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摘要：为探讨长期施肥条件下玉米生育期内土壤酶活性的动态变化及其与土壤肥力的关系，该文对北京褐潮土定位试验田第12年的土壤酶以及土壤养分因子进行了测定和分析。结果表明，土壤过氧化氢酶、磷酸酶在玉米拔节期出现活性高峰，土壤脲酶在玉米拔节期及成熟期出现两个活性高峰，土壤蔗糖酶在整个玉米生育期内活性变化幅度较小。长期施肥能明显提高土壤中蔗糖酶、脲酶、磷酸酶活性，其中有机肥与化肥配施对于增加土壤中蔗糖酶、脲酶、磷酸酶活性尤为显著。长期施肥降低土壤中过氧化氢酶活性，并且以NPK配施有机肥处理的土壤过氧化氢酶活性降低幅度最大。土壤酶之间及其与土壤养分因子之间具有明显相关性，其中蔗糖酶、脲酶及磷酸酶与土壤养分各因子均呈显著或极显著正相关，除碱解氮外，过氧化氢酶与其余各养分因子呈显著或极显著负相关。
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肥料长期定位试验是观察长期施用不同肥料及相互配合对作物产量、土壤肥力和环境影响的可靠方法[1]，具有时间的长期性和气候的重复性等特点，它是农业生产和农业科学的一项重要的基础研究工作，能为农业发展提供决策依据。在以往的研究中，人们一直强调以土壤的理化特性作为持续性指标，因此，国内外学者一直把长期施肥对土壤肥力和作物产量的影响作为研究中的主要方向，而关于土壤生物学特性方面的研究成果相对要少一些。近些年来，由于认识到微生物在整个生态系统中的重要功能，已经有愈来愈多的注意力集中到用土壤微生物参数来估计土壤的健全性和质量[2-3]，这些参数包括土壤微生物生物量、各种酶活性以及微生物的多样性，其中把土壤酶活性与土壤肥力联系起来已取得初步成功。

土壤酶来自微生物、植物和动物的活体或残体，通过催化土壤中的生化反应发挥重要作用。土壤酶活性的高低能反映土壤生物活性和土壤生化反应强度[4]，其中土壤过氧化氢酶、转化酶、磷酸酶、脲酶活性之间的关系及总体活性对评价土壤肥力水平有重要意义[5]。近年来，我国从肥料的施用对酶活性的影响、土壤理化性质与酶活性的关系等方面开展了一系列的研究[6-8]，而结合作物生育期对土壤酶动态变化的研究则不多。本研究以北京昌平长期定位试验田的褐潮土为研究对象，探讨长期施肥条件下玉米生育期内土壤酶的动态及其与土壤养分的关系，寻求作物稳产高产的土壤生物化学环境，为更好的培肥土壤提供科学的依据。

1  材料与方法

1.1  供试土壤

供试土壤取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，试验田自1990年设置，土壤为褐潮土，属潮土类，试验前（1990年）耕层土壤主要理化性状为：有机质含量12.30 g·kg-1，全氮0.80 g·kg-1，全磷1.52 g·kg -1，全钾17.50 g·kg -1，速效氮36.07 mg·kg -1，速效磷11.16 mg·kg -1，速效钾78.61 mg·kg -1，pH 8.82。试验共设6个处理，分别为（1）CK；（2）N；（3）NP；（4）NPK；（5）NPK+M；（6）NPK+S。CK指耕作不施肥，N、P、K分别指施N 150 kg·hm -2、P2O5 75 kg·hm -2、K2O 37.5 kg·hm -2，M指施有机肥22500 kg·hm -2，S指施干玉米秸杆3000 kg·hm -2，氮肥为尿素，磷肥为过磷酸钙，钾肥为硫酸钾，有机肥为厩肥。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。化肥在每茬作物播种前一次性撒施并耕翻入土，有机肥和秸杆在冬小麦播种前施用并同样进行耕翻。
本试验样品采集于2002年6月至10月，分别在播前（施肥前）、玉米拔节期、大喇叭口期、灌浆期、成熟期采集0～20 cm耕层土壤，剔除石砾和植物残根等杂物，风干后过1 mm筛备用，样品用来测定不同肥力土壤酶活性及土壤养分。
1.2  测试项目与方法

土壤过氧化氢酶活性、蔗糖酶活性、脲酶活性、磷酸酶活性依次用高锰酸钾滴定法、硫代硫酸钠滴定法、靛酚蓝比色法、磷酸苯二钠比色法测定[9]。过氧化氢酶活性以每克土消耗0.1 mol·L-1高锰酸钾毫升数表示，蔗糖酶活性以24 h后每克土消耗0.1 mol·L -1硫代硫酸钠毫升数表示，脲酶活性以每克土NH3-N的微克数表示，磷酸酶活性以每克土酚的毫克数表示。

土壤基本理化性状采用常规分析法测定[10], 有机质，用重络酸钾容量法；全氮，用半微量凯氏法；全磷，用高氯酸-硫酸-钼锑抗比色法；碱解氮，用碱解扩散硼酸吸收法；速效磷，用钼锑抗比色法；速效钾，用火焰光度法。

1.3  数据分析

采用Excell 2000及SPSS 11.5进行数据处理，并利用LSD法进行多重比较。

2  结果与分析

2.1  长期施肥对土壤过氧化氢酶活性的影响

表2  不同施肥处理蔗糖酶活性的动态变化

Table 2  The dynamic changes of Invertase activity of 
different treatments                     mL·g -1
	处理
	播种前
	拔节期
	大喇叭口期
	灌浆期
	成熟期

	CK
	3.99b
	3.79a
	3.98a
	3.96a
	4.23b

	N
	3.71a
	3.82a
	3.89a
	4.28b
	3.97a

	NP
	4.57c
	4.65c
	4.51b
	4.40bc
	4.35b

	NPK
	5.35d
	4.50b
	4.80c
	4.98d
	4.51c

	NPK+M
	5.91e
	5.50e
	5.09d
	5.10d
	5.20e

	NPK+S
	5.39d
	5.08d
	5.07d
	4.56c
	4.96d


过氧化氢酶是参与土壤中物质和能量转化的一种重要氧化还原酶，在一定程度上可以表征土壤生物氧化过程的强弱[11]。从表1可以看出，各处理过氧化氢酶活性随玉米生育进程的推进呈现相似的变化趋势，以拔节期最高，因为这个时期玉米根系生长加快，根系及土壤生物呼吸作用增强，再由于肥料的加入及土壤温度的升高，土壤的氧化还原能力增强，导致过氧化氢酶活性随之增强，比施肥前高约3.3%~12%，随着玉米对养分吸收的减慢，其代谢活动减慢，过氧化氢酶活性呈下降趋势，直至玉米灌浆期出现最低值，比施肥前降低约6.1%~17.1%，而到成熟期过氧化氢酶活性又表现出回升的趋势，与大喇叭口期过氧化氢酶活性水平相接近，这可能跟玉米根系的衰老脱落，土壤氧化反应增强有关。

玉米各生育期以CK及N处理的过氧化氢酶活性最高，以NPK配施有机肥处理最低。除大喇叭口期外，其余各生育期NP处理过氧化氢酶活性接近或略高于NPK处理。结果表明长期施肥不能提高土壤中过氧化氢酶活性，平衡施肥尤其是NPK配施有机肥及NPK配施秸秆均可明显降低土壤过氧化氢酶活性，其中以NPK配施有机肥降幅最大，较CK下降约13.4%~23.5%。基本上各生育期过氧化氢酶活性大小顺序为CK、N＞NP＞NPK＞NPK+S＞NPK+M，表明土壤养分水平越高，土壤过氧化氢酶活性越低。与之不同，袁玲等[6]研究发现长期施肥可以提高土壤过氧化氢酶活性，而蒋和等[12]研究表明过氧化氢酶活性在施肥处理间差异较小，亦有文献报道氮肥、钾肥的施用均能抑制过氧化氢酶活性[13]。这些研究结果的差异，究其原因可能是由于所研究的土壤类型、栽培方式、施肥方式及肥料用量不同的缘故。
2.2  长期施肥对土壤蔗糖酶活性的影响

蔗糖酶又名转化酶，参与土壤中碳水化合物的转化，它对增加土壤中易溶性营养物质起着重要的作用。蔗糖酶活性在玉米不同生育期内动态变化情况见表2。与过氧化氢酶不同，蔗糖酶性质稳定，整个玉米生育期内各处理蔗糖酶活性变化幅度较小，但变化趋势各不相同，CK处理的蔗糖酶活性最大值出现在成熟期，N及NPK处理蔗糖酶活性最大值出现在灌浆期，NP、NPK配施有机肥及NPK配施植物秸秆蔗糖酶活性最大值出现在拔节期，值得一提的是，NPK、NPK配施有机肥及NPK配施植物秸秆在各生育期时其蔗糖酶活性均低于播种前。
表1  不同施肥处理过氧化氢酶活性的动态变化

Table 1  The dynamic changes of Hydrogen peroxidase 
activity of different treatments             mL·g -1
	处理
	播种前
	拔节期
	大喇叭口期
	灌浆期
	成熟期

	CK
	12.02e
	12.80d
	11.62d
	10.64cd
	11.49e

	N
	11.98e
	12.82d
	11.76e
	10.14b
	11.57e

	NP
	11.58d
	11.96b
	10.68b
	10.74d
	10.87d

	NPK
	11.18c
	12.04bc
	11.36c
	10.52c
	10.72c

	NPK+M
	9.82a
	10.84a
	10.06a
	8.14a
	9.57a

	NPK+S
	10.80b
	12.10c
	11.40c
	10.14b
	10.16b


    注：同列数据后不同字母表示差异显著（P < 0.05）
除N处理外，其余各施肥处理的蔗糖酶活性均高于CK，其中尤以NPK配施有机肥对蔗糖酶活性增加效果显著，较CK增加22.9%~48.1%，原因是有机肥含有大量有机碳，为蔗糖酶提供了更多的酶促基质，其本身亦带有丰富的微生物和酶。其次NPK配施植物秸秆对于蔗糖酶活性也有着很好的提高作用。平衡施用NPK及NP处理蔗糖酶活性显著高于N处理及CK，表明增施P肥有助于土壤蔗糖酶活性的增强，这与王俊华等[14]研究结果相一致。曾有文献表明施用N肥可抑制土壤蔗糖酶活性[13]，本研究结果恰好验证这一观点。基本上各生育期蔗糖酶活性大小顺序为NPK+M＞NPK+S＞NPK＞NP＞CK、N，表明土壤养分水平越高，土壤蔗糖酶活性越高。
2.3  长期施肥对土壤脲酶活性的影响

在土壤酶中，脲酶是唯一对尿素的转化作用具有重大影响的酶，脲酶的酶促反应产物氨又是植物氮源之一，它的活性可以用来表示土壤氮素状况。从表3可以看出，整个玉米生育期各处理脲酶活性呈现极强的规律性，即自拔节期后脲酶活性逐渐降低，而至灌浆期后脲酶活性增加，成熟期呈现最大值，这可能是由于玉米根系归还土壤的有机物质增加，为土壤微生物添加了新的碳源，最终引起脲酶活性的增强。除NP处理及NPK配施有机肥外，各处理成熟期土壤脲酶活性均显著高于播种前，尤其是NPK配施植物秸秆，其脲酶活性约为播种前的2.5倍。
表5  土壤酶活性与土壤养分含量之间的相关性

Table 5  The correlations between soil enzyme activity and soil nutrient content
	
	蔗糖酶
	脲酶
	磷酸酶
	有机质
	全氮
	全磷
	碱解氮
	速效磷
	速效钾

	过氧化氢酶
	-0.554**
	-0.286
	-0.252
	-0.590**
	-0.361*
	-0.588**
	-0.130
	-0.590**
	-0.509*

	蔗糖酶
	
	0.414*
	0.589**
	0.835**
	0.744**
	0.755**
	0.653**
	0.751**
	0.772**

	脲酶
	
	
	0.294
	0.445*
	0.367*
	0.493**
	0.377*
	0.392*
	0.377*

	磷酸酶
	
	
	
	0.551**
	0.398*
	0.666**
	0.712**
	0.636**
	0.523**

	有机质
	
	
	
	
	0.772**
	0.887**
	0.675**
	0.834**
	0.702**

	全氮
	
	
	
	
	
	0.780**
	0.681**
	0.677**
	0.661**

	全磷
	
	
	
	
	
	
	0.725**
	0.913**
	0.737**

	碱解氮
	
	
	
	
	
	
	
	0.670**
	0.591**

	速效磷
	
	
	
	
	
	
	
	
	0.674**


注：*显著（p<0.05），**极显著（p<0.01）
玉米各生育期中以CK的脲酶活性最低，各施肥处理均能明显提高土壤脲酶活性，其中以NPK配施有机肥及NPK配施植物秸秆效果尤为显著，其脲酶活性最大值达CK三倍之多，其次为NPK处理，其脲酶活性在拔节期与灌浆期时均达CK两倍之多。这是由于有机物料与化肥配合施用不仅可以提供丰富的有机碳，而且化肥中的无机氮调节了土壤中的碳氮比，为微生物的活动和酶活性的提高创造了良好的条件，同时合理施用NPK也可增强脲酶活性，这与前人的研究结果相一致[6,12]。基本上各生育期脲酶活性大小顺序为NPK+M、NPK+S＞NPK＞NP、N＞CK。
2.4  长期施肥对土壤磷酸酶活性的影响

表3  不同施肥处理脲酶活性的动态变化

Table 3  The dynamic changes of Urease activity of 
different treatments                    μg·g -1
	处理
	播种前
	拔节期
	大喇叭口期
	灌浆期
	成熟期

	CK
	48.7b
	31.5a
	25.8a
	21.5a
	58.7a

	N
	60.2d
	43.0c
	35.8c
	37.3c
	67.3b

	NP
	103.1f
	34.4b
	38.7d
	33.0b
	74.5c

	NPK
	51.6c
	68.8e
	33.0b
	43.0d
	74.5c

	NPK+M
	94.5e
	68.8e
	45.8e
	71.6f
	74.5c

	NPK+S
	41.6a
	61.6d
	55.9f
	50.1e
	103.1d


磷酸酶可加速有机磷的脱磷速度，积累的磷酸酶对土壤磷素的有效性具有重要作用。从表4可以看出，各处理在玉米生育期内其磷酸酶活性均明显低于播种前，约降低13.9%~53.9%。除CK及N处理外，其余各施肥处理土壤磷酸酶在拔节期出现活性高峰，而成熟期处于较低值，其中以NPK配施植物秸秆下降幅度最为明显，成熟期仅为拔节期的53.5%。
表4  不同施肥处理磷酸酶活性的动态变化

Table 4  The dynamic changes of Phosphatase activity of 
different treatments                       mg·g -1
	处理
	播种前
	拔节期
	大喇叭口期
	灌浆期
	成熟期

	CK
	0.37b
	0.22a
	0.25b
	0.23b
	0.24bc

	N
	0.37b
	0.26b
	0.27b
	0.32d
	0.23b

	NP
	0.35a
	0.30c
	0.29c
	0.21a
	0.21a

	NPK
	0.37ab
	0.26b
	0.23a
	0.26c
	0.25c

	NPK+M
	0.56d
	0.37d
	0.32d
	0.36e
	0.33d

	NPK+S
	0.45c
	0.39e
	0.29c
	0.33d
	0.21a


NPK与有机肥配施可明显提高磷酸酶活性，与NPK配施植物秸秆相比，有机肥（猪粪）对于提高磷酸酶活性的作用更为明显，这可能是由于猪粪中磷酸酶含量较高的缘故；而N、NP、NPK处理与CK相比，其差异因生育期的不同而不同，总的来说，CK的磷酸酶活性略低或接近化肥处理，表明化肥处理并不能明显的增加土壤磷酸酶活性，究其原因可能是因为北京褐潮土严重缺磷，土壤供磷能力远不能满足作物生长的需要，因此作物根系分泌较多的磷酸酶，以促进土壤中有机磷化合物水解，生成可以被植物所利用的无机态磷，这是作物适应营养环境的一种机制。基本上各生育期磷酸酶活性大小顺序为NPK+M＞NPK+S＞N＞NPK、NP＞CK。
2.5  土壤酶与土壤养分的相关分析
玉米各生育时期土壤酶活性与土壤养分相关关系见表5，从表中可以看出，土壤酶之间存在一定的内在关系，土壤蔗糖酶与脲酶及磷酸酶均呈极显著正相关，与过氧化氢酶呈极显著负相关。蔗糖酶、脲酶及磷酸酶与土壤养分各因子均呈显著或极显著正相关，除碱解氮外，过氧化氢酶与其余各养分因子呈显著或极显著负相关。曾有文献报道，过氧化氢酶不能表征肥料对于土壤肥力的影响，可能是由于过氧化氢酶的辅基遭到了肥料中的阴离子的封阻[15]。总之，在褐潮土上，土壤酶活性的增强与土壤养分含量的提高有密切关系，土壤酶对因环境或管理因素引起的变化较敏感[16]，具有时效性，土壤酶可以作为土壤的生物肥力指标[17]。

3  结论

长期施肥可以增加土壤中蔗糖酶、脲酶、磷酸酶活性，其中有机肥与化肥配施对于增加土壤中蔗糖酶、脲酶、磷酸酶活性尤为显著，针对褐潮土而言，这种施肥方式可以为作物稳产高产创造良好的土壤生物化学环境。长期施肥降低土壤中过氧化氢酶活性，并且以NPK配施有机肥处理的土壤过氧化氢酶活性降低幅度最大。大多情况下NPK处理各土壤酶活性与NP相当，表明K肥对土壤酶的影响作用不大。
玉米整个生育期中，土壤酶活性呈现规律性变化，在玉米拔节期，土壤过氧化氢酶、脲酶、磷酸酶均出现活性高峰，在玉米成熟期，土壤过氧化氢酶、磷酸酶活性、蔗糖酶活性均低于或接近于播种前，而大多情况下，土壤脲酶活性高于播种前，表明作物的生长发育与土壤酶活性关系密切。
土壤酶与土壤养分因子有明显相关性，土壤酶活性的高低可以反映土壤养分转化的强弱，土壤蔗糖酶、脲酶及磷酸酶可以作为土壤生物肥力指标。

参考文献：
[1]  林葆, 林继雄, 李家康. 长期施肥的作物产量和土壤肥力变化[C]. 北京: 中国农业科技出版社，1996: 1-79.

Lin Bao, Lin Jixiong, Li Jiakang. The change of soil fertilizer and crop yield at long-term fertilization[C]. Beijing: China Agricultural Science and Technology Press, 1996: 1-79.

[2]  WARENTIN B P. The concept of soil quality[J]. Journal of Soil, Land and Water Conservation, 1995, 50: 226-228.

[3]  MERSI W, SCHINNER F. An improved and accurate method for determining the dehydrogenase activity of soils with iodonitrotetrazolium chloride[J]. Biology and Fertility of Soils, 1991, 11: 216-220.

[4]  DE LA PAZ JIMENEZ M, DE LA HORRA A, PRUZZO L, ct a1. Soil quality: a new index based on microbiological and biochemical parameters[J]. Biology and Fertility of Soils, 2002, 35: 302-306.

[5]  DICK R P. Soil enzyme activities as integrative indicators of soil health [M]//Pnkrst C, Dube B M, Gupta V.V.S.R.(Eds). Biological Indicators of Soil Health. CAB International, Wallingford, Oxon, UK, 1997: 121-157.

[6]  袁玲, 杨邦俊, 郑兰君, 等. 长期施肥对土壤酶活性和氮磷养分的影响[J]. 植物营养与肥料学报, 1997, 3(4): 300-306.

Yuan Ling, Yang Bangjun, Zheng Lanjun, et al. Effects of long-term fertilization on enzymatic activities and transformation of nitrogen and phosphorus in soil[J]. Plant Nutrition and Fertilizer Science, 1997, 3(4): 300-306.

[7]  任祖淦, 陈玉水, 唐福钦, 等. 有机无机肥料配施对土壤微生物和酶活性的影响[J]. 植物营养与肥料学报，1996, 2(3): 279-283.

Ren Zugan, Chen Yushui, Tang Fuqin, et a1. Effect of inorganic fertilizer combined with organic manure on the microflora and enzyme activities in paddy soil[J]. Plant Nutrition and Fertilizer Science, l996, 2(3): 279-283.

[8]  孙瑞莲, 赵秉强, 朱鲁生, 等. 长期定位施肥对土壤酶活性的影响及其调控土壤肥力的作用[J]. 植物营养与肥料学报, 2003, 9(4): 406-410.

Sun Ruilian, Zhao Bingqiang, Zhu Lusheng, ct a1. Effects of long-term fertilization on soil enzyme activities and its role in adjusting-controlling soil fcrtility. Plant Nutrition and Fertilizcr Science, 2003, 9(4): 406-410.

[9]  关松荫. 土壤酶及其研究法[M]. 北京: 农业出版社, 1986.
Guan Songyin.. Soil Enzyme and Study Method. Beijing: China Agriculture Press, 1986.

[10] 中国科学院南京土壤研究所. 土壤理化分析[M]. 上海科学技术出版社, 1981: 62-142.
Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences. Analytical Methods of Soil Physics and Chem istry[M]. Shanghai: Shanghai Scientific and Technical Press, 1981: 62-142.

[11] 陈华癸, 樊庆笙. 微生物学[M]. 北京: 农业出版社, 1980.

Chen Huakui, Fan Qingsheng. Microbiology[M]. Beijing: China Agriculture Press, 1980.

[12] 蒋和, 翁文钰, 林增泉. 施肥十年后的水稻土微生物学特性和酶活性的研究[J]. 土壤通报, 1990, 21(6): 265-268.
Jiang He, Weng Wenyu, Lin Zengquan. Microbiological properties and enzyme activities of paddy soil after ten years of fertilization[J]. Chinese Joumal of Soil Science, 1990, 21(6): 265-268.

[13] 王冬梅, 王春枝, 韩晓日, 等. 长期施肥对棕壤主要酶活性的影响[J]. 土壤通报, 2006, 37(2): 263-267.

Wang Dongmei, Wang Chunzhi, Han Xiaori, et al. Effects of long-term application of fertilizers on some enzymatic activities in Brunisolic soil[J]. Chinese Joumal of Soil Science, 2006, 37(2): 263-267.
[14] 王俊华, 尹睿, 张华勇, 等. 长期定位施肥对农田土壤酶活性及其相关因素的影响[J]. 生态环境, 2007, 16(1): 191-196.

Wang Junhua, Yin Rui, Zhang Huayong, et al. Changes in soil enzyme activities, microbial biomass, and soil nutrition status in response to fertilization regimes in a long-term field experiment[J]. Ecology and Environment, 2007, 16(1): 191-196.
[15] 周礼恺. 土壤酶学[M]. 北京: 科学出版社, 1987, 182-228.

Zhou Likai. Soil Enzymology[M]. Beijing: Science Press, 1987: 182-228.

[16] DORAN J W. Defining soil quality for a sustainable environment[A]. Soil Society of America Special Publication[M]. Madison, Wisconsin, 1994: 3-234.

[17] PLARTS F P. Soil Enzymes(Burns, R.G.ed) [M]. Lewis Publishers, chelsea, USA. 1994: 93-97.
Dynamic changes of soil enzyme activities in long-term fertilization soil
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Abstract: The dynamic changes of soil enzyme activities during growth of corn, in particular, the relationship of soil enzyme activities with the contents of soil nutrients were investigated based on a 12-year long-term fertilizer experiment in Fluvo-aquic soil in Changping County, Beijing, China. The results showed that the activities of hydrogen peroxidas and phosphatase peaked at jointing stage. Urease had two peaks of concentrations at jointing stage and mature stage. Invertase activities had a little change during growth of corn. Long-term application of fertilizers could significantly increase the soil phosphatase, urease and invertase activities. The application of NPK fertilizers combined with organic manure was more effective than others to increase soil enzymes activities. Long-term fertilization especially the application of NPK fertilizers combined with organic manure decreased the activity of hydrogen peroxidase in soil. Significant correlation was found among the soil enzymes activities or between the activities of soil enzymes and the contents of soil nutrients. The significant positive correlations were found between the activities of phosphatase, urease and invertase and the contents of organic matter, total N, alkalified N, total P, available P and available K. Hydrogen peroxidase activities were negatively correlated with soil nutrients contents, except for alkalified N.
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