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　　摘要：以绿豆花期根际土壤为研究对象，分析顶孢霉代谢物不同处理后土壤微生物量、土壤酶活性的变化特征及
其相互关系。结果表明：顶孢霉代谢物的处理均可以提高土壤中放线菌的比例，降低真菌的比例；对绿豆花期根际土

壤磷酸酶、多酚氧化酶的测定发现，施用桃色顶孢霉发酵液浸种会提高二者的酶活性，但对土壤过氧化氢酶、蔗糖酶的

影响却相反，会降低其活性。由结果可知，绿豆花期根际微生物量、土壤酶活性明显受到霜霉菌、桃色顶孢霉发酵液的

影响，为该菌株的进一步应用提供了理论依据。
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　　绿豆是我国主要的食用豆类作物，在多个地区都有种植。
随着绿豆种植面积的逐年加大，绿豆的病害也逐渐增加，其中

霜霉病就是一种重要的绿豆植物病害［１］。土壤是霜霉病菌

的习居场所与传播途径，而且土传病害的发生造成了土壤环

境的改变。土壤微生物是土壤有机复合体的重要组成部分，

参与土壤生态系统物质与能量的循环，对植物的生长影响很

大，是土壤肥力评价的重要指标。土壤酶参与土壤中许多重

要的生物化学过程和物质循环，可以客观地反映土壤的肥力

状况，是影响土壤生物学肥力的重要因素［２］。

目前国内外对绿豆霜霉病的研究较少，鉴于人们对绿色

食品的需求，以及生物农药对环境良好的兼容性，本试验以实

验室分离获得的广谱、高效的拮抗真菌———桃色顶孢霉［３］代

谢产物为生物农药对绿豆霜霉病进行防治。由于绿豆花期是

绿豆生长发育过程一个重要的阶段，本试验通过分析经过桃

色顶孢霉发酵液处理后绿豆花期根际土壤微生物数量和酶活

性的变化，明确桃色顶孢霉代谢物对绿豆霜霉病的作用，为在

生产实践中用生物防治手段治理绿豆霜霉病提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
绿豆品种为密荚王，由黑龙江八一农垦大学农学院栽培

实验室提供，种子采用常用方法筛选消毒后供试。

菌种为桃色顶孢霉（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍｐｅｒｓｉｃｉｎｕｍ），由黑龙江八
一农垦大学生命科学技术学院微生物实验室分离。霜霉菌由

黑龙江八一农垦大学农学院植物保护实验室提供。

１．２　试验方法
１．２．１　顶孢霉发酵蛋白粗提物及霜霉土的制备　取活化的

顶孢霉菌种接种于查氏培养基中，恒温摇床中于 ２８℃、
１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养７ｄ；过滤上清液；按溶液量加入硫酸铵至
２０％，离心去除沉淀物；继续加入硫酸铵至８０％，离心后取沉
淀物，重蒸馏水中透析２４ｈ；冷冻干燥至恒质量；用蒸馏水按
１∶１０００稀释后备用。

将土壤干热灭菌，分为５份，加入绿豆霜霉病病叶，混匀
制成霜霉土。

１．２．２　绿豆种子处理　本试验分为４个处理。处理１：水浸
种；处理２：水浸种 ＋喷无菌水 ＋霜霉土；处理３：顶孢霉发酵
液浸种 ＋霜霉土；处理４：水浸种 ＋喷顶孢霉发酵液 ＋霜霉
土。每个处理重复３次，每次重复１盆，每盆播种２５粒处于
萌动状态的绿豆种子。试验期间，不同处理盆栽的管理一致。

播种后每隔２ｄ浇水１次，每次每盆浇水量相同。
１．２．３　土壤中酶活性测定　在每个处理中取 １０ｇ土样风
干，土壤脲酶采用比色法测定；磷酸酶采用磷酸苯二钠比色法

测定；过氧化氢酶采用 ＫＭｎＯ４滴定法
［４］测定；蔗糖酶采用

３，５－二硝基水杨酸比色法［５－６］测定；超氧化物歧化酶采用氮

蓝四唑比色法测定；多酚氧化酶采用邻苯三酚比色法［５－９］

测定。

１．２．４　土壤中微生物数量测定　土壤中微生物数量测定采
用稀释平板法［４，１０－１１］，所测的微生物种类包括细菌、真菌、放

线菌［１２］。

１．３　数据处理与分析
所得数据以干土表示，均为 ３次重复取平均值，采用

Ｅｘｃｅｌ和ＳＰＳＳ１３．０软件处理数据。

２　结果与分析

２．１　桃色顶孢霉代谢物对绿豆花期根际土壤微生物量的
影响

不同处理中绿豆花期根际微生物的组成及数量存在显著

差异（Ｐ＜０．０５），不同处理导致绿豆花期的根际微生物数量
不同（表１）。４种处理土壤中细菌数量均最多，其次是放线
菌，真菌最少。细菌数量占比在４种不同处理下的分布特征：
处理１＞处理２＞处理３＞处理４，并且处理３与处理１、处理
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２存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。放线菌数量在４种不同处理下
的分布特征：处理２＞处理４＞处理１＞处理３，并且这４种不
同的处理间都存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。真菌数量在处理１

中最多，在处理４中分布最少。经发酵液处理均提高放线菌
生物数量比例，降低真菌生物数量比例及总数。

表１　不同处理对根际土壤微生物数量的影响

处理
总数

（×１０６ＣＦＵ／ｇ）
细菌 放线菌 真菌

数量（×１０６ＣＦＵ／ｇ） 占比（％） 数量（×１０４ＣＦＵ／ｇ） 占比（％） 数量（×１０３ＣＦＵ／ｇ） 占比（％）
１ １２．５０ １２．００±３．２１ａ ９６．００ ４５．３３±４．１８ｃ ３．６ ４６．３３±２．０３ａ ０．３７１
２ １５．８４ １５．００±４．９３ａ ９４．７０ ８３．００±４．５８ａ ５．２ ７．００±１．００ｂ ０．０４４
３ ３．５９ ３．３３±０．３３ｂ ９２．７６ ２５．３３±３．１８ｄ ７．１ ２．００±０．５８ｃ ０．０５６
４ ６．２２ ５．５７±０．３３ａｂ ８９．５５ ６４．００±６．８０ｂ １０．３ １．１３±０．３３ｃ ０．０１８

　　注：同列数据后标有不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　桃色顶孢霉代谢物对绿豆花期根际土壤相关酶活性的
影响

２．２．１　不同处理对土壤中脲酶活性的影响　脲酶是土壤酶
中能酶促有机物分子中的酶键水解，并具有极强专一性水解

作用的酶，能够将施入土中的尿素水解成氨和碳酸，是植物氮

源之一［１３－１４］。由图１可知，不同处理土壤脲酶活性的变化趋
势相似，且差异不显著，说明经过不同的处理对土壤脲酶的活

性影响并不大。

２．２．２　不同处理对土壤中磷酸酶活性的影响　土壤磷酸酶
的酶促作用能够加快有机磷的脱磷速度。土壤有机磷的转化

受多种因子制约，磷酸酶的积累对提高土壤磷素的有效性具

有重要作用。土壤磷酸酶活性的高低可以反映土壤速效磷的

供应状况，磷酸酶活性是评价土壤磷元素生物转化方向与强

度的指标［６］。通过顶孢霉发酵液浸种使土壤磷酸酶活性明

显增强（图２），处理３和其他３种处理差异显著（Ｐ＜０．０５）；
处理４和其他３种处理相比，磷酸酶活性降低且差异显著。

２．２．３　不同处理对土壤中过氧化氢酶活性的影响　过氧化
氢酶广泛存在于土壤和生物体中，土壤中的过氧化氢酶能够

酶促过氧化氢的分解，有利于防止对活细胞的毒害作用。过

氧化氢酶不仅与土壤微生物量有关，而且还与土壤有机质的

转化有密切的关系。由图３可知，处理２的土壤过氧化氢酶
活性最高，并且此处理与其他处理差异显著（Ｐ＜０．０５），说明
土壤施入霜霉土后土壤中积累了大量的过氧化氢，当绿豆生

长到花期时，土壤中过氧化氢酶的活性增强，从而解除旺盛生

长积累的过氧化氢等有毒物质对绿豆等植物产生的毒害作

用；而处理３、处理４与处理１相比土壤过氧化氢酶活性是有
所降低的，说明桃色顶孢霉发酵液代谢物对霜霉病原菌具有

抑制作用。

２．２．４　不同处理对土壤中蔗糖酶活性的影响　蔗糖酶是一
种可以把土壤中高分子量的蔗糖分子分解成能够被植物和土

壤微生物吸收利用的葡萄糖、果糖的一种酶，它的活性强弱反

映了土壤熟化程度和肥力水平，是土壤中碳转化与呼吸强度

的重要指标之一，对增加土壤中易溶性营养物质起到重要作

用。由图４可知，处理２、处理３、处理４与处理１相比蔗糖酶
活性下降，且存在显著差异（Ｐ＜０．０５），说明添加霜霉病菌的
处理导致土壤蔗糖酶活性降低。

２．２．５　不同处理对土壤中多酚氧化酶活性的影响　土壤多
酚氧化酶主要来源于土壤微生物、植物根系分泌物以及动植
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物残体分解释放的酶。多酚氧化酶是一种复合性酶，能够把

土壤中芳香族化合物氧化成醌，醌与土壤中的蛋白质、氨基

酸、糖类、矿物等物质反应生成分子量不等的有机质和色素，

完成土壤芳香族化合物循环，通过土壤多酚氧化酶的反应机

制能够使土壤环境得到修复［１５－１６］。由图５可知，处理３、处
理４与处理１、处理２相比土壤多酚氧化酶的活性差异显著
（Ｐ＜０．０５），说明使用顶孢霉发酵液后会使土壤多酚氧化酶
的活性大大提高，使土壤环境得到及时的修复；与处理１相
比，处理２的酚氧化酶活性降低，且差异显著（Ｐ＜０．０５），说
明施用霜霉病原菌会使土壤环境遭到破坏。

３　结论与讨论

土壤微生物是土壤生态体系的重要组成部分［１７－１８］，它参

与土壤养分转化、物质代谢、有机物分解、污染物降解等多种

生化反应［１９］，通过这些生化反应过程促进土壤养分平衡供

应，提供植物生长所需要的营养物质，同时发挥对土壤中有效

态养分储备的库和源作用［２０］。土壤微生物和土壤酶是衡量

土壤肥力和养分转化的重要指标［２１］。一般情况下，土壤中细

菌种类最多，其次为放线菌，再次为真菌。随着土壤环境的变

化，微生物种的这种结构比例会发生一定的变化［２２］。从试验

结果可以看出，各个处理的土壤真菌、细菌和放线菌的比例不

同，其中细菌数量占绝对优势，真菌最少。本试验中，土壤根

际细菌、真菌、放线菌的微生物总量表现为处理２＞处理１＞
处理４＞处理３，喷施顶孢霉发酵液后在一定程度上降低了根
际土壤微生物的总量，但却提高了放线菌的比例，降低了真菌

比例，这可能与放线菌为主要拮抗微生物有关［２１］。土壤酶是

一类较为稳定的蛋白质，与土壤成分结合牢固，可以长期积

累，因此土壤酶表现出一定的稳定性。同时，土壤酶是土壤生

态系统代谢的一类重要动力，土壤中所进行的生化反应都是

在酶的催化下完成的。许多研究表明，土壤酶活性与土壤质

量密切相关，其催化作用对土壤中元素的循环和迁移有重要

的作用［９］。近年来许多研究都揭示了土壤酶活性和土壤肥

力之间的关系，认为酶活性可以作为衡量和评价土壤肥力的

指标之一。而不同处理对绿豆花期根际土壤蔗糖酶的影响表

现为施用霜霉病原菌会降低土壤酶活性，使土壤的肥力水平

逐渐降低。处理２对绿豆花期根际土壤中过氧化氢酶活性有
提高的趋势，表明为防止对绿豆植株的毒害作用，土壤氧化过

程增强。不同的处理对绿豆花期根际土壤磷酸酶、多酚氧化

酶的影响表现为施用桃色顶孢霉发酵液浸种会提高它们的酶

活性，且与其他处理存在显著差异（Ｐ＜０．０５），即可提高对土
壤环境的修复作用。
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