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　　摘要：为明确套种宁杂１８１８油菜对句容旱地葡萄园土壤的改良效果，研究设置套种油菜处理和不套种对照，研究
土壤脲酶、硝酸酶、亚硝酸酶、磷酸酶的活性及有机质、氮素、钾等养分的含量变化。结果表明，套种油菜处理在油菜翻

耕后４５ｄ土壤有机质含量增加了８．８％，前期土壤硝态氮、速效钾等养分含量低于对照，但随着油菜秸秆降解，土壤硝
态氮、速效钾含量增幅大于对照；油菜翻耕入土后，套种油菜处理土壤脲酶、硝酸酶、亚硝酸酶活性低于对照，随着油菜翻

耕时间推移，表层土壤各种酶的活性增幅大于对照。因此，句容旱地葡萄园套种宁杂１８１８油菜是土壤培肥的有效措施。
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　　近年来，葡萄种植面积在江苏丘陵地区迅速扩
大，至２０１８年底，仅江苏省句容市一个县级市葡萄
种植面积就达到了３０００ｈｍ２［１］。葡萄种植面积迅
速扩大的同时，在生产过程中遇到的问题也不少，

尤其是土壤质量已成为葡萄产业发展的瓶颈。

果园生草栽培是培肥土壤地力的有效措施之

一，在果树行间或全园种植绿肥，覆盖地表，可以有

效改善果园土壤微环境，改善土壤结构，提高土壤

有机质含量，防止葡萄园土壤水土流失，抑制杂草

生长。果园种植绿肥对地力的培肥效果与增施有

机肥相当，但可省缺了购买有机肥料的费用及大量

的搬运劳力，因此深受农户欢迎。然而，果园生草

需要针对不同的果树选择不同的绿肥品种，否则，

不但不能起到培肥地力的作用，反而会给果树带来

争肥、虫害的负面影响，刘文婷等对福建省高山设

施葡萄园适宜绿肥品种进行筛选，确定光叶苕子适

合当地葡萄园种植［２］。而绿肥对江苏葡萄园土壤

的影响尚未有报道，因此，针对落叶藤本植物葡萄

的生长特性，充分利用葡萄园空间及光照，本研究

选用宁杂１８１８油菜做葡萄园绿肥，该油菜品种属于
甘蓝型半冬性化学诱导雄性不育两系杂交品种，为

油蔬两用型油菜，可采菜薹食用，为农户增加经济

效益；花期长，可美化乡村，符合乡村振兴要求，盛

花期粉碎还田，可做绿肥。葡萄园套种宁杂１８１８油
菜作为绿肥培肥地力还属于首创，研究其提升葡萄

园土壤地力的效果，以期为当地葡萄园土壤地力培

肥提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验区概况
试验于２０２０年９月至２０２１年５月在江苏省镇

江句容市茅山镇丁庄村进行，地处３１．８９５９９８°Ｎ、
１１９．２５５２９６°Ｅ，海拔３２ｍ，属亚热带季风气候区，四
季分明，雨水丰沛，光照充足。土壤类型为黄棕壤，

０～２０ｃｍ层土壤基本理化性质为：ｐＨ值６．７２，有机
质含量１８．６０ｇ／ｋｇ，碱解氮含量１５．３０ｍｇ／ｋｇ，有效
磷含量２９３．３０ｍｇ／ｋｇ，速效钾含量６３２．００ｍｇ／ｋｇ，
土壤地力中等。

１．２　试验材料与用量
试验 材 料 为 宁 杂 １８１８油 菜，用 种 量 为

７．５ｋｇ／ｈｍ２。葡萄为５年生夏黑，播种前对葡萄树
行间进行旋耕，表层有１０ｃｍ以上的细碎土壤，然后
于２０２０年９月下旬均匀撒播，２０２１年３月２５日把
绿肥粉碎翻耕还田。

１．３　试验设计
试验设处理１为对照（常规生产，不种油菜），

处理２套种宁杂１８１８油菜，３次重复，每个小区面
积６０ｍ２。
１．４　测试方法

油菜盛花期粉碎翻耕后１５ｄ（４月９日）、４５ｄ
（５月９日）分别取０～５、＞５～１０、＞１０～２０ｃｍ等３
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个土层的土壤样品，于 －８０℃保存测定土壤脲酶、
碱性磷酸酶、酸性磷酸酶、硝酸酶及亚硝酸酶的活

性。脲酶活性采用尿素水解 －靛酚蓝比色法、酸性
磷酸酶和碱性磷酸酶活性采用磷酸苯二钠比色法

测定；硝酸还原酶和亚硝酸还原酶活性采用对氨基

苯磺酸比色法测定；无基质对照不添加反应底物，

无土对照不添加土壤样品。单位定义：土样中产生

１μｇ／（ｇ·ｄ）ＮＨ３－Ｎ定义为 １个脲酶活力单位；
３７℃ 下土壤释放１ｎｍｏｌ／（ｇ·ｄ）酚为１个碱性磷
酸酶活性单位；３７℃ 下土壤释放１μｍｏｌ／（ｇ·ｄ）酚
为 １个酸性磷酸酶活性单 位；土 样 中 产 生
１μｍｏｌ／（ｇ·ｄ）ＮＯ－２ 的量为１个硝酸酶活性单位；
土壤还原１μｍｏｌ／（ｇ·ｄ）ＮＯ－２ 的量为１个亚硝酸
酶活性单位。同时间同地点按同样的土层取土样，

晾干，测定其养分含量，土壤有机质含量的测定采

用ＮＹ／Ｔ１１２１．６—２００６《土壤检测　第６部分：土壤
有机质的测定》方法；土壤铵态氮（ＮＨ＋４ －Ｎ）、硝态
氮（ＮＯ－３ －Ｎ）含量的测定采用氯化钾溶液提取－分
光光度法ＨＪ６３４—２０１２《土壤　氨氮、亚硝酸盐氮、
硝酸盐氮的测定　氯化钾溶液提取 －分光光度
法》；土壤速效钾含量的测定采用 ＮＹ／Ｔ８８９—２００４
《土壤速效钾和缓效钾含量的测定》方法。

１．５　数据处理
数据统计分析采用 Ｅｘｃｅｌ２００７和 ＤＰＳ７．０５统

计软件进行。

２　结果与分析

２．１　套种油菜绿肥对葡萄园土壤有机质含量的影响
句容市旱地葡萄园土壤有机质含量低一直是

制约高质量葡萄生产的因素之一。宁杂１８１８油菜
在盛花期粉碎还田，一段时间后取样分析，结果表

明，４月９日，套种油菜处理０～５ｃｍ土层土壤的有
机质含量比对照显著增加５．７％（Ｐ＜０．０５）；５月９
日，套种油菜处理土壤有机质含量在４月９日的基

础上增加３．７％，比对照增加了８．８％（Ｐ＜０．０５）。
而５～１０、＞１０～２０ｃｍ土层，套种油菜处理有机质
含量比对照略有增加，但是２个取样时间点，相同处
理相同土层土壤有机质含量几乎没有变化，处理间

差异不显著（图１）。

２．２　套种油菜绿肥对葡萄园土壤氮素形态含量变
化的影响

２．２．１　套种油菜绿肥对葡萄园土壤硝态氮、铵态氮
含量的影响　土壤中氮含量对作物前期生长影响
较大，尤其是速效态的硝态氮、铵态氮含量对葡萄

生产影响更加明显。葡萄园套种油菜，盛花期翻耕

后取不同土层土壤样品进行分析，结果（表１）表明，
在０～２０ｃｍ不同土层中，对照土壤硝态氮含量高于
套种油菜处理。间隔１个月后，在０～５、＞５～１０、
＞１０～２０ｃｍ土层中，套种油菜处理硝态氮含量分
别增加 ８１．３％、４４．２％、４２．７％，对照仅增加
２１７％、２４．１％、８．９％；不同土层各时间点，套种油
菜处理和对照土壤铵态氮含量变化不大。

２．２．２　套种油菜绿肥对葡萄园土壤氮素转化酶活
性的影响　土壤酶活性对土壤养分转化起关键作
用，反映了某养分在土壤中的有效状况。脲酶活性

表征土壤的氮素状况。４月９日、５月９日２次取样
分析结果（表２）表明，各层次土壤脲酶活性均是对
照高于套种油菜处理；４月９日套种油菜处理３个

表１　不同处理不同土层氮素养分变化情况

取样时间

（月－日）
土层

（ｃｍ）
ＮＯ－３ －Ｎ含量（ｍｇ／ｋｇ） ＮＨ＋４ －Ｎ含量（ｍｇ／ｋｇ）

套种油菜 对照 套种油菜 对照

０４－０９ ０～５ ５８．３±５．２ １０９．０±４．６ ２０．１±１．８ ２２．８±９．６

＞５～１０ ３１．７±１．３ ６９．８±１６．２ ２２．１±４．８ ２２．１±９．７

＞１０～２０ ２０．６±１．３ ５９．３±９．０ １５．２±１．５ １３．６±１．６

０５－０９ ０～５ １０５．７±６．４ １３２．７±５．５ ２１．１±３．１ ２０．６±１．８

＞５～１０ ４５．７±３ ８６．６±５．２ ２０．８±２．８ ２０．３±０．８

＞１０～２０ ２９．４±１．３ ６４．６±１．１ １７．７±１．８ ２０．４±１．４
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土层土壤脲酶活性表现为从表层往下逐渐降低，而

５月９日则表现为先降后升；对照３个土层土壤脲
酶活性均表现为从上到下逐渐降低。

　　硝酸还原酶可催化硝酸离子还原成亚硝酸离
子的反应。４月９日、５月９日２次取样分析结果
（图３）显示，０～５、＞５～１０ｃｍ土层土壤硝酸还原
酶活性均表现为对照高于套种油菜处理，而 ＞１０～
２０ｃｍ土层硝酸还原酶活性表现为种油菜处理高于
对照。

　　土壤亚硝酸还原酶是反硝化作用中的关键酶
之一，参与亚硝酸盐至ＮＯ的还原反应，它的活性反
映了生物降解过程中氮素的转化效率。从图４可以
看出，套种油菜处理土壤亚硝酸还原酶活性表现为

随土层从上至下而先降后升，随油菜翻耕后的时间

逐渐增加；而对照土壤亚硝酸还原酶活性表现为随

土层从上至下逐渐降低，０～５ｃｍ土层土壤亚硝酸
还原酶活性随油菜翻耕时间的推移降低，而５～１０、
＞１０～２０ｃｍ土层则增加；在０～５、＞５～１０ｃｍ土
层，对照土壤亚硝酸还原酶活性都高于套种油菜处

理，而＞１０～２０ｃｍ土层表现却相反。
２．３　套种油菜绿肥对葡萄园土壤磷酸酶活性的
影响

土壤有机磷转化受多种因子的制约，尤其是磷

酸酶的参与，可加速有机磷的脱磷速度，磷酸酶对

土壤磷素的有效性具有重要作用，其活性直接影响

着土壤中有机磷的分解转化及其生物有效性，是评

价土壤磷素生物转化方向与强度的指标。从图５、
图６可以看出，各处理土壤碱性磷酸酶活性随土层
从上至下逐渐降低，随油菜翻耕时间的推移变化不

明显；０～５ｃｍ土层套种油菜处理碱性磷酸酶活性
随油菜翻耕时间的推移略有增加，而且高于对照。

酸性磷酸酶活性与碱性磷酸酶活性表现一致。

２．４　套种油菜绿肥对葡萄园土壤速效钾含量的
影响

葡萄生产对钾的需求较大，在葡萄生长过程
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中，土壤中充足的钾供给是保证葡萄丰产优质的前

提。从表２可以看出，套种油菜处理和对照在０～
２０ｃｍ土层的土壤速效钾含量随土层从上到下逐渐
降低，各层土壤速效钾含量表现为对照高于套种油

菜处理。油菜粉碎翻耕还田后，从４月９日到５月９
日，套种油菜处理０～５ｃｍ土层速效钾含量增加了
８．８％，而对照只提高了４．８％。
表２　套种油菜绿肥对葡萄园不同层次土壤速效钾含量的影响

时间

（月－日） 处理
土壤速效钾含量（ｍｇ／ｋｇ）

０～５ｃｍ ＞５～１０ｃｍ ＞１０～２０ｃｍ

０４－０９ 对照 ８９３±１０ ７４６±２１ ６３６±１６

套种油菜 ７９６±１５ ６３６±１６ ４９５±１２

０５－０９ 对照 ９３６±２１ ７８０±１５ ６５６±１５

套种油菜 ８６６±１５ ６３９±６ ４７９±２１

３　讨论与结论

３．１　套种油菜对葡萄园土壤养分含量的影响
句容旱地葡萄园地力底子差［３］，严重制约着葡

萄生产，因此，提高土壤地力是发展葡萄产业的基

础。要提高葡萄园土壤肥力，可以采用平衡施

肥［４］、增施有机肥［５］、生草栽培［６－７］等措施。本研

究采用葡萄园套种宁杂１８１８油菜，在盛花期作为绿
肥粉碎还田，油菜属于越冬作物，而葡萄在１１月下
旬逐渐进入休眠状态，油菜可以吸收土壤中的养

分，与葡萄不存在竞争，同时，油菜、葡萄所需养分

比例不一样，油菜对氮磷钾的吸收比例约为

１∶０．５∶０．９［８］，油菜在冬春季生长过程中吸收土
壤中的养分，储存于秸秆中，粉碎还田后，在增加土

壤有机质含量的同时，释放钾等矿质养分。因此，

０～５ｃｍ土层中，套种油菜处理在油菜还田之后１５、
４５ｄ的有机质含量比对照分别增加了 ５．７％、
８８％，而土壤中速效钾含量表现为对照高于套种油
菜处理，速效钾含量的增加速度则表现为套种油菜

处理大于对照。刘新红等有相似的报道［９－１１］。土

壤不同形态氮素养分表现为４月９日对照硝态氮含
量高于套种油菜处理；同样，间隔１个月后，于０～
５、＞５～１０、＞１０～２０ｃｍ土层中，套种油菜处理硝
态氮含量分别增加８１．３％、４４．２％、４２．７％，对照仅
增加２１．７％、２４１％、８．９％，表层土壤套种油菜处
理的增加速度远远大于对照，这可能是因为油菜秸

秆在腐烂矿化过程中，微生物要消耗土壤中的氮来

满足碳氮比，随着秸秆矿化的进程，微生物消耗土

壤中的氮逐渐减少。

３．２　套种油菜对葡萄园土壤酶活性的影响
土壤酶是具有生物催化活性作用的特殊物质，

它参与了土壤中许多重要的生化过程，土壤酶活性

在一定程度上影响着土壤的养分含量。本研究在

油菜翻耕还田１５、４５ｄ后，对照土壤脲酶、硝酸还原
酶、亚硝酸还原酶活性均高于套种油菜处理，与硝

态氮养分含量表现一致；土壤脲酶活性在土层垂直

方向的表现为从上往下降低，但在翻耕４５ｄ时套种
油菜处理表现为先降后升，＞１０～２０ｃｍ土层脲酶
活性基本不变，孙海燕等有相似的研究报道［１２］；套

种油菜处理亚硝酸还原酶活性在土层垂直方向上

表现为先降后升，每个土层的亚硝酸还原酶活性均

随油菜翻耕时间的推移而提高，而对照则逐渐降

低，随油菜翻耕时间的变化不大。这可能是由于油

菜秸秆翻耕入土，土壤中油菜秸秆量由浅入深逐渐

减少，同时，土壤微生物种群也逐渐减少［１３］。

磷酸酶对加速有机磷的矿化至关重要，油菜在

葡萄休眠的时候从土壤中吸收矿质磷，贮存于秸秆

中，秸秆粉碎翻耕入土后，在微生物的作用下，秸秆

中的磷再次释放出来。本研究结果显示，０～５ｃｍ
土层套种油菜处理碱性磷酸酶、酸性磷酸酶活性均

高于对照，在土壤垂直方向上随土层从上到下逐渐

降低。周东兴等有相同的研究结果［１４－１５］。

在本试验中，葡萄园套种宁杂１８１８油菜，油菜
的生长期为葡萄休眠期，吸收土壤中的养分储存于

秸秆中，３月下旬油菜盛花期粉碎还田，秸秆降解提
高了土壤有机质含量，矿化过程中，缓慢释放氮磷

钾等矿质养分供给葡萄生长，葡萄此时刚萌动，所

需养分逐渐增大，因此，很好地调控了葡萄园土壤

养分供给。葡萄园套种宁杂１８１８油菜，油菜还田降
解过程中，微生物要消耗一部分氮素，土壤中的硝

态氮含量及土壤脲酶、硝酸酶和亚硝酸酶活性低于

不种油菜对照。随着油菜秸秆降解释放养分，土壤

中氮素养分含量及相关酶活性迅速提高，适当补施

氮肥可以弥补前期的不足。因此，葡萄园套种宁杂

１８１８油菜是一项有效培肥地力的技术措施。
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绿针假单胞菌 ＹＬ－１高产荧光性嗜铁素的
摇瓶发酵工艺优化

余文杰１，２，乔俊卿２，易厚天３，左　杨２，刘永锋２，刘邮洲１，２

（１．南京农业大学植物保护学院，江苏南京２１００９５；２．江苏省农业科学院植物保护研究所，江苏南京 ２１００１４；

３．华东师范大学统计学院，上海２００２４１）

　　摘要：绿针假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｃｈｌｏｒｏｒａｐｈｉｓ）ＹＬ－１是一种对多种病原菌均有良好防治效果的生防菌株，前期
研究结果表明，在室内缺铁培养基和自然环境中，绿针假单胞菌的主要抑菌物质是其分泌的荧光性嗜铁素

（Ｐｙｏｖｅｒｄｉｎｅ，简称ＰＶＤ）。为提高其嗜铁素的产量，采用摇瓶培养发酵，通过 Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计、中心组合
（ＣＣＤ）试验设计和响应曲面法，优化ＹＬ－１菌株高产嗜铁素的发酵培养基成分和发酵条件，最终获得 ＹＬ－１菌株高
产嗜铁素的最佳培养基成分为１．５２ｇ／Ｌ丁二酸、２．００ｇ／Ｌ丁二酸钠、０．８８ｇ／ＬＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、０．５０ｇ／Ｌ（ＮＨ４）２ＳＯ４、

０．５０ｇ／Ｌ蔗糖、３．４９ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４，５．４４ｇ／ＬＫ２ＨＰＯ４，最佳培养条件：温度为２６℃，ｐＨ值为７．０，发酵时间为３６ｈ，接种

量为２％，转速为１８０ｒ／ｍｉｎ，装液量为２５０ｍＬ三角瓶装５０ｍＬ液体。摇瓶试验结果表明，优化培养基成分及培养条件
后，菌株ＹＬ－１嗜铁素的产量提高４３．１８％，Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６００ｎｍ值为２．３６，优化效果明显。

　　关键词：绿针假单胞菌；荧光性嗜铁素ＰＶＤ；发酵培养基；发酵条件；工艺优化
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　　铁是一种地壳中广泛存在的微量元素，同时也
是许多生物体维持正常生命活动所必需的，但由于

铁元素的特性导致自然环境中可以使用的自由铁

浓度远低于大部分微生物的生理需求［１］。为吸收

土壤中的铁元素以满足自身需求，生物体需要形成

一套高效的铁吸收机制来维持自身生命活动，包括

还原机制、螯合机制以及质子化机制，其中，利用嗜

铁素（ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ，别称铁载体）来运转外界铁离子
是生物体较为重要的一种螯合机制［２］。

假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐｐ．）是一种常见的革
兰氏阴性菌，广泛存在于自然环境中，可以抑制多

种植物病原菌的生长［３］。假单胞菌可以产生多种

抗菌物质，已报道的主要是吩嗪类 （Ｐｈｅｎａｚｉｎｅ，简称
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