生态环境 2008, 17(6): 2401-2406                                                         http://www.jeesci.com

Ecology and Environment                                                                E-mail: editor@jeesci.com
2406                                                                 生态环境  第17卷第6期（2008年11月）
王涵等：pH变化对酸性土壤酶活性的影响                                                                  2405

pH变化对酸性土壤酶活性的影响
王涵，王果，黄颖颖，陈璟，陈妹妹
福建农林大学资源与环境学院，福建 福州 350002
摘要：采用酸性土壤，以添加酸或碱的方式，研究酸化或碱化对土壤酶活性的影响。结果表明，培养过程中对照土壤微生物C量(Cmic)变化与土壤pH变化密切相关，Cmic大时pH值相对较低，显示土壤中微生物活动加剧对土壤pH下降的影响。除过氧化物酶外，土壤pH值变化对土壤酶活性影响较大。脲酶、过氧化氢酶、酸性磷酸酶、碱性磷酸酶、脱氢酶、多酚氧化酶和蛋白酶活性大致呈现酸化抑制碱化激活的规律。前期酸碱添加都抑制了酸性磷酸酶、碱性磷酸酶、脱氢酶活性，中期酸碱添加都抑制了多酚氧化酶活性，后期酸碱添加都抑制了蛋白酶活性。蔗糖酶活性呈现前期酸化激活碱化抑制，中期酸碱都以激活为主，后期碱化又呈现抑制作用。纤维素酶活性变化没有明显规律性。总体上酸添加对土壤酶活性主要起抑制作用，碱添加主要起激活作用。土壤Cmic变化和酶活性变化之间有着较为密切的关系，存在酸化抑制Cmic碱化激活Cmic的现象，pH变化对微生物活性的影响是造成土壤酶活性变化的主要因素。
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土壤酶与土壤组分结合形成复合酶，具有与纯酶不一样的酶学特性[1]，但二者同样都具有适宜催化的pH范围。一些野外调查结果表明，土壤pH与土壤酶活性之间的关系较为密切[2-3]，人工改变土壤pH值对土壤酶活性存在一定程度的影响[4]。尽管pH对土壤酶催化功能具有重要作用，但少有人对此进行系统研究。pH变化对土壤酶作用机理大致可以从两方面加以阐明，第一酶空间构象的改变影响土壤酶催化活性，第二土壤微生物类群发生变化而影响酶来源。先前大多研究使用酶构象改变解释pH对土壤酶活性的影响[5-6]。但是研究表明，反映土壤微生物总量指标的微生物C量与土壤pH值之间的关系较为密切[7-8]。因此土壤酶催化能力不仅取决于土壤中现有酶，从土壤酶发生学观点出发，微生物变化决定土壤酶来源数量，这可能为影响酶活性的更关键因素。为此本研究采用南方酸性土壤，通过HCl和NaOH酸化或碱化培养土壤，考察酸化或碱化对土壤酶及微生物C量的影响，进而探讨pH变化对土壤酶的影响机制。

1  材料与方法

1.1  供试土壤

供试土壤采自福建省龙岩市新罗区铁山镇富溪村。此地远离城市，附近无明显污染源。采集菜园耕作层土壤（≤20 cm），风干，去除石块和动植物残体，过2 mm筛。部分土风干后进行土壤基本理化性质的测定。供试土壤的主要性质：pH 4.77，含碱解氮102.47 mg·kg-1，全磷0.33 g·kg-1，有机质33.1 g·kg-1。

1.2  实验设计

将80 g过2 mm筛的风干土壤置于150 mL聚乙烯塑料杯中，加入一定量事先配制好的0.1 mol·L-1 HCl或NaOH溶液，将土壤搅拌均匀，加水调节至田间最大持水量60%。最终使各处理土壤[H+]加入量为80、160、240 mmol·kg-1，以[H+]80、[H+]160、[H+]240表示。[OH-]加入量为40、80、120 mmol·kg-1，以[OH-]40、[OH-]80、[OH-]120表示。同时设立未加酸碱的土壤作为对照，即CK。以上设置事先经过检验，各处理的pH值变化范围在3~7之间，为福建省农田土壤常见pH值范围。各处理均设15个重复。用保鲜膜将塑料杯封口，并在保鲜膜上开孔通气。将塑料杯放置于恒温箱中培养，温度控制在25 ℃左右。每隔3 d调节一次土壤水分，使之维持恒定水分含量。培养后的第3、10、17、31、52天分别从每种处理中取3个培养杯（3个重复），采用杯中新鲜土样进行土壤酶活性测定。

1.3  测定方法

蔗糖酶、脲酶、蛋白酶、纤维素酶、多酚氧化酶、过氧化物酶、过氧化氢酶活性测定参考关松荫等介绍的方法，并做一定的改进[9]。脱氢酶活性测定参照朱南文等的方法并做一定的改进[10]。微生物C量、酸性磷酸酶、碱性磷酸酶活性测定参考鲁如坤等介绍的方法[11]。

2  结果与讨论
2.1  培养过程土壤pH值的变化

最初酸碱的添加改变了土壤pH值，形成了从2.98~6.95之间的系列，然而培养期间土壤pH值在不断发生着变化（见表1）。总体来看，培养过程中酸化土壤的pH值不断升高而碱化土壤的pH值不断降低，对照土壤的pH则先降后升，然后再次降低。酸化土壤的pH值变化幅度不大，在0.1~0.2个pH单位之间。对照土壤和碱化土壤的pH值变化幅度较大，在0.4~0.9pH单位之间，其中[OH-]80、[OH-]120和对照土壤的pH变化幅度最大，大致都在0.8个pH单位。
表1  培养过程土壤pH值的变化

Table 1  Change of pH during incubation
	酸碱处理
	培养时间/d

	
	3
	10
	17
	31
	52

	[H+]240
	2.98
	3.05
	3.14
	3.19
	3.20

	[H+]160
	3.27
	3.31
	3.38
	3.46
	3.45

	[H+]80
	3.78
	3.84
	3.92
	3.93
	3.89

	CK
	4.90
	4.67
	4.85
	4.09
	4.11

	[OH-－]40
	5.42
	5.13
	5.06
	5.03
	4.95

	[OH-－]80
	6.27
	5.84
	5.59
	5.49
	5.43

	[OH-]120
	6.95
	6.38
	6.20
	6.49
	6.10


由表2可见，CK土壤Cmic在培养过程中有增加的迹象，第52天是第3天的2.5倍。酸化土壤降低了土壤Cmic，而且随着[H+]添加量的增加抑制作用增强。从整个培养过程来看，低剂量的[H+]（[H+]80）对Cmic的抑制作用相对较小，培养3天[H+]80处理的Cmic含量与对照土壤接近。随着培养时间的延续，培养中后期中高剂量[H+]（[H+]160，[H+]240）处理土壤的Cmic得到一定程度的恢复。然而碱处理对Cmic有一定程度的刺激作用，尤其在培养第3天，碱处理对Cmic刺激性较大。

表2  培养过程土壤微生物C量变化

Table 2  change of Cmic during incubation      mg·kg-1
	酸碱处理
	培养时间/d

	
	3
	10
	17
	31
	52

	[H+]240
	0
	42.53
	2.23
	51.64
	50.63

	[H+]160
	21.67
	18.23
	0
	62.78
	21.06

	[H+]80
	53.06
	117.86
	25.31
	54.68
	98.62

	CK
	56.3
	145.8
	98.21
	115.43
	140.94

	[OH-－]40
	83.7
	145.8
	147.15
	149.85
	152.15

	[OH-－]80
	126.23
	141.21
	81
	123.53
	148.77

	[OH-]120
	93.15
	109.35
	112.39
	135.88
	149.85


培养期间，土壤pH值变化与下列原因有关。首先土壤具有一定的缓冲能力，土壤中的缓冲物质结合了外源[H+]和[OH-]从而缓解了酸碱的影响，而土壤碳酸钙含量、交换性盐基总量、土壤质地和有机质含量对于土壤缓冲性有不同程度的影响[12]。其次土壤微生物活动使土壤pH值降低，培养过程中微生物生理代谢产物改变了土壤pH值。唐罗忠等认为这与土壤微生物代谢产生的硝态氮有着直接的关系。硝态氮中的硝酸根是强酸离子，如果土壤中存在大量的硝态氮，其pH值就可能较低[13]。本研究中对照土壤pH值变幅达到0.81个单位，同时对照土壤pH值并非线性下降，从结果可以看出（表1，表2），Cmic变化与土壤pH值变化密切相关，Cmic数值大时则pH值相对较低，显示土壤中微生物活动加剧对土壤pH下降的影响。另外培养过程中空气中CO2与碱化处理土壤中的NaOH发生反应也是培养土壤pH值变化的原因之一。由上述可知，较多因素造成土壤pH值下降，这可以解释为什么碱化土壤pH值变幅较酸化土壤大。
2.2  土壤pH变化对酶活性的影响
土壤酸化或碱化均对蛋白酶活性有较大影响（图1）。培养第3天，碱化基本上对蛋白酶呈刺激作用而酸化则呈抑制作用。大约到第10天，无论酸化或碱化土壤对蛋白酶活性都呈抑制作用，但碱化抑制程度较小。培养中期，各处理的蛋白酶活性都与对照相近。培养后期，对照土壤的酶活性有所升高，酸化或碱化土壤的酶活性仍保持在较低水平。
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图1  酸或碱处理对蛋白酶活性的影响

Fig. 1 Effects of HCl or NaOH addition on the activities of soil protease

◇CK, ■[OH-]40, ▲[OH-]80, ━[OH-]120, *[H+]80, ●[H+]160, +[H+]240
土壤培养前中期，酸化或碱化对纤维素酶活性激活与抑制交互存在。培养中后期酸化或碱化处理基本上对土壤纤维素酶活性起激活作用，但这种激活作用没有一定的规律性（图2）。
大部分碱化处理对土壤脲酶活性有强烈的刺激作用，而且这种刺激作用跟[OH-]添加量呈正相关。以培养52 d为例，[OH-]40，[OH-]80和[OH-]120处理的脲酶活性分别是对照的1.17，1.85和5.72倍。而大部分土壤酸化处理则降低了脲酶的活性。
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图2  酸或碱处理对纤维素酶活性的影响

Fig. 2 Effects of HCl or NaOH addition on the activities of soil cellulase 

◇CK, ■[OH-]40, ▲[OH-]80, ━[OH-]120, *[H+]80, ●[H+]160, +[H+]240
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图3  酸或碱处理对脲酶活性的影响

Fig. 3 Effects of HCl or NaOH addition on the activities of soil urease  

◇CK, ■[OH-]40, ▲[OH-]80, ━[OH-]120, *[H+]80, ●[H+]160, +[H+]240
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图6  酸或碱处理对碱性磷酸酶活性的影响

Fig. 6 Effects of HCl or NaOH addition on the activities of 
soil alkaline phosphomonoesterase
◇CK, ■[OH-]40, ▲[OH-]80, ━[OH-]120, *[H+]80, ●[H+]160, +[H+]240
土壤培养3 d，低浓度的酸处理（[H+]80）和所有的碱处理都抑制了蔗糖酶活性，较高浓度的酸处理（[H+]160，[H+]240）对酶活性有强烈的刺激作用。[H+]160和[H+]240蔗糖酶活性分别为CK的2.48和4.04倍，然而这种强烈的刺激作用随着培养时间的推移迅速下降，其中[H+]240处理的酶活性下降幅度最大。除[H+]240处理外，其余处理酶活性在10~31 d这段时间内均高于对照，显示了激活作用。10~31 d期间碱处理的激活作用与处理量呈正相关，即[OH-]处理浓度越高酶活性也越高。培养末期所有碱处理土壤酶活性都维持在一个较低水平状态，而酸处理土壤酶活性则与对照较为接近（图4）。

培养3 d，酸化或碱化土壤都对酸性磷酸酶活性造成了一定的抑制作用，其中高量酸处理对酶活性的抑制作用更大。随后的培养过程中碱化作用显示出一定的激活作用。培养末期碱化土壤和对照土壤的酶活性趋于一致。在整个培养过程中，酸化对酶活性都存在抑制作用，而且[H+]浓度越高抑制作用越强（图5）。

[image: image8.emf] 

0

500

1000

1500

2000

2500

0 10 20 30 40 50 60

t /d

没食子素

/(μg • g

-1

 • 2h

-1

)


[image: image9.emf] 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0 10 20 30 40 50 60

t /d

0.5mol • L

-1

 KMnO

4

/(m

L • g

-1

 • 20min

-1

)


图4  酸或碱处理对蔗糖酶活性的影响

Fig. 4 Effects of HCl or NaOH addition on the activities of soil sucrease  

◇CK, ■[OH-]40, ▲[OH-]80, ━[OH-]120, *[H+]80, ●[H+]160, +[H+]240
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图5  酸或碱处理对酸性磷酸酶活性的影响

Fig.5 Effects of HCl or NaOH addition on the activities of 
soil acid phosphomonoesterase  

◇CK, ■[OH-]40, ▲[OH-]80, ━[OH-]120, *[H+]80, ●[H+]160, +[H+]240
3~10 d酸碱处理都抑制了土壤碱性磷酸酶活性，其中高浓度酸化处理对土壤酶的抑制作用更强。培养中期碱化处理对酶活性显示了一定的激活作用。培养后期随着碱性磷酸酶活性的下降，不同处理间酶活性的差异并不太大（图6）。

总体上整个培养过程中，碱化刺激了土壤多酚氧化酶的活性，酸化则降低了多酚氧化酶活性。大约在第3天，除[H+]80处理外，其余酸碱化处理都刺激了土壤酶活性。在培养的10~31 d期间，所有酸碱处理都对多酚氧化酶活性起抑制作用。比较而言，碱化处理对土壤酶活性的抑制作用较弱（图7）。

与上述酶活性相比较，酸化或碱化对过氧化物酶活性有一定的影响，但处理之间的差异并不显著。后期碱化土壤对酶活性有一定程度的抑制，然而最高浓度的[H+]处理对酶活性有一定程度激活作用，其余酸化处理对酶活性并没有太大的影响（图8）。
培养期间，所有碱处理对过氧化氢酶活性起激活作用，而且这种激活作用与[OH-]添加量呈正相关。[H+]160和[H+]240处理则对土壤过氧化氢酶活性起抑制作用，其中[H+]240处理的抑制作用更强。[H+]80处理在前期对酶活性起抑制作用，培养中后期则起激活作用（图9）。
从图10可以看出，培养第3天，所有酸碱处理都对脱氢酶活性有抑制作用，其中酸处理的抑制作用更强。随着培养时间的推移，碱化处理显示出较强的激活作用，这种激活作用一直持续到培养结束。酸化处理始终对土壤酶活性起抑制作用。在培养第52天，碱化土壤的激活作用与[OH-]添加量呈正相关。



图9  酸或碱处理对过氧化氢酶活性的影响

Fig. 9 Effects of HCl or NaOH addition on the activities of soil catalase
◇CK, ■[OH-]40, ▲[OH-]80, ━[OH-]120, *[H+]80, ●[H+]160, +[H+]240


图10  酸或碱处理对脱氢酶活性的影响

Fig. 10  Effect of acid or alkali on soil dehydrogenase

◇CK, ■[OH-]40, ▲[OH-]80, ━[OH-]120, *[H+]80, ●[H+]160, +[H+]240
研究结果说明，酸碱的添加改变了土壤酶活性，除了对过氧化物酶活性影响相对较小以外，对其余土壤酶活性影响较大，说明土壤pH值变化对土壤酶活性有较大的影响。例如Wang等也发现土壤酶活性与土壤pH值之间有较强的相关性[14]。


图7  酸或碱处理对多酚氧化酶活性的影响

Fig. 7 Effects of HCl or NaOH addition on the activities of 
soil polyhphenol oxidase 

◇CK, ■[OH-]40, ▲[OH-]80, ━[OH-]120, *[H+]80, ●[H+]160, +[H+]240
在本研究条件下，添加[OH-]主要对土壤酶活性起刺激作用，而添加[H+]主要呈现抑制作用，可能与供试土壤偏酸，低于大部分土壤酶及其相关微生物适宜pH值所致。唐莉娜等人对pH值5.2的土壤施用石灰后发现脲酶、酸性磷酸酶、过氧化氢酶和纤维素酶的活性增强[4]。而Acosta-Martinez等施用石灰将土壤调成4.9~6.9的pH系列，发现除了酸性磷酸酶以外，其余13种土壤酶活性与pH均呈显著正相关[15]。本研究中脲酶和过氧化氢酶的表现较为一致，大致呈现酸化抑制碱化激活的规律，与上述研究结论基本一致。



图8  酸或碱处理对过氧化物酶活性的影响

Fig. 8 Effects of HCl or NaOH addition on the activities of soil peroxidase
◇CK, ■[OH-]40, ▲[OH-]80, ━[OH-]120, *[H+]80, ●[H+]160, +[H+]240
酸抑制碱激活酶只是本研究的大致规律。从结果可以看出，酸性磷酸酶、碱性磷酸酶、多酚氧化酶、脱氢酶和蛋白酶在一定的培养时期无论[OH-]或[H+]都呈现抑制作用，但是总体上[OH-]抑制作用较小，其余培养时间则呈现酸化抑制碱化激活。以上现象说明无论酸化或碱化都对本土酶活性存在一定程度的干扰，反映了土壤酶对外界干扰的敏感。酸碱对酸碱性磷酸酶和脱氢酶的干扰作用出现在前期，多酚氧化酶出现在中期，蛋白酶则出现在培养中后期。反映了酸碱性磷酸酶和脱氢酶对酸碱干扰的快速适应，而酸碱的干扰对蛋白酶活性影响较大，中后期酸碱的抑制作用使相关微生物活性下降，致使酶来源受到影响。酸性磷酸酶未出现前人报道过的酸化条件下酶活性增加的现象[16]，可能与所测酶活性为酸偏中性磷酸酶的活性(pH6.5)有关。碱性磷酸酶在碱化条件下活性未见大幅度提升，前期还存在明显的抑制作用，尽管碱的抑制比酸抑制程度小，但与预期酶活性变化存在一定的差异，与Dicka等人的结果有一定的差异[17]。
与本研究类似，徐冬梅等人也曾观察到酸刺激蔗糖酶活性的现象[16]。但对于前期酸([H+]240)刺激蔗糖酶活性激增的现象需进一步研究。中期大部分处理激活蔗糖酶活性以及后期的碱化抑制现象表明土壤中相关微生物活性及数量产生变化。本研究中土壤酸化或碱化对过氧化物酶活性无明显影响，显示相关酶及微生物对土壤pH变化不太敏感。
2.3  土壤pH变化对土壤酶作用机理

现有文献认为，土壤pH变化可能通过改变酶空间构象、氨基酸残基微环境而影响其活性[5-6]，或者通过改变酶与土壤颗粒之间的结合状态使土壤酶活性发生变化；培养初期土壤酶活性的增加还可能与土壤溶液中溶解酶量的增加有关，溶液中的酶活性较高，但易失活[18-20]。以上效应可能主要出现在土壤培养的前期，对于较长培养时期来说，pH变化对相关微生物活性的影响是一个更为关键的因素。研究结果证明，土壤Cmic变化和酶活性变化之间有着较为密切的关系，[H+]同样抑制了酶活性和Cmic含量，[OH-]对土壤酶和Cmic都存在刺激作用。[H+]对土壤Cmic的抑制作用同样被Blagodatskaya等人观察到，这种抑制作用在较短时间内（8 d）就显现出来，同时他们研究也证明高浓度[H+]对Cmic的抑制作用更明显，而且被抑制的Cmic随着培养时间延续能够得到一定程度的恢复[21]。[OH-]对Cmic的刺激作用在一些施用石灰的农业用地上得到证明，数据显示，偏酸性土地提高土壤pH值促使Cmic增加[22,23]。同时Anderson等人的研究显示，Cmic与土壤pH值呈显著正相关[7]。由于在较短时期内（3 d）pH变化对Cmic已经存在较为明显的影响（表2），因此我们认为，pH变化对微生物活性的影响是造成土壤酶活性变化的主要因素。

尽管土壤微生物活性变化结合酶空间构象以及酶与土壤颗粒之间的结合状态可以解释大部分土壤酶活性变化规律，但对于蔗糖酶和纤维素酶活性变化规律不太好解释，同时还存在酸激活和碱抑制的现象，需要进一步的研究。
3  结论

（1）培养过程中土壤pH值不断变化，土壤缓冲性促使土壤pH趋向稳定，微生物活动造成土壤酸化，其中Cmic变化与土壤pH值变化密切相关，Cmic数值大时则pH值相对较低，显示土壤中微生物活动加剧对土壤pH下降的影响，说明由微生物活动造成的pH值变异幅度较大，在土壤培养实验中必须予以考虑。

（2）除过氧化物酶外，土壤pH值变化对其余土壤酶活性影响较大。本研究中脲酶和过氧化氢酶的表现较为一致，大致呈现酸化抑制碱化激活的规律。酸性磷酸酶、碱性磷酸酶、脱氢酶、多酚氧化酶和蛋白酶活性除呈现酸化抑制碱化激活现象外，前期酸碱都抑制了酸性磷酸酶、碱性磷酸酶、脱氢酶活性，中期酸碱都抑制了多酚氧化酶活性，后期酸碱都抑制了蛋白酶活性，但总体上[OH-]抑制作用较小。蔗糖酶活性变化呈现前期酸化激活碱化抑制，中期除了最高浓度酸处理抑制外其余处理激活酶活性，后期则又出现碱化抑制的现象。纤维素酶活性变化没有很强的规律性。

（3）土壤Cmic变化和酶活性变化之间存在较为密切的关系，存在酸化抑制Cmic碱化激活Cmic的现象。由于在较短时期内（3天）pH变化对Cmic已经存在较为明显的影响，说明pH变化对微生物的影响可能是造成土壤酶活性变化的主要因素。
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The effects of pH change on the activities of enzymes in an acid soil

Wang Han, Wang Guo, Huang Yingying, Chen Jing, Chen Meimei

College of Resources and Environment, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou, Fujian 350002, China
Abstract: The effects of pH change on enzymatic activities and microbial biomass carbon in an acid soil were studied by adding different doses of HCl or NaOH solutions. The microbial biomass carbon(Cmic) in the control is closely related with soil pH. That pH decreased with higher Cmic suggested that active microbial activities may induce pH decrease of the soil. The activities of the enzymes were apparently affected by soil pH except for that of peroxidase. In general, the activities of urease, catalase, acid phosphomonoesterase, alkaline phosphomonoesterase, dehydrogenase, polyhphenol oxidase and protease were inhibited by acidification wherase promoted by alkalization. The addition of HCl or NaOH solutions inhibited the activities of acid phosphomonoesterase, alkaline phosphomonoesterase and dehydrogenase in early stage of incubation, that of polyhphenol oxidase in middle stage and that of protease in late stage of incubation. The sucrease activity was promoted by acid and inhibited by alkali in the early stage of incubation whereas was mainly promoted by acid and alkali in the middle stage and inhibited by alkali additong in the late stage. The effect of the addition of HCl or NaOH solutions did not show apparent effects on cellulase activity. As a whole, the acid addition inhibited wherase the alkali addition promoted the activities of soil enzymes. There is a close relationship between Cmic and enzyme activities. Acid addition decreased Cmic while alkali addition increased Cmic. The changes in the microbial activities induced by pH alternation was the main cause for the changes of soil enzyme activities.
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