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阿特拉津对不同肥力土壤磷酸酶的影响
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1. 山东农业大学资源与环境学院，山东 泰安 271018；2. 中国农科院土壤肥料研究所，北京 100081
摘要：通过室内恒温培养法，研究除草剂阿特拉津对4种长期定位施肥处理下的土壤的磷酸酶活性的影响。试验结果表明，在阿特拉津质量分数不同和处理时间长短不同的情况下，阿特拉津对土壤磷酸酶的活性既有激活作用又有抑制作用。在试验过程中，4种不同肥力的土壤其磷酸酶活性随着处理时间的延续而呈现出“降低→升高→降低→升高”的消长趋势。不同阿特拉津质量分数对磷酸酶的影响没有规律，同一质量分数处理既有激活作用，也有抑制作用。在4种不同肥力的土壤中，磷酸酶活性最高的是以氮、磷、钾无机肥配合有机肥施用的土壤。
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表1  供试土壤的理化性质
	处理
	有机碳 
	全氮
	全磷
	
	碱解氮
	速效磷
	速效钾

	
	w/(g·kg-1)
	
	w/(mg·kg-1)

	CK
	13.20
	0.73
	0.58
	
	55.78
	1.48
	70.00

	NPK
	13.20
	0.78
	0.55
	
	66.93
	1.90
	70.00

	NPK+M
	15.00
	0.83
	0.62
	
	65.39
	19.45
	90.00

	NPK+S
	16.10
	0.93
	0.90
	
	76.16
	86.20
	100.00


土壤中存在各种各样的酶，它们主要来自于土壤中的微生物。土壤酶是一种生物催化剂，土壤中各种各样的生化过程是在这些酶的参与下完成的[1]。土壤酶活性反映了土壤中进行的各种生物化学过程的动向和强度，对土壤肥力的形成和提高以及对土壤生态系统的物质循环具有重要意义[2]。土壤有机磷转化受多种因子的制约，尤其是磷酸酶的参与，可加速土壤有机磷的水解矿化速度，提高土壤磷素的有效性[3]。磷酸酶活性是评价土壤磷素生物转化方向与强度的指标[4]。

阿特拉津是一种广泛使用的三嗪类低毒除草剂，可防除玉米、甘薯、甘蔗、果园中的阔叶杂草及部分禾本科杂草，但它在土壤中的残留半衰期长达28～399 d，大量持续使用该除草剂必将影响土壤的理化性质、土壤肥力和农产品的品质，造成严重的全球性生态问题。1980～1990年美国每年释放的阿特拉津就高达36000多t [5]。我国从20世纪80年代初开始使用，近年来使用面积不断扩大，1996年阿特拉津全年的使用量为1800 t，1998年为2130 t，1999年为2205 t，2000年为2835.2 t [6]；平均每年用量以20%的速度递增。尤其是在华北和东北地区使用更加广泛，仅辽宁一省就有5.3×105 ha土地在使用阿特拉津除草，使用量超过1600 t[7]。
国内外很多学者的研究表明，不同环境条件下的磷酸酶活性有一定的差异[8~19]，并且不同农用化学物质可能对土壤磷酸酶的活性有影响 [2, 20~22]。但是农药对不同肥力条件下土壤磷酸酶影响的报道比较少见。本文初步探索阿特拉津使用后对几种不同肥力土壤磷酸酶的影响规律，从而间接反映该农药对土壤肥力状况的影响，以便为科学合理地使用该农药及提高肥料的利用率、减少环境污染提供科学依据。

1  材料与方法
1.1  试验材料

1.1.1  供试土壤

供试的4种土壤为褐潮土，属潮土类，采自国家褐潮土壤肥力和肥料效益监测基地（北京昌平）长期定位试验田。该试验田自1990年设置，至今已经连续12年。试验前（1990年）耕层土壤主要理化性质如下：有机质、全氮、全磷、全钾质量分数分别为12.30、0.80、1.52、17.50 g/kg；速效氮、速效磷、速效钾质量分数分别为36.07、11.16、78.61 mg/kg；pH 8.82。处理后土壤的理化性质见表1。
本实验共设4种土壤处理，分别为：

（1）CK：种植，不施肥；

（2）NPK：每茬施用N 150 kg/hm2 + P2O5 75 kg/hm2 +

K2O 37.5 kg/hm2；

（3）NPK+M：N、P、K肥施用量与（2）相同，再加上施用有机肥22500 kg/hm2；

（4）NPK+S：N、P、K肥施用量与（2）相同，再加上施用干玉米秸秆3000 kg/hm2；

氮肥为尿素，磷肥为过磷酸钙，钾肥为硫酸钾。试验小区面积为200 m2，不设重复，各处理均实行“玉米-小麦”一年两熟连作。
本试验土样采集于2002年4月，均为0～20 cm耕层土壤。每个处理随机取5个点，剔除石砾和植物残根等杂物，混合制样，装入袋中。
1.1.2  药品和试剂

阿特拉津原药质量分数为95.5%；甲苯、磷酸苯二钠、四硼酸钠、氢氧化钠、铁氰化钾、4-氨基安替吡啉、酚等均为分析纯；自制二次重蒸水。

1.2  实验方法
1.2.1  试验原理
本实验采用了磷酸苯二钠法测定磷酸酶活性，其原理是：磷酸苯二钠作为基质被土壤磷酸酶水解后生成酚，测定酚的质量即可测定磷酸酶的活性[4, 23]。

1.2.2  试验设计

因为本实验所用的土样pH 8.84（参考土壤处理前理化指标）为碱性，所以主要测定碱性磷酸酶的活性[24]；根据田间使用量及施药方法，估算在田间正常使用的情况下土壤中的阿特拉津浓度约为5 mg/kg，故实验中阿特拉津处理浓度设为0（CK）、1、5、10 mg/kg [25]。
1.2.3  酚标准曲线

（1）原液：准确称取1 g酚用蒸馏水溶解至1 L，保存在暗色瓶中。
（2）工作液：准确量取10 ml原液用蒸馏水稀释至1 L（1 ml含10 µg酚）。
绘制标准曲线：分别取1，3，5，7，9，11和13 ml稀释的工作液于50 ml容量瓶中，分别加入20 ml蒸馏水，再加入5 ml pH 9.6的硼酸盐缓冲液，0.5 ml 质量分数为2.0%的4-氨基安替吡啉溶液，0.5 ml 质量分数为8%的铁氰化钾溶液，摇匀显色20 min，这时显青色，定容，在分光光度计上于波长578 nm处比色，以工作液为横坐标，以吸光值为纵坐标绘制标准曲线，得到的标准曲线为：

Y= 0.0563X + 0.0009（R = 0.9988）
1.2.4  土壤磷酸酶活性的测定

取上述供试新鲜土样过20目筛，调节土壤水分质量分数为田间最大持水量的60%，每种土样200 g置入广口瓶中，添加阿特拉津标准溶液，使其在土壤中的质量分数分别为0、1、5、10 mg/kg，塞上棉塞，于（25±1）℃生化培养箱中培养。每隔1天用称质量法调节水分质量分数，使水分质量分数在实验期内保持恒定。农药用丙酮溶解，同时设溶剂对照。于处理后第1、4、8、16、24、36天分别准确称取各处理土壤5 g置于250 ml三角瓶中，加1 ml甲苯（以全部浸润土样为准），轻摇混匀，静置15 min，加入10 ml磷酸苯二钠溶液和10 ml pH 9.6的硼酸盐缓冲液，仔细混合后将混合物置于37 ℃恒温箱中培养12 h。培养结束后摇匀过滤，取1 ml滤液于25 ml容量瓶中，加10 ml蒸馏水，5 ml硼酸缓冲液，1 ml 质量分数为2%的4-氨基安替吡啉溶液，1 ml 质量分数为8%的铁氰化钾溶液，摇动，溶液呈粉红色；然后用蒸馏水定容，待颜色稳定时（约需20～30 min），在分光光度计上于波长578 nm处测定溶液的光密度，参比以不加滤液其它步骤相同。根据用酚制备的标准曲线查出供试滤液中酚的量。试验设3次重复，结果为其平均值，同时设置无土对照和无基质对照。

无土对照：不加土样，其它操作与样品试验相同。

无基质对照：以等体积水代替基质，其它操作与样品试验相同。

磷酸酶活性以每克风干土壤中的酚的毫克数（mg/g）来表示：

wp＝（XS－XNS－XNB）×Y×Z×n
上式中，wp为土壤磷酸酶活性值；XS、XNS、XNB分别为样品、无土、无基质对照的光密度值在标准曲线上对应的酚的质量（mg）；Y为样品溶液的体积与测定样品体积之比值（本实验中为20）；Z为测定酶活性的单位土壤质量与样品质量之比值（本实验中为1/5）；n为滤液稀释倍数（本实验中为25）。
2  结果与讨论

2.1  阿特拉津处理后的土壤磷酸酶活性

经不同质量分数的阿特拉津处理后，在不同时间测得的4种土壤磷酸酶活性见表2。

表2  土壤磷酸酶活性               wp /(mg·g-1)
	处理时间
/d
	不同施肥

处理
	w(阿特拉津)/(mg·g-1)

	
	
	0
	1
	5
	10

	1
	CK

NPK

NPK+M
NPK+S
	1.0069
0.7683
1.1686
0.8939
	0.7050
1.3409
1.6630
1.0300
	0.5256
0.6967
1.0217
1.2935
	0.5972
0.7553
1.0614
0.8051

	4
	CK

NPK

NPK+M

NPK+S
	0.3319
0.5255
0.8600
0.6747
	0.4894
0.3100
1.0016
0.6143
	0.4870
0.2076
0.6552
0.4953
	0.4420
0.5593
0.8233
0.5332

	8
	CK

NPK

NPK+M

NPK+S
	0.6002
1.1686
1.1958
0.8246
	0.7168
0.6334
1.0129
0.8625
	0.6926
0.9477
0.9673
0.8009
	0.7879
1.1390
1.1076
0.7737

	16
	CK

NPK

NPK+M

NPK+S
	1.3491
1.0969
1.0863
0.8033
	0.9205
1.2331
1.2822
0.8317
	1.3415
1.1313
1.0703
0.9240
	1.1733
1.0596
1.1147
1.0211

	24
	CK

NPK

NPK+M

NPK+S
	0.7310
0.4835
0.6434
0.6144
	0.2508
0.6641
0.8210
0.4663
	0.5173
0.6250
0.9329
0.5948
	0.4243
0.5356
0.9471
0.3923

	36
	CK

NPK

NPK+M

NPK+S
	1.3077
1.1733
1.3704
1.2124
	1.1443
1.3935
1.3693
1.1537
	1.3835
1.4066
1.5812
1.2828
	1.2526
1.2633
1.3882
1.3592


由表2可以看出，处理第1天4种不同肥力的土壤，在不加阿特拉津处理时的磷酸酶活性比较为：NPK+M> CK> NPK+S>NPK，说明有机肥能提高磷酸酶的活性[14]。在整个试验过程中，不加阿特拉津处理的对照的土壤磷酸酶活性随着处理时间的延续有一定的消长动态，说明磷酸酶活性随处理时间而变化。这可能是土壤微生物的消长变化引起的。经阿特拉津处理后，随处理时间和处理浓度的变化，磷酸酶活性发生了显著的变化，说明阿特拉津对土壤磷酸酶的作用差异明显，不同浓度处理在不同处理时间有不同的抑制或激活作用。在本实验中阿特拉津对磷酸酶的作用既有激活作用又有抑制作用，这与周礼恺[23]叙述的除草剂阿特拉津能明显的降低土壤磷酸酶的活性不一致。这可能是阿特拉津能被土壤微生物分解、利用，微生物细胞合成酶的数量增加，以及阿特拉津对这些酶产生一定的激活或抑制作用。由于阿特拉津在土壤中不断减少，土壤微生物活性也发生变化，从而磷酸酶活性发生了显著的差异[26]。
2.2  阿特拉津对不同肥力土壤磷酸酶活性的影响

以处理时间为横坐标、以土壤磷酸酶的活性为纵坐标作图，结果见图1～4。
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图1  CK处理磷酸酶活性                                         图2  NPK处理磷酸酶活性
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图3  NPK+M处理磷酸酶活性                                     图4  NPK+S处理磷酸酶活性

由图1可以看出，CK土壤磷酸酶活性随着处理时间的延续呈现“降低→升高→降低→升高”的变化趋势，其中第4、8天不同阿特拉津质量分数处理对磷酸酶都具有激活作用。与不加阿特拉津的对照比较，第1天经阿特拉津处理的土壤磷酸酶活性降低，说明磷酸酶活性受到明显的抑制，

阿特拉津质量分数为5 mg/kg时活性最低，抑制率接近50%；随后在处理第4天和第8天磷酸酶活性平均水平都下降，但经阿特拉津处理的土样表现为磷酸酶受到激活；到处理第16天和第24天，阿特拉津对磷酸酶又表现为抑制作用，处理第24天受到较强的抑制作用，阿特拉津质量分数为1 mg/kg时抑制率最大，为65.69%；处理第36天，阿特拉津对磷酸酶的作用降低，表现为活性差距减小。之所以出现“降-升”的消长趋势，推测其原因可能是由于阿特拉津-土壤微生物-土壤磷酸酶三者之间的作用也具有相应的消长趋势所致。

由图2可以看出，NPK处理的土壤，其磷酸酶随处理时间的延续也呈现出“降低→升高→降低→升高”的变化趋势。在处理的第24天，3种不同质量分数的阿特拉津对磷酸酶都具有激活作用。与CK土壤不同的是，阿特拉津浓度为1 mg/kg时在处理的第1天对磷酸酶具有较强的激活作用，在第4天则这种作用迅速下降而表现为较强的抑制作用，第8天抑制作用继续增大，第16天则恢复到比对照水平略高，表现为激活作用并且保持到第36天。在处理的第8天，阿特拉津对磷酸酶的作用表现为抑制，从第16天开始基本都是激活作用。

由图3可以看出，NPK+M处理的土壤，其磷酸酶平均活性水平比较高，说明NPK+M处理的土壤中含有的大量的有机质能增加磷酸酶的活性，这与于群英[18]的研究结果比较一致。这种处理的土壤的磷酸酶活性随处理时间同样具有“降-升”的消长动态。其中处理第24天，3种不同质量分数的阿特拉津对磷酸酶都具有激活作用。加入质量分数为5 mg/g的阿特拉津后的前16天，NPK+M处理的土壤的磷酸酶活性在3种阿特拉津质量分数处理中最低，并且都小于不加阿特拉津的对照，表现为受到了抑制作用；但从处理第24天则开始升高，表现为激活作用；处理第36天升高到3种阿特拉津质量分数处理的最高。阿特拉津质量分数为1 mg/g时，在处理的第1天，阿特拉津对磷酸酶具有明显的激活作用，处理第4天激活作用下降，第8天表现为抑制作用，第16、24天又表现为激活作用，第36天与不加阿特拉津的对照活性一致。阿特拉津质量分数为10 mg/g时，它对磷酸酶除在处理第24天时有激活作用外，其他时间基本上与不加阿特拉津的对照一致或具有微弱的抑制作用。

由图4可以看出，除处理第16天3种不同质量分数的阿特拉津对NPK+S处理的土壤的磷酸酶都具有激活作用外，在其他处理时间内对磷酸酶的作用不大或具有微弱的抑制作用。NPK+S处理的土壤，其磷酸酶活性随处理时间也具有“降-升”的消长动态。

3  结论

阿特拉津对不同肥力的土壤的磷酸酶的作用，随处理时间和不同质量分数而有显著的差异。在整个试验过程中，阿特拉津对磷酸酶同时具有激活和抑制作用，与前人的研究结论不一致，有待于进一步探讨。

4种不同肥力的土壤的磷酸酶活性随着处理时间的延续都呈现出“降低→升高→降低→升高”的消长趋势。NPK+M处理的土壤的磷酸酶活性水平比其他3种土壤的高，说明有机质对土壤磷酸酶活性的提高作用没有受到所添加的阿特拉津的影响。

3种不同质量分数的阿特拉津对土壤磷酸酶活性的影响没有明显的规律性；受不同质量分数的阿特拉津处理的土壤，其磷酸酶活性的差异也没有明显的规律性。
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Effects of atrazine on soil phosphatase under different soil fertility
XIN Cheng-you1, ZHU Lu-sheng1, WANG Jun1, SUN Rui-lian1, ZHAO Bing-qiang2
1. College of Resources and Environment, Shandong Agricultural University, Taian, Shandong 271018, China；
2. Soil and Fertilizer Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, China
Abstract: By the method of constant temperature incubation at laboratory, a research was conducted into the effects of atrazine on soil phosphatase under different soil fertility. The experimental results showed that atrazine had the activation and inhibition under different treatment time, so did under different treatment concentration of atrazine. There was a tendancy of ‘down→up→down→up’ for soil phosphatase activity of the four soils with different fertility during the whole experiment. And there was no regularity of the effects on soil phosphatase under the same atrazine treatment concentration. The phosphatase activity of the soil applied with inorganic N, P and K fertilizers combined with organic manure was the highest in that of the four soils with different fertilization. 
Key words: atrazine; herbicide; soil phosphatese activity; soil fertility 
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