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摘要 }研究了有机酸根和磷酸根等配体体系中 o针铁矿 !高岭石和黄棕壤 !砖红壤胶体对酸性磷酸酶的吸附 ∀

结果表明 o磷酸根对针铁矿表面酶的吸附量抑制最显著 o酒石酸根对酶与土壤胶体和高岭石表面酶的吸附量影响

最强 ∀随着配体浓度增加 o乙酸根对酶吸附的影响表现为先促进ks ∗ ts°°²̄#�p tl后轻微抑制k � ts°°²̄#�p tl ~

草酸则表现为先抑制ks ∗ x°°²̄#�p tl后促进kx ∗ xs°°²̄#�p tl ~酒石酸和磷酸对酶的吸附表现为一直抑制 ∀在乙

酸 !草酸和低浓度的酒石酸和磷酸根体系中 o酶在土壤胶体和矿物表面的吸附等温线符合 �¤±ª°∏¬µ方程k�型l o高

浓度的酒石酸和磷酸对应的吸附等温线符合线性方程k≤ 型l ∀在酒石酸根和磷酸根体系中 o配体与酶加入顺序对

酶吸附的影响较大 o一般来说 o配体和酶同时进入体系具有最低的酶吸附量 ∀
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素的迁移和生物有效性有显著影响≈t ∗ z  ∀土壤体

系中 o特别是土2根界面的微域环境 o微生物过程和

根系分泌物产生的低分子量有机酸数量众多≈{  ∀

它们可在胶体表面发生吸附和配位交换作用 o促进

多种养分离子和污染元素的有效化 ∀最近 • ¬­±­¤

等和 ⁄¼±̈ ¶等观察到 o低分子量有机酸与亚硒酸或

硫酸在铝氧化物上对吸附点位的竞争能力依赖于有

机酸的浓度和结构≈x oz  ∀

土壤酶和蛋白质等生物大分子在一定程度上决

定着土壤的生物活性 ∀土壤中的一部分胞外酶游离

于土壤溶液中 o另一部分则通过物理或化学的方式

键合到矿物 !腐殖质或有机2矿物复合体表面≈|  ∀酶

在各种层状硅酸盐矿物和氧化物表面的吸附固定研

究已有不少的报道≈ts ∗ tw  ∀许多结果表明 o酶的吸

附导致酶活性一定程度的降低≈|  ∀而且酶的吸附

还受到体系中共存配体的影响 o如 �¤¬§­¤等发现 o

酪氨酸酶在 � k̄� �l÷ p蒙脱石上的吸附量由于磷酸

的存在而明显减少 o表明磷酸和酶分子在矿物表面

有强烈的竞争作用≈tu  ∀然而 o有关各种有机和无机

配体如有机酸和磷酸盐等对土壤胶体表面酶吸附影

响的特点仍不清楚 ∀本文选取在土壤磷素循环中扮

演重要角色的酸性磷酸酶 o比较了几种低分子量有

机酸和磷酸对中南地区 u 种代表性的土壤胶体 !针

铁矿和高岭石表面吸附磷酸酶的影响 o为阐明土壤

酶存在状态和影响土壤酶活性的有关因素 o提高土

壤质量提供科学依据 ∀

1  材料与方法

1 q1  酶试剂

酸性磷酸酶 k∞≤v qt qv qu o×¼³̈ ��o s q{ � #

°ª
p t o提取自甜马铃薯l购于 ≥¬ª°¤公司 ∀

1 q2  土壤胶体和粘粒矿物制备

供试土壤为湖北孝感 ±v 母质发育的黄棕壤

ks ∗ us¦°l和海南东山峙花岗岩发育的砖红壤

ktz ∗ vx¦°l ~高岭石为化学试剂 ∀将以上土壤和矿

物制成悬浊液后 o用 s qt °²̄#�pt �¤� � 将其 ³� 调

至中性 o超声波分散 o沉降法分离出小于 u Λ° 粘

粒 ∀用 s qx °²̄#�pt ≤¤≤ ū 絮凝 o去离子水和酒精洗

至s qt °²̄ #�p t的 �ª��v 检测不出 ≤¯p owx ε 下烘

干 o过 tss目筛 ∀

针铁矿按 �·®¬±¶²±的方法合成 }将含有 xs ª ƒ¨

k��vlv#|�u� 的 {ux °̄ 溶液 o在电动搅拌下缓慢

地加入 uss °̄ u qx °²̄#�p t的 ��� 溶液至 ³� 为

tu o然后在 ys ε 下老化 uw «o用砂芯漏斗抽滤 o³�

| qs的 ��� 溶液洗涤沉淀 otts ε 下干燥 uw «o过

tss目筛≈tx  ∀制备的土壤胶体和矿物的主要性状

列于表 t ∀

表 1  土壤胶体和粘土矿物的某些基本性质

×¤¥̄¨t  ≥¨̄ ¦̈·̈§³µ²³̈µ·¬̈¶²©¶²¬̄¦²̄ ²̄¬§¤±§¦̄¤¼ °¬±̈ µ¤̄¶

土壤胶体或矿物
≥²¬̄¦²̄ ²̄¬§²µ
°¬±̈ µ¤̄

有机质
�µª¤±¬¦°¤··̈µ

kª#®ªp tl

⁄≤�提取铁
�µ²± ¬̈·µ¤¦·̈§¥¼ ⁄≤�

kª#®ªp tl

比表面
≥³̈ ¦¬©¬¦¶∏µ©¤¦̈ ¤µ̈¤

k°u#ªp tl

电荷零点
°�≤

粘粒矿物组成
≤ ¤̄¼ °¬±̈ µ¤̄ ¦²°³²¶¬·¬²±

k h l

高岭石 �¤²̄¬±¬·̈ us v qy 高岭石 �¤²̄¬±¬·̈

针铁矿 �²̈ ·«¬·̈ {v { qv 针铁矿 �²̈ ·«¬·̈

黄棕壤 ≠̈ ¯̄²º ¥µ²º±¶²¬̄ ts q| vy qu uwx u q| 伊利石 ot qw ±°矿物 o高岭石
�̄ ¬̄·̈ ot qw±° °¬±̈ µ¤̄ o�¤²̄¬±¬·̈

砖红壤 �¤·²¶²̄ x q{y |s qx {w v q| 高岭石 o伊利石和三水铝石k微量l

�¤²̄¬±¬·̈ o�̄ ¬̄·̈ ¤±§ �¬¥¥¶¬·̈

tl 粘粒矿物组成由 ÷2射线衍射分析 o有机质 !电荷零点 !游离铁 !比表面测定分别采用重铬酸钾法 o电位滴定法k � «̈̄¬¦«法l !⁄≤�提取法 o乙二

醇乙醚法测定

 ≤ ¤̄¼ °¬±̈ µ¤̄ º¤¶§̈·̈µ°¬±̈ §¥¼ ÷2µ¤¼ §¬©©µ¤¦·¬²±¤±¤̄¼¶¬¶q�µª¤±¬¦°¤··̈µo³²¬±·²©½̈ µ²¦«¤µª̈ k°�≤l o©µ̈¨¬µ²± ¤±§¶∏µ©¤¦̈ ¤µ̈¤ º µ̈̈ ¤±¤̄¼½̈ §oµ̈2
¶³̈ ¦·¬√¨̄¼ ¥¼ ³²·¤¶¶¬∏° §¬¦«µ²°¤·̈ ²¬¬§¤·¬²± ·̈¦«±¬́∏̈ o³²·̈±·¬¤̄ ·¬·µ¬° ·̈µ¬¦° ·̈«²§o⁄≤� ¬̈·µ¤¦·¬²± ·̈¦«±¬́∏̈ ¤±§ ·̈«¼̄ ±̈̈ ª̄¼¦²̄ °²±²̈ ·«¼̄ ·̈«̈ µ

µ̈·̈±·¬²± ° ·̈«²§

1 q3  土壤胶体和粘土矿物悬浊液制备

称 u qx ª土壤胶体于锥形瓶中 o加适量去离子

水 o以 s qt°°²̄#�pt盐酸或氢氧化钠不断地调悬浊

液的 ³� o直至 ³� 稳定在 x qxk约需 t周l o加 u滴甲

苯杀菌 o定容至 uxs °̄ ∀

1 q4  供试配体体系中土壤胶体矿物对酸性磷酸酶

的吸附

为了研究配体和酶加入顺序对酶吸附的影响 o

分别进行了以下 v种试验 }ktl配体和酶同时加入试

验k∞n �l }在磁力搅拌下吸取土壤悬浊液 t °̄ 于

离心管中 o分别加入 ³� x qx的酶溶液ks ∗ u sss Λª

# °̄ p tl和配体溶液ks ∗ uss °°²̄ #�ptl各 t °̄ o
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ux ε 下振荡 v «∀kul配体先于酶加入试验k�r∞l }

吸取土壤悬浊液 t °̄ 和系列浓度配体溶液 s qx °̄

于离心管中 oux ε 下振荡 t qx «o再分别加入 s qx °̄ 的

配体溶液和 t °̄ t sss Λª# °̄ p t的酶溶液 o继续振荡

t qx «∀kvl酶先于配体加入试验k∞r�l }步骤与kul相

同 o只是将酶溶液与配体溶液的加入顺序交换 ∀

将上述振荡好的反应混合液静置 t «ovs sss ≅

ª下离心 o上清液中酶含量用 ƒ²̄¬±2酚试剂法测定 o

各体系中加入酶的总量扣除上清液中的酶量 o即为

土壤胶体和粘粒矿物对酶的吸附量kΛª#°ªp tl ∀

1 q5  酸性磷酸酶含量kΛªr°̄l的测定kƒ²̄¬±2酚试剂法l

吸取 s qu°̄ 含 s ∗ yssΛª# °̄ p t的酶溶液于玻璃试

管中 o加 t °̄ ƒ²̄¬±试剂甲 o摇匀 o室温下放置 ts °¬±o

加入 s qt °̄ 的 ƒ²̄¬±试剂乙 o立即混匀 o于 ws ε 水浴

中恒温 vs °¬±o以不含酶的试剂空白作对照 o在 ∂�≥2

zuus型分光光度计上比色测定 o测定波长为 yxs±° ∀

2  结果与讨论

2 q1  配体浓度变化对酶在土壤胶体和矿物上吸附

的影响

由图 t 可见 o供试的土壤胶体和矿物对酸性磷

酸酶的吸附量随着有机或无机阴离子浓度的变化而

变化 ∀当乙酸浓度从 s 增加到 ts °°²̄#�p t时 o针

铁矿 !高岭石和 u 种土壤胶体对酶的吸附量逐渐增

加 o当乙酸浓度超过 ts °°²̄#�pt时 o酶的吸附量逐

渐减少到低于或与对照相当的水平 ∀草酸体系中 o

在s ∗ xs °°²̄#�p t的草酸浓度范围内 o针铁矿对酶

的吸附量随草酸浓度的增加而轻微减少 ~就黄棕壤 !

砖红 壤 和 高 岭 石 而 言 o草 酸 根 从 s 增 加 到

x °°²̄#�pt时 o酶的吸附量急剧降低 o超过 x °°²̄

#�pt后 o酶的吸附量逐渐增加 ∀在酒石酸体系中 o

随酒石酸浓度升高 o酶在针铁矿表面的吸附量一直

下降 o而 u种土壤胶体和高岭石对酶的吸附量则呈

先急剧下降ks ∗ x °°²̄ #�ptl后逐渐稳定kx ∗ {s

°°²̄#�ptl的趋势 ∀磷酸体系中 o随着磷酸浓度的

升高ks ∗ uss °°²̄#�p tl ou种土壤胶体和矿物对酶

的吸附量以较快的速度降低 o针铁矿对磷酸酶的吸

附百分率可从对照的 {| h下降到 tss °°²̄#�pt时

的 tw h ou种土壤胶体和其它矿物对酶的吸附百分

率则从 |s h下降到 ws h ∗ yx h ∀这些结果表明 o供

试的有机 !无机阴离子对酶在土壤胶体和矿物上的

吸附影响呈现出不同的模式 ∀乙酸在较低浓度时可

促进酶的吸附 o而草酸 !酒石酸和磷酸的影响却与此

相反 ∀在较低浓度时草酸和酒石酸对酶吸附的抑制

比较明显 o磷酸对酶吸附的抑制作用则出现在较宽

的浓度范围 ∀浓度较高时 o乙酸 !酒石酸和磷酸体系

中的酶吸附量呈现下降趋势 o而草酸却与此相反 ∀

因此 o就针铁矿而言 o供试各有机 !无机阴离子对酶

吸附的抑制能力为 }磷酸 �酒石酸 �草酸 �乙酸 ~而

各配体对其它土壤胶体和高岭石上酶吸附的抑制能

力则为 }酒石酸 �磷酸 �草酸 �乙酸 ∀

图 1  配体浓度变化时 o酸性磷酸酶在不同土壤胶本和矿物上的吸附

ƒ¬ªqt  �§¶²µ³·¬²± ²©¤¦¬§³«²¶³«¤·¤¶̈ ²± §¬©©̈ µ̈±·¶²¬̄¦²̄ ²̄¬§¶¤±§¦̄¤¼ °¬±̈ µ¤̄¶¬± §¬©©̈ µ̈±·̄¬ª¤±§¶¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ¶¼¶·̈°¶

zzvttt期        赵振华等 }几种低分子量有机酸 !磷酸对土壤胶体和矿物吸附酸性磷酸酶的影响         



  阴离子之间的竞争作用可通过对表面吸附点位

的直接竞争或者通过对表面电荷的改变或质子化影

响来实现≈x oy  ∀在铝氧化物表面 o• ¬­±­¤和 ¶¦«∏̄2

·«̈¶¶观察到了乙酸对 ≥�w
u p 和 ≥ �̈w

u p 吸附的促进

作用≈z  o其原因可能是乙酸引起了有利于阴离子共

吸附的表面质子化或电荷的变化 ∀可能的反应式如

下 }

ƒ k̈� l̄ p � � n ≤ �v≤ � � �

ƒ k̈� l̄ p � �≤≤ �v n ≈� � p n � n  

ƒ k̈� l̄ p � � n � n ƒ k̈� l̄ p � �u
n

酶分子可与质子化点位通过外圈复合物吸附在

矿物的表面 o也可与矿物表面的 ≥2� �u
n 基团发生

交换反应以内圈复合物进行吸附 ∀电泳数据显示在

乙酸存在时 o铝氧化物表面具有更多的正电荷 o从而

促进了 ≥�w
u p 和 ≥ �̈w

u p 在铝氧化物上的吸附≈z  ∀

�¤©®¤©¬等还报道了乙酸可促进蒙脱石对磷酸的吸

附 ∀在较高浓度k � ts °°²̄#�ptl时乙酸对酶吸附

的促进作用减弱 o可能归因于总的阴离子吸附密度

的增加所导致的立体位阻和强烈的竞争作用≈u  ∀

草酸 !酒石酸和磷酸在土壤胶体和矿物表面与酶分

子的竞争作用和通常所观察到的无机含氧阴离子与

酶的竞争吸附相一致≈v ox oy oty  ∀一般认为 o有机阴离

子的吸附亲和力和竞争能力与相应的 tΒt 型 � 2̄有

机配体复合物k�� 2̄�l的稳定常数有关 ∀如 �� 2̄�值

越大 o有机阴离子的吸附就越牢固 o有机阴离子与吸

附在铝氧化物上的 ≥ �̈v
u p 和 ≥ �̈w

u p 竞争吸附就越

有效≈x oz  ∀本文的结果显示有机酸抑制酶吸附的相

对能力为 }酒石酸 � 草酸 � 乙酸 ∀然而 ō²ª�� 2̄�和

²̄ª�ƒ 2̈�的值均为 }草酸 �酒石酸 �乙酸≈x  ∀这可能

与较小分子量的有机阴离子和较大分子量的酶分子

k酸性磷酸酶的分子量约为 tss®⁄¤≈tz l之间的巨大

差异有关 ∀酶在矿物和有机表面的吸附机理通常包

括配位交换≈t{  !静电力 !疏水力 !氢键和 ∂¤± §̈µ

• ¤¤̄¶力等≈tw  ∀尽管酒石酸具有较小的 ²̄ª�� 2̄�值 o

但酒石酸比草酸具有更大的表面覆盖度 o其立体位

阻在抑制矿物表面特别是层状硅酸盐矿物表面酶的

吸附中作用更显著 ∀

配体对酶吸附的抑制效率可通过以下公式来计

算 }配体抑制效率k h l � t p k有配体时酶的吸附量r

无配体时酶的吸附量l ∀

对针铁矿而言 o当配体r酶的摩尔比从 t xss 升

高到 tx ssskx ∗ xs °°²̄#�pt配体浓度l时 o磷酸根

抑制酶吸附的效率从 vu h增加到 zw h o酒石酸则从

uy h升高到 x{ h o而草酸的效率 � y h ∀在 u 种土

壤胶体和高岭石体系中 o磷酸根的抑制效率与酒石

酸和草酸的效率相似 o特别在配体浓度较低时 ∀众

所周知 o针铁矿表面有大量的可供配位交换的吸附点

位 o这些点位对磷酸和酶分子可能是通用的≈t{  ∀高

岭石和 u种土壤胶体主要由层状铝硅酸盐矿物组成 o

这类胶体表面配位交换点位较少 o酶可能主要以物理

引力和疏水力等方式吸附在胶体表面 o因此磷酸根对

这类表面上酶的吸附影响明显比针铁矿的低 ∀

2 q2  酶的等温吸附曲线

在乙酸 !草酸和低浓度的酒石酸和磷酸体系中 o

酶在土壤胶体和矿物表面的吸附等温线符合 �¤±ª2

°∏¬µ方程k�型l ∀而高浓度的酒石酸k � xs °°²̄#

�ptl和磷酸k � tss °°²̄#�p tl体系中所对应的酶

的吸附等温线却符合线性方程 ∀图 u 显示了在 xs

°°²̄#�pt的配体浓度的体系中 o供试土壤胶体和矿

物表面对酶的吸附等温线 ∀酶吸附的 �¤±ª°∏¬µ参

数根据下面公式计算 }Ξ � Ξ°≤rk�n ≤l ∀其中 Ξ°

是酶的理论最大吸附量 o≤ 是平衡溶液中酶的浓度 o

�是与吸附结合能有关的常数 ∀ �值越大表明酶分

子和胶体矿物表面的吸附亲和力就越低 ∀由表 u中

的数据可见 o不同阴离子体系中 o酶对针铁矿的亲和

力高低顺序为 }乙酸 � 草酸 � 酒石酸 � 磷酸 ∀就高

岭石和 u种土壤胶体而言 o不同体系中 o酶与固相表

面的亲和力为 }乙酸 � 草酸 � 磷酸 � 酒石酸 ∀这意

味着 o在有机或无机阴离子存在时 o酶对土壤胶体和

矿物的亲和力随着配体和表面类型的变化而变化 ∀

磷酸根显著降低了铁氧化物表面对酶的吸附亲和

力 o酒石酸则对高岭石和以层状硅酸盐矿物为主的

土壤胶体表面酶的吸附亲和力影响较大 ∀这与有机

和无机配体体系中酶在土壤胶体和矿物上的吸附量

的结果相一致 ∀除酒石酸外 o各阴离子体系中 o酶对

针铁矿的亲和力顺序与配体本身对氧化物表面的亲

和力顺序正好相反≈w ox  ∀一般认为 o磷酸根对铁氧

化物具有极强的亲和力 o这是导致酶在针铁矿表面

的吸附亲和力较低的主要原因 ∀ °¤µ©¬··等报道 o尽

管磷酸和草酸都可以双核形态吸附在矿物的表面 o

但它们被吸附的数量截然不同 o针铁矿表面所有的

�2型羟基可被磷酸的双核种类所取代 o而草酸的双

核复合物仅能取代部分的 �2型羟基 o剩下的 �2型羟

基将由吸附亲和力相对较弱的草酸单核复合物所取

代≈t  ∀酒石酸根降低酶与土壤胶体和高岭石表面

亲和力的作用可能主要归因于其较大的分子量及其

立体位阻效应 ∀
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图 2  50 °°²̄#�− 1配体溶液中 o酸性磷酸酶在土壤胶体和矿物表面的等温吸附曲线

ƒ¬ªqu  �§¶²µ³·¬²±¬¶²·«̈µ°¶²©¤¦¬§³«²¶³«¤·¤¶̈ ²± ¶²¬̄¦²̄ ²̄¬§¶¤±§ °¬±̈ µ¤̄¶¬± ³µ̈¶̈±¦̈ ²©xs °°²̄#�p t ¬̄ª¤±§

表 2  土壤胶体 !矿物等温吸附酸性磷酸酶拟合 �¤±ª°∏¬µ方程的有关参数

×¤¥̄¨u  �¤±ª°∏¬µ³¤µ¤° ·̈̈µ¶©²µ¤§¶²µ³·¬²± ²©¤¦¬§³«²¶³«¤·¤¶̈ ²± ¶²¬̄¦²̄ ²̄¬§¤±§ °¬±̈ µ¤̄¶

土壤胶体和矿物
≥²¬̄ ¤±§ °¬±̈ µ¤̄¶¦²̄ ²̄¬§

参数
°¤µ¤° ·̈̈µ

配体  �¬ª¤±§

乙酸 �¦̈·¤·̈ 草酸 �¬¤̄¤·̈ 酒石酸 ×¤µ·µ¤·̈ 磷酸 °«²¶³«¤·̈

针铁矿 �²̈ ·«¬·̈ ÷ °¤¬ u{z uyu |t v qu∞ n y

� |t q{ {| qs uvz qt v qu∞ n z

� u s q||x s q|vv s q|w| s q|wy

黄棕壤 ≠¨̄ ²̄º ¥µ²º± ¶²¬̄ ÷ °¤¬ txx zz tx| twt

� uv qz wt qy uuy q| |x qs

� u s q|xt s q||{ s q|{u s q||t

高岭石 �¤²̄¬±¬·̈ ÷ °¤¬ {y yx |w zv

� tv qw vx qy |z q{ w{ qy

� u s q|vt s q|xw s q|zw s q|zu

砖红壤 �¤·²¶²̄ ÷ °¤¬ |{ yu |y tsw

� tz qy xw qx uuy qz tx{ qw

� u s q|zt s q||x s q||z s q|yy

2 q3  阴离子加入顺序对酶吸附量的影响

配体加入方式对酶吸附的影响随着配体类型的

变化而变化k图 v o图 wl ∀对乙酸和草酸而言 o配体

和酶同时进入体系k�n ∞处理l !配体先于酶进入体

系k�r∞ 处理l以及配体后于酶进入体系k∞r�处

理l等几种处理对酶吸附量的影响差异不大 ∀这可

能意味着吸附竞争力相对弱的配体加入顺序对酶在

土壤组分上的吸附影响不大 ∀酒石酸和磷酸体系

中 o∞r�处理通常具有最大的吸附量 o而 �n ∞处理

则具有最小的酶吸附量 o这表明当酶和配体同时加入

时二者之间存在更多的竞争 ∀酒石酸和磷酸的加入

顺序对酶在高岭石表面吸附影响相对较小 o这与高岭

石具有较少的供酶进行配位交换吸附点位有关 ∀

3  结论

综上所述 o乙酸在较低浓度时促进了酶的吸附 o

草酸对酶的吸附表现为先抑制后促进的趋势 o酒石

酸和磷酸却随着其浓度的升高而显著抑制酶的吸

附 ∀乙酸根促进酶吸附的作用可能与其在矿物表面

的质子化过程有关 ∀磷酸根显著降低了酶与针铁矿

的吸附亲和力 o酒石酸则对酶在土壤胶体和高岭石

表面的吸附亲和力的影响最大 o表明配体分子大小

在抑制矿物对酶的吸附中起重要作用 ∀当酶和配体

一起加入或酶后于配体加入时酶的吸附量最低 ∀
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图 3  草酸加入顺序对在土壤胶体和矿物表面酶吸附量的

影响

ƒ¬ªqv  ∞©©̈¦·²©·«̈ ¤§§¬·¬²± ²µ§̈µ²© ²¬¤̄¤·̈ ¤±§ ±̈½¼°¨²±

¤§¶²µ³·¬²± ²© ±̈½¼°¨²± ¶²¬̄¦²̄ ²̄¬§¶¤±§ °¬±̈ µ¤̄¶

图 4  酒石酸加入顺序对在土壤胶体和矿物表面酶吸附量

的影响
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¦²°³̈·¬·¬²± q Σοιλ Σχι . Σοχ . Αμ . ϑqt|{{ oxu }t x{x p t x{| q
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t uwt q
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