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摘要 : 研究了连续 25 年长期培肥试验条件下土壤脲酶和碱性磷酸酶酶促反应的动力学和热力学特征,从酶学角度

揭示长期培肥的效应。结果表明, 长期培肥增加了脲酶和碱性磷酸酶酶促反应的 Vmax、Vmax/ Km和 k 值; 降低了

Ea、v G、v H 和v S 值,说明培肥能提高酶促反应速度、减小活化自由能、加快土壤中物质的生物循环过程。酶促

反应动力学参数和热力学参数与土壤性质相关分析表明 ,酶促反应动力学参数大多依赖于土壤化学性状, 基于动

力学参数的土壤肥力指标体系可评价土壤肥力水平, 且U- Vmax、P- Km、P- Vmax可作为土壤肥力的重要指标。
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The dynamic and thermodynamic characteristics of soil reactions catalyzed by soil
enzymes under long2term fertilization in Loess Plateau
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Abstract : Soil enzyme is a sensitive indicator of soil fert ility condition. The dynamic and thermodynamic characteristics

of soil enzymes can illustrate the enzyme catalyzed soil biochemical processes and explain the changing mechanisms of soil

fert ility. In this paper, the dynamic and thermodynamic parameters of soil reactions catalyzed by soil enzymes were ana2

lyzed for the soils under 25 years. cont inuous fertilization. The objective of this researchwas to reveal the effects of long2

term fertilization on soil fertility from the aspects of soil enzymes. The results showed that long2term fertilization increased

Vmax, Vmax/ Km and k, but decreased Ea , v G, v H and v S , indicating that fertilization could improve the velocity of

enzymatic reaction, decrease the free energy for activation, and therefore boost the cycling process of soil nitrogen and

phosphorus. The correlation analysis between dynamic and thermodynamic parameters of enzymatic catalyzed reaction and

soil properties suggested that dynamic and thermodynamic parameters of enzymatic catalyzed reaction mainly depended on

soil chemical properties and the soil fertility evaluation index system based on dynamic and thermodynamic parameters

could be used to evaluate soil fertility. The results from this study further implied that U- Vmax, P- Km and P- Vmaxwere

important indices for the evaluation of soil fert ility.
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  土壤酶学的研究从开始就与土壤肥力和土壤质

量的研究紧密联系
[1- 2]
。土壤酶活性及土壤酶催化

的生化反应特征是表征土壤质量的重要量度,也是

指示土壤养分供应能力的重要指标, 而且酶促反应
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特征的变化对评价土壤施肥后的生化代谢响应具有

重要意义。Masciandaro等[ 3]研究表明, 土壤在分施

有机肥、有机 ) 无机复混肥、无机肥料一年后, 脱氢

酶动力学常数有不同的变化, 施用有机物料和有机

) 无机复混肥后脱氢酶的 Vmax值增大, 施无机肥料

后土壤脱氢酶 Vmax值无显著变化; 但施用有机肥料

的土壤脱氢酶 Km 值不变, 而施用有机 ) 无机复混

肥和无机肥料的土壤 Km值显著增加。并认为脱氢

酶动力学常数可以作为衡量土壤中微生物活性变化

的有效指标。

土壤酶促反应动力学方法对探讨土壤酶的来

源、性质及影响因素,提高土壤肥力和进一步调控反

应过程有着重要意义, 它有助于揭示各反应的中间

阶段以及各种生物现象, 可以反映酶促反应过程;

而酶促反应热力学方法仅涉及反应的始态和终态,

不考虑反应进行的详细过程, 但却可以反映酶促反

应的结果, 有利于对反应的宏观特征进行描述[ 4]。

因此, 将两种方法结合起来既能反映酶促反应的微

观过程,又能了解宏观结果,从而能更全面地研究土

壤酶的催化特性。目前国外对土壤酶动力学 、热力

学研究的较多, 如 Dalal、Gianfreda、阿里耶夫等
[5- 7]

;

国内仅有和文祥和朱铭莪等[8- 9]对陕西不同土类脲

酶动力学做了研究,但长期施肥后土壤酶促反应的

动力学和热力学特征及其与土壤肥力状况之间的关

系方面的研究鲜有报道。本研究以长期培肥试验为

材料,研究了脲酶和碱性磷酸酶动力学、热力学反应

特征,探讨了各参数与土壤肥力之间的关系, 旨在通

过两种酶的动力学、热力学研究,深入认识土壤酶的

作用机理,探索用动力学参数和热力学参数表征土

壤培肥过程及其作用程度,为土壤酶促反应的合理

调节提供理论依据。

1  材料与方法

111  供试土样

供试土样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, 种植制度为冬小

麦 ) 玉米一年两熟制。本研究选取其中的 4个试验

处理[10] ,即: 1) 对照(无肥, CK) , 2) 化肥(尿素和过

磷酸钙施用量分别为 450和 525 kg/ hm2, CF) , 3)中

量秸秆 (在 CF 处理基础上施用玉米秸秆 18750

kg/ hm
2
, MS) , 4)厩肥 (在 CF 处理基础上施用厩肥

9375 kg/ hm2, BM)。每年在冬小麦播前按方案一次

施入玉米秸秆、有机厩肥和化肥, 并翻入 20 cm土层

内。各处理重复 3 次, 随机区组排列。培肥试验开

始前土壤基本性状为: 有机质 1410 g/ kg,全氮 0189

g/ kg, 全磷 0167 g/ kg, 碱解氮 54145 mg/ kg, 速效磷

715 mg/ kg, 属中等肥力水平,土壤类型为重壤质

土(系统分类命名为土垫旱耕人为土, Earth2cumuli2

orthic anthrosols) ,土壤 pH 719。

本研究所用的土壤样品采自 2002 年冬小麦播

种前(试验已进行了 25年) ,各处理土壤性质差异明

显(表 1)。采样时先去除表层未腐解的秸秆, 每个

试验小区分别用五点法取 5 ) 20 cm耕层土样,并混

匀风干,处理过 1 mm筛备用。

表 1  取样前土样的化学性状

Table 1  The chemical proper ties of the soil before sampling

处理

Treatments
有机质 ( g/ kg)
Organic matter

全氮 ( g/ kg)
Total N

碱解氮 (mg/ kg)
Alkali2hydrolysable N

全磷 ( g/ kg)
Total P

速效磷 (mg/ kg)
Available P

CK 151 118 11023 511625 01698 61836

CF 151 975 11068 551125 01776 141634

MS 181 726 11364 711750 01784 171430

BM 221 486 11489 871938 11018 511184

112  试验方法

11211  脲酶酶促反应  称取 5 g风干土于三角瓶

中, 加入 1mL甲苯,静置 15min后,于不同尿素浓度

( 10、50、100、500 mmol/L)、不同反应时间( 3、6、9、12、

15、24 h)和不同温度( 15、30、45 e )下用 Hoffmann 与

Teicher法
[11]
测定脲酶活性。

11212  碱性磷酸酶酶促反应  称取5 g风干土于三

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 h)

和不同温度( 15、30、45 e )下用 �±¹º¶³ 法[11]测定碱

性磷酸酶活性。

113  酶促反应参数计算

11311  土壤酶促反应动力学参数计算  在一定底

物浓度下,酶活性与时间关系曲线过零点切线的斜
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率为酶促反应初速度 ( V0 ) ; 土壤酶促反应可用

Michaelis- Menten方程来描述:

1
V0

=
Km

Vmax @S
+

1
Vmax

( 1)

用 Lineweaver2Burk 法作图可求得米氏常数

(Km)和最大反应速度( Vmax)
[ 12]
。

11312  酶促反应速度常数 k 和活化能 Ea 的计

算[13] :

k=
1
t

@ln(
Vmax

Vmax- Vt
) ( 2)

其中, Vmax为最大的释放氨或酚速率, t为反应时间,

Vt 为 t 时间释放的氨或酚量。

活化能 Ea 由 Arrhenius 速度方程的积分式求

得:

lnk= lnA-
Ea

RT
( 3)

其中 k为温度T 时的反应速度常数, T 为酶促反应

温度( K ) , A 为频率因子, R 为气体常数 81314 J/

(mol#K)。

11313  土壤酶酶促反应热力学参数计算[13] :

活化自由能: $G= RT ln(
RT
hkN ) ( 4)

活化焓: $H= Ea2RT ( 5)

活化熵: $ S=
$H - $G

T
( 6)

其中: T 为开氏温度(K) , k和 R同上, N 为阿伏加

德罗常数( 61023 @10
23
个分子数/mol) , h 为普朗克

常数( 61626@10- 34J/ S)。

本研究中方差分析用 SAS软件进行,用 LSD法

进行多重比较。

2  结果与讨论

211  土壤酶酶促反应的 Km和 Vmax

土壤酶的 Km值通常作为表征土壤酶与底物结

合牢固程度的指标,在数值上等于初速度达到最大

反应速度一半时的底物浓度。当 Km 值小时, 酶与

底物结合牢固, 亲和力大; 反之, 酶与底物的亲和力

就小。从表 2可知,由于脲酶和碱性磷酸酶所参与

的反应及其机理不同, 两者的 Km 值差异很大。脲

酶的 Km值介于14~ 50 mmol/L之间,碱性磷酸酶的

则在 018~ 215 mmol/ L之间; 而且脲酶和碱性磷酸

酶Km值随温度变化有所不同,这与前人的研究结

果一致[14- 16]。脲酶和碱性磷酸酶的Km值在15 e 和

30 e 时相差不大, 但在 45 e 时急剧增大, 这是因为

温度升高后活化了参与反应的酶, Km值减小; 温度

升高也加速了酶 ) 底物复合体的分解和反应产物的

解离,使 Km值增加; 但不同施肥措施对 Km值的影

响不大。

最大反应速度 Vmax是总酶量的量度, 可反映酶

) 底物复合物的分解速率。对土壤来讲, 它是实现

某种酶过程的潜在能力的容量指标, 在一定条件下,

Vmax对某一酶类是个特定值。本研究中, 各处理土

壤脲酶和碱性磷酸酶 Vmax值均随温度的升高而增

加; 除碱性磷酸酶在 15 e 时,施肥处理Vmax值相近,

且明显大于无肥处理外, 各温度下不同培肥处理脲

酶和碱性磷酸酶Vmax值均为 BM> MS> CF> CK。说

明施肥显著加快了发生在土壤中的酶促反应速度,

促进土壤中的氮、磷循环。

和文祥和朱铭莪在研究陕西土壤脲酶与土壤肥

力关系时发现, Vmax/Km 值是反映酶促反应特征的

重要指标,可指示土壤肥力水平
[ 8]
。在本研究中,各

处理土壤脲酶和碱性磷酸酶的Vmax/Km值均随温度

升高而增加, 而且各温度下施用有机肥后土壤脲酶

Vmax/Km 值均有显著增加, 长期施肥后土壤碱性磷

酸酶的Vmax/Km值在低温( 15 e )和高温( 45 e )条件

下也有所增加,以化肥和中量秸秆处理增加较大。

212  土壤酶酶促反应速度常数 k 和活化能Ea

通过对土壤酶促反应速率常数 k 的计算发现

(表 3) , 随温度升高, 各处理土壤脲酶、碱性磷酸酶

的反应速率常数逐渐增大,说明土壤酶促反应为吸

热反应, 温度升高促进了土壤的酶促反应。在同一

温度下, 各处理脲酶 k 值顺序为: BM、MS> CF>

CK,碱性磷酸酶 k 值为施肥处理高于不施肥处理,

施肥处理之间反应速率常数差异不显著, 表明施肥

能加速酶促反应, 这与前述的Vmax值变化趋势一致。

在土壤酶学研究中, 活化能 Ea 是指酶和底物

形成活化络合物时所必须取得的最低能量,即反应

过程中必须克服的能量障碍,可用来表征酶促反应

的难易程度和反应速度的快慢。不同培肥措施中,

土壤脲酶 Ea 值的顺序为: CK> CF> MS> BM; 碱性

磷酸酶 Ea 值的顺序为: CK> BM> CF> MS(表 3)。

说明长期培肥降低了土壤酶促反应的活化能,有利

于酶 ) 底物络合物的形成,从而加速了土壤生化反

应进程,促进了氮、磷营养元素的转化。但施肥的效

果因土壤酶的类别和肥料的不同而异。长期施用秸

秆和厩肥有利于土壤中脲酶酶促反应的进行; 而长

期施用秸秆和化肥则有利于土壤中碱性磷酸酶酶促

反应的进行。
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表 2 各处理土壤脲酶、碱性磷酸酶的动力学参数

Table 2  Kinetic par ameters of ur ease and alk. - phosphatase for different soil tr eatments

酶类 处理 Km(mmol/ L) Vmax[ NH3 mg/ (g# h) ] Vmax/ Km

Enzymes Treatments 15e 30 e 45e 15 e 30e 45e 15 e 30e 45 e

脲酶 CK 161619 171280 471331 010091 01 0257 010787 01 0006 010015 010017

Urease CF 241225 191846 411952 010181 01 0327 010962 01 0007 010016 010023

MS 141155 131588 431562 010199 01 0346 011124 01 0014 010025 010026

BM 151572 181639 501574 010218 01 0410 011471 01 0014 010022 010029

LSD0105 温度Temp. 61448 01 0238 010003

处理 Treat. 71445 01 0275 010003

碱性磷酸酶 CK 11110 01817 11632 010180 01 0345 011053 01 0162 010422 010645

Alk.2phosphatae CF 11005 01986 11877 010242 01 0461 011370 01 0240 010467 010730

MS 01932 11204 11986 010227 01 0498 011408 01 0244 010413 010709

BM 11396 11419 21559 010242 01 0581 011695 01 0173 010410 010662

LSD0105 温度Temp. 01281 01 0211 010036

处理 Treat. 01325 01 0244 010041

表 3 各处理土壤脲酶、碱性磷酸酶的 k 和 Ea值

Table 3  The k and Ea values of urease and alk. - phosphatase for differ ent soil treatments

处理

Treatments

脲酶 Urease
k( @10- 3/ h)

Ea

( kJ/ mol)

碱性磷酸酶 Alk. - phosphatase
k ( @10- 3/ h)

Ea

( kJ/ mol)
15e 30e 45e 15e 30 e 45 e

CK 210 815 714 36169 01 075 01 19 0137 40149

CF 313 912 1013 29157 01 096 01 23 0142 37184

MS 415 917 1119 24188 01 098 01 21 0142 37116

BM 512 915 1219 23123 01 087 01 22 0143 40100

LSD0105 温度Temp. 1167 01 019

处理 Treat. 1193 01 022

213  土壤酶酶促反应热力学特征

土壤酶促反应热力学参数见表 4。其中活化自

由能 $G 是酶促反应自发进行可能性的量度, $G

值越小,酶促反应进行的可能性越大, $G值小于零

时反应可自发进行[10]。各培肥土壤脲酶和碱性磷

酸酶的 $G> 0,说明土壤脲酶和碱性磷酸酶形成活

化络合物的过程不能自发进行。在同一温度下, 不

同处理土壤脲酶的 $G 值排序依次为: CK> CF>

MS> BM; 而碱性磷酸酶 $G值各处理的排序随温

度变化差异较大,且培肥处理均比不培肥处理小, 表

明长期培肥后土壤的酶促反应活化自由能有所降

低,酶促反应得到了促进。

活化焓 $H 通常用以表征酶的活性部位与反应

物结合时从外界所需获取的能量。在 4个处理中,

土壤脲酶和碱性磷酸酶的 $H 均大于 0,说明需要

从环境中获得较多的能量才能使酶促反应进行。各

培肥处理 2种酶的 $H 值均随温度升高而减小, 进

一步说明土壤酶促反应为一吸热过程。同一温度

下,各处理土壤脲酶的 $H 值大小为: CK> CF> MS

> BM; 碱性磷酸酶的 $H 值大致为: CK> BM> CF

> MS。这些结果表明, 温度升高和长期施肥都能减

少酶的活性部位与反应物结合时从环境所需获取的

能量,从而能以更少的能量完成形成活化络合物必

须具有强的应变、扭曲、甚至键的断裂, 以至达到过

渡状态,完成酶促反应过程。

活化熵 $ S 则是表征实现过渡态可能性的量

度, $ S 越小, 反应物在酶活性中心定向有序性越

大,酶促反应越强。4 个处理土壤脲酶和碱性磷酸

酶的 $ S 都小于 0,说明酶与反应物形成活化络和物

的过程使体系有序性增强。各培肥处理土壤脲酶和

碱性磷酸酶 $ S 值均在30 e 最大,说明 30 e 时, 两种

酶活性中心定向有序性达到最大。同一温度条件下

不同处理土壤脲酶 $ S 值为: CK> CF> MS> BM,碱

性磷酸酶 $ S 值为 CK> BM> CF> MS, 表明长期培
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表 4 各处理土壤脲酶、碱性磷酸酶的热力学参数

Table 4 Thermodynamic parameters of ur ease and alk. - phosphatase for differ ent soil tr ea tments

处理 温度 脲酶 Urease 碱性磷酸酶 Alk. - phosphatase

Treatments T( e ) $ G( kJ/ mol) $H( kJ/ mol) $ S( J/ mol) $G( kJ/ mol) $H( kJ/ mol) $ S( J/ mol)

CK 15 85130 34129 - 177110 931 21 38109 - 191138

30 86127 34117 - 171196 951 84 37197 - 191100

45 91102 34104 - 179116 981 97 37184 - 192123

CF 15 84116 27118 - 197185 921 60 35144 - 198149

30 86107 27105 - 194178 951 39 35132 - 198128

45 90115 26193 - 198179 981 58 35119 - 199133

MS 15 83140 22149 - 211148 921 55 34177 - 200162

30 85193 22136 - 209180 951 53 34164 - 200195

45 89177 22124 - 212138 981 58 34152 - 201145

BM 15 83104 20184 - 215199 921 80 37161 - 191163

30 85197 20171 - 215135 951 46 37148 - 191137

45 89155 20159 - 216185 981 56 37136 - 192148

LSD0105
温度 Temp.

处理Treat.

0174

0186

01005

01006

2126

2161

01 16

01 18

01006

01007

0132

0137

肥减小 $ S 值, 从而促使反应物在酶活性中心定向

有序性较大,酶促反应易于进行。

214  土壤酶促反应动力学参数与基本肥力因子的

关系

酶促反应动力学各参数与土壤理化性质之间的

关系见表5。随反应温度由 15 e 上升到 45 e ,土壤

表 5 酶学参数与土壤理化性质间的相关分析

Table 5  Correlation coefficients between enzyma tic par ameters and soil physic2chemical proper ties

项目

Items
温度

T( e )
物理粘粒

Physic2clay
有机质

OM
全氮

Tot. N
碱解氮

Alk.- N
全磷

Tot. P
速效磷

Avail. P
pH CaCO3

U- Km 15 01 209 - 01495 - 01607 - 01542 - 01241 - 01292 01434 01135

30 01 652 - 01067 - 01304 - 01143 01257 01235 - 01277 01455

45 01 529 01601 01472 01575 01628 01678 - 01964* 01405

U- Vmax 15 - 01 640 01788 01807 01791 01756 01719 - 01230 - 01835

30 - 01 393 01934* 01896* 01924* 01931* 01912* - 01547 - 01629

45 - 01 283 01989* * 01944* 01980* * 01967* * 01963* * - 01697 - 01509

U- Vmax/Km 15 - 01 636 01886* 01974* * 01918* 01704 01706 - 01410 - 01736

30 - 01 784 01739 01884* 01787 01503 01502 - 01185 - 01818

45 - 01 555 01905* 01913* 01908* 01854 01831 - 01417 - 01757

P- Km 15 01 535 01674 01485 01626 01801 01828 - 01979* * 01317

30 - 01 432 01979* * 01975* * 01982* * 01912* 01905* - 01594 - 01630

45 - 01 168 01973* * 01894* 01954* * 01992* * 01988* * - 01751 - 01415

P- Vmax 15 - 01 516 01594 01565 01579 01659 01607 - 01096 - 01735

30 - 01 437 01920* 01891* 01912* 01911* 01889* - 01502 - 01667

45 - 01 364 01916* 01866* 01902* 01934* 01911* - 01541 - 01610

P- Vmax/ Km 15 - 01 832 - 01144 01006 - 01110 - 01225 - 01281 01756 - 01790

30 01 094 - 01581 - 01652 - 01617 - 01365 - 01419 01584 01062

45 - 01 692 - 01157 - 01066 - 01143 - 01153 - 01218 01703 - 01704

U- Ea 01 657 - 01867 - 01908* - 01880* - 01784 - 01759 01320 01830

P- Ea 01 897* 01077 - 01095 01035 01198 01249 - 01723 01843

  r0105= 01878; r0101= 01959
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脲酶的Km与物理性粘粒、有机质、全氮、碱解氮、全

磷、有效磷及 CaCO3 的相关系数逐渐增大,而与 pH

的相关系数逐渐减小。土壤脲酶的 Vmax与各理化性

质的相关系数也呈现相似规律, 且在 30 e 时与有机

质、全氮、碱解氮、全磷、有效磷呈显著正相关关系;

在 45 e 时与这些指标呈极显著正相关关系。Vmax/

Km与物理性粘粒、pH、CaCO3 含量呈负相关; 在

15 e 和 45 e 下与有机质、全氮、碱解氮呈显著或极

显著正相关。

15 e 时土壤碱性磷酸酶的 Km除与 pH 呈极显

著负相关外, 与其它理化性质均呈正相关关系;

30 e 和 45 e 时, Km 与有机质、全氮、碱解氮、全磷、

速效磷呈显著或极显著正相关; 而与物理性粘粒、

pH、CaCO3 含量呈负相关。Vmax在任何温度下与物

理性粘粒、pH、CaCO3 含量呈负相关, 在 30 e 和 45 e

时,Vmax与有机质、全氮、碱解氮、全磷、速效磷呈显

著正相关。Vmax/Km除与 pH 呈明显的正相关外, 与

其它理化性质均呈现负相关或极小正相关, 这是因

为Vmax/Km 为一相对指标,其值主要取决于 Vmax和

Km及土壤碱性磷酸酶的酶促反应过程,而与土壤性

质之间的相关性不大。

脲酶 Ea 值与物理性粘粒、pH 和 CaCO3 呈正相

关关系,与有机质、全氮、碱解氮、全磷和速效磷含量

呈负相关关系, 且与全氮和碱解氮呈显著负相关;

碱性磷酸酶 Ea 值与物理性粘粒、全磷、速效磷和

CaCO3 含量呈正相关关系, 而与 pH 值呈负相关关

系,与有机质、全氮和碱解氮等性质相关性不显著。

活化能与土壤肥力水平有关的理化性质的负相关关

系还表明土壤肥力水平的提高有利于土壤酶促反应

的进行。

  综上所述, 酶促反应的动力学和热力学参数从

不同方面、不同程度反映了土壤脲酶和碱性磷酸酶

的活性与酶促反应过程及特征; 在特定条件下, 某

一个动力学因子起主导作用, 从而决定了表观酶活

性的高低。用动力学参数组成的土壤肥力体系可用

来评价肥力水平,且U- Vmax、P- Km、P- Vmax可作为土

壤肥力的重要指标。

3  结论

1)长期培肥降低了酶促反应的活化自由能, 减

少了酶的活性部位与反应物结合时从外界所需的能

量,并能促使反应物在酶活性中心定向有序性增大,

加速酶促反应的进行。

2)酶促反应动力学参数大多依赖于与土壤肥力

水平有关的土壤化学性质, 与土壤物理性粘粒及

CaCO3含量关系不大,而活化能 Ea 与土壤肥力水平

有关的理化性质呈负相关关系, 表明土壤肥力水平

的提高有利于土壤酶促反应的进行。

3)U- Vmax、P- Km、P- Vmax是反映酶促反应初速

度最重要的指标, 可指示土壤肥力水平。
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