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土壤类过氧化物酶活性对长期施肥的响应
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摘  要：为探究不同施肥处理对土壤类过氧化物酶活性的影响，以灰漠土和红壤长期定位试验站施肥处理土壤为研究对象，借助纳

米矿物颗粒的类酶颜色反应原理，研究了不施肥(CK)、施用化肥(NPK)、施用化肥和有机肥(NPKM)和施用有机肥(M)土壤类过氧化

物酶活性的变化。结果表明：与天然辣根过氧化物酶(HRP)相似，土壤也具有经典的催化颜色反应，灰漠土和红壤类过氧化物酶活

性范围为 0.4 ~ 1.0 U/kg。长期施肥显著改变了土壤类过氧化物酶活性，其中以 M 处理土壤类过氧化物酶活性为最高，可达 0.7 U/kg，

比 CK 处理增加了 70% 以上。不同施肥年限下，CK 和 NPK 处理土壤类过氧化物酶活性并无显著差异，而 M 和 NPKM 处理土壤

类过氧化物酶活性则随施肥时间线性增加(R2=0.71，P<0.01)。高温灭菌处理后，土壤类过氧化物酶活性大多没有改变，表明其活性

是土壤本身固有的氧化还原特性；但 M 处理红壤类过氧化物酶活性比 CK 和 NPK 处理红壤稳定性更高。皮尔森相关性分析表明，

类过氧化物酶活性可能影响土壤可溶性矿质元素(如硅和镁)水平。因此，施肥措施可以通过改变土壤固有类过氧化物酶活性而影响

养分周转。 
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Effects of Long-term Fertilization on Peroxidase-like Activities in Soils 
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Science and Sustainable Development in Bohai Rim, Critical Zone Observatory of Bohai Coastal Region, Tianjin University, 
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Abstract: To explore the effects of long-term fertilization on soil peroxidase (POD)-like activity, desert soil and red soil were 

collected from the different fertilization in two long-term fertilization stations aiming to compare their POD-like activities using 

the colorimetric reaction of nanozymes. The results show that soils exhibit a classic catalytic activity to natural horseradish 

peroxidase (HRP). POD-like activity of desert soil and red soil varies in a range of 0.4–1.0 U/kg. Long-term fertilization 

significantly alters soil POD-like activity. Among them, soils in the long-term manure (M) fertilization have the highest of 

POD-like activity (up to 0.7 U/kg), which is 70% higher than unfertilized soils. The fertilization time has no significant effects on 

soil POD-like activity from long term no fertilization (CK) and chemical fertilization (NPK). Notably, there is a linear correlation 

(R2=0.71, P<0.01) between fertilization time and soil POD-like activity from long term organic fertilization (M and NPKM). High 

temperature sterilization alters soil POD-like activity, which is dependent on soil type and fertilization treatment. POD-like 

activity of red soil is relatively stable and not easily affected by environmental conditions, suggesting soil intrinsic POD-like 

activity rather than the absorption of extracellular enzymes on soils. In contrast, POD-like activities of soils in the NPK and CK 

treatments have a poorly stability and are easily affected by external environments. Pearson correlation indicates that soil 

POD-like activity is significantly correlated with dissolved silicon and magnesium. In conclusion, fertilization practices can alter 

soil intrinsic POD-like activity and then affect soil nutrient turnover. 
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酶活性反映了土壤元素(包括碳、氮、磷、硫)循

环与物质转化、积累、分解等生物地球化学过程，是

评估土壤生态功能的重要指标[1-4]。通常，研究者将

土壤酶活性改变归因于微生物贡献[5-7]。然而，有研

究发现，灭菌甚至 500℃高温后的土壤仍有较强的氧

化活性，表明除微生物、植物分泌的酶之外，土壤矿

物颗粒也具有类似催化剂的强氧化活性[8]。最新研究

也表明，当矿物粒径小到一定程度(如纳米)时则具备

了类似天然酶的催化活性，被称为纳米酶[9-11]。纳米

酶已被广泛应用于医学、食品、化工、环境等多个领

域，其发现改变了以往人们认为无机纳米材料是一种

生物惰性物质的传统观念[12-13]。严格意义上，纳米酶

并不是传统意义上的酶促反应，其催化活性来源于表

面活性位点，因此更类似于矿物表面介导的氧化还原

反应[9，13]。例如，铁矿物(如 Fe3O4)纳米颗粒已被发

现具备固有过氧化物酶(peroxidase，POD)活性，该类

酶活性是在过氧化氢(H2O2)存在条件下铁矿物与底

物发生的氧化还原反应[10-11]，将无色 3，3′，5，5′-

四甲基联苯胺(TMB)底物氧化为蓝色产物(TMBox)，

同时释放出水的过程，如方程(1)所示。 
+

2 2 2H O +2H +2TMB 2H O+2TMBox铁矿物  (1) 

鉴于土壤纳米级矿物颗粒的丰度和活性[14]，研

究农业施肥措施下的土壤纳米酶活性对于深入理解

活性矿物介导的土壤碳储存、矿物–有机复合体形成

和养分周转具有重要意义[15]。通常，土壤纳米颗粒以

黏土矿物、金属氧化物、硫化物等形式广泛存在[10，14]。

研究表明，土壤中存在大量的纳米级矿物颗粒[16]可

被农业施肥措施调控[13-15]。Wen 等[15]发现，除富含

铁铝氧化物的酸性红壤外，施用有机肥也提高了东北

黑土和新疆灰漠土中的非晶型铁氧化物含量。Huang

等[16]也发现，有机无机配施明显增加了金坛水稻土

中非晶形铁氧化物含量及其结合碳能力。除了结合碳

和促进矿物–有机复合体形成，非晶型铁氧化物的提升

也显著降低了土壤孔隙数量、路径和孔隙度，进而减

少了土壤中氧气的扩散，有利于土壤有机碳储存[17]。 

过氧化物酶对土壤有机质合成和分解具有重要

意义，其活性对土壤碳循环具有重要影响[6]。为了探

究土壤类型和农业措施对土壤类过氧化物酶活性的

影响，本研究选择富含铁矿物的红壤和富含钙矿物的

灰漠土 2 种类型土壤，以 2 个长期(>30 a)定位试验站

不同施肥处理土壤为研究对象，分析了土壤类过氧化

物酶活性及其对长期施肥处理的响应，探讨了类过氧

化物酶活性与土壤养分周转和矿质元素循环的关联；

并结合祁阳实验站历史留存样品，研究了土壤过氧化

物酶活性随施肥时间的演变特征；同时借助高温和 γ

辐射灭菌方法消除了植物和微生物代谢产生天然酶

的干扰[8]，进而提出了土壤类酶活性假说。本研究结

果可为农业管理措施对土壤酶活性的影响机制研究

提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  供试土样 

供试土样来自 2 个国家土壤肥力与肥料效益长

期定位监测试验点，新疆农业科学院国家现代农业科

技示范园区 (以下简称新疆试验站 ) (43°95'26″N，

87°46'45″E) [18-19]和中国农业科学院祁阳红壤试验站

(以下简称祁阳试验站) (26°45'12"N，111°52'32"E)[20]，

两站均始于 1990 年。新疆试验站土壤类型为灰漠土，

容重 1.25 g/cm3，黏粒含量 283 g/kg，有机碳含量 8.8 

g/kg，pH 7.95；祁阳试验站土壤类型为红壤，容重

1.05 g/cm3，黏粒含量 614 g/kg，有机碳含量 6.1 g/kg，

pH 5.7。2018 年选取两个试验站 4 个不同施肥处理土

壤，包括对照处理(CK)、化肥处理(NPK)、化肥配施

有机肥处理(NPKM)、有机肥处理(M)作为研究对象。

其中新疆和祁阳试验站施用有机肥分别为羊粪和猪

粪。新疆试验站氮、磷、钾肥分别为尿素、磷酸二铵、

硫酸钾；祁阳试验站分别为尿素、过硫酸钙、氯化钾。

两站前茬作物均为玉米，待玉米收获后，于 2018 年

7 月底和 9 月底分别采集祁阳和新疆试验站土壤样

品。采样时，采用对角线取样方法，以直径为 5 cm

不锈钢土钻采集 0 ~ 20 cm 表层土壤，每个处理小区

采集 10 个样点土样混合。样品采集后挑除枝棒、叶

片、石子等异物，充分混匀后用真空冷冻干燥仪进行

脱水，冻干后充分研磨过 0.25 mm 筛后备用。此外，

为了探明施肥时间对土壤类过氧化物酶活性的影响，

祁阳试验站 1995 年、2000 年和 2010 年历史留存土

壤也用于分析类过氧化物酶活性。两试验站土壤基本

理化性质见表 1。 

1.2  土壤类过氧化物酶活性测定 

称取 2 mg 100 目风干土样，将 0.2 mol/L、pH 为

3.0的 NaAc-HAc缓冲液和 20 µL 3,3′,5,5′-四甲基联苯

胺(TMB)溶液(10 mg/mL，溶剂为 DMSO，购于北京

索莱宝科技有限公司)的 1 mL 混合液加入 2 mL 离心

管中并混合均匀。TMB 溶液在黑暗中处理，现配现用。

天然酶选用辣根过氧化物酶(horseradish peroxidase，

HRP)，该酶由无色的酶蛋白和深棕色的铁卟啉结合

而成，糖含量 18%，具有比活性高、稳定、分子量

(44 000 Da)小、易制备的特性，广泛运用于免疫类 
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表 1  试验站基本信息与土壤理化性质 
Table 1  Basic information of stations and soil physicochemical properties 

施肥量(kg/hm2) 采样点 取样 

年份 

土壤 

类型 

土壤 

母质 

气候带 耕作

方式

施肥

处理 N P2O5 K2O 有机肥

pH 有机碳
(g/kg) 

全氮 
(g/kg)

C/N

CK 0 0 0 0 8.06 14.7 0.88 16.7

NPK 241.5 138 58.5 0 7.89 13.8 0.88 15.7

NPKM 84.87 51.41 12.15 30 000 7.81 25.8 1.80 14.4

新疆 

试验站 

2018 灰漠

土 

黄土状冲积

–洪积物

中亚区山地– 

绿洲生态系统 

棉花–

玉米–

冬小麦

M 0 0 0 30 000 8.09 26.9 2.22 12.1

CK 0 0 0 0 5.10 9.10 0.86 10.6

NPK 300 120 120 0 4.19 13.8 1.13 12.2

NPKM 90 120 120 41 700 6.08 18.4 1.74 10.6

祁阳 

试验站 

2018 红壤 第四纪黏土 中亚热带 玉米–

小麦

M 0 0 0 60 000 6.58 16.9 1.69 10.0

 
(ELISA)试剂盒。为了使 HRP 表现出最佳催化活性，

将反应混合物置于恒温(37 )℃ 水浴中，并在黑暗条件

下培养 1 min，随后加入最终浓度为 0.625 mol/L 的新

鲜 H2O2。另准备不添加 H2O2 空白溶液作为对照进行

测定，方法同上。最后，测定 652 nm 处吸光度，每

25 s 测定 1 次，测定时长共计 30 min。纳米酶(类过

氧化物酶)活性计算公式如下： 

bnanozyme =V/(εl)( ΔA/Δt) (2) 
式中：bnanozyme 指类过氧化物酶催化活性(U)；V 为反

应溶液总体积(μL)；ε 为底物摩尔吸收系数，本研究

TMB 在 652 nm 处摩尔吸收系数为 39 000 L/(mol·cm)；

l 为光在比色皿中传播路径长度(cm)；ΔA 为减去空白

值后的吸光度；而 ΔA/Δt 为 652 nm 处吸光度初始变

化率[21]。 

1.3  土壤理化指标测定和灭菌处理 

土壤 pH 用酸度计测定(水土质量比 2.5∶1)，土

壤有机碳、全氮采用元素分析仪测定。土壤水分散胶

体提取方法参照 Yu 等[22]方法，过 0.45 μm 滤膜后，

滤液用于测定可溶性有机碳和可溶性矿质元素。土壤

可溶性有机碳及硅、镁测定方法参照 Schumacher 等[23]

和 Yu 等[22]的方法。土壤灭菌采用高温灭菌方法，将

土样瓶包扎好通气封口膜，置于高温高压灭菌锅内，

于 121℃条件下灭菌 2 h；随后用无菌水调节含水量

至土壤饱和含水量的 60%。灭菌后土壤用于土壤类过

氧化物酶活性分析。 

1.4  统计分析 

试验数据采用 Excel 2021、Origin 2021b、SPSS 

25.0 软件进行统计分析，显著性检验设 P<0.05。 

2  结果与分析 

2.1  长期施肥下土壤类过氧化物酶活性 

与 HRP 相似(图 1A)，土壤也具有经典的过氧化

物酶催化颜色反应(图 1B)。总体而言，灰漠土和红壤

类过氧化物酶活性范围为 0.4 ~ 1.0 U/kg。对于灰漠土，

CK 处理具有最低的类过氧化物酶活性(0.4 U/kg)，

NPK 和 NPKM 处理具有相似的类过氧化物酶活性

(0.53 ~ 0.63 U/kg)，比 CK 处理分别增加 38%和 64%；

M 处理具有最高的类过氧化物酶活性(0.76 U/kg)，比

CK 处理增加 97%(图 1C)。对于红壤，与 CK 处理(0.41 

U/kg)相比，NPK 处理类过氧化物酶活性(0.38 U/kg)

没有表现出显著差异，而 M 处理(0.70 U/kg)和 NPKM

处理(0.76 U/kg)类过氧化物酶活性显著提高，分别增

加 69% 和 86%(图 1D)。CK、M 和 NPKM 处理红壤

类过氧化物酶活性与灰漠土相似，而 NPK 处理红壤

过氧化物酶活性明显偏低。 

为了探明施肥时间影响，研究了祁阳试验站历史

留存土壤的类过氧化物酶活性(图 2)。结果表明，与

施肥 5 a (1995 年) 时相比，施肥 10 a (2000 年)和 20 a 

(2010 年)时 CK 和 NPK 处理类过氧化物酶活性并无

显著差异(图 2A)，NPKM 处理在施肥 20 年时略有增

加；而 M 处理类过氧化物酶活性则随施肥时间线性

增加(R2 = 0.74，P<0.01)。综上，长期施肥显著改变

了土壤类过氧化物酶活性，而以施用有机肥土壤类过

氧化物酶活性为最高。 

2.2  灭菌处理对长期施肥土壤类过氧化物酶活性

的影响 

由图 3A 可知，灭菌对灰漠土类过氧化物酶活性

没有显著影响。在 4 个不同施肥处理中，与未灭菌相

比，高温灭菌后 CK、NPK、NPKM 处理类过氧化物

酶活性略有提高，但并无显著差异。然而，经高温灭

菌后，M 处理类过氧化物酶活性却有所下降，但仍

没有显著差异。由图 3B 可知，灭菌后红壤和灰漠土

表现有较大不同。其中，灭菌后 NPK 处理类过氧化

物酶活性显著提高，与未灭菌相比提高 1.57 倍。而 
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(A：天然辣根过氧化物酶；B：施有机肥土壤；C：灰漠土；D：红壤。柱图上方不同小写字母表示处理间差异显著(P<0.05) ) 

图 1  天然过氧化物酶与长期施肥土壤类过氧化物酶活性 
Fig. 1  Activities of horseradish peroxidase and soil POD-like under different long-term fertilization 

 

(图中不同大写字母和小写字母分别表示不同施肥年限和处理间差异显著(P<0.05) ) 

图 2  施肥时间对红壤类过氧化物酶活性的影响 
Fig. 2  Effect of fertilization time on red soil POD-like activities under different long-term fertilization 

 

(ns 表示处理间无显著性差异，***表示处理间差异显著(P<0.001) ) 

图 3  灭菌处理对长期施肥土壤类过氧化物酶活性的影响 
Fig. 3  Effects of sterilization on soil POD-like activities underdifferent long-term fertilization 
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对于其他 3 个施肥处理，灭菌后土壤类过氧化物酶活

性则呈下降趋势，但仅有 CK 处理差异显著。因此，

灭菌对土壤类过氧化物酶活性的影响程度取决于土

壤类型和施肥处理。此外，长期施用有机肥红壤类过

氧化物酶活性较稳定，而施用化肥和不施肥红壤过氧

化物酶活性稳定性较差。 

2.3  土壤类过氧化物酶活性与可溶性碳、硅和镁

循环的关联 

与 CK 和 NPK 处理相比，M 处理增加了土壤有

机碳(SOC)和全氮(TN)含量，但降低了土壤 C/N 比； 

同时，M 处理对灰漠土 pH 影响较小，而对红壤 pH

有较大提升作用(表 1)。除土壤全量指标外，M 处理

也明显增加了土壤可溶性矿质元素如硅、镁、铁和可

溶性有机碳(SOC)含量(表 2)。为探讨土壤类过氧化物

酶活性与可溶性碳、硅和镁循环的关联，进一步进行

皮尔森相关性分析(图 4)。结果表明，类过氧化物酶

活性与可溶性硅和镁含量显著正相关(P<0.05)，且类

过氧化物酶活性与可溶性有机碳和铁含量也呈正相

关关系。据此推测，土壤类过氧化物酶活性可能与硅

和镁循环相关。 

表 2  长期施肥土壤可溶性矿质元素和可溶性有机碳含量(mg/L) 
Table  2  Concentrations of dissolved mineral elements and dissolved organic carbon under long-term fertilization    

土壤类型 处理 可溶性硅 可溶性镁 可溶性铁 可溶性有机碳 

灰漠土 CK 3.82 ± 0.03 d 1.54 ± 0.03 d 0.06 ± 0.00 d 45.0 ± 0.4 c 

 NPK 4.23 ± 0.03 c 2.62 ± 0.03 c 0.30 ± 0.00 c 43.5 ± 0.4 c 

 NPKM 5.54 ± 0.05 b 3.14 ± 0.03 b 0.48 ± 0.00 a 69.6 ± 0.5 b 

 M 5.93 ± 0.08 a 4.71 ± 0.00 a 0.34 ± 0.03 b 92.5 ± 2.9 a 

红壤 CK 2.15 ± 0.06 c 0.33 ± 0.00 c 0.00 ± 0.00 d 55.8 ± 0.8 d 

 NPK 2.14 ± 0.03 c 0.24 ± 0.00 d 0.11 ± 0.03 c 90.2 ± 0.6 a 

 NPKM 3.92 ± 0.03 b 2.98 ± 0.03 b 0.36 ± 0.00 b 88.0 ± 0.7 b 

 M 7.38 ± 0.05 a 3.04 ± 0.03 a 1.35 ± 0.00 a 79.9 ± 1.7 c 

注：同列不同小写字母表示同一土壤不同处理间差异显著(P<0.05)。 

 

(*表示在 P<0.05 水平显著相关) 

图 4  土壤类过氧化物酶活性与碳氮周转和矿质元素的关联 
Fig. 4  Correlation between POD-like activity with turnover of C，N and mineral elements  
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3  讨论 

3.1  长期施肥对土壤类过氧化物酶活性的影响 

土壤中矿物纳米颗粒主要包括纳米矿物(如水铁

矿、水铝英石和伊毛缟石)和矿物纳米颗粒(如黏土矿

物、硫化物)[14]。然而，纳米矿物颗粒类酶活性研究

主要聚焦在纯矿物的实验室阶段[9-13]。目前，土壤类

过氧化物酶活性及其对养分循环的影响鲜见报道。本

研究发现，与天然酶和纯矿物类似[9，11]，富含铁矿物

的红壤和富含碳酸钙的灰漠土均具有类过氧化物酶

活性，且其活性相近(图 1C、1D)，表明土壤本身具

有纳米酶(类过氧化物酶)催化活性。Chacon 等[24]证实

了矿物–有机物互作机制与矿物种类有关，即氧化还

原活性水钠锰矿可以分解矿物吸附的蛋白质和 β-葡

糖苷酶，而非氧化还原活性高岭石则仅吸附蛋白质和

β-葡糖苷酶，并不能将其氧化分解。因此，由于土壤

组分的复杂性，纯矿物培养的催化结果并不一定能代

表实际的土壤。 

同时本研究表明，长期施用有机肥显著提高了土

壤类过氧化物酶活性(图 1C、1D)，且灰漠土类过氧

化物酶活性几乎不受施肥影响，而不施肥和施化肥显

著影响了红壤类过氧化物酶活性。由于红壤中高含量

活性铁矿物(如水铁矿)[15]易受高温脱水老化，矿物活

性降低[8]，据此推测长期不施肥和施化肥红壤有机质

含量低(表 1)，导致其铁矿物更易老化；而长期施用

有机肥红壤有机质含量高(表 1)，阻止了矿物老化[23]。

高温灭菌后施用化肥红壤类过氧化物酶活性提高了

1.57 倍，而有机无机配施和施用有机肥土壤类过氧化

物酶活性无显著差异(图 3)。这可能是源于施用化肥

土壤活性矿物含量显著低于有机无机配施和施用有

机肥土壤[15，23]，且施用化肥土壤有机质含量(表 1)和

可溶性金属离子含量(表 2)低，在水热(即高温灭菌)

变化条件下，矿物种类改变导致其矿物活性变化幅度

较大所致。在今后的研究中需进一步测定土壤理化指

标验证该推测。 

3.2  土壤类过氧化物酶活性对碳氮循环和矿质元

素周转的潜在影响 

本研究发现，类过氧化物酶活性与可溶性硅和镁

含量显著正相关(P<0.05，图 4)，说明土壤类过氧化物

酶活性可能影响可溶性硅和镁生物地球化学循环。由

于样本量较少，因此类过氧化物酶活性与可溶性有机

碳和矿质元素(硅、锰、镁、铁、钙、铝)含量虽呈正

相关关系，但并未在统计意义上达显著水平(P>0.05)。

在活性氧自由基(ROS)转化过程中，类过氧化物酶起

到关键作用[9-13]。因此，本研究中“农业措施有效

调控土壤类过氧化物酶”的发现，有望在土壤碳氮

循环和矿质元素周转方面发挥重要作用。据统计，

土壤中分别有 120 亿 t 和 70 亿 t 真菌和细菌生物量

(以 C 计)[25]，且微生物可产生不同水平超氧化物

(O2
·−)，在酶作用下形成过氧化氢(H2O2)

[26]。由于施用

有机肥和化肥措施改变了土壤纳米矿物或矿物纳米

颗粒丰度，故土壤微生物和矿物协同驱动的 ROS 也

将受农业措施影响。尽管 ROS 在土壤中存在时间较

短[27]，但螯合剂介导的芬顿反应在土壤中可持续发

生[28]。由于土壤类过氧化物酶活性明显低于天然酶

或纯矿物(如水铁矿)[29] (图 1)，因此土壤矿物主要起

吸附、固持有机碳和养分的作用[22]。但在强降雨或

有机物输入时，土壤局域厌氧形成 Fe2+和 ROS[30]，

土壤矿物(尤其是具有氧化还原活性的铁矿物)则作

为类过氧化物酶而催化分解有机质。 

4  结论 

1) 与 HRP 相似，土壤也具有经典的类过氧化物

酶催化颜色反应。长期施肥显著改变了土壤类过氧化

物酶活性，其中以施用有机肥土壤类过氧化物酶活性

为最高。 

2) 高温灭菌对土壤类过氧化物酶活性影响程度

取决于土壤类型和施肥处理。长期施用有机肥红壤类

过氧化物酶活性较稳定，而施用化肥和不施肥红壤类

过氧化物酶活性不稳定，可能与其矿物纳米颗粒含量

低、易受水热波动影响有关。 
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