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杀虫双对土壤脲酶影响的研究
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摘要：通过对土壤脲酶受杀虫双影响的研究，结果表明，杀虫双对不同生态区土壤脲酶活性具有明显的抑制作用，随杀虫双浓度的增加，酶活性持续减小。计算得到了土壤酶活性的生态剂量ED50值，获得了北方塿土和南方红壤污染的临界浓度为4.89和2.46 g/kg；Langmuir模型可较好表征酶活性与尿素浓度间的定量关系；土壤脲酶活性和最大表观酶活性均可表征土壤受杀虫双污染程度的大小。
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杀虫双[1]是70年代由我国自行研制开发的农药新品种，属沙蚕毒素类农药，是取代六六六类的重要品种，分子式为2-N,N-二甲胺基-1,3-双硫代磺酸钠基丙烷。它在生产上常用来防治水稻、蔬菜、果树上的螟虫、苞虫、蚜虫等多种害虫，效果较好。但在实际应用中，由于有效率较低，约80%的施用量直接进入土壤环境中；加之水溶性强，化学性质较稳定，使用后极易淋溶，故其产生的负面效应如土壤残留污染、地下水污染及农产品品质下降等已引起人们的广泛关注。
土壤脲酶作为唯一一种作用于肥料（尿素）的土壤酶类，其活性高低与土壤营养物质转化能力、肥力水平、重金属污染监测等方面密切相关[2~4]。近年来国内外学者[5~7]开展了土壤酶与农药关系研究，但结果随农药种类、土壤类型等有所差异，且研究手段较为单一，鲜见杀虫双与土壤脲酶关系的报道。为此本文拟对杀虫双人工模拟污染土壤不同尿素浓度条件下脲酶活性等的测定计算，探讨二者关系及影响因素，最终为农药污染监测及环保提供依据。

1  材料与方法

1.1  供试材料

杀虫双标样由江苏省农药质量监测中心提供。

土样采自西北农林科技大学1977年开始试验的长期肥料定位试验地（1~3号土样）和江西鹰潭中科院红壤生态试验站（4~6号土样），先去除0～5 cm表层，后采集5～20 cm土样，风干，过1 mm筛，保存备用。

1.2  测定方法

常规方法[8]测定土壤理化性质，其中pH测定的水土比为2.5∶1，塿土为蒸馏水，红壤1 mol/L KCl，结果见表1。并据理化性质将红壤划分为高、中、低三个肥力水平。
表1  供试土壤的理化性质
	土壤
	编号
	施肥
	粘粒
	粉粒
	砂粒
	有机质
	全氮
	全磷
	阳离子代换
/(cmol(kg-1)
	pH

	
	
	
	
	
	
	/(g(kg-1)
	
	

	塿土
	1
	厩肥
	17.5
	76.0
	6.5
	27.70
	1.62
	2.51
	15.06
	8.16

	
	2
	化肥
	19.4
	72.3
	8.3
	19.30
	1.12
	1.97
	14.08
	8.25


注：粘粒、粉粒和砂粒的粒径分别为<0.0002、0.0002~0.050和>0.050 mm，
1.3  试验方法

在5.00 g土样中加入1 ml甲苯维持15 min，添加5 ml杀虫双溶液（0.00、2.50、5.00、10.00、25.00 g/kg），混匀后30 min[9]，加入10 ml不同浓度（0.010、0.025、0.050、0.100 mol/L）尿素溶液和20 ml pH6.7磷酸盐缓冲液，37 ℃培养，靛酚蓝比色法[10]测定脲酶活性，单位以形成NH3-N的量表示。每处理重复3次，并设无底物(尿素)和无土壤处理作为对照。
2  结果与讨论

2.1  杀虫双对土壤脲酶活性的影响
不同尿素浓度下供试土壤脲酶活性见表2和图1。其显示出在相同条件下，不同地区土壤脲酶活性有明显差异，如0.100 mol/L尿素浓度时，塿土厩肥和无肥处理的酶活性高达21.552和9.915 (g/(g·h)，红壤高肥和低肥的则分别仅为7.136和4.032 (g/(g·h)，可见塿土的脲酶活性要高于红壤，且在同一生态区中随肥力水平升高，酶活性增加，佐证了作者[3]的只有在同一生态区的土壤间，才可以比较，并采用脲酶活性表征土壤肥力水平的高低。其余尿素浓度下也呈现类似规律。
                                            表2  供试土壤脲酶活性                                               (g(g-1(h-1
	编号
	土壤
	尿素浓度
/(mol(L-1)
	杀虫双浓度/(g(kg-1)

	
	
	
	0.00
	2.50
	5.00
	10.00
	20.00
	25.00

	1
	塿土厩肥
	0.005
	15.264
	14.868
	11.196
	5.234
	3.215
	1.047

	
	
	0.010
	16.092
	14.040
	13.644
	6.979
	4.065
	1.706

	
	
	0.050
	19.368
	17.712
	15.144
	7.638
	4.661
	1.736

	
	
	0.100
	21.552
	21.384
	16.152
	8.103
	4.962
	2.171

	2
	塿土化肥
	0.005
	6.412
	4.186
	3.164
	1.890
	0.854
	0.616

	
	
	0.010
	7.352
	4.830
	3.710
	2.366
	0.938
	0.616

	
	
	0.050
	9.114
	6.090
	4.746
	2.688
	1.422
	1.022

	
	
	0.100
	10.502
	8.447
	6.256
	4.449
	2.316
	1.579

	3
	塿土无肥
	0.005
	3.528
	3.066
	2.100
	0.924
	0.355
	0.210

	
	
	0.010
	4.494
	3.276
	2.352
	1.638
	0.420
	0.420

	
	
	0.050
	5.670
	4.242
	3.528
	2.100
	0.842
	0.672

	
	
	0.100
	9.915
	7.382
	5.389
	3.373
	1.638
	1.092

	4
	红壤高肥
	0.005
	2.657
	1.781
	1.197
	0.544
	0.252
	0.126

	
	
	0.010
	3.665
	2.394
	1.649
	0.836
	0.286
	0.155

	
	
	0.050
	6.065
	3.958
	3.013
	1.747
	0.515
	0.447

	
	
	0.100
	7.136
	5.330
	3.625
	2.938
	0.993
	0.578

	5
	红壤中肥
	0.005
	1.439
	0.911
	0.664
	0.229
	0.106
	0.085

	
	
	0.010
	2.307
	1.200
	0.766
	0.477
	0.187
	0.170

	
	
	0.050
	3.806
	2.358
	1.489
	0.953
	0.300
	0.281

	
	
	0.100
	4.649
	2.971
	2.517
	1.221
	0.487
	0.375

	6
	红壤低肥
	0.005
	1.638
	1.050
	0.567
	0.210
	0.021
	0.021

	
	
	0.010
	2.709
	1.176
	0.567
	0.462
	0.105
	0.105

	
	
	0.050
	3.318
	1.533
	1.176
	0.693
	0.180
	0.165

	
	
	0.100
	4.032
	2.478
	1.643
	0.986
	0.451
	0.313


杀虫双的加入导致土壤脲酶活性降低，揭示出杀虫双对土壤脲酶具有抑制作用；且随浓度（C）增加，酶活性（U）的降幅增大，采用U=1/(β1×C +β0)模型对二者间关系进行拟合，结果(表3)显示除1号外，其余均达到极显著相关，表明不管是北方的塿土还是南方红壤，土壤脲酶活性值均可表征土壤受杀虫双污染的程度。
表3  供试土壤脲酶活性与杀虫双浓度间的拟合结果
	编号
	土样
	U=1/(β1×C+β0)
	相关系数
	ED50

	
	
	
	β1
	β0
	
	r1
	r2
	

	1
	塿土厩肥
	0.006
	0.042
	0.970
	0.892
	7.00

	2
	塿土化肥
	0.014
	0.092
	0.996
	0.982
	6.57

	3
	塿土无肥
	0.019
	0.098
	0.995
	0.983
	5.16

	4
	红壤高肥
	0.027
	0.137
	0.989
	0.965
	5.07

	5
	红壤中肥
	0.052
	0.212
	0.991
	0.973
	4.08

	6
	红壤低肥
	0.074
	0.245
	0.997
	0.993
	3.31


注：上是尿素浓度为0.100 mol/L时测定的结果。
由拟合方程可计算得到土壤脲酶受杀虫双影响的生态剂量ED50[12]（Ecological dose value：当酶活性降低50%时所需添加的外源污染物的量），结果见表3～5。表3显示在0.100 mol/L，北方地区土样脲酶的ED50值大于南方土样的，且高肥力土样大于低肥力的，这与前述结果是一致的。

不同尿素浓度下塿土厩肥土样脲酶的生态剂量比较接近（表4），为6.67~8.28 g/kg之间，平均为7.49 g/kg，变异系数小于11%，揭示出尿素浓度对二者间关系影响较小，其余土样表现出类似的规律性变化（表5）。

表4  塿土厩肥脲酶活性与杀虫双浓度间的关系

	尿素浓度
/(mol(L-1)
	U=1/(β1×C+β0)
	相关系数
	ED50

	
	
	β1
	β0
	
	r1
	r2
	

	0.005
	0.009
	0.060
	0.966
	0.887
	6.67

	0.010
	0.007
	0.058
	0.974
	0.895
	8.28

	0.050
	0.006
	0.048
	0.974
	0.905
	8.00

	0.100
	0.006
	0.042
	0.970
	0.892
	7.00


由于当脲酶活性降低达到50%时，土壤已经受到杀虫双农药的严重污染，所以我们建议将生态剂量值作为土壤污染临界值，北方塿土和南方红壤分别为4.89～7.49和2.46～4.15 mg/kg，故建议塿土和红壤污染的临界浓度为4.89和2.46 g/kg。
由图1还可以看出，在较低的杀虫双浓度条件下，脲酶活性降幅较大，而较高浓度时则降幅较小，反映出一方面脲酶对杀虫双的污染较为敏感，另一方面，土壤有机质、粘粒等对脲酶具有较强的保护作用。

   表5  供试土样脲酶活性的生态剂量ED50值        g(kg-1
	编号
	土样
	尿素浓度/(mol(L-1)
	ED50平均值

	
	
	0.005
	0.010
	0.050
	0.100
	

	1
	塿土厩肥
	6.67
	8.28
	8.00
	7.00
	7.49

	2
	塿土化肥
	4.16
	4.32
	4.50
	6.57
	4.89

	3
	塿土无肥
	4.91
	4.72
	5.70
	5.16
	5.12

	4
	红壤高肥
	－
	3.42
	3.95
	5.07
	4.15

	5
	红壤中肥
	3.19
	－
	3.20
	4.08
	3.49

	6
	红壤低肥
	2.55
	1.66
	2.30
	3.31
	2.46


注：“－”为拟合方程不显著，故不予列出。
不同肥力土样脲酶活性的变化规律有明显差别，如0.100 mol/L尿素浓度，当杀虫双浓度从0.00升高至5.00 mg/kg，土壤脲酶活性的抑制率[=(1－对照处理/农药处理的土壤脲酶活性)×100%]塿土厩肥、化肥和无肥土样分别为25.06%、40.43%和45.65%，红壤高、中、低肥土样49.20%、45.86%和59.25%，表明土壤对外源污染物（如杀虫双等）具有明显的缓冲作用，土壤肥力水平越高，对杀虫双的缓冲作用越强，酶活性的降幅越小。

表2还显示，随尿素浓度增加，土壤脲酶活性增大，不同土壤的酶活性随尿素和杀虫双浓度的变化规律有较大差别。
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图1  0.100 mol/L尿素浓度下土壤脲酶活性与杀虫双间的关系

此外由表5可以看出，塿土中化肥处理的ED50值除0.100 mol/L尿素浓度外，其余尿素浓度下的ED50值均小于塿土无肥，说明平衡施肥是十分重要的，单独长期施用化肥，尽管对作物产量具有明显的增产效果，但对土壤肥力来讲则是不利的，甚至有时是破坏性的。

2.2  杀虫双对土壤最大表观脲酶活性的影响

由于土壤酶促反应过程存在吸附的机制[11]，所以采用Langmuir模型U=Umax×b×C/(1+b×C)，对脲酶活性（U）和尿素浓度（C）间关系进行拟合，由结果（表6）看出方程均达到极显著相关，表明此模型可定量表征酶活性与底物浓度间的关系，是可行的，并佐证了土壤酶促反应中酶与底物形成活化复合物阶段存在有吸附机制，即底物必须被吸附在酶分子上并和活性中心有效结合，才能被转化形成产物。同时得到了土壤脲酶的两个参数：最大表观活性Umax和表观平衡常数b。

土壤最大表观活性Umax的物理意义是当尿素浓度无限大时计算的脲酶活性，所以呈现高于前面测定的脲酶活性的变化规律，这主要前面测定酶活性时的底物浓度为0.100 mol/L的原因；高肥力土样的Umax大于低肥力土样，北方土壤的Umax大于南方。

杀虫双的加入降低了Umax，佐证了杀虫双对土壤脲酶的抑制作用。对二者关系进行拟合，方程（表7）均达到显著或极显著相关，表明土壤脲酶的Umax在一定程度上也可用来表征土壤受杀虫双污染程度的大小。

表6  供试土壤脲酶活性与尿素浓度间定量关系拟合结果
	编号
	土壤
	项目
	杀虫双浓度/(g(kg-1)

	
	
	
	0.00
	2.50
	5.00
	10.00
	20.00
	25.00

	1
	塿土厩肥
	Umax
	20.978
	20.223
	16.226
	8.251
	5.028
	2.116


	
	
	B
	447.139
	370.776
	464.907
	395.538
	372.777
	247.610

	
	
	r1
	0.998
	0.994
	1.000
	0.999
	1.000
	0.990

	
	
	r2
	0.989
	0.974
	0.998
	0.994
	0.998
	0.957

	2
	塿土化肥
	Umax
	10.289
	7.912
	5.960
	4.006
	2.041
	1.578

	
	
	B
	302.575
	181.008
	188.237
	145.857
	85.073
	76.695

	
	
	r1
	0.998
	0.985
	0.990
	0.966
	0.913
	0.971

	
	
	r2
	0.990
	0.942
	0.959
	0.880
	0.747
	0.910

	3
	塿土无肥
	Umax
	9.323
	6.735
	5.271
	3.378
	3.522
	1.292

	
	
	B
	90.084
	109.274
	90.622
	73.931
	8.071
	34.783

	
	
	r1
	0.960
	0.956
	0.975
	0.974
	0.971
	0.980

	
	
	r2
	0.873
	0.854
	0.919
	0.920
	0.933
	0.948

	4
	红壤高肥
	Umax
	7.638
	5.615
	3.994
	4.507
	1.562
	0.779

	
	
	B
	96.245
	75.653
	74.031
	16.420
	14.580
	27.940

	
	
	r1
	0.999
	0.992
	0.998
	0.986
	0.961
	0.998

	
	
	r2
	0.995
	0.974
	0.995
	0.966
	0.904
	0.995

	5
	红壤中肥
	Umax
	5.053
	3.340
	3.172
	1.484
	0.560
	0.420

	
	
	B
	79.078
	59.762
	27.263
	41.132
	38.431
	56.238

	
	
	r1
	0.998
	0.997
	0.975
	0.998
	0.979
	0.994

	
	
	r2
	0.994
	0.990
	0.934
	0.995
	0.945
	0.982

	6
	红壤低肥
	Umax
	4.080
	2.290
	1.815
	1.079
	－
	0.649

	
	
	B
	155.243
	120.014
	53.950
	56.780
	－
	8.674

	
	
	r1
	0.995
	0.967
	0.985
	0.987
	－
	0.971

	
	
	r2
	0.980
	0.888
	0.955
	0.964
	－
	0.938


注：“－”表示拟合方程不显著相关，不予列出。
由其拟合式可以计算得到土壤最大表观酶活性的生态剂量ED50值（表7），其显示出Umax的生态剂量ED50值高于采用土壤脲酶活性得到的，二者相差北方和南方土壤分别为0.957～1.318和1.355～1.660倍，这主要是相同杀虫双浓度条件下，土壤最大表观活性值较高所致。

不同土样Umax值较土壤脲酶活性值间的差异有所区别，这主要由尿素浓度是否接近土壤脲酶饱和尿素浓度，即土壤本身脲酶活性的高低来决定。

表7  供试土壤最大表观脲酶活性与杀虫双浓度拟合结果
	编号
	土样
	Umax=1/(β1×C+β0)
	相关系数
	生态剂量
ED50

	
	
	
	β1
	β0
	
	r1
	r2
	

	1
	塿土厩肥
	0.006
	0.043
	0.973
	0.899
	7.17

	2
	塿土化肥
	0.016
	0.095
	0.997
	0.988
	5.94

	3
	塿土无肥
	0.016
	0.108
	0.989
	0.951
	6.75

	4
	红壤高肥
	0.019
	0.131
	0.976
	0.906
	6.89

	5
	红壤中肥
	0.041
	0.194
	0.983
	0.950
	4.73

	6
	红壤低肥
	0.066
	0.247
	0.998
	0.994
	3.74


表6还显示，土壤脲酶的表观平衡常数b均大于1，表明酶促反应中将尿素转化为氨的过程是自动进行的，因为整个反应的活化能△G=－RT㏑b，b>1，故△G＜0.0。

不同地区土壤脲酶的表观平衡常数随杀虫双的变化有所差异，北方地区随杀虫双浓度增加，表观平衡常数b减小，揭示出杀虫双的加入降低了酶促反应的程度，相应减弱了土壤酶的活性；随土壤肥力水平升高，b值增大，反映出肥力水平越高，土壤酶量越高，反应进行得越彻底。而南方土壤除高肥25.00 mg/kg处理、中肥土样外其余随杀虫双浓度增加，b值减小，随肥力水平变化脲酶的表观平衡常数b变化规律不明显。

3  结论
综上所述，土壤脲酶显著地受到杀虫双的抑制作用，随杀虫双浓度增加，土壤酶活性降低，其间关系可采用模型U=1/(β1×C+β0)来较好拟合，获得了北方塿土和南方红壤的杀虫双污染临界浓度为4.89和2.46 g/kg；Langmuir模型能较好表征脲酶活性和尿素浓度间的定量关系，揭示出土壤酶促反应过程中存在吸附机制；最大表观酶活性和土壤脲酶活性均可表征土壤受杀虫双污染程度的大小。
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Study on soil urease activity effected by dimehypo
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Abstract: This paper mainly study on soil urease activity effected by dimehypo, the results showed that dimehypo has remarkable inhibitory on soil urease activity in different ecological zones, soil urease activity reduced with dimehypo concentration increasing, their relationship can be expressed by equation U=1/(β1×C+β0), The ecological dose ED50 is 4.89 and 2.46 g/kg in Lou soil and Red soil respectively. Langmuir model can better express the relationship between enzyme activity and urea concentration quantitatively. Soil urease activity and maximum surface urease activity can be indexes of soil polluted by dimehypo.
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