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摘　 要　 为了探讨微生物修复不同类型多环芳烃污染土壤的可行性，应用固定化毛霉对多环芳烃污染工业土
壤及农田土壤进行微生物修复，用羟丙基β环糊精（ＨＰＣＤ）提取模拟评价多环芳烃的微生物可利用性，并分
析多环芳烃微生物降解和生物可利用性的相关关系．焦化厂污染土壤中多环芳烃的３０ ｄ降解率为７７． ６％，沈
抚灌区污染土壤中多环芳烃的３０ ｄ降解率为５４． ２％，焦化厂土壤和污灌区农田土壤中多环芳烃降解差异明
显．焦化厂土壤和污灌区土壤中多环芳烃的３０ ｄ降解量和多环芳烃的环糊精可提取量具有相关性，各环数多
环芳烃的环糊精可提取量变化解释了焦化厂和污灌区土壤中多环芳烃降解的差异机制，说明可用环糊精提取
量预测微生物降解土壤多环芳烃的情况．
关键词　 多环芳烃，土壤，降解，环糊精，生物有效性，毛霉．

多环芳烃（ＰＡＨｓ）分布广、稳定性强、生物富集率高、致癌性强，对环境和人类健康构成极大威胁［１］．
城市中焦炭厂、煤气厂等企业在生产过程中产生大量多环芳烃，厂区及周边土壤中多环芳烃的含量极
高，且老化现象严重［２］．由于我国经济的快速发展，这些企业多处于搬迁状态，遗留下来的土壤污染问题
非常严重［３］．另外，由于我国上世纪发展污水灌溉，用含有有机污染物的废水灌溉农田，我国农田土壤也
因此遭受多环芳烃的污染，典型污灌区包括天津污灌区、北京燕山石化污灌区及沈抚污灌区等［４５］．

研究表明，微生物修复是去除环境中多环芳烃的有效方法［６］，土壤微生物能有效去除低环多环芳
烃，但能降解高环多环芳烃的优势菌株较少．目前开展了大量多环芳烃的微生物降解研究，例如张杰［７］

等从石油污染土壤中分离获得单一和混合菌株，对土壤中的菲实现了快速降解．很多真菌（例如：白腐
真菌和子囊菌）具有氧化降解多环芳烃的能力．真菌一般通过分泌单加氧酶将单个原子引入多环芳烃，
产生环氧化物中间体，并逐渐将多环芳烃降解［８］．但是，当前污染土壤微生物修复研究多采用向土壤投
加单一污染物的方法，而对多环芳烃原污染土壤的修复研究相对较少，且对不同类型土壤中多环芳烃降
解过程的差异缺乏深入研究．另外，当前微生物修复主要关注的是污染物的总量，但是环境中污染物的
生物可利用（ｂｉｏａｖａｉｌａｂｌｅ）部分才是最具有威胁的部分，因此应加强土壤修复过程中生物有效性的研
究［９］． Ｐａｐａｄｏｐｏｕｌｏｓ等［１０］的研究表明羟丙基β环糊精（ＨＰＣＤ）水溶液可更好地评价菲对微生物的生物
有效性，但应用ＨＰＣＤ进行不同类型污染土壤中多环芳烃生物有效性的比较研究还相对较少．

因此，本研究应用一种高效降解真菌（Ｍｕｃｏｒ ｓｐ．）对多环芳烃污染工业土壤及农田土壤进行微生物
修复，用ＨＰＣＤ水溶液提取法评价多环芳烃的生物可利用性，分析多环芳烃微生物降解和生物可利用性
的相关关系，比较不同类型土壤中多环芳烃降解的差异，进一步论证微生物修复多环芳烃污染土壤的可
行性．

１　 材料与方法
１． １　 供试土壤
　 　 实验土壤：（１）北京焦化厂内表层０—２０ ｃｍ土壤，该厂于１９５８年建成，２００６年停产，在４８年的生产
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过程中，造成了严重的土壤环境污染，其中多环芳烃是土壤中主要污染物；（２）沈抚灌区表层０—２０ ｃｍ
土壤，灌区位于中国辽宁省沈阳市东南，抚顺市西北，建于１９６０—１９６５年，接纳抚顺石油二厂等数十家
企业排放的石油化工废水和生活污水，主要污染物为石油烃和多环芳烃．两种土壤分别为工业和农业污
染土壤的典型代表．土壤样品经风干后过２ ｍｍ尼龙筛，室温下保存，分析土样的理化性质，包括土壤质
地、总氮、总有机碳、ｐＨ和含水量等．
１． ２　 固定化菌剂

将从石油污染土壤分离、驯化、选育出的１株毛霉菌（Ｍｕｃｏｒ ｓｐ．）移植于琼脂斜面上，２８ ℃下纯化培
养５ ｄ．挑取孢子移植于液体培养基中，２８ ℃恒温、１３０—１４０ ｒ·ｍｉｎ －１、振荡培养５ ｄ得到孢子悬浊液，孢
子密度为６ × １０８个·ｍＬ －１ ．将孢子悬浊液按１０％的接种量置于２００ ｇ的固定化增殖培养基中搅拌均匀，
２８ ℃下恒温培养７ ｄ．

增殖培养基：２％蔗糖，１５％麸皮，２％豆粉，０． ０６％ ＫＨ２ ＰＯ４，０． １５％ ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０． ５％ （ＮＨ４）２ ＨＰＯ４，
１ ０％—１． ５％ 生石灰，８０％玉米芯，然后加入１． ５—２倍水分，调节ｐＨ ＝ ８． ０，于１． ０１３２ × １０５ Ｐａ压力下
灭菌３０ ｍｉｎ两次．
１． ３　 降解实验

称取２００ ｇ土壤装于５００ ｍＬ烧杯中，按照１０％的比例投加固定化菌剂后搅拌均匀，２８ ℃恒温静止
避光培养，土壤水分含量保持在２５％—３０％，Ｎ、Ｐ、Ｋ按照微生物需要投加．每个处理设３个重复，于０、
１０、２０、３０ ｄ采集土壤样品，分析土壤中多环芳烃的含量及ＨＰＣＤ可提取量．
１． ４　 土壤样品的有机溶剂提取处理

称取１ ｇ土样装入５０ ｍＬ玻璃瓶中，加入２０ ｍＬ丙酮、１５ ｍＬ二氯甲烷、１０ ｍＬ １５％的氯化钠溶液，
２５ ℃置于摇床，转速１５０ ｒ·ｍｉｎ －１，振荡１６ ｈ．静置１ ｈ，吸取有机相１ ｍＬ，氮气吹干，２ ｍＬ乙腈定容，过
０ ２２ μｍ滤膜后用ＨＰＬＣ测定多环芳烃的含量
１． ５　 土壤样品的环糊精提取及处理

称取１ ｇ土样装入２５ ｍＬ玻璃离心管中，加入２０ ｍＬ浓度为７０ ｍｍｏｌ·Ｌ －１的羟丙基β环糊精
（ＨＰＣＤ）提取剂和０． ０５％的叠氮化钠抑菌剂． ２５ ℃避光条件下置于摇床中振荡，转速１５０ ｒ·ｍｉｎ －１ ．在第
６０、１２０、２４０ ｈ时离心收集提取液，第６０、１２０ ｈ收集提取液后，重新加入新的ＨＰＣＤ提取剂继续振荡提
取．最后合并３次收集到的提取液，用１０ ｍＬ二氯甲烷溶液萃取，有机相过无水硫酸钠，萃取得到有机相
经旋转蒸发至１ ｍＬ后用氮气吹干，用２ ｍＬ乙腈定容，过０． ２２ μｍ滤膜后用ＨＰＬＣ检测合并后的全部萃
取液中多环芳烃的含量．
１． ６　 色谱分析

高效液相色谱为安捷伦１２００系列，色谱柱为Ｃ１８柱（ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ）．污染土壤的待检测样品均
使用荧光及紫外检测器进行检测，色谱条件如下：柱温３５ ℃；流动相为乙腈和水，初始３５ ｍｉｎ，乙腈配比
由６０％线性增加到１００％，保持此配比运行１０ ｍｉｎ，在下一个１０ ｍｉｎ之内乙腈配比再由１００％线性减小
到６０％并保持此配比运行５ ｍｉｎ；流速为０． ５ ｍＬ·ｍｉｎ －１；进样量为１０ μＬ；各种ＰＡＨｓ均在其各自的发
射／激发波长下进行测定．

２　 结果与讨论
２． １　 土壤理化性质和多环芳烃含量

土壤样品分别采自北京焦化厂和沈抚灌区０—２０ ｃｍ表层土壤，过２ ｍｍ尼龙筛，分析其理化性质、
多环芳烃含量．结果见表１和表２．

表１　 供试土壤物理化学性质
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃａｌｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｏｉｌｓ

土壤 土壤质地／ ％
砂土 壤土 粘土 ｐＨ ＴＮ ／ ％ ＴＣ ／ ％

沈抚灌区土壤 ６１． ４ ２８． ５ １０． １ ７． ２ ０． １８７ ７． ４３
焦化厂土壤　 ６５． ８ １４． ９ １９． ３ ７． ７ ０． ０５ １． ３２
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　 　 焦化厂污染土壤中多环芳烃总量为２６３． ３３ ｍｇ·ｋｇ －１，以三环、四环多环芳烃为主，占总量的９０％以
上，其中菲的含量最高，为１１０． ８０ ｍｇ·ｋｇ －１，占总量的４０． ２％ ．沈抚灌区土壤多环芳烃总量为
７． ２２ ｍｇ·ｋｇ －１，以荧蒽、苯并蒽为主要污染物．有些多环芳烃（如萘、苊等）因含量低、具有挥发性，分析重
现性差，本文未分析．

表２　 供试土壤中多环芳烃的浓度
Ｔａｂｌｅ ２　 ＰＡＨ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｏｉｌｓ

多环芳烃 环数 焦化厂土壤
浓度／（ｍｇ·ｋｇ －１） ｓｄａ

沈抚灌区土壤
浓度／（ｍｇ·ｋｇ －１） ｓｄａ

菲（Ｐｈｅ） ３ １１０． ８０ ５． １６ ０． ６６ ０． ０４

蒽（Ａｎｔ） ３ ５７． ２４ ３． ９４ ０． ３０ ０． ０５

荧蒽（Ｆｌｔ） ４ ２９． ０４ １． １８ １． ５９ ０． １３

芘（Ｐｙｔ） ４ １６． ６１ ０． ７２ ０． ６９ ０． ０３

苯并蒽（Ｂａａ） ４ ２２． ０２ ２． ５１ ２． ６２ ０． ０４

（Ｃｈｒｙ） ４ ５． ２０ ０． ４３ ０． ０９ ０

苯并（ｂ）荧蒽（Ｂｂｆ） ５ ６． ８０ ２． ４１ ０． ６７ ０． ０３

苯并（ｋ）荧蒽（Ｂｋｆ） ５ ２． ３６ ０． ２３ ０． ２４ ０

苯并（ａ）芘（Ｂａｐ） ５ ４． １７ ０． ２１ ０． ３０ ０

二苯并（ａｈ）蒽（Ｄａｈａ） ５ ０． ４７ ０． ０２ ０． ０６ ０

苯并（ｇｈｉ）
!

（Ｂｇｈｉｐ） ６ ３． ７３ ０． ２０ —ｂ —ｂ
茚并（ｃｄ）芘（Ｉｃｄｐ） ６ ４． ８９ ０． ３４ —ｂ —ｂ

总量 ２６３． ３３ １６． ６７ ７． ２２ ０． １５６

　 　 注：ａ． 标准方差；ｂ． 未检出．

２． ２　 固定化毛霉对土壤中多环芳烃的降解
固定化毛霉对焦化厂和沈抚灌区污染土壤中多环芳烃的３０ ｄ降解效果见图１． ３０ ｄ内焦化厂土壤

菲、蒽、荧蒽、苯并蒽和的降解率分别为９４． ４７％、９２． ８５％、６１． ３３％、７７． １６％和９２． ８１％，但对苯并（ｋ）
荧蒽、苯并（ａ）芘、二苯并（ａｈ）蒽和苯并（ｇｈｉ）

!

等高分子量多环芳烃没有降解．对沈抚灌区土壤，毛霉
对沈抚灌区土壤中各多环芳烃均有降解，菲、蒽、荧蒽、二苯并（ａｈ）蒽的降解率也均在７５％以上．

由图１可以看到焦化厂污染土壤中菲、蒽、苯并蒽和的降解率明显高于沈抚灌区土壤，这可能与
土壤的性质有关．沈抚灌区农田土壤的有机碳含量高于焦化厂土壤（表１），土壤有机碳能和多环芳烃发
生锁定，降低其生物可利用性，后面的环糊精提取也证实了这一点．另一方面，焦化厂土壤中３环多环芳
烃比例非常高，可能有利于微生物进行降解．

图１　 固定化毛霉对焦化厂和沈抚灌区污染土壤中多环芳烃的３０ ｄ降解率
Ｆｉｇ． １　 Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ＰＡＨ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｋｉｎｇ ｐｌａｎｔ ｓｏｉｌ ａｎｄ ｗａｓｔｅ ｗａｔｅｒ ｉｒｒｉｇａｔｉｏｎ ｓｏｉｌ ｂｙ Ｍｕｃｏｒ ｓｐ． ｉｎ ３０ ｄａｙｓ

固定化毛霉对焦化厂和沈抚灌区污染土壤中各环（３—６环和总量）多环芳烃降解过程见图２．多环
芳烃的性质影响微生物对其降解，主要在于随着结构上苯环数量的增加，生物可利用性降低，难降解性
增强［１１１２］．本研究中焦化厂和沈抚灌区污染土壤中３环多环芳烃的降解率都明显高于４、５、６环多环
芳烃．
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由图２可见，毛霉对焦化厂土壤中多环芳烃的降解具有迟滞效应．除５环多环芳烃外，其余各环数
多环芳烃的２０、３０ ｄ降解率均明显高于１０ ｄ降解率． ５环多环芳烃的降解率下降可能是由于分析误差
造成．焦化厂土壤多环芳烃总量和３环多环芳烃降解过程相似，这是因为焦化厂土壤３环多环芳烃占绝
对比例．与焦化厂土壤不同，毛霉对沈抚灌区土壤总多环芳烃的降解率在第１０ ｄ就达到３７． ８％，３０ ｄ降
解率为５４． ２％，明显低于焦化厂土壤多环芳烃的降解率７７． ６％，可能原因是农田土壤中多环芳烃生物
可利用部分比例较低．而沈抚灌区土壤多环芳烃的降解并未出现明显的迟滞效应，尤其是３环多环芳烃
１０、２０、３０ ｄ降解率基本相同，说明毛霉对沈抚灌区土壤中３环多环芳烃可实现快速降解，而４、５环多环
芳烃降解率则随时间增加而增加．

图２　 固定化毛霉对焦化厂和沈抚灌区污染土壤中各环数多环芳烃的降解
Ｆｉｇ． ２　 Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＡＨｓ ｗｉｔｈ ｓａｍｅ ｒｉｎｇｓ ｉｎ ｃｏｋｉｎｇ ｐｌａｎｔ ｓｏｉｌ ａｎｄ ｗａｓｔｅ ｗａｔｅｒ ｉｒｒｉｇａｔｉｏｎ ｓｏｉｌ ｂｙ Ｍｕｃｏｒ ｓｐ．

环境中多环芳烃的微生物降解和很多因素有关，由表１、２可知，焦化厂土壤污染物浓度大，土壤粘
度大，有机质含量低，不利于微生物快速发挥其降解性能，这些都影响微生物对污染物的初始降解．当毛
霉经过１０ ｄ的迟滞期后，适应了土壤环境，它的降解效果也得到充分体现．而对于沈抚灌区土壤，因其
土质松软，ｐＨ值适中，营养成分充足，微生物刚投加到土壤中就有较好的降解效果．
２． ３　 多环芳烃的环糊精可提取量

焦化厂土壤中，６５％的３环多环芳烃为环糊精可提取部分，其余４、５、６环分别为５５％、３２％和９％，
说明各环数多环芳烃随着环数的增加，环糊精可提取性明显下降，总体上３环多环芳烃的生物可利用性
部分比例较高．沈抚灌区土壤中环糊精对４环多环芳烃的提取量最大，３环和５环相对较少．这是因为
沈抚灌区土壤主要以４环多环芳烃为主要污染物，提取出的４环多环芳烃的量相对较多．多环芳烃的分
子量大小直接影响其生物可利用性，分子量越高，其水溶性越差，生物可利用性就越低［６］．如图３所示，
对于焦化厂土壤，多环芳烃降解过程中环糊精提取的多环芳烃总量在第１０ ｄ最大（１５８ ｍｇ·ｋｇ －１），这可
能是因为在这１０ ｄ内微生物作用活化了土壤中的多环芳烃（主要是３环多环芳烃），但还不能降解多环
芳烃，这也解释了图２中多环芳烃降解的迟滞效应．

图３　 焦化厂和沈抚灌区污染土壤中各环数多环芳烃的环糊精可提取量
Ｆｉｇ． ３　 ＨＰＣＤ ｅｘｔｒａｃｔａｂｌｅ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ＰＡＨｓ ｗｉｔｈ ｓａｍｅ ｒｉｎｇｓ ｉｎ ｃｏｋｉｎｇ ｐｌａｎｔ ｓｏｉｌ ａｎｄ ｗａｓｔｅ ｗａｔｅｒ ｉｒｒｉｇａｔｉｏｎ ｓｏｉｌ

随后，因为微生物降解作用，生物可利用多环芳烃（即环糊精提取的多环芳烃总量）逐渐下降．值得
注意的是５环多环芳烃的环糊精提取量也有升高的现象，这可能同样是因为微生物作用释放，但这些多



６０８　　 环　 　 境　 　 化　 　 学 ３１卷

环芳烃降解量相对较少．对于污灌区土壤，多环芳烃降解过程中各环数多环芳烃的环糊精可提取量随着
时间的推移呈现明显下降趋势，并没有出现升高的现象，这是因为毛霉对污灌区土壤中各环数多环芳烃
均有一定程度的直接降解，未出现降解迟滞效应．总体上，各环数多环芳烃的环糊精可提取量的变化很
好地解释了以上两种不同类型土壤中多环芳烃降解的差异机制．
２． ４　 多环芳烃降解量和环糊精提取量的相关性

相关性分析表明，焦化厂土壤和污灌区土壤中多环芳烃的３０ ｄ降解量和环糊精的提取量（针对初
始土壤）具有相关性（图４），相关性方程分别为Ｙ ＝ １． ５ｘ － ２． ２４（ｒ２ ＝ ０． ９７ Ｐ ＜ ０． ０００１）和Ｙ ＝ １． ３３ｘ －
０ １７（ｒ２ ＝ ０． ７３ Ｐ ＝ ０． ００１８），其中Ｙ为多环芳烃３０ ｄ降解量，ｘ为环糊精提取土壤中多环芳烃的量．由
此说明可以由多环芳烃的环糊精提取量预测多环芳烃的降解量． Ｓｔｏｋｅｓ等［１３］也验证了ＨＰＣＤ提取与多
环芳烃降解具有很强的相关性．在实际场地污染土壤的评价中，Ｐａｐａｄｏｐｏｕｌｏｓ等［１４］发现土壤中多环芳烃
ＨＰＣＤ可提取部分与微生物降解的部分是非常接近的． Ｈｉｃｋｍａｎ等［１５］则进一步证明了ＨＰＣＤ提取可以
预测代表性的复杂多介质环境中潜在的１６种多环芳烃的生物降解．本研究对两种不同类型土壤进行了
对比分析，拓展了ＨＰＣＤ提取的应用范围，两个方程系数的差异反映了不同土壤的差别．

图４　 焦化厂土壤和污灌区土壤中多环芳烃的３０ ｄ降解量和环糊精提取量的相关分析
Ｆｉｇ． ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＰＡＨ ｄｅｇｒａｄｅｄ ｉｎ ３０ ｄａｙｓ ａｎｄ ＨＰＣＤ ｅｘｔｒａｃｔａｂｌｅ

ａｍｏｕｎｔｓ ｉｎ ｃｏｋｉｎｇ ｐｌａｎｔ ｓｏｉｌ ａｎｄ ｗａｓｔｅ ｗａｔｅｒ ｉｒｒｉｇａｔｉｏｎ ｓｏｉｌ

３　 结论
固定化毛霉对焦化厂和沈抚灌区土壤中的多环芳烃均具有较好的降解效果，３环多环芳烃的降解

率都明显高于４、５、６环多环芳烃．固定化毛霉对焦化厂土壤中的多环芳烃降解具有迟滞效应，沈抚灌区
土壤多环芳烃的降解并未出现明显的迟滞效应．焦化厂污染土壤中多环芳烃（初始浓度２６３ ｍｇ·ｋｇ －１）
的３０ ｄ降解率为７７． ６％，沈抚灌区污染土壤中多环芳烃（初始浓度７． ２ ｍｇ·ｋｇ －１）的３０ ｄ降解率为
５４ ２％ ．各环数多环芳烃的环糊精可提取量的变化很好地解释了以上两种不同类型土壤中多环芳烃降
解的差异机制．焦化厂土壤和污灌区土壤中多环芳烃的３０ ｄ降解量和环糊精的提取量具有相关性，可
用环糊精提取量预测微生物降解多环芳烃的情况．
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