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摘要!从北京焦化厂采集了多个多环芳烃"V3\M#污染土壤样品$目的是从中分离出 V3\M降解菌并确定其适宜的生存条件$
进行富集培养后$应用于焦化厂污染土壤的强化微生物修复B分别以美国 +V3优先控制的 "% 种 V3\M中的一种为唯一碳源$
采用平板划线法对降解菌进行分离并通过基因分析方法确定其种属$共获得 $ 种V3\M降解菌$这些菌混合在一起$在适当的

浓度条件下$可对 "% 种 ’ a% 环的 V3\M进行降解B在液体培养基中 "% 种 V3\M总浓度"!V3\"%#为 "$ "UOG4时$单一菌

即可生长良好且具有降解活性$但当!V3\"%为 "%% "UOG4时$不论是单一菌还是混合菌"$ 种 V3\M降解菌#$其生长和活

性均受到抑制B针对北京焦化厂污染土壤$设计了 * 组处理$即对照"6#(添加营养物",#(添加营养物和降解菌",cT#(添加

营养物和表面活性剂",c5#(以及添加营养物(降解菌和表面活性剂",cTc5#B经过 * 周的实验$与 6组相比$,cT组 "%
种V3\M的去除率平均提高了 )’m$,cTc5组 "% 种V3\M的去除率平均提高了 F%m"其中 "( 种 F a% 环 V3\M的去除率平

均提高了 *’m#B添加 V3\M降解菌和表面活性剂可明显增强土壤中 V3\M的降解B本研究为北京焦化厂及其它焦化厂 V3\M
污染土壤的强化微生物修复提供了依据B
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V3\M#是焦化企业污染土壤中最常见的一类污染

物)"$’*BV3\M为 ’ 个或 ’ 个以上芳环稠合在一起的

一类化合物$它们具有毒性$有的甚至能够致癌"*
a% 环的V3\M# ))*B为了保护生态系统和人体健康$

有必要对 V3\M污染土壤进行修复B可采用的修复

方法包括物理法"如土壤蒸汽浸提(热脱附#(化学

法"如化学氧化(土壤淋洗#(以及生物法"如微生物

修复(植物修复#$其中利用微生物代谢活性去除污

染物的微生物修复被认为是最经济有效且环境友好

的一种方法)F*B
关于V3\M的微生物降解$已有研究显示$主要
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有两类菌可降解 V3\M$即细菌和真菌)**BV3\M微

生物降解的难易度取决于其化学结构的复杂性和降

解酶的适应程度B许多细菌可以 ’ a) 环 V3\M为唯

一碳源$ 只有少数几种菌如红球菌属":30(0,0,,E2
MNB#(鞘氨醇菌属"5;3*.1040.#2MNB#(假单胞菌属

"-2!E(040.#2MNB#( 分 枝 杆 菌 属 "T’,0>#,"!)*E4
MNB#等可以 F 环 V3\M为唯一碳源B更高环"F 环以

上#V3\M多以共代谢的方式被降解)%$$*BV3\M的微

生物降解受多种因素的影响$包括微生物种类和数

量(污染物的浓度(以及环境条件如温度(电子受体(
营养盐(N\(含水率等BV3\M的浓度对微生物降解

有一定制约B浓度过高$会对微生物产生毒害作用’
浓度过低$微生物细胞内完成反应的调节机制不易

启动B此外$V3\M为强疏水性物质$易被土壤颗粒

吸附或被其它作用固定$隔断了其与专性微生物和

酶的直接接触)&*B在 V3\M污染土壤的微生物修复

中$通常采用添加氧源(氮磷营养物(V3\M降解菌(
表 面 活 性 剂( 共 代 谢 底 物 等 方 法 来 强 化 修 复

效果)# a"’*B
微生物修复成功与否在很大程度上取决于污染

土壤的环境条件(污染物性状(以及微生物特征B对

于任何污染场地$在工程化修复之前应对所选技术

的可行性进行研究B本研究目的是针对北京焦化厂

V3\M污染 土 壤 的 现 状$从 当 地 土 著 菌 中 分 离 出

V3\M降解菌并确定其适宜的生存条件$进行富集

培养后$应用于该地污染土壤的强化微生物修复B应
用聚合酶链反应E变性梯度凝胶电泳"V6/EWZZ+#
技术对所分离菌的纯度进行验证$在 V3\M降解菌

的分离研究中是一个创新B对污染土壤多种处理方

式进行比较是本研究的特色B研究成果对北京焦化

厂及其它焦化厂 V3\M污染土壤的修复具有指导

意义B

<Q材料与方法

<R<Q土壤采集与分析

实验土壤采自位于北京市东南郊垡头地区的北

京焦化厂B该厂于 "#*& 年建成(’((% 年停产$在 F&
C的生产过程中$造成了严重的土壤环境污染$其中

V3\M是土壤中主要的一类污染物B采集了两类土

样!一是表层污染土壤$因其微生物量较多$本研究

中用于V3\M降解菌的筛选与分离’一是深层污染

土壤"地面以下 % a&‘$ G#$因其浓度较低而范围较

大$本研究中用于污染土壤的强化微生物修复实验B
深层土壤通过工程钻机打孔取样获得B

对土样的理化性质和微生物数量进行了分析B
根据常规方法对土壤的理化性质如有效氮(有效磷(
总有机碳(N\和含水量等进行测定B采用气相色谱E
质谱法测定土壤中的 V3\M类型与含量)")*B采用最

可然数法测定土壤中的异养微生物数量B
<R:QV3\M降解菌的筛选(分离与鉴定

取焦 化 厂 表 层 污 染 土 壤$接 种 到 4T培 养 基

中)"F* $培养 " 周B然后分别以美国环保局优先控制

的 "% 种V3\M"萘(苊烯(苊(芴(菲(蒽(荧蒽(芘(苯

并蒽((苯并)Q*荧蒽(苯并)I*荧蒽(苯并)C*芘(
茚并)"$’$)EL?*芘(二苯并蒽(苯并)U:A*##为唯一

碳源$按照平板划线法对不同 V3\M降解菌进行分

离B培养一周后$挑取单菌落到以相应 V3\M为唯一

碳源的液体培养基中$培养数天后$根据蛋白酶 ^
法提取其 W,3)"** $用细菌 "%5 D/,3基因通用引物

"=’$!*sE3Z3Z222Z32612ZZ6263ZE)s$/" F#’!
*sE236ZY236622Z2236Z362E)s# 对 提 取 的 W,3
进行V6/)"(*B配制 "‘*m 琼脂糖凝胶$取 ) "4V6/
产物与 (‘% "4% n缓冲液混合上样B用 "(( -恒压

电泳 F( GA8$在凝胶成像系统中显像$观测 W,3产

物$目的片段约 " *(( QNB
为了验证分离的菌是否为纯菌$通过 WZZ+对

扩增 产 物 进 行 分 析B扩 增 采 用 带 Z6夹 的 细 菌

"%5 D/,3基 因 通 用 引 物 "=)F"! *sE6Z666Z66Z
6Z6666Z6Z666Z2666Z66Z66666Z666Z66236
ZZZ3ZZ63Z63ZE)s$/*"&!*sE322366Z6ZZ62Z6
2ZZE)s#B在 基 因 突 变 分 析 系 统 ".,Z+,YN:7DX
5<M9@G#中$ 将 W,3扩增产物 F( "4和 % n载样缓

冲液 & "4混匀后用 *( "4注射器注入孔道B%(o(
"(( -高压预电泳 * GA8$ 然后打开循环水泵$ 换成

%(o($( -恒温恒压电泳 "% : 以上B取出胶体浸入

) 4+T染液中$ 避光染色 F* GA8$ 换至清水中避光

脱色 ’( GA8 后$ 在凝胶成像系统观察 W,3条带B
确定为纯的菌种$ 取其 " *(( QN 的扩增产物进

行测序B所得结果与美国国立生物信息中心的基因

库进行比对$ 确定其种属B
<RSQV3\M降解菌的富集培养

将不同V3\M降解菌按相同量混合在一起$ 利

用 $ 4发酵罐装置"T.02+6\E$TZ#进行富集培养B
培养 液 体 积 为 ) 4$每 升 培 养 液 包 含 如 下 组 分!
" U,\F6;( (‘" U1U50F1$\’0( (‘(* U6C6;’1
’\’0((‘" U酵母膏(’( G4" G7;O4磷酸缓冲液(
" G4微量 元 素 贮 备 液(以 及 ’ G4煤 焦 油 ""% 种

V3\M总浓度约为 )F "UOG4$ 单种 V3\M浓度约为

*%&
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(‘’( a%‘(% "UOG4#B培养 ’ 周$ 培养期间以 ) G4O
GA8 的流量不断向罐内曝空气$ 发酵罐搅拌器转速

为)(( DOGA8B定期取样测定培养液中 V3\M的含量

变化B
<RUQV3\M降解菌对 V3\M的耐受性

利用 ’( G4顶空瓶对单一菌"以微杆菌为代

表#和混合菌"$ 种V3\M降解菌#对V3\M的耐受性

进行了研究B顶空瓶中液体培养基的体积为 "( G4$
除 V3\M含量不同之外$ 其它组分同发酵罐中培养

液B对于单一菌$ 设计了 ’ 个浓度水平$ 即 "% 种

V3\M总浓度分别为 "$ "UOG4和 "%% "UOG4"单种

V3\M浓 度 分 别 为 (‘(" a*‘#( "UOG4和 "‘’’ a
’#‘% "UOG4#B对于混合菌$ "% 种 V3\M总浓度为

"%% "UOG4" 单 种 V3\M浓 度 约 为 "‘’’ a’#‘%
"UOG4#B设置了一系列的顶空瓶"瓶口密封以防止

V3\M挥发$ 每周向瓶内注入 " G4空气#$ 常温振

荡培养B每 ) ? 取 " 个顶空瓶$ 用 "* G4正己烷分 )
次对顶空瓶中的全部培养液进行萃取$ 采用气相色

谱E质谱仪法对萃取液"" G4#进行测定B
<RVQ污染土壤中 V3\M的微生物降解

实验设置 " 个对照组和 F 个处理组$ 每组设计

% 次采样$ 每次采样取 ’ 个平行样$ 具体如下B
对照组"6#!在小桶中加入 "&( U土$ 用加样枪

移取 "F‘$% G4高纯水$ 搅拌均匀$ 然后平均分装在

"’ 个 "*( G4三角瓶中$ 用铝箔密闭瓶口B
添加营养物组",#!在小桶中加入 "&( U土$ 用

加样枪 移 取 ")‘%% G4高 纯 水 和 "‘" G4营 养 液

"(‘"’% G7;O4,\F6;和 (‘("’ % G7;O4,C\’V0FO
,C’\V0F 溶液#$ 搅拌均匀$ 然后平均分装在 "’ 个

"*( G4三角瓶中$ 用铝箔密闭瓶口B
添加营养物和降解菌组",cT#!在小桶中加入

"&( U土$ 用加样枪移取 ")‘%% G4混合降解菌液和

"‘" G4营养液$ 搅拌均匀$ 然后平均分装在 "’ 个

"*( G4三角瓶中$ 用铝箔密闭瓶口B
添加营养物和表面活性剂组",c5#!在小桶中

加入 "&( U土$ 用加样枪移取 ")‘%% G4高纯水$
"‘" G4营养液和 $* "4吐温 &("非离子表面活性

剂#$ 搅拌均匀$ 然后平均分装在 "’ 个 "*( G4三

角瓶中$ 用铝箔密闭瓶口B
添加营养物(降解菌和表面活性剂组",cTc

5#! 在 小 桶 中 加 入 "&( U土$ 用 加 样 枪 移 取

")‘%% G4混合降解菌液$ "‘" G4营养液和 $* "4
吐温 &($ 搅拌均匀$ 然后平均分装在 "’ 个 "*( G4
三角瓶中$ 用铝箔密闭瓶口B

将上述 %( 个三角瓶装入纸箱中$ 放在暗室避

光培养B每隔 " 周加水$ 保持土壤含水率在 "*m 左

右B每周从各组中取 " 次样"’ 个三角瓶$ 平行#$ 对

三角瓶中的全部土壤进行 V3\M的含量分析B

:Q结果与讨论

:R<Q焦化厂污染土壤的理化性质(V3\M含量和微

生物数量

土壤采样分 ’ 次进行B第 " 次从北京焦化厂采

了 % 个表层污染土壤样品$ 并对其理化性质(V3\M
含量和微生物数量进行了分析B第 ’ 次从北京焦化

厂采了田字形 # 个钻孔点的垂直剖面样品"大多数

钻孔点总取样深度为 ") G$ 每 "G取 " 个样#$ 对田

字四角和中心的 * 个钻孔点的样品进行了理化性质

和微生物数量分析B取其中 % 个深度在 % a&‘$ G的

样品"样品量较多且具有代表性#用于本研究中的

强化微生物修复实验$ 对其 V3\M含量进行了测

定B结果见表 "B

表 <Q污染土壤的理化性质&2?=,含量和微生物数量

2CQ;@"!V:<MAL7L:@GALC;ND7N@D9<$ V3\ML78L@89DC9A78 C8? GALD7QAC;8>GQ@D7R9:@L789CGA8C9@? M7A;

污染土壤 有效氮OGU1IUb" 有效磷OGU1IUb" 总有机碳Om N\ V3\"% OGU1IUb" 微生物数O个1Ub"

表层 % 个样 "%‘) a"$#‘F (‘*& a’‘** ’‘( a"*‘# F‘* a&‘’ "’’‘" a$#"‘’ "(&

深层 % 个样 "’‘# a"($‘# (‘(* a$‘$F (‘"( a"‘"" %‘’ a%‘& *&‘( aF((‘) "($

!!不同类型的 V3\M"’ a% 环#在污染土壤中均有

检出$且大多数浓度均在 "( GUOIU以上$在污染较

严重的土壤中$中高环的 V3\M浓度均接近或高于

"(( GUOIUB总体上$表层土壤中 V3\M的含量高于

深层土壤$表层土壤中的微生物数量高于深层土壤B
表层土壤的 N\值波动较大$ 这与其受外界影响较

大有关B个别样点总有机碳含量较高$可能是样品中

存在焦油渣B据了解$ 焦化厂的污染源有废气(废水

和固体废物$其中固体废物主要为焦化厂产生的焦

油渣(焦尘等B除 V3\M外$焦化厂污染土壤中通常

还含有苯系物(挥发酚(杂环芳香烃(各类烷烃等物

质B本研究主要针对 V3\M进行B氮(磷是微生物生

%%&



) 期 卢晓霞等!焦化厂多环芳烃污染土壤的强化微生物修复研究

长所必需的元素B根据土壤的总有机碳和 V3\M含

量$按照 6p,pV为"((p"(p"计算)"%* $可知土壤中氮

和磷营养物相对缺乏$有碍 V3\M的微生物降解B
:R:QV3\M降解菌的分离与富集

分别以萘",3V#(苊烯"3,Y#(苊"3,+#(芴

"=4+#( 菲 "V\+#( 蒽 "3,2#( 荧 蒽 "=43#( 芘

"VY/#(苯并蒽 "TC3#(艹
屈 "6\/#(苯 并 ) Q* 荧 蒽

"TQ=#(苯并)I*荧蒽"TI=#(苯并)C*芘"TCV#(茚

并)"$’$)EL?* 芘 ".L?V#(二苯并蒽 "WC:3#(苯并

)U:A*#"TU:AV#为唯一碳源$经过多次平板划线$从

表层污染土壤中分离出 $ 种 V3\M降解菌$即赤红

球 菌 ":30(0,0,,E2MNB#( 微 杆 菌 "T*,)0>#,"!)*E4
MNB#( 苍 白 杆 菌 " ,̂3)0>#,")E4 MNB#( 博 特 氏 菌

"‘0)(!"!$$# MNB#(黏质沙雷氏菌"5!))#"*# MNB#(鞘氨

醇杆菌" 5;3*.10>#,"!)*E4MNB# 和假黄色单胞菌属

"-2!E(0/#."3040.#2MNB#B同一种菌可以不同 V3\M
为生长基质$例如$分别以 TCV(TQ=和 TI=为唯一

碳源$均可从污染土壤中分离得到微杆菌B另一方

面$同一V3\可以被不同的菌降解$例如$以TQ=为

唯一碳源$可分离得到赤红球菌(微杆菌和鞘氨醇杆

菌B关于这些菌对V3\M的降解$也有一些报道)"$ a’"*B

图 <Q发酵罐培养液中 2?=,随时间的变化

=AUB"!6:C8U@7RV3\ML78L@89DC9A78M7S@D9AG@A8 9:@R@DG@897D

越来越多的研究表明$V3\M降解菌群的作用

强于单一 V3\M降解菌)’’*B因此$本研究中将所得 $
种V3\M降解菌混合在一起$利用发酵罐进行富集

培养$以煤焦油作为碳源$考察混合的 V3\M降解菌

对培养液中 V3\M的降解情况$结果见图 "B在为期

’ 周的培养中$除 ,3V(3,Y和 3,+外$其它 V3\M
在培养液中的浓度都经历了一个先上升后降低的过

程B在培养初期$煤焦油浮在水面$而发酵罐的取样

管口是通向底部$因此测定的 V3\M偏低B随着菌体

的生长和代谢$可能产生一些具有表面活性的分泌

物$使煤焦油发生乳化$在水中的分布均匀$因而测

定的 V3\M浓度升高B例如$ ,C<CIC等)’)* 报道假黄

色单胞菌可产生生物表面活性剂B随着菌量的进一

步增多及其代谢活性的增强$对各种 "’ a% 环#
V3\M的降解增多$使得 V3\M浓度逐渐降低B培养

后期$V3\M降解菌的数量约为 "(* 个OG4B
:RSQV3\M降解菌对 V3\M的耐受性

以微杆菌为代表$通过摇瓶实验$研究了单一菌

对V3\M的耐受性B在培养液中 "% 种 V3\M初始总

量为 "$ "UOG4的条件下$经过 ’" ? 的培养$微杆菌

对 ’ a) 环的 V3\M",3V(3,Y(3,+(=4+(V\+和

3,2#有明显降解$去除率分别为 $*m(*’m(*&m(
F#m(’%m和 $’mB除TI=外$其它 F a% 环的 V3\M
均无明显降解B这表明当低环和高环的 V3\M共存

时$微杆菌优先利用低环的 V3\MB
在 "% 种 V3\M初始总量为 "%% "UOG4的条件

下$ 在 ’" ? 的培养期间$ "% 种 V3\M均无明显降

解$ 且没有观察到微杆菌的生长$这表明高浓度的

V3\M毒性大$抑制了降解菌的生长和活性B同样

地$在 "% 种 V3\M初始总量为 "%% "UOG4的条件

下$ 混合菌的生长和活性也受到了抑制B经过 ’" ?
的培养$除,3V外$其它 V3\M均无明显降解B
:RUQV3\M污染土壤的强化微生物修复

土壤中的 V3\M以多种形态存在$如水溶态(结

合态(纯相态等$其中对生物有效的主要为水溶态和

弱 结 合 态BV3\M的 ;UG7L为 ’‘F a$‘( " 平 均

F‘$# )’F* $ 根 据 土 壤 中 V3\M总 量 " *&‘( aF((‘)
GUOIU$ 平均 ’’#‘"* GUOIU#和土壤总有机碳含量

"(‘"(m a"‘""m$平均 (‘%"m#$按照公式 G? kG7L
nQ7Lk,土壤O,水 可大致估算土壤水相中 V3\M总量

约为 (‘(" "UOG4$ 远 低 于 对 降 解 菌 的 致 毒 浓 度

水平B
土壤中有机污染物的微生物降解受多种因素影

响$如水分含量(氮磷营养物含量(氧含量(降解菌数

量(以及污染物的生物有效性等B设计了 * 组实验$
分别为对照组"6#(添加营养物组",#(添加营养物

和降解菌",cT#(添加营养物和表面活性剂",c
5#(以及添加营养物(降解菌和表面活性剂",cT
c5#B实 验 进 行 了 * 周$ 每 周 取 " 次 样$ 共 计

% 次"包括初始时的取样#B降解菌为分离所得 $ 种

V3\M降 解 菌 的 混 合 物$ 表 面 活 性 剂 为 吐 温 &(B
实验期间通过定 期 加 水 保 持 土 壤 含 水 率 在 "*m
左右B

由于实验土壤是由采自 % 个点的土样混合而成

"其中 F 个土样为砂质土$ ’ 个土样为黏质土#$导

$%&
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致 V3\M在各个组的分布不够均匀$不同时间测定

结果的波动较大B尽管如此$在整个实验期间$不同

组之间显示了较明显的差异$且这种差异在不同种

类的 V3\M中都有体现B图 ’ 给出了不同组中 3,Y
") 环#(VY/"F 环#(TQ="* 环#和 TU:AV"% 环#去除

率随时间的变化B总体上$在添加了降解菌的组中$
各类 V3\M的去除率比未添加降解菌的组中高B表

面活性剂的加入$进一步提高了各类"尤其是高环#
V3\M的降解$其原因可能是表面活性剂提高了土壤中

V3\M的生物有效性B这与文献报道的结果一致)’*$’%*B

图 :Q不同组中各类 2?=,去除率随时间的变化

=AUB’!6:C8U@7RD@G7SC;DC9@M7RSCDA7>MV3\M7S@D9AG@A8 ?ARR@D@899D@C9G@89M

"‘,3V’’‘3,Y’)‘3,+’F‘=4+’*‘V\+’%‘3,2’$‘=43’&‘VY/

#‘TC3’"(‘6\/’""‘TQ=’"’‘TI=’")‘TCV’"F‘.L?V’"*‘WC:3’"%‘TU:AV

图 SQ各处理组中 <! 种 2?=,相对于对照组中的去除率

=AUB)!/@;C9AS@D@G7SC;DC9@M7RSCDA7>MV3\M

A8 ?ARR@D@899D@C9G@89M

!!为了进一步比较不同组中不同 V3\M去除率的

区别$计算了各处理组相对于对照组的去除率增量

"文中定义为/相对去除率0#B图 ) 为实验 * 周后$
各处理组中 "% 种 V3\M相对于对照组中的去除率B

可以看出$添加营养物$促进了土壤中 V3\M的降

解$但仅限于中低环的 V3\MB降解菌的添加明显提

高了土壤中各类 V3\M的去除率$与对照相比$去除

率平均提高了 )’m"低环和高环 V3\M的去除率提

高幅度基本相同#B在添加了降解菌和表面活性剂

的情况下$V3\M的去除率进一步提高"与对照相

比$ 去除率平均提高了 F%m#$尤其是高环 V3\M的

去除率提高幅度较大"与对照相比$"( 种 F a% 环

V3\M的去除率平均提高了 *’m#B在添加营养物和

表面活性剂的组中$土壤中某些"尤其是高环的#
V3\M浓度上升$相应地$其相对去除率表现为负

值B可见$吐温 &( 对 土 壤 中 V3\M有 良 好 的 脱 附

作用B

SQ结论

""#北京焦化厂污染土壤中 V3\M含量高达数

百 GUOIU$其中约有一半是 F a% 环具有致癌性的物

质B表层土壤中 V3\M含量较深层土壤中高$表层土

壤中异养微生物数量也较深层土壤中多B土壤中氮

磷营养物含量较低$不能满足 V3\M降解菌的需要B

&%&



) 期 卢晓霞等!焦化厂多环芳烃污染土壤的强化微生物修复研究

"’#从北京焦化厂表层污染土壤中分离得到 $
种V3\M降解菌$分别为微杆菌(赤红球菌(苍白杆

菌(博特氏菌(假黄色单胞菌(黏质沙雷氏菌(以及鞘

氨醇杆菌属B这 $ 种V3\M降解菌混合在一起$ 在适

当浓度条件下$可降解 ’ a% 环的各类V3\MB当培养

液中 "% 种多环芳烃总浓度为 "%% "UOG4时$则抑制

了降解菌的生长和活性B
")#改善污染土壤的营养条件(添加V3\M降解

菌和表面活性剂吐温 &($对污染土壤中 V3\M的微

生物降解有明显的强化作用$可在 * 周内使实验土

壤中 "% 种 V3\M的去除率平均提高 F%m$其中 "(
种 F a% 环V3\M的去除率平均提高 *’mB

致谢!土壤样品的采集得到中国科学院地理科

学与资源研究所和北京市勘察设计研究院有关人员

的帮助$ 在此作者向他们表示感谢B
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