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 MACROBUTTON  AcceptAllChangesShown 摘　要  以苹果（平邑甜茶）幼苗为试验材料，盆栽条件下以万寿菊植株风干粉末拌土熏蒸老苹果园土壤，为环境友好型熏蒸措施防控苹果连作障碍提供理论依据。试验设置老龄苹果园土壤对照（未作处理，CK）、覆膜（未拌入万寿菊，F）、万寿菊1.5 g kg-1+覆膜（1.5T+F）、万寿菊6.0 g kg-1+覆膜（6.0T+F）、万寿菊15.0 g kg-1+覆膜（15.0T+F）。结果表明，与对照相比，万寿菊生物熏蒸处理能显著提高连作土壤中平邑甜茶幼苗的生物量，促进根系生长，提高土壤酶活性，土壤真菌减少、细菌增多。6.0 g kg-1处理的效果最明显，幼苗地上部及根系干重分别为对照的8.1倍、13.1倍，根表面积及根体积分别增加了333.0%、548.4%；脲酶、磷酸酶活性分别较对照高103.6%、77.6%，蔗糖酶活性高出200.4%，过氧化氢酶活性升高64.6%；土壤细菌/真菌比值为219.9，是对照的5.6倍；真菌多样性、均匀度和丰富度指数均降低，优势度指数增加；层出镰孢菌基因拷贝数较对照降低57.9%。主成分分析（PCA）结果显示，万寿菊生物熏蒸处理对连作土壤真菌群落多样性有显著影响，能够显著减少层出镰孢菌的数量。综上，连作土壤中添加6.0 g kg-1万寿菊进行生物熏蒸可提高连作平邑甜茶幼苗生物量，改善连作土壤环境，有效缓解平邑甜茶的连作障碍。
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连作障碍（Hazard posed by continuous cropping to replanting）在全世界苹果主产区普遍发生[1]。近年来，越来越多的研究证实土传病虫害是导致连作障碍的主要原因，如真菌中的柱孢属（Cylindrocarpon）、丝核菌属（Rhizoctonia）、疫霉属（Phytophthora）、腐霉属（Pythium）及镰刀菌属（Fusarium）等[2-4]，各主产区的致病菌种差异很大；某些线虫也可能与连作障碍相关，如穿刺根腐线虫（Pratylenchus penetrans）[5]。因此，研究建立防治土传病虫害的措施是缓解苹果连作障碍的根本。土壤熏蒸（消毒）是破解连作障碍这一难题的有效措施，目前主要依靠化学熏蒸剂，如溴甲烷、棉隆和氯化苦等。溴甲烷能高效、广谱地杀死各种有害生物，但其严重影响地球环境和人类健康，已被淘汰；其他化学药剂虽尚未淘汰，但长期大量使用会对环境和农作物产生污染，危害人类健康[6]，而且化学熏蒸导致土壤酶活性显著下降，极大地降低了农业土壤的可持续生产力[7-8]。因此，发展可行的替代技术抑制土传病虫害并进行有效病虫害管理成为当前研究的热点，生物熏蒸（Biofumigation）应运而生。

    生物熏蒸是利用动植物的有机质在分解过程中产生的挥发性杀生气体抑制或杀死土壤中有害生物的方法。Smolinska等[9]研究表明，埃塞俄比亚芥菜（Brassica carinata）、黑芥子（B. nigra）和芥菜（B. juncea）含有较高的硫代葡萄糖苷（GSLs）能释放出异硫氰酸酯（ITCs），对土壤中的尖孢镰刀霉（Fusarium oxysporum）病原体有很好的抑制作用。目前，菊科植物、绿肥、家禽粪便等均被用作生物熏蒸材料以有效防治土传病害及植物根结线虫[10-11]，但关于生物熏蒸的报道主要是使用芸薹属植物。本研究前期室内抑菌试验发现万寿菊（Tateges erecta）具有较强的抑菌效果。万寿菊为菊科万寿菊属一年生草本植物，其含有的挥发性成分具有抗菌、抑菌及杀虫等多种生物活性。范志宏等[12]研究表明，万寿菊根提取物对西瓜枯萎病菌有明显的抑制作用，其中以精油类的抑菌效果最好，且能促进植株生长，有效减轻西瓜枯萎病菌对植株的毒害作用。作为一种商业化色素的新来源，万寿菊的种植面积日益增长，对于万寿菊鲜花的利用研究较多，并已用于工业生产中。但对于万寿菊秸秆及叶子，采收后的万寿菊植株大部分被随意抛弃或就地焚烧，造成资源浪费且焚烧产生大量有害气体，对环境造成严重的污染[13]。寻求高效、经济的万寿菊废弃植株利用途径是值得研究的课题，用万寿菊作为生物熏蒸剂克服苹果连作障碍尚未见报道。本研究用万寿菊风干粉末对老龄苹果园土壤进行熏蒸，探讨万寿菊生物熏蒸对苹果幼苗及连作土壤环境的影响，以期为生产中利用生物熏蒸防治苹果连作障碍提供理论依据。

1  MACROBUTTON  AcceptAllChangesShown 材料与方法 
1.1 试验材料

试验于2015年4月—2016年12月在山东农业大学园艺科学与工程学院、国家苹果工程技术研究中心及作物生物学国家重点实验室进行。
试验用土取自山东省泰安市满庄镇小王庄村25 a生老龄苹果园，取自距树干80 cm，去表层土后深10~40 cm的区域，多点随机取样，混匀备用。土壤类型为棕壤。土壤基本理化性质如下：硝态氮NO3- -N5.5 mg kg-1，铵态氮NH4+-N3.8 mg kg-1，有效磷9.3 mg kg-1，速效钾90.6 mg kg-1，有机质含量5.3 g kg-1。
供试植物材料为实生平邑甜茶（Malus hupehensis Rehd.）苹果幼苗，种子于4℃层积30 d左右，待种子露白后，于2015年12月9日播种于育苗基质中，幼苗长至6片真叶，备用。
熏蒸用万寿菊（Tateges erecta）为播种繁育的盆栽试材，于2015年4月中旬播种，8月中旬收集全株，用自来水冲洗干净后，自然风干，以粉碎机粉碎，过30目筛，装入封口袋备用。
1.2  试验设计
    试验设置5个处理，分别为：①老龄苹果园土壤对照（未作处理，CK）；②覆膜（未拌入万寿菊，F）；③万寿菊1.5 g kg-1+覆膜（1.5T+F）；④万寿菊6.0 g kg-1+覆膜（6.0T+F）；⑤万寿菊15.0 g kg-1+覆膜（15.0T+F）。
2016年1月10日进行熏蒸处理，在每个泥瓦盆盆底（盆直径23 cm，高18 cm）放置滤纸，将不同添加量的万寿菊（0、1.5、6、15 g kg-1）与老龄苹果园土壤拌匀后装盆，每盆装3.0 kg混合土，浇透水，覆膜熏蒸，15 d后，去膜晾7 d。选取长势一致的6叶平邑甜茶幼苗进行移栽。每处理20盆，每盆2株幼苗，随机排列，正常肥水管理，每个月施1次复合肥（氮磷钾复混肥料15-15-15），每盆施用6 g，施肥后浇水，每3天浇水1次，每次浇水500 ml。

    栽植幼苗生长120 d取样测定相关指标。土壤样品采集：每个处理取3盆作为3次重复，去掉表层土壤和盆周围的土壤，取根际土，并将土壤装入黑色塑料袋带回实验室，过12目筛（1.70 mm）取大约500 g分装至3个封口袋保存，一份4℃冷藏备用，用于土壤微生物数量的测定；一份风干，用于土壤酶测定；一份-20℃冰箱保存，用于提取DNA，进行末端限制性片段长度多态性（Terminal restriction fragment length polymorphism，T-RFLP）分析及实时荧光定量分析。植物样品整株采集，轻轻抖落根部土壤，用清水冲洗干净，将样品及时带回实验室进行处理，测定株高、干重等指标。
1.3  测定指标及方法
    生物量测定采用常规称重方法。
    根系形态指标测定：将平邑甜茶幼苗根系用清水洗净，放于盛有水的硬塑料盒中，在水中平铺展开，使用专业版WinRHIZO（2007年版）根系分析系统处理样品图像，记录根长度、根系表面积和根体积。
    土壤酶测定参照关松荫[14]的方法。脲酶测定采用比色法，以24 h后1 g土壤中NH3-N的质量（mg）表示脲酶活性，用NH3-N mg g-1 d-1表示。过氧化氢酶采用容量法，以1 g土壤的 0.1 mol L-1高锰酸钾毫升数表示过氧化氢酶活性，用ml g-1表示。磷酸酶采用磷酸苯二钠比色法，以1 g土壤的酚毫克数表示磷酸酶活性，用mg g-1 d-1表示。蔗糖酶测定采用比色法，以24 h后1 g土壤中葡萄糖的质量（mg）表示蔗糖酶活性，用mg g-1 d-1表示。
    土壤微生物测定：细菌、真菌、放线菌均用平板涂抹法测定，测定前计算水分系数。细菌采用牛肉膏蛋白胨培养基，真菌采用马丁氏培养基，放线菌采用高氏一号培养基[15]。
    样品基因组总DNA的提取及纯化按照E. Z. N.A. Soil DNA Kit说明书进行操作，用于T-RFLP技术分析和实时荧光定量核酸扩增检测系统（qPCR）。
    T-RFLP分析：①ITS-PCR扩增。用于内转录间隔区（Internal transcribed spacer，ITS）片段扩增的引物采用带羧基荧光素（FAM）荧光标记的真菌通用引物ITS1-F-FAM和ITS4，由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。ITS1-F-FAM( 5'→3')：CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA；ITS4( 5'→3') ：TCCTCCGCTTATTGATAGC。ITS扩增反应体系为: 12.5 μl 2 × Taq MasterMix，1 μl DNA模板，ITS1-F和ITS4(10 μmol L-1) 各1.5 μl，加dd H2O至25 μl。PCR反应条件：94℃预变性3 min；94℃变性60 s，51℃退火60 s，72℃延伸60 s，共34个循环；最后72℃延伸10 min。取5μl ITS-PCR扩增产物经2%琼脂糖凝胶电泳检测，按照 PCR产物纯化试剂盒说明书进行PCR产物纯化，-20℃保存备用。②酶切。用限制性内切酶Hha I对上述PCR纯化产物进行酶切。酶切反应体系为30 μl：含10 μl ITS-PCR纯化产物、2 μl Hha I (10 U μl-1) 、2 μl 10×Buffer，加dd H2O至30 μl。置于37℃水浴中温育4 h，酶切完毕后65℃水浴20 min终止反应。将酶切产物送至生工生物工程（上海）股份公司进行测序。对测序结果进行真菌群落多样性分析（多样性指数、优势度指数、均匀度指数和丰富度指数）、聚类分析和主成分分析[16]。
    实时荧光定量采用CFX ConnectTM Real-Time System （Bio-Rad，美国）对土壤中层出镰孢菌基因拷贝数进行绝对定量分析。实时荧光定量PCR体系依据SYBR Premix Ex TaqTMKit TaKaRa试剂盒说明步骤完成。25 μl PCR反应体系：DNA模板1.5 μl；SYBR Premix Ex Taq Ⅱ 12.5 μl；引物各1 μl；ddH2​​O 9 μl。层出镰孢菌PCR扩增反应程序：95℃预变性30 s；95℃变性5 s；60℃退火30 s；共计40个循环[17]。

1.4  数据分析
    试验数据采用Microsoft Excel 2003进行计算和作图，通过SPSS 19.0进行方差分析，采用邓肯（Duncan′s）新复极差法进行差异显著性检测，用Origin 8.5完成对试验数据的制图。
2  MACROBUTTON  AcceptAllChangesShown 结 果 
2.1 万寿菊生物熏蒸对平邑甜茶幼苗生长的影响
    与对照相比，不同添加量的万寿菊生物熏蒸处理均对苹果幼苗生长有促进作用，均使平邑甜茶幼苗生物量有所增加（表1）。其中以6.0T+F处理的效果最好，其株高、地径、地上部及根系干重分别为对照的3.6倍、1.5倍、8.1倍和13.1倍，与对照差异显著。1.5T+F处理的分别为对照的2.1倍、1.1倍、3.9倍、5.8倍；15.0T+F处理的分别为对照的1.9倍、1.3倍、4.8倍、6.4倍（表1）。单独覆膜处理对平邑甜茶幼苗生长有促进作用，各项指标分别为对照的1.3倍、1.2倍、2.2倍和3.1倍。

表1 万寿菊生物熏蒸下平邑甜茶幼苗生长指标
Table 1 Growth indices of Malus hupehensis Rehd. seedlings in soils biofumigated with Tateges erecta powder

	处理

Treatments
	株高

   Plant height (cm)
	地径

Ground diameter (cm)
	干重 Dry weight (g)

	
	
	
	地上部Shoot
	根系Root

	CK
	9.0±0.6c
	1.96±0.16c
	1.59±0.16e
	0.90±0.07d

	F
	12.0±0.6c
	2.36±0.27bc
	3.47±0.30d
	2.79±0.44c

	1.5T+F
	19.0±1.5b
	2.07±0.04bc
	6.12±0.16c
	5.25±0.22b

	6.0T+F
	32.7±2.3a
	3.02±0.02a
	12.82±0.42a
	11.77±0.43a

	15.0T+F
	17.3±1.4b
	2.48±0.03b
	7.66±0.14b
	5.77±0.34b


    注：CK，老龄苹果园土壤对照；F，覆膜处理，未拌入万寿菊；1.5T+F，万寿菊1.5 g kg-1+覆膜处理；6.0T+F，万寿菊6.0 g kg-1+覆膜处理；15.0T+F，万寿菊15.0 g kg-1+覆膜处理。同列数字后不同小写字母表示差异显著（p＜0.05），下同Note: CK、F、1.5T+F、6.0T+F、15.0+F stands for Treatment CK (untreated old orchard soil), Treatment F (mulched with film), Treatment 1.5T+F (1.5 g kg-1 Tateges erecta powder incorporated and mulched with film), Treatment 6.0T+F (6.0 g kg-1 Tateges erecta powder plus mulching), Treatment 15.0T+F (15.0 g kg-1 Tateges erecta powder plus mulching). Different lowercase letters in the same column indicate significant difference at 0.05 level. The same below
2.2  万寿菊生物熏蒸对平邑甜茶幼苗根系的影响
    与对照相比，不同添加量的万寿菊生物熏蒸处理均对苹果幼苗根系生长起到明显促进作用（表2）。其中以6.0T+F处理的效果最好，平邑甜茶幼苗的根长度、根表面积、根体积及根尖数显著增加，分别较对照增加了226.5%、333.0%、548.4%和142.7%，与对照差异显著。1.5T+F处理的分别增加了52.4%、45.9%、82.8%、43.9%；15.0T+F处理的分别增加了42.4%、98.3%、178.9%、18.4%。单独覆膜处理对平邑甜茶幼苗根系生长也有促进作用，各项指标分别较对照增加33.4%、41.4%、73.9%和3.2%，但与对照差异不显著。
表2 万寿菊生物熏蒸下平邑甜茶单株幼苗根系的生长
Table 2 Growth of Malus hupehensis Rehd. seedling roots in soils biofumigated with Tateges erecta powder

	处理

Treatments
	根长度
Roots length (cm)
	根表面积

Roots surface area (cm2)
	根体积
Roots volume (cm3)
	根尖数

Root tips

	CK
	399.0±21.06c
	105.3±7.10b
	2.20±0.19b
	1 175±77.25b

	F
	532.1±43.19bc
	148.9±21.22b
	3.83±0.41b
	1 212±77.32b

	1.5T+F
	608.0±39.03b
	153.7±17.99b
	4.02±0.19b
	1 691±218.98b

	6.0T+F
	1 302±18.98a
	456.1±45.32a
	14.26±1.87a
	2 852±201.33a

	15.0T+F
	568.2±27.64b
	208.9±5.48b
	6.13±0.31b
	1 392±188.78b


2.3  万寿菊生物熏蒸对苹果连作土壤酶活性的影响

与对照相比，不同添加量的万寿菊生物熏蒸处理显著提高了连作土壤酶活性（图1）。其中，脲酶、磷酸酶活性以6.0T+F处理的效果最好，分别较对照高103.6%、77.6% (图1A、图1B)；蔗糖酶活性以15.0T+F处理的最高，较对照高302.0%，6.0T+F处理的较对照高200.4%（图1C）。过氧化氢酶活性以6.0T+F和15.0T+F处理的活性最高，均较对照高64.6%（图1D）。单独覆膜处理使脲酶、磷酸酶、蔗糖酶、过氧化氢酶活性分别提高37.7%、20.3%、88.9%和10.8%。

[image: image3]
    注：图中各处理数据均为3次重复的平均值，图柱上不同小写字母表示差异显著（p＜0.05）Note: Data are the means of three replicates, and the different letters over on the columns indicate significant differences at p < 0.05
图1 万寿菊生物熏蒸对连作条件下脲酶（A）、磷酸酶（B）、蔗糖酶（C）和过氧化氢酶（D）活性的影响

Fig.1 Effects of biofumigation with Tateges erecta powder on soil enzyme activities (Soil urease activity (A), phosphatase activity (B), invertase activity(C), and catalase activity (D)) in soils under continuous cropping 
2.4 万寿菊生物熏蒸对土壤微生物数量的影响
   与对照相比，连作土壤中加入不同量的万寿菊熏蒸后，各处理土壤中的真菌数量明显减少，细菌、放线菌数量显著增加，细菌/真菌比值变大（表3）。以6.0T+F处理的效果最好，细菌/真菌比值为219.9，是对照的5.6倍；其次是15.0T+F处理的（137.0），为对照的3.5倍。说明万寿菊生物熏蒸明显改善了土壤微生物群落结构，使连作土壤真菌减少、细菌增加，向细菌型土壤转化，微生物环境优化，有利于根系生长发育和植株生长。
表3 万寿菊生物熏蒸下土壤微生物数量

Table 3 Population of soil microorganisms in soils biofumigated with Tateges erecta powder

	处理

Treatments
	细菌
Bacteria (×105CFU g-1 soil)
	真菌
Fungi (×103CFU g-1 soil)
	放线菌
Actinomycetes (×104CFU g-1 soil)
	细菌/真菌
Bacteria/ Fungi

	CK
	20.33±1.45e
	52.33±0.88a
	12.33±0.88d
	38.9±3.41e

	F
	24.33±0.88d
	47.00±0.58b
	21.33±0.88c
	51.8±2.37d

	1.5T+F
	27.67±1.20c
	43.67±0.33c
	32.33±1.45b
	63.4±3.25c

	6.0T+F
	55.67±0.88a
	25.33±0.67e
	30.33±0.88b
	219.9±2.79a

	15.0T+F
	43.33±0.33b
	31.67±0.88d
	54.67±1.45a
	137.0±3.17b


2.5  不同处理土壤真菌群落结构
    通过多样性指数、聚类分析和主成分分析（PCA）比较万寿菊生物熏蒸对土壤真菌多样性的影响，了解连作苹果园土壤真菌的群落结构特征变化。与对照相比，老龄苹果园土壤加入万寿菊生物熏蒸处理后，土壤真菌群落的多样性、均匀度和丰富度指数均有所下降，但优势度指数明显增加（表4）。由此可见，万寿菊生物熏蒸处理改变了土壤真菌的群落结构，使土壤真菌群落的丰富度、多样性和均匀度降低，某种真菌优势度明显增加。
表4 万寿菊生物熏蒸对土壤真菌多样性的影响

Table 4 Effects of biofumigation with Tateges erecta powder on the soil fungal diversity
	处理

Treatments
	多样性指数
Shannon diversity index
	均匀度指数
Evenness index
	优势度指数
Simpson's index
	丰富度指数
Richness index

	CK
	2.53±0.02a
	0.86±0.01a
	0.096±0.00e
	4.19±0.07a

	F
	1.89±0.02b
	0.72±0.01c
	0.26±0.01b
	2.87±0.00b

	1.5T+F
	1.52±0.03d
	0.73±0.01c
	0.32±0.01a
	1.66±0.00c

	6.0T+F
	1.71±0.00c
	0.82±0.00b
	0.24±0.00c
	1.69±0.01c

	15.0T+F
	1.77±0.04c
	0.87±0.00a
	0.19±0.01d
	1.56±0.09c


    由图2聚类分析可以看出，不同添加量万寿菊生物熏蒸的土壤真菌群落结构与连作土壤完全独立开来，说明万寿菊生物熏蒸处理后明显改变了连作苹果园土壤的真菌群落结构。其中，6.0T+F处理和15.0T+F处理间关系较近，F和1.5T+F间关系较近。
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图2 不同处理间真菌末端限制性片段长度多态性（T-RFLP）图谱的聚类分析
Fig. 2 Cluster analysis of T-RFLP patterns of fungi in the soil relative to treatment
根据不同处理间的末端限制性片段（T-RFs）在图谱中的分布及丰度进行主成分分析（PCA）。根据主成分的提取原则，被选的主成分所代表的主轴总长度占所有主轴长度之和的大约85%即可，对各样品获得的所有数据进行主成分分析，前2个主成分特征值的贡献率总和为 99.16%，所以选取2个主成分来进行分析。从图3可以看出，万寿菊生物熏蒸处理与老龄苹果园土壤对照完全分开，说明万寿菊生物熏蒸处理明显改变了老龄苹果园土壤的真菌群落结构。
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图3 不同处理间真菌T-RFLP 图谱的主成分分析

Fig. 3 Principal component analysis of T-RFLP patterns of fungi in the soil relative to treatment
2.6 不同处理土壤层出镰孢菌数量
[image: image4]徐文凤[18]在中国环渤海苹果重茬园中分离出大量镰孢属真菌，分别为尖孢镰孢菌（Fusarium oxysporum）、层出镰孢菌（F. proliferatum）、腐皮镰孢菌（F. solani）和串珠镰孢菌（F. moniliforme）。致病性测定结果表明，层出镰孢菌和串珠镰孢菌致病性最强[18]。利用实时荧光定量技术（Real-time PCR）对层出镰孢菌（F. proliferatum）的基因拷贝数进行绝对定量分析（图4）。结果表明，万寿菊生物熏蒸处理的层出镰孢菌基因拷贝数均低于CK，1.5T+F、6.0T+F、15.0T+F处理分别较对照低49.3%、57.9%、50.6%。单独覆膜处理较对照降低了27.2%。说明万寿菊生物熏蒸能够显著减少层出镰孢菌的数量。

图4 不同处理层出镰孢菌的基因拷贝数
Fig.4 Gene copy number of Fusarium proliferatum in the soil relative to treatment 
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土壤添加剂可以改善土壤结构，影响土壤微生物群落，促进植物生长发育，增强植物自身抗性，提高农作物的品质与产量，所以，在农业生产过程中使用土壤添加剂已成为作物土传病虫害生态防治的重要措施之一[19-20]。苹果连作土壤中添加芥菜籽粉和白芥子粉等绿肥后，能明显促进嘎拉/M26幼树生长[21]。本研究发现，添加6.0 g kg-1的万寿菊粉末进行生物熏蒸可显著增加平邑甜茶幼苗的株高及生物量，尤其是对根系生长促进作用明显。Arnault等[22]发现以洋葱和韭菜加工废料作为土壤生物熏蒸剂可明显改善土壤结构，促进草莓和芦笋生长，可使草莓和芦笋增产15%～20%，与芥菜处理的效果相当。研究中发现万寿菊低浓度（1.5 g kg-1）和高浓度（15.0 g kg-1）添加量的促生效果略差，1.5 g kg-1因为添加量不足，熏蒸效果不理想，15.0 g kg-1虽然添加量大，但效果却不是最理想的，室内的抑菌试验发现万寿菊粉末加水后黏性较大，因此，施入土壤的量太大会导致土壤透气性不良，土壤黏结，不利于根系生长。

土壤酶是土壤中动植物残体分解、植物根系分泌和土壤微生物代谢的产物，是一类具有生物化学催化活性的特殊物质，参与土壤中许多重要的生物化学过程，是土壤中最活跃的部分，直接影响着土壤的代谢性能，且能活化土壤有机质，将其转化为植物可吸收的无机物，其活性大小在一定程度上代表土壤肥力的高低，较高的酶活性水平，能在一定程度上保证作物在土壤肥力贫瘠的土地上生长良好[23]。谷岩等[24]研究发现，大豆重茬使土壤脲酶和转化酶活性均显著降低。苹果连作土壤的过氧化氢酶、脲酶、蔗糖酶和中性磷酸酶活性降低，可能是连作使土壤环境恶化的表现之一，而浇灌3%浓度的有机物料发酵液可提高苹果连作土壤的酶活性[25]。本研究中，老龄苹果园土壤中加入万寿菊粉末生物熏蒸后，土壤酶活性显著提高，综合蔗糖酶、脲酶、磷酸酶、过氧化氢酶活性测定结果看，以6.0 g kg-1处理的效果最好，这说明适宜量的万寿菊粉末施入土壤后不仅具有良好的抑菌或灭菌作用，而且其植物组织腐烂分解后可能改良土壤的理化性质特别是持水性、有机质含量、肥力及通透性等，改善土壤的营养条件，促进植物生长和增产。这与王艳芳等[26]在连作土壤中添加适量甲壳素能提高土壤中蔗糖酶、脲酶、磷酸酶和过氧化氢酶活性的研究结果较为一致。

    土壤微生物是土壤中活的有机体，是最活跃的土壤肥力因子之一[27]。土壤微生物种群在很大程度上决定着土壤中营养物质的分解、循环和能量流动，通过调节土壤环境可以改变土壤微生物的种群组成和多样性，影响土壤生态系统的功能[28]。植物连作后，由于长期受同一类根系分泌物的影响，土壤微生物群落会发生选择性富集，导致土壤微生物群落数量发生变化，扰乱了土壤微生物生态平衡，连作后土壤中细菌的数量总体下降，真菌的数量显著上升，病原菌数量急剧增加，土壤微生物从细菌主导型向真菌主导型转化，使病原菌更容易侵染植物而引发各种土传病害[29]。因此，寻找适宜的控制土传病虫害措施可有效防控连作障碍。随着环保意识的增强，各国学者致力于研究环保型熏蒸措施对土壤中致病病原菌或线虫的抑制或杀生作用。Lazzeri等[30]研究发现，芥子科植物（芥菜、芝麻菜等）作为杀生性绿肥显著减少了腐霉菌属繁殖体的数目。将高GSLs含量的芸薹属植物组织风干制成杀生小球，施入土壤浇水熏蒸处理后发现，该处理与用纯硫代葡萄糖苷和黑芥子酶处理同样对腐霉菌（Pythium ssp.）和立枯丝核菌（Rhizoctonia solani）有很好的熏蒸效果[31]。
    本研究用平板涂布法结合末端限制性片段长度多态性（T-RFLP）技术研究万寿菊生物熏蒸对连作苹果园土壤中微生物数量和真菌群落结构的影响。基于T-RFLP图谱，运用多样性指数和主成分分析比较了不同处理间真菌多样性及群落结构。结果发现，老龄苹果园土壤采取万寿菊生物熏蒸处理后土壤中的真菌数量明显减少而细菌、放线菌数量显著增加，细菌/真菌比值显著增加，以6.0 g kg-1处理的效果最好，细菌/真菌比值为219.9，土壤类型由真菌型向细菌型转变。同时，万寿菊生物熏蒸对连作土壤中真菌种类及丰度均产生了一定的影响，万寿菊生物熏蒸使老龄苹果园土壤中真菌的多样性、均匀度和丰富度降低，优势度增加，这与本实验室以往的研究结果[26]不一致，可能是因为万寿菊生物熏蒸使某些真菌数量明显增加，处于优势地位，也可能是因为万寿菊植株内存在着具有杀菌效果的内生真菌。有研究[32]表明，有些植物内生真菌具有显著的生物熏蒸效果，具体原因有待于进一步深入研究。Hollister等[33]最早利用高通量测序法分析芥菜籽粕（SM，释放烯丙基异硫氰酸酯）对土壤真菌和细菌群落的影响，发现芥菜籽粕显著影响土壤真菌和细菌群落结构，使真菌多样性降低60%，与真菌病害相关的细菌类群丰富度增加（如芽孢杆菌属、假单胞杆菌属和链霉菌属等），有效抑制了真菌病害发生。Hu等[34]研究发现，烯丙基型异硫氰酸酯使真菌数量减少85%，不同类型的异硫氰酸酯使真菌群落组成发生明显改变，如烯丙基型异硫氰酸酯处理土壤后腐质霉属（Humicola）真菌增加，丁基型异硫氰酸酯处理土壤后被孢霉属（Mortierella）真菌增加，但不同的异硫氰酸酯化合物对细菌群落结构影响较小。Weerakoon等[35]研究也发现，芥菜籽粉不仅对连作苹果园土壤中腐霉属（Pythium spp.）病原菌具有抑制作用，而且改变连作土壤中真菌群落结构，这种土壤中原有真菌群落结构的调整，很可能有助于芥菜籽粉抑制腐霉菌对苹果根系的侵染，进而缓解苹果连作障碍 。Yim等[36]研究发现，芥菜生物熏蒸能够促进连作土壤中苹果树的生长，且改变了土壤微生物群落结构，对真菌的影响较细菌明显。Ascencion等[37]研究发现，在三种试验土壤中施用芜菁、甘蓝型油菜、芥菜熏蒸均能有效抑制白菜立枯丝核菌，抑制率分别为96.7%~100%、86.7%~100%、40%~100%，同时显著改变了土壤中微生物的数量和种群结构，3种物质熏蒸后土壤中的细菌数量明显增加，真菌数量减少。
    本研究在设置试验时，同时设置了单独覆膜处理，单独覆膜处理有一定的熏蒸作用，对幼苗及根系生长有促进作用，但促进效果不明显，与对照差异不显著。因此，在生产应用中，连作土壤中添加适量的万寿菊粉浇水覆膜可使连作土壤由真菌型向细菌型转变，而且也有利于维持土壤微生物群落结构的多样性，缓解连作障碍，促进连作条件下苹果幼苗生长发育。
    万寿菊风干粉末生物熏蒸对缓解苹果连作障碍有较好的效果，为使生产上操作性更强，应对万寿菊适宜剂型进行试验，并配套相应的技术措施。近年发展起来的高通量测序技术，对深入研究连作对土壤微生物群落组成和功能变化是较好的技术手段，该技术能够分析某些特定的菌群，如细菌、氨氧化细菌、真菌及一些植物病原菌（镰刀菌类、茄科劳尔氏菌）的变化情况，测定的微生物种类和数量更加多样、丰富，结果也会更加可靠[27]。因此，下一步应采用该测定技术深入研究万寿菊生物熏蒸处理后土壤微生物群落结构的变化和万寿菊的抑菌机理。
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老龄苹果园土壤中添加适量的万寿菊进行熏蒸有助于增加有益细菌的数量，抑制土壤中病原真菌的繁殖，且有利于维持土壤微生物群落结构的多样性，这些变化有利于连作土壤朝着稳定健康的方向发展，促进连作条件下苹果幼苗生长发育，达到缓解苹果连作障碍的目的。
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Effects of Soil Biofumigation Using Tateges erecta Powder on Growth of Malus hupehensis Rehd. Seedlings and Soil Microorganisms in Old Apple Orchard Soil
WANG Xiaofang1,2  XU Shaozhuo1  WANG Mei1  DUAN Yanan1  WANG Haiyan1  SHENG Yuefan1  MAO Zhiquan1† 
(1 State Key Laboratory of Crop Biology/College of Horticultural Science and Engineering, Shandong Agruicultural University, Tai′an, Shandong 271018, China)

(2 Shandong Institute of Pomology, Tai′an, Shandong 271000, China)

 MACROBUTTON  AcceptAllChangesInDoc Abstract   【Objective】Biofumigation has been broadly used to describe the action of fumigants releasing volatile compounds during biodegradation of green manure, organic amendments and compost suppressing soilborne pests and diseases and controlling weeds. It could be considered as a ‘natural’ alternative to chemical fumigation and control of a variety of soilborne diseases and hence has been suggested as a means to mitigate certain adverse effects, like infestation of soil diseases of continuous cropping on the soils. Researches in the past already demonstrated that biofumigation of soils under continuous cropping (SUCC) with Brassica juncea could effectively control soilborne pests and pathogens, change soil microbial community composition, and provide some additional nutrients. In order to explore feasibility of using marigold (Tateges erecta) as biofumigant to alleviate the hazard left by continuous cropping of apple trees in orchards, in an attempt to provide a theoretical basis for extrapolating such an environment friendly fumigation measure to control soil-borne diseases in apple orchards, a pot experiment was carried out【Method】The pot experiment was designed to have 5 treatments, i.e. Treatment CK (untreated old orchard soil), Treatment F (mulched with film), Treatment 1.5T+F (1.5 g kg-1 Tateges erecta powder incorporated and mulched with film), Treatment 6.0T+F (6.0 g kg-1 Tateges erecta powder plus mulching), Treatment 15.0T+F (15.0 g kg-1 Tateges erecta powder plus mulching). All the pots in the experiment were filled up with the same soil from a 25 years old apple orchard in Wangzhuang Village, Manzhuang Town, Tai'an of Shandong, China, divided into five groups and treated separately in line with the designing. Tateges erecta powder was prepared after the plant was washed in tap water, air-dried, and pulverized with a high speed grinder, and then stored in a sealing bag ready for use. All the pots were mulched with film after watering except for Treatment CK. Then 15 days later, all the mulched pots had the film removed and remained exposed to sunlight for 7 days, before Malus hupehensis Rehd. seedlings were planted. At the end of the experiment, samples of the soils and plants in the pots were collected, separately, for analysis of biomass and root morphological indices, activities of soil enzymes (urease, phosphatase, invertase and catalase), soil microbial population and fungal community structure. Soil microbial population was determined with the dilution plating method; fungi community structure with the technique of terminal-restriction fragment length polymorphism (T-RFLP); and copy number of Fusarium proliferatum with the real-time quantitative PCR detecting system (QPCR). 【Result】 Compared with Treatment CK, the biofumigation significantly increase the biomass of apple seedlings, promoted root growth and improved activities of the soil enzymes. And Treatment 6.0T+F was the most significant in effect and was 8.1 and 13.1 times as high as Treatment CK in dry weight of shoot and root, 333.0% and 548.4% higher than Treatment CK in root surface area and root volume, 103.6% and 77.6% higher in activities of urease and phosphatase, respectively, 200.4% higher in invertase activity and 64.6% higher in catalase activity. Besides, the treatment was higher in bacterial population, but lower in fungal population, with the ratio of bacteria to fungi reaching up to 219.9, or about 5.6 times that of Treatment CK, and consequently lower in Shannon diversity index, evenness index and richness index but higher in Simpson's index of the fungi community. And gene copies of Fusarium proliferatum decreased by 57.9% in the treatment. Principal component analysis (PCA) showed that the fungal communities in the soils varying in Tateges erecta powder treatment rate were completely separated from that in the control. 【Conclusion】To sum up, Biofumigation using Tateges erecta powder at a proper rate (6.0 g kg-1) of old orchard soils may increase the number of beneficial bacteria, inhibit propagation of soil pathogenic fungi, and preserve  the diversity of the soil microbial community structure, and then effectively alleviate the hazard continuous cropping poses to replanting and improve growth of the replants.
 MACROBUTTON  AcceptAllChangesInDoc Key words   Malus hupehensis Rehd.; Replant hazard; Tateges erecta; Biofumigation; Soil enzyme activity; Fusarium proliferatum 
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		CK		0.116952032		0.116952032

		F		0.1637070554		0.1637070554

		1.5T+F		0.1550627113		0.1550627113

		6.0T+F		0.0818535277		0.0818535277

		15.0T+F		0.2309401077		0.2309401077



处理 Treatment

蔗糖酶活性 
Invertase activity(mg g-1 24 h-1)
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e
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2.7366666667
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6.5733333333
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脲酶

				以24小时后1g土壤中NH3-N的质量（mg）表示脲酶活性（Ure）

						Ure=a*V*n/m						单位：mg/g

				a为由标准曲线求得的NH3-N浓度（mg/ml）；V为显色液体积（50ml）；n为分取倍数，15；m为烘干土重（g）,5g

		标准曲线的横坐标为浓度，纵坐标为吸光度

						样品 ID		类型		Ex		浓度		WL578.0		a值		脲酶活性

		CK连		14		14		Unknown				*****		0.049		0.0075643634		1.1346545165

				15		15		Unknown				*****		0.054		0.0086702645		1.3005396797

				16		16		Unknown				*****		0.051		0.0080067239		1.2010085818

		CK膜		17		17		Unknown				*****		0.069		0.0119879678		1.7981951694

				18		18		Unknown				*****		0.061		0.0102185261		1.5327789083

				19		19		Unknown				*****		0.065		0.0111032469		1.6654870388

		0.05%		2		2		Unknown				*****		0.079		0.01419977		2.1299654959

				3		3		Unknown				*****		0.078		0.0139785898		2.0967884632

				4		4		Unknown				*****		0.072		0.0126515084		1.8977262674

		0.20%		5		5		Unknown				*****		0.089		0.0164115721		2.4617358223

				6		6		Unknown				*****		0.087		0.0159692117		2.3953817571

				7		7		Unknown				*****		0.091		0.0168539326		2.5280898876

		0.50%		8		8		Unknown				*****		0.081		0.0146421304		2.1963195612

				9		9		Unknown				*****		0.083		0.0150844908		2.2626736265

				10		10		Unknown				*****		0.085		0.0155268513		2.3290276918

																						脲酶活性

																						1.13

																						1.3

																						1.2

																						1.8

																						1.53

																						1.67

																						2.13

																						2.1

																						1.9

																						2.46

																						2.4

																						2.53

		高温灭菌		11		11		Unknown				*****		0.007		-0.0017252057		-0.2587808546				2.2

				12		12		Unknown				*****		0.007		-0.0017252057		-0.2587808546				2.26

				13		13		Unknown				*****		0.008		-0.0015040255		-0.225603822				2.33
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磷酸酶

		

		以每克土壤的酚毫克数表示（若用P的毫克数表示，结果需乘0.32，若用P2O5的毫克数表示，需乘2.29）

				标准曲线的横坐标为浓度，纵坐标为吸光度														单位：Phenol mg·g-1·24h-1

												570nm吸光度		标准曲线查得值				磷酸酶活性

		CK		11		Unknown				*****		0.019		0.0035845428		0.3584542752		0.8208602903

				12		Unknown				*****		0.018		0.0032931165		0.3293116512		0.7541236813

				13		Unknown				*****		0.018		0.0032931165		0.3293116512		0.7541236813

		CK(膜)		17		Unknown				*****		0.021		0.0041673952		0.4167395232		0.9543335082

				18		Unknown				*****		0.02		0.003875969		0.3875968992		0.8875968992

				19		Unknown				*****		0.021		0.0041673952		0.4167395232		0.9543335082

		0.05%		5		Unknown				*****		0.024		0.005041674		0.5041673952		1.1545433351

				6		Unknown				*****		0.023		0.0047502477		0.4750247712		1.0878067261

				7		Unknown				*****		0.023		0.0047502477		0.4750247712		1.0878067261

		0.20%		14		Unknown				*****		0.027		0.0059159527		0.5915952672		1.354753162

				15		Unknown				*****		0.028		0.0062073789		0.6207378912		1.4214897709

				16		Unknown				*****		0.027		0.0059159527		0.5915952672		1.354753162

		0.50%		2		Unknown				*****		0.025		0.0053331002		0.5333100192		1.221279944

				3		Unknown				*****		0.026		0.0056245264		0.5624526432		1.288016553

				4		Unknown				*****		0.025		0.0053331002		0.5333100192		1.221279944

		MB		8		Unknown				*****		0.012		0.0015445591		0.1544559072		0.3537040275				磷酸酶活性

				9		Unknown				*****		0.013		0.0018359853		0.1835985312		0.4204406365				0.82

				10		Unknown				*****		0.014		0.0021274116		0.2127411552		0.4871772454				0.75

																						0.75

																						0.95

																						0.89

																						0.95

																						1.15

																						1.09

																						1.09

																						1.35

																						1.42

																						1.35

																						1.22

																						1.29

																						1.22
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蔗糖酶

		标准曲线的横坐标为浓度，纵坐标为吸光度

		以24小时后1g土壤中葡萄糖的质量（mg）表示蔗糖酶活性（Suc）

		Suc=a·V·n/m						单位：mg/g

		a为标准曲线求得的葡萄糖浓度（mg/ml）；V为显色液体积（50ml）；n为分取倍数，20；m为烘干土重（g），5g

												508nm吸光度		a值		蔗糖酶活性

		Ck连		12		Unknown				*****		0.162		0.0125525526		2.5105105105

				13		Unknown				*****		0.188		0.0145045045		2.9009009009

				14		Unknown				*****		0.181		0.013978979		2.7957957958

		ck膜		9		Unknown				*****		0.318		0.0242642643		4.8528528529

				10		Unknown				*****		0.346		0.0263663664		5.2732732733

				11		Unknown				*****		0.354		0.026966967		5.3933933934

		0.05%		6		Unknown				*****		0.42		0.0319219219		6.3843843844

				7		Unknown				*****		0.453		0.0343993994		6.8798798799

				8		Unknown				*****		0.425		0.0322972973		6.4594594595

		0.20%		18		Unknown				*****		0.535		0.0405555556		8.1111111111

				19		Unknown				*****		0.539		0.0408558559		8.1711711712

				20		Unknown				*****		0.553		0.0419069069		8.3813813814

		0.50%		15		Unknown				*****		0.756		0.0571471471		11.4294294294

				16		Unknown				*****		0.699		0.0528678679		10.5735735736

				17		Unknown				*****		0.726		0.0548948949		10.978978979

																						蔗糖酶活性

																						2.51

																						2.9

																						2.8

																						4.85

																						5.27

		MB		2		Unknown				*****		0.162		0.0125525526		2.5105105105						5.39

				3		Unknown				*****		0.152		0.0118018018		2.3603603604						6.38

				4		Unknown				*****		0.237		0.0181831832		3.6366366366						6.88

				5		Unknown				*****		0.226		0.0173573574		3.4714714715						6.46

																						8.11

																						8.17

																						8.38

																						11.4

																						10.6

																						11





过氧化氢酶

		参考紫外分光光度法测定土壤过氧化氢酶活性								V——Vo体积空白溶液所消耗的高锰酸钾体积

										Vs——Vo体积样品溶液所消耗的高锰酸钾体积

										C——高锰酸钾浓度

										W——土壤重量

		计算公式		E=(V-Vs)C*51*17/(Vo*W)				Vo=25ml		W=2.00g		C=0.01mol·L-1		单位：ml/g

						初读数(ml)		终读数(ml)		高锰酸钾用量		过氧化氢酶活性

		空白		1		23.2		28.9		5.7

		CK（连）		1		9.8		14.3		4.5		0.20808

				2		14.3		18.8		4.5		0.20808

				3		18.8		23.2		4.4		0.22542

		CK（膜）		1		33.1		37.5		4.4		0.22542

				2		37.5		41.9		4.4		0.22542

				3		41.9		46.1		4.2		0.2601

		0.05		1		14.5		18.4		3.9		0.31212

				2		1.9		5.7		3.8		0.32946

				3		6.3		10.2		3.9		0.31212

		0.2		1		3		6.7		3.7		0.3468

				2		6.7		10.5		3.8		0.32946						过氧化氢酶活性

				3		10.5		14.1		3.6		0.36414						0.21

		0.5		1		22		25.5		3.5		0.38148						0.21

				2		25.8		29.4		3.6		0.36414						0.23

				3		29.4		33.2		3.8		0.32946						0.23

																		0.23

																		0.26

																		0.31

																		0.33

																		0.31

																		0.33

																		0.36

		高温灭菌		1		10.2		14.35		4.15		0.26877						0.38

				2		14.35		17.75		3.4		0.39882						0.38

				3		17.75		22		4.25		0.25143						0.36

																		0.33





数据显著性分析

		

						单位：mg·g-1·24h-1		单位：Phenol mg·g-1·24h-1		单位：mg·g-1·24h-1		单位：mg/g

						脲酶活性		磷酸酶活性		蔗糖酶活性		过氧化氢酶活性

		Ck连				1.13		0.82		2.51		0.21

						1.3		0.75		2.9		0.21

						1.2		0.75		2.8		0.23

		ck膜				1.8		0.95		4.85		0.23

						1.53		0.89		5.27		0.23

						1.67		0.95		5.39		0.26

		0.05%				2.13		1.15		6.38		0.31

						2.1		1.09		6.88		0.33

						1.9		1.09		6.46		0.31

		0.20%				2.46		1.35		8.11		0.33

						2.4		1.42		8.17		0.36

						2.53		1.35		8.38		0.38

		0.50%				2.2		1.22		11.4		0.38

						2.26		1.29		10.6		0.36

						2.33		1.22		11		0.33

						脲酶活性		磷酸酶活性		蔗糖酶活性		过氧化氢酶活性		脲酶活性		磷酸酶活性		蔗糖酶活性		过氧化氢酶活性

				CK		1.2100		.7733		2.7367		.2167

				F		1.6667		.9300		5.1700		.2400		37.741046832		20.2586206897		88.915956151		10.7692307692

				1.5T+F		2.0433		1.1100		6.5733		.3167		68.870523416		43.5344827586		140.1948842875		46.1538461538

				6.0T+F		2.4633		1.3733		8.2200		.3567		103.5812672176		77.5862068966		200.365408039		64.6153846154

				15.0T+F		2.2633		1.2433		11.0000		.3567		87.0523415978		60.775862069		301.9488428745		64.6307692308

						标准误

						.04933		.02333		.11695		.00667

						.07796		.02000		.16371		.01000

						.07219		.02000		.15506		.00667

						.03756		.02333		.08185		.01453

						.03756		.02333		.23094		.01453

		CK				e		e		e		c

		F				d		d		d		c

		1.5&F				c		c		c		b

		6.0&F				a		a		b		a

		15.0&F				b		b		a		a





数据显著性分析

				0.0493288286		0.0493288286

				0.0779601038		0.0779601038

				0.0721880261		0.0721880261

				0.0375647589		0.0375647589

				0.0375647589		0.0375647589



Urease activity(mg·g-1·24h-1)

A

e

d

c

a

b



				0.0233333333		0.0233333333

				0.02		0.02

				0.02		0.02

				0.0233333333		0.0233333333

				0.0233333333		0.0233333333



Phosphatase activity(phenol mg·g-1·24h-1)

B

e

d

c

a

b



				0.116952032		0.116952032

				0.1637070554		0.1637070554

				0.1550627113		0.1550627113

				0.0818535277		0.0818535277

				0.2309401077		0.2309401077



蔗糖酶活性 
Invertase activity(mg·g-1·24h-1)

C

e

d

c

b

a



				0.0066666667		0.0066666667

				0.01		0.01

				0.0066666667		0.0066666667

				0.0145296631		0.0145296631

				0.0145296631		0.0145296631



过氧化氢酶活性 
Catalase activity(H2O2 mg·g-1)

D

c

c

b

a

a



				0.0493288286		0.0493288286

				0.0779601038		0.0779601038

				0.0721880261		0.0721880261

				0.0375647589		0.0375647589

				0.0375647589		0.0375647589



脲酶活性 
Urease activity(mg·g-1·24h-1)

A

e

d

c

a

b



				0.0233333333		0.0233333333

				0.02		0.02

				0.02		0.02

				0.0233333333		0.0233333333

				0.0233333333		0.0233333333



磷酸酶活性
 Phosphatase activity(phenol mg·g-1·24h-1)
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			7			Unknown						1.596			0.42
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蔗糖酶最终数据 已经互换


			Unknown						0.024			0.001


			Unknown						1.734			0.457


			Unknown						1.716			0.452


			Unknown						1.553			0.409


			Unknown						1.565			0.412			1.1


			Unknown						1.718			0.452


			Unknown						1.596			0.42


			Unknown						1.759			0.463			2..2


			Unknown						1.096			0.287


			Unknown						1.124			0.294


			Unknown						1.138			0.298			3.3


			Unknown						0.809			0.211


			Unknown						0.835			0.217


			Unknown						0.774			0.201


			Unknown						0.786			0.204


			Unknown						0.791			0.206			4.4


			Unknown						0.824			0.214


			Unknown						0.674			0.175


			Unknown						0.673			0.174


			Unknown						0.767			0.199			5.5


			Unknown						1.794			0.473			2


			Unknown						1.621			0.427			2
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			1.734			0.457			0.0052			1.734984985			260.2477477477


			1.716			0.452			0.0052			1.7162162162			257.4324324324


			1.565			0.412			0.0052			1.5660660661			234.9099099099


			1.718			0.452			0.0052			1.7162162162			257.4324324324


			1.794			0.473			0.0052			1.795045045			269.2567567568


			1.759			0.463			0.0052			1.7575075075			263.6261261261


			1.096			0.287			0.0052			1.0968468468			164.527027027


			1.124			0.294			0.0052			1.1231231231			168.4684684685


			1.138			0.298			0.0052			1.1381381381			170.7207207207


			0.809			0.211			0.0052			0.8115615616			121.7342342342									1.596			0.42


			0.835			0.217			0.0052			0.8340840841			125.1126126126


			0.791			0.206			0.0052			0.7927927928			118.9189189189


			0.674			0.175			0.0052			0.6764264264			101.463963964


			0.673			0.174			0.0052			0.6726726727			100.9009009009


			0.767			0.199			0.0052			0.7665165165			114.9774774775








			0.457			0.0052			0.1734984985			34.6996996997


			0.452			0.0052			0.1716216216			34.3243243243


			0.412			0.0052			0.1566066066			31.3213213213


			0.452			0.0052			0.1716216216			34.3243243243


			0.473			0.0052			0.1795045045			35.9009009009


			0.463			0.0052			0.1757507508			35.1501501502


			0.287			0.0052			0.1096846847			21.9369369369


			0.294			0.0052			0.1123123123			22.4624624625


			0.298			0.0052			0.1138138138			22.7627627628


			0.175			0.0052			0.0676426426			13.5285285285


			0.174			0.0052			0.0672672673			13.4534534535


			0.199			0.0052			0.0766516517			15.3303303303


			0.211			0.0052			0.0811561562			16.2312312312


			0.217			0.0052			0.0834084084			16.6816816817


			0.206			0.0052			0.0792792793			15.8558558559








			0			0																		1			0.457			0.0346996997			6.9399399399


			0.01			0.123																		1			0.452			0.0343243243			6.8648648649


			0.02			0.262																		1			0.412			0.0313213213			6.2642642643


			0.03			0.387																		2			0.452			0.0343243243			6.8648648649


			0.04			0.534																		2			0.473			0.0359009009			7.1801801802


																								2			0.463			0.0351501502			7.03003003


																								3			0.287			0.0219369369			4.3873873874


																								3			0.294			0.0224624625			4.4924924925


																								3			0.298			0.0227627628			4.5525525526


																								4			0.175			0.0135285285			2.7057057057


																								4			0.174			0.0134534535			2.6906906907


																								4			0.199			0.0153303303			3.0660660661


																								5			0.211			0.0162312312			3.2462462462


																								5			0.217			0.0166816817			3.3363363363


																								5			0.206			0.0158558559			3.1711711712


									CK			T1			T2			T3			T4


						均值			6.6896896897			7.025025025			4.4774774773			2.820820821			3.251251251


						标准误			0.2138139077			0.091058085			0.0482665205			0.1226992058			0.0477447047
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Chart2

		CK		0.0233333333		0.0233333333

		F		0.02		0.02

		1.5T+F		0.02		0.02

		6.0T+F		0.0233333333		0.0233333333

		15.0T+F		0.0233333333		0.0233333333



处理 Treatment

磷酸酶活性
 Phosphatase activity(phenol mg g-1 24 h-1)
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0.7733333333

0.93

1.11

1.3733333333

1.2433333333



脲酶

				以24小时后1g土壤中NH3-N的质量（mg）表示脲酶活性（Ure）

						Ure=a*V*n/m						单位：mg/g

				a为由标准曲线求得的NH3-N浓度（mg/ml）；V为显色液体积（50ml）；n为分取倍数，15；m为烘干土重（g）,5g

		标准曲线的横坐标为浓度，纵坐标为吸光度

						样品 ID		类型		Ex		浓度		WL578.0		a值		脲酶活性

		CK连		14		14		Unknown				*****		0.049		0.0075643634		1.1346545165

				15		15		Unknown				*****		0.054		0.0086702645		1.3005396797

				16		16		Unknown				*****		0.051		0.0080067239		1.2010085818

		CK膜		17		17		Unknown				*****		0.069		0.0119879678		1.7981951694

				18		18		Unknown				*****		0.061		0.0102185261		1.5327789083

				19		19		Unknown				*****		0.065		0.0111032469		1.6654870388

		0.05%		2		2		Unknown				*****		0.079		0.01419977		2.1299654959

				3		3		Unknown				*****		0.078		0.0139785898		2.0967884632

				4		4		Unknown				*****		0.072		0.0126515084		1.8977262674

		0.20%		5		5		Unknown				*****		0.089		0.0164115721		2.4617358223

				6		6		Unknown				*****		0.087		0.0159692117		2.3953817571

				7		7		Unknown				*****		0.091		0.0168539326		2.5280898876

		0.50%		8		8		Unknown				*****		0.081		0.0146421304		2.1963195612

				9		9		Unknown				*****		0.083		0.0150844908		2.2626736265

				10		10		Unknown				*****		0.085		0.0155268513		2.3290276918

																						脲酶活性

																						1.13

																						1.3

																						1.2

																						1.8

																						1.53

																						1.67

																						2.13

																						2.1

																						1.9

																						2.46

																						2.4

																						2.53

		高温灭菌		11		11		Unknown				*****		0.007		-0.0017252057		-0.2587808546				2.2

				12		12		Unknown				*****		0.007		-0.0017252057		-0.2587808546				2.26

				13		13		Unknown				*****		0.008		-0.0015040255		-0.225603822				2.33





脲酶

		0
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0
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0.336
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0.521
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磷酸酶

		

		以每克土壤的酚毫克数表示（若用P的毫克数表示，结果需乘0.32，若用P2O5的毫克数表示，需乘2.29）

				标准曲线的横坐标为浓度，纵坐标为吸光度														单位：Phenol mg·g-1·24h-1

												570nm吸光度		标准曲线查得值				磷酸酶活性

		CK		11		Unknown				*****		0.019		0.0035845428		0.3584542752		0.8208602903

				12		Unknown				*****		0.018		0.0032931165		0.3293116512		0.7541236813

				13		Unknown				*****		0.018		0.0032931165		0.3293116512		0.7541236813

		CK(膜)		17		Unknown				*****		0.021		0.0041673952		0.4167395232		0.9543335082

				18		Unknown				*****		0.02		0.003875969		0.3875968992		0.8875968992

				19		Unknown				*****		0.021		0.0041673952		0.4167395232		0.9543335082

		0.05%		5		Unknown				*****		0.024		0.005041674		0.5041673952		1.1545433351

				6		Unknown				*****		0.023		0.0047502477		0.4750247712		1.0878067261

				7		Unknown				*****		0.023		0.0047502477		0.4750247712		1.0878067261

		0.20%		14		Unknown				*****		0.027		0.0059159527		0.5915952672		1.354753162

				15		Unknown				*****		0.028		0.0062073789		0.6207378912		1.4214897709

				16		Unknown				*****		0.027		0.0059159527		0.5915952672		1.354753162

		0.50%		2		Unknown				*****		0.025		0.0053331002		0.5333100192		1.221279944

				3		Unknown				*****		0.026		0.0056245264		0.5624526432		1.288016553

				4		Unknown				*****		0.025		0.0053331002		0.5333100192		1.221279944

		MB		8		Unknown				*****		0.012		0.0015445591		0.1544559072		0.3537040275				磷酸酶活性

				9		Unknown				*****		0.013		0.0018359853		0.1835985312		0.4204406365				0.82

				10		Unknown				*****		0.014		0.0021274116		0.2127411552		0.4871772454				0.75

																						0.75

																						0.95

																						0.89

																						0.95

																						1.15

																						1.09

																						1.09

																						1.35

																						1.42

																						1.35

																						1.22

																						1.29

																						1.22





磷酸酶

		0

		0.01

		0.03

		0.05

		0.07

		0.09

		0.11



0

0.047

0.114

0.175

0.246

0.316

0.384



蔗糖酶

		标准曲线的横坐标为浓度，纵坐标为吸光度

		以24小时后1g土壤中葡萄糖的质量（mg）表示蔗糖酶活性（Suc）

		Suc=a·V·n/m						单位：mg/g

		a为标准曲线求得的葡萄糖浓度（mg/ml）；V为显色液体积（50ml）；n为分取倍数，20；m为烘干土重（g），5g

												508nm吸光度		a值		蔗糖酶活性

		Ck连		12		Unknown				*****		0.162		0.0125525526		2.5105105105

				13		Unknown				*****		0.188		0.0145045045		2.9009009009

				14		Unknown				*****		0.181		0.013978979		2.7957957958

		ck膜		9		Unknown				*****		0.318		0.0242642643		4.8528528529

				10		Unknown				*****		0.346		0.0263663664		5.2732732733

				11		Unknown				*****		0.354		0.026966967		5.3933933934

		0.05%		6		Unknown				*****		0.42		0.0319219219		6.3843843844

				7		Unknown				*****		0.453		0.0343993994		6.8798798799

				8		Unknown				*****		0.425		0.0322972973		6.4594594595

		0.20%		18		Unknown				*****		0.535		0.0405555556		8.1111111111

				19		Unknown				*****		0.539		0.0408558559		8.1711711712

				20		Unknown				*****		0.553		0.0419069069		8.3813813814

		0.50%		15		Unknown				*****		0.756		0.0571471471		11.4294294294

				16		Unknown				*****		0.699		0.0528678679		10.5735735736

				17		Unknown				*****		0.726		0.0548948949		10.978978979

																						蔗糖酶活性

																						2.51

																						2.9

																						2.8

																						4.85

																						5.27

		MB		2		Unknown				*****		0.162		0.0125525526		2.5105105105						5.39

				3		Unknown				*****		0.152		0.0118018018		2.3603603604						6.38

				4		Unknown				*****		0.237		0.0181831832		3.6366366366						6.88

				5		Unknown				*****		0.226		0.0173573574		3.4714714715						6.46

																						8.11

																						8.17

																						8.38

																						11.4

																						10.6

																						11





过氧化氢酶

		参考紫外分光光度法测定土壤过氧化氢酶活性								V——Vo体积空白溶液所消耗的高锰酸钾体积

										Vs——Vo体积样品溶液所消耗的高锰酸钾体积

										C——高锰酸钾浓度

										W——土壤重量

		计算公式		E=(V-Vs)C*51*17/(Vo*W)				Vo=25ml		W=2.00g		C=0.01mol·L-1		单位：ml/g

						初读数(ml)		终读数(ml)		高锰酸钾用量		过氧化氢酶活性

		空白		1		23.2		28.9		5.7

		CK（连）		1		9.8		14.3		4.5		0.20808

				2		14.3		18.8		4.5		0.20808

				3		18.8		23.2		4.4		0.22542

		CK（膜）		1		33.1		37.5		4.4		0.22542

				2		37.5		41.9		4.4		0.22542

				3		41.9		46.1		4.2		0.2601

		0.05		1		14.5		18.4		3.9		0.31212

				2		1.9		5.7		3.8		0.32946

				3		6.3		10.2		3.9		0.31212

		0.2		1		3		6.7		3.7		0.3468

				2		6.7		10.5		3.8		0.32946						过氧化氢酶活性

				3		10.5		14.1		3.6		0.36414						0.21

		0.5		1		22		25.5		3.5		0.38148						0.21

				2		25.8		29.4		3.6		0.36414						0.23

				3		29.4		33.2		3.8		0.32946						0.23

																		0.23

																		0.26

																		0.31

																		0.33

																		0.31

																		0.33

																		0.36

		高温灭菌		1		10.2		14.35		4.15		0.26877						0.38

				2		14.35		17.75		3.4		0.39882						0.38

				3		17.75		22		4.25		0.25143						0.36

																		0.33





数据显著性分析

		

						单位：mg·g-1·24h-1		单位：Phenol mg·g-1·24h-1		单位：mg·g-1·24h-1		单位：mg/g

						脲酶活性		磷酸酶活性		蔗糖酶活性		过氧化氢酶活性

		Ck连				1.13		0.82		2.51		0.21

						1.3		0.75		2.9		0.21

						1.2		0.75		2.8		0.23

		ck膜				1.8		0.95		4.85		0.23

						1.53		0.89		5.27		0.23

						1.67		0.95		5.39		0.26

		0.05%				2.13		1.15		6.38		0.31

						2.1		1.09		6.88		0.33

						1.9		1.09		6.46		0.31

		0.20%				2.46		1.35		8.11		0.33

						2.4		1.42		8.17		0.36

						2.53		1.35		8.38		0.38

		0.50%				2.2		1.22		11.4		0.38

						2.26		1.29		10.6		0.36

						2.33		1.22		11		0.33

						脲酶活性		磷酸酶活性		蔗糖酶活性		过氧化氢酶活性		脲酶活性		磷酸酶活性		蔗糖酶活性		过氧化氢酶活性

				CK		1.2100		.7733		2.7367		.2167

				F		1.6667		.9300		5.1700		.2400		37.741046832		20.2586206897		88.915956151		10.7692307692

				1.5T+F		2.0433		1.1100		6.5733		.3167		68.870523416		43.5344827586		140.1948842875		46.1538461538

				6.0T+F		2.4633		1.3733		8.2200		.3567		103.5812672176		77.5862068966		200.365408039		64.6153846154

				15.0T+F		2.2633		1.2433		11.0000		.3567		87.0523415978		60.775862069		301.9488428745		64.6307692308

						标准误

						.04933		.02333		.11695		.00667

						.07796		.02000		.16371		.01000

						.07219		.02000		.15506		.00667

						.03756		.02333		.08185		.01453

						.03756		.02333		.23094		.01453

		CK				e		e		e		c

		F				d		d		d		c

		1.5&F				c		c		c		b

		6.0&F				a		a		b		a

		15.0&F				b		b		a		a





数据显著性分析

				0.0493288286		0.0493288286

				0.0779601038		0.0779601038

				0.0721880261		0.0721880261

				0.0375647589		0.0375647589

				0.0375647589		0.0375647589



Urease activity(mg·g-1·24h-1)

A

e

d

c

a

b



				0.0233333333		0.0233333333

				0.02		0.02

				0.02		0.02

				0.0233333333		0.0233333333

				0.0233333333		0.0233333333



Phosphatase activity(phenol mg·g-1·24h-1)

B

e

d

c

a

b



				0.116952032		0.116952032

				0.1637070554		0.1637070554

				0.1550627113		0.1550627113

				0.0818535277		0.0818535277

				0.2309401077		0.2309401077



蔗糖酶活性 
Invertase activity(mg·g-1·24h-1)

C

e

d

c

b

a



				0.0066666667		0.0066666667

				0.01		0.01

				0.0066666667		0.0066666667

				0.0145296631		0.0145296631

				0.0145296631		0.0145296631



过氧化氢酶活性 
Catalase activity(H2O2 mg·g-1)

D

c

c

b

a

a



				0.0493288286		0.0493288286

				0.0779601038		0.0779601038

				0.0721880261		0.0721880261

				0.0375647589		0.0375647589

				0.0375647589		0.0375647589



脲酶活性 
Urease activity(mg·g-1·24h-1)

A

e

d
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				0.0233333333		0.0233333333

				0.02		0.02

				0.02		0.02

				0.0233333333		0.0233333333

				0.0233333333		0.0233333333



磷酸酶活性
 Phosphatase activity(phenol mg·g-1·24h-1)
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			7			Unknown						1.596			0.42


			8			Unknown						1.759			0.463			2..2


			9			Unknown						1.096			0.287


			10			Unknown						1.124			0.294


			11			Unknown						1.138			0.298			3.3


			12			Unknown						0.809			0.211


			14			Unknown						0.835			0.217


			15			Unknown						0.774			0.201												1			Standard						0			0			1


			16			Unknown						0.786			0.204												2			Standard						0.5			0.123			1


			17			Unknown						0.791			0.206			4.4									3			Standard						1			0.262			1


			18			Unknown						0.824			0.214												4			Standard						1.5			0.387			1


			19			Unknown						0.674			0.175												5			Standard						2			0.534			1


			20			Unknown						0.673			0.174


			21			Unknown						0.767			0.199			5.5


			22			Unknown						1.794			0.473			2																		0			0


			23			Unknown						1.621			0.427			2																		0.05			0.123
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蔗糖酶最终数据 已经互换


			Unknown						0.024			0.001


			Unknown						1.734			0.457


			Unknown						1.716			0.452


			Unknown						1.553			0.409


			Unknown						1.565			0.412			1.1


			Unknown						1.718			0.452


			Unknown						1.596			0.42


			Unknown						1.759			0.463			2..2


			Unknown						1.096			0.287


			Unknown						1.124			0.294


			Unknown						1.138			0.298			3.3


			Unknown						0.809			0.211


			Unknown						0.835			0.217


			Unknown						0.774			0.201


			Unknown						0.786			0.204


			Unknown						0.791			0.206			4.4


			Unknown						0.824			0.214


			Unknown						0.674			0.175


			Unknown						0.673			0.174


			Unknown						0.767			0.199			5.5


			Unknown						1.794			0.473			2


			Unknown						1.621			0.427			2
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			1.734			0.457			0.0052			1.734984985			260.2477477477


			1.716			0.452			0.0052			1.7162162162			257.4324324324


			1.565			0.412			0.0052			1.5660660661			234.9099099099


			1.718			0.452			0.0052			1.7162162162			257.4324324324


			1.794			0.473			0.0052			1.795045045			269.2567567568


			1.759			0.463			0.0052			1.7575075075			263.6261261261


			1.096			0.287			0.0052			1.0968468468			164.527027027


			1.124			0.294			0.0052			1.1231231231			168.4684684685


			1.138			0.298			0.0052			1.1381381381			170.7207207207


			0.809			0.211			0.0052			0.8115615616			121.7342342342									1.596			0.42


			0.835			0.217			0.0052			0.8340840841			125.1126126126


			0.791			0.206			0.0052			0.7927927928			118.9189189189


			0.674			0.175			0.0052			0.6764264264			101.463963964


			0.673			0.174			0.0052			0.6726726727			100.9009009009


			0.767			0.199			0.0052			0.7665165165			114.9774774775








			0.457			0.0052			0.1734984985			34.6996996997


			0.452			0.0052			0.1716216216			34.3243243243


			0.412			0.0052			0.1566066066			31.3213213213


			0.452			0.0052			0.1716216216			34.3243243243


			0.473			0.0052			0.1795045045			35.9009009009


			0.463			0.0052			0.1757507508			35.1501501502


			0.287			0.0052			0.1096846847			21.9369369369


			0.294			0.0052			0.1123123123			22.4624624625


			0.298			0.0052			0.1138138138			22.7627627628


			0.175			0.0052			0.0676426426			13.5285285285


			0.174			0.0052			0.0672672673			13.4534534535


			0.199			0.0052			0.0766516517			15.3303303303


			0.211			0.0052			0.0811561562			16.2312312312


			0.217			0.0052			0.0834084084			16.6816816817


			0.206			0.0052			0.0792792793			15.8558558559








			0			0																		1			0.457			0.0346996997			6.9399399399


			0.01			0.123																		1			0.452			0.0343243243			6.8648648649


			0.02			0.262																		1			0.412			0.0313213213			6.2642642643


			0.03			0.387																		2			0.452			0.0343243243			6.8648648649


			0.04			0.534																		2			0.473			0.0359009009			7.1801801802


																								2			0.463			0.0351501502			7.03003003


																								3			0.287			0.0219369369			4.3873873874


																								3			0.294			0.0224624625			4.4924924925


																								3			0.298			0.0227627628			4.5525525526


																								4			0.175			0.0135285285			2.7057057057


																								4			0.174			0.0134534535			2.6906906907


																								4			0.199			0.0153303303			3.0660660661


																								5			0.211			0.0162312312			3.2462462462


																								5			0.217			0.0166816817			3.3363363363


																								5			0.206			0.0158558559			3.1711711712


									CK			T1			T2			T3			T4


						均值			6.6896896897			7.025025025			4.4774774773			2.820820821			3.251251251


						标准误			0.2138139077			0.091058085			0.0482665205			0.1226992058			0.0477447047
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		CK		0.5221292941		0.5221292941

		F		0.8964214082		0.8964214082

		1.5T+F		0.3935010837		0.3935010837

		6.0T+F		0.3632785464		0.3632785464

		15.0T+F		0.3000965247		0.3000965247



处理 Treatment

层出镰孢菌拷贝数（×104 copies g-1）
Copy number of
 Fusarium proliferatum

a

b

c

c

c

11.9826957333

8.7211751623

6.07102671

5.0432178247

5.9190780283



Sheet1

		

		CK		26.99		17.027		-4.8606908364		10		0.0000137819		9.1212		0.0001257075		109		0.0000011533		11.5327969086		*104

		CK		27.06		17.097		-4.8806737083		10		0.0000131621		9.1212		0.0001200545		109		0.0000011014		11.014169924		*104

		CK		27.15		17.187		-4.906365972		10		0.0000124061		9.1212		0.0001131582		109		0.0000010381		10.3814856651		*104

		F		27.34		17.377		-4.9606051955		10		0.0000109495		9.1212		0.0000998727		109		0.0000009163		9.1626328609		*104

		F		27.12		17.157		-4.8978018841		10		0.0000126531		9.1212		0.0001154118		109		0.0000010588		10.5882356066		*104

		F		27.28		17.317		-4.9434770197		10		0.00001139		9.1212		0.0001038903		109		0.0000009531		9.5312192731		*104

		1.5&F		27.54		17.577		-5.017699115		10		0.0000096007		9.1212		0.0000875695		109		0.0000008034		8.033898963		*104

		1.6&F		27.46		17.497		-4.9948615472		10		0.000010119		9.1212		0.0000922976		109		0.0000008468		8.4676701743		*104

		1.7&F		27.29		17.327		-4.9463317157		10		0.0000113154		9.1212		0.0001032096		109		0.0000009469		9.4687743052		*104

		6.0&F		28.13		18.167		-5.1861261776		10		0.0000065144		9.1212		0.0000594191		109		0.0000005451		5.4512902091		*104

		6.1&F		28.03		18.067		-5.1575792178		10		0.000006957		9.1212		0.000063456		109		0.0000005822		5.8216522909		*104

		6.2&F		28.34		18.377		-5.246074793		10		0.0000056745		9.1212		0.000051758		109		0.0000004748		4.7484370791		*104

		15.0&F		27.89		17.927		-5.1176134742		10		0.0000076276		9.1212		0.0000695726		109		0.0000006383		6.3828113182		*104

		15.1&F		27.95		17.987		-5.13474165		10		0.0000073326		9.1212		0.0000668822		109		0.0000006136		6.13597852		*104

		15.2&F		27.74		17.777		-5.0747930345		10		0.000008418		9.1212		0.0000767819		109		0.0000007044		7.044212458		*104

				第二次取样的		均值		标准误		显著性

				CK		11.9827		.52213		a

				F		8.7212		.89642		b

				1.5T+F		6.0710		.39350		c

				6.0T+F		5.0432		.36328		c

				15.0T+F		5.9191		.30010		c
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				0.3000965247		0.3000965247



处理 Treatment

层出镰孢菌拷贝数（×104 copies g-1）
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Chart1

		CK		0.0493288286		0.0493288286

		F		0.0779601038		0.0779601038

		1.5T+F		0.0721880261		0.0721880261

		6.0T+F		0.0375647589		0.0375647589

		15.0T+F		0.0375647589		0.0375647589



处理 Treatment

脲酶活性 
Urease activity(mg g-1 24 h-1)

A

e

d

c

a

b

1.21

1.6666666667

2.0433333333

2.4633333333

2.2633333333



脲酶

				以24小时后1g土壤中NH3-N的质量（mg）表示脲酶活性（Ure）

						Ure=a*V*n/m						单位：mg/g

				a为由标准曲线求得的NH3-N浓度（mg/ml）；V为显色液体积（50ml）；n为分取倍数，15；m为烘干土重（g）,5g

		标准曲线的横坐标为浓度，纵坐标为吸光度

						样品 ID		类型		Ex		浓度		WL578.0		a值		脲酶活性

		CK连		14		14		Unknown				*****		0.049		0.0075643634		1.1346545165

				15		15		Unknown				*****		0.054		0.0086702645		1.3005396797

				16		16		Unknown				*****		0.051		0.0080067239		1.2010085818

		CK膜		17		17		Unknown				*****		0.069		0.0119879678		1.7981951694

				18		18		Unknown				*****		0.061		0.0102185261		1.5327789083

				19		19		Unknown				*****		0.065		0.0111032469		1.6654870388

		0.05%		2		2		Unknown				*****		0.079		0.01419977		2.1299654959

				3		3		Unknown				*****		0.078		0.0139785898		2.0967884632

				4		4		Unknown				*****		0.072		0.0126515084		1.8977262674

		0.20%		5		5		Unknown				*****		0.089		0.0164115721		2.4617358223

				6		6		Unknown				*****		0.087		0.0159692117		2.3953817571

				7		7		Unknown				*****		0.091		0.0168539326		2.5280898876

		0.50%		8		8		Unknown				*****		0.081		0.0146421304		2.1963195612

				9		9		Unknown				*****		0.083		0.0150844908		2.2626736265

				10		10		Unknown				*****		0.085		0.0155268513		2.3290276918

																						脲酶活性

																						1.13

																						1.3

																						1.2

																						1.8

																						1.53

																						1.67

																						2.13

																						2.1

																						1.9

																						2.46

																						2.4

																						2.53

		高温灭菌		11		11		Unknown				*****		0.007		-0.0017252057		-0.2587808546				2.2

				12		12		Unknown				*****		0.007		-0.0017252057		-0.2587808546				2.26

				13		13		Unknown				*****		0.008		-0.0015040255		-0.225603822				2.33





脲酶

		0

		0.01

		0.03

		0.05

		0.07

		0.09

		0.11

		0.13



0

0.051

0.155

0.254

0.336

0.448

0.521

0.569



磷酸酶

		

		以每克土壤的酚毫克数表示（若用P的毫克数表示，结果需乘0.32，若用P2O5的毫克数表示，需乘2.29）

				标准曲线的横坐标为浓度，纵坐标为吸光度														单位：Phenol mg·g-1·24h-1

												570nm吸光度		标准曲线查得值				磷酸酶活性

		CK		11		Unknown				*****		0.019		0.0035845428		0.3584542752		0.8208602903

				12		Unknown				*****		0.018		0.0032931165		0.3293116512		0.7541236813

				13		Unknown				*****		0.018		0.0032931165		0.3293116512		0.7541236813

		CK(膜)		17		Unknown				*****		0.021		0.0041673952		0.4167395232		0.9543335082

				18		Unknown				*****		0.02		0.003875969		0.3875968992		0.8875968992

				19		Unknown				*****		0.021		0.0041673952		0.4167395232		0.9543335082

		0.05%		5		Unknown				*****		0.024		0.005041674		0.5041673952		1.1545433351

				6		Unknown				*****		0.023		0.0047502477		0.4750247712		1.0878067261

				7		Unknown				*****		0.023		0.0047502477		0.4750247712		1.0878067261

		0.20%		14		Unknown				*****		0.027		0.0059159527		0.5915952672		1.354753162

				15		Unknown				*****		0.028		0.0062073789		0.6207378912		1.4214897709

				16		Unknown				*****		0.027		0.0059159527		0.5915952672		1.354753162

		0.50%		2		Unknown				*****		0.025		0.0053331002		0.5333100192		1.221279944

				3		Unknown				*****		0.026		0.0056245264		0.5624526432		1.288016553

				4		Unknown				*****		0.025		0.0053331002		0.5333100192		1.221279944

		MB		8		Unknown				*****		0.012		0.0015445591		0.1544559072		0.3537040275				磷酸酶活性

				9		Unknown				*****		0.013		0.0018359853		0.1835985312		0.4204406365				0.82

				10		Unknown				*****		0.014		0.0021274116		0.2127411552		0.4871772454				0.75

																						0.75

																						0.95

																						0.89

																						0.95

																						1.15

																						1.09

																						1.09

																						1.35

																						1.42

																						1.35

																						1.22

																						1.29

																						1.22





磷酸酶
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蔗糖酶

		标准曲线的横坐标为浓度，纵坐标为吸光度

		以24小时后1g土壤中葡萄糖的质量（mg）表示蔗糖酶活性（Suc）

		Suc=a·V·n/m						单位：mg/g

		a为标准曲线求得的葡萄糖浓度（mg/ml）；V为显色液体积（50ml）；n为分取倍数，20；m为烘干土重（g），5g

												508nm吸光度		a值		蔗糖酶活性

		Ck连		12		Unknown				*****		0.162		0.0125525526		2.5105105105

				13		Unknown				*****		0.188		0.0145045045		2.9009009009

				14		Unknown				*****		0.181		0.013978979		2.7957957958

		ck膜		9		Unknown				*****		0.318		0.0242642643		4.8528528529

				10		Unknown				*****		0.346		0.0263663664		5.2732732733

				11		Unknown				*****		0.354		0.026966967		5.3933933934

		0.05%		6		Unknown				*****		0.42		0.0319219219		6.3843843844

				7		Unknown				*****		0.453		0.0343993994		6.8798798799

				8		Unknown				*****		0.425		0.0322972973		6.4594594595

		0.20%		18		Unknown				*****		0.535		0.0405555556		8.1111111111

				19		Unknown				*****		0.539		0.0408558559		8.1711711712

				20		Unknown				*****		0.553		0.0419069069		8.3813813814

		0.50%		15		Unknown				*****		0.756		0.0571471471		11.4294294294

				16		Unknown				*****		0.699		0.0528678679		10.5735735736

				17		Unknown				*****		0.726		0.0548948949		10.978978979

																						蔗糖酶活性

																						2.51

																						2.9

																						2.8

																						4.85

																						5.27

		MB		2		Unknown				*****		0.162		0.0125525526		2.5105105105						5.39

				3		Unknown				*****		0.152		0.0118018018		2.3603603604						6.38

				4		Unknown				*****		0.237		0.0181831832		3.6366366366						6.88

				5		Unknown				*****		0.226		0.0173573574		3.4714714715						6.46

																						8.11

																						8.17

																						8.38

																						11.4

																						10.6

																						11





过氧化氢酶

		参考紫外分光光度法测定土壤过氧化氢酶活性								V——Vo体积空白溶液所消耗的高锰酸钾体积

										Vs——Vo体积样品溶液所消耗的高锰酸钾体积

										C——高锰酸钾浓度

										W——土壤重量

		计算公式		E=(V-Vs)C*51*17/(Vo*W)				Vo=25ml		W=2.00g		C=0.01mol·L-1		单位：ml/g

						初读数(ml)		终读数(ml)		高锰酸钾用量		过氧化氢酶活性

		空白		1		23.2		28.9		5.7

		CK（连）		1		9.8		14.3		4.5		0.20808

				2		14.3		18.8		4.5		0.20808

				3		18.8		23.2		4.4		0.22542

		CK（膜）		1		33.1		37.5		4.4		0.22542

				2		37.5		41.9		4.4		0.22542

				3		41.9		46.1		4.2		0.2601

		0.05		1		14.5		18.4		3.9		0.31212

				2		1.9		5.7		3.8		0.32946

				3		6.3		10.2		3.9		0.31212

		0.2		1		3		6.7		3.7		0.3468

				2		6.7		10.5		3.8		0.32946						过氧化氢酶活性

				3		10.5		14.1		3.6		0.36414						0.21

		0.5		1		22		25.5		3.5		0.38148						0.21

				2		25.8		29.4		3.6		0.36414						0.23

				3		29.4		33.2		3.8		0.32946						0.23

																		0.23

																		0.26

																		0.31

																		0.33

																		0.31

																		0.33

																		0.36

		高温灭菌		1		10.2		14.35		4.15		0.26877						0.38

				2		14.35		17.75		3.4		0.39882						0.38

				3		17.75		22		4.25		0.25143						0.36

																		0.33





数据显著性分析

		

						单位：mg·g-1·24h-1		单位：Phenol mg·g-1·24h-1		单位：mg·g-1·24h-1		单位：mg/g

						脲酶活性		磷酸酶活性		蔗糖酶活性		过氧化氢酶活性

		Ck连				1.13		0.82		2.51		0.21

						1.3		0.75		2.9		0.21

						1.2		0.75		2.8		0.23

		ck膜				1.8		0.95		4.85		0.23

						1.53		0.89		5.27		0.23

						1.67		0.95		5.39		0.26

		0.05%				2.13		1.15		6.38		0.31

						2.1		1.09		6.88		0.33

						1.9		1.09		6.46		0.31

		0.20%				2.46		1.35		8.11		0.33

						2.4		1.42		8.17		0.36

						2.53		1.35		8.38		0.38

		0.50%				2.2		1.22		11.4		0.38

						2.26		1.29		10.6		0.36

						2.33		1.22		11		0.33

						脲酶活性		磷酸酶活性		蔗糖酶活性		过氧化氢酶活性		脲酶活性		磷酸酶活性		蔗糖酶活性		过氧化氢酶活性

				CK		1.2100		.7733		2.7367		.2167

				F		1.6667		.9300		5.1700		.2400		37.741046832		20.2586206897		88.915956151		10.7692307692

				1.5T+F		2.0433		1.1100		6.5733		.3167		68.870523416		43.5344827586		140.1948842875		46.1538461538

				6.0T+F		2.4633		1.3733		8.2200		.3567		103.5812672176		77.5862068966		200.365408039		64.6153846154

				15.0T+F		2.2633		1.2433		11.0000		.3567		87.0523415978		60.775862069		301.9488428745		64.6307692308

						标准误

						.04933		.02333		.11695		.00667

						.07796		.02000		.16371		.01000

						.07219		.02000		.15506		.00667

						.03756		.02333		.08185		.01453

						.03756		.02333		.23094		.01453

		CK				e		e		e		c

		F				d		d		d		c

		1.5&F				c		c		c		b

		6.0&F				a		a		b		a

		15.0&F				b		b		a		a





数据显著性分析
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Urease activity(mg·g-1·24h-1)

A

e

d

c

a

b



				0.0233333333		0.0233333333

				0.02		0.02

				0.02		0.02

				0.0233333333		0.0233333333

				0.0233333333		0.0233333333



Phosphatase activity(phenol mg·g-1·24h-1)

B

e

d

c

a

b



				0.116952032		0.116952032
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蔗糖酶活性 
Invertase activity(mg·g-1·24h-1)

C

e

d

c

b

a



				0.0066666667		0.0066666667

				0.01		0.01

				0.0066666667		0.0066666667

				0.0145296631		0.0145296631

				0.0145296631		0.0145296631



过氧化氢酶活性 
Catalase activity(H2O2 mg·g-1)
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脲酶活性 
Urease activity(mg·g-1·24h-1)
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磷酸酶活性
 Phosphatase activity(phenol mg·g-1·24h-1)
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蔗糖酶最终数据 已经互换
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																								3			0.298			0.0227627628			4.5525525526


																								4			0.175			0.0135285285			2.7057057057


																								4			0.174			0.0134534535			2.6906906907


																								4			0.199			0.0153303303			3.0660660661


																								5			0.211			0.0162312312			3.2462462462


																								5			0.217			0.0166816817			3.3363363363


																								5			0.206			0.0158558559			3.1711711712


									CK			T1			T2			T3			T4


						均值			6.6896896897			7.025025025			4.4774774773			2.820820821			3.251251251


						标准误			0.2138139077			0.091058085			0.0482665205			0.1226992058			0.0477447047
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Chart4

		CK		0.0066666667		0.0066666667

		F		0.01		0.01

		1.5T+F		0.0066666667		0.0066666667

		6.0T+F		0.0145296631		0.0145296631

		15.0T+F		0.0145296631		0.0145296631



处理 Treatment

过氧化氢酶活性 
Catalase activity(H2O2 mg g-1)
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a
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0.2166666667
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0.3566666667
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脲酶

				以24小时后1g土壤中NH3-N的质量（mg）表示脲酶活性（Ure）

						Ure=a*V*n/m						单位：mg/g

				a为由标准曲线求得的NH3-N浓度（mg/ml）；V为显色液体积（50ml）；n为分取倍数，15；m为烘干土重（g）,5g

		标准曲线的横坐标为浓度，纵坐标为吸光度

						样品 ID		类型		Ex		浓度		WL578.0		a值		脲酶活性

		CK连		14		14		Unknown				*****		0.049		0.0075643634		1.1346545165

				15		15		Unknown				*****		0.054		0.0086702645		1.3005396797

				16		16		Unknown				*****		0.051		0.0080067239		1.2010085818

		CK膜		17		17		Unknown				*****		0.069		0.0119879678		1.7981951694

				18		18		Unknown				*****		0.061		0.0102185261		1.5327789083

				19		19		Unknown				*****		0.065		0.0111032469		1.6654870388

		0.05%		2		2		Unknown				*****		0.079		0.01419977		2.1299654959

				3		3		Unknown				*****		0.078		0.0139785898		2.0967884632

				4		4		Unknown				*****		0.072		0.0126515084		1.8977262674

		0.20%		5		5		Unknown				*****		0.089		0.0164115721		2.4617358223

				6		6		Unknown				*****		0.087		0.0159692117		2.3953817571

				7		7		Unknown				*****		0.091		0.0168539326		2.5280898876

		0.50%		8		8		Unknown				*****		0.081		0.0146421304		2.1963195612

				9		9		Unknown				*****		0.083		0.0150844908		2.2626736265

				10		10		Unknown				*****		0.085		0.0155268513		2.3290276918

																						脲酶活性

																						1.13

																						1.3

																						1.2

																						1.8

																						1.53

																						1.67

																						2.13

																						2.1

																						1.9

																						2.46

																						2.4

																						2.53

		高温灭菌		11		11		Unknown				*****		0.007		-0.0017252057		-0.2587808546				2.2

				12		12		Unknown				*****		0.007		-0.0017252057		-0.2587808546				2.26

				13		13		Unknown				*****		0.008		-0.0015040255		-0.225603822				2.33





脲酶
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磷酸酶

		

		以每克土壤的酚毫克数表示（若用P的毫克数表示，结果需乘0.32，若用P2O5的毫克数表示，需乘2.29）

				标准曲线的横坐标为浓度，纵坐标为吸光度														单位：Phenol mg·g-1·24h-1

												570nm吸光度		标准曲线查得值				磷酸酶活性

		CK		11		Unknown				*****		0.019		0.0035845428		0.3584542752		0.8208602903

				12		Unknown				*****		0.018		0.0032931165		0.3293116512		0.7541236813

				13		Unknown				*****		0.018		0.0032931165		0.3293116512		0.7541236813

		CK(膜)		17		Unknown				*****		0.021		0.0041673952		0.4167395232		0.9543335082

				18		Unknown				*****		0.02		0.003875969		0.3875968992		0.8875968992

				19		Unknown				*****		0.021		0.0041673952		0.4167395232		0.9543335082

		0.05%		5		Unknown				*****		0.024		0.005041674		0.5041673952		1.1545433351

				6		Unknown				*****		0.023		0.0047502477		0.4750247712		1.0878067261

				7		Unknown				*****		0.023		0.0047502477		0.4750247712		1.0878067261

		0.20%		14		Unknown				*****		0.027		0.0059159527		0.5915952672		1.354753162

				15		Unknown				*****		0.028		0.0062073789		0.6207378912		1.4214897709

				16		Unknown				*****		0.027		0.0059159527		0.5915952672		1.354753162

		0.50%		2		Unknown				*****		0.025		0.0053331002		0.5333100192		1.221279944

				3		Unknown				*****		0.026		0.0056245264		0.5624526432		1.288016553

				4		Unknown				*****		0.025		0.0053331002		0.5333100192		1.221279944

		MB		8		Unknown				*****		0.012		0.0015445591		0.1544559072		0.3537040275				磷酸酶活性

				9		Unknown				*****		0.013		0.0018359853		0.1835985312		0.4204406365				0.82

				10		Unknown				*****		0.014		0.0021274116		0.2127411552		0.4871772454				0.75

																						0.75

																						0.95

																						0.89

																						0.95

																						1.15

																						1.09

																						1.09

																						1.35

																						1.42

																						1.35

																						1.22

																						1.29

																						1.22





磷酸酶
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蔗糖酶

		标准曲线的横坐标为浓度，纵坐标为吸光度

		以24小时后1g土壤中葡萄糖的质量（mg）表示蔗糖酶活性（Suc）

		Suc=a·V·n/m						单位：mg/g

		a为标准曲线求得的葡萄糖浓度（mg/ml）；V为显色液体积（50ml）；n为分取倍数，20；m为烘干土重（g），5g

												508nm吸光度		a值		蔗糖酶活性

		Ck连		12		Unknown				*****		0.162		0.0125525526		2.5105105105

				13		Unknown				*****		0.188		0.0145045045		2.9009009009

				14		Unknown				*****		0.181		0.013978979		2.7957957958

		ck膜		9		Unknown				*****		0.318		0.0242642643		4.8528528529

				10		Unknown				*****		0.346		0.0263663664		5.2732732733

				11		Unknown				*****		0.354		0.026966967		5.3933933934

		0.05%		6		Unknown				*****		0.42		0.0319219219		6.3843843844

				7		Unknown				*****		0.453		0.0343993994		6.8798798799

				8		Unknown				*****		0.425		0.0322972973		6.4594594595

		0.20%		18		Unknown				*****		0.535		0.0405555556		8.1111111111

				19		Unknown				*****		0.539		0.0408558559		8.1711711712

				20		Unknown				*****		0.553		0.0419069069		8.3813813814

		0.50%		15		Unknown				*****		0.756		0.0571471471		11.4294294294

				16		Unknown				*****		0.699		0.0528678679		10.5735735736

				17		Unknown				*****		0.726		0.0548948949		10.978978979

																						蔗糖酶活性

																						2.51

																						2.9

																						2.8

																						4.85

																						5.27

		MB		2		Unknown				*****		0.162		0.0125525526		2.5105105105						5.39

				3		Unknown				*****		0.152		0.0118018018		2.3603603604						6.38

				4		Unknown				*****		0.237		0.0181831832		3.6366366366						6.88

				5		Unknown				*****		0.226		0.0173573574		3.4714714715						6.46

																						8.11

																						8.17

																						8.38

																						11.4

																						10.6

																						11





过氧化氢酶

		参考紫外分光光度法测定土壤过氧化氢酶活性								V——Vo体积空白溶液所消耗的高锰酸钾体积

										Vs——Vo体积样品溶液所消耗的高锰酸钾体积

										C——高锰酸钾浓度

										W——土壤重量

		计算公式		E=(V-Vs)C*51*17/(Vo*W)				Vo=25ml		W=2.00g		C=0.01mol·L-1		单位：ml/g

						初读数(ml)		终读数(ml)		高锰酸钾用量		过氧化氢酶活性

		空白		1		23.2		28.9		5.7

		CK（连）		1		9.8		14.3		4.5		0.20808

				2		14.3		18.8		4.5		0.20808

				3		18.8		23.2		4.4		0.22542

		CK（膜）		1		33.1		37.5		4.4		0.22542

				2		37.5		41.9		4.4		0.22542

				3		41.9		46.1		4.2		0.2601

		0.05		1		14.5		18.4		3.9		0.31212

				2		1.9		5.7		3.8		0.32946

				3		6.3		10.2		3.9		0.31212

		0.2		1		3		6.7		3.7		0.3468

				2		6.7		10.5		3.8		0.32946						过氧化氢酶活性

				3		10.5		14.1		3.6		0.36414						0.21

		0.5		1		22		25.5		3.5		0.38148						0.21

				2		25.8		29.4		3.6		0.36414						0.23

				3		29.4		33.2		3.8		0.32946						0.23

																		0.23

																		0.26

																		0.31

																		0.33

																		0.31

																		0.33

																		0.36

		高温灭菌		1		10.2		14.35		4.15		0.26877						0.38

				2		14.35		17.75		3.4		0.39882						0.38

				3		17.75		22		4.25		0.25143						0.36

																		0.33





数据显著性分析

		

						单位：mg·g-1·24h-1		单位：Phenol mg·g-1·24h-1		单位：mg·g-1·24h-1		单位：mg/g

						脲酶活性		磷酸酶活性		蔗糖酶活性		过氧化氢酶活性

		Ck连				1.13		0.82		2.51		0.21

						1.3		0.75		2.9		0.21

						1.2		0.75		2.8		0.23

		ck膜				1.8		0.95		4.85		0.23

						1.53		0.89		5.27		0.23

						1.67		0.95		5.39		0.26

		0.05%				2.13		1.15		6.38		0.31

						2.1		1.09		6.88		0.33

						1.9		1.09		6.46		0.31

		0.20%				2.46		1.35		8.11		0.33

						2.4		1.42		8.17		0.36

						2.53		1.35		8.38		0.38

		0.50%				2.2		1.22		11.4		0.38

						2.26		1.29		10.6		0.36

						2.33		1.22		11		0.33

						脲酶活性		磷酸酶活性		蔗糖酶活性		过氧化氢酶活性		脲酶活性		磷酸酶活性		蔗糖酶活性		过氧化氢酶活性

				CK		1.2100		.7733		2.7367		.2167

				F		1.6667		.9300		5.1700		.2400		37.741046832		20.2586206897		88.915956151		10.7692307692

				1.5T+F		2.0433		1.1100		6.5733		.3167		68.870523416		43.5344827586		140.1948842875		46.1538461538

				6.0T+F		2.4633		1.3733		8.2200		.3567		103.5812672176		77.5862068966		200.365408039		64.6153846154

				15.0T+F		2.2633		1.2433		11.0000		.3567		87.0523415978		60.775862069		301.9488428745		64.6307692308

						标准误

						.04933		.02333		.11695		.00667

						.07796		.02000		.16371		.01000

						.07219		.02000		.15506		.00667

						.03756		.02333		.08185		.01453

						.03756		.02333		.23094		.01453

		CK				e		e		e		c

		F				d		d		d		c

		1.5&F				c		c		c		b

		6.0&F				a		a		b		a

		15.0&F				b		b		a		a





数据显著性分析
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Urease activity(mg·g-1·24h-1)
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Phosphatase activity(phenol mg·g-1·24h-1)

B
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蔗糖酶活性 
Invertase activity(mg·g-1·24h-1)

C

e

d

c

b

a



				0.0066666667		0.0066666667

				0.01		0.01
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过氧化氢酶活性 
Catalase activity(H2O2 mg·g-1)
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脲酶活性 
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磷酸酶活性
 Phosphatase activity(phenol mg·g-1·24h-1)

B

e

d

c

a

b



图表标题


y = 13.32x - 0.0052


R


2


 = 0.9992


-0.1


0


0.1


0.2


0.3


0.4


0.5


0.6


0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05




MBD80020001.xls

Chart3


			0


			0.01


			0.02


			0.03


			0.04





0


0.123


0.262


0.387


0.534





Sheet1


			7			Unknown						1.596			0.42


			8			Unknown						1.759			0.463			2..2


			9			Unknown						1.096			0.287


			10			Unknown						1.124			0.294


			11			Unknown						1.138			0.298			3.3


			12			Unknown						0.809			0.211


			14			Unknown						0.835			0.217


			15			Unknown						0.774			0.201												1			Standard						0			0			1


			16			Unknown						0.786			0.204												2			Standard						0.5			0.123			1


			17			Unknown						0.791			0.206			4.4									3			Standard						1			0.262			1


			18			Unknown						0.824			0.214												4			Standard						1.5			0.387			1


			19			Unknown						0.674			0.175												5			Standard						2			0.534			1


			20			Unknown						0.673			0.174


			21			Unknown						0.767			0.199			5.5


			22			Unknown						1.794			0.473			2																		0			0


			23			Unknown						1.621			0.427			2																		0.05			0.123


																																				0.1			0.262


																																				0.15			0.387


																																				0.2			0.534


																																				0			0


																																				0.001			0.123


																																				0.002			0.262


																																				0.003			0.387


																																				0.004			0.534








Sheet1


			








Sheet2


			








Sheet3


			








蔗糖酶最终数据 已经互换
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			0.294			0.0052			0.1123123123			22.4624624625


			0.298			0.0052			0.1138138138			22.7627627628


			0.175			0.0052			0.0676426426			13.5285285285


			0.174			0.0052			0.0672672673			13.4534534535


			0.199			0.0052			0.0766516517			15.3303303303


			0.211			0.0052			0.0811561562			16.2312312312


			0.217			0.0052			0.0834084084			16.6816816817


			0.206			0.0052			0.0792792793			15.8558558559








			0			0																		1			0.457			0.0346996997			6.9399399399


			0.01			0.123																		1			0.452			0.0343243243			6.8648648649


			0.02			0.262																		1			0.412			0.0313213213			6.2642642643


			0.03			0.387																		2			0.452			0.0343243243			6.8648648649


			0.04			0.534																		2			0.473			0.0359009009			7.1801801802


																								2			0.463			0.0351501502			7.03003003


																								3			0.287			0.0219369369			4.3873873874


																								3			0.294			0.0224624625			4.4924924925


																								3			0.298			0.0227627628			4.5525525526


																								4			0.175			0.0135285285			2.7057057057


																								4			0.174			0.0134534535			2.6906906907


																								4			0.199			0.0153303303			3.0660660661


																								5			0.211			0.0162312312			3.2462462462


																								5			0.217			0.0166816817			3.3363363363


																								5			0.206			0.0158558559			3.1711711712


									CK			T1			T2			T3			T4


						均值			6.6896896897			7.025025025			4.4774774773			2.820820821			3.251251251


						标准误			0.2138139077			0.091058085			0.0482665205			0.1226992058			0.0477447047








			











