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低分子量有机酸对土壤微生物数量和酶活性的影响∗
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摘　 要　 采用室内培养实验测定了 ４ 种低分子量有机酸在低浓度（４ ｍｍｏｌ·ｋｇ－１干土）、中浓度（２０ ｍｍｏｌ·ｋｇ－１

干土）和高浓度（１００ ｍｍｏｌ·ｋｇ－１干土）梯度下，对土壤微生物数量、呼吸强度和土壤酶活性的影响规律．结果表

明，随着有机酸浓度的升高，甲酸、草酸和柠檬酸处理的土壤细菌数量和呼吸强度持续升高，真菌数量持续降

低，放线菌数量在低浓度被促进，中浓度和高浓度被抑制；苯甲酸则表现出了与前 ３ 种有机酸不同的规律，土
壤真菌数量持续升高，而土壤细菌、放线菌数量和土壤呼吸强度则表现了低浓度升高而后不断降低的特点．对
于土壤酶活性而言，甲酸处理的淀粉酶、脲酶和磷酸酶活性和苯甲酸处理的土壤过氧化氢酶、脱氢酶和土壤肥

力生物指数（ＢＩＦ）在低浓度升高，而在中浓度和高浓度降低；甲酸处理的过氧化氢酶、脱氢酶和 ＢＩＦ，草酸处理

和柠檬酸处理的蛋白酶、脱氢酶、土壤酶活性指数（ＥＡＮ）、ＢＩＦ，苯甲酸处理的蛋白酶和脲酶活性呈现随着有机

酸浓度的升高而持续上升的趋势．综合土壤微生物数量、土壤呼吸和土壤酶活性，对土壤生态质量而言，在低

浓度时苯甲酸处理最高，中浓度时柠檬酸处理最高，而在高浓度时草酸处理最高．
关键词　 低分子量有机酸， 土壤微生物数量， 土壤呼吸强度， 土壤酶活性．
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低分子量有机酸在土壤中广泛存在，主要来源于植物根系的分泌、动植物残体的分解和微生物的合

成，能够参与土壤的各种化学、生物学作用，进而影响植物的生理过程．目前低分子量有机酸的研究主要

集中在对土壤中磷钾元素的溶解规律和机制［１⁃２］、对土壤中重金属元素的释放规律及污染土壤的修

复［３⁃５］、对土壤中有机污染物的影响［６⁃７］等方面；低分子量有机酸对于土壤生态质量的影响方面，也已有

较多的报道［８⁃１１］ ．评价土壤生态质量的指标包括土壤微生物数量 ／土壤呼吸 ／酶活性 ／微生物多样性 ／土
壤线虫等方面．土壤微生物是土壤生化反应的推动者和参与者，是土壤有机无机复合体的重要组成部

分，土壤酶活性在土壤养分循环中起着重要作用，两者被认为是表征土壤生态质量变化最敏感最有潜力

的指标［１２］ ．因为土壤酶活性是底物专一性和反应专一性的，很难从单独一个酶活性评价整体土壤状态．
因此研究人员将几种土壤酶活性整合起来开发出了一些土壤质量指标来表达土壤重要生态功能，其中

包括土壤肥力生物指数（ＢＩＦ） ［１３］、酶活性指数（ＥＡＮ） ［１４］，这两个指标近年来在国内外的研究中已经得

到了较广泛的应用［１５⁃１８］ ．
本研究测定不同浓度的甲酸、草酸、柠檬酸和苯甲酸对土壤微生物数量、呼吸强度和酶活性的影响，

揭示其对土壤生态质量的影响程度和规律，进一步丰富低分子量有机酸在土壤生态质量方面的研究

成果．

１　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　 培养实验

土壤取自辽宁省盘锦市大洼县滨海地区 ０—２０ ｃｍ 土层的黏壤土，土壤 ｐＨ 值为 ９．２１，有机碳含量为

７．２８ ｇ·ｋｇ－１，全氮 ０．６０ ｇ·ｋｇ－１，全磷 ０．４４ ｇ·ｋｇ－１ ．将土样自然风干，粉碎后过 １００ 目筛子，每个玻璃瓶装

１００ ｇ 土．取甲酸、草酸、柠檬酸、苯甲酸溶液分别加入到玻璃瓶中，与土壤混匀，由于已有的文献报道土

壤中低分子量有机酸的浓度在 ０—１００ ｍｍｏｌ·ｋｇ－１范围内［１９⁃２２］，因此本研究中将每种低分子量有机酸设

置了 ３ 种浓度：４ ｍｍｏｌ·ｋｇ－１干土（低浓度）、２０ ｍｍｏｌ·ｋｇ－１干土（中浓度）、１００ ｍｍｏｌ·ｋｇ－１干土（高浓度）．
对照（ＣＫ）用等量蒸馏水来代替低分子量有机酸溶液．每种有机酸的每个浓度设置 ５ 次重复．根据前期试

验，培养 ６０ ｄ 的土壤的化学性质已基本稳定，因此在室温下培养 ６０ ｄ，培养期间保持土壤含水量为土壤

田间持水量的 ８０％．培养完后，取出土样测定土壤微生物数量和土壤酶活性．
１．２　 测定方法

土壤微生物数量采用平板计数法测定［２３］：细菌采用牛肉膏蛋白胨培养基，真菌采用马丁氏培养基，
放线菌采用改良高氏一号培养基．淀粉酶（Ａｍｙｌａｓｅ， ＡＭ）活性采用二硝基水杨酸比色法［２４］ ．磷酸酶

（Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ， ＡＰ）活性采用对硝基苯磷酸盐法［２４］ ．脱氢酶（Ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＤＨ）采用氯化三苯基四氮唑

比色法［２４］ ．蛋白酶（Ｐｒｏｔｅａｓｅ， ＰＲ）活性采用茚三酮比色法［２５］ ．脲酶（Ｕｒｅａｓｅ， ＵＲ）活性采用次氯酸钠比色

法［２６］ ．过氧化氢酶（Ｃａｔａｌａｓｅ， ＣＡ）活性采用容量法［２７］ ．土壤肥力生物指数（Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ，
ＢＩＦ） ［１３］和酶活性指数（Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｎｕｍｂｅｒ， ＥＡＮ）计算如下［１４］ ．

ＢＩＦ＝（１．５×ＤＨ＋ＣＡ） ／ ２
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ＥＡＮ＝ ０．２（０．１５×ＤＨ＋ＣＡ＋１．２５×１０－５×ＡＰ＋４×１０－２×ＰＲ＋６×１０－４×ＡＭ）
１．３　 数据分析

所有的数据均在土壤烘干（１０５ ℃）重量的基础上进行计算．所有的实验数据应用 ＳＰＳＳ １７．０ 软件进

行方差分析，显著性差异比较；用 Ｅｘｃｅｌ ２００７ 进行绘图．

２　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

２．１　 低分子量有机酸对土壤微生物数量和呼吸强度的影响

土壤外加低分子量有机酸培养结束后，测定的土壤微生物数量和呼吸强度见图 １． 由图 １ 可知，在
甲酸、草酸、柠檬酸等 ３ 种酸处理下，土壤细菌数量呈现一致的规律，低浓度与对照之间没有显著差异，
而随着低分子量有机酸由中浓度到高浓度，土壤细菌数量显著提高，在高浓度时，３ 种有机酸处理的土

壤细菌数量分别比对照提高了 １４５．３％、２３４．４％和 １８１．３％，可以看出，高浓度的草酸提高土壤细菌的效

果最好．甲酸、草酸和柠檬酸都属于短链有机酸，分子量小，在 ２００ 以内，容易透过细菌较薄的细胞壁和

细胞膜，作为能源物质被细菌利用［２８⁃２９］，从而在本研究设定浓度范围内，酸浓度越高，细菌数量增殖越

多．苯甲酸表现出了与上述 ３ 种酸不一致的规律，在低浓度促进土壤细菌增殖，而在高浓度时抑制其增

殖，这与谭秀梅等［８］研究苯甲酸对林地中土壤细菌数量影响的规律是一致的．苯甲酸属于酚酸类物质，
具有一个苯环，亲油性强，易与细菌细胞膜结合，浓度高时，苯甲酸与细胞膜结合过多，干扰细胞膜的通

透性，阻碍细胞膜对氨基酸的吸收，从而起到防腐作用［３０⁃３１］ ．

图 １　 甲酸、草酸、柠檬酸、苯甲酸对土壤细菌数量、真菌数量、放线菌数量和呼吸强度的影响

（注：不同小写字母表示同一有机酸不同浓度之间存在显著差异（Ｐ＜０．０５），
不同大写字母表示同一浓度量下不同有机酸之间存在显著差异（Ｐ＜０．０５），下同）

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ， ａｎｄ ｏｘａｌｉｃ ａｃｉｄ， ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ， ａｎｄ ｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｎｕｍｂｅｒ，
ｆｕｎｇｉ ｎｕｍｂｅｒ， ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

土壤真菌数量在不同有机酸处理之间的规律并不一致．总体而言，甲酸、草酸和柠檬酸处理的土壤

真菌数量随着浓度的升高而不断降低，这与刘强等［３２］研究柠檬酸影响石灰性土壤真菌数量的结果是一

致的．这些有机酸对土壤真菌起到了抑制作用，主要是由于真菌细胞壁较厚，这些有机酸不易穿透，因而

无法作为能源物质被利用．同时鞠会艳等［３３］认为， 有机酸越高，土壤 ｐＨ 值越低， 从而越不适合真菌的

生长．与甲酸、草酸和柠檬酸恰好相反，苯甲酸处理的土壤真菌数量随着浓度的升高而不断增加，其高浓

度苯甲酸与对照相比将真菌数量提高了 ４０．６％，其机制尚不清楚，有待进一步研究．
４ 种有机酸处理下土壤放线菌数量都表现出了在低浓度时被促进，而在中浓度和高浓度时被抑制
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的特点．低浓度的甲酸、草酸、柠檬酸和苯甲酸处理的土壤放线菌数量分别比对照提高了 １０．１％、４７．１％、
２４．４％和 ３５．３％，可以看出，低浓度草酸提高放线菌数量效果最好．低浓度时放线菌被促进主要是由于放

线菌的细胞壁很薄，这些有机酸易穿透进细胞内从而被吸收利用，中高浓度的苯甲酸抑制放线菌的原因

与细菌相同，而其他 ３ 种有机酸抑制土壤放线菌的原因主要在于放线菌适合于在微碱性环境中生存，而
中高浓度的有机酸导致了土壤的 ｐＨ 较低，环境 ｐＨ 的抑制效应超过了放线菌对有机酸的利用效应，从
而抑制了放线菌增殖．

土壤呼吸强度主要依赖于土壤微生物数量，而本研究中土壤细菌数量占据了土壤微生物总数的

９９％以上，因而土壤呼吸强度在各处理之间基本表现出了与土壤细菌数量相似的规律．甲酸、草酸和柠

檬酸处理的土壤呼吸强度随着酸浓度的升高而升高，在高浓度下，三者分别比对照提高了 １５０．０％、
３０５．９％和 ２１５．０％，草酸提高的幅度最大．苯甲酸则表现出在低浓度时被促进，高浓度被抑制的特点，与
对照相比，低浓度苯甲酸将呼吸强度提高 ６２．５％．吕卫光等［１１］ 研究表明苯甲酸在低浓度时促进，高浓度

时抑制西瓜地土壤呼吸强度，与本研究的结果一致．
将各有机酸之间进行比较，在低浓度时，苯甲酸处理的土壤细菌数量、甲酸处理的土壤真菌数量和

呼吸强度，草酸处理的土壤放线菌数量最高；中浓度时，柠檬酸处理的细菌数量，苯甲酸处理的真菌数量

和放线菌数量，草酸处理的土壤呼吸强度最高；高浓度时，草酸处理的土壤细菌数量、呼吸强度，苯甲酸

处理的土壤真菌数量、放线菌数量最高．
２．２　 低分子量有机酸对土壤酶活性的影响

低分子量有机酸对 ６ 种土壤酶活性和 ２ 种土壤酶综合指数的测定结果见图 ２．不同有机酸对土壤淀

粉酶活性的影响各异，甲酸和柠檬酸在低浓度时促进，在高浓度时又回复到对照水平；草酸在低浓度时

抑制，而随着浓度的进一步升高，淀粉酶活性不断升高，在高浓度时比对照显著高出了 ７３．６％；苯甲酸则

只在中浓度时提高了淀粉酶活性．不同有机酸处理的蛋白酶活性基本表现出了随着浓度的升高而升高

的规律，蛋白酶活性除了甲酸处理是在中浓度时最高外，在草酸、柠檬酸和苯甲酸处理下皆是在高浓度

时活性最大，分别比对照显著提高了 ２８．９％、１０．２％和 １８．８％．蛋白酶活性通常被认为依赖于土壤微生物

量的水平［３４］ ．本研究中各处理土壤细菌数量占据了土壤微生物总量的 ９９％以上，由于 ４ 种低分子量有

机酸皆大幅度地促进了土壤细菌数量的增加，因而导致了土壤蛋白酶活性的提高．
甲酸处理的脲酶活性表现出了在低浓度时被促进，而在高浓度时被抑制的特点．草酸、柠檬酸和苯

甲酸在中浓度和高浓度时都促进了土壤脲酶活性的提高，这与吕卫光等［１１］ 和袁光林等［３５］ 研究苯甲酸

对土壤脲酶活性的影响规律是一致的．高浓度的草酸、柠檬酸和苯甲酸的脲酶活性分别比对照提高了

２０．６％、５６．８％和 ５０．５％．甲酸和草酸处理的土壤磷酸酶活性在低浓度时被促进，而在高浓度时被抑制．赵
振华等［３６］研究有机酸对土壤酶影响时发现，草酸在低浓度时促进，高浓度时抑制了土壤磷酸酶活性，支
持了本研究结果．柠檬酸处理的土壤磷酸酶活性随着酸浓度的升高而升高，而苯甲酸在低浓度抑制了磷

酸酶活性，在中浓度和高浓度时促进了酶活性．张根柱［９］ 在研究柠檬酸对樓土酶活性影响时发现，磷酸

酶活性随着酸浓度的升高而升高，这与本研究的结果是一致的．
过氧化氢酶活性在甲酸和草酸处理之间表现出了相似的规律，随着有机酸浓度的升高而升高，在高

浓度时活性最大，分别比对照提高了 １６．２％和 ４５．３％．柠檬酸处理的过氧化氢酶活性在中浓度时最高，低
浓度和高浓度与对照之间没有显著差异．苯甲酸则在低浓度时促进而在中浓度和高浓度时抑制过氧化

氢酶活性，这与连作土壤中苯甲酸对过氧化氢酶活性的影响规律［１０］是一致的．脱氢酶活性在甲酸、草酸

和柠檬酸之间表现出来一致的规律，随着有机酸浓度的升高而升高，在高浓度时活性最高，分别比对照

高出了 ８４．２％、１５４．７％和 ９７．８％．苯甲酸处理的脱氢酶活性则只在低浓度时高于对照．可以看出，土壤脱

氢酶活性和土壤细菌数量在各处理中表现出了一致的规律，表明两者之间存在着正相关性．
从图 ２ 可以看出，甲酸处理的 ＥＡＮ 在中浓度时最高，为 ２．６６，比对照高出了 １５．９％，而草酸、柠檬酸

和苯甲酸则在高浓度时最高，分别为 ３．０６、２．５５ 和 ２．６２，分别比对照高出了 ３３．３％、１１．１％和１４．３％．甲酸、
草酸和柠檬酸处理的 ＢＩＦ 呈现了一致的规律，随着酸浓度的升高而升高，在高浓度时最大，分别为 ２．７５、
３．７１ 和 ２．８２，分别比对照提高了 ６０．９％、１１７．２％和 ６５．２％，苯甲酸处理的 ＢＩＦ 则只在低浓度时显著高于

对照．Ｂｅｃｋ 报道了 ＥＡＮ 在耕种土壤的值是从 １ 到 ４［１３］，Ｓｔｅｆａｎｉｃ 报道了 ＢＩＦ 在一系列土壤中的值是从０．９
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到 １７．２ 之间［１４］ ．从图 ２ 可以看出，在本研究中 ＥＡＮ 值和 ＢＩＦ 值皆位于两位学者提出的范围内．总体来

看，甲酸、草酸和柠檬酸在高浓度时生物肥力最高，苯甲酸在低浓度时生物肥力最高．
土壤酶主要来自微生物和植物根系分泌等途径．本研究中不同有机酸对 ６ 种土壤酶的影响规律各

不相同，主要是由以下两种因素共同作用造成的：（１） 低分子量有机酸进入土壤后，引起了微生物区系

及活力的改变，从源头上影响着酶活性；（２）低分子量有机酸影响着土壤酶在土壤胶体上的吸附程

度［３６］，效果因有机酸种类而异，且受 ｐＨ 值制约［３７］，从而从吸附性能上影响了土壤酶活性．

图 ２　 甲酸、草酸、柠檬酸、苯甲酸对土壤淀粉酶、蛋白酶、脲酶、磷酸酶、
过氧化氢酶、脱氢酶活性和 ＢＩＦ、ＥＡＮ 的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ， ｏｘａｌｉｃ ａｃｉｄ， ａｎｄ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ， ｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｓｏｉｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ａｍｙｌａｓｅ， ｐｒｏｔｅａｓｅ，
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ， ｕｒｅａｓｅ， ｃａｔａｌａｓｅ， ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＥＡＮ ａｎｄ ＢＩＦ

不同有机酸之间进行比较，低浓度时，柠檬酸处理的土壤淀粉酶，甲酸处理的脲酶，草酸处理的磷酸

酶，苯甲酸处理的蛋白酶、过氧化氢酶、脱氢酶活性、ＥＡＮ 和 ＢＩＦ 在所有处理中的活性是最高的．中浓度

时，柠檬酸处理的淀粉酶、脲酶和磷酸酶，草酸处理的过氧化氢酶、脱氢酶和 ＢＩＦ，甲酸处理的蛋白酶、
ＥＡＮ 活性最高．高浓度时，柠檬酸处理的脲酶、磷酸酶，草酸的淀粉酶、蛋白酶、过氧化氢酶、脱氢酶、
ＥＡＮ、ＢＩＦ 活性最高．
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３　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）

（１） 在本研究设定的浓度范围内，甲酸、草酸和柠檬酸能够促进土壤细菌增殖，提高土壤呼吸强度，
抑制土壤真菌生长；苯甲酸能够促进土壤真菌增殖．

（２） ６ 种酶活性和 ２ 种酶综合指数在不同有机酸处理间的规律各有差异．总体来说，甲酸、草酸和柠

檬酸能够促进土壤蛋白酶、过氧化氢酶、脱氢酶活性和 ＥＡＮ、ＢＩＦ 值；苯甲酸能够促进蛋白酶和脲酶

活性．
（３）综合土壤微生物数量、土壤呼吸和土壤酶活性，对土壤生态质量而言，在低浓度时苯甲酸处理

最高，中浓度时柠檬酸处理最高，而在高浓度时草酸处理最高．
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