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摘要：在温室盆栽条件下，通过单独或联合添加生物表面活性剂鼠李糖脂（+=）和接种多环芳烃专性降解菌（>?），研究了利

用生物表面活性剂:微生物强化紫花苜蓿（!"#$%&’( )&*$+& 05）修复多环芳烃（ @/=A）长期污染土壤的效果 5 结果表明，添加鼠

李糖脂和接种 @/=A 专性降解菌能促进紫花苜蓿的生长和土壤中 @/=A 的降解 5 培养 ;% B 后，+=、>? 处理的 @/=A 的降解率

分别为 !%8 %C和 #;8 DC，均高于对照处理（2E）（$"8 FC）5 += G >? 处理 @/=A 的降解率最高达 <!8 ;C，说明鼠李糖脂和

@/=A 专性降解菌协同作用显著 5另外，随着 @/=A 苯环数的增加，其平均降解率逐渐降低，但是接种 @/=A 专性降解菌能够提

高 # 环和 < 环 @/=A 的降解率 5同时也发现土壤中脱氢酶活性和 @/=A 降解菌数量越高的处理，土壤 @/=A 的降解率也越高 5

所以添加鼠李糖脂和接种 @/=A 专性降解菌能够有效促进土壤多环芳烃降解 5
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& & 多环芳烃（ 634QPQP4LP K73JK^LP ]QB73PK7M3RA，
@/=A）是 $ 个或 $ 个以上的芳香环稠和在一起的一
类惰性较强、性质稳定的持久性有机污染物 5低环的
@/=A（ d # 环）有剧烈的毒性，高环的 @/=A（" #
环）具有强致畸性、致突变性［" I #］5 土壤中的多环芳
烃，随着苯环数的增大，其降解速率越来越低 5 低环
的 @/=A（萘、菲、蒽、芴）在土壤中能较快地被降解，
存在的时间较短；而高环的 @/=A 则难以降解，在土

壤中较稳定，严重危害农产品安全和人类健康［#，<］5
很多国家已把 @/=A 列入优先控制有毒有机物黑名
单 5修复 @/=A 污染土壤尤其是高环 @/=A 污染土壤
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已成为目前国内外土壤与环境学界共同关注的热点

之一［$，%］&
植物修复技术因其具有成本低、无二次污染和

适用于大面积场地修复等特点而受到广泛关注，其

去除有机污染物的机制主要是通过根系分泌物刺激

根际特定微生物功能群落数量的增加以及共代谢作

用达到降解的目的［% ’ (］& 然而由于土壤中 )*+, 类
污染物的生物利用性较低，植物修复的修复效率相

对较低，大约在 (- #. ’ /"- (. 左右［#0］& 同时，在
)*+, 长期污染条件下，土壤微生物群落受到其影
响，相应微生物功能菌群的数量较少 & 针对 )*+, 极
易被土壤固相吸附生物利用性低的问题，人们常用

表 面 活 性 剂 增 溶 修 复（ ,123456476897:4759;
29<9;=46=>7，?@A）技术把 )*+, 从土壤颗粒上解吸
附下来［## ’ #"］，增加 )*+, 生物可利用性，从而有利
于微生物的降解 & 目前，利用化学表面活性剂提高
)*+, 修复效率研究较多［#B，#C］，但是化学表面活性
剂成本高、容易对环境造成二次污染，绿色、可降解

的生物表面活性剂相对较少 & 另外，针对 )*+, 长期
污染土壤中微生物的数量较少的问题，可在利用植

物进行污染土壤修复的同时，向土壤中接种具有高

效降解能力的专性降解菌，可以明显提高植物修复

有机污染物效果［#/，#$］& 因此，本研究利用生物表面
活性剂和微生物的作用联合强化植物修复 )*+, 污
染土壤 & 此外，生物表面活性剂8微生物强化植物修
复 )*+, 污染土壤，可能会进一步促进污染土壤中
高环的 )*+, 的降解，有关这方面的研究还鲜见
报道 &
目前，关于修复 )*+, 污染土壤大多是将 )*+,

污染物添加到土壤中进行模拟研究［D，(，#%］，因为新添

加污染物与土壤残留污染物的活性往往存在差异，

故直接针对 )*+, 长期污染农田土壤进行修复可能
更具有研究价值 &鉴于此，本试验以 )*+, 长期污染
农田污染土壤为研究材料，重点分析了生物表面活

性剂8)*+, 专性降解菌强化紫花苜蓿对 )*+, 的降
解及其与酶活性、)*+, 降解菌数量的关系，以期为
农田土壤中 )*+, 降解的原位修复技术提供科学
依据 &

!" 材料与方法

!# ! ! 供试材料
!# !# !" 供试土壤
采自江苏无锡某由于多年化工废水 )*+, 污染

的农田，多点采集表层土壤（0 ’ /0 5<），捡出植物

根系、石砾等残留物，过 / << 不锈钢筛，充分混匀，
供盆栽试验用 &同时测定土壤基本理化性质，供试土
壤的 E+（+/F）$- B，有机质 #(- / G H IG，全 J #- "
G H IG，全 ) 0- C G H IG，全 K #B- / G H IG，速效 ) "- $
<G H IG，速效 K D$- 0 <G H IG& 供试土壤的 )*+, 本底
值为 #"- C <G H IG&
!# !# $ ! 供试植物
紫花苜蓿（!"#$%&’( )&*$+& L- ），种子购自江苏

省农业科学院牧草研究所 &
!# !# %" 供试生物表面活性剂
鼠李糖脂（A:4<7>M=E=;,），浓度为 B G H L，系由

鼠李糖脂产生菌液体发酵所得 & 由南京农业大学环
境工程实验室提供 &
!# !# & ! 供试 )*+, 专性降解菌
以 B 环的芘和 C 环的苯并芘为污染物，采用液

体培养基进行分离筛选，从污染土壤中分离出来的

具有高效 )*+, 降解能力的土著细菌芽孢杆菌
（,&%$--.) ,E&）和黄杆菌（ /-&+(0&%*"1$.2 ,E&），由中
国科学院沈阳应用生态研究所提供 &
!# !# ’" 化学品
菲（ ):97476:2979）、苯并［ 4］芘（ N97O>［ 4］

EP2979）、蒽（*76:245979）、芴（ QM1>2979）、二苯并噻
吩（R=S97O>6:=>E:979）、二氯甲烷、正己烷、环己烷、
乙腈均为 +)LT 级；其他试剂为分析纯 &
!# $" 试验设计与实施
试验处理：!只种植紫花苜蓿（TK）；"种植紫

花苜蓿，添加鼠李糖脂（A+）；#种植紫花苜蓿，接
种 )*+, 专性降解菌（RN）；$种植紫花苜蓿，添加
鼠李糖脂和接种 )*+, 专性降解菌（A+ U RN）& 试
验共设 B 个处理，每个处理重复 C 次 &试验采用底部
有孔的盆钵，)*+, 专性降解菌按 ".（质量分数）
用量与土壤混合均匀，鼠李糖脂按 #0 <L H IG与土壤
混合均匀装盆，每盆装土 " IG& 每盆播种 /0 粒紫花
苜蓿种子，出苗 #0 ; 后间苗，每盆留 #0 株 & 盆栽试
验在温室中进行 &在培养过程中的第 "0、$0、(0 ; 时
分别取样 &每盆用小型不锈钢土钻随机采取 " 点，组
成混合土样 &将所采集的土壤样品分成 / 份，一份土
样于BV保存，以供脱氢酶活性和 )*+, 降解菌数量
的测定用分析用，另一份土样风干，过 /0 目筛，供
)*+, 含量分析用 &
!# %" 分析方法
!# %# !" 植物生物量测定
参照文献［#D］植物生物量采用常压恒温干燥

法测定 &

0D0#
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!" #" $ # $%&’ 的提取与测定
土壤中 $%&’ 提取参照文献［()］的提取方法，

&$*+ 测定 , 测试条件如下：色谱柱为 !- . // 0
123 // 烷基 +(4 $%&’ 专用柱；流动相为色谱纯乙

腈 5水；流速为 ( /*·/67 8 (；柱温为93:；进样量为
(3 !*,
!" #" # # 土壤中脱氢酶活性的测定
参照文献［13］三苯基四氮唑氯化物（ ;;+）法

测定 ,
!" #" % # $%&’ 降解菌数量的测定
参照文献［1(］$%&’ 降解菌计数板法（<$=

法）测定 ,
!" % & 数据处理
采用 >?@AB 1339 制图，采用 C$CC (.- 3 进行显

著性分析（! 检验，" D 3- 32）,

$& 结果与分析

$" ! # 不同处理紫花苜蓿的生物量
经过 )3 E 培养，紫花苜蓿的茎叶和根的生物量

如图 ( 所示 , ! 个处理紫花苜蓿的生物量顺序为：+F
D G& D HI D G& J HI, 对于紫花苜蓿茎叶生物量，
G& 与 +F 处理没有显著差异（ " D 3- 32）；HI、G& J
HI 处理显著大于 +F（ " D 3- 32）, 对于紫花苜蓿根
生物量，各处理均没达到显著差异（ " D 3- 32）, 在不
做任何处理情况下植物长势良好，说明紫花苜蓿对

土壤中的 $%&’ 有一定的耐受性，但接种添加鼠李
糖脂、微生物能增加紫花苜蓿的生物量，比对照处理

分别高 )- !K和 13- (K , $%&’ 专性降解菌对紫花苜
蓿的促进作用强于鼠李糖脂 , 鼠李糖脂与 $%&’ 专
性降解菌联合作用对紫花苜蓿生长的促进效应（比

对照高 19- 4K）强于鼠李糖脂和 $%&’ 专性降解菌
单独处理，这说明鼠李糖脂和 $%&’ 专性降解菌在
促进紫花苜蓿生长方面存在交互作用 , 接种 $%&’
专性降解菌增加了土壤中微生物数量；添加鼠李糖

脂活化土壤中的 $%&’，增大了土著微生物对 $%&’
的生物利用率，两者促进了土壤中的 $%&’ 降解，减
少其对紫花苜蓿的毒害，从而促进了紫花苜蓿生长，

其中对紫花苜蓿地上部分的生长影响大于地

下部分 ,
$" $ # 土壤中 $%&’ 含量的动态变化和降解率
紫花苜蓿生长过程中，不同处理土壤中 $%&’

含量的动态变化如图 1, 图 1 说明随着培养时间的
延长土壤中 $%&’ 含量逐渐降低 , 各处理都是在 93
E 内降低迅速，随后降低速率变慢 , 同一时间内，各

图 !& 不同处理土壤中紫花苜蓿的生物量

L6M, (# I6N/O’’ NP OBPOBPO MQNR67M 67 E6PPAQA7S SQAOS/A7S’

个处理土壤 $%&’ 含量顺序为：+F T G& T HI T G&
J HI,添加鼠李糖脂、接种 $%&’ 专性降解菌能促
进土壤 $%&’ 含量的降低 , G& 处理土壤 $%&’ 含量
低于 +F 处理，但没达到显著差异（ " D 3- 32）；HI、
G& J HI 处理土壤 $%&’ 含量显著低于 +F 处理（ "
D 3- 32）,

图 $& 土壤中 ’()* 含量动态变化

L6M, 1# HU7O/6@’ NP $%&’ @N7SA7S’ 67 ’N6B

图 #& 不同处理土壤中 ’()* 的降解率

L6M, 9# HAMQOEOS6N7 QOSA NP $%&’ 67 E6PPAQA7S SQAOS/A7S’

培养结束后，不同处理土壤 $%&’ 降解率如图 9
所示 ,与本底值相比（(9- 2 /M 5 VM），只种紫花苜蓿
的对照处理也能使土壤中 $%&’ 的量下降，其降解
率为 1(- WK，这主要是土著微生物在根系分泌物刺
激下降解 $%&’ 的结果 , 外源添加鼠李糖脂、接种
$%&’ 专性降解菌能提高其降解速度 , G&、HI 处理
的 $%&’ 降解率分别是 93- 3K、!)- .K，其中 $%&’
专性降解菌对 $%&’ 的降解率强于鼠李糖脂 , G& J

(43(
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$% 处理的降解效率最高达 &"’ ()，强于鼠李糖脂
和 *+,- 专性降解菌单独处理，这说明鼠李糖脂和
*+,- 专性降解菌在促进 *+,- 降解方面存在交互
作用 .
!" # ! 土壤中 *+,- 分环含量和降解率
土壤中本底值 *+,- 的分环含量顺序为：/ 环 0

& 环 0 1 环 0 " 环 0 2 环，占本底值 *+,- 总量分别
是 &/’ ()、"3’ 3)、(’ 4)、&’ 2)、3) . 种植紫花苜
蓿 (35 后，不同处理土壤中 *+,- 的分环含量如图 /
所示，同一环数不同处理土壤 *+,- 含量为 67 0
8, 0 $% 0 8, 9 $%. 添加鼠李糖脂、接种 *+,- 专
性降解菌能加快土壤不同 *+,- 含量的降低 . 8, 处
理土壤各环 *+,- 含量低于 67 处理，但没达到显著
差异（ ! : 3’ 3&）. $%、8, 9 $% 处理土壤 / 环和 & 环
*+,- 含量显著低于 67 处理（ ! : 3’ 3&），" 环和 1
环 *+,- 含量无显著差异（ ! : 3’ 3&）.

图 $% 土壤中不同环数 &’() 含量

;<=. /! 6>?@A?@ >B 5<BBACA?@ C<?=- *+,- <? -><D

从图 & 中可以看出，不同环数土壤 *+,- 降解
率不同 . " 环 *+,- 降解率为 "2’ 1) E &"’ &)，平均
值为 /"’ 3)；/ 环 *+,- 降解率为 24’ #) E &&’ 4)，
平均值为 /#’ ")；& 环 *+,- 降解率为 2#’ &) E
&&’ 4)，平均值为 "(’ ()；1 环 *+,- 降解率为
#3’ ") E "(’ 3)，平均值为 2&’ &) . 总体上，随着苯
环数的增加，*+,- 的平均降解率越低 . 但接种
*+,- 专性降解菌能够使 / 环和 & 环 *+,- 的降解
率高于 " 环 *+,-. $% 和 8, 9 $% 处理土壤中 / 环
和 & 环 *+,- 的降解率比 " 环 *+,- 的降解率分别
高 #’ 1)、2’ 1)和 2’ #)、2’ 2) . 接种 *+,- 专性降
解菌能够提高 / 环和 & 环 *+,- 的降解率 .
!" $ ! 土壤脱氢酶活性动态变化
在紫花苜蓿 (3 5 生长过程中，土壤脱氢酶活性

变化情况如图 1 所示，各处理条件下的土壤脱氢酶
活性随培养时间的增加而逐渐升高 .同一时间内，各
个处理土壤脱氢酶活性顺序为：67 : 8, : $% : 8,

图 *% 土壤中不同环数 &’() 的降解率

;<=. &! $A=CF5F@<>? CF@A >B 5<BBACA?@ C<?=- *+,- <? -><D

9 $%.紫花苜蓿根际为土著微生物提供生存场所和
营养，促进其生长，提高了脱氢酶活性 . 添加鼠李糖
脂能提高土壤脱氢酶活性，但与 67 处理相比没有
显著差异（ ! : 3’ 3&）.接种 *+,- 专性降解菌增加了
微生物数量极显著提高了土壤脱氢酶活性（ ! :
3’ 3#）.添加鼠李糖脂接种 *+,- 专性降解菌极显著
提高了土壤脱氢酶活性（ ! : 3’ 3#）.

图 +% 土壤脱氢酶活性动态变化

;<=. 1! $G?FH<I- >B -><D 5AJG5C>=A?F-A FI@<K<@G

!" * ! 土壤 *+,- 降解菌数量动态变化

图 ,% 土壤中 &’() 降解菌数量动态变化

;<=. 4! $G?FH<I- >B -><D *+,- 5A=CF5<?= LFI@AC<F

土壤 *+,- 降解菌是指土壤中能降解 *+,- 的
微生物，包括细菌、真菌等 . 土壤 *+,- 降解菌数量
动态变化情况如图 4，可以看出土壤中原来存在一
定数量的土著降解菌，不过数量很小 . 8, 与 67 处
理土壤 *+,- 降解菌数量没有显著差异（ ! :

2M3#



! 期 刘魏魏等：生物表面活性剂"微生物强化紫花苜蓿修复多环芳烃污染土壤

#$ #%）&外源接种微生物后，前 ’# ( 土壤 )*+, 降解
菌数量迅速增加，-.、/+ 0 -. 处理增长 1 个数量
级，显著高于 23、/+ 处理（ ! 4 #$ #%）& 这可能是接
种微生物后的 ’# ( 内，微生物适应了环境，数量迅
速增加 & ’# 5 6# ( 时各处理 )*+, 降解菌数量有所
下降，培养至第 7# (，各处理的 )*+, 降解菌数量又
有一定程度的降低，可能与微生物生长周期有关 &这
与平立凤［11］研究的添加碳源刺激土壤 )*+, 降解
的微生物数量动态变化趋势相似 &

!" 讨论

研究表明，紫花苜蓿通过根际效应可以有效刺

激土壤根际土著微生物活性和数量的增加，从而有

效促进土壤 )*+, 降解［1’，1!］& 在 7# ( 试验中，种植
紫花苜蓿可以实现 18$ 9:的 )*+, 降解，不过这种
修复过程还是相对缓慢的 & 添加鼠李糖脂能够增加
了疏水性污染物的溶解能力和传质速率，促进土壤

中 )*+, 的降解 & ;<=>?< 等［1%］指出，添加鼠李糖脂可
以使细菌更容易附在菲上，因此有助于提高菲的生

物可利用率和污染物降解速率 & @AB 等［8’］报道了生
物表面活性剂鼠李糖脂可加快土壤中菲和芘的降

解 &本研究表明生物表面活性剂鼠李糖脂能促进长
期 )*+, 污染土壤中 )*+, 的去除 &在 7# ( 试验中，
添加鼠李糖脂对 )*+, 降解率是 ’#$ #:，高于单独
种植紫花苜蓿 & 其原因是生物表面活性剂能促进
)*+, 在土壤中的解吸和溶解，有效提高疏水性
)*+, 的生物可利用性，强化土著生物降解过程 &

)*+, 专性降解菌表现出强化修复 )*+, 污染
土壤的作用 &有研究表明，降解菌能明显地提高多环
芳烃的降解率［16，19］& 本试验也表明 )*+, 专性降解
菌能明显促进紫花苜蓿对土壤中 )*+, 的降解，在
7# ( 试验中，接种 )*+, 专性降解菌对 )*+, 降解率
达到 !7$ 6:，主要原因一是微生物在生长过程中以
)*+, 为碳源和能源或把 )*+, 与其它有机质共代
谢而降解 )*+,；二是 )*+, 专性降解菌和紫花苜蓿
根际的互利作用 & 另外，)*+, 专性降解菌与鼠李糖
脂联合作用可显著提高 )*+, 降解率达 %’$ 7:，两
者的协同修复作用明显，不过有关其协同修复的机

制还需进一步研究 &
许多细菌都具有降解多环芳烃的能力 & 一般来

说，随多环芳烃苯环数量的增加，其降解速率降低 &
低分子量的 1 环和 ’ 环 )*+, 比较容易被生物降
解，而高分子量的 ! 环、% 环和 6 环 )*+, 却很难被
生物降解 &然而也有报道提出不一致的观点 &孙铁珩

等［1C］报道了接种细菌明显提高部分 ’ 环和 % 环
)*+, 的降解率 & 本试验中，随着 )*+, 苯环数的增
加，其平均降解率逐渐降低，但是接种 )*+, 专性降
解菌能够提高 ! 环和 % 环 )*+, 的降解率，这可能
与 )*+, 专性降解菌是以 ! 环的芘和 % 环苯并芘为
污染物从土壤中筛选的土著细菌有关 &
土壤中酶活性的变化可以反映土壤中微生物降

解有机污染物的能力 & 脱氢酶是土壤中重要的氧化
还原酶，在环状有机化合物的分解转化过程中起到

重要的作用，主要参与 )*+, 加氧化后形成中间产
物转"二聚氢脱氢生成儿茶酚的过程［17］，其活性的
大小反映土壤对有机化合物降解能力的强弱 & 有研
究报道，土壤中脱氢酶活性、)*+, 降解菌数量与
)*+, 的降解率显著正相关［C，’#］&本研究得到相似的
结果，土壤中脱氢酶活性和 )*+, 降解菌数量越高，
)*+, 的降解率越高 & /+、-. 和 /+ 0 -. 处理土壤
中脱氢酶活性和 )*+, 降解菌数量高于 23 处理，这
也是 /+、-. 和 /+ 0 -. 处理能够促进 )*+, 降解
的一个重要原因 & 所以添加鼠李糖脂接种 )*+, 专
性降解菌强化紫花苜蓿修复 )*+, 污染土壤，与根
际脱氢酶活性和 )*+, 降解菌数量有关 & 添加鼠李
糖脂提高了 )*+, 的生物可利用性；接种 )*+, 专性
降解菌增加根际微生物活性 & 两者都促进了根际
)*+, 降解，减少其对紫花苜蓿的毒害，促进紫花苜
蓿生长，提高根际脱氢酶活性和 )*+, 降解菌数量，
增强污染土壤多环芳烃的修复能力 &

#" 结论

（8）添加鼠李糖脂和接种 )*+, 专性降解菌可
以减少 )*+, 对紫花苜蓿的毒害，促进紫花苜蓿生
长，增加紫花苜蓿生物量，其中对紫花苜蓿地上部分

的生长影响大于地下部分 &
（1）添加鼠李糖脂，提高了 )*+, 的生物可利用
性；接种 )*+, 专性降解菌，增加了土壤微生物数
量，两者都促进了土壤 )*+, 的降解，降解率分别为
’#$ #:和 !7$ 6: & 两者协同修复能明显促进土壤
)*+, 降解，降解效率最高达 %’$ 7: &
（’）随着 )*+, 苯环数的增加，其平均降解率逐
渐降低 &接种 )*+, 专性降解菌能够提高 ! 环和 %
环 )*+, 的降解率 &
（!）添加鼠李糖、接种 )*+, 专性降解菌，提高
了 )*+, 污染土壤中脱氢酶活性和 )*+, 降解菌数
量，促进了 )*+, 的降解 & 土壤脱氢酶活性和 )*+,
降解菌数量越高，土壤 )*+, 的降解率也越高 &

’C#8
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