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摘要 : 对连续 25 年的长期培肥试验地中土壤剖面酶活性的分布及土壤酶的催化反应特性进行了研究 ,结果发现,

土壤脲酶、碱性磷酸酶和蔗糖酶活性在土壤剖面中的分布从表层到深层,酶活性依次减小; 而多酚氧化酶呈/波浪0

型分布。土壤中脲酶、碱性磷酸酶、蔗糖酶活性与相应土层的有机质含量呈极显著正相关; 多酚氧化酶无此相关

性。土壤脲酶和碱性磷酸酶活性均随时间的延长而逐渐趋于一个稳定值, 且各个时段酶活性均为施肥处理高于不

施肥处理,说明施肥能显著提高土壤酶活性。土壤脲酶和碱性磷酸酶酶促反应初速度( V0)均随温度和底物浓度的

增加而增加,至一定温度和底物浓度时, V0 不再增加; 不同培肥措施下 V0 为: 厩肥> 秸秆> 化肥> 对照。
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Profile distribution of enzyme activity of long2term fertilization soil and
its dynamic character istics
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Abstract : Long2term balanced fertilization not only can increase the soil fertility and biologic property including enzyme

in the surface soil remarkably, but also can improve soil profile property and reflect the function depth and the influence

space scope of long2term fertilization effect. In this paper, we studied the relat ionship between enzyme act ivity of soil

profile under different long term fertilization measures with organic matter and the influence rule of temperature and reac2

tant concentration on the enzyme catalysis in the Loess Plateau, the results showed: from surface layer to in2depth layer,

soil urease, alkaline phosphatase and inverstase activities reduced in turn, while the polyphenol oxidase activity appeared

a -wave. distribution in the profile. There was a significant posit ive correlat ion between soil organic matter and urease,

alkaline phosphatase, inverstase at the corresponding soil layer, but it was not happened between organic matter and

polyphenol oxidase. With the incubation time prolonging, activities of soil urease and alkaline phosphatase increased and

reached to a constant at the end. Moreover, activit ies of soil urease and alkaline phosphatase were always higher in fertil2

ization treatments than those in control treatmentindicating fertilizer application could improve soil enzymatic act ivities sig2

nificantly. The V0 value ( the initial velocity of enzymatic reaction) of soil urease and alkaline phosphatase increased

along with the rising of temperature and reactant concentrat ions, moreover, to a certain temperature and reactant concen2

tration, V0 no longer increased. The V0 value of fert ilizations showed the same order as following: BM> SW> CF> CK.
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  长期不同措施的培肥作用不仅对表层土壤肥力

性状及包括酶在内的生物性状有明显作用, 反映培

肥效应的强度问题,而且对土壤剖面性状也会有不

同改善作用
[ 1- 2]

, 并在一定水平上反映着长期培肥

效应的作用深度及影响空间范围。沈慧[3]研究指

出,在水土保持林土壤中, 不同土层土壤脲酶、磷酸

酶和蔗糖酶的活性均是表层土壤高于下层土壤。张

成娥[ 4]在研究黄土丘陵区不同撂荒年限的自然恢复

草地中发现,土壤蔗糖酶、脲酶、中性磷酸酶活性在

剖面的分布均为上高下低, 并随着土层的加深而降

低。

  酶作为一种蛋白质, 在土壤异质体里,主要以结

合状态存在,它具有特殊的催化能力,比普通无机催

化剂要大十几倍, 几十倍, 乃至数百倍[5- 6]。然而,

在酶参与土壤的生物化学反应过程中, 要受环境的

影响,如温度、pH、底物浓度及重金属等。因此, 研

究土壤中酶的动力学远比均质体系中的酶催化反应

动力学要复杂得多。Zantua
[7]
研究表明, 增加底物

浓度酶促反应速度加快, 但底物浓度达到一定限度,

酶活性不再增加。和文祥[8]通过对陕西 7种类型

19个土样脲酶活性进行测定结果也发现,在一定温

度和底物浓度范围内,随温度和底物浓度增加,脲酶

活性升高。

  本试验通过研究长期不同培肥措施土壤剖面酶

活性的分布特征及与有机质的相互关系, 了解不同

温度和底物浓度对酶的催化反应的影响规律, 旨在

更全面地揭示长期培肥过程中土壤肥力的演化规律

和培肥措施对土壤质量的影响强度和作用深度, 从

而为实际生产过程的调控提供理论依据。

1  材料与分析

111  供试土样

供试土壤采自西北农林科技大学 1977 年在农

一站设置的长期肥料定位试验地中的部分试验设

计[9] : 1)对照处理(无肥, CK) ; 2)施化肥处理(施尿

素和过磷酸钙分别为 450、525kg/ hm
2
, CF) ; 3) 施中

量秸秆处理(施尿素、过磷酸钙和玉米秸秆分别为

450、525和 18750 kg/ hm2, SW) ; 4) 施厩肥处理(施

尿素、过磷酸钙和厩肥分别为 450、525 和 9375

kg/ hm2, BM)。其中有机肥 (包括厩肥和秸秆) 和磷

肥的施用是在小麦播种前, 氮肥在每季作物播种前

都施用。试验期间的田间管理措施同大田,作物收

获后根茬保留在原地。处理均为小麦 ) 玉米一年两

茬轮作种植制度。各处理随机区组排列, 3次重复。

土壤为重壤质 土(系统分类名为土垫旱耕人为土,

Earth2cumuli2orthic anthrosols)。样品是在连续培肥 25

年后于2002年冬小麦播种前采样。采样时先去除

表层未腐解的秸秆, 每个试验小区内用五点法分别

采取 5 ) 20cm耕层土样,并在剖面 0 ) 40cm范围内

按 10cm的间距采取土样, 混合均匀后风干,所有土

样通过 1mm和 0125mm筛处理供分析用。

112  测定方法

土壤有机质采用丘林法测定[10]。

  酶促反应初速度的测定: 初速度(V0)是指在酶

促反应刚开始的一瞬间产生的一个起始速度,一般

在一定底物浓度下, 由酶活性与时间关系曲线过零

切线的斜率求得[ 12]。

  脲酶的测定[ 11] : 称取 5g土样于三角瓶中,加入

1mL甲苯, 静置 15min 后, 于不同尿素浓度( 10、50、

100、500mmol/L) ; 不同时间( 3、6、9、12、15、24h)及不

同温度条件( 15、30、45 e )下用 Hoffmann 与 Teicher

法测定脲酶活性, 单位为NH3- N Lg/ ( g#h)。

  碱性磷酸酶的测定[11] : 称取 5g土样于三角瓶

中,加入 5滴甲苯后, 于不同磷酸苯二钠浓度( 1、5、

10、20 mmol/ L) ; 不同时间( 3、6、9、12、15、24)及不同

温度条件( 15、30、45)下用�±¹º¶³ 法测定碱性磷酸酶

活性,单位为 ph(OH) Lg/ ( g#h)。

  蔗糖酶和多酚氧化酶活性,用比色法
[11]
测定,

单位分别以 glu Lg/ ( g#h)和紫色没食子酸 Lg/ ( g#h)

表示。

  各土层中土壤脲酶、碱性磷酸酶、蔗糖酶活性与

相应土层有机质的相关分析采用美国 SAS 软件进

行。

2  结果与讨论

211  土壤有机质的剖面分布

经过25年有机培肥后, 0 ) 40cm土层有机质含

量有显著差异, 且在 0 ) 20cm的土层内差异极显著

(图 1)。施用化肥、秸秆和厩肥 3个处理耕层 20cm

以上土壤有机质含量比无肥对照分别增加了

19110%、54133% 和 69169%; 比培肥前分别高出

0121%、29186% 和 42179% ,而无肥处理比培肥之前
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降低了 15186%。表明无论长期利用无机肥培肥还

是有机肥培肥都可能维持着土壤有机质在最低水平

上平衡或者不同程度地提高土壤有机质累积, 且有

机质累积作用主要在 40cm土层以上。不同培肥措

施0 ) 40cm土层内有机质含量变化较大, 大小依次

为 BM> SW> CF> CK。

图1  土壤剖面有机质的分布

Fig. 1 Distribution of organic matter in soil profile

212  土壤酶的剖面分布

各处理土壤剖面脲酶、碱性磷酸酶和蔗糖酶活

性的分布状况与剖面有机质含量分布类似, 即在

0 ) 40cm范围内, 各处理 3 中酶活性从上到下逐渐

减小,但减小的幅度不同(图 2、图 3、图 4)。长期施

用秸秆处理, 3种酶活性在土壤上下层间相差最大,

脲酶、碱性磷酸酶和蔗糖酶活性变化分别为 130129

~ 47173 Lg/ ( g# h)、188101~ 66192 Lg/ ( g# h) 和

1710159~ 963159Lg/ ( g#h) ; 施用化肥变化最小, 其

活性变化分别为 106145~ 57133 Lg/ ( g# h)、122151

~ 75106 Lg/ ( g#h)和 1292146~ 1076135 Lg/ ( g# h)。

在0 ) 40cm土层中, 施用厩肥可明显地提高土壤脲

酶的活性, 这可能与厩肥处理中生理活性物质对作

物根系刺激作用比其它处理强有关。说明土壤中增

施有机肥,提高了各种养分的含量,并为生物酶的生

存带来了良好的环境,从用地养地的角度出发,应当

改变那种重无机轻有机的施肥观点[13]。

  图5看出,与前 3种酶活性不同,在 0 ) 40cm范

围内不同培肥措施下土壤多酚氧化酶的剖面分布多

呈/波浪0型分布。原因可能在于同一土壤剖面上,

由于上、下土层间性质不同,特别是土壤水分、有机

质含量、微生物活性以及土壤孔隙等性质的不同, 造

成氧分压在不同土层间差别较大。培肥措施对土壤

剖面多酚氧化酶活性的分布没有影响。无肥处理多

酚氧化酶的活性变化最为剧烈, 而施化肥变化比较

小,这可能是多酚氧化酶属于氧化- 还原酶类, 土壤

空气的氧分压和氧化还原电位决定了多酚氧化酶活

性的大小,由于各培肥措施在各剖面层对碳氮之间

比例协调不一致, 导致了氧化还原电位的变化, 因此

造成处理之间的差异。

图 2 土壤剖面脲酶的分布

Fig. 2 Distr ibution of ur ease in soil profile

图 3 土壤剖面碱性磷酸酶的分布

Fig. 3 Distr ibution of alk2phosphatase in soil profile

图 4 土壤剖面蔗糖酶的分布

Fig. 4  Distribution of invertase in soil profile

213  土壤酶与土壤有机质的相关分析

土壤酶活性与土壤中其它肥力因子有着显著相

关性,国内外已有许多报道[4, 14]。本试验在此基础
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图 5  土壤剖面多酚氧化酶的分布

Fig. 5 Distribution of polyphenol oxidase in soil profile

上研究了土壤剖面中土壤酶活性与土壤有机质的相

关性,结果表明, 土壤各层脲酶、碱性磷酸酶和蔗糖

酶活性与相应土层有机质的含量呈显著相关, 相关

系数分别为017026* * 、017572* * 和 018786* * ,均达

到极显著标准。而各土层中的多酚氧化酶与相应土

层有机质没有相关性, 这是由于它的酶性质不同造

成的。

214  不同底物与温度下土壤酶活性的动力学特征

21411  不同培养时间酶活性的变化  不同培肥措

施土壤脲酶、碱性磷酸酶活性随培养时间的变化而

变化。如在 45 e 下, 尿素浓度为 10 mmol/L 的脲酶

酶促反应和磷酸苯二钠浓度为 10 mmmol/L 的碱性

磷酸酶酶促反应 (图 6、图 7)看出,不同培肥措施土

壤中脲酶、碱性磷酸酶活性均随时间的延长, 累积值

不断增加,最后趋于一个稳定值。随时间的延长, 底

物浓度逐渐减小,产物浓度逐渐增加,导致酶反应速

度逐渐减慢,酶活性的增加幅度减小。

  从不同的培肥措施来看, 各个时间阶段脲酶和

碱性磷酸酶活性均为: BM> SW> CF> CK。碱性磷

酸酶活性表现为施肥处理明显高于不施肥处理, 而

施肥的 3个处理酶活性在前 15h 相近, 可能是因为

温度较高, 有效地激发了各施肥处理碱性磷酸酶活

性,从而使得在培养前期各处理酶活性几乎相近, 而

在培养后期,由于施入肥料不同,带入底物和本身释

放酶量不同,使得各处理碱性磷酸酶活性强度不一,

因而差异也逐渐显现。

21412  温度、底物浓度对土壤酶酶促反应初速度的

影响  温度对土壤脲酶、碱性磷酸酶酶促反应初速

度的影响如图 8所示。在不同底物浓度条件下, 各

培肥措施土壤脲酶、碱性磷酸酶酶促反应初速度均

随温度的升高而增加,增加量随土壤肥力水平而有

图 6 不同培养时间土壤脲酶活性变化

Fig. 6 Change of urease activity

dur ing the incubation time

图7  不同培养时间土壤碱性磷酸酶活性变化

Fig. 7 Change of alk2phosphatase activity

dur ing the incubation time

明显差异,且脲酶初速度的增幅低底物浓度小于高

底物浓度。同一底物浓度水平, 不同培肥措施下脲

酶酶促反应初速度为: BM> SW> CF> CK; 且低温

下各处理初速度相差不大, 随温度升高,各处理初速

度差异增大。与脲酶有所不同, 在低底物浓度下,各

施肥处理碱性磷酸酶初速度明显高于无肥处理, 但

各施肥处理之间初速度相差不大, 随底物浓度的增

加,各施肥处理之间碱性磷酸酶初速度差异才逐渐

增大。

图8还看出, 同一温度下, 随着底物浓度的增

加,土壤脲酶、碱性磷酸酶酶促反应初速度升高, 至

一定浓度时,无肥处理土壤初速度不再增加,而各施

肥处理初速度未表现降低趋势。说明在底物浓度较

低时,只有一部分酶与底物形成中间络合物,此时若

增加底物浓度,则有更多的中间络合物生成,因而反

应速度随之增加; 但当底物浓度很大时, 反应体系

中的酶分子全部与底物结合成中间络合物,此时底

物浓度虽再增加, 但无剩余的酶与之结合,也没有更

多的中间络合物形成, 因而反应速度保持不变。酶
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图 8  不同底物浓度下土壤酶酶促反应的初速度

Fig. 8 The soil enzyme reactive velocity affected by substr ate concentrate

( A: 脲酶 Urease; B: 碱性磷酸酶Alk- phosphatase)

促反应初速度随浓度变化在 15 e 时最先达到稳定

状态, 说明温度过低对脲酶和碱性磷酸酶初速度也

有影响。

3  小结

  长期培肥不仅能改善表层土壤生物酶活性, 而

且在对酶活性的提高都具有明显作用, 充分体现了

土壤长期培肥的作用结果与深度。0 ) 40cm土层

内,不同培肥措施土壤脲酶、碱性磷酸酶、蔗糖酶活

性在剖面中从上到下均呈现出减小趋势, 但不同处

理其减小幅度不一致; 土壤多酚氧化酶的变化则从

上到下呈现/波浪0型分布, 这是由于酶的性质不一

样造成的。各土层中土壤脲酶、碱性磷酸酶、蔗糖酶

活性与相应土层有机质有极显著相关性, 相关系数

分别为017026* * 、017572* * 和 018786* * , 多酚氧化

酶与土壤有机质无相关性。

土壤脲酶和碱性磷酸酶活性均随时间的延长而

逐渐趋于一个稳定值, 且各个时间段酶活性均为施

肥处理高于不施肥处理, 说明施肥能显著提高土壤

酶活性。土壤脲酶和碱性磷酸酶初速度均随温度和

底物浓度的增加而增加, 且至一定温度和底物浓度

时,土壤初速度不再增加。不同培肥措施下酶促反

应初速度均为: BM> SW> CF> CK。
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