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石油污染土壤的生态风险评价和生物修复

Ⅲ 1石油污染土壤的植物—微生物联合修复3

刘五星　骆永明 ­　滕　应　李振高　吴龙华

(中国科学院南京土壤研究所土壤环境与污染修复重点实验室 ,土壤与农业可持续发展国家重点实验室 ,南京　210008)

　　摘　要　　在对石油污染土壤理化性质和微生物数量研究的基础上 ,通过接种含石油降解菌的菌剂、添

加营养、定期翻动以及栽种植物等方式对其进行了修复。试验表明 ,添加氮磷等营养后 ,土壤中的烃降解菌

明显增加 ,石油降解速率显著加快 ,但接种菌剂以及定期翻动对降解率没有显著影响。在修复试验进行到

120 d后 ,对部分处理进行了植物修复。试验表明栽种狼尾草后 ,土壤中石油降解速率显著加快 ,生物毒性明

显降低。另外 ,试验结束后对土壤中的总 DNA进行了提取和基于 16S rDNA V3区的 PCR2DGGE研究。结果

表明 ,经过修复处理改变了土壤中优势细菌的群落结构 ,使土壤细菌多样性增强。

关键词　　石油 ;土壤污染 ;生物修复 ;微生物群落

中图分类号　　X506　　　　文献标识码　　A

　　目前 ,对于石油污染土壤的生物修复主要采用

生物强化技术 (B ioaugmentation)和生物刺激技术

(B iostimulation)这两种方法。生物强化技术即通过

投加具有石油降解能力的微生物到污染土壤中 ,从

而加快土壤中污染物的降解。而生物刺激技术则

是向石油污染的土壤中添加石油降解菌生长所需

的氮磷等营养元素以及 H2 O2、O2等电子受体 ,刺激

土著微生物的生长来达到增加土壤中微生物生物

量和活性 ,从而加速石油降解的目的 [ 1 ]。因此 ,增

加石油污染土壤中的微生物数量和生物活性 ,特别

是石油降解菌的含量和活性是生物修复能否取得

成功的关键。有研究表明植物根际的微生物在数

量和种类上均与根外不同 , R /S值 (根际与非根际

微生物数值比值 )高达几十 ,个别甚至上千 (平板计

数 )。植物根系对土壤微生物的促进作用 ,一方面

是因为植物根系为微生物提供了生存场所 ,并可转

移氧气使根区的好氧作用正常进行 ;另一方面是根

系分泌物可以为微生物提供大量营养 ,从而刺激根

际各种菌群的生长繁殖 [ 2 ]。目前 ,利用植物根际效

应修复有机污染物特别是多环芳烃 ( PAH s)类物质 ,

已有广泛研究 [ 3～5 ]。然而 ,很少有人研究植物对高

含量石油污染土壤的生物修复。可能是由于土壤

受石油污染后会使孔隙度减少 ,透气性减弱 ,尤其

是在石油类物质含量较高的地区 ,石油还能黏在植

物根部形成一层黏膜 ,阻碍根部的呼吸和养分的吸

收 ,使植物不能生长。

本文首先采用了不同的生物强化和生物刺激

手段对石油污染土壤进行修复 ,以降低石油对植物

的毒性 ,然后在此基础上栽种不同植物进一步研究

植物对土壤中石油降解的影响。在进行生物修复

试验的同时 ,还通过微生物计数、变性梯度凝胶电

泳 (DGGE)以及生物毒性试验等方法研究了生物修

复过程中土壤微生物群落及生物毒性的变化。

1　材料与方法

111　试验材料

11111　供试土样　　采自南京近郊某炼油厂附近

的耕层土壤 (0～20 cm ) ,土壤类型为潮土。经室温

下阴凉处风干 ,过 2 mm尼龙筛备用。采用常规方

法分析土壤 pH、持水量 (WHC)、水解氮、速效磷等

基本理化性质 [ 6 ]。
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11112　含石油降解菌群的菌剂　　石油降解菌群

为本实验室富集 ,包含 Pseudom onas spp1、A cineto2
bacter spp1等。选用以 1%的糖蜜为唯一碳源的 BH

培养基 [ 7 ]
,在 150 m l三角瓶中装入 30 m l培养基 ,接

种 5%种子液 , 30℃、180 r m in - 1振荡培养 36 h。然

后将培养液与灭菌后的玉米芯粉按照一定的比例

混合制成菌剂。该菌剂含菌量为 412 ×10
9

cfu g
- 1。

112　试验方法

11211　盆钵试验设计　　试验设置 5个处理 , 3个

重复 ,每个处理装入供试土壤 115 kg。即 : ( 1)对照
(CK) ; (2)翻动 ( T) ,每 2周定期翻动盆钵中的土

壤 ,下面所有处理均包含该措施 ; ( 3 )添加营养

( TN) ,按照质量比 C∶N∶P = 100∶10∶1的比例添加

尿素和 KH2 PO4 ; (4)添加营养 +接种 ( TN I) ,除按照

上述比例添加营养外 ,另按 108 cfu kg- 1的量添加菌

剂 ; (5)添加营养 +接种 +柠檬酸钠 ( TN IC) ,营养

与接种同处理 TN I,另加 011%的柠檬酸钠。以上所

有处理均定期浇水保持土壤湿润。

其中修复试验进行至 120 d时 ,在处理 TN I、TN IC

中 ,分别播种狼尾草和紫花苜蓿 ,继续进行植物修复。

11212　土壤中含油量的测定 　　采用重量法 [ 8 ]测

定土壤中的含油量。具体方法是 :将 10 g风干过筛

的土壤与等体积的无水 Na2 SO4混匀 ,用称重的 K2D
瓶装入适量二氯甲烷 (DCM )经索氏提取 24 h。然

后 ,将抽提液在减压旋转蒸发仪上减压蒸干 ,重新

称量 K2D瓶并计算土壤中含油量。
11213　微生物数量测定　　土壤经过梯度稀释后 ,

采用稀释平板法 [ 9 ]测定其中细菌的数量 ;采用 MPN

法 [ 10 ]测定土壤中总烃降解菌和芳烃降解菌的数量。

11214　土壤中总 DNA提取及 PCR2DGGE　　采用

FastDNA SP IN Kit for Soil试剂盒提取土壤中总

DNA。具体方法参照文献 [ 11 ]进行。细菌

16S rDNA基因的 V3 区片段扩增以及随后的

DGGE,参照文献 [ 12 ]描述的方法。电泳结束后使

用 SYBR Green I染色 ,染色结果用凝胶成像系统成

像 ,并利用 Quantity One 414软件 (B io2Rad)进行图

像分析。

11215　土壤生物毒性分析 　　 ( 1)土壤二氯甲烷

(DCM)浸提液。称 510 g过 2 mm筛的风干土样 ,用

适量 DCM索氏提取 24 h,减压旋转浓缩至 5 m l,加入

5 m l二甲基亚砜 (DMSO) ,然后将该混合物继续浓缩

至 5 m l备用。 (2)生物毒性测定与计算。利用明亮

发光细菌 T3 (Photobacterium phosphoreum T3)测定 ,具

体方法参照 Jacob等 [ 13 ]。毒性计算 :将样品的发光输

出 (mV)除以对照样的发光输出为相对发光强度 T3

(以%表示 ) ,然后求出样品毫克数与相对发光度之

间的方程 ,用样品的 EC50 (抑制发光细菌 50%发光强

度的风干土壤毫克数 )表征样品的毒性。

113　数据处理

采用 DPS 3101专业版软件进行统计分析 ,其中

多重比较采用 Turkey法。

2　结果与讨论

211　土壤含油量与基本理化性质

由表 1可知 ,试验所采用的潮土中含油量高达

1514 g kg
- 1

,明显高于临界值 500 mg kg
- 1。Graham

等 [ 14 ]的研究表明 ,降解石油的细菌细胞化学组成可

以用 C106 H180O45 N16 P1表示 ,因此石油污染土壤生物

修复的最佳可生物利用的 C∶N∶P = 100∶15∶1 (摩尔

比 )。由于供试土壤含油量较高 ,因此土壤中碳含

量相应很高 ,对比微生物降解所需最佳 C、N、P比

例 ,土壤中生物可利用的 N、P元素严重不足 ,因此

在进行石油污染土壤修复时需要添加相应营养元

素来满足土壤中微生物的营养需求 ,增强土壤微生

物活性 ,从而加快石油的分解。

表 1　供试土样的基本理化性质与其中的菌含量

Table 1　Bacterial biomass and physico2chem ical p roperties of the soils

含油量
O il content

( g kg - 1 )

pH
(H2O)

持水量
W ater holding
capacity ( % )

水解氮
Hydrolysable

N (mg kg - 1 )

速效磷
Available

P (mg kg - 1 )

细菌
Bacteria

( cfu g - 1 )

总烃降解菌
TPH degraders

(MPN g - 1 )

芳香烃降解菌
PAH s degrader

(MPN g - 1 )

1514 7155 40121 84120 3178 719 ×107 415 ×106 310 ×105

212　修复过程中土壤的含油量变化

经过 120 d的生物修复 ,各处理土壤中的含油

量见图 1。结合处理方式和土壤中的含油量可以看

出 ,仅添加营养对该土壤中石油降解具有明显促进

作用 ( p < 0105) ,其余的处理均对其降解没有显著

影响。可能原因是 ,该土壤长期受石油污染导致其

中石油烃降解菌较多 (表 1) ,但由于土壤中营养元

素相对缺乏 ,导致细菌代谢能力较弱。经过添加营
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养处理后 ,土著微生物活性被激发 ,从而在生物修

复过程中起到主要作用。而在土壤中存在大量土

著石油降解菌情况下 ,外加的菌剂可能不适应该土

壤环境 ,因此不能明显促进石油降解。虽然氧气是

决定石油降解速率的重要因子 ,但是可能由于试验

所采用的盆钵较小 (115 kg盆 - 1 ) ,氧气还未成为限

速因子 ,因此翻动盆钵中的土壤并没有显著促进其

中油的降解。另外 ,尽管有研究表明在摇瓶培养时

柠檬酸钠能促进石油降解菌分泌表面活性剂 ,从而

加快对石油的降解 [ 7 ]
,但由于摇瓶环境与土壤环境

相差巨大 ,在本研究中柠檬酸钠的效果不显著 ,原

因还有待进一步研究。

由于本试验所用的石油污染土壤中最初的含

油量高达 1514 g kg
- 1

,植物在其中不能生长。随着

修复试验的进行 ,土壤的生物毒性逐渐降低。另

外 ,由于经过前期的修复 ,处理 TN I和 TN IC中的油

含量几乎相等。因此 ,待试验进行至 120 d后 ,在处

理 TN I和 TN IC中分别播种狼尾草和紫花苜蓿 ,以

研究植物对土壤中的微生物群落及石油降解的影

响。60 d后测定各处理中的含油量的变化并进行

显著性分析。从直观上看 ,紫花苜蓿的生长受到了

较强的抑制 ,但狼尾草生长较好。结果显示 (图 1)

栽种狼尾草和紫花苜蓿的处理中的含油量分别在

120 d的基础上下降了 25%和 10171% ,使土壤中的

最终含油量达到 715 g kg
- 1和 819 g kg

- 1。而未种

植物的处理 CK、T和 TN中含油量经过 60 d仅分别

降低 6136%、3128%、2100%。统计分析表明 ,狼尾

草显著促进了石油污染土壤中油的降解 ( p <

0105) ,但紫花苜蓿的影响不显著。可能与两种植

物对石油的耐受性不同有关。对于植物促进土壤

中有机物污染物分解的机理 , Schnoor等 [ 15 ]认为植

小写字母不同时 ,在 0105水平下显著 D ifferent low case letters on

top of the pairs of columns stand for significant difference at 0105

图 1　生物修复不同时期各处理中的含油量

Fig11　O il contents in the soil at 120 d and 180 d

物根系的有些分泌物可以作为微生物天然的共代

谢底物 ,促进污染物的降解。此外 ,根系可以生长

到不同层次的土壤中 ,故无需混合土壤即可使降解

菌分散在土壤中 [ 16 ]也是原因之一。

213　生物修复过程中土壤中总烃降解菌和芳烃降

解菌的变化

　　供试土壤中总烃降解菌为 415 ×106 M PN

g
- 1

,说明经过长期污染 ,促进了土壤中总烃降解

菌的生长繁殖 ,菌量较高。从图 2和图 3可以看

出 ,不同处理的盆钵中总烃降解菌随时间变化较

大。总体看来 ,处理 CK和 T的变化规律较为相

似 ,处理 TN、TN I和 TN IC较为相似。从总烃降解

菌菌量变化曲线上可见 ,在修复前期 ( 0～30 d)

土壤中的降解菌菌量明显上升 ,尤其是在添加了

营养的处理 TN、TN I和 TN IC中总烃降解菌量增

加了 2个数量级 ,随后总烃降解菌数量不断降

低。至 120 d后 ,由于处理 TN I、TN IC中分别播

种了狼尾草和紫花苜蓿 ,这两个处理中总烃降解

菌和芳烃降解菌数量迅速增加。可能由于狼尾

草耐油性较强、生长较好的缘故 ,其土壤中总烃

降解菌菌量较紫花苜蓿处理中的高。而其余 3

个处理中的菌量基本上没有变化。由于芳烃降

解菌和总烃降解菌的变化规律基本一致 (图 1和

图 2 ) ,因此本文不作详细讨论。结合不同处理

中芳烃降解菌和总烃降解菌的变化规律和其中

的含油量可以看出 ,由于根际效应的影响 ,处理

TN I和 TN IC中的总烃降解菌和芳烃降解菌大量

增加 ,因而也加快了土壤中油的降解。

图 2　土壤中总烃降解菌在修复过程中的变化

Fig12　Changes in TPH 2degrader in the soil

during bioremediation
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图 3　土壤中芳烃降解菌在修复过程中的变化
Fig13　Changes in PAH s2degrader in the soil during bioremediation

214　土壤微生物群落 PC R2D GGE分析

鉴于 不 同 处 理 中 油 降 解 率 差 异 , 使 用

PCR 2D GGE技术对经过 180 d修复后 ,处理 CK、

TN、TN I和 TN IC土样中的细菌多样性进行了分

析。从电泳图 (略 )可以看出 4个处理的共 12个

样品扩增的 DNA片断均在 230 bp左右 ,正是

16 S rDNA V3区的 DNA。在得到 16 S rDNA V3

区的 PCR扩增产物后 ,对之进行了 D GGE试验。

D GGE指纹图谱见图 4 (图中泳道 1、2、3代表处

理 CK的 3个平行 , 4～9泳道依次代表处理 TN、

TN I和 TN IC的 3个平行 )。通过对不同处理

D GGE的 DNA条带进行分析 ,发现处理 TN、TN I

和 TN IC中的 DNA条带明显多于 CK。特别是处

理 TN I、TN IC的 DNA条带在 20条左右 ,而作为对照

的处理只有 15条左右。另外 ,相对于对照 ,在采取

了相应修复措施的另外 3个处理 (4～12泳道 )中明

显多出了条带 A。由于处理 TN I中并未加入菌剂 ,

因此可以认为添加营养元素促进了土壤中该特定

细菌的大量增殖。从前文所述的各处理的油降解

率可以推断 ,该菌可能具有较强的石油降解性。但

对于该条带所对应细菌的具体分类地位及作用还

需通过测序等工作加以证实。此外 ,相对于只添加

营养的处理 TN ,在 DGGE图上处理 TN I、TN IC中出

现了一个明显条带 B ,可推断是由于植物根际效应

引起。

在对 D GGE条带直观分析的基础上 ,进一步

利用 U PMA G算法对 D GGE的 12个泳道进行了

族群划分 ,得到树形图 (图 5 )。从图 5可以看

出 ,该试验 4个处理的 12个样本可分为 2个族

群 ,对照处理的样品 ( 1～3泳道 )为一个族群 ,另

外 3个处理的 9个样品 ( 4～12泳道 )为另一族

群。两族群间相似性为 0149。两个族群在处理

上的差别在于一个群中添加了营养而另一个群

没有 ,这表明营养物的添加对土壤细菌群落组成

具有明显的影响。第二个族群可以进一步划分

为两个亚群 ,处理 TN的 4～6泳道和处理 TN I、

TN IC的 7～12泳道分属于两个亚群。这说明植物对

土壤微生物多样性也具有较大的影响。根据 DGGE

的原理 ,不同细菌的 16S rDNA片段由于其碱基组成

的差异导致电泳时泳动速率的不同 ,从而在凝胶上得

图 4　不同处理土样 DGGE分离图谱
Fig14　DGGE analysis of soil samp les

different in treatment

　　　

图 5　不同处理土样 DGGE树形图
Fig15　Dendrogram s of hierarchical cluster analysis of soil

samples different in treatment
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以分开。因此 ,基于 16 S rDNA V3区的 PCR2DGGE

图谱 ,反映了土壤中包含可培养与不可培养的占优势

的细菌群落结构。但是 ,需要指出的是由于各种因素

影响 ,实际可能存在偏差 [ 17, 18 ]。

215　经过不同处理后土壤的生物毒性

由于试验所用的土壤中主要污染物为不溶于

水的石油类物质 ,因此利用通常用来提取有机物的

溶剂 DCM进行抽提。又由于 DCM对发光细菌具有

强毒性 ,因此在用 DCM提取后 ,再在提取物中加入

对发光细菌低毒的 DMSO ,然后通过旋转蒸发去除

DCM ,以获得 DCM提取物的 DMSO溶液。以 DMSO

为对照 ,以不同浓度的 DMSO溶液进行毒性试验 ,

计算出修复前后不同处理土壤的 EC50 (抑制发光

细菌 50%发光强度的风干土壤毫克数 )。由图 6可

知 ,经过 180 d的处理 , 5个处理的土壤对发光细菌

的 EC50值相对于修复前土壤 (BR )显著增加 ( p <

0101)。结合前文的结果可以看出 ,各处理土壤的

生物毒性大小与其中的含油量高低呈负相关 ,其中

处理 TN I中土壤对 P1phosphoreum T3的生物毒性最

低。

图 6　经不同处理后的石油污染土壤生物毒性

Fig16　B iotoxicity of petroleum2contam inated

soils different in treatment

3　结　语

本文首先研究了在石油污染土壤中接种含石

油降解菌的菌剂、添加营养物以及定期翻动等方式

对其中石油降解效率的影响。结果表明 ,石油污染

土壤中 N、P等营养元素严重缺乏 ,添加 N、P营养元

素后土壤中的总烃降解菌明显增加 ,石油降解速率

显著加快 ,但其他处理对石油降解没有明显影响。

经过一段时间的修复 ,土壤的生物毒性有所降低 ,

此时通过栽种狼尾草、紫花苜蓿对其进行植物修

复。试验表明栽种狼尾草后 ,土壤中的微生物种类

和烃降解菌数量显著增长 ,石油降解速率明显加

快。最终 ,该处理土壤中含油量由 1514 g kg- 1降低

至 715 g kg
- 1

,且生物毒性也有极显著降低。此外 ,

应用 PCR2DGGE技术对不同修复处理土壤中的微

生物多样性及群落结构进行了分析。发现在石油

污染的土壤中添加 N、P营养、栽种植物后 ,其中的

微生物群落结构发生了显著变化 ,多样性也有所

增加。
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ECO 2R ISK ASSESSM ENT AND B IO REM ED IAT IO N O F PETROL EUM

CO NTAM INATED SO IL
Ⅲ . PHY TO 2M ICRO B IAL REM ED IAT IO N O F

PETROL EUM CO NTAM INATED SO IL

L iu W uxing　Luo Yongm ing
­　Teng Ying　L i Zhengao　W u Longhua

( Key Laboratory of Soil Environm ent and Pollu tion Rem edia tion, S ta te Key Laboratory of Soil and Susta inable Agricu lture,

Institute of Soil Science, Chinese Academ y of Sciences, N anjing 　210008, China)

Abstract　A m icrocosm ic experiment was carried out to evaluate effects of nutrients, citrate, tillage and special inocu2
la on bioremediation of petroleum contam inated soils. Results show that indigenous m icrobial population, especially hydro2
carbon2degrader, and petroleum removing rate increased significantly with addition of nutrients. But inoculation, addition of

citrate and tillage did not show much effect on degrading rate. After 120 days of remediation, pennisetum and alfalfa were

p lanted to study their effects on petroleum degradation, and results show that pennisetum significantly increased petroleum

removal rate. In addition, denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) was used to study biodiversity of the bacteria in

the soil after bioremediation. The p rofiles of PCR2DGGE revealed differences in m icrobial community structure between

treatments and a higher level of bacterial diversity in treated soils than in the control as was estimated by counting the total

number of bands visualized.

Key words　Petroleum; Soil contam ination; B ioremediation; M icrobial community


