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pH 对汞镉与土壤脲酶活性关系的影响
Ξ

和文祥, 朱铭莪, 张一平
(西北农林科技大学 资源环境学院, 陕西 杨陵 712100)

　　[摘　要 ]　以土娄土为供试土壤, 设置不同 pH 及汞、镉浓度处理, 研究 pH 对汞镉与土壤脲酶活性关系的影响。

结果表明: 在供试 pH 范围内, 脲酶活性在 pH 5. 5～ 6. 0 和 8. 0～ 9. 0 时最大; 汞镉加入几乎没有改变土壤脲酶最适

pH; 重金属生态毒性呈现 H g> > Cd 的规律性变化。统计分析表明, 土壤脲酶活性、最大反应速度和反应速度常数

均可在一定程度上表征土壤汞镉污染的程度; 随重金属浓度增加, 土壤脲酶 K m 基本不变, V m ax降低, 表明土壤脲酶

受汞镉作用机理主要为非竞争性抑制; 在较宽 pH 范围内, 土壤严重污染的临界汞、镉浓度分别为 2. 098 和 302. 83

m gökg。
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　　重金属随三废物质进入土壤, 其中汞和镉尤具

有易累积、难排除的特性[1 ] , 对土壤质量有严重影

响[2 ]。土壤酶是土壤营养物质循环和能量代谢的主

要参与者, 也是维持土壤质量的作用者。近年来一些

学者[3～ 7 ]将土壤酶应用到土壤重金属的生态毒理研

究中, 先后提出脲酶、转化酶、磷酸酶等监测指标, 但

结果随土壤类型及性质等的不同而发生较大变化。

同时我国地域辽阔, 耕作土壤的 pH 范围较广 (大多

数 pH 在 5. 5～ 8. 5) , 尽管已有 pH 对土壤酶活性和

汞镉毒性作用等的研究[8 ] , 但有关 pH 对二者关系

影响鲜见报道。本研究通过不同 pH 条件下汞镉对

脲酶活性参数影响的研究, 探讨 pH 对汞镉与土壤

脲酶活性的作用规律, 以期为农业可持续发展和环

境保护监测提供依据。

1　材料与方法

1. 1　供试土样

　　供试土壤为采自西北农林科技大学试验地

的土娄土, 采样方法为去除 0～ 5 cm 表层, 五点法采集

5～ 20 cm 耕层土样, 风干过 1 mm 尼龙筛后保存备

用。

用常规方法[9 ]测定土壤基本理化性质: 有机质

17. 65 gökg, 全氮 1. 502 gökg, 全磷 1. 625 gökg, 碱

解氮 137. 592 m gökg, 速效磷 345. 52 m gökg; H g

0. 074 m gökg ( 冷 原 子 荧 光 测 汞 仪 法 ) , Cd

0. 348 m gökg, C r 62. 5 m gökg, Pb 22. 30 m gökg (原

子分光光度计法)。

1. 2　试验方法

向 5. 00 g 土样中加入 1 mL 甲苯, 15 m in 后添

加 5 mL 重金属溶液 (表 1) 混匀, 30 m in [10 ]后, 加入

10 mL 不同浓度的尿素溶液和 20 mL 不同 pH

(5. 5, 6. 0, 7. 0, 7. 5, 8. 0, 8. 5, 9. 0)的磷酸盐缓冲液,

50 ℃条件下恒温培养, 定时取样用靛酚蓝比色法[11 ]

测定脲酶活性, 单位以形成N H 3 - N 的量表示, 即

Λgö(g·h)。每处理重复 3 次, 并设无底物 (尿素)和

无土壤处理为对照。
表 1　供试重金属浓度

T able 1　Concen tra t ion of heavy m etals tested

H g (H gC l2, A R ) Cd (CdSO 4, A R ) H g+ Cd

0. 312 5 25. 00 25. 312 5

0. 625 62. 50 63. 125

1. 250 125. 00 126. 25

2. 500 187. 50 190. 00

1. 3　数据处理

1. 3. 1　土壤酶动力学参数 K m 和V m ax

1
t

ln
[S 0 ]
[S ]

= -
1

K m
×

( [S 0 ] - [S ])
t

+
V m ax

K m
,

其中, t 为酶促反应时间, [S 0 ]和[S ]为初始和 t 时间

时的尿素浓度。

将不同时间的 1
t

ln
[S 0 ]
[S ]

和 1
t

( [S 0 ]- [S ]) 值进
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行线性拟合, 即可求得 K m 和V m ax值。

1. 3. 2　土壤酶促反应速度常数 k

k =
1
t

ln
V a

V a - V t
,

其中,V Α,V t 分别为最大和 t 时间的放氨量。

2　结果与讨论

2. 1　pH 对土壤脲酶活性的影响

　　许多学者[12, 13 ]研究发现, 土壤脲酶酶促反应的

最适温度为 60～ 70 ℃, 同时由于常温下土壤脲酶活

性与 50 ℃时的变化规律相同[14 ] , 只是幅度较小, 为

了更清楚地了解土壤脲酶活性受汞镉的影响情况,

本研究主要以 50 ℃为例对其关系进行了探讨。测定

结果 (表 2)表明, 在供试pH 范围内, 当pH 值由 5. 5

增 加 至 7. 0 时, 对 照 处 理 的 脲 酶 活 性 从

28. 08 Λgö(g·h)逐渐降低到 17. 06 Λgö(g·h) , pH

7. 0 时达到最低值, 随后土壤脲酶活性急剧增加, 揭

示出土壤脲酶酶促反应具有两个最适 pH 范围:

pH 5. 5～ 6. 0 和 8. 0～ 9. 0。这是因为酶是由许多氨

基酸组成的一个中性蛋白质, 每种氨基酸至少含有

一个羧基和一个胺基, 且都有其特征等电点 (pk )

值, 即有 2 个等电点; 在不同 pH 条件下酶蛋白活性

中心的酸性和碱性基团的离子化和去离子化状态有

所差异, 尽管二者是可逆反应, 但只有当酶活性中心

处于合适的离子化状态时, 土壤酶才表现出最大活

性, 最终导致了脲酶有两个最适 pH 范围。这与

B rem ner 等[10 ]得到的最适 pH (6. 5～ 7. 0 和 8. 8～

9. 0) 较为接近, 但与 F rankenberger 等[8 ] 提出的

pH 6. 0～ 9. 0 相差较远, 主要是由于土壤类型性质

及所用缓冲液不同所致。

其他尿素浓度下土壤脲酶活性的变化规律与

0. 100 mo löL 时基本相似。
表 2　不同 pH 条件下土壤脲酶活性

T able 2　So il u rease activity under differen t pH Λgö(g·h)

H gö
(m g·kg- 1)

Cdö
(m g·kg- 1)

pH

5. 5 6. 0 6. 5 7. 0 7. 5 8. 0 8. 5 9. 0

0. 00 0. 00 28. 08 27. 84 17. 93 17. 06 23. 50 33. 91 26. 14 30. 02
0. 312 5 0. 00 23. 76 18. 91 13. 82 14. 90 16. 20 22. 68 22. 03 25. 06
0. 625 0. 00 19. 44 13. 61 11. 45 11. 23 13. 61 20. 52 13. 82 15. 77
1. 25 0. 00 14. 04 12. 53 9. 07 9. 50 11. 02 7. 13 7. 99 9. 29
2. 50 0. 00 4. 10 3. 46 5. 18 5. 40 6. 26 4. 54 4. 54 9. 07
0. 00 25. 0 23. 54 16. 63 16. 20 16. 63 19. 66 28. 94 26. 78 25. 70
0. 00 62. 5 22. 01 14. 69 15. 77 16. 85 18. 14 27. 43 25. 70 24. 62
0. 00 125. 0 22. 25 13. 18 15. 34 15. 76 17. 50 23. 98 22. 46 19. 44
0. 00 187. 5 21. 60 17. 50 15. 77 16. 20 15. 55 23. 11 19. 22 19. 66
0. 312 5 25. 0 24. 84 13. 82 14. 69 18. 79 14. 75 38. 02 27. 48 22. 46
0. 625 62. 5 16. 63 9. 29 9. 07 12. 31 13. 01 23. 98 19. 44 12. 49
1. 25 125. 0 6. 26 6. 26 7. 13 8. 42 11. 66 14. 04 7. 34 9. 50
2. 50 187. 5 4. 97 3. 46 3. 89 3. 02 4. 32 3. 024 3. 67 5. 83

　　注: 尿素浓度为 0. 100 mo löL 时测定的脲酶活性。

N o te: So il u rease activity w as determ ined at 0. 100 mo löL urea concen tration.

2. 2　pH 对汞镉与土壤脲酶活性关系的影响

表 2 显示, 加入汞镉后脲酶酶促反应的最适pH

几乎没有发生漂移; 在供试 pH 范围内, 除少数处理

外, 脲酶活性总体呈现出 H g + Cd< H g < Cd< CK

的规律性变化, 表明汞镉共存时对脲酶的抑制作用

最强, 而镉与汞、汞镉相比抑制作用较弱, 这主要是

由于汞与脲酶分子活性部位——巯基和含咪唑基的

配位体等结合时, 能形成非常稳定的化学键, 而镉与

巯基等形成络合物的稳定程度远小于汞[6 ]。

土壤脲酶活性 (U )随汞镉浓度 (C ) 增加而减小,

为此对二者关系进行线性拟合 (U = Β0+ Β1×C ) , 可

获得土壤脲酶活性的抑制变化率 ( (dU
dC

= Β1) 和生态

剂量 ED 50值[13 ] (Eco logica l do se values, 当酶活性降

低 50% 时所需添加的重金属量) , 结果 (表 3) 显示:

(1)在供试 pH 范围内, 除部分镉处理外其余的脲酶

活性与重金属浓度呈显著或极显著负相关, 表明此

线性拟合是可行的, 脲酶活性变化可表征土壤汞和

H g+ Cd 污染的程度; (2) 土壤脲酶活性的抑制变化

率-
dU

dCHg
µ -

dU
dC (Hg+ Cd)

> -
dU

dCCd
, 反映出

H g 的生态毒性远大于镉; ( 3 ) 除镉处理外,

-
dU

dCHg
和 -

dU
dC (Hg+ Cd)

值在 pH 5. 5～ 6. 0 和

8. 0～ 9. 0时较大, 这主要是脲酶活性较高的缘故;

(4)在供试条件下土壤脲酶的 ED 50值H g< < Cd, 佐

证了前述汞的生态毒性远大于镉的结论; (5) 汞的

ED 50在 pH 7. 0 时达到最大并呈钟形变化, 反映出

pH 7. 0时汞对脲酶活性的毒性相对较弱; (6) 土壤
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脲酶活性汞镉的 ED 50 平均值分别为 2. 098 和

302. 83 m gökg, 这可作为确定土壤重金属污染程度

的参考依据。

不同 pH 下脲酶活性受汞镉抑制作用有明显差

别, pH 6. 0 时汞镉对土壤脲酶活性抑制幅度最大,

pH 7. 5 时则相反。正如许嘉琳等[2 ]指出的土壤中重

金属如Cd2+ 等的溶解度与土壤溶液 pH 密切相关,

pH 越低, 重金属溶解度越大, 生态毒性越强; 而在

碱性条件下多数是以沉淀形式存在, 生态毒性减弱;

同时 pH 对脲酶的巯基、氨基、羧基等组成成分所处

状态及蛋白质构型 (三级结构)的影响也会改变酶活

性。

表 3　土壤脲酶活性的抑制变化率 dU
dC

和生态剂量 (ED 50)

T ab le 3　 Inh ib ited variab le
dU
dC

and eco logical do se of so il u rease activity (ED 50)

重金属
H eavy
m etal

系数
Coefficien t

pH

5. 5 6. 0 6. 5 7. 0 7. 5 8. 0 8. 5 9. 0

平均值
A verage

value

H g

-
dU
dC

9. 31 8. 41 2. 89 2. 79 3. 70 7. 39 5. 28 8. 10

ED 50 1. 43 1. 38 2. 74 2. 84 2. 65 2. 01 2. 16 1. 57 2. 098

相关系数 r - 0. 992 - 0. 928 - 0. 952 - 0. 963 - 0. 916 - 0. 904 - 0. 914 - 0. 850

Cd

-
dU
dC

- - - - 0. 035 2 0. 052 4 0. 042 0. 054

ED 50 - - - - 308. 36 302. 26 339. 31 261. 39 302. 83

相关系数 r - 0. 742 - 0. 524 - 0. 698 - 0. 775 - 0. 901 - 0. 925 - 0. 965 - 0. 926

H g+ Cd

-
dU
dC

0. 131 0. 106 0. 070 0. 081 0. 082 0. 181 0. 136 0. 119

ED 50 102. 3 100. 8 115. 4 114. 1 122. 72 102. 99 102. 17 108. 2 108. 50

相关系数 r - 0. 962 - 0. 853 - 0. 955 - 0. 973 - 0. 919 - 0. 973 - 0. 972 - 0. 921

　　注: 自由度为 n- 2= 3, r0. 05= 0. 878, r0. 01= 0. 959。表 7 同。

N o te: df is n- 2= 3, r0. 05= 0. 878, r0. 01= 0. 959. T ab le 7 is the sam e.

2. 3　pH 对土壤脲酶动力学特征的影响

动力学是研究酶促反应过程的有效手段[11, 15 ] ,

由表 4 可以看出: (1) 土壤脲酶 K m 基本处于同一数

量级, 这可能是其来源较为单一 (主要是微生物) , 存

在状态一致的缘故; (2)随pH 增加, 脲酶 K m 变化的

规律性不明显, 表明总体上 pH 对酶与底物亲合力

影响较小; (3) 随汞镉浓度的增加, 汞处理样品在

pH 6. 5～ 7. 5 时脲酶 K m 增加, 镉处理基本不变, 汞

镉处理除 pH 7. 5 时降低外, 其余均增加, 表明汞镉

的加入导致酶与底物亲和力减弱。
表 4　不同 pH 条件下土壤脲酶 K m 值

T able 4　So il u rease m ichaelis constan t K m under differen t pH mmo löL

H gö
(m g·kg- 1)

Cdö
(m g·kg- 1)

pH

5. 5 6. 0 6. 5 7. 0 7. 5 8. 0 8. 5 9. 0

0. 00 0. 00 1. 603 7. 466 2. 009 1. 911 1. 531 - 2. 304 3. 368
0. 312 5 0. 00 1. 495 - 1. 624 1. 906 1. 828 - 3. 079 3. 638
0. 625 0. 00 3. 791 - 2. 381 1. 904 2. 500 14. 904 2. 211 2. 945
1. 25 0. 00 2. 257 - 3. 573 3. 409 3. 544 3. 820 2. 910 2. 875
2. 50 0. 00 3. 689 4. 831 - 8. 106 6. 187 - 3. 167 6. 831
0. 00 25. 0 1. 907 6. 022 1. 926 1. 457 1. 953 2. 288 2. 733 3. 955
0. 00 62. 5 1. 787 8. 062 1. 846 2. 047 1. 835 3. 088 2. 704 3. 926
0. 00 125. 0 2. 047 9. 418 1. 237 1. 746 1. 713 2. 301 2. 087 2. 450
0. 00 187. 5 1. 889 4. 446 1. 981 2. 004 1. 472 2. 125 1. 760 3. 153
0. 312 5 25. 0 1. 553 2. 517 2. 469 2. 761 4. 246 6. 640 6. 029 3. 715
0. 625 62. 5 2. 594 2. 643 2. 355 2. 511 3. 103 7. 136 5. 572 2. 332
1. 25 125. 0 3. 645 3. 016 3. 167 3. 380 2. 980 8. 983 6. 670 6. 329
2. 50 187. 5 5. 989 4. 628 3. 346 4. 326 2. 953 4. 229 3. 245 4. 294

　　土壤脲酶酶促反应的最大反应速度V m ax可表征

土壤中具有活性酶的数量及酶—底物中间络合物解

离成酶和产物的速度。表 5 显示: (1)对照处理脲酶

V m ax值在 pH 5. 5～ 6. 0 和 8. 0～ 9. 0 时较高, 而在

pH 6. 5～ 7. 5 时变化较小, 与本研究得到的脲酶最

适 pH 是一致的; (2) 汞镉加入导致土壤脲酶V m ax降

低, 反映出汞镉抑制了酶—底物活化络合物的解离

速度; (3)随汞镉浓度增加, 土壤脲酶V m ax降低, 相关
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分析 (表 7)显示,V m ax与汞和汞镉呈显著或极显著负

相关, 而与镉只有部分呈显著负相关, 说明在此供试

土壤上脲酶V m ax可作为土壤受汞或汞镉复合污染的

监测指标之一; (4) 在供试 pH 范围内, 随汞镉浓度

的增加, 土壤脲酶活性的 K m 值变化较小, 而V m ax急

剧减小, 表明汞镉对土壤脲酶活性的作用机理主要

是非竞争性抑制。

表 5　不同 pH 条件下土壤脲酶V m ax值

T able 5　So il u rease m axim um reactive velocity V m ax under differen t pH mmo lö(L ·g·h)

H gö
(m g·kg- 1)

Cdö
(m g·kg- 1)

pH

5. 5 6. 0 6. 5 7. 0 7. 5 8. 0 8. 5 9. 0

0. 00 0. 00 0. 132 0. 223 0. 082 0. 083 0. 081 0. 167 0. 124 0. 143
0. 312 5 0. 00 0. 110 0. 140 0. 062 0. 072 0. 076 0. 170 0. 107 0. 123
0. 625 0. 00 0. 104 0. 070 0. 050 0. 053 0. 067 0. 124 0. 066 0. 074
1. 25 0. 00 0. 070 0. 054 0. 046 0. 040 0. 058 0. 034 0. 038 0. 044
2. 50 0. 00 0. 019 0. 018 0. 029 0. 029 0. 034 0. 021 0. 023 0. 033
0. 00 25. 0 0. 112 0. 091 0. 078 0. 079 0. 089 0. 137 0. 131 0. 131
0. 00 62. 5 0. 105 0. 087 0. 075 0. 078 0. 087 0. 131 0. 122 0. 121
0. 00 125. 0 0. 101 0. 065 0. 070 0. 074 0. 081 0. 114 0. 105 0. 095
0. 00 187. 5 0. 096 0. 067 0. 074 0. 072 0. 074 0. 108 0. 092 0. 092
0. 312 5 25. 0 0. 114 0. 067 0. 069 0. 082 0. 073 0. 154 0. 115 0. 110
0. 625 62. 5 0. 080 0. 044 0. 043 0. 060 0. 067 0. 131 0. 103 0. 057
1. 25 125. 0 0. 031 0. 029 0. 031 0. 039 0. 056 0. 060 0. 038 0. 046
2. 50 187. 5 0. 025 0. 017 0. 018 0. 014 0. 021 0. 023 0. 018 0. 027

　　土壤脲酶反应速度常数 k 是指各反应物浓度等

于 1 时的反应速度, 与底物浓度无关, 其值决定一个

反应在本质上是“快”还是“慢”。表 6 显示, 其变化规

律与土壤脲酶活性、最大反应速度V m ax等一致, 表明

pH 5. 5～ 6. 0 和 8. 0～ 9. 0 时, 尽管酶与底物的亲合

力较小 (K m 较大) , 但由于土壤脲酶酶促反应速度常

数较高, 酶与底物中间络合物解离速度较快, 最终导

致土壤脲酶活性较高。此外相关分析 (表 7) 显示, k

与汞及汞镉浓度呈显著或极显著负相关, 揭示出汞

镉在本质上降低了酶促反应的速率。
表 6　土壤脲酶的反应速度常数 k

T able 6　So il u rease reactive velocity constan t k under differen t pH (×10- 3·h - 1)

H gö
(m g·kg- 1)

Cdö
(m g·kg- 1)

pH

5. 5 6. 0 6. 5 7. 0 7. 5 8. 0 8. 5 9. 0

0. 00 0. 00 15. 72 20. 64 8. 895 9. 14 9. 22 10. 96 12. 68 12. 78
0. 312 5 0. 00 13. 24 18. 49 7. 82 7. 71 8. 18 11. 15 9. 91 10. 77
0. 625 0. 00 9. 67 12. 33 5. 37 5. 73 6. 91 10. 21 6. 92 6. 84
1. 25 0. 00 7. 46 9. 44 4. 26 3. 74 5. 35 5. 68 3. 55 4. 34
2. 50 0. 00 1. 71 1. 45 1. 52 1. 82 2. 45 2. 88 2. 06 3. 65
0. 00 25. 0 12. 13 6. 26 8. 56 9. 27 9. 55 14. 14 12. 58 10. 84
0. 00 62. 5 11. 59 5. 47 8. 17 8. 30 9. 41 12. 09 11. 81 10. 09
0. 00 125. 0 10. 73 5. 40 8. 48 8. 19 8. 97 11. 58 11. 01 9. 39
0. 00 187. 5 10. 45 6. 00 7. 98 7. 83 8. 57 11. 27 10. 11 8. 34
0. 312 5 25. 0 13. 82 7. 02 6. 98 9. 03 10. 85 13. 58 12. 90 9. 85
0. 625 62. 5 8. 17 4. 39 4. 31 5. 99 8. 16 8. 23 7. 38 5. 83
1. 25 125. 0 2. 89 2. 76 2. 96 3. 61 5. 34 4. 23 2. 50 3. 15
2. 50 187. 5 1. 89 1. 34 1. 17 1. 12 1. 92 1. 88 1. 72 2. 21

表 7　土壤脲酶V m ax和 k 与重金属的相关系数

T able 7　Co rrela t ion coefficien t betw een so il u rease V m ax , k and heavy m etals

脲酶参数
U rease

param eter

重金属
H eavy
m etal

pH

5. 50 6. 00 6. 5 7. 0 7. 5 8. 0 8. 5 9. 0

V m ax

H g - 0. 997 - 0. 851 - 0. 919 - 0. 928 - 0. 998 - 0. 912 - 0. 910 - 0. 885

Cd - 0. 862 - 0. 706 - 0. 771 - 0. 969 - 0. 720 - 0. 911 - 0. 955 - 0. 968

H g+ Cd - 0. 964 - 0. 744 - 0. 961 - 0. 993 - 0. 964 - 0. 992 - 0. 978 - 0. 917

k

H g - 0. 981 - 0. 978 - 0. 968 - 0. 959 - 0. 994 - 0. 966 - 0. 918 - 0. 875

Cd - 0. 806 - 0. 592 - 0. 792 - 0. 918 - 0. 867 - 0. 346 - 0. 996 - 0. 934

H g+ Cd - 0. 959 - 0. 776 - 0. 965 - 0. 989 - 0. 958 - 0. 942 - 0. 952 - 0. 939
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(1) 在供试 pH 范围内, 土壤脲酶酶促反应的最

适 pH 为 5. 5～ 6. 0 和 8. 0～ 9. 0, 除 pH 6. 0 时镉处

理外, 重金属对脲酶的最适 pH 影响较小; (2) 在供

试 pH 范围内, 脲酶活性总体呈现H g+ Cd< H g<

Cd< CK 的规律性变化, 单位重金属汞的生态毒性

远大于镉; (3) 土壤脲酶活性、V m ax和 k 与土壤添加

汞镉的浓度呈显著或极显著负相关, 表明其可作为

土壤汞镉污染程度的监测指标之一; (4)汞镉的加入

导致土壤脲酶 K m 变化较小, V m ax和 k 降低, 揭示出

汞镉对脲酶的作用机理主要是非竞争性抑制。
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Effect of pH on rela t ion sh ip betw een so il

u rease act ivity and H g, Cd

HE W en -x iang, ZHU M ing-e, ZHANG Y i-p ing
(Colleg e of R esou rces and E nv ironm en t,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he rela t ion sh ip betw een L ou so il u rease act ivity and H g, Cd w as tested under d ifferen t pH.

T he resu lt show s as fo llow ings: the op t im um pH of so il u rease is 5. 5- 6. 0 and 8. 0- 9. 0 among pH tested,

and the op t im al pH of so il u rease w ou ld no t change w hen so il w as po llu ted by heavy m eta ls, the o rder of

eco logica l2tox icity is H g> > Cd, so il u rease act ivity, react ion m ax im um velocity and react ion velocity con2
stan t can be indexes of po llu tan t by H g and H g+ Cd, the react ion m echan ism is m ain ly non2compet it ion in2
h ib it ion becau se u rease K m and V m ax is unvaried and decreased respect ively. T h is paper a lso p ropo sed the

crit ica l concen tra t ion of H g and Cd is 2. 098 and 302. 83 m gökg respect ively under d ifferen t pH tested.

Key words: so il u rease; pH; m ercu ry; cadm ium
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