含量 2013 g kg- 1 , 全氮 1102 g

kg- 1 ,水解氮 4912 mg kg- 1。

1111 2  供试作物   水稻(品种为浙 965)。

1111 3 供试材料   茶多酚为市售金龙公司产品(茶多酚含量为 50% )。

112  试验设计与方法
1121 1 试验设计   试验选择肥力高的和肥力低的两种红壤稻田(红土母质的水耕人为土) , 肥田区设

五个处理: ( 1)尿素 210 kg km- 2( CK ) ; ( 2)尿素210 kg km- 2+ 氢醌 0175 kg km- 2 (T 1) ; ( 3)尿素210 kg km- 2

+ 茶多酚01 75 kg km- 2( T2) ; ( 4)尿素 210 kg km- 2+ 茶多酚0115 kg km- 2( T3) ; ( 5)尿素210 kg km- 2+ 茶多

酚 01075 kg km- 2( T4 )。低肥区设 3个处理,同肥田区处理 1, 2 和 3。每处理小区面积为 13133 m2 ,设置 3

个重复。在早稻分蘖期( 5 月10日)将尿素和抑制剂用 2000 ml H2O 溶解后一次性泼施。在施用 2、4、6、
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15、30 d 后分别用五点取样法取土样进行土壤脲酶、过氧化氢酶、蛋白酶、纤维素酶分析。并在施肥 4、6、

15、30 d 后取根系样品分析稻根脲酶活性和根系活力, 在施肥后 15、30 d 取植株样品测定水稻地上部和

地下部的干物质积累量。

1121 2 研究方法   ( 1)脲酶测定。用比色法[ 8]。( 2)蛋白酶检测。称取 2 g 风干土两份, 分别置试管

中,加入 015 ml甲苯, 摇匀后旋转 15 min。将其中一试管加 10 ml 1%白明胶,另一管则加 10 ml H2O。置

30 e 恒温箱中培养 24 h。然后, 将试管中悬液滤至另一试管中。吸取滤液 5 ml,加 015 ml 01 05mol L- 1

H2SO4 和 3 ml 114mol L- 1Na2SO4沉淀蛋白质并过滤。取滤液 2ml加 1ml 01125 mol L- 1茚三酮溶液在沸水

浴上加热 10 min, 将显色液稀释至 50 ml。以甘氨酸作标准曲线计算蛋白酶活性。( 3)过氧化氢酶活性

测定[9]。称取 5 g过 1mm 筛的风干土样, 置于 150 ml三角瓶中, 注入 40 ml H2O 和 5 ml 01088 mol L- 1

H2O2。设置不加土样的对照。放于 120 min- 1往还式摇床上, 振荡 30 min。然后加入 5 ml 6mol L- 1H2SO4

以终止反应,用致密滤纸过滤。再取滤液 25 ml, 用 011 mol L- 1KMnO4 溶液滴定至微红色。以单位土重

的01 1 mol L- 1 KMnO4 ml数表示酶活性。( 4)纤维素酶活性测定[ 8]。称取风干土样 10 g两份,分别置 50

ml容量瓶中, 加入 11 5 ml甲苯摇匀后放置 15 min。另取一个 50 ml容量瓶不加土样和甲苯作为无土对

照。在一个土样瓶和对照瓶中加入 5 ml羧甲基纤维素溶液。另一土样瓶则加 5 ml去离子水。再在三

个容量瓶中加 5 ml醋酸盐缓冲液( pH 515) ,混匀后塞紧, 置 35 e 恒温箱培养72 h。培养结束后置沸水浴

终止反应。然后加入 01 3 mg铝钾矾铅沉淀剩余纤维素。立即用滤纸过滤至 50 ml容量瓶中,用去离子

水定容至刻度。吸取滤液 2 ml至耐热试管中,加入 5 ml 01103 mol L- 1蒽酮试剂,置沸水浴加热 10 min,

并设置以蒸馏水代替反应液的对照。于 551 nm 波长处测定光吸收,以葡萄糖作标准曲线。计算每 g土

样72 h内释放的葡萄糖 mg数。( 5)A-萘胺法测定根系活力[ 10]。将待测根系洗净吸干附着水称取 1 g放

入 100 ml三角瓶中, 加40 mg kg- 1的A-萘胺溶液和012 mol L- 1 pH 7 的磷酸缓冲液各25 ml,混匀。静置 5

~ 10 min后, 从瓶中取 2 ml溶液置 20 ml刻度试管。将其余的溶液塞好瓶塞后, 放在振荡器上, 在 25e
下振荡 3~ 6 h。反应完毕后, 取 2 ml溶液放入另一刻度试管。在上述两次及空白试验所吸取的 2 ml待

测液中,各加入 10 ml去离子水, 混匀后再加入 01058 mol L
- 1
对氨基苯磺酸 1 ml和 100 mg kg

- 1
的 NaNO2

溶液1 ml, 混匀,置于室温下 5 min使之显色, 定容至 20 ml,在 510 nm 波长进行比色, 由A-萘胺标准曲线

查出A-萘胺含量,以单位时间每 g 根样所耗A-萘胺的Lg 数表示根系活力。

2  结  果

211  不同浓度茶多酚抑制红壤脲酶活性研究
在早稻分蘖期,用不同浓度( 01 75 kg km- 2、0115 kg km- 2、01075 kg km- 2)的茶多酚和尿素混施于红

壤稻田,分别在施用 2、4、6、15、30 d 后取土样测定脲酶活性(表1)。表 1结果表明,茶多酚对红壤稻田脲

酶有较强的抑制作用。在所试验的浓度范围内,随着茶多酚浓度的增大,抑制作用增强。其抑制效果随

表 1 茶多酚对红壤稻田脲酶活性的抑制动态

Table 1  The inhibition trends of tea- polyhenol on urease activity in paddy soil derived from red soil

处  理

Treatment

脲酶活性/脲酶活性抑制百分率

Urease activity/ Inhibition rate of urease activity(NH3-N Lg g- 1) / ( % )

2d 4d 6d 15d 30d

CK 638/ 0 d D 815/0 d D 845/ 0 d C 806/ 0 d D 360/ 0 a A

T1 389/ 3910 c C 429/4714 ab AB 465/ 4510 bc B 452/ 4319 b BC 423/ 0 b B

T2 167. 3/ 74. 3 a A 407/5011 a A 416/ 5017 a A 407/ 4915 a A 382/ 0 a A

T3 338/ 4710 b B 443/4516 b BC 452/ 4615 b B 435/ 46 b AB 4215/ 0 b B

T4 361/ 4314 b BC 470/4213 c C 485/ 4216 c B 484/ 3919 c C 450/ 0 c B

  注: A, B, C,D 表示处理间差异极显著( p< 0101) ; a, b, c, d表示处理间差异显著( p< 0105) ;任一对处理间在同一显

著水平字母相同表示差异不显著(邓肯法) ;各处理重复间经方差分析差异不显著。表中只列脲酶活性平均数
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施用时间增加而减弱, 用后 30 d, 抑制作用消失。试验还表明, 在茶多酚和氢醌同样用量 (均为

0175 kg km- 2)的情况下,茶多酚的抑制效能优于氢醌。尤其是在施用 2 d内,茶多酚的抑制作用较氢醌要高

出35%。其结果经方差分析表明,处理间差异达极显著水平( p< 0101) ,天数间差异达显著水平( p< 0105)。进

一步采用 Duncon氏新复极差测验法,对处理间进行多重比较。结果显示,在 2 d 内施用茶多酚与氢醌处理间

达极显著水平,但随着使用时间延长,差异消失;高浓度茶多酚和低浓度茶多酚处理间差异达极显著水平。

212  茶多酚对不同肥力红壤稻田脲酶抑制作用研究
试验了茶多酚对不同肥力红壤稻田脲酶活性的抑制作用(表 2)。结果表明, 茶多酚对不同肥力红

壤稻田脲酶活性均具抑制作用,且抑制效能均随施用时间增加而减弱;其在不同肥力土壤中抑制脲酶活

性的效果以在高肥力田较低肥力田的抑制效果为佳。经方差分析与新复极差多重比较分析, 处理与 CK

间差异达极显著( A= 01 01)。

表 2 茶多酚对不同肥力红壤稻田脲酶抑制作用比较
Table 2  Comparison of tea-polyphenol on urease inhibit ion in different type of paddy soils derived from red soils

处  理

Treatment

脲酶活性/脲酶活性抑制百分率

Urease activity/ Inhibition rate of urease activity(NH3-N Lg g- 1) / ( % )

2 d 4 d 6 d 15 d 30 d

CK
肥  田

低肥田

638/ 0

354/ 0

815/ 0

705/ 0

845/0

710/0

806/ 0

596/ 0

360/ 0

331/ 0

T2

肥  田

低肥田

164/ 7412

192/ 4517

407/5011

356/4915

416/ 5018

484/ 32153

407/ 4915

448/ 24183

382/ 0

405/ 0

213  茶多酚对红壤稻田蛋白酶、过氧化氢酶和纤维素酶活性的影响
为了判断作为脲酶抑制剂的茶多酚的专一性, 试验了施用茶多酚对红壤稻田蛋白酶、过氧化氢酶和

纤维素酶的影响(表 3)。结果表明, 茶多酚对红壤稻田蛋白酶也具有抑制作用。但与其对脲酶活性的抑

表 3  茶多酚对红壤稻田蛋白酶、过氧化氢酶、纤维素酶的抑制动态

Table 3  The inhibition t rends of tea-polyhenol on proteinase , catalase and cellulase activiuy in paddy soil derived from red soil

处  理

Treatment

时  间Time( d)

2 4 6 15 30

蛋白酶活性[甘氨酸( mg g- 1) 24 h酶促反应/蛋白酶活性抑制率( % ) ]

Proteinase activity[Gly mg g- 124 h catalysis/ Inhibition rate of proteinase activity]

CK 1160/ 0 2156/ 0 3125/0 1182/ 0 1135/ 0

T1 1149/ 618 2100/2118 1182/ 44 1150/ 1715 1161/ 0

T2 1148/ 715 1199/2213 2150/ 2311 1162/ 1019 1135/ 0

过氧化氢酶活性[高锰酸钾( ml g- 1) /过氧化氢酶抑制率( % ) ]

Catalase activity[KMnO 4 ml g- 1/ Inhibition rate of catalase activity]

CK 6188/ 0 8183/ 0 9121/0 10162/ 0 7189/ 0

T1 6170/ 216 8125/ 615 412 9197/611 8178/ 0

T2 6130/ 814 7195/ 919 8154/ 712 9169/817 8166/ 0

纤维素酶活性[葡萄糖(mg g- 1) 72 h/纤维素酶抑制率(% ) ]

Cellulase activity[ Glulose mg g- 172 h/ Inhibit ion rate of cellulase act ivity]

CK 0145/ 0 0132/ 0 0150/0 0133/ 0 0135/ 0

T1 0113/ 7111 0126/2015 0118/ 6413 0139/ 0 0138/ 0

T2 0128/ 3612 0129/ 913 0128/ 4314 0144/ 0 0135/ 0
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制作用相比较,其抑制百分率要小得多, 且抑制高峰不是出现在施用后第 2 d,而是出现在第6 d。与氢

醌相比较,两者均对蛋白酶活性有一定抑制作用,两者的抑制效果差异不显著, 但是,趋势是茶多酚对蛋

白酶的抑制效能稍弱。结果还表明,茶多酚和氢醌对红壤稻田过氧化氢酶的抑制均在 10%以内。

由表 3可知, 茶多酚和氢醌对纤维素酶活性均有较强的抑制作用,前者的抑制效果明显,且抑制作

用时间较短,只有 6 d。经方差分析,表 3 各处理与 CK 间差异不显著( A= 0105)。

214  茶多酚对水稻根系活力的影响
一个优良的脲酶抑制剂,不仅要求有效地抑制脲酶活性,而且还应对植物生长及代谢无太大不良影

响。为此,研究了施用茶多酚后, 水稻根系活力的变化(表 4)。结果表明, 茶多酚对水稻根系活力有一

定的抑制作用,达 10%左右,其对根系活力的抑制与氢醌的比较相近。经方差分析, 处理与 CK 间差异

不显著(A= 01 05)。

表 4  茶多酚对水稻根系活力的影响

Table 4  Effect of tea-polyphenol on vitality of rice root system

处  理

Treatment

根系活力:A-萘胺生物氧化量/根系活力抑制百分率

Roots. vitality(biological oxidation quantity of naphthalene acef icacid(Lg g- 1 h- 1)

/ Inhibition rate of roots. vital ity) ( % )

2 d 4 d 6 d 15 d 30 d

CK 1110/ 0 1611/ 0 1312/0 1916/ 0 1714/ 0

T1 1010/ 911 1316/1515 1215/ 513 817/ 913 1812/ 0

T2 917/ 1118 1319/1316 1118/ 1016 815/ 1114 1718/ 0

215  茶多酚对水稻生长的影响

在施用茶多酚后的第 15 d 和第 30 d, 取样测定了水稻地上部和地下部干物重(表 5)。结果表明,茶

多酚施用初期对水稻地上部和地下部的生长均有一定影响, 但影响均很小,施用时间较长后,其抑制作

用消失。茶多酚抑制水稻生长的作用与氢醌大致相似。

表 5  茶多酚对水稻生长的影响

Table 5  Ef fect of tea-polyphenol on the growth of rice

处  理

Treatment

15 d

地上部干重/抑制

生长百分率

Dry matter content

of aerial parts( g) /

Inhibit ion growth rate( % )

地上部干重/抑制

生长百分率

Dry matter content

of underground parts( g) /

Inhibition growth rate( % )

30 d

地上部干重/抑制

生长百分率

Dry matter content

of aerial parts( g) /

Inhibit ion growth rate( % )

地上部干重/抑制

生长百分率

Dry matter content

of underground part ( g) /

Inhibition growth rate( % )

CK 130144/ 0 54138/ 0 189193/ 0 46114/ 0

T1 128172/ 113 51180/ 417 197199/ 0 46147/ 0

T2 126153/ 219 53106/ 214 193153/ 0 47139/ 0

3  结  论
11 田间试验证明, 茶多酚具有较强的抑制脲酶作用,并且随浓度增大,抑制作用增强 ,茶多酚的抑

制有效期在 15 d 以上。

21 茶多酚除了抑制脲酶活性外, 对土壤的蛋白酶、过氧化氢酶和纤维素酶均有一定程度的抑制。

由此说明,其专一性不强。但试验结果表明, 茶多酚对红壤稻田蛋白酶、过氧化氢酶和纤维素酶的抑制
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作用明显小于对脲酶的抑制作用,尤其是对纤维素酶的抑制为时仅 6 d 左右。

31 茶多酚对水稻根系活力和水稻生长也有一定的抑制作用,但抑制作用较弱, 并且恢复较快。

41 与目前公认的三种最好的脲酶抑制剂之一氢醌比较, 茶多酚对脲酶的抑制效能更强, 而对土壤

蛋白酶、过氧化氢酶、纤维素酶的抑制接近或略低于氢醌; 而对水稻根系活力和水稻生长的抑制作用两

者比较相近。说明茶多酚作为一种脲酶抑制剂有较好前景。
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TEA-POLYPHENOL INHIBITION TO UREASE OF PADDY SOIL

DERIVED FROM RED SOIL AND ITS EFFECTS ON THE GROWTH OF RICE
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Summary

The authose used tea-polyphenol as inhibitor and studied its effects on the urease and some other en-

zymes in paddy soil derived from red soil, as well as the vitality of rice roots and the growth of rice. The

results show that its inhibition to urease of the paddy soil derived from red soil was fairly strong, whereas

the inhibition to protein enzyme, catalase and cellulase in the soil was relatively weak. The tea-polyphenol

also had a comparatively faint inhibition to the vitality of rice roots and the growth of rice. Compared with

hydroquinone, the tea- polyphenol. s side effects of inhibition was weaker, hence it is a better inhibitor.

Key words   Tea-polyphenol, Inhibitor, Urease, Paddy fields
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