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摘 要 : 采用培养试验方法
,

研究了土壤中重金属镍的存在形态及其对 5种土壤酶活性的影响
。

随着土壤外加

镍的质量分数增加 (l oo 一 1 叹刃呵掩)
,

碱性磷酸酶活性和酸性磷酸酶活性均受到较强的抑制
,

抑制率分别为

巧 。% 一 67
.

3%
、

13
.

9% 一 85
.

3% ; 脉酶活性抑制率为 一 l’
.

6 % 一 21
.

3%
,

表现出先激活后抑制的现象 ; 镍对多

酚氧化酶也有抑制作用 ; 对过氧化氢酶的抑制作用轻微
。

研究结果表明
,

酸性磷酸酶
、

碱性磷酸酶和脉酶可作

为判明土壤镍污染程度的主要生化指标
。

镍的存在形态与土壤酶活性之间的关联度分析和相关分析证实
,

1〕TP A

提取的有效态镍与土壤酶活性之间相关性好
、

关联度大
。

因此
,

以 】)即 A提取的有效态镍来表征土壤镍的生物有

效性是可行的
。
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土壤酶活性是探讨重金属污染生态效应的有效

指标之一 〔’ 〕 ,

可有助于判明土壤中重金属污染的程

度及其对作物生长的影响 z1[
。

在不同种类或剂量的

重金属元素胁迫下
,

相关的数十种土壤酶受到抑制

或激活的变化程度因酶类型而异
,

且这种变化与土

壤的机械组成
、

有机质含量
、

pH 等有关 3[
一 ’ ]

。

目

前
,

采用土壤酶活性来评价土壤重金属污染生态效

应的方法尚有待进一步完善
。

植物修复是土壤重金属污染修复的研究热

点圈
。

目前
,

在已发现的绷 多种超富集植物中
,

镍超富集植物超过 3 00 种川
,

镍污染土壤的植物修

复也成为最早投人商业利用的领域v[,s 〕 ,

其修复机

理以及镍污染的土壤一植物系统生态效应的研究也

得到广泛关注
。

本文通过室内培养试验
,

分析水溶

性镍添加后土壤镍形态变化及其与土壤酶活性之间

的剂量一效应关系
,

研究不同形态镍对土壤酶的有

效性
,

旨在筛选出对镍敏感的土壤酶
,

为土壤环境

质量标准的修订
、

土壤质量监测和污染土壤的修复

等提供科学依据
。

1 实验材料和方法

土 坡

( l) 土壤来源及基本性质

供试土壤为储育型水稻土
,

采自广东省农业科

学研究院水稻研究所试验田 (耕作层土 )
,

其基本

理化性质和重金属含量
, p H .6 37

,

总氮 1尹2 岁k g,

总碳 18
.

4 3 g/ gk
,

总锌 2 12 毗 / kg
,

总铜 4 1
.

7性grn/ k g
,

总铅 85
.

80 呵 kg
,

总镍 12
.

51 呵 k g
,

可交换态镍

0
.

以 m g l吨
,

弱专性吸附态镍 0
.

18 m g / k g
,

铁锰氧化

物结合态镍 ( ox
一

iN ) 0
.

48
n l g l k g

,

有机质结合态镍

0
,

“ 吨k/ g
,

残渣态镍 11
.

17 gm /吨
,

阳离子交换量

1
.

74
C

mol /掩
。

土壤样品经室 内风干
,

剔除植物碎

片
、

根系
、

石子等
,

过 6 目竹筛后备用
。

( 2) 土壤处理和培养

称取制备好的土壤样品 5 k g
,

共 7 份
,

分别按

镍的质量 分数 。
、

100
、

200
、

3 00
、

400
、

8 00 和

1 “ 刃 叱 /kg (干质量 ) 加 入已 研磨成粉 末状 的

iN呱
·

6从 0
。

充分混合后
,

各加去离子水 1 800 m L

以保持土壤湿润
,

然后置于带盖的小型塑料桶内密

封
、

存放于玻璃 网室 (常温 ) 进行培养
。

土壤经

12 周培养后
,

室内风干
。

每桶取 2 个分析样品
,

过 20 目和 100 目尼龙筛
,

分装于密封塑料袋内
,

备用
。

1
.

2 分析方法

(l ) 镍总量及各形态的分析方法 9[, ’ 。 ]

土壤镍总量 ( -T iN )
:
采用浓 NH几

、

H CI 仇
、

`
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HF 消煮
,

原子吸收分光光度计测定
。

土壤中镍各形态分析方法
: 可交换态 ( XE

一

iN )

用 1 me l几 M邪 12
溶液提取

,

弱专性吸附态或碳酸

盐结合态 ( C A B
一

N i) 用 1 mo l/ L N aO A C
溶液提取

,

铁锰氧化物结合态 ( ox
一

iN ) 用 0
.

以 mo lll
J

N姨 O H
-

HCI 溶液提取
,

有机质结合态 ( O M
一

iN ) 用 0
.

以

m ol/ L H N o : 和 30 % 践 q 溶液提取
,

残渣态 ( R Es
-

iN ) 以差减法计算
。

有效态采用 0
.

加5 m ol 几 的 D
r

FP A 溶液提取
,

用

l y l
,

P A
一

iN 表示
。

溶液镍浓度用 iH tac hi Z
一

5 《XX ) 原子吸收分光光

度计测定
。

( 2) 土壤酶活性的分析方法

土壤中过氧化氢酶 ( E C 1
.

n
.

1
.

6)
、

多酚氧化

酶 ( E C 1
.

10
.

3
.

1 )
、

脉酶 ( E C 3
.

5
.

1
.

5 )
、

碱性磷酸

酶 ( E C 3
.

1
.

3
.

1) 和酸性磷酸酶 ( E C 3
.

1
.

3
.

2) 活

性的测定参照文献 〔l lj 进行
。

在酶活性的表达单

位上作了修改
,

具体是
:
过氧化氢酶为 l h 每克土

的 0
.

1 mo l/ L
MK

n q 的毫升数
,

脉酶为 l h 每 】00 9

土 N H 3 一 N 的毫克数
,

多酚氧化酶为 l h 每 100 9 土

的红紫倍精毫克数
,

碱性磷酸酶和酸性磷酸酶为

l h每 100 9 土 R 几 的毫克数
。

( 3) 其它指标的分析方法〔” 〕

p H 用酸度计法
,

总氮用半微量凯氏法
,

总碳

用重铬酸钾氧化一油浴加热法
,

总锌
、

总铜
、

总铅

用原子吸收分光光度计法
,

阳离子交换量用乙酸按

交换法
。

2 结 果

2
.

1 土壤中镍的形态

土壤中各种形态的镍的统计结果见表 1
。

由表 l 可见
,

原土 中
,

R ES
一

iN 占 82
.

7 %
。

添

加镍后
,

xE
一

iN 所占比例随添加量的增大而升高
,

当添加量为 1 6以)呵k g 时
,

Ex
一

iN 占 -T iN 的比例

达到了 48
.

4 %
。

C A B
一

iN 占 T
一

iN 的比例为 16
.

9 % -

22
.

7 %
,

随添加量增加的变幅较小
。

OX
一

iN 和 O M
-

N i 占不 N i 的比例分别为 3 1
.

6 % 一 13
.

5 %
、

19
.

8 %

一 7
.

5 %
,

并随添加量的增加而下降
。

RE S
一

iN 占不

iN 的比例不高
,

在 10
.

3 % 一
24

.

6 %
。

D T P A
一

iN 的变

化趋势与 XE
一

iN 的变化相似
,

其占 不 iN 的比例在

45
.

0 % 一
66

.

6 % 之间
。

表 1 不 同处理的土壤中各种形态镍的比例

l b】〕
.

1 hT
e
伴几

e n t

卿 of id if记er n t in e k e l俪
c t i osn i n d lffe 此 nt etr

a ted 50 11

镍添加量
` , T仃r A I了)

以
一

N i CBA
一

N i O X
.

N i O-M Ns RE -S iN l y IP A
一

iN

( m g
·

kg
一 `

) ( % )

0 12
.

40
士 2

.

以 0
.

8 3
.

4 5
.

2 7
.

9 8 2
.

7 4
.

6

l X() 102
.

0 8 士 2
.

63 10
.

2 16
.

9 3 1
.

6 19
.

8 2 1
.

5 45
.

0

2《X) 2 15
.

幻 士 10
.

5 7 15
.

3 19
`

8 25
.

3 15
.

1 从
.

6 4 8
.

8

3X() 303
.

67 土 2 7
.

8 2 2 ]
.

8 22
.

7 24
.

7 13
.

5 17
.

3 5 6
.

4

4 (X) 42 3
.

% 士 4
.

59 28
.

7 18
.

7 22
.

1 1 1
.

9 18
.

5 5 1
.

0

8《X) 834
.

74 土 14
.

30 3 3
.

4 2 1
.

5 18
.

6 9
.

5 16
.

9 5 9
.

9

16汉) 162 7
.

24 土 19
.

6 1 48
.

4 2()
.

3 13
.

5 7
.

5 10
.

3 肠 6

注
:

l) 设计添加量 ; 2) 土壤镍的质量分数
,

2 次重复的平均值士标准差
。

2
.

2 土壤酶活性

土壤酶活性的分析结果见表 2
。

抑制率 ( hT
e

pe 代en tag
e of i hn iib it on

,

PI ) 的计算采用下式闭
:

未处理土壤的酶活性
一
处理土壤的酶活性

x lX( )%

从表 2 看
,

随着镍添加量的增加
,

镍对碱性磷酸酶

和酸性磷酸酶 的抑制作用增大
,

其抑制率分别为

15
.

0 % 一 67
.

3 %
、

13
.

9 % 一 85
.

3 %
。

镍添加量为 l X()
n l g / k g 时

,

镍对脉酶有激活作用 ; 随着镍添加量 的

增加
,

脉酶的活性受到抑制
。

多酚氧化酶的活性则

在较高的剂量时受到明显抑制
。

过氧化氢酶的活性

受镍的影响较小
。

3 讨 论

3
.

1 外源镍的形态变化

分析结果表明
,

外源镍进入土壤后的存在形态

与其添加剂量有较大的关系
。

镍加人量较低时
,

土

壤中镍主要以结合程度较高的 Ox
~

N i 和 oM
一

iN 存

在
,

这是土壤多种组分的共同作用的结果 ; 当加人

量较高时
,

镍在土壤中的含量超过土壤自身的缓冲

作用能力
,

添加镍有一部分还未能进行形态上的转

化
,

最后以 XE
一

iN 的形式表现出来
,

故这一形态所

占的比例较高
。

R E S
一

iN 占的比例不高
,

与自然土

壤中的 R…ES
一

iN 所占的比例有较大的差异队
’ 3 ]

,

主
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要是由于这一形态的镍存在于矿物晶格中
,

难以发

生代换作用所致
。

D
r

FP A
一

iN 与各形态 iN 之间相关分析结果表明
,

D T p A
一

iN 与其它 5种形态镍的相关系数大小顺序依

次是
:

CA B
一

N i ( 0
.

9 39 ) >
XE

一

N i ( 0
.

84 3 ) > ( )X
一

N i

( 0
,

科7 ) > O M
一

N i ( 0
.

0 2 1 ) > R E S
一

N i (
一

0
.

9 5 7 )
。

D T p A
,

iN 与 以B
一

iN 和 xE
一

iN 分别呈极显著 ( 尸 <

0
.

01 )
、

显著 ( 尸 < 0
.

05 ) 正相关
,

与 RE S
一

iN 为极

显著 ( P < 0
.

01 ) 负相关 ; 而与 O X
一

iN
、

( ) M
一

iN 成

正相关
,

但相关不显著 (尸 > 0
.

05 )
。

因此
,

D TP A
-

iN 主要 组成为 XE
一

iN 和 C A B
一

iN
,

其它 形态 (如

O M
一

iN ) 只占很小部分
。

3
.

2 外源镍对土壤酶活性的影响

( l) 土壤酶活性与镍剂量的关系

碱性磷酸酶和酸性磷酸酶属于水解磷酸一醋的

酶
,

无论外加镍量是低还是高
,

此 2 种酶的活性均

受到抑制
。

从 IP 的变化看
,

酸性磷酸酶的活性随

着土壤中镍的增加而减小的变化较碱性磷酸酶的明

显
,

碱性磷酸酶活性 /酸性磷酸酶活性的比率与
Ro

man 等 3j[ 的研究结果类似
,

在 0
.

16 一 0
.

53 之间
。

供试土壤 p H 为 6
.

35
,

属于微酸性的土壤环境
,

此

条件有利于酸性磷酸酶的形成 (包括分泌此酶的微

生物 )
。

因此
,

当外源镍进人土壤后
,

特别是高剂量

时
,

酸性磷酸酶活性受抑制的程度较碱性磷酸酶大
。

脉酶为肤及氨基水解酶
,

其
a
亚基在双核活性

中心键合了 2 个镍原子 〔’ 4 ]
。

因此
,

镍在维持脉酶

分子结构和脉酶的催化功能方面具有重要作用
。

当

加人土壤中的镍较少 l( 00 m g/ k g ) 时
,

添加的镍促

进了脉酶的合成
,

对脉酶活性有刺激作用
,

表现为

酶活性增加 ; 但随着镍加人量的增加
,

对脉酶活性

的抑制率增大
,

表明土壤中高剂量的镍对脉酶的活

性有抑制作用
。

本试验中采用了同一土壤
,

有机

质
、

p H 和粘粒含量等在不同处理中基本相同
,

因

此
,

土壤脉酶活性随镍添加量增加而降低的主要原

因
,

可能与分泌脉酶的微生物在镍胁迫条件下的生

理生化功能受到一定程度影响有关
。

过氧化氢酶属于氧化还原酶
,

在土壤中的作用

主要是破坏对生物有毒害作用 的过氧化氢上’ 5〕 。

试

验结果 (表 2) 表明
,

镍对此酶的抑制作用较轻
,

各处理间酶活性变幅也小
,

抑制率仅为 0
.

4 % -

5
.

8 %
。

这可能与土壤的驯化过程有关
,

因为在一

个封闭的
、

含水分较高的条件下
,

土壤基础呼吸和

好气性微生物的活动将会受到影响 〔” 飞。

( 2) 土壤酶活性之间的关系

5 种土壤酶活性之间的相关分析表明
,

在有外

源镍存在的土壤中土壤酶活性相互间关系亦有明显

的相关性
。

脉酶与碱性磷酸酶
、

多酚氧化酶的相关

系数 ( R ) 分别为 0
.

93 7 ( 尸 < 0
.

0 1 )
、

0
.

8 6 5 ( 尸 <

0
.

01 )
,

达到极显著水平 ; 脉酶与酸性磷酸酶之间

为显著正相关关系 ( R 二 0
.

9 81
,

尸 < 0
.

05 )
。

多酚

氧化酶与碱性磷酸酶之间为极显著正相关关系 ( R

= 0
.

84 3
,

尸 < 0
.

01 ) ; 与酸性磷酸酶之间为显著正

相关关系 ( R 二 0
.

8 84
,

尸 < 0
.

05 )
。

碱性磷酸酶与

酸性磷酸酶之间为显著正相关关系 ( R 二 0
.

938
,

尸

< 0
.

05 )
。

过氧化氢酶与碱性磷酸酶
、

酸性磷酸酶
、

脉酶
、

多酚氧化酶之间为正相关关系
,

但相关不显

著 ( P > 0
.

05 )
。

( 3) 土壤酶活性与各种形态镍之间的关系

土壤酶活性与各种形态镍的关联度分析结果

(表 3) 表明
:

XE
一

iN 对碱性磷酸酶
、

酸性磷酸酶
、

脉酶
、

多酚氧化酶和过氧化氢酶的活性影响最大
,

其次为 n 即 A
一

iN
,

再其次为 C A B
一

iN
,

而 -T iN
、

O M
-

iN
、

OX
一

iN
、

R E S
一

iN 对土壤酶活性的影响较小
。

土壤酶活性与 l y l于A
一

iN 间存在正相关关系 (表

4)
,

5 种土壤酶活性与 耳即A
一

iN 的相关系数大小顺

序为
:
碱性磷酸酶 > 酸性磷酸酶 > 脉酶 > 多酚氧化

酶 > 过氧化氢酶
,

D T P A
一

iN 和 -T iN 均可用于表征土

壤酶活性的水平
。

表 2 土壤酶活性的分析结果
.
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0
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1) 表中 5 种酶活性数据为 2 次重复和平衡样分析结果的平均值 士标准差
。
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表 3 土壤酶活性与各种形态镶的关联系数
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洲570580柳594701574583618618碱性磷酸酶

酸性磷酸酶

脉酶

多酚氧化酶

过氧化氢酶

土壤酶

表 4 土壤酶活性与 仃即A
一

iN
、

-T iN 间的关系
,

1’a I〕
.

4 hT
e

旧iat
o

hns iP 玩 t w e e n e他笋na 妇c
ac it vi it es a n d 以即A

.

iN
,

-T iN in 切明 ted 耐
U件从

.

N i -T N i

拟合方程 相关系数2) 拟合方程
, ) 相关系扩

,

卿876’853’解.287
.

…
0000碱性磷酸酶

酸性磷酸酶

脉酶

多酚氧化酶

过氧化氢酶

0
.

9 13

0
.

8 12

Y二 4
.

167 一 o
.

934 x 坛X

Y二 3
.

解 l 一 0
.

l a7 x lg X

Y二 7
.

韶 9 一 3
.

157
x 坛X

Y二 4
.

4 31 一 0
.

M 7 x 坛X

Y二 9
.

394 一 2
.

价 s x 坛X

解l67’柳00
à

Y
二

4
.

57 8 一 1
.

3肠 x lg X

Y = 3
.

1卯 一 0
.

154
x lg X

Y = 9
.

392
一

4
.

4 18 减 gl X

Y二 4
.

7 7 1一 0
.

47 5 x gl X

Y二 13
.

270
一 3

.

抖 s x lg X

注
:

l) y 为土壤酶活性
,

X 为 以即A
介

N i或 -T iN ; 2)
,

指 P < .0 05
,

达到显著水平 ; , 指 P < .0 01
,

达到极显著水平
。

4 结 论

( l) 土壤中不同种类的酶在重金属胁迫下产生

不同的效应
,

无论土壤中镍是低剂量还是高剂量
,

镍对酸性磷酸酶活性和碱性磷酸酶活性均表现为抑

制作用
,

且对酸性磷酸酶活性的抑制率较碱性磷酸

酶的大 ; 低剂量的镍 (小于 100
n l
岁kg ) 对土壤脉

酶活性有激活作用
,

高剂量时则有抑制作用 ; 镍对

多酚氧化酶也有抑制作用
,

而对过氧化氢酶的抑制

作用则较小
。

根据各种酶对镍的敏感程度
,

可以采

用酸性磷酸酶
、

碱性磷酸酶和脉酶作为土壤镍污染

监测和评价的主要生化指标
。

(2 ) D IT 从
一

iN 与其它形态镍在土壤中具有较好

相关性
,

尤与可交换态和弱专性吸附态之间更具有

较好的相关关系 ; D IT 认
一

iN 与土壤各种酶活性相互

间相关性好
、

关联度大
。

因此
,

用 仪即A
一

iN 来表征

土壤镍的生物有效性是可行的
。
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