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摘　要　　采用绿豆为供试植物 ,通过温室盆栽试验研究接种邻苯二甲酸二 (22乙基己基)酯 (DEHP)降

解菌与丛枝菌根 (Arbuscular mycorrhiza , AM)真菌对 DEHP污染土壤的修复作用以及对植物生长的影响。试验

土壤中添加 DEHP浓度为 100 mg kg - 1 ,试验设 AM真菌 Acaulospora 90034、降解菌 Bacillus sp1 DW1和 Gordona

sp1 DH3单独接种以及互相组合的联合接种处理 ,同时设置不接种的对照处理 (CK)。苗后 60 d收获植株。结

果表明 ,AM真菌能很好地侵染绿豆的根系。菌根侵染提高了绿豆植株的干重 ,同时也促进了绿豆的磷营养 ,

但接种 DW1与 DH3对菌根侵染率与绿豆生长都没有显著影响。三种菌剂无论是单独或者联合接种都能显

著促进土壤中 DEHP的降解 ,但三种菌剂同时接种对 DEHP的降解能起到最好的协同作用。同时 ,接种 AM真

菌也减少了 DEHP在绿豆地上部分的累积 ,这些都为 DEHP污染农田土壤的生物修复提供了理论依据。
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　　邻苯二甲酸二 (22乙基己基)酯 (DEHP)是一种

工业上使用最广泛的酞酸酯 ,因其稳定性、流动性、

低挥发性的特点以及高分子量而被用作聚氯乙烯

(PVC)等生产中的增塑剂 ,在终产品中含量可达到

40 %左右。另外还被作为一种重要的添加剂广泛应

用于化妆品、墨水以及驱虫剂等的制造中。已有研

究表明[1 ] ,DEHP可以致癌并具有较强的生殖毒性 ,

尤其会导致雄性哺乳动物的睾丸受损 ,另外还具有

致畸性和胚胎毒性。由于 DEHP的大量生产和广泛

应用 ,对环境的污染呈现出逐渐上升的趋势 ,已经引

起了世界各国的广泛关注。

DEHP很难被水解而且几乎不被光解 ,目前认为

微生物的降解是其在环境中消失的主要途径[2]。过

去的几十年里已经进行了大量的对 DEHP生物降解

的相关研究[3～5] ,结果表明 ,许多种类的微生物都能

降解DEHP并生成中间产物 ,甚至有些种类的微生物

能够完全矿化 DEHP。但是研究结果也表明 ,环境中

DEHP的降解主要是依靠多种微生物的联合作用。

丛枝菌根 (Arbuscular Mycorrhiza , AM)是植物与

丛枝菌根真菌形成的共生体 ,其最显著的作用是可

以改善植物的矿质营养[6 ] ,提高植物的抗病性 ,并且

可以增强植物对外界胁迫的抗性[7 ]。AM真菌广泛

分布于各种污染土壤中 ,并且可与绝大多数的植物

共生 ,王曙光等[8 ]报道 ,丛枝菌根真菌能够帮助植物

在DEHP污染的土壤中存活并促进植株生长 ,同时

也显著促进了土壤中 DEHP的降解。

目前 ,由于农膜的大面积使用 ,其中的 DEHP会

从残膜中逐渐迁移进土壤 ,从而对农田土壤造成污

染[9 ] ;同时 DEHP能被植物吸收并进入食物链 ,严重

危害人类的健康。因此 ,本试验的目的是研究 AM

真菌及 DEHP降解菌联合接种对绿豆生长以及土壤

中 DEHP降解的影响 ,为 DEHP污染农田土壤的生

物修复提供理论依据。

1　材料与方法

111　材料

供试土壤为红壤 ,采自江西省鹰潭市中国科学院

第 45卷 第 1期 土　壤　学　报 Vol145 ,No11

2008年 1月 ACTA PEDOLOGICA SINICA 　Jan. ,2008



红壤实验站某蔬菜地的表层土 (0～20 cm)。基本理

化性质为 : pH 414 ,有机碳 715 g kg - 1 ,全氮 018

g kg - 1 ,全磷 ( P2 O5 ) 0153 g kg - 1 ,有效磷 17155

mg kg - 1 ,全钾 ( K2 O ) 18183 g kg - 1 ,速效钾 198

mg kg - 1。土壤过 2 mm筛 ,风干后备用。

供试植物为绿豆 ( Vigna radiata L1) 。挑选饱满

的绿豆种子 ,浸泡于 5 %的NaClO溶液中 3 min ,灭菌

蒸馏水冲洗 5次 ,再浸泡 20 min ,取出干燥备用。

供试 AM真菌为光壁无梗囊霉 ( Acaulospora lae2
vis) ,菌号 90034 ,宿主植物为苏丹草 ( Sorghum su2
danese (Piper) Stapf1) ,基质为河沙。去除苏丹草地

上部分 ,将根剪碎 ,以含有真菌孢子、菌丝、侵染根段

等繁殖体和根际土壤的菌剂为接种物。对照菌剂

(CK)不含 AM真菌 ,其他均同于 AM真菌菌剂。

两株 DEHP高效降解菌为中国科学院南京土壤

研究所生物与生化研究室从南京某化工厂污水处理

车间的活性污泥中分离获得 ,分别命名为 DW1 和

DH3。摇瓶试验表明 ,在以 2 000 mg L - 1DEHP为唯

一碳源的无机盐培养基中 ,3 d DEHP降解率达 95 %

以上。经过 16S rDNA序列分析及生理生化试验 ,初

步鉴定其分别为 Bacillus sp1 (DW1)和 Gordona sp1
(DH3) 。接种菌株 DW1和 DH3于 100 ml 富集培养

基中 (3 g L - 1牛肉膏、5 g L - 1蛋白胨、5 g L - 1NaCl、

pH 710 ,121℃湿热灭菌 30 min) ,30℃振荡培养 48 h ,

离心 (10 000 r min - 1 ,5 min)收集菌体 ,011 mol L - 1的

MgSO4·7H2O洗涤菌体 3 次 ,最后用 011 mol L - 1的

MgSO4·7H2O将菌体悬浮 ,测定细菌悬液的光密度 (λ

= 600 nm)并调整至密度约为 1012个 ml - 1。

112　试验设置

土壤中添加 DEHP 的浓度为 100 mg kg - 1 ,将

DEHP溶于石油醚施入风干土壤 ,过筛使其分布均

匀 ,放置一周以使石油醚挥发完全。试验按接种不

同分为 8个处理 :1) AM真菌 90034 ;2) DW1 ;3) DH3 ;

4) AM + DW1 ;5) AM + DH3 ;6) DW1 + DH3 ;7) AM +

DW1 + DH3和 8)不接种的对照 (CK) ,每个处理 3个

重复。试验采用 6 L 瓷盆 ,每盆装土 4 kg ,AM真菌

以 5 %的量施入 ,细菌以 2 %的菌悬液浇入 ,不接种

细菌的处理施以等量的 011 mol L - 1的MgSO4·7H2O

溶液 ,与土壤混匀。每盆播种绿豆种子 15 粒 ,出苗

后留苗 5棵 ,浇自来水 ,维持土壤含水量 20 %左右。

所有盆钵随机排列于日光温室中 ,苗后 60 d收获。

113　取样与分析

60 d时植株豆荚、茎叶和根系分开收获 ,自来水

冲洗后去离子水清洗。地上部分 70℃烘干 48 h称

取干重。鲜根取样 ,曲利苯蓝2方格交叉法测定菌根
侵染率[10 ]。剩余根同样方法烘干 ,称取干重。植株

地上部分和根系粉碎 ,过 100目筛。土壤样品风干、

磨碎 ,过 100 目筛。土壤及植株样品中 DEHP含量

的测定见文献 [ 11 ] ,磷含量的测定采用钼锑抗比色

法[12 ]。

114　数据统计

用 SPSS1010软件处理试验数据 ,Duncun单因素

方差分析比较各处理之间的差异显著性 ( p < 0105) 。

2　结　果

211　接种菌剂对绿豆菌根侵染率的影响

在不接种任何菌剂的情况下 ,绿豆的根系只有

较低的菌根侵染率。接种两株细菌 DW1与 DH3对

绿豆的菌根侵染率没有产生影响。所有接种了 AM

真菌 34 号菌剂的处理 ,其菌根侵染率均显著增加

( p < 0105)。与单独接种 AM真菌的处理相比 ,同时

接种细菌与 AM真菌的处理 ,其菌根侵染率并没有

显著差异 (图 1) 。

注 :图中竖棒表示标准误差 ,不同字母表示在 p < 0105水平差异

显著 Note : Bars show SE; Different letters show significant differences

　　　 at p < 0105 level

图 1　不同接种处理对绿豆菌根侵染率的影响

Fig11　Mycorrhizal colonization of mung bean roots in different

inoculation treatments

212　接种菌剂对绿豆生长的影响

图 2a 为绿豆地上部分的干重。所有接种 AM

真菌的处理 ,其绿豆地上部分的干重都显著高于

对照 ( p < 0105) 。DW1、DH3以及 DW1 + DH3 三种

处理也能促进绿豆地上部分的干重 ,但差异并不

显著。在不同的接种处理之间 ,AM和 AM + DW1

+ DH3这两种处理效应最好 ,绿豆地上部分干重
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最大。对于植株根系干重来说 ,DW1、DH3 和 DW1

+ DH3三种处理对绿豆根系干重没有影响 ,所有

接种 AM真菌的处理地下部分干重都有所增加 ,

但是与对照以及其他处理相比差异不显著

(图 2 b) 。

注 :图中竖棒表示标准误差 ,不同字母表示在 p < 0105水平

差异显著 Note : Bars show SE; Different letters show significant

　　　 differences at p < 0105 level

图 2　不同接种处理对绿豆的地上部干重 (a) ,地下

　　　 部干重 (b)和豆荚干重 (c)的影响

Fig12　Dry weight of shoots (a) , roots (b) and legumes (c) of

mung bean in different inoculation treatments

所有的接种处理均不同程度地增加了豆荚部分

的干重 (图 2 c) 。与对照相比 ,处理 DW1、DH3以及

DW1 + DH3其绿豆豆荚部分的干重显著增加 ( p <

0105) ,而接种 AM真菌的处理 AM、AM + DW1、AM +

DH3和 AM + DW1 + DH3其豆荚干重与对照相比达

到了极显著差异 ( p < 0101) ,同时也显著高于处理

DW1、DH3以及 DW1 + DH3 ( p < 0105) 。总体而言 ,

两株降解菌与 AM真菌联合接种促进了绿豆的生

长 ,尤其是对于绿豆豆荚的生长具有明显的促进作

用 ,而单独接种细菌 DW1 和 DH3 对绿豆生长影响

不显著 (图 2 a、b和 c) 。

213　接种菌剂对绿豆磷营养的影响

施加 DEHP的土壤中 ,接种 AM真菌改善了绿

豆的磷营养 (图 3) 。接种AM真菌后 ,绿豆的地上部

分 ,包括豆荚和茎叶中的磷含量与其他处理相比显

著增加 ( p < 0105) ,而接种细菌的处理 DW1、DH3以

及DW1 + DH3 其绿豆地上部分的磷含量与对照相

比并没有差异。从绿豆根系的磷含量结果可以看

出 ,与对照相比 ,接种细菌对绿豆根系的磷含量没有

影响。除了处理 AM + DW1 ,其余所有接种 AM真菌

的处理其绿豆根系的磷含量与对照相比也没有显著

差异。

214　接种菌剂对植株中 DEHP残留量的影响

与对照及只接种细菌的处理相比 ,所有接种

AM真菌的处理 ,其地上部分 DEHP含量都显著降

低 ( p < 0105) 。同时 ,从绿豆根系的 DEHP含量可

以看出 ,所有接种了 AM真菌的处理 ,其绿豆根系

的 DEHP浓度显著增加 (图 4) 。图中可以看出 ,绿

豆将 DEHP向地上部分转运后 ,DEHP在茎叶和豆

荚中的分配比例不同。无论是对照还是接种菌剂

的处理 ,DEHP转移到绿豆地上部分后 ,主要分配

在豆荚中。

215　接种菌剂对土壤中 DEHP降解的影响

所有的接种处理 ,无论是单独接种或是联合接

种 ,与对照相比 ,均显著降低了土壤中的 DEHP含量

( p < 0105) 。其中 ,AM处理的土壤中 DEHP降解率

显著高于单独接种细菌的 DW1、DH3 处理 ,但与两

株细菌联合接种的 DW1 + DH3 处理之间没有明显

差异 (图 5) 。所有 AM真菌与细菌联合接种的处理

AM + DW1、AM + DH3以及 AM + DW1 + DH3 ,其土壤

中 DEHP含量都显著低于对照以及其他处理。单因

素方差分析结果显示 ,AM真菌与细菌联合接种的

处理 AM + DW1、AM + DH3以及 AM + DW1 + DH3与

对照相比 ,极显著地促进了土壤中 DEHP的降解 ( p

< 0101) ,与单独接种 AM真菌和细菌的处理相比也

有显著的差异 ( p < 0105) 。
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注 :图中竖棒表示标准误差 ,不同字母表示在 p < 0105水平差异显著 Note : Bars show SE; Different letters show significant differences at p < 0105 level

图 3　不同接种处理下绿豆不同部位的磷浓度

Fig13　Phosphorus contents in legume , shoot and root of mung bean in different inoculation treatments

注 :图中竖棒表示标准误差 ,不同字母表示在 p < 0105水平差异显著 Note : Bars show SE; Different letters show significant differences at p < 0105 level

图 4　不同接种处理下绿豆不同部位的 DEHP含量

Fig14　DEHP contents in legume , shoot and root of mung bean in different inoculation treatments

注 :图中竖棒表示标准误差 ,不同字母表示在 p < 0105水平差异

显著 Note : Bars show SE; Different letters show significant differences

　　　 at p < 0105 level

图 5　不同接种处理对土壤中 DEHP降解的影响

Fig15　Residual DEHP concentration in soils in different inoculation treatments

3　讨　论

AM真菌与植物共生能够显著促进植物的生

长 ,其作用主要是通过促进植物的矿质营养[13 ,14 ]以

及提高植物对生物[15 ,16 ]及非生物[7 ]胁迫的抗性。

目前 ,有关丛枝菌根在有机物污染土壤中相关作用

的研究结果表明 ,丛枝菌根在有机物污染的土壤中

也能发挥很好的作用[17 ]。

本试验结果表明 ,在营养条件相对贫乏的污染

红壤中 ,AM真菌能够很好地侵染绿豆的根系 ,并显

著促进了绿豆的生长 ,特别是绿豆的茎叶以及豆荚

部分 ,对根系生长也有一定的促进作用。说明本试
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验所采用的 90034菌剂在贫营养条件下也能很好地

侵染植株根系 ,对植株的生长有明显的促进作用。

Liu等[18 ]认为 ,AM真菌促进植物生长可能与菌根侵

染改善了植物的磷营养有关。本试验表明 ,无论是

单独接种 AM真菌还是 AM真菌与两株细菌联合接

种 ,都显著促进了绿豆的磷营养 ,而接种细菌对绿豆

磷营养没有影响。Gamalero 等[19 ]发现 ,当两株荧光

假单胞菌与 AM真菌同时接种时 ,与单独接种相比 ,

能够显著地促进番茄根部生长以及植株的磷素营

养。本试验中 ,同时接种细菌与 AM真菌的处理 ,其

菌根侵染率以及绿豆磷含量与单独接种 AM真菌的

处理相比并没有显著差异 ,表明这两株细菌对 AM

真菌 90034 没有影响。目前 ,对 AM真菌与根际微

生物联合作用于植物生长的研究结果不一 ,有研究

认为它们能够促进植物的生长[20 ,21 ] ,但也有证据表

明它们对植物生长并没有显著的影响[22 ,23 ]。目前

只有很少的结果证明两者之间具有协同作用[19 ,24 ]。

本试验的绿豆生物量结果表明 ,除了豆荚外 ,接种两

株细菌对绿豆生物量没有显著影响 ,也说明这两株

细菌没有直接促进绿豆生长的作用。但是 ,由于其

对土壤中 DEHP的降解作用 ,可能在一定程度上减

轻了 DEHP对绿豆的毒害作用 ,因此接种这两株细

菌可能对绿豆的生长会起到间接的促进作用。

关于丛枝菌根真菌应用于重金属污染土壤的生

物修复研究已经有 20 a以上的时间 ,并且有大量的

研究报道[25 ] ,但只有近几年才开始有丛枝菌根真菌

应用于有机污染土壤的生物修复的报道。有报道表

明[26 ] ,丛枝菌根真菌与细菌在共生条件下能够提高

土壤中有机物的降解率。本试验结果表明 ,菌株

DW1、DH3以及 AM真菌 90034 ,无论是单独还是联

合接种 ,都显著促进了土壤中 DEHP的降解。但在

单独接种的处理中 ,处理 AM的 DEHP降解率要高

于处理 DW1和 DH3。推测由于红壤的矿质营养含

量较低 ,不利于外源细菌的存活 ,因此接种细菌可能

效果并不是很理想 ,同样的结果从两株细菌联合接

种的处理 DW1 + DH3也可以看出。另外 ,据陈瑞蕊

等[27 ]的报道 ,推测认为接种 AM真菌可以通过刺激

植物分泌更多的根系分泌物 ,促进土壤中土著微生

物的活性 ,从而提高了 DEHP的降解率。比较处理

AM和 AM + DW1、AM + DH3可以发现 ,当 AM真菌

与细菌联合接种时 ,AM真菌的侵染在促进土壤土

著微生物活性的同时 ,也促进了接种的降解菌在土

壤中的存活 ,从而提高了土壤 DEHP的降解率。其

中 ,处理 AM + DH3与 AM达到了显著差异 ,可见菌

株DH3与 AM真菌的共同接种效果更好。所有处

理中 ,AM真菌 90034与细菌 DW1、DH3同时接种的

处理 AM + DW1 + DH3 其土壤中 DEHP的降解率最

高 ,与处理 AM + DW1、AM + DH3 相比可以看出 ,菌

根侵染能够为这两株 DEHP降解菌提供生存的良好

环境 ,促使其很好地发挥降解作用。

通过菌根化植物2细菌修复系统可以很好地实
行有机污染土壤的生物修复 ,但是植物能将有机污

染物富集到根部或者地上部分 ,在有机污染的农田

土壤中 ,可能会对食物的安全性造成影响。Yin

等[11 ]报道 ,在DEHP污染土壤中 ,随着DEHP浓度的

增加 ,辣椒中的 DEHP含量也显著上升 ,而维生素 C

和辣椒素则显著降低 ,显示 DEHP的污染影响了农

作物的质量。本试验结果可以看出 ,在绿豆地上部

分的 DEHP含量 ,对照以及没有接种 AM真菌的处

理DW1、DH3 和 DW1 + DH3 显著高于处理 AM、AM

+ DW1、AM + DH3和 AM + DW1 + DH3 ,证明接种菌

根抑制了绿豆将 DEHP向地上部分转运 ,而在根系

中这种情况正好相反。AM真菌的侵染大大提高了

植物根系对矿质营养的吸收能力 ,但是由于 DEHP

分子量较大 ,不容易被真菌菌丝吸收。另外 ,由于

AM真菌促进了植物根系的扩展 ,发达的菌丝也扩

大了吸收的范围 ,从而将土壤中的 DEHP大量吸附

在根系以及菌丝体表面而不转运进入植物体内 ,因

此也导致了接种菌根真菌的处理其根系 DEHP含量

增加而地上部分 DEHP含量较不接种菌根真菌的处

理低 ,但是这些都有待于进一步的验证。绿豆地上

部分中 ,豆荚中的含量较茎叶高 ,推测由于 DEHP具

有脂溶性 ,因此其更多地进入了油脂含量较高的豆

荚。从所有的处理来看 ,在有机污染土壤的条件下 ,

接种 AM真菌对于食品安全性具有非常重要的意

义。

4　结　论

1) 接种 AM真菌显著促进了绿豆的生长 ,两株

降解菌由于对 DEHP的降解也间接促进了绿豆的

生长。

2) 接种AM真菌减少了DEHP向绿豆地上部分

的转运 ,将 DEHP富集在植株根系。

3) 在红壤中 ,无论是单独接种三种菌剂或者是

联合接种 ,与对照相比都能很好地促进土壤中

DEHP的降解 ,但两种降解菌与菌根真菌同时接种

时效果最佳 ,DEHP在土壤中的降解率最高。
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EFFECT OF COMBINED INCUBATION OF TWO BACTERIA

STRAINS AND AN ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI ON DEHP

DEGRADATION AND GROWTH OF MUNG BEAN IN RED SOIL

Qin Hua1 , 2 , 3　Lin Xiangui1 ,2­　Yin Rui1 ,2　Zhang Huayong1 , 2　Wang Junhua1 , 2

(1 Institute of Soil Science , Chinese Academy of Sciences , Nanjing　210008 , China)

(2 Joint Open Laboratory of Soil and the Environment , Institute of Soil Science and Hongkong Baptist University , Nanjing　210008 , China)

(3 Graduate School of the Chinese Academy of Sciences , Beijing　100039 , China)

Abstract　A pot culture experiment was carried out to study effect of combined incubation of DEHP degrading bacteria and

arbuscular mycorrhizal (AM) fungi on bioremediation of DEHP polluted soil and growth of mung bean1 Two bacterial strains , i1
e1 Bacillus sp1 DW1 and Gordona sp1 DH3 , and one strain of AM fungi , Acaulospora laevis 90034 , were inoculated , alone or

in combination , to the soil amended with 100 mg kg - 1 DEHP1 A treatment of uninoculated soil was set as control (CK) 1 The

plants were harvested 60 days after seedling emergence1 Results of the experiment show that AMfungi colonized well in the roots

of mung bean1 Dry mass of the plant was increased and P nutrition improved by AMF inocula1 But inoculation of just DW1 and

DH3 did not show any significant effect on mycorrhizal colonization and plant growth1 However , the three strains of inoculants ,

whether inoculated alone or in combination , could obviously promote degradation of DEHP in the soil , but the best synergistic ef2
fect on DEHP degradation was found when strains DW1 , DH3 and AMfungi wer inoculated in combination1 Besides , the inocu2
lation of AMF decreased DEHP accumulation in the shoots of mung bean1 The findings in the experiment may serve as scientific

basis for bioremediation of DEHP2contaminated soils1
Key words　Mung bean ; Arbuscular mycorrhizal fungi ; Bacteria ; Di2(22ethylhexyl) phthalate ; Mixed inoculum
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