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摘 要  通过温室盆栽实验，单独或联合接种多环芳烃专性降解菌（DB）和添加生物表面活性剂-鼠李糖脂（RH），研究了生物表面活性剂强化微生物修复多环芳烃（PAHs）长期污染土壤的效果。结果表明，添加RH和接种DB能明显促进土壤中PAHs总量和各组分PAHs的降解。经过90 d培养后，添加RH、DB和RH+DB处理的PAHs的降解率分别为21.3%、32.6%、36.0%，较对照分别提高了333.0%、563.3%、633.0%。此外，随着苯环数的增加，土壤中15种PAHs平均降解率逐渐降低。同时也发现DB、RH+DB处理土壤中脱氢酶活性、多酚氧化酶活性和PAHs降解菌数量显著高于CK、RH处理，但是CK与RH处理没有显著差异，说明DB、RH在促进土壤中PAHs的降解方面有不同的机制。
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土壤中的多环芳烃(polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs)是一类具有致癌、致畸、致突变效应的持久性有机污染物[1~3]，严重危害农产品安全和人类健康。PAHs 污染土壤的修复是当前国内外土壤和环境领域研究的热点之一[4,5]。微生物修复PAHs 污染土壤因其经济有效、无二次污染、处理形式多样和应用范围广等则备受关注[6~8]，特别是高效降解菌对PAHs 具有高效广谱降解能力，同时具有环境友好等优点而备受青睐。但是PAHs极易被土壤固相吸附，限制了其微生物修复过程。人们常用表面活性剂增溶修复(surfactant-enhanced remediation, SER) 技术溶解土壤中PAHs[9,10]。SER 技术与微生物修复联合，利用表面活性剂对PAHs 的增溶作用增加土壤溶液中PAHs 生物可利用性，提高PAHs 的微生物降解作用，有望提高PAHs 污染土壤的修复效率。但是易造成二次污染的化学表面活性剂国内外研究较多[11~13]，绿色、可降解的生物表面活性剂相对较少，尤其是关于生物表面活性剂强化微生物修复PAHs长期污染农田土壤还鲜见报道。
目前，关于修复PAHs污染土壤大多是将多环芳烃污染物添加到土壤中进行模拟研究[14,15]，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，故直接针对多环芳烃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PAHs长期污染农田土壤为研究材料，重点研究了生物表面活性剂强化PAHs专性降解菌对PAHs的降解及其与酶活性、PAHs降解菌数量的关系，以期为农田土壤中多环芳烃原位修复技术提供科学依据。

1  材料与方法
1.1  供试材料
1.1.1  供试土壤    采自江苏无锡由于多年化工废水PAHs污染的某农田，多点采集表层土壤（0~20 cm），捡出植物根系、石砾等残留物，过2 mm 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：pH (H2O) 6.4，有机质19.2 g kg-1，全氮1.3 g kg-1，全磷0.5 g kg-1，全钾14.2 g kg-1，速效磷3.6 mg kg-1，速效钾86.0 mg kg-1。供试土壤PAHs含量为13.5 mg kg-1，包括检测出来的15种PAHs（萘，苊，芴，菲，蒽，荧蒽，芘，苯并[a]蒽，屈，苯并[b]荧蒽，苯并[k]荧蒽，苯并[a]芘，二苯并[a, h]蒽，茚并[1,2,3-cd]芘，苯并[g, h, i]苝）。
1.1.2  供试生物表面活性剂    鼠李糖脂（Rhamnolipids），浓度为4 g L-1，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。

1.1.3  供试PAHs专性降解菌    从土壤中分离出来的具有高效PAHs降解能力的土著细菌芽孢杆菌( Bacillus sp.)和黄杆菌(Flavobacterium sp.)，由中国科学院沈阳应用生态所提供。

1.1.4  化学试剂    菲 (Phenanthrene)、苯并[a]芘(Benzo[a] pyrene)、蒽 (Anthracene)、芴 (Fluorene)、二苯并噻吩 (Dibenzothiophene)、二氯甲烷、正己烷、环己烷、乙腈均为HPLC 级；其他试剂为分析纯。

1.2  试验设计与实施

试验处理：（1）对照（CK），不添加试剂、不接种；（2）添加鼠李糖脂（RH）；（3）接种PAHs专性降解菌（DB）；（4）添加鼠李糖脂和接种PAHs专性降解菌（RH+DB）。试验共4个处理，每个处理5 次重复。试验采用底部有孔的盆钵，PAHs专性降解菌按3% （质量百分比）用量与土壤混合均匀，生物表面活性剂按10 ml kg-1与土壤混合均匀，装盆。每盆装土3 kg，盆栽试验在温室中进行。在培养过程中的第30、60、90天时分别取样。每盆用小型不锈钢土钻随机采取3点，组成混合土样。将所采集的土壤样品分成两份，一份土样于4℃保存，以供微生物生态分析用；另一份土样风干，过20目筛，供PAHs含量分析用。

1.3  测定方法

1.3.1  PAHs的提取与测定    土壤中PAHs 采用二氯甲烷索式提取[16]，HPLC 测定[17]。测试条件为：色谱柱为4.6 mm × 250 mm烷基C18 PAHs专用柱；流动相为色谱纯乙腈/水；流速为1 ml min-1；柱温为30℃；进样量为10 μl。
1.3.2  土壤中脱氢酶活性的测定    采用三苯基四氮唑氯化物（TTC）法测定[18]。

1.3.3  土壤多酚氧化酶活性的测定    采用比色法进行测定[18]。

1.3.4  PAHs降解菌数量的测定    采用改进的PAHs降解菌计数板法 (MPN法)[19]。

2  结果与分析

2.1  土壤中PAHs含量的动态变化和降解率
在90 d培养过程中，不同处理土壤中PAHs含量动态变化情况如图1所示。随着培养时间的延长，土壤PAHs含量逐渐降低。自然条件下PAHs降解非常缓慢。添加RH，接种DB后土壤PAHs含量在30 d内降低迅速，随后降低速率变慢，趋于平缓。同一时间内，各个处理土壤PAHs含量顺序为：CK>RH>DB>RH+DB，RH 处理增强土著微生物对PAHs的降解。DB、RH+DB处理土壤PAHs含量显著低于CK处理（p <0.05）。
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图1  不同处理土壤中PAHs含量的动态变化

Fig.1  Dynamics of soil PAHs contents in different treatments
培养结束时，不同处理土壤PAHs降解率如图2。与本底值（13.5 mg kg-1）相比，不做任何处理的对照降解率最低为4.9%，说明土壤存在的土著菌能降解PAHs，土壤具有自我修复过程，不过这种降解作用非常缓慢。外源添加RH、接种DB能提高其降解速度（图2）。RH、DB处理的PAHs降解率分别为21.3%、32.6%，较对照分别提高了333.0%、563.3%。RH+DB处理的降解效率最高达36.0%，较CK处理提高633.0%，较RH、DB处理分别提高69.3%和10.5%。

[image: image2.emf]0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

CK RH DB RH+DB

处理类型

  Different treatments

Degradation ratio (%)

降解率

 
图2  不同处理土壤中PAHs的降解率

Fig.2  PAHs degradation ratio in different treatments
2.2  土壤中15种PAHs含量及其降解率
试验前后土壤中15种PAHs含量如表1所示。经过90 d培养，土壤中15种PAHs含量均低于本底值土壤中各组分含量。外源添加RH、接种DB能够促进土壤中15种PAHs的降解。RH处理能明显促进土壤中芘和二苯并[a, h]蒽的含量降低（p <0.05）；DB处理能明显促进土壤中芴、荧蒽、芘、苯并[k]荧蒽和二苯并[a, h]蒽的含量降低（p <0.05）；RH+DB处理能明显促进土壤中15种PAHs中大部分PAHs（除苯并[a]蒽、屈、苯并[b]荧蒽、苯并[a]芘和茚并[1,2,3-cd]芘外）含量降低（p <0.05）。
表1  不同处理土壤中15种PAHs含量变化
Table 1  Changes of 15 PAHs contents in different treatments
	PAHs
	本底值PAHs含量
Background value of soil PAHs（mg kg-1）
	90 d后PAHs含量
Content of PAHs after 90 days of incubation（mg kg-1）

	
	
	CK

	RH

	DB

	RH+DB


	萘 Naphthalene
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	苊 Acenaphthylene
	ND
	ND
	ND
	ND
	ND

	芴 Fluorene
	0.13±0.01a
	0.11±0.03ab
	0.10±0.01ab
	0.07±0.03bc
	0.04±0.02c

	菲 Phenanthrene
	0.82±0.01a
	0.60±0.04a
	0.31±0.04ab
	0.46±0.15ab
	0.34±0.10b

	蒽 Anthracene
	0.05±0.01a
	0.04±0.01a
	0.03±0.02ab
	0.02±0.01ab
	0.01±0.01b

	荧蒽 Fluoranthene
	2.45±0.64a
	2.39±0.04a
	2.04±0.24ab
	1.25±0.18b
	1.21±0.07b

	芘 Pyrene
	3.18±0.08a
	2.89±0.04ab
	1.98±0.38bc
	1.79±0.76bc
	1.88±0.24c

	苯并[a]蒽Benzo[a]anthracene
	0.73±0.03a

	0.62±0.03a

	0.58±0.03a

	0.56±0.18a

	0.56±0.02a


	屈 Chrysene
	0.98±0.05a
	0.89±0.03a
	0.69±0.06a
	0.68±0.29a
	0.63±0.05a

	苯并[b]荧蒽
Benzo[b] fluoranthene
	1.27±0.21a

	1.25±0.42a

	0.84±0.01a

	0.79±0.09a

	0.75±0.08a


	苯并[k]荧蒽
Benzo[k] fluoranthene
	0.56±0.06a

	0.55±0.05a

	0.47±0.00ab

	0.33±0.04b

	0.31±0.04b


	苯并[a]芘 Benzo[a]pyrene
	1.25±0.27a

	1.24±0.02a

	1.19±0.05a

	1.18±0.01a

	1.15±0.22a


	二苯并[a, h]蒽
Dibenzo[a,h]anthracene
	0.19±0.01a

	0.18±0.01ab

	0.14±0.00bc

	0.11±0.03cd

	0.09±0.02d


	茚并[1,2,3-cd]芘
Indeno[1,2,3-cd]pyrene
	0.82±0.18a

	0.81±0.07a

	0.79±0.13a

	0.75±0.31a

	0.73±0.18a


	苯并[g, h, i]苝 Benzo[g, h, i]perylene
	1.23±0.66a

	1.22±0.01a

	1.18±0.04ab

	1.08±0.10ab

	0.91±0.12b



注：ND为未检测到  Note: ND stands for not detectable

经过90 d培养后，土壤中15种PAHs降解率如表2所示。土壤中15种PAHs随着苯环数的增加其平均降解率逐渐降低。添加RH、接种DB能够促进各组分PAHs的降解。RH处理对三环、四环、五环和六环的降解率较对照处理分别提高了272.9%、219.0%、761.2%和402.5%；DB处理对三环、四环、五环和六环的降解率较对照处理分别提高了305.6%、723.9%、1 447%和1 406%；RH+DB处理对三环、四环、五环和六环的降解率最高，分别较对照处理提高了576.0%、724.0%、1 670%和3 100%。
表2  不同处理土壤中PAHs组分的降解率

Table 2  Degradation ratio of soil PAHs components in different treatments
	PAHs
	PAHs降解率 PAHs degradation ratio（%）

	
	CK


	RH


	DB


	RH+DB


	平均值 Average

	二环
Two-rings
	萘 Naphthalene
	—
	—
	—
	—
	—

	三环
There-rings
	苊 Acenaphthene
	7.49


	27.93


	30.38


	50.63


	29.11

	
	芴 Fluorene
	
	
	
	
	

	
	菲 Phenanthrene
	
	
	
	
	

	
	蒽 Anthracene
	
	
	
	
	

	四环
Four-rings
	荧蒽 Fluoranthrene
	5.06


	16.14


	41.69


	41.69


	26.15

	
	芘 Pyrene
	
	
	
	
	

	
	苯并[a]蒽Benzo[a]anthracene
	
	
	
	
	

	
	屈 Chrysene
	
	
	
	
	

	五环
Five-rings
	苯并[b]荧蒽
Benzo[b] fluoranthene
	1.47


	12.66


	22.74


	26.02


	15.72

	
	苯并[k]荧蒽
Benzo[k] fluoranthene
	
	
	
	
	

	
	苯并[a]芘 Benzo[a]pyrene
	
	
	
	
	

	
	二苯并[a, h]蒽
Dibenzo[a,h]anthrecene
	
	
	
	
	

	
	茚并[1,2,3-cd]芘
Indeno[1,2,3-cd]pyrene
	
	
	
	
	

	六环
Six-rings
	苯并[g, h, i]苝 Benzo[g, h, i]perylene
	0.81


	4.07


	12.20


	25.92


	10.75


2.3  土壤脱氢酶活性动态变化
在90 d培养过程中，土壤脱氢酶活性变化情况如图3所示。各处理条件下的土壤脱氢酶活性随着培养时间的延长而逐渐升高。CK、RH处理土壤脱氢酶活性随培养时间的延长而不断升高，这可能是酶在土壤中具有累积效应。DB、RH+DB处理均在30 d内迅速升高，随后升高速率变慢，趋于平缓。这可能是接种微生物后，土壤中微生物数量迅速增加提高了脱氢酶活性，随后升高速率变慢，可能是随着时间的延长微生物活性减小，但酶在土壤中具有累积效应。同一时间内，RH处理与CK处理土壤脱氢酶活性基本一致，接种DB处理的土壤脱氢酶活性显著高于不接种DB的处理（p <0.05）。
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图3  不同处理土壤中脱氢酶活性动态变化

Fig.3  Dynamics of soil dehydrogenase activity in different treatments
2.4  土壤多酚氧化酶活性动态变化

在90 d培养过程中，土壤多酚氧化酶活性变化情况如图4所示。各处理条件下的土壤多酚氧化酶活性随培养时间的延长而逐渐升高。4个处理均是在30 d内迅速升高，随后升高速率变慢，趋于平缓。这与脱氢酶在土壤中具有积累效应相同。同一时间内，各处理多酚氧化酶活性顺序为：RH+DB>DB>RH>CK，RH处理与CK处理土壤多酚氧化酶活性基本一致。接种DB处理的土壤多酚氧化酶活性显著高于不接种DB的处理（p <0.05），与脱氢酶结果相似。
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图4  不同处理土壤中多酚氧化酶活性动态变化

Fig.4  Dynamics of soil polyphenol oxidase activity in different treatments
2.5  土壤PAHs降解菌数量动态变化

PAHs降解菌数量动态变化情况如图5。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。外源接种微生物后，前30 d土壤PAHs降解菌数量迅速增加，DB、RH+DB处理增长两个数量级，显著高于CK、RH处理（p <0.05）。这可能是接种微生物后的30 d内，微生物适应了环境，数量迅速增加。30至60 d时各处理PAHs降解菌数量有所下降，培养至第90 天，各处理的PAHs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⑴研究的添加碳源刺激土壤PAHs降解的微生物数量动态变化趋势相似。
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图5  不同处理土壤中PAHs降解菌数量动态变化

Fig.5  Dynamics of soil PAHs degrading bacteria in different treatments
3  讨 论

土壤具有自然修复PAHs的功能，不过这种自我修复过程非常缓慢。添加生物表面活性剂能够促进土壤中PAHs的降解。欧阳科等[20]考察了在高效蒽降解菌中加入生物表面活性剂下蒽的生物降解效果，实验表明生物表面活性剂的增溶降解蒽性能高于无生物表面活性剂的处理。Zhu等[10]报道了生物表面活性剂可加快土壤中菲和芘的降解。本研究表明，生物表面活性剂能促进土壤中PAHs的去除。在90 d试验中，与对照处理相比，添加生物表面活性剂对PAHs总量的降解率提高了333.0%，其中对三环、四环、五环和六环的降解率分别提高了272.9%、219.0%、761.2%和402.5%。其原因可能是：（1）生物表面活性剂可以通过降低土壤-水或PAHs-水界面表面张力，促进PAHs从土壤表面向水相的扩散过程和乳化作用；（2）生物表面活性剂胶束对有机物的分配作用，增大了有机物在水相的溶解度。从而增加疏水性PAHs与微生物接触机率，提高其生物可利用性，强化土著生物降解过程。
PAHs专性降解菌表现出强化修复PAHs污染土壤的作用，并且接种PAHs专性降解菌土壤中PAHs的降解效果明显。微生物降解是去除土壤中PAHs的最主要途径。微生物具有很强的分解代谢能力和较高的代谢速率，其主要以两种方式进行代谢：以PAHs作为唯一碳源和能源；PAHs与其他有机质进行共代谢。然而PAHs长期污染土壤中微生物的数量较少、活性较低往往不足以降解污染物，这时向土壤中接种PAHs专性降解菌，可以明显促进土壤中PAHs的降解。邓欢欢等[21]研究外源降解菌对黄麻根区净化能力的生物强化作用，结果表明投加外源降解菌可以促进黄麻根区蒽的生物降解。赵飞等[22]研究降解菌对堆肥中多环芳烃的降解作用，发现降解菌的加入能明显地提高多环芳烃的降解率。本研究也表明PAHs专性降解菌能明显促进土壤中PAHs的降解，可能是微生物在生长过程中以PAHs为碳源和能源或把PAHs与其他有机质共代谢而降解PAHs。此外，PAHs专性降解菌与生物表面活性剂联合作用显著提高PAHs的降解率达633.0%。说明DB与RH协同修复作用明显，可能是生物表面活性剂提高疏水性PAHs的生物可利用性，在此基础上强化了PAHs专性降解菌的降解作用。不过有关其协同修复的机理还需进一步研究。
许多细菌均具有降解多环芳烃的能力。一般而言，随多环芳烃苯环数量的增加，其降解速率降低。低分子量的二环和三环PAHs比较容易被生物降解，而高分子量的四环、五环和

六环PAHs却很难被生物降解。本试验中，随着苯环数的增加土壤中15种PAHs的平均降解率逐渐降低。但是添加RH、接种DB能够促进各组分PAHs的降解，RH+DB处理对各组分的降解率最高，两者协同修复能明显促进土壤中各组分PAHs降解。

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。多酚氧化酶是土壤中重要的氧化还原酶，参与催化PAHs化合物降解的中间产物儿茶酚转化为苯醌的过程[24]。脱氢酶同样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 PAHs 加氧化后形成中间产物转-二聚氢脱氢生成儿茶酚的过程[23]，其活性的大小同样反映土壤对有机化合物降解能力的强弱。有研究报道，土壤中多酚氧化酶活性越高、PAHs降解菌数量越高，土壤中PAHs的降解效率越高[14,24]。范淑秀等[15]也指出土壤中PAHs的降解率与土壤中脱氢酶活性显著正相关。本研究得到相似的结果，土壤中脱氢酶活性、多酚氧化酶活性和PAHs降解菌数量越高，PAHs的降解率越高。DB、RH+DB处理土壤中脱氢酶活性、多酚氧化酶活性和PAHs降解菌数量显著高于CK、RH处理，这也是DB和RH+DB处理明显促进PAHs降解的一个重要原因。此外，也有研究发现，受到生物表面活性剂刺激的细菌较原始细菌显示出更高的生物活性[25]。本试验中RH与CK处理及RH+DB与DB处理相比，土壤微生物活性略有升高但不显著，对应的PAHs降解率却较微生物活性有稍大提高，这可能是生物表面活性剂刺激细菌、提高其活性有利于PAHs降解，但更主要原因为RH的增溶作用提高了PAHs的生物有效性，促进了降解。

4  结 论
1）接种PAHs专性降解菌增加了土壤微生物数量，促进了土壤PAHs的降解，DB处理的降解率为32.6%；添加生物表面活性剂活化了土壤PAHs，增加了其溶解度、促进了降解，RH处理的降解率为21.3%，RH+DB处理的降解效率最高达36.0%。

2）随着苯环数的增加，土壤中15种PAHs的平均降解率逐渐降低。添加RH、接种DB能够促进各组分PAHs的降解，RH+DB处理对各组分的降解率最高，两者协同修复能明显促进土壤中各组分PAHs的降解。

3）接种微生物明显提高了PAHs污染土壤中脱氢酶、多酚氧化酶活性及PAHs降解菌数量，促进了PAHs的降解。添加RH处理土壤中脱氢酶、多酚氧化酶活性及PAHs降解菌数量与CK处理相比虽然没有显著差异，但RH提高了PAHs的生物可利用性，促进了其降解。
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Effect of Biosurfactant Enhancing Bioremediation of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) Contaminated Soils
Liu Weiwei1,2,3 Yin Rui2,3† Lin Xiangui2,3 Zhang Jing2,3 Chen Xiaomin1 Zeng Jun2,3 Wang Yong2,3
(1 College of Resources and Environmental Sciences, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China)
(2 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, Nanjing 210008, China)
(3 Joint Open Laboratory of Soil and Environment, Institute of Soil Science and Hong Kong Baptist University, Nanjing 210008, China)
Abstract  A pot experiment in greenhouse was carried out to investigate effects of application of rhamnolipid (RH), a type of biosurfactant on the effect of PAHs-specific degrading bacteria (DB) in bioremediation of soils that have long been contaminated by PAHs. Results indicate that application of RH in addition to DB inoculation significantly increased total PAHs and promoted degradation of PAHs different in number of rings in the soil. After 90 days of incubation, the PAHs degradation ratio of Treatments RH, DB and RH+DB reached 21.3%, 32.6% and 36.0%, respectively, and increased by 333.0%, 563.3% and 633.0% as compared against that (4.9%) of the control. In addition, the average PAHs degradation ratio declined with the number of rings of the 15 PAHs. It was also found that the number of PAHs degrading bacteria, dehydrogenase activity and polyphenol oxidase activity in soils of Treatments DB and RH+DB were much higher than in Treatment RH and in CK, but differed slightly between Treatment RH and CK, suggesting that the mechanism of DB promoting degradation of PAHs in the soil is different from that of RH.
Key words  Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs); Soil contamination; PAHs-specific degrading bacteria; Biosurfactant; In-situ remediation
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