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摘要：为揭示土壤脲酶活性对长期施肥的响应特征，本文以长期施肥的黑土为供试对象，对土壤脲酶的活性

和动力学特性进行研究。结果表明：不同施肥处理和剖面土层变化对土壤脲酶活性变化具有交互作用。与

对照相比，有机肥、有机肥配施化肥处理的土壤脲酶活性显著增强，在土壤剖面中，脲酶活性具有随土层加深

逐渐递减的趋势。同时，土壤脲酶的酶促反应符合一级反应动力学模型。与不施肥处理相比较，施肥处理的

犓ｍ值减小，有机肥处理的犞ｍａｘ和犞ｍａｘ／犓ｍ比值都高于单施化肥处理和对照，长期施用有机肥土壤脲酶催化

能力增强。
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　　黑土具有深厚的腐殖质层，良好的物理、化学

性质和生物学特性，是中国重要的农业土壤资源

和商品粮生产基地。但是随着黑土的开垦，过渡

垦殖和长期高强度利用等因素使得耕地土壤的自

然肥力逐年下降，主要表现为黑土表层土壤有机

质锐减，耕作层变浅，犁底层增厚等土壤物理、化

学以及生物学性质的恶化［１２］。其中化学肥料大

量施用产生的效果尤为明显，因此，如何合理的施

用肥料，最大限度地发挥肥效成为关注的焦点。

土壤酶积极参与土壤中多种营养物质的转化

和代谢，同时具有较强的催化能力，它是一类高分
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子蛋白质，主要来源于活性生物细胞产生的胞外

酶和胞内酶，其中脲酶是土壤氮素转化过程中的

重要酶类之一，是氨基水解酶，促进尿素分解。尿

素只有在土壤脲酶作用下水解成铵态氮后，才能

被作物吸收利用，参与土壤中的氮素循环［３４］。以

往研究表明，土壤脲酶活性与微生物数量、土壤有

机质、全氮和速效氮等因素有关［５６］。长期施肥条

件下，脲酶活性的变化趋势和机理研究较多，有机

肥、有机肥配施无机肥等施肥方式能够使得土壤

脲酶活性增强［６８］。原因与脲酶作用的底物浓度

和土壤整体肥力水平有关，即当土壤中尿素的浓

度升高时，脲酶活性增加，另外有机肥能够提高土

壤有机质含量，直接使得土壤酶活性免遭变性或

降解，间接增加了脲酶活性［９］。

酶活性对施肥制度的响应有助于了解酶促反

应的特定结果，但无法了解酶促反应的过程特征；

土壤酶动力学参数可以表征土壤中酶对底物的作

用过程［３］。以往关于温度［１０］、土壤质地和底物浓
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度［１１１２］、施肥和灌溉［１３１４］等对土壤脲酶动力学的

影响有所研究，但是鲜见对黑土长期定位条件下

不同施肥处理土壤脲酶活性与动力学的研究，本

文试图通过研究长期定位条件下不同施肥处理土

壤脲酶活性和动力学特性，揭示土壤脲酶的动力

学特性，为氮素转化与土壤生物活性关系研究提

供理论依据和技术支撑。

１　材料与方法
１．１　试验地概况

土壤样品来源于吉林省农业科学院黑土肥力

长期定位监测试验（４３°３０′２３″Ｎ，１２４°４８′３３．９″Ｅ），

该试验于１９８０年建立，为全国化肥网试验；试验

区属于一年一季雨养农业典型黑土区，雨热同季，

年降水量５００～６５０ｍｍ，年平均气温５～６℃，年

无霜期为 １３０ｄ 左右，年有效积温 ２６００～

３０００℃。

１．２　材料

供试氮肥为尿素、磷肥为三料磷肥、钾肥为硫

酸铵，有机肥为过圈粪肥，其养分含量为有机质

７０．００～８０．００ｇ·ｋｇ
１，全氮３．００～４．００ｇ·ｋｇ

１，碱解氮

２００．００～４００．００ｍｇ·ｋｇ
１。供试玉米品种为吉

单２０９。

１．３　方法

１．３．１　长期定位试验　本研究选取长期定位试

验中的４个处理，即不施肥对照（ＣＫ）、化肥处

理（ＮＰＫ）、有机肥处理 （Ｍ）及有机肥配施化肥处

理（Ｍ＋ＮＰＫ），具体施肥量详见表１；小区面积

１００ｍ２。

表１　长期施肥处理肥料用量

犜犪犫犾犲１　犉犲狉狋犻犾犻狕犲狉犪犿狅狌狀狋狅犳犾狅狀犵狋犲狉犿犳犲狉狋犻犾犻狕犪狋犻狅狀狊

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

氮肥用量

ＡｍｏｕｎｔｏｆｐｕｒｅＮ／

（ｋｇ·ｈｍ２）

磷肥用量

ＡｍｏｕｎｔｏｆＰ２Ｏ５／

（ｋｇ·ｈｍ２）

钾肥用量

ＡｍｏｕｎｔｏｆＫ２Ｏ／

（ｋｇ·ｈｍ２）

有机肥用量

Ａｍｏｕｎｔｏｆｏｒｇａｎｉｃ

ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ／（ｔ·ｈｍ２）

未施肥对照（ＣＫ） ０ ０ ０ ０

化肥（ＮＰＫ） １５０ ７５ ７５ ０

有机肥（Ｍ） ０ ０ ０ ４２

有机肥配施化肥（Ｍ＋ＮＰＫ） １５０ ７５ ７５ ４２

１．３．２　样品采集　作物收获完成后采用“Ｓ”型

的取样方法，即在耕层选取５～７个点，每点采集

一定量土壤样品，然后通过四分法获得一个样品，

样品用塑料自封袋保存，采集后置于４℃冷藏，

７ｄ内完成了土壤脲酶活性的测定。

１．３．３　测定方法　土壤脲酶活性的测定采用尿

素残留量法。以尿素为底物，在３７℃条件下恒温

培养５ｈ，用连续流动分析仪测定剩余尿素量，单

位为ｍｇ·ｋｇ
１·５ｈ１

［１５］。

土壤脲酶动力学参数测定分别设定以下５个

底物浓度（尿素的浓度），分别是６，１４，２０，３０和

５０ｍｍｏｌ·Ｌ１。

１．３．４　米氏常数计算与数据处理　酶促反应动

力学参数计算：米氏常数犓ｍ和最大速度犞ｍａｘ可

根据 ＭｉｃｈａｅｌｉｓＭｅｎｔｅｎ方程，变换基质浓度［犛］，

以基质浓度［犛］／酶活性［犞］对基质浓度作图，求

出截距犓ｍ／犞ｍａｘ和斜率１／犞ｍａｘ，从而计算出犓ｍ和

犞ｍａｘ值。ＭｉｃｈａｅｌｉｓＭｅｎｔｅｎ方程为
［３］：

［犛］

犞
＝

１

犞ｍａｘ
［犛］＋

犓ｍ

犞ｍａｘ

１．３．５　数据分析　数据处理与作图运用Ｅｘｃｅｌ

２０１９，统计分析运用ＳＰＳＳ２０．０，差异显著性分析

运用ＳＮＫ法；相关分析和多因素分析分别采用

Ｂｉｖａｒｉａｔｅ和Ｕｎｉｖａｒｉａｔｅ进行比较。

２　结果与分析
２．１　长期施肥土壤脲酶活性的剖面变化

不同施肥处理和土层对脲酶活性变化具有一

定的影响，土壤不同剖面变化和不同施肥处理均

对脲酶活性的影响到达极显著水平（犘＜０．００１），

且二者对脲酶活性变化具有交互作用（表２）。

表２　长期施肥方式下土壤深度和施肥处理与

剖面土壤脲酶活性的方差分析结果

犜犪犫犾犲２　犉狏犪犾狌犲狊犳狅狉犲犳犳犲犮狋狊狅犳狊狅犻犾犱犲狆狋犺犪狀犱

犳犲狉狋犻犾犻狕犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊狅狀犫犾犪犮犽狊狅犻犾狌狉犲犪狊犲犪犮狋犻狏犻狋狔

犻狀狊狅犻犾狆狉狅犳犻犾犲狊狌狀犱犲狉犾狅狀犵狋犲狉犿犳犲狉狋犻犾犻狕犪狋犻狅狀狊

处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ 犉 犘

土壤深度Ｄ ２７．００ ＜０．００１

施肥处理Ｔ ３０．１９ ＜０．００１

Ｄ＆Ｔ ２．３９ ０．０１９
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１２期 　　马星竹等：长期施肥对黑土脲酶活性和动力学特性的影响

　　黑土表层（０～２０ｃｍ）不施肥和化肥处理与下

层土壤（２０～４０ｃｍ）相比土壤脲酶活性略有降低，

４０ｃｍ以下土壤脲酶活性的整体趋势是随着剖面

的加深而降低，但变化幅度不大；有机肥及其与化

肥配施处理土壤脲酶活性随着剖面的加深而降

低，与其他３个处理相比，此处理脲酶活性在剖面

中整体变化幅度不大（图１）。

图１　黑土长期施肥剖面土壤脲酶活性变化

Ｆｉｇ．１　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｕｒｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｂｌａｃｋｓｏｉｌ

ｐｒｏｆｉｌｅｓｕｎｄｅｒｌｏｎｇｔｅｒｍｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｓ

不同施肥方式下剖面土壤脲酶活性差异显著

性比较结果表明，黑土有机肥配施化肥处理表

层（０～２０ｃｍ）土壤脲酶活性显著高于下层土壤脲

酶活性（犘＜０．０５），与不施肥土壤相比，黑土有机

肥处理的脲酶活性显著增强（犘＜０．０５）（表３）。

２．２　土壤脲酶催化动力学特性

２．２．１　底物浓度对脲酶酶促反应速度的影响　

由图２可知，不同施肥土壤脲酶酶促反应速度随

着底物浓度的增加而增大，并逐渐趋于最大值，是

单底物一级反应动力学；相同底物浓度情况下，长

期施肥处理中的 Ｍ和 Ｍ＋ＮＰＫ处理有助于增加

土壤脲酶的酶促反应速度，单独施用化肥和不施

肥处理脲酶的酶促反应速度较低。图２中的数据

经米氏方程变换后，得到图３，即 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ

Ｂｕｒｋ图。脲酶所作用的底物为尿素，在酶促反应

中，随尿素浓度的增加，酶活性中心饱和度增大，

酶活性升高［１６］。施肥能显著提高土壤酶活性，反

应速度随浓度增加而增加，与以往研究结果

一致［１２］。

图２　长期施肥黑土脲酶反应速度

Ｆｉｇ．２　Ｐｌｏｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｖｅｌｏｃｉｔｙｏｆｂｌａｃｋｓｏｉｌｕｒｅａｓｅ

ｕｎｄｅｒｌｏｎｇｔｅｒｍｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｓ

表３　不同施肥方式下剖面土壤脲酶活性差异显著性比较

犜犪犫犾犲３犜犺犲狊犻犵狀犻犳犻犮犪狀狋犱犻犳犳犲狉犲狀犮犲犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狊犪犫狅狌狋狋犺犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳狊狅犻犾狌狉犲犪狊犲犻狀犫犾犪犮犽狊狅犻犾

狆狉狅犳犻犾犲狊狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犳犲狉狋犻犾犻狕犪狋犻狅狀狊

剖面／ｃｍ ＣＫ ＮＰＫ Ｍ Ｍ＋ＮＰＫ

０～２０ ７４．８±１８．６ａｂＣ １０１．７±２０．０ａｂＢＣ １３６．６±２７．８ａＢ １７９．５±１０．６ａＡ

２０～４０ １０７．４±１７．８ａＡ １２８．０±１８．５ａＡ １３１．９±１３．２ａＡ １３９．７±１４．７ｂＡ

４０～６０ ７３．６±２３．９ａｂＣ ８７．７±１５．１ｂｃＢＣ １０９．７±１６．９ａｂＢ １３０．７±１８ｂＡ

６０～８０ ３９．２±１６．３ｂＢ ５９．２±３０．６ｃＢ ７６．８±１０．８ｂｃＢ １２６．４±２．０ｂＡ

８０～１００ ４２．５±１３．８ｂＡ ７９．１±１５．９ｂｃＡ ５２．３±２４．３ｃＡ ８１．２±１２．１ｃＡ

　　注：不同大写字母表示同一土层不同施肥处理间土壤脲酶活性差异显著（犘 ＜０．０５）；不同小写字母表示同一处理不同土层间土壤

脲酶活性差异显著（犘＜０．０５）。

Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｏｉｌｕｒｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｓｏｉｌ

ｄｅｐｔｈ（犘＜０．０５）；Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｏｉｌｕｒｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｕｎｄｅｒｔｈｅｓａｍｅｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｏｉｌｄｅｐｔｈｓ（犘＜０．０５）．

２．２．２　土壤脲酶酶促反应的 犓ｍ、犞ｍａｘ和犞ｍａｘ／

犓ｍ　由表４可知，与长期施用化肥和不施肥处理

相比，Ｍ 和 Ｍ＋ＮＰＫ 有助于提高土壤脲酶的

犞ｍａｘ和犞ｍａｘ／犓ｍ比值。与不施肥处理相比较，施

肥处理的犓ｍ值减小。脲酶犞ｍａｘ的变化遵循一定

的规律，有机肥处理有较大的增加，表明酶促反应

１５



　　　　　黑　龙　江　农　业　科　学 １２期

产物较易分解，表观脲酶活性提高［１７］。土壤中的

脲酶一般以吸附态存在，通常吸附态酶的犓ｍ值

大于游离态酶的犓ｍ值
［１８］，这主要是因为土壤中

固体吸附态酶的活性部位在一定程度上被覆盖，

或发生三级结构的改变，使酶产生位阻效应，进而

酶与底物较均质体系难以靠近、结合，与底物接触

的机会大大减弱，致使酶与底物的亲合力下

降［１９］，犓ｍ值增加；然而，本研究施肥后脲酶犓ｍ值

变小；犞ｍａｘ／犓ｍ作为酶促反应初速度的重要指标，

其变化趋势与犞ｍａｘ一致；同时此比值可作为衡量

酶催化能力的参数［１９］，比值大即催化能力较强，

因此，施用有机肥土壤脲酶催化能力较强。

图３　长期施肥黑土脲酶ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ图

Ｆｉｇ．３　ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋｐｌｏｔｏｆｂｌａｃｋｓｏｉｌｕｒｅａｓｅ

ｕｎｄｅｒｌｏｎｇｔｅｒｍｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｓ

表４　不同施肥处理的黑土脲酶动力学参数

犜犪犫犾犲４　犝狉犲犪狊犲犽犻狀犲狋犻犮狆犪狉犪犿犲狋犲狉狊狅犳犫犾犪犮犽

狊狅犻犾狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犳犲狉狋犻犾犻狕犪狋犻狅狀狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
犞ｍａｘ 犓ｍ 犞ｍａｘ／犓ｍ

ＣＫ １４４．９４±５．２２ １５．４６±１．１７ ７．４３±１．１８

ＮＰＫ １１３．６４±２．２５ １１．３１±１．９８ １０．０５±１．４６

Ｍ ２４３．９０±６．３７ １２．９５±２．８６ １８．８３±２．１５

Ｍ＋ＮＰＫ ２５６．４１±７．５６ ９．７７±１．７０ ２６．２５±０．９８

３　结论与讨论
通常上层土壤（０～２０ｃｍ）脲酶活性较高，这

与大量掉落物和腐殖质关系密切，表层土壤多具

有高有机质含量的特点，同时其物理性质良好，这

些都为微生物的生长提供了有利的环境，因此微

生物生长旺盛、代谢活跃、呼吸强度加大，与下层

土壤相比，上层土壤的酶活性均较高。０～２０ｃｍ

和４０～６０ｃｍ以及６０～８０ｃｍ土层中 Ｍ＋ＮＰＫ

处理显著提供了土壤脲酶活性，其原因可能是长

期有机肥配施化肥增加了土壤有机质积累，增加

了土壤中可供脲酶作用的底物数量和浓度，使得

土壤微生物活动的环境得到改善，微生物的群体

数量增加；同时，有机肥处理可以改善土壤理化性

质，促进作物根系生长，从而能够分泌大量的脲

酶［２０］。有机肥的施入可以显著地改善土壤中氮

素营养状况［２１］。本研究土壤脲酶活性剖面变化

与以往研究结果一致［２２２３］。本结果中长期施用

有机肥、有机肥配施化肥处理土壤脲酶活性高于

对照不施肥处理，与以往研究中有相似结果，

Ｎａｙａｋ等
［６］、Ｇｏｙａｌ等

［７］研究得到长期使用有机

肥配施无机肥处理能够显著提供土壤脲酶活

性［６７］；Ｔｅｊａｄａ等
［８］研究表明施用有机肥使脲酶

活性增强的原因在于土壤中微生物的活性被激活

了，主要是由于有机肥能够将大量的微生物和酶

带入到土壤中。不同土壤脲酶的亲合系数（犓ｍ）

受土壤类型、施肥方式影响，变化趋势各不相同，

本研究中施化肥后土壤脲酶犓ｍ值变小，原因可

能是向土壤施入肥料后带入了大量的酶，同时刺

激微生物分泌释放更多的酶，大量的酶与土壤中

的底物充分结合，使得酶与底物的亲合力增强，

犓ｍ值变小。长期施肥可以显著影响黑土脲酶活

性和动力学特性，其中有机肥处理土壤脲酶活性

显著增强，且犞ｍａｘ和犞ｍａｘ／犓ｍ比值增大，而施肥处

理犓ｍ值减小
［１９］；长期施肥，特别是施用有机肥能

增强土壤脲酶催化能力，且不同施肥处理土壤脲

酶活性随着土层加深逐渐降低。
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