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摘  要    多环芳烃（polycyclic aromatic hydrocarbons，PAHs）是广泛存在于环境中的一类有毒有机污染物。在PAHs污染土壤修复领域中，运用一些生物化学的方式来强化生物联合修复技术可以有效缩短生物修复的时间，大大提高修复效率，最具发展前景和应用价值。本文主要以植物-微生物、植物-微生物-土壤动物两种生物联合修复方式为对象，结合各自的特点、机理和实例，推断了其修复机制的内在原因，总结了影响土壤中PAHs降解效率的主要因素（包括：PAHs的浓度水平、根系分泌物的种类、外源添加降解菌和土壤动物的数量和种类、菌属或土壤动物之间的种间竞争和部分环境因素等）；同时通过综述近年来国内外强化生物联合修复PAHs污染土壤的技术原理、应用成果和存在的一些问题，指出了不同情况下制约PAHs强化降解进程的潜在限制因子（包括：表面活性剂和固定化微生物的添加量、不同表面活性剂的适度混合、载体材料的性质、固定化方式的选取、土壤养分和水分含量等）；并强调在进行强化修复的过程中，要注重现场应用和安全性评价，为多环芳烃污染土壤的生物联合强化修复研究提供了理论依据和技术参考。 
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    多环芳烃（polycyclic aromatic hydrocarbons，PAHs）是由两个或两个以上的苯环，以稠环排列的方式组成，广泛存在于环境中的一类惰性较强、性质稳定的化合物，具有致癌、致畸、致突变的特点。它主要来自于污水灌溉、农作物秸秆的焚烧、石油开采、石油加工以及工业活动中化工燃料的不完全燃烧和高温热解[1-2]。PAHs作为一种疏水性有机污染物，会优先分配到非水相体系，因此，土壤成为其最主要的环境介质之一[3]。多环芳烃在土壤中的吸附、解吸、转化、降解等环境行为深刻影响着其在土壤中的残留浓度与形态，进而决定其通过食物链传递对人体健康造成危害的严重性[4-6]。自然界中广泛存在的PAHs污染已成为人类亟需解决的重要环境问题之一。
相较于物理修复和化学修复两种方式，生物修复技术因其具有经济环保、可用于大面积污染治理、二次污染小等优点，越来越受到研究者的重视。植物、动物、微生物修复技术是生物修复PAHs污染土壤的主要形式[7]。但是，由于土壤中的PAHs生物有效性低、缺乏PAHs降解菌、部分外源添加的高效降解菌或土壤动物难以适应存活等因素的限制，单纯的某一种方式很难一步到位彻底修复PAHs污染土壤[8-9]。目前，生物联合修复成为研究多环芳烃污染土壤生物修复领域中的热点。利用植物的自身特性，植物与根际微生物、专性降解菌以及土壤动物等的协同作用对PAHs污染土壤进行修复，并加之以一些生物化学强化措施，可以有效缩短生物修复PAHs污染土壤的时间，大大提高修复效率[10]。

为此，本文综述了植物-微生物、植物-微生物-土壤动物等生物联合修复PAHs污染土壤的修复机理和影响因素，并对近年来国内外强化生物联合修复PAHs污染土壤的技术应用、研究成果和存在的一些问题进行了讨论。
1 多环芳烃污染土壤的生物联合修复
植物间作、套作等不同种植方式相比单作，对促进根际土壤中有机污染物的消减较为有力[11]。在一定条件下，同一环境中的几种微生物或是土壤动物联合代谢有机污染物相比单一微生物或是土壤动物的作用，效果也更为显著[12]。同时，植物、微生物、土壤动物之间存在着诸多交互作用，三者优势的有机结合能够保障植物修复技术、微生物修复技术以及土壤动物修复技术充分发挥各自优点，从而达到修复PAHs污染土壤的最佳组合效果。
1.1 植物-微生物联合修复机理及影响因素
在PAHs污染土壤中种植植物，依靠植物自身对有机污染物的直接吸收分解与蒸腾作用很小，贡献仅为0.24%[8, 13-15]。与单独使用PAHs修复植物或其专性降解菌相比，将二者联合起来能够展现出高效的协同修复效果。有研究表明，同时加入紫茉莉和降解菌ZQ5使得土壤中的芘降解81.1%，是单独加入紫茉莉修复效果的1.98倍，是单独加入微生物ZQ5修复效果的1.39倍[16]。在灭菌后的土壤中种植苏丹草，菲的去除率仅有5.7%，而苏丹草-土著微生物联合去除率高达68.9%[17]。植物-微生物联合修复多环芳烃污染土壤，主要是依靠植物的根系、根系分泌物共同促进根际微生物的生长和繁殖[18]。植物发达的根系部分在提供微生物生长表面积的同时，还有利于营造良好的降解环境。大量的根系分泌物和脱落的根冠细胞可以加速土壤的生化反应，植物根系分泌的特殊化学物质，如有机酸等，可以改变土壤的pH等[12]。分泌的营养物质，如糖类、醇、蛋白质等，可增加根际、专性降解菌等功能微生物的群落数量，提高其活性，改变其种群结构以及促进共代谢作用[19]。采用聚合酶链式反应-变性梯度凝胶电泳（PCR-DGGE）方法发现，紫花苜蓿-菌根真菌-两种降解菌（芽孢杆菌和黄杆菌）处理时，土壤中细菌群落多样性的上升趋势最为明显。这说明植物-微生物联合修复方式改变了土壤微生物群落的结构和丰度，从而可以有效提高PAHs的降解效率[20]。此外，植物根际分泌物能够将土壤中锁定的PAHs从土壤表面分离开来，进而便于微生物和植物对老化的PAHs进行有效的降解[21]。反之，根际微生物的存在和活动也对植物的生长具有一定的促进作用。研究表明，部分根际微生物虽然不能专性降解PAHs，但在加强高羊茅对污染环境的抗逆性中仍扮演重要角色[22]。不同的人为因素与环境因子均会改变植物和微生物的生长和活性，从而影响到植物-微生物联合修复多环芳烃污染土壤的过程和效率[23]。
污染土壤中PAHs的浓度水平越高，毒性越大，土著微生物活性越小[24]，加入的专性降解菌、菌根真菌等微生物的活性也会受到抑制，导致植物-微生物协同修复的方式对低浓度污染土壤修复的能力要高于高浓度污染土壤[16]。此外，随着苯环数量的增加和由线性排列向非线性排列的转变，PAHs的疏水性、亲脂性及其稳定性越来越强，危害性也就越大。袁馨等[24]研究发现，种植苏丹草60d后，土壤中菲、芘的平均去除率分别较对照1（无植物，不加0.1%NaN3）高 55.58%、50.71%，较对照2（无植物，加0.1% NaN3）高72.71%、66.57%。其中，芘的降解率始终低于菲的降解率。接种AM真菌的黑麦草种植实验结果显示，距离根表越近，低环PAHs含量越低，存在一定的梯度差异[19]。
同样，外源添加降解菌的数量也会影响PAHs的降解率。实验初始阶段，较高的接菌量能得到较高的降解率，相对于低接菌量有明显优势，但随修复时间的变化，接菌量的多少对降解率的影响逐渐变小，甚至无影响[16]。微生物菌属之间可能存在的种间竞争直接影响降解菌对PAHs的降解效果，是保证植物-微生物协同修复效率的关键因素。紫花苜蓿-菌根真菌-两种降解菌（芽孢杆菌和黄杆菌）处理实验中，在DGGE谱图上，仅检测到芽孢杆菌属微生物，并未检测到黄杆菌，这可能是由于黄杆菌在土著微生物群落中本来就不是优势菌群，受到来自土壤土著微生物的竞争，无法在土壤中有效定殖存活[20]。
根系分泌物的种类不同，对PAHs降解效果的影响也不同。Rentz等[25]通过模拟土壤根际环境，在LB培养基中添加杂交杨树、杂交柳树、燕麦、桑橙、白桑、红桑、近心形破布木等八种植物的根系提取物和分泌物。发现其中添加桑橙、杂交柳树、近心形破布木、白桑的处理中，根系分泌物可以作为苯并[a]芘的共代谢底物，促进其降解，去除率达到15%~20%，近似琥珀酸盐培养基质的降解效果。
土壤中有机质含量、营养成分以及共代谢底物等外界环境因子的作用在进行实验结果分析时不容忽视。不同的学者在各自添加菌根真菌的实验中得出了不同的结论。张晶认为菌根真菌通过影响根段长度、植物水分含量、根内氧化还原酶活性、根系分泌物组成和含量等途径改变了紫花苜蓿对PAHs的吸收与混合菌剂对PAHs的降解，同时促进根际微生物数量和活性增加，进一步提高了PAHs的生物降解速率[21]。而Joner等[26]却观察到相反的现象与结论，认为菌根真菌Suillus bovinus（本身具有分解多环芳烃的能力）的共生会与土壤中降解多环芳烃的部分土著细菌竞争环境中的碳、氮、磷等养分，从而降低PAHs的降解效果。在营养耗竭的情况下，可以利用施肥等农艺措施向土壤中外加所需养分，以保证协同作用的顺利进行。Huang等[22]在PAHs污染农田土壤上开展了土地翻耕-接种PAHs专性降解菌-撒播高羊茅（Festuca arundinacea）种子（前处理为浸泡于三种混合根际微生物悬浮液）的多程序连续修复工程，历时4个月。在前两步中，缺乏共代谢底物和营养物质耗竭成为主要的限制因子。但在第90天至120天，也就是植物生长明显、根系分泌物大量出现的时段内，土壤中部分高环PAHs的去除率得到了显著提高。
由于PAHs类污染物组成复杂，土壤种类亦多种多样，所以现有的植物-微生物联合修复技术还有待完善，仍需进一步去筛选和优化抗逆性植物。此外，从PAHs高污染土壤或底泥中分离出高效降解微生物，采用16S rRNA和PCR-DGGE等分子生物技术对降解菌和微生物功能种群开展分子生态学研究，也将促进植物-微生物联合修复技术水平的提升。探讨引进微生物同土著微生物之间的竞争机制和引进微生物功能退化的原因，可以规避植物-微生物联合修复PAHs污染土壤可能存在的风险。
1.2 植物-微生物-土壤动物联合修复机理及影响因素
土壤动物是土壤生态系统中的一个重要组成部分。这些大型土生动物和小型动物种群可以通过吞食大量土壤、 有机质和植物残落物，参与有机物的分解、 营养物质的矿化与释放、土壤团聚体构建与维持，提高土壤养分的有效性和周转率，改善根际环境，刺激根际微生物的生长。研究表明，土壤动物群对土壤环境中的氮素总矿化率贡献约为30%[27]。胡锋等[28]还发现，在40d培养期内不添加任何基质，原小杆线虫（Protorhabditis）对土壤及小麦根际细菌种群均有明显的增殖作用。尽管土壤动物组织积累的菲、芘相当有限（0.06%、0.08%），但它们产生的物理干扰可以改善土壤通气性，使得土壤中的养分更加均匀地分布，有利于好氧降解PAHs条件的形成[29-30]。Schaefer等[31]将三种品种的蚯蚓Allolobophora chlorotica、Eisenia fetida和Lumbricus terrestris接种在实际石油烃污染土壤中。28天后，发现后两种蚯蚓活动均大幅度提高了土壤呼吸、土著微生物数量和活性，且分泌出可以被生物利用的C成分。同时有利于改善土壤通气状况，从而促进污染物的生物降解，石油烃含量分别减少了30%~42%、31%~37%。蚯蚓的生理活动可以帮助传播真菌的繁殖体，显著提高真菌侵染率、土壤中降解PAHs的细菌数量以及相关酶的活性[32]。Lu等[33]发现，培养120天后，高羊茅-丛枝菌根真菌（Glomus caledoniun L.）-蚯蚓（Eisenia foetida）组合处理中，植物、真菌、蚯蚓、土著微生物之间共同的交互作用刺激了微生物生长，提高了土壤中多酚氧化酶的活性，使得PAHs的去除率高达93.4%。由三者构成的复合体系会成为修复老化PAHs污染土壤的有效方式。实验结果显示，PAHs的含量由最初的620 mg kg-1减至41 mg kg-1，达到了我国住宅用地土地的PAHs含量标准。纤毛虫、线虫的生理活动能够增大污染物与降解菌的接触表面积[34]，分泌微生物所需的生长因子[35]。此外，食细菌线虫等土壤动物利用特殊的生态位，通过捕食作用，能够促进土壤环境中有限养分的循环、衰老细胞的去除以及微域环境的异质性形成[36]，从而有利于提高PAHs降解微生物的数量和活性[37-39]。研究发现，土壤纤毛虫能够选择性捕食海底沉积物中抢占萘降解菌（Euplotes sp.）生态位的细菌，缓解了微生物种群对资源和空间的竞争，从而使萘的矿化率提高了四倍[40]。基于上述等机理，创造适合的环境条件和影响因素，必将大大促进修复植物的生长和土壤中PAHs的降解。

土壤中PAHs的污染程度与外源添加土壤动物的数量会影响植物-微生物-土壤动物协同修复的效率。潘声旺等[41-44]通过大量的实验证明，环毛蚓和蚯蚓的活动均能强化高羊茅/金发草/黑麦草-土著微生物之间的交互作用。且在土壤处于PAHs中等污染水平下，强化效果最为明显。这可能与该实验中使用的低污染土壤菲的生物可利用性较低，重污染时微生物又受到PAHs的毒害，生理活性被抑制有关。在一定的添加量范围内，环毛蚓和蚯蚓活动对高羊茅生长的促进，尤其是对根系生长的促进作用，对扩大根际效应范围具有十分重要的影响。
不同生态型蚯蚓的习性和生理特性会对污染土壤中PAHs的降解效率产生一定的影响。研究表明，并不是所有的蚯蚓品种均可以明显加速PAHs的去除，A. chlorotica由于本身难以适应新环境，活性被抑制，加强作用则不是很明显（17%~18%）[31]。白建峰等[45]认为蚯蚓不同的习性和生理特性还会影响AM真菌的有效性。部分蚯蚓品种对真菌菌丝可能存在潜在破坏。
土壤中溶解氧含量、营养成分以及土壤动物所需养分及生活基质等均是需要进行人为调控的重要环境因子。土壤中溶解氧含量是决定现场处理效果的关键因素，蚯蚓在土壤中通过运动翻动土壤能带来通气量的增加[45]。充足的氧气供给不仅能有利于PAHs的起始氧化过程，也能促进土壤中好氧微生物的生长，强化其降解活性[42-44]。Louatia等[46]外源添加了三种土壤动物，包括多毛纲动物、挠足虫以及线虫。在不添加营养成分只接种降解菌属B. megaterium的情况下，线虫的加入可以使得菲的降解率从16%±7%上升至22%±2%。添加了矿物盐成分之后，降解菌对荧蒽、菲、芘三种PAHs的去除率急剧上升，最高达到97%。类似研究还显示，高羊茅-丛枝菌根真菌（Glomus caledoniun L.）-蚯蚓（Eisenia foetida）组合处理中，培养70天时，人为添加废水污泥给蚯蚓补充养分，有助于提高蚯蚓的存活率[35]。
目前，由于相关技术和方法上有所欠缺，有关土壤原生动物改变微生物群落结构，影响土壤中有机质碳、植物根系生长等的具体过程还有待探索。

2 强化多环芳烃污染土壤生物联合修复的方法

在室内试验中，生物联合修复方式对污染土壤中PAHs的去除效果明显。但由于复杂的土壤条件和自然环境，本来就存在或是引进到实际污染土壤中的植物、菌体与微型动物在缺少辅助支持的情况下，降解微生物和土壤动物的作用往往受到抑制，甚至“全军覆没”。污染土壤中微生物的活性和PAHs的生物可利用性均较低，导致对PAHs污染场地的修复难以达到预期设想。因此，环境友好型的强化措施成为发展与应用PAHs污染土壤生物联合修复技术的重要部分。主要措施有添加表面活性剂和投放固定化功能微生物菌剂[47]。
2.1 表面活性剂强化机理及影响因素
表面活性剂由于其两亲性分子结构特征，可以促进土壤中PAHs的解吸和溶解，同时能改变降解微生物细胞的表面性质，减小微生物吸附位置和生物摄取位置之间的扩散路径，有助于微生物吸附到被污染物占据的土壤颗粒上，如鼠李糖脂可以使细菌更容易附在菲上[48]，从而增加PAHs与降解微生物接触的机会进而提高生物修复效率[49]。此外，表面活性剂可以作为额外添加的碳源，刺激土壤微生物数量的增长，提高土壤相关酶活性，营造出更加有利于植物吸收积累PAHs的根际环境和土壤条件。研究表明，在鼠李糖脂和芽孢杆菌（Bacillus sp.）、黄杆菌（Flavobacterium sp.）的联合处理下，土壤中脱氢酶活性、多酚氧化酶活性、PAHs降解菌的数量以及PAHs总量和各组分PAHs的降解量均得到了显著的提高[50]。表面活性剂的种类（化学结构、胶束大小、临界胶束浓度等）、添加量以及混合比例大小等因素对利用生物化学表面活性剂强化生物修复PAHs污染土壤的实践均产生关键影响。

由于许多合成表面活性剂本身就是一种环境污染物，它们的大量使用会带来新的环境问题。因此，由微生物产生的代谢产物，即生物表面活性剂（如脂肪肽、糖酯、中性酯脂和脂肪酸等）或是可以被生物降解的化学表面活性剂更具环境友好性，且不会对植物生长产生不利的影响[51] 。Liao等[52]发现，与对照相比，玉米的生物量在添加合成表面活性剂Triton X-100时下降了12%，而施用生物表面活性剂鼠李糖脂时却提高了38%。表面活性剂的毒性主要与其本身性质和植物种类相关。类似的研究表明，在单独使用Tween 80和混合使用两种表面活性剂处理中，黑麦草的生物量均要略高于单独使用烷基苯磺酸钠（SDBS）处理，这是由于Tween 80 结构中有可以被生物利用的碳，而SDBS的结构中有不易被生物利用的苯环[53]。Bautista等[54]研究了三种非离子型表面活性剂Tween 80、Triton X-100和Tergitol NP-10对不同菌种Enterobacter sp.、Pseudomonas sp.和Stenotrophomonas sp.降解PAHs污染物降解效果的影响，结果表明三种表面活性剂均对处理效果有不同程度的改善。毒性测试发现，Tween-80处理中，由于Tween 80可以作为碳源，被降解菌所降解利用，24h内体系毒性持续下降至较低水平。相反，添加Triton X-100和Tergitol NP-10的处理中，由于这两种表面活性剂本身不能被降解，体系毒性仍保持较高水平。

表面活性剂的添加量过高或者过低均不利于生物降解的效果。实验结果显示，2、0.5和0.2 g kg-1添加量的Tween 80、羟丙基-β-环糊精（HPCD）以及鼠李糖脂强化P. chrysosporium生物降解PAHs污染农田土壤效果最好，降解率可分别达到69.0%、70.4%和71.5%。且只有在最佳添加比例条件下，土壤过氧化氢酶和转化酶的活性发生了显著提高，也从另一个角度反映了微生物此时降解PAHs的能力达到最高[55]。值得关注的是，生物表面活性剂的最佳添加量要远小于化学表面活性剂，对土壤环境的扰动较小。

表面活性剂在一定浓度范围内的适度混合，如阴离子型表面活性剂和非离子型表面活性剂混合使用，由于减少了沉淀和吸附损失，会使得土壤溶液中表面活性剂的有效浓度上升，从而优于单独使用其中任意一种表面活性剂的效果[56-57]。Zhou和Zhu[56]对比研究了单独使用和混合使用表面活性剂SDBS-Triton X-100对污染土壤中菲的解吸效率的区别和影响。结果发现SDBS不仅可以减少Triton X-100在土壤颗粒上的吸附，还能加强其对菲的溶解性，混合使用两种表面活性剂更能促进菲的解吸效率。且解吸效率随着SDBS所占比例提高而增大。Ni[53]进行了类似的研究，发现60～150 mg kg-1浓度的表面活性剂SDBS-Tween 80组合使用相较于单独使用Tween 80，使得黑麦草的地下和地上两部分对菲、芘的积累量均提高了2倍~3倍，有效加强了植物-土著微生物联合方式对PAHs污染土壤的修复效果。
利用生物表面活性剂强化PAHs污染土壤生物联合修复的技术尚处在实验研究阶段。其在实际应用中，存在如种类过于单一、成本偏高、获取技术不成熟等限制[57]，对根际环境、土壤生物乃至整个生态系统的影响也还缺乏充分的研究。因此，需进一步研究不同类型生物表面活性剂在不同实际污染土壤上的应用情况，以便选择合适的活性剂，实现经济与效果的双重最佳化，从而为生物联合修复PAHs污染土壤提供有力辅助手段。

2.2 固定化微生物技术强化机理及影响因素
外源高效降解菌经过固定化技术，以不溶性固体支持处理后，定位于限定的空间区域以内，可以提高降解菌的单位细胞密度，有利于屏蔽土著菌、噬菌体和毒性物质的恶性竞争、吞噬和毒害，使降解菌得以长期保持活性，在复杂环境中也可稳定地发挥高效能[58-59]。研究发现，在土壤pH为4或9，温度为15℃或40℃以及重金属Cd或Pb存在下，混合固定Aspergillus niger/Fusarium sp.两种降解菌降解芘和苯并[a]芘受到的影响最小，且降解率达到81%和43%。而游离菌对芘和苯并[a]芘的降解率则显著降低，表明固定化对胁迫环境具有屏蔽作用[60]。用于固定化技术的微生物包括土著菌、外源高效菌和基因工程菌。固定化载体和高效降解菌相互固定的方式有吸附法、包埋法、交联法、共价结合法、微生物自身固定化以及组合固定化技术等[61]。固定化微生物技术在土壤修复中的研究才刚刚起步，许多影响因子亟需得到进一步地挖掘与探讨。
土壤中PAHs的起始浓度和固定化微生物的添加量同样是最基本的影响因素。Su等[62]研究发现，土壤中苯并[a]芘的起始浓度高于400 mg kg-1时，游离菌群处理组对苯并[a]芘的降解速率大大下降，即便是固定化混合降解菌群处理组，降解速率没有显著变化的基础上，也需要较长的反应启动时间。固定化混合微生物的最佳添加量为2%。添加量低于2%时，PAHs去除效果显著下降，而高于2%时，效果并未显著变化。
载体材料的性质是影响固定化微生物活性、稳定性及污染物去除效果的重要因素。现阶段应用于生物修复PAHs污染土壤中的固定化材料大多以聚乙烯醇、海藻酸钠和活性炭为主[63-64]。由于土壤原位或异位修复相关理论认为，固定化微生物载体施加进入土壤后即成为土壤的一部分，一般不考虑载体材料的回收。因此，载体材料除了作为微生物的附着剂，还应对环境友好，具有一定的可生物降解性[65]。近年来，植物残体作为一种潜在的固定化材料，可实现较高的酶产量和污染物去除能力[66-67]。其生物可降解性取决于本身的物理化学性质（如孔隙度、纤维素）。Bisht等[68] 结合固定降解菌的生存数量和活性，从有机质含量、持水能力、通气性、材料来源的广泛性等方面考察了磷酸石、可可泥炭、小麦麸皮、甘蔗渣、锯屑、美洲黑杨的树叶等6种不同的木质纤维素载体材料用以固定PAHs专性降解菌Micrococcus varians SBA8的适用性，初始接种浓度为108 CFU g-1，磷酸石、可可泥炭和小麦麸皮在6个月的培养期后，固定的微生物数量保持在105 CFU g-1左右。此外，高吸附性能固定材料可促进PAHs由土壤有机质向固定化载体迁移，使载体同时富集降解菌和土壤中的PAHs，增加PAHs与微生物的接触面积。富集有高浓度PAHs的微生物固定化材料还可成为土著微生物驯化的重要场所，联合外源微生物进一步修复PAHs污染土壤[69]。Chen等[70]比较了包括木屑、橘皮、竹叶、松针以及将松针高温热解分别烧制成100、300、400、700度的生物碳等多种固定材料对农田污染土壤中PAHs的富集-降解一体化效果。固定微生物为两种PAHs专性降解菌：Pseudomonas putida（B1）和一种未被鉴定菌种的土著降解菌（B2）。结果发现，90天培养期后，对于生物有效性极低的6环PAHs，只有在100、300以及400度生物碳固定处理组中，才发生显著减少的现象。与对照相比，400度松针生物碳固定B2对去除3~6环PAHs的加强作用最为明显。这可能是由于400度生物碳所吸附的PAHs生物可汲取性相对较高，其特殊的结构特征（如总孔隙度、疏水性表面）既有利于降解菌属的固定，吸附周边污染物，也能够为驯化土著微生物联合外源微生物进一步降解PAHs提供重要场所，实现污染物的富集-降解一体化，从而显著提高了PAHs的降解效率。
固定化方式是协调固定化载体和高效降解菌的关键媒介，极大地影响微生物的生长和代谢，进而影响PAHs污染土壤的修复效果。同时对三种热带假丝酵母菌（Candida tropicals）219、220、YM进行吸附-包埋联合固定化技术、单一物理包埋法和单一化学包埋法固定。固定材料为聚乙烯醇、海藻酸钠以及活性炭的混合物。结果发现，物理包埋法优于化学包埋法，而组合固定化技术不仅可以实现高浓度的微生物固定和较高的固定化强度，同时由于吸附过程中载体材料提供的微环境和营养物质，很好地解决了单一包埋过程中微生物失活的问题，更适合对酵母菌进行固定。其中219和220混合固定使用对苯并[a]芘的降解率最高，达到了40. 65%，半衰期为5. 66d[71]。值得注意的一点是，并非混合的菌株越多，降解效果就越好。需要根据实验结果来确定选择的菌株。除了固定化方式对固定化微生物性能有影响之外，载体用量、固定时间等也是重要的参数。研究发现，3%海藻酸钠添加浓度下得到的固定化细菌（Sphingomonas）颗粒在固定化颗粒韧性、微生物活性、微生物与载体结合强度等方面均有较好的表现[72]。

在一定范围内提高土壤水分含量可以显著促进游离降解菌群处理组中苯并[a]芘的降解。相比之下，对固定化混合菌群处理组影响不大。这说明，固定化混合降解菌可以在一个较为宽泛的水分条件内稳定地发挥效用[62]。土壤养分常常是植物种植时的另一大限制因子，研究表明，可可泥炭、小麦麸皮、甘蔗渣等植物残体固定材料含有丰富的C、N等营养元素，对微生物和酶具有亲和力的同时，作用期间会发生适度分解，所释放的各种溶解性有机质，还可作为降解高环PAHs的共代谢底物[68]。磷酸石也被认为可以替代部分化学肥料，进一步促进了PAHs的降解。
要实现固定化微生物技术的规模化应用，还有许多问题亟需解决。选择炭质材料和农业废弃物等潜在载体，尝试吸附-包埋联合等更为合适的组合固定化方式，利用吸附态PAHs作为碳源筛选获得能直接降解PAHs的高效降解菌，这些均将给研究者的工作带来挑战。固定化微生物技术与其他强化手段联合使用，往往可达到进一步强化生物联合修复PAHs污染土壤的目的。如先利用根系分泌物和生物表面活性剂促进PAHs从土壤有机质中解吸出来，提高PAHs的生物可利用性，然后投加固定化微生物菌剂，进行富集-降解一体化。此外，固定化微生物施入土壤后的激活以及调控机制也需要更多的探索。

3 结论与展望
植物-微生物、植物-微生物-动物等联合修复作为生物修复多环芳烃污染土壤的有力手段日益受到学者的重视。一方面，操作较为简便，能够使得PAHs修复效率大幅度提高。另一方面，在修复过程中，可以将众多生物化学强化措施加以应用，这也是PAHs污染土壤原位生物修复的重要发展部分。
尽管各种生物联合修复PAHs污染土壤及其强化技术在实验室研究中取得了较好的成果，但还有很多方面需要进一步深入探索。例如：1）进一步筛选具有高吸收、高累积PAHs的植物和高降解PAHs能力的微生物；2）运用同位素标记技术对 PAHs在植物根部吸收累积的转运机制和PAHs在降解菌作用下的好氧与厌氧降解机制加以相应的研究；3）鉴于食微线虫的生态功能及其与微生物之间强烈的相互作用，可进一步深入研究土壤线虫在土壤PAHs污染修复过程中的作用；4）分析生物联合修复及其强化措施降解PAHs的最适环境因素和工艺过程参数，进行中试试验评估技术可行性，优化修复技术体系，以便将其应用到实际工程项目，提高修复效率。
同时，土壤健康评估、食品安全标准等一系列问题需要在修复过程中同步加以控制，建立起一套适合PAHs污染土壤生物联合修复的安全性评价体系，对保证土壤修复效果与环境生态安全也极为重要。
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A Review of Researches on Intensified Bio-Remediation of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons Contaminated Soils 

NI Ni1,2   SONG Yang1  WANG Fang1  BIAN Yongrong1  JIANG Xin1†
(1 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, Nanjing 210008, China)
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Abstract  Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are a group of toxic organic pollutants, found widely in the environment. In soil, as they are strongly adsorbed on soil particles, it is hard to remedy the contaminated soil efficiently. To remedy such soils, the technique of using intensified biological methods in combination to intensify the effect may effectively shorten the time the soil needs to get remedied and improve remediation efficiency, so it is considered to be the most promising one with bright future and high application value. Based on field experiments using two kinds of intensified bioremediation methods (plants-microbes and plants-microbes-soil animals), this paper introduces systematically features, mechanisms and effects of the two methods separately, infers immanent factors of the mechanisms and summarizes major factors (such as PAHs concentration, type of root exudates, amount and type of degrading bacteria and soil animals amended into the soil, interspecific competition and some environmental factors). In the meantime, an overall review is presented of the recent studies at home and abroad on intensified bioremediation of PAHs-contaminated soil including addition of surfactants or immobilized microorganisms, and their techniques, principles, applications and problems, and potential factors that may limit the intensified degradation process of PAHs in various conditions are addressed, including amount of surfactant or PAHs immobilizing microorganism added, ratio of different surfactants in mixing, properties of carries, choice of immobilizing pattern, soil water and nutrient contents and so on. In the end, the paper emphasizes that it is essential to pay attention to field application and safety evaluation in practicing the methods, so as to provide some theoretical bases and technical references for future researches on bioremediation of PAH-contaminated soils.
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