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红壤水稻土累积酶活性及养分对长期不同施肥处理的响应
① 

李委涛1, 2，李忠佩1, 2*，刘  明1，江春玉1，吴  萌1 

(1 土壤与农业可持续发展国家重点实验室(中国科学院南京土壤研究所)，南京  210008；2 中国科学院大学，北京  100049) 

摘  要：本研究基于鹰潭农田生态系统国家野外科学观测研究站 24年的长期定位试验，揭示对照(不施肥，CK)、

有机肥(C)、化学氮磷钾肥(NPK)、化学氮磷钾肥+有机肥(NPKC)等不同施肥处理对红壤水稻土酶活性及土壤养分的影

响。于晚稻收获后采集各小区耕层土壤，测定红壤水稻土中转化酶、脲酶活性(测定时并设加 0.5 ml 甲苯与不加甲苯

处理)及转化酶动力学特征，同时测定土壤养分含量及微生物生物量碳，分析酶活性与养分含量及微生物生物量碳间

的关系，明确土壤中累积酶活性及土壤养分对长期不同施肥处理的响应。结果发现，与对照相比，施肥处理下土壤转

化酶活性显著提高了 31.3% ~ 131.7%，微生物生物量碳显著提高了 84.9% ~ 125.1%；在没有甲苯抑制微生物活性下，

施肥处理的转化酶底物蔗糖转化速率增加量提高了 89.5% ~ 153.7%，脲酶底物尿素转化增加量提高了 59.2% ~ 98.9%，

表明微生物显著影响两种累积酶表观酶活性；转化酶活性、脲酶活性与微生物生物量碳呈显著正相关。与对照处理相

比，施肥处理显著增加了土壤有机碳(30.1% ~ 36.3%)、全磷(28.6% ~ 102.9 %)、速效磷(62.2% ~ 445.0%)、碱解氮(35.9% ~ 

56.4%)含量；统计分析显示，转化酶活性、脲酶活性均与碱解氮、有机碳含量显著正相关。与对照相比，各施肥处理

土壤的转化酶米氏常数(Km)差异并不显著，而转化酶表观活性(Vmax)及转化系数(Vmax/Km)均显著增加。长期施肥处

理增加了土壤养分含量和微生物生物量碳，提高了土壤中累积酶的活性。 

关键词：转化酶；脲酶；微生物生物量碳；土壤酶动力学 

中图分类号：S154.2；S154.3

土壤中几乎所有的生物化学反应都是在酶参与

下进行的，土壤酶活性反映了土壤中进行的各种生物

化学过程的强度和方向，它是土壤的本质属性之一[1]，

也是评价土壤生物活性和土壤肥力的重要指标[2]。碳

氮转化是土壤中重要的生物化学过程，研究与其相关

的酶活特性，对深入揭示碳氮转化过程机制有重要意

义。累积酶通常是指没有微生物增值时存在土壤中、

且具有活性的酶[1]。累积在土壤中的那部分酶，经常

被土壤黏粒吸附或与腐殖质结合成有机无机复合体

的形式，变性和分解的可能性较低，可长期稳定地存

在土壤里[1]。通常测定的酶活性是土壤理化性质与土

壤酶浓度共同影响下的表观酶活性。土壤理化性质的

改变对酶活性造成的直接影响无法描述，而酶促动力

学中的米氏常数(Km)是表征某一类酶的特征参数，

只与酶的种类、以及测定溶液的理化性质相关，与酶

浓度无关，可用来表征土壤理化性质对土壤酶活性的

影响[3]。累积酶活性的测定常采用甲苯抑制土壤中微

生物活性后的表观值[4]，Kiss[5]比较了加甲苯与不加

甲苯两种情况下底物蔗糖的转化，在测定过程中土壤

微生物的增殖对于蔗糖的转化影响不显著，发现转化

酶是土壤中的累积酶。少量甲苯对洋刀豆脲酶活性的

影响极其微弱，但可显著增强土壤的脲酶活性[6]。比

较未加甲苯和加甲苯后酶底物的转化速率，可了解功

能微生物群落对特定酶活性的影响，但文献中相关研

究报道较少。 

施肥深刻影响着土壤质量的演化，大量研究表明

长期施肥能增加土壤养分、提高酶活性及增加微生物

群落多样性[7–9]。土壤酶活性和施肥方式密切相关，

不同施肥处理对酶活性的影响有显著差异性，不同累

积酶对同种施肥处理的响应也并不一致[10]。然而长

期不同施肥处理对土壤累积酶动力学特征的影响并

不明确，功能微生物群落对特定酶活性的影响也并不

清楚。特别是红壤水稻土的肥力形成过程中不同施肥

措施的影响机制仍需深入探索。本研究通过田间长期
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试验的采样分析，测定转化酶动力学参数，分析不同

施肥处理的红壤水稻土累积酶活性变化；在有甲苯和

无甲苯抑制微生物活性情况下，分别测定转化酶、脲

酶活性，评估微生物对表观酶活性的贡献；结合土壤

养分及微生物生物量碳结果，明确长期施肥处理对土

壤质量的影响，结果可为合理施肥提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验概况 

长期定位试验设在鹰潭农田生态系统国家野外

科学观测研究站，地处江西省余江县，地理位置

1l6°55′E，28°15′N，属亚热带季风气候，平均气温

17.6℃，平均降雨量 1 795 mm(降雨集中于 3—6月)，

年蒸发量 1 318 mm，无霜期 261 天[11]。试验始于 1990

年，轮作制为双季水稻。试验小区面积为 30 m2，小区

之间用水泥埂隔开(地面高 15 cm，地下部分深 50 cm)，

并设置有灌排设施。供试土壤属于简育红壤水稻土，

发育自第四纪红色黏土，基本理化性质为：有机质

5.7 g/kg，全氮 0.43 g/kg，全磷(P2O5)0.65 g/kg，全钾

(K2O)13.4 g/kg，速效磷 5.6 mg/kg，速效钾 105.9 mg/kg，

碱解氮 90.2 mg/kg，pH 4.5，黏粒(<1 μm)含量 38%[12]。 

1.2  试验设计与样品采集 

本试验设以下处理：①对照(不施肥，CK)；②有

机肥(C)；③化学氮磷钾肥(NPK)；④化学氮磷钾肥+

有机肥(NPKC)。肥料施用量按各处理要求，每季施

肥量为N 115 kg/hm2、P2O5 68 kg/hm2、K2O 42 kg/hm2。

其中氮肥为尿素，磷肥为钙镁磷肥，钾肥为氯化钾。

磷肥和钾肥以基肥形式施入，尿素分基肥和追肥按  

8︰7的比例两次施入。有机肥处理中秸秆全部还田，

另每季施入 833.3 kg/hm2(干重计)猪粪以补充收获籽

粒所移出的养分[11]。作物轮作制度为双季稻(Oryza 

sativa L.)。土壤样品于 2014年 11月下旬采集，每个

小区随机选取 5个点，采集 0 ~ 15 cm耕层土壤组成

混合样品。一部分样品挑去细根过 2 mm 筛后放入  

4℃冰箱中保存，用于土壤微生物生物量及酶活性的

测定。另一部分风干用于土壤转化酶动力学、以及土

壤养分含量测定。 

1.3  分析方法 

采用鲜土测定酶活性及微生物生物量碳，测定前

恒温 25℃培养 7 天，培养过程中土壤含水量为饱和

含水量的 40%。酶活性测定时，分两类进行测定，一

类是加 0.5 ml甲苯处理 15 min抑制微生物活性，另

一类不加甲苯抑制微生物活性测定酶底物转化量。土

壤转化酶和土壤脲酶活性的测定采用的是 3,5-二硝

基水杨酸法和靛酚蓝比色法测定[13]。转化酶活性以葡

萄糖含量mg/g土(37℃24 h)表示，脲酶活性以 NH3-N

含量 μg/g土(37℃h)表示。转化酶促动力学测定是采

用设置不同底物蔗糖浓度(2.34 ~ 233.71 mmol/L)测

定出转化酶活性，应用 Michaelis 线性方程拟合求得

米氏常数(Km)[3]。土壤微生物生物量采用氯仿熏蒸浸

提法测定[14]。称取一定量土壤，以水土比 4︰1 的比

例加入 0.5 mol/L K2SO4溶液，在往复式振荡器上振

荡 30 min，滤纸过滤，滤液置于–20℃冰箱中保存备

用。同时，另取一份土样放入真空干燥器中，内置一

装有 50 ml氯仿的烧杯，密封后用真空泵抽真空至氯

仿沸腾 2 min，然后密闭，将干燥器放入 28℃恒温箱

中培养 24 h，次日，将氯仿抽出，如前所述提取待测

液。浸提液中的总碳用碳氮自动分析仪 (MultiN/ 

C3100)测定，土壤微生物生物量碳以熏蒸和未熏蒸土

壤的 K2SO4提取液中碳差值除以转换系数(0.38)计算

得到。测定土壤有机碳用高温加热重铬酸钾氧化–容

量法，全氮和碱解氮分别用半微量凯式法和扩散法测

定，测定全磷及速效磷分别用碱熔–钼锑抗比色法和

NaHCO3 浸提–钼锑抗比色法，全钾和速效钾的测定

分别用 NaOH熔融–火焰光度法和 NH4Ac浸提–火焰

光度法[15]。 

1.4  数据处理与统计分析 

数据用 SPSS18.0(SPSS Inc. Chicago, IL, USA)软

件进行统计分析，处理间比较采用 One-way ANOVA

分析，差异显著性分析用 Duncan法，相关性分析中

相关性大小采用 Pearson指数表示。 

2  结果与讨论 

2.1 长期不同施肥处理对红壤水稻土养分含量及

微生物生物量碳的影响 

经过 24年长期试验，不同施肥处理的红壤水稻

土壤养分含量及微生物生物量碳均表现出显著差异

性。土壤有机质既是植物矿质营养和有机营养的来

源，又是影响土壤结构的重要因素[16]。与对照(CK)

相比，有机肥(C)、化学氮磷钾肥(NPK)、化学氮磷钾

肥+有机肥(NPKC)处理的土壤有机碳含量增加了

30.1%、30.1%、36.3%(表 1)，各施肥处理间差异不

显著；其他研究者关于不同施肥处理的长期定位试验

结果也表明氮磷钾平衡施肥以及有机无机肥配施更

有利于红壤水稻土中有机质的积累[17–18]；土壤全磷、

速效磷在不同施肥处理间具有显著差异性，且 NPKC

处理增幅最大，这是因为土壤有效磷的累积主要与化

学磷肥的施用有关[19]；碱解氮含量也显著增加，但 
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表 1  红壤水稻土中不同施肥处理的土壤养分含量变化 
Table 1  Changes of soil nutrient contents in red paddy soils under different fertilization treatments 

处理 pH 有机碳(g/kg) 全氮(g/kg) 全磷(g/kg) 全钾(g/kg) 

CK 5.83 ± 0.14 a 14.50 ± 0.93 b 1.17 ± 0.08 a 0.35 ± 0.02 d 13.88 ± 0.50 a 

C 5.70 ± 0.13 a 18.87 ± 1.34 a 1.41 ± 0.14 a 0.45 ± 0.02 c 13.58 ± 0.28 a 

NPK 5.63 ± 0.07 a 18.87 ± 0.95 a 1.29 ± 0.14 a 0.58 ± 0.03 b 13.86 ± 0.60 a 

NPK+C 5.61 ± 0.11 a 19.76 ± 1.20 a 1.35 ± 0.05 a 0.71 ± 0.02 a 13.26 ± 0.51 a 

处理 碱解氮(mg/kg) 速效磷(mg/kg) 速效钾(mg/kg) 黏粒含量(%)  

CK 47.78 ± 2.12 b 4.36 ± 0.62 d 118.33 ± 9.82 a 38.41 ± 0.52 a  

C 64.93 ± 2.45 ab 7.07 ± 0.89 c 65.00 ± 10.00 b 38.99 ± 0.22 a  

NPK 73.50 ± 9.25 a 13.68 ± 0.93 b 65.00 ± 1.44 b 38.91 ± 1.38 a  

NPK+C 74.73 ± 6.48 a 23.76 ± 0.78 a 98.75 ± 3.75 a 38.01 ± 0.60 a  

注：同列不同小写字母表示处理间差异在 P<0.05 水平显著。下同。 

 
在不同施肥处理间差异不显著。说明长期秸秆还田配

施化肥(NPKC)对土壤养分含量提高效果更好。与对

照相比，不同施肥处理土壤的 pH(5.49 ~ 6.05)、全氮

含量(1.02 ~ 1.55 g/kg)、全钾含量(12.29 ~ 15.00 g/kg)、

黏粒含量(36.36 ~ 41.08%)均没有显著差异。 

微生物生物量碳仅占土壤有机碳很小的比例，却

是有机碳中最活跃的部分，参与土壤有机质和土壤养

分转化和循环。与对照相比，C、NPK和 NPKC处理

的微生物生物量碳增加了 84.9%、110.0%、125.1% 

(图 1)，但施肥处理间差异不显著。土壤微生物生物

量碳与土壤有机碳总量的比值是微生物熵，它能更有

效地反映土壤质量的变化[20]。本研究中微生物熵为

0.64% ~ 2.02%，与对照相比，施肥处理显著提高了

微生物熵，其中 NPKC处理提高的最多为 67.6%，C

和 NPK处理分别提高了 43.6% 和 62.5%。本研究中，

施肥处理土壤中的养分含量和微生物生物量碳及微

生物熵都显著高于对照处理，且 NPKC 处理增幅最

大，施肥特别是有机无机配合施用提高了生物产量，

增加了土壤有机养分供应和微生物生物量碳[21]，改

善了土壤质量。 

 

(柱图上主不同小写字母表示处理间差异在 P<0.05水平显著) 

图 1  红壤水稻土中不同施肥处理的土壤微生物 
生物量碳变化 

Fig. 1  Changes of microbial biomass C in red paddy soils under 
different fertilization treatments 

2.2  长期不同施肥处理对红壤水稻土酶活性的

影响 

由图 2可知，与对照相比，施肥处理的土壤转化

酶活性显著提高，其中 NPK 处理提高得最多为

131.7%，而 C 和 NPKC 处理分别提高了 31.3% 和

79.8%。在没有甲苯抑制土壤微生物活性下，转化酶

底物蔗糖转化速率显著增加，各施肥处理增加量 C

处理为 (138.73 ± 11.09) mg/(g·24 h)(以葡萄糖含量

计)、NPK 处理为(159.5 ± 27.91) mg/(g·24 h)和 NPKC

处理为 (119.15 ± 14.6) mg/(g·24 h)显著高于对照

CK(62.87 ± 6.88) mg/(g·24 h)，与对照相比，施肥处

理的转化酶底物蔗糖转化速率增加量提高了 89.5% ~ 

153.7%。长期施肥处理会对土壤理化性质造成一定影

响，土壤中微生物群落也随之发生适应性进化[22–23]。

由微生物产生的胞外酶也表现出一定的差异性，土壤

酶可指示土壤质量的变化。本研究发现长期施肥处理

导致土壤中转化酶活性显著增加，但施肥处理间的转

化酶活性并没有显著差异性。在没有甲苯抑制微生物 

 

(同一颜色柱子上不同小写字母表示处理间差异在P<0.05水平显

著，下同) 

图 2  红壤水稻土中不同施肥处理的土壤转化酶活性变化 
Fig. 2  Changes of invertase activities in red paddy soils under 

different fertilization treatments  
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活性下，微生物对于转化酶底物的转化速率影响较显

著，而这与 Kiss[5]的研究结果并不一致，这可能与本

研究选用鲜土测定有很大关系，因为鲜土中微生物活

性相对风干土中的高，对于底物蔗糖的转化速率的影

响较大。由图 3可知，土壤脲酶活性在不同处理间差

异并不显著，但与对照相比，均有所增加；与加甲苯

相比，不加甲苯抑制微生物活性，酶底物尿素的转化

速率显著提高，各施肥处理增加量 C 处理为(6.05 ± 

0.19) μg/(g·h) (以 NH3-N含量计)、NPK处理为(6.39 ± 

0.73) μg/(g·h) 和NPKC处理为(7.56 ± 0.24) μg/(g·h)显

著高于对照 CK处理为 (3.8 ± 0.92) μg/(g·h)，与对

照相比，施肥处理下脲酶底物尿素转化增加量提高

了 59.2% ~ 98.9%。微生物能显著影响脲酶的活性，

微生物生物量碳越大对于底物尿素转化的贡献率

越大。 

土壤累积酶活性通常受土壤理化性质的影响[24]。

表 2表明，转化酶活性与土壤中有机碳、全磷、微生

物生物量碳含量显著正相关，与碱解氮含量极显著正 

相关，而与土壤中的速效钾含量显著负相关。脲酶活

性与碱解氮、微生物生物量碳含量显著正相关，与有

机碳含量极显著正相关，而与土壤中的速效钾含量显

著负相关。土壤中碱解氮、微生物生物量碳、有机碳

含量均与两种酶活性显著正相关，说明土壤中累积酶

主要是由微生物分泌产生，两种累积酶均与土壤中碳

氮物质循环转化相关。 

 

图 3  红壤水稻土中不同施肥处理的土壤脲酶活性变化 
Fig. 3  Changes of urease activities in red paddy soils under 

different fertilization treatments 

表 2  土壤酶活性与土壤养分、微生物生物量碳的相关性 
Table 2  Correlation coefficients among soil enzyme activities, soil nutrient contents, and soil microbial biomass carbon 

变量 pH 有机碳 全氮 全磷 全钾 碱解氮 速效磷 速效钾 黏粒含量 MBC 

转化酶 –0.367 0.634* 0.202 0.648* 0.08 0.709** 0.525 –0.692* 0.113 0.710* 

脲酶 –0.449 0.789** 0.560 0.526 –0.133 0.627* 0.370 –0.767* 0.156 0.680* 

注：**表示在 P<0.01水平显著相关，*表示在 P<0.05水平显著相关。  

 

2.3  长期不同施肥处理对红壤水稻土转化酶酶促

动力学特性的影响 

土壤转化酶活性表征的是土壤理化性质及土壤

酶浓度共同影响下的表观酶活性，通过测定转化酶的

动力学特征参数，可以了解土壤理化性质对酶活性的

影响。与对照相比，各处理红壤水稻土中转化酶的米

氏常数(Km)没有显著差异，而施肥处理的红壤水稻

土中积累的转化酶表观活性 (Vmax)及转化系数

(Vmax/Km)均显著增加。与对照相比，NPK 处理的

Vmax和 Vmax/Km增加的最多为 213.2%、153.5%，

C和 NPKC处理的 Vmax增加了 99.2%、170.3%，C

和 NPKC处理的 Vmax/Km增加了 55.8% 和 141.9% 

(表 3)。施肥处理显著提高了土壤转化酶的表观酶活

性和转化系数，对 Km影响不显著。表观酶活性和转

化系数主要依赖土壤酶的浓度，而土壤酶主要来源是

土壤微生物，施肥处理下微生物生物量碳较对照显著

增加，这是导致施肥处理 NPK和 NPKC的转化酶表

观酶活性和转化系数显著增加的主要原因，而施肥处

理 C，转化酶表观酶活性和转化系数较对照并没有显

著差异性，可能是功能微生物群落分泌胞外酶的量较

对照差异不显著。Km值表征酶复合物与底物的亲和

力常数[4]，Km 值小，表示酶与底物较强结合，Km

值大，表示酶与底物的结合较弱，Km的大小与酶、

反应体系的特征以及反应条件相关，不随酶浓度改

变[3,25]。本研究中，不同施肥处理对 Km值的影响不

显著，主要原因是供试红壤基质相同，并且长期的施

肥处理下土壤的 pH、全氮含量、全钾含量、黏粒含

量的差异并不显著。 

表 3  红壤水稻土中不同施肥处理的土壤转化酶动力学参数 
Table 3  Invertase kinetic parameters of red paddy soil under 

different fertilization treatments 

处理 Km(mM) Vmax(mg/(g·24 h)) Vmax/Km 

CK 3.38 ± 0.35 a 1.21 ± 0.31 b 0.43 ± 0.17 b

C 3.81 ± 0.77 a 2.41 ± 0.20 b 0.67 ± 0.11 ab

NPK 3.47 ± 0.10 a 3.79 ± 0.36 a 1.09 ± 0.10 a

NPK+C 2.60 ± 0.58 a 3.27 ± 0.39 a 1.04 ± 0.21 a

3  结论 

长期不同施肥处理显著提高了土壤中有机碳、全

磷、速效磷、碱解氮养分含量，同时显著增加了土壤

中微生物生物量碳和转化酶活性。转化酶活性、脲酶
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活性与微生物生物量碳、碱解氮、有机碳含量显著正

相关。在没有甲苯抑制微生物活性下，NPKC处理下

功能微生物群落对于特定底物转化的影响最大。长期

施肥处理对转化酶 Km的影响不显著，却能显著提高

转化酶的表观酶活性和转化系数。合理平衡施肥能显

著增加土壤中微生物生物量及酶活性，同时提高土壤

的养分含量，提高土壤质量。 
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Abstract: Based on 24-year long-term field experiment established in 1990 in Yingtan Red Soil Ecological Experiment 

Station, the experiment included 4 treatments: CK(without fertilization), C(manure), NPK(N,P,K fertilizers), NPKC(NPK plus 

manure), soil samples were collected. The activities of invertase, urease (adding 0.5 ml toluene and not) and invertase kinetics 

were determined, and the soil nutrient contents and microbial biomass carbon were measured, in order to analyze the relationships 

among enzyme activity, soil nutrient and microbial biomass carbon to disclose the response of the activity of extracellular enzyme 

and nutrients to the long term fertilizations. Compared with CK, application of fertilizers increased the invertase activities by 

31.3%–131.7% and microbial biomass carbon by 84.9%–125.1%. Without toluene inhibiting the microorganism activity, the 

invert rate of the substrate of invertase and urease significantly increased by 89.5%–153.7% and by 59.2%–98.9%, respectively; 

Microbial biomass carbon had significant positive correlations with the activities of invertase and urease, which imply 

microorganism significantly influenced the activities of these enzymes. Compared with CK, application of fertilizers increased 

significantly organic matter (by 30.1%–36.3%), total phosphorus (by 28.6%–102.9%), available phosphorus (by 62.2%–445.0%) 

and available nitrogen (by 35.9%–56.4%), the activities of soil urease and invertase were positively correlated with the contents 

of available nitrogen and organic matter. Compared with CK, application of fertilizers increased significantly the transfer 

coefficient (Vmax/Km) and maximum velocity (Vmax) but influenced little on the Michaelis constant (Km). Long term 

fertilization increased the soil nutrient contents and microbial biomass carbon, which result in the increase of the activity of the 

extracellular enzymes. 

Key words: Invertase; Urease; Microbial biomass carbon; Enzyme kinetics 

 


