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　　摘要：为探究氮沉降对亚热带森林土壤酶活性的影响，在樟树人工林中开展了野外模拟氮沉降试验。试验设置对
照［ＣＫ，０ｋｇ／（ｈｍ２·年）］、低氮［Ｎ１，３０ｋｇ／（ｈｍ２·年）］和高氮［Ｎ２，６０ｋｇ／（ｈｍ２·年）］３种氮处理，分别在施氮前期
（３个月）、中期（６个月）、后期（１２个月）采集土壤样品，测定土壤酶活性。结果表明，与对照组相比，在０～１０ｃｍ土
层，过氧化氢酶活性在３个月和１２个月后受高氮沉降的显著促进作用；淀粉酶活性在施氮６个月和１２个月后受氮沉
降的显著促进作用；受氮沉降影响，蔗糖酶活性在施氮１２个月后显著提升。在１０～２０ｃｍ土层，过氧化氢酶、淀粉酶、
蔗糖酶活性受氮沉降的影响不显著。从施氮时间来看，氮沉降对酸性磷酸酶活性的影响表现为先促进后抑制，在施氮

后３个月时，０～１０ｃｍ土层酸性磷酸酶活性受低氮沉降的显著促进作用；在施氮后６个月时，１０～２０ｃｍ土层酸性磷
酸酶活性被氮沉降抑制。氮沉降对脲酶活性的影响则相反，在施氮后３个月时，１０～２０ｃｍ土层脲酶活性受到显著抑
制；在施氮后１２个月时，０～１０ｃｍ土层脲酶活性受氮沉降的显著促进作用，１０～２０ｃｍ土层脲酶活性仅受高氮沉降的
显著促进作用。土壤蔗糖酶活性与淀粉酶活性呈极显著正相关关系，与脲酶活性呈显著正相关关系，土壤酸性磷酸酶

活性与脲酶活性呈显著负相关关系，表明不同土壤酶活性之间的相关性存在差异。
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　　近几十年来，我国工农业的迅速发展、化石能源燃烧量的
增加以及含氮化肥的大量生产和使用导致活性氮的排放量明

显增加［１］。众多研究表明，氮沉降的显著增加不仅影响着植

物物种的多样性、生态系统的生产力、植物群落的组成和植物

的生长状况［２］，而且改变了土壤的理化性质、微生物群落的

功能结构以及土壤酶活性［３］。因而，大气氮沉降的增加已成

为科学家和公众关注的热点内容之一［４］。

土壤酶是土壤微生物和植物的分泌物，在土壤生物化学

过程中扮演着重要的角色，对于土壤质量和生态环境效应的

评价具有十分重要的作用。土壤酶对有机质的降解速率受氮

沉降的干扰，这在很大程度上直接影响到林木的生长状

况［５］。因此，研究氮沉降对我国森林生态系统的调节机制及

发展潜力的探究具有重要的意义。

近年来，各地关于氮沉降增加对土壤酶活性影响的研究

较多，但没有得到统一的结论。闫钟清等研究发现，氮增加抑

制了脲酶活性［６］，而宋学贵等分别对川南天然常绿阔叶林和

华西雨屏区苦竹林中土壤进行了模拟氮沉降试验，结果发现，

氮沉降增加了脲酶的活性［３，７］。由此可见，不同生态系统中

土壤酶活性对氮沉降的响应存在差异。本研究选择樟树人工

林为研究对象，通过野外模拟氮沉降试验，研究土壤酶活性对

大气氮沉降的响应，以期为深入开展森林生态系统对氮沉降

增加的响应机制研究提供数据支撑和理论参考。

１　材料与方法

１．１　研究区概况
研究区位于我国江西省的九江市（２９°６８′Ｎ，１１５°９８′Ｅ），

试验站点的年平均温度为１７℃，年平均降水量为１４０７ｍｍ，
该地区属于季风性亚热带气候，四季分明，每年平均有２４０个
无霜日，土壤类型为红壤。樟树树龄为 ６年，平均胸径为
１４．４ｃｍ，平均株高为６．５ｍ。试验样地平均 ｐＨ值为６．０，有
机质含量为１１．４ｇ／ｋｇ，土壤全氮含量为１．３ｇ／ｋｇ。
１．２　模拟氮沉降试验样地设置及取样方法

２０１４年１１月，在试验区选择立地条件基本相似的区域，
设定了９个样地，每个样地为２ｍ×３ｍ，样地之间留有５ｍ
宽的缓冲区域，以防样地间相互干扰。每个样地区域中的地

表植株和凋落物有所保留。将所有样地分成３个不同浓度的
施氮处理，按施氮量由低到高分别标记为 Ｎ０［０ｋｇ／（ｈｍ２·
年）］、Ｎ１［３０ｋｇ／（ｈｍ２·年）］、Ｎ２［６０ｋｇ／（ｈｍ２·年）］，每个
施氮处理设３个重复。模拟氮沉降时间为２０１４年１１月至
２０１５年１１月，将施氮量换算成每月施氮量，每月末将各处理
所需的ＮＨ４ＮＯ３溶解于１Ｌ水中，用喷雾器在样地均匀喷洒，
同时向对照样地喷施同样剂量的清水，以减少外加水分因子

对试验造成的影响。

分别于２０１５年的２、５、１１月在施氮区域按照随机、等量、
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多点混合的原则进行土壤取样。土壤取样时将中心区上层土

壤结皮去除，分０～１０ｃｍ、１０～２０ｃｍ２层取样。去除大的石
块及根系等杂物后，将土壤样品装入取样箱中带回实验室，置

于４℃冰箱保存，迅速完成土壤酶活性的测定。
１．３　土壤酶活性的测定方法

土壤淀粉酶、蔗糖酶活性采用３，５－二硝基水杨酸比色
法测定；过氧化氢酶活性采用高锰酸钾滴定法测定；脲酶活性

采用苯酚钠－次氯酸钠比色法测定；酸性磷酸酶活性采用对
硝基苯磷酸二钠比色法测定［８］。

１．４　数据处理
所有数据采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行分析。利用单因素方

差分析和Ｔｕｋｅｙ多重比较法比较不同处理数据的组间差异，
不同土壤酶活性之间的相关关系采用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析法进
行分析，用Ｏｒｉｇｉｎ８．０软件作图。

２　结果与分析

２．１　模拟氮沉降对土壤蔗糖酶活性的影响
从图１可以看出，０～１０ｃｍ土层蔗糖酶活性对施氮响应

较大，尤其在试验后期（１２个月）表现更加明显，Ｎ１、Ｎ２２理

均可显著提高土层蔗糖酶活性，分别比对照高２７９％、２９５％，
但２处理间蔗糖酶活性差异不显著；１０～２０ｃｍ土层，施氮处
理对蔗糖酶活性影响不显著。各处理酶活性大小会随施氮时

间发生变化，且变化规律受施氮程度及土层深度的影响。随

着施氮时间的延长，０～１０ｃｍ土层，Ｎ１处理的酶活性先减小
后增大，Ｎ２处理的酶活性持续增大；１０～２０ｃｍ土层，不同处
理蔗糖酶活性的变化规律一致，表现先减小后增大，最大值出

现在施氮后期（１２个月）。
２．２　模拟氮沉降对酸性磷酸酶活性的影响

从图２可以看出，氮沉降对土壤酸性磷酸酶活性的影响
因施氮时间和施氮量的不同而产生变化。随施氮时间的延

长，氮添加对酸性磷酸酶活性的作用由促进逐渐转为抑制，不

同土层出现抑制的时间不同。０～１０ｃｍ土层，Ｎ１处理对酸
性磷酸酶活性的显著促进作用体现在施氮前期（３个月），施
氮中期（６个月）影响不显著，施氮后期酶活性低于对照处理；
Ｎ２处理对酸性磷酸酶活性无显著影响。１０～２０ｃｍ土层，氮
添加对酸性磷酸酶活性的较大抑制作用体现在施氮中期（６
个月），Ｎ２处理对酸性磷酸酶活性的抑制作用高于 Ｎ１处理，
其他阶段氮添加对酸性磷酸酶活性无显著影响。

２．３　模拟氮沉降对脲酶活性的影响
施氮对脲酶活性的影响与酸性磷酸酶相反（图３），施氮

前期（３个月）表现为抑制作用，尤其在１０～２０ｃｍ土层，抑制
作用明显，Ｎ０处理与 Ｎ１、Ｎ２处理的酸性磷酸酶活性差异显
著，而Ｎ１、Ｎ２处理差别不大。施氮后期（１２个月）表现为促
进作用，０～１０ｃｍ土层，施氮处理对脲酶活性的影响显著，Ｎ１
处理与Ｎ２处理差别不大；１０～２０ｃｍ土层，Ｎ１处理的促进作
用不明显，而 Ｎ２处理能显著提高脲酶活性。Ｎ０处理下，脲
酶活性在施氮前期出现最大值，而Ｎ１、Ｎ２处理的脲酶活性均
在施氮后期达到最大值。

２．４　模拟氮沉降对过氧化氢酶活性的影响
从图４可以看出，施氮可以提高土壤过氧化氢酶活性，其

促进作用在０～１０ｃｍ土层表现更为明显，施氮３个月后，Ｎ２
处理的过氧化氢酶活性显著高于Ｎ１、Ｎ０处理，随着施氮时间
的延长，Ｎ２处理酶活性逐渐下降，且在施氮１２个月后，Ｎ２处
理与Ｎ０处理酶活性差异显著，Ｎ２处理的过氧化氢酶活性最
大；１０～２０ｃｍ土层，不同处理的过氧化氢酶活性虽无明显差
异，但Ｎ１、Ｎ２处理随施氨时间的延长降幅更大，施氮１２个月
后，Ｎ１、Ｎ２处理的过氧化氢酶活性低于Ｎ０处理。同时，过氧
化氢酶活性变化也与施氮时间有关，在施氮３个月后，０～
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１０ｃｍ土层的过氧化氢酶活性比１０～２０ｃｍ低，而在施氮６个
月后，０～１０ｃｍ土层的酶活性高于１０～２０ｃｍ。
２．５　模拟氮沉降对淀粉酶活性的影响

从图５可以得出，施氮对土壤淀粉酶活性有促进作用，然
而其作用的大小与土层深度及施氮时间有关。相比之下，０～

１０ｃｍ土层受施氮的影响更为明显，试验初期（３个月），氮添
加对淀粉酶活性的促进作用不明显，而试验中期（６个月），氮
添加能显著提高土壤淀粉酶活性，３种处理之间有显著差异；
随施氮时间的延长，这种促进作用表现得更为明显，且 Ｎ２处
理＞Ｎ１处理。１０～２０ｃｍ土层受施氮影响不显著（图５－Ｂ）。

２．６　土壤不同酶活性之间的相关性分析
本试验对氮添加下表层土壤（０～１０ｃｍ）酶活性进行了

相关性分析。结果（表１）表明，土壤蔗糖酶活性与淀粉酶、脲

酶活性均呈显著正相关关系，相关系数分别为０．５７、０．４１；土
壤酸性磷酸酶活性与脲酶活性呈显著负相关关系，相关系数

为－０．４６，说明不同的土壤酶活性之间相关性不一致。

表１　土壤酶活性相关分析

指标
相关系数

淀粉酶活性 过氧化氢酶活性 脲酶活性 酸性磷酸酶活性 蔗糖酶活性

淀粉酶活性 １．００ ０．１４ ０．３７ －０．１０ ０．５７

过氧化氢酶活性 １．００ －０．１３ －０．０１ ０．１３
脲酶活性 １．００ －０．４６ ０．４１

酸性磷酸酶活性 １．００ ０．１０
蔗糖酶活性 １．００

　　注：、分别表示在０．０１、０．０５水平上显著。

—１３１—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１９期



３　讨论与结论

一般认为，土壤酶活性受土层深度的影响［９］。在本研究

中也发现了类似现象，蔗糖酶、酸性磷酸酶、淀粉酶活性总体

随土层加深而降低，这可能是因为表层土壤中自然凋落物较

多，为微生物提供了充足的能源。本研究还表明，脲酶活性总

体随土层深度的增加而增加，过氧化氢酶在不同土层的活性

受施氮量影响差异较明显，而淀粉酶活性主要受施氮时间的

影响，由此可推断土层的深度、施氮量、施氮时间等因素对土

壤酶活性均有影响。

相对于不施氮处理的对照样地，施氮１２个月后蔗糖酶活
性在不同施氮水平下均得到提高，该结果与宋学贵等得出的

氮沉降增加了川南天然常绿阔叶林土壤蔗糖酶活性的结

论［３］相似，但却不同于沈芳芳等的中 －低程度的氮沉降对蔗
糖酶无影响的结论［１０］。这可能是因为不同研究区域的植株

对碳的吸收和利用能力不同［１１］。白春华等研究表明，土壤中

充足的养分供应有助于提高微生物活性，增加动植物分泌物，

进而提高蔗糖酶活性［１２］。此外，长期施氮会改变表层土壤微

生物的功能多样性［１３］。

本研究发现，施氮对土壤淀粉酶活性有促进作用，且该促

进作用和土层深度及施氮时间等因素有关，０～１０ｃｍ土层淀
粉酶活性更易受施氮的影响，施氮时间越长，对酶活性的促进

作用越显著。在试验前期（３个月），低氮处理下，０～１０ｃｍ
土层酸性磷酸酶活性受到显著促进作用，而高氮处理对酸性

磷酸酶活性无显著影响，在试验中期（６个月），高氮处理下
０～１０ｃｍ土层中酸性磷酸酶活性低于对照处理，而低氮处理
下的酸性磷酸酶活性高于对照处理，说明低氮对土壤酸性磷

酸酶具有一定的促进作用，高氮沉降则会抑制酶的活性，该结

果与周晓兵等的研究结论［１１］一致。

氮添加可以增加土壤中氮的含量，从而使脲酶活性增加，

这可能与脲酶参与土壤中尿素的分解和氮素的循环有关［１４］。

在试验后期（１２个月），氮沉降显著促进了０～１０ｃｍ土层脲
酶活性，高氮处理显著促进了１０～２０ｃｍ土层的脲酶活性，这
与长期施氮能增加土壤和凋落物层脲酶活性的结论［１５－１６］一

致。苏洁琼等的研究结果表明，施氮降低了土壤脲酶的活

性［１７］。氮添加对脲酶活性影响不一致的结果可能是由于不

同研究区域的土壤理化性质、微生物群落结构和植被类型差

异较大。

刘建国等认为，过氧化氢酶参与腐殖质的合成，其活性的

提高有利于腐殖质的合成，其活性变化反映了土壤腐殖化和

有机质的积累程度［１８］。本研究结果显示，试验后期（１２个
月），在０～１０ｃｍ土层，不同施氮水平处理均促进了过氧化氢
酶活性，其中高氮处理的促进作用更显著，这与众多前人研究

结果［７，１９］一致。氮沉降对１０～２０ｃｍ土层过氧化氢酶活性无
显著影响，杜锟等同样发现，氮添加对土壤过氧化氢酶活性无

显著影响［２０］。还有研究表明，氮添加对过氧化氢酶活性有抑

制作用［２１］。以上研究结果表明，不同水平氮沉降对不同土层

的过氧化氢酶活性的影响存在差异，这可能与地域、植被、微

生物群落结构等环境因素有关。

综上所述，氮沉降对樟树人工林土壤酶活性有重要影响。

随着时间延长，氮沉降促进了０～１０ｃｍ土层过氧化氢酶、淀

粉酶、蔗糖酶的活性，对酸性磷酸酶活性表现为先促进后抑

制，对脲酶活性则表现为先抑制后促进。高氮沉降对过氧化

氢酶、淀粉酶、脲酶活性的促进作用更为明显，而在低氮沉降

下，酸性磷酸酶能总体保持更高的酶活性。另外，施氮水平对

蔗糖酶活性的影响不大。不同氮沉降水平下，淀粉酶、酸性磷

酸酶、蔗糖酶活性随土层深度的增加而降低，脲酶活性随土层

深度的增加而增加，不同土层的过氧化氢酶活性受施氮时间

的影响。
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外源茉莉酸甲酯对牛樟芝产总三萜及多糖含量的影响

张知晓，季　梅，刘　凌，户连荣
（云南省林业科学院，云南昆明６５０２０１）

　　摘要：为了探讨茉莉酸甲酯（ＭｅＪＡ）对牛樟芝（Ａｎｔｒｏｄｉａｃａｍｐｈｏｒａｔａ）发酵产三萜及多糖的影响及 Ｃａ２＋对 ＭｅＪＡ的
诱导作用，向牛樟芝发酵基础培养基中加入ＭｅＪＡ溶液，设置不同添加浓度（０、２５、５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ）、不同时间（０、
２、４、６、８ｄ）、不同溶剂３组试验，培养后检测牛樟芝生物量、三萜、胞外多糖及胞内多糖的含量，并同样测试添加ＣａＣｌ２
的效果。结果表明，用ＭｅＪＡ处理牛樟芝，对其发酵产总三萜、多糖具有积极的促进作用，并且于培养４ｄ时向发酵培
养基中添加用吐温－８０溶解的５０μｍｏｌ／ＬＭｅＪＡ溶液，促进作用最佳。此外，在添加ＭｅＪＡ的同时添加ＣａＣｌ２的处理较

仅添加ＭｅＪＡ的处理的牛樟芝生物量、三萜、胞外多糖及胞内多糖含量显著增加。
　　关键词：牛樟芝；ＭｅＪＡ；Ｃａ２＋；总三萜；多糖
　　中图分类号：Ｓ６４６．９　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１９）１９－０１３３－０４

收稿日期：２０１９－０１－０３
基金项目：云南省科技计划项目青年项目（编号：２０１６ＦＤ０９６）。
作者简介：张知晓（１９８８—），女，云南个旧人，硕士，助理研究员，研究
方向为森林微生物资源的开发与利用。Ｅ－ｍａｉｌ：３６０６２６１３＠
ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：户连荣，硕士，助理研究员，研究方向为森林生态保护与研

究。Ｅ－ｍａｉｌ：４４４３８７０５１＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　牛樟芝（Ａｎｔｒｏｄｉａｃａｍｐｈｏｒａｔａ）又名樟芝、樟生薄孔菌等，
是 分 属 担 子 菌 亚 门 （Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔｉｎａ） 层 菌 纲

（Ｈｙｍｅｎｏｍｙｃｅｔｅｓ）非 褶 菌 目 （Ｐｏｌｙｐｏｒａｌｅｓ）多 孔 菌 科
（Ｐｏｌｙｐｏｒａｃｅａｅ）薄孔菌属（Ａｎｔｒｏｄｉａ）的珍稀药用真菌［１］，被誉

为“森林中的红宝石”［２］。牛樟芝中的三萜类物质是其最主

要的１种药用化学成分，可以起到保肝护肝、抑制癌细胞生
长、降血压、抗炎症的作用，且牛樟芝中三萜类化合物的含量

和种类都是灵芝的数倍，樟芝三萜也因此成为开发樟芝的研

究重点之一［３］。此外，樟芝中含有的多糖对人体起到提高免

疫力、抑制病毒的作用，对保护肝脏也有一定的效果［４］。

茉莉酸甲酯（ＭｅＪＡ）是一种脂肪酸衍生物，在植物中起着
信号传递的作用，同时能够明显促进植物产生次级代谢产

物［５］。已有研究表明，将 ＭｅＪＡ作为诱导剂添加到灵芝
（Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍ）和桦褐孔菌（Ｉｎｏｎｏｔｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ）的发酵培
养基中，发酵后的三萜产量均较对照有明显提高［６－７］。而在

这方面，关于同属多孔菌目牛樟芝的研究还未见报道。此外，

钙（Ｃａ）是生物生长必需的营养元素，参与构成生物组织，调
节生物生长发育，参与调控植物抗逆等生理反应［８］。已有部

分研究发现，Ｃａ２＋参与ＭｅＪＡ介导的信号转导过程，如马泓思
等发现，外源 Ｃａ２＋离子能进一步增强 ＭｅＪＡ诱导的白桦
（Ｂｅｔｕｌａｐｌａｔｙｐｈｙｌｌａ）细胞悬浮液合成三萜类物质的效果［９］。

而关于Ｃａ２＋促进ＭｅＪＡ诱导真菌合成三萜类物质方面的研究
尚未见报道。基于牛樟芝中的三萜、多糖具有极高的药用价

值，本研究以牛樟芝为试验材料，研究ＭｅＪＡ对牛樟芝２种药
用成分的影响及Ｃａ２＋处理对 ＭｅＪＡ作用的影响，以期初步探
明１种增加牛樟芝三萜及多糖产量的方法。

１　材料与方法

１．１　供试材料
本研究所用菌种为从中国台湾引进的牛樟芝优良菌株。

１．１．１　培养基和菌株培养条件　基础培养基配方：２５ｇ葡萄
糖，５ｇ蛋白胨，３ｇ麦芽糖，３ｇ酵母提取物，１ｇＫＨ２ＰＯ４，１ｇ
ＭｇＳＯ４，１ｇ维生素Ｂ１，１Ｌ水，ｐＨ值５．５。

孢子悬浮液的制备方法：取已培养２０ｄ的牛樟芝培养皿，
用２０ｍＬ无菌水洗下培养皿表面的孢子备用。

基础培养方法：在５００ｍＬ三角瓶中装１００ｍＬ基础培养
基，接入１ｍＬ牛樟芝孢子悬浮液，摇床上于１００ｒ／ｍｉｎ、２６℃
恒温培养１２ｄ后，收集菌丝。
１．１．２　主要试剂　茉莉酸甲酯，购于 Ｓｉｇｍａ公司；齐墩果酸
及其他试剂，购于昆明腾科科技有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　试验时间和地点　本试验于２０１８年３—７月在云南
省林业科学院实验室内进行。
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