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摘要：植物幼苗生长发育和叶片的生化指标能综合反映土壤石油污染的程度及其生态毒性的强弱．为探究植物对石油污染土壤生态毒性的指

示效果和污染土壤在生物修复过程中毒性的变化规律，本研究采用 ３ 株对石油烃具有良好降解效果的降解菌构建混合菌体系，开展石油污染

土壤模拟微生物修复实验．文章考察了 ５ 种典型植物指示不同修复时期土壤生态毒性强弱的可行性与敏感性，并进一步从生态学角度揭示修

复过程中石油污染土壤生态毒性的变化规律．结果表明，小麦和萝卜相对于莴苣、黑麦草和小青菜而言，更适宜作为石油污染土壤的指示生物．
石油污染土壤的生态毒性随着微生物修复过程的进行呈先上升后下降的趋势，石油污染土壤生态毒性在修复的第 ８ ｄ 达到最大．不同的供试植

物对石油污染的响应存在一定的差异．小麦和萝卜的生长发育指标能较为敏感地指示石油污染土壤在微生物修复过程中的生态毒性，可作为

石油污染土壤微生物修复效果的指示生物．
关键词：石油污染土壤；微生物修复；生态毒性；植物指示
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１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

石油工业的发展使得石油污染土壤呈日益扩

大化趋势．石油中的烷烃类、芳香烃类及苯类物质毒

性大且具有致癌作用，进入土壤后难以去除，并会

引起土壤理化性质变化和地下水污染等一系列重

大生态问题，因此，如何修复石油污染土壤已成为

世界性的环境问题（黄廷林等， ２００９）．石油污染土

壤的生物修复技术因具有投入成本低、对土壤生态

环境破坏作用小、无二次污染和可操作性强等优
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点，正逐步成为石油污染土壤治理领域的一个具有

广阔应用前景的研究方向（王华金等， ２０１３）．然而，
石油污染土壤生物修复的成功运作并非易事．理论

与实践证明，恢复污染土壤至其原有的生态功能是

一个长期而复杂的系统生态过程 （宋玉芳等，
２００４）．在生物修复过程中，污染土壤逐渐向健康状

态恢复，并伴随着一系列生化指标的变化．因此，有
必要对土壤的生物修复过程及此过程中土壤的健

康状况进行指示、监测及生态毒理学研究．
研究表明，土壤生态系统中的敏感指示物或指

示指标能较全面地反映土壤生态毒性（刘五星等，
２００７）．将土壤生态毒性指示与化学诊断方法有效结

合起来，能够更为全面、有效地表征土壤的整体健

康状况．针对石油污染土壤生态毒性指示和评价系

统，国内外学者提出了包括土壤酶活性试验、高等

植物毒性试验、蚯蚓毒性试验和发光菌毒性试验在

内的多种生态毒性试验方法．有学者考察了柴油污

染土壤生物修复过程中土壤酶活性的变化情况，结
果表明，β 葡萄糖苷活性与土壤中石油烃残留量呈

显著正相关，而土壤脱氢酶和脂肪酶与石油烃残留

量显显著负相关 （ Ｒｉｆｆａｌｄｉ ｅｔ ａｌ．， ２００６）． Ｂａｎｋ 等

（２００５）采用莴苣、粟、萝卜、红三叶草和小麦作为供

试对象，以它们的种子发芽率为依据，考察了它们

的适用性，结果表明，只有莴苣种子能较好地表征

石油污染土壤和未受石油污染土壤的生态毒性差

异．Ｗａｎｇ 等（２０１０）采用蚯蚓（Ｅｓｉｓｅｎｉａ ｆｏｅｌｉｄｅ）来评

价中国胜利油田污泥的生态毒性，结果表明，去繁

殖率、卵茧量和回避行为等指标能很好地指示该污

泥的生态毒性．Ｃｈａｉｎｅａｕ 等（２００３）采用发光细菌试

验来评价 ４８０ ｄ 生物堆肥后的石油污染土壤的生态

毒性，得出在最初土壤毒性最大，随着时间的延长，
土壤毒性逐渐减弱，但仍存在较高的毒性．同时，通
过发光细菌生态毒性试验研究了两种不同堆肥条

件下的石油污染土壤，发现自然条件下堆肥处理（８
个月）的毒性是人工强化堆肥的 ２～４ 倍．

在这些生态毒性指示方法中，高等植物毒性试

验以其相关性好、灵敏性高等优点而被国内外学者

广泛用于石油污染土壤修复过程中土壤生态毒性

的检测与评价（林志芬等， ２００１）．另外，高等植物作

为土壤生态系统中的基本组成部分，利用其生长发

育状况来指示土壤生态毒性也是土壤污染生态毒

理学诊断的重要组成部分．虽然各种植物指标在生

态毒性指示方面各有优势，但涉及同种植物各指标

指示效果对比，以及不同植物指示之间的一致性分

析的研究还比较少．由于通过不同指示植物对土壤

生态毒性进行指示和评价可以有效地集合土壤中

不同食物链生物对有毒有害物质的整体毒性效应，
能较为全面地反馈土壤的污染信息．因此，石油污染

土壤微生物修复过程需要整合各种生态毒性指示

和评价方法对土壤系统的生态安全性做出全面、科
学地判断．

课题组利用前期分离筛选出的 ３ 种石油组分降

解菌株构建了混合菌体系，该混合菌对石油污染土

壤表现出良好的修复效果（王华金等， ２０１３）．然而，
之前的研究尚未确定究竟何种高等植物及具体哪

些指标能够敏感地指示微生物修复的效果；并且在

石油污染土壤修复过程中，该混合菌对污染土壤的

各种生化指标影响的变化规律尚不清楚．因此，本研

究以莴苣、黑麦草、小青菜、小麦、萝卜为供试植物

进行高等植物毒性试验，考察石油污染土壤微生物

修复过程中土壤的生态毒性，通过度量石油污染土

壤对不同高等植物生长发育的抑制程度来考察不

同修复时期土壤中的生态毒性强弱及变化规律，并
以此确定石油污染不同高等植物指示的可行性与

敏感性．此外，本文从高等植物毒性试验结果出发，
从生态学角度揭示石油污染土壤微生物修复过程

中残留的石油污染物和中间代谢产物对土壤生态

系统的影响，在证明小麦和萝卜作为指示植物可行

性的同时，也探究石油污染土壤修复过程中污染土

壤的各种生化指标的变化规律．

２　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

２．１　 混合菌的制备

课题组前期分离出 ３ 种石油烃降解菌株，包括

洋葱伯克霍尔德氏菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｅｐａｃｉａ）中的烷

烃降解菌 ＧＳ３Ｃ，鞘氨醇单胞菌（ Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ｓｐ．）
中的菲降解菌 ＧＹ２Ｂ，伯克菌科 Ｐａｎｄｏｒａｅａ 菌属的

ｐｎｏｍｅｎｕｓａ 种 中 的 芘 降 解 菌 ＧＰ３Ｂ （ Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ．，
２０１０）．将上述 ３ 种菌株分别取 １ 环进行富集培养，
然后在 ２５ ｍｇ·ｍＬ－１的原油无机盐培养基（磷酸盐缓

冲液 ５．０ ｍＬ，ＦｅＣｌ３水溶液 １．０ ｍＬ， ＣａＣｌ２水溶液 １．０
ｍＬ，ＭｇＳＯ４水溶液 ３．０ ｍＬ，微量元素溶液 １．０ ｍＬ，蒸
馏水 １０００ ｍＬ）中分别加入 １ ｍＬ 富集液，接着将加

入了石油降解菌的原油无机盐培养基置于的摇床

中驯化（３０ ℃，１５０ ｒ·ｍｉｎ－１），每 ５ ｄ 为一个周期，重
复驯化 １１ 个周期后离心分离分别获取 ３ 种驯化产

３３２
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物．最后将驯化后的 ＧＳ３Ｃ、ＧＹ２Ｂ、ＧＰ３Ｂ 菌（４．０×１０８

ＣＦＵ·ｍＬ－１）按等量配比的原则（１∶１∶１，体积比）复配

后形成石油降解混合菌．
２．２　 石油污染土壤的制备

供试土壤采自广东增城的水稻田表层土壤．土
壤取回经干燥处理后过 ４．７５ ｍｍ 筛，去除大颗粒物

质后分为两份，一份保存于 ４ ℃黑暗条件下用于测

定新鲜土样指标（表 １），另一份置于阴凉处风干后

过 ２ ｍｍ 筛，保存待用．供试石油为广州石化提供的

原油（饱和烃 ４５．５５％，芳烃 １７．６９％，胶质和沥青质

９．６８％）．
在 Φ１５ ｃｍ×２０ ｃｍ 塑料盆装入 ３ ｋｇ 干土，将溶

于石油醚中的石油加入土壤中，使土壤中石油烃的

初始含量为 ５０００ ｍｇ·ｋｇ－１（以干土计） （Ｖｏｕｉｌｌａｍｏｚ
ｅｔ ａｌ．， ２００１）并搅拌均匀．接着按每 １００ ｇ 土加 ３ ｍＬ
混合菌菌液的比例接种于石油污染土壤中．

表 １　 供试土壤的理化性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｐｈｙｓｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｄ ｓｏｉｌｓ

处理 ｐＨ ＴＯＣ ／ （ｇ·ｋｇ－１） ＴＮ ／ （ｇ·ｋｇ－１） ＴＰ ／ （ｇ·ｋｇ－１） ＴＫ ／ （ｇ·ｋｇ－１）

净土 ６．４２±０．１７ １６．２０±０．５７ ０．８６±０．１１ ０．５２±０．０４ ４．４８±０．３８

污染土壤（Ｓ０） ５．８２±０．２５ １８．９５±０．５０∗ ０．８２±０．０４ ０．５３±０．０３ ４．３４±０．３０

　 　 注：∗表示与清洁土壤对照处理间具有差异显著性，ｐ＜０．０５；ＴＯＣ：总有机碳； ＴＮ：总氮； ＴＰ：总磷； ＴＫ：总钾．

　 　 最后将土壤放置在 ３０ ℃的恒温培养箱中进行

石油污染土壤的生物修复实验，每 ２ ｄ 进行一次翻

土搅拌并维持土壤含水率的稳定．在实验过程中，分
别采集干净土壤，生物修复第 ０、８、１６、２４、３２、４０ ｄ
的土壤（Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１０），分别标记为 Ｓ０、Ｓ１、Ｓ２、
Ｓ３、Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６ 作为不同修复时期石油污染土壤，并
将其放置在阴凉处风干备用．
２．３　 测试项目及方法

２．３．１　 土壤中总石油烃的提取及含量测定 　 准确

称量 ５ ｇ 风干土壤，放入 ５０ ｍＬ 离心管中，加入适量

无水硫酸钠，添加 １０ ｍＬ 正己烷，在 １８００ ｒ·ｍｉｎ－１条

件下振荡 １ ｍｉｎ，再将其超声 ３０ ｍｉｎ，然后在 ３０００
ｒ·ｍｉｎ－１的条件下离心 １０ ｍｉｎ，收集上层液体．重复上

述过程 ４ 次，确保土壤中的石油烃全部被洗出．将上

层液体过 ０．４５ μｍ 的有机系滤膜后移至旋转蒸发仪

中进行浓缩，定容至 ２５ ｍＬ，于 ２２５ ｎｍ 处测定其吸

光度值，对照石油的标准曲线，计算出石油污染土

样中石油烃残留量和表观降解率 η （ Ｈａｎ ｅｔ ａｌ．，
２００９）：

η＝ （Ｗ１－Ｗ２） ／Ｗ１×１００％ （１）
式中，Ｗ１为土样中石油烃的初始含量，Ｗ２为不同处

理土样中石油烃的残留含量．
２．３．２　 气相色谱⁃质谱分析　 用 ＧＣ⁃ＭＳ（ＤＳＱⅡ，美
国热电）分别对原油，以及土样 Ｓ０、Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４、Ｓ５
和 Ｓ６ 中的油分进行分析．具体操作条件：进样口、传
输线和离子源温度分别为 ２５０、２８０ 和 ２６０ ℃；实验

所采用的载气为高纯氦气；溶液的进样方式为不分

流进样，进样量为 １ μＬ；实验所采用柱子的规格为

３０ ｍ×０．３２ ｍｍ×０．２５ μｍ 的 ＨＰ⁃５ＭＳ 石英毛细管柱．

柱子升温程序的设置： ６０ ℃ 保持 ５ ｍｉｎ， 以 １０
℃·ｍｉｎ－１的速度升温至 １１０ ℃，保持 ２ ｍｉｎ，再以 ２
℃·ｍｉｎ－１的速度升温至 ２８０℃，保持 ２０ ｍｉｎ．质谱的扫

描范围：５０ ～ ５５０ ａｍｕ 质量范围内扫描（何丽媛等，
２０１０）．
２． ３． ３ 　 幼苗生长发育状况 　 取莴苣 （ Ａｓｐａｒａｇｕｓ
ｌｅｔｔｕｃｅ）、 黑 麦 草 （ Ｒｙｅｇｒａｓｓ ）、 小 青 菜 （ Ｂｒａｓｓｉｃａ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）、大白菜（Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃａｂｂａｇｅ）、小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍ
ａｃｓｔｉｖｎｍ Ｌ．）和萝卜（Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌ．）种子（种子

均购于广东省农业科学院，实验前均经过发芽率的

预实验，确保种子发芽率均大于 ９０％）各 ２０ 粒，将
种子均匀播种于事先放有 １００ ｇ 不同修复时期石油

污染土壤的培养皿中，再在上部均匀覆盖 ２０ ｇ 对应

修复时期的供试土壤，调节土壤含水率至最大持水

量的 ８５％（Ａｌ⁃Ｍｕｔａｉｒｉ ｅｔ ａｌ．， ２００８），盖好玻璃培养

皿，将培养皿置于光照培养箱（ ＳＰＸ⁃２５０，宁波海曙

赛福实验仪器厂）中培养．培养条件为：在 ２５ ℃条件

下，黑暗培养 ４８ ｈ，随后进行 １６ｈ ／ ８ｈ 的光照（光照

强度（４３００ ± ４３０） ｌｘ） ／黑暗循环培养 ７２ ｈ （ Ｂａｎｋｓ
ｅｔ ａｌ．， ２００５； Ａｌ⁃Ｍｕｔａｉｒｉ ｅｔ ａｌ．， ２００８）．种子发芽后继

续在 １６ｈ ／ ８ｈ（昼 ／夜）的光照（光照强度（４３００±４３０）
ｌｘ）条件下继续培养 ９ ｄ，共计 １４ ｄ 后（保持恒温恒

湿条件不变），测定不同土壤中小麦和萝卜的幼苗

生长发育状况（株高、地上部鲜重、根鲜重、根干重）．
２．３． ４ 　 超氧化物歧化酶 （ ＳＯＤ） 活性和丙二醛

（ＭＤＡ）含量　 ＳＯＤ 活性测定：称取 ０．５ ｇ 鲜叶于预

冷的研钵中，加入一定量石英砂，加入 ５ ｍＬ ０． ０５
ｍｏｌ·Ｌ－１ ｐＨ 为 ７．８ 的磷酸缓冲液，在冰浴中研磨成

浆，将浆液转入离心管中，在低温（４ ℃）超速离心机

４３２
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（ＴＧ１６－ＷＳ，长沙湘仪离心机仪器有限公司）上以

１００００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 １５ ｍｉｎ，上清液即为酶粗提液．于
４ ℃冰箱中保存，待测．取 ５ 支玻璃试管，３ 支用作测

试样品，２ 支为对照管．按下列要求加入各溶液：４．０５
ｍＬ ０． ０５ ｍｏｌ·Ｌ－１ 磷 酸 缓 冲 溶 液、 ０． ３ ｍＬ ２００
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＤＬ 甲硫氨基酸溶液、０．３ ｍＬ ３３ mｍｏｌ·Ｌ－１

核黄素溶液、０．３ｍＬ １．２５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１氯化硝基四氮唑

溶液、０．０５ｍＬ 酶液，总体积为 ５ ｍＬ，其中 ２ 支对照管

所添加的酶液用磷酸缓冲液代替（Ｙｏｓｈｉｏｋａ ｅｔ ａｌ．，
１９７９）．

将上述试剂在玻璃试管中混匀后，把其中 １ 支

对照管置于暗处，其它各管均置于 ４０００ ｌｘ 日光下反

应 ２０ ｍｉｎ（要求各管受光情况一致，温度高时时间

缩短，温度低时可适当延长）．最后在 ５６０ ｎｍ 处分别

测定其它各管的吸光度． ＳＯＤ 总活性以每克鲜重酶

单位表示，即 Ｕ·ｇ－１（以 ＦＷ 计），以抑制氮蓝四唑光

化还原至原来的 ５０％为一个酶活性单位（Ｕ）． ＳＯＤ
总活性 Ｒ 按公式（２）计算：

Ｒ ＝
ＡＣＫ － ＡＥ( ) × Ｖ

ＡＣＫ × ０．５ × Ｗ × ＶＴ
（２）

式中，ＡＣＫ为对照管的吸光度，ＡＥ为样品管的吸光度，
Ｖ 为样品液总体积 （ ｍＬ）， ＶＴ 为测定时样品用量

（ｍＬ），Ｗ 为样品鲜重（ｇ）．
丙二醛含量测定：称取 ０．５ ｇ 鲜叶于研钵中，加

入一定量石英砂，加入 ５ ｍＬ １０％三氯乙酸溶液研

磨，将研磨后所得匀浆移至离心管中， 在 ４０００
ｒ·ｍｉｎ－１下离心 １０ ｍｉｎ，收集上清液，待用．取上述上

清液 ２．０ ｍＬ 加入带塞试管中，再向试管中加入 ２．０
ｍＬ ０．５％硫代巴比妥酸溶液，混合均匀后，将试管放

置于沸水浴中反应 ２０ ｍｉｎ，反应结束后迅速冷却并

离心．将上清液分别于 ４５０、５３２ 和 ６００ ｎｍ 波长下测

定其 ＯＤ 值．对照管以 ２ ｍＬ 水代替提取液．按公式

（３）计算ＭＤＡ 浓度 Ｃ（ｍｏｌ·Ｌ－１），得出ＭＤＡ 浓度后，
然后以植物组织的鲜重计算样品中 ＭＤＡ 的含量

（公式（４））．实验所用试剂除正己烷（用于气相色

谱⁃质谱分析）为色谱纯外，其它均为分析纯，购于阿

拉丁公司．

Ｃ＝ ６．４５×（ＯＤ５３２－ＯＤ６００）－０．５６×ＯＤ４５０ （３）

Ｄ ＝
Ｃ × Ｖ提

Ｗ３
（４）

式中，Ｄ 为 ＭＤＡ 含量（ｍｍｏｌ·ｇ－１），Ｖ提为提取液体积

（ｍＬ），Ｗ３为植物组织鲜重（ｇ）．

２．４　 数据处理

实验数据使用 ＳＰＳＳ １７．０ 进行双变量相关性分

析、回归分析及方差分析．

３　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

３．１　 石油污染土壤生物模拟修复实验修复效果

不同修复时期土壤中总石油烃残留量及表观

降解率如表 ２ 所示．可以看出，投加菌剂的污染土壤

中石油烃表观降解率远高于未投加菌剂的土壤，相
应地，残留量远低于未投加菌剂的土壤．具体而言，
投加菌剂的污染土壤中石油烃表观降解率随时间

的推移不断上升，石油烃表观降解率在修复的第 ８、
１６、２４、３２、４０ ｄ 分别达到 ５４． ０％、５７． ５％、６０． ２％、
６４．１％、６４．４％， 修复 ３２ ｄ 后石油烃残留量基本保持

稳定（约 １．７９３４３ ｍｇ·ｇ－１）．在生物修复前期，由于油

量丰富，石油烃降解菌大量繁殖，石油烃表观降解

率高；随着时间的推移，易降解的石油烃组分被大

量消耗，残留物主要为芳香烃等难降解组分，这导

致了 降 解 速 率 的 降 低 和 残 留 量 的 相 对 稳 定

（Ｍａｒｇｅｓｉｎ ｅｔ ａｌ．， １９９９）．同时可以看到，不投加菌剂

的污染土壤中石油烃的表观降解率随时间的延长

有缓慢上升，但降解 ４０ ｄ 后只有 １６．８％的石油烃被

去除，其主要原因是土壤中土著微生物对石油烃的

降解及石油烃中易挥发组分的挥发 （ Ｌａｎｇｂｅｈｎ
ｅｔ ａｌ．，１９９５）．与不投加菌剂的污染土壤相比，投加菌

剂的污染土壤表现出更高的表观降解率和更低的

残留量，这表明在该微生物修复过程中，石油烃降

解菌发挥了对污染物的去除的主导作用．
为了更深入地探讨石油污染土壤微生物修复

技术的关键问题，分别对修复结束后的石油污染土

壤中原油各组分（饱和烃、芳烃、沥青＋胶质）的去除

率进行了测定和分析，结果表明，４０ ｄ 的修复期结

束后，烷烃的去除率达到了 ６６．９％±２．３％，芳烃的去

除率为 ３６．６％±３．８％，而石油烃中最难降解的沥青

和胶质，它们的去除率为 １８．５％±３．４％，石油烃组分

的去除率高低顺序为：烷烃＞芳烃＞沥青和胶质．这说

明微生物对石油烃各组分的生物利用存在差异．石
油中的沥青质和胶质进入土壤后，由于其粘稠性大

和难降解性等特点，在土壤中长期积累会破坏土壤

结构，影响农作物的生长和发育．石油烃组分中的芳

香烃是一类具有致癌变、致突变、致畸变等“三致”
作用的有毒有害物质．而恰好相反的是，这两类石油

烃组分在石油污染土壤微生物修复过程中的去除
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率相对较低．

表 ２　 不同修复时期的土壤中石油烃残留量及表观降解率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＴＰＨ ｒｅｍｏｖａｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｏｉｌ ｄｕｒｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈａｓｅｓ ｏｆ ｂｉｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ

不同修复时期土壤
表观降解率 残留量 ／ （ｍｇ·ｇ－１）

加菌 不加菌 加菌 不加菌

Ｓ１ ０±０ ９．６６７８２％±１．２６５６１％ ５±０ ４．５１６６１±０．０９７５３

Ｓ２ ５４．０４６９８％±１．５０９０６％ １５．１０８３４％±１．６０９４６％ ２．２９７６５±０．０９１４２ ４．２４４５８±０．１２８５１

Ｓ３ ５７．４６６７４％±１．２４９７７％ １５．３０２６５％±１．２４９７７％ ２．１２６６６±０．０６５３５ ４．２３４８７±０．０７８５４

Ｓ４ ６０．２４５２９％±１．８２７２３％ １５．８０７８４％±１．５２７２３％ １．９８７７４±０．１０９４２ ４．２０９６１±０．１１２９４

Ｓ５ ６４．１３１３８％±１．２９７６９％ １６．５０７３４％±１．８９７６９％ １．７９３４３±０．０８０７８ ４．１７４６３±０．１３８１３

Ｓ６ ６４．３８３９８％±１．６１０１８％ １６．７７９３６％±１．６１０１８％ １．７８０８０±０．１０８４６ ４．１６１０３±０．１２８４５

　 　 为进一步分析不同修复时期的土壤中残油组

分组成，分别对不同修复时期的土样进行了 ＧＣ⁃ＭＳ
分析．不同修复时期土样 ＧＣ⁃ＭＳ 图谱如图 １ 所示．从
图 １ 可以看出，本研究中构建的混合菌体系对土壤

中的石油有明显的去除效果，并且随着修复时间的

延长，去除效果更加明显．对比原油图谱（Ａ）和未修

复石油污染土壤（Ｓ１）中残油图谱可知，这两幅图谱

的变化不明显，未修复石油污染土壤相对于原油只

是在 ｎ⁃Ｃ１４以下的石油烃有较明显的去除．引起这部

分差别的原因可能主要是由于在配制石油污染土

壤的过程中，该部分石油烃的挥发所导致．Ｇａｌｉｎ 等

（１９９０）研究认为，石油烃中 Ｃ１５以下的这部分烃类

物质较易通过化学挥发进入空气，导致空白对照组

的该部分损失．然而，修复后的土壤 ＧＣ⁃ＭＳ 图谱表

现出明显差异．污染土壤经过 ８ ｄ 微生物修复后（土
样 Ｓ２），Ｃ２０以下的直链烷烃峰高相对于 Ｃ２０以上的

峰高要明显低一些．这主要是因为 Ｃ２０以下的直链烷

烃容易被微生物优先利用，导致其相对含量降低；
而 Ｃ２０ 以上的烷烃不易被微生物所利用 （ Ｂａｒｉｎ
ｅｔ ａｌ ．，２０１４），所以其含量相对较高，最终在图谱表

图 １　 不同修复阶段土样残油 ＧＣ⁃ＭＳ 图谱（Ａ：原油 ＧＣ⁃ＭＳ 图谱； Ｂ～Ｇ：土样 Ｓ１～ Ｓ６ 中残油 ＧＣ⁃ＭＳ 图谱）
Ｆｉｇ．１　 ＧＣ ／ ＭＳ ｏｆ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｏｉｌ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈａｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ（Ａ． Ｃｒｕｄｅ ｏｉｌ （Ｓ０） ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ； Ｂ～Ｇ ｗｅｒｅ ｏｉｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｉｎ ｓｏｉｌ Ｓ１， Ｓ２，

Ｓ３， Ｓ４， Ｓ５ ａｎｄ Ｓ６， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）

６３２
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现出来．通过比较 Ｃ 和 Ｄ 图谱可知，相对分子质量

较高的烃（Ｃ ＞ ２０）含量相对较低，而 Ｃ２０以下的烷

烃含量增加，并且图谱中峰的数目也明显增多．这可

能是由于在修复的中期，易降解烷烃含量降低，微
生物为了维持成长代谢，必须利用碳数较多的烷烃

作为微生物生长代谢所需的碳源，导致 Ｃ２０以上的烷

烃含量减少 （ Ｇａｌｉｎ ｅｔ ａｌ．， １９９０； Ｖａｓｉｌｉｅｖａ ｅｔ ａｌ．，
２０１２）．同时，由于微生物的作用，将长链分解成短

链，导致短链数量和含量增加．从图谱 Ｆ（Ｓ５）和 Ｇ
（Ｓ６）可以看出，土样 Ｓ５ 的修复效果和土样 Ｓ６ 的修

复效果基本相同．这可能是由于在修复后期，微生物

可利用的碳源减少，加上代谢中间产物的积累，破
坏了土壤的原有生态体系，使得微生物的活性降

低，从而影响了石油在土壤中的降解（Ｄｏｒｎ ｅｔ ａｌ．，
２０００； Ｒｉｆｆａｌｄｉ ｅｔ ａｌ．， ２００６）．

此外，有关学者利用“分子化石”抗生物降解的

特性来评价石油污染生物修复的情况．姥鲛烷（Ｐｒ，
即 ２，６，１０，１４⁃四甲基十五烷）和植烷（Ｐｈ，２，６，１０，
１４⁃四甲基十六烷）是原油中常见的两种标志化合

物，其结构比较稳定，微生物作用一般不影响它们

的含量（马宝东等， １９９９）．因此，本研究中采用 Ｐｒ
和 Ｐｈ 这两种物质来综合评价石油污染土壤的修复

效果．姥鲛烷 Ｐｒ ／ ｎＣ１７、植烷 Ｐｈ ／ ｎＣ１８是衡量微生物降

解原油的参数，常把 Ｐｒ ／ ｎＣ１７和 Ｐｈ ／ ｎＣ１８这两个比值

作为微生物降解原油因子的重要指标，可判别原油

降解的程度．Ｐｒ ／ ｎＣ１７和 Ｐｈ ／ ｎＣ１８的比值增大，说明石

油污染土壤中正构烷烃的含量减少，而异构烷烃的

含量相对增多．通过原油的 ＧＣ⁃ＭＳ 分析可知，土样

Ｓ１ 中，Ｐｒ ／ ｎＣ１７值为 ０．５２６，而 ４０ ｄ 的生物修复以后，
其值上升至 ７．２７３；同样，土样 Ｓ１ 中，Ｐｈ ／ ｎＣ１８ 值为

０．３４８，生物修复 ４０ ｄ 后上升至 ６．３５７．说明本研究中

石油污染土壤经 ４０ ｄ 的微生物生物修复后，污染土

壤中的正构烷烃得到了有效去除，残留下来的是一

些生物利用性低的支链烷烃类物质．
３．２　 莴苣、黑麦草、小青菜幼苗生长状况

不同修复时期的土壤对莴苣、黑麦草、小青菜

不同指标的影响如表 ３ 所示．对莴苣而言（表 ３），其
株高在整个微生物修复过程中相对于 Ｓ０ 均不存在

显著性差异；地上部鲜重也仅有土样 Ｓ１（１１１．６％）
与 Ｓ０ 之间存在显著性差异；而根鲜重和根干重则是

表 ３　 不同修复时期的土壤对莴苣、黑麦草、小青菜不同指标的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｒｕｄｅ ｏｉｌ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ａｓｐａｒａｇｕｓ ｌｅｔｔｕｃｅ， Ｒｙｅｇｒａｓｓ ａｎｄ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

植物　 不同土壤 株高 ／ ｃｍ 地上部鲜重 ／ ｍｇ 根鲜重 ／ ｍｇ 根干重 ／ ｍｇ

莴苣　 Ｓ０ ６．０４±０．３３ （１００．０％） ４．４７±０．８６ （１００．０％） ０．３３±０．０４ （１００．０％） ０．０５±０．０１ （１００．０％）

Ｓ１ ６．２９±０．２０ （１０４．１％） ４．９９±１．１１ （１１１．６％）∗ ０．３５±０．０４ （１０６．１％） ０．０４８±０．０２ （９６．０％）

Ｓ２ ５．７６±０．５０ （９５．４％） ３．８２±０．５０ （８５．４％） ０．３３±０．０５ （１００．９％） ０．０５２±０．０１ （１０４．０％）

Ｓ３ ５．８４±０．３５ （９６．７％） ３．２８±０．４５ （７３．２％） ０．３３±０．０３ （９９．１％） ０．０６±０．０１ （１０７．７％）

Ｓ４ ６．４５±０．５３ （１０６．８％） ４．７５±０．５０ （１０６．１％） ０．３４±０．０３２ （１０３．４％） ０．０６±０．０１ （１０５．８％）

Ｓ５ ５．６９±０．４０ （９４．２％） ４．２３±０．７８ （９４．５％） ０．３８±０．０４ （１１４．３％）∗ ０．０８±０．０３ （１５７．７％）∗∗

Ｓ６ ６．５５±０．３０ （１０８．４％） ４．５３±０．６３ （１０１．３％） ０．４２±０．０２ （１２７．３％）∗∗ ０．０９±０．０２ （１７９．５％）∗∗

黑麦草 Ｓ０ １５．４７±１．０９ （１００．０％） ４．１４±０．７９ （１００．０％） ０．３５±０．１２ （１００．０％） ０．１７±０．０７ （１００．０％）

Ｓ１ １６．７５±１．３０ （１０８．２％）∗ ３．９２±０．７９ （９４．７％） ０．４５±０．１１ （１２８．２％）∗∗ ０．２３±０．０７ （１３４．３％）∗∗

Ｓ２ １６．２２±１．４７（１０４．８．７％） ３．４４±０．７６ （８３．１％） ０．３３±０．１０ （９３．４％） ０．１５±０．０４ （８７．６％）∗

Ｓ３ １６．１９±１．６０ （１０４．７％） ３．９９±１．２３ （９６．４％） ０．３３±０．０６ （９５．１％） ０．１６±０．０４ （９５．３％）

Ｓ４ １５．５２±１．１３ （１００．３％） ３．３９±０．６８ （８２．０％）∗ ０．４８±０．１３ （１３７．６％）∗∗ ０．２４±０．０８ （１４３．８％）∗∗

Ｓ５ １５．９１±１．３１ （１０２．８％） ３．１６±０．７０ （７６．３％）∗∗ ０．２７±０．０４ （７６．１％）∗∗ ０．１１±０．０４ （６３．９％）

Ｓ６ １６．６９±０．１．２４（１０７．９％） ３．２３±１．０８ （７８．０％） ∗∗ ０．４１±０．０４ （１１７．１％）∗∗ ０．２９±０．０３ （１７０．６％）∗∗

小青菜 Ｓ０ ３．６４±０．３４ （１００．０％） ２．６６±０．６９ （１００．０％） ０．１０±０．０２ （１００．０％） ０．０５±０．０２ （１００．０％）

Ｓ１ ４．１０±０．６０ （１１２．６％）∗ ２．３９±０．３９ （８９．８％）∗ ０．１０±０．０２ （１０１．０％） ０．０６±０．０１ （１１６．３％）∗

Ｓ２ ３．２９±０．３０ （９０．４％）∗ １．２０±０．４３０ （７５．１％）∗∗ ０．１０±０．０４ （９９．０％） ０．０５±０．０１ （１０４．１％）

Ｓ３ ３．３０±０．３５ （９０．７％）∗ ２．４４±０．７９ （９１．６％）∗ ０．１２±０．０３ （１１５．５％）∗ ０．０８±０．０３ （１６１．２％）∗∗

Ｓ４ ３．８２±０．７９ （１０４．９％） ２．７５±０．６０ （１０３．４％） ０．１４±０．０２ （１３１．１％）∗∗ ０．０８±０．０２ （１５９．２％）∗∗

Ｓ５ ３．８０±０．３８ （１０４．４％） ３．０３±０．８９ （１１４．１％）∗ ０．１４±０．０２ （１３１．１％）∗∗ ０．０６±０．０２ （１１４．３％）∗

Ｓ６ ３．６９±０．２３ （１０１．４％） ３．１３±０．３８ （１１７．７％）∗ ０．１８±０．０４ （１７５．３％）∗∗ ０．０８±０．０１ （１５９．６％）∗∗

　 　 注：∗和∗∗分别表示与 Ｓ０ 土壤处理相比差异显著（ｐ＜０．０５）和极显著（ｐ＜０．０１），括号中数据为相对于 Ｓ０ 土壤处理的相对值．
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在修复后期表现出促进效应，土壤 Ｓ５、Ｓ６ 与 Ｓ０ 之间

存在极显著差异，根鲜重分别为 Ｓ０ 的 １１４． ３％和

１２７．３％，根干重分别为 Ｓ０ 的 １５７．７％和 １７９．５％．显
然，莴苣的株高及地上部鲜重对石油污染土壤的生

态毒性变化不敏感，不宜作为指示指标；莴苣的根

鲜重和根干重在修复的前期和中期与 Ｓ０ 的差异也

不显著，并不能指示石油污染土壤的生态毒性在哪

个修复时期增强，而只能说明在生物修复后期石油

污染土壤的生态毒性低，另外，不同修复时期的根

鲜重和根干重的质量变化范围分别在在 ０．３３ ～ ０．４２
ｍｇ 和 ０．０４８～０．０９ ｍｇ 之间，质量较小会给实际测量

操作增加难度．因此，莴苣不宜作为石油污染土壤微

生物修复过程中生态毒性强弱的指示植物．
对黑麦草而言（表 ３），其株高仅在土样 Ｓ１ 中与

Ｓ０ 存在显著性差异（为 Ｓ０ 的 １０８．２％）；其地上部鲜

重在整个修复时期都表现为抑制，土样 Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６ 中

的地上部鲜重与 Ｓ０ 之间存在显著性差异，分别为

Ｓ０ 的 ８２．０％、７６．３％、７８．０％；其根鲜重与根干重在不

同修复时期的变化规律不明显，在 Ｓ１、Ｓ４、Ｓ６ 中都表

现出促进，但根鲜重在 Ｓ５、根干重在 Ｓ２ 又表现出抑

制．由此可知，黑麦草幼苗的株高、地上鲜重、根鲜重

及根干重 ４ 个指标对于石油污染土壤的生态毒性的

指示规律不一致，且同样存在根鲜重和根干重质量

小的问题．因此，黑麦草不宜作为石油污染土壤微生

物修复过程中生态毒性强弱的指示植物．
对小青菜而言（表 ３），株高和地上部鲜重在修

复中期表现出显著的抑制，后期仅地上部鲜重在 Ｓ６
中与 Ｓ０ 之间存在显著性差异（为 Ｓ０ 的 １１７．７％）；根
鲜重及根干重则只是在修复后期出现极显著的促

进，前期和中期变化不明显．根鲜重和根干重质量小

的问题依然存在，因此，小青菜也不宜作为石油污

染土壤微生物修复过程中生态毒性强弱的指示

植物．
综上可知，莴苣、黑麦草、小青菜作为石油污染

土壤生物修复过程中的指示植物时存在对毒性变

化不敏感、不同指标之间指示结果不一致及部分指

标数值过小的问题，故这 ３ 种植物均不宜作为指示

植物．
３．３　 小麦和萝卜的毒理性试验

由于莴苣、黑麦草、小青菜幼苗生长状况不能

够很好地指示石油污染土壤微生物修复过程中生

态毒性的变化规律，故本研究尝试用典型供试植物

小麦和萝卜来进行植物毒理性试验．

图 ２　 原油对小麦幼苗生长的影响（∗和∗∗分别表示与 Ｓ０ 土

壤处理相比差异显著（ｐ＜０．０５）和极显著（ｐ＜０．０１））
Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｒｕｄｅ ｏｉｌ ｏｎ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ （ Ｔｒｉｔｉｃｕｍ

ａｃｓｔｉｖｎｍ Ｌ．）

３．３．１　 小麦和萝卜幼苗生长状况 　 小麦幼苗在各

修复时期土壤中的生长发育总体情况如图 ２ 所示．
可以看出，在土样 Ｓ１ 和 Ｓ２ 中，无论是株高还是根重

（干重和鲜重）均与其它处理土壤之间存在明显的

差异，与无污染土壤相比表现出明显的抑制．从株高

和根重这两个方面来看，土样 Ｓ１、Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６ 与 Ｓ０ 相

比均表现出诱导作用．小麦幼苗生长发育各指标受

不同处理土壤胁迫的响应存在差异．在土样 Ｓ１ 和 Ｓ２
中，小麦株高与土样 Ｓ０ 之间存在显著差异，显著低

于无污染土壤对照（ｐ＜０．０５），分别为无污染土壤对

照组的 ８９．４％和 ８７．２％；而土样 Ｓ１、Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６ 中小

麦株高相对于无污染土壤对照均有不同程度的增

加，但均不显著（ ｐ＞０．０５）．小麦地上部鲜重在土样

Ｓ１ 中相对于对照组有显著降低（ｐ＜０．０５），为对照组

的 ８１．７％；土样 Ｓ２ 中小麦的地上部鲜重与对照组间

存在极显著差异（ｐ＜０．０１），为对照组的 ７１．８％，其它

修复阶段土壤与对照组之间均不存在显著差异（ｐ＜
０．０５）．小麦的根鲜重和干重除在土样 Ｓ１ 中与对照

８３２
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组之间不存在显著差异外，其它各处理土壤中均与

对照组间存在显著差异．其中，根鲜重在土样 Ｓ２ 中

表现出显著降低（ｐ＜０．０５），为对照组的 ８６．３％，在土

样 Ｓ３ 中表现出极显著降低（ ｐ＜０．０１），为对照组的

５５．１％；在土样 Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６ 中均表现出显著增加（ ｐ＜
０．０５），分别为对照组的 １２１．３％、１２０．９％和 １１８．８％．
根干重在土样 Ｓ２ 和 Ｓ３ 土壤中出现显著降低，在土

样 Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６ 中表现出显著增加（ｐ＜０．０５）．

图 ３　 原油对萝卜幼苗生长的影响（∗和∗∗分别表示与 Ｓ０ 土

壤处理相比差异显著（ｐ＜０．０５）和极显著（ｐ＜０．０１））
Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｒｕｄｅ ｏｉｌ ｏｎ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ （ Ｒａｐｈａｎｕｓ ｓａｔｉｖｕｓ

Ｌ．） 　

萝卜在各处理土壤中生长发育的总体情况见

图 ３．可以看出，不同修复时期土壤中萝卜幼苗的生

长发育状况存在明显的差异．从株高和根重（干重和

鲜重）来看，萝卜在整个修复时期的污染处理土壤

中与无污染土壤对照组相比均表现出抑制作用．其
中，在土样 Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４ 中，抑制作用相对明显．萝卜幼

苗株高在土样 Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４ 和 Ｓ５ 中与对照组 Ｓ０ 相比

均存在显著降低（ ｐ ＜ ０． ０５），分别为对照组 Ｓ０ 的

８９．３％、８９．８％、９１．４％和 ９２．０％．地上部鲜重在整个

修复时期污染土壤中均表现出不同程度的抑制，为
对照组的 ９３．１％～９８．５％，但除土样 Ｓ３、Ｓ４ 与对照组

Ｓ０ 间存在显著差异外（ｐ＜０．０５），其它修复阶段与对

照之间的差异均不明显（ｐ＞０．０５）．同样，萝卜幼苗根

鲜重指标在各修复时期的污染土壤中均表现为抑

制，为对照组的 ７８．５％～９１．６％，其中在土样 Ｓ４ 中极

显著低于无污染对照 Ｓ０（ｐ＜０．０１），在其它处理土壤

中显著低于对照组（ｐ＜０．０５）．不同修复时期污染土

壤中萝卜幼苗根干重与无污染土壤对照组之间差

异均不显著（ｐ＞０．０５）．
可以看出，不同生长指标在不同修复阶段土壤

中的敏感程度各不相同，不同的植物对各处理土壤

中的污染胁迫响应也存在差异．小麦的株高、地上部

鲜重、根鲜重及根干重在土样 Ｓ２ 和 Ｓ３ 中表现为抑

制作用，在其它修复时期的污染处理土壤中表现为

刺激作用．这可能是由于石油污染物进入土壤导致

土壤中有机质含量增加，土壤肥力有所增大，并且

随着生物修复的进行，石油烃浓度降低．土壤肥力和

石油烃浓度的协同作用刺激了小麦幼苗各生长发

育指标的生长（宋雪英等， ２００６）．宋玉芳等（２００２）
通过研究不同浓度的污染物对高等植物的影响表

明，低浓度污染物对高等植物的生长产生刺激作

用，高浓度污染物对植物的生长产生抑制作用．植物

的根系与土壤微生物联合作用致使低浓度石油组

分对植物的生长产生促进作用，并可将土壤中的石

油烃转化成 ＣＯ２和 Ｈ２Ｏ，为土壤微生物提供能量和

碳源；与此同时，植物可以将部分石油烃通过木质

化作用，转化成自身的组成部分（张大庚等， ２００３），
促进幼苗的生长发育．而萝卜的各幼苗生长发育指

标在不同处理土壤中的响应与小麦存在一定的差

异．萝卜的各幼苗生长发育指标在整个修复时期都

表现出不同程度的抑制作用，其中，株高在土样 Ｓ３
中的抑制效果达到最大，地上部鲜重和根鲜重在土

样 Ｓ４ 中的抑制作用最为明显．相对于小麦而言，萝
卜在本研究中表现出更高的敏感性．同时，上述结果

也佐证了本研究中不同修复时期的土壤均存在一

定的生态毒性，并且土壤的毒性在修复的第一阶段

达到最大．
３．３．２　 叶片 ＳＯＤ 活性及 ＭＤＡ 含量　 不同修复时期

土壤对供试植物叶片 ＳＯＤ 活性及 ＭＤＡ 含量的影响

如图 ４ 所示．可以看出，小麦叶片中的 ＳＯＤ 活性在

整个修复时期土壤中均表现出刺激作用，为对照处

理的 １０５．５％ ～１３１．７％．其中，在土样 Ｓ１ 中显著高于

对照组 Ｓ０（ｐ＜０．０５），在土样 Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４ 中极显著高

于对照组 Ｓ０（ｐ＜０．０１），并且在土样 Ｓ３ 中刺激作用

达到最大，为无污染对照处理 Ｓ０ 的 １３１．７％；在土样

９３２
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Ｓ５ 和 Ｓ６ 中虽然表现出诱导作用，但与对照组 Ｓ０ 之

间的差异却并不显著．

图 ４　 原油对植物叶片的 ＳＯＤ 活性及 ＭＤＡ 含量的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｒｕｄｅ ｏｉｌ ｏｎ ｔｈｅ ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ

同样，萝卜叶片中 ＳＯＤ 活性与小麦的趋势大致

相同，也是在土样 Ｓ３ 中刺激作用最为明显．研究表

明，植物细胞在逆境胁迫条件下产生的活性氧自由

基会对植物细胞产生毒害作用． ＳＯＤ 活性的升高有

利于自由基的清除，解除其对植物的毒害作用

（Ｄｅｂｕｓ ｅｔ ａｌ．， １９９７）．这说明小麦和萝卜这两种植

物对不同修复时期的土壤都有一定的抗性．在正常

的情况下，植物组织 ＳＯＤ 的活性与氧自由基处于动

态平衡，叶片中氧自由基含量的增加必然会导致

ＳＯＤ 活性的升高．ＳＯＤ 活性越高说明土壤的逆境胁

迫越严重，这可以从侧面证明石油污染土壤修复的

前中期生态毒性有所增强．土壤生态毒性的增强才

导致了土壤中逆境胁迫增强．
不同修复阶段的土壤对供试植物叶片 ＭＤＡ 含

量的影响如图 ４ 所示．可以看出，小麦叶片中 ＭＤＡ
含量随修复时期的延长呈先升后降接着又缓慢回

升的变化趋势．萝卜叶片中 ＭＤＡ 含量在不同修复时

期的污染土壤中呈现类似的变化趋势，只是在修复

后期（土样 Ｓ５ 和 Ｓ６）小麦叶片中 ＭＤＡ 含量与对照

处理不存在显著差异，而萝卜叶片中 ＭＤＡ 含量与

对照处理相比仍然存在显著降低．生物修复初始阶

段（土样 Ｓ１），石油烃浓度最高，在这种逆境下，植物

叶片细胞产生大量的活性氧自由基，为了解除活性

氧自由基的毒害，细胞膜脂过氧化反应加剧，导致

膜脂过氧化产物 ＭＤＡ 含量增加．在随后的修复时期

中，供试植物叶片细胞的 ＭＤＡ 含量呈抑制趋势，主
要原因可能是 ＳＯＤ 活性的增加，导致其酶反应过程

中产生的大量 Ｈ２Ｏ２对植物细胞产生毒害作用，导致

ＭＤＡ 含量降低（Ｘｉｏｎｇ ｅｔ ａｌ．，２０１３）．后阶段 ＭＤＡ 含

量缓慢回升可能是由于植物在逆境条件下抗氧化

酶系统的调节能力有限，导致植物细胞体内还是积

累了过剩的活性氧自由基，这些活性氧自由基破坏

了细胞膜的结构，致使 ＭＤＡ 含量再度上升（Ｋｉｌｉｃ
ｅｔ ａｌ．，２０１４）．
３．４　 微生物修复石油污染土壤过程中的生态毒性

石油烃目标污染物是评价污染土壤修复效果

的一项指标．然而由于土壤环境及石油组分的复杂

性，不可能将土壤中所有的有毒有害物质都通过化

学方法得到检测．土壤环境本身就是一个复杂的系

统，一般的化学方法并不能科学、全面地评价土壤

的修复效果和表征修复后土壤整体的质量特征，并
且，在石油污染土壤中，即使石油目标污染物的含

量达到环境标准，但由于难降解组分的残留和次生

代谢产物或中间产物的存在，土壤的生态毒性仍然

很强，而且在生物体上会最终表现出来．由于化学诊

断的局限性，单一地采用化学方法来诊断和评价土

壤的修复效果已经不能准确指示石油污染土壤生

态毒性的强弱．
本研究以不同供试植物的生长发育状况及叶

片生化指标为主要研究对象对不同修复时期石油

污染土壤的生态毒性进行了分析诊断，对比了不同

供试植物作为指示生物的可行性与敏感性，并以此

来评价了石油污染土壤微生物的修复效果．通过对

比分析可以看出，石油污染土壤生态毒性随修复时

间的延长呈现先增大后减弱的变化趋势．这与采用

目标污染物的化学诊断方法存在明显不同．
具体而言，植物各指标的响应并不是随着石油

烃浓度的变化呈现相应的变化趋势；当石油烃浓度

最高时，供试植物幼苗各生长指标的抑制效果不是

最明显；相反，在石油污染土壤修复过程的前中期，
石油污染土壤的抑制作用最强．这说明在石油污染

土壤的修复过程中，目标污染物残留量的减少并不

能笼统地说土壤的修复效果好，应结合土壤的生态

学毒性试验，综合评价土壤的修复效果和健康质量．
在石油污染土壤中，即使石油目标污染物的含

量达到环境标准，土壤的生态毒性仍然很强，而且

在生物体上会最终表现出来． Ｈｕｂáｌｅｋ 等（２００７）研

究表明，尽管石油烃总量修复后降低了 ６５％，但由

指示微生物、陆生植物、水生植物、蚯蚓和甲壳类动

物的生态毒性评价结果则显示为修复第一阶段的

生态毒性最高，而且整个修复过程中土壤均存在一

定的毒性效应．石油污染土壤随着微生物的修复其

０４２
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毒性变得复杂化，在修复的前中期毒性表现为增

强，可能主要是由于：①修复的前期易降解组分的

减少，导致难降解物质（如多环芳烃、沥青质和胶

质）的含量相对增加，而多环芳烃等难降解物质的

毒性要明显高于烷烃类物质．②修复过程中微生物

的代谢中间产物的产生，导致其毒性要强于原来的

污染物．已有研究表明，某些烃尤其是 ＰＡＨｓ 的氧化

中间产物具有比母本烃更强的生态毒性（Ａｌ⁃Ｍｕｔａｉｒｉ
ｅｔ ａｌ．， ２００８）．因此，在石油污染土壤微生物修复过

程中，应对中间代谢产物给予足够的重视．随着修复

时间的延长，土壤的生态毒性慢慢降低，主要是因

为微生物开始利用多环芳烃等难降解物质作为碳

源，导致其含量降低；再者，土壤微生物在土壤环境

中优胜劣汰，能够适应土壤新环境的微生物被保留

下来，它们可以利用中间代谢产物来进行自身的生

长和繁殖，这些因素的综合效益使得土壤的生态毒

性随修复时间的延长慢慢地降低．可以看出，石油污

染土壤修复时间越长，土壤的生态风险越小．事实表

明，要想将污染土壤恢复到土壤原有的生态功能和

状态是一个长期、复杂的过程．

４　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

１）自制混合菌株（ＧＳ３Ｃ、ＧＹ２Ｂ、ＧＰ３Ｂ，等量配

比）能够有效地降解石油污染物．
２）相对于莴苣、黑麦草和小青菜，小麦和萝卜

对石油污染土壤的生态毒性变化更为敏感，更适合

作为指示植物．
３）植物的毒性试验中，修复前期的土壤对植物

的生长及叶片生化指标抑制最为明显，后期抑制效

果减弱．
４）在石油污染土壤微生物修复过程中，土壤中

目标污染物量的减少并没有导致土壤生态毒性的

降低．石油污染土壤微生物修复后土壤毒性变的复

杂化．石油污染土壤在整个生物修复过程中均存在

一定的生态毒性，并且在修复的前中期达到最大，
修复后期逐渐减弱．
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生态毒理与生物指示．
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