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摘要：土壤脲酶抑制剂正丁基硫代磷酰三胺(nBPT)是抑制土壤中尿素水解的最有效的化合物之一。分析大连工业大

学合成的土壤脲酶抑制剂nBPT抑制脲酶活性的影响因素及作用机理，结果表明：在50。C，pH=5．91时，nBPT的抑制活性达

到最大值；在nBPT各结构基团中，正丁基(-NH(CH2)3CH3)、硫基(一S)对nBPT与脲酶的结合起辅助作用，胺基(-NH2)

是nBPT与脲酶结合的关键基团，与脲酶活性部位巯基(-SH)结合。土壤脲酶抑制剂nBPT与脲酶的具体结合机理还有待继续

研究。
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尿素由于具有含N量高，使用方便，用后不会导

致土质变坏等优点，20世纪80年代以来已经成为我

国农业应用的主要N肥之--[卜引。一般情况下，尿素在

土壤中很快被脲酶分解成氨，高浓度的氨易于损伤作

物和挥发损失，致使尿素的利用率通常只有30％～

40％，且肥效期只有50天左右【31。脲酶抑制剂是能够

抑制土壤脲酶活性的一类物质的总称，在尿素中加入

脲酶抑制剂是近10年来研究出来的新技术。使用土

壤脲酶抑制剂可有效地减缓尿素分解成氨的酶解过

程，延长施肥点处尿素的扩散时间，由此降低土壤中

NH4+和NH3的浓度【4。5】，使土壤供肥和作物需肥同

步。因此，应用土壤脲酶抑制剂对节省尿素肥料施用

量、提高作物产量、减少环境污染等均有好处，是一

种可持续的农业生产技术【6‘81。正丁基硫代磷酰三胺

(N．(n—butyl)tiophosphoric triamide，nBPT)是目前最

有效的土壤脲酶抑制剂之一【9J。

然而要充分发挥脲酶抑制剂nBPT的作用，必须

对nBPT的使用效果与环境条件的关系、使用方法及

作用机理进行研究和探讨。土壤脲酶抑制剂nBPT减

缓尿素水解的作用条件及作用机理研究均未见报道。

本实验以nBPT的合成途径为基础，从nBPT其本身

结构出发，重点研究了nBPT抑制脲酶酶解的有效基

团，并对其使用效果与环境条件的关系进行了研究。

1材料与方法

1．1材料和试剂

大豆(拉丁学名为Glycine肌锻倒Merrill)，采用
品种辽豆11。脲酶抑制剂“保倍氮”(主要成分是

IlBPT)，由大连工业大学脲酶抑制剂项目组提供。其

他化学试剂均采用分析纯试剂。

1．2实验方法

1．2．1 制备粗制脲酶 取20 g大豆浸泡于200 ml

去离子水中12 h，使黄豆充分吸水膨胀，用高速匀浆

机将大豆匀浆15 min，大豆呈一定的浓度，冰箱中(4

℃)静止放置过夜，离心0500 r／min)30 min，弃去沉

淀，取上层液。此上层液即为所需的粗制脲酶。放置

于冰箱中，4℃密封保存。

1．2．2 制备脲酶抑制剂和尿素缓冲溶液 称取

4．45 g磷酸氢二钠和3。40 g磷酸二氢钾溶解于水，并稀

释至1000 ml制得磷酸缓冲液。称取15 g尿素溶于磷

酸缓冲液中，并稀释至500 ml备得0．5 mmol／L含尿素

缓冲液。以HCI和NaOH调整尿素缓冲溶液pH。称

取85．12 mg脲酶抑制剂溶解于水，用适量Npl0助溶，

并定容至100 ml备得5 mmol／L脲酶抑制剂溶液。

1。2．3土壤环境对nBPT抑制活性的影响 吸取脲

酶液1 ml于小烧杯中，加入10 ml尿素缓冲液，充分

混合，分别在4、23、30、40、50、60℃水浴30 min；

在30"(2水浴条件下，分别取lO ml pH为4。92、5。9l、

6．98、8．04的尿素缓冲液，加1 ml脲酶液水浴30 min，

然后分别加入1．0 ml 2％酒石酸钾钠终止反应。采用纳

氏试剂法测得反应液中铵生成量。各处理均4次重

复。以加入nBPT后每分钟每毫升脲酶分解尿素释放
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NH4+-N的微克数的减少量表示nBPT的制剂活性。

1．2．4 nBPT有效基团验证 nBPT作为土壤脲酶

抑制剂最有效的化合物之一，其化学名称为N一正丁

基一硫代磷酰三胺(N-(n—butyl)tiophosphoric triamide)，

分子式为C4H13N3PS，化学结构如图1所示：

S
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图1 nBPT的化学结构

Fig．1 Chemical structure ofnBPT

nBPT中基团的验证本实验以nBPT的合成途径

为基础采用基团替代法【101进行。即利用nBPT中的正

丁基、胺基和硫基可分别被其他类似基团替代反应的

特点，利用原料类似物进行反应，使nBPT中的正丁

基、胺基和硫基被不同的基团取代，以此来确定各基

团在nBPT抑制脲酶酶解中的作用。具体实验设计如

表1、2、3所示。实验过程中称取等当量的原料，放

置于冷却条件下的反应器中缓慢混合并搅拌，待反应

产物冷却后测定其对脲酶的抑制活性。

1．2．5脲酶和脲酶抑制剂抑制活性的测定 在缓

冲溶液pH为6．0条件下，在30"C水浴条件下，将1 m1

脲酶加入10 ml尿素缓冲溶液中作为对照，在对照中

加入10 ml脲酶抑制剂溶液，测定脲酶活性和脲酶抑

制剂的抑制活性。参考中华人民共和国国家标准大豆

制品中脲酶活性测定和计算方法(GB 8622—1988)【111。

以未加脲酶抑制剂的脲酶活性作为对照，加入脲酶抑

制剂的剩余脲酶活性【12】为脲酶抑制剂的抑制活性。

1．2．6 数据统计分析 在数据处理中，采用

ANOVA进行t检测计算出LSD(P=0．05)，对土壤环

境因素对脲酶抑制剂nBPT的抑制活性的影响和不同

基团的脲酶抑制剂的抑制能力间的差异进行比较。

表1 正丁胺基基团测定实验设计

Table I Designing ofthe experiment to determinethe normal·butyl group

表2硫基基团测定实验设计

Table 2 Designing ofthe experiment to determine"the sulfur group

表3胺基基团测定实验设计

Table 3 Designing ofthe experiment to determine the amido group

2结果与讨论

2．1 土壤环境对nBPT抑制脲酶酶解速度的影响

尿素N转化成NH4+-N是在土壤中脲酶的催化作

用下进行的，其转化过程与脲酶的活性有关。影响脲

酶活性的因素包括土壤酸碱度、水分状况、通气条件、

加入的有机物质以及尿素的浓度。脲酶抑制剂的使用

效果在很大程度上与那些对脲酶活性有影响的土壤因

素也有关联，尤其是环境条件，如土壤温度和土壤酸

碱度对nBPT的影响很大【l 31。不同季节及不同类型的

土壤中，其温度及酸碱度是不同的[14-15】。本实验在实

验室条件下模拟了不同季节及不同类型的土壤温度及

酸碱度，测定温度及酸碱度对nBPT抑制效果的影响，

结果见表4、表5。

温度对脲酶具有一定的影响，在达到其最适温度

(50℃)[61以前，脲酶活性与温度呈正相关关系。未

加nBPT时，脲酶活性在50℃时最强。加入nBPT后，

脲酶活性随温度的变化差异不显著著(LSD=o．07)，

nBPT抑制活性随温度升高而增大。50℃时，nBPT抑

制脲酶酶解速度的能力最强，可作为土壤中施用nBPT

的最适温度。  
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表4温度对nBPT抑制脲酶酶解速度的影响

Table 4 Effect oftemperature on inhibiting activity ofnBPT

表5酸碱度对nBPT抑带Ⅱ脲酶酶解速度的影响

Table 5 Effect ofpH on inhibiting activity ofnBPT

与温度类似，pH也对nBPT的抑制效果具有一定

的影响。当pH达到5．91时，脲酶抑制剂nBPT的抑

制活性达到最大值。因此，pH为5．91是土壤中施用

nBPT的最适酸碱度。

2．2 nBPT的有效基团验证

2．2．1 正丁胺基基团的测定 在反应过程中，叔丁

胺与三氯硫磷不反应，没有比较意义，没有列入表6

中。在表6中，根据LSD分析，含正丁胺基、异丁胺

基、正丙胺基的生成物对脲酶酶解的抑制效果无明显

差异；而不加正丁胺，只有三氯硫磷和氨气反应生成

含胺基基团的产物仍具有抑制活性，但其活性明显降

低。由此可知，正丁胺基不是nBPT对脲酶酶解起抑

制作用的关键基团，采用正丁胺类似物代替其参加反

应，生成物具有抑制活性：但正丁胺基的存在对nBPT

的抑制活性具有很大的辅助作用。因正丁胺相对于异

丁胺、正丙胺来说，其价格比较低，且毒性相对较低，

因此在合成过程中宜采用正丁胺进行反应，以降低合

成成本。

2．2．2硫基基团的测定 在表7中，根据LSD分

析，含硫基、氧基的生成物抑制活性没有差别，而不

含任何基团的生成物的抑制活性稍低于含硫基、氧基

的生成物的抑制活性。由此可知，硫基、氧基对nBPT

的抑制效果作用相同；而无基团时，其活性偏低，则

硫基对nBPT的抑制活性具有一定的辅助作用，但是

可用氧基取代。在生成过程中，因三氯硫磷的价格、

毒性低于三氯氧磷，因此合成过程中采用三氯硫磷。

表6 4种不同基团的nBPT类似物的抑制活性

Table 6 Inhibiting activities ofnBPT analogs

different in N-butyl group

表7 3种不同基团的nBPT类似物的抑制活性

Table 7 Inhibiting activities of nBPT analogs

different in sulfur group

2．2．3胺基基团的测定 在表8中，根据LSD分

析，不含胺基时，nBPT类似物抑制活性为1．89％，抑

制活性接近于0％；而含胺基的nBPT抑制活性为

75．25％，二者具有明显的差异。由此可知，胺基是nBPT

具有抑制活性的关键性基团。

表8两种不同基团的nBPT类似物的抑制活性

Table 8 Inhibiting activities ofnBPT analogs different in amido group

2．2．4 nBPT中基团分析 在PDB蛋白质库中，共

收录了40种不同类型的脲酶，如La5K、La5m、lfwa

等类型。脲酶是一种依赖于镍(Ni)的金属酶，40种

脲酶的结构不同，氨基酸的序列也有一定的差异，但

它们具有共同的作用，催化非肽键的直链酰胺的C—N

键水解，促进尿素水解为氨水和胺基甲酸盐[16-17】。40

种脲酶对尿素水解起作用的是其中的4～8个带巯基  
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(-SH)的化合物【181，巯基对脲酶的活性具有重要作用。

宁国辉等【61、孙爱文等116】研究表明，脲酶抑制剂

通过对在脲酶催化过程中扮主要角色的巯基(一SH)发

生作用，从而延缓土壤中尿素的水解速度，减少氨的

挥发损失16·”】。nBPT作为土壤脲酶抑制剂，其结构与

脲酶底物尿素的结构十分相似，并且与脲酶的作用也

与尿素相似，作用于脲酶的活性部位巯基(一SH)基团。

脲酶抑制剂nBPT与尿素混合使用时，nBPT与尿素

一起与脲酶作用，即nBPT与尿素竞争，阻止部分尿

素与脲酶的结合，从而减少了尿素的水解，降低了尿

素水解产物氨的挥发，提高了尿素的利用率。正丁胺

基的存在改变了nBPT的极性，有利于nBPT与脲酶的

结合。而硫基的存在则使nBPT的结构更类似于底物

尿素中氧基的存在，增大了nBPT与脲酶的结合机率。

胺基是nBPT与脲酶结合的关键基团。因此，胺基是

nBPT与脲酶的结合基团。

3结语

土壤脲酶抑制剂nBPT是抑制土壤中尿素水解最

有效的化合物之一，其抑制效果受温度、酸碱度的影

响。在施用时应选择最佳温度、最佳酸碱度以提高

nBPT的活性，以充分发挥其作为脲酶抑制剂的作用。

在nBPT各结构基团中，正丁胺基、硫基对nBPT与脲

酶的结合起辅助作用，胺基是nBPT与脲酶结合的关

键基团，与脲酶活性部位巯基(一SH)结合。
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Functional Groups of Soil Urease Inhibitor nBPT

SUN Qing—yuan，ZHANG Xue-song，WANG Yan-hong

(CollegeofBiology&FoodTechnology,DalianPolytechnicUniversi劬Dalian，Liaoning 116034，China)

Abstract：N-(n-butyl)tiophosphodc triamide(nBPT)is one of the most efficient soil urease inhibitors that suppress urea hydrolysis in the

fields，thus preventing ammonia loss，and increasing N use efficiency ofurea．This paper Was to explore functional groups ofnBPT,their mechanisms

and influencing factors，for example，temperature and pH，and a method to purify the urease from soybean．The result showed that 50 oC was the

optimum temperature，5．91 the optimum pH，and-NH2 the key functional group．

Keywords：nBPT，Urease inhibitor,pH，Temperature，Mechanism ofaction
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