
ПОЧВОВЕДЕНИЕ, 2023, № 6, с. 745–757

745

ВЛИЯНИЕ ДЛИТЕЛЬНОЙ И КРАТКОВРЕМЕННЫХ ЗАСУХ 
НА ГИДРОЛИТИЧЕСКИЕ ФЕРМЕНТЫ СЕРОЙ ПОЧВЫ

© 2023 г.   А. В. Якушевa, *, А. И. Журавлеваb, И. Н. Кузнецовас

aМГУ им. М.В. Ломоносова, Ленинские горы, 1, Москва, 119991 Россия
bИнститут физико-химических и биологических проблем почвоведения РАН,

ул. Институтская, 2, Пущино, 142290 Россия
сООО “Агро-С”, ул. Шишкова, 2г, Воронеж, 394049 Россия

*e-mail: a_yakushev84@mail.ru
Поступила в редакцию 16.10.2022 г.

После доработки 06.02.2023 г.
Принята к публикации 07.02.2023 г.

Трансформация органического вещества в почве во многом определяется гидролитическими фер-
ментами. В условиях климатических изменений особенное значение имеет понимание механизмов
микробного отклика для прогнозирования цикла углерода. До сих пор мало изучалось влияние про-
должительности и частоты засухи на гидролитические ферменты почвы. Проведен многофактор-
ный полевой манипуляционный эксперимент, моделирующий в присутствии растений и без них:
две кратковременные засухи, длительную засуху и оптимальный уровень увлажнения почвы. Опре-
деляли максимальную скорость реакции Vmax, константу Михаэлиса Km и каталитическую эффек-
тивность Ka пяти групп ферментов, участвующих в цикле углерода (целлобиазы, глюкозидазы, кси-
ланазы), фосфора (фосфатазы) и азота (хитиназы). У фосфатаз, глюкозидаз и ксиланаз Vmax снижа-
лось при кратковременной засухе. В ходе длительной засухи снижалось значение Vmax фосфатаз,
целлобиогидролаз, ксиланаз и возрастало у хитиназ, оставаясь при этом неизменным у глюкозидаз.
Как длительная, так и кратковременные засухи приводили к увеличению Km и уменьшению Ka по-
чти для всех ферментов. Кратковременные засухи не являлись ослабленным вариантом длительной
засухи, но имели свою специфику – снижение у глюкозидаз Km, которое приводило к увеличению Kа.
Длительная засуха отличалась увеличением Vmax хитиназ и пространственной вариативности Vmax
фосфатаз и глюкозидаз. Влияние присутствия растений было второстепенным и сказывалось толь-
ко при коротких засухах. Обратимость действия засухи на Vmax, Km, Ka уменьшалась в ряду: первая
кратковременная засуха > вторая кратковременная засуха > длительная засуха – за счет увеличения
общей продолжительности стрессового воздействия.
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ческая эффективность ферментов
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ВВЕДЕНИЕ
В условиях наблюдаемого изменения климата

возрастает количество и продолжительность раз-
личных экстремальных явлений: пожаров, ветро-
валов, засух, ливней, наводнений и т.д. Ряд кли-
матических моделей предсказывают увеличение
частоты и продолжительности засушливых перио-
дов во многих регионах мира в будущем [11].

Почвенные микроорганизмы продуцируют
широкий спектр ферментов, которые могут нахо-
диться в разном состоянии [3]. Внеклеточные
ферменты катализируют реакции превращения
сложных С-содержащих полимеров растительно-
го происхождения на биодоступные соединения,
которые стимулируют метаболизм и дыхание
почвенных микроорганизмов [4]. Прямое воздей-

ствие на микробную активность оказывают такие
климатические характеристики, как влажность и
температура, которые изменяют диффузию, ско-
рость реакций и осмотический потенциал [24].
Температура и влажность определяют состав рас-
тительных сообществ, их продуктивность, что
косвенно влияет на биологическую почв.

Доступность влаги определяет жизнеспособ-
ность и функционирование почвенных микроор-
ганизмов. Кроме того, вода в почве является рас-
творителем большинства веществ, потребляемых
микроорганизмами. Сильный дефицит влаги при-
водит к возникновению осмотического стресса и
лизису клеток, вызывая гибель микроорганиз-
мов. Косвенно засушливые условия изменяют
физиологическое состояние почвенных микро-
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организмов и их ферментативную активность [6].
Метаболический отклик на экстремальный дефи-
цит воды зависит от доступности субстрата [29].
Внеклеточные ферменты имеют небольшой раз-
мер и находятся в тесном контакте с субстратом,
поэтому для функционирования им требуются
более тонкие водные пленки и мелкие заполнен-
ные водой поры, по сравнению с крупными мик-
робными клетками [24].

Действие засухи проявлялось в снижении ак-
тивности гидролитических ферментов [24], одна-
ко исследователями показано увеличение актив-
ности лейцинаминопептидазы, контролирующей
гидролиз белков и участвующей в почвенном
цикле азота, в варианте с растениями, что указы-
вало на потребность в азоте в условиях засухи.
В этой работе авторы сообщают и об отрицатель-
ном влиянии или отсутствии влияния засухи на
активность ферментов цикла углерода в почве с
растениями. Такой парадокс можно объяснить
сложным сочетанием ряда факторов таких, как
сезон года, длительность засухи, интенсивность
осадков, устойчивость растений, изменчивость
почвенных и микробных свойств.

В последнее время для характеристики энзи-
матической активности в почве все чаще приме-
няют классическую модель ферментативной ки-
нетики Михаэлиса–Ментен. Данная модель в
большинстве случаев удовлетворительно объяс-
няет связь между скоростью ферментативной ре-
акции и концентрацией доступного субстрата в
почве [30].

Модель имеет вид:

(1)

где aE – химическая активность ферментов, aS –
химическая активность ферментов, aP – химическая
активность продуктов реакции, k1, k2, k3 – константы
скоростей химических реакций. Само уравнение

Михаэлиса–Ментен имеет вид:  где

 – максимальная скорость реакции,
катализируемой ферментом при условии полного
насыщения активных центров ферментов суб-

стратом реакции,  – константа Миха-

элиса, численно равная концентрации субстрата,
при которой скорость реакции равна 0.5Vmax [17, 19].
Km характеризует степень сродства фермента к
субстрату [20] – чем меньше величина Km, тем выше
устойчивость фермент-субстратного комплекса и
эффективнее фермент связывается с субстратом
[7, 20]. Ферменты, катализирующие одну и ту же
реакцию в почве, но имеющие разное происхож-
дение, характеризуются разными значениями Km
[22]. Продемонстрировано, что ферменты микро-
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организмов с разной экологической стратегией
характеризуются разными величинами Km [14,
21]. Окультуривание лесных почв, пастбищ и за-
соленных пустынных почв увеличивало Km у цел-
люлазы, но уменьшало значение Vmax [13]. Осно-
вываясь на результатах предыдущих наблюдений,
можно заключить, что кинетические параметры
ферментативных реакций Vmax и Km высоко чув-
ствительны к сезонным колебаниям свойств поч-
вы [9, 10, 20, 28].

Наиболее реалистично скорость протекания
процессов в почве характеризует каталитическая

эффективность Ka = Vmax/Km [21, 30]. 

которая позволяет оценить константу скорости
реакции в ненасыщенных субстратом условиях,
характерных для большинства почв: при 

 Исследователями продемонстриро-
вано, что на Ka сильно влияют физико-химиче-
ские свойства почвы и доступность субстрата [8].

В работе основное внимание уделялось опре-
делению кинетических параметров ферментов в
ходе засух и увлажнения почвы для оценки ин-
тенсивности стресса и степени восстановления
ферментативной активности до уровня исходных
значений.

Рабочие гипотезы заключались в следующем:
1. В условиях микрополевого эксперимента

циклы высушивания–увлажнения приводят к
увеличению пространственной изменчивости ки-
нетических параметров почвенных ферментов
из-за неоднородности увлажнения и иссушения
почвы, возникновения зон повышенной фермен-
тативной активности возле отмерших корней и
погибших почвенных животных. Для того, чтобы
проверить эту гипотезу, сравнили коэффициенты
вариации (CV) для кинетических параметров до,
после и во время засухи.

2. Ферменты одной группы, которые участву-
ют в цикле углерода (целлобиогидролазы, ксила-
назы и β-глюкозидазы), будут реагировать анало-
гичным образом на высушивание–увлажнение.
Для проверки этой гипотезы провели корреляци-
онный анализ.

3. Присутствие растений в большей степени
будет влиять на кинетические параметры фер-
ментов при длительной засухе, в основном за счет
гибели растений. Это приведет к высвобождению
растительных ферментов в почве и всплеску мик-
робной ферментативной активности на свежих
растительных остатках.

Изучали влияния засух и увлажнения на кине-
тические параметры гидролитических ферментов
в почве под луговой растительностью и в парую-
щей почве. Цели работы заключались в оценке
изменчивости Vmax и Km в почве, подвергшейся
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высушиванию–увлажнению; степени влияния
засухи на Vmax и Km; скорости восстановления фер-
ментативного комплекса почвы после повторного
увлажнения.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ
Описание эксперимента и отбор проб почвы.

Модельный опыт был заложен в 2021 г. на поле-
вых опытных участках Института физико-хими-
ческих и биологических проблем почвоведения
(г. Пущино Московской области, 54°50′ N, 37°36′ E)
на серой почве (Haplic Luvisol по WRB). Экспери-
ментальный участок был разделен на 48 делянок
(1 × 1 м). 24 делянки засеяны мятликом луговым,
остальные оставлены под черным паром. В преде-
лах каждой делянки образцы гумусово-аккумуля-
тивного горизонта отбирали в 4 точках, а затем в
них определяли содержание влажности и фер-
ментативную активность как в четырех отдель-
ных повторностях. Над всеми опытными пло-
щадками была установлена прозрачная крыша
для предотвращения попадания атмосферных
осадков на почву. По ходу эксперимента прово-
дили имитацию следующих условий:

1. Поддержание оптимального уровня влажно-
сти почвы (ОВ). Были предусмотрены участки с
имитацией осадков в виде дождя 2–3 раза в неделю
для поддержания весовой влажности почвы на
уровне 20–25% на луговых участках и 17–20% –
под паром (что примерно соответствовало 60–
70% от предельной полевой влагоемкости (наи-
меньшей влагоемкости) для исследуемых почв.
Сумма осадков составила 98 мм, что соответству-
ет метеоданным, собранным за это же время на
юге Московской области.

2. Имитация двух кратковременных сезонных
засух (летом и осенью) (КЗ). Летняя засуха дли-
лась 30 дней (4.07–3.08), при этом влажность поч-
вы снижалась до 10–14%, затем моделировали
сильные дожди 2 раза в сутки с 4 по 8 августа с
итоговыми осадками, аналогичными оптималь-
ному режиму увлажнения в соответствующий пе-
риод засухи. Влажность почвы после полива увели-
чивалась до 25–30%. Продолжительность осенней
засухи составила 48 дней (8.08–23.09), при этом
влажность снижалась до 13–18%, с последующи-
ми осадками в период 24–27 сентября. Влажность
почвы после полива увеличивалась до 27–31%.

3. Имитация длительной засухи (ДЗ), которая
продолжалась 82 дня (с 3 июля по 23 сентября),
что привело к снижения влажности почвы до 3–
7%, затем последовали 4-дневные осадки, имити-
рующие поступление 20 мм воды. Влажность поч-
вы при этом увеличилась до 20–27%.

Для предотвращения боковой миграции поч-
венных вод участки были отделены друг от друга
пластиковыми барьерами, зарытыми в почву до

глубины 30 см. Образцы почв отбирали из верхне-
го слоя 0–5 см по следующей схеме: 1) перед на-
чалом засухи; 2) за один день до повторного
увлажнения и 3) через неделю после окончания
засухи (данный срок был выбран для того, чтобы
микробное сообщество сумело отреагировать на
увлажнение почвы). Образцы почвы просеивали
влажными через сито диаметром 2 мм, а затем
хранили при температуре 4°C до момента прове-
дения анализа не более 7 дней.

Определение кинетических параметров гидроли-
тических почвенных ферментов. Внеклеточную
ферментативную активность в почве измеряли с
использованием субстратов, меченных флуоро-
хромом – 4-метилумбеллифероном (МУФ) [19].
Метод основан на том, что при гидролизе флуо-
рогенно-меченого субстрата образуется флуорес-
цирующее соединение МУФ, количество которого
измеряют флуорометрически. Использование флу-
орогенно-меченых субстратов позволяет прово-
дить измерение концентрации продукта реакции
в одинаковых единицах (нмоль/мл МУФ), что де-
лает возможным сравнение активности фермен-
тов, осуществляющих разные функции в почве.
Ранее для серой почвы установлена прямая линей-
ная зависимость между активностью гидролитиче-
ских ферментов, определенных этим методом и
величиной микробной биомассы [1]. Эффектив-
ность и скорость разложения органического веще-
ства серой лесной почвы и растительных остатков
больше зависели от вида разлагаемого материала,
чем от уровней температуры и влажности [2]. Во
многих исследованиях оценивают потенциальную
активность ферментов, пренебрегая скоростью
диссоциации и образования субстрат-ферментно-
го комплекса. Полагаем, что более глубокий ана-
лиз с определением кинетических параметров
ферментов позволит получить новые оригиналь-
ные результаты, описывающие свойства ком-
плекса гидролитических ферментов.

Следует особо указать, что в почве всегда опре-
деляем кинетические параметры не одного кон-
кретного фермента, а интегральные значения це-
лой группы родственных ферментов: хитиназ,
фосфатаз и т.д. Всего исследовано 5 групп гидро-
литических ферментов (Fluka, Германия):

β-1,4-глюкозидазы (ГЛ), катализирующие
гидролиз целлюлозы и целлобиозы до глюкозы;

целлобиазы (β-целлобиогидролазы) (ЦЕЛ),
участвующие в гидролизе целлобиозы до глюкозы;

хитиназы (N-ацетил-D-глюкозаминидаза) (ХИТ),
участвующие в гидролизе хитина и пептидогли-
кана муреина;

ксиланазы (КС), гидролизующие ксилан до
ксилозы;

фосфатазы (ФОС), катализирующие гидролиз
как сложных эфиров, так и ангидридов фосфор-
ной кислоты.
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В анализе использовали серию концентраций
растворов, меченных по МУФ субстратов 0, 7, 15,
30, 60, 125, 250, 500 и 1000 нмоль/мл. Свежую поч-
ву массой 1 г помещали в пластиковые флаконы
объемом 45 мл, добавляли 20 мл H2O и встряхива-
ли на горизонтальном орбитальном шейкере в тече-
ние 30 мин. Аликвоту почвенной суспензии 50 мкл
помещали в 96-луночные черные микропланше-
ты с добавлением 100 мкл меченных МУФ-суб-
стратов. Планшеты инкубировали в темноте при
22°С в течение 1 ч для глюкозидазы и фосфатазы
и в течение 3 ч для целлобиазы, ксиланазы и хи-
тиназы. Интенсивность флуоресценции измеря-
ли с помощью микропланшетного ридера Filter
Max F5 (Molecular Devices, США) с длинами волн
эмиссии и возбуждения 355 и 460 нм соответ-
ственно. Скорость ферментативной реакции вы-
ражали в нмоль 4-МУФ/(г ч) [19].

Расчеты кинетических параметров согласно
модели ферментативной кинетики Михаэлиса–
Ментен проводили с помощью программы Statis-
tica 8.0 методом наименьших квадратов [16, 30].
На рис. 1 приведены примеры кривых насыще-
ния для двух самых контрастных вариантов опы-
та: контроль и длительная засуха.

В отличие от большинства работ по изучению
ферментативной кинетики [16, 30] Михаэлис–
Ментен в почве, полагаем, что Km следует выра-
жать не как нмоль вещества на г почвы или объем
почвы [9] или просто нмоль [19, 32], а как нмоль
вещества на объем раствора (на л, мл, мкл и т.д.),
как [28] или г/л [14]. Поскольку субстрат во время
проведения анализа находится в почвенной сус-
пензии в растворенном виде и никак не привязан
к массе почвы. Ошибочный пересчет на грамм
почвы приводит к тому, что величина Km стано-

вится зависимой от степени разведения почвен-
ной суспензии, что неверно. Реакционный рас-
твор следует воспринимать как аналог свободно-
го почвенного раствора. Отметим, что Vmax
следует, как и принято выражать на грамм почвы,
так как количество ферментов в реакционной
смеси прямо пропорционально связано с массой
почвы. Таким образом, предлагаем выражать Ka в
нмоль продукта реакции мл/(г почвы ч нмоль
субстрата реакции). Эта величина отражает коли-
чество продукта ферментативной реакции, про-
изведенного в единицу времени (в расчете на еди-
ницу субстрата) в 1 г почвы. В этом случае от сте-
пени разведения почвенной суспензии величина
каталитической эффективности не зависит, т.е.
исходя из вышесказанного, представлять размер-
ность Ka как ч–1 [18] неверно.

Статистическая обработка данных. Результаты
определения кинетических параметров фермен-
тов статистически обрабатывали в программе Sta-
tistica 8.0. Кинетические параметры ферментов
определяли с помощью аппроксимации по урав-
нению Михаэлиса–Ментен отдельно для четырех
кривых насыщения – по одной кривой на навеску
почвы (рис. 1). Таким образом, на каждый вари-
ант опыта получается по 4 повторности Km и Vmax,
которые затем подвергаются статистической об-
работке. Для оценки достоверности и силы влия-
ния засух и присутствия растений на кинетиче-
ские параметры ферментов проводили отдельно
для длительной и коротких периодических засух
медианный тест и двухфакторный дисперсион-
ный анализ данных. В качестве факторов дис-
персионного анализа выбрали: 1 – стадия засухи
(градации фактора: контроль, засуха, после засухи);
2 – присутствие растений на почве (градации:

Рис. 1. Примеры кривых насыщения почвенных ферментов фосфатаз (ФОС) (а) и хитиназ (ХИТ) (b) субстратом реак-
ции (вариант опыта без растений). Точки – экспериментальные данные, линии – аппроксимация зависимости со-
гласно модели Михаэлиса–Ментен. 1, 2, 3, 4 – номера повторностей измерения. ОВ – вариант опыта с оптимальным
увлажнением почвы, ДЗ – длительная засуха.
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растения присутствуют, растения отсутствуют).
Медианный тест, как метод непараметрической
статистики, позволяет проанализировать пара-
метры распределения частот встречаемости зна-
чений в независимости от типа функции распре-
деления. Для оценки пространственной неодно-
родности ферментативной активности в почве (от
навески к навеске почвы) рассчитывали СV. Кор-
реляционный анализ проводили для выявления
взаимосвязи между кинетическими параметрами
разных групп ферментов. Дискриминантный
анализ применяли для оценки изменений фер-
ментативной кинетики как в целом, так и для вы-
явления наиболее характерных черт влияния пе-
риодических и длительной засух на кинетические
параметры ферментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Пространственная изменчивость кинетических
параметров почвенных ферментов. Для Km не на-
блюдалось достоверных изменений значений
пространственной изменчивости (оцененной по

СV) для всех вариантов опыта. Для Vmax в пределах
каждой делянки наблюдается снижение СV от на-
чала лета к осени. Короткие засухи не повлияли
на СV. При длительной засухе наблюдалось 3–4-
кратное увеличение пространственной изменчи-
вости только для глюкозидаз (вариант с растени-
ем и без) (рис. 2а, 2b) и фосфатаз (вариант с рас-
тениями) (рис. 2d). Удивительно, но присутствие
растений, которые благодаря живым и отмершим
корням создают в почве локальные зоны повы-
шенной ферментативной активности не повлия-
ло на CV для параметра Vmax.

Влияния засухи и присутствия растений на кине-
тические параметры ферментов. По данным меди-
анного теста (табл. 1) длительная засуха законо-
мерно влияла на Vmax для более широкого спектра
почвенных ферментов по сравнению с кратко-
временными засухами. Только 3 группы фермен-
тов (глюкозидазы, фосфатазы и ксиланазы) реа-
гировали на кратковременный стресс снижением
Vmax, тогда как 4 группы ферментов оказались
чувствительными к длительной засухе – снижа-

Рис. 2. Динамика значений (точки – среднее арифметическое значение, “усы” – ошибка среднего) коэффициента ва-
риации (CV) для Vmax у глюкозидаз (ГЛ) и фосфатаз (ФОС). ОВ – вариант опыта с оптимальным увлажнением почвы,
ДЗ – длительная засуха, КЗ – короткая засуха.
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лась Vmax фосфатаз, целлобиаз, ксиланаз и увели-
чивалась в 4 раза у хитиназ.

Как длительные, так и кратковременные засу-
хи увеличивали показатель Km для всех групп фер-
ментов, кроме глюкозидаз, для которых Km сни-
жался только при кратковременной засухе. После
кратковременной засухи кинетические парамет-
ры за неделю восстановились до значений, на-
блюдавшихся в почвах с оптимальным уровнем
влажности, за исключением: Vmax глюкозидаз и Km
фосфатаз. Сильное последействие длительной за-
сухи выражалось в отличие параметров Vmax и Km
глюкозидаз, фосфатаз, целлобиаз и хитиназ ки-
нетических параметров в контроле в 1.5–3 раза
даже через неделю после повторного увлажнения.

Засухи обратимо снижали каталитическую эф-
фективность (Kа) всех исследуемых ферментов,
кроме глюкозидаз, для которых, напротив, на-
блюдалось обратимое 3–4-кратное увеличение Kа
(рис. 3a). Присутствие растений было второсте-
пенным и достоверно приводило к увеличению
целлобиазной активности в контрольном вариан-
те опыта (рис. 3c).

Дисперсионный анализ показал, что для пара-
метра Vmax влияние засухи вносит вклад от 20 до
55% в общую дисперсию (рис. 4). Влияние расте-
ний на Vmax было наиболее выражено при кратко-
временной засухе (20–40% дисперсии), тогда как
при длительной засухе влияние растений снижа-
лось и не превышало 20%. На значения Km циклы
высушивания–реувлажнения влияли в меньшей
степени, чем на Vmax. Присутствие растений влия-
ло на Km трех ферментов: хитиназы (длительная
засуха), фосфатазы и ксиланазы (кратковремен-
ная засуха).

Взаимосвязь между кинетическими параметрами
разных групп ферментов. Корреляционный анализ
кинетических параметров разных групп гидролаз по-
казал, что есть статистически достоверная (р < 0.05)
положительная корреляция Vmax целлобиогидро-
лаз с хитиназами (r = 0.42) и ксиланазами (r = 0.44),
есть положительная корреляция Km фосфатаз и
хитиназ (r = 0.43).

Дискриминантный анализ кинетических пара-
метров ферментов. Дискриминантный анализ ки-
нетических параметров выявил две статистиче-

Таблица 1. Знаки и статистически достоверные величины эффектов (по отношению к контролю) от засух и вы-
хода из засух по данным медианного теста

* Наличие растительного покрова.
Примечание. ↑ – достоверное увеличение значений параметра, ↓ – достоверное уменьшение значений параметра, н.э. – нет
достоверного эффекта. КЗ – периодическая короткая засуха, ДЗ – длительная засуха, ПКЗ – после периодической засухи,
ПДЗ – после длительной засухи.

Фермент Растения* Кинетический 
параметр КЗ ДЗ ПКЗ ПДЗ

Глюкозидаза + Vmax ↓9.5 Н.э. ↓1.3 ↓1.9
Km ↓11.2 Н.э. Н.э. Н.э.

– Vmax Н.э. Н.э. ↓4.7 Н.э.
Km ↓6.8 Н.э. ↓10.2 Н.э.

Фосфатаза + Vmax ↓6.4 Н.э. Н.э. Н.э.
Km Н.э. ↑2.5 Н.э. ↑1.5

– Vmax Н.э. ↓2.2 Н.э. Н.э.
Km ↑6.9 Н.э. ↑2.2 ↑3.0

Целлобиогидролаза + Vmax Н.э. ↓ 6.0 Н.э. Н.э.
Km Н.э. ↑6.1 Н.э. Н.э.

– Vmax Н.э. Н.э. Н.э. ↑2.2
Km ↑6.4 ↑14.2 Н.э. ↑4.1

Хитиназа + Vmax Н.э. ↑1.5 Н.э. ↑4.0
Km Н.э. ↑3.0 Н.э. ↑3.2

– Vmax Н.э. ↑3.7 Н.э. ↑2.0
Km ↑2.2 ↑2.3 Н.э. Н.э.

Ксиланаза + Vmax Н.э. ↓10.8 Н.э. Н.э.
Km Н.э. Н.э. Н.э. Н.э.

– Vmax ↓4.0 Н.э. Н.э. Н.э.
Km Н.э. Н.э. Н.э. Н.э.
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ски достоверные (p < 0.05) дискриминантные
функции (ДФ1 и ДФ2). ДФ1 интерпретируется
как влияние засухи как таковой, так как она раз-
деляет на рис. 5a–5f точки, отображающие образ-
цы контрольной почвы от образцов, отобранных
при засухе. ДФ2 интерпретируется как дополни-
тельное влияние длительной засухи, так как раз-
деляет точки отображающие образцы почвы, ото-

бранные при длительной засухе, а также после ее
окончания (рис. 5c, 5d) от всех прочих. Анализ
рис. 5a–5d показал, что кинетические параметры
ферментов от первой и второй коротких засух
приближаются к контрольным значениям через
неделю после реувлажнения, при этом для первой
засухи (рис. 5a, 5b) степень восстановления выше.
Длительная засуха приобретает свои отличитель-

Рис. 3. Каталитическая эффективность ферментов (Kа): при оптимальном уровне влажности (ОВ); в условиях засу-
хи – З (КЗ + ДЗ) и после засухи – ПЗ (ПКЗ + ПДЗ).
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ные черты (изменяются значения ДФ2), и после
длительной засухи через неделю не происходит
восстановления кинетических параметров фер-
ментов до контрольного уровня (рис. 5e, 5f). Ана-
лиз корреляции между ДФ и кинетическим пара-
метрами ферментов (рис. 5g) показал, что засуха
приводит к снижению Vmax ферментов и возраста-
нию Km у фосфатаз, длительная засуха при этом
приводит к возрастанию Vmax хитиназ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что высушивание оказывают стрес-
совое воздействие на большинство почвенных
микроорганизмов, участвующих в процессах ми-
нерализации органического вещества почвы.
В процессе минерализации участвуют внеклеточ-
ные ферменты микроорганизмов, вот почему столь
информативно изучение кинетических параметров
гидролитических ферментов, ответственных за
цикл углерода в почве. Данное исследование сосре-
доточено на изучение степени изменения и вос-
становления параметров Vmax, Km и Ka в зависимо-
сти от продолжительности и частоты засухи в
почве под травяной растительностью и под па-
ром. Для двух групп ферментов из пяти показано
обратимое увеличение пространственной измен-
чивости Vmax во время длительной засухи. Высо-
кая изменчивость кинетических параметров, ско-
рее всего, связана с увеличением неоднородности

свойств почвы. Некоторые микролокусы могут
проявлять высокую биологическую активность
по мере увеличения концентрации растворенных
веществ в почвенных капиллярах [6]. Показано
сильное изменение кинетических параметров эк-
зоферментов вглубь по профилю почвы. Авторы
предположили, что подобные изменения могут
быть вызваны различиями в доступности суб-
страта реакции, различиями в количестве проду-
цируемых экзоферментов и/или синтеза каче-
ственно различных ферментов [3].

Длительная засуха сильно снижала Vmax целло-
биазы, фосфатазы и ксиланазы, но при этом уве-
личивала максимальную скорость реакции у хи-
тиназ. Предполагаем, что последнее связано с
увеличением доли грибов в микробной биомассе,
вызванное длительной засухой [34]. Хитиназа
участвует в расщеплении хитина клеточных сте-
нок отмирающих грибных гиф. Исследователями
показана тесная корреляция между биомассой
грибов и активностью ферментов в подстилке [4].
Как бактерии, так и грибы выделяют экзофер-
менты, но трудноразлагаемые полимеры, такие
как лигнин или целлюлоза, расщепляются в ос-
новном ферментами грибов, а не бактерий [25].
Другие исследования показали, что кинетиче-
ские параметры ферментов могут зависеть от
биомассы грибов в почвах засушливых регио-
нов, а доступность субстрата и протеолитиче-
скую активность, вероятно, определяет измене-

Рис. 4. Сила влияния факторов присутствия растений (Р) и стадии засухи (СЗ) на кинетические параметры ферментов
по данным дисперсионного анализа. СП – случайные причины.
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Рис. 5. Результаты дискриминантного анализа исследованных образцов почв, охарактеризованных по кинетическим
параметра Km и Vmax для набора ферментов. a–f – взаиморасположение объектов исследования в плоскости, образо-
ванной дискриминантными функциями 1 и 2 (ДФ1 и ДФ2); g – корреляция между ДФ и кинетическими параметрами,
использованными в анализе. Корреляционные эллипсы ограничивают область c р ≤ 0.95.
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ние ферментативной активности вдоль клима-
тического градиента [4].

Снижение Vmax было примерно одинаковым
для ксиланазы, фосфатазы и хитиназы во время
обеих типов засух. Vmax глюкозидазы снижалась
при кратковременной засухе и не изменялась по
сравнению с контролем в ходе длительной засухи.
Вероятно, ферменты, участвующие в цикле угле-
рода, были более чувствительны к кратковремен-
ной засухе. Кинетические параметры ферментов
после короткой засухи почти восстановились до
уровня контрольных значений. Сильное после-
действие длительной засухи привело к тому, что
даже через неделю после повторного увлажнения
Vmax ферментов в 1.5–3 раза оставалась ниже, чем
в контрольном варианте.

Ожидали сильную корреляцию между кинети-
ческими параметрами для ферментов из одной
функциональной группы, гидролизующих угле-
воды (глюкозидаза, целлобиаза, ксиланаза, хити-
наза), на что имеется указание в литературе [31].
Однако обнаружили лишь слабую положительную
корреляцию Vmax целлобиаз и хитиназ (r = 0.42) и
между целлобиазами и ксиланазами (r = 0.44).
Слабая положительная корреляция для Km на-
блюдалась только между фосфатазами и хитина-
зами (r = 0.43). Некоторые исследования показа-
ли значительную разницу в измеренных в лаборато-
рии Km между группами (целлюлазы > лигниназы) и
отсутствие существенной разницы в Vmax между
целлюлазами и лигниназами [32]. Такая взаимо-
зависимость кинетических параметров может
быть результатом сложной суперпозиции ряда
абиотических факторов, в том числе местные
условия, высокая изменчивость свойств почвы
(гранулометрический состав, содержание орга-
нического вещества), растительность, локализа-
ция ферментов и т.д. Ряд исследований свиде-
тельствует о положительной корреляции между
Vmax дегидрогеназ и содержанием глины, рН, об-
щего азота и углерода [12]. Обнаружена положи-
тельная корреляция Vmax уреаз практически со
всеми основными свойствами почвы, кроме объ-
емной плотности [15]. Изучение кинетических
параметров ферментов вдоль климатического
градиента показало, что параметр внеклеточных
ферментов Vmax может быть обусловлен скоро-
стью оборота ферментов в почве, а не просто про-
дукцией ферментов; этот эффект был наиболее
выражен для протеолитических ферментов [4]. В
полевых экспериментах длительная засуха не
оказала существенного влияния на пул внекле-
точных ферментов, хотя микробная биомасса
почвы резко уменьшилась в результате этой засу-
хи [27]. Такая стабильность экзогенного фер-
ментного пула, скорее всего, связана с защитой
ферментов от протеолитического распада путем
их физической фиксации на глинистых частицах

и органических остатках в процессе засухи, что
приводит к снижению гидролиза протеазами са-
мих ферментов [27]. Показано, что ферментатив-
ная активность зависит от свойств почвы и экзо-
генных факторов (ботанический состав расти-
тельности и др.) [23].

Влияние растений на Vmax и Km было достовер-
ным только в случае кратковременной (периоди-
ческой) засухи. По данным дисперсионного ана-
лиза влияние растений вносило 35–45% к дис-
персии Vmax для целлобиаз, хитиназ, ксиланаз в
почве, подверженной кратковременной засухе.
Эти ферменты строго специфичны к субстрату по
сравнению с глюкозидазами, которые синтезиру-
ются широким спектром организмов [26]. Расте-
ния, подвергшиеся кратковременной засухе, ве-
роятно, активизировали свою корневую систему,
чтобы добыть влагу из почвы, обеспечивая тем са-
мым дополнительный приток С-субстратов и уве-
личивая продукцию целлобиаз, хитиназ и ксила-
наз. В настоящем исследовании растения сглажи-
вали изменчивость Vmax по сравнению с вкладом
частоты засухи. Однако вклад комбинированного
воздействия (растение + засуха) на величину Vmax
составил 50–80%. В целом засуха сильнее повли-
яла на значения Vmax, чем на Km. Иными словами,
засуха сначала изменяла количество почвенных
ферментов, а потом их качество.

Обратимое уменьшение Vmax в сочетании с
быстрым обратимым снижением Ka было общей
тенденцией как для длительной, так и для кратко-
срочных засух. Экстремальная засуха замедляет
растворение веществ в почвенном растворе и по-
давляет перенос доступных питательных веществ
к почвенным микроорганизмам, тем самым сни-
жая секрецию ферментов. В этом исследовании
обнаружено, что кратковременная засуха вызы-
вает снижение Km глюкозидаз и связанное с этим
увеличение Ka. Полученные выводы хорошо со-
гласуются с данными [33], которые обнаружили
высокую величину каталитической эффективно-
сти глюкозидаз при содержании влаги в почве на
уровне 10%, а не 20%. Авторы предположили, что
почвенные β-глюкозидазы адаптированы к вод-
ному дефициту.

Специфической (характерной) особенностью
длительной засухи было увеличение параметров
Vmax и Km для хитиназ как в почве под раститель-
ностью, так и в парующей почве. Увеличение
Vmax, вероятно, было вызвано гибелью большей
части микроорганизмов во время длительной за-
сухи [4] и развитием на этой некромассе вторич-
ной микробной биомассы, выделяющей допол-
нительное количество хитиназ. Предполагаем,
что увеличение активности хитиназ обусловлено
ростом доли и активности грибного блока в мик-
робном сообществе. Исследователями показано,
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что грибы более устойчивы к засушливым усло-
виям по сравнению с бактериями [5].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе проведения модельного полевого экс-

перимента установлено, что длительная засуха
оказывала большее влияние на кинетические па-
раметры гидролитических ферментов, чем крат-
ковременная (периодическая), изменяя как ко-
личественные показатели фермента (Vmax), так и
качественные показатели (Km и Kа). Влияние рас-
тений на активность ферментов было статистиче-
ски значимо, но менее выраженным при длитель-
ной засухе, и без каких-либо специфических (ха-
рактерных) признаков. В условиях длительной
засухи явным специфическим (характерным)
признаком почвенного пула ферментов является
повышение Vmax хитиназ, видимо, обусловленное
увеличением доли в микробной биомассе грибов,
содержащих хитин в клеточных стенках, являю-
щийся субстратом для хитиназ. Кратковременное
(периодическое) засушливое воздействие не яв-
лялось ослабленным вариантом действия дли-
тельной засухи, с отличительной особенностью –
снижением Km глюкозидаз, приводящим к увели-
чению Kа. Обратимость действия засухи на кине-
тические параметры ферментов уменьшалась в
ряду: первая кратковременная засуха > вторая
кратковременная засуха > длительная засуха – за
счет увеличения общей продолжительности
стрессового воздействия.
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The transformation of organic matter in the soil is largely determined by hydrolytic enzymes. Under the con-
ditions of climate change, understanding the mechanisms of microbial response is of particular importance
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for predicting the carbon cycle. Until now, the effect of drought duration and frequency on soil hydrolytic en-
zymes has been little studied. A multifactorial field manipulation experiment was carried out, simulating in
the presence of plants and without them: two short-term droughts, a long-term drought, and an optimal level
of soil moisture. The maximum reaction rate Vmax, Michaelis constant Km, and catalytic efficiency Ka of five
groups of enzymes involved in the carbon cycle (cellobiase, glucosidase, xylanase), phosphorus (phospha-
tase), and nitrogen (chitinase) were determined. In phosphatases, glucosidases, and xylanases, Vmax de-
creased during short-term drought. During prolonged drought, the Vmax value of phosphatases, cellobiohy-
drolases, and xylanases decreased and increased in chitinases, while remaining unchanged in glucosidases.
Both long-term and short-term droughts led to an increase in Km and a decrease in catalytic efficiency (Ka)
for almost all enzymes. Short-term droughts were not a “weakened version” of a long-term drought, but had
their own specifics – a decrease in Km in glucosidases, which led to an increase in Ka. Long-term drought was
characterized by an increase in Vmax of chitinases and spatial variability of Vmax of phosphatases and glucosi-
dases. The influence of the presence of plants was secondary and affected only during short droughts. The
reversibility of the effect of drought on Vmax, Km, Ka decreased in the series first short-term drought > second
short-term drought > long-term drought due to an increase in the total duration of the stress impact.

Keywords: drought stress, soil enzymes, Michaelis-Menten kinetics, catalytic efficiency
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