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植物-菌株联合去除土壤中的芘

陆泗进 何立环

中国环境监测总站生态室,北京100012

摘要 从山东省胜利油田某油井附近土壤中筛选出对芘具有较强降解能力的菌株P6,测定其和苜蓿联合

培养下对芘的降解情况。结果表明:与单独菌株P6降解芘相比,土壤中种植苜蓿后,芘的去除率得到明显提高

(20d时去除率为43.49%)。种植苜蓿后,基质土壤特别是根际土壤中,菌株P6的数量有了较大的提升,且土

壤中的过氧化氢酶和多酚氧化酶活性也得到了较大提高。可见,苜蓿除了能吸收芘外,还能通过改善土壤环境,

起到强化微生物降解芘的作用。
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  多环芳烃(PAHs)是一种毒性较大的有机污染

物,在土壤中性质稳定、难于降解,对农业生态环境

和人体健康有极大的危害,已经引起各国科研人员

的广泛关注[1]。目前,采用生物降解来去除土壤和

地下水中的PAHs的研究较多[2-4]。但由于微生物

对生长环境有一定的要求,导致它们在纯培养条件

下,在培养基中对PAHs降解率较高;但当投入到

土壤后,由于土壤环境对大多数外来的微生物都较

为严苛,加之投加的微生物还要面临与土著微生物

的竞争,导致它们对PAHs降解率大幅下降,实际

应用效果不佳[5-8]。
已有的研究都表明,通过在土壤中种植植物,

利用植物的生长和根际效应,可以一定程度地改善

微生物的生长环境,从而有利于外来菌株的生长,使
得微生物的降解效率虽然和培养基中相比有所下

降,但仍能保持一定的水平[5-8]。可见,在投加微生

物菌剂降解的同时,如果能引入植物,即采用微生

物-植物联合降解的方式,可能是目前生物修复土壤

中PAHs污染的一种有效方法。但不同的植物可

能起到不同的作用,如何能筛选出最合适的植物以

最大程度提高生物修复的效果是目前研究的重点之

一。有研究表明,如果植物根系茂密,生长快速,往
往应用效果较好。苜蓿根系较为发达,在重金属植

物修复中应用较多,理论上具有应用于有机污染物

修复的潜力[8-9]。为此,本研究以芘作为PAHs的

代表底物,探讨菌株联合苜蓿后对土壤PAHs污染

的修复和降解情况,试图进一步探明植物在联合修

复体中所起的作用,以期为后续的推广应用奠定理

论基础。

1 材料与方法

1.1 试验菌株

污染土壤样品取自山东省胜利油田某油井附

近。采用富集培养的方法进行分离,最终从污染土

壤中分离出菌株P6,其在培养基中对芘有很强的降

解能力,对芘的降解率最高达到89%[10-12]。
1.2 供试植物材料处理

将购买的苜蓿种子先低温进行催化(置于4℃
冰箱冷藏室内),7d后取出种子,配制10%H2O2溶
液,将种子浸泡10min,冲洗后浸泡催芽。14d后

将长势良好的苜蓿的幼苗取出备用。
采用光强4900μW/cm2、250W 的照明金属

卤化物灯以提供植物生长所需的光能,光照长度为

12h/d。
1.3 芘降解试验

试验参照文献[12-15]进行,设计2组空白处

理。第1组空白,作为整个试验的空白对照,土盆中

除土壤外,芘、菌株和苜蓿均不加入;第2组空白,土
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盆中只加入芘,不加菌株和苜蓿。这2组空白可以

消除芘因挥发、淋失或其他非生物降解等因素造成

的损失。
盆栽试验土壤取自北京市郊区无有机污染的

场地。采集的土壤样品风干后,过2mm筛,然后采

用 高 温 灭 菌 的 方 式 去 除 土 壤 中 的 土 著 微 生 物

(120℃下 加 热 30 min)。土 壤 为 砂 壤 土 (砂 粒

69.5%、粘粒18.1%、粉粒12.4%),pH 值为6.7,
总有机碳和总有机氮含量分别为1.14%和0.32%。
将处理好的土样等量分置到盆中,然后加入配制好

的芘的丙酮溶液,充分搅拌、混匀,通过测定,处理后

的土盆中芘的质量分数为102.1mg/kg。然后按照

试验设计,将需要接种菌株P6的土盆中加入25
mL菌悬液(细胞密度D600=1),将长势良好的苜蓿

幼苗种植于土盆中,栽入。培养5、10、15、20和25d
后,分别取一定量土壤,采用Schwab等[15]的方法提

取土壤中的芘,采用紫外 分 光 光 度 计 法(Varian
Cary-50Probe)测定其质量浓度。
1.4 土壤和植物样品中芘分析

参照文献[13-14]分别测定降解不同时间段后

土壤和植物样品中芘的含量。
1.5 植物和土壤中多酚氧化酶和过氧化氢酶的

测定

  参照文献[13-14]分别测定降解不同时间段后

土壤中多酚氧化酶和过氧化氢酶活性。
1.6 微生物数量的测定

间隔一定时间后,分别采集不同处理的基质和

根际土壤。每次取1g土壤与100mL无菌水中混

合,并进行系列稀释,采用平板计数法测定菌株的

数量。

2 结果与分析

2.1 菌株和苜蓿对芘的去除率

30d内菌株P6、苜蓿以及苜蓿-菌株P6联合体

对芘的降解率随时间变化的趋势如图1,由图1可

以看出,苜蓿对芘的去除率变化较小,种植苜蓿后

10~30d,去除率基本稳定在14%左右。这可能是

与苜蓿自身的生理生化特性及对芘的吸收利用能力

有关。
接种到土壤后,菌株P6对土壤中芘的降解率

最初增 大,在15d时 对 芘 的 降 解 率 最 大,达 到

24.61%,然后,对芘的降解率逐渐降低,30d时降

低到最小(18.74%)。降解率曲线呈现出类似菌株

的生长曲线的变化趋势。
苜蓿-P6联合体对芘的降解率在20d时达到

最大值(43.49%),随着时间的增加,降解率开始缓

慢下降,但下降的趋势较为平缓,始终保持在较高水

平,30d后去除率仍维持在42.57%。可见,种植苜

蓿后,土壤中芘的去除率得到了明显提高。这可能

是由于种植苜蓿一定程度上改良了土壤微生态,同
时根系的分泌物可能有利于微生物的生长,提高了

菌株活性,从而促进了菌株对芘的降解。

图1 不同处理下芘的降解率随时间变化的趋势

Fig.1 Thechangeofremovalpercentageofpyreneinsoil

2.2 芘在苜蓿体内的含量分析

由于苜蓿生物量可以作为反映苜蓿健康状况

指标之一,本研究对苜蓿生物量进行了测试,结果表

明:与单独种植苜蓿相比,在投加菌株P6的土壤中

种植的苜蓿生物量都较大。播种后10、20和30d
时,在投加菌株P6的土壤中种植的苜蓿,其生物量

分别增加22.8%、26.5%和28.9%。可见,菌株P6
的存在能在一定程度上促进苜蓿的生长。

芘在苜蓿地上部分和根(干质量)中的含量测

定结果(图2)显示,在苜蓿地上部和根部都能检测

到芘的存在。也就是说,苜蓿对芘有一定的吸收、转
移能力。同时,根中芘的含量明显高于苜蓿地上部

的含量。此外,随时间增加,芘在苜蓿根中含量也会

增加,但在苜蓿地上部芘的含量增加较少。这说明,
苜蓿吸收的芘可能大部分都蓄积在其根部,只有少

量能转移到地上部分。其原因也许是因为芘由根部

难以转移到茎和叶,或芘在从根部向地上部转移的

过程中就被分解了。另外,种植在投加菌株的土壤

中的苜蓿,与单独种植苜蓿相比,其根部和地上部芘

的含量增加很少,这表明苜蓿对芘的吸收能力主要

决定于其自身特性,而受环境影响较小。
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图2 芘在苜蓿地上部分和根中的含量

Fig.2 Thecontentofpyreneinalfalfaaccordingtotime

2.3 土壤中的芘含量

不同时间段土壤中芘的含量测定结果(表1)表
明,在苜蓿-菌株联合处理的土壤中,芘的含量小于

苜蓿或者菌株单独处理的土壤。如30d时苜蓿-菌
株联合处理的土壤中芘的含量为7.12mg/kg(芘的

残留率为6.97%),而苜蓿或菌株单独处理的土壤

芘的含量分别为41.72mg/kg和24.31mg/kg(芘
的残留率分别为23.8% 和40.8%)。可见,种植苜

蓿后有助于土壤中芘的去除。
根系富集系数测定结果表明单独种植苜蓿的

处理和苜蓿-菌株联合的处理,苜蓿的根系富集系数

分别为0.18和1.26。在苜蓿-菌株联合处理下,苜

表1 不同时间段土壤中芘的含量

Table1 Thecontentofpyreneremaininginsoil mg/kg

处理

Treatments
芘含量 Thecontentofpyrene

5d 10d 15d 20d 25d 30d
苜蓿 Alfalfa
菌株P6
菌株-苜蓿P6-alfalfa

91.44±4.30
84.72±3.30
82.20±3.70

77.93±6.70
65.70±4.10
58.61±5.30

66.04±2.30
49.53±6.30
38.34±3.70

56.00±4.30
37.91±5.70
21.67±3.40

48.14±3.10
29.92±4.30
12.40±5.10

41.72±4.70
24.31±6.30
7.12±4.30

蓿根系富集系数大于1,这表明苜蓿根系中富集的

芘要高于根系中芘的含量,这也说明苜蓿对芘具有

一定的吸收能力。Gao等[16]也得到了相似的结论,
他的研究指出植物在有机污染土壤中的根系富集系

数一般为0.23~4.44。
2.4 植物体内过氧化物酶(POD)和多酚氧化酶

(PPO)活性变化

  本研究测定了PAHs胁迫下植物根和茎叶中

POD和PPO的变化,结果(图3)显示,苜蓿体内的

POD酶活性都是先升高后降低,活性也高于对照

(CK)。同时,苜蓿的地上部分、根部中POD酶活性

的变化趋势也类似,分别在10、15d后达到最大值,
随后酶活性出现下降。

苜蓿根部的POD酶活性都高于其地上部分活

性。可能原因是,根部直接与芘接触,浓度较高,容
易诱发POD酶活性升高;而地上部的芘主要靠根

部吸收后输送至地上部分,芘有可能较难从根部传

导到地上部,导致活性较低。
苜蓿地上部分的PPO酶活性先升高然后开始

下降,在10d时PPO酶活性达最大。与之不同的

是,苜蓿根部的PPO酶活性随时间变化无明显趋

势。同时,与POD酶活性类似,苜蓿地上部分的

PPO酶活性也是大于根部酶活性。

图3 苜蓿根和茎叶中POD和PPO活性随时间的变化

Fig.3 ThechangeofPODandPPOactivities
inalfalfaaccordingtotime

2.5 土壤中多酚氧化酶和过氧化氢酶活性变化

过氧化氢酶活性大小能够反映出微生物的活

性强度,因为过氧化氢酶活性主要与微生物呼吸强

度相关联。本研究也测定了不同时间段,芘污染土

壤中过氧化氢酶的活性,测定结果见表2。结果表

明,在没有联合苜蓿的条件下,土壤中的过氧化氢酶

活性基本没有发生变化,且与对照之间差异也不显

著。但当联合苜蓿后,土壤中的过氧化氢酶的活性

呈现升高的趋势,最高值可以达到3.35mL/g。
多酚氧化酶能够参与土壤中芳香族化合物的分

解和转化过程。为此,不同时间段土壤中多酚氧化
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酶的活性测定结果(表2)显示,在没有联合苜蓿的

条件下,土壤中的多酚氧化酶活性较低;但当土壤中

种植苜蓿后,土壤中的多酚氧化酶活性与对照土壤

相比得到了明显提高,最高值可以达到0.23mg/g。
表2 土壤中过氧化氢酶和多酚氧化酶的活性变化

Table2 Theactivitiesofcatalaseandpolyphenoloxidaseinsoil

时间/d
Time

过氧化氢酶/(mL/g)
Catalase

菌株

P6
菌株-苜蓿

P6-alfalfa

多酚氧化酶/(mg/g)
Polyphenoloxidase
菌株

P6
菌株-苜蓿

P6-alfalfa

5
10
15
20
25
30

2.17±3.30
2.32±5.10
2.46±3.10
2.52±4.10
2.86±3.30
3.05±4.70

2.28±3.50
2.56±2.70
2.72±3.70
2.89±3.30
3.03±2.60
3.35±3.10

0.03±3.30
0.05±4.10
0.06±3.20
0.07±3.20
0.09±4.30
0.11±3.30

0.06±2.60
0.09±3.70
0.12±4.10
0.15±4.70
0.19±3.10
0.23±5.10

  综上,本研究通过测定土壤中过氧化氢酶和多

酚氧化酶的活性变化来反映土壤微环境的变化,结
果表明种植苜蓿可以在一定程度上改良土壤微生态

环境,种植苜蓿的土壤中过氧化氢酶活性和多酚氧

化酶活性明显提高。
2.6 微生物数量的变化

土壤芘的降解率在菌株-植物复合体系中能大

幅提高,可能与菌株数量和活性提高有关。为此有

必要测定不同时段微生物数量的变化情况,测定结

果见表3。由表3可知,土壤中移栽苜蓿后,可以有

效提高基质土壤和根际土壤的微生物数量。由于植

物根系的活动,导致根际微生物数量明显要高于基

质土壤中的微生物数量。另外,根际微生物数量和

基质土壤中的微生物数量的变化趋势也不相同,基
质土壤中微生物的数量在10d时达到最大值,然后

出现下降;而根际微生物的数量则在20d时才达到

最大值,其后才出现下降。但根际微生物的数量增

长速度要高于基质土壤。这说明,种植苜蓿是可以

提升微生物活性的,特别是根际微生物数量增加

很快。
表3 根际土及基质土壤中微生物数量变化1)

Table3 Microbialpopulationsinthebulksoil

andtherhizospherefractions cfu

时间/d
Time

菌株P6
基质土壤

Bulksoil

菌株-苜蓿P6-alfalfa
基质土壤

Bulksoil
根际土壤

Rhizospherefractions
5 4.20×105 1.78×106 3.21×106

10 1.31×105 8.46×105 1.96×106

20 5.79×104 7.73×105 4.03×106

30 4.11×104 5.41×105 1.72×106

 1)所有处理标准差不超过15%Standarddeviationwasnomore

than15%inallvariants.

3 讨 论

本研究探讨植物苜蓿对土壤中芘微生物降解

所起的作用,研究微生物-苜蓿的联合作用对芘污染

土壤的生物修复。由于物理化学修复土壤有机污染

成本昂贵,而且还易造成地下水等环境介质的次生

污染,不适合大规模应用。采用微生物修复土壤有

机污染已有较长的研究历史,相关研究也取得很多

进展。但微生物在现场应用时效果往往不理想,特
别是土壤中那些多环、大分子质量的PAHs,一般

难以被土著微生物降解;而且往往在实验室内降解

效果较好的菌株投入土壤环境后,其降解PAHs的

效果易受到土著微生物竞争的影响,导致效果不佳,
一定程度阻碍了生物修复的发展。近来许多研究表

明,植物能促进土壤中有机物,如石油、PAHs等的

微生物降解。但是随着研究的深入,人们发现植物

修复过程缓慢,而且植物修复还受到污染物浓度的

限制,只有在植物能承受的浓度范围内,植物修复才

能进行。如在有苜蓿存在时,土壤微生物的降解能

力增强,PAHs总量的平均降解率比无苜蓿对照高

2.0%~4.7%。也有研究者指出,虽然种植苜蓿的

土壤中蒽和芘降解的最终效果与无苜蓿土壤没有显

著差异,但降解速率明显提高。本研究结果也表明

在种植植物苜蓿后,菌株P6对土壤中芘的降解能

力有了明显提升。
本研究结果还显示,存留在土壤中的芘和被苜

蓿吸收富集的芘的量在总投入芘的量中只占很小的

比例。比如30d后将近93%的芘被苜蓿-菌株复合

体系所去除。这意味着土壤中95mg/kg被苜蓿-菌
株复合体系去除。但是存留在土壤中的芘和被苜蓿

所吸收富集的芘的量仅分别为8.96mg/kg和7.12
mg/kg,有78.92mg/kg的芘消失了。多环芳烃一

般可以通过空气挥发、随水流失、光照降解、生物吸

收和降解以及其他非生物损失等途径从土壤中去

除。但对于芘这种四环芳烃来说,由于其极低的水

溶性和蒸汽压,其在土壤中通过挥发和流失的量非

常小。本试验设计的空白对照也证明通过蒸腾作用

和排水而流失的芘完全可以忽略。因此,这部分消

失的芘可能是由于微生物的降解作用而被去除。这

也说明微生物的降解作用可能是去除土壤中芘污染

的最主要途径。苜蓿可能起到强化微生物降解芘的

作用。
尽管与微生物降解去除芘的量相比,苜蓿所吸
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收富集的芘的量很小,但苜蓿在这个复合体系中所

起的作用却非常大,不可忽略。苜蓿-菌株联合处理

去除芘更为有效,这说明土壤中芘降解率的提高可

能是苜蓿-微生物联合作用所导致。为此,本试验分

析了苜蓿和土壤中相关酶系的活性变化,分析了苜

蓿在联合体系中所起的作用。试验结果也表明,由
于苜蓿的生长特别是根系的生长及其生长过程中所

分泌的物质,提高种植苜蓿的土壤中过氧化氢酶活

性和多酚氧化酶活性,可能对微生物的生长环境有

改善,从而增加了微生物的数量。另外,苜蓿根系所

分泌的有机物可能为微生物共代谢芘提供了某种

底物[17]。
另外,苜蓿在PAHs环境中生长,会产生一定

数量的自由基,这些活性自由基若不能及时被清除,
则可能会导致脂质过氧化以及酶失活等毒理效应,
危及植物生长[13-14,18],但由于苜蓿体内存在抗氧化

系统,可以清除体内的活性氧和膜脂过氧化所产生

的有毒产物,从而保护苜蓿不受损伤。其中,POD
是植物抗氧化系中的一种非常重要的保护酶类,能
清除机体内活性氧及有毒的产物[13-14,19]。本研究结

果表明,芘在一定质量浓度范围下,苜蓿体内POD
活性增大,以抵抗由于芘胁迫下造成的活性氧自由

基。但当芘质量浓度较高、处理时间较长时,活性自

由基的量过多,难以及时处理,导致酶活性降低,可
见POD酶活性也不是没有限度的,只有在一定范

围内才可以对苜蓿起到保护 作 用[13-14]。苜 蓿 在

PAHs环境中生长,还需要依靠多酚氧化酶,其能催

化PAHs生成较易降解的中间产物[20]。另外,多酚

氧化酶(PPO)也是重要酶类,有助于植保素、酚类物

质合成,因此这些酶类如果活性较强,能显著增强苜

蓿在有机污染环境中的生长[21-22]。
目前,为了提高植物修复土壤PAHs污染的效

果,开展微生物-植物联合修复土壤有机污染的生物

修复的研究已经逐渐增多,苜蓿是一种廉价、生长

快、对外界环境要求低的植物,且其在土壤重金属污

染修复中得到了一定应用,本研究将苜蓿引入芘的

生物修复中,探讨苜蓿对土壤中芘的吸收积累作用

及其与污染物性质、土壤污染强度等的关系,虽然取

得了一定的研究成果,但距离实际应用还有较大的

距离,特别是植物-菌株联合去除土壤中芘的机制,
还需要进一步研究。由于植物对有机物的吸收积累

作用及其与污染物性质、植物组成、土壤污染强度等

的关系尚不清楚,无法明确植物吸收积累、微生物降

解土壤有机污染物的相对贡献率,因此植物修复土

壤有机污染的深入机制亟待深入研究。
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Promotionofpyreneremovalfromsoilsbyplant-microbialassociation

LUSi-jin HELi-huan

DepartmentofEcologicalEnvironmentMonitoring,ChinaNationalEnvironmental
MonitoringCentre,Beijing100012,China

Abstract Pyrene-degradingbacteriaalongwithalfalfawerestudiedfortheirpotentialinremovalof
pyrenecontaminationfromsoil.43.49%ofpyrenewasdegradedbyP6-alfalfaassociationat20d.In
contrast,23.46%and15.21%ofpyrenewasonlyremovedbystrainP6andalfalfa,respectively.Itwas
indicatedthattheP6-alfalfaassociationwasmoreeffectiveinremovalofpyrene.Thepyrenewasalso
bothdetectedintheshootsandrootsofalfalfa,andmorepyrenewasaccumulatedintherootsthanthose
intheshoots.Throughanalysisofpathwaysofpyreneremoval,thisenhancedremovalofpyreneby
plant-microbialassociationmightbetheresultofalfalfapromotedmicrobialdegradation.ThePOD(per-
oxidase)inplantrootswashigherthanthatinshoots,andthePPO(phenoloxidase)inrootswaslower
thanthatinshoots.Thecatalaseandpolyphenoloxidaseactivitiesinsoilwerebothhigherinplantedsoil
thanunplantedsoil.Andthebacterialpopulationsinsoil,especiallyinrhizospherewerealsoinspiredby
thegrowthofalfalfa.Thesecouldbeexplainedbytherhizosphereeffect.Thisenhanceddissipationof
pyreneinplantedsoilmightbeduetoincreasedbiologicalactivityintherhizosphere.Therefore,bio-re-
movalofpyreneinthecontaminatedsoilswasfeasibleusingalfalfa.

Keywords soil;plant-microbialassociation;phytoremediation;pyrene
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