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两种生物农药对土壤蔗糖酶活性的影响
陈红军，孟虎，陈钧鸿

海南大学材料与化工学院，海南 海口 570228
摘要：采集海南省儋州市国家热带农业高新技术示范园土样中农田土样，在分析土壤基本理化性质的基础上，用3,5-二硝基水杨酸比色法测定法。研究了不同模拟条件下苏云金杆菌、井冈霉素A对土壤蔗糖酶活性的影响。结果表明:不同浓度、pH条件下这两种生物农药对土壤蔗糖酶表现出不同程度的激活作用。在30 d的培养时间内，苏云金杆菌（bacillus thuringiensis）对土壤蔗糖酶活性影响的趋势是激活→抑制→恢复，而且波动范围较大；井岗霉素A（jinggangmycin A）对土壤蔗糖酶活性影响程度相对较小，总的趋势是激活→抑制。总体来看，施用这两种生物农药有利于提高土壤蔗糖酶的活性。 
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土壤酶是土壤的重要组分，主要来自微生物、植物和动物的活体或残体，参与包括土壤生物化学过程在内的自然界物质循环，在土壤的发生发育以及土壤肥力的形成过程中起有重要作用[1]。土壤酶活性与土壤理化性质密切相关，任何影响土壤性质的因素都可能对土壤酶的活性产生影响。通过研究外来物质对土壤酶和微生物的影响来评价土壤生态环境，或者将其作为一项生态毒理学指标，判断外来物质对土壤的污染程度以及可能对生态环境造成的影响，是近年来很活跃的研究领域[2, 3]。土壤蔗糖酶又叫转化酶，是土壤酶中的一种重要的酶类。土壤蔗糖酶与土壤中有机质、氮、磷含量，微生物数量及土壤呼吸强度有关，其酶促作用产物——葡萄糖是植物、微生物的营养源，直接关系到作物的生长，因此土壤蔗糖酶的强弱反映了土壤的熟化程度和肥力水平，是评价土壤肥力的重要指标[4, 5, 6]。研究表明玉米生长的中前期，土壤微生物量碳、氮与土壤过氧化氢酶、蔗糖酶、脲酶、蛋白酶活性及速效养分的相关性均达到显著或极显著水平[7]。目前国内外针对蔗糖酶活性的影响因素的研究主要局限在多种常用的化学农药[5, 8]、重金属离子[9, 10]、除草剂[11-13]和不同的施肥方式[14, 15]等方面，而针对生物类农药的使用可能对蔗糖酶活性的影响研究报道目前较少。海南省由于特殊的地域特色，病虫害一直比较严重，生物农药作为新型替代农药目前被大量推广使用，大量使用生物农药可能产生的毒副作用尤其是对于土壤酶可能产生的作用尚无研究。优打（bacillus thuringiensis，苏云金杆菌）、井冈霉素A（jinggangmycin A）是海南农业生产中比较常用的生物农药。据报道井冈霉素一直被认为具有低毒、降解半衰期短等优点的生物农药，但是高剂量滥用时可以导致水稻叶片光合产物受阻，褐飞虱成活率增加等问题[16-18]。不同浓度的井冈霉素对于土壤中的可培养微生物数量有一定的影响[16]。土壤微生物的数量与土壤酶活性有一定关系[10]，因此井冈霉素的施用必然会对土壤酶活性产生影响。苏云金杆菌是目前影响最大的一种生物农药，其对土壤微生物种类以及土壤其他酶活性有一定的影响[19]。
本文选取优打、井冈霉素A两种生物农药，采用实验室恒温培养法，探讨了不同质量分数、酸度、培养周期对本地区农田土壤中的蔗糖酶活性影响，为本地区预防其毒性，安全合理使用该两种农药，防止环境污染等生态安全问题提供科学依据。也为其它种类的生物农药的安全合理使用提供一定的参考。与此项目类似的研究目前未见报道。
1  试验材料与方法
1.1  试验材料

1.1.1  土壤

    试验土壤样品来自海南省儋州市，国家热带农业高新技术示范园，蛇形设点，土钻挖取0～20 cm耕作层, 自然风干过1 mm筛。土壤基本理化性质见表1。
表1  供试土壤的基本理化性质
Table 1  The physico-chemical properites of the experimental soils
	土壤类型
	质量分数w/(g·kg-1)
	pH

	
	有机质
	全氮
	全磷(P2O5)
	全钾(K2O)
	

	花岗岩砖红壤
	1.12
	0.0729
	0.0587
	3.35
	5.40


1.1.2  农药 
优打：8000 IU/mg苏云金杆菌（青岛东生药业有限公司）。商品附录推荐剂量（每667 m2施用制剂3000 g）。科诺牌井冈霉素A：5%井冈霉素A（武汉科诺生物农药有限公司）。商品附录推荐施用剂量（每667 m2施用制剂75 g）。
1.2  试验方法

1.2.1  土壤的处理
    取50 mL具塞三角瓶子，各加入土样5 g，分别加入不同质量的苏云金杆菌和井冈霉素A，调节到最大田间持水量的60%，摇匀，37 ℃恒温培养24 h。每处理重复3次。
1.2.2  土壤蔗糖酶的测定

蔗糖酶活性测定方法采用3，5-二硝基水杨酸比色法[1]。以蔗糖为基质，根据酶促产物葡萄糖与3，5-二硝基水杨酸生成有色化合物3-氨基-5-硝基水杨酸的量进行比色测定。同时做标准曲线、无基质对照和无土壤对照试验。
蔗糖酶活性以24 h后每克土样所产生葡萄糖的质量来表示（mg·g-1）。
本试验蔗糖酶活性的抑制率的计算公式为: 抑制率=(A-B)/A×100%，（A为不加农药的土壤蔗糖酶活性，B为加生物农药的土壤蔗糖酶活性。）
所有数据用 Microsoft Excel 2000和国际通用的 SAS9.0 统计软件分析处理。
2  结果与讨论

2.1  不同用量的两种生物农药对土壤蔗糖酶活性的影响，结果见表2。
表2  两种不同农药用量对土壤蔗糖酶活性的影响
Table 2  Effects of two biopesticides at different 
doses levels on invertase activity
	苏云金杆菌
	
	井冈霉素A

	农药用量
/(mg·kg-1)
	蔗糖酶活性
/(mg·kg -1)
	抑制率
/%
	农药用量
/(mg·kg -1)
	蔗糖酶活性
/(mg·kg -1)
	抑制率
/%

	0

1

10

50

200

400

600

1200
	5.02

4.95

5.84

6.69

4.86

4.91

4.94

4.89
	1.42

-16.3

-33.3

3.0

2.25

1.52

2.26
	0

0.03

0.3

1.5

6

12

18

36
	5.02

5.22

5.44

7.17

4.88

4.70

5.65

5.92
	-3.89

-8.44

-42.8

2.78

6.26

-12.5

-1.8


注：蔗糖酶活性以24 h每1 g土样所产生的葡萄糖的质量计（mg）。
试验用苏云金杆菌考虑实际中出现药物集中在地表，以及人为增大剂量等因素，设计试验添加质量分数从1 mg·kg -1开始测定。表2数据表明：随着土壤添加苏云金杆菌的质量分数升高，土壤蔗糖酶活性有明显变化，不同施用剂量范围活性各不相同，表明苏云金杆菌对土壤蔗糖酶活性有一定的影响。质量分数在1 mg·kg -1施用范围内，对土壤蔗糖酶活性有微弱的抑制作用,降幅为1.42%，表明接近实际施用质量分数的苏云金杆菌对土壤蔗糖酶活性有一定的抑制作用。质量分数在10～50 mg·kg -1范围内对土壤蔗糖酶活性有明显的激活作用，增幅在16.3%～33.3%之间，质量分数在50 mg·kg -1最大，增幅为33.3%。质量分数在200～1200 mg·kg -1范围内均有微弱的抑制作用，而且抑制率变化与添加质量分数无明显的关系。

试验用井岗霉素A考虑实际中出现的药物集中在地表，以及人为提施用计量等因素，设计试验添加质量分数从0.03 mg·kg -1开始测定。表2数据表明：不同质量分数的井岗霉素A对土壤蔗糖酶活性影响较大，其波动幅度较苏云金杆菌影响大，主要体现在蔗糖酶活性的升高上，不同的质量分数影响差别较大。质量分数在0.03～1.5 mg·kg -1内，井岗霉素A对土壤蔗糖酶活性有激活作用，随着质量分数的增加活性升高。其中，井岗霉素A质量分数较低时，作用不明显。质量分数在1.5 mg·kg -1活性增幅最大，达到42.8%。质量分数在6～12 mg·kg -1范围内，井岗霉素A对土壤蔗糖酶活性有抑制作用，但不明显，最高降幅仅为6.26%。井岗霉素A土样质量分数在18～36 mg·kg -1范围内，井岗霉素A对土壤蔗糖酶活性有激活作用，但不明显，最高增幅仅为12.5%。
由于试验显示土壤蔗糖酶的活性与两种生物农药质量分数的拟合结果处理均未达到显著相关标准，故结果不做拟合处理。
2.2  两种生物农药不同时间对土壤蔗糖酶活性的影响 
2.2.1  井冈霉素在不同的时间对土壤蔗糖酶活性的影响
见图1。
    从图1可以看出，添加不同质量分数井岗霉素A土样在最初阶段（第16 d以内）对蔗糖酶活性主要表现为反复性激活作用，变化幅度明显。随着作用时间延长，在第18~25 d主要表现为震荡性激活作用，在第25~30 d基本恢复到对照水平，纵观整体变化趋势，三种不同质量分数的井岗霉素A土样对蔗糖酶活性的影响趋势基本类似，但具体变化幅度与质量分数之间未发现有明显相关性。判断井岗霉素A对于蔗糖酶活性的作用时间应大约在25~30 d内。
2.2.2  苏云金杆菌在不同的时间对土壤蔗糖酶活性的影响
见图2。
从图2可以看出，三种添加不同质量分数的苏云金杆菌土壤样品在最初阶段第1~4 d内主要表现为抑制率上升阶段，上升幅度与初期抑制率大小相反。随着时间延长，在第4~12 d内对蔗糖酶活性主要表现为反复性激活作用，变化幅度明显。其中质量分数在1 mg·kg -1、10 mg·kg -1可以恢复到对照水平，质量分数在50 mg·kg-1依旧保持激活状态一直到第28 d。在第12~28 d质量分数在1 mg·kg-1、10 mg·kg-1两种主要表现为震荡性的抑制，第28 d以后对土壤蔗糖酶活性的激活作用随时间延长而加强，质量分数在50 mg·kg -1的苏云金杆菌土样在第28 d以后对土壤蔗糖酶活性的抑制率持续增加。纵观整体变化趋势，三种不同质量分数的苏云金杆菌土样对蔗糖酶活性的影响趋势基本类似，但具体变化幅度与质量分数之间未发现有明显相关性。初步判断苏云金杆菌对于蔗糖酶活性的作用时间应该在30 d以上。
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图1  井岗霉素A不同时间对土壤蔗糖酶活性的影响

Fig. 1  Effects of jinggangmycin A at different incubation time on invertase activity
2.3  外加不同pH值缓冲溶液对土壤蔗糖酶活性的影响
    为研究不同酸度条件下,两种生物农药对土壤蔗糖酶活性的影响，土壤添加苏云金杆菌质量分数为1 mg·kg-1，井冈霉素质量分数为0.03 mg·kg-1，外加不同的pH值缓冲溶液，培养24 h试验结果见表3。
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图2  苏云金杆菌不同时间对土壤蔗糖酶活性的影响

Fig. 2  Effects of bacillus thuringiensis at different incubation time on invertase activity
表3  两种农药在不同 pH值下对土壤蔗糖酶活性的影响
Table 3  Effects of two biopesticide in different 
pH conditions on invertase activity
	项目
	pH值

	
	5.0
	5.5
	6.0
	6.5
	7.5
	8.5

	苏云金杆菌的抑制率

井冈霉素A的抑制率
	3.05

-25.5
	1.42

-3.89
	-1.21

-5.41
	-2.34

-10.44
	-15.9

-12.8
	-3.94

-1.3


表3的数据表明：不同的酸度条件，两种生物农药对土壤蔗糖酶活性的抑制作用幅度不相同。苏云金杆菌在pH值5.5，5.0时表现为对土壤蔗糖酶活性微弱的抑制作用，在弱碱性条件下表现对土壤蔗糖酶活性较强的激活作用。井岗霉素A在几种条件下都对土壤蔗糖酶活性表现为激活作用，不同在pH值激活率不同，在pH值5.0表现为最大。
3  结论
（1）短期内苏云金杆菌在一般的施用计量范围内对土壤蔗糖酶活性具有一定的抑制作用，并且持续时间较短，随着时间延长和质量分数增大可以表现出明显的激活—抑制—恢复的过程。目前直接测苏云金杆菌对土壤蔗糖酶活性的影响的研究未见报道，但是关于含Bt转基因作物生长、分解时作物释放出的苏云金杆菌蛋白对土壤蔗糖酶活性的影响的研究报道较多，主要发现苏云金杆菌对土壤蔗糖酶的激活作用[19, 20]。这与本实验略有不同。井岗霉素A在一般的施用计量范围内对土壤蔗糖酶活性具有持续激活作用，只有在较高质量分数时有大幅度激活—抑制—激活的表现。有报道高浓度井冈霉素对土壤微生物有较大毒性[16]，土壤微生物与土壤蔗糖酶活性有密切的关系[10]，但是从该实验结果尚不能得出井冈霉素对于土壤蔗糖酶有较大毒性的结论。
（2）在外加不同的pH缓冲条件下，酸性条件下苏云金杆菌对土壤蔗糖酶活性有轻微的抑制作用，弱酸性与弱碱性有激活作用。pH为7.5时激活作用最强。井岗霉素A主要表现为激活作用，pH为5.0时激活作用最强。
（3）试验的两种生物农药对土壤蔗糖酶活性的影响，从几个方面的试验方案都表明其规律性，依数性明显方面不如化学农药表现得有规律，这可能与生物农药自身的生产品质要求，对酶活性影响作用机理比较复杂有一定的关系。

（4）试验的两种生物农药，总体上都是激活土壤蔗糖酶活性，这与多数化学农药对土壤蔗糖酶主要表现出的抑制作用有显著的差别，说明生物农药与环境的危害性还是小于普通的化学农药，属于轻度的污染物。需要强调说明的是单纯的谋求激活土壤酶活性，也可能促使土壤养分过早、提前、大量的消耗，造成不必要的浪费。而适时的抑制也可以保存养分，提高作物对土壤养分的利用率。因此作为外来物对土壤酶活性无论是激活还是抑制，如果能结合农作物自身生长周期对各种营养的需求，适时施药才是最主要的，以期达到杀虫和施肥的双重效果。若想达到如此效果还需要在选择生物农药的时候，结合作物生长周期做出全面、科学的评价，因此更有必要在不同生态区开展定位研究和长期观察，慎重施用生物农药。
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Effects of two biopesticides on soil invertase activity

Chen Hongjun, Meng Hu, Chen Junhong

College of Materials and Chemical Engineering, HainanUniversity, Haikou570228, China
Abstract: Soil sample were collected in the national Tropical Agricultural High Technology Demonstrative Zone in Danzhou of Hainan. Based upon the analysis of the physicochemica properties of soil, Influence of bacillus thuringiensis and jinggangmycin A on soil invertase activitiy in different concentration and PH were measured in simulated conditions with 3,5-Dinitrosalicylic Acid Colorimeitry.The results showed that two Biopesticide stimulated soil sucrase activity in different extent.soil sucrase activity was lightly stimulated at first, then restrained, then restrained in 30 days with obvious fluctuation by bacillus thuringiensis,soil sucrase activity was lightly stimulated firstly,then restrained in 30 days by jinggangmycin A. jinggangmycin A has less effect on soil sucrase activity. The results showed that it was generally to increased soil invertase activitiy using the two kinds of Biopesticide.
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